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１ 研究の概要 

質量分析（MS: mass spectrometry）は試料をイオンにして質量を求める方法で、微量の試料か

ら迅速にデータを取得できる。一般に、蛋白質の質量分析で感度を上げるには、酸や有機溶媒を

加えてイオン化しやすい条件を整える必要がる。しかしながら、このような条件では蛋白質は変性

してしまい、機能する状態を保持することができない。機能する姿のまま観測するには、感度をあ

る程度犠牲にしても、中性の水溶液として試料を調製して、ありのままの状態を保って質量分析

する（＝ネイティブ質量分析）方法が用いられる。ネイティブ質量分析では、細胞内の蛋白質の状

態の変化を質量の変化として捉えられるため、蛋白質の機能を理解する上で非常に有用な情報

が得られる。本事業では、このネイティブ質量分析の利点を利用し、創薬標的として有望な膜タン

パク質GPCRに対して創薬スクリーニングの技術開発を行う。 

 

２ 研究の目的と背景 

人の寿命に比例して、がんに罹患する患者数も増加しているが、抗がん剤を含め医療技術の

発展により、寛解できるがんも増えてきている。ところが新規抗がん剤の開発には、基礎研究から

治験および承認まで約 20年もの期間が必要とされている。そこで、短い期間で抗がん剤を開発す

るため、生細胞から抽出した精製していない蛋白質を用いて、微量で効率的に創薬スクリーニン

グする技術を開発する。抗がん剤などの分子標的薬はがん原因蛋白質に結合し、機能する。つ

まり抗がん剤とがん原因蛋白質の複合体の有無を判断することで創薬スクリーニングが可能とな

る。そこで微量試料で分析可能な質量分析装置に着目した。本申請事業にて質量分析時のイオ

ン化問題や蛋白質の変性問題を解決することで、ネイティブ質量分析によりこれまで誰も成しえて

ない膜蛋白質複合体を検出し、創薬スクリーニングに応用する基盤技術を構築する。 

質量分析装置は蛋白質を直接観測する分析法の中で検出感度が最も高い。そのため試料が

イオン化さえすれば超微量でスクリーニングできる利点がある。現在、蛋白質をイオン化させる主

な方法としてエレクトロスプレーイオン化（ESI: electrospray ionization）法やマトリックス支援レーザ

ー脱離イオン化（MALDI: matrix assisted laser desorption ionization）法などがある。中でも ESI 法

を利用した MS（ESI-MS）は蛋白質の分子量を最も厳密に決定できる。しかしながら、リガンド結合

複合体を検出するには、従来の ESI-MS 試料に求められる二つの条件が問題である。一つ目の

条件は、試料を容易にイオン化させるため、酸や有機溶媒を水系溶媒に添加することである。とこ

ろが酸性または有機溶媒中にある蛋白質は変性してしまうため機能を失う。つまりリガンド結合が

できない状態になってしまう。二つ目の条件は、精製することで夾雑物を含まない純粋な試料が

求められることである。これは、凝集などが理由で精製できない蛋白質は試料になり得ないことを



意味し、ESI-MS 法の適用範囲をかなり限定している。一方で、精製された蛋白質は実際に機能し

ている細胞中とは異なる環境下にあり、本来のコンフォメーション（真実の姿）を形成していない可

能性も残る。そこで我々は、リガンドスクリーングを目的とした大腸菌発現系において生産された

蛋白質について、精製を行うことなしに質量分析するシステムを構築した。 

次のステップとして、本申請事業では、がんに関わる膜蛋白質、特にGPCRを標的とする質量分

析システムの構築を行う。GPCRは大腸菌では発現せず、ヒト細胞もしくは昆虫細胞が用いられる。

また、GPCRは構造が不安定であるため、その複合体の検出は非常に難しく、キャピラリー先端系

の検討やコーティング金属の検討、試料調整における最適な条件検討から実験を行う必要があ

る。 

 

３ 研究内容 

[i] 先端径の異なるガラスキャピラリーの作成 

 ネイティブ質量分析の測定にはガラスキャピラリーが必須である。このガラスキャピ

ラリーの先端径は、サンプルに応じてMSスペクトルの質に大きな影響を与えることが知

られている。そこで先端径の異なるガラスキャピラリーを作成した（図1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[ii] IL-8の大腸菌による大量発現と精製 

 IL-8遺伝子をpET32にインサートしたプラスミドを用い

て大腸菌BL21(DE3)の形質転換を行なった。この菌体を

20mlのLB培地に植菌し、37℃で1晩浸透培養を行なった。

この前培養液を2LのLB培地に植え継ぎ37℃で浸透培養を

行い、ODが0.6程度に達したところで温度を15℃に下げ、

図 2. SDS
電気泳動ゲ
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後のレーン
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バンドが確
認できる。 

図 1.さまざま先端半径および形状のガラスキャピラリー。 



イソプロピル-β-D(-)-チオガラクトピラノシド（IPTG）を添加してIL-8の発現を誘導

した。さらに一晩浸透培養を行った後、遠心して菌体を回収した。ここでSDS電気泳動

によりIL-8の発現確認を行なった（図2）。回収した菌体はLysis緩衝液で懸濁し、超音

波による菌体破砕を行なった。遠心後、上清をHisTrapカラムにアプライした。イミダ

ゾールを含む緩衝液でIL-8を溶出し、これをゲルろ過カラムで精製した。Hisタグを切

断するためにHRV3Cタンパク質分解酵素を加え、4℃で一晩インキュベートした。この溶

液を陽イオン交換カラムにてIL-8を精製した（図3）。最後に、溶媒交換と精製兼ね、

ゲルろ過を行なった。非常に純度の高いIL-8を得ることに成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[iii] IL-8の質量分析 

