




用語と略号  

lt川iヱ■いon ■8thods  

晩  £be皿ic81ioni組ti仙・（化学イオン化法）  

虹   Electronioniz8tion．（電子衝撃イオン化法）  

富SI Electro叩r8yi叩iE8ti叩．（エレクトロスプレーイオン化法）  

FAB Fast8t血も（〉如血ent．（高速原子衝革滋）  

－  

QMS Qu8drupole massSpeCtrO血eter．（四里極質量分析劇）  

MS－Ⅰ， The first and second mass analyzers of tartde皿ZL且SS5peCtr8meter．  

托S－ⅠⅠ （タンデム質量分析計の第一及び第二質1分析部）  

刃S／MS A technique utili罫ing n且S8＆nalyzersin t＆nd叫t＆nd8瓜1a≦S S押CtⅢAetfF．  

（タンデム焦土分析法）  

AGE50diu露如d¢呼13qlf8七e pQly一札e叩181id辱g¢l81¢eもrQp如roきi5．  

（ソジウムFヂシルサルアユイトポリアクリルアミ芦グル電気泳動）  

T机d別Iqu且drup81e■15ISpe⊂trO■et8r．（タンデム四It■1分析計）  

ight n8SS Speetro血¢tef．（飛行時間型震■分廣紆）  

055 S⊂且爪．（ニュートラルロススキャン）  

LS8E Linked 5C乱n  nst8nt8／E．川代リンクドスキャン、B：■lgneti⊂field，E：810Ctric fi●1d〉   

功  ■野シ も㌧ ち適・   



Ch①覿ie且1＄Ub血は  

A七雅  A¢etie8eid．（酢態）  

麒Ⅳ  Acetonitrile．（アセトニトリル）  

用人T  α－蜘ting f8CtOr・（αメイデイングファクター）  

1耶f An裏OtenSinI．（アンギオテンシンⅠ）  

甜GH A叩ioten5inII．（アンギオテシシンn）  

s Tris（hydroxymethyl）aEninomethane．（トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン）  

P Substance P．（サブスタンスP）   

［Va15トangiotensinI．（［Va15】アンギオテンシンⅠ）  

G ［Va15，Ser9卜angiotensinI（［ValS，Ser9】アンギオテンシンⅠ）  

甘heat germ agg111tinin．（小麦胚芽アグルチニン）  

ATZ Aれilinothi8五01inone．（ア  ダブリノン）  Generai terms 

Da An atDmic mass unit（12c＝1Z Da）．（原子質豊敷）  

eV ElectrDn VOlt ＝ 96．487 kJ／皿01＝23．06 kcal／mDl．（電子ボルト）  

蝕01 Femto皿01e．（10▼15m81）  

FSC Fused silica capillary．（溶融シリカ毛細管）  

打RMS High resolution mass spectrometry．（高分解能質量分析法）  

Mi Theionized molecule．（分子イオン）  

［…］＋ Theion forned by pmtDnation of a爪Olecule．（7・ロトン化分子）  

【…a］＋ Theion formedby甑＋addition to且皿01ecule．（ナトリウム付加分子イオン）  

At8   3－A且ino tetr且加e弧Oie邑¢∃規．   ーアミノテトラデカン酸）  

BCA  80▼ineβ－C85ein．（静シ鋤ゼイン）  

8A Bovim∋albu九i払．（ウシアルブミン）  

8I BoYinei孔5uli航（ウシインシュリン）  

8日D  8「且drlinln．（プラジキニン）  

CCEO eCE－加熱紬印もide．（CCXオク夕べブタイド）  

CYで   Gyも8dlrO止8C．（シトクロムC）  

…丑 √舶再訂－br且dykini爪．（デス人rg∂プラジキニン）  

D瀧ア  Di暮e汰ylfor正8皿ide・（ジメチルフォルムアミや）  

8ⅣA peo東沖ibo加eleie8Cid．（デオキシリボ核酸）  

pYがR Dynorphin（ト13）．（タイノルフィント13）  

・‥ 

・－・噛  

Ha Holecul  the most乱bundantisotopic distribution．（最も存在比の多い同位体の  

Mr Relative molecuユar皿aSS．（同位体平均分子圭）  

MS Mass spectrometry．（質量分析法）  

MⅥ    Molecular Yeight．（分子量）  

皿／z Mass－tO－Charge ratio．（質量／電荷比）  

pnoI Pico皿01e．（10「12m。1）  

RF Radio frequency．（ラジオ周波数）  

S川   Sign81to noise ratio．（信号／雑書比）  

UV Uユtr且Violet且bsorption．（紫外吸収）  

d  Phenylgroup．（フェニル基）   

EDTA E晩yIenedi且℡i加tetp抽eetie8穀蓬踵．  

ELRP Eledoi5in－re18ted pepもidモ．（ェ振F  

描L   打e乱－もg層1Yき0℡押e．（ニワトリ卵昏  

HHH Hul且n he■叩lobin．（ヒトヘモグロビン）  

乱丁  肋mn pl8¢ent811yso抑止e．（ヒトリゾチーム）  

LENE Len－8nk8ph81i軋（ロイシンエンケファリン）  

H紺Ⅹ  推8t－ぬ臨画漬血．（メチオニンエンケファリン）  

械80打  1eth8nOl．（メタノール）  

椚Eで  2一忙8thoxy¢tbぬ81．（2一メトキシエタノール  

Ⅳ81  3一〃itrobenzyl涙顔眼球㌢拍一ニトロベンジルア  

0▲   恥t881抽ine．（オク  、洋一（Al8）8－0汀）  

（相馬   8（t8decyl五重1i8色．   

T鵬D  矩i18t机8ilyldi8冨018th抽e．（トリメチルシリルジアゾメタン）  

呼儲∵∴i－ト恥8yl8遊i藤一2－p旭nyle仙ylehloro孤ethylketone．  

（ムートトシルアミ㌣－2－フユニルエチルクロロメテルケトン）  
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臣terminal← RI  R2  Rn → C－ter皿inal  ーケンサの開発により、従来の液相のものに比べ約1，000倍の感度向上がもたらさ   

れた。   

一方、タンパク質のアミノ酸配列が、遺伝子DNAの塩基配列としてコードされて  

いることを利用する方法も多く用いられている。タンパク質の生合成の隙には、  

Ⅰ珊Aの塩基配列が皿錮A前駆体に転写された後、スプライシングを受けてタンパク質  

のアミノ酸配列をコードする成熟mRⅣAが生成する。この成熟mRⅣAに相補的なDNA  

（cDNA）の塩基配列を解析することにより、生合成直後の前駆体タンパク質のア  

ミノ酸配列が推定できる。この方法は、タンパク質レベルでは解析が困難な巨大  

タンパク質や、極微量にしか得られないタンパク質の全一次構造の迅速な決定に  

有効である。タンパク質側からとDNA僻からの一次構造解析は、それぞれの特長を  

生かして、相補時に利用されている？   

¢一N＝C＝S＋H2N－CH－CO－NH－CH－CO…NH－CH－COOH  

peptide   

addition at pH9  

PITC  

S RI  R2  Rn   
ll l   1  1  

¢－NH－C－NH－CH－CO－和一CH－CO…N且－eH－COOH  

PTC－peptide  

CyClization  
and cleavage  

市販のプロテインシーケンサの検出感度は、1ピコ（10‾12）モル程度で分析所  

要時間は、1残基当たり約1時間である。Edman分解法は、N末端からの分析なので、  

N末端がブロックされているタンパク質は分析できない。ピログルタミル化（Pyr）  

やアセテル化によりブロックされているときは、これらを認識して除去する酵素  

S－   ノ′  

勺も  
！   ＋  

N・一CE－Rl  

¢－NH－C  

H  

ATZ－amino acid  trlユnCated peptide  
酸叢嵐群発）で処理することによ  

酵素が作用しにくい場合がある。その  

l  

他のプロテインシーケンサの欠点として、試料（特に小ペプチド）の溶出による  

感度低下と側鎖の修飾により親水性の増加した修飾アミノ酸（糖鎖が付加したア  

スパラギン酸、トレオニン、セリン等）が、直接同定できないこと等がある。  

isomeriヱat主On  

S  

ll  

／C一Ⅲ   

l ¢－N＼c 

－CH－Rl  

DⅣA側から得られるアミノ酸配列の知見は、あくまで前駆体タンパク質の  

成熟タンパク質に見られる翻訳後修飾による化学的変化が含ま  

れないので、タンパタ弊制からの確認∵修正が不可欠である。また、タンパク質  

のアミノ酸配列をコードする朝川Aの単瀬のために奄、タンパク質の部分的なアミ  

ノン∴酸配列の知見が必要である。  

1．4 質量分析法によるサ決壊造解析の発展   

質量分析によるペプチドやタンパク質の一次構造解析の研究犠、轟くから行わ  

‖
0
 
 

PTH－amino acid  

図ト1Edman分解反応のスキーム（¢：フエニル基）  

－ 3  －   
一 2 －  



れてきた。1980年以前の分析法では、タンパク質を部分加水分解等で断片化して  

得たペプチド混合物を揮発性の誘導体に変換し、真空中で加熱気化させ、化学イ  

オン化（Cb紬icalioni2ation，Cり法や電子衝撃（飢ectronionization，Eり  

法等でイオン化する際に生成するフラグメントピークの解析により、その棒造を  

推定した。ガスクロマトグラフィー／質量分析（飢ソ那）法と組み合わせて用いら  

れるポリアミノアルコール法2）や直接導入測定に適したバーメテレーション法‖  

等の優れた誘導体化法が開発されたが、試料の誘導体化反応が煩雑なことや必要  

な試料豊が比較的多い等の理由で、広く普及するには至らなかった。   

質量分析法の生体物質の構造解析における適用認許の拡大を冒抱しで、不揮発  

性物質や熱に不安定な物質を、分子構造を保特したままイオン化で尊る方法の探  

索が続けられ、固体や溶液状態の試料から直接イオン化を行う”腱甜型”イオン  

化法と総称されるいくつかの優れた方法が開発された。これらは、試料を非常に  

急速に加熱した場合、分子の分解反応よりも単分子状のイオンの”脱離”が優先  

析されたアミノ酸配列の正当性を、全体として飼べることができる。また、既に  

広く普及していたぎABマッピングは、必ずしもタンパク質全体のアミノ酸配列につ  

も′、て僚報が得られるとは限らない。その原因は、限定分解によって生成した広い  

分暴量や化学構造を持つペプチド断片を同程度の感度で測定することが困難であ  

ることや、限定分解反応が十分に進行せず、生成するはずのヘアチドが観測され  

なかったり、非特異的な㊨儲反応によって予想しない断片が生成することにより、  

スベタト腺原瀬紡煎複雑紐な、るためである。タンパク質の精密な分子量測定によ  

壌‰ノ‡要郷河ツビングのヱのような欠点を補完できるようになった。しかも、ESIや  

鮎LDI法は、高い精製度のタンパク質試料の構造的均一度に関する情報も与えるこ  

とができる。これは、長い間研究きれて啓た既知タンパタ質の中にも、これまで  

知られていなかった  1ク貫化  

斉分析を目的とす  

法のオンライン化技術の翔発が進められた。これにより、  

粗製試料の分離精製とHS測定を一段階で行うことができ、必要試料量や分析時間  

を大幅に節減することができる。混合物の高感度で精密な測定法として既に確立  

したGC川S  似として開発された  マトゲラフイー／書t分析（LC／  

ことが示された。アAB法は、装置や測定方法の簡便さのため急速に普及し、単離し  
ンデム質量分析用S川S）法は、質量分析法の迅速性が分離授楷でも発揮されるこ  

とから、特に重要な方法になった。イオン源で生成したイオンが質量分析計を通  

過する割合は、四重庵型でも10％、磁場型では1％未満であり、虹S／鵬法の場合は  

たタンパク質を化学的にまたは酵素消化によ  

海食物の分子量を測定するいわ砂るガ  

れ、プロテインシーケンサを補藁する汎用性のある方法として広く用いられてい  

る。   

さらに、粗相の数年後に開発されたエレクトロスプレーイオン化法（  

Electrosppayionizatioれ、ESI）8）やマトリックスアシステッドレーザーヂソ一塁  

アシヨンイオン化（肋七rix－aSSiBtedlaserdesorptionioniBatiQn、鵬LpI）法丁葛  

により、それまで不可能だった分子量10万を越えるタンパク質を、分子構造を保  

持したまま真空中め単分子状のイオンに変換できることが示された。これらの方  

法により、タンパク質の分子量を、0．tから0．8壬紬精度で測定できるようになっ  

検出器に到達するイオンの絶対丑は、通常のHSよりも  

鵬〆光昏滋でのノイズゆ減衰が宿将強度の滅  

少より大  
拘わらすS川比は迦に向上  

で、ガス衝突等により繍  するという利点が崖  

ン分解を起こさせることにより、分子イオン汝強いが汐房都  

精通績報が少射、という、FA8やESI等の難揮発性換  

共通した欠点をノ補導ことができる。  

た。精密な分子量測蔑により、p∬Aの塩基配列やプロテインシーケンサによって  

ー 5 －   － 4 －  



験的なスペクトルのシミュレーションにより、実験量を節約できれば理想的であ  

るが、比較的小さなペプチドでも数十～数百偶の原子を含むため、イオンの立体  

配座を推定するだけでも、最高速のコンピュータの能力をも遥かに超える膨大な  

計算が必要なことが、その困難さを象徴している。  

1．6 本研究の概要   

本研究では、質量分析法によるペプチドやタンパク質の一次構造解析における  

スペクトル解析法や測定感度の向上について検討した。本研究の特徴は、イオン  

化やイオン分解機構に関する限られた知見を経験的要素で禰うことにより、英誌  

料の測定・解析においても、質量分析本来の高感度や迅速性を実現できる方法の  

開拓を試みた点にある。具体的には、FAB法やESI法等におけるイオン化現象やイ  

オン分解機構の解明、及びこれらを用いたアミノ酸配列推定やLC川S法によるタン  

パク贋混合試脳の高感度測定法について研究した。本論文は、緒論と総括を含め  

て10牽からなり、各章の概略は以下の通りである。   

第2章から第4章では、主にFAB法によるイオン化現象やイオン分解機構の解明、  

及びこれらを用いたアミノ酸配列推定法について研究した。ペプチドのFABスペク  

トルには、ペプチド鎖の一カ所の開裂により生成する、元のペプチドのⅣ末端また  

はC末端部分を含むイオン（アミノ酸配列（aminやaeid se叩enCe）を反映したイ  

オン：シーケンスイオン）奴観測され、アミノ酸組成が既知の場合には高い確度  

でその配列順序を推定できる。しかし、アミノ酸組成が未知の場合には、アミノ   

酸配列の総数が脛大となり、8量体以上のペプチドの解析は困難とされていた。第   

2章では、より解析が容易なFABスペクトルを測定する方法やペプチドのイオン分  

解にお卑ナる分子内水素転移反応の機構を検討した。第3章では、ペプチドのFABス  

ペクトルからアミノ酸配列情報を最大限に引き出す方法を検討するため、経験的  

なイオン分解様式に基づいて、可能性の高いアミノ酸配列をコンピュータで検索  

する方法”CAPSけを開発した。この方法により、アミノ酸組成が未知の条件でも、  

10数量体のペプチドのアミノ酸配列を高い確度で推定できることが分かった。第  

4章では、アAB一衝突誘起解離（CID）スペクトルにより2カ所以上のぺプチ下結合の  

開裂によるフラグメントイオンを観測し、微生物由来の環状ペプチドのアミノ酸  

配列を解析した。しかし、環状ペプチドの場合、CIDスペクトルのみからペプチド   

1．5 質量分析法による一次構造解析の特徴と問題点   

高真空中で試料の分離・分析を行う質量分析法では、バックグラウンドノイズ  

の原因となる爽雑物賢の影響を最小限にできるため、原理的に高い検出感度が得  

られる。また、真空中での試料の分離・検出は〟秒オーダーで行われるので、試料  

の前処理やスペクトルの解析に要する時間を除いた正味の分析時間は極めて短く、  

基本的には非常に迅速な方法である。また、プロテインシーケンサでは、目的タ  

ンパク質を単離する必要があるのに対し、混合試料を直接測定できることも大き  

な特徴である。一方、スペクトルを測定するためには、試料をイオンに変換しな  

くてはならないという制約がある。試料が、真空中の加熱・気化できる場合は、  

EIまたはC工法を用いて中性分子から電子を奪ったり、カチオンやアニオンを付加  

させることにより、イオン化を行うことは比較的容易である。しかし、ペプチド、  

タンパク質、糖類、核酸等多くの生体物質は、生体内で機能するために水溶性で  

ある必要があり、必然的に極性が高く揮発性のない物質が多い。揮発性の誘導体  

に変換する方法に代わって、FAB、ESI、HALDI法等のいわゆる難揮発性物質のイオ  

ン化法が開発されたことにより、質量分析法が立体物質の構造解析において、本  

来の高感度や迅速性を発揮できる可能性が急速に開かれつ∧つ筍る。  

押ALDI法は、バックグラウンドノイズが極めて低いため、フェムト（  

レベル8）の検出感度が得られる。その結果、少なくとも標準試料の測定感度にンお  

いては、プロテインシーケンサと同等かそれ以上のレベルに達した。Ⅳ末端がブロ  

ックされたり、糖鎖やリン酸基等が結合したタンパク質も解析できることから、  

これまでも質量分析法はプロテインシーケンサを補完する手段として活用されて  

きたが、今後益々重要性を増すことが期待されている。   

反面、複雑なイオン化現象を利用するため、実試料で期待される感度が得られ  

ない等の問題に対処するための理論的指針を得にくいことや、質量分析法におい  

て重要かつ基礎的な現象であるイオン分解を非経験的に予測できないため、未知  

試料のスペクトルから、演繹的に一次構造を導くことが困難であること等は、質  

量分析法の広範な普及を妨げる要因となっている。種々のペプチドのスペクトル  

を集積し、経験的にイオン分解の規則性を見出す試みも行われているが、20種類  

のアミノ酸が作り出す膨大な数のアミノ酸配列の内、どれだけの種類のペプチド  

のデータを集積すれば、最小限必要な経験則が得られるかが明らかでない。非経  
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結合の方向性を判別することは困難で、部分加水分解やEdman分解等の併用が必要  

であることが分かった。   

那尊から那章で臥主にESI法におけるイオン化現象やイオン分解機構の解明  

及びLC川S法によるタンパク質混合試料の高感度測定法について研究♭た。第5章  

では、ESIイオン源を備えたタンデム四重棲質量分析計を試作し、タンパク質のイ  

オン化条件、検出感度、質量決定精度等について検討した0生体由来の汐シバク  

質は、ESI法のイオン化効率を著しく阻害するナトリウム塩等と共存することが多  

い。微量なタンパク質の脱塩は、通常の透析やゲル濾過等の方法では、高い回収  

率や精製度を得ることが困難である○車名導引ま、溶液の海気伝導度や表面張力等  

の物理化学的性質とタンパク質のES‡イオン化効率の関係を検討b、塩類を含む微  

量タンパク質やペプチド混合試料の高感度測定を可能とするLC川Sインターフェイ  

スを検討した。第7車ではこの方法により、大量の垣を含む微量の遺伝子組み換え  

タンパク質の高感度測定や、微小な構造不均一性を有するタンパク質の組成解析  
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Immonium Ions 第2章 高遠原子衝撃（FAB）によるペプチドの質量分析法‖  

no His  

2．1 緒言  

1981年にBarberら2）が開発した高速原子衝撃（Fast atom bo皿もardment，FAB）  

法と、それまで主に半導体等無機材料の表面分析に用いられていた、2次イオン質  

量分析（Secondaryion7naSS SpeCtrOmetry，SIMS）法ユーとの最も大きな遠いは、  

グリセリン等の液体マトリックスの使用により、粒子線照射による試料の分解を  

軽減したことにある。イオン化条件が比較的ソフトなため、断片化や誘導体化な  

しにウシインシュリン（bovineinsulin，MW5，733．6，B‡）等分子量数千までの  

不揮発性化合物のプロトン化分子（川＋H】＋）を生成し、分子量測定が可能となっ  

たり。反面、フラグメントイオンが殆ど生成しない場合もあり、構造情報に乏し  

いという欠点もある。また、イオン化に必須であるマトリックスに由来するバッ  

クグラウンドイオンが、殆ど全ての質量数にノイズを与えるため、試料に由来す  

幻  1〔D  15〕  

セリン等のマトリックスに溶解した状態で、既に一部は正味の正電荷を持つイオ  

ンになっている。数kVに加速したキセノン等の希ガスの原子  

面をスパッタリングすることにより、比較紺碧昇給働＋刑責を  

る。真空中に叩き出された川＋机＋のプロトンは、分子内移動反応によりぺプチド  

結合のアミド窒素に付加することにより、イオン化時に付加された過剰の内部エ  

ネルギーと共にペプチド結合の閲裂を誘発し、アミノ酸配列を反映したフラグメ  

ントイオンを生成する。図2－1は、【Va15，Ser9］アンギオテンシンⅠ（DRVYV即FS  

L】醐1231．6，VSAG）のFABスペクトルである。FABスペクトルから得られる情報  

は、大きく分けて3種類に分類できる。アミノ酸のイモニウムイオン（H2対十＝CHR）  

が観測されるm／z160以下の領域（a）、川刷椚十領域（e）及び（a）と（c）に挟ま  

れた領域（b）である。それらから得られる情報には、固有の特徴がある。領域  
図2－1【Va15，S肝9ヨアンギオテンシシ王 印RVYⅦ膵汎、研l，2別∴  

のfABスペクトル。a）イモニウムイオン、も）シーケンスイオン及び  

C）プロトン化分子（【河＋H】＋）が戟渕される領域  
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（c）の川＋H］＋は、最も基本的な情報であるペプチドの分子量を与え、アミノ酸分  

析データの確認やアスパラギン酸／アスパラギン及びグルタミン酸／グルタミンの  

判別が可能となる。また、ペプチドの組成や純度の推測ができる。未知試料の場   

合でも、試料の由来などから幾つかの可能性が絞られたり、一次構造が既知のタ   

ンパク質の酵素消化物のような場合には、分子量情報のみでペプチドを同定でき   

ることもある。また、アミノ酸組成が未知の場合でも、Gly－Gly（C4H8N202，  

114．043）とAsn（C4H8Ⅳ20z，114，043）等の様に元素組成が一致している場合を除  

けば、高分解能測定により求めた精密質量数から、アミノ酸組成を絞ることがで  

きる。例えば、リシン（128．095）とグルタミン（128．059）は整数質量では区別  

できないが、精密質量では36nDaの差があり、分子量1，000程度までのペプチドで  

は、高分解能（HRHS）測定により、かなりの確度でこれらを区別できる。さらに、  

川＋H】＋に含まれる同位体ピークの強度分布は、ペプチドの元素組成を反映してお  

り、VSAGの元素組成（C58H已6015Ⅳ15）から計算された同位体分布をスペクトルに  

重ねて示した。ペプチドは、通常C、H、0、Ⅳ、Sの元素しか含まないので、同程度  

の分子量のペプチドの同位体分布はほぼ同様であるが、同位体分布に特徴のある  

元素（Cl、Br等）が結合した場合には、それらの有無や結合数を確認する有力な  

手がかりとなることがある。また、領域（a）で観測されるアミノ酸のイモニウム  

イオンも同様にべプチドのアミノ酸組成に関する情報を与え、分子量情報を補完  

することができる。図2－1のスペクトルでは、m／z 70，72，110，136等のピークは、  

それぞれプロリン、バリン、ヒスチジン、チロシンのイモニウムイオン（Ip，ⅠⅤ，  

IR，IY）であると推定される。VSAGに含まれる9種類のアミノ酸のうち、これら  

以外のアミノ酸（アスパラギン酸、アルギニン、フェニルアラニン、セリン、ロ  

イシン）については、イモニウムイオンに相当する質量数（それぞれ88，129，  

120，60，86）に明確なピークが見られない。このように、イモニウムイオンピー  

クが観測された場合は、対応するアミノ酸が含まれていることを支持する根拠に  

なるが、逆にそれらが観測されないアミノ酸が含まれていないとは言えないこと  

が分かる。   

領域（b）には、ペプチド鎖の一カ所の開裂により生成する、元のペプチドの  

N末端またはC末端部分を含むイオン（アミノ酸配列（a皿ino acid sequence）を反  

映したイオン：シーケンスイオン）が観測され、（a）や（c）からは得られない  

ペプチドのアミノ酸配列に関する情報を与えるため、特に重要である。図2－1のス  

ペクトルの例では、ペプチドはほぼ純粋で、かつアミノ酸配列が既知であるため、  

N末端やC末端のシーケンスイオンを帰属し、アミノ酸配列を確認するのは比較的  

容易である。しかし一般には、領域（b）で観測されるイオンは強度が低く、試料  

中の不純物による妨害を受けやすい。VSAGのアミノ酸配列に基づくイオンの帰属  

によると、Ⅳ末端のシーケンスイオンは殆どアシリウムイオン（aタイプ）である  

が、m／zl，118のみはC末端側が－CO－ⅣH2（cタイプ）である。（ペプチドのシーケ  

ンスイオンの構造と略号5）は、巻頭の図を参照されたい）また、C末端のシーケン  

スイオンは殆どがyタイプであるがm／z 888のみはⅩタイプである。ペプチド結合の  

位置により観測されるイオンのタイプが異なることがあり、かつどのタイプのイ  

オンが観測されるかが予測できないことは、未知ペプチドの解析を困難にする要   

因である。さらに、スペクトル上にはⅣ末端やC末端のシーケンスイオンが混在し   

ているので、帰属を誤る危険性がある。また、スペクトルの領域（b）にはシーケ  

ンスイオンとして帰属されていないが比較的強いピークが数多く見られる。これ  

らは、主鎖・側鎖の両方の分解に起因するイオンと考えられ、スペクトルの解析  

を複雑にしている。  

FAB法の開発により、ペプチドのスペクトルの「測定」は容易となったが、特に  

未知試料の場合、スペクトルの「解析」は容易でないことが多い。解析を困難と  

する原因は上に述べたこと以外に、以下の様な点がある。第一には、イオン分解  

は励起状態でのイオン反応を扱うので、計算で予測することが殆ど不可能である。  

第二に、ペプチドが長鎖になるに従って、20種類のタンパク質アミノ酸から生成  

するアミノ酸配列の数が、天文学的な数となってしまうため、スぺクトルの解析  

の任意性が増加する事がある。第三に、イオン分解の規則性が単純でないことと、  

膨大なアミノ酸配列のため、スペクトルを経験的に予測するための法則性を見出  

すことも容易でないことである。スペクトルの解析における困難を克服するには、  

より構造情報が豊富で解析が容易なスペクトルを測定すること、または複雑なス  

ペクトルでも解析できる方法を考案することが考えられる。前者については本章  

で、後者については次章で検討した。   

ペプチドのスペクトル解析の信頼性を向上させるためには、イオン分解機構に  

ついての基礎的な研究を積み重ねることが重要である。アミノ酸配列情報に富む  
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スペクトルを測定する方法を見出すための基磋的知見を得るため、ペプチドのイ  

オン分解に関与している水素転移やプロトン移動反応の研究が必要である。本研  

究では、交換可能な水素（Ⅳ末端のアミノ基、C末端のカルポキシル基、ペプチド  

結合のアミド基等に結合した水素）を、重水素で交換したペプチドのアAB一那及び  

衝突誘起解離（Collision－induced dissociation、CID）スペクトルを測定し、イ  

オン分解に伴う分子内水素転移反応を解析した。  

2．2．2 試料調製   

ペプチド試料、アンギオテンシンⅠ（DRVYI即fHL、I川1，295．7、甜Gl）、デス  

Argふプラジキニン（RppGアS押、仰903・5、D9BR）、ロイシルグリシルグリシン  

銅用245．1、LGG）及びメチオニンエンケファリン（YGGFH、HW573・2、鵬膵）は、  

（株）ペプチド研究所から購入したものをそのまま用いた。凍結乾燥したペプチ  

ド約1〃gを、ステンレス試料台（1．5×5mm）上で約2〟1のグリセリン／水混合液  

（容穏比1；10）に溶解し、日本電子（株）製アトムガンを用いて6kVに加速したキ  

セノンの原子ビームを照射してyABイオン化を行った。マトリックスに、3一ニトロ  

ペンジルアルコール ＝柑A）7）を用いるときは、ペプチドを約1直の水に溶解した後、  

約1〃1のマトリックスを涼加b混食した。ペプチドをアセチル化する隙には、試料  

台上に採取した乾燥ペプチド約1∬gを、約2虹の無水酢酸に溶解し、常温で数分間  

2．2 実験  

2．2．1 質量分析   

アABスペクトルの測定には、日本電子（株）製澗針耶－100型及びHX－110／110A型  

二重収束質量分析計を用いた。KX－100型はEB／E（E：電場、召：磁場）の3セクタータ  

ンデム、HX－110／110A型はEB／EBタイプの4セクタータンデム質量分析計である○イ  

オンの最大加速電圧と最大質量は、それぞれ5kVにおいて4，500Da（HX－100）及び  

川kVにおいて14，000D＆（HX－118）である。質量分解能は、1，000から2，000となる  

てスペクトルの測定を行った。ペプチド  

トリフルオロ酢酸（TfA）でpHを8．5～  

9．0に調整した0．4†tⅣ，Ⅳ－ジメチルアリルアミン溶液中、重責気流下で40℃、1時間  

フェニルイソチオシアネート（PITC、半井化学（株）製、5％ヘプタン溶液）との  

カップリング反応を行った（図ト1参照）。・ペプチドのアミノ基やカルポキシル基  

やペプチド結合のア  合した水素等は、水溶液中では速やかに交換反  

て重水素化ペプチドのぎABスぺ  

り込み、測定終了時にデータファイルを作成して磁気ディスク上に保管する。波  プチドを約2直のp之0   

形デT夕として取り込まれたスペクトルについて、データシステム上で  

定を行tL、、質i散一強度値の対で表され   

特定質1のプリカーサーイオンが、イオン覇ヒ素一電場の間の無場領域（顎一  

無壕領域）で分解して生成した娘イオンのスペクトル（C川スペクトル）の測定に  

は、EX－100型質豊分析計の第一電場と磁場を用いたB／Eリンクドスキャン  

（Linked Bcan at Constant B／E、LSBE）法8〉により行った。衝突励起を起こきせ  

るため、第一無場領域に装着した衝突室にヘリウムガスを導入した。プくリカーサ  

ーイオン（質量H，）が一定賢畳紙mの中性種を失って生成した娘イオン（質量Hn）  

のスペクトル（ニュートラルロススペクトル）では、（8／酌呈／（1－E－）を一定とする  

ようなスキャン（ConstantⅣeutralLoss Scan、甜LS）伊）を行った。ここで、  

E－＝E／EO＝（H，一班。）／班。、EOはプリカーサーイオンを通過させる竜場強度である○  

－ 14 －  



では、低分子領域にマトリックスのクラスターイオン（153n‡1）やそれに関連し  

たイオン（＊印）が現れたが、ペプチドに由来するフラグメントイオンは、殆ど観  

測をれなかった。Å封別のFABスペクトルでは、イオン化に用いるマトリックスの種  

類監より、フラグメントイオンの生成割合に大きな差があり、グリセリンを用い  

たとき聞Aに比べて、アミノ酸寵列解析を表すフラグメントイオンが強く観測され  
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8  

。グリセリンをマトリックスに用いたとき、フラグメント生成  ることが分かっ  

及密用も1たと督に比べて⑳イオン化時に川用】＋に与えられた  が多かったこ  

過剰め肉評滋寒雛翠－が多かったか、または前節で述べたように、ペプチド結合  

の開裂はアミド窒素へのプロトン付加によって促進ざれると考えられることから、  

②アミド窒素へのプロトン付加が、その他の塩基性部位に比戦して多かったこと  

＊  

461 a4 
が考えられる。  

C5  

＊ a5664 a6  

挙りヅクスにグリセリンを用いた時に強く観潮  R
亡
l
a
t
l
）
ビ
 
白
b
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C
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されたCれ（n＝3，4，5，8、☆印）は、ⅣBAを用いた場合には全く見られなかった。  

図2－2のノーマルスキャンスペクトルから、マトリックスにより生成する‖什軒「の  

ベクトルでは、  

によって、  

成にのみ大きな  

違いが見られたことから、  マトリックスによる差は骨町田■の過剰の内部エネルギ  

ーよりも、プロトン付加位置の分布の違いに起因することが推定きれた。気相の  

状態のペプチドに付加したプロトンは、速やかな分子内移動を起こすと考  

瓶塞から第一無壕領域に移動するまでの少なくとも約毎秒の  

子内移勤によってランダム化されていないこ   

ベクトル  295．7、ANGり の  アンギオテンシンⅠ（DRVY王H錯乱、椚1  図Z－2   

マトリウ多失：a）ダリセリシ、b）針ニ  
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応が起きていることが推定された。マトリックスとの相互作用の遠いによるペプ  

