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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞レベルでがん化に関与するタンパク質を同定するために、TATタンパク質を
用いたタンパク質導入法とミトコンドリア活性測定による新しいスクリーニング法を確立した。この手法を用いてエス
トロゲン非依存性乳がん細胞MCF-7より分離した3つのPeak A、B、Cについてミトコンドリア活性の測定を行ったところ
、Peak Cにおいてミトコンドリア活性の低下が確認された。質量分析計による解析の結果、Peak Cに含まれるタンパク
質をHistone H4と同定した。Peak AおよびPeak Bについてはタンパク質精製の途中で活性が消失した。今後抽出タンパ
ク量を増やし、感度を上げる必要がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have established a new screening method based on protein 
introduction method using the TAT protein to identify the proteins involved in carcinogenesis at the 
cellular level. In three Peak were isolated from estrogen-dependent breast cancer cells MCF-7, and 
mitochondrial activity in the PeakC was decrease. Based on the analysis by mass spectrometry, a protein 
in the Peak C was identified as Histone H4, which may inhibit mitochondrial activity. The future is going 
examined whether to suppress how to mitochondrial activity is Histone H4. The activities were disappeared 
in PeakA and B during protein purification. Dephosphorylations of the proteins could be caused during the 
protein separation. Therefore, increases of protein contents and assay sensitivity would be requested for 
the next experiments.

研究分野： 病態生理学

キーワード： がん　蛋白精製　エイズ

  ３版
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１．研究開始当初の背景 

（研究の学問的背景）我が国の死因第１位で

あるガンは、染色体に様々な変異が発生し、

細胞増殖や細胞死などのシグナル伝達分子

活性が異常に上昇する（あるいは抑制され

る）ことが知られている。特定のシグナル伝

達分子の活性化が下流のシグナルを制御し

ており、がん細胞の増殖に決定的な役割を果

たしている。これらのマスターシグナル伝達

分子の同定は、死因第１位であるガンの根本

的に治療法として最も注目を集めている。最

近では、次世代シークエンサーと Exon アレ

イと組み合わせてアミノ酸配列をコードし

ている部分のDNA配列を全て解読する試みが

盛んに行われている。例えば膵臓ガン 10 例

から解析した結果では、すべての症例で重要

なシグナル伝達分子２０種類にアミノ酸変

異が検出されておりどの変異ががん細胞の

増殖を直接的に制御しているのか不明であ

る。がん細胞は、最初に遺伝子変異が発生し

増殖が促され、増殖の促進が複製過程で様々

な変異や欠失が引き起こされている。このた

め、遺伝子配列を比較してもガン増殖を制御

する分子の同定は不可能である。 

 

２．研究の目的 

申請者らが開発した独自のシステムを駆

使してモデル細胞として乳がん細胞のタン

パク質を分離精製後、正常細胞に導入し、ガ

ン化のマスターシグナル伝達分子を解明す

るシステムを確立する。難治性乳がんの臨床

分離細胞を用いて実際にガン化制御するマ

スター分子を同定する。質量分析計を用いて

同定されたシグナル分子の翻訳後修飾を解

明し、ガン化のメカニズムを明らかにするこ

とである。 

 

３．研究の方法 

（細胞培養） モデル細胞として乳がん細胞

株の MCF-7 を用いる。 

（イオン交換カラムによる精製）蛋白質の分

離が最も効果的に行えるように pH、カラム流

速、塩濃度を確立した条件設定で行う。 

（フラクションの前処理と濃縮）イオン交換

カラムで分離したフラクションのうち、

500ul を限外ろ過カラムで濃縮した後、その

まま緩衝液を加え、3回の遠心操作を繰り返

し、脱塩を行う。 

（HIV TAT 蛋白質導入ドメインの精製） HIV

の TAT 配列の PTD (protein trasnduction 

domain 36bp 合成 DNA)の配列に His タグ配列

を挿入した大腸菌発現ベクターを取得する。

この発現ベクターを BL21 株で低温蛋白質誘

導させ、蛋白を合成する。 

（細胞インピーダンス測定によるアッセイ）

これまでの確立した方法に従って細胞の増

殖活性を測定する。 

（ゲルろ過カラムによる精製）活性のあるフ

ラクションを電気泳動でバンドを確認し、バ

ンドが離れている場合はゲルろ過カラム、近

い場合は、疎水カラムを用いる。 

（フラクション蛋白質の同定）これまでに確

立した方法で蛋白質の同定を行う。 

（難治性乳がんサンプルの分離培養）臨床サ

ンプルから転移や再発乳がんのサンプルを

用いて、これまでに確立した技術で培養細胞

を調整する。つまり、コラゲナーゼ B、D お

よびプロテアーゼ XIV を用いて細胞を分散

し、コラーゲンコートしたシャーレで培養す

る。 

 

