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はしがき

　スペルミジン、スペルミンに代表されるポリアミンは、その生合成および代謝が遺伝子

発現と密接に関わり、細胞増殖因子として作用する。したがって、その生合成阻害剤や類

似対は抗がん剤や抗寄生虫薬開発の観点から研究が進められており、そのいくつかはすで

に臨床応用に供されている。しかし、細胞内および細胞膜上におけるポリアミンの分子タ

・一一一・ fットとして詳細が明らかなものは、核酸、およびポリアミンがその翻訳後修飾に関わ

るelF5Aタンパク、㎜）A受容体やチャネル分子など限られた分子であり、機能の詳細は不

明であるといってよい。

　一方、疾患特異的なタンパク質、あるいは病態の進行に伴ってコンポ馬脚ション変化し

たタンパク質の検出は、医薬品開発における創薬ターゲット分子の探索に重要である。現

在タンパク質の立体構造解析は、X線回折法、核磁気共鳴法、円二色性法などを用いて行

われている。これらの方法では、精製したタンパク質を用いる必要があるが、数多くある

タンパク質の中から、立体構造変化を起こす特定のタンパク質を検出するための方法とし

ては適さない。網羅的な検出を可能にするためには、コンポ導因ション変化を化学修飾な

どによって検出できるような標識法が有用であろうと思われる。一方、プロテオーム解析

は、タンパク質の分離、消化酵素を用いるタンパク質の切断後、質量分析を行い、タンパ

ク質を網羅的に解析する方法であり、網羅的なタンパク質の量的変化追跡を可能とする。

　そこで、タンパク質のコンポメーションの違いにより標識試薬の反応性が異なることを

利用して、網羅的にポリアミンの結合によってコンポメーション変化したタンパク質の検

出が可能であると考えた。本研究では、蛍光SH反応試薬の標識量の違いを利用し、コンポ

メーション変化したタンパク質の解析を網羅的に行う方法の開発を目的とした。そして、

その方法論を、ポリアミン合成の調節とその機能との関連が注目されるプロテオーム機能

解析に応用すること目指した。

　本研究ではまず、モデルタンパク質を用いて、化学試薬の標識量の変化を指標にすれば、

MALDI－TOF　MSにおいて低分子結合に基づくタンパク質のコンポメーション変化の検出が可

能であることが分かった。次に、蛍光SH基標識を合成し、蛍光強度の変化による評価に

よりタンパク質のコンポメーション変化解析を可能とした。続いて、その蛍光標識タンパ

ク質を酵素消化後、蛍光検出逆相HPLCピーク画分をMALDI－TOF　MS及びMALDI・一・PSD・TOF

MSにて分析したところ、蛍光標識システインを含めたペプチドのアミノ酸配列解析がで

きることがわかった。そして、タンパク質のコンポメーション変化の網羅的解析の基礎検

討実験として、コンポメーションの異なる同一のタンパク質を分子量の異なる2種類の

SH基蛍光標識試薬によりそれぞれ蛍光標識し、酵素消化後、蛍光検出逆相HPLCに供し、

そのピーク画分をMALDI－TOF　MSにより解析した。その結果、標識の分子量が異なった

分だけの隔てたシグナルの検出を可能とし、シグナル強度の相対比較を指標に用いること

により、コンポメーション変化の評価系を開発した。



一方、タンパク質のシステイン残基のN残基で切断する試薬により、タンパク質の＝構造解

析に極めて有用になる切断に伴うC末端の標識法を開発した。本標識法では、種々の電荷

の異なるアルキルアミンによる標識に応用できることを見出し、MALDI－TOF　MSによるPSD

分析に供したところ、明瞭な配列分析が可能であることからタンパク質の構造解析に有用

であることを示したのみならず、比較定量法への応用にも拡げることができた。

　また、先述のポリアミン修飾ペプチドを化学的に作製する一方で、プロテアーゼ消化に

よって断片化されたペプチドがポリアミンにより修飾されることを見出した。これは、食

事中に含まれるタンパク質は、消化され吸収される際、食門中に大量に存在するポリアミ

ンが消化や吸収過程に何らかの影響を与える可能性を示唆することを示した。

　そこで本報告書では、研究成果を以下の3点に整理して報告する。

1）蛍光試薬の標識量の違いを利用したコンポ二一ション変化したタンパク質の解析

⑱コンポメーション変化を指標とするプロテオーム解析法開発のための基礎検討

2）タンパク質の化学的断片化に伴うペプチドのアルキルアミン修飾を利用したMALDI－

TOF　MSを用いるタンパクの比較定量法の開発

㊥MALDI－TOF　MS分析によるシステイン含有タンパク質の定量法の開発

3）タンパク質のプnテアーゼ消化よるペプチドのポリアミン修飾

㊥プロテアーゼ消化におけるポリアミンによるペプチド修飾
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略号表

2PyPut　：　N一（　2－Pyridy｝　）一1，4－diaminobutane

P2M　：　N　一　［2一（2－Pyridylamino）ethyl　］　maleimide

P3M：N一［3一（2－Pyndylamino）propyl］maleimide

P4M　：　N　一［4一（2－Pyri　dylamino）butyl　］　maleimide

OVA：ovalbumin

INS　：　insulin．　bovine
　　　　　　　　　　　’

2－ME　：　2－mercaptoethanol

TFA　：　trifiuoroacetic　acid

AdoMetDC　：　S－adenosylmethionine　decarboxylase

TCEP　：　tris（2－carboxyethyl）phosphine　hydrochloride

Tri　s　：　tri　s（hydroxymethyl）aminomethane

AdoMetDC　：　S－adenosylmethionine　decarboxylase

DTNB　：　5，5’一Dithiobis一（2－nitrobenzoic　acid）

MALDI－TOF　MS：matrix－assisted　laser　desorption／ioni　zat，ion　time－of－fiight

　　　　　　　　　　　　　　　　mass　spectrometry

MS　：　mass　spectrometry

PSD　：　post－source　decay

一2一



CHCA　：　or　一cyano－4－hydroxycinnamic　acid

Ang　I　：angiotensin　I

INS　B　：insulin　B　chain，bovine

FAB－MS　：　fast　atom　bombardment　mass　spectrometry

ICAT　：Isotope　coded　affinity　tags

一3一



緒言

　疾患特異的なタンパク質、あるいは、病態の進行に伴って活性の変化

するタンパク質の検出は、bンホメーション病」1）を含めた数多くの疾患に

対する創玉出ーゲッ扮子の探索とい憶味で、医薬品開発における重要

な課題である。コンポメーション病は、タンパク質の立体構造の変化に伴う

機能変化に起因する疾患の総称であり、タウタンパク質やβ　一一アミロイドタ

ンパク質が関係するアルツハイマー病、DJ－1タンパク質が関係するパー

キンソン病、プリオンタンパク質が関係するプリオン病などを含んでいる2）。

これらの病態に関与するタンパク質の立体構造の変化と疾患との関連に

関するさまざまな研究は急速に進展しており3）4）5）、特定疾患における臓

器内タンパク質のコンポメーション変化が検出できれぼ、病因の：解明、治

療薬の開発における非常に有用な情報となるものど思われる。また、薬物

との結合によりコンポメーションが変化するタンパク質の検出は、作用や副

作用機序の理解にも重要であると考えられ、その方法論の開発は広い分

野にわた憶義深い。

　しかし、タンパク質のコンポメーション変化の検出技術は、核磁気共鳴

法やX線回折法、円二色性法等の進歩により高感度化が進んでいるが、

いずれも精製したタンパク質を必要とする。従って、生体試料中多くのタ
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ンパク質の中から、立体構造の変化した特定のタンパク質を検出すること

は現状では困難と言える。

　一方、ヒトゲノム全DNA配列の解読が終了し、プロテオーム解析も、生

命の仕組みを研究する手段として多様化されてきた。ヴロテオーム

（proteome）」とは、生物個体がもつprotein（タンパク質）全体を意味す

る造語であり、それらを網羅的に解析することをプロテオーム解析という，

これまでのプロテオーム解析は、存在するタンパク質の同定及び、その量

的変化を追跡するために用いられており、タンパク質を電気泳動やクロマ

トグラフィーを組み合わせて分離した後、消化酵素により切断し、断片化

されたタンパク質の質量分析を行うものであった。この解析方法は疾患に

伴うタンパク質量の変化を調べ、医薬品ターゲッ｝分子の検出に汎用され

てきた。もし、何らかの化学修飾により、タンパク質のコンポメーション変化

の有無を検出することが可能となれぼ、従来のプvテ軒口ム解析法を応

用することで、立体構造の変化するタンパク質の特定が可能となるものと

思われる。そこで、本研究では、タンパク質の化学修飾とプロテオーム解

析手段を利用して、コンポメーション変化したタンパク質の検出を網羅的

検出法開発のための基礎検討を行うことを目標とした。

　当研究室の和田は、ポリアミン生合成酵素の一つであるS一
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adenosylmethionine　decarboxylase（AdoMetDC）の立体構造の安定化

にポリアミンの前駆体である低分子のプトレシンが関与していることを明ら

かにした（Fig．1）。すなわち和田は、　SH標識試薬であるモノヨード酢酸に

対するAdoMetDCの反応性をMALDI－TOF　MSを用いて調べ、試料中に

プトレシンが存在する場合と比較して、プトレシン非存在下の方が

AdoMetDCにより多くモノヨー一晒塩酸が標識されることを見出した6）。このこ

とは、プトレシンが存在している場合、AdoMetDCの立体構造が安定化し、

モノヨード酢酸標識を受けにくく、プトレシンを除くと、立体構造が維持で

きなくなるため＄り多くのモノヨード酢酸が反応するものと考察された（Fig．

2）。すなわち、SH基の反応性の違いが、タンパク質のコンポメーション変

化の指標になることが示唆された。

　また、当研究室の町田は、和田の発見をさらに発展させて、蛍光SH標

識試薬であるCy3maleimide（Cy3m）に対するAdoMetDCの反応性を

二次元電気泳動により調べ7）、その結果、泳動のスポット位置の変化から、

プトレシンの有無によってAdoMetDCにおけるCy3　m；標i識量：に違いが見

られることを明らかにした。これらのことは、低分子によりコンホメーション変

化するタンパク質の検索が蛍光SH標識試薬を用いることによって、可能

であることを示していると考えている。

一6　一一
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　遊離のSHをもつシステイン残基は、すべてのタンパク質に存在するわ

けではないが、特定の活性酵素や機能タンパク質に存在することは知ら

れている。また、すべてのタンパク質に含有されていないが故に、遊離の

SH基を標的とする検出は、標識タンパク質の分離嘉定を容易にする可

能性が高い。そこで、本研究では、コンポメーション変化を、蛍光SH反応

試薬によって、簡便に検出する方法論を開発することを第一の目的とし

た。

　近年、質量：分析装置（MS）を検出器として、安定同位体をもつ標識

試薬を用いてタンパク質の相対的な量の測定が一般化しつつある。

Aebersoldらはシステイン残基のアルキル化剤としてビオチン構造を

有する試薬を用いることにより、標識物質を効率よく精製できるよ

うにしたlsotope　Coded　Affinity　Tags（ICAr）法を開発した8）。彼らの

方法は安定同位体の利用により2種の質量をもつ標識試薬をそれぞ

れ異なる試料に適用したのち、試料を消化分解後アビジンカラムに

より分離し、標識ペプチドを質量分析により検出するものである。

すなわち、質量差のピーク強度を指標にして、標識ペプチドを含有

するタンパク質の量的変化の検出を可能としている。

　一方、当研究室の井上はMALDI－TOF　MSを用いて、メチレン鎖の

一9一



長さが異なる2種のペプチドC末端標識化合物を用いることによっ

てもタンパク質の相対的な量を知ることが可能であることを示した

9
）
o

　本研究では、井上が示した結果をもとに、分子量の異なる2種の

蛍光SH標識試薬を用いて、立体構造変化を起こすタンパク質の簡便

で網羅的な検出法の可能性を検討することも目的の一つとした。

　本論は、第1章では、プロテオーム解析に有用な蛍光SH標識試薬の

選択、第2章ではSH標識量の違いを利用したコンポメーション変化

したタンパク質の検出、第3章では、開発した分子量の異なる2種の

標識試薬を用いて、コンポメーション変化したタンパク質を簡便で

網羅的に検出するための基礎検討についてそれぞれ述べた。

一唱0一



本論

第一章　蛍光SH標識試薬の選択

蛍光SH標識試薬の選択のためには、検出のための蛍光団と反応の

ための反応基を選択する必要がある。プuテオーム解析に応用する

ことを前提として、試薬の選択を行った。
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14蛍光団の選択

　蛍光SH標識試薬の蛍光団の選択にあたり、以下の条件を考慮した。

すなわち第一に、HPLCで高感度に検出するため、強い蛍光強度を有

すること、第二に、タンパク質の内側に存在するシステインと反応

しやすくさせるため、小さい蛍光団であること、第三に、MALDI－TOF

MS分析で検出できるように、　N2レーザーである337nmに極大吸収

を示さないこと、第四に、質量分析における検出感度を考慮して、

プラス電荷をもつことである。蛍光団としては、ダンシル基をはじ

めとして、汎用される多種のものが考慮対象であるが、溶解性、大

きさ等上記条件を考慮し、N一（2－Pyridy1）一1，4－diaminobutane（2PyPut）

に関する当研究室の伊藤らの報告10）をもとに、337㎜に極大吸収を

示さない2一ピリジルアミノ基が最も適当な蛍光団である（Fig．3）と

考えた。

L2標識試薬の選択

　SH基に対する反応基としては、入手の容易さから、ヨー晒乍酸誘導体

あるいはマレイミ｝誘導体が一般的である。

　当研究室では、プトレシンによるAdoMetDCの立体構造安定化に関し

一一一
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て、SH標識試薬モノヨード酢酸によるタンパク上中の遊離システイ

ン残基の化学修飾を指標として、研究を行ってきた。また、タンパ

ク質内部のSH基への反応性を考慮して、比較的分子量の小さいヨー

ド酢酸誘導体が、適当であろうと判断し研究開始当初は、ヨード酢

酸誘導体の入手を検討した。SH基標識可能なモノヨード酢酸に蛍光

団として2一ピリジルアミノ基を導入した、N’一lodoacetyl－M－pyridylput

rescineを候補化合物として考え、その合成を試みたが、目的成分を

得ることができず、その合成を断念した。

　そこで次に、マレイミド基を導入した1＞｛n一（2－Pyridylamino）alky1｝

maleimideを候補化合物として選択した。対象化合物は市販品のもの

はそのまま入手し、アルキル鎖の異なる化合物は報告11）をもとに調

製した。

　マレイミド基は遊離SH基に対する高選択的な反応基である。その

反応は付加反応であり、その結果チオエーテルとなる（Fig．4）。

pH　8以上ではマレイミド自身の加水分解が促進されるため、一般的

に反応は中性付近で行う。そこで、マレイミドの安定性を確認する

ために、市販されているM2一（2－Pyridylamino）ethyl］maleimide（P2M）

を用い、25℃と37℃リン酸緩衝液（pH7．0）条件下で時間ごとに

一　14　一一
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Fig．4　Reaction　of　N一［n一（2－Pyridylamino）alkyl］maleimide　with　SH　group
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HPLC（HPLCシステム1）により分析を行った（Fig．5）。その結

果、P2M量は経時的に減少し、未知ピークは経時的に増加すること

が分かった（Fig．6）。分解過程の詳細は不明であるが、このことに

より、P2M標識条件としてはリン酸緩衝液（pH　7．0）中、25℃では1

時間、37℃では30分間を超えない必要があることが分かった。

　マレイミド基は蛍光団の近傍に存在する物質の消光団として、作

用する可能性がある。そこでP2Mを用いて、その可能性を探るため

に、SH基と反応後、蛍光強度が変化するかどうかを調べた。　SH基

として2－mercaptoethanol（2一一・ME）中、　P2Mを含む溶液の蛍光強度を

測定すると、2－ME存在下で強い蛍光が検出され、　P2Mは2－MEと反

応することにより、その蛍光強度が増加することが分かった（Fig．

7）。これは、マレイミド基が消光団であり12）、2一ピリジルアミノ基

の蛍光に影響を与えること、すなわち標識試薬としては、有用な特

性をもっことが分かった。

m一@16　一
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1－3ペプチド中遊離システイン残基の標識と標識ペプチドの

　　MALDI－TOF・MS分析

　前節に蛍光SH試薬として、Mn一（2－Pyridylamino）alky1］maleimideは、

蛍光特性、SH基との反応特性から有用であることを示したが、実際

のペプチド中システインとの反応性や選択性及び質量分析における

検出に関する情報はない。本節では、それらの確認をモデルペプチ

ドとして、ウシ膵臓由来Insulin（INS）を用い、標識試薬として、1＞

一［4一（2－Pyridylamino）butyl】maleimide（P4M）を用いて行った。

　INSは総残基数51（A鎖21、　B鎖30）、分子量約5700Daのペプ

チドであり、Fig．8にはINSの一次配列を示した。　A鎖、　B鎖と呼ば

れる2本のペプチドが結合した構造をもっており、3ヶ所のS－S結合

（A鎖cys　6－B鎖cys　7、　A鎖cys　20－B鎖cys　19、　A鎖cys　7－A

鎖Cys　11）を有している。

　Tris（2－carboxyethyl）phosphine　hydrochloride（TCEP）でINSを還元

し、すべてのS－S結合を遊離SH基としたのち、　P4Mと25℃で1時

間反応させた。反応後、V8プロテアーゼにより切断した標識ペプチ

ド断片を蛍光検出のHPLCで分離した。　Fig．9のクロマトグラムに示

されるように、P4Mと反応しない試料では、検出ピークは存在せ

一　20　一
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ず、P4Mと反応した試料では、ピークが数多く見られ、　P4Mがペプ

