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【序】生体中における電子移動・プロトン移動
などの反応過程を詳細に理解するためには、凝
縮相にある生体分子を孤立状態で観測する必要
がある。本研究では、エレクトロスプレーイオ
ン化法(ESI)を用いた二重質量分析・衝突反応装
置を用いて hemoglobin、cytochrome c 等の蛋
白質の多電荷イオンを生成し、その衝突反応に
ついて研究した。 
【実験】実験装置の概略を図1に示す。この装置
はESIイオン源、四重極質量分析計室、衝突反応
セル室、飛行時間型質量分析計室から構成され、
それぞれ独立に差動排気されている。 
1.ESI法による生体分子イオンの生成  
hemoglobin、cytochrome c 等の蛋白質を試料と
して含む溶液を、4-6kVの高電圧をかけたキャピ
ラリーから噴霧させ、荷電粒子を含んだ液滴を
生成させる。乾燥窒素ガスをフローさせて、荷
電液滴から溶媒を蒸発させ、大気中で孤立分子
イオンを生成させ、真空中へ導入する。 
2.生体分子イオンの衝突反応の観測  
特に、ESI法を用いて蛋白質をイオン化した場合
には、複数個のH+が付着した多電荷イオンが生成
する。自作の四重極質量分析計で特定の電荷数z
の蛋白質イオンを質量選別する。これを、8極子
イオントラップを用いた衝突反応セルに導き、
ピリジン等の気体分子と衝突させる。反応によ
って生成したイオン種を、リフレクトロンを用
いた飛行時間型質量分析計で質量分析し、検出
する。 
【結果と考察】上記の実験装置を用いて、
hemoglobin、cytochrome c 等の蛋白質の多電荷
イオンとピリジン分子との衝突によるプロトン
移動反応について検討した。循環系で酸素の運
搬に携わる hemoglobin は、サブユニットα 
(15053 amu) とβ(15954 amu)の各 2 個ずつから
構成される。ESI 法を用いてこれをイオン化す
ると、α2β2の 4 次構造が分解され、孤立状態に
あるα、βのイオンが生成された。四重極質量
分析計の直流電位をゼロにして得られたサブユ
ニットα とβの多電荷イオンの飛行時間型質
量スペクトルを図 2 に示す。この質量スペクト
ルでは、蛋白質に 8～18 個の H+が付着した多電
荷イオンが観測された。四重極質量分析計によ
って特定の電荷数zのサブユニットα ,β のイ
オンを質量選別し、ピリジンと衝突反応させた。
その結果を、図 3,4 に示す。図 3 は電荷数 z が
15 のαを質量選別した場合、図 4 は電荷数 z
が 10 のαを質量選別した場合である。これら
の図中で、(a)は衝突反応セル中にバッファーガ
スとして He のみを充満させた場合の質量スペ
クトルである。一方、(b)は He に加えて 

はHeに加えてピリジン(Py)を導入した場合である。 

図3. hemoglobinサブユニットα(z = 15)とピリジン
との衝突反応。(a)はHeのみを充満させた場合、(b)

図2. hemoglobinサブユニットα、βの多電荷イオン

の飛行時間型質量スペクトル。 

  図1.二重質量分析・衝突反応装置の概略。 



一定量のピリジン(Py)を衝突反応セルに導入し
た場合である。ピリジンの導入による反応生成
物イオンとして、親イオン、[Protein⋅zH]z+より
も電荷数が 1～3 個ほど少ない蛋白質イオン、
[Protein⋅(z-m)H](z-m)+ (m = 1～3)、およびピリジ
ンにプロトンが付加したイオン、Py⋅H+の生成が
観測された。これらの結果から、下式で示すよ
うに衝突によって蛋白質イオンからピリジンへ
のプロトン移動反応が誘起されることが分かっ
た。 

観測された。これらの結果から、下式で示すよ
うに衝突によって蛋白質イオンからピリジンへ
のプロトン移動反応が誘起されることが分かっ
た。 

図4. hemoglobinサブユニットα(z = 10)とピリジン
との衝突反応。(a)はHeのみを充満させた場合、(b)

はHeに加えてピリジン(Py)を導入した場合である。 

[Protein⋅zH]z+ + Py → [Protein⋅(z-1)H](z-1)+ + Py⋅H+ [Protein⋅zH]z+ + Py → [Protein⋅(z-1)H](z-1)+ + Py⋅H+ 
 同様に、cytochrome c 多電荷イオンとピリジ
ンとの衝突反応についても検討した。
cytochrome c は細胞内で電子伝達に関与する蛋
白質で、構造が比較的柔軟であることが知られ
ている。hemoglobin の場合と同様に、ピリジン
との衝突によって、cytochrome c イオンからピ
リジンへのプロトン移動反応が誘起された。
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 質量スペクトル中の親イオンと生成物イオンとの強度比から、蛋白質イオンからピリジンへのプロ
トン移動の反応速度を見積もった。その結果を図 5 に示す。この図において横軸は親イオンの電荷数
z 、縦軸は相対的な反応速度定数 k の対数である。いずれの蛋白質の場合でも、親イオンの電荷数が
増大するに伴って反応速度定数 kが急激に増加した。また hemoglobin では、いずれの電荷数 zにおい
ても、サブユニットαの反応速度定数 k よりもサブユニットβの方が若干大きくなった。さらに
cytochrome c の反応速度定数 k は、hemoglobin のα、βよりもかなり大きくなることが分かった。
電荷数 z の増大によって反応速度定数 k が急激に増加する要因として、以下のようにふたつのことが
考えられる。ひとつの要因は電荷どうしのクーロン反発力である。すなわち、z の増大によって H+ど
うしのクーロン反発力が増加するため、蛋白質への H+の結合力が小さくなることである。もうひとつ
の要因は蛋白質イオンの構造である。すなわち、電荷数 z の増大するに従って蛋白質イオンの構造が
ほどける、すなわち unfolding が起こるに伴い、H+が蛋白質表面に露出するようになるので、ピリジ
ンが H+に接近しやすくなると考えられる。また、cytochrome c の反応速度定数 kが hemoglobin のα、
βよりもかなり大きいのは、cytochrome c の構造が hemoglobin よりも柔軟であるため、cytochrome c
イオンの構造が hemoglobin よりもほどけた形状をとっていると思われる。 
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図5. 蛋白質イオンからピリジンへのプロトン移動反応の速度定数kとイオンの電荷数zとの関係。 


