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研究成果の概要（和文）：ゲル電気泳動で分離した後、PVDF 膜に転写したタンパク質を膜上で

直接 MALDI-MS で測定し、質量スペクトルからタンパク質を同定する技術が 1990 年代に発達し

た。しかし、膜上のタンパク質のイオン収量は低く、技術が実用的なものにならなかった。本

研究で孔径 0.1-μmの PVDF 膜を用いると効率的にタンパク質をゲルから膜に転写し、質量

分析装置によって膜上でタンパク質を同定できることがわかった。実際に物理化学的性質

の異なる多数の蛋白質をこの方法で同定することに成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：In the 1990s, techniques were developed to transfer proteins 

from gels onto PVDF membranes, and to identify the proteins on the membranes by 

MALDI-MS. However, the low ionization efficiency of peptides and proteins immobilized 

on the membranes often renders these techniques useless. Therefore, it is essential 

to develop membranes on which peptides and proteins can be efficiently ionized for 

MS analysis. In this study, we found that 0.1-μm pores PVDF membranes can be used 

for highly efficient and effective electroblotting and MALDI-MS analysis. This 

membrane showed high ion yield in MALDI-MS analysis of peptides compared to 

conventional PVDF membranes. In all, 38 yeast proteins with various physicochemical 

characteristics were separated by 2-DE, immobilized onto the 0.1-μm pore PVDF 

membranes, and successfully identified by MALDI-MS/MS. 
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質は、ほぼ例外なく翻訳後(翻訳

中を含む)にプロセッシングやアミノ酸の修

飾を受ける。翻訳後修飾の種類は極めて多く、
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アミノ酸の修飾だけでも 300 種類以上が知ら

れている。また、多くのタンパク質は翻訳後

修飾を受けてはじめて本来の機能を獲得す

ることがわかっている。そのため、翻訳後修

飾に異常が生じるとタンパク質の機能に変

化が見られるようになる。そして、その変化

が様々な疾患の原因となる。たとえば、タン

パク質の脱イミノ化を触媒するペプチジル

アルギニン脱イミノ化酵素の発現異常（フィ

ブリンやビメンチンの脱イミノ化の異常）は

関節リウマチの一因となる。また、ラセミ化

の異常はアルツハイマー病、リン酸化やユビ

キチン化の異常はパーキンソン病やアルツ

ハイマー病の原因に、グリコシル化の異常は

癌などの原因になることはよく知られてい

る。他にも翻訳後修飾の異常を原因とする数

多くの疾患の存在が明らかにされている、ま

た予測もされている。従って、翻訳後修飾異

常と疾患の関係を究明する研究は、病気の診

断、治療、予防にとって極めて重要であると

考えられる。 

 近年、タンパク質やペプチドの質量分析技

術が急速に発達した。その結果、質量分析装

置を用いることによって、翻訳後修飾された

タンパク質あるいはペプチドの検出や翻訳後

修飾部位の同定が従来に比べてかなり効率的

に行えるようになった。また、高精度なイオ

ントラップ型質量分析計を使えば、タンパク

質に付加されている糖鎖の構造まで解析でき

るようになった。しかし、翻訳後修飾異常と

疾患の関係を”より”迅速かつ網羅的に解析

するためには、翻訳後修飾をハイスループッ

トで分析する方法の開発が不可欠である。 

 プロテインチップは、ハイスループットな

翻訳後修飾タンパク質の検出方法として注目

されている。プロテインチップは、３種類、

すなわち、分析、逆相、機能プロテインチッ

プに分類される。分析プロテインチップは、

タンパク質間の結合親和性、タンパク質の特

異性や発現レベルの解析に使われている。抗

体プロテインチップは代表的な分析プロテイ

ンチップである。逆相プロテインチップは、

チップ上に固定化された細胞抽出液中に含ま

れるターゲットタンパク質を抗体により検出

するために用いられる。翻訳後修飾分析に用

いるプロテインチップは、タンパク質とタン

パク質、DNA、あるいは薬物との相互作用の解

析にも利用されるプロテインチップと同様に、

機能プロテインチップの範疇に属する。米国

のSnyderら(2005)は、酵母細胞内で発現させ

たプロテインキナーゼを基板に固定化して機

能プロテインチップを作製し、酵母の87のプ

ロテインキナーゼによりリン酸化される多数

の基質を明らかにした。また、Snyderら(2009)

