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生体中におけるタンパク質機能状態の高精度比較解析 

生物科学専攻 生物物理学  

DS-18902    紺野 亮 

タンパク質の酵素消化ペプチドを網羅的に分析する、いわゆるショットガンプロテオミクス技術

の急速な発展に伴い、生命ならびに疾患に関連したタンパク質の高感度な検出が可能となってきた。

しかし、この方法は最初の段階でタンパク質を酵素消化するため、疾患や生理機能にとって重要なタ

ンパク質の切断状態を解析することは不可能である。一方、試料中のタンパク質を電気泳動で分離

し、ゲルを短冊状に切り出してゲル内消化後に質量分析する one-dimensional SDS-PAGE 

followed by LC-MS/MS (GeLC-MS/MS) 法はタンパク質の切断情報を解析することができる。し

かし、2試料間での比較を行う場合、レーン間でのゲルの切り出し精度の低さや高感度質量分析計

の分析における不安定性により、タンパク質切断状態の高精度な比較解析は困難である。そこで、

本研究では安定同位体ジメチル標識と GeLC-MS/MS 法を組み合わせた Stable isotope labeled 

GeLC-MS/MS (SI-GeLC-MS/MS) 法を開発した。 SI-GeLC-MS/MS 法では、従来法に比べて約

2 倍にあたる全体の約80% のペプチドについて高い精度（比率0.8~1.25以内）での比較分析が実

現できた。これらのことから本方法によって比較対象試料中のペプチドの高精度な比較分析を実現

できることが示された。さらに、確立した方法を限定分解したヒト血清アルブミン（HSA）とβカ

ゼインに応用し、タンパク質の切断ならびに翻訳後修飾の解析を行った。その結果、HSA では消

化酵素量の増加に伴って、切断断片が増加したことを確認した。また、βカゼインではリン酸化に

よる電気泳動の移動度の変化およびリン酸化部位の特定に成功した。 

以上の結果より、本研究で開発したSI-GeLC-MS/MS 法は 2 試料間のタンパク質切断状態なら

びに翻訳後修飾の違いを高い精度で比較分析可能であり、今後、疾患や生理機能に直結するタンパ

ク質の切断情報の検出に役立つものと考えている。 
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1 章 背景 