チドを修飾していることが示唆された。

　質量分析、アミノ酸配列の検出には操作が容易なMALDI－TOF　MS

分析及びpost－source　decay（PSD）分析を用いることとした。

　MALDI－TOF　MSとは、マトリックス支援型レーザー脱離イオン化

というイオン化法と飛行時間型の質量分離部からなる質量分析装置

である（Fig．10）。マトッリクスに包まれたペプチド試料に、337　nm

の窒素レーザーを照射しペプチドをイオン化後、これに加速電圧を

かけることで、ペプチドイオンを一定の方向に飛行させる。その後、

進行方向とは逆向きに電場をかけイオン群を折り返させる。このと

きに、質量の軽いものほど速く飛び、早い段階で折り返すため、検

出器に到達する時間が分子量の軽いものほど早くなる。これを利用

して、ペプチド質量を測定する分析法がMALDI－TOF　MS分析方法で

ある13）。また、PSD分析とはペプチドのアミノ酸配列や修飾部位を

解析するための方法であり、Fi　g．11にPs　Dの原理を示した。　MALDI

で得られる生成イオンから、イオンゲートなどを用いプリカーサー

イオンを選択し、通常の測定時よりレーザーパワーを上げてイオン

化させることで、ペプチドが自己崩壊を起こし、フラグメントイオ

　　　　　　　　　　　　　一　23　一
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ンが生成する。このフラグメントイオンがイオン化後加速電圧によ

り飛行しているところに進行方向とは逆の電場をかけてイオン群を

折り返させ、分離する。これがPSD分析で、この方法を用いること

によりアミノ酸配列を決定することができる14）。

　PSD分析では、ペプチドの多様な切断が起こりえるが、通常アミ

ド結合の切断が優先される傾向がある。その際、Fig．12に示すよう

に一ヶ所の切断により、N末端側を含むbイオンとC末端側を含む

yイオンの2種類のイオンの生成が起こる15）。

　Fig．11にはペプチドのPSD分析スペクトルの模式図を示した。縦

軸がイオン強度、横軸が分子量／価数（m／zノとなる。例えば、y2と

y3のフラグメントイオンの分子量の差はアミノ酸2（AA2）の分子量：

に相当し、同定することができる。このことを組み合わせることで

アミノ酸の配列及び修飾位置の特定が可能となる。

　Fig．12中に示した、ピークA、　B及び。を分取し、それぞれにつ

いてMALDI－TOF　MS分析を行った（Fig．13）。その結果、それぞれ明

瞭なイオンピークを示し、予想される断片化ペプチドの分子量と一

致した分子イオンピークを検出した。ピークAは、INSのB鎖1か

一　25　一一
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ら13番目に相当するペプチドにP4Mが修飾されたもの（分子量

1728）、ピークBはB鎖14から21番目に相当するペプチドにP4M

が修飾されたもの（分子量1113）、ピークCはA鎖5から17番目相

当するペプチドにP4Mが修飾したもの（分子量2182）と、それぞれ

同定した。また、HPLCクロマトグラム上検出された他のピークは、

消化が不完全なペプチドであり、主要な検出ピークはシステイン残

基とP4Mが反応して生成したものであり、選択性高く試薬がシステ

イン残基と反応することが示唆された。

　さらに、ピークA、B及びCのペプチドそれぞれについて、　PSD

分析を行った（Fig．14）。ペプチドのPSD分析において全てのフラグ

メントイオンが検出されてはいないものの、y系列及び、　b系列に

おいてもP4Mがシステインを修飾していることを確認した。これら

のことから、ノ〉｛n一（2－Pyridylamino）alkyl］maleimide修飾ペプチドは、

MALDI－TOF　MS及びMALDI－PSD・TOF・MS分析において検出可能で

あることが分かった。
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1－4まとめ

　Mn一（2－Pyddylamino）alkyl］maleimideは、　S　H標識試薬に有用な水溶

性マレイミド誘導体であると考えられた。P2Mは、　SH基と反応する

ことにより蛍光が増加することが分った。リン酸緩衝液（pH7．0）中、

長時間反応させると分解することが示唆された。

　Mn一（2－Pyndylamino）alky1］maleimideは、モデルタンパクとして用

いた還元INSのSH基と反応したことが分かった。そして、その酵

素消化後、HPLC分取したMn一（2－Pyridylamino）alkyl］maleimide修飾

ペプチドは、MALDI－TOF　MSにおいて検出でき、　MALDI・一PSD　TOF

MSにおいて配列分析も可能であることがわかった。
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第二章　SH標識量の違いを指標としたコンポメーション変化した

　　　　タンパク質の検出

　第一章では、MALDI－TOF・MS分析が可能な標識ペプチドを与える

標識試；薬として、N一［n一（2－Pyridylamino）alky1］maleimideが有用である

ことを示した。本章では、本試薬が実際にタンパク質のコンポメー

ション変化の検出に有用であるかどうかを調べることを目的とした

実験について扱った。

　本研究室はこれまでに、ポリアミン合成酵素の一つである

AdoMetDCタンパク質の立体構造の安定化に低分子が関与することを

MALDI－TOF　MSを用いて明らかにしてきた。したがって、当初は

AdoMetDCをモデルタンパクとして利用することを考慮したが、モ

デルタンパク質として精製標晶を得るためには、動物臓器からの精

製が繁雑であること及び、簡便に精製できる組み換え体発現系がな

いことなどから、他のモデルタンパクから検索することとした。

　モデルタンパク質の要件として、コンポメーション変化が観察で

きること、遊離のSH基をもち、その反応性がコンポメーションによ

り変化すること、安価であることなどを考慮して、検討した結果、

オボアルブミン（OVA）を第一の候補とすることとした。
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　OVAは、ニワトリの卵白中のタンパク質に約45％含有する、総残

基数385、分子量約45kDaの糖タンパク質である。　Fig．15にはOV

Aの一次配列を示した。N末端はアセチル化されており、分子内に

リン酸化されたセリン残基（Ser　68、　Ser　344）を有し、またAsn

292にアスパラギン結合織鎖のコンセンサス配列を有している。分子

内には4個の遊離sH基（cys　11，　cys　30，cys　367，　cys382）と1

ヶ所のs－s結合（cys　73－cys　120）が存在しており、この1ヶ所

のS－S結合は切断しても分子構造には影響は無いとされている16）17）。

また、OVAはX線結晶構造解析により立体構造が明らかになってお

り18）（Fig．16）、α一βマルチドメインタイプに属している。また、

OVAは共存するグアニジンの濃度によりEllman試薬、5，5’一dithiobis一

（2－nitrobenzoic　acid）（DTNB）の標識量が変化するという報告19）

があり、4つある遊離のSH基に対する反応性が変性剤によるコンポ

メーション変化によって変化することが報告されている。

一　32　一



　　　　　羅　　　　　　勲　　　　　　ζ搬　　　　　　鵜　　　　　　覇懸　　　　　　㈱

翻鱗灘魂鰍燃麟灘酬癒乱曲麟二二鰹二品撚嚇

＿誰麟繍＿璽晶嚇翼＿諜胴必
　　　　事諏　　　　　　筆罐難　　　　　緬⑫　　　　　羅1謄欝　　　　　群瀞　　　　　　罵騨

　　　　　　g　　　　i　　　　e　re　l　　　　f
轡駈し葱懸灘駈畷醗蕊欄灘懸一触翻醸乏繍羅隠羅騨議」螺欄賑翻1醐じ：聯購晒肝
　　　　㍗瓢　　　　　獅　　　　　驚鱒　　　　　盤ゆ　　　　　譲諏・　　　　麟騨

　　　　　　g　　　　g　　　　g　　　　g　　　　E　i’s
職三縄憶》駆騨獺欝灘雑醐F躍灘翻鰍蔽灘融蠣醐匙賎騨轟編穐聯
　　　　聾⑰　　　　　．獅　　　　　聾⑪　　　　　登雛⑪　　　　　盛剛　　　　　壽聯騨

　　　　　　g　　　i　　　g　it　fi　1
麟！Mww職鷹懲韮織灘蹴解職灘ド隙1郷墨難舞三等灘蝋謹撰》麟騨艦》闘」禦囎甑顯

　　　　謎沁　　　　　謝　　　　　期⑬　　　　　轟鵜　　　　　羅融　　　　　謹髄

　　　　　　e　　　s　re　s　ts　i
磁嶺町舗蟹雛欝購：1綴醗囎観轟鵬E蓬鰯燈w騰欄纒璽翻旺隙
　　　　欝沁　　　　　謝

　　　　　　g　ft
職禰⑭醗脇聡糠砥磯辮

Fig．15　Amino　acid　sequence　of　ovalbumin

耀

Fi　g．16　Structure　model　of　ovalbumin　from　chicken
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2－10VAを用いた本試薬の標識量の検討

　まず初めに、標識試薬と異なったコンポメーションをもつタンパ

ク質を反応後、タンパク質に結合する標識試薬量を、直接蛍光強度

を測定することで評価した。すなわち、グアニジン濃度の異なるOVA

溶液を調製し、P2M、！＞｛3一（2－Pyridylamino）propyl　］　maleimide（P3M）、

もしくはP4M（OVA中システイン残基数の20倍量）を添加し、25℃

で1時間反応を行った後、2－ME（SH標識試薬の20倍量）により、

反応を停止させた。反応液を、2M尿素含有一50　mM　Tris塩酸（pH7．8）

緩衝溶液により透析した後の溶液の蛍光強度（Ex　310　nm，Em　390

㎜）を測定した（Fig．17）。その結果、グアニジンOM濃度において

も、一部蛍光が観察されたが、グアニジン濃度の増加に伴って、そ

の蛍光強度が増大することが分かった。このことは、グアニジンOM

濃度においても、反応可能な遊離SH基がOVAに存在しており、グ

アニジン濃度の増加によってコンポメーションが変化し、反応可能

な遊離SH基が増加することを示していると考えた。すなわち、タン

パク質のコンポメーション変化が、蛍光SH標識試薬の標識量の違い

により評価可能であることが示唆された。また、炭素序数が異なる

P2M、　P3M、　P4M間では、各グアニジン濃度における蛍光強度にほ
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とんど差は見られなかった。すなわち、アルキル鎖長の異なる3種

の標識化合物は、タンパク質中の遊離SH基への反応性に関して大き

な違いがないことが分かった。

　次に、実際に標識されたペプチドを同定するために、標識タンパ

ク質を消化後HPLC分離することで、標識ペプチド数を評価した。

Fig．18には、　ovAにP3Mを6Mグアニジン有無で標識後、キモト

リプシン消化した標識ペプチド断片をHPLC（HPLCシステム3）で

分離した結果を示した。6Mグアニジンを共存させて標識すると、

グアニジンを共存させない場合と比較して、より数多くのピークが

強い強度で検出され、P3Mが多数のペプチドを修飾していることが

示唆された。また、それぞれのピークを分取し、MALDI－TOF　MS分

析を行うと、予想される遊離のSH標識ペプチドの分子量と一致した

分子量イオンピークを検出した。しかし、6Mグアニジン共存下の

場合、ジスルフィド結合が還元されて生成するSH基と反応した標識

ペプチドも確認された。これは、長時間の変性条件下20）でジスルフ

ィド結合の交換反応が促進するためでないかと考えられた21）。

続いて、MALDI－ToF　Ms分析（Fig．19）及び、　PsD分析を行い（Fig．

20）、HPLc保持時間の37分のピークがovA・379～385のcy　s　382に、
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58分のピークがovA　30～35のcys30に、62分のピークがovA　367

～378のcys　367に、64分のピークがovA　11～15のcys　11に、それ

ぞれP3Mが標識されたペプチドを含むピークであると同定した。こ

の実験を通じて、遊離のシステイン残基を含むペプチドフラグメン

トが容易に確認できること、さらに、6Mグアニジンの有無による

タンパク質のコンポメーションの違いによって、蛍光SH標識試薬の

標識量が異なることが分かった。各ピークにおいて、各ペプチドに

おけるクロマトグラム上の6Mグアニジンで変性させた際の蛍光強

度を100％とし、グアニジンのピーク高さに及ぼす影響をFig．21に

示した。すべてのピークにおいて、グアニジンの濃度の増加に伴い、

蛍光強度つまり標識量が増加することが示された。
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2－2まとめ

　今回モデルとして用いたグアニジンによる、OVAの蛍光SH標識

試薬の標識量の違いを、HPLC蛍光検出、　MALDI－TOF　MS及び、

MALDI－PSD　TOF　MSで検出した。その結果、グアニジンによるOVA

のコンポメーション変化の違いを蛍光SH標識試薬の標識量の違い

によって解析でき、これはタンパク質のコンポメーション変化を本

蛍光SH標識試薬による標識量の変化によって評価できることを示

唆している。
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第三章　コンポメーション変化したタンパク質の簡便で網羅的な

　　　　　検出のための基礎検討

　化学修飾とプロテオーム解析を組み合わせることで、機能分子を

特定する試みはすでにいくつか報告されている。Odaらは、臨床開

発中の抗がん剤E7070標的タンパク質の特定を目的として、　E7070

固定化カラムを通した分画と通さない分画の2つのタンパク質の画

分のプロテオーム解析を、ICAr法（Isotope　Coded　Affinity　Tags）

を用いて行い、E7070に特異的に結合したタンパク質の解析に成功し

ている22）。この例は、薬物の量的な変化が起こるタンパク質を分子

量の異なる2種のSH標識試薬とLCIESI－MSIMSにより、同定するこ

とが、薬物の作用解析に有用であることを示している。Odaらの例

は安定同位体の使用により反応性に違いがない分子量の異なる2種

の標識試薬を利用したものであるが、すでに第二章で、本研究で用

いたメチレン鎖の長さが異なる3種の標識試薬は、タンパク質のシ

ステイン残基との反応性にほとんど差がないことを示唆する結果を

得ている。したがって、本研究で開発した分子量の異なる標識試薬

を2種の試料に適用比較することによって、Odaらと同様の結果が

期待できると考えた。
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　一方、タンパク質の網羅的な解析には、二次元電気泳動による分

離とMALDI－TOF　MSが汎用されている。本章では、分離の再現性に

優れるHPLC蛍光検出を使う操作（Fig。22）の有用性を検討した。即

ち、①コンポメーションの異なる2種の試料にメチレン鎖の長さが

異なる2種の蛍光試薬Mn一（2－Pyridylamino）alky1］maleimide（本章で

は、n・＝2及びn＝3）によりSH基標識を行う、②両者を混合後酵素消

化を行ない、③HPLCで分離し（HPLCシステム3）、④その分画を

MALDI－TOF　MSにより分析する、等の操作を実施し、分子量が14

異なるピーク強度から、コンポメーション変化したタンパク質の存

在の予測が可能かどうかを調べることとした。前章に続いてOVAを

モデルタンパク質として用いて実験を行った。
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34コンポメーション変化の質量分析による解析

　モデルタンパクであるOVAを用いて、コンポメーションが異なる

2種：の試料を調製し、5Mグアニジンによる変性OVAにP3M及び

グアニジン非存在下未変性OVAにP2Mを添加し、SH基を標識した。

それぞれの試料を透析し、等量ずつ混合後、キモトリプシン消化を

行った。その試料を蛍光検出HPLCにより分離分取した（HPLCシス

テム3）。その際、メチレン鎖の長さが異なる標識試薬により、標識

されたペプチドは、HPLCクロマトグラム上、ほとんど異なる保持時

間を与えない条件によって分離した。そのような条件で分画した分

画についてMALDI－TOF　MS分析を行ったところ、遊離システイン

cys　382，　cys　367，　cys　11を含む3種のペプチドピークを検出し、コン

ポメーションが変化すると予想される試料間で、分子量が14異なる

ピークの強度に大きな相違があることがわかった（Fig，23）。即ち、

標識量の差を、分子量の異なる標識試薬を用いることで、容易に検

出できることが示唆された（Fig．24）。また、グアニジンのない状態

で標識されなかったCys　30は構造上内側に存在し、グアニジンによ

るOVA変性時のみ標識試薬と反応することも考えられた。この結果

は、Fig．18のx線結晶構造解析の結果とも矛盾していなかった。ま
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た、検出ピークのMALDI－PSD　TOF　MS分析においても、分子量が

14異なる断片化シグナルを確認できる（Fig．25）ことから、このよう

に検出された標識ペプチドの配列確認も容易に行うことができるこ

とがわかった。これらのことから、分析スペクトル上で、容易にコ

ンポメーション変化の検出が可能であることが分かった。
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3－2まとめ

