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研究成果の概要（和文）：質量分析による血清中のタンパク質、ペプチドの高精度、高感度の定量は臨床検査などの測
定結果を校正、比較するための基準を提供する技術である。質量分析を使った高精度のアミノ酸分析により高純度のC
－ペプチド、C反応性タンパク質を定量、標準物質を整備した。さらに、血清中のこれらのタンパク質を質量分析で測
定するための精製法、N末端化学修飾法を開発することで、低濃度の血清中C－ペプチド、C反応性タンパク質について
、高精度、高感度で定量分析が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Highly accurate and sensitive quantification of serum protein and peptide by mass 
spectrometry is a key technology which provides the standard value to calibrate and compare the results 
in clinical chemistry and other research field related to quantification. We performed amino acid 
analyses of pure C-peptide and C reactive protein with high accuracy, and established certified reference 
materials of these proteins. To achieve highly accurate and sensitive quantification for serum C-peptide 
and C reactive protein, we also developed the quantification methods utilizing purification and 
N-terminal modification methods to enhance the signal intensity.

研究分野： 分析化学・質量分析学・タンパク質化学

キーワード： 質量分析　同位体希釈　タンパク質　ペプチド　血清　定量分析　化学修飾
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１．研究開始当初の背景 
血清や尿など生体マトリックス中のタン

パク質は、疾患や健康状態を反映するマーカ
ーとして探索が進められ、多くのタンパク質
が臨床検査等に応用されている。このため、
生体マトリックス中のマーカータンパク質
を高感度、高精度に定量することは、生化学
やプロテオミクスなどの基礎研究から臨床
への応用を含め非常に重要である。 
 しかし、一般的なタンパク質定量法は比色
定量法や免疫化学測定法のようにあらかじ
め濃度のわかっている標準物質が必要であ
る。また、これの方法はマトリックスによる
定量結果の変化（マトリックス効果）や抗体
の親和性への影響を受けやすい問題がある。
このため、絶対定量を実現でき化学量論的に
信頼できる、高感度かつ正確なタンパク質の
定量方法が必要となっていた。 
 
２．研究の目的 
 生体マトリックス、特に血清中の特定のペ
プチド、タンパク質について、高精度、高感
度に定量できる方法を開発する。また、これ
らの測定精度を担保するため、高純度のペプ
チド、タンパク質標品の高精度定量法の開発
もあわせて行うことを目的とした。 
主にプロテオミクスの分野では、安定同位

体標識ペプチドを用い、質量分析によりその
比を測定することで定量することが行われ
ている。こうした方法は例えば AQUA 法な
どと呼ばれる定量法である。これらの方法は
簡便で広く用いられているが、測定精度を考
慮したものではない。 
本研究は、精度と感度の両立を目指し、安

定同位体標識化合物を内標準とした同位体
希釈質量分析法を基盤とした定量法を確立、
測定方法の妥当性についても十分な検証を
行い信頼性の向上にも努めることを目的と
する。試料の前処理にも改良を加え精度と感
度を両立した測定方法を開発し、標準物質の
開発や基準測定操作法として利用しうる測
定法を確立する。 
 
３．研究の方法 
本研究は、主に(1)アミノ酸分析による高

純度タンパク質、ペプチドの定量法開発、(2)
血清中 C－ペプチドの定量法開発、(3)血清中
CRP の定量法開発、の３つに関して行った。 
それぞれの研究の方法は以下のとおりであ
る。 
(1)アミノ酸分析による高純度タンパク質、
ペプチドの定量分析法開発 
安定同位体標識アミノ酸を内標準とした

同位体希釈質量分析法によるアミノ酸分析
法を実現するための測定方法開発を行った。
試料をアミノ酸に完全に加水分解するため
の反応条件、およびアミノ酸を逆相クロマト
グラフィー－質量分析（LC-MS/MS）で測定す
るためのアミノ酸の化学修飾とその反応条
件を検討した。確立した測定条件を利用して、

C－ペプチドおよびC反応性タンパク質（CRP）
の認証標準物質の値付けを行った。 
(2)血清中の C－ペプチドの定量法開発 
安定同位体標識アミノ酸を組込んだ C－ペ

プチドをスパイクした血清から、C－ペプチ
ドの精製法、および精製ペプチドの化学修飾
について検討を行い高感度化を目指した。測
定妥当性の確認とともに、免疫化学測定との
比較も行った。 
(3) 血清中 CRP の定量法開発 
血清中の特定のタンパク質を定量するた

