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主成分分析によるバクテリアの  

プロテオーム解析  
 

岡本陽†	 	 田口善弘††	  
 

	 プロテオーム解析による表現形の理解のために,膨大なデータを生物学的な解
釈に導く為の解析法が重要である. 我々は主成分分析(PCA)を用いて,セレウス菌
の増殖に伴うプロファイル変化の解釈を試みた. PCA の結果,合計 10 個のタンパ
ク質が意味のある形で結合しており,生物学的に意味のある形で抽出された. 以
上の結果から,主成分分析がプロテオーム解析の解釈に有効であることが示唆さ
れた.  
 

 

Principal Component Analysis for Bacterial 

Proteomic Analysis 

 

AKIRA OKAMOTO†	 YOSHIHIRO TAGUCHI††	 	  
 

 Data-mining technique is important for understanding biological phenotype with a 
large-scale dataset derived from comprehensive analysis such as shotgun proteomics. We 
attempted to illustrate differences of proteomic profiles among growth phase and cellular 
fractionation in Bacillus cereus by principal component analysis (PCA). Total 10 
proteins that of significance for biological phenotypes were picked by PCA analysis. 
These results suggested that the PCA is useful tool for understanding proteomic analysis. 
 

1. はじめに  

	 古典的な細菌学はこれまで，下痢原性大腸菌や赤痢菌による下痢症におけるベロ

毒素や，コレラ菌によるコレラ症におけるコレラ毒素などのように，その毒素タン

パク質や内毒素といったそれ単体で一定の病態を説明できるような生体分子を解析

対象として，病態の解明や感染制御などに役立ててきた．しかしながら，黄色ブド

ウ球菌や Bacillus cereus（セレウス菌）など，環境の汚染を契機とする日和見感染的
な侵襲性重症感染症のように，病原性を説明できる決定的な毒素分子が病原体の側

に見当たらないような場合は，主に侵襲をうける宿主側の因子が大きく関与すると

されるのみであり，生物が環境中でどのような振る舞いをとっているのかについて

はこれまでほとんど注目されていなかった．日和見感染的な微生物が環境中でどの

ような表現形を示しているのかについて記述するために，網羅的解析，およびその

解釈が必要であると思われる． 
	 セレウス菌は芽胞形成性の通性嫌気性グラム陽性桿菌である．臨床的には嘔吐，

あるいは下痢を引き起こす食中毒原因菌として知られている他，輸血用保存血液の

汚染や，易感染宿主に対して侵襲的な血流感染などを引き起こす(1-3．侵襲的な患者

への感染については，環境中から偶発的に感染を引き起こすと言うよりも，おそら

く輸血用血液や医療器具などの汚染を足がかりとした間接的な感染であると考えら

れている．したがって，セレウス菌が環境中でどのような挙動を示しているのか，

その表現形を分子生物学的に明らかにする必要がある． 
	 生物の表現形を定性・定量的に評価する為には，生体分子の網羅的解析手法が必

要不可欠である．静的とされるゲノム解析の情報を基本的な情報として，そこから

転写された RNA 分子を網羅的に評価するトランスクリプトーム解析，その翻訳産
物であるタンパク質を網羅的に評価するプロテオーム解析，また代謝産物を網羅的

に検出するメタボローム解析などに代表される．その中でも，生物が行う代謝活動

の多くをタンパク質が担っていることから，プロテオーム解析による評価はその生

物の表現形をもっともよく反映していると考えられる．プロテオーム解析において

は液体クロマトグラフィ(LC)，質量分析に関するハード面での技術は飛躍的に進歩
してきているが，そこから出力される膨大なデータから生物学的な意味を見いだす

ための技術はまだ模索されている段階であり，これまでのショットガンプロテオー

ムを用いた研究では主に階層的クラスタ解析により関連性のあるタンパク質を見い 
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だしている(4． 
	 我々はセレウス菌の環境中における表現形を解釈するために，室温付近（25℃）
での増殖中期から後期にかけて発現しているタンパク質の網羅解析を行い，主成分

分析によりそれぞれの培養段階において主成分を構成したタンパク質を探索した．

それらタンパク質の分子生物学的な特徴から，それぞれの増殖段階と局在を特徴付

ける解釈を検討した． 

2. 方法  

2.1 プロテオーム解析  
	 本研究では，ヒト臨床由来株の B．cereus NC7401株を用いた．25℃で 2.5時間培
養したものを中期対数増殖期（OD660=0.6），及び 5 時間培養したものを後期対数増
殖期（OD660=2.0）とした．培養後の菌体を遠心分離で上清分画と菌体分画に分離し
た．菌体分画は PBSで懸濁し，フレンチプレスにより細胞を破砕した後，細胞溶液
を遠心分離により分離し，上清分画を可溶性分画，ペレットを難容性分画とした．

