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略語表 
 
 
 

2D-LC： 二次元液体クロマトグラフィー 

two-dimensional liquid chromtography 

AA： 酢酸 

acetic acid 

ACN： アセトニトリル 

acetonitrile 

AGC： 自動利得制御 

auto gain control 

BASIL： 同重体標識シグナル増幅 

boosting to amplify signal with isobaric labeling 

CCS：  衝突断面積 

collision cross section 

CID： 衝突誘起解離 

collision-induced dissociation 

DDA： データ依存的取得法 

data-dependent acquisition 

DIA： データ非依存的取得法 

data-independent acquisition 

D-MEM： ダルベッコ改変イーグル培地 

Dulbecco’s modified Eagle medium 

DMSO： ジメチルスルホキシド 

dimethyl sulfoxide 

DTT： ジチオトレイトール 

dithiothreitol 

ESI： エレクトロスプレーイオン化 

electrospray ionization 
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FA： ギ酸 

formic acid 

FAIMS： 電界非対称型イオンモビリティスペクトロメトリー 

field assymetric waveform ion mobility spectrometry 

FWHM： 半値全幅 

full width at half maximum 

GRAVY： 疎水親水度の総平均 

grand average of hydropathicity 

HCD： 高エネルギー衝突解離 

higher-energy collisional dissociation 

HFBA： ヘプタフルオロ酪酸 

heptafluorobutyric acid 

HPLC： 高速液体クロマトグラフィー 

high performance liquid chromatography 

IAA： ヨードアセトアミド 

iodoacetamide 

IMS： イオンモビリティスペクトロメトリー 

ion mobility spectrometry 

ISP： 固有サイズパラメーター 

intrinsic size parameter 

IT： イオントラップ 

ion trap 

IQR： 四分位範囲 

internal quartile range 

KSEA： キナーゼ基質エンリッチメント解析 

kinase substrate enrichment analysis 

LSS： 線形溶媒強度 

linear solvent strength 

MIT： 最大注入時間 

maximum injection time 
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MS： 質量分析 

mass spectrometry 

MS/MS： タンデム質量分析 

tandem mass spectrometry 

NCE： 規格化衝突エネルギー 

normalized collision energy 

OT： オービトラップ 

orbitrap 

PASEF： 並行集積－直列断片化 

parallel-accumulation-serial-fragmentation 

PBS： 生理食塩水 

phosphate buffered saline 

PC： ピークキャパシティ 

peak capacity 

PGC：  多孔性グラファイトカーボン 

porous graphitic carbon 

PTS： 相間移動可溶化剤 

phase-transfer surfactant 

RPLC： 逆相液体クロマトグラフィー 

reversed phase liquid chromatography 

SDB： ポリスチレンジビニルベンゼン 

poly(stylene-co-divinylbenzene) 

SDC： デオキシコール酸ナトリウム 

sodium deoxycholate 

SLS： N-ラウロイルサルコシン酸ナトリウム 

sodium N-lauroylsarcosinate 

SPE： 固相抽出 

solid phase extraction 

SPS-MS3： 同時プリカーサー選択－MS3 

synchronous precursor selection-MS3 
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StageTip： ステージチップ 

stop-and-go extraction tip 

TFA： トリフルオロ酢酸 

trifluoroacetic acid 

TIMS： 捕捉型イオンモビリティスペクトロメトリー 

trapped ion mobility spectrometry 

TMT： タンデムマスタグ 

tandem mass tag 

TWIMS： 進行波型イオンモビリティスペクトロメトリー 

traveling wave ion mobility spectrometry 

TOF： 飛行時間型 

time-of-flight 

UHPLC： 超高圧液体クロマトグラフィー 

ultra high-pressure liquid chromatography 
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緒 言 
 
 
 
すべての生物は細胞から構成されており、それぞれの細胞には生命維持に必要な情

報を持つ遺伝子の集合体であるゲノムが存在する。多細胞生物であるヒトは 1013 個
以上の細胞から構成されており 1、一部の例外を除きすべての細胞が同一のゲノムを
有している。しかし、実際の各細胞の形態や機能は組織によって大きく異なる。細胞
の多様性をつかさどる主要な因子は、遺伝子から転写・翻訳されるタンパク質である。
タンパク質は、他のタンパク質や生体分子と物理的・機能的に相互作用しながら、細
胞内の特定の時間・場所でその機能を発揮し、「プロテオーム（proteome）」と呼ばれ
る高度に構造化された実体を形成する 2。ヒトゲノムには約 2 万のタンパク質コード
遺伝子が含まれているが、ヒトプロテオームははるかに複雑であり、ヒトタンパク質
の総種数は数百万に及びうると推定されている 3。タンパク質種の増大の主要な要因
の 1 つは、その翻訳後修飾である。翻訳されたタンパク質には、そのポリペプチド鎖
の特定の官能基に様々な化学修飾が施される。翻訳後修飾は、1 つの遺伝子産物に対
して、異なる亜種である「プロテオフォーム（proteoform）」の数を指数関数的に増加
させるため、プロテオームを著しく複雑にする 3, 4。このようなプロテオームとその構
造、機能、動態の完全かつ定量的な記述と理解は、生物学の中心的かつ基本的な課題
であり、それらを扱う「プロテオミクス（proteomics）」は比較的新しい学問分野とし
て現在も注目されている 2, 5。プロテオミクス研究では、生体内に存在するすべてのタ
ンパク質を同定し、正確に定量するだけでなく、ポリペプチド鎖上の修飾アミノ酸の
位置と種類を系統的に同定する方法論を扱う。近年では、タンパク質複合体のサブユ
ニットの組成、化学量論、トポロジーの決定にも利用することができる 2。 

プロテオミクスにおいて最も汎用される手法は、トリプシン等のタンパク質消化酵
素でペプチドへと消化したタンパク質試料を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と
タンデム質量分析（MS/MS）を組み合わせた LC/MS/MS により網羅的に測定する、シ
ョットガンプロテオミクスである。近年の質量分析計の目覚ましい高感度化と高速化 
6-9に加え、2 μm 以下のシリカ粒子を充填した UHPLC カラム 10-12、モノリス型シリカ
カラム 13-15、ピラーアレイカラム 16, 17の使用などによる LC の性能向上によりペプチ
ドの高い分離効率を得ることが可能になったため、ヒト細胞のような複雑な試料につ
いても次世代シーケンサーによるトランスクリプトーム解析に匹敵する深度でのタ
ンパク質の同定と定量が可能になった 18。しかし、ショットガンプロテオミクスの基
本的な考え方は、20 年以上前から変わっていない 19, 20。つまり、試料から抽出したタ
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ンパク質群をより小さく扱いやすいペプチドに消化し、LC で分離した後、エレクトロ
スプレーイオン化（ESI）により液相から気相に放出させ MS に導入する。プリカーサ
ーイオン群の m/z を記録したのち、それぞれのイオンを四重極マスアナライザーで分
離し、衝突誘起解離（CID）などによる断片化で得られたプロダクトイオンを測定し
て MS/MS スペクトルを得る。これらの MS/MS スペクトルはゲノム情報を基に理論
的に生成されたデータベースに対して検索・照合され、スコア化の後、確からしく同
定されたペプチド、ひいてはタンパク質のリストを生成するために使用される（図 1）。
生体内のすべてのタンパク質を計測する真の網羅的なプロテオミクスを実現するた
めには、上述の工程すべてに解決すべき課題が残されている。すなわち、試料抽出工
程ではプロテオームが完全に抽出される保証はなく、またプロテオームのその不可分
な複雑性により存在する試料成分を完全に分離することは困難である。質量分析計で
は全く同一の m/z をもつイオンを選別することができず、さらにその検出ダイナミッ
クレンジがプロテオーム試料の濃度ダイナミックレンジに達しないため、試料中に存
在しながらピークとして検出できない成分もある。加えて、配列データベースに登録
されていない分子種を同定することはできず、予期しないタンパク質や修飾タンパク
質を同定するのは困難である。 

生命現象の理解のためには、プロテオーム試料の各タンパク質は同定されるのみな
らず、定量的に測定される必要がある。定量プロテオミクスでは、質量分析で得られ
たそれぞれのペプチドの MS シグナルを基に相対比較定量を行う。定量プロテオミク
スには安定同位体標識を用いた定量法 21, 22 や非標識定量法 23, 24 などさまざまな手法
があるが、近年では、試料の多重化、高精度、高スループットな定量を実現すること
が可能な同重体化学修飾試薬を用いた定量プロテオミクスが注目を集めている 25。同
重体標識法では、多重化された試料中の全く同一のペプチドプリカーサーイオンから、
断片化により生成される質量の異なるレポーターイオンをモニターすることで同時
並行の定量を可能にする 26。しかし、この方法で得られる定量データの真度は、標的
となるプリカーサーイオンの四重極分離窓に他の非標的イオンが混入することで低
下する。そのため、MS3スキャン 27, 28とリアルタイムサーチ法 29の組み合わせやイオ
ンモビリティスペクトロメトリー（IMS）の導入 30, 31など、いくつかのアプローチに
よって夾雑ピークの混入の低減が図られてきたが、十分な結果は得られておらず、更
なる技術開発が求められている。 

タンパク質リン酸化に代表される翻訳後修飾の包括的解析でも、LC/MS/MS が中心
的な役割を担っている。セリン・スレオニン・チロシン残基のヒドロキシ基が受ける
リン酸化修飾は、細胞の成長、代謝、アポトーシスなど、さまざまな細胞機能を制御
する細胞内シグナル伝達経路の重要な因子であり、刺激に応じてダイナミックに変動
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しタンパク質機能を制御する 32-37。ヒトのプロテオームにおけるリン酸化セリン（pS）、
リン酸化スレオニン（pT）、およびリン酸化チロシン（pY）部位の存在比は、古典的
な 32P による放射性同位体標識の方法に基づいて、90：10：0.05 と推定されている 38。
近年のリン酸化プロテオミクスの技術進歩により、生体試料から数万のリン酸化ペプ
チドを同定することが可能になった 39-41。これには固定化された金属イオンや金属酸
化物粒子を用いた金属アフィニティークロマトグラフィーにより、リン酸化ペプチド
を選択的に濃縮できるようになったことが大きく貢献している 42-46。しかしリン酸化
プロテオミクスには前述のプロテオミクスにおける問題点に加え、リン酸化ペプチド
解析に特有の問題点があり、解析はより困難となる。まず、プロテオーム試料に含ま
れるリン酸化ペプチド量は重量比で 1%未満と存在量が少なく、検出感度の良い手法
が求められる。また、リン酸化ペプチドには同一のペプチド配列の異なる部位にリン
酸化修飾を持つ“位置異性体”が存在しうるが、これら異性体は全く同一の質量をもつ
ためシングルステージ質量分析では区別がつかないうえ、化学的物性が近しいため分
離することも容易ではない。リン酸化ペプチドを同定する場合にはこれら異性体を分
離した上、さらに修飾部位を断定するために十分なプロダクトイオンを検出する必要
がある。そして、一般的に LC/MS/MS 分析では同定されるリン酸化ペプチドが試料中
のより豊富なものに偏るため、低濃度の pY ペプチドについては、複雑なリン酸化プ
ロテオーム中に存在する高濃度の pS および pT ペプチドの存在によるイオン化抑制
によって質量分析での検出が困難となる。金属アフィニティークロマトグラフィーと
pY 抗体を用いた抗体アフィニティー精製 47や、最近開発された SH2 ドメイン由来の
pY スーパーバインダー48, 49を組み合わせることで、pY ペプチドの同定率が向上する
ことが報告されている。また、様々な経路のタンパク質に由来するリン酸化ペプチド
やチロシンキナーゼに由来する pY ペプチドを同定・定量するために、複数の抗体を
用いた抗体アフィニティー精製法が開発されている 50。しかしながら、チロシンリン
酸化プロテオームを深く解析するためには、一般的に大量のタンパク質（1～10 mg）
が必要となる。 

以上の背景を踏まえて、本研究では定量リン酸化プロテオミクスの高感度化実現の
ために、リン酸化ペプチドの逆相クロマトグラフィーにおける保持挙動の解析（第一
章）、プロテオーム試料の精製工程における回収率向上のための基盤技術開発（第二
章）、多重安定同位体標識法の高感度化とそのリン酸化プロテオミクスへの応用（第
三章）、捕捉型イオンモビリティスペクトロメトリーによる多重安定同位体標識の定
量真度の向上（第四章）、およびリン酸化ペプチドイオンのイオンモビリティスペク
トロメトリー分離挙動の解析（第五章）を行った。  
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図 1. ショットガンプロテオミクスのワークフロー。細胞あるいは組織試料

から抽出したタンパク質をトリプシン等の酵素によりペプチド断片に
消化し、LC/MS/MS で測定する。得られた MS/MS スペクトルから、デ
ータベース検索によりペプチド・タンパク質を同定する。 
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第一章 
逆相 LC/MS におけるリン酸化ペプチドと 

           非リン酸化ペプチドの保持順序の逆転 
 
 
 
第一節 序 

LC/MS を用いたショットガンプロテオミクスにおいて、逆相クロマトグラフィー
（RPLC）でのペプチド保持時間はペプチド同定のための重要な情報であり、配列決定
の信頼性を高めるのに役立っている 51。しかし、その有用性を最大限に引き出すため
には、ペプチドの保持時間を事前に精度よく予測する必要がある。近年、LC/MS/MS

による大規模なデータセットが利用できるようになったことで、ペプチドの保持時間
予測モデルの精度は飛躍的に向上している 52。しかし、翻訳後修飾ペプチドの保持時
間予測は、RPLC における修飾ペプチドの保持メカニズムが十分に理解されていない
ため、依然として大きな課題となっている。 

ペプチドのセリン・スレオニン・チロシン残基上のヒドロキシ基に対しリン酸基が
エステル結合したリン酸化ペプチドは、リン酸基が親水性であることから、リン酸化
されていないペプチドよりも RPLC では早く溶出すると考えられてきた。実際、中性
条件下 53、またはイオンペア試薬としてパーフルオロアルカン酸（トリフルオロ酢酸
（TFA）など）を用いた酸性条件下 54では、リン酸化ペプチドはその非リン酸化体と
比較して C18 逆相固定相への保持が弱く、早く溶出することが報告されている。しか
し、RPLC/MS では移動相に不揮発性の塩が使用できず、また TFA はペプチドのイオ
ン化を抑制することが知られているため、ギ酸（FA）や酢酸（AA）など、TFA よりも
弱い酸がイオンペア試薬として用いられる。LC/MS でリン酸化ペプチドが分析される
ようになるにしたがい、このような酢酸やギ酸条件下では、リン酸化ペプチドは対応
する非リン酸化体よりもむしろ強く保持されることが明らかとなってきた 55-57。最近
の 10 万種以上の合成ペプチドを用いた大規模な解析でも、ギ酸移動相条件下でこの
観察結果が支持されている 58。これまでのところ、この保持挙動を定量的に説明する
保持モデルは提案されておらず 59、このような変化の原因となる根本的なメカニズム
を解明する必要がある。 

そこで、RPLC におけるリン酸化ペプチドの保持挙動を解明するために、固定相の
細孔径や疎水性の異なるシリカカラムを AAや TFAなどのイオンペア試薬と組み合わ
せ、リン酸化ペプチドと対応する非リン酸化ペプチドの保持挙動を解析した。リン酸
化ペプチドの保持時間を、オフラインの RPLC 分画法と nanoLC/MS/MS を用いて、対
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応する非リン酸化体と合わせて系統的に解析した。また、上記 2D-LC/MS/MS で得ら
れた結果を確認するために、C4 または C18 キャピラリーカラムを MS に直接接続し
て、リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの保持挙動を測定した。 
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第二節 リン酸化ペプチドの逆相クロマトグラフィー保持挙動解析 
まず、HeLa 細胞抽出物由来のタンパク質から得られたトリプシン消化リン酸化ペ

プチドと非リン酸化ペプチドを、C18 シリカカラムにてそれぞれ分画し、その溶出挙
動を解析した。イオンペア試薬には AA または TFA を用いた。充填剤の細孔径がペプ
チドの保持挙動に影響することを避けるため、無孔性シリカゲル（Eprogen NPS-ODS-

I）を選択した。2 分ごとに画分を回収し、各画分からリン酸化ペプチドを濃縮した場
合としない場合のそれぞれについて nanoLC/MS/MS で分析した結果、AA と TFA の条
件でそれぞれ 166 組と 111 組のリン酸化/非リン酸化ペプチドペアが同定された。各
画分の平均保持時間差を溶出 ACN濃度に換算し表すと（リン酸化ペプチドの溶出 ACN

濃度－非リン酸化ペプチドの溶出 ACN 濃度）、AA では+0.87% ACN、TFA では-0.48% 

ACN となった（図 2A）。つまり、AA の代わりに TFA を用いると、無孔性 C18-シリカ
カラムにおけるリン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの保持順序が逆転した。これ
は、孔径 11 nm と 20 nm の C18 シリカゲルを用いた既報と一致しており 59、リン酸
化ペプチドとその非リン酸化ペプチドの保持順序を制御する主要な因子が充填剤の
細孔径ではないことを示している。 

さらにこの現象のメカニズムを調べるために、2 種類の C4 シリカカラムと AA、TFA

の 2 種類のイオンペア試薬を用いて上述の試料を分画し、nanoLC/MS/MS を行った。
その結果、AA と TFA の分画実験から、それぞれ 213 組と 293 組（GL Sciences Inertsil 

WP300 C4、GLS-C4）、89 組と 124 組（YMC Protein-RP、YMC-C4）のリン酸化/非リン
酸化ペプチドがそれぞれ同定された。AA の場合、C4 におけるリン酸化ペプチドと非
リン酸化ペプチドの保持率の差はゼロに近いか（GLS-C4）、あるいはマイナス（YMC-

C4）であり、C18 に比べて非リン酸化ペプチドの保持率が相対的に強くなっているこ
とがわかった（図 2B, C）。この現象は TFA の場合も同様で、リン酸化ペプチドの相対
的な保持の弱さがさらに強調されていた。これらの結果から、AA と TFA の両方にお
いて、C4 カラムでは C18 カラムに比べてリン酸化ペプチドの保持が弱い傾向にある
ことが見出された。また、二種の C4 カラムの両方で、AA の代わりに TFA を使用する
と非リン酸化ペプチドの保持が強くなるという C18 カラムと同様の傾向が認められ
たが、YMC-C4 カラムではこの効果はそれほど大きくなかった。なお、リン酸化セリ
ン、リン酸化スレオニン、リン酸化チロシンを含むペプチドの保持挙動については、
今回の実験結果では違いは見られなかった。特に、今回の試料ではチロシンリン酸化
ペプチドの含有量が 1～2%程度であったため、これらリン酸化修飾アミノ酸の違い
による保持挙動の違いについてはさらなるデータの取得が必要であると考えられた。 

