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安定同位体利用技術

プロテオーム解析のための安定同位体標識試薬
九山浩樹，西村 紀

総 説



１． は じ め に

生命現象は遺伝子による精緻な制御のもとに

ある。そしてその直接的な担い手は主として蛋

白質・ペプチドであると考えられてはいたが，

生命現象の解明は遺伝子からのアプローチによ

って可能であるとされていた。このような潮流

のもとで人的資源等が投入され生命の解明に大

きく寄与してきた。しかしながら，mRNAレ

ベルでみた遺伝子発現の変化が必ずしも細胞内

蛋白質の量的変化とは一致しないこと，また多

くの蛋白質が翻訳後に修飾を受けて機能するが，

この翻訳後修飾も遺伝子情報からだけでは解明

できないことなどから蛋白質レベルでの解析が

極めて重要視されるようになった。著者（O. N）

は製薬企業の基礎研究部門に長く籍を置き，創

薬研究に携わった経験からこのことを強く感じ

ている。

このようなコンテクストにおける蛋白質の解

析とはプロテオーム解析と呼ばれる。プロテオ

ームという言葉は，gene-genome からの類推

から生まれた言葉であり，プロテオーム解析と

はある特定の細胞中で発現している蛋白質の時

系列での網羅的定量解析と一般的に定義される。

プロテオーム解析の方法論として従来から一般

的なものは二次元電気泳動で分離・定量し，質

量分析装置により蛋白質の同定を行うものであ

る（２D―PAGE）。しかしながらゲルを用いる

分離法には，ゲル板そのものの品質均一性，染

色の再現性，極端な等電点・分子量を持つもの

及び疎水性蛋白質などゲルでの分離に適用でき

ない蛋白質の存在などの問題点があることが認

識されており１），また，見かけ上は単一スポット

であるが，co-elution によって複数の蛋白質が

含まれる場合の蛍光検出での定量における問題

点が安定同位体試薬による方法との比較で論じ

られている２）。このような問題点を解決する方

法として開発されたのが安定同位体で標識され

た試薬と質量分析を組み合わせた方法論である。

本稿では，まずそのプロトコールについて述

べ，次いで現在報告されている試薬について概
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観する。最後に筆者らが開発した２-nitroben-

