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(57)【要約】
　従来の質量分析計を用いた高感度のタンパク質定量方
法では、標的タンパク質の断片化処理の過程に生ずる試
料損失や未断片化率が、内部標準ペプチド断片によって
補正されない問題があった。また、質量分析計を用いて
タンパク質の翻訳後修飾などを同定及び／又は定量する
ことは非常に困難であった。そこで、質量分析計を用い
て高精度にタンパク質を定量し、タンパク質における翻
訳後修飾や遺伝子変異の同定及び／又は定量を行う方法
を開発することを課題とした。
　本発明者らは、安定同位体標識内部標準タンパク質を
用いることで、一度に複数の標的タンパク質由来のペプ
チド断片を質量分析計で検出し、高感度かつ高精度にタ
ンパク質を定量できるとの知見を得た。さらに、検出さ
れた標的タンパク質由来のペプチド断片の平均定量値を
用いて、各ペプチド断片の翻訳後修飾や遺伝子変異を同
定及び／又は定量することができることを見いだした。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程（ａ）～（ｃ）を備えた、試料中の標的タンパク質の質量分析法における質
量変化を検出する方法。
（ａ）所定濃度段階又は試料中の各標的タンパク質と、特定量の前記標的タンパク質に相
当する安定同位体標識タンパク質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペプ
チド断片群に対して、質量分析を行い、標的タンパク質由来ペプチド断片／安定同位体標
識タンパク質由来ペプチド断片のシグナル面積比やシグナル強度比から各ペプチド断片を
それぞれ定量する工程；
（ｂ）全ての各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の平均値を平均定量値として求
める工程；
（ｃ）平均定量値に対する、各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の割合ｘ（％）
をそれぞれ算出し、ペプチド断片の質量変化を受けた割合（１００－ｘ）（％）をそれぞ
れ算出する工程；
【請求項２】
　標的タンパク質の質量分析法における質量変化の検出が、標的タンパク質の翻訳後修飾
の定量であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
　標的タンパク質の質量分析法における質量変化の検出が、標的タンパク質の翻訳後修飾
部位の同定であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項４】
　翻訳後修飾が、リン酸化又は糖化であることを特徴とする請求項２又は３記載の方法。
【請求項５】
　標的タンパク質の質量分析法における質量変化の検出が、遺伝子変異による標的タンパ
ク質の配列異常の定量であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項６】
　標的タンパク質の質量分析法における質量変化の検出が、遺伝子変異による標的タンパ
ク質の配列異常部位の同定であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項７】
　遺伝子変異による標的タンパク質の配列異常が、一塩基多型（ＳＮＰｓ）によるもので
あることを特徴とする請求項５又は６記載の方法。
【請求項８】
　安定同位体標識タンパク質として、翻訳後修飾又は遺伝子変異がない安定同位体標識タ
ンパク質を用いることを特徴とする請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　翻訳後修飾部位又は遺伝子変異部位が、次の（１）～（８）のいずれかの条件から設定
されていることを特徴とする請求項２～８のいずれかに記載の方法。
（１）公共のデータベースで翻訳後修飾又は遺伝子変異によるアミノ酸配列変化が公開さ
れている部位であること；
（２）セリンもしくはスレオニン、タイロシンを含む配列部位であること；
（３）膜タンパク質の細胞外部位もしくは分泌タンパク質でアスパラギンを含む配列部位
であること；
（４）リジンを含む配列部位であること；
（５）システインを含む配列部位であること；
（６）グルタミン酸を含む配列部位であること；
（７）プロリンを含む配列部位であること；
（８）請求項１記載の方法で求めた定量値が統計学的手法により平均定量値から外れ値を
示す配列部位であること；
【請求項１０】
　対象部位が、配列番号１～６に示される翻訳後修飾及び遺伝子変異によるアミノ酸配列



(3) JP WO2012/111249 A1 2012.8.23

10

20

30

40

50

変化を受ける部位であることを特徴とする請求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　安定同位体標識タンパク質が、１５Ｎ，１３Ｃ，１８Ｏ，２Ｈのいずれかを含むアミノ
酸によって標識されるタンパク質であることを特徴とする請求項１～１０のいずれかに記
載の方法。
【請求項１２】
　ペプチド断片化が、トリプシン、グルタミルペプチダーゼ、アスパラギンペプチダーゼ
、キモトリプシンから選ばれるいずれかのタンパク質消化酵素を用いた断片化であること
を特徴とする請求項１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　ペプチド断片化が、化学物質を用いた断片化であることを特徴とする請求項１～１１の
いずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　標的タンパク質が、ヒトＥＧＦＲ（Epidermal Growth Factor Receptor）であることを
特徴とする請求項１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　以下の工程（ｉ）～（iii）を備えた、質量分析法で内部標準として使用する安定同位
体標識タンパク質の絶対量の定量方法。
（ｉ）安定同位体標識アミノ酸を用いて、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質
を合成する工程；
（ii）前記安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質と、特定量の非安定同位体標識
前記タグタンパク質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペプチド断片群に
対して質量分析を行い、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質
部分由来ペプチド断片／非安定同位体標識タグタンパク質由来ペプチド断片のシグナル面
積比やシグナル強度比からタグ由来の各ペプチド断片をそれぞれ定量する工程；
（iii）安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質由来の各ペプチ
ド断片の定量値の平均値を、合成した安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質の絶
対量として求める工程；
【請求項１６】
　タグタンパク質が、ＧＳＴタグタンパク質であることを特徴とする請求項１５に記載の
定量方法。
【請求項１７】
　タグタンパク質が、Ｈｉｓタグタンパク質であることを特徴とする請求項１５に記載の
定量方法。
【請求項１８】
　タグタンパク質が、次の（Ｉ）～（VI）のいずれかの条件から設定されるアミノ酸の配
列であることを特徴とする請求項１５～１７いずれかに記載の絶対値の定量方法。
（Ｉ）アミノ酸残基数が、３から５００残基であること；
（II）アミノ酸残基数が、５００残基数であること；
（III）アルギニンを含む配列であること；
（IV）リジンを含む配列であること；
（Ｖ）トリプシン、グルタミルペプチダーゼ、アスパラギンペプチダーゼ、キモトリプシ
ンから選ばれるいずれかのタンパク質消化酵素を用いて断片化される配列であること；
（VI）化学物質を用いて、ペプチドに断片化される配列であること；
【請求項１９】
　非安定同位体標識タグタンパク質の量が、アミノ酸分析法により決定されることを特徴
とする請求項１５～１８のいずれかに記載の定量方法。
【請求項２０】
　非安定同位体標識タグタンパク質の量が、生化学的比色法によって決定されることを特
徴とする請求項１５～１９のいずれかに記載の定量方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、質量分析装置を用いた分析において安定同位体標識タンパク質を内部標準と
して使用する方法に関し、より詳細には、標的タンパク質由来の複数のペプチド断片を一
度に解析することにより、生体試料中のタンパク質を高感度に検出する方法や、標的タン
