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研究成果の概要（和文）：翻訳後修飾を受けてN末端またはC末端のどちらかがブロックされた成熟タンパク質を同定す
るための、修飾を受けていない側のアミノ基またはカルボキシル基のどちらかをMALDI質量分析で同程度の感度が得ら
れるTMPP（トリメトキシフェニルホスホニウム）基をもつ修飾試薬で特異的に標識する方法を確立した。この研究の過
程でペプチドのN末端アスパラギン酸の脱炭酸反応とそれに伴う脱アミノ化を発見し、これを利用した効率的なN末端お
よびC末端アミノ酸配列解析法の開発につながった。またこの方法を考古学資料の分析に適用し、4,400年前のエジプト
の古墳の壁画片からウシ皮からのコラーゲンを検出した。

研究成果の概要（英文）：In order to identify mature proteins in which either N- or C-terminus is blocked, 
a new method for the modification of terminal free amino and carboxyl groups was developed. This method 
employs reagents containing the tris(trimethoxyphenyl)phosphonium (TMPP) group. In matrix-assisted laser 
desorption ionization mass spectrometry (MALDI-MS), the TMPP reagents make it possible to detect the 
derivatized peptides at a greatly enhanced sensitivity, so that the N- and C-terminal sequencing with 
MALDI-MS can be performed with almost the same sensitivity. In the present study, a new reaction that 
converts the N-terminal aspartic acid residue to alanine or pyruvate through decarboxylation and 
subsequent deamination, respectively, was discovered. The possibility of developing a new method that 
uses this reaction was also pursued. This method was successfully applied to Egyptian archaeological 
specimens, which dated to 2,400 BG, thereby collagen derived from cow hide could be identified.

研究分野：生命有機化学、プロテオミクス、質量分析学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本研究は、「新規 C 末端特異的誘導体化
によるプロテオミクス解析法の開発」
（基盤研究 (B), 課題番号 18310146, 研
究期間 2006-2008）と、それに続く「新
規C末端ペプチド単離法に基づくプロテオー
ム解析法の実用化」（基盤研究 (C), 課題番
号 21510225, 研究期間 2009-2011）を引き
継いで、これまで独自に開発したタンパク質
のC末端アミノ酸配列法をより一般化したプ
ロテオーム解析法として発展させることを
目的としている。 
細胞あるいは特定の生体組織・器官のタン
パク質を網羅的に解析するプロテオミクス
は、質量分析装置の技術的革新によって発展
してきた比較的新しい研究分野である。個々
のタンパク質の同定は、主にポリアクリルア
ミドゲル二次元電気泳動法  (2D-PAGE 法) 
によって分離した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
ド断片の質量分析法（MS）によって行われる。
ここで最も困難な課題となっているのは、最
終的に全発現タンパク質のプロファイルを
完成するために、質量分析データをゲノム塩
基配列データベースから得られる膨大な情
報をもとに解析しなければならない点であ
る。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
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多種多様な置換基で修
飾されているため、ゲノム情報と質量分析法
のみでアミノ酸配列を解析し、確実な同定を
行うことは極めて困難である。 
本研究課題に先行する前述の研究では、翻
訳後修飾（PTM）の可能性が比較的少ないペ
プチド鎖のC末端分析によるタンパク質の同
定法を開発した。これによる最大の成果は、
プロテオミクスの発展に対する重大な障害
の一つを克服した点である。しかし、C末端
のカルボキシル基がアミド化された生理活
性ペプチドや、劣化過程で生じると考えられ
る正常なペプチド結合がアスパラギン酸の-
カルボキシル基に転位したタンパク質など、
本研究を含めた従来の方法では対応できな
い分析試料は依然として多い。現実のプロテ
オームは、このように多様な翻訳後修飾を受
けたタンパク質の複雑な混合物であり、特に
考古学資料に含まれる極度に経年劣化の進
んだタンパク質の同定は困難を極めている。
こういった問題を解決するため、できるだけ
単純かつ特定の修飾に偏らない柔軟な分析
手法に基づく解析法の開発が望まれている。 

２．研究の目的 
前述のように、現代のプロテオミクスが直
面している問題点の一つに、タンパク質の
PTMの同定の困難さがある。特に解析困難な
課題は、タンパク質の成熟と分解に関わる重
要な現象であるペプチド主鎖の修飾や切断
を伴う PTM である。本研究では我々が提唱
したタンパク質のアミノ末端（N末端）とカ
ルボキシル末端（C末端）アミノ酸配列解析
法に基づく「末端プロテオミクス（terminus 
proteomics）」(1)の手法をさらに発展させると
ともに、それを駆使してこれらの問題の解決
を目指す。また、研究の過程で遭遇すること
が予想される新規の PTMの同定法も開発し、
そのタンパク質の成熟または分解過程の解
明を試みる。 
こうした研究の過程で得られる成果がプ
ロテロミクスの進歩に貢献することは当然
期待される。直接的にはタンパク質の機能と
細胞内外における安定性との関連を明らか
にする方法が開発できると思われる。さらに、
近年目覚ましく発展した質量分析法の応用
に関連して、古代の遺物中に残存するタンパ
ク質の種類と生物種の同定から、その時代の
文明、例えば古代技術史を探る一つの学問分
野、すなわち我々が提唱しているタンパク質
考古学の創成を目指す。 
 
