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マススペク トロメ トリーによる

生体 高分子 の構造解析

教養部 松 尾 武 清(内 線5251)

1.は じ め に

質量分析法 は誕生以来80年 以上の長い歴史を有する分析手段である。一番最初 の研究 目的は 同位体

存在の実験 的検証であ り、 トム ソンのパラボ ラ型質量分析器によ リネオン20と22の 同位体が分離 さ

れた ことは有名 である。その後原子質量 の精密測定が主 要な研究課題 とな り、大型装置 を製作 し測定作

業 が行われた。大阪大学 でも緒方、松田 らによ り積極 的に測定 された。それ らの結果な原子核実験で得

られる"Q値"と 組合せて原子質量表(MaSsTable)と して完成 された。

一方1940年 代 か ら石油成分の分析への応用 を中心 に有機化合物 の分析 が開始 され
、1960年 代 にな

って ガス クロマ トグラフィー と直結 して混合物試料 の分離 と分析 を同時に行 う手法 が開発 された結果、

GC/MS法 は気体 にな る化合物の分析手段 としての地位 を確立 した。1980年 代 にな って難揮発性で

熱不安定な高分子量化合物 のイオ ン化 を可能な らしめ るイオン源 が開発 され、 かつ、質量数の大きなイ

オ ンでも高感度で分離検出できる質量分析装置 も開発 された結果、質量数の大きな生体高分子の構造解

析が可能 とな った。本稿では蛋白質及び核酸の分析例について説 明する。

2蛋 白 質 構 造 解 析 へ の 応 用

金属 チ ップに1～2μ6の グ リセロールをぬ り、測定 しようとす るペ プチ ドを溶 かし込む。 その金属

チップを真空 にしたイオン源に入れた後 、約10kVに 加速 したXeイ オ ソで照射する と、試料 ペプチ ド

の分子 イオンが生成 され る。 このイオンを加速して質量分離するのである。 この原理 に基 くイオン源を

FAB、 あるいはSIMSイ オン源 と呼び、現在 のところ生体高分子のイオ ン化 に最 も適 したイオ ン源 とし

て広 く利用 され ている。 勿論分子 イオ ン以外 にもXeイ オンの照射によ り解裂 して生 じたフラグメントイ

オ ンもた くさん生成 され検出 されるが、それに惑 わされず分子イオンに注 目して解析 を進 める。 ブ ラジ

キニン(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-ArgM。W.1059)の マススペ ク トルを一例 とし

て、図1に 示す。このスペ ク トルか らも予想 され るように、天然物 か ら抽出 した り、合成 した りした試

料 の分子量 を正確 に決定 することができる。生体高分子の正確な分子量 を決 めることが マススペ ク トロ

メ トリーの一番重要な働 きで あ り、これを基 礎にマススペ クトロメ トリーの応用が可能 となるのである。
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図1.ブ ラ ジキ ニ ンのFABマ ス スペ ク トル

3分 子 病 診 断 へ の 応 用

.病気の原因は色
々あるが、その中で分子病は大 きな割合いを占めている。分子病 とは生体内の蛋白質

中のア ミノ酸 が別種に置換す るため起 る病気である。生体 内の種 々の機能は酵素 をなかだちとして作用

しているが、この酵素中のア ミノ酸置換 による分子病は難病になるケースが多 い。分子病 の原因すなわ

ち、 どの部位 のア ミノ.酸が置換 したかを極微量 のサンプルから迅速に決定するにはマススペ ク トロメ ト

リーによる方法が最適である。

測定手順は次の とお りである。

(D正 常試料の マススペ ク トル をとり分子量 を決める。

② 異常試料 の マススペ ク トル を とり分子量 を決 める。

㈲ 両者の差は置換 したア ミノ酸の質量差 に等 しくなるはずであるから置換 ア ミノ酸ペ アー を推定で

きる。生体内に含 まれるア ミノ酸の種類は20種 に限 られてお り、質量数が異なるか ら、そのよ

うな推定が可能なのであ る。

しかし、生体内で重要 な働 きをする蛋白質 には ア ミノ酸の個数 にして数十個か ら数百個、分子量にして

数千から数万の ものが多い。従 って一般 には同一種の ア ミノ酸が複数個含 まれている。従 って部位まで

決定 するためには、もう一段操作が必要 となる。

㈲ 酵素 もしくは化学薬品による消化に より、蛋白質 を小 さなペ プチ ドの混合物 に分解する。
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㈲ ペ プチ ド混合物の マススペ ク トル をとり、同一条件 下でとった正常試料 のマススペ ク トル とを比

