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成果の概要/田村 朋則 

 

細胞内蛋白質の時空間的な発現プロファイル（それぞれの蛋白質がいつ、どこで、どのくらい発

現するか）は、細胞の状態や外部環境に依存して大きく変動する。こうしたプロテオームの動的

変化は、恒常性維持、分化、増殖、ストレス応答といった基本的な細胞内プロセスを規定する最

重要因子である。従って、細胞機能の分子メカニズムをより深く理解するためには、ある刺激に

応じたプロテオームの時空間変化量を精度よく定量することが必要不可欠である。近年、

LC-MSMS 等の質量分析機器の飛躍的な進歩に伴い、外部刺激前後における蛋白質発現量の比較

定量が容易に行えるようになった。しかし多くの場合、蛋白質の変化量は極めて小さいため、最

新の分析機器をもってしても精密かつ高感度な検出・定量には限界がある。 

 この問題を解決するために Tirrell, Schuman らは、ある時間から新たに合成された蛋白質に精製

用タグをラベルし、“新生蛋白質”だけを濃縮する方法を開発した (BONCAT：Bioorthogonal 

noncanonical amino acid tagging)(図１A)。この手法では、アジド基を有する非天然アミノ酸(AHA)

がメチオニンアナログとして代謝的に蛋白質合成経路に取り込まれることを利用し、新生蛋白質

をパルス的にアジド修飾する。アジド化された新生蛋白質に対しては、細胞破砕後 click 反応によ

ってビオチン等の親和性タ

グを修飾できるため、精製

濃縮による検出感度の向上

が達成される。加えて、も

ともと細胞内に存在してい

た古い蛋白質とは区別でき

るので、質量分析における

複雑性が減少し従来検出で

きなかった低発現蛋白質の

同定・定量化も期待できる。 

 このように BONCAT法は

プロテオーム発現の時間変

化を高感度に定量できる優

れた手法であるが、細胞内

のどの場所で発現量が変化するのか、といった空間情報は得られない。これに対して我々は、特

定の細胞オルガネラに局在する蛋白質を同定解析するための分子ツールとしてごく最近「オルガ

ネラ局在性修飾試薬: Organelle-localizable Reactive Molecule (ORM)」を開発した(図１B)。ORM は

オルガネラ局在モチーフと求電子性反応基からなり、細胞内の標的オルガネラに自発的に局在・

濃縮して蛋白質と反応する。この反応によって検出用プローブを蛋白質に修飾し質量分析に供す

ることで、蛋白質の細胞内局在を高い空間分解能で解析可能である。この戦略に基づき、我々は

 

図１(A) BONCAT による時間分解プロテオミクス法 

(B) 申請者らが開発したオルガネラプロテオミクス法 
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これまでに細胞核やミトコンドリア蛋白質の選択的なラベル化・同定に成功した。一方この手法

は、(i)発現量が豊富かつ変化量の大きな蛋白質群しか捉えられない、(ii)反応に要する時間が比較

的長い(~6 h)ため時間分解能が低い、といった課題を抱えていた。そこで本研究では、新生オルガ

ネラ蛋白質を選択的かつ高感度に検出可能なケミカルツールの開発を試みた。具体的には、オル

ガネラ局在モチーフと歪みアルキンからなる「オルガネラ局在性 click 試薬」を新たに開発し、

AHA が代謝導入された新生アジド化蛋白質のうち、標的オルガネラに存在する蛋白質のみを銅フ

リーの click 反応によってラベルする手法の確立を目指した(図 2)。 

 

 平成２９年度においては、実際にミトコンドリアと小胞体（ER）を標的としたプローブを設計・

合成した。それぞれの生細胞内局在を確認したところ、狙い通りミトコンドリアと ER それぞれ

に局在した。また、蛋白質合成阻害剤を用いて、新生蛋白質選択的に反応が進行することを確認

した。さらに、固定細胞の蛍光イメージングから、ラベル化蛋白質の細胞内局在は狙い通りミト

コンドリアと ER であることを確認した。最後に、LC-MSMS 解析によって、ラベル化蛋白質を

同定した。ミトコンドリア用プローブでラベルされた蛋白質は 179 個で、そのうち約 50%の 88

個がミトコンドリア蛋白質であった。ER 用プローブでラベル化される蛋白質は 233 個で、ヒッ

トした蛋白質の機能でアノテーション解析を行ったところ、ER に関連する蛋白質群がエンリッ

チされることがわかった。本研究に関する成果は ConBio2017 にてポスター発表を行った。現在、

本研究から派生したプロジェクトも含めて、3 本の論文を執筆中であり国際誌に投稿予定である。 

 また、本研究とは別プロジェクトとして、細胞内蛋白質を迅速かつ選択的に化学修飾するため

の新しい手法として、リガンド指向性 N-acyl-N-alkylsulfonamide 化学を開発した。本成果は

Nature Communications に掲載されることが決定し（in press）、その掲載費として本助成金の

一部を充当した。 

 

 

図２ 新生オルガネラ蛋白質の選択的ラベリングによる時空間分解プロテオミクス 


