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Abstract

　The structures of proteins and protein complexes are important for expressing their functions. In this survey, 

I conduct a survey of various methods for higher order structure of proteins that will be required for character-

ization of protein standards in the future. Also, the activities of some national metrology institutes for structural 

analysis are introduced. In addition, the future direction of evaluation technology for higher-order structural 

analysis in NMIJ is discussed.

1．緒言

近年，定量分析は国民の生活に身近なものとなってい
る．病院や検査機関で行われる臨床検査は，血液中や尿
中に存在する特定の成分を測定し，得られた結果と基準
値との比較によって病状を診断する．その測定項目には
肝細胞がんのバイオマーカーである AFP（Alpha-

fetoprotein）や糖尿病関連マーカーである HbA1c
（Hemoglobin A1c）などのタンパク質も含まれている．
よって，患者の健康状態を推定するために，これらのタ
ンパク質の量の基準となる標準物質が必要である．
臨床化学分野における標準物質は，図 1に示すように，

CGPM（Genaral Conference on Weights and Measures（国
際度量衡総会））による SI（International system of Units, 

国際単位系）の定義を頂点とし，SIにトレーサブルな校
正と値付けの連鎖による計量学的なトレーサビリティ体
系を構築することが理想とされている 1）．また，我々国
家計量標準機関（National Metrology Institute, NMI）は
トレーサビリティ上位の測定操作法や標準物質を開発し
ているが，これら上位の標準の不確かさは下位の標準の
不確かさに影響を与えるため，可能な限り正確な測定操

作法の開発と，それを適用した標準物質の開発が求めら
れている．さらに，臨床化学分野では，BIPM（Bureau 

International des Poids et Mesures, 国 際 度 量 衡 局），
IFCC（International Federation of Clinical Chemistry and 

Laboratory Medicine, 国際臨床化学連合），WHO（World 

図 1 ISO17511による計量学的トレーサビリティ連鎖の概
念図
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Health Organization, 世界保健機構），ILAC（International 

Laboratory Accreditation Cooperation, 国際試験所認定機
構） が 中 心 と な っ て 設 立 さ れ た JCTLM（Joint 

Committee for Traceability in Laboratory Medicine, 検査
医科学のトレーサビリティに関する合同委員会）におい
て，医療計量における測定結果の国際的な等価性，信頼
性，同等性の確保を支援することを目的とした，高位
（最高位ではない）標準物質や国際的に合意された標準
測定法のリストアップなどの活動を行っている．その一
環として作成されている JCTLMのデータベースに登録
されているタンパク質の純物質系標準物質を表 1 に示
す 2）．この中で ListⅠは SIトレーサブルあるいは国際
的承認の得られた測定法により値付けされたもののリス
トであり，ListⅡは非 SIトレーサブル標準物質もしく
は国際的承認の得られた測定法が存在しない物質のリス

トである．対象タンパク質の定義があいまいである等の
理由により ListⅡの標準物質が存在するが，認証値と
しては，いずれも「タンパク質の濃度」が定められてい
る．
タンパク質は，約 20 種類の L- アミノ酸から構成され

ている生体高分子である．タンパク質の構造はアミノ酸
配列（一次構造）を基本として，局所的な水素結合から
生じる二次構造，それらが折りたたまれてできる三次構
造，場合によっては折りたたまれたタンパク質同士が相
互作用することによって形成される四次構造の階層的な
構造を持つ．タンパク質認証標準物質の濃度はSIトレー
サブルであることが望ましいため，これまで多くの
NMIにおいてタンパク質認証標準物質の特性値を決め
るにあたっては，タンパク質の構成単位であるアミノ酸
やペプチド，窒素にまで分解して定量するといった，い
わば一次構造情報をもとにして定量を行うといったアプ
ローチが取られてきた．中でも，一次標準測定法の一つ
である同位体希釈質量分析法を利用したアミノ酸分析に
よるタンパク質 /ペプチド定量は最もオーソライズされ
た方法として多用されている 3）, 4）．アミノ酸分析では試
料タンパク質を酸により完全加水分解することにより得
られたアミノ酸を液体クロマトグラフィー質量分析（LC-

