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1. 緒言 

 

 病院での血液や尿等の臨床検査は，個人の健康管理を

行う上で必須の診断技術になっている．近年，これらの

測定結果について，測定機器や測定検査薬，検査機関に

よらない結果を得られるよう，標準化の整備が叫ばれて

いる．特に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 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, 検査医学のトレーサビリティーに

関する合同委員会）は，2003年12月からヨーロッパで施

行された「欧州におけるIVD（体外診断検査）に関する

EU指令」に対応して，臨床化学分野における国際整合性

の取れた測定法や標準物質を定義することを目指してい

る．近い将来バイオメディカル分野において，国際的な

国家計量標準によりトレーサビリティーが確保されてい

ない計測機器やバイオメディカル関連商品は市場から受

け入れられなくなる可能性がある． 

 標準化体制の整備が叫ばれているIVD標準物質のひと

つにタンパク質がある．タンパク質に関する臨床化学検

査項目としては，たとえば癌の早期発見や治療後のモニ

タリングなどに役立つ腫瘍マーカー検査や，エイズやB

型肝炎に代表される感染症検査があり，この際，種々の

血漿タンパク成分，尿中タンパク成分，（ペプチド）ホル

モン，酵素，ウイルス抗原などが主な検査対象となってい

る．近年，タンパク質に対する診断薬の需要が急増してお

り，様々な新規診断薬や検査システムが開発されている．

また，基礎研究分野のプロテオミクス*1研究においても，

様々な疾病の指標としての新規マーカータンパク質探索

が精力的に行われており，今後タンパク質標準物質の整備

は益々重要性を増していくものと考えられる． 

 そのような状況を踏まえ，計量標準総合センター

（NMIJ）としても早急に臨床化学分野における標準化の

体制を整備しなければならないとの必要性から，2004年

4月に我々の有機分析科バイオメディカル標準研究室は

発足した．発足に先立ってのニーズ調査1)においては，

約90種類のタンパク質を整備計画リスト中に挙げてい

る． 

 本調査研究においては，まずタンパク質測定体系の現状

と各国での認証標準物質（Certified Reference Material；

CRM）の開発状況について調査し，どのような標準物質

が必要とされているか，またそれに対して諸外国の対応が

どのようであるかについて考察した．その後，タンパク質

標準物質の値付けに必要とされる主な測定方法と，諸外国

で実際に用いられている測定方法について調査し，今後の

NMIJにおける開発方針について検討した． 

 

2. タンパク質標準物質開発の現状と課題 

 

 タンパク質標準物質として国際的に共通に使用されて

いる代表的なものに，ERM-DA-470（血漿タンパク標準

品）2)がある．同製品は1993年にEU（European Union, 欧

州連合）のIRMM（Institute for Reference Materials and 

Measurements）により開発された，15項目の血漿タンパ

ク質のために設定された標準物質である（表1参照）．本

製品を国内あるいは国際間で共通に使用にすることによ 
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表1 血漿タンパク標準品ERM-DA-470の成分表 

タンパク質名 認証値（g/L） 不確かさ（＊） 

プレアルブミン （PREA） 0.243 (a) 0.018 

アルブミン （ALB） 39.7 (b) 0.8 

α1－酸性糖タンパク （α1－AG） 0.656 (a) 0.005 

α1－アンチトリプシン （α1－AT） 1.206 (a) 0.011 

セルロプラスミン （Cp） 0.205 (b) 0.011 

α2－マクログロブリン （α2－M） 1.64 (b) 0.05 

ハプトグロビン （Hp） 0.893 (b) 0.009 

トランスフェリン （Tf） 2.45 (a) 0.06 

補体第３成分 （C3） 1.091 (b) 0.027 

補体第４成分 （C４） 0.151 (b) 0.005 

C反応性タンパク （CRP） 0.0392 (c) 0.0019 

免疫グロブリンG （IgG） 9.68 (b) 0.1 

免疫グロブリンA （IgA） 1.96 (b) 0.04 

免疫グロブリンM （IgM） 0.797 (b) 0.023 

α1－アンチキモトリプシン （α1－ACT） 0.245 (d) 0.015 

  Values transferred from: 

    (a)= Pure Proteins 

    (b)= USNRP   12-0575c 

    (c)= 1st intl. Std. CRP85/506 

    (d)= highly purified and recombinant ACT 

  (＊)不確かさ＝認証値の片側95%信頼区間 

 

表2 諸外国のタンパク質標準物質開発状況 

標準物質名 認証機関 開発年度 病的意義 濃度決定法 
Thyroglobulin 

(BCR-457) 
IRMM (EU) 1994 

内分泌（甲状腺） 
腫瘍マーカー 

比色定量法 

Alpha-foetoprotein 
(BCR-486) 

IRMM (EU) 1996 肝癌腫瘍マーカー アミノ酸組成分析 

Prostate Specific Antigen 
(BCR-613) 

IRMM (EU) 1999 
前立腺癌 

腫瘍マーカー 
アミノ酸組成分析 

Bovine Serum Albumin 
(SRM927c) 

NIST (USA) 2004 
栄養状態 

検査マーカー 
前ロット（SRM927b）を 
基準物質とした吸光度測定 

 

り，測定法間あるいは施設間の誤差が大いに減少したと

の報告も多い． 

 一方，本製品に含まれる各々のタンパク質の認証値を

SIトレーサブルな物質濃度として定義するには，化学量

論的に正確に値付けされた（純物質系）一次標準物質の

開発・供給が必要である2),3)．またERM-DA-470に含まれ

ない血漿タンパク質や，尿中タンパク成分，（ペプチド）

ホルモン，酵素，ウイルス抗原などについても，（純物質

系）一次標準物質の精製や化学量論的な値付けを順次行

っていく必要がある． 

 代表的な国家標準機関における（純物質系）一次標準

物質 4)-7)の供給の現状を表2に示す．これらは JCTLM 

Databaseに登録されているReference Material List II 8)よ

り抜粋したものである（同データベースは約150種類の

標準物質が登録されているが，そのなかでList I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，List II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

しない物質についてのリストである）．（純物質系）一次

標準物質に関しては，米国のNIST（National Institute of 

Standards & Technology）とEUのIRMMが開発・供給を行

い始めている．いずれにしても，まだ始まったばかりと

いうこともあり，(1)標準物質の評価に関し，国際的合意

の得られる方法が確立されているとは言い難い，(2)化学

量論的に正確な濃度決定を行っているとは言い難い，と

いった問題点が挙げられる． 
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3. タンパク質認証標準物質の開発 

 

 タンパク質認証標準物質の開発は，定性的な「純度」

「物質の同定」の評価と，定量的な「均質性」「安定性」

の評価，「濃度の決定」の，大きく5つの項目について総

合的に行うことが重要である．以下に，各々の評価にお

ける主要な分析方法と，表2に挙げた標準物質開発に用

いられた評価方法の詳細について記す． 

 

