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バイオ解析チームは、生命現象の解明に向け、生体成分構造解析法の開発や構造解析の応用研究を行っている。

生体成分の中でも特にタンパク質は生命現象の源であり、さまざまな生物活性を持つ。そのタンパク質の構造

を調べることで、活性と遺伝子との対応がつく。さらに詳細に構造解析することで、生物学的活性のメカニズ

ムや活性の制御機構について重要な知見が得られる。これら生体分子の解析のための新しい手法や装置の開発

および導入を行い、装置ならびに設備の設置や管理、解析方法に関する情報の整備をすることで研究支援を行

う。質量分析法の発達やデータベースの充実、検索プログラムの発展に伴い微量成分の同定方法は容易になり

つつある。これに反して、定性的なデータベース検索以外の解析は大変困難になりつつある。これを打開する

ため発展著しい質量分析による構造解析に加え、古典的な化学的手法をも併用し、新規な修飾や未知の配列に

対応できる詳細な構造解析や微量定量解析の開発と応用に取り組んでいる。さらに、気相断片化反応を用いた

生体分子の構造解析法にも力を注いでいる。現在、種々の質量分析計、プロテインシークエンサー、600MHz NMR

や分析用超遠心分析装置を管理し共用できるように整備している。 

 

1. タンパク質構造解析法の開発と応用 
（1）生体分子の翻訳後修飾を含めた詳細な構造解析 (堂前 直、中山 洋、鈴木 健裕＊1、西村 友枝＊2)  

タンパク質は20種のアミノ酸が並んだポリマーであり、その並び順を遺伝子が規定している。しかし、多くのタンパク質は遺
伝情報どおりに翻訳された後に何らかの修飾を受ける。ポストゲノムシークエンス時代のタンパク質構造解析への大きな期待はこ
の翻訳後修飾に関する知見の蓄積であろう。また、バイオプローブを用いたケミカルバイオロジー研究を始め、低分子薬剤のタン
パク質結合位置の解析に大きな要求がある。これらの修飾部位解析を含めた詳細精密構造解析はポストゲノムの重要な課題の一つ
と考えられる。 

翻訳後修飾を解析するため、昨年度開発した超高感度なアミノ酸組成分析法を利用して、ブロット膜上のタンパク質を塩酸加水
分解し、修飾アミノ酸やアミノ糖の検出を試みた。標準タンパク質である卵白アルブミンからは、ホスホセリンとグルコサミンを
検出する事ができた。これは、卵白アルブミンにセリンのリン酸化が生じていること、及びN型糖鎖が存在することを示しており、
以前の報告と一致した。このようにブロット膜上に転写された微量タンパク質からアミノ酸分析法を利用して翻訳後修飾解析が行
えることを示した。 

翻訳後修飾の解析は、アミノ酸組成分析のみならず、質量分析法やシークエンス分析などをあわせて総合的に行うことで、未知
の試料の分析を行っている。今年は、東京都老人総合研究所の遠藤 玉夫研究部長と共同で、筋ジストロフィー病に関連するタン
パク質、ジストロフィンの糖鎖修飾作用機序解明のために、モデルペプチドを用いて、糖鎖の修飾を調べた。また、吉田化学遺伝
学研究室の吉田稔主任研究員らと共に分裂酵母タンパク質の網羅的翻訳後修飾解析を開始する準備を始めた。さらに昨年に引き続
いて中央研究所丑田ユニットリーダーと共にミズクラゲ由来の新規有用物質の構造解析を行いヒトのムチンと大変類似した新規
のムチンであることを示した。さらに、数種類のクラゲ由来のムチンについても解析した。 

（2）生体分子の定量的解析法の開発 (中山 洋、廣谷 直子＊2、堂前 直) 
全タンパク質の発現定量解析に質量分析法を用いた同位体希釈法への取り組みが数多くなされている。しかし、たとえ現在の技

術でペプチドの定量が出来たとしても、タンパク質からペプチドへの変換（つまりプロテアーゼによるタンパク質の消化）が再現
的、定量的に行えないと意味を持たなくなる。当チームでは、この段階を自動で行なうことで再現性の高いデータが得られると考
え、自動消化装置の開発に当たってきた。昨年に引き続き、電気泳動から調製した試料についてはラピッドエンジニアリングチー
ム橘内氏と共同でタンパク質プロセッシングロボットの開発を進め、ハードウエアの改良やプロトコルの作成を進めた。また、混
合物試料については、タンパク質をビーズ（固相）に吸着させ、消化を行う方式を取る装置の開発をKYAテクノロジーズと共同
で行った。開発された装置を用いて標準タンパク質の消化条件を検討し、界面活性剤の存在が消化を助けることを発見した。これ
らについて、特許申請を行い、開発した装置に関してKYAテクノロジーズを通して商品化できるよう準備を進めている。 