め、定量対象タンパク質にアミノ酸残基の点
変異を導入した組換体タンパク質を内標準
とする定量手法を検討した。この方法は、内
標準タンパク質を血清に添加し、定量対象タ
ンパク質（CRP）-内標準タンパク質（変異型
CRP）を精製してプロテアーゼ消化したのち、
試料由来ペプチド、および内標準由来ペプチ
ドの比率を LC-MS/MS により求めて定量す
るものである。質量差を生むアミノ酸点変異
を導入することで、安定同位体標識と同様の
測定が可能と考えられる。 
 内標準タンパク質は大腸菌により産生し
た変異型 CRP を用いることとし、発現、精
製条件の検討を行った。これを血清にスパイ
クし、血清由来の野生型 CRP と変異型 CRP
を固定化抗体により回収、プロテアーゼ消化
と LC-MS/MS 測定に関するこれらの条件を
検討し、測定法の確立を目指した。 
 
４．研究成果 
(1) アミノ酸分析による高純度タンパク質、
ペプチドの定量法開発 
アミノ酸分析法はタンパク質、ペプチドの

濃度の絶対定量法として最も信頼性の高い
方法である。アミノ酸分析は、試料を酸加水
分解によりアミノ酸に完全に分解し、そのア
ミノ酸を定量する。そのため、測定の鍵は完
全加水分解すること、および生じたアミノ酸
を正確に測定することの２つである。 
加水分解法として 6 M 塩酸を用いた液相加水
分解、気相加水分解の 2つの方法により独立
に加水分解して濃度を求めることで結果の
信頼性を高めることにした。 
アミノ酸は逆相系のクロマトグラフィーで
はほとんどが素通り画分に溶出されるため、
LC-MS による測定を行うためには化学修飾に
より疎水性を高める必要がある。この化学修
飾は N-ブチルニコチン酸スクシンイミドエ
ステルによる N末端修飾、および 1-ブロモブ
タンによる C末端修飾により行った。 
アミノ酸分析は以下のようにして行った。ア
ミノ酸認証標準物質を用いてアミノ酸標準
液を調製した。内標準溶液には安定同位体標
識アミノ酸を用いた。アミノ酸標準液と内標
準溶液を混合して標準混合液、試料溶液と内
標準溶液を混合して試料混合液をそれぞれ
調製し、この２つの溶液を加水分解して
LC-MS/MS による定量を行った。 
C－ペプチドは31アミノ酸からなるペプチ



ドで、高純度の C－ペプチドについてアミノ
酸分析により濃度を求めた。液相、気相とも
に、加水分解時間および加水分解温度につい
て検討し、加水分解で得られた各アミノ酸の
濃度が最も高く、かつそれぞれの値が測定ば
らつきの範囲で一致した条件を決定した。各
アミノ酸濃度から重み付平均して求めたペ
プチド濃度について、加水分解条件とともに
その結果を示す。 
液相加水分解 
 (33.32 ± 0.57) nmol/g (165 ℃ 3 hr) 
気相加水分解 
 (33.93 ± 0.43) nmol/g (130 ℃ 24 hr) 
独立に求めた２つの結果はたいへんよい一
致を示した。この２つの結果を重み付平均し、
C－ペプチドの濃度として 
 (33.67 ± 0.46) nmol/g （相対標準不確
かさ 1.37 %） 
として求まった。この結果はフタル酸水素カ
リウムを内標準とした定量 NMR の定量結果 
 (34.32 ± 0.40) nmol/g 
ともよく一致し、測定精度、信頼性の高さが
示された。この結果を C－ペプチドの認証標
準物質開発に用いた。 
また、分子量 23000 のタンパク質である CRP
についても同様にアミノ酸分析を行い、 
（39.98 ± 0.76) nmol/g  (相対標準不確か
さ 1.90 %)として、高い精度でのアミノ酸分
析法を確立し、認証標準物質の値付けに用い
た。 
 
(2) 血清中 C－ペプチドの定量法開発 
血清中 C－ペプチドの基準範囲は大変広く、

LC-MS/MS による測定では低濃度域の感度の
確保が難しい。これは C－ペプチドの等電点
が4近い酸性のペプチドであることで正イオ
ンモードでの感度が出にくいこと、分子量が
3020 と大きいためフラグメンテーションの
効率が悪く、選択反応モニタリングでの感度
が出にくいことが考えられる。血清由来の C
－ペプチドの精製を従来法である固相抽出
カラム、固定化抗体での比較、さらに
6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl 
carbamate (AQC)による修飾の有無について、
LC-MS/MS によるシグナルの面積を図１のと
おり比較した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ 精製法と AQC 修飾の有無による C－

