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１．プロテオーム解析とは

○protein（タンパク質）とgenome（ゲノム）を 組み合わせた造語。

○ゲノムが一個の生物の持つ全ての遺伝情報を指すのに対し、プロテオームは、細胞内で

発現している（発現する可能性をもつ）全タンパク質のことを指す。

プロテオーム（proteome）とは？

プロテオーム解析

○生体内では、多数の遺伝子から作られる多様な種類のタンパク質が働いて生命活動を
支えていますが、それらのタンパク質の構造や機能は、これまでは膨大な時間と労力を
費やして個別に単離して解析する必要があった。

○近年の分析機器の高度化により、微量のタンパク質断片の質量を正確に測定することが
可能となり、種々の電気泳動やクロマトグラフィーを組み合わせて分離されたタンパク
質を断片化してその質量を測定し、得られたデータをゲノム解析から推定されるタンパ
ク質のアミノ酸配列データと比較して同定することが可能になった。
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２．質量分析装置を用いたプロテオーム解析の流れ

ペプチド断片の質量（分子量）を測定

培養 分離 断片化 質量分析

同定

MALDI-TOF/MS

電気泳動

分
子
量

等電点

電気泳動
酵素で特定部位を消化

ペプチド断片

LC-MS/MS 

質量数

強
度

質量分析から得られた
ペプチド断片の質量

ゲノム情報を基に
予測したタンパク質の
ペプチド情報



タンパク質断片
MASLLEQALATLVKTFQEYSQFSGNSLCQAKFK
ELLEKELPTWAPTTLRECDYKQFISALDTNKDG
QVDFVEYMRLLACLCICCHEYLKDSPLKPSCSQ
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Tex_PepMr1399_500f_120709_PS_ETD2 7/11/2012 1:44:54 AM Peptide Mr1399 100fmol/uL ProteoSave vial

Tex_sheep_top7_120620_CID1 #2244 RT: 17.18 AV: 1 NL: 2.65E5

T: ITMS + c NSI d Full ms2 700.18@cid35.00 [180.00-1415.00]
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Tex_sheep_top7_120620_ETD1 #1377 RT: 17.25 AV: 1 NL: 1.37E5

T: ITMS + c NSI d sa Full ms2 700.16@etd100.00 [50.00-1415.00]
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Tex_PepMr1399_500f_120709_PS_profile2 #2414 RT: 16.61 AV: 1 NL: 2.46E3

T: ITMS + c NSI d Full ms2 700.25@cid35.00 [180.00-1415.00]

200 400 600 800 1000 1200 1400

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

1252.51

939.29
460.38

868.41

531.40 691.05 1040.31
755.29

1135.44
359.29

644.52

843.52314.18 556.18

Tex_PepMr1399_500f_120709_PS_ETD2 #1256 RT: 16.84 AV: 1 NL: 6.28E4

T: ITMS + c NSI d sa Full ms2 700.84@etd100.00 [50.00-1415.00]

200 400 600 800 1000 1200 1400

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

700.16

1269.39

516.28
1398.71

1182.54629.37 827.37
1056.23956.52445.27 755.17253.03

Acetyl-ASLLEQALATLVK のMS2スペクトル
（イオントラップ型質量分析計）

m/z質量電荷比

y2        y3       y4    y5        y6    y7         y8           y9        y10

b3       b4          b5                 b7         b8   b9     b10       b11

b12

ペプチドの精密質量を測定することにより
タンパク質のアミノ酸配列を測定することが可能

２．質量分析装置を用いたプロテオーム解析の流れ

http://www2.riken.jp/BiomolChar/Aminoacidmolecularmasses_J.html
理化学研究所ホームページより
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３．事例紹介：メタン生成古細菌

石油関連施設における金属腐食は漏洩事故の主な原因であり、微生物が関与した金属腐食が知られている。
そのメカニズムを解明するため、メタン生成古細菌 Methanococcus maripaludis について、鉄腐食能のあるOS7株
(NBRC 103642 ) および鉄腐食能を欠失したOS7mut1株 (NBRC 105638 ) のプロテオーム解析を実施した。

