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翻訳動態をタンパク質レベルで捉えるプロテオミクス

今見 考志

遺伝子発現制御において，翻訳はタンパク質量の増減調節に寄与する重要なプロセスの
一つである．超並列DNAシーケンス技術や質量分析技術の進展に伴い，ゲノム・プロテ
オームワイドに翻訳動態の全体像が俯瞰されつつある．本稿では，遺伝子発現制御の全体
像（合成速度・絶対量・半減期），頻繁に議論されているmRNA量とタンパク質量の相関関
係，そして翻訳をタンパク質レベルで捉えるための最先端の質量分析技術を概説する．ま
た，筆者らが最近取り組んでいる新生ポリペプチド鎖の動態（共翻訳修飾など）について
も紹介する．

1. はじめに

1） 遺伝子発現の全体像
遺伝子発現は転写，翻訳，さらに（m） RNAやタンパク質

の分解といった複数のステップで制御されている．この一
連のステップにおいて，mRNAやタンパク質が合成される
速度や，それらの存在量と寿命の全体像はどのようなもの
であろうか．実際にこれらの情報をゲノムワイドかつ定量
的に計測する研究が2010年ごろから盛んに行われてきた．
技術的な側面からも，超並列DNAシーケンス技術［もし
くは次世代シーケンス（next-generation sequencing：NGS）］
に加え，質量分析，数学の融合により遺伝子発現制御の包
括的な視点からの理解が深まりつつある．マウス線維芽細
胞NIH3T3では単位時間・細胞あたりに合成されるmRNA
量の中央値は，一遺伝子あたり2コピー/時間で存在量は
17コピー/細胞，半減期は9時間であることがわかってき
た 1）．（筆者は単一細胞に特定のmRNAはたった数（十）コ
ピーしか存在ないことが直感的に信じられなかったが，こ
れは蛍光 in situハイブリダイゼーションによるmRNAの絶
対定量結果 2, 3）とも一致する値である．）それに対して，タ
ンパク質では合成量と存在量はそれぞれ中央値で1000コ
ピー/mRNA/時間と50,000コピー/細胞もあり，半減期は46

時間と長い．したがって定常状態では，転写過程に加え，
プロテオーム量増減に対する翻訳過程の寄与はきわめて大
きいものと考えられる 1）．たとえば，ヒト単球由来細胞株
THP-1が単球からマクロファージ様細胞に分化する過程で
は，タンパク質の相対的な合成速度の変化がプロテオーム
の質と量を規定する主要な要因である 4）．このように翻訳
制御は転写を伴わずプロテオーム量を調節できるため，摂
動に迅速に応答するための重要なステップの一つでもある
と考えられている．

2） 翻訳速度
哺乳類細胞におけるリボソームによるアミノ酸の伸長
速度は，リアルタイム一分子イメージングの結果 5‒8）から
3～10アミノ酸/秒，リボソームプロファイリングの結果 9）

から6アミノ酸/秒と算出されている．ヒトプロテオーム
のタンパク質長の中央値が約300アミノ酸なので，伸長速
度を仮に10アミノ酸/秒とすると，時間あたりの合成量は
ざっくりと120コピー/mRNA/時間となる．これまた上述 1）

の質量分析から得られた合成量（だいたいのタンパク質が
100～1000コピー/mRNA/時間）1）と近い値になる．つまり，
三つの異なる手法，質量分析，リボソームプロファイリン
グ，イメージングを用いても，ほぼ同等の翻訳速度値が推
測されている．
細胞にとって目的のタンパク質を増やす手っ取り早い
方法は，（転写を介さず）既存のmRNAを翻訳する，また
は定常状態時よりも翻訳速度を上げることである 4, 10）．実
際に，特定のmRNAに対しては定常状態では翻訳は抑制
されており，必要に応じて翻訳が誘導される 1, 11）．もう一
つの有効な手段は，タンパク質の分解を抑制することであ
る．たとえば，HIF1α（hypoxia-inducible factor 1α）12）は常
にユビキチン‒プロテオームにより分解されているが，低
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酸素状態になると安定化し，その結果，細胞内のHIF1α量
が増加することが知られている．
本稿では遺伝子発現における「翻訳」過程に焦点を当

