
１． は じ め に

この総説を読む研究者は，多かれ少なかれこれまでに抗

体で苦労したことがあるのではないであろうか．抗体によ

る高感度かつ特異的なタンパク質検出は生命科学の進歩に

大きく貢献してきた．しかし，研究者は抗体の有無によっ

て研究の方向性を大きく変更しなければならない経験や，

購入した抗体の特異性の問題によって検出したバンドや定

量値が標的のタンパク質のものであるかどうか悩んだ経験

があるはずである１，２）．また，様々な抗体の調製法が開発さ

れてきているが，依然，特異的な抗体の調製は困難であ

る．従って，抗体に代わる汎用的なタンパク質検出，定量

技術の必要性を多くの研究者が感じている．特にゲノミク

スやプロテオミクスによる網羅的解析が可能となると，同

定したバイオマーカー候補分子に対する抗体の有無や抗体

調製の困難さが解析全体のボトルネックとなってくる．つ

まり，オミクスに対応できるタンパク質定量システムとい

うデマンドも大きい．以上のような抗体に対する問題を経

験した，もしくは現在有している研究者にとって，本稿で

技術の概略を紹介する定量的標的プロテオミクスは，抗体

に代わるタンパク質定量の選択肢となるはずである

（表１）．さらに，本稿では独自のタンパク質定量技術から

得られる新しいタンパク質情報によって拓かれる新領域に

おける我々の最新の成果を紹介する．

２． 質量情報によるタンパク質の定量

アミノ酸配列はタンパク質を特徴付ける情報である．さ

らにアミノ酸配列が決まると，その配列情報とアミノ酸の

質量からタンパク質の質量が決まる．従って質量情報から

タンパク質を同定することが可能である．この原理を利用

した手法が質量分析計を用いたタンパク質同定である通常

のプロテオミクスである．この原理を別の視点からみると，

試料中の特定質量を持つタンパク質の数を数えることに

よって標的タンパク質の量を計測することが可能である．

このような定量方法は，薬物などの低分子化合物で実施さ

れており，我々も質量分析計を用いた薬物定量を行ってい

た．低分子化合物をタンパク質に置き換えることで抗体を

用いずにタンパク質を特異的に検出することができる．
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従来の同定を目的としたプロテオミクスでは質量数の精

度が同定の精度を決めるため，高精度で質量のスペクトル

を得ることができる質量分析装置として飛行時間型やフー

リエ変換型が使用されている．一方で，定量の場合は特定

の質量を持つ物質（イオン）を選択することができる三連

四重極型の質量分析装置を用いる．三連四重極型質量分析

計は三つの四重極（Q１，Q２，Q３）を有している．図１に

示すように高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分離

された化合物はイオン化され質量分析計に入ってくる．最

初の四重極である Q１は特定の質量を持つイオン（親イオ

ン）のみを通過させる質量フィルターである．Q１を通過

した親イオンは Q２で限定的に破壊させて娘イオンを作

る．さらに，Q３では特定の質量を持つ娘イオンを通過さ

せる．親イオンと娘イオンがともに質量フィルターを通過

したイオンの数を最終的に検出器で計測し，定量を行う．

この質量分析による定量法は multiple reaction monitoring

表１ タンパク質定量法としての multiplexed-MRM法と ELISA法の比較

ELISA法に対する利点
・配列情報のみから定量に最適なペプチドを選択し定量系を構築することが可能．
・約１ヶ月で定量法を確立可能．
・抗体作製時に必要な抗原タンパク質や実験操作等は不要．
・タンパク質あたり４フラグメントを定量する場合，３００MRMトランジションを使用して，３７分子の絶対発現量を同時定量
可能．
・質量に基づく定量であるため１アミノ酸の相違や翻訳後修飾の相違を区別して検出する特異性の高い定量が可能．
・実験的な特異性の確認は不要．データベース検索のみで特異性を確認可能．

ELISA法に対する欠点
・親和性の高い抗体による検出と比較すると感度が低い（０．１～１fmol／アッセイ）．
・装置が高額である（数千万円～１億円）．
・多検体を短時間で測定することが困難（約２時間／検体）．