ペプチド分離・検出

タンパク質同定

酵素消化

差異解析

Methanococcus maripaludis OS7

タンパク質分離

OS7mut1

培養液

ろ過 ろ過遠心分離

細胞 培養液

MASCOT (Matrix Science)

１次元電気泳動 SDS-PAGE

LC/MS/MS 

ピークリスト作成
腐食した金属

https://www.nite.go.jp/nbrc/genome/project/annotation/ongoing/mm1_outline.html
https://www.nite.go.jp/nbrc/dbrp/dataview?dataId=STNB0000000103642
https://www.nite.go.jp/nbrc/dbrp/dataview?dataId=STNB0000000105638
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３．事例紹介：メタン生成古細菌

腐食能を持つOS7株に特異的な遺伝子の中で、水素培養に対して鉄培養で発現量が増加したタンパクは、培
養液中へ分泌されるhydrogenaseおよびcarbonic anhydraseであった。

0% 20% 40% 60% 80% 100%

ORF all

OS7-H2

OS7-Fe

1.1 Carbohydrate Metabolism 1.2 Energy Metabolism

1.3 Lipid Metabolism 1.4 Nucleotide Metabolism

1.5 Amino Acid Metabolism 1.6 Metabolism of Cofactors and Vitamins

1.7 Methanogenesis 2.1 DNA Replication and Repair

2.2 Tanscription 2.3 RNA modification

2.4 Translation 2.5 Protein fate

3 Membrane Transport 4 Cellular process

5.1 Mobile element-related function 5.2 Miscellaneous

検出タンパク数の機能分類別内訳

1843 3

No of proteins

H2 > no significant difference Fe >

発現タンパク量の差異解析

・鉄培養で発現量が有意に増加したタンパクは3個あった。
・培養液中でもこれら３つのタンパク質が検出されたことから、分
泌タンパクと考えられた。
・鉄培養で発現量が増加したことに加え、腐食能欠OS7mut1
株の培養液中では検出されなかった

Methanococcus maripaludis OS7についてプロテオーム解析

1.7 Methanogenesis関連遺伝子が比較的数多く検出された
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３．事例紹介：乳酸菌

＜解析方法＞
1.通常培養：ペプチドマスフィンガープリント法（二次元電気泳動、MALDI-TOFMS ）
2.通常培養：ショットガンプロテオーム解析法（SDS-PAGE、LC/MS/MS ) 

3.通常培養：ホールショットガンプロテオーム解析法（whole、LC/MS/MS ）
4.膜リッチ画分（リゾチーム破砕、超遠心）：ショットガンプロテオーム解析法（SDS-PAGE、LC/MS/MS ）
5.膜リッチ画分（ドライアイス破砕、超遠心）：カラム内消化法（LC/MS/MS ）
6.膜リッチ画分（ドライアイス破砕）：カラム内消化法（LC/MS/MS ）

Tetragenococcus halophilusは醤油もろみから分離された乳酸菌であり、醤油醸造において、もろみのpH低
下や風味醸成などに寄与している。
T. halophilus NBRC 12172株はNaCl濃度が15%でも増殖できる耐塩性菌である。このNaCl依存性について
検討するため、NaClが0%と10%の二条件についてプロテオーム解析を行った。

https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/mslist.html#ms_2
https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/mslist.html#ms_4
https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/mslist.html#ms_4
https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/mslist.html#ms_4
https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/mslist.html#ms_4
https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/mslist.html#ms_4
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３．事例紹介：乳酸菌

・高塩濃度条件下では、グリシンベタインの取り込み系の１つが高発現していた。塩濃度に
より取り込み系を使い分けていることが示唆された。
・Tetragenococcus halophilusは、塩濃度0%の方がストレス状態であり、高塩濃度環境を利用し、エネル
ギーを獲得していることが示唆された。

