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タンパク質同定手法の精度向上

緒言

　プロテオーム解析とは生体内で発現されるタンパク質
を網羅的に解析することである（1）．生体内のタンパク
質は遺伝情報から作り出されている．この全遺伝情報を
ゲノムといい，ゲノムから発現されるタンパク質の総称
をプロテオームと呼ぶ．ゲノムは同じ生物種であれば同
じ遺伝子情報を持つが，プロテオームは時期や生育環境
などの違いによって発現するタンパク質が変化する．こ
のことからプロテオーム解析はそれぞれの条件下で発現
しているタンパク質を網羅的に同定する （2）．プロテ
オーム解析におけるタンパク質の同定は一般的に質量分
析計を用いて行われる．生物の組織または細胞のタンパ
ク質を 2D-PAGE により分離し（3），ディファレンシャ
ルディスプレイによって検出された特異的なタンパク質
を同定する（4，5）．
　タンパク質はゲル中で酵素消化後，得られたペプチド
断片を質量分析計で検出し，ペプチドマスフィンガープ
リント法（PMF 解析）やデノボシークエンス法などの
解析法を用いて同定する（6-9）． PMF 解析は，酵素消

化後のタンパク質から得られたペプチド断片を質量分析
計で検出した際の質量スペクトルをデータベース化され
た理論的な質量スペクトルの質量パターンと照合，比較
する方法である（10）．この方法はハイスループットな
タンパク質同定法として汎用されるが，ゲノム未知生物
由来タンパク質のようなデータベース上に存在しないタ
ンパク質は同定が困難である．そのような場合には，検
出したペプチドは二次マス（MS/MS）解析を行い，得
られたフラグメントイオンの質量差からアミノ酸配列情
報を得るデノボシークエンス法で，得られたアミノ酸配
列情報を用いて配列相同性からタンパク質を同定する．
これらの解析法はプロテオミクスにおいて汎用されてい
るが，前処理が煩雑であることや，機器やその維持費が
高額である．一方，アミノ酸組成分析計はタンパク質を
加水分解したのち，アミノ酸組成やアミノ酸含有量を正
確に定量することが可能である（11）．本手法の特徴は
質量分析とは同定の際に用いる情報が大きく異なってい
るという点である．質量分析計を用いた同定法は部分ア
ミノ酸配列情報を用いて同定を行うが，アミノ酸組成を
用いた同定手法はアミノ酸組成比情報を用いる．その情
報の性質の違いから新しい視点からのタンパク質同定が
期待される．この同定手法はプロテオーム解析に一般的
に活用されていないが，プロテオーム解析での有意性が
見 出 さ れ て い る （12）． ま た，Swiss Institute of 
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Bioinformatics の ポ ー タ ル サ イ ト ExPASy に は
AACompIdent （13） というアミノ酸組成比を用いたタン
パク質同定ツールが公開されており，このツールを用い
た研究もいくつか報告されている （14，15）．本研究室
でもアミノ酸組成分析によるタンパク質同定システム

（Ver 1.2；特開2010-96501）を開発した．以上のように
プロテオーム解析におけるアミノ酸組成分析の利用はこ
れまでいくつか報告されている（16）． 

　本研究はより簡便なアミノ酸組成分析を用いたタンパ
ク質同定手法の確立を目的とし，精度評価と本手法の精
度向上を検討した．現在の手法は加水分解の影響により
脱アミド化されそれぞれ Asp と Glu になる Asn や Gln，
その構造が破壊される Cys や Trp を除く，全20種類中16
種類のアミノ酸で行っている．また，タンパク質配列中
の Ile-Ile 結合，Ile-Val 結合及び Ile-Leu 結合は加水分解
を受けにくく，アミノ酸組成分析において Ile 回収率が
低下すると報告されており，タンパク質同定において同
定精度を低下させている． そこでタンパク質同定に
Cys と Trp の情報を加えると共に，Ile の回収率を補正す
ることができればタンパク質同定精度が向上すると考え
られる．そこで， Cys,Trp を含む18種のアミノ酸及び回
収率を補正した Ile の情報を用いてタンパク質同定精度
の向上を検討した．