3.1 タンパク質の純度評価 

 タンパク質の純度評価においては，同物質が別のタン

パク質を含んでおらず，タンパク質としての純度が確保

されているかの確認を行う．生体組織や細胞を原材料と

して目的タンパク質の精製を行う場合，ファミリータン

パク*2やアイソザイム*3，スプライスバリアント*4，など

相同性の高い配列をもった目的外のタンパク質が一緒に

精製されてくる場合があり，これらは臨床検査の際にノ

イズとして検出されてしまう可能性がある．よって純度

評価(3.1)は測定方法を変えるなどして，厳密に行う必要

がある．純度評価によって不純物が認められた場合には，

同定(3.2)を行い，場合によっては再度目的タンパク質の

精製を繰り返すといった操作も必要である．純度評価の

主な方法としては3.1.1電気泳動分析，3.1.2 クロマトグ

ラフィー分析，3.1.3質量分析がある． 

 

3.1.1 電気泳動分析 

 電気泳動分析は，ポリアクリルアミドゲルなどの支持

体の中でタンパク質試料を分離分析する方法である．ポ

リアクリルアミドゲルは網目状の構造を持っているので，

一定の方向に電場をかけた場合，小さい分子は網目をす

り抜けながら速く移動し，大きい分子は網目にひっかか

りながら，よりゆっくりと移動する．これを「分子ふる

い効果」と呼び，タンパク質を個々の大きさに応じて分

離する手段として利用されている． 

 一般には，タンパク質を予めドデシル硫酸ナトリウム

（Sodium Dodecyl Sulphate; SDS）という界面活性剤で処

理し，タンパク質を棒状の分子にしてから，電気泳動分

析に供する（Laemmli法9)）．SDSはほとんどのタンパク

質に同じ割合で結合するため，この処理によってタンパ

ク質のもともとの電荷は覆われ，SDSで処理したタンパ

ク質は皆同じ割合の電荷，同じような形を持つ．したが

って，タンパク質をSDSを含むゲルで電気泳動すると，

タンパク質は分子量によって分離される．タンパク質の

相対的移動度は分子量の対数に逆比例するので，分子量

既知のマーカータンパク質とともに電気泳動して，目的

タンパク質の分子量を推定することができる．また，目

的外のタンパク質についても，個々の存在量と分子量を

一枚のゲル上で同時に測定することができる． 

 同法の長所としては， 

・サンプルが微量で良い 

・同時に多数のサンプルを分析できる 

といった点が，短所としては， 

・分解能がそれほど高くない 

といった点が挙げられる．分解能や定量性はそれほど高

くないが，簡易的な純度測定を行うのに非常に有用であ

る． 

 

3.1.2 クロマトグラフィー分析 

 クロマトグラフィー分析は，タンパク質試料と固定相

物質との様々な相互作用を利用して，目的のタンパク質

と他のタンパク質を分離する方法である．タンパク質が

抗体あるいは酵素に代表されるような生理作用を示すに

は，高次構造を保持していることが大事であり，高次構

造が破壊されると，その生理活性は失われる．このよう

な状況をタンパク質の変性と呼び，高次構造が破壊され

たタンパク質をポリペプチドと呼ぶ．クロマトグラフィ

ー分析の分離モードは，高次構造を保持したままタンパ

ク質を分離したいのか，あるいは高次構造は破壊されて

いてもポリペプチドとして分離されれば良いのか，によ

って大きく2つに分けられる．一般に前者の要求を満た

すには，分離モードはゲルろ過クロマトグラフィー10）が

最適である．一方で，後者の場合には，高次構造の保持

を考慮する必要はないわけであるから，溶解度が許す限

り様々な取り扱いが可能である．分離モードとしては，

逆相クロマトグラフィー10）が汎用されている．以下，各々

の分離モードについて簡単に記す． 

 ゲルろ過クロマトグラフィーは，タンパク質の分子サ

イズ，すなわち大きさと形状の差を利用して分離する手

法で，原理的には充填剤粒子の細孔にタンパク質がどの

程度拡散できるかによって，溶出される時間が異なって

くる．大きな分子サイズのタンパク質は充填剤の細孔内

に拡散できないため早く，小さな分子のタンパク質は充

填剤の細孔内に十分に拡散するため，遅く溶出されるこ

とになる．溶離液は目的のタンパク質の高次構造が安定

的に保たれるように，穏和なイオン強度，pH，有機溶媒

濃度を検討し，アイソクラティックモードで分離するこ

とが多い． 

 本法の長所としては， 

・タンパク質を，抗体あるいは酵素に代表されるよう  

な，生理活性をもった状態で分離できる 
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といった点が，一方短所としては， 

・分離度が悪い 

といったことが挙げられる．特に分離度に関しては，2

種のタンパク質間での分子量に数十万以上の差がなけれ

ば分離は難しい． 

 逆相クロマトグラフィーは，固定相の表面にリガンド

として，疎水基（アルキル基，フェニル基など）を化学

的に結合させたシリカや合成ポリマーを利用し，含水有

機溶媒で試料を溶出させる方法である．試料と固定相と

の結合は主として疎水的相互作用であり，そこに疎水性

の強い溶媒を加えて，疎水度の小さい順に溶出を行う分

析法である．溶離液としては，一般的にアセトニトリル

やイソプロパノールなどの有機溶媒を用いる．また，固

定相とタンパク質とのイオン的相互作用をなくすために，

イオン対試薬であるトリフルオロ酢酸（Trifluoroacetic 

Acid; TFA）を加え，グラディエントモードで分離するこ

とが多い． 

 本法の長所としては， 

・分離度が非常に高い 

・定量再現性が高い 

・微量，大量に関わらず，分離が短時間で行える 

・溶離液として塩を含まない溶媒が使用できる 

といった点が，一方短所としては， 

・タンパク質が変性してしまう 

といった点が挙げられる．逆相クロマトグラフィーは，

各種クロマトグラフィーの中で最も高い分解能を持って

おり，現在タンパク質化学の領域では必須の技術の一つ

になっている． 

 クロマトグラフィー分析は，他の純度評価法と比較し

た場合の長所として， 

・再現性が高い 

・分離モードや検出器の種類についてバリエーションが

多い 

といった点が，一方短所として， 

・比較的多くのサンプルを必要とする 

・同時に多くのサンプルを扱えない 

といった点が挙げられる．他の方法に比べて再現性が高

いため，定量的な純度分析に利用されることが多い． 

 

