
生物物理化学 2007 ; 51 : 23

〔特集：タンパク質分析のための最新質量分析装置〕

タンデム四重極リニアイオントラップを用いた微量タンパク質の
検出及び翻訳後修飾研究への戦略

4000 Q TRAP®システム

土　屋　文　彦

SUMMARY

Mass spectrometry has become the main technique in proteomics study. And the strat-

egy has been recently changed to focus more on research of target proteins from compre-

hensive proteins, because characterization of target proteins and quantitative study of

protein biomarkers could provide important knowledge for drug discovery and develop-

ment. Protein biomarkers and PTM (post-translational modification) are the main targets in

target protein research called focused proteomics. However, biomarker discovery and PTM

research are challenging due to difficulty in detection. A phosphate group of a compound

could decrease ionization efficiency, which makes the detection of phosphorylated proteins

more difficult. Most biomarkers are low abundant proteins, so detection of such compounds

from highly complex samples like serum and cell lysate is not easy without sample fraction-

ation using multi dimensional LC. The difficulty of proteomics technology using mass spec-

trometry results from lack of a tool to detect target proteins directly in complex samples.

Here we introduce a strategy to detect a target protein directly even in a low concentration

sample (e.g., PTM sample and low abundant biomarker) without additional fractionation. In

this strategy unique scan modes of 4000 Q TRAP® system, precursor ion scan and MRM

are key features to remove contaminant signal in chromatogram. We also show successful

examples of the detection of phosphorylated peptides from digested protein kinase, the ver-

ification of low abundant protein using a new tool, “MIDASTM workflow”, and the monitor-

ing for variation of phosphorylation sites using iTRAQTM reagent.
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I．はじめに

大量の夾雑成分に含まれる微量タンパク質の存在を検証

する為には，ターゲットに特化した分析条件下で直接的に

検出する手段が必要である．すなわち大量の夾雑成分を無

視し，ターゲットのみを確実に検出できる分析ツールが，

微量な疾患バイオマーカーの探索や翻訳後修飾の解析に必

要とされている．ここでは，リニアイオントラップを配置

したタンデム四重極型質量分析装置である 4000 Q TRAP®

システムの構造的特徴と，最近注目されているバイオマー

カーバリデーションや翻訳後修飾解析における測定例を挙

げ，微量成分の選択的な高感度分析への有効性について述

べたい．

近年の質量分析装置によるプロテオミクス技術の発展は

めざましく，同定感度はピコモルから僅か数年のうちにアッ

トモルの領域にまで到達した．確実に質量分析装置のパ

フォーマンスは向上していると言っていい．同時に新しい

ソフトウエアやラベル試薬の開発も進み，従来のデータベー

スサーチでは困難であった変動解析や統計的な評価が可能

になりつつあることはプロテオミクス研究に非常に良い材

料であると言える．一方，サンプル処理技術，特にタンパ

ク質の分離・分画については，クロマトグラフィー，電気

泳動をはじめ，UF 膜，固相抽出なども含めると，その手

段に関して選択の幅が広いといえる．しかし一方，現在で
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も条件検討に多大な労力を要していること，例えば不溶化

