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研究成果の概要（和文）： 

 飛行時間型二次イオン質量分析（TOF-SIMS）による固定化タンパク質の配向評価法の確立

を目指して、複数の固定化タンパク質試料をいくつかの一次イオン源で測定した。結果として、

固定化したチトクロムｂ５およびリゾチウムそれぞれについて、固定化条件と一致する最表面

部分が TOF-SIMS で検出されたため、TOF-SIMS による固定化タンパク質の配向評価は可能

であったと考えられる。また、一次イオン源は、C60+のような巨大なクラスターイオンである

方がタンパク質の配向や構造変化を詳細に評価できる可能性が示された。 

 

研究成果の概要（英文）：Immobilized-protein samples such as cytochrome b5 and lysozyme 

were investigated using TOF-SIMS with different primary ion sources for evaluating their 

orientations. Since the suggested surface side of each protein was consistent with the 

immobilization conditions, it is suggested that TOF-SIMS has the ability to evaluate 

orientation of immobilized protein molecules. Moreover, it is also indicated that the larger 

cluster ion source C60+ provides superior information to determine the surface part of the 

immobilized protein.  
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１．研究開始当初の背景 

 近年、ナノバイオデバイスの開発が進み、
高度に制御された条件下での生体高分子の

固定化が重要だが、実際にデバイス上に固定
化された生体高分子が望んだように制御さ
れているかどうか計測する手段はきわめて
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尐なかった。最も高感度な表面分析法の一つ
である飛行時間型二次イオン質量分析法
（TOF-SIMS）はタンパク質の最表面構造が
検出できるはずだが、予測できないフラグメ
ントイオンの解析法および同定法の開発と
その応用が課題であった。TOF-SIMS スペク
トル解析に関しては、相互情報量に基づいて、
特定試料に特徴的なピーク候補を選びだす
手法をすでに開発していたが、この手法の有
用性を検討する必要があった。 

 

２．研究の目的 

 化学反応によって変化するタンパク質の
構造を実測することを目的とした。タンパク
質などの生体高分子の観察および評価は、生
命科学系の基礎研究から、生体由来の材料を
用いるバイオデバイスまで、広範な研究分野
において重要である。しかし、特定の条件下
での構造ではなく、変化するタンパク質の構
造が測定できる手法は未だ一般化されてい
ない。 

 そこで、本研究では、飛行時間型二次イオ
ン質量分析法（TOF-SIMS）を用いて、基板
表面に固定化された抗体や酵素などのタン
パク質の化学反応や環境変化による構造変
化を計測する手法の開発を目指した。
TOF-SIMS は、バイオ材料の 2nm 以下の情報
が得られる非常に高感度な表面分析法であ
るため、タンパク質一分子層以下の情報が得
られる。つまり、図１に示すように、固定化
したタンパク質の最表面部分だけの化学構
造情報が得られるため、検出された部分の構
造を明らかにし、固定化タンパク質の構造と
照合することにより、検出された最表面部分
がわかれば、配向が評価できる。

図 1：固定化タンパク質の配向評価の概念図 

 

 ただし、現状の一般的な TOF-SIMS 装置
では、タンパク質のような高分子を測定する
場合は、フラグメント化が避けられず、また
フラグメント構造の理論的な予測が困難な
ため、TOF-SIMS スペクトルの解析が困難で
ある。本研究では、これまで開発した情報エ

ントロピーに基づくスペクトル解析を用い
て、参照試料のスペクトルと比較することに
より、対象とするタンパク質に起因する二次
イオンの選出を容易とし、タンパク質フラグ
メントとして可能な化学構造をすべて考慮
することにより、TOF-SIMS で検出されたタ
ンパク質の部分構造を決定することを試み
た。 

 

３．研究の方法 

 モデル試料として、アミノ酸配列、立体構
造が分かっているタンパク質の中で比較的
低分子量であるチトクロム b5 やリゾチーム
を用いた。チトクロムｂ５は分子内に一つだ
けシステイン残基を導入し、システイン内の
チオール基との相互作用によって、金基板上
に自己組織的に一分子層を形成させた試料
を作製した。 

 リゾチウムは、下図に示すように、導電性
基板である ITO ガラス電極基板をアミノシ
ラン化したのち、グルタルアルデヒドを介し
て、タンパク質内のリシンのε-アミノ基との
共有結合で固定化させた。またタンパク質未
反応基板をそれぞれ参照試料として用意し
た。 

 

