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研究成果の概要（和文）：蛋白質の凝集は生命現象にとって極めて重大な影響を及ぼす。本研究では、レーザー
マイクロカッターなどにより培養細胞から単離された少数個の凝集体でも、高感度にMS分析できる新規のプラッ
トフォームを考案した。本法（BOPs法と命名）は、疎水性マイクロビーズ担体がもつ蛋白質に対する安定な吸着
性と、水―アセトニトリル混合溶媒中でのトリプシンの高い消化効率を、単一チューブ内のワークフローとして
利用している。本法は、さまざまな変性剤の存在下や過度に希釈された状態の微量サンプルを簡便かつ高感度に
分析できる。本法は、極微少量または量が限定される凝集体を分析するために極めて有効な方法である。

研究成果の概要（英文）：Protein aggregation causes severe damages to cell and tissue functions. In 
the present study, we developed a new proteomics sample preparation method that is applicable to 
minute amounts of aggregates including those isolated from cultured cell lines with laser 
microdissection systems. This method, which we call BOPs, combines two advantages of current 
techniques, (1) unbiased binding of reversed-phase polymeric microbeads to any type of protein and 
(2) enhanced trypsin digestion efficiency in CH3CN-aqueous solvent systems, into a single-tube 
workflow. BOPs can readily be adapted to a wide range of diluted or denaturant-contaminated samples 
with high sensitivity, reproducibility, and reliability. The availability of the present BOPs make 
it especially attractive for next-stage proteomics of rare and limited aggregates. 

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) アミロイドやオリゴマーなどの蛋白質凝
集体の沈着は、加齢に伴う多くの疾患に共通
に観察される現象である。しかしながら、こ
うした不溶性凝集体の全容を蛋白レベルで解
明しようとする試みは、国内外を問わずまだ
ほとんど成功していない。この理由は、これ
らの凝集体は細胞溶解後にただちに不溶沈殿
となり溶媒中に安定に存在できないため、既
報のツールによる分離分析が極めて難しいこ
と、また分離分析のための戦略も凝集体ごと
にまちまちであり、一般的な対応策がまだ十
分に整備されていないことなどがあげられる。
高齢化社会が急速に進み、蛋白質凝集に関わ
る疾患が深刻な社会問題として認識されてき
ている今日、蛋白質を直接取り扱うプロテオ
ミクスの挑戦は極めて重要である。 
(2)研究代表者は、研究分担者の田岡と共同で
細胞刺激に応じて形成されるシグナル伝達複
合体などの機能性蛋白質複合体を、LC-MS/MS
法を用いて高速かつ高精度に分析するための
技術開発を進めてきた。また、本申請課題と
関連して TRIM32 ユビキチンリガーゼが形成
する JUNQ 型蛋白質凝集体の生化学的性質に
ついて基礎的検討を加えてきた①。研究分担者
の八谷は、プリオン蛋白質が形成する異常蛋
白質凝集体の研究を推進してきた。また、超
微小領域（直径 1μm以下）の切り出しが可能
な新規マイクロレーザーカッター(ALMD; 
Advanced LMD)を開発し、細胞や組織からダイ
レクトに異常凝集体を分離する手法を検討し
てきた。研究分担者の竹清は、物理化学的視
点から蛋白質凝集とその可溶化問題に取り組
んできた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、セルソーターやレーザーマイ

クロカッターなどにより細胞や組織から単離
された少数個の異常蛋白質凝集体でも、高感
度にプロテオミクス分析できる新しいプラッ
トフォームを開発することを目的とした。ま
た、開発した手法を生体サンプルに実際に適
用することでその有用性を実証することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)BOPs 法の手順 
疎水性マイクロビーズ吸着体としては

POROS R2 ビーズ（PerSeptive Biosystems; 
粒子径 50 m）を用いた。マイクロチューブ
内のサンプル溶液に、1 L(250 g)の R2 ビ
ーズを加えインキュベートすることで、タン
パクサンプルをビーズに吸着させた。遠心し
て上清を除去した後に、緩衝液を用いてビー
ズを洗浄した。SDS などの界面活性剤を含む
サンプルの場合、アセトン洗浄をこの洗浄操
作手順に加えた。トリプシン消化は、洗浄後