MS）により定量する（図 2） 1）, 5）．このとき標準液作成
に用いる標準物質として，一次標準法で精確に値付けさ
れたアミノ酸を用いることによって，原理的に SIトレー
サブルな測定が可能となる．また，同位体希釈質量分析
法で内標準物質として用いる安定同位体標識アミノ酸
は，天然アミノ酸と理論上ほぼ同一の挙動を示すため，
加水分解をはじめとした分析操作上の影響を最小限に抑
えることができる．現在，本方法を適用することにより
NMIJで開発・供給されているタンパク質・ペプチドの
標準物質は，C- ペプチド，C反応性蛋白，ヒト血清アル
ブミンなどがある 6）．しかしながら，タンパク質が生体
内において機能する場合は三次構造や四次構造といった
高次構造を持ち，それに基づいた機能を発現する．例え

図 2　同位体希釈質量分析法を用いたアミノ酸分析
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ば，酵素，ホルモン，抗体などは，それぞれに固有の生
理活性（基質の加水分解，抗原との結合能など）を有し
ており，これらの特異的な性質を生かして，臨床検査や
バイオ医薬品などの分野で様々な利用がなされている．
そのため，今後のタンパク質に関連した産業における標
準物質の開発・供給を考えると，これまでに行ってきた
ようなタンパク質の濃度・純度を求めるといった定量評
価ばかりでなく，高次構造をはじめとした構造情報につ
いての評価が求められるようになると考えられる．
具体的に，構造情報が評価された標準物質の需要が見
込まれる研究分野として医薬品分野が挙げられる．2017
年 2 月に Evaluate Pharma社が報告した Orphan drug 

report（希少疾病用医薬品における報告）の中には，全
医薬品におけるバイオ医薬品の割合と世界におけるバイ
オ医薬品の売上高が掲載されている 7）．全医薬品におけ
るバイオ医薬品の割合では，2000 年から 2022 年までの
予想も含めた割合の推移が図示されており，2000 年に
6  ％であったバイオ医薬品の割合は報告された 2016 年
までに 17 ％まで増加し，その後 2022 年までには 20 ％
を超える割合となることが予想されている．一方，世界
におけるバイオ医薬品の売上高はそれに伴って上昇傾向
にある．医薬産業政策研究所の報告では，2016 年の医
療用医薬品世界売り上げの上位 10 品目のうち，8 品目
はバイオ医薬品であることが示されている（表 2）．
バイオ医薬品の代表格である抗体医薬品は免疫グロブ
リンというタンパク質であり，2 本の H鎖と 2 本の L

鎖からなる  8）．免疫グロブリンでは IgG，IgM，IgA，

IgDおよび IgEの 5つのクラスがあり，ヒトではそのう
ちの IgGが最も多い．ヒトでは，H鎖の違いによって
さらに 4つのサブクラス IgG1 から IgG4 に分類される．
IgG1 の基本骨格を図 3 に示す．H鎖および L鎖の N末
端から約 110 番目のアミノ酸残基部分は抗原特異性を決
定する部分で可変部と呼ばれる．残りの部分は抗体で共
通の構造となっており，定常部と呼ばれる．可変部では，
翻訳後修飾や変異が起きやすいことが知られており 8），
この部位が抗原特異性を決定している．そのため，抗体
医薬品の品質評価には，可変部の抗原特異性の評価，抗
体全体の構造安定性の評価が必要であると考えられる．
よって，バイオ医薬品の開発には，定量的な評価だけで
なく，高次構造に着目した品質評価のための技術が必要
とされており，それらの技術の妥当性を評価するための
標準物質が求められている．
また，このような構造解析に着目する動きは産業界に
おいても世界規模でみられる．2012 年には，バイオ医
薬品産業における高次構造の特性についての役割を研究
するWorking groupが CASSS（International Separation 

Science Society），IQ（International consor tium for 

Innovation & Quality in Pharmaceutical development），
AAPS（American Association of  Pharmaceutical 

Scientists），NIST（National Institute of Standards and 

Technology）などの産業界から学術組織までの幅広い
研究者によって設立された  9）．その後，高次構造解析へ
の関心が急速に高まったことから 2013 年 3 月には高次
構造コンソーシアム（HOS Consortium）に発展した．
現在までに，抗体医薬品が精製時に受けるストレスの評
価 10），酸化によるタンパク質の安定性の評価 11）などの 4
つの研究事例が報告されている．
このような世界規模の産業界における動向を踏まえ，
本調査研究では，タンパク質の高次構造解析技術やそれ