　本章では、モデルタンパク質としてOVAを用い、メチレン鎖の異

なる2種の！V｛n一（2－Pyridylamino）alky1｝maleimide、ここではP2M及び

P3Mを用いて、コンポメーションが異なるタンパク質のシステイン

残基を標識し分離後、質量分析により検出することで、タンパク質

のコンポメーション変化の検出が可能であることを示した。これら

のことは、メチレン鎖の長さが異なる2種の！＞｛n一（2・一Pyridylamino）al

kyl］maleimideを利用することで、機能プロテオミクス解析法の開

発が可能であることを示唆している。
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総まとめ

　第一章では、Mn一（2一・Pyridylamino）alkyl］maleimideは、蛍光SH標識

試薬として有用な水溶性マレイミド誘導体であると考えられた。

P2Mは、　SH基と反応することにより蛍光が増加することが分った。

　！＞｛n一（2－Pyridylamino）alkyl］maleimide修飾ペプチドは、　MALDI－TOF

MSにおいて検出でき、　MALDI一一PSD　TOF　MSにおいて配列分析も可

能であることがわかった。

　第二章では、グアニジンによるOVAのコンポメーション変化の違

いを蛍光SH標識試薬の標識量の違いによって検出が可能であるこ

とがわかった。このことによりタンパク質のコンポメーション変化

を本蛍光SH標識試薬による標識量の変化によって評価できること

を示唆される。

　第三章では、メチレン鎖の長さが異なる2種のMn一（2－Pyridylami

no）alkyl］maleimideを禾ll諭することで、非常に容易にタンパク質のコ

ンポメーション変化を検出することができることが明らかになり、

簡便な機能プロテオミクス解析法の開発が可能であることが示唆さ

れた。今後、薬物のターゲット分子の検索や生体機能の解析へ応用

が期待される。
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実験の部

　SH標識試薬の調製に用いたマレイミドはArdrich社から、！＞一封チ

ルモルホリンは東京化成から、その他の特級化学試薬は関東化学あ

るいは和光純薬工業から購入した。蛍光SH標識試薬P2Mは和光純

薬工業より購入した。

　システイン残基に標識することの確認に用いたINS、コンポメーシ

ョン変化させるモデルタンパクとして用いたOVA、　INS還：元の時に

用いたtris（2－carboxyethyl）phosphine　hydrochloride（TCEP）、タンパク

質変性の際に用いたグアニジン塩酸塩はSIGMA社より購入したも

のをそのまま用いた。酵素消化の際に用いたV8プロテアーゼは

PIERCE社、キモトリプシンはRoche社より購入したものをそのまま

用いた。

　MALDI－TOF　MS分析及びPSD分析の際に用いたINS、　Insβ、Ang

I、CHCAはSIGMA社より購入したものを用いた。今回の実験に用

いた水はすべてMilli　Qにより調製したものを用いた。購入した試薬

は全てそのまま用いた。
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N一〔n一（2－Pyridylamino）alkyl〕maleimideの調製

　まず、マレイミド基の導入に用いるN　一Ethoxycarbonylmaleimideは、

以下のように行ったOB）。

　N　一Ethoxycarbonylmaleimide：マレイミド299（0．3　mol）とN一メチ

ルモルホリン33m1（0．3　mol）とを酢酸エチル1300　ml二二中で撹搾

し、酢酸エチル200ml中にクロuギ酸エチル29　ml（0．3　mo1）溶解さ

せた溶液を滴下した後、更に氷冷下で30分二二した。反応終了後、

沈殿物を酢酸エチルで洗浄し、濾液を減圧濃縮した。残渣を酢酸エ

チルージエチルエーテル溶液（1／10v／v）から再結晶し、ジエチルエ

ーテルで洗浄後、紫色の結晶を得た。その後、EへBMSにより分子

量（M＋甘170）を確認した。

　当研究室で合成した2一（3－Aminopropyl）aminopyridineまたは、2

一（4　一・Aminobutyl）aminopyridine約1g（0．006　mol）を飽和炭酸水素ナト

リウム27mlに氷二二溶解し、　N一一Ethoxycarbonylmaleimide　l　g

（0．006mol）を添加し、二二下1時間撹搾した。反応終了後、析出し

た結晶を濾：取し、蒸留水による洗浄後、乾燥した。その後、EAB－MS

により分子量（M＋H÷，P3M232，P4M，245）を確認した。
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MALDI－TOF　MS　／L73Xtw

島津／KRATOS飛行時間型質量分析装置KOMPACT　MALDI　IVを

用い、リニアーモードにより測定した。マトリックス含有溶液には0．

1％TFAの40％アセトニトリル溶液にα一cyano4－hydroxyci㎜amic

acid（CHCA）を飽和させたものを用いた。ステンレス製サンプルプ

レートのウェルに、試料0．5μ1をのせ、空気乾燥させた。さらにマ

トリックス溶液0．5μ1をのせて、空気乾燥させて結晶化させた後、

分析した。；機器較正には、標準品としてAngiotensin　I（Ang　I）［10一“”

M、（M＋HジAverage　1297．50　Da］とInsulinβchain　bovine（Ins

β）［1σ5M、（M＋H）＋Average　3496．9　Da］とINS［1σ5　M、（M＋H）＋

Average　5734．6　Da］を用いた。

　島津ノKRATOS飛行時間型質量分析装置AXIMA－CFR吻5を用い、

リフレクトーモードにより測定した。マトリックスは0．1％TEへの

40％アセトニトリル溶液にCHCAを飽和させたものを用いた。ステ

ンレス製サンプルプレートのウェルに、試料を1μ1をのせて空気乾

燥させた後、さらにマトリックスを1μ1を乗せて空気乾燥させて結
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晶化させた後、分析した。

以下に示す4種のHPLC条件を用いた。

HPLCシステム1

　Column：GLサイエンス　Inertsil　ODS－24．6φX150

　Mobile　phase：　O．1％　TFA　in　100／o　acetonitrile

　Flow　rate：O．5mL／miR

UV：310㎜SPD－6A（島津製作所）

Pump：LC一一10AT（島津製作所）

HPLCシステム2

　Column：Tosoh　ODS　120T　4．6　ab　X2SO

　Mobile　phase：A；　O．190　TFA　in　50／o　acetoni　trile

　　　　　　　B；　O．190　TFA　in　80％　acetonitrile

　　　　　　　Ogo　A　in　10　min，then　O－10090　B　in　90　min

　Flow　rate：1　niL／min

Excitation：310㎜Emission：390㎜EP－15205（日本分光株式会社）

Columns　temperature：30℃CO－965（日本分光株式会社）

Pump：PU－986（日本分光株式会社）
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HPLCシステム3

　Column：Tosoh　ODS　120T　4．6　¢　X250

Mobile　phase：A；　O．190　TFA　in　50／o　acetoni　uile

　　　　　　　　B；　O．1％　TFA　in　8090　acetonitrile

　　　　　　　　45　一一一　5590　B　in　100　min

　Flow　rate：lmL／min

Excitation：310㎜Emission：390㎜EP－15205（日本分光株式会社）

Columns　temperature：300C　CO－965（日本分光株式会社）

　Pump：PU－986（日本分光株式会社）

HPLCシステム4

　Column：Tosoh　ODS　120T　4．6　th　X250

Mobile　phase：　O．190　TFA　in　11　O／o　acetonitrile

　Flow　rate：lmL／min

Excitation：310　nm　Emission：390㎜EP－15205（日本分光株式会社）

Columns　tempera重ure：30℃CO－965（日本分光株式会社）

　Pump：PU－986（日本分光株式会社）

SH票識試藩と2－Merca　toethanol　2－MEとの　応実i験

　0．32M、0．64　M、　O．96　M、及び1．28　MのP2Mを含む50　mMリン

酸溶液を調製した。その中に、2－MEをP2Mの20倍量添加し、25℃
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1時間反応させた。その後、蛍光検出器（JASCO　FP－750型分光蛍光

計）（Ex　310㎜、Em　390㎜）により測定した。

蛍WSH標識試薬の安定性実験

　500μMのP2Mを含む50　mMリン酸溶液を37℃及び室温

（25℃）にて加温したのち、試料10μ1をHPLC（HPLCシステム1）

に供して、残存するP2M量を測定した。

　1　O’4Mウシ膵臓由来INS　110μ1に0．1　mM　TCEP　30μ1を添加し、

37℃で30分6Mグアニジン含有。．1MTris塩酸（pH8．o）緩衝液中反

応させた。そして、INSのSH基の10倍量のP4Mを添加し、室温1

時間反応させた。脱：塩操作として、50μlBOND－ELUT　C18に供し、

0．1％TEへで2mlにより洗浄後、0．1％TEへ一50％アセトニトリル溶液2m1

により溶出した。その溶出液を凍結乾燥により乾燥した。それに、

50mMリン酸ナトリウム溶液に50μ1を添加した後、さらに、　V8プ

ロテアーゼ（インスリンの1／50倍：量）を添加し、37℃で24時間反応

させた。10μ1をHPLC（HPLCシステム2）に供し、　P4Mの蛍光強度

を指標として1分ごとに分取し凍結乾燥により濃縮を行い、

MALDI－TOF　MS分析のサンプルとした。理論上のP4M結合ペプチ
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ドの分子量の計算値と一致するものを、PSD分析した。

2tiZs2z（Nlpt！Q127　w」EtFrts±rFoti1Ewag（wt

　50mMリン酸（pH7。0）、6Mグアニジン含有50m　Mリン酸（pH7．0）

緩衝液をそれぞれ調製し、両者を用いて、0，2，3，3．5，4，4．5，5，6Mグ

アニジン含有50mMリン酸（pH7．0）緩衝液を8種類調製した。それ

ぞれにOVAを添加したOVA溶液（4．2mg／ml　IO”4　M）を、4℃24時間

インキュベートした。

　その試料140μ1にOVA中SH基の20倍量のP2M、P3M、及びP4M

を添加し、室温1時間反応後、反応停止としてSH標識試薬の20倍

量2一　MEを添加した。最終濃度が3Mグアニジン溶液となるように、

それぞれに140μ1ずつ様々なグアニジン濃度含有50mMリン酸

（pH7．0）緩衝液を添加した。そして、2M尿素含有50　mM　Tris塩酸

（pH　7．8）の溶液によりP2M、　P3M、及びP4Mの蛍光強度を指標に

完全透析を行なった。

　その溶液をMilli　Q水により60倍に希釈し、蛍光検出器（JASCO

FP－750型分光蛍光計）（Ex・310・nm、Em　390　nm）により測定した。
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モデルタンパク質における標識ペプチドの分析

　OVAにP2Mあるいは、　P3Mを標識後、透析した試料にキモトリ

プシンをタンパク量：に対して1／50倍量を添加し、25℃8時間酵素処

理を行なった。その後、蛍光を指標にHPLC（HPLCシステム3ある

いは4）により分析し、30秒ごとに分取し凍結乾燥し試料とした。そ

れぞれの試料をMALDI－TOF　MS分析により含まれるペプチドの分

子量を測定し、理論上のP3M結合ペプチドの分子量の計算値と一致

するものに関して、PSD分析に供した。
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略号表

AA　：　amino　acid

Ang　I　：angiotensin　I

AESA二2一一aminoethanesUlfo：nic　acid

AP　SA二3－amino－1－propanesulfonic　acid

BIAM　：　biotinylated　iodoacetamide

CHCA　：　ff　一cyano－4－hydroxycinnami　c　acid

ESI　：　Electro　Spray　lonizatioR

HEPES　：　N一（2－hydroxyethyl）piperazine－N’一（2－ethanesulfonic　acid）

HS　A　：　human　serum　albumin

IAM　：　iodoacetamide

ICAT　：　lsotope　Ceded　Affmity　Tags

INS　：　bovine　insulin

LC一一MS　：　liquid　chromatography　mass　spectrometry

MALDI一一TOF　MS　：　matrix－assisted　laser　desorption／ionization

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　time－of一一fiigllt　mas　s　spectrometry

NTCB　：　2－nitro－5－thiocyanobenzoic　acid

Ova　：　ovalbumin
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PSD　：　pos“source　decay

TCEP　：　tris（2一一carbexyethyi）phosphine

TFA　：　trifiuoroacetic　acid

T塞つく：thioredoxin
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はじめに

　現在、人のゲノム配列解析は完了し、遺伝子の数も予測されつつ

ある。しかしながら、遺伝子の機能を解明するためには塩基配列情

報だけでは不十分である。生体内で実際に機能を現しているのはタ

ンパク質であり、生体内のタンパク質がいつ、どこで、どのように

機能しているのかを明らかにすることは重要である。このような背

景から現在、ポストゲノム研究としてタンパク質の構造機能を網羅

的に研究するプロテオーム解析はバイオサイエンス分野の主要課題

といえる。プロテオーム解析では、単離したタンパク質を酵素消化

または化学的断片化によりペプチドとしたのち、MALDI－TOF　MS

（matrix－assisted　l　aser　desorptioiVionizatioR　time－of－flight　mass

spectro：metry）にてペプチドの部分アミノ酸配列の決定、タンパク質

の同定が行なわれる｝）。ここでMALDI。TOF　MS分析及びアミノ酸配

列を分析できる手法であるMALDI－PSD　TOF　MS（matrix－assisted　laser

desorption／ionization　posvsource　deeay　time－of－fiighi　mass　spectrometry　）

分析について説明したい。MA：LDI－TOF・MSは、マトリックス支援型

レーザー脱離イオン化装置と飛行時間型の質量分離部からなる質量

分析装置である（Fig．1）。マトッリクスに包まれたペプチド試料に、

波長337nmの窒素レーザーを照射しペプチドをイオン化後、これに

　　　　　　　　　　　　　　一　68　一



加速電圧をかけることで、ペプチドイオンを一定の方向に飛行させ

る。その後、進行方向とは逆向きに電場をかけ、イオン群を折り返

させる。このときに、質量の軽いものほど速く飛び、早い段階で折

り返すため、検出器に到達する時間が分子量の軽いものほど早くな

る。このことを利用して、ペプチドの質量を測定する分析法が

MALDI－TOF　MSである2）。
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　　　　　　Fig．1　Scheme　for　MALDI一一TOF　MS　system

藩働：ペプチド

　N2レ’一ザーによってペプチドはイオン化される。イオン源（ion　source）から

導入されたイオンは無電化領：域（drift　space）を一定速度で飛行し、質量電荷比

（m／z）の小さなイオンから順に検出器（detector）へ到達する。　TOF・M　Sのモー

ドには、イオン源から検出器までイオンを直線的に飛行させる「リニアモードj

と検出器に到達する前にイオンを静電界ミラー（reflectron）にて反転させるrリ

フレクターモード」がある。リフレクターモードでは、reflectronを用いてイオ

ンを反転させることによって、分解能の低下の原因となる初期運動エネルギー

のばらつきを収束させることで高い分解能を得ることができる。
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　続いて、MALDI－TOF　MS分析を応用したアミノ酸配列分析手法で

あるMA：LDI・・PSD・TOF・MS分析について説明する。　Fig。2に示すよう

に、MALDIで得られる生成イオンから、イオンゲートにてプリカーー

サーイオンを選択し、通常の測定時よりレーーザーパワーを上げてイ

オン化させることで、ペプチドが自己崩壊を起こし、フラグメント

イオンが生成する。このフラグメントイオンがイオン化後加速電圧

により飛行しているところに進行方向とは逆の電場をかけてイオン

群を折り返させ、分離する。これがMALDI－PSD　TOF　MS分析で、こ

の方法を用いることによりアミノ酸配列を決定することができる3）。

フラグメントイオンの生成の際、ペプチドの多様な切断が起こりえ

るが、通常アミド結合の切断が優先される傾向がある。その際、Fig．

3、4に示すように一ヶ所の切断により、N末端側を含むbイオンと

。末端側を含むyイオンの2種類のイオンの生成が起こる4）。

Fig．5にはFig．3に示したペプチドのMALDI－PsD　ToF　Ms分析の模

式図を示した。縦軸がイオン強度、横軸が分子量／価数（m／z）とな

る。例えば、y2とy3のフラグメントイオンの分子量の差はアミノ酸

2の分子量に相当することから、このことを組み合わせることでアミ

ノ酸の配列や修飾位置がわかる。
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　　　　　Fig．2　Scheme　for　MAJLDI－PSD　TOF　MS　analysis

畷馴e：自己臓したペプチド

　イオン源から生じたイオンはイオン種自身の過剰内部エネルギーまたは残留

ガスとの衝突によってある程度分解する。この現象をポストソース分解
（pos重一source　decay：PSD）という。　PSDによって生じたproduct　ionは前駆イオ

ン（precursor　ion＞と同じ速度で飛行する。次に測定対象にしたいイオン群

（precurs◎r　ion及びproduct　io簸）をion　gateを用いて分離する。io且gateを通過し、

refiectronに導入された測定対象のイオン群は、　refiectronの反射率を調整するこ

とによって分離される。
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AA：amino　acid

　ペプチドの自己崩壊は主にペプチド結合部分でおこり、N末端側を含むbイ

オンと。末端側を含むyイオンの2種類のイオンの生成が起こる。

H

　　　　レ1◎騰

　　　RQ．1　R
　　　墾羅　　　　羅
NH－HC－Cpt“H　N－CH

　　　　　　　　　　　　　　y．．goee

Fig．4　Proposed　structures　ofb－ion　and　y－ion
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Fig．5　Schematic　PSD　spectra

