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（2010, 11/2-6） 

Partial SPAST and DPY30 deletions in autosomal dominant hereditary spastic paraplegia. 

60th Annual Meeting of The American Society of Human Genetics, Washington, DC, USA. 
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Division of Proteomics 
 

プロテオミクス分野では，タンパク質の総体であるプロテオームを解析するための技術開発と

その応用を目指すと共に，多くの研究者に対して最先端技術の提供を行っている．基本技術とし

ては精密質量分析によるショットガン・プロテオミクス，ターゲット・プロテオミクス，ペプチ

ドマスフィンガープリンティング等を用い，さらに ICAT,iTRAQ,SILAC,mTRAQ 等の安定同位体標

識を用いた定量情報付加による高度のプロテオミクス技術を擁している．さらに従来個別解析で

あったMRM技術を改変して大規模データ取得を目指す次世代プロテオミクス技術の開発を行って

いる．現在，13台の質量分析計を有し，幅広いプロテオミクス技術への要請に対応が可能となっ

ている． 

プロテオミクス分野は，分野所属の松本雅記准教授とテクニカルスタッフ1名（吉村祐子）に

加え，技術室所属の技官1 名（木庭絵美子）とテクニカルスタッフ 1 名（小田瑞穂），および研

究所所属のテクニカルスタッフ1名（高見知代）で実際の研究開発及びサービス業務を進めてい

る（2011年3月31日現在）． 

人事異動について，退職者として，2011年3月にテクニカルスタッフの吉村祐子が退職した． 

 

 

「酵素-基質関係の全体像の解明」というテーマは、現代の生物学が抱える大問題である。細

胞内における多くの事象のコントロールには、多くの酵素によるタンパク質の翻訳後修飾が重要

な役割を果たしている。しかし、実際にこれらの酵素が生体内で何を標的としているかは、実は

あまり明らかになっていないのが現状である。 

われわれはこの大問題に立ち向かうため、10年の歳月を費やして定量プロテオミクス技術を用

いた翻訳後修飾の網羅的解析に取り組んできた。具体的には、1）リン酸化やユビキチン化され

たタンパク質の全体像（プロテオーム）を取得し、2）酵素変異（ノックアウトやノックダウン

による発現抑制および過剰発現）によるプロテオームの変動を解析する、という2段階のプロセ

スによって基質候補分子を LC-MS/MS によって網羅的に同定することを目標として研究を進めて

きた。 

その結果、リン酸化においては固相化金属親和性カラム（IMAC）法によるリン酸化ペプチドの

徹底的な条件検討によって、高い網羅性を持って全体像（リン酸化プロテオーム）を取得するこ

とにほぼ成功し、安定化同位体標識を用いた定量的プロテオミクスによる変動解析を行った。例

えば細胞周期におけるリン酸化タンパク質の網羅的同定と変動解析を行い、多くの新知見を得た。

またリン酸化酵素阻害剤を用いることによって、リン酸化カスケード全体像のうち、どこが変化

しているのかを可視化することに成功した。またある刺激（インプット）がどのように異なった

反応（アウトプット）を引き起こすかを知るために、EGFとInsulin に対する反応性の違いを例

にとって詳細に検討することによって、そのキー分子を同定した。さらにキナーゼノックアウト

マウスを用いて、そのリン酸化状態を網羅的に検索することにより、その違いを明らかにする試

みも紹介したい。 

一方でユビキチン化においては全体像（ユビキチン化プロテオーム）を取得すると共に、結合

や酵素活性に基づく新規の方法論も考案し、実用化へのバリデーションを行っている。特に以前

は困難であった酵素-基質結合に基づく方法において、定量的プロテオミクスを用いて新規基質

を発見する方法を考案し、新たな基質を数多く見つけることに成功している。 

また第４世代のプロテオミクスと言われるMRM（Multiple Reaction Monitoring）法を用いて、

抗体を使用せずに数万種類のタンパク質を超高感度で絶対定量する新方法（Information-based 

MRM）を開発した。この方法で得られる情報量は、ウェスタンブロッティング25,000レーンに匹

敵し、従来の 100 倍以上の高感度、高精度であり、抗体も不要なので全てのタンパク質、部位、

修飾に対応できる夢の技術である。全体的なパフォーマンスは現行のウェスタンブロッティング

法の約100万倍以上であり、今後ウェスタンブロッティング法は不要になると思われる。これに

よって研究を革新的に進歩させると同時に、臨床検査への応用やバイオマーカー探索など、医学

生物学に長足の進歩をもたらすことが期待される。 

 

