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はしがき

ヒトゲノムの解読が終わり、現在その遺伝子の発現形であるタンパク質
の解析つまりプロテオームが主流となっているが、我々は、仮にその蛋白
質の発現条件とその構造が分かっても、その機能は簡単には解明できない
と考え、ポストプロテオーム解析の重要性を認識している。そこで、例え
ば、生命体である細胞が外界の変化や刺激に対してある応答を行ったとし
て、その様子をビデオで捉えながら、その瞬間に放出あるいは、細胞内で
変化した分子を質量分析で捉えられないかと考えた。生命科学者のある意
味では夢とも考えられるこの手法を、細胞内の分子変化追跡には、光ファ
イバーを用いた１細胞光照射ビデオ追跡法（ピンファイバービデオスコー
プ法を開発し、更に分子解析には、１細胞－ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法を確
立、そして最終的に、細胞外へ放出した分子の検出・解析に有用な、ナノ
スプレーＴＯＦ質量分析法を用いた、ビデオマススコープ法の確立に成功し

た。
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研究成果

１．ｎａｎｏＥＳトＭＳイオン源の作製とその評価

１－１緒言

ビデオマススコープを開発するにあたり、ビデオマイクロスコープの方は、すでに教室に長い

歴史があるので、今回の開発では、特に質量分析法の開発に注力した。質量分析装置はイオン化

された試料を、質量分析部で測定し、試料のｍ々　を求める装置である。しかし、質量分析部は一

般的に真空条件下となっており、ＥＳｌ法やｎａｎｏＥＳｌ法などの大気圧イオン化（ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ

ＰｒｅＳＳｕｒｅｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ、ＡＰｔ）法によりイオン化された試料は、イオン化された後、大気圧のイオン

化童から真空条件下である質量分析部に導入される必要がある。その際、多くの質量分析装置で

は、電気的引力を働かせることによって、イオンのみを質量分析部に引きこんでいる。イオンの

導入が電気的に行われるため、質量分析装置の電気系は慎重に扱う必要がある。今回、使用する

ｎａｎｏＥＳｌ法では非常に短い電極間距離で、微細な先端部に高電圧を加えることによりイオン化を

行う方法であるので、放電の発生する可能性が高い。前章において、放電を起こさず、スプレー

のみを起こす電圧についての検討を行ったが、それはあくまでも目に見える範囲での検討である。

実際に質量分析に適用した場合、装置各部に加えられる電気信号により、ノイズを与えられるか

もしれないし、イオン化自体がうまく起こらない可能性もある。本章では、ＱＰ型の質量分析計

をもつ、ＥＳｌ－ＱＰ／ＭＳ（ＬＣ－ＭＳ２０１０（ｌ，ＳＨ［ＭＡＤＺＵ）に対する　ｎａｎｏＥＳｌイオン源を作製し、実際

に測定を行い、前章において作製した各ニードルの検討、電圧の設定、スプレー流速、感度など

の検討を行った。

／

１－２　ＱＰ型質量分析計について

ＱＰ型質量分析計は、ＱＰマスフィルターを利用する装置である。図１ｒｌ　にＥＳｌ－ＱＰ型質量分

析装置の概略図を示す。

４本の円柱電極を平行に並べ、直流電圧（ぴ）と交流電圧（杭ＣＯＳ（０り　を同時にかける。こ

の場合、対向する短絡された一対の電極間に同じ電圧（Ｕ＋杭ｃｏｓ似り　をかけ、他の対には正

負が逆の電圧卜（ぴ＋杭ｃｏｓ（けｆ）】をかける。この場合、Ｕ＜杭なので、隣り合う電極の電位は交

流の周波数により正負が逆転する。このためにイオンはＱＰの端から長軸方向に電極の間を振動

しながら通過する。特定の条件（通常、数ｋＶの直流、交流の電圧と　ＭＨｚ程度の周波数が用い

られる）では、特定のｍ々をもつイオンだけが安定な軌道をとり、通過できるが、他のイオンの

軌道は不安定で、振幅が大きくなり、やがては電極に衝突するか、電極の間から飛び出していく。

このようにしてＱＰはマスフィルターとして働く。ＱＰにかける電圧を変化させ、スキャンする

ことでマススペクトルを得る。

ＱＰ型質量分析計は、マススペクトルを得るには、電圧をスキャンする必要があり、そのため

に感度が低い、測定範囲が狭い（ｍ々が数千以下）、さらに分解能が低い（およそ１質量単位程

度）という欠点をもつ。しかし、ＱＰ型質量分析計は比較的小型であり、さらに、それほど高真



空を必要としないという特徴から、ＥＳｌ法やｎａｎｏＥＳｌ法などのＡＰｌ法と組み合わせて用いるこ

とが容易である。また、１質量単位程度の幅で特定のイオンを容易に、かつ効率良く選択でき、

定量性が良く、測定感度のダイナミックレンジが広いという大きなメリットも持っ。

また、ＱＰ型質量分析計は既知の物質を測定する際には電圧を固定することで選択イオンモニ

タリング（ＳＩＭ）モードと呼ばれる高感度分析が行うこともできる。それとは逆に、電圧をスキ

ャンすることで未知の物質のｍ々を測定することのできるモードをＳｃａｎモードと呼ぶ。今回使

用した島津製作所製ＬＣ－ＭＳ２０１０αではＳＩＭモード、Ｓｃａｎモードを同時に行うことも可能である。

Ｓｋｉｍｍｅｒ

＼

ト 凍
■■■

　Ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ
■
　　 －ヽｓ。ｒ。ｙ　 ノー暮■

ー ふ。ｅｔｅ。攣Ｔ／ ｏｃｔ去ｐｏｌｅ
Ｑ－ａｒｒａｙ

図１－１ＥＳトＱＰ型質量分析装置の概略図

１－３　ｎａｎｏＥＳＩ－ＱＰＩＭＳイオン源の作製

実際にｎａｎｏＥＳＩ法を用いて質量分析を行うにあたって、質量分析装置として、ＥＳＦ－ＱＰＩＭＳを

用いた。ＬＣ－ＭＳ２０１０αはｎａｎｏＥＳｌイオン源が存在しないので、ＬＣ－ＭＳ２０１０α用　ｎａｎｏＥＳｌイオン

源を作製した。

１－３－１　ｎａｎｏＥＳ）－ＱＰＩＭＳイオン源の作製

作製にあたって、イオン源の構造、ニードルとイオン導入口の距離、ニードルの向きなど、様々

な点を検討した。実際に測定を行いながらイオン源に改良を加えていったが、その際、ニードル

はポリマーニードルを用いた。ポリマーニードルはガラスニードルに比べて操作が非常に行いや

すいため、細かい操作においてもニードルを壊すことなく実験を行うことができた。

作製したｎａｎｏＥＳ［イオン源の全体図を図１－２’に示す。ＬＣ－ＭＳ２０１０αは、質量分析装置のイオ

ン化室にイオン源が接続されていること及びイオン源が質量分析装置の電源プラグへ接続されて

いることをモニターしており、接続されていない状態では装置が停止するようなインターロック

機構を有する。そこで、既製のＥＳｌイオン源を元に、質量分析装置との接続を考えて作製した。

また、質量分析装置にカメラを固定し、図１－３に示すように、イオン化室内部をカメラで映せる

ようにした。あらかじめモニターに距離を書きこむことで、イオン導入部とニードル先端のおお

まかな距離を確認できるようにした。質量分析装置と　ｎａｎｏＥＳｌイオン源を接続した後でも、ニ

ードルの位置の微調整が行えるように、イオン源の調整用ネジにはマイクロメーターを採用した。
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図１－２　ＬＣ－ＭＳ２０１０αに対するｎａｎｏＥＳＩイオン源

マイクロメーターによりニードル位置の微調整を行うことが可能。

図１－３　モニターに映したイオン化室

質量分析装置にカメラを固定し、イオン化室内部を映し出せるようにした′。



１－３－２　ポリマーニードルによるｎａｎｏＥＳトＱＰＩＭＳ

ｎａｎｏＥＳｌイオン源の作製により、ポリマーニードルを用いたｎａｎｏＥＳＬ－ＱＰ／ＭＳの測定を行うこ

とができるようになった。試料にはｈｉｓｔａｍｉｎ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈ１０ｒｉｄｅ（ＦＶＶ＝１８４．０７、シグマアルドリッ

チジャパン株式会社；Ａ６２６１）を用い、超純水とｍｅｔｈａｎｏＬａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄの混合水溶液（４９．５：４９．５：

１、Ｖ：Ｖ：Ｖ）に１００ｎｇ／ｐＬになるように溶かした。その水溶液をポリマーニードルに導入し、

ｎａｎｏＥＳＪ－ＱＰ／ＭＳで測定を行った。その際、ニードル先端とイオン導入口の距離は約６　ｍｍとし、

４．１ｋＶの電圧を印加した。測定はＳ［Ｍ　と　Ｓｃａｎの両モードを同時に行った。ＳＩＭモードでは、

ｈｉｓｔａｍｉｎｅ由来のピークであるｍＪｅ＝１１２．００、９５．００、１３０．００を測定した。

１－３－３　結果と考察

ポリマーニードルによる　ｎａｎｏＥＳｌ－ＱＰ／ＭＳの測定を行った結果、そのマスクロマトグラムは非

常に不安定であった。そのマスクロマトグラムを図１－４に示す。これを見ると、時間によってイ

オン強度が大きく変化していることがわかる。クロマトグラムでのイオン強度の変化は、イオン

の供給が一定でないことを意味し、即ちスプレーが安定でないことを意味する。スプレーが不安

定である理由として、ポリマーニードルの先端口が滑らかでないことが考えられる。ポリマーニ

ードルは作製方法上、最後にチップ先端を切り取ることで先端エッジを形成するために、先端口

にエッジが残ってしまう。ポリマーニードルの先端口の写真を図２－５に示す。写真より、先端口

の内側のエッジが滑らかではないことがわかる。また、ポリマーニードルは先端のみが細くなっ

た形状を取るため、少量の試料を導入することが難しく、最低でも１０けＬが必要であった。これ

ではいくらゆっくりとスプレーを行うことができても、試料の消費量は多くなってしまい、極微

量の試料で分析のできるｎａｎｏＥＳｌ法のメリットが半減してしまう。

次に、マスクロマトグラムに示す各グラフのイオン強度を比較してみた。その結果、Ｓｃａｎモ

ードで測定されたイオンのイオン強度の和（黒で示される）と、ＳＩＭモードで測定されたイオン

のイオン強度の和（灰で示される）に大きな差が見られることがわかった。これは、ｈｊｓｔａｍｉｎｅ

以外に由来するイオンが多く検出されていることを示す。つまり、溶媒イオンのピークが多く出

ていること、ノイズが多く出ていることが考えられる。

以上より、ポリマーニードルにより　ｎａｎｏＥＳｌ法を行うには、ニードル全体を細くする、先端

径をよりきれいに微細にするなど、ニードルの作製法に更なる改良が必要であることがわかった。
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図１－４　ポリマーニードルを用いたｎａｎｏＥＳＬ－ＱＰＩＭＳのマスクロマトグラム