や吸着などによる予期しないサンプル消失の危険性が伴う

など，未だ課題が多い．したがって，これらの分画技術の

確立が今後のプロテオミクスの発展に大きな鍵となると

いっても過言ではないだろう．

我々は LC/MS/MS測定で得られる膨大なペプチドのMS/

MS情報を，データベース検索を通じてタンパク質同定結

果という理解しやすい答えとして得ることができる．この

プロセスで使用されるデータは，Mass scan 及びMS/MS測

定で得られた，親イオン，価数，フラグメントイオンであ

る．そしてこれらの分析結果の全てがMass Listという数

値情報へと変換され用いられる（BLASTサーチは除く）．

我々はまず，この合理的なプロセスが完璧な結果を生むわ

けではないことを再認識する必要がある．その理由のひと

つとしてMass Toleranceの扱い方があげられる．一般に，

質量精度の低い分析結果であっても結果の誤差を許容する

範囲を広げることで，質量精度の高い分析結果と同様にデー

タベース上の理論値と一致させることができる．しかし，

データベース検索条件の基準に寛容性を求めることは同時

に不確かさを生むため，その結果に擬陽性をも巻き込んで

しまう危険性がある．事実，質量精度の高い質量分析装置

より質量精度の低い質量分析装置の分析結果の方が，一見，

より多くのタンパク質名を検索してくる．この差が擬陽性

であることは言うまでもない．この時のデータの信憑性に

疑問を持つ研究者であれば，このようなデータのサーチ結

果の検証に十分時間をかけているはずである．しかしなが

ら，一般には各メーカーの解析ソフトウエアの開発は，ユー

ザーに対し操作面で負担をかけない配慮から測定及び解析

の自動化を理想としてきた．この一見便利な機能のおかげ

で，同定結果に対する十分な検証が疎かとなり，信頼性の

不十分なデータが一人歩きする危険性が高くなった．この

ような状況において，結果の信憑性の数値化やトレーサビリ

ティーを求める動きがでてきた．例えばMolecular & Cellular

Proteomicsでは，論文投稿におけるタンパク質同定結果や

データの取り扱いに関するガイドライン（MCPガイドライ

ン 1）が提唱されている．このように，今まで以上に正確な

データの評価が求められているのが最近の流れと言える．

分析結果の信頼性については囮（decoy）データベース（ペ

プチドのアミノ酸配列を反転させるなどで意図的に作製し

た擬陽性タンパク質データベース）と真のデータベースを

対比させて評価する方法が用いられ，このようなテストで

は，質量精度やMS/MSの情報量の劣る測定データが多く

の囮を捕らえることが確認されている．いずれにしても，

最初から検索結果を鵜呑みにしないことは重要であり，そ

れぞれの研究者がデータの内容を注意深く検証することが

必要であることは間違いない．そしてデータ数が膨大にな

ればなるほど，厄介な作業となるため，この検証のための

ツールの開発もプロテオミクス解析における必須事項と

なっている．例えば，データの検証に必要な機能としては

検索結果のグルーピングや編集機能があげられる．

以上のように，質量分析装置による網羅的なプロテオミ

クス解析を進める上でデータの取り扱いには細心の注意が

必要である．そして質量分析装置による測定及び解析への

負担を軽減するためには，分画によるサンプル組成の単純

化が有効であることから，現在多くの研究者がサンプル処

理方法の検討に取り組んでいる．そして数日を要す大変な

作業の末，網羅的なタンパク質同定のための貴重なサンプ

ルが調製される．ただし，実サンプルに含まれる微量なター

ゲットタンパク質に関しては，依然としてこれらを夾雑物

の中から検出することが非常に難しいため，同定率に再現

性を求めるのは容易ではない．また，精製過程において予

期しないサンプル消失が起こることも否定できない．した

がって，微量のタンパク質を検出するには，できるだけサ

ンプルに手を加えずに，ターゲットの検出を行うことが望

ましい．これは一見矛盾しているが，ターゲットイオンの

特異的な検出ができれば問題は解決する．タンデム四重極

型質量分析装置の存在価値はまさに，こうした微量タンパ

クの直接的な検出であり，翻訳後修飾をはじめ，微量な疾

患バイオマーカー探索の検証を行う最も近道となることが

期待されている．ここで一つの例を挙げたい．Fig. 1の上

下のクロマトグラムは全く同じサンプルを測定したもので

ある．多数のタンパク質トリプシン消化物の中から微量の

ペプチドのみを検出するために 4000 Q TRAP®システムに

よる選択的な検出を行った結果，夾雑物である他のペプチ

ドは質量分析装置により選別され，ターゲットペプチドの

みが検出されている．

この他，さまざまな検出モードを駆使することで，精製

の進んでいないサンプル中の微量タンパク質の分析が可能

となる．このように 4000 Q TRAP®システムでは質量分析

装置でイオンの選択が可能なため，最低限のサンプル調製

で分析が可能である．これは，分画による予期しないサン

プルの消失の危険性，労力を軽減することにつながる．

II．タンデム四重極型質量分析装置の構造

（4000 Q TRAP®システムの仕組み）

四重極（Q: Quadropole）は現在の質量分析装置において

イオンの制御，選択，開裂などを行うポピュラーな機構の

一つと言える．タンデム四重極型質量分析装置では，異な

る役割をもつ四重極を組み合わせることで，Precursor ion

scanやMRMといった選択的な検出手段を獲得している．

4000 Q TRAP®システムはこのタンデム四重極型質量分析装

置のメリットを最大限に利用したリニアイオントラップで

ある．4000 Q TRAP®システムの各四重極はそれぞれ，Q0，

Q1，Q2 及び Q3と呼ばれ，直列に配置される．各四重極の
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役割は異なり，それぞれの特性を組み合わせることで通常