図 3　IgG1 の模式図

表 2　医療用医薬品世界売り上げ上位 10 品目（2016 年）

製品名 一般名 

1 ヒュミラ アダリムマブ

2 エンブレル エタネルセプト

3 ハーボニー ソホスブビル＋レジパスビル

4 レミケード インフリキシマブ

5 リツキサン リツキシマブ

6 レブラミド レナリドミド

7 アバスチン ベバシスマブ 

8 ハーセプチン トラスツズマブ

9 ランタス インスリングラルギン

10 プレベナー13 沈降 13 価肺炎球菌結合型ワクチン 
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らを用いた各国の NMIにおける取り組みについて調査
するとともに，今後の標準物質開発において必要な技術
や方向性について検討した．

2．タンパク質の高次構造解析

タンパク質の高次構造解析は様々な分析手法によって

取り組まれている．これらの手法は表 3のように「分解
能」「分析時間」「必要量」によって分類することができ
る．分解能の低い分析手法では，得られる構造情報はタ
ンパク質のサイズや形などの粗い情報となるものの，分
析時間が短く，必要な試料量が少なくて済むため，比較
的分析に取り組みやすい．一方，高分解な分析手法では，
原子レベルでの構造解析が可能だが，分析時間が長く，
多量の試料が必要となる．また，これらの分析手法には
それぞれ分子量や構造特性などの制約があり，すべての
タンパク質を解析できるわけではない．このため，低分
解能な構造解析手法であるネイティブ質量分析，X線小
角散乱，高速 AFMと計算化学を組み合わせて，タンパ
ク質の高次構造を解析する取り組みもなされてい
る 12）, 13）．本章では，これらの構造解析手法の中から高分
解能な解析手法として分類される X線結晶構造解析，
核磁気共鳴，クライオ電子顕微鏡，水素重水素交換質量
分析，計算化学と組み合わせることによって分解能の高
い高次構造解析ができるネイティブ質量分析の一般的な
測定原理と問題点について解説する．

2. 1 X 線結晶構造解析
X線結晶構造解析はタンパク質の高次構造を原子レベ

ルで決定できる方法として最も広く用いられている  14）．
構造解析に用いられる X線は 0.03 nmから 0.3 nm程度
の電磁波であり，X線が物質に当たると X線が様々な方
向に散乱される．物質の分子構造が規則的な三次元配列
になっている結晶の場合，X線があたると相互に干渉し
あい，ほとんどの X線は打ち消しあうが，ある特定の
波長で X線は加算されて回折 X線としての検出が可能
となる．この検出可能な回折 X線は回折点の強度から
算出される振幅，X線源によって決まる波長，位相とい
う 3つの性質によって決まる．そのため，これら 3つの
性質を明らかにすることによって電子密度を取得し，タ
ンパク質の高次構造情報を得ることが可能となる．
結晶可能なものであれば分子量の制限なく構造解析が
可能だが，天然変性領域を持つタンパク質の解析が困難
となっている．それはこの天然変性領域が様々な標的と
相互作用することによって標的に応じた構造を誘起し機
能する一方，単独で存在する場合は構造を持たない揺ら
いだ状態となるため，天然変性領域を除いた固い構造を
持つ部分のみが解析されるためである．また，天然変性
領域のような部位は結晶の状態によってはクリスタル
パッキングなどによって構造が誘起されることもあるた
め注意が必要となる．

