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研究成果の概要（和文）： 

【MALDI における負イオン検出の検討および活用】 
 負イオン化のためのマトリクス条件を最適化した。 
 負イオン化を併用した新規 peptide mass fingerprinting 法を開発した。 
 ヒト血清アルブミン上の網羅的化学修飾スクリーニング法を開発した。 

【ESI における負イオン検出の検討および活用】 
 負イオンのための溶媒条件を最適化した。 
 各種化学修飾ペプチドのフラグメンテーションを精査した。 
 負イオンの特徴的フラグメンテーションを利用する化学修飾スクリーニング法を開発し

た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
【Optimization and application of negative ionization MALDI】 
 MALDI conditions have been optimized for negative ionization. 
 Novel peptide mass fingerprinting method has been developed using negative 

ionization. 
 Novel screening method for chemical modifications on HSA has been developed 

【Optimization and application of negative ionization ESI】 
 ESI conditions have been optimized for negative ionization. 
 Fragmentation pattern has been investigated for each chemically modified peptide. 
 A screening method for chemical modifications has been developed using the specific 

fragmentations. 
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１．研究開始当初の背景 
マトリクス支援レーザー脱離イオン化
（MALDI）法、 エレクトロスプレーイオン化
（ESI）法などのソフトイオン化法は、質量
分析法（MS）によるタンパク質の同定を可能
とした。しかしながら、そのイオン化は、専

ら酸性条件下の正イオン生成に限られ、ペプ
チドを敢えて積極的に負イオン化してプロ
テオミクスに活用する発想は国内外、例が無
かった。しかし、正イオン検出を用いる限り、
『定量分析に不向き』、『同定信頼性が低い』、
『翻訳後修飾解析が困難』などの問題が避け
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られないと言った問題も有った。 
 
２．研究の目的 

質量分析（MS）におけるペプチドの負
イオン化条件を確立し、そのイオン化・
フラグメント特性を戦略的に活用した
新技術、即ち『次世代型プロテオミクス
』の創生を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）MALDIにおける負イオン検出の検討お
よび活用 
①ペプチドの効率的負イオン生成条件の検討 

 各種タンパク質消化物（アルブミン、カゼ
イン等）をモデルとして用いた。 

 マトリクス候補としてMALDI法のレーザー
波長（λmax 337 nm）に極大吸収を持つピ
リジン、ピリミジン誘導体、芳香族アミン
類を検討した。 

 感度のみならず、結晶化の再現性・容易さ、
結晶の形状も結晶化溶媒と共に検討した。 

 問題となるアルカリ金属の捕捉剤として、
リン酸化合物、クラウンエーテル類を検討
した。 

② 同 定 精 度 を 向 上 し た peptide mass 
fingerprinting(PMF)法の開発 
 各種モデルタンパク質を、定法により

DTT/IAAで還元アルキル化後、トリプシン
消化に付し、モデルとした。 

 正イオン検出と比較し、タンパク質中の酸
性ペプチドの検出効率を精査した。 

③新規PMF法の実用化 
 負イオンと正イオンの PMF データからの

タンパク質同定結果を比較検討し、誤同定
を排除出来る事を確認した。 

（２）ESI における負イオン検出の検討およ
び活用 
①ペプチドの効率的負イオン生成条件の検討 
 各種ペプチド、タンパク質消化物をモデル

として用いた。 
 溶媒に加える揮発性塩基（アンモニア、ト

リエチルアミン等）を検討した。 
 有機溶媒（アセトニトリル、メタノール）

の影響も検討した。 
 LC/MSへの利用を念頭に、カラムの安定性、

ペプチド類の分離特性も考慮した条件を
検討した。 

②負イオン化ペプチドのフラグメンテーショ
ンの解析 
 化学修飾ペプチドのフラグメンテーショ

ンパターンを、ペプチドバックボーン、ア
ミノ酸側鎖、化学修飾構造との観点で精査
した。 

 種々衝突誘起解離（CID）条件を、用いる
CIDガスの異なる（Ar、He、N2）四重極型、
イオントラップ型それぞれで精査した。 

③特徴的フラグメンテーションを活用した翻

訳後解析スクリーニング法の構築 
 化学修飾部位のみに選択的なフラグメン

テーションを用い、リンクドスキャンを駆
使した化学修飾スクリーニング法の可能
性を示唆した。 

 
４．研究成果 
（１）MALDI における負イオン検出の検討お
よび活用 
 MALDI 法におけるマトリクスを精査し、感

度・再現性よく負イオンを生成する条件と
して、150 mM 2,5-dihydroxybenzoic acid
と 1%リン酸の条件を見出した。 

 本条件は、正イオン検出でも充分な感度を
示し、両イオン化に利用できることを見出
した。 

 負イオン化を併用した新規 PMF 法を開発
し、酸性ペプチドの検出効率を著しく向上
させ、タンパク質の同定精度を著しく改善
する事を明らかにした。また、本法ではタ
ンパク質のご同定を回避出来る事も明ら
かにした。 

 方法により本法をヒト血清アルブミン
（HSA）の精密解析に応用した所、100％の
配列カバー率が可能であり、HSA 上の網羅
的化学修飾解析に活用できる事も見出し
た。 

（２）ESI における負イオン検出の検討およ
び活用 
 溶媒に加える揮発性塩基、有機溶媒を精査

し、感度・再現性よく負イオンを生成する
条件を見出した。 

 各種化学修飾ペプチド（酸化、糖化、脂質
化、薬物付加など）をアンジオテンシン
II あるいはインシュリンをモデルに調製
し、これらのフラグメンテーションを精査
した。 

 負イオンにおいて、化学修飾ペプチドから
特徴的フラグメンテーションが効率よく
見られる事を明らかにした。 

 とりわけ、活性化薬物等とのマイケル付加
生成物が、効率良くレトロマイケル付加し
たフラグメントイオンを確認した。 

 特徴的なフラグメンテーションをパター
ン化する事により、MS/MS による化学修飾
ごとのスクリーニング技術を開発した。 
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