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概要

アミノ酸配列の正確な決定は、タンパク質の構造と機能を理解するために極めて重要です。しかし、ロ
イシン（Leu）とイソロイシン（Ile）は位置異性体であり、従来の衝突ベースのフラグメンテーション技
術では識別できないため、それらの区別は困難です。電子ベースのフラグメンテーションは、Leu/Ile と、
アスパラギン酸（Asp）やイソアスパラギン酸（isoAsp）など、他の同重体残基とを区別するのに使用
可能な側鎖フラグメントを生成する有望なソリューションです。このアプリケーションノートでは、電子捕
獲解離用の ExD セルを備えた Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF システムを使用して、ペプチ
ドおよびインタクトタンパク質内の同重体残基を同定する方法を説明します。Agilent ExDViewer ソフ
トウェアの使用により、Q-TOF データセット内の側鎖のフラグメンテーションを直感的に分析することが
可能となり、同重体アミノ酸を識別する能力が向上します。

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF  
システムを用いた電子捕獲解離による 
アミノ酸異性体の同定
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はじめに

ヒトプロテオームの約 6 分の 1 は、同重体アミノ酸である Leu または Ile 
で構成されています。1 これらのアミノ酸に関連する配列変異は、タンパ
ク質の構造と機能に大きな影響を与える可能性があります。例えば、抗
体の相補的決定領域内の Ile または Leu 間の変異は、ターゲット結合の
強度に影響を及ぼします。2 さらに、Asp から isoAsp への自発的な異性
化は、タンパク質の老化やさまざまな疾患と関連しています。3-5 したがっ
て、同重体アミノ酸の同一性を正確に決定することでタンパク質配列解
析の曖昧さを減らすことは、タンパク質の機能と疾患のメカニズムを理解
するために極めて重要です。

アジレントの革新的な電子解離ソリューションである ExD セルを使用す
ると、衝突誘起解離（CID）のみを使用する場合と比較して、タンパク
質配列のより包括的かつ補完的な特性解析が可能になります。ラジカル 
z 型イオンは、アミノ酸側鎖の二次的フラグメンテーションを受け、Leu 
と Ile を区別するのに使用できる w イオンを生成することができます。1,6 

Asp から isoAsp への異性化によりカルボキシル基がシフトし、予想さ
れる c 型イオンおよび z 型イオンから 57 Da のシフトとして検出されま
す。4-6

このアプリケーションノートでは、電子捕獲解離用の ExD セルを備えた 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF によるペプチドとタンパク質の
高速かつ高効率のフラグメンテーションについて説明します。同重体アミ
ノ酸は、合成ペプチドおよび完全なユビキチンを使用した MS/MS スペ
クトルで同定しました。同重体残基の同定に無料で利用できるツールは
ほとんどありませんが、ExDViewer を使用すると、ペプチドおよびタンパ
ク質スペクトルの側鎖のフラグメンテーションに関するアノテーションがシ
ンプルになり、簡単に解釈できるようになります。7 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF の感度とフラグメンテーション機能を ExDViewer と組み合わ
せて分析を行うことにより、同重体アミノ酸の同定をはじめとするタンパ
ク質配列の包括的な特性解析を効果的に行えるソリューションが実現し
ます。

実験

試薬および標準試料
 – メリチン/チューンミックスチューニング標準ギ酸、99.0 + %、 

Optima LC/MS グレード（部品番号 A-117-50）、Fisher Chemical

 – アセトニトリル、LCMS グレード、99.9 %+、OmniSolv 
（部品番号 AX0156-6）、Supelco

 – REALLYisoD 合成ペプチド（部品番号 4144889）、Bachem

 – ウシユビキチン（部品番号 U6253）、Sigma

 – Agilent チューニングミックス（G1969-85000）

サンプル前処理
凍結乾燥処理されたサンプルを、分析するまで –20 ℃で保管しました。
分析前に、サンプルを 15 % アセトニトリルと 0.01 % ギ酸で再溶解しま
した。サンプルの最終濃度は、REALLYisoD ペプチドでは 1 µM、ユビキ
チンでは 10 µM としました。 

