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研究成果の概要（和文）：質量分析法では識別できない翻訳語修飾としてタンパク質中のアミノ酸異性化の解析手法を
検討した。従来のプロテオミクス手法に加え、新たに各種修飾体を含む対象タンパク質の包括的抽出法、正負両イオン
の相補的解析による全配列相当ペプチド群の検出手法を確立し、液体クロマトグラフィー／高分解能質量分析法と組み
合わせることにより、異性化を含めた非酵素的翻訳後修飾の網羅的解析に応用可能な手法を構築した。

研究成果の概要（英文）：A novel methodology to screen MS-silent post-translational modifications on 
protein has been examined. This method is based on MS-based proteomics combined with the group-specific 
immunoaffinity extraction, complementary data analyses in both positive and negative mode, and 
LC/high-resolution MS. This strategy can be used for screening of modifications including isomerization.

研究分野：物理系薬学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の非酵素的な翻訳後修飾は、酸
化ストレスシグナルのみならず癌や神経変
性疾患、生活習慣病などの疾患との関連から
も多大な注目を集めていた。一般に非酵素的
な翻訳後修飾は、各種タンパク質に対し非特
異的に起こり、その解析は容易ではなかった。
このため、酸化還元状態に特化したレドック
ス プ ロ テ オ ミ ク ス (McDonagha J. 
Proteomics 2009 など)も展開されていたが、
いずれもカルボニル化など特定の修飾を検
出しているに過ぎなかった。 
こうした背景から、申請者らは、標的タン
パク質を限定し、その分子上の『ケミカルモ
ディフィコミクス』、すなわち非酵素的翻訳
後修飾情報の網羅的解析技術の概念を提唱
し、従来のプロテオミクス技術を超えて解決
すべき課題に取り組んでいた。まず、各種修
飾体解析における試料調製の見地から、抗体
の分子認識特性を活用した各種修飾体の群
特異的抽出法を開発するとともに、質量分析
法と組み合わせ、修飾体の選択的検出と修飾
部位の決定に有用であることも報告した。一
方、プロテオミクスの基盤技術として、正イ
オン検出および負イオン検出データの相補
的解析の有用性を明示した(Anal. Methods 
2010)。さらに、エドマン分解を応用した絶
対定量的プロテオミクス手法を考案した
(Rapid Commun. Mass Spectrom. 2010)。こ
れらを応用し、アルブミンを標的とした非酵
素的な翻訳後修飾情報の包括的な解析法の
開発に取り組んでいた。一方、修飾機構の観
点から、単純な酸化や付 加反応のみならず、
転移や開裂を伴う機構の存在を明らかにし、
多様な修飾体生成の可能性を示した(Chem. 
Res. Toxicol. 2008)。さらに、各種内因性 ア
ルデヒドとの反応によりモデルペプチド・タ
ンパク質の N 末端アミノ酸が非酵素的に異
性化することを明らかにした。 

しかし、異性化は質量変化を伴わないため、
質量分析法による識別は困難である。特に立
体異性化はフラグメントパターンにもほと
んど相違が認められず、プロテオミクスの基
盤技術となる質量分析法のみでは解析困難
であり、高精度な分離手法との組み合わせた
新たな解析法が必要となる。立体異性化はこ
れまで、タンパク質中のアミノ酸の異性化は、
SerやAspなど特定のアミノ酸残基のみが注
目され、解析は酸加水分解後のアミノ酸分析
により行われてきた。包括的な翻訳後修飾解