パク質由来の複数のペプチド断片を一度に定量することから、試料中の標的タンパク質の
質量分析法における質量変化を検出し、未知の翻訳後修飾を定量及び／又は同定する方法
や、遺伝子変異による標的タンパク質の配列異常を定量及び／又は同定する方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトゲノムプロジェクトによってヒトの遺伝子配列が網羅的に解析され、疾患の原因と
なる遺伝子が次々に同定された。しかしながら、いまだ多くの原因不明の疾患が解明され
ずに残されており、今後はタンパク質の翻訳後修飾や一塩基多型（ＳＮＰｓ）などの詳細
な解析が期待されている。また、オーダーメイド医療などが現実となりつつある昨今では
、人種の違いや個人の違いを生み、個人の疾患や薬剤への耐性などの体質などを決定する
と考えられているタンパク質の翻訳後修飾や一塩基多型（ＳＮＰｓ）などの解析はさらに
重要となっており、これらを同定及び／又は定量する方法が求められている。
【０００３】
　タンパク質や翻訳後修飾を検出する方法としては、従来は抗体を用いた方法が主に用い
られてきた。抗体を用いてタンパク質を検出するためには、標的タンパク質に特異的な抗
体を入手する必要がある。しかしながら、抗体の作製や精製には時間と技術の熟練が必要
であり、標的タンパク質の種類によっては、様々な工夫を凝らし、努力を重ねても、標的
タンパク質に特異的な抗体を得ることができない例も数多くある。さらに翻訳後修飾を検
出する抗体としては、タイロシンやセリン、スレオニンのリン酸化を検出できる抗体もあ
るものの、検出感度が十分でない例や、これらの各アミノ酸残基のリン酸化を区別できな
い例や、タンパク質の立体構造などによっては必ずしもこれらのリン酸化を検出できない
例が数多くあることなどの問題がある。また、特定のタンパク質の特定のアミノ酸残基に
対するリン酸化を検出する抗体の作製はさらに困難である。さらに、抗体を用いたタンパ
ク質や翻訳後修飾の検出は、抗体がしばしば標的タンパク質以外のタンパク質などにも反
応してしまうことが大きな問題となる。この抗体の非特異性は、ＥＬＩＳＡなどの抗体を
用いたタンパク質の定量において、タンパク質の定量の精度の上昇を阻害する大きな原因
の一つである。そこで、これらの抗体を用いた方法に代わって、質量分析法を用いて高精
度でタンパク質や翻訳後修飾を定量する技術が開発されつつある。
【０００４】
　質量分析法（mass spectrometry）とは、試料をイオン化し、イオン化した分子を質量
／電荷（ｍ／ｚ）に従って分離し検出する方法であり、種々の生物学材料の検出や測定に
この方法が検討、利用されてきた。近年の質量分析法の進展により、エレクトロスプレー
・イオン化法（ＥＳＩ：electrosprayionization）やマトリックス支援レーザー脱離イオ
ン化法（ＭＡＬＤＩ：Matrix assisted laser desorptionionization）など様々なイオン
化法を用いることが可能となり、またイオントラップ法、飛行時間法（ＴＯＦ：Timeof F
light）、四重極法、フーリエ変換法などによるイオン化された試料を解析する様々なア
ナライザーを用いた様々な質量分析計が開発されている。また、液体クロマトグラフィー
を接続した液体クロマトグラフィー質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）や、質量分析計を２台結合
した、タンデム質量分析計（ＭＳ／ＭＳ spectrum）等、種々の機能をもつ質量分析計が
開発されており、これらの機能を組み合わせたものが、生物学材料の検出や測定や定量に
利用されている（特許文献１～３）。
【０００５】
　従来の質量分析法を用いたタンパク質の定量方法は、標的タンパク質における定量対象
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のペプチド断片を選択し、かかるペプチド断片の量を定量する方法であった。すなわち、
図１に示すような（１）標的タンパク質における定量対象の任意のペプチド断片を選択す
る工程；（２）所定濃度段階の各ペプチド断片と、特定量の前記ペプチド断片に相当する
アミノ酸配列である安定同位体標識内部標準ペプチド断片の混合物に対して質量分析を行
い、非標識ペプチド断片／安定同位体標識内部標準ペプチド断片のマススペクトル面積比
をそれぞれ算出して検量線を作成する工程；（３）断片化処理を施された標的タンパク質
を含む試料及び、前記特定量の安定同位体標識ペプチド断片を含むサンプルに対し質量分
析を行い、非標識ペプチド断片／安定同位体標識内部標準ペプチド断片のシグナル面積比
やシグナル強度比をそれぞれ算出する工程；（４）工程（３）で算出した比から、工程（
２）で作成した検量線を用いて、試料中の各標的タンパク質由来ペプチド断片をそれぞれ
定量する工程；の工程（１）～（４）を備えた、質量分析装置を用いた、試料中の標的タ
ンパク質の定量する方法であった。
【０００６】
　しかし、従来の質量分析法を用いたタンパク質の定量方法では、定量対象のペプチド断
片を選択しなければならないという問題があった。ペプチド断片のイオン化されやすさは
各ペプチド断片によって異なり、質量分析法によってタンパク質を定量するためには、ど
の配列のペプチド断片を標的とするかが非常で重要であるとともに、様々な選択のための
クライテリアが研究されつつあるものの、定量対象のペプチド断片の選択は困難が伴う工
程であることが現状である。また、従来の方法では、試料中の標的タンパク質を断片化し
た後に、安定同位体標識内部標準ペプチド断片を添加して質量分析へ供するため、試料中
の標的タンパク質を断片化する過程における誤差、すなわち断片化の未処理効率や標的タ
ンパク質のチューブへの吸着等による試料損失が補正されない、などの問題があった。そ
のため、これまで十分に高感度で高精度の質量分析法を用いたタンパク質の定量方法はな
かった。
【０００７】
　従来の質量分析法を用いた翻訳後修飾の定量方法としては、安定同位体を含む培地又は
安定同位体を含まない培地でそれぞれ別に培養した細胞を回収、又は合わせて培養した後
に回収して質量分析に供することによりタンパク質のリン酸化部位などを同定する方法（
特許文献４、５）などが開発されているが、これらはいずれも特定のペプチド断片の翻訳
後修飾を検出するものであり、タンパク質における翻訳後修飾部位の同定や、翻訳後修飾
の定量はできないという問題があった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２００４－２８９９３号公報
【特許文献２】特開２００４－７７２７６号公報
【特許文献３】特表２００４－５３３６１０号公報
【特許文献４】ＷＯ００／６７０１７号公報
【特許文献５】特開２０１０－２１０６４１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の課題は、質量分析計を用いてタンパク質の翻訳後修飾の同定及び／又は定量や
、タンパク質の遺伝子変異の同定及び／又は定量の方法や、そのための、高感度かつ高精
度のタンパク質の定量方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは上記課題を解決すべく鋭意検討する中で、安定同位体標識内部標準タンパ
ク質を用いることで、質量分析計を用いて一度に複数の標的タンパク質由来のペプチド断
片を検出することにより、高感度かつ高精度にタンパク質を定量できるとの知見を得た（
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図２）。さらに、検出された標的タンパク質由来のペプチド断片の平均定量値を算出し、
かかる平均定量値と各ペプチド断片の定量値を比較することにより、各ペプチド断片の翻
訳後修飾及び／又は遺伝子変異を、同定及び／又は定量することができることを見出し、
本発明を完成するに至った。
【００１１】
　すなわち、本発明は［１］（ａ）所定濃度段階又は試料中の各標的タンパク質又は試料
中の標的タンパク質と、特定量の前記標的タンパク質に相当する安定同位体標識タンパク
質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペプチド断片群に対して、質量分析
を行い、標的タンパク質由来ペプチド断片／安定同位体標識タンパク質由来ペプチド断片
のシグナル面積比やシグナル強度比から各ペプチド断片をそれぞれ定量する工程；（ｂ）
全ての各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の平均値を平均定量値として求める工
程；（ｃ）平均定量値に対する、各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の割合ｘ（
％）をそれぞれ算出し、ペプチド断片の質量変化を受けた割合（１００－ｘ）（％）をそ
