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特別連載「分析化学分野へのノーベル賞」企画にあたって

21世紀初頭の 2002年は我が国分析化学界にとって特別で，真に喜ばしい年となりました。それは，ノーベル化学賞が

分析化学分野の田中耕一氏，John B. Fenn氏，Kurt Wüthrich氏に授与されたのみならず，物理学賞・小柴昌俊氏のご

業績も分析機器と深くかかわっていたからです。「ぶんせき」誌も，この慶事に鑑み，昨年 11号に柘植 新本会会長の

祝辞，12号に大谷 肇，佐藤浩昭両氏による特別記事，本年 1号の談話室にも関連記事を掲載しました。本号からは，

特別連載として，3人のノーベル化学賞受賞者とその周辺科学者によって達成された，タンパク質をはじめとする高分子

の構造解析の進歩をさらに多角的に紹介いたします。また，田中氏については，同氏の小学校，大学の恩師にご執筆いた

だいた玉稿も紹介します。さらに，大型光電子増倍管の開発にかかわる記事も予定しています。

「ぶんせき」編集委員会

分析化学分野へのノーベル賞

タ ン パ ク 質 の 構 造 解 析
―その現状と将来展望―

大 西 正 健

1 は じ め に

編集委員会からいただいた趣旨を踏まえ，1）タンパ

ク構造分析の現状，2）化学賞受賞者三人の違い，を考

究しよう。受賞対象はいずれも高分子分析で，すでに本

誌でも詳報されている1)2)。高分子には，合成高分子と

天然高分子が含まれるが，天然高分子のうち生物がつく

るもの（生物質）を生物高分子（ biological macro-

molecules）と呼んで，鉱物質のものと区別している3)。

1･1 生物高分子

従前生体高分子と呼ばれてもきたが，生体機能に直接

かかわらない高分子は量的質的に多く，農学や資源化学

など産業生物学の領域では看過できない。そこで，多糖

質，タンパク質，生物膜，細胞壁，遺伝子も含めて，生

物高分子と呼ぼうと日本生物高分子学会が設立された。

本稿でも「生物高分子」を用いた。要するに，“生体高

分子”とか，“生体高分子化学”はもう時代遅れという

ことである。タンパク質は代表的な生物高分子である。

1･2 タンパク質の構造

主な存在形態には三つある。1）溶解した形。酵素な

どの球状（globular）タンパク質である。2）繊維状

（fibrous）に伸びた形。コラーゲンなどである。3）生

物膜（membrane）に設置されて細胞情報（シグナル）

の受容と伝達（生物・生命応答）に関与する膜タンパク

質。BSEの根源プリオンは有名である。タンパク質の

分析，構造解析と言えば，たちまちその存在態様がかか

わってくる。ところで，タンパク質の構造とは何か。タ

ンパク質を組み立てるアミノ酸残基の配列順序を一次構

造と言う。一次構造が折れ畳まれて立体的な形をつくる

立体構造には規則的な形が各種あって二次構造といわ

れ，二次構造がさらに組み合わさって三次構造を形成す

る。さらに，複数個のタンパク質が集積して四次構造と

なる。集積するタンパク質の各個を単量体（サブユニッ

ト）と言う。二次構造～四次構造を一纏
まと

めにして高次構

造と言っている。したがって，どの構造観点なのかが問

題となる。

2 タンパク質分析の現状

各種技法が開発されたが，1）ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動（PAGE), 2）キャピラリー電気泳動（CE），

3）高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が，現在専

ら用いられる。ほかに，光散乱測定も有用な手法である。

2･1 PAGE

種類と分子量を検するが質量は求まらない。アクリル

アミドに可塑剤を添加し重合させて高分子ゲルを作製す

る。ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を添加する SDS_

PAGEがよく用いられるが，四次構造は解かれ単量体

を分析することになる。native PAGEと組み合わせる

と単量体の数と種類が検定できる。泳動に要する時間は

60分ほどで，ゲルの調製，泳動後のタンパク質染色を

含めると時間を要し，1日 1検体とみるべきである。試
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図1 メダカ血清のタンパク鑑定

