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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安心・安全確保推進研究事業） 
「バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（平成 28 年度） 
 

バイオテクノロジー応用食品のプロテオーム解析 
 

研究分担者 手島玲子 徳島文理大学香川薬学部 特任教授 
 
研究要旨： 平成 28年度は、バイオテクノロジー応用食品のプロテオーム解析に関する調査研究と

して、にわとり血清より抽出した各タンパク質溶液を Cy3または Cy5で標識し、さらに Cy2で標

識した内部標準サンプルを加えて 2D-DIGE(蛍光二次元電気泳動)を行った。蛍光画像は Typhoon

に取り込み比較定量解析し、差のみられたスポットにつき、タンパク質の同定を nanoLC-MS/MS分析

で行った。具体的には、EGFP タンパク質遺伝子組換え(GM)並びに非組換え(non-GM)雌にわとりそれ

ぞれ 3匹ずつの血清について、タンパク質を抽出し、2D-DIGE を行った。約 2000のスポットのうち、

GM群と non-GM群の比較で、有意差(p 値<0.05)があり、1.5以上の発現の差異のみられるスポットが

18個観察され、それらのスポットのうち 6個についてと、発現の差異が 1.3程度であるが P<0.005の

4スポットについて MS解析にて同定を行った。その結果、GM で上昇のみられたタンパク質として、

補体因子 B及び Hタンパク質並びに C-reactive proteinが同定された。なお、GM,non-GM間で 3倍以

上の発現の差のみられたスポットはなく、全体として両者間の変動幅は小さく、GMで安全性上の問題

となる変動は引き起こされていないものと思われた。 

プロテオミクス解析は、作用機作を知る観点から有用であるとともに、安全性評価への応用に関 

しても、組換え動物においても non-GM及び GM生物の間の比較情報が蓄積されてきている現状に鑑み

て、有用な手法になり得ると思われた。 
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A．研究目的 

 生産性の向上や栄養付加を目的として、 
現在様々な遺伝子組換え食品が開発されている。

宿主としては、植物に限らず、遺伝子組換えニ 
ワトリやサーモン等の遺伝子組換え動物も開発 
され実用化されつつある。これらはこれまで存 
在していなかったものであり、安全性評価の方 
法等について検討しておく必要があると考えら 
れる。遺伝子組換え技術による安全性を考える 
うえで、遺伝子組換えによる非意図的な影響を 
明らかにすることが必要であり、プロテオミク 
ス等の網羅的解析法も一つの有用な方法にとな 
ると考えられる。そこで本分担研究では組換え 

体と非組換え体を用いて 2D-DIGE を用いてプロ 

テオミクスによる網羅的解析を行い、両者の比 

較を行うこと及び発現に差違のあったタンパク 

質の同定を行って、Mode of action(MOA)を知る 

こと、また安全性評価への応用について検討す 

ることを目的とする。以下、今年度の概要を記 

す。 
今年度は、組換え体として、EGFPタンパク質

組換え(GM)ニワトリのプロテオーム解析として、

1 か月令の GM 雌ニワトリ 3 匹と非組換え(NGM)

ニワトリ 3 匹ずつの血清について 2D-DIGE を行

い、GMと NGM群のタンパク質発現の網羅的差異

について解析を行った。 
 
B. 研究方法 
(1)ニワトリ血清のプロテオーム解析 

(i) 供与試料 

 1か月令の雌 GM, NGMそれぞれ 3匹ずつの組

換えニワトリ血清約 0.5mlを広島大学大学院堀

内教授より供与いただいた（動物 No: GM;  T45, 

T53, T54,  Non-GM; W43, W51, W55）。供与い

ただいた血清は、-80℃ディープフリーザー内に

保管した。 

 (ii) ニワトリ血清を用いたタンパク質網羅

的比較解析 

  ニワトリ血清試料各 32 μL に Buffer A 

(Equil load wash, Agilent cat No. 5185-5987) 

368 μLを添加して攪拌し、 Spin Filters（0.22 
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μm）でろ過した後、Multi Affinity Removal 

