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質量分析計の感度や速度，さらには分解能の向上によって網羅的なタンパク質同定・定量が可能となっている．しかし
ながら，現在の主流である data-dependent acquisition（DDA）による手法は技術的な制約から高深度の分析を多検体に対
して行うことは困難である．近年MRMなどのターゲット・プロテオミクスの手法が確立され，ハイスループットに任意
のタンパク質の正確な定量が可能になり，新たなプロテオーム解析基盤を提供しつつある．本総説ではターゲット・プロ
テオミクスを中心とした定量プロテオミクス技術の最新動向を紹介するとともに，その利点を生かすために最も必要な試
料調製について解説する．

1　序　論

液体クロマトグラフィーとタンデム質量分析計を連結し

た装置がプロテオミクスの標準的な手法となって久しい．

特に，近年の高速化は目覚ましく，大腸菌などの比較的複

雑性の低い生体試料のプロテオーム解析はトランスクリプ

トームと同等の網羅性を得ることが可能になっている 1）～ 3）．

また，質量精度および分解能の向上は同定されたペプチド

の親イオンのイオンクロマトグラフィーを低ノイズで容易

に得ることを可能にし，安定同位体標識法による定量や

ラベルフリー定量が容易に実施できる 4）,5）．ヒトやマウス

のようにより複雑なプロテオームの場合でも，数千から 1

万程度のタンパク質の同定が可能になっている 4）～ 8）．ヒ

トの培養細胞では RNAレベルで発現している遺伝子は

10000～12000程度であるので，ほぼフルカバーできるレ

ベルに到達していると見なすことができ，網羅性という観

点からはほぼ成熟期に入ったと思われる．一方，定量性や

スループットという観点から見ると，未だ不十分であり，

多数の検体に対して高深度かつ高い定量精度をもって検出

することは未だに容易ではない 9）,10）．これは，これまでプ

ロテオーム解析における主流の質量分析計の測定が，MS

スペクトルから強度順に親イオン選択後MS/MSスペクト

ルを取得する data-dependent acquisition（DDA）法に依存

していることによる．この手法ではタンパク質の同定数は

取得したMS/MSスペクトルの数に依存する．また，DDA

ではMS/MSスペクトルの取得は基本的に存在量の多い順

に実施される．したがって，発現量が低いタンパク質を検

出するためには必然的に網羅性の高い分析を実施する必要

がある（Fig. 1A）．哺乳類などの複雑なプロテオームはそ

の発現量ダイナミックレンジが 7桁以上に及ぶことが知

られており，十分な網羅性を得るためには試料の前分画等

を実施することで分析時間を稼ぐ（MS/MSスペクトル取

得数を増やす）ことになる（Fig. 1B）．すなわち，DDAで

は測定のスループットを保ったまま，高深度（低発現タン

パク質にアクセス可能）な解析を実施することは困難であ

る（Fig. 2）．このような問題を解消するためには，MRM/

SRMのようなターゲット・プロテオミクスが有効であ

る 11）～ 14）．ターゲット・プロテオミクスでは一度に計測で

きるペプチドの数に制限があるが，広いダイナミックレン

ジで再現性よくペプチドの定量が可能である．また，事前

に選定したペプチドの狙い撃ち計測であることから，比較

的発現量が低いタンパク質でも確実にとらえることが可能

となる．また，最近では検出されるイオンのMS/MSスペ

クトルを取得する data-independent acquisition（DIA）法と

呼ばれる方法が開発され普及しつつある 15）．DIA法では

取得した raw dataの中には理論的にはすべてのプロダク

トイオンのMS/MSスペクトルがクロマトグラムの溶出に

従って格納されており，興味あるペプチドに関するプロダ

クトイオンのイオンクロマトグラムをこれら任意に抽出す

ることができる．すなわち，事前に特定ペプチドに特化し

た測定メソッドを組むことなく，高分解MRM様の定量を

データ取得後に表示可能である．しかしながら，DIAの手

法はMRMによる解析に比べて感度面で若干劣る状況であ

り 15），低発現タンパク質の定量にはより高感度な装置の
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おいて，MRMのようなターゲット・プロテオミクスは探