表 3　構造解析の分析手法と特徴

分析手法 特徴 分解能 分析時間 必要量 

Ｘ線結晶構造解析 結晶中のタンパク質の 

高分解能な高次構造を解析する 

高 月～年 mg 

核磁気共鳴 水溶液中のタンパク質の高分解能

な高次構造を解析する 

高 月～年 mg 

クライオ電子顕微鏡 単粒子タンパク質の粗い高次構造

や二次元結晶中での膜タンパク質

等の高分解能な高次構造を解析す

る 

中～高 月～年 mg 

水素重水素 

交換質量分析 

水溶液中のタンパク質のペプチド

レベルでの構造を解析する 

中～高 日～月 mg 

円二色性スペクトル 水溶液中のタンパク質の二次構造

を調べる 

中 分 g 

赤外分光 水溶液中のタンパク質の二次構造

量比を調べる 

中 分 g 

ラマン分光 溶液や粉末、結晶中のタンパク質の

二次構造や芳香アミノ酸側鎖の構

造を調べる 

中 分 g 

ネイティブ質量分析 タンパク質の大まかな形状と分子

量、成分の化学量論比を調べる 

低～中 分 g 

X線、中性子小角散乱 水溶液中のタンパク質の大まかな

形状を知る 

低～中 日～月 g 

高速 AFM 基板上のタンパク質 1分子の形状を

調べる 

低～中 日 <ng 

超遠心分析 水溶液中タンパク質の分子量と大

まかな形状を調べる 

低 日 mg 

動的光散乱 水溶液中タンパク質の分子量を調

べる 

低 分 g 

電気泳動 水溶液中のタンパク質の大まかな

大きさ、形、荷電を調べる 

低 分 g 

液体クロマトグラフィー 水溶液中のタンパク質の大まかな

大きさ、分子量を調べる 

低 分 >mg 
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2. 2 核磁気共鳴
核磁気共鳴（NMR）では，X線結晶構造解析法と同
じくタンパク質の高次構造解析を高分解能かつ原子レベ
ルで解析できる 15）．原子核は正電荷を持ち，自転してい
る．外部磁場が存在すると，ランダムに配向していた核
スピンは磁場と同じ向きか，逆向きに揃う．同じ向きの
ほうがエネルギー的にわずかに安定であり，このエネル
ギー差は外部磁場に依存している．このような配向した
核がそのエネルギー差に対応したラジオ波で照射される
と，エネルギーの吸収が起こり，低エネルギー状態から
高エネルギー状態にスピン反転を起こす．この現象を
NMR現象という．このような NMR現象を起こす核と
しては奇数の陽子を持つ核，奇数個の中性子を持つ核が
条件として挙げられ， 1H， 13C， 15Nなどがある．共鳴周波
数は原子核の種類と核の存在する場所の磁場の強さに
よって決まるが，核の周りの電子が作る磁場の影響を受
ける．この電子密度の違いによる共鳴周波数の差が化学
シフトであり，構造や官能基による違いを反映している
ため，化合物の構造を解析する上で重要な情報となる．
タンパク質の構造解析に用いられる二次元 NMR

（2D-NMR）には表 4 に示すような分子内に存在する核
種間の相関やカップリングを観測する様々な手法が存在
し，得られる情報からそれぞれの分子のつながりを追い
かけることで立体的な構造情報が取得できる．
溶液中の構造解析ができるという点において NMRは

優れた手法であり，X線結晶構造解析では構造が得られ
ない天然変性領域のようなゆらぎを持った構造であって
も解析できるのが利点となっている．しかしながら，タ
ンパク質の分子量が 20 kDa以上となると解析が困難と
なる．現在までに NMRのハードウェア（高磁場磁石，
クライオプローブ，コンピュータ）や方法論（安定同位
体やパルス手法など）の進展により，共鳴周波数
800  MHz から 900 MHz の NMR では 30 kDa から 50 
kDaのタンパク質であってもタンパク質の NMRシグナ

ルを分離できるようになりつつある．しかしながら，多
くの研究施設でこのような高磁場磁石を持つ NMRを簡
単に導入できるわけではない．またこれらの装置の維持
には大量の液体ヘリウムが必要であることから，方法論
等の更なる発展が望まれる．

2. 3 クライオ電子顕微鏡
これまでのタンパク質の構造解析手法としては上記に
挙げた X線結晶構造解析，NMRが絶対的な存在となっ
ていたが，2017 年にノーベル化学賞を受賞したクライ
オ電子顕微鏡法を開発した研究者を中心とした多くの研
究者の努力の結果として，クライオ電子顕微鏡法は第三
のタンパク質の構造解析手法として認識されつつあ
る 16）．
この手法では図 4に示す氷包埋法という方法で生体試
料を急速凍結して薄い非晶質の氷の膜中に閉じ込めるこ
とによって，低温で液中に固定されたままで電子顕微鏡
内にセットされ，画像化される．そして，生体試料にお
ける電子線の低コントラストを補うために位相コントラ
ストを用いて観察する．従来の電子顕微鏡による生体試
料観察では，ネガティブ染色法などのように試料を酢酸
ウランなどの重原子で染色し，試料を覆う重原子の濃淡
を電子線の散乱の差（散乱コントラスト）として観測し
ていた．このため，試料内部の構造情報が得られなかっ
た．しかしながら，上記に述べた氷包埋法を用いたクラ
イオ電子顕微鏡法では，ネガティブ染色のような染色を
行わないため，内部も含めた試料全体からの構造情報を
取得でき，タンパク質の構造解析が可能となった．また，
電子直接検出カメラの出現により得られる解像度が飛躍
的に向上し，現在では原子構造解析が可能になったとい

図 4 クライオ電子顕微鏡法のための氷包埋法によるサン
プルの作成

表 4　2D-NMRの種類

手法 相関 

〇：1H、●:13C 

特徴 

1H-1H 

COSY 

2 から 3 本の結合を隔てた J カップリングを有する 

プロトンの同種核シフト相関 

1H-13C 

HSQC 

プロトン観測による結合を 1 本隔てた 

異種核カップリング 

1H-13C 

HMBC 

プロトン観測によるロングレンジ異種核カップリン

グ 

手法 相関 

〇：1H、●:13C 

特徴 

1H-1H 

COSY 

2 から 3 本の結合を隔てた J カップリングを有する 

プロトンの同種核シフト相関 

1H-13C 

HSQC 

プロトン観測による結合を 1 本隔てた 

異種核カップリング 

1H-13C 

HMBC 

プロトン観測によるロングレンジ異種核カップリン

グ 

手法 相関 

〇：1H、●:13C 

特徴 

1H-1H 

COSY 

2 から 3 本の結合を隔てた J カップリングを有する 

プロトンの同種核シフト相関 

1H-13C 

HSQC 

プロトン観測による結合を 1 本隔てた 

異種核カップリング 

1H-13C 

HMBC 

プロトン観測によるロングレンジ異種核カップリン

グ 
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える．今日最も多く使われるクライオ電子顕微鏡を用い
たタンパク質の構造解析の手法は単粒子構造解析であ
る．この方法では，電子顕微鏡像の中に単一で向きの異
なるタンパク質の粒子が多数記録されている像を多数集
めて S/Nの高い像を導出する．その後，二次元平均像
から高次構造を再構築することによって，原子分解能の
三次元構造が再構築される．
これまでの X線結晶構造解析や NMRに比べて試料に

対する制約が非常に少ない方法であるが，氷包埋法で作
成する膜が非常に薄い膜であり，試料を作る過程で試料
は壊れることが多く，空気と水の界面に存在するタンパ
ク質は変性する可能があるため，熟練した実験技術を必
要とする．また，得られた像が溶液中にどの程度存在す
るかという情報は得られないため，いくつかの構造が得
られる場合はネイティブ質量分析など他の手法と組み合
わせることによって構造解析がなされている例もあ
る  17）．

2. 4 水素重水素交換質量分析
表 3に示したように，先に述べた 3種類の構造解析手
法とは異なり，ペプチドレベルの構造解析法であるが，
現在バイオ医薬品等の開発現場で最も注目されている手
法として水素重水素交換質量分析（HDX-MS）がある．
タンパク質の主鎖（ペプチド結合）のアミド水素は，

高次構造上の位置する部位によって交換速度が異な
る 18）．タンパク質溶液に多量の重水（D 2O）を加えると，
タンパク質の表面や動きが激しい部位のアミド水素は容
易に重水素に交換される．一方，二次構造形成部位や分
子内部にあるアミド水素は重水素に交換されにくい．こ
のように環境や構造によって水素が重水素に交換されや
すさが異なる．この水素が重水素に交換（H/D交換）
する際の質量変化を調べる手法が HDX-MSである．実
際は，図 5 に示すようにタンパク質に過剰な D 2Oを加
えることによって H/D交換を行う．その際，経時的に
pD（pHの Hを重水素である Dとした標記）と温度を
下げることによって反応を停止させる．その重水素に交
換されたタンパク質をそのまま，または酵素消化するこ

