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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〕

質量分析装置による次世代プロテオミクス解析のための新しいメソッド

工藤寿治・肥後大輔

SUMMARY

Based on MALDI-TOF mass spectrometry technique, Bruker Daltonics is developing

the CLINPROTTM system solution for the clinical proteomics including biomarker search

and Imaging MS. For the biomarker search from body fluid like blood serum or plasma,

simple sample purification using CLINPROTTM magnetic beads kit is effective. After MS

measurements, ClinProToolsTM software is useful to search the biomarker from many com-

plicated spectra. On the other hands, direct monitoring of protein distribution in a tissue

using Imaging MS technique is attractive. Bruker Daltonics MALDI Molecular ImagerTM is

a total solution of Imaging MS using MALDI-TOF-MS. It includes flexImagingTM software,

which has wizard-like interface simplifying the operations and settings from automatic mea-

surements to data processing/evaluation. MALDI Molecular ImagerTM is also a part of

CLINPROTTM system.

Proteomics analysis based on mass spectrometry also is expected for post translation

modification analysis. Electron transfer dissociation (ETD) in a non-linear Paul trap has

been introduced as a new fragmentation technique, which avoids internal parent ion heating.

Induced by the electron transfer the intermediate peptide radical cation fragments ran-

domly at each amino acid position of the peptide backbone, which is particularly suitable for

PTM identification and analysis of large multiply charged peptides. HCTultra PTM discovery

systemTM has CID- and ETD-MS/MS both, which takes easy CID-MS/MS data as proteom-

ics analysis and ETD-MS/MS data as PTM analysis. Top-down proteomics by FT-ICR-MS

is very powerful technique for identification of protein and PTM analysis. Bruker Daltonics

is developing Top-down analysis system solution.

Key words: clinical proteomics, imaging MS, ETD, post translation modification, top-down

proteomics.

1．MALDI-TOF-MSを用いた最新プロテオーム解析

1）CLINPROTTMシステムによるバイオマーカー探索

近年，ポストゲノム時代におけるプロテオミクスとして，

臨床プロテオーム解析が注目を集めている．正常な臓器と

疾患を持った臓器とで発現差のあるタンパク質（バイオマー

カー）を探索し，病気の診断や病気のメカニズムの解明，

さらには治療薬の開発などに役立てることを目的としてい

る．これには多数の検体から得られた大量のデータを統計

的に解析することが必須であるが，測定に必要な時間と手

間を考慮すると，実用的にバイオマーカー探索を行うため

には，血清・血漿等の体液中に含まれるタンパク質をなる

べく少ないステップの前処理のみで直接的に観測できる手

法を用いる必要がある．

マトリックス支援レーザー脱離イオン化（Matrix assisted

laser desorption/ionization, MALDI）は，サンプルにマトリッ

クスとなる化合物を大過剰に混合して作成したサンプル・

マトリックス結晶にレーザーを照射させることでサンプル

のイオンを生成する手法であり，他のソフトイオン化法と

比較すると夾雑物の存在に強い，生成されるイオンは主に

一価イオンであるためにスペクトルがシンプルになると

いった特徴がある．また，飛行時間型質量分析装置（Time-

of-flight mass spectrometer）は電場を用いてイオンを加速

し，イオン源から検出器までの一定距離を飛行させるのに
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要した飛行時間から質量数を求める手法であるが，パルス

レーザーでイオンを生成するMALDIと非常に相性がよく，

また理論上は測定できる質量数に上限が存在しない，測定

スループットが高いといった特徴を持つ．したがって，簡

易的に精製されたタンパク質サンプルをハイスループット

で直接的に観察するのに非常に適した手法であるといえる．

とはいえ，血清・血漿にはタンパク質のイオン化を阻害

する夾雑物が多く含まれており，それによる分解能・S/N

比低下のために良好な測定が妨げられる場合が多い．また，

メジャーなタンパク質が多く含まれており，バイオマーカー

になりえるマイナーなタンパク質の検出を妨げてしまう場

合もある．そこで粗精製を行う必要が生じるが，Bruker

Daltonicsではそれを行うための磁性ビーズキット（ClinProt

Magnetic Beads Kits）を開発している 1）．

・疎水性相互作用クロマトグラフィーに基づくHIC1/HIC3/

HIC8/HIC18，

・弱カチオン・アニオン交換クロマトグラフィーに基づく

WCX/WAX，

・固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィーに

基づく IMAC Cu/IMAC Fe

・レクチンアフィニティークロマトグラフィーに基づく

LAC Con A（Glyco beads）

・イムノアフィニティークロマトグラフィーに基づく IAC

Prot G（Antibody capture beads）

といった種類があり，目的に合わせて使い分けることも可

能である．Fig. 1に同じサンプルから HIC8，WCX，IMAC

Cuを用いて得られたスペクトルを示す．使用するビーズに

よって異なるプロファイルが得られていることが分かる．

さらに，これらは磁性ビーズであるため，複数種類を組み

合わせた使用や，スケールアップも可能である．

また，測定後に大量かつ複雑なスペクトルの中からバイ

オマーカーとなるシグナルを探索しなくてはならない．こ

れは難易度の高い「間違い探し」にも例えられる作業であ

るが，これをクラスタ解析によって行うためのソフトウェ

ア（ClinProTools 2.0）も開発されている（Fig. 2）．マルチ

クラスで解析を行うことも可能であるため，単純に正常サ

ンプルと疾患サンプルを比較することによるバイオマー

カー探索のみならず，例えば疾患の時系列を追った解析に

も使用することが可能である．

このような解析を行うためのキットやソフトウェアは，

Bruker Daltonicsの臨床プロテオミクス解析ソリューション

パッケージ「CLINPROTTM」に含まれているものである．

2）MALDI Molecular ImagerTMによる Imaging MS

MALDIにおいてサンプルは必ずしも何らかの溶媒に溶か

す必要は無く，ある程度の薄さでサンプルターゲット（サ

Fig. 1. Human serum profiling using HIC8, WCX, and IMAC Cu magnetic beads.

Fig. 2. Graphical user interface of ClinProTools 2.0.
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ンプルホルダ）に固定できるものであれば固体サンプルで