れぞれ算出する工程；の工程（ａ）～（ｃ）を備えた、試料中の標的タンパク質の質量分
析法における質量変化を検出する方法や、［２］標的タンパク質の質量分析法における質
量変化の検出が、標的タンパク質の翻訳後修飾の定量であることを特徴とする前記［１］
記載の方法や、［３］標的タンパク質の質量分析法における質量変化の検出が、標的タン
パク質の翻訳後修飾部位の同定であることを特徴とする前記［１］記載の方法や、［４］
翻訳後修飾が、リン酸化又は糖化であることを特徴とする前記［２］又は［３］記載の方
法や、［５］標的タンパク質の質量分析法における質量変化の検出が、遺伝子変異による
標的タンパク質の配列異常の定量であることを特徴とする前記［１］記載の方法や、［６
］標的タンパク質の質量分析法における質量変化の検出が、遺伝子変異による標的タンパ
ク質の配列異常部位の同定であることを特徴とする前記［１］記載の方法や、［７］遺伝
子変異による標的タンパク質の配列異常が、一塩基多型（ＳＮＰｓ）によるものであるこ
とを特徴とする前記［５］又は［６］記載の方法や、［８］安定同位体標識タンパク質と
して、翻訳後修飾又は遺伝子変異がない安定同位体標識タンパク質を用いることを特徴と
する前記［１］～［７］のいずれかに記載の方法に関する。
【００１２】
　また、本発明は［９］翻訳後修飾部位又は遺伝子変異部位が、（１）公共のデータベー
スで翻訳後修飾又は遺伝子変異によるアミノ酸配列変化が公開されている部位であること
；（２）セリンもしくはスレオニン、タイロシンを含む配列部位であること；（３）膜タ
ンパク質の細胞外部位もしくは分泌タンパク質でアスパラギンを含む配列部位であること
；（４）リジンを含む配列部位であること；（５）システインを含む配列部位であること
；（６）グルタミン酸を含む配列部位であること；（７）プロリンを含む配列部位である
こと；（８）前記［１］記載の方法で求めた定量値が統計学的手法により平均定量値から
外れ値を示す配列部位であること；の（１）～（８）のいずれかの条件から設定されてい
ることを特徴とする前記［２］～［８］のいずれかに記載の方法や、［１０］対象部位が
、配列番号１～６に示される翻訳後修飾及び遺伝子変異によるアミノ酸配列変化を受ける
部位であることを特徴とする前記［１］～［９］のいずれかに記載の方法や、［１１］安
定同位体標識タンパク質が、１５Ｎ，１３Ｃ，１８Ｏ，２Ｈのいずれかを含むアミノ酸に
よって標識されるタンパク質であることを特徴とする前記［１］～［１０］のいずれかに
記載の方法や、［１２］ペプチド断片化が、トリプシン、グルタミルペプチダーゼ、アス
パラギンペプチダーゼ、キモトリプシンから選ばれるいずれかのタンパク質消化酵素を用
いた断片化であることを特徴とする前記［１］～［１１］のいずれかに記載の方法や、［
１３］ペプチド断片化が、化学物質を用いた断片化であることを特徴とする前記［１］～
［１１］のいずれかに記載の方法や、［１４］標的タンパク質が、ヒトＥＧＦＲ（Epider
mal Growth Factor Receptor）であることを特徴とする前記［１］～［１３］のいずれか
に記載の方法に関する。
【００１３】
　さらに本発明は、［１５］（ｉ）安定同位体標識アミノ酸を用いて、安定同位体標識タ
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グタンパク質融合タンパク質を合成する工程；（ii）前記安定同位体標識タグタンパク質
融合タンパク質と、特定量の非安定同位体標識前記タグタンパク質との混合物にペプチド
断片化処理を施し、得られるペプチド断片群に対して質量分析を行い、安定同位体標識タ
グタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質部分由来ペプチド断片／非安定同位体標識
タグタンパク質由来ペプチド断片のシグナル面積比やシグナル強度比からタグ由来の各ペ
プチド断片をそれぞれ定量する工程；（iii）安定同位体標識タグタンパク質融合タンパ
ク質のタグタンパク質由来の全ての各ペプチド断片の定量値の平均値を、合成した安定同
位体標識タグタンパク質融合タンパク質の絶対量として求める工程；の工程（ｉ）～（ii
i）を備えた、質量分析法で内部標準として使用する安定同位体標識タンパク質の絶対量
の定量方法や、［１６］タグタンパク質が、ＧＳＴタグタンパク質であることを特徴とす
る前記［１５］に記載の定量方法や、［１７］タグタンパク質が、Ｈｉｓタグタンパク質
であることを特徴とする前記［１５］に記載の定量方法や、［１８］タグタンパク質が、
（Ｉ）アミノ酸残基数が、３から５００残基であること；（II）アミノ酸残基数が、５０
０残基数であること；（III）アルギニンを含む配列であること；（IV）リジンを含む配
列であること；（Ｖ）トリプシン、グルタミルペプチダーゼ、アスパラギンペプチダーゼ
、キモトリプシンから選ばれるいずれかのタンパク質消化酵素を用いて断片化される配列
であること；（VI）化学物質を用いて、ペプチドに断片化される配列であること；の（Ｉ
）～（VI）のいずれかの条件から設定されるアミノ酸の配列であることを特徴とする前記
［１５］～［１７］いずれかに記載の定量方法や、［１９］非安定同位体標識タグタンパ
ク質の量が、アミノ酸分析法により決定されることを特徴とする前記［１５］～［１８］
のいずれかに記載の定量方法や、［２０］非安定同位体標識タグタンパク質の量が、生化
学的比色法によって決定されることを特徴とする前記［１５］～［１９］のいずれかに記
載の定量方法に関する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によれば、対象ペプチド断片を選択する必要がないため従来法よりも簡便に、さ
らに複数のペプチド断片を一度に定量するため従来法よりも高感度かつ高精度に、タンパ
ク質を定量することができる。また、従来の一ペプチド断片を用いた測定にかかっていた
約２０分の１のコストで、タンパク質を定量することができるという利点も有する。また
、従来の抗体を用いたＥＬＩＳＡ法などよりも高精度にタンパク質を定量することができ
、従来困難であったタンパク質の未知の翻訳後修飾部位や一塩基多型などの遺伝子変異の
同定、翻訳後修飾率の定量なども行うことができる。さらに、本発明は翻訳後修飾の同定
や定量、遺伝子変異の同定が、タンパク質の定量解析と同時に行うことができるため、一
タンパク質あたりの解析時間が劇的に短縮し、スクリーニングなどの多分子同時解析にも
有効に利用することができるという効果も有する。すなわち、定量精度、コスト、翻訳後
修飾の定量、簡便性において特に優れた本発明の方法は、従来の手法に代わってライフサ
イエンス、医療技術の分野に貢献する技術といえる（表１）。
【００１５】
【表１】

【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】従来の質量分析によるタンパク質定量方法の概略及び、その課題を表す図である
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。
【図２】本発明の安定同位体標識タンパク質を内部標準として用いた方法の概略を表す図
である。
【図３】ラットNephrinタンパク質を断片化してＬＣ－ＭＳ／ＭＳ解析に供し、検出され
たラットNephrinタンパク質由来ペプチド断片の結果を示す。グレー背景にて示したアミ
ノ酸配列が、検出されたペプチド断片を表す。
【図４】本発明の方法によって、従来法よりも高精度なタンパク質の定量が実現している
ことを示す図である。本発明の方法（当該法；右棒グラフ）及び従来法（左棒グラフ）に
よって、ラット糸球体試料中のNephrinタンパク質を定量した結果を表すグラフである。
【図５】ラットNephrinタンパク質の翻訳後修飾の同定及び定量方法を表す図である。横
軸のタンパク質のアミノ酸番号に対し、検出されたペプチド断片の定量値を縦軸にプロッ
トしたグラフである。点線で示した値は、平均定量値を示す。平均定量値よりも定量値が
統計学的に有意に小さいとき、定量値を、翻訳後修飾を受けていないペプチド断片、平均
定量値から定量値を引いた量を、翻訳後修飾を受けたペプチド断片の量として算出する。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明において「標的タンパク質の質量分析法における質量変化」とは、標的タンパク
質及び／又は標的タンパク質由来のペプチド断片の質量が、データベースや実際にＤＮＡ
配列やアミノ酸配列を確認して得た情報などに基づいて算出された質量と異なることをい
い、実質的な質量の変化を検出することを必ずしも意味しない。また、本発明において「
検出する」とは、定量及び／又は部位同定することをいい、「標的タンパク質の質量分析
法における質量変化」領域のスクリーニング方法も、標的タンパク質において、質量分析
法における質量変化を示すアミノ酸配列領域を同定する方法として、本発明の「検出」に
含まれる。したがって、本発明において、翻訳後修飾の検出とは「翻訳後修飾の定量」及