それぞれの分画に含まれるタンパク質を TCA-アセトン沈殿により粗精製した．粗
精製したタンパク質は還元アルキル化処理を行った後，Lysyl Endopeptidase，及び
Trypsinを用いて断片化し，質量分析に供する検体とした．断片化したペプチドの検
出には，Paradigm MS4 LC system（Michrom BioResources社）を接続した LTQ-Orbitrap 
XL (ThermoFisher Sceintific 社)を用いた．LTQ を用いて得られたスペクトラムは，
B. cereus NC7401株のゲノム解析より構築したタンパク質のアミノ酸配列リストを
データベースとした MASCOT プログラムにより同定を行った．タンパク質の同定
については，あるタンパク質のアミノ酸配列に対応するユニークな２箇所以上の配

列が検出されていることを基準とした．これと同じく，データベースとしたアミノ

酸配列をランダム化した decoyデータベースを参照した解析を行い，False discovery 
rateを算出し妥当性を評価した（表 1）．対数増殖期中期と対数増殖期後期のそれぞ
れにおける上清画分，可溶性画分，不溶性画分の各実験系はそれぞれ３回測定した． 
	 主成分分析の要素として，%emPAI を用いた（5, 6．emPAI はタンパク質の存在量
を表す数値であり，%emPAIはあるタンパク質の emPAIをその検体において検出し
た全ての emPAIの合計値で除した数値である． 
 

2.2 主成分分析  
	 主成分分析はいわゆる「次元の縮約」を行う多変量解析の手法である．今の場合

を例にとって説明する．xspを実験 s(=1, ..., S)におけるタンパク質 p(=1, ..., P)の「量」
であるとする．これは 
1）「P 種類の蛋白質の存在量で S 種類の実験を特徴付けた＝P 次元ベクトルが S 本

ある」 
と解釈することも可能であるし， 
2）「S 種類の実験における存在量で P 種類のタンパク質を特徴付けた＝S 次元ベク
トルが P本ある」 
と解釈することも可能である．いずれの場合も，ベクトルの各成分が完全に独立で

あるとは限らない．例えば 1）の場合，タンパク質 p１と p2の存在量が S種類の実験
に渡ってほぼ同じであるとしよう．この場合，p1と p2を別々に考えるより xsp12≡（xsp1

＋xsp2）／2という新しい「量」を考えたほうが合理的であろう．この結果個々の実
験を特徴付ける「状態ベクトル」である「P 種類のタンパク質の存在量」たる P 次
元のベクトルは，（P-1）次元で実はじゅうぶんであることがわかる．この様に「状
態ベクトル」の冗長性を排除し，なるべく少ない次元数の「状態ベクトル」で S種
類の実験を説明しようというのが PCAの精神である（全く同じことが 2）の場合に
も可能であることは容易に想像できるだろう）．本研究ではこれら 1）と 2）の PCA
を縦横無尽に使い分けて段階的に自由度を低減していくことを目指す． 
	 具体的に D次元に縮約する場合，1）の場合には実験 sの状態ベクトル xsは 
xs = (y1

s, y2
s，…, yD

s), yi
s=Σpaipxsp 

 と表現され 2）の場合にはタンパク質 pの状態ベクトル xpは 
xp = (y1

p, y2
p, …, yD

p), yj
p=Σsajsxsp 

 で表現される．aipや ajsをどう求めるか，Dをどう決めるかなどは文献に譲る． 

 
図 1．主成分分析．全てのタンパク質を要素とする PCAプロット図． 

Fig. 1. Principal component analysis. PCA with all identified proteins. 
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表１. プロテオーム解析概要． 
Table 1. Result overview of shotgun proteomic analysis.  