タンパク質の活性、局在、ターンオーバーなどのライフサイクルはリン酸化やユビキチン化

などの翻訳後修飾および、タンパク質分解、タンパク質間の相互作用などのタンパク質機能状

態の変化によって調節されている[1,2]。例えば、タンパク質分解は免疫応答やシグナル伝達

などに関与している。また、タンパク質分解機能不全は、感染症や癌などの病理学的現象にも

関係している[3]。 

過去 20 年以上にわたり、溶液中で酵素消化を行うショットガンプロテオミクスは、マウス

脳から一度に10000 タンパク質が同定可能になり[5]、また、リン酸化やユビキチン化などの

翻訳後修飾の解析にも利用され[2,6,7]、生命現象に関与するタンパク質の検出も可能になって

きた。しかし、図1 で示すようにこの方法はトリプシンやキモトリプシンなどの酵素を用いて

人為的に消化したペプチド混合物をLC-MS/MS 分析するため、生理条件下でのタンパク質分

解に関する情報が損失する。 

一方、SDS-PAGE と液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析を組み合わせた方法

(one-dimensional SDS-PAGE followed by LC-MS/MS (GeLC-MS/MS) 法) [7,9]は、

SDS-PAGE でタンパク質分解断片を分離し、その後、LC-MS/MS によってタンパク質断片

の配列を同定する（図 2）。したがって、GeLC-MS/MS 法は、ショットガンプロテオミクス

の解析では困難であったタンパク質分解断片の検出を可能にし、複雑な試料からそれぞれの

タンパク質分解断片を分離、検出する優れた方法である。GeLC-MS/MS 法を使用した解析

法であるProtein Topography and Migration Analysis Platform (PROTOMAP 法) [3,10]は、

サンプル間における各タンパク質のタンパク質分解状態と存在量の違いを可視化する方法で

ある。しかし、ゲルからタンパク質を抽出するステップとLC-MS/MS 測定の再現性が低いた

め、正確な定量結果が得られない可能性がある[7,11,12]。 

これらの問題を解決するために、安定同位体標識されたアミノ酸を用いて細胞培養を行う

Stable isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC 法) と組み合わせた

GeLC-MS/MS 法が開発された[13,14]。SILAC 法では、通常のアミノ酸で培養した細胞と安

定同位体を含むアミノ酸で培養した細胞を混合したのち、試料調製とLC-MS/MS 分析を行う

[15]。その後、各同位体で標識された同じペプチド断片に対応する extracted ion

chromatogram(XIC) の面積値を定量的に解析することで高精度な比較分析を可能にする。し

たがって、SILAC 法と GeLC-MS/MS 法を組み合わせた方法は PROTOMAP 法に応用する

ことで、タンパク質分解断片は高精度に比較解析できる。しかし、SILAC はタンパク質のア

ミノ酸を安定同位体アミノ酸に置換する必要があるため、培養試料に対してのみ標識可能であ

り、組織や体液などの多種多様な試料に対しては標識できない。そのため、多種多様な試料に

応用できる汎用的かつ正確な比較定量が可能な方法が必要とされてきた。 

そこで、本研究では多種多様な試料に応用できる安定同位体ジメチル標識[16]と
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GeLC-MS/MS を組み合わせた新たな方法  (Stable isotope labeled GeLC-MS/MS 

(SI-GeLC-MS/MS)) を確立し (図 3)、タンパク質分解断片の高精度な比較分析を行うことを

目指した。図4 に安定同位体ジメチル標識の概要を示す。安定同位体ジメチル標識は簡易なス

テップかつ細胞や組織、体液を含む幅広い試料に利用可能であるため、タンパク質科学研究で

幅広く使用されている方法である。タンパク質の安定同位体ジメチル標識は、ホルムアルデヒ

ド (CH2O) とシアノ水素化ホウ素ナトリウム (NaBH3CN) により、タンパク質のN 端とリ

ジン残基の各アミノ基の 2 つの水素を 2 つのメチル基に置換する。また CH2O の化学的性質

は、安定同位体 13CD2O の化学的性質と非常に類似しているため、同位体試薬の質量差Δmass 

= 6 に相対するピークがほぼ同じ保持時間 (RT) で溶出され、ダブレットイオンピークとして

検出される。このダブレットイオンピークの各ピークの XIC 面積の比より、比較対象試料中

の対応するペプチドの量比を高精度に比較できる。 

本研究ではタンパク質分解断片の正確な比較分析を行うために、まずタンパク質のジメチル

化標識効率を検討し、この条件を用いて、SI-GeLC-MS/MS 法と従来法であるGeLC-MS/MS

法を用いて電気泳動のレーン間を比較する方法との比較分析の精度を評価した。また、

SI-GeLC-MS/MS 法の定量比較できるペプチド数および、高精度に定量比較できるペプチド

数について従来法と比較した。さらに多検体分析を想定して、この確立した方法の比較精度の

再現性を検討し、最後に、本方法の目的であるタンパク質分解ならびにタンパク質の翻訳後修

飾において、モデル試料を用いて具現性を示した。 
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１章 図 

図1  タンパク質と消化ペプチドの多様性 

タンパク質は生理的に修飾や切断を受けて存在している。このタンパク質は人為的

に切断することで修飾や切断の違いにより多くの酵素消化ペプチドを生成する。 
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図2  GeLC-MS/MS 法の解析例 

生理的に切断され生成されたタンパク質分解断片はSDS-PAGE によって、分子

量ごとに分離される。その後、各ゲル断片を GeLC-MS/MS することでタンパク

質分解断片を同定することができる。 
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図3  確立した方法の概要 

比較試料を2 種類の同位体元素の違うホルムアルデヒドを用いて、それぞれ安定

同位体ジメチル標識して、ジメチル化試料を混合したのちに一つのレーンで電気泳

動する。その後、GeLC-MS/MS を行うことで、2 種類の安定同位体ジメチル標識

されたタンパク質を一度にLC-MS/MS 分析することができる。これによってゲル

の切り出しや質量分析計の再現性に依存せずに高精度に比較解析を実現する。 
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図4  安定同位体ジメチル標識の原理 

安定同位体試薬であるホルムアルデヒドとシアノ水素化ホウ素ナトリウムを用

いてアミノ基を置換反応させる。12C, 1H-ホルムアルデヒド（Light ジメチル化、

＋28）の化学的性質は、13C, 2H-ホルムアルデヒド（Heavy ジメチル化、+34）の

化学的性質と類似しているため、同じ保持時間で検出される。このとき、比較には

同位体試薬の質量差Δmass = 6 に相対する一対の前駆体イオンピークを用いる。 



2 章 試料と方法 

2-2  マウスの組織試料の採取 

C57BL/6 マウスは、クレアジャパン株式会社 (東京都) から購入した。動物に関する

実験手順は、北里大学医学部の動物実験倫理委員会の承認を得た上で、マウスの全脳を

採取した。 
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2-5  βカゼインの脱リン酸化 

βカゼインの脱リン酸化はNew England Biolabs (MA, USA) が提供しているプロト

コールに従った (図8)。蒸留水(DW) 40 L にβカゼイン 20 g を溶解し、10  NE バ

ッファーを5 L、10 mM MnCl2 5 L を加えた。その後、ラムダプロテインホスファタ

ーゼを1 L 加え、30℃で30 分間インキュベートして脱リン酸化した。脱リン酸化して

いない試料はジメチル化 Light 標識、脱リン酸化した試料はジメチル化 Heavy 標識を行

った。 
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2-8   ジメチル化試料の溶液中での酵素消化 
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2-9-a1  2-7-a で調製した試料のゲルの切り出し 

