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オ ミ ク ス 解 析 を 用 い た 分 子 ク ラ ウ デ イ ン グ 効 果 ，及 び が ん 薬 剤 耐 性 へ の 探 究

環境情報学部4年 

山久保純

要旨

本報告では，システムバイオロジー的概念に基づくオミクス解析から生命現象へのアプローチ 

を利用した研究について学部中に行ったテーマであ る 「分子クラウデイング効果が大腸菌の中心炭 

素代謝反応に与える影響」， 「卵巣がんにおける薬剤耐性機構の解明に向けたプロテオーム及び 

リン酸化プロテオーム解析」の2つの内，前者のみを述べる .

細胞内の分子混雑状態が生体分子のふるまいに影響を与える分子クラウデイング効果の一つとし 

て，酵素における熱安定性の向上が明らかにされている . 分子混雑状態では， いくつかの酵素に 

おいて，熱に対する恒常性が増加すると先行研究で報告されているが， これらは単独の酵素反応 

のみであり，代謝反応のような連続反応においては不明である . そこで本研究では in v it roにて擬 

似的に再現した分子混雑状態での代謝反応をメタボローム解析から調べることで，分子クラウデ 

イングが与える代謝反応への影響を明らかにすることを目指した . 結果，ペントースリン酸経路の 

_ 速酵素であるGlucose 6 -phosphate dehydrogenase ( G 6 P D H )が分子クラウデイング効果によって， 

高温状態下でも活性を保ち，ペントースリン酸経路上流の反応を維持させることが示唆された .

キーワード：分子クラウデイング； メタボロミクス，癌，薬剤耐性， プロテオミクス
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1•序論

1.1分子クラウデイング

細胞内は多くの生体分子の混在によって非常に高濃度となっている .このような細胞内環境は高 

濃度というよりも，むしろ混雑していると表現される （ E llis  W a/.,2001) . 細胞内は非常に特殊な環 

境を有しており，分子混雑状態の他にも，細胞内領域における局在化や，細胞ごとに存在する分 

子やふるまいが異なるといった不均一性などが観察される .そしてこれらが複雑に作用する細胞 

内環境は細胞内に含まれる生体分子にいくらか制約を与えているとされている .その中でも分子 

混雑状態が分子のふるまいに影響を与える分子クラウデイングは分子動力学に基づくシミュレーシ 

ヨンと数々の生化学実験から，生体反応においてその効果が実証されている（M in t o n が乂，2001). 