さらに、YMC-C4 および Reprosil-C18 を充填した自家製キャピラリーカラム（内径
0.1 mm）を用いたオンライン nanoLC/MS/MS により、C4 および C18 カラムの AA に
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よる保持順序の逆転を再確認した。キャピラリーC4 カラムの分離効率はそれほど高
くなかったため、表 1 に示すように両実験条件で共通に同定されたのは 5 組のリン酸
化ペプチドと非修飾ペプチドのみであったが、前述のオフライン分画実験と同様の保
持順序の逆転が 4 組のペプチドペアで見られた。一方、KQPPVSPGTALVGSQK と
KQPPVpSPGTALVGSQK の保持順序は C18 と C4 で逆転しなかったが、C4 ではリン酸化
体と非リン酸化体の保持時間差がより小さくなる傾向が見られ、オフライン分画実験
と矛盾しない結果が得られた。 
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図 2. 各種カラムをイオンペア試薬の異なる条件で用いた際のリン酸化ペプ
チドと非リン酸化ペプチドの保持時間の平均。（A）無孔性 C18 シリカ
カラムに AA（上部）と TFA（下部）、（B）GL Sciences社の C4シリカ
カラム（GLS-C4）に AA と TFA、（C）YMC社の C4 シリカカラム（YMC-
C4）に AA と TFA を使用した場合を示した。保持時間は、グラジエント
時間補正後の分画溶出液中の ACN 濃度として、12.43%から 26.15%ま
でを記載した。P：リン酸化ペプチド、uP：非リン酸化ペプチド。 
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表 1. YMC C4-シリカと Reprosil-Pur C18-AQを充填したキャピラリーカラム

での nanoLC/MS/MS における 5 つのリン酸化ペプチドと対応する非リ
ン酸化ペプチドの保持時間。AA をイオンペア試薬として使用した。 

 
 YMC C4  Reprosil C18 

Sequence RT_uPa) RT_Pb) Delta RTc)  RT_uP RT_P Delta RT 

QVPDpSAATATAYLcmCGVK 33.78 33.41 -0.37  44.57 47.53 2.96 

DELHIVEAEAMNYEGpSPIK 50.04 45.02 -5.02  54.82 56.97 2.15 

EGRPSGEAFVELEpSEDEVK 32.95 28.89 -4.06  40.57 42.35 1.79 

SLYASpSPGGVYATR 23.78 22.16 -1.62  32.86 37.66 4.81 

KQPPVpSPGTALVGSQK 20.04 20.91 0.87  26.69 30.04 3.35 

a）非リン酸化ペプチドの保持時間（分）、b）リン酸化ペプチドの保持時間（分）、
c）リン酸化ペプチドの保持時間－非リン酸化ペプチドの保持時間（分） 

  



 
 

17 
 

第三節 リン酸化ペプチドの逆相クロマトグラフィー分離モデル構築 
これまで、C18 カラムにおけるトリプシン消化ペプチドの保持挙動に対する TFA の

影響は、TFA とペプチド間のイオンペア形成によるペプチドの固定相への保持増強と
して説明されてきた。リン酸基は塩基性官能基との分子内相互作用によりこのイオン
ペア形成を阻害するため、リン酸化ペプチドの C18 での保持は非リン酸化ペプチドよ
りも弱くなると考えられてきた 54, 60。しかし一方で、この塩基性官能基とリン酸基の
分子内イオンペア形成は、酸性条件下におけるペプチドの正味の電荷を減少させるた
め、疎水性固定相への保持力増強が起こる可能性も考えられる。AA や FA の場合、疎
水性が TFA ほど高くないため、後者の効果がより発現し、非リン酸化ペプチドよりも
リン酸化ペプチドの保持力が強くなると考えられた 55-57。ただし、この傾向に当ては
まらない例外的なペプチドも存在しており 58, 59、これはペプチドの二次構造の影響に
よるものと考えられてきた 59。今回の実験で見出された、C4 カラムでは C18 とは逆
に、TFA と AA の両方で、リン酸化ペプチドの保持が非リン酸化ペプチドよりも弱く
なるという事実は新しい発見であり、そのメカニズムを解明する必要があった。 

RPLC では、異なるグラジエントスロープを適用するとペプチドの保持順序が逆転
することがよく知られており、これは線形溶媒強度理論（LSS 理論）によって定量的
に説明することができる 61。 

log k = log k0−Sφ    (1) 

ここで、φ は水-有機溶媒移動相中の極性の低い成分の体積分率、k0は初期移動相での
グラジエント開始時の溶質の k の値（φ = 0）、S は分析対象物とクロマトグラフィー
システムによって定まる定数である 61。k0が似ていても、2 つのペプチドの S 値が十
分に異なる場合は、2 つの異なるグラジエント溶出条件の間で保持順序の逆転が起こ
ると考えられる。ここから、リン酸化ペプチドは対応する非リン酸化ペプチドよりも
S 値が小さいという仮説を立てた。ペプチドの S 値に正に寄与する主な要因は分子量
である 61, 62が、最近では Shinoda ら 63と Spicer ら 64が、疎水性アミノ酸の数が S 値
に負に寄与し、塩基性アミノ酸と親水性アミノ酸の数が S 値に正に寄与することをそ
れぞれ独立に報告している。これらのデータに基づいて、S 値予測のための NZHI モ
デル（N：ペプチド長、Z：正味の電荷、HI：疎水性指数）が提案された 64。酸性条件
下でリン酸基はトリプシン消化ペプチドの正味の電荷を減少させるため、一般にリン
酸化ペプチドでは S 値が小さくなると予想される。これを確認するために、
SGVVGDGFGGR と pSGVVGDGFGGR の実験的な S 値を、ACN 濃度を変えたアイソクラ
ティックな条件で測定した。その結果、log k0と S が以下のように得られた。 
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log k = 3.32 - 24.0 φ (for SGVVVGDGFGGR、 r2 = 0.9993) (2) 

log k = 3.53 - 21.4 φ (for pSGVVVGDGFGGR、 r2 = 0.9984) (3) 

NZHI モデルから予想されるように、リン酸化ペプチドの S 値は非リン酸化ペプチド
の S 値よりも小さくなっていたが、今回採用した ACN 濃度の範囲では保持順序の逆
転は見られなかった。 

これらを総合し、図 3 に示すような、本研究で発見された LSS に基づく保持順序反
転のモデルを提案した。C4 カラムと C18 カラムのいずれの場合も、イオンペア試薬
である TFA は、AA に比べてリン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの両方の保持を
増強する。この効果は非リン酸化体の方が正味の電荷が大きいためにより顕著となる。
一方、TFA と AA のいずれの場合でも、リン酸化ペプチドの S 値が小さいため、リン
酸化ペプチドに対する非リン酸化ペプチドの相対的な保持力は、C18 よりも C4 の方
が強くなる。つまり、C4 カラムは C18 カラムに比べて疎水性相互作用が弱いため、
保持時間に対するペプチドの疎水性の寄与が小さくなり、その結果、非リン酸化ペプ
チドの相対的な保持が強くなる。なお、図 2 では、C4 カラムが C18 カラムと疎水性
以外の特性が全く同じ（C4 カラムは、各条件で同じ S でより小さな log k0を与え、し
たがって、C4 での保持順序は、低い φ では C18 での保持順序と同じである）と仮定
している。しかし実際には、今回採用した C4 カラムと C18 カラムでは、カラム長、
カラム径、粒子径、細孔径、アルキルシリル化方法、相比が異なっている。これらの
違いのため、今回無孔性の C18 カラムで観測されたペプチドの保持率（%ACN）は、
図 1 に示した C4 カラムでの保持率よりも低くなっていた。提案した LSS モデルによ
ると、リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの保持順序はグラジエント条件に依存
するため、MS に適合した条件（イオンペア試薬として AA または FA）を用いた正確
な予測モデルを開発するためには、種々のグラジエント条件でより多くの実験データ
を収集する必要がある。このモデルでは、ペプチドの RPLC システムでの挙動を決定
する log k0と S の両方に対するリン酸化の配列固有の効果を考慮する必要がある。 
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図 3. LSS に基づいた、リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの保持順序の

逆転を説明するモデル。代表的なリン酸化ペプチド P（実線）とその非
リン酸化ペプチド uP（点線）を、AA（黒）と TFA（灰色）を用いて様々
な ACN 濃度 φでアイソクラティックな条件で分析する場合に、ある φ

での C18 での保持係数と、対応する φでの C4 での保持係数を、それぞ
れ C18、C4 とラベルした灰色の四角で示した。  
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第四節 結語 
総括すると、イオンペア試薬として AA を用いた場合、C4 カラムと C18 カラムの間

でリン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドのペアの保持順序が逆転することが観察
された。また、C18 カラムに AA と TFA を用いた場合も同様の現象が見られた。これ
らのペプチドの保持挙動を理解するために、LSS 理論に基づく保持モデルを提案した。
これまでに報告されているモデルによると、リン酸化ペプチドでは S 値が小さくなる
ことが予想された。この仮説は、アイソクラティック RPLC 条件下での測定により実
際に確認された。今回提案したモデルは、包括的なリン酸化ペプチドの保持時間予測
ツールを開発するための重要な知見を提供するものと考えられる。 
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第二章 
CoolTip:リン酸化ペプチドを 

        捕捉するための低温固相抽出マイクロカラム 
 
 
 
第一節 序 
発現したタンパク質とその翻訳後修飾を包括的に同定・定量するプロテオミクスは、

生物学研究に欠かせないものとなっている 65。特に、LC/MS/MS を用いたショットガ
ンプロテオミクスは、生体試料中のタンパク質を同定するための信頼性の高い高感度
なツールである 2。一般的なショットガンプロテオミクスのワークフローでは、標的
ペプチドのイオン化効率を高めるだけでなく、分析システムの寿命を延ばすためにも、
LC/MS/MS 分析の前にペプチドを精製して測定に干渉する物質を取り除く必要があ
る 66。具体的には、ペプチドを逆相カラムに負荷し、適切な溶液で洗浄した後、有機
溶媒で溶出してから、その後の LC/MS/MS 分析を行う。分析システム直結型のオンラ
イントラップカラムは、試料調製の自動化や試料量が多い場合の注入時間の短縮に有
効である 67。しかし、トラップカラムのサイズや特性は使用する分析カラムの性質に
よって制限されるため、分離効率を維持しながら十分な保持容量を確保するためには、
トラップカラムのサイズを慎重に選択する必要がある 68。試料に対するトラップカラ
ムの選択が不適切な場合、特に保持の弱い親水性ペプチドが失われてしまうことが多
い 69。一方、オフラインの固相抽出（SPE）カラムは、分析カラムから独立している
ため容易に最適な条件を得ることができる。現在、ポリスチレンジビニルベンゼン
（SDB）などの逆相系固定相粒子をテフロンメッシュに埋め込んだ小さなディスクで
構成された StageTip などの、ピペットチップを用いた SPE マイクロカラムが、保持
容量が大きく、ペプチドの回収率が高く、また必要な溶出溶液量が少ないことから、
ペプチドの精製に広く用いられている 66, 70。これらのピペットチップ型のマイクロカ
ラムでは、試料を並行して処理することができるため、総分析時間を短縮することが
できる。しかし、非常に短いペプチドやリン酸化ペプチドなどの親水性ペプチドは固
定相に保持されにくく、精製工程中に失われやすいため 71, 72、プロテオームを十分に
カバーできないという問題があった。 

古くから、逆相カラムでの親水性ペプチドの保持を向上させるために、フッ化炭素
鎖をもつ脂肪酸がイオンペア試薬として使用されてきた 73。しかし、これらの強力な
イオンペア試薬は ESI の効率を著しく低下させ、MS 分析の感度を下げる原因となっ
ていた 68。また、長いフッ化炭素鎖を持つイオンペア試薬を試料調製時にのみ使用し
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た場合でも、その後の LC/MS 分析を汚染する可能性がある 74。また、これらの疎水性
のイオンペア試薬を使用しても、非リン酸化ペプチドに比べてリン酸化ペプチドの保
持を向上させる効果は低いことが明らかになっている 60, 75, 76。一方で、ペプチドを非
極性基で化学的に修飾することで、疎水性を高め、保持力を向上させ、試料調製時の
親水性ペプチドの回収率を高めることができる 72, 77, 78。しかし、これらの手法では一
般的に、ペプチドを標識するためのより複雑なワークフローを必要とし、限られた量
の試料に適用するのは困難であることが多い。これまでのところ、多孔性グラファイ
トカーボン（PGC）クロマトグラフィーが、短いペプチドや親水性ペプチドの分析に
おいて、RPLC に代わる最も有望な手法であると考えられている 79, 80。しかし、PGC ク
ロマトグラフィーでは疎水性ペプチドの回収率が低いため、PGC カラムをペプチド分
析に導入する際には、オンラインおよびオフラインの両方で逆相カラムを併用する必
要があった 71, 81, 82。 

LC における溶質の保持とカラム温度の関係は、式 4 と式 5 で表される 83。 

ΔG° = -RT ln (k/Φ)   (4) 

ln k = -ΔH°/RT + ΔS°/R + ln Φ (5) 

ここで、ΔG°はギブス自由エネルギー変化、k は保持係数、Φ は相比、ΔH°はエンタル
ピー変化、ΔS°は移動相から固定相への分析対象物の移動に伴うエントロピー変化で
ある。この式は van't Hoff 式と呼ばれ、ΔS°、ΔH°、Φ が温度に依存しないと仮定する
と、ln k の 1/T への線形依存性を表している 84。RPLC/MS 分析では、一般に、カラム
温度を上げると分析対象成分の保持時間が短くなり、鋭いピークが得られる 85。一方、
カラム温度を下げると、親水性の溶質をより効果的に保持することができ 86, 87、これ
を利用したカラム温度制御ピーク集束法によりペプチドやタンパク質のピーク形状
の改善が可能である 88。また、RPLC/MS に低温のペプチド試料を注入すると、ウシ血
清アルブミンの配列カバー率が高くなり、また、プロテオーム試料測定においても同
定ペプチド数が増加することが報告されている 89, 90。 

本研究では、ピペットチップ型の逆相固相抽出マイクロカラムを冷却することで、
オフラインでの脱塩工程において親水性（リン酸化）ペプチドを保持する能力が向上
するのではないかという仮説に基づき、冷却した RP-StageTip を用いることで、疎水
性ペプチドの回収率を犠牲にすることなく、プロテオームおよびリン酸化プロテオー
ム解析における親水性ペプチドの回収率を向上させる簡便な方法を開発することを
目的とした。  
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第二節 冷却 StageTip の開発 
まず、HeLa 細胞から抽出したトリプシン消化ペプチド 20 µg を精製するため、脱

塩マイクロカラムとして、SDB-StageTip と PGC-StageTip を比較したところ、SDB-

StageTip は LC/MS/MS での保持時間が小さい（< 20 分、溶出 ACN 濃度 8%未満に相
当）親水性ペプチドを回収できなかったのに対し、これらのペプチドは PGC-StageTip

ではうまく回収された（図 4A）。しかし、疎水性ペプチドの回収率は PGC-StageTip の
方が低く（図 4A）、SDB-StageTip、PGC-StageTip のどちらも、幅広い親水性/疎水性を
持つトリプシン消化ペプチドの回収には適していないことがわかった。次に、SDB-

StageTip の上にクロマトグラフィー用の逆相系固定相粒子を加えることで、固定相の
体積を増やした。SDB 粒子（InertSep PLS-2）またはより疎水性の高い C18 修飾 SDB

粒子（InertSep RP-C18）を使用し、親水性ペプチドの回収率を調べた。また、イオン
ペア試薬として TFA の代わりにヘプタフルオロ酪酸（HFBA）を採用し、試料ペプチ
ドの疎水性を高めた 91。図 4B に示すように、疎水性の高い逆相系樹脂（SDB-C18）で
もイオンペア試薬（HFBA）でも、親水性ペプチドの回収率は向上しなかった。親水性
ペプチドの回収率は、追加の SDB 粒子を充填した SDB-StageTip の場合に若干の改善
が見られた。しかし、依然として親水性ペプチドの回収率は PGC-StageTip で最も高か
った。次に、回収率をさらに向上させるために、試料添加時の SDB-StageTip の温度の
影響を調べた。StageTip を用いた脱塩工程では、溶液を通過させるために冷却遠心機
を使用しているため、遠心機の温度を 4 °C に設定し、脱塩工程を開始する前に遠心機
の中で StageTip を 5 分間冷却した。HeLa 細胞抽出物からの 5 µg のトリプシン消化ペ
プチドをこの低温 SDB-StageTip プロトコル（CoolTip）と標準 SDB-StageTip プロトコ
ル（RT-Tip）を用いて分析し、両者の比較を行った。アセトニトリル（ACN）濃度は逆
相系固定相のペプチドの保持力に強く影響するため、試料負荷と洗浄の工程では、
ACN の濃度が異なる 3 つの溶液（0.1％TFA / 0、2、or 4％ACN）を評価した。脱塩後、
500 ng のペプチドを nanoLC/MS/MS システムに注入した。図 5A-C は、RT-Tip および
CoolTip の保持時間毎に集約したペプチドの同定数を示している。CoolTip では、特に
保持時間が 20 分未満（溶出 ACN 濃度 8%未満に相当）の親水性ペプチドの同定数が、
調べた 3 種の溶媒全てで高くなった。つまり、StageTip の温度を下げることで、親水
性ペプチドの回収率が向上した。この冷却による回収率向上効果は、ACN 濃度が高い
ほど大きくなった。2-4% ACN 溶媒はペプチドの脱塩における試料負荷と洗浄工程に
広く使用されているが、この条件では親水性ペプチドが脱塩中に失われることが示さ
れた。しかし、これらの親水性ペプチドは、同定されたペプチドの総数のごく一部
（10％未満）でしかないため、同定数の合計は、評価したすべての条件で有意な差は
認められなかった。 
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さらに、一連の StageTip の温度（25 °C、16 °C、8 °C、4 °C）を評価したところ、
StageTip の温度が低いほど親水性ペプチドの回収率が高まることが明らかとなった
（図 6）。8 °C 以下の条件間では親水性ペプチドの回収率に有意差は認められなかっ
た。さらに、4 °C の CoolTip 脱塩において、親水性ペプチドの回収率に対する試料溶
液および洗浄液の事前冷却の効果を評価したところ、事前冷却を行った場合と行わな
かった場合では有意差がなかった（図 6）。これらの結果から、4 °C で最大の回収率が
得られ、また、用いる溶液自体を予冷する必要はないと結論づけた。 

