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当チームは，生命現象を解明するために，生体成分に関する解析法の開発やその応用を行って
いる。生体成分の中でも特にタンパク質は生命現象の源であり，その構造を調べることで単に遺
伝子との対応が付けられるだけでなく，生物学的活性のメカニズムや活性の制御機構について重
要な知見が得られる。これら生体分子の解析のための新しい手法や装置の開発および導入を行
い，装置ならびに設備の設置や管理，解析方法に関する情報の整備することで研究支援を行う。
質量分析法の発達やデータベースの充実，検索プログラムの発展に伴い微量成分の同定方法は容
易になりつつある。これに反して，定性的なデータベース検索以外の解析は大変困難になりつつ
ある。これを打開するため発展著しい質量分析による構造解析に加え，古典的な化学的手法をも
併用し，新規な修飾や未知の配列に対応できる詳細な構造解析や微量定量解析の開発と応用に取
り組んでいる。さらに，気相断片化反応を用いた生体分子の構造解析法にも力を注いでいる。現
在，プロテインシークエンサー，種々の質量分析計，600MHz NMRや分析用超遠心分析装置を
管理し共用できるように整備している。

1. 生体分子の翻訳後修飾を含めた詳細な構造解析（堂
前，中山，西村 ＊）
ポストゲノムシークエンス時代のタンパク質構造解析へ
の要求の 1 つが翻訳後修飾に関する知見の蓄積であろう。
また，バイオプローブを用いたケミカルバイオロジー研究
を始め，低分子薬剤のタンパク質結合位置の解析に大きな
要求がある。これらの修飾部位解析を含めた詳細精密構造
解析は今後の最も重要な課題の 1つと考えられる。
ゲノムデータベースに対する一致度をスコアにすること
で，タンパク質と遺伝子を対応することについては，現在
相当のレベルで微量化自動化がなされているが，翻訳後修
飾を始めとする修飾基および修飾部位の決定は困難を極め
ている。全く構造に予想の付かない新規物質の構造解析は
大変難しいが，当チームでは質量分析のみの解析法から質
量分析法を中心とした総合的な手法の組み合わせによる構
造解析を行うことで，構造未知生体分子の解析を行う方法
を検討している。本年は，植物科学研究センター福田グルー
プディレクターと共同で植物の培地中に分泌される分化阻
害物質の精製を行い，翻訳後修飾を含む精密な構造解析を
行った。また，ERATOの酒井教授と共同でラット脳に存在
する生理活性ペプチドを精製し，翻訳後修飾を含む構造を
決定した。さらに中央研究所丑田ユニットリーダーと共に
クラゲ由来の新規有用物質の精製と構造解析を行っている。
昨年度導入したMALDI-TOF/TOF装置は，MALDIイ
オン化法を用いることで，今までの ESI法ではイオン化の
難しいペプチド（特に翻訳後修飾されたペプチド）が構造
解析できる可能性を持つ。このMALDI-TOF/TOF装置を
液体クロマトグラフィーとオフラインでつなげて，自動で
オフラインの LC-MS/MSが測定できるシステムを構築し
た。卵白アルブミンスタンダードを用いて調べた結果，糖
鎖ペプチド，リン酸化ペプチド，Nアセチル化ペプチドな
どの翻訳後修飾ペプチドを容易に検出でき，1回のクロマ
トグラフィーでMS/MSによるリン酸化部位まで求めるこ

とができた。また，このシステムを千葉大五十嵐教授のグ
ループと共にポリアミン欠乏により増加，減少するタンパ
ク質に応用し，いくつかのスポットを同定した。
当チームは独自に築いたタンパク質プロセッシング方法
のノウハウを礎にしてウシ血清アルブミンのプロテオーム
スタンダードを作成し，民間企業に作成ノウハウを委嘱し
て商品として市販してきた。本年度はヒトプロテオーム研
究のためのスタンダードとしてヒト血清アルブミンのスタ
ンダードを，また，リン酸化や糖鎖ペプチドなどの翻訳後修
飾を研究するためのスタンダードとして卵白アルブミンの
スタンダードを作成し，民間企業へ委嘱し実用化を行った。

