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研究成果の概要： 
タンパク質のC末端アミノ酸配列解析法の開発のために、本研究ではペプチドの選択的C末
端誘導体化の反応条件を最適化した結果、簡単なアミド化において収率を平均60%以上に

することに成功した。この誘導体化と新規N末端標識に基づくC末端ペプチド単離法を組み

合わせることで、C末端が翻訳後修飾されたペプチドのマトリックス支援レーザー脱離イ

オン化質量分析法（MALDI-MS）によるアミノ酸配列解析を可能にした。 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：プロテオミクス 
 
１．研究開始当初の背景 

今日のプロテオミクスは、ゲノム塩基配列
から得られる膨大な情報と質量分析計の技
術的革新によって発展してきた。具体的には、
特定の条件下で培養した細胞・組織からタン
パク質を抽出後、ポリアクリルアミドゲルに
よる二次元電気泳動法 (2D-PAGE 法) で各
タンパク質を分離し、タンパク質自体あるい
はその酵素消化により生成する多数のペプ
チド断片の質量数を質量分析計により測定
することでタンパク質を同定し、最終的に全
発現タンパク質のプロファイルを完成する

という手法が用いられている。しかし、現行
のプロテオミクスの解析技術において早急
に解決しなければならない最も重要な課題
の一つに、質量分析計によるタンパク質同定
法の信頼性を高めることがある。質量分析法
（MS）ではペプチドおよびペプチドのタン
デム MS (MS/MS) により生成するフラグメ
ントイオンの質量数の情報しか得られない
ため、データ解析用の多くのアルゴリズムの
開発がなされてはいるが、必然的に同定の信
頼性には限界がある。特に、生体内生理活性
ペプチドや低分子量タンパク質あるいは翻
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訳後修飾を多く受けているタンパク質の場
合、誤って帰属されることにしばしば遭遇す
る。特に、生体内で機能している成熟タンパ
ク質の半数以上が、アミノ末端（Ｎ末端）に
アセチル基をはじめ予測不能な置換基が化
学的に結合しているため、ゲノム情報と質量
分析法のみでは成熟体のアミノ酸配列に関
する情報を得るのは極めて困難である。この
ようなタンパク質の分析、同定法にかかわる
欠陥は、プロテオミクスの発展に対する重大
な障害となっており、この問題を解決する有
力な方法の一つとして、ペプチド鎖の N 末端
やC末端を特異的に化学修飾することによる、
プロテオーム解析法の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、新規の C末端カルボキシル基
の特異的化学修飾法に基づいて、既存の生化
学的な技術では全く対応できないタンパク
質のカルボキシル末端（C 末端）のアミノ酸
配列解析を、マトリックス支援レーザー脱離
／イオン化（MALDI）法を用いた質量分析法
によるタンパク質のアミノ酸配列解析を高
感度かつ迅速に行う方法の開発を目指す。す
なわち、プロテオミクスによる生命機能の解
明に大きく寄与するための方法の開発と実
用化が目的である。 
 
３．研究の方法 

この研究で用いるのは、細胞・組織から適
当な方法で分離して得たタンパク質のC末端
を標識し、このタンパク質をプロテアーゼ消
化した後、生じたペプチドの混合物を分離す
ることなく、標識されたピークの特性をもと
に MALDI 質量分析装置を用いてＣ末端付近
のアミノ酸配列を解析する方法である。 

従来の Edman 法のような標準的な N 末端
アミノ酸配列決定法を補完する、あるいはこ
れに代わりうるタンパク質のC末端アミノ酸
配列決定法は、その高い必要性によりかなり
古くから国内外で広く研究されてきた。しか
し、C 末端のカルボキシル基と側鎖のカルボ
キシル基を化学的に区別することが非常に
困難であるため、現在に至るまで実用に耐え
る方法は確立されていない。 

国内においては、次田らが開発した、オキ
サゾロンを経由するタンパク質の C 末端ア
ミノ酸逐次的分解法と質量分析法の組み合
わせ（Tsugita, A. et al. Eur. J. Biochem. 206, 
691-696 (1992)）、これを酸による限定的加水
分解を利用したやや一般化した方法（Zhong, 
H. et al. Nat. Biothchnol. 22, 1291-1296, 2004）
などが報告されている。しかしこれらの方法
は、限定分解速度がアミノ酸残基の種類によ
り大きく異なり、また質量分析におけるペプ
チド断片のイオン化効率が一様でないため、
試料の純度が解析結果の信頼性に直接影響

