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第2編 プロテオミクス

発現プロファイル解析の
基礎技術と方法

第フ節

1. 二次元電気泳動によるディファレン
シャルプロテオミクスとデータベー
スの構築

1.1 はじめに

プロテオミクスカぎゲノミクスやトランスクリプト

ミクスと大きく異なる点は，遺伝子の発現動態を ，

機能と直結したタンパク質のレベルで定量的に解析

できるということにある 。 プロテオミクスとよく士す

比されるトランスクリプトーム解析は，遺伝子発現

の有無や増減を簡単に知ろうとする場合には有用で

あるが，すでに Griffin ら 1 ) の研究によって明らかに

されているように rnRNAのレベルはタンパク質の

レベルには直接反映せず， やはり翻訳後修飾や分解

除去の速度も含めて包括的にタンパク質の動態を定

量的に観察することのできるプロテオ ーム解析を行

うことが重要である 。 本章では ， 二次元電気泳動に

基づいたデイフアレンシャルプロテオミクスの基礎

技術と，解析結果のデー タベー ス化について述べ

る 。

1.2 二次元電気泳動の再現性

三次元電気泳動は， 細胞や組織の粗抽出液中に含

まれる数千種のタンパク質を 1枚のゲル板上で分

離展開できる高い分解能を有しており ， これが，

1995 年にプロテオーム解析が誕生したときにタン

パク質の分離方法として採用された最大の理由であ

る。近年，キャピラリー電気泳動や二次元 LC を質

量分析計に連結させた方法なとも行われるようにな

っているが， 数千種のタンパク質を一度に分離でき

るほどの高分解能は達成されていなし、。三次元電気

保動の分解能は， 1975年 に O'Farre1l2 ) によって発表

された当初から多くの研究者によ っ て高 く 評価され

ていたが，いざ実際に行 っ てみると ， とくに一次元

自の等電点電気泳動において再現性の問題に直面す

ることが多く ， これが二次元電気泳動の普及の大き

な妨げとなっていた。

ガラスの細管中で行うゲルディスク等電点電気泳

動の最大の欠点は， 可溶性の両性電解質(両性担体，

carrier-arnpholytes) によって形成された pH勾配が，

負に荷電したガラスの表面で発生する電気浸透流に

よって陰極方向に移動し続ける 3) こ とである。その

結果，再現性の高い等電点集束Osoelectricfocusing) 

を実現するに十分な時間， 等電点電気泳動を続ける

ことが困難であり ， とくに塩基性のタンパク質をゲ

ル内に留めておくことは不可能であ っ た。 このため

苦肉の策として ， 一次元自の泳動を短時間で止め，

塩基性タンパク質がゲルから押し出されてしまうの

を防ぐ，いわゆる 『 非平衡の等電点電気泳動

(NEpHGE : nonequilibriurn pH gradient electroｭ

phoresis ) つ を組み合わせた二次元電気泳動法が開

発された 。 その後，電気浸透流の問題は， Righetti 

と Görg らによって開発された『固定化pH勾配等電

点電気泳動』 を一次元自に実行する IPG-DALT: two 

dirnensional gel elec廿ophoresiswith irnrnobilized pH 

gradients in the first dirnension山)三次元電気泳動法

5) によって根本的な解決を見 ， 今 日 の 『二次元電気

泳動に基づく発現プロファイルのデイフアレンシヤ

ル解析j に道が拓かれた。

固定化 pH勾配等電点電気泳動では pH勾配のド

リフト現象は起きないので，タンパク質が完全に等

電点の位置に集束するまでの十分な時間，高電圧で

電気泳動を続けることが可能である (図 1 参照)。 こ

れによ っ て再現性と分解能が格段に改善されたばか

りでなく，狭い pH領域ごとに二次元電気泳動を行

い ， 得られたパターンをつなぎ合わせることによっ

て ， 6 ，000個以上のタンパク質スポットを 1 度に解

析することもできるようにな っ た 6) 。 初期の固定化

pH 勾配等電点電気泌動には ， 塩基性の等電点領域

においてテー リングが若下大きくなるという問題点

があ っ たが， この原因がアルカリ条件下におけるシ
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陰極方向への液流 • 陽極
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ガラス管表面の荷電