索の結果を確認する手法として認識されてきた．しかしな

がら，質量分析計の高速化やスケジュール化（液体クロマ

トグラフィー上での保持時間指定）の発達により，一度に

数百のペプチドの定量が可能になっている．複数のタンパ

ク質セットを一斉かつ確実に（欠損値なく）定量すること

は，オミクス計測としての網羅性・多次元性を有しながら

多検体でデータ取得が可能な新たな方法論としての地位を

確立しつつある．これまで，生物学の研究において，免疫

ブロット法などを用いて様々な条件下での発現挙動を計測

することで，「タンパク質“X”が生命現象“Y”に関わる」

という仮説検証が行われてきたが，これを多成分で実施で

きる意義は極めて大きい（Fig. 2）．

多くのタンパク質は生体内では物理的あるいは機能的に

繋がり，様々なパスウェイを構成している．代謝経路を全

体でみると 1000種類を超える代謝酵素が存在するが，解

開発が望まれる．

このように，単一の方法では未だに不十分であるものの，

プロテオーム解析の手法はその長所・短所を十分に理解し

て利用すれば，様々な生物学あるいは医学的課題に対して

極めて有効な手段を提供できる．本総説では主にターゲッ

ト・プロテオミクスの手法に関して，最新の動向について

解説するとともに，高度な定量技術を有効に使うために必

要な試料調製法について紹介する．

2　ターゲット・プロテオミクスの最新動向

2-1　ターゲット・プロテオミクスの利用価値

これまでプロテオーム研究は如何に多数のタンパク質を

同定するかに重きを置いて進められてきた．これはプロテ

オーム解析を重要なタンパク質の探索目的に利用してきた

ためであり，そのためにはまずは発現しているタンパク質

を網羅している必要があった（Fig. 2）．このような文脈に

Fig. 1 Limitations of data-dependent acquisition

A, Relationship between component and depth. B, Relationship between component number and analytical time in proteome 
analysis.

Fig. 2 Comparison of the strategies in proteomics

Features of proteome analysis were compared by the throughput, components, and depth. Blue area indicates matrix of obtained 
data in each strategy. The depth of blue indicates the consistency and reproducibility of the identification of proteins.
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おり，評価済みのMRMメソッドが蓄積・公開されている．

