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ほかにも、油糧酵母Lipomyces starkeyi が油脂を菌体内に
大量に蓄積する能力にも中心代謝経路が関与しています。
さらに、がん研究分野では、がん細胞がグルコースから乳
酸を生産する経路を特異的に活性化することが知られてお
り、中心代謝と疾患メカニズムの関連に注目が集まってい
ます。

ターゲットプロテオミクスとは、事前に決めたターゲッ
トタンパク質の発現量を測定する分析技術です。微量なペ
プチドの高感度分析には、ナノLCによる低流量化が用いら
れます。また、多数のターゲットタンパク質の一斉分析に
は、Ultra-Fast Mass Spectrometry (UFMS™)のような高速動
作が可能な質量分析計が求められます。そこで本研究では、
ナノLCおよびUltra-Fast Mass Spectrometryを用いたター
ゲットプロテオミクスの酵母およびヒト培養細胞中心代謝
酵素への適用例を紹介します。

中心代謝は生物が広く共有する基本機能の一つです。た
とえば、出芽酵母Saccharomyces cerevisiae は中心代謝経
路を通じてグルコース（ブドウ糖）をエタノールと二酸化
炭素へと変換する発酵を行います。出芽酵母の高い発酵能
力は、日本酒やワインの醸造、製パンといった食品生産に
古くから利用され、近年はバイオエタノール生産にも活用
されています。また、遺伝子組換え技術やゲノム編集技術
を用いて、出芽酵母内の中心代謝経路を改変し、多様な有
用化合物を生産させる代謝工学研究も活発化しています。

中心代謝は100種程度の酵素タンパク質が中心代謝経路の
各反応を触媒することで機能しています。中心代謝の制御
による有用物質生産能の強化や、疾患と中心代謝機能の関
連を理解するには、中心代謝経路を構成する酵素タンパク
質の発現量を測定することが近道となります。

ターゲットプロテオミクスは質量分析法を用いたタンパ
ク質発現量測定法の一つで、生体サンプルから抽出した粗
酵素液をトリプシン消化し、生成したトリプシン消化ペプ
チド混合物を液体クロマトグラフートリプル四重極質量分
析計で分析します1,2)。本法では、測定対象（ターゲット）
タンパク質毎に、定量用トリプシン消化ペプチドを事前に
選抜し、これを多重反応モニタリング（MRM）系列を用い
て選択的に検出、定量する点に特徴があります。微量なペ
プチドの高感度分析には、ナノLCによる低流量化が用いら
れます。また、多数のターゲットタンパク質の一斉分析に
は、Ultra-Fast Mass Spectrometry (UFMS)のような高速動作
が可能な質量分析計が求められます。そこで本研究では、
ナノLCおよびUltra-Fast Mass Spectrometryを用いたター
ゲットプロテオミクスの酵母およびヒト培養細胞中心代謝
酵素への適用を行いました。
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2. 実験
2-1.試薬および培養条件
LC/MS用の溶媒はすべてLC/MSグレードのものを用いま

した（富士フイルム和光純薬）。出芽酵母は200 mLのバッ
フル付きフラスコ中の50 mL SD培地 (Yeast Nitrogen Base
w/o amino acid 6.7 g/L, Glucose 20 g/L)を用いて、30 ℃,
120 rpmで回分培養を行いました。菌体は対数増殖期に回
収しました。L. starkeyi は50 mLの合成培地3)を用い出芽酵
母と同様の条件で培養しました。MCF-7は1.0×106個を10
cmプレートに播種し、DMEM培地中で培養しました。