growth phase cell fraction experiment
name

number of
queries

identified
peptide number

in real DB

identified
peptide

number in
decoy DB

False
Discovery

Ratio

Identified
Protein

Number

M_SNT1 5,845 140 21 13.0% 37
M_SNT2 5,940 115 20 14.8% 39
M_SNT3 5,626 99 22 18.2% 38

M_INS1 7,892 2,468 91 3.6% 388
M_INS2 8,035 2,481 90 3.5% 388
M_INS3 7,847 2,429 93 3.7% 393

M_SOL1 8,433 3,265 103 3.1% 415
M_SOL2 8,301 3,212 107 3.2% 506
M_SOL3 8,332 3,179 102 3.1% 497

L_SNT1 8,321 2,988 91 3.0% 229
L_SNT2 8,380 2,996 98 3.2% 227
L_SNT3 8,546 3,013 94 3.0% 229

L_INS1 9,888 3,898 132 3.3% 183
L_INS2 9,845 3,693 119 3.1% 182
L_INS3 9,112 2,705 120 4.2% 153

L_SOL1 10,253 5,036 150 2.9% 387
L_SOL2 10,434 5,050 146 2.8% 389
L_SOL3 10,473 5,067 162 3.1% 388

soluble

insoluble

late-log

supernatant

supernatant

mid-log

soluble

insoluble

 

3. 結果  

	 プロテオーム解析により得られた結果の概要を表 1に示す．ゲノム解析により予
測されている 5,682CDS（染色体 5,415 CDS，プラスミド DNA 267 CDS）のうち，635 
CDS（染色体 DNA 621 CDS，プラスミド DNA 14 CDS）に由来するタンパク質を同
定した． 
	 方法１）の PCAを行い，D=2で平面に S（=18）種類の実験を埋め込んだところ，
対数増殖期中期と対数増殖期後期のそれぞれにおける上清，可溶性画分，不溶性画

分の各実験系はそれぞれがクラスタを形成した（図 1）．このことから個々の実験群
はお互いに共通で特徴的なタンパク質の存在量をもち，他の実験群と峻別可能にな

っていることが予想される．実際方法 2）の PCAを行い，ajs(j=1, 2)を計算し，jご
とに大きさ順に並べてみると図 2aと bの様に，実験群ごとに同じくらいの大きさの
ajsを持っていることがわかる．このことは xspの大きさが各実験群ごとに共通であ

ることを示唆している．具体的にどの様に共通であるかを見るために方法 2）の PCA
を行ったところ，ごく少数のタンパク質（具体的には 4つ）が他のタンパク質の集

団から大きく離れていることがわかった（図 3a）．そこでこの 4 つだけを考慮して
再度方法 1）の PCAを行ってみた（図 3b）ところ，実験の位置関係が図 1とほとん
ど変わらないことを見出した． 

	  

図 2. PCAにおける ajsのプロット図．j=1（a）および j=2（b） 
Fig 2. Plot of ajs plot in PCA. j=1 (a), and j=2 (b). 

	   
図 3．各実験群の峻別に寄与したタンパク質の抽出．PCAによるタンパク質の抽出
（a），およびそれにより抽出した 4つのタンパク質のみを考慮した PCAプロット（b）． 
Fig. 3. Picked-up proteins with PCA analysis. Proteins plot in PCA (a) and PCA plot with 

four selected proteins (b).  
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	 このことは図 1に見られたような実験条件ごとの特徴がこの 4つのタンパク質の
存在量でほぼ決まっていることを意味している．図 4aにこの 4つのタンパクの存在
量を実験条件ごとに図示した．予想通り，この 4つのタンパク質の存否が実験群ご
とに共通でかつ他の実験群とは対照的であった．具体的には，BCN0883，BCN0884，
BCN1287 が不溶性分画，BCN1648 は上清分画の峻別に大きく寄与している因子と
して抽出された（表 2）．これに対して，可溶性画分はこの 4つのいずれも顕著に検
出されないという意味で他の２つの実験条件群とは峻別される特徴的なタンパク質

の発現パターンを持っていることがわかった． 

	 	  
図 4． PCA解析により選択されたタンパク質の存在量（%emPAI）のヒートマップ
図．最初の PCAにより抽出された 4個のタンパク質(a)，および 2回目の PCAによ
り抽出された 6種のタンパク質． 
Fig. 4 Heatmap of the abundance (%emPAI) of four selected proteins in primary PCA (a), 

and six selected proteins in secondary PCA (b). 
 
