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1. 研究目的 
本研究プロジェクトでは、有機化学に馴染み
の深い質量分析の最近の進歩を取り入れ改良
し、構造生物学・分子生物学など利用可能なあ
らゆる手段を駆使して新天然物科学の方法論
的・総合的な展開を目的とした。具体的には、
「発光素子と発光タンパク質」・「カイコ休眠卵
中の時計タンパク質」・「タンパク質脱燐酸酵素
阻害剤」について研究を推進した。 

 
2. 研究成果概要 

2.2質量分析方法の確立 
nano-LC-Q-TOF-MS, MS/MS [ハイブリッド型
質量分析機、100~3000 ナノリッター/分・流速
の超微量液体クロマトグラフ装置に、試料反応
装置ｰ試料濃縮装置を前置し、検出部分にハイ
ブリッド型の ESI（エレクトロスプレー）イオ
ン源とＱ（４重極）マスに続いてコリジョンチ
ェンバーと TOF（飛行時間型）を接続した装置
を用いて、すでに技術を確立した ] および
MALDI-TOFによる超微量分析法を用いて、複
合体の全分子量・タンパク質の分子量・糖タン
パクの糖鎖構造・糖鎖の結合位置・金属タンパ
ク質の金属を含めた分子量・その金属リガンド
と周辺構造・酵素消化ペプチドの配列・部位特
異的修飾タンパクの修飾アミノ酸の解析など
が可能となった。さらに、重水展開による
LC-MS/MS分析、重水素交換数やフラグメント
イオンを含めた分子の新種構造情報を得る手
法の確立にも成功した。 

図 1 沖縄産トビイカ(左)と発光している写真(右) 
 

2.2発光素子と発光タンパク質 
沖縄産トビイカ(図 1)の発光タンパク質シン
プレクチンは、分子量が 60kDaで疎水性が強く
0.6Ｍ濃度以上の KCl 塩溶液でのみ溶解するき

わめて取り扱い困難なタンパク質である。化学
分析と質量分析および cDNA法により、501個
の全アミノ酸配列を決定した。部分水解タンパ
ク(40kDa:133A~501S)も発光能を示す。 

図 2 発光タンパク質 Symplectinの発光分子機構 
 

図 3 Symplectinと Symp-A'の SDS-PAGE 
 

図 4 マスと cDNAによる Symplectinの全アミノ酸配列 
 

アポシンプレクチンと結合する推定炭素原
子に標識率 100%の 13C のデヒドロセレンテラ
ジンを合成し、グルタチオンペプチドをタンパ
ク分子モデルとした発光素子複合体を調製し、

ho
m

og
en

at
e

s ym
pl

ec
tin

 

A
'

m ar
ke

r

tr
yp

tic
 d

ig
es

t

M.W.
94k
67k
43k
30k
20k
14k

Symplectin A    60kDa
Symplectin A’   40kDa

                           15kDa

1          11         21         31         41      50
YVRPVSSWKV AVFEHQVIPP KTDMETREEA LDALKLNSDV YHEAVLESRS 
KGVKMIVFPE YGLYDINTLT RTRMDLMAEK VPHPKHGHRN PCDEPEYQTQ 
SSEMLRTFSC MAKENDMYMV VNMAGREPCR RATEPECPGD KQLLYNTNVA
FNNEGDVVAR YYKTHLFWEE GWFNSSKNYE MALWDTPIGK FGTFMCFDFQ
AVQLIEQYNV RHIAYPASWV NLPPIYQSIQ SHSAFARFAK INLLAASVHR
LETSTYGSGI YSPNGAEIFY FRPDIPKSKL LVAEILPIHV KKPEQTVVNF
DNPVFPSEDD DVQDLFDRGD FAFLKYKRMT TRAGTVEVCQ KSFCCKARYA 
VKDRFKEVYA VGVYDGLLSA GANNLYFQIC TVIQCPHKKC GLKISKVRTH 
FKYLNLRADG WLDRYVFPSY TVMYNNYIAL DPFVWNYTVA GGIETKPGTS
TPLHSANLVA RIYAKDSSKH VHQPHPIDEG VIKMAVKYML YVMAAYVYAA
S

