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〔特集：タンパク質分析のための最新質量分析装置〕

プロテオーム解析のための最新の質量分析装置

戸　田　年　総

SUMMARY

Proteomics has been established by combination of two-dimensional gel electrophoresis

and mass spectrometry. The most significant advantage of proteomics over the conven-

tional protein analysis is the high-throughput performance in comprehensive analysis of

almost all proteins expressed in a specific tissue or cell type under a given condition. Mass

spectrometry plays important roles not only in identification of proteins separated by two-

dimensional gel electrophoresis but also in analysis of post-translational modifications.
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1．はじめに

プロテオーム解析（プロテオミクス）1）は，内容的にはタ

ンパク質分析そのものであるが，これまでの伝統的なタン

パク質分析と大きく異なる点は，短時間に非常に多くのタ

ンパク質を一斉に分析することができる「ハイスループッ

トな分離同定技術」が利用されているというところである．

このようなプロテオーム解析が 1995 年にスタートした時

に，ハイスループットなタンパク質分離分析技術として最

初に採用されたのが二次元電気泳動法 2）であり，その結果，

それまで国際電気泳動学会を支えていた各国の研究者の多

くが HUPO（Human Proteome Organization） 3）の設立へと動

いた．

1975年に O’Farrell によって確立された二次元電気泳動

法は，分解能が非常に高かったことから，多くの研究者に

高く評価され，様々な研究分野で成果を収めたが，チュー

ブゲルを用いる 1次元目の等電点電気泳動にはかなりの熟

練を要し，再現性の良い綺麗なパターンを得ることが必ず

しも容易ではなかったことから，広く利用されるには至ら

なかった．しかしその後 Fieldと Lee4）が 1次元目の等電点

電気泳動を固定化 pH勾配ゲル上で行うという方法を編み出

し，当時のファルマシアが，イモビラインドライストリップ

という形で固定化 pH勾配ゲルを商品化したことから，二次

元電気泳動は誰でも行える容易な技術へと変貌を遂げた．

次に，「ハイスループット」なタンパク質の同定を可能に

し，プロテオミクスの誕生に貢献したもう一つの大きな技

術的発展は，PMF（Peptide Mass Fingerprinting）法5）やMS/

MS イオンサーチ（MS/MS Ion Search）法，ペプチドシーク

エンスタグ法 6）などに代表される「質量分析によるタンパ

ク質同定法」の開発である．これらの質量分析による方法

が発表される以前は，電気泳動で分離されたタンパク質の

同定には専ら Edman 分解法7）によるペプチドシークエン

サーが用いられていた．すなわち N末端のアミノ酸配列を

逐次解読し，配列相同性検索（Sequence Homology Search）

によって同定するというものであるが，この方法で同定す

るには少なくとも数ピコモル（pmol: 10−12 mol）程度のタン

パク量が必要であることや，N末端がブロックされている

場合，脱ブロック8）やペプチド断片の精製が必要であるこ

となど，およそ網羅的な同定には不向きな方法であった．

