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感染防御学分野

Division ofMolceularhlmunOtOgy

当部門では従来より,免疫系の発生分化 免疫応答機構の解明と,その異常によって生ずるアレルギ∵病,自

己免疫病,免疫不全症の解明を,脚 勺,分子脚 勺,発生工畢 勺手法を駆使して行っている.すなわち,免

疫系の分化および免疫応答の機構を,分子レベル及び細胞レベルさらには個体レベルで解析して,鋤軸 包の分化

および免疫反応の制御機構を解明する研究を推進するとともに,その制御機構の破綻によって生じる自己免疫病,

アレルギーの解析と治療法の確立や難治感染症の新しい治療法の開発を目指している.また,脚 勺方法による

ヒト癌の診断と治療法の開発についても鋭麓 研究を進めている.さらにこれらの疾病の治療法の開発に向けての

研究を行っている.また,痕の免疫療法についても新たな鼠融 ＼ら研究を推進しており,特に免疫監視機構からの

癌の逸脱 飴 cafXe)機構に関わる我々が兄い出した新しい分子,RCjSl,の機能の解明に向けて鋭意研究を行っ

ている.免疫細胞の増殖,分化 細胞死の帯脚機構に関与する分子,遺伝子の同定および機能解析を通してその制

御機構の解明を行っている.

2001年 (平成13年)度は昨年に引き続き,(1)B細月掛 ＼らシグナル伝達機構と遺伝子発現制御

およびその異常によって発症する自己免疫病の解析にむけての研究 特に,自己抗原反応性の未熟B細胞がアポト

ーシスにより除去される機構について,抗柳 1らシグナルによって誘導される新規の分子を中心に解析を行

っている,C2)プレB細胞受容体およびB紳月蝕‡原受容体からのシグナル伝達機構の解析,(3)我々の研究室で作

製されたヒスタミンHlおよびH2受容体遺伝子欠損マウスでの免疫異常の解析,(4)癌抗原の分子生物学自慢を転

子学自欄干究および槍の免疫監視機構からの逸脱に関わる分子,faCjulの解明,(5)生体適合材料を用いたハイブ

リッド型人工リンパ節の構築,等を主な酢籍テ-マして研究を進めた.

2001年 (平成13年)における主な人事異動は次のとおりである.平成12年3月には,末松佐知子さんが

留学先の兼表から新たに,助手として赴任し引き続き研究に従事している.助手の中島 学君も引き続き助手とし

て研究に従事している.平成9年度からのナスリン･バヌーさん,平成10年度からの久原尚子さんは大学院生と

して研究を続けている.また平成11年4月から前沢 浩君,平成11年5月にMD一摺ID コースの学生として入

学してきた老籾英毅君が大学院生として研究を続けている.研究補助員の古賀律子さんは引き続き研究を行ってい

る.

A.B細胞の分化と選択に関与するシグナル伝達穂積の解析

a.BCRからのシグナルと未熟B細胞のアポトーシス

マウスB細胞株WEHト231を抗短M抗体で架橋すると24時間以降にアポトーシスに陥る.この場合,カスパ

ーゼの活性化とDNAの切断が誘導及び細胞膜透過性の冗進を引き起こすことを昨年度に示した.カスパーゼ阻害

剤Z-VAD は核の分画化 DNA切断を完全に阻止するが,細月謝莫透過性の冗進は阻止しない.マウス未熟B細胞
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株であるWEHI」231細胞ではBCR刺激後，膜透過性の充進に先立って，ミトコンドリア膜電位の変化および活

性酸素の鋤口が生ずることを見出した．即ち，：BCRからのDeath館na1はまずミトコンドリアに伝達されその

後にカスパーゼの活性化とDNA切断及び膜透過性の充進カミ生ずると考えられた．即ち，自己皮応性未熟B細胞で

は，抗原受容体からのシグナルはまずミトコンドリアを標的して伝達されその後にアポトーシス及びネクローシ

スの反応が引き起こされると考えられた．この系にタンパク合成阻害剤シクロヘキシイミドを加えておくと，ミト

コンドリア膜電位の変化および活性酸素の増加は60－70％抑制された．抗原受容体からからのシグヂルによる

新たな蛋白の合成が抗遮M抗体の架橋によるアポトーシス誘導には深く関わっていることがわかった．どのう

な新規タンパクがミトコンドリアをアタックするのかについて，WEH」231細胞を抗19M抗体で架橋する前後で，

RNA　s伽tracdQnを行った．すなわち，12時間抗遮M抗体で架橋して刺激したWEH※231細胞からのNA

H拡aryを作製し，ミトコンドリア膜電位の変化を指標として，ミトコンドリア膜をアタックする新規のタンパク

分子の探索を行い，5種類以上の新規候補タンパクを同定単離した．その中でIWH37というd）酷クローンに

注目している．iW：H37はWEH卜一231細胞を三図M抗体で架橋することによりその発現が誘導されること，未熟

骨髄B細胞では，抗19M刺激σ発現が誘導されること，成熟B細胞ではその発現が抗】9M抗体で架橋で強く抑制

されること，F㎏一㎏㎜37タンパクはミトコンドリアに局在すること，などから，ミトコンドリア膜をアタッ

クする新規のタンパク分子の可能性が高いことから現在；鋭意解析を行っているく古賀律子，渡邊武）．

b．プレ8下湯受容体からのシグナルと8雪避初期分化

マウスブレB細胞をプレB細胞受容体の架橋により刺激すると，36kDaのタンパクがチロシンリン酸化を受

けることを見出した．教室の大屋は，種々の抗体を用いたウエスタンプロットにより，このタンパクがLへ丁分子

である可能性が示した．L離分子は丁細胞にのみ発現されるシグナル伝達のアダプター分子として重要であるこ

とは，この分子を欠損させたマウスではT細胞分化の障害，T細胞活性化の低下を示すことから明らかである．こ

の分子がプロB細胞，プレB細胞でも発現されていることが見出された．しかし，未熟B細胞以降の成熟B細胞で

は全く発現されていない．しかもプレB細胞受容体を刺激すると，LATタンパクの発現は逆に抑制される。すな

わち，プレB細胞受容体からのシグナルは：LへTの発現に対して負の制御を行う．このような幼若B細胞における

Lへ丁分子の機能とその発現およびプレB細胞受容体シグナルによる発現抑制の意味について研究するために，遮

heavy　dh滋nエンハンサーにLへT　dDNAを結合させて，　Lへ丁分子をB細胞で発現させたトランスジェニックマ

ウスを作製した．このトランスジェニックマウスの末梢血を調べたところ，B細胞数が著明に減少していた．リン

パ節におけるB細胞数も著しく減少していたしかし，T細胞数には変化は見られず，胸腺も正常であった．骨髄

細胞では，未熟B細胞の減少が著明であったがプレ13細胞数はやや増加していた残っている末梢のB細胞を，

抗遮M抗体，LPSで刺激ケるとその反応は正常であった．異常の結果は，マウスのプロB，プレB細胞に発現し

ているLAT分子はB細胞初期分化の負の制御分子として働いている可能性が示唆された（大屋和也，渡邊武）．

B．ヒスタミンH1，　H2受容体遺伝子欠損マウスの作製とこれらの受容体シグナルの免疫皮

応における役割について
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ヒスタミンH：1受容体およびH2受容体は7回膜貫通部位を持ち，三量体型ぴタンパクカ洪役している受容体