材料および方法

材料
　本研究に用いたニワトリ卵白由来 C-type lysozyme 

（hen egg lysozyme Code No . 100940）は生化学工業株式
会社から購入し，本研究室で CM イオン交換クロマト
グラフィーにてリクロマトし，凍結乾燥したものを使用
し た． ガ チ ョ ウ 卵 白 由 来 G-type lysozyme（goose egg 

lysozyme ）は，本研究室で遺伝子を合成して発現，精
製を行ったリコンビナント G-type lysozyme を使用した．
大豆由来 trypsin inhibitor（Code No．106K7055），ウシ
由来 serum albumin（Code No．114K7545）はシグマ ア
ルドリッチ ジャパンから購入したものを使用した．

リコンビナント G-type lysozyme の作製と精製
　リコンビナント G-type lysozyme の遺伝子合成はアミ
ノ酸配列をもとに PCR 法で行い，リコンビナント
G-type lysozyme の全体遺伝子を作製した．その後，
BMGY 培地を用いてタンパク質発現を行った．発現し
たタンパク質は CM- トヨパールカラムクロマトグラ
フィーで精製し凍結乾燥して使用した．

試薬
　還元剤 β - メルカプトエタノール （β-ME）は GE ヘ
ルスケアから購入した．そのほかの試薬は市販の特級ま
たは生化学用試薬を用いた．

試料の調製
　各タンパク質試料は精製標品を 1 mg/ml になるように
蒸留水に溶解し，調製した．

SDS- ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）
　Laemmli らの方法にしたがって SDS-PAGE を行った 

（17）．すなわち，分離ゲル用緩衝液（A 液）は，トリス
（ヒドロキシメチル）アミノメタン 18.2 g , 1 M 塩酸 24 

ml ,　ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）0.4 g を蒸留水に
溶解し，pH を8.8 に調整後，全容を100 ml にフィルアッ
プした．濃縮ゲル用緩衝液（B 液）は，トリス（ヒドロ
キシメチル）アミノメタン6.0 g，1 M 塩酸48 ml，SDS 

0.4 g を蒸留水に溶解し，pH6.8に調整後，全容を100 ml

にフィルアップした．アクリルアミド / ビス混合酸（C

液）はアクリルアミド（モノマー）30 g，N,N- メチレ
ンビスアクリルアミド0.8 g を蒸留水に溶解後，全容を
100 ml にフィルアップした．10%（w/v）過硫酸アンモ
ニウム（APS）溶液（D 液）は過硫酸アンモニウム0.1 g

を蒸留水1 ml で溶解した．SDS 試料調製溶液はグリセ
リン2.0 ml，濃縮ゲル用緩衝液2.5 ml，β-ME 1 ml，SDS 

0.4 g を加え，さらに0.2 % ブロモフェノールブルー
（BPB）を含むメタノール溶液を0.1 ml 加え，蒸留水で
10 ml にフィルアップした．電気泳動用緩衝液はトリス

（ヒドロキシメチル）アミノメタン6.0 g，SDS 1 g，Gly 

28.8 g を蒸留水に溶解し，0.2 % BPB を含むメタノール
溶液0.1 ml を加え蒸留水で1000 ml にフィルアップした．
染色はコマジーブリリアントブルー R-250（CBB）を用
いた．泳動はミニスラブ電気泳動装置（AE-6440，
ATTO 製）を使用した．

トランスブロッティング
　トランスブロッティングはセミドライ式で行った．ブ
ロッティング緩衝液は3- シクロヘキシル -1- プロパンス
ル ホ ン 酸（CAPS） 緩 衝 液 を 用 い た． 膜 は，Poly 

Vinilidene Difluoride（PVDF 膜，Bio-Rad 製）を使用しセ
ミドライ式ブロッティング装置（ホライズブロット4 

M-R WSE-4040・M 型，ATTO 製）装置を用い120 mA，
2時間で行った． 
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加水分解
　タンパク質バンドを転写した PVDF 膜は12 mm 試験
管内で十分に乾燥させた後，0.05% β-ME を含む混合酸