て，翻訳をタンパク質レベルで捉えるための最先端の質量
分析技術を紹介するとともに，それらの包括的解析から得
られた知見について概説する．

2. mRNA量とタンパク質量の相関

まず，mRNA量とタンパク質量の相関について簡単にふ
れておきたい．オミクス関連技術の発展に伴い，同一試料
（細胞株から組織，動物まで）からのトランスクリプトー
ム・プロテオームの同時解析が可能になり，mRNA量とタ
ンパク質量の相関が至るところで議論されてきた 13‒17）．こ
こでは混乱を避けるために「遺伝子間相関」と「遺伝子内
相関」に分けて説明する．

1） 遺伝子間相関
ある特定の条件下で，さまざまな遺伝子由来のmRNAの

絶対量と対応するタンパク質の絶対量の相関を遺伝子間相
関と定義する（図1A）．横軸がmRNA量［例：NGSのリー
ドカウントから得られるFPKM（per kilobase of transcript per 
million mapped reads）］，縦軸がタンパク質量（例：質量分
析から得られる正規化シグナル強度）で，各点が遺伝子を
示す散布図がそれに相当する．この遺伝子間相関に関し
ては，さまざまな生物種・細胞・組織において“そこそこ”
相関する（ピアソン相関係数で0.4～0.8の範囲）ことがわ
かってきた 13‒17）．各測定法のバイアス（固有のPCR増幅
率やペプチドのイオン化効率など）や実験誤差を加味する
と，実際はもう少し高い相関になるはずである．哺乳類
細胞におけるタンパク質の濃度差のダイナミックレンジ
は107～108程度 1）であることを考慮すると，散布図の各点
（遺伝子）は広範囲に広がるためこれも正の相関関係をも

たらす一つの要因ともなる．これらの結果は特定の条件下
では，任意の遺伝子に関してmRNA量から対応するタン
パク質量を“そこそこ”推測できることを意味している（同
時に，mRNA量からその量を予測できないタンパク質も
“そこそこ”ある）．技術的な側面と生物学的な側面からさ
らなる検証が必要であり，技術的なバイアスによって生じ
る誤差 17）と転写後制御・翻訳（後）制御によるタンパク質
量の調節機構 16, 18）を明確に区別しながら議論する必要が
ある（次の遺伝子内相関も同様である）．

2） 遺伝子内相関
ある特定の遺伝子に対して，異なるさまざまな条件下

（さまざまな刺激や細胞・組織種など）でのmRNA量とタ
ンパク質量の相関を遺伝子内相関と定義する．異なる条件
間での，ある遺伝子のmRNAレベルの変化は，対応する
タンパク質レベルの変化をどの程度説明できるであろう
か？　これに関しては遺伝子によってケースバイケース
である．図1Bに375種のがん細胞株間 19）での遺伝子内相
関係数の分布を示す．たとえば，IDH2（isocitrate dehydro-
genase）は正に相関し（r＝0.78），HDAC3（histone deacety-
lase 3）は相関がみられない（r＝−0.02）（この図では，各
点は遺伝子ではなく細胞株を示す）．遺伝子内相関の場合，
特定の遺伝子に着目するため，mRNA量とタンパク質量の
濃度差のスケールが小さい場合も多く，分布が狭い範囲に
偏ることも遺伝子間相関と比較して弱い相関を示すことが
多い原因となる．
タンパク質量を規定する主要なパラメーターはmRNA

量，翻訳速度，タンパク質の半減期である 1, 4, 20）．仮に翻
訳速度とタンパク質の半減期が遺伝子固有の値であれば，
原理的にはmRNA量からタンパク質量を予測することが
できる．しかし，遺伝子内相関をみる限りこれは成立しな
い．つまりコンテキストに依存した転写後・翻訳（後）制御
が背面下に存在しうることを示しており，「何がmRNA-タ

図1 mRNA量とタンパク質量の相関
（A）マウスBリンパ腫細胞株における遺伝子間相関（未発表データ）．iBAQ （intensity-based absolute quantification）1） 
は質量分析で定量されたタンパク質のシグナル強度を観測されうる理論ペプチドの数で割った正規化されたシグナ
ル強度を示す．iBAQもFPKMもそれぞれタンパク質長（正確には理論ペプチド数）と転写物長に応じた補正値を
示す．（B）がん細胞株375種 19） の遺伝子内相関．Elsevierの許可を得て改変．
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ンパク質量を制御しているか？」という本質的な問いに対
してゲノムワイドな視点から迫る研究が今後必要である．

