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研究成果の概要（和文）：生物のからだを構成しているタンパク質の翻訳後修飾を標識せずに直接検出する方法の確立
に挑戦した．脳などの神経系を構成するニューロンに豊富なタンパク質と翻訳後修飾を対象に，質量分析による直接検
出に必要な諸条件を探索した．組織からのタンパク質抽出を経ない脳組織上での翻訳後修飾の直接検出は達成されなか
ったが，これまでにない簡便な方法により組織中の翻訳後修飾を直接検出する方法を確立できた．得られたの成果は，
世界中で発売される英文図書に掲載された．

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish a novle technique to detect directly protein 
post-translational modifications, which occur on many proteins constucting living organisms, without 
labeling. To this end, we tried to seek out optimal conditions that acheive the direct detection of 
post-translational modifications by means of mass spectrometry, targeting proteins and post-translational 
modifications abundant in neurons of the nervous system. We succeded in establishing a novel and simple 
method by which post-translational modifications in tissue samples are detected directly, though failing 
to establish the new technique for the direct detection of post-translational modifications on tissue 
specimens without extraction of proteins from tissues. Our acheivement was published as a chapter of a 
book written in English, which will be relased all ovre the world.
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キーワード： 質量分析　翻訳後修飾　細胞骨格　微小管　チューブリン　中枢神経系

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) 近年，数多くの生物種のゲノム情報が解

読され，それぞれの生物を構成するタン
パク質のカタログが次々と明らかになり，
生命の理解が深まったと考えられていた．
一方で，ゲノム上にコードされたタンパ
ク質の数と，実際に生命体を構成するタ
ンパク質の数には数倍の乖離があり，こ
の乖離を生み出す翻訳後修飾の理解が，
より一層重要な課題となっていた． 
 

(2) 翻訳後修飾の解析において最も一般的な
手法として，修飾に対する特異的な抗体
を用いた免疫化学的な検出法がある．抗
体による翻訳後修飾の検出は，場合によ
っては抗体が市販されているなど，非常
に多くの人々に利用されている．また，
免疫組織化学的に組織や細胞内における
翻訳後修飾の局在を解析することが可能
であり，生化学の領域に留まらず形態学
の領域でも大きな力を発揮してきた．  
 

(3) 一方で，抗体の特異性が低い場合は不正
確な情報しか得られない，特異性が高い
場合でも分子一つずつの正確な翻訳後修
飾状態が分かりにくいなど，少なからず
欠点が存在していた．質量分析技術はこ
れらの問題を解決し，正確な修飾状態の
解析を可能とした．しかし，質量分析で
は解析対象のタンパク質を抽出したり，
検出したい翻訳後修飾部位を精製したり
するなどの煩雑な処理が必要であり，限
られた人にしか利用されていなかった．
くわえて，従来の方法では組織や細胞内
における翻訳後修飾の分布情報が失われ
てしまい，研究開始当初，翻訳後修飾の
局在を直接解析した例はなかった． 

 
２．研究の目的 
 
(1) 本研究では，脳内に豊富に含まれ，且つ，

特徴的な翻訳後修飾を受ける微小管を材
料に，質量分析技術を駆使した翻訳後修
飾の直接検出法の確立に向けた条件検討
を第一の課題とした． 
 

(2) くわえて，質量分析を用いた翻訳後修飾
の直接検出による解析の対象とする，新
しい翻訳後修飾ターゲット，新しい翻訳
後修飾，翻訳後修飾の異常が観察される
臨床サンプルの探索を並行課題とした．  

 
３． 研究の方法 
 
(1) 直接質量分析による翻訳後修飾検出の最

適化 
 

① ブタ脳より調製した微小管を材料に，翻
訳後修飾部位の選択的切断に適した消化

酵素を探索した．消化酵素の探索には試
験管内における酵素消化を行った． 
 

② 微小管消化物をイメージング用に酸化イ
ンジウムと酸化スズをコートしたスライ
ドガラス（ITO スライドガラス）に載せ
た後，マトリクスを噴霧し，マトリクス
支援レーザー脱離イオン化/飛行時間型
質量分析計（MALDI-TOF/MS）により解析
した．異なる種類のマトリクスを試し，
翻訳後修飾の検出に適したマトリクスを
探索した． 

 
③ ①で決定した消化酵素を用いて消化した

微小管消化物を異なる量 ITO スライドガ
ラスに載せ，②で決定したマトリクスを
噴霧し，MALDI-TOF/MS で解析し，翻訳後
修飾の検出に必要なチューブリンの分子
数を算出した． 

 
(2) 翻訳後修飾の直接検出に向けた微小管以

上に豊富な新規翻訳後修飾ターゲットの
同定 

 
① マウスの中枢神経からタンパク質を抽出

し，微小管と同等以上に存在するタンパ
ク質を精製した． 

 
② 精製したタンパク質を試験管内で消化酵

素 Asp-N により消化した． 
 
③ タンパク質消化物を高速液体クロマトグ

ラフ質量分析計（LC-MS）により解析し，
新規翻訳後修飾ターゲットタンパク質を
同定した． 

 
(3) 翻訳後修飾の直接検出に向けた新しい翻

訳後修飾の探索および局在解析 
 
① 二次元電気泳動，質量分析の結果から存

在が予想されている新しい微小管の翻訳
後修飾を検出できる抗体を作成した． 
 

② 組織内における存在比を定量するために，
検量線作成に使用する合成タンパク質を
設計し，精製した． 

 
③ マウスの中枢神経からタンパク質を抽出

し，①で作成した抗体を用いて，②で作
成した合成タンパク質と一緒にウェスタ
ンブロット解析を行い，中枢神経系にお
ける存在比を調べた．同時に，免疫組織
学的解析により組織内で強く局在してい
る領域を調べた． 

 
(4) 翻訳後修飾直接検出の臨床サンプルへの

応用を目指したサンプル探索 
 
① 開発した手法を臨床サンプルに応用する

ことを目指し，学内の倫理員会の承認を



得て，神経変性疾患の患者脳を準備した． 
 
② 検出対象とする翻訳後修飾に対する特異

的抗体を用い，免疫組織化学的に解析し，
疾患脳で修飾が蓄積している部位を同定
した． 

 
４． 研究成果 
 
(1) 直接質量分析による翻訳後修飾検出の

最適化 
 
① ブタ脳の微小管に豊富なポリグルタミン

酸化修飾の未標識直接質量分析を行った．
検出に適している消化酵素はエンドプロ
テイナーゼ Asp-N であった．検出に最適
なマトリクスは2,5-ジヒドロキシ安息香
酸（DHB）であった．この条件で，修飾部
位の精製を行わず，またマトリクスの噴
霧により，MALDI-TOF/MS を用いてポリグ
ルタミン酸化修飾を直接検出することが
できた（図 1）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．マトリクス噴霧による微小管 
ポリグルタミン酸化修飾の直接検出 

 
② MALDI-TOF/MSによるポリグルタミン酸化

修飾の直接検出に必要なチューブリンの
分子数を算出した結果，使用するレーザ
ー照射領域あたり 5～10 フェムトモルの
チューブリン分子が必要であることが分
かった．これはポリグルタミン酸化修飾
が最も豊富な繊毛軸糸の組織切片上にお
けるレーザー照射領域あたりのチューブ
リン存在量 0.2～0.5 フェムトモルから
大きく乖離する値であった． 
 

③ 本研究により，微小管のポリグルタミン
酸化を組織上で直接検出し，イメージン
グを行うためには，20～50 倍の検出感度
が必要であることが分かった．挑戦の結
果，現時点の技術では実現が非常に難し
く，イオン化の効率化，検出器の感度向
上が必要であることが分かった． 

 
④ ①で達成した修飾部位の精製を経ない

MALDI-TOF/MSによるポリグルタミン酸化
修飾の直接検出について，英文図書に発
表した（図書①）． 

 
(2) 翻訳後修飾の直接検出に向けた微小管以

上に豊富な新規翻訳後修飾ターゲットの
同定 

 
① 神経系で微小管・チューブリンよりも豊

富に存在するタンパク質について，その
翻訳語修飾を直接質量分析により検出す
る可能性を検証した結果，ポリグルタミ
ン酸化修飾の新しいターゲットとして同
定できた（図 2）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．ポリグルタミン酸化修飾の 
新規ターゲットタンパク質の同定 

 
② 修飾の基質となりうるタンパク質自体は

神経系に豊富である一方，質量分析によ
り検出される修飾されたタンパク質が非
常に微量であることが分かり，組織切片
上で直接検出することは不可能であるこ
とが分かった． 

 
③ ①で得られた新しい知見を，学会におい

て発表した（学会発表②，③）． 
 
(3) 翻訳後修飾の直接検出に向けた新しい翻

訳後修飾の探索および局在解析 
 
① ポリグルタミン酸化修飾以外に質量分

析による直接検出の対象となりうる微
小管の新しい翻訳後修飾を探索した結
果，デルタ 3化という新しい修飾の同定
に成功した． 

 



② 中枢神経系におけるデルタ3化修飾の存
在比を定量した結果，全チューブリンの
2％程度であることが分かった． 

 
③ 中枢神経系においてデルタ3化修飾が集

中している領域や部位を探索した結果，
神経突起，とりわけ軸索に集中している
ことが明らかとなった（図 3）． 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3．中枢神経系における 
デルタ 3化修飾の局在 

 
④ ①～③で得られた成果は，学会において

発表した（学会発表④）． 
 

(4) 翻訳後修飾直接検出の臨床サンプルへ
の応用を目指したサンプル探索 

 
① 翻訳後修飾の直接検出法を応用できる臨

床サンプルを探索した結果，微小管の翻
訳語修飾が劇的に増加する神経変性疾患
を発見した（図 4））． 

 
 
 
 
 
 
 

図 4．神経変性疾患における微小管 
翻訳後修飾状態の亢進（右） 

 
② ①の発見は，学会において発表した（学

会発表①）． 
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