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βス トラ ン ドF
，
G に添 っ て，シ ク ロ ヘ キ セ ン 環が βバ レ

ル 底部に挿入する形で 結合 して い た，一方で ，PGH ，結

合モ デ ル にお い て，PGH2 は親水的な領域 を含むβバ レ

ル 上部に結合 して い た．酵素反応を受ける PGH2 の ペ ル

オ キ シ ド基は，活性中心 の Cys65 と約4A で 近接 して お

り，両者が接触して反応する こ とが十分に可能である こ

とが示 された．レチ ノ イ ン 酸 とPGH2 の 結合モ デ ル を重

ね合わせ た とこ ろ，両者とも互 い に重大な立体障害を引

き起 こ し て お らず，両者同時に L −PGDS と結合で き る

可能性が示唆された．

　そ こ で，レ チ ノ イ ン 酸の L−PGDS 酵素活性 阻害様式

を調 べ た．そ の結果，レ チ ノ イ ン酸は L−PGDS の 酵素

活性を非競合阻害し，図 5の モ デ ル を支持した．

　次 に，NMR を用 い て L −PGDS と基 質安定誘 導体

U −46619の 複合体溶液構造を決定した．

　図 6 に遊離型 と複合体型の 立体構造を示 し た．複合体

型 と遊離型 で は βバ レル 中核の構造は，ほ とん ど変化し

て い ない が，βバ レ ル 上部の CD 一ル ープ，　 EF一ル
ープ お

よ びH2 一ヘ リ ッ ク ス の 領域で構造が大きく変化 して複合

体形成に伴 い βバ レ ル 上部の 入 り冂を閉じて 蓋をする よ

うに構造変化 を起 こ して い た．こ の こ とは，リ ガ ン ド結

合に よ りL −PGDS の 慣性半径が減少する とい うX 線小

角散乱法 の 結果 とも一致 して い た．以上 の こ とか ら，

L−PGDS は，さまざまな形状 ・大きさの 疎水性 リガ ン ド

に自らの構造を適応させ る とい う．他の リポ カ リン フ ァ

ミ リ
ー

タ ン パ ク質に見られな い 特徴を持つ こ とが明らか

とな っ た．こ の よ うな リ ガ ン ド捕捉機構に よ り，L −

PGDS は
“
広い リガ ン ド選択性

”
と
“
リガ ン ドとの 強 い

結合
”

を成 り立たせ て い る と考え られ る．
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質量分析に よ る タ ンパ ク質複合体の 相互作用解析

明石　知子

　 バ イオマ
ーカーの探索や分子間ネッ トワーク の解析な

どの研究におい て タ ン パ ク質を同定する際，中心 的か つ

必須な解析 ツ ール は質量分析で ある．こ の 場合，実際に

分析する の は，タ ン パ ク質を酵素消化して得られるペ プ

チ ド断片や比較的小さい タ ン パ ク質で あり，高感度で 分

析で きるようにするため酸性かつ 有機溶媒の 存在する変

性条件下 で分析する，こ れ に対 し，相互作用する タ ン パ

ク質複合体を丸ごと観測 し，機能に関する情報を獲得す

る こ とを目指す場合に は，非変性条件下で分析する必要

がある．非変性条件で測定する こ と に より，タ ン パ ク質

複合体は解離せ ずに質量測定され，複合体が どの ような

ス トイキオ メ トリ
ー （化学量論）で 結合 してい る の か を

決定する こ とが で きる．そ の 質量測定の精度は非常に高

い こ とか ら，非共有結合 を保 っ たままイオ ン 化す る こ とが

で きれば，他の 分析手法に比べ きわ め て確実に ス トイキ

オ メ トリーを決定で きる．本稿で は，タ ンパ ク質複合体

の イオ ン を非変性条件下で 観測する質量分析を用 い た相

互作用解析 の ため の 手法とそ の 応用 に つ い て解説す る．

非変性条件で の質量分析の要件

　タ ン パ ク質複合体の イオ ン を非変性条件下 で観測する

には，一般に，エ レ ク トロ ス プ レー
イオ ン 化 （electrospray

ionization
，
　ESI）法 1，2）を用 い る，　 ESI法は大気圧 イオ ン 化

法の一つ で ，溶液試料を質量分析装置イオ ン 源の キ ャ ピ

ラ リーへ 導入 し，そ の先端部分に 3〜4000V の 高電圧を

かける とともに，窒素ガス の補助に よりきわめ て細か い

液滴として噴霧 し，イオ ン 化す る方法で ある．ESI は現

在実用化 され て い る イ オ ン化法の 中で最も ソ フ トなイオ
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ン化法の
一

