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論 文 内 容 の 要 旨 

 MALDI-TOF 質量分析装置を用いたタンパク質の配列解析においては、タンパク質をトリプシン等の酵素で消化し、

その MS スペクトルや MS/MS（PSD）スペクトルから得られた結果をデータベースで検索を行ないタンパク質の同

定を行うことが主に行われている。ゲノムデータベースには多くのタンパク質は、前躯体タンパク質として登録され

ているために、成熟タンパク質の N 末端、C 末端の配列を同定することが困難な場合が多い。 

 本研究における N 末端の配列解析法の研究では、対象タンパク質に対して、以下の反応を行い N 末端フラグメン

トの単離を行った。①還元、カルバミドメチル化を行ない、システイン残基のスルフヒドリル基をブロックした。②

リジン残基にグアニジノ化を行ない、ホモアルギニン残基に転換した。その結果、タンパク質のアミノ基は N 末端に

のみ存在する。③その後に、ビオチニルシステイン酸を N 末端のアミノ基に反応させた。④誘導体化されたタンパク

質をトリプシン消化した。⑤トリプシン消化物をアビジンレジンに反応させ、N末端フラグメントを吸着させた後に、

内部フラグメントを洗浄除去した。⑥N 末端フラグメントをアビジンレジンから遊離し、回収することにより単離し

た。その結果、本方法により単離されたタンパク質の N 末端フラグメントは、N 末端が負電荷を持つスルホン酸誘導

体になる。また、C 末端は正電荷のグアニジノ基を持つホモアルギニン残基またはアルギニン残基になる。そのため

に、MALDI-PSD 分析で検出されるプロダクトイオンは、C 末端を含む y 系列イオンが優位に検出され、データベー

ス検索を行わずに MALDI-PSD スペクトルから直接配列解析を行うことを実現できた。更に、N 末端誘導体化試薬

の検討を行ないビオチニルシステイン酸の代わりに Sulfo-NHS-S-S-biotin を用い、N 末端フラグメントをアビジン

レジンから遊離させるのではなく、Sulfo-NHS-S-S-biotin のジスルフィド結合を過ギ酸酸化により切断し、N 末端フ

ラグメントをスルホン酸誘導体として回収することにより、タンパク質量としてサブピコモルの感度での分析を実現

することができた。 

 C 末端の配列解析法の研究においては、①ペプチド、タンパク質の C 末端をギ酸、無水酢酸を用いオキサゾロン経

由で選択的に活性化した。この際、アスパラギン酸、グルタミン酸のカルボキシル基は活性化しない。②次いで、

MALDI-TOF 質量分析のポジティブモードでの分析において高感度で検出されるグアニジノ基を持つアルギニンメ

チルエステルまたは 2－ヒドラジノ－2－イミダゾリンを活性化された C 末端部に反応させ、C 末端を誘導体化した
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タンパク質を得た。③対象タンパク質を適切なプロテアーゼで消化した。その結果、この方法により、数種類のタン

パク質において、C 末端を誘導体化したペプチドを MALDI-TOF 質量分析のポジティブモードで優位に検出でき、C

末端配列解析の基盤技術を構築した。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 タンパク質の解析をすることは生命機能の理解のために必要不可欠である。ゲノム情報が明らかになった現在では

ポストゲノムとしてタンパク質を網羅的に解析するプロテオミクスが盛んに行われている。現在の手法は発現してい

るタンパク質の部分構造を質量分析を用いて決定し、ゲノム情報の開始コドンから終止コドンまでの間をタンパク質

（前駆体タンパク質）として同定している。実際に発現しているタンパク質（成熟タンパク質）は DNA からの転写

以降、スプライシングなどのプロセッシングを経て翻訳後修飾されるため、発現している真のタンパク質の同定とは

言い難い。成熟タンパク質を正確に同定するには、まずタンパク質の N 末端、C 末端の両方を決定する必要がある。

しかし、N、C 末端配列決定をする系統的な手法が確立されていないのが現状である。 

 本学位申請者は N、C 末端アミノ酸配列を分離し、決定する方法の開発を行った。個々の技術の基本概念は既存の

ものも含まれるが、それらをうまく組み合わせ改良することで独自の手法を確立している。本博士論文では以下の点

を明らかにしている。１）ビオチニルシステイン酸 N 末端標識試薬の開発とアビジンレジンを用いた N 末端フラグ

メントの回収、２）スルホ-S-S-ビオチン標識試薬による回収率、検出感度の向上、３）オキサゾロンを経由したペプ

チド C 末端への選択的修飾と選択的イオン化。回収した N 末端フラグメントからアミノ酸配列を決定するには

MALDI-TOF-MS における MS/MS の情報が得られる Post source decay（PSD）という手法を用いている。この方

法ではフラグメントイオンとして N 末端側と C 末端側が生じるため解析が困難となるが、N 末端にスルホン酸であ

るシステイン酸を導入することで C 末端フラグメントイオンの相対強度を高め、アミノ酸配列決定を容易にしている。

アビジンービオチンの相互作用は強く、これが回収率を低下させる大きな原因となっている。改良法ではジスルフィ

ド結合を試薬に導入することで、ビオチンが強固にアビジンに結合したままでも、ジスルフィドを過ギ酸で酸化的に

切断しスルホン酸とすることで回収率の向上を行っている。N 末端のアミノ基とリジン側鎖のアミノ基は反応性が大

きく異なるため N 末端の選択的修飾は比較的容易であるが C 末端は側鎖のカルボン酸と反応性が近く報告例も少な

い。数少ない方法の１つとしてオキサゾロンを経由する方法が知られているが副反応も多く反応制御が難しい。本申

請者は系中でペンタフルオロフェノールの活性エステを経る方法で C 端のみを標識することに成功した。カチオン性

の標識試薬を反応させることで C 末端フラグメントを選択的にイオン化させ C 末端配列解析の基盤技術を構築した。 

 以上のように本申請者はタンパク質の N、C 末端を正確に同定する手段の開発を行い、確立した。学術的な基礎研

究として高分子科学への貢献が大きいばかりではなく、応用面にも目を向け本博士論文で開発した試薬は市販品とし

て既に商品化されている。本研究は当該分野だけでなく、医療や製薬などの他分野への波及効果もあり、C 端配列解

析については今後の発展が期待できる。よって、本論文は博士（理学）の学位論文として十分価値あるものと認める。 
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