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論 文 内 容 要 旨

ヒ トゲ ノムの解読 が終 了 し、 ポス トゲ ノム として蛋 白質 を解析 対象 としたプロテオーム研 究が大 きな注

目を集め てい る。 プロテオーム研 究では、組織 や細胞 で発現 してい る蛋 白質のプロファイルや翻訳後修飾

を含 む高次構造 、蛋 白質複合体 な どが解析 され る。

上述の解析 において、鍵 となってい るのが、配列 データベ ース と質量分析法 を使用 した蛋 白質同定手法

である。その方法 として、ペ プチ ドマス フィンガー プリンテ ィング法(PMF)と ペ プチ ドシークエ ンス タグ

法の二つがあ り、蛋 白質同定の信頼性 は、両方法 とも使用す るペ プチ ド質量デ ータの精度 に依存す る。

フーリエ変換 イオンサ イクロ トロン共鳴質量分析法(FT-ICRMS)は 、原理 的に最 も高 い質量分解能 と質

量精度が得 られる。 これ らの優れた性能 を利用す るこ とによ り、蛋 白質 同定の精度 と効率 を飛躍 的 に高 め

るこ とが で きる と考 えられ るが、生体高分子 の測定 に利用 されているエ レク トロスプ レーイオ ン化(ESI)

と相性が悪い ことな どの理 由によ り実用化が遅 れ、蛋 白質解析 にはほ とん ど利用 されて はい なかった。 し

か しなが ら、1990年 代 後半 にな り、 よ うや く実用 的なFT-ICRMSが 開発 され、蛋 白質解析へ の応用研究

に道が開かれた。 そこで、 プロテオーム研 究への応用 を目的 として、FT-ICRMSの 高分解能 と高質量精度

を利用 した、蛋 白質解析手法 の検討 を行 なった。

・PMF法 による蛋 白質 同定

PMF法 による蛋 白質 同定 は迅速 、高感度 なことが特徴 であ り、主 にマ トリックス支援 レーザー脱 離 イオ

ン化一飛行時 間型(MALDI-TOF)MSに よ りペプチ ド質量 デー タの取得が行 なわれている。MALDI-TOFMS

デー タを使用 した蛋 白質 同定 の際 には、質量精度 が100ppm程 度 であるが ゆえに、ペ プチ ド質量 の ランダ

ムマ ッチの確率が高 く、誤同定 をさけるために、十分 な数のペプチ ド質量 データを得 ることなどの厳格 な

基準 を設 けるこ とが必要である。

そ こで、蛋 白質酵 素消化物 をナ ノエ レク トロス プ レー イオン化(nanoESI)/FT-ICRMSで 直接測定す るこ

とにより、ペ プチ ド質量 デー タを迅速 に取得 して、PMF法 に よる蛋 白質同定 を行 なうこ とを試みた。PMF

法 による蛋 白質同定 でESIが 使 用 されて こなか ったの は、各ペプチ ドにつ き数種 の多価 イオ ンが生成す る

ためスペ ク トルが複雑 とな り、蛋 白質酵素消化物 を直接測定 した場合 には ピークの重 な りが助 長 される こ

とが原 因であった。 しか しなが ら、FT-ICRMSの 高質量分解能 によ り、蛋 白質酵素消化物 を直接測 定 した

場合 において も、 ピークの重複 を問題 とするこ とな く、観測 された全 てのペプチ ドイオンの価 数、質量電

荷値 を問題 な く決定す ることがで きた。 また、得 られたペプチ ド質量 は外部標準 法 を用 いて も数ppmレ ペ

ルの高精 度で あ り、 ピコモル レベ ルの測定感 度で ルーチ ン的 に取得 で きるこ とがわか った。 その結果 、

nanoESIIFT-ICRMSデ ータによるPMF法 で は、ペプチ ド質量 のランダムマ ッチが減少 し、デー タベース検

索の ノイズがMALDI-TOFMSデ ータによるPMF法 に比較 して格段 に減少す るため、蛋 白質同定の信頼性

が向上するこ とが明 らか となった。 これ によ り、PMF法 のみで も、解析対象の蛋 白質 その ものがデー タベ

ース に存在 しな くて も近縁種の相 同蛋白質 を有意 に同定で きる、いわゆる異種 間蛋 白質 同定が可能である
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ことが示唆 された。 そこで、nanoESIIFT-ICRMSの 精密 デー タを使用 したPMF法 に より、デー タベースに