神経細胞は非常に長い神経突起を有しているが、その特殊な構造によって細胞間情報伝達や神

経回路形成が可能となり、神経機能が発揮される。神経突起の形成・維持には、神経細胞に特異

的な細胞内輸送システムが必要だと考えられているが、われわれは、細胞内輸送の制御により神

経突起形成を誘導する膜タンパク Protrudin を発見し、その突起形成機序を明らかにしてきた。

近年、ヒトProtrudinの遺伝子変異が遺伝性痙性対麻痺という神経軸索変性を伴う神経疾患の患

者家系で報告されたことから、Protrudin依存的な輸送システムが、神経突起の形成だけでなく、

その機能維持にも重要であることが示唆された。 

Protrudin 依存的な輸送システムの全体像を明らかにする目的で、Protrudin と結合するタン

パク質を網羅的に探索した結果、細胞内輸送や神経変性に関係する分子として KIF5 が同定され

た。マウス脳における Protrudin と KIF5 の生理的な結合が確認できたため、それらの機能的関

連性を検証した。ProtrudinのHeLa細胞における過剰発現は突起形成を誘導するが、KIF5をHeLa

細胞に過剰発現させると、同様に突起構造が形成された。さらに、ProtrudinとKIF5を共発現さ

せると相乗的に突起形成が誘導されたことより、ProtrudinとKIF5の機能的関連性が示唆された。

次に、これらの機能発揮メカニズムを探索した。Protrudinを過剰発現させたところ、Protrudin

の結合タンパク質であるRab11等のKIF5への結合が増加した。KIF5は様々な積荷タンパク質の

順行輸送を担うモータータンパク質であることから、Protrudinはその結合タンパク質をKIF5に

繋ぐアダプタータンパク質として機能し、それらの輸送を制御しているのではないかと考えられ

た。 

ヒトにおけるKIF5 の変異は Protrudin と同じく遺伝性痙性対麻痺の原因として報告されてい

ることから、ProtrudinとKIF5による輸送システムが神経機能に生理的に重要であると考えられ

る。Protrudin-KIF5依存的な輸送メカニズムのさらなる解析により、将来的には神経疾患の発症

機構解明に繋がることも期待される。 
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Division of Structural Biology 
 
タンパク質の立体構造を決定し，他の分子との相互作用を詳細に解析することで，分子

認識の問題や酵素活性発現メカニズムを構造生物学の手法を駆使することで明らかに

していく．ターゲット選択にあたっては，単に生物学的機能の重要性だけでなく，分子

機能が構造生物学的に興味ある課題を含んでいるかどうかを重要視する．研究手法とし

て，Ｘ線結晶解析，核磁気共鳴解析，電子顕微鏡（単粒子解析と電子線トモグラフィー

解析）を組み合わせて用いることを特徴とする． 

 九州大学共同利用施設である核磁気共鳴装置（３台）と，生体防御医学研究所技術室

のＸ線結晶回折装置およびクライオ電子顕微鏡(FEI Polara)のユーザー管理を行って

いて，九州大学における構造生物学の拠点形成を目指している．また，九州大学グロー

バルＣＯＥのポストゲノム研究センター構造生物学部門として，講習会・講演会の開催

や研究支援を行っている． 

 