2-2. 分析サンプルの調製方法
分析サンプルの調製は、大きく分けて生体組織からのタ

ンパク質抽出、タンパク質の還元アルキル化とトリプシン
消化、脱塩の３段階があります。酵母細胞からのタンパク
質抽出は下記のプロトコルで行いました。培養液50 mLを
遠心分離 (5000×g, 4 ℃, 5 min)して上清を捨て、沈殿と同
重量の溶菌緩衝液（50 mM HEPES, 5 % Glycerol, 15 mM
DTT, 100 mM KCl, 5 mM EDTA, cOmplete protease
inhibitors cocktail 1粒（Roche））に再懸濁しました。ジル
コニアビーズ（0.6 mmビーズPCRチューブ1杯, 6 mmビー
ズ1粒）を入れたエッペンチューブに懸濁液を移し、Beads
Crusher µT-12（TAITEC）で破砕（3000 r/min、6 min）し
ました。これを遠心分離（15000 rpm, 4 ℃, 5 min）し、上
清をプロテオミクス用エッペンチューブ（タンパク質低吸
着性チューブ）に移してサンプルを得ました。また、タン
パク質の還元アルキル化とトリプシン消化は文献4)に従っ
て実施しました。ヒト乳がん細胞MCF-7からのタンパク質
抽出とタンパク質の還元アルキル化とトリプシン消化は、
Proteomics Sample Preparation Kit for Cultured Cell, (#FMR-
001、フナコシ)を用いました。脱塩工程では、市販の
MonoSpin C18 (ジーエルサイエンス)、あるいはプロテオミ
クス用チップにEmpore Octadecyl C18 47 mm Extraction
Disks 2215を3枚重ねて作成した自作のStageTipを用いまし
た5,6)。

LC ：LC-20ADnano
溶離液A ：0.1%ギ酸＋5%アセトニトリル水溶液
溶離液B ：0.1%ギ酸＋95%アセトニトリル水溶液
溶離液C（トラップ
用）

：0.1%ギ酸水溶液

オンラインデガッサ ：溶離液Ａと溶離液Ｂ用を2台用意（混合防止
のため）

配管 ：nanoViper fingertight fitting（Thermo 
Scientific）

流量 ：400 nL/min 
グラジエント ：B. conc 0%(0-7 min)–65%(45 min)–100%(50-

65 min)–75%(67 min)-0%(75-90 min) イン
ジェクションバルブは5分にサンプル導入側
に切り替え

トラップ流量 ：40 µL/min
カラム温度 ：調節なし
カラム ：L-column Micro L-C18 0.1×150 mm, 3 µm 

(CERI)
トラップカラム ：L-column Micro L-C18 0.3×5 mm, 5 µm (CERI) 

チップ ：Fortis tip 150-20 (AMR) 
インターフェイス ：nano-spray interface (AMR) 

MS ：LCMS-8040 or LCMS-8060 
ネブライザーガス流量 ：なし
DL温度 ：150℃
ヒートブロック温度 ：200℃
ドライイングガス流量 ：なし
Q1分解能 ：Low
Q3分解能 ：Low 
CIDガス ：310 kPa (LCMS-8040)

270 kPa (LCMS-8060)
インターフェイス電圧 ：1.4-1.7 kV 
検出法 ：MRMモード

表1 ナノLC-トリプル四重極質量分析計の構成及び分析条件例
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図1 ナノLCの保持時間安定性の確認
1ヶ月の連続分析の実施時に、1回／週頻度でイオン源の清掃とMRMplus Retention Time Marker (FMR-002、フナコシ)の分析を行いました。
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2-3. ナノLC-トリプル四重極質量分析計の分析条件
本研究ではナノLCとしてLC-20ADnano、トリプル四重極

質量分析計としてLCMS™-8040およびLCMS-8060を用いま
した。分析条件を表1に示します。すべてのデータ解析に
Skylineを用いました7)。MRM条件として、出芽酵母中心代
謝酵素用には、LC/MS/MS MRMライブラリ 代謝酵素（酵
母）を用いました8)。L. starkeyi 中心代謝酵素用には自作の
ものを用いました（未公表データ）。MCF-7用のMRM系列
は、文献9)の133ペプチド 398トランジションのテキスト
データをSkylineに読み込んだ後、LC/MS用のメソッドとし
て出力しました。また、コリジョン電圧はQ1のm/z値から、
CE = 0.03 × [Q1 m/z] + 4.0の式で求めました。
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図2 Dwell timeがペプチドの相対含量測定に与える影響
基準サンプルに対する装置定量値の対数値をプロットしました10)。