ふ
けe-従来の等電占電気泳動(水溶性の両性氾解質によって pH 勾配が作られている)

(b) 

陥極 除極

国定化 pH 勾配を用いた等電点電気泳動 (pH 勾配を形成する解離基が， アクリルアミドゲルを

介して ， 樹脂フ ィルムに固定されている)

図 1 水溶性の両性電解質(両性担体) を用いる従来の等電点電気泳動と固定化pH勾配を周
いた等電点電気泳動の遣い

従来法では pH勾配が時間と ともに陰極方向に移動するために長時間の通電ができながったが. pH勾配を

固定することによ って再現性の高い等電点電気泳動を誰でも簡単に行えるようにな っ た

ステイン残基の再酸化6) にあることがわかり，等電

点電気泳動の前に還元アルキル化を行うこ と や， 等

電点、電気泳動中の再酸化を防ぐ工夫をする こ とによ

って，塩基性タンパク質の分解能も改善された。

i主1) IPG は immobilized pH gradientの略。 DALT

はいわゆ る SDS-PAGE による分子量分画電気泳動法

のことを指す。 Dalton の意味)

1.3 タンパク質染色の定量性と特異性

デイファレンシャルな発現プロファイリングを行

うためには， ゲル上のタンパク質スポ ッ トを定量的

に染色できる方法が必要となる。電気泳動による分

析において定量性が要求される場合， 従来は も っ ぱ

ら CBB(Coomassie Brilliant Blue)染色が利用 されて

いたが， スポァトの検出限界が0.2μg前後と低いた

めに，細胞内シグナル伝達などにかかわる発現量の

少ないタンパク質の検出には不向きである 。 一方，

高感度の銀染色法では数ng程度の微量のタンパク

質も検出できるものの， タンパク質の種類により染

色性が大きく異なり，スポ ッ トの濃淡から直接タン

パク最を推定することは困難である。これに対し ，

SYPRO Ruby (米国 Molecular Probes社の製品で，

販売は Invitrogen Life Technologies社が行っ てい

る)による蛍光染色は ， 感度が銀染色なみに高い う

えに ， 定量性 も CBB染色なみに高いという両者の

長所を併せ持っている こ とから ， デイファ レ ンシャ

ルプロテオミクスで広〈 利用されるようにな っ てい

る(図 2 参照) 。

このほか， 二次元電気泳動の再現性を気にせずに

定量的な比較分析が行える方法として 2-D DIGE法

(two-dimensional differential gel electrophoresis の

略。 1 枚の二次元電気泳動ゲル上で 2種類のサンプ

ル中の対応するスポッ ト の定量的比較を行う方法。

電気泳動を行う前にタンパク質をそれぞれ異なる波

長特性の蛍光色素で標識しておき，それらを混合し

て二次元電気泳動を行うというもの。 泳動後にそれ

ぞれの励起波長 ・ 発光波長でパターンを観察し，画

像を重ね合わせることによ っ て定量的比較を行う 。

Amersham Biosciences社から Ettan DlGE とし、う商
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(a) 

(a) CBB 染色. (b) SYPRO Ruby染色。 同じゲルを • 1止初 SYPRO Ruby染色し，画像を取 り込んだi去に . CBB染色を行っ た