である．R1受容体には特に磁タンパクとしてGαqサブファミリーが会合していることが報告されている．ゼ方，

H2受容体にはGosが会合している．

1）ヒスタミンH：1受容体は，平滑筋，心臓その他多くの組織で発現されており，さらに脳中枢にはヒスタミンニ

ューロンが存在し，覚醒幽民食欲日内リズムなどの制御に関与していることが示唆されている．我々はこれ

までに，ヒスタミンH1受容体欠損マウスにおいて巳内リズムの異常，行動の異常について報告してきた．一方

ヒスタミンH2受容体は，胃および脳中枢に発現している．ヒスタミンH2受容体は胃粘膜細胞，特に壁細胞に多

く発現されており，従来より胃酸分泌の促進制御に重要であることが知られている．そこで，H2受容体遺伝子ノ

ックアウトマウスにおける胃の変化について調べた．予想に反して，ノックアウトマウスの胃酸度は正常であった．

しかし，H2受容体アンタゴニストに1詮く反応しなかった．一方，　H2受容体遺伝子ノックアウトマウスでは，

胃壁が異常に厚くなり，四壁は巨大になり，胃のhyperαて）phyが著明となった．また，その野望抱の構造は異常

であった．これらの結果から，H2受容体からのシグナルは，胃酸分泌の制御のみならず，胃壁細胞，　ECL細胞の

増殖構造維持に重要な機能を有していることが初めて明らかになった．’6ヶ月から一年ぐらいになると，H2受

容体遺伝子ノックアウトマウスの胃はさらに巨大となり，胃壁構造は異常となる．さらに血清アルブミン値が低下

してくる．これは，ヒトの病気メネトリエル病に酷似している．

2）我々は，以前から，アレルギー反応の分子機序および活性アミンの免疫反応への影響を調べる目的で，ヒスタ

ミン受容体欠損マウスの作成とその解析を行ってきた．そこでこのような個体における免疫能および男時型アレル

ギー反応について解析した．ヒスタミンH：1受容体欠損マウスのT細胞あるいはB細胞をそれぞれ，抗CD3e抗体

あるいは抗遮M抗体で架橋して細胞増殖を誘導させると，w照マウスのそれに比べて細胞増殖反応の低下が見ら

れた．そのような増殖反応の低下はマイトゲンや種々のサイトカイン（ue，　IL4，　U7）やCD40しなどの刺激だは

見られず，抗原受容体からの情報伝達に特異的であったさらに正常脾細胞よりマスト細胞を除去した後に，抗

CD3e又は抗㎏Mで刺激して生ずる細胞増殖反応はヒスタミンの添加により増強された。　HlR欠損マウスの脾細

胞ではそのような増強作用は見られなかった．以上の結果は，三量体型G一タンパクからのシグナルが抗原受容体

からのシグナル伝達に対して正の制御を行っていることを示唆している．

3）さらに，ヘルパーT細胞上のヒスタミンH1，　H2受容体からのシグナルはヘルパーT細胞の活性化に重要な

静獺機能を果たしていることがわかった．すなわち，Th1細胞上にはヒスタミンH1受容体が優位に発現されてい

るがヒスタミンH2受容体の発現は低い．一r方，　Th　2細胞上にはH2受容体が優位に発現されているがH：1受

容体の発現は低砥Th1細胞上のヒスタミンH1受容体からのシグナルはTh1細胞の活性化に正の制御を行い，恥

の産生を増強させる．従って，HIR欠損マウスのT細胞では，抗原刺激後のFN～の産生が非常に低くなる．　Th2

細胞の活性化には負の制御をしていることが明らかとなった．一方，ヒスタミンH2受容体もまた，ヘルパー丁細

胞上に発現されているがヒスタミンH2受容体からのシグナルはTh　2細胞Th1細胞の活性化を抑制し，負の

制御を行っていることが示された．すなわち，H2R欠損マウスのT細胞では，サイトカイン産生がいずれも非常

に充進ずる．以上の結果から，Hl受容体とH2受容体が免疫細胞の活性化に対して拮抗的に働いていることがわ

かった．また，ヒスタミンは即時型アレルギーの初期には発症の引き金となっているが最終的には，Th1細胞を

一153一



活性化し，Tb2細胞の活惚ヒを抑制することから，アレルギー反応を終息させる効果を持っていることを世界では

じめて示した．

3）即時型アレルギー反応について調べた．HIR欠損マウスでは，越Eが引き金となる即時型アレルギー反応は

殆ど完全に消失する．一方，ヒスタミンH2受容体欠損マウスでは艮1時型アレルギー反応は正常であった．以上の

結果から，アレルゲン特異的な遮E抗体を介するヒスタミンによる初期のアレルギー反応はヒスタミンH1受容体

を介して起こることが明決に示された

（古賀律子，渡邊武〉．

C．癌関連抗原RCAS一署の機能の解析と22一署一1抗体による癌診断

モノクローナル抗体ヂ22－1－1」が認識する癌関連抗原は，その発現が癌細胞に比較的特異的であること，

癌の進展とその発現がパラレルであること，子宮癌，大腸癌，肺癌などでの臨床における5－10年の経過観察か

ら，RCAS1陽性の癌ではその予後が陰i生の場含に比べて悪いこと等がわかってきた．すなわち，「22－1－1」

抗体が認識ずる抗原の発現は癌の進展，悪性度と強い相関関係がある．．免疫組織染色法にて22－H抗原は子宮

頚部腺癌以外にも子宮頚部扁平上皮癌，卵巣癌，胃癌，大腸癌，乳癌，食道癌，膵臓癌，皮膚平等にも高率（7（｝一

90％陽性率）に発現している．一方，これらの臓器では，胃腺ヒ虜細胞の正常細胞内が僅かに染色されるのみであ

った．このように22－H抗原は広く癌組織に発現している．さらに腫瘍細胞の進達度とその発現の強さが関連し

ていること，本抗原の発現と生存率の関係において抗原陽性例が抗原陰性例と比べて有意に低いこと，さらに臨床

的に癌細胞と識別が困難な異形成細胞においてはその発現が認められない点において，この抗原が癌関連抗原分子

として非常に興；勅ミ持たれる．従って，22－1－1抗体は新しい腫瘍マーカーとして，癌の免疫学的診断，経過

観察，治療等において非常に有用である．

癌患者の血清中にも可溶性の22～1－1抗体が結合する抗原，：RCAS　l，が存在することがわかり，血清中の

RCASlを測定しうるEHSAを作製してキット化した．肺癌，大腸癌，胆嚢癌，膵臓癌などで，60－70％の

陽性率が得られた．特に，膵臓癌では高率に陽性となるが群生鯛蔵回では陰性であることから，従来より診断に

用いられているCAI9－9　（慢性膵臓炎でしばしば陽性となる）に比べてもより特異的な腫瘍マーカーであること

がわかった。臨床への応用に向けて企業と準下している．

この新しい癌関連抗原分子の機能の解析を目的として，22－1－1抗体が認識する抗原分子のcDNAの一つ

は，213個のアミノ酸より成る23～24kDaのコア蛋白分子（RCAS－1）をコードしていた．　N末端側に膜貫通

部（N＝一三rm捌t給㎜embran　segment），　C末端側に。α艶d－oo殻構造が存在する∬型膜蛋白であることが

示唆された．Cos7細胞にて発現させると，40kDaの分子量をもつ膜タンパクとして同定された．さらに，　RCAS－1

分子に結合する細胞表面分子（受容体）の存在が確言忍された．正常活性化ヒトリンパ球においても受容体の存在が

確i認された．また，結合分子陽性細胞の一つであるK562細胞をG㎝一RCAS－1とともに培養したところ，細胞

死が誘導された．このように，癌細胞に特異的に強く発現している抗原分子であるRCAS－1は，その受容体分子

を発現しているリンパ球系細胞に細胞死を誘導すること事が示された．このことは，癌細胞の免疫系細胞からの逸