一般的に、生体試料由来のリン酸化ペプチドは非リン酸化ペプチドよりも親水性が
高いとされる。これは、第一章でも述べたようにリン酸基自体がペプチドの親水性を
高めることに加え、生体内のリン酸化修飾が、疎水性アミノ酸残基の含有率が低い天
然変性領域などに集中していることに起因する 92-95。そのため、CoolTip による親水
性ペプチドの回収率の向上は、リン酸化プロテオーム解析に特に効果的であると考え
られた。通常、リン酸化プロテオミクスの試料調製ワークフローでは、リン酸化ペプ
チド濃縮前とリン酸化ペプチド濃縮後の 2 回の脱塩工程が必要となる。ここでは、議
論を簡単にするために、リン酸化ペプチドの濃縮に対応したタンパク質抽出液を利用
することで、1 回の脱塩手順のみをリン酸化プロテオミクスのワークフローに組み込
んだ 96, 97。つまり、消化されたペプチドのうち 30 μg を直接 TiO2クロマトグラフィー
にかけ、約 150 ng のリン酸化ペプチドを含む溶出液を StageTip により脱塩し、
LC/MS/MS で分析した。図 5D-F は、リン酸化ペプチドの同定数を保持時間ごとに集
計したものである。リン酸化ペプチドの保持時間範囲は、非リン酸化ペプチドの場合
に比べて早くなっており、その結果、親水性ペプチドの割合が高くなっている。非リ
ン酸化ペプチドの場合と同様に、CoolTip では、特に早い保持時間（< 20 分）でより
多くのリン酸化ペプチドが同定された。また、温度の影響は、非リン酸化ペプチドの
場合と同様に、試料負荷/洗浄工程の ACN 濃度が高いほど顕著に現れた。同定された
リン酸化ペプチドの総数は、非リン酸化ペプチドの場合よりも、温度や試料溶液の
ACN 濃度に敏感であり、CoolTip がリン酸化ペプチドに対してより効果的であること
を示している。以上の結果から、CoolTip は、プロテオームとリン酸化プロテオーム
の両方の試料について、どの ACN 濃度の試料溶媒でも、RT-Tip よりも多くのペプチ
ドを同定することが可能であった（図 7A-C）。最後に、最適化された CoolTip を PGC-

Tip と比較した 79, 81。ここでも、親水性と疎水性の両方の（リン酸化）ペプチドにつ
いて、CoolTip ではより多くのペプチドを同定することが可能であった（図 8）。 
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図 4. 異なる逆相系固定相とイオンペア試薬を用いた場合のペプチド同定数
の概要。（A）SDB-StageTip と PGC-StageTip、（B）逆相系樹脂（InertSep 
PLS-2（SDB）および InertSep RP-C18（SDB-C18））を 1 mg 詰めた
SDB-XC StageTip を用いて、4% ACN / 0.5% TFA または 0.5% HFBA に
溶解した 20 µg の HeLa トリプシン消化物を脱塩した。脱塩したペプチ
ドから、1 µg を nanoLC/MS/MS に注入した。親水性ペプチド：より早
い保持時間で溶出したペプチド（<20 分、8％未満の ACN濃度に対応）。
疎水性ペプチド：より遅い保持時間で溶出したペプチド（>70 分、28%
より大きい ACN濃度に対応）。（A）3 回の繰り返し実験、（B）2 回の繰
り返し実験の結果を示す。 
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図 5. 保持時間毎のペプチド同定数の比較。棒グラフは各領域のペプチド同定
数を示す。エラーバーは 3 回の繰り返し解析の標準偏差を示す。*: p < 
0.05（A-C）（A）4% ACN、（B）2% ACN、（C）0% ACNの溶媒で試料
負荷し、洗浄した場合のプロテオミクスの結果。（D-F）脱塩工程での試
料負荷と洗浄に（D）4% ACN、（E）2% ACN、（F）0% ACN溶媒を使用
した場合のリン酸化プロテオミクスの結果。 
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図 6. 一連の StageTip の温度によるペプチド同定のまとめ。25 °C、16 °C、

8 °C、4 °Cの SDB-XC StageTip は、4% ACN / 0.1% トリフルオロ酢酸
（TFA）に溶解した 5 µg の HeLa トリプシン消化物を用いて評価した。
試料負荷、洗浄、溶出のための溶媒はすべて 25 °Cまたは氷上で調製し
た。脱塩したペプチドのうち 500 ng を nanoLC/MS/MS に注入した。親
水性ペプチド：より早い保持時間で溶出したペプチド（< 20 分、8％未
満の ACN濃度に対応）。3 回の実験の平均値を示す。エラーバーは標準
偏差を示す。 
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図 7. 各条件でのペプチド同定数のまとめ。（A）プロテオーム解析におけるペ
プチドの総同定数。（B）リン酸化プロテオミクスにおけるペプチドの総
同定数。棒グラフはペプチドの同定数を示す。エラーバーは、3 回の解
析による標準偏差を示す。（C）CoolTip によって得られたペプチド同定
数の増加率。CoolTip での平均ペプチド同定数と RT-Tip での平均ペプチ
ド同定数を各溶媒条件で比較した。 
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図 8. PGC-Tip と CoolTip を用いた脱塩法におけるペプチド同定数のまとめ。
各 StageTip を用いて、5 µg のペプチドまたは約 150 ng のリン酸化ペプ
チドを脱塩した。脱塩工程での試料負荷と洗浄には 0% ACN溶媒を使用
した。PGC-Tip を用いた脱塩は室温で行った。（A、B）ペプチドの同定
数を保持時間毎に集約した。棒グラフは、各領域におけるペプチド同定
数を示す。エラーバーは 3 回の繰り返し実験における標準偏差を示す。
*: p < 0.05（C、D）棒グラフは、全ペプチド同定数の平均値を示す。エ
ラーバーは、3 回の繰り返し実験による標準偏差を示す。 
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第三節 冷却 StageTip はペプチドの定量精度を改善する 
CoolTip におけるペプチドの回収率を定量的に評価するために、プリカーサーイオ

ンのシグナルに基づいた非標識定量を行った。ペプチドのピーク面積情報は、抽出イ
オンクロマトグラムのターゲット抽出法 98に基づき、自作のスクリプトを用いて抽出
した。6 回の測定（RT-Tip と CoolTip の 3 回繰り返し分析）すべてで定量されたペプ
チドに着目し、ACN 濃度条件ごとに 2 つの手法間で共通して同定されたペプチドのピ
ーク面積比を算出した。その結果、図 9A-C の親水性の非リン酸化ペプチドおよび図
9D-F のリン酸化ペプチドで示されているように、保持時間が 20 分未満の親水性ペプ
チドについて CoolTip でより良好な回収率が得られた。保持時間が 20 分未満のペプ
チドとリン酸化ペプチドの回収率は、平均して CoolTip 条件でそれぞれ 2.1 倍と 1.9

倍に増加した。特筆すべきは、CoolTip を使用しても疎水性ペプチドの大幅な減少は
見られず、CoolTip 法の汎用性が証明されたことである。次に、この 3 回繰り返し実
験のデータから、それぞれの手法の定量精度を評価した。図 10A と図 10B は、それ
ぞれ同定ペプチドと同定リン酸化ペプチドのピーク面積の相対標準偏差（RSD）を示
している。低 ACN 濃度の条件でより良い精度が得られたが、これは ACN 濃度が低い
と逆相固定相への保持力が強くなり、脱塩時のペプチドの損失が少なくなるためと考
えられた。同様に、CoolTip は RT-Tip よりも低い RSD 値を示した。これは、CoolTip

がより強い保持を可能にし、脱塩工程でのペプチドの損失を減少させることを反映し
ている。CoolTip は特別な試薬を必要とせず、様々な種類のショットガンプロテオミ
クス実験に簡単に導入することができる。StageTip の冷却は、広く普及している冷却
遠心機で行うことができ、LC/MS/MS システムの温度をコントロールする必要はない。
したがって、CoolTip は、StageTip を直接キャピラリーLC システムへ接続する、近年
開発された speLC/MS/MS システムなどとも容易に組み合わせることができ 99, 100、分
析の堅牢性を高めることが可能である。 
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図 9. CoolTip および RT-Tip のペプチド保持時間に応じた相対定量の結果。各
溶媒条件で同定されたペプチドに対して非標識定量を行った。各点はペ
プチドの定量比を表す。（A-C）（A）4% ACN、（B）2% ACN、（C）0% 
ACNの溶媒で試料負荷し、洗浄した場合のプロテオミクスの結果。（D-
F）脱塩工程での試料負荷と洗浄に（D）4% ACN、（E）2% ACN、（F）
0% ACN溶媒を使用した場合のリン酸化プロテオミクスの結果。 

  



 
 

32 
 

 

 

 

 

 

 

図 10. 3 回の繰り返し実験における定量されたペプチドの定量再現性の分布。
箱は四分位範囲を表す。ひげは 5%と 95%の四分位を示す。各ボックス
内の太い水平線は中央値を示す。（A）プロテオミクスの結果。（B）リン
酸化プロテオミクスの結果。 
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第四節 結語 
本研究では、冷却 StageTipを用いたシンプルな脱塩プロトコルを新規に開発した。

CoolTip は、疎水性ペプチドの回収率を犠牲にすることなく、親水性（リン酸化）ペ
プチドの同定範囲を拡大し、さらにペプチドの定量分析の精度を高めることを示した。
様々なプロテオミクス実験のパフォーマンスを向上させるために、このプロトコルを
容易に適用できると期待される。 
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第三章 
多重定量リン酸化プロテオミクスのための 
             ナノスケール固相同重体化学標識 
 
 
 
第一節 序 

Tandem mass tag（TMT）に代表される同重体化学標識を用いた定量プロテオミクス
は、試料の多重化が可能で、高精度、高スループットであることが魅力である 25。同
重体標識法は、多重化された試料の同重体プリカーサーイオンから生成されるレポー
タープロダクトイオンをモニターすることで、一度の測定で複数の試料を同時に定量
することができる。さらに、この TMT を用いた相対定量法では、異なる標識タグを
付けたペプチドが単一のプリカーサーイオンピークとして現れ、低濃度のペプチドの
検出性を高めることができることが大きな利点の 1 つである 26。例えば、十分な量の
標的ペプチドを含む「キャリア試料」を用いることで、少量の試料からのペプチドの
検出感度を向上させることが可能である 101, 102。1 つまたは複数の TMT チャネルで標
識された大量の「キャリア試料」を使用する同重体標識シグナル増幅（BASIL）は、一
細胞プロテオーム解析などにおいても有用である 102-104。ただし、キャリアペプチド
の添加量は、装置のダイナミックレンジを考慮して決定する必要があり 105、また、
TMT 標識反応において、微量試料の取り扱いには注意が必要である。 

TMT 試薬を用いた多重定量リン酸化プロテオミクス研究では、試料調製時の手技
的なばらつきを抑えるために、リン酸化ペプチド濃縮の前に標識反応を行うことが多
い 106, 107。しかし経験上、リン酸化ペプチド濃縮のための TiO2クロマトグラフィーに
おいて、TMT によるペプチド修飾は化学的性質を変化させるため、選択性の変化を引
き起こす。実際、2 つの論文で、TMT で標識したリン酸化ペプチドの TiO2クロマトグ
ラフィーでの回収率が低いことが報告されている 108, 109が、その理由はまだ明らかに
されていない。また、哺乳類プロテオーム試料消化物中のリン酸化ペプチドの含有量
は一般的に 1%未満であり、この方法では、非リン酸化ペプチドごと標識する必要が
あるため、高価な TMT 試薬が大量に必要となる。一方、リン酸化ペプチドを濃縮し
た後に TMT 標識を行うと、TMT 試薬の使用量は少なくて済むが、リン酸化ペプチド
の濃縮と TMT 標識の両方に再現性の高い手法が必要となる 39, 110。出発試料が少量
（100 µg 未満）の場合、濃縮されたリン酸化ペプチドの量は 1 µg 以下の規模となり、
このような少量のペプチドを標準的なプロトコルでTMT標識することは困難である。
逆相 SPE カラムを用いたペプチドの固相 TMT 標識は、従来の溶液 TMT 標識よりも高
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感度であることが報告されている 111-114。最適化すれば、1-2 μg のペプチドを固相上
で TMT 標識することができる 112, 113 が、リン酸化ペプチドに対するこのようなマイ
クロスケールの固相標識の適用性はまだ評価されていない。 

ここでは、まず TiO2 クロマトグラフィーによるリン酸化ペプチドの濃縮に及ぼす
TMT の修飾の影響を系統的に評価した。次に、StageTip ベースの固相マイクロリアク
ターを用い、リン酸化ペプチドの濃縮工程の後に TMT 標識反応を行う、再現性と感
度の高いリン酸化プロテオミクスのワークフローを確立した。反応 pH、逆相固定相、
イオンペア試薬が、微量リン酸化ペプチドの固相標識を成功させるために重要である
ことが明らかとなった。確立した手法の評価実験として、MKK1/2 阻害剤（セルメチ
ニブ）の投与に伴う HeLa 細胞のリン酸化プロテオームの変化をプロファイリングし
た。約 10000 個の重複を含まないリン酸化ペプチドを、50 µg タンパク質試料の 3 回
の分析で定量することが可能であった。さらに、確立した手法を基に、in vitro チロシ
ンキナーゼ反応処理試料を「キャリア試料」として用いることにより、標的とする配
列モチーフを有するチロシンリン酸化ペプチドを特異的に検出するリン酸化モチー
フ標的 TMT アプローチを開発し、抗体アフィニティー濃縮なしに、100 µg 以下の試
料から 2000 以上のチロシンリン酸化ペプチドを定量した。 
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第二節 TMT 標識は TiO2クロマトグラフィーによる 
リン酸化ペプチド濃縮を阻害する 

リン酸化プロテオミクスでは、実験操作のばらつきを考慮して、リン酸化ペプチド
の濃縮前に TMT などによる同重体標識反応を行うことが多い。しかし、化学的標識
が TiO2 クロマトグラフィーによるリン酸化ペプチドの濃縮過程に与える影響につい
ては系統的に検討されておらず、さらに、TMTpro115 のような新しい標識試薬が導入
された場合には、リン酸化ペプチドの濃縮条件を再検討する必要がある。一方、リン
酸化ペプチドを濃縮した後に化学標識すれば、再検討の必要はない。また、標識に供
するペプチド量を大幅に減らすことができ、それに伴って標識試薬のコストも削減で
きる。ここでは、比較的微量の試料を分析する際に、リン酸化ペプチドの濃縮と TMT

標識のどちらを先に行うべきかを評価するために、以下の実験を行った。まず、50 μg

の消化ペプチドを 100 μg の TMT を用いて溶液中で標識し、TMT で標識された消化物
からリン酸化ペプチドを濃縮した（TMT-TiO2）。次に、50 μg のペプチドからリン酸化
ペプチドを濃縮し、25 μg の TMT を用いて溶液中で標識した（TiO2-TMT）。リン酸化
ペプチドが濃縮された各試料を異なる TMT タグで標識し、全量混合後、
nanoLC/MS/MS で分析した（図 11A）。 

図 11B は、定量されたリン酸化ペプチドのレポーターイオン強度の分布を示してい
る。TiO2-TMT 戦略では TMT 標識反応の規模が小さいため、試料損失の影響がより顕
著であると予想されたが、実際にはリン酸化ペプチドの回収率は TiO2-TMT の方が
TMT-TiO2よりも平均で 5.4 倍高かった（図 11B）。TMT-TiO2で回収率が低い理由を調
べたところ、2 つのアプローチ間の強度比は、ペプチドあたりのリン酸化修飾の数と
相関していることが明らかとなった（図 11C 左）。また、ペプチドあたりの酸性残基
（Glu、Asp）の数についても同様の傾向が見られ（図 11C 右）、TMT 標識リン酸化ペ
プチドが TiO2 クロマトグラフィーで保持されるためには、非標識リン酸化ペプチド
よりも多くの酸性残基が必要であることが示唆された。リン酸化ペプチドが TMT 標
識によって TiO2 との親和性を弱めているかどうかを確認するために、TMT 標識した
リン酸化ペプチド試料と標識なしのリン酸化ペプチド試料を調製し、それぞれ TiO2ク
ロマトグラフィーの非保持画分と溶出画分を採取し、nanoLC/MS/MS を用いて分析し
た。その結果、TMT で標識されたリン酸化ペプチドの約 10%がフロースルー画分に
含まれていたのに対し、非標識のリン酸化ペプチドは 1%未満であった（図 12）。こ
のことから、TMT-TiO2 ワークフローにおける回収率の低さは、TMT で標識されたリ
ン酸化ペプチドの TiO2 粒子に対する親和性が弱いことに起因すると考えられた。こ
れは、TMT の望ましくない電荷増強効果 116により、TMT の第三級アミンがリン酸基
と分子内塩橋を形成し、リン酸基と TiO2 粒子の相互作用を阻害した結果と考えられ
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る。また、この 2 つの戦略の再現性を 3 回繰り返し分析で評価した。TiO2-TMT 法の
再現性は、TMT-TiO2 法よりも優れていた。TiO2-TMT 法で定量されたリン酸化ペプチ
ドの 90%以上は、相対標準偏差の値が 20%未満であり、リン酸化ペプチドの濃縮手
順における手技のばらつきが定量に大きな影響を与えないことを示している（図
11D）。TMT-TiO2 での再現性が低いのは、レポーターイオンのシグナル強度が低いた
めと考えられる。これらの結果から、特に微量試料の場合は、試料の損失を最小限に
抑えるために、リン酸化ペプチドの濃縮後に TMT 標識を行うべきであると結論づけ
た。  
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図 11. TMT 標識と TiO2 ベースのリン酸化ペプチド濃縮のワークフローの組み
合わせ。（A）ワークフローの模式図。両手法で得られた TMT 標識リン
酸化ペプチドを全量混合し、LC/MS/MS で分析した。（B）同定されたリ
ン酸化ペプチドのレポーターイオン強度の分布。TMTの定量は、6つの
TMTチャンネルすべてでシグナルが検出された場合にのみ行った。箱は
四分位範囲を表す。ひげは 5%および 95%までの定量値を表す。太い水
平線は中央値を示す。（C）レポーターイオン強度比と各リン酸化ペプチ
ド上のリン酸基または酸性残基（Glu、Asp）の数との関係。箱は四分位
範囲を表す。ひげは 5%および 95%までの定量値を表す。太い水平線は
中央値を示す。（D）同定されたリン酸化ペプチドレポーターイオン強度
の相対標準偏差（RSD）の頻度分布。 
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図 12. TiO2 リン酸化ペプチド濃縮における TMT 標識リン酸化ペプチドの回収