3. 新生タンパク質・ポリペプチド鎖のプロテオームワ
イドな定量

質量分析技術とケミカルツールの進展に伴い，タンパク
質合成をプロテオームワイドに測定するさまざまな手法が
開発されてきた 13, 21）．古典的には 35S-メチオニンなどの放
射性同位体で新生タンパク質を標識し定量していたが，安
全面や発現量の高い（SDS-PAGEでバンドとして確認でき
る）特定のタンパク質の合成量しか定量できないといった
問題がある．一方，安定同位体標識と質量分析を組み合わ
せることで数千～1万種もの個々のタンパク質の合成を捉
えることが可能になってきた．なお本稿ではリボソームで
合成過程にあるタンパク質を「新生ポリペプチド鎖」，新
生ポリペプチド鎖も含む合成された直後の比較的若いタン
パク質のプールを「新生タンパク質」と定義する．

1） 安定同位体アミノ酸を用いたpSILAC法
2008年に報告されたpulsed stable isotope labeling by amino 

acids in cell culture法（pSILAC法）22）では，コントロール
群と実験群の二群の細胞を，それぞれ質量が異なる安定同
位体アミノ酸［Medium（M）アミノ酸：13C6-アルギニンと
D4-リシンのペアと，Heavy（H）アミノ酸：13C6,15N4-アルギ
ニンと 13C6,15N2-リシンのペアがよく利用される］を含む培
地で24時間程度培養する（図2A）．アルギニンとリシン
は必須アミノ酸であるため，新しく合成されたタンパク質
はすべて安定同位体アミノ酸で標識される．その後，二つ
の細胞群を混合し，タンパク質抽出，トリプシンによるペ
プチドへの消化を行い，質量分析を実施する．質量分析計
で検出された“H”または“M”標識されたペプチドの相対比
（H/M）は，二つの細胞群で合成されたタンパク質の相対
比を示し，数千もの個々のタンパク質の合成量を比較でき

る．pSILAC法が初めて導入された研究 22, 23）では，miRNA
処理，未処理の細胞を解析し，miRNAによるタンパク質
合成抑制を見事に定量的に示しており，単一種のmiRNA
は数百のタンパク質を標的とするが，その抑制効果は比較
的穏やか（変化量は2倍以下）であることが実験的に初め
て示された．

2） pSILAC法とミトコンドリア翻訳
細胞質リボソームとミトコンドリアリボソームはそれ
ぞれ核ゲノムとミトコンドリアゲノムにコードされてい
るタンパク質を合成し，その結果，真核生物のミトコンド
リアプロテオームが形成される．最近，筆者らはミトコン
ドリアの粗精製とpSILAC法を組み合わせることで，ミト
コンドリアリボソームで合成される13種の膜タンパク質
（以下“MTタンパク質”と呼称）を定量する手法を確立し
た 24）．OXPHOS（oxidative phosphorylation）複合体は，ミ
トコンドリア由来のMTタンパク質と核にコードされてい
るタンパク質で構成されるユニークな複合体である．ミト
コンドリアリボソームの翻訳を阻害するクロラムフェニ
コールでHEK293T細胞を処理すると，MTタンパク質（サ
ブユニット）合成量の減少に加え，OXPHOSを構成する
それ以外のサブユニットの合成量も減少することがわかっ
た．これらの核ゲノム由来のサブユニットは細胞質リボ
ソームによって翻訳されるため，クロラムフェニコールに
よる影響を受けないはずである．しかし，これらはMTタ
ンパク質と直接結合する相手であり，結合相手がいなく
なったためフリーのプールはユビキチン化されプロテア
ソームによって分解される．一方で，MTタンパク質と直
接結合しないOXPHOSサブユニットの合成量はほとんど
変化しない．やや横道にそれるが，この研究を含め過去
の研究 18, 25）からも，ある遺伝子をノックアウトするとそ
の翻訳産物のみならず結合相手はオーファン（孤児）とな
り，分解されうることが示唆されている．したがって遺伝
子のノックアウトは単にその遺伝子から発現するタンパク