４．研究成果 

陰イオン交換カラムによる抽出タンパク質

の分離結果 

エストロゲン依存性乳がん細胞 MCF-7 よ

り抽出したタンパク質 24 mg を強陰イオン

交換カラム HiTRAP HQ で分離し、分離した

フラクションについて電気泳動後 CBB 染色

を行い、バンドを検出した。その後、分離し



たフラクションの活性を細胞レベルで確認

するために、エストロゲン非依存性乳がん細

胞 HCC38 にタンパク質導入を行った。 

 エストロゲン依存性乳がん細胞より抽出

したタンパク質 24 mg を強陰イオン交換カ

ラム HiTRAP HQ にインジェクションし、塩

濃度を上げる事でカラムに吸着させたタン

パク質を溶出させた。 各ゲルの左端に分子

量マーカーを流し、その横に分離前のタンパ

ク質を流している。後述のミトコンドリア活

性の測定結果より 3 つの Peak A,B,C につい

て検討を行った。 

 

抽出タンパク質分離フラクション導入後の

ミトコンドリア活性 

エストロゲン依存性乳がん細胞よりタン

パク質を抽出し、陰イオン交換カラムを用い

て分離を行った 。分離したフラクション 20

番から 41 番について、エストロゲン非依存

性乳がん細胞 HCC38 へタンパク質導入を行

った。48 時間培養を行い、Hoechst と JC-1

を用いて細胞数とミトコンドリア活性を測

定した。JC-1 によるミトコンドリア活性の測

定の結果、ミトコンドリア活性の弱い上昇を

確認した。この変化を引き起こした 26 番と

27 番のフラクションを Peak A とした。

Hoechst による核染色を用いて細胞数を測定

した。ミトコンドリア活性測定の結果と細胞

数の測定結果を利用して、細胞あたりのミト

コンドリア活性の測定を行った。その結果、

細胞当たりのミトコンドリア活性の弱い上

昇を確認した。この変化を引き起こした

31~34 番のフラクションを Peak B とした。

また細胞当たりのミトコンドリア活性の顕

著な低下を確認し、この変化を引き起こした

37 番と 38 番のフラクションを Peak C とし

た。Peak A はトータルのミトコンドリア活

性が上昇しており、細胞あたりのミトコンド

リア活性は上昇していないことから、細胞数

の増加が考えられる。Peak B は細胞あたり

のミトコンドリア活性は上昇しているが、細

胞数は増加していないため、これから細胞増

殖を起こす段階であると考えられる。Peak C

は細胞増殖を起こしているにもかかわらず、

細胞あたりのミトコンドリア活性は大きく

低下している。これは Warburg 効果である

可能性があり、Peak C はがんに関与するタ

ンパク質を含んでいる可能性がある。各フラ

クションの電気泳動の結果より、Peak A お

よび Peak B はタンパク質がクルードであっ

たため次にゲルろ過カラムによる分離を行

った。Peak C は単一のバンドに分離されて

いたため、バンドを切り出し質量分析計によ

るタンパク質の同定を行った。 

 

質量分析計による Peak C フラクションのタ

ンパク質の同定 

 Peak C フラクションの電気泳動後、CBB

染色を行ったゲルよりバンドを切り出し、

LC-MS 装置 QSTAR XL (AB sciex) で分析

し、データベース Protein pilot (AB sciex) で

解析を行い、ペプチドマスマッピングのデー

タを得た (Table.1) 。その結果、Peak C フ

ラクションに含まれるタンパク質を Histone 

H4 と同定した。 

 

ゲル濾過カラムによる Peak A および Peak 

B の分離結果 

 Peak Aの濃縮タンパク質 1.08 mgとPeak 

B の濃縮タンパク質 0.5 mg を、それぞれゲ

ル濾過カラムを用いて分離した。溶出したフ

ラクションについて電気泳動後、CBB 染色を



行いバンドを検出した。Peak A をゲル濾過

カラムで分離したフラクションを電気泳動

後、CBB 染色でバンドを検出した。Peak B

分離フラクションについても同様にバンド

を検出した。 

 

Peak A 分離フラクション導入後のミトコン

ドリア活性 

 Peak A フラクションを濃縮し、ゲルろ過

カラムで分離を行った。分離したフラクショ

ン番号 3 番~14 番までのフラクションをエス

トロゲン非依存性乳がん細胞 HCC38 にタン

パク質導入した。48 時間培養を行い、

Hoechst と JC-1 を用いて細胞数とミトコン

ドリア活性を測定した。その結果、今回の測

定ではミトコンドリア活性の上昇は検出さ

れなかった。分離の途中でタンパク質の分解、

もしくは脱リン酸化が起こり活性が消失し

た可能性がある。 

 

Peak B 分離フラクション導入後のミトコン

ドリア活性 

Peak B フラクションを濃縮し、ゲルろ過カ

ラムで分離を行った。分離したフラクション

番号 8 番~17 番までのフラクションをエスト

ロゲン非依存性乳がん細胞 HCC38 にタンパ

ク質導入した。48 時間培養を行い、Hoechst

と JC-1 を用いて細胞数とミトコンドリア活

性を測定した。その結果、今回の測定ではミ

トコンドリア活性の上昇は検出されなかっ

た。分離の途中でタンパク質の分解、もしく

は脱リン酸化が起こり活性が消失した可能

性がある。 
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