点線は2倍と0.5倍の変動を示しています。

3-2. トリプル四重極質量分析計の高速動作性能の確認
近年、トリプル四重極質量分析計の高速化が進み、MRM

系列1チャネル分のデータ取得時間（Dwell time）の最低値
が、LCMS-8060では0.8 msecまで高速化しています。これ
に加えてPause time が1.0 msec必要となるため、500-555
チャネルから並行してデータ取得が可能となります。一方、
Dwell timeの低下は、クロマトグラムのS/N比の低下、すな
わち定量精度の悪化につながることが懸念されます。そこ
で、同じサンプルからDwell timeのみが異なるMRMメソッ
ドでデータ取得を行い、定量値の比較を行いました。今回
はフル13Cグルコース培地で培養した出芽酵母S288C株と非
標識グルコースで培養したZWF1遺伝子欠損株(zwf1Δ)から
それぞれトリプシン消化ペプチドを作成し、1:1で混合した
サンプルを用いて、中心代謝酵素解析用のMRMメソッドを
用いて非標識ペプチドと、13C標識ペプチドの相対含量測定
値（[zwf1Δ]／[S288C]）を測 定しました 。また 、Dwell
timeが異なってもデータ取得サイクル（1200 msec/cycle）
は同一に設定しました。LCMS-8040を用いて取得した結果
を見るとDwell timeが10 msecから3 msecに減少しても相対
含量測定値に大きな変動は見られませんでした（図2a）。
また、1 msecに減少しても変動は2倍以内と低レベルに抑
えられていました（図2b）10)。 (a) PKM1/M2/L/R GDLGIEIPAEK
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図3 MRMアッセイメソッドの移植性の確認
文献掲載のMRMアッセイメソッドを移植したものを用いて、乳がん細胞

MCF-7中心代謝酵素のターゲットプロテオーム解析を行いました。(a) 
PKM由来の測定ペプチドGDLGIEIPAEKの検出例 (b) 定量ペプチドの保持

時間の文献値と移植後の実測値との比較
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3-3. MRMアッセイメソッドの移植性の確認
ヒト、マウスといった生物種では、全タンパク質をゲノ

ムワイドに測定するMRMアッセイ法の構築が進められてい
ます。MRMアッセイ法がいったん確立すると、異なる質量
分析装置メーカー間で移植が可能です。例えば、過去にヒ
ト中心代謝酵素78タンパク質のMRMアッセイ法が構築され
ています9)。本論文ではThermo Scientific社のトリプル四重
極質量分析計用に作成された133ペプチド 398トランジショ
ンのテキストデータが報告されています。そこで、テキス
トデータをSkylineに読み込ませた後、島津製作所製LC/MS
用のMRM分析メソッドとして出力しました。また、コリ
ジョン電圧はQ1のm/zから算出しました（2-3参照）。
LCMS-8040に移植したMRMアッセイ法を用いてヒト培養細
胞株（乳がん由来）MCF-7株の定量プロテオーム分析を
行ったところ、複数のペプチドを検出できました。また、
各ペプチドの保持時間は文献記載のものと線形関係があり、
保持時間情報の移植も可能でした（図3、未公表データ）。

3-1.ナノLCの保持時間安定性の確認
ターゲットプロテオミクス用の試験分析用ペプチドサン

プルとしてMRMplus Retention Time Marker (FMR-002、 フ
ナコシ)を用いました。これは12種のペプチド混合物であり、
それぞれを検出するSRMトランジションも公表されていま
す。そこで、1ヶ月の連続分析の実施時に、1回／週頻度で
イオン源の清掃とFMR-002の分析を行いました（図1）。そ
の結果保持時間ずれは0.2分以内、検出感度の変動もわずか
だったことから、ナノLCの保持時間およびイオン源に定量
分析に必要な安定性があることが確認できました（図1）。

