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研究 ノー ト

生体関連高分子量物質の質量分析による分子量測定

教養部 桜井 達 ・松尾 武清(豊 中5231)

1、 は じめに

近年 のバイオテクノロジーの進歩 にともない、 タソパ ク質 、核酸、酵素など、生体 に関連す る物質 の

構造や機能の研究 が広 く行 なわれている。生体関連物質の分析や同定 、構造 の解析には、まず第一に、

目的 とす る物質の分子量を決定 しなければな らない。分子量 の測定には、浸透圧法、沈降分析法などい

ろいろな方法があるが、物質の分子量を小数点以下 まで精密に決定で きるのは質量分析法のみである。

質量分析では、分析のために試料をイオ ソにするが、従来のイオ ソ化法で作 られ るイオ ソは分子内の化

学結合が切れたフラグメソ トイオ ソである。そ して分子量 が直接測定できる分子イオ ソ(分子 がそのま

まイオ ンになったもの)は 、生体高分子量物質の試料では生成 されなかった。 しか し、高分子量物質 の

イオソ化法 と して、数keVの エ ネルギーのイオソを衝突 させて試料 を分子 イオ ソにす る方法(SIMSイ

オ ン化法)が 開発 され、分子量数千 までの有機化合物の分子イオ ソが得 られるようになった。1)我々は、

大阪府立母子保健総合医療セソタマの和田芳直博士と共同で、構造変異性 タソパク質の研究を行なって

いる。そこでは、まず 目的のタソパ ク質を酵素で消化 して、分子量3千 までの小 さなペプチ ドの混合物

にす る。そ して、それぞれのペプチ ドの分子量 を質量分析 によ り測定 する。 この手法で、構造変異性ヘ

モグロビソ数十例 の一次構造を決定 した。2)しか しここで、 タソパク質がそのまま分子 イオソになれば、

酵素消化の必要な くその分子量 が決定できることになる。、我々は、高分子量物質の分子量測定を可能に

するために、大型質量分析装置の開発を行 なった。その結果、分子量が1万 を越えるタソパク質の分子

量 を測定することがで きた。 ここでは、高分子量物質の分子量決定法 とその結果について述 べる。

2.実 験お よび結果

電磁石を用いた質量分析装置では、発生で きる磁束密度 に上限があるので、高分子量物質の分析には

大型の装置が必要 にな る。生体高分子量物質の分析を目的 として、教養部物理学教室に全長9mの 大型

質量分析装置 が建設 された。3)(表紙 の図参照)こ の装置で測定で きる質量範 囲は、イオ ソ加速10keV

の場 合25,000uに お よぶ。 この装置は3組 の静電四重極 レソズを用い、高い質量分解能と高いイオソ透

過率が得 られるよ うに設計 されている。今回、高分子量物質を効率良 くイオ ソ化するために、試料に衝

突させるイオ ソのエネルギーを20keVに 高 めた。

生体関連物質は炭素 を骨格 とし、水素、窒素、酸素、 リ'ソ、イオウおよび微量の金属元素から成 る。

主要 な元素 の原子量 、天然に存在す る同位体 の原子質量:およびその存在比 を表1に あげ る。(1985年

IUPAC)4)こ こで リソ以外は2種 以上 の天然同位体 が存在す るが、いずれ も、 もっとも質量数の小 さい

同位体 が元素全体 の95%以 上 を しめている。その同位体原子(露C,1H,14N,160,31P,鵠S)か ら構

成 される分子をモノアイソ トープとい う。質量分析では、分子量 としてモノアイソ トープ分子の分子量
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(精密 分子量)を 用い、原子量:より計算 され る

値は化学分子量 として区別 している。

図1に ホルモソペプチ ドの一種であるア ソギ

オテ ソシ ソIII(C46H66N、20g,精 密 分 子量

930.508,化 学分子量931.10)の 高分解能 マス

スペ ク トル を示 す。(質 量分解能,M/△M

(10%谷)=25,000)有 機 化合物のSIMSイ オ

ソ化では、分子イオソは分子(M)に プ ロ トソ

(H+)が 付加 した 〔M+H〕+で あ る。図1一

(b)の 分 子イオ ソ領域 を拡大 したマススペク ト

ルを見 ると、化学分子量にプロ トソの質量 を加

えた932.11uの と ころには質量 ピー クは存在 し

ていない。強度がいちばん大 きな931.52uの 質

量 ピー クがモノアイソ トープの分子イオ ンピー

クである。 この測定値 より、アソギオテ ソシソ

IIIの精 密分子量は930.51と 決定で きる。 これが、

化学分子量を用いずに精密分子量を使 う理 由で

ある。化学分子量は、得 られた同位体の分布 よ

り計算できるが、有機化合物の構造解析には精

度の高い精密分子量の方が有用である。質量が
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図1.(a)ア ソギ オ テ ソ シ ソIII(C46H66NEOg,

精 密 分 子 量930.508,化 学 分 子 量931.10)

の 高 分 解 能 マ ス ス ペ ク トル 。(b)分 子 イ

オ ソ領 域 を拡 大 した マ ス ス ペ ク トル 。

表1生 体関連物質を構成する主要な元素の原子量:と天然同位体の原子質量およびその存在比4)

元素 原子量 核種 原子質量(u)存 在比(%)

炭 素12.011(1)

水素1.00784(7)

窒素14.0067(1)

酸素15.9994(3)

C

C

皿

13

H

H

1
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ユ4N

15N

O

O

O
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8

リ ソ30.97376(1)31P

イ オ ウ32.066(6) S

S

S

S

詑

お

謎

36

12(定 義)

13.003354839(17)

1.007825037(10)

2.014101787(21)

14.003074008(23>

15。000108978(38)

