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Summary 

ヒトゲノム DNA の解読計画の完了が目前に迫って

きた現在，蓄積された DNA 塩基配列情報を，基礎医

学や臨床医学にどのように活かすべきか，次なる課題

が突きつけられている。 疾患の原因遺伝子やリスクフ

ァクタ となる遺伝子多型が同定されただけで発症の

機序が明らかになることはまずない。 遺伝子と病態と

の関係を明らかにするためには，遺伝子がコー ドする

蛋白質の性質や発現動態，翻訳後の修飾，生理活性，

組織特異性，細胞内局在性，蛋白質問相互作用，分解

システムなどの情報を集める必要がある 。 プロテオー

ム解析は，このような蛋白質レぺルの情報を収集する

巴的に最適な手法であり，特に肺組織では，蛋白質の

酸化修飾の解析に威力を発揮することが期待される。

は じ めに

あと数年で，ヒトゲノム DNA の全

塩基配列が読み尽くされることはほぼ

確実な情勢である 。 その成果として，

多くの遺伝子病の原因遺伝子が同定さ

れることが期待されているが，ウェル

ナー症候群のへリケースホモロ ー グ遺

伝子の例にみられるように，原因遺伝

子が同定されても，それで直ちに発症

の機序が明らかになることは必ずしも

保証されてはおらず，むしろ，原因遺

伝子がコードする蛋白質そのものに対

する研究が，これまで以上に重要にな

ってくる。 また，近年各種慢性疾患や

生活習慣病のリスクファクターとして

さかんに研究されている single nuc 

leotide polymorphisms (SNPs) の場合

には，発症に関わる因子が単一ではな

いために，置換されている 1 塩基の情

報のみから発症のメカニズムを推定す

ることはことさら難しい。 その遺伝子

がコードする蛋白質の発現動態，翻訳

後の修飾，生理活性，組織特異性，細
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胞内局在性，蛋白質問相互作用，分解

系など，蛋白質レベルの情報をできる

だけ多く集めることが，その遺伝子の

多型性と臨床所見を結びつけるカギと

なる 。 このように，膨大に蓄積される

遺伝子レベルの情報を無駄なく生かし

つつ，個々の蛋白質の生理的な役割や

病図的な意味づけを行おうとするとき，

「プロテオ ーム解析」は大変有効な研

究手段を与えてくれる。



I プロテオーム解析とは何か

「プロ テオーム解析J. あるいは「プ

ロテオミックス」という言葉を耳にす

る よ うになっ たのはこ こ数年のこと で

あるが， もともとは二次元電気泳動に

よる蛋白質の分離分析技術に端を発す

る技法であり ， 二次元電気泳動の高い

分離性能が最大のセールスポイントで

ある 。 これにコンピュータに よ る函{象

処理技術が導入されたことに よ っ て，

ゲル問のパタ ー ンの比較が正確に定量

的に行えるようになり rプ ロ テイ

ン・ディファレンシャル ・ ディスプレ

ー」法としての位置づけを得るに至っ

た。 そしてさらに質量分析 (Mass

spectrometry) の技法が加わり rペ

プチドマス・フィンガープリント/デ

ータベース検索法』 による同定が行わ

れるようになった時点で，これら一連

の技法に対し 「プロテオーム解析」と

いう新たな名称、が付与された。

実際のプロ テオーム解析は， 以下の

手順で行われる 。

①分析の対象となる組織あるいは細胞

から蛋白質を抽出する 。

②固定化 pH 勾配ゲル (lmmobil ine

DryStrip や IPG Ready Strip など)