　PSDスペクトルでは、前駆イオン（precursor　ion）よりも低分子領域にproduct

ion由来のシグナルが確認される。例えば、　y2とy3のフラグメントイオンの分

子量の差はアミノ酸2（AA2）の分子量に相当することから、このことを組み合

わせることでアミノ酸の配列等がわかる。
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　当研究室では、タンパク質の化学的断片化法としてNTCB

（2－nitro－5－thiocyanobenzoic　acid）を用いたシステイン特異的な切断法

を検討してきた。MCBは、タンパク質中のシステイン残基をシア

ノ化後、塩基性条件下、切断部位のN末端側にイミノチアゾリン環

を生成させ、タンパク質を切断する試薬として知られている5）。当

研究室の矢敷はこの切断反応時においてアルキルアミンが共存する

とC末端側にアルキルアミンが導入されることを見出した6）（Fig．6）。

そして当研究室の井上は本法を利用し、Ova（ovalbmin）に由来するペ

プチドについて、アルキルアミン標識のMA：LDI・一丁OF・MS分析への影

響及び、アルキル鎖の炭素数が一つ異なるアルキルアミン標識試薬

を用いることによるタンパク質の比較定量法の検討を行った7）。

　本研究では、本標識法の質量分析における有用性を明らかにする

ことを目的とし、NTCBによって多くのペプチド断片が得られる：HSA

（Human・Serum・Albumin）をモデルタンパク質として用い、陰電荷を持

つアルキルアミンによる標識のペプチドの検出への影響を調べた。

また、井上が検討した方法を利用することで、生体内の代表的なシ

ステイン含有タンパク質であるTrx（Thioredoxin）の酸化型、還元型

の分別定量の可能性を検討した。
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第一章　MALDI－TOF　MS分析における陰電荷を有するアルキルアミ

　　　　ン標識の有用性

1－1　はじめに

　タンパク質の一次構造は、精製タンパクを断片化したのちアミノ

酸配列分析法に従い決定される。断片化法としては、リシン及びア

ルギニン残基のC末端側で切断するトリプシン、リシン残基のC末

端側で切断するリシルエンドペプチダーゼなどを用いる酵素法が最

も一般的であるが、NrCBを用いて、システイン残基をシアノ化後、

塩基性条件下で化学的に断片化を行なう方法もある。この方法は生

成する断片化ペプチドのN末端がイミノチアゾリン構造となるため、

N末端側からアミノ酸を切断するエドマン分解法を利用するアミノ

酸配列分析には適用できない。そのため、ペプチド分析では限られ

た目的でのみ利用されていた。しかし、ESI（Electr◎Spray　Ioniza愈云on）

法とMA：LDI法の緩和なイオン化を用いた、質量分析によるペプチド

の配列分析が一般化されるにつれ、幅広く応用されるに至っている。

　先にも述べたように当研究室では、システイン残基のN末端側化

学的断片化剤であるNrCBによって断片化ペプチドのC末端が共存

するアルキルアミンのC末端標識法を見出している。MALDI－PSD
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TOF　MS分析において、矢敷らOva（ovalbumin）の切断で生じたアル

キルアミン標識ペプチドのアミノ酸配列分析に及ぼす標識試薬の有

する電荷の影響に関する検討を行なった。その結果、陰電荷を有す

るAESA（2－aminoethanesulfonic　acid）による標識では、ペプチドにお

けるMA：LDI－PSD　TOF　MS分析のシグナルが増強される傾向を示し

た。この結果は、陰電荷を有するアルキルアミン標識がMALDI－PSD

TOF・MS分析に好影響を与える可能性を示唆していた。さらに当研究

室の井上が様々なアルキルアミンを用いて、MA：LDI－PSD　TOF　MS分

析における影響を検討した結果、やはりAESAにおいてそのシグナ

ルが増強される傾向があることがわかった。

　そこで、本章ではまず本標識法を適用したOva以外のタンパク質

に由来するペプチドのMALDI－TOF　MS及びMA：LDI－PSD・TOF・MS分

析における電荷の影響を調べることを目的として、NrCBによる断

片化によって多くのペプチドが得られるHSA（Fig．7）をモデルタン

パク質として用いて、検討を行うこととした。

一一　78一



1　D，lmaKSEVAHR　FKDLGEENFK　ALVL1AFAgY　L99CPIFEDHV　KLVNEVTEFA
51　KT　eVADESAE　NCDKSLHT　LF　GDKLerVAT　L　RETYGEMADC　CAKgEPERNE
101　erL91HKDDNP　N　LPRLVRPEV　DVMCTAFHIDIN　EETFLKKYLY　E　I　ARIRHIPYFY
ユ51　A：PE：L：LFFAKR　YK：AA：FTECCQ　AAD：KAACL：L：P　K：LDE：LRDEGK　ASSAKΩR：LKC

20ユ　AS：LΩKFGERA：FK：AWAVARLS　gRFP：KAEFAE　VSK：LVT　D：LTK　VHTECCHGDL

251　LECADDRADL　AKYX　CENgDS　I　S　SKLKECCE　KP　LLEIKSHC1　AEVENDEMPA

301DLPSL醐FV　ESKDVC梱YA　EAKDVFLG搬LYEYAR瓢PD　YSWLLLRLA
351　KTYETTLEnc　eAAAD？HEeY　AKVFDEFKP　L　VEEPgNUK9　NesLFEgLGE
40！　YKFgNALLVR　YT　KKVP　gV＄T　P　T　LVEVSRN　L　G　KVG　S　KecKH　P　EAKIRM　P　CAE

451　DYLSwnrLNgL　ewLHEKTPVS　DRVTKecTES　LV：NRRP　CFSA　LEVDETWPI〈
501　EFNAETFTIFIEE1　ADXCTLSEKE　Rg　I　IKI〈9TALV　ELVKHKP　IKAT　IKEgLIKAIYM　D　D

551　FAAFVEKecK　ADDKErcFAE　EGKKLVAA＄9　AALGL

Fig．7　Amino　acid　sequence　ofHuma”Serum　ASb“min（HSA）

　　　　　　　　HSAは35のシステイン残基を含んでいる。

一　79　一



1－2電可を持つアルキルアミン標識ペプチドのMA：LDI－TOF　MSに

　　おけるペプチド　出への影

　本節で用いるモデルタンパクとしてHSAを選択した。　HSAは、血

流のバランスを維持し、アミノ酸・脂肪酸・ホルモンなどの輸送に

関与している蛋白質である。総残基数585、分子量約66kDaのタン

パク質である。HSAは35個のシステイン残基を含有し、　NrCBによ

り、28個の断片化ペプチドが得られ、これらの断片化ペプチドには

本法で検出しやすいとされる分子量1000～2000の断片化ペプチドが

10個得られるはずである。NTCB断片化反応の方法論確立には、　Ova

を用いた方法が報告されており8）、多くの情報が蓄積されている。当

研究室でも、これまでOvaを用いて検討を行っていたが、より多様

なアミノ酸配列においてもアルキルアミン標識の影響を検討するた

めにシステイン残基を多く含むHSAを用いて。以下の実験に行うこ

ととした。

　HSAをTCE：Pにて還元後、　NTCBを添加し、コントロールとして

milliQ水（アルキルアミン非存在下条件）を添加したもの、アルキル

アミン標識試薬としては負電：荷を持つAESA、正電荷を持つagmatine

を用いて、電荷をもつアルキルアミン標識の影響を検討することと

一一一
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した。これら反応条件は、当研究室の伊藤らが検討した、蛍光標識

物質と同様の反応条件9）を用いた。反応液は疎水性樹脂を備えた

zipTipci8により脱塩後、　MALDI－ToF　Ms分析を行なった。

　その結果、milliQ水を用いた断片化試料では、10個ある分子量looo

～2000のHSA由来ペプチドのうち7個確認できた。またAESAでは

7、agmatineでは9個確認できた。アルキルアミンを用いて断片化し

た場合には、ペプチド結合部位がカルボン酸として切断された未標

識ペプチドよりも各標識物質分だけ大きい分子量を示すシグナルを

検出した（Fig．8、　Fig。9）。
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　次にAESAがスルフォン酸基を有していることに注目し、

MALDI－TOF　MS分析において、陰電化を検出するnegative　modeによ

るAESA標識ペプチドの検出を試みた。ペプチドを分析する際には

positive　modeで測定されることが一般的であり、negative　modeは核

酸等の構造的に陰電荷を帯びやすい物質において使用されることが

多い。

　その結果AESA標識ペプチドをnegative　modeで測定した場合、

positive　modeで測定したものよりも選択的に検出できることがわか

った（：Fig．　10）．。
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1－3　電荷を持つアルキルアミン標識ペプチドのMALDI－PSD　TOF

eetS　X×lfiAok　＃ge

　当研究室の矢敷はOvaを用いた本標識法の検討において、　AESA

を標識したペプチドのMALDI－PSD　TOF　MS分析におけるシグナル

が著しく増強したことを報告している。

　HSA由来の未標識ペプチド及び、　AESAを標識したペプチドの

MALDI．PSD　TOF　MS分析を行った結果、3つの断片化ペプチド（62－74、

75－89、250－261）において、AESA標識ペプチドでは未標識ペプチド

に比べ、y－ionよりもb－ionイオンのシグナル強度がより選択的に高

くなり、明瞭なスペクトルが得られる傾向にあることが判明した。

（Fig．11、　Fig。12、　Fig．13）。この要因として、　AEsAの有するスルフ

ォン酸基の強い陰電荷によりy－ionの＋電荷の中和により、検出され

にくくなり、b－ionの選択的検出が可能になるためだと思われる（Fig．

14）　o
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1－4　まとめと考察

agmatine、　AESAともに、　HSA由来の標識ペプチドの検出が確認で

き、本標識法が様々なアミノ酸配列のペプチドにも適応可能である

ことがわかった。またAESA標識ペプチドのMA：LDI・・TOF　MS解析

では、negative　modeを用いることにより、より標識ペプチドを選択

的に検出することが可能であることがわかった。さらに、矢敷、井

上らはAESA標識ペプチドのPSDパターンはb、　y－ionともにイオン

強度が高くなる傾向にあることを示しているが、本実験の結果では

AESA標識ペプチドのPSDパターンは、未標識ペプチドに比べて

b－ionがより選択的に検出できるようになる傾向があることがわかっ

た。アミノ酸配列と検出感度との詳しい関連性については現在も検

討中であるが、AESAによるペプチドのC末端標識はnegative　mode

による測定にて標識ペプチドの選択的検出が可能となること、また

PSD分析が有利になる点で、有用であることが考えられる。
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第二章negative　mode測定におけるMALDI・・TOF　MSによるペプチ

　　　　ド検出における定量性の検討

2－1　はじめに

　現在のプロテオーム技術、つまり質量分析装置とデータベース、

これらを結ぶ検索システムによってタンパク質の同定は飛躍的に容

易になってきた。しかし、タンパク質を同定するだけでは、機能解

析としては不十分である。すなわち、プロテオームによる機能解析

研究では、例えば、内外の環境的因子の影響などによって生じた個々

のタンパク質の比較定量データが必要となる。

　質量分析装置を検出器として用いたタンパク質の定量分析の試み

では、あらかじめタンパク質を標識試薬で標識断片化したのち、内

部標準物質をサンプルに添加して検出する内部標準法が一般的であ

る。現在、質量分析装置での内部標準物質としては、主に安定同位

体標識の試薬が用いられているIo）　’　13）。　Aebers◎1dらはシステイン残基

のアルキル化剤としてビオチン化試薬を使うことにより、システイ

ン残基のみアビジンカラムによって効率よく精製できるようにした

ICAT（lsotope　Coded　AfHnity　Tags）法を開発した14）。そして、安定同

位体の重水素で標識したビオチン試薬を使うことにより、2つのサ
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ンプルの相対的定量を可能にした。このことを参考にして当研究室

の井上はAESA及びAESAよりもアルキル鎖の炭素数が一つ長い

APSA（3－amino－1－propanesulfonic　acid）のC末：端標識ペプチドにおい

て、標識ペプチドのうち片方を内部標準物質として用いる比較定量

法の検討を、Ovaをモデルタンパク質として行っていた。その結果、

Ova由来のAPSA標識ペプチドを内標準物質として、AESA標識ペプ

チドとのシグナル強度比をもとに検量線を作成したところ、良好な

検量線を引くことができた。

　本章では、井上が検討した比較定量実験において、前章でnegative

m◎de測定にてAESA標識ペプチドを選択的に検出できたことを参

考にし、negative　modeにおける本比較定量法の定量性について明ら

かにすることを目的とした。モデルタンパク質としてはHSA及びTrx

を検討した。
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2－2ne　ative　mode測定におけるHSAを用いた比定量法の討

　AESAあるいはAPSAをNTCB存在下HSAと反応させ、その反応

物を等量混合しMALDI－TOF　MSを用いて分析した。その結果メチレ

ン基一個分、分子量で14Da異なる位置に対となったシグナルをい

くつか検出できた。Fig．15にはその一部（34－52）を示す。　APSA標

識ペプチド（磁F2354）の濃度を一定、内標準物質とし、　HSAの濃度

を様々に変化させて標識反応を行って得たAESA標識ペプチド

（m／z　＝2340）を等量混合した後、AESA標識ペプチドとAPSA標識ペ

プチド由来のシグナルのシグナル強度比をもとに検量線を作成した

ところ、Fig．16に示すような良好な検量線を作成することができた。

以上のことよりnegative　mode測定においても本比較定量法が有用で

あることが明らかになったため、次節では本比較定量法のTrx

（thioredoxin）への応用を試みた。
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2－3　ne　ative　mode測定におけるTrxを用いた比　定量法の　討

　TrxはGSH（Glutathi◎ne）とともに、細胞内の抗酸化機構を担う代

表的なシステイン含有タンパク質である（Fig．17）。特にTrxは、近

年ヒトにおいてHIV感染董5）・　16）、虚血性心疾患17）、気管支喘息18）、

C型肝炎19）、非アルコール性脂肪肝炎2◎）、関節リウマチ21）などの

種々の疾患において、その血清・血漿中濃度が上昇することが報告

されており、またTrx高発i現マウスが長寿傾向を示すこと22）、Trx

ノックアウトマウスは胚性致死となってしまうことが明らかになっ

ている23）。さらに、NF一κB、　Ref－1、　AP－1およびP53などの転写因

子のDNA結合活性を調節するほか、アポトーシスのシグナル伝達に

関与するMAPKKK（Mitogen　Activating　Protein　Kinase　Kinase　Kinase）

であるASK・一1（ApoptGsis　Signa1－regulating　Kinase）に結合し、その活性

を制御することが知られている24）（Fig．18）。

　以上のようなことから現在、生体内のTrxの量的変化やTrxの機能

を解明するための研究が盛んに行われている。
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Trxは、　Trx依存性のペルオキシダーゼであるperoxiredoxinとの協調作用によ

り、細胞内の活性酸素種を消去する抗酸化物質として働く。
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　細胞内で還元型Trxの一部はASK1（apoptosis　signal－regulaling　kinase　1）と複合

体を形成して存在する。過酸化水素等の活性酸素などが作用すると還元型Trx

のシステイン残基のチオール基は酸化され酸化型Tirxとなる。するとTrx－ASK　1

（apoptosis　si　gria1－regulating　kinase　1）複合体からTrxは遊離しASK　Iは活性型とな

る。活性型ASK　1はMA：PKK（Mit◎gen－Activated　Protein　Kinase　Kinase）を活性化

させ、MAPK：KはJNK（c－Ju鍍N－te㎜inal　kinase）及びp38を活性化しアポトーシ

スや分化などを誘導することが明らかとなっている。
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　本実験では、Fig．19に示すように大腸菌由来のTrxがそのアミノ

酸配列上にシステイン残基を2つしか含有していないことに着目し、

NrCBによる断片化アルキルアミン標識の結果を検討する際に解析

が容易であろうと予測した。大腸菌においてTlxはDNA合成に必須

なリボヌクレオチド還元酵素に水素イオンを供与する補酵素である

ことも明らかになっており、必要不可欠なタンパク質である。

　以上のようなことから、大腸菌由来のTrxの標品を用いて実験を

行うこととした。

　AESAあるいはAPSAをNrCB存在下Trxと反応させ、その反応

物を等量混合しMALDI－TOF　MSを用いて分析した。するとHSAの

ときと同様に、Fig．20に示したような分子量：で14　Da異なる位置に

AESA、　APSAそれぞれのアルキルアミンで標識されたTrx由来のシ

グナルを確認することができた。また、APSA標識ペプチド（m／z

＝3660）の濃度を一定、内標準物質とし、Trxの濃度を様i々に変化さ

せて標識反応を行って得たAESA標識ペプチド（m／z　＝3646）を等量

混合した後、AESA標識ペプチドとAPSA標識ペプチド由来のシグ

ナルのシグナル強度比をもとに検量線を作成したところ、Fig．21に

示すような良好な検量線を作成することができた。
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2－4　まとめと考察

