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研究成果の概要（和文）：金属結合タンパク質の構造解析手法開発の基礎研究として、金属－ペプチド複合体の
質量分析におけるフラグメンテーション過程について研究を行った。
まずペプチドの電子移動解離タンデム質量分析法において金属塩添加により生成する金属－ペプチド複合体をプ
レッカーサーイオンとして用いることでアミノ酸配列を反映する良好なスペクトルが得られることを明らかにし
た。このメカニズムについて検討するために計算化学を用いて、遊離プロトンを含まない金属－ペプチド複合体
を計算化学により設計し、メカニズムを明らかにした。さらにこのメカニズムを応用し、リン酸基と特異的に結
合する金属錯体を用いリン酸化ペプチドの配列解析法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Electn transfer dissociation (ETD) tandem mass spectrometry have been used 
as analytical method for characterization of protein. Since ECD/ETD involved the recombination 
between peptide ion and electron/anion, employing ions with a higher charge state as the precursor 
dramatically increases the yield of radical reactive species and thereby improving the sequence 
coverage obtained with ETD. Hoerver, the charge state of peptides is dependent on the peptide 
sequence, especially on the number of basic residues. For analysis of tryptic peptides, the 
N-terminal amino group and the C-terminal basic residue are protonated, often yielding doubly 
protonated species. However, double protonation is not enough for the ion/electron reaction of ETD 
to yield better sequence coverage. We found that the use of a suitable metal salt in analyte 
solution would increase the charge state of tryptic peptide ions containing acidic residues and 
provide information useful for sequencing by ETD.

研究分野： 分析化学、質量分析
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１．研究開始当初の背景 
 生命科学領域の研究は質量分析技術の発
達に伴い、急速に発展している。現在は、1 
fmol 程度の生体分子を同定することが可能
となっている。この検出感度は他の分析手法
の追随を許さない。ヒトゲノムが完全に解読
されたことにより、ヒトの生体内に存在する
タンパク質がカタログ化され、多数のタンパ
ク質を網羅的に質量分析で同定するプロテ
オーム研究を行うことが可能となった。 
このプロテオーム研究は、生体内に存在する
タンパク質を抽出し、質量分析により検出、
ゲノム情報により構築されたデータベース
により同定を行うという一連の流れからな
る。このプロトコルからもわかるように、こ
のデータベースで決定できるタンパク質の
情報はアミノ酸の一次配列のみである。その
一方、ほとんどのタンパク質は生体内で生合
成された後に、リン酸化、糖鎖付加などの翻
訳後修飾を受け、本来の機能を獲得する。さ
らに酵素などのタンパク質は活性中心とし
て金属を含むことが多い。しかしながらタン
パク質の翻訳後修飾や金属結合サイトを正
確に決定するのは未だに困難である。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質の分析に広く用いられている
エレクトロスプレータンデム質量分析法を
用い、タンパク質の翻訳後修飾や金属結合サ
イトを正確に決定する方法の提案を行う。タ
ンパク質の翻訳後修飾の異常や金属イオン
結合サイトの異常などにより、タンパク質が
本来の機能を失い、疾患の原因となることは
古くから知られているため、本手法の提案に
より疾患メカニズム解明や医薬品開発等に
寄与すると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 タンパク質の分析に広く用いられている
エレクトロスプレータンデム質量分析法を
用い実験を行う。特に翻訳後修飾を含むタン
パク質や金属結合タンパク質の構造解析に
有用とされている電子移動解離タンデム質
量分析法を基盤とした新規アミノ酸配列解
析手法に関する実験を行う。 
さらに電子移動解離における分解過程の解
析を行うために、密度汎関数理論による理論
計算を行う。 
 
４．研究成果 
 まず金属結合タンパク質の構造解析手法開
発の基礎研究として、金属－ペプチド複合体の
フラグメンテーションについて研究を行った。ま
ず、金属－ペプチド複合体の構造解析には従
来質量分析で用いられる衝突誘起解離法
(Collision Induced Dissociation, CID)よりも電
子移動解離(Electron Transfer Dissociation, 
ETD)が有効であることを明らかにした。加えて、
ペプチドのETDタンデム質量分析による構造解
析においては、通常エレクトロスプレーイオン化

質量分析で生成する多価プロトン化分子よりも
価数の大きい金属－ペプチド複合体をプリカー
サーイオンとして用いることで、より良好な結果
を得ることができるようになった。さらに ETD に
おけるフラグメントイオンの生成プロセスから、
金属－ペプチド複合体における金属の結合位
置の推測が可能であることを明らかにした。こ
れらの成果は査読付き学術雑誌に 2 件の原著
論文として発表している。 (Asakawa, D., 
Takeuchi, T., Yamashita, A., Wada, Y., J. Am. 
Soc. Mass Spectrom. 25, 1029-1039, 2014お
よび Asakawa, D., Wada, Y., J. Phys. Chem. 
B 118, 12318-12325, 2014) 
これは、金属－ペプチド複合体の ETD タンデム
質量分析において、フラグメンテーションの本質
解明に繋がる重要な実験結果であると考え、計
算科学を用い反応解析を行った。反応経路解
析を行うために、分子内に遊離プロトンを含まな
い金属－ペプチド複合体を作成することが必要
である。私は計算化学（密度汎関数理論）を用
いて設計し、電子移動解離および電子捕獲解
離タンデム質量分析による実験を行った。この
モデル金属－ペプチド複合体の分解過程につ
いて詳細に検討を行い、結果を論文として報告
し た 。 （ D. Asakawa, J. Am. Soc. Mass 
Spectrom., 27, 2016, 1165-1175 および D. 
Asakawa, A. Yamashita, S. Kawai, T. 
Takeuchi, Y. Wada, J. Phys. Chem. B 120, 
2016, 891–901.） 
これまでに明らかにしたメカニズムを応用し、リ
ン酸基と特異的に結合する金属錯体を用いリン
酸化ペプチドの配列解析法の開発を行った。金
属錯体を添加することでリン酸化ペプチドを選
択的にイオン化し、電子移動解離タンデム質量
分析法によりアミノ酸配列解析を行うことが可能
となった。この成果は Anal Chem 誌に論文発
表 を 行 っ た 。 (D. Asakawa, I. Osaka, 
Anal. Chem., 88, 2016, 12393-12402.) 
また、金属結合タンパク質の構造解析に有用で
あるマトリックス支援レーザー脱離イオン化イン
ソース分解についても分解効率の評価法を提
案し、J. Mass Spectrom.に二報の論文を発表
し た 。 (D. Asakawa, I. Osaka, J. Mass 
Spectrom. 52, 2017, 127-131 および D. 
Asakawa, N. Smargiasso, E. De Pauw, 
J. Mass Spectrom., 51, 2016, 323-327.)さ
らに、本分析手法について、総説執筆依頼を受
け、Mass Spectrom. Rev.に発表を行った。（D. 
Asakawa, Mass Spectrometry, Mass 
Spectrom. Rev., 35, 2016, 535-556.） 
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