図 2 CBB染色と SYPRO Ruby染色の感度の遣い

品名で標識キットが販売されている) 7) や， ICAT法

(isotope-coded affinity tag の略。 質量分析計を用い

てタンパク質の発現量を定量的に比較するための方

法。 それぞれのサンプル中のタンパク質を，あらか

じめ安定問位体の混合比の奥なる (質量の異なる )試

薬で標識しておき，これを混合してトリプシン消化

した後に ， 質量分析計を用いて両者の存在比を測定

するというもの ) 8) などの新しい方法も f1f.J発されて

いるが，これらの方法の最大の問題点は，常に 1対

1 の比較において両者の逃いが解析されるという点

である 。 腫協細胞とその周辺の正常細胞の比較のよ

うに，コントロールとなるサンプルが得やすい場合

には有効であるが，肝障害のような慢性疾患や糖尿

病などの生活習慣病のように，同一個体の中でコン

トロールとなるサンプルを得にくい場合には健常者

のサンプルを使わざるを得ず，個体差の方が大きく

出てしまうためにあまり有効ではない。

修飾タンパク質検出法においても，最近新しい進

歩が見られている 。 従来リン酸化タンパク質の特異

的な検出には，も っぱら抗体によるウエスタンプロ

ット法が利用されていたが，定量的な解析には不向

きであった。 これに対し ， Pro-Q Diamond (米国

Molecular Probes社の製品で，販売は lnvitrogen

Life Technologi es社が行っ ている 。 詳しい資料が，

http://www.probes.com/li t/bioprobes42/1.pdLで公

開されている ) によるゲル内染色法 9) は定量性も高

<，同一ゲル上でSYFRO Ruby聞による二重染色が

行えるので，タンパク発現プロファイルとの対応づ

けが容易であり，今後細胞内シグナル伝達機能のプ

ロテオーム解析法として広く利用されるようになる

ものと思われる (図 3 参照)。

1.4 画像解析による定量的なディファレンシ
ヤル解析

タンパク質発現プロファイルを定量的に比較分析

するには，コンピュータ画像解析による数値化とス

ポットのマッチングが必要である。二次元電気泳動

が開発された当初は，まだミニコンピュータが全盛

の頃であり，床置き型の大規模なコンピュータシス

テムが必要であった川。 その後 UNIX ワークステー

ション上で動く PDQuest ソフトウエアが市販され

るようになり ， さらに Windows PC上でも利用でき

るソフトウエアが市販されるに至って，多くの大学

や研究所で広〈利用されるようにな っ た 山 ( Bio ­

Rad Laboratori自社の製品。 30 日間無料の試用版が

ネット上で公開されている 。 http://www.proteome

works. bio-rad.com/B2B/vanity / proteomeworks/ 

sta r t. j sp ワ n e xtPage = product&childStr = 
imageAnalysis & specFile = pro_imaging.h伽11) 。

現在 PDQu es t のほかに Image Master 

(Amersham ßiosci ences社の製品。 http://www.jp .

amersham biosciences.com/ tech nologies/2d-elecｭ

t r o /2d_ l 1. a s p ) や Me l ani e 3 (Swiss Institute of 

i゚oinformatics ( SIB ) が開発したソフトウエア 。

h仕p://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/NAWBIS/Mod 

ules/ Protein / protein21.html) , GELLAB-II ( もとも
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(a) SYPRO Ruby染色 . (b) Pro-Q Diamond染色， ( C) 擬似カラ ー表示による両染色法の比較画像。 同じゲルを，最初 Pro -Q

D日mo nd 染色 L ， 画像を取 り 込んだ後に ， SYPRO R lI by 染色を行 っ た。 擬似カラー表示による両染色怯の比較画像は，
PDQlIestの ソ フ トウエアを用いてイキ成した

図 3 Pro-Q D岨mond による リン酸化タンパヲ質の特異的検出

とは米国 N旧で開発されたソフトウエア 。 現在は

Scanalytics社か ら販売されている 。 http: //www­

lecb.ncifcrf.gov /Iemkin/ gellab.h加11 ) といった様i々な

ソフトウエアが販売されており，各研究者が自分の

好みと研究の目的によ って使い分けができるように

な っ ている (図 4参照)。

1.5 定量的な発現プロファイル解析結果のデ

ータベース化

<プロテオームデータの階層的管理>

現在インターネットょには， SWISS-2DPAGE 

( h即 //us. expasy.o rg/ch2d/ ) に代表される，数多

523 

くのプロテオームデータベースが公開されている

が，本来プロテオーム解析の最大のメリットである

タンパク質の発現量に関する情報は，ほとんと見当

たらない。 われわれが行っている老化機構研究にお

いては，細胞の老化に伴い多くのタンパク質におい

て発現量の増減が認められており，変化の形も 『単

純に増加するものJ ， r減少傾向を示すものJ ， rいっ

たん増加 した後に減少に転じるもの』 など，様々な

パターンを示している 。 老化形質とタンパク質の変

化の問の関係を解明するためには，老化以外の様々

な生理的 ー 病理的プロセスにおいて生じる変化と対

応させながら解析を進める必要がある 。 それには，
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(a) ー I およ び (b)ー l スキ ャ ナーで取 り 込んだ生画像。 (a)ー2および(b )ー2 細かい汚れによるノイズやパ ッ クグラウンドを消