料は 100 ng，数nlでよい。染色は Coomassie brilliant

blue R250を用いるが，銀染色で約 10倍高感度となる。

10 cm四方程度の大きさをもつ装置が重宝され，多くの

製品が数万円程度で普及率の高い分析技法である。泳動

図を写し絵のように写し取るブロット（blotting）法も

有用である。PAGEの実例を一つ挙げておこう。

雌メダカは女性ホルモンによりタンパク質（例えばビ

テロゲニン）を発現する4)。もちろん，雄メダカはビテ

ロゲニンを発現する必要がない。ところが，飼育水に

pptレベルの女性ホルモンを投入してみると，数日のう

ちにビテロゲニンを発現するようになる（図 1）。我々

はタンパク鑑定と呼んでいる。内分泌撹
かく

乱
らん

化学物質（ビ

スフェノール A，トリブチルスズ TBTなど）について

も，メダカのタンパク鑑定で撹乱を確認できる。水環境

の評価に有用となろう。攪乱化学物質 ppt, ppqの測定

は容易でなくても，メダカに発現するタンパク質（ng

オーダー）を測定すれば検出が容易になる。

2･2 CE

緩衝液を充填したキャピラリー（シリカ，q100 nm

以下，80 cm程度）に試料（～数 100 nl）を注入し電気

泳動する装置である。泳動時間 30分ほどで，実験の準

備など操作の総時間は PAGEより少ない。CEの原理

と操作の詳細は文献で検証していただきたい5)～7)。

2･3 HPLC

カラムクロマトグラフィーである。PAGEとともに

普及率は高い。各社から市販されていて数百万円程度と

PAGEより高価である。試料量も PAGEより一桁
けた

多く

要するが，カラム溶出時間は 40分ほどで，PAGEや

CEとおおむね同じである。紫外・可視吸収，蛍光，屈

折率（RI）などの光学的な特性が検出に用いられ，溶

出パターン（クロマトグラム）は自動記録となる。実験

操作の総時間は PAGEより格段に少ない。

3 タンパク質分析の最先端

タンパク質分析の先端技法とは，1）K. Wüthrich氏

の核磁気共鳴（NMR), 2）John B. Fenn氏のエレクト

ロスプレーイオン化質量分析（ESI_MS, electrospray

ionization mass spectrometry), 3）田中耕一氏のマトリッ

クス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析

（MALDI_TOFMS, matrix_assisted laser desorption/

ionization time_of_flight mass spectrometry）である。

3･1 NMR

NMRは溶液系（液相）で分析できる。これが他二者

との決定的な違いである。NMRは酵素反応のように液

相で立体構造がどうなのかを究明する有効手段である

が，試料と時間を多く要する難点もある。立体構造とい

えば X線結晶解析となるが，結晶は生体と異なってい

る点に課題が残る。Wüthrichはタンパク質のアミノ酸

残基各個に依拠して構造解析を進め，きわめて精密な分

析技法の確立に成功している8)。TROSY (transverse

relaxation_optimized spectroscopy）の手法による液相

のタンパク質など生物高分子の立体構造，とくに生物高

分子間の相互作用を詳しく解析できる。質の高い多くの

論文が発表されていて，日本の研究者との共同研究もみ

られる9)～18)。

3･2 ESI_MSとMALDI_TOFMS

ESI _MS ( ES法と略称する )19)20) と，MALDI _

TOFMS (MT法と略称する)21)～26)は質量分析である。

試料をイオン化することは基本的に両者同じである。問

題はイオン化の仕方と，イオン化した試料をどう測定す

るかである。z個の電荷（イオン）をもつ質量 mのイオ

ン化物質は電位差 Vの電場に置いたとき，エナジー保

存則にのっとって運動する。

1/2 mv2＝zIV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .( 1 )

vは速度で Iは定数である。電場をかけてイオン化分子

を運動させるわけである。式( 1 )は厳密には正しくな

いが概念は掴
つか

めよう。電場を一定の大きさに負荷した装

置では運動速度は mと zに依存する。ここで，質量と

電荷数との比 m/zは質量の単位 Da (dalton）をもつこ
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図2 MALDI_TOFMSで観る反応装置

