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《短 報 》

二次元電気泳動とMALDI-TOF-MSによるプロテオーム解析

伊藤 達彦• 田部 一史•大塚 健三

はじめに

ポストゲノム研究としてプロチオーム研究が注 

目されている.この研究はタンパク質がいつ，ど 

こで，どのように，どれだけ発現するのかを網羅 

的に解析することである. 例えば，食品中に含ま 

れる危害物質に応答するタンパク質を見つけ出 

し，このタンパク質が何であるのか，どのような 

働きを担っているのかがわかれば，これを指標に 

危害物質の存在を鋭敏かつ簡易に評価することが 

できる可能性が生まれる.

プロチオーム研究において欠かすことのできな 

い解析法として，二次元電気泳動（2-DE) によ 

るタンパク質の分離法と，質量分析装置を用いた 

タンパク質の同定法がある. この解析の特徴は， 

2-DEによって分離したタンパク質スポットのア 

ミノ酸配列を直接分析することなく，質量分析で 

得られる分子量のみを用いてタンパク質を同定す 

る点である.この同定法の原理はタンパク質をプ 

ロチアーゼ消化後に得られる断片化べプチドの実 

測による質量値と，データペースに登録されてい 

るタンパク質から理論的に計算された断片化ぺプ 

チドの分子量を比較検索し照合することである. 

このようなタンパク質同定法ぱ「peptide-mass 

fingerprinting ( P M F )法」とよばれている.

この解析法を2種類の2-DEを用いた分析に適用 

した. 1 つは一次元目に両性担体（CA)-等電点電 

気 泳 動 （I E F )を用いた2-DE, 他方は一次元目に 

固定化pH匈 配 （IPG)-IEFを用いた2-DEである. 

質量分析装置はマトリックス支援レーザー脱離ィ 

オン化fll行時間型質量分析計（MALDI-TOF-MS) 

を使用した. 今回，2-DE, サンプル調製法など 

を技術的に検討し，改良を加えた結果，50fmolレ 

ペルで同定可能になったこと，HeLa細胞抽出液2- 

D E上の57スポッ卜について，可能性の高い候補

タンパク質を挙げることができたこと，また培養 

液中に放出されたタンパク質の検出ができたので 

報告する.

材料と方法

1 細胞の培養

用いた細胞はヒト子宮頸癌由来のHeLa細胞で， 

10%牛胎児血清（Sigm a)を含むDulbecco's mod­

ified Eagle's minimal essential meaium (D M E M , 

G I B C O )の培養液を使用しだ. HeLa細胞は液体 

塞素で凍結保存してある細胞を解凍した後ディッ 

シ ユ （Corning)に薛き，37°C, 5%C02の条件下 

で培養した. アクリルアミド処理細胞はlOmMア 

クリルアミドで24日き間処理した後，無血清培養液 

で48時間培養したものである.

2 2-DEのための試料調製

( 1 ) 一次元目にCA-IEFを用いた場合

細胞をPBSにて洗净し1 0 0 の溶解液（9.5M尿 

素，. 2 %  NP-40, 2 %  Ampholine, 5%  メルカプト 

エタ ノール）で溶解し，1 /^1の Protease Inhibitor 

Cocktail (S igm a)を加え，タンパク質濃度を測 

定し分注して 一2(TC保存した.

( 2 ) —次元目にIPG-IEFを用いた場合

細胞抽出液の場合，細胞をPBSにて洗净し200 

が1の溶解液（8 M 尿素，4 %  CHAPS, 40mM Tris 

b a s e )で 溶 解 し ， 2 jx 1の Protease Inhibitor 

Cocktail (S ig m a )を加え，タンノ、。ク質濃度を測 

定し分注して 一2(TC保存した.

培養液中に放出されたタンパク質を検出する場 

合，培養液20mlをCentricon (Millpore) を用いて 

約100パに濃縮した. これに50mMTris-HCl (pH 

8.8) 2mlを加え，約100がに濃縮した.この操作 

を 2 回繰り返した. 濃縮液を100//1の溶解液（9-8
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M 尿素，4 %  C H A P S )で溶解し，1ハ1のProtease 

Inhibitor Cocktail (S igm a)を加え，タンパク質 

濃度を測定し分注して一2(TC保 存 し た （Kubota 

et al.’ 2003).

