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質量分析を用いた微量タンパク質の翻訳後修飾部位の特定評価方法の検討
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研究成果の概要：装置の高感度・高性能・高速化により、網羅的解析ではごく僅かなサンプル量にて測定解析が
可能となっているが、翻訳後修飾の解析では大量のサンプルを投入する必要があった。条件検討の結果、市販の
HeLa細胞由来トリプシン消化物に混在する修飾ペプチドを確実に評価するには、数時間単位の分離溶出グラジエ
ントが必要であることが判明した。カラム試料負荷量が最大に近いサンプルを投入することにより、微量タンパ
ク質の修飾解析の評価が可能となった。一方、リン酸化ペプチド精製・クリーンアップキット用いた評価では、
微量タンパク質のリン酸化修飾を網羅的に評価ができる結果を得た。

研究分野： 生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、転写・翻訳後タンパク質による生体の調節機能や動的性質にスポットライトが当てられ、質量分析計を用
いたプロテオミクスによりタンパク質の翻訳後修飾による調節機構を解明する研究が盛んに行なわれている。質
量分析計を用いたタンパク質同定では、装置の高感度・高性能・高速化により網羅的解析を行う場合でもごく僅
かなサンプル量にて測定解析が可能であるが、修飾解析となるとショットガン法を用いても相当量のサンプルを
必要とする問題がある。プロテーム解析のスピードアップ、さらに生体内の調節機構に関わる研究へ進展も期待
される。
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図１ HeLa 消化物を用いた測定方法の検討（グラジエント時間の最適化）。解析ソフトProteome Discoverer によ
り、Peptide Confidence (Minimum confidence: High)、Peptide Rank (Maximum rank: 1)、 Peptides Per Protein 
(Minimal number of peptides: 2, Count only rank 1 peptides: Trueとフィルター処理を行った。 
 

図2 リン酸化ペプチドクリーンアップキット用いた評価。 
 

１．研究の目的 
 ヒトゲノム解析が終わり、転写・翻訳後のタンパク質による生体の調節機能や動的性質にス
ポットライトが当てられプロテームに関する研究が盛んに進められている。特に、質量分析計
を用いたプロテオミクスによりタンパク質の翻訳後修飾による調節機構を解明する研究が盛ん
に行なわれている。本研究では高性能質量分析計を用いた微量機能タンパク質の修飾部位特定
の解析限界を検討し、微量タンパク質の修飾解析の見本となる測定・評価方法を確立すること
を目的し、MSと MS2 データから修飾部位特定を目指すものである。 
 
２．研究成果 
 装置の高感度・高性能・高速化により、網羅的解析ではごく僅かなサンプル量にて測定解析
が可能となっているが、翻訳後修飾の解析では大量のサンプルを投入する必要があった。条件
検討の結果、市販 HeLa 細胞由来トリプシン消化物に混在する修飾ペプチドを確実に評価するに
は、数時間単位の分離溶出グラジエントが必要であることが判明した（図１、左パネル）。さら

に、カラム試料負荷量が最大に近いサンプルを投入することにより、微量タンパク質の修飾解
析の評価が可能となったが、修飾部位特定の解析限界と考えられた（図１、右パネル）。そこで、
リン酸化ペプチド精製・クリ
ーンアップキット用いた評
価も加えた。微量タンパク質
のリン酸化修飾を網羅的に
評価ができることが判明し
た（図２）。しかし、精製工
程における減少を考慮し、多
くのサンプル量から精製を
開始したため、今後、精製を
開始する投入量の限界を調
べる必要がある。さらに、今
回の結果を踏まえ、生体内の
調節機構に関わる微量タン
パク質において評価を目指
し研究を進めて行く予定で
ある。評価法を確立すること
により、生命科学分野におけ
るショットガンプロテオミ
クスに貢献できると考えて
いる。 
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