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入門講座
プロテオミクス解析の分析技術

プロテオームデータベース

1 はじめに

プロテオミクスは新しい形のタンパク質研究手法の一

つであり ， こ れによ って従来のタンパク質研究がすべて

プロテオミクスに置き換えられると いうものではない。

しかし，特定の組織や細胞で発現されるタンパク質を網
がλ

E量的に分離同定したり ，分化や癌化などの紺l胞変化に

伴って変動するタンパク質を探索し同定する といったよ

うな研究では，これまでのよ うに大量のサンプjレから調

製的なクロマトグラフィーを繰り返し，タンパク質を精

製する必要が全くなくなったために，圧倒的に徴量のサ

ンプルで， 極めて短期間に結果が出せるようになった。

そもそもプロテオームりとは， 特定の細胞が特定の条

件に置かれた時に発現する全タンパク質の総称で， プロ

テオミクスはこれを網躍的に解析する研究手法のことで

ある。したがってプロテオミクスは， 高分解能のタンパ

ク質分離法と高感度のタンパク質問定法の組み合わせに

よって成立していると言って良い。 最近ではさらに， 構

造プロテオミクスや機能プロテオミクスといった傾肢も

生まれ，制縦的に構造解析を行うということも加わった

が，いまだにその中心となっている発現プロテオミクス

や疾，也プロテオミクスでは， 三次元電気泳JìlJによるタン

パク質の分離とディファレンシャルな画像解析， ゲjレ内

消化，質1Ií分析による 同定が実施さ れている。筆者ら

も，老化のバイオマーカーを探索するための手法として

プロテオミクスを利用 しているが，プロテオミクスでは

一つのサンプルから得られる情報量が極めて多く，大量

に発生する情報を一旦デジタ yレデータとして保存し ， そ

の中から必要な情報を取り 出 して解析するためのプロテ

オーム↑l'f報T?理システムが必要になってきた。これに加

え ， 他の研究者が行ったゲノム研究やプロテオーム研究

の成柴もインターネット上で容易にアクセスできるよう
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になっており，それらの膨大な情報を有効に活用し複雑

な生命現象を解明しようとするバイオインフォマティク

スがますます重要になってきている。

インターネソ卜上で公開されている生命科学関連の

データベ スは，内容を相互に補完しながら発展してお

り，タンパク質関連のデ クベースもゲノムデータベー

スや相互作用データベース2lと連携をとり合いながら，

さらに充実さ れていく方向に進んでいる。実際筆者 ら

は，賞金分析によって得られたペプチドの質量情報(ペ

プチドマスフィンガ プリント)をもとにタンパク質を

同定する際に， Matrix Science 祉の Mascot や 。 UCSF

の ProteinProspector などのサーチエンジンを利用 して

いるが，検索対象としては Swi田 Prot のオリ ジナルの

デ タベースのほか， DNA の嵐基配列をアミノ酸配列

に世き換えた TrEMBL や NCBlnr などの翻訳データ

ベースも利用 しており ， さらに EST (Expresses Seｭ

quence Tag) の情報をもとに作られた dbEST などの

データベースも加わって，利用できる情報の範聞はま1

ま寸広がってし、く傾向を示している。

そもそ もタンパク質の同定は ， 二次元m気泳動のパ

ターン 七で興味深い変化を示したものに対して実施され

ることが多く ， その際には蛍光色紫などで染色された二

次元電気泳動ゲル (2D ゲル)をスキャナーや CCD カ

メラで読み取り，スポットの検出， マッチング， 定量化

などが行われる。したがって，二次元電気泳動に基づい

たプロテオ ム解析では ， 2D ゲル画像 とこれをコン

ビュータ解析して得られた数値データがベースに存在す

る。さらにゲルのスポットを切り 出 し ， ゲノレ内消化を

行って質量分析を行った場合には， 消化を行ったマルチ

ウエノレプレ 卜 上での配置と MALDl のターゲットプ

レー ト上での配置，質量スペク 卜 jレ， MS- Fit や Mas

cot 検紫によって同定されたタンパク質名などの情報が

加わる(図 1 )。さらに，使用したサンプルに闘する情

報やタンパク質の抽出 分離条件等に閲する情報，関連
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図 1 二次元電気泳動に基づいたプ口テオ ム解析の流れ