3 2-DE

( 1 )一次元目にCA-IEFを用いた場合

.O'Farrellの 原 法 （O'Farrell et al., 1977) にもと 

づき行った. 二次元目はSDS-PAGEゲルを用いて 

泳動した.

( 2 ) —次元目にIPG-IEFを用いた場合

一 次 元 目 は  Immobiline DryStrip, 11cm 

(Amersham Biosciences)のゲルを用いた.膨潤 

溶 液 （8M 尿素，2 %  CHAPS, 0.5% IPG buffer, 

1 8m M ジチオスレイトール）に，銀染色の場合20 

のタンパク質を含む溶解液を混合し200/ / I を 

使用した. IPGphor (Amersham Biosciences) を 

用いて，20°Cで30V (12時間）、500V (1時間）、 

1000V (1時間）、8000V (2時間）で一次元目の電 

気泳動を行った. 一次元目と二次元目の間に、還 

元パップァ 一 （1.5mM Tris-HCl (pH8.8) , 6M  尿 

素，3 0 % グリセロール，2 %  S D S , 1% ジチ才ス 

レイトール），アルキル化パ ッ プァ ー （1.5mM 

Tris-HCl (pH 8.8), 6M  尿素，30% グリセロー ル， 

2 %  SDS, 2 . 5 % ヨードアセトアミド）の順にそ 

れぞれ15分間平衡化を行った（Gorg et al., 2004). 

二次元目はSDS-PAGEゲルを用I、て泳動した.

4 染色

泳動後，ゲルをCBB Stain One (Nacalaitesque) 

を用いてクマシ一プル一（C B B ) 染色，または 

Silver Stain MS Kit (Wako) を用いてグルタルア 

ルデヒドを使用しない銀染色(Shevchenko et al., 

1 9 9 6 )を行った.

5 ゲル内消化とゲル片からのべプチドの抽出

基本的には谷ロら（谷ロ，菊 池 2002a,b) の方 

法に従った.

( 1 )タンパク質スポットの切り出し•脱色

ゲルからタンパク質スポットを切り出した.ゲ 

ル片を脱色液（CBB染色の場合：50% ァセトニ 

トリル，25m M重炭酸アンモニウム，銀染色の場 

合 ：1 5 m M フェリシアン化力リウム，50m Mチオ 

硫酸ナトリウム）を加えて振とうした.数回洗淨 

(CBB染色の場合：脱色液，銀染色の場合：純水）

し，100%アセトニトリルを加えて脱水した.真 

空デシケーターを用いてゲル片を乾燥させた.

( 2 )還元 • アルキル化

ゲル片に還元液（l O m M ジチオスレイトール， 

25m M重炭酸アンモニウム）を吸収させ，56°Cで 

60分加温して，システイン残基を還元した.還元 

液を除いてゲル片を2 5m M重炭酸アンモニウムで 

洗きしたあと，アルキル化液（5 5 m M ヨードアセ 

トアミド，2 5m M重炭酸アンモニウム）を加えて 

室温で45分振とうし，シスチイン残基をカルパミ 

ドメチル化した. 再びゲル片を脱水乾燥させた.

( 3 )ゲル内消化，抽出

10ダg /m lトリプシン溶液をゲル片に吸収させ 

て，37°Cでー晚静置した . 抵 出 液 （50% アセト 

ニトリル，1 % トリフルオロ醉酸）を5 /•a加え， 

10分間超者波処理を行い，上清を回収した.この 

操作を3 回行った.

6 MALDI-TOF-MS
Anchor Chip™ (Bruker-Daltonics) 上に a- 

Cyano-4-hydroxyciannamic Acid (C H C A ) 溶液 

(CHCA飽和アセトン溶液：0.1% トリフルオロ酣 

酸 ，97 : 3 ) を乗せ,直ちに取り除いた . そ 

の上にそれぞれ2 の純水，試料の順に乗せ， 3 

分閩静置した. 3 / / 1 の0.1% トリプルオロ醉酸で 

洗、净し，Recrystallization mixture (CHCA O.lg/1

エタノール溶液：アセトン：0 . 1 % トリフル才ロ

醉酸，6 : 3 : 1 )  1 / a を乗せ風乾させた. MALDI- 

TOF-MS はAutoflex (Bruker-Daltonics) のリフレ 

クタ一 モードを用いて測定した，

7 タンパク質同定

MALDI-TOF-MSによって得られたぺプチドの 

質量リストをM A S C O T  (http://www.matrix- 

science.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&S 

EARCH=PMF) を用いてデータペース上のアミノ 

酸配列と比較し，タンパク質同定を行った.

結果と考察

1 検出感度

染色及びM S による検出感度を調べるために， 

牛血清アルブミン（BSA, 66kDa) を指標とした 

実験を行った（Mortzetal., 2001) , タンパク質濃 

度を変えてSDS-PAGE後 ，CBB染色及び銀染色で 

染 色 し た （第 1 図）. C B B染色では500fm ol(33

http://www.matrix-
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第 1 図. BSAを用いた検出感度の比較

Aは銀染色，BはCBB染色を行った.
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第2 図. BSA50fmolのM Sスベクトル

ng), 銀染色では50fmol (3.3ng) までパンドが確 

認できた. M Sによる検出感度測定はCBB染色で 

SOOfmol,銀染色でSOOfmol, lOOfmol, 50fmolを 

用いて行った. 各タンパク質濃度でのSequence 

coverageを第 1 表に示した . 500fmolにおいて， 

染色法の違いによるSequence coverage及びM Sス 

ぺクトルのシグナル強度の差はほとんど見られな 

か っ た （M Sスペクトルのデータは示してない）. 

銀染色50fmolでのM Sスぺクトルを第2 図に示し 

た.ケラチン由来のペプチドなどのコンタミネ一 

ションにより必ずしも明確な検索結果が得られる 

とは限らないが，50fmolレペルでもタンパク質同 

定は可能であることが示された.

第 1表. BSAの Sequence coverage

SOOfmol lOOfmol SOfmol

CBB染色 38% —

銀染色 36% 29% 21 %

2 2-DE

一次元目にCA-IEFを行った場合，再現性があ 

まり良くなかった. これは電気浸透流によるpH 

ドリフトが起きたためと思われる，一方，一次元 

目にIPG-IEFを行った場合，CA-IEFに比べ再現性 

に優れていた. HeLa細胞抽出液の二次元電気泳 

動パターンを第3 図に7Kした.
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第 3 図. HeLa細胞抽出液の2-DE
A は一次元目にCA-IEFを用いたpH範囲3〜10 
の2-DE. 二次元目は10%SDS-PAGEゲルで 

行い，CBB染色にて染色した.
Bは一次元目{こIPG-IEFを用いたpH範囲3〜 

10の2-DE. 二次元目は13.5%SDS"PAGEゲル 

で行い，銀染色にて染色した.
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第 5 図. アクリルアミド暴露後，pH範囲4〜7のHeLa 

細胞培養液の2-DE

一次元目はIPG-IEF, 二次元目は12.5%SDS- 

PAGEゲルで行い，銀染色にて染色した.

あった. これは1 つに見えるようなタンパク質ス 

ポットに複数のタンパク質が混在していることが 

考えられる . 解決策の 1 つとして，2-DEの分離 

能を高めるためにゲルを大きくすることがある. 

例えば，Oguriら （Oguri et al., 2002) は多数の狭 

V卞H範囲でIPG-IEFを用いた2-DEを行い，得られ 

たパターンを画像処理して，pH3.5〜11の領域を 

力パーする1 枚の巨大ゲルの泳動パターンを合成 

した. これによって約11,000ものタンパク質スポ 

ッ卜を検出している. また，M S /M S解析やプロ 

チインシークエンサー分析によってI# られる部分 

アミノ酸配列の情報を得ることによって，タンパ 

ク質同定の確度をより向上させることが必要であ 

ると思われる.
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3 実験例1

HeLa細胞抽出液をサンプルとして，一次元目 

にCA-IEFを用いた2-DEで展開して得たタンパク 

質スポットの内，57個についてP M F法によって 

可能性の高t、候補タンパク質を挙げることができ 

た （第 4 図，第 2 表）.今回同定できたタンパク 

質は細胞内に量的に多く存在する，分子シャぺロ 

ンの働きをもつタンパク質（Spot No. 9,12-15, 

27, 28, 29, 31 , 33 ,  3 5 ) ,解糖系の酵素（Spot 

No. 30, 42, 47, 48, 50) , 細胞骨格を構成する 

タンパク質（Spot N o . 11,17,  26, 32, 36, 37, 

40, 43, 4 5 ) などである.
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第 4 図. 候ぜタンパク質を挙げることができたタン 
パク質スポット

一次元目にCA-IEFを用いたpH範囲3〜10の2- 

DE. 二次元目は10%SDS"PAGEゲルで行い， 

CBB染色にて染色した.

4 実験例2

アクリルアミド暴露後のHeLa細胞培養液をサ 

ンプルとして，一次元目にIPG-IEFを用いた2-DE 

で展開した（第 5 図）. HeLa細胞由来と思われる 

タンパク質の他に，培養液由来と思われるタンパ 

ク質の混在も検出された（第 3 表）. また，細胞 

骨格を構成するタンパク質や細胞内でしか発現し 

ないようなタンパク質が検出されたことから，ア 

クリルアミド暴露により細胞がネクローシスを引 

き起こしたと考えられる.

5 課題

今回，57タンパク質スポッ卜について可能性の 

高い候補タンパク質名を挙げることができた.し 

かし，存在量が多いと思われるタンパク質スポッ 

トでも候補タンパク質が得られないということが
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第 2表. 候補タンパク質名（Spotno.は第4 図に対応する）

Spot no. 候補タンバク質名 r 理i  
■ p|-

命値
Mass(kDa)

1 Carbamyl phosphate synthetase 5.7 111
2 Oxygen-regulated protein 150K precursor 5.2 111

3.4.5 PTB-associated splicing factor long form 9.5 76
6 Endoplasmin precursor 4.8 93
7 Probable transitional endoplasmic reticulum ATPase 5.1 90
8 Elongation factor 2 6.4 96
9 Heat shock protein 90-beta (Hsp90) 5.0 84
10 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R 8.2 71
11 Erizin 6.0 70
12 BiP protein (Grp78) 5.0 72
13 DnaK-type molecular chaperone precursor mitochondrial (Grp75) 5.9 73
14 DnaK-type molecular chaperone (Hsc70) 5.4 71
15 DnaK-type molecular chaperone HSP70-1 (Hsp70) 5.5 70
16 DEAD-box proteins (Helicase-like protein2) 6.7 73
17 し aminA 6.6 74
18 Moesin 6.1 68
19 Far upstream element binding protein 1 (DNA helicaseV) 7.2 68
20 Long-chain-fatty-acid beta-oxidation multienzyme complex alpha chain precursor 9.2 84
21 Polyadenylate binding protein 9.3 59

22.23 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 8.8 78
24 RNA helicase 9.1 70
25 Transformation-sensitive protein lEF SSP 3521 6.4 63
26 LaminC 6.4 65
27 TCP ring complex protein TRiC5 6.2 61
28 T-complex-type molecular chaperone CCT6 6.2 58
29 Chaperonin GroEし precursor (Hsp60) 5.7 61
30 Pyruvate kinase 8.0 58
31 Protein disulfide-isomerase 4-8 57
32 Vimentin 5.1 54
33 Calreticulin precursor 4.3 48
34 Splicing factor homolog 9.0 54
35 Protein disulfide-isomerase ER60 precursor 6.0 57
36 Keratin,type II cytoskeletal 8 5.5 53
37 Tubulin 4.8 50

38.39 Similar to ATP synthase 9.1 61
40 Fascin 6.8 55
41 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 5.9 50
42 Alpha enolase 7.0 47
43 Keratin,type 1 cytoskeletal 18 5.3 48
44 Translation elongation factor EF-Tu precursor 7.7 50
45 Actin beta 5.6 41
46 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G 9.6 47
47 Phosphoglycerate kinase 1 8-3 45
48 Fructose-bisphosphate aldolase A 8.4 40
49 Annexin A1 6.6 39
50 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 2H9 6.8 32
51 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 8.6 36
52 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein B1 9.0 37

53 Annexin A2 7.6 39
54.55 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 9-3 39

56 Voltage-dependent anion channel 2 6.8 31
57 Voけage-dependent anion-selective channel protein 1 8.6 31
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第 3 表. 候タンパク質名（Spotno.は第5 図に対応する）

Spot no. 候補タンパク質名
理論値

pi Mass(kDa)
1.2 Albumin 5.8 71
3.4 Tropomyosin, fibroblast 4.8 29
5 Triosephosphate isomerase .6.5 27
6 Peroxiredoxin6 6.0 25

7.8 Apolipoprotein A-l precursor 5.7 30
9 Nucleoside-diphosphate kinase 5.8 17
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