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-はじめに

従来の蛋白質研究では，大量の抽出液を出発材料と L ，

イオン交換やゲル減過，ヒドロキシアパタイト吸着など，

さまざまなカラムクロマトグラフィーをくり返して，

SDS電気泳動で I 本のバン ドを呈する ま で精製すると

いう，大変手間のかかる操作が必要であったそのため，

情報の質は高いものの，'/'(やされる時間 と労力に比して

得られる情報量は少なかった これに対 L ， 1995年に

誕生したプロテオミクスは，微量の粗抽出液を直接 2 次

元電気泳動にかけて，そこに存在する全蛋白質を数百~

数千例のスポットに分離し，画像処理による比較解析を

行なったのちに，高感度の質量分析計を用いて蛋白質を

同定するという，ハイスループットな分析法であり 1

つのサンプルから得られる情報の量が飛腕的に膨らん

だ その結栄，山のような情報のなかから，本当に必要

な情報を探しだすためのイ ンフォマティクスが必要にな

った.また，プロテオミクスは組織的に行なわれること

が多いので，研究者間で情報を共有するためのネットワ

ークシステムも必要になってきた これらの問題を解決

する 1 つの方法は，プロテオーム研究によって待られた

情報をデータベース化することである ー

本稿では，そもそもプロテオームデータベースとはど

のようなものか，データを共有し，いつでも必要な情報

を取りだすことができるようにしておくためにはどのよ

うなっくり方をするのがよいかといった基本的な事柄に

ついて述べるとともに研究施設内で利用するための

プロテオームデータ ベース"と胎インターネ ット上で情

報を公開するためのプロテオームデータベース"につい

て，能者らが現在行なっている試みを紹介する.

I [プー附ける分離分析技術
1995 il' に Wilki ns らト却 によって考案されたオ リ ジナ

ルのプロテオーム解析は，蛋白質を 2 次元電気泳動で分

離し ， 画像解析を行なったのちに，個々の蛋白質スポ ッ

ト をゲル内で消化 L . これを質量分析することによ って

同定するというものであった この方法は，従来の蛋白

質研究の概念を一新する画期的なものであったが，再現

住の高い 2 次元電気泳動パターンを得るには， ある程度

の熟練が必要であり，自動化がむずかしいことが普及の

足かせとな っ ており，高性能液体クロマトグラフィー

(HPLC) や 2 次元キャピラリー電気泳動の組合せによる

方法←7}，蛋白質チップを用いる方法トIO} など， さまざ

まな代替法も生みだされている

よく ，どの方法がベストであるか聞かれるが，それぞ

れに長所と欠点があり ， 研究の目的に最適な方法を選択

するというのが正しい使い方である . ちなみに 2 次元低

気泳動の最大の特長は，蛋白質を~JJ前に消化せず，元の

構造 ( 1 次構造)のまま，高分解能で分離できるところ

にある.調11胞の分化やアポトーシスの過程において特定

の蛋白質が翻訳後の修飾やプロセシングを受け，分子位

や等電点が変化するような場合にも，別個のスポ ッ ト と

して分離されるので， 修飾の度合いや修飾構造を定量

的 ・定性的に分析することができる . また，泳JOJ後に蛋

白質を PVDF (poJyviny Jidene 日uoride ) 膜に転写し免疫

染色を行な ったり，リン酸化や糖鎖構造に特異的な染

色 1 1 . 12) を実施することによって，構造特異的な絞込みプ

ロテオーム解析 (targeted proteomics) 1 3， ]4) を行なえる
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ことも大きなメリットであるー筆者らが東京都老人総合

研究所で行なっている老化のプロテオーム研'允 15-川 で

は，とくに翻訳後修飾の解析が重要であり 2 次元~ii気

泳動に基づいたプロテオーム解析が最も適している .

