
ことが示唆された１４）（図２C）．

お わ り に

これらの研究成果により，移動の初期段階における多段

階の形態変化に加えて，ロコモーション移動のメカニズム

も少しずつ明らかとなってきた．しかし，ロコモーション

細胞のみで活性化するプロモーターが知られていない以

上，多くの分子の機能抑制は移動の初期段階を阻害してし

まうという障壁を越えることは困難である．ごく最近，大

脳皮質のスライス培養系を用いて，タイムラプス顕微鏡下

で移動中のロコモーション細胞を観察している途中に，

様々な分子に対する機能阻害剤を添加するという実験系が

報告され，ロコモーション移動に関わる分子を直接探索す

ることが可能となってきた１１）．このような新技術を駆使す

ることにより，神経細胞移動の制御機構を細胞生化学的な

観点からより深く理解し，近い将来，様々な脳疾患とも関

連する大脳皮質形成のメカニズムが分子および細胞レベル

で明らかにされることを期待する．
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ショットガンプロテオミクスの新潮流

１． は じ め に

ヒトゲノム完全解読に高性能 DNAシークエンサーの開

発が必須であったように，プロテオーム（タンパク質の総

体）解析にはペプチドシークエンサーである質量分析計

（MS）の果たす役割は極めて大きい．近年のMSの進化は

著しく，高性能化が目覚ましいスピードで進行している．

それにも関わらず，高等生物のプロテオーム一斉解析はい

まだに実現していない．これは，プロテオーム試料が有す

る「途方もなく複雑で，しかもダイナミックレンジの広い」

性質に応えられるだけの性能をまだMSが有していないか

らである．しかし，様々な工夫や新しい周辺技術の開発に

より，そのゴールに我々は着実に近づいている．最前線の

プロテオーム解析用 LC-MSシステムについて解説すると

ともに，筆者らが進めている新しいシステムについても紹

介する．

２． ショットガンプロテオミクス

タンデムMSを用いてペプチドのアミノ酸配列を決定す

る試みは２―３０年前からすでに行われており，例えば Hunt

らは９０年代前半にキャピラリー LCと高速原子衝撃イオ

ン化タンデムMSを組み合わせたシステムを用いたMHC

クラス１ペプチドの配列決定を報告している１）．タンデム

MS内に導入されたペプチドは衝突誘起解離（collision-

induced dissociation, CID）により断片化されるわけである

が，この反応では，主にアミド結合の C-N間で切断が起
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き，１アミノ酸違いのラダーを調製することができる（N