これに対し質量分析計による同定法は，高感度の蛍光染

色によって辛うじて検出されるような，わずか数十ないし

数フェムトモル（fmol: 10−15 mol）程度の微量なタンパク質

でも，迅速かつ高い成功率で同定できる方法であり，二次

元電気泳動によって分離されたタンパク質スポットの網羅

的な解析に適した方法である．くわえて質量分析は，タン

パク質発現量の相対的な分析や翻訳後修飾の構造解析など

においても威力を発揮する優れた分析手段であることか

ら，今後さらに基礎研究および臨床研究の両面でタンパク

質の分析手段として，広く利用されるようになるものと期

待されている．
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2．質量分析計の原理

質量分析計の中でもとりわけ飛行時間型（TOF: Time of

Flight）9）と呼ばれるものは，まさしく「真空条件下での自

由電気泳動装置」そのものである（Fig. 1）．

Fig. 1 に示した TOF 型質量分析計は標準的な「リニア

モード」の装置の原理図であるが，飛行距離が長いほど分

離性能（分解能）が高くなるので，飛行距離を伸ばすため

にフライトチューブの先端でイオンを跳ね返し，イオン源

方向に戻ってくるイオンを途中で検出するタイプ（リフレ

クトロンモード，Fig. 2）の質量分析計が，一般に利用され

ている．

3．現在プロテオーム解析でよく利用されている

様々な質量分析計

質量分析計には TOF型の他にも，磁場型（MS: Magnetic

Sector, Fig. 3-A）や四重極型（Q: Quadrupole, Fig. 3-B）10），

四重極イオントラップ型（QIT: Quadrupole Ion Trap, Fig. 3-

C）11），フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型（FT-ICR:

Fourier Transformation Ion Cyclotron Resonance, Fig. 3-D）12）

など様々な測定原理に基づくものがある．このうち四重極

イオントラップ型はこの部分だけではイオン検出はできな

いので，通常 TOF型と連結して使用される（QIT-TOF型）．

また，四重極型と TOF型を連結した Q-TOF型 12），TOF型

を 2つ繋げた TOF-TOF型 13）なども利用されている．

一方，イオン化ユニット（イオン源）についても，電子

イオン化法（EI: Electron Ionization）や化学イオン化法（CI:

Chemical Ionization），高速原子衝突法（FAB: Fast Atom

Bombardment），マトリックス支援レーザー脱離イオン化法

（MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization）14），エレ

クトロスプレーイオン化法（ESI: ElectroSpray Ionization）15）

など，様々な異なる原理に基づくものが開発されたが，現在

プロテオミクスでよく利用されているのは，ESI法（Fig. 4-

A）とMALDI法（Fig. 4-B）の原理に基づくものである．

ESI法および MALDI法以外のイオン化法は，イオン化の

効率が低かったり，イオン化の際にタンパク質やペプチド

が分解されてしまったりといったことから，プロテオーム

Fig. 1. A schematic architecture of time-of-flight mass spec-

trometer for linear mode.

Fig. 2. A schematic architecture of time-of-flight mass spec-

trometer for reflectron mode.

Fig. 3. Various types of mass spectrometers.
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解析ではほとんど利用されていない．