脱においてRCAS－1抗原が重要な作用を担っている可能性を示唆している．現在，この細胞死誘導機構の解明を
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目的として，受容体遺伝子の単離を試みている．

さらに，最近，マウスのRCAS　l　cDNAの単離にも成功した．マウスRCASl　cDNAをプローブとしてノーザン

プロットを行ったところ，胎生初期（7－8日）に強い発現が見られることがわかったマウスの系を用いてRCAS1

の発生分化における役割についても検討を加える予定である．また，ジーンターゲティングのために，マウスゲノ

ム遺伝子の単離も行い，ターゲティングベクターの構築を行っている．

RCAS1タンパクの添加により，受容体陽幽細胞では，細胞周期の停止が誘導される．ヒト末梢血Tリンパ球を

活性化して細胞増殖を誘導しこれにRCAS1タンパクを添加すると，細胞増殖は早期に停止する．この時，（：yd匡n　D3

量が3－6時間以内に，9時間以内にr℃NAの量的な著明な減少が見られる．さらに，12時間後には，高リン

酸化Rb蛋白の量的減少が認められた．しかし，（：ydn　B，（yd沁E，（x墨k2，　cdk4，　p16　Gnk4a），　p21（Cip1／W≧fD，

p27（Kip　1），　p57（照p2）などは全く変化しないこの（y（血D3および高リン酸1ヒ：Rb蛋白の減少がRCAS1によ

る細胞周期停止機構に深く関わっていることが示唆された．現在受容体の遺伝子の単離（ydin　D3および高リ

ン酸化Rb蛋白の減少を誘導するシグナル伝達系の解明を行っている．

また，造血系細泡におけるRCAS1受容体の発現について第三内科の牟田，松島らとの共同研究をおこなった

ヒト末梢血から，造血三門細胞を分離し，種々のサイトカインを添加すると赤芽球系細胞に分化する．さらに培養

を続けると赤血球が生成される．この系において，盈CAS　l　IeceptQrの発現を検討したところ，分化初期の赤芽

球細胞では，90％以上の細胞でRCAS　heceptorの発現がみられた．しかし，赤血球へと分化するに従って，

κAS　l　reoept（π陽掬細泡は減少しついには消失する．このRCAS　11eceptQr陽性赤芽球細胞にRCAS1を添加

すると強いアポトーシスカ覇導された．また，マクロファージに多くの憩CAShecept（⊃r陽性赤芽球三月包がロゼ

ットを形成している像が観察された．活性化マクロファージでは，膜上にRCASl抗原が発現されることを観察し

ていることと考えあわせると，RCAS1－RCASheceptQf　in憾acdQnは，赤芽球の分化，特に大量の赤芽球細胞

の細胞死と脱核による赤血球の生成の過程で重油な役割を演じていることが推察された．今後は，RCAS1および

その受容体の生理学的役割についても研究を推進していく予定である（中島学，前沢浩，老籾英毅，Nasreen

Banu，渡邊武）．

◎．人工リンパ節の構築

我々はつぎの3つの目的を持って生体内で機能するハイブリッド型人工リンパ節の構築と臨床への応用を目指

している．（1）病原微生物などに対して，特異的に強力，迅速に感染防御能を発揮し，緊急に患者に提供出来る

免疫装置の開発，（2）従来よりヒト免疫細胞を試験管内で抗原刺激を行うことにより抗体の産生，キラーT細胞

の誘導が行われているがその効率は良くなく実際に広く臨床的に応用出来るものではない．そこで，体外でも体

内でも手軽に使用することが出来，がん細胞（がん抗原），あるいは毒素や病原性の強い微生物，A【DSなどのウ

イルスなどに対して効率的に迅速で，強力な免疫反応が得られる免疫学的装置の開発，（3）濾胞形成胚中心形

成を試験管内で再現しうるリンパ節様臓器触ph－ndde）の開発，を我々は目指している。ストローマ細胞，生

体適合性材料の三次元骨格種々のケモカイン，サイトカインを構成することにより，人工リンパ節の構築を行っ

ている．　（末松佐知子，渡邊武）
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感染制御分野

Division orHostDefense

本来､免疫系は病原微生物から宿主を防御する生体防御機構として存在しており､その進

化の歴史は感染症の脅威によってつくられてきたといえる｡したがって､細菌､寄生虫やウイ

ルスなどの病原微生物の侵入に対する感染防御機構を明らかにすることが､免疫機構の分子基

盤の解明につながると考えている｡免疫系を感染防御機構ととらえ､それを構成する複雑な要

素を解析することによって､免疫機構の分子基盤を整理､再構築し､免疫制御による難治性疾

忠 (感染症､癌､アレルギー,自己免疫疾患､移植拒絶)の先端的治療法の開発をめざす｡

A.自然免疫 :To附ikereceptor(TLR)の発現制御およびシグナル伝達機構

Tollは初めショウジョウバエで見つけられた膜貫通性蛋白であるが､その後､植物から晴

乳類に至る多くの種で保存され､生体の感染防御に重要な働きを果たしていることが分かって

きた｡晴乳動物のTolトlike receptors汀LRs)は現在まで 10種類の報告されて､それぞれの

TLRがいろいろな細菌の構成成分をパターン認識することによって,L細胞内にシグナルを伝

達して感染防御に重要な種々のサイトカインやアクセアリー分子を誘導させることが明らかに

なりつつある｡これらTLRのうち､TLR2とTLR4はそれぞれ細菌膜成分リピドAとリポ蛋

白を認識する｡我々は TLR4は構成的に osteoblastに発現し,リピドAの刺激で osteoclast

differentiationfactor(OOF)が産生されることを明らかにした｡一方､TLR2はインタロイキ

ン 15(IL-15)の刺激でその転写が活性化されることを兄い出した｡TLR2遺伝子のプロモ-タ

一飯域には2つのNfkB結合部位とその間にSTAT結合部位が存在し､fL-15刺激ではSTAT5a

の結合と3 側̀にNFkBが結合することがTLR2転写に重要であることがわかったo

ら.早期誘導免疫 :粘膜系αβ型 T細胞の特異性と機能の解析

腸管上皮間には末梢リンパ組織にはみられない CD8ααTリンパ球が存在する｡CD8α

ノックアウトマウスでは5-FU投与による内因性感染症に対して高い感受性を示し､CD8α

α腸管上皮間 Tリンパ球の移入によって内因性感染を防御することができた｡CD8αノック

アウトマウスの腸管上皮間 Tリンパ球のインターフェロンγ産生能は有意に低く､また5FU

投与後の腸管上皮間Tリンパ球の回復は CD8αノックアウトマウスで著しく抑制されていた｡

これらの結果から､CD8α腸管上皮間 Tリンパ球はサイトカインを産生して直接腸管からの

細菌の感染防御に働き､また腸管上皮細胞や腸管上皮間 T リンパ球の再生を促進する役割を

担っていることが明かになった｡

C.適応免疫 :メモリーT細胞の産生､維持の分子機構
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Mycobacten'um tuberculosl'Sや Ll'sten'amonocyt()geneSなどの細胞内寄生性細菌の感

