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緒緒  言言  

 
生体中で情報の伝達や機能の発現・調節を担うDNA／RNAやタンパク質は、その構成要素が極めて単純なヌクレオ

チドやアミノ酸であるにも関わらず、それらが直鎖状に連なることで多様な構造と機能を持つ。一般的に生体分子は水

中で機能することから、DNA／RNAやタンパク質のような巨大生体分子は、溶媒和された条件下で正確に機能をでき

るよう、進化の過程で最適化された安定構造を有している。例えば、タンパク質では分子内に2次構造や3次構造とい

った特異な構造を持ち、これらの構造変化によって、機能を発現するフォールディング状態と失活しているアンフォー

ルディング状態の2種に分布する［1］。通常、タンパク質が機能を失活するような構造変化（フォールディング状態か

らアンフォールディング状態への遷移）のことを変性と呼ぶが、この変性を生じる要因としては、1）pH、2）温度、

3）圧力、4）溶媒分子との相互作用の有無（界面変性など）、5）変性剤の有無の主に5つが知られている。従来、これ

らの要素による変性に関して、溶液レベルでの研究が数多く報告されているが、溶液では常に溶媒和された条件である

ため、要因4）による変性とその他の要因による変性を分離して観測することは困難である。そこで近年、我々は液滴

分子線赤外レーザー蒸発法を用いて、タンパク質レベルの巨大生体分子の構造解析を可能にする気相分光装置を開発し

た［2～6］。この方法では、標的のタンパク質は真空中での気相単離の過程を経て効率的に脱溶媒和される。また液滴

分子線赤外レーザー蒸発法は、既存のエレクトロスプレーイオン化（ESI）法とは異なり、溶液中での電荷を保持した

条件で非破壊的な気化が可能であるため、溶液中の安定構造を極力保持した条件で構造解析を行うことが可能である

［6］。これまでの研究で我々は、1価～4価のウシ血清アルブミン（BSA）負イオンにみられる3次構造変化の観測に

成功した［3］。しかしこれは、天然状態から変性状態へ化学変性する際に生じる3次構造の変化を観測したもので、水

和状態がこの 3 次構造変化にどの程度影響しているのかについては十分に考察できていなかった。また観測した BSA
イオンは電荷状態が異なるイオン種が混在した条件となっており、タンパク質の構造変化における価数依存性について

は測定できていなかった。そこで本研究では新たにイオントラップ電極を作製し、価数選別を行ったタンパク質イオン

を標的に脱溶媒和による構造変化を観測した。またタンパク質の変性において、脱溶媒和の効果が変性構造にどの程度

影響を与えるのかをタンパク質イオンの価数ごとに分離して議論することを目指した。 
 

方方  法法  

 
要旨内の図に液滴分子線赤外レーザー蒸発法を用いた気相分光装置を示した。BSAおよびシトクロム c（cyt c）水溶

液（50 および 100μM）を用い、液滴ノズルから 10 Hz で試料液滴を射出した。生成された直径～80μm の液滴は、

真空チャンバーに開けられた小さな穴と二つのスキマーを通過し、イオントラップ／加速電極部まで誘導した。この電

極に設置されたリング電極部に液滴が到達した瞬間に赤外レーザー光（3,590 cm－１、5.5 mJ/pulse）を照射し、液滴中

の試料タンパク質イオンを気相単離した。生成したイオンは飛行時間型質量分析を経て検出した。またこの時、リング

電極内で生成された気相イオンに高周波電圧（RF）を印加することで、標的タンパク質イオンを価数選択的にイオン

トラップした。これまでの研究により、正イオンであればタンパク質のイオントラップに既に成功しているが［2，6］、
等電点が低く水溶液中で負イオンが支配的なBSA ではイオントラップが困難であった。そこで本研究では、リング電
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極の内径を変化させて、BSA負イオンを効率的にトラップできるリング電極を作製した。結果的にBSA負イオンは作