析において本法を直接適用することは困難
であるが、さらにエドマン法を導入すること
により非酵素的翻訳後修飾としての異性化
解析が可能になるとの着想に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、質量分析法では識別でき
ない翻訳語修飾、すなわちタンパク質中のア
ミノ酸異性化の解析手法を確立することに
ある。これを実現するため、従来のプロテオ
ミクス技術に加え、新たに独自の各種修飾体
を含む対象タンパク質の包括的抽出法、正負
両イオンの相補的解析による全配列相当ペ
プチド群の検出手法、安定同位元素導入エド
マン法による異性化解析法の構築を試みる。
これによって、多様な非酵素的翻訳後修飾情
報の包括的解析を可能とし、標的プロテオミ
クスの新たな方向性を切り拓くものである。 
バイオマーカー探索では、臨床試験による
検証が必要となるが、倫理的な側面から、確
固とした分析法の確立が前提となる。本研究
の到達点は、従来のプロテオミクス技術で困
難であったタンパク質中のアミノ酸の異性
化解析基盤を構築し、非酵素的翻訳後修飾情
報の包括的 解析を可能にすることある。す
なわち、先述の独自手法を導入し、異性化ア
ミノ酸含有ペプチドの LC における高精密
分離とこれに続く高感度エドマン法によっ
て以下の課題の解決を図る。 
抗体の分子認識特性を活用した各種修飾
体の群特異的抽出によって、夾雑成分を排除
し解析効率の向上を図る。本法の有用性はモ
デルペプチド及びアルブミンを用いて明示
されている。本研究ではさらに対象をヘモグ
ロビンにまで拡大し、最適条件を精査する。 
正イオン検出および負イオン検出データ
の相補的解析に加え、複数種のプロテアーゼ
消化物の解析を併用により対象タンパク質
の全配列をカバーするペプチド群の検出を
図る。なお、既に MALDI-MS における本法
の有用性は検証済みであるが、本研究では 
LC/ESI-MS/MS に特化した条件の検討およ
び最適化を行う。また、LC により異性化ペ
プチドの高精度な分離を行い、多量の非修飾
ペプチド中から選択的に検出可能な条件を
確立する。 
上記により検出した異性化ペプチドに対
し、エドマン法による逐次的アミノ酸解析に
よって、異性化部位の決定を行う。微量試料
での解析に対応させるため、同位体希釈 
LC/MS を組み合わせたエドマン分解物の分
析法を導入する。さらに、光学異性体分離、
高感度化を指向したエドマン型試薬の検討
も行う。これまでにもタンパク質中のアミノ
酸異性化を解析する手法はいくつか報告さ
れているが、本研究では異性化を非酵素的翻
訳後修飾の一つと位置付け、『ケミカルモデ
ィフィコミクス』の観点から他の非酵素的翻
訳後修飾ともに包括的に解析可能な分析基
盤を構築する。 



 
３．研究の方法 
対象タンパク質として、まず血清アルブミ
ンをとりあげ、 in vitro でのモデル修飾アル
ブミンの調製を行った。さらに各種質量分析
法による修飾位置ならびに構造の決定を行
った。これと併行し、アルブミン標品及びこ
れら修飾体を用い、LC/ESI-MS/MS による
異性化したアミノ酸残基を含む消化ペプチ
ドの高精密分離条件並びに選択的検出条件
を精査・最適化した。さらに分析条件の検討、
定量性の評価を行った。さらに、対象タンパ
ク質をヘモグロビンにも拡げ、高感度化の検
討など改善を試みた。さらに、市販の血漿試
料および血液試料を用いて異性化タンパク
質の検出を試み、本法の有用性を総合的に検
証した。 
アルブミン標品および次項で調製する修
飾アルブミンの各種酵素消化物を用い、正・
負 イ オ ン の 検 出 モ ー ド を 駆 使 し て
LC/ESI-MS/MS により全配列をカバーする
消化ペプチド群の検出並びに分離の条件を
精査した。ついで、非修飾ペプチドの選択的
検出条件を検討した。並行し、血漿中アルブ
ミンの抽出条件を検討した。固定化抗体を用
いた市販のアルブミン除去カラムを評価し
た。 
市販のアルブミンを、過酸化水素、Cu(II)/
アスコルビン酸、ペルオキシナイトライト 
(ONOO-)、次亜ハロゲン酸 (HOCl、HOBr)、
過酸化脂質分解物、グルコースなどとインキ
ュベートし、異性化アルブミンを得た。また、
こ れ に 含 ま れ る 修 飾 ア ル ブ ミ ン を
MALDI-TOF/MS ならびに LC/ESI-MS/MS
に付し、修飾位置の決定を行なった。既知の
修飾情報は UNIMOD websiteを利用した。 
同位体希釈LC/MSによるエドマン分解物
の高感度定量法を応用し、分離条件の検討に
よりアミノ酸異性化部位の決定法を検討し
た。併せて、重水中でエドマン分解反応を行
い、反応過程におけるラセミ化による重水素
化率を評価した。 
標品および修飾ヘモグロビンの各種酵素
消化物を用い、全配列をカバーする消化ペプ
チド群の検出並びに分離の条件を精査した。
これと並行して抗体カラムを調製し、赤血球
分画からのヘモグロビン及び修飾体の包括
的抽出条件を最適化した。 
市販のヘモグロビンを、化学修飾反応に付
し、異性化ヘモグロビンを得た。また、これ
に 含 ま れ る 修 飾 ヘ モ グ ロ ビ ン を
MALDI-TOF/MS ならびに LC/ESI-MS/MS
に付し、修飾位置の決定を行なった。さらに、
一連の分析法の最適化とヒト正常血液を用
た評価を行い、実試料中の修飾アルブミン及
び修飾ヘモグロビン解析可溶性タンパク質
の化学修飾プロファイリング法として応用
可能な一般性を検証した。 