マウス脳から抽出したタンパク質と LMWM のジメチル化された混合試料を電

気泳動した後、LMWM のバンドに従って250 と97、45、30、14 kDa の5 か所の

分子量の位置を 0.2 cm の幅で切り出し、各ゲル中のタンパク質をゲル内で酵素消

化した。 

2-9-a2  2-7-b で作製した試料 (HSA) のゲルの切り出し 

キモトリプシンにより限定分解されたジメチル化HSAは電気泳動した後、0.3 cm

の幅で短冊状に16断片切り出し、各ゲル中のタンパク質をゲル内で酵素消化した。 

2-9-a3  2-7-b で作製した試料 (βカゼイン) のゲルの切り出し 

脱リン酸化したβ-カゼインとβ-カゼインはジメチル化後に混合し電気泳動した。

それぞれのバンドを0.1 cm 幅ずつ切り出し、各ゲル中のタンパク質をゲル内で酵

素消化した。 

2-9-b  ゲル内酵素消化 

2-9-b1  2-9-a1, a2,で切り出したゲルのゲル内酵素消化 

ゲル内酵素消化のプロトコールを図 12 に示す。各試料を電気泳動後、切り出し

たゲルに 800 L の脱染色液 (50 mM 炭酸水素アンモニウム (ABC)、50ACN) 

を加えて 2 時間脱染色した後、200 L の蒸留水でゲルバンドを洗浄した。溶液を

捨てた後、400 Ｌの100 ACN でゲルを脱水した。ACN 溶液を除去した後、ゲ

ル中のタンパク質を100 L の10mM Dithiothreitol と25 mM ABC で56℃、30 分

間反応させ、還元した。還元試薬を除去し、100 L の25 mM ABC を添加してゲ

ル断片を洗浄した。還元したタンパク質は100 L の55 mM IAA と25 mM ABC

を 30 分間、室温、遮光してシステイン残基をアルキル化修飾した。アルキル化試

薬を除去し、100 L の25mM ABC を添加して、ゲルを洗浄した。そして、ゲルに

100 ACN を加えて15 分間静置してゲルを脱水した。脱水したゲルに0.025 g の

Trypsin を加えた50 mM Tris-HCl(pH 9.0) 25 L を用いて氷上で45 分間膨潤させ

た。残留液を除去し、30 L の50 mM Tris-HCl(pH 9.0)を添加して、18 時間37℃

でゲル内消化を行った。消化後、ゲルを吸わないように上清➀を回収した。膨潤し

たゲルに5 FA/50 ACN 30 L を加え、20 分間室温でボルテックスした。そし

て、ゲルを吸わないように上清➁を回収し、上清➀と混合し、混合物を凍結乾燥し

た。凍結乾燥後、沈殿物に 0.1 TFA 40 L を添加した。そして10 分間攪拌し、

Bioruptor sonicator（30 秒on/30 秒 off）で 10 分間、沈殿物を溶解した。その後、
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19000g、4℃、15 分間で遠心を行った。上清を回収し、脱塩処理を行った。 

2-9-b2   2-9-a3 で切り出したゲルのゲル内酵素消化 

ゲルを切り出した後、各ゲル断片を脱染色した。その後、各ゲル断片はDTT を

用いてシステイン残基のジスルフィド結合の切断を行い、IAA を用いて切断したシ

ステイン残基の再結合を防ぐためにシステイン残基にカルバミドメチル化を修飾

した。還元アルキル化したゲル断片を脱水した後、ゲルに20 ng のキモトリプシン

を加えた10 mM CaCl2/50 mM Tris-HCl (pH 9.0) 20 L を用いて氷上で45分間膨

潤させた。残留液を除去し、25 L の10 mM CaCl2/50 mM Tris-HCl (pH 9.0)を添

加して、18 時間 25℃でゲル内消化を行った。消化酵素を添加する前後の実験手順

は上記の2-9-b1 と同様に行った。 

2-10  脱塩処理 (Stop and go extraction Tip : STAGE Tip) [17] 

