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選択反応モニタリングを用いるタンパク質定量法

武森 信曉

1. はじめに

選択反応モニタリング（selected reaction monitoring：
SRM）とは，標的の分子に関する情報を，分析試料から
選択的に検出するための質量分析法である．現状における
SRMのモニタリング対象は，アミノ酸，ペプチド，脂質
といった比較的低分子量の物質に限定されるものの，生体
高分子であるタンパク質も分析前に断片化処理を施せば，
その解析対象となりうる．近年では，本稿で紹介するさま
ざまな解析支援技術の急速な発展に伴って，任意のタンパ
ク質を計測するためのSRMアッセイを，個々の研究者レ
ベルで自由自在に構築することが可能になりつつある．大
規模なSRMアッセイを活用して関心のある生体内タンパ
ク質集団の網羅的解析を行う新しいオミクス手法（ター
ゲットプロテオミクス）も開発され，Nature Methods誌の
Method of the Year 2012に選出されている．抗体を用いる
ことなく，数十種類のタンパク質に関する定量情報や翻訳
後修飾情報を迅速に取得できる本手法は，各種イムノアッ
セイの代替的手法として注目度は高く，これからの生化学
研究に必須の技術である．なお，SRMは多重反応モニタ
リング（multiple reaction monitoring：MRM）と呼ばれるこ
とも多いが，日本質量分析学会のマススペクトロメトリー
関係用語集（第3版）では，この呼称は推奨されていな
い．

2. SRMの原理

図1に，トリプル四重極型の質量分析計を用いるSRM
の原理を示す．溶液状態の分析用試料は，イオン化された
直後に質量分析計内へと導入される．その後，最初の四重
極内（Q1）において質量電荷比に基づき目的のイオンを

取り出す作業が行われるが，その際に標的と類似した質量
電荷比を有する他のイオンが混入する可能性がある．その
ためSRMでは，取り出したイオンを次の四重極内におい
て断片化した後，標的に固有の断片化イオンを，最後尾の
四重極内（Q3）で選択する．以上の操作を質量分析計内
で高速に行うことにより，標的を高選択的に検出すること
ができる．加えて，異なる四重極を用いたフィルタリング
によるノイズレベルの低減は，標的の高感度な検出を可能
にする．Q1とQ3の組み合わせをSRMトランジションと
呼び，標的分子に関する最適なトランジションの決定が，
信頼度の高いSRM解析を実現する上で重要となる．また，
複数のトランジションを同時にモニタリングすれば，異
なる種類の標的分子を一斉に分析することも可能となる
（図2）．
標的分子のイオン化は試料内の他成分に影響を受けやす
く，SRMを用いて定量解析を行う際には夾雑物によるイ
オン化の抑制もしくは促進といった問題点を考慮する必
要がある．たとえば，同じモル数の標的分子をSRMで分
析しても，分析試料に含まれる他の成分が異なる場合は，
得られるシグナルの強度は変動してしまう．そのため，
SRMを用いて精度の高い定量情報を取得したい場合には，
同位体希釈質量分析法の導入が欠かせない．同位体希釈質
量分析法とは，同位体で標識された内部標準物質を用いる
ことで，質量分析による高精度な定量解析を可能にする実
験手法である．タンパク質の場合は，13Cや 15Nなどの安定
同位体で標識した合成ペプチド（AQUAペプチドと呼ばれ
る）が内部標準物質として用いられることが多い 1）．

3. タンパク質のSRMアッセイ

SRMでタンパク質を分析するためには，あらかじめタ
ンパク質試料を分析に適したサイズへ断片化するための
前処理工程を必要とする（図1）．プロテアーゼによる断
片化処理が主流であり，具体的には基質特異性の高いト
リプシン（アルギニンもしくはリシン残基のC末端側を切
断）やLys-C（リシン残基のC末端側を切断）が用いられ
ることが多い．前処理後に得られた消化ペプチド断片が，
SRMアッセイにおける実際のモニタリング対象となる．
我々の研究室では，低流量（300 nL/分）の液体クロマトグ
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ラフ（LC）で消化ペプチドを分離した後，標的のペプチ
ドを選択的に検出するLC-SRMアッセイの手法を用いて，
これまでにさまざまな生体試料に含まれるタンパク質 2‒5）

