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研究成果の概要（和文）：従来の構造解析手法では解析が困難な生体超分子について、イオンモ

ビリティ質量分析により複合体の質量と合わせて衝突断面積の情報を獲得し、複合体の安定性

やコンフォメーション変化を詳細に解析するため、研究を行った。その結果、X 線小角散乱で

得られる粗視化モデルから衝突断面積を計算する方法を確立し、また、分子動力学シミュレー

ションと組み合わせることで、しっかりとフォールドした部分とフレキシブルな部分では、気

相における挙動が異なることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Structural study of supra-biomolecules were executed by using ion 

mobility mass spectrometry (IM-MS), which provides not only of masses but also of 

collision cross-sections of the supra-biomolecules. Since IM-MS is applicable to the protein 

complexes that are difficult to crystallize, it was possible to analyze their stability and 

conformational alteration by IM-MS. In the present study, a calculation method of collision 

cross sections of dummy residue models for noncrystallizable supra-biomolecules was 

established. In addition, it was proved by IM-MS and molecular dynamics (MD) simulation 

that behaviors of the folded and unfolded regions in the gas phase were remarkably varied. 
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１．研究開始当初の背景 

さまざまな巨大なタンパク質複合体（生体
超分子）について、分子生物学や生化学で生
体超分子の機能を解析し、構造生物学により
原子レベルで生体超分子の形を明らかにす
ることで機能と構造をリンクして生命現象
のメカニズムを理解する研究が、近年、世界

的に広く進められている。このような研究プ
ロセスでは、生体超分子が巨大になるほど、
パーツにわけて原子レベルの構造解析をし、
分子生物学や生化学の実験結果とあわせて
考察することで生命現象を理解することを
目指す。これは、機能解析は生体超分子丸ご
とで行う一方、構造解析では巨大であるほど
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生体超分子丸ごとについて原子レベルの構
造情報を得るのが難しいためである。そして
これは、巨大な生体超分子のネイティブな状
態の構造情報を得る手段が限られているこ
とに起因する。X 線結晶構造解析は生体超分
子にも適用できる有効な手法であるが、結晶
化が困難な場合には歯が立たない。一方、
NMR は静的な構造だけでなく動的構造解析
も可能だが、巨大な生体超分子の構造解析は
困難を極め、ドメインレベルでの構造解析が
一般に行われている。このような問題点を解
決する方法の一つとして、本研究代表者はこ
れまで質量分析（MS）を用いて検討してい
る。本研究では、他の実験手法では構造情報
を獲得することが困難で取扱いの難しい、フ
レキシブルかつ巨大な生体超分子の構造に
ついて、新しく開発されたイオンモビリティ
質量分析を用いて系統的かつ迅速に解析す
る実験手法を確立することを目指す。 

イオンモビリティ質量分析装置は、質量
情報に加え、衝突断面積に関する物理量を
得ることができ、タンパク質のコンフォメ
ーション変化を気相で解析することができ
るという特徴を有するものである。したが
って、ターゲットの認識や複合体の形成に
伴う構造変化を、質量の増減に加えコンフ
ォメーションの違いからも解析し、衝突断
面積という物理量でその変化を表すことが
できる。イオンモビリティ質量分析装置は、
1990 年代から本格的に開発が検討され、プ
ロトタイプの市販装置を用いた、バクテリ
ア由来のタンパク質 TRAP（90 kDa）の解
析が 2005 年に報告された（Ruotolo et al. 
Science (2005)）。その後世界のいくつか
のラボに、市販装置が導入され研究成果が
出始めている。 
現在、MS はプロテオーム解析やメタボ

ローム解析など網羅的解析（いわゆる「オ
ーム研究」）に必須の分析手法として利用
されている。プロテオーム解析とメタボロ
ーム解析では、分析する対象の分子の大き
さや質量分析装置の使い方は異なるものの、
いずれの場合も限りなく高感度かつ網羅的
な分析を目指すという共通点がある。そし
て、高感度かつ網羅的な分析を目指すため、
ナノ HPLC やキャピラリー電気泳動（CE）
などの分離手法と組み合わせた上、酸性条
件かつ有機溶媒を加えてエレクトロスプレ
ーイオン化（ESI）に有利な条件にした上
で質量分析するのが一般的である。また、
一度確立した手法は、対象となる試料（群）
が変わっても基本的に広く適用できるもの
であり、ルーティン化して動かしやすい実
験系である。これに対し、ネイティブな状
態の生体超分子の構造解析は容易とは言い
がたい。 
ネイティブな状態の生体超分子の構造解