つ で，タ ンパ ク質の ような高分子で もイオ ン

化する こ とが で きる．生成され るイオ ン は，［M ＋nH ］
・＋

や ［M −nHln 一
の ような多価 イオ ン で ある，　 ESI で は，た

とえば 18＋，19＋，
20＋ の ような連続した複数の 多価イオ

ンが観測され，観測された 〃 i／z とM およ び n との関係を

示す連立方程式を解 くこ とで M とn を求め る こ とが で き

る，以 下，相互作用 して い る複合体 を解離 させ ずに

ESI−MS で観測する ため に注意する実験条件に つ い て，

項 目ごとに解説する，

　nanoESI 　 ESI の 場合，試料導入は シ リ ン ジポ ン プ

で 3〜5 ゆmin 程度で行うが nanoESI （nano 　electrospray

ionization）を用 い る こ とで，流速は 数十nl！min まで 落

とすこ とがで きる，こ れ に よ りきわめ て マ イル ドに脱溶

媒が可能となり，不安定な複合体で も解離させずに イオ

ン 化する こ とが で きる、nanoESI で は，内径が 0．6〜0．8

  程度の ガラ ス キ ャ ピラリ
ー

の 先端を内径 5　pm 程度 と

細 く引 き伸ば し，そ の 先端部分 の 表面を金 コ ー
テ ィ ン グ

した使 い 捨て チ ッ プに サ ン プ リ ン グする，1回 の測定に

2〜4pl をnanoESI チ ッ プに入れる こ とで 30分程度連続

して 試料をイオ ン化 し質量分析することが で きる．

　溶液条件　　高感度か つ 高精度でタ ン パ ク質の 質量分

析 を行う場合は，酸性か つ 有機溶媒の存在する変性条件

下で分析する。こ の 分析で は，共有結合の みか らなる分

子 の 質量 を求め ることがで き，タ ン パ ク質は変性 し多く

の H ＋

が付加して幅広 い 電荷分布が 観測 され る （図 1）．

　一方，タ ンパ ク質を変性させずに ESI−MS で 観測する

場合，酢酸ア ン モ ニ ウ ム や炭酸ア ン モ ニ ウ ム水溶液な

ど，不揮発性で ない 塩か らな る水溶液で試料溶液を調製

する，最も
一
般的な方法では，測定したい 試料濃度が 5〜

10 μM となるように 5mM 〜数M の 酢酸ア ン モ ニ ウム水

1
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図 1．1％ 酢酸150％ MeOH で 調製 し た ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

（BSA ）の ESIマ ス ス ペ ク トル
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図 2．10　mM 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶液で調 製 した BSA の ESI
マ ス ス ペ ク トル

溶液として調製する，不揮発性の塩か らなる緩衝液を用

い た り，NaC1 や グ リセ リ ン を添加 した りす る こ とは，

タ ン パ ク質の イオ ン化を妨げる の で避けなければならな

い ，そ こ で，タ ンパ ク質溶液は，酢酸ア ン モ ニ ウ ム 水溶

液などに微量透析，ゲル ろ過 カー トリ ッ ジ，限外ろ 過 な

どの方法で溶媒交換 を してか ら用 い る．こ の場合 酸性

条件に比べ て少な い 数の H ＋ が 付加 して狭 い 電荷分布が

観測される （図2），以下、酢酸ア ン モ ニ ウ ム水溶液で タ

ン パ ク質複合体 を分析する場合を例 に説明する．

　タン パ ク質複合体にお い て ， 静電相互作用がお もに寄

与 し て複合体が形成 さ れ て い る場合 （例 ： タ ン パ ク質一

核酸複合体の場合），高 い 酢酸ア ン モ ニ ウ ム 濃度で は相

互作用が弱まるの で ，5〜10mM の酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶

液で試料を調製す る，これ に対 し，疎水性相 互作用がおも

に寄与して複合体が形成され て い る場合，高い 塩濃度の

方が複合体の形成を維持 しやす い ため，500mM あるい

はそれ以上 の酢酸ア ンモ ニ ウ ム水溶液で試料を調製する．

　nanoESI の 場合，　 l　M を超 える高い 濃度の 酢酸ア ン モ ニ

ウム水溶液で試料溶液を調製しス プレー
して も安定にイ

オ ン化する こ とが で きる．一方，シ リ ン ジポ ン プ で 3〜

5pl！min 程度の流速で送液する場合はす ぐに イオ ン 源が

汚れ て しまうの で ，頻繁に クリーン ア ッ プす る必要があ

り．シリ ン ジポ ン プで導入する の は実際的ではな い ．

　質量分析装置　　先に述べ たよ うに，ESIでは多価 イ

オ ン が 生成され る の で ，分子量よ りもは る か に低 い m ／z

で ピー
ク が観測 され る．とはい え，酢酸ア ン モ ニ ウ ム 水

溶液で 試料 を調製 した場合は付加され る H ＋
の 数はそれ

ほ ど多 くはない （図 2）．その ため，タ ン パ ク質複合体の

観測 で は高 m ／z まで 測定可能な飛行時 間型 質量分析 計

（time−ofLflight 　mass 　spectrometer ，　 TOF −MS ）や四重極

（quadrupole，　 Q）とToF との ハ イブリ ッ ドタイプである

Q−TOF 型質量分析計が用 い られ る，
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　50kDa を超える ような巨大なタ ン パ ク質複合体の 場合，