する研究の文献情報などもプ口テオーム解析に関連する

重要な情報である。このよう にプロテオーム研究におい

ては， 様々な形の情報が大量に発生するので， こ れらの

情報を電子化し，ネッ ト上で管理， 共有および検索を行

うことのできるシステムが必要 となってくる。

すでに筆者 ら 自身が，インターネ ッ トサーバー上に

『プロテオームデ タベ ス』を作成し，成果の一部を

公開しているが， それに加えて所内の LAN を通 じて最

新のプロテオーム研究情報を共有し，共同研究を円滑に

行っていくための研究情報管理システム Oaboratory in 

formation management system , LIMS) の開発も行って

いる。 本摘では，現在筆者らが開発中のシステムについ

て紹介する。

2 公開プロテオームデータベース

最近では， rショ ットガン法」 と呼ばれるような ， 一

次元 LC/ ESI ーTOFMS によるプロ テオーム解析や ，

SELDl (surface-enhanced [aser desorption/ionization) 

法などのプロテイ ンチップを用いる方法など も行われて

いるが， 現在公開されているプロテオームデータベース

の多く は， 2D ゲル画像上のスポットにタンパク質の

情報を リ ンクさ せた 2DPAGE データ ベース ( two

dimensional polyacrylamide gel electrophoresis dataｭ

base) の形態 を と ってい る。 その最大の理由は，

2DPAGE データベースが，タンパタ質の発現レベルと

翻訳後修飾に関連する情報などの多様な情報を効果的に

参照するこ と に最も適しているからである。 最もよく 利

用さ れている 2DPAGE データベースの一つは ， Swiss 

Institute of Bioinformatics の ExPASy サーノtー上で公

開 さ れ て いる SWISS-2DPAGE3) であ る 。 ExPASy

サ ーバーで は SWISS -2DPAGE のほか， SWISS 

PROT (アミノ酸配列デー タベース)や ， PROSITE 

(タンパク質ファミ リ ーやド メ イ ン構造に関するデータ

ベース)など も公開さ れており， SWISS-2DPAGE で
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表 1 インタ ネット上で公開されているプ口テオ ム
デ タベ ス

SWISS-2DPAGE 

SIENA-2DPAGE 

PMMA-2DPAGE 

RAT HEART-2DPAGE 

HEART-2DPAGE 

HSC-2DPAGE 

PPDB 

Swiss Institute of 8綷infor 
matlcs 

Molecular Biology, Universiｭ
ty of Siena, Italy 

Purkyne Mil�ary Medical 
Academy, Czech 

German Heart Institute Berlin 

German Heart Lnstitute Berlin 

Heart Science Centre, Harefield 
Hnspit.al 

PhosphoProtein OataBase Inc 

The U AB protemi田 Database UAB Comprehcnsive Cancer 
Center, University of Alaba 
ma 

Database of Human T Helper Turku Centre for Biotechnol 
Cclls ogy, Finland 
TMIG-2DPAGE Tokyo Metropolitan Institute 