MRMの最も重要な利点は一旦構築したMRMメソッドは

多くの場合は測定者や施設が異なっても共有できる点であ

る．また，品質保証が行き届いた内部標準と試料調製法の

標準化が進めば，定量値を極めて再現性の高い絶対量とし

て取得することができるため，複数の研究室で別個に取ら

れたデータの完全な統合が可能となる．

2-3　ターゲット・プロテオミクスの技術進化

現在，ターゲット・プロテオミクスの手法では 3連 4重

極型質量分析計によるMRMモードを用いることが主流で

ある．また，Orbitrapに代表される高分解能質量分析計の

登場によって比較的複雑な試料でも SIM分析による定量

が可能であり，MRMのように入念な事前設定をすること

なく簡単にペプチドの定量が可能となっている．残念なこ

とに，SIMを用いた分析ではそのペプチドの選択を親イオ

ンの質量のみで行っているため，哺乳類細胞の全抽出液消

化物のように極めて複雑性の高い試料中に存在する微量ペ

プチドを高い信頼性で検出・定量することは未だ困難であ

る．同様に，現行の 3連 4重極型質量分析計の分解能では

MRMでの選択性は十分ではなく，多くの低発現タンパク

質の検出がノイズによって妨げられる．この問題を解決す

る手段として，高分解能ハイブリッド型質量分析計を用い

たフラグメントイオンモニターに基づく手法が注目されて

いる．例えば，Qq-Orbitrap型である Q-Exactiveに実装さ

れている PRM法や QqTOF型である TripleTOF5600等に

実装されているMRMHRなどはその高い分解能と質量精度

でMRMの高ノイズ問題を解消できる手法として期待され

ている 20）．残念なことに，現行の装置では感度や速度の

面でMRMに及ばない．例えば，PRMに関しては少数の

ペプチドを解析する場合は最新の 3連 4重極型質量分析計

に匹敵する感度を示すが，多数のペプチドを選択するため

の multiplex mode（複数の親イオンを選択・蓄積後，まと

めて開裂させてMS/MSスペクトルを取得する手法）で使

用すると，急激に感度が低下する傾向にある．今後，これ

らの問題点が改善されれば，より特異性の高いターゲット・

プロテオミクスの実施が可能になると期待される．

3　定量プロテオームにおける試料調製

3-1　タンパク質の抽出と浄化

タンパク質はそれぞれ固有の局在や物性を有しており，

それらを生体試料から抽出・処理する過程で何かしらの

バイアスがかかる可能性が高い．特に試料調製過程が複

雑になればなるほど，個々のプロセスで生じる実験誤差が

積み重なることになり，得られる結果に大きな影響を与え

る．例えば，細胞内でのタンパク質の絶対量を知ることが

目的であれば，出来るだけシンプルな方法でタンパク質を

糖系（67酵素）やクエン酸回路（30酵素）などモジュー

ル単位で切り分けるとほとんどが 100種類以下のタンパ

ク質で構成されている（Fig. 3）．主要なシグナル伝達経路

も同様に概ね 100タンパク質以下で構成されている．ま

た，分子機能で見ても，数十から数百の単位で構成されて

いる．例えばタンパク質のリン酸化に関わる酵素を gene 

ontologyで見てみると，serine/threonine protein kinase（339

種類），tyrosine kinase（95種類），serine/threonine phos-

phatase（36種類），tyrosine phosphatse（88種類）である．従っ

て，数十から数百のタンパク質を確実に一斉定量できれば

パスウェイや機能単位の情報取得が可能となる．

2-2　ターゲット・プロテオミクスのためのリソース

ターゲット・プロテオミクスでは事前にタンパク質特異

的で高感度な分析が可能な対象ペプチド（Proteotypic pep-

tides: PTPs）を選定する必要がある 16）．これは，各研究者

が自身で同定したタンパク質のペプチドを選ぶことも可能

であるが，現在では世界中で取得された DDAデータが各

種リポジトリサイトを介して集約され，高頻度に同定され

るペプチドが PTP候補として利用されている 17）．しかし

ながら，これらの情報はあくまで PTP候補であり，実際

にはこれらの中からより感度が高いペプチドの選定や測定

に必要な情報（どのフラグメントイオンを使うかや液体ク

ロマトグラフィー上の保持時間情報など）を合成ペプチド

や組換えタンパク質などの標品を用いて取得し，MRMメ

ソッドの有効性を評価する必要がある 18）～ 19）．このステッ

プは比較的煩雑であり，初めてMRMを行う研究者には敷

居が高いものかもしれない．近年，ハイスループットなペ

プチド合成を利用して得たペプチドライブラリーを用いて，

大規模にMRMメソッドの評価を実施することがなされて

Fig. 3 The number of proteins involved in metabolic pathway

The number of components was calculated from the 
KEGG database.
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る 21）．疎水性領域が多い膜タンパク質では界面活性剤存