STAGE-Tip のプロトコールを図13 に示す。低流速HPLC の流路を詰まらせる原因

や LC-MS 測定時のノイズの原因になる塩などの不純物を除去するために、Stage Tip 

(200 Lチップの先にクロマトグラフィー用樹脂を高密度に詰めたテフロン樹脂 (エン

ポアディスクsolid phase extraction (3M、ミネソタ州、USA)）(C18担体) で脱塩処理し

た。Stage Tip の構造と実験手順を図13 に示す。まずメタノールをチップ内に添加し、

1500  g で溶媒がC18担体を完全に通過するまで遠心した。70 ACN/0.1 TFA (溶出

液) をTip 内に注入し、1500  g で溶媒が完全に通過するまで遠心した。0.1 TFA (洗

浄液) をTip 内に注入し、1500  g で溶媒が完全にC18担体を通過するまで遠心しC18

担体を平衡化した。試料をTip 内に注入し、1000  g で試料がC18担体を完全に通過す

るまで遠心した。ここで完全に試料を C18担体に吸着させるために C18担体を通過した

試料を再度同カラムに注入し、1000  g で試料がC18担体を完全に通過するまで遠心し

た。ペプチド成分以外を洗浄するために洗浄液を注入し、1500  g で溶媒がC18 担体を

完全に通過するまで遠心した。再度洗浄液を注入し同様に遠心した。その後、ペプチド

成分を溶出するために溶出液 80 L をチップに注入し、1000  g で全量がC18担体を通

過するまで遠心し、ペプチド成分を回収した。得られた試料を凍結乾燥により濃縮し、

LC-MS 測定するまで-80℃で保存した。 

2-11  MS 試料の調製 

MS 試料の調製のプロトコールを図14 に示す。乾固した試料に3 ACN/0.1 FA を

20 L 添加し、MICRO TUBE MIXER (ミキサー、MRX 152、TOMY、日本、東京) で 

10 分間撹拌した。そして攪拌した試料をBioruptor sonicator (30 秒on/30 秒off) でさ

らに溶解した。その後、19000  g、4℃、15 分間で遠心を行った。上清を回収しNanoDrop 
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(Thermo Fisher Scientific,CA,USA) でタンパク質定量を行い50 ng/L になるように調

製を行った。この試料を質量分析計で分析した。 

2-12  LC-MS/MS 分析 

2-12a  溶液中での酵素消化試料のLC-MS/MS 分析 

LC のグラジエントを図 15 に、MS の分析条件を表 2 に示す。ジメチル化試料は、

超低流速用HPLC (EASY-nLC 1000、 Thermo Fisher Scientific) で分離し、溶出した

試料液を四重極オービトラップハイブリット質量分析計 (Q-Exactive、Thermo Fisher 

Scientific) に直接導入して LC-MS/MS 分析を行った。ジメチル化標識タンパク質の

酵素消化ペプチドは、分析カラム (C18、粒径3 m、0.075 mm×125 mm；日京テク

ノス、日本) にインジェクションした。その後、EASY-nLC 1000 を用いて、300 nL/min

の流速で、緩衝液A (0.1 FA) およびB (0.1 FA および90 ACN) のグラジエン

ト (0-1 分; 5-10B、1-41 分; 10-25B; 41-54 分、25-50B; 54-56 分、50-80B、

56-60 分; 80B) でペプチドを分離し、Q-Exactive にインジェクションした。イオン

化部のスプレー電圧は 2 kV、イオン導入管温度は250℃ に設定した。質量分析計で

はAutomatic gain control (AGC) target は1  106、MS1 スペクトルのスキャン範囲を

350~900 m/z、分解能を140000 に設定した。MS2 スペクトルはAGC target 1  105、

intensity threshold 2  104に設定した。ペプチドイオンの取得はData dependent mode

で行った。最も強度の高い10 個のペプチドイオンを、Isolation window 幅2.4 m/z で

選択し、27の相対的衝突エネルギーで衝突誘起解離させた。MS2 スペクトルは分解

能17,500 (200 m/z) で分析した。最大許容イオン蓄積時間では、MS1 スキャンは100 

ms、MS2 スキャンは 50 ms に設定した。Dynamic exclusion は 30 秒に設定した。

LC-MS/MS 分析で得られた生データファイルは、ProteomeXchange コンソーシアム 

(http://proteomecentral.proteomexchange.org） [18]の jPOST パートナーリポジトリ 

(http://jpostdb.org) [19]を用いて、ProteomeXchange のデータセット識別子

PXD022591、jPOST のデータセット識別子を JPST001046 として登録した。 

2-12b  ゲル内消化試料試料のLC-MS/MS 分析 

LC のグラジエントを図15 に、MS の分析条件を表2 に示す。ジメチル化試料は、

超低流速用HPLC (EASY-nLC 1000、 Thermo Fisher Scientific) と四重極オービトラ

ップベンチトップ型質量分析計 (Q-Exactive、Thermo Fisher Scientific) を組み合わせ

て分析した。ジメチル化試料中の酵素消化ペプチドは、分析カラム (C18、粒径3 m、

0.075 mm×125 mm；日京テクノス) に直接注入した。酵素消化ペプチドは

EASY-nLC 1000を用いて、300 nL/minの流速で、緩衝液A (0.1 FA) およびB (0.1 

FA および90 ACN) のグラジエント (0〜29 分; 5〜30B、29〜37 分; 30〜55B、
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2-15  Peptograph[10]の作成 