使用機器
 – Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

 – Agilent ExD セル（G1997AA）

ソフトウェア
 – Agilent ExDControl ソフトウェアバージョン、v 3.6

 – Agilent MassHunter Acquisition ソフトウェア（LC/TOF および 
LC/Q-TOF 用）、v. 11.0

 – Agilent ExDViewer ソフトウェア、v 4.5.14

https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/6545xt-advancebio-lc-q-tof
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/exd-cell-for-lc-q-tof
https://exdviewer.agilent.com/
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質量分析メソッド
すべてのサンプルは、500 µL シリンジを使用して 20 µL/min の速度で直
接注入しました。注入には New Era シリンジポンプ（モデル番号 300）
を使用しました。サンプルは、Agilent Dual Jet Stream（AJS）ソー
スのネブライザ入口に手締めフェラルで接続された PEEK チューブを
使用して導入しました。質量分析は、ExD セルを搭載した 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF を使用して実施しました。ターゲット MS/MS 
メソッドは、MassHunter Acquisition v11.0 に設定しました。フラグメ
ンテーションの結果は、ExDViewer v4.5.14 を使用して解析しました。
6545XT LC/Q-TOF の詳細な機器パラメータを表 1 に示します。

パラメータ 設定値

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF システム 

イオン源 Agilent Dual Jet Stream エレクトロスプレーイオンソース

極性 正

ガス温度 325 ℃

乾燥ガス流量 5 L/min

ネブライザ 20 psi

シースガス温度 275 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリ電圧 4,000 V（ユビキチン）、3,200 V（ペプチド）

ノズル電圧 2,000 V

フラグメンタ電圧 175 V

スキマ電圧 45 V

取り込みレート 1 スペクトル/秒

四重極選択幅 ワイド（9 m/z）

MS1 スペクトル範囲 100～ 3,200 m/z

MS2 スペクトル範囲 
120～ 3,200 m/z（ユビキチン） 
120～ 2,400 m/z（ペプチド）

表 1. Q-TOF LC/MS データ取り込みパラメータ

ExD セルの操作
ExD セルは、電子捕獲解離機能を実現する 6545XT Q-TOF LC/MS シ
ステムのアドオンです。ExD セルは、ExDControl ソフトウェアを使用して
制御されます。このソフトウェアは、MassHunter Acquisition と共に動
作し、ExD セルの電圧とフィラメント加熱電流を制御するスタンドアロン
のソフトウェアです。ExDControl の機能として、ExD セル電圧を自動的
に調整して、透過または電子捕獲解離（ECD）の機能を最適化する自動
調整アルゴリズムがあります。 

ExD セル同重体分析の設定は、次のように行いました。まず、適
切なフィラメント加熱電流を設定し、20 分間加熱しました。次に、
メリチン/チューンミックス標準をボトル B から注入しました。チューンミッ
クスイオンに対して ExDControl オートチューンを実行し、ExD セルレン
ズ電圧を調整して MS1 透過率を最大化しました。 

透過率を最適化した後、メリチン 3 + プリカーサ（949 m/z）を分離しま
した。ExD セル電圧は、メリチンフラグメント質量に関してオートチューン
を実行することにより、フラグメンテーションに対して最適化しました。メ
リチンの ECD に最適化されたセル電圧プロファイルは大部分のペプチド
に対して効果的に機能しますが、タンパク質の ECD を最適化するには追
加のチューニング標準が必要になる場合があります。ユビキチンについ
ては、ユビキチン ECD フラグメントの組み込み質量リストに対してオート
チューンを実施し、ユビキチンフラグメントの強度を最大化しました（表 
2）。ExDControl で MS1 透過率プロファイルと MS2 ECD プロファイル
を確立した後、MassHunter を取り込みコンテキストに切り替え、ター
ゲット取り込みメソッドを作成しました。 