のMass scanばかりでなくイオンの選択的検出が可能とな

る．Q0はイオンが質量分析装置内に進入した際通る最初の

部屋であり，測定に重要な Q1以降の四重極に非イオン性

の汚れを通さないためのダミー四重極であるばかりでなく，

簡易のイオントラップ機能を有しMS/MS測定では検出感

度の向上をもたらす．Q1は，通常のMass scanではイオン

の通過を制御するのみであるが，MS/MS測定時には，単

一のイオンのみを選択して通過させることが可能である．

また，選択的な検出モードでは，イオンのスキャンを行う．

Q2では N2ガスが噴射されており，ガス圧を調節すること

で，CIDによるイオンの開裂状態を制御している．Q3は最

も多機能であり，リニアイオントラップとしてイオンの濃

縮及びスキャニングを行う他，単一のフラグメントイオン

のみを選択的に通過させることも可能である．また，トラッ

プ内でイオンの分離を行い，開裂させることも可能（MSn

測定）である．

〈用語の説明〉

開裂：Fragmentationのこと．イオンにエネルギーなどを加

え，断片化するMS/MS測定に必要な物理現象

Q：四重極（Quadropole）と呼ぶ．4本の金属ロットを四角

柱様に等間隔かつ平行に配置し，これに対角に同じ極性，

両隣に逆の極性となるように交流電圧を与え，交流電

圧の周波数をコントロールしてイオンを保持する機構

CID： Collision Induced Dissociationの略．イオンをガスに

衝突させることで発生する衝撃が分子全体へ広がり

内部運動に変換された後に誘発される開裂を司るシ

ステム

以下に，プロテオミクス解析に用いられる代表的な測定

モードについて解説する．

1．リニアイオントラップモード（LIT: Linier Ion Trap）

のMass scan 及びMS/MS scan

1.1．EMS（Enhanced Mass Scan: LITモードでのMass 

Scan）

EMSでは，Q0から Q2までをイオンの通過のために使

用し，開裂させない状態で，LITにイオンを蓄積する．イ

オンが十分な濃度まで濃縮された後，電圧を増大させイオ

ンの放出を行う（スキャニング）．このとき，質量電荷比

（m/z）の低いイオンから電圧上昇の勾配にしたがって順に

検出器へと移動する．

1.2．EPI（Enhanced Product Ion Scan: LITモードの

MS/MS scan）

EPIでは，Q1によるイオンの選択の後，Q0-Q2間の電位

差により加速したイオンを Q2内に誘導し，N2ガスと衝突

させる．この衝撃エネルギーがイオン内部の運動エネルギー

に変換されると，激しい分子内運動（揺らぎ）が発生し，

イオンは分子内の弱い結合部位からドメイン単位で断片化

される．この開裂によって得られたフラグメントイオンは

LITに蓄積され，スキャンされる．つまり，イオンの開裂

とイオンのトラップ及びスキャンは別の四重極で行われる．

Fig. 1. Comparison of Chromatogram with Mass Scan and MRM.

Chromatograms A and B are results of mass scan and MRM, respectively, using a

mixture of 100 amol beta-Gal and 50 fmol BSA as a sample.

Many peaks from beta-Gal could be detected due to more selectivity of MRM as

well as those from BSA (Fig. B). However peaks from beta-Gal could not be found

in the chromatogram obtained with mass scan although all the peaks from BSA

were detected (Fig. A).
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加えて，Q0のトラッピングを有効にすると，イオンのト

ラップ及びスキャンの時間，次のスキャンのためのイオン

が Q0内に濃縮され，一桁以上の感度向上が得られる．こ

のように各四重極が個々の役割をもち独立していることで，

3Dイオントラップに見られた，MS/MSでの 1/3カットオ

フは生じない．またリン酸化ペプチドのように質量分析装

置内で β脱離しやすいイオンにおいても，修飾したままの

フラグメントイオンを検出することができる．これらの特

性によって，この四重極のレイアウトでは広範囲かつ情報

量の豊富なプロダクトイオンを検出することが可能である．

2．Quadropoleを使用した選択的イオン検出法（LITは

使用しない）

2.1．Precursor Ion Scan（用途：リン酸化ペプチド，糖

ペプチドなど翻訳後修飾の検出）

Precursor Ion Scanでは，Q1でのイオンスキャンを行い

Q2により開裂したイオンの中から，ターゲットイオンに特

徴的なフラグメントイオンのみをQ3で通過させ検出する．

Fig. 2. Quadrupole function in 4000 Q TRAP® system.

Each quadrupole has different functions (e.g. selection of m/z of ion, fragmentation

and ion trap), however works closely with each other.

Fig. 2A.  Enhanced mass scan (EMS).

Fig. 2B.  Enhanced product ion scan (EPI).

Fig. 2C.  Precursor ion scan

Fig. 2D.  MRM (Multiple reaction monitoring).
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例えば，翻訳後修飾の測定では Q3で選択するイオンとし