のビーズに 60% CH3CN を含む 100 mM Tris-
HCl 緩衝液(pH 8)を 10 L 加え、トリプシン
とともに 37℃でオーバーナイトインキュベ
ートした。消化後のペプチドは 0.1% ギ酸で
希釈または乾燥後に 0.1% ギ酸に再溶解した
のち LC-MS 分析用の試料とした。 
(2)質量分析操作 
LC-MS は、Waters 社製 nanoACQUITY UPLC-

Xeno G2-S QTof システムを使用して行った
①。LC-MS/MS は、quadrupole-orbitrap 
hybrid 質量分析系を用いたナノスケール
LC-MS/MS システムを使用して行った②。 
(3)その他の方法 
 試薬や標準蛋白質は市販品を用いた。トリ
プシン(MS グレード)は Promega 社のものを
使用した。In-solution 消化は、10 L の
Tris 緩衝液中(pH 8)で行った。On-bead 消化
は、BOPs 法の手順と同様であったが、トリ
プシン消化は 10 L の Tris 緩衝液中(pH 8)
で行った。線虫(C. elegans)は、大腸菌
OP50 を塗布した NGM プレート上で飼育し
た。HEK293 細胞は、10%ウシ胎児血清を含む
DMEM 培地中で、CO2インキュベーターを用い
て培養した。 
 
４．研究成果 
 本研究で開発したサンプル前処理技術
（microbead- based organic media-assisted 
proteolysis strategy; BOPs 法と命名）の概
略を Fig. 1 に示す。 

Fig.1 BOPs 法の操作手順 
 
BOPs 法は、連続する三つのステップによって
構成されている：(1)RP支持体への試料の濃縮 
(2)試料溶液中の変性剤の洗浄(3) CH3CN 溶液
中でのトリプシン消化である。POROS R2 ビー
ズは幅広い pHレンジ(pH 0-14)で使用でき、
また蛋白質に対して高い吸着性能（～15 g/1 
L R2 ビーズ）をもつ。 
(1)従来のin-solution消化法やon-bead消化
法との比較 
Fig.2(A-C)に、ウシ血清アルブミンBSA(1.5 

M)を、in-solution 法(A)、on-bead 法(B)、
BOPs 法(C)でそれぞれ消化し、LC-MS 法で分析
したクロマトグラムを示した。BOPs 法は in-
solution 法に比べて、高いペプチド検出率と
回収率を示すことが明らかとなった。一方、
並行して行った on-bead 法では、まったくペ
プチドが検出されなかった。In-solution法は、
希薄タンパク質溶液では十分に適用できない
ことが報じられている。 



Fig.2 LC-MS クロマトグラムの比較 
 

そこで、先の BSA 溶液を緩衝液で 10倍（Fig. 
2D-F）、50倍(Fig.2G-I)希釈し、トリプシン消
化を行った。その結果、in-solution 法の消化
効率は、予想通り希釈の程度とともに低下し
た (Fig. 2D, G)。しかしながら、BOPs 法は
試料希釈の影響を受けなかった。一方、on-
bead 法はいずれの実験においても、ペプチド
が産生されなかった。以上の結果より、BOPs
法は希薄試料においても効果的にトリプシン
消化を行えることが明らかとなった。 
(2)70%ギ酸、8M尿素、7M塩酸グアニジンで可
溶化した試料の BOPs 法による分析 

ギ酸や、尿素、塩酸グアニジンは不溶性凝集
体の可溶化に汎用される試薬である。しかし
ながら、これらの試薬はタンパク質の変性作
用を持つため、トリプシン消化の前までに完
全に除去、または十分に希釈する必要がある。
こうした操作はいずれも複数のハンドリング
操作を含み、サンプルロスやペプチド回収率
の低下につながるため、微量試料に対して適
用することは困難であった。 

Fig.3 にこれらの変性剤の存在下に、BOPs
法で BSA（左図）とチトクローム C（右図） 

Fig.3 変性剤存在下における BOPs 分析 

をそれぞれ消化した LC-MS クロマトグラムを
示した。BOPs 法はこれらの変性剤存在下でも
操作を変更することなしにそのまま使用でき
ることが明らかとなった。 
(3)界面活性剤を含むサンプルの BOPs 分析  
不溶性凝集物の可溶化にさまざまな界面活