ExD Cell チューニング標準

MS1 透過率 MS2 ECD フラグメンテーション

REALLYisoD（1.9 kDa） チューンミックス メリチン

ユビキチン（8 kDa） チューンミックス ユビキチン

表 2. 透過または ECD 用の ExD セルレンズ電圧を最適化するために使用される
チューニング標準の概要。ExDControl オートチューンアルゴリズムは、チューンミッ
クス、メリチン、ユビキチンの質量を含むいくつかの組み込み質量リストとともにイ
ンストールされます。ただし、ユーザー定義の質量リストの強度を最適化するため
に、カスタム質量リストを作成することもできます。
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図 1. ExDViewer ターゲットデコンボリューション入力ページ。プリセットマッチ設定は、幅広いペプチドおよびタンパク質の分析対象物に適しています。

ExDViewer を用いたターゲット分析
ExDViewer は、Q-TOF MS/MS データ内のすべてのポリペプチドフラグ
メントタイプを確実に分析可能で、無料で利用できるソフトウェアツール
です。ExDViewer は、ペプチドまたは大きなインタクトタンパク質から複
雑なフラグメンテーションパターンを分析する迅速で直感的なメソッドを
提供します。このソフトウェアの主な機能は、側鎖のフラグメンテーション
パターンと isoAsp イオンのアノテーションのサポートです。 

フラグメンテーションパターンを既知のシーケンスと照合するためには、
ターゲットデコンボリューションワークフローを使用します。ターゲット
シーケンスは、ターゲットエディターを使用して定義します。シーケンス
と最小および最大の電荷状態を指定します。ターゲットを定義した後、.d 
ファイルを ExDViewer に直接ロードして、ターゲットデコンボリューショ
ンを実行できます。図 1 は、ターゲットデコンボリューションワークフロー
の入力ページのスクリーンショットです。この文書で紹介されているプロ
ファイルデータは、重複イオンの反復マルチパスマッチングによる ExD フ
ラグメンテーション解析の制限マッチングプリセットを使用して処理しま
した。
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結果と考察

Leu/Ile および Asp/isoAsp の同定
ラジカルによる側鎖のフラグメンテーションにより w 型イオンが形成
され、Leu/Ile の識別が可能になります。Leu w イオンはイソプロピ
ル基（z – 43 Da）のラジカル損失によって形成されますが、Ile の対
応する w イオンはエチルラジカル（z – 29 Da）の損失を伴います。
対照的に、isoAsp の形成は、ペプチド骨格に関係する構造変化に基づ

いて検出され、その結果、Asp の対応する c または z イオンから 57 Da 
のシフトが生じます（c + 57 Da、z – 57 Da）。 

ここでは、REALLYisoDELIGHTFLK 配列を持つ合成ペプチドを使用
して、電子ベースのフラグメンテーションを利用した Leu/Ile および 
Asp/isoAsp の同定について示しました（図 2）。

図 2. 上段の質量スペクトルは、合成ペプチド REALLYisoDELIGHTFLK（1 µM）の ECD フラグメンテーションスペクトルです。Asp は isoAsp に設計されたもので、赤で強調
表示されています。同重体フラグメントの証拠はスペクトル内のテキストでアノテーションされます。下段の図は同じペプチドの CID 質量スペクトルを示しています。ECD タイプ
のフラグメントは青でラベル付けされ、CID タイプのフラグメントは緑、プリカーサイオンは紫、a イオンはピンクでラベル付けされています。
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REALLYisoDELIGHTFLK には 5 つの同重体 Leu/Ile 残基と 1 つの 
isoAsp があり、同一の理論的 CID スペクトルを持つ 64 以上の同重体
配列が生成されます。電子フラグメンテーションで検出された側鎖フラグ
メンテーションにより、同重体の特異性を持つ正確なペプチド配列の同
定が可能になります。図 2 は、ECD または CID フラグメンテーションを
使用した 3 + REALLYisoDELIGHTFLK プリカーサの MS/MS スペクト
ルを比較したものです。ExDViewer を使用すると、Leu、Ile、isoAsp の
診断イオンがスペクトル内に直感的にアノテーションされます。電荷が減
少したプリカーサもアノテーションされます。 

