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研究成果の概要：ヒト臍帯静脈上皮細胞、および脂肪前駆細胞の転写調節の動きをＤＮＡアレ

イチップや機能を阻害する手法を用いて解析し、細胞内で刺激応答に起因する内在性のリン酸

化状態変化を網羅的にプロテオミクスの観点からとらえることを目標にした。マイクロアレイ

の時系列データをもとにリン酸化シグナルパスウェイを予測し、報告者の文献情報データも含

めたプロテオミクスの方法から検証し、刺激応答のリン酸化ダイナミクスに関係する遺伝子お

よび蛋白質を選定し、シグナル伝達における細胞の反応のダイナミクスの一端を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のリン酸化と脱リン酸化はシグ
ナルの伝達や酵素活性調節および転写調節
など細胞内の情報伝達と調節に重要な役割
を担っている。なかでもチロシンのリン酸化
は増殖因子受容体のシグナル伝達に重要で
あることから広範な研究が進められてきた
が、細胞内の９０％以上を占めるセリン・ス
レオニンリン酸化については、重要なキナー
ゼが同定されてはいるものの、リン酸化によ

る反応のパスウェイは明らかになっていな
い。この問題の困難な点は、たとえばプロテ
インキナーゼＣ（ＰＫＣ）ではｃＰＫＣが 4
種類、nＰＫＣが 4種類、aＰＫＣが 2種類、
さらに近年注目を集めている PKCu (PKD) で
3種類とファミリータンパク質の種類が多く、
刺激に対して複数のキナーゼが反応し、相互
活性化や基質相補性があることから、相互作
用が極めて複雑になることが挙げられる。ま
たシグナル伝達系ではキナーゼだけではな
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くプロテインホスファターゼも刺激依存的
に反応するためリン酸化と脱リン酸化が複
雑に絡みあい解析を困難にしている。 
これまでの生化学的・分子生物学的解析では、
リン酸化反応に関与するキナーゼの同定と
その基質の同定および酵素反応キネティク
スの解析が主として行なわれてきたが、細胞
の中で実際にどのようなシグナル伝達が行
われて細胞の反応がおこっているかを解析
するためには、内在性の基質を一挙に解析し
てパスウェイを同定する方法の開発が必要
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、これまでに 
（１）高親和性抗体の作成法を開発し、また
低ノイズ磁気ビーズを用いるターゲテドプ
ロテオミクス法の開発を行なってきている。
また、 
（２）ヒト臍帯静脈上皮細胞（ＨＵＶＥＣ）
を用い、ＴＮＦαやコレステロール変動およ
びラジカルなど各種刺激により細胞内の転
写調節の動きをＤＮＡアレイチップやＲＮ
Ａi などの手法を用いて解析し、大容量のデ
ータベースを有している。 
さらに、 
（３）申請者らは、20万のタンパク質名に対
して文献情報処理を用いて、PubMedから自
然言語処理による深い文法解析を行って役
50 万件のタンパク質相互作用を網羅的に集
めることを行い、既存のツールと異なり全ネ
ットワークの関係性を利用したアプローチ
を展開し、85％以上の高い正解率タンパク質
の複合体解析に適用を進めている。 
 
そこで、これらの解析結果および解析技術を
利用して、データのなかからキーキナーゼと
なると考えられるＰＫＣを中心としてリン
酸化パスウェイ解析を行ない、プロテオミク
スによるリン酸化パスウェイ解析を試みる。 
 
具体的には、リン酸化、脱リン酸化に対して
様々な構文を集め、高精度に関係性を収集す
る。次に、このように収集した関係性を整理
統合化したデータベース、およびその表示の
ためのインターフェースを構築し、本研究の
基本データとした。（データ収集が進んだ段
階で将来一般にも公開する。）さらに、リン
酸化部位の同定と刺激前後でのリン酸化状
態変化の解析を通して、リン酸化の素過程あ
るいは複合過程をモデリングとシミュレー
ションおよびプロテオミクスを併用しその
時系列変化を求めることで、リン酸化タンパ
ク質のインフォーマティクスを形成する。 
 