とによって得たペプチドを質量分析によって測定する．
HDX-MSのイオン化法として，ソフトなイオン化とし
て知られるマトリックス支援レーザー脱離イオン化
（Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization, MALDI）
と エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化（ElectroSpray 

Ionization, ESI）の両方で手法が開発されてきたが，ESI

をイオン化とした LC-MSを用いる分析が主流となって
いる．現在では，H/D交換や酵素消化する作業を自動
化するシステムも販売されている．

HDX-MSはペプチドマッピングなどで使用する質量
分析装置を共用できる部分も多く，比較的取り組みやす
い方法であると認識されている．原理的に分子量の制限
もないため様々なタンパク質およびそれらの複合体に適
用可能であるが，分子量が大きいタンパク質の場合は断
片化する際に得られるペプチドが多く存在することにな
るのに加え，H/D交換されたフラグメントイオンは強
度が低くなることから，LCでそれらを高分離するなど
実験的なセットアップを慎重に行う必要がある．

2. 5 ネイティブ質量分析
実験的に得られる構造情報は先に述べた手法よりも粗
い情報ではあるが，計算化学と組み合わせて用いること
によって分解能のよい構造情報が得られるものの一つに
ネイティブ質量分析がある．この手法では，質量によっ
て成分を分離できるため，混合物でも目的イオンの構造
情報を取得できるという利点がある．
ネイティブ質量分析は溶液中のタンパク質やタンパク
質複合体の構造を保ったまま測定できる手法であ
る 19）, 20）．測定溶媒として不揮発性の塩の溶液である酢酸
アンモニウムを用いるが，その塩濃度をタンパク質を精
製する溶液と同じイオン強度とすることによってタンパ
ク質における相互作用状態を保持したままの測定が可能
となる 21）．またイオン化として，エレクトロスプレーを
キャピラリー内径が 1 μmまでナノ化した nano-エレク
トロスプレーイオン化（nano-ESI）を用いることによっ
て，通常の ESIよりも穏やかな脱溶媒としタンパク質
やタンパク質複合体の構造を保ったイオン化を実現して

図 5　HDX-MSの実験の流れ 図 6　イオンモビリティ質量分析装置

496AIST Bulletin of Metrology　Vol.10, No.3 June　2021

七種和美



いる．このネイティブ質量分析をイオンモビリティ質量
分析装置で行うことによって，タンパク質の構造解析が
行われている．
イオンモビリティ質量分析装置は図 6に示すように従
来の質量分析装置にイオンモビリティ分析部と呼ばれる
窒素などの気体で満たされた領域を備えている．このイ
オンモビリティ分析部にイオンが入るとイオンは気体と
衝突しながらその領域を通過するため，イオンモビリ
ティ質量分析を用いることで質量とともにイオンモビリ
ティ分析部を通過する時間（Arrival time）を取得できる．
例えば，同じタンパク質であっても，折りたたまった構
造と伸びきった構造が存在した場合，折りたたまった構
造のほうが気体との衝突回数が少なくなるため，早く通
過できる（図 6）．また，この Arrival timeをすでに衝突
断面積がわかっているタンパク質でキャリブレーション
することによって，目的イオンの衝突断面積を算出でき
る．この衝突断面積は pdb形式で表されるタンパク質
であればMobcalと呼ばれるプログラムによって理論的
な値が算出できるため，すでに Protein Data Bankに登
録されたタンパク質や計算化学でシミュレーションされ
たタンパク質であれば衝突断面積を取得可能である．
よって，目的イオンの構造を原子レベルで推定できる．
このため，これまで分子動力学シミュレーションなどの
計算化学とイオンモビリティ質量分析装置を用いたネイ
ティブ質量分析によってヒストン多量体をはじめとする
様々なタンパク質複合体の構造解析がなされてき
た  12）, 22）, 23）．さらに，質量分析装置でのパラメータであ
るコリジョンエネルギーを高くすることによって構造を
不安定化するという現象をイオンモビリティ質量分析の
Arrival timeの変化によって検出する Collision-Induced 

Unfolding（CIU）によって，構造安定性の評価にも用
いられている 24）．
これまでネイティブ質量分析を用いてモデルタンパク
質からウィルスまで分析が行われてきているが，測定溶
媒に酢酸アンモニウムを用いることからタンパク質の構
造安定性などを損ねる可能性もある．現在この問題を解
決するために，添加剤や使用するキャピラリーを工夫す
ることによって不揮発性緩衝液下でも測定できる手法へ
の改良が試みられている 25）, 26）．また，同様の手法を用い
て細胞環境下での測定への適用も試みられており，構造
解析の幅を広げつつある 27）, 28）．