図 3 では、ECD 前の衝突活性化が Leu/Ile および isoAsp の診
断イオンの検出に及ぼす影響を調べました。電子捕獲の前の 3 + 
REALLIYisoDELIGHTFLK プリカーサに、さまざまなコリジョンエネル
ギーを適用しました。全体的に、コリジョンエネルギーが高いほどイオン
強度は低下しました。衝突活性化に対してより敏感な 4 + プリカーサと
比較して、3 + プリカーサの強度はより緩やかに低下しました。これらの
結果は、この例のペプチドの診断イオンを検出するには、ECD のみを使
用するのが最も効果的であることを示唆しています。 

トップダウン MS/MS 同重体決定
従来のペプチド分析とは対照的に、トップダウン質量分析では、事前の
酵素消化を行わずにタンパク質全体の配列を決定します。酵素消化を
回避することでサンプル前処理段階が軽減され、時間を節約しつつ不自
然な結果を導入するリスクを最小限に抑えることができます。重要なの
は、トップダウン分析により、消化されたペプチドの混合物を使用した場
合には定義できない固有のプロテオフォームの特性解析が可能になる
ことです。ここでは、トップダウン分析を使用して、完全なユビキチンの
同重体の特性解析を行いました。10 µM ユビキチンを直接注入しター
ゲット MS/MS メソッドを使用して、分析を行いました。11 + プリカーサ
が分離のために選択され、ExD セルで ECD にかけられました。データ
は、1 スペクトル/秒で合計 1 分間収集しました。11 + プリカーサの非常
に効率的なフラグメンテーションにより、99 % の配列カバレッジと、同
重体 Leu および Ile 残基の 16 分の 10 の識別が実現されました。さら
に、isoAsp c イオンと z イオンが同定され、アミノ酸位置 39 と 52 に 
isoAsp が存在することが示唆されました。図 4 は、ExDViewer で生
成されたシーケンスカバレッジマップを示しています。これを用いてユー
ザーは、ターゲットシーケンスをサポートするフラグメントの証拠をインタ
ラクティブに探索できます。図 5 は、Leu と Asp の同定に有用な豊富な 
ECD イオンと w イオンを特徴とするユビキチンフラグメンテーションスペ
クトルの 350 m/z 幅のスライスを明示したものです。

図 3. REALLYisoDELIGHTFLK 同重体診断イオン強度。w2、w7、z10-57、および w13 の平均イオン強度をコリジョンエネルギーの関数としてプロットしたものです。
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Sequence coverage: 99% (without internal ions)
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Ia
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isoD
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wx
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y
z

L

1 37

38 74

図 4. ExDViewer で生成されたシーケンスカバレッジマップ。色付きのドットはそれぞれ異なるタイプのイオンを表します。CID および ECD タイプのバックボーンフラグメントイ
オンは、側鎖フラグメントおよび c/z isoAsp イオンとともにアノテーションされています。有益なツールヒントには、検出された各フラグメントのイオンの種類、電荷状態、スコ
アが表示されます。ここではツールヒントは、z23 -57 isoAsp イオンに 2 つの電荷状態が検出されたことを示しています。

図 5. 11 + ユビキチンの ExD フラグメンテーションスペクトル。Leu と Asp を同定する側鎖フラグメントの証拠がインセットに示されています。同重体の証拠には、破線とラベ
ルで自動的にアノテーションされます。

Target: Ubiquitin
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結論

このアプリケーションノートでは、Agilent ExD セルと解析用 
Agilent ExDViewer ソフトウェアツールを搭載した Agilent 6545XT 
AdvanceBio Q-TOF LC/MS システムを使用した同重体アミノ酸の分析
について述べました。電子捕獲解離は、CID フラグメンテーションに補足
的な情報を提供する強力なフラグメンテーション技術です。これらのメソッ
ドは、さまざまな分子のペプチド骨格と側鎖のフラグメンテーションを調
べるのに適用可能で、タンパク質配列分析の曖昧さを低減することがで
きます。ECD フラグメントを検出する Q-TOF の感度とフラグメント解析
用の ExDViewer を組み合わせることで、ターゲットアミノ酸同重体同定
のための効果的なソリューションが実現されます。
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