ミトコンドリアを構成するタンパク質の大部分は細胞質のリボソームで合成された後

に，ミトコンドリアへと輸送される．ミトコンドリアのマトリクスおよび内膜へ輸送さ

れるタンパク質はＮ末端に余分な配列（プレ配列）が付加された前駆体として合成され

る．我々は分子間ジスルフィド結合を用いた手法を適用することで，プレ配列が本来持

つ大きな運動性を保持したままの状態で Tom20-プレ配列複合体を安定化し，原子レベ

ルの構造情報や動的情報を得ることに成功した．その結果に基づいて，Tom20 によるプ

レ配列認識は「動的平衡認識メカニズム」であることを提唱している．そのキーワード

は，複数の結合状態，それぞれの結合状態における部分的な特徴の認識，そして，複数

の状態間の速い交換である．この“ゆるい”分子認識機構により，Tom20 タンパク質は

適度な親和性で多様なアミノ酸配列と相互作用することができる． 

 現在は第２世代の複合体の安定化デザインを行っている．結合状態の運動において不

動点となっている位置は，プレ配列中に存在する Tom20 結合モチーフ LxxLL（L:Leu 残

基）の中央のロイシン残基である．ここにスルフヒドリル基をもつアミノ酸を導入し，

Tom20 側の Val109 の位置に導入したシステイン残基のスルフヒドリル基との間に分子

間ジスルフィド結合を形成させる．昨年度は，プレ配列にホモシステイン（システイン

よりメチレン基１個分側鎖が長い）を導入して，結晶構造解析とＮＭＲ緩和時間解析を

行ったが，プレ配列の運動が過度に束縛されていることが判明した．今年度は，ホモシ

ステインよりさらにメチレン基が長い非天然アミノ酸を用いることにした．メチレン基

が１個分長くなったアミノ酸（L-2-Amino-5-mercaptopentanoic acid，略称は Amp）と

メチレン基が２個分長くなったアミノ酸（L-2-Amino-6-mercaptohexanoic acid, 略称

は Amh）である．これらは市販品がないので，それぞれＬオルニチンとＬリジンを原料

として数百 mg スケールで合成し，保護基として Fmoc 基と Mob 基を導入した*．ペプチ
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ド合成でプレ配列に導入し，Tom20 C100S/V109C と分子間ジスルフィド結合複合体を調

製し，結晶化を行った．その結果，Amp 体において結晶が得られ，放射光施設での実験

で十分な分解能の回折データが得られた．現在，構造解析を進めている．Amh 体では，

今のところ結晶が得られていない．このことは，Amh 体では分子間テザーが長すぎるた

めに，プレ配列の自由度が大きく，結晶化を妨げている可能性がある．  
*九州大学・稲盛フロンティア研究センター 山東信介教授との共同研究 

 

�．��������の比較構造���の�� 

タンパク質のアスパラギン残基への糖鎖付加（Ｎ型糖鎖付加）は翻訳後修飾の代表であ

る．コンセンサス配列 Asn-X-Thr/Ser 中の Asn 残基への糖鎖の転移反応はオリゴ糖転

移酵素(OST)と呼ばれる膜タンパク質酵素が触媒している．Ｎ型糖鎖修飾は真核生物だ

けではなく，古細菌にも広く存在する．また，真正細菌の一部にも存在する．OST 酵素

の触媒サブユニットは STT3/AglB/PglB と呼ばれるタンパク質である．STT3 タンパク質

は真核細胞では動物から植物，菌類，原

生動物に至るまでそのアミノ酸配列は非

常に良く保存されている．これに対し，

古細菌由来の STT3 や真正細菌の STT3 の

アミノ酸配列は多様である．WWDYG という

５残基の保存モチーフを除くと，３つの

生物界由来のSTT3のアミノ酸配列相同性

は低い．しかし，立体構造に基づいた共

通構造の考察を行えば，アミノ酸配列比

較だけでは得られない新しい知見が得ら

れると期待される． 

 我 々 は 過 去 に 古 細 菌 Pyrococcus 

furiosus の STT3 タンパク質の可溶性

ドメインと真正細菌 Campylobacter 

jejuni 由来の STT3 タンパク質の可溶

性ドメインの結晶構造を決定した．構

造比較をすると，WWDYG 部分のコンホメーションが全く異なっていた．本年度は，新た

に古細菌 Pyrococcus horikoshii と Pyrococcus abyssi 由来の STT3 タンパク質の可溶

性ドメインの結晶構造決定と，古細菌 Archaeoglobus fulgidus 由来の STT3（３つのホ

モログがある）の可溶性ドメインの結晶構造決定（３種のうち２種）を行った．この結

果，アミノ酸配列の相同性が３０％から７０％にわたって分布する計６種の可溶性ドメ

インの結晶構造が得られたことになる．WWDYG モチーフ部分のコンホメーションを比較

すると，アミノ酸配列相同性が３０％程度しかないにもかかわらず，C. jejuni と A. 