I n プー解析によって得5れる情報
2 次元電気泳動に基づいたプロテオーム解析は，おも

に細胞の分化や老化，不死化ー各種疾患病態における蛋

白質の発現プロファイ yレの変化を解析し責任蛋白質を

同定することを目的 とし， 通常図 1 に示す流れにそっ て

行なわれる 比較研究のために調製された I セ ッ トの抽

出蛋白質を 2 次元電気泳動で分離し. CBB ( クマ シー

プリリアンドブルー) などの可視色紫や SYPRO Ruby 

などの蛍光色素によって染色，スキャナーや CCD カメ

ラなと'でパターンを読み取り ， 画像解析ソフトを III いて

スポ ッ トのマッチングと定量的デイブア レ ンシャル解析

を行なう . 現在筆者らの研究所では. Bio-Rad社製の 2

次元電気泳動画像解析ソフト (PDQuestバージョン 7.2)

を川いているが，このほかにも ImageMaster (Amersham 

Bìosc i ences) や ProFINDER 2D (PerkinElmer). Melanie 3 

(GeneBio) など，さまさeまな解析ソフトが市販されてい

る.

PDQuestでは，最初にパ ッ クグラウンドレベルの補

図 1 2次元電気泳動に基づいたブロ

テオーム解析の流れ
比較する数種類のサンプルを 2 次元電気

泳動で分離し画像解析後スポッ トを切

りだし ゲル内で消化質璽分析で同定

する

正やノイズ，ス ト リーク (テーリング) の除去などの前

処理が行なわれたのちに，蛋白質スポッ ト が検出され，

スポ ッ トの位置 (蛋白質の等電点と分子量に対応する情

報)およひP濃淡の定量値 (蛋白質の発現レベルに対応す

る情報) の数値化が行なわれる こののち，比較研究の

ための画像集団 (マッチセット ) のなかから，標準とな

るマスターゲルを指定することにより ， そのゲル上のス

ポットの位盤に他のゲル上の対応するスポッ ト が自動的

にマッチングされる . 2 次元電気泳動の再現性が23い場

合，パージョン 7 以降の PDQuestでは ， ランドマーク

(基準点)となるス ポ ットをとくに指定しなくても，大

半のスポットは自動的にマ ッ チングされる . 位置が多少

ずれているためにオー ト マ ッ チができなかったスポ ッ ト

については，その近傍で確実に対応しているスポットを

ランドマークとすることで，正確なマッチングが行なわ

れる 対応するスポッ ト が見つからないスポッ ト は，ア

ンマッチスポッ ト として処理されるが，このようなスポ

ットはそのサンプルに特異的に発現する蛋白質である可

能性が高< .責任蛋白質を特定するための重要な情報と

なる また老化研究や疾患研究では，さまざまな蛋白質

において加l齢や病態に伴う発現レベルの変動がみられる

ことがある(図 2) このような蛋白質の発現レベルの変

動が， 加備や病態における細胞機能の変化に関係してい

るものと考えられている
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図2 細胞の不死化に伴う蛋白質発現プロファイルの変化
左側が不死化後 。 右側が不死化前の発現蛋白質の 2 次元電気泳動

パターン 矢印で示した蛋白質スポットが不死化に伴って減少し

ていることがわかる

次に，マニュアル操作やロボットアームの操作によっ

て，これらのスポットを切りだし，ゲル内でトリプシン

消化を行な っ たのちに， MALDI-TOF型や， MALDIｭ

QIT-TOF型， ESI-Q-TOF型などの質量分析言i を用い

てペプチド断片の質量を分析する.ここで得られたモノ

アイソトピックピーク (質最分析によって待られる 1 価

のイオンの質量スベクトルは， J3C の存在比によって 1

Daずつずれた一連のピークとな っ て現われる このう

ち一番左のピークはすべての炭素が 12C で構成された成

分のピークであり， これをモノアイソトピックピークと

よぶ) のリストを手針かりに， SWISS-PROT などのデ

ータベースを検索して蛋白質を同定する データベース

検索エンジンとしてよく用いられる Mascot は，マトリ

ッ クスサイエンスネ士のホームページ ( http://www

matrixscience.com/search form selec t.htmJ)にアクセ

スすると無料で利用できるが，ライセンス料を払って手

元のコンピュータにサーバーソフトをインストール1..- ，

施設内で検索を行なうこともできる このほか，インタ

ーネ ッ ト上で利用できる無料の検索エンジンとしては，

UCSF Mass Spectrometry Facility が提供している

ProteinProspector ( http://prospector.ucsf.edu!) などもあ

る.

質量分析計から出力されるマススベクトルデータや，

モノアイソトピックピークリスト，データベース検索の

結果なども ， PDQuestのマスターゲル画像上のスポ ッ

トにフ ァ イルや URL としてリンクされる(図 3 ) また
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PDQuestのマスタ ゲJレ画像

リンク情報

図 3 PDQuestのアノテーション機能を利用してマスター
ゲル画像にりンクされた質量分析による蛋白質向定結果のフ

ァイル

リン酸化や酸化，糖化，糖鎖結合などの翻訳後修飾に関

する情報も，同様にスポットのアノテーションとして保

存される

PDQuest によ っ て得られた画像解析データと，それ

にリンクされた質量分析結巣などの情報は，基本的には

マッチセット (画像データ群) ごとに独立しているが，

PDQuest にはさらに“ハイレベルマッチセット"という

機能が備わっており，これを利用してマッチセット聞の

スポットの位置情報を相互に関連づけ，リンク情報やア

ノテーション情報を 1 つにまとめることができる しか

し残念ながら，共同研究やプロ ジェクト研究のメンバー

がネットワークを介してプロテオーム情報を共有するよ

うなことはできない また， サーバコンピュータに集積

された大量のプロテオームデータのなかから，研究者の

ニーズに合致した情報を選択的に取りだし，創薬の標的

探索なとに活用できるようなデータベースとしての機能

ももっていない.

そこで筆者らは， PDQuestのハイレベルマッチセッ

ト機能と，アノテーション機能によ っ て PDQuest に保

存された内部情報，および質量分析以後の解析で得られ

たリンク情報を，研究所内のサーバコンピュータにすべ

て集め，所内の研究者間で情報を共有したり，データを

マイニングしたりする際に利用できる“サーバクライア



PDQuest画像解析システム
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POQuestで得られたデ-'9や質量分析

で得られたデータは TM IG-BioBase に

集められ所内の研究者間で情報が共有

される 一部の情報はインターネットを

介 して外部に発信される SSL 
secure s∞kets layer , P H P 正式
名称は hypeπext preprocessor 

ント型"のプロテオームデータペースの l摘発を行なっ て

いる . またこれと並行し，ファイアウオールの外側にお

かれた [正確には OMZ (demilit紅白ed zone) 層におかれ

た]ウェブサーバ上に，情報公開朋のプロテオームデー

タベースを設世し，所外の研究者に向けた情報発信を行

なっている(図 4)

| 皿 眠附問施蹴醐即設訓献内肝…で
一夕べ一ス

データベースを構築する際に最初に考えなければなら

ないことは，データの構造(データモデル)をどのよう

にするかということであるが， 最近はデータ聞に相互の

関係をもたせられるリレーシヨナルデータモデルとよば

れるものが主流になりつつある リレーショナルモデル

に基づくデータベースを リレーンヨナルデータベース，

リレーショナルデータベースを制御する{]:組みをリレー

ショナルデータベースマネージメントシステム

(RDBMS) とよんでおり，現在では， 多くの RDBMSが

Structured Query Language (SQL)によ ってつくられ

ている . SQLによる RDBMSでは，デー タベース検索を

行なったり，リレーショナル分析を行なうときには，内

部データとしてバイナリーファイルがつくられ， これが

利用されるが，周辺の機器などから送られてくる XML

形式のデータを取り込んだり，逆に内部データを XML

形式に変換してファイル出力することもできる .

tjt者らは，研究施設内で利用するためのプロテオーム

データベースは SQLでつくるのがベス ト であると考え

ており，プロテオーム研究に特化した東京都老人総合研

究所独自の RDBMS (TMIG-BioBase System) の開発を

始めている . 現行パージョンのPDQuest には XML形式

でファイル出力 をする機能がないため.現時点では

XMLのスキーマ(本来 Schema とは， XML文書の取り

うる構造を記述したものをいう またスキーマを記述す

るための言語を，スキーマ言語という.スキーマ言語を

用いることによ って， XML文書:の正しさをある程度ま

で自動的にチェヅクしながら XML文舎を1!rき出すこと

が可能になる)を用いてデータを再入力しなければなら

ないが， PSQuestから直接 XML形式で出力できるよう

になれば， TMIG-BioBase Systemへのデータ転送はさ

らに容易になる

1 " インターネットー訪問ブ
ロテオームデータベース

インターネッ ト tでは，すでに数多くのプロテオーム

データベースが公開されており，インターネッ ト イクス

プローラーなどのプラウザを用いて，自由にアクセスで
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表 1 インターネット上で公開されている既存のブロテオームデ タベース

TMIG-20PAGE Oatabase 

SWISS-20PAGE Oatabase 

SIENA-20PAGE Oatabase 

PMMA-20PAGE Oatabase 

http://proteome.tmig 町 Ip/201

http://au .exρasy.org/ch2dl 

http://www. b旧 mol . uni si. itl2d/2d.htm l

httP ノIwww.pmma.pmlhk.czl

OCHG円 2-D PAGE Oatabase 

Proteome 20-PAGE Oatabase 

円AT HEART -20PAGE Oatabase 

HEA円T-20PAGE Oatabase 

HSC-20PAGE Oatabase 

http://proteomics .cancer.dk/ 
http://www.mpiib-be付 in.mpg.de/20-PAGE/index-20PAGE.html

http://www.mpiib-berlin.mpg.de/20-PAGE/RA T -HEART 12dl 

http://userpage.chemie.lu-berlin.derpleiss/dhzb. html 

http://www. harelield .nthames.nhs.uk/nhl i/protei nl 

Hea仕 High-Pertormance 2-0E Oatabase 

OGP-WWW 20PAGE Oatabase 

ht!p:i Iwww.mdc-berlin . deremu/hea円/

http://proteomewww.glycob.ox.ac.uk/2d/2d.html 
Phosphoprotein Oatabase (PPOB) ht!p :i/www- I ecb.nci lcげ gov/phosphoO日/

2-0E Map 01 Cerebrospinal Fluid Proteome http://www.leelab.org/ASMSCSF/map.htm 

Proteome Oatabase 01 Human T helper Cells http://www3.btk.utu .fi llll!珂IG町田mωs/Proteom旧s/Database/Gellmages/Gel s/G田 l il

きるようになっている 1削) (表 1 ) . Proteome Database 

というよぴ方のほか， 2-D PAGE Database という名称

で公開されているものも， 内容的にはプロテオームデー

タベースと同義である ここでは筆者らが試験的に公開

を行なっているプロテオームデータベース TMIG

2DPAGE ( http://www.proteome.jp/2D/)却 を例にとり ，

インターネット上で情報を公開するためのプロテオーム

データベースのっく り方を簡単に解説する.詳細は， ~i'f 

者の前著21)などを参照されたい

インターネット上でプロテオームデータベースを公開

するためには Apacheなどの httpd ( hyper text 

transfer protocol daemon) が走っているウェプサーノ〈

が必要である 民間プロ川イダーのレンタルサーバを利

用することもできるが， 独自でサーハを立ち上げる場合

には， UNIX マシンもしくは Linaxマシンに， Apache 

のホームページ (http://httpd.apache.org/) からソース

プログラムをダウンロード L，セットアップすることに

なる Apacheの立ち上げ方については 文献22 な どの

解説書を参照されたい

11 川力ブルマップ用の2次元電気泳動パ←ン
多くのプロテオームデータベースは 2 次元電気泳動

パタ ー ン上でスポッ トをクリ ックすると，そのスポッ ト

に関する詳細な情報が表示される仕組み ( ク リ ッカプル

マップ) になっている.このようなプロテオームデータ

ベースを作成するときに問題となるのが，生画像を別い

るか，画像解析ソフ ト ウェアでパックグラウンドやスト

リークなどを取り除いたマスターゲル画像を用いるかと

いうことである . 筆者らは，個々のゲルごとに解析結果

を記録する際には，生画像を用い.複数のゲルを画像解

1890 蛋白質 核酸酵素 Vol. 49 NO.11 (2∞4) 

析でマッチング L，それぞれのゲルで得られた |司定結果

やデイ フ ァレンシャル分析の結果をデー タベース化する

ときには， マスターゲル画{象を用いるようにしている -

PDQuestからマスターゲル画像を TIFF形式などで取

りだし，これを Photoshop などのペイン ト系画像処理ソ

フトで開いて，ゲルの外周に等電点や分子:lli:などのスケ

ールと数値を干主主加え ， I百l定結栄な どのリンク情報をも

たせるスポッ ト には十字や SWISS-PROT のアクセツン

ヨン番号，スポット番号などの標識をつけ，適当な画像

サイズと解像度 (通常畿者らは， 申fti と高さはおおよそ

25 cm程度，画像解像度は 72程度) にして GIF形式で保

存する .

1 2 …仰ツクーーを指定す
るマップファイル

クリヅカプJレマップを機能させるためには，画像のど

の部分をクリック したときにどのファイルにジャンプす

るかを指定するための， マップフ ァ イル(ファイル名の

末尾が map となったテキス トフ ァイル)が必要である .

たとえば 2 次元電気泳動画像上の (x， y) = 000.300) 

の座標点を中心とする半径 5 ピクセルの円の内部 (ス

ポットの範閤) をクリックしたときに表示されるファイ

1レの URLが http://proteome.tmig.or.j p!2D/mousebrain/

田p∞23.h回lであっ た場合，マップファイ ルには rcircle 

http://proteome.tmig.or.j p!2D/mousebrai n/ssp0023 

html 100.30095. 295J という 1 行を記入する 複数の

ジャンプ先を指定するには，このような記入を改行ごと

に行なう . 最後に拡張子を map とし，テキスト形式で

ファイルを保存する 2 次元電気泳動画像上の (x， y) 座

標を知る鼠も簡単な方法は，クリッカプルマップ用の 2



次元電気泳動画像を実際にブラウザ上に表示をして，そ

の上でマウスを操作すると よい. それにはまずApache

サーバのル ー トディレクトリ (通常は， !opt!WWW! 

httpd!htdocs!) の下に， i2D!XML!testJ なとの新しい

ディ レ ク トリをつくり，そこに GIF形式のク リ ッ カプル

マップ画像と，下記のような内容のテキストファイル

(フ ァ イルの拡張子は html とする ) を FTP転送する (こ

こでは例としてファイル名をすべて“ test" にしている

が，フ ァ イル名は自由) これにブラウザでアクセスす

るとクリ ッ カプルマ ップが表示され， マウスを操作する

と (x， y) 座標が欄外に表示される

<HTML> 

<HEAD> 

くTITLE>Clickable Tmage Map [or Test</TITLE> 

</HEAD> 

くBODY>

くA HREF="test.map"> 

くTMG ISMAP SRC~冗est.gif>

くIA>

くIBODY>

<IHTML> 

1 3 同定結果ーした蛋自制ツトの情報77
イル

スポットをクリックしたときに表示されるデータのフ

ァイルで，これがし、わばプロテオーム情報の本体である .