253

441

540

76
41

0%only 0%> same 10%> 10%only

タ
ン
パ
ク
質
数

Tetragenococcus halophilus について、培地NaCl濃度0%と10%での、プロテオーム解析

・1362個のタンパク質を同定

培養条件による
検出タンパク質数

培養条件による
検出タンパク質の増減

1.1 Carbohydrate Metabolism

1.2 Energy Metabolism

1.3 Lipid Metabolism

1.4 Nucleotide Metabolism

1.5 Amino Acid Metabolism

1 Others

2.1 Transcription

2.2 Translation

2 Others

3.1 Membrane Transport

3.3 Cellular Processes

3 Others

9 hypothetical protein

検出タンパク質数

0%> 10%> same

10%NaClで1.1炭水化物代謝系と3.1膜
輸送系の割合が相対的に多くなっている

機能分類別タンパク質の増減

塩のない環境はストレス状態であり、
生育に必要なタンパク室が必要と
考えられる。
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３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法

＜背景＞
・カシミヤ偽装問題が顕在化
・顕微鏡による目視判定の熟練者の減少
・獣毛繊維の加工技術の進歩

プロテオーム解析法を用いたカシミヤ繊維の新鑑別法の開発

ISO 20418-3:2020 Textiles — Qualitative and quantitative proteomic analysis of some animal hair fibres —
Part 3: Peptide detection using LC-MS without protein reduction
日本語訳
ISO 20418-3:2020 繊維－いくつかの獣毛繊維の定性的及び定量的プロテオーム解析－第3 部：タンパク質還
元を伴わないLC-MS の使用によるペプチド検出

カシミヤの鑑別・混用率算定に革新的な技術開発
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３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法

原毛・毛糸製品

ペプチド

細断された毛

洗浄・細断

トリプシン消化

マトリックス支援
レーザー脱離イオン化

飛行時間型

MALDI-TOFMS
測定

Yes

No

イオントラップ型

LC/IT-MS/MS測定

ペプチド選定

フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴

LC/FT-ICR-MS/MS
測定

三連四重極型

LC/QQQ-MS/MS測定

ペプチド定量

ペプチド同定

データ処理

鑑別法開発の流れ
鑑別法の流れ

開発の流れ
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３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法

マーカーペプチド

5                        10                       15                       20                       25                       30 35  

ウシ科

LC/MSクロマトグラム

マーカー m/z マーカー m/z

ウシ科 519.74 ヒツジ 699.99

アンゴラウサギ 526.75 ヤク 713.99

ラクダ科 519.25 キャメル 952.51

哺乳類 406.22 アルパカ 953.00

カシミヤ 697.71

保持時間[分]

アンゴラウサギ

m/z：分子の質量/価数

ラクダ科

哺乳類

カシミヤ

ヒツジ

ヤク

アルパカ

キャメル
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0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retention time [min]

Cashmere

Sheep Yak

Cashmere

Sheep

合成ペプチド
標準液
1pmol/uL each

３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法

合成ペプチドと繊維製品由来の鑑別用ペプチドの保持時間が一致することを確認
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その他のプロテオーム解析の事例

・アナフィラキシーショックを引き起こした石鹸に含有する加水分
解コムギの原因ペプチドの解析

https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/hydrolyzed_wheat.html

・エアコンに繁殖するカビ、キノコによるアレルギー性喘息の
原因タンパク質の解析

https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/fungi.html

社会問題の解決にプロテオーム解析を利用、貢献

https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/hydrolyzed_wheat.html
https://www.nite.go.jp/nbrc/technology/fungi.html
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ご清聴ありがとうございました

ご不明な点がありましたらお気軽にご連絡ください。

〒151-0066 東京都渋谷区西原２－４９－１０
独立行政法人製品評価技術基盤機構（NITE）
バイオテクノロジーセンター
解析技術課

(お問い合わせはこちら)
E-mail: bio_proteome@nite.go.jp
TEL: 03-3481-1936


	スライド 1
	スライド 2: 目次
	スライド 3: １．プロテオーム解析とは
	スライド 4: ２．質量分析装置を用いたプロテオーム解析の流れ
	スライド 5
	スライド 6: ３．事例紹介：メタン生成古細菌
	スライド 7: ３．事例紹介：メタン生成古細菌
	スライド 8: ３．事例紹介：乳酸菌
	スライド 9: ３．事例紹介：乳酸菌
	スライド 10: ３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法
	スライド 11: ３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法　
	スライド 12: ３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法
	スライド 13: ３．事例紹介： ISO獣毛鑑別法
	スライド 14
	スライド 15

