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はじめに

飛行時間質量分析法（TOFMS）は、四重極型

質量分析法、磁場型質量分析法、イオントラ

ップ型質量分析法、フーリエ変換型質量分析

法などと並び、質量分析計におけるイオンの

質量分析技術の1つである。TOFMSでは、イ

オン加速部に存在する様々なm/z 値を含むイ

オン群を、ある時間始点から印加されるパル

ス電圧で加速し、検出面までの一定距離を飛

行させる。検出面までの飛行時間は、イオン

のm/z 値の平方根に比例するため、m/z 値の

小さいイオンから順次検出面に到達し、イオ

ン群をm/z 値で分離することができる。

TOFMSの特長は、マススペクトルを得るため

にスキャンする必要がなく、高速な測定が可

能であることである。現在TOFMSは、単独の

質量分析法として、あるいは四重極型質量分

析法と接続したタイプ（Q/TOF）、TOFMSを2

つ直列に接続したタイプ（TOF/TOF）のタン

デム質量分析法としても普及している。

TOFMSの質量分解能は、同一のm/z 値をも

つイオン群（イオンパケット）の検出面での飛

行時間分布ΔT（すなわち検出面での飛行方向

のイオンパケットの空間的な広がり）、および

その飛行時間分布の重心値Tを用いてT/2ΔT

で表現することができる。TOFMSは1964年に

発明されて以来 [1]、Tを大きくすること、ΔT

を小さくすることにより質量分解能の向上が

図られてきた。1955年にはイオン源での初期

条件の分布を飛行軸方向に収束させる加速方

法が開発され、ΔTを小さくすることが可能と

なり質量分解能が向上した[2]。また1970年初

頭には、その加速方法による収束位置を始点

とし、イオンミラー[3]や扇形電場[4]で構成さ

れるイオン光学系を後段に配する方法が発明

された。これによりΔTを増加させることなく、

飛行距離すなわち飛行時間Tを増加させること

が可能となり、質量分解能が向上した。現在

の市販装置のほとんどはイオンミラーを利用

しており、その飛行距離は1～3mである（リフ

レクトロン型イオン光学系）。さらなる質量分

解能の向上のために、同一軌道を複数回飛行

するマルチリフレクティング型（多重反射型）

[5]やマルチターン型（多重周回型）[6、7]の

イオン光学系も提案され、製作評価されてい

る。マルチリフレクティング型やマルチター

ン型のイオン光学系は、コンパクトな空間内

に理論上無限大の飛行距離を実現できる点で

優れている。その反面、同一軌道を複数回飛

行させるため、速度の大きいイオン（m/z 値の

小さいイオン）が、速度の小さいイオン（m/z

値の大きいイオン）を追い越すので、質量範囲

が限定されてしまう問題点がある。

我々は、独自にらせん軌道を利用したイオ

ン光学系（らせん軌道型イオン光学系）の開発

をおこなった。このイオン光学系は、マルチ

リフレクティング型やマルチターン型イオン

光学系の「追い越し」の問題を解決でき、かつ

現在主流のリフレクトロン型イオン光学系に

比べて高質量分解能、高質量精度を実現する

ことができる。本稿では、まずらせん軌道型

イオン光学系の設計について述べる。さらに、

らせん軌道イオン光学系を利用した第1TOFMS

と、オフセットパラボリックリフレクトロン

を利用したリフレクトロン型イオン光学系を

直列につないだTOF/TOFを、マトリックス

支援レーザー脱離イオン化（MALDI）と組み

合わせたMALDI-TOF/TOFの開発を行った

ので、その動作や基本性能について紹介する。

この装置は、第1TOFMSのらせん軌道型イオ

ン光学系を利用することで、高質量分解能、

我々は、らせん状のイオン軌道をもつイオン光学系の開発を行った。これは、現在多くの市販装置に利用されているリフレ
クトロン型イオン光学系の基本性能を超える、新規のイオン光学系である。また、らせん軌道型イオン光学系を第1TOFMS
に、オフセットパラボリックイオンミラーを利用したリフレクトロン型イオン光学系を第2TOFMSにした、MALDI-
TOF/TOFを開発した。この装置は、らせん軌道型イオン光学系由来の特長を有し、従来装置にはない高質量分解能や高プリカ
ーサイオン選択能を実現できる。マススペクトルでは, m/z 2093にて質量分解能60,000（FWHM）以上を観測すると同時に
幅広い質量範囲にて高質量分解能を達成できることを示した。また、高プリカーサイオン選択能により、プリカーサイオンの
モノアイソトピックイオンのみを選択可能であり、各開裂経路を示すピークを、プロダクトイオンスペクトル上でそれぞれ1つ
のピークとして観測することができる。その結果、プロダクトイオンスペクトルの解析がより明確となることを示した。

