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研究成果の概要（和文）：細胞表面抗原タンパク質を網羅的に同定するために、ショットガンプ

ロテオーム解析に適した前処理方法を構築した。LC-MS/MSを用いたショットガンプロテオーム解

析はタンパク質の網羅的解析に有用であるが、膜タンパク質である細胞表面抗原タンパク質は疎

水性が高く、存在量が少ないため網羅的解析が困難なタンパク質群である。これらのタンパク質

の同定効率を改善するために、本研究では膜タンパク質同定に適した消化酵素の組み合わせ予測

やショットガンプロテオーム解析に適した細胞分画法、迅速消化カラム、高感度分析カラムの開

発を実施した。これらの前処理法を用いることで、わずか0.5μgのタンパク質試料から209種

類の膜貫通タンパク質が同定され、効果的に細胞表面抗原を同定できると期待された。 

研究成果の概要（英文）：The	
 expression	
 patterns	
 of	
 cell-surface	
 presenting	
 proteins	
 are	
 

different	
 depending	
 on	
 each	
 cell	
 type.	
 This	
 information	
 has	
 been	
 used	
 for	
 identification	
 

of	
 cell	
 types,	
 the	
 typing	
 of	
 cancer	
 stem	
 cells	
 and	
 so	
 on.	
 In	
 this	
 study,	
 to	
 profile	
 the	
 

patterns	
 of	
 several	
 cell	
 surface	
 proteins	
 with	
 liquid	
 chromatography-tandem	
 mass	
 

spectrometry	
 (LC-MS/MS)	
 based	
 shotgun	
 proteomics,	
 I	
 constructed	
 the	
 subcellular	
 

fractionation	
 protocol,	
 rapid	
 digestion	
 protocol	
 and	
 highly	
 sensitive	
 analytical	
 system	
 

on	
 LC-MS/MS.	
 By	
 using	
 these	
 analytical	
 systems,	
 membrane	
 proteins	
 were	
 successfully	
 

enriched,	
 and	
 209	
 transmembrane	
 proteins	
 were	
 identified	
 from	
 only	
 0.5	
 μg	
 of	
 HeLa	
 cell	
 

proteins.	
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 ヒトの体は約	
 200	
 種類の細胞から構成され

ており、細胞ごとに発現している膜タンパク

質の種類が異なる。近年、これらのタンパク

質は抗体による細胞種の同定および細胞の分

画だけでなく、幹細胞の分化マーカーとして

も利用されている。またプロテオミクスにお

いても抗体による細胞分画法を用いた単一細

胞群に限定した解析が行われている。一方、ヒ

ト膜タンパク質は5000種以上あるのに対し一

般的に利用可能な抗体はそこまで達していな

い。より多くの細胞種を精確に同定・分画す

るためには高感度かつ多様な抗体を作成する

ことが不可欠である。これまで細胞表面抗原

に対する抗体は細胞を抗原として樹立されて

きたが、この方法だと発現量が少ない膜タン

パク質に対する抗体は樹立されにくい。そこ

で、効率よく抗体を作成するために、細胞外領

域を組換えタンパク質もしくは合成ペプチド

として調製し抗原とする方法が用いられてい

る。この場合、細胞外領域は実験もしくはア

ミノ酸配列を元にした予測により決定される

が、細胞外領域を正確に予測することは困難

である。また、膜タンパク質トポロジーデー

ターベースには114種類のヒト膜タンパク質

しか掲載されておらず、実験的に同定された

トポロジー情報は非常に乏しく、膜タンパク

質の細胞外領域は実験的に明らかにする必要

がある。	
 

	
 
２．研究の目的	
 

	
 	
 本研究では細胞表面抗原を高感度に認識す

る抗体の作成効率を向上させるために、ヒト

膜タンパク質の細胞外(エピトープ)領域を実

験的かつ網羅的に同定する技術を開発するこ

とを目的とした。細胞表面抗原を認識する抗

体は幹細胞から分化した細胞種やガン幹細胞、

白血病細胞のタイピングなどに必須なツール

である。多様な細胞種を正確に分類するため

には種々の細胞表面抗原を高感度に検出でき

る抗体の樹立が求められている。本研究で得

られた情報は再生医療だけでなく抗体医薬品

の開発や構造生物学,細胞生物学等広い学術

分野に寄与できる.	
 