染に対して細胞傷害活性やγIFN産生能をもつThl細胞とTcl細胞が重要な防御機構を担うO

初感染で産生された活性化 T細胞の大部分は菌の排除後にアポトーシスで消滅するが､一部

はメモリー型となり､再感染時には迅速にかつ効率よく菌を排除する｡しかしながら､メモリ

ー型 T 細胞の産生､維持機構については､いまだに不明の点が多い｡インターロイキン

15(IL-15)は､Ⅰし2とⅠし2Rβ,Cl磯を共有し､NK細胞やT細胞の増殖因子として働く｡Ⅰレ15

}ックアウトマウスや我々の作製した分泌型 rL-15トランスジェニック (Tg)マウスの解析

から､Ⅰし15は､主にメモリー型CD8+T細胞の産生と維持､増殖に重要であることが明らか

となった｡さらにIL-15Tgマウスを用いて､IL-15はメモリータイプの CD8+T細胞を抗原

非特異的に活性化して L,.monocytogenesに対する初期防御を担うこと､Mycobacten'um

bowlsBCG感染では CD8+T細胞によるTcl型免疫応答を誘導することを明らかにした｡

i.monocytogenes由来の CD8寸T細胞エピトープ (LLO9ト99)とMHCクラス Ⅰテトラマ

-を用いた解析から､IL-15は Bcト2の発現を維持させることによって T細胞のアポトーシ

スを抑制し､かつ､細胞分裂を誘導することによってメモu-型 CD8+T細胞を長期にわたっ

て維持すると考えられる｡さらに腰癌に対するIL-15の役割を検討するためにIL-15Tgmice

でのメラノーマの増殖を検討した｡その結果､MHCクラス Ⅰ陰性メラノーマ､MHCクラス Ⅰ

陽性メラノーマともにIL-15Tgmiceで増殖が有意に抑制された｡抗体除去実験で､MHCク

ラスⅠ陰性メラノーマに対してはナチュラルキラー(NK)細胞がおもな防御機構を担っており､

MHCクラス Ⅰ陽性メラノーマに対しては､NK細胞と CD8T細胞の両方が防御を担ってい

ると考えられた｡IL-15によるメモリー型T細胞の産生､維持機構の解明は結核のみならず､

マラリア､エイズなどの難治性感染症や癌に対するワクチン/免疫療法の開発へとつながるも

のと期待される｡
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ワクチン開発構造生物学分野

Divisio藪　　of　Structur段獲　］Biology

新設されたワクチン開発構造生物学の教授として神田大輔博士（生物分子工学研究所・構造解析研

究部門・NMRグループ・主席研究員）を選出した。2002年4月1日より着任予定である。
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微生物ゲノム情報学

Division orFunctional Genomics

微生物ゲノム情報学分野は平成 14年 3月より生梱防御医学研究所に新設された.主な研究分野はゲノム科

学の中の,遺伝子機烏噺 遺伝子発現解晩 遺伝子情報解析 Ulイオインフォマテイクス)である.

当分野の研究の開始は 1990年頃に遡り,当時ヒトゲノム解読計画が本格的にスタートした時期に,ゲノムの

機能的側面である遺伝子発現を,cDNAのランダムシークエンスによって解析し,以降の 巴汀 解析に大きな役

割を果たした.特に,細胞における多数の遺伝子の状態を,発現量の多いものから臓に記載したリストを作製

し,遺伝子発現プロファイルという考え方を定着させた.その後,種々の細胞や組織から,適転子発現プロファ

イルを集めることにより,各々の細胞ではどういった遺伝子が最も活発に働いているのか,またAでは働くが

Bでは発現していない遺伝子は何か,疾患に関連して発現量の変わる遺伝子は何かといった問題の解析を次々と

行った. ヒト及びマウス合わせて約 100種以上のサンプ)は＼ら得られた約 3万 5千遺伝子のデータは,遺伝子
発現データベース fkxiyMapとして公開している.現在は,シークエンスによらない,R二Rを用いた遺伝子発

現比較解粍 iARPを用いて引き続き遺伝子発現の解析を行っている.

しかしながら,膨大なゲノム情報,そこにコードされる遺伝子発現の情報,さらにタンパク質の構造と働きに

関する情報は,もはや上記のようなウェットの実験のみでは全貌を眺め解釈することは不可能になりつつある.

情報が大量に溢れる中から重要な物のみを抽出する作業はコンピュータ無しには実現できない. このようなポ

ストゲノム時代の重要諌薩に対して,数学的統計的手法を用いて解決する研究を行っている.

当分野開始時のメンバ-は次のとおりである.教授の大久保公策は,平成 14年 3月 1日付けで大阪大学細

胞生体工学センター ｡染体格封断巨研究分野 ｡助教授から当分野教授として着任した.同じく助手の川本祥子

も大阪大学･助手より平成14年4月1日付けで当研究所に移動となった.同じく学手相柳 tj研究員 (PD)

の足立仁も大阪大学より移動となった.平成 14年 5月 1日,研究生として尼辻期刑 も人草 企勤 1らの研

究協力メンバーとして (樵)日立ソフト,樽崎雄∵は同じく阪大から,平成14年7月からはく株)シーズ｡ラボ,久

末春野宅が加わった.教授の大久保は,平成 12年度より産業技術総合研究所･生物情轍解析研究センタ-･発現

頻度解析チームのチームリーダを兼任している.当分野,平成 13年度の研究は,文部省特定領域研究 (C)ゲ

ノム医学から代表紙遠 ｢遺伝子発現を基鍵とする病態機序の解明｣として研究費のサポートを受けた.