び「翻訳後修飾部位の同定」を、遺伝子変異の検出とは「遺伝子変異の定量」及び「遺伝
子変異部位の同定」をそれぞれ意味する。また本発明において「定量」とは、絶対量の測
定だけでなく、相対量の測定をも含む。
【００１８】
　本発明における「標的タンパク質の質量分析法における質量変化」としては、標的タン
パク質の翻訳後修飾、遺伝子変異による標的タンパク質の配列異常、スプライシングバリ
アント、プロテアーゼによるタンパク質の切断や分解などによるものを挙げることができ
、中でも標的タンパク質の翻訳後修飾や遺伝子変異による標的タンパク質の配列異常を好
適に例示することができる。翻訳後修飾としては、タンパク質の翻訳後に付加される修飾
であれば特に制限されず、糖化（グリコシル化）、リン酸化、メチル化、アシル化、アル
キル化、ジメチル化、ビオチニル化、ホルミル化、カルボキシル化、グルタミル化、グリ
シル化、ヒドロキシル化、ヨウ素化、イソプレニル化、リポイル化、プレニル化、ＧＰＩ
アンカー形成、ＡＤＰリボシル化、ＦＡＤ結合、ポリエチレングリコール化、ホスファチ
ジルイノシトール付加、ホスホパンテテイニル化、ピログルタミン酸形成、ラセミ化、タ
イロシン硫酸化、セレノイル化、ＩＳＧ化、ＳＵＭＯ化、ユビキチン化、ＮＥＤＤ化など
を挙げることができ、中でも糖鎖が付加される糖化（グリコシル化）及びリン酸化を好適
に例示することができる。また、遺伝子変異による標的タンパク質の配列異常としては、
一塩基多型（ＳＮＰｓ）や、遺伝子配列の重複、欠失、挿入や、繰り返し配列の数の相違
や、ＬＩＮＥやＳＩＮＥなどのトランスポゾンの数の相違やトランスポゾンの挿入、欠失
などの、遺伝子配列の変異によるものを挙げることができ、中でも一塩基多型を好適に例
示することができる。また、翻訳後修飾部位又は遺伝子変異部位等の質量変化部位が、次
の（１）～（８）のいずれかの条件から設定されていることが好ましい。
（１）公共のデータベースで翻訳後修飾又は遺伝子変異によるアミノ酸配列変化が公開さ
れている部位であること；
（２）セリンもしくはスレオニン、タイロシンを含む配列部位であること；
（３）膜タンパク質の細胞外部位もしくは分泌タンパク質でアスパラギンを含む配列部位
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であること；
（４）リジンを含む配列部位であること；
（５）システインを含む配列部位であること；
（６）グルタミン酸を含む配列部位であること；
（７）プロリンを含む配列部位であること；
（８）本発明の方法で求めた定量値が統計学的手法により平均定量値から外れ値を示す配
列部位であること；
【００１９】
　本発明の「所定濃度段階又は試料中の各標的タンパク質」は、濃度既知の標的タンパク
質又は、測定対象試料中の標的タンパク質であればよく、試料中の標的タンパク質は多く
の場合濃度不明である。濃度既知の標的タンパク質としては遺伝子工学的手法で細胞や大
腸菌、コムギ胚芽などの無細胞系を用いて産生させ、精製及び抽出して濃度を測定したも
のや市販品を例示することができる。また、本発明において試料とは、細胞抽出液、組織
抽出液、培養液、血液や髄液等の体液等の生体試料を例示することができる。「所定濃度
段階」は測定対象の試料中の標的タンパク質の量や精製方法、質量分析計の感度や精度に
応じて適宜設定することができ、例えば１０ｆｍｏｌ、５０ｆｍｏｌ、１００ｆｍｏｌ、
５００ｆｍｏｌ、１０００ｆｍｏｌの濃度段階とすることもできる。そして本発明の「特
定量の前記標的タンパク質に相当する安定同位体標識タンパク質」（以下単に、「安定同
位体標識タンパク質」又は「安定同位体標識内部標準タンパク質」ともいう）は、かかる
標的タンパク質と同じアミノ酸配列からなるタンパク質であり、１種類又は２種類以上の
安定同位体の元素を含むことにより安定同位体標識されたものであればよく、安定同位体
元素としては窒素安定同位体１５Ｎ、炭素安定同位体１３Ｃ、酸素安定同位体１８Ｏ、水
素安定同位体２Ｈを挙げることができる。かかる安定同位体標識タンパク質は、安定同位
体標識された元素を含むアミノ酸を用いて人工的に化学合成することもできるし、安定同
位体標識された元素を含む培養液中で細胞や大腸菌を培養することにより、又は安定同位
体標識された元素の存在下で無細胞系にて安定同位体標識タンパク質を産生することもで
き、かかる安定同位体標識タンパク質は翻訳後修飾又は遺伝子変異がないことが好ましい
。前記「特定量」は特に制限されず、測定対象の試料中の標的タンパク質の量や精製方法
、質量分析計の感度や精度に応じて任意の量とすることができ、例えば５００ｆｍｏｌを
例示することができる。なお安定同位体標識タンパク質濃度は、本発明の安定同位体標識
タンパク質の定量方法を用いて測定することもできる。
【００２０】
　本発明の「ペプチド断片化処理」としては、タンパク質を切断しペプチド断片を生成す
るものであれば使用することができ、化学物質を用いた断片化処理やタンパク質消化酵素
を用いた断片化処理方法を挙げることができる。本発明の試料中の標的タンパク質の質量
分析法における質量変化を検出する方法（以下、「本発明の方法」ともいう）は、標的タ
ンパク質及び内部標準タンパク質を同一溶液中で断片化処理を行うため、標的タンパク質
及び内部標準タンパク質は同条件の断片化処理を受ける。したがって、一般的にタンパク
質消化酵素に比べ再現性が劣るといわれる、化学物質を用いた断片化方法も使用すること
ができる。断片化に用いられる化学物質としては、塩酸、硫酸、トリフルオロ酢酸、クエ
ン酸、リンゴ酸、アスパラギン酸などの酸性化合物や、水酸化ナトリウム、水酸化カリウ
ム、などのアルカリ性化合物や臭化シアンなどを挙げることができる。また、断片化に用
いられるタンパク質消化酵素としてはエンドペプチダーゼやエキソペプチダーゼ、より具
体的にはキモトリプシン（chymotrypsin）、スブチリシン（subtilisin）などのセリンプ
ロテアーゼ、ペプシン、カテプシンＤ（cathepsin D）、ＨＩＶプロテアーゼなどのアス
パラギン酸プロテアーゼ、サーモリシン（thermolysin）などの金属プロテアーゼ、パパ
イン、カスパーゼなどのシステインプロテアーゼ、Ｎ－末端スレオニンプロテアーゼ（N-
terminal threonine protease）やグルタミン酸プロテアーゼ、アルギニンエンドペプチ
ダーゼなどを挙げることができ、中でもトリプシン、グルタミルペプチダーゼ、アスパラ
ギンペプチダーゼ、キモトリプシンを好適に例示することができる。また、これらのペプ
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チド断片化方法は、２種類以上の方法を組み合わせて行うこともできる。例えば、あるペ
プチド断片化処理方法にて検出できなかったペプチド断片に含まれる領域も、別のペプチ
ド断片化処理方法や、複数の断片化処理方法の組み合わせによって異なるペプチド断片と
して質量分析に供することにより、検出できる可能性がある。したがって、複数のペプチ
ド断片化処理方法を利用することにより、標的タンパク質の質量分析法において検出され
る領域、すなわち検出のカバー率を向上させることができる。
【００２１】
　本発明において用いられる質量分析法は、試料をイオン化し、イオン化した分子を質量
／電荷（ｍ／ｚ）に従って分離し検出する方法であれば特に制限されず、エレクトロスプ
レー・イオン化法（ＥＳＩ：electrosprayionization）やマトリックス支援レーザー脱離
イオン化法（ＭＡＬＤＩ：Matrix assisted laser desorptionionization）などによりイ
オン化し、イオントラップ法、飛行時間法（ＴＯＦ：Time of Flight）、四重極法、フー
リエ変換法などによってイオン化された試料を解析する方法を挙げることができる。また
、質量分析計は単独で用いられてもよいし、液体クロマトグラフィーなどの分離機器や測
定機器などと接続してもよく、液体クロマトグラフィー質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）や質量
分析計を２台結合したタンデム質量分析計（ＭＳ／ＭＳ spectrum）や、液体クロマトグ
ラフィーとタンデム質量分析計を接続した液体クロマトグラフィータンデム質量分析計（
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）などを挙げることもでき、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳを好適に例示することが
できる。また、液体クロマトグラフィーなどの機器と質量分析計やタンデム質量分析計の
間に、適宜他の分離機器、測定機器などを１又は複数台配置してもよい。
【００２２】
　本発明の質量変化を検出する方法の工程（ａ）においては標的タンパク質を定量する。