するなどの理由から、未だ一般的な方法とは
なっていない。比較的最近では、Beeumen ら
のグループが化学試薬（臭化シアン）を用い
るペプチド限定分解法とカルボキシペプチ
ダーゼを組み合わせ、その分解生成物をやは
り質量分析法で分析する方法を発表してい
る（Samyn, B. et al. Nat. Methods 2, 193-200, 
2005）。この方法は、本研究課題で目指す迅
速性、高信頼性の基準を満たす極めて優れた
ものであるが、臭化シアンの作用を受けるメ
チオニン残基を含むタンパク質にしか適用
できないという問題点を含む。 

本研究では、タンパク質の C 末端のカルボ
キシル基が、酸無水物と反応して特異的にオ
キサゾロンに変換されることで、側鎖のカル
ボキシル基と区別されることに注目した。こ
の反応は、松尾らによってタンパク質の C 末
端アミノ酸のトリチウム化に基づく同定法
（Matsuo, H. et al. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 22, 69-74, 1966）として知られていた
が、ここではさらにオキサゾロンがカルボキ
シル基の活性化体であるため、MALDI-MS に
おいて感度向上効果が期待される正電荷を
持つ求核剤と反応させて標識する方法（図
１）に採用することにした。 
 

 
図１ オキサゾロンを経由するタンパク質の C

末端アミノ酸標識法で用いる反応。求核剤

Y-NH2のYには正電荷を持つ基が含まれている。 
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本研究課題の初年度（平成 18 年）には図
１で X-OH と示した C 末端活性化剤に、ペン
タフルオロフェノール（Pfp-OH）が適してい
ることを見いだした。このフェノールとのカ
ルボン酸の活性エステルは、オキサゾロンが
加水分解される水溶液系でも比較的安定で
あった。このようにして活性化したペプチ
ド・タンパク質の C 末端を標識する試薬とし
て、初期のアミノ基をもつアルギニン誘導体
に始まって、ヒドラジン誘導体、システイン
のようなアミノチオール類などを検討した。
その中で比較的成功したものが 2-ヒドラジ
ノ-2-イミダゾリン（Imz-NHNH2）であった（図
２）。この試薬を用いた C 末端標識実験の成
果については次項で述べる。 

 
図２ ヒドラジノイミダゾリンによる C 末端

標識化および MALDI-MS による C 末端アミノ酸

配列解析法。タンパク質の消化にはキモトリプ

シンを用いる。これはトリプシンによる消化で、

C末端に正電荷を持つアルギニンが生じる可能

性が高く、混合物中に存在するそのペプチドの

ピークと C 末端ヒドラジドのピークの区別が

困難になるからである。 

 
図２に示すように、Imz-NHNH2 で C 末端

を標識したタンパク質はキモトリプシンで
消化し、生じたペプチド断片は分離すること
なく、MALDI マス・スペクトルを測定する。
混合物中のC末端由来以外のペプチド断片は、
一般的に正電荷が末端にないので、C 末端ペ
プチドのピークが優先的に検出されると期
待される。この方法を実際に構造既知のモデ
ルタンパク質に試みたところ、C 末端ペプチ
ドのピークが検出されたが、未知試料の C 末

端解析に適用するためには反応効率の向上
と、C 末端ペプチドのピークに何らかの特徴
を持たせる標識試薬の改良が必要であるこ
とが明らかになった。さらに、C 末端ペプチ
ドの Imz-ヒドラジドのピークを PDS または
CID による MS/MS 分析において、複雑な解
離を起こし、アミノ酸配列解析に必要な特定
の系列のフラグメントピーク群がほとんど
観測できないという問題点が生じた。 

そこで、この結果をふまえて、MS/MS に
おいて一定のフラグメント化パターンを示
す、よりアミノ酸配列解析に適するように標
識試薬の改良または標識法の新規開発に着
手した。試薬の改良の点では、Imz-NHNH2
をより単純なヒドラジンでおきかえたC末端
ヒドラジドに反応させる、アルデヒド基をも
つ標識試薬を調製した（図３）。 
 