zenesulfenyl chloride（NBSCl）を用いる方法３）

について解説する。

２． 安定同位体試薬を用いるプロテオームー

ディファレンシャル解析のプロトコー

ル４）－８）

安定同位体を用いた試薬の蛋白質（あるいは

ペプチド）への導入は生体組織あるいは体液か

ら抽出された蛋白質・ペプチドサンプルに対し

て行う方法（in vitro ラベル化）と，培養細胞

の培地に添加する方法（in vivoラベル化）とに

大別される。

２・１ in vitro ラベル化

生体サンプルから抽出・精製された蛋白質を

安定同位体試薬でラベル化する方法である。

２・２で述べる in vivo ラベル化と比較すると，抽

出された蛋白質を出発物質とするため，培地中

で生育できない組織・細胞などにも適用でき，

一般性がある方法論である。（相対）定量解析

（ディファレンシャル解析）であるから比較の

対象とするものが必要である。例えば，ある病

気の場合に変動している蛋白質のプロテオーム

解析を行う場合は，病態の組織あるいは体液か

ら抽出された蛋白質と病態でない組織あるいは

体液から抽出された蛋白質を用意する。ラベル

化試薬にはその構成原子すなわち水素（１H），

炭素（１２C），窒素（１４N）等のうち単一，ある

いは複数組み合わせてそれぞれの安定同位体

（D，１３C，１５N）と置換したものと，そうでない

ものの２種（重い試薬と軽い試薬）を用いる。

これら２種類のラベル化試薬の質量は質量分析

でのシグナルの同位体分布を考慮しペアで観測

されるピークの重なりが相対定量に影響しない

ように３から４以上の差を持つように設計され

る。病態サンプルに対して，例えば重い試薬で

ラベル化し，もう一方の健常サンプルには軽い

試薬と反応させる。このステップまでは二つの

サンプルを独立して処理するが，この反応以降

は混合して進める。すなわち，二つを混ぜた反

応溶液を脱塩精製，バッファー交換などを行っ

た後，酵素消化を行い，次いでラベル化された

ペプチド断片をアフィニティカラムで濃縮後，

更に液体クロマトグラフィなどで分離精製し，

質量分析を行う。図１にこの手順をまとめた。

２・２ in vivo ラベル化

この方法は生物体中での代謝によって安定同

位体を含む化学種を取り込ませ，蛋白質をラベ

ル化する方法である。従来からの放射性同位元

素の取り込みによる方法論と類似している。細

胞の培地中に安定同位体元素を含む化合物を加

え，細胞の成長とターンオーバー（代謝回転）

により細胞中の全ての蛋白質に取り込ませる。

図１に示したように，培地中に加える安定同位

体元素含有化合物が重いものと軽いものの２種

あるため，細胞培養は別々に行う。２・１で述べ

た in vitro ラベル化と実験プロセスを比較した

場合，この方法は培地中で生育できないものに

は適用できないという点では一般性がないが，

ラベル化は生体中でなされ，細胞の段階で混合

されて以後の種々のプロセスを受けるところに

有利な点がある。すなわち，混合後のプロセス，

例えば蛋白質抽出，精製などは混合状態で進め

られ抽出効率・回収率などは２種のラベル化さ

れた蛋白質・ペプチドで差がないため，これら

各ステップは後の質量分析装置での定量解析に

影響を与えない（図１）。

３． 発現蛋白質の相対定量比較（ディファレ

ンシャル解析）に用いられる安定同位体

標識試薬

ここでは，ラベル化のターゲットとなるアミ

ノ酸残基及び官能基からみた試薬についていく

つか紹介する（図２，図３）。なお，トリプトフ

ァン残基に対するNBS試薬によるラベル化の

方法論については４で解説する。
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３・１ システイン（スルフヒドリル基）

１９９９年にAebersold らによって報告された

isotope-coded affinity tag（ICAT）法９）がこの

種の方法論の最初である。この試薬はヨウ素化

された反応部位，重水素化されたポリエーテル

リンカー部，そしてビオチン部分からなる。リ

ンカー部の水素が８個重水素に置換された構造

であるので重い試薬と軽い試薬の質量数の差は

８である。ビオチン部分はラベル化後の酵素消

化断片の混合物からアビジンを用いるアフィニ

ティカラムによってラベル化されたペプチド断

片のみを濃縮・精製するために用いられる。重

水素によって質量数の差を与える方法は液体ク

ロマトグラフィで同位体効果がみられ溶出時間

に差があるため，後に１３C によって質量差をあ

たえる構造の化合物が開発された（Cleavable

ICAT試薬１０），１１））。この他，システイン（スル

フヒドリル基）へのラベル化試薬として

acrylamide１２），１３）（D×３），２-vinylpyridine１４）（D

×４），iodoacetanilide１５）（D×５）などが報告さ

れている（図２）。

３・２ リジン（アミノ基）

アミノ基一般をターゲットとする試薬につい

ては３・４で述べるが，リジン残基のアミノ基は

O-methylisourea によって選択的にグアニジノ

化されることを利用したものである１６），１７）。重い

試薬の化学構造はグアニジノ基の炭素原子，二

つの窒素原子がそれぞれ１３C，１５Nで置換された

ものであり，軽い試薬との質量数の差は３であ

る。リジン残基のアミノ基のグアニジノ基への

変換は，すなわち残基としてはリジンのホモア

ルギニンへの変換である。MALDI―TOFMS

（Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization

Time of Flight Mass Spectrometry）を用いた

質量分析という観点から見てみれば，この試薬

でラベル化された蛋白質はトリプシンによる

（一般的な）酵素消化を行った場合，得られる

ペプチド断片の全てのC末端にアルギニンあ

るいはホモアルギニンが位置することになる。

一般的にC末端にアルギニンを有するペプチ

ドは，MALDI―MS（Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionization Mass Spectrometry）で

図１ 解析プロトコール概略
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の感度が良いことが知られているので，トリプ