端側からのラダーを b-シリーズ，C端側からのラダーを

y-シリーズと呼ぶ）２）．これらのイオンの質量を測定するこ

とにより，配列を決定することができる．ところがラダー

の調製は配列選択的であり，一般的には不完全な場合が多

い．それではこの技術を用いて網羅的なタンパク質の同定

を行うにはどうしたらよいか．まずはタンパク質を配列特

異的な切断法（通常はトリプシンなどの消化酵素を用いる）

によりペプチドに断片化し，これをタンデムMSに導入す

る．CIDにより部分的なアミノ酸配列情報を取得したら，

次にタンパク質のアミノ酸配列データベース中の完全な配

列情報と比較することにより，対象ペプチドのソースと

なったタンパク質を決定するのである．この時に用いる比

較ソフトウェアやそのアルゴリズムを検索エンジンと呼

ぶ．網羅的なタンパク質の同定が可能となったのは，タン

デムMSの性能向上もさることながら，ゲノムデータに基

づく膨大な量のタンパク質データベースが整ったことや検

索エンジンが開発されたことによるところが大きい．本法

はボトムアップ法もしくはショットガン法と呼ばれる．

それに対して，ペプチドに断片化せず，直接タンパク質

をタンデムMSに導入して，MS内部でタンパク質イオン

を切断しながらその部分構造を読み取る方法もある（トッ

プダウン法と呼ばれる）．この方法の方が原理的には単純

であり，ペプチドを経ずに直接タンパク質を同定できるな

ど一見優れているように思われる．しかし，MSの感度は

タンパク質のような高分子よりもペプチドに断片化させた

方がはるかに高く，わずかな質量を区別することもペプチ

ドにした方が有利である．さらにMS内部における切断効

率もペプチドイオンの方がよく，試料としての取り扱いも

ペプチドの方が容易であるため，現状ではプロテオミクス

といえばショットガン法によるものを指すことが一般的で

ある．

さて，ショットガン法ではタンパク質混合物試料はそれ

ぞれペプチドに断片化されるため，試料全体の複雑性が数

十から数百倍に増加する．しかしタンデムMS側では一度

に大量のペプチドを取り扱うことはできないため，どうし

ても時間で分割しながら試料をタンデムMSに導入する必

要があり，タンデムMSとのオンライン接続可能な分離法

が必要不可欠である．現在，最も汎用されているオンライ

ン分離法は LCであり，その LCとMSのインターフェー

スは主としてエレクトロスプレーイオン化法で構成されて

いる．

さて LCの高感度化，高性能化を実現させる一般的な手

段として，カラム径のミクロ化がある．１９７０年代後半か

ら８０年代にかけて，内径２０―２５０µmのフューズドシリカ

キャピラリーを用いた充填カラムによるキャピラリー LC

が開発され，ミクロ化が一気に進んだ３，４）．MSへの試料導

入に際しては，試料溶媒を揮発させ，試料分子を気化，イ

オン化する必要があるため，一般的にはむしろ低流量での

試料導入が好ましく，ミクロ化 LCとの複合化に適してい

る．１９８５年にキャピラリー LCと高速原子衝撃法を用いた

MSとのオンライン接続システムが初めて報告され５），直

ちにペプチドマッピング等に応用された６）．ちょうど同時

期にMSにおける新しいイオン化法として，エレクトロス

プレーイオン化法（ESI）が開発され７），LCとのオンライ

ン接続が比較的容易に行えるようになった．

ESI法では，スプレーニードル（エレクトロスプレーを

行うための導電性の細管．内部に試料溶液を通液する）の

先端を細くし，できるだけオリフィス（MSの試料導入口）

に近づけ，試料を低流量で注入することにより，感度を上

昇させることができる８，９）．これはマイクロ ESIまたはナノ

ESIと呼ばれ，流速２００―５００nL／min，内径７５―１００µm，長

さ１５―２０cm程度の粒子充填剤型キャピラリーカラムを用

いたナノ LCとMSのインターフェースに用いられてい

る．この ESIスプレーニードル中に充填剤を入れて分離カ

ラムとして用いるニードル一体型カラムでは，ポストカラ

ムデッドボリュームをほぼゼロにすることができ，カラム

前のコネクター部の影響も受けにくいというメリットがあ

る．このニードル一体型カラムの調製において，筆者らは

先端径よりも小さい充填剤を使用しても石橋のアーチの原

理で充填剤を保持可能であることを示し，充填剤をカラム

内に保持させるための微細構造物（フリット）の作製を回

避した１００％充填剤のみによるフリットレスカラム作製に

成功した１０）．図１にその先端の拡大図をしめす．このカラ

ムは現在多くの研究室で自作されたりカラムメーカーによ

り市販化されたりするなどして一般的に使われている．

３． 多次元前分画法と組み合わせたショットガン

プロテオミクス

さて以上述べたようなナノ LC-タンデムMSシステムを

用いたショットガンプロテオミクスの手法で現在どの程度

のプロテオーム解析が可能なのであろうか．残念ながら，

最新鋭のMSを用いても，遺伝子数の少ないバクテリアで

さえ，発現している全タンパク質の一斉解析は不可能であ

り，LC-MS前に試料の複雑さをタンパク質レベルもしく

はペプチドレベルで軽減する必要がある．タンパク質分離
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の代表例としては，二次元ゲル電気泳動と銀染色法や蛍光

染色法を組み合わせて定量を行い，目的スポットをゲル内

消化して，LC-MSに供する方法がある．この方法の問題

点としては測定対象となるタンパク質の範囲（等電点が３―

１０程度で可溶性タンパク質）が限定される点，あるいは

スループットが大規模解析に不向きである点などがあげら

れる．もっとも一般的なシステムは，ペプチドに断片化後

に，イオン交換クロマトグラフィーで分画し，それぞれの

分画を逆相クロマトグラフィーを用いた LC-MSを用いて

解析するシステムである．自動化が比較的簡単にでき，前

者に比べると高い網羅性とスループットを確保できる点が

メリットである．しかし，このシステムでも，試料の複雑

性と広いダイナミックレンジのため，量の少ないペプチド

は量の多いペプチドにマスクされ，MS解析においてイオ

ン化抑制をうける．したがって網羅性を上げるためには更

なる徹底的な前分画が必要となる．例えば前述のショット

ガンプロテオミクス法に，タンパク質レベルでの分画法と

して SDS-PAGEを加え，レーン全体を数スライスに分画

し，ゲル内消化することにより，上記の影響を軽減する手

法も報告されている．その他，親水性相互作用クロマトグ

ラフィー（HILIC）なども一次元目の分離モードとして用

いられている．

最近，出芽酵母を試料とし，徹底的な分画を行うことに

よって発現プロテオーム全体の解析が可能となったという

論文が発表された１１）．高速スキャン，高精度，高感度な最

新MS装置を用いて，細胞内分画，SDS-PAGEによるタン

パク質分画，等電点電気泳動によるペプチド分画，MS解

析におけるスキャン範囲の細分化による分画を徹底的に

行ったものである．約２mgの試料は最終的に４１７の画分

に分けられ，各１４０分のナノ LC-MS測定を行い，発現が

別法で確認されている４，０００種を超えるタンパク質を同

定・定量することに成功した．LC-MS測定にトータル４１

日間かけており，とても実用的とは言えないが，ともかく

ショットガンプロテオミクスという手法で単一生物の全プ

ロテオーム解析が可能であることが初めて証明された．

４． 一次元分離のみで行う“ワンショット”

プロテオミクス

上記のような多次元分離はプロテオーム試料の複雑性と

ダイナミックレンジの問題を解決するのに有効であるが，

一方で多次元分離をすればするほど分画数は増え，測定時

間や必要試料量がどんどん増えるばかりである．そこで筆

者らは原点に戻ってナノ LC-MSの LC部分の高性能化を

究極まで高めることによって，多次元分離をせずにプロテ

オーム解析システムを高性能化することを試みた．LCの

分離効率を上げるため，充填剤径を小さくしたり，カラム

長を長くしたりしてみたが，いずれの場合もカラム背圧に

より適用範囲に限界があり，若干の改善はあるものの多次

元分離法をしのぐほどの効果は認められなかった．一方，

充填剤とは異なり連続体構造をもつシリカモノリス担体は

同じ表面積でより大きな流路径を実現できるため，単位圧

力あたりで充填剤よりも高い理論段数を実現可能である．

最近，宮本らは全長１０メートルのシリカモノリスカラム

を用いて理論段数１００万段を実現した１２）．プロテオーム解

析においては分析時間よりもとにかく高効率分離が優先さ

れるので，このメートル長カラムと緩勾配溶出の組み合わ

せを検討したところ，３．５メートル長カラムを用いたシス

テム（図２）で，大腸菌の全発現プロテオーム解析を達成

した（図３）１３）．本手法は，等電点電気泳動や強カチオン交

換クロマトグラフィーを用いた多次元分離法と比べても，

必要試料量，全分析時間，同定タンパク質数のすべての面

で優れており，また１回の LC-MS測定のみで解析が終了

図１ ニードル一体型フリットレスカラムの先端拡大図
１００µm径のキャピラリーの先端を先細り構造（先端径約５µm）にし，３µm
径のシリカ粒子を充填したもの．
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することから，試料間の定量的な比較を行う上でも有利で

あると考えられる．実際，同一試料を用いて従来の粒子充

填剤型カラムを用いた測定と比較してみると，ピーク面積

で約５倍，ダイナミックレンジで約７０倍向上しており，

LC分離を改善し，試料の複雑性が及ぼす影響を減弱させ

ることでイオン化抑制効果の影響が弱くなり，結果として

同定数の大幅増加という効果が現れたと思われる．多次元

化の方向にのみ進んでいたショットガンプロテオミクスの

技術開発に新たな方向性を示す方法であると考えている．

５． 機能プロテオミクス：リン酸化プロテオミクスの例

ゲノミクスとは異なり，プロテオミクスにおいては，た

だタンパク質のアミノ酸配列を読めばよいということでは

なく，タンパク質が，いつ，どこに，どれくらい，どのよ

うな修飾を受けて，どの分子と複合体を作って存在し，細

胞のどのような機能を担っているかを調べることがゴール

となる．このような機能プロテオミクスを行う上では，見

たいものにある程度フォーカスして試料調製を行うことが

必要である．たとえばタンパク質リン酸化などの翻訳後修

飾は，ただ細胞を破砕してショットガンプロテオミクスを

行うだけでは検出することは困難である．したがって，リ
図２ ３．５m長モノリスカラムを用いたナノ LC-MSシステム
右上図はモノリスカラム（１００µm径）の断面拡大図

図３ 大腸菌発現プロテオームの一斉解析
試料：大腸菌細胞破砕タンパク質（４µg）
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ン酸化されているペプチドだけを選択的に濃縮する必要が

ある．リン酸化ペプチド濃縮法として一般的に用いられて

いる方法は，金属イオンや酸化金属に対するリン酸基のア

フィニティーを利用したクロマトグラフィーである．ここ

数年の間にこれらのアフィニティークロマトグラフィーを

利用したリン酸化ペプチド濃縮法が開発されたことによ

り，タンパク質公共データベース UniProtに登録されてい

るヒトタンパク質のリン酸化部位数は２００７年８月では

１１，５０１部位であったが，２０１０年６月時点で２７，９３９部位と

急増している．

筆者らは親水性のヒドロキシ酸の添加が酸化金属クロマ

トグラフィーによるリン酸化ペプチド濃縮の選択性を飛躍

的に向上させ，かつその後の LC-MS測定を妨害しないこ

とを見出し，HAMMOC法（hydroxy acid modified metal ox-

ide chromatography）と命名した１４）．HAMMOC法により

HeLa細胞抽出物のトリプシン消化物からリン酸化ペプチ

ドを濃縮しショットガンプロテオミクスを行うことによ

り，世界で初めて細胞抽出物から前分画なしに直接数千個

のリン酸化ペプチドを同定することに成功した．２００７年

以降，HAMMOC法によるヒトプロテオームにおけるリン

酸化修飾情報を内部データベースとして蓄積しているが，

それによると，ヒトタンパク質の約三分の二はリン酸化修

飾を受けており，またリン酸化部位数はすでに９０，０００部

位を超えている．また，単一の試料由来のリン酸化部位数

も，例えば HeLa細胞の定常状態試料では１０，０００種以上

のリン酸化部位数が同定されている．この場合，リン酸化

ペプチド濃縮後に分画を行わずに LC-MS測定を行うと，

このような同定数は達成できなかった．これは前述の大腸

菌発現プロテオーム解析の場合と同様に，リン酸化ペプチ

ドに標的を絞ったフォーカスドプロテオミクスにおいてで

すら，試料の複雑性が十分に高く，共存イオンによるイオ

ン化抑制によって同定数が損なわれていると考えられる．

HAMMOC法の性能を最大限に生かすにはナノ LCシステ

ムのさらなる高性能化が必須であり，筆者らの予備的な実

験では前述の超高分離能 LCを用いた“ワンショット”プ

ロテオミクスが有効であった．

６． 今 後 の 展 望

以上，ショットガンプロテオミクスについて，その最先

端のプロテオーム解析用 LC-MSシステムについて解説す

るとともに，筆者らが進めているワンショットプロテオミ

クスシステムについても紹介した．今回は，すべて具体的

な標的分子を定めないプロテオミクスシステムを紹介した

が，最近の大きな進歩の一つに，標的分子を定めて，その

タンパク質を定量する選択反応モニタリング法（selected

reaction monitoring, SRM）がある．方法自体は薬物動態な

どの分野で古くから用いられてきた定量法であるが，プロ

テオーム規模で多数のタンパク質分子にも適用可能になっ

てきた．SRM法は，抗体の入手可能性や性能に左右され

るウェエスタンブロットに代わる新しい定量法として注目

されている１５）．また，本年９月にヒトプロテオーム機構に

よって開始が宣言された「Human Proteome Project」でも，

中心的な役割を果たしていくと思われる．しかしその場合

でも，本稿で述べたイオン化抑制の問題は回避できないた

め，試料の煩雑な前処理が必要となることに留意する必要

がある．

MSの開発スピードは目覚ましく，新しい装置が登場す

るたびに新しい世界が開拓されてきた．しかしそれでも網

羅性という観点では次世代シークエンサーはおろかマイク

ロアレイにもまだまだ及ばず，真のプロテ‘オーム’解析

の実現には更なる技術開発が必要となる．特に検出器とし

てのMSのダイナミックレンジの拡大に大きなブレークス

ルーを期待している．いずれにしてもまだしばらくは

technology-driven scienceが続くであろうし，そこに少しで

も貢献したい．
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