分子クラウデイングは込み合いによる拡散速度の低下や占有面積の減少による排除体積効果から 

平衡定数を変化させ，酵素活性を増加させることや， タンパク質の折りたたみ，熱安定性を向上さ 

せることが知られている（E l i s 以 a/., 2001) . これら分子クラウデイングの効果が，D N A ポリメラー 

ゼのD N A 結 合 反 応に寄与すること （ Z im m e rm a n  d  W .， 1 9 8 7 )や，細胞増殖の制御に関わること 

(Stefan e以 /., 2 0 1 3 )も報告されている . しかし，生化学実験の多くは分子混雑状態とはほど遠い低 

濃度の緩衝溶液内で行われるため，例えば大腸菌の細胞内溶液では， タンパク質，R N A などによ 

って300 〜 400 g / Lと高濃度になっているのに対して，一般的な in v itro実験で使用される溶液の多く 

が 1〜1 0 g / L程度と非常に低濃度となっている（E l is W a / . ,2001) . 混雑した細胞内においては，生体分 

子が複雑な相互作用をすることではじめてその機能を発揮するケースもあると想定され，希釈さ 

れた溶液内では完全に再現できない生体反応があると考えられる . 分子クラウデイングの効果を in 

v itro実験にて調べた生化学実験のほとんどが，反応液にクラウデイング剤と呼ばれる不活性高分子 

を添加することによって，細胞内環境の一つである分子混雑を擬似的に再現している . しかし，高 

濃度に含まれる不活性高分子が生体反応に特異的な相互作用を及ぼし，混み合い以外の効果を引き 

起こすことが懸念されるなど，細胞内の分子クラウデイングを適切に再現できていないという懐疑 

的な意見も已然として存在する（P h i l l ip が <3/., 2 0 1 3 ) .またB a r r yらは使用するクラウデイング剤の形 

状によって得られる結果が異なることを報告しており，球状に比べて，ポリマー状のクラウデイン 

グ剤は粘度が高くなりやすいことから，拡散速度の低下によって酵素活性が下がると述べている 

( B a r r y 以 《 /., 2 0 0 6 ) .しかしクラウデイング剤を用いた実験による報告は多く，例えばN o rr isらはin 

v itro実験からペントースリン酸経路のG 6 P D H における酵素反応が，分子クラウデイングによって酵 

素活性に影響を受けていることを報告しており （ N o rris  er a/., 2011)，特に反応溶液を高温度にした 

異環境下ではその効果を顕著に観察できるなど興味深い結果を述べている .その他いくつかの酵 

素反応機構においても同様の実験によって分子クラウデイングが酵素反応に影響を与えていること 

はいくつも報告されている（M o ra n -Z o rza n o  W a/ ., 2007; V o p e l以 《 /., 2012).

1 .2目的

in v itro実験において， クラウデイング剤を用いた実験から分子クラウデイングが酵素活性に影響 

を及ぼすことがこれまで報告されてきた（T o t a n i d < 2 0 0 8 ) .  In  v itro実験系での溶液濃度を細胞内 

に近づけることで，影響を受けるとされた酵素反応は，細胞内での活性により近いと想定されて 

いる . しかし，細胞内の酵素反応は複数の反応が連続して起こるような代謝の一部であり，それ 

ぞれの代謝経路においての反応速度を決めるのは，反応速度の遅い律速酵素である .この律速酵 

素が，代謝経路の反応速度を決めているため，それ以外の酵素における反応速度は律速酵素と同

144



程度となり，例え律速酵素以外の酵素活性が増減しても経路全体に影響を及ぼすことは少ないと 

考えられる .これまでの先行研究の多くは単独の酵素反応における影響のみを報告しているもの 

が多く，代謝経路全体において分子クラウデイングがどのような影響を及ぼしているのかは明らか 

になっていない .そして分子クラウデイングが及ぼす影響をシ ス テ ム として理解するには，一つの 

酵素だけではなく，連続する酵素反応による代謝経路の現象を網羅的に俯瞰する必要がある .以上 

のことから本研究では，分子クラウデイングが代謝反応にどのような影響を与えるのか明らかにす 

ることを目的とした . また分子クラウデイングはタンパク質の正しい折りたたみや，熱安定性に寄 

与するとされ，上述したN o rr isらの研究においても分子クラウデイングは，酵素が失活するような 

高温状態においても活性を安定に保つことができると報告している (N o rris  W a/ .，2011) . このことか 

ら代謝反応でも様々な摂動に対して，同じようなことが起こると考えた . つまり熱など，タンパク 

質の構造を変化させ，生体反応を妨げるような摂動に対して，分子クラウデイングがロバスト性に 

寄与するという仮説を立てた .

本研究では分子クラウデイング状態での代謝反応をメ夕ボローム解析によって観察するための実 

験系を構築し，分子クラウデイングの効果を観測できることを確かめた . その後 , in v it r o にて再構 

成された代謝反応系を分子クラウデイング状態で行い，分子クラウデイングの効果につ い て 調べ 

た .本報告では構築された実験系を用いた分子クラウデイング状態におけるメ夕ボローム解析に 

ついて述べる .

2 対象と手法

2 .1 大腸菌由来酵素群の抽出

クラウディング状態における代謝解析を行うために，使用する酵素群を大腸菌から抽出した .