や生理活性ペプチド 6）のターゲット分析を行っている．
モニタリングに適した消化ペプチド断片のことを，pro-

teotypic peptide（PTP）と呼ぶ．PTPには，標的タンパク質
に固有のアミノ酸配列を有し，再現性よく検出できるペプ
チドが選択される．使用する質量分析計の検出レンジにも
よるが，一般的には10～30アミノ酸のペプチド長が分析
に適している．疎水度が極端に高いペプチドは，試料保存
時やLC分離工程において損失する可能性が高く，取り扱
いが困難である．翻訳後タンパク質修飾によるペプチド質
量数の変化は，定量解析時にバイアスを生じることから注
意を必要とする．たとえば配列内にメチオニン残基を有す
るペプチドは，メチオニン側鎖が酸化修飾を受けやすく，
PTP候補から除くことが望ましい．
生物種によっては，すでにプロテオームワイドにPTPが
明らかにされ，その配列情報が公的に利用できる場合もあ
る．たとえばモデル生物ショウジョウバエの場合は，すで
に2007年の段階で9124種類のタンパク質に関するPTPが
同定され，詳細な質量分析情報とともにその配列情報が

公開されている 7）．ヒトプロテオームのPTPに関しても，
情報整備が急速に進められている．たとえば，2014年に
Nature誌に報告された質量分析によるヒトプロテオームの
大規模解析において，膨大なペプチド情報が明らかにさ
れており 8），PTPを選択する上で貴重な情報源となってい
る．その詳細はProteomics DB（https://www.proteomicsdb.
org）からWebで閲覧できる．その他にもPASSEL9）のよう
なSRMのデータリポジトリも構築されている．関心のあ
るタンパク質のPTP情報が利用できるか，まずは一度Web
で検索してみることをお勧めする．

4. アッセイ構築に必要な標準試料の入手方法

データベースなどから公的に得られるPTP情報は，アッ
セイ構築を行う上で大変有益である．しかし，その有効性
は報告者の実験環境において保障されたものであり，自身
の実験環境において必ずしも再現できる保証はない．ま
たタンパク質によっては，公的なPTP情報が入手できない
ケースも想定される．目的タンパク質の実試料が入手可能
であれば，やはりPTP配列を自分で決定することが望まし
い．高感度な質量分析計が利用できる実験環境であれば，

図1 選択反応モニタリング（SRM）を用いる標的タンパク質解析の流れ
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準備する試料は微量でも問題ない．たとえば，二次元ゲル
電気泳動で分離したタンパク質スポット（ナノグラムレベ
ル）は，PTP探索の重要なリソースとなる 3）．乾燥したゲ
ル内環境ではタンパク質は比較的安定な状態で保存されて
おり 10），過去に泳動したゲルであっても質量分析に使用
できる可能性は高い．筆者らは実際に，20年前に泳動し
た二次元ゲルから切り出したタンパク質スポットを用い
て，目的タンパク質のトリプシン消化ペプチドを検出する
ことに成功している 11）．なお，質量分析は質量電荷比に基
づいて標的分子を特異的に検出することができるため，試
料の純度が多少悪くても分析を行う上で大きな問題にはな
らない．数ミリグラムレベルの粗精製ペプチドを迅速に提
供する受託合成サービスも各社から提供されており，アッ
セイ構築用のペプチドライブラリも比較的短期間かつ低コ
ストで構築できる 12）．そのため，目的タンパク質試料が
入手困難である場合には，任意に選択した数種類のPTP候
補ペプチドを実際に合成して，実測定により最適なペプチ
ドを選択するのも一案である．定量解析の内部標準として
も使用できる安定同位体標識ペプチドの粗精製品を提供す
るサービスも出現しており，ターゲットプロテオミクス用
の大規模なSRMアッセイ構築に活用されている．今後は，
特定のシグナル伝達経路や代謝経路に関わるタンパク質の
検証済みPTPから構成されたリファレンスペプチドライブ
ラリの整備が，ターゲットプロテオミクスを普及する上で
重要となるだろう．

