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研究成果の概要（和文）： 

  生体試料中の金属イオンの分布情報を得るため，ポリアクリルアミドゲル電気泳動法
（PAGE）を基盤とするタンパク結合型金属イオンの高感度検出技術を開発した。金属イ
オンを PAGE で検出するための蛍光プローブを開発し，種々の金属イオンに対して分離検
出可能なプローブを見出した。この金属検出 PAGE を二次元目とし，ブルーネイティブ
PAGE を一次元目として用い二次元化を試みた。その結果，種々のタンパク質結合型銅お
よび鉄イオンの検出に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 A polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)-based method has been developed, 
consisting of two gel electrophoresis, to obtain distribution of protein-bound metal ions 
in biological samples. The former is blue-native (BN) PAGE to separate proteins 
without dissociation during migration. The other is a PAGE for the separation and 
detection of protein-bound metal ions in small volume samples with high sensitivity in 
the ppt range using fluorescence metal probe. The probes have a chelating moiety 
(multidentate polyaminocarboxylate), a fluorophore (fluorescein) and a spacer 
(aminobenzyl group) to form emissive and kinetic inert complexes with metal ions. 
Some metal ions, Mg2+, Cu2+, Fe2+/3+, Ni2+, Co2+, Mn2+, Cd2+ and Hg2+, were successfully 
detected by this new PAGE. After separation of the proteins by BN-PAGE, the metal 
ions in the gel fractions were eluted, followed by derivatization of copper ions into the 
metal probe complexes to be separated and determined by fluorescence detection in the 
second PAGE. In this PAGE-based method, the copper ions bound to ceruloplasmin and 
superoxidedismutase, and iron ions bound to transferrin and hemopexin were 
quantitatively determined. 
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１．研究開始当初の背景 

（1）近年，生体中のメタローム（金属－有
機物質複合体）が多くの病態や生命活動を理
解する上でのフロンティアであることが明

らかとなってきた。このメタロームの系統的，
網羅的学術領域として原口によって提唱さ
れたメタロミクスが注目を集めている（J. 

Anal. At. Spectrom, 19, 5 (2004)）。メタロームの
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網羅的解析技術として，PAGE によるタンパ
ク質分離後のゲル中金属イオンの検出が提
案されている（例えば Nature, 445, 91 (2007)）。
検出法としては，レーザーアブレーション‐
誘導結合プラズマ質量分析法（LA-ICP-MS）
の適用が主流である（Anal. Chem., 77, 5851 

(2005)等）。しかし，致命的な問題点として，
a) PAGE-LA-ICP-MS は，低感度（サブ ppm レ
ベル）であるため，低濃度で存在するメタロ
タンパク質の検出が不可能であり，さらに誤
検出の可能性（金属汚染やゲルの歪みによる）
が高く，正確な測定が困難との報告がある
（Electrophoresis, 30, 303 (2009)）。加えて，b) 

タンパク質の分離時に，メタロタンパク質か
ら金属が解離してしまうことも報告されて
いる（J. Anal. At. Spectrom., 22, 917, (2007)）。
これらのことから，PAGE によるメタローム
の ス ペ シ エ ー シ ョ ン は ， “technically 

challenging”と評される（Nature, 460, 823 

(2009)）。その一方で，これを実現した時の大
きな波及効果が期待されている。 

 

（2）研究代表者は，上記の低感度，誤検出
および金属解離といった問題点を克服した
「タンパク質結合型金属を正確に測定でき
る簡易で汎用的なハイスループット分析法」
を開発することを着想した。主たるアイデア
は，a) ゲル電気泳動場で機能する金属蛍光プ
ローブ群を創製し，従来の電気泳動マッピン
グ技術に金属分布というもう一つの異なる
次元（軸）を与えることである。蛍光検出法
であれば，高感度かつ誤検出しないシステム
の構築が可能である。研究代表者は，既に
PAGE で機能する幾つかの金属蛍光プローブ
を見出しており研究の端緒を拓いている。a）
に加えて，b) メタロタンパク質分離の際の金
属イオンの解離反応（分解）を抑制した電気
泳動場の構築を行うこととした。解離反応に
は多くの制御因子があるため，解離反応を自
在に操作することは容易ではないが，研究代
表者は，ある特殊な条件下で幾つかのメタロ
タンパク質が金属を保持したまま泳動でき
ることを発見している。このように，従来の
金属検出技術を凌駕する手法（a）と解離反応
を制御した分離システム（b）を組み合わせ
ることで，金属検出という新しい次元を加え
た多次元 PAGE（例えば，「タンパク質の分子
量‐等電点‐金属検出」）を構築できると考
えた。 