菌株はB W 2 5113を用いて培養，抽出を行った . L B 寒天培地に対象の大腸菌を植菌，37°Cでー晚培 

養した後，増殖したコ ロ ニ ー を l% c a s a m in o a c id入りの M 9液体合成培地にて植菌，37°Cで前培養 

を行った• O D 6〇〇= 0 .3 6で大腸菌培養液をM 9液体合成培地にO D 6〇〇= 0 .0 1になるよう植菌した . 

O D 600= 0 .3 4およびO D 600= 0 .6 8で培養液を遠心分離し，菌体を回収した .回収した菌はそれぞれ 

M O P S  B uffe rで懸濁後，超音波破砕機にて菌体を破壊，遠心分離後の上清に I m M P M S F を加えた . 

溶液を濾過処理（1 0 K限外濾過フィル タ ー ）にて濃縮後 ， M O P S  B u ffe rを添加し， さらに濃縮した . 

液量の半量の 100%グ リ セ ロ ー ル溶液を添加し， これら異なる増殖相の菌体から得た抽出液を混合 

した. 得られた大腸菌由来抽出酵素群はB radford法にて定量を行った .

2 .2 分子混雑条件下でのメ夕ボローム解析

大腸菌由来酵素群を用いた代謝反応をクラウディング状態で行い， キヤピラリー電気泳動時間 

飛行型質量分析 ( C E - T O F M S ) による中間代謝物の一斉測定から分子クラウディングが代謝反応に 

与える影響を調べた . 既に大腸菌由来抽出酵素群を用いた代謝反応を in v itroにて行い，代謝産物 

をC E - T O F M S にて測定する実験系は慶應義塾大学政策メディア研究科斎藤菜摘講師によって構築 

されている . このため本実験では構築された実験系を応用した . 反応溶液 （ 500 p M A T P ,  500 

N A D ,  500 p M  N A D P , 500 M  A D P , M O P S  buffer (p H  7 . 2 ) , 100 g/m L 大腸菌由来抽出酵素群，M il l i -Q ) を 

調製し， クラウデイング剤としてPolyethylene g lyco l 6000 (P E G 6000) を 1 0 %  w /vで添加，及び未添加 

の条件でそれぞれ実験を行った . 反応溶液は 37°C， 50°Cで3 0 m in のプレインキュベーションを行つ 

た . 1 m M  Glucose 6-phosDhate ( G 6 P )を添加することで酵素反応を開始，反応開始後 1 0 ,2 0 , 30 m in
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でそれぞれサンプリングを行った後，C E _ T O F M S 測定用の内部標準化合物を含む水溶液にて反応 

溶液を 5倍に希釈，限外濾過処理（1 0 K限外濾過フイルター）を行った .作成した試料は陰イオンモ 

一ドにて測定を行った . 一連の反応は解糖系とペントースリン酸経路のみでの反応を想定した .

3 結果と議論

3.1分子クラウディング効果による代謝反応への影響

分子クラウディング状態におけるメタボローム解析の結果を代謝経路上にマッピングした（図 

1 )• まず， どの反応条件においても  3 -P h o s p h a g ly  cerate ( 3 P G ) ,  2 -P h o s p h a g ly c e ra te  (2 P G ) ,

Phosphoenolpyruvate (P E P ), Pyruvate ( P Y R ) は観測できていない . これはP Y R から下流の経路に代 

謝物が流れてしまっていることや ， G lyceraldehyde 3-phosphate (G 3 P ), D ihydroxyacetone phosphate 

( D H A P ) 間の酵素である T P Iが反応を行えていない可能性が考えられる . さらに測定前に，反応液 

を5倍に希釈したために低濃度の代謝物が検出できていない可能性もある . G 3 P より下流の代謝物 

が観測されないことの決定的な理由は分かっていない .