fulgidus 由来の STT3-c の WWDYG 部分のコンホメーションが同一であった（図１）．し

たがって，このコンホメーションが結晶コンタクトがないときの正しいコンホメーショ

ンであることを示唆している．また，WWDYG モチーフが結晶コンタクトで容易に変形す

る柔らかさをもつことから，酵素反応サイクルの間に大きなコンホメーション変化を起

図１ 真正細菌Campylobacter jejuniのSTT3の可溶
性ドメインの結晶構造と新たに決定した古細菌
Archaeoglobus fulgidusのSTT3（ホモログc）の結晶
構造のWWDYGモチーフ部分の比較． 

 

こすことも同時に示唆される．以上の結果は，単独の結晶構造決定だけでは結論するこ

とは困難であり，比較構造生物学アプローチの有効性を示している． 

 

電子顕微鏡による単粒子解析法では，試料の結晶化等を必要とせず，X線や NMR では解

析困難な超分子複合体を，生理的条件下で立体構造を解析できる．我々は機能構造であ

る DNA との共結晶が得難い DNA の複製，修復，組換え等に働く超分子複合体を中心に解

析を進めている．本年度は P. furiousus 由来の PolB-PCNA-DNA，Fen1-Lig-PCNA-DNA，

GINS 等の複合体の他，DARS-DnaA-DNA，MCM，RNaseP， Rhp51-DNA 等，様々な複合体の

解析に着手した． 

 DNA polymerase PolB には DNA の複製とともに，誤って複製した場合にはこれを校正

する exonuclease 活性を有する．昨年度までに，PolB-PCNA-DNA の校正モードにおける

構造を得ていたが，本年は更に詳細に解析を進めることで，新規にみつかった

polymerase と PCNA 間に相互作用部位に polymerase のアルギニンクラスターが配置さ

れていて，さらに，塩基性アミノ酸からなるクラスターが他の PolB でも保存されてい

ることを示した．更にこのクラスターのアルギニンを置換した変異体からなる複合体の

機能解析及び，単粒子解析を行った結果，この塩基性クラスターが複製と校正の両モー

ド間の切り換えに重要な役割を担っていることを示した．以上の結果をもとに，複合体

のダイナミックな構造変化を伴ったモード切り換えの機構を提唱した． 

 

植物の葉緑体は，植物体に光が当たると，その刺激に応答して葉緑体の局在が変化する

ことが知られている．葉緑体は，弱い光を受けた場合，光への集積反応が見られ，逆に

強い光を受けた場合，その光ダメージを避けるための回避反応が起こる．Alabidopsis 

thaliana において，JAC1 タンパク質は，弱い光に反応する葉緑体集積反応に関与して

いて，C 末端に Auxilin 様 J-domain を持つ．この J ドメインの活性が，葉緑体の集積

反応に重要であることを，構造解析と変異体解析を用いて明らかにした．また，同じく

葉緑体の動態に関与する CHUP1 タンパク質のＣ末端部分の結晶構造解析を行っている．  
*九州大学・理学研究院 和田正三特任教授との共同研究 

 

自己免疫疾患の治療や予防に期待される DOCK2/DHR2 のシグナル伝達阻害剤候補となる

低分子量化合物について，STD (saturation transfer difference) NMR スペクトル法

を利用した相互作用解析を行った．DOCK2/DHR2 へのラジオ波照射存在下で低分子化合

物の 1H NMR スペクトルを測定した結果，ラジオ波照射非存在下のスペクトルにくらべ，

シグナル強度の減少が見られた．この結果は，低分子量化合物が DOCK2/DHR2 タンパク

質に相互作用していることを示している． 
*九州大学・生体防御医学研究所 福井宣規教授との共同研究 
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昨年度の汎用型透過電顕 FEI T20 のセットアップに引き続き，今年度は極低温クライオ