は、発現タンパク質をプロテインチップに固

定化し、これに抗α-グリカン抗体を反応させ

た。そして、チップ上で既知のNおよびO結合

型糖タンパク質をそれぞれ108および171検出

した。また、NおよびO結合型糖タンパク質そ

れぞれ109および73を含む新規な糖タンパク

質217を検出し、プロテインチップが翻訳後修

飾分析に有力な方法であることを示した。 

 Snyderらの研究は、発現タンパク質を固定

化したチップを使っているため、生体内で翻

訳後修飾されているタンパク質を検出したり、

疾患によって翻訳後修飾がどう変化するか分

析したりすることができない。生体内のタン

パク質の翻訳後修飾を解析するためには、生

体中のタンパク質を抽出精製し、チップ上に

固定化する必要があった。 

 

２．研究の目的 

 筆者らは、数年前から新しいプロテインチ

ップ基板の開発を手がけた。電気泳動で分離

されたタンパク質を電気泳動的に転写(ブロ

ット)、固定化してプロテインチップにする



 

 

ことができ、チップ上のタンパク質を直接質

量分析できる導電性の基板の開発を目指し

た。そして、ステンレス板にダイヤモンド様

炭素を成膜した基板(DLC 基板)の開発に成功

した(Iwafune ら 2007)。この DLC 基板表面の

水素を塩素に置換し、これにアミノ基、カル

ボキシル基を付加し、さらに N-ヒドロキシス

クシンイミドエステルで化学修飾した。この

化学修飾によってタンパク質を DLC基板に共

有結合させることができるようになった。 

 これまでのプロテインチップ用基板には

ゲル電気泳動で分離されたタンパク質を転

写することはできなかったが、DLC 基板には

ゲル電気泳動で分離されたタンパク質を

30-70%の収率で転写することができた。電気

泳動は、簡便かつ迅速で極めて分離能が高い。

特に、二次元電気泳動(2-DE)は優れている。

短時間で千～数千のタンパク質を１枚のゲ

ル上に分離することができる。タンパク質分

離の方法には様々な方法があるが、2-DE ほど

分離能が高い方法はない。従って、クロマト

グラフィーなどの煩雑な方法でタンパク質

を精製しなくても、電気泳動で精製すれば、

直ちに高密度集積型プロテインチップを作

製できる。また、タンパク質を DLC 基板へ転

写後、基板上のタンパク質や、それと相互作

用したタンパク質をマトリックス支援レー

ザー脱離イオン化飛行時間型質量分析装置

(MALDI-TOF MS)によって直接同定できるよう

になった。 

 筆者らは、このプロテインチップを用いれ

ば、チップ上に固定化されたタンパク質が翻

訳後修飾されているかどうかも簡便迅速に

分析でき、質量分析装置を用いることによっ

て修飾されているタンパク質が何かを明ら

かにする（同定する）ことができると考えた。

すでに 2-DE で分離した酵母のタンパク質を

チップ上に転写してグリコシル化されたタ

ンパク質を検出し、検出されたタンパク質を

MALDI-TOF MS で同定することに成功した

(Iwafune ら 2007)。この方法を様々な翻訳後

修飾タンパク質の分析に応用できると考え

るに至った。 

 しかし、DLC 基板には欠点があった。まず、

簡単に基板を作製することができない。価格

が高い。ブロッティングは容易でなく、効率

も特に高くない。もし、DLC 基板に代え、ポ

リビニリデンジフルオリド(PVDF)膜のよう

な膜フィルターを用いて同様の分析ができ

れば、DLC 基板の欠点を補うことができる。

予備的な実験を行ったところ、電気泳動で分

離したタンパク質を PVDF 膜に転写し、質量

分析装置によって分析してタンパク質を同

定できる可能性があることが明らかになっ

た。 

 そこで、本研究では、ブロッティングや質

量分析に適した膜フィルターのスクリーニ

ングを進めると共に、膜フィルターを用いた

実用的な技術の確立を目指すことにした。 

 

３．研究の方法 

(1) 電気泳動とエレクトロブロッティング 

 トリプシンインヒビター、アルブミン、イ

ンスリンなどの標準タンパク質、ならびに酵

母から抽出したタンパク質を実験に用いた。

標準タンパク質については、定量解析に用い

るため、蛍光試薬 Cy3 によって標識した。こ

れらのタンパク質を SDS ゲル電気泳動

(SDS-PAGE)または 2-DE によって分離し、ゲ

ル上のタンパク質をセミドライブロッティ

ング装置を用いて膜フィルターに電気泳動

的に転写（エレクトロブロッティング）した。 

 ブロッティングには、PVDF 膜、ニトロセル

ロース膜など 22 種類の膜フィルターを用い

た。また、PVDF 膜に関しては孔径が 0.1, 0.22

および 0.45-μm のものを用いた。 

 ブロットされた蛍光標識は、イメージアナ



 