Spin Cartridge MARS Hu-6HCで試料中のアルブ

ミン等を除去した。除去後の試料を Amicon 

Ultra-0.5 により濃縮した試料を評価用試料と

した。 

全評価用試料を等量ずつ混合したプール試料

に対して200 pmol のCy2（200 μmol/L DMF 溶

液、1μL）を添加した。また、各評価用試料に

対して表3 に従って200 pmol のCy3 及びCy5（200 

μmol/LDMF 溶液、1 μL）を添加した。添加後

氷上にて30 分間静置してラベリング反応を実

施した。反応液に過剰量のリジン溶液（10 

mmol/L 溶液、1 μL）を添加して10 分間保持し

反応を終了した。反応終了後に反応液総量と等

量の2×サンプルバッファー（8 mol/L 尿素、

4%(w/v) CHAPS、20 mg/mL DTT、2vol% IPG buffer 

pH3-11 NL）を添加してさらに10 分間氷上に保

持したものを2D-DIGE 解析用の試料とした。 

二次元電気泳動の操作、装置及び条件に

ついて以下に記す。 

 (a)一次元目電気泳動条件：一次元目電気泳動

は、装置にMultiphoreII（GEヘルスケア）を、

ゲルストリップにImmobiline™  DryStrip 

pH3-11 NL 24cmを用い、試料はカップローディ

ングホルダーから添加した。フォーカシングは、

トータルで44.2 kVh（300 V; 4 hr, 300-3500 V; 

5 hr, 3500 V; 10 hr）行った。泳動後、平衡化

溶液（50 mmol/L Tris-HCl, pH8.8、6 mol/L尿

素、30vol%グリセロール、2%(w/v) SDS）に

0.25%(w/v)  DTTを添加したA液及び同様に

4.5%(w/v) IAAを添加したB液に対して各々10分

間ずつ平衡化を行った。 

(b)二次元目電気泳動条件：平衡化終了後、Ettan 

DALT IIシステム（GEヘルスケア バイオサイエ

ンス）及び12%(w/v)均一ポリアクリルアミドゲ

ル（自作）を用いて二次元目のSDSポリアクリル

アミドゲル電気泳動を行った。泳動は、3 W

（15℃）一定で泳動先端が完全に溶出するまで

（約15時間）行った。 

ゲル画像取り込みは、Typhoon9400（GE ヘル

スケア社）を使用して行い、二次元電気泳動

ゲルイメージは、Dycyder Ver7.0（GE ヘル

スケア社）を用い、画像品質確認及び定量比

較解析を行った。 

 発現量の変動のみられたタンパク質について

は、質量分析用の Ruby染色後に取得した二次元

電気泳動ゲルイメージと定量比較解析のゲルイ

メージを Decyder BVAソフトを用いてマッチン

グして、個体間で発現変動の大きかった 10スポ

ット(No.279,613,646, 724, 1327, 1360, 1366, 

1594, 1779, 1783)のうち、昨年同定の終わった

3スポット(No.1366, 1360, 1594)を除いた 7ス

ポットをスポットピッカー（GEヘルスケア）を

用いてピッキングした。ピッキングしたゲルプ

ラグを 50%メタノール溶液で洗浄した後に、100 

μlの 100 mM 炭酸水素アンモニウム及び還元

処理液（1.5 mg の DTT を 1 ml の 100 mM 炭

酸水素アンモニウムに溶解）10 μL を添加して 

57℃で 30分間静置した。さらに、アルキル化

処理液（ 10 mg のヨードアセトアミドを 1 ml の 

100 mM 炭酸水素アンモニウムに溶解） 10μL

を添加して室温で 30 分間静置した。還元アル

キル化処理後の試料に対してトリプシン消化液 

2μLを加えた後に、50 mM 炭酸水素アンモニウ

ム 10μLを加えた。チューブを 30℃に設定し

たドライバス上で一晩インキュベートして消化

した。消化後の液を含むチューブを遠心乾燥機

に入れて乾燥した。乾燥後に LC-MS/MS 測定用

の溶媒（1%蟻酸）20μ Lを加えた。チューブを 

Vortexした後に MS解析用 Total recovery 

tube（ウォーターズ社）に移した。 

回収したペプチド溶液は、nanoLC-MS/MS分

析は、LC部分に UltiMateR 3000 HPLC（ダ 

イオネクス社）、質量分析装置に Q-Exactive 

Plus（サーモサイエンティフィック社）を用い  

Xcalibur（サーモフィッシャーサイエンティフ

ィック社）で LC及び MSを制御して測定を実 

施した。LC、MSの分析条件を以下に示した。デ

ータベースは検索は Mascot（マトリックス 

サイエンス社）を使用し NCBInr の最新版に対

して、Gallus gallusを指定して検索を行った。 
 
C．研究結果 
 (1) ニワトリ血清を用いたタンパク質網羅的

比較解析 

 GM, non-GM 雌にわとり 6個体ともに血清の

アルブミン除去タンパク質としてそれぞれ約

2000のスポットが 2D-DIGEで検出された。ｎ

on-GMと GM各 3匹につき、個体差を検出する目

的で、n=3で解析した.図 1に non-GMと GMの画

像を重ね合わせて表示した例を示す。9 種の定

量比較画像画像の各スポットの蛍光強度データ

について変動の大きさにつき解析を行ったとこ

ろ、GM群と non-GM群の比較で、有意差(p値

<0.05)があり、1.5以上の発現の差異のみられ
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るスポットが 18個観察された。結果を表１に示

す。それらのスポットのうち 6個について、MS

解析を実施することを計画した。なお、6 個の

うちの 3個のスポットについては、昨年の non

ーGM のにわとりの雌雄の血清の個体差を調べ

る予備検討でタンパク質を同定済みであったの

で、今年度は残りの 3個につき、新たに MS解析

を行った。また、発現の差異が 1.3程度である

が P<0.005の 4スポットについても MS解析にて

同定を行った。スポット解析したスポットの二

次元電気泳動ゲルイメージ上の位置を図 2に、

MS 解析によるタンパク質の同定結果を表 2 に、

また、MS 解析により今年度新たに同定したタン

パク質の名前を記した同定結果を二次元電気泳

動ゲルイメージ上に記したものを図 3 に示した。 

GMで上昇のみられたタンパク質として、補体 

因子 B及び Hタンパク質並びに C-reactive 

protein が同定された。なお、表 1に示すよう

に、GM,non-GM 間で 3倍以上の発現の差のみら

れたスポットとして、スポット 1778が唯一該当

したが、このスポットの appearace(出現率)が

6/29 と低く、再現性が低いスポットであった。

従って、再現性の確認されたスポットの中で、

GM,non-GM 間で 3倍以上の発現の差のみられた

スポットはなく、全体として両者間の変動幅は

小さく、GMで安全性上の問題となる変動は引き

起こされていないものと思われた。 

また、今回有意差の見られた血清タンパク質

は、前年度に雌雄も含めた個体間での変動があ

まり大きくないことが調べられてり、遺伝子組

換えによる非意図的影響を調べるためのよいマ

ーカーにもなり得ると思われた。 

なお、今回 EGFPタンパク質を遺伝子導入し

ているため、血清中で EGFPタンパク質の検出が

可能ではないかと考え、EGFPタンパクの分子量

及び等電点の近いスポットとして、スポット

1779,1783 を選び、タンパク質の同定を行った

が、EGFP タンパク質を検出することはできなか

った。これは、GM 動物の血清中の EGFPタンパ

ク質の濃度上昇が他臓器に比べ低いことが一因

と考えられた。 

 