３．研究の方法 
 (1) これまで、個別に展開してきた N末端と
C末端のアミノ酸配列解析に基づくタンパク
質同定法を、一連の実験操作で両末端の分析
ができるように改良した。具体的には N末端
とC末端アミノ酸残基に特異的な修飾試薬に
共通して含まれる tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)- 
phosphonium（TMPP）基（修飾試薬の化学構
造を次ページの図に示す）(2,3)のより有効な活
用法を検討した。 
 (2) C末端アミノ酸残基の特異的標識法の研
究中に、偶然 N末端アスパラギン酸に特異的
な脱炭酸および脱アミノ化反応を見出した。
この反応を、タンパク質中でアスパラギン酸
の N 末端側のペプチド結合を特異的に切断
するプロテアーゼである AspN による消化と
組み合わせることによって、タンパク質の N
末端ペプチドを AspN 消化によって生じる他
のペプチドから容易に単離または質量スペ
クトル上で区別できると考えた。この方法は
N末端がアスパラギン酸のタンパク質には適
用できないが、(1)の方法を適宜適用すること
で、本来の目的である N末端と C末端のアミ
ノ酸同時配列解析の実現に取り組む。 
 (3) 本研究が対象とする PTM を含むタンパ
ク質の標準試料として、コラーゲンを第一に
選んだ。コラーゲンは、生合成の際にプロリ
ン（Pro）とリシン（Lys）の一部が酸化され
てそれぞれヒドロキシプロリン（Hyp）とヒ
ドロキシリシン（Hyl）となる PTM を受け、
Hyp はコラーゲンの三重鎖構造の安定化に、
また Hylは三重鎖間の架橋に重要な役割を果



たすことが知られている。さらにコラーゲン
が細胞外に分泌される前段階のプロコラー
ゲンは、三重鎖構造以外の N末端と C末端の
ペプチドがコラゲナーゼの作用により除か
れる。しかも、I 型コラーゲンの三重鎖は、
アミノ酸配列の異なる 2本の-1鎖と 1本の
-2 鎖でできており、各鎖は約 1,000 個のア
ミノ酸残基から成る。このように、高分子量
のヘテロポリペプチドで、N末端と C末端が
三重鎖のそれぞれで異なる可能性がある点
で、両末端アミノ酸の確実な同定を目的とす
る本研究課題の試料としては理想に近い構
造的特徴を有している。 
コラーゲンの PTMは、このようにタンパク
質の成熟過程を追跡する指標となるばかり
でなく、古代の遺跡からの出土品や文化財
に含まれる膠の主成分であることから、考
古学的応用が見込まれる。結果的には、本
研究課題が最も役立ったのは以下の研究成
果で述べる古代の膠の研究であった。 
 

図１ N末端の修飾試薬、TMPP-Ac-ONSu (I)
と C末端の標識試薬の TMPP-propyl-NH2 (II)
の化学構造。TMPP 基はリン原子上に正電荷
をもつため、MALDI-MSにおいて誘導体化し
たペプチドのイオン化効率を著しく高める
ことで、ピークの感度向上効果がある。 

４．研究成果 
 (1) 図 1のTMPPを含む修飾および標識試薬
をそれぞれ単独に、または連続してコラーゲ
ンに対して反応させ、末端アミノ酸の検出効
率を比較した。モデルタンパク質のウシ・ラ
クトグロブリンに対して最初に I を、続いて
IIをオキサゾリンとして活性化(4)した C末端
に反応させ、トリプシン分解させた場合は、
期待通り両末端アミノ酸が検出でき、それぞ
れの反応を別々に行った場合よりも多少は
効率の向上が見られた。しかし、この方法を
コラーゲンに適用した場合にはC末端アミノ
酸が検出できなかった。 

(2) ここでタンパク質の C 末端をより効率
よく活性化して標識試薬 IIと反応させるため
に、ギ酸中で種々の塩基触媒と酸無水物を組
み合わせて反応条件を検討していたところ、
モデルペプチド Angiotensin II（H-Asp-Arg- 
Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-OH）の分子量が 44 Da
減少することを発見した。この結果は、最初
にC末端のカルボキシル基が脱炭酸したもの
と解釈したが、生成物のマトリックス支援レ
ーザー脱離／イオン化タンデム飛行時間型
（MALDI-TOF/TOF）MSの結果、脱炭酸はペ
プチドの N末端のアスパラギン酸残基（Asp）
で起きていることが明らかになった。すなわ
ち、N 末端の Asp がアラニン（Ala）に変化
していたのである（この結果は〔学会発表-7〕
で公表済み）。 
さらにこの結果をより詳細に検討した結果、
質量の減少が 45 Daになる生成物も確認され、
その場合N末端のAspはAlaを経てさらに酸
化的に脱アミノ化したピルビン酸に変換さ
れることも明らかになった（〔学会発表-7〕の
内容を加えて論文投稿準備中）。反応式を下
の図 2に示す。 

