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研究成果の概要（和文）： 
 
 モデル酵素を用い、ショットガンプロテオミクスの手法を用い、有機リン系化合物が結合する部位の特

異的検出法を確立した。実資料への適用のために、混合ペプチドから有機リン結合ペプチドを精製する方

法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To explore the novel target enzymes for organophosphorous compound, we 
established the analytical method for specific detection of OP-combined peptide, using 
the shotgun proteomics procedure. To apply this method for the complicated sample 
such as serum, we adopted the purification procedure using TiO2, ZrO2 pre treatment 
column. 
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１．研究開始当初の背景 
  
 有機リン系農薬、化学兵器等による中毒の
直接の主要な毒性発現機構は、中枢神経系の
アセチルコリンエステラーゼの阻害による
ものであることは疑いようの余地はない。し
かしながら、死に至らない低量曝露の場合、
これ以外にも阻害を受ける酵素が存在し、こ
れによって農業従事者や地下鉄サリン事件
の被害者の方の慢性的な病状をもたらして

いる可能性が考えられる。そこで、本研究で
は、コリンエステラーゼ以外の有機リン系農
薬類の毒性に関与する新規ターゲット酵素
を探索する必要があるものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、サリンをはじめとする神経ガ
ス、およびメタミドホスなどの有機リン系農
薬類の毒性に関与する新規ターゲット酵素



の探索により、新たな毒性発現機構を解明す
ることを目的とし、さらに、この新規ターゲ
ット酵素について質量分析法を用いた構造
解析を行ない、これら有機リン系化合物によ
る曝露の新たな証明法を開発し、農業従事者
や中毒患者等の有機リン系化合物曝露の指
標とすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
神経ガス結合セリン残基に特異的なモノ

クローナル抗体を作製する目的で、各種アル
キルホスホニルセリンを合成し、各種セリン
エステラーゼ類のアミノ酸配列の相同性を
勘案し、これを含む 10 残基程度の合成アミ
ノ酸を作成し、特異抗体の作成を計画した。 

さらに、質量分析法（ショットガンアプロ
ーチによるプロテオーム的タンパク質同定
法）を用いた標的タンパク質のスクリーニン
グ法の開発を行なう計画とした。 
 
４．研究成果 
 
当初の研究計画では、第一に神経ガス結合

セリン残基に特異的なモノクローナル抗体
を作製する目的で、各種アルキルホスホニル
セリンを合成し、各種セリンエステラーゼ類
のアミノ酸配列の相同性を勘案し、これを含
む 10 残基程度の合成アミノ酸を作成する計
画であったが、合成がうまく進行しなかった
ことから、当初より予定されていた第二の手
法である質量分析法（ショットガンアプロー
チによるプロテオーム的タンパク質同定法）
を用いた標的タンパク質のスクリーニング
法の開発に注力して研究を行った。Thermo 
Fisher Scientific 社製 LTQ/Orbitrap 質量分
析計と、神経ガスが結合するモデル酵素であ
るα-キモトリプシンおよびヒト血漿斑リル
コリンエステラーゼと有機リン系化合物を
用い、質量分析計の測定条件とデータベース
検索による神経ガス付加部位自動検出のた
めのパラメータ設定を行った。 
モデル酵素を用いた検討で、LC-MS/MS（ニ

ュートラルロス分析）を用いた有機リン結合
ぺプチド特異的な検出法が確立されたが、実
際の未知タンパク質の分析に近い状態の混
合タンパク質資料を分析した場合、夾雑する
多量の有機リン非結合ペプチドにより特異
的検出が困難になることが分かった。これは、
FT モード、IT モードどちらの分析方法でも
同様であり、原因としては、夾雑タンパク質
のペプチド断片の強度が強いため、第一段階
（MS1 分析）、第二段階（MS2 分析）でこれら
の夾雑ペプチドが優先的に検出され、強度の
低い有機リン結合ペプチドが最初の段階か
ら検出されていないためであることが判明
した。そこで、有機リン結合ペプチドをあら
かじめ精製・濃縮をおこなっておく必要があ

ると考え、リン酸化ペプチドの精製に有効と
考えられている TiO2, ZrO2 担体を用いた精
製・濃縮法を検討し、特異的な精製をおこな
った。 

処理前の有機リン結合ペプチドの精製前
の量を LC-MS/MS で分析することにより定量
した上で、精製各画分の定量をおこなった。
その結果、精製カラム規定通りの溶出条件で、
素通り画分、洗浄画分、溶出画分の和が精製
前の 10％未満であったことから、有機リン結
合ペプチドが比較的強固にカラムに結合し
ているものと推察された。したがって、溶出
すれば精製度が高いものが得られると考え
られたことから、溶出条件を種々検討したが、
塩濃度と pH を変化させることで溶出量がや
や改善したものの、十分な回収をすることは
不可能であった。 
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