Peptograph はSDS-PAGE からのタンパク質分子量情報と検出した消化ペプチドで示

したある特定のタンパク質の同定状況を示す 2 次元マップである。本研究ではこの 2 次

元マップ上に比較対象ペプチド間のXIC 面積比を描いた。この2 次元マップの横軸は一

つのタンパク質に由来する検出した消化ペプチドをタンパク質配列のN端からC端の順

に、縦軸はSDS-PAGEゲルから切り出したゲルを高分子量から低分子量の順に並べた。

また、Light 標識およびHeavy 標識されたペプチドのXIC 面積比は検出できたゲルにプ

ロットし、1 タンパク質のPeptograph を作成した。 
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図 6. 組織からのタンパク質抽出 
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図 7  キモトリプシンを用いたHSA の限定分解 
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図 8  βカゼインの脱リン酸化 

New England Biolabs (MA, USA) が提供しているプロトコールに従っ

て脱リン酸化した。 
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Dimethylation 試料1 試料2 

Mouse brain 

（µg） 

Light 30 30 

Heavy 30 30 

LMWM 

（µg） 

Light 3 3 

Heavy 3 6 

図11 キモトリプシンを用いた 酵素消化 

表１ マウス脳タンパク質とLMW マーカータンパク質の混合比 
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図 12  ゲル内酵素消化 



27 

図 13  脱塩処理（Stage Tip）の構造と実験手順 

A：Stage Tip の構造, B：Stage Tip の実験手順 
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図 14 質量分析の溶媒調製 
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図 15  nanoLC のグラジエント 

A; ジメチル化効率の評価のためのLC グラジエント、B; ゲル内酵素消化した試

料のためのLC グラジエント。黒線はLC のグラジエント、青線はLC の流速。 
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ジメチル化効率の評価 ゲル内酵素消化 

Time 60 min 40 min 

FullMS 

Resolution 140000 140000 

AGC Target 1.00×106 3.00×106 

Maximum IT 100 ms 100 ms 

Scan range 350 - 900 m/z 350 - 1400 m/z 

dd-MS2 

Resolution 17500 17500 

AGC Target 1.00×105 3.00×105 

Maximum IT 50 ms 50 ms 

Loop count 10 10 

Isolarion window 2.4 m/z 2.4 m/z 

NCE 27 27 

Charge exclusion unassigned, 1  , 6 , 7 , 8 , > 8 unassigned, 1  , 6 , 7 , 8 , > 8 

Dynamic exclusion 30 s 30 s 

表 2  質量分析計のパラメータ 
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3 章 結果 
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3-2  モデル試料を用いたタンパク質分解および翻訳後修飾の高精度比較分析

3-2-a  限定分解した HSA を用いたタンパク質分解の検出

本方法で用いている GeLC-MS/MS は peptograph を用いることでタンパク質

分解を視覚的に検出することができるはずである。そこで、本方法でもタンパク

質分解を視覚的に検出し、タンパク質分解断片の定量比較について調べるために、

タンパク質分解例として限定分解した HSA を用いた。HSA をキモトリプシンの

酵素濃度に応じて限定的に消化し、2-6-ｃで調製したジメチル化試料を電気泳動

した。その後、図 22 のゲル画像で示した赤線に従って 16 断片に切り出して

GeLC-MS/MS を行い、比較対象試料のタンパク質分解断片の XIC 面積を比較

した。本解析では HSA 由来の 101 ペプチドが同定され、そのうちジメチル化標

識されたペプチド数は 66 ペプチドであった。図 22 に示すように縦軸に切り出

したゲルを、横軸にジメチル化された 66 ペプチドを N 端から C 端の順に並べ

peptograph を作成した。その結果、キモトリプシン濃度の増加に伴い、ほぼ全

てのペプチド断片の存在量が増加し、全長の HSA が存在する分子量域では HSA

の存在量が減少した。この傾向は SDS-PAGE で観察された傾向と一致してい

た（図 22）。対照的に、HSA の C 末端領域では、正確な比較分析後、少ない酵
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素量で切断した HSA 由来の断片は多い酵素量で切断した HSA の断片よりも多

く存在していることがわかり、切断のされ方に他の断片とは異なる酵素濃度依存

性を示した。 
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3 種類の脱リン酸化ペプチドが検出された。さらに、消化ペプチド (176-206 残

