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研究成果の概要（和文）： 

巨大タンパク質複合体、小型オルガネラに標的を絞り、その構成タンパク質の翻訳後修飾を、
高分解能フーリエ変換型質量分析装置を中心とした装置と複数の解析法を組み合わせることに
より詳細に解析することでを目的とする。これまでのボトムアップアプローチに加え、全長タ
ンパク質を装置内で開裂させることで修飾を解析するトップダウンプロテオミクスによる解析
法を組み合わせ、これまでの研究手法に比して、より詳細な修飾を見逃すことなく同定する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this project, post-translational modifications were analyzed by targeted approach by 
isolating supra-molecular protein complexes and small organelles, and analyzing 
post-translational modifications using both top-down and bottom-up proteomic 
approaches.  Reducing the complexity of the samples should increase the coverage 
and the extent of the modifications detected. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）ヒトゲノム解析の完成を受けて、生命
科学は遺伝子、転写産物、タンパク質、代謝
物、それぞれのレベルでの大規模解析・網羅
的解析、いわゆるオミックス研究へと向かっ
ている。タンパク質の網羅的解析であるプロ
テオミクスは、二次元ゲル電気泳動のスポッ

トの同定という定性的な解析から、安定同位
体法などによる定量的解析へと進化してき
た。一方で、タンパク質の機能はその発現量
だけで制御されているわけではない。タンパ
ク質リン酸化に加えて、最近では、アセチル
化やメチル化、さらにポリ・ユビキチン化、
モノ・ユビキチン化などの翻訳後修飾の、タ
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ンパク質分解の調節、活性調節・相互作用調
節における重要性が明らかになり、タンパク
質翻訳後修飾の研究は生命科学の最重要テ
ーマのひとつであり続けている。 

（２）研究代表者らは、これまで質量分析法
を用いた微量タンパク質構造解析法を主な
技術として、多くのタンパク質の翻訳後修飾、
特にタンパク質リン酸化と、ミリスチル化な
どのアシル化の詳細な解析を構造と機能の
両面から行ってきた（Yamauchi 他 Nature 

Struc.Biol.2003;Matsubara 他 EMBO 

J.2004）。最近では、EGF 受容体下流タンパ
ク質のリン酸化プロテオミクスにより、多数
の新規タンパク質を発掘し、それらの生理機
能と EGF 受容体との関わりを明らかにして
いる（Tashiro 他,J.Biol.Chem.2006; Konishi

他 ,J.Biol.Chem.2006；Sano, ,BBA  Mol. 

Cell.Res.2008；Tashiro 他 , J.Biol.Chem. 

2009）。一方で、研究代表者らはオルガネラ
に標的を絞ったオルガネラプロテオミクス
による細胞内小器官のプロテオーム解析を
もう一つのテーマとし、脂質代謝に関わるペ
ルオキシソームや脂肪滴の構成タンパク質
の 解 析 を 行 っ て き た (Kikuchi, 

J.Biol.Chem.2004; Ozeki 他,J.CellSci.2005）。
（３）世界的にタンパク質リン酸化をはじめ
とする翻訳後修飾の網羅的解析の試みが進
められているが、タンパク質の存在比に加え
て、修飾の程度が様々であることから、細胞
に含まれるタンパク質の翻訳後修飾の網羅
的解析では、ダイナミックレンジがさらに２
桁程度大きくなる事が予想され、存在量が少
ないタンパク質成分のマイナーな修飾の存
在は容易に見逃されることになるはずであ
る。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究においては、研究代表者らのグ
ループにおいてこれまで行ってきた EGF 受
容体下流タンパク質のシグナリング複合体
や核膜孔複合体などの巨大分子複合体、ペル
オキシソームなどのオルガネラに注目し、そ
れらの試料調製技術を生かすことで標的と
する構成成分を単純化する。 

