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研究成果の概要（和文）： 細胞内の酸化還元反応は、おもに蛋白質システイン残基のチオール

基によって調節されている。本研究では、チオール基の酸化度を測定するため、還元型チオー

ル基に特異的に結合する蛍光色素を用いて定量的な化学修飾の反応条件を確立した。また、非

還元／還元二次元電気泳動法は、発現蛋白質群の酸化還元状態を包括的に解析するために有用

である。この方法の分離再現性を高める工夫として、プラスチックフィルムを裏打ちしたポリ

アクリルアミドゲルを一次元目に導入した。さらに、公共の配列データベースから特定の翻訳

後修飾を含むペプチド断片の情報を抽出するプログラムを開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： Cellular reduction-oxidation (redox) states are regulated mainly 
by the cysteine thiol groups in protein molecules. Using a fluorescent chemical probe 
specific with reductive thiol groups, we established reaction conditions for quantitative 
thiol modifications. Non-reduction/reduction two-dimensional electrophoresis is a 
promising choice towards comprehensive redox state analysis. Polyacrylamide gel strip 
backing with a plastic film enabled higher reproducibility of the first dimensional 
separation. In addition, we made a program of extracting peptide information containing 
selected post-translational modification(s) from public sequence databases. 
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１．研究開始当初の背景 
レ ド ッ ク ス  (Redox) と は 還 元 

(Reduction) と酸化 (Oxidation) との合成

語であり、レドックス制御という場合には、
酸化還元反応を介した細胞機能の制御を意
味する。蛋白質を構成するアミノ酸残基のな
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かで、システイン残基のチオール基はレドッ
クス制御の中心にあってさまざまな修飾を
うけることにより蛋白質の機能調節に関わ
っている。レドックス制御は、以前は酸化ス
トレス応答などに限定されていると考えら
れていたが、それ以外にも発生・分化あるい
は発癌などにも関与することが明らかにさ
れつつある。さらに、レドックス状態が細胞
の悪性化に伴って量的・質的な変動を起こし
ていることを示す研究例が近年になって増
加している。 
本課題の連携研究者は、古くから知られて

いた非還元／還元の対角線二次元電気泳動
と、蛍光色素モノブロモビマン (mBBr) によ
るチオール基特異的な化学修飾（図 1）を組
み合わせ、蛋白質分子中のジスルフィド結合
（S-S 結合）とフリーのチオール基の動態を
追跡する方法を開発した。 

 
図 1. mBBr によるチオール基の蛍光修飾反応 
 
 

mBBr は還元型のチオール基に選択的に反
応し、S-S 結合をはじめとする酸化型には作
用しないことが知られている。研究代表者は、
反応した mBBr の蛍光強度と反応性を有しな
い酸化型チオール基（おもに S-S 結合）の量
との間の逆相関関係を利用し、各チオール基
の酸化度を測定する方法を想定した。以上の
解析手法を改良・最適化することによって、
より定量的なレドックスの測定法を構築す
ることが可能であると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、レドックス反応の中心となっ

ているシステイン残基の酸化還元修飾を包
括的に解析する技術を開発する。その特長は、
システインの還元型チオール基に特異的に
結合する蛍光色素を用いることである。結合
色素の蛍光強度と反応性を有しない酸化チ
オール基の量が逆相関の関係にあることを
利用し、各チオール基の酸化度を測定する。 
 
３．研究の方法 
(1) 非還元／還元二次元電気泳動 
 片面がプラスチックフィルムで裏打ちさ
れたポリアクリルアミドゲルは、GEヘルスケ
ア社製のものを使用した（ゲル濃度 7.5%、厚
さ 0.5 mm、泳動方向の長さ 110 mm）。このゲ

ルをおよそ 9 mm 幅の短冊状に切り取って二
次元電気電気泳動の一次元目に使用した（図
2）。泳動終了後の一次元目ゲルには、50 mM ジ
チオトレイトール (DTT) を含む溶液で還元
処理を施した。二次元目では、一次元目と同
じ組成のゲルを切り取らずに平板のまま使
用した。 
 

 
図 2. 水平・短冊型電気泳動の模式図 
（一次元目の非還元電気泳動用） 

 
 
(2) mBBr によるチオール基の化学修飾 
 標準蛋白質として次の 4 種類を使用した。
ウシ血清アルブミン（分子当たり還元型シス
テイン残基 1 個、S-S 結合 17 個）、卵白アル
ブミン（それぞれ 4 個と 1 個）、ウシカルボ
ニックアンヒドラーゼ 2（0 個、0 個）、およ
び卵白リゾチーム（0個、4個）。各蛋白質 250 
pmol を混合し、混合液に 100 nmol の mBBr
を添加した。反応は室温かつ暗条件下で行っ
た。 
 反応溶液のうち、各蛋白質 50 pmol 相当量
を12.5% ポリアクリルアミドゲルのSDS電気
泳動で分離展開した。ゲル上の mBBr 修飾蛋
白質は次の条件で検出し、蛍光強度の画像情
報を取得した。 
・励起波長： 365 nm 
・検出フィルター： 410 nm long pass  
 
(3) mBBr 修飾ペプチドの LC-MS/MS 
SDS電気泳動ゲルの上で検出されたmBBr修

飾蛋白質のバンドをゲルごと切り出し、トリ
プシンによる加水分解を行った。ゲルのマト
リックスから抽出したペプチド混合物を液
体クロマトグラフィー (LC)-タンデム質量
分析 (MS/MS) に供した。LC-MS/MS には LTQ
質量分析計（サーモフィッシャー社）を用い
た。mBBr 修飾残基の同定は、マトリックスサ
イエンス社の Mascot 検索ソフトウエアを用
いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 非還元／還元電気泳動法の改良 
非還元／還元二次元電気泳動では、分子内