チドの立体的な配座の違いが、イオン分解時の《位のメチレン水素の引き抜き反応  

の起こり安きに影響を与え、CIDスペクトルでのCnイオンの生成割合の差が生じた  

ことも考えられる。  

2．3．2 ペプチドの他学修殊によるFA8及びFA8－CIDスペクトルの変化  

の－  
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、か9粥のⅣアセチル化によるFABスペクトルの変化を表している。  
a9  

a宅  1137  

【
切
 
 
40 

野の詔末端のアミノ基をアセチル化することにより、分子量は－CH2CO一に相  

当する42Da増加し、Ⅳ末端のシーケンスイオン（a，も，C）もいずれも42Da増加し  

た。しかし、図から見られるようにスペクトルの相対的バターンは殆ど変化しな  

いので、a），b）のスぺ  ら、Ⅳ及びC末端のイオンを判別することが  

去で彗プチドを無水酢酸に溶解させ、  

応前後のスぺクトルを測定すること  

重水素化無水酢酸（（Cか3CO）20）を等量混合して、アセチル  
h－¶瞬l  

基を含むピークを3Da離れたタブレットとして測定することにより、1固の測定で  

Ⅳ末端のイオンを判別する方法も捷案されている○〉ジ。図2－5は、閑職ほ川アセチル化  

こより、N東端のシー  

イブのシ  

スぺク   

C末端  トルを比較することにより、ペプチドの混合試料のスベタト  

のイオンを判別できることが利点である。カルポキシル基のメ  反応も、C末  

ケンスイオンをシフトさせ、同様の目的に利用することができる。  
1000  1200m  

FAB（a）及びfAB－C川スペクトル（b）である。FÅB－C柑ス  

1339）や【H＋H】◆－PTC（1／五1296）  

7（135D8）   政敵⑧粟㌢扱郷オテンシンⅠ（D耶YIHpfHL、即1，295・7、AM㍑）  
FAB－C川スペクトル  

ロベンジ  ス：a）グリセリン、b）3－ニト  

－ 18 一  
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200  400  600  800  

0  200  400  600  800   巾／J  

図2－4 a）デスArg，  図2－5 8）デスArg●プラジキニン（  

b川アセチル化p9BRの一人8スペクトル  

e）フエニルチオカルバミル（門C）化沌鋸沌のニュートラルロススペクトル  
共通の中性グループとしてpTC（135Da）を失ったイオンを逸別し、  

N末端のシーケンスイオンを選択的に測定  

－ 2’0 －  

化D98Rのプロトン化分子のF18－CIDスペクトル  

【 受注－ こ   



ら、C札8法との組み合わせにより、解析が容易なCIDスペクトルの測定に有用であ  

る。但し、この場合でもaれ、bれ、en等のシーケンスイオン間の相対強度は単純で  

なく、一義箪な帰属が可能であるとは限らない。  

2．3．3 重水素ラベル法によるyイオン生成における水素転移反応の解析   

ペプチド結合で分解してできる8来場のシーケンスイオンであるyタイプのイオ  

R
e
l
＆
t
i
〉
モ
 
ロ
b
u
n
d
さ
〔
C
モ
 
 

殻閉黎で予想ぎれる質量よりも2Da多いことが知られている5’。そ  ンは、尊   

素転移によることは明らかだったが、どの位置の  

水煮が転移するかについては、直接調べられたことはなかった。Biem8nnらのスキ  

ーム5－〉 では、α位の水素の引き抜きが仮産されたが、重水素化マトリックスD3乱  

Hを♪で交均することにより、《位等の重水素交換されない水素  を用いて置換可能   

A8－C川スペクトルを測定した。  

アミノ基に2僻、C束嗜めカルポ  5．1）は、御末  
R
亡
1
■
t
r
・
）
■
 
R
b
】
n
d
▲
ハ
リ
亡
 
 

キシル基に1個、ペプチド結合のアミド基に2個と、合計5償の置換可能な水素があ  

る。図2－7から分かるように、マトリックスにグリセリン及びむ粥Lを用いて測定し  

8日及び（酬＋7、  

■換された  Q
 
 
匂
 
 
8
 
 
8
 
 

6
 
 
【
つ
 
 
d
 
 
↓
J
 
 

った。y2に相当するイオン  ℡ －COI和一CⅡ呈－COOH，皿／zl  ーCI‡   

た場合のLGGのFAB及び【H†D】十の晋AB－CIDスペクトル共に5Da増加  

図2－＆に示すように、転移した水素はHではなくかだったことが確認され、交換不能  

応は関与していないことが分かったb周様のことは、5  

573．2）のFIB（回2－9）及びFAB－C川スペクトル  
1000  1200  600    800  0  200   400  

は、y】（n／z297）、yl（n／1354）  （図2－18  

た場合モれそれ5，8，7D8増加   及びyl（皿／z41り  

フユニ財チ念力灘ザほル（”C）化アンギオテンシンⅠ（DRVYI椚肌、  固2－6   

くa）野太寧及び（も＝姐サモⅢスペクトル  チド（Phe－Phe－Phe、冊459．2）  酬1，295．7、川G  

（b）n／E1339＝【  でも報告された。  
m／笈土296：【酎   
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yi  y1  

133   76  

「→「→  
瓢湖一LelユーGly－Gly－COO‡Ⅰ  

←」．」  
114  171  

bl b2  

b）LGG－d6  a）LGG  

皿／z  asslgn皿ent  m／z  assign皿ent  

88  IL－d2  

ND2＋＝CIi－C4H9  

138  y2－d5  

回十－CH2－CON旦－CH2－COO旦   

174  b2－d3  

旦ヱN－CH（C4H9）－CON旦－CH2－CO十  

86  IL  

ⅣH2＋＝CH－C。Hg  

133  y2  

乱川＋－CH2－COⅣH－CH2－COOH  

171  b2  

H2N－CH（C4H9トCONH－CH2－CO’  

図2－8 重水素化ロイシルグリシルグリシンのアAB－CIDスペクトルの帰属  

E12－7 ロイシルグリシルグリシン（Leu－Gly－Gly、MW245・1、LGG）の（a）FAB  

及び（b）川＋H］十のFAB－CIDスペクトル、及び重水素化LGGの（c）FAち及び  

（d）【M†D】＋のFAB－CIDスペクトル  

ー 24 一  
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2．4 本章のまとめ   

より構造倍額が豊富で解釈が容易なスペクトルを測定し、FAB及びFAB－CIほた  

はぎAB－CA迫スペクトルの解析におげる困難を克服することを目杓に、マ∵トリックス  

¢選択やペプチドの化学修飾によるFA‡及びfAもーC用スペクトルの変化について検  

討した。PTC化ペプチドのCNLSスベクトルにより、Ⅳ末端のシーケンスイオンのみ  

を、極めて選択錬成漆測産漕憑渡欧 この場合でも且住、bn、eれ等のシーケンスイ  

y4   y3   y2   y1  
411  354  297  150  

「→「→「→「→  
H2N－Tyr－Gly－Gly－Phe－Met－COOH   

⊥」←」←」←」  
397，425  
a4，b4  

b）JLet－enlephalin－d9  

164   221  278  
も．  b2   b3  

療病オるかに任意性が残った。現時点では、次章で検討した  

a）m¢レ母娘epbalin  なF▲8またはFAB－C川／CADスペクトルかち、一次構造情報を抽出する  

皿／五  8SSi  方法の開拓も重要であることが示唆きれた。ま潅、重水素ラベル法によるyイオン  

生成における水素転移反応の解析から、転移した水素がペプチド結合やN末端のア  

m／五  8SSl卯血ent  

1蒜浪   

齢脚肝増  

Ⅰ、・－d3  

旦2Ⅳ＝研一¢一喝  

Ⅰァ   
HIN＝CH－¢  

IY  
‰障用－¢－OH  

転  
FtN－m－CO柑－Cttl－CO◆  

」¢－0Il  

b，  
臥潤一CH－CO湘H－CⅡ2－00冊－CH2－CO＋  

」d－OH  

y量  

駄∬＋－C王トC（）糀－C耳－COO控  

」¢ 」舘2SC鮎  

効乎肉での水素転移や  

っていることから、重   

イオン分解＊構の解明  

ミノ基に結合  

訟5  も認－d4  。今後、ペプチドのイオン分解機欄の解明が進み、ぺ  

プチド結合の開裂位置や生成するイオンタイプの予測が可能となり、スペクトル  

め解析の確度向上に繋がることが期待される。  
278  

297  

3昏鍾  yI  
瓢湖十－CHl－CO冊－C  

亜3，431  8●－d6，b一－d6  
星川－Ctl－CO－（昭一CHl－CO）1－N旦－CH－（CO）’  

L¢一喝  」酪 

397，425  8一，b‘   
1緑呵闊顔一掬緑馳一柳磁糎礫購鮮  
L針嘲  L¢   

411  y4  

Ht◆－（ⅢトCHユーCO）i一冊－CtトCOⅧ－CローCOOti  

」¢ 」cBをSC鮎  

418  
牒瑚）   乞一喝・股職唯一C掛CO曜  

Lさ 」鎚塁  

図2－11 重水素化メチオニンエンケファリンのF亜－CIDスペクトルの帰属  
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第3章 高遠原子衝撃（FAB）質量分析法によるペプチドのア  

ミノ酸配列推定－）  

文献  

未発表データ  

H．Barber，R．S．Bordoli，R・p・Sedgwick andÅ・N・Tyler，J■C加飢  

Joc．C加虚．Co皿』〃仇，325（1981）．  

A．BenninghovenandW．K・Sichter皿an，Org・Mass Spectrom・・12，  

595（1977）．  

M．Barber，R．S．Bordoli，G・J・Elliott，R・D・Sedgwick and A・N・  

Tyler，B．N．Green，J・伽軋∫oc・伽飢Co皿』肌，936（1982）・  

3．1 緒言  

3．1．1従来の研究と問題点   

Barberら2）により高速原子衝撃（Fast atom bombardment、FAB）法が開発され  

る以前は、無修飾ペプチドの測定には、フィールドデソープション（Field  

desorption、FD）法3）が用いられた。下西ら4’は、手動のEdman分解によりⅣ末端  

からアミノ酸を順次切断する毎に、切り取られたアミノ酸と切れ残りのペプチド  

断片をアローMSにより同定するアミノ酸配列解析法を開発した。この方法は、プロト  

ン化分子（川†H】＋）から求められるペプチドの分子量変化を利用するので、スペ  

クトルの解釈に曖昧さが入りにくく、殆どの場合に唯一のアミノ酸配列を導くこ  

とができる。また、スペクトルをコンピュータで解析することよりS）、タンパク  

質の酵素消化物のような複雑な混合物でも直接解析できることが、プロテインシ   

ーケンサと比較して有利な点である。一方、Edman分解を用いるため、Ⅳ末端がブ   

ロックされたタンパク質には適用できない等プロテインシーケンサと共通の欠点   

があった。試料量や反応時間を要する溶液中での化学反応でペプチド鎖を切断す  

る代わりに、質量分析計の中で起こるイオン分解を利用してペプチドのアミノ酸  

配列を推定できれば、質量分析の高感度と迅速性を十分に発揮できる可能性があ  

る。そこで、FD法により生成したペプチドの川†H］＋の衝突誘起解離（Collision－  

induced dissociation、CID）スペクトルからアミノ酸配列を推定する解析プログ  

ラムが開発された6）。この方法では、川＋H】＋から求められた分子量値を満たす全  

てのアミノ酸組成について、それらから発生させた全てのアミノ酸配列とスペク  

トルとの整合性を数値化し、可能性の高い候補配列を列挙することができる。し  

かし、ペプチドの分子量の増加に伴って、アD法によるイオン化が困難になると共  

に、分子量値を満たすべプチドの全アミノ酸配列の数が天文学的単位にまで増加  

するため、適用できるペプチドの分子量は880程度に限定された。  

3．  

4．  

5．a）K．Bie皿annandS・A・Martin，伽β伽ec加飢鮎y‥6，1（1987）・  

b）K．Tomer，舶5β馳ec上川飢鮎γ・，8，445（1989）・   

K．R．Jennings andR・S・Mason】In”TandemMass Spectrometry”，   

F．W．McLafferty Ed．，Wiley，New York，197（1983）・  

J．MeiliandJ．Seibl，β√g．舶ββ∫pec血鳳，19，581（1984）・   

w．D．van Dongen，C．G．de Koster，W・Heerma andJ・HaverkathP，   

拗JdCβ皿皿肌舶βぷ旗C山肌，7，241（1993）・   

H．R．Morris，M．Panico，M．Barber，R・S・Bordoli・R・D・SedgYick   

andA．N．Tyler，鋸oc加仇β府恒′β・加5・C冊皿肌，101，623（1981）・  

．                        D．R．Mue11er，H．Eckersley and W・J・Richter，OIlg・Hass  

伽ec£r叩．，23，217（1988）・  

6．  

10  
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ペプチド的＝gをステンレスの試料台上で2直の10％グリセリン水溶液に湾解し  

た。正イオンモードの測定では、約1直の‖IRClを加えた。試料は、6kVのキセノ  

ンの中性原子を照射した。ヘアチド試料は、（株）ペプチド研究所から購入した  

ものをモのまま用いた。本文中で用いたペプチドの略号は、以下の通りである。  

ロイシンエンケファリン（1eu－enkeph81in、LENK）及びメチオニンエンケファリ  

8．l．2 車研究紛目的  

野点はの出現ぶよ昏、測定可鱒な好子塁が一挙に川倍数く拡蒸レ、努音量数千  

無償飾ペプチドのネ、鴫クトプレ凱得細るように凝ウが）。ま患、集2牽で検討  

たように、・・こフナドnFABスぺウトル：二は、丁ミノ酎川を正毅し・たフラグメン  

ィォ：．（シーー・：丁・ニーイすン）が軒酬されることが～・・⊃・つた一三・。しかし、椚盲ヘ  

アチ拝眉動線又代車寸座牒磯野…から￥議萌参賀ルのみかち唯一の配列密議くこ  

と娃財経な堵卓が多いこと、ま泡、アミノ酸配列食御こ関する塘報が得られると  

h81in、相打E）、エレドイシンリレイテッドベアタイド  ン（neトenl  

ELRP）、CCKオクタヘアタイド（CCR－  （e18doi8i  

0）、プラジキニン（br8dykinin、BRAp）、アンギオテンシンⅠ  如t8‡柑pも、i鵬、  陰陽ちず、部費均な配剤の鑑定に止ま葛場合があることがわかった9   

…ほでは、全て小つ・ミノ転記刊を悼酎・ることなく塵鯖ペプチドのFIB：ト1  及びⅠⅠ（＆ngiotensinl及びl、ANGl、ANG［）、サブスタンスP（subst8nCe P、  

Sm汀）、αメイティンダフアクター（t一皿8ting f8CtOr、川▲T）、ダイノルフィン  トルを迅速に自勤評析し、アミノ酸記劇を准痩凍る溶鴇愈拶欝恕首昭＆払渡。特  

に、スペクトルめみから唯一関配剤を尊そヱとが限帯な場合や部分ぬな配列横寺  

しか得られない場合にもi蝕烏累代タトプレに含ま軋るアミノ酸酷刑¢階数を夢太  

に抽出す急ことを目頓に～像繍とな還アミノ酸配列の綾瀬方津や牽軋ちを序列化  

ルゴリズム  するための確かちしぎぬ囁棲の等増力法を党議隠♭た，纂あ、本法を既知梢  
本饉では、候補となるアミノ酸配列は、スペクトルとの整合性を調べながら、  

短いベアチド鎖を途次的に延長する睾により組み立てた．最終的なアミノ酸配列  
下のスペクトルの解析に磨川  
における有用性を評価した。  

ムを図3－1に示した。  足長す礼遇程では、  を得るまで   ミノ酸配   

3．2 票数  

子  抽召スぺタトj畑瀾浸嘩、日本電乎（株）艶瀾掛1¢8裂こ重収束質量鎗新都  
1が同じで区別できないため、それそれ■L●と  K●で代表させた。従って、ここで  を川いた。汽■分解能は、2，000（10％f†）  び商社製封弘一好適0抑デー全身毅㌢ス矛ふ  

は20種類のタンパク質アミノ酸のうち、18種類が区別されることになる。   

はじめに、3個のアミノ酸の並べ替えによる全ての配列を発生させる。例えば、  
イオンの加速職旺は5kVとした－ スぺクトルの測寵は、■芽モー  

モードでは、麗壌をスキ十こ′するmのイオン偶巧を、・淀の時間皿牒でA／ほ掩 よモリー上で劇辞したヾn／ヱ＝川から1，800まで、3岬のてキヤンを繰り返し、  
3変調Q点から構成され恵ブロブダイき杉野一夕を得た。測庶幾ゝ開催（通常璃－；  

ピー・ケの0．1％）やピーク聞ドイト▼－判道長ぐミ（30、50％）を淡けてピーク判定を  

…、－YYY－、■l川㌣のような具合である。18×18×18  

ヒついて、その分子▲椚．と候補配列の一節  に含ま九る  

に対するスコ  

アの算出の仕方に  序列化さ九た菰分  い、汽丘軋一曲塵他の†寸からなるバ・－・アラブデー・タに史持した。餌▲敷は、水  

による錮潤■として机1，000、■iたり0・5を差し引き、小数点以下を四捨五入  

て撃欧化した）てベタト几データは＼モデムを介して高上通1－3畠Q聖コンビュ  

タむステムに転送し怒。アミノ酸髄銅鐸解析アロダ汐ムく伽服地即一札圭注8d  

！eptiかS叫11ⅢCミng、l：APS）は、FORTRA椚Tでコー・ドした，  

列は、上位から一足の敷（適糟108個）だ   

る○ 同時に冊l書ま、FABスペクトルの【1†R】◆から求められるぺ  

酬p立地絞きれる敬澗誉が脚数より小ぎい埠登場瀾緑一＼骨粉葡御株  

して挟め世代の部分配剤憂生成するた磯に鍵轡穀   
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は、候補配列として保存する。酬sが椚pより大きい場合には、C末端のアミノ酸を  

1個削除して再び脚sと椚持を比較する○   

発生した金での部分配列について上記の作業を終えたとき、次世代の部分配列  

として保存された配列の数を調べる。その数がゼロでなければ、それらの部分配  

列に対して、以下のようにしてそのC末端側にアミノ酸を2個ずつ延長する8例え  

ば、部分配列が，丑押であれば、’RDVGG’、’RDVGA’、IRかVGS’、…、’RpVⅣ等のよ  

うな18×18£粟箪4）個の次世代の部分配列が生成される。元の部分配列（例えば  

1網錮き各ノ々にっいて324種類の延長きれた配列（合計32，400個）を生成しそれら  

のスコアと脚sを計算し、さらに次世代の部分配列の元となる配列を選別する。全  

ての部分配列の酬ミが仰pより大きくなやてしまうまでこのプロセスを繰り返す。  

Generation of starting subsequences  

ミ   ＝二±  

‥   
二‾＝ 

i∴＿一  

Calcul＆tion ofIⅣ．8nd score  

子供補配列が得られる。  結果として、スコアの   
Prolongation of 100 
s11b日e胆enCeS Ofhig論r  

SCOre  

l，Ⅰ）S＝SR－R■－・   

恥Ⅷ）距岬・R檜R’人＄  

Storing S as a  
subsequence for  
prolo鳩a七ion  

ず。すなわち、アミノ酸配  Removing off one amino  
acid fro孤C－OrⅣ－ter皿inal  組み立てる場合のそれぞれにつ  

始める場合及び2個から始める場合の組み合わせであ  

る。（囲3－1のⅠ－Ⅳ）これらの条件で得られた候補配列はスコアに従って序列化さ  

れ、最終的な結果となる。  

Any s止bseqⅦenCe   

be exa皿ined？  

ラグメントスキーム紆・11）によって計算される。（シーケンスイオンの略号は、巻  

頭の図を参照）閲裂に関与するペプチド結合のアミド窒素仰がプロリンの場合  

（（a）及び（e））とそれ以外のアミノ酸の場合（（も）及び（d））、また、測定野セ撃  

‖a）及び（も））と負イオンの場合（（c）及び（d））で撼、  c8ndi血te of higber score  Selection of  

異なる。（b）のCl、yl、h等のシー   

the procedures  

Ⅳ）dome  

of 100 Candidate of 光erging戒畠e18Ction  

回3－1アミノ酸配列推定プログラムC▲PSのアルゴリズム  
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ここで、Ⅳ末端から組み立て始められた部分配列IRIR塁…Rl†‥Rk一 について考え  

る。RiはⅣ末端から敢えてi番目のアミノ酸を表す。RiとRi＋lの間の開裂によって  

生成する野末端のシーケンスイオンは、正イオンの場合主にal、bi、eiであり、そ  

れらのイオンの質t数は、  

POSitiveion  y  
＋2技  

NqTermlnqtlng R  

a）f。rPrO＝ne Gワヲ㍗‖   t  
H  

N－C－Cへ′、ノ、一′－CiOHl  

しj 払 g仁一…；諾三nqt摘  

mS（ai）＝∑jl＿1汁j－27  

＝∑jl．1HJ11  

＝∑jl＿1HJ†18  

y
 
 

Z
 
 

H
 
 

O
 
 

∫
－
t
 
 

C
‖
0
 
 

「
 
 

1
 
山
一
 
 

R
－
・
C
H
 
 

b）for not PrOline  
【HINヘノーーN  

H H  で与えられる。】机は、アミノ酸温iの残基質皇数（整数値）である。（タンパク質  

ついては、巻頭の表を参照されたい。）  の略号と構   

分手鼻は、最終的に椚pとなる  

スイオ  

negative ion 
m5（yn－i）＝｝Ⅳァー血5（bl）†2  

C
‖
0
 
 
 

C
 
 

R  

l  C）for prollne  
【HINへへ一N－C－  
l‡  日 日 H o  

で与えられるや図3－3は、乗除の湘走スペクトルを例に、Ⅳ、C爾来確率 

イオンの帰属を示した。部分配列をC東端から組み立て始めると喪敵、 

d）for【Ot PrOllne  
【H‡N〈ノ・一N  

日   日  

図3－2  ペプチドのFIBスペクトルで観測される主なシーケンスイオン  

ペプチド結合のアミド皇素側がアロリンの場合（（a）及び（c））と  

それ以外のアミノ酸の場合（（b）及び（d））、測定モードが正イオン  

の場合（（8）及び（b））と負イオンの場合（（c）及び（d））。イオンの  

略号は、巻頭の図・ペプチドのシーケンスイオンの♯造と略号をさ  
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8n＿3bn＿aCn＿。an＿2b。＿2Cn－2a。－1もn－1Cn－1  

CH 
Ct7－－CO一－NH一－－‥＝・・－CH∴C  

alも1Cla2 b2 C2 a8 b3 C8  

Rn＿1  

yn－1乙n－1 yれ－2 Zn－2  yn－3 Zn－3  

a之b2C2a8b3C3  名n－8yn一さZn－2yn－8 Zn－1yn－1酬p＋1   

E － 

打－－CO－OH  

C－terminating   

grou．p＝Otり  

NH－  

y3 ヱ3  y2 Z2  yl Zl  

aれ＿2bn＿2Cn＿2  

IⅣp  

豆n＿1bn＿1Cn＿  aれ＿3bn＿3Cこ二8  

1000  1200 ■．／l  

C－terminalf王：8朗婚礼ts  N－ter皿imalfrag皿entS  

an－1＝酬。－Hh（柁Sid11al皿aSS Of Rn）  

㌢鱒鱒鱒鱒鱒n麺  ポーter皿in81fr8n氾S   

al＝Hl（resi血．almass of Rl）  

＋1（皿a8S OfⅣ－ter皿inatingH）  

－28（mass of CO）  

＝ 宮1－27  

bl＝ 軋＋1   

c．＝H．＋1＋15（n8SS Of Nn）＋2（伽2）  

＝ Hl＋18  

yれ－1＝脚，－bl＋2用＊2）  Cn＿1＝IⅣ。－Mn－17  

＋15（mass of NH）＋2（H＊2）  

＝IⅣ，－軋  

zl＝＝ Hn＋17－15＋2   

＝ 丼h＋4   
-1 

2（餅2彗  

＝ 酬．－Ml－14  

Ⅴ
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▲
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＋
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ニ
 
 
 

良
■
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D
 
 

y。－2 ＝yn－1一宮2  

zn＿2 ＝Zn＿1－M2  cユ ＝＝ Cl＋Hi  

a3 ＝ a2＋‰  

b8 ＝ b2＋‰  

い ＝ C】＋宮l  

8いI＝ 8n＿－一軋」  

もトl．＝bれ一食－ルー亀  

観衆学顔一宮か‰→食  yn－】＝y。－，－H，  

乞n＿8 ＝Zn一之－‰  

図3－4 C末端の部分配列か包㊥  

歯3－3 Ⅳ末端の部分配列からのシーゲンスイオンの質量数計領  
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ルの次のような性質を考慮した○第一に、ペプチドの分子量以下の各質量数には  最後に、ピーク強度に質量数による重み付けを行った○  

Ⅰ”（鳳）＝kxI”（m）×m  

バックグラウンドイオンが溺れるので、スコアに考慮されるシーケンスイオン  

廉からこのバヅクグラウンドによる強度のレベルを差し引く必要がある。質量  …（14）  

如こ掛ナるパツタグラウンドイオンとシーケンスイオンを区別する閲億Ⅰ川（m）は  

ここでkは、最大のピーク強度債を10，000に規格化するための定数である。   

これらの補正をご加えたスペクトルの例を図3－5に示す。スベクトルの肉質量数  ・・・（7）  ⅠⅢ（m）＝【（n＋一皿）Ⅰ（m‾）＋（m－m‾）Ⅰ（m十）】／（皿＋一m‾）   

ほ、マトリックス由来のバックグラウンドイオンが強いのでスコア  

で与えられる。ここでm－、m・は、それぞれm－25からm及びmから山25の範囲で最小  Vlなかった。質量数200以上のピークのうちm／z239，275，277，  

のと＿ク強度を示す質量数を表す。さらに、開催王Ⅲは前後25翫 均化  

質量数mでの態度値Ⅰ（m）から差し引いた¢  

367，369（＊印）は、マトリックスのグリセリンに由来するピークとして無視し  

た。  

n＋Z5  

Ⅰ，（m）三Ⅰ（mト∑1≒n－25IT琵（i）／51  

13t体の合成ペプチド  

第二に、安定同位体による寄与を2帽類のタンパク質アミノ酸の平均的な億を用  醸組成蜜既知または未知の条件でアミ  

質量数皿の  いて近似昭旺補正し患。1軌1Ⅷ、180、3もSの各元  

オンの皿＋1及び山2の同位体イオンの強度は、玖下の  

ノ酸配列推定を行った。解析結果は、スコアによ予て  された一連（通常10  

儀果の良否を簡便に  から20何程度）の候補配列として得られ  

示した。アミノ酸組成が餞  

…（9）  

・‥（10）  

IT80（m＋1）／Ⅰ，（皿）≒5．5×10‾‘x皿  

ⅠISO（m†2）什（m）≒6．3×10‾5×mH．5×10‾Tx皿之   

ここでⅠ・（鳳、）は、式㈲で求勝率資丑教戒お抄怒班⇔準感  

候繍の弟1位に得ら  

ドで、正しいアミノ酸記  

列が候補の上位に得  様に、正しい配列が候補配列  

（9）は、主  の中に含まれていなかった場合も、必ずしも推定が完全な失敗であったとは限ら  

18Nを1原  表3－2に、AⅣGI、CCKO、SV8p、  に1＄引こ由来する。或（1田の琴一風は18陀3‘sに由来し、勢二項  丑A兄－12P、DYy臥 A淡ATについて、  

AI沌l（8）の場合は、最上位ほ正しい配列だが、  子ずつ含むイオンと＝eを2原子含むイオンに由来する。式（9）、（10）から導かれ  

以下由式を単五数の俄も、働から高い側へ頗次適用した。  

つづく2配列は  

いる。表中の全ての配列のC束雅那ま  

ⅣGIのぎABスペクトルに、扉オ牒崩，3鱒，  

Ⅰ・，（m）＝Ⅰ・（m）×（1＋6．1×10－1×m＋1・5×10一丁xn2）  …（11）  

Ⅰ，，（か1）三Ⅰ，（孤キ＝－Ⅰ，（皿）×5．5×＝「4×皿  …（12）  

Ⅰ，，（m†2）＝l・（孤沌）－Ⅰ，（弟X（8，3xlO－5×か1．5×18‾亨×m2） …（13  

強度値が負の値となる場食臥ゼロで置き換克た鐸  
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義3－1 CAPSによる生理活性ペプチド（既知試料）のアミノ酸配列推定結果  

SeqはenCe■〉  Orderも）  
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eledoisin－rel＆ted peptide  KFLGLM－NHz  a）Observed spectrum  
angiotensinIⅡ（hu皿an）  

angiotenさinII（l血皿8n）  

des－ArgO－bradykinin  

CCK－OCt＆peptide  

br乱dykinin  

【Tyr－トbrldykinin  

乱ngio七enさin‡（b独孤弧）  

【V111卜ugioton3in 

［Asnl，Ⅴ盆18］－8ngi8七ensinI  

【甑18，Asnサトangioten眉in 工  

【Asnl，Ⅴ乱15，AsnOト8ngiotensinI  

【Ⅴ乱1与，Ser9ト乱ngiotensinI  

lysyトbradykinin  

tyrosyl－b陀dykini且  

RVYLHPF  

DRVYIノ肝F  

RPPGFSPF  

DYHGWMDトm立  

札PPGFSPFR  

鋸叩鳩－SPYR  

DIVYL打PFItL  

か丑†YVⅢ嘲凱  

ⅣRVYV鋸Ⅵ軋  

DRVYVm〉F札  

NRVYVⅡPFNL  

DRVYVHPざSL  

KRPPGFSPF8  

YまぽP肝S押R  

械麗叛押GFSや和  

RPXP【EFFGLM－NHI  

YGGFHRRVGRPE  

Y8GFLRRLRp肌K  

WHVLKLXPGXPHY  

00  1l  
m／ヱ  

b）Modi薮扇紺eCt王▼皿  

277  

BAM－12P  

dyn（〉rpbin（ト13）  

α一皿乱ting舘etor  

一一see’T＆ble of abbreviations of proteim＆bino＆Cids’in the begihhing of thi9   

book．The p＆irs of a■ino＆Cids L＆ndl．＆nd K＆nd q＆re putin the s＆■e   

Class ＆tld denoted＆S’L’＆tld’K’．respectively．  

いThe r＆nk＆t Vhich the correct sequencei8foundin the c＆hdid＆te30bt＆ined  

（A）vith prior knovledge of alino＆Cid colpOSition，（B）vithout prior   

knoYledge of the■but Nith ＆givenidentity of the C－terLin11function＆1   

group（－COOr（or －CONH））＆nd（C）Yithout prior knoYledge of both alino＆Cid   

COmpOSitioIlaniamidentity of the C－ter皿inalf11nCtionalgroup．  

図3－5 アンギオテンシンⅠⅠ（DRVYIHPF、I川1，045．5、AⅣGI）の（a）fA丑スペク  

トル及び（b）3．3．3のスペクトルデータ変換法に従って、バックグラウ  

ンドイオンや安凄同位体による寄与を補正し、質量数による重み付け  

を行ったスペクトル  
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義3－2 既知ぺプチドのFABスペクトルの解析により得られたアミノ酸配列  
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substance P  
SVBp（e）やAHAT（g）では、正しい配列は上位100個の候補配列には含まれていなか  

ったが、それらのスコアを算出してみると上位に現れる筈の高い値を示した。こ  

れらの場合は、正しい配列の前駆配列が、部分配列をスコアで遠別する段階で捨  

てられてしまったためである。このように、最終的に高いスコアを与える配列が  

100％候補配列に含まれる保証はない。しかし、重要な配列が部分寵列の選別段階  

で落ちるのはむしろ稀な例であり、通常は上位100個程度の部分配列のみを次の段  

階に残すことで十分である。   

正しい配列が、最終結果に含まれるか否かは、解析に用いられたスペクトルの  

質が大きく影響する。表に示したSけ8PやAHATの結果では、 

正しい配列を含んでいる。上位の寵列は、正しい配列の1 

数分子量の等しいアミノ酸の組に置換してできていることが多い。例えば、SVBp  

での’p【PXEFF’やAHATでの’札ⅩLXpG’である。SぴBPでは、Ⅳ末端のアルギニンが、整  

数分子量が同じであるⅧⅤや，vG’に置換している。これらのアミノ酸の置換によ  

って変化が見られるはずのシーケンスイオンが強く観測されないために、スコア  

61ュ    46‘   319    2石2    149  

15T  

lT4  忘三完「曇烹曇璧曇薬効                                               旦98    ヰ51    ュ04    247    1二〉4  