基) では peptograph 上での pβカゼインのゲルから検出した存在量とβカゼイ

ンのゲルから検出した存在量は脱リン酸化による電気泳動の移動度と一致して

いた。以上の結果から、リン酸化修飾残基に対応するペプチド (19-67 残基)の

存在量比は消化ペプチド (176-206 残基)の存在量比と異なる挙動を示した。こ

れは N 端のリン酸化部位の消化ペプチドの検出が可能であることを示している。 

電気泳動ではタンパク質の分子量に比例して SDS はタンパク質に一定の割合

で結合する。しかし、負に帯電したリン酸化修飾はタンパク質の電荷密度を低下

させるため、非リン酸化タンパク質に比べてリン酸化タンパク質への SDS の結

合を阻害する。このとき、リン酸化タンパク質は電気泳動の移動度が遅れ、非リ

ン酸化タンパク質と分離して検出することができる。しかし、リン酸化に伴う電

気泳動の移動度はタンパク質の構造特性に依存するため、検出できるリン酸化タ

ンパク質の数は多くはない[23]。そこで同一ゲル上でも翻訳後修飾が検出するこ

とができるかどうかを確認するために、pβカゼインおよびβカゼインが分離す

る前に電気泳動を止めた (図 24 のレーン 7)。図 24 のレーン７で示した赤線に

従って 1 断片切り出して GeLC-MS/MS を行った。その結果、23 ペプチドが同

定され、ジメチル化標識ペプチドは 7 ペプチドであり、そのうちリン酸化ペプ

チドに関与するペプチドは 4 ペプチドであった。βカゼインと pβカゼインに由

来するジメチル化標識された 7 ペプチドに対して XIC の面積対数比を計算した

後、タンパク質の N 端から C 端に並べた (図 24)。N 端側のペプチド (19-67

残基) ではβカゼイン由来の脱リン酸化ペプチドのみが検出された。また、C 端

側のペプチド (176-206 残基) の XIC 面積対数比が 0.31 (面積比 1.24) であった。

pβカゼインおよびβカゼインの混合比は 1 であるため、C 端側のペプチドは正

確な存在量比を表している。このように、pβカゼインおよびβカゼインのバン

ドが分離されていない場合でも、リン酸化修飾の有無によって N 端と C 端のペ

プチドの XIC 面積比が異なることを示した。 
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図 17  タンパク質におけるジメチル化効率の評価 

Lys 残基を含むキモトリプトペプチドで 3144 ぺプチドがジメチル化

およびモノメチル化、非修飾として同定された。モノメチル化または非

標識 Lys が検出されず、 Lys 残基にジメチル化修飾のみのペプチドは、

完全標識ペプチドとして分類した（Full label）。モノメチル化された Lys

残基または非標識 Lys 残基を含むペプチドは部分標識ペプチドに分類し

た（Partial label）。 
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図 18  ジメチル化タンパク質の SDS-PAGE プロファイル 

マウスの脳試料と LMWM を表で示す割合で混合し、電気泳動した。レーン 1；

LMWM、レーン 2；マウス全脳から抽出したタンパク質、レーン 3 および 4；ジ

メチル化したサンプル混合物を泳動した。レーン 3 および 4 では、矢印で描かれ

たゲルバンドを切り出した。矢印 b、c、d、および e は、それぞれ LMWM 中の

ホスホリラーゼ B、オブアルブミン、カーボニックアンハイドラーゼ、およびα-

ラクトアルブミンに対応している。
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図 19  Gel-to-gel および Dimethylation のジメチル化精度における評価 

図 18 で示したバンド a-e をゲル内酵素消化し、信頼性の高い 4,509 個のジメチ

ル化ペプチドを選択した。4,509 ペプチドにおける Gel to gel（A）および

Dimethylation（B）の XIC 面積を縦軸に、対数比を横軸に示し MA プロットを作

成した。また、(C) Gel to gel および(D) Dimethylation の XIC 面積比の分布を解

析した。マウス脳由来のペプチドは青、LMWM 由来のペプチドは赤で表示した。

赤の四角は 6.5×106 以下の領域である。(E)は gel to gel および Dimethylation の

定量したペプチドの割合を調べた。白は定量されたペプチドを、黒は対数面積比

0±0.322 以内（面積比 0.8〜1.25）で高精度に定量されたペプチドを表した。 
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図 21  比較分析精度の再現性 

安定同位体ジメチル標識法のペプチド対の面積比における変動係数（CV）値

の分布を示す。CV とは標準偏差を平均値で割り、100 をかけた値で相対的な分

散度合いを示す指標である。図 20 で使用した全てのペプチドの CV 値の分布を

表示している。全てのペプチドのうち、４回の独立した実験において、78％及

び 97％がそれぞれ 10％未満及び 20％未満のＣＶ値を示した 
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レーン 1；分子量マーカー、レーン 2；HSA、レーン 3； 8 ng または 1.6 ng