較検 討す ることによ り、置換 ア ミノ酸ペ アーを決めることができる。

(6)酵 素 の種類 をかえて(4)、(5)の操 作 をす る事 によりdoublecheckす るこ とがで きる。

具体的 にア ミノ酸置換 をマススペ クトル で検 出してい る例 として鎌形赤血球貧血症 の場合 を図2に 示

す。質量数952のT1ピ ー クが消失 して、質量数932に 新 しい ピークが出現 してお り、 その質量差20

嵩952r932は グル タミン酸(Glu)と バ

リン(Val)の 質 量差(一129-99)に 相当AT2

952
してい る。 このよ うに置換 ア ミノ酸の分析 をT1

質 量数 というDigit量 により性格ず ける手法 百 極

を"DigitPrindng法"と 名付 けた。臨

床医学 の分野 で診断 に利用 され てい る。特 に 脇

異常ヘモ グロビン及び プ レアル プ ミンの検出

に威力 を示 している。B

具体例 の一つ として、異常ヘ モグロビンγ

Izumi鎖(Hb -F)の 場 合 のマススペ ク トルを

図3に 示す。スベ ク トルAは 正常 サ ンプルで

ありスペ ク トルBは 異常サ ンプルである。 e6日

T1+2ピ ー ク(M/・ 判919)力 噺 しレ・ピー ク

図2.(M/z冨1847)ヘ シ フ トしている事がわか

る。これは グル タ ミン酸(Glu)か らグ リシ

ン(Gly)の 置 換 を示唆 してい る。別種の酵

素で処理 したサ ソプルの測定結果 とつき合せ

Iz㎜i は6番 目のア ミ
ノ酸Gluが ユoo「てHbゼF

Glyに 置換 した構造変異種である と決定でき 毒

た。"DigitPrinting法"を 使 って約10垂

種の未知の構造変異蛋 白質 を解析することが05。 。

100

で きた 。
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4核 酸 の塩 基 配 列 決 定 へ の応 用

DNA,RNAの 合成技術が急速に進歩して

いる。特に合成した核酸を他種のものにうめ

込んで新 しい蛋白質をつくり出す方法も完成

しつつある(遣 伝子組換)。 この際合成した

核酸が目的とするものと一致 しているのかど

うか迅速に調べる必要があるが、このために

はマススペ クトルの手法が適 している。特に

合成時には保護基で修飾された状態での中間

8窪o 966 956

異 常 ヘ モ グ ロ ビ ンHb唱 の ト リプ シ ン、 消 化

物 中 のT1フ ラ グメ ン トの マス シ フ ト。

い}正 常 、(B}異 常.
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正常 γグロビ ン㈲ と異常 γグロビン⑬ の トリプ

シン消化物のマススペ クトル。スペ ク トル◎ は

㈲ の質量 域(M/z1800-2000)を 拡大 した もの。
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Gly生成物
の分析 はマススペ ク トル法だけが可能 である。E・ColiRNA2 の10merフ ラ グメン ト

(GAUGAUGCGG)の マススペ ク トルを図4に 示す。
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図4.保 護基 のついた状態 の合成 リボ核酸(10m蕊RNA)の 負 イオ ン
マ ス ス ヘ ク トル

5お わ りに

マススペ ク トロメ トリーの生体高分子の構造解 析への応用例 について簡単に紹介 してきた。ここ10年

間の うちに高分子量化合物 のマススペ ク トロメ トリーは急速 に進展 した。 さらに新たな要求(よ り高

質量化、 よ り高感度化)も 出 され ている。 このためには新 しい高性能イオ ン源 の開発 と大型高性能質量

分析装置の製作が必要 であると考 えられる。私達は加速電 圧30kVの イ オン源 と大型電磁石(中 心軌道

半径1.25吻,最 大磁場強度1.8Tesla)を 用 いた大型質量分析装置 を製作中である。分子量 が2万 程度

までの生体高分子 の分析を行 うことを目的 としている。

構造変異蛋 白質 の解析法(DigitPrinting法)の 研究は大阪府立母子医療 センターの和田芳直先

生、林昭先生 との共同研究の成果 であります。 ここに深謝 いた します。.

一11一


