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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、マトリックス支援レーザー脱離イオン化法に赤外レ
ーザーを利用した新しいイオン化法の確立とその手法により測定蛋白質をゲル状スポットから
直接イオン化する測定の簡易化手法の開発を目指した。その結果、アクリルアミドゲルに含ま
れる C=O 伸縮振動がイオン化に効果的であることを示し、周辺に OH 基を持つことがイオン化促
進につながることを見出した。また目標であったアクリルアミドゲルに含まれたインスリン分
子を検出することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, I performed protein analysis from acrlamide gel after electrophoresis 
using a Mid-infrared tunable laser. I reported that the IR-MALDI process is influenced 
by the hydrogen bond around the carboxyl group or residual water. The aclylamide 
solution has a strong absorption bands at around 6.0 μm correstponding to the >C=O 
stretching vibration mode. I obtained the mass spectrum of insulin ionized from 
acrylamide gel when the sample was irradiated by the infrared laser in a wavelength 
range of 5.8-5.9 μm. 
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１． 研究開始当初の背景 
ポストゲノミクスとして、近年では生命現象
を総合的に理解するため「細胞内分子機械」
ともいえるタンパク質の発現の動態（細胞や
組織内での局在、発現量、発現時系列など）
を研究対象としたプロテオミクスやメタボ
ロミクスと呼ばれる研究が盛んに行われて
いる。これらプロテオーム解析、メタボロー
ム解析には、タンパク質や代謝物の分子量お
よび分子構造解明が同時に可能となる質量
分析法が欠かす事のできない技術である。 
実際の分析では、質量分析法により蛋白質の
同定を行う前に多くの前処理を必要とする。
その一つの手法が、電気泳動法である。電気
泳動法は高分解能に蛋白質を分類すること
ができるため広く利用されている。一般的に
は、多くの蛋白質を含む試料を電気泳動によ
り大まかに分類した後、電気泳動ゲルを酵素
処理し、ゲル内で蛋白質を消化しペプチドを
溶出し、得られたペプチド断片の質量を測定
することが蛋白質同定の有効な方法である。
しかしながら、ゲルから蛋白質消化物を回収
できる割合は、蛋白質消化効率にペプチド溶
出効率を乗じた値となり、低いペプチド回収
率は、微量蛋白質の高感度検出を目指す上で
重大な障害となる。さらにペプチドとして回
収できなかった配列に含まれている翻訳後
修飾情報は失われてしまう。研究代表者は、
これまで蛋白質をイオン化させるマトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化法に赤外レ
ーザーを利用した新しいイオン化法を提案
している。赤外波長域は、多くの分子の分子
振動励起波長領域に一致しており、この作用
を利用することで、これまで問題とされてい
た様々な蛋白質のイオン化法の解決を試み
ている。 
 
 
２．研究の目的 
プロテオミクスにおいて赤外レーザーを用
いたマトリックス支援レーザー脱離イオン
化法に期待することは、標準的な蛋白質分析
のアプローチが抱える諸問題（先述した、電
気泳動法による情報の欠陥や不溶性蛋白質
測定に用いられる可溶化材によるイオン化
の阻害など）の克服である。通常マトリック
ス支援レーザー脱離イオン化法では、測定対
象をマトリックスと呼ばれる化合物と混合
させ、マトリックス化合物に吸収される紫外
レーザーを用いて脱離・イオン化させる。し
たがって、水やアクリルアミドゲルに含まれ
る OH やアミド結合による赤外吸収を利用す
ればイオン化が達成されると考えられる。本
研究では、赤外レーザー光による分子振動励
起を利用して二次元電気泳動法で用いられ
るアクリルアミドゲルをマトリックスとし

て用い、ゲル状のスポットから直接タンパク
質分子をイオン化させることを目的とし、蛋
白質検出感度の向上を目指すため、赤外レー
ザーによるイオン化法のイオン化メカニズ
ムを検証する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、これまでの研究で立ち上げた中
赤外波長可変レーザーによるマトリックス
支援レーザー脱離イオン化(MALDI)法飛行時
間型質量分析法値を用いて下記について評
価した。 
 
(1) アクリルアミドおよびゲル化状態の赤外

吸収特性の評価 
 
最適波長を検討するため、アクリルアミ
ドおよびゲル化状態など様々なサンプル
状態での赤外吸収特性を測定し評価した。 
 

(2) 中赤外波長可変レーザーによるイオン化
最適波長等の条件設定 
 
使用した中赤外波長可変レーザーは、
様々な化学結合の共鳴吸収波長が分布す
る中赤外域（5～10 μm）をカバーしてお
り、0.01 μm 毎に波長可変である。同レー
ザーを用いてイオン化最適波長を調査し
た。 
 

