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研究成果の概要（和文）：従来の質量分析計を用いたプロテオミクスではタンパク質発現量の広

大なダイナミックレンジのため、複雑な試料中の微量タンパク質の検出は困難であった。本研

究では、この問題を解決するために、質量分析計による特定タンパク質検出法であるMRM法
とヒト cDNA ライブラリーを元にした組換えタンパク質を利用してあらゆるヒトタンパク質
の絶対定量を可能とする新規タンパク質定量解析プラットフォームの構築に成功した。本シス

テムを用いて、従来検出が困難であった低発現タンパク質を含む多種類のタンパク質絶対量情

報を取得することが可能であった。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Due to the huge dynamic range of proteins amount, 
the detection of proteins expressed in low copy number by conventional proteomics based 
on mass-spectrometry is a major challenge. To solve this issue, we developed novel method 
to detect and quantitate human proteins by the combination of MRM, target proteomics 
and recombinant proteins generated from cDNA library. Using this system, we obtained 
information about the absolute expression level of many proteins including low abundant 
proteins that were difficult to detect. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、ゲノム情報の解明を背景に、網羅的

解析が盛んに行われ、様々な生命現象をシス

テムとして理解する試みがなされている。中

でも生命現象と直接的に結び付くタンパク

質の量的・質的変化をグローバルにとらえる

プロテオーム解析の重要性は明白である。し

かしながら、もっとも本質的で重要なタンパ

ク質発現情報の取得に関しては、極めて発展

途上であり、これを可能にする画期的な技術
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の開発が渇望されていた。われわれはこの重

要課題に挑むため 3連 4重極型質量分析計を
用いたターゲットプロテオミクスである

MRM 法に着目し、その高感度化に注力して

きた。その結果、わずか 1 マイクログラムの
全細胞抽出液(細胞 10,000個に相当)から１細
胞当たり 1,000 分子程度の低発現タンパク質
の検出を可能とする高感度分析システムを

構築した。 
 
２．研究の目的 
本来、MRM 法は特定タンパク質を質量分

析計によって高感度に検出する方法であり、

大規模タンパク質発現量解析に利用できる

ものではない。これは、MRM 法を実行する

前に、標的ペプチドの質量および開裂断片の

質量などの事前情報を必要とする。本研究で

はこれらタンパク質を規定するペプチドの

固有座標（液体クロマト上の保持時間、質量、

および部分質量）を、ヒト cDNAライブラリ
ーから試験管内合成系を用いて作製した

25,000種類のタンパク質を対象に事前取得し
データベース化する。この情報を元に超高感

度定量法である MRM法によってすべてのタ
ンパク質の絶対定量が可能なシステムの構

築を目指す。 
 

 