A iAFLP法による遺伝子発現情報の解析

a. .AFLP法の原理

f℃R法による遺伝子の発現定量は,ノザンブロッティングに比べ簡単な操作でかつ少量の RNAで確認する

ことができる方法である.一般的には 1組織由来のcDNAに対し1遺伝子1回のⅠ℃R反応で発現の有無を確

認することができるが,単純に托:Rサイクルを回すだけでは発現量を比較できないので,定量のためには,よ

り煩雑な競合洋二R法やリアルタイム 王℃R法によらねばならない.テストする遺伝子数が少ない時には,これ
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らの方法で十分な結果が得られるが，多数の遺伝子を同時に測定したい場合には不向きである． そこで我々は，

1回のPCR反応で複数のPCR：産物の相対量を比較する方法阻P法を開発した（図A． 1＞．

きbp闘隔のピ→
oDN【A　　　U費ker

ce儲［＝＝＝コ［＝コ署コ
どの鋳型由楽でも

lsなく増える
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・dlB〔コ［＝欝cell　c〔＝＝＝＝コ［＝罵コ

納ix豊
18㌃

＝@＝

T旗〕・㎜A　　　　■…iiii　en感B

・・lm［＝＝＝コ［コ 土・uchd㈱琴
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・e旺〔＝＝コ［＝＝箒 PC飛 …iiiii

i茎1　言　eneC妊納i・［＝＝＝＝コ　　　襯
cycle liiiii
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　　　　　　　む
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6cD閥A／伽b奪の反応
案瞭はオリジナルのコピー数を

ｽ映しながら増蠣されている

図八おAFUひ（i濾屑鵬ed　Ar鴛β擶ed鍔ragme㎡Le麹9セh　P◎ly㈱rρhisr轟〉法の概略

合成された¢捌Aを餌加’で切断し遺伝子の醐yA側の断片に、3恥ずつ長さの異なるリンカーをライゲーションする、次に全てのcDNAを両じチューブに

等量つつ混合したものを鋳型にしてPC醗を行う。各A圃ica轟は、長さの違いを崖すための部分以外は嗣じ醗列であるため増幅率に差が無く、競合PC農の

原理が働き、鋳型銘に応じて霞的産物が増輻される。シークエンサを用いて募難ずるとピークの高さの差として検出される。

この方法によれば；1反応につき5組織由来のcDNAが比較できる． 一般に普及している 96we夏のPCR装置

とシーケンサを用いれば；1回の実験で96遺伝子X5組織分の発現比較が可能となる． ただし，得られるデー

タは5組織間でのcDNA量の相対比であるのでピーク高が発現を定量的に表すものではない． 大規模発現解析

の技術としては，マイクロアレイ法が最も盛んに行われている． マイクロアレイはハイブリダイゼーションに

よりシグナルを検出，増減を比較する方法であることから， 一度の実験で多数の情報が得られることが特徴であ

る． 一方｛AFLP法はPCRによって得られるバンドの有無によって，実験の成否がはっきりしていることが特

徴である（ハイブリダイゼーションの場合は、 某かのシグナルが得られるためqua翫y oo概ro1をしっかり置か

なければならない）． また数十から数百遺伝子単位で、確実に発現情報をとりたい場合などにも適した方法で

ある．

b　撚FしP法による正常皮膚及び乾癬における遺伝子発現の解析

我々は本法を用いて、種々の疾患における遺伝子発現プロファイルの解析を行っている。ここでは皮膚疾患

である韓癬（psor鎚is）における結果を報告する。乾癬は皮膚の慢性炎症性角化疾患で， 欧米で多いとされて

いるが，最近は日本国内でも増加している慢性の鳴謝生皮膚疾患の一つである。 症状は皮膚に赤い皮疹が現れ，

表面には白く乾燥した鱗屑と言う厚い垢が付着しするのが特徴で， かゆみは一般的には強くないと言われている．

患部の皮膚では，表皮の角層と有棘層が厚くなり，炎症をおこす細胞が集まる組織像が見られる． 乾癬の原因

ははっきりしておらずストレス等の環境要因や免疫機構の異常なども関係していると考えられている． 現在

治療はステロイド外用薬の他に，ビタミンD 誘導体外用剤等が効果を上げている． 当研究室では，大垣市民病

院皮膚科，清島真理子博士，田辺製薬との共同研究により， この未解明の皮膚疾患の病態を趨三子発現を通じて

解析することとした． 実験は主に，京都府立医大・眼科の川崎諭博士力痴った．
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皮膚で働く遺伝子のみを効率的に調べるために，iAFLPに先だって、正常皮膚サンプル及び； 乾癬サンプルか

らそれぞれ 7866，6091件の3’E訂を収集し、遺伝子発現プロファイルを解析した． 乾癬の列で示す数字は

6091個の一言何回その遺伝子が出現したかを表わしている（表A．1）． 正常皮膚とともに皮膚の初代培

養細胞から収集した（1701EspD　データも併記した。　E訂による解析からも，乾癬においては炎症と角化が

激しく起きていることがわかる．次にこれらE訂配列を元に，図Aヱに示したGeneSp㏄i且。　primer・遺伝

子特異的プライマを設計，GenBank登録のReおeqから設計した遺伝子プライマとあわせて約8 千遺伝子の発

現情報を解析した． 解析サンプルは乾癬14例，アトピー姓皮膚炎2例，門門息肉症3例，正常7例．乾癬の

うち4回忌関しては，遠隔正常部もサンプルに加えた。

表A． 1 乾癬の遺伝子発現プロファイル

gene

痘｣加re鞭
正常皮膚　　　　G釧Bar譜く　　　　De才緬比i◎n皮膚培養

（乾癬の発現pm赫ie上位）

濁372 74 ◎　O　M2璽◎54　　溢igra愈㎞ぬ醐（瑳yfa（丈αイe撤ed　p紋感h雁4

2◎893 71 3　　0　　M86757　　　ps（麟as納

5738 64 29　　14　　J◎0124　　　　5◎kDa　type　l　epic㎞al　kera：t勧

9039 61 2　　0　　M21302　　　smdl　prdめe　rめh　prσ匙dn（sprll）

5780 55 2　　3　　L426α　　　　　56kD　Typell／keratin　61s◎訴wm｝〈6c　G〈R繍丁6C）

2◎9◎5 47 ◎　◎　Z18538　　sk繍滋ed　a醐k熟（聯（オdnおe

3324 37 9　　　0　　　×05978　　　　　rad燃ed　kerrat㎞㏄yヒe　cyste轍∋pr◎ヒease給h縁：》漣◎r

2C924 35 6　　　0　　　L42592　　　　　keratめ6姶（ガ。禰K6b（KRT68）

209◎6 31 ◎　　◎　　Z71389　　　sk虻】一an葡mbro囹創一pep麺de　1（SA円》

2◎912 3◎ 31　0
20918 27 21　◎　　M98776　　　　kerat勧1

（正常皮膚の発現p汽潮e上位）

418 5 45　　◎　　　UO9953　　　　　　r謹）◎s◎舩I　p曇rσヒel轟L9

2◎959 3 42　0

鋤 14 41　　1　　　×6915◎　　　　　r齢s◎mal　p新（えe輪S18

336 18 40　　1　　Z壌2962　　　　　rわ◎s◎mal　p鱒（丈e触し41

743 笥5 39　　2　　U14973　　　　r諺）◎s◎mal騨dヒe勧S29

詔 13 39　　2　　×56932　　　　23kD蝕㎏hけbask；prσte納

211 10 36　　1　　　×67247　　　　　r繍（》酬pr「σヒe翰S8

273 16 34　3　×16064　　セr蹴嫌㎞al妙。㎝圃㎏d加m（￥prσte諭

500 10 34　　鷹　　D1453◎　　　　r幽め◎s◎ma言p飾（：痩e勧S28

5738 64 29　　14　」00124　　　　50kDa　t脚lep㎞mal　kera㎞

データ解析はiAFLPで得られた30サンプ　レ×8000遺伝子デしタを，全てに共通な6番目のピークの数字で平

均化し、 得られた数値で距離を算出，階層的クラスタリング法によりクラスター分析を行った． その結果、乾

癬で発現が上昇しているクラスタ，及び減少しているクラスタを分類することができた． 乾癬で発現が上昇す
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る遺伝子群には，def細sin，　psoriasin，　ke綴n6といった乾癬で著明に増加することで知られている遺伝子の他，