佐藤 貴弥

日本電子（株） MS事業ユニット

らせん状のイオン軌道を利用した
MALDI-TOF/TOFの開発

日本電子ニュース　Vol.42（2010）（27）1



高質量精度、高プリカーサイオン選択能を実

現することができ、より明確な分析を可能と

する。

らせん軌道型イオン光学系の設計

らせん軌道型イオン光学系を開発するに当

たっては、マルチターン型イオン光学系の技

術を応用した。特に、大阪大学で発明された

“Perfect Focusing”と“マルチターン”[12]

の組み合わせは、TOFMSとして世界最高質

量分解能を実現しており、らせん軌道イオン

光学系への展開には最適と考えた。マルチタ

ーン型イオン光学系を、らせん軌道状に展開

するためには、イオン軌道を周回軌道面と垂

直方向に移動させていく必要がある。我々は、

これを実現するために周回軌道面に対して、

イオンを数度傾けて入射させる方法をとっ

た。この方法の最大の利点は、各階層にイオ

ン軌道を移動させるための構造物が不要なこ

とである。その反面、斜め入射によるマルチ

ターン型イオン光学系からのずれによる質量

分解能の悪化も懸念されるが、進入角度を数

度と浅く保つことでその影響を小さくするこ

とができると予想された。

さて実際には、円筒電場と2枚のマツダプレ

ートを組み合わせたトロイダル電場4つで構成

されたMULTUM II [7]の構造を基本として、

らせん軌道型イオン光学系を設計した。イオ

ン光学系の概略図をFig. 1に示す。らせん軌道
への展開は、円筒電場中に（周回数+1）枚のマ

ツダプレートを組み込み、トロイダル電場を

階層状にした構造物（階層状トロイダル電場:

TES）を利用することで実現した。各TESは、

内側電極と外側電極の間隔Lxに、等しい空間

Lyを設けて並べられた（周回数+1）枚のマツダ

プレートで構成されている。TES1～4への印加

電圧は、内側電極電圧、外側電極電圧、マツ

ダプレート電圧の3種類であり、それぞれTES1

～4の全てのマツダプレート、TES1～4の各内

側電極および各外側電極に供給されている。

そして4つのTESを周回軌道面からみれば

MULTUM IIと同じになるように配置した。

Y方向は周回軌道面に対して垂直方向な方向、

すなわち1周回ごとにイオン軌道が移動して

いく方向であり、後述のMALDI-TOF/TOF

の開発では水平方向に設定した。Fig. 1の

TES1は外側電極を外した状態を示しており、

マツダプレートが等間隔に並んでいる様子が

わかる。イオンはLxとLyとで形成される空間

の中心を飛行する。同階層のTES1～4を順次

通過し、TES4通過後、TES1の次階層へ入射

する。それを周回数分繰り返すことで、らせ

ん状のイオン軌道を描き検出器（DET1）に到

達する（Fig, 1中、緑線がイオン軌道）。マツ

ダプレートの厚さをLm、周回軌道長をLcとす

ると、同一階層トロイダル電場の階層間の中

心軌道距離（すなわち1周回ごとにY方向にず

れる距離）は、Ly + Lmであり、階層状トロ

イダル電場への入射角θは、1周回の軌道長

Lcを用いて、

tanθ=（Ly + Lm ）/ Lc ・・・・（1）

とあらわすことができる。以上のように、イ

オン光学系は同一の4つのTES1～4で構成す

ることにより、複雑なイオン軌道を、シンプ

ルな構造物で実現できている。

らせん軌道イオン光学系を利用した
MALDI-TOF/TOFの製作

我々は、第1TOFMSにらせん軌道型イオン

光学系と第2TOFMSにリフレクトロン型イオ

ン光学系を直列に配置し、MALDIイオン源

と接続したMALDI-TOF/TOFを開発した。

以下では、第1TOFMSでのマススペクトル測

定をスパイラルモード、第2TOFMSでのプロ

ダクトイオンスペクトル測定をTOF-TOFモ

ードと呼ぶ。

装置の概略図をFig. 2に示す（ただしイオン
源と第1TOFMS用検出器DET1は省略されて

いる）。らせん軌道は、1周回2.093mの8周回

に設定した。同一TESの隣り合う階層の中心

軌道間の距離は、58mmであるので、式（1）

からTESへの入射角度は1.6度となる。Y方向

は水平方向に設定しており、イオン源からの

引き出し方向を水平より1.6度傾けることで

入射角度を実現している。

スパイラルモードでは、イオンはらせん軌

道を描き、スパイラルモード用検出器（Fig. 2

に記載はしていないが、Fig. 1のDET1と同じ

位置にある）で検出される。7周回目にはイオ

ンゲートが配置され、データ取得範囲外のマ

トリックスに由来する高強度のイオンを排除

することができる。

TOF-TOFモードでは、このイオンゲートに

よる選択幅を小さくし、プリカーサイオンの

モノアイソトピックイオンを選択する。また、

コリジョンセルへプリカーサイオンが導入さ

れるように、スパイラルモード用検出器を機

械的に軌道外に外すことができる。コリジョ

ンセルに入射したイオンは、およそ20 keVの

Fig. 2 らせん軌道型イオン光学系を利用したMALDI-TOF/TOF。Fig. 1 らせん軌道型イオン光学系。

Ion gate

DET1

TES1

TES3

TES2

周回軌道面Y 方向

イオン源から

Ion gate

DEF1

Collision Cell

Reacceleration Region
+DEF2

DET2

OPR

TES4

（28）日本電子ニュース　Vol.42（2010）2



運動エネルギーでコリジョンセル中の希ガス

と衝突、解離し、フラグメントイオンを生成

する。プリカーサイオンおよびフラグメント

イオンは、オフセットパラボリックリフレク

トロン（OPR）[13]と再加速機構を組み合わせた

リフレクトロン型イオン光学系にて質量分離

される。OPRは、直線電場と放物線電場をつ

なげたリフレクトロンであり、m/z値の小さ

なフラグメントイオンからプリカーサイオンま

でを同時に質量分離可能である。また、イオン

の透過率を向上させるため、コリジョンセル前

後に配置した2つのデフレクタDEF1とDEF2に

よりイオン軌道の微調整が可能である。

らせん軌道イオン光学系を利用した
MALDI-TOF/TOFの評価

Fig. 3にスパイラルモードで測定した6種類の
標準ペプチド混合物（分子量が小さいほうから

Bradykinin fragment 1-7、Angiotensin II、

Angiotensin I、P14R、ACTH fragment 1-17、

ACTH fragment 18-39）のマススペクトルを示

す。AngiotensinIIおよびACTH fragment 1-17

については, 拡大図も示した。それぞれの質量

分解能は、58,000（FWHM）と73,000（FWHM）

である。また、ACTH fragment 1-17以外の5つ

のペプチドで内部キャリブレーションを行っ

た場合の、ACTH fragment 1-17の質量誤差は

0.16 ppmである。以上から、らせん軌道型イ

オン光学系の飛行距離17mは、従来のリフレク

トロン型イオン光学系のそれよりも5倍以上長

く、質量分解能・質量精度を向上させること

ができることが分かった。

Fig. 4には、ACTH fragment 1-17で質量分
解能を調整した場合の、m/z 値と質量分解能

の関係を示した。Fig. 4から幅広いm/z 領域

で同時に高質量分解能を達成できることがわ

かる。これは高質量分解能が局所的にしか達

成できなかった従来のリフレクトロン型イオ

ン光学系を利用したMALDI-TOFMSの課題

を解決するものである。

Fig. 5aにTOF/TOFモードで測定したPoly
（oxypropylene）のプロダクトイオンスペクト

ルの全体図を示す。選択したプリカーサイオ

ンは、[M+Na]+シリーズ中のm/z 1027のモノ

アイソトