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SUMMARY 

従来の生命科学研究は 主に特定の遺伝子やタノパク

貿を標的として各論的に行われ 個々の研究で利用され

る情報量は限られていた しかし近年の。I11 IC S 研究によ

り!生命科学研究で利用できる情報量は飛躍的に治大し

た このような中で in-siliw hioloJnや system Il iolog)' な

どの生命情報科学が生まれた 脳機能研究においても情

報を活用し 脳機能の全体像に迫ろうとする動きがあり

それに利周できるデ タペ スの充実が望まれでいる

プロテオミクスはタ/パク質レベルで脳機能を解明する

上で有効な手段であり 神絞系の各細胞が発現するタノ

パク質を嗣Z霊的にデータペースイとしておくことは重要で

ある

ニューロ ノ

オリゴデノドロサイト

アストロサイト

プロテオム

デタベス
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l バイオイ ンフォーマティクスと
デーヲベース

バイオインフォ マテイクス[止コ ン ピュータ技術

の発1主に よ って生まれた生命情報科#であ り ，いわゆ

る in-sili印刷ology，四mputationul biology あるいは sys

tem biology 1 切 な どと 多くの山で重'" り を持っている

従来の生命科学研究では， ヨミに特定の遺伝子やタン

パク質， 生物学的プロセスを際的とした各論的研究が

行われており，それぞれの研究グループごと の情報長

は限ら れていた一方で，生命科学研究の全体では，タ

ンパク質のアミノ酸配列に見られるように膨大な情報

量に達 し， 生命枠手情報のデ タベ ス化が余儀なく

されている これに加え 20 世紀の終わ り か ら 21 世紀

の初蝋に掛けて実施された国際ヒトゲノムプロジェ ク

トの批進により，ゲノム塩基配列に閲する情報isiが指

数級数的に増加 し ， さ ら にプロテオーム解析が加わる

ことによ って，タンパク質の発現プロフ ァ イルや相E

刊用 7 翻訳後修飾等に関する情報量; も急1i1した

このように爆発的な情報量の増加の中で，コ〆ピュ

ー タ による情報処理技術を駆使すること に よ っ て生物

の仕組みを丸ごと現解 し ようという試みが始まり，こ

れが上述の in-silico bωlogy や computational biology あ

るいは system biology と呼ばれる研究領域をさら に発

展させる結果とな っ た 当然のことながら脳機能の解

明においても，このようなパイオインフオ }マテ ィ ク
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スは有効である しかしながら。これまでに伴られた

生命科学情報は量的および質的に脳機能の解明に充分

な水準に逮しているのであろうか またそれらは，研

究者間で互いに利用できるような形で公開され共有き

れているのであろうか 表 1 に，現在イ J タ ー不 ヅト

上で公開されている脳機能，神経細胞機能関連の情報

サイトの一部をリストア y プした ゲノム塩基配列情

報やタンパク質アミノ隊配列情報は ， その大部分がイ

/ターネット上で公開l され。 自由にアクセスできるよ

うになっているのに対l.-，神経系組i胞の分化段階別の

発現タンパク質に閲する情報や，株々な刺激カ吋IJ[Jわっ

たときの細胞応答や分化，成熟， 神経細胞機能町維持

や喪失に伴う タ ンパク伐の発現変化に凶する情報，さ

らにはリ/酸化や糖主 i結合などの翻訳後修飾に関する

情報に至っては，それぞれの研究組織が独自の情報と

して抱え込み， 一般には公開されていないものが多

表 1 インターネット上で公開されている脳機能関連の情報サイト ( 部_1 公開のものも古む}

公開サイト名 URL コンァンツ

デタベス/アトフス

8rainMap htlp:llwww.brainmapdbj.org/ A Functional Neuroimaging Oatabase 

Mouse 8rain Atlas http ://www. hms.ha同ard .edu/researchlbrainl High Resolution Mouse Brain Atlas 

Human Brain Atlas htlp:l/www.med.harvard.edu/AANLlB/home.html 
MRI Allas 01 the Human Brain 

Harvard Medical Schoo! 

Human 8rain Atlas http:/，川WW.msu .edu/% 7Ebrai nsJh u manatlasl 
MRI Atlas 01 the Human Brain-

Michigan Slate University 

HBPDB http://ycmトhbp.med. yale .edu/hbpdbl Human Brain Project Oatabase 

CCDB http://ccdb.ucsd.edu/CCDBWebSite/index.hlml Celt Centered Oatabase 

DOQCS http://doqcs.ncbs.res.in/ 
The Oatabase 01 Quantitative Cellular 

Signahng 

Neuron DB http://senselab.med.yale.edu/senselab/NeuronDB/ 
Dynamically searchable database of 

three types of neuronal prope同，es

プロジェクト

BRAID http://braid.uphs.upenn.edu/websbialbraid/ The Brain-Image Database Project 

The Human Brain 

Project -NIH 
http://www.nimh.nih.gov/Neuroinformatics/egordon03.cfm Neuroinformatics 

The Human Brain 
hltp:l/hendrix.ei.dtu.dklhome.html Neuroinformatics 

Project. Denmark 

NEUROPAD httpゴ'/n002bsel . bios .uic.edu/ Identified Neuron Database Project 

HBPP http://www.hbpp.org/22980!?'sess ion"id合key' ::o 'session'id"val合 The HUPO Brain Proteome Project 

デタマネ ジメントシスァム

BAMS contains four interrelated 

modules: Brain Parts (brain regions, 
BAMS htlp:/lbrancusi.usc.edu!bkms/ major fiber tracts, and ventricles) , 

Cell Types, Relations, and 
Connections. 

Data management systems for 

NEUROSYS http://neurosys.cns.montana.edu/ annotating querying and (password-

protected) data sharing 

BrainML http ://neurodatabase.org/datase刊er/goto.do守page::o .braînml
Standard XML metaformat for 

exchanging neuroscience data. 
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い 企業等による74利日的の研究の場合には， 医薬品

の開発等知的所有概の問題も締むために ， やむを得な

い而もあるが，今後町生命科学研究全体の発展を考え

ると大きなマイナスである 特にk学や非営利的研究

機関において.公的資金の補助の下に実施された研究

の成果については‘ゲノムの塩基配列情報に見られる

NCBI の Genßank の例のように，論文発表と同時にサ

ーパー上でのデータベース化を行い， 可能な限りイン

ターネ γ ト上で公|制されることが望ましい バイオイ

ンフォーマティクスの成否の鍵を担っているのはデー

タベ スの充実とデータマイニノグのための ソ フ ト ウ

エアの開発である

11. 脳組織中および培養系における神経
分化と 9 ンパヲ質の機能的発現

近年. ES細胞をmいた研究が盛んに行われるよう

lこなり. ES細胞からニューロンやグリア系の細胞に

分化させる研究'" も報告されるようになってきたが，

脳機能研究で利 IIIするには多くの課題が残されてい

る 培発系での分化が組織中での分化と同じであるの

かという問題に答える前に。そもそも組織中において

ニューロンおよびグリア系の細胞が発現しているタン

パク質が全て明らかにされているのであろうかという

疑問が残る その意味で リノ酸化や梢鎖結合などの

翻訳後修飾を垂けたアイソフォームも合的， 細胞内で

発現される全タノパク質を綱引』的に分離同定しようと

いうプロテオーム解析5.6)の試みは，脳機能のバイオ

イノフォーマティクスにおいて重要な意味を持つもの

であると考えられる

これに対 L ヒトおよびマウスの脳組織レベルで全

発現タンパク質を網縦的にプロテオーム解析しデータ

ベ ス化 し ようという試みは Human Proteome 

Organi回tion ( HUI勺) の Ini t ia t ive としてすで仁始まっ

ているが，分化細胞の系楕ごとに異なる尭現をそれそ'

れ個別に解析 し ようという試みはまだ行われていな

い その liikの理山は，タンパク質では PCR のよう

な地幅ができないよに， 一つの遺伝子から発現される

タノパク t!fであ っても翻訳後修飾によって二次元電気

出動」ニでは絞数のスポッ ト に分かれるため，組織から

直持分離できる細胞数で 令タンパク質を網羅的にプ
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ロテオーム解析することはできなかったためである