keratin16，17，炎症に関係する，薩p㏄頷n2，　g鍛脇ymeB，その他，飴sue・p髄r血ogen　a（変ivatoちhi甑dine

ammoniarlyase，　integdn　a5がそれらと同様の発現パターンを示した．一方，上皮の分化マーカの一つ

b旗血，さらにadhe鐙難sjIm（戯onに局在するbeta（おte血は乾癬で発現力瓶下していることがわかった．分

化した皮膚に存在するkeぱin2，15も発現低下グループにクラスタされた．これらのデータから、乾癬の皮

膚では真皮から表皮へと続く規貝難しい重層構造が崩れ，不規則な増殖と炎症が起きていることがわかる．ま

た，脂肪酸β酸化系律速酵素acety｝一CQA　dehydr（）genおe，リソソーム酵素Cathepstn，数種の蛋白分解酵素

も乾癬で低いパターンを示した．これら酵素の異常は乾癬の特徴である皮膚の：角化と炎症の原因や進行に関わ

る変化として注目すべき点である．　以上のように乾癬の組織学的な所見と遺伝子発現プ海ファイルは非常に

よく琶致するとともに，詳しい病態を明らかにすることができた．　現在これらの中からさらに乾癬に関連の

ある遺伝子を同定中である．一つの試みとして川崎らは，乾癬のうち5例に関して皮疹部の中心から外側に5

つの部分に分けてmRNAを抽出し，皮疹部と乾癬周囲の正常部における発現の差に注目して解析を行った．そ

の結果，乾癬でない患者の皮膚では発現が低いにも関わらず，乾癬周辺部の正常部で発現が高いタイプの遺伝子

を発見した．さらにこの遺伝子は乾癬患者の遠隔非病変部での発現も高いことが確認され，乾癬の発症の保因

の一つではないかと推測された．pr㎞er番号｝｛POO161のこの遺伝子はzinc　f㎏er　mαifを持ち，染色体20

番上にコードされる遺伝子であることが判明，解析を進行中である．

α発現プqファイルの解析と新しい知識発見法の開発

ここまで述べてきた発現プ灘ファイルの解析は、得られた遺伝子発現情報の中から、ほんの一部のデータを、

これまでの知見に照らし合わせて解釈可能なものにアプローチしたに過ぎない．　ゲノム配列から得られるデ

ータ，アミノ酸配列から得られるデータ等をとりこみつつ，文献情報を加味し，全体像を見て，薪たな知識の

クラスタを発見するためには全く新しい手法を開発しなければならない．次に，現在直面しつつある，ポス

トゲノム時代のデータの諸問題と，解釈の方法について解説する．

B．　新しい知識発見の方法

a始めに：ゲノム科学データの特徴

ゲノム科学は新しい漁掟手法の開発と機械化によるゲノム・トランスクリプトーム・プロテオームの高速高

精度潰掟を特徴としている．3つのオームの測定を通じて遺伝子・蛋白という生体構成単位に様々な特徴値（数

値データ，またはパタンデータ）を与える拭個々の分子データとオームデータの異なる点は大多数の要素に比

較可能なデータを与えることで要素間の関係を求めることが出来，要素群の構造データを与える点である．ゲ

ノム科学が生み出すデータからの専門知識の発見とは，遺伝子蛋白群がつくる構造のなかに説明可能な部分を探

し，知識と対応するデータモチーフを見つける作業である．

bモチベーション：データ洪水

最近しばしば指摘されるデータ洪水とはデータ量に見合った気職が出ない状況を指している。一般にデータ洪

水の解消には，データ整理・保存・共有・DB化（Da£a　Management）と数値データとしての解析法の確立（Data
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翻ysis）そしてドメイン的知識を見つけるGnterpret雄On）の3つが全て効率よく行われなければならな硫

特に医学的解釈は専門家のみの領域と信じられておりデータ洪水解消のための難関である． 医学知識表現を明

示的に行うことが解釈を機械化する第一歩である規 これを宣言的に行う方法はジーンオントロジーとして最近

注目を集めている． しかし専門家による知識の宣言には多くの労力と調整努力を要し，知識の更新に従って永

久に続く宣言の更新作業が必要になるなどの問題点も指摘されている．

C． 機械学習による機械的解釈法： 80B

ゲノム科学でのデータ解釈は一般化するとデータ内にある要素関係に既存の知識で説明できる部分を探すと

いう行為である． 例えばゲノム上のオペロンの検出や発現クラスタの解釈phybge登e蓑。　pro盒1eの解釈や蛋白

問の結合デしタの解釈に全て共通である． これは損掟データ集合が作る遺伝子列または遺伝子群が与えられた

ときにそれらに共通の機能的な特徴を探すことである． 従って，解釈は遺伝子問の知識中での機能的な距離を

あらかじめ教育しておけば 機械にも可能な行為であり， 機械的解釈の→番の問題は「どうやって機能的関係を

定義しそれを機械に学習させるか」 という点である． 本年度構築を進めたBOBはベクター空間モデルと行列

のランク下げによる特徴抽出を用いて①教科書からの小分野別基本用語の収集と構造化②遣伝子機能の文献デ

一タを用いたベクタH表現③分野別の基本用語関係空間への遺伝子ベクターの写像の3つの工程によって小分

野別の観点からみた遺伝子の相関構造を100次元の高次空間で表現するシステムである。（図B． 1）（図B． 2
）

用語が出現したベージ（潮上）を点で示してある
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ページ

図B蓬 教組斗書「Moleoular　Biology　of　The Oe山インデックスの200次元近似

数科書のインデックス構造は20Q次元程度にランク下げしても十分近似できるごこのランクが独立な話題の数と考え

てよい。この次元下げによって実際に出現していない用語（潜在的関連用語）も話題こ応じて各ベージに値を持つ。

これがねter痩馳㎜nt観醜xi㎎である。LSIによって数科書中に出現していない遣伝子を適当な場所に“意味的”
にマップできる。周回に遺伝子と遺伝子、遺伝子と用語の“意味的’1な関係も定量可能である。
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図B2　S湖＄＄P蹴から作ったH一隙＄ベクトルと200次元近似Cellのページの余弦分布

実際には齢が現れないベージや瀧の説明で使用されていない爾語のみのベージにも話題の共通性に応じて
高い余弦を示している。このように機能説明の内容の共通性により遺伝子問の関係や遺伝子と用語、話題の関