2. 生体分子の定量的解析法の開発（中山，堂前，廣
谷 ＊）
タンパク質の発現定量解析に質量分析法への期待が高まっ
ている。同位体を用いた質量分析による定量法は歴史が古
く，低分子化合物では確立されており，またペプチド類への
応用が始められている。しかし，たとえ現在の技術でペプ
チドの定量ができたとしても，タンパク質からペプチドへ
の変換（つまりプロテアーゼによるタンパク質の消化）が
再現的，定量的に行えないと意味を持たなくなる。当チー
ムでは，現状の独自のノウハウを基にすることで，タンパ
ク質から定量的に酵素消化できるシステムの開発を行って
いる。タンパク質から酵素消化を行う方法として，電気泳
動で精製した試料と，精製する以前の混合物の状態に合わ
せて 2つのシステムを開発している。本年は，電気泳動か
ら調製した試料についてはラピッド・エンジニアリングチー
ム橘内氏と共同でタンパク質プロセッシングロボットの開
発を行った。設計，組み立て，調整は本年度中に完了し，プ
ロトコルの開発については来年度へ引き継いだ。また，混
合物試料については，タンパク質をビーズ（固層）に吸着
させ，消化を行う方式を取る装置の開発を行っている。こ
ちらは装置の設計が完了しており，消化条件の検討を進め
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ている。自動化装置（ロボット）は，多様なニーズもあり
今後さらに多用途な装置の開発も視野に入れている。
タンパク質の絶対定量の最も信頼できる方法の 1つにア
ミノ酸分析法がある。現在ニンヒドリン法が信頼性に最も
優れているため一般に使用されているが，さらに 100から
1,000 倍高感度なプレラベル法も存在している。プレラベ
ル法について検討を行いアミノ酸の分離条件など基本的な
条件検討の結果を得た。今後は環境からの汚染の影響や加
水分解条件の微量化，定量性の検定などの条件検討を行い，
微量タンパク質（特に PVDF膜に転写された試料）の絶対
定量を行えるように開発を進めたい。

3. 気相断片化反応を用いた生体分子の構造解析法（中村）
質量分析法を用いた生体分子の構造解析では，解析対象
となる分子に対し試験管内（液相または固相）で種々の誘
導体化や断片化を行った後，得られた誘導体や断片の分子
量を測定して解析対象分子の構造情報を得るという間接的
方法がしばしば用いられる。イオン化した生体分子を質量
分析装置内（気相）で断片化して構造情報を得る直接的方
法は感度と迅速性の面で有利と考えられるが，タンパク質
等大きな生体分子の構造解析には余り用いられてきていな
い。これは，気相断片化反応に利用可能な方法がごく限ら
れている，断片化と生成物（フラグメントイオン）の観測
は装置および実験面での様々な因子に依存し反応機構の一
般化および定量的解析が行い難い反応の制御が困難であり
大きな分子からは非選択的に多数の断片を生じるので，感
度およびデータ解析の両面で不利，等の問題が存在するた
めである。これら種々問題の解決は，化合物のタイプと構
造解析上の問題に応じた気相反応の選択，フラグメンテー
ションモデルの確立による自動データ解析やデータベース
検索の精度向上と効率化，反応機構を踏まえた測定条件の
合理的設定と未知物質解析の信頼性向上，反応の制御によ
る解析の高感度化および高効率化等につながり，生体分子
構造解析および生命科学分野への応用面で大きな波及効果
が期待される。本年度は，生体分子解析の新しい気相断片
化反応としての可能性を持つ多重極蓄積支援解離（MSAD）
について，モデル化合物を用いて断片化反応の特性評価を
行い，反応の制御と高効率化および選択性の向上を目指し
て，反応デバイスの改良とイオンの活性化状態に関する検
討を行った。
まず，タンパク質分子の断片化のモデルとして，エレク
トロスプレイイオン化により生成したユビキチンの多価イ
オンについて種々反応条件にてMSADを観測し，断片化の
残基選択性について検討した。MSADは，FT-ICR質量分
析装置の分析セルとイオン源の間の中真空領域に設置され
た六重極イオンリザーバー内でイオンの蓄積時間に依存し
て誘起される断片化反応である。ユビキチンイオンに対す
るMSADでは，特定の条件下で Asp残基のカルボキシ末
端側での断片化に高い選択性が認められ，さらに，80%以
上という非常に高い変換率で前駆イオンから選択的断片を
生成しうることが見いだされた。MSADは気相断片化の際
に最も一般的に用いられる衝突活性化解離（CID）に類似
点を有するが，通常の CIDの時間スケール（マイクロ秒）
に比較してはるかに長い時間（数秒）に多数回（数千回以
上）の低エネルギー衝突が繰り返されることによって誘起

