
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

京都大学 博士（薬科学） 氏 名 小 形 公 亮 

 

論文題目 
ナノスケール液体クロマトグラフィー/イオンモビリティスペクトロメトリー/タンデム

質量分析によるリン酸化ペプチド大規模解析に関する研究 

タンパク質の可逆的リン酸化修飾は細胞のシグナル伝達を担う主要な翻訳後修飾の一つである。

ナノ液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析(nanoLC/MS/MS)を用いたリン酸化プロテオミクス

の発展により、リン酸化修飾部位やその増減を大規模に明らかにすることが出来るようになった。

試料より抽出された全タンパク質をペプチド断片に酵素消化して一斉解析するリン酸化プロテオミ

クスでは数万のリン酸化修飾部位を一挙に解析できるが、一方で、広い濃度ダイナミックレンジを

持ち、かつ親水性から疎水性にわたる幅広い物性を有するペプチド群を余すところなく回収し、完

全に分離・検出することは困難を極める。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”が存在するが、これら異性体は全く同一の質量をもつた

め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。した

がって、生体試料から得られるリン酸化ペプチドの分離分析における溶出挙動メカニズムの解明、

さらには抽出法・分離法の高性能化が、リン酸化プロテオーム解析のためには必須である。 

本研究ではまず、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機構の解明を目的と

し、様々な特性を有する逆相シリカカラムを用い、複数の溶液条件におけるリン酸化ペプチドの保

持挙動を調べた。その結果、リン酸化ペプチドの保持挙動は、リン酸基の付与によるペプチドの

net chargeの減少と、linear solvent strength theory（LSS theory）で説明可能であった。 

プロテオミクスでは試料の精製のため逆相固相抽出カラムが用いられる。しかし、標準的な抽出

条件では親水性ペプチドを回収できず失ってしまう。一方で親水性ペプチドを回収するために分離

モードを変更すると疎水性ペプチドの回収率が損なわれる。そこで逆相カラムへの試料添加時に、

カラムを4℃まで冷却し、かつ有機溶媒を使用しないことでペプチドの固定相への保持を増強し、

標準プロトコルと比較して2.9倍の親水性ペプチドと6.1倍の親水性リン酸化ペプチドを同定するこ

とに成功した。この際、疎水性ペプチドの回収率の低下は見られず、さらに定量再現性が向上する

ことが確認できた。 

続いて、逆相固相抽出カラムを利用したナノスケールの同重体（tandem mass tag, TMT）固相標

識法を開発し、高感度な多重定量リン酸化プロテオミクスのワークフローを確立した。数十から数

百ナノグラムのリン酸化ペプチドに対して最適化されたプロトコルを用いることで、従来の溶液反

応を用いるプロトコルと比較して、約10倍の感度向上が得られた。本標識法を用い、50 µgのHeLa

タンパク質から分子標的薬セルメチニブで制御されるリン酸化プロテオームの定量に成功した。さ

らに、in vitroキナーゼ反応を利用して標的となるリン酸化ペプチドを人工的に生成し，これを同

位体標識チャンネルの1つにスパイクして検出性を高めるモチーフ標的リン酸化プロテオミクスに

本法を応用し、数十 µgの出発物質から数千以上のチロシンリン酸化部位を定量することに成功し

た。近年、クロマトグラフィーにおける保持時間、質量分析におけるm/zに加えてイオンモビリテ

ィスペクトロメトリーにおける分離がプロテオミクスのための新たな分離場として注目されてきて

いる。NanoLCとtrapped ion mobility spectrometry（TIMS）による二次元分離を検討した結果、

LCとTIMSを組み合わせることで一時間あたり最大3300のピークキャパシティを得ることが可能であ

った。 

 



 

 

※ 学位授与された方の「論文内容の要旨」、「論文審査結果の要旨」（審査教員作成）は、京
都大学学術情報リポジトリに掲載され公開されます。 

学位申請を行う方は掲載を承認されたものとします。 

  