ペプチドのピーク面積の比較 
 
抗体精製とAQC修飾のどちらも感度向上に寄
与し、これらを組合わせることで従来法より
20 倍感度を向上できることがわかった。 
この方法により検量線の直線性を確認した
ところ、0.003-2.8 ng（on column）の範囲
で r2=0.999 と高い直線性を示し、定量限界は
既報よりさらに低い値であり、基準範囲をカ
バーする測定が可能であることがわかった。
分析方法の妥当性確認は、基準範囲の上限、
下限の目安である 0.5 ng/mL および 10 ng/mL
の２つの濃度について行った。この血清試料
は C－ペプチド除去血清に(1)で示したアミ
ノ酸分析により定量した C－ペプチドを添加
して調製した。分析は安定同位体標識 C－ペ
プチドを内標準として加えて行った。 
添加回収実験の結果を表１に示す。 
 
 表１ C－ペプチドの添加回収実験結果 
 
 
 
 

 
回収率は高濃度、低濃度ともに良好であった。 
繰返し測定のばらつきは、0.5 ng/mL および
10 ng/mL の２つの濃度について、日内で 1 %
前後、日間で 3.7 %となり測定ばらつきは血
清 C－ペプチド測定に十分な範囲であった。
一方、LC-MS/MS による本測定方法と常用測定
法である免疫化学測定の比較を行った。免疫
化学測定は化学発光酵素免疫測定法によっ
て行った。この結果を図２に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図２ LC-MS/MS による測定結果(ID MS)と
免疫化学測定の結果の比較 
 
0.19-8.49 ng/mL の範囲できわめて高い直線
性が得られた。一方で、傾きは 1 とならず、
免疫化学測定が約40 %高い測定結果を与える
ことがわかった。この原因として、免疫化学
測定に用いられる抗体の特異性に比べ、
LC-MS/MS の選択性が高いことが考えられる。
また、本法と免疫化学測定に用いた標準物質
が異なることも、値の差を生み出す原因と考
えられる。 
本測定方法は抗体の特異性に左右されない
普遍的な定量結果を得られることが特徴で
ある。本法と種々の免疫化学測定による値の
比較実験を進めることで測定の同等性の検
証を行い、臨床検査の標準化へ応用すること



が可能である。 
 
(3) 血清中 CRP の定量法開発 
複雑なタンパク質の混合物である血清か

ら CRPを LC-MS により選択的に定量する方法
を検討した。 
血清試料に添加する内標準タンパク質に

はヒト CRP のアミノ酸配列に対して、V20L, 
S53T となる変異を導入した。この変異の導入
によって野生型に対して m/z 15 の質量差を
持たせ、安定同位体標識タンパク質と同様の
内標準物質として利用する。pCold II 発現ベ
クタ－を用いて大腸菌により発現させた。発
現産物(mCRP)は種々条件を検討したものの
封入体として得られたため、8 M 尿素により
可溶化しゲル濾過クロマトグラフィーによ
り精製した。7 %ウシ血清アルブミン溶液に
対して 20 倍希釈して実験に用いた。 
このようにして調製した mCRP を血清に添加
し、野生型 CRP(wCRP)とともに固定化抗体に
よりアフィニティー精製し、トリプシン消化
によりペプチドとした。 
得られた CRP 部分ペプチドのうち、
CRP(14-23)および CRP(48-57)に相当するペ
プチドを CRP1、CRP2 として、wCRP 由来およ
び mCRP 由来のペプチドについて、LC-MS/MS
により測定した。図 3にそのクロマトグラム
を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図３ 血清から回収した wCRP, mCRP のト
リプシン消化物の SRM クロマトグラム 
 
変異導入によって保持時間がほぼ同じで、野
生型に対して質量差をもった内標準タンパ
ク質を確立することができた。 
wCRPとmCRPの混合比0.05-4.8(= wCRP/mCRP)
の範囲で、wCRP1/mCRP1,wCRP2/mCRP2 をプロ
ットした検量線はそれぞれ r2 = 0.999, 0.997 
とたいへん良好な直線性を示した。また、50 
ng/mL-5 g/mL の範囲でピーク面積に対して
CRP1, CRP2 ともに良好な直線性を示し、高感
度CRPの測定領域での測定が可能であること
がわかった。調製濃度に対する本法での測定
濃度が 2倍程度高くなること、測定のばらつ
きが 10 %程度になることがあり、今後の条件
の最適化が必要である。 
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