 

（3）このような多次元情報を獲得すること
により，メタロームの網羅的解析（メタロミ
クス）へと展開でき，簡便な装置で，これま
で困難であった生体中金属に関する動態の
全体論的な把握が可能となる。また，病態と
の関連を見出すための強力なツールとなる
と共に，疾患の診断およびモニタリングへの

応用が期待でき，学術的にも社会的にも発展
性がある。本研究の様に積極的にメタロタン
パク質の解離反応を制御する試みは，これま
でほとんど行われておらず，独自性が高い研
究といえる。 

 

２．研究の目的 

（1）生体内微量元素（金属）が関与する生
命現象を理解するためには，「どのタンパク
質にどの微量金属イオン種がどれだけ存在
するか」を知る高感度スペシエーション技術
の開発が必須である。本研究の目的は，新規
方法論として，従来のタンパク質のポリアク
リルアミドゲル電気泳動法（PAGE）に，超
高感度金属分離検出という新しい次元を加
えた多次元 PAGE を開発することである。こ
れを達成するために，蛍光プローブを用いる
金属検出 PAGE の開発を行い，タンパク質の
PAGE と結合して多次元化に挑戦する。また，
メタロタンパク質からの金属解離（分解）を
抑制した「ソフトな分離」の確立を行い，タ
ンパク質－金属マッピング法の全体設計を
行う。 

 

３．研究の方法 

（1）蛍光プローブ錯体およびメタロタンパ
ク質の速度論的安定性，発光特性，電気泳動
場での分離特性などを全体論的に考慮した
分析システムのグランドデザインを行いブ
レークスルーを狙い，以下の 3 つの研究項目
を行った。 

① 金属蛍光プローブ群の創製と PAGE にお
ける高感度分離検出 

新規蛍光プローブを設計・合成し，PAGE

に導入した。これにより，遷移金属および
重金属群の超高感度一斉分離検出（10-10～
10-11 M，絶対感度アトモルレベル）を目指
した。 

上記を達成するために，新規蛍光プロー
ブを開発した。プローブ群は高量子収率を
有する発光団（フルオレセイン），スペーサ
ー（アミノベンジルイソチオカルバミル基）
および解離不活性錯体を形成する配位部位
（多座ポリアミノカルボン酸）で構成され
る。発光部位と錯形成部位の距離を 11 Å 以
上とすることで，常磁性および重金属群を
蛍光検出できること，および検出および分
離選択性は配位部位の化学構造に依存する
ことが先行研究から分かっている。そこで
配位構造の異なる（6～8 座，大環状型また
は非環状型）のプローブ群（表 1）を調査
した。 

 

② メタロタンパク質のソフトな電気泳動
分離 

メタロタンパク質中の金属イオンが分離
過程で解離（分解）しない「ソフトな分離」



 

 

法の開発を試みた。 

泳動中に起こるメタロタンパク質の金属
解離反応の経路としては，酸触媒，配位子
置換，金属置換および加溶媒解離反応があ
るが，それぞれ pH，スタッキング剤，汚染
金属，変性剤が制御因子となる。従って，
これらを制御することを考えた。Cu 検出に
はプローブ 1 を用い，Fe 検出を行う際には
プローブ 2 を用いた。上記②（メタロタン
パク質の分離）および①（金属検出）を結
合して PAGE を多次元化した。その際，一
次元目のゲルを切り出し，その分子量分画
から金属を溶出し，その後，蛍光プローブ
を加えて，二次元目の金属検出 PAGE を行
った。 

 

③ ゲル内（In-gel）誘導体化法の開発 

上記の多次元化の方法に加えて，メタロ
タンパク質を一時的に補足するトラップゲ
ルを用い，In-gel で金属イオンを蛍光プロー
ブ錯体に化学種変換して，多次元化する方
法を開発した。 

操作方法は，a) タンパク質のソフトな分
離をチューブゲルで行う。b)チューブゲル
を二次元目のスラブゲルへと導入するが，
スラブゲル上端にタンパク質を補足するた
めの高濃度トラップゲル（30－60%T）を重
層する。泳動によってタンパク質をトラッ
プゲルに補足した後，c) ゲル上端から蛍光
プローブを電気泳動的に導入する。金属イ
オンはタンパク質から解離し，プローブ錯
体へと化学種変換され，d) 濃縮ゲルで濃縮
され，分離ゲルでスポットとして検出した。
金属は Cu