  精製したIL-8の溶液中での構造状態を解析するためネイティブ質量分析を行なっ

た（図4）。その結果、IL-8は溶液中で単量体と二量体の平衡状態で存在していること

が分かった。またこのことから精製したIL-8は機能的な構造状態であることが確認でき

た。 

 

 

 

 

 

 

図 3. イオン交換カラムによる IL-8 の精製。IL-8 の溶出は 280nm（青）と 260nm（紫）
の吸光度によって観測された。 

図 4. IL-8 のネイティブ質量分析結果。IL-8 の単量体（赤三角：5 価（左）および 4 価
（右））と二量体（青三角：9 価）由来のピーク。 



[iv] mGs/iの大腸菌による大量発現と精製 

 mGs/i遺伝子をpET47にインサートしたプラスミドを用

いて大腸菌BL21(DE3)の形質転換を行なった。この菌体を

20mlのLB培地に植菌し、37℃で1晩浸透培養を行なった。

この前培養液を2LのLB培地に植え継ぎ37℃で浸透培養を

行い、ODが0.6程度に達したところで温度を15℃に下げ、

IPTGを添加してms/iの発現を誘導した。さらに一晩浸透

培養を行った後、遠心して菌体を回収した。ここでSDS電

気泳動によりmGs/iの発現確認を行なった（図5）。回収

した菌体はLysis緩衝液で懸濁し、超音波による菌体破砕を行なった。遠心後、上清を

HisTrapカラムにアプライした。イミダゾールと補酵素であるGDPを含む緩衝液でmGs/i

を溶出し、これをゲルろ過カラムで精製した。Hisタグを切断するためにHRV3Cタンパク

質分解酵素を加え、4℃で一晩インキュベートした。この溶液をゲルろ過カラムにアプ

ライしてmGs/iの精製を行なった。非常に純度の高いmGs/iを得ることに成功した。 

 

[v] mGs/iの質量分析 

 精製したmGs/iの溶液中での構造状態を解析するためネイティブ質量分析を行なった

（図6）。その結果、mGs/iは溶液中で遊離状態とGDPが結合した複合状態が存在してい

ることが分かった。またこのことから精製したmGi1は機能的な構造状態であることが確

認できた。 

 

 

 

 

 

[vi] 昆虫細胞を利用したCXCR1の発現条件の検討 

CXCR1は膜タンパク質である。上記で精製したIL-8やmGs/iは膜タンパク質ではないので大

腸菌による大量発現を行ったが、膜タンパク質は通常、大腸菌には発現しない。そこで、CXCR1

の大量発現には昆虫細胞発現系を利用することとした。発現条件を最適化するために、「ウ

イルス作製方法の検討」、「静置培養と振とう培養の比較」、「ウイルス添加量の検討」を行う

ことで、CXCR1の発現量を向上させることに成功した。ここで事業期間が終了してしまった

ため、CXCR1の精製および質量分析は今後継続して行う予定である。 
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図 6. mGs/i のネイティブ質量分析結果。mGs/i の遊離状態（赤三角：10 価（左）お
よび 9 価（右））と GDP 結合状態（青三角：10 価（左）および 9 価（右））由来のピ
ーク。 



４ 本研究が実社会にどう活かされるか―展望 

厚生労働省の統計では、2024年のがんによる死亡者数は年間38万人を超えている。現在の日

本において、2人に1人はがんに罹患する。さらに男女とも、がんの死亡数は増加し続けており

2024年がん死亡者数は1985年の約2倍である。がん死亡数増加の主な原因は人口の高齢化で

あり、今後もがん患者の増加が見込まれ、その対策は急務である。がん治療の一つである化学

療法では、がんの種類やステージに応じた抗がん剤を投与し、がん細胞の死滅や増殖抑制を行

う。しかしながら、抗がん剤の投与により副作用が生じてしまったり、抗がん剤が効果的に機能し

ない場合もある。それ故、より良い抗がん剤の開発は日本社会ひいては世界社会において必須

である。本事業で開発した超高感度質量分析装置を利用することで、がんの原因分子にも関わら

ず精製が困難であった蛋白質やそもそも大腸菌や細胞で発現量が非常に少ない蛋白質、特に創

薬標的の大部分を占める膜蛋白質に対してリガンドスクリーニングを行い、新規阻害剤の開発を

進めることが可能となる。さらに科学コミュニティおいても、これまで得ることができなかった蛋白質

の構造情報により新たな生命現象の解明に繋がる。 

 

５ 教歴・研究歴の流れにおける今回研究の位置づけ 

膜タンパク質を微量で創薬スクリーニングを行える技術を開発することは新規薬剤の開発にお

いてとても重要である。抗がん剤などの分子標的薬はがん原因蛋白質に結合し、機能する。つま

り抗がん剤とがん原因蛋白質の複合体の有無を判断することで創薬スクリーニングが可能とな

る。 

今回標的とした膜タンパク質（CXCR1）は昆虫細胞により発現させている。これまでに我々が開

発した質量分析システムは大腸菌で発現する蛋白質に特化している。そこで、このシステムをさら

に発展させ、昆虫細胞やヒト細胞で発現させた蛋白質に対応させることで、今後様々な蛋白質で

質量分析測定できるようになる。その結果、これまで精製が困難であった蛋白質や、発現量が極

めて低い蛋白質に対してもリガンドスクリーニングが可能になることが期待できる。さらに今回開

発した質量分析システムは、これまで誰も成しえてない一細胞による創薬スクリーニングやテーラ

ーメイド創薬のシステム開発を行うための基盤となる。 
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