図3 MALDI_TOFMSで観る酵素の反応

とになり，比が小さいほど vは大きい。運動速度（時間）

に着目した分析の手法が飛行時間型分析 TOFMSであ

る。電場でイオン化するのは両者に共通しているがMT

法では検体にレーザーを照射する。レーザーにどんな効

果があるかマトリックスが試料をどう支援するのかは文

献で確認してほしい。レーザーを使わない ES法では検

体を溶液の形で装置に注入する。これは実験を計画する

ときの決め手となる。

4 質量分析で観える酵素の反応

ではMT法と ES法とはどう違うのか。酵素の反応

で実検しよう。まず，基質 Sは酵素 Eに取り込まれて

Michaelis複合体 ESを形成する。ところが，ESから続

いて基質 Sの断片 P2が活性部位に共有結合して中間体

EP2を形成する酵素の反応がある。

E＋Sh
Ks

ES
k＋2
h

k－2

ES′(＝EP2)＋P1

k＋3
h

k－3

E＋P2

……( 2 )

三段階機構であり，プロテアーゼが典型例である。問題

は中間体 EP2を実験でどう捕獲するかである。もたも

たしては反応が進行してしまい観ることはできない。そ

こで，迅速反応測定法が必要である。EP2が観えるか否

かは素過程の速度定数によって決まる。k＋2≫k＋3のと

き観えるが，本来の自然基質では，通常 EP2を直接観

ることは困難である。速いことと観る目をもたないから

である。仕方がないので，EP2と同時にリリースする

P1を観る工夫をする。バースト法である。専ら P1の紫

外・可視吸収，蛍光，旋光など分光学的性質に頼る。従

前，p_ニロトフェノール（NP）基のような吸収をもつ

化合物を合成し偽基質として使用された。

4･1 実証H MALDIでホスファターゼ反応を観る

酵素ホスファターゼはリン酸化タンパク質（基質）の

脱リン酸反応を触媒する。細胞活動に不可欠で，その挙

動は生体を診る重要なチェックポイントとなる。そこで

Schizosaccharomyces pombeのホスファターゼ（Stp 1）

を観よう。式( 2 )で生成物 P2がリン酸である。した

がって，通常の手法では EP2を観ることはできない。

そこで，p_ニトロフェニルリン酸（pNPP）を基質とし

て使う。すると，EP2は観えないが P1は pNPなので観

える。このようにして従前，ストップトフロー法を用い

て P1を測定し，速度論解析を行ってきた。遷移相速度

論である。言うまでもなく，pNPPは本来の基質ではな

いが，こうするしかなかった。偽の基質であり下手する

と化学修飾など厄介な問題が生じてしまう。

そ こ で ， MALDI _TOFMSの 登 場 で あ る27) 。

Houstonらが用いた装置が図 2である。酵素（14 nl）

と基質（15 nl）を混合して開始した反応を停止液（140

nl）で一旦停止（クエンチ）する。迅速停止法である。

この反応液（1 nl）にマトリックス（9 nl）を加えた試

料を 1 nlとり，レーザー照射して質量測定する。した

がって，彼らは，P1ではなく EP2を直接測定したこと

になる。図 3が実験結果である。きわめて短い時間に

生じる反応中間体がみごとに捕獲されている。酵素（濃

度 120 nM）など試料の量と観測に要する時間はきわめ

て少ない。さらに，リン酸相当のわずかな質量差が捕獲

されている。質量分析がどれほど優れているかがわか

る。ただ，MT法では反応の迅速停止（クエンチ）が不
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図4 ESI_MSで観る反応装置 図5 ESI_MSで観る酵素の反応