3.1.3 質量分析法 

 質量分析法は，試料をイオン化し，生じたイオン分子

を真空中で飛行あるいは運動させ，その質量/電荷比

（m/z）に基づいて分離，検出する方法である．分子固

有の質量あるいは電荷のわずかな違いにより分離を行う

ことが出来るため，分解能が非常に高いのが特徴である． 

 質量分析計は以下の3つの部分から構成されている． 

1) イオン源：試料をイオン化し，生成したイオンを質

量分析部へ加速させる 

2) 質量分析部：イオンをm/zに基づいて分離する 

3) イオン検出部：m/zにより分離されたイオンの検出 

 各々の部分について，原理の違う様々な分析装置が存

在するが，タンパク質を試料とした場合，イオン源とし

てはMALDI（matrix-assisted laser desorption/ionization, 

マトリックス支援レーザ脱離イオン化法）11）を，質量分

析部としてはTOF-MS(time-of-flight mass spectrometry, 

飛行時間型質量分析法) 11）を組み合わせて用いられるこ

とが多い． 

 MALDIは分子量数十万までのタンパク質やDNAなど

の高分子物質を結晶マトリックスに包み込み，パルスレ

ーザーを照射することにより，イオン化された分子を気

体中に放出させる方法である（図1.1参照）． 

 他のイオン化法と比較した場合の長所としては， 

・ほぼ一価のイオンだけが生成するので，マススペクト

ルの解析が容易である 

・ソフトなイオン化なので，測定中の試料分子の断片化

が起こりにくい 

といった点が，一方短所としては， 

・予めマトリックスとの結晶固体を作成しなければなら

ず，クロマトグラフィーとの接続が出来ない 

・イオン化の条件検討が個別に必要である 

といった点が挙げられる． 

 TOF-MSとは，イオン化された試料を電場によって加

速，一定距離を飛行させ，その飛行時間を測定すること

で試料の分子量を求める，といった原理を持つ装置であ

る（図1.2参照）． 

 同法の他の質量分析部と比較した場合の長所としては， 

・原理上測定できる質量に制限がない 

・高感度である 

・測定時間が短い 

・軽量である 

といった点が挙げられる．唯一，タンパク質などの高分

子物質を本来の大きさのままで測定できる方法であると

いってよい． 

 質量分析法は，他の純度評価法と比較した場合の長所

として， 

・分解能が高い 

・高感度である 

・測定時間が短い 

といった点が，一方短所として， 

・装置が高価である 
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図1.1 MALDIによるイオン化の概略 

 

 
図1.2 TOFによる質量分析の概略 

 

・定量再現性が余り良くない 

といった点が挙げられる．定性的な純度評価においては

最も分解能が高い方法であるため，目的タンパク質がア

イソザイムや非タンパク質性の不純物を含んでいないか

の最終確認に使用されることが多い． 

 

3.1.4 各CRMにおける純度評価法 

BCR-457（IRMM）：電気泳動分析（3.1.1）のみでの解析

を行っている．同タンパク質は糖鎖付加型タンパク質*5

であるため，還元剤存在下・非存在下での泳動や等電点

電気泳動など，泳動条件をいくつか変化させ，糖鎖修飾

の度合いについて分析を行っている． 

BCR-486（IRMM）：電気泳動分析(3.1.1)のみでの解析を

行っている．同タンパク質もまた糖鎖付加型タンパク質

であるため，還元剤非存在下での泳動や等電点電気泳動

など，泳動条件をいくつか変化させて電気泳動分析を行

っている． 

BCR-613（IRMM）：電気泳動分析(3.1.1)，クロマトグラ

フィー分析(3.1.2)，質量分析(3.1.3)と，3つの方法により

分析を行っている．同タンパク質もまた糖鎖付加型タン

パク質である．電気泳動分析は還元剤存在下での泳動と

等電点電気泳動を行っている．クロマトグラフィー分析

は，アセトニトリルのグラジエント勾配を変えた2種類

のパターンで分解能を変えた逆相HPLCを行っている．

質量分析はMALDI-TOF-MSにより，糖鎖修飾構造の違う

5種類のアイソフォームの検出を行っている． 

SRM-927c（NIST）：クロマトグラフィー分析(3.1.2)，質

量分析(3.1.3)を行っている．クロマトグラフィーは逆相

HPLCを，質量分析はESI-MS（Electrospray Ionization 

-Mass Spectrometry, エレクトロスプレーイオン化－質

量分析法）により分子量の違う2種類の分子の検出を行

っている． 

 

3.2 タンパク質の同定 

 タンパク質の同定では，精製されたタンパク質が目的の

タンパク質であるかどうか，あるいは不純物が何であるか

を評価する．主な方法としては3.2.1ウェスタンブロッティ

ング，3.2.2アミノ酸配列決定法，3.2.3質量分析法がある． 

 

3.2.1 ウェスタンブロッティング 

 ウェスタンブロッティング12)は抗原である目的タンパ

ク質に対し，それを認識する抗体が特異的に反応するこ

とを利用した物質の同定法である．抗体とはそもそも，

生体内に病原菌やウイルスなどが感染した際に，それら

を異物として認識・結合し，免疫機構を活性化させる役

割を担った分子であるが，現在は，精製したタンパク質

をマウスやウサギなどの小動物に免疫することで，任意

のタンパク質を特異的に認識する抗体が得られる．一般

に分析頻度の高いタンパク質については，市販品の抗体

も多数存在する． 

 同法での分析の際には，まず電気泳動分析により，目

的のタンパク質が他のタンパク質と分離されている必要

があるが，電気泳動法の詳細については3.1.1に記した通

りである．電気泳動分析後のタンパク質試料をニトロセ

ルロース膜に転写，固定後，抗体溶液を加えてメンブレ

ン上で抗原抗体反応を行わせると，目的のタンパク質と

のみ抗体が結合し，検出されることになる（図2参照）． 

 同法の長所としては， 

・試料に目的外のタンパク質が存在していても特異的な

検出が可能 

・感度が高い 

といった点が，一方短所としては， 

・抗体を必要とする 

といった点が挙げられる．抗体によっては，目的のタン

パク質以外のものとも非特異的に反応してしまうことが

あるので，予め抗体の評価をきちんと行う必要はあるが，

それさえクリアできれば非常に手軽に行える分析方法で

ある． 
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図2 ウェスタンブロット反応の概略 

 