（6 M HCl：トリフルオロ酢酸（TFA）=2：1）300 μl を
加え，減圧下で封管後，110 ℃で24時間加水分解を行っ
た（18）．加水分解物は減圧乾固した後，200 μl の0.02 

M HCl に溶解し，0.45 μm のメンブレンフィルター（日
本ミリポア製 Cosmonice Filter φ 2 mm）で濾過した．

アミノ酸組成分析
　試料は高速アミノ分析計 L-8900（日立製作所製）を
用いてアミノ酸組成分析を行った．アミノ酸は波長570 

nm で検出を行い，Pro は波長440 nm で検出を行った．

タンパク質同定システムを用いたタンパク質同定
　アミノ酸組成情報を用いたタンパク質の同定はアミノ
酸組成分析による同定システム（特開 2010-96501）を
使用した．
　同定用データベースは Uni-Prot 上に登録されている全
タンパク質アミノ酸配列情報を利用し，シグナル配列が
決定されているタンパク質はシグナル配列を除いた成熟
タンパク質部分の配列を，不明なものはシグナル配列を
含む全配列を使用し，20種類のアミノ酸のアミノ酸組成
比（mol%）として作成した組成比データベースを用い
た． Asn および Gln は加水分解により脱アミド化され
それぞれ Asp と Glu になることから，同定に用いるデー
タベースでは Asn と Gln の量をそれぞれ Asp と Glu に
残基数を加算して設定した．スコアはデータベース上の
理論アミノ酸組成比（mol%）と実験によって得られた
アミノ酸組成比（mol%）とのマッチングにより算出し
た．理論値―実験値 =0（完全一致）である場合，スコ
ア100とした．

アミノ酸濃度に対する補正
　同定スコアの変動のシミュレーションは，アミノ酸組
成分析で得られた各アミノ酸濃度に対して回収ができな

いアミノ酸及び回収率の低いアミノ酸に対してアミノ酸
濃度を増加させ，スコアの変動をシミュレーションした．
Cys と Trp はアミノ酸組成分析にて定量されないため
Cys と Trp の回収された濃度を0として仮想濃度にて Cys

濃度と Trp 濃度を0から増加させた．補正はアミノ酸濃
度を増加させた際の同定スコアの変動をシミュレーショ
ンし，同定スコアが最大となった点の Cys と Trp の濃度
を用いる方法で行った．また，モデルタンパク質を用い
た補正シミュレーションにおいて補正値に用いた Cys

と Trp の濃度と実際にアミノ酸組成分析で得られたタン
パク質量から計算される Cys と Trp の濃度の理論値を比
較することで補正が適切に行えているか確認を行った．
Ile はアミノ酸組成分析にて得られた Ile 濃度を増加させ
る補正を行い，スコアの変動をシミュレーションした．
Ile に関しても，補正値として用いた Ile 濃度と実際に分
析したタンパク質量における Ile の理論値と比較するこ
とで補正が適切に行えているか確認を行った．

結果及び考察

アミノ酸組成分析を用いたタンパク質同定
　アミノ酸に対しての補正シミュレーションを行うため
に，ニワトリ（Gallus gallus）由来 C-type lysozyme，ダ
イ ズ（Glycine max） 由 来 Trypsin inhibitor， ダ チ ョ ウ

（Anser anser）由来 G-type lysozyme，ウシ（Bos Taurus）
由来 Serum albumin の4種のタンパク質についてアミノ
酸組成分析を行い，各アミノ酸実測値に対して補正をせ
ずにタンパク質同定を行った（Table 1）．このアミノ酸
組成分析の結果を使用して，Cys，Trp に対する補正と
タンパク質配列中の特定の結合により回収率が低下する
Ile に対する補正の検討を行った．

アミノ酸組成分析結果の Cys 実測値に対する補正
 Cys は加水分解によって２分子結合を起こしてシスチ
ンとして回収される（19）．しかし，シスチンの一部は
破壊されることや，Cys に還元されることがあるため

