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研究成果の概要（和文）： 

閾値エネルギー解離質量分析法の測定原理を四重極型を含む各種タンデム質量分析計に応用，
種々化合物のフラグメンテーション挙動と閾値エネルギー測定法を検証し，異性体を含む低分
子有機化合物の同定法として幅広く展開していくための基盤を構築した．活性化に伴うイオン
の異性化と異性体イオンの生成に着目，本法にイオン移動度分析を融合させ，フラグメンテー
ションネットワーク解析を含む解析法へ発展させる端緒を掴んだ． 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

The basic concept and framework of threshold-energy dissociation mass spectrometry have 

been applied to various tandem mass spectrometers including quadrupole-type 

instruments.  Analysis of fragmentation behavior of some organic molecules and 

threshold-energies allowed us to establish the basis for the exploitation of the method for 

identification of small molecules including isomers.  An integrated analytical strategy 

including threshold dissociation and ion mobility tandem mass spectrometry was shown to 

be promising for characterization of isomeric ions and fragmentation networks.   
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１．研究開始当初の背景 

質量分析法の応用分野は生命科学の様々

な領域へと大きく広がり続けている．プロテ
オミクス分野においては，タンパク質を消化
ペプチドレベルで分析，アミノ酸配列データ
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ベースとの比較によりタンパク質を同定す
る一方で同位体標識化合物を用いて定量す
る手法が確立し，目覚しい成果があがってい
る．その一方で，メタボローム解析等，非プ
ロテオミクス分野においては，対象となる
「低分子有機化合物の同定」に一般法がない
という極めて基本的な問題において暗礁に
乗り上げているのが現状である．この問題の
解決に向け，閾値エネルギー解離質量分析法
の利用を提案してきており，これまでに，イ
オントラップ質量分析計内でのゆっくりと
したイオン活性化用いた閾値エネルギー解
離質量分析法の基本原理を確立してきた． 

 

２．研究の目的 

閾値エネルギー解離質量分析法を改良・発
展させることで，種々異性体を含む低分子有
機化合物，生体分子の微量，迅速同定に資す
る解析法とデータベース構築への展開を図
る．閾値エネルギー解離質量分析法により，
化合物固有の物性値としてとらえうる 

i) 最小閾値エネルギー解離反応の生成物の
質量（組成） 

ii) 最小閾値エネルギー解離反応の閾値エネ
ルギー値 

を測定するための方法論を確立，物性値とし
て化合物同定に用いるべく測定精度を高め
ていく．i), ii) と分子質量（組成）を含む低
分子有機化合物同定のためのデータベース
を構築しそれを用いた低分子有機化合物同
定を可能としていくため，普遍性の高いデー
タの取得および取り扱い方法の確立が必要
である．その前提として，閾値エネルギー解
離質量分析法に用いうる各種質量分析装置
での低分子有機化合物の閾値エネルギー解
離反応の特性についても明らかにしていく． 
 

３．研究の方法 

閾値エネルギー解離質量分析法を用いた
低分子有機化合物の定性法を一般化してい
くため，イオントラップ方式の質量分析計の
みならず，最も広く普及・汎用されている四
重極型分析部を含む透過型タンデム質量分
析装置を用いた際のフラグメンテーション
挙動，特性を把握し，最小閾値反応を検出す
るための普遍性の高いデータ取得，ならびに
取り扱い方法を確立する必要がある．そのた
め，イオントラップ型装置に加え，エレクト
ロスプレイイオン源を装着した透過型タン
デム質量分析装置を用い，モデルとなる種々
低分子有機化合物のフラグメンテーション
挙動を調べるのと同時に，最小閾値エネルギ
ー解離反応の検出・解析法を改良していく．
さらに，分子モデリングとイオン移動度分析
を用いたイオン構造推定を行い，個々の最小
閾値エネルギー解離反応の機構についても

検証を試みる． 
 
４．研究成果 

(1)閾値エネルギー解離質量分析法よる低分
子有機化合物のフラグメンテーション挙動 

質量分析法による解析や同定対象となり
うる幅広い低分子有機化合物の中でも最重
要なグループの一つとして，天然有機化合物，
代謝物等の生体関連物質が挙げられる．そこ
で，同じく生体関連物質ではあるが，既に方
法論が確立している直鎖ペプチド配列解析
の場合と比較しつつ，検討を進めた．図１に，
通常の直鎖ペプチドのエレクトロスプレイ
法によるイオン化と，閾値エネルギー解離質
料分析法によるフラグメンテーションを模
式的に示した． 