of Gerontology 

はこれら各種デ タベ スにリンクする形がとられてい

る。 また，デー タ ベース 作成用のパッケージである

Make2D-DBJIめなど ソフ ト ウエアも提供されている。

こ のほかにも，表 1 のよ うに世界各地のサーバ 上

で，様々な 2DPAGE データベースが公1mさ れている。

各々 のサイトでは特定の生物種，臓官官 (組織) ， 細胞株

について，限られた範閤内でデータベースの構築が行わ

れているが ， インターネッ ト上で公糊さ れている他の

データベ ス 止相互にリンクを掛け合うことによって，

情報の連結が実現されている。ここでは，筆者らが運用

を 行 っ て い る TMJG -2DPAGE を 例 にと っ て ，

2DPAGE データベースの構築方法と運用システムの概

要を説明する。

3 2DPAGE デタベースの機築方法

公開用のプロテオームデータベースを精築するために

は，民間プ口パイダーの レンタ Jレサーバーを利用する

か，専用ウェプサーバーを立ち上げる必要がある。 レン

タ ノレサーバーを利用する場合， データベースの構築と公

開に必要な機能が備わっているこ と を確認する必聖書があ

る。 一方，専用のウェブサーバーを立ち上げる場合に

は， ファ イヤーウオールなどセキュリティの確保に留意

しなければならない。セキュ リティ 向上のためには，

データベースの構築と運用に必要のないプロセスは極力

停止すべきである。 筆者らは研究所内の独自サーバ と

レンタルサーバーを併用している。

ウェプサーバーのソ フ ト ウエア としては， Apache が

最も広く利用されており，筆者 ら も これを利用している。

Apache を利用 してプロ テオームデータベースを構築す

る場合 ， Apache のクリ ッ カブlレマップ機能が利用でき

るので，比較的簡単に 2D ゲル画像上のスポッ トから

個々 のタンパク質の情報にリンクを張ることができ，と
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図 2 HTML 形式で作られた TMlG-2DPAGE

りあえずプロテオーム解析結果をインターネット上で公

開する場合などには大変便利である。実際にクリッカプ

ルマップ機能を利用するためには， Apache の動作設定

ファイ jレである htt凶 conf フ ァイ Jレを若干書き換え ，

拡張子が map のファイルを扱う ことできるようにした

上で， html ファイノレ内に下記のような一文を曾き 入れ

ることにより ， map ファイルにむかれたスポ ッ ト情報

に URL と二次元電気泳動画像上の実際のスポットが連

結され ， 2D ゲル画像上の特定のスポットをクリック し

たときに，そのスポット情報が表示される ようになる

(図 2)。

く A HREF ~ "二次充電気泳動 map ") <JMG ISM 

AP SRC ~ "二次元fE気泳動画像 gifり く/A)

map ファイ Jレの各行には，下記のように circJe +スポソ

卜 情報を表示寸るファ イ jレ名+スポット 位置の門の中心

ピタセル位位以座標， y 座標)+ 円周上のピクセル位

置 い座標， y 座標)を列記する。

circJe スポット f古朝!.htm l 167 ,455 164,452 

このように，スポットの位置情報を一つのテキス卜

ファ イル (map ファイ jレ)に書 き込むだけで，位置情

報の数だけファイルリンクが作れ， 二次元電気泳動画像

から各種タンパク質関連情報ページへのアクセスポイ ン

トを容易に作成するこ とができるので， 初期の耳目は筆者

らも専らこのや り方で情報公闘を行っていた5刷。しか

しこのやり 万では， スポットの数だけスポッ ト情報フプ

イ ル(スポット情報 html ) を用意しておく 必要があり ，

復数の電気泳動向像上の多数のスポットを関連付けて管

理したり 1 キーワー ド検索機能を付加寸 ることが難し
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い。そこで現在では， 後述の RDBMS を組み合わせた

方法に切 り替えているï)8)。

クリッカプルマップ用の画像としては ， GIF 形式や

JPEG 形式などの 2D ゲル画像が利用される。 PDQues t

などの二次元電気泳動画像解析ソフトでは， スキャナー

で取り込んだ生画像を Raw 2D I mage と 呼び，これに

対しパックグラウンドレベル filì IEやノイズ， ス トリ ーク

の除去処理が行われた画像を Filtered lmage と呼んで

いる。スポットの検出や，濃淡の数値化， マッチング処

理，ディ ファ レンシャル分析などは，通常この Filtered

Image に対して行われる。筆者らは PDQuest のエクス

ポート機能を用いて， Filtered Image を， Tl FF 形式な

どの画像ファ イ Jレ として出力し，これを Photoshop な

どの画像編集ソフトでIm '- 、て等屯点や分子量などの日焼

や数値などを書き加え， 画像のサイズ調整， 圧縮変換な

ど を行った後に JPEG フ ォーマッ トのファイルとして

保存し，タリッ カブルマップ用の画像としてHJいている。

4 リレ ショナルデタベ ス管理システム

(RDBMS) の導入

Apache のクリッ カ ブノレマップ機能を用いてウェプ

サーノ tー」ニに構築さ れたデータベースに ， さらにキー

ワー ド検索機能を追加する場合， 一般には Perl な どの

プログラム言語で作られた検索ソフトが用いられている

が， 複数の 2D ゲル図像上の多数のスポットを連結させ

て管理することは難しい。これに対し Mostaguir ら"は，

structured query language (SQL) の利用を提案 してL 、

る。そこで筆者らも，オ プンソースの os である Li .