析を MS で行う場合、観ているのはあく
までも気相におけるイオンの状態、すなわ
ち溶媒を除いたカラカラのイオンの様子で
ある。そこでこれまでに Cambridge Univ. 
や Utrecht Univ.、UCLA の研究者らを中
心に、溶液における生体超分子と MS で観
測される生体超分子の構造の整合性につい
て、数多くの検討・議論がなされ、イオン
化のプロセスで構造を保持するための必要
な項目や実験条件は整理されてきている
（Heck, Nat Methods (2008), Ruotolo et 
al, Curr Opin Chem Biol (2006）等）。そ
して市販のイオンモビリティ質量分析装置
を用いて、タンパク質の気相におけるコン
フォメーションの解析のための基礎的研究
が行われ、構造生物学での応用が行なわれ
ている（Ruotolo et al, Nat Protoc (2008）
等）。このように世界的にはタンパク質や
生体超分子の構造解析に MS が有用である
ことは理解されつつあるが、日本ではまだ
その認知度が低く遅れているのが現状であ
る。 

 

２．研究の目的 

複数のタンパク質からなる複合体（生体超
分子）で結晶化が困難な故に解析ができない
複合体や、単独で存在する時の構造とターゲ
ット分子と結合した状態とで構造が一変す
るタンパク質について、イオンモビリティ質
量分析により複合体の質量と合わせて衝突
断面積の情報を獲得し、複合体の安定性やコ
ンフォメーション変化を詳細に解析するた
めの系統だった手法を確立する。これにより、
生命現象で重要な役割を担っているにも関
わらずフレキシブルであるが故に生体超分
子全長での結晶化が困難で構造機能解析が
できない複合体の構造解析のボトルネック
を解消することを目指す。そして、フレキシ
ブルな構造のため取扱いや構造決定が難し
いヒトのタンパク質でも適用可能な、ネイ
ティブな状態の複合体の安定性やコンフォ
メーション変化を詳細に解析するための
MS による系統だった実験手法を確立し、
やわらかい生体超分子でも「全体を観る」
という MSだからできる実験手法を用いて
機能に関わる構造情報を引き出すことを目
指す。 

 

３．研究の方法 

フレキシブルな部分を有するタンパク質複
合体について、ネイティブな状態を観測する
ための MSによる系統だった構造解析法を構
築すべく実験を行った。質量分析の実験には、
主に、ナノ ESI イオン源を装着したイオンモ
ビリティ質量分析装置（Waters Synapt G2 

HDMS）を用いた。市販の球状タンパク質お
よびタンパク質複合体を用いて実験条件の



 

 

最適化を行なった後、種々のタンパク質複合
体について実験を行った。 

構造未知の複合体B2B3クリスタリンのイ
オンモビリティ質量分析 (IM-MS) のデータ
を解析するため、分子モデリングで複合体の
構造モデルを構築して考察した。 

フレキシブルなタンパク質複合体の溶液構
造を解析するため、X 線小角散乱(SAXS)を用
いて粗視化モデルを構築して考察した。 

IM-MS で求められる衝突断面積を解釈す
るため、分子動力学シミュレーション(MD 

simulation) を用いて、IM-MS で観測され
たイオンの構造を考察した。 

 

４．研究成果 

(1) フレキシブルな領域を有するタンパク質
複合体の IM-MS の実験条件の最適化 

Alcohol dehydrogenase (ADH, 140 kDa, 

ホモ四量体) や Transthyretin (56 kDa, ホ
モ 四 量 体 ) 、 Cytochrome c (12 kDa), 

Myoglogin (17 kDa), Ubiquitin (8.5 kDa) 