あっても質量分析装置内に導入して測定対象とすることが

可能である．したがって，例えばクライオミクロトームを

用いて作成された生体組織切片をターゲットプレート（実

際には表面に電気伝導性を持たせたスライドグラス）に貼

り付け，さらに Dried droplet法やスプレー法などによって

マトリックスを添加するとMALDIでイオン化，測定を行

うことが可能な状態のサンプルとすることができる．サン

プル調製方法やマトリックスの選択によるが，その場合に

観測されるのは主にタンパク質・ペプチド，脂質等である．

また，MALDIにおいて使用されるレーザーの照射スポッ

トのサイズは，装置依存ではあるものの，おおよそ 10か

ら 100マイクロメートル程度である．つまり，サンプル内

の微小領域の質量分析を行うことが可能な手法であると言

える．そこで，生体組織切片サンプルを走査するようにレー

ザーを照射しながら測定を行うと，各微小領域から独立し

てスペクトルを得ることができることになる．得られるス

ペクトルは時には数千に上るが，スペクトル内のある任意

の質量数ピークに着目して，そのピークが観測された領域

に色を付けて元々の生体組織切片サンプル写真上に重ね合

わせて表示を行う．それによって，どういう質量数の分子

がサンプルのどこにどれだけ存在していたのかを文字通り

イメージとして直感的に捉えられるデータを作成すること

ができる 2）．これが Imaging MSである．Fig. 3にゼブラ

フィッシュの矢状方向（正中面）切片のイメージング結果

を示す．200 μmステップで測定されたスペクトルから 2500

～ 25000 Daの様々な質量ピークを利用して作成されたイ

メージであるが，解剖学的構造に直接対応していることが

分かる．装置・原理的に，サンプルは生体組織切片に限定

されるものではないが，特に医学分野ではバイオマーカー

探索を目的とした病理組織のイメージングが行われている．

これを行うために，Bruker Daltonicsでは Imaging MSの

自動測定から結果の評価までをウィザード形式で便利に設

定・実行することができるソフトウェア・flexImagingTMを

開発している．また，新技術である smartbeamTMレーザー

テクノロジを使用した場合，10 μmの空間分解能を達成す

ることが可能である．Fig. 4に弊社の高感度測定用ターゲッ

トプレート Prespotted AnchorChip（PAC）上に描かれた「E」

の文字のイメージング結果を示す．わずか 63 μmの文字で

あるが，明瞭に Eの文字がイメージングされていることが

分かる．

さらに，イメージングで得られた数多くのスペクトルを

ROI（Region Of Interest）ごとに前述のクラスタ解析するこ

とでバイオマーカー探索に結びつけることも可能であり，

これを Class imagingと呼んでいる．「組織内の部位を良好

に判別できるが，人間の目では発見しづらい」ピークを統

計学的に探索できるため，より効果的なイメージングが可

能になる．

MALDI Molecular ImagerTM（flexImagingソフトウェア，ス

ライドガラス等のサンプル調製ツールの総称）も弊社の臨

床プロテオミクス解析ソリューションパッケージ

「CLINPROTTM」の一部である．

2．ESI-MS型質量分析装置を用いた

Proteomicsの最前線

1）イオントラップ型質量分析装置「HCTultra—PTM 

discovery system—」ETD-MS/MS測定による新しい

Proteomics解析の可能性

Proteomics解析のアプローチとして質量分析装置は，そ

のイオン化法で区別をするとMALDIと ESI（LC-MS）が挙

げられる．いずれの装置による測定においてもMS/MS法

を用いた Proteomics解析では，PSDや CIDによって得ら

れるペプチド結合の解裂したイオン（b-/y-シリーズ）を使

用してタンパク質の同定に至る．PSD/CID-MS/MS測定を

行った場合，ペプチドにおいては結合エネルギーの弱いペ

Fig. 3. Analysis of a zebrafish sagittal section.

(top) Histological stained reference section used to assign

the organs and (bottom) MALDI image.

Fig. 4. (left) Photo image of PAC burned the letter “E” and

(right) MALDI image.
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プチド結合 -NH-CO-が切断される結果を得ることができ，