を用いて一次元 自 の等電点電気泳動を

行う 。

③薄層ゲルを sodium dodecyl sulfate 

(SDS) 処理後，固定化 pH 勾配ゲルを

平板ゲルの上端に密着固定し， 二次元

自の SDS 電気泳動を行う 。

④色素染色法などで，蛋白質スポッ ト

を検出する 。

⑤スキャナーなどで蛋白質スポッ ト の

濃淡を読み取り，コンピュー タで画像

解析する(スポ ッ トの定量分析および

複数ゲル聞の比較分析) 。

ここまでのプロ セスが rプロ テイ

ン・ディファレンシャル ・ ディスプレ

ー」である 。 これ以後のプロセスが，

「プロテオーム解析」で新たに加わ っ

た部分である 。

⑥特定の蛋白質スポッ ト をゲルから抽

出し(もしくは polyvinylidene difluorｭ

ide (PVDF) 膜に転写後に). Lys-C 

などのプロテアーゼで消化して，得ら

れたペプチド断片の質量(ペプチドマ

ス ・ フィンガープ リ ント ) を分析する 。

⑦ MS-FIT などのプロテオーム解析

ソフトを用いてプロテインデータベー

スもしくは DNA デー タベースを検索

し，ペプチドマス ・ フインガープリン

トが一致する蛋白質を探しだす(蛋白

質を同定する ) 。

③デー タベースに蓄積された情報をも

とに，当該蛋白質の機能を推定する 。

多くの場合ここまでの分析で，標的

とする蛋白質の検出から同定および機

能の推定までの一連の「プロテオーム

解析」は完了するが，ペプチドマス・

フインガープリントに基づく相向性検

索で一致するものがデー タベース上に

なかっ た場合(データベースに未登録

であった場合) .多段の質量分析 (MSI

MS 分析) もしくは従来のエドマン分

解アミノ酸配列分析(シークエンスタ

グ分析)を実施し，配列情報に基づく

ホモ ロ ジー検索を行う 。 これでも相同

蛋白質がみつからない場合は， 新規の

蛋白質である可能性が高いので ， 得ら

れた配列情報などをもとに. cDNA 

のク ローニングなどを行い，遺伝子を

同定することになる 。

Medline のキー ワード検索によると，

「肺のプロテオ ーム解析」に関する原

著論文は. 1999年にインデイアナ大学

の Witzmann らによって雑誌 Elec

trophoresis に発表された「ジェット

燃料を吸引した時のプロ テオームの変

化J 1 件 1 ) のみであるが，プロ テオー

ム解析の前身である「肺の二次元電気

泳動分析」に関する論文2)-7) は少なく

とも 198件の報告があり，すでに多く

のグループが， 二次元電気泳動の高分

解能を肺の蛋白質の分析に利用しよう

と試みてきていることがわかる。 しか

し，マス ・ フィンガープリントによる

同定法が普及する以前の研究では， 二

次元パタ ー ンの比較(プロテイン・デ

イファレンシャル ・ ディスプレー)で

興味深い蛋白質がみつけだされている

にもかかわらず，同定にまで、至っ たも

のはごく 一部にすぎない。 今後は質量

分析装置の普及によって，蛋白質の同

定および機能の推定，さらには発症の

プロセスにおける分子病因論的意味づ

けにまで踏み込んだ研究が増えてくる

ものと恩われる 。

E プロテオーム解析で

できること

プロ テオーム解析が最も得意とする
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分析は， ①特定の組織や細胞種におい

て，生理的なプロセスあるいは病理的

な変異に伴って発現量が変化する蛋白

質を検出し同定すること(加齢に伴う

蛋白質発現の変化の分析や，がん特異

的な蛋白質の検出向定などはこの応用

例)。②薬物などの影響によって組織

内で発現量が変化する蛋白質を検出し

同定すること (薬理効果の分析，副作

用の分析などはこの応用例)。③リ ン

酸化や糖鎖の結合，酸化的ストレスに

よる修飾，異常な分解中間体の蓄積な

どの分析 (発症機序の解明や病態の解

析はこの応用例) ，である。

これまでに報告された「肺疾患の二

次元電気泳動分析」の多くは，肺がん

に関するものであるが，肺の疾患ごと

に，今後利用が進むことが期待される

分析対象は，次の通りである 。

遺伝性肺疾患:病因分析・病態分析

炎症性肺疾患:

感染源分析・病態分析

原発性肺がん・転移性肺がん:

病態分析

酸化ストレス性障害 :病態分析

肺の細胞は，特に酸素分圧の影響を

受けやすく，常に酸化的ストレスに曝

されている 。 また， 大気中の環境汚染

物質の影響を真っ先に受ける組織でも

ある。 これらの化学的ストレスの影響

は，ゲノム DNA の酸化的修飾 (8-0H

DG の生成など) のほか，細胞膜や細

胞質内の蛋白質の修飾という形でも蓄

積され，これが各種肺疾患の原因や増

悪因子となっている可能性が指摘され

ている 。

感染症や外因性の障害は別と して ，

多くの慢性肺疾患の背景には遺伝的素

因があることが考えられ，発症のメカ

ニズムや治療方法を解明するために，

原因となる遺伝子を探しだす作業が必

要であることはいうまでもないが，遺

伝的素因をもちながら発症しないケー

スや，発症までに長い年月の経過が必

要である例も多くみられることから，

原因遺伝子の発現の制御や，翻訳蛋白

質の機能の制御，蛋白質自体の物理化

学的性質や生理活性などが明らかにな

らないと，実際に発症に至るプロセス

を解明したことにはならない。 こうい

った場合，疾患の種類や検査の目的に

よ っ ては，遺伝子発現の分析(トラン

スクリプ トーム解析)や，発現蛋白質

の分析(プロテオーム解析) を行うこと

がより効果的である場合が多い。

私自身は ， 細胞の老化のメカニズム

を明らかにすることを目的として，増

殖性細胞の分裂加齢に伴う細胞内蛋白

質の変化を分析するために，ヒト胎児

肺由来の線維芽細胞のプロテオーム分

析を行っており，その結果をデータベ

ース化してイ ンタ ーネ ッ ト上で情報公

開している 8)が，これは単に細胞の由

来が肺であるというだけであって，真

の「肺のプロテオーム解析」ではない。

慢性肺疾患の病態をプロテオーム解析

したという報告例はまだないようであ

るが，特殊な利用法として，前述のよ

うに ジェ ッ ト燃料のガスを吸引したと

きの肺障害に伴う蛋白質の変化をプロ
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テオーム解析した例が，インデイアナ

大学の Witzmann ら 1)に よ っ て報告さ

れている。 プロテオーム解析で何がで

きるかを知るうえで参考になると思わ

れるので， 少し詳しく紹介する。

彼らは， Swiss-Webster 系のマウ

スに， JP-8 という ジェッ ト燃料のエ

アロゾルを， 1. 000mg/m3 および

2 , 500mg/ cm 3の濃度で 7 日間にわた

って毎日 1 時間吸引させ，肺の細胞質

蛋白質を二次元電気泳動で分離展開し

て，コントロール動物のものとの比較

を行っ た 。 そしてそこでみつかった

JP-8の吸引によって変化する蛋白質

をペプチドマス・フインガープリント

法で同定し，アミノ酸配列で確認する

作業を行った。 その結果，増加するも

のとして熱ショック蛋白 (hsp) 84やグ

タチオン S- トラ ンスフエラーゼ・ホ

モローグ，カルボニ ックアン ヒドラー

ゼの I 型および H 型などが同定され，

減少するものとしては小胞体 ATPase

や熱ショック蛋白70，ラミニン受容体

蛋白質などが同定された。 まだ不明な

点は多いが，彼らはこれらの変化を，

①蛋白質合成系， ②毒性物質の代謝分

解系， ③組織の超微形態的変化など，

いくつかのカテゴリ ーごとに分類し，

実際に観察された病理的知見と，これ

らの蛋白質の変化を結びつけようと試

みている 。 この論文自体の科学的な評

価はともかく，アプローチの方法とし

ては，最もプロテオーム解析らしい利

用の仕方がなされているので，他の領

域の研究に応用する際の参考になる 。



図.肺疾患のバイオインフォーマティックス

将来的には，肺のプロテオーム解析

で得られた種今の情報をコアとして，

上流のゲノム情報や遺伝子多型 1 塩

基置換情報，および下流の疾患病態情

報，病理組織情報をデータベース化し

て 1 つにまとめあげた，統合データベ

ースを利用することによ って，総合的

に肺疾患のメカニズムを考察する，所

謂バイオインフォーマティックス (あ

るいはバイオメデイカル・インフォー

マティ ッ クス ) の方向に進むことが期

待されている (図)。
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