などを試料として、IM-MS の実験条件を精
査した。その結果、サンプルコーンの電圧や
コリジョン電圧はできるだけ低く抑えない
とコンフォメーションの変化を引き起こす
こと、トラップ部の真空度は m/z の大きな
イオンの感度や移動度に大きく影響するこ
と等がわかった。まだ、ネイティブな状態の
タンパク質の IM-MS では、移動時間（tD）
から衝突断面積のキャリブレーションには、
標準的な実験方法として採用されている、衝
突断面積が既知のタンパク質を酸変性させ
て得られる多価イオンを用いるよりも、複数
の非変性タンパク質を用いて行う方がよい
ことがわかった。 

 

(2) IM-MS とラジカル酸化、分子モデリング
との組み合わせ 

タンパク質の分子表面のアミノ酸残基のみ
をヒドロキシラジカルでマイルドに酸化し
質 量 分 析 す る (Radical Probe Mass 

Spectrometry: RP-MS)ことで分子表面の残
基を特定する手法を用いて、これまでに、タ
ンパク質複合体表面に存在する酸化されや
すいアミノ酸残基を同定し、高次構造未知の
B2B3-crystallin heterodimer の構造解析が 

シドニー大学 Downard らにより行われてい
た（Diemer H. et al., J. Mass Spectrom. 
(2009)）。B2B3-crystallin heterodimer の衝
突断面積を IM-MS で求めるとともに、横浜
市大・池口准教授の協力の下、ホモロジーモ
デリングで出された複数の構造モデルの中
から、RP-MS の解析結果を満足するコンフ
ォマーに絞り込むことで、構造未知のタンパ
ク質複合体でも構造予測が可能であること
を見出した。また構造既知のタンパク質に対
してヒドロキシラジカルによる酸化を行っ

たところ、コンフォメーション変化はほとん
どもたらされないことを、IM-MS で確認す
ることができた。（H22 年度 JSPS 外国人招
へい研究者（短期） Downard 准教授との共
同研究） 

 

(3) IM-MS と X 線小角散乱(SAXS) との組
み合わせ 

Cytochrome c、Myoglobin、ADH 等の球状
タンパク質について、SAXS の測定を行い、
粗視化モデルを構築した。一方、PDB に登録
されている各タンパク質のX線結晶構造から
粗視化モデルを導出し、SAXS からのものと
比較した。そして、SAXS で得られる溶液構
造を解析する際、その粗視化モデルの粒子半
径として最適な数値を精査するため、IM-MS

で得られる衝突断面積と粗視化モデルの衝
突断面積を照らし合わせた。その結果、SAXS

で得られる粗視化モデルの半径 5.7 Åが、理
論的な衝突断面積を算出するのに適してい
ることがわかった。 

結晶化できないため原子レベルの構造が未
決定のタンパク質の例として、相同組み換え
のメディエータータンパク質 Swi5-Sfr1 と
その N 末端領域欠損変異体（結晶構造既知）
を用い、SAXS と IM-MS による統合的な解
析を行った。その結果、結晶化を難しくして
いる変性領域は、気相中で極めてコンパクト
なサイズに小さくなることを、衝突断面積と
いう物理化学的な数値を用いて証明するこ
とができた。 

 

(4) IM-MS と分子動力学シミュレーション
(MD simulation)との組み合わせ 

IM-MS で得られる衝突断面積を有するイ
オ ン の 構 造 を 考 察 す る 目 的 で 、 MD 

simulation を組み合わせた解析法を検討し
た。試料として、しっかりとフォールドした
部分とフレキシブルな領域の両方が存在す
るタンパク質複合体であるヒストン多量体
を用いた。IM-MS ではエレクトロスプレー
でイオン化し、その挙動を質量分析するとと
もに移動度を分析する。そこで、 MD 

simulation では、気相からでなく溶液→気
相の順で計算を行うとともに、それぞれにお
ける荷電状態も考慮することにした。さらに 

MD simulation を 100, 200, 300, 400 K の
4 つの温度で行い、各温度当たり 150 個ずつ
の構造を導き出すことで、IM-MS で観測さ
れる衝突断面積の分布をカバーしうること
がわかった。そして、フォールドした部分と
フレキシブルな領域の両方が存在するタン
パク質複合体では、IM-MS の過程ではフォ
ールドした部分はほぼ保持され、フレキシブ
ルな部分に構造の多様性があることが、 MD 

simulation で示された。 
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Yoshifumi Nishimura, Satoko Akashi, 