　AESA、　APSAを用いた本定量法がnegative　m◎deにおける測定にお

いても良好な検量線が得られることが明らかになり、またその汎用

性についても証明できた。このことは本法を用いることで、目的と

するシステイン含有タンパク質の量的変化について調べることが可

能となることを示唆している。一般的に細胞内外のタンパク質の変

動はELISA法、ウェスタンプロット法などの免疫抗体法によって検

出される。しかし、これらの方法を用いるためには、良好な抗体の

調製が不可欠であり、また十分な測定精度は期待できない場合が多

い。本研究結果は、非常に簡便な前処理反応によりタンパク質の断

片化及び断片化ペプチドの標識が行えること、また機器分析装置を

用いることによる定量が可能であることを示唆しており、今後目的

のタンパク質を再現性よく分離できる条件等が整えば、従来の定量

法と比較してより簡便で迅速な測定法となることが期待される。
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第三章　本標識法及びiodoacetamideによる標識を併用した酸化型、

　　　　還元型thioredoxinの分別定量

3－1　はじめに

　二章の結果より本定量法を用いることでTrxの定量が可能である

ことが示唆された。現在、Trxを定量する方法としてはELISAなど

免疫化学的に測定する方法が汎用されている。しかしながら、これ

らの方法ではTrxの酸化型と還元型の区別をすることができない。

還元型Trxが細胞の分化、増殖に関るASK－1を制御していることか

らも、Trxの酸化型、還元型の割合の解析が可能となれば、より詳細

な細胞応答機構が明らかになることが予想される。また、Trxに限ら

ず、タンパク質のシステイン残基の修飾がシグナルのセンサーとな

り、シグナル調節（レドックス制御）に重要であるという分子機構が

多く報告されており、システイン残基の酸化還元状態をモニターす

ることは極めて重要である。walterらは、　Trxの酸化型、　i還元型の割

合を解析する方法として、グアニジン存在下、IAM（iodoacetamide）を

Trx’
ﾉ反応させ、　AM標識Trx及びAM未標識Trxを電気泳動にて分

離、クマシーブルー染色にて検出している25）。これは還元型Trxは

IAMによる標識を受け、酸化型TrxはIAMによる標識を受けないこ
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とを利用したもので、スポットの濃さを基にそれぞれの割合を算出

している25）。しかし、この方法では酸化型、還元型を区別するため

に電気泳動を行う必要性があるため、一検体あたりの測定時間が長

時間になってしまう。もし酸化型、還元型の区別が質量分析装置等

の機器分析装置にて簡便に検：討できるのであれば、＝測定時間の大幅

な短縮が期待される。

　そこで本章では二章の結果をふまえ、本標識法及びIAMによる遊

離システイン残基の標識を併用することにより、Trxの反応性に富む

システイン残基の同定、及び酸化型、還元型の分別定量が

MALDI－TOF　MSにて可能であるかどうかを検討した。
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3－2　1AMによる標識を併用することによる、反応性に富む

　　システイン残基の同定

　Trxを過量のTCEPで処理しジスルフィド結合を遊離システイン残

基に還元後、IAMと反応させ、　MA：LDI一一丁OF・MS分析を行った。　Fig．22

（A）に示したTrxの分子量は11675であり、Fig．22（：B）に示した分子

量11733は大腸菌由来のTrxが含有する2つのシステイン残基のう

ち、一方のみのシステイン残基がAM標識された時の分子量と一致

した。NTCBによるタンパク質の断片化は、システイン残基のシア

ノ化を起因として起こるため、AM標識を受けたシステイン残基は切

断反応の対象とはならない。そのことを利用してAM標識したTrx

をNTCB及びAESAあるいはAPSAにより断片化、アルキルアミン

標識を行いMA：LDI－TOF　MSを用いて2つのシステイン残基のうち、

どちらがAM標識されたのかを調べた。その結果Fig．23に示したよ

うに、AM及びAESA　（m／z　＝3960）あるいはAPSA伽々＝3974）によっ

て標識されたと思われるシグナルが検出できた。これらの分子量は

Fig．24に示したように、Cys　32がAM標識を受け、　Cys　35が断片化、

アルキルアミン標識された分子量と一致した。これはCys　32がCys

35よりも反応性に富むことを示唆するものであり、カドミウムと大
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腸菌由来のTrxのシステイン残基の相互作用を評価している報告と

一致するものであった26）。

　以上のことから、本標識法及びIAMによる標識を併用することに

よる、反応性の高いシステイン残基の同定が可能であることが示唆

された。
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　　　　　　　　　　　　　　derived　from　Trx
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3－3本法のTrxの酸ヒ還元”態解析への応用

　前節で還元型Trx中のシステイン残基の一方は常にIAMによる標

識反応を受けることが明らかになった。このことは酸化型のTrxで

はIAMによる標識が起こらないため酸化型、還元型タンパク質の分

別定量が可能となることを示唆している。そこで本節では、本法の

応用として、Trxの酸化還元状態を調べる方法論を検討した。　Trxの

酸化還元状態モデルの作成には、過酸化水素の添加量によりTrxの

酸化型、還元型の割合を変化させて、調製した試料を用いた。様々

な濃度の過酸化水素で処理したTrxそれぞれをIAM処理後、還元し、

NTCB及びAESAを添加し、断片化に伴うAESA標識を行った。同

様にして大過剰の過酸化水素で処理して得たAPSA標識ペプチド

（m／z　＝3660）を内標準物質として様々な濃度の過酸化水素で処理して

得たAESA標識ペプチド（m／z　・・3646）と混合し、　MA：LDI－TOF　MS分

析を行った。Fig．25には実際の実験結果とそれぞれの分子量に由来

するペプチドについて示した。この結果から過酸化水素濃度が増す

につれ、AESA標識ペプチドの割合が増加していることがわかる。

AESA標識ペプチドのAPSA標識ペプチドに対するシグナル強度比

をみることで、過酸化水素のシステイン残基に対する影響を評価す
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ることができる。Fig．26には過酸化水素量と内標として用いたAPSA

標識ペプチドとAESA標識ペプチドのシグナル強度比の関係を示し

た。Trxに添加した過酸化水素濃度が増すにつれ、内標準物質である

APSA標識ペプチドのジグナル強度に対する、AESA標識ペプチドの

シグナル強度の割合が大きくなっていることがわかる。すなわち、

過酸化水素濃度の増加に伴い、Txxの酸化型の割合が増加しているこ

とを示している。

　以上のことより、本標識法及びIAM標識を併用することによって、

反応性の高いシステイン残基における酸化型と還元型の分別定量が

可能であることが示唆された。
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3－4　まとめと考察

　本標識法及びIAM標識を併用することによる、　Trxの反応性に富

むシステイン残基の同定とその酸化型、還元型の分別定量が可能で

あることが示唆された。システイン残基上のチオール基は反応性に

富むために様々な酵素の活性中心として機能している。この酸化修

飾は必然的にその活性に大きな変化をもたらすことから、細胞内に

おけるチオール基の酸化還元状態をモニターすることは極めて重要

である。タンパク質のリン酸化は32Pを用いた標識法やリン酸化アミ

ノ酸特異的な抗体の使用により比較的容易に解析できる。これに対

してシステイン残基の酸化修飾は、チオール基特異的蛍光試薬や非

i還元的SDS－PAGEや等電点電気泳動上でのタンパク質の泳動度の変

化をもとに解析する方法などがあるものの、最終的には質量分析装

置を用いた同定が必要とされる27）。本法を用いることでタンパク質

の酸化型、還元型の区別、及びその同定が同時にできることから、

従来の分析法よりも簡便に酸化型、還元型タンパク質の分別定量が

可能であると予想される。レドックス制御に断るタンパク質として

はTrx以外にもPTP（protein　tyrosine　phosphatase）28）やERK

（extracellular　signal－regu丑ated　kinase）29）などが知られており、本法を用
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いることにより、Trx及び他のレドックス制御に関るタンパク質の機

能をより簡便かつ詳細に検討できることが期待される。
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第四章　総括

　第一章より、陰性電荷を有するアルキルアミンにより標識された

ペプチドは、MALDI一・TOF　MS分析におけるnegative　modeによる測定

でより選択的に検出できることがわかった。また、MALDI。PSD　TOF

MS分析においてもより明瞭なスペクトルが得られる傾向にあるこ

とが判明した。以上のことから陰電荷を有するアミノアルキルスル

フォン酸によるペプチドのC末：端標識の有用性が示された。

　また第二章より、negative　modeによる測定においても、アルキル

鎖の炭素数が一つ異なる2種のアミノアルキルスルフォン酸による

C末端標識を利用することで相対的な量の比較が可能であることが

明らかになり、その汎用性も確認できた。

　さらに第三章では、本標識法及びIAMによる標識を併用すること

による、反応性に富むシステイン残基の同定とその酸化型、還元型

の分別定量が可能であることが示唆された。Trxにおいて質量分析装

置を用いた酸化型、還元型の分別定量実験は初めての試みであり、

本法を応用することで、Trx及び他のレドックス制御に関るタンパク

質の機能をより詳細に検討できることが期待される。

　今後アルキルアミン標識ペプチドの特異的精製が可能となれば本
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法を細胞試料中の特定のシステイン含有タンパク質にも応用できる

と考えている。
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実験材料と方法

　HSA、　NrCB、　HEPES、グアニジン塩：酸塩はSIGMA社より、TCEP

はPIERCE社より、Trxは和光純薬工業より購入した。

　AESA、　IAMは和光純薬工業より、APSA、　AgmatineはALDRICH

社より購入したものを用いた。

　アセトニトリルは関東化学株式会社より、TFA（アミノ酸分析用）

は和光純薬株式会社より購入した。

　MALDI－TOF　MS分析及びPSD分析の際に用いたcyt　C、］ins、　Insβ、

Ang　H、　CHCAはSIGMA社より購入した。

　今回の実験に用いた水はすべてMilli　Qにより調製した。

アルキルアミン標識ペプチドのMALDI－TOF　MS△析におけるペプ

チド　出に及ぼす電可の影

　25　piM　HSA　l　m：しに25　mM　TCEP　150μLを添加し、37℃で30分反

応させ、次に25　mM　NrCB　300　Ptを添加し、37℃で30分反応させ

た。ここまでの反応は0．1MHEPES－HCI、6　M　guanidine（pH　8．0）緩

衝液中で行った。その後、反応液を5μL分取し、05Mアルキルア
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ミン5匹を添加し、pHを9．0付近に調整後、37℃で16時間反応さ

せた。反応停止には10％TFA　2μLを添加した。この試料を、疎水性

樹脂を備えたZipTipC　i　8により脱塩後、　MALDI－TOF　MS分析を行な

った。

ne　ative　mode測定におけるHSAを用いた比定量：法の討

　MALDI－TOF　MSを用いた相対的定量法の汎用性を検討するために、

20μMHSA　l　mしに25　mMTCEP　136μLを添加し、37℃で30分反応

させ、次に25mM　NTCB　280μLをそれぞれに添加した。ここまでの

反応は0．1MHEPES－HC1、6　M　guanidine（pH　8．0）緩衝液中で行った。

これらを37℃で30分反応させた後、反応液に緩衝液を加えて濃度を

1／10、2／10、3／10、5／10に希釈したもの作成した。1／10、2／10、3／10、

5／10、1倍希釈反応液をそれぞれ5μL分注し、これらすべてに0．5M

AESAを5μLを添加した。また2／10希釈反応液を5μL分注したも

のを5つ用意しそれぞれに0．5MAPSAを5　PtL添加した。これらを

pHを9．0付近に調整後、37℃で16時間反応させた。反応停止には

10e／・　TFA　2　IALを用いた。2／10希釈反応液にAPSAを反応させた試料

及びそれぞれの濃度のHSAにAESAを反応させた試料を等量混合し、

これらの試料を、疎水性樹脂を備えたzipTipC18により脱塩後、
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MALDI－TOF　MS分析を行なった。

ne　ative　mode測定におけるTrxを用いた比　定量：法の　討

　200μMTrx　300μしに25　mM　TCEP　12μ：Lを添加し、37℃で30分反

応させ、次に25　mM　NTCB　24　yLをそれぞれに添加した。ここまで

の反応は0．05MHEPES－HC1、3Mguanidine（pH　8。0）緩衝液中で行

った。これらを37℃で30分反応させた後、反応液に緩衝液を加えて

濃度を1／20、3／20、5／20、7／20、9120に希釈したもの作成した。1／20、

3／20、5／20、7／20、9／20希釈反応液をそれぞれ30　SAL分取し、これら

すべてに0．5MAESAを30μLを添加した。また3／20希釈反応液を

30i．iL分注したものに05　M　APSAを30　i．t［［．添加した。これらのpH

を9．0付近に調整後、37℃で16時間反応させた。反応停止には10％

TFA　10μLを用いた。30μM　TrxにAPSAを反応させた試料及びそれ

ぞれの濃度のTrxにAESAを反応させた試料を等量混合し、これら

の試料を、疎水性樹脂を備えたzipTipc　18により脱塩後、MALDI－ToF

MS分析を行なった。

IAMによる標識を併用することによる、Trxの反応性に富むシステイ

ン残基の同定
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　1mg／mL　Trx玉00　SA］Lを用意し、　Trx溶液に20　mM　TCEPを2μL加

え室温にて30分間反応させた。さらに、その反応液に40mM　IAM

を2μL添加し、室温にて30分反応させた。反応停止には1M

β一mercaptoethanol　2μLを用いた。その後、その反応液を10ptLとり、

0．5　M　AESA　2e　1rkを加えたものと0．5　M　APSA　20固しを加えたものを

調製した。次にそれぞれに20mM　NTCB　20μLを加え、　pHを9．0付

近に調整後37℃で16時間反応させた。反応停止には10％TFA　20μL

を用いた。AESAを反応させた試料及びAPSAを反応させた試料を

等量混合し、これらの試料を、疎水性樹脂を備えたzipTipC18によ

り脱塩後、MALDI－TOF　MS分析を行なった。

本法のTrxの酸化還元”態解析への応用

　1mg／m：L　Trx　100μL溶液それぞれに最終濃度が20μM、25　ltM、30

μM、35μM、40μMとなるように過酸化水素を加え室温にて30分間

反応させた。さらに、それぞれの反応液に40mM　IAMを2叫添加

し、室：温にて30分反応させた。反応停止には1Mβ一mercaptoethanol　2

μLを用いた。その後、それぞれの反応液を10μしとり、これらに0．5

MAESA　20μLを加えた。また、40μMの過酸化水素で処理したもの

については0．5　M　APSA　20　p：Lを加えたものも調製した。次にそれぞ
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れに20mM　NTCB　20μLを加え、　pHを9．0付近に調整後37℃で16

時間反応させた。反応停止には10％TFA　20μLを用いた。40　pMの

過酸化水素で処理しAPSAを反応させた試料及びそれぞれの濃度の

過酸化水素で処理しAESAを反応させた試料を等量混合し、これら

の試料を、疎水性樹脂を備えたZipTipC　18により脱塩後、MALDI・・TOF

MS分析を行なった。

MALDI－TOF　MS　／nX

　島津製作所製AXIMA－CFRを用い、　HSAについてはリフレクター

モードで、Trxについてはリニアモードにより測定した。マトリック

スはCHCAを用い、　10　mg／mしとなるよう0．1％TFA：アセトニトリ

ル＝3：2溶液に溶かしたものを使用した。マトリックス1μしと試料1

μLをステンレス製のプローブ上で混和し、空気乾燥により結晶化し

た後、分析した。機器更正には、Ang町10”5　M、（M＋H）“　Average　1047．2

Da］とbovine　insulin　［10”5　M、（M＋H）＋　Average　5734．6　Da】の2点を用い

て行った。

　島津製作所製AXIMA－CFRを用いた。マトリックスはCHCAを用

一一@121　一



い、10mg／mしとなるよう0．1％TFA：アセトニトリル＝3：2溶液に溶か

したものを使用した。ステンレス製サンプルプレートのウェルに、

試料を1　Pt乗せて空気乾燥させた後、さらにマトリックスを1μL乗

せて空気乾燥させて結晶化させた後、分析した。機器更正には、Ang

H　（10”5　M、（M＋H）＋Average　1047．2　Da］とbovine　insulin［1α5　M、（M＋H）＋

Average　5734．6　Da］の2点を用いて行った。
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プロテアーゼ消化におけるポリアミンによるペプチド修飾
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團略暑表

2PYPut　：　N一（2－pyridyl）一a，4－diaminobutane

3PYPut　：　N一（3－pyridyl）一a，4－diaminobutane

AA　：　amino　acid

Ang　l　：angiotensin　I

AcSpd　：　Ni－acetylspermidine

Ac　Spm　：　tw－acetylspermine

BSA　：　bovine　serum　albumin

CHCA　：　a　・一cyano－4－hydroxycirmamic　acid

CYT　C　：　cytochrome　C　horse

DeAdoMet　：　decarboxygated－S－adenosylmethionine

DHB　：　2，5－dihydrowybenzoic　acid

Dns33　：　N一［3一（dansylamino）propyl］一1，3－diaminopropane

HB　：　hemoglobin　bovine

］H］EPE　S　：　N一（2－hydroxyethyl）piperazine－N’・一（2－ethanesulfonic　acid）

MS　：　insulin　bovine

INS　B　：insulin　B　chain　bovine

NTCB　：　2－nitro－5－thiocyanobenzoic　acid
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maDI－TOF　MS　：　matrix一一assisted　laser　desorption！ionization

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　time－of－fiight　mass　spectrometry

MSA　：　2－hydroxy－5－methoxybenzoic　acid

MTA　：　5’一methylthioadenosine

ODC　：　omithine　decarboxylase

PA　：　polyamine

PAO　；　polyamine　oxidase

PSD　：　post－source　decay

Put　：　putrescine

Spd　：　spermidine

SpdSyn　；　spermidine　synthase

Spm　：　spermine

SpmSyn　：　spermine　synthase

SSAT　：　spermidine　／　spremine　N」一acetyltransferase

TCEP　：　tris（2－carboxyethyl）phosphine　hydroehlortde

TFA　：　uifluoroacetic　acid

Tris　：　uis（hydroxymethyl）aminomethane
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圏緒言

　多くの脊椎動物では、腸の成熟は出生後、初期の週で起こること

が知られている1）。この成熟は、生物にとって新しい環境、特に新し

い食物成分、アレルゲンまたは微生物への適応のために必須である。

母乳中にはポリアミンが多く存在し、乳児ラットに対するポリアミ

ンの経口投与は、腸粘膜における構造的、生化学的変化（種々の消

化酵素活性の変化など）を引き起こすことが示され、ポリアミンが

消化管の正常な発育において重要であることが示唆されている2）。

　生物は、細胞増殖必須因子として知られているポリアミンを内在

性の合成経路によりオルニチンから合成するか、食物中に含まれる

ポリアミンを腸管から吸収することで細胞に供給している3）（Fig．1）。

成人は一日にポリアミンを350～550μ：mo1摂取しているとされてい

る4）。欧米人の平均的な食事から一日に摂取するポリアミン量をそれ

ぞれ算出すると概ねPutが220，000　nmol、　Spdがgg，000・nmo1、　Sp＝mが

69，000㎜01となる。摂取した量のポリアミンとして生体内に入る割

合はそれぞれ異なり、Putは29～39％、　Spdは87～96％、　Spmは85

～93％であると報告されている5）。

　ポリアミンは多くの生物材料食品に多量に存在しているため、食
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物由来のポリアミンが消化管での消化・吸収を修飾している可能性

が予想される。しかし、消化管での消化・吸収におけるポリアミン

の影馨の報告は少なく、特に消化における影響はほとんど検討され

ていない。

　食事中のタンパク質またはポリペプチドはそのままでは吸収され

ず、胃液に含まれるペプシン、膵液に含まれるトリプシン・キモト

リプシン・エラスターゼ・カルボキシペプチダーゼA・Bによりオ

リゴペプチドやアミノ酸などに酵素消化される。オリゴペプチドは、

さらに刷子縁膜ペプチダーゼによりトリペプチド・ジペプチド・ア

ミノ酸に分解される。タンパク質はこのようにして、トリペプチド・

ジペプチド・アミノ酸になってはじめて小腸吸収細胞からH’1ジ（ト

リ）ペプチド共輸送系やNa÷／アミノ酸共輸送系を介して吸収される6）

（Fig．　2）．

　しかしながら、in　situ腸管ループを用いインスリンをタンパク分

解酵素阻害剤と併用し投与すると血糖：降下作用が観察されることか

ら、腸管から高分子が吸収される可能性が示唆されている7）。

　近年、カチオン性の多糖類であるキトサンが、細胞障害をほとん

ど示さずに高分子物質の膜透過性を著しく促進すると報告されてい

る7）。さらに、カチオン性ポリマーのポリー・L一アルギニンが細胞膜で
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の物質透過を増加させるという報告もある8）。また、カチオン性物質

をタンパク質に結合させることにより細胞膜の透過が充回したとい

う報告がされている9）。よって、食事由来のカチオン性物質であるポ

リアミンが、腸管内でタンパク質の消化・吸収を修：飾している可能

性は高い。

　本研究は消化管に存在するポリアミンがタンパク質の消化・吸収

に影響を与える可能性を探ることを目的とした。

　腸管での、タンパク質消化の大半を占めているのはセリンプロテ

アーゼである。セリンプロテアーゼによる消化の反応機構を考察す

ると、消化の際に、ポリアミンが共存するとタンパク質の断片化し

たペプチドのC末端にポリアミンが結合する可能性が示唆された。

eg　一章は消化管に存在するポリアミンがタンパク質の消化に影響を

与える可能性を探る研究の一環として、in　vitroにおいてC末端ポリ

アミン修飾ペプチドがセリンプロテアーゼの消化に伴い生成するか

どうか検討した。

　プロテアーゼによって生じたC末端ポリアミン修飾ペプチドの生

体内への作用を検討する上で、C末端ポリアミン修飾ペプチドの作

製は必要不可欠である。そこで、第二章として、システイン残基のN

端側化学的断片化剤であるNrCBを用いた。末端ポリアミン修飾ぺ
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プチドの簡便で迅速かっ大量に作製する方法を検討した。
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團第一章　タンパク質のプロテアーゼ消化におけるポリアミンによ

るペプチドC末端修飾

X－R　はじめに

　食晶中に含まれるポリアミンは体内へのポリアミン供給に使われ

るほか、近年、腸上皮細胞に対する種々の作用が報告されており、

腸の成熟など消化管の正常な発育において重要であることが示唆さ

れる。しかしながら、消化におけるポリアミンの影響はほとんど検

討されていないのが現状である。

　本研究に先立ち、プロテアーゼ処理に伴う14C標識Putの基質タン

パク質への取り込みに関する鈴木らの興味ある報告10）を紹介する。

　彼らは、トランスグルタミナーゼ活性測定法を用いて、ジメチル

カゼインを14C標識Put及び、キモトリプシン、ズブチリシン、ある

いはパパインを37℃でインキュベートし、反応液をペーパーデスク

でろ取したのち、残渣に存在する放射能を検出した結果、Table　1に

示すように各プロテアーゼで処理することで残渣に14C標識Putが残

ることを確認している。これはPutが基質タンパク質に結合したこと

を示している。そして、各プロテアーゼ阻害剤によりPutの基質タン

パク質への取り込みが低下することを確認している。そこで彼らは、
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これらのプロテアーゼにトランスグルタミナーゼ様活性があると考

察している。

　しかしながら、プロテアーゼの反応機構を考察すると別の可能性

が考えられた。

　セリンプロテアーゼによる反応機構は、まず酵素内セリン残基の

ポリペプチドアシル炭素への求核置i換反応が進行し、アシルー酵素中

間体の形成とペプチド（C飛騨）の遊離がおこり（第1段階）、次い

でアシル群：素中間体への水分子による町民置換反応（加水分解）が

進行し、2っ目のペプチド（N端側）が遊離する（第2段階）とされ

ている11・　12・　13）。この第2段階の際、水分子による求核置換反応が進

行する前に、消化管に存在するポリアミンによるアシルー酵素中間体

のアミノリシスがおこれば、第2段階で遊離するペプチドのC末端

がポリアミンにより修飾されることになる（Fig．3）。

　Fig．　3には、　x線結晶構造解析から明らかになった、キモトリプシ

ンの全容と活性部位を示した。195番目のセリンの近傍が基質認識の

ポケットとなり、ペプチド鎖は酵素表面の長い溝に横たわるように

位置する。したがって、ポリアミンが水分子と競合してアシル酵素

中間体を攻撃することは可能であることが示唆された。

　膵由来の3つのセリンプロテアーゼの基質特異性は異なり、トリ
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プシンはR・Kの：塩基性アミノ酸、キモトリプシンはF・Y・W・M・

しの比較的かさ高い疎水性アミノ酸、エラスターゼはL・1・V・A・

G・Mの比較的小さい疎水性アミノ酸を認識する（Fig．4）。しかし、

これら3っの酵素の反応機構は同じである6）。

　例えば、Fig．5に示すようにある基質タンパク質がキモトリプシン

により切断された場合、加水分解とアミノリシスが9：1の割合で起

きるとしたら、断片化されたペプチドのC末端の1割がポリアミン

により修飾されることとなる。

　小腸でのタンパク質の消化の大半を占めているのがセリンプロテ

アーゼであり、もし、食事により消化管内ポリアミン濃度が上昇し

た場合、腸管内においてポリアミン結合ペプチドが生成している可

能性は十分考えられる。

　本実験は消化管に存在するポリアミンがタンパク質の消化に影響

を与える可能性を探る研究の一環として、in　vitroにおいてC末端ポ

リアミン修飾ペプチドがセリンプロテアーゼの消化に伴い生成する

かどうか確認することを目的とした。
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9－2MAL：腿一TOF　MS　及びPS9）析

　プロテアーゼ消化の際に生じると予想されるC末端ポリアミン修

飾ペプチドの検出・同定に際し、MALDI－TOF　MS分析及びPSD分析

を用いることとした。そこでまず、今回用いた分析機器の説明をす

る。

　MA：LDI－TOF　MSとは、マトリックス支援型レーザー脱離イオン化

というイオン化法と飛行時間型の質量分離部からなる質量分析装置

である（Fig．6）。マトッリクスに包まれたペプチド試料に、337㎜

の窒素レーザーを照射しペプチドをイオン化後、これに加速電圧を

かけることで、ペプチドイオンを一定の方向に飛行させる。その後、

進行方向とは逆向きに電場をかけイオン郡を折り返させる。このと

きに、質量の軽いものほど速く飛び、早い段階で折り返すため、検

出器に到達する時間が分子量の軽いものほど早くなる。このことを

利用して、ペプチドの質量を測定する分析法である14）。

　次にMALDI－TOF　MS分析を応用したPSD分析を説明する。　PSD

分析とはペプチドのアミノ酸配列や修飾部位を解析するための方法

で、Fig．7にPSDの原理を示した。　MALDIで得られる生成イオンか

ら、イオンゲートなどを用いプリカーサーイオンを選択し、通常の

測定時よりレーザーパワーを上げてイオン化させることで、ペプチ
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ドが自己崩壊を起こし、フラグメントイオンが生成される。このフ

ラグメントイオンがイオン化後加速電圧により飛行しているところ

に進行方向とは逆の電場をかけてイオン群を折り返させ、分離する。

これがPSD分析で、この方法を用いることによりアミノ酸配列を決

定することができる15）。

　PSD分析では、ペプチドの多様な切断が起こりえるが、通常アミ

ド結合の切断が優先される傾向がある。その際、Fig．8に示すように

一ヶ所の切断により、N末端側を含むbイオンとC末端側を含むy

イオンの2種類のイオンの生成が起こる16）。

　Fig．9にFig．8に示したペプチドのPsD分析の模式図を示した。

縦軸がイオン強度、横軸が分子量／価数（m／z）となる。例えば、y1

とy2のフラグメントイオンの分子量の差はアミノ酸3の分子量に相

当することから、このことを組み合わせることでアミノ酸の配列や

修飾位置：がわかる。

　しかし、337㎜のレーザー・を用いて、イオン化しているため、337

㎜に過度の吸収を示す物質が共存した場合、イオン化が妨げられ、

検出しにくくなるという欠点がある。また、プラスチャージでペプ

チドを飛行させているため、塩基性アミノ酸を持たないようなペプ

チドなどは検出しにくいという欠点もある。
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a－3合蛍光アルキルアミンの蛍特性

　ポリアミン修飾ペプチドがセリンプロテアーゼによるタンパク質

消化に伴い生成するという先ほどの仮説を確認する実験を容易にす

るため、モデルポリアミンとして蛍光ポリアミン誘導体を用いるこ

ととした。

　蛍光ポリアミン誘導体の選出にあたり、以下の3つの条件を挙げ

た。

　第一に、微量しか修飾ペプチドが生成しないことが予想されたの

で、HPLCにて高感度に検出するために強い蛍光強度を有すること。

第二に、酵素反応の基質として用いるため、小さい蛍光団であるこ

と。第三に、MA：LDI－TOF・MS分析で検出できるように、337㎜に吸

収を殆ど示さず、かつ、検出しやすくなるように修飾後にプラス電

荷をもつこと。

　Table　2は、候補ポリアミンとして合成した2PyPut、3PyPut及び

DNS33の種々の液性下での蛍光強度を比較した結果である。この結

果より、上記の3条件を満足する2PyPutをモデルポリアミンとして

用い以下の実験：を行うこととした。

　2PYPutの励起スペクトルと蛍光スペクトルをFig．10に示した。337

㎜に大きな吸収を示さないことが確認できた。
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X－4プロ＝テアーゼ消ヒによるC末端2P　Put修飾ペプチドの生成の

確認

　蛍光ポリアミン誘導体として前節において有用であると確認した

2PyPutを用い、　in・vitroにおいてC末端修飾ペプチドの生成を以下の

様に確認を行った。

　酵素としてはタンパク質消化において中心的な役割を示すトリプ

シン、キモトリプシン、エラスターゼを用い、消化されるタンパク

質としてはCyt　C、　B］Bを用いた。　Cyt　CとHBは変性剤を用いること

なく各酵素により容易に断片化されるため、これらを用いた。1

mg／mしのCyt　CまたはHBに。．8　M　2PyPut存在下・トリプシン・キ

モトリプシン及びエラスターゼにより、pH　9。4で、それぞれ37℃、

16時間処理した（Fig．11）。

　まず、トリプシンについての結果を示す。

　Fig．12にはHBについて2PyPut有無でトリプシン処理した場合の

HPLC分析の結果を示した。

　上がコントロール（2PyPut非存在下）、下が2PyPut存在下トリプ

シン消化したもので、2PyPutの励起波長310㎜、発光波長3go㎜

で検出している（HP：LC　conditions　1鏡）。この波長ではトリプトファン

も検出してしまうため、コントロール試料にもピークが見られた。
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2PYPut存在下ではピーークが数多く検出され、2PyPutが多数のペプチ

ドを修飾していることが示唆された。これらのピークを分取し、

MALDI－TOF　MS分析を行い理論値と一致したものについてPSD分

析を行った。以下に、Fig．12中に矢印で示したピークに含まれてい

たペプチド分析の結果を例にして説明する。

　Fig．13には、その分取サンプルについてのMA：LDI－ToF　Ms分析の

結果を示した。HBのαサブユニットの17から31番目に相当する断

片化したペプチドに2PyPutが修飾されたペプチドの分子量：16765

Daのピークが確認された。

　　　　　　　　　　　　　　　V　a676．5　Da

　　（α亙7一鋤一群P脳e　a676．9Daz

劉　　．　　　1
馨｝　　　　　　　　1
同1　　　　　　　　　　　　　　　　叢

8alW“pm’一b’”　”…晒骨馬一t’∴諭’一　茄……蒲（mの

Fig．　13　MALDI一一TOF　MS　spectrum　o　f　2］PYP　ut　labe　led　peptide
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Fig．14にはHBのα、βサブユニットとCyt　cのアミノ酸配列中に、

このように検出して確認できた修飾されたペプチドを四角で示した。

なお、シークエンスに縦に入れた線は酵素による切断部位を示して

いる。修飾は複数のペプチド断片に起こっていることが示唆された。

Hemo9登ob藍簸（bov量惣e）　　17　　　　　　　　　　　3玉

　　　FTPVL㈱甲AGV州A岬

EET　PhYIPGTIIFAGI幣　唱AT旺

Fig．　14　S　eque　nce　e　f　2PyP　ut　labe　led　pep　tide　s　detected　wnh

MALDI－TOF　MS　spectro　metry　a　fter　d　ige　stio　n　b　y　tryp　s　in
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Fig．15は、先ほどの1676．9DaのペプチドについてPSD分析を行っ

た結果で、y系列1～9までのピークが観察され、　c末端に2PyPut

が修飾されていることが確認された。
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　次に、キモトリプシン処理の結果を示す。先ほどと同様にHBを

2PyPut存在下キモトリプシン処理した後、　HPLCにて分析した（Fig．

16－a）。Fig．1・6－aの矢印で示したピークをHPLCにて分取し、

MALDI－TOF　MS分析を行ったところHBのαサブユニットの1から

24番目に相当する修飾ペプチド（MW　2546　Da）であることが確認さ

れた（Fig．16一　b）。　Fig．17には、　HBのα、βサブユニットとcyt　c中

に、このように検出して確認できた修飾されたペプチド配列を示し

た。修飾されていると思われる断片化ペプチドは多数検出された。

先ほどの2546DaのピークをPSD分析したところC末端に2PyPut

が修飾されていることが確認された（Fig．18）。

　a）　HPnc　b）　MApm）1－TOF　MS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（m／z）

　Fig．　16

　a）　HP　LC　chro　mato　gram　o　f　he　mo　giob　in　a　fter　c　hymotrypt　ic　d　igesbo　n

　b）　MALDIee　TOF　MS　spectrum　o　f　2PyP　ut　labeled　peptide
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　最後に、エラスターゼ処理の結果を示す。先ほどと同様にCYT　C

を2PyPUt存在下官ラスターゼ処理した後、　HP：LCにて分析した（Fig．

19－a）。Fig．19－aの矢印で示したピークをHPLCにて分取し、

MA：LDI－TOF　MS分析を行ったところCYT　Cの35から41番目に相当

する修飾ペプチド（MW　924　Da）であることが確認された（Fig．19－b）。

Fig。20には、　HBのα、βサブユニットとCyt　C中に、このように検

出して確認できた、修飾されたペプチド配列を示した。修飾されて

いると思われる断片化ペプチドは多数検出された。先ほどの924Da

のピークをPSD分析したところ。末端に2PyPutが修飾されている

ことが確認された（Fig．21）。

　a）　HPnc　b）　MAmu）1－TOF　MS
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　Fig．　19

　a）　］HP　LC　chro　mato　gram　o　f　C　ytochro　me　C　a　fte　r　d　ige　sbo　n　by　e　lastase

　b）　MALDI－TOF　MS　spectrum　o　f　2PyP　ut　labeled　peptide
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　以上の結果から、セリンプロテアーゼによるタンパク質消化の際、

ポリアミンなどのアルキルアミンが共存すれば、ペプチドのC末端

に修飾が起こることは間違いないものと思われた。

li・一5プロテアy，一一pt一，ゼ消ヒに’うC末端修　の修　率

一
翫

　消化管内でどの程度の割合で修飾が起きているか推察するため、

先ほどのHBを2PyPut存在下キモトリプシン処理した試料を用いて、

ペプチドC末端への修飾率を求めた。トリプトファンを持つペプチ

ド（HBα鎖1～24）について、未修飾ペプチド（皿）と、2PYPut

修飾ペプチド（lv）のピークを比較することで求めた（Fig．22）。

　Fig．22の上が220㎜で測定したクロマトグラム、下がトリプト

ファンの蛍光すなわち励起波長280㎜発光波長320㎜で測定し

たクロマトグラムを示している。1で示されているトリプトファン

を含まない2PYPut修飾ペプチドが下段において、検出されないこと

から、検出励起波長280㎜発光波長320㎜では2PyPutは検出さ

れないことが確認できた。このため、トリプトファンを含むペプチ

ドについて修飾ペプチド及び未修飾ペプチドの存在量をトリプトフ

ァンの蛍光強度から比べることができると考えられる。

　その結果、Fig．22に示すようにキモトリプシンにより生じる1つ

”
藩
；

一一

@’
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の修飾ペプチドはHPLCクロマトグラム上、未修飾ペプチドの約1％

のピーク面積であることがわかり、修飾が％オーダーで起こること

が示唆された。

　修飾率の違いは、修飾部位の前後の配列や立体的な位置に影響さ

れると考えている。修飾率については、これからさらに検討する予

定である。

HPLC　e蝕ro醗厳㎎鍵．我購

　　　　ざ　x一一“へ　・・　　　　㎡轡‘　　　　　　　・磁　触　　　　　　　　　　　　　　　　　　、“＾帆・即“

　　　　　　　陵i
　　　　　　　・　楓・
　　　、　　　　　　　　　　　馨　　　　　　　　嚢
　　　、　　　　　　　　　　　レ　　　　　　　　馨

1　；ANVSTVしTSKY－2PyP四重

　KLLGNVLwwL－ny　2py？zz　t

∬　；VしSAADKG麗VKAA耀

皿　；VLSAADKG麗VKAA轡GKVG6HAA旺Y

N　；　VLSAADKGNVKAAWGKVGGHMEY－2Py？“t

酬（皿＋恥x1⑪⑬＝亙。璽6％

Fig．　22　］Rate　o　f　C－tcrminus　labe　lmg
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gseaspmykijeqft

　アルカリ条件下かつ高濃度の2PyPut存在下においてC末：端修飾反

応が起きることが確認されたので、次に、このセリンプロテアーゼ

消化に伴う断片化反応が生理的条件下で進行するか確認するために、

HBのトリプシン消化をモデル実験として種々条件検討した。　HPLC

conditions　2”dにてβ鎖95－103の2PyPut修飾ペプチド

（：LHVDPENFK－2PyPut）を示す保持時間37．8分のピークをAとし、

α鎖17－31の2PyPut修飾ペプチド（VGGHAAEYGAEA：LER－2PyPut）

を示す保持時間39．5分のピークをBとして、AとBを指標に評価し

た（Fig．　23）。なお、各種条件において検出されたA、　Bのピークは、

　　蓋㎎1mL　He㎜9盈曲弾v鱒⇒HPLC酬ys蓋s
　　吼05㎎1mLT野紳　　　37ec　J＝L
　　2PyP樋　　　　　　　　　　　　　　　”t
　　童簸（MMHEPESめ腿伽r　　　　触ze一師塾gof脚k

MA］LDI－iTOF　］MES　amiys　is

1μ，績　　　ぜ　　iH撫罵恥、
　ミ　　　　　の

　　　　　　鱒⑳　　　　　　　　憩灘　　臨　　　　　轍糠ゆ　　　　　　　騨灘藍縞1“l

Fig．　23　HP　LC　chro　mato　gram　o　f　he　mo　glob　in　after　triptic　d　igesbo　n

　　　　　　　　　　　with　2P　yP　ut
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MALDI－TOF　MS分析により2PyPut修飾ペプチドであることを確認

した。

　まず、韮mg／m：L　HBに50　mM　2PyPut存在下、　pH　7．6でトリプシン

により処理した際の修飾ペプチド生成のタイムコースを観察したと

ころ、2種の修飾ペプチドの生成速度が異なる結果が得られた（Fig．

24）。これは、β鎖95－103はHBの立体構造の内側に存在し、立体障

害のため修飾されず、ある程度タンパク質の断片化が進んでから修

飾が起こるためではないかと考えている。また、この結果から、1

時間程度の時間で、ペプチドの修飾が起こることが判明した。

軸
鵡
6
∞
馴
。
畷
遍
儒
巴

澱〆慰

　　　　　　　．“tw

一／一

！繋／

A騰β95403
LHVopENFK一一・2PyPut

B；「幽α17βエ

VGGHAAEYGAEALER－2PyPu1

o

i‘：

刀Gt一”一ww－ww　li；一””o　”loo　lso　200　soo　looe

　　　　　　搬蚤鍛

Fig．24　Time　depe：ndenc　y◎fC－ter面nus：bbeling　re　act沁n
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　次に、pHの影響を検討した。その結果、　pH　6．9から8・0まで修飾

ペプチドの生成量にはそれほど変化がないことが判った（Fig．25）。

細
鵡
6
謁
嘱
①
蝦
蝿
醜
農

　　　　　　　　　　／／／＆

　　　　　　　／

　　　　　　　　　　　　躍穰一．．

A羅一β95－103

LHVDPENFKw2PyPut

B；壷一α王7－31

VGGHAAEYGMALER－2PyPus

6。5　　　　　　　ツ　　　　　　　7。5　　　　　　　8

　　　　　　　　欝H

　　Fig．　25　pH　dependenoy　ofC－ternimus　labeling　reaotion
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　最後に、2PyPut濃度の影響を検討した。　HBに0．5から50　mMの

2PyPut存在下、トリプシンで16時間処理した結果、　A、　Bともにα5

～50mM　2PソPut存在下において、修飾ペプチドの生成を確認するこ

とができ、2PyPutが0．5　mMと低濃度でもペプチドへの標識が起こる

ことが判明した（Fig．26）。

藁
b
幻
嘱
£
蟹
幾

　　　　　　　　　　　ノ

購購

A；欝β95－103

しHVDPE脳FK－2PyPut

B　；k　a　17－31

VGGHAAEYGAEALER－2PyPus

HPLC（ぬ釦om硫ogram　P　5　mMPyP磁

警、触へ曾

葦　＼叛　ず
馨　　　　＼三編畝A
藪　　　　　　　　　　　　　　x－s・bO

⑪　　　　　：§，0　　　　　20　　　　　3｛｝　　　　4⑥　　　　　5⑪　　　　　　　　＄a・纒Q　　　　3灘鱒　　　　　載塒　　　　　9

　　　　　　2野P腿t（mM）

　　　Fig．　26　2PyPut　concentration　dependency　of

　　　　　　C－te㎜血usぬb　e　1血g　reactio孤

　これらの条件検討の結果からプロテアーゼによるC末端修飾反応

は生理的な条件で十分に起こるものと思われた。
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1－7プロテアーゼ消ヒによるC末端ポリアミン修ペプチドの確

認
　モデルポリアミンである2PyPutでペプチドへの修飾がおこること

が確認できたので、生理的条件に近い条件で断片化ペプチドのC末

端がポリアミンにより修飾されるかどうか確認を行った。1mgtm］L

HBに1mMのSpdあるいはSpm存在下、　pH　75で、それぞれトリ

プシンにより37℃、16時間処理した。HP：LCによりピークを分取し、

MALDI－TOF　MS分析、　P　SD分析を行った。

　ポリアミンは蛍光を有しないため、HP：LCにて標識ペプチドを蛍光

を指標にして分取することができないので、ペプチド溶出部分のす

べてから検出、同定を試みた。

　Fig．　27にはSpd存在下で得られたペプチドのMALDI－TOF　MS分析

とPSD分析の結果を示した。　Spd存在下では、ヘモグロビンのαサ

ブユニットの17～31番目の断片化ペプチドにSpdが修飾されたペプ

チドの分子量である1656．9Daに相当するピークをMALDI－TOF　MS

分析で確認できた。このピークは、未修飾ペプチド、すなわちC末

端がカルボン酸として切断された時に比べて127。ODa大きく理論値

と一致した。これをPSD分析したところb系列3から15までのピー

クが観察され、C末端にSpdが修飾されていることが確認された。

一壌62一



Fig．28にはSpm存在下で得られたペプチドのMA：LDI・・TOF　MS分

析とPSD分析の結果を示した。　Spm存在下でも、同様に・C末端に

Spmが修飾されていることを確認できた。
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1－8　まとめ

　タンパク質のセリンプロテアーゼ消化の際に、断片化したペプチ

ドのC末端が共存するポリアミンなどのアルキルアミンによって修

飾されることをはじめて見出した。

　また、今回モデル化合物として用いた2PyPutがHPLC分析及び

MALDI－TOF　MS分析の検出において有用な試薬であることが確認で

きた。

　食事直後の腸管内ポリアミン濃度はmMレベルに達することが知

られている。したがって、以上の結果は消化管内で、ポリアミン修

飾ペプチドが生成することを示唆しているものと考えられる。
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X－9¢末端ポリアミン修飾ペプチドの　用の可能性

最後にC末端ポリアミン修飾ペプチド及びC末端ポリアミン修飾

アミノ酸の生体での作用の可能性ついて言及する（Fig．29）。

腸管内において、ポリアミン修飾ペプチドが生成した場合、第一

に腸管からの吸収に影響を与える可能性が考えられる。哺乳類にお

いては、摂取されたタンパク質は、加水分解されてトリペプチド、

ジペプチド、アミノ酸になり小腸から吸収され、オリゴペプチドさ

らにポリペプチドの腸管からの吸収はされにくいとされている。し

かし、ペプチドがポリアミンにより修飾されることにより、腸管の

ポリアミンの透過経路を通過できるようになり吸収されやすくなる

ことは十分考えられる。

　分子量の大きいペプチドは、ヘパランサルフェートを介したエン

ドサイトーシスにより取り込まれ17）、分子量の小さいものは、ポリ

アミントランスポーターコ8）により取り込まれる可能性があるのでは

ないかと考えている。また、分子量に関わらず、細胞間隙からの透

過が促進される可能性も考えられる。

　また、カチオン性物質をタンパク質に結合させることにより細胞

膜の透過が充進したという報告がされていることから、ポリアミン

で修飾されたペプチドは細胞膜の透過能が充進ずる可能性がある。
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　第二に、吸収された後、腸管細胞に対し作用する可能性がある。

　そして、第三に、吸収されたポリアミン修飾ペプチドが全身循環

器系に入ったならば、アレルギー反応に関わる可能性や、組織に対

して作用を及ぼす可能性がある。

　また、ポリアミンが結合したタンパク質が、ラット血液脳関門を

通過しやすくなるという報告19）があることから、脳に何らかの作用

を及ぼす可能性も考えられる。

　さらに、今回は食物由来のポリアミンを用いて行ったが、1級アミ

ノ基を持つ薬物などが腸溶製剤などで投与された場合、消化管で高

濃度になりプロテアーゼにより断片化されたペプチドに修飾される

可能性がある。そして、薬物修飾ペプチドが生体内に何らかの影響

を与えている可能性がある。
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圖第二章　C末端ポリアミン修飾ペプチドの作製法の検討

2－1　はじめに

　前述のように、生体内でC末端ポリアミン修飾ペプチドが生成し

た場合、腸管の透過の充進や組織・細胞に対する作用が生じる可能

性がある。これらのことを確認する際にC末端ポリアミン修飾ペプ

チドの作製が必要不可欠となる。

　近年、当研究室の矢敷らは、システイン残基のN端側化学的断片

化剤であるNrCBを用いた断片化ペプチドへのアルキルアミンのC

末端標識法を見出している20’　21）。NTCBは、タンパク質中のシステ

イン残基をシアノ化したのちアルカリ条件下でペプチドを切断する

システインのN端側切断試薬として知られている。この切断反応時

にアルキルアミンを添加すると、切断部位のN端にイミノチアゾリ

ン環が生成し、c端にアルキルアミンが導入される（Fig．30）。この

方法を用いて、C末端ポリアミン修飾ペプチドを作製するため、簡

便で迅速かっ大量に作製できる条件を検討した。
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2－2　ヒ学的断片ヒに’う2　pntによるペプチドC末端修

　C末端ポリアミン修飾ペプチドの生理作用を知る上で、C末端ポリ

アミン修飾ペプチドの作製は必要不可欠である。そこで、簡便に作

製できるかどうか、アルキルアミンであるポリアミン共存下での

NrCB断片化反応を検討した。モデルタンパク質としてはオボアル

ブミンを選択した。

　オボアルブミンは、ニワトリの卵白中のタンパク質に約45％含有

されている、総残基数385、分子量約45kDaの糖：タンパク質である。

Fig．31にはオボアルブミンの一次配列を示した。　N末：端はアセチル

基でブロックされており、分子内にリン酸化されたセリン残基（Ser

68、Ser　344）を有し、またAsn　292にアスパラギン結合糖鎖のコン

センサス配列を有している。分子内には4個のSH基と1ヶ所のS一一S

結合（Cys　74　一　Cys　121）が存在しており、この1ヶ所のS－S結合は

切断しても分子構造には影響は無いとされている。また、オボアル

ブミンはX線結晶構造解析により立体構造が明らかになっており、

α一βマルチドメインタイプに属している。

　NrCB断片化反応の方法論確立には、このオボアルブミンを用い

た方法が報告されており20）、多くの情報が蓄積されているため、以

下の実験に用いることとした。
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　　　　　　　　10　20　30　40　50　60
　　　　　　　　　1　　　　1　l　　　　l　　　　l　　　　l
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　　　　　　　190　200　210　220　230　240
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　　　　　　　　　1　　　　1　l　　　　l　　　　l　　　　l
Gザ『DVFSSSA　錘LSG　l　SSAES　LK　g　SQAVHAA　HAE　l　NEAGRE　VVGSAEAGVD　AASVSEEiFRA

　　　　　　　370　380
　　　　　　　　　1　　　　1

DHPFLFC　I　KH　I　ATNAVLFFG　RCVSP

　　　　　　Fig　31　Amino　acrd　s　equence　o　f　ovaibumin
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　モデルポリアミンとして2PyPutを用い、まず2PyPutがNTCBを

用いた化学的断片化によってC末端修飾されるかどうか確かめた。

　Fig．32は、　NrCBを用いてオボアルブミンをシアノ化後、1Mの

2PyPutで断片化し、反応液をMALDI－TOF　MS分析した結果である。

ペプチド結合部位がカルボン酸として切断された場合と比べて、分

子量が147．2Da大きいピークが同時に確認された。この差は断片化

したペプチドのC末端に2pyPutがアミド結合したことによると考え

られる。
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　実際にC末端に修飾されているかどうか、オボアルブミンの1～

10までの配列に2PyPutが結合したと思われる1159。7　Daのピークに

ついてPSD分析を行った。その結果、Fig．　33に示されているように、

すべてのフラグメントイオンが検出されてはいないが、y系列1～8

までのピークが観察され、2PYPutがC末端修飾されていることが確

認できた。

　このことから、NTCBを用いて2PyPutを断片化したペプチドのC

末端に修飾できることが確認された。

s

PSD｝spec加m

9塁　　　　l　　y2　　i　　l　l　i　i　i　　　　　　l
馨l　　　i　l　i　iiiii　　　　l
　お　　をミ　　　　　　　　　　き　　　　　　　　　　　　　ミ　　　　　ま　　　ミ　　　き　　ミ　　き　　　　　　　　　　　　　ぢ

　　　　　　　2◎O　li400i　i　建oo　　　sb◎　　　玉6◎◎　　玉200
　　　　　　　　　　i　i　葦　茎　　ξ　　　　　　　　　　　　　　（㎡z）
　　　　　　　　　　lGIAIAISl

　　　　Fig　33　Con丘rmatk）：n　ofC－terminus捻beli：ng　by　PSDapalysis
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2－3　C末端修　の条件　討

