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タン パ ク 質は 遺 伝 子発 現 、 細胞 増 殖 、代 謝 プ ロセ ス 、 翻訳 、 転 写、 m R N A ス

プラ イ シ ング 、 シ グナ ル 伝 達 等 の ほ ぼ全 て の 細胞 機 能 にお い て 重要 な 役 割を 果

たす 。  こ の 際 、細 胞内 に お いて タ ン パク 質 は 単独 で は なく 、 互 いに 相 互 作用

し、 複 合 体を 形 成 する こ と で機 能 す る。 さ ら に、 タ ン パク 質 複 合体 間 で は細 胞

内で お 互 いに ネ ッ トワ ー ク を構 成 し 、 細 胞 機 能を 制 御 して い る 。疾 患 治 療に 用

いら れ る 薬剤 は 、 特定 の タ ンパ ク 質 複合 体 あ るい は 複 合体 間 の ネッ ト ワ ーク に

影響 を 与 える こ と によ っ て 薬理 作 用 を発 揮 す ると 考 え られ る が 、薬 剤 の これ ら

への 影 響 を解 析 す る方 法 論 は確 立 さ れて い な い 。  

 本 研 究 は、 薬 剤 がタ ン パ ク質 複 合 体 あ る い はそ れ ら の ネ ッ ト ワー ク へ 与え る

影響 を 解 析す る た めの 新 し い方 法 論 の確 立 を 目的 と し た。 そ の ため に 、 タン パ

ク質 複 合 体の 構 成 タン パ ク 質間 の 相 互作 用 状 態を 保 持 し た ま ま 分離 す る 高速 液

体イ オ ン 交換 ク ロ マト グ ラ フィ ー ( I o n - E x c h a n g e  C h r o m a t o g r a p h y ;  I E C )  法 と 、

質量 分 析 法に よ る タン パ ク 質定 量 法 の一 種 で ある s t a b l e  i s o t o p e  l a b e l i n g  u s i n g  

a m i n o  a c i d s  i n  c e l l  c u l t u r e  ( S I L A C ) -  L C - M S / M S を 組み 合 わ せた 新 し いタ ン パ ク

質解 析 法 を 考 案 し 、こ の 方 法の 有 効 性を 薬 剤 とし て の サリ ド マ イド が 与 える タ

ンパ ク 質 複合 体 へ の影 響 を 解析 す る こと で 検 証し た 。  

 サ リ ド マイ ド は 鎮静 ・ 催 眠薬 と し ての 西 ド イツ で の 上市 直 後 に、 催 奇 形性 が

原因 で 市 場撤 退 し たが 、 そ の後 の 研 究結 果 か ら優 れ た 抗癌 活 性 が認 め ら れ、 現

在は 多 発 性骨 髄 腫 の治 療 薬 とし て 使 われ て い る。 ま た 肝細 胞 癌 、膵 臓 癌 、前 立

腺癌 、 肺 癌等 の 癌 に対 し て も、 細 胞 増殖 、 血 管新 生 を 阻害 し 、 癌の 浸 潤 と転 移

を抑 制 す る効 果 が 認め ら れ 治療 薬 と して の 利 用拡 大 が 期待 さ れ てい る 。 しか
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し、 そ の 有用 性 に もか か わ らず 、 薬 剤の 薬 効 と副 作 用 の関 係 を 明ら か に する 作