HTML 形式 HTML 形式で書かれた XML 形式
ファイル

(例ssp5005.htm[) の内容

現在，インターネット上で公開されているプロテオーム

データベースの多くは，フラ ッ トなテキス ト 形式か，

HTML (Hyper Text Markup Language) 形式で情報が

記述されているが，これらの形式は， データマイニング

ソフトを用いて解析を行なえるような論理的な記述構造

にはな っ ていない これに対 L ， デー タベースの記述に

適しているといわれる XML (eXtensible Markup 

Language) 形式では，たとえば

<proteome• database> 

<spot_protem> 

くspoLid>sspOOl</spoLid> 

<isoelectric_point>5.6くli田electrìc_point>

くmolecular mass> 13500く/molecular ma田〉

<protein_name>stathminく/prote in_name>

く!spot-protein>

く/ proteome_darahase> 

のよう に，データの意味を示すタグを使ってデータを挟

むので，保存された情報の内容が判別しやすく ， データ

マイニングソフ ト を附いて必要な情報を簡単に取り 111す

ことができる ただし， XML形式で書かれたデータを

直接ブラウザで閲覧すると.タグがついたままの形で表

示されて しまうので，通常はスタイルシー トとよばれる

M表示スタイルを指定するファイノレ (拡張子が xsl の 7 ア

イ yレ ) "を別にJH f1: L ，これを介してデータを取りだす

必要がある(図 5) 誌而の関係でそれぞれのフ ァ イル

F園田 1 デ タ本体
2 表示ス王子イ Jレ

XSL 形式で書かれたファイル
(例ssp5005B.xs[) の内容

. OoQ � i) '"区三亘 区!!l <so~ 
" .白咽嘩・".自由申岬..咽 .-崎町'.n- ，

也、叩'HI同開園田.~問

ssp5005 

院一院Zt…ZZF軍TrdWS同

i!叫... 同..罵拘芝山dH2Y2叩由叫帰.~

同M…同同制納明町.. 町…" 一=叩一剛山回仰向…W 珂

imG-vIω..胃.wrqaz-、g町ywahmyear-u-ya島，e.md・ua，倒qa1Em ard 町.，.・.~

トーー

草野田幽
rE ........， ....・圃刷 = 

2 表示スタイル

I_"'，.~""，，~・"­

""，.""..叩@剣山
何回-，

一h・，""…~

向山'"ー刷血山1

刷曲

山

自国

7<'.....3400 
山何叫 l回附由"側 p・

ぷア川畑町同府 開

師岡山町・・H・H・_~OII.叩

図 5 HTML形式と XML形式におけ

る表示方法の違い

蛋白質綴酸酵素 Vol.49 NO.11 (2004) 1891 



の具体的な書き方をここで紹介することはできないが，

http://www.proteome.jp/2D/XMLltestlで，筆者らが

作成しているプロテオームデータベースのファイルの一

部を公開しているので，興味がある方は， そちらをご覧

いただきたい.

-まとめ

プロテオームデータベースは， 質-量ともに年々充実

してきており，今後さらに重要性が増してくるものと思

われる.現在の多くのプロテオームデータベースは単純

なテキスト形式か， HTML形式で記述されているが，

XML形式のほうが多くの点で有利である.しかし， こ

れにはまだいくつかの問題も残されている . XMLでは

自由にタグをつくれる反面，データベースごとに勝手な

タグが使われると混乱を生じるので，国際的に統ー した

基準をつくる必要がある . XML形式によるプロテオー

ムデータベースの標準化については ， 現在 HUPO

(Human Proteome Organization : http://www.hupo.org/) 

のなかで議論が始まっており，近いうちに指針が示され

るものと思われる . また ， パブリックドメインのプロテ

オームデータベースからダウンロードしたデータを利用

して，創薬研究なとの成果や利訴が生じた場合に，権利

関係をどのように扱うかといったことについても一定の

コンセンサスが必要である.いずれにせよ，研究者が

個々にウェブサーハを立ち上げてデータベースを構築

することは非効率であり，将来的には動物種や組織 ・ 細

胞種ごとにコアとなる施設がパブリックドメインのプロ

テオームデータベースを立ち上げ，個々の研究者から投

稿されたプロテオーム情報をそれらのコアサーハに登録

して，維持管理できるようなシステムを整えることが必

要であろう.
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