の明確な差が現れなかっ  と考えられる。ま  

プのフラグメントイオンが誤ってシーケンスイオ  1スコアを与  

えてしまう可能性もある。CCKO（（b））やpYⅣR（（f））の候補配列は、正しい配列  

との類似性が比較的低かった。DYⅣRの候補配列は、共通して正しい配列のⅣ末端部  

分である’YG’及びC末端部分である’pKLX’を含んでいる。中間部分の配列には、規  

則性が見られない。この例では、正しい配列が上位に現れたのは偶然であると推  

測される。CC【0の場合には、正しい配列は部分的にも候補配列  ぎれ  

ペプチドでよい結果が得られなかったのは、スペクトルの質  

掛取か分漆忍‰煩牽列を遠別するためのスコアが、十分に機能できなかったこと  

が主な理  と考えられる。  

スペクトルの賢に大きく依存することが分かったので、検  

出感度の改善恕試み恵。コレクタースリットとイオンマルチプライアーの閤で、  

イオンを再加速ぐポ  トアクセレレーション）13｝して、高野豊領域の測定感度を  

向上きせる方   果を調べた¢図3－6（a）は、ポストアクセレレーションを行わ  

8do  10bo  
n／z  

12（X）   14∝）  なかった場合、図3－6（b）はこれを行った場合である。図は相対強度で表してある  

が、ポストアクセレレーションにより、S甘もpの甘嘲＋イオンの絶対強度は約3倍に  

Vl，3朝．7、帥8p）のアABスペクトルでポストアクセ  

を野ゎなかった場合（a）と行った場合（も）の比較  

－ 4よ啓 一   － 46 －  



なった。これらのスペクトルの解析結果は、表3－2（c）及び（d）に対応している。ポ  

ストアクセレレーションにより、特に高質量領域のスペクトルの質が向上したこ  

とにより、SVBpの正しい配列が候補の弟一位に得られた。   

表3－2の結果から推測きれるように、FA3スペクトルの解析により得られたアミ  

ノ酸配列は、特に束端近くの配列に曖昧さが大きいことが分かった。この部分に  

関係するシーケンスイオンが、スペクトルの低質皇及び高質量領域に現れるため、  

明確にピークを観測しにくくなることが原因であると考えられる。つまり、ぎAおス  

ペクトルでは、低質塁領域にはバックグラウンドイオンが強く、シーケンスイオ  

ンの誤った帰属の原因となるd例えば、A推ATでよ位の候補配列のガ末韓部分に誤っ  

た配列である’s耶，や，HSV，が、優先的に現れているのはこれが原因である。既に  

述べたように、質量数200以下の領域は解析に用いなかった○そのため、末端近く  

の配列情報は、高質量領域に依存する傾向がある○ しかし、高質量領域のイオン  

は強度が弱いことが多いので、配列を明確に推定することが困難になるものと考  

えられる。   

上ほ述べたように、正しい配列が候補配列の止位に得努れなかった場合で奄、  

候補配列は少なくとも部分的には正しい配列を皮顔几凋雄一牽。奉培は封ABスペクト  

ルと多少なりとも整合する一連のアミノ酸配列を検索する機能があり、ス代虎ト  

ルから部分的な配列情報しか得られない場合にも、スペクトルからアミノ酸配列  

の情報を最大限に抽出するという目梼をかなり達成できた。一連の候補配列は、  

スコアの上では僅かの遠いしかないので、さちに可 り込馴こは、人手に  

よる拝しいスペクトルの解析が必要である。   

アミノ酸組成が既知の条件では、愛でのペアチFについて正しい配列が候補の  

第一位に得られた。このように、アミノ酸組成は非常に有効な制限条件として働  

ーCOⅣH2（44Da）に変わると、同じアミノ酸配列でも、分子量やC末端のシーケンス  

イオンの質量が1Da減少するが、配列解析の結果には殆ど影響がなかった。C末端  

のアミド化の有無は、分子量及びシーケンスイオンの解析から、ほぼ確実に同定   

できることが分かった。   

表3－3は、ANGIの負イオンyABスペクトル（図3－7）の解析結果である。得られた  

候補配列は、正しい配列と殆ど関連が見られなかった。その他のペプチドでも、  

負イオンスペクトルの結果は、正イオンスペクトルよりも著しく劣っていた。こ  

れは、負イオンモードでは、正イオンに比べてイオン強度が弱くS川比も低いため  

であると考えられる。また、Ⅳ末端のシーケンスイオンが観測されにくいことも要  

因である。負イオンスペクトルは、正イオンスペクトルと相補杓に用いることに  

より、有用な情報を与えるものと考えられる。  

プチドの分子量とアミノ酸配列の稔数及び8」岬ちでスペクトルとの整合性を  

るアミノ酸配列の数の関係   

与えられたⅣ個のアミノ酸の並べ換えで発生する配列の総数Plは、アミノ酸の重  

複がなければ、単純に射である。Plは、12主体のぺプチドでは479，001，600に上る  

が、本法でスコアにより選別した部分配列の稔数Qlは、plの約l／12，000の3さ，264  

種類に過ぎない。アミノ酸組成が議知の場合  ての配列の赦p2は、与え  

られた分子量を満たすアミノ酸鐙成の各々ついて全ての並べ換えを狩って生成す  

る配列の数の和である。例えば、分子量1，045のÅ椚Hの場合では、分子量を満たす  

アミノ酸組成は銅，623通りあり、それらの全ての並べ換えで発生するアミノ酸配  

列の稔数p2は、17，887，293，637（約177億）種類という天文学的な数になる。この  

ような膨大奄配列を扱うのはく 高速のコンピュータを用いても現実的ではない。  

いているこ  が分かる。特に、  スペクトルが曖昧になりやすい末端付近の配列推  これに対して、  ルとの整食性を判定しスコアを算出した部分配列  

虔で誤  することを防そのに有効である。アミノ酸組成が未知の場合で  の総数Q2は、  過ぎない。光一388型コンピュータ  

臥低質丑領域に現れるイモニウムイオンからアミノ酸組成の周能性を絞ること  を用いた  

タの場合  

きのCf■U時間は  ／2型CfⅦ内蔵のパーソナルコンビュー  

ができれは、  敵対解析の確度の向上が期待できる。また、天然に潜在するペアチ  以内で結果を得る  ができた。図3－8に、Pl、Ql、p2、Q2のぺ  

れていることがある川。これまでは、8兼職基か療ル  やアミノ酸の数に対する依存性を示した。Ql及びQ2は、Pl、p2に  

）で鷹取恕ミも、う条件で雅淀愚行ったが、泰8－1（C）で駄C末端  アミノ酸め数によって比較的僅かな増加しかしないことが分かる。  

がアミド化ぎれでいる周能怯も考慮した条件で推虚を待った。朝8茸（45ぬ）が  、長銀ペプチド  （脚2，880以上）にも迅速に適用できることを表している。 tヽ ■  、   

ー 48 一  



表3－3 アンギオテンシンⅠⅠ（DRVYLH押）の負イオンfAB  

スペクトルの解析結果  
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3．6 本章のまとめ   

アミノ酸組成が未知の条件でも、15量体程度までのペプチドのスペクトルを数  

分以内に解析できるアミノ酸配列解析法けCAPS甘（付録にプログラムリストを添付  

した）を開発した。CApSは、スペクトルと整合性の高いアミノ酸配列を候補配列  

として列挙することにより、スぺクトルに含まれる配列情報を有効に抽出できる  

ことがわかった。ペプチドの分子量の増加によって、計算量が殆ど増加しないた  

め、計算時間によるペプチドの分子量的な制約は事実上解消した。例えば、ト48  

6DXクラスのパーソナルコンピューターを用いた場合でも、実用的な計算時間で分  

子量数千のペプチドが解析できる。一方、ペプチドの分子量の増加と共にシーケ  

ンスイオンの強度が減少する傾向があり、配列推定に困難が見られた。タンデム  

質量分析（HS川S）法は、長鎖ペプチドでも質のよいCIほたは衝乗活性化開裂  

（Collisionally activated dissociation、CAD）スペクトル巻渕定できる方法で  

あぁが、本章では割愛した。CAPSのC川スペクトルへの適用については、次章で未  

知環状ペプチドの解析において検討した。また、イオン分解の様式が非経験的ま  

たは経験的に予測可能となり、解析プログラムに組み込むことができれば、配列  

推定の確度は飛躍的に向上することが期待される。イオン分解の非経験的な予測  

の可能性については、第9皐においてペプチド多儲イオンのCADスペクトルについ  

て検討した。  

簡   

molecu（ar weight  

lOOO  2000  

図3－8 ペプチドの分亭主とアミノ酸配列の級数及びCAPSでスペクトルとの  

整合性牒判慶するアミノ酸配列の数の関係  
pl：アミノ酸組成既知のペプチドの全てのアミノ酸配列の数  

Ql：アミノ酸組成既知の条件でCApSで選別した部分配列の稔数  

P2：アミノ酸組成未知のペアチ声の全てのアミノ酸配列の数  

Q2：アミノ酸組成未知の条件でCAPSで選別した部分配列の総数  
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第4章 環状ペプチドの高遠原子衝撃（FÅ8）－衝突誘起解♯  

（CID）質量分析法によるアミノ酸配列解析＝）  

4．1 緒言  

ヰ．1．1質量分析法による環状ペプチドのアミノ酸配列解析の問責点   

環状ペプチドには、グラミシジンヰ〉のような抗菌作用やシクロスポリン5）のよ  

うな免疫抑制作用など様々な生理洒性を持つ物質が多い。ペプチド鎖の環状構造  

のため、鎖状ペプチドに比べて溶液中での立体構造が束縛されていることが、こ  

うした生理活性を発現する反応場の形成に役立っていると考えられる。また一方  

では、この環状構造は、Ⅳ末端を閉鎖してプロテインシーケンサによる解析を困難  

にする等、構造解析の上でも大きな影響がある。ベアチ下結合巨石O一犯－）には方  

があるため、アミノ酸の結合関係が同じでもペグ♪ヂ半給食め方向睦によ挙2種  

が区別されることになる。例えば、  

R8    Rc  置D  RI〉  且c  RB  R▲  

l  J   1   1  

Ⅲ－CH－CO一打H一服－CO一郎卜Clト｛0一ⅣH－ClトCO  
！   】   i  l  

と ¶H－C什－CO－yⅥ－Cl卜CO」m－C宵－CO一打托－C斑－CO  

（と聖望ゴ）  

は、互いにアミノ酸の結合  

－ケンス”の蘭係にあるっ  

記する。）レトロシーケンスの判別は、環状ペプチドに特有の同塵の一つである。   

高遠原′守衛敷（働さも鼓tOmもombardment、アA8）法の開発以前には、環状ペプチ  

ドを鎖状の躯ペグ桑野匿断片化後揮発性の誘導体に変換し、電子衝撃（飢8etrOn  

）法による測定が行われた。この方法では、断片化のための産分  

反応い（回4－1参照）が起こる  

る。これに対して、FAB一衝  

点は、C川に  応ではこうした転移反応  

タイムで観測できるため、分解の程度粉  

よる未知ベアチドの構造解析⑳初め  

iulearbonは皿）では、そ   
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ていた構造（c（AEO－Ala－Ala－Pro）、AEO：2－amino－9，10－epOXy－8－0ⅩOdecanoic  

acid）は、正しい配列（c（Pro－Ala－Ala－AEO））のレトロシーケンスであることが  

明らかとなった7）。  

4．1．2 本研究の目的  

ペプチド系抗菌性物質は、環境汚染を引き起こさない新しい農薬として関心が  

持たれている。そのうちバチルス菌が生産する抗菌性ペプチドには、一連の類似  

したアミノ酸配列の環状ペプチドが報告されており、イチュリン（Iturin）グル  

ープとして分類されている色）。（表4－1参照）これらは、アミノ酸配列が類似して  

いる他、炭素数14から17の脂肪族性のβアミノ酸（H2Ⅳ－CH（CnH2い1トCH2－COO王†、  

n＝11～14）を共通して持っていることが特徴である。表中のイチェリン D、E、バ  

チロマイシン（bacillomycin）Fb、fc等は、現在のところ完全な一次構造は解明  

されておらず、環状ペプチドの構造解析の困難さを示している。本研究では、バ  

チルス菌が生産した2つのグループの未知ペプチドについて、FAB－CID法による   

アミノ酸配列解析を行うと共に前章で開発したアミノ酸配列解析法けCAPS”が、   

環状ペプチドのスペクトルの解析にどの程度適用できるかを検討した。また、   

環状ペプチドのイオン分解スキームのレトロシーケンスの判別における役割を明  

らかにした。  

H2Ⅳ－CH－CO－ⅣH－CH－COOH  ＋H＋  

l  l  

RI  R2  

diketopiperaヱine formation  

榊㌘  

H ①H  

十 H◆  

′
・
，
 
 

hydrolysis  

C’）transpeptidization  ヰ．2 実験  

土壌から採取した2種類の呆同定のバチルス菌（bacillus subtilisI及びⅠⅠ）   

を、3％ペプトン、0．5％酵母抽出液、0．5％ⅣaClを含む媒体中で300Cで3日間寮達  

しながら培養した9｝。培養液は、9，000rpmで10分間遠心分離し、上澄み液を塩酸  

でp打3．0とし、白い沈殿を発生させた。沈殿物のうち80％エタノール可溶分を遠心  

分離し、溶媒を除去した後、50正光陶托CO3溶液に溶解し水で透析した。さらに、日  

立製作所製3053カラム（1銅×150m皿）を用いた逆相LCで精製した。0．1％トリフル  

オロ酢酸（TFA）を含む40から60％アセトニトリル（ACⅣ）のグラジェントで溶出  

した。バチルス菌Ⅰ及びⅠⅠから得られたPyrieularia oryzae等の重要な菌類の成  

長を抑制する抗菌性ベアチド10）を、それぞれグループⅠ及びⅠⅠと名付けた。本研  

究では、各グループから分離されたそれぞれ2種類のペプチド（グループⅠ：pl，  

H．N－CH－CO－NH－CH－COOIl†H＋  HユN－CHqCO－ⅣH－CH－COOH†H◆   

l  ‡  1  1  

RI  R2  R2  Rl  

図4－1ジケトビベラジン生成反応によるペプチドの転移反応  
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pl，、グループⅠⅠ：P2，p2’）について、FA8－CID法による構造解析を行った。   

ペプチドの完全加水分解は、脱気した試料チューブ内で6ⅣHCl中1100Cで24時間  

反応し、部分加水分解は川HCl申100℃で15分間反応した。加水分解反応に用いた  

ペプチドの皇は、各20膵である。ぺプチ下の部分加水分解物の一部は凍結乾燥後、  

Tarrら11）の方法による手動E血an分解反応（図1－1参照）を行った。アミノ酸組成  

は、日立製作所製835型アミノ酸分析装置を用いて測定した。ペプチド（約10膵）  

の遊離カルポキシル基のメチル化反応は、メタノール 川eOH）／ベンゼン（PhH）  

＝2：7（vol／vol）溶媒9直中で1ル払01のトリメチルシリルジアソメタン（T淡S》）を用  

い、室温で30分間反応した。   

yABスペクトルの測定は、日本電子（株）袈J光S HX－100型二重収束質量分析計を  

用いた。ペプチド試料釣5膵を1直のトリクロル酢酸と8．如1のグリセリンに溶解し、  

0．銅1の3－ニトロベンジルアルコ溢ル（野馳）ゝ運漕｝を加えた。晋丸Bの一次萄頂攣翫  

義4－1 イチェリングループに属する環状ペプチドのアミノ酸配列  
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Iturin】；  

Bacilユonycin D  
Bacillo皿yCin F  

Bacillo皿yCin Fb  

Bacillomycin Fc  
Bacillo皿yCin L  
トBacillomycin  
沈ycosⅦbtilin  

6k†に加速したキセノン原子を用いたこB／Eリンクドスキャン（Li戒母揉  

Constant8／E、LSBE）法＝）によるCIDスペクトルの測定時には、矛  

の間の第一無場領域に装着した衝突室にヘリウムガスを導入した。スペクトルデ  

ータは、日本電子（株）製p嵐一5008データシステムにより、32，000点のデータポイ  

ントから構成されたプロファイルデータとして取り込んだ。数回のスキャンを積  

算した後、10点のスムージングをか抄、バーグラフヂ→タに変換した。  

即neralse叩enCe 8fIt11rin group：  
1 2  3  4  5  6  7  8  

C（β－AA－Asx－Tyr－Asn－AA－ÅA－AA－AA）  

き
 
陛
．
二
㍉
∴
r
ナ
に
、
．
一
 
ヾ
J
 
「
●
 
 

Chiralpat七色rn  L D D L L D L  

ヰ．3 結果と考察  

ヰ．3．1グループ】のペプチドPl、Pl】のアミノ酸配列解析’∫8り   

ニンヒドリン試験では、ペプチドそのままでは港性を、塩酸での加水分解物は  

■）The peptide8in the groupl＆ELLlyz8ditlthis study Yere   
identified ＆Siturin ＾．  

い Tbe peptidein the groupIlnllyzodin this study vere   
identified＆S a neV V＆riant of bacillolyCin L tentltively m”ed  
asi－もa8illo通yeinもin tbe t乱ble．  

0〉ⅠⅡiturin D and E on8乱取iねig replaced by an c乱rboxylic aeid   
礼nd札etbyles七色T即○甘p，TeSpeetively－ Tbe position of Asx2 v乱8   
exchlded for this replace孤ent but no further aBSignnents h＆d  
been done．  

d）one or two孔孤ide（s）afe replaced by carboxylic acid（ 
b＆CillolyCin Fblnd Fc，reSpeCtively．The po9itiozlOf Asx－ vas   
excluded for thi8replacezLent but no further assign孤ents had  
bモモn done．  

陽性を示し、？1、pl’が環状ペアチ下であることを示唆した。アミ  

ら、水溶性のアミノ酸としてプロリン、セリン、テロシン、GIx（  

lsx（AspまたはAsn）を、1：1：1：1：3のモル比で含んでいることが分かった○ 回4－  

2のアA8スペクトルから求めたpl、pl，め分子量は、それぞれ1，042．7±8．1（a）及  

び1，056．5±0．1（も）であった。アミン幣分析では区別できなかったÅs又とGlまは、  

吋名＿87と101に観潮されたイモニウムイオンから、それぞれアスパラギンとダルク  

ミンであると推測された。アミノ酸ProISeplでypl飢nlAsnきの残基質iの合計  

f飢7Da）とFA丑スペクトルから測建した分子量億との養は、残基質宣教がそれそ  
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れ225（Pl）と239（pl’）の脂肪族性アミノ酸を含んでいることを示唆した。この  

値は、イチェリングループの抗菌性ペプチドに含まれている炭素数14と15のβアミ  

ノ酸川、3一アミノテトラデカン酸（H2N－CH（CllH23トCH2－COOH、pl）及び3一アミ  

ノペンタデカン酸（HちN－CH（C12王i25トCH2－COOH、pl’）（両者とも‡またはⅩaaと略  

記する）の残基質屋数に一致した。また、アABスペクトルに炭素数14及び15のⅩaa  

から予測されるイモニウムイオン（H2Ⅳ＋＝CH－CllH23：m／z184、H2Ⅳ＋＝CH－C12H25：  

皿／z198）のピークが観測されたことも、このアミノ酸の存在を支持した。アミ  

ノ酸組成は、表4－1のイチェリンAと一致した。   

図4－3（a）は、plのプロトン化分子（【HIH】十、m／zl，043．7）のCIDスペクトルで  

ある。娘イオンは、環状の川†H】＋はペプチド結合の一カ所が閲裂してできた頑状  

のアシリウムイオン中間体が生成し、これが逐次・併発時にC末端仰のアミノ酸残  

基を失って分解するスキーム（図4－4）に従うと仮定した15｝。スペクトルの主な  

ピークは、イチュリンAのアミノ酸配列中の一Gln－prO一間のペプチド結合の閲裂に  

より生成したアシリウムイオン  

H2N－Pro－Asn－Ser－Ⅹaa－Asn－TypAsn－Gln－CO十  （i）  

からの分解で説明された（図4－3（a））。さらに、この帰属を確認するためアミノ  

酸組成を既知の条件でCApSプログラム川で解析した。CApSは基本的に鎖状ペプチ  

ドのスペクトルにしか対応していないが、図4－4に示した鎖状のアシリウムイオン  

中間体を経るイオン分解スキームに従うと仮定した場合には、C来場の－0打基が欠  

損した鎖状ペプチドの配列を求めるとして、環状ペプチドのスペクトルにも対応  

できる。図4－4のスキームでは、アミノ酸RlヒR8の間で結合が開裂した場合につい  

て示したが、他のペプチド結合の開裂によって生成する異性体のアシリウムイオ  

ンの寄与も考えると、合計8種類のプリカーサーから生成した娘イオンの重ね合わ  

せになると考えられる。この環状ペプチドの場合は、全ての可能なアミノ酸配列  

は、840（7！／3！）通りあるが、CAアSプログラムは、最も選択性高く生成するアシ  

リウムイオンのアミノ酸配列を8×840通りのアミノ酸配列の中から遠別すること  

になる。表4－2（a）は、最も多量に生成したと考えられるアシリウムイオンの配列  

は、構造（土）を支持する  

H2Ⅳ－（pro，AsnトSepXaa－Asn－Tyr－Asn－Gln－CO十  （由）  

であることを示した。括弧内のプロリンとアスパラギンの並び願は、手掛かりと  

t
 
 

m／Z  

図4－2 グループ王の環状ペプチドPl（a）及びぞ1・（b）の翳ABスペクトル  

（トリクロル酢酸／グリセリン′3一ニトロペンジルアルコール＝10：5：2）  
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HRICONH3＋  

囲4－4 アAB－CIDスペクトルにおける環状ペプチドのイオン分解スキーム  

ペプチド結合の1カ所が閑裂してできた鎖状のアシリウムイオン  

中間体が逐次■併発的にC末端仰のアミノ酸残基を失って分解する。  

図4‾3 グループⅠの環状ペプチドPlのプロトン化分子の（a）FAB－C川  

スペクトル及び（も）スペクトル（a）から推定された構造（適）で帰属  

された娘イオンを除いたスペクトル  
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なるイオンがスペクトルに現れなかったため、不明である。図4－3（8）から分かる  

ように、スペクトルの主なビータは、（麺）の構造で帰属されたが、○印で示した  

ビータのように無視できない強度の兼備属ピークが教本残っていた。（主旦）の構造  

で帰属されなかった娘イオンは、別の位置で開環したアシリウムイオンからの分  

解で生成したと推測された。（主旦）に次いで多く生成したアシリウムイオンを見出  

すため、（通）の構造で帰属きれるピーク 皿／ヱ184，212，229，271，299，316，  

610，638，655，773，801，818，887，915，932をスペクトルから除去した後（図  

4－3（b））、再度CApSによる解析を行った。その結果得られたのが表4－2（b）で、  

拭署Ⅳ－A8n－Tyr－Asn－Gln－prO－Asn－（Ser，‡a8トCO†  （通）  

の構造のアシリウムイオンの生成を示唆している。構造（呈旦），（址）から、pl及びp  

表4－2 環状ペプチドPlのFAB－C川スペクトル  

のCAPSによる解析結果  

a）  
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11の構造として、  

c（pro－A5n－Ser一Ⅹaa－A釘1一でyr－A∈略一別n）  

が得られた。（図4－5参照）  

（適）  

plの部分加水分解初の封捷スペクトル（図ヰー6）は、構造（主旦）を支持した。部分  

加水分解に用いた条件下では、セリンやトレオニンのアミド窒素例のペプチド結  

合は、アシル転移反応により加水分解されやすいことが知られている川。plは、  

まずセリンのN来喘側で加水分解されて韻状にな℡た後、よりかき忍断片に分解き  

れたものと考えられる。固4－8の蝕Bスぺク、トルではミ勤計を含む斬片のみが強電測  

定された。これは、‡8aの脂肪族性によりペプチドの界面活性が高くなったためと  

考えられる18）。plの部分加水分解物のFÅBスペクトルが比較的単純で明快に解析  

できたことは、このような比較的遠択的な加水分解とfABイオン化における選択的  

イオン化の結果であると考えられる。FA8及び昔A8－CIDスペクトルから求められた  

アミノ酸配列及びペプチドの起源から、グループ王のペプチドpl、pllは、イチェ  

リンA－2州であることが巌蒔きれた。  

ヰ．3．2 グループIlのペプチドP2、P2一のアミノ酸配珂解析麦・き）   

ニンヒドリン試験では、ペプチドそのままでは陰性を、塩酸での加水分解物闇  

陽性を示し、P2、p2，が環状ヘアチ下であることを示唆した。アミノ酸分析結果か  

ら、水溶性のアミノ酸としてトレオニン、チロシン、¢1Ⅹ、セリン、Asx（A叩また  

はAsm）を、1：1：1：2：2のモル比で含んでいることが分かった。図4－7のfABスぺク  
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H．（Pro，Asn卜Ser－Ⅹ－Asn－Tyr－Asn－Gln－CO＋ structurela  

＋  

H－Asn－Tyr－Asn－Gln－Pro－Asn－（Ser，Ⅹ卜CO＋  

（塾）  

†   

pro＼ 

も  

廷  

＼  写＼。SV才  
（坐）  

Structurelb  

不 A〒P「rA〒PGiuPてA〒P  
Hc－N－CH－CH｛－CH－CH一一｛HH一CHOH           ■     ＝     －  
凸自  

図4－6 グループⅠの環状ペプチドplの部分加水分解物のFABスペクトル  

図4－5 FA8－CIDスペクトルに別ナるグループⅠの環状ペプチドのイオン分解  

スキーム  

スペクトルから推足されたアシリウムイオン（虫）（通）から、環状  

ペプチドの構造（虫）が導かれた。  
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トルから、P2とp2■の分子量はそれぞれ1020．5±0．1（A）及び1034．4±0．1（B）と  

測定きれた。アミノ酸分析では、区別できなかったAsxとGlxは、m／z87と102に観  

測されたイモニウムイオンから、それぞれアスパラギンとグルタミン酸であると  

推測された。アミノ酸ThrlTyrlGlulSer2Asn2の残基質量の合計（795Da）とどABス  

ペクトルから測定した分子量値との差（225（p2）及び239（P2，））から、グルー  

プⅠのペプチドpl、Pl’に含まれていた炭素数14と15のβアミノ酸、3－アミノテト  

ラデカン酸及び3－アミノペンタデカン酸を含んでいることを示唆した。また、Pl、  

Pl’と同様に、FABスペクトルにⅩaaのイモニウムイオン（m／zl糾、198）のピーク  

が観測されたo p2とP2’のアミノ酸組成ThrlTyrlGlulXaalSer2Asn2から算出された  

元素組成は、それぞれC48H†201川1¢（p2）とC4，HT401。Ⅳ1。（p2－）であり、図4－7  

の川†椚＋の同位体分布とよく一致した。   

図4－8は、P2、p2■及び0－メチル化反応後のp2，の【H＋椚＋からのCIDスペクトルで  

ある。m／z340，441，528，744，858のピークは、それぞれAsnl‡aal、Asn．Xaal  

Thrl、AsnlXaalThrlSerl、Asnl‡aalThrlSer2Glul、Asn2ⅩaalThrlSer2Glulの組成  

であると考えられた。これより、P2のアミノ酸配列はc（（Asn，‡aa）一丁hr－S¢f－  

（Glじ・SerトAsn－Tyr）またはこの逆回りの配列であると推測された。国4－8のp2（A）  

とp2’（B）のスベクトルを比較すると、対応するピークが全て14Da増加しており、  

p2とP2’の違いは‡aaのみであることが分かったo p2－の0－メチル化反応により、  

m／z758と872のイオンが14抽増加し（図4－8（C））、遊離のカルポキシル基はグル  

タミン酸に由来することが確認された。   

図4－7のアABスペクトルの低質童顔域に軋アミノ酸の結合関係を反映した2から  

3量体のアシリウムイオンが観測者れた中例えば、m／z189のピークは、m誹－Thr  

－SerlCOやまたは甘詞トSer－T触一CO十（ここでは［Thr、Ser］と略す）と帰属される。  

同様に、m／z202・217，278，304，327，340，392等のピークは、それぞれ［Ser、  

Asn］、［Glu、Ser】、［Asn、Tyrコ、［Ser2、Glu］、［Ⅹaa、Thr］、［Asn、  

Ⅹaa］、【A5n2、Typ】と帰属された。これらのイオンから、アミノ酸の結合関係  

を一義的に決定できるため、これまでに述べた結果を絵合して、アミノ酸配列は  

C（A8n－Ⅹaa－Tbr－Sep－Gln－Ser一始n－Tyr）  
（塾）  

またはこの道回りの配列  
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図4－7 グループⅠⅠの環状ペプチドP2（A）及びp2’（8）のアA8スペクトル  

（トリクロル酢酸／グリセリン／3－ニトロベンジルアルコール＝10：5：2）  

C（Tyr－Asn－Ser－Gln－Ser－Tbr－Ⅹaa－Asn）  
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であることが分かった。   

ペプチド結合の方向性に関する情報を得るため、FA3スペクトルで観測されるフ  

ラグメントイオンのCIDスペクトルを検討した。m／z278、250、392等にフラグメ  

ントイオンが見られ、HヱⅣ－A5n－TypCO＋またはH2Ⅳ－Tyr－Asn－CO＋（278）及びこれら  

がCOを失ったもの（250）またはH2Ⅳ一由n－Tyr－Asn－CO＋（392）で帰属された。しか  

し、ペプチドのアミノ酸配列の対称性のため 卜Asn－Tyr－Asn－）、これらはペプチ  

ド結合の方向性を調べる目的には、利用できなかった。m／z441（P2）及び445  

（P2’）のピークは、  

A7n澤 TTr  TTr澤 A冒n  
H2N－CH－CONH－CH－CⅡg－CONH－C王トCO’ または fI2N－CH－COⅣHTCIトCⅡ2－COⅣH－C打－C8＋   

よよ胤）   よよ胤）  

ご
芯
忘
l
亡
l
む
＞
コ
再
t
¢
鍼
 
 

ヒ推測され、この目的に利用できると考えられた。図4－9にp2tの皿／z445のCIDス  

ペクトルを示す。m／z198はⅩaaのイモニウムイオンであると推定され、m／z341，  

354，324，337は（匙」）（星虹）のどちらの横道でも説明可能だった。しかし、  

m／ヱ299はβアミノ酸に特有の分解反応で、構造（姐L）でしか説明できなかった。従  

って、P2及びP2’のアミノ酸配列は、（辿）（c（Thr－‡aa－AsnTTyr－Asn－Ser－Glu－Ser））  

であることが結論きれた。   

この結論は、さらにべプチドの部分加水分解物のEdman分解反応によって検討し  

た。図4－10（A）は、p2’の部分加水分解物のぎAもスペクトルである。○印を付けたピ  

ークは、ペプチドの脱水物である。皿／z 359のビータは、Ⅹaa一丁hrまたはThr－‡aaと  

帰属された。このピークからはじめて、より長鎖のペプチドのピークを帰属した。  

m／z474＝359†115（Asp）、m／z637＝4741163（Tyr）、皿／z752＝637＋115（Asp）等のピー  

クから、m／z968＝752†87（Ser）†129（Glu）は、H2N－（Thr，‡aa）－A5n－Tyr－Asn－（Ser，  

Gl11トCOOHまたはこの適の配列であると推定された。Plの場合（図4－6）と同様に、  

P2’の部分加水分解物のFABスペクトルでも、脂肪族性のⅩaaを含む断片のみが強く  

100  200  30（〉  ヰ80  5別） 600  700  800  

爪／ヱ   

900 1000 1100  

囲4－8 グループⅠⅠの環状ペプチドP2（A）及びp2’（8）のプロトン化分子  

のアAB－CIDスペクトル  

（C）は、p2’を0－メチル化した試料のぞAB－C川スペクトル  
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図4－9 p2’のFABスペクトルで観測されるフラグメントイオン（皿／z445）  

のアÅ8－CIDスペクトル  

βアミノ酸に特有のフラグメントイオン（m／z299）から、  

構造（星邑）が推定された。  図4－10 グループⅠⅠの環状ペプチドp21の（A）部分加水分解勒のぞA盈スペクトル  

（B）は、この部分加水分解物をE血an分解を1段階行った後のfA3スペ  
クトル  
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測定された。セリンやトレオニンのⅣ末端側での選択的な加水分解とFABイオン化  

における選択的イオン化の結果、比較的単純で解析が容易なスペクトルを与えた  

と考えられる。図4－10（B）は、この部分加水分解物をペプチド混合物のままで  

Ed皿an分解を一段階行った後のアABスペクトルである。図4－10（A）のスペクトル中の  

m／z359，474・637－752，968のピークは、それぞれm／z258，373，536，651，  

867にシフトした。質量数の差101は、トレオニンの残基質屋敷に対応しており、  

これらのペプチドがⅣ末端にトレオニンを持っていることを示している。従って、  

m／z968のピークは、H2Ⅳ－Thr－Ⅹaa－Asn－Tyr－Asn－（Ser，GluトCOOHであることが、  

明らかになった。同様にm／z446から始まるペプチドのシリーズでは、E血an分解  

により質量数が87シフトしたので、N末端にセリンがあることが分かった。これよ  

り、m／zlO55のピークのペプチドは、H2N－Ser－Thr－Ⅹaa－Asn－Tyr－Asn－（Ser，Glu）  

－COOだであることが分かった。これらの結果は、上記のC川スペクトルの解析結果  

（構造（鎚））を支持した。部分加水分解とEdman分解の組み合わせにより、CIDス  

ペクトルから得られたペプチド結合の方向性に関する知見を、より確実にするこ  

＋ ＝三三三丁三‥三‾  3   ：～   1 →鵬⑳   

◎魂⑳十→◎－㊥瑠＋  
④匂⑳－⑥＋  ⑧ぜ  ＞   

幽→   ㊤＋  

◎㈱  

とができた。  

4・3・3 環状ペプチドのイオン分解スキームとレトロシーケンスの判別   

ペプチドのFA8－C川スペクトル及び部分加水分解や餌皿an分解物のfABスペクトル  

から、グループⅠ及びⅠⅠの環状ペプチドのアミノ酸配列が決定された。次に、決  

虚された構造に基づいて帰属された、…スペクトルの娘イオンを合理的に説明で  

きるイオン分解のスキーあを検針じた。重な娘イオン、は、弗通しでアスパすギン  

をC米機に持っでも、るこ  

共通してフロリンを1末  

かった○ これは、グループⅠのCIDスペクトルでは  

イオンが強く観測きれた…ことと対照的であ  

る。（図4－11、スキームよ参照）グループⅠのペプチドは、他のアミノ酸よりもイ  

ミド窒素（せCO－）の蟻基性が強いプロリンを含んでおり、この位置への選択的  

なプロトン付加により、¢1n→Pro闇のペプチド結合が選択的に陶裂したものと推定  

される。これと類似の考え方で、グループHのペプチドのイオン分解スキームに  

ついて、Asn－Tyrの閏のペプチド結合が比較的選択的に開裂し、アスパラギンを  

C束増に持つ鎖状のアシリウムイオンが、8末蒋に電荷を保持しながら分解した考  

えることもできる。（図4－11、スキーム呈参照）しかしながら、Asn－でyrの闇のぺ  

図4－11アA8－CIDスペクトルにおけるグループⅠ（土）及びⅡ（星、呈）の環状  

ペプチドのイオン分解スキーム  
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プチド結合が選択的に開環するとの報告は過去にない。別の可能性として、環状  