 それぞれの試料を凍結乾燥したのち、市販
されている飛行時間型二次イオン質量分析
（TOF-SIMS）装置で使用可能なクラスター
イオン源である金クラスターイオン（Au3+）
および C60+と、従来から用いられているモノ
アトミックイオン Ga+を用いてそれぞれの試
料を測定し、得られた TOF-SIMS スペクト
ルを比較した。 

 得られた TOF-SIMS スペクトル上の全て
のピークについて、それぞれ参照試料である
タンパク質を含まない試料のスペクトル上
のピーク強度と比較し、タンパク質試料に特
徴的な二次イオンピークを選出した。各ピー
ク強度について、相互情報量を計算し、参照
試料と強度に確実な差があるピークを選出
した。選出したピークのうち、同定可能なピ
ークについて化学構造を決定し、タンパク質
のアミノ酸配列および立体構造と照合する
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ことにより、検出された面を探した。 

最終的に検出された面と、固定化条件から
想定される最表面が一致するかどうか検討
し、TOF-SIMS による配向評価の妥当性を検
討した。 

 

４．研究成果 
 TOF-SIMS スペクトルを解析し、チトクロ
ムｂ５試料に特徴的な二次イオンピークを
解析した結果、チトクロムｂ５は、図 2 の緑
の丸で示す部分が最表面部分として検出さ
れた。 

チトクロムｂ５は、システイン部分で固定
化し、図２に示すように基板に分子が倒れる
と、検出面が最表面に位置する。したがって、
固定化条件と一致する配向が示唆されたこ
とから、TOF-SIMS による固定化タンパク質
の配向評価が有効であることが示されたと
考える。   

 

図 2：TOF-SIMS で示唆されたチトクロムｂ
５の最表面（緑の丸） 

 

図 3：TOF-SIMS で示唆されたリゾチウムの
最表面（黄色丸部分は検出アミノ酸残基） 

 

 リシンによって固定化したリゾチームに
関しては図 3 に示す面が TOF-SIMS 測定に
よって示唆された。この面の背面（図 4）は、

リゾチウムが含む 6 つのリシンのうち 4 つを
含み、リゾチウムは、この面で固定化される
可能性が最も高いことから、今回の固定化条
件では、図３が最表面となる可能性が最も高
い。 

したがって、リゾチウムの場合も固定化条
件と一致する面が最表面として、TOF-SIMS

測 定 に よ っ て 示 唆 さ れ た こ と か ら 、
TOF-SIMS による配向評価は信頼性が高い
と考えられる。 

 

図 4：図 3 の背面（青色部分はリシン） 

 

 また、一次イオン源の比較検討した結果、
C60+を一次イオン源とする場合は、金クラス
ターイオンやモノアトミックイオンを使用
した場合よりも、高質量の二次イオンピーク、
もしくは、複数のアミノ酸残基に関わる二次
イオンピークをより多く検出できた。したが
って、TOF-SIMS で示唆される検出部分の決
定がより小さい一次イオン源を用いた場合
よりも、容易かつ明確となった。つまり、C60+

を一次イオン源とする場合は、明確に検出部
分である最表面部分を明らかにできること
が示され、タンパク質の配向や構造変化を詳
細に評価できる可能性が示された。ただし、
C60+を一次イオン源とした場合も二次イオン
生成時の再結合が避けられず、検出された二
次イオンピークには同定できないものも多
く含まれた。 

 一次イオン源としてクラスターイオンを
用いた場合は、同加速エネルギーで照射する
モノアトミックイオンに比べて一分子当た
りの衝突エネルギーが抑えられるため、試料
分子に対する破壊力が小さくなり、より大き
なフラグメントイオンや一分子イオンが得
られやすいと考えられている。今回の実験結
果は、その予測と一致するものとなったが、
C60+で発生させることのできるフラグメント
イオンは金クラスターや Ga よりも相対的に
大きいに過ぎず、実際には、分子量 1 万程度
の比較的低分子量のタンパク質の場合は、よ
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く用いられている金属クラスターイオン源
や場合によってはモノアトミックイオンで
も可能であることが本研究で示された。ただ
し、分子量が 10 万を超えるようなタンパク
質の最表面を決定するには十分な大きさの
フラグメントイオンの発生には、C60+一次イ
オン源も十分ではなく、さらに巨大なクラス
ターイオンが求められる。したがって、固定
化タンパク質の詳細な構造解析には、従来の
クラスターイオンよりもさらにソフトなイ
オン化が可能なガスクラスターイオンなど
の応用が必要と考えられる。 
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