ここでのペプチド断片の定量は、後述の検量線を作成して定量値を算出する方法によって
得られた絶対量であっても、標的タンパク質由来ペプチド断片／安定同位体標識タンパク
質由来ペプチド断片のシグナル面積比やシグナル強度比から得られた相対量であってもよ
い。かかる標的タンパク質の絶対量を定量する方法としては、濃度既知の所定濃度段階の
各標的タンパク質（「人工標準タンパク質」ともいう）と安定同位体標識内部標準タンパ
ク質を用いた質量分析法による測定を行い、検量線を作成して試料中の標的タンパク質の
絶対量を定量値として算出する方法を挙げることができ（図２）、検量線はあらかじめ作
成されたものでもよい。例えば以下の工程（Ａ）～（Ｃ）を備え、液体クロマトグラフ－
タンデム質量分析装置（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を用いた、試料中の標的タンパク質の量を測
定する方法を好適に例示することができる。
（Ａ）所定濃度段階の各標的タンパク質と、特定量の前記標的タンパク質に相当する安定
同位体標識タンパク質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペプチド断片群
に対して、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳを用いた質量分析を行い、標的タンパク質由来ペプチド断片
／安定同位体標識タンパク質由来ペプチド断片のシグナル面積比やシグナル強度比をそれ
ぞれ算出して検量線を作成する工程；
（Ｂ）標的タンパク質を含む試料に前記特定量の安定同位体標識タンパク質を添加した後
、工程（Ａ）におけるペプチド断片化処理を施し、得られるペプチド断片群に対しＬＣ－
ＭＳ／ＭＳを用いた質量分析を行い、標的タンパク質由来ペプチド断片／安定同位体標識
タンパク質由来ペプチド断片のマススペクトル面積比や強度比をそれぞれ算出する工程；
（Ｃ）工程（Ｂ）で算出した面積比や強度比から、工程（Ａ）で作成した検量線を用いて
、試料中の各標的タンパク質由来ペプチド断片をそれぞれ定量する工程；
【００２３】
　また、本発明の質量分析法における質量変化を定量する方法としては、上記の質量分析
計を用いたタンパク質の定量方法にて標的タンパク質由来の全てのペプチド断片を定量し
、全ての標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の平均値を平均定量値として求め、平
均定量値から各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値を引いた値を、質量分析法にお
いて質量変化が生じたペプチド断片の量とする方法であればよい。また、平均定量値に対
する、各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の割合ｘ（％）をそれぞれ算出し、ペ
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プチド断片の質量変化を受けた割合（１００－ｘ）（％）をそれぞれ算出することにより
、質量分析法における質量変化が生じた割合を（１００－ｘ）（％）と表すこともできる
。具体的には、以下の工程（ａ）～（ｃ）を備えた、試料中の標的タンパク質の質量分析
法における質量変化を定量する方法である。
（ａ）所定濃度段階又は試料中の各標的タンパク質と、特定量の前記標的タンパク質に相
当する安定同位体標識タンパク質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペプ
チド断片群に対して、質量分析を行い、標的タンパク質由来ペプチド断片／安定同位体標
識タンパク質由来ペプチド断片のシグナル面積比及び／又はシグナル強度比から各ペプチ
ド断片をそれぞれ定量する工程；
（ｂ）全ての各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の平均値を平均定量値として求
める工程；
（ｃ）平均定量値に対する、各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の割合ｘ（％）
をそれぞれ算出し、ペプチド断片の質量変化を受けた割合（１００－ｘ）（％）をそれぞ
れ算出する工程；
【００２４】
　また、本発明の質量分析法における質量変化を同定する方法としては、上記の質量分析
計を用いたタンパク質の定量方法及び／又は本発明の質量分析法における質量変化を定量
する方法を用いて、全ての各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の平均値を平均定
量値として求め、かかる平均定量値と、全ての各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量
値を比較して統計学的手法により外れ値を示す標的タンパク質由来ペプチド断片を選択す
る方法であればよい。あるいは、質量分析法における質量変化の割合に基づいて、統計学
的手法により外れ値を示す標的タンパク質由来ペプチド断片を選択してもよい。かかる統
計的手法は特に制限されず、例えばスミノルフグラブス検定を挙げることができる。この
ように、標的タンパク質において、質量分析法における質量変化を示すペプチド断片を同
定することにより、標的タンパク質の質量分析法における質量変化をスクリーニングする
ことができる。具体的には、以下の工程（ａ’）～（ｃ’）を備えた、試料中の標的タン
パク質の質量分析法における質量変化を同定する方法を例示することができる。
（ａ’）所定濃度段階又は試料中の各標的タンパク質と、特定量の前記標的タンパク質に
相当する安定同位体標識タンパク質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペ
プチド断片群に対して、質量分析を行い、標的タンパク質由来ペプチド断片／安定同位体
標識タンパク質由来ペプチド断片のシグナル面積比及び／又はシグナル強度比から各ペプ
チド断片をそれぞれ定量する工程；
（ｂ’）全ての各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値の平均値を平均定量値として
求める工程；
（ｃ’）平均定量値に対し、各標的タンパク質由来ペプチド断片の定量値が統計学的手法
により平均定量値から外れ値を示す標的タンパク質由来ペプチド断片を同定する工程； 
【００２５】
　また、本発明の質量分析法における質量変化を検出する方法は、健常者及び疾患患者の
検体中のタンパク質の質量分析法における質量変化の解析結果を比較することにより、疾
患の原因遺伝子や疾患に関連する遺伝子の同定に利用することができる。また、疾患の原
因遺伝子などを標的タンパク質として、質量分析法における質量変化を検出することによ
り、疾患メカニズムの解明や薬効の予測等に利用することができる。例えば、ヒトＥＧＦ
Ｒ（Epidermal Growth Factor Receptor）は肺がんの原因遺伝子の一つとして同定され、
肺がん治療薬ゲフィチニブ（商品名イレッサ（登録商標）、アストラゼネカ社製）の標的
分子である。肺がん治療薬ゲフィチニブは、あるグループの患者に対し優れた治療効果を
示すが、他のグループの患者には重い副作用を引き起こすことが知られており、社会問題
にもなっている。このゲフィチニブの薬効の違いは、患者のＥＧＦＲ遺伝子の変異やＥＧ
ＦＲタンパク質のリン酸化などの翻訳後修飾により異なると考えられており、本発明の質
量分析法における質量変化を検出する方法によって、ゲフィチニブの薬効に関する遺伝子
変異や翻訳後修飾の同定、薬効の予測を行うことができる。具体的には、例えばヒトＥＧ
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ＦＲは表２に示した各アミノ酸に対する翻訳後修飾や、表３に示した遺伝子変異によるア
ミノ酸配列の変化を定量及び／又は同定することができる。
【００２６】
【表２】

【００２７】
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【表３】

【００２８】
　本発明の安定同位体標識タンパク質の絶対量の定量方法は、質量分析法で内部標準とし
て使用する安定同位体標識タンパク質の絶対量や、本発明の質量分析法における質量変化
を検出する方法において使用する安定同位体標識タンパク質の絶対量の測定に用いること
ができる。本発明の安定同位体標識タンパク質の定量方法としては、
（ｉ）安定同位体アミノ酸を用いて、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質を合
成する工程；
（ii）前記安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質と、特定量の非安定同位体標識
前記タグタンパク質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペプチド断片群に