(3) ゲル中蛋白質のイオン化 
 
アクリルアミドゲルにアンジオテンシン
やインシュリンなど MALDI 測定における
標準試料を埋め込み、(1)(2)の実験結果
を元にゲル中の蛋白質のイオン化を行っ
た。さらに、同手法の可能性を広げるた
め、培養細胞をすりつぶした試料にマト
リックス剤をふりかけ、二次元電気泳動
や液体クロマトグラフィーなどの前処理
を除いたイオン化を試みた。 
 

(4) 赤外レーザーを用いた MALDI 法のイオン
化メカニズム。 
 
本手法を確立するため、イオン化メカニ
ズムについて調査した。具体的は、様々
な分子結合をもつマトリックス剤を用い
赤外吸収スペクトルとイオン化量とを比
較した。 

 
 
４．研究成果 
本研究課題では、マトリックス支援レーザー
脱離イオン化法に赤外レーザーを利用した新
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図 1 コハク酸マトリックスを用いた場合の
赤外吸収スペクトルとイオン生成量の比較
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図 2 ポリアクリルアミドとゲルの赤外吸収
スペクトル 
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図 3 アクリルアミド溶液からのインスリ
ン測定結果 
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図 4(a) 赤外レーザーを用いた場合のアク
リルアミドからのインスリン測定結果 
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図 4(b) 紫外レーザーを用いた場合のアク
リルアミドからのインスリン測定結果 

しいイオン化法の確立とその手法により測定
蛋白質をゲル状スポットから直接イオン化す
る測定の簡易化手法の開発を目指した。 
本研究課題以前の研究において、研究代表者
は、C=O伸縮振動がイオン生成に大きく関連し
ていることを報告している。図1は、マトリッ
クスにコハク酸を用いた時のイオン生成量と
コハク酸の赤外吸収スペクトルを比較した結
果である。同図の赤外吸収スペクトルより、
コハク酸は波長5.8 μm付近にC=O伸縮振動に
由来した吸収と波長7.0 μm付近にC-Hに由来
した吸収を有するが、試料イオンは波長5.8 
μmの赤外レーザーを照射したときのみ検出さ
れた。 

 
図2は、電気泳動で利用されるポリアクリルア
ミドとポリアクリルアミドゲルの赤外吸収ス
ペクトルを示す。同図より、波長6 μm付近に
>C=O伸縮振動に由来した強い吸収ピークが見
られる。 

 
波長6 μm付近の赤外吸収は、アクリルアミド
およびアクリルアミドゲルの場合も見られる
が、アクリルアミドゲルは、アクリルアミド
溶液にTris-HCLやSDSなどを混合させるため

吸収スペクトルは複雑であるが、波長6 μm付
近に幅広い吸収スペクトルを形成する。アク
リルアミド溶液にインスリンを混合させ、波
長6 μmの赤外レーザーを照射した結果を図3
に示す。非常に高い精度で一価および二価イ
オンが検出された。 

さらに図4(a)は、アクリルアミドゲルにイン
スリンを埋め込んで波長5.8 μmの赤外レーザ
ーを照射した結果である。また、本手法の有
効性を検証するため、従来法である紫外レー
ザーを照射した結果を同図(b)に示す。紫外レ
ーザーを照射した場合、インスリンはほとん
ど検出されず、赤外レーザーを用いたイオン
化、すなわち分子振動励起を用いたイオン化
の有効性が示された。 

 



 

 

本研究において、アクリルアミドゲルに含ま
れるC=O伸縮振動がイオン化に効果的である
ことが示された。 
さらに、赤外レーザーを用いたイオン化メカ
ニズムについて次のような仮説を立てて報告
した。カルボキシル基のC=O伸縮振動モードは
、波長6 μm付近(ここで波長を限定しないのは
、混合する物質や試料の状態の違いにより吸
収波長がわずかにシフトする場合がある)の
レーザー照射で非常に強く共振する。この時
、電気陰性度の高い酸素原子は、周りの水素
原子から電子を奪いやすくなる。周辺の水素
原子（カルボキシル基中の水素原子や残留水
の影響でカルボキシル基の酸素原子と弱い水
素結合で繋がれた水分子の水素原子）は、電
子を奪われてプロトンとして放出され、最終
的に試料分子に引き付けられる。この仮説を
証明するため、succunic acid(化学式：
HOOCCH2CH2COOH) とmono methyl succinate(
化学式：HOOCCH2CH2CH3)と末端構造が異なる化
合物をマトリックスに用いてイオン生成量を
評価した結果、同じ強度のレーザーを照射し
た際、末端にカルボキシル基を持つsuccinic 
acidをマトリックスに用いた場合の方が多く
イオンが生成された。これは、メチル基は自
身の結合が強く、周りの酸素と水素結合され
ていないことから、水素結合がイオン生成に
関連していることを見出した。 
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