質量分析計の イオ ン の 取 り込み 口付近の 真空度を許容 で

きる範囲で悪 くする こ とに より，複合体の 解離を抑制し

複合体の イオ ン を観測しやす くなる．これは イオ ン 源直

後の領域 の粗引き用の ポ ン プを機能させ ない ようにする

こ とで 達成で きるが，装置によ っ てはハ
ー

ドの 改造を必

要 とする場合もある．

　複合体を解離 させずにそ の イオ ン を観測する場合，で

きる だけマ イ ル ドな条件で 質量分析装置に導き，脱溶媒

する必要が ある，マ イル ドな条件で測定する場合，溶媒

だけはが して複合体は解離 させ ない ように条件を コ ン ト

ロ ール す る 必要があ る．比較的小 さな タ ン パ ク質一リガ

ン ド複合体 （〈 30kDa ）の 場合，タ ンパ ク質と リガ ン ドの

質量理論値の 合計とほぼ
一
致する実測値が得られる．こ

れ に対し，巨大 なタ ン パ ク質複合体の場合，先に述 べ た

ように真空 を コ ン トロ ー
ル して 複合体 の 解離 を抑制す る

ため，水や酢酸ア ン モ ニ ウ ム分子が複合体に つ い たまま

イオ ン 化される こ とが多い ．その ため，実測の 質量 は理

論値よ りも〜0．5％程度大きめになるの が
一

般的である．

タ ン パ ク質複合体の質量分析
一ESI 黎明期の研究

一

　ESI で タ ンパ ク質をイオ ン化 した報告が Fenn らか ら

1989年に 報告 2｝され て 以来，さまざまな生体高分子の

構造機能解析に ESI法は利用 され て い る，質量分析で は

気相で分析するため，液相 の 状態を必ず しも反映で きる

場合ばか りで はない こ とは 否め ない が，多 くの 報告で 液

相 の 状態を保持して い る こ とを裏づ ける データが出され

て い る，また、そ の 質量の 決定精度は，超遠心分析や光

散乱などの 方法に比 べ るとはるか によい とい う特長があ

る．また低分子リガ ン ドの 結合の ように複合体形成に伴

う質量変化が小さ い 場合 も有効で ある．こ こ で は ESI 法

の黎明期に行われた タ ン パ ク質複合体の 質量分析に よる

研 究例 を紹介す る．

　タン パ ク質一
リガン ドの複合体　　ESI法が実用化さ

れ て間もなく，FK506 　binding　protein（FKBP ）と2種類

の 薬物 との 複合体が ESI−MS で 観測された 3）．試料は 10

mM 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 として 調製され，　 FKBP −

FK506 複合体 お よ びFKBP に対 し て FK506 とrapa −

mycin を競合させ た場合 に形成され る複合体につ い て，

ESI −MS で の 解析が報告 された．　 FKBP に対 して 1．6倍

量 の FK506 を混合 し複合体を形成 させ ESI マ ス ス ペ ク

トル を測定する と複合体 の イオ ン がわずか に観測 され，

FK506の 約2倍ア フ ィ ニ テ ィ
ー

の ある rapamycin を競合

386

表 1．NAG ， の 結合 の 強 さ と加水分解 の 相 対 的 な速度 4）

基質 Ka 加水分解相対速度

NAGNAG2NAG3NAG4NAG6　 0，03M −1

3．2 × 103　M −I

LIxlO5M −l

L8xlO5M −1

　 〜NAG4

0．003
　 1

　 830

，000

さ せ た場合は，そ の結合の 強さ に比例 した相対強度で複

合体の イオ ン が観測で きるこ とが示 されて い る．市販 の

装置が出され て 間 もな い こ ろに行われた こ の 研究は，質

量分析法に よ る複合体の 解析 の 可能性を示す重要 な位置

づ けにある とい える．

　酵素
一
基質の複合体　　糖鎖の β一1，

4結合を切断する

酵素 リゾチ
ーム と，その 基質で あ るN −acetylglucosamine

の オ リゴ マ
ー

（NAG 。）の 複合体が観測 され て い る 4）．

リゾチ ーム とNAG ，の 結合の 強さと加水分解の 相対的な

速度は表 1に示すとお りで ある．

　10mM 酢酸ア ン モ ニ ウ ム 水溶液に お い て，約 35 μM の

リゾチ
ーム と約 10倍量 の NAGn を混合 し，10分 イ ン キ ュ

ベ ーシ ョ ン した後に測定 され たESIマ ス ス ペ ク トル で

は，リゾチ ーム ーNAG 。 複合体の イオ ンがその Ka と矛盾

しない 強度で観測されて い る．さらに，NAG6 の場合は加

水分解反応が進行し，リゾチ
ー

ム ーNAG6 に加え リ ゾチー

ム ーNAG3 や リゾチ
ーム ーNAG4 複合体が観測 されて い る．

また NAG 。 との 競合阻害剤tetra−N −acetylchitotetraose

δ・lactone（TACL ）を存在 させ る と リ ゾ チ ーム ーTACL

の複合体の イオ ン が観測で きるこ とも報告され て い る，

こ の研究は，酵素反応 の 追跡を質量分析で で きる こ と，

結合の 相 対的な強 さを質量分析で比較で きる こ とな どを

示 して お り，質量分析で親和性を議論する基盤的研究 と

い える．

　タ ンパ ク質一核酸複合体　　ESI−MS で は二 重鎖DNA

も解離させずに観測する こ とが で きる，そして転写因子

の よ うな二 重鎖DNA を認識するタ ン パ ク質との 複合体

も観測で きる，タ ン パ ク質一DNA 複合体の観測例 として，

1996年に は Gene　V 　proteinの 2量体 （19．4　Ma ）と16塩

基 の
一

重鎖DNA （ssDNA ）（4．9　kDa ）との複合体の観

測が報告され て い る s），こ の場合，10mM 酢酸ア ン モ ニ

ウ ム水溶液で試料を調製 し，負 イオ ン モ
ー

ドで測定して

い る．Gene　V 　protein（単量体）と16塩基の ssDNA を

4 ：1で 混合 した試料をESI−MS で測定し た とこ ろ，　 Gene

Vprotein　2量体 ：ssDNA ＝ 1 ： 1 （24．2　kDa）および
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Gene　V 　protein　2量体 ：ssDNA ＝2 ：1 （43．7kDa）の イ