N

N

N

O

OH

HO

S

Symplectin

H

N

N

N

O

OH

HO

HS

N

N

NH
OH

HO

S

Symplectin

O
O

O

N

N

NH
OH

HO

S

protein

O

N

N

NH2

HO

S

OH

HO

O

dehydrocoelenterazine Apo-Symplectin

basic residue basic residue

K+

symplectin

O2

O2
pH = 7.8

basic residue

K+

basic residue

K+

hν

Symplectin

basic residue

regenaration
after4 hr

coelenteramine

-CO2



超高磁場(600ＭHz)NMRにより結合位置と立体
化学の詳細を決定した。フッ素化デヒドロセレ
ンテラジンも合成し、nano-LC-Q-TOF-MS/MS
によって生体条件下で結合することと、モデル
ペプチドでのタンデムマススペクトルの解析
もできた。この手法を実際のタンパク質シンプ
レクチンに適用する手法ができた。ついで、フ
ッ素化発光素子をアポシンプレクチンに組み
込んだ。pH5.6 で組み込んだ後直ちに塩酸グア
ニジンで変性させた後 pH8 でトリプシン消化
を行った発光前ペプチド混合物と、組み込んだ
後 pH7.8で発光させた後同様に処理した発光後
ペプチド混合物とを、nano-LC-Q-TOF-MSで詳
細に比較した。シンプレクチンの全 13 個のシ
ステイン残基のうち発光素子と結合するもの
を、予備的な結果ではあるがフッ素化デヒドロ
セレンテラジンと nano-LC-Q-TOF-MS を用い
ることにより、Cys390 らしいことを突き止め
ている。非水溶性の発光素子がタンパク質に移
行する過程、発光後の素子がタンパク質から脱
落する分子過程（セレンテラミンの生成までお
よそ４～５時間必要）について、作業仮説であ
った図 2のスキームを証明した。 

図5 13C-デヒドロセレンテラジン-GSHによる結合モデ
ルと COSY-NMR [Tetrahedron 2000, 56, 2629] 

 

図 6 F化デヒドロセレンテラジンアナログ-T43相当
nano-LC-Q-TOF-MS （上=発光前: 下=発光後） 

 
2.3カイコ休眠卵中の時計タンパク質 
カイコの休眠卵中の時計タンパク質 EA4は、

PINペプチドと安定な複合体を形成し、休眠覚
醒の際に解離し時間を読む役割を果たす。基本
骨格は Cu-Zn型の SODと類似し、結晶構造既
知の SODと比較しつつ、Cuイオン周辺のアミ
ノ酸群を水酸化物ラジカルによる高部位特異

的に酸化修飾しそれを解析する実験技法を用
いて高次構造を証明した。[市販の SODの部位
特異的修飾・解析する方法を確立した。発表論
文(3)] EA4 で SOD と類似性の低い部分は高次
構造では一面に集合し、その中央から N-結合
型の糖鎖をもち、カイコの品種別により、糖鎖
の構成数やアミノ酸の構成に多様性が見られ
た。これらの構造と時間読みの関連を理解する
ことができた。 
 

3. 結論  
発光タンパク質や昆虫卵から得られる極微
量な実タンパク質の分子種について、その一次
～高次構造解析法や高部位特異的修飾解析法
および生物有機化学的な研究を推進する新手
法を確立することができた。タンパク質脱燐酸
酵素阻害剤と pp1γについても、トートマイシン
とオカダ酸との型区別と構造との関係につい
て解明した。ここで開拓した質量分析を活用し
た手法はポストゲノム研究においてきわめて
有力である。 
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