
は じ め に

遺伝子発現情報の網羅的解析など，近年では大規模デー

タの取得が比較的手軽に行えるようになったが，その一方

でタンパク質の解析のスループットは一般に低く，また解

析に多大な労力が要求される．たとえばウエスタンブロッ

ティング法での単純な定量解析をひとつ取っても感度の高

い抗体が無ければ不可能であり，もし高感度の抗体を自作

するとすれば大きな労力を費やすことになる．もしタンパ

ク質についての網羅的データを取得しようとしても，要求

される労力の大きさが足かせとなり，これまでは事実上不

可能であった．しかし近年このソリューションとして質量

分析計を用いたプロテオミクス解析が注目されている．た

とえばあるタンパク質の結合タンパク質を同定する解析で

は，これまで大量に精製した免疫沈降物を SDS-PAGEで

分離し，各共沈物ごとに精製してそれぞれを同定する必要

があった．しかし近年の質量分析計の発達によって SDS-

PAGEによる分離のステップを省く方法が既に一般化して

いる．免疫沈降物は多くの共沈物を含む混合物であるが，

免疫沈降物を直接酵素消化してそのまま LC-MS／MSで測

定する．免疫沈降物が数百程度のタンパク質の混合物であ

れば，１回の解析で同定が可能である．近年の質量分析計

の発達は特に目覚ましく，スループットや同定の精度は格

段に向上し，一度の解析で数千のタンパク質のデータを得

ることも可能である．そのため大規模なデータからタンパ

ク質ワールドを鳥瞰するという，これまででは難しかった

アプローチも可能となった．本稿では，質量分析計を用い

た解析の技術開発のうち，特にタンパク質の絶対定量を大

規模に行う方法論について，その測定原理と併せてご紹介

する．

ディスカバリー・プロテオミクスと

ターゲット・プロテオミクス

ひと口に質量分析計での解析と言っても，実際には様々

な方法論が存在する．たとえば多数のタンパク質の混合物

を酵素消化しサンプル中に含まれるペプチドを網羅的に同

定する手法はショットガン・プロテオミクスと呼ばれてい

る．細胞内のタンパク質をそのまま消化したサンプルを調

製してショットガン・プロテオミクス解析を行えば，一度

の解析で数百～数千種類のタンパク質を同定・定量するこ

とも可能となった．この規模は以前までのタンパク質の解

析からみれば大規模といえる．しかし一方でヒトゲノムか

ら推定されるタンパク質の複雑性を考えるとその網羅性は

十分とは言えない．実際にマウスの組織から２～３千のタ

ンパク質を同定したとしても，その中にシグナル伝達分子

や転写因子が含まれることは稀であり，ほとんどが分子

シャペロンやリボソーム構成タンパク質などの高発現タン

パク質で占められる．すなわち低発現量のタンパク質は高

発現量のタンパク質によって隠されてしまい，同定と定量

が困難となる．タンパク質の発現量のダイナミックレンジ

の広さという壁はショットガン・プロテオミクス解析のみ

ならず，タンパク質の同定を目的としたディスカバリー・

プロテオミクス解析全体が抱える問題であり，この問題点

を克服するためには何らかの技術的革新が必要である．近

年，この問題を解決するための有力な技術として多重反応

モニタリング（MRM: Multiple Reaction Monitoring）【選択

反応モニタリング（SRM: Selected Reaction Monitoring）と

も呼ぶ】をペプチド定量に利用したターゲット・プロテオ

ミクスが注目を集めている１～５）．
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MRM法とは三連四重極型質量分析計（QqQ型MS）を