未登録 であったラ ッ トアルデ ヒ ドオキシダーゼ(AO)蛋 白質の同定 を行 なった ところ、 データベース に登録

されていた ヒ トお よび ウシAOの 相 同蛋 白質 を有 意 に同定する ことが で き、異種 間蛋 白質 同定 の可能性 を

証明す る ことがで きた。

さ らに、FT-ICRMSの 質量 分解 能 と質量精 度 を利用 す る こ とに よ り、ペ プチ ド混合物 のcapillary-

skimmer衝 突誘起解離(CID)測 定か ら、各ペ プチ ドの配列 タグ情報が迅速 に取得 で きることが判 明 し、本測

定がnanoESIIFT-ICRMSに よる蛋 白質 同定の信頼性 の向上 に利用で きる ことを明 らか と した。

・二次元電気泳動(2D-PAGE)で 分離 した蛋 白質のC末 端の同定

蛋 白質 プロフ ァイル解析 の際 、2D-PAGEで 分離 した蛋 白質スポ ッ トを同定 してい くと、 しば しば異 な

る位置 のスポ ッ トか ら、同一の蛋 白質が 同定 され ることが ある。 この原 因と しては、蛋 白質が異 なった翻

訳後修飾 を受 けていた ことが考 え られ る。 したが って、蛋 白質 プロファイル解析 においては、蛋 白質の種

類や発現量のみ ならず、多様 な翻訳後修飾 を解析 する ことが重要 であ り、そのための解析手法 の確立が望

まれている。 この ような観点 か ら、蛋 白質C末 端 プロセ ッシングの可能性 を探 るため、2D-PAGEで 分離

した蛋 白質 のC末 端 を同定す る手法 と して、'80安 定同位体 ラベル法 とFT-ICRMSを 組 み合 わせ た解析 手

法の検討 を行 なった。

まず、2D-PAGEで 検 出 された蛋 白質スポ ッ トを50%H2上80を 含む緩衝 液でゲル内酵素消化 を行 なう。生

成す る消化ペ プチ ドのC末 端 カルボキシル基へ は180が 導入 されるが 、その際、蛋 白質のC末 端 由来の消

化ペ プチ ドには理論 的 に'80は 導 入 され ない。酵 素消化物 のnanoESIIFT-ICRMS測 定 を行 ない、FT-ICR

MSの 優れた質量分解能 と質量精度 を利用 して、各ペ プチ ドイオ ンの 同位体 ピークパ ター ンを精査 する こ

とによ り、C末 端ペ プチ ドを同定す るこ とがで きる と考 え られ る。蛋 白標 品を用い た検討 によ り、'80標 識

したペ プチ ド混合物のnanoESIIFT-ICRマ ス スペ ク トルのみで、蛋 白質C末 端 由来 の'80標 識 されていない

ペ プチ ドを明確 に判別 する ことが可能で あった。 そ こで、本 手法 を、 ラ ッ ト肝臓 ライセー トの2D-PAGE

に観測 された10ス ポ ッ トの解析 に応 用 した結果、すべ てのスポ ッ トの蛋 白質 同定 と10ス ポ ッ ト中8ス ポ

ッ トの蛋 白質C末 端 の同定 を行 な うこ とがで き、本手法 のプロテオーム解析 にお ける有用性 を示 す ことが

で きた。

・交互 スキャンnanoLCIFT-ICRMSに よる蛋 白質同定

蛋 白質 混合 物 試料 を扱 う機 会 が多 い プ ロテ オー ム解 析 にお い て は、 そ の複 雑 性 の 解消 の ため に、

LCIMSIMS測 定 に よる解析が強 く望 まれる場面があるが、FT-ICRMSを 用いたLCIMSIMS測 定 に関 しては、

海外 の一部の大学で研 究的 に試み られているのが現状 である。その理由 と して は、FT-ICRMSのMSIMS

測定 に一般 的に用 い られてい るCIDで は、測定時間が長 くな り、オ ンラインLCIMSIMS測 定 を行 な う場合

には不 向 きなためであ り、 また、他 機種で行 なわれてい るdata-dependentLCIMSIMS測 定 によるデータ取

得 に も、現状のFT-ICRMS装 置 では対応が難 しいか らであ る。
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そ こで、オ ンライ ンのnanoLCIFT-ICRMS測 定 において、ペ プチ ドの フラグメンテー シ ョン誘起 法 と し