 

ライザーによって、また、タンパク質タンパ

ク質については、ダイレクトブルーあるいは

クマシーブルーで染色して検出した。 

(2) 膜フィルター上のタンパク質の質量分析 

 ゲルから膜フィルターにタンパク質を転

写した後、膜フィルターを MALDI 試料基板に

導電性両面粘着テープを用いて貼り付けた。

各タンパク質スポットに0.5μLの100μg/mL

トリプシンを添加し、37℃で一晩消化した。

消化後、イオン化を促進するため、マトリッ

クスを添加し、MALDI-TOF MS または MALDI- 

TOF/TOF MS でペプチドの質量を測定した。そ

して、質量スペクトルからデータベースを検

索し、タンパク質を同定した。 

 
４．研究成果 

(1) ブロッティング効率 

 22 種類の膜フィルターのブロッティング

効率を比較した。SDS-PAGE によって Cy3 で標

識された４種類の標準タンパク質を分離し、

22 種類の膜フィルターに転写した。ブロッテ

ィング効率は PVDF 膜が最も高かった。ニト

ロセルロース膜も比較的高い効率を示した

が、タンパク質の種類によっては効率が悪か

った。ブロッティングには、PVDF 膜が適して

いると考えられた。 

 PVDF 膜には、孔径 0.1-, 0.22-および 0.45-

μm のものがある。孔径によってブロッティ

ング効率に差があるか調べた。その結果、孔

径 0.45-μm の PVDF 膜は、ブロッティング時

間が長くなると、タンパク質が膜フィルター

を通過してしまうことがわかった。従って、

ブロッティングには孔径 0.1-か 0.22-μm の

膜フィルターが適していると考えられた。 

(2) 質量分析効率 

 まず、SDS-PAGE で分離したカーボニックア

ンヒドラーゼを 0.1- および 0.22-μm の孔

径の PVDF 膜に転写した。この膜フィルター

を MALDI 試料基板に固定し、タンパク質のバ

ンドにトリプシンを添加し 37℃で一晩消化

した。消化後、マトリックスを加え、

MALDI-TOF MS で質量を測定した。その結果、

孔径 0.22-μm の PVDF 膜より 0.1-μm の膜フ

ィルターの方が質量分析でのイオン収量が

高いことが明らかになった。 

(3)２−DE で分離された多数のタンパク質の

質量分析 

 酵母のタンパク質を 2-DE で分離し、孔径

0.1-μm の PVDF 膜に電気泳動的に転写した。

PVDF 膜上に固定化された多数のタンパク質

の中から、物理化学的な特徴が異なる 38 種

類のタンパク質を選抜し、トリプシン分解を

行い、マトリックスを添加して MALDI- 

TOF/TOF MS で解析した。そして、質量スペク

トルからタンパク質の同定を試みた。選抜し

たタンパク質には、分子量の大きなタンパク

質、等電点が低いあるいは高いタンパク質、

量的に尐ないタンパク質などが含まれてい

た。転写された 38 種類のタンパク質につい

てはすべて同定することができた。これらの

タンパク質の中に、リン酸化タンパク質が 31

種類、アセチル化タンパク質が 14 種類、そ

して、ユビキチン化タンパク質が４種類含ま

れていることがわかった。 

 これまでにも同じような方法で質量分析

を試みた例があった。しかし、いずれの方法

も普及していない。その理由は、ブロッティ

ング膜上のペプチドの質量分析においてペ

プチドのイオン収量が極めて低かったため

であると推察される。今回、この種の分析に

適した膜フィルターを探索し、孔径 0.1-μm

の PVDF 膜を見いだした。この膜フィルター

を用いることによってこれまでの収量の最

大 10倍のイオン収量が得られた。その結果、

様々なタンパク質を確実に同定することが

できるようになった。孔径が小さいと、ブロ

ットしたタンパク質が膜の内部に入り込め



 

 

ず、膜表面に留まる。そのため、レーザー脱

理によるイオン化がより効率的に行われる

ものと考えられた。 

 効率的に質量分析ができる膜フィルター

の発見し、それを利用したタンパク質同定技

術を開発することができたので、研究の所期

の目的を達成することができたと考えられ

る。 
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