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研究成果の概要（和文）：LC-MS/MSスペクトルにおいて、観測されるイオンの帰属は重要である。しかし、従来法では
C末端側とN末端側イオンとの区別は経験に基づくもので理論的にその帰属を行うことはできなかった。そこでN末端あ
るいはC末端を修飾する際、同位体を利用し、アイソトポログとし、MS/MSスペクトルを比較、共通のイオン、一定の質
量差が生じるイオンを整理することでこれらを原理に区別することに成功した。本手法は、修飾時に、アイソトポログ
混合物として誘導化しても、それぞれのイオンを選択すれば、十分解析が可能であることを確認した。
また、自動的にイオンを分離するソフトウェア"MSMS Search Tool"を開発した。

研究成果の概要（英文）：In the LC-MSMS spectral analysis, assigning C-terminus y- and N-terminus b-ions ar
e important to sequence the peptides. However, these have been based on empirical. In this study, the repo
rter established a method to theoretically distinguish N-terminus b-ions and C-terminus y-ions by introduc
ing mass difference in at N- or C-terminus with derivatizations. The reporter also developed software name
d "MSMS Search Tool" which automatically selects y-ions and b-ions using raw mass data (ASCII format).
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の構造を言及する場合、N 末端
からいくつかのアミノ酸配列をエドマン分
解法などで解析し、これを基に遺伝子技術
を利用して全構造を得る手法が主である。
一方、リボソーム外で生合成される、いわ
ゆる non-ribosomal peptide の配列決定で
は構成アミノ酸が直接遺伝子にコードされ
ていないため上記手法を適用させることは
できず、遺伝子技術を利用しない、即ち、
酵素等により部分消化し、そのペプチド断
片のアミノ酸配列を解析、各断片の配列情
報を組み合わせて解析することが必要であ
る。高感度測定が可能な MS/MS 分析法の導
入は、上記解析において必要サンプルの著
しい微量化を実現した。さらに HPLC と組み
合わせた LC-MS/MS 法では、酵素消化断片を
精製することなく混合物のまま直接解析を
可能にし、実験に必要な時間の短縮をもた
らした。タンパク質など遺伝子にコードさ
れたアミノ酸配列では、開裂パターン解析
を遺伝子情報に基づくインフォマティック
技術を併用することにより、その配列解析
を実用範囲としてきた。 
 
２．研究の目的 
近年質量分析装置の発展は著しく、その応用
の一つHPLCを組み合わせたMS/MS解析に
よるペプチドの配列解析は従来法に比べ、よ
り微量サンプルによる解析を可能とした。し
かし、実際にはニュートラルロスをはじめ、
解析に複雑なフラッグメントシグナルの存
在から、各イオンの帰属を検証する方法が無
く、市販の解析ソフトウェアでは遺伝子情報
などを組み合わせたインフォマティック技
術の支援を利用してその精度を高めている。
本研究では、ペプチド MS/MS スペクトルに
おいて、これまで困難であった N 末端、C 末
端側イオンを区別したイオン検出を容易に
し、観測イオンの検証を伴ったより確実なペ
プチド配列帰属法の開発を行う。 
３．研究の方法 
C 末端にリシン或いはアルギニンを有する
様々なアミノ酸配列を有するペプチド 10 種
類程度を用意し、メタノール或いは重メタノ
ール中でメチル（重メチル）エステルを作製
して、ESI 法により MS/MS スペクトルを測
定、前述の方法で解析し、本手法の確実さを
検証する。 
 ESI法では多価イオンを形成しやすいこと
が知られている。デカペプチド程度の分子サ
イズになると N 末端と C 末端の二か所に電
荷を有することも容易となり、二価イオンの
強度が大きくなることも知られている。一価
イオンでは、一方のフラッグメントは電気的
に中性となり質量分析装置で観測できない
のに対し、両端付近に帯電したペプチド鎖の
CID（衝突ガス誘起分解）により開裂したフ
ラグメントイオンは両者とも正の電荷を有
する確率が高く、従ってフラッグメントイオ

ンの強度が増大、言い換えれば MS/MS スペ
クトルの SN 比が増大する。このような場合
の開裂が本手法にどのように適用可能かに
ついても検討する。また CID 時間を変化させ
て、MS/MS スペクトルのクォリティーと本
手法の適用範囲との関係についても検証す
る。 

 ペプチド内部にグルタミン酸など側鎖カ
ルボン酸を有するペプチドの場合、側鎖カル
ボン酸もメチル化されることも予想される。
部分的にエステル化が進行した段階で反応
を停止させれば、エステル化される位置のモ
ノエステル異性体、及びジエステル体等が得
られるはずである。これらは HPLC で分離可
能と考えられることから、LC-ESI-MS/MS
法によりそれぞれの異性体の MS/MS スペク
トルを得ることも可能である。これらに本手
法を組み合わせることによって、これまで不
可能であった情報も得られる可能性はもち
ろん、酸性アミノ酸位置の、より確実な判断
が可能となると期待できる。 
 
４．研究成果 
 オリゴペプチドをメタノール中、酸を作用
させるとC末端カルボン酸がメチル化される。
また重メタノールを溶媒とすると重メチル
エステルとなる。MSMS スペクトルにおいて、
これら両者を比較、質量２ユニット異なるフ
ラッグメントイオンは C末端を含むこと、ま
たN末端を含むフラッグメントイオンは共通
の質量を与える。これを解析することにより、
原理的にC末端イオンを検出することができ
た。またメチル化を行う際に、重メタノール、
通常のメタノールの１：１混合物溶媒を用い
ると、アイソトポログの混合物となるが、CID
時にそれぞれのイオンを選択することによ
り、一回の操作でこれらイオンの区別を行う
ことができると判明した。また、装置より生
データを ASCII 形式で取得し、それらを利用
することにより、自動的にイオン判別を行う
ソフトウェア「MSMS Search Tool」を開発し
た。しかし、本手法では内部フラッグメント
イオンが多く、またアスパラギン酸やグルタ
ミン酸を含むペプチドでは解析が複雑にな
るため、本手法による解析では完全に単純化
されたとは言い難いものであった。次に N末
端を修飾する手法の開発を行った。O-アセチ
ル-N-ヒドロキシベンゾトリアゾールは水溶
液中で比較的安定で、ペプチド溶液を pH5.0
付近で処理することにより、リシンなど側鎖
アミノ基を損なうことなく、N 末端選択的に
修飾することができた。同様に重アセチル化
したサンプルを比較したところ、本手法の方

H3N OMe OMe OMe

CH2

NH3

4

CID

H3N OMe OMe OMe

CH2

NH3

4

どちらのフラッグメントとも検出可能



が内部フラッグメントイオンも少なく、高い
品質のスペクトルが得られると判明した（下
図）。 

 
「MSMS Search Tool」については特許処理後
パブリックドメインでの公開を予定してい
る。 
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