対して質量分析を行い、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質
部分由来ペプチド断片／非安定同位体標識タグタンパク質由来ペプチド断片のシグナル面
積比やシグナル強度比からタグ由来の各ペプチド断片をそれぞれ定量する工程；
（iii）安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質由来の全ての各
ペプチド断片の定量値の平均値を、合成した安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク
質の絶対量として求める工程；
の工程（ｉ）～（iii）を備えた、質量分析法で内部標準として使用する安定同位体標識
タンパク質の定量方法であれば特に制限されない。工程（ii）のペプチド断片の定量にお
いては、上記の試料中の標的タンパク質の量を測定する方法の工程（Ａ）～（Ｃ）と同様
にして、所定濃度段階の安定同位体標識タグタンパク質と特定量の非安定同位体標識タグ
タンパク質を用いた質量分析によって作成した検量線を用いて、絶対量を算出することが
できる。かかる検量線はあらかじめ作成されたものを利用してもよい。
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【００２９】
　本発明の安定同位体標識タンパク質の定量方法では、濃度既知の非安定同位体標識タグ
タンパク質を内部標準として用いて、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質を定
量することができる。本発明の安定同位体標識タンパク質の定量方法において非安定同位
体標識タグタンパク質と安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質
は同じ種類であればよく、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク
質を融合されるタンパク質は任意のタンパク質を使用することができる。すなわち安定同
位体標識タグタンパク質融合タンパク質は、任意のタンパク質のＮ末端又はＣ末端に非安
定同位体標識タグタンパク質と同種のタグタンパク質が融合した構造のタンパク質であれ
ばよい。安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質は、遺伝子工学や化学合成技術を
用いて作製することができ、例えば任意のタンパク質のＤＮＡ配列のＮ末端又はＣ末端に
タグタンパク質配列のＤＮＡ配列を結合した、タグタンパク質融合タンパク質発現ベクタ
ーを安定同位体標識アミノ酸存在下で発現させることにより合成することもできる。かか
る量は、アミノ酸分析法やBradford法、Biuret法、Lowry法、ＢＣＡ（ビシンコニン酸）
法等の生化学的比色定量法で定量することができる。
【００３０】
　本発明の安定同位体標識タンパク質の定量方法において、タグタンパク質は酵素消化や
化学的断片化によって質量分析法で検出可能なペプチド断片を得られるものであればよく
、例えばグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ：Glutathione-S-transferase
）タグ、ヒスチジン（Ｈｉｓ）タグ、マルトース結合タンパク（ＭＢＰ）タグ、ｃ－Ｍｙ
ｃタグ、ＨＡタグ、ＦＬＡＧタグ、ＧＦＰタグ等を挙げることができ、中でもＧＳＴタグ
（配列番号７）やＨｉｓタグ（配列番号８）が好ましい。ＧＳＴタグは配列番号７のアミ
ノ酸配列からなるものの他、かかる配列に置換や挿入、欠失を有するアミノ酸配列や、Ｎ
ＣＢＩ等の各種データベースに掲載されたＧＳＴアミノ酸配列からなるものを用いること
もでき、Ｈｉｓタグはヒスチジンが３～１５個連結した任意の長さのＨｉｓタグを用いる
こともできる。また、タグタンパク質は、一種類のタグタンパク質のみでも、同じタグタ
ンパク質又は異なる種類のタグタンパク質が複数、あるいは繰り返し連結されたものでも
よい。
【００３１】
　すなわち、本発明の安定同位体標識タンパク質の定量方法では、安定同位体標識タンパ
ク質を、安定同位体標識タンパク質のＮ末端側又はＣ末端側にタグタンパク質が融合した
、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質として合成する。安定同位体標識されて
いない前記タグタンパク質を内部標準として用いて、安定同位体標識タグタンパク質融合
タンパク質のタグタンパク質部分由来ペプチド断片を対象として質量分析法で解析するこ
とで、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質の絶対量を測定す
ることができ、かかるタグタンパク質の定量値を安定同位体標識タンパク質の定量値とす
ることができる。かかる安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質は、本発明の試料
中の標的タンパク質の質量分析法における質量変化を検出する方法において、安定同位体
標識タンパク質として使用することができる。
【００３２】
　したがって、濃度既知の非安定同位体標識タグタンパク質を用いて、安定同位体で標識
された、同種のタグタンパク質が融合したあらゆる種類のタンパク質を定量することがで
き汎用性が高い。安定同位体標識ＧＳＴタンパク質融合タンパク質及び非標識ＧＳＴタン
パク質を用いた場合には、表４に示すペプチド断片を、質量分析法による定量に用い得る
測定対象ペプチド断片の配列として利用することができる。
【００３３】
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【表４】

【実施例】
【００３４】
［ラット糸球体試料中のNephrinタンパク質の定量］
　ラットの腎臓から糸球体５０個をステンレスメッシュを用いたシービング法（文献J. C
lin. Invest. 68: 920-93l, 1981 Schreiner GF et al.）にて単離し、かかるラット糸球
体試料中のNephrinタンパク質（swissprot accession No.Q9R044）を従来法及び本発明の
方法で定量し、比較した。
【００３５】
１．人工標準タンパク質の調製方法
　Nephrin人工標準タンパク質の調製は次の方法によった。Nephrin（swissprot accessio
n No.Q9R044）のｃＤＮＡを挿入したpET-vectorをトランスフォーメーションした大腸菌
（BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL）を、カナマイシン及びクロラムフェニコールをそれぞれ３
０ｍｇ／Ｌ、５０ｍｇ／Ｌで添加したＬＢ培地において一晩振盪培養した後、ＬＢ培地に
希釈し、Ｏ．Ｄ．６００ｎｍが０．４付近の値を示すまで培養を行い、最終濃度１００ｍ
ＭでＩＰＴＧを添加し、さらに３時間培養することで、タンパク質の発現誘導を行った。
誘導を行った大腸菌は、８Ｍ尿素の存在下で超音波破砕を行い、可溶性画分と不溶性画分
を調製した後、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分画し、ＣＢＢ　Ｒ－２５０による検出を行っ
た。コバルトレジンを充填したスピンカラムに、大腸菌可溶性画分を添加し、１０ｍＭイ
ミダゾール溶液でカラムを洗浄後、５０ｍＭ，１５０ｍＭ，５００ｍＭのイミダゾール溶
液で人工標準タンパク質の溶出を行った。
【００３６】
２．安定同位体標識内部標準タンパク質の調製方法
　Nephrinの安定同位体標識タンパク質の調製は次の方法によった。ＧＳＴとＨｉｓタグ
を付加したNephrin（swissprot accession No.Q9R044）の全長アミノ酸配列を挿入したpE
T-vectorをトランスフォーメーションした大腸菌（Rosseta(DE3)、Novagen社製）を、硫
酸マグネシウム七水和物を添加（終濃度：０．２５ｇ／Ｌ）したＣ．Ｈ．Ｌ培地（クロレ
ラ工業製）で３７℃にてＯ．Ｄ．６００ｎｍが０．７になるまで培養を行った。その後、
安定同位体（１５Ｎ）標識アミノ酸を最終濃度０．５ｇ／Ｌになるよう添加し、最終濃度
１ｍＭでＩＰＴＧを添加し、さらに４時間培養することでNephrinの発現誘導を行った。
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発現誘導した大腸菌を超音波破砕し、不溶性画分を調製した。界面活性剤を用いて不溶性
画分を可溶化し、コバルトカラムおよびグルタチオンカラムを用いて安定同位体標識Neph
rinを精製した。
【００３７】
３．安定同位体標識タンパク質の定量分析
　安定同位体標識ＧＳＴ、Ｈｉｓタグ融合Nephrinタンパク質（swissprot accession No.