3.2.2 アミノ酸配列決定法 

 タンパク質は20種類のアミノ酸が任意に連なったポ

リペプチドであり，タンパク質は各々固有のアミノ酸配

列を有している．そのため，アミノ酸配列決定は目的の

タンパク質を同定するのにも非常に有効である．アミノ

酸配列決定法の中で最も一般的なものに，エドマン分析

法13）がある．同法は以下の3つのステップから構成され

ている（図3参照）． 

1)  PITC（Phenylisothio-cyanate,フェニルイソチオシア

ネート）とタンパク質のε―アミノ基が反応する過程

（カップリング反応） 

2)  カップリング反応で生成した2－アニリノ，5－チア

ゾリン－アミノ酸誘導体（PTZアミノ酸）を酸で加水

分解する過程（クリーベッジ反応） 

3)  PTZアミノ酸を安定で同定に適したPTHアミノ酸に

変換する過程（コンバージョン反応） 

 生成されたPTHアミノ酸は逆相HPLC等で分析するが，

その溶出位置とピークの大きさを各種PTHアミノ酸標

準品の溶出パターンと比較することにより，切断された

アミノ酸の種類と量が同定される．3)クリーベッジ反応

後のタンパク質はN末端アミノ酸が1残基短くなったも

のとなり，以後，1)～3)の反応を繰り返すことで，N末端

からの配列が順次解析されていくことになる．現在では

種々の改良が行われ，HPLCによるPTHアミノ酸の検出

操作までを全自動化した装置が開発されている． 

同法の長所としては， 

・非常に正確である 

・配列未知のタンパク質のアミノ酸配列が決定できる 

という点が，短所としては， 

・N末端が修飾等によりブロックされていると分析が難

しい 

という点が挙げられる．最終的な同定を行う場合には，

一番信頼性が高い分析法である． 

 

 

3.2.3 質量分析法 

 近年のゲノムプロジェクトの進展に伴い，ほぼすべて

のDNA塩基配列が決定されている生物種が数多く存在

している14）．そのような生物種については，質量分析の

測定結果とデータベースとを照合することによるタンパ

ク質の同定が可能である． 

 質量分析法によるタンパク質の同定においては代表的

なものにPMF（peptide mass finger printing, ペプチドマ

スフィンガープリンティング）15, 16）法がある．PMF法に

おいては，まずタンパク質をトリプシンなどのペプチダ

ーゼにより消化する．ペプチダーゼの多くは厳密な基質

特異性を有し，それによって生成したペプチドは固有の

断片化様式（表3参照），および各々のアミノ酸残基組成

に応じた固有の質量値をもつことになる．一方で，デー

タベース上では，あるタンパク質について，あるペプチ

ダーゼで消化を行った場合に生成すべきペプチドの各々

の理論上の質量値が登録されている．断片化ペプチドの

実測の質量値と，登録されているタンパク質の断片の理

論分子量の全てを照合すれば，目的のタンパク質がかな

りの高確率で同定されることになる． 

 同法の長所としては， 

・サンプルが微量でよい 

・測定が短時間である 

といった点が，一方短所としては， 

・データベースに登録されていないタンパク質の同定は

出来ない 

・装置が高価である 

といった点が挙げられる．近年，プロテオーム解析が可

能になったのも，同法の発展の寄与するところが大きい．

今後，データベースへの登録量が増えるにつれ，益々，

タンパク質のスタンダードな同定法として利用されてい

くことになると思われる． 

 

3.2.4 各CRMにおける同定法 

BCR-457（IRMM）：ウェスタンブロット（3.2.1），アミ

ノ酸組成分析（3.5.1）による同定を行っている．ウェス

タンブロットは還元剤存在下でサンプルを電気泳動後，

ポリクローナル抗体*6により目的タンパク質を検出して

いる．アミノ酸組成分析においては，測定により得られ

た各アミノ酸のモル分率を，cDNA*7の配列から推測され

る理論値と比較している． 

BCR-486（IRMM）：ウェスタンブロット（3.2.1）による

同定を行っている．ウェスタンブロットは還元剤存在下

でサンプルを電気泳動後，5種類の市販抗体により目的

タンパク質を検出している．
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図3 エドマン分析における主な反応 

 

表3 ペプチダーゼの切断特異性 
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BCR-613（IRMM）：アミノ酸配列決定（3.2.2），アミノ

酸組成分析(3.5.1)による同定を行っている．アミノ酸配

列決定においてはN末端配列の他に，ペプチダーゼ消化

により得られた分子内配列についても2箇所について分

析を行っている．最終的に得られたペプチド配列の分子

量の理論値は，ペプチダーゼ分解産物の電気泳動分析に

よる分子量の測定値とも比較を行い，一致することを確

認している．アミノ酸組成分析においては，測定により

得られた各アミノ酸のモル分子数を，cDNAの配列から

推測される理論値と比較している． 

SRM-927c（NIST）：質量分析（3.1.3）における分子量の

測定値が理論値と一致することを確認し，目的タンパク

質の同定を行っている． 

 

3.3 均質性評価 

 タンパク質標準物質は一度にある程度まとまった量を

作製し，それらを等量ずつアンプルに小分けにする．均

質性評価は，各アンプルに小分けにした標準物質の「量」

に関してアンプル間差がないかどうかを評価する．特定

の起源の特定のタンパク質を，多数個，同時に測定する

必要があるため，評価の方法としては簡便性が高くばら

つきの少ないものが好まれる．また本評価においては，

特に得られた定量値そのものというよりも，それのばら

つきの度合いを測定したいとの理由から，何か便宜的な

物質を用いて検量線作成を行い定量を行っても良い．代

表的なものに，3.3.1比色定量法，3.3.2吸光度測定法，3.3.3

標識抗体法がある． 

 

3.3.1 比色定量法 

 本法は，ある色素がタンパク質中のあるアミノ酸と特

異的に結合する性質を利用し，タンパク質－色素複合体

が固有に示す吸光度の変化から定量を行う方法である．

タンパク質に結合させる色素の違いによって，いくつか

の方法が存在するが，その中で最も汎用されている方法

にLowry法17），BCA法18），Bradfold19）法がある．Lowry法

は，フェノール試薬（リンモリブデン酸，リンタングス

テン酸混液）とタンパク質中の芳香族アミノ酸（チロシ

ン，トリプトファン）とが結合する際の吸光度の変化 

（λmax=750 nm）を測定する．BCA法はCu2+が強アル

カリ性の条件下でポリペプチドと錯塩を形成して呈色し

たものを吸光計（λmax=562 nm）により測定する．

Bradfold法は，色素Coomassie Brilliant Blue G-250（CBB）

が，タンパク質のアルギニン残基および芳香族アミノ酸

の側鎖と結合する際の吸光度の変化（λmax=595 nm）

を測定する． 

 これらの方法はいずれも共通の長所として， 

・操作が非常に簡便であり，多数個の試料を同時に測定

できる 

・感度が高い 

・反応が早い 

といった点が，一方短所としては， 

・測定時の妨害物質（還元剤，EDTAなど）が多い 

といった点が挙げられる．生化学の分野では最も多用さ

れている方法であり，最近は上記の短所を克服した各種

市販試薬も多い． 

 