て，m/z 79（リン酸化ペプチドの測定：セリンまたはスレ

オニンンのリン酸化ペプチドに見られる PO3
–），m/z 204 及

び 366（糖ペプチドの測定：GlcNac 及び Hex－ GlcNAc）な

どが使われる．これらを用いると，予想される翻訳後修飾

を有するペプチドのみが検出され，翻訳後修飾に選択的な

検出が可能となる．このとき情報は，共通の修飾をもつ親

イオンのスペクトルとして得られる．

2.2．MRM―Multiple Reaction Monitoring―（微量ペプ

チドの存在の検証，定量など）

MRMは，質量分析装置による定量の分野ではあまりに

も有名である．このモードでは，スキャンは行わず，固定

化した Q1（親イオン）及び Q3（フラグメントイオン）の

二段階選別を行う．これによって飛躍的にターゲットイオ

ン選択性が高まり，夾雑イオン及びケミカルノイズが消失

し，結果として検出感度を高めることができる．このよう

な Q1 及び Q3選択の組み合わせ（ターゲットイオンのチャ

ンネル）において一定時間（dwell time）の測定（単位は一

秒あたりの平均カウント cpsで表示）した後，連鎖して次

に設定されたチャンネルの測定へ移行していく．複数のチャ

ンネル（ペプチドでは 100程度）を数秒間で取得すること

が可能であり，一斉分析の手段として用いられている．こ

の様な利点から近年，微量なバイオマーカーの検証に最も

注目されている手法の一つである．これについては，

MIDASTM workflowの章で述べる．

3．IDA（Information Dependent Acquisition）によるイ

オンの自動分析

3.1．通常の IDA測定

IDAは，Mass scanによるイオン（ペプチドなど）の検出

からペプチドのシーケンシングに必要なMS/MS測定まで

を自動化した測定モードで，通常 LC分離と併用して用い

る．Fig. 3Aは最も一般的な IDA測定の流れを表している．

ここでは，ペプチドの消化物について，最初の EMS（Mass

scan）測定で得られたイオンのうち，最も強いものからイ

オンの選択を行う．次に ER（高分解モード）測定で得ら

れたアイソトープの分布からイオンの価数を確認して IDA

Criteriaで必要なイオンであるかを評価し，このフィルター

を通過したものが EPI（MS/MS）測定される．そして，再

び次のMass scanが始まる．このサイクルを連続的に繰り

返す中で，小さなイオンの取りこぼしを無くすために，強

いイオンを次回の選別で排除するためにリストへ書き足す．

これにより，存在量の多いものから少ないものまで幅広く

イオンを検出し同定が可能となる．

ここで，サンプル中に存在するペプチドに対するリカヴァ

リー率はスキャン速度と，LC分離，ピーク幅に依存する．

したがって，できる限り多くのペプチドを回収する手段と

して以下が考えられる．

①　スキャンのサイクルを早くする．

②　長いグラジェントで LCの分離を行う．

③　流速を落としてピークの溶出時間を広げる．

④　多次元 LCで分離する．

⑤　高分離カラムを使用する．

例に挙げた手段のうち，①については，最も直接的な手

段であるが，サイクル時間の短縮を追及しすぎると，質量

精度の低下や，得られたMS/MSスペクトルの情報が乏し

くなるなど，擬陽性をヒットさせる要因となるので注意が

必要である．②～④では分析時間が長くなる欠点がある．

また，⑤についてはモノリスカラムなどの普及で一般化し

ている．

3.2．選択的検出モードを使用した IDA測定

前項で紹介した IDA に選択的な測定モード（Precursor ion

scanまたはMRM）を組み合わせることで，翻訳後修飾や，

微量タンパク質に特化した測定が可能となる（Fig. 3B 参

照）．特に，イオン化率の低いリン酸化ペプチドや，微量な

ペプチドを大量の夾雑成分から検出する際に有効である．

つまり，選択的なモードを使用することで，検出されるイ

オンが間引かれる結果，単純なクロマトグラムとしてデー

タを得ることができる．その結果，無駄なMS/MSスキャ

ンが無くなることで時間的に余裕が生まれ，十分にMS/MS

測定に時間をかけることができる．リン酸化部位の決定な

どに有利である．

4．4000 Q TRAP®システムを用いたリン酸化ペプチド測

定例　―IDA測定―

4.1．翻訳後修飾の検出（リン酸化ペプチドの検出）

実験 1．BTKのリン酸化部位の検出

Fig. 3. Normal IDA workflow (Fig. A) and IDA with selective

scan mode (Fig. B).

A target compound can be detected in a low concentration

sample using the more selective workflow shown in Fig. B.
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［測定サンプル］

BTK（Bruton's agammaglobulinemia tyrosine kinase）トリ

プシン消化物：サンプルは Carna Biosciences Inc.の松原

守博士（現在，京都学園大学バイオ環境学部助教授）より

ご提供いただいた．

［測定モード］

IDA測定及び Precursor ion scan［m/z79］（以下「Prec79-

IDA」とする．）-IDA測定

［装置，カラム］

質量分析装置：4000 Q TRAP®システム

NanoLC: Ultimate（Dionex）

Column: Vydac C18, 75 um, 15 cm

［解析］

ProteinPilotTMソフトウエア及び BioAnalystTMソフトウ

エア

［分析結果］

IDA 及び Prec79-IDA測定により Table 1のリン酸化ペプ

チド及びリン酸化部位が明らかとなった．Prec79-IDA測定

及びリン酸化ペプチドのペプチドのフラグメントイオンを

Fig. 4 及び 5に示した．

III．バイオマーカー探索のためのツール

―MIDASTM workflow―

1．バイオマーカーの臨床研究利用

疾患バイオマーカーの発見から臨床研究応用までにはい

くつかの段階を踏む必要がある．第一に Profiling から

Verificationまでのステップが必要である．この段階では網

羅的なプロファイリングを行い，その候補バイオマーカー

の存在を立証していく．検証にはターゲットイオンの高感

度分析が要求される．次に Validation から Assayまでのス

テップが必要である．ここでは，Assayを行うための高い

Fig. 4. Information dependent acquisition (IDA) using precursor ion scan.