Q9R044）精製試料１２μＬに既知量のＧＳＴタンパク質（swissprot accession No.P0851
5）１．４ｐｍｏｌを添加し、７Ｍグアニジン塩酸溶液で変性、ＤＴＴで還元処理した後
に、メタノール、クロロホルム、水を混合し、遠心してタンパク質を沈殿させた。沈殿タ
ンパク質を１．２Ｍ尿素存在下で可溶化し、トリプシンを添加して３７℃で１６時間酵素
消化してペプチド試料とした。ペプチド試料の1／５液量を用いてＬＣ－ＭＳ／ＭＳ測定
を行った。ペプチド試料に含まれるＧＳＴのペプチド断片のうち、GLVQPTR、LTQSMAIIR、
DFETLK、VDFLSK、LPEMLK、IEAIPQIDKについて、安定同位体（１５Ｎ）標識ペプチドと非
標識ペプチドをＬＣ－ＭＳ／ＭＳのＳＲＭモードで測定した。安定同位体標識体と非標識
体のピーク面積比から、安定同位体標識体ＧＳＴの試料中濃度を定量した結果、１０３．
５±４．９３ｆｍｏｌ／ａｓｓａｙであった。
【００３８】
　安定同位体標識されたＧＳＴ、Ｈｉｓタグ融合Nephrinタンパク質試料において安定同
位体標識体及び非標識体ＧＳＴ（swissprot accession No.P08515）の各ペプチド断片を
検出した結果を表５に示す。測定した６ペプチド断片における標識体と非標識体の比率の
平均値は０．３６±０．０２であり、測定値の信頼性を示すＣＶ値（％）は４．４％であ
った。すなわち、質量分析法を用いることで、ＧＳＴタンパク質を高精度に定量できるこ
とが示された。発現タンパク質試料中に安定同位体標識ＧＳＴタンパク質は融合タンパク
質と等モル存在することから、安定同位体標識ＧＳＴタンパク質を定量することで、質量
分析法を用いて全ての安定同位体標識ＧＳＴ融合タンパク質の定量が可能である。
【００３９】
【表５】

【００４０】
４．タンパク質の定量分析
　安定同位体標識内部標準タンパク質を用いて、以下の方法でNephrinタンパク質を定量
した。１０ｆｍｏｌ、５０ｆｍｏｌ、１００ｆｍｏｌ、５００ｆｍｏｌ、１０００ｆｍｏ
ｌの人工標準タンパク質にそれぞれ５００ｆｍｏｌの安定同位体標識内部標準タンパク質
を添加し、検量線作成用サンプルとした。また、ラット糸球体試料に安定同位体標識内部
標準タンパク質５００ｆｍｏｌを添加した測定用サンプルを調製した。これらのサンプル
を７Ｍ塩酸グアニジン溶液（０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ　ｐＨ８
．５に溶解）で変性させ、システイン残基のＳＨ基を保護するために、ＤＴＴによる還元
処理とヨードアセトアミドによるカルバミドメチル化処理を行なった。続いて、メタノー
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ルクロロホルム沈殿法により、脱塩濃縮し、１．２Ｍ尿素／１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
に再懸濁した。その後、タンパク質重量の１／１００量のトリプシンを加え、３７℃で１
６時間酵素消化して断片化した。これらの検量線作成用サンプル及び測定用サンプルをＬ
Ｃ－ＭＳ／ＭＳのＳＲＭモードにより、以下の条件で測定し、ＭＳスペクトル面積比（非
標識ペプチド断片／安定同位体標識ペプチド断片）を取得した。
　カラム：L-column ODS 0.1mm id×100mm, 5μm particles
　ＨＰＬＣ：Paradigm MS4B
　質量分析機：TSQ vantage
　グラジエント条件：１－４５％アセトニトリル／０．１％ギ酸，５０μＬ／分，５０分
得られたＭＳスペクトル面積比（非標識ペプチド断片／安定同位体標識ペプチド断片）か
ら、検量線を作成し、試料中のNephrinタンパク質を定量した結果、６６．４±６．１ｆ
ｍｏｌ／ａｓｓａｙであった。
【００４１】
　また、検量線作成用サンプルにおいてNephrin（swissprot accession No.Q9R044）の各
ペプチド断片を検出した結果を図３に示す。Nephrinアミノ酸配列のうち、グレーの背景
で示した配列が、検出されたペプチド断片の配列を示す。１２３４アミノ酸からなるNeph
rinをトリプシンにより断片化して得られる計１０４ペプチド断片のうち４８％ペプチド
断片、そのうち７～３０アミノ酸である計５６ペプチド断片の８９％に相当する計５０ペ
プチド断片が検出された。すなわち、一度で多量のペプチド断片について質量分析による
定量を行うので、従来法に比べて高い検出感度と定量精度を得ることができるといえる。
【００４２】
５．従来法によるタンパク質の定量分析
　従来の質量分析計を用いたタンパク質の定量方法は、標的タンパク質の特定のペプチド
断片を検出することによりタンパク質を定量する方法である（図１）。そこで、従来法で
は、Nephrinの部分配列であるGGNPPATLQWLK（配列番号４）を対象ペプチド断片として、N
ephrinタンパク質を定量した。Nephrin人工標準ペプチドの調製は次の方法によった。Nep
hrin（swissprot accession No.Q9R044）の部分アミノ酸配列GGNPPATLQWLK（配列番号４
）を固相法を用いて化学合成し、アミノ酸分析法によって試料中のペプチド濃度を定量し
た。安定同位体標識されたロイシンを含む同配列のペプチドGGNPPATLQWL*K（L*に安定同
位体標識）を、固相法を用いて化学合成し、アミノ酸分析によってペプチド濃度を定量し
た。
【００４３】
　作製したGGNPPATLQWLK（配列番号４）のアミノ酸配列からなる人工標準ペプチド断片と
、同じアミノ酸配列からなり、安定同位体で標識された安定同位体標識内部標準ペプチド
断片GGNPPATLQWL*K（L*に安定同位体標識）を用いて、試料中のNephrinタンパク質を定量
した。１０ｆｍｏｌ、５０ｆｍｏｌ、１００ｆｍｏｌ、５００ｆｍｏｌ、１０００ｆｍｏ
ｌの人工標準（非標識）ペプチド断片にそれぞれ５００ｆｍｏｌの安定同位体標識ペプチ
ド断片を添加した検量線作成用サンプルを調製した。また、ラット糸球体試料を７Ｍ塩酸
グアニジン溶液（０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ　ｐＨ８．５に溶解
）で変性させ、システイン残基のＳＨ基を保護するために、ＤＴＴによる還元処理とヨー
ドアセトアミドによるカルバミドメチル化処理を行なった。続いて、メタノールクロロホ
ルム沈殿法により、脱塩濃縮し、１．２Ｍ尿素／１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌに再懸濁し
た。その後、タンパク質重量の１／１００量のトリプシンを加え、３７度で１６時間酵素
消化して断片化した。かかるサンプルに５００ｆｍｏｌの安定同位体標識内部標準ペプチ
ド断片を添加し、これを従来法による測定用サンプルとした。これらの検量線作成用サン
プル及び測定用サンプルをＬＣ－ＭＳ／ＭＳのＳＲＭモードにより、以下の条件で定量を
行った。
　カラム：L-column ODS 0.1mm id×100mm, 5μm particles
　ＨＰＬＣ：Paradigm MS4B
　質量分析機：TSQ vantage
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　グラジエント条件：１－４５％アセトニトリル／０．１％ギ酸，５０μＬ／分，５０分
得られたＭＳスペクトル面積比（非標識ペプチド断片／安定同位体標識ペプチド断片）か
ら検量線を作成し、試料中のNephrinタンパク質を定量した結果、５１．０±５．６ｆｍ
ｏｌ／ａｓｓａｙであった。
【００４４】
　以上の結果から、試料中のNephrinタンパク質の定量値は、本発明の方法では６６．４
±６．１ｆｍｏｌ／ａｓｓａｙ、従来法では５１．０±５．６ｆｍｏｌ／ａｓｓａｙと定
量され、従来法では本発明の方法に比べ約７６％のタンパク質の量としてしか定量されな
かった（図４）。従来法では酵素消化過程における試料タンパク質の未消化率や、標的タ
ンパク質のチューブへの吸着等による試料損失が安定同位体標識内部標準ペプチド断片に
よって補正されておらず、その結果従来法では過小評価されたタンパク質量が定量値とし
て算出されていると考えられる。本発明の方法は従来法より高い定量値を示しており、サ
ンプル調製の最初、断片化処理の前に安定同位体標識内部標準タンパク質を加え、標的タ
ンパク質及び安定同位体標識内部標準タンパク質が同時に断片化されることにより、酵素
消化過程の損失率が補正されていることが示唆される。以上のように、本発明の方法では
、従来法よりも高精度な定量が実現しており、タンパク質の定量方法としても優れている
ことが示された。
【００４５】
［質量分析法における質量変化の検出］
　ラット糸球体試料中のNephrinタンパク質（swissprot accession No.Q9R044）を本発明
の方法で定量した結果を元に、質量分析法における質量変化の割合を解析した。本発明の
方法では、ラット糸球体試料中からは、Nephrinタンパク質をトリプシン消化して得られ
るペプチド断片のうち、３８のペプチド断片の定量値が得られた。これらの定量値に基づ
き平均定量値を算出し、各ペプチド断片の定量値と、平均定量値を比較した。横軸のNeph
rinタンパク質のアミノ酸配列番号に対して、検出された各ペプチド断片の定量値を縦軸
にプロットしたグラフを図５に示す。平均定量値を点線で示す。Nephrinタンパク質のア
ミノ酸配列と異なる質量のペプチド断片は検出されないため、翻訳後修飾又は遺伝子変異
により質量が変化したペプチド断片は検出されない。したがって、ペプチド断片の定量値
が平均定量値よりも統計学的に有意に小さいとき、ペプチド断片の定量値を翻訳後修飾を