　2PyPut共存下でのNrCBを用いた化学的断片化によるC末端修飾

化反応の最適な条件を検討した。

　オボアルブミンをモデルタンパク質として用い、データ算出には

HPLC　co：nditions　3「dを用いた。

HPLC分析において、UV検出器及び蛍光検出器を用い、UV　220㎜

でペプチドを検出し、蛍光計は励起波長310㎜、発光波長390㎜で

2PyPutを検出した。　Fig。34に示したクロマトグラムの中で各UVピ

・・一一一 Nと各蛍光ピークの保持時間が同じものが、蛍光修飾ペプチドと

考えられる。それらのピ・・…一一クの中で保持時間4～11分の間にある蛍

光修飾ペプチドの蛍光ピークの総面積が蛍光修飾ペプチドの生成量

に依存すると考えて条件検討した。

　　　　　ova恥腿㎜舳

　講　　　　　　　　　　UV：220鍛搬

→β　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆’乱
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　条件検討するに当たり、NTCBによる断片化反応で一般的に用い

られる反応条件を基本条件とし、その条件を順次変えて条件検討を

行った（Fig。35）。

　Fig。35－1は、　S－S結合を切断する還元剤であるTCEPの有無で生

成量に影響があるかを検討したものである。TCEPによりS－S結合

を切断したとき、より多くC末端修飾ペプチドが得られることが確

認された。

　Fig．35－IIは、反応Bの反応時間を検討したものである。反応時間

によって生成量に変化が無いことが確認されたが、完全に反応が進

行するように反応時間を30分とした。

　Fig．35－Mは、　NrCBの：量を検討したもので、横軸はNrCBとオボ

アルブミンのモル比である。オボアルブミンはシステイン残基が6

個あるので、NrCBとオボアルブミンのモル比が6のとき、　NrCB

とシステイン残基のモル比が1となる。NTCBがシステイン残基の4

倍以上で蛍光強度がほぼ一定となったが、多くのタンパク質で修飾

が進行するようにシステイン残基の10当量用いることとした。

　Fig．　35－IVは、反応CのpHを検討したもので、　pH　8．8以上で蛍光

強度が一定となった。しかし、pHが高いと断片化の際に、βイルミ

ネーションの副反応が起こりやすくなるため22）、pH　9．0とした。
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Fig。35－Vは、反応Cの反応時間を検討したもので・反応時間が8

時間以上で反応が完了することがわかった。

Fig．35－Wは、反応Cの2PyPutの濃度を検討したもので・0・8　Mが

最適濃度であった。

　以上の結果から、TCEPはS・一一・S結合数の10当量：用い、37℃で30

分反応させることとした。NrCBはシステイン残基の10当量用い、

37℃で30分反応させることとした。2PyPut・2HC1を用い、反応液

中0．8Mになるように加えることとした。　pHは5MNaOH溶：液を

用いpH　9．0±0．2に調製し、37℃で16時間反応させることとした。
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2－4他のタンパク　への応用

　2P頭ut共存下でのNTCBを用いた化学的断片化によるC末端修飾

化反応の最適な条件を定めたので、この反応条件により、他のタン

パク質からd末端2PyPut修飾ペプチドが得られるか確かめた。

　定めた反応条件でヘモグロビン及びカタラーゼを修飾したところ、

予想した通りの分子量：のC末端修飾タンパク質を得ることができた。

　Table　3には、オボアルブミン、ヘモグロビン及びカタラーゼから

得られた修飾ペプチドの分子量とアミノ箇数を示した。タンパク質

の種類を変えることでシステインにはさまれた種々の長さのポリア

ミン修飾ペプチドを得ることが可能であることが示唆された。

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
Ov麺加麺蝋㊧麺唾興ゆ 鯉58P暴一⑩AA

豆8621》我一15AA．

252引D我一19　AA

35蓋7亙》a－29AA

SS7A　Da　一　47　AA

Hq脚黙認蝋晦卿1煕） 9⑪U⑪D纒一男AA

C繍伽藁筆se（bOV軸e）　　　　2⑪69・Dth－16飴

　　　　　　　　　　　　　　7927　Da　一　6．　7　AA

　　　　　　　　　　　　　　16769D診ε葱一145　Aノ転

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　AA：Amino　acid

　　Tab　le　3　2PyP　ut　labe　led　peptides
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2SC末端硬P樋修ペプチドの大：量A

　ヘモグロビンはシステイン残基をαサブユニットにiつしか持た

ず、NTCBによるC末端標識反応の際に単一の修飾ペプチドを生成

するため、修飾ペプチドの精製がより簡便となる。そこで、ヘモグ

ロビンのNTCBによるC末端標識反応をモデル実験として、ヘモグ

ロビン由来の分子量約1万Daの2PyPut修飾ペプチドを大量：に合成

し迅速に精製できるかかどうか検討した。

　先ほど条件検討した条件の濃度をそのままに、反応液の量：をμL

オ・…一・一ダーからm：Lオーダーにし、HBをNrCB処理した。

　HBをNrCBを用いた化学的断片化に伴う標識法により反応後、

HP：LC　conditions　3「dにより分取し、凍結乾燥により乾燥させることで、

0．6mgの1万DaのC末端2PyPut修飾ペプチドを得ることができた。

　得られたC末端2PyPut修飾ペプチドは、　HPLC　conditions　3「dにて

単一のピークを示し、アガロース電気泳動を行い銀：染色した結果、

単一のバンドを示し、また、MAJLDI－TOF　MS分析により測定し理論

上の修飾ペプチドの分子量であることが確認された（Fig．36）。

　この方法で簡便で迅速かっ大量にC末端ポリアミン修飾ペプチド

を得ることは可能であろうと思われた。
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2－6　まとめ

　NTCBを用いた本；標識法により、簡便で迅速かっ大量にC末端修

飾ペプチドが得られることがわかった。これらの方法はC末端修飾

ペプチドの作製に有用である。

　タンパク質の種類を変えることでシステインにはさまれた種：々の

長さのポリアミン修飾ペプチドを得ることが可能であることが示唆

された。

　しかしながら、NrCBを用いた本標識法では、得られたペプチド

のN端側がイミノチアゾリン環を形成してしまうため、本来のペプ

チドとは異なる挙動を示す可能性があり、更なる改良が必要となる

可能性が考えられる。
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團実験の部

遜
　合成に用いたプトレシン、2一プロモピリジンは東京化成工業株式会

社より、3一プロモピリジンは和光純薬株式会社より購入したものを用

いた。

　プロテアーゼ消化の際に用いたシトクロムC、エラスターゼ、Spd、

SpmはSIGMA社より、トリプシンはPromega社より、キモトリプシ

ンはRoche社より購入したものを用いた。

　化学断片化の際に用いたオボアルブミン、NrCB、　HEPES、グアニ

ジン塩酸塩はSIGMA社より、TCEPはPIERCE社より、カタラーゼ、

ヘモグロビンは和光純薬株式会社より購入したものを用いた。

　HPLC分析の際に用いたアセトニトリルは関東化学株式会社より、

TFA（アミノ酸分析用）は和光純薬株式会社より購入したものを用い

た。

　MALDI－TOF　MS分析及びPSD分析の際に用いたIns、　Insβ、Ang

I、CHCAはSIGMA社より、DHB、　MSAはALDRICH社より購入

したものを用いた。

　今回の実験に用いた水はすべてMill　Qにより調製したものを用い
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た。

トリプシンによるC　端修　の　認

　1血9！血しのHBあるいはCYT　Cを。．8　M　2PyPut存在下、pH　9．4で、

タンパク質の各1／50量のトリプシン、キモトリプシン又はエラスタ

ーゼにより37℃で16時間処理した。反応後、過剰量の2PyPutをセ

ファデックスG25を用いゲルろ過により除いたのち、ろ液を凍結乾

燥により濃縮した。これを2PyPutの蛍光を指標にHPLCによりピー

クを分取し（HP：LC　conditions　1ら、凍：結乾燥により濃縮しサンプルと

した。このサンプルに含まれるペプチドの分子量をMALDI－TOF　MS

分析により測定し、理論上の2PyPut結合ペプチドの分子量の計算値

と一致するものに関して、PSD分析を行った。

トリプシンにC末端修反応の条牛討一経時変ヒ

　1mg／mL　HBを50　mM　2PYPut存在下、　pH　7．6でタンパク質の1／50

量のトリプシンで処理し、0、30、60、90、120、180、960分後に一

30℃にして反応を停止させた。反応液をHP：LC（HP：LC　conditions　2簸d）

で分析し、保持時間37．8分及び395分のピークについて評価した。

また、2つのピークに含まれているペプチドをそれぞれ分取し、凍結
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乾燥により濃縮しサンプルとした。このサンプルに含まれるペプチ

ドの分子量をMALDI－TOF　MS分析により測定し、理論上の2PyPut

結合ペプチドの分子量の計算値と一致するか確かめた。

トリプシンにC末端修　　応の久牛討一H変ヒ

　1mg／mL・Bを50　mM　2PyPut存在下、　pH　6．9、7．2、75、8．0でそれ

ぞれタンパク質の各9／SO量：のトリプシンで処理し、16時間後に一

30℃にして反応を停止させた。反応液をHPLC（HP：LC　conditions　2”d）

で分析し、保持時間37．8分及び395分のピークについて評価した。

また、2つのピN・・・…一クに含まれているペプチドをそれぞれ分取し、凍結

乾燥により濃縮しサンプルとした。このサンプルに含まれるペプチ

ドの分子量をMALDI－TOF　MS分析により測定し、理論上の2PyPut

結合ペプチドの分子量の計算値と一致するか確かめた。

トリプシンにC末：端修　　応の条　　ゑ一2P　Put濃度変ヒ

　1mg／血L　HBを0．50、1．0、5．0、10、25、50　mM　2PyPut存在下、　pH

7．6でそれぞれタンパク質の各1／50量のトリプシンで処理し、16時

間後に一30℃にして反応を停止させた。反応液をHPLC（HPLC

conditions　2孤d）で分析し、保持時間37．8分及び395分のピークにつ

一185　一



いて評価した。また、2つのピークに含まれているペプチドをそれぞ

れ分取し、凍結乾燥により濃縮しサンプルとした。このサンプルに

含まれるペプチドの分子量：をMALDI－TOF　MS分析により測定し、理

論上の2PyPut結合ペプチドの分子量：の計算：値と一致するか確かめた。

トリプシン消ヒによるポリアミンC末端修　の確認

　1mg1血しのH］Bを1．0または50　mMポリアミン（SpdあるいはSpm）

存在下、pH　7．5で、タンパク質の各1／50量のトリプシンにより37℃

で16時間処理した。反応後、HPLCによりピークを分取し（HPLC

conditions　2”d）、凍結乾燥により濃縮しサンプルとした。このサンプ

ルに含まれるペプチドの分子量をMALDI－TOF　MS分析により測定

し、理論上のポリアミン（SpdあるいはSpm）結合ペプチドの分子

量の計算値と一致するものに関して、PSD分析を行った。

MCBを用いたヒ学的断片ヒにwうペプチドC末端標識

　1mMオボアルブミン10μしに25　mM　TCEP　4μLを加えて、37℃

で30分反応させ、次に50mM　NTCB　12μLを加えて、37℃で30分

反応させた。ここまでの反応は0．1MHEPES－HC1，6Mguanidine（pH

8．0）緩衝液中で行った。その後、1．6M2PyPut　26μLを加えて、　pH
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を調製後、37℃で16時間反応させた。

　タンパク質としてヘモグロビン、カタラーゼについても同条件下、

反応を行った。

C末端2P　Put修ペプチドの大量合成

　1mMヘモグロビン1血しに25　mM　TCEP　835μLを加えて、37℃

で30分反応させ、次に50mM　NrCB　241μ：Lを加えて、37℃で30

分反応させた。ここまでの反応は0．1M肥PES－HC1，6Mguanidine

（pH　8．0）i緩衝液中で行った。その後、1．6　M　2PyPut　2　MLを加えて、

pHを調製後、37℃で16時間反応させた。

HB由来1万Daの蛍’修ペプチドの精ll

　HBをNrCBを用いた化学的断片化に伴う標識法により反応後、

HPLC　conditions　3「dにより分取し、凍結乾燥により乾燥させた。

2P　PutのA

　プトレシン（MW　88．15，　d　O．877，106．5血L，1．06　mol）に2一プロモピ

リジン（MW　158，　d　1．657，20．2　m：L，0。212　mol）を加え、　N2置換し、

120℃で10時間反応させた。反応終了をTLCにて、2一プロモピリジ
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ンの消失で確かめた。反応過剰のプトレシンを85℃で減圧留去した。

除ききれていないプトレシンと反応中に発生したHBrを除くため、

4MNH3水溶液（200　mL）を加え、クロロホルム（600　m：L）で4回

抽出し、溶媒を減圧留回した。残渣をシリカゲルクロマトグラフィ

ーに付し、クロロホルム：メタノール（10：1）溶出部より2PyPut

を得た（24．5g，69．9％）。

　2PYPut（22．8　g，0．138　mol）をエタノール（約30　m：L）に溶かし、濃

塩酸（26．7m：L）を加えた。溶媒を減圧留去した後、残澄をエタノー

ルで再結晶し、析出した結晶をろ取したのち乾燥させ2PYPut・二塩

酸塩を得た（295g、58．9％）。　MS（FAB，　Glycero1）166（M＋H：）．　A　nal．

Calcd　for　CgHi7N3C12：　C，　45．39；　H，　7．19g　N，　17．64．　Found：　C，　45．23；　N［，

7．28；　N，　17．54．

3　PutのA

　プトレシン（MW　88．15，　d　O．877，6．1　m：L，60．7　mmol）に3一プロモピ

リジン（MW　158，41．64，1．17　mL，122㎜ol）を加え、　N2置換し、

160℃で108時間反応させた。反応過剰のプトレシンを85℃で減圧

留去した。除ききれていないプトレシンと反応中に発生したHBτを

除くため、4MNH3水溶液（10m：L）を加え、クロロホルム（40　mL）
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で5回抽出し、溶媒を減圧留去した。残渣をシリカゲルクロマトグ

ラフィーに付し、クロロホルム：メタノール（10：1）溶出部より3PyPut

を得た（347mg，17．4％）。

3PyPut（140　mg，0．84㎜01）にピクリン酸（577　mg，2．52　mmol）の

エタノール溶液を加え、析出した結晶をろ取したのち乾燥させ

3pYput・ピクリン酸塩：を＝得た（147　mg，3．54％）。MS（：FAB，　Glycero1）166

（M＋＋H）．

MA］LDI一一TOF　MS　／nX

　サ…p・…モクエスト社VISION　2000を用い、リフレクターモードによ

り測定した。マットリックスは、分子量5，000Da以下はDHBをミリ

Q水に10mg／血しとなるように溶かしたものを用いた。5，000　Da以上

のときはDHBs（DHB水溶液とMSA溶液の9：1の混液）を用いた。

MSA＝溶：液とは、MSAが10　mg／m：しとなるように10％エタノール水溶

液とアセトニトリルが2：1となる＝溶液に溶解させたものである。マ

トリックス1μしと試料1μLをステンレス製のプローブ上で混和し、

空気乾燥により結晶化した後、分析した。機器更正には、DHB由来

イオン［137．02　Da］とAng　1　［10”5　M、（M＋H）＋Average　1297．50　Da］とIns

［10“5　M、（M＋H）＋Average　5734．6　Da］の三点を用いて行った。
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　島津ZKRATO　S飛行時間型質量：分析装置AXIMA－CFR　Version　2を

用いた。マトリックスは0．1％TFAの40％アセトニトリル溶液に

CHCAを飽和させたものを用いた。ステンレス製サンプルプレート

のウェルに、試料を1　PtL乗せて空気乾燥させた後、さらにマトリッ

クスを1μL乗せて空気乾燥させて結晶化させた後、分析した。機器

更正には、Ang　1　［10”5　M、（M＋H）＋Average　129750　Da】とInsβ　［10”5　M、

（M＋］Hb“　Average　3496．9　Da］の二点を用いて行った。

HPLC　conditions　I　S‘

Colum：TOSOH　ODS　120T　250×4，6　¢

Mobile　phase：A；　O．Ie／e　TFA　in　50／o　acetonitrile

　　　　　　　B；　O．10／e　TFA　in　80“／e　acetonitrile

　　　　　　　O－1000／e　B　in　90　min

　Flow　rate　：1　mh／min

　UV：220　nm

Excitation：310　nm　Emission：390　nm

Columns　temperature　：30　OC
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HPLC　conditions　2”d

Colum：TOSOH　ODS　g　20T　250×4，6　¢

Mobile　phase：A；　O．Ie／e　’］lli？A　in　50／o　acetoniuile

　　　　　　　　　　　　B：　O．10／e　TFA　in　800／e　acetonitrile
　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　Oe／e　A　in　10　min．then　O－1000／o　B　in　90　min
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”

　Flow　rate　：1　mL／min

　UV：220　nm

Excitation：310　rm　Emission：390　nm

Columns　temperature　：30　OC

H］PLC　conditions　3’d

Colum：Poros　RIZM　100×4．6　¢

Mobile　phase：A；O．le／e　TFA　in　water　B；O．10／e　TFA　in　acetonitrile

　　　　　　　　　　　　5－65％　B　in　20　min

　Flow　rate　：5　mL／min

　UV：220　nm

Excitation：310um　Emission：390　nm

Columns　temperature：30　OC
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