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論文内容の要旨

ペプチド及びタンパク質を微量かっ正確に分析できる磁場型質量分析キャピラリーHPLC/ES I-MS を確立

した。

まず，エレクトロスプレーイオン化法 (E S 1) によりペプチドを質量分析すると 検出されるイオンが E S 1 イ

オン源のスキマー電圧値によって異なることを明らかにした。すなわち 測定試料に関わらず同じm/z 値を持つイ

オンにおいて，検出するイオンの強度がスキマー電圧値に対して同様に変化することを見出し種々の合成ペプチド

及びタンパク質の多価イオンの最適スキマー電圧値(そのイオンのピーク強度が最も強く観測される電圧値)を求め

た。その結果，最適スキマー電圧値は，試料の分子量や物性に関わらず検出するm/z の値に関係し， m/z 値が大き

くなるほどスキマー 1 の電圧値は高く，スキマー 2 の電圧値は低くしなければならなかった。しかも，スキマー 1 及

びスキマー 2 の電圧値とm/z の値は直線関係になることが判明した。この関係から HPLC の分析時間に合わせ

てスキマー電圧値を段階的に変えて測定することで， HPLCから溶出してくる分子量の異なるすべてのペプチドフ

ラグメントイオンを検出することができた。また，この現象については，理論的考察に基づくイオン軌道のシミュレー

ションからも裏付けることができ，スキマー電圧とm/z の関係は物理学的にも正しいことが証明された。

上記イオン源のイオン検出に関する改善に加え，キャピラリーHPLC/ES I-MS の確立のための条件検討を

行った。確立したHPLC/ES I-MS により，ミオグロビン消化物 (20pmol)を分析した結果，すべてのアミノ

酸シークエンスを網羅するペプチドプラグメントを:tO.lu 以下の精度で測定することができた。また，既知タンパク

質混合物(各試料 2pmol)を本法で分析した結果:tO.Ol%以下の測定精度で分子量を決定することができた。これ

らの結果より，磁場型質量分析計を用いた実用的なキャピラリーHPLC/ES I-MS の確立を確認できた。

次に， H2 180中で消化したタンパク質の，正確なペプチドマッピングを本法を用いて行い タンパク質の C末端以

外に置換される 180 を分子量シフトから検出し， 180置換のない C末端フラグメン卜を簡便かっ微量で同定する方法を

確立した。更に，その C末端フラグメントをキャピラリーHPLC/ES I-MS/MS によりアミノ酸配列分析を

行い， C末端構造解析に応用できることを確認した。

また，本キャピラリー HPLC/ESI-MS を用いて，遺伝子組換えタンパク質 (α ーインターフエロン及び

streptococcal mi togenic f actor) や合成ペプチドの正確なキャラクタリゼーションを行い，本法が単に微量試料の

分析に適用できるだけでなく，分子量の近い不純物を含む試料の正確な分子量測定や翻訳後修飾の有無，更に，精製
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工程中に起こる構造変化の検出にも有力な手段となることを確認した。

論文審査の結果の要旨

生物科学の分野においては，蛋白質をはじめとする生体物質の微量構造解析の要求従来にも増して少ない量の試

料の構造解析法の必要性が強く望まれているo

村田君は，本研究において，磁場型質量分析計による ESI マススペクトルの測定では，ペプチド及びタンパク質

試料の観測されるイオン強度が E S 1 イオン源のスキマー電圧値によって著しく影響を受けること，試料イオンのシ

グナル強度が最も強くなるスキマーの電圧値は試料の分子量や物性によらず， m/z の値に関係すること，さらに 2

個のスキマーのそれぞれの電圧値と m/z の値は直線関係になることを見いだし，これらのことより，磁場質量分析

計によるペプチド・蛋白質の LC/ES I-MS にを始めて実現化した。村田君は，これらの成果を踏まえて，キャピ

ラリー LC/ES I-MS による蛋白質の微量構造解析法と正確な分子量測定法また蛋白質の C末端フラグメント

の簡便な同定法をも確立した。

以上のように，本論文は，磁場型質量分析計によるペプチド・蛋白質の構造解析の新しい手法を開拓し，蛋白質の

微量構造解析への応用と今後の進展が期待できるものであり，博士(理学)の学位論文として充分価値あるものと認

めるo




