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タンパク質の検索 

～LC-QTOF/MS による異物検査への活用～ 

 

はじめに 

タンパク質の構造や機能を総合的に研究する学問分野をプロテオミクス（プロテオーム解

析）と言います。プロテオミクスのなかでも頻繁に用いられる手法のひとつにショットガン

プロテオミクスがあります。この手法ではタンパク質の抽出液にトリプシンなどのタンパク

質分解酵素を添加し，得られたペプチド断片について LC-QTOF/MS（液体クロマトグラフ-四重

極/飛行時間型質量分析計）などの高分解能質量分析装置を用いて計測をします。こうして検

出されたペプチド情報をタンパク質解析ソフトで解析し，試料中のタンパク質を網羅的に同

定することが可能となります。さらに，このショットガンプロテオミクスの手法は異物検査

にも応用が可能です。 

今回は，LC-QTOF/MS を用いた「タンパク質の検索」の異物検査への活用について紹介しま

す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-1  ショットガンプロテオミクスのイメージ 

 

LC-QTOF/MS の特徴 

LC-QTOF/MS の質量分析部は，四重極（Quadrupole）と高分解能な飛行時間型（TOF：Time 

of Flight）を組み合わせた装置で以下の特徴があります。 

 

① データ取得の高速化により多くの化合物の同定が可能 

② 連続的な MS/MS スペクトル取得により同定精度が高い 

③ 網羅的に存在量の少ない化合物の検出が可能 

 

これらの特徴から，タンパク質解析に必要な数多くの 

ペプチドを迅速かつ精密に測定することができます。 

  

タンパク質の混合物 ペプチド断片の混合物 

タンパク質分解酵素 

写真-1  LC-QTOF/MS の外観  

https://www.an.shimadzu.co.jp/products/liquid-chromatograph-mass-spectrometry/quadrupole-time-of-flight-lc-msms/index.html
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「タンパク質の検索」の試験概要 

一般的な試験の流れ 1)を表-1 に示しました。 

 

 

 トリス-塩酸緩衝液などのアルカリ溶液下で試料からタンパク質を抽出し

ます。アルカリ溶液だけでは脂質膜を含むサンプルなどは十分に抽出され

ないため，デオキシコール酸ナトリウム（SDC），N-ラウロイルサルコシン

酸ナトリウム（SLS）という 2 種類の界面活性剤も加えます。 

↓  

 高次構造に絡まっているタンパク質を加熱により一次構造にします。 

 

↓  

 
加熱変性して一次構造にしたタンパク質はそのまま置いておくとまた元

の高次構造に戻ってしまうことが知られています（リフォールディング）。

そのため，還元剤（ジチオトレイトール）で反応性の高いジスルフィド結

合を切断し，さらにアルキル化剤（ヨードアセトアミド）で保護をします。 

↓  

  

タンパク質分解酵素であるトリプシンを用いて，タンパク質の抽出液につ

いてペプチド断片化を行います。  

 

 

 

↓  

 
装置の負荷軽減のため，酸性下で酢酸エチルを用いて界面活性剤を除き

ます。また，溶液中に塩が含まれる場合は固相カラムを用いて脱塩処

理を行います。 

↓  

 
LC 部（高速液体クロマトグラフ）で溶液中のペプチドを分離した後，

QTOF/MS へ導入し，各ペプチド断片の質量データを取得します。 

↓   

 

 
得られた測定データについて，解析ソフト「ProteinPilot[SCIEX]」を

用いて公知のタンパク質データベース「UniProt」と照合します。 

検証済みの全タンパク質を対象にデータベース検索を実施したのち，優

位な生物種に絞り込んで再検索を行います。 

タンパク質の抽出 

加熱変性 

還元・アルキル化 

トリプシン消化 

（ペプチド断片化） 

界面活性剤の 

除去及び脱塩 

LC-QTOF/MS 測定 

データベース 

検索・解析 

タンパク質 

（高次構造）  

変性タンパク質 

（一次構造） 

表-1  「タンパク質の検索」の一般的な試験の流れ 

 

タンパク質の情報の一例 

タンパク質のアミノ酸配列情報の一例 

赤色の部分はトリプシンにより切断された部位 
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異物検査への活用 