率。TiO2リン酸化ペプチド濃縮からのフロースルー画分の分析。直列で
二度のリン酸化ペプチド濃縮実験を行い、フロースルー画分中のリン酸
化ペプチドを分析した。同定されたリン酸化ペプチドのピーク面積を溶
出画分とフロースルー画分で比較した。 
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第三節 ナノグラム規模固相 TMT 標識プロトコルの開発 
TiO2 クロマトグラフィーの溶出液は TMT 標識反応液と互換性がないため、標識反

応の前に脱塩操作が必要となる。試料調製の手順が増えるとリン酸化ペプチド損失の
機会が増すため、ナノグラム単位の微量リン酸化ペプチドに対して、1 本の StageTip

逆相マイクロカラムを脱塩装置および固相マイクロリアクターとして使用する固相
反応方法を検討した。 

まず、StageTip における反応の pH 条件を最適化した。Empore C18 を充填した
StageTip をリアクターとして使用し、合成リン酸化ペプチド（YLpSFTPPEK）20 pmol

（25 ng 以下）を 10 μg の TMTzero 試薬で標識した。pH 4.5 では、ペプチドの約 30％
が未標識で、60％が 2 つのアミノ基のうち 1 つだけが TMT で標識されていたが、pH 

6.5 では 95％以上が完全に標識されていた（図 13A）。図 13B は、pH 4.5 と 6.5 での
反応試料の LC/MS 分析におけるクロマトグラムである。pH 4.5 の抽出イオンクロマ
トグラム（XIC）では、部分的に標識されたペプチドに対応する二重ピークが観測さ
れ、N 末端あるいはリジン残基のうち片方が標識された 2 種類のペプチドが存在する
ことがわかった。一方、pH 6.5 では、同量の TMT 試薬を用いても、完全に標識され
たペプチドに対応する単一のピークが優位に観測された。1 μg のペプチドに対し 40 

μg の TMT で標識するような比較的大規模な反応では、いくつかの研究グループが固
相 TMT 標識に pH 4.5 を採用しているが 111, 112、ナノグラム単位の量のペプチドを
TMT試薬で標識するには pH 4.5は低すぎることがわかった。これらの結果に基づき、
できるだけ少量の TMT 試薬を使用するために pH 6.5 を選択し、さらなる検討を行っ
た。 
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図 13. StageTip を用いた固相 TMT 標識反応の pH 最適化。（A）合成リン酸化
ペプチド YLpSFTPPEK のピーク面積比。ペプチドは TMT タグの数に
応じて 3 つのクラスに分類した。Not labeled: TMT 非標識ペプチド。
Partially labeled: TMTタグが付いているが、リジン側鎖またはペプチド
N 末端のいずれかが標識されていないペプチド。Fully labeled: TMT で
完全に標識されたペプチド。（B）各カテゴリーの合成リン酸化ペプチド
の抽出イオンクロマトグラム。 
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次に、固相標識用のクロマトグラフィー固定相を検討した。一般的な逆相の C18-シ
リカゲル（Sep-Pak tC18）およびさまざまなポリマーベースの固定相を評価した。50 

μg の HeLa 消化物から濃縮されたリン酸化ペプチドを 10 μg の TMTzero で標識した。
検討した 5 種類の材料のうち、C18-シリカおよび C18 修飾ポリスチレンジビニルベ
ンゼン共重合体樹脂（C18-polymer、InertSep RP-C18）は高い標識効率を示したが、
C18 を含まない他のポリマー樹脂では反応効率が低かった（図 14A）。標識効率が低
い理由を調べるために、未標識のリン酸化ペプチドに着目したところ、これらのリン
酸化ペプチドは、ペプチドの疎水親水度の総平均の指標（GRAVY index117）に基づく
と、より親水性が高いことが明らかとなった（図 14B）。このことから、StageTip カラ
ムの入口で、固定相の疎水性が不十分なために狭い試料バンド内に濃縮されず、これ
らの親水性リン酸化ペプチドが完全には捕捉されなかったと考えられた。したがって、
これら 5 種類の樹脂の中では、最も疎水性が高いと予想される C18 ポリマー樹脂が、
標識効率の点で最も良い結果を示した。注目すべきは、C18 ポリマー樹脂が、同定さ
れたリン酸化ペプチドの数の点でも最も優れた結果を示したことである（図 14C）。
そこで、この C18 ポリマー樹脂を選んで、さらなる検討を行うことにした。 
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図 14. StageTip を用いた固相 TMT標識のための逆相系樹脂の最適化。（A）固
相標識のための逆相系樹脂のスクリーニング。各固定相は 2 回の繰り返
し実験で評価した。リン酸化ペプチドのピーク面積の合計を示す。Not 
labeled: TMT非標識ペプチド。Partially labeled: TMT標識されているが、
リジン側鎖またはペプチド N 末端のいずれかが標識されていないペプ
チド。Fully labeled: TMTで完全に標識されたペプチド。（B）5 種類の固
定相を用いて TMT で標識された、または標識されていない同定リン酸
化ペプチドの GRAVY index分布。（C）異なる固定相粒子を用いて固相
標識したリン酸化ペプチドの同定結果。エラーバーは標準偏差を示す（n 
= 3）。 
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次に、StageTip を用いた固相標識プロトコルと、幅広い疎水性を持つリン酸化ペプ
チドを用いた従来の溶液反応プロトコルを比較し、解析可能なペプチドに偏りが生じ
ていないかどうかを調べた。その結果、StageTip 固相標識プロトコルは溶液反応プロ
トコルよりも平均して 1.26 倍良い結果が得られたが（図 15A）、StageTip 固相標識プ
ロトコルでは、図 15B に示すように、最初に溶出する親水性ペプチド画分の結果が溶
液反応プロトコルよりも悪くなっていたことが明らかとなった。固相標識法において、
親水性ペプチドの回収率が低下することはすでに報告されている 72, 111。これらの親
水性リン酸化ペプチドの回収率を向上させるために、試料溶媒添加剤として TFA より
も疎水性の高いイオンペア試薬の使用を検討した 60, 76。そこで、その強い疎水性と
LC/MS との互換性に基づいて HFBA を選択し、オリジナルの TFA-StageTip プロトコ
ルおよび溶液反応プロトコルと比較した。その結果、HFBA を用いた StageTip 法は、
溶液反応法に比べて平均で 1.71 倍のシグナルが得られた（図 15A）。最初に溶出した
画分についても、HFBA プロトコルにより、溶液反応プロトコルと同等の結果を得る
ことができた（図 15C）。さらに、HFBA は疎水性のリン酸化ペプチドの回収率を向上
させた（図 15D）。これは、HFBA が TFA よりも強い表面活性を持つことから、プラス
チック製の実験器具へのリン酸化ペプチドの吸着を防ぐためと考えられた 118。さら
に、1 - 100 μg の HeLa タンパク質から濃縮したリン酸化ペプチドを用いて、最適化し
た固相標識プロトコルの直線性範囲を確認した（図 16）。リン酸化ペプチドの含有量
は、HeLa 細胞由来の全トリプシンペプチドの約 0.5%であることを考慮すると
（nanoLC/UV 214nm による推定値）、本法は 5 - 500 ng のリン酸化ペプチドの分析に
使用することが可能であると考えられる。以上より、StageTip を用いたナノグラム単
位のリン酸化ペプチドの固相標識には、C18 修飾ポリスチレンジビニルベンゼン共重
合体樹脂を固定相とし、HFBA を試料溶媒添加剤として用い、pH 6.5 で反応させるこ
とが最適条件であると結論づけた。また、このプロトコルは、新たに商品化された
TMTpro 試薬との互換性があることも確認した（図 17）。 
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図 15. StageTipを用いた固相 TMT標識におけるイオンペア試薬の最適化。（A）

各イオンペア試薬を用いた固相標識法と溶液標識法のレポーターイオ
ン強度比の分布の比較（n = 5、平均）。箱は四分位範囲を表す。ひげは
5%および 95%までの定量値を表す。太い水平線は中央値を示す。（B-D）
グラジエント分析におけるリン酸化ペプチドのレポーターイオン強度
比とその溶出 ACN 組成の関係。（B）TFA を用いた固相での TMT 標識
と溶液相での標識の比較。（C）HFBA を用いた固相 TMT 標識と溶液相
標識との比較。（D）HFBA を用いた固相 TMT標識と TFA を用いた固相
TMT標識の比較。箱は四分位範囲を表す。ひげは 5%および 95%までの
定量値を表す。太い水平線は中央値を示す。 
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図 16. 最適化された固相 TMT標識法におけるペプチド量の適用範囲。HeLa 消
化物から TiO2 クロマトグラフィーでリン酸化ペプチドを濃縮し、（A）
に示す量に分けた。最適化された固相 TMT 標識法により TMT10plex試
薬で標識した後、示された量のペプチドを混合し、LC/MS/MS で分析し
た。分析には、FAIMS pro を搭載した Orbitrap Exploris 480 質量分析計
と UltiMate 3000 RSLCnano ポンプ（Thermo Fisher Scientific）を使用
した。（B）棒グラフは、定量可能なリン酸化ペプチドの数を示している。
10 個のレポーターイオンチャネルすべてでピークが検出されたものを
1 μg のリン酸化ペプチドから定量可能とした。また、8 個のレポーター
イオン（127C、128N、128C、129N、129C、130N、130C、131）、6 個
のレポーターイオン（128C、129N、129C、130N、130C、131）、4 個
のレポーターイオン（129C、130N、130C、131）が検出されたものを、
それぞれ 5 μg、10 μg、50 μg のリン酸化ペプチドから定量可能とした。
(C）箱ひげ図は、チャンネル 131 に対する TMT レポーターイオン強度
比の上四分位、中央値、下四分位を示している。箱ひげ図の統計を用い
て外れ値を特定した（閾値：1.5×四分位範囲（IQR））。破線は期待され
る比率を表す。1 μg から定量可能なリン酸化ペプチドをプロットした。  
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図 17. 固相 TMTpro 標識の標識効率。最適化された固相 TMT標識プロトコル
を用いた HeLa 細胞消化物からの TMTpro 標識リン酸化ペプチドのピ
ーク面積比を示した。試料は 3 回に分けて調製した。ペプチドは、
TMTpro タグの数に応じて 3 つのクラスに分類した。Not labeled: 
TMTpro非標識ペプチド。Partially labeled: TMTpro標識されているが、
リジン側鎖またはペプチド N 末端のいずれかが標識されていないペプ
チド。Fully labeled: TMTpro で完全に標識されたペプチド。同定された
リン酸化ペプチドのピーク面積の 98%以上が完全に標識されたペプチ
ドであった。 
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第四節 セルメチニブを投与した HeLa 細胞のリン酸化プロテオーム解析 
確立したナノグラム単位の TMT 標識法の有用性を示すために、本法をセルメチニ

ブ処理した HeLa 細胞のリン酸化プロテオームプロファイリングに適用した。2 メー
トル長のシリカモノリスキャピラリーカラムを用いて 8 時間グラジエントで 3 回の
nanoLC/MS/MS を行ったところ、TMT チャンネルごとに 50 μg の HeLa 細胞の全消化
物から濃縮された 9822 個のリン酸化ペプチドを定量することに成功した（図 18A）。
必要な TMT 試薬量は 1 チャンネルあたり 10 μg で、10plex の TMT 試薬を使用した
（セルメチニブ処理、n = 5、DMSO 処理、n = 5）。これらのリン酸化ペプチドの中か
ら、リン酸化サイトの局在化確率が 75%以上のペプチド（n = 7524）を用いてさらに
解析を進めた結果、7428 個のクラス I リン酸化部位 35が同定された。Perseus ソフト
ウェア 119を用いて、セルメチニブ処理によって有意に発現が低下した 305 個のリン
酸化ペプチドを同定した（図 18B）。全リン酸化ペプチドの約 4%が有意な減少を示し
た（図 18B）。 

セルメチニブは、MAP キナーゼキナーゼ 1 および 2（MKK1/2）の活性を直接阻害
することが知られており、その結果、その下流の細胞外シグナル関連キナーゼ 1 およ
び 2（ERK1/2）の活性を阻害する 120。メラノーマ細胞を対象とした以前のリン酸化
プロテオミクス研究では、MKK1/2 阻害剤の投与により、ERK1/2 阻害剤の投与とほ
ぼ同じリン酸化プロテオームの変化が見られた 121。これは、MKK1/2 のレベルでは、
分岐した経路がほとんど存在しないことを示している。今回取得したデータでは、
ERK1/2 の制御部位に対応するリン酸化ペプチドや、MYC、STMN1、RPS6KA1 などの
ERK1/2 の既知の下流基質は、セルメチニブ投与により有意な減少を示した。さらに、
以前から ERK 依存的にリン酸化されることが示されていたヌクレオポリン複合体メ
ンバー122, 123も、セルメチニブ処理によって減少した（図 19）。 

次に、KSEA（Kinase-Substrate Enrichment Analysis）124を行った（図 18C）。キナーゼ
－基質の関係は、公共データベース PhosphoSitePlus のキナーゼ基質データセットに
基づいて割り当てられた。期待した通り、KSEA では MKK1、ERK2、RPS6KA1 の活性
減少が見られた。興味深いことに、セルメチニブ処理後に MTOR や CDK4 などの一部
のキナーゼが活性化された。いくつかの細胞株では、MAPK 経路の阻害後に
PI3K/MTOR 経路が活性化されることが報告されており 125, 126、MAPK と MTOR の共
同阻害は相乗効果を示した 127。MEK/CDK4、6 の共阻害も一部のメラノーマで有効で
あることが報告されている 128。本手法により、最小限の量のリン酸化ペプチドと TMT

試薬で、薬物処理による主要なキナーゼ活性の変化を解析することが可能であった。 
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図 18. セルメチニブで処理した HeLa のリン酸化プロテオームの定量比較解析。
（A）ワークフローの概略。コントロールおよびセルメチニブで処理し
た HeLa 細胞を EGF で刺激し（15 分）、回収した。タンパク質の消化、
リン酸化ペプチドの濃縮、固相 TMT 標識を行った後、LC/MS/MS を 3
回繰り返して試料を分析した。（B）リン酸化プロテオームの比較解析。
プロットは、同定されたリン酸化ペプチドの強度比と p 値を示している
（n = 7524）。305 個のリン酸化ペプチドと 165 個のリン酸化ペプチド
が、それぞれ有意な減少と増加を示した（それぞれ青/赤でハイライト：
S0 = 0.05、FDR = 0.01、n = 5）。（C）Kinase-Substrate Enrichment Analysis
（KSEA）の結果。同定されたすべてのリン酸化ペプチド（n = 7524）を
分析に使用した。4 つ以上の基質を持つキナーゼの Zスコアを示す。負
のスコアはキナーゼ活性の低下を意味する。z-score が 1 以上のキナー
ゼは青/赤で表示されている。 
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図 19. セルメチニブ処理によりリン酸化量が減少したタンパク質の STRING
ネットワーク解析。セルメチニブ投与によりリン酸化部位が減少したタ
ンパク質間相互作用（最小信頼度スコア 0.700）の STRING ネットワー
ク（v11.0）。ノードの色は、STRING MCL クラスタリング（インフレー
ションパラメータ：1.6）に基づくクラスタを示す。孤立したノードは表
示していない。 
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第五節 同重体標識シグナル増幅とリン酸化モチーフを利用する 
チロシンリン酸化プロテオミクス 

TMT で標識された大量の「キャリア試料」の使用はチロシンリン酸化プロテオミク
スにおいても有用である。最近、Chua らは BOOST（Broad-spectrum Optimization Of 

Selective Triggering）法を開発し、過バナジン酸（チロシンホスファターゼ阻害剤）処
理した細胞をキャリア試料として使用し、pY ペプチドの検出率を高めた 129。抗リン
酸化チロシン抗体を用いた pY ペプチド濃縮法と組み合わせた BOOST 法では、2300

以上のユニークな pY ペプチドを定量することができた。しかし、タンパク質の必要
試料量はなお mg 単位であり、抽出可能なタンパク質量が 100 μg 以下であることが
多い臨床検体のような微量試料への適用は困難であった。そこで本研究では pY ペプ
チドの検出能を高めるために、チロシンキナーゼを用いた in vitro キナーゼ反応処理
試料をキャリア試料に用いることにより、pY ペプチドの検出率向上を目指した。 

全体のワークフローを図 20a に示す。リン酸化モチーフ含有ペプチドは、チロシン
キナーゼを用いた in vitro キナーゼ反応により生成する（図 20a）。これにより、同じ
試料（同じ細胞種または組織）を用いて、内在性リン酸化部位に対応する、非リン酸
化画分のリン酸化（逆リン酸化）を達成することができる 130-132。pY 部位は pS や pT

部位と比較してリン酸化率（リン酸化ストイキオメトリー）が極めて低いため検出が
制限されるが 132, 133、この低いストイキオメトリーにより、逆リン酸化に利用するこ
とが可能な非リン酸化体が試料中に大量に存在する。タンデム MS では、内在性リン
酸化ペプチドと逆リン酸化ペプチドからの TMT 標識プリカーサーイオンが断片化さ
れることで、ペプチド同定のためのシグナルが増幅され、特に存在量の少ない内因性
リン酸化ペプチドのペプチド同定に役立つ。異なる試料間の内在性リン酸化ペプチド
の相対的な定量には、同時プリカーサー選択－MS3（SPS-MS3）28を用い、MS3でレポ
ーターイオンを定量することで、プリカーサーイオンの共分離による干渉を低減する
ことが可能である。 