図１ LC-MS／MSシステムを用いたタンパク質の定量
試料をトリプシン消化し生成されたペプチド試料を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によって分離する．
分離されたペプチドはオンラインでタンデム質量分析計（MS／MS）である三連四重極型質量分析計に導入され
る．イオン化されたペプチドが三つの四重極を通過することで，特定の質量を持つペプチドのみが検出器に到達
する．検出器では到達したペプチドをカウントすることによって，最終的に横軸が時間，縦軸がカウントのクロ
マトグラムが得られる．通過させるペプチドの質量を短時間（１０～５０ms）に切り替えることにより複数の異な
る質量のペプチドを同時に計測できる．
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（MRM）と呼ばれ，Q１と Q３の２回の質量フィルターに

よって標的質量をもつ化合物を選択することによって高感

度かつ特異的な測定が可能である３）．

実際の解析においては，Q１や Q３の質量フィルターの

上限がタンパク質質量よりも小さいためタンパク質自身を

直接選択できない．そこで，タンパク質をトリプシン消化

し生成されるペプチド中で標的タンパク質に特異的なペプ

チドをMRM法によって定量する．膜タンパク質のような

難溶性タンパク質であってもこのトリプシン消化によって

生じる一部の親水ペプチドを定量対象とすることによっ

て，定量が可能となる利点がある．MRM法を用いたタン

パク質定量法の手順概要を図２に示した４，５）．標的タンパク

質をトリプシンで分解し，そのペプチド断片の中から標的

タンパク質に特異的であり，かつ強いシグナルを与えるペ

プチドを定量対象ペプチドとする．非標識ペプチド及び内

部標準としての安定同位体標識ペプチドを化学合成によっ

て作製し，検出条件を最適化した後に定量のための検量線

を作成する．生体試料から調製したタンパク質試料を可溶

化後，還元，アルキル化を行いトリプシンによって完全に

消化を行い，ペプチド試料を調製する．ペプチド試料に既

知量の安定同位体標識ペプチドを添加し，HPLCに接続し

た三連四重極型質量分析計（LC-MS／MS）によって解析を

行う．試料中の消化ペプチドは HPLCの C１８カラムで分離

され，順次オンラインで質量分析計に投入されMRMモー

ドで解析される（図１）．その結果，各MRMに対応する

クロマトグラムが生成され，定量対象ペプチドと内部標準

である安定同位体標識ペプチドとのピークエリア比と検量

線からペプチド試料中の定量対象ペプチドの絶対量を測定

する．

図１に示すように Q２において複数種類の娘ペプチドが

生成される．一つの Q１／Q３セット（MRMトランジショ

ン）では１種類の娘ペプチドのみを検出し定量を行うが，

この Q１／Q３セットは１０msごとに変更可能である．従っ

て，同一の親ペプチドに由来する複数の娘ペプチドを１回

の測定で同時に検出し定量することができる．このように

して得られた同一親ペプチド由来の複数の定量値から最終

的に標的タンパク質の定量値を計算する．複数の Q１／Q３

セットから定量値を計算することによって，ノイズによる

影響を最小限にし，さらに定量値の特異性と信頼性を格段

に上げることができる５）．このように複数の Q１／Q３セット

から定量値を得ることを multiplexed-MRMと呼んでいる．

我々の技術の最大の特徴は，定量対象とするペプチドを

配列情報のみから in silico で選択することである．MRM

法では，トリプシン消化によって生成されるペプチドを定

量する．従って，どのペプチドを定量対象とするかが定量

の感度と信頼性に大きく影響する．特に，微量タンパク質

図２ LC-MS／MSを用いた multiplexed-MRM法によるタンパク質定量手順の概略
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の定量には，ペプチドが標的タンパク質に特異的であるだ

