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〔特集：タンパク質分析のための最新質量分析装置〕

AXIMA-TOF2 TM　―新規 MALDI TOF/RTOF

質量分析計による生体高分子分析

島　圭介・市村克彦

SUMMARY

With the development of proteomics, biological researchers are increasingly using mass

spectrometer. Hence, it is required for the analytical instruments to analyze the many kinds

of biomolecules immediately and easily. The AXIMA-TOF2 TM, a MALDI TOF-TOF system

features a novel, dual ion gate capable of high resolution precursor ion selection and high

energy CID cell. This instrument has a superior ability of protein identification. In addition,

it can be applied to the study of different classes of biomolecules. The following three fea-

tures show that AXIMA-TOF2 TM can contribute to the analysis of biomolecules.

1) The unique curved field reflectron enables the acquisition of all PSD and CID fragment

ion without stepping the reflectron voltage.

2) High energy CID-MS/MS can generate and detect a large amount of valuable product

ions to get structural information.

3) The high performance monoPULSE ion gate can select target ion correctly from crowded

MS spectra of complex samples such as mixtures and be able to measure MS/MS spectra.

Key words: matrix-assisted laser desorption/ionization, collision-induced dissociation,

post source decay, TOF2, proteomics.

1．はじめに

MALDI（Matrix-assisted laser desorption/ionization）-TOF

（Time-of-flight）質量分析計はタンパク質等の生体高分子

の分析に広く用いられている．MALDI-TOFMS は ESI

（Electrospray ionization）法と比較して試料の取り扱いが容

易で，操作も簡便であり，質量分析計になじみが薄い研究

者でも容易に使いこなすことができる．

プロテオーム解析においては，2次元電気泳動や高速液体

クロマトグラフィーによって分離したタンパク質を迅速に

同定する手段として，MALDI-TOFMS（Mass spectrometry）

を用いたペプチドマスフィンガープリント（PMF）法が盛

んに用いられている．また，ペプチド断片のMS/MS測定

を行ない，観測されたMS/MSスペクトルを基にしたデー

タベース検索によりタンパク質を同定する方法（MS/MSイ

オンサーチ）は ESI法で一般的に行われているが，MALDI

法においても同様に一般的となってきている．

しかしながら，これまでのMALDI-TOFMSの多くはイオ

ン選択の分解能が高くないため，各イオンのピークが近接

している場合はそれぞれを個別に選択しMS/MS測定を行

なうことができないという制約があった．また，MALDI-

TOF/TOF型のタンデム質量分析計は，PSD（Post source

decay；ポストソース分解）によって生じたフラグメントイ

オンをロスしてしまうという問題もあった 1）．

さらには，タンパク質の同定に加えて翻訳後修飾や代謝

物の解析も細胞機能の解析を行うためには重要であり，こ

れらの解析にMALDI-TOFMSが利用される頻度も増えてき

ているが，実際の応用例は限られている．

本稿では，これらの点を踏まえて新たに開発された

AXIMA-TOF2を紹介する．実際の分析例を示しながら，

導入した新技術の生体高分子分析における有効性を示し

ていく．

Application of AXIMA-TOF2 TM―Novel MALDI TOF/RTOF mass spectrometry for biopolymer analysis.
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2．構成と特徴

装置の模式図を Fig. 1に示す．装置は質量分析計本体と

制御用 PCから構成されている．AXIMA-TOF2は，これま

で AXIMA-CFR及び，-CFRplusで培われてきた当社独自の

Curved field reflectron（CFR）技術を発展的に継承して開発

された．Curved field reflectronとは PSDと CID（Collision-

induced dissociation；衝突誘起解離）によって生じた全ての

フラグメントイオンを検出できる技術である 2, 3）．Fig. 2に

CFRによるMS/MS測定の原理を示す．イオンゲートを通

過したプリカーサイオンから CIDもしくは PSDにより生

成したフラグメントイオンがリフレクトロンで反射される

ためには，各々のイオンの運動量に最適な電圧値を設定す

る必要がある．汎用の装置では段階的に電圧をコントロー

ルするため，各ステップにおけるキャリブレーションと積

算が必要である．CFRは曲線状の電場を有しているため，

そのような煩雑な操作が必要ない．そのため，1スキャン

中に全てのイオンを収束することができ，1回のレーザー

照射で全質量範囲のMS/MSスペクトルが得られる．この

非常に明るいイオン光学系により，特にMS/MSにおける

高感度を達成している．

2004年に，Curved field reflectronの開発者である Johns

Hopkins Universityの Robert J. Cotterが「CFRを搭載した

タンデム飛行時間型質量分析装置」の開発に関する論文を

報告し 1），その後，島津/Kratosによって AXIMA-TOF2の

製品化開発が進められた．AXIMA-TOF2は，高感度で質が

高く情報量の多いMS/MS解析を可能とすべく従来品であ

る AXIMA-CFRplusを元に改良とさらなる高性能化が図ら

れている．

2.1．検出部

質量分離を行うための検出部は飛行時間型（Time-of-flight;