D．考察 
組換えニワトリ血清を用いたタンパク質網羅

的比較解析 

今年度は、組換え体として、EGFPタンパク質

組換え(GM)ニワトリのプロテオーム解析をお行

った。具体的には、1 か月令の GM 雌ニワトリ 3

匹と非組換え(NGM)ニワトリ 3 匹ずつの血清に

ついて 2D-DIGEを行い、GMと NGM群の血清中タ

ンパク質発現の網羅的差異について解析を行っ

た。 
その結果、GMで上昇のみられたタンパク質と 

して、補体因子 B及び Hタンパク質並びに

C-reactive proteinが同定された。なお、

GM,non-GM間で 3倍以上の発現の差のみられた

スポットはなく、全体として両者間の変動幅は

小さく、GMで安全性上の問題となる変動は引き

起こされていないものと思われた。 
 
E．結論 
ニワトリ血清を用いたタンパク質網羅的比較

解析 

1か月令の雌の組換え個体、及び非組換え個体 

それぞれ 3匹ずつから、血清を採取し、GM及び

non-GM個体のタンパク質発現の差を網羅的に

調べるために 2D-PAGEを行った。各個体血清タ

ンパク質として約 2000スポットが観察された

が、そのうち、GM, non-GM間で、3倍以上の発

現の差異のみられたスポットは観察されなかっ

た。変動の見られたタンパク質のうち、10個の

タンパク質を MS解析から新たに同定した。全体

として、血清タンパク質の発現量に GM, non-GM

群で差もほとんどみられなかったため、GMで安

全性上の問題となる変動は引き起こされていな

いものと思われた。 

プロテオーム解析は、安全性評価ばかりで

なく、組換え体の作用機作(Mode of Action)

を知るうえでも有用であることが示された。 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27399872
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図 1 Non-GM と GM の重ね合わせ 2D-DIGE-gel イメージ 

   Cy3: 綠- non-GM , Cy5: 赤-GM (両サンプルに同程度含まれるスポットは黄色で表示される.)   
 
 
表 1  Non-GM 試料に対して GM 試料で、1.5 倍以上の上昇 

並びに 1.5 倍以下の減少が検出されたスポット          
                 

No. 
Master 

No. 
Appearanc

e P-value Av. Ratio*1 

1 1778 6(29) 0.023 5.98 
  2 1783 28(29) 0.0012 2.85 

3 1366 22(29) 0.0025 2.03 
4 1589 18(29) 0.00079 1.96 
5 1779 29(29) 0.0003 1.83 
6 1768 29(29) 0.00088 1.82 
7 1360 22(29) 0.0026 1.74 
8 1575 18(29) 0.002 1.67 
9 1514 18(29) 0.012 1.67 

10 1599 24(29) 0.012 1.67 
11 1327 25(29) 0.00025 1.66 
12 1594 28(29) 0.01 1.64 
13 1578 21(29) 0.0033 1.57 
14  1362 12(29) 0.0059 1.57 
15  726 18(29) 0.0076 1.57 
16 1586 15(29) 0.013 1.56 
17 665 18(29) 0.023 1.56 
18 1208 12(29) 0.018 1.53 

     
   646 29(29) 0.0012 1.31 

 279 28(29) 0.0049 1.27 

 724 29(29) 0.00031 1.24 

 613 26(29) 0.0011 -1.36 
・MS 解析を行ったスポットは、マスターNo.の部分を赤で示した。   

 また、昨年同定したものは、マスターNo.の部分を緑で示した。 
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図 2  ニワトリ血清の MS 解析を実施したスポットの二次元 
電気泳動ゲルイメージ上の位置 

 

 
図 3.ニワトリ血清の MS 解析を実施したスポットの同定 

結果並びに二次元電気泳動ゲルイメージ上の位置 

 
表 2  ニワトリ血清の MS 解析を実施したスポットの同定結果 

Spot No. Ac.No. Protein Name Score MW 
1327 gi|971400187 alpha-1-antiproteinase  339 48006 
1779 gi|104728 Ig light chain precursor V-J region 456 22769 
724 gi|971434955 alpha-2-macroglobulin-like protein 1 3204 164547 
613 CFBL_CHICK Complement factor B-like protease 310 27719 
646 CFBL_CHICK Complement factor B-like protease 314 27719 

1783 gi|104728 Ig light chain precursor V-J region 291 22769 
1366 gi|478246985 alpha-1-antiproteinase , antitrypsin 200 48854 
1360 gi|478246985 alpha-1-antiproteinase , antitrypsin 297 48854 
279 gi|363736454 complement factor H [Gallus gallus] 730 152721 

1594 gi|922959946 C-reactive protein, pentraxin-related precursor [Gallus 
gallus] 148 35307 
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