Table 1　Identification score of model proteins ︵Without correction︶

Protein Spiecies
Score

（Without correction）
Score
With Cysa）

C-type lysozyme Gallus gallus 78.92 55.63

Trypsin inhibitor Glycine max 82.37 75.91

G-type lysozyme Anser anser 73.29 68.39

Serum albumin Bos taurus 77.20 57.47

 a）Cys concentration was set to 0
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Fig.2　Simulation of relationship between corrected concentration of Cys and identification score.
Blue ; C-type lysozyme（Gallus gallus）, Orange ; Trypsin inhibitor（Glycine max） , Gray ; G-type 
lysozyme（Anser anser）, Yellow ; Serum albumin（Bos taurus）.

Table 2　Identification score and Cys concentration

Score Corrected score
Corrected Cys 
concentrationa）

Theoretical Cys 
concentrationb）

C-type lysozyme 55.63 82.31 1.33 nmol 1.37 nmol

Trypsin inhibitor 75.91 84.28 0.43 nmol 0.43 nmol

G-type lysozyme 68.39 76.30 0.32 nmol 0.32 nmol

Serum albumin 57.47 78.91 0.57 nmol 0.60 nmol

a）Cys concentration for highest identification score
b）The theoretical value of Cys concentration calculated from the amount of protein recovered as a result of 

amino acid composition analysis
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Fig.1　Amino acid recovery compared to the theoretical value of model protein.
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Cys を安定して定量することは難しい．そのため Cys の
定量は還元アルキル化を行い，カルボキシメチルシステ
インとして定量する方法が用いられている（20）．アル
キル化を用いる方法は，従来のアミノ酸組成分析に加え
て化学修飾反応操作を行う必要がある．このことから現
在の同定手法は Cys の情報を用いていない．そこで補
正により Cys の値をシミュレートすることでタンパク
質の同定精度向上を検討した．各モデルタンパク質のア
ミノ酸組成の理論値を100 % として実際のアミノ酸組成
分析において回収されたアミノ酸ごとの回収量を示した

（Fig.1）．Cys はアミノ酸組成分析で回収されていないた
め0 % とした．Cys 補正が0時点の各タンパク質の同定
結果は Cys の濃度を0として同定を行っているため，通
常の Cys を含まずに行った同定結果よりも低い値となっ
ている（Table 1）．補正は Cys 濃度を0から増加させてい
き，スコアが最大となった Cys 濃度を用いた．スコア
が最大となった Cys 濃度は濃度の増加量と同定スコア
との関係をシミュレーションして求めた（Fig.2）. また，
補正後のスコアが最大となった Cys の濃度が理論値と
合っているかの判断基準としてアミノ酸組成分析結果で
回収されたタンパク質量から計算される Cys 濃度と比
較した（Table 2）その結果，C-type lysozeme は1.33 nmol

の Cys 濃度でスコアが55.63から82.86まで増加し，Cys

濃度の理論値は1.37 nmol で補正に用いた Cys 濃度とほ
ぼ同じとなった．Trypsin inhibitor は0.43 nmol の Cys 濃
度でスコアが75.91から84.28まで増加し，Cys 濃度の理
論値は0.43 nmol で補正に用いた Cys 濃度と同じとなっ
た．G-type lysozeme は0.32 nmol の Cys 濃度でスコアが
68.39か ら76.30ま で 増 加 し，Cys 濃 度 の 理 論 値 は0.32 

nmol で補正に用いた Cys 濃度と同じとなった．同様に
Serum albumin は0.57 nmol の Cys 濃度として用いたとこ
ろスコアが57.47から78.91まで増加し，Cys 濃度の理論
値は0.60 nmol で補正に用いた Cys 濃度と同じとなった．
以上の結果より Cys の濃度を増加させていき，スコア
最大となった濃度を用いる補正を行うことで，より精度
の高いタンパク質同定が行えることが明らかになった．