（２）既に導入したフーリエ変換型質量分析
装置（サーモ社製 LTQ-FT）のもつ超高分解
能と二つの開裂技術（衝突誘起解離 CID と電
子捕獲解離 ECD）、最新鋭のオービトラップ
型質量分析装置が持つ３つめの開裂技術（電
子移動解離 ETD）を用いたトップダウンアプ
ローチとこれまでのタンパク質をプロテア
ーゼ処理して得られるペプチドを解析する
ボトムアップアプローチを組み合わせるこ
とで、従来に増して詳細な翻訳後修飾を個々
のタンパク質分子に注目して解析すること
を目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究においては、翻訳後修飾の網羅的解
析を、細胞ライセートのような複雑な混合物
ではなく、数十から数百種類の構成成分から
なる複合体・オルガネラに絞ることで、微量
の構成タンパク質の修飾解析も可能にする
標的化プロテオミクスの手法に加え、最先端
のフーリエ変換型質量分析装置を用い、相補
的な開裂法である CID と ECD、ETDの３種類
の開裂法を組み合わせ、さらにプロテアーゼ
処理して得られるペプチドを解析してきた
これまでのボトムアップアプローチに加え、
全長タンパク質を装置内で開裂させること
で修飾を解析するトップダウンプロテオミ
クスによる解析法を組み合わせることで、こ
れまでのリン酸化プロテオミクスなどに比
して、より詳細な修飾を見逃すことなく同定
する手法を開発する。 
 
４．研究成果 
（１） 最初にトップダウンプロテオミクス
のための逆相 HPLC の条件検討を行った。イ
ンタクトのタンパク質の逆相カラムによる
分離には、通常の逆相カラムによるペプチド
の分離に比べ、分離そのものが困難であるこ
とをはじめとして、疎水性タンパク質の不可
逆的な吸着など多くの問題を解決する必要
がある。このために、様々な逆相カラムの坦
体を検討した。カラム坦体には、通常の C18
に加え、C8、C4坦体また異なるメーカーのカ
ラム坦体を比較検討した。さらに、溶出条件
として、エレクトロスプレー・イオン化に適
した 0.1%ギ酸だけでなく、イオン化には適さ
ないが、イオンペア効果により逆相の分離に
適した、0.1%トリフルオロ酢酸や、ギ酸に
様々な濃度のトリフルオロ酢酸を加えた溶
媒を検討した。また、有機溶媒として通常の
アセトニトリルに加え、疎水性タンパク質の
溶出に優れたイソプロパノールを種々の濃
度で混合した有機溶媒を検討した。 
 その結果、坦体がノンポーラスであり、粒
子径が２μｍであるインタクト社の Prest FF 
C18 カラムが、微妙なタンパク質の翻訳後修
飾の相違によりピークが分離できること、ノ
ンポーラス坦体の使用により、不可逆的な吸
着が少なく、かつイソプロパノールの使用に
より容易に洗浄できることなどの利点が明
らかとなった。一方で、ポーラス坦体を用い
た場合は、粒子径やポアサイズに関わらず、
また、官能基の種類を C18、C8、C4と変えて
も選択性にそれ程相違がないことなどが明
らかになった。インタクト社の Prest FF C18
カラムの場合、0.1%トリフルオロ酢酸や、同
濃度のギ酸に少量のトリフルオロ酢酸を加
えた溶媒系で好結果を得た（図１）。 



 

 

 
図１．Prest FF C18 カラムによるウシ血清
アルブミンの LC/MS分析（クロマトグラム）。
ナノ LCからの溶離液を直接 FT-ICR-MS（サー
モ社 LTQ-FT Ultra）に注入、測定した。糖鎖
をはじめ SS-結合の相違など、翻訳後修飾の
相違によりピークを分離することができた。 
 