4．質量分析によるタンパク質の同定

1995年，プロテオミクスがスタートしたときに最初に採

用された質量分析によるタンパク質の同定法は，所謂 PMF

（Peptide Mass Fingerprinting）法の原理（Fig. 5）に基づくも

のであり，現在でも，最も頻繁に利用されている．PMF法

によってタンパク質の同定を行うには，一般的なシングル

モードの質量分析計で十分であるが，同定の成功率を考え

ると，分解能は 10,000以上，質量精度は 0.5 Da以上である

ことが望ましい．

Fig. 5に示した例は，ある二次元電気泳動ゲルからタンパ

ク質スポットから切り出し，トリプシン消化を行った後に

マトリックスと混合して試料プレートにアプライ，MALDI-

TOF 型質量分析計でペプチド断片の質量スペクトルを分

析．得られた質量値のテーブル（ペプチドマスフィンガー

プリント）に対し，今度は Swiss-Protの ExPASy Server

（http://au.expasy.org/）に登録されたアミノ酸配列データの

中から，仮にヒト・トランスサイレチンであった場合に生

じる事が予測されるペプチド断片の質量の理論値を求

め，類似性を調べる例を示している．Mascot（http://

www.matrixscience.com/search_form_select.html）やMS-Fit

（http://prospector.ucsf.edu/prospector/4.0.7/html/msfit.htm）

のようなインターネット上で公開されている検索エンジン

を用いると，Swiss-Protなどのデータベースに登録されて

いるすべての配列データに対して網羅的な検索を実行し，

ヒットしたタンパク質をスコアの高いものから順に表示し

てくれるので大変便利である．

しかし，通常 PMF法による同定で効果的に利用できるト

リプシン消化ペプチドの質量範囲は 500 Da から 4,000 Da

までの範囲であり，この例で見られるように，低分子量の

タンパク質の場合には，そもそも得られる断片の数が少な

いため，微量のタンパク質においては十分に高いスコアが

得られないことが多い．そのような場合，所謂「MS/MSイ

オンサーチ法」が有効である．この方法は，最初の質量分

析（MS分析）で検出されたペプチドのピークを一つ「親イ

オン」として選び，これをヘリウムなどの希ガス分子と衝

突させてペプチド結合を解裂させ，二回目の質量分析（MS/

MS分析）を行うというものである．それによって得られた

娘イオンの質量データを Mascot などの検索エンジンに投

げ掛けると，そのペプチドを含むタンパク質についての同

定結果が返ってくる．MS/MS分析を行うには，先に述べた

Q-TOF型や QIT-TOF型（Fig. 6）などのハイブリッド型や，

TOF-TOF型などのタンデム型の質量分析計を使用する．

なお，TOF型の質量分析計の場合，基本的には一つのユ

ニットで一回の質量分析（MS分析）しかできないが，QIT

型と FT-ICR型の質量分析計では，チャンバー内にイオンを

トラップさせておくことができるために，3回以上（通常 5

回程度まで）MS分析を繰り返し実施することができる．タ

ンパク質を同定するだけならこのようなMSn分析は必要な

いが，糖鎖などの翻訳後修飾構造を分析する場合や，遺伝

子多型の分析，点変異の解析などを行う場合には大変効果

的な技術である．Fig. 4. Various methods in ionization for mass spectrometry.

Fig. 5. A general procedure for protein identification by peptide mass fingerprinting.
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5．PSDモードによるニュートラルロス分析

PSD（Post-source decay）モード16）は主にリン酸化やメ

チオニンの酸化などの翻訳後修飾の分析に利用されている

質量分析技術である．MALDI法でイオン化を行うと，レー

ザーのエネルギーを吸収して不安定化したイオンが，飛行

中に自動的に解裂し，若干軽くなったイオンとして検出さ

れる．特にセリンやスレオニン，チロシン残基へのリン酸

化の場合，Fig. 7-Aのように，80 Daあるいは 98 Daのニュー

トラルロスが見られ，メチオニンの酸化の場合には Fig. 7-

Bのように 64 Daのニュートラルロスが見られるので，こ

れを利用して修飾されたペプチド断片を探し出すことが可

能である．PSDモードによる質量シフトの測定を行うには

MALDI-TOF型質量分析計が最適である．

6．質量分析によるイメージング

これは，最近ようやく実用化された新しい技術であるが，

薄くスライスされた組織切片そのものや，そこからタンパ

ク質を PVDF膜に写し取ったものに，マトリックスを直接

吹き付けてMALDI法でイオン化し，出てくるイオンをスク

リーン上で画像化するというものである．この方法で検出

されたタンパク質やペプチドを同定するには，いわゆる

「トップダウンプロテオミクス法」とよばれるトリプシン消

化を行わない同定技術が必要となるが，患者の疾患部位の

組織を質量分析計で直接分析してタンパク質の異常を検出

することができることから，今後の技術開発が期待されて

いる．質量分析によるイメージングを行うためには，イオ

ン源はMALDI法である必要があり，分析部は QIT-TOF型

もしくは FT-ICR型の質量分析計であることが望ましい．

7．まとめ

このようにプロテオーム解析で利用されている質量分析

計には，イオン化を行う部分と分析を行う各部分において

それぞれ異なる原理に基づくものが組み合わされており，

分析の目的に応じて最適な装置を選択する必要がある．高

機能のものが必ずしも万能というわけではなく，特に臨床

プロテオミクスにおいて患者検体中のタンパク質の異常性

を検査するというような目的では，簡便性や迅速性に優れ

た装置であることが望ましい．一方，翻訳後修飾や遺伝子

変異などを詳しく解析するような研究では，多少操作が煩

雑であっても MSn 分析のできる装置であることが望まし

い．
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