図2 パルス標識法を用いたタンパク質合成量の大規模定量法
（A）pSILAC法．（B）pSILAC-TMT法．（C）メチオニンとAHAの化学構造式．
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質の存在がなくなるだけでなく，結合パートナーにも影響
を及ぼすことも考慮すべきであろう．

3） 短時間パルス標識型のpSILAC法
pSILAC法では，少なくとも4時間程度パルス標識しな

いと，安定同位体アミノ酸で標識された新生タンパク質は
未標識タンパク質に埋もれてしまい質量分析で検出できな
い．したがって，pSILAC法はできたてほやほやのタンパ
ク質を捉えることはできない．合成された直後の新生タン
パク質を定量するために，tandem mass tag（TMT）標識 26）

とpSILAC法を組み合わせることで，15分～2時間のパルス
標識時間で合成されるタンパク質を定量できる手法が開発
されている 27, 28）（図2B）．TMT試薬はいわゆるサンプルの
バーコーディング（多重化）ができ，複数サンプルを含む
混合サンプルを同時に測定・定量することができる．TMT
試薬はレポーター・スペーサー・アミン反応基の3部から
構成され，レポーターもスペーサーも各々の分子構造は同
じであるが一部の原子が安定同位体に置換されているため，
TMT試薬全体の質量が変わらないように調整されている．
したがって，異なる試料由来の消化ペプチドをレポーター
の質量が異なるTMT試薬でそれぞれ標識・混合後に測定
しても，ペプチドの質量は変わらずMS1レベルでは単一の
ピークとして検出される．一方，MS/MSでレポーター部が
開裂することで，各試料由来の異なる質量のレポーターイ
オンが観測され，試料間の相対定量が可能となる．
話を元に戻すと，15分間～2時間のみHeavyアミノ酸で

パルス標識した細胞では，Heavy標識された新生タンパ
ク質の量はごくわずかであるが，Heavyアミノ酸で完全
標識した細胞から得た消化ペプチドをTMT標識し，それ
を“シグナルブースティング”用にスパイクインすること
で，付随的に極微量の新生タンパク質も定量できる（図
2B）．この手法の応用例としてたとえば，ストレスによっ

てmTORC1またはeIF2αのリン酸化を介した翻訳抑制が誘
導されることが知られているが，本法を用いることで両経
路は共通のタンパク質の翻訳を抑制することが明らかにさ
れている 27）．

4） AHAを用いたパルス標識
アジドホモアラニン（L-azidohomoalanine：AHA）29）は
メチオニンの構造類似体であり（図2C），アジド基を有す
るためクリック反応によりアルキンビーズで精製するこ
とができる．安定同位体アミノ酸と同様にAHA存在下で
細胞を培養することで（この場合メチオニンフリーの培地
を使用），新生タンパク質を標識でき，かつクリック反応
により精製できる特長がある．したがって，短時間（1～
2時間）のパルス標識で得られた微量の新生タンパク質に
対しても濃縮することで，質量分析による定量が可能であ
る 30‒32）．また，蛍光分子アルキンを用いることでフローサ
イトメトリー 33）等を検出器として利用できる．有糸分裂
期のタンパク質合成を単一細胞レベルで定量することで，
有糸分裂期でも活発にタンパク質合成が行われていること
もわかってきた 34‒36）．

5） ピューロマイシンを用いたパルス標識
上述の安定同位体アミノ酸やAHAを用いる手法は，新
しく合成された（翻訳後の）新生タンパク質プールを検出
できるものの，リボソームで伸長中の新生ポリペプチド
鎖を検出することは困難である．ピューロマイシンはア
ミノアシル tRNAの構造類似体であるため，リボソームで
合成中の新生ポリペプチド鎖のC末端に取り込まれる（図
3A）．ピューロマイシンが結合した新生ポリペプチド鎖は
それ以上伸長することができず，リボソームから脱離す
る．このピューロマイシン標識ポリペプチドを生化学的に
精製し質量分析することで，新生鎖の大規模計測が可能で