去 した蘭像。 (aト3 および (b)-3 :スポ ッ トの検出とガウス分布近似の処理を行った後にスポットのマ ッ チングを行った画像

図 4 PDQuestのソフトウ工?による二次元電気泳動パ空ー ンの画像処理

ディファレンシャルプロテオミクスによって得られ

た発現量の数値を情報として盛り込んだ『定量的な

プロテオームデータベース』 を fj//.築することカま必要

である 。

われわれはこれを実現するために ， 外部に公開し

て差 し支えのない基本情報についてはホームページ

サーバー 凶 (http: //proteome.tmig.or.jp/2D/ )上に ，

医薬品等の開発につながるような未公開情報につい

てはセキュリティが守られるフ ァ イアウオール内の

WorksBase サーノミー上にプロ テオームデータベー

スを構築することを行っている (図 5参照)。 また別

の web サーバー上で， XML フォ ー マットに よ るデ

ー タベースの構築も試みている (http: //www.pro­

teome.jp!2D!)o HTMLに比べてXML フォーマット

が有利な点はいろいろあるが，最も大きな違いは，

HTMLではデータ本体とブラウザ上での表示形式

が同ーのファイルに書き込まれており ， データベー

スの再構築が困難であるのに対し， XMLでは デー

タの本体とブラウザ上での表示形式を指示する情報

(スタイ ル シー ト )が分割さ れている ために ， データ

ベースとしての管理に向いている 。 例えば， 東京都

老人総合研究所で公開 しているプロテオームデータ

ベースのヒト 二倍体線維芽細胞の ssp5005 タンパク

質のデータの場合， HTML形式では図 6 のような

書き方にな っ ている 。 データの意味が定義づけられ

ていないため，これを別の解析ソフトで利用するこ

とは困難である 。 これに対しXML形式で書かれた

図 7 のデー タで は， 各数値が何を意味 しているか

<タグ>の中に定義づけられているので，再利用が

容易である。 現在， JHUPO (http://www.jhupo.org/) 

1102 ) と AOHUPO (http://www.hupo.org/aohupo/) 旧)

によ っ て ， HUP-XMLのタグの標準化とデータベ

ース構築に使用するスキーマ (XML文書の取 りうる

構造と文法を記述した も の)の開発が行われている 。

注 2) 各国で独自に進められようとしていたプロ テ

オーム研究を 国際協調の卜に進める事を目的と し

て ， 2001 年 2 月 8 日にヒ ト プ ロテオーム機構
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外部のデータベース

XML形式の webデータベース

/ノ
インターネット上で公開される

プロテオームデータベース

ファイアウォー Jレ

セキュリティシステム

WorksBase 

/'方
研究組織内で共有される

プロテオームデータベース

LIMS (Laboralory Information 
Management System) 

へ\
サンプルおよび方法に

関する情報

¥¥JDQuest /' 

プロテオーム解析で
発生するデータ

研究者が個人で管理する
プロテオームデータベース 2-D GeI Irnage Analys凶 叩d Spot 

Annotation Software System 

図 5 東京都老人総合研究所におけるプロテオームデ一歩ベース構築システム

HTML で害かれた sspω05 のデー タ

.:HTML,. 
<4HHEE>>sap5005 

IPMhdy-e-aa』 ll Fop-『唖・."柚rminedby 2-0Ej<自問〉
ar mo陪・ 23.80kOa 

ブラウザ上の表示 <BA> 
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回。electic polnt ・ 5.78

〈料開〉

l1&&uekell 却・cificity ・ ubiqui旬"'
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也、 Mtp.I!，師同輔自嗣」帥tlllm' C.llulo, Iocgli%a~ロn ・'"柏田lic
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ssp5005 a向R。H捌OnOm苅m帥由・岬"kquuMan開h国柑.，伺""

t;幅dohe開柏旬園白崎『EfpmmP-側阿"冒，，，田お5.7曲曲8tekmh 開dby 2-D町 同刷4凶附D由DH・Hdmnbad v mmd Bα咽H。R・"rEpqF巾u.・-卸nJWdMd司SVbU品同aR，曲恥5.1問、
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図 6 HTMLで書かれた ssp5005のデ一 歩とブラウザ上の表示