そニで我々は，培養系での分化は組織中と全く同じで

はないということを十分に承知しながらも，培養系で

分化させたニュ ロンおよびグリア系細胞において発

現されるタンパク伐を網躍的に比較解析. I可定，およ

び翻訳後修飾動態の解析を行い，得られた情報をデー

タベース化した l で，最終的にはそれらのタンパク質

が脳組織中でも同じように発現し翻訳後修飾を受け機

能しているということを検証グるという手順を踏むこ

とで， 脳機能に凶わる タ ンパク質の全容に迫れるので

はないかと#えている

111. ラ ット胎児脳由来の神経前駆細胞を用いた
培養系におけるこュ ロンおよびつFリア系
細胞への分化とこれを用いた神経系細胞の
比較プロテオーム解析

配i~1:脳組織からの初代培養法，ニューロン，オリゴ

デンドロサイト，アストロサイトへの分化能を有する

個々の前駆細胞の選択的な地殖維持法， お よ び終末分

化の誘導と成熟法についての詳細は原著論文で報告す

るので，ここでは慨要を述べるにとどめる

受精後 1 6 日目のラァト大脳皮質をハサミで細かく

砕きディスパーゼ処l.!1!および DNase r 処理後， ステ/

レスメ γ ンユを過して細胞を単離 ニュ ロンに分化

をさせる場合には 。 10 唱のウン胎児 lfll i青 を古む Eagle

Minimum Ð柏町ltia l Medium (MEM ) と 500 ρM グルタ

ミン， 25 /.lM グルタミン酸. 2% B27 を合む Neurobasa l

Medium (NBM ) を 1 : 1 で混合した培地で細胞を懸濁

L. poly.L リンンでコートされたずイ γ ンユ上に蒔い

て初代培獲を行っ た オリゴデ/ドロサイトあるいは

アストロサイトに分化させる場合には，上記のものと

は興なる組成の府地で初代培益を開始した.

型円 ニュー ロンに分化させる細胞に対しては 5曲

I' M グルタミン， 25μM グルタミン骸 2叫 B27 を古

む Neurobasal Medium ( N日M) に培地交換して 4 日 I~J

培養 さらに 5∞ μM グルタミンと 2% B27 のみを添

加した Neurobasa l Medium (NBM) に交換，それ以後

は 3 - 4 日 ごとに半訟の培地を交換しながら 2週間科

度培養を続けた 図，.， に . この よ うにして成熟分化

させたニューロンを抗チュプリンベータ山抗体で蛍

光染色した時の制|胞形態を示す
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図 I 培養果で分化成熟させたニュー口ン (叫，オリゴデンド ロサイト ( 1. ， ， ) およびアストロサイト (d )
それぞれ次の抗体をーま抗体とし，量光標識こま抗体を用いて染色を行っ た

帥~/(チユフリンベタ 川抗体 制抗Ga配町抗体(，)抗 GFAP抗体 (め抗日'AP抗体

オリゴデンドロサイトに分化させる細胞に対して

は，初代培養で細胞数を地やした後にトリプン/処理

によってハ ベスト L ， 細胞接活性の典主るデイツン

ュに蒔いて OPC (Oligodendrocyte prモ四回αCells) のみ

を接着させ，選択的な培養を1rった OPC の制!I胞数が

充分に増えたところで数緩類の分化誘導因子を古む明

地に交換し ， さらに 3-5 日間培養を続けてオリゴデ

ンドロサイトへと成熟分化させた この成熟オリゴデ

ンドロサイトを抗ガラクトンルセラミ ド (GalCerl 抗

体で蛍光染色した時の細胞形態を図 1- 1> に示す な

お ， この細胞はアストロサイトの特典抗体である抗

GFAP抗体では染まらないことを確認している (図 1・

, ) 

アストロサイトに分化させる制胞に対しては， トリ

プンン処恩によるハ ベストと 10% FCS を合む D.