アミノ酸組成分析結果の Trp 実測値に対する補正
 　Trp は側鎖にインドール環を持ち加水分解条件で酸化
分解されるため現在の同定手法では Trp の情報を用いて
いない（19）．したがって補正により Trp の値をシミュ
レートすることでタンパク質の同定精度向上を検討した．
各タンパク質は Trp 実測値の初期値を0として補正を
行った（Fig.1）．補正は Trp 濃度を0から増加させていき，

Fig.3　Simulation of relationship between corrected concentration of Trp and identification score.
Blue ; C-type lysozyme（Gallus gallus）, Orange ; Trypsin inhibitor（Glycine max）, Gray ; G-type lysozyme

（Anser anser）, Yellow ; Serum albumin（Bos taurus）.

Table 3　Identification score and Trp concentration

Protein score corrected score
Trp corrected 
concentrationa）

Trp theoretical 
concentrationb）

C-type lysozyme 62.48 82.63 0.97 nmol 0.99 nmol

Trypsin inhibitor 79.52 84.22 0.20 nmol 0.20 nmol

G-type lysozyme 69.69 76.11 0.25 nmol 0.25 nmol

serum albumin 77.23 78.25 0.03 nmol 0.02 nmol

a）Trp concentration for highest identification score
b）Theoretical value of Trp concentration calculated from the amount of protein recovered as a result of amino 

acid composition analysis

Fig.3 
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スコアが最大となった Trp 濃度を補正値として用いた．
スコアが最大となった Trp 濃度は濃度の増加量と同定ス
コアとの関係をシミュレーションして求めた（Fig.3）. 

また，Cys と同様に Trp 濃度の理論値と比較した（Table 

3）．その結果，C-type lysozeme は0.97 nmol の Trp 濃度
でスコアが62.48から82.63まで増加し，理論値とほぼ同
じとなった．Trypsin inhibitor は0.20 nmol の Trp 濃度で
スコアが79.52から84.22まで増加し，理論値と同じと
なった．G-type lysozeme は0.25 nmol の Trp 濃度でスコ
アが69.69から76.11まで増加し，理論値と同じとなった．
同様に Serum albumin  は0.03 nmol の Trp 濃度として用
いたところスコアが77.23から78.25まで増加し，理論値
とほぼ同じとなった．以上の結果より Trp の濃度を増加
させていき，スコア最大となった濃度を用いる補正を行
うことで，より精度の高いタンパク質同定が可能となっ
た．

アミノ酸組成分析結果の Ile 実測値に対する補正
　Ile，Val 及び Leu はアミノ酸側鎖のα鎖の近傍に枝分
かれ構造を持つため，タンパク質配列中の Ile-Ile 結合，
Ile-Val 結合及び Ile-Leu 結合は加水分解を受けにくく，
アミノ酸組成分析において Ile 回収率が低下する （19）．

そこでアミノ酸組成分析を用いたタンパク質同定におい
て回収率が低い Ile の実測値を補正することでタンパク
質の同定精度向上の可能性が考えられる．そこで各タン
パク質のアミノ酸回収量の理論値を100 % として実際に
得られたアミノ酸回収量と比較した結果，すべてのタン
パク質で Ile のアミノ酸回収量が100 % を下回っていた

（Fig.1）．各タンパク質の実測値に補正せずに同定した
結 果，C-type lysozyme の 同 定 ス コ ア は78.92，Trypsin 

inhibitor は82.37，G-type lysozyme は73.29，Serum 

albumin は77.20となった（Table 1）．そこで， Ile の値を
＋方向へ補正することによりどのように同定のスコアが
変動するかについて，Ile の補正量と同定スコアの関係
をシミュレーションした（Fig.4）．また，各タンパク質
の Ile の実測値と補正後の Ile の補正値とその補正が理
論値と合っているかの判断基準としてアミノ酸組成分析
結果で回収されたタンパク質量から計算される Ile 濃度
の理論値と比較した（Table 4）．その結果，Ile の補正に
より C-type lysozyme の同定スコアは78.92から80.44まで
上昇した．Ile 実測値は0.89 nmol で補正によって1.05 