この情報を使用してデータベース検索を実行する．

一方，ペプチド結合よりも弱い結合エネルギーを持つ結

合部位が存在した場合，MS/MS測定の結果からはペプチ

ド結合を切断するよりも優先的に，さらに弱い結合エネル

ギーを持った箇所を切断することになる．例えばリン酸化

修飾や糖質修飾を受けたペプチドなどを対象に PSD-/CID-

MS/MS測定した場合，ペプチドからリン酸や糖質を外し

てしまう結果となる．逆の言い方をすれば，PSD/CID-MS/

MSでは選択的にリン酸や糖質を切断し，その情報を得る

ことができるが，ペプチド配列の情報やそれらの修飾部位

までを解析するのが困難となる．そこで，リン酸や糖質な

どの構造をペプチドから外すことなく，ペプチド主鎖の結

合のみを選択的に切断できる新しい MS/MS 手法が Elec-

tron transfer dissociation（ETD）-MS/MSである 3, 4）．

ETD-MS/MS測定は，ペプチドの多価イオン（カチオン）

とアニオン（本装置「HCTultra PTM discovery system」で

はアニオンとして Fluorantheneを CIイオン源にてイオン

化して使用）を同時に Iontrapで捕獲，Trap内部で反応さ

せることにより，選択的にペプチド主鎖の N-Cα結合を切

断する．ETD反応の時間は，1～ 100 msec程度と非常に高

速に解裂を起こすことができるため，LC-MS/MSとして使

用することができ，またソフトウェア上のコントロールに

よって LC-CID/ETD-MS/MSの自動交互切替え測定にも対

応しているため，従来の Proteomics解析と同時に翻訳後修

飾の解析に必要なデータの獲得も自動化が可能となる．特

に本装置「HCTultra」では，2D-Trapと同等以上のイオン

捕獲容量を高密度で可能とした大容量タイプ 3D-Trap（High

capacity trap）を採用しているため，非常に高い効率で ETD

反応を実行することができる．リン酸化ペプチドに対して

ETD-MS/MS測定を行った結果を Fig. 5に示す．リン酸化

ペプチドはその配列中に二つのセリン残基を持ち，うち一つ

のセリン残基にリン酸化修飾を受けた「KGSPO4EQESVK」

配列を持つ．Fig. 5では，ETD-MS/MS測定の解析結果か

ら上段に c-シリーズの配列，下段に z-シリーズの配列解析

を行っており，c-シリーズの配列からはリン酸化修飾を受

けていないセリンが検出されている．一方，z-シリーズの

配列からはリン酸化修飾を受けたセリンが，リン酸基を保

持したままの質量として同定されていることが分かる．前

述の通り，ETD反応は非常に高速で行うことができるため，

HPLCとオンラインで測定することはもちろんのこと，

CID/ETD-MS/MSの自動交互切換え測定が可能となる．そ

の一つの応用例を Fig. 6に示す．リン酸化ペプチドを対象と

した場合，リン酸化ペプチドに対する CID-MS/MS測定結

果からはリン酸基が外れることによって生じるニュートラ

ルロスを検出ことができる（Fig. 6では三価のため 32.67 m/z

のニュートラルロスを検出，スペクトル #283）．リン酸基

に由来するニュートラルロスを検出した場合のみ，ソフト

ウェアが自動でこれを認識し，次のスキャンでは，その親

イオンを対象として ETD-MS/MSを実行する（スペクトル

#284）．結果，得られた ETD-MS/MSスペクトルからリン

酸基を含んだままでペプチドの配列解析を行うことが可能

となる．

以上のように，従来法である PSDや CID-MS/MSに加え

て，さらに ETD-MS/MSを併用することにより，さらに詳

細な蛋白質の構造情報を解析することが可能となる．

2）フーリエ変換型質量分析装置「APEX-Qe」

FT-ICR-MSを用いた Top-down proteomics解析の新た

なツール

Proteomics解析のアプローチとして使用されているのは，

そのほとんどが酵素消化を用いた「Bottom-up」による手法

が主流である．Bottom-up proteomicsによるアプローチでは

必ず酵素消化を行うため，タンパク質としての質量は検索

結果から得られたデータベースの情報や SDS-PAGEなど

の質量分析以外からの情報を頼らざるを得ない．また，質

量分析で検出されるペプチド断片がタンパク質全ての配列

をカバーすることは難しいため，例えば翻訳後修飾を受け

たペプチド断片が必ず質量分析で検出される保障はない．

Fig. 5. ETD-MS/MS spectrum of phospholyrated peptide.

Fig. 6. LC-CID/ETD-Alternating-MS/MS of phospholyrated

peptide.
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一方，近年注目を集めているアプローチが，酵素消化を用

いないでタンパク質を直接MS/MS測定し，得られたフラ

グメントイオンから同定を行う「Top-down」である 5, 6）．Top-

down proteomicsのメリットとしては，①MS測定結果から

タンパク質の分子量を測定しているため，精度の高いタン

パク質の質量情報を得ることができる，②タンパク質から

直接MS/MS測定を行うため，配列のカバー率が 100%と

なる点にある．

Top-down proteomicsを行う上で必要になる解析ツールは

多価イオンとして検出されるシグナルのMonoisotopic peak

の算出と，タンパク質同定のための検索エンジンとなる．

タンパク質を ESIで測定を行なった場合，多価イオンとし

て検出されるが，これまでのアルゴリズムでは多価イオン

のMonoisotopic peakを算出することが困難であった．そこ

で，Bruker Daltonicsでは新しいアルゴリズム「SNAP2」を

適用することで，多価イオンから正確にMonoisotopic peak

の算出を行った．Fig. 7では Troponin-Iを ESIで測定した

MSスペクトル（上段）である．シグナルは［M+23H］と

して検出され，さらに 80 Da質量が大きいシグナル［Mpo4+

23H］も観測されている．得られた MS スペクトルから

SNAP2で処理をした結果が Fig. 7下段となる．SNAP2で

データを処理することによって多価イオンから正確に

Monoisotopic peakを算出することが可能となる．Fig. 7で

検出された［Mpo4+23H］では 80 Daの質量差からリン酸化

Fig. 7. MS spectrum of Troponin-I measured by ESI-FT-ICR-MS(Top) and SNAP2

spectrum(Bottom).

Fig. 8. ECD-MS/MS spectrum of Troponin-I, [Mpo4+23H]=1027 m/z(Top) and SANP2

spectrum(Bottom).
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修飾を受けている事が予想される．そこで［Mpo4+23H］

=1027 m / zをイオンガイドの四重極ステージで Isolation

して，FT セルでこれを捕獲・積算し，Electron Capture

Dissociation（ECD）-MS/MS測定を行った．測定結果が Fig. 8

であり，上段には Law dataのMS/MSスペクトルを示す．

ECD-MS/MSは，前述した ETDと同様にリン酸基をペプチ

ド（タンパク質）から外さないで，ペプチド鎖のみを選択

的に解裂することが可能となるため，得られたMS/MSス

ペクトルからリン酸基修飾部位を同定することができる．

測定結果は SNAP2で処理をしてMonoisotpic peakを算出し

た（Fig. 8下段）．

SNAP2 で処理された ETD-MS/MS 測定の結果を Top-

down proteomicsデータベース検索システム「BIG-MASCOT」

で同定を行なった．従来の「MASCOT」のアルゴリズムを

Top-down proteomicsに対応させたデータベース検索エンジ

ンで，BIG-MASCOTを使用することによって Top-Downの

データから直接，タンパク質の同定と翻訳後修飾の解析が

可能となる．同定の結果，トップスコアーで Troponin-Iが

ヒットしており，また検索の条件として「リン酸化」を考

慮しておいた結果，一つのリン酸化とその部位が同定でき

た（Fig. 9）．

以上のように Proteomics解析において翻訳後修飾を同定

するための新しい技術と，その解析のための支援ソフトの

開発・リリースがすでに実用段階で進んでいる．今後，翻

訳後修飾の解析はルーチンとなるだろう．
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Fig. 9. BIG-MASCOT search result.

Topronin-I with phosphorylation is identified as top score.