チロシンリン酸化プロテオームのカバー率を拡大するために、チロシンキナーゼ
EGFR を用いて、in vitro キナーゼ反応をトリプシン消化ペプチドに対して行い、HeLa

ペプチドの逆リン酸化部位をリン酸化させ、チロシンリン酸化反応モチーフに基づく
pY ペプチドを生成した。その後、存在量の少ない内在性のリン酸化ペプチドに対応す
るため、先に開発したナノグラム規模の固相 TMT 標識プロトコルを適用し、TMT 標
識を行った。Cheung ら 105は、キャリア試料に基づく定量法には、技術的な限界によ
り、特にキャリア試料が大量に添加された場合にデータの品質に悪影響を与えると報
告している。しかし、本手法では細胞内のリン酸化ストイキオメトリーが各 pY 部位
に依存するため、すべての pY ペプチドに対し TMT 比を定量可能な範囲に制御するこ
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とは困難である。そこで、定量可能なリン酸化部位の数に対するリン酸化モチーフ含
有ペプチドのキャリア試料量の添加効果を評価した。未処理の HeLa 細胞から得た異
なる量の TMT 標識ペプチド（5、10、25、60 μg）を、異なる量（5、25、125 μg）の
キャリア試料（EGFR による pY モチーフペプチド）と混合した（図 20a）。標的試料/

キャリア試料添加量比を変えた場合の定量可能な pY サイト割合の分布を図 20b に示
す。ここでは、定量値に悪影響を及ぼすイオンサンプリング効果 103, 105を最小化する
ために、pY モチーフペプチドチャンネルの試料チャンネルに対する TMT シグナル比
は 100 未満であるべきという基準（図 20b）を設定した。この基準を適用した場合、
リン酸化モチーフ含有ペプチドの量が一定の条件で内在性ペプチドの量を増やすと、
定量可能な pY 部位の割合、数は直線的に増加した（図 20b、c）。一方、内在性ペプチ
ドの量が限られている場合、定量可能な pY 部位の数は、リン酸化モチーフ含有ペプ
チドの量の増加とともに飽和するか、あるいは減少することが示された（図 20c）。こ
の減少は、キャリア試料由来のシグナルが標的試料のシグナルに比して高くなりすぎ
るために、上述の基準を満たさなくなるからであると考えられた。 

以上の結果から、高純度の pY ペプチドを添加することが可能な本リン酸化モチー
フ標的法が、pY 抗体を用いるような pY 特異的アフィニティー精製を必要とせずに、
内在性 pY 部位の検出能を高めることができることが実証された。本手法により、60 

μgの試料から 2000以上のチロシンリン酸化ペプチドが定量可能であることを実証し
た。 
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図 20. リン酸化モチーフを利用するチロシンリン酸化プロテオミクスの概要

と、定量可能な pY 部位に対するキャリア試料の添加量比の影響。（a）
未処理の HeLa 細胞からの異なる量の TMT 標識ペプチド（5、10、25 お
よび 60 μg）を、異なる量（5、25 および 125 μg）の pY モチーフ（EGFR）
中心のペプチドと混合した。リン酸化ペプチド濃縮後に固相 TMT 標識
した各試料を混合し、LC/MS/MS で分析した。（b）ブースト比と定量可
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能 pY 部位の割合の分布。（c）各試料量においてリン酸化モチーフ含有
ペプチドの量を変えた場合に検出された pY サイトの数（シグナル比＜
100 倍）。 
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第六節 結語 
本章では、リン酸化ペプチドを濃縮した後、ナノグラム規模の固相 TMT 標識を用

いる、高感度なリン酸化プロテオーム解析を行うための新しい手法を開発した。反応
pH、逆相固定相、イオンペア試薬を適切に選択することが、固相マイクロリアクター
上でのリン酸化ペプチド標識を成功させる鍵であった。この方法では、リン酸化ペプ
チドを濃縮した後、高感度の StageTip を用いた同重体標識技術を用いることで、感度
を損なうことなく、わずかな量の TMT 試薬でリン酸化ペプチドを標識することがで
きる。さらに、本手法を、in vitro キナーゼ反応により生成したチロシンリン酸化ペプ
チドをキャリアペプチドとして添加するチロシンリン酸化プロテオミクスと組み合
わせることで、60 μg の試料から 2000 以上のチロシンリン酸化ペプチドが定量可能
であることを実証した。今回の戦略は、ナノグラム規模の試料を用いた、大規模な定
量リン酸化プロテオミクス研究に役立つものと期待している。 
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第四章 
捕捉型イオンモビリティスペクトロメトリーによる 
  分離空間の拡大に基づくプロテオミクス LC/MS/MS 
            における同重体標識定量精度の向上 
 
 
 
第一節 序 

MS を用いたプロテオミクスは、様々な生体試料からタンパク質を同定・定量する
ための強力なツールである。TMT による同重体標識定量プロテオミクスでは、多重化
された試料中の全く同一のプリカーサー質量をもつペプチドから生成される異なる
レポーターイオンをモニターすることで、同時並行の定量を可能にする 26。これによ
り、前章で行ったような高感度かつ高スループットな解析が実現できるが、この方法
で得られる定量データの精度はターゲットとなるプリカーサーイオンの四重極分離
窓に非標的プリカーサーイオンが混入することで悪影響を受ける。この定量比の歪み
を低減するために、既に様々な手法が開発されてきた。プロトン移動イオン反応によ
りプリカーサーイオンの電荷状態を減少させることで、妨害イオンを除去し、定量測
定の精度を向上させることが可能になった 134。また、SPS-MS3をはじめとする MS3を
用いたタンデム質量分析により、混入したプリカーサーイオンが定量に及ぼす影響を
取り除くことに成功している 27, 28。しかし、これらのアプローチは同重体タグにおけ
る定量比の歪みを防ぐことができるが、質量分析計内で MS2のプロダクトイオンをさ
らに選択する必要があるため、感度やデューティサイクルの面で切り離すことのでき
ない限界がある。そのほか、TMT を用いた補完レポーターイオンアプローチ 135, 136や、
EASI-tag137を用いた同重体標識試料の解析法では、プリカーサーの質量と電荷状態を
利用してバックグラウンド干渉を低減し、定量の精度を向上させることができる。し
かし、これらの手法では、標的ペプチドのプリカーサーイオンに同位体ピークの影響
を排するために約 0.4 m/z という非常に狭い四重極分離窓が必要であることから、感
度が低くなってしまう問題がある。 

以上の戦略はすべて、質量分析計内においてプリカーサーイオンを選択する時点で
の妨害イオンの除去に主に焦点を当てている。一方で、質量分析の前のペプチド分離
効率を上げることも、歪んだ定量比を正すためには有効である。第三章で採用したよ
うなメートル長のモノリスカラムと長時間の緩勾配溶出を組み合わせた高分離能 LC

や、高 pH 逆相 LC（High-pH RPLC）による TMT 標識ペプチドの事前分画により、質
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量分析の前に試料の複雑さを軽減し、妨害イオンにより定量比が歪む影響を低減させ
ることができる 138。しかし、このような実験では、総測定時間が長くなり、スループ
ット面での同重体修飾法の利点を生かすことができない。一方イオンモビリティスペ
クトロメトリー（IMS）は、LC および MS と互換性があり、総測定時間を増加させる
ことなく、MS における感度と選択性の向上、および全体的なピークキャパシティ（PC）
の増加を可能にする 139, 140。これまでに、進行波型イオンモビリティスペクトロメト
リー（TWIMS）141や電界非対称型イオンモビリティスペクトロメトリー（FAIMS）30, 

31, 142を用いた LC/IMS/MS 測定により、プロテオームの定量分析において、同重体タ
グの定量比を改善させることが可能であることが示されている。 
捕捉型イオンモビリティスペクトロメトリー/四重極-飛行時間型質量分析計

（trapped ion mobility spectrometry/quadrupole/time-of-flight mass spectrometer、
TIMS/Q/TOF）のために開発された TIMS アナライザーは、2 つのトラップデバイスを
直列に配置し、イオンの捕捉と放出を交互に繰り返すことが可能である。Parallel 

Accumulation-Serial Fragmentation（PASEF）取得法を名付けられた本解析法を TOF に
よる高速 MS/MS 取得と組み合わせることで、TIMS 部と四重極部でイオンを廃棄する
ことなく、高感度・高効率のタンデム質量分析が可能となってきた 8, 143。これらの特
徴は、同重体標識を用いた高速かつ高感度な定量プロテオミクスに特に重要であり、
大きなメリットが期待できる。そこで本研究では、RPLC と TIMS を組み合わせた場合
の分離空間の特徴を明らかにし、LC/TIMS/Q/TOF システムがどの程度まで同重体標
識ペプチドの標的プリカーサーイオンを正確に定量できるかを検討した。 
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第二節 TMT プロテオミクスにおける TIMS 分離場の特性 
プロテオミクスにおける同重体標識定量のための LC/TIMS/Q/TOF システムの性能

を評価するために、2 プロテオームモデル 27に基づいて一連の試料を調製した。標準
試料は、TMT 標識後の大腸菌タンパク質消化物と HeLa タンパク質消化物を混合して
調製した。大腸菌ペプチドと HeLa ペプチドの理想的な TMT 6-plex レポーターイオン
比は、それぞれ 10：4：1：1：4：10、0：0：0：4：4：4 とした（図 21）。 

まず、RPLC の後に TIMS を挿入することで、Q/TOF MS の前にどれだけ追加の分離
空間が得られるかを評価した。RPLC と TIMS の両方の分離選択性が完全に直交して
いれば、分離空間は最大限に活用できる。図 22 は、MaxQuant144, 145（version 1.6.4.0）
を用いて抽出したモノアイソト―プピークの、RPLC と TIMS が提供する分離空間に
おける分布を示したものである。2 つの分離アプローチの間には相関関係がなかった
（r2 = 0.056）。RPLC-TIMS の 2 次元分離空間の利用率は、Perseus ソフトウェア 119で
推定したモノアイソト―プピークの密度分布を用いて算出した。算出された分離空間
の利用率は 34.3%であり、電荷の高いイオンの密度分布がより凝縮されているために、
分離空間の半分以上が利用されていないことがわかった。次に、RPLC と TIMS による
分離のピークキャパシティ（PC）を評価した。20 分から 85 分、0.6 Vs cm-2から 1.5 

Vs cm-2で溶出した 187247 個のペプチドイオンの半値全幅（FWHM）を用いて PC を
算出したところ、RPLC の PC は 197.7、TIMS の PC は 48.7 であった。つまり、RPLC

と TIMS を組み合わせることで、約 3300（197.7×48.7×0.343）の PC を容易に達成す
ることができた。これは従来の多次元 LC 分画法では 30 画分の測定で得られる PC に
相当しており、TIMS により 30 倍高スループットな解析が可能であることが示され
た。 
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図 21. 2 つのプロテオームからなる標準試料の概略。HeLa と大腸菌のプロテ

オーム試料を消化し、TMTで標識し、0：0：0：4：4：4（HeLa）と 10：
4：1：1：4：10（大腸菌）の比率で混合した。 
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図 22. RPLC と TIMS によるペプチド分離の直交性。フルスキャン MS で検出

されたモノアイソトープピークの保持時間とイオンモビリティ分布を
示す。同位体ピークは MaxQuant ソフトウェアを用いてモノアイソトー
プピークに集約した。 
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第三節 TIMS 分離場は非標的イオンの混入を抑制する 
同重体標識定量法では、非標的前駆体イオンの共分離によりレポーターイオン強度

比が歪み、タンパク質の定量性に影響を与える。TMT 標識ペプチドの大規模プロテオ
ミクス解析に関する最近の報告では、TWIMS や FAIMS を用いたイオンモビリティス
ペクトロメトリーにより、プリカーサーの共分離の程度が大幅に減少することが示さ
れている 30, 31, 141, 142。本研究では、LC/TIMS/Q/TOF における共分離・共断片化の程度
を評価するために、空のチャネルのレポーターイオン強度と試料を含むチャネルのレ
ポーターイオン強度の比から算出される Interference-Free Index（IFI）146を利用した
（図 23A）。同定された HeLa ペプチドについて、1 に近い IFI 値は、質量分析検出シ
グナルの大部分が HeLa ペプチドに由来し、大腸菌ペプチドの混入が少ないことを示
している。本研究では、IFI が 0.95 より大きい同定ペプチドを干渉なしと定義した。
共通して同定される HeLa ペプチドについて、標準的な四重極分離窓（2 m/z）を持つ
TIMS-off、標準的な四重極分離窓（2 m/z）を持つ TIMS-on、狭い四重極分離窓（1 m/z）
を持つ TIMS-on の三条件での分析において、それぞれ 19.7%、55.7%、63.4%が干渉
なしと分類された（図 23B）。これらの結果から、TIMS は、TMT 標識試料のプロテオ
ーム解析において、プリカーサーの共分離を大幅に低減できることが示された。 

また、quadrupole/Orbitrap/ion trap（Q/OT/IT）装置（Orbitrap Fusion Lumos）を用
いて、同試料を同クロマトグラフィー条件で、標準的な Orbitrap MS2法と SPS-MS3法
で分析した。この実験では、共通して同定された HeLa ペプチドの 24.0%、43.0%、
59.7%が、分離窓の狭い Orbitrap-MS2、SPS-MS3、TIMS/Q/TOF で、それぞれ干渉なし
と分類された（図 23B）。今回の実験において SPS-MS3は TIMS/Q/TOF に比べて共分
離イベントの低減という点では効果的ではなかったが、これは MS3スペクトルに対す
る、MS2におけるプロダクトイオンの選択が不適切であったためと考えられる。最近
では、SPS-MS3にリアルタイムデータベース検索（RTS）を組み合わせることで、MS3

のために MS2において適切なプロダクトイオンを選択できるようになり 29、定量精度
が向上することが報告されている。 
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図 23. 共通同定されている HeLa のペプチドをもとに、プリカーサーイオンの

共分離効果を評価した。（A）interference-free index（IFI）を算出する式。
同重体のプリカーサーイオンを共分離した場合、IFI が低下する。（B）低
干渉と判定されたペプチドの比率を 100%積み上げ棒グラフで示した。
IFI が 0.95 以上のペプチドを干渉なしとした。IW：四重極分離窓。 
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第四節 TIMS 分離場は TMT の定量真度を向上させる 
TMT 定量における 65 分グラジエント LC/TIMS の性能をさらに評価するために、大

腸菌ペプチドの最初の 3 チャネルと最後の 3 チャネルを比較し、HeLa のバックグラ
ウンドイオンが定量結果にどの程度影響するかを評価した。まず、TIMS を用いた場
合と用いない場合の定量結果を比較した。図 24A は、共通して同定された大腸菌ペプ
チドの分析で得られた TMT 定量比を TIMS の有無で示したものである。6 つのレポー
ターイオンチャネルのいずれかにおいてシグナルが検出されなかった MS/MS スペク
トルはすべて破棄した。TMT 比（中央値）は、TIMS-on、TIMS-off でそれぞれ 10.0：
4.8：1.3：1.6：4.6：11.6、10.0：5.0：1.4：2.3：6.0：12.8 であった。すなわち、バッ
クグラウンドイオンを含む TMT チャンネルの定量比は、TIMS-off では最大 61.3%、
TIMS-on では最大 19.2%過大評価されており、TIMS が定量真度の向上に有効である
ことがわかった。さらに、TIMS と狭い四重極分離窓（1 m/z）を組み合わせた場合、
バックグラウンドイオンを含む TMT 比は最大で 13.6%過大評価された（図 24A）。こ
のように、TIMSを用いた場合には、TIMSを用いない場合に比べて定量真度が向上し、
さらに狭い四重極分離窓を用いた場合には、定量真度は一層向上した。これらの傾向
は、HeLa のペプチドの定量結果と一致した。 

次に、MS2および SPS-MS3モードを用いて、TIMS/Q/TOF による大腸菌の定量結果を
Q/OT/IT による定量結果と比較した。Orbitrap-MS2、SPS-MS3、TIMS/Q/TOF では、共
通して同定された大腸菌ペプチドについて、バックグラウンドイオンとの定量比がそ
れぞれ 70.2％、19.7％、16.2％過大評価されていた（図 24B）。これらの結果から、
TIMS/Q/TOFは SPS-MS3と同等以上に定量比率の歪みの軽減効果があることが明らか
となった。SPS-MS3 と比較した TIMS 分離の潜在的な利点は、PASEF 取得スキームに
より TIMS 分離を追加してもデューティサイクルが増加しないことである。近年報告
されたインテリジェント RTS プラットフォームであっても、SPS-MS3法を適用すると
デューティサイクルの増加は不可避である。さらに、TIMS は 1 回の LC 分析で、感度
を落とすことなく、イオンモビリティに基づいてほとんどのトリプシン消化ペプチド
イオンを捕捉・分離することができる。一方で、FAIMS のようなイオンモビリティス
ペクトロメトリーは、標的イオンの分析時にフィルターとして機能するため、他のイ
オンを捨てる必要があり、すべてのペプチドイオンを分析するためには複数回の試料
注入が必要となる。これらの結果は、TIMS/Q/TOF システムが同重体タグを用いた高
速・高感度・高精度・高スループットの多重化定量プロテオミクスにとって非常に魅
力的であることを示している。 
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図 24. 大腸菌由来のペプチドの TMT 定量比がバックグラウンドの HeLa プロ

テオームの存在でどの程度歪曲するかを調べた。解析には共通に同定さ
れた大腸菌ペプチドを使用した。箱ひげ図は、TMT 定量比の上四分位、
中央値、下四分位を示している。箱ひげ図の統計を用いて外れ値を特定
した（閾値：1.5×IQR）破線は期待される比率を表す。IW：四重極分離
窓。（A）TIMS-on と TIMS-off の比較。（B）異なるシステム設定間の比
較。 
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第五節 結語 
本研究では、RPLC/TIMS の分離空間の直交性を明らかにし、TMT 定量プロテオミ