図3 pSNAP法概略図
（A）チロシル-tRNAとピューロマイシンの化学構造式．（B）pSNAP法．（C）pSNAP法で濃縮されたペプチドはタン
パク質N末端側由来の新生鎖である．文献42より一部改変．
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ある．
PUNCH-P法（puromycin-associated nascent chain pro-

teomics）37）では超遠心で精製したリボソームとビオチン
ピューロマイシンを試験管内で反応させ，ビオチン標識し
た新生ポリペプチド鎖をストレプトアビジンビーズで精製
し，プロテオーム解析に供する．また，O-プロパルギル-
ピューロマイシン（O-propargyl-puromyin：OPP）は分子内
にアルキンを有するため，上述のAHAと同様にOPP標識
ポリペプチド鎖にクリック反応を介してビオチンアジドで
ビオチンを付加し，ストレプトアビジンビーズで精製する
ことができる 38, 39）．さらに，OPPは細胞膜透過性を有する
ため細胞内で新生ポリペプチド鎖を標識できる．一方，ビ
オチン‒ストレプトアビジンなどの強固な結合に基づきア
フィニテイ精製する際は，SDS等を用いて“激しい”条件で
ビーズを洗浄できるが，それでも非特異的なタンパク質の
混入は避けられないことがこれまでのタンパク質相互作用
プロテオミクスから明らかにされている 31, 40, 41）．そこで，
我々は真の新生ポリペプチド鎖と非特異的なタンパク質を
区別可能なpSNAP法（puromycin- and SILAC labeling-based 
nascent polypeptidome profiling）を開発した 42）（図3B）．こ
の方法では，ピューロマイシンに加え安定同位体アミノ酸
（アルギニンとリシン）も培地に加え，30分～2時間程度
パルス標識をする．新生ポリペプチド鎖のC末端はピュー
ロマイシンで標識され，さらに安定同位体アミノ酸によっ
ても二重に標識される．その後，抗ピューロマイシン抗体
を用いて，二重標識ポリペプチド鎖を精製し，質量分析す
る．真の新生ポリペプチド鎖であれば安定同位体アミノ酸
で標識されたペプチドとして検出され，非特異的なタンパ
ク質であれば未標識ペプチドとして検出されるので両者を
区別できる（図3B）．リボソームは新生ポリペプチド鎖を
N末端側からC末端側にかけて伸長するため，新生ポリペ
プチド鎖を濃縮できていればN末端側由来のペプチドが多
く同定されるはずである．実際に，安定同位体アミノ酸で
標識されたペプチドはタンパク質配列内のN末端側に偏っ
ており（図3C），この結果は本法で新生ポリペプチド鎖の
大規模解析が可能であることを意味している．

6） ポリペプチジル tRNAの包括的解析
上述の安定同位体アミノ酸やAHA，ピューロマイシン

といった標識剤を用いず，翻訳中間体のポリペプチジル
tRNAを精製しプロテオーム解析する手法も最近開発されて
いる 43）．RNAと架橋したタンパク質の濃縮法 44）と同様に，
細胞内のポリペプチジル tRNAをまず液液抽出により濃縮
し，その後シリカカラムで単離する．ポリペプチジル tRNA
のポリペプチド部分は，高pH・高温条件下で切断し，トリ
プシン消化物を質量分析する．本法は，標識が不要で翻訳
時のスナップショット産物をプロファイルできる特長を持
つ．さらに原理的には培養細胞から組織サンプルに対して
も幅広く適用できる特長を持つ優れた方法である．