のキモトリプシンで消化した Light 標識または Heavy 標識した HSA の混合物、

レーン 4；8 ng のキモトリプシンで消化後、Light 標識した HSA、レーン 5；

1.6 ng のキモトリプシンで消化後、Heavy 標識した HSA。レーン 3 のゲルバン

ドを 3mm 間隔（図上の赤で示した線）で 16 個のバンドに切断したものを

GeLC-MS/MS 分析した。この切り出した 16 個のバンドに由来する HSA のペ

プチドを Peptograph で表示した。横軸は、N 末端から C 末端までのペプチド

の配列（左から右）を示しており、縦軸は切り出されたバンドの位置を示す（高

分子量から低分子量、上から下）。各消化ペプチドの面積比は、カラーバー（青

→赤、低→高）に反映されている。
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Light 標識および Heavy 標識したタンパク質混合物を酵素消化した後、各標

識ペプチドの XIC 面積を求め、面積比を算出して、それぞれの同一ペプチドの

存在量比を比較する。消化ぺプチド b のように一方の試料にのみ翻訳後修飾が

存在すると対応するもう一方の試料には当該ペプチドが存在しない、または存

在量が減少するため、ペプチド b の面積比が当該タンパク質の別のペプチド a, 

c, d とは異なる比を示す。 
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図 24  βカゼインを用いた修飾解析評価 

レーン 1；分子量マーカー、レーン 2 と 5；脱リン酸化後に Light 標識したβ

カゼイン、レーン 3 と６；Heavy 標識したβカゼイン、レーン 4 と 7；レーン 3

とレーン 4 の試料をそれぞれ等量混合した試料。レーン 5, 6, 7 はレーン 7 の脱

リン酸化βカゼインが分離する前に電気泳動を止めた。レーン 4 を 1ｍｍ間隔

（図上の赤で示した線）で 3 個のバンドに切断し、また、レーン 7 のゲルバン

ドを 1mm 間隔で 1 断片に切り出した後に GeLC-MS/MS 分析した。この切り

出した４個のバンドに由来するβカゼインのペプチドを Peptograph で表示し

た。横軸は、N 末端から C 末端までのペプチドの配列（左から右）を示してお

り、縦軸は切り出されたバンドの位置を示す（高分子量から低分子量、上から

下）。各消化ペプチドの面積比は、カラーバー（青→赤、低→高）に反映されて

いる。また、黄色に染めている領域は同定できているがリジン残基を含まない

ペプチド、灰色に染めている領域は同定できなかったペプチドの配列を示して

いる。 
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4 章 考察 

SDS-PAGE はタンパク質を高分解能で分離する一般的な方法であり、タンパク質

を可視化することによって、タンパク質の存在量や分子量変化を迅速に確認すること

ができる。しかし、SDS-PAGE では 1 バンドに数十から数百タンパク質が存在して

おり、それらを網羅的に同定することは困難である。そこで、SDS-PAGE と

LC-MS/MS 分析を組み合わせた GeLC-MS/MS 法は、一次元 SDS-PAGE でタンパ

ク質を分子量で分画し、ゲル中に含まれるタンパク質を LC-MS/MS 分析することで

複雑なサンプル混合物中から網羅的にタンパク質を同定することが可能である。一方

で、SDS-PAGE の異なるレーン間の比較解析では、バンドの切り出しやゲルからタ

ンパク質を抽出する再現性が低く、定量結果が不正確になる可能性があった。本研究

では、これらの問題を解決した SI-GeLC-MS/MS を開発した。Light 標識と Heavy

標識の混合試料を SDS-PAGE ゲルで電気泳動を行い、切り出した 1 バンドに含まれ

る異なる同位体標識を持つタンパク質を LC-MS 分析で同時に測定することで試料間

のペプチド存在量を定量分析できる。本方法の利点は、従来の GeLC-MS/MS と比較

してゲルからのタンパク質抽出効率の再現性やイオン化条件の違いに影響されるこ

となく、比較分析することである。また、本研究で採用した安定同位体ジメチル標識

法は、培養試料、組織、体液など、幅広い種類のサンプルにも適応可能な標識方法で

ある。さらに、この比較定量は MS1 ベースの分析であり、MS2 スペクトルに依存し

ない。一方で標識試薬中のレポーターイオンの強度がサンプル中のペプチド相対量と

して定量する iTRAQ [24]や TMT [25,26]のような同位体タグ法は、一度に多くの比

較試料を分析することができるため、多くのプロテオミクス研究に使用されてきた。

この同位体タグは Mass tag 領域（レポーター）、Mass Normalizer 領域（スペーサー

アーム）及び amino reactive group から構成され、全タグの分子量は均一であり、

MS2 の衝突誘起解離によって同位体 13C, 15N の異なる置換数を含むレポーターが生

成される。このため、比較分析のためのレポーターイオンの観測には、MS2 測定が

必要である。また、図 25 に示すように MS1 スペクトルで選択されたペプチドに対

して 2.4m/z の選択幅で MS2 を取得する。このとき、この選択幅に他のペプチドが

混在する場合、レポーターイオンは同定されたペプチドだけでなく、混在した他のペ

プチドからも断片化される。したがって、レポーターイオンは正確な比較を示すこと

ができず、高精度に比較分析できない可能性がある[27,28]。本研究で用いた安定同

位体ジメチル標識法は、同位体タグ法とは対照的に、MS2 スペクトルに依存せずに

高分解能な MS1 スペクトルから高精度な定量比較を実現する。 

次に SI-GeLC-MS/MS 法を用いて peptograph を作成し、タンパク質分解状態の

検出を試みた。タンパク質分解のモデル試料として濃度の異なるキモトリプシンを
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HSA に作用されることで HSA の分解状態を作製した。予想通りにキモトリプシン

の濃度に応じてタンパク質分解によるペプチド断片の量が増加した。一方、驚くべ

きことに HSA の C 末端領域は他の領域とは異なる挙動を示した。これは HSA の C

端側から切断されている可能性があると考えられる。このようにタンパク質分解に

よる微妙な変化までも捕えるためには正確な比較分析が必要である。 

最後に SI-GeLC-MS/MS 法はタンパク質の消化ペプチドをそれぞれ正確に比較解

析することができるため、タンパク質の翻訳後修飾の検出も可能であると考えた。タ

ンパク質の翻訳後修飾のモデル試料として pβカゼインとβカゼインを用いて各消

化ペプチドの面積対数比を他の消化ペプチドの面積対数比と比較した。これにより、

リン酸化修飾部位の脱リン酸化ペプチドの面積対数比と C 端側の消化ペプチドの面

積対数比の挙動が違うことを示し、リン酸化に伴って電気泳動の移動度も変化した。

各ペプチドの正確な XIC 面積比を求めることでリン酸化修飾の部位を検出すること

が可能であることを確認した。この解析は翻訳後修飾によってペプチドの分子量が非

翻訳後修飾のペプチドの分子量からずれることを利用している。そのため、リン酸化

修飾だけでなく他の翻訳後修飾においても、同様の解析を行うことでタンパク質の翻

訳後修飾の部位を検出することができると考えられる。しかし、この解析では消化ペ

プチドのどのアミノ酸がどのような翻訳後修飾を受けているかまではわからない。そ

こで、タンパク質の翻訳後修飾を解析するために、PEAKS studio version X[19]や

Proteome software 社の scaffold PTM などのソフトウェアによる網羅的な翻訳後修

飾解析が必要と考えられる。また、翻訳後修飾の中で負に帯電しているリン酸化ペプ

チドは LC-MS/MS 分析時のイオン化効率が低いため、非リン酸化修飾ペプチドと混

在している試料中ではほとんどのリン酸化ペプチドのイオン化は困難になる。さらに、

リン酸化修飾ペプチドの存在量は非リン酸化修飾ペプチドの存在量に比べて微量で

あるため、リン酸化修飾ペプチドの場合、別途リン酸化濃縮する必要がある。このよ

うに SI-GeLC-MS/MS によるタンパク質の翻訳後修飾部位の検出と合わせてタンパ

ク質の翻訳後修飾の解析を行い、両者を解釈することでより深い知見を解析すること

ができると考えられる。 

本研究で開発した SI-GeLC-MS/MS 法は 2 試料間におけるタンパク質の存在量を

高精度に比較解析し、定量ペプチドの高い網羅性と実験的な再現性を示した。さらに、

正確な比較によりタンパク質分解およびタンパク質の翻訳後修飾部位の検出も可能

であることを示した。したがって、SI-GeLC-MS/MS を使用することで、生理学的

メカニズム、特にタンパク質分解の知見を明確にし、疾患診断および治療のための新

規バイオマーカーの探索に役立つと考えられる。 
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4 章 図 
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図 25  TMT による問題点 

TMT 標識における MS/MS 測定の問題点を示す。TMT 標識では MS/MS 測

定で生成されたレポーターイオン強度をもとに定量分析を行う。MS1 スペクト

ルでの青色がターゲットピーク、赤色が非ターゲットピークとして表示した。

2.4m/z の幅で MS/MS 測定を行うと非ターゲットピークが混在し不正確な定量

になる可能性がある。 
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