Mass spectrometry of DNA 

G-quadruplex bound to a human 

telomeric protein, hTRF2, 第 37回国際
核酸化学シンポジウム（ISNAC 2010）、
横浜・はまぎんホールヴィアマーレ
（2010. 11. 10-12） 

4. 明石知子、質量分析を用いた生体超分子
の構造機能研究－構造生物学から見た
CE への期待－、第 30 回キャピラリー泳
動シンポジウム（依頼講演）、岐阜・長
良川国際会議場（2010.11.15-17） 

5. 明石知子、転写制御に関わる天然変性タ
ンパク質の質量分析による構造機能解
析、酵素工学研究会第 64 回講演会（依
頼講演）、東京（2010.11.19） 

6. 明石知子、タンパク質複合体を観る -

イオンモビリティ MS の実際-、BMS シ
ンポジウム「機能するタンパク質の構造
を探る」、東京（2010.12.11） 

7. Satoko Akashi, Mass Spectrometry for 

Characterization of IDPs, The 1st 

International Symposium on 

Intrinsically Disordered Proteins（依頼
講演）、横浜・はまぎんホールヴィアマ
ーレ（2011.1.27）  

8. 明石知子、質量分析によるタンパク質複
合体の相互作用解析、第 1 回生体分子相
互作用解析フォーラム（依頼講演）、東
京（2011.3.10） 

9. Shingo Shimoyama, Yuuki Asano, 

Kyohei Takahashi, Kazumi Saikusa, 

Aritaka Nagadoi, Hiroaki Tachiwana, 

Hitoshi Kurumizaka, Yoshifumi 

Nishimura, Satoko Akashi, 

Characterization of histone multimers 

by ESI- MS, The 59th ASMS 

Conference on Mass Spectrometry and 

Allied Topics, poster, Denver (June 2. 

2011)  

10. Satoko Akashi, Mass Spectrometry of 

Histone Multimers, The 2nd Asian 

Oceanic Mass Spectrometry 

Conference (2nd AOMSC) (invited), 

Busan (August 17-19, 2011) 

11. 七種和美、小田隆、奥田昌彦、池口満徳、
佐藤衛、西村善文、明石知子、イオンモ
ビリティ質量分析と X 線小角散乱によ
る基本転写因子 TFIIE の 構造解析、第
59 回質量分析総合討論会（2011）、吹田
（2011. 9.13-15） 

12. 明石知子、機能するタンパク質の構造変
化を質量分析で探る、公開シンポジウム
「蛋白質の機能を解き明かす多彩なア
プ ロ ー チ 」（ 依 頼 講 演 ）、 横 浜
（2011.10.17-18） 

13. 明石知子、質量分析で観るタンパク質の
姿、理研シンポジウム 第 12 回分析・
解析技術と化学の最先端（依頼講演）、
和光（2011.12.12） 

14. 七種和美、明石知子、イオンモビリティ
質量分析による  IDP の構造解析 －
Swi5-Sfr1 の気相中での構造－、新学術
領域研究「天然変性タンパク質の分子認
識機構と機能発現」第 2 回公開シンポジ
ウム、吹田（2012.1.24） 

15. Kazumi Saikusa, Naoyuki Kuwabara, 

Yuichi Kokabu, Mamoru Sato, Hiroshi 

Iwasaki, Mitsunori Ikeguchi, 

Toshiyuki Shimizu, Satoko Akashi, 

Behavior of Intrinsically Disordered 

Regions within a Protein Complex of 

Swi5-Sfr1 Characterized by Ion 

Mobility Mass Spectrometry, The 60th 

ASMS Conference on Mass 

Spectrometry and Allied Topics, poster, 

Vancouver (May 23. 2012) (May 20-24, 

2012)  

16. Yuichi Kokabu, Mitsunori Ikeguchi, 

Satoko Akashi, Kevin Downard, 

Application of Homology Modelling, 

Ion Mobility and Protein Footprinting 

in Unison to Characterize Protein 

Bimolecular Complexes, The 60th 

ASMS Conference on Mass 

Spectrometry and Allied Topics, poster, 

Vancouver (May 24. 2012) (May 20-24, 

2012) 