クスへの応用を検討した。その結果、RPLC/TIMS の二次元分離空間の 34.3%が、TMT

標識プロテオーム試料の分離に有効であることが示された。TIMS が、Q/TOF タンデ
ム質量分析の前段階におけるピークキャパシティを、分析時間を増やすことなく大幅
に向上させることができることを実証した。TIMS は、TMT 定量における比率歪みを
軽減し、装置の感度やスキャン速度を犠牲にすることなく、SPS-MS3 法と同等の比率
の歪み軽減を達成することができた。LC/TIMS/Q/TOF システムを用いた同重体標識
に基づく定量法は、ハイスループット、高精度、高感度が必須である臨床試料の分析
に向けて、大きな可能性を秘めていると考えられる。 
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第五章 
イオンモビリティスペクトロメトリーにおいて 
  リン酸化修飾がペプチドイオンの衝突断面積に及ぼす影響 
 
 
 
第一節 序 
タンパク質のリン酸化は可逆的な翻訳後修飾であり、タンパク質のフォールディン

グ、活性、タンパク質間の相互作用、細胞内局在に影響を及ぼす 34。リン酸化は、多
くの細胞機能を制御する細胞内シグナル伝達経路において重要な役割を果たしてい
ることがよく知られている 33。細胞内で変化したリン酸化イベントをモニターするた
めに、さまざまな技術が開発されてきたが、質量分析は現在、プロテオーム規模の研
究を行うための最も強力な技術の 1 つである 65, 147。LC/MS ベースのショットガンプ
ロテオミクスでは主に MS/MS スペクトルがペプチドの同定に使用されるが、LC の保
持時間などの他の情報も配列の割り当ての信頼性を高めるのに役立つ 51。近年の予測
モデル 52, 148-151の向上により、ペプチドの保持時間情報は、特にターゲットモード 152, 

153やデータ非依存取得法（DIA）154の分析において、ペプチドの同定や定量のための
強力な補助手段となっている。しかし、リン酸化ペプチドの保持時間を予測するモデ
ルはまだ成熟していない。そこでこれまでに、リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチ
ドのペアを比較する解析がなされてきた 54, 58, 59, 76。また第一章では、同様のペアの解
析によりリン酸化ペプチドの保持機構を説明するモデルを確立した。 

近年、プロテオミクスおよびリン酸化プロテオミクス実験におけるペプチド同定効
率を向上させる手段として、LC と MS の間に IMS を挿入することが注目されている 8, 

9, 155-157。前章では、IMS により得られる LC と MS を補完する分離の次元により、タ
ンパク質の定量精度が向上することが示された。IMS では、イオンの形状や電荷状態
の違いに基づいてイオンを分離するため、イオンの構造情報が得られる。しかし、リ
ン酸化ペプチドの衝突断面積（CCS）値を正確に予測し、IMS の有用性を最大限に引
き出すためには、リン酸基がペプチドの CCS にどのような影響を与えるのかを知る必
要がある。これまでの IMS-MS 研究 158-161では、少数の 1 価および 2 価のリン酸化ペ
プチドイオンを用いて、リン酸化ペプチドの CCS が、同等の質量を持つ非リン酸化ペ
プチドの CCS よりも小さいことが示されてきた。これらの知見に基づいて、リン酸化
ペプチドの CCS を予測するための固有サイズパラメーター（ISP）162, 163を用いたモデ
ルが拡張されてきた。ISP は、ペプチドの CCS に対する各アミノ酸残基または修飾の
平均的な寄与を示し、ペプチドのアミノ酸組成に基づいて CCS を予測することができ
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る。しかし、このモデルでは現在のところ、リン酸化修飾位置情報や残基の組み合わ
せなど、配列特有の特徴は考慮していない。また、このモデルではリン酸化に伴う CCS

の変化を CCS の増加として扱っており 159, 164、特定の配列に見られるリン酸化による
CCS の減少を説明することができない 159, 165。さらに、このモデルは、分子量 1000 Da

から 1400 Da の 2 価ペプチドを用いて開発されたものであるため、プロテオミクス実
験で一般的に検出される 600 Da から 5000 Da の範囲の、より大きく、より高電荷の
イオンに直接適用することはできない。したがって、リン酸化ペプチドの CCS 予測の
ための改良モデルを確立するためには、さらなるデータ収集が必要である。本研究で
は、TIMS を用いてリン酸化ペプチドとそれに対応する非リン酸化ペプチドの CCS 値
を系統的に解析した。TIMS は、イオン源からのガス流と対向する電界の力で RF イオ
ントンネル内にイオンを捕捉し、電位を下げることで捕捉されたイオンを CCS に応じ
て順次放出するものである 166。HeLa 細胞抽出物由来トリプシン消化ペプチドから得
られた 6544個のリン酸化ペプチドイオンの CCS値を調べたところ、800 Daから 4500 

Da の質量範囲で、電荷状態が 2 価から 4 価のリン酸化ペプチドイオンと非リン酸化
ペプチドイオンの 4433 個の CCS ペアが得られた。その結果、CCS の大きな変化は、
主に複数の塩基性官能基を持つ構造的に伸長したペプチドで起こることが明らかと
なった。 
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第二節 リン酸化ペプチドと非修飾ペプチドの衝突断面積データの収集 
まず、リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドのペアを含む HeLa 細胞抽出トリプ

シン消化物試料を、C4 カラムを用いて分画し試料の複雑さを軽減した 76。分画後、各
フラクションを LC/TIMS/MS/MS で分析し CCS 値のペアを得た。解析を簡単にするた
め、複数の CCS 値を持つペプチドは最も高いピーク強度を持つ CCS に集約し、メチオ
ニンの酸化や N 末端のアセチル化修飾を含むペプチドは除外した。最終的に、HeLa

のトリプシン消化物から 6544個のリン酸化ペプチドイオンと 22666個の非リン酸化
ペプチドイオンの CCS 値（4000 個以上のペア CCS 値を含む）が得られた（表 2）。図
25A に、リン酸化されていないペプチドイオンについて得られた CCS－m/z プロット
を示す。このプロットでは、2 価、3 価、4 価に帯電した集団が明確に分かれている。
各荷電状態において、質量と CCS の間には強い相関関係があり、3 価のイオンは拡張
型とコンパクト型の 2 つのサブ集団に明確に分かれている。これらの観察結果はこれ
までの IMS-MS の知見 8, 167-169と一致している。図 25B は、リン酸化ペプチドイオン
の CCS－m/z プロットである。リン酸化ペプチドイオンの傾向はリン酸化されていな
いペプチドイオンと同様であった。さらに詳しく調べるために、リン酸化ペプチドイ
オンと非リン酸化ペプチドイオンを電荷状態によって分類した。図 26A-C に CCS－質
量プロットを表示する。また、各分子量範囲におけるリン酸化ペプチドと非リン酸化
ペプチドの平均 CCS 値の差を図 26D に示す。これらの図より、リン酸化ペプチドは
同一質量の非リン酸化ペプチドよりも CCS 値が一般的に小さいことがわかり、この観
察結果は過去の IMS-MS 研究 158-160と一致した。これまでの研究では、主に 1 価およ
び 2 価に帯電したペプチドイオンに焦点を当てていたが、本研究では 3 価および 4 価
に帯電したペプチドについても同様の傾向を確認した。 
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表 2. 同定結果のまとめ 

 Phosphopeptides Unphosphorylated 
peptides 

Unique peptide ions 
(Sequence + Modification + Charge)a 

6544 22666 

Unique peptides 
(Sequence + Modification)a 

5965 20298 

Unique peptide sequences 
(Sequence)a 

4942 20298 

Unique peptide ion pairs (P / uP)b 
(Sequence + Modification + Charge)a 

4433 

Unique peptide pairs (P / uP)b 
(Sequence + Modification)a 

4080 

a. ユニークキー、 b. P：リン酸化ペプチド uP：非リン酸化ペプチド 
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図 25. （A）非リン酸化ペプチドイオンと（B）リン酸化ペプチドイオンの CCS を

m/z の関数として表したもの。下段、中段、上段の集団は、それぞれ 2 価、
3 価、4 価のイオンで構成されている。3 価のイオンは上側の拡張イオンと
下側のコンパクトイオンの 2 つのサブグループにさらに分けられる。P：リ
ン酸化ペプチド、uP：非リン酸化ペプチド。 
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図 26. リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの分布の違いを示す質量－CCS プ

ロット。（A、B、C）非リン酸化ペプチドイオンとリン酸化ペプチドイオン
の CCS をペプチド質量の関数として表したもの。（D）様々な分子量範囲に
おけるリン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの CCS 値の差の平均。リン
酸化ペプチドの CCS は、同等の質量の非リン酸化ペプチドの CCS よりも
一般的に小さいことが明らかとなった。P：リン酸化ペプチド、uP：非リン
酸化ペプチド。 
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第三節 リン酸化/非修飾ペプチドペアの衝突断面積の差 
ペプチドのリン酸化修飾が CCS に与える影響をさらに評価するために、同一配列の

モノリン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドのペアを比較した。CCS と質量の相関関
係を考慮すると、リン酸化により 80 Da の質量増加が生じるため、リン酸化ペプチド
は対応する非リン酸化ペプチドよりも CCS が大きくなるはずである。実際、モノリン
酸化ペプチドの CCS の中央値は、非リン酸化ペプチドの CCS よりも 4.0 AÅ 2大きかった
（図 27A）。しかし、32.0%（1419/4433）のモノリン酸化ペプチドイオンは、対応す
る非リン酸化ペプチドよりも CCS 値が小さく、かなりの数のペプチドがリン酸化に伴
いそのコンフォメーションが縮小したことが示唆された（図 27A）。CCS が減少したリ
ン酸化ペプチド（ΔCCS < 0）の割合は、66 個の 2 価リン酸化ペプチドについて報告さ
れている 19.7%（13/66）159よりもはるかに高かった。実際、今回取得したデータの
2 価のモノリン酸化ペプチドでは、図 27B に示すように、その含有率は 23.4%

（642/2743）であった。3 価と 4 価の場合、ΔCCS < 0 のリン酸化ペプチドの含有率
は、それぞれ 46.2%（688/1488）、44.1%（89/202）であった（図 27C、D）。これら
の結果は、各電荷状態のペプチドの分子量分布によって一部説明できる。高電荷のペ
プチドほど分子量が大きく、ΔCCS の値はペプチドの分子量と弱い負の相関があった
からである（図 28）。大きなペプチドの場合、80 Da の質量シフトはペプチドの全質
量に比べて小さく、したがって質量増加による CCS への影響は比較的小さいと予想さ
れた。しかし、いくつかの大きなペプチドでは、CCS に大きな変化が見られた。これ
は、リン酸化によってペプチドのコンフォメーションが変化したためと考えられる。
一方、先の研究で調べられていたような比較的小さな 2 価ペプチドでは、そのような
大きな変化は見られず、主に正の質量シフトによる CCS の正の変化が見られた。しか
し、1500 Da から 2000 Da の特定の分子量範囲内でも、2 価および 3 価に荷電したモ
ノリン酸化ペプチドイオンの 26.8%（306/1140）および 48.0%（231/481）について、
リン酸化に伴い CCS が減少した。これらの結果は、電荷状態の高いイオンほど、リン
酸化に伴ってより顕著な縮小方向への構造変化を示すことを示唆している。これは、
これまでの報告 167, 169にあるように、3 価のイオンの方が 2 価のイオンよりも CCS の
分布が広いことに起因していると考えられる。3 価のイオンの構造の多様性は、リン
酸化に伴う構造のよりダイナミックな変化を可能にするかもしれないが、この考えを
検証するにはさらなる調査が必要である。 
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図 27. リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドのペア間の CCS 差の分布。

ΔCCS は、リン酸化ペプチドの CCS から非リン酸化ペプチドの CCS を
引いて算出した。30 以上または-30 未満の ΔCCS 値については集約し
た。（A）同定されたすべてのペプチドペアの ΔCCS のヒストグラム。
（B-D）各電荷状態の ΔCCS のヒストグラム。P：リン酸化ペプチド、
uP：非リン酸化ペプチド。 
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図 28. 各電荷状態のペプチドイオンの ΔCCS 値をペプチド分子量の関数とし

て表したもの。破線は ΔCCS 値ゼロを示す。P：リン酸化ペプチド、uP：
非リン酸化ペプチド。 
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第四節 リン酸化ペプチドの特性と衝突断面積変化 
どのような種類のペプチドの特徴が、リン酸化に伴う CCS の変化と関連しているか

を評価するために、m/z、CCS、ΔCCS の値の関係を調べた（図 29）。マーカーの色は、
ΔCCS 値を示している。CCS の最も顕著な変化は、3 価のイオンのうち、伸長したもの
とコンパクトなものに関連しているようであった。顕著ではないが、2 価および 4 価
のイオンにも同様の傾向が見られた。30 AÅ 2までの CCS の増加については、コンパク
ト型から拡張型への移行というよりは、質量が増加したことで説明されると考えられ
たが、リン酸化による CCS の減少は、拡張型からコンパクト型への移行によるものと
考えられた。さらなる検討のために、3 価イオンの拡張型のペプチドに注目した。拡
張型は、その分布形状に基づいて視覚的に分類した（図 30）。さらに、CCS 変化のリ
ン酸化位置依存性を評価するために、リン酸化部位の局在情報が確実であるリン酸化
ペプチド（リン酸化部位局在化確率＞0.75）35のみを考慮し、これらの基準を満たす
リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドのペア 277 組を解析に使用した。ΔCCS とペ
プチド内のリン酸化アミノ酸残基の相対的な位置との関係を調べた。その結果、その
傾向は大きくはないものの、ペプチドの末端領域でリン酸化されている方が、コンフ
ォメーションの縮小が起こりやすいことがわかった（図 31）。この CCS データを正し
く解釈するための分子構造情報は十分ではないが、この観察結果は、リン酸基が関与
する分子内相互作用の観点から説明できるかもしれない。リン酸化された残基は、ペ
プチドイオンの複数の分子内相互作用に関与していると考えられており、いくつかの
2 価リン酸化ペプチドイオンに関する過去の研究 165, 170では、特定の配列のリン酸基
と塩基性基の間に分子内塩橋またはイオン性水素結合 171 が形成されていることが示
唆されている。 

これまでの研究 165, 170で示されているように、リン酸基とその遠位の塩基性基が相
互作用してペプチド構造が折りたたまれる可能性がある。もう一つの可能性は、リン
酸基がその近位塩基性基と相互作用して、ペプチド配列中の正電荷のバランスを崩し、
ペプチド構造に変化をもたらすことである 167, 172, 173。言い換えれば、末端のリン酸化
がペプチド内の電荷バランスを変化させ、構造変化をもたらすのかもしれない。これ
らの可能性をさらに評価するために、塩基性アミノ酸がΔCCSに及ぼす影響を調べた。
3 価のペア 277 組のデータセットでは、ペプチドの塩基性基（Lys、His、Arg、N 末端
アミン）の数が ΔCCS と弱く負の相関関係にあることがわかった（図 32A）。これは、
塩基性残基がリン酸化時のコンフォメーション縮小に関与していることを示唆して
いる。塩橋やイオン性水素結合には、気相でのペプチドイオンの全体的な電荷状態に
は寄与しない追加の塩基性基が必要であることを考えると、塩基性基が多いペプチド
は、このような分子内相互作用を持つ可能性が高いと考えられる。そこで、277 の 3
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価のペプチドペアのうち、電荷状態よりも塩基性基が多い 127 のペプチドにさらに着
目した。これらのペプチドは、電荷数の合計には寄与しない塩基性基を持つことにな
る。ペプチドの末端領域にあるリン酸基は、必ず N 末端のアミン基や C 末端の Lys や
Arg に由来する近位の塩基性基を持っていることを考慮して、ΔCCS とリン酸基とそ
の近位の塩基性基との距離との関係を調べたが、特に相関は見られなかった（図 32B）。
次に、他の塩基性基とリン酸化部位との距離が、リン酸化に伴うペプチドの構造変化
に重要ではないかと考え、検証を行ったところ、確かに、リン酸化部位とその 2 番目
に近い塩基性基との相対的な位置関係が、ΔCCS と弱く負の相関を示すことが分かっ
た（図 32C）。これらの結果は、上述のメカニズムのいずれかで説明できる。つまり、
リン酸化により、最も近い塩基性基の正電荷が中和され、次に近い塩基性基（または
正電荷）が相対的に遠くなるため、ペプチド内の電荷のバランスが崩れ、構造が変化
する。あるいは、リン酸化部位とその遠位にある塩基性基との間の分子内相互作用に
より、ペプチドのイオン構造が縮小される。いずれにしても、今回得られた結果は、
リン酸基と塩基性基の相互作用がリン酸化ペプチドの構造縮小に大きく寄与してい
ることを示唆している。 

 
  



 
 

78 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 29. 非リン酸化ペプチドイオンの CCS を m/z の関数として表したもの。マ

ーカーの色は ΔCCS の値を示す。P：リン酸化ペプチド、uP：非リン酸
化ペプチド。 

 
  



 
 

79 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 30. 3 価の非リン酸化ペプチドの拡張型と縮小型を視覚的に分類した。破線

は分類の境界を表す。 
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図 31. ペプチドのリン酸化位置と ΔCCS の関係。277 組のペプチドを、相対的

なリン酸化部位の位置に応じて分類した。箱ひげ図は、各サブセットの
ΔCCS 値の上四分位、中央値、下四分位を示している。箱ひげ図の統計
を用いて外れ値を同定した（閾値：1.5×IQR） 
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図 32. ペプチド中の塩基性基と ΔCCS の関係。（A）277 組のペプチドを、塩基

性官能基の数に応じて分類した。各群における ΔCCS の値の上四分位、
中央値、下四分位を箱ひげ図に示した。箱ひげ図の統計を用いて外れ値
を同定した（閾値：1.5×IQR)。破線は ΔCCS 値ゼロを示す。（B、C）127
個の 3 価のペプチドペアの ΔCCS 値を、そのリン酸化部位（pSite）と
最も近い塩基性基との間の相対的な距離の関数としてプロットした。相
対的な距離は、リン酸化部位と塩基性官能基の間の距離をペプチド配列
の長さで割って算出した。直線は線形回帰を表し、濃淡は回帰式の 95%
信頼区間を示す。P：リン酸化ペプチド、uP：非リン酸化ペプチド。 
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第五節 結語 
本章では、TIMS を用いて、リン酸化ペプチドとそれに対応する非リン酸化ペプチ