nmol でスコア最大となった．Ile 濃度の理論値は1.12 

nmol で補正に用いた Ile 濃度とほぼ同じとなった．
Trypsin inhibitor 同定スコアは82.37から85.04まで上昇し，

Table 4　Ile concentration and simulated values

Protein
Measured 
concentration

Corrected 
concentrationa）

Theoretical 
concentrationb）

C-type lysozyme 0.89 nmol 1.05 nmol 1.12 nmol

Trypsin inhibitor 1.29 nmol 1.38 nmol 1.44 nmol

G-type lysozyme 0.95 nmol 1.06 nmol 1.06 nmol

Serum albumin 0.18 nmol 0.22 nmol 0.22 nmol

a）Ile concentration when the score becomes maximum by Ile correction
b）Ile theoretical concentration calculated from the amount of protein recovered in the 

amino acid analysis

Fig.4　Simulation of relationship between corrected Ile value and identification score.
Blue ; C-type lysozyme（Gallus gallus）, orange ; Trypsin inhibitor（Glycine max）, gray ; G-type lysozyme
（Anser anser）,yellow ; Serum albumin（Bos taurus）.

a）Corrected Ile value was indicated by simulated value of increased rate for measured value of Ile （1.00）.

Fig.4 
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実測値の1.29 nmol から1.38 nmol でスコア最大となった．
Ile 濃度の理論値は1.44 nmol で補正に用いた Ile 濃度と
ほぼ同じとなった．同様に G-type lysozyme の同定スコ
アは73.29から76.70まで上昇し，補正値は Ile 濃度の理
論値と同じとなった．さらに Serum albumin のタンパク
質の同定スコアは77.20から78.42まで上昇し，同様に補
正値は理論値と同じとなった．これを各タンパク質配列
中の Ile 数，Ile-Ile 結合数，Ile-Val 結合数，Ile-Leu 結合
数と，同定スコアの関係を調べた結果，Ile-Ile 結合を２
つもつ G-type lysozyme の Ile の実測値を補正した際のス
コア上昇が他のタンパク質を補正した際のスコア上昇と
比較して一番大きかった．このことから Ile-Ile 結合が
Ile-Val 結合，Ile-Leu 結合よりも同定スコアへの影響が
大きいと考えられた．また，Ile-Val 結合と Ile-Leu 結合
によりアミノ酸回収率に対して影響があると考えられる
Val と Leu は，各タンパク質のアミノ酸回収率で理論値
に対してほぼ100 % に近い回収率となっており，Val と
Leu に対しては補正の必要性は小さいと考えられる．以
上の結果より Ile の実測値を補正することで，より精度
の高いタンパク質同定が行えることが明らかになった．
ここまでの Cys，Trp 及び Ile への補正はいずれも同定ス
コアの上昇による同定精度向上が見込めるため， ３種の
アミノ酸全てを用いて補正を行うとより精度の高い同定

が可能であると考えられる．

Cys と Trp の補正濃度を使用し，Ile 実測値に対する補
正を行った３重補正
　モデルタンパク質を用いた通常のアミノ酸組成分析に
おいて，タンパク質同定にて得られていない Cys，Trp

に対する補正とタンパク質配列中の特定の結合により回
収率が低下する Ile に対する補正を検討した結果，３種
のアミノ酸全ての補正で同定精度向上の効果が確認でき
た．そこで３種のアミノ酸全てを用いて３重補正を行う
ことにより，補正手法の確立を目指した．すなわち各モ
デルタンパク質同定は，Cys と Trp の濃度に対する補正
によってスコア最大となった Cys 濃度と Trp 濃度を加え
た18種のアミノ酸組成を使用し， Ile 実測値に対する補
正を行うことで３重補正についてのスコア変動を調べた

（Fig.5）．３重補正後の同定スコアを補正なしでの同定
スコア，Cys，Trp 及び Ile に対して個々で補正を行った
際のスコア，Ile 補正を行う前の Cys，Trp を用いた２重
補正時のスコアと比較した（Table 5）．その結果，全て
のモデルタンパク質で Cys,Trp 及び Ile に対する３重補
正は同定スコアの上昇を示した．以上の結果より
Cys,Trp 及び Ile に対する補正を個々で行うよりもスコア
最大となった Cys,Trp 濃度を使用し，Ile 実測値に対する