ペプチドの閑環はいろいろなべプチド結合で起こり、その後のアシリウムイオン  

の分解がAsn－Tyrの闇のペプチド結合での選択的に起こり、生成した断片のⅣ末端  

側に荷電が残ったと考えることもできる。（図4－11、スキーム星参照）図4－11のス  

キーム上と呈のいずれのスキームから生成した娘イオンも、質量の上からは区別で  

きないが（例えば、A－B－C＋とC－B－A＋、A－B＋とB－A＋は同じ質量）、元の構造は互い  

にレトロシーケンス（c（A－B－C－D）とc（I）－C－B－A））である。どの様なスキームで分  

解したかが分からなければレトロシーケンスの区別は不可能であり、レトロシー  

ケンスの判別を確実にするためには、環状ペプチドのイオン分解スキームに関す  

る理解が進むことが重要である。最近、HS川S川S（HS3）といったより多段階のタ  

ンデム質屋分析法によって、この間題を解決する試みが報告された21）。これに依  

れば、MS／托Sにより生成したA－B－C＋とC－B－A＋等の娘イオンを、次の段階のCIDまた  

はCADバターンから区別できるので、イオン分解スキームに拘わらずレトロシーケ  

ンスの区別が可能となることが期待できる。  

ヰ．ヰ 本章のまとめ   

本研究で解析した抗菌性環状ペプチドは、どちらもイチュリングループに属し、  

グループⅠはイチュリンA－2であると結論された。グループⅠⅠは、バチロマイシン  

L22〉 （c（Tbr－‡aa一基迎－Tyr－Asn－Ser一旦蓮一Ser））と極めて近く分子量は同じだが、  

下線のアミノ酸の側鎖のカルポ凍シル基のアミド化位置が異なる新規ペプチドで  
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第5章 エレクトロスプレーイオン（ESI）化によるペプチド  

及びタンパク質の質量分析法l〉  

5．1緒言   

正の高電圧をかけた毛細管に微量の電解質を含む水溶液を通じると、電場から  

受ける力により陽イオンが毛細管の先端に集められ、円錐形のTaylorコーンが形  

成される○ コーンの先増では局所的な高電場が生じ、電場による引き出しの力が  

液体の表面張力を上回ると、1〟m程度の大きさの帯電した液滴が放射される。こ  

の「エレクトロスプレー現象」を利用した気相イオン化に関する研究は1960年代  

にさかのぼるが‖、1988年に分子量数万のタンパク質のエレクトロスプレーイオ  

ン化（Electrosprayionization、ESI）質量スペクトルが発表されて以来、高分  

子のイオン化法として注目されるようになった3）。ESI法は、複数のプロトンが付  

加した分子（川†nHド＋、以下では、単に「多価イオン」と略す）の生成により、  

装置の質量範囲をはるかに超えた高分子皇のタンパク質でも測定できることに加  

え、ソフトなイオン化法でありフラグメント生成がほとんど無いこと等、優れた  

特徴を備えていることが明らかとなったり。タンパク質の分子量は電気泳動法、  

ゲルろ過法、底角レーザー光散乱法、遠心分離法等によって測定されてきたが、  

いずれも分子量そのものよりも分子の立体的広がりに依存した方法であるため、  

誤差が数％に達することがある。これに対し質量分析法奴、絶対的な分子旦を測  

定するため、原理的に遥かに高精度・高分解能の測定が可能となった。   

タンパク質は、固体状態では互いに多数の水素結合のネットワークによって結  

びついているため、分子同士を分離するためには、分子構造が破壊されるよりも  

遥かに大きなエネルギーを与えなくてはならない。しかし、希薄な溶液中では、  

多数の溶媒分子がタンパク質を溶媒和するため、タンパク質聞の直接の水素結合  

は殆ど存在しないと考えられる。このように、試料分子を溶媒中で分子 

ることが、ESIイオン化を可能とする基本的な条件である。次に、タンパ 

蜜な分子量を測定するためには、溶媒和したタンパク質から溶媒分子や微量の塩  

等の低分子を全て引き剥がして、最終吋に単分子状のイオンを作り出すことが必  

要である。こめ脱溶媒過程では、溶媒の蒸発による液滴の粒径の減少に伴って、  

Lederer，BjocbeJIstpJ・，17，3992（1978）．  
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ー  80  －  一 81 －   



静電噴霧によって付与された電荷が浪縮され、クローン反発力による液滴の分断  

（Coulomb e叩lo8ion）や液滴表面の高電酎こよるイオンの脱離（field  

e皿ission）といった、イオン化現象に直接結びつく重要な現象が起きるものと考  

えられている○（図5－1参照）脱溶媒には、噴弟室内の温度や気流、大気圧一美空  

の境界領域の温度や圧力、ここを通過するイオンの運動エネルギーや滞在時間等  

種々の条件が関わっている。また、精密な分子量を測定するためには、安定した  

イオン化によりS／Ⅳ比が高いスペクトルが得られることが必要であり、安定したス  

プレーを維持することが重要である。このためには、スプレーニードルに供給す  

る試料溶液の流速、電気伝導度、表面張力等に制限がある。例えば、流速は40〟1  

／min以下、電気伝導度は5mHKCl水溶液相当以下である必要がある5）。また、溶液  

には水とメタノール等の親水性有機溶媒の溝合物が用いられるが、水の割合が約  

80％以上では表面張力の増加のためスプレーが困難になる。タンパク質等分子内  

に複数の塩基性部位を持った化合物では、多価イオンが生成するが、流速や電気  

伝導度の増加による液滴の粒径の増加や帯電率の減少は、多価イオン化の減少や  

イオン化効率の低下の原因となる。   

本研究では、以上のようなESI法の理論均基礎を 、微量タンパク質の精密  

な分子量測定により、遺伝子組み換え等によって導入きれたアミノ酸置換専の同  

定を可能とするES一夕ンデム四重棲型質量分析計を試作した。イオン源や大気圧一  

兵空インターフェ 構造を最適化し、ESI一光S法によりどの程度の測定感度  

や分子量決定精 

四望極質量分析器（質量範囲1－2，000）に筆者らが設計・  

コンピュータ（ⅣEC社酎C－9801DA）による  

Sト那川S装置（図5－2）を試作した1）。タ  

ンパク質及びペプチド試料は、酢酸（Ac呵／メタノール（捌鋸／水（1：499．5＝  

Tayl。r。。。e  Deso⊥ニニノ／／  

≡⑳態⑳⑳◎窮  
Hi8h Volta8e  

、  ＼  

Cou10mb Explosion  
＋  ＋  

＋  ＋  

DモSOlvation  Field E血ission  t＋＋モ  

ヽ  
H＼。ノH  ◎  

図5－1 ESI法によるペプチド、タンパク賛のイオン化のスキ＿ム  

499．5、以下すべて体積比  溶液に溶解し、減圧下でテフロン製サンプルループ  

尊貴袖1）に吸熱ふた。試料溶液は、キャリアー溶媒  （内径0．25皿n、外径と．6  

としてAcOⅢ／けeOH／水（1：4  9・5：499・5）溶液を充填したISCO社製1088型シリンジポ  
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a）ElectrosprayIom Source  

打igh Voltage  

ンプを用いて、流速2β1／minでイオン源に供給した。スプレーニードルは、先端を  

細く削り、腐食防止のための白金チューブ（内径0．35mm、外径0．5mm、長さ4mm）  

を取り付けたステンレスチューブ（内径0．5m孤、外径1．紬m）の鞘と、先端が白金  

チューブよりも約0．3皿m央き出すように長さを調節したフューズドシリカキヤヒラ  

リー（FSC）チューブ（内径0．1m恥 外径0．35mm）の2重曹構造とした。FSCチュー  

ブから流出する試料溶液を、ニードルの鞘に印加した4～5kVの高電圧により静電  

噴霧した。帯電液滴は、65～708Cの窒素ガスの対向流（1－21／min）により脱溶媒  

し、大気圧下で生成した帯電液滴は、ステンレスキヤヒラリー（内径0．5皿m、外径  

1・8m皿、長さ80皿m）からサンプリングし、差動排気により質量分析部へ導入した。  

ノズルースキマ間の中間圧力領域でイオンを加速し、透過率を向上させたり、弱  

いガス衝突により脱溶媒を促進するため、キヤヒラリーはガラス管（内径2血m、外  

径6m皿）の鞘で絶超し、50～60Vの加速電圧を印加した。また、脱溶媒や多価イオ  

ン化の促進のため、噴霧室及びギヤヒラリー部分は、テープヒーターによって約  

1000Cに加熱した。   

本装置は、〃S／MS測定が可能であるが、本章の実験では、初段の四重極アナライ  

ザーをRぎーDCモードで、2・3段目のアナライザーをRFモードで使用し、通常のESI  

スペクトルを測定した。スペクトルは、質量範囲1000当たり2－120砂のスキャン  

を行い、パルスカウンティング法により測定したむ 冴婁極質量分析計に別途製作  

したFA丑イオン源を装着も、賛丑分解能を確認したと己ろ、分子量Ⅰ，508以上では  

同位体を完全に分離できなかった。ペプチドやタンパク質は、殆どがこれ以上の  

分子量であるので、m／乞当たり4～8点の強度データを取り込み、束分離の同位体ピ  

ークプロファイルの垂心位置から、同位体の寄与を平均した分子量（Averaged  

moleclユ1ar mass，Hr）を算出した。質量較正には、ニワトリ卵白リゾチーム  

（ben－egglyso叩me、HEL、Hr14，306．Ⅰ）の多価イオンピークを用いた。  

5．2．2 ペプチド、タンパク質及び溶媒   

アンギオテンシンⅠ（angiotensi8Ⅰ、A捕り、タイノルフィン1－13  

（dynorphin（ト13）、DYⅣR）は、（株）ペプチド研究所から購入しそのまま使用  

した。ウシインシュリン（bovineins111in、BI）、シトクロムc（cytocbr8血e C、  

CYT）、HEL、ヒトリソテーム（hⅦman placentね11y菅0ヱy血合、肌Y）、ヒトヘモグロ  

Lens Elements  

S汀inge pⅧp  かiffはSion   

pu皿p  

DifflユSion   

Pu皿p  

b）宅SITande皿Quadrupole推ass Spec七rometer  

図5－2 ESIイオン源（a）及びESIタンデム四重極質量分析計（b）  
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ビン（hu皿an bemoglobin、mⅢ）、ウシアルブミン（bovine serum alb11血in、BA）  

は、Sigma社から隣人した。BAは、祉illipore社の遠心限外濾過フィルタ（ウルト  

ラフリーC3、排除限界分子量1万）で、脱塩後使用した。AcO苫及びHeO王は、半井化  

学く珠）の高純度試薬（SPグレード）を、水は超純水川illipoTe社製軋illトQ  

Jr．）により精製したものを使用した。  

5．3 総菜と考察  

5．3．1標準的なべプチド、タンパク箕の【SIスペクトル   

図5－3は、分子量1，000から数千のペプチドのESIスペクトルである。a）のAⅣGf  

（椚1，295．7、喝VY相即塑L、下線は塩基性アミノ酸。以下同じ）では1から3価、  

も）のDⅢR（I川1，603．0、YGGFL星旦Ⅰ基P茎L墜）では2から4価、C）のBI（I川5，733．6）で  

は4から6価のプロトンが付加した川＋n椚n＋（図中では”nH＋一と略茅己）が詞測され、  

フラグメントイオンは殆ど観測されなかった。単一成分のスペクトルでも、多価  

イオンの価数の分布による複数のピークが現れることは、ESIスペクトルの特徴で  

ある。ペアチ針の分子量と共に概数も増加するため、皿／z俵は偉かしか増加しない  

ことが分かる。質量範眉の小さな四象砿質盈分析計でもタンパク質などの高分子  

が測定できる点で有利である。価数の上限は、概ね塩基性アミノ酸とⅣ東端のアミ  

ノ基の数の和（AⅣGI：4、DYⅣR：6、BI：8）で制限されていることが推測された。  

ノ川GIのスペクトルでは、多価イオンの同位体ピークが分離できたので、それらの  

間隔の逆数として容易に価数が求められた。例えば、m／ヱ＄49付近のピークは、  

1D8の聞に2本の同位体ピークが見られ、n／z 433付近のど一クは同じく3本の同位  

体ビータが見られること触ら、それらのイオンがそれぞれ2及び3価であることが  

明確に判別できた。pYⅣ見では、2価と3価イオンでは、3価イオンの方がややビータ  

暗が狭いことが読みとれたが、明確な価数の判定は困難だった。分子量1万以上の  

タンパク質では、1之cや14Ⅳ、180等1種類の同位体のみを含むピーク  

（Honoisotopicion peak）の強度は測定が困難な摩滅少するので、分子量を伽で  

読みとる方が頻度を得るために有利である。図5－4の分子il万を越えるタンパク  

質では、各多価イオンピークの垂心位置の皿／z健から、共通のHrを与える様な連続  

した価数を探す方法で価数を帰属した。また、単純には、任意の2本のヒータの  

皿／五億から立てた次の連立方程式を解いて、ピークの価数を求めることぉできる¢  

0  200  400  600  800 1000 1200 皿／z  

600  80（〕 1000皿／z  200  400  

800  1000  1200  1400  1600皿／z   

図5－3 分子丑1，008から数千のペプチドのESIスペクトル  

a）アンギオテンシンⅠ（DR叩王H押HL、HWl，295．7、AⅣGI）、  

b）ダイノルフィント13（YGG軋RR柑pKLK、即1，603．0、DY沌）  

c）ウシインシュリン  い川5，733．6、別）  
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mn  ＝（Hr＋nH）／n  

皿n＋l＝（肘十（n＋1）H）／n十1  

ここで、mmは2本のピークの内の高質量仰のピークのm／五億、nはそのピークの価数、  

Hは水素の同位体平均原子量（1．00794）である。分子量約66，000のBAでは、58価  

までのイオンが観測され、スペクトルから求められたMr（66，582）は、従来報告  

されていたアミノ酸配列から計算した億（66，266）より、380紬前後大きかった。  

これは、155位のテロシン′（残基質量数163）の次にもう1残基のチロシンが読み  

落とされていたためであることが明らかにされた8）。ESトHSによる精密な分子長  

洲定がきっかけで、従来報告されていた一次構造の誤りが訂正された例である。  

（b）のmⅢでは、α（15，126）とβ（15，郎7）の2本の鎖が別れた状態で測定きれた¢  

測定に使用した溶媒は、50％程度の班eOHを含んでいたため、変成してユニットが  

分厳したものと考えられる。多価イオンの価数め分布による各成分が複数のビー  

タとして現れるため、タンパク質が多成分に濁るに従ってスペクトルが複雑にな  

るが、各多価イオンピークの皿／各値が正確に測定されれば、価数を決定して各成分  

の分子量を求めることが可能である。測定に用いたタンパク質の畳は、CYTで1．6  

p血01、8Aで3p皿01であり、分子丑の増加による測定感度の低下は殆ど見られなかっ  

た。  

5・3・2 タンパク質の多価イオン化におけるイオン化条件や立体横道ノの関係   

図5－5は、50％HeOH中に溶解したH軋のESI一班Sにおける価数分布とイオン化室の  

温度との関係である。イオン化室の加熱を行わなかったとき（a）には、8または  

7価を中心に11価までのイオンが観測された。脱溶媒を促進するため、イオン化室  

を100℃程度に加熱した場合（b）には、11価を中心に13価までのイオンが観測さ  

れ、明らかに多価イオン化の促進が見られた。溶液中のタンパタ質は、ペプチド  

鎖の折れ畳みにより、一虚の熱力学杓安定構造を取っている。ESト那によって生  

成した多価イオンの立体構造を直接観測することほ困難であるが、溶媒がない単  

分子状態であることや、多価イオン化によるクーロン相互作用専の影響により、  

溶液中のでの立体構造からは大きく変化していることが推測きれる。H乱は、4偶  

の分子内ジスルアイド結合による立体的制紛窃定め、ESfイオン化の過程でも比較  

的球状に近い構造を取り、内部に関れた囁基性アミノ酸へのプロトン付加が起こ  

囲5－4 分芋董‡万を超えるタンパク貫の玉SIスベタドル  

a）シやクロムe  触12，360、試料丑1．紬ⅧOl  

b）ヒトヘモグロビン 肝15，12柚）、15，867（β）、試料丑1．3pmoI  

C）ウシアルブミン  光r66，430、試料皇3．Op皿01  
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りにくいことが推測される。図5－5（b）では、イオン化室の加熱によって打ELの立体  

構造がより大きく変化し、多価イオン化が進んだことが考えられる。以下の測定  

では、脱溶媒と多価イオン化の促進のため、イオン化室は1000C程度に加熱した。   

また、HLYについて分子内の4偶のジスルフィド結合を還元力ルポキシアミドメ  

チル化によって切断した場合について、同じイオン化条件での荷電分布を比較し  

た。（図5－6）還元前のHLY（a）では15価までの多価イオンが観測されたのに対し  

て、還元後（も）では21価まで観測され、これはHLYに含まれる塩基性アミノ酸と  

Ⅳ末端のアミノ基の数の和に一致した。ジスルフィド結合の切断により立体的制約  

が解消され7）、塩基性部位がタンパク質表面に露出して、プロトン付加が進んだ  

ものと推測される。  

5．3．3 ESトMSによるタンパク貫の測定感度、質量決定精度   

ESトHSによるタンパク質の測定感度、質量決定精度を調べるため、AeO打／托e（Ⅲ  

／水（1：499．5：499．5）混合溶媒中の耶Lの濃度を、徐々に低下させて測定したと  

ころ、1．5×10‾Ⅷまで測定可能だった。（図5－7）この時の全イオン強度（8－13  

価のイオン強度の和）は542cp8で、6分の測定時間内に導入した試料量は18fmol  

（1．8×10‾14mol）だった。通常のプロテインシーケンサによる解析に必要とされ  

る丑（～数p皿01）に比べ、釣2桁小きいことが分かった。図5－8に導入した試料濃  

度と観測された多価イオン強度の和の関係を示した。耽L及びB‡の場合、洩度  

10‾8から10‾Ⅷの範囲ではイオン強度はほぼ直線的に増加したが、それ以上の濱度  

ではやや頭打ちの傾向が見られた。EELの場合、導入した分子の数に対する検出し  

たイオンの数の比は約10‾5だった。四重極アナライザーの透過率を10％とすると、  

大気圧一兵空インターフェイス部のイオン取り込み効率は少なくとも10‾ヰ以上と  

推定された。また、H軋の分子量決定清皮は、1．5×10‾8H（2分間の測定中に導入  
1000  1280  1408  1600  1800  

した試料量＝  6押01）以上で±2であり、分子  m／z  

豊からアミノ酸置換を同定するのに十分な糟   が得られることが確認された。   

HELのアミノ酸配列から得られた化学式（C＝8R050Ⅳl020188SlO）から、同位体  

分布を算出した。（図5－9）HELの11価イオンビータの理論牒なピーク幅は0．7で、  

ESIスペクトルで測定された半値疇は1．6だった。測定分解能は、1，000程度で、同  

位体ビータの分鮮に必要な分解能（約i4，000）よりかなり低いことを考慮すると、  

囲5－5 ニワトリ卵白リゾチームのESIスペクトルに削ナるイオン化室の温度の  

影響（（a）室温、（b）川0℃）  
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a）  0Hl．5×10－5鮎1／L  
＋ 12H  424，022 cps  

60 pmol 

8H＋  
何   

1．5×10－7鮎1／L  
74．398 cps  
0．6 p皿01  

1．5×10－8鮎1／L  
6，833 cps  
60 fmol  

1．5XⅣgⅡ01／L  
542 cps  
18 fmol 

囲5－β ヒトリソテームのES∫スペクトルにおけるジスルフィド結合の還元の  

影審＝a）遼元臥（b）還元力ルポキシアミFメチル化劉  

1000 1200 1400 1600 1800  Ⅲ／z  

図5－7 ESト匪Sによるタンパク質の測定感度  

試料：ニワトリ卵白リゾチーム  

溶媒：酢酸／メタノール／永＝1：499．5：499．5  
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henegglysozyme（C613H950N1920186SlO；14，306・1）  
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Concentration（Mol／L）  

囲5－8 ESIイオン源に導入した試料の濃度と観潮きれた多価イオン強度の  

和の関係  

試料：ニワトリ卵白リゾチーム、ウシインシュリン  

溶媒‥酢酸／メタノール／水＝1：499．5：499．5  

図5－9 ニワトリ卵白リゾチームのESIスペクトルで観測された11価イオン  

のピーク幅と理諭的なピーク幅の比較  
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実測のピーク幅は妥当であると考えられる8〉○本研究で用いたESIイオン源では、  

ほぼ完全な脱溶媒が達成できており、微量の無機塩等のアダクトによる影響は無  

視できると考えられた。また、大気圧一案空インターフェイス領域でのガス衝突  

による、タンパク質からの低分子グループ（‰0等）の脱離等も殆ど起きていない  

ことが確認された。  
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5．ヰ 本章のまとめ   

本研究で試作したES‡イオン源において、イオン化条件やイオンの取り込み条件  

を最適化した結果、溶媒和したタンパク質から溶媒分子や教員の塩等の低分子を  

ほぼ完全に分離し、単分子状のイオンを高真空中に導入し質量分析できることが  

分かった。標準的なべプチドやタンパク質の測定感度は、プロテインシーケンサ  

による解析に必要とされる主に比べて約2桁高く、分子量決定精度は0．01％（分子  

量1万当たり±川a程度の誤差）が得られた。これより、本研究で開発したESト四  

垂極型質量分析計を用いて、分子量1万程度のタンパク質のアミノ酸置換を同定で  

きるとの見通しが得られた。  
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第6章 エレクトロスプレーイオン化（ESI）法による高速液  

体クロマトグラフィー（LC）と質量分析（MS）法の直  

接結合－）  

の吸着によるロスが大きい。ESトHSの高感度を生かすためには、ESト鵬測定に要  

する試料畳（ピコモル程度）と同等スケールで、効率よく脱塩できる方法が必要  

である。ESトHS法をESトLC川S法へと拡張することにより、これらの問題が解決さ  

れ、実試料の測定においても、ESト邪法の有用性を発揮できることが期待される。   

LC川S法は、GC川S法と比較して、一般に質量分析計の真空系に与える負担が大  

きいことが、LC川Sインターフェイスの技術的困難の一因になっている。例えば、  

キヤヒラリーGCのキャリアーガス流速は1nl／皿in程度であり、全量をイオン源の高  

真空中に導入可能である。一方、LCの溶離液の標準的流速も1ml／min前後であるが、  

これは大気圧下のガスに換算すると、11／min以上に相当する。ESI法では、溶液状  

態から直接にイオン化を行うので、原理的にLC川Sインターフェイスとして適して  

いる。また、イオン化が、大気圧下での脱溶媒と平行して行われるため、LCの溶  

離液の一部しか高真空へ流入せず、実車系への負担が少ない等の利点がある。一  

方、イオン源に導入できる液体の流量や電気伝導度、表面張力等に制約があり、  

LCとESIの操作条件を適合させるための、インターフェイスが必要である。本章で  

は、塩類等を含むタンパク質混合試料の高感度測定を可能とするESトLC川Sイン  

ターフェイスの開発を目的とし、溶離液に添加するトリフルオロ酢酸（ⅢA）に  

よるイオン化効率の低下や、グラジェントによる表面張力変化によるスプレー  

の不安定化等の関庖について検討した。特に、、カラム出口（ポストカラ養うで  

第三成分（修飾液、モディファイア）を混合することばよって、溶離液の物理  

化学的性質を、ESIに適した条件に修飾する方法を試みた。  

6．2 実験   

6．2．1LC／MS装置   

Extrel社製タンデム四豊穣質量分析器をベースに、前章で試作したESトHS川S装  

置（図5－2）に、ミクロスケールの逆相LC装置を按腐し、ESI－LC川S／那装置（図6  

－1）を開発したl’。LCの移動相には、0．1％のTFAを含むアセトニトリル（ACⅣ）  

／水系を用い、2台のポンプ（日本分光工業（株）製880－pU型）を用いる高圧ダラ  

ジェントを行った。移動相の流速は0．紬1／皿inとし、A甜濃度を0から100％の範囲  

を毎分1から4％の勾配でダラジェン卜した。インジェクター（Rheodyne社製752  

6．1 緒言   

質量分析（HS）法とガスクロマトグラフィー（GC）との直接結合であるGC川S法  

は、高分離能のキヤビラリーカラムや高速スキャンが可能な質量分析装置の開発  

により、複雑な混合試料の一斉分析法として広く利用きれている2，。緒論で述べ  

たように、ぺプチドやタンパク質のアミノ酸配列解析においても、1980年以前に  

は、タンパク質を部分加水分解等で断片化して得たペプチド混合物を揮発性の誘  

導体に変換し、GC川S法による測定が行われた。しかし、誘導体化反応が煩雑なこ  

とや比較的多量の試料が必要とされる等の難点があった。質量分析におけるイオ  

ン化法の進歩により、無修飾のペプチドやタンパク質の測定が可能となったこと  

から、これらの不揮発性化合物の精密な分隊に適用できる高速液体クロマトグラ  

フィー（8pLC）と耶法の直接結合であるLC川S法の研究開発が推進きれている‖。   

前章の検討結果から、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法により分子量数万  

のタンパク質をイオンに変換し、質量分析可能であることが分かった。多価イオ  

ンピークの解析により、0・01％程度の誤差で同位体平均分子畳（Hr）を決定でき、  

ピコ（10‾12）モルレベルの遵伝子組み換えタンパク質の、アミノ酸置換等を同定  

できるとの見通しが得られた。しかし、生体由来の染就料の測定に適用する陰に  

は、以下のような間慮点もある。ペプチドやタンパク貫のESIスペクトルでは、フ  

ラグメント生成は殆ど見られなかったが、一つの成分が価数の分布による複数の  

ピークとして現れることや分芋量が大きく異なる成分も、価数の増加により、近  

接した皿／牙範囲に測定されることが分かった○このため、複数の成分を含む試料で  

は、多数のピークが観測されて、スペクトルが込み合う傾向が見られた。また、  

ESIイオン化は、無機塩、界面活性剤その他の共存物質の影響を受け易いことが知  

られている4）。現実のタンパク質試料では精製過程で塩類が加えられたり、酵素  

などの失清を防そためのバッファー中で保存きれるため、大量の電解質が共存す  

ることが多いが、透析や限外ろ過法による微量タンパク質試料の脱塩では、膜へ  
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0型、容量0・5〟‖の手前でオクタデシルシリカ（ODS）カラム（日本分光工業（株）  

製Biofine RpC－SC18、内径4・6m皿、長さ250mm）でスプリットを行うことにより、  

ミクロカラム（内径0・5mm、長さ158mnのフューズドシリカキヤヒラリー（ぎSC）チ  

ューブに粒径5〟m、細孔径300ÅのODSを充填したもの）への流星を3直／皿inに調蘭  

した5）。溶離液は、ポリイミドの外皮を剥がした内径0．05mmのySCチューブをセル  

とするⅤⅤ検出器（日本分光工業（株）製875－CE型、波長210nm）とモディファイア  

を添加するためのミクロミキサーを経て、スプレーニードルに導入した。（図6－  

1（a））ポストカラムモディファイア（2一メトキシエタノール川TET）／メタノール  

川eO椚 ＝1：1、以下すべて体積比）は、ISCO社製100D型シリンジポンプを用いて  

流速3再／minで供給した。ミクロミキサーは、内径0．3mm、外径1．6mm、長さ2紬皿の  

ガラスライニングステンレスチューブに、平均粒径60錘のガラスビーズを充填・  

熔融したもので、デッドボリュームは約如1である。ESトエe畑Sスペクトルの測定  

では、初段の四垂極アナライザー菅野一蛸モードで、2・3段目のアナライザーを㍍  

モードで使用した。スペクトルは、質量範囲1000あたり2－120秒のスキャンを行  

い、パルスカウンティング法により測定した。キャリブレーション等の測定では、  

20直のサンプルループを介して、ISCO社製100D型シリンジポンプにより、試料溶  

液を直接ニードルに供給した。キャリアーには酢酸（AeOH）／軋eOH／水（1：499．5：  

4g9・5）溶液を用い、流速披紬l如且蜃した。  

6．2．2 ペプチド及びタンパク質   

タンパク質標準試料として、市販のニワトリ卵白リゾチーム（hen egg  

lysoヱ印e、耶L、伽14，306．1、Sigma社製）、ヒトリソチーム（bnmanplaeental  

lysozy皿e、HLY、Mr14，692．7、Green Cross社製）、ウシインシュリン（bovine  

insuLiTl、BI、Hr5．734．0、Signa社製）、シトクロムC（cytochrotAe C、CYT、Xr  

12，360、S主g睨社製）及びウシアルブミン絢0V叫e乱1bⅧin、BÅ、Hr68，430、  

Sig皿a社製）を用いた。   

小麦胚芽アグルチニン（wheat germ agglⅦ七i汲in、晰A、Hp－17，800、Sigma社  

製）は、アミノ酸配列が僅かに異なるW馳‡、、W馳2及び畷幻の混合物である。耶tや  

YGAは、分子内に4個及び8個のジスルフィド結合を含むため、酵素消化 

7宮グアニジン塩酸胤l紬耳若や軋飢5洋Tris－Ⅲ＝パ 

a）ESトLC／HSInterface  

Microbore LC ColuELn  

＋＞  

Injeetor  

†  
Hodifier（Syringe Pu叩）  

b）ESトLC／粁SルSInstm皿ent  

LC PⅧp Syringe餌如  
（Hodifier）  

図6－1ESトLC／H5インターフェイス（8）及びESトLC／HS川S装置（b）  
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アセトアミドにより、還元力ルポキシアミドメチル化反応を行った（図6－2）。タ  

ンパク質は2班尿素、0・1H Tris－HCl（pH8・0）中に透析し、トリプシン（Sigma社  

製、TPCK処理済み、酵素／基質比1：10）で370C，12時間消化した。消化ペプチド  

溶液は、ゲルろ過カラム（Phar皿aCia社製、ⅣAP－10）により30％AcOH水溶液に置換  

し、ESトHS及びESトLC／那測定に用いた。  

Protein  

7M Guanidine－HCl＋  

10mM EDTA＋  

0・5M Tris－HCl／H20pH＞8・3   

Dithiothreitol  

6．3 結果と考察  

6・3・1ESI法によるLC／MSインターフェイスの検討   

6・1の緒言で述べたように、ESI法のイオン化効率は無機塩等の影響を受け易い。  

図6－3（a）は、AcOH川eOH／水（1：499．5：499．5）溶媒中に1．4×10‾Ⅷの温度に調製し  

た肌Y、（も）は同一試料に50mHⅣa2HpO4、250n光陶Clの塙を添加したときのESIスぺ  Rooml七mp．，2b．  

ト  

クトルである。塩を涼如した試料では、元の  

滅し、甑と溶媒のクラスターと考えられる飼  

（b）の試料に、10から100倍量の50％宮eOX水溶  

ンバク質の多価イオンピークが消  

Iodoacetamide  なピークのみが現われている。  

加え、痙濃度を希釈しても、塩  

Rooml七mp．，30min．  とタンパク質の相対量比が変わらないため、殆ど効果がなかった。生体由来の遺  

伝子組威換えタンパク質等で、イオン交換クロマトグラフィー等で精製を行った  

場合、上記のような高濃度の塩が添加されることが多く、直スケールの試料から  

回収率よく脱塩できる逆相LCとの直接結合が必要であ冬。しかし、ES幡で最グレ  

ーできる液体の皇は、通常のLCの流速（1皿1／皿in前後）の18－iOO舟の1に過ぎない。  

ポストカラムスプリットは最も単純な方法であるが、試料の利用効率は、スプリ  

ット比を超えることができない。ネプライジングガス等によりスプレーを補助し  

て噴霧できる液体の皇を増加させる方法りも研究されているが、ESI法の感度は試  

料主よりも試料濃度に依存する傾向があるので、流量の増加は試料の利用効率の  

低下をもたらす。本研究では、タンパク質の高感度測慮を目的として、ミクロカ  

ラムを用いることにより、流速をESIの最適条件（2～3再／山n）に適合させ、溶＃  

確全量をイオン源に導入する方法を腰用した。   

始めに、通常のESI測定で用いられる溶媒条件でLCを行い、LCと結合した場合に  

Dialysis  

2MUrea＋0・1MTris－HCl／H20  

pH8．O   

Trypsin（TPCK treated）   

，
～
Y
 
℃
 
 

7
 
 

3
 
 

GelFiltration（NAP－10）   

Pep tides Tryptic  
も、ESI法本来の商感度が得られるか  を調べた。移動相は、0．1％血0賞を含  

むHeOIi／水の溶媒系を用い、光eOIi濃度を   ％で10分間保持した後、38分間で抑％  
図6－2 タンパク質の還元力ルポキシアミドメチル化反応及びトリプシン  

消化反応  
までグラジェン卜した。流速は3山とし、滴妊液は全tESIイオン源に導入した。  
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隈認坂感影恕  

a2讃p恥、250正雄  図6－4 タンパク質混合試料のESI－LC／I椙測定  

多価イオンのトータルイオン（下段）、ESトLC川Sスペクトル（上段）  

試料：（8）シトクロムc、（b）ウシインシュリン 各1pnol  

溶媒：0．1乳酢健を含むメタノール／水系、メタノール洩度を40％で  

10分間保持した後、38分間で80％までグラジェント  

ー 105 －   

（も）紺涌  ⅣaCl  

試料：ヒト  

痴煤：酢酸  

4×10■一打   

クノール／水三1：499．5：補9．5  
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試料は、CYTと8Ⅰ各1p皿01含む40％HeO艮溶液0．5日をカラムに導入した。区16－4は、  