TOF）質量分析計を採用している．高分子量試料用の Linear

と高分解能・高精度用の Refletronの二つのモードを有して

いる．前述のとおり，Reflectronには高分解能と広分子量範

囲を実現する島津グループの特許技術である CFR技術を採

用している．Curved fieldのデザインに改良を加えた結果プ

ロダクトイオンの有効検出範囲が更に広がり，より高感度・

高精度なMS/MSスペクトル分析を行えるようになった．

2.2．イオンゲート

MS/MSスペクトルは，MSスペクトル中の目的とするイ

オンが開裂して生じるフラグメントイオンの分子量を観測

する．従って，目的イオンが開裂する前に目的以外のイオ

ンを排除する必要がある．本装置では二つのBradbury-Nielsen

型ワイヤーゲート 4）を組み合わせた独自の monoPULSE技

術 5）を採用している．Fig. 3にその原理を示す．二つのワ

イヤーゲートはそれぞれ ±500 V から 0 V へ高電圧パル

サーで瞬時に切り替えられる．ワイヤーに電圧が印加され

ている時には，イオンは通常の飛行軌道から外れ，ゲート

に電圧が印加されていない時だけイオンは通過することが

できる．Fig. 3の（2）と（3）にあるように最初のゲート

はイオンゲートが開くタイミングを，二つ目のゲートはイ

オンゲートが閉じるタイミングを決める．最適なゲート間

の距離と高電圧の ON-OFFの時間を調整することで，イオ

ン選択分解能を，単一ワイヤーゲートを使用した場合の 100

から 400まで大幅に向上することができた．

2.3．CIDセル

高エネルギーCIDを実現するために，コリジョンガスを

導入できる CIDセルを飛行管中に設置した 1, 6）．CIDにお

ける衝突エネルギーは目的となるイオンがCIDセルに入る

直前に持っているエネルギーに比例する．AXIMA-TOF2 で

はイオンは 20 kV で加速されたエネルギーを持ったまま

CIDセルに導入されるため，Heガスをコリジョンガスと

した場合に数十 eVという高い衝突エネルギーを実現する

ことができた．

Fig. 1. Schematic diagram of AXIMA-TOF2 TM main unit.

Fig. 2. Scheme of Curved Field Reflectron.