3．NMI における取り組み

本章では，2章で示したタンパク質の高次構造解析を

用いた各国の NMIにおける取り組み状況について述べ
る．

3. 1 NIST における取り組み
NIST はその前身である NBS（National Bureau of 

Standard）の時代から，標準物質の重要性を認識し，様々
なタンパク質およびペプチドの標準物質を開発してき
た  29）．2016 年 に は ヒ ト 化 抗 体 IgG1 溶 液 で あ る
Reference Material（RM）8671 通称 NISTmABの供給を
スタートしている．NISTmABは抗体の物理化学的特性
を評価する標準物質としての役割に加え，バイオ医薬品
分析の技術開発やシステム適合性評価に利用可能な標準
物質として認識されている 30）．これまでの標準物質とは
異なり，NISTmABの認証書には濃度だけでなく，粒子
サイズや粒子の含有量といった構造に関する情報も含ま
れている 18）．また，この NISTmABは学術界，産業界か
らの協力を得て，糖鎖解析や X線結晶構造解析や X線
小角散乱などの高次構造解析も含めて ACS Bookシリー
ズにそれらの結果をまとめて報告している 31）．これは高
次構造解析が緒言に述べたような抗体医薬品における品
質を評価するために必須であることや構造解析に対する
世界的な動向を受けての動きであると考えられる．さら
に，2D-NMRと HDX-MSにおいて分析手法の研究所間
比較にも取り組むことでそれぞれの測定の再現性に寄与
するパラメータを調査している 32）, 33）．
まず，2D-NMRでは，国内外の 26 研究機関が参加し

て NISTmABの可変部を含む NISTFabを用いて  1H- 15N

または  1H- 13C HSQCを行っている．それぞれの測定から
得られた化学シフトを主成分解析することによって，実
験の温度やサンプルの安定同位体の割合などの実験条件
を揃えることで再現性のよいデータを得られることが示
唆されている．また，化学シフトのばらつきを評価する
方法として，Combined Chemical Shift Deviationを用い
て化学シフトのばらつきの標準偏差を見積ることを提唱
しており，本アプローチにより研究所間でのばらつきが
個々の測定精度の 5 ppbとほとんど同程度に抑えられる
ことが示されている．NISTでは，これまで NISTmAB

や糖鎖修飾の構造変異体などを用いて 2D-NMRにおけ
る構造解析を行っており  34）, 35），それらのデータから
NMRでは化学シフトを評価する重要性を指摘しており，
そのアプローチを研究所間比較にも適用したと考えられ
る．しかしながら，先に述べたように NMRでは 2万以
上の分子量を持つタンパク質であると解析が困難となる
ため，同手法を分子量 150 kDaの NISTmABへ展開して
いくためには高磁場 NMRの利用や特殊なアミノ酸に同
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位体ラベルを挿入したサンプルの利用も検討していく必
要があると思われる．
一方，HDX-MSでは，参加機関は 15 機関で NMRの

際と同様の NISTFabを用いた研究所間比較を行ってい
る．この比較実験では，すでに H/D交換したサンプル
が用いられたため，各機関で測定される NISTFabは同
じ質量になると考えられる．そのため，各測定で観測さ
れたペプチドの質量電荷比（m/z）のばらつきによって
各機関が使用するシステムの安定性を評価することがで
きる．また，測定における研究所間のばらつきを調べる
ことで，実験に用いる温度が室温に近いほど安定な測定
が可能であることや，ペプチドによってばらつきの傾向
が異なることが示唆されている．このことから，実験装
置のセットアップや研究所間で比較できるペプチドを選
択することがデータの再現性を向上させるために重要で
あると思われる．また，複数の研究所間で比較できるペ
プチドが少ないことが問題点として挙げられるが，これ
らに関してもサンプルの H/D交換だけでなく，その後
の酵素消化の時間や LCの条件などを一定にするなど詳
細な実験の条件を統一することが有効であると考えられ
る．しかしながら，HDX-MSでは NMRのような分子量
における制約などはない上，すでに装置を保有している
施設が多いという点でバイオ医薬品の製造分野で特に注
目されている分析手法となっており，今後の高次構造評
価技術として発展させるべき手法であると思われる．
このように NISTは自身の供給している標準物質を