Table 5　Identification score of model protein （without correction）, Cys corrected score, Trp corrected score, Ile corrected score, Cys,Trp Corrected 
Score, and triple correction score

Protein
No corrected 
Score

Cys Corrected
score 

Trp Corrected
score

Ile Corrected
score

Cys,Trp
Corrected Score

Cys,Trp,Ile 
Corrected score

C-type lysozyme 78.92 82.63 80.91 80.44 81.94 83.45

Trypsin inhibitor 82.37 84.28 84.22 85.04 83.54 86.02

G-type lysozyme 73.29 76.30 76.11 73.70 74.93 78.10

Serum albumin 77.20 78.91 78.25 78.42 79.02 80.19

Fig.5　Simulation of Ile concentration for Cys and Trp corrected values.
Blue ; C-type lysozyme（Gallus gallus）, Orange ; Trypsin inhibitor（Glycine max）, Gray ; G-type 

lysozyme（Anser anser）, Yellow ; Serum albumin（Bos taurus）. 
a）Corrected Ile value was indicated by simulated value of increased rate for measured value of Ile （1.00）.

Fig.5 
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補正を行うことにより精度の高いタンパク質同定が可能
であることが明らかになった．
　Cys と Trp は通常加水分解では回収できないが，モデ
ルタンパク質のアミノ酸組成分析結果に Cys と Trp を仮
想濃度にて追加する補正方法は，各モデルタンパク質の
同定スコアを上昇させた．また，Cys と Trp の仮想濃度
は各モデルタンパク質のアミノ酸組成分析結果のタンパ
ク質回収量から計算される Cys と Trp の理論値に近い濃
度となった．このことから Cys と Trp の仮想濃度として
用いた濃度は理論的にも正しい濃度であり，この補正方
法は従来のアミノ酸組成分析を用いたタンパク質の同定
よりも精度が高いと考えられる．また特定のアミノ酸配
列により回収率が低下する Ile には，Ile 濃度を増加させ
る補正を行ったところ，各モデルタンパク質の同定スコ
アが上昇した．補正にてスコアが最大となった Ile 濃度
は，各モデルタンパク質のアミノ酸組成分析結果のタン
パク質回収量から計算される Ile の理論値に近い濃度と
なった．このことから回収率が低下した Ile 濃度を増加
する補正は，従来のタンパク質同定と比較して精度が高
くなったと考えられる．さらに，Cys と Trp の仮想濃度
を使用し，Ile の濃度を増加させる３重補正は，Cys，
Trp 及び Ile の補正を個々で行うよりもさらに精度が上
昇し，本補正手法はアミノ酸組成を用いたタンパク質同
定手法の補助手法として実用可能であると考えられる．
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要約

　プロテオーム解析における同定手法として質量分析な
ど部分アミノ酸配列情報を用いた解析が一般的である．
しかし，質量分析はハイスループットであるが分析コス
トが高額であり，デメリットがある．そこで本研究では，
低コストで操作も簡便なアミノ酸組成分析を用いたタン
パク質同定手法の確立を目的とした．現在の手法では加
水分解の際に影響を受けるアミノ酸が数種類存在し，そ
のアミノ酸の組成情報が欠落あるいは定量的な回収が困
難となっている．これらのアミノ酸組成情報を活用でき
れば同定の精度を向上できると考えられる。そこで加水
分解で回収が難しい Cys，Trp および Ile の収量に対して
補正方法を見出すことで同定精度の向上を検討した．す

なわちそれぞれのアミノ酸の濃度を増加させ，スコアが
最大値となるよう補正値の検討を行った．その結果 Cys，
Trp および Ile はいずれも補正により同定の精度が向上し，
これらのアミノ酸濃度の３重補正により高精度のタンパ
ク質同定が可能であることを明らかにした．
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