ドの CCS 値を系統的にプロファイリングした。これまでの報告と同様に、リン酸化は
主にペプチドのコンフォメーションの縮小をもたらす。また、3 価および 4 価のイオ
ンの CCS 値は、リン酸化によってより強く影響を受けることがわかった。これは、少
なくとも部分的には、これらの大きなペプチドのコンフォメーションの変化によって
説明できる。最も顕著な CCS の変化は、拡張型かつ塩基性基の数が多い 3 価のペプチ
ドで見られ、リン酸基と塩基性基の間の分子内相互作用を反映していると考えられる。
今回の発見は、リン酸化ペプチドの CCS 予測を向上させるものと考えられる。 
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結論 
 
 
 
本研究では、高感度定量リン酸化プロテオミクスのための基盤技術開発を行い、以

下の知見を得た。 

第一章では、イオンペア試薬として酢酸（AA）を用いた場合、C4 カラムと C18 カ
ラムの間でリン酸化ペプチドと非修飾ペプチドのペアの保持順序が逆転することを
見出した。また、C18 カラムに AA と TFA を用いた場合も同様の現象が見られた。こ
れらのペプチドの保持挙動を理解するために、LSS 理論に基づく保持モデルを提案し
た。これまでの報告によると、リン酸化ペプチドでは S 値が小さくなることが予想さ
れ、この仮説は、アイソクラティック RPLC 条件下での測定により実際に確認された。
今回提案したモデルは、包括的なリン酸化ペプチドの保持時間予測ツールを開発する
ための重要な知見を提供するものと期待される。 

第二章では、冷却 StageTip を用いた、シンプルな脱塩プロトコルを開発した。本
CoolTip プロトコルは、疎水性ペプチドの回収率を犠牲にすることなく、親水性（リ
ン酸化）ペプチドの同定範囲を拡大し、さらにペプチドの定量分析の精度を高めるこ
とを示した。このプロトコルは、様々なプロテオミクス実験のパフォーマンスを容易
に向上できると期待される。 

第三章では、リン酸化ペプチドを濃縮した後、ナノグラム規模の固相 TMT 標識を
用いる、高感度なリン酸化プロテオーム解析を行うための新しい手法を開発した。こ
の方法では、リン酸化ペプチドを濃縮した後、高感度の StageTip を用いた同重体標識
技術を用いることで、感度を損なうことなく、わずかな量の TMT 試薬でリン酸化ペ
プチドを標識することができる。さらに、本手法を、in vitro キナーゼ反応により生成
したチロシンリン酸化ペプチドを添加する、同重体標識シグナル増幅チロシンリン酸
化プロテオミクスと組み合わせることで、60 μg の試料から 2000 以上のチロシンリ
ン酸化ペプチドが定量可能であることを実証した。本プロトコルは、ナノグラム規模
の試料を用いた、大規模な定量リン酸化プロテオミクス研究に役立つものと期待して
いる。 

第四章では、RPLC/TIMS の分離空間の直交性を明らかにし、TMT 定量プロテオミ
クスへの応用を検討した。その結果、RPLC/TIMS の二次元分離空間の 34.3%が、TMT

標識プロテオーム試料の分離に有効であることが示された。また、TIMS が、Q/TOF タ
ンデム質量分析の前段階におけるピークキャパシティを、分析時間を増やすことなく
大幅に向上させることができることを実証した。さらに TIMS は、TMT 定量における
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定量比の歪みを軽減し、装置の感度やスキャン速度を犠牲にすることなく、SPS-MS3

法と同等の定量真度改善を達成することができた。LC/TIMS/Q/TOF システムを用い
た同重体標識に基づく定量法は、高スループット、高精度、高感度が必須である臨床
試料の分析に向けて、大きな可能性を秘めていると考えられる。 

第五章では、TIMS を用いて、リン酸化ペプチドとそれに対応する非リン酸化ペプ
チドの CCS 値を系統的にプロファイリングした。これまでの報告と同様に、リン酸化
は主にペプチドのコンフォメーションの縮小をもたらした。また、3 価および 4 価の
イオンの CCS 値は、リン酸化によってより強く影響を受けることがわかった。これは、
少なくとも部分的には、これらの大きなペプチドのコンフォメーションの変化によっ
て説明できると考えられた。最も顕著な CCS の変化は、拡張型かつ塩基性基の数が多
い 3 価のペプチドで見られ、リン酸基と塩基性基の間の分子内相互作用を反映してい
ると考えられた。今回の発見は、リン酸化ペプチドの CCS 予測を向上させるものと期
待される。 

以上、高感度定量リン酸化プロテオミクスのための基盤技術を確立した。分析とは、
ある物事を分解して、それを成立させている成分・要素・側面を明らかにすることで
ある。分析技術の分離分解能・感度向上によって生命科学の重要な発見が達成されて
きた。生体試料中のタンパク質は未だ開拓途上であり、新しいタンパク質網羅的分析
技術の開発こそが、未だ見ぬ新奇な生物学的発見を可能にする唯一無二の方策である。
本研究により、生体試料中に存在していながらこれまでには検出することが困難であ
ったリン酸化修飾部位の解析が可能になった。生体内のシグナル伝達の分子メカニズ
ムの包括的な理解に向け、大きな貢献が期待される。さらに、今まで解析対象とされ
てこなかった微量試料に対してリン酸化プロテオミクスが可能になった。得られる試
料量が限られる臨床試料、生体組織試料や難培養性微生物種など、希少試料の解析に
有用であることは無論、細胞内小器官や細胞内局所環境に焦点を当てた解析において
も本研究が一助をなすと期待される。生体試料中のタンパク質成分の包括的な同定・
定量を目指すところから出発したプロテオミクス研究は現在、単なるタンパク質の同
定・定量にとどまらず、タンパク質の局在・機能・構造変化までを対象とした包括的
な解析へとその標的を拡張させつつある。高分解能・高スループット・高感度な解析
技術はあらゆるプロテオミクス研究の基盤であり、本研究がプロテオームの構造、機
能、動態の完全かつ定量的な記述と理解のための一助を成すと期待される。 



 
 

85 
 

実験の部 
 
実験材料 
細胞株 

HeLa（S3）細胞は、ヒューマンサイエンス振興財団（東京）より入手した。大腸菌 K-

12 BW25113 株は、慶應義塾大学先端生命科学研究所（山形）より譲渡いただいた。 
 
試薬 

ダルベッコ改変イーグル最小必須培地（D-MEM）、カナマイシン、リン酸塩緩衝生理
食塩水（PBS）、ジメチルスルホキシド（DMSO）、ジチオトレイトール（DTT）、ヨード
アセトアミド（IAA）、デオキシコール酸ナトリウム（SDC）、N-ラウロイルサルコシン
酸ナトリウム（SLS）、重炭酸アンモニウム、Lys-C、アデノシン三リン酸（ATP）、酢
酸、トリフルオロ酢酸、DL-乳酸、ピペリジン、25%アンモニア水、およびアセトニト
リル（ACN）、メタノール、クロロホルムは富士フィルム和光純薬工業（大阪）より購
入した．トリスヒドロキシメチルアミノメタン（Tris）は Thermo Fisher Scientific

（ Waltham 、 MA 、 USA ） か ら 購 入 し た 。 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-

yl]ethanesulfonic acid（HEPES）は同仁化学研究所（熊本）から購入した。LB 培地は
ナカライテスク（京都）より購入した。ウシ胎児血清（FBS）は Life Technologies（Grand 

Island、NY、USA）より購入した．プロテアーゼ阻害薬カクテル、ホスファターゼ阻
害剤カクテル、50%ヒドロキシルアミンは Sigma-Aldrich より購入した．トリプシン
（シークエンスグレード）はプロメガ（Madison、WI、USA）より購入した．ヘプタ
フルオロ酪酸（HFBA）は東京化成工業（東京）から購入した．Selumetinib は Selleck 

Chemicals（Houston、TX、USA）から購入した。リコンビナント EGFR はカルナバイ
オサイエンス（神戸）から購入した。 

SGVVGDGFGGR ペプチドおよびそのリン酸化アナログ pSGVVGDGFGGR は JPT Peptide 

Technologies（Berlin、Germany）により合成された。 

水は、Millipore Milli-Q system（Bedford、MA、USA）で精製した。 
 
固相抽出剤 

多孔性酸化チタン（TiO2）粒子（TitansphereTiO、10 µm）、Empore SDB-XC、Empore 

C18 および Empore C8 ディスク、InertSep RP-C18、InertSep PLS-2、InertSep RP-1 粒
子、多孔性グラファイトカーボン（PGC）チップはジーエルサイエンス（東京）から
入手した。Sep-Pak tC18 および Oasis HLB 粒子は Waters（Milford、MA、USA）から
購入した。  
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HPLC カラム 

Inertsil WP300 C4 カラム（2.1 mm ID、150 mm length、5 µm C4-silica、30 nm pore）、
MonoCap C18 High Resolution 2000（100 μm i.d.、200 cm）はジーエルサイエンスから
購入した。Protein-RP カラム（2.0 mm ID、150 mm length、5 µm C4-silica（USP L26）、
20 nm pore）は YMC（京都）から購入した。Eprogen NPS-ODS-I カラム（4.6 mm ID、
33 mm length、1.5 µm non-porous C18-silica）は東京化成工業から購入した。Luna 

C18(2)カラム（1.0 mm ID、100 mm length、5 µm silica）は Phenomenex（Torrance、
CA、USA）から購入した。Reprosil-Pur C18-AQ 3 µmはDr. Maisch（Ammerbuch、Germany）
から購入した。 
 
装置および測定条件 
HPLC 
ACQUITY UPLC H-Class Bio システム（Waters、Milford、MA、USA） 

Agilent 1100 シリーズ HPLC システム（Agilent、Santa Clara、CA、USA） 
 
nanoLC/MS/MS 
オートサンプラー  : HTC-PAL（CTC Analytics、Zwingen、Switzerland） 

    : WPS-3000（Thermo Fisher Scientific） 

送液ポンプ   : UltiMate 3000 UHPLC（Thermo Fisher Scientific） 

イオンモビリティ分析計 : FAIMS Pro （Thermo Fisher Scientific） 

質量分析計   : TripleTOF 5600+（SCIEX、Concord、ON、Canada） 

: LTQ（Thermo Fisher Scientific） 

: Q Exactive（Thermo Fisher Scientific） 

    : Orbitrap Fusion Lumos（Thermo Fisher Scientific） 

    : Orbitrap Exploris 480（Thermo Fisher Scientific） 

イオンモビリティ質量分析計 : TimsTOF Pro（Bruker、Bremen、Germany） 
 
全ての網羅的ペプチド計測は、上述のオートサンプラー、送液ポンプ、イオンモビ

リティ分析計と、いずれかの質量分析計、イオンモビリティ質量分析計を接続し行っ
た。データ取得は、オンライン逆相ナノスケール液体クロマトグラフィー-タンデム質
量分析システムによるポジティブモードでのデータ依存的分析（DDA）によって行わ
れた。0.5% TFA / 4% ACN 溶液に溶解したペプチド試料から、オートサンプラーによ
り 5 µL を注入した。ポンプ流速は 500 nL/min に設定した。移動相は、（A）0.5%酢酸
（B）0.5%酢酸 / 80% ACN を用いた。特に記載がない限り、Reprosil-Pur 120 C18-AQ 
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3 μm（Dr. Maisch）を充填した自家製カラム（長さ 150 mm、内径 100 μm、先端径 6 

μm）によりペプチドを分離した。実験ごとの詳細を以下に示す。 
 
<<第一章>> 

NanoLC/MS/MS 分析は、Ultimate 3000 ポンプと HTC-PAL オートサンプラーに接続
した TripleTOF 5600+または Q Exactive で実施した。YMC-C4 キャピラリーカラムを用
いた nanoLC/MS/MS 分析では、YMC Protein-RP 5 μm 粒子を充填した自家製カラム（長
さ 150 mm、ID 100 μm、先端径 6 μm）によりペプチドを分離した。5-40%B で 20 分、
40-99% B で 1 分の 2 段階線形グラジエントを採用した。TripleTOF 5600+ではスプレ
ー電圧は 2300 V に設定し、MS スペクトルを m/z 300-1500 の範囲にて 0.25 秒間スキ
ャンし取得した。各 MS スペクトルについて、トップ 10 モードにてプリカーサーイ
オンを選択、四重極により単離し、rolling collision energy 機能により自動決定した値
のエネルギーで CID により開裂させ、高感度モードで 0.1 秒間スキャンし MS/MS ス
ペクトルを取得した。12 秒間の dynamic exclusion time を設定した。Q Exactive では、
スプレー電圧は 2.4 kV、イオン導入管は 240 °C に加熱し、S-lens RF レベルは 50 に設
定した。MS スペクトルは、70000 の分解能で取得した。フルスキャン自動利得制御
（AGC）ターゲット値は 3×106で、最大注入時間 （MIT）は 100 ms とした。フルス
キャン質量範囲は 300-1500に設定した。MS2スキャンのAGCターゲット値は 1×105、
MIT は 100 ms に設定した。分解能 17500 でデータを取得した。プリカーサーイオン
は規格化衝突エネルギー（NCE）27%で高エネルギー衝突解離（HCD）により断片化
された。四重極の分離幅は 2.0 m/z に設定し、フル MS スキャンの間に上位 10 プリカ
ーサーイオンの MS2スキャンを取得した。 
 
<<第二章>> 

NanoLC/MS/MS 分析は、Ultimate 3000 ポンプと HTC-PAL オートサンプラーに接続
した Q-Exactive で実施した。5-10% B 5 分、10-40% B 60 分、40-99% B 5 分の 3 段階
線形グラジエントにより分離を行った。スプレー電圧は 2.4 kV、イオン導入管は 250 °C

に加熱し、S-lens RF レベルは 50 に設定した。MS スペクトルは、70000 の分解能で
取得した。フルスキャン AGC ターゲット値は 3×106で、MIT は 100 ms に設定した。
フルスキャン質量範囲は 350-1500 に設定した。MS2スキャンの AGC ターゲット値は
1×105、MIT は 100 ms に設定した。分解能 17500 でデータを取得した。プリカーサ
ーイオンは NCE 27%で HCD により断片化された。四重極の分離幅を 2.0 m/z に設定
し、フルMSスキャンの間に上位 10プリカーサーイオンのMS2スキャンを取得した。 
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<<第三章>> 

合成リン酸化ペプチドの NanoLC/MS/MS 分析は、Ultimate 3000 ポンプおよび HTC-

PAL オートサンプラーに接続した LTQ で実施した。HeLa プロテオーム解析には、
UltiMate 3000 ポンプと HTC-PAL オートサンプラーを接続した Q Exactive 質量分析計
を使用した。メソッド評価には、分析カラムとして内径 100 μm の粒子充填型 15 cm

カラム（ReproSil-Pur C18-AQ）を使用し、5%から 40%B までの 20 分または 65 分の
直線グラジエントを採用した。スプレー電圧は 2.4 kV、イオン導入管は 240 °C に設定
した。各 MS スキャンで上位 10 個のプリカーサーイオンを選択し、その後 MS/MS ス
キャンを取得した。フルスキャン分解能は 70000 に設定した。質量範囲は 300-1500

に設定した。MS2スキャンの分解能と AGC ターゲット値は、それぞれ 35000 と 1×105

に設定した。分離幅は 1.4 m/z に設定した。NCE は 33 に設定した。MS2のターゲット
は電荷状態 2-5 のみとした。 

高深度のリン酸化プロテオミクスには、分析カラムとして MonoCap C18 High 

Resolution 2000（100 μm i.d.、200 cm）を使用した。基本的には上記と同じ条件を使
用し、以下の変更を加えた。5%から 40% ACN の 480 分の線形グラジエントを使用
し、スプレー電圧 3200 V、質量範囲 350-1500、NCE 32 を設定した。 
 
<<第四章>> 

NanoLC/TIMS/Q/TOF 分析は、Ultimate 3000 ポンプと HTC-PAL オートサンプラー
に接続した timsTOF Pro で実施した。5-10% B 5 分、10-40% B 60 分、40-99% B 5 分
の 3 段階線形グラジエントにより分離を行った。TIMS 部は、ランプタイム 100 ms、
スキャンレンジ 0.6-1.5 Vs cm-2で動作させた。1 サイクルは、1 回の MS スキャンと 10

回の PASEF MS/MS スキャンで構成した。MS および MS/MS のスペクトルでは、m/z 

100 から 1700 までを記録した。ポリゴンフィルターを適用し、1 価イオンを MS/MS

に選択しないようにした。四重極の分離幅は 1 または 2 m/z に設定した。CID のため
の衝突エネルギーは、イオンモビリティの増加に応じて段階的に増加させた：ランプ
時間の 0-19%では 52 eV、19-38%では 47 eV、38-57%では 42 eV、57-76%では 37 eV、
そして残りは 32 eV とした。TMT レポーターイオンの検出のため、Collision RF を 500

と 1500、Collision Energy を 125%と 100%、Transfer Time を 25 μs と 60 μs、Pre Pulse 

Storage Time を 8 μs と 12 μs に設定した TIMS Stepping 機能を使用した。 

LC/TIMS/Q/TOF との比較のために、Ultimate 3000 ポンプと HTC-PAL オートサンプ
ラーを接続した Orbitrap Fusion Lumos で同じ試料を分析した。MS スペクトルは
120000 の分解能に設定し、データ依存の OT MS2スキャンは、Full MS スキャン間の
サイクルタイムを 3 秒に設定して Top Speed モードで収集した。四重極の分離幅は



 
 

89 
 

0.7 m/z に設定した。OT は分解能 50000 に設定し、プリカーサーイオンを 38%の NCE

で HCD により断片化した。SPS-MS3を用いた方法では、衝突エネルギー35%のイオン
トラップ CID でプリカーサーイオンを断片化し IT MS2スペクトルを取得した。OT MS3

スペクトルの取得では、HCD の NCE を 55%に増加させた以外は、OT MS2と同じパラ
メータを利用した。10 個の MS2プロダクトイオンを選択し MS3スペクトルを取得し
た。 
 