３．研究の方法 
本研究方法のユニークな点は、細胞内で刺激

応答に起因する内在性のリン酸化状態変化
を網羅的にプロテオミクスにより捕らえる
こと、さらにインフォーマティクス解析によ
りリン酸化タンパク質相互の関係をシミュ
レーションし、リン酸化シグナルのパスウェ
イを予測することにある。この予測に基づき、
阻害剤のデータや分子生物学的解析によっ
て妥当性の検討を行なう。このようなシステ
ム生物学的アプローチは、様々に試みられる
ようになってきたが、in silicoとウェットバ
イオロジーが連携してデータの受け渡しを
行い、モデル妥当性を検証しながら双方向性
に解析を進めていく試みは極めて少ない。 
報告者等は、既に開発したタンパク質名辞
書を用い、関係性の抽出に複雑な付加的条件
をつけ、リン酸化、脱リン酸化に対して様々
な構文集め、高精度にこれらの関係性を収集
し、専門家によりデータを精選した。このよ
うに収集した関係性を整理統合化するネッ
トワーク情報収集のためのデータベース、お
よび表示のためのインターフェースを構築
し、本研究の情報基盤を構築した。またＬＳ
Ｉやインターネットのネットワーク評価に
用いられているパケット輸送をリン酸化の
伝達モデルと仮定した動的シミュレーショ
ンを行うことにより、リン酸化のダイナミッ
クシミュレーションを試みた。 
ヒト臍帯静脈上皮細胞を用いて炎症刺激
におけるシグナル伝達および転写活性化に
ついて研究を行ってきた経緯より有してい
る、ＴＮＦαをはじめとする刺激やコレステ
ロール調節における詳細なトランスクリプ
トーム解析データタからパスウェイ解析を
行いハブとなるタンパク質を同定した。これ
らのキータンパク質に対する抗体によるタ
ーゲテドプロテオミクスを進め、さらに阻害
剤によるパスウェイのバリデーションを行
った。これらのウェットの結果をもとにデー
タ解析を検討し精度を高めた。 
 
４．研究成果 
以下述べる成果が得られた。 
 
（１） リン酸化タンパク質のパスウェイ解

析 
 

文献やデータベースから抽出した約50万
件のタンパク質相互作用対から全タンパク
質相互作用ネットワークを構築し、実験から
得られたタンパク質の対（ペア）に対して、
リン酸化、脱リン酸化の相互作用をする様々
な構文を決定し、高精度にこれらの関係性を
計算機による自動的に収集し、さらに、生物
学関連の博士を持つ専門家によって、自動化
によりやむを得ず混入する誤りを訂正し、既
知情報からのリン酸化ネットワークを構築
し、候補となるリン酸化パスウェイを予測で



きるようにした。 

 
図１ リン酸化ネットワーク 
青線はLindin、赤線は報告者らの相互作用、
ノードはリン酸化Kinaseでハブ規模がサイ
ズになっている 
 
報告者と同じような試みは、時を同じくし
てLinding等によって行われ、Cell 129, 
1415-26 (2007)に発表された。彼らの方法は、
実験結果だけからでなく、文献から蛋白質名
とリン酸化が同じ文章中にあればリン酸化
相互作用とするという荒い関係性の抽出方
法をとり、さらにコンセンサスモチーフで相
同計算した結果をまとめたために誤差を多
く含むと考えられる。そのため、蛋白質[リ
ン酸化酵素]―リン酸化相互作用の動詞―基
質蛋白質というペア相互作用の数は4723で
あった。報告者らは上記のように丁寧な相互
作用の収集法を採用してたためにペア相互
作用の数は1498であった。そのうちLinding
等の相互作用との共通部分は123ペアしかな
かったが、残りの1375は正しいと考えられ
るものであることを実験と文献から確かめ
た。ただ、彼らのデータと合わせると、6098 
のリン酸化ペア相互作用をもつ世界最大級
のリン酸化相互作用データを収集できたこ
とになる。ネットワークとして表示すると図
１のようになる。本報告事項は投稿中である。 
 
（２） リン酸化部位の同定と刺激前後での

リン酸化状態変化の解析 
 

① HUVEC細胞のTNF刺激実験 
Gene Ontology（GO）はマイクロアレイ解
析などで広く使われている。そこでGOを用
いて遺伝子発現ネットワークを構築し、時系
列データに対して信頼性の高い新しいクラ