アミノ酸組成分析法による極微量タンパク質の絶対定量法については、クロマトグラフィーで精製した微量なタンパク質を再ク
ロマトグラフィーしてから加水分解してアミノ酸組成を求めることで、クロマトグラフィーの回収率を算出し元の試料の絶対量を
測定する方法を開発した。これを東京大学井原教授らのグループと共にアルツハイマー病の原因因子であるβタンパク質の生成機
構の解明に応用した。βタンパク質は前駆体であるAPPから2箇所の酵素消化で切り出されるが、2つ目のガンマ部位での切断の
際、さらに短いC末端断片が生成されることを以前我々で報告した。このC末端断片はいくつかの種類があり、各種のC末端断片
とアルツハイマー病の発症しやすい形の１－４２βタンパク質とそうでない１－４０βタンパク質との存在比を定量してC末端
断片の長さとβタンパク質の長さの間の関連を調べた。 
 

2. 質量分析法の基盤技術開発 
（1）気相断片化反応を用いた生体分子の構造解析法 (中村 健道) 
質量分析法を用いた構造解析には，凝縮相（液相または固相）で解析対象となる分子に対して行った断片化や誘導体化等の反応生

成物の分子量測定により構造情報を得る間接的方法と，質量分析装置内（気相）での断片化反応（フラグメンテーション）を利用し
て構造情報を得る直接的方法がある。直接的方法は感度や迅速性の面で大きな潜在的可能性を有するが，生体分子の解析における利



用は比較的限られたものとなっている。理由の一つは，揮発性低分子有機化合物に対する電子イオン化質量スペクトルにおいてはフ
ラグメンテーションに関する知識と理論が体系化されているのに対し，不揮発性生体分子に用いられるソフトイオン化とタンデム質
量分析法（MS/MS）の組合せにおいてはスペクトルは条件依存的であり体系化が進んでいない点にある。また，気相で大きな分子
を選択的かつ高効率に断片化する方法が無いことが，タンパク質等大きな生体分子の直接解析を阻んでいる。これらの問題に対して，
二つの方向から取り組んでいる。低分子の構造解析に関しては，断片化反応に影響を及ぼすスペクトル測定条件を精査し，精密質量
測定や安定同位体標識を併用しながらフラグメントイオンの詳細な帰属を行い，確立されているフラグメンテーション理論との関連
付けと外挿によって反応の体系的な理解と構造情報の検証を試みる。このアプローチを応用し，種々の分子化合物の構造解析を実施
した。一方，選択的かつ高効率な断片化法の開発に向けて，前年度に引続き，FT-ICR MS 装置のイオン源部六重極イオンリザーバ
ー内への蓄積に伴う時間依存的断片化（多重極蓄積支援解離）に関する検討を行った。ナノエレクトロスプレイエミッターからの六
重極イオンリザーバー内へのイオンの導入を測定パルス系列に同期して制御できるように改造したイオン源を用い，多重極蓄積支援
解離におけるイオンの活性化について解析した。結合開裂の閾値が既知である温度計分子を用いての断片化反応条件検討の結果，多
重極蓄積支援解離においては，0.4 eV 程度の比較的小さな活性化エネルギー差を識別して，閾値の低い経路の生成物を選択的かつ
定量的に生成できることが明らかとなった。 

 
3．生命科学への応用 
（1）タンパク質切断・高次構造変換による細胞死・細胞分化の制御（森島 信裕，中西 慶子＊3） 
多細胞生物の個体中において細胞は増殖、分化、死のいずれかの運命をたどる。これらの運命の選択は個体全体では調和が保たれ