	
 
３．研究の方法	
 

	
 本研究ではヒト膜タンパク質のエピトープ

領域を網羅的に同定するために、初年度に基

礎技術の開発を行った。申請者は	
 2008	
 年に

相間移動可容化剤を用いた膜プロテオーム解

析法を開発しており、この手法を本研究の基

盤技術として以下の項目について実験を行っ

た。	
 

(1)複数の消化酵素を用いた細胞外領域の網
羅的同定法の開発。	
 
	
 
(2)トリプシン固定化カラムを用いた膜プロ
テオーム解析法の迅速・高効率化。	
 
	
 
(3)極細分析カラムを用いた	
 LC-MS/MS	
 の超
高感度化。	
 
	
 

(4)細胞分画法の開発	
 	
 

	
 
４．研究成果	
 

(1)	
 細胞外領域を同定するには複数ある消

化酵素の中から最も多く細胞外領域を検出

できる酵素を選別する必要があるが、実験的

に確認するには組み合わせが多く効率が悪

い。そこで、in	
 silicoで同定結果を予測し(表

1)、実験的に確認する候補を絞った。Lys-C

とキモトリプシンが最適な組み合わせであ

り、88%の膜タンパク質の細胞外領域を同定

できると予測された。その他、膜タンパク質

の同定数が多い 5種類の組み合わせについて

実験的に確認したところ、トリプシンと

Lys-C の組み合わせが最も同定効率が高かっ

た。	
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表 1	
 各消化酵素の組み合わせにおける LC−MS／MS で観

測可能なタンパク質の数	
 

	
 

(2)	
 実験の効率を上げるために、消化時間を

短縮した。まず、Sigma、GL サイエンスおよ

び ABI 社から販売されているトリプシン固定

化ビーズの性能を評価した。その結果、ABI

社の Poroszyme	
 Trypsin	
 beads を使用するこ

とで、タンパク質の同定数を減らすことなく、

消化時間を 12 時間から 15 分に短縮できた。

申請者はスピンカラムの先端に詰めるガラ

スキャピラリーの内径、長さ、遠心力、遠心

時間および beads の充填量を最適化し、最終

的に、beads を内径 75	
 µm、外径 375	
 µm ガラ

スキャピラリーを詰めたゲルローディング

チップに充填し、100	
 x	
 g	
 で 15 分間処理す

ることで最適な結果が得られた。	
 

(3)	
 分子数の少ない膜タンパク質でも感度

良く同定するには、現状の分析システムでは

感度が低い。試料導入時の回収率および分析

カラムの微小化を試みた。試料導入時の回収

率を改善するため、カラムローダーを用いて

試料を直接分析カラムに導入した。導入時の

試料量、試料溶媒および溶媒組成などを最適

化することで同定効率が２倍に改善した。ま

た、分析カラムの内径を 0.25 倍に細くする

ことで感度を 4倍に促進させた。内径の細い

カラム内で充填材が目詰まりを起こさない

ように、内径 25	
 μm の分析カラム先端に 100	
 

μm 長程度の多孔性ガラスフリットを調製し

た。ガラスフリット調製時の加熱時間を最適

化することで(図 1)、再現性よく安定して高

感度カラムを作成できるようになった。本実

施事項で構築された高感度分析システムを

使用することで、従来の LC-MS システムに比

べて感度が 80 倍に改善し、同定数は約 5 倍

に上昇した。このシステムはプロテオームだ

けでなく LC-MS を用いる他の分析にも応用可

能である。この技術は 2011 年の原著論文お

よび 2012 年の総説で報告した（発表論文 5

および 3）。	
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(4)	
 デオキシコール酸ナトリウム(SDC)およ

びラウロイルサルコシン酸ナトリウム(SLS)

を用いることで、細胞を細胞質基質、細胞内

小器官および核画分に分画できた(図2)。本

方法では相間移動可溶化剤であるSDCおよび

SLSを用いている。したがって、ショットガ

ンプロテオーム解析の前処理に分画試料を直

接使用できるため回収率が高い。また、抗体

を用いて分画精度を評価したところ、細胞表

面抗原であるCD44は予想した通り細胞内小器

官画分に濃縮された。同時に細胞質基質タン

パク質、小胞体および核タンパク質である

LDHAやCalnexin、Lamin	
 A/Cはそれぞれ細胞質

基質、細胞内小器官および核画分にそれぞれ

濃縮された。本方法の効果は細胞分画により

各タンパク質の細胞内局在を網羅的に解析で

きるだけでなく、分画することで試料中に含

まれるタンパク質の種類が減少し、LC-MS/MS

におけるペプチドおよびタンパク質の同定効

率が２倍に改善した。本分画方法をHeLa細胞

に適用し、細胞膜が含まれる細胞内小器官画

分をショットガンプロテオーム解析に用いた

ところ、わずか0.5μgのタンパク質試料から

13種類の細胞表面抗原を含む合計209種類の

膜貫通タンパク質が同定された。さらにリン

酸化プロテオーム解析を組み合わせたところ、

リン酸化CD44の核移行(図3)や核ラミナの脱

重合など翻訳後修飾依存的な細胞内局在変動

を観察できた。本手法は回収率が高く、既存

の方法(S-PEK、Millipore社) よりも分画精度
が高いだけでなく、これまで精確に分画でき

なかった少ない試料(105個の細胞)にも適用

可能だった。この方法を用いることで、効率

よく細胞表面抗原の同定が可能となった。本

技術について2012年8月に特許申請を行った。	
 

	
 

	
 

図2	
 ショットガンプロテオーム解析にも適した細

胞分画法	
 

	
 

図3	
 CD44のリン酸化修飾による核以降	
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