4. 新生タンパク質・ポリペプチド鎖の修飾とタンパク
質の量的制御

1） 新生タンパク質の修飾プロファイル
上述のパルス標識法と修飾ペプチド濃縮法を組み合わせ
ることで，新生タンパク質特異的に起こる修飾を捉えるこ
とも可能になってきた 45‒47）．原理としてはpSILAC法によ
り新生タンパク質を標識し，その後，修飾ペプチド濃縮技
術によりリン酸化ペプチド等を濃縮した画分と，非修飾ペ
プチドの画分をそれぞれ質量分析する．この方法により，
リン酸化はタンパク質の一生のうち後半に起きる傾向が捉
えられている 46）．一方で，新生タンパク質に選択的に起
きるリン酸化も同定されている．たとえば，プロテアソー
ムサブユニットPSMA5の新生タンパク質へのリン酸化は，
PSMA5の正しいフォールディングに必要なタンパク質複
合体アセンブリ中間体である可能性が示唆されている 46）．
リン酸化のみならずアセチル化やユビキチン化もそれらの
修飾に対する抗体を用いることで，プロテオームワイドに
若いタンパク質と古いタンパク質間の修飾状態を測定でき
る 47）．たとえば，新生タンパク質由来のユビキチン化ペ
プチドは分解が促進される傾向にあり，これはユビキチン
化タンパク質の約30％は合成された直後のタンパク質上
で優先的にユビキチン化が起きること 48‒50）と一致する．

2） 新生ポリペプチド鎖の修飾プロファイル
上述のいずれの方法もリボソームで翻訳中の新生ポリ
ペプチド鎖に起きる修飾（共翻訳修飾）を捉えることは
困難である．筆者らが開発したpSNAP法 42）を用いること
で，プロテオームワイドとはいえないが新生ポリペプチド
鎖に起きるリン酸化やアセチル化を捉えることに成功して
いる．たとえば，G3BP1の149番目のセリンやHSP90AA1
の231番目のセリン等のリン酸化は新生ポリペプチド鎖
レベルで修飾されており，過去の報告 51, 52）とも一致する．
興味深いことに，ヒストンH1.5のN末端由来の新生ポリ
ペプチド鎖としてN末端アセチル化型，N末端アセチル化
とリン酸化型，未修飾型の3種が検出され，存在量もこの
順番で減少していた（図4）．これらの修飾の意義を理解
するために，未修飾もしくは修飾を含む合成ペプチドと
HeLa細胞ライセートを用いたプルダウンアッセイを行い，
結合タンパク質を質量分析により同定した．その結果，未
修飾型には複数のユビキチンE3リガーゼが結合した．こ
れは，未修飾型は不安定であるためユビキチン‒プロテア
ソームによって分解されることを示唆しており，3種のペ
プチドフォームのうち未修飾型が細胞内での存在量が最も
低いことと一致する．一方で，N末端アセチル化型はシャ
ペロンと結合し，またアセチル化によって安定化 53‒55）さ
れたため最も存在量が高かったと考えられる．N末端ア
セチル化とリン酸化型はリボソームリサイクリング因子
PELOTA56）と選択的に結合した．これは異常な新生鎖を検
知しリン酸化修飾することで（たとえば，異常な構造変化
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によりその部位がリン酸化修飾されうる），PELOTAやそ
の関連因子により異物を除去・監視するシステムを有して
いるのかもしれない．この仮説はさらなる検証が必要であ
るが，この修飾型は3種のフォームの中で中間の存在量を
示すこととも一致する．今後，アセチル化により安定化さ
れる機構や逆に未修飾であれば不安定化される機構に関し
て，構造生物学や生化学を駆使したメカニズムの解明が必
須である．
以上のような若いタンパク質と古いタンパク質間での翻

訳後修飾の質と量の計測は始まったばかりであるが，タン
パク質恒常性維持のための新たな制御機構が隠されている
可能性もあると筆者は考えている．

5. おわりに

本稿では質量分析を用いた翻訳を捉える技術について紹
介したが，リボソームプロファイリング 57）はリボソーム
で翻訳されているmRNA断片をNGSでシーケンスする強
力な手法で翻訳研究の推進力となっている．筆者は質量分
析もリボソームプロファイリング法も両方を使用した経験
があり，互いに補完し合う優れた手法であると考えてい
る．リボソームプロファイリング法はコドン分解能でリボ
ソームの動態をゲノムワイドに捉えることができるのは質
量分析にはできない優位な点である．一方，質量分析は翻
訳産物自体やその修飾や結合タンパク質を直接同定でき
る．プロテオミクスでしかみえてこない現象（図5）（共
翻訳的な修飾 42）やタンパク質間相互作用，リボソーム修
飾による翻訳制御 34））に焦点を当て，技術開発を通じてこ
れまで知られていなかった翻訳中のイベントを明らかにし
ていきたい．
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