製したリング電極を用いてもイオントラップが困難であったため、代替として1価の cyt c正イオンを70 ms間イオン

トラップした。その後、紫外‐可視レーザー光（370～440 nm、1.3～6.8 mJ/pulse）を照射し、解離信号として観測さ

れるヘムイオンを利用した光解離（PD）スペクトルを測定した。この時、cyt c は分子量が約 12,000 と極めて大きい

ため、質量が 546 のヘムイオンと同時に 1 台のオシロスコープ上でモニターすることは困難であった。そこで新たに

高分解能で応答が早いオシロスコープ（ローデシュワルツ社製RTA4004）を導入し、トラップした cyt cイオンと解離

したヘムイオンの信号を同時観測しながらPD スペクトルの測定を行った。得られたスペクトルに観測された cyt c ヘ
ム構造を決定するため、Gaussian09 を用いて量子化学計算を行い、ヘム構造の安定性および TD-DFT レベル

（B3LYP/cc-pVDZ レベル）の垂直励起エネルギーとその振動子強度を見積もった。また観測された cyt c ヘム構造の

価数依存性を調べるため、イオントラップ電極を取り外した条件で1価の cyt c負イオンを選択的に観測した［4］。こ

のイオンに紫外-可視レーザー光（370～440 nm、0.4～2.7 mJ/pulse）を照射し、脱離する光電子を利用した光電子脱

離収量（PDY）スペクトルを測定した［4］。また正イオンと同様に、量子化学計算を用いて負イオンでのヘム構造の安

定性および同レベルのTD-DFT計算を行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． タタンンパパクク質質負負イイオオンンのの価価数数選選択択的的ななイイオオンントトララッッププをを実実現現すするるリリンンググ電電極極のの作作製製  
これまで用いていたリング電極は内径が20 mmであったが、タンパク質レベルの巨大分子をイオントラップする場

合には十分なピーク間電圧でRFを印加する必要がある。このとき印加するRFの電圧上限は用いる電源の性能で決ま

ってしまうため、リング電極の内径を小さくすることで電場強度の可変領域を増やすことを試みた。図 1 に示すよう

に、本研究で作製したリング電極の内径は10 mmと従来の半分の大きさとした。また従来のイオントラップ条件を極

力崩さないようにするために、リング電極の側面に開けたレーザー照射のための穴の内径も従来の半分の大きさ（2 mm）

とした。作製したリング電極を用いて BSA 負イオンのイオントラップを試みたところ、価数選択的な BSA のイオン

信号は観測できなかった。これはタンパク質レベルの巨大な負イオンでは、気相単離後の冷却過程で多量の熱電子を放

出するため、急速に分子内電荷を失ってイオントラップ条件から外れてしまうことに由来すると結論した。 
  

  

  
図1．新たに作製したイオントラップ用リング電極の図面 

要旨に記載した図中のイオントラップ／加速電極部に設置した。 
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22．． 気気相相11価価 ccyytt  cc正正／／負負イイオオンンのの価価数数選選択択的的ななヘヘムム構構造造解解析析  
リング電極の改良でBSA 負イオンのイオントラップを実現することは困難であることが分かったため、標的とする

タンパク質を cyt c に変更することにした。cyt c の等電点は 10.5 と塩基側に偏っているため、水溶液中で分布する   
cyt cの負イオンは主に1価が支配的となる［4］。従って、cyt cでは1価の負イオンのみを観測する場合にはイオント

ラップ電極を外した条件で測定し、正イオンに対してはイオントラップ電極を用いて測定することで価数選択的な測定

が実現できる。実際に測定を行ったところ、イオントラップ電極を外した条件では1価の cyt c負イオンが顕著に観測

された［4］。また正イオンでは、イオントラップ電極に最適なRF（116.1 kHz、940 Vp-p）を印加して70 msのトラッ

プを行ったところ1価の cyt c正イオンを選択的に観測することに成功した。またこの正イオンに対して、紫外‐可視

レーザー光（370～440 nm、1.3～6.8 mJ/pulse）を照射することで cyt cから解離したヘムイオン（m/z＝546）を観測

した。またレーザー光強度依存性の測定から、このヘムイオンの解離は 2 光子吸収過程で生じていることが分かった。 

図 2a にこのヘムイオンを利用して測定した PD スペクトルを示した。またこのスペクトルに観測されている cyt c ヘ

ム構造を決定するため、量子化学計算を行って、構造の安定性と TD-DFT レベルの垂直励起エネルギーの振動子強度

パターンを見積もった。この時、cyt cヘム内にある鉄原子の価数は天然状態では3価であることが分かっているため、

本研究では鉄原子の価数は3価に固定して、電子スピン状態のみを変化させて計算を行った。従来より、ヘム中に存在

する3価の鉄原子には低スピン状態（LS、S＝1/2）、中間状態（IS、S＝3/2）、高スピン状態（HS、S＝5/2）が知られ

ているため、これらの相対エネルギーを見積もって、構造の安定性を比較した。その結果、図 2a のカッコ内に示すよ

うに ISが最安定のスピン状態であることが分かった。また402 nm よりも短波長側で測定されるPD スペクトルの形

状が、ISで計算される振動子強度パターンと非常によく一致している。従って、1価の cyt c正イオンで観測されるヘ

ム内の鉄原子の電子スピン状態は IS に帰属できる。また402 nm よりも長波長側の領域では実験的にはピークを観測

できなかった。これはこの波長領域では励起レーザー光の光子エネルギーがヘムの解離ポテンシャルに到達していない

可能性を示唆している。 
 

 
 

図2．気相1価 cyt c正イオンのPDスペクトルおよびTD-DFT計算による振動子強度パターン（a）、
気相1価 cyt c負イオンのPDYスペクトルおよびTD-DFT計算による振動子強度パターン（b） 

a） カッコ内に各電子スピン状態の安定性を相対エネルギー（kJ/mol）で示した。 
b） 黒の実線は各電子スピン状態（LS：IS：HS＝0.3：1：1）の振動子強度パターンをローレンツ関数で

畳み込んだ計算値を示した。 
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一方、1 価の cyt c 負イオンからは紫外‐可視レーザー光（370～440 nm、0.4～2.7 mJ/pulse）を照射することで  

cyt c から脱離した光電子を観測した。またレーザー光強度依存性の測定から、この光電子の脱離も 2 光子吸収過程で

生じていることが分かった［4］。図 2b にこの光電子を利用して測定した PDY スペクトルを示した。得られたスペク

トルに観測されている cyt c ヘム構造を決定するため、正イオンと同様の量子化学計算を行った。この計算ではヘム構

造の末端にあるカルボン酸基を脱プロトン化させることで負イオンの計算条件とした。各電子スピン状態で得られた相

対エネルギーを比較したところ、IS と HS が同レベルで安定なスピン状態であることが分かった。そこで、実験的に

観測された各電子スピン状態の存在比を LS：IS：HS＝0.3：1：1 として TD-DFT 計算で得られた振動子強度パター

ンの畳み込みを行ったところ、図2bに示すように実験値と計算値が極めて良く一致することが分かった。従って、1価

の cyt c負イオンで観測されるヘム内の鉄原子の電子スピン状態は主に ISとHSであると帰属できる。 
以上の結果は、1 価の cyt c 正／負イオンにおいてヘム内の鉄原子の電子スピン状態が両者で異なっており、電子ス

ピン状態の安定性には cyt cの分子内電荷が深く関与していること意味している。量子化学計算の結果、この cyt c分子

内電荷依存性は気相および水溶液条件の両者で同様の傾向がみられていることから、cyt c の水和状態とは独立した性

質である。従って、本研究成果は cyt c の分子内電荷がそのヘム構造の安定性に影響を与えることを初めて明らかにし

た一例として位置づけられる。また本研究で観測した cyt c イオンの気相構造は、水和状態が極めて希薄であるという

意味で界面変性状態に類似する構造と考えられる。しかし量子化学計算の結果、ヘム構造の安定性としては気相と水溶

液との間で顕著な差はみられなかった。このことは、天然状態から界面変性状態へとペプチド骨格構造が変化しても、

ヘム構造には大きな影響を及ぼさないことを意味している。現在、気相中においてタンパク質のペプチド骨格の二次構

造がどの程度変化しているのかを調べるため、気相円偏光二色性（CD）スペクトルの測定を行っている。この気相CD
スペクトルの測定には、照射する励起レーザー光の左／右円偏光を高速で切り替えて測定する必要があるため、新たに

光弾性変調器（PEM）を導入して5 HzでCD信号を取得する改良を進めている。この実験条件が整えば、変性タンパ

ク質を標的に価数選択的な2次構造解析が実現できると期待される。 
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