加えて、LC/TIMS/Q/TOFシステムにより、総測定時間を増加させることなく、プロテオーム解析に

おける同重体標識に基づく定量精度を大幅に向上させることができることを示した。また、LCとMS

の間にTIMSを挿入すると，LCとMSを補完するペプチド構造情報が得られる。しかし，TIMSの有用性

を最大限に引き出すためには，リン酸化ペプチドの衝突断面積（CCS）を正確に予測し，リン酸基

がペプチドのCCS値にどのような影響を与えるかを知る必要がある。そこで、TIMSを用いて，モノ

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4,433組のイオンのCCS値を系統的に解析

した。結果、リン酸化によって質量が80 Da増加するにもかかわらず、モノリン酸化ペプチドイオ

ンの約3分の1は、リン酸化されていないイオンよりも小さなCCS値を示すことを明らかにした。こ

の減少は塩基性官能基をより多く持つペプチドで顕著であったことから、リン酸基と塩基性官能基

の分子内相互作用の形成がCCSの減少に関係していることを反映していると考えられた。 

以上、リン酸化ペプチドの分離分析における分離メカニズムの解明に向け、逆相クロマトグラフ

ィーとTIMSにおけるリン酸化ペプチドの分離挙動を説明するモデルを確立した。さらに、逆相固相

抽出法を用いた試料前処理法の開発により、より広範な物性のリン酸化ペプチドの、より高い感度

での解析を達成した。本研究により、リン酸化プロテオミクスの高性能化、さらなる適用拡大が期

待される。 



 

（続紙 ２ ）                            

 

（論文審査の結果の要旨） 

本研究は、タンパク質の可逆的リン酸化修飾の大規模解析に焦点を当てた研究であ

り、ナノ液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析(nanoLC/MS/MS)を用いるショッ

トガンプロテオミクスの手法をベースに、関連する基盤技術を開発し、それらを応用

して細胞内のタンパク質リン酸化修飾情報の大規模取得を行ったものである。 

論文は5章から構成され、第1,2章では、様々な特性を有する逆相シリカカラムを用

い、複数の溶液条件におけるリン酸化ペプチドの保持挙動から、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機構の解明を行った。特にペプチド用固相抽出

ミクロカートリッジを低温下で用いることにより、親水性ペプチド、特にリン酸化ペ

プチドに対して回収率を大幅の向上させることに成功した。 

第3章では、逆相固相抽出カラムを利用したナノスケールの同重体（tandem mass 

tag, TMT）固相標識法を開発し、高感度な多重定量リン酸化プロテオミクスのワーク

フローを確立した。TMT標識のリン酸化ペプチド濃縮に対する影響を定量的に明らか

にし、リン酸化ペプチド濃縮後にTMT標識を行う必要性を示すとともに、それに必要

なナノグラムスケールのTMT標識プロトコルも同時に開発することにより、再現性の

高い高感度リン酸化プロテオミクスシステムの開発に成功した。本手法はキナーゼ阻

害薬セルメチニブで制御されるリン酸化プロテオームの定量に応用されている。さら

に、試験管内で行うリコンビナントキナーゼを用いたリン酸化反応物を利用して、こ

のTMT標識と組み合わせることによりモチーフ標的リン酸化プロテオミクスを開発し

た。チロシンリン酸化プロテオミクスへ応用したところ、数十 µgの出発物質から数

千以上のチロシンリン酸化部位を定量することに成功しており、これは従来法と比べ

て数百倍の高感度化を達成したことになる。 

第4章ではnanoLC/MS/MSとイオンモビリティスペクトロメトリーにおける分離に着

目し、nanoLCとトラップ型イオンモビリティスペクトロメトリーを組み合わせること

により総測定時間を増加させることなく、プロテオーム解析における同重体標識に基

づく定量精度を大幅に向上させることができることを示した。特に逆相LCとTIMSを組

み合わせることで一時間あたり最大3300のピークキャパシティを実現可能にした。こ

れは高pH逆相分離20分画を組み合わせた二次元分離系とほぼ同等であり、すなわち、

総分析時間を20分の1に短縮できることを意味していることから、今後多くの分野で

使われることが期待される。 

第5章では、イオンモビリティ分離に必要なリン酸化ペプチドの衝突断面積（CCS）

を予測することに挑戦し、リン酸基がペプチドのCCS値にどのような影響を与えるか

についての結果が述べられている。TIMSを用いて，モノ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4,433組のイオンのCCS値を系統的に解析した結果、モノ

リン酸化ペプチドイオンの約3分の1は、リン酸化されていないイオンよりも小さな

CCS値、すなわち折りたたまれた構造を示すことを明らかにし、リン酸基と塩基性官

能基の分子内相互作用の形成がCCSの減少に関係していることを見出した。 

以上のように申請者は、リン酸化ペプチドを分離対象とし、逆相クロマトグラフィ

ー、イオンモビリティスペクトロメトリーおよび質量分析において新規技術を開発す

ることにより、より広範な物性を持つリン酸化ペプチドに対し、より高い感度での解



 

析を達成した。 

よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として価値あるものと認める。また、

令和４年２月１８日、論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果、合

格と認めた。 

 