Table 1. Phosphorylation sites of peptides identified with
precursor ion scan triggered IDA experiment

LKpYPVSQQNK

LpKYPVSQQNK

KPLPPpTPEEDQILK

pSQAEQLLK

YNpSDLVQK

GQpYDVAIK

HYVVCSpTPQSQYYLAEK

KTpSPLNFK

HYVVCSTPQpSQYYLAEK

LSYpYEYDFER

PYERFTNSEpTAEHIAQGLR

WSPPEVLMYpSK
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再現性の確保のための繰り返し実験が必要であり，実験方

法のハイスループット化が求められる．このようにバイオ

マーカーの発見から利用までに多くの時間と労力が必要と

なる．さらに，血清におけるバイオマーカーの存在は非常

に微量であり，血清全タンパク質の多く見積もっても 1%

以下の枠内に存在していると予想される（Fig. 6）．そして，

ヒト血漿中に存在するタンパク質濃度のダイナミックレン

ジが大きく，最も多いタンパク質と最も少ないタンパク質

の濃度差は 10桁以上に達する（Anderson NL et al., 2003）2）

とされる．したがって，一般に行われるMS/MSスキャン

（非選択的検出による）によるプロテオミクス解析の手法で

は，ターゲットが非常に微量であるために，これらを確認

することが困難であり，多次元 LCのようなサンプル分画

が必須となる．このため多大な労力を要している．だから

こそ，高感度かつハイスループットの分析手段が求められ

る．このために構築されたものがMIDASTM workflow（MRM

Initiated Detection and Sequencing）である．

2．MIDASTM workflowとは

MRM測定の利点は，親イオン，フラグメントイオンの

二段階選別によって高いイオンの選択性を得たことで，ノ

イズレベルを極限まで低いレベルに押し下げ，さらに多成

分の同時測定が可能でなことである．これらの特徴により

高感度の一斉分析が可能となっている．一方，欠点は，測

定のための準備が必要であることが挙げられる．すなわち

選択性の高い分析用チャンネルを構築する上で，標品によ

るパラメーターのチューニングが必要な点である．したがっ

て，一般的に既知の物質にしか適用されない方法といえる．

MIDASTM workflowはタンパク質のアミノ酸配列から，消

化酵素による断片，価数，翻訳後修飾などを in silicoで予

想し，確認したい候補バイオマーカーや翻訳後修飾につい

ての仮定のチャンネルを作製し，狙い撃ち分析を行う新し

い分析方法である 3 ～ 6）．そして実際のメソッドはMRMに

よるターゲットペプチドの検出を行った後，MS/MS測定

を行い，作製されたチャンネルのみのイオンの確認及びキャ

ラクタライゼーションを行う．MIDASTM workflow designer

ソフトウエアは，仮定のチャンネルを作製する専用のソフ

トウエアであり，QTRAP®システムの解析ソフトウエアで

ある Analyst®ソフトウエアに後から組み込むことができる．

MIDASTM workflowの実験の流れを以下に示す．

①　存在を確認したいターゲットのアミノ酸配列を入手（候

補バイオマーカー，翻訳後修飾）

②　MIDASTM workflow designerでチャンネルを作製する．

1）MIDASTM workflow designerにアミノ酸配列を入力す

る．（copy→ paste行う）

2）フラグメントイオンの選択を行う．

3）予想の修飾条件，価数を設定する．

4）上記の設定条件を考慮した MRMチャンネルを既存の

IDAメソッドに書き加える．

③　作製したメソッドを用いてMRM-IDA測定を行う．

④　結果の確認を行う．

3．MIDASTM workflow designerの設定

ここではMIDASTM workflow designerの設定画面につい

て紹介する．

Fig. 5. Result of phosphopeptides identification with ProteinPilotTM software.

Fig. 6. Protein distribution in serum.
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①　アミノ酸配列を addボタンで開かれたウインドウに入

力する．

②　確認したいフラグメントイオンのタイプを設定する．

もし特定の修飾部位に特化したチャンネルを作製した

い場合は，プルダウンメニューから選択する．

（例：リン酸化　Phospho［STY］）

③　MRMチャンネルに採用するフラグメントイオン（Q3

mass）のタイプを設定する．

主なフラグメントイオンの設定については以下に紹介す

る．

1）Fragment：ターゲットイオンに典型的なフラグメン

トイオンが発生する場合，数値を固定して設定する

（例：204; HexNAc, 366; HexNac-Hex, 79; PO3）．

2）Loss of：開裂の結果一定の質量が失われるようなイ

オンでは，Q1と Q3の質量差を固定して設定が可能

（例：Loss of 98; H3PO4）．

3）1y/2y>precursor：多価イオンでは，親イオン（Q1

mass）より質量電荷比の高いフラグメントイオンが

発生することを利用し，親イオン（Q1 mass）より大

きな y ion（Q3 mass）を選択することで，移動相に存

在する一価の夾雑イオンの影響を受けることを防ぐ．

4）y from sequence：一般に切れやすいアミノ酸配列があ

る場合はソフトウエアが y ionを選択し，特徴の無い

Fig. 7A. Setting window in MIDASTM workflow designer

software.