様々な構造解析のデータも含めて提供し，それを元にど
の場所でも同様の分析ができる構造解析手法を模索して
いるところである．このことから今後のタンパク質の標
準物質を供給する上でその物質にあった構造解析手法を
見出し，評価していくことが重要であると考えられる．

3. 2 LGC における取り組み
LGC（The Laboratory of the Government Chemist）で

は HDX-MSを用いた構造解析に取り組んでいる．2017
年には，ヒト成長ホルモンやトランスフェリンといった
モデルタンパク質を用いて HDX-MSを行う上での質量
分析装置のパラメータについて検討している 36）．さら
に，最近，NISTmABを用いて HDX-MSにおけるペプ
シン消化の時間の条件検討などを行った研究成果を報告
している  37）．

NISTでは，NISTmABを供給する際にその構造特性
を様々な分析手法を用いて明らかにしていた．それに対
して，LGCは上記に挙げた論文において，抗体の製造
過程において起こることが想定される変化や劣化を

HDX-MSとイオンモビリティ質量分析の解析を用いて
検出できるかについて検討している．ここで使用するサ
ンプルとしては劣化と相関があるとして知られている糖
鎖修飾を 2種類の酵素で切断した変異体を作製し，それ
らの局所的な構造変化を HDX-MSで，全体の構造変化
をイオンモビリティ質量分析で解析している．それぞれ
の結果から，一部の糖鎖の切断でも HDX-MSでは構造
変化が検出できること，HDX-MSで顕著な変化が見ら
れた場合ではイオンモビリティ質量分析でも検出できた
ことからこれらの手法がバイオ医薬品の解析に適してい
ると結論づけている．HDX-MSだけでは構造全体ある
いは部分的に H/D交換された水素の数しかわからない
ため，X線結晶構造解析などの原子座標の構造が必要で
ある．一方，イオンモビリティ質量分析では計算化学と
組み合わせることによって原子座標の構造が推定可能で
ある  12）, 22）, 23）．このため，HDX-MS，イオンモビリティ
質量分析を計算化学と組み合わせて発展させることで，
構造変化を検出するというだけでなく，構造のどの部分
に影響を与えるかなどより分解能の高い構造解析を行え
るようにすることが可能であると考えられる．

4．まとめ

本稿では，今後のタンパク質・ペプチド標準物質開発
で必要となる構造解析の重要性を医薬品分野を中心とし
た世界的な動向も踏まえて述べた上で，タンパク質の構
造解析においてこれまで主に用いられてきた手法につい
て調査した．また，NMIのうち，NIST，LGCの事例に
ついて紹介した．現在では，KRISS（Korea Research 

Institute of Standards and Science）などその他の NMI

でも主に HDX-MSを用いた取り組みが開始されてい
る  38）．構造生物学の分野では X線結晶構造解析や NMR

などの高分解能な解析が求められてきたが，このように
様々な NMIの取り組みに HDX-MSが選ばれている背景
には 3.1 でも述べたように一次構造解析の分析装置とし
てすでに各機関が HDX-MSの装置を保有している，ま
たは一次構造，高次構造ともに解析できる装置として導
入しやすいということも挙げられる．また，迅速・微量
でも解析できるという質量分析の強みが構造解析法を選
択する上で重要な要因となっているとも考えられる．一
方，LGCの取り組んでいたイオンモビリティ質量分析
に用いられていたネイティブ質量分析は構造安定性の解
析やストイキオメトリーなど HDX-MSでは得られない
構造情報を取得することができる上，計算化学と組み合
わせることによって原子レベルでの構造解析も可能であ
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る．このように質量分析を用いた手法は今後の高次構造
評価技術において中心的な存在になっていくと考えら
れ，これらの手法の発展が標準物質開発，さらには高次
構造評価技術の構築に重要な要素となると思われる．今
後は，NMIJにおける標準物質開発に高次構造評価を加
えて供給することを目指し，質量分析を用いた高次構造
解析技術の発展を先導していきたいと考えている．
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