nux 上に ， カリフォルニア大学パーク レー校で開発され

た SQL の一種である PostgreSQL を導入し， リ レー

ぶんせき 2005 12 
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ここでは A胆che-PHP~PostgreSQL の組み合わせによってクリッカブルマップ機能が実現されている。

図 3 XML 形式で作られた TMIG-2DPAGE

ショナjレなデータベ ス管理システム (RDBMS) の構

築を試みた。実際にウェブサーバー上て。 RDBMS の機

能を実現しようとすると， Apache と PostgreSQL を仲

介するためのインクーフェースが必要となる。 これに対

し筆者らは，サパ サイド埋め込み型スクリプ卜言語

である Hypertext Preprocessor ( PHP )を用い ，

Apache -PHP -PostgreSQL の 3 者の連携により ， リ

レーショナルなデータベ スの開発環境を実現している

(図 3) 0 PHP には画像をハンドリングするための GD

ライブラ リを装備することができるため，ウェブサー

ノミー上で圧縮フ ォーマットの画像ファイノレを用いて，作

図等の画像編集が行える。筆者らのプロテオ ムデータ

ベ スでは， クリッカプルマップ機能を実現するために，

map ファイノレによる方法と GD ライブラリによる方法

を共存させている。さらに， PHP のプログラミングに

より XML フォーマット への対応も行えるようにしてお

り ，どの方式がベストであるか比較検討を行っている。

5 XML フォ マ ソ トへの対応

Human Proteome Organization (HUPO) は ， 2004 年

2 月プロテオーム研究のための標準情報交換フォ マッ

トと して XML フ ォ マットを発表した。 eXtended

Markup Language という名のとお り， テキス卜 に対す

る注釈という形態を基本にする XML フォーマ ットは，
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データのツリ←構造を表現することに適しており，様々

なデータ構造に柔軟に対応できる。そのため，情報交換

フォーマットとして優れ，インターネット上のデジヲ jレ

データフォーマヴ卜として確固たる地位を占めている。

HUPO が提案した XML フォ ーマットに対しては，情

報交換の目的だけでなくプロテオ←ムデータベースの標

準化を先導する役割が期待されているが，それには ，
はん k ぅ

データのマイ ニングや解析に耐えられる汎用のプ口テ

オームデータベースのデ タフォ マットとの互換性が

前提となり ， 今後プロテオ←ムデータベースのデータ 出

力の XML 化およびフォーマット変換アプリケーγ ョン
かぎ

の開発が鍵を握っている。筆者らは，以前から簡易的な

方法で制作されたプロテオームデ タベ スを公開して

いるが，さらにデータの再解析に有利な独自の XML

フォーマットでのデータの出力を可能にする新しいウェ

ブインクーフェースの開発を行っている。 XML フオ

マットは，インターネ ッ ト上での情報交換技術と親和性

が高く， XSL ファイルによって表示形態を容易に変更

することができる。図 4 は，筆者 らが運用している

RDBMS 方式のプロテオームデータベースから出力さ

れる XML フォ ←マットのデータのサンプルと，その表

示方法を指定する XSL ファイルの一例である。 XML

フォーマットの特徴は，データの意味を示すタグが使わ

れていることである。直感的にデータ織造を理解しやす
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図 5 TMIG-2DPAGEViewer によるケ リ γ 力 プ)~マ γ プ機能

い反面，検索，助出 といった処理を行う場合， 他の

フォーマットに比べ時間がかかり ， 画像な どのバイ ナリ

データの取り扱いが難しいといった欠点もある。した

がって句 XML フ ォーマットのデータは，あくまでも研

究者間でデータを交換する場合や ， .(1:}解析用のソフ ト に

読み込む場合に限定して使用されるべきものであると考

えている。
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XML フォーマットのプロテオームデータベ スとし

ては. 2004 年にマンチェスタ ー大学の Garwood ら '0 ) が

PEDRo を発表しており，また新潟大学の吉聞 ら川は ，

NEC 基礎研の上条らが開発したシステムを用いてヒト

の皆糸球体のデータベースを作成している。ただしこ
れらの XML データベースは 2D ゲル画像を出発点にし

てはいるものの，画像解析によ っ て得られた定量的な
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データを含んでおらず，ディ ファ レンシャノレな解析結果

をどのように抜うかという課題が残されている。これに

対し ， 筆者らが開発中のプロテオームデータベースでは.