スタリング手法を開発し、エンリッチメント
解析を組み合わせることによって検出漏れ
の低い機能について関係する遺伝子群をモ
ジュール集合として取得した。次に、この方
法を用いて時刻毎のウインドウに対して（図
２）、機能ごとに一定条件下で最大遺伝子数
となるモジュールを取得し、時間依存の属性
モジュールのサイズ、関連遺伝子を抽出でき
る方法を開発した。この方法をHUVEC細胞（ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞）のTNFα刺激実験の時

系列発現データに対して適用し、リン酸化に
関するモジュールを抽出した。その結果、リ
ン酸化に関連したモジュールを７種類の選
定し、その時間変化を追跡した。 
 
図２ 時間ウインドウの定義 
時系列発現データに対して時刻点が9点のウ
インドウを定義。この結果、１７個のスライ
ドウインドウが得られる。時刻が４時間以前
は１５分間隔、4時間以降は３０分間隔とな
るので、ウインドウの時刻幅は１から９番目

までは１２０分それ以降は最大２４０分ま
で変化する。 
ここではそのうち３つをあげる。 
 
 
図３ リン酸化モジュールの時間変化 
   横軸は時間（分）、縦軸はモジュール

クラスター中の遺伝子数 
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図４ 脱リン酸化モジュールの時間変化 
   横軸は時間（分）、縦軸はモジュール

クラスター中の遺伝子数 
 

 

図５ ヒストンリン酸化モジュールの時間
変化 横軸は時間（分）、モジュール
クラスター中の遺伝子数 

 
 
新規遺伝子および新規タンパク質の機能
を予測する上で、ネットワーク解析で数時間
程度の時間窓で、近い機能の遺伝子が集まる
傾向がある。これを報告者らは、局所的時間
機能モジュール近似（local time-functional 
module approximation :LTFA）とし、実験結
果の解析で未知の遺伝子や新規タンパク質
が同じ時間で相互作用する可能性があるか
どうかを検証してきた。今回の手法は、モジ
ュールと未知遺伝子の相関関係から、機能を
予測する手だてを与えるものと考える。図3
－５に示すように、ピーク時刻が相反すると
いう興味深い結果を得ている。本内容につい
ても論文化を進めている。 
 
 
② 3T3L1細胞の時間 

細胞分化への適用として、脂肪前駆細胞の転
写調節の動きをＤＮＡアレイチップやＲＮ
Ａiなどの手法を用いて解析し、その結果に

対して、Gene Ontologyと遺伝子発現ネット
ワークを用いた時系列データに対する新し
いクラスタリング手法を適用した。3T3L1細
胞の脂肪細胞への変化に対して、リン酸化の
データに対して時間変動を調べ論文とした。 

次に、3T3L1細胞の脂肪細胞への変化に対
して適用し、WNT添加後のデータと比較した。 
3T3L1とそれにWNTを添加したときのクラス
タサイズを比較すると、3T3L1での
phosphorylation(リン酸化)クラスターの遺
伝子数934に対して、WNT添加によってリン
酸化クラスターは1208に増加する結果が得
られた。以上の結果は、文献にあるようにWNT
はリン酸化と強い関係が知られていること
と矛盾しないことから検証にもなると考え
る。（Xin Zeng, Nature ( 2005）438,873-7 お
よび、Mascha van Noort et al., Wnt 
Signaling Controls the Phosphorylation 
Status of beta-Catenin, JBC, (2002) 
277,17901-17905. 複合体を形成する遺伝子
群の転写のタイミングなどがこれによって
同定できることが分かった。この内容も論文
化中である。 
 
（３） リン酸化部位の同定と刺激前後での

リン酸化状態変化の解析 
リン酸化シグナル系ではまだ、公表はしてい
まないが、リン酸 化ペプチド濃縮法の改良
と質量分析計がリニアトラッ プ型のLTQ か
ら超高分解のorbitrapになったことで、細
胞 抽出液を使った1回の実験で以前は100
リン酸化ペプチ ド程度同定できていたのが
現在では3倍の300程度同定 できるように
なった。網羅性の観点からすると、実験だけ
では十分ではないが、検証としては機能した。 
今後、実験から情報処理の結果に反映させる
体制および施設を形成することができた。 
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