３．研究の方法 

 
【平成 22年度】 
1) 情報基盤定量プロテオミクスの実用化 

a. 組換えタンパク質リソースを用いた
MS/MS情報取得 
	
 100 種類程度の組み換えタンパク質をま

とめた混合物を酵素消化した試料を 1検体と

して LC-MS/MS 解析を行う。同様の測定を
250回繰り返すと 25,000種類すべてのタンパ
ク質を分析する。ここでタンパク質によって

は検出が難しいものがあれば、混合する数を

減らして二次・三次スクリーニングを行う。

得られた MS/MS スペクトル情報から
MRM-transitionを設定する。 

b. 液体クロマトグラフィーの標準化 
	
 情報基盤定量プロテオミクスでは液体

クロマトグラム上の保持時間をペプチド座

標の一つとする。保持時間は試料の組成やカ

ラムの劣化、あるいは室温変動などの影響を

受けるため、再現性を厳密にコントロールは

不可能である。そこで、合成ペプチドによる

保持時間マーカーを開発し、試料に添加する

ことで各クロマトグ標準化を行う。 
c. 情報基盤ＭＲＭのための情報処理プラ

ットフォーム構築 
	
 保持時間・質量・部分質量の三つのペプ

チド座標をデータベース化し、これを用いて

情報基盤定量プロテオミクスを実施する。具

体的にはいくつかのヒト培養細胞株を用い

て、特定の機能分類毎にタンパク質の絶定量

の計測を行い、本方法が実用レベルにあるか

検証する。 
【平成 23年度】 
2) ヒト全プロテオームの絶対定量 

 	
 上記のデータベースの構築とパイロッ
ト実験が成功すれば、全プロテオームの絶対

定量を目指して、大規模に情報基盤定量プロ

テオミクスを実施する。さらに、さまざまな

条件下でのプロテオームの差異も本方法で

解析し、シグナル伝達の分子機構の解明など

に応用する。合わせて、リン酸化ペプチドに

対する情報基盤定量プロテオミクスも構築

し、シグナル依存的なリン酸化のダイナミク

スを網羅的に計測する。 
 

3)	
 情報基盤定量法の改良 
	
 情報基盤定量プロテオミクスは将来的

には各種疾患の診断や治療効果の判定など

にも利用が十分に期待できる分析法である。

そのためには今以上の高感度化を達成する

必要がある。ハードウェアの改良や試料の前

処理法の開発によってより微量なタンパク

質の検出が可能なシステムへ発展させる。 
	
 
４．研究成果	
 

1)	
 情報基盤定量プロテオミクスの実用化	
 

図１	
 情報基盤定量プロテオミクスの概要 



 

 

a.	
 組換えタンパク質リソースを用いた

MS/MS 情報取得	
 

	
 複数種類の組み替えタンパク質を混合

してタンパク質の同定数を評価した結果、約

100 種類までは 90％以上のタンパク質を同定

することが可能であった。また、各タンパク

質あたりの同定ペプチド数は 70-80%が３ペ

プチド以上を検出可能であった。従って、9

６種類のタンパク質を一セットとして約 200

セットの混合物を作製し、すべて２回以上の

繰り返し測定を行った。その結果、約 15000

種類のタンパク質に対して高感度に検出さ

れ得るペプチド種を決定することが可能で

あった（約 120000 種類のペプチド）。	
 

b.	
 液体クロマトグラフィーの標準化	
 

	
 微量液体クロマトグラフィーにおける

各ペプチドの保持時間は様々な要因で変化

し、厳密な再現性を得ることが極めて困難で

ある。そこで、ヒトプロテオーム中に存在し

得ない疎水性の異なる 12 種類のペプチド配

列を合成し、保持間マーカーとした。これら

の保持時間マーカーをタンパク質同定の際、

混合することで、同定されたすべてのペプチ

ドに関して、液体クロマトグラフィー上での

保持時間を相対位置情報化することに成功

した。MRM 解析で使用するカラムやグラジエ

ント条件で保持時間マーカーの保持時間プ

ロファイルを取得すれば、各ペプチドの相対

位置情報から保持時間の正確な予測が可能

であった。	
 

	
 

c.	
 情報基盤ＭＲＭ法プラットフォーム構

築	
 

	
 MASCOT 検索結果(MASCOT	
 dat ファイル)

から各セットに含まれるタンパク質のみを

抽出し、MySQL によって構築した独自のデー

タベースへ登録を行った。本データベースは

１）同定されたペプチド情報をゲノム情報に

自動リンクさせ、各ペプチドの特異性情報

(タンパク質特異的ペプチド、遺伝子特異的

ペプチド、あるいは冗長ペプチド)を元にク

ラス分けを行う機能や２）任意のタンパク質

名、遺伝子名、あるいはパスウェイ名などを

元に目的タンパク質の PTP 情報を抽出する機

能、３）MRM を行うために必要な情報(Q1,	
 Q3,	
 

collision	
 energy などのパラメータ)を付加

して MRM 測定メソッドを自動作成する機能、

４）保持時間マーカーに対する相対的な位置

情報を元に保持時間予測を行う機能など、多

様な機能を実装させた。	
 

	
 

【平成 23 年度】	
 

2)	
 ヒト全プロテオームの絶対定量	
 

	
 	
 上記のデータベースを利用して大規模

に MRM 法を実行することが可能となった。そ

こで主要パスウェイ構成タンパク質を対象

に情報基盤 MRM 法を実行した。その結果、細

胞周期関連タンパク質やシグナル伝達経路、

代謝経路などの構成タンパク質を多数絶対

定量することが可能であった。	
 

	
 

3)	
 情報基盤定量法の改良	
 

情報基盤 MRM 法の高感度化を達成ため、ハ

ードウェアの改良や試料の前処理法の開発

を行った。具体的には微量前分画システムを

ナノフローHPLC とオートサンプラーを組み

合わせた自動分取システムを構築した。アル

カリ条件下での逆相クロマトグラフィーを

実施することで、試料の複雑さを低減させ、

飛躍的な高感度化を実現した。さらに、イオ

ン源のカスタマイズを実施することで、数倍

の高感度化を達成した。	
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