用いた定量分析法である．QqQ型MSとは四重極（quadru-

pole：Q-pole）を三つタンデムに連ねた質量分析計であり，

イオン導入部に近い方から Q１，Q２，Q３と呼ぶ．これら

三つの Q-poleはそれぞれで役割が異なっており，Q１は特

定質量を持ったイオンを通過させるフィルターとして，

Q２は Q１を通過したイオンを不活性ガスとの衝突によっ

て開裂させるためのガス室として用いる．Q３は Q２で開

裂された断片イオンから特定質量のイオンを通過させる

フィルターとして用いる．MRM法は定量性の高さと S／N

比の高さから，これまで代謝産物の定量や薬物動態研究で

低分子化合物の定量解析において盛んに用いられてきた手

法であったが，近年ではプロテオミクスへの応用が注目さ

れている．MRM法によるターゲット・プロテオミクスは

現在も発展途上段階ではあるが，MRM法によるプロテオ

ミクス解析の現状とその将来性を紹介したい．

MRM法によるペプチドの定量

前述したディスカバリー・プロテオミクスではペプチド

を同定する過程が必ず含まれるが，MRM法ではペプチド

の同定を行わず，検出のみに目的を絞り「狙い撃ち」の測

定を行う．まず HPLCから溶出したペプチドイオンを

QqQ型MSに取り込み，一つ目の質量フィルター Q１に

よって測定したいペプチドイオンの質量のみを通過させ

る．Q１を通過したイオンは単一なペプチドであるとは限

らず，多くの場合は複数のペプチドの混合物となってい

る．Q１を通過したイオン混合物は次に Q２で開裂して断

片イオン化し，続いて二つ目の質量フィルターである Q３

によって断片イオンの中から特定の質量のみが通過し，こ

れを検出する．MRM法で用いる Q１と Q３の質量の組み

合わせをMRMトランジションと呼ぶ（図１）．Q２での開

裂でどのような断片イオンが生じるかは開裂するペプチド

のアミノ酸配列に依存するため，Q１の段階で混入したノ

イズペプチドに由来する断片イオンについては Q３を通過

する確率が低い．よってたとえ様々なペプチドが混合した

サンプル中でも二つの質量フィルターによってノイズシグ

ナルを排除し，目的ペプチドを特異的に検出することが可

能となる．また通常 QqQ型MSは HPLCとオンライン連

結して使用するが，分離・溶出されたペプチドは二つの質

量フィルターを通過し，そのシグナル強度は持続的に測定

される．よってクロマトグラムが得られペプチドの定量的

な検出ができる．また経時的な測定を行うことで再現性の

良い検出も可能となり，ダイナミックレンジ・定量性・再

現性というこれまでのプロテオミクス解析が抱えていた原

理的な問題を解決しうる手法といえる．

そもそもMRM法では一度に計測できるペプチド数に限

界があり，スループットという面で弱点があったのだが，

現在では技術の進歩によりその弱点も克服されつつある．

現行の装置ではMRMトランジションを超高速で切り替え

ることで測定のスループットを向上させている．たとえば

５ミリ秒の間に一つのMRMトランジションのデータ取得

を行い，次の５ミリ秒では別のMRMトランジションの

データを取得できる．仮にこの設定で４００のMRMトラン

ジションについてデータを取得しても，２秒の間に全ての

MRMトランジションについてデータの取得が可能であ

る．（ただし実際は各MRMトランジションの切り替えに

１～２ミリ秒を要するので単純計算はできないが．）つまり

約２秒に１回の割合で全てのMRMトランジションのプ

ロットデータを取得でき，各MRMトランジションについ

て２秒毎のプロットを繋げれば十分な質のクロマトグラム

を描くことができる．またスループットをさらに上げるた

めに，MRM解析を HPLCから標的ペプチドが溶出する時

間に限定して行うことが可能であり，この方法を用いれば

一度の測定でさらに多数のペプチドについて定量が可能と

図１ MRM／SRM法の原理
特定のペプチド固有の質量と部分質量の組み合わせ（MRMトランジション）を設定し，選択的にペプチドを定量する．
二つの質量を組み合わせることで，高い S／N比を得ることができる．また持続的にシグナル強度取得を行うことでクロ
マトグラムを描くことができる．
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なる．

iMRM法の原理：事前情報取得と

タンパク質の絶対定量

近年の質量分析計の高性能化に伴い，MRM法による同

時多成分の検出が現実味を帯びてきた．しかしまだ現状で

はMRM法によるタンパク質の網羅的な定量は実用化に

至っていない．その原因は，測定に必要なペプチド固有の

事前情報が不足しているためである．まず一つ目の事前情

報とは，ペプチドのMRMトランジションの中でどれが最

も高感度に機能するかという情報である．たとえば検出し

たい一つのタンパク質についてMRMトランジションを組

もうとすると，その選択肢はざっと考えても数百以上に及

ぶ．これらのMRMトランジションはそれぞれで検出感度

が大きく異なり，その中から最も感度が高いMRMトラン

ジションを選定する方法は現時点では予備実験による実測

以外にない．このステップはMRM解析を成功させるため

に必須の過程といえる（図２）．二つ目の事前情報とは，

ペプチドが HPLCから溶出する時間の情報である．上述

したように，現行の装置では一度に４００程度のMRMトラ

ンジションを設定することが可能であるが，より多くの

MRMトランジションを設定する場合には，HPLCから目

的のペプチドが溶出する時間に限定したデータ取得を行う

必要がある．そのためには，正確なペプチドの溶出時間を

知る必要があり，これも実測する以外手立てがない．すな

わちタンパク質をMRM法で定量するためには「どの

MRMトランジションを選択するのが最適か」という情報

と，「ペプチドがどの時間に HPLCから溶出されるか」と

いう情報について事前に実測して取得するステップが必須

である．われわれはこれらの情報の事前取得から内在性タ

ンパク質の絶対定量までの過程を効率よく行うために新た

なスキームを開発しており，事前情報取得型MRM

（iMRM: information-based MRM）法と命名 し て い る．

iMRM法は，１）日本が世界に誇る FLJ（full-length long Ja-

pan）のクローンを元にヒトの組み換えタンパク質を試験

管内で全て合成６），２）実際に質量分析計でMS／MSスペク

トルなどのペプチド固有座標情報を取得し，これらの情報

をデータベース化，３）組み換えタンパク質を内部標準と

してサンプルタンパク質のMRM解析による絶対定量，の

三つのプロセスより構成される．この方法論を用いること

でヒトの全タンパク質の絶対定量情報を取得することが可

能となる．

１）組み換えタンパク質からの事前情報取得とデータベー

ス化

MRM解析に必要な事前情報とは，高感度のMRMトラ

ンジションとそのペプチドが HPLCから溶出される時間

の情報である．組み換えタンパク質をペプチド化したサン

プルを用いて事前情報取得を行うことで，目的のタンパク

質に由来する全ペプチドについてMRMの感度を実測する

ことができ，また内在性にはほとんど発現しないようなタ

ンパク質でも，組み換えタンパク質ならば十分な感度で事

前情報を得ることができる．iMRM法では FLJクローンか

らヒトの全ての遺伝子について組み換えタンパク質を合成

して実測し，MRM解析のための事前情報を取得してデー

タベース化する．実際にMRM法によるタンパク質の絶対

定量を行う際には，データベースの情報を利用して測定す

ることが可能となる．

２）組み換えタンパク質を内部標準とした内在性タンパク

質の絶対定量

MRM法によってペプチドの絶対量を測定する際には，

同じアミノ酸配列のペプチドを内部標準としてサンプルに

混ぜ込んでMRM解析を行う．内部標準ペプチドと目的ペ

図２ iMRMの原理
ヒトの全遺伝子の FLJクローンから合成した組み換えタンパク質を質量分析計で測定し，MRMの測定に必要な事前情報を取得し
てデータベース化する．また組み換えタンパク質の消化物を mTRAQ ∆４で標識し内部標準として用いることで，内在性タンパク
質の絶対量を知ることができる．

５５２０１２年 １月〕
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プチドの各々についてクロマトグラムを取得しこれらの面

積比を求めれば，内部標準ペプチドの絶対量から目的ペプ

チドの絶対量を求めることができる．同じ配列の二つのペ

プチドを区別してクロマトグラムを描くには，各ペプチド

に質量差を持たせ別のMRMトランジションで測定する必

要がある．iMRM法では事前情報取得に使用したペプチド

を，絶対定量を行う際の内部標準ペプチドとしても使用す

る．組み換えタンパク質由来の内部標準ペプチドと目的ペ

プチドに質量差を持たせるため，安定同位体元素を用いた

標識試薬（mTRAQ試薬）を用いる．mTRAQ試薬はペプ

チドのアミノ基を標識する試薬で，安定同位体によって質

量が４異なる mTRAQ ∆０と mTRAQ ∆４が用意されてい
る．組み換えタンパク質のトリプシン消化物は mTRAQ ∆４
を用いて標識し，一方で内在性タンパク質のトリプシン消

化物は mTRAQ ∆０を用いて標識し，これらを混合してサ
ンプルとする．標識試薬の化学的性質は等しいため，同じ

ペプチドであれば HPLCから同時に溶出するが，由来の

異なるペプチドは質量が異なるため質量分析計で区別して

検出できる．すなわち同時に２種類のクロマトグラムを描

いて重ね合わせることができ，目的ペプチドの絶対量を算

出できる．

以上が iMRM法による内在性タンパク質の絶対定量法

である．一例として，iMRM法によって内在性 p２７Kip１を定

量したデータを示す（図３）．MRM法を用いる第一の利点

は，検出に抗体が不要かつ一度に複数のタンパク質の定量

ができる点である．これまでウエスタンブロッティング法

で比較定量解析を行う際には，抗体の良し悪しで結果が大

きく左右されてきた．一方でMRM解析では抗体の良し悪

しに左右されず，また数多くタンパク質についての情報を

一度に得ることができる．第二の利点は絶対定量情報が得

られる点である．すなわちタンパク質 Aが１細胞中に何

分子存在するかという情報を大規模に得ることができる．

通常のウエスタンブロッティング法で得られるのは相対定

量情報であり，これでは異なるタンパク質同士での量の比

較はできなかった．しかしMRM法によって「あるタンパ

ク質 Aとあるタンパク質 Bの発現量はどれだけ違うのか」

という問いに答えを出すことができ，これまでにない新し

い視点から生物学を眺めることができる．

図３ p２７Kip１のMRM法による定量
A ヒト p２７Kip１のアミノ酸配列
B ヒト p２７Kip１の組み換えタンパク質を作成し，酵素消化してペプチド断片化したのち
MRM測定を行った．全てのペプチドは等モル存在するにもかかわらず，検出感度に大
きな差があることがわかる．
C HeLa細胞の内在性 p２７Kip１の絶対定量．内部標準ペプチドのクロマトグラムと面積
を比べることで，内在性タンパク質の絶対量が分かる．
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iMRM法の将来性

タンパク質の絶対量情報から，今後どのような生物学が

拓かれていくだろうか．たとえば細胞周期に依存して量的

制御を受けるタンパク質群について模式図を描くとする．

現状では異なるタンパク質の発現量の変動幅について等し

く描くほかないが，もしこれに各タンパク質の絶対量情報

が付加されればどうなるだろうか．たとえば各細胞周期に

おいて各タンパク質の絶対量を比較することも可能とな

り，新しい視点から今までにない考察が生まれるかもしれ

ない．また RNAについては次世代シークエンサーや定量

RT-PCRによって既に絶対定量情報の取得が可能である．

タンパク質と RNAの二つの絶対量情報を関連付けること

で，DNA，RNA，タンパク質へと繋がるセントラルドグ

マに量的な概念を付加することができる．また RNAとタ

ンパク質の絶対量情報を大規模に取得することで，新規の

量的制御のメカニズムを見出せるかもしれない．他にも生

命現象を数理モデル化する際にタンパク質の絶対量情報を

含めれば，より精度と信頼性の高いモデルの構築も可能だ

ろう．絶対量情報はこのように生物学をあらゆるベクトル

へ広げる可能性を持っている．また基礎生物学的な発展の

みならず，医療応用への可能性も期待できる．iMRM法に

よるターゲット・プロテオミクスの今後の発展に期待した

い．
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