（２）超高分解能をもつフーリエ変換型質量
分析計を用いたインタクトタンパク質の質
量測定の測定条件検討を行った。この装置で
は特にイオン源から分析計までのガス圧を
含むパラメーター設定が高感度測定に重要
であることが明らかとなった。タンパク質の
種類、分子量に応じてパラメータの最適化を
行った（図２）。その結果、分子量 10万程度
までのタンパク質であれば、同位体ピークに
まで分離観測する事が可能となった。（１）
におけるカラム条件と組み合わせることで、
インタクトタンパク質の質量測定による翻
訳後修飾の変化を検出する事を可能とした。
実際に（１）におけるクロマト上のピークは
必ずしも分離していないが、ひとつのピーク
の前半、中間、後半において明らかに分子量
の分布が異なり、用いたカラムにおいてある
程度修飾が異なる分子種をある程度分離で
きている事が明らかとなった。 
 

 
図２．ウシ血清アルブミンのエレクトロスプ
レー・マススペクトル。分解能をかえること
で、同位体ピークを分離観測することも可能
となった。 
 
（３）磁場型フーリエ変換型質量分析計にお
いて、イオントラップ部分を用いた衝突誘起

解離（CID）と ICR セルにおける電子捕獲解
離（ECD）を組み合わせ、インタクトタンパ
ク質の MS/MS測定の条件検討を行った。その
結果、CID と ETD による開裂パターンが相補
的であり、配列のカバー率が向上すること、
さらにリン酸化などの翻訳後修飾を受けた
タンパク質の場合、ETD では修飾を残したま
ま主鎖の開裂が起こりやすいことなどが明
らかとなった。さらにイオントラップにおけ
る CID に よ る 開 裂 の 際 に 、 Wide-band 
Activation の機能、Multi-stage Activation
の機能による効果を検討した。また、最近導
入された電場型フーリエ変換型質量分析計
（サーモ社 Orbitrap Fusion）を用いて、イ
オントラップにおける CID に加えて HCD
（Higher energy Collision Dissociation）
によるインタクトタンパク質の開裂を検討
した所、カバー率の向上を見た。これらの開
裂法の条件検討に加えて、Orbitrap Fusion
が持つ電子移動解離 ETDによるインタクトタ
ンパク質の MS/MS 測定の検討を開始した。現
状では、リン酸化やメチル化などの翻訳後修
飾を検出し、部位を同定するためには３種類
の開裂法、HCD、ETD、ECD を組み合わせるこ
とが有効であると言う結論が得られている。
特にイオントラップ部における CIDに比較し
て、HCD セルにおける CID はシークエンスイ
オンを得るのに有効であった。現在、CID と
ETD、さらに MS3 を組み合わせた解析法を検
討中であり、カバー率をさらに向上させるこ
とで、翻訳後修飾の網羅的解析に結びつける
ことが可能と考えられる。 
 
（４）一方ボトムアッププロテオミクスによ
る翻訳後修飾の解析においては、従来のトリ
プシン、リジルエンドプロテアーゼエンドな
ど、特異性の明確なプロテアーゼによる処理
と LC/MSによる分析が一般的に用いられてき
たが、本研究においては、特異性の低いプロ
テアーゼによる分解の効果と、トリプシンな
どと組み合わせることによるカバー率の向
上を検討した。その結果、従来の Q-tof型質
量分析計など比較的低精度の解析に比べ、
FT-ICR-MSや最新の Orbitrapを用いた高分解
能、高精度の解析では、プロテアーゼの特異
性が低い場合にも、高い同定精度を維持でき
る事が明らかとなった。キモトリプシンやサ
ーモライシン、さらに不溶性の細胞外マトリ
ックスタンパク質の分解に有利なエラスタ
ーゼなどとトリプシン／リジルエンドプロ
テアーゼを組み合わせ、カバー率を向上させ
る解析手法を確立した。現在、上記のトップ
ダウンプロテオミクスの手法による翻訳後
修飾のマッピングと組み合わせることで、よ
り詳細でかつ漏れのない翻訳後修飾解析法
を検討している。 
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