係が求められる

BOB を用いれば測定データがつくる遺伝子系構造に知識的なクラスタを探す方法で， 定量的に説明可能部分

を検出し，さらに分野空間を用いてクラスタに適当な言語表現を与えることができる．

なお本研究は産業技術総合研究所・生物情報解析センタの日紫喜光良博士、 NIT基礎研究所・前田英作博士の

グループとの共同研究である．
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防御分子構築学分野

Division　of：Fu聡ctiona1：Protein　Molecular　Biology

疾患特異的な蛋白質の同定及び発現定量に関する方法論の研究，及びそれらを用いて病気と関わる細胞

内機械の動的なメカニズムを明らかにするために蛋白質複合体のアクセサリー蛋白質の同定とそれら

の機能に関する研究をおこなっている。

A．疾患特異的な機能タンパク質同定に関する研究

a．同位体コード・アフィニティータグ（ICA恥法及び質量タグ（MS－tag）法による高感度脱染色定量

法の研究

2次元電気泳動ゲル（2－DE）による蛋白質の発現ディスプレイが現在でも多くプロテオーム解析に用

いられている．然しながら，見ることのできる蛋白質が可溶化成分に限られることや，ひとつの染色ス

ポットから多数の異なった蛋白質が質量分析などで明らかになり，分解能が思ったより少ないことが知

られてきた。また，どの成分が増大しているかも染色法では知ることができない。当研究室では，より

汎用性と検出感度の広い脱ゲルプロテオミクスの基本技術の確立に関する研究をしている．すでに，

ICA螢σsotope－CodedAf蝕ity　Tag）による発現定量を実現している（図1）．また，対象試料をトリプ

シンで全消化して得たペプチド断片のC末端リジン基に特異的な修飾を行い，定量と翻訳後修飾の同定

の両情報を・度に・∫能とするMS－tag法も開発している．このような方法により疾患特異的な機能蛋白

質の同定や細胞周期での蛋白質の動的な挙動を翻訳後修飾の変化を含めた定量解析に適用し，細胞内分

子機械の機能の解明に用いている。

b．1－bSDS　PAGEによるタンパク質一斉（ショソトガン）解析

ゲノムの機能発現の本態としての蛋白質分子群に関する総合情報はプロテオームと呼ばれており，その

発現レベルの包括的な定量・動態解析は，細胞の発生や老化などの現象を分子レベルで理解する上での新

たな情報を提供することが期待されている．上記の目的のために現在まで広く用いられている技術が，

二次元電気泳動（2－DE）ゲルの染色画像の比較による‘ディファレンシャルディスプレー’である．前

述したように，2－DEには分離の再現性、検出感度や膜蛋白質の溶解性などに関して多くの問題を抱えて

おり，その複雑な染色パターンは客観的で迅速な解析を困難にしている．医薬などの産業分野では，疾患

マーカーや創薬の標的分子の効率的なスクリーニングのために，より簡便で処理能の高い解析システムの

開発が求められている．
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防御分子構築学分野

DivisionofFunctionalProもeinMolecularBiology

疾患特異的な蛋白質の同定及び発現定量に関する方法論の研究,及びそれらを用いて病気と関わる細胞

内機械の動的なメカニズムを明らかにするために蛋白質複合体のアクセサリ-蛋白質の同定とそれら

の機能に関する研究をおこなっている.

A. 疾患特異的な機能タンパク質同定に関する研究

a.同位体コー ド･アフィニティータグ qCAT)法及び質量タグ (MS-tag)法による高感度脱染色定量

法の研究

2次元電気泳動ゲル(2-I)E)による蛋白質の発現ディスプレイが現在でも多くプロテオーム解析に用

いられている.然しながら,見ることのできる蛋白質が可溶化成分に限られることや,ひとつの染色ス

ポットから多数の異なった蛋白質が質量分析などで明らかになり,分解能が思ったより少ないことが知

られてきた.また,どの成分が増大しているかも染色法では知ることができない.当研究室では,より

汎用性と検出感度の広い脱ゲルプロテオミクスの基本技術の確立に関する研究をしている.すでに,

ICATGsotope-CodedA缶nityTag)による発現定量を実現している (図1).また,対象試料をトリプ

シンで全消化して得たペプチド断片のC末端リジン基に特異的な修飾を行い,定量と翻訳後修飾の同定

の両情報を -度に購 巨とするMS-t粥 決闘巨l発している.このような方法により疾患特異的な機能蛋白

質U)同定や細胞周期での蛋白質の動的な挙動を翻訳後修飾の変化を含めた定量解析に適用し,細胞内分

子機械の機能の解明に用いている.

b,1_bsDSPAGEによるタンパク質-育 (ショットガン)解析

ゲノムの機能発現の本態としての蛋白質分子群に関する総合情報はプロテオームと呼ばれており,その

発現レベルの包括的な定量･動態解析は,細胞の発生や老化などの現象を分子レベルで理解する上での新

たな情報を提供することが期待されている. 上記の目的のために現在まで広く用いられている技術が,

二次元電気泳動 (2-DE)ゲルの染色画像の比較による デ̀ィファレンシャルディスプレー'である.前

述したように,2-DEには分離の再現性､検出感度や膜蛋白質の溶解性などに関して多くの問題を抱えて

おり,その複雑な染色パターンは客観的で迅速な解析を困難にしている.医薬などの産業分野では,疾患

マーカーや創薬の標的分子の効率的なスクリーニングのために,より簡便で処理能の高い解析システムの

開発が求められている.
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図！。 ICAT（lsotop合一C◎d磁A鐙nity　Tag）による発現定量の概念図

当研究室では， より簡単な修飾法の組み合わせの評価を行い，我々のグループでこれまでに確立した一

次元ゲル電気泳動（1－SDS　PAGE）とaa鍛oLCIMS／MSからなる発現プロテオーム解析システムの研究

を行っている． モデル試料としてマウス大脳皮質を用い，不溶性の蛋白質群に対する有効性や解析の処理

能， および疾患モデルへの適用について研究し，1－SDS　PAGEと舩no：LCIMSIMSとの組み合わせによ

つイ丸，ゲルの染色処理までも省いた客観的で高感度か・二）高速の発現プロテオーム定量解析が可能となった

（図2）． …次元ゲル電気泳動による蛋白質混合物分画法は，細胞膜貫通型などの疎水性の高い蛋白質群

や高塩基性の蛋白質群にも適用することができた．前者の結果は，主にSDSの強い溶解・変性作用に依

っている． マウス大脳皮質の解析では，多くの膜結合型蛋白質や高塩基性蛋白質を含む合計約75◎個の

蛋白質が一度の連続分析で同定された（‘ショットガン’蛋白質同定）．このことは，本法が細胞内の全

蛋白質を視野に入れた発現プロファイリングに有効であることを示した．また，同定された蛋白質のなか

には過去の研究ですでに明らかとなっている微量の疾患関連蛋白質を含んでおり，疾患マーカーや疾患責

任遺伝子産物のスクリーニングに対しても有効性を明らかにした．
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図2． 1－DSDS　PAGEによるタンパク質一斉（ショットガン）解析の流れ。