	 それでは，可溶性画分に特徴的なタンパクはなんであろうか．このことを確認す

るため前述の 4 つのタンパク質を除いて再び主成分分析を行った(図 5a)．同様の解
析を繰り返した結果，BCN0359，BCN0567，BCN1808 が培養後期の上清分画，
BCN0100，BCN0114，BCN0128が培養中期の可溶性画分の峻別に寄与する因子とし
て抽出され（表 2），この 6 つだけを考慮しても方法１）の PCA の結果は変わらな
いことがわかった(図 5b)．実際，全ての実験系におけるこの 6 つのタンパク質の存
在量（%emPAI）を図 4bに示したが，これらは実験群を峻別する特徴的なタンパク
であることが明らかである． 

表 2．主成分分析により抽出された各実験系に特異的なタンパク質 
Table 2. Proteins that extracted as a main determinant in each experiment with PCA 
analysis. Tag number; gene tag in genome analysis , SNT; supernatant fraction, INS; 

insoluble fraction, and SOL; soluble fraction. ND, Not Detected. 

SNT INS SOL SNT INS SOL
BCN0883 S-layer protein sap precursor 6.21 13.60 0.17 1.10 38.80 0.22
BCN0884 S-layer protein EA1 0.99 0.09 ND 0.95 34.72 0.07
BCN1287 phaP protein ND 0.63 ND ND 6.34 0.47
BCN1648 flagellin 35.18 0.65 0.82 19.25 0.08 2.86

BCN0359 alkyl hydroperoxide reductase, subunit C ND 0.58 0.95 4.84 0.09 1.76
BCN0567 alanine dehydrogenase ND 0.13 0.29 4.39 0.03 1.42
BCN1808 enterotoxin 0.81 ND ND 12.42 0.01 0.05
BCN0100 ribosomal protein L7/L12 3.54 4.09 16.00 0.21 0.17 7.27
BCN0114 ribosomal protein S19 ND 0.35 6.80 ND ND 0.42
BCN0128 ribosomal protein L30 ND 0.90 6.25 ND ND ND

descriptiontag number

CDS information average %emPAI
mid-log late-log

 
 

	       
図 5．2回目の PCAプロット図．1回目の PCAにより選択された 4種のタンパク質
を除いた PCA結果のプロット（a），およびここで抽出された 6種のタンパク質のみ

を用いて構成した PCAプロット図． 
Fig. 5a. Secondaly PCA analysis. PCA plot without four selected protein in primary PCA 

analysis (a) , and PCA plot with six selected proteins in secondary PCA (b). 
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4. 考察  

	 主成分分析により，セレウス菌の対数増殖期中期，及び対数増殖期後期のそれぞ

れの増殖段階における，上清画分（分泌タンパク質），可溶性画分（細胞質タンパク

質），及び不溶性画分（細胞膜・壁タンパク質，および巨大タンパク質複合体など）

を特徴付ける主成分が抽出された． 
	 はじめに，上清画分と不溶性画分をそれぞれ他の画分と峻別する特徴的なタンパ

ク質として抽出された 4つのタンパク質についての生物学的な意義は以下のように
考えられる． 
	 BCN0883，BCN0884は莢膜の最外層に存在する S-layer proteinである．固形寒天
培地上で発育した際に発現が亢進し，感染症においては宿主の多形核白血球細胞に

よる貪食からの回避や細胞接着への関与，またセレウス菌の放射線耐性に関与して

いることが示唆されている(7, 8．本研究において BCN0883 は培養中期から多量に見
られるものの，特に培養後期の不溶性分画で大量に存在していた． 
	 BCN1648は鞭毛タンパク質である．鞭毛は細菌細胞の運動性に寄与しており，古
くからセレウス菌と炭疽菌（B. anthracis）の鑑別にも用いられている重要な表現形
である(9．本研究では培養中期から後期にかけて上清中に見られ，その他の細胞画

分との峻別に寄与していた．鞭毛タンパク質は菌体に付属しているタンパク質であ

ると考えられるが，多くの細菌における鞭毛タンパク質と同様，実験操作中の簡単

な機械的刺激により菌体から脱落し，培養上清中に放出されたと考えられる． 
	 BCN1284 はポリヒドロキシアルカン酸の合成に関わる遺伝子領域にコードされ
るタンパク質の一つである(10．ポリヒドロキシアルカン酸の合成は，セレウス菌を

はじめとする数種の原核生物において報告されており，栄養枯渇状態に備えて炭素

源の貯蔵としての役割を担っているとされている．対数増殖期後期の栄養枯渇状態

に対する生体の反応として，極めて妥当であると考えられる． 
	 次に，可溶性画分を特徴付けるタンパク質を抽出するため，上記の 4つのタンパ
ク質を除く他のタンパク質因子の抽出を試みた．その結果抽出された 6つのタンパ
ク質の微生物学的な意義は，以下のように考えられる． 
	 BCN0100，BCN0114，及び BCN0128 はそれぞれリボソームのサブユニットタン
パク質である．これらのタンパク質は主に培養中期における可溶性画分を特徴付け