Fig. 7B. Input of amino acid sequence of protein.

Fig. 7C. Selection of modification type.

Fig. 7D. Selection of fragment ions for MRM channel.

Fig. 7E. Other parameters.

Fig. 7F. Confirmation and adjustment of parameters for method.
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配列の場合 3）の 1y/2y>precursorのルールが適用さ

れる．

④　消化酵素，Miss cleavage，Modification，価数などを選

択し，新しく作製するメソッド名を記入する．

⑤　プレビューで作製するメソッドの確認を行う．

必要に応じてフィルターをかけ，MRMチャンネルを適

度な量に調整する．

4．MRMの検量線の直線性

微量のタンパク質やペプチドを血漿，血清サンプルのよ

うな複雑な組成のサンプルから検出するために，高い選択

性かつ高感度なペプチド分析が要求されるが，さらに再現

性や変動解析もバイオマーカー研究に求められている．こ

のためペプチド濃度を評価できる定量的なデータが得られ

ることが望ましい．Fig. 8は血漿サンプル中のアンジオテ

ンシン IIの濃度とMRMのピーク面積をプロットしたもの

である．血漿サンプル中には量，種類共に非常に多くの夾

雑タンパク質が存在するが，MRM測定では高い選択性に

よって濃度とピーク面積の間に直線的（R=0.9988）な相関

がある．この時の定量下限は約 100 amolであった．以上よ

りMIDASTM workflowでは多量の夾雑タンパク質の中から

でも，微量のターゲットにたいして定量性の高いデータを

得ることが期待できる．

5．MIDASTM workflowによる同定感度

通常のタンパク質同定で血漿中の微量タンパク質を確認

するためには，タンパク質の状態で多次元に分画が必要で

あるが，MRMを用いたMIDASTM workflowでは，そこまで

の労力を必要としないことは既に述べた．しかしながら血

漿タンパク質の濃度差が 10桁以上となると，やはりある

程度の分画は必要になる．Anderson NLと Hunter CLらは，

MIDASTM workflowでの検出限界について検討している

（Anderson L and Hunter C, 2006）4, 6）．彼らは，最小限の

サンプル調製として，MARS（Agilent Technologies）カラム

を使用して 6種類のタンパク質（Albumin, IgG, IgA,

Transferrin, Haptoglobin, Antitrypsin）の除去を行った後，ト

リプシン消化を行い，53種類のタンパク質（137 MRMチャ

ンネル）を確認している（Fig. 9）．この中で，血漿中濃度

0.67 μg/mlの L-selectinを確認している．さらにMARSカ

ラムにより濃度の高いタンパク質が除かれた後であっても，

分析の再現性は高く，同定感度が向上している．一方，こ

のような除タンパクのためのアフィニティーカラムによる

精製のステップでは，除去されるタンパク質に相互作用を

持つタンパク質が同時にトラップされるため，Shenらは，

吸着後のアフィニティーカラムからもタンパク質を回収し，

同定を行った結果，通常得られないタンパク質を同定して

いる7）．この結果は今後のタンパク質分画の新しい可能性

を示唆する．一般的に，測定するペプチドに対するマトリッ

クスが低いほど分離カラムへの負担が軽減され測定限界が

高くなるため，血漿タンパク質の更なる分画は，今までど

の検出手段でも確認が難しかった超微量のタンパク質の検

出を可能にすることが期待できる．

6．MIDASTM workflowの実験例

［実験］

スプライセオソーム（snRNP複合体）関連タンパク質の

MIDASTM workflowを用いた検証

［背景］

ヒトスプライセオソームをアフィニティー精製し，グリ

セロール濃度勾配遠心分離で粗分画したサンプルについて

通常のタンパク質同定を行ったところ，多数のタンパク質

がヒットした．関連のタンパク質として着目されるものの

中には，ペプチドのシングルヒットで同定されたタンパク

Fig. 8. Relationship between peak area and concentration of

angiotensin in plasma.

Fig. 9. Theoretical concentration of plasma protein (Blue) and

the proteins detected by MRM (Red).
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質が含まれた．繰り返し分析の結果スコアの向上が得られ

なかったため，スコアの低い 4タンパクについてMIDASTM

workflowによる検証を実施した．

［測定モード］

MRM-IDA測定

［装置，カラム］

質量分析装置：4000 Q TRAP®システム

NanoLC: Ultimate（Dionex）

Column: PepMap C18（Dionex）

［解析］

MASCOT®ソフトウエア

［分析結果］

MIDASTM workflowでの検証の結果，4種のタンパク質全

てのペプチド同定数及びスコアが向上した（Table 1 及び

Fig. 10参照）．

IV．iTRAQTM試薬を用いたリン酸化部位のモニタリング

1．iTRAQTM試薬について

1.1．iTRAQの基本構造

iTRAQTM試薬は Reporter ion と Balance group（Fig. 11参

照）によって構成される8, 9）．この試薬はペプチドの N末

端及びリジン残基側鎖のアミノ基をラベルし，バイオマー

カー探索，ペプチドの定量など定量プロテオミクスの一端

を担う新しいワークフローを提唱する試薬である．この

iTRAQTM試薬には 4種類のラベル剤があり，最大で 4種類

のサンプルに含まれるペプチドの存在量を比較定量するこ

とが可能である．

例えば，タンパク質の組成を比較したい 4種類のサンプ

ルがあったとする．これらのサンプルに存在するそれぞれ

のペプチドは，4種類 iTRAQTM試薬によってそれぞれラベ

リングがされる．ラベル後サンプルは混合され，同じペプ

チドであれば，異なる標識を持っていたとしても同じ分子

量，同じ構造であるため挙動を共にする．最終的にはMS/

MS測定によって，Reporter ion（114–117）がペプチドから

切り離され，その際，それぞれのサンプルの由来と量はMS/

MSスペクトルの低分子領域（m/z 114～ 117）に示される．

この方法はディファレンシャルディスプレイの有効な手段

の一つであり，今日バイオマーカー探索のツールとしても

注目されている．

2．実験の背景

近年疾患バイオマーカーのプロファイリングに用いられ

てきた iTRAQTM試薬はタンパク質の発現量の違いを確認

する用途で最も一般化した．しかしながら，この試薬の用

途は幅広く，例えば翻訳後修飾の経時変化を見ることも可

能である．近年における創薬研究の流れの中でリン酸化と

疾病特に癌との関係が指摘されるようになると，キナーゼ

を制御するためのインヒビターのスクリーニング方法に注

目が集まっている．しかしながら，従来の ELISAや IRを

用いた手段では各リン酸化部位を個別に評価することは難

Four proteins with poor confidence (grey) was applied to verification using MIDASTM

workflow.

Table 1. Result of identification on traditional experiment workflow with MS/MS scan.
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しかった．したがって新しい創薬研究のためのタンパク質

リン酸化変動モニタリングツールの開発が求められている．

質量分析装置では前に述べたとおり各リン酸化部位を同定

が可能であり，この情報に動的な要素を加えることでリン

酸化変動の個別モニタリングが可能となる．本実験では，

この動的な情報を iTRAQTM試薬を用いて取得する新しい

リン酸化部位の評価法を検討した．

3．実験方法

リン酸化変動のモニタリングを検討するため，モデル系

としては既知の MAP キナーゼカスケードから JNK 1 と

MBPのリン酸化反応を選択し，リン酸化過程の 4ポイント

の経時変化を iTRAQTM試薬で次のように追跡した（Fig. 12

参照）．JNK1によるMBPのリン酸化処理を行い処理前，処

理後 5分，30分及び 60分後の合計 4ポイントでサンプリ

ングを行い，TCAによる反応停止の後，常法により TCEP

による還元処理の後，MMTSによるシステインのアルキル

化を施し，トリプシン消化を 37°C，16時間行った．それ

ぞれのトリプシン消化サンプル（0，5，30，60 min）に対

して iTRAQTM試薬（114，115，116，117）加え室温（20°C）

にて 1時間インキュベーションを行った．その後不要な試

薬を除くために SCXカラムにより精製したものを LC/MS/

MS測定試料とした．なお使用したタンパク質（MBP 及び

JNK1）はカルナバイオサイエンス社内で発現，精製された

ものを用いた．検出された iTRAQTM試薬ラベルリン酸化

ペプチドのMS/MS測定結果に期待される Reporter ionの

パターンは Fig. 13に示した通りであり，本モデル実験にお

いて下記のパターンが確認されればリン酸化変動をモニタ

リング可能と評価することができる．

装置及び測定条件

質量分析装置： 4000QTRAP®LCMSMS System（APPLIED

BIOSYSTEMS/MDS SCIEX）

nanoLC: DiNa（KYA Technologies Corporation）

Mobil Phase: A:2% Acetnitril（0.1% FA）B: 70% Acetnitril

（0.1% FA）

Flow rate: 200 nl/min

Gradient: 0 min（0%B）–10 min（0%B）–45 min（40%B）–

50 min（100%B）

Protein Identification:Protein PilotTM Software（APPLIED

Fig. 10. Verification result with MIDASTM workflow.