37てインキュベーション後の代謝反応ではクラウディング剤を含むことによる変化はみられなか 

った（青線 ) • これまでGlucose 6 -phosphate dehydrogenase (G 6 P D H )酵素反応実験でみられたような 

分子クラウディング効果が代謝経路においても確認できると予想していたが，変イ匕はみられなかっ 

た . これは連続反応による代謝反応は活性測定試験のように最大速度での反応を行っておらず；基 

質の量によって反応速度が制限されるため，G 6 P D H のような律速酵素においても単独酵素反応で 

みられるような分子クラウディングの効果は観察できず；代謝反応ではその影響を受けにくいので 

はと考える .

次に 50°Cのプレインキュベーション後の代謝反応ではP E G 6 0 0 0を含まない場合，3 7てのプレイン 

キュベーションと比べてG 6 P の消費速度が低下している他，D H A P ，6 -P h o sp h o glu co n a te (6 P G)， 

Ribulose 5 -p h o sp h a te (R u 5P ), Ribose 5_p h o p h a te (R 5P )の量が低下している（赤線，実線).これは高 

温度の状態が各酵素の活性を低下させたためであると考えられる . しかし， 1 0 %  w /vのP E G 6 0 0 0を 

含む場合において 6 P G，R u 5 Pの濃度は 3 7 ° Cプレインキュベーションと同じような挙動を示してお 

り，ペントースリン酸経路上流に関して代謝反応が高温状態でも維持されていることが観察された 

( 赤色，点線 ) . これはN o rr isらの先行研究で示したように，G 6 P D H が分子クラウディングの効果に 

よって熱に対しても活性を保つことができたためであると考える . N o rr isらは酵母由来のG 6 P D H を 

使用しているため，大腸菌由来のG 6 P D H においても同様に分子クラウディング効果を単独の酵素 

アッセイから検証したところ同様の結果を得ることができた ( 付録図S 1 ) . また同様にR u 5 P も37て 

プレインキュベーションの場合と同じ挙動を示していることから，6 P G , R u 5 P間の反応における酵 

素 （6 P G D H )においても分子クラウディングの影響を受けていることが予想された . 6 P G D H におい 

ても分子クラウディング効果を調べたが，G 6 P D H のような効果は観察されなかったことから(付録 

図S 2 )，律速酵素であるG 6 P D H の酵素活性が高温状態においても安定して反応を行えたことで後の 

R u 5 Pの生産にも影響したと考えられる .

当実験においてP E G 6 0 0 0を 1 0 % w /v含む溶液内で行われた代謝反応にペントースリン酸経路上流 

における高温状態における代謝反応の恒常性がみられた .これは分子クラウデイングの効果によ 

るものではなく，P E G そのものが持つ性質である可能性もあるが，不活性分子であるP E G がもたら 

す効果が実際の細胞内で起こっていることも十分考えられ
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G6PDH
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pgk m  m1,3-BP6 — ^ 3P 6 /2P 6

図 1 分子クラウデイング状態における時系列変動代謝

横 軸 は 反 応 時 間 (min) , 縦 軸 は 濃 度 〇iM )を 表 し て い る .そ れ ぞ れ の 条 件 に お い て 時 系 列 ご と に 測 定 し た 物 質 を 代 謝 経  

路 上 に マ ッ ピ ン グ し た . 青 色 . 実 線 ：3アCプ レインキュベーション， クラウデイング 剤 を 含 ま な い . 青 色 • 点 線 ：37°Cプ 

レインキュベーション， ク ラ ウ デ イ ン グ 剤 を 含 む 赤 色 • 実 線 •• 50°Cプレインキュベーション， クラウデイング剤を含まな  

い . 赤 色 • 点 線 ：50て プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ， クラウデ イ ン グ 剤 を 含 む .