試料には１００ｎｇ／ｔＡＬｈｉｓｔａｍｉｎｄｉｈｙｄｒｏｃｈＩｏｒｉｄｅ（超純水：ｍｅｔｈａｎｏｌ：ａＣｅｔｉｃａｃｉｄ＝４９．５：４９．５：１）

を用いた。横軸は時間（ｍｉｎ）、縦軸はシグナル強度を示す。グラフは、Ｓｃａｎモードで測定され

たイオンのイオン強度の和（黒）、ＳＩＭモードで測定されたイオンのイオン強度の和（灰）を示

す。

図１－５　ポリマーニードル先端の顕微鏡像

ポリマーニードルの先端の穴を上から実体顕微鏡でとらえた像。先端口の内側が非常に汚く、形

も歪であることがわかる。
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１－４　ガラスニードルによるｎａｎｏＥＳトＱＰＩＭＳ

ｎａｎｏＥＳｌ法の利点として、微量の物質を長時間にわたってゆっくりと効率良くスプレーし続け

ることができる点が挙げられる。しかし、安定にスプレーを行うことができなければ、同じ濃度

の試料でも測定を開始して終了するまでにイオン強度が大きく変化してしまい、正確な分析は難

しい。

実際に、ポリマーニードルを用いて作製したｎａｎｏＥＳＩイオン源は、操作しやすいものとなっ

たが、先端径が大きいために、スプレーが安定しないと言う欠点が見られた。そこで、ポリマー

ニードルに比べて、微細な先端径を持っガラスニードルを用いて測定を行い、その評価を行った。

１－４－１実験

ポリマーニードルの場合と同じく、試料にはｈｉｓｔａｍｉｎ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈ１０ｒｉｄｅ（ＦＶＶ＝１８４．０７、シグマ

アルドリッチジャパン株式会社；Ａ６２６１）を用い、超純水と　ｍｅｔｈａｎｏし　ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄの混合水溶

液（４９．５：４９．５：１、Ｖ：Ｖ：Ｖ）に１００ｎｇ／ｔＬＬになるように溶かしたものを用いた。先端外径２６．９匹ｍ

のニードルを用い、ニードル先端とイオン導入口の距離は約４　ｍｍとし、２．Ｏ ｋＶの電圧を印加し

た。また、前章ではスプレーを確認することのできなかった、先端外径２０　匹ｍ以下の微細なニ

ードルについても測定を行った。その際の試料には既述した、ｈｉｓｔａｍｉｎｅ　を溶媒に溶かしたもの

と、その溶媒（超純水：ｍｅｔｈａｎｏｌ：ａＣｅｔｉｃａｃｉｄ＝４９．５：４９，５：１）のみの二種類を用いた。測定は

Ｓ［Ｍ　と　Ｓｃａｎ　の両モードを同時に行った。ＳＩＭ　モードでは、ｈｉｓｔａｍｉｎｅ　由来のピークである

ｍ々＝１１２．００、９５．００、１３０．００を測定した。

１－４－２　結果と考察

実験の結果得られたマスクロマトグラムを図１－６に示す。これを見ると、ポリマーニードルの

場合に比べて、格段に安定したスプレーを行えていることがわかる。ポリマーニードルによる

ｎａｎｏＥＳＬ－ＱＰ／ＭＳ　のマスクロマトグラム（図１－４）と、ガラスニードルによる　ｎａｎｏＥＳｌ－ＱＰ／ＭＳ

のマスクロマトグラムの比較を行うと、ガラスニード／レによるマスクロマトグラムでは、Ｓｃａｎ

モード測定されたイオンのイオン強度の和（黒で示される）と　ＳＩＭモードで測定されたイオン

のイオン強度の和（灰で示される）の差が、ポリマーニードルのものに比べて小さいことがわか

る。これは、ｈｉｓｔａｍｉｎｅ以外の分子に由来するイオンがあまり検出されていないことを意味する。

よって、ガラスニードルによる　ｎａｎｏＥＳｌはポリマーニードルによるものに比べて、イオン化効

率がよいことがわかる。

ガラスニードルは既述したように、ポリマーニードルに比べて、形状も滑らかで、かつ先端径

も小さい。これにより、ガラスニードルはポリマーニードルに比べて、低い電圧で、ゆっくりと

したスプレーを行うことが可能となっている。スプレーを行うのに必要な電圧が低いことから、

ノイズの生じる可能性はポリマーニードルに比べて低いと考えられる。また、スプレーをゆっく

りと行うことができ、その際の液滴はポリマーニードルによるものに比べて小さくなっていると

考えられるので、ｈｉｓｔａｍｉｎｅ溶液を効率よくスプレーすることができ、効率良くイオン化が行わ

れていると考えられる。
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図１－６　ガラスニードルを用いたｎａｎｏＥＳＬ－ＱＰＩＭＳのマスクロマトグラム

試料には１００ｎｇ／ｐＬｈｉｓｔａｍｉｎｄｉｈｙｄｒｏｃｈ１０ｒｉｄｅ（超純水：ｍｅｔｈａｎｏ］：ａＣｅｔｉｃａｃｉｄ＝４９．５：４９，５：１）

５０ドＬを用いた。横軸は時間（ｍｉｎ）、縦軸はシグナル強度を示す。グラフは、Ｓｃａｎモードで測

定されたイオンのイオン強度の和（黒）、ＳＩＭモードで測定されたイオンのイオン強度の和（灰）

を示す。
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１－５　ｎａｎｏＥＳｌ－ＱＰ／ＭＳによるスプレーの評価

目的に応じたニードル径、また、それに対するスプレー電圧を簡単に設定できることは今後

ｎａｎｏＥＳｌ法による質量分析を行っていく上で、とても重要である。また、実験条件を一定に近づ

けることで、実験における再現性も増大する。ガラスニードルを用いることで、ｎａｎＯＥＳＩ法によ

るイオン化を安定して行うことが可能となり、ＱＰＩＭＳ　と接続することによって、前章では確認

できなかった先端外径２０匹ｍ以下の微細なニードノ｝でのスプレーの確認も可能となった。そこ

で、先端外径２０ｐｍ以下の部分も含めて、実際にｎａｎｏＥＳｌ－ＱＰ／ＭＳを用いて評価実験を行った。

１－５－１実験

試料として、試料にはｈｉｓｔａｍｉｎ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈ１０ｒｉｄｅ（ＦＷ＝１８４．０７、シグマアルドリッチジャパン

株式会社；Ａ６２６１）を用い、超純水とｍｅｔｈａｎｏＩ、ａＣｅｔｉｃ ａｃｉｄの混合水溶液（４９．５：４９．５：１、Ｖ：Ｖ：

Ｖ）に１００ｎｇ／ｐＬになるように溶かした。その水溶液１ｔｌＬを用いて、ｎａｎＯＥＳトＱＰ／ＭＳの測定を

行った。ニードルの各先端外径ごとに、スプレー開始電圧を測定した。また、試料が入ってない

ニードルに対して、同じ条件で電圧を印加し、マススペクトルに変化が生じるか調べた。その際、

ニードルは先端外径２抑のものを使用し、２～１１ｍｍの間で距離を変化させて、電圧を印加、

マススペクトルの観察を行った。同時に、距離と電圧の関係も測定した。実験はＳＩＭ　と　Ｓｃａｎの

両モードを同時に行った。ＳＩＭモードでは、ｈｉｓｔａｍｉｎｅ由来のピークであるｍＪｅ＝１１２，００、９５，００、

１３０，００を測定した。

１－５－２　結果と考察

スプレーを行うため、印加電圧を少しずつ上昇させて、マススペクトルを測定したが、その際、

三通りのスペクトルが見られた。一つ目は電圧の低い時、スプレーが起こっていないときである。

そこから、徐々に電圧をあげていくと、ごくわずかにｈｉｓｔａｍｉｎｅ　由来のピークが出現する。その

際のスプレーは非常に不安定で、このスペクトルが二つ目のパターンで、これが見られ始める電

圧を１ｓｔｖｏｌｔａｇｅと呼ぶことにした。さらに、電圧をあげていくと、安定したスプレーが見られ、

ピークも強くなり、これまで認識していた通常のスプレーが見られる。これが第三のスペクトル

で、これが見られ始める電圧を２ｎｄ ｖｏ［ｔａｇｅと呼ぶことにした。

結果をまとめ、１ｓｔｖｏｌｔａｇｅ、２ｎｄｖｏｉｔａｇｅとニードル先端外径の関係をグラフにしたものを図１－７

に示す。図を見ると、先端外径が小さくなれば、１ｓｔ ｖｏｌｔａｇｅ、２ｎｄ ｖｏｌｔａｇｅ共に低くなることが

わかる。先端外径２０匹ｍ以上の結果については、前章にて述べた実験の結果とよく一致した。

先端外径２０ドｍ以下についてでは、先端外径５いｍでは、先端外径２０匹ｍ以上のものと同じよ

うな関係が得られた。先端外径が５匹ｍより小さくなると、１ｓｔ ｖｏｌｔａｇｅ、２ｎｄ ｖｏ［ｔａｇｅ共に、急激

に小さくなる。また、小さくなればなるほど、１ｓｔ ｖｏ［ｔａｇｅが明確でなくなり、２ｎｄ ｖｏｌｔａｇｅのみ

しか確認できなくなった。１ｓｔ ｖｏｌｔａｇｅにおいては、ＳＩＭモードでかろうじてピークを検出できる

ような場合が多く、ほとんどスプレーが起こっていないこともわかった。おそらく、完全な形で

はないが、少しだけスプレーが起こっている電圧ではないかと思われる。さらに電圧をあげるこ

とで２ｎｄｖｏｔｔａｇｅに達し、完全なスプレーが起こるので、安定してピークを検出できると考えた。

続いて、ニードルに試料を導入せずに電圧を印加して、その際のマススペクトルの観察を行っ
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た。その結果、各距離ごとに、一定の電圧で複数のピークが出現した。その際のマススペクトル