在下での酵素消化が有効であるが，SDSは消化物からの

除去が困難である．増田ら 22）はデオキシコール酸などの

胆汁酸塩はトリプシンの酵素活性を活性化する作用がある

極めて有用な界面活性剤であることを見出し，酵素消化後

に酢酸エチルによる液相分配によって容易に除去する手法

を報告している．実際，われわれもデオキシコール酸を用

いた酵素消化法をMRMによる定量実験に利用したところ，

多くの膜タンパク質やオルガネラ局在タンパク質由来のペ

プチドのシグナル強度が顕著に向上した．

3-3　分画

ターゲット・プロテオミクスでは，従来の DDAによる

手法に比べて発現量によるバイアスが弱く，比較的低発現

タンパク質でも再現性よく検出可能であるが，極端に発現

量が低いタンパク質に関しては，その検出感度が足りない

ことがある．DDAの場合と同様に，LC-MSの前に分画を

実施することで試料の複雑性を低減させることは有効であ

るが，分画法の適用は分析時間の増加に直結し，ターゲッ

ト・プロテオミクスの利点が失われてしまう．このような

問題を解決するには，目的タンパク質の物性を利用して特

定分画だけを狙い撃ちする方法である．例えば，等電点ゲ

ル電気泳動を液相で実施する OFFGEL法 11）,23）や分子量で

分画する SDS-PAGE，さらに SDS-PAGEから直接タンパ

ク質を液相に回収できる Gelfree法 24）などが挙げられる．

しかしながら，いずれの方法も，再現性，必要タンパク質

量の多さ，回収率の低さ，さらには多検体処理の困難さな

どの問題点が残っている．一方，タンパク質の細胞内局在

が予測される場合などは細胞分画法の適用は極めて重要な

手段である．例えば，転写因子は発現量が一般に少なく，

ターゲット・プロテオミクスでも検出が困難なタンパク質

が多い．転写因子が機能する場所は当然核内であり，核内

における存在量の計測は機能的にも意義深い．近年，細胞

をホルマリン固定後，クロマチン画分を精製する方法が開

発され，実際に DNA上で機能しているタンパク質を効率

良く回収することが可能になっている 25）,26）．また，転写

因子の標的配列を人工的につないだ DNAを転写因子に対

するアフィニティーリガンドとして利用することで活性化

した転写因子を回収する手法が開発されている 27）．

このように，単なる物性による分画法は感度面では有利

なもののその代償としてスループットを犠牲にするが，細

胞分画法は感度面の向上に加え，タンパク質の細胞内局在

に基づく機能的な情報を与えるため，その利用価値は高い．

その反面，細胞分画法は様々な要因によって結果が変わり

やすいため，試料調製条件の厳密なコントロールが重要で

ある．

抽出することが肝心である．われわれは 2％ SDS/7 M尿

素溶液で細胞を溶解後，メタノール・クロロホルム沈殿法

あるいはアセトン沈殿法で不純物（脂質や SDS等）を除

去し，沈殿を塩酸グアニジンで再溶解してから酵素消化を

実施している．この際，タンパク質濃度が低すぎると各種

沈殿法においてバイアスが生じる可能性があるため，概

ね 1–2 mg/ml程度の濃度で沈殿操作を実施している．また，

タンパク質量が多すぎると沈殿後の再溶解が上手くいかな

いこともあるため 1つのチューブで実施する沈殿操作で使

用するタンパク質量は 300 μg程度を上限としている．また，

再溶解をより完全に行うために，超音波処理や加熱処理を

施し，その後 BCA（Bicinchonic Acid）アッセイなどの直

線性の高いタンパク質定量法を用いて回収されたタンパク

質量を見積もっている．

3-2　酵素消化

現在のプロテオーム解析の主流はタンパク質を酵素等で

消化して得られるペプチドを解析する，いわゆるショット

ガン分析が主流である．従って，タンパク質の定量を行う

場合は酵素消化の効率や再現性が定量結果に直結する．タ

ンパク質を構成するアミノ酸はそれぞれが固有の物性を有

することから，タンパク質内では局所的な構造等の影響で

酵素消化効率が高い配列，低い配列が存在する．このよう

なタンパク質の消化効率を高くするためには，可能な限り

タンパク質を変性させることが重要である．しかしながら，

消化に用いる酵素自体もタンパク質であることから，タン

パク質を十分に変性させる条件では酵素自体の失活も不可

避である．したがって，高濃度の変性剤（7 M程度の尿素

やグアニジン塩酸塩など）を用いて変性させ，その後希釈

によって変性剤濃度を落としてから酵素を加えるのが一般

的である．変性の作用はグアニジン塩酸塩の方が尿素より

強力であり，タンパク質沈殿法を行った場合の再溶解に適

している．

グアニジン塩酸はトリプシンでは 1 M以下，リシルエ

ンドペプチダーゼ（Lys-C）では 2 M以下まで希釈する必

要があるが，変性させたタンパク質溶液を 1 M以下まで

希釈するとタンパク質不溶化による沈殿が生じてしまう．

このため，われわれは 7 Mグアニジン塩酸で変性後は 4

倍希釈（1.75 M）後，Lys-C処理を行い，その後さらに倍

希釈（0.875 M）した後トリプシンを添加している．

尿素やグアニジン塩酸とともにタンパク質の変性剤と使

用されているのが SDSなどの界面活性剤である．SDSは

膜タンパク質などの疎水性の高いタンパク質可溶化も効率

良くできるため重宝されているが，質量分析計での測定前

に除去する必要がある．上述したようにタンパク質抽出

液を沈殿法で浄化することで SDSの除去は可能であるが，

半透膜を用いた SDS除去法も開発されて広く普及してい
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5　結　論

本総説ではターゲット・プロテオミクスの現状を解説す

ると共に，その高い定量精度や再現性を生かすための試料

調製について議論した．ターゲット・プロテオミクスの利

点は，「多検体」を対象に「興味ある複数のタンパク質」を「正

確」に定量できることであり，これを十分に理解して使用

すると，これまでの探索的アプローチとは異なる方向性を

有するツールとして，医学・生物学領域に大いに貢献する

であろう．また，本総説で紹介したロボットを用いた試料

調製の標準化が普及すると，多数の研究室が統合を前提と

したデータ取得を実施するようになり，プロテオーム・ビッ

グデータに基づく新たな研究領域の創出が期待される．
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Advances in sensitivity, scanning speed, and resolution of mass spectrometry extensively facilitated comprehen-
sive identification and quantification of proteome. However, one of the major techniques used in the current proteom-
ics, data-dependent acquisition (DDA), has technical limitations that prevent in-depth proteome analysis across large 
number of samples. Recently, targeted proteomics, such as multiple-reaction monitoring (MRM) has been developed 
to promote high-throughput, accurate and consistent quantification of given protein sets, that serves the extended 
application of proteomics for biology. In this review, I describe the current topics in targeted proteomics and the 
sample processing procedure required for targeted proteomics.
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