て多重極 滞留支援解離capillary-skimmerCIDあ るいは赤外 多光子解離 を利用 したMS/MS測 定 と、通常 の

FT-ICRMS測 定 とを交互 に行 な う測定 システム を構築 した。 これ らの交互ス キ ャン測 定 に よ り、1回 の

nanoLCIFT-ICRMS測 定で、一気 にペ プチ ドの分子量 お よび配列 タグ情報 を取得 し、高感度 かつ信頼性 の

高 い蛋 白質同定 を行 な うことを試 みた。

上述 の測定 システムにお いては、親 イオ ンの選択 な しにMSIMS測 定が行 なわれ るが、FT-ICRMSの 質

量分解能 と質量精度 を利用す ることによ り、ペ プチ ドイオンとフラグメ ン トイオ ンを明確 に帰属す る こと

が で きた。そ こで、 ヒ トお よびラ ッ トジアセチル還元酵素の蛋 白質同定 に応用 した結果、サ ブピコモル レ

ベ ルの試料量 で精度 の高い蛋 白質同定が達成で きる ことを確認で きた。
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審 査 結 果 の 要 旨

今 日、生命科学研究のみ ならず創薬科学研究 にお いて、生命 機能維持 に極 めて重要 な蛋 白質の構造 と機

能 を網羅 的に解析す るプロテ オーム解析 に大 きな注 目と期待 が よせ られている。本研 究の推進では、蛋 白

質の構造 を微量 で しか も迅速 に解析す る手法が極め て重要であ り、マ トリックス支援 レーザー脱離 イオ ン

化 法やエ レク トロス プ レー(ESI)イ オ ン化法 を装着 した飛行 時間型質量分析計、 あるい は四重 曲型質量

分析計が広 く用い られている。 しか し、 これ らは質量分析計 の評価 において最 も重要な因子 であるイオ ン

の分解 能 と質量の精度 において十分 とは言 えない。 これに比 しフー リエ変換 イオ ンサイ クロ トロン(FT-

ICRMS)は 、最 も高い分 解能 と質量精度 が えられ る。 そ こで本論文 で はこの特性 に着 目 し、蛋 白質 、C

末端部 ア ミノ酸の同定 に検討 を加 えると伴 に、同定 の高速化 と高精密化 に吟味 を加 えた。

蛋 白質の同定 には、ペ プチ ド断片の質量 情報 とゲ ノム情報 を利用す るPMF法 が広 く利用 され る。 しか

し、従来法で は質量精度 が100pPm程 度 であ り、誤同定が避 け られ ない。先ず、(nanoESI)/FT-ICRMSを

構 築 し、種 々検討 を加 えた結果 、極 めて高い分解能で質量精度数ppmレ ベ ル とい う高精度の得 られるこ と

を明 らか に した。 この時のペプチ ド測定の感度は ピコモル レベ ル と高感度であ り、 しか もルーチ ン的 に利

用で きること も判 った。 この結果 、創薬研 究で極めて重 要 となるゲノム情報の ないの動物種 の蛋 白質構造

を他 の動物のデー ターか ら類推す ることが可能 となった。

蛋 白質 のC末 端 を解析す るこ とは容易 ではない。そこで次 に本質量分析法 の特長 をいか し、重酸素標識

法 と組 み合 わせ た同定法 を構築 した。 この方法では、酵 素水解後 のペプチ ドフラグメ ン トの うち、C末 端

カルボキシル基のみが重酸素で標識 されず容易 に識別す ることがで きる。

プロテオーム解析では酵 素水解後 の複雑 なペ プチ ド混合物 を測定対象 とす る。 このためLCIMSIMS分 析

が推賞 され る。 しか しFT-ICRMSで は一般 に用 い られ るCIDに 難 があ り、MS/MS分 析 には不 向 きであ る。

そこで、多重局滞留支援解離capillary-skimmerCIDあ るいは赤外多光子解離 を利用 したMSIMS分 析 と、通

常のFT-ICRMS分 析 とを組み合 わせ て交互スキ ャンを行 う新たな手法 を構築 した。 これ によ りペ プチ ドの

分子量 と配列 タグ情報 を一気 に得 るこ とが出来 るようにな り、迅速性 に優れ た高感度 かつ信頼度 の高い蛋

白質 同定が可能 となった。

以上、本論文 は、FT.ICRMSと い う質量分析計 の特長 を十分 に活か した新 たな蛋 白質解析手法 を開発 し、

その有用性 を実証 した ものであ り、博:士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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