電子顕微鏡 FEI Polara のセットアップを行った．この装置は急速凍結した試料を極低

温で観察可能であるが，実際に凍結タンパク質試料を用い，液体窒素や液体ヘリウムで

試料ステージを冷却して，到達温度及びステージの安定性を確認することができた．ま

たこの装置のもう一つの特徴であるトモグラフィー機能についても，タンパク質複合体

及び組織切片試料を用いて操作を行い，正常動作することを確認した．また，電子分光

装置をつかったフィルター像の撮影，厚い試料への有効性が期待される STEM 機能につ

いてもセットアップを完了した．トモグラフィーデータから立体構造再構築を行う計算

機の環境を，標準的なソフトウエアーである IMOD を中心に構築した．周辺機器につい

ては，超薄切片を作成するクライオミクロトームの更新をはじめ，凍結試料作成装置

Vitrobot の導入を行い，多様な電子顕微鏡試料の作成に対応可能な環境が整いつつあ

る． 
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Division of Molecular Design 

 
当部門は、昨年まで微生物ゲノム情報学分野と名称であったが、研究内容は生命情報科

学であり、現在もバイオインフォマティクスについての研究を行なっている。研究対象

は、主にタンパク質であり、その配列や立体構造などを用いて、それからの機能情報の

抽出のための方法の開発と、その応用研究を行なっている。いずれのタイプの研究にお

いても、進化的視点からの情報解析を実施している。 

 

�����������������������  
 アラインメントの各サイトの保存度/変異度を定量的に評価するため、多くのスコア

関数が開発されてきた。それらの関係を体系的に比較した研究は、これまでなかった。

そこで、これらのスコア関数を実装し、その関係をクラスタ分析で調査した。収集した

スコア関数の一部似ついては，SEALA という名称で計算サービスとプログラムのダウン

ロードサービスを行なっている。また、酵素の触媒部位予測に適用し、その精度を調査

した。さらに、その成果に基づいて新たなスコア関数を開発した。 

 

������������  

 表Ａ．１に今回解析に使用したスコアの内訳を示す。S は我々のウェッブサイト SEALA

でスコアの計算サービスとプログラムのダウンロードサービスを行なっているもの、I

は今回の解析のために我々でコードして導入したもの、D は開発者のウェッブサイトか

らダウンロードできるものである。表Ａ．２は、表Ａ．１の式中のノーテーションの説

明である。 
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いても、進化的視点からの情報解析を実施している。 
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 アラインメントの各サイトの保存度/変異度を定量的に評価するため、多くのスコア

関数が開発されてきた。それらの関係を体系的に比較した研究は、これまでなかった。

そこで、これらのスコア関数を実装し、その関係をクラスタ分析で調査した。収集した

スコア関数の一部似ついては，SEALA という名称で計算サービスとプログラムのダウン

ロードサービスを行なっている。また、酵素の触媒部位予測に適用し、その精度を調査

した。さらに、その成果に基づいて新たなスコア関数を開発した。 
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 表Ａ．１に今回解析に使用したスコアの内訳を示す。S は我々のウェッブサイト SEALA

でスコアの計算サービスとプログラムのダウンロードサービスを行なっているもの、I

は今回の解析のために我々でコードして導入したもの、D は開発者のウェッブサイトか

らダウンロードできるものである。表Ａ．２は、表Ａ．１の式中のノーテーションの説

明である。 
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表Ａ．１  使用したスコア関数一覧 

 

表Ａ．２  表記法一覧 

 これらのスコア関数は、Valdar によってその定式化に基づく分類がなされていた。

表１では、Valdar の分類に基づいて、今回使用したスコア関数を分類してある。しか

し、それらが実際の動作において、どのように類似するかのか、あるいは異なるのかは

不明であった。そこで、Catalytic Site Atlas に登録されているタンパク質のアライ

ンメントに、これらのスコア関数を適用し、各サイトのスコアを計算した。計 455 アラ

インメント、155,694 アラインメントサイトを使用した。その中には触媒残基が 1414

サイト含まれていた。まず、各方法の間の平均相関係数を以下のように計算した。 
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ここで、C(i)は、i 番目のアラインメントについての相関係数を意味し、m はアラインメ

ントの総数である 455 である。アラインメントごとにそれに含まれる配列の本数が異な

るが、スコア関数の中には配列の本数に対する依存性が観察されるものがあり、その点

を考慮するため上記のような平均相関係数を計算した。また、はずれ値の効果を考慮し、

今回は Spearman の順位相関を使用した。この平均相関係数を用いて、スコア関数の間

の距離 D は次のように定義した。 
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このようにして定義された距離を用いて、average linking 法で階層的クラスタリング