 
 

４．研究成果 
LC/ESI-MS/MS を用い、アルブミン消化
ペプチドの分析条件を最適化し、全配列をカ
バーする消化ペプチド群の検出並びに分離
の条件を精査した。アルブミン標品および各
種修飾反応により調製した修飾アルブミン
の各種酵素消化物を用い、これに含まれる修
飾アルブミンを MALDI-TOF/MS ならびに
LC/ESI-MS/MSに付し、修飾の種類ならびに
修飾位置を決定可能であった。このとき、
UNIMOD website を利用することで解析効
率を向上可能であった。また、電場型フーリ
エ変換質量分析計を用いた測定結果をディ
ファレンシャル解析ソフトウェア XC-MS に
より比較することによって、修飾ペプチドを
容易に検出可能にした。これらと並行し、固
定化抗体を用いた市販のアルブミン除去カ
ラムを評価し、新たに溶出条件を設定するこ
とにより、修飾体を含めた血漿中アルブミン
の抽出を可能にした。 
また、同位体希釈 LC/MSによるエドマン
分解物の高感度定量法を確立し、一方、キラ
ル分析を目的とした重水中でのエドマン分
解反応における重水素化率測定の結果、エド
マン分解物生成過程でのラセミ化によるア
ミノ酸異性化率の補正には、より高精度な反
応制御が必要であることが判明し、今後に課
題を残した。 
これらの検討結果を基にした一連の分析
条件の最適化と実試料の評価を行った。生体
内でのタンパク質中アミノ酸異性化の原因
やメカニズムには未解明の部分が多く、酸化
ストレス下などの修飾反応のみでは異性化
モデルタンパク質の調製は困難であった。そ
こで血清アルブミンおよびヘモグロビン溶
液への紫外線照射により修飾モデルタンパ
ク質を調製した。これらを酵素消化し、
LC/ESI-MS により消化ペプチドを分析した
結果、細かな断片化が多く認められたものの、
同一m/zの抽出イオンクロマトグラム上に保
持時間の異なる複数のピークが確認された。
これら修飾モデルタンパク質を用いて分析
法を検証した結果、低分解能測定では複数出
現した擬陽性ピークも、高分解能測定により
精密質量の相違に基づいた判別が可能であ
った。 



 
また、MS/MSを組み合わせることによっ
て、酸化などの通常の化学修飾位置も容易に
同定可能であった。さらに健常人血液からイ
ムノアフィニティー抽出した血清アルブミ
ンに適用し、異性化部位を含むと考えられる
ペプチドを複数検出した。異性化部位を直接
同定するためには、更なる検討が必要である
が、本法は可溶性タンパク質の化学修飾プロ
ファイリング法として応用可能であると考
えられた。 

 
本研究の成果は、標的タンパク質を限定し
た非酵素的翻訳後修飾の包括的解析という
新たな方向性を切り拓くものである。また、
非酵素的な翻訳後修飾の解析法として、酸化
ストレスや活性酸素シグナル、レドックス制
御機構研究など、活性化学種が関与する種々
多様な生理機能やタンパク質中のアミノ酸
異性化の関与が示唆されている眼科領域や
中枢神経性の疾患などの病態の解明に資す
るものと考えられる。 
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