<<第五章>> 

NanoLC/TIMS/Q/TOF 分析は、Ultimate 3000 ポンプおよび HTC-PAL オートサンプ
ラーに接続した timsTOF Pro で実施した。5-40% B 50 分の線形グラジエントにより分
離を行った。TIMS セクションは 200 ms のランプタイム、スキャン範囲は 0.6-1.5 Vs 

cm-2に設定した。1 サイクルは、1 回の MS スキャンと 10 回の PASEF MS/MS スキャ
ンで構成した。MS および MS/MS スペクトルでは、m/z 100 から 1700 までを記録さ
れた。1 価イオンは、その m/z と 1/K0値に基づいて、プリカーサーイオンから除外
された。四重極の分離幅は 2 m/z に設定した。TIMS 電圧は、ESI-L Tuning Mix（Agilent）
の 3 つの選択イオン（m/z 622、922、1222）を用いて得たイオンモビリティの逆数
（1/K0）により線形較正した。 
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実験手法 
<<共通の部>> 

HeLa 細胞の培養 

HeLa 細胞は、直径 10 cm または 15 cm のディッシュで、10% FBS を含む DMEM 中
で 80%コンフルエントになるまで培養された。細胞を氷冷した PBS で 2 回洗浄し、
セルスクレーパーを用いて回収し、遠心分離によりペレット化した。セルメチニブ処
理試料については、直径 15 cm のディッシュ上の細胞が 80%コンフルエントに達し
た後、培地を 0.1% FBS を含む DMEM に変更した。24 時間培養した後、細胞をセルメ
チニブ（10 μM）または DMSO で 30 分間処理し、その後 EGF（150 ng/mL）で 15 分
間刺激した。その後細胞を氷冷した PBS で 2 回洗浄し、セルスクレーパーを用いて回
収し、遠心分離によりペレット化した。 
 
タンパク質抽出・消化 

Hela 細胞ペレットから、相間移動可溶化法（PTS 法）174によるトリプシン消化プロ
トコルを用いてタンパク質を抽出・消化した。具体的には、細胞ペレットを、タンパ
ク質ホスファターゼ阻害剤カクテル 1 及び 2 並びにプロテアーゼ阻害剤を含む 1 mL

の緩衝液（100 mM Tris-HCl、pH 9.0 中の 12 mM SDC、12 mM SLS）中に懸濁し、95 °C

のヒーティングブロック上で 5 分間インキュベートした後、20 分間超音波処理を行
った。抽出したタンパク質を BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）で定量
し、10 mM DTT で 30 分間還元し、50 mM IAA で 30 分間暗所にてアルキル化した。
試料は 50 mM 重炭酸アンモニウムで 5 倍に希釈し、Lys-C で室温 3 時間、トリプシン
で 37 °C で一晩消化した。特に記載のない限り、消化液 1 mL に酢酸エチル 1 mL を加
え、0.5% TFA（最終濃度）で溶液を酸性にした。2 分間振とうした後、15800g で 2 分
間遠心分離し、水相と有機相を完全に分離し、水相を回収した。特に記載のない限り、
水相を減圧遠心濃縮機により乾固させ、5% ACN、0.5% TFA に再溶解後、SDB-XC 

StageTip70を使用して脱塩した。 
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リン酸化ペプチドの濃縮 

TiO2粒子を充填した C8-StageTip（0.5 mg 粒子/10 μL ピペットチップ）を用いてリ
ン酸化ペプチド濃縮を行った 175。TiO2クロマトグラフィーチップを 0.1%トリフルオ
ロ酢酸（TFA）と、選択性向上剤として 300 mg/mL 乳酸を含む 80% ACN で平衡化し
た（A 液）。分画した試料を等量の溶液 A で希釈し、StageTip に負荷した。溶液 A と
0.1% TFA を含む 80% ACN で洗浄した。特に記載のない限り、リン酸化ペプチドを
0.5%ピペリジンで溶出した後 10% TFA で酸性化し、SDB-XC StageTip で脱塩した。 
 
脱塩 

特に記載のない限り、SDB-XC StageTip に対し、buffer B（0.1% TFA、80% ACN）に
よる活性化、buffer A（0.1% TFA、4% ACN）による平衡化の後にペプチド試料を負荷
し、buffer A で洗浄の後、buffer B で溶出した。 
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<<第一章>> 

HPLC 分画 

HeLa 細胞由来抽出消化物を 0.5% TFA を含む 4% ACN に溶解し、ACQUITY UPLC H-

Class Bio システムを用いて Eprogen NPS-ODS-I カラム、YMC Protein-RP カラムまたは
GL Sciences Inertsil WP300 C4 カラムに注入した。移動相には、（A）0.5% AA または
0.1% TFA、（B）0.5% AA または 0.1% TFA/80% ACN を用いた。ペプチドは、0.8 mL/min

（NPS-ODS-I）または 0.2 mL/min（YMC Protein-RP および GL Sciences Inertsil WP300 

C4）の流速で、5-60%で 30 分、60-99%で 1 分の 2 段階直線グラジエントにより分離
された。フラクションは 2 分ごとに採取した。各フラクションの 10 分の 1 は減圧遠
心濃縮機により乾燥させた後、nanoLC/MS/MS で直接分析した。残りの試料は、リン
酸化ペプチド濃縮ステップに供した。 
 
アイソクラティック RPLC 測定 

Agilent 1100 シリーズ HPLC システムと、UV 検出器（214 nm）、10 µL 注入ループ、
1 x 100 mm Luna C18(2)カラム、150 µL/min の流速を用いて分離を行った。
SGVVGDGFGGR/pSGVVGDGFGGRペアの保持係数を測定するために、ACN濃度を9-17%

の範囲で変化させた。イオンペア試薬として 0.5% AA を用いた。~2 µg の各ペプチド
を注入した。 
 
LC/MS/MS データベース検索 

ペプチドおよびタンパク質は、UniprotKB/Swiss-Prot リリース 2017/04 のヒトデー
タベースに対する、Mascot v2.6（Matrix Science、London）を用いた自動データベー
ス検索によって同定した。プリカーサーイオン質量誤差許容値は 20 ppm（TripleTOF 

5600+）または 5 ppm（Q Exactive）、プロダクトイオン質量誤差許容値は 0.1 Da

（TripleTOF 5600+）または 20 ppm（Q Exactive）を設定した。2 回のミス切断まで許
容した厳格な trypsin/P の切断特異性を設定した。システインのカルバミドメチル化
を固定修飾として設定した。メチオニンの酸化を可変修飾として設定した。リン酸化
ペプチドの同定には、セリン、スレオニン、チロシンのリン酸化を可変修飾として設
定した。各ペプチドの identity スコアを基に Mascot スコアが 95%信頼限界以上（p < 

0.05）であれば、ペプチドが同定されたとみなした。 
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<<第二章>> 

リン酸化ペプチドの濃縮 

リン酸化ペプチドの濃縮は、いくつかの修正を加えて行った 40, 96。消化液 1 mL に
ACN4 mL、乳酸 706 μL、TFA28 μL を加え、最終濃度をそれぞれ 69.8、12.8、0.5%に
した。TiO2粒子を充填した C8-StageTip（0.5 mg 粒子/10 μL ピペットチップ）を、選
択性向上剤として乳酸を 300 mg/mL の濃度で含む 0.1% TFA / 80% ACN 20 μL（洗浄
液）で平衡化させた。消化された試料（100 μg ペプチド）を TiO2/C8-StageTip に負荷
した。StageTip を 20 μL の洗浄液と 50 μL の 0.1% TFA / 80% ACN で洗浄し、50 μL 

15% NH4OH / 40% ACN でリン酸化ペプチドを溶出させた。溶出画分を乾燥後、100 μL

の 0.1% TFA / 0、2 または 4% ACN 溶液に再懸濁した。 
 
低温 StageTip 脱塩 

SDB-StageTip は既報の通り作製した 70。Empore SDB-XC membrane 3 枚を 16G 鈍端
注射針（Hamilton）で打ち抜き、200 μL チップに充填した。平衡化、試料負荷、洗浄
および溶出を含むすべての手順は、Eppendorf 5415R 冷却遠心分離機で実施した。遠
心分離機の温度を 4 °C に設定し、5 分間静置し StageTip の冷却を行った。試料溶液を
含むすべての溶媒は 25 °C で調製し、予冷せずに脱塩チップの SDB ディスクに負荷し
た。1 分間静置後、遠心分離を開始し、50 μL の溶液を 1500 g で 3 分間 StageTip に通
した。脱塩後、ペプチドを減圧遠心濃縮機で乾燥させ、4% ACN / 0.5% TFA に再溶解
した。 
 
LC/MS/MS データベース検索 

ペプチド同定のため、MaxQuant version 1.6.17.0144, 176 を用いて、Mascot generic 

format のピークリストを作成した。ペプチドおよびタンパク質を、UniprotKB/Swiss-

Prot リリース 2019/10（20380 配列）からのヒトデータベースに対する、Mascot v2.7

を用いた自動データベース検索によって同定した。プリカーサーイオン質量誤差許容
値 5 ppm、プロダクトイオン質量許容値 20 ppm を設定した。2 回のミス切断まで許
容した厳格な trypsin/P の切断特異性を設定した。システインのカルバミドメチル化
を固定修飾として設定した。メチオニン酸化は可変修飾とした。リン酸化プロテオー
ム解析では、メチオニン酸化とセリン、スレオニン、チロシンへのリン酸化を可変修
飾として設定した。各ペプチドの identity スコアを基に Mascot スコアが 95%信頼限
界以上（p < 0.05）であれば、ペプチドが同定されたとみなした。ペプチド同定におけ
る偽陽性率が、本基準において 1%未満であることを、逆配列偽データベースに対す
る検索で推定した。  
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<<第三章>> 

リン酸化ペプチド濃縮 

TiO2 クロマトグラフィーによる濃縮後のリン酸化ペプチド溶液に 10% TFA を加え
て最終濃度 0.1%とし、SDB-XC StageTip を用いて脱塩した。固相 TMT 標識では、10% 

TFA を 10% HFBA に置き換え、試料を StageTip ベースのマイクロリアクターに負荷
した。 
 
液相 TMT 標識 

消化ペプチドまたは濃縮リン酸化ペプチドを乾燥させ、200 mM HEPES pH 8.5 緩衝
液に再溶解し、ACN に溶解した TMTzero または TMT10plex 標識試薬と混合し、室温
で 1 時間静置した。最終濃度 0.33%になるようにヒドロキシルアミンを加えて反応を
停止した後、試料を 1% TFA 溶液により溶液を酸性にし、ACN 濃度が 5%未満になる
ように希釈し、SDB-XC StageTip を用いて脱塩した。50 μg の消化物を、緩衝液 50 μL

と 100 μg の TMT 試薬を含む ACN 5 μL からなる 55 μL の反応液中で標識した。リン
酸化ペプチド濃縮後の試料は、緩衝液 5 μL と TMT 試薬を含む ACN 5 μL からなる 10 

μL の反応液中で標識した。 
 
固相 TMT 標識 

各逆相固定相粒子（0.5 mg）を充填した SDB-XC StageTip を 0.1% TFA 含有 80% ACN

で活性化し、0.1% TFA 含有 5% ACN で平衡化した。その後、リン酸化ペプチドを各
StageTip 上に負荷し、50 mM リン酸緩衝液（pH 6.5）で洗浄した。TMT 試薬は、ペプ
チドの溶出を避けるため、ACN に溶解したのち、50 mM リン酸緩衝液で希釈して ACN

含量を 5%未満にした。この TMT 溶液 10 μL（10 μg/10 μL）を各チップ上に負荷し
た。試料は StageTip 上にて、室温で 1 時間放置した。その間、粒子を湿潤状態に保っ
た。1 時間後、StageTip を 0.1% TFA を含む 5% ACN で洗浄し、ペプチドを 0.1% TFA

を含む 80% ACN で溶出した。 
 
In vitro チロシンキナーゼ反応 

脱塩後のトリプシン消化ペプチドを 40 mM Tris-HCl（pH 7.5）に溶解し、1 mM ATP

と 4 mM MnCl2存在下、キナーゼ（0.2 μg EGFR）を加え 37 °C で一晩静置しチロシン
キナーゼ反応を行った。キナーゼ反応後、ペプチドを SDB-XC StageTip で脱塩した。 
 
メソッド評価のためのデータベース検索 

ペプチドおよびタンパク質を、UniprotKB/Swissprot リリース 2015_01 または
2016_03 からのヒトデータベースに対する、Mascot v2.5 を用いた自動データベース
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検索によって同定した。プリカーサーイオン質量許容値 5 ppm、プロダクトイオン質
量許容値 0.02 Da を設定した。2 回のミス切断まで許容した厳格な trypsin/P の切断特
異性を設定した。システインのカルバミドメチル化、リジンと N 末端の TMT あるい
は TMT6plex 標識を固定修飾として設定した。メチオニンの酸化およびセリン、スレ
オニン、チロシンのリン酸化を可変修飾として設定した。標識効率の確認には、シス
テインのカルバミドメチル化を固定修飾とし、メチオニンの酸化、セリン、スレオニ
ン、チロシンのリン酸化、およびリジンと N 末端の TMT 標識を可変修飾として設定
した。各ペプチドの identity スコアを基に Mascot スコアが 95%信頼限界以上（p < 

0.05）であれば、ペプチドが同定されたとみなした。 
 
Selumetinib 処理 HeLa 細胞のためのデータベース検索 

ペプチドおよびタンパク質は、UniprotKB/Swissprot リリース 2019_10（20380 配
列）からのヒトデータベースに対する、Mascot v2.7 を用いた自動データベース検索に
よって同定した。プリカーサーイオン質量誤差許容値 5 ppm、プロダクトイオン質量
誤差許容値 0.02 Da を設定した。2 回のミス切断まで許容した厳格な trypsin/P の切断
特異性を設定した。システインのカルバミドメチル化、リジンと N 末端の TMT6plex

標識を固定修飾として設定した。メチオニンの酸化およびセリン、スレオニン、チロ
シンのリン酸化を可変修飾として設定した。Proteome Discoverer（version 2.1）の
Percolator177 を用いて、q 値に基づいて 1%の偽陽性率でペプチドスペクトルマッチ
（PSM）およびペプチドグループを同定した。PhosphoRS（ptmRS）178により、リン
酸化部位の局在の信頼性を評価した。 
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<<第四章>> 

大腸菌試料の調製 

大腸菌 K-12 BW25113 株を LB 培地（ナカライテスク社製）で 37 °C にて激しく振
盪しながら培養した。対数増殖期に遠心分離により細胞を回収した。Lin らの手法 179

を基に、PTS 法により抽出した大腸菌タンパク質をメタノール・クロロホルム沈殿法
により洗浄後、消化し、脱塩した。 
 
TMT 標識 

消化されたペプチド（50 μg）を 20 μL 200 mM HEPES pH 7.6 に再溶解し、5 μL ACN

に溶解した 0.1 mg の TMT6plex 標識試薬と混合し、室温で 1 時間静置した。反応は、
最終濃度が 0.33%となるようにヒドロキシルアミンを添加し停止させた。15 分間静
置後、試料を 1% TFA で酸性化し、ACN 濃度が 5%未満になるように希釈し、適切な
混合比になるように混合し、SDB-XC StageTip を用いて脱塩した。 
 
LC/MS/MS データベース検索 

ペプチドおよびタンパク質は、UniprotKB/Swiss-Prot release 2018/08 のヒトおよび
大腸菌連結データベースに対する、Mascot v2.6 を用いた自動データベース検索によ
り同定した。プリカーサーイオン質量誤差許容値 30 ppm（timsTOF Pro）または 5 ppm

（Orbitrap Fusion Lumos）、プロダクトイオン質量誤差許容値 0.05 Da（timsTOF Pro）、
20 ppm（Orbitrap Fusion Lumos、MS2）または 0.5 Da（Orbitrap Fusion Lumos、SPS-

MS3）を設定した。2 回のミス切断まで許容した厳格な trypsin/P の切断特異性を設定
した。システインのカルバミドメチル化、リジンと N 末端の TMT6plex 修飾を固定修
飾として設定した。メチオニンの酸化を可変修飾として設定した。各ペプチドの
identity スコアを基に Mascot スコアが 95%信頼限界以上（p < 0.05）であれば、ペプ
チドが同定されたとみなした。ペプチド同定における偽陽性率が、本基準において 1%

未満であることを、逆配列偽データベースに対する検索で推定した。レポーターイオ
ンの強度は mgf ファイルから自作のスクリプトで抽出した。ピークキャパシティの計
算のため、MaxQuant144, 145（version 1.6.4.0）を用いて保持時間およびイオンモビリテ
ィ情報を抽出した。 
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<<第五章>> 

リン酸化ペプチドの脱リン酸化 

リン酸化ペプチド濃縮後の試料から 3 分の 1 を分注し乾燥させ、25 μL の 100 mM 

Tris-HCl バッファー（pH 9.0）に溶解させた。アルカリホスファターゼ（子牛腸由来；
5 単位）を加え、37 °C で 3 時間インキュベートした。反応後、10% TFA 10 μL を加え
て溶液を酸性にし、StageTip を用いて脱塩した。 
 
HPLC 分画 

リン酸化ペプチドとその脱リン酸化物を混合し、0.5% TFA を含む 4% ACN に溶解
し、UV 検出器（280 nm）を備えた ACQUITY UPLC H-Class Bio システムを用いて Protein-

RP カラム（内径 2.0 mm、長さ 150 mm、5 μm C4-silica（USP L26）、20 nm pore）に
注入した。注入量は 10 µL、流速は 200 µL/min に設定した。ペプチドは、0.5％酢酸
をイオンペア試薬として、4-40% ACN 30 分、40-80% ACN 1 分の 2 段階線形グラジエ
ントで分離した。 
 
LC/MS/MS データベース検索 

ペプチドとタンパク質は、UniprotKB/Swiss-Prot リリース 2017/04 からのヒトデー
タベースに対する、TIMS-DDA モードの MaxQuant（バージョン 1.6.14.0）を用いた自
動データベース検索により同定した。2 回のミス切断まで許容した厳格な trypsin/P

の切断特異性を設定した。システインのカルバミドメチル化を固定修飾として設定し
た。メチオニンの酸化、タンパク質 N 末端のアセチル化、セリン、スレオニン、チロ
シンのリン酸化を可変修飾として設定した。検索結果として得られた evidence.txt フ
ァイルを解析に使用した。衝突断面積は、MaxQuant を用いて得られたイオンモビリ
ティの逆数（1/K0）から算出した。 
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