シン消化で生ずるペプチド断片の全てを感度よ

く観測することができる。また，タンデムマス

測定時のフラグメントイオンが単純化されるの

で de novo 配列解析にも有効であることが報

文１８）中で述べられている（図２）。

３・３ リン酸化セリン・スレオニン

これは翻訳後修飾のひとつである蛋白質のリ

ン酸化をターゲットとした解析法である。この

方法はセリンあるいはスレオニンの水酸基とエ

ステル結合したリン酸基が塩基性条件下でベー

タ脱離反応を起こすことを基礎としている。ベ

ータ脱離が起こったセリン及びスレオニン残基

図２ 安定同位体元素を含む試薬（その１）

X : H or D，＊ :（１２C or１３C）or（１４N or１５N）

図３ 安定同位体元素を含む試薬（その２）

X : H or D，＊ :（１２C or１３C）or（１４N or１５N）
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はデヒドロアラニン骨格となり，α，β ―不飽和

カルボニル系を有する残基へと変化する。生じ

た α，β ―不飽和カルボニル系はマイケルアク

セプタであるので，適当な求核試薬を働かせて

マイケル付加反応することにより安定同位体で

標識された試薬でラベル化することができる。

求核試薬・ラベル化試薬としては，１，２エタ

ンジチオール１９）（D×４）等のチオール誘導体

が用いられ，また，光開裂性リンカーを有する

化合物２０）（１３C×６，１５N×１）等をマイケル付加

反応後に生じる SH基に反応させる２段階での

導入が報告されている。これらを用いると，質

量数の差がそれぞれ４及び７となる（図３）。

３・４ アミノ基

従来から知られているアミノ基の修飾試薬に

安定同位体元素を組み込んだ試薬がいくつか開

発されている。ラベルするアミノ基は蛋白質の

N末端のみ，リジンの ε ―アミノ基のみ（３・２），
酵素消化後のペプチドに対するラベル化など，

いくつかの方法が報告されている。これらの方

法と関連するが，蛋白質中のアミノ基は数が多

く，ラベル化後の酵素消化ペプチド混合物は極

めて複雑であるので，予め蛋白質の段階で２D―

PAGE，HPLC などで分離しておくか，リジン

のグアニジノ化の場合もそうであるがラベル化

―酵素消化後のペプチド混合物をHPLCで分

離精製して質量分析を行う等，複雑さを小さく

するように実験系が工夫されるのが普通である。

ラベル化試薬としては，コハク酸無水物２１）（D

×４），ニコチン酸のN―ヒドロキシコハク酸イ

ミドエステル２２），２３）（Nic-NHS : D×４），プロピ

オン酸無水物２４）（D×１０），ホルムアルデヒド２５）

（D×２，１３C×１）などがあげられる（図３）。

２D―HPLC 等の分離手法の発展と，多検体の

高速かつ高効率な解析を可能にする質量分析装

置（及び解析ソフトウェア）の進歩を背景にし

た，蛋白質消化断片中のアミノ基を全てラベル

化してプロテオーム解析を行うという方法も開

発されている（iTRAQ法４），２６））。

３・５ その他

C末端及び側鎖のカルボキシル基をエステル

化によりラベル化する方法２７），２８），セリン及びス

レオニン残基のO―グリコシル化部位のラベル

化による方法２９）－３１），１８O水中でのトリプシン消

化により各消化断片にC末端に１８Oを導入する

方法３２），３３）などが報告されている。

４． トリプトファンをターゲットとするプロ

テオーム解析法及びそのラベル化試薬

ここからは，筆者らが開発したプロテオーム

解析法３）について述べる。この方法は蛋白質構

成アミノ酸残基中のトリプトファン残基をラベ

ル化のターゲットとするもので，ラベル化には

ハロゲン化スルフェニル試薬のひとつ，塩化

２―ニトロベンゼンスルフェニル３４），３５）（２-nitro-

benzenesulfenyl chloride : NBSCl）（別名：２-ni-

trophenylsulfenyl chloride : NPSCl）を用いる。

トリプトファン残基は生体中で，例えば触媒

作用等，様々な働きを担っており，蛋白質の生

物活性に重要な寄与をもつ残基として知られて

いる。プロテオーム解析を目的とする場合，カ

バー率が重要なファクターであるが，トリプト

ファン残基の蛋白質中での分布は，マウスある

いはヒトの場合９０％以上３６）であり，システイ

ン残基の場合の９５％と比べても遜色が無いと

考えられる。また，個々の蛋白質での含有率は

最も低いアミノ酸残基であるので最終的に得ら

れるマススペクトルの複雑さがかなりの程度減

少することが予測された。塩化ベンゼンスルフ

ェニル（NBS）試薬の反応性については，報

告３４），３５）がなされており，選択性よくトリプトフ

ァン残基に反応することが知られている。ラベ

ル化―酵素消化後の目的ペプチド断片の分離・

濃縮に関して，トリプトファン含有ペプチドが

セファデックス系の充填剤に親和性を示すこと

が報告３７），３８）されており，この方法では，トリプ

トファン残基の側鎖インドール環を疎水性の２―

ニトロベンゼンスルフェニル基で修飾するため，

疎水性が更に大きくなりセファデックス系の充
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蛋白質の同定蛋白質の同定

填剤に対してより強い親和性を示すと予想され

た。質量タグとしての２―ニトロベンゼンスル

フェニル基は質量数が小さく（m/z：１５３）構

造が比較的単純であるので，質量分析を行う際

にタグ由来のフラグメンテーションによってデ

ータベース検索に悪い影響を与えないと予測し

た。以上のようなストラテジーで本法の開発を

進めた。

４・１ 原理と実験プロセス

NBS試薬はトリプトファン残基のインドー

ル環を酸性条件下で選択的に修飾し，重い試薬

と軽い試薬が導入されたそれぞれのラベル化ペ

プチドの質量数の差は６Daである。図４にト

リプトファン残基とNBS試薬の反応を示す。

本法はNBSCl のトリプトファン側鎖のインド

ール環に対する選択的な反応（求電子置換反

応）に着目したところに新規性がある。一般的

にハロゲン化アリールスルフェニル試薬（２-ni-

trobenzenesulfenyl chloride３４），３５），４-nitroben-

zenesulfenyl chloride３９），２，４-dinitrobenzene-

sulfenyl chloride４０），２-nitro-４-carboxybenzene-

sulfenyl chloride３７），４１），等）でこのような反応

性が以前から知られている。これらのうちで２-

nitrobenzenesulfenyl chloride はトリプトファ

ン，システイン残基以外のアミノ酸残基とは事

実上反応しないことが報告３５）されていることか

ら，本法でのラベル化試薬として採用した。反

応の選択性に関しては，トリプトファン，シス

テイン残基の双方に反応し，これら両者間での

選択性はないと言ってよい。しかしながら，生

成する結合様式はトリプトファン残基とはスル

フィド結合，システイン残基とはジスルフィド

結合であるので，NBSタグが結合したシステ

イン残基は，以下にのべるように実験プロセス

中の（蛋白質中のジスルフィド結合の）還元操

作の際に還元的開裂を受けてスルフヒドリル基

に戻り，次のヨードアセトアミドによるアルキ

ル化でシスチン由来のスルフヒドリル基ととも

にアルキル化される３）。

さて，実験プロセスの概略は次の通りである。

生体試料から抽出した蛋白質を，１）変性させ，

一方のサンプルを軽い試薬で，もう一方を重い

試薬でラベル化する。２）これら二つのサンプ

ルを混合し，過剰の試薬等をゲルろ過（セファ

デックス LH―２０等）により除去する。３）サン

プル蛋白質中のジスルフィド結合を還元し次い

でアルキル化する。４）酵素消化を行い，ペプ

チド混合物とする。５）NBSラベル化ペプチド

をフェニルセファロースカラムで分離・濃縮す

る。６）必要ならば，更に逆相のHPLCで分離

して質量分析を行う。上述のように，このプロ

セス全体で見ればNBSタグはトリプトファン

残基のみに結合し選択的な反応が達成される

（図５）。このプロセスは蛋白質変性剤及びラベ

ル化ペプチド濃縮カラムの選択などで改良を加

え４２），またMALDI―TOFMSでの検出の際の

マトリクスの探索を行って，NBSラベル化ペ

プチドを選択的に感度よく検出するマトリクス

添加剤（３-hydroxy-４-nitrobenzoic acid）を見出

している４３）（図６）。

図４ トリプトファン残基とNBS試薬との反応

図５ NBS法のプロトコール概略
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４・２ モデル蛋白質を用いた相対定量の実例３）