生物物理化学 2007 ; 51 : 17

3．実験

3.1．試料

すべての試薬はAnalytical Gradeのものを使用した．MALDI

用のマトリックス α―Cyano-4-hydroxycinnamic acid（CHCA）

と 2,5-Dihydroxybenzoic acid（DHB）は LaserBio Labs社

（Sophia-Antipolis, France）から購入した．Trifluoroacetic acid

（TFA），NaHCO3，標準ペプチド ACTH1-17ならびに L-A-

Lysophosphatidylcholine Oleoy 1（Lyso-PC-18:1）標準脂質は

Sigma社（Poole, UK）より購入した．また酵素消化標準試

料，Bovine catalase（BC），Bovine glutamic dehydrogenase

（BGD），Bovine serum albumin（BSA），Myoglobin と

ConalbuminはMichrom Bioresources Inc社（CA USA）から

購入した．Methanol，Acetone と Acetonitrile（ACN）は

Rathburn社製（Walkerburn, UK）を使用した．

3.2．試料調製

ACTH（fragment1-17）は ACNと 0.1%TFA水溶液の 1:1

（v/v）混合液に，酵素消化標準溶液は 10 mM Ammonium

bicarbonate（pH 7）に溶解し，濃度 2 pmol/μLになるように

調整した．ペプチド用のマトリックス溶液は ACNと 0.1%

TFA水溶液に溶解させた CHCA（5 mg/mL）溶液を使用し

た．0.5 μLの試料溶液と 0.5 μLのマトリックス溶液を専用

の試料ターゲットに添加し，ターゲット上で混合，風乾し

た．標準脂質 Lyso-PCは 30 mM NaHCO3 Methanol溶液に

50 pmol/μLの濃度になるように調整した．まず 15 mg/mlに

調整した DHB アセトン溶液を 0.3 μL ターゲットに添加

し，脂質溶液を 0.8 μL添加した後さらに 0.3 μL添加して風

乾させた．

4．結果

本装置で新しく導入した高エネルギーCIDと高選択イオ

ンゲート monoPULSEの特長を実際の応用例を示しながら

詳述する．

4.1．高エネルギー CID

Fig. 4に高エネルギーCIDを用いたMS/MSスペクトルの

一例を示す．高エネルギー（20 kV）CIDによって，ペプチ

ド結合が開裂した b系列，y系列のイオンに加えて，更に

アミノ酸側鎖が開裂した w系列，d系列のイオンが検出さ

れている．側鎖が開裂したイオンの情報により，質量が同

一のロイシンとイソロイシンを区別することができるた

め，ペプチドの配列解析に有効である（Fig. 5）．さらに，PSD

スペクトルで検出されたイオンはCIDスペクトルにおいて

も検出されている．これは，CFRの機構上フラグメントイ

オンを減速，再加速する必要性が無いために PSDで生じた

イオンを漏れなく検出できるからである 2, 3）．また，CID

と PSDの切り替えは制御 PC上のボタン操作により約 30秒

間で行なえる．従って，CID-MS/MSで得られたスペクト

ルが複雑な場合は，よりシンプルな PSDのスペクトルを測

定し，フラグメントイオンの帰属に利用することも容易であ

る．

高エネルギー CID-MS/MSは，ペプチドだけではなく多

様な化合物の構造解析に活用することが可能である．脱離

イオン化時の過剰エネルギーによる PSDでは，大きなエネ

ルギーを発生する CHCAなどの所謂“熱い”と言われてい

Fig. 3. Schematic diagram of monoPULSETM ion gate.
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る特定のマトリックスを使った場合しか良好なMS/MSス

ペクトルを測定することができなかった．しかしイオンを

加速したエネルギーによるCIDではマトリックスの種類に

関係なく質の高いMS/MSスペクトルの測定が可能である．

Fig. 6（a）に“冷たい”マトリックスである DHBを使った

脂質 Lyso-PC（18:1）の PSDスペクトルを示す．この PSD

スペクトルから脂質の大まかな構造情報を得ることができ

る．しかし，PSDスペクトルではアルキル鎖中の二重結合

の位置を決定するにはフラグメントイオンの情報が不足し

ている．Fig. 6（b）に Lyso-PC（18:1）の CIDスペクトル

（下段）と PSDスペクトル（上段）の比較を示した．図か

らも明らかなようにCIDスペクトルでは多くのフラグメン

トイオンが観測されている．Fig. 6（c）Fig. 6（d）は CID

スペクトルの一部をさらに拡大したものである．14 Da間

隔でフラグメントイオンが検出されており，構造式に示し

ているように各イオンの帰属が可能である．m/z 331から

385の間には 54 Daのギャップがあり，アルキル鎖の開裂

によるフラグメントイオンは検出されていない．このこと

は，アルキル鎖の 9–10位に二重結合が存在することを強

く示唆するものである 7）．このように一般的に CIDに適さ

ないといわれている“冷たい”マトリックスでも，高エネ

ルギーCIDにより構造解析に必要なフラグメントイオンを

多数取得することができた．この分析例が示すように脂質

では DHB，ペプチドでは CHCAというように測定対象に

よって最適なマトリックスは様々である．ペプチドの中で

も，糖ペプチドには DHBが適しているというようにマト

Fig. 4. MALDI-MS/MS spectra of ACTH (fragment 1–17) (2093.93 Da) acquired in post-source

decay (PSD) mode (top) and in CID mode (bottom).

Fig. 5.  MALDI-MS/MS spectra of myoglobin digest (m/z 1606) acquired in post-source decay

(PSD) mode (top) and in CID mode (bottom).
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リックスを種々選択する必要がある．マトリックスの種類

を選ばずに構造情報豊富なMS/MSスペクトルが得られる

ということは，つまり，ペプチド，脂質，糖鎖など多種多

様な化合物に加えて糖ペプチドのような複合化合物に対し

ても高エネルギーCIDによる構造解析が有効であるという

ことを意味する．

4.2．高選択イオンゲートmonoPULSE

プロテオーム解析において，電気泳動や HPLCによるタ

ンパク質，ペプチドの分離分画は必要不可欠な技術である．

これらの手法で試料を分離分画することにより，はじめて

質量分析によるタンパク質の同定が可能になる．しかし，

HPLCと比べて分離能が高く多くのタンパク質を分離でき

る二次元電気泳動においても，1スポット中に複数のタンパ

ク質が含まれ解析が煩雑になることはそれ程珍しくない 8）．

このような試料の酵素消化物は，各々のペプチドのピーク

が近接しているためにMS/MSスペクトル測定時のプリカー

サイオンの選択に支障を来たすことがままある．MS/MSス

ペクトルを測定するためには，目的となるイオンを高い分

解能で選択する必要がある．

高選択イオンゲートmonoPULSEでプリカーサイオンを

選択し，タンパク質の同定を行った例を Fig. 7に示す．モ

デルサンプルとして，Conalbuminトリプシン消化物を用い

た．Fig. 7（a）に示されているように，モノアイソトピッ

ク質量がそれぞれm/z 1329.6，1331.5，1334.5と近接した三つ

のペプチドについて，タンパク質の同定を試みた．m/z値

が 2しか差がないピークでも個別にプリカーサイオンの選

択が可能であり（Fig. 7の（b）），MS/MSスペクトルの測

定，Mascot9）によるタンパク質同定を行うことができた

（Fig. 7の（c））．

もう一つの実施例を，Fig. 8に示す．これはBovine catalase

（BC），Bovine glutamic dehydrogenase（BGD）と Bovine

serum albumin（BSA）の消化ペプチド溶液をそれぞれ 2:1:1

に混合した試料のMSスペクトルである．挿入図に示して

いる m/z 1581.7，1577.8と 1567.7のペプチドイオンを選択

し，MS/MSスペクトルを測定した．Table 1にイオン選択

分解能を 200と 100とした時に得られたMS/MSスペクト

ルをデータベース検索にかけたときのMowse9）スコアを

示す．m/z 1567.7のMS/MSスペクトルは両者で大きな差

は無く，BSAの 322-334位の消化ペプチドであることを同

定できた．その一方で m/z 1577.8と 1581.7のMS/MSスペ

クトルではイオン選択分解能 200と 100で同定結果に大き

Fig. 6. (a) Entire mass range of the PSD spectrum of sodiated lyso-phosphatidylcholine; (b) A selected mass range of the PSD

(top) and CID (bottom) MS/MS spectra (c) enlargement of the CID spectrum corresponding to the mass range m/z 275–

335; and (d) mass range m/z 370–445.



生物物理化学 2007 ; 51 : 20

な差が出た．イオン選択分解能 200では両者とも Table 1に

示すような配列をもつペプチドであると高いスコアで有意

な検索結果を得ることができたが，分解能 100ではスコア

が低くなりデータベース検索で有意な検索結果を得ること

はできなかった．イオン選択の分解能を下げるとスコアが

低くなった原因は，1つのMS/MSスペクトル中に複数の

ペプチド由来のフラグメントイオンが混在してしまったか

らである．このように複数のタンパク質由来の酵素消化物

が混合している混みあったMSスペクトルにおいて，イオ

ン選択の分解能がタンパク質同定結果に影響することが示

された．試料を細かく分画しようとすると，前処理の高難

度化および試料のロスに繋がるおそれがあるが，イオン選

択の分解能が高ければ分画は少なくて済む．結果としてタ

ンパク質同定結果の向上にも繋がる．また，HPLCとMALDI

をオフラインで連結する LC-MALDI10）と組み合わせるこ

とにより，細胞・組織抽出物のような複雑な混合試料にお

いても手間と時間をかけずに分析することが可能となる．

5．まとめ

今回，高エネルギーCIDやプリカーサイオン選択の高分

解能化が生体高分子の分析において有用であることを，実

際の分析例を用いて示した．高エネルギーCIDセルと高選

択イオンゲートmonoPULSEを導入したAXIMA-TOF2はペ

プチドやタンパク質のみならず様々な生体高分子に対して

高い質の情報量の多いMS/MSスペクトルを得ることが可

能である．

1） CFR 技術により PSD と CID によって生じたすべての

イオンを検出することができる明るいイオン光学系に

より，特にMS/MSにおける高感度を達成している．

2） 高エネルギー CID により情報量が多い豊富なフラグメ

ントイオンを生成させることができるため，構造解析

に有用である．

3） 多数の成分が含まれた混合試料においても目的のプリ

カーサイオンを正確に選択し，MS/MSスペクトルを

測定できる．

Fig. 7.  High resolution precursor ion selection from the crowded mass spectrum and protein

identification.

Fig. 8. MS spectrum of a mixture of digested three proteins.

Table 1. MS/MS ion search results of three trypsin digested
peptides in complex mixture solution.

gate resolution
>200

gate
resolution100

m/z 1567.72 BSA 322–334 score 47 40

m/z 1577.8 BC 300–313 69 10

m/z 1581.7 BG 67–79 32 14
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このような特徴から，本装置はタンパク質同定から翻訳

後修飾の解析にいたるまで広い範囲で生体高分子分析の分

野に貢献することが期待される．
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