を図１－８に示す。この時、検出することができたピークはｎａｎｏＥＳｌ－ＱＰ／ＭＳで常に検出されるも

ので、当初、溶媒由来のピークと考えていたが、今回の実験により、空気に由来するピークの可

能性が出てきた。各距離と、その距離でのピークが出現する電圧の関係をグラフにしたものを図

１－９　に示す。スプレーにおける電圧と同じく、距離が小さければピークは低い電圧で出現し、距

離が大きければピークは高い電圧で出現する。また、ピークが出現する電圧は、スプレーを開始

するのに必要な電圧よりも高いことがわかった。つまり、スプレーが起こりにくい場合、電圧を

上げすぎると、バックグラウンドのピークが増大してしまう恐れがある。

以上の結果から、ｎａｎＯＥＳｌでは、電圧のコントロールがマススペクトルに大きな影響を与える

ことがわかった。電圧が低すぎれば、スプレーは不安定で、感度も悪い。しかし、逆に電圧が高

すぎると空気由来と思われるピークが増えてしまう。よって、ｎａｎＯＥＳｌを行う際は、実験で明ら

かとなった２ｎｄ ｖｏｌｔａｇｅ付近に電圧を設定してスプレーを行うのが一番良いと考えられる。その

際用いるニードルは、１ｓｔ ｖｏ［ｔａｇｅと２ｎｄ ｖｏｌｔａｇｅの差が小さく、低い電圧でスプレーを行うこと

ができる、先端外径２匹ｍ程度のニードルを用いるのが最適であると思われる。また、先端外径

２けｍ程度になると、ほとんど個体差なしに、安定して同じ径のニードルを作ることができるこ

とからも、この条件は望ましいと思われる。よって、以降の実験では、特に記載がない限り、先

端外径２匹ｍのニードルを用いた。
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図１－７　ニードル先端外径とスプレー開始電圧の関係

縦軸は各電圧、横軸はニードルの先端外径。１ｓｔ ｖｏ［ｔａｇｅはわずかにピークを確認できた電圧、２ｎｄ

ＶＯ他ｇｅは完全にスプレーが起きたと確認できた電圧を示す。
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図１－８　試料導入していないニードルによるｎａｎｏＥＳ［－ＱＰＩＭＳのアススペクトル

縦軸はシグナル強度、横軸はｍカを示す。一定電圧以上で複数のピークが検出される。
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図１－９　電圧を印加する距離と空気由来のピークが出現する電圧の関係

先端外径２匹ｍのニードルを用いて実験を行った。横軸は電圧印加距離、縦軸はピークが出現す

る最小の電圧。距離が大きくなればピークが出現し始める電圧も大きくなる。
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１－６　ｎａｎｏＥＳＩ－ＭＳの評価

これまでの実験で、ｎａｎＯＥＳｌイオン源、ニードルを自作し、電圧、距離、ニードル先端外径、

ニードルの素材などの最適条件を明らかにし、安定した　ｎａｎｏＥＳｌを行うことができるようにな

った。次に、このｎａｎｏＥＳＩを用いて質量分析測定を行い、スプレー速度、感度などについて詳

細に調べた。

１竜－１実験

試料としてｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ（ＭＷ＝１０５９．５６、株式会社ペプチド研究所；４５０４２８）を超純水、ａＣｅｔＯｎｉｔｒｉ［ｅ、

ａｃｅｔｉｃａｃｉｄの混合水溶液（４９．５：４９．５：１、Ｖ：Ｖ：Ｖ）に溶かしたものを用いた。１０～０．１ｎｇ／ｔｌＬの

ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎをｎａｎｏＥＳトＱＰ／ＭＳにて測定し、検出感度の検討を行った。また、導入する試料溶液

の量は１ｔｌＬとし、スプレーの持続する時間から、スプレーの流速を求めた。測定はＳＩＭとＳｃａｎ

の両モードを同時に行った。ＳＬＭモードでは、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ由来のピークであるｍＪｅ＝５３１．００を測

定した。

１－６－２　結果と考察

ｎａｎｏＥＳｌ－ＱＰＩＭＳで測定を行った結果、０．１ｎｇ／ｐＬという希薄な濃度のｂｒａｄｙｋｉｎｉｎを２０ｍｉｎの

間、測定することができた。その際のマスクロマトグラムを図１－１０　に示す。この結果から流速

を求めると、約５０ｎＬ／ｍｉｎの流速でスプレーを行っていることがわかる。つまり、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎの

スプレーされる流速は、５ｐｇ／ｍｉｎ　となる。また、この実験で得られたマススペクトルと、溶媒の

みを測定した場合のマススペクトルを図１－１１に示す。どちらのマススペクトルも、１回のＳＣａｎ

のみで得られたものである。これはつまり、図１－１０のマスクロマトに示される２０　ｍｉｎの間、ど

の時点においても、図１－１１のようなマススペクトルが得られたということである。この結果を

見ると、溶媒のみでは検出できない、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎの二価イオンのピークであるｍ々＝５３１がはっき

りと検出されていることがわかる。ＳＣａｎは０．０２５ｍｉｎ　ごとに行われるので、図１－１１に示される

マススペクトルは、１２５ｆｇ、つまり、約１２５ａｍｏｌのｂｒａｄｙｋｉｎｉｎから得たものであることがわか

る。ここで、ＥＳｌ法で同じ量の試料を測定した場合を考える。シリンジポンプを使用した場合、

流速は５匹Ｌ／ｍｉｎ、つまり、ｎａｎＯＥＳ］法に比べて、１００倍の速度でスプレーが行われる。よって、

ＥＳＩ法では同様の測定に約１２，５ｆｍｏｌのｂｒａｄｙｋｉｎｉｎが必要であるということがわかる。以上のよ

うに、今回作製したｎａｎｏＥＳｌ法はＥＳ［法に比べ、１００分の１の量の試料を感度良く測定するこ

とが可能であることがわかった。よって、ｎａｎＯＥＳｌ法を用いることで、ＥＳｌ法では測定すること

ができなかった微量の試料を、十分な時間、安定して測定することが可能となる。
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１０ １５ ２０ ２５

ｍｌｎ

図１－１０　ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのマスクロマトグラム

１ｔｌＬの０，１ｎｇ／ｐＬｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ（超純水：ａＣｅｔＯｎｉｔｒｉＩｅ：ａＣｅｔｉｃａｃｉｄ＝４９．５：４９，５：１）から得られたマ

スクロマトグラム。２０ｍｉｎの間、安定したスプレーを行うことができているのがわかる。

６００

ｍ／ｚ

８００　　　　　　　　　　　１０００

２００ ４００ ６００ ８００ １０００

ｍ／ｚ

図１－１１ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのマススペクトル

上が０，１ｎｇ／ｐＬｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ（超純水：ａＣｅｔＯｎｉｔｒｉＪｅ：ａＣｅｔｉｃａｃｉｄ＝４９．５：４９．５：１）のマススペクトル。

下が溶媒のみのマススペクトル。どちらも、積算は行っておらず、１回のＳＣａｎ　によるものであ

る。上のスペクトルでのみ、ｍ々＝５３１のピークが検出されていることが確認できる。

１２



１－７　小括

本章では、ｎａｎＯＥＳｌ－ＭＳ　の作製を行うべく、ｎａｎＯＥＳｌイオン源の作製と作製した　ｎａｎｏＥＳｌ－

ＱＰ／ＭＳに関する様々な検討を行った。

イオン源の作製にあたっては、前章において作製したポリマーニードルにて検討を行った。ポ

リマーニードルはガラスニードルにくらべ丈夫であり、金コーティングも不要であることから、

製品など量産品に向いた優れたニードルであることがわかった。しかし、現状の製法では、先端

口が滑らかでないため、スプレー性能はガラスニードルに劣ると考えられる。そのため、今後改

良を加えることで優れたｎａｎｏＥＳｌニードルになると評価した。

続いて、安定するイオン化を目指し、ポリマーニードルとガラスニードルの比較、検討を行っ

た。その結果、ガラスニードルの方が安定してイオンを供給することができることがわかった。

また、電圧とニードルの先端外径との関係を調べる過程で、電圧によってごくわずかなスプレー

を起こす場合と、安定したスプレーを起こす場合があることがわかった。この実験より、先端外

径２けｍのものが、最も安定したスプレーを行いやすく、必要とする電圧も低い。さらに、作製

上、先端外径２ドｍのものは個体差がほとんどなく安定して作製可能であった。これらの点から

先端外径２匹ｍのものが最もｎａｎｏＥＳ［／ＭＳに適しているという結論を得た。

また、１２５ａｍｏｌという微量でｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのピークをはっきりと検出することができ、その際、

スプレーは５０ｎＬ／ｍｉｎ　と言う非常にゆっくりとした速度で、しかも安定して行うことができた。

このように、ゆうくりとした速度でスプレーを行いつつ、高感度の測定が可能なので、少ない試

料量でも十分に測定を行うことが可能である。よって、ｎａｎＯＥＳｌ法を用いることで、ＥＳｌ法では

測定を行うことのできない、微量の試料でも感度良く測定を行うことが可能である。
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２．インソースフラグメンテーションによるペプチド構造解析への応用

２－１緒言

質量分析法は素早く、簡便に、極微量の物質の質量電荷比を求めることのできる、優れた

分析法である。この利点を生かし、生体中に存在する物質の同定に幅広く用いられている。

しかし、質量電荷比を求めることができても、求めた質量電荷比が示す物質が一つとは限ら

ない。そういう場合の解析法として、フラグメンテーションを用いた解析法がある。質量分

析を行う際、何らかの形で、イオン化に必要とするエネルギー以上のエネルギーを加えるこ

とにより、フラグメンテーションを引き起こす。フラグメンテーションを引き起こすと、物

質は不安定な部分から壊れていく。その壊れる結合は物質により固有であるので、物質を同

定する際の一つの指標となる。

ヒトゲノム計画の完了が発表された現在、研究は次なるステージ、プロテオームへと発展

している。しかし、ゲノムによる遺伝子情報が解明された現在においても、その遺伝子より

発現されるタンパク質の構造を解明することは容易でない。その現在において、タンパク質

の構造解析を素早く行うことはひとつの重要な技術である。そこで、ペプチドに対してフラ

グメンテーションを誘発させることにより、その一次構造解析を試みた。ペプチド構造解析

を行うために、まず、ペプチド結合を構成する最小単位であるジペプチドの解析を行い、そ

の後、ペプチドの構造解析を行った。さらに、その解析に対して、ｎａｎＯＥＳｌ法を適用するこ

とで、極微量におけるペプチド構造解析を試みた。

２－２　原理

・Ｌｎ－ＳＯｕｒＣｅｆｒａｇｍｅｎｔａｓｉｏｎ（インソースフラグメンテーション）について

ＥＳ［によるイオン化は非常にソフトなイオン化法で、通常、ＭＡＬＤｌ法におけるポストソー

ス分解（ＰＳＤ）のような現象は見られない。そこで、ＥＳｌなどにおいてフラグメンテーショ

ンを誘発する技術として、インソースフラグメンテーションが存在する。インソースフラグ

メンテーションとはＰＳＤに対して使用される言葉で、イオン化と同時にイオン化室内で行

われるフラグメンテーションのことを示す。

ＥＳｌにおいてインソースフラグメンテーションを誘発させるには、イオン化室直後のイオ

ンガイドの電圧を上昇させることによって行われる。イオンガイドの電圧を上昇させること

で、イオン化途中、つまりはスプレーされて水滴状態にある試料は中心に向かって力を受け

る。その結果、分子同士の衝突が起こりやすくなり、衝突を起こした試料の弱い結合は切断

される。その後、結合の切断を受けた分子がイオン化′される。その結果、元の分子より切断

を受けた部分を除いた分子のピークが検出されることになる。

ＰＳＤや、通常のＭＳ／ＭＳ　と異なる点として、イオン化を受ける前に、結合が切断される点

である。ＰＳＤや、ＭＳ／ＭＳでは、イオン化の完了している試料に対して、エネルギーを与え

て、フラグメントを起こすため、現実には取り得ない構造を取ったイオンが作られる。しか

し、インソースフラグメンテーションにおいては、イオン化が完了する前に、フラグメント

が起こるので、結合が切断され、比較的安定な形を取った後にイオン化を受ける。
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今回使用した、ＡＰｌ－ＴＯＦ／ＭＳ、ＭａｒｉｎｅｒＴＭ（ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）においては、Ｎｏｚｚｌｅ