ている必要があり、どれか一つでも異常に過多となったり過少となってしまうと個体の健康や生存が脅かされる。私たちは生体分子、

特にタンパク質の挙動によって細胞運命の調和が支えられている機構を明らかにすることを研究目的としている。現在は特に細胞死

（アポトーシス）と細胞分化におけるタンパク質の挙動に注目している。これまでミスフォールディングやアンフォールディングし

たタンパク質が小胞体に蓄積する状態、すなわち「小胞体ストレス」がカスパーゼ・プロテアーゼ族を活性化し、これが基質タンパ

ク質群を切断してアポトーシスを誘導することを明らかにしてきた。小胞体ストレス誘導性アポトーシスを引き起こすカスパーゼ族

の活性化にはイニシエーターカスパーゼの一つ、カスパーゼ 12 が小胞体ストレスによって特異的に起動することが重要であること

を示している。本年度は小胞体ストレス誘導性アポトーシスが発生過程にあるマウス正常胚で起こっていることを見いだした。マウ

ス 13.5 日胚中で筋組織の形成が始まった領域において小胞体ストレスが生じていること、小胞体ストレスによってカスパーゼ 12
が活性化し、アポトーシスが起こっていることを見いだした。同様の結果は培養筋分化系においても得られた。筋形成時のアポトー

シスは一世紀近く前に観察されていたが、その誘導機構及び実行機構が初めて明らかとなった。 
                                            

＊1特別任期制職員，＊2協力技術員，＊3 協力研究員 



This team is engaged in structural characterization of biological molecules to support biological science. Our activities include 
mass spectrometry, protein chemical analyses, ultracentrifugal analysis and nuclear magnetic resonance spectrometry. We are 
interested in developing new characterization methods for biological molecules. 
 
 
1. Biomolecular characterization 

(1) Development and Application of Analysis Methods for Structural Detail on Biological Molecules. 
Direct analysis of modifications and their positions within a protein sequence is still required in post genome sequence era. 
Furthermore, binding site of a low molecular reagent to a protein is the most important information for an approach using 
chemical biology with bio-probe. We have been developing the analytical method for post-translational modifications by a 
highly sensitive amino acid analysis method. Using this method, we have succeeded in detecting phspho-serine and 
glucosamine residues in an acid hydrolysate of ovalbumin, a protein that has phosphorylation and N-glycosylation, 
electro-blotted onto a PVDF membrane. 
We have applied post-translational modifications analysis combined with mass spectrometry and chemical methods to several 
cases. For example, O-glycosylation sites of α-dystroglycan peptide and of mucins from some kinds of jellyfishes were 
determined. And we are preparing to start modificomics project.  

  
(2) Development of Quantitative Analysis of Biomolecules.    

However mass spectrometry could detect peptides quantitatively using isotopic diluting method, a protein is difficult to convert 
to peptides quantitatively. So, we have been developing automate protein digestion system to quantitative protein detection by 
liquid chromatography - mass spectrometry. We start to develop two systems that are in-gel digestion system and in-solution 
digestion system.  
We have also applied the highly sensitive amino acid analysis method to detect a protein quantitatively. Comparing the species 
specific amount of C-terminal fragment (CTF) of β-amiloid precursor protein using this method, the relationship of the length 
between CTF and β-amiloid protein was determined. It is an important observation to realize mechanism of γ-secretase.   
 
2. Fundamentals of mass spectrometry 

(1) Gas-phase Chemistry for Structural Characterization of Biomolecules 
Mass spectral fragmentations of non-volatile biomolecules are highly dependent on the acquisition conditions unlike those of 
volatile organic compounds in classical electron ionization mass spectrometry.  Therefore, in characterization of small 
biomolecules, we examine mass spectra acquired under a wide-range of conditions and use accurate mass measurements and 
stable isotope labeling for assigning the fragment ions.  Based on the confident spectral assignments, it was possible to 
understand the fragmentation of biomolecules by correlating that to the gas-phase chemistry established in classical mass 
spectrometry.  On the other hand, characterization of large biomolecules by mass spectrometry is currently limited partly 
because the lack of efficient dissociation methods with high selectivity.  A promising approach for the selective dissociation, 
multipole-storage-assisted dissociation, was investigated.  A 0.4 eV difference in dissociation threshold was shown to be 
sufficient for selecting lower energy fragmentation pathways.  
 
3. Application for life science 

(1) Control of cell fate by misfolding or unfolding of proteins  
Endoplasmic reticulum (ER) stress activates caspase-12, triggering the ER stress-specific cascade for implementation of 
apoptosis. Although myoblast apoptosis was first observed nearly a century ago, the cause of apoptosis and the mechanism that 
initiates caspase activity during differentiation were largely unknown.  We found that, during muscle fiber formation, both in 
cell culture and in mouse embryos, the ER stress response is activated, resulting in activation of caspase-12 and apoptosis of a 
fraction of the cells. 
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