2D ケソレ画像問ディ フ ァレンシャルな解析データも取り

扱えるような構造を目指している。さらに筆者らは，各

研究者がデータベー スからダウンロードした XML

フ ォ マソ卜のデ←タを，自分たちの二次元電気泳動パ

ターンの解析に活用するためのピュアー(TMIG

2DPAGE Viewer) を開発したほ)。図 5 は ， プロトタイ

プのピュアーの画面である。プロテオームデ←タベース

の画面か ら XML フォ←マットのデータを Wìndows パ

ソコンにダウンロ ド L，さらに対応寸る二次元電気泳

動画像をダウンロ←ドする。 TMIG- 2DPAGE Viewer 

で XML フォ ーマットデータと画像を H Windows ノ t

ソコン上に取り込んだ後は，オフラインでクリッカフル

マップ機能やキーワー ド検索機能，簡易マッチング機能

などを利用して， 詳細な情報を取り出すことができる。

またこのとき，自分たちの 2D ゲル画像のスポットの位

置とマッチさせて解析を行うこ t もできるようになっ て

いる。このように XML フォ マットは，長所と短所を

理解したうえでプロテオームの情報の交換に用いること

が重要である。

6 laboratory information management sysｭ

tem (LIMS) 

近年，特に宵l薬標的の探索を 目的とするプロテオーム

研究では，実験データの保守と管理が要求され， よりセ

キュリティの高い研究情報管理システム LIMS を利用

することの重要性が指f商されている。

一般的に LIMS には，実験デ タの保持機能に加

え， 実験操作の検証機能，データのパックアップ機能，

データの抽出と交換機能， デ←タマイニング機能，公共

データベ←スとの情報連結機能などが求められる。そこ

で筆者 ら は図 6 に 示寸ように，一方では SWISS

PROT などの公開データベースとのリンクを充実させ

ながら，他方では高いレベルでセキュリ テイ を保っ て施

設内の実験デ タを管理することのできる専用の LIMS

を開発し，機能の検証を行っている。 Windo\Vs パソ コ

ンを用いて，筆者らが開発した LIMS を利用する際の

操作画面の一例を図 71こ示す。ここでは， 2D ゲノレ画像

のスポットとケソレ内消化用プレー トのウエル番号， お よ

び質量分析用サンプルプレート上でのウエル番号をマッ

チングさせた状態でデータを管理できるように設計 され

ている。 LIMS については現在開発中であり，詳細は完

成後に報告したいと考えている。

7 まとめ

生命科学研究の中でも，とりわけ創薬研究の分野では

開発競争が激しく，その中で確実に成果を上げて行くた

めには ， 情報の収集能力と管理，解析能力が必要であ

る。 今後さらにプロテオ ーム研究が盛んにな り ，大量の

解析データが蓄積されるようになると， プロテオ ム研

究によって得られた情報を効率良く収集し管理すること

管
". 
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図 7 Proteomics LIMS Module のイ ンタフェ ス画面
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のできる コンピュータシステムを整備することが，重要

な課題の一つになってくる。

その一方で生命科学の基礎研究を推進するためには，

当該分野の研究者間でできる限り多くの情報を交換し共

有寸ることも重要であり，そのためには，公的な機関が

中心となっ てゲノムデ ヲベ スのようにパブリックド

メインな公開プロテオームデータベースを立ち上げ， そ

こに個々の研究者が持っ ている独自の情報を登録できる

ようなシステムを構築する必要がある。またそれには，

まずプロテオームデータを交換するための XML フォ←

マットの標準化が必要である。近年バイオインフォマ

テ ィ クスの重要性が叫ばれており，生命科学情報のデ←

タベース化と公開システムの開発においても激しい開発

競争が始まっ ている。 今後さ らにデ タベ スの内容を

充実させ，安定的にサパ を運用していくためには，

その財源を確保1 る必要上，アクセスの有料化や一部の

研究協力者に限定したアクセス制限など，様々な制約が

発生することも予想されている。我が国における生命科

学研究のレベルをアップL， 国際競争力を高めていくた

めにも，国家的な経済支援の下乙公共性の高いプロテ

オームデータベースが構築され，維持されるこ止が強く

求められている。
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