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌと呼ばれるイオン導入直後の部分の電圧を上昇させることにより、インソースフラ

グメンテーションを誘発することができる。

・ＥＳｌ－ＴＯＦ型質量分析計について

ＴＯＦ型質量分析計は、試料イオンを特定の長さのフライトチューブの中を飛ぶのに要す

る時間により分離する装置である。そこでのイオン速度ｖは、エネルギー保存の法則より、

次式で求められる。

ｚｅ杭＝‡椚〟－′２

∴Ｖ＝ ２杭（ヱ）（ヱ）
ＪＪ ＪＪＪ

ｚ：イオンの電荷数、ｅ：素電荷、沼：イオンの質量数

〟：原子量単位、杭：電位差、Ｖ：加速終了後のイオン速度

一定の長さ　Ｌのフライトチューブの中を速度ｖで飛行する試料イオンの飛行時間ｔはＬ／ｖ

であり、物質の質量電荷比ｍ／ｚにより飛行時間ｔが異なる。ここで、電位差ＶＯ　とフライト

チューブの長さ　Ｌは一定であるため、飛行時間ｔを測定することによってイオンの質量分析

が行われる。

椚／ニ＝

すべての試料イオンに一定の運動エネルギーを与えると、飛行速度は質量電荷比ｍ／ｚの平方

根に反比例する。つまり、軽いものほど速く飛ぶ。したがって、いっせいにすべてのイオン

をスタートさせると、検出暑引こは質量の小さいイオンから順番に到着するので、飛行時間を

測定することで逆に質量電荷比を求めることができる。この場合の飛行時間は、分子量数百

万程度でもミリ秒のオーダーなので、原理的には長く待つだけで、いくらでも大きい質量の

イオンを測定できることになる。

ＥＳトＴＯＦ型質量分析計では、ＥＳｌ法によってイオン化された試料を、まず、ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ

によって収束する。その後、Ｓｋｉｍｅｒなどを用いてさらなる収束を行う。収束の結果、イオン

団は非常に小さい球状の形をとる。最後に、ｄｅｆｌｅｃｔｏｒによって上下方向に電圧を加えること

でイオン団は球状から、平面の形に変わり、フライトチューブ内部に入る。その後、加速電

圧を加えることでイオン団は検出器に向かって、一斉にフライトチューブの中を飛行し始め

る。最終的に、イオン化の方向と垂直方向に飛行を開始するため、ＴＯＦにおける飛行開始

位置を常に一定にすることが可能である。このため、ＭＡＬＤトＴＯＦに比べて、ＥＳトＴＯＦは正

確なｍ／ｚを求めることが可能である。

飛行時間型質量分析計には、リニア型とリフレクター型がある。しかし、今回使用した、

ＭａｒｉｎｅｒＴＭ（ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）はリフレクター型のみに固定されている。リフレクタ
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ー型では、一度飛行させたイオンをリフレクトロン電極により、イオン源方向に引き戻す。

このイオン反射電界を付加することにより、イオン飛行開始時の初期エネルギーのバラツキ

が解消される。結果、リニア型よりも分解能は高くなる。

・多価イオンピークについて

今回使用したＴＯＦ型は非常に高い分解能を持っている。その結果、同位体による　ｍ／ｚの

ずれも完全に検出することが可能である。これを利用することで、あるピークがどの程度の

価数を持っているかを、簡単に判別することが可能である。具体的な例を挙げると、一価の

イオンの場合、同位体によるピークはｍ／ｚで１の開きをもって現れる。しかし、二価のイオ

ンの場合、ｍ／ｚとしての開きは０．５となる。三価の場合は、０．３　となる。（図２－１）ＴＯＦ型を

用いれば、これらの同位体ピークをはっきりと確認できることで、その値の差をとってやる

だけで、簡単に価数を求めることが可能である。

ｔｒｌちニー’，■‾‾‾

ｌ

～　→

・　　　　　　　、■、・

１

轟

１価

ＳｙＬ７　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　５３１Ｊ〉

２価

‾・、・　＿　＿・　＿　　－．　　　　　　　　　　ｒＬｌ■　　　　　　　　　　　　　　　≠ヽい

ヽｕい

図２－１多価イオンピークの見分け方

ＴＯＦ型は分解能が非常に高いため、同位体によるピークの差もはっきりと確認することが

できる。このことを利用して、それらのピークが何価のピークなのかを判断できる。

２－３　ジペプチドのフラグメンテーション解析

ジペプチドはペプチド結合を構成する最小の単位であり、その解析を行うことはペプチド

結合の切断、つまりはペプチドの構造解析を行うことにあたって重要であると考えた。そこ

で、ペプチドの構造解析を行うにあたって、まず、ＥＳｌ法を用いてジペプチドに対してイン

ソースフラグメンテーションを行えるかどうかの確認を行った。また、それらのフラグメン

トについての解析を行った。

２－３－１実験

ジペプチド、Ａｓｐ－Ｐｈｅ、Ｌｅｕ，Ｐｈｅ、ＧＩｙ－Ｌｅｕ　をそれぞれ１０ｕｇ／ｍＬになるように、５０％

ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉ［ｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液に溶かした。それらのサンプルをそれぞれＥＳトＴＯＦＩＭＳに

て測定した。親イオンピークを確認後、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌの設定を変更、試料にエネルギー
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を加え、フラグメンテーションを起こし、フラグメントイオンピークを測定した。

２－３－２、結果と考察

図２－２ａ、ｂに、Ａｓｐ－Ｐｈｅを測定した際の、マススペクトルを示す。図２－２ａがＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａｔ

ｌＯＯＶとＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａＩ１５０Ｖの場合のマススペクトル、図２－２ｂがＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａ１２００Ｖ

とＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａＩ２５０Ｖの場合のマススペクトルである。ＮｏｚｚＩｅＰｏｔｅｎｔｉａＩｌＯＯＶでは、ｍ／ｚ

＝２８１，１３のＡｓｐ－Ｐｈｅのピークのみしか確認できなかった。そこで、ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａｌを１５０Ｖ

まで上昇させると、わずかではあるが、Ｐｈｅのピーク、ｍ／ｚ＝１６６．１０を確認できた。さらに、

Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌを２００Ｖまで上昇させることで、Ｐｈｅのピークをはっきりと確認すること

ができた。しかし、Ａｓｐのピークは１３４．０に検出されるはずだが、まったく確認できなかっ

た。そこで、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌをさらに上昇させて、２５０Ｖとしたが、Ａｓｐのピークを確認

することはできなかった。

同じように、Ｌｅｕ－Ｐｈｅ、Ｇｌ㌢Ｌｅｕについても実験を行った。Ｌｅｕ－Ｐｈｅについては図２－３に、

Ｇｌｙ－Ｌｅｕについては図３－４に、そのマススペクトルを示す。まず、Ｌｅｕ－Ｐｈｅについてだが、

Ａｓｐ－Ｐｈｅの場合と同様に、ＮｏｚｚＩｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａ１１００Ｖでは図２－３の上部に示すように、ｍ／ｚ＝

２７９．１９のピークのみしか確認できなかった。そこで、Ｎｏｚｚ［ｅ ＰｏｔｅｎｔｉａＩを２００Ｖまで上昇さ

せると、図２－３の下部に示すような、ｍ／ｚ＝１６６．１０にＰｈｅのピークを確認することができ

た。しかし、これもＡｓｐ－Ｐｈｅのときと同様に、Ｌｅｕに由来するｍ／ｚ＝１３２．１１のピークは確

認することができなかった。ＧＩｙ－Ｌｅｕの場合は、ＮｏｚｚＩｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａ１１００Ｖでｍ／ｚ＝１８９．１２の

Ｇｌｙ－Ｌｅｕ由来のピークに加えて、ｍ／ｚ＝１３２，１１のピークもわずかではあるが確認することが

できた。そこで、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌを１５０Ｖまで上昇させると、ｍ／ｚ＝１３２，１１のピークをは

っきりと確認することができた。しかし、この場合もＧｌｙ由来の、ｍ／ｚ＝７６．１０のピークを

確認することはできなかった。

以上の結果より、ジペプチドに対して、インソースフラグメント解析を行うことによって

ペプチド結合を切断できることが確認できた。しかし、ペプチド結合を構成するアミノ酸に

よって、インソースフラグメンテーションに必要な電圧が異なることも確認できた。これは、

構成するアミノ酸によってペプチド結合の結合力が異なったり、立体構造的にエネルギーの

受け方が異なることによるのではないかと考察した。また、アミノ酸のピークが検出された

ことより、ペプチド結合の中心、つまり、Ｃ－Ｎの結合が切断されていることがわかる。さら

に、どの場合においても、Ｃ末端側のアミノ酸のピークしか確認できなかった。つまり、ｙ

シリーズのピークのみしか検出することができなかった。このことを逆に利用することによ

り、ペプチドに対して、インソースフラグメンテーションを行うことで、Ｎ末端側からの一

次構造配列の解析が行えられるのではないかと考えた。Ａｓｐ－Ｐｈｅの場合を例に挙げる。ｍ／ｚ＝

２８１．１３、１６６．１０のピークを検出することができた。これらのピークの差を取ると、ｍ／ｚ＝

１１５．０３となる。これはＡｓｐの残基質量にほぼ等しいことより、Ａｓｐ－ＰｈｅからＡｓｐが遊離し

て、ｍ／ｚ＝１６６．１０、つまり　Ｐｈｅのピークが現れたことがわかる。これをペプチドに応用すれ

ば、同じようにフラグメントピークの差をとっていくことで、アミノ酸配列を求めることが

できる。
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５０　　　　１００　　　　１５０　　　　２∞　　　　２５０　　　　３００