多価イオンのトータルイオン（下段）、及びピーク位置a及びbでのESトLC川Sスペ  

クトル（上段）である。BI（b）のTICピークの半値幅（27秒）は、脚ピークのそ  

れ（24秒）とほぼ同じで、イオン源におけるピークの広がりは殆ど起きていなか  

った。CYT及びBIのスペクトルの全イオン強度（各多価イオンのピーク強度の和）  

はそれぞれ7×10ヰ、1×105cpsだった。スペクトルの取り込み時間（TICピークの  

半値幅×2～約1分）での平均試料濃度は、約3×10‾TM（＝10▼12mol／3再）と推定さ  

れた。前車で、試料濃度とイオン強度の関係を測定した結果（図5－7参照）から予  

想されるイオン強度値は8～9×10ヰcpsで、上記の測定結果ヒほぼ一致した。AcOモi  

をバッファーとするLC川S測定では、LCを介さずに試料を導入したときと同等の感   

度が得られることが分かった。  

Hen Egg Lysozyme（C613H9500186Nlg2S10，14，306ユ）  

-O 1。 

Cys－Glu－Leu－Ala－Ala－  

③－  00  

Ala－Met－Lys－ArgLHis－Gly一Leu－Asp－Asn－Tyr－  

－Tyr－Ser－Leu－Gly  LAsn－Trp－Val－Cys－  

⑤   4。  

Ala－Ala－LysエPhe－Glu－Ser－Asn－Phe－Asn－T丘r－  

Gln－Ala－Thr  

6．3．2 日ELのトリプシン消化ペプチド混合物のLC／MS測定   

6，3．1と同様の操作条件で、HELのトリプシン消化によって得られたペプチド混  

合物のLC／MS測定を行った。移動相は、0．1％のAcOHを含む虻eOE／水を用い、MeOH  

濃度を30％で10分間保持した後、40分間で80％までグラジェン卜した。HEいま合計  

16個のリシンとアルギニンを含み、還元力ルポキシアミドメチル化及びトリプシ  

ン消化反応では、図6－5に矢印で示した箇所での加水分解により、ペプチド①～⑱  

の生成が期待された。図6－6は、多価イオンのトータルイオンクロマトグラム（下  

段）、及び押クロマトグラム（上段）である。保持時間10分以下に現れた強いUV  

吸収は試料溶液（30％AcOH）中のAeOHによるものであるが、ESトLC／推Sスペクトル  

から、その付近には、ぺプチド①、②、③、⑤、⑧等も溶出したことが分かった。  

（図略）これらのペプチドは、8．1％のAcOHを含むHeOH／水を用いた溶媒条件では、  

カラムにほとんど吸着されず、素通りしたものと考えられる。保持時間35分以上  

で溶出した④、⑥、⑨、⑬等のペプチド断片は、十分にカラムに吸着したため良  

い分離が得られた。図6－7は、⑥、⑨、⑨－、⑳、⑬，のESIスペクトルである。2価  

や3価のピークが明確に測定された。表6－1に示すように、ペプチド⑦及び分子量  

が測定質量範囲より小さかった⑧、⑫の3種類のペプチドを除いた全ての断片が、  

LC／汁S法により同定された。ES一法は、比較的狭い質屋範囲を測定するだけで、高  

質量のペプチドもカバーできるため、加水分解反応の進行が不十分で、予想外に  

Thr－Asp－Tyr－Gly－11e －Leu－Gln－Ile  

ニ主  Trp－Trp－Cys  －Asp－Gly  

¶－⑧r  
Gly－Ser－Arg   －Cys－Asn－Ile －Pro  －Cys－  

Ser－Ala－Leu  －SerqAsp－Ile －Thr－Ala－  

Ser一Val－Asn－Cys－Ala－LysLLys  1e －Val－S◎r－  

Asp－Gly－Asp－Gly－Met－Asn－Ala－Trp－Ⅴal－Ala－  

蒜二義土盆主豊  
Gly－T‡1r－A叩－Val－  

12「－⑬  
Gln－Ala－Trp岬Ile   
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Retention time／min  

600  800 1000 1200  1400 1600 m／z  

図6－7 ニワトリ卵白リゾチームのトリプシン消化ペアチ撃の耶ドもC／郎測定  

における断片⑥、⑨、⑨■、①（回6－5蓼照）のESトLC川Sスペクトル  
Scan rtumber  

図6－6 ニワ…卵身リゾチームの…プおン消化ペプチドのESトLC／鵬測建  

多価イオンのトータルイオン（下削、耶サロマトグラム（上削  
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長鎖のペプチドが生成しても、見逃される危険性が少ない。LC川S法では、各成分  

は比較的短時間で消失するが、広い分子量範囲のペプチドを、比較的狭い質屋範  

囲のスキャンにより高速で取り込めることは、LC／耶測定におけるESI法の利点の  

一つである。  

表6－1ニワトリ卵白リゾチームの遺元カルポキシアミドメチル化及び  

トリプシン消化反応により生成するペプチドのESトLC／MS測定結果  

Mol．Ⅵ屯igllt  

Calculated observed  
Sequence  6・3・3 ポストカラムモディファイアを用いたESI－LC／【S法の検討   

0・1％のAcOEを含虻ⅧeOH／水系を移動相に用いたLC／鵬法では、ESI単体と同等の  

感度が得られることが分かったが、カラムにほとんど吸着されず、素通りするペ  

プチドも見られた。タンパク質やペプチドの逆相LCでは、カルポキシル基の解離  

を抑えて疎水性を高めてカラムへの吸着を促すために、移動相に0．1％程度の押A  

① KVFGR  

② cELAAAMKR  
③ HGLDNYR  
④ GYSLGNWVCAAK  
⑤ FESNFNTQATNR  
⑤ NTDGSTDYGILQINSR  

（》 wwcNDGR  

⑧ TPGSR  

⑨ 胱CNIPCSALLSSDImSVNCAK  
NLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKCAKK 

⑬ⅠVSDGDGMNAⅣWR  

605．4  605．4  

1048．5 1048．3   

8？3．4  873．3   

1324．6 13Z4．1  

1427．6 1427．7   

1752．8 1752．8  

992．4  ＿＊  

516．3  516．0   

2507．2 2507．5   

2635．2 2634．6  

1675．8 1674．8  

が添加される。AcOHは、TぎAよりも酸性度が弱いため、親水性ぺプチ  

吸着させられなかったものと考えられる。図6→8は、叩㌢冊  

ぴBÅ川0．3）混合物の迦相LCクロマトグラムである  

AcOIほ用いた場合には、H批はカラムに吸着できなく  

は、5×10‾7Hの抒ELを含む50％ACⅣ水溶液に、AcOHやTyAを添加した場合のESIスペ  

クトルの8から13価の多価イオンの強度の和である。Åe8Hでは、0．1％程度滞加し  

た場合無添加に比べ数倍感度が向上したが、TアAを添加した時は、0．01％でも若干  

の感度低下が見られ＼0．i％では無添加の10分の1近くほ鼓で下がった。表8－2に、  

酸の添加による湾液のp‡Ⅰや電気伝導度の変化とESIによるイオン化効率に対す  

る影響を示した。0．1％のTFAは、溶液の電気伝導度を3mS／cm以上に増加させる  

ことから、Taylorコーン先端部に高電場が形成されにくくなり、スプレーが不安  

定になることが一つの要因と考えられる。また、溶媒中の水の割合が約80％より  

多くなると、表面張力の増加のためスプレーが困難となり、測定感度が低下する  
504．2  504．4  

傾向が見られた。これは、逆相LCでダラジェントを  ジェント初期で  

●not found  の感度低下の原因となる。囲6－10（8）は、7×  ％Å甜水溶  

液に0．05％叩Åを滞加した溶液を、直接  

の経時変化を示す。ACⅣ濃度が10％の場合にはほとん  

の場合でもイオン竜流は不安定だった。多くのペプチドはACⅣ濃度30％放下で溶出  

するので、ペプチドのLC川S測定は困難である。そこで、溶＃液にモディファイア  

を添加して、表面張力を低下させる方法を試みた。上記の2倍の浪度のHEL溶液  
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衷6－2 酸の漆加による溶液のpI‡や電気伝導度の変化とエレクトロ  

スプレーイオン化効率に対する影響  

Acid  Concentration pH Conductivity IonIntensityA）  

（vol・％）  （〟S／cm）   （kcps）  

nonet〉  5．6  く1   

acetic acid O．1  3．6  39  

5．O  

TFAo）  0．01  3．0  3飢  

0．1  2．2  3510  

9．19  

71．7  

22．6  

6．95  

1．46  
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L）suAOftheionintensities of theprotonated皿01ecules（8・to13・）ofHEL   

me乱Sured by tbeion coⅥnting tecbniqne．  

‖Acetonitrile：Vater＝1：1（Y¢1／vol）  

○，trifluoro＆Cetic LCid  

図6－10 タンパク質のESIイオン化効率及び安定性陀封ずるモヂィプチイアの効果  

試料：ニワトリ卵白リゾチーム 7×18‾下班  

溶媒‥0・85％のトリフルオロ酢酸を添加した18ん60％アセ守ニトリル  

モディファイア：メタノール／2－メトキシュクノール＝1／Ⅰ  
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（1・4×10‾Ⅷ）に、杵e8陀椚ETの1：1混合物を等量涙含した場合（図6－10（b））は、  

ACⅣ濃度に拘わらず、イオン電流の安定性が改善された。AⅢ温度10％では、モデ  

ィファイアの添加により、数倍の感度向上が見られた。VGAのトリプシン消化ペプ  

チドを例に、0・05％のTFAを含むACⅣ／水を移動相とするESトLC川S測定を行い、モ  

ディファイアの添加効果を詞鴎た。（図針11）ロⅤタロマトグラム（C）に付した  

でnは、Ⅳ束端からn番目のペプチド断片を意味する。（図7－7参照）モディファイア  

の添加丑を、1沌紬紬（a）から3〃1／山n（b）とすることにより、グラジェント初  

期（AC椚農度20％以下）を中心に、数倍の測定感度の向上が見られた。尚、モディ  

ファイアを全く添加しなかった場合は、グラジェントの全域に渡って、殆ど感度  

が得られなかった。  

8．ヰ 本章のまとめ  

るESトLC川S  AcOfIをバップ   

時と同等の感度が得られた¢ しかし、  

されず素通りしたものも見られた。ペプチドやタンパタ質の頒  

すために必要なⅢAの漆加は、溶融液の電気伝導度を増加し、ヌ〆レ【を不安定に  

した。ポストカラム法は、叩Aによる感度低下を根本的には改善できなかったが、  

1CNの広いグラジェント範囲で安定したスプレーを可能にした。特にグラジュント  

初期には、モディファイアの添加により、故倍の感度向上が見られた。ESト  

LC川S法により、精製過程で添加された塩類等が共存する実試料の高感度測定や酵  

素消化ペプチドの一斉分析が可能であるとの見通しが得られた。  

10  20   30  
（皿in）  

、王〕  う．）  60  

図6－11ESトLC邦測定に削ナるモディファイアの漆加効果  

モデイヲアイア滴触暴ぺな∋掴如n及び（b）3直／虚i痛場合の  

トータルイオンタロマトグラÅ及び（¢川Ⅴグ首マトグラム  

試料：か麦歴芽アクメ訟費ニン馴りアシン消化物（10pmol）  

溶媒：0・05％の＝ヌノ柑甘酢酸を含むアセトニトリル／水系、  

アセトニトリル温度を4％で10分間保持した後、36分間で40％        までグラ 

ジェント  
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文献  第7章 高速液体クロマトグラフィー／ェレクトロスプレー  

イオン化質量分析（ESトLC／MS）法による天然及び遺伝  

子組み換えタンパク質の同定ト4）  

7．1 緒言   

塩基配列解析技術の進歩により、天然由来の未知タンパク質のアミノ酸配列  

は、そのタンパク質をコードした遺伝子DNAの塩基配列から推定されることが多  

くなった。しかし、決定された塩基配列の確認・訂正の目的に加え、DⅣA側からは  

予測できない生合成過程でのプロセシングすなわち翻訳後修飾  

（Posttranslationalnodification、N末端のブロックやアミノ酸側鎖の修飾等）  

1・a）Ⅹ・Isbikawa andY．Ⅳiva，血aJ′亡Jc∂J∫e血どβg，7，Supple皿ent，967  

（1991）．   

b）石川、J・Tuominen、村木、長洞、地神、古賀、丹羽、質量分析、43，325  

（1995）．   

C）石川、J・Tuominen、村木、長洞、地神、古賀、丹羽、物質工学工業技術  

研究所報告、3，241（1995）．  

2・a）S・Gaskelled・・サHass SpectpometryinBiomedicalResearch”，John  

Wiley＆Sons，Ⅳ帥York（1986）．   

b）C・Ⅳ・McEvenandB・S・Larsened・Jb侮ss Spectrometryof  

BiologicalMaterials”，MarcelDekkerInc．，New York，（1990）．   

C）T・Matsuo，R・M・Caprioli・H・L・Gross andY．Seyama ed．，  

けBiologicalMass Spectro皿etryPresentandFuture，JJohnYiley＆  

Son日，Ⅳew York（1994）．  

3・【・B・Tomer，H・A・加古eley－L・J・カ¢tePdi喝狐de・E．紬rker，舶ββ  

如鋸庖Ⅶれ恩即．，13，431（1994）．  

4▼ Ⅰ・Ⅹay，A・Ⅰ・肋11et，点画dCo劇此L戯相方獅eわ朋．，7，744（1993）．  

5・ 賞・P・88logh・C・C・Stacey，preSentedat the38thASMS Annual  

やその後の分離精製過程において生  

構造解析が必要である。  

翻訳後修飾においてⅣまたは  

鎖・リン酸等の結合り等が起きた場合には、  

る複数の成分の混合物となることがある。分子量1万を越え  

ク賢では、数残基のアミノ酸が除去（または付加） 

発により、タンパク質の断片化とその後の再構成という過程を経ずに、タンパク  

質の組成と各成分の分子量を直接高精度・高分解能で測牢可能となった。そのた  

めESトI相法は、タンパク質をその鼓ま測定できな  速原子衝撃（FA8）法に比べ、  

微小な構造変異を含むタ  

させることが期待さ  

第5章では、ESトHS法によ   

で測定できることを確認した。また前章では、微量タンパタ  

定を目的とした、高速液体クロマトグラフィー／エレタトロスプレーイ  

童分析（ESトLC川S）法について検討した。本章では、タンパク質の一次構遵解析   

－ 118 －  



におけるESトHS及びESトLC／邪法の有用性と問題点を検討するため、天然または遺  

伝子組み換えにより得られた未知タンパク質の同産・構造解析を行った。遺伝子  

組み換えにより、天然のタンパク質中のアミノ酸を1残基他のものに置換した試料  

では、アミノ酸の残基質量数の差をタンパク質の分子量変化として測定すること  

により、アミノ酸が正しく置換されたかを確認することができる。表7－1に、アミ  

ノ酸の残基質皇数と置換によって生ずる質量変化を示した。質量差が1～2かaしか  

ないアミノ酸の組を除けば、分子旦が1Da程度の精度で測定できれば良く、誤差測  

定が0・01％の場合は、分子量1万程度のタンパク質についてアミノ酸置換を同定で  

きることになる。このような試料の例として、酵母の遺伝子組み換えによってア  

ミノ酸1残基の置換を行ったヒトリソチーム（bumanlysozy皿e，肌Y）の同定を試  

みた。また、DⅣAの壇基配列のバリエーションに由来するアミノ酸配列の遠いや翻  

訳後修飾による微小な構造変異を含むタンパク質混合物の例として、ウシβカゼイ  

ン（bovine P－CaSein，BCA）及び小麦胚芽アグルチニン（vheat germ  

agglutinin，WGA）の構造解析を行った。   

カゼインは、牛乳中に3％程度含まれる絵タンパク質の約80％を占める、分子量  

約24，000のリンタンパク質で、dSま、αS2、β、〝の4種類のグループに分類されて  

いる。本研究で軋ESI及びFAB一郎により、僅かにアミノ酸配列が異なるBCAの5種  

類の変異体（Al，A2，A乳・B，C）の同定を試みた。また、耶Aは細胞膜にある糖夕  

表7－1 アミノ酸の残基質屋敷と置換による質量変化  

G A S P V T C L I Ⅳ D K Q E H H F R Y W  

IGly（G，57） 14 30 40 42 44 46 56 56 57 58 71717ヱ 74 ＄0 抑 991如129  

2 Ala（A，71）  16 26 28 30 32 42 42  

3 Ser（S，釘）  10121416 26 26  

4
 
 
4
 
2
 

3
 
 
4
 
2
 

7
、
 
l
一
 
 

5
 
 
4
－
 
 

5T S8 60  

射
 
 

4Z 44  

4 Pro（P，97）  

5 Val（Ⅴ，99）  

6 Tbr（T，101）  

7 Cys（C，103）  

8 Leu（L，113）  

9Ile（Ⅰ，113）  

10 Asn（N，114）  

11Asp（D，115）  

12 Lys（Ⅹ，128）  

13 Gln（Q，128）  

14 Glu（E，129）  

15 耳et（軋131）  

16 His（H，137）  

17 PI】e（F，147）  

18 Arg（R，156）  

19 Tyr（Y，163）  

20 Trp（W，186）  

2 4 6 16 16   

2 41414i516 29 29 30 32 38 一路 57 84 8  

212121314 27 27 28 30 36 46，55 陀 8さ 

10101112 25 25 26 28 34 44 53 60 83  

0 1 215151618 24 34 43 50 7ユ  
1 215151818 24 34 ヰ3 50 73  

114141517 23 33 42 49 72  

13131418 Z2 32 4148 71  

0 1 3 919 28 35 58  

1 3 919 28 35 58  

2  818 27 34 57  

6 16 25 32 55  

10 19 26 49  

916 39  

7 30  

23  

パタ質や  脂質等の糖鎖と特異的に結合して細胞の凝集、細胞分裂の誘発、細  

の総称であるレクチンの一種であるい。  

質感く知ちれているが、特に耶Aは  

ガジの診断への応用が期待されて  

似性から耶Al～3の3つのグループに分けら  

に僅かに異なる数種類の成分を含んでいる。本研究  

では、部位特異的アミノ酸置換による糖鎖認識部位の研究を行うため、酵母の遺  

伝子組み換えによって生産した分子量約17，…のWGA2の解析を行った。   

7．2 実験  

7．2．1質羞分析  

Extrel社製タンデム四垂極安最分析器（質量範削～2，000）に筆者らが設計・  
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製作したESIイオン源、及びパーソナルコンピュータ川即社製PC－980川A）による  

装置制御・データ処理装置を接続したESトLC川S川S装置（囲6－1参照）を用いたl’。  

質量スペクトルを測定する場合には、初段の四重極アナライザーのみRf㌧DCモード  

ヒし、2・3段目のアナライザーをRFモードで使用した。LCを介して試料を導入す  

る場合は（ESトLC／鵬漸層）、必要に応じて、カラム出口（ポストカラム）で第  

三成分（修飾液、モディファイア）を浪合することによって、溶髄液の物理化  

学附性質を、ESIに適した条件に修飾した。ポストカラムモディファイアは、2－  

メトキシエタノール（HT椚）とメタノール 川eO田 の1：1（客席比）混合溶液を用  

い、ミクロミキサーを介して、ISCO社製1008型シリンジポンプから、流速  

3直ノ皿inで供給した。ESr及びE5Ⅰ－LC／那測度の操作条件については、前車の実験の  

項（6．2．1）を参照されたい。   

fAB－1C／那測定は、日本電子（株）製．川S Sズー102A型二重収束質量分析計を用い  

た。カラムからの溶離液は、同社製空圧スプリッタを用いて流速を約6〟1／皿inに調  

節し（スプリット比15：1）、同社製那一押10型 FriトfAB LC川Sインターフェイ  

スに導入した。一次ビームは、6帥に加速したキセノン原子を用いた。  

7．2．2 液体クロマトグラフィー   

厩汀司詭頚臆測虜須とは、内径0．5mm、長さ150皿mのアSCチューブに粒径5錘の0か＄を充  

製LC－10AD型）により流速0．1ml／minでダラジェントを行った。移動相の組成とダ  

ラジェントの条件は、マトリックスとして0．8vol．％のグリセリンを添加した以外  

は、ESトLC川S測定と同様である  

7．2．3 タンパク質の調製   

市販のニワトリ卵白リゾチーム（半井化学（株）製、hen egglysozyme、HEL、  

Mr14，306．1）及びヒトリゾチーム（Green Cross社製、human placental  

lysozyme、肌Y、Hr14，692．7）をキャリブレーションに用いた。組み換え体は、  

図7－1に示したHLYのアミノ酸配列をコードした遺伝子を化学合成し、酵母  

Saccbaromyeescerevisiaeの遺伝子組み換え実験を行って、115位のアミノ酸残基  

（天然型ではアルギニン）をヒスチジン（乱嘗一肌1石）  

リシン（HLY－Xl15）及びグ  

は、陽イオン交換クロマト  

水溶液中に0．3βg／直の濃度でタンパク質を含む試料杓10再を  

た。8CAは、Sigma社より購入したものをそのまま用いた。VQA2は、市販牒珊餌  

年（棟）製）から陽イオン交換カラム（pbar皿aCi＆社製蜘n8S批5／さ）を用いた  

グラジェント溶出（0－340m米塩化ナトリウム、Z紬ガクエン酸ナトリウム）によ牒  

分離すると共に、アミノ酸艶事列11〉をコードした漉伝苧を化学合成し、酵母  

S＆Cehar8myCe8eer帥iきiae、に組み込んで鵬A2を発瀦させた＝＝。粗製タンパク資は、  

20正光酢酸ナトリウム水溶液に透析した後、Hono S、托ono Q（pharmacia社製）、  

恥no Sの3段階の陽イオン交換クロマトグラフィーにより精製し、遺伝子組み換え  

甘GA2を得た。  

をロカラムを用いた。2台の高圧ポンプ（日本分光工業（株）製880」≠型）  

クー（Rbeodyne社製 7520型、容  

RPC－SC18、内径  

り、ミクロカラムヘの流t  

ラムからの溶離液は、内径0．05nnのFSCチュー  

（田本分光工業（株）製875－CE型）と経て、ESIニードル  

に導入じた8また、モヂ材ファイアを添加する場合は、図6－1に示したようにⅤⅤ検  

出器の後にミクロミキサーを挿入して行った。移動相は、0．1％トリプルオロ酢酸  

（叩A）を含むアセトニトリル（A伽）／水を用い、AⅢ濃度を摘ゝら100％の範囲を  

毎分1かち4％の勾配でダラジェン卜した。   

fAB－L8／耶測建には、セミミクロのODSカラム（ジーエルサイエンス社製  

InertsilODS－2、内径8・髄、長ぎ1紬狙）を用い、2台の高圧ポンプ（島津製作所  

0．1H Tri8－HCl  カルポキシアミドメチル化反応を行った。タン／くク質は2H尿素、  

（p朋．0）申に透析b、トリプシン（Si印さ社鮎でpCX処理済み、酵素′基質艶＝‡：  

10）で37。C，12時間消化した。消化ペプチド溶液は、ゲルろ過カラム  

－ 122 －  － ‡認＄ －   



（pharmacia社製ⅣAト10）により30％酢酸水溶液に置換し、ESト那、ESトLC川S及  

びアAB－LC／那測定に用いた。  

7．3 結果と考察  

7・3・1ESトLC／MS法によるオンライン脱塩一質量分析法による適伝子組み換え  

HLYにおけるアミノ酸置換の同定1・り   

本研究で用いた遺伝子組み換えHLYは、分離精製時に添加された大量のナトリウ  

ム塩（50m光Ⅳa2即04、250m押ⅣaCl）中に存在した。弟5章での検討から、ESI法に  

釦ナるイオン化効率は無機塩等の電解質の影響を受け易いことがわかった。実際、  

ナトリウム塩共存下でのESト凡S測定では、HLYに由来するピークは全く検出されな  
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かった。（図6－3参照）一方、利用できる試料呈が僅かだっ  

／   
A K R V V lOO  

で、透析やゲル濾  

過等の通常の脱堰法は困難だ  。直スケー  

に質量分析を帝うに   
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有効であると考えた。LCの流速をESI法¢く横棒条件に   Q Ⅳ R D 120  

卜19Da） 130  

卜27Da）  

卜28Da）  

（－28Da）  

した試料の全量をイオン源に導入して、タンパク質の高感度測定庵行  

幸で検討したミクロカラムを用いる方法を採用した。  

ペプチドやタンパク質の逆相LCでは、通常溶離液に0．1射堅度のTFAを澤加するが、  

前章で挽討したようにESトHSで良好な感度を  るためには、LCの分離能を低下さ  

せない範囲で耶A浸炭は出来るだけ低いこ   い。TぎÅ横座と分離能の関係  

を調べたところ、HLYをカラムに吸着させるためには0．05から0．1％程度の伴Aが必  

要であることが分かった。（図6－8参照）前章で検討したポストカラムモディファ  

イアの添加により、TアAによりスプレーが不安定になることを改善したり、グラジ  

エント初期における溶離液の表面髄カを低下きせてイオン化効率を改善できたが、  

悍Aによる感度低下を根本的1こは解決できなかった。HLYは、AC対濃度50～餌％付近  

位のアルギニンが、  

ン、グルタミン醜、リシン及びダルクミンに  

た．  
で溶出するため、表面張力の調節の必要はなかったので、モディファイ  

ジスル 
は行わす、ACⅣのグラジェントに合わせてTFAの濃度を変化させるこ  

ESト裾Sの感度を得る方法を用いた。つまり、乱Yを溶出させる段噸  

しなくても分離に影響がないので、第Ⅰの清雄液（A：4％A甜／水）の中に  

％のTFAを添加し、弟2の溶離液（お：60％ACN／永）にはTぎAを添加しなかっ  

塩のためA：180％を120分保持した後、A：108％からB：100％の川舟闇のダ  

一 1ヱ4 －  
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Eetention Tiz）e（nit）．）  トム8川S法に削ナるグラジェント法  

レ／水＋0．1％トリフルオロ酢酸  

：机％アセトニトリル／水  

削⑬審議削¢0％で120分脱塩した後、10分間で第2の溶離削00％まで   

グラジェントを行い、タンパク質を溶出。  
図7－3il伝子組み換えヒトリソチーム（肌Y－Ⅹ115：l＝R→K）のESトLC川S測定  

皿／玉1200から1900のトータルイオンクロ  ム（下段）及びES  

スペクトル（上段）、挿入囲は、2ま8正札で測虚し忽tⅣタか  
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トを行い、肌Yが溶出するグラジェント終了直前ではTFA濃度を減少させた。（図  

7－2参照）   

図7－3は、肌Y－Ⅹ115（l＝R一｝K）のESトLC川S測定におけるm／ヱ1200から1900のト  

ータルイオンクロマト（下段）及びマススペクトル（上段）である。ⅥⅤ検出器で  

測定したタンパク質の保持時間は約151分で、吸光係数は8．002cm‾1が得られた。  

150ngの標品HLYを測定したときのⅦⅤ面積強度との比較から、カラムから溶出した  

ELY－Ⅹ115の最は、110ng（7．5p皿01）と求められた。8～12価のピークを基に外部標  

準による質量較正から求めた分子量伽は14，663．5±1．4で（表7－2（a））、計算値  

（14，664．7）との差は－1．2Daだった。表7－2（b）に示すように、すべての組み換え  

HLYについて±1Da程度の誤差範囲で、測定結果と計算値が一致した。   

内部標準法による質量較正を行うことにより、ESトLC川S測定における分子量測  

定糖度の向上を試みた。図7－4は、等モルのHELをHLY試料に混合して測定を行った  

（a）肌Y－Rl15、（b）肌Y－Hl15、（c）批Y－Ql15と基準とするHELの10価イオンピークで  

ある。HLYの10価イオンの質負数は、HELの10価及び9価イオンを基準とする内挿に  

より決定した。内部標準法による分子量の測定誤差は±1Da種皮であり、外部樟準  

法で行った時と殆ど差がなかった。誤差の要因は、質量較正の方法よりも、ヒー  

タ形のゆがみやノイズの影響が大書いものと推測された。   

以上の結果から、ESトLCルS法により大量の塩類を含むピコモルレベルのタンパ  

表7－2 ESトLC川S法による遺伝子組み換えヒトリソチームの分子量測定結果  

（a）多価イオンピークからの分子量の算出（HLY－Ⅹ115）  

Cbarge No．  m／z  Hr－）  

1，222．77  （14，661．15）  

1，334．20  14，665．08  

1，467．44  14，664．29  

2
 
▲
l
－
 
0
 
9
 
8
 
 

av．14，8悶．5±1．ヰ  

－）伽＝（m／z－1．0079）×（ChargeⅣ0．）  

可能で、溜密な分子量健からアミノ酸1残基の置換を確認で  

（b）多価イオンピークから算出した分子量と計算値の比較   ノ或置換専をプロテイン  

プチドの分  

ときれる。ESト  Sample  Theor．Calc．推rb）  Exp．Calc．托r8） Diff．   

Native乱Y  14，692．7  14，691．6±0．6  －1．1  

HLY－Hl15  14，673．6  14，674．5±0．9  十0．9  

閲の置換を確認する高感度で迅速な方法で  

HLY－E115  14，665．6  

HLY－Kl15  14，884．7  

7±0．5  －1．0  

7．3．2 8ぢAの天恵変異体の解析2一一●）   

図7－5（a柑、8e細君SIスペグドルである○観測された13から25価の多価イオン  

のピーク臥 シトクロムc（Cyで）のように構造的に純粋であることが確認されて  

いるタンパク質の場合よりも幅が広かった。これは、分子量が接近した複数の変  

異体の存在によることが推測きれるが、分解能が不十分で個々の成分は分離でき  

，663．5±1．4  

bITheoretieally calcu18t融＝甑．  

e）餌peri皿entally calc山at8d且r・  
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HuJnan LysozyⅢelOfI＋  
Een Egg Lysozy皿elOⅡ＋  

a）HLY－Rl15  Mr。bs．＝14，691．1  

。al。．＝14，692．7  

Mr。bs．＝14，673．6  

。al。．＝14，673．6  
b）HLY－Hl15  

Mr。b5．＝14，663．6   

ぢal。．＝Ⅰ4，664．7  

800  1000   1200   1400   1600   1800  

m々  

1440  1460  1480   皿／z  
図7－5（a）ウシβカゼイン及び（も）トリプシン消化ペプチド混合物の  

ESIスペクトル  

トリプシン消化ペプチドの痺属は義7－3を参照  
図7－4遺伝子組み換えヒトリソトム（a）乱Y－Rl15、（b）HL＝115、  

（c）HLY－Ql15の10価イオンピーク  

内部樺準法により質量較正を行うため、等モルのニワトリ卵白  

リゾチームを混合した。  
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 なかった。図7－6にBCA変異体のアミノ酸配列とリン酸化位置を示した。スペクト  

ルから求めたBCAの平均分子量は24，049Daで、変異体Al（23，972Da）、A2  

（24，012かa）及び8（24，081Da）のはは中間たった。スペクトルでは、25価の多価  

イオンまで測定されたが、これは変異体Alが21偶の塩基性アミノ酸と5偶のリン酸  

基を含みⅣ末端を含めて27個のプロトン付加位置があることと矛盾しない。   

図7－5（も）は、8CAのトリプシン消イヒペプチド混合物のESIスペクトルである。Ⅳ末  

端から7番目の断片（T7、BCAの49から97位に対応）に関連した分子量2，000から  

5，000のペプチドが現れた。トリプシン消化ペプチド混合物のESトLC／那及びfAB－  

LC川S法により同定したペプチド断片を表7－3に示す。これらのうちT6、T7、TlO、  

T12等は変異体を識別する手掛かりになる部分である。T6a（638．6），TlO（274．3）、  
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 KIE X F Q S E E Q且Q  

（absentin ′→ヱ   K  

Variant C） （variant C）  

40  

T E D EIQ D KIH P F A Q T Q S L V y  

P F P G PI旦Ⅳ S L P QⅣ 王 P P L T Q T  

H（variants Al，B，C）   

T12（6，430．4）等の断片はESI、アAB共に検出きれず、これらに  
P V V V P P F L Q P E V M G V S E V K E lOO  

A3、B等が含まれていないことが推察された。、簿研  

AlとA2が主成分であるとすると、平均分子1は23，972  ，012の間になる  

A M A P X旦K E M P F P K Yl V Q P F T120  
Q（variant A3）   

E旦Q S L T L T D V E N L H L P P L Ll140   
R（variant B）  

あるが、ESr一汁Sによる測定値はこれより数10Da大きかった。廊虜に凝、リン  

（＋錮Da）やナトリウム付加（†23Da）等の寄与が推測された。BCAのように分子量  

が接近した複数の変異体を含むタンパク質では、本測定の分解能は不十分であり、  

磁場型質量分析計等の、より高い分解能が得られる装置が必要であることが分か  

った。  

7．3．3 遺伝子組み換えWGA2の翻訳後修飾の解析き・一）   

遺伝子組み換えにより、動植物の産生する有用タンパク質を微生物等他の生物  

に産生させる場合、タンパク質のアミノ酸配列をコードするDⅣAの塩基配列が全く  

同じ・でも、合成過程で作用する酵素系が異なるために最終生成物が異なる等の可  

能性があり、タンパク質の横遵療羅が必要である。アミノ酸配列を図7－7に示した  

W8A2の場合には、Ⅴ末端がビログルタ  レ化によってプロヅ  クされているため、直  

V R G P F PIIV  接プロテインシーケンサによって  なかった。回7－8は、（8）天然及び（  209  

伝子組み換えによって得られた耶A2のESエスぺクトルである。どちらのス虔  

も、m／zl，600前後に3から5本に分かれた4または5グルーアのピークが環漁，苛む1ノる。  

各グループは、電荷の数（プロトン付加の教）の分布を義しており、例えば、  

m／zl，700から1，780の蘭のビータ群は（固7－9）、タンパク質1分乎当たり1射酔顔  
図ト6 ウシβカゼインの一次構造（ク：リン酸基）  

ー 132 －  
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表7－3 トリプシン消化ペプチドのESr及びF膿一光S測定によるウシβカゼイン変異体  