5. アッセイ構築を支援するソフトウェア

標準試料を入手した後は，質量分析計を用いて事前分析
を行い，アッセイ構築に必要な情報を取得する．具体的に
は，標的ペプチドのLC溶出時間や，トランジション設定
に必要となる断片化イオン情報などである．本稿では詳細
に関する説明は割愛するが，現在市販されている標準的な
質量分析システムであれば，分析作業はほぼ自動化されて
おり，1時間程度あれば分析は終了する．分析終了後は，
米国ワシントン大学のMacCossらのグループが開発した
オープンソフトウェア「Skyline」13）を用いれば，取得した
データからアッセイ用パラメータを作成する作業を，自分
のPC上で気軽に行うことができる．Skylineは，多くの質
量分析メーカーの入出力フォーマットに対応しており，分
析データの読み込みから，データの解析，作成した分析メ
ソッドの出力までスムーズに行うことができる．
現在，SkylineはMacCoss研究室のウェブサイトから

無料でダウンロードできる（https://skyline.gs.washington.
edu）．各種操作のビデオチュートリアルもきわめて充実
している．取り扱い説明書は日本語にも翻訳されてお
り，初心者でも扱いやすい．さらに近年では，Skyline上
で構築したアッセイ情報の共有化を目的として，「Pan-
oramaWeb」14）と呼ばれるデータリポジトリ用ソフトウェア
（https://panoramaweb.org）も開発された．最近は論文の投
稿時に，公的データベースへSRMデータとアッセイ情報

図2 SRMアッセイによるマルチターゲットの一斉分析例
液体クロマトグラフ（LC）で分離した194種類のペプチドを，SRMを用いて検出した．写真は実際の分析に用いた
LC-質量分析システム．
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の提出を求められることが多いが，PanoramaWebを用いて
データを共有化することにより即対応できる．もちろん
データへのアクセス制限も可能であり，パスワード付き限
定公開用アカウントも別途発行できるので，投稿論文の査
読時にデータを提供する際には大変便利である．

6. コムギ無細胞タンパク質合成法を用いたアッセイ構
築

上述のように，さまざまな手法で標準試料の入手は可
能であるが，目的タンパク質の遺伝子が手元にある場合
は，コムギ無細胞タンパク質合成法の利用を是非お勧めす
る．本手法は，遠藤弥重太（愛媛大学特別栄誉教授）のグ
ループにより開発された日本発の画期的なタンパク質合成
法 15, 16）であり，翻訳阻害因子を取り除いたコムギ胚芽抽
出液を用いることで，従来の無細胞合成法に比べて高効率
な翻訳反応を実現している点に特徴がある．簡易合成用
キットも市販されており，小スケールの合成（数百マイク
ロリットルレベル）であれば，タンパク質によっては最短
2日間で質量分析に十分な量を，比較的低コストに合成す
ることができる．
無細胞合成は試験管内で翻訳反応を行うため，添加する

アミノ酸成分の変更も容易であり，同位体標識タンパク質
の合成に使用されることも多い．筆者らが，コムギ無細胞
合成系と 13C/15N標識アミノ酸（リシンおよびアルギニン）
を用いて完全長の安定同位体標識タンパク質を合成したと
ころ，合成タンパク質の同位体標識効率は97％以上であ
り，翻訳時に添加する 13C/15N標識アミノ酸の量を増加す
ることにより，最大99.6％の標識も可能であった 5）．無細
胞合成により得られた安定同位体標識タンパク質は，定量
解析における内部標準としても用いることができる．しか
しながら，微量に存在する非標識体が，生体試料中におけ
る低含有量タンパク質の解析時には定量の妨げとなる可能
性がある．そのため，高精度な定量解析を行う際は，高効
率（99％以上）に標識された合成タンパク質を内部標準と
して用いることが望ましい．上述のAQUAペプチドを用
いる定量解析は，不十分なプロテアーゼ消化が原因で生じ
る定量バイアスが問題とされてきたが，生体試料中の標的
タンパク質ときわめて類似した物性を有する完全長の同位
体標識タンパク質を内部標準に用いることで，こうした問
題を回避することができる 17）．
なお，SRMにより標的タンパク質の絶対量を算出する

際は，内部標準タンパク質の絶対量をあらかじめ正確に算
出する必要がある．アミノ酸分析は信頼度の高いタンパ
ク質定量法であるが，煩雑かつ多量の分析試料を必要と
する．Steenらのグループは，合成タンパク質のN末端に
定量解析用のペプチドタグを付加することで，質量分析を

用いて内部標準タンパク質の絶対量を簡易に算出すること
ができる定量解析法（FLEXIQuant法）を開発している 18）．
FLEXIQuant法とコムギ無細胞合成法とを組み合わせれば，
同位体希釈質量分析による大規模なタンパク質の絶対定量
解析も実現可能であろう．内部標準を使用しないラベル
フリー絶対定量法 19, 20）も開発が進められており，高いス
ループット性と精度を併せ持つ定量解析技術の開発が今後
さらに期待される．