4 結論

本研究では，分子クラウデイングが代謝反応に与える影響を明らかにするため ， in v itroに再構成 

した代謝反応を高濃度の不活性高分子中で行い，C E - T O F M S による測定を行うことで分子クラウ 

デイングの効果を観察する実験系を構築した . そしてメ夕ボローム解析の結果， 1 0 %  w/v P E G 溶液 

では 3 7 T プレインキュベーションにおいて代謝反応に変化がなく，連続反応の代謝において 37°C 

の至適温度では分子クラウデイングの影響はないことが示唆された . 5 0°Cプレインキュベーション 

では 10 %  w/v P E G を含むことで，ペントースリン酸経路上流において代謝反応は低下せず；維持さ 

れるなど，分子クラウデイングと思われる効果が観察された .今回の実験でこのような現象を観察

細細綱綱糊
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で き た の は P E Gの み で あ る た め ， 混 雑 状 態 に よ る も の で は な く ， P E Gが も つ 性 質 で あ る 可 能 性 も 考  

え ら れ る .ま た メ 夕 ボ ロ ー ム 解 析 を 用 い て 分 子 ク ラ ウ デ イ ン グ の 効 果 を 観 察 で き る 実 験 系 を 構 築 し  

た こ と で ， 今 回 実 験 の 対 象 と し た 解 糖 系 ， ペ ン ト ー ス リ ン 酸 経 路 以 外 の 代 謝 反 応 経 路 に お い て も 同  

様 に 実 験 を 行 い ， 分 子 ク ラ ウ デ イ ン グ に よ っ て 代 謝 反 応 に 影 響 を 及 ぼ す よ う な 酵 素 の 探 索 を す る こ  

と が で き る .ま た 今 回 は 代 謝 反 応 を 阻 害 す る 例 と し て 熱 を 与 え た が ， 上 述 に お け る 仮 定 を 証 明 す  

る た め に は p Hの 変 化 な ど 熱 以 外 に も 様 々 な 摂 動 に 対 す る 分 子 ク ラ ウ デ イ ン グ の 影 響 を 観 察 す る こ  

とは興味深い .

ま た 後 日 談 で は あ る が ， こ の 研 究 が 終 了 し た 後 の 2013年 7月 に Cheemengら は 構 築 し た 人 口 細 胞 に  

お い て 分 子 ク ラ ウ デ イ ン グ 環 境 を 再 現 し ， D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 に 様 々 な 摂 動 を 与 え た と こ ろ ， 

摂 動 に 対 し て 混 雑 状 態 が ロ バ ス ト 性 に 寄 与 す る こ と を 報 告 し て い る （Cheemeng以 a/.,2 0 1 3 ) .つまり 

本 研 究 で 示 そ う と し た 代 謝 反 応 に お い て は ， 分 子 ク ラ ウ デ イ ン グ が あ ら ゆ る 摂 動 に 対 し て ロ バ ス ト  

性 に 寄 与 す る と い う 仮 説 を ， 彼 ら は D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 か ら そ の 一 端 を 証 明 し た .本 研 究 で は  

こ れ を 代 謝 反 応 に お い て 同 様 の 効 果 が み ら れ る こ と を 示 せ れ ば と 思 う .
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図SI  G 6 P D H活性が受ける分子クラウデイングの影響

横軸は各クラウディング剤の濃度( W / V ) .左の図の縦軸はG 6PDHの酵素活性（nmol/min/mg),青色が3アC，赤色が50てでプ 

レインキュベーションした場合における活性をそれぞれ表している.誤差範囲は3回の測定結果における標準誤差

(Standard Error; S.E.)をボす.

100

図S2 6 P G D H活性が受ける分子クラウディンクの影響

横軸は各クラウディング剤の濃度（w /v) .左の図の縦軸は6PGDHの酵素活性卬mol/min/mg),黒が3ァC，灰色が50てでプ 

レインキュベーションした場合における活性をそれぞれ表している.誤差範囲は3回の測定結果における標準誤差

(Standard Error; S.E.)を不す.
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