を行なった（図Ａ．１）。 

図Ａ．１  スコア関数のクラスタ分析の結果 

 

他のアラインメントセットも使用してみたが、樹形の詳細は異なるものの、全体のクラ

スタリングパターンは類似するデンドログラムが得られた。また、図中各ノードに割り

振られているのは 1000 回のリサンプリングに基づくブートストラップ確率であるが、

基本的にはいずれも高い値を示していた。これらのことから、このデンドログラム中の

クラスタリング・パターンの信頼性は高いことが示唆される。この樹形から、スコアリ

ング関数は、大きく二つのグループに分類されることがわかる。一つは、置換行列に基

づく方法（図１中のクラスタ A）とアラインメントの各サイトにおけるアミノ酸頻度に

基づく方法（図１中のクラスタ B）である。クラスタ Bはさらに、系統樹を考慮したも

の(B1)と、考慮しないもの(B2)の２つに分類された。Sander91, Shenkin91, Gerstein95

は、全て 20 種類のアミノ酸についての Shannon entropy の variation であり、図１の

デンドログラムの上では同じ位置を占めたので、まとめて Shannon と記述してある。

Shannonw は 、 Shanon と 同 じ 計 算 方 法 で あ る が 、 ア ミ ノ 酸 頻 度 の 計 算 に

Henikoff-Henikoff の方法によるウェイトを掛けて推定したものを利用している。各ス

コア関数の名称の最後の小文字の w は、この taxonomic bias の考慮がなされているこ

とを表している。この２つの大きなクラスタに属さないものが、５つ見出されている。

この５つの関数は、どの関数とも遠い関係にある。次に、これらスコア関数のパフォー

マンスの比較を行なった。Catalytic Site Atlasに記述されている残基をtrue positive

として AUC を計算した。いくつかのスコアには配列の本数への依存性があるので、アラ

インメントセットに含まれる本数の上限を変えながら、AUC を計算した(図Ａ．２)。 

 

 
図Ａ．２  スコア関数のパフォーマンス. 横軸が、使用しているアラインメントセットの中の

アライメントに含まれる配列の上限、縦軸が AUC を表す。青は頻度ベースのスコア関数、赤が置

換行列に基づくスコア関数、緑色がその他のスコア関数である。 

 

頻度ベースのスコア関数が、他のスコア関数よりも高いパフォーマンスを示している。

特に、Wang06w と Capra07w が高いパフォーマンスを示しているが、これらはどちらも

相対エントロピーの形で、バックグランドのアミノ酸組成の補正を行なっている方法で

ある。また、名前に wがついているので、アミノ酸組成の推定にあたっては taxonomic 

bias の補正がなされている。von Neumann entropy を使用し、エントロピーの計算に置

換行列を導入した Caffery04w は、デンドログラムでは他の頻度ベースのスコア関数同

様にクラスタ B2 に属しているものの、他の頻度ベースのスコアよりもパフォーマンス

が悪く、置換行列に基づくスコア関数のパフォーマンスと同程度であった。本比較解析
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の結果は、BMC bioinformatics に掲載されたが、掲載後のアクセス数が多く、掲載誌

より”highly accessed paper” に認定されたことを特記しておく。 

 

 上記の解析結果から、相対エントロピーをさらに修飾することで、パフォーマンスの

改善が期待される。Von Neumann entropy(VNE)に見られたように、置換行列の考慮は必

ずしもパフォーマンス向上につながるわけではないが、今回は VNE を相対エントロピー

に拡張することを試みた。Relative von Neumann entropy(RVNE)は既に使用されている

が、アラインメントスコアに拡張するにあたって、Caffery によるスコア関数としての

VNE の定義を修正した。 

 Von Neumann entropy は、密度行列ρに対して計算される。密度行列は、半正定値行

列で、そのトレースが１になるという条件を持つ。半正定値という条件は、複素行列の

場合、密度行列はエルミート行列であることを意味するが、タンパク質の解析のような

実行列を扱う場合、密度行列は対称行列となる。密度行列ρに対する VNE の定義は 

VNE(ρ) = −tr(ρ logρ)  

と与えられる。実際には、ρの固有値が{λ1,...λi,...,λn}と与えられた場合、 

 

VNE(ρ) = − λi logλi
i=1

n

∑  

 

となる。 

Caffery らは、VNE をアラインメントサイトのスコアとして利用するにあたり、密度行

列を次のように定義した。 

 
ρcaffery = diag(p1,..., p20) × M  

 

ここで、 p1,..., p20は、そのサイトのアミノ酸組成であり、M は BLOSUM の置換行列であ

る。この密度行列は、対称性を満たしておらず、形式的に固有値から VNE に類するもの

は求まるが VNE とは言えない。また、今回、我々はスコア関数としての VNE を RVNE に

拡張したいわけだが、その際、この対称性が満たされていないと計算ができなくなる。

そこで、操作的ではあるが密度行列を次のように定義しなおした。 

ρ = PAP  

ここで、P = diag( p1 ,..., pi ,..., p20 )であり、 A = [Ai j (s)] =
Mij

M iiM jj

⎛ 

⎝ 
⎜ ⎜ 

⎞ 

⎠ 
⎟ ⎟ 

1−s
s

である。s は

スコアを最適化するために制御されるパラメータの一つであり、０から１までの値をと

る。これにより対称行列として密度行列が得られる。 

RVNE を計算するため、バックグランドのアミノ酸組成{q1,...,qi,...,q20}を用いて、バック

ランドのアミノ酸成についての密度行列σを次のように定義する。 

σ = QAQ 

ここで、Q = diag( q1 ,..., qi ,..., q20 )で、A はρと同じものであるが、s はρに対する

ものとは独立に扱われる。以降では、ρに対するものを s1、σに対するものを s2とよぶ。 

バックグランドのアミノ酸組成は、次のように推定した。 

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ −+=

n
qr

n
q ii

1ˆ1  

r は、０から１までの値をとり、q の推定値を観測値と一様分布の間に制御するパラメ

ータで、RVNE のパフォーマンスを最適化するように決定される。 

この時、RVNE は次のように定義される。 
 
RVNE(ρ,σ ) = tr(ρ log ρ) − tr(ρ logσ )  

 
実際にはρとσの固有値と固有ベクトルを利用して次のように計算される。 

RVNE(ρ,σ ) = λi logλi − vi
T w j( )2

logμ j
j=1

20

∑
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⎝ 
⎜ ⎜ 
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⎠ 
⎟ ⎟ 

i=1

20

∑  

ここで、λ、μは、ρ、σの固有値、v� � はρ、σの固有ベクトルを表している。３

つのパラメータ (r,s1,s2)についての全探索を行ない、Catalytic Site Atlas について AUC

を計算した。図３はその結果の一部を示したものである。(a)は、r = s2 = 0の場合、(b)

は s1 = s2の場合を表す、図に示すように、RVNE は、relative Shanon entropy や Shanon 

entropy をその特殊なケース（パラメータの特定の値のセット）として含んでいる。ま

た、(a)にはCaffery  et al.のVNEとの比較も示されている。この探索の結果、s1 = s2 = 0

で、rが 0.5 から 0.8 の範囲の値をとった時に、最も高い AUC が得られ、それは他のエ

ントロピースコアよりも大きな値であった。 
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図Ａ．３  RVNE のパラメータ最適化 
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 上記の計算のサービス及びプログラムのダウンロードサービスのため、SEALA という

名前のウェッブサイト(http://seala.cbrc.jp/~SEALA/)を 2010 年 7 月より生命情報工

学研究センタ―で立ち上げた。以下がサイトのトップページのイメージである。 

 

図Ａ．４  SEALA のトップ画面 

 
７月から 12 月までのアクセス状況は以下の通りである。 

 

 Visists Hiits 
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図Ａ．３  RVNE のパラメータ最適化 
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Division of Regeneration Biology 

 
防御システム再生学分野では、（A）癌幹細胞制御の研究、（B）再生医学と癌研究の連携、（C）発

癌の早期病変の研究、を研究の３つの柱と位置づけ研究を推進している。外科学の基盤の上にた

ち、癌の診断と治療をより良くするための研究を行っている。遺伝子、蛋白質、細胞、組織、個

体、集団レベルでの医科学叡智を総動員して癌の制圧を目指している。このような先端医科学を

臨床外科学に展開することにより、質が高くコストに見合った医療を提供することに社会貢献で

きる。 

 

 
癌幹細胞は1994年に造血器幹細胞で最初に報告されてから我々の研究室では消化器癌幹細胞を

世界に先駆けて報告した。本年度は、肝臓癌の癌幹細胞に特化させた研究を実施し、造血器とは

異なる固形癌特有の分子病態を明らかにした。この知見は新たな治療法の開発に貢献できる。こ

の目的に沿って消化器癌の癌幹細胞の分子生物学的特徴を明らかにした。 

 
 

治療抵抗性の観点から、静止期にある癌幹細胞と増殖期にある癌幹細胞を峻別できる細胞表面分

子を同定した。この細胞表面分子を駆使することのより、これら２つのタイプの癌幹細胞を明ら

かにすることが可能となり、特に静止期にある癌幹細胞が従来には知られていなかった薬剤耐性

機構に関わることが明らかとなった。この静止期にある癌幹細胞は、癌幹細胞が低酸素領域に存

在して治療後に残存することを分子レベルから解明できる突破口となった。細胞内の活性酸素と

解糖系の偏倚の解明に着手し、本年度は新しい情報伝達経路の解明を実施した。情報伝達経路に

特異的な阻害剤の開発に着手した。 

 
 

高度で簡便なiPS技術を駆使することにより、消化器癌細胞のリプログラミングを実施した。本

事業の成果の１部として、消化器癌細胞は正常分化細胞に於けると同様に多分化能を再獲得して、

分化誘導療法と抗癌剤への感受性を獲得できることを明らかとして、新時代を切り拓く新しい癌

治療の先鞭をつけることに成功した（iPC技術）。今年度の後半から、消化器癌細胞の中でも特に

癌幹細胞に焦点を当ててリプログラミングを誘導する新技術の開発に着手した。 
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 再生医学から癌研究へと研究を展開するとともに、癌細胞から誘導する我々独自のiPC技術を

正常細胞に応用することを試みた。現在開発中の複数の低分子化合物を使用することにより、癌

化の可能性を高度に排除できる新しいリプログラミング技術の開発に向けて基盤を構築した。こ

の研究のインパクトとして、従来のiPS技術の弱点であった癌化問題の克服、正常と癌の相違の

解明に向けて応用が可能と考えられる。細胞の起源の研究を開始した。  

 

 
 発癌の超早期病変において、正常細胞が如何に生理的機能の作動原理から逸脱して癌化形質を

獲得するかに関して、基盤研究を実施した。超早期段階には未分化関連遺伝子の発現が時空間的

に異常を来していることを明らかにしたので、化学発癌実験において再現することで新しい創薬

のための技術開発に向けて基盤を構築した。本年度は試験管内で培養した消化器組織に遺伝子発

現トレーシングでの高感度イメージング分析を実施し、発癌過程の早期病変を可視化した。発癌

早期病態の分子生物学的特徴を検討した。  
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 再生医学から癌研究へと研究を展開するとともに、癌細胞から誘導する我々独自のiPC技術を

正常細胞に応用することを試みた。現在開発中の複数の低分子化合物を使用することにより、癌

化の可能性を高度に排除できる新しいリプログラミング技術の開発に向けて基盤を構築した。こ

の研究のインパクトとして、従来のiPS技術の弱点であった癌化問題の克服、正常と癌の相違の

解明に向けて応用が可能と考えられる。細胞の起源の研究を開始した。  

 

 
 発癌の超早期病変において、正常細胞が如何に生理的機能の作動原理から逸脱して癌化形質を

獲得するかに関して、基盤研究を実施した。超早期段階には未分化関連遺伝子の発現が時空間的

に異常を来していることを明らかにしたので、化学発癌実験において再現することで新しい創薬

のための技術開発に向けて基盤を構築した。本年度は試験管内で培養した消化器組織に遺伝子発

現トレーシングでの高感度イメージング分析を実施し、発癌過程の早期病変を可視化した。発癌

早期病態の分子生物学的特徴を検討した。  
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