用機 序 の 詳細 の ほ とん ど は 未解 明 で ある 。  

本研 究 で は、 こ の サリ ド マ イド の 影 響を 調 べ る 実 験 対 象と し て ヒト 肝 癌 由来

細胞 株 で ある H e p G 2 を 用い た 。 H e p G 2 細胞 は 、 従来 か ら 数多 く の i n  v i t r o 実

験に お い て汎 用 さ れて お り 、加 え て 、先 行 研 究に お い て 肝 癌 へ のサ リ ド マイ ド

の有 効 性 が報 告 さ れて い る 。本 研 究 でタ ン パ ク質 の 比 較定 量 に 用い る S I L A C

法は 、 細 胞の 代 謝 を利 用 し て 細 胞 内 タン パ ク 質 に 安 定 同位 体 標 識し た ア ミノ 酸

を取 り 込 ませ 、 そ のア ミ ノ 酸に 由 来 する ペ プ チド 質 量 の差 を 利 用し て 、 タン パ

ク質 を 定 量的 か つ 網羅 的 に 解析 す る プロ テ オ ミク ス の 研究 に お いて 広 く 使わ れ

てい る 。 タン パ ク 質複 合 体 の分 離 に 用い た I E C は 、 本 来は 電 荷 状態 の 違 いに

よっ て タ ンパ ク 質 を分 離 す る方 法 で ある 。 本 研究 で は 、解 析 対 象で あ る タン パ

ク質 複 合 体の 形 成 を維 持 し たま ま 分 離す る こ とを 目 的 とし 、 移 動相 中 の 有機 溶

媒含 有 を 最低 限 に し、 酢 酸 アン モ ニ ウム 濃 度 勾配 を 用 い た 、 タ ンパ ク 質 間の 物

理的 相 互 作用 が 失 われ な い 穏や か な 溶出 条 件 を用 い た 。 こ の 条 件下 で は 、一 つ

のタ ン パ ク質 複 合 体に 含 ま れる 構 成 タン パ ク 質は 同 じ 挙動 で 溶 出さ れ る との 原

理に 基 づ き、 I E C で 分離 し た フラ ク シ ョン 全 て につ い て 、 S I L A C - L C - M S / M S に

より フ ラ クシ ョ ン 中に 含 ま れる タ ン パク 質 の 定量 デ ー タを 取 得 した 。  

次に 、 サ リド マ イ ドの 影 響 によ り 変 動し た タ ンパ ク 質 複合 体 の 探索 を 目 的

に、 S I L A C - L C - M S / M S デ ー タを 階 層 的 クラ ス タ リン グ 解 析に 供 し た。 I E C で 分

離さ れ た 各フ ラ ク ショ ン に おい て 、 コン ト ロ ール  ( D M S O 処理 )  に 対す る タ ン

パク 質 の 量変 動 が 同一 方 向  (増 加、 又 は減 少 )であ る も の 、及 び 溶 出パ タ ー ン

に高 い 類 似性 が あ るも の を 同じ ク ラ スタ ー と して 分 類 し、 タ ン パク 質 複 合体 を

抽出 し た 。そ の 結 果、 H e p G 2 細 胞内 でサ リ ド マイ ド の 影響 に よ り変 動 し たと

考え ら れる 1 3 5 種 類の タ ン パク 質 複 合体 を 特 定し た 。  

 さ ら に 、こ れ ら 1 3 5 種 類 のタ ン パ ク 質複 合 体 とサ リ ド マイ ド の 既知 作 用 機序

との 関 連 性及 び サ リド マ イ ドの 未 知 の作 用 機 序 を 解 析 する た め に、 タ ン パク 質

複合 体 の 構成 分 子 につ い て 、分 子 パ スウ ェ イ ・ネ ッ ト ワー ク 解 析 、 及 び G e n e  

o n t o l o g y  ( G O )  解 析 を行 っ た 。そ の 結 果、 1 3 5 種 類 の中 か ら、 複 数 のサ リ ド マ

イド 既 知 相互 作 用 タン パ ク 質を 含 む タン パ ク 質複 合 体 を 1 2 種類 特 定 した 。そ

れら の 構 成分 子 か ら形 成 さ れる 分 子 パス ウ ェ イ 、 及 び それ ら の 分子 が 分 類さ れ

る G O を調 べ 、サ リ ドマ イ ド 作用 機 序 との 関 連 が見 ら れ る細 胞 機 能を 推 定 し

た。 こ れ らの 解 析 によ っ て 、 N R F 2 酸 化ス ト レ ス応 答 系 や D N A 損傷 応 答等 、

これ ま で に報 告 さ れて い る 知見 と 一 致す る も の に 加 え 、 m R N A ス プ ラ イ シン グ

機構 や A H R シ グナ ル伝 達 系 等の 既 報 には な い 新規 の も の を 見 い だし た 。 さら

に、 こ れ らの 細 胞 機能 に つ いて 、 ネ ット ワ ー ク解 析 、 及び 先 行 研究 と 比 較し た

結果 、 こ れら の 細 胞機 能 は サリ ド マ イド の 影 響を 受 け てい る 新 たな 細 胞 機能 で

ある と 結 論付 け た 。以 上 よ り、 本 研 究で 検 証 した 方 法 論は 、 他 の 薬 剤 の 作用 機

序解 析 に も適 用 可 能で あ る と考 え ら れる 。 本 研究 が 薬 剤の タ ン パク 質 複 合体 へ

の作 用 機 序の 解 明 を通 し て 、主 作 用 及び 副 作 用の 分 子 メカ ニ ズ ム を 解 明 し、 ま

た標 的 疾 患の 病 態 メカ ニ ズ ムを 解 明 する 一 助 とな る こ とが 期 待 され る 。  