されるゆっくりとしたイオンの活性化が特徴である。この
ゆっくりとした活性化が，酸性残基側鎖が関与する環状遷
移状態を経由しての低エネルギー障壁反応経路に対して有
利なため，ユビキチンイオンの断片化において Asp残基カ
ルボキシ末端側での高い位置選択性が観測されたものと考
えられる。しかしながら，既存の装置では，MSADによる
断片化反応の間も六重極イオンリザーバー内にイオンが流
入し続けるので，反応条件の制御や，選択性が達成される
条件の詳細な検討が困難であった。そこで，以下のごとく
反応デバイスの改良を行った。即ち，ナノスプレイエミッ
ターの保持機構を自動メカニカルステージに置き換え，質
量分析装置の測定パルス制御プログラムから生成する信号
を自動メカニカルステージの制御信号へと変換するプログ
ラムを作成し，六重極イオンリザーバー内へのイオンの流
入を，質量スペクトルの測定パルス系列に同期させて制御
することを可能とした。この改良型の反応デバイスを用い，
まず，結合開裂のエネルギー閾値について良く調べられて
いる温度計分子について断片化を試み，MSAD条件下での
イオンの活性化について解析した。

＊ 協力技術員

This team is engaged in structural characterization of
biological molecules to support biological science. Our ac-
tivities include mass spectrometry, protein chemical anal-
yses, ultracentrifugal analysis and nuclear magnetic reso-
nance. We are interested in developing new characteriza-
tion methods for biological molecules.

1. Development and application of analy-
sis methods for structural detail on biological
molecules

Direct analysis of modifications and their position
within the protein sequence is required because genomic
search is not able to predict post-translational modifica-
tions for a majority of proteins for sure. Furthermore, the
binding site of a low molecular reagent with a protein is the
most important information for an approach using chem-
ical biology with a bio-probe. We have been developing
analytical methods for post-translational modifications or
bio-probe binding site of proteins combined with MS and
chemical methods. We have applied this method to several
cases, for example an inhibitor of cell differentiation from
plant medium and a physiological active peptide from rat
brain extracts, a novel glycol-protein from jellyfish with
post-translational modifications.

We have developed off-line liquid chromatography-
matrix assisted laser desorption / ionization tandem mass
spectrometry (off-line LC-MALDI-MS). Trypitc peptides
form bovine serum albumin or from ovalbumin were iden-
tified at a 30 fmol-1 pmol levels include phosphate-peptide.
Using this system, we have identified several polyamine
sensitive spots from a 2D-gel.

2. Development of quantitative analysis of
biomolecules

Several new approaches for quantitative MS are de-
scribed and Isotpe dilution is the most promising approach.
But it is a bottleneck of the protein quantification using
MS that protein is converted to peptide quantitative. To
resolve this problem, we have developed protein processing
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systems. Two typical robots were designed for the purified
protein in the 1D or 2D-gel and for complex mixture in
solution.

Amino acid composition analysis is the most reliable
protein absolute quantification method. We tried a pre-
labeled method that was 1000 times sensitive than the Nin-
hidryn method. In combination with the acid hydrolysis
method, we have been developing an absolute quantifica-
tion method of a minute quantity protein.

3. Gas-phase chemistry for structural character-
ization of biomolecules

The gas-phase chemistry in a time dependent dis-
sociation process, multipole storage assisted dissociation
(MSAD), was studied in the context of mass spectromet-
ric structural characterization of biomolecules. The MSAD
process is a low-energy slow activation-dissociation process
that involves a unique form of collision-induced dissocia-
tion (CID) in the hexapole ion storage device at low vac-
uum region between the ion source and analyzer cell of an
FT-ICR mass spectrometer. Ubiquitin ions generated by
electrospray ionization were fragmented at the C-terminus
to Asp residues at a high selectivity under specific MSAD
conditions. The process was studied further as a better
understanding of the process should facilitate application
of this residue selective fragmentation. In order to gain a
better control of MSAD and enable fine tuning of experi-
mental conditions, the ion source was fabricated in-house
with a nano-electrospray needle mounted on a computer-
controlled moving stage, which can be synchronized with
experimental events so that the flow of ions into the stor-
age device may be switched off during the reaction delay
period. By using this improved device, activation of ions
in the MSAD process were characterized with benzylpyri-
dinium thermometer ions, which have been previously well
characterized in terms of dissociation threshold energies.

Research Subjects

1. Structural analysis of biological molecules involved in
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3. Gas-phase chemistry for structural characterization of
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