と分子間にS-S結合をもつ蛋白質はそれぞれ
対角線の上側と下側に泳動され、S-S 結合を
もたない分子は対角線上に並ぶ。分離条件の
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工夫として一次元目のポリアクリルアミド
ゲルをプラスチックフィルムで裏打ちした。
この工夫によって一次元目ゲルの伸縮が無
くなり、かつ二次元目への移行が容易になっ
た。結果として分離の再現性が向上し、手技
的な熟練に依存しない分離手順が実現した
（図 3）。 

 

 
図 3. 標準蛋白質の非還元／還元二次元電気

泳動像 
 
 
図 3上の電気泳動像では、分子内に S-S 結

合をもつ 2 種類の蛋白質 (66.2 kDa と 45.0 
kDa) が対角線の上側に位置している。なお、
図3下には対照として両次元ともに還元条件
で分離展開した泳動像を示した。 
 
(2) mBBrによるチオール基の化学修飾の定量
性 
システイン残基の数がわかっている標準

蛋白質を用いて、結合率が最大でかつ副反応
が最小限にとどまる反応条件を設定した。変
性剤を含む弱塩基性の溶液中で、蛋白質分子
内の還元チオール基の数に応じた蛍光強度
が得られた（図 4）。この反応条件の確立によ
って、チオール基の酸化度を測定するための
基本要件が整った。すなわち、反応した蛍光
プローブの蛍光強度を測定することによっ
て、反応性を有しない酸化型チオール基の量
を見積もることが可能となった。 
この化学修飾と上述の非還元／還元二次

元電気泳動を組み合わせることにより、チオ

ールの酸化度に関してプロテオームレベル
の定量的な差分解析が可能となる。 
 

 
図 4. mBBr 修飾蛋白質の検出 

 
 
 (3) mBBr 修飾システイン残基の同定 
 チオール基の酸化度の測定技術は、バイオ
マーカー探索をはじめとする包括的な研究
に適用されうる。この場合は、当該蛋白質に
おける修飾システイン残基の位置まで同定
する必要がある。そこで、ゲル上に分離され
た mBBr 修飾蛋白質をトリプシンで加水分解
し、生じたペプチド混合物を LC-MS/MS に供
した。各ペプチドから取得された MS/MS デー
タを配列データベースと照合したところ、還
元型システイン残基を含むペプチド断片が
mBBr システインペプチドとして同定された
（図 5）。これらの MS/MS データからは、mBBr
システイン残基の位置まで読み取ることが
できた。一般の蛍光化合物は構造が大きくか
つ複雑であり、MS/MS で開裂を起こしやすい
結合を多く含む。一方、mBBr の発色基の構造
は比較的単純である（図 1）。今回の結果は、
その開裂の度合いがペプチド結合に比べて
著しく低いことを示唆している。この性質は、
質量分析を用いるプロテオミクスに mBBr 修
飾を適用する上で極めて有利である。 
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図 5. mBBr で修飾されたシステイン残基の 

同定 
 
 
(4) 配列データベースからの修飾ペプチド
情報の抽出 
本研究のテーマであるレドックスや、細胞

内シグナル伝達系におけるリン酸化など、蛋
白質の翻訳後修飾は細胞状態の制御に重要
な役割を担っている。その制御は当該アミノ
酸残基における修飾率と関連があることが
明らかになりつつある。修飾率の変動を求め
るためには、上述の化学修飾と同じように
MS/MS を用いて修飾基を含むペプチドを測定
する方法が有力である。測定の対象となるペ
プチドを選択する方法の一つとして、配列デ
ータベースから必要な情報を抽出する手順
がある。この抽出工程を効率的に進めるため、
翻訳後修飾ペプチドの情報抽出プログラム
を作成した。 
 プログラムの機能は次の 3 種類である。
①MS/MS データから同定された各ペプチドの
アミノ酸配列をデータベース中の修飾注釈
と照合し、ペプチド単位で修飾注釈を抽出す
る。②指定した加水分解規則にしたがってデ
ータベース登録配列を分割して得られたペ
プチドアミノ酸配列に修飾注釈を付与する。
③入力したコンセンサス配列および指定し
た修飾の種類と位置の情報に全て該当する
部分配列をデータベースから抽出する。これ
らの機能による情報の抽出は、データベース
中の全登録配列ばかりでなく、特定の蛋白質

エントリーを対象とすることもできる。また、
配列分割の規則には不完全分解の指定機能
を設け、現実のプロテアーゼの分解活性を反
映させるようにした。 
 本プログラムを公共データベースの一つ
である Uniprot に適用した。配列注釈のモデ
ルとして、システイン残基のスルフェン酸 
(-SOH)、スルフィン酸 (-SO2H)、スルホン酸 
(-SO3H)、およびセリン、トレオニン、チロシ
ンの各残基のリン酸化 (-PO3H) を用い、期待
通りの出力が得られることを確認した。 
 この抽出プログラムは、レドックスのプロ
テオミクスはもちろんのこと、翻訳後修飾の
解析に広く応用することができる。 
 
本研究は翻訳後修飾に焦点を絞った技術

開発である。リン酸化やグリコシル化の網羅
的な解析が盛んに行われているが、酸化還元
に注目した解析はその重要性にもかかわら
ず研究例が少ない。チオール基の酸化還元修
飾は蛋白質の構造と機能に密接に関連して
いる。今回開発した方法論は、バイオマーカ
ー探索をはじめとする実用分野にも有力な
手段として応用されることが期待できる。 
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