（Al，彪，A3，8，C）の同定  

地㍉〉  Identifiedもy  

ESI弧d／orア戯  

Code Residues  Variant  W．G A 2  

で1  1  All  

T2  2－25  All  

T3  26－28  All  

T4  29  All  

T5  30－32  All  

T6a  33－37  C  

T61）   33－48  Al，彪，A3，B  

T7a  49－97  A2，A3  

Al，B，C  

T乃  49－68  A2，A3  

Al，8，C  

T7e  69－97  All  

T8  98－99  All  

で9  1（）0－105  All  

TlO lO6－107  Al．吼8，C  

174．2  

C G E Q G S N M E C P N N L C  2，966．8  

373．5  －，F逓  

146．2  

388．5  －，F戯   

T2（3，620．8）  

638．6  

2，062．O  ESI, 

5，319．2  ESI，  

5，359．3  ESI，  

2，223．6  ESI，  

2，263．8  ES王，  

3，113．7  ESI，   

245．3  

645．8  

283．3  

FA丑  

アAB  

ア畑  

e8S Q泉G G洩T C P  W T S X  

61  80  

C S Q Y G H C G F G A E Y C GÅG C Q G  
T4（4，277．5）  

81 100  

三＿三＿二王二≡‡こ三‥二二ニ三三．ミニニ＿三＿二  
101  120  

N L C C S Q W G F C G L O S E F C G G G  
T7（3，る40．1）  

121  

C Q S G A C S T D K  
140  

号8（ミ6月5ヂビT孟4具．£㍊  
160  781．O  ESI，FA月   

830．O  ESI，F戯  

2，185．6  ESI，ア逓   

741．9  ESI，F通  

141  

C T N N Y C C 8 琵  W G S C GI，G P G Y C  
T15  184－  TlO（1，308．4）  

161  T16   203－209  All  171  

G A G C Q S G G C♪Å  
Tll一郎2，238．3）  

Tll－γ（2，337．5）  

Tll－ざ（2，484．6）  
L）Theoretica11ycalculatedMr．  

b）机）t f血Ⅱd．  

図7－7 小麦胚芽アグルチニン（耶A2）の一次構造とトリプシン消化  
ペプチドの分子貞  
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matureprotion C－terminalpropeptide  
b）recombinantWGA2  

1  171  18（；  

PrOWGA2 pGlu一‥Cys－Asp－Ala－Val－Phe－Ala－Gly－－－Glu  
†† †† †  

α β † 8 e  

a）nativeWGA2  

1鍛） m／z  
1700  1750  〝】／ヱ  

図7－8（a）天然及び（も）遺伝子組み換え小麦胚芽アグルチニンのESIスペクトル  

溶媒＝酢酸／メタノール／水＝1：499．5：499．5  

囲7－9 天然及び遺伝子組み換えによ  

ESIスペクトル中の10価のイ  
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プロトンを付加した10価のイオン（【H十10H】lO＋）である。各グループのサブピー  

クは、わずかに分子量の異なる成分に対応しており、天然から分離されたWGA2は  nativeWGA2  recombinantWGA2  

少なくとも3成分の混合物であること組み換え耶A2は天然と共通の分子塁成分も  

含むが、主成分は天然よりも分子量が200Da前後大きいことがわかった。スぺクト  

ルから求められた各成分の分子量値の差はアラニン（残基質量数71Da）やバリン   

（同99）、フェニルアラニン（同147）等のアミノ酸残基の質量数に一致した。従  

って、耶A2は産生される過程でC末端部の切断を受けるが、その際の切断部位に分   

布があり（α～£）、組み換え体では主に天然と異なる位置（∂：phe－Ala間）で切  

断されたものと考えられる。これは、生物種の違い（天然：小麦、組み換え体：  

酵母）に起因するプロセシングの違いによるものと考えられる。通常ESI法のイオ  

ン化効率は、タンパク質の構造やアミノ酸組成によって様々であり、ピーク強度  

は混合試料の相対濃度を直接反映しない。しかし、WGA2の様に末端部の数個のア   

ミノ酸のあるなしによっては、イオン化効率は殆ど変化しないと考えられること  

から、ピークの相対強度は各成分のおよその存在比を反映するものと考えられる。   

TlO（1，308・4）＃2 
天然及び組み換えWGA2の分子量の差がC兼増部の不揃いであることが推定された  

が、これをさらに確認するため、S－S結合を還元しトリプシン消化して得られたぺ  

加水分解するため、  

る。天然と組み換え体ではタンパク賢の  

及び一位で切断された構造に対応するTlトβ（耶S…CDA、伽2，238．3）及びTll－r  

（帽S…CnAV、粁r2，337・5）が検出されることが期待された。これに対し、組み換  

え耶A2では、主に冴位での切断に対応したTlト8律GS・‥C抽叩、祇r2，484．6）が換   

出されることが期待された。図7－10に示したLC川S測定では、天然のWGA2では  

Tlトβ（椚）及びTll－γ（約）が、組み換え体ではTll一計（＄7）が観測され、図7－9   
即－10 

e’ESIスペクトル 

－138－  ー1急診ンー  



のESIスペクトルの帰属を支持した。   

ESI及びESトムC／鵬翻定に要した試料豊は、それぞれ約10pmol（10‾曾g）以下で、  

測定時間はESト准Sでは10分、ESトLC川Sで1時間程度であった。ESト那法による精  

密な分子量測定により、微量のタンパク質混合物の詳細な組成解析が可能である  

ことがわかった句ペプチド混合物を分灘・清製しプロテインシーケンサーで解析  

する場合に比較して、同種まの試料量ではるかに迅速に結果が得られることがわ  

かった。プロセシングによるC束瑞部の不揃い、わragged end”の解析は、封末端側  

からしかアミノ酸配列を解読できないプロテインシーケンサの不得意とするとこ  

ろであり、質量分析法凌用いるメリットが大きい。  

脚．5Tコ（1，426．5）＃5  

T2’（2，140．3）  

☆  
汀11－βJヱ◆ u20・4  7．ヰ 本章のまとめ  

本研究では、ESト宮SまたはESトL  

工と皇  
150  171  

Trp－Gly”－Cys－Asp－Ala－Val－Phe－  
† † † †  

Tll－α β † 8  
くタンパクー  

た遺伝子組み換えHLYは、大王のナトリ  壕を含むバツ  

950・7  ＃8  り、かつ200pnol程度のiしか得られなかった。ESトLC川S法による  

塩一緒密㊥手鼻測定により、バッファー中に保存された微量の遺伝子組み換え  

HLYの分子tを1－2D8の誤差で測定し、アミノ酸が正しく置換ざれていることが確  

定された。8CAは、アミノ酸配列のバリエーション以外にリン酸基結合数の分布が  

含まれる複雑なタンパク貫である．ESIスペクトルから、分子tが接近した複数の  

変異体め存在が推測きれたが、分解能が不十分で個々の成分の同定は困難だった。  

分掌豊か接近した多くの成分を含むタンパタ質試料では、酵素消化等による断片  

化により補わぎるを得ないのが現状である。また、ESトLC川S法は、D刊Åの塩基配  

列からは予測できず、プロテインシーケンサによる解析も困難な遺伝子組み換え  

で見られた翻訳後♯虻は、m用例からは予測できず、また（プロテインシ  屈7一拍（続き）  

d、麦胚芽アグルチニン（耶A2）のC末端を含む断片  

天馴8A2 ：折（Tlトβ）、＃9（Tll－γ）  

組み換え耶A2：＄7（Tlト∂）  

－ 148 －  

での解析も困難であり、徹tの試料で迅速に適用できるFl分析法の有用性が  

ー 141 －   



認された。ESトLC川S法が、さらにESトLC川S川S法18〉へと高度化され、より複雑  

なタンパク質にも適用可能となることが期待される。  
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子量測定に関する報告はなかった。  第8章 エレクトロスプレーイオン化（ESI）質量分析及び高  

遠原子衝撃（FAB）タンデム質量分析法によるイネ萎縮  

ウイルス（Rice Dwarf Virus、RDV）外殻タンパク質の  

点変異解析1）  

8．1．2 RDVの構遥と外殻タンパク質P8   

RpVは、12本の2本鎖RⅣAと数種類のタンパク質からなる直径約70nmの二重の殻に  

包まれた正12面体の粒子である。（図8－1）イネは、RDVが感染すると葉に白い斑  

点を生じ、成長が阻害される。これまでの研究で、通常系のRDV（Ordinary  

Strain of RpV、RDV－0）よりも著しく強い成長阻害を引き起こす強毒系のRDV  

（Severe strain of RDV、RDV－S）の存在が見い出された9）。また、SDS－PA8引こよ  

るRDVの最外殻のタンパク質p8の分子量測定では、RDV－Sから得られた閃（47kDa）  

はRDV－0由来のP8（46kDa）に比べ、約1kDa大きいとの結果が得られた9）。P8タン   

8．1緒言  

8．1．1 ウイルスタンパク質の分子量測定における問題点  

電気泳動（Sodiu皿dodecYIslllfate poly－aCryla皿ide gelelectrophoresis、  

SpS－PAGE）は、タンパク質の分子量の簡便な測定法として広く用いられている。  

しかし、植物ウイルスの外殻タンパク質は、しばしば異常な泳動度を示し、SDS－  

pAGEによる分子量測定に大きな誤差を与えることが知られている2）。一般に、ウ  

イルスタンパク質は疎水性や凝集性が非常に高いため、一次構造上のわずかな違  

いが、ゲル申での分子の立体構造に大きな違いを引き起こす場合があるものと考  

えられる。   

質量分析（HS）法は、立体構造とは独立に絶対的な分子量を測 

原理的にこのような誤差が生じない。従来、推S法によるウイルス 

図8－2は、RⅣAセグメントS8の塩基配列から推定した、P8タ．ンパタ質のアミノ酸  

配列である10）。420残基のアミノ酸の内、RDV－0ではイソロシインである235番目  

のアミノ酸が、R8V－Sではトレオニンに置き換わっていることが推定された。P8の  

酵素消化物のSDS－PAGEによる潮長藤見では、このアミノ酸位置を含むペプチド断  

片に分子羞変化が見ちれた11）。また、ン‡鳩タンパ参賀及びそのトリプシン消化ペプ  

チドの肝LCフラクションをプロテインシーケンサによって解析し、R対Aから推定さ  

れたアミノ酸配列の確認が試みられた11〉。しかし、アミノ酸の置換部位の≠末端  

側近くにトリプシンの認識部位（リシンまたはアルギニン）がないため、アミノ  

酸置換の確認はできなかった。また、p8タンパク質のN末端部分のアミノ酸配列も、  

プロテインシムケンサでは解義で奉ず、Ⅳ東端がブロックされていることが推定さ  

れたb結果として、R¶友部ら堆変遷れた曹多タンノミ身魚のアミノ酸置換を、タンパク  

質問で確認することはできず、SDS－PA戚測度から准建きれた約1餌乱の分子量義が  

事実かどうかの判別も困難だった。  

定や構造解析℡）には、  酵素や化学反応によって限定分解を行い、生成したペアチ  

（fÅB）法により測定する、いわゆる，，FABマッピング，＝）  

エレクトロスプレー  ESI）法5）やマトリックスア  

の葬犀に伴い、前章で  

水溶性タンパク質を中心に、  

訳後修飾の解析が盛んに行われるよう  

に、ES工イオン化のためには、溶媒和よってタンパ  

ク質分子間の水素結合のネットワークを切断し、分子分散させることが必須であ  

る。しかし、疎水性や凝集性が高いウイルスタンパク質は、通常ESI測定に用いら  

れる水系の溶媒に溶けにくい7’。一方、ウイルスタンパク質を溶解し、かつESI測  

定で高い感度が得られるような溶媒系を見出すことも容易でない。こうした理由  

から、抽kleinら8）による丹ⅠⅤ－一型ウイルス（伽皿anIm皿unOdefieiencyViru5）を  

構成するタンパク質のモデルペプチドの他には、ウイルスタンパク質の精密な分  
8．1．3 本研究の目的   

本研究の目的は、P8タンパク質の精密な分子量測定により、R舶から推虔ざれた  
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餌S一夕AGE測定から、強毒素の鋸Ⅳでは、最外殻のタンパク質p8が、  
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図8－2 イネ萎縮ウイルス（RDV）外殻タンパク質P8のアミ  

強毒系では、235位のIl¢がTbrに置換することがRⅣA壕基配列から推定された1り。  
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P8タンパク質のアミノ酸置換を、直接タンパク質側で確認すると共に、SDS－PAGE  

測定から推定された約1kDaの分子量差が実際に存在するかどうかを検証すること  

にある。また、水系の溶媒に溶けにくいp8タンパク質のESI測定を行うため、通常  

の検出器（イオンマルチプライア）の100倍程度の感度が得られる、アレー検出器  

を備えた磁場型質屋分析計12）の使用を試み、測定感度や分子量決定精度等を検討  

した。  

2次処理を行った。FAB測定には、同社製の押S－FABll型原子ビームガンを用い、  

ESI測定には、Analytica of8ranford社製ESIイオン源を用いた。第一質量分析部  

（HSl）及び第二質量分析部（那2）にそれぞれ装着された2，048チャンネルのアレ  

ー検出器1りを用いて、高感度測定を行った。珂Sl側のアレー検出器は、タンパク  

質のESト押S測定に、MS2側のアレー検出器は、酵素消化ペプチドのFAB一宮S川S測定  

に用いた。スペクトルデータは、日用－PC互換機に接続されたPrinceton  

Instruments社製ST120型光学式マルチチャンネルアナライザー制御装置で取り込  

んだ。   

p8タンパク質水溶液は、0．1％AcOHを含む50％MeOH水溶液で20倍に希釈した。  

ESIイオン源に導入する隙には、スプレーニードルの詰まりを防そため、1分間遠  

心分離した。50日の試料溶液をサンプルループに導入し、2〃1／皿inの流速で約3kV  

を印加したスプレーニードルに供給した。大気圧下のイオンを取り込むガラスキ  

ヤヒラリーの出口側電極は、初段のスキマーと等電位とし、イオン源の温度は  

180勺Cとした。質屋分析計のイオン加速電圧は7kV、質量分解能は1，000（10％谷）  

である0 質量較正は、アルカリ金属ヨウ化物（LiI、ⅣaI、KI、RbI、Csりを、  

アABモードでイオン化して用いた。アレー検出器は、10％の質量分散が得られる角  

度（イオンの入射角約250）に設定した。ここで、質量分散はアレー検出器で同  

時に測定できる質量範囲の、検出器の中心に捕捉されるイオンの質量に対する割  

合で定義される。m／zl，500から3，000までの測定では、HSl仰のアレー検出器で各  

々約10秒間積算した、29セグメントの部分スペクトルを結合・編集して得られた。   

束分離の酵素消化物のペプチドマッピングとアミノ酸配列解析は、FAち一HS及び  

FAB－HS川Sにより行った。ペプチド1～2膵を含む1〟1の試料溶液をステンレスの試  

料台に加え、マトリックスのグリセリンと混合した。試料は、イオン源の高真空  

中で6kVのキセノン原子で照射した。FAB－HS測定では、通常の検出器を用い、加速  

電圧10kVで行った。質量分解能は、HSl、打S2とも1，000（10％谷）とした。汁S川S  

法による衝突誘起解離（Collision－induced di8SOCiation、C川）スペクトルの測  

定では、5kVを印加した衝突室にヘリウムガスを導入し、プリカーサーイオンの強  

度が50％に減少するよう調節した。HS川Sスペクトルは、皿／ヱ150から1，600まで  

HS2仰のアレー検出器を用いて測定した。スペクトルは、質量分散7％の条件で48  

個のセグメントに分けて取り込んだ。  

8．2 実験  

8．2．1外殻タンパク質P8の分＃精製と＃素消化   

RDVのP8タンパク質は、ウイルスの核から高橋ら13〉の方法により分離した。ウ  

イルス懸濁液の80〟‖こ0．0川MgC12と0．川 ヒスチジンを含むpH6．2の緩衝液と4H  

HgC12を含むヒスチジンーHg緩衝液20再を加え、室温で10分間インキュぺ－卜した  

後、Beck皿an社製TL－100を用いて、200，000gで20分間遠心分離した。上澄み液につ  

いて、再度同様に遠心分離した。P8タンパク質はPharmacia社製Superdex200ゲル  

濾過カラムで精製した。移動相には、0．8H刊gCIzを含むヒスチジン一光g緩衝液を用  

い、流速は0・4ml／皿inとした。タン／くク質の分離状態は、280nmの脚検出器でモニ  

ターした。緩衝液中に得られたP8タンパク質は、水で透析を行った。溶液中の塩  

濃度が低下すると、タンパク質の凝集が見られた。そこで、約1mgのp8タンパク質  

を含む懸濁液を超音波によって分散させ、一部を酵素消化実験に用いた。残りの  

懸濁液は遠心分離し、上澄み液をESトMS測定に用いた。   

p8タンパク質は、0・用量炭酸アンモニウム（pH8．0）を含む2粍尿素中で  

Sig皿a社のTpCRトリプシンを用い、酵素／基質比1／40で37。Cで4時間消化した。ま  

た、p8タンパク質はロ・05H酢酸アンモニウム（pH7．8）中でHiles社のⅤけロテア  

‾ゼを用い、酵素／基質比1／40で370Cで18時間消化した。酵素消化液は、  

Pharmacia社製ⅣAP－10ゲル濾過カラムで、30％酢酸（AcOH）にバッファー交換し、  

FAB一対Sによるペプチドマッピングを行った。  

8．2．2 質量分析   

マススペクトルの測定は、日本電子（株）製HX／打Ⅹ110A型タンデムニ重収束質屋  

分析計を用い、同社製DA7000データシステムで、スペクトルデータの取り込み・  
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8．3 結果と考察  

8．3．1RDV－0及びRDV－Sから得られたP8タンパク質のESIスペクトル   

図8－3（a）は、RDV－0から得られたp8タンパク質を微量に含む上澄み液を用いて測  

定したESIスペクトルである。価数の少ないピークは、高質量側へのブロードニン  

グが顕著に見られた。13c等の同位体に起因するピーク幅は、価数に依らず一定な  

ので、m／z単位で測度した多価イオンのピーク幅は、価数に反比例するはずである。  

また、タンパク賢の構造的不均→性に起因するピーク幅も、同様である。しかし、  

実測の多価イオンピークでのブロードニングの度合いは、価数の逆数よりも明ら   

かに急激に増加した。従ってブロードニングの原因は、同位体やタンパク質の構  

造的不均一性のみでは説明できず、溶媒や塩類等の低分子の付加（アダクト生成）  

の寄与が考えられた。図のスペクトルでは、P8タンパク質の絶対濃度は、極めて  

低いと推測されることから、相対的に低分子の不純物の濃度が無視できなくなり、  

アダクト生成が促進されたことが考えられる。もう一つの要因としては、タンパ  

ク質の変性の度合いがある。スペクトルで観測されたp8の最高価数は27十程度であ  

り、これはP8タンパク質に含まれる塩基性アミノ酸の数（33＝24（アルギニン）†1  

（ヒスチジン）＋8（リシン））の約80那こ過ぎない。塩基性部位の多くが、タンパク質  

の球状構造の中にうずまっているために、プロトン付加が妨げられていることが  

推察される。価数の増加とともに、アダクト生成が少なくなることは、分子内の  

クー・ロン反発力によって、ペプチド鎖がほそされて低分子が外れやすくなったと  

して説明できる。ESIスぺクトルから甑を求める場合には、束分離の同位体ピーク  

アロファイ∧ルの蚤一臣位置の質量数が元になるので、アダクト生成によるブロード  

ニングはHrをグランス側に琴差を与え．る原因になる。RDV－Sから得られたP8タンパク  

質のESエスベクトルは、RDV－0からのものと荷電分布や多価イオンピークの形状な  

どの特徴はばとんど善がなかった。   

図8－3（b）は、RDV－0及びRDV－Sから得られたP8タンパク質のESIスペクトルの  

川†22H】22十ピークの生データの波形である。上記のブロードニングの影響が見ら  

れるが、ピークの先端付近では、比較的暗が狭いことが分かる。例えば、ピーク  

の半値暗はm／zで4・3、Mr換算で96Daであるが、同じく高さの70寛でのピーク幅は、  

皿／zで1・6、肘換算で35Daに過ぎない。後者は、p8タンパク質の元素組成（C2。87  

h3280ポ…0＝8Sl¢）から算出される【M＋22畔2＋ピークの理論的な同位体分布から  

2104 2106 2108 2110  2112 2114  

16001800 2000 2200 2400 2（；00 2SOO 3000〝諺   

図8－3 イネ萎縮ウイルス（通常系）から得られたp8タンパク質のESIスペクトル  

Haは、多価イオンピークのトップ位置から求めた、最も存在比の多い  

同位体イオンの質量。（b）は、川122H】2Z十ピークの拡大図（通常系RDV－0  

及び強毒系RDV－S）。黒塗りは、RDV－0の元素組成から算出される  

川十22H〕22＋ピークの理論的な同位体分布  
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のピーク幅の約3倍である。これは、P8タンパク賢の同位体を分離するのに必要な  

分解能（約46，000）よりも、実際の分解能（1，080）がかなり低かったことから考  

えて妥当な債である15）。拡大したスペクトルでは、ビータの低質皇側へのブロー  

ドニングも見ることができる。これらは、タンパク質の微小な層魔不均一性や、  

フラグメント化によるH20等の低分子の脱離等の寄与が考えられる＝）。  

衰8－1ES【スペクトルの多価イオンピークから算出したイネ萎縮ウイルス  

（（a）通常系、（b）強毒系）のP8タンパク質の分子量  

alRD叫  
No．ofCharge measdmkb）  expcalcdA血  

8・3・2 ESIスペクトルからのP8タンパク賓の分子量計算   

ESト宮Sによるタンパク質の分子量測定では、通常末分離の同位体ピークプロフ  

ァイルの重心位置の質量数に基づいて、同位体平均分子量（relativeⅡ01ecular   

皿aSS，Hr）が求められる。しかし一般に、ESIスペクトルにおいては、タンパク  

質の分子量の増加とともにアダクト生成や、構造不均一性によるブロードニング  

が観測され、精密な伽の算出が困難となる。本研究でも、分子量約46，000のウイ  

ルスタンパク質のESIスペクトルを測定することができたが、アダクト生成による  

と考えられる多価イオンピークのブロードニングが見られた。そのため、ピーク  

の重心位馴こ基づいて正確な珂rを算出することが困難になる。しかし、ピークト  

ップの位置については、ブロードニングの影響が少ないので、図8－3（b）のような  

ノイズの少ない滑らかなピーク形が得られれば、その正確な位置を求めることが  

できる。但し、ピークトップから得られるのは、最も存在比の多い同位体イオン  
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1る。実際、P8タンパク質のHrは  

の少ないど－ク形が測定  

れるアレム救出器を用いたこ  

得られたP8タンパク質のHaを、  

オンピークから算出した結果を示す。RDV－0のP8タンパ  

ク質の甑は、穐407・3±1・2工場と計算された。この値は、RⅣAの塩基配列から算出  

した億（46・364■5）よりも、約43Da大きかった。この過剰質量は、ウイルスタン  

パクで報告きれている峠碑のアセチル化17）による42かaの増加とほぼ一致した。  

RDV－0及びR抑－Sから得られたタ8タンパク賢の分子量の差は、－i2・3±2．38aで、イ  

ソロシインからトレねンヘの置換による－12Daの差とよく一致した○ピーク形の  

滑らかさによりピークトップから正確な質量が決定できたことに加え、四重極質  

d肝＋0、5  

8）nemassor血emo5tabundantiざOtOpei血  
h）ThetoppositionoftheunresoIvedisotopepe狭pro最k  
¢）neaverageofth8eXpeや餌auycぬIat8d肋wiぬG如sね細2紬2¢  
d）neaverageortheexpenm孤tallycal乱心鮎dん血涙血走h訂geState525to22  

and 20 
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塁分析計に比べて、磁場型質量分析計の分解能の高さや質量較正の安定性及び質  

量範囲の広さ等が、高い賭度でMaを測定するのに有用であることがわかった。  
衷る一2 イネ萎縮ウイルス（通常系）のP8タンパク質のトリプシン消化物  

のFAB一対S測定結果  
8．3．3 FA8－MS及びFÅ8－MS／MSによるトリプシン及びV8プロテアーゼ消化物のペプ  

チドマッピングとアミノ酸配列推定   

表8－2は、RDV－0のp8タンパク質のトリプシン消化物をそのままFAB－那測定を行  

い、予想されるペプチド断片の帰属を行った結果である。29種類の予測される断  

片のうち7種類は測定範囲（400－4，000Da）外だったが、8種類がスペクトルに観  

測された。け＋”で示した観測された断片は、アミノ酸配列の全体に分布していた。  

全ての断片が観測されなかったことは、酵素消化反応が不十分だったためではな  

いと考えられる。高質屋領域のアAB一郎測定により、アミノ酸置換が予想された  

T18（分子長約7，200）の測定を試みたが、該当する分子量領域にはピークを観測  

できなかった。ESトⅡSによっても、この断片は測定できなかった。これは、T18に  

はC東端のアルギニンしか塩基性アミノ酸がないため、多価イオンが生成しにくい  

ためと考えられる。   

表8－3は、RかⅤ一0のp8タンパク質のV8プロテアーゼ酎ヒ物の甘A…S潮定を行い、  

予想されるペプチド断片の帰属を行った結果である○アミノ酸置換が予想された  

断片V7は、分子量が（約9，700）大きいため測定できなかった。一方、タンパク質  

FAB＿MS■】  No． Residues  Se   

Tl  トZ Ac－SR  

T2   3－21 QMWLDTSALLEAISEYVVR  
T3   22－57  CNGDTFSGLTTGDFNALSNMFrQL－  
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304．5  

2224．1  

3759．7  

2174，l   

了42．3   

998．4  

1527．8  

T4   58－76  VPLQTMSNMFVSFITSTDR  

T5   77－82  CGYMLR  

T6   S4－91  TWFNSDTK  

T7   92－104 PTVSDDFITTYm  

TS lO5－108  pR  

T9 107－116 LQVPMSDTVR  
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TlO  ＝7・128 QLNNLSLQPS  
Tll 129－130 P濫   
T12  t3ト134  LYn  

T13 135－140 qNj姐MK  
T14 141＿154 GLDIPYSEPrEpCK  t560，8  

T15 155－1～7 LFR  

T16 15S－187 SVAGQTGNTPMMGn．ATPPAAQQQ－  
PFFVAER  

T17 19ト196  正∬GIR  
T18b）197－267 SNAAⅣAGAYQFVVPAWASVLSVT－  

GAYVmSFFCmIAGVTÅTATAA－  
DA椚TⅥ汀DÅNNLpVQTDSR  

T19  268・285 LSFSLGGG川NLELGVAX  
T20  2S6－302 TGFCVAIEGEFTmANR  

T21 303－つ36 SQAYYTLNSrTQmStT）t）FDVSDFL・  
TTfLSQLR  

T22 337－377 ACGQYEⅣSDAMDQLTNSuTNYM－  
DPPAIPAOLAF TSPWFR 

T23  378一っ81 FSER  

m4  3g2－383  ÅR  

T25 ‡84－396 TmALqNVDLNm  
T26  3粥一401 LIVR  
T27  402－415 HLWVTTSLIA＼rFGR  

T28  41か418 YYR  

TZ9  41舛20 PN  

ヰ】5．つ  

3229．7    ＋  

7185    ＋  

7229．古   ／  

t7§9．0    ＋  

1富40．タ  

コ8＄7．9  の郡来鞄を含む断片Vlの分子量は、  予想されたⅣ－アセテル化を支持した。RDV－Sの  

RDV－8と同じだった。  4552，1  

53g．3   

246．1  

14S〕．0   

5003  

16120   

50l．2  

2ユ0．1  

ンバク貫のⅣ末端  

‡かスペクトルには、ぺ  

のぺプチFのⅣ末端部分を含むイオン  

（アミノ酸配列（8  Cidse胆enCe）を反映したイオン：シーケンスイオン）  

が強く観測され、Ⅳ一アセチル化を支持した。（シーケンスイオンの略号、a、も、  

順については、巻頭の図を参照）タンパク質の順端部分及びトリプシン消化後  

の順鵡断片のアミノ酸配列が、プロテインシーケンサで解説できなかったのは、  

アセチル基によるプロッタのためであることが分かった。  

L）＋：fbuLld．－：nOtfbu皿d，！：OutOfmeasLJTeme  
叫 最喝mentincludingthesu鮎血翫nsit¢  

ー 154 －  ー 1＄5 －   



CH3CO－S－R－Q－M－W－しD－T－S－A－しL－E＿COOH  
12 3 4 5 6 7 8 9101112  

蓑8－3 イネ萎縮ウイルス（通常系）のp8タンパク質の用プロテアーゼ消化物  

のFA8－HS測定結果   

MH◆  FA月＿MS▲〉   
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図8－4（a）イネ萎縮ウイルス（通常系）から得られたp8タンパク質のV8プロ  

テアーゼ消化物のfAB及び（b）P8のⅣ東嶺を含む断片Vlのプロトン化分  

子のFAB－CIDスペクトル  
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仁斉㌣ 、  

8．ヰ ニ本章のまとめ   

ESI－HSによるタンパク質の席密な分子豊洲定及びぎA8一那及びFA8一宮S川Sによる酵  

素消化物のペプチドマッピングにより、RDVの外殻タンパク質の殊によるアミノ酸  

置換や翻訳後修飾を、迅速に解析することができた。その結果、SかS－pAGEから観  

測されたP8タンパク質の1kDaの分子量差は、植物ウイルスの外殻タンパク質が  

SDS－PAGEにおいてしばしば示す、異常な泳動度による見かけ上の現象であること  

が明らかとなった。   

本研究では、高感度のアレー検出器を使用することにより、疎水性や凝集性が  

高く、通常の水系溶媒に殆ど溶けないウイルスタンパク質でも、ノイズの少ない  

スペクトルが得られた。溶媒や塩類等の付加によるブロードニングのため、ピー  

クの重心位置を正確に求めることは困難だったが、ピークトップの質量数から、  

タンパク質の分子屋を精密に算出することができた。今後、非常に疎水性や凝集  

性の高いタンパク質の測定に適した溶媒系の探索により、ESI法の適用範囲が更に  

拡大することが期待される。  
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第9章 ペプチド多価イオンの衝突活性化開裂（CÅD）による  

イオン分解機構l｝  

11． で．Omは陀，Y．Takaha5hi，宮．To皿iyama，Ⅰ．Ximllra and H．Hibimo，  
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9．1 緒言  

9∴1ペプチドのイオン分解を利用した一次構造解析の問題点と多価イオンの質  

量分析法による新たな可能性   

質量分析法による未知ペプチドやタン／くク質の一次構造解析の信頼性が、プロ  

テインシーケンサに比べて劣る原因の…つには、イオン分解を経験的、または非  

経験的に予測できないことがある。（第1章参照）もし、従来とは異なる機構によ  

ってイオン分解を起こさせることが可能で、スペクト 、または非経験  

的に予測可能となれば、質量分析法による一次構造解 待で  

性化開裂（Collisionally activated dissociation，CAD）を利用する新たな一次  

構造解析の可能性がもたらされたg）。すなわち、分子内での電荷蘭の反発により  

イオン分解が促進されたり、多価のプリカーサーイオン1分子かち複数の 

が生成する可能性があり、1衝イオン 場合に比べて多くの構造情報が得  

られることが期待される。また、長 ドは、多数の分子内水兼結合を形  

成して折り畳まれた構造を取り易いため、いろいろなべプチド結合の開裂による  

イオンが観測されにくい傾向がある。クーロン反発によって、真空中でのペプチ  

ド鎖のコンホメーションがより直繰に近い状態になれば、長鎖ペプチドからもよ  

り多くの構造情報が得られる可 ーロン相互作用により1価イ  

オンと ば、スペクトル  

から信 

9．1．2 ペプチド多価イオンの 

ペプチド多価イオンのCA8スペクトルの研究がら、ペ 

ミノ酸の位置と数が、イオン分解に影響ずることが明らかになった4－ 
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トリプシン消化物のようにC東端にリシンやアルギニンを持つペプチドの2価イオ  

ンでは、2偶のプロトンは、主にⅣ束稲のアミノ基と6来観句リシンやアルギニンの  

側錦に付加していると考えられる。2価イオンのCApスペクトルでは、相克端または  

C束埠に電荷を保持したままペプチド結合のCO一冊潤で閑裂したと考えられる、C及  

びⅣ束端のアミノ酸配列を反映したフラグメントイオン（シーケンスイオン）y及  

びbイオンのシリーズが戟謝きれた5）。（シーケンスイオンの略号8，については、  

図9－1を参照）払再朋刷ら‖は、メリティン（meliもtin、肘2，846．5）の多癖イオ  

ンのCApスペクトルを検討し、プロリンのⅣ兼職側＼での選択時なイオン分解とアリ  

カーサーイオンの荷電数め増妙に儲う争艶轟勒の変化濠観測した。メリティンの  

C来場部のアミノ酸配列は一組塗QQ－CO隅（下線は塩基性アミノ韓奄く示す．以下同  

じ）で、4残基の塩基性アミノ酸が集中している。プリカーサーイオンの価数を2  

価から6価まで増加した場合、廊数の増加に伴って、塩基性アミノ酸が少ない好束  

紺付近での閑裂を反映した長頚のyイオンや短鎖めa、bイオンが強く観測された。   

Rockwopdら‖は、分子内クーロン相互作用の多価イオンのCA8への影響について、  

”eba瑚Onadi5SOCiation白七山g”モデルを用いて、半考罵倒凝考票を狩った。  

このモデルでは、ペプチドに電荷を付与するプロトン駄 りかンやアルギニン等  

の頓基蜂アミノ醍の側鎖に固定されており、それらはベアチド錦上に等間隔に配  

R  R  R  

鵠N－CH－CO－（NH－CH－CO友・NH－CH－COOH＋ 打  

／  
N－tem血dIons  

R  Rn  
H－tNH－CH－CO）n＿L－NtT＝CtI  

屯  

R  Rn  
H一問H£恥l職CH－CO十  

bn  

R  畏m  

H・即路CH－CO）れ＿1－NH－CH－CO・NHi＋  

Cn  

＼  
C－t亡minalIons  

Xn  

Rm  
H】N‾－CH－CO－tYH－CH・COh．1－OH  

苔れを蝕 また、電荷はペプチド錦上にあるものと仮定され、  
yn   

R。  R  

CH2－CO・（N賢一C払CO）扇・OH＋打  

Zn  

親書れた。  この条件で、壕基性部位に固定され  

ったところ、ぺ  

希ル単一披大きな影  

学績合力と遠距離力であるクー  

のとして理解される．  

甑gらら 

のCAかスペクトルで軋特定のペプチド結合が非常に選択的に閲裂し、対応するy  

及びもタイプのイ才ンの絆、が臆測され′ノることに着目し、環状中腰体を経る分解スキ  

ームを捷案㌧た吼yこ上のスキームでは、リシンの伽鏡め8－アミノ基の存慈が必須で  

あり～アルギニンや′闊スチジン等他の塩基性アミノ酸には直接適用できないこと  

や、分解位置の選択性が生じることの直接の根拠に乏しい等の難点があった。  

図9－1 ペプチドのCADスぺクト  

シーケンスイオンの構造と略号  
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9．1．3 本研究の目的   

従来の研究から、塩基性アミノ酸の位置や相対距離とイオン分解位置や選択性  

の閑係、プリカーサーイオンの価数と分解し易さ等、ペプチド多価イオンの特徴  

的なイオン分解は、1価イオンの分解機構の単純な拡張では説明できないことが明  

らかとなった。多価イオンのイオン分解に対する分子内クーロン相互作用の影響  

を見積もるために用いられたガcharge on a dissociation string”モデルは、メリ  

ティンのように塩基性アミノ酸の存在位置に偏りがあり、それらの外側で分解す  

るペプチドには適用できなかった。また、このモデルでは分子内プロトン移動反  

応は考慮されなかった。しかし、塩基性アミノ酸の配置に偏りがあるペプチドで  

は、塩基性アミノ酸の密度の高い部位から低い部位に向かって、分子内を移動す  

るプロトンを加速するような電場が形成されることが考えられる。ペプチドのイ  

オン分解は、ペプチド結合のアミド窒素へのプロトン移動により促進されると考  

えられるので、分子内の電場勾配がイオン分解の位置選択性に影響を与える可能  

性がある。こうした理由で、ペプチド多価イオンの特徴的なイオン分解を合理的  

に説明するためには、分子内プロトン移動反応を考慮したイオン分解機構が必要  

であると考えられる。   

本研究では、クーロン相互作用存在下での分子内プロトン移動反応を考慮した  

2■3段目のアナライザーをRFモードで使用し、宮S川Sスペクトルの測定時には、  

1・3段目のアナライザーをRトDCモードとし、2段目のみRFモードで使用した。  

HS川S測定における衝突ガスには窒素を用い、イオン源の電位（通常約10V）に対  

して2段目のアナライザーの中心電位を10から50V低く設定し、電荷当り10から50  

eVの衝突エネルギーを与えた。ガス庄（3mPa）は、全ての測定について一定とし  

た。  

9．2．2 ペプチド、タンパク質試料   

Ⅳ末端と鎖中のいろいろな位置のアラニン（A）をリシン（K）で置換したオクタ  

アラニン（以後、【Kl，ⅩnトOAと表す）の合成には、Cbiron mi皿OtOpeS社製マルチ  

ビンペプチド合成法8）を用いた。図g－2に本法の  を、回9－3に合成のス  

を示した。ペプチドを綽食させるポ  

酸とジメチルアクリルアミド   

導入したカルポキシル基に、リンカー往inker）菓呼ばれる化合物〟環孝  

合されている（図9－2）。原料のpmoc一アミノ酸は、リンカーの束増のβ・  

のアミノ基側に脂次結合きれた。例えば、【Ⅹl，Ⅹ2トOAの場合には、セリン  

て6残基のアラニンと2残基のりシンを瀬に瘡給し、斑雪Ⅳ－K繁嵐AAAAAS－Link帥－  

価イオンめ分解機構を見出すことを  目的とした。さらに、規則的なア  得た。最後に、6ⅣHCl中25℃40暗闇の条件下でA18－Ser聞の渡沢杓な加水分解川  

を行い、目的の＝㍗，㌘】－OAをリンカーから切り離した。ペ」プチドは、日本労光工  

業（株）製4．6×250mmのODSカラムを用いた逆相液体クロマトグラフィーによって  

緒製した。  

【ValS，Ser9］アンギオテンシンⅠ（【Va15，Ser9］－angiotensinI、VSAG）、  

［Va15】アンギオテンシンⅠ（t摘ま5ト組giotensi且Ⅰ、VAG）、αメイティンダフア  

クター（α一皿ating f88七肝、AHAで）、プラジキニン（加adykinin、BRAD）及び  

軒の亀摘スベクトルを測定し、提案した機構の妥当性  

外の測定に萎ま、Extrel社製タンデム四豊穣質量分析器  

董－2ゝ0…a）に、筆者らが設計・製作したESIイオン源を装着したESI  SV8Pは、（株）ペプチド研究所幾ら隣  まま使用した。シトクロムC  

ーLC纏〆鳴装置掴5－2参酎‖を用いた。装置の詳細は、第5幸浦の実験の項に  

記した。ペプチド試料臥酢酸（Ae岬／メタノール擁は）／水（1：499．5：  

499・5、以下すべて体積比）溶液に溶解し、20直のループを介してISC8社製1…型  

シリンジポンプにより流速2直／皿inで、直接スプレーニードルに供給した。通常の  

質屋スペクトル澄測定する場合に臥初段の四重極アナライザーを抑－D純一ドで、  

（cytocllrOme C、CYT）は、Si帥a社 CYTは、2H尿素、0．1It Tri8－  

HCl（p‡8．0）中に溶解し、トリプシン（Si紳a社製、TpC甘地理済み）を用い、酵素  

／基質＝1：10の条件下、370Cで12 ゲルろ過カ  

ラム（pharmacia社製ⅣAp」0）に 

ー 164 －  － 165 －   



AA： aCetic a．cid  
AⅣ： 且nisole  
DCC： dicyclobexylcarbodiinide  
DHF： N．N－diJLethylforzLaZLide  
ED： etbaneditbioI  
HO8t：トbydroxybenzotriazole  
HeOIt：皿etIl＆nOI  
PP： plperidine  
TFA： trifluoroacetic acid  

a）derivatisedlinker   

O  O  β－Ala－ざmoc  

】  
C軋－0－Pro－Lys－Boc  C ◎  C－ⅣH－（C軋）．－ⅣH－  

凸  

b）F血OC de－prOteCtion  

0  0  

11  11  

C－ⅣH－（C軋）。－ⅣH－C  

β－Ala－狙Ⅰヱ  

I  

CH，－0－Pro－Lys－Boc  ◎  

¢  
C）amino acid coupli喝  peptide syntbesized  

β－Ala－ⅣHCO一等一Ⅹ珊  

。駄＿。伽Ls＿B。。  

0  0  

11  11  

℃→ⅣH－（CH塵）。一柑－C  

図9－2 マルチビンペプチド合成法の原理  
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g．3 結果  

9．3．1CYTのトリプシン消化ペプチド多価イオンのCADスペクトル   

CYTのトリプシン消化ペプチドのⅣ末端から7番目の断片T7’（TGPⅣL即L下鴨，Ⅲr  

l，168■3）は、ヒスチジン、アルギニン及びN末端のアミノ基の合計3個の塩基性基  

を持っている。束分離のトリプシン消化ペプチドのESエスベクトル（図9－4（a））で  

は、T7’の3価及び2価のイオンが観測されたので、それぞれのCADスペクトル（図  

9－4（b）及び（c））を測定した。どちらも、1価のyイオンのシリーズが類似のバター  

ンで観測され、プリカーサーイオン（＊印）の価数による違いは殆ど見られなか  

った。3価イオンのCADスペクトル（図9－4（b））で見られた皿／z649，535のイオン  

は、2価イオンの質量数（m／ヱ390．5）がTT，の3価イオン（m／z390．4）と重なる、  

Ⅳ末端から13番目の断片T13”（…AGI茎、Hr779．0）から生成したyイオンであると  

帰属された。  

9・3・2 生理活性ペプチド多価イオンのCADスペクトル   

図9－5は、BRAD（基PPGFSp昭、押rl，060・2）のESト班S（a）及び2価（b）及び3価  

（c）イオンのCADスペクトルで、衝突エネルギーはそれぞれ80eV、120eVである。  

2価イオンのCADスペクトルでは、長鎖のⅣ、C両末端のシーケンスイオン（an、bn、  

yn＝n＝6～8）が観測された。一方、3価イオンのCADスペクトルでは、短鎖のシー  

オン（aれ、もn、yn‥m＝3－6）及びそれらの2価イオンが見られた。両者と  

リン等のイモニウムイオン  

UBP（基攫pQQ叩GL光一ⅣH2、  

価、（c）イオンのCAかスペクトルで、  

e、Ⅴ、抽Ⅴである。2価イオンのCADスペクトルでは、  

C兼塙付近の8日2、も18、bl㌔専のイオンが比較的多かった。3価イオンのCADスペ  

クトルでは、2廟イオンより衝突エネルギーが低いにも拘わらず、プリカーサーイ  

オンの強度の著しい減少が見られると共に、娘イオンの種類が減少してスペクト  

ルが単純化した。トータルイオン強度の60％はbl。2とこれと対になるylであり、  

Leu－Het間のペプチド結合が、極めて選択的に閑裂していることがわかる。同じ  

bl。2イオン（m／z（柑0）は、ESIスペクトル（図9－6（a））にも比較的強く現れた。  

ES工イオン源の大気圧一美空インターフェイス部では、イオンの透過率を向上させ  

300  600 
m／z  

980   1200  

図g－4（a）シトクロムeのトリプシン消化ペプチドのESIスペ 

Ⅳ末端から7番目の断片T†，（TGp札那乙川R，Xrl，168 イオン（も）  

及び2価イオン（c）のCADスペクトル  
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団9－5 アラジキ；ン（餌錯Ⅲ軋加1誹0・2、BRAD）のESI（a）及び  

2囁（も）及び礪（¢）イオンのESトCÅDスペクトル  

（衝突エネガギー：88eV（b）、120eV（e））  

－ 170 －  

図9－6 サブスタンスp（RPKpQQ押GLM－Ⅳ托之、伽1，347．6、SU8p）のESI（a）  

及び2価（b）及び3価（c）イオンのESトCAロスベクトル  

（衝突エネルギー：100eV（b）、60eV（c））  
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るため、ノズルースキマーの間には20～30Vの電位差を掛けた。（図5－2参照）し  

かし、通常のペプチドのESIスペクトルでは、この部分でのイオン分解は殆ど観測  

されなかった。SVBpのESIスペクトルで、3価イオンのCA♪により生成したのと同じ  

bl02イオンが測定きれたことは、3価イオンの非常な填れやすさを示すものと考え  

られる。Sけ8PのCADスペクトルの特徴は、次のようにまとめられる。プリカーサー  

イオンの価数の増加により、①イオン分解の効率が著しく増加し、それと共に②  

特定のペプチド結合の選択的開裂によりスペクトルが単純化した。また、③CADス  

ペクトルで強く観測されたシーケンスイオンが、ESIスペクトルのフラグメントイ  

オンとしても観測されたd 図9－7は、VSAG（昭VY喝PFSL、Hrl，232．4）及びVAG  

（喝叩Ⅴ塑P一弘、加1，282．5）のESIスペクトル（a）、2価（b）及び3価（e）イオ  

ンのCADスペクトルである。VSAGの3価イオンのCADスペクトルでは、娘イオンのほ  

とんどがSer－Leu間のペプチド結合で分解した2価のシーケンスイオンb8温であり、  

SUBpと共通する特徴（プリカーサーの価数の増加に伴うイオン分解効率の増加と  

スペクトルの単純化）が見られた。但し、第三の特徴であるESIスペクトルのフラ  

グメントイオンは、殆ど観測されなかった。これに対して、9位のセリンがヒスチ  

ジンに置換したVAGでは、2価イオンと3価イオンの分解挙動に大きな差は見られず、  

塩基性アミノ酸の位置や数が、イオン分解に密接に関連していることが分かった。  

図9－8は、S訂BpやVSAGと同様の特徴が見られたAHAT（W宣札QL墜pGQpHY、旺rl，684．0）  

クトルである。3価イオンのCADスペクトル（c）では、Gln－Pro及びMet  

それらはESIスぺク  

lDスペクトルで  

のペプチドの3価イオ  

鞄から舐れた、C末端近くのペプチド結  

合が選択的に陶  したことが分かった。  

図9－7 アンギオテンシンⅠ部分置換俸のEさ王（8 

イオンのESトCA工〉スペクトル  

左列：【Va15，SerO】アンギオテンシンⅠ 虹1，232．4、閏AG）  

右列：【Va15】アンギオテンシンⅠ   （DRVYVHP柑L、拭rl，282．5、VA8）  
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さIS／MS  

（3H＋）   

表9－1生理活性ペプチド多価イオンのCADスペクトルで観測された  

主なシーケンスイオン  

Peptides Charge No． Major・SequenCeions  

SUBP  2‡  R‾P－Ⅹ‾P‾QF…H2  
T  

R附Q冊柑2  

D一見－Ⅴ－Y－Ⅴs  

D－温州－H－P  

wKG…  

当SハS  

（2H＋）  

3＋  

＊  

［糾2‡］2十  

842  

VSAG  2＋  
b6  
舶4  bl¢  

y8  y川王宮74  
3†  

933 1174ノ  

AMAT  2＋  

3＋  W一Ⅱ－W－レQ－L  
÷
 
 
＋
 
P
 
 
＋
 
 

Ⅳ
h
 
 

2† 2＋  

VSAG：【V815，SerOトangiotensin T  

Sl柑p：Sul）Stan（）e p  

AHAT：a－mating factor  
1200  1600 m／′z  

囲9－8 αメイティンダフアクター（和吼肌E？G隠p椚、肘1，緋．0、AHAT）の  

ESI（8）及び2傭（も）及び3価（c）イオンのESトCAはベクトル  

（衝突エネルギー：100eV（b）、60eV（e））  
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9．3．3 リシン置換オクタアラニンのCADスペクトル   

リシン置換オクタアラニン（［Kl，KnトOA，n＝2～5、Mr700．8）のESIスベトク  

ル（図略）では、2価の分子イオン川†2H］2十がm／z351．4に強く観測された。ペプ  

チドは、分子当たり3箇所の塩基性部位（2残基のリシン及びⅣ末端のアミノ基）が  

あるにも拘わらず、3価の分子イオン川†3H］3＋は全く検出されなかった。図9－9は、  

衝突エネルギー24eVで測定した【Kl，K〔卜OAの2価イオンのCADスペクトルである。  

プリカ‾サーイオンと娘イオンの強度比から、【Kl，K2トOAが最も容易に分解した  

ことが分かる。スペクトルには、b5、b8、b7のⅣ末端イオンやyl、y2等のC末端イ  

オンが主に現れた。これらはいずれも、2残基のリシンが位置するⅣ末端から離れ  

た、C末端近くのペプチド結合での開裂によるシーケンスイオンである。図9－10は、  

b5～b7のⅣ末端イオンやy8、y7等のC末端イオンの相対強度を、第二のリシンの位  

置nでプロットした。イオン強度は、娘イオンの強度の総和に対して規格化した。  

nが小さいほど、すなわち2残基のリシン間の距離が近いはどb5～b7のシーケンス  

イオンが強く、逆にy8、y7等の長鎖のC末端イオンが弱い傾向があった。【Ⅹ1，Ⅹヰ】  

－OA及び【Kl，Ⅹ5トOAのCADスぺクトルでは、Ⅳ末端近くのヘアチド結合での開裂に  

よるbL、y6、yTイオンが強く現れた。【Kl・K3】－OAのCADスペクトルは、n＝2とn＝4，  

5のスペクトルの中間的性質を示した。nが増加するに従って、低質量領域で見ら  

れるアラニンのイモニウムイオン（Ⅰ人：m／z44）が減少し、ⅣH3を失ったリシンの  

イモニウムイオン（IK’：m／z84）が増加した。  

h
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召
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9．ヰ 考棄  

9■り ペプチド多価イオンにおける分子内プロトン移動反応とイオン分解機構   

ESI測定で用いる酸性の溶媒条件では、プロトンはⅣ末端のアミノ基や塩基性ア  

ミノ酸のリシンやアルギニンの側鎖に選択的に付加し、ペプチドは正味の正電荷  

を帯びていると考えられる。溶液状態のペプチドの電荷は、溶媒和により安定化  

されている。ESIのイオン化過程では、帯電液滴の脱溶媒によりペプチド上にプロ  

トンが残こり、多価のプロトン化分子【H＋nH］n十が生成する。脱溶媒の進行と共に  

ペプチド鎖の折り畳みが進み、溶媒和による電荷の安定化に代わって分子内イオ  

ン性水素結合が形成される。このイオン性水素結合の結合エネルギーは結合角の  

1800からの歪みに大きく依存し、30から120kJ′皿01程度の間で変化すると計算さ  

100 200 300 400 500 600 700  
m／z  

図9－9 リシン置換オクタアラニン（tKl，Kn卜OA、n＝2（a）、3（b）、4（c）、5（d））  

の2価イオン（m／z351．4）のESトC捕スペクトル（衝突エネルギー：24eV）  
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れている11’。結合エネルギーが最大となる1800の場合でも、ペプチド結合の結  

合解離エネルギー（約310kJ／皿018））の半分以下である。従って、ペプチド多価イ  

オンのCADにおいては、ペプチド結合の開裂よりもイオン性水素結合の閲裂が優先  

すると考えられる。分子内イオン性水素結合により、電荷が安定化された状態で  

は、塩基性部位に付加したプロトンは分子内の複数の部位と弱く結合し、橋かけ  

状態になっていると考えられる。従って、イオン性水素結合の開裂は、いろいろ  

なべプチド結合のアミド窒素への分子内プロトン移動反応の機会を提供する。真  

空中でのアミド窒素のプロトン親和力（錮6kJ／皿0112））が比較的大きく、N末端の  

アミノ基やリシンの側鎖のいアミノ基のプロトン親和力（それぞれ900kJ／mol12）  

964kJ／mol12〉）に匹敵することが、ペプチド結合へのプロトン移動を増加させる  

因子となる。（図9－11）衝突励起により、橋かけが切断される時に分子内でクー  

ロンカが作用すると、プロトンが橋かけのどちらの側に移動するかに影響を与え  

ることが考えられる¢結果として、プロトンは固定電荷から離れた位置に移動し  

やすいと考えられ、イオン内部の電荷の非局在化を弓ほ起こす。また、局在化し  

たプロトンの数が多いほど、移動中のプロトンへのクーロンカが大きくなり、プ  

ロトン移動反応への影響が大きくなると考えられる。以上の多価イオンの分子内  

プロトン移動反応を考慮したイオン分解のスキームは、図9－12のように表きれる。  

9・ヰ・2 分子内プロトン移動によるクーロンエネルギーの変化   

アミノ末端側に2残基のリシンを有する8畳体のペプチドをモデルとし、分子内  

プロトン移動によるクーロンエネルギーの変化についての半定量的考察を行った。  

距離′にあるプロトン間に作用するクーロンカは、クーロンの法則により  

ヂ「′ノ＝J／尋方∫β・e〟g  川＝k紳S‾2）  ‥・（1）  

で与えられる。ここでeはプロトンまたは電子の電荷（電気系貞、1．602×10‾1P  

C）、ど∂は真空の誘電率（8．鵬4×10‾12J‾1c監皿‾1）である。プロトンがnから  

∫gに移動したときに放出されるエ風ルギ一朗鈷披  

』g¢＝J∴gヂ「り♂♪三eソイオ∫∂〔上々J－Jルgノ （J＝k印8s‾2）   …（2）  

である○ ペプチド結合の単位長さは 3．6Åであるので、隣接するアミノ酸に付加  

していたプロトンが5残基はなれたアミノ酸に移動した時の（r∫＝3．6Å、rg＝2Ⅰ．6  

Å）クーロンエネルギーの変化は  

〔Ⅹ1，ⅩnトOA  

図9－10リシン置換オクタアラニン（【Ⅹ1，Ⅹ隼OA、n＝2－5）の2価イオンの   ESト 

CADスペクトルで観測された順びC末端イオンの相対強度とリシン     の 

位置nの尉係  
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』g。＝5．31×10‾18（J）≒3．2×102（kJ／mol）  …（3）   

となる。この値は、ペプチド結合の結合解離エネルギー（約310kJ／mo18〉）と同  

程度である。図9－13に、【Kl，K2トOAにおける固定されたプロトンと分子内を移動  

するプロトンの闇の距離とクーロンエネルギーの関係を示した。初めのプロトン  

付加位置はⅩ1及びⅩ2のいアミノ基と仮定する。Kl上のプロトンが固定され、K2上  

のプロトンが分子内を移動すると考えた場合、当然元の付加位置から遠い位置の  

アミド結合に移動した方が大きなクーロンエネルギーが放出されるためことにな  

る。ここでは、ペプチドイオンが分解時にほほ直線的な配座を取ることを仮定し  

ている。この仮定は、クーロン反発力によって直線的配座が熱力学的に安定にな  

ると考えられることにより正当化される。  

9・4・3 CYTのトリプシン消化ペプチド多価イオンのCADスペクトル  

トリプシン消化ペプチドでは、Ⅳ末端のアミノ基とC末端のリシンまたはアルギ  

ニンにプロトンが付加して、多価イオンが生成されると考えられる。このため、  

2価イオンのCADスペクトルでは、あるペプチド結合の開裂によるbやyイオンが対  

で生成することが予想される。しかし、CYTのトリプシン消化ペプチドT7，の2価及  

び3価イオンのCADスペクトルでは、yイオンの対となるbイオンが殆ど見られなか  

った0これは、yイオンに比べてbイオンがさらに小さいフラグメントに分解する  

傾向があるか、またはQ2を通過する際のガス衝突の間に中性化し易いためである  

と推測される5）。TT，のCADスペクトルでは、電荷の反発によるイオン分解の促進  

や、1分子のぞリカーサーイオンからの複数の娘イオンの生成等の多価イオンに特  

徴的な現象は見られなかった。トリプシン消化ペプチドでは、プロトン付加位置  

がⅣ、C両末端に離れているため、分子内のクーロン相互作用が弱いためと考えら  

れる。  
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図9－13 リシン置換オクタアラニン（【Kl，K2卜OA）のKl上のプロトンが固定され、  

Ⅹ之上のプロトンが分子内を移動するとした場合における、プロトン闇  
距離とクーロンエネルギーの関係。横軸は、ペプチド結合の単位長さ  
3．6Åの倍数で表した。  

9・4・4 生理活性ペプチドのイオン分解   

BRAはは順びC束韓にアルギニンがあるので、多価イオンを生成した時のプロ  

トン付加位置臥トリプシン消化ペプチド同様、Ⅳ、C両末端に分離していると考  

えられる。8RADの2価イオンCADスペクトルで比較的長鎖のシーケンスイオンが観  

測されたことは、分子内を移動するプロトンと、帽たはC末端のアルギニンに固  
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定されたプロトンめ闇のクーーロン反発の影響が推定されるや 例えば、一方のプロ  

トンがy束瑞例のアルギニンに固定された場合には長輩のbイオンが生成し、逝に  

C束増側のアルギニンに固定きれた場合には長領のyイオンが生成したと考えられ  

る。これちと射で生成するはずの鬼鎖のyやbイオンが祝卸されなかったのは、衝  

突ガスとの電荷交換によって中性化されたものと考えられる。また、相対的にyイ  

オンがもイオンよりあやや多く観珊きれたことから、前節で述べたようにbイオン  

がyイオンよりも不安定でぁることが考えられる。   

衷9－1に示した層別貯、Ⅴ勘蛸、A鮎一等、多儲イオンに特徴的なCADスぺクトルが得  

られたペプチドに共通bでもYるると臥捜数の場裏性アミノ酸がy東端逝くに配置  

きれていることである。これらの3価イオンめCADスベクトルで軋塩基性アミノ  

酸から離れた位置（C末端付近）で選択劇な分解が見られた。分子内を移動するプ  

ロトンがⅣ束噂近くに固定ざれたプロトンからクーロン反発を受け、C東端付近で  

のイオン分解が促進されたことが推定ぎれた。2価のイオンのCADスペクトルで選  

択的な分解が少かったのはゝ固定されたプロトンによる電場がホさく、クーロン  

反発が弱かったことが考えられる。一方、C来聴部に壌基性アミノ酸が集中してい  

るメリティンの8A♪スペクトルで、灯束増付近でめ囲裂を度映した長鎖のアイオンや  

短錆のa、bイオンが強く観測きれたことも、同様の機楠で説明できる。  

9・ヰ・5 リシンt洪オクタアラニンのC仙スペクトル  

た。この場合、分解位置の選択性は、クーロンカよりも化学的効果によって決定  

されたと推定される。メリティンの多価イオンのCADスペクトルでも、プロリンの  

Ⅳ末端側での選択的なイオン分解が報告されている。しかし、SVBpの様にプロリン  

が塩基性部位の近くに位置する場合には、この位置での選択的な分解（b3やy8）  

は観測されなかった。従って、局在した堀基性部位を持つペプチドでのプロトン  

の移動先を決める要因は、クーロン相互作用が最も重要で、クーロン時効果の差  

が少なくなる塩基性部位から遠い位置の間での選択性では、化学的な効果が現れ  

るものと考えられる。  

9・4．7 塩基性アミノ酸の相対位置のイオン分解への影響   

9・4・2のモデルに従えば、［Ⅹl，㍍トOAのC郁スペクトルでは、b7イオンが最も生  

成し易いはずであるが、実際の測定ではむしろb8イオンの強度が強かった中国g－  

13から分かるように、AlaL覇－Ala7のペプチド結合とAl且7－Ala8のペプチド結合では、  

放出されるクーロンエネルギーには殆ど差がなく、ペプチド結合の相対杓な分解  

しやすさ（＝化学的な効果）の方が選択性を左右しているためと推定される。生  

理活性ペプチドでは、イオン分解に影響を与える可能性があるいろいろなアミノ  

酸が含まれているため、CADスペクトルの解析が困難になるが、Ⅳ末端付文‖こ2個以  

上の塩基性アミノ酸が存在する場合には、甘㌧㌘卜8Aと同様の特徴が見られた。  

例えば、S陀P（墨P茎pQQfF乱光一椚㍍）は2何の塩基性アミノ酸（リシン及びアルギニ  

ン）がプロリンを挟んで存在するので、【Kl，K3トOAと類似の構造と見なすことが  

できる。SVBPの2価イオンのCADスペクトルは、a‖9、b。2、bl。2等の2価の娘イオ  

ンの生成を除けば、【Ⅹ1，K2卜OAや【Ⅹ1，K8トOAと似た傾向（C末端付近のペプチド  

結合の選択的開裂）が見られた。しかし、この傾向はVSAGやAMATの2価イオンの  

CA刀スベタネルでは見られず、塩基性アミノ酸がSVB平に比べて離れていることと関  

係があると推定される○つ＼まり、2個の塩基性アミノ酸の間にVSAGでは－叩Ⅴ一の3個  

のアミノ酸が存在し、A旺Aででは一札Qレ4瀾のアミy酸が存在する。イオン化初期の  

プロトン付加位置の相対距部nによって、放出されるクーロンエネルギーが大き  

く影響される（』g。00「J〟∫－J／rgノノこと結果であると解釈される。  

』g。の値は、リシン等の側鎖の長さを考慮した場合には、9．4．2の計算よりも小  

さくなると考えられる。例えば、隣り合った2個のリシンのいアミノ基閣の距摩は、  

鹿が変化する  

の変化の  

わるペプチド結合は、  

合であるからである。これ  

が嘩近している場合に、より大きなクーロンエネルギー  

が娠覇王ネルギ一に転換されて、イオン分解が促進きれることを示唆している。   

9・4・6クーロン効果と化学的効果の関係   

プロリンのイミド重責は、他のアミノ酸のアミド窒素よりも囁基性が高いこと  

が知られている13）。A把ATの3価イオンのCADスペクトルでは、プロリンのイミド  

窒素へのプロトン付加により生成したと考えられるb及びyイオンが強く観測され  
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最も通い配置を取ったときには、ペプチド結合の単位長さの4倍にもなりうる。一  

凱 3価イオおでは、移動するプロトンが2偶のプロトンからクーロン反発を受け  

るため、放出される』g。は2価イオン場合の2倍近くに達する可能性がある○ このこ  

とにより、SV8PやA鮎で等の3価イオンのCADスペクトルが、2価イオンのそれよりも  

遺かに高いイオン分解効率と分解位置の選択性を示したことが説明きれる8  
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9．5本章のまとめ   

本研究の結果、次のことが明らかになった。  

1．分子内プロトン移動反応に伴って、ク←一ロンエネルギーが多価イオンの振動   

エネルギーに転換され、イオン分解が促進き軋ると共に恐解位置愈選良釈性を生   

じるイオン分解機牒を提案し、ペプチド多価イオンのCADスペクトルの特徴を合   

理的に説明することができた。  

2．提案した機構に従えば、塩基性アミノ酸ペプチド鎖内での位置からペプチド   

多価イオンの分解しやすさと、その分解位置の選択性を予測できる。規則紛な   

アミノ酸配列の合成ペプチド【Ⅹ1∴㌢トOAのC丸かスペクトルは、ほぼ予測に近い   

挙動を示した。  

同時に、多価イオシのイオン分解を非経験馴こ予渕することにより、質量分析漆  

によるペアチド取っ兼癖遊解僻め信頼性を、向上させうる可能性を示唆している。  
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第10章 総括   

本研究では、近年開発された不揮発性高分子の新しいイオン化法である高遠原  

子衝撃（Fast atom bcmbar血ent、FA召）法やエレクトロスプレーイオン化  

（ElectrosprayionizatioIl、ESr）法、及びこれらと衝突誘起解離（Collision－  

induced dissociation、CID）や衝突活性化開裂（Collisionally activated  

dissoeiation、eAD）法との組み合わせ、または高速液体クロマトグラフィー  

（Eigh performanceliquid chromatography、HPLC）と質量分析（MS）法の直接  

結合（LC／既S）法による、ペプチドやタンパク質の一次構造解析におけるスペクト  

ル解析法や測定感度の向上について研究した。（CIっとCADは、イオンの運動エネ  

ルギーの大小によって使い分けられている（－keV：C川、数～数十eV：CAか）が、  

以下では、両者を特に区別しない場合は、CID／CAD法と略した。）   

本章では、ペプチドやタンパク質の測定・解析に釦ナるアAB、ESI、CID／CAD法、  

LC／邪法の特徴と問題点を整理すると共に、本研究から得られた知見を総括した。  

また、未解決の課題について議論し、質量分析によるペプチドやタンパク質の一  

次構造解析の今後を展望した。  

10．1FAB及びFA8－CID／C相法の特徴と問題点   

FA8法の開発により、断片化や誘導体化なしにべプチド等分子点数干の不線発牲  

化合物をイオンに変換し、質量分析が可能となった。fA8またはアA8－CI♪／CAD法に  

よるペプチドの一次構造解析の特徴は、質屋分析計の高真空中で起こるイオン分  

解を利用するため、通常の液相中での化学反応でペプチド鎖を切断する方法に比  

べて、高感度で迅速に結果が得られること、また分解反応をリアルタイムで観測  

できるため、分解の程度の調節が容易なことである。   

FAB及びFAB－CID／CADスペクトルでは、ペプチド鎖の一カ所の開裂により生成す  

むイオン（アミノ酸配列（81ino  る、元のペプチドのⅣ末端またはe宋   

acid seqnence）を反映したイオン：シーケンスイオン）が朝湘される。しかし、  

閑裂した側（N末端のシーケンスイオンで‡ま婆のC末端僻）の末端構造（イオンタ  

イプ）に複数の可能性があり、どのタイプのイオンが観鞠きれるかを予謝するこ  
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測定や、ESI法を利用したLC／HSインターフェイスにおけるLCの溶離液や操作条件  

の適合における困難の原因となる。   

また、タンパク質を溶媒中で分子分散させることが、ESIイオン化を可能とする  

基本的な条件である。このため、ESI法で用いられる水系の溶媒に難溶なタンパク  

質の測定は困難である。また、タンパク質の精密な分子量を測定するためには、  

溶媒和したタンパク賢から、溶媒や微量の塩等の低分子を全て引き剥がして、最  

終的に単分子状のイオンを作り出すことが必要である。タンパク質の分子量の増  

加と共に、これらの低分子を完全に除去することが困難になる傾向があり、分子  

量測定の誤差の原因となる。  

とは困難である。（シーケンスイオンの構造と略号については、巻頭の図を参照  

されたい。）さらに、スペクトル上にはⅣ末端とC末端のシーケンスイオンが混在  

するため、帰属を誤る危険性がある。また、C川スペクトルでは主鎖・側鎖の両方  

の分解に起因するイオンも生成し、スペクトルが複雑になることがある。これら  

の問題のため、未知試料のFAB及びfAB－CID／CADスペクトルの解析は容易でない。  

また、ペプチド結合（一CO一ⅣH－）には方向性があるため、環状ペプチドの場合には、  

アミノ酸の結合関係が同じでもペプチド結合の方向性により2種類の構造が区別さ  

れることになる。例えば、  

R▲  RB Rc  RD  ED  Rc  R8  RA  
i  ．  さ  I  l  l  l   

相打－C打－CO一対H－CJ－CO一対H－CH－CO－NH－CH－CO  と ⅣローCl－CO一対E－CH－CO－Ⅳ甘一川－CO－Ⅲ－C∬－CO  

10．3 本研究から得られた知見   

本研究の給果、以下の知見が得られた。  （と竺空二P）  （と聖ゴ）  

は、互いにアミノ酸の結合関係が同じでペプチド結合の方向性が逆の〃 レトロシ  

ーケンス”の関係にある。レトロシーケンスの判別は、環状ペプチドに特有の問  

題の一つである。  

1．アミノ酸配列解析法”cAPS¶により、Ⅳ末端やC東端のシーケンスイオンが混在   

し、かつ生成するイオンタイプが予測できないFABまたはFA8－CIDスペクトルか   

ら、15主体程度までのペプチドを迅速に解析できることが分かった。但し、環   

状ペプチドのレトロシーケンスの判別にiま、イオン分解スキームを仮定する必   

要があることが分かった。   

2．ESI及びESトLC／邪法により、試料の分群緒製等で煩雑な操作が必要なプロテ   

インシーケンサに比べ、高感度で迅速に遺伝子組み換えタンパク質等のアミノ   

酸置換や翻訳後修飾を同定できることが分かった。ESトLC川S法では、溶離液   

に添加されるトリフルオロ酢酸（TFA）による感度低下がさけられなかったが、   

オンライン化による試料皇や測定時間の節減において、これを相殺するに十分  

10．2 ESI法の特徴と問題点   

ESI法の開発により、それまで不可能だった分子量10万を越えるタンパク質を、  

を保持したままイオンに変換し、質量分析が可能となった。スペクトル  

られる糖蜜な分子量健から、  

て解析された  

る，しかも、精製した夕  

与え、微小な構造不均一性を明らかに  

る○悶Ⅰ法は、バックグラウンドノイズが極めて低いため、プロテ  

な効果が得られた  インシーケンサによる解析に必要とされる主に比べて2桁以上高い、フェムト  

（10‾16）モルレベルの検出感度が得られる。   

しかし、ESはは、無機埴、界面活性剤その他の共存物質の影響を受け易い。ま  

た、スプレーを安産に持続させるためには、試料溶液の流速、電気伝導度、表面  

張力等に制限がある 条件は、精製過程で塩類が加えられたり、酵素な  

ー中で保存された、生体由来のタンパク質試料の  

3．多価イオンに付与  の一部が、分子内プロトン移動  

反応を介して、振動エネルギーに転換ぎれる機構を捷案し、ペプチド多価イオ  

ンの8Apスヘクトルの特徴を合理的1こ説明することができた。イオン化初期と  

プロトン移動後のプロトン蘭距厳の差から、救出きれるクーロンエネルギーの  

大小を見積もることが可能で、塩基性アミノ酸のペプチド鎖内での位■から、  
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ペプチド多価イオンの分解しやすさや、その分解位置の選択性を予測できるこ  