けでなく，LC-MS／MSで高効率に分離，イオン化，断片

化，検出される必要がある．我々は過去に作成したプロー

ブと蓄積された検出感度の情報をもとに，データベース上

のタンパク質配列のみから定量に最適なペプチドを選択す

る in silico 選択基準を開発した５）．この in silico での定量

標的ペプチド選択の実現によって定量 PCRと同様に配列

情報のみからタンパク質定量法を構築することが実現され

た（図３）．この選択法を用いることによって約１ヶ月の

短期間でタンパク質を用いずに定量系を構築することが可

能である．また，どのような生物種においても，ゲノミク

ス解析等で同定された遺伝子から生成されるタンパク質に

対する定量系を構築することが可能であり，最新オミクス

解析に対応できるタンパク質定量技術である．この in

silico ペプチド選択法を用いて，我々はこれまでにトラン

スポーターや CYP等の代謝酵素，受容体を含め４００を超

えるタンパク質の定量系を構築している．さらに，脳毛細

血管，肝臓，腎臓，血小板での定量を報告している４～１２）．

３． 既存技術との比較

multiplexed-MRM法によるタンパク質定量法は，同様に

質量分析を用いる従来の網羅的同定を目的としたグローバ

ルプロテオミクスと区別し，定量的標的プロテオミクス

（Quantitative Targeted Absolute Proteomics：QTAP）と呼ば

れる．しかし，標的のタンパク質のみを特異的に定量する

という視点からは，抗体を用いた ELISAやイムノブロッ

トに置き換わる技術であるといえる．グローバルプロテオ

ミクスと比較した multiplexed-MRM法の利点は感度の高

さと定量性である（図４）３，１３，１４）．グローバルプロテオミク

スはすべてのタンパク質を同定することを目指しているた

め，低発現タンパク質を同定するためには，同定数を増加

しなければならない．一方で multiplexed-MRM法の場合

は，標的以外のシグナルを検出しないためにノイズとなる

成分を除去することができ，結果として，高感度化を達成

できる．一方で，multiplexed-MRMは標的とするタンパク

質以外は検出することができず，また，同時定量数も３７

分子と限られる．以上のことからグローバルプロテオミク

スと multiplexed-MRM法による定量的標的プロテオミク

スは相補的な関係にあり，グローバルプロテオミクスで同

定した候補分子を multiplexed-MRM法によって定量し評

価することで，システム全体を効率化できると考えられる．

ELISAとの比較を表１にまとめた．multiplexed-MRM法

には，定量系の構築の容易さや高い特異性などこれまでの

抗体による定量の問題点を克服するいくつもの優位点が存

在する．一方で，多検体解析が困難であり，優れた抗体と

比較して感度が低い等の問題点がある．しかし，LC-MS／

MSの機能向上スピードはめざましく，数年後には抗体に

対する問題点はかなり解消されていることが期待される．

近年，従来は定量に用いられていなかった飛行時間型

質量分析計の定量性とダイナミックレンジが改良され

（ABSCIEX社 Triple TOF ５６００等），その高い質量精度を

活用し非常にノイズの低い優れた定量（high-resolution

MRM）が可能となっており，高感度化の一つの方向性と

して有望である．

図３ 定量 PCRによる遺伝子発現解析（左）と multiplexed-MRM法によるタン
パク質定量（右）の定量法構築手順の比較
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４． タンパク質発現と遺伝子発現