3.3.2 吸光度測定法 

 本法は，ある一定波長の紫外光を試料に与えると，物

質濃度に比例して吸光度が変化する（Lambert-Beerの法

則＊8）ことをタンパク質濃度測定に応用した方法で，紫

外光の波長の違いにより測定対象が若干変わる． 

λmax=280 nmで測定する場合には，タンパク質中の芳

香族アミノ酸（チロシン，トリプトファン）の吸光度を

測定する20)．一方，λmax=215－225 nmで測定する場合

には，ペプチド結合の吸光度を測定する20)．測定感度と

しては，後者の方が数倍良いが，λmax=215－225 nmの

波長域に吸光を示す溶媒も多いので，サンプルによって

適当な波長を選択する． 

 これらの方法はいずれも共通の長所として， 

・操作は試料を希釈後測定するだけなので非常に簡便 

で，多数個の試料を同時に測定できる 

・試料の回収が出来る 

といった点が，一方短所としては， 

・感度は，必ずしも良くない 

・紫外部に吸光を示す共存物質が存在する時は，それら

を除くための前処理操作が必要となる 

といった点が挙げられる．測定が迅速に終わるため，カ

ラムクロマトグラフィーで汎用されている方法である． 

 

3.3.3 標識抗体法 

 本法21）は，抗原抗体反応により目的タンパク質と抗体

が特異的に反応生成した複合体の量から，目的タンパク質

の定量を行う方法である．抗体もしくは抗原タンパク質は

予め標識物質により標識されているため，複合体を分離精

製後，標識物質由来の活性もしくは光強度を測定すれば定

量が行える．測定原理（競合法，非競合法）および標識物

質（放射性同位体，蛍光物質，酵素など）によって，RIA

（放射性同位体標識競合法），IRMA（放射性同位体標識非

競合法），EIA（酵素標識競合法），ELISA（酵素標識非競

合法）など多くの測定方法が開発されている． 
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 競合法の場合，標識抗原と非標識抗原が抗体に対して，

競合的に結合することを利用する．つまり，一定量の抗

体に対し，一定量の標識抗原と非標識抗原を反応させる

と，標識抗原と抗体との結合を非標識抗原が競合阻害す

る．反応後，抗原抗体複合体（Bound）と未結合抗原(Free)

の分離（B/F分離）を行い，標識抗原の遊離型または結

合型の量を測定し，試料中の抗原量を算出する． 

 非競合法の場合，汎用法としてサンドイッチ法があり，

予め固相に固定した十分量の一次抗体に対して目的のタ

ンパク質抗原が結合し，一次抗体に結合した抗原のみを

標識した二次抗体と反応させる．共通のタンパク質上の

別々のエピトープ*9部位を認識する抗体でサンドイッチ

することにより，特異性の向上を図ることができる． 

これらの方法はいずれも共通の長所として， 

・反応が特異的である 

・抗体を上手く選べば，立体構造についての情報も得ら

れる 

・感度が高い 

といった点が，一方短所としては， 

・抗体を必要とする 

・操作時間が長い 

といった点が挙げられる．共存する妨害物質の影響を受

けずに，目的のタンパク質のみを検出できることから，

臨床の現場においては最も汎用されている測定法である． 

 

3.3.4 各CRMにおける均質性評価法 

BCR-457（IRMM）：比色定量法(3.3.1)と酵素標識法(3.3.3)

による均質性評価を行っている．前者においては，凍結

乾燥標品20本のアンプルについて同様に滅菌水で溶解

後，各々のアンプルにつき測定を行っている．測定に関

しては，市販のBovine serum albuminを用いて検量線を作

成し，Lowry法による定量を行っている．一方，後者に

おいては，こちらも20本のアンプルについて同様に滅菌

水に希釈後，各々のアンプルにつき測定を行っている．

測定に関しては，目的タンパク質の精製標品を用いて検

量線を作成し，RIA法による定量を行っている． 

BCR-486（IRMM）：吸光度測定法(3.3.2)による均質性評

価を行っている．約30本のアンプルについて同様に緩衝

液で溶解後，各々のアンプルにつきλmax=280 nmでの

吸光度を測定している． 

BCR-613（IRMM）：均質性評価の詳細は不明である． 

SRM-927c（NIST）：均質性評価の詳細は不明である． 

 

3.4 安定性評価 

 安定性評価はタンパク質標準物質を長期的に保存した

場合の安定性を評価する．保存状態の悪いタンパク質は

すぐに分解したり，分解せずとも立体構造が壊れて抗原

抗体反応が起こらなくなり臨床検査に使用出来なくなっ

たりするため，同評価は非常に重要である．概ね生化学

的にどの程度安定かをみる生化学的安定性評価と，抗原

抗体反応を起こすのに十分な立体構造をとっているかを

みる免疫学的安定性評価に分けられる．代表的な方法と

して，3.4.1電気泳動分析，3.4.2クロマトグラフィー分析，

3.4.3標識抗体法がある． 

 

3.4.1 電気泳動分析 

 生化学的安定性評価の代表的な手法として汎用される．

原理の詳細については，「3.1.1電気泳動分析」に同じ． 

 

3.4.2 クロマトグラフィー分析 

 電気泳動分析と同じく，生化学的安定性評価の代表的

な手法として汎用される．原理の詳細については，

「3.1.2クロマトグラフィー分析」に同じ． 

 

3.4.3 標識抗体法 

 免疫学的安定性評価の代表的な手法として汎用される．

原理の詳細については，「3.3.3標識抗体法」に同じ． 

 

3.4.4 各CRMにおける安定性評価法 

BCR-457（IRMM）：標識抗体法(3.4.3)による安定性評価

を行っている．凍結乾燥品をある一定温度（-70℃，+4℃，

+20℃，+37℃，+45℃，+56℃）で，一定期間（1，3，

5，9ヶ月）保存した後，滅菌水で溶解したものについて

測定を行い，-70℃で同期間保存したサンプルに対する相

対的な安定性を算出している．測定系に関してはRIA法

と，抗体の違う2種類のIRMA法の，合計3種類の方法を

採用している．また，同試験は1研究機関のみで行って

いるが，測定機関間差に関しては，予め別にデータを取

っている． 

BCR-486（IRMM）： 標識抗体法(3.4.3)と吸光度測定法

(3.3.2)による安定性評価を行っている．評価の内容とし

ては，前者の場合，長期安定性試験について，後者の場

合，凍結融解安定性試験について分析を行っている．長

期安定性試験の場合，凍結乾燥品を一定温度（-20℃，

+4℃，+20℃，+37℃，+45℃，+56℃）で，一定期間

（1，2，3，4，5，6ヶ月）保存した後，滅菌水で溶解し

たものについて測定を行い，-20℃で同期間保存したサン

プルに対する相対的な安定性を算出している．同試験に

おいては，3つの研究機関が参加し，各々RIA法，IRMA

法，ELISA法といった別の測定原理や抗体を用いた測定
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を行っている．凍結融解安定性試験の場合，10本のアン