17. Simin Maleknia, Satoko Akashi, Kevin 

Downard, Impact of Protein Oxidation 

on their Ion Mobility for Protein 



 

 

Footprinting Applications, The 60th 

ASMS Conference on Mass 

Spectrometry and Allied Topics, poster, 

Vancouver (May 23. 2012) (May 20-24, 

2012) 

18. Kazumi Saikusa, Sotaro Fuchigami, 

Kyohei Takahashi, Yuuki Asano, 

Aritaka Nagadoi, Hiroaki Tachiwana, 

Hitoshi Kurumizaka, Mitsunori 

Ikeguchi, Yoshifumi Nishimura, 

Satoko Akashi, What happens on the 

histone multimers in the gas phase? 

19th International Conference on 

Mass Spectrometry, Kyoto (Sept 17, 

2012) (Sept 16-21) 

19. Kazumi Saikusa, Naoyuki Kuwabara, 

Yuichi Kokabu, Mamoru Sato, Hiroshi 

Iwasaki, Mitsunori Ikeguchi, 

Toshiyuki Shimizu, Satoko Akashi, 

Behavior of intrinsically disordered 

regions within a protein complex of 

Swi5-Sfr1 characterized by IM-MS 

and SAXS, 19th International 

Conference on Mass Spectrometry, 

Kyoto (Sept 20, 2012) (Sept 16-21) 

20. Kevin Downard, Yuichi Kokabu, 

Mitsunori Ikeguchi, Satoko Akashi, 

Structure of a Beta-Crystallin 

Heterodimer by Ion Mobility and 

Radical Probe Mass Spectrometry, 

19th International Conference on 

Mass Spectrometry, Kyoto (Sept 20, 

2012) (Sept 16-21) 

21. Kazumi Saikusa, Sotaro Fuchigami, 

Kyohei Takahashi, Yuuki Asano, 

Aritaka Nagadoi, Hiroaki Tachiwana, 

Hitoshi Kurumizaka, Mitsunori 

Ikeguchi, Yoshifumi Nishimura, 

Satoko Akashi, Characterization of 

histone multimers in the gas phase by 

ion mobility mass spectrometry and 

molecular dynamics simulation, 第 50

回日本生物物理学会年会、2012 年 9 月
22 日-24 日、名古屋大学(愛知県) 

22. 畔上奈々子、七種和美、神蔵祐典、戸所
泰人、立和名博昭、長土居有隆、胡桃坂
仁志、西村善文、明石知子、質量分析を
用いたヌクレオソームのアセチル化に
伴う構造変化の解析、第 85 回日本生化
学 会 大 会 、 福 岡 （ 2012.12.16 ）
(2012.12.14-16) 

23. 明石知子、高分子としてのタンパク質構
造解析：様々の手法のシンクロナイゼー
ション質量分析の立場から、第 6 回ソフ
トマター中性子散乱研究会、（依頼講演）
東京（2012.12.21） 

24. Satoko Akashi, Characterization of 

IDPs by Mass Spectrometry and MD 

simulation, 2nd International 

Symposium on Intrinsically 

Disordered Proteins 、（依頼講演）
Yokohama（2013.1.23-24） 

25. 明石知子、質量分析による構造生物学、
中性子連携研究会（第 4 回中性子小角散
乱解析法研究会）、（依頼講演）東京
（2013.3.14） 

 

〔図書〕（計 3 件） 

1. 明石知子 “翻訳後修飾のプロテオミク
ス －質量分析装置を中心とした分析
法の原理－”、平野久、大野茂男編 4

章 4.13.2 質量分析法による脱イミノ化
の検出、講談社、p. 171-174 (2011).（共
著） 

2. 明石知子 “試料分析講座 タンパク質
分析”、日本分析化学会編 5.3 タンパ
ク質複合体のネイティブ質量分析、丸善
出版、p. 183-197 (2012).（共著） 

3. 明石知子 “現代質量分析学”、高山光
男、早川滋雄、瀧浪欣彦、和田芳直編 第
26 章  生体超分子、化学同人、 p. 

383-392 (2013).（共著） 

 

〔その他〕 

ホームページ 

http://www-mls.tsurumi.yokohama-cu.ac.j

p/stbiol/ 
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