 
図３ ヒドラジンによる C 末端ヒドラジド化

およびヒドラジドとアルデヒドの反応による

ヒドラゾン型標識化。図２の誘導体化をこれら

の２段階の反応でおきかえた。C末端活性化の

際にアミノ基がホルミル化されるが、ヒドラジ

ンとの反応により脱ホルミル化され、元のアミ

ノ基が再生される。アミノ基もアルデヒド基と

反応して Schiff 塩基を生じる可能性があるが、

おそらくヒドラゾンよりも不安定で、解析結果

に影響しない。 

 
標識試薬のアルデヒド基を Fmoc 固相ペプ

チド合成用樹脂に固定化して、C 末端由来の
ペプチドのみの単離も試みた。この樹脂には
あらかじめアルギニンが結合していて、その
アミノ基にはスペーサーを介してアルデヒ
ド基が付いている。C 末端がヒドラジド化し
たペプチドはこのアルデヒド基と反応して
樹脂に固定化され、他のペプチドと分離した
後、トリフルオロ酢酸によって樹脂から切り
離されると同時にアルギニンの保護基が脱
離する（図４）。こうして、単離された C 末
端ペプチドにはスペーサーを介してアルギ
ニンが結合しているので、MALDI-MS による
高感度の検出とアミノ酸配列解析が容易に
なると期待された。 

結果的にはこの方法で得られるペプチド
のヒドラジド[1]も、PSD および CID 分析で、
期待した程の明快な MS/MS スペクトルが得
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られなかった。ところが、冷蔵庫中で１週間
程度放置してあった Leu-enkephalin から調製
した微量（約 10 pmol）の分析用試料を分析
したところ、予想されたピークに加えて、そ
れよりも 16 Da 分子量の大きい化合物のピー
クが検出された。このピークの PSD スペクト
ルでは b-イオンの系列に属するフラグメン
トピークが優先的に観測され、これによって
容易に試料のアミノ酸配列を読み取ること
ができた。また、この PSD 解析から、分子量
の 16 Da の増加が、ヒドラゾン部分の酸化に
よるヒドラジド[2]の生成を原因とすること
が明らかになった。 

 

 
図４ C末端ヒドラジドとアルデヒド基との反

応による C 末端ペプチドの固定化および標識

法。TFA によって樹脂から切り離された C 末端

標識ペプチドは直接 MALDI-MS で解析できる。

予想された標識生成物[1]は自動的に[2]に酸

化されるが解析には[2]が適している。 

 
現在、この結果をもとに、C 末端ヒドラジド
から直接[2]に対応する誘導体を得る方法を
検討している。 
 
４．研究成果 

研究の当初の目的は、図４の方法を改良・
発展させることによって達成できる見込み
であるが、研究方法の項で述べた、ここに至
る研究成果はほとんどすべて次項（５）にあ
げた論文・学会発表等で公表済みである。査
読付き論文のうち雑誌のタイトルに「プロテ
オミクス」、「質量分析」、および「分析」を
含むものが 3 報ずつ、その他１報である。 

本研究を行う過程で予期しなかった多く
の展開があり、そのうちいくつかは本研究が
当初設定した目標以上の成果をあげ、あるい
はより発展的な研究課題を生み出した。その
一つはオキサゾロンを経由せず、すべてのカ
ルボキシル基をアミド化する反応に基づく C
末端ペプチド単離法・アミノ酸配列解析法で

ある。この方法は本研究課題とはカルボキシ
ル基の区別の点で全く異なる反応を用いる
ので、今後は２つの方法を組み合わせたより
効果的なプロテオミクス解析技術に発展さ
せる予定である。 

本研究課題のおそらく最も効果的な応用
は、C 末端が翻訳後修飾されたタンパク質の
検出と構造解析にあると思われる。連携研究
者の九山らは、試料のタンパク質を LysC プ
ロテアーゼで消化し、α-アミノ基を特異的に
修飾した後、末端に Lys のε-アミノ基を持た
ないC末端ペプチド以外を固定化によって除
く新しい方法を開発した（Kuyama H. et al. 
Proteomics 8, 1539-1550, 2008）。この C 末端ペ
プチド単離法に本研究課題のC末端誘導体化
法を組み合わせることによって、単にタンパ
ク質のC末端アミノ酸配列を解析するだけで
なく、既に修飾されているために誘導体化を
受けないC末端が翻訳後修飾されたタンパク
質の検出とその構造解析が可能となる（論文
①）。従来解明の遅れていたタンパク質の C
末端構造とその翻訳後修飾についての研究
は、ここに始まるといってよいだろう。 
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