製品から異物が発見され，異物検査を行った結果，動物組織であることはわかったもの

の，何の動物由来であるか や，どこの組織に由来するものかが特定できずに困ったことはご

ざいませんか。また，FT-IR（フーリエ変換赤外分光分析）の結果から「異物はタンパク質を

主成分とするもの」と判明したものの，何由来のタンパク質なのか，それ以上の情報が得ら

れずに異物の鑑定やその後の対策に悩まれるケースもあるかと思います。顕微鏡観察や FT-IR

といった既存の異物検査の手法では異物がタンパク質を主成分とするものであった場合，タ

ンパク質の由来までを調べることは困難なことでした。そこで，当財団ではショットガンプ

ロテオミクスを応用し，タンパク質を主成分とする異物の生物種及び組織の同定試験（異物

のタンパク質の検索）を確立しました。 

当財団にて作成した模擬異物の試験結果の一例を示します。 

 

模擬異物の試験結果の一例 

既存の異物検査（外観観察，顕微鏡観察，FT-IR） 

異物は顕微鏡観察にて横紋筋が確認され，動物組織であることがわかりました。 

しかし，何の動物由来であるかや，どこの組織に由来する

ものかはわかりません。 

 

 

 

 

 

↓ 

異物のタンパク質の検索（LC-QTOF/MS） 

 

表-2  異物のタンパク質の検索結果 2) 

*1  生物種の検索結果が表示されます。 

今回の異物は「CHICK」(ニワトリ）に由来するものであるとわかります。 

*2  同定されたタンパク質の名称などの情報が表示されます。 

例えば，Protein 1 は Gallus gallus（ニワトリ）の Collagen（コラーゲン）であることがわかります。 

↓ 

結果 

異物はニワトリに由来するもので，コラーゲン，ミオシン，アクチンなどの筋組織に関する成分を検

出していることから，ニワトリの筋線維であると考えられました。 

 

写真-2 異物の外観  写真-3  異物の顕微鏡写真 図-2  異物の赤外吸収スペクトル 

*1 

 

*2 
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「タンパク質の検索」の強み 

模擬異物の試験結果の一例で試験した模擬異物は，鶏の手羽先を 180 ℃の高温の油で揚

げたものでした。ショットガンプロテオミクスを用いた「タンパク質の検索」ではタンパク

質中のペプチド断片をターゲットとしていますので，加熱や加工による影響を受けにくく，

異物のタンパク質の由来推定が可能となります。 

加熱や加工が結果に与える影響を鶏の手羽先以外にも模擬異物を作製して検証しました。

その結果，チーズを焦がしたものからはウシ由来のカゼイン，豚のもつ煮込みからはブタ由

来のアルブミンやヘモグロビン，目玉焼きの白身部分からはニワトリ由来のオボアルブミ

ン，オボトランスフェリン及びオボムコイドを同定することができました。 

加熱を受けた異物や加工食品から発見された異物についてタンパク質の由来推定ができる

点は本法の大きな強みと言えます。 

 

表-3  既存の異物検査に付随して実施可能なオプション試験の新旧比較 

従来のオプション試験 

DNA 塩基配列解析試験 

問題点：DNA は加熱や加工の影響を受けやすいため，異物の状態によっては由来の推定は

できない 

組織標本の作製 

問題点：異物の組織標本を作製し，特徴的な形態を顕微鏡観察することで組織を推定す

るため，タンパク質の由来まではわからない 

新規オプション試験 

異物のタンパク質の検索 

長所①：DNA ではなくタンパク質のペプチド断片をターゲットとしているため，加熱や加

工による影響を受けにくく，タンパク質の由来の推定が可能。 

長所②：生物種及び組織（機能）の両方についての推定が可能 

 

おわりに 

プロテオミクスの進歩は食品安全や品質管理においても重要な役割を果たしています。特に

ショットガンプロテオミクスを用いた「タンパク質の検索」は，試料中のタンパク質を網羅的

に同定する際に有用です。特定の生物種や組織に由来するタンパク質の識別が可能となること

から，今後ますますの利用が期待されます。当財団はこうした最新技術を注視しつつ，受託検

査を通じて皆様の安心・安全のお役に立てるように努めてまいります。 
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