ｍ／Ｚ

５０　　　　１００　　　　１５０　　　　２００　　　　２５０　　　　３００

ｍ／ｚ

図２－２ａ、Ａｓｐ－Ｐｈｅのインソースフラグメンテーション解析

１０ｕｇ／ｍＬＡｓｐ－Ｐｈｅ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグメ

ンテーションを行った。ＮｏｚｚＩｅＰｏｔｅｎｔｉａｌは１００、１５０、２００、２５０Ｖと変化させた。
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５０　　　　１００　　　　１５０　　　　２００　　　　２５０　　　　３００

ｍ／ｚ

図２－２ｂ、Ａｓｐ－Ｐｈｅのインソースフラグメンテーション解析

１０トｔｇ／ｍＬＡｓｐ－Ｐｈｅ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉ［ｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグメ

ンテーションを行った。Ｎｏｚｚ．ｅＰｏｔｅｎｔｉａ［は１００、１５０、２００、２５０Ｖと変化させた。
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ｍ／Ｚ

５０　　　　１００　　　　１５０　　　　２００　　　　２５０　　　　３００

ｍ／ｚ

図２－３、Ｌｅｕ－Ｐｈｅのインソースフラグメンテーション解析

１０ｕｇ／ｍＬ Ｌｅｕ－Ｐｈｅ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグメ

ンテーションを行った。ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａｌは１００、２００Ｖと変化させた。
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５０　　　　１００　　　　１５０　　　　２００　　　　２５０　　　　３００

ｍ／ｚ

図２－４、ＧＩｙ－Ｌｅｕのインソースフラグメンテーション解析

１０ＬＬｇ／ｍＬＧｌｙｒＬｅｕ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグメン

テーションを行った。ＮｏｚｚｔｅＰｏｔｅｎｔｉａｌは１００、１５０Ｖと変化させた。
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２－４、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのインソースフラグメンテーション

ジペプチドにおけるインソースフラグメンテーショノン解析を行った結果より、ペプチドに

対してインソースフラグメンテーションを行い、フラグメントピークの差を求めていくこと

で、一次構造配列を　Ｎ末端側から解析することができるのではないかと考えた。そこで、

ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎに対して、インソースフラグメンテーションを行い、その解析を試みた。

２－４１１、実験

ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎを１０Ｌｔｇ／ｍＬになるように５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉＩｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液に溶かした。こ

のサンプル１５０匹ＬをＥＳトＴＯＦ／ＭＳにて測定した。親イオンピークを確認後、ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｎｔｉａｌ

の設定を変更、試料にエネルギーを加え、フラグメンテーションを起こし、フラグメントイ

オンピークを測定した。

２－４－２、結果と考察

図２－５ａ、ｂにｂｒａｄｙｋｉｎｉｎに対して、インソースフラグメンテーション解析を行った際のマ

ススペクトルを示す。図２－５ａ上部に示すように、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａ１１００Ｖで測定を行うと、

ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎの一価のピークであるｍ／ｚ＝１０６０．５６、二価のピ←クであるｍ／ｚ＝５３０．７８、三価

のピークである　ｍ／ｚ＝３５４．１９を確認することができた。しかし、フラグメントだと思われ

るピークはまっキく確認することができなかった。そこで、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌを２５０Ｖまで

上昇させると、図２－５ｂ下部に示すようなフラグメントのピークを含むマススペクトルを得

ることができた。そこで、このマススペクトルの解析を行った。

ジペプチドにおける実験で、ペプチドに対してインソースフラグメンテーションを行うと、

ｙシリーズが検出されやすいことがわかっている。このことを踏まえて解析を行った。まず、

ｍ／ｚ＝１０６０．５６に最も近いピークとして、ｍ／ｚ＝９０４．４６のピークを検出することができた。

これらのピークのｍ／ｚの差を求めると、１５６．１となり、ｍ／ｚ＝１０６０．５６からＡｒｇが遊離して

ｍ／ｚ＝９０４．４６のピークが検出されたことがわかる。同じように、ｍ／ｚ＝８０７．４１、７１０．３６、６５３．３４、

５０６，２７、４１９．２４、３２２．２０、１７５．１３についても解析を行うと、順番に、Ｐｒｏ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ、Ｐｈｅ、

Ｓｅｒ、Ｐｒｏ、Ｐｈｅと遊離していっていることがわかる。そして、最後のｍ／ｚ＝１７５．１３はＡｒｇ

Ｐピークと一致することから、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのアミノ酸配列は、Ｎ末端から、ＲＰＰＧＦＳＰＦＲと

なっていることがわかる。

しかし、Ｎｏｚｚ［ｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａ１２５０Ｖではｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ由来のピークに比べて、フラグメントの

ピークが小さく、フラグメントが十分に行われていないことがわかる。そこで、より解析を

行いやすくするために、ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａ［を３００Ｖ、３５０Ｖと上昇させた。その結果、図２－５ｂ

上部に示すように、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌを３００Ｖ　とすると、フラグメントのピークは大きくな

る。しかし、それとともに、ｙシリーズ以外のフラグメント。つまり、多くエネルギーを受

けたことにより、様々な部位で切断を受けるために生じたフラグメントのピークが出現する。

これにより、かえって解析は困難になってしまう。また、図２－５ｂ下部に示すようにＮｏｚｚｌｅ

Ｐｏｔｅｎｔｉａ］を３５０Ｖまで上昇させると、さらに多くのフラグメントが出現し、ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａ［

３００Ｖでは判別できたｙ２、ｙ３、ｙ４が判別できなくなってしまった。変わりに、多大なェネ
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ルギ一により、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎがバラバラになって生じたであろうと考えられるピークが出現し

た。ｙ２、ｙ３、ｙ４が判別できなくなった理由についてだが、図２－５ａの下部、ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａ１２５０

Ｖとした場合のマススペクトルを見ると、比較的、ｙ２、ｙ３、ｙ４のピークが強く検出されて

いることがわかる。これはつまり、Ｐｈｅ－Ｓｅｒ（ｙ４）、Ｓｅｒ－Ｐｒｏ（ｙ３）、Ｐｒｏ－Ｐｈｅ（ｙ２）の結合が

切断されやすいことを示している。つまり、これらの結合は弱いエネルギーでも切断を受け

るのだが、強いエネルギーを受けることにより、これらの結合で切れるだけでなく、他の箇

所でも切断を受けてしまう。つまり。一つの分子内で複数の箇所での切断を受けてしまうか

らであろう、と考えた。

これらの結果より、インソースフラグメンテーション解析を行うにあたっては、その分子

ごとに最適な設定値があるのだろうと考えられる。しかし、その設定値を探すには装置の操

作上の問題もあるが、ある程度の時間がかかる。また、Ｎｏｚｚｌｅ ＰｏｔｅｎｔｉａＩの設定を上昇させ

るほど、マススペクトルにおける　Ｃｏｕｎｔｓが低下する。これはつまり、検出感度の低下を意

味する。よって、ＮｏｚｚＩｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌの設定を上昇させた場合、ある程度時間をかけて測定を

行い、積算平均を取らないと、解析を行うことのできるようなデータを得ることができない。

よって、ＥＳＬ－ＴＯＦ／ＭＳにおいて、インソースフラグメントを用いて、ペプチドの一次構造解

析を行うには、今回の場合、マイクロポンプを用いて試料を連続で流し続けて、１５０けＬ以

上の試料が必要であった。
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０　　　　　２００　ノ　　　４００　　　　６∞　　　　８００　　　１０００　　　１２００

ｍ／ｚ

Ｎｏｚｚ［ｅＰｏｔｅｎｔｉａＩ＝２５０Ｖ

０　　　　　２００　　　　４００　　　　６００　　　　８００　　　１０００　　　１２００

ｍ／ｚ

図２－５ａ、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのインソースフラグメンテーション解析

１０ＬＬｇ／ｍＬ ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグ

メンテーションを行った。ＮｏｚｚＩｅＰｏｔｅｎｔｉａｌは１００、２５０、３００、３５０Ｖと変化させた。
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０　　　　　２００　　　　４００　　　　６００　　　　８００　　　１０００　　　１２００

ｍ／ｚ

図２－５ｂ、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのインソースフラグメンテーション解析

１０ｐｇ／ｍＬ ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグ

メンテーションを行った。Ｎｏｚｚ暮ｅＰｏｔｅｎｔｉａＩは１００、２５０、３００、３５０Ｖと変化させた。
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２－５　ｎａｎｏＥＳｌ法によるインソースフラグメンテーション解析

ｎａｎｏＥＳｌ法の利点として、微量の試料を感度良く、長時間にわたって測定できるという点

が挙げられる。ＥＳｌ法ではなく、ｎａｎＯＥＳＬ法を用いてインソースフラグメンテーション解析

を行うことで、少ない試料量でペプチドの一次構造解析が行えるのでは、と考えた。

２－５－１実験

ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎを１０ｕｇ／ｍＬになるように５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉＩｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液に溶かした。

このサンプル１トＬＬをｎａｎｏＥＳＩ－ＴＯＦ／ＭＳにて測定した。親イオンピークを確認後、ｎＯＺＺｌｅ

ＶＯｔｔａｇｅの設定を変更、試料にエネルギーを加え、フラグメンテーションを起こし、フラグ

メントイオンピークを測定した。

２－５－２　結果と考察

図２－６ａ、ｂにｂｒａｄｙｋｉｎｉｎに対して、インソースフラグメンテーション解析を行った際のマ

ススペクトルを示す。図２－６ａ上部に示すように、ＮｏｚｚＩｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａ１１００Ｖで測定を行うと、

ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎの二価のピークであるｍ／ｚ＝５３０．７８、三価のピークであるｍ／ｚ＝３５４．１９を確認す

ることができた。しかし、フラグメントだと思われるピークはまったく確認することができ

なかった。そこで、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌを２５０Ｖまで上昇させると、図２－６ｂ下部に示すような

フラグメントのピークを含むマススペクトルを得ることができた。そこで、このマススペク

トルの解析を行った。

ＮａｎｏＥＳｌ法によ．りインソースフラグメンテーションを行った場合の、ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａＪ２５０