7. ターゲット“トランスメンブレン”プロテオミクス

さまざまなタンパク質に関するSRMアッセイ情報の整
備が進み，ターゲットプロテオミクスの解析対象も急速
に拡大している．しかしながら，膜貫通型タンパク質成
分（トランスメンブレンプロテオーム）のターゲット解析
は，適切な標準試料の入手が困難であるため難航してい
る．上述のコムギ無細胞合成法は，翻訳反応時にリポソー
ムを添加することで，従来の細胞ベースの合成法では困難
であった膜貫通型タンパク質を効率よく合成できる 21, 22）．
これまでに筆者らは，Gタンパク質共役型受容体，ABCト
ランスポーター，TRPチャネルなどの膜貫通型タンパク
質263種類の安定同位体標識体をリポソーム存在下で合成
し，SRMアッセイの構築や定量解析時の内部標準として
活用している 5）．なお，無細胞合成により得られた膜貫通
型タンパク質は，リポソームとの複合体（プロテオリポ
ソーム）を形成している．そのため，プロテオリポソーム
をそのまま生体試料へ添加すれば，膜ペレットの遠心処理
やタンパク質抽出といった試料調製時に，内在性の標的膜
タンパク質とリポソーム内の同位体標識膜タンパク質は類
似した挙動を示すことが期待できる（図3A）．膜貫通型タ
ンパク質の理想的な同位体希釈質量分析の実現に向けて，
筆者らはマウス脳組織に発現する神経伝達物質受容体の定
量SRM解析を，内部標準用プロテオリポソームを用いて
行った（図3B～D）．GABRA1とGRIA3の各種PTPに関す
るSRMクロマトグラム（図3B）は，内在性（12C/14N）と
内部標準（13C/15N）の間できわめて類似しており，そのた
め異なるPTPを使用しても定量解析の結果はほぼ同様で
あった（図3C）．さらにGABA受容体αサブユニット6種
類の絶対量をSRMで一斉に解析することにより，各マウ
ス脳組織におけるサブユニットの組成比を算出することに
も成功している（図3D）．これらの解析結果は，プロテオ
リポソームとして合成した完全長の同位体標識膜貫通型タ
ンパク質を内部標準に用いる我々のアプローチが，トラン
スメンブレンプロテオームの高精度なターゲット定量解析
を行う上で有効であることを示している．ただし，内部標
準として添加するプロテオリポソームには，完全長の翻訳
産物に加えて，きわめて微量ではあるものの合成途中の翻
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訳産物が混入するリスクがある．よりコンタミの少ない高
品質なプロテオリポソーム合成系の開発は，正確な絶対量
解析に向けた今後の課題である．

8. おわりに

本稿では，タンパク質を分析対象としたSRMアッセイ
を構築するために必要な基礎知識と，筆者らが日ごろ活用
している実験技法について簡単に説明した．公的に利用可
能なPTP情報は急速に増加しており，Skylineのように操
作性の高い無料ソフトウェアが開発され，さらには標準試
料の受託合成サービスや簡易合成キットも登場したことに
より，今やSRMを誰でも気軽に扱える環境が整備されて
いることをおわかりいただけたと思う．質量分析計の操作
は難解であるという誤解をよく耳にするが，実際には多く
の工程は自動化されており，あくまで個人的な印象である
が，容易に質量分析計を利用できる環境であれば，SRM
を用いる本手法はウェスタンブロットより実験の難易度
は低いのではないだろうか．SRMに用いるトリプル四重

極型の質量分析計は堅牢性も高く，メディカルデバイスと
して米国FDAに認可された機種も登場するなど，今後は
さらに普及することが予想される．なお，アッセイに必要
な消耗品費（試薬，分析カラム等）は比較的安価である一
方，質量分析計の導入費用や保守点検費用は依然として高
額であるため，当面は共通機器としての利用が望ましいか
もしれない．近年では，質量分析メーカーが主催する講習
会も多数あり，もちろん我々の研究室でも事前に連絡をい
ただければ見学や実習も可能である．「機械を壊してしま
うのでは？」，「なにやら難解そうだ……」，といった先入
観を捨てて，まずは自身の手で一度操作してみることが理
解を深める上で重要な一歩となるに違いない．
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