15.99491464(5)

16.9991306(8)

17.99915939(32)

30.9737634(7)

31.9720718(6)

32.9714591(8)

33.96786774(29)

35.9670790(16)

98.90(3)

1。10(3)

99.985(1)

0.015(1)

99.634(9)

0.366(9)

99.762(15)

0.038(3)

0.200(12)

100.000

95.02(9>

0.75(1)

42!(8)

0.02(1)
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1uず つ大 きな同位体分子はギほとんどが炭素

の同位体13Cの 影 響 であ る。13Cは 炭 素全体 の

1.1%で あ るか ら、分子中 に炭素原子 を90個 以

上含む場合、質量が1u大 きな同位体分子がモ

ノアイソ トープより多 く存在す ることになる。

分子量数千の物質 と して、ホルモ ソタソパ ク

質であるイ ソシュリソ(C拙H脚N邸075S6,精

密分子量5,729.601)の 高 分解能質量分析の例

をあげる。5)表1の 同位体 の存在比 に基づいて

計算す ると、モノアイソ トープ分子 は分子全体

の3%で あ り、また13Cを3個 含む 同位体 がい

ちばん多 く存在する。図2に 示す分子イオソ領

域のマススペク トルでその ことが確認できる。

この測定の質量分解能は15,000で あ り、質量が

1uず つ異なる同位体 を完全に分離 している。

モ ノ ア イ ソ トー プ の 分 子 イ オ ソの 質 量

(5,730.6u)よ り、イ ソシュ リソの精密分子量

として5,729.6と 測定 される。

分子量1万 を越 える試料 の分析 と して、抗菌

性のタソパク質 であ るリゾチーム(C613H細N、g2

0、86S、。,精 密分子量!4,296.799)の 例 をあげ

る。得られたマススペ ク トルを図3に 示す。 こ

こまでの分析例 では、モノアイソ トープを単位

質量 まで分離 して精密分子量 を決めていた。 リ

ゾチームの場合、モ ノアイ ソ トープ分子は分子

全体 の0.02%し か存在 しない。また、分子 イオ

ソの生成量 が少ないので、装置の質量分解能を

2,000に さげて測定 したため、質量 ピー クは単

位質量まで分離 されていない。当初の測定では、

分子イオ ソ領域の質量 ピー ク群の半値幅は350

uで あ った。 この値 は、同位体分子 の分布(10
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図2.イ ソ シ ュ リ ソ(C知HηN邸075S6,精 密 分

子 量5,729.601)の 分 子 イ オ ソ領 域 の 高 分解 能
マ ス ス ペ ク トル
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図3.リ ゾ チ ー ム(C6BH蜘N悦O、86S、 。,精 密 分

子 量14,296.799,化 学 分 子 量14,306.0)
の マ ス ス ペ ク トル 。

u)よ りはるかに大 きい。質量 ピー クのひろが りは、分子のフラグメソ トイオンとマ トリックスの付加

したイオ ソに由来す る。その影 響を除 くため、質量分析 装置のエネルギー分解能を通常の5倍(±0.1

%)に 高 めて測定を行なった。その結果、質量 ピー ク群のひろが りが150uに 改善 された。(図3)そ し

て、分子 イオ ソピー クが フラグメ ソトイオソより分離で き、ピー クの重心の質量は14,305.5uと 測 定

された。 この値 は化学分子量にプ ロ トソの質量 を加 えた値(14,307.Ou)に 良 く一致す る。
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3.お わ りに

教養部物理学教室 に建設 された高性能大型質量分析装置を用いた、生体関連高分子量物質の分子量の

決定法について述べて きた。図1,2に 示 すように、分子量1万 未満の試料では、相対誤差0.001%の

精 度でその精密分子量 を決定す ることができる。 また高分子量物質では、分子量の6乗 に反比例 して減

少す ると言われ るほど分子イオンの生成量 が少ない。そのため、分子量が1万 を越える試料の場合、精

密分子量の測定は難 しい。 しかし図3に 示 すように、分子イオ ソピー クの重心を測定す るζとにより化

学分子量は決定できる。 この場合、測定値の相対誤差は0.01%程 度 であるが、他の手法による分子量の

測定値 よ りはるかに精度が高い。 このような精度の高い分子量の値は、物質の構造の解析に非常に有力

な惰報となる。

最近の質量分析 は、1)高 速液体 クロマ トグラフ ィーと質量分析装置 を組み合せた分析、2)2組 の

質量分析装置 を連結 したタソデム型質量分析装置による混合物分析、3)フ ォ トダイオー ドアレーを用

いたイオ ン同時検 出器によるア トモル(10曽18mol)レ ベルでの極微量分析 、など急速に進歩 している。

この場合 いずれも、分子量測定がその基礎にあることは言 うまで もない。物質の分子量 を正確に決定 し

たいとい う望みは、歴史 は古いが、現在で も最新の課題である。

参 考 文 献

1)M.Barber,R.S.Bordoli,R.D.SedgwickandA.NlTyler,J.Chem.Soc.Chem.

Co㎜un.(1981)325.

2)Y.Wada,T.MatsuoandT.Sakurai,MassSpectrom.Rev.8(1989)379.

3)H.Matsuda,T.Matsuo,Y.Fujita,T.SakuraiandI。Katakuse,Int,J。Mass

Spectrom.IonProcesses91(1989)1.

4)IUPAC(H.S.PeiserEd.),PureAppl.Chem.,56(1984)695.

5)T.Sakurai,T,Matsuo,M.Morris,Y.Fulita,H.MatsudaandI.Katakuse,A4㎜6s

勿 ル伽s∫ 加c加o挽 θ∫7ッ(P.Longevia1童e,Ed.),11A(1989)220。

一4一