の場合のマススペクトルは、ＥＳＪ法の場合と異なるスペクトルを示した。ＥＳ）法の場合と比

べて、あまりフラグメント化が進んでいないように見え、はっきりとフラグメントだと確認
】

できるピークは、切れやすい、ｙ２、ｙ３、ｙ４のみである。そこで、図２－６ｂ上部に示す、Ｎｏｚｚｌｅ

Ｐｏｔｅｎｔｉａ）３００Ｖの場合のマススペクトルを見る。すると、ｙ２、ｙ３、ｙ４は先ほどよりもさら

にはっきりとしたピークとなる。加えて、ｙｌ、ｙ６、ｙ７、ｙ８の存在も確認できる。さらにＮｏｚｚｌｅ

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌの電圧を上昇させ、図２－６ｂ下部に示すように、３５０Ｖまで上昇させると、ｙｌ、ｙ６、

ｙ７、ｙ８ははっきりとしたピークとなり、ｙ５の存在も確認できる。しかし、この場合では、

フラグメントが増え、ｙ２、ｙ３、ｙ４の存在はわかりにくくなってしまう。このように、ＥＳｌ

法と比べて、ｎａｎＯＥＳｌ法ではペプチドの一次構造解析を行う前、つまり、フラグメントピー

クを抽出すると言う段階が多少困難になる。しかし、それはＮｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌの設定の変化

を行うことによって、可能である。フラグメントピークを抽出した後は、ＥＳ】法での場合と

同じようにｍ／ｚの差を取っていき、構造解析を行った。その結果、ＥＳｌ法の場合と同じよう

に、ＲＰＰＧＦＳＰＦＲと言う、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎの一次構造を求めることができた。

ｎａｎｏＥＳｌ法においては、インソースフラグメンテーションによって検出されるフラグメン

トのピークがＥＳＩ法と異なり、少ないことがわかった。おそらくこれは、ｎａｎＯＥＳｌ法におけ

るスプレーの水滴がＥＳｌ法におけるものと比べて、極めて小さいことが影響しているのでは

ないかと考えた。既述したように、インソースフラグメンテーションはイオン化途中、もし

くは直後の試料にエネルギーを加えることによって、フラグメンテーションを引き起こすと
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いうものである。ＥＳｌ法において、それはスプレー直後のイオン導入口にて行われる。イオ

ン導入口における電圧を上昇させること、つまり、電気によるイオンの絞込みを強くするこ

とにより、分子と分子の衝突を誘発し、分子を破壊する。しかし、ｎａｎＯＥＳ一　においては、ス

プレーの水滴は非常に小さく、一つの水滴に一つの試料分子が入る程度といわれている。そ

のような小さい水滴においては、ＥＳｔ法に比べて、分子と分子の衝突が起きる可能性が低く

なる。その結果、ＥＳｌ法に比べて、多少ではあるが、フラグメントのピークが検出されにく

いのではないか、と考えた。

しかし、ＮｏｚｚＩｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌの設定の変化を行うことで、ペプチドの一次構造解析に必要な

フラグメント、つまりは切れやすいペプチド結合のみが切断されたピークを抽出することは

可能である。ＮａｎｏＥＳＩ法の利点である、長時間測定によるメリットを考えれば、Ｎｏｚｚ］ｅ

Ｐｏｔｅｎｔｉａ［の設定の変化を行うことは、さほど問題ではない。今回、実際に１トＬＬの試料から

構造解析を行うことが可能であった。実際には、より少ない量でも可能であると考えられる。
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図２－６ａ、ｎａｎＯＥＳｌ法でのｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのインソースフラグメンテーション解析

１０ｕｇ／ｍＬ ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグ

メンテーションを行った。ＮｏｚｚＩｅＰｏｔｅｎｔｉａＩは１００、２５０、３００、３５０Ｖと変化させた。
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図２－６ｂ、ｎａｎＯＥＳｌ法でのｂｒａｄｙｋｉｎｉｎのインソースフラグメンテーション解析

１０ＬＬｇ／ｍＬ ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉＩｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグ

メンテーションを行った。ＮｏｚｚｔｅＰｏｔｅｎｔｉａｌは１００、２５０、３００、３５０Ｖと変化させた。
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２－５　ｎａｎｏＥＳ］法によるペプチドの一次構造解析

前節での実験により、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎの一次構造解析をｎａｎｏＥＳｌで行うことができた。ｎａｎＯＥＳｌ

法により微量の試料より、ペプチドの一次構造解析を行うことができることがわかったが、

この方法を他の試料についても適用し、その結果を考察した。

２－５－１　実験

ｎｅｕｒｏｔｅｎｓｉｎ、Ｃｈｒｏｍ．ｏｇｒａｎｉｎ Ａ

ｌ％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液に溶かした。

した。親イオンピークを確認後、

フラグメンテーションを起こし、

をそれぞれ、１０ｐｇ／ｍＬになるように５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉＩｅ、

このサンプルそれぞれ、１ｔ＾ＬをｎａｎｏＥＳｌ－ＴＯＦ／ＭＳにて測定

ｎｏｚｚＩｅ ｖｏＩｔａｇｅの設定を変更、試料にエネルギーを加え、

フラグメントイオンピークを測定した。

２－５－２　結果と考察

ｎｅｕｒｏｔｅｎｓｉｎ、Ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ Ａについてインソースフラグメンテーションを行い、得られ

たマススペクトルより、一次構造解析を行った。最初に、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎの結果について述べ

る。図２－７に、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎに対してインソースフラグメンテーションを行った際のマスス

ペクトルを示す。上部に示すように、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａ７１００Ｖの場合は、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎの三価

のであるｍ／ｚ＝５５８．３１のピークと、二価であるｍ／ｚ＝８３６．９６のピークのみが検出された。

そこで、Ｎｏｚｚｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌの設定を上昇させていき、３５０Ｖとすると、下部に示すようなマ

ススペクトルが得られた。このマススペクトルの中で、二価のものに注目をして、解析を行

った。その結果、ｙ７～ｙ１２までのフラグメントピークを抽出するこ■とができた。これらを用

いて、これまで行ってきたのと同じように、ｍ／ｚの差をとり、アミノ酸の残基質量と照らし

合わせていくことで、一次構造の解析を行った。ただし、今回は二価のピークより求めるの

で、ｍ／ｚの差を２倍したものが残基質量となる。その結果、Ｎ末端のみ、対応するアミノ酸

が存在しなかった。Ｎ末端のアミノ酸の残基質量は、（８３６．９６－７８１．４３）×２＝５５・５３　×２＝

１１１．０６　となるが、この、１１１．０６にあてはまるアミノ酸は存在しない。しかし、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎ

のＮ末端のグルタミン酸は特殊な構造を取っており、ピログルタミン酸と呼ばれる。ピログ

ルタミン酸は、グルタミン酸の内部でアミド結合を形成して、閉環が起こったもので、この

ことを考えて、ピログルタミン酸の残基質量を求めると、１１１．０４となる。よって、Ｎ末端は

ピログルタミン酸（ｐＧｌｕ、ＰＥ）であることがわかった。以上より、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎの一次構造

のうち、Ｎ末端から数えて６個、ＰＥＬＹＥＮＫの配列を求めることができた。ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎのア

ミノ酸の配列は、ＰＥＬＹＥＮＫＰＲＲＰＹＩＬである。よって、Ｎ末端から６個のアミノ酸の確認を

行うことができた。

また、今回、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎのＮ末端のグルタミン酸がピログルタミン酸になる、という形

で修飾を受けていた。通常の質量分析では、ペプチド全体の分子量の変化しか求められない

ので、どこが修飾を受けたかはわからない。しかし、インソースフラグメンテーションによ

る解析を行うことで、構造のうち、どの部分が修飾を受けたのかということまで、確認する

ことができる。

次に、Ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ Ａの結果について述べる。図２－８ａ、ｂにｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ Ａに対してイ
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ンソースフラグメンテーションを行った際のマススペクトルを示す。図２－８ａ上部に示すよ

うに、Ｎｏｚｚｌｅ ＰｏｔｅｎｔｉａＩｌＯＯＶの場合は、ＣｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡの三価のであるｍ／ｚ＝６０７．２９のピ

ークと、二価であるｍ／ｚ＝９１０．４３のピークのみが検出された。そこで、ＮｏｚｚＩｅ ＰｏｔｅｎｔｉａＩの

設定を上昇させていき、３００Ｖとすると、下部に示すようなマススペクトルが得られた。こ

の場合、ｙ５、ｙ６、ｙ７については比較的はっきりと確認することができたが、そのほかにつ

いては、はっきり確認できるピークはなかった。そこで、ＮｏｚｚＩｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａトの設定をさらに

上昇させ、３５０Ｖ　とした。その結果、図２－８ｂ上部に示すようなマススペクトルを得ること

ができた。ｙ５、ｙ６、ｙ７についてはさらにはっきりとし、ｙ４、ｙ８～ｙ１２のピークも確認する

ことができた。そこで、もう一度、電圧を上昇させ、４００Ｖとした結果、図２－８ｂ下部に示

すよ５なマススペクトルを得た。Ｙ４、ｙ８～ｙ１２はさらにはっきりとなったが、ｙ５、ｙ６につ

いてはフラグメントが進みすぎて、わかりにくくなってしまった。以上より、ｙ４～ｙ１２まで

のピークを確認することができた。これらの結果を用いて、これまで行ってきたのと同じよ

うに、ｍ／ｚの差をとり、アミノ酸の残基質量と照らし合わせていくことで、一次構造の解析

を行った。すると、ＥＭＡＶＶＰＱＧ　という配列を求めることができた。Ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ Ａの一次

構造はＥＥＥＥＥＭＡＶＶＰＱＧＬＦＲＧなので、部分的ではあるが、一次構造を求めることができ

た。

今回、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎ、Ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ Ａ、共に、部分的な配列しか求められなかった。その

理由を考察する。まず、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎについてだが、二つの点が考えられる。一つは、ある

程度大きい構造を持っているという点である。Ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎは９個のアミノ酸によって構成さ

れているが、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎは１３個のアミノ酸によって構成される。よって、ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎに比

べて切れにくいのではないかということが考えられる。もう一つの点として、フラグメント

イオンも全て、二価もしくは三価（今回の結果では考察しなかった）の形を取ると言うこと

を考えた。多価イオンになることによって、ピークはばらつき、その感度は低下する。よっ

て、切れにくい、部分はますます検出されにくかったのではないかと考えた。ＣｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ

についても二つの点を考えた。一つは、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎの場合と同じく、構造の大きさである。

ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡは１６個のアミノ酸からなる。もう一つの点として、注目したのが、Ｎ末端

のＥＥＥＥＥの構造である。このうち、最初の４つ、つまり、ＥＥＥＥの部分はほとんど検出す

ることができなかった。（ｙ１３については、拡大すればかろうじて、それらしきピークが見

える）これは、ＥＥの結合の切れやすさが同じであることが原因であると考えた。例えば、

Ｎ末端側からペプチド結合にｐｌ、Ｐ２と名前をつけていく。Ｐｌのみが切れればｙ１５が検出さ

れ、Ｐ２のみが切れればｙ１４が検出される。しかし、実際に検出されたのは、Ｐ４の切れたｙ１２

である。つまり、Ｐｌだけ、Ｐ２だけで切れることはほとんどなく、同じような場所、この場

合はつまり　Ｎ末端のに、同じ配列を持つが故に、一つが切断される場合は、同じようにほか

も切断されてしまうと考えられる。その結果、ｙ１２のみが検出されるのではないかと考えた。

本実験での結果より、ｎａｎＯＥＳトＴＯＦ／ＭＳでインソースフラグメンテーションを利用すれば、

微量のサンプルで、じっくりと、ペプチドの構造解析を行うことができる、ということがわ

かった。質量分析法を用いたペプチドの構造解析には、ＭＳ／ＭＳを用いたものや、酵素法が

挙げられる。しかし、ＭＳ／ＭＳは装置自体が非常に高く、購入しないと行えない。また、酵
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素法はペプチドマスフィンガープリンティングなどの方法があるが、操作が非常に困難であ

る。よって、今回用いた、ｎａｎＯＥＳＩインソースフラグメンテーション法が、最も簡単に解析

を行うことができるのではと考えた。ただし、酵素法と異なり、全ての配列を完全に解析で

きるわけではないし、ペプチド結合以外で切断されたものによるピークも生じるので、解析

は決して安易ではない。しかし、既知のものであれば、非常に簡単に解析を行うことができ

る。よって、この方法を用いれば、質量だけでなく、アミノ酸の配列から、同定を行うこと

も可能である。
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図２－７、ｎｅｕｒＯｔｅｎＳｉｎのインソースフラグメンテーション解析

１０ＬＬｇ／ｍＬｎｅｕｒｏｔｅｎｓｉｎ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフラグ

メンテーションを行った。ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａ［は１００、３５０Ｖと変化させた。
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図２－８ａ ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡのインソースフラグメンテーション解析

１０ｐｇ／ｍＬｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ Ａ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、１％ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフ

ラグメンテーションを行った。ＮｏｚｚｌｅＰｏｔｅｎｔｉａＩは１００、３００、３５０、４００Ｖと変化させた。
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図２－８ｂ、ＣｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡのインソースフラグメンテーション解析

１０ｕｇ／ｍＬｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ（５０％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉＩｅ、１％ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ溶液）に対して、インソースフ

ラグメンテーションを行った。ＮｏｚｚＩｅＰｏｔｅｎｔｉａｌは１００、３００、３５０、４００Ｖと変化させた。
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２ｔ６　小括

本章では、ＥＳトＴＯＦＩＭＳによる、インソースフラグメンテーションを用いて、ペプチドの

構造解析を行った。ＥＳｌ法で行った結果、一次構造解析が可能であったので、ｎａｎＯＥＳｌ法を

用いて実験を行った。ｎａｎＯＥＳＪ法を用いることにより、１）試料が微量で良い、２）長い時間

の測定が可能、という二つのメリットを手に入れた。インソースフラグメンテーションを行

うには、どうしても長い測定時間を要する。その際、最も問題となるのが、試料の量であり、

ｎａｎｏＥＳ］法を用いることで、その点を改善することができた。

また、ＥＳｌ法と　ｎａｎｏＥＳｌ法、それぞれでインソースフラグメンテーションを行った結果を

比較すると、フラグメントの進み具合に違いがあることがわかった。これは、ＥＳｌ法、ｎａｎＯＥＳＩ

法のスプレーの粒子径の大きさの違いによるものではないか、と考察した。

複数のペプチドについて、解析を行ったが、その構造によって、切断されやすい部位、切

断されにくい部位が異なることがわかった。また、この技術を応用することで、ペプチドの

構造の内、どの部分が修飾を受けているかを確認することも可能であると思われる。

既知のペプチドに関しては、非常に簡単に解析を行うことができるので、あるペプチドに

対して、分子量だけでなく、構造からも同定を行いたいという場合、非常に簡単に、素早く

行うことができる。

以上の点より、インソースフラグメンテーション解析は、ペプチドの一次構造解析を非常

に有用なツールであると考えられる。また、それにｎａｎｏＥＳｌ法を適用することによって、

感度良く、微量の試料で解析を行うことができる。これは、生体分子などの極微量の試料を

測定するにあたって非常に重要な課題である。よって、ｎａｎＯＥＳｌ法によるインソースフラグ

メンテーション解析は、生体分子分析において、非常に有用なツールであるといえる。
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３　ｎａｎｏＥＳｌ法によるビデオマス・スコープ法の開発

３－１緒言

細胞の形態、位置情報、それらの時系列変化に沿った変化を同時に得ることのできる解析手段

として、ビデオマイクロスコープ法がある。ビデオマイクロスコープ法は光学顕微鏡に、ビデオ

カメラや画像解析装置を組み合わせることによって、「１細胞レベルでの経時的な現象の解析」

を可能とする優れた解析法である。このビデオマイクロスコープ法に質量分析法を組み合わせた、

ビデオマス・スコープ法はビデオマイクロスコープ法によって得られる多くの情報に加え、さら

に、直接目で見ることは困難である、分子の動きなどをリアルタイムで追跡することのできる手

法である。ビデオマス・スコープ法を用いることで、例えば、１細胞を刺激することによる√、そ

の細胞の形態変化、位置情報、様々な情報に加え、その際細胞内外で起こる分子的変化をリアル

タイムで追跡することが可能となる。

しかし、細胞外液など、生体試料内の分子を解析するには、アルカリ金属イオンをはじめとす

る、検出感度の低下を引き起こす塩の除去と、目的分子の濃縮が必要となってくる。そこで、

ｎａｎｏＥＳＩ法に着目した。極微量の試料を長時間にわたって、感度良く測定できる　ｎａｎｏＥＳｌ－ＭＳ

をビデオマス・スコープ法に用いることでし生体分子の検出が可能となるのではないかと考えた。

そこで、本章では、ｎａｎＯＥＳｌ法を用いたビデオマス・スコープ法に適用した研究について述べ

る。細胞に薬物刺激を与え、刺激後の変化をｎａｎｏＥＳＩ－ＴＯＦ／ＭＳ（Ｍａｒｉｎｅｒ）とビデオマイクロスコ

ープ法で追跡した。

３－２　実験

３－２－１　マスト細胞の分離

エーテル麻酔したトランスジェニックマウス（Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ－ＴｇＮ（ｌＬ－５）ｌｍｅｇ）を頚椎脱臼にて

致死させ、アルミ箔をかけた保冷剤の上に仰向けに静置して、７０％（ｗ／Ｖ）エタノールを用いて

腹部を消毒した。腹腔に、１０ｍＬシリンジ、２３Ｇの注射針を用いてヘパリン含有０．１％（ｗ／Ｖ）

ＢＳＡｉｎ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｔｙｒｏｄｅ－ＨＥＰＥＳｂｕｆｆｅｒ（ＭＴＢＳＡ＋＋）を９ｍＬ注射した。約３０　ｓｅｃ、軽くマッサ

ージを施した後、腹膜を露出して小さく切込みをいれ、そこからスポイト（尿沈査用スポイト

１２３５０－ＳＰ０１Ｔ，岩城硝子株式会社）で緩衝液を先細スピッツ（ＳＰＣ－ＳＣ－１０，イワキ）に回収した。

これを、１，６００ｒｐｍ（１５０×ｇ）、３ｍｉｎ、５℃（ｈｉｍａｃ ｃＲ５Ｂ２，ＨＩＴＡＣＨｌ）で遠心し、沈殿した細

胞を約１ｍＬのＭＴＢＳＡ＋＋で再懸濁した後、２０％（ｗ／Ｖ）、２３％（ｗ／ｖ）のｍｅｔｒｉｚａｍｉｄｅ（ＳＩＧＭＡ；

Ｍ－３３８３）をそれぞれ１ｍＬ界面を乱さないように順次重層した。これを１，２００ｒｐｍ（１５０×ｇ）、

１５ｍｉｎ、室温（ｈｉｍａｃ ｃＲ５Ｂ２，Ｈ［ｍＣＨｌ）で遠心し、上層はアスビレーターで除去し、ＰｅｌＩｅｔに

ＭＴＢＳＡ＋＋を約１ｍＬ加えて懸濁し、１．５ｍＬエツペンドルフチューブに回収した。遠心して上清

を除去し、新しいＭＴＢＳＡ＋＋で懸濁する操作を２度繰返して洗浄し、適量のＭＴＢＳＡで懸濁した。

この細胞懸濁液を適量サンプリングし、セルカウントと染色をおこなった。

サンプリングした細胞懸濁液１０ｔｌＬに０．３２％（ｗ／ｖ）トリパンブルー１０けＬを加えて穏やかに

ｐｉｐｅｔｔｉｎｇにて混和し、直ちに血球計算盤（Ｌｍｐｒｏｖｅｄ ＮＥＵＢＡＵＥＲ；０３－２０２－３，Ｅｒｍａ）を用いて細
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胞数を計測し、生存率を求めた。また、サンプリングした細胞懸濁液１恥Ｌにトルイジンブルー

染色液９０けＬを加えて穏やかにピペッティングし、１０ｍｉｎ後にトリパンブルーと同様にセルカ

ウントを行い、マスト細胞の純度を求めた。さらに、適量の細胞懸濁液をカバーガラス上にとり、

微分干渉顕微鏡（ｌＸ７０，０い′ＭＰＵＳ）にセットし、１００倍対物レンズ（Ｐｌａｎ－ＮＥＯＰＬＵＡＲｌＯＯＸ

／１．３０）でマスト細胞の大きさや形を記録した。

３－２－２　ビデオマス・スコープ法によるマスト細胞刺激反応解析

得られたマスト細胞をＭＴＢＳＡ＋＋の入ったディッシュに混和し、全量２ｍＬ、細胞数６×１０３

Ｃｅｌｌｓ／ｍＬとし、実験を行った。まず、刺激剤を加えていない条件で、ディッγユより細胞外液の

みを４００匹Ｌ採取、ディッシュにはＭＴＢＳＡ＋＋４００匹Ｌを加えた。採取した上晴はフィルター処理

後、Ｏｍｉｎ時の試料とした。その後、刺激剤として、ＣＡＬＣＩＵＭ ｔＯＮＯＰＨＯＲＥＡ２３１８７（ＳＩＧＭＡ；

１１１Ｋ４０１２）、ＰＭＡ（１２－０－ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｙｌｐｈｏｒｂｏ１１３－ａＣｅｔａｔｅ、ＳＩＧＭＡ；４２Ｋ１５５５）をそれぞれ、デ

ィッシュ内での濃度が１ドＭ、３０ｎＭ　となるように加え、同時に微分干渉顕微鏡を用いて、ビデ

オマイクロスコープ法による細胞の追跡を開始した。刺激剤を加えてから１ｍｉｎ後にディッシュ

より上清のみを４００ｔｌＬ分取、ディッシュには同濃度の刺激剤を含むＭＴＢＳＡ＋＋４００ｔｌＬを加えた。

分取した細胞外液はフィルター処理後、１ｍｉｎ時の試料とした。その後、同じように５ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、

３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎと分取を行い、試料とした。また、ＭＴＢＳＡ＋＋にＣＡＬＣ［ＵＭ］ＯＮＯＰＨＯＲＥＡ２３１８７

を１ｔＡＭ、ＰＭＡを３０ｎＭとしたものを刺激剤試料とした。

脱塩・濃縮を行うため、ＺｉｐｔｉｐＣ１８（ＭｉＩｌｉｐｏｒｅ；Ｌ２ＮＮ６７６７Ｐ）を使用した。試料をそれぞれ、０．１％

ＴＦＡ（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄ、関東化学；２０５Ｐ４３９１）とし、Ｚｉｐ ｔｉｐＣ１８でピペッティングを行った。

溶出は超純水とｍｅｔｈａｎｏｌ、ａＣｅｔｉｃ ａｃｉｄの混合水溶液（４９．５：４９．５：１、Ｖ：Ｖ：Ｖ）１０ｔｌＬにて行っ

た。こうして、脱塩、濃縮された試料をｎａｎｏＥＳトＴＯＦ／ＭＳにて測定し、解析を行った。

３－３　結果と考察

ビデオマイクロスコープで得られた映像と、各時間ごとの細胞外液より得られたマススペクト

ルを用いて解析を行った。ビデオマイクロスコープによる映像より、刺激後、細胞の様子を観察

すると、図３－１に示すように変化が見られた。刺激後、５ｍｉｎまでの映像は刺激前（Ｏ ｍｉｎ）とさ

ほど変化ない。しかし、刺激後１５ｍｉｎあたりから、細胞内の顆粒がはじけるのが確認された（図

中矢印に示す）。その後、顆粒はどんどんはじけ、刺激後３０ｍｉｎが経過すると、細胞外への顆粒

の放出が見られはじめる（図中矢印）。６０ｍｉｎ　くらいになると、額粒放出はほとんど起こらなく

なるが、細胞溶液中には顆粒が浮遊して残っている状態が見られる。

これと同時に、採取した細胞上浦の解析を行った。まず、刺激剤のみから得られたマススペク

トルと　Ｏ ｍｉｎの細胞外液から得られたマススペクトル、そして十分に脱頼粒が起こっている　３０

ｍｉｎ後の細胞外液から得られたマススペクトルの比較を行った。ｍ々＝５００以上の領域はほとん

ど差が見られなかったので、図３－２のようにｍ々＝１００～５００の領域で比較を行った。その結果、

刺激剤のみからはほとんど検出されなかったｍカ＝２００．０のピークが、３０ｍｉｎ後の試料では強く

見られることが確認された。そこで、図３－３に示すように、全ての試料について、ｍ々　＝１８０～２２０
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の範囲を拡大し、比較を行った。その結果、刺激剤のみや、刺激後０～１５　ｍｉｎではほとんど見ら

れない、ｍ々＝２００．０のピークが、刺激後３０ｍｉｎで最大になることが確認できた。その後、６０ｍｉｎ

では逆にピークは小さくなる。

以上の結果をまとめる。まず、刺激剤のみ、または刺激を行う前のマスト細胞上浦には、ｍ々　＝

２００．０の分子は含まれていない。そこで、マスト細胞に刺激剤を与え、薬物刺激を引き起こす。

１ｍｉｎ、５ｍｉｈではマスト細胞は反応を示さず、ｍＪｅ＝２００．０の分子も出現しない。しかし、１５ｍｉｎ

になるとマスト細胞内に含まれる顆粒がはじけはじめる。しかし、このときでもまだ、ｍ々　＝２００．０

の分子は出現しない。３０ｍｉｎになると、マスト細胞から顆粒が放出される様子を観察すること

ができる。このとき、細胞外液中にはｍカ＝２００．０の分子が出現する。つまり、ｍ々＝２００．０の

分子は顆粒と共に、マ大ト細胞内から細胞外液に放出されたのではないかと考えられる。その後、

６０ｍｉｎになるとｍ々＝２００．０の分子は存在しないことから、代謝、分解などを受けやすい分子で

あることが考えられる。

また、ｍ々＝２００．０のピークがどのような物質を示すのか、その分子式の予想を行った。分子

式の予想は、Ｍａｒｉｎｅｒのソフトウェアにて行った。その結果、ピーク妄り表４－１に示すような分

子が予想されることがわかった。今回、測定することのできた、ｍ々＝２００．０の分子を単離する

ことが可能になれば、インソースフラグメンテユションによる構造解析法と、表３－１に示す結果

を組み合わせて、構造を予想することも可能である、と思われる。今後、脱塩、濃縮法などをさ

らに検討していくことによって、今回検出したｍ々＝２００．０の分子だけでなく、様々な分子をリ

アルタイムに追跡していくことが可能になるであろう。また、ｎａｎＯＥＳｌニードル自体で脱塩・濃

縮を行うことのできるようにすれば、ニードルとマニピュレーター等を接続することで、細胞内

成分、細胞外液を直接、ニードルで吸い取り、そのまま測定することも可能となる。

このように、ｎａｎＯＥＳｌ法を用いることで、ビデオマイクロスコープ法によって今細胞に起こっ

ている事の視覚的情報と、マススペクトルから得られる分子の情報を組み合わせることが世界で

初めて可能となった。この方法により、ビデオマイクロスコープ法を使用し、細胞の反応を観察、

細胞が頼粒を放出したとき、細胞の動きに変化があったとき、という風に、リアルタイムで、必

要なときに細胞、もしくは細胞外掛こ含まれる分子を検出することが可能となり、今後のポスト

プロテオーム解析を推進する為の強力な手法が実際可能である事が分かった。
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図３＿１ビデオマイクロスコープ法によって捉えた薬物刺激後マスト細胞

微分干渉顕微鏡を用いたビデオマイクロスコープ法によって、薬物刺激後のマスト細胞を観察し

た。左側上段より、薬物混入を行ってからＯｍｉｎ、１ｍｉｎ、５ｍｉｎ後、右側上段より、薬物混入を

行ってから１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ後の画像である。１５ｍｉｎくらいから、マスト細胞内で頼粒

がはじける様子が観察される（図中矢印）。３０ｍｉｎになると、細胞外に放出された頼粒を確認す

ることができる（図中矢印）。６０ｍｉｎでは、顆粒の放出などは見られないが、細胞の周辺には放

出された顆粒が浮遊しているのが確認される（図中矢印）。
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図３－２　刺激剤由来のマススペクトルと刺激後細胞上清マススペクトルの比較

刺激剤から得られたマススペクトルと　３０ｍｉｎ後のマススペクトルの比較を行った。その結果、

ｍ々＝２００．０のピークの変化が見られた。
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図３－３　各条件でのｍ々＝２００のピーク

時間に沿って、ｍ々＝２００のピークを追跡すると時間と共に変化し、３０ｍｉｎで最も強くなること

がわかった。
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２３　　２００．０２２４

２５　　２００．０２２４

２０　　２００．０２２４

１　　２００．０２２４

２　　２００．０２２４

３　　２００．０２２４

４　　２００．０２２４

５　　２００．０２２４

６　　２００．０２２４

７　　２００．０２２４

８　　２００．０２２４

９　　２００．０２２４

１０　　２００．０２２４

２００．０３９０３

２００．０４１４３

２００．０３７２１

２００．０２１９６

２００．０２３５７

２００．０１９５５

２００．０１８９６

２００．０２５９８

２００．０１７９３

２００．０１７９

２００．０２７７９

２００．０１６５６

２００．０３０２

－１６．６４５　　　－８３．２１５４　　Ｃ３Ｈ７Ｎ５０４Ｎａ

－１９．０５０３　　　－９５．２４０４　　　Ｃ５Ｈ６Ｎ５０４

－１４．８３２１　　－７４．１５２１　　ＣｌＯＨ７Ｎ３Ｐ

Ｏ．４２４　　　　２．１１９６　　　Ｃ６Ｈ７Ｎ３０３Ｐ

－１．１９３５　　　－５．９６６７　　Ｃ９Ｈ８Ｎ Ｏ Ｎａ Ｐ

２．８２９２　　　１４．１４４５　Ｃ４Ｈ８Ｎ３０３ＮａＰ

３．４１６５　　　１７．０８０５　　　Ｃ７Ｈ６Ｎ０６

－３．５９８７　　　－１７．９９１７　　　Ｃｌｌ Ｈ７Ｎ Ｏ Ｐ

４．４４６７　　　　２２，２３０８　　　ＣＨ７Ｎ５０５Ｐ

４．４８４４　　　　２２．４１９７　　Ｃ６Ｈ３Ｎ５０２Ｎａ

－５．４１１６　　　－２７．０５５　　Ｃ４Ｈ７Ｎ３０５Ｎａ

５．８２１８　　　　２９．１０５４　　Ｃ５Ｈ７Ｎ０６Ｎａ

－７．８１６９　　　－３９．０７９９　　　Ｃ６Ｈ６Ｎ３０５

表３－１Ｍａｒｉｎｅｒにより求めた、ｍｈ＝２００．０より予想される分子式

ｍ々＝２００．０２２４　という情報のみから、計算される分子式。この分子を単離することができれば、

インソースフラグメンテーションを用いた解析法で、構造式を予測することが可能となる。
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４　総括

以上の様に、ナノスプレーイオン化質量分析法とビデオ顕微観察を同時に用いて、細胞の

実際の形態変化などの時間変化を追跡しながら、その時の分子動態を同時に追跡・解析する。

世界的にも初めての “ビデオーマススコ ープ”（我々の造語）法が実際に可能であることを証

明し、今後のプロテオーム時代の後、ポストプロテオーム時代の解析手法として、極めて有

望な可能性を提示することが出来た。

同時に、１ケの細胞内分子群の解析には、１細胞ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法が有用で

あり、それは実際可能であることも、また、細胞を光照射で痛めつけないで、長い時間選択

的にビデオ顕微観察することもできる光ファイバー照射法（ピンファイバービデオマイク＿旦

スコープ法（我々の造語））も開発することに成功した。これら後者の研究成果については、

次ページ以後に示す論文に既に発表しているので、ご覧戴きたい。

本研究費により、この様に我々の長年の目標であるビデオマススコープ法が確立出来たの

みならず、周辺のいずれも世界で初めての手法開発が可能となったことに深く感謝する。

４４