c．多次元液体クロマ トグラフ（2のしC）法に基づく一斉プロテオーム解析技術に関する研究

ゲル・プロテオミ クスの欠点を補い，異なった性質をもつ多く蛋白質を高速処理を可能とする新しい

方法を研究している． ゲル・プロテオーム解析の諸課題を解消するために分画（精製）蛋白質群を可溶化

した状態で消化後， ：しC－MSに直接導入することがこれまでも検討されてきた． 消化後のべプチ ドフラ

グメント数によって， 1D， 2D－LCが考えられ，更にそこで用いる分離モー ドはイオン交換／逆相な

ど， これまで幾つかの組み合わせが検討されてきた．

本研究室で開発した次世代のプロテオミ クス解析技術となる2－DLC　Peptide　Mappi簸gシステム （図

3）の構成は以下のとおりである． 1）抽出タンパク質試料の有機溶媒中での高速酵素消化． 2） サン

プル，塩バッファー， コンディショニングバッファーの供給を行うオートサンプラリング・ロボット．

3）1次三目のStf◎ng Caもion　Exchange（SCX）カラムによる分画． 4）SCXから分画溶出したべプチ

ドブ群の濃縮と脱塩をおこなうマイクロトラップカラムCapTrap．5）H：F：BA（H：exa且uoro：Bu㌻yhc　Aciδ）

含有バッファーを用い， 2次元目の逆相C18カラムによるペプチド断片分離を行う低流速（500　nym血

～2，000測mi漁） 液体クロマトグラフMichyoln：BioResources社製MAGIC2000． 6）溶出する
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図3.2-DLCプロテインマッピイング及び 2-DLCペプチドマッピングシステム

(1-DSCXカラム,トラップカラム,2-DRPカラム)を含む多次元液体クロマ

トグラフによるプロテオーム解析の流れ.

ペプチド断片のナノエレクトロスプレー･イオン化(nano-electrosprayionization:nanoESI)システム.

7)ペプチド断片の分子量とその配列情報を測定する(MS,MSノMS)イオントラップ型質量分析計Gon

TrapMassSpectrometer:ITMS)サーモフイニガン社製LCQAdvantageTM. 8)MS及びMS/MSス

ペクトルデータからタンパク質 ･ゲノムデータベース上にあるタンパク質及び翻訳後修飾を同定する

SEQUEST⑧またはMatriⅩ Science社のMASCOT⑧検索ソフトのシステム

ペプチド群の分画はPALのプログラムを用いて行い,0.05%HFBA及び0.1%ギ酸を含む水-アセ

トニトリル系のグラジェント溶出プログラムでペプチド群の分離 ･溶出を行う.イオン化後,ペプチド

は通常2価-3価のイオンとして生成される.配列情報をもつ MS瓜4Sスペクトルは,ThemoQuest

社のDynamiCExclusionスキャンモードで行うことにより共溶出する多くのペプチド群を見逃さずに

同定することが可能である.タンパク質発現の定量を行うために,抽出タンパク質のシステイン基に同

位体修飾 (IsotopeCodedAfinityTag:ICATなど)を予め施し,その同位体比から発現量を見積もるソ

フトがSEQtJEST⑧に盛り込まれている.これら一連の操作はすべて自動で行うことができる.2次元
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目の液体クロマ トグラフの溶出プログラムによるが,5分画の場合には3時間～6時間で 2･D LC

PeptideMappingが完了する.

図4は,酵素消化した24種類の標準蛋白質に対する2-DLCPeptideMapping分析例である.従来

の1-DRPLCでは多くの共溶出するペプチド群があり,量の少ないペプチドに対してMSとMS/MS

のデータセットを取りこぼすことが多い.これに対して,2-I)LCに基づく解析では,分画を行うこと

により共溶出するペプチド群の数を少なくできるため,

き,タンパク質備王列のカバー率を向上させることができる

)ペプチド群についても充分解析がで

の標準蛋白質群の場合,1-DI.Cに比

べペプチドの同定数を約2倍に向上させることができた.本方法に基づいて,2,000以上の蛋白質同定

を一度の操作で実現することを目標に研究を行っている.

分画8

分画7

分画6

分画5

分画4

分画3

分画2

分画1

▼lヽP▼■rt

図4.RED消化した24種類の標準蛋白質に対する2･DLCペプチド･マッピ
ング分析例.各8塩濃度に対応して分画されたペプチド混合物のRPLCによる
得られたマス･クロマトグラフを示している.

このような "Beyond,GelProteomics"による方法論の転換は,これまでの2次元電気泳動ゲル法に

比べ,プロテオーム解析の質と処理速度 ･量の点でまったく新しい蛋白質解析の地点に到達する.さら

に,試料の蛋白質分画を2-DLCで予め行い,各分画に対して本稿での2･DIJCペプチドマッピングを

適用することにより,実試料ライセ-トなどに対して蛋白質同定数を古典的な2次元電気泳動ゲルと同

等程度まで向上させることができると期待している.

- 183-



ち.機能性複合体タンパク質の相互作用研究

a.アポ トーシス誘導機能蛋白質の同定研究

図5.抗CD3モノクロナール抗体刺激の有無でのT細胞前駆体の2次元電気泳動ゲルにお

ける蛋白質発現の比較

噛乳動物の免疫系成立の際に,自山こ反応性のあるT細胞受容体を発現しているT細胞前駆体は,T

細胞前駆体CD3の複合体からのシグナルによってアポトーシスの過程を経由して胸腺肉で消失すること

が知られている.このアポトーシスの機構を解析するためにinvivoで抗CD3モノクローナル抗体で処理

したマウス胸腺の細胞抽出液よりアポトーシス誘導能をもつ無細胞系を確立した.遠心分離による細胞分

画の各分画のうち,細胞質分画にアポトーシス誘導能が局在していることを突き止めた.アポトーシス誘

導能は抗体処理に依存していた.さらに抗体処理の有無で細胞質分画の蛋白質組成を二次元ゲルで比較し

たところ,図5に示されるように新たに出現するあるいは減少する蛋白質スポットを見出し,ゲル中酵素

消化とタンデム質量分析によってこれら蛋白質を同定した.このうち増加した HMG2蛋白質は Dnase

によるDNA断片化の際にDNA二重鎖の 折̀り曲げ'を誘導する蛋白質のひとつであり,アポトーシス

の主な現象である核内DNAの断片化との関係が示唆された.このように,ある生体活性の細胞内局在性

を細胞分画により見出し,活性の本態を突き止める上で重要な機能発現に関わる蛋白質群の同定をおこな

っている,

ち.細胞内分子機械の動的構造の解析
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細胞内で機能する蛋白質複合体は主要な要素とともに,これらと相互作用しながら蛋白質複合体の

多様な機能発現を制御したり,他の蛋白質複合体に一連の機械動作として伝達したりするアクセサリー

蛋白質群がある.しかしながら,まずその構成要素やその機能についてよく理解されていない.プロテ

アゾ-ムやリボゾームは細胞周期の時系列においてかなり正確に制御されている細胞内分子機械の典

型である.プロテゾ-ムで適切に蛋白質が壊されずに蓄積したり,また適切な速度で蛋白質が生産され

なければ,細胞機能に多様な障害をおこす.今期は,超遠心密度勾配法により分画された大腸菌由来

70Sリボゾーム酵素消化して,多次元液体クロマトグラフによるショットガン･プロテオーム解析 (2-

DLCpeptidemapping)を行い,翻訳開始因子qF-2-a,IF-3),伸長因子闇F一m)を含むアクセサリー

蛋白質群 (15個以上)の高感度な同定を行い,新しく見出された蛋白質の機能に関する研究を行って

いる.
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