MEM での蒔き直しを 3 回- 5 回繰り返し ， 細胞数を

増やしながら分化を誘導する方法をと っ た このよう

にして分化させた7 ストロサイトを抗GFAP抗体で蛍

光染色したものが図 I-d である 以後のプロテオーム

解析はこれらの細胞を用いて行った

タンパク質の抽出，三次元電気1水面Jおよび SYPRO

Ruby による昔、光染色は 。 我々の傑準操作法 (ht中Jlpro

teome.tmig.or.jp/2口IL2DEmethoc\.htm l で公開 ) Iこ従っ

て行ったので そちらをご覧l国きたい

IV. 脳神経系細胞の比較プ口テオーム
データベース

現在我々 は?よ記の神経系分化細胞の比較プロテオ

ーム解析によって得られた情報をデータベース化する

刊業を行っており ， データベ スの概要を原司~:論文で

発表した後に 一定のアクセス権限を設けて全てのデ

ー タをイノターネアト上で公開する干定である 図 2

-4 に ， 東京都老人総合研究所の所I人o) LAN 上で開発

中のデタベス(現時白ではm 公閣のベタ版) の

トップベージと ， 掲載予定のデー タの一部を示す

今回行った制維的比較プロテオーム解析で明らかに

なったことが幾っかあるが，その第]内日は，オリゴ

デンドロサイトとアストロサイトは同ヒグリア系の細

胞であり ， 細胞系詩的には近いと思われているが，実

際の発現タンパク伐のパターノで見る限りむしろオリ

コ'デノドロサイトとニュ ーロノの問に共通して発現さ

れるタンパク質が多く ， 機能的にはアス ト ロサイトよ

りもニュ ロンに近い可能性がある また今回プロテ

オ ム解析で明らかになったもう 一 つのことは，分化

したオリゴデンドロサイ卜は，抗 GFAP抗体では染色

されず， 従来いわれているように GFAP はアストロサ

イトの特典抗原であるというこ とに矛盾はなかったも

のの. 尿素変性条件でタンパク質を抽出 L ，三次元電

気出動で解析すると ， 鴛くべきことに GFAP の 2 つの

アイソフォ ームスポ y トは，いずれも才リゴデンドロ

サイトにおいてアストロサイトよりも高い発現を示し

ていた 先に述べたように発現タンパク質のパタ ン

上ではオリゴテ'ンドロサイトとアストロサイトの間に

は太きな逃いがありむしろニューロンに近い発現パタ

ーンを示すことを考えると この結果は単なるアスト

ロサイトの混入によるものではなく ， オリコデ/ f ロ

脳21 刷 9 No.3 2田6 29 (263) 
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図 2 現在作成中の「脳神経系細胞の比較プロテオ ムデ タベ ス」のトップページ
ここでそれそ";ltのアイ コ ンをクリヅクすると!ニューロン，オリゴデノドロサイト，アストロサイト ， jり'lit培聾細胞に

よ って発現されるタノパク質 および初代培葺の慌に階地中に升泌されたタノパク賀町二次元電気様動パタ ノが表示
される さらにそのパターン上でトキ:のカーゾルがついたタノパク質スポァ卜をクリックすると タンパク質iIやスポ
ット番号!発明レベルなどの情報が表示される また，このト y プベ ジでは タ/パク質名やスポ y 卜千件写などでデ
ータを検事 して表示させることもできるようになっている

まとめ

今回構築を試みた比較プロテオ ームデータベ ス

は，培義系で分化成熟させた相II Rf系の各系譜の細胞の

プロ テ オ ム解析によるものであり. lJilの組織内での

サイトにおいても GFAP が発現 しているものの，何ら

かの理由で抗体による細胞染色では染まらない状態に

なっている可能性を示唆している もしこれが事実で

あるなら ， オ リ ゴデ ンドロサイトとアス トロサイトで

は GFAP の生理機能が全く異なる司 能性もあり大変興

味深い 現在さらに詳しい桝析を行っており ， その結

果については肱著で報告する しかしそのー発現や翻訳後修飾と全く同じではない

方で， 組織内で細胞税ごとに異なる発現タ ノパク質を

2田6No.J 、10 1. 9 脳2130 (264) 
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図 3 それぞれのアイ コ ンをヲ リ ッヲ した時に表示されるニま元電気泳動パターン

ここでたとえば矢印で示す田p4曲l 町スポットをクリ ッ クするとタンパク買の同定結民 (この倒では Brain fatty 

ac禔.binding proteîn} などの情報がJFi、され， さらに 「ぉp4曲1jで横京することに よ って. それぞれの細胞舗によ
る尭現レ円ル町通いが棒グラフで表示される この"同曲!のタンパク貿はニユーロ ンとオリゴデシドロサイト で
出世現しているが。アストロサイトではほとんど発現されていないことがわかる

網織的に解析することは事実」不可能である 従っ

て，時葺系で分化させた細胞で得られたプロテオーム

データを踏まえた上で。 組織中での実体を把握するた

めの確認作業をおこなうのが現実的な道筋であると

考えている 特に割11胞表面 ンナプス，ラフト等で機

能的に発現している椛タンパク質の棺鎖については .

細胞問の接着や細胞外基質との接着などの影響で大き

く変化していることが干旬、されているので，組織内の

構造に近づけた培聾系を再構築することも重要となっ

てくる
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特集 1 脳機能解析にバイ オイ ン フォーマティクスは有効か 9
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図 4 GFAP と同定された 2つのスポ ッ ト 嗣p34 10 と 総俳誌01 付近の鉱大図

照P剖 10 と "0日0 1 はニ斗 ロノではほ とんど世朝されていないが， オリゴデン ドロサイ トとアス ト ロサイトで共に
同 〈先脱されている 抗 GFAP抗体に よる細胞染色では? アストロサイ卜のみが染色され， オリゴデンドロサイトは
染まらなかった (図1)ことから 細胞内 での舟夜状態が拠なること が予想される (p.ï ， カラー凶事mo
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