とが分かった。  

信頼性の向上に繋がる可能性がある。   

また、ESI法では、タンパク質の分子量の増加と共に、溶媒や微量の塩等の低分  

子を完全に除去することが困難になる傾向があり、ピークのフロードニングによ  

る分子量測定の誤差の原因となったり、アミノ酸配列のバリエーションや修飾ア  

ミノ酸等により、分子量が接近した複数の変異体を含む、複雑なタンパク質試料  

の解析が困難になる場合がある。ESIイオン源を備えたフーリエ変換イオンサイク  

ロトロン共鳴（FT－ICR）質量分析計3）が開発され、同位体ビータを分離できる分  

解能（＞10，000）で、タンパク質が測定可能となったことから、タンパク質に付加  

した低分子の同定を通して、よりけ高純度なPイオンを生成する方法の開発が可能  

となろう○ また、LC川S法やキヤヒラリー電気泳動／質量分析（CZE川S）法4）等の  

精密分離手段とHSのインターフェイス技術の進歩により、分離手招＝こ用いられる  

標準的な溶離液や操作条件で、高感度な質量分析が可能となることが期待される。   

これまでの生体関連物質の質量分析においては、新しいイオン化法の開発が、  

常に種々の技術革新を先導してきた。今後も新たなイオン化法の開発が続けられ、  

それに呼応した質量分析装置のハード・ソフトの進歩と相まって、より高度な計  

測・解析技術に発展することが期待される。  

柑．ヰ 今後の課題と展望   

質量分析によるペプチドやタンパク質の一次構造解析の広範な普及を妨げてい  

る要因の一つである、イオン分解の理論的な予測が困難であるという状況が打開  

きれるには、長期の基準研究が必要とされるであろう。一方、20種類のタンパク  

質アミノ酸から生成する膨大なアミノ酸配列のため、スペクトルを経験的に予測  

するための法則性を見出すことも容易でない。これらの問題を克服するには、以  

下のような方策が考えられる。   

第一には、比較的単純な経験則によって算出したけスコアけに基づいて、スペク  

トルに含まれる配列情報を抽出する方法であり、必ずしも唯→の配列を導くこと  

ができないというスペクトルの性質を考慮すると、有効な方法であると考えられ  

る。質量分析のハード、ソフトの進歩により、高質量のペプチドやタンパク質の  

CID／CADスペクトルが測定可能となりつつあることから、長鎖ペプチドの解析に適  

用できるスペクトル解析法の開発が、今後も推進ざれる必要がある。本研究で捷  

案した’cApSけの基本的な考え方（スペクトルとの整合性を調べながら、ペプチド  

鎖を逐次杓に延長してアミノ酸配列を組み立てる方法）は、その後の多くの研究  

れられ、  にFA8－CID／CADスぺク  トルの解析法として発展したl）  

段階のタンデム質  

とが期待で  

【H＋椚＋のCID  

オン分解スキームが未知の場合は、  

別は不可能だった。HS3によれば、イオン分解スキームに閑  

する知見隠しでも、レトロシーケンスの判別が可能となることが期待できる。  

駕三のアブ臼－チ軋イオン分解を経験的または非経験的に予測可能なスペク  

トルを測度する方法の闊発である。本研究の結果、ぺプチド多価イオンのイオン  

分解は、予測可能な渡瀬性に支配きれる場合があるヱとが明らかとなった。今後、  

規則的にデザインきれたアミノ腰配列のペプチド等を用いた研究により、イオン  

分解機構の解明が進むことにより、質量分析法によるペプチドの一次構造解析の  
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O138雷  

01現＝臥TAAT／’GLY’，一肌AlノSER’ノT肝’，’Ⅴ甘ノ¶m’，’cYざ’，   

’LEロ，’l訓’，－  

0150  ■ASP’ノLy5’ノG川’，’付髭T’，’托IS’，’pⅣ，■旭G’．   

’m－，’P肝，’雷」，一書’／  

8160霊  

¢170和Ll＝1  

81郎＝軋桓18  

0190●  

0か0181侃fTE（8，●（2循S陀CT餌L pATAWT恥昭＝と＞）’）  

¢210 】胤柳，’（戯0）■沖甜  

0220 0P辟（10，FIL8＝D∃謝）  

8230 即（10，’（鯛0）’）和耶  

0210 1mlTE（8．■（川．通0）’）D即  

0860DATA（岨HIT（Ⅰ，2），Ⅰ＝1，5）／271，273，275．365，367／  

0870■  

0880  甘川SEq＝200  

0890  H川HS＝甑SS（1〉  

0900  仙∬tS＝仙SS（肝）  

09川 IF（MI柵S．LT．旺川SEQ－29）M川HS酬ⅠⅣSEQ－29  

0920 IF（鮎劇S．GT．I仰p†33）MS＝醐†33  

093（）‡CHAⅣGE FOMT  

O940  NOVFL＝0  

0950 DOlO拒Ⅳ，1，－1  

0968川IF（MS川）．LE．MS）GO TO20  

097020 光＝l仏SS（Ⅳ）  

8980 8038Ⅰ＝皿S，HI冊S，一1  

0990  IF（M．EQ．Ⅰ）TliEN  

lOOO J＝川TE（N）  

1010   IF（J．Eq．－1）相即  

102（】  J＝100（】0  

1030  〃DV†L三〟0VFい1  

1048  0VF乙川8VFL）＝宮  

1050   Ⅰ細かIF  

lO60    N＝Ⅳ－1  

1070   IF（Ⅳ．LE．0）GO TO35  

川88    M＝HASS（Ⅳ）  

1090   ELSE  

llOO J＝0  

111（】  ENDIF  

l1203ロ 川TEl（Ⅰ）＝J 

1130■mESHOLD LEY乱  

114035 HlmS＝井川H5†25  

1150  hAエI略＝伽飢S－25  

1180  DO60Ⅰ＝HI冊S，粗甜S  

l170   帽Ⅲ1＝10000  

1180  1）040J＝ト25，ト1  

1198   IF（川TEl（J）．LT．H川1）T托EN  

1200  h川1＝川TEl（J）  

1210  九人Sl＝J  

12加    ENDIF  

12384（I COがT川U】；  

1240   糟川2＝10ひ08  

1250   DO50J＝Ⅰ†1，Ⅰ†25  

1260   1F（INTEl（J），LT．打IN2）TⅢ川  

1278   汁川2＝川TEl（J）  

1280  凡ÅS2＝J  

1290    EⅣロIF  

130D50  COⅣTI粧E  

131060  川TE（り＝（（M2－Ⅰ）相川11（ト舶Sl）l旺1N2）／（鮎S2  

一肌Sl）  

1320   MINMS＝Mい削S十Z  

133（）  仙S＝MS－2  

1340   DO801瑚Ⅰ冊S，MA】肌S  

1350    M＝0  

1360    DO70J＝ー－2，IIZ  

137070    M＝H†1腔E（J）  

1380  川TEl（‖＝川TEl（ー）－H／5  

13gO  IF（川TEl（Ⅰ）．LT．0）川TEl（Ⅰ）＝0  

140（）80  C（川TINUE  

1410＊1SOTOPE COR且ECTlOⅣ  

1420  兄A】ⅢS棚S－2  

1438  DO901酬IWS，MA甜S  

1440  ⅠⅠ＝川TEl（Ⅰ）  

1450  川TEl（Ⅰ）＝fけ（1．†6．1E－4＊l†1．5E－7＊Ⅰ事I2）  

1460   川TEl（Ⅰ＋1）＝川TEl（い1ト‖■5．5E－4■I  

1478   川TEl（Ⅰ†2）＝川TEl（王IZ）一ⅠⅠ＊（6．3E－5■Ⅰ＋1．5E－7竃l★  

霊2）  

1480  IF（川TEl（Ⅰ◆‖．LT．0）川TEl（Ⅰ十1）＝0  

1490  IF（川でEl（Ⅰ†2）．LT．0）川TEl（I12）＝0  

150890 CONT川UE  

1510  H川ⅡS＝HII桝S12  

1520雷8ACXGROUⅣD PE成S  

1530  DOlOOI＝1，Ⅳ0汁（POLA）  

1540  J＝HO昭利【，pOLA）  

1558  IF（J．LT．汁Ⅰ珊S．OR．一．GT．皿）GOTOlOO  

1560   川TEl（J）＝－1  

1570100CONT川UE  

1580霊0VERFLOW pE」はS  

15gO DOllOl＝1，Ⅳ0VFL  

1600  J増WL（l）  

1610  IF（J．LT．H！冊5．OR．J．GT．粗放S）G8TOllO  

16Z（）  川でElり）＝－1  

1630110COⅣT川UE  

164（）■糀Ⅰ引汀  

1850  H＝0  

1860 DO120l＝H川鳴，岨S  

1670  1F（川TEl（Ⅰ）．GT．0）川TEl（Ⅰ）＝川TEl（り霊Ⅰ／1000  

1680  IF（川TEl（り．GT．M）TIIEⅣ  

1690    M＝川TEl（り  

1700   IF（Ⅰ．LT．Ⅲ陀）J＝汁  

1710   ENDIF  

1720120CO昭川UE  

1730‡Ⅳ0肌岨IZE  

1740  AF＝100叩．／J  

1758  BF＝10008．／〃  

1760 DO130l＝MINMS，鮎∬S  

1770  IF（川TEl（I）．GT．0）TfIEN  

1780   川TE（Ⅰ）＝lNTEl（Ⅰ）＊∬  

1790   川でEl（Ⅰ）＝川T81（1）蒙bF  

1800   ELSE  

1810   川TE（Ⅰ）＝lNTEl（Ⅰ）  

1820   EⅣD汀  

1830138CO〃T川UE  

0448  職1でE晩－（は，A3，朗t，Al周）＝＞）’）Aで（Ⅰ），AC托   

（Ⅰ）  

8亜O  政弘抄織濃）感廊￥扮  

MO38 酬珊瞑り霊AC8肝（り  

8470 油Ⅰ蔑（¢ノ（別注mT瓜通Sl抑肌吼習ぢ乱膿嶋IG研  

こ，Ⅰ4）’）H  

O480 1陀ITE軋’（2（1fI，A3，2Ⅰ王＝，Ⅰ3，馳 ））’）（▲で（Ⅰ〉，A  

CD貯（l）．l＝1．岨l）  

0亜O l恨lⅧ（6，l（湖‖即（Y／が）＝〉）’）  

8588 R毛細（5，已887Y  

賂IQ路用．阻’ヂ）例T828  

岬即 ∴収‖p割  

職長測碓’J刊武8昨報  

関都＝持1粗ⅠでE（岳，’（き餌㈹．8FCANDtmTES（紬は．180）た＞）  

－）  

0550  且臥D（5，■〉㈹S  

O580＊REAp札憶S TO川TE冊E DAl†A  

O57ロ E8AD（18，180）狩  

0餌0 揖旭（1町100）拠ほS（拭l；1，肝）  

0額8 臨場（札100）（Ⅰ粁E（り，1；1，肝）  

恥00  CしOSE（10）  

雅用100和郎払T（蝕国  

側御 じ漉拶髄瑚無札厭，湘摘軸麗醸細）  

0630♯SEq膵ⅣCE EL耽Ⅰ〕よTI8ポ  

0糾¢ CALL C∬S㈹LA，紬m貯）  

065（】t OmUT  

O8餌  D860Ⅰ≡1，I仏訂S  

¢紆0  抒（鑓q珊即Ⅰ）（1：江軋＝掩＝地相  

．脇寸Ⅰ6）■〉Ⅰ，S樹WC（Ⅰ），  

0748  官押D  

OT50暮  

078ロI－・・・・i・一指ODl叩訂Em馳L DATA  

O770●  

抑開放個別甘階以飢（p仇A，相川軋㈹艇．触力烙）  

耶駅＝剛軋髄ⅥⅠ肘E肋2（か封  

鱒町叩卿組町皿紬潮咄，伽†（18，幻，僻村（2）  

鴨lか伽灯用珊瑚08），触法（2mO）．0Ⅵ札（1㈹）  

臓針瑚淑紬加針趣臆餌，椚飢（1日  

O幻O1  

0瑚DITl㈹肌，5／  

腫射轍机瀬離㍑1〉，tヒ1，6）／豆乳象軋2ア5，㌘7，3訂，罰射  

0おO G8m恥  

脚0  雲間IF  

瑠釦 ※耽Ⅰ明野明呵細嘩減呼細Ⅰ翻都Ⅰ奉職Ⅰで   
10J（Y／桝）モ＞）’）  

凋咽 ‡幽断劇鞭  
○亜8 1円T．聞ノγ）船側J紛  

糾1（I 打麒0紗奮王  

042028 掴  

駒3（） DD38I＝1，NAA  

－ 198 －  一 199 －   



2328  ⅣOSP臼，1）瑚8即（I）  

233020 粕SP（Ⅰ，2）瑚DPP（Ⅰ）  

2340  ELS8  

2350  DO30l＝l，別肌  

2360  Ⅳ甜（1，い）＝醐（り  

Z370  脚評（Ⅰ，1，2）珊冊（り  

23釦  鮒評（l，2，1）＝冊椙漸くl）  

239038 WSP（l，2，2）＝Ⅰ珊αP（り  

2400  DO48Ⅰ＝1，2  

2410  相野（【－1）瑚ONⅣ（Ⅰ）  

242040 ⅣOSP（Ⅰ，2）＝m肝（Ⅰ）  

2430  訓DIア  

2440＊PAMTEI隠  

2450  椚札憶S＝1  

老亜8  耽S≠1丁  

2470  胤甜絨0  

2亜0 傭（100＋I仏甜S）／2  

2ヰ90  HJロST＝軋甜人  

2別D IF（AC托川仙）．陀．’p’．oR．州仇（椚仏）．NE．97）STOp  

2510 IF（MS．GE．押仔）鮎】飢S珊一1  

2528■川ITIAいZEI  

Z530  ⅣSEq＝0  

2548  宮川SCR＝32767  

2550 D850Ⅰ＝1，払甜S  

258050  SEqⅢC（り＝■ ■  

2578  p88舶IWも＝1，2  

2580＊川ⅠでⅠ仙柑E2  

2SgO IF（Ⅰで卿L．EQ．1）m馴  

2880   LTR脚L＝ⅣTMS  

2810   RTR脚L＝宅1mASS  

2820  ELSE  

2830   L瀾潤m報知描  

1駄8  伽  

1850  細D  

l舶0攣  

1好○義一一山邸卿即C老臥耶ID瑠Ⅰ8打  

1880＊  

l那88ロ址耶雷Ⅰ昭8肝S（和Lん鮎88貯）  

1880Ⅰ好いCITI粁E収取2（A－S）  

19川棚瑠乳麒旗‡．S醐C＊糾  

1g加王封ⅧGE獅ヰS桝l，S扮蛤．Sl月曜Rl，SU押出  

1g都8Ⅰ源略Ⅰ珊Ⅳ野1（2）．村野Z（れ帽ppRl（2），灯p混（2），川  

（2）  

1糾0耶姫鵬王脚5閉1路00，19），L00貯（20）  

適献＝旺蝿】略1（Iげ郷間購宥榔削頗），肝柵p（8），酬（8）  

雄叩押倒即淵岬用昭）．酢CF柑），腑甜P（ぢ）．WC瑚8）  

H汀08I拡ⅣSIOガ租PP（玖Ⅳ0押（2），肺肝（2〉，が8酵（2）  

1980C酬ⅣⅠ冊E（袖氾），S毛根（100，別），Sα2（10¢）  

1粥粕CO冊洲／旭川／Am（28〉  

飢和DC捌別別／A柵甘珊A（28）  

2010∽腑0Ⅳ／CA佃／即qⅧC（1鍾）  

2828CO耶Ⅳ／COI伊／ACO貯（20）  

ZO38叩湘紺〝A餌／ITR】側L，〃AA  

2飢¢CO湘0〃〝肝T／S叫（28），鵬  

g050C8伽〃／SC8財SCOR鋸108）一ⅣS弧MS，H川ざ陀，肋∬A，Ⅳ  

UST  

離別＝刀蘭伽／評EC州側S，肌飢S．柵P  

卿叩印加仰／細胞僻（100，2），N謬（2）  

即即＝刀抑m／抑‡仰粉吼2．2），鶴野（Z，2）  

加gO＊  

要董08＊部肺蜃粧E‡銅抱  

Z82090 NS2＝0   

2830 IS2＝1  

2払10  MIⅣSC2＝32767  

285D‡川汀IAいZE5  

2860  DO280ISl＝1，NS1  

2870   MⅥ）見1＝LTⅣlNL  

2880  IF（皿1．EQ．0）GO TO120  

2890   DDlOOl＝1，NA1  

290DlOO SEQ（Ⅰ）＝SEQl（ISl，り  

2glO NSPPRl（1）＝0  

2920   ⅣSP柑1（Z）＝0  

2930   SUⅦ）Rl＝0  

2940   DOllO工＝0，NAl－1  

Z950    IP＝1  

2960   1F（1・NE・0・AND．ITR椚L．EQ．2．Å肌SEQ（Ⅰ）．EQ．ⅣA  

A）IP＝2  

Z970   工F（SEQ（I＋1）．EQ．Ⅳ姐．皿D．1T紺NL．EQ．1）IP＝2  

2980   CAIL S耶脹（M仲兄l，MWPRl，LNSPPRl，Ip】SU貯Rl）  

2990    NSPPRl（1）＝NSP（1）  

3000110  ⅣSPPRl（2）＝NSP（2）  

3010  1N（1）＝0  

30ZD   川（2）＝0  

3030   CAIL DOUBLE（SUMP且1，IN）  

3040   Sl刑1＝SUⅦ）R1  

3050  Ip＝1  

3060  IF（IT見附L・EQ・2．AND．SEq用人l）．EQ．NAA）1P＝2  

3070  CA比SQPE膿（Ⅲ相見l，仰1，岨1，ⅣSPPRl，lPjSUMl）  

30鋸   C此L DOUBLE（SUMl，NSPpRl）  

3090 60 TO 130 

3100120 NSPl（1）＝0  

3110   ⅣSPl（2）＝0  

3120   SL削1＝0  

3130   NSPPRl（1）＝0  

3140   ⅣSpPRl（2）＝0  

3150   SUl伊Rl＝0  

3160   1P＝1  

3170  C瓜L SQPEAX（M岬Rl，酬ユ，ⅣAl，NSPl，IP，SUMl）  

3180130 NSPl（1）＝がSP（1）  

3190   NSPl（2）＝がSP（2）  

3200■ 川ITIALIZE6  

3210140DO270IAl＝1，〃AA  

3220   NA＝仙1†1  

3230   SEQ用人）＝川1  

3240‡AH川O ACID CO貯OSIT10Ⅳ  

3250 IF（甑COl貯．糀．1）GO TO170  

3260  DO168Ⅰ＝1，NAA  

3270   N＝0  

3280   D8150J＝1，NA  

3290150 IF（Ⅰ．EQ．SEQ（」））N＝N＋1  

3300  IF川．GT．ACOMp（I））GO TO270   

3310160 LCO肝（Ⅰ）＝N   

3320霊 ぃりTりしTZE7  

3330170佃Sl＝捕り＋洲A（IAl）十RTM軋  

3340 1Fり相Sl．GT．MⅥ】）GO TO270  

3350 IF（甑1．EQ，0）GO TO190  

3360 IF（IAl．NE．ドAA．OR．1T即梢L．NE．1）G8TOl別   

3370 Ip＝2  

3380 CAJL SqPE人員（WPRl，Ⅳ1．NAl，ⅣSPPRl，IP，SUMPRl）  

3390  CALL DOUBLE（SU貯Rl，NSPPRl）  

3400  ⅣSPl（1）輔SP（1）  

3410  ⅣSPl（2）＝NSP（2）  

34ZD Sl封1＝SUMPR1  

3430180IF（MWSl．EQ．さ作P）THE〃  

3440  C此LJUST酬（洲1，汀SPl，SUHl，SCR）  

3450   GO TO270  

3460  END汀  

3470■ 川ITIALIZE8  

3480  エF（軋1．EQ．皿A－1）GO TD270  

3490190抑仔R2＝！珊1  

3500  ⅣSpPR2（1）＝NSpl（1）  

3510  〃SPPR2（2）＝NSPl（2）  

3520  S∽℡R2＝SUM1  

353D SUM2＝SUM1  

3540 1P＝1  

3550 1F（IT甜軋．EQ．2．AⅦ．SEQ川A）．EQ．椚仏）IP＝2  

3560 C瓜L SQpEAX（冊1，酬2誹A，NSPl，1P，SU陀）  

3570  C仙L DOU乱E（SU肥，NSPl）  

3580  NSP2（1）瑚Sp（1）  

3590  NSP2（2）＝NSP（2）  

3600  DO260Ⅰ疋＝1，机u  

3610   汀（ⅣACO～伊．ⅣE．1）GD TO200  

3620  IF（LCO貯（Ⅰ疋）．GE．ACO貯（lA2））GO TO260  

3630■ 川ITIALIZE9  

3640200甑＝NAl＋2  

3650  SEq（NA）＝川2  

3660 IⅣS2＝抑陀十廿VA（l舶）沌TR脚L  

3670 IF（仰S2．GT．M岬）GO TO260  

3680 1F（IA2．ⅣE．Ⅳ旭．0且．ITRHNL．ⅣEl）GO TO210  

369D IP＝2  

3700  N＝甑－1  

3710 CALL SQPEAK（脚PR2，仰2几ⅣSPPR2，IP，SUMPR2）  

3720  CA比DOUBLE（SU貯氾，NSPPR2）  

3730  NSP2（1）＝NSP（1）  

3740  NSP2（2）瑚SP（2）  

3750  SUM2＝SUMpR2  

3760210IF（酬S2．EQ．I付P）THEⅣ  

3770  CALLJUST冊（冊2，ⅣSP2，SUM2．SCR）  

37即   GO TO260  

3790  ⅢDIF  

3800 CALLCALSCR（酬2，ⅣSP2，SUM2，SCR）  

P／－28．0．  

2駆0  鮒S軍司UUSで†1  

2690 IF（tHIT㈹．耶．3）∝トm日加  

27¢8   恥1＝1  

2710   ⅣSl＝D  

272D DO70f＝1川旭  

2730  1F（Ⅳ瓜D肌聞．1〉GO TO60  

2748  IF（A印岬（1）瀾．8）胡相関  

2ア5¢68   打志1三世Sl十1  

網O S明重印Sl，ⅣAl）＝Ⅰ  

2丁70m CO町川UE  

2乃O G8m90  
278080  軋1＝0  

竜800   群凱と1  

2810●川1TI札l址4  

8，8，  取
 
∩
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∧
U
｛
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′
 
 

D．－15．0，  

2むO DITl阿州／1，2  

寵：搾1  

2飢O DⅢ1増  

召2勤 王濫馳．1恥聖〉瑚鍬 

2麗8 陣Ⅰ8Ⅰ叫耶氾   

膠和＋」糎鋸‡、，し1）欄間印 

之冴O IⅣ評（Ⅰ．1，2）珊P＝  

呈290  珊訂（l，2，1）嘲舵P那‡き  

2諏010 脈SpH，2，2）瑚脚p（Ⅰ）  

2310  DO20l＝1．ヱ  

－ 20（】 －  
ー 201 －   



43川COI研ON作研S川野（100，2），NSP（2）  

432800I桝0Ⅳ／S野K邪P（6，2，2）川OSP（2，2）  

4330事  

ヰ淡0 Ⅳ評（1）増訂1（1）  

4350  ⅣSP（2）ニⅣ評1（2）  

4360 トⅣ⇒Ⅳ1  

4370 1F（Ⅳ．軋0）仰司相＋軌（S銅（脛））  

4380 IF（lT紗研L．EQ．1）T砿宵  

4390  Im（1）＝IⅣ  

4400  乱SE  

4418   弧（1）＝州押－IⅣ  

4420  邑ⅣDIF  

4438 I旺（2）瑚岬一瓶（1）  

4440  D8101＝1．2  

鶴50  M10J＝1，NDSPり，IP）  

4胡Ⅵ   よ棚（り＋酬訂（J，Ⅰ，Ⅰ円  

4470   IF（汁．LT．托‡靴S，OR．封．Gで．皿．OR．川耶（H）．LT．  

0）GO TO川  

ヰ480    N評（Ⅰ）＝Ⅳ評（Ⅰ）＋1  

現90   打野川SP（Ⅰ），Ⅰ）＝M  

4500   Sl加＝SU出川TE（持）  

ヰ51010 COl作用UE  

4528  RETl取Ⅳ  

453℃  E仰  

亜亜＃  

ヰS50事－－－・写V恩丁鋸e℡抽冊byC8む冊gDf藍Å臨  

4580肇  

4570SUB及OVT川EⅨ】U8LE（St軋1Ⅳ）  

4鴻0Ⅰ好いCIT川鴨GE獅2（Ⅰ州）  

4590川TE8ER竃4Sm  

購胱＝川偲鵬IOⅣ川（2）  

ヰ810C8亜ON f粁鋸2008）  

4釦OSU8R肌で川ECALSCR（汁㈹逓E，ⅣSpl，SUMl，SCR）  

4818Ⅰ肌ICIT川TEGER雷2（トS）  

4820川TEGER14SU宮，SⅧ1  

4838DrME〃S18ⅣⅣ訂1（2）  

4鋸OCO冊ON〝膿町ITR脚L，村山  

4850COWOⅣ押EPT／S電q（20），NA  

4860CO槻0〃／SqHS／けSP（1町2），N評（2）  

4870■  

4888  SUY＝St刑1  

4890 IF（け皿NL・EQ．2．甜D．S8q（甑）．Eq．Ⅳ仙）T汀EⅣ  

4900  Ip＝2  

4910  ELSE  

3飢8＃訂8Ⅱ＄印UEⅣCESF8R P肌洲8ATlOⅣ  

減8 【F（略2．¢E．I肌訓S2）†肱Ⅳ  

脚  IF（潔温．LE．糟‡間2）一成ガ  

き朗8    80T8250  

写850   乱SE  

3如   Ⅰ壬三王立  

3訂0   ピ恥IF  

紬8  臥雲琵   

3別   井史嘲S2Il  

細0¢  ll三相S2  

391¢  ENDげ  

渕加2別Ⅰ泊2羽Ⅰ屡1，鋸  

3930230 S叫2‖Ⅰ，Ⅰ）；部q（Ⅰ）  

3洪8 咄（lt）増蝕  

38馳  打Ⅰ臓¢2三S（況  

8聞O D¢Z40Ⅰご1，押S2  

3折口   汀（肌州訂2．軋餌R2（IHⅧEⅣ  

39餌   差ⅢSC2増血之（り  

8鋤0   1幻＝Ⅰ  

4000   宅間IF  

4010210COⅣT川UE  

舶2025000肝川びE  

4030280CO耶川口E  

ヰM訂O CO灯用UE  

4058280COI打Ⅰ肌名  

488P■相打I瓜ほElO  

4878 1ぎ（恥l．Eq．I仏瀞A－2）00間308  

凝路0 IF川52．GT．鋸珊即  

4¢鋤   ガAl王朝九1紹  

1100   m290I＝l．椚記  

52gO28  CSEQ（Ⅰ：り＝lCR（SEQ（NA十トⅠ））   

5300  弘SE  

5310  ♪030Ⅰ＝1，NA  

532030  CS電q（l：Ⅰ）＝ACⅡ（SEq（Ⅰ）〉  

5330  EⅣ8IF  

5340  DO80ⅠⅠ＝1，ⅣSEq  

535＝01F（訂0肥（ll）一双規）軌弧60  

538050IF（打∬ST．Eq．M仏11）00T860  

5370 IF（双QロNC（‖）（1：柑戊ⅣA）．瑚．C認Q）00で070  

538060 CONT川UE  

5390  G8mlOO  

5朝070 SE耶ⅣC（H）胱和ST：肌訂）ゴ肇】  

5410  GOで0110  

542088 m98J＝ⅣⅣ－1，Ⅰい1  

5430  SEq珊C（J†1）＝SE町ⅣC（J）  

5440gO 虹8RE（J11）＝斑ORE（J）  

5458108S抑〃C（Il）式SたQ  

5亜8  S00㍊（TI）＝∝R  

朗78 織Ⅲ斑臣S蜘址（洲）  

5亜¢ 略E中蘭  

54gO GO m78  

5ら00110抑制湖  

5510  Em  

5520‡  

55gO トーー0ⅣE C凱餌CTE鼠SⅧ80LA粕且ES柑乱L脚OF川上  

N8AC柑S  

5洪08L8CX DlmCAPSDT  

5550Ctll且ICTERtllCJ  

5甜8川†E¢E恥2抑は  

5野OCO胱¶／朋凧（20）  

鼠削＝抑制洲／蛸Ⅰガ／Åα（28）  

5690■  

5800DATAACⅣGlノA’，悸∵－■，■rノT，ノC】ノL，ノⅣ－，－♪，，   

’【’．－  

5610   ’E’，Ⅷ㌧Ⅷ㌧リ■ノ打ノY，Ip，，I義，，，露ソ  

就20DATA洲〟軋71，吼1軸バ吼1軋183，113，11り15，1乳   

129，一  

5830  131－137，147，1乳163，97川，0／  

5糾08柵   

4920  Ⅰア＝1  

箋  4930 EⅣD汀  

4弘O CALLSQpE膿（珊8ASE凡軋NSPl，IP，SUH）  

4950 C仙L DOUBLE（SU¶，ⅣSPl）  

4防0 推相野（1）Ⅷ評（2）  

ヰ970 IF（H．Eq．0）Ⅷ馴  

4980   5；CR＝8  

4990  ELSE  

5000  SC且＝SUl／M  

5010 1；〟D汀  

502D  鼠ETlmN  

5030  帥p  

5040雷  

505¢トーーーSTO温ECA〃MDATE SEQUEⅣCES  

5D60●  

5070S柑RO叩川EJUST晰（封Ⅵ）舶E▲ガ評1，S軋虻R）  

50801好いCIT川TE鎚融2（C－S）  

開閉I椚那削困＝冊  

5180CⅢ皿ÅCでE文人馳1，SE耶ⅣC書24，CSEq＊24  

5110刑場情10NⅣ評1（2）  

5128CO晰ON／皿ⅠⅣAC即20）  

5130CD冊0ガ／C仙8／S明U配（100）  

5140CO肌ON〝瓜M〃脚L，Ⅳ旭  

5158CO洲叫朋椚／郭q（20㍉岨  

5160C8冊ON／SCOR／S88㍑（100），NS軋帆mS．祇Ⅰ暇：乱，肌びん旧  

UST  

51アOCO冊0Ⅳ／SqHS畑野（100，2〉，Ⅳ謬（2）  

5180雷  

5198 C瓜LCALSCR（洲8濾E，ガSPl，S札5CR）  

5200  CSE中‥  

5210 IF（ⅣSEq．明．拙ばⅣS）Ⅷ即  

5220  IF（斑且．LE．け川SCR）GO ml18  

5230   醐ニⅣSEq  

5240   GOで810  

5250  EⅣMF  

5260  ⅣN＝ガSEG汗1  

52アロ10IF（ITRHNL朗．2）Ⅷ刑  

5288   む020Ⅰ＝1，ⅣA  

叩牒掛率り附  

咄鈴∵㍉側用ぃ＝川（Ⅰ）＋1，ⅣSP（Ⅰ）  

4888   柵仇王）  

4870   DOlOE＝1，川（き－1）  

亜釦10   fr（拡P（K，3－Ⅰ）．E恥¶）GO TO38  

4890   iF（Ⅰ．Eq．2）∽TO40  

4700   8020【＝川（2）†1，押野（2）  

471020  IF（耶P軋2）．Eq．H）GOで038  

4720    G8¶亜  

47き¢30  甜鵬珊一川TE（汁）  

ヰ丁亜4q CO抑制耶  

ヰ7ち8  取離伽  

47別  宅潔D  

4抒0肇  

l昭0 トーーm山川UTE SCORES  

4790＊  

綿一触亀脚わ和船E鼠OF SEq耽檻EIONS  

箋  
毒  
毒  
手、  

箋  

三  

‡‰写胱〉  
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