(Human Proteom e Organisation : HUPO ) が創設が

宣 言 さ れた。 JHUPO は HUPO の日本国内組織とし

て 2002年の 5 月 14 日にスタ ート し ， 2003年の 2 月

に茨域県つくば，/1の産業技術総合研究所共用講堂に
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おいて，第 l 回日本ヒトプロテオ ー ム学会が開催さ

れた。

i主 3 ) AOHUPO は HUPO のアジア オ セ アニア地

域の研究者によ って組織されたもので ， 2002年 3 月
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表示形式を指示するスタイルンート

ブラウザ上の表示
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XML で脅かれた ssp5005 のデータ

<ssr弘明 05>

匂出t-prOlCiIγnurn凶作 ss凶曲5 <h;.'剛-!<ο凶向 number>
<idenllfìccl叩叫e!n-IlRrne> UCH-Ll </凶Iltlfir.d寸)roteh門出問〉

<mω似白;ular-町lass-炉供持erved> 23 ,8 k[)偽 </mole叩lar-m<ls.~-ob.<総rved>

<mole，α2仇r-1l\RS!恥tI舵ぽ別総nl> 2"総24.34 DfI <!n凶除cu!tlr-n民.ss-theoretic刈〉

<Isoelectric一回1111-(1)<調。刊紙Þ 5.8 </1紙熔怜ctrìç-poi附一品sen'~ヌ1>

〈問削除ctrl<:-r蛤int-ttほorollcaÞ 5.:j怠 <11制定恰clric-似:>!t>\-t\除。陀"必〉

〈ε四r醐ion>

<dr;tailes> 
<$tllte> 15 PDL く/stn関〉
〈広μnntlt'Y> U 120 !m1l¥</(Juanlity> 

</,!ewiles> 
，，"，削除ρ

<stm.e.> 40 PDL <jはnte>

匂帥lltlt:，> 8.670 IJPIli</qwmllly> 
<1，出ltIllcs>

l々c凶，Ies>
'"納tc> 6!i PÙL </山>c>
<<lu.-mtlty> 8.060 ppm<I<I1.ULlltity> 

</deI:.:1Ues> 
々1t! tail(:s>

<.'jta叫〉刊 PDL</銚"'メ〉
叫削tity> 6 ,860 PPln</qu/4nt!ty> 

</detniles> 
々kta.i lel!>

〈怠刷。> 7() P�L <1刷lC>

<q，抑制!ty>6.310 (.lpm</tlllll.nUty> 
<Jdcmt!e.s> 
<d昭じωe，;>

<st:lte> 78 1'1コL </stme> 
<qu:rntitr> 5.730 ppm</quantity> 

</de凶les>
屯:/expre副印、〉

ザ抑制ゆ

図 7 XMLで書かれた ssp5005 のデ タとブラウザよの表示

にはソウルでAOHUPO の主催による第 1 回国際プ

ロテオミクスシンポジウムが開催された。

1.6 おわりに
最近のプロテオ ーム解析は， 自動化やハイスルー

プット化を急ぐあまり ， 定量性や再現性が犠牲にさ

れるような方法に向かう傾向が見られる。単に，発

現タンパク質を網羅的に検出するだけならそれでも

十分と言えなく もないが，老化や分化，各種疾患の

病態の解析などに利用しようとすると，発現プロフ

ァイルのデイフアレンシャル解析における， 定量性

や再現性が十分に保証されていなければならなし、。

現時点でこれに最適であるのは，やはり 二次元電気

泳動に基づくタンパク質ディファレンシャル解析で

ある 。 また，得られた情報をデータベース化する場

合，単なる同定結果だけでなく，定量的な分析結果

も記録しておくことが重要である 。 現在 HUPO ( ヒ

トプロテオーム機構 ， http://www.hupo.org/) では，

プロテオ ーム情報をデータベース化する際の基準作

りを進めており ，われわれはその中に定量的な情報

を含めるように働きかけを行っていきたいと考えて

いる 。
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