 
図 2 N末端 Aspの脱炭酸／脱アミノ化反応 



偶然得られたこの結果は、当初の(1)で計画
した方法よりもタンパク質のN末端とC末端
の同時分析には以下の理由により有望と考
えられる（現在執筆中の論文が投稿規定：「未
発表の内容を含む」に抵触するおそれがある
ので概略のみ記す）。まず、この反応は N 末
端の Aspについてのみ起こるので、タンパク
質を AspN で消化して得られるペプチドの混
合部にこの反応を適用すれば、タンパク質の
N 末端に由来するペプチド以外はすべて Ala
またはピルビン酸を N 末端に持つことにな
る。末端アミノ基をピルビン酸に変換してタ
ンパク質の N 末端アミノ酸配列を解析する
方法は既に報告されている(5,6)。同時に解析す
べき C末端は、既存の方法(4)や Aspに特異的
なプロテアーゼの使用、さらに〔雑誌論文-4〕
で用いた水素／重水素（H/D）交換法との組
み合わせなどによる方法を検討している。 

 (3) タンパク質は生体内において比較的短
い期間で変性や分解を受けて新たなタンパ
ク質に更新される。自然環境内でも重要な窒
素源の一つとして、動物によって食べられた
り、バクテリアによる分解を受けたりしてリ
サイクルされる。そのため一つの有機分子と
しての寿命は一部の例外を除いて極めて短
いものと考えられる。考古遺物中にタンパク
質を検出しようとすることは、そのような希
少な例外を探る困難な試みに他ならない。八
千万年前の恐竜の骨から抽出され、そのアミ
ノ酸配列から恐竜の進化上の位置が特定さ
れた程の驚くべき持続性を示すコラーゲン
は、こうしたタンパク質の寿命に関する常識
を覆した例といえる(7)。 
本研究では、平城京跡から出土した奈良時
代（8 世紀）の墨、ローマ・エジプト時代の
宗教画の画材（3世紀, AD）、およびエジプト
の地下墓の壁画片（2,400年, BC）に含まれて
いる可能性のあるコラーゲンまたはその他
のタンパク質の分析を行った。その結果、す
べての試料でコラーゲン由来のアミノ酸配
列が確認され、顔料の固着剤としてウシ皮か
ら製造した膠が用いられていることが明ら
かになった。以上の研究成果は学術論文と学
会発表（〔雑誌論文-5〕、〔学会発表-1, 5, 6〕）
で公表した。 
恐竜の骨と異なり、物理的な保護なしに放
置されていたコラーゲンが部分的にではあ
っても特定のアミノ酸配列を残して遺跡に
保存されていたことになる。検出されたペプ
チドのアミノ酸配列は、コラーゲン分子の三
重鎖構造の特定の部分に集中していたため、
この三重鎖構造こそがコラーゲンの安定性
と深く関わっていて、完全な分解を免れさせ
た原因となったと考えられる。主な発表論文
のうち、〔雑誌論文-1, 2〕は、主に構造と物性
の面でのコラーゲンの安定性に関する研究
成果である。特に〔雑誌論文-2〕は、コラー
ゲンのポリペプチド鎖が集合して三重鎖構
造を形成する過程を実験的に解析した結果
の報告であり、その成果は〔雑誌論文-5〕を

はじめとする、コラーゲンの考古学的安定性
に関する考察に反映している。また、古代の
膠が時代も地域も大きく異なるにもかかわ
らず、同じ原料からおそらくほとんど同じ製
法で造られたことにも驚かされたが、こうし
た結果に対する考古学的解釈は今後の課題
として残った。 
タンパク質のNおよび C末端アミノ酸配列
同時解析法の開発は、当初の計画とは異なる
が、(2)の N末端における脱炭酸反応の発見に
よって原理的により確実な方向に発展する
めどがついた。さらに(3)の考古学的に経年劣
化が進行したタンパク質の分析を通じて、こ
れまでに別々に発展させてきたN末端とC末
端のアミノ酸配列解析法が十分に役立つこ
とが確認できた。(3)ではコラーゲンのほかに、
絹糸を構成するタンパク質であるフィブロ
インとセリシンが、アミノ酸配列解析によっ
て、養蚕に用いたカイコガの種類を特定する
決め手となることを明らかにした。実際、卑
弥呼が活躍した時代とされる 4世紀頃の奈良
県桜井市の纒向遺跡から出土した巾着状布
製品の質量分析によって、布は絹製であり、
その絹はヤママユ科で日本原産のテンサン
（天蚕）由来であることを明らかにした（〔雑
誌論文-6,7〕）。この時、フィブロイン分子の
経年劣化の原因となるペプチド結合の切断
が、特定のアミノ酸残基間で起こる傾向があ
ることを発見したのは、絹試料の末端アミノ
酸配列分析の賜物である。すなわち、タンパ
ク質の Nおよび C末端アミノ酸配列解析は、
通常のプロテオミクスの研究ばかりでなく、
考古学の有力な研究手段となりうるのであ
る。これを実証できたことが本研究の最大の
成果といえるかもしれない。 
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