図１ 直鎖ペプチドのイオン化と 
フラグメンテーション 

エレクトロスプレイ法により，まず電荷キ
ャリアー（例えばプロトン）が付加すること
によって直鎖ペプチド分子 "PEPTIDE" がイ
オン化する．生成したイオンを閾値エネルギ
ー法で活性化することにより，最小閾値反応
経路を経た開裂生成物を優先的に観測する
ことができる．一般に，イオン化（例えばプ
ロトン付加）によって電荷位置近傍の結合が
弱められるので，最小閾値反応として，電荷
位置近傍における開裂がしばしば観測され
る．通常，プロトン付加はエネルギー的に最
も有利な位置に起こると考えられるが，直鎖
ペプチドは側鎖のみが異なるα-アミノ酸が
ペプチド結合で規則的につながった比較的
「均質」な分子構造（有機化合物全般との比
較において）を有するため，分子中の複数個
所が（プロトン付加に関して）ほぼ同等の性
質を示すことも珍しくない．このため，エレ
クトロスプレイ法によって生成したプロト
ン付加分子は，比較的低い活性化状態（最小
閾値反応による開裂に必要とされるエネル
ギーより低い活性化状態）を経て，相互に構
造変換しうる（モバイルプロトンモデル）．
相互変換するプロトン付加分子それぞれか
ら，ほとんど同一の閾値エネルギーのフラグ
メンテーション経路を経てプロダクトイオ
ンが生成するため，閾値エネルギー解離法を
用いたタンデム質量分析においても直鎖ペ
プチド配列解析が可能である（図２）． 

図２ モバイルプロトン機構による 



 

 

プロトン付加分子の相互変換と 
ペプチド配列イオンの生成 

 一方，一般の低分子有機化合物は直鎖ペプ
チドのような「単純かつ均質」な構造的な特
徴を持たないので，閾値エネルギー解離質量
分析法における挙動については，異なった視
点からの検討が必要となる．一例として，微
生物代謝産物等の中にしばしば見出される
環状構造ペプチド化合物について考察する．
環状ペプチド化合物は様々な生理活性物質
を有するものが数多く見出されており，直鎖
ペプチドとは異なり酵素消化を受けにくい
安定な構造を有することも多いため，医薬等
の資源としての期待も大きい．その一方で，
大環状構造に加え，しばしば異常アミノ酸を
含む，といった構造的特徴は，酵素消化抵抗
性や生理活性とも密接な関係を持つ一方で，
その構造解析や同定を困難なものとしてい
る．環状ペプチドの同定においては，ルーチ
ン化されている直鎖ペプチドの同定とは全
く異なった取り扱いが必要になり，その構造
解析は質量分析法にとって古くて新しい問
題である．図３に，環状ペプチド "CYCLEA" 
のエレクトロスプレイイオン化とフラグメ

ンテーション挙動を，模式的に示す． 

図３ 環状ペプチド化合物のイオン化と 
フラグメンテーション 

環状ペプチド化合物は，鎖状ペプチド同様，
プロトン付加分子としてイオン化される．分
子内にプロトンを強固に保持する官能基が
ない場合，プロトン付加によって弱められた
ペプチド結合まわりでの開裂がおこり，配列
情報を与えるフラグメントイオンが生成す
る．一方，ペプチド結合に比較してプロトン
親和力の非常に大きな部分構造（例えば塩基

性の強いグアニジル基）を持つ場合，プロト
ンはその位置に固定され，配列情報を与える
フラグメントイオンは生成しない（図４）． 

図４ 環状ペプチド（塩基性残基 Bを含む）

のイオン化とフラグメンテーション 

環状ペプチド化合物において強い塩基性
を持つ残基の有無でフラグメンテーション
挙動に大きな差が生じることは，一般の鎖状
ペプチドで知られていた Arg 残基の有無やイ
オンの価数によりフラグメンテーション挙
動が大きく変化する現象と対比可能であり，
モバイルプロトンモデルによって説明でき
ることがわかった．また，環外側鎖に強い塩
基性を持つ残基を含むような化合物
（"CYCLEB"）の構造解析に際しては，２価プ
ロトン化分子を前駆イオンとすることによ
って２個目のプロトンがモバイルプロトン
となって環状構造部分の開裂を促進するた
め，後述のごとく低エネルギー条件において
も効率よく断片化できることを見出した． 

(2) 透過型タンデム質量分析計を用いた閾
値エネルギー反応の検出・測定 

モバイルプロトンが関与する系ではフラ
グメンテーションの閾値エネルギーが低く
なることは一般の直鎖ペプチドの場合によ
く知られていたが，より広範な低分子有機化
合物に関してもモバイルプロトンの考え方
が拡張可能なことを見出した．環状ペプチド 
"CYCLEA" と "CYCLEB" の１価及び２価プロ
トン付加分子の解離反応のエネルギープロ
ファイルを，透過型アナライザーを用いたエ
ネルギー分解タンデム質量分析によって調
べた例を，図５に模式的に示した． 
 前述のごとく，モバイルプロトンがともに
存在する２価イオンについては，CYCLEA, 
CYCLEB いずれの場合においても最小閾値エ
ネルギーは 10 eV 未満（実験室系衝突エネル
ギー）の小さな値となり，ブレークダウンカ
ーブは塩基性残基の有無に関わらずほぼ重
なった．このことは，ペプチドの配列解析と
いう側面にのみ注目した場合，環状ペプチド
化合物の場合においても，直鎖ペプチドと同
様に多価イオンの MS/MS解析が有用なことを
示している．一方，多くの低分子有機化合物



 

 