Fig. A shows the MIDASTM experiment result with MASCOT. Some low abundant proteins were detected with enough confi-

dence in a single LC-MS experiment of MIDASTM workflow. Figs. B and C show the result using conventional MS/MS scan and

MIDASTM workflow respectively. The better scores and the better sequence coverage for RNA binding motif protein 17 were

obtained by MIDASTM workflow.

Fig. 11. Structure of iTRAQTM reagent.

Each iTRAQTM reagent consists of a reporter group and a

balance group. The mass of the reporter group and the bal-

ance group are drawn up for four types of molecular weight

using stable isotope. However, the total mass of each

iTRAQTM reagent is the same (145 Da) by combining the

reporter group and the balance group. In MS/MS spectrum,

the reporter groups are shown as fragment ions which were

dissociated under the same collision energy by CID. There-

fore iTRAQTM reagent could be a useful tool for differential

display of kinetic changes of PTM and biomarker discovery.
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BIOSYSTEMS/MDS SCIEX）， MASCOT® Software（Matrix

Science）

4．実験結果

iTRAQTM 試薬でされた MBP のトリプシン消化物の

nanoLC-MS / MS 測定結果では 70% 以上の Sequence

coverageが得られ，Protein PilotTM Software，MASCOT®

Softwareの両検索結果から，リン酸化ペプチドが複数検出

された．その中の JNK1のモチーフであるプロリン前の Ser/

Thr（..［ST］P..）については Reporter ionのフラグメント

パターンに I型のパターンが認められた．同時に，リン酸

化サイトを持つ非リン酸化ペプチドからはリン酸化状態に

移行するため，減少傾向を示す D型パターンが得られた．

リン酸化サイトを持たない非リン酸化ペプチドはC型が認

められ，iTRAQTM試薬によって Reporter ionの情報からリ

ン酸化変動をモニタリングすることが可能であることが明

らかとなった（Fig. 14）．

5．まとめ

質量分析装置測定に iTRAQTM試薬を用いることで，各

リン酸化部位について個別にリン酸化変動を確認すること

が可能であった．この方法はキナーゼインヒビターのスク

リーニングへの応用に有効と考えられた．

V．おわりに

タンデム四重極型質量分析装置である 4000 Q TRAP®シ

ステムの最大の特徴は，通常のMS/MS測定で検出されな

い微量のターゲットイオンを Precursor ion scanやMRMな

どといった選択性の高いモードで選択的に検出可能なこと，

さらに得られたイオンがそのままMS/MSスキャンと連動

し同定が可能である点にあること，つまり選択的なターゲッ

ト検出とMS/MS測定が一回の実験で行うことができる点

にある．この直接的な確認手段により，調製にかける時間

と，実験回数は飛躍的に減少する．同じタンデム四重極型

質量分析装置という名称であっても，メーカーによってこ

れらの選択的検出とMS/MSを組み合わせて測定するモー

ドを有していない場合があり，MIDASTM workflow や，

Precursor ion scanのようなツールを有効に使用して，応用

的な実験を行うことを目指す研究者の方は，装置の選択を

慎重に行うことをお勧めする．スタンダードサンプルで，

質量分析装置の同定感度やペプチドの回収率のみで装置の

性能を評価すればよかった数年前と違い，複雑なサンプル

から微量タンパク質に関するより正確なデータの取得が求

められる現在では，目的にあった実践的な測定方法が必要

とされる．4000 Q TRAP®システムが採用したレイアウトが

Fig. 12. iTRAQ experiment workflow.

The time course of phosphorylation at individual phosphorylation sites could be observed

by the intensity of iTRAQ reporter ion peak (114, 115, 116 and 117) in MS/MS spectra.

Fig. 13. Expected fragment pattern of iTRAQ reporter ions.

MS/MS fragment pattern for peptides phosphorylated by

JNK1 was expected to be Type I (Increase). Peptides de-

phosphorylated during this experiment would show Type

D(decrease) fragment pattern. And peptides which had no

site to be phosphorylated would be Type C (Constant) since

JNK1 didn’t affect them.
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TOFではなく，四重極をベースとしたリニアイオントラッ

プを選んだことによって獲得したMRMや Precursor ion

scanをトリガーにして行うMS/MS測定が，まさに現代に

求められているニーズに適合しており，今後のプロテオミ

クス研究において担う役割は非常に大きい．
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Fig. 14. iTRAQ pattern of trypsin digested peptides.

All of the phosphorylation sites of MBP corresponded with the phos-

phorylation motif of MAP kinase was identified as type D, I or C.

Then reporter ions of iTRAQTM reagent which were labeled to MBP

clearly showed the time course of phosphorylation interaction by

JNK1 (i.e., the phosphopeptide on the phosphorylation or non-phos-

phorylation state). These results indicated that iTRAQ reagent could

provide enough information for monitoring of variation of phosphory-

lation interaction between proteins and kinases.