プルについて，一ヶ月おきに凍結融解を繰り返し，最大

2ヶ月間保存したサンプルについて，λmax=280 nmでの

吸光度を測定している．また，同試験は1研究機関のみ

で行っている． 

BCR-613（IRMM）： 電気泳動分析(3.4.1)，カラムクロマ

トグラフィー分析(3.4.2)，質量分析(3.3.1)，標識抗体法

(3.4.3)による安定性評価を行っている．いずれの分析に

おいても，凍結乾燥品を一定温度（-20℃，+4℃，+20℃，

+37℃，+45℃）で，一定期間（1，2，4ヶ月）保存した

後，滅菌水で溶解したものについて測定を行い，－20℃

で同期間保存したサンプルとの結果を比較している．標

識抗体法に関しては，ELISA法で1研究機関が試験を行っ

ている． 

SRM-927c（NIST）：安定性評価の詳細は不明である． 

 

3.5 タンパク質標準物質の濃度の決定 

 タンパク質標準物質の定量においては，タンパク質標

準物質のタンパク質量を正確に測定する．ここでいう「正

確である」とは，原理的にSIトレーサブルに出来ること

を指す．主な方法として，3.5.1アミノ酸組成分析，3.5.2 

窒素含量分析，3.5.3乾燥質量秤量法がある．但し，タン

パク質の高次構造が壊れてしまった場合，標準物質とし

て使用することが難しくなるため，濃度決定はタンパク

質溶液のまま行うのが望ましい． 

 

3.5.1 アミノ酸組成分析 

 アミノ酸はタンパク質およびペプチドの基本構造単位

である．アミノ酸組成分析法22）は，タンパク質，ペプチ

ド，その他の医薬品のアミノ酸成分を測定する方法をい

う．タンパク質をアミノ酸にまで分解し，アミノ酸分析

計で分離定量し，その総和から加水分解に要した水の量

を差し引けば，原理的にはほぼ完全なタンパク質の定量

法となる．が，実際は，加水分解の段階において，アミ 

ノ酸によって回収率が違ってくるといった現象が見られ

るので，タンパク質のアミノ酸組成および分子量がわか

っている場合には，回収率に関し最もばらつきの少ない

アミノ酸の定量値（mol，モル）を，「同アミノ酸がタン

パク質1分子に含まれる分子数」で割って，タンパク質

の定量値（mol，モル）を求めた後，「タンパク質の分子

量」を掛けることで，タンパク質の定量値（g，グラム）

を得ることが出来る． 

 アミノ酸組成分析を行うには，まずタンパク質をアミ

ノ酸に加水分解する必要がある．加水分解の方法は酸，

アルカリおよび加水分解酵素による方法の三つに分類さ

れるが，酸加水分解が最も一般的に用いられている．こ

の反応により，タンパク質のペプチド結合が加水分解反

応により切断され，タンパク質を構成していた各々のア

ミノ酸が遊離した状態で得られる（図4参照）． 

 分解後に得られた遊離アミノ酸は，一般的には，イオ

ン交換クロマトグラフィーで分離後，誘導体化試薬を用

いてアミノ酸誘導体とし，その検出までをオンラインで

行うポストカラム誘導体化法23）と，遊離アミノ酸を予め

ラベル化剤を用いアミノ酸誘導体化した後，それを逆相

カラムを用いた高速液体クロマトグラフィーで分離・分

析を行うプレカラム誘導化法24）に大別される．両者は

各々，定量性，再現性，感度に関し，長所，短所を持ち

合わせているので，実験的に検討を重ねていく必要があ

る． 

 アミノ酸組成分析法においての定量は，予めアミノ酸

標準液を用いて作成した検量線を用いて行う．アミノ酸

標準液として化学量論的に正確な値付けしたものを用い

れば，原理的にはSIトレーサブルな測定が可能となる． 

同法の長所としては， 

・タンパク質溶液を直接測定できる 

・検出感度が高い 

といった点が，一方短所としては， 

・分析時間が長い 

 

 

 

図4 アミノ酸組成分析における加水分解反応
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・加水分解条件の違いによる測定値のばらつきが大きい 

といった点が挙げられる．同法の推奨測定範囲は最も感

度の高いもので0.5～5μg/タンパク質であり，通常扱う

濃度レベルのタンパク質溶液を直接濃度決定することは，

原理的には可能である． 

 

3.5.2 窒素含量分析 

 窒素は，高分子有機化合物の中で，炭水化物や糖には

含まれず，タンパク質に固有に含まれる原子であること

から，タンパク質の定量に用いられる．簡易的にはタン

パク質の窒素含量を16%として計算する場合もあるが，

タンパク質の分子式が正確にわかっている場合は，1分

子に含まれる窒素含量を正確に求めることが出来る．最

終的に得られた窒素濃度に理論的窒素含量の逆数を掛け

ることで，タンパク質の定量を行うことが出来る． 

 同法の長所としては， 

・分析時間が短い 

・測定値のばらつきが小さい 

といった点が，一方短所としては， 

・タンパク質を予め（バッファー等も含めての）他の窒

素化合物から分離する必要がある 

といった点が挙げられる． 

 

 窒素含量分析は原理の違いにより(1)ケルダール法25），

(2)デュマ法26），(3)燃焼式発光法27）の3つに分けることが

出来る． 

 

(1) ケルダール法 

 本法は，試料を熱濃硫酸により分解してアンモニアと

し，NH4
+の形で滴定により定量する方法である．分解反

応によるアンモニアの生成機作は，次のように考えられ

ている． 

1)  硫酸は有機物をまず脱水し，ついで炭化させてCを

生成する． 

2)  このCは硫酸を還元してSO2を生じさせ，CはCO2にな

る． 

3)  SO2はNを還元してNH3を生じ，SO2はSO3になる． 

4)  有機物の分解過程で生じるHは，NH3の生成を大いに

促進する． 

 この場合，アンモニアは硫酸アンモニウムの形で安定

化され，反応途中に生ずる水および無水硫酸は，高温の

ために揮発し去る．分解促進剤である硫酸カリウムは，

次式にしたがって，まず硫酸を分解する． 

K2SO4 + H2SO4 = 2KHSO4 

2KHSO4 = K2SO4 + H2O + SO3 

 この結果，K2SO4の濃度が次第に高まり，沸点は上昇

し，残存する有機物に対する作用が益々強くなる．また，

特に分解促進のために，HgO, CuSO4またはSeOCl2などが

触媒として微量添加される． 

 生成されたアンモニアの定量法としては，一次標準測

定法28）である滴定法を用いる．得られた分解液を強アリ

カリ性として，水蒸気蒸留法によってアンモニアを蒸留

しホウ酸液に捕集後，アンモニアとホウ酸の反応で生じ

たホウ酸アンモニウムを濃度既知の酸で滴定する．この

反応は次式により表すことが出来る． 

NH3+H3BO4=NH4
++H2BO3

- 

H+ +H2BO3
-=H3BO3 

 滴定用の酸として，化学量論的に正確な値付けしたも

のを用いれば，原理的にはSIトレーサブルな測定が可能

となる． 

 同法は窒素分析の公定法として認定されているが，短

所としては， 

・サンプルの調製に時間がかかる 

・有害，あるいは危険な溶媒（硫酸，水酸化ナトリウム

など）を使用しなければならない 

・検出感度が悪い 

などの点が挙げられる．同法の推奨測定範囲は5mg～

10mg/タンパク質（固体）であり，通常扱う濃度レベル

のタンパク質溶液を直接濃度決定することは難しい． 

 