る因子として抽出されてきた．培養中期のように活発に増殖している細胞では，培

養後期のように増殖が終息しつつ細胞と比較してタンパク質の生産量（タンパク質

の総量ではない）が増大していることは妥当であり，そのためにリボソームサブユ

ニットのタンパク質群が細胞全体のタンパク質量に占める割合が多くなると考えら

れる．他のリボソームサブユニットタンパク質の多くも，培養後期と比較して全タ

ンパク質に対する割合は培養中期の方が高くなっている．本研究の指標として用い

た emPAIの特性上，小さなタンパク質の方が高く評価される傾向にあるため，多く
のリボソームタンパク質の中でもこの 3つが特に抽出されたと考えられる． 
	 セレウス菌は複数のエンテロトキシンを保有しており，下痢を主症状とする食中

毒ではこれらの毒素が関与しているとされているとされるが，BCN1808はその中の
ひとつである non-hemolytic enterotoxin lytic component L2と高い相同性を示す遺伝
子にコードされている(11．対数増殖期後期から定常期にかけてこの遺伝子の発現が

誘導されることが報告されており，この遺伝子の誘導発現は異化代謝産物抑制

（catabolite repression）を制御するレギュレータータンパク質 CcpAによって直接的
に制御されているという報告がある(12． 
	 BCN0359及び BCN0567はそれぞれ alkyl hydroperoxide reductase (EC:1.11.1.15)及
び alanine dehydrogenase (EC: 1.4.1.1)であり，ともに代謝に関わるタンパク質である．
これらのタンパク質は対数増殖期後期の培養上清画分，及び可溶性画分を峻別する

因子として抽出された．代謝に関わるタンパク質であるため，細胞の増殖に伴う培

地中の栄養成分の変化に対応して発現が誘導された可能性が考えられる．細胞質の

タンパク質が増殖後期の培養上清に見られる現象は，グラム陽性菌において広く観

察されている(13 この理由としては，細胞分裂に伴う菌体からの流出や，死細胞の溶
菌によるものであると考えられているが，細胞質内で量（比率）の多いタンパク質

が一様に上清中に放出されているわけではないなど，詳細は明らかになっていない． 
	 上記のように，それぞれの実験群を特徴付ける因子として抽出された 10個のタン
パク質について，生化学的機能や局在などのような生物学的に妥当な説明をつける

ことができた．これら 10個のタンパク質は，本研究において発現量が上位のタンパ
ク質であった．それぞれの実験群を特徴付ける上で，発現量の多いタンパク質の比

重が高いことは自明であるといえる．しかしながら，同じく本実験を通して発現量

の多いタンパク質である BCN0108 (elongation factor Tu)，BCN4565 (ribosomal protein 
S4)，BCN0099 (ribosomal protein S4)，BCN1870 (NLP/P60 family protein)などは，PCA
により実験群を峻別する因子としては抽出されなかった．以上のことから，ショッ

トガンプロテオーム解析結果の解釈における PCAの有効性が示唆された．今後の課
題として，さらに実験群が増えた場合にも PCAが有効に機能しうるかどうかを検証
する必要がある． 
	 少なくともバクテリアにおいては，mRNAとタンパク質の存在量は 1対 1に対応
しているわけではない，ということが明らかになってきた(14．個々のタンパク質の

寿命が異なることから，分裂前から持ち越した古いタンパク質分子と，分裂後に産

生された新たなタンパク質分子が混在していることなどが原因として考えられてい

る． また RNAに関しては，例えば 37℃の好適な培養条件下において活発に増殖し
ている大腸菌の mRNAの半減期は，わずか 1分に満たないと言われている(15．さら

に，対数増殖期から定常期に入ったバクテリアの細胞は mRNAの産生量を減少させ
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るが，細胞は（ときには死滅していることもあるが）生命活動を低下させて，再び

増殖する機会をうかがっていると思われる．このような，mRNAがほとんど産生さ
れていない細胞の状態を記述するためには，タンパク質の網羅解析などが必要不可

欠である．網羅解析によりもたらされる膨大なデータに対して，PCAのような解析
手法を駆使したデータマイニングを行って，有用な重要な情報を抽出する事が必要

である． 
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