性剤が用いられる。BOPs 法においてこれらの
界面活性剤は、タンパク質の場合と同様に R2
ビーズに結合し、その後のトリプシン消化の
CH3CN 溶液でビーズから解離する。解離した界
面活性剤は LC-MS 分析で妨害イオンを生じる
ため、これらを除去する必要があった。さま
ざまな溶媒洗浄を検討した結果、試料吸着後
のビーズをアセトンで洗浄することで、タン
パク試料はビーズに吸着した状態で、界面活
性剤のみをビーズから洗い流せることを見出
した。Fig.4に BSAを様々な界面活性剤(0.1%, 
100 L)の存在下にアセトン洗浄をしたのち、
BOPs法でトリプシン消化を行った LC-MSクロ
マトグラムを示した。 

Fig.4 界面活性剤存在下における BOPs 分析 
 
Fig.4の結果から明らかなように、アセトン

洗浄を加えることで、BOPs 法は様々な界面活
性剤の存在下でも感度よく LC-MS 分析ができ
ることが分かった。 
(4)微量生体サンプルへの適用 
本法の有用性を証明するために、二つの微

量サンプルに対して BOPs 法を適用した。 
[線虫 1匹の構成蛋白質分析] 
1 匹の親線虫(C. elegans)を７M 塩酸グア

ニジン中で破砕し、可溶化したタンパクを直
接 BOPs 法で処理し LC-MS/MS 法でタンパク質
を同定した。また同様の操作を 3 回行い結果
の再現性も検討した。その結果、各々の分析
からいずれも 1,000 個を超すタンパク質が特
異的かつ再現よく同定できることが明らか 



Fig.5 BOPs 法による線虫 1匹の分析 
 

となった（Fig.5A）。Fig.5B は、同定したタン
パク質の等電点と分子量を、C. elegans のゲ
ノムデーターベースに存在する全タンパク質
のそれと比較して二次元プロットしたもので
ある。この比較により、BOPs 法によって分析
できるタンパク質の範囲は全タンパク質の
99%以上であることが明らかとなった。この結
果は、BOPs 法は線虫タンパク質の分析に対し
て特定のタンパク質に対してバイアスを持た
ないことが明らかとなった。 
 
[2,000 個の HEK293 細胞のタンパク分析]250 
L の 0.1％ TritonX-100 溶液に可溶化した
2,000 個の HEK293 細胞の構成蛋白を BOPs で
処理し LC-MS/MS 分析した。また先の場合と同
様にこの操作を計 3 回行いデータの再現性も
検討した。その結果、各々の分析からいずれ
も 1,400 個を超すタンパク質が再現的に同 

Fig.6 BOPs 法による 2,000HEK293 の分析 

定されることが明らかとなった（Fig.6A）。 
Fig.6B では,BOPs 法の同定結果を Chen ら③が
報告している SISPROT の結果と比較したもの
である。BOPs 法は SISPROT とほぼ同様の感度
を持つことが分かった。しかしながら、
SISPROT は特定の界面活性剤に可溶化したサ
ンプルにしか適用できず③、BOPs 法と比べて
その適用範囲が著しく限定されるという欠点
を持っている。 
 
[終わりに] 
 本研究で考案した MS サンプルの処理法
（BOPs 法）は、非常に簡便で、すべてのハン
ドリング操作を単一のマイクロチューブ内の
連続操作で行うことができる。また本法は、
様々な変性剤や界面活性剤存在下に、微量サ
ンプルをロスなく MS 分析することもできる。
それゆえ、BOPs 法は微量な凝集体を含むサン
プルを高感度に LC-MS 分析することのできる
新しい分析プラットフォームであると結論す
る。一方、本研究課題において、一般的な可溶
化剤（SDS やギ酸など）に不溶な多くの凝集物
（例えばゆで卵：加熱卵白凝集体）でも、迅速
（10分以内）かつ高濃度（3‐4 mg/ml）に可
溶化できる“新しい”イオン液体混合型の抽
出溶媒システムも見出すことができた（未発
表）。今後、この溶媒システムを BOPs 法と組
み合わせることで、より高感度な凝集体（ア
グリゲート）プロテオミクスを可能にする新
しいシステムを構築したいと考えている。 
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