(2) デュマ法 

 本法は，試料を燃焼させて得られたN2ガスをガスクロ

マトグラフィーにより定量する方法である．まず，試料

に対して適切な酸素供給量を制御し，高温で試料を完全

燃焼させる．燃焼によって生成したガスはキャリアガス

（ヘリウム）によって還元管内に送られ，NOXはN2に還

元されるとともに，過剰の酸素は吸収される．以上の反

応は次式により表すことが出来る． 

R-N（窒素化合物）＋O2  → NOx＋他の酸化物 

NOx  → N2 + O2 

 生成ガスはさらにガスクロマトグラフィーにより精製

され，N2はキャリアガスにより熱伝導度検出器（TCD）

に送り込まれ，予め適当な標準物質を用いて作成した検

量線を用いて，試料中の窒素の定量が行われる（図5.1

参照）．標準物質として化学量論的に正確な値付けしたも

のを用いれば，原理的にはSIトレーサブルな測定が可能

となる． 

 ケルダール法と比較した場合の同法の長所としては， 

・非常に短時間での分析が可能 

・有害な溶媒・触媒によるサンプルの前処理を必要とし 
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図5.1 デュマ法の測定装置の概要 

 

 
図5.2 燃焼式発光法の測定装置の概要 

 

 ない 

といった点が，一方短所としては， 

・検出感度が余り良くない 

・装置が高価である 

などが挙げられる．同法の推奨測定範囲は1 mg～1 g/タ

ンパク質（固体）であり，通常扱う濃度レベルのタンパ

ク質溶液を直接濃度決定することは難しい． 

 

(3) 燃焼式発光法 

 酸素ガスとアルゴンガスをキャリアガスとし，高温に

加熱された反応炉に試料ボートを導入することにより，

試料中の窒素化合物は酸化分解されてNOに変化する．こ

れを除湿後，酸素ガスから発生させたO3ガスと反応させ

ると，酸化反応が起こり励起状態のNO2が産生する．励

起状態のNO2が基底状態に戻る際，590～2500 nmの発光

をする．以上の一連の反応は次式により表すことが出来

る． 

R-N（窒素化合物）+ O2 → NO + 他の酸化物 

NO + O3   →    NO2 * + O2 

NO2*  →  NO2 + hν（590～2500 nm） 

 この光強度は広い範囲でNO濃度に比例するため，この

光を光電子増倍管で受光，増幅し，予め適当な標準物質

により作成した検量線を用いて，試料中の窒素の定量を

行うことが出来る（図5.2参照）．標準物質として化学量

論的に正確な値付けしたものを用いれば，原理的にはSI

トレーサブルな測定が可能となる． 

 ケルダール法と比較した場合の同法の長所としては， 

・タンパク質溶液を直接測定できる 

・非常に短時間での分析が可能 

・有害な溶媒・触媒によるサンプルの前処理を必要とし

ない 

・検出感度が高い 

といった点が，一方短所としては， 

・装置が高価である 

といった点が挙げられる．同法の推奨測定範囲は0.2 µg

～10 µg/タンパク質であり，通常扱う濃度レベルのタン

パク質溶液を直接濃度決定することは，原理的には可能

である．同法はこれまで主に，石油などの揮発性溶媒中

の微量窒素化合物を計るのに使用されてきたという経緯

があるため，タンパク質溶液においても再現性良く濃度

測定出来るかどうかについては，実験的に検証を重ねて

いく必要がある． 

 

3.5.3 乾燥質量秤量法 

 どのようなタンパク質でも，純粋なものを完全に乾燥

して質量を測れば，絶対的な値が得られ，測定値そのも

のがSI単位を有することになる． 

 乾燥質量を秤量する前に，まず目的のタンパク質を他

のタンパク質成分を含まないよう極めて高度に精製し，

凍結乾燥により，粉末状にした後天秤を用いて秤量する．

1 µgの感度の天秤を用いて0.1～0.2 %の誤差で定量する

には3～5 mgの試料を要する．タンパク質試料の含む塩

成分や結合水量は，各々イオンクロマトグラフィー法，

カールフィッシャー法により正確に測定し，先の秤量値

より差し引くことで，タンパク質の定量値とする． 

 同法は長所として， 

・測定原理が非常に基本的かつシンプルである 

・最終的に定量したタンパク質は非常に安定的な形状で

保存可能 

といった点が，一方短所としては， 

・予め目的タンパク質の純度の評価を厳密に行わなけれ

ばならない 

・測定の感度が悪く，かなりのタンパク質量を必要とす

る 

・時間と労力がかかる 

・凍結乾燥時にタンパク質の高次構造が壊れてしまう可

能性が高い 
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といった点が挙げられる．特にタンパク質の高次構造が

壊れてしまった場合，臨床検査に用いることは難しくな

る．凍結乾燥の条件についてはターゲットタンパク質の

各々について，随時検討していく必要がある． 

 

3.5.4 各CRMにおける定量法 

BCR-457（IRMM）：アミノ酸組成分析(3.5.1)，窒素含量

分析(3.5.2)，比色定量法(3.3.1)，吸光度測定(3.3.2)による

定量を行っている．アミノ酸組成分析においては，「各々

のアミノ酸の測定モル数」に「各々のアミノ酸の分子量」

を掛けたものの和をタンパク質の定量値としている（こ

の場合，CysteinやTyrosineなどの分解を受けやすいアミ

ノ酸の測定については考慮されないことになる）．同分析

は3研究機関により個別に行い，それらの平均値を定量

値としている．窒素含量分析においては，5研究機関で

ケルダール分析を行い，平均値を定量値としている．比

色定量法，吸光度測定においてはいずれもウシ血清アル

ブミンを用いて検量線を作成し，定量を行っている．前

者については，Lowry法により11研究機関が測定した結

果の平均値，またBCA法により1研究機関が測定した結果

を，各々定量値としている．後者においては，λmax=280 

nmでの吸光度測定を4研究機関が行い，定量値を算出し

ている． 

 以上，複数の方法で定量を試みてはいるものの，最終

的には，過去にLowry法と窒素含量分析の測定結果が良

く一致したとの理由で，Lowry法で得られた定量値を認

証値としている． 

BCR-486（IRMM）： アミノ酸組成分析(3.5.1)のみによる

定量を行っている．同分析においては，回収率が最も高

いアミノ酸のひとつであるAlanineの「測定モル数」に「タ

ンパク質1分子当たりに含まれる理論モル数の逆数」と

「タンパク質の分子量」を掛けたものをタンパク質の定

量値としている．あるひとつのサンプルについてアミノ

酸組成分析と吸光度測定を行い，モル吸光係数を求めた

のち，吸光度測定を行うことで定量値の均質性の確認を

行っている．同分析は3研究機関により行い，それらの

平均値を認証値としている． 

BCR-613（IRMM）：CRM-486の方法と同様． 

SRM-927c（NIST）：比色定量法(3.3.1)，カラムクロマト

グラフィー分析(3.3.2)により，前ロット（CRM-927b）の

標準物質を用いた検量値をもとに定量を行っている．前

ロット（CRM-927b）更には初期ロット（CRM-927a）が

どのようにして定量を行ったかについては不明である． 

 

 

4. まとめ 

 

 本稿では，まず国内外において，トレーサビリティー

体系の高位に位置するタンパク質（純物質）一次標準物

質の開発・供給が急務であることについて述べた．タン

パク質標準物質の開発は，「純度」「物質の同定」「均質

性」「安定性」「濃度の決定」の5つの項目について総合

的評価を行う必要がある．そこで同物質の開発に必要な

主な分析測定方法の原理と，これまでに供給されている

CRMの開発方法の実状について紹介した．このことから，

各計測標準機関が各々の項目に関してどのような測定方

法を採用するかについて，試行錯誤を繰り返している状

況にあることを明らかにした．また，濃度決定に関して

は，SIトレーサブルな標準物質として認証されている（純

物質系）一次タンパク質標準物質が存在しないというこ

とについても明らかにした． 

 そこで，NMIJでは，まずSIにトレーサブルな一次標準

物質を作製するための化学量論的な値付け方法の確立と，

それによる（純物質系）一次標準物質の作製を行ってい

きたいと考えている．以上を踏まえ，今後の作業方針を

まとめる． 

1)  （2つ以上の）SIトレーサブルなタンパク質濃度決定

法の確立 

2)  標準物質開発に関する様々な分析法（濃度決定以外

のもの）の確立 

3)  上記1)，2)で確立した方法をもとにした，タンパク

質標準物質の迅速な開発・供給（候補標準物質として

は，C反応性タンパク質，アルブミンなどを検討中） 

 1)に関しては，本稿に述べた測定方法について，まず

は一通り試験を行い，各々測定結果を比較検討した上で，

最善の方法を選択していきたいと考えている．これまで

に供給されたタンパク質一次標準物質について，2つ以

上のSIトレーサブルなタンパク質定量法により値付けさ

れたものは存在しないため，もしこれが実現すれば，認

証値の信頼性を格段に上げることが出来るものと考えて

いる．2)に関しても，最初の標準物質作製においては，

一通りの試験を行い，必要十分な測定法を選択していけ

ればと考えている．特にCRM-486とCRM-613は多くの分

析方法により評価を行っているようなので参考にしたい．

3)に関しては，これまでは律速になっていた，原材料か

らの目的タンパク質の精製過程において，我が国が得意

とする遺伝子組み換え技術を生かし，迅速で生化学的均

一性の高い標準物質を供給していきたいと考えている．

これに関しては，産業界との連携を十分に図る必要があ

ると考えている．同時に供給体制についても，産業界や
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臨床分野の関係者との連携により，適切なモデルを構築

していければと考えている． 

 

用語の説明 

＊1  プロテオミクス：プロテオーム（proteome）+学（ics）

で，「全タンパク質の研究」，すなわち一般的にはタン

パク質の大規模研究を示す言葉として使用されている．

プロテオーム（protein + ome）はゲノム（genome = 

gene + ome）に対する造語． 
＊2  ファミリータンパク： 生物種，細胞種を問わず保存

性が高く，分子間で相同性の高いドメイン領域を有す

るタンパク質群の総称． 
＊3  アイソザイム：同一個体中にあり，化学的には異な

るにもかかわらず，同じ化学反応を触媒する酵素．遺

伝子上の突然変異により，アミノ酸配列が一部変化し

て生成されることが多い． 
＊4  スプライスバリアント：真核生物のmRNAはゲノム

上の何箇所かに分散されてコードされていることが多

い．成熟したmRNAが生成される際には，ゲノム上の

不必要な部分（intron，イントロン）が切り取られ，

mRNAになる部分（exon，エキソン）が張り合わされ

る．この生成過程をスプライシング（splicing）という．

遺伝子によっては，このスプライシングの過程におい

て，エキソンの一部を除いたものとそうでないものの

いくつかを生成するものがあり，これら生成物のこと

をスプライスバリアント（splice varient）と呼ぶ． 
＊5  糖鎖付加型タンパク質：糖とタンパク質が共有結合

して出来た複合タンパク質の一群の総称．特定の生物

や器管に限られず，広く全ての細胞に存在する．糖タ

ンパク質の糖鎖部分の役割については，種々論じられ

ているが，特に細胞膜糖タンパク質は細胞相互の認識

や細胞間情報伝達に働いていると推定されている． 
＊6  ポリクローナル抗体：通常，単一な抗原を動物に免

疫した場合でも，抗原分子上の抗原決定基（epitope, エ

ピトープ）に対する親和性や特異性が違う様々な抗体

が産生される．これら種々の抗体分子の集団をポリク

ローナル抗体といい，1種のエピトープしか認識しない

抗体の集団をモノクローナル抗体という． 
＊7  cDNA：相補的DNA（complementary DNA）のこと．

mRNAを鋳型として逆転写酵素により合成された一本

鎖DNAであり，真核細胞遺伝子のクローニングの実験

に良く用いられる． 
＊8  Lambert-Beerの法則：試料の入ったセルに光を当て

た際，透過する光の強度をI，試料の入っていない溶媒

のみの入ったセルを透過した光の強度をI0とした場合，

log（I0/I）を吸光度という．Lambert-Beerの法則は，セ

ル長l [cm]，モル濃度c [mol/l]，モル吸光係数ε [l/mol・

cm] としたとき，「log（I0/I）＝ε・c・l」の関係が成

り立つことを示したもので，この式より，吸光度測定

をもとに物質濃度を求めることが出来る． 
＊9  エピトープ：構造の明らかな抗原決定部位のこと．

タンパク質分子あるいは細胞などは一般に多数のエピ

トープから成る． 
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