3. 結果

ま た 、 同 様 の 比 較 を LCMS-8060 を 用 い 、 油 脂 酵 母 L.
starkeyi の中心代謝酵素用MRMメソッドを用いて実施した
ところ、Dwell timeが10 msecから3 msec、1 msecまで減
少しても、相対含量測定値に2倍以上の変動は見られません
でした（図2c, d）（未公表データ）。これらの結果から、
LCMS-8040、LCMS-8060では定量値の精度を維持しながら
高速にデータ取得が可能であると確認できました。
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3-4.出芽酵母１遺伝子欠損変異株中心代謝酵素のター
ゲットプロテオーム解析

出芽酵母はもともと高いエタノール生産能力を持ちます。
そこで、解糖系の生産物であるピルビン酸(PYR)をエタノー
ル(ETOH)に変換する経路のカギ酵素であるピルビン酸脱炭
酸酵素であるPDC1遺伝子を欠損させ、PYRを他の化合物の
生合成に切り替える試みが行われていますが、若干エタ
ノール変換が低下する程度で、目論見通りに切り替わらな
いことが知られています。そこで、PDC1遺伝子が欠損した
1遺伝子破壊株pdc1Δと野生株BY4741の定量プロテオーム
解析を行い、中心代謝酵素発現プロファイルを比較しまし
た11)。その結果、pdc1Δ株では、Pdc1タンパク質の発現量
がゼロまで減少していました(図４a)。しかし、PDC1遺伝
子と同じ機能を持ち、通常はほとんど発現していないPdc5
タンパク質の発現が著しく向上し、バックアップとして機
能していました。また、解糖系の入り口や中間部分の鍵酵
素であるHxk1やTdh1の発現も同時に向上しており、PDC1
遺伝子が解糖系の他の部分に影響を及ぼすことが明らかと
なりました。

さらに、解糖系のグローバルレギュレーターであるGCR2
遺伝子の欠損株gcr2Δで同様の解析を行ったところ、解糖
系の多くの酵素発現量が低下する傾向がありました(図４b)。
また、アミノ酸生合成経路の酵素の発現量低下や、トレハ
ロース経路の酵素発現量の向上など、中心代謝以外にもさ
まざまな影響を及ぼすことが明らかとなりました。代謝工
学研究では追加反応を触媒する酵素タンパク質を発現させ
たり、不要な反応を触媒する酵素タンパク質を取り除くこ
とで、目的物の生産効率向上を目指します。1か所に対す
る操作が中心代謝経路全体に影響を及ぼすことが示唆され
ました11)。

(b) gcr2Δ(a) pdc1Δ

< 0.3 > 3.01.0
Relative expression to wild type

図4 出芽酵母１遺伝子欠損変異株中心代謝酵素のターゲットプロテオーム解析11)

野生株に対するpdc1Δ株(a), gcr2Δ株 (b)の各酵素の相対発現量をヒートマップで示しました。

4. まとめ
本研究では、ナノLCとUltra-Fast Mass Spectrometryを用

いたターゲットプロテオミクス法を酵母およびヒト培養細
胞中心代謝酵素の発現量解析へ適用しました。ナノLCの保
持時間およびイオン源に定量分析に必要な安定性があるこ
と が 確 認 で き ま し た （ 図 1 ） 。 ま た Ultra-Fast Mass
Spectrometryを用いることで定量値の精度を維持しながら
高速にデータ取得が可能であると確認できました（図2）。
さらに、文献情報からMRMアッセイメソッドを移植できる
ことも確認しました（図3）。また、出芽酵母1遺伝子破壊
株の解析から、1か所に対する操作が中心代謝経路全体に影
響を及ぼすことが示されました（図4）。ナノLCとUltra-
Fast Mass Spectrometryを用いたターゲットプロテオミクス
法を用いた中心代謝酵素の一斉定量分析からは、有用物質
生産能向上のための中心代謝の制御方法や、疾患と中心代
謝機能の関連に関する知見が得られると期待されます。

本研究の実施に当たりLipomyces starkeyi 培養に協力い
ただきました新潟薬科大学 応用生命科学部高久洋暁教授、
佐藤里佳子特任助教、プロテオーム解析に技術面でご協力
いただきました大阪大学大学院情報科学研究科、脇坂恵都
子様、北野博司様、富田淳美様（当時）に御礼申し上げま
す。
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