においては唯一の観測対象となる１価イオ
ンについて見てみると，２価イオンの場合と
対照的に，塩基性残基の有無によりブレーク
ダウンカーブは明確に分離する．即ち，塩基
性残基を含まない CYCLEA の１価イオン（モ
バイルプロトン有し）ではブレークダウンカ
ーブが 8 eV 前後から立ち上がるのに対し，
側鎖に強塩基残基を持つ CYCLEB の１価イ
オン（モバイルプロトン無し）では 15 eV 前
後からとなる．この分離により，CYCLEA と 
"CYCLEB" の構造的特徴（性質の違い）を明
確に示される． 

図５ 環状ペプチド "CYCLEA", "CYCLEB" の
閾値解離反応エネルギープロファイル 

さらに，図５から，閾値エネルギーの測定
法に際してブレークダウンカーブが利用で
きることがわかる．すなわち，最小閾値エネ
ルギーの測定はブレークダウンカーブの立
ち上がり点を求めることに相当するが，透過
型のタンデム質量分析装置を用いた測定で
は，立ち上がり部分の微小なプロダクトイオ
ンシグナル（図５の横軸直下の２箇所の矢尻
の位置に相当）を求めることはしばしば困難
を伴う．そのような場合においても，ブレー
クダウンカーブの中間点での分離（図中に左
右を向いた両矢印で示した）を利用すれば，
閾値エネルギーを相対値として感度よく求
められることがわかった． 

(3) イオン源における反応と異性化の検出 

閾値エネルギー解離法においては，低分子
有機化合物のイオン化に際して基底状態近
傍のイオンを生成するため，最も緩和なイオ
ン化法の一つであるエレクトロスプレイ法
を用いる．しかし，エレクトロスプレイ法は
緩和ではあるが，電極における酸化還元反応
を伴う場合がある．本研究の過程においても，
芳香環に共役したケイ素リン二重結合を有
する化合物のイオン化時に微量ヨウ化物イ
オンが関与する酸化反応によってヨウ素付
加体が生成する等の反応を見出した．反応体
の構造変化は化合物の同定を難しくするが，
一般に，酸化・還元反応によって構造変化が
起きた場合，生成物は反応体とは異なる質量
となるので，その検出は比較的容易である．

一方，イオン化に付随して，あるいはその後
の活性化において起こりうる構造変化の一
つとして，異性化を考える必要がある．閾値
エネルギー解離法は低エネルギー衝突活性
化を用いるので，一般論として転位反応に有
利な条件となる．転位反応を伴うフラグメン
テーションは構造特異的であり，化合物同定
に有用な場合も多い．一方，質量変化を伴わ
ない転位反応，即ち，フラグメンテーション
を伴わないイオンの異性化も，閾値エネルギ
ー解離の競争的なプロセスとして広く存在
すると考えられる．図６に，異性化の一例で
ある環状化合物の開環反応を模式的に示す． 

図６ 開環反応による環状化合物の異性化 

イオンの異性化は質量の変化を伴わない
ので，従来あまり注目されてこなかったが，
閾値エネルギー解離法，特に，頻度因子の小
さな転位反応が相対的に有利となるイオン
トラップ方式の質量分析装置を用いた解析
において深刻な問題となりうる．本研究では，
この問題の解決策をとして，イオン移動度分
析の利用について検討した．その結果，図７
に示すごとく，閾値解離法にイオン移動度分
析を組み合わせることで異性化したイオン
を分離・検出できることがわかった． 

図７ 閾値エネルギー解離法で生成した
異性体イオンのイオン移動度に基づく分離 

(4) 反応経路解析と中性種脱離を伴う反応 

環状有機化合物ではフラグメントイオン
の生成過程に開環による異性化が含まれる
ため反応経路解析が困難である．この問題の
解決策としてイオン移動度分析が有効であ
るかを検討，閾値解離タンデム質量分析法と



 

 

イオン移動度分析を組合せたアプローチを
用いることで反応経路の解析が可能である
ことを見出した．すなわち，前述のごとくイ
オン移動度分析により異性体イオンをあら
かじめ分離した後，再度衝突活性化を行って
閾値エネルギー反応を観測することで，反応
経路の解析の手がかりが得られる． 
閾値エネルギー解離反応を用いた化合物

同定において考えなければならないもう一
つの問題として，互いに異性体の関係にある
前駆イオンが，ありふれた中性種を脱離する
ことで全く同じ質量のプロダクトイオンを
与えるケースが挙げられる．この問題の解決
策を見出すため，脱水・脱アンモニア等の中
性種脱離を示すモデル系について検討した
結果，互いに異性体の関係にある前駆イオン
が同じく異性体の関係にあるプロダクトイ
オンを与えるために前駆イオンおよびプロ
ダクトイオンいずれの精密質量からも識別
が不可能な場合でも，脱離反応の閾値エネル
ギーに有意な差が認められる場合は，それを
手がかりに異性体の弁別が可能であること
がわかった．異性体の関係にあるプロダクト
イオンが生じた場合もそれらはイオン移動
度に基づき分離可能なので，中性種脱離やイ
オン異性化が支配的な系における化合物同
定に際して，エネルギー分解タンデム質量分
析法とイオン移動度分析の組み合わせが有
効な解決策となる可能性が示された． 
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