2+を検出することとし，プローブ
1 を用いて定量を行った。 

 

４．研究成果 

（1）「金属蛍光プローブ群の創製と PAGE に
おける高感度分離検出」に関しては，表 1 に

示したプローブ 1～5 に関して検出性能を調
査した。特に，プローブ 4 および 5 はこれま
でに全く調査していなかった分子構造であ
る。典型的な L5 の電気泳動図を図 1に示す。
検出選択性は表 1 に示した通り，種々のプロ
ーブで異なる金属イオンの検出が可能であ
った。これらのプローブを用いれば，生体試
料中の Mg2+, Fe2+/3+, Cu2+, Ni2+, Co2+, Mn2+, 

Cd2+およびHg2+の検出が可能であることを示
している。すなわち，一次元目 PAGE で分離
したタンパク質の分子量分画から，これらの
金属を定量できる可能なことを示している。
この方法の利点は，溶出によって数十L に希
釈された分子量分画（数L）を濃縮ゲルによ
って再濃縮しつつ高感度分析が可能なこと
である。検出限界は 4～20L の試料中のサブ
ppb~数十 ppt であり，少試料量中の超高感度
分析が可能であることを示した。 

 

図１．L5 錯体の典型的な電気泳動図．試料：
[プローブ 5] = 1×10-5 M，[金属イオン] = 1×
10-5 M． 

 

（2）メタロタンパク質のソフトな電気泳動
分離に関しては，モデルタンパク質として，
銅結合タンパク質のセルロプラスミン（Cp），
スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）を，
鉄結合タンパク質のトランスフェリン（Tf），
ヘモペキシン（Hx），ヘモグロビン（Hb）を
用いた。ソフトな電気泳動場として，ブルー
ネイティブ（BN）PAGE を用いた場合に，最
もタンパク質からの金属解離を抑制できる
ことが分かった。また，BN-PAGE の条件を
従来とは変更し，濃縮ゲル pH を 7.5 とする
ことで，ある程度，酸触媒解離反応を抑制す
ることができた。さらに，生理 pH と近い値
にすることで，泳動時に化学種が変化してい
ないことが予想できる。 

 一次元目を BN-PAGE で行い，その後，切
り出したゲル（分子量分画）から少量の酸で
金属を溶出し，その後，金属検出 PAGE を行
うことでタンパク質結合型 Cuおよび Feを検
出することに成功した（図 2）。さらに，実試
料としてヒト血清を用いたところ，鉄結合性
タンパク質の Tf 分画から Fe3+の，銅結合性タ
ンパク質の Cp 分画から Cu2+のそれぞれの検
出に成功した（図 3）。 

 このように本法が，タンパク質結合型金属
イオンのマッピングに有用であることが示
された。 

 

O

HO

O

NCS

HO
OC

H
N

N N N

COO-

COO-

COO-

-OOC

-OOC

N N

NN

COO-

COO-

-OOC

-OOC

1

2

3

光アンテナ
部位

スペー
サー 錯形成部位

分離検出
金属イオン

4

5

表1．PAGE用新規金属蛍光プローブ
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図 2．金属結合型タンパク質混合試料の
BN-PAGE/金属検出 PAGE の典型的泳動図． 

図 3．ヒト血清の BN-PAGE/金属検出 PAGE

の典型的泳動図 

 

（3）ゲル内（In-gel）誘導体化法の開発を行
った。モデルタンパク質としては SOD を用
いた。その結果，低濃度の SOD（5 × 10-7 M）
から Cu2+を検出することに成功した（図 4）。
本実験による SOD結合型Cuの回収率および
感度を評価したところ，ゲル内誘導体化を利
用したタンパク質－Cu 二次元マッピングシ
ステムによる SOD結合型Cuの回収率は 52%

となり，定量的な検出には至らなかった。し
かしながら，5.2 pmol と一桁ピコモルレベル
の Cu を 5.0 pmol の SOD 中から検出すること
に成功した。この様に，現在のところ，定量
性には欠けるものの金属検出を新たな次元
とする二次元マッピング化に成功した。さら
に，感度が十分に高いことから，この方法が
タンパク質－金属イオンマッピングを行う
上で，有用であることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4．ゲル内誘導体化を利用した SOD-Cu 二
次元マップ．試料 5 × 10-7 M SOD (10 l). 
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