受けていないペプチド断片の量、平均定量値からペプチド断片の定量値を引いた量を、翻
訳後修飾を受けたペプチド断片の量と算出できる（図５）。平均定量値に対する、各ペプ
チド断片定量値の外れ値をスミノルフグラブス検定により求めたところ、５ペプチド断片
の定量値が外れ値を示し、有意に平均定量値よりも小さかった（表６、太字及び下線）。
【００４６】
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【表６】

【００４７】
　そのうち、NVTLCCLTK（配列番号５）、ILSGGALQLWNVTR（配列番号２）は糖鎖修飾、SST
VSTAEVDPNYYSMR（配列番号３）はリン酸化修飾を受けることがそれぞれ報告されており、
本発明の方法が翻訳後修飾の種類に関わらず検出可能な方法であることが示された。これ
らの定量値を平均定量値１．３ｆｍｏｌ／糸球体から引いた値は、翻訳後修飾を受けたタ
ンパク質の量を示す。翻訳後修飾を受けたタンパク質の量はNVTLCCLTK（配列番号５）は
１．２ｆｍｏｌ／糸球体、ILSGGALQLWNVTR（配列番号２）は１．３ｆｍｏｌ／糸球体、SS
TVSTAEVDPNYYSMR（配列番号３）は０．７ｆｍｏｌ／糸球体であり、ラット糸球体試料中
のNephrinタンパク質のうちNVTLCCLTK（配列番号５）に糖鎖修飾を受けたタンパク質は９
２．３％、ILSGGALQLWNVTR（配列番号２）に糖鎖修飾を受けたタンパク質は１００％、SS
TVSTAEVDPNYYSMR（配列番号３）にリン酸化修飾を受けたタンパク質は５３．８％である
と算出された。LEDVAAKPQSAPFK（配列番号１）、LAEEISEK（配列番号６）は外れ値を示し
たが、これらの部位に対する翻訳後修飾はこれまで報告されておらず、新規の翻訳後修飾
を受けている可能性が示唆された。また、ラット糸球体試料中のNephrinタンパク質のこ
れらの領域のアミノ酸配列が、遺伝子変異によりデータベース上のアミノ酸配列と異なる
可能性も考えられる。本発明の方法を用いることで、未知の翻訳後修飾部位や未知の遺伝
子変異の検出が可能であることが示された。
【産業上の利用可能性】
【００４８】
　本発明は、質量分析計を用いたタンパク質の解析の分野に好適に利用することができる
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。定量精度、コスト、翻訳後修飾の定量、簡便性に優れ、翻訳後修飾や遺伝子変異の同定
と定量を同時に行うことができるため、一タンパク質あたりの解析時間を劇的に短縮でき
、多分子同時解析やスクリーニングの分野、タンパク質解析の受託解析事業の分野におい
ても有用である。また、従来困難であったタンパク質の未知の翻訳後修飾部位の探索と修
飾率の定量を可能にする技術であり、疾患に関連する因子の解析などにも有用であり、疾
患研究や薬剤開発など、ライフサイエンスや医療分野にも好適に利用することができる。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【配列表】
2012111249000001.app

【手続補正書】
【提出日】平成24年8月16日(2012.8.16)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の工程（ａ）～（ｃ）を備えた、試料中の標的タンパク質の質量分析法における翻訳
後修飾又は遺伝子変異を検出する方法。
（ａ）所定濃度段階又は試料中の各標的タンパク質と、特定量の前記標的タンパク質に相
当する、翻訳後修飾又は遺伝子変異がない安定同位体標識タンパク質との混合物にペプチ
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ド断片化処理を施し、得られるペプチド断片群に対して、質量分析を行い、標的タンパク
質由来ペプチド断片／安定同位体標識タンパク質由来ペプチド断片のシグナル面積比やシ
グナル強度比から各ペプチド断片をそれぞれ定量する工程；
（ｂ）同じ標的タンパク質を構成していた複数のペプチド断片の定量値の平均値を平均定
量値として求める工程；
（ｃ）平均定量値に対する、前記同じ標的タンパク質を構成していた複数のペプチド断片
の定量値の割合ｘ（％）をそれぞれ算出し、ペプチド断片の翻訳後修飾又は遺伝子変異を
受けた割合（１００－ｘ）（％）をそれぞれ算出する工程；
【請求項２】
標的タンパク質の質量分析法における翻訳後修飾又は遺伝子変異の検出が、標的タンパク
質の翻訳後修飾の定量であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
標的タンパク質の質量分析法における翻訳後修飾又は遺伝子変異の検出が、標的タンパク
質の翻訳後修飾部位の同定であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項４】
翻訳後修飾が、リン酸化又は糖化であることを特徴とする請求項２又は３記載の方法。
【請求項５】
標的タンパク質の質量分析法における翻訳後修飾又は遺伝子変異の検出が、遺伝子変異に
よる標的タンパク質の配列異常の定量であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項６】
標的タンパク質の質量分析法における翻訳後修飾又は遺伝子変異の検出が、遺伝子変異に
よる標的タンパク質の配列異常部位の同定であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項７】
遺伝子変異による標的タンパク質の配列異常が、一塩基多型（ＳＮＰｓ）によるものであ
ることを特徴とする請求項５又は６記載の方法。
【請求項８】
翻訳後修飾部位又は遺伝子変異部位が、次の（１）～（８）のいずれかの条件から設定さ
れていることを特徴とする請求項１～７のいずれかに記載の方法。
（１）公共のデータベースで翻訳後修飾又は遺伝子変異によるアミノ酸配列変化が公開さ
れている部位であること；
（２）セリンもしくはスレオニン、タイロシンを含む配列部位であること；
（３）膜タンパク質の細胞外部位もしくは分泌タンパク質でアスパラギンを含む配列部位
であること；
（４）リジンを含む配列部位であること；
（５）システインを含む配列部位であること；
（６）グルタミン酸を含む配列部位であること；
（７）プロリンを含む配列部位であること；
（８）請求項１記載の方法で求めた定量値が統計学的手法により平均定量値から外れ値を
示す配列部位であること；
【請求項９】
対象部位が、配列番号１～３、５及び６に示される翻訳後修飾及び遺伝子変異によるアミ
ノ酸配列変化を受ける部位であることを特徴とする請求項１～８のいずれかに記載の方法
。
【請求項１０】
安定同位体標識タンパク質が、１５Ｎ，１３Ｃ，１８Ｏ，２Ｈのいずれかを含むアミノ酸
によって標識されるタンパク質であることを特徴とする請求項１～９のいずれかに記載の
方法。
【請求項１１】
ペプチド断片化が、トリプシン、グルタミルペプチダーゼ、アスパラギンペプチダーゼ、
キモトリプシンから選ばれるいずれかのタンパク質消化酵素を用いた断片化であることを
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特徴とする請求項１～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
ペプチド断片化が、化学物質を用いた断片化であることを特徴とする請求項１～１０のい
ずれかに記載の方法。
【請求項１３】
標的タンパク質が、ヒトＥＧＦＲ（Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ）であることを特徴とする請求項１～８、及び１０～１３のいずれかに
記載の方法。
【請求項１４】
以下の工程（ｉ）～（ｉｉｉ）を備えた、質量分析法で内部標準として使用する安定同位
体標識タンパク質の絶対量の定量方法。
（ｉ）安定同位体標識アミノ酸を用いて、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質
を合成する工程；
（ｉｉ）前記安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質と、特定量の非安定同位体標
識前記タグタンパク質との混合物にペプチド断片化処理を施し、得られるペプチド断片群
に対して質量分析を行い、安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク
質部分由来ペプチド断片／非安定同位体標識タグタンパク質由来ペプチド断片のシグナル
面積比やシグナル強度比からタグ由来の各ペプチド断片をそれぞれ定量する工程；
（ｉｉｉ）安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質のタグタンパク質由来の各ペプ
チド断片の定量値の平均値を、合成した安定同位体標識タグタンパク質融合タンパク質の
絶対量として求める工程；
【請求項１５】
タグタンパク質が、ＧＳＴタグタンパク質であることを特徴とする請求項１４に記載の定
量方法。
【請求項１６】
タグタンパク質が、Ｈｉｓタグタンパク質であることを特徴とする請求項１４に記載の定
量方法。
【請求項１７】
非安定同位体標識タグタンパク質の量が、アミノ酸分析法により決定されることを特徴と
する請求項１４～１６のいずれかに記載の定量方法。
【請求項１８】
非安定同位体標識タグタンパク質の量が、生化学的比色法によって決定されることを特徴
とする請求項１４～１７のいずれかに記載の定量方法。
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