オ ンが観測で きる こ とが報告され て い る，DNA の よ うに

正イオ ン よ りもむしろ負イオ ン として イオ ン 化されやす

い 試料で もESI で問題 なく観測で き，かつ タ ン パ ク質と

の 複合体 も負イオ ン で観測 で きる こ とを示す研究 で あ る，

　そ の 後，2000年には 21種類 の タ ン パ ク質 と2種類 の

RNA か らなる巨大な複合体で ある大腸菌リボ ソ
ーム の

30Sサ ブユ ニ ッ ト （847　kDa）に つ い て，正イオ ン モ ード

で丸 ご と イオ ン 化し観測で きた こ とが報告されて い る 6｝．

800kDa を超える巨大な分子を解離させ ずに イ オ ン 化 し

検出する に は．市販の装置で は困難を極める，こ の研究

で は，質量分析装置の イオ ン 源に続 く領域 の 真空 を，窒

素ガ ス で 落とすこ とがで きる よ うな改造を行 うなど，巨

大なタ ンパ ク質複合体の検出を可能にするハ ー ドの最適

化も行 っ て い る，こ の よ うな基盤的研究に よ り，後年，

ウ ィ ル ス の ように 4MDa を超える粒子まで が質量分析で

きる よ うに な っ て い る 7）．

タン パ ク質複合体の質量分析一最近の研究か ら一

　タン パ ク質一タン パ ク質複合体　　タ ンパ ク質が変性

しな い 条件で質量分析する こ とに より，リボ ソ
ーム の よ

うに，X 線結晶構造解析で解かれて い る構造 を基に予想

された質量を非常に正確に求め る こ とが で きる だけで な

く，X 線結晶構造解析で は得 られ ない 構造情報 も得られ

る こ とが 明 らか にな っ て い る．そ の 例 として，Bacillus

属 の Trp合成に関 わる転写 翻訳調 節 を行 うタ ン パ ク質

TRAP （8．4　kDa
，
11量体 と し て存在） とそ の制御因子

anti−TRAP （Ar ，
5．7　kDa，　 pH　7．0で は 3量体 × 4 ＝ 12量

体として 存在）の 複合体の例を解説する B・9｝．

　TRAP −Ar 複合体の 構造を明らか にする目的で ，　 X 線

結晶構造解析 とESI−MS の実験 を並行 して進めた．　 X 線

結晶構造解析で は ，12量体 TRAP の 周 りを6つ の AT　3

量体が取 り囲む結晶構造が出された，こ れ は tTRAP は

フ リーで は 11量体で 存在する こ とが既知で ある ため，

Ar に よ り認識される場合は，　 ll量体か ら 12量体へ の 構

造変換が必要である こ とを示唆する もの で あっ た．こ れ

に対しESI−MS で は，結晶構造 と矛盾 しない TRAP12 量

体とAT3 量体 x6 か らなる複合体の ピークは存在する も

の の その 相対強度は低 く，TRAPll 量体とAr3 量体 × 5，

TRAP 　l　l量体 とAT3 量体 × 4，　 TRAPIl 量体 とAr3 量体

× 3か らなる 3種類 の 複合体の ピー
クが顕著 に観測 され

た （図 3），
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図3．500mM 酢酸 ア ン モ ニ ウム 水溶液で調製 した TRAP ・anti −
TRAP 複合体の ESI マ ス ス ペ ク トル （mfz 　5300−8000＞

　 フ リ
ー

の TRAP の ESIマ ス ス ペ ク トル で は，11量体

TRAP に加え、非常に弱 い 強度で 12量体 TRAP の ピー

ク も観測されて い た こ とと合わせて考える とtAT によ

る認識にお い て，TRAP は必ず しも11量体か ら 12量体

へ の構造変換 を必要とする の で は な く．X 線結晶構造解

析で は結晶化 しや すい 対称性の 高い 12量体 TRAP の 周

りを 6つ の Ar 　3量体が取 り囲む複合体の構造が解かれた

の で あり，一方，ESI−MS で は溶液に お い て存在する す

べ て の複合体の ピークが観測されたと考えられ る，こ の

こ とは，タ ン パ ク質複合体の 相互作用 の メ カ ニ ズ ム を考

える場合，結晶構造解析だけでは不十分で，MS の 情報

は きわめ て 有効である こ とを示 し て い る ．

　以上 ， 質量分析だか らで きる構造解析の ための 実験手

法と特徴に つ い て まとめ る とと もに， トピ ッ ク ス を紹介

した，本手法を広 く理解 して い ただき，さまざまな研究

へ の展開に つ ながれば幸い で ある，
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