遺伝子発現解析ではごく少量の試料から高感度かつ容易

に定量解析を実施することが可能である．一方で，一般的

に遺伝子発現とタンパク質発現は必ずしも一致しないと言

われている１５）．図５は，ヒト肝臓１７検体における膜タン

パク質であるトランスポーターのタンパク質発現量と

mRNA発現量の比較である７）．膜タンパク質は細胞膜にお

ける発現量が機能に重要なため，multiplexed-MRM法を用

いて細胞膜画分における発現量を計測している．図５に示

すとおり，膜タンパク質の mRNA発現とタンパク質発現

にはほとんど相関がない．例えば，NTCPに関して，

mRNA発現は１０００倍の個人差があるがタンパク質発現量

では２．８倍の個人差しかない．このことは，分子機能の個

人差を理解するためにはタンパク質発現量を計測する必要

性を示している．

一方で，タンパク質の機能は発現量だけで規定される訳

ではない．リン酸化等の翻訳後修飾によって活性が制御さ

れ，また，SNPs等の変異によっても活性が変動する．こ

のような修飾や変異を特異的に検出する抗体の調製は不可

能ではないが非常に困難であった．一方，multiplexed-

MRM法は質量が異なると別のペプチドとして区別するた

め，非常に高い特異性をもって修飾や変異を検出すること

が可能である１６，１７）．今後，このような修飾や変異を定量的

に解析することによって，修飾タンパク質や変異タンパク

質の生体における役割が明らかになると考えられる．

５． 絶対発現量情報を利用した定量的なタンパク質研究

LC-MS／MSを用いた定量によってタンパク質の絶対発

現量（モル数）を得ることができる．絶対発現量が得られ

ることにより，１）異なる分子間の発現量の比較，２）異な

る実験間の発現量の比較が可能となる．特に後者に関して

は，一度に試料が手に入らない臨床検体を計測する際に有

用である．さらに，絶対発現量を用いることによってより

定量的なタンパク質研究が可能となる．例えば図６Bは細

胞内の酵素活性を示しており，PK９細胞可溶性画分には

酵素活性が存在するが，RPK９細胞では測定限界値以下で

あることを示している１８）．この酵素活性には他の実験で

dCKと呼ばれる酵素が関与している可能性が示されてい

る．これまでのタンパク質研究では，dCKの遺伝子の導

入やリコンビナントタンパク質の添加によって活性が回復

することによって「関与」していることが示唆できる定性

的な実験が可能であった．一方で LC-MS／MSを用いた定

量によって PK９における dCKタンパク質の絶対発現量

（０．４７７fmol／μgタンパク質）が計測されており，RPK９で

は検出限界以下（＜０．０１fmol／μgタンパク質）であること

を明らかにしている（図６A）．そこで，RPK９細胞可溶性

画分に PK９の発現量と同等量のリコンビナント dCKタン

パク質を添加し，活性の回復を測定することによって，定

量的に「どの程度関与」しているかを評価することができ

る．図６では同量添加によって８１．６％回復しているので，

酵素活性の大部分を説明できることを示唆している．

また，LC-MS／MSを用いた定量はばらつきが小さく

（％CV＜２０％），かつ線形性を保つダイナミックレンジが

広いため（３桁以上），イムノブロットでは明確でない差

を数値として明確に提示することが可能である１９）．さらに，

広いダイナミックレンジを活かして，タンパク質発現量の

プロファイルの比較を行うことも可能である３，５，８，１０）．この

図４ 従来プロテオミクス（左）と multiplexed-MRM法（右）の比較
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ような比較によって，タンパク質レベルでの種差の解析や