実際のマススペクトル上でどのようなシグナ

ルが観測されるかをモデル蛋白質を用いた実験

から例を示す。用いた蛋白質は glyceraldehyde-

３-phosphate dehydrogenase（rabbit），phos-

phorylase b（rabbit），ovalbumin（chicken），

α -lactalbumin（bovine）の４種であり，これ
らを用いて二つの状態を次のようにモデル化し

た：状態A（４種を各々１２．５µg），状態 B（４
種を各々２５µg）。これら二つの状態間での４
種の蛋白質の比はいずれも１：２である。この

ように調製した二つのサンプルを４・１で概略を

述べたプロセスに従って処理し，目的とする

NBSラベル化ペプチドの混合物を得た。この

混合物をMALDI―TOFMS（AXIMA―CFR：

島津製作所）で測定したスペクトルを図７に示

す。ここでは例として４種の蛋白質のうち，

α -lactalbumin 由来の LDQWLCEKと phospho-
rylase b からの ELINSWVESQTNGIIR のシグ

ナルを抽出した。いずれもペプチド断片中に一

つのトリプトファン残基を有するため質量数

６Da差のペアとして観測される。それぞれの

ペアピークの強度比は１：２であり，調製した

モデル系での設定比とよい一致を示している。

プロテオーム解析では質量分析装置での測定と

同時に解析ソフトによる蛋白質同定も重要な位

置を占める。図８にはデータベース検索による

蛋白質同定の例を示す。これは lysozyme

（chicken）を材料とした実験からのデータであ

るが，m/z：１１９８，１２０４に観測される６Da差

のペアピークの一方，m/z：１２０４のピークに

対して PSDを行ってマスコット検索した結果

である。ニワトリ由来のリゾチームであること

がペプチドの配列情報とともに一位にランクさ

れている。

４・３ 生体試料を用いた実例３）

実際の生体試料であるラット血清に対して筆

者らの方法を適用して発現蛋白質の解析を試み

た。用いた血清の由来は，Crj : Wister（正常

図７ モデル蛋白質（４種混合）での一例

図６ NBSラベル化ペプチドを高感度・高選択的

に検出するための混合マトリクス法

九山，西村：プロテオーム解析のための安定同位体標識試薬Jun．２００７ 309

（２１）



ラット）及びGk/Crj（高血糖ラット）である。

各々２µL の血清（総蛋白量１００µg 相当）を４・１
で述べたプロセスに従って処理した（正常血清

を軽い試薬で，高血糖血清を重い試薬でラベル

化した）。次いで得られたラベル化ペプチド混

合物をMALDI―TOFMSで分析した。図９に

はそのマススペクトルを示した。図中，矢印で

示すようにラベル化されたペプチドのペアピー

図８ 蛋白質のデータベース検索例

図９ ラット血清（正常及び高血糖）を用いた解析例
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クが多数観測された。蛋白質の同定等は現在進

行中であるのでここでの記述は控えるが，

HPLCと微少フラクションコレクタ（Ac-

cuSpot：島津製作所製）とを組み合わせたシ

ステムによるラット及びマウス血清の分析例は

報告済みである４４）。生体からのサンプルを用い

たNBS法による研究（バイオマーカー探索）

に関しては，乳癌細胞を題材とした研究結果が

既に報告２）されている。その他大腸癌４５），４６），肝

臓癌４７）－４９），腎臓癌５０），５１）などを題材にして探索

研究を進めており，マーカーの候補蛋白質が複

数見つかっている。

５． お わ り に

この稿，前半部分では現在までに報告されて

いる安定同位体標識試薬の中から，いくつかの

ものについてターゲットとなる残基あるいは官

能基の観点から分類し解説した。後半では筆者

らの開発したNBS法について実際のマススペ

クトル上のデータを示しながら解説し，現在進

めている癌マーカー探索についても言及した。

安定同位体試薬と質量分析装置を用いるプロテ

オーム解析は試薬の開発，装置側の進歩等によ

り一大研究分野となっており，方法論も数多く

報告されているが，マーカーとなる蛋白質を発

見したという報告は現在のところみられない。

このような現状では，種々提案されている方法

論の中から自身の目的に合った，適切と考えら

れるものを選択して解析を行うのもひとつの方

向であり，他とは違った新規な試薬・方法論を

開発してターゲット蛋白質を探すのもまたひと

つの方向である。いずれにせよ質量分析装置側

の発展・進歩と試薬，解析ソフトウェアの進歩

とが両輪となって進んでいくことがマーカー探

索を前進させる原動力であるのは間違いないで

あろう。
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