図6 ザイラナーゼの触媒機構

可欠である。質量測定に問題はないが，クエンチする操

作に限界もみえる。

4･2 実証H ESIでザイラナーゼ反応を観る

Eと Sを混合後に反応をクエンチせず質量分析す

る。これが ES法である。反応系と分析系を直接続（オ

ンライン）して中間体を捕獲できる。連続流動法とス

トップトフロー法が可能となり，前者の概略が図 4で

ある。後者は混合後の流動を停止液は使わず停止して観

測する。Zechelらは基質ザイラン（Xn）の加水分解を

触媒する酵素ザイラナーゼの反応を連続流動法で測定し

ている28)。酵素濃度 0.17 mg/ml，各シリンジ容量は 1

mlである。ここでも，ジニトロフェニルザイロビオー

ス（DNPX2）を基質として用いている。従前は P1であ

る DNPを観測するしかなかった。ところが，彼らの

ES法では P1を観る必要はない。EP2を測定できるか

らである。その結果（図 5），時間経過とともにザイロ

ビオース X2 (P2）の相当分だけ質量が多い中間体をみ

ごとに獲得した。実験に基づいて描いた触媒機構が図 6

である。糖質酵素の触媒機構については議論も多

い29)～31)。しかし，ES法を用いれば合成基質を使うこ

となく本来の基質で酵素の反応を研究できることになる。

酵素二例を取り上げたが，いずれも吸収をもつ合成基

質が使われている。これは従前法と新規法の成績を比較

する目的からである。何度も指摘したように，質量分析

では合成基質は必要ない。吸収も蛍光ももたない物質は

あるが質量をもたない物質は決して存在しない。質量分

析がどれほどのものか理解できるだろう32)33)。

図 5のスペクトルにはイオン化（数）の違う分子種

が観測されている。文献 28）には明確な論究はないが

構造の違いを反映すると考えられる。すなわち，ES法

が生物高分子の微妙な構造変化を捕らえる有力な手法に

なることを示唆している34)35)。さらに，重要なこと

は，分子量数万の酵素にリン酸基とか単糖あるいは二糖

が結合しただけのきわめて微小な質量変化を迅速にしか

も微量で測定できることである。事実，プロトンとか金

属イオンの置換といった微小なタンパク質構造の変化が

捕らえられている33)。驚異的な分析手法の進歩と言え

るのではないか。



193ぶんせき B@@C D

5 質の分析がもたらすタンパク質新世界

質量分析が明らかにしたことは，生物・生命機能に直

結するタンパク質の構造が解析できることである。活性

な構造と呼んでおこう。活性な構造は，冒頭で説明した

タンパク質構造のどれにも該当しない。一次構造でも高

次構造でもないのである。したがって，タンパク質構造

に新しい概念を提案したことになる。これは重要であ

る。臨床におけるリアルタイムの診断，創薬などの製造

工程における即刻な確認など，従前法にできなかった

まったく新規で，しかも有力な手法となるだろう。タン

パク質新世界である。冒頭で説明したように，タンパク

質には主な三つの存在形態があった。質量分析は従前法

と違って，溶解した形で在る必要はなく，どれにも適用

できる。したがって，タンパク質のみならず多糖質，糖

鎖など生物高分子のすべてが分析の対象になってくる。

分析の時代は，ただ単に量を測ることから，質を量るこ

とに間違いなく流れている。また，迅速，高感度，微量

は分析究極の願いである。今回の受賞研究が展開する応

用の世界もまた計り知れない。

6 あ と が き

ノーベル化学賞受賞三者の違いを見極める目標は，十

分に達成できなかったが紙数に余裕がないとは言い訳に

なる。かつて，廣海啓太郎先生とともにアミラーゼの中

間体を捕獲しようと取り組んだことがあって，酵素の反

応をその見極めの主題にさせていただいた。また，現状

のタンパク質分析法を説明して，今回の受賞法との違い

を際立たせようと企図した。これも果たせていないよう

に思う。執筆の機会を与えてくださった編集委員長なら

びに関係の先生方に御礼を申し上げたい。記述の間違い

とか誤解もありましょうが，今後本誌の中で皆さんに訂

正していただきますよう勝手なお願いをいたします。
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Acad. Sci., 94, 12366 (1997).
14) K. Pervushin, A. Ono, C. Fernandez, T. Szyperski, M.
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