in vitro 系の評価が可能である．タンパク質発現量による

脳関門輸送系の種差に関しては文献３を参照されたい．

６． タンパク質発現量と分子活性に基づく

in vivo 機能の再構築

生体内におけるタンパク質の活性は，その活性を発現し

ている「場」における「タンパク質発現量」と「分子あた

りの活性」で決まると考えられる．これを複数の分子の相

互作用と時間経過を取り入れモデル化することがシステム

ズバイオロジーである．これまでタンパク質発現量は計測

が困難であったためシステムズバイオロジーにはほとんど

組み入れられてこなかった．LC-MS／MSを用いた定量で

分画した試料を計測することで活性を発現している場にお

けるタンパク質の絶対発現量を計測することが可能になっ

た．また，発現細胞における標的タンパク質の絶対発現量

を定量することによって in vitro 系からモルあたりの活性

を計測することが可能である．発現量と活性の情報を図７

のように統合することによって，in vitro の分子活性を再

構築し，定量的に評価することが可能である．

我々は脳関門の重要な機能分子である P-糖タンパク質

（mdr１a）の機能の再構築をマウスを用いて行った２０）．P-糖

タンパク質は血液脳関門を構成する脳毛細血管内皮細胞の

血液側の細胞膜に発現し，細胞内から血液方向に薬物を排

出することで，薬物の脳への分布を抑制している．野生型

と mdr１a／１bノックアウトマウスの brain-to-plasma concen-

tration ratio（Kp brain）の比である Kp brain ratioを P-糖タンパク

質の in vivo 機能の指標とした．１１種類の P-糖タンパク質

の基質を用いて Kp brain ratioを再構築した結果，すべての化

合物について予測値と実測値は１．６倍以内で一致した

（図８）．

この再構築法は in vivo における分子の活性評価におい

て三つの大きな意味を持つと考えている．一つは，ノック

アウト動物を用いずに in vivo の活性の評価が可能となる

ことである．二つめは，原理的にヒトも含めたどのような

種にも適応可能であり，分子解析が困難であるヒト，特に

疾患時のヒト，における分子の活性評価が可能になること

である．最後は，定量的な仮説の評価が可能になることで

ある．モデル化による再構築により得られた値と実測値が

図５ ヒト肝臓におけるトランスポーターのタンパク質発現量
と mRNA発現量の比較

膜タンパク質であるトランスポーターのタンパク質発現量は細
胞膜画分を multiplexed-MRM法によって定量した．mRNA発現
量は同一検体を定量 PCRにより定量した．各シンボルは各
検体における該当トランスポーターの発現量を示している．
（A）胆管側膜に局在，もしくは局在不明のトランスポーター，
（B）類洞側膜に局在しているトランスポーター．また，分子名
の右には相関係数（r２）を示した．（文献７を改変）

図６ タンパク質発現量情報を用いた定量的な活性回復実験
（A）ゲムシタビン感受性膵がん細胞（PK９）及び耐性膵がん細
胞（RPK９）の細胞可溶性画分のゲムシタビンをリン酸化する
酵素（deoxycytidine kinase：dCK）の絶対量．RPK９では定量限
界以下であったため，定量限界値を示している．（B）細胞可溶
性画分中のゲムシタビンを一リン酸化する活性（ゲムシタビン
一リン酸化体生成量）を示している．活性が検出限界以下の
RPK９細胞可溶性画分に PK９と同等量（０．４７７fmol／μgタンパ
ク質×２０μgタンパク質）のリコンビナント dCKを添加するこ
とによって活性が８１．６％まで回復した．（文献１８を改変）
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異なった場合，それはモデルという仮説のいずれかの部分

が正しくないということを意味している．例えば，in vitro

と in vivo の分子あたりの活性が異なる場合もあり得る．

再構築値と実測値の違いがモデルのどこに起因しているか

ということを解析することによって，新しい知見が得られ

る．今後このような定量的なモデル化による評価は次の生

化学としての重要な方向性である「定量的システム生化学」

に必須である．

７． 分子標的薬の個別化治療への展開

がんバイオマーカー研究の目的は主に早期発見と個別化

治療のバイオマーカーの同定である．従来のプロテオミク

スは網羅的な計測からバイオマーカーの候補を提示する．

一方，multiplexed-MRM法によるタンパク質定量から考え

た場合，全く異なるストラテジーが見えてくる．分子標的

薬は作用する分子が従来薬と比較して明確である．従っ

て，分子標的薬が有効な作用を発揮するためには標的の分

子が発現していなければならない．つまり，標的分子の発

現量が分子標的薬の個別化治療の優れたバイオマーカーと

なる可能性がある．非常に単純な発想であるが，前に述べ

たとおり遺伝子発現では細胞膜上のタンパク質発現量を反

映することはできない．multiplexed-MRM法を用いること

によって細胞膜上の標的受容体を一斉に定量することがで

き，初めてタンパク質発現量による分子標的薬の個別化治

療が可能になると考えた．

そこで，金沢大学医学系研究科脳・脊髄機能制御学分野

の�田潤一郎教授，中田光俊講師との共同研究のもと，短

期間で再発を繰り返す退形成性髄膜腫における標的受容体

群として PDGFR，EGFR，HER２，VEGFR，c-Met，IGFR，

CD３３，CD３７，c-kitの発現量を定量した（図９）２１）．その結

果，PDGFRβが高い発現を示していることが明らかになっ
た．そこで，医学倫理審査委員会の承認を得て PDGFRβ
を阻害する分子標的薬スニチニブ（sunitinib）を投与した

ところ，開始２週間後のMRIにて原発巣および播種巣の

図７ タンパク質発現量と分子活性に基づく in vivo 機能の再構築の概要
脳関門（脳毛細血管内皮細胞）における排出輸送系を例に示している．in vivo 脳関門の輸送
系をタンパク質発現量（上）と分子あたりの活性（下）に分解する．タンパク質発現量は
multiplexed-MRM法から得られる．分子あたりの活性は in vitro の輸送活性測定と，
multiplexed-MRM法によるタンパク質量から計算できる．発現量と活性情報を統合すること
によって， in vivo における輸送活性を再構築する．詳細については文献２０を参考されたい．

図８ 脳関門 P-糖タンパク質活性指標値（Kp brain ratio）の再構築
値と実測値の一致

１：quinidine，２：loperamide，３：digoxin，４：risperidone，５：
indinavir，６：dexamethasone，７：vinblastine，８：paclitaxel，９：
verapamil，１０：loratadine，１１：diazepam．（文献２０から引用）
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内部壊死所見を得た．この結果は，標的分子のタンパク質

発現量が分子標的薬の選択に有用な指標であることを示唆

している．分子標的薬が一部の患者でのみ劇的な効果を発

揮している現状から考えると，分子標的薬の適用はがん組

織ごとではなく，がんに発現している分子の発現プロファ

イルに基づいて行うべきだと考えられる．さらに，標的分

子の発現プロファイルによる分子標的薬の選択が可能にあ

れば，様々ながんへの適用の拡大が今よりも素早く効果的

に行えるようになるであろう．

８． お わ り に

LC-MS／MSを用いたMRM法は抗体に代わるタンパク

質定量技術として認知されつつある．しかし，液体クロマ

トグラフィーと質量分析に関してかなりの技術的難度が予

想されるため，技術を知っていても実際に利用するには至

らないケースもあることが予想される．現在，複数の会社

でMRM法によるタンパク質定量の受託解析が開始されて

いる．また，解析のための試料前処理に関してもタンパク

質を扱うための基本的知識と技術を備えていれば難しい処

理方法ではない．受託解析を利用すれば質量分析とプロテ

オミクスの専門家ではない生化学研究者にとっても充分

利用することができる技術になりつつある．また，

multiplexed-MRMは単にイムノブロットや ELISAに代わ

る技術ではない．そこから得られるタンパク質発現量情報

はこれまでの技術とは異なる精度と質を含んでいる．タン

パク質定量は生命科学研究の根幹技術であるため，得られ

る情報の応用性は極めて広く，今後，多くの研究者に利用

していただくことによって様々な方面への新しい展開が開

けるのではないだろうか．特に，本稿で紹介したように新

たに得られるタンパク質の発現量を基盤とした創薬研究や

バイオマーカー研究はファーマコプロテオミクスとして新

たな領域を展開すると期待される．
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図９ 標的受容体のタンパク質発現量に基づく脳腫瘍に対する分子標的薬個別化治療
悪性脳腫瘍患者から摘出した検体から細胞膜画分を調製し multiplexed-MRM法で定量を
行い，グラフに示す分子標的薬の標的受容体タンパク質発現量を得た．グラフ中でバー
を示していない分子は定量限界以下であり，定量限界値を示している．患者の腫瘍増殖
速度は極めて速く１ヶ月程度で再発を繰り返していた．スニチニブ投与２週間後のMRI
により白く観察される腫瘍の増殖抑制及び内部が黒くなる内部壊死所見が認められた．
休薬期間中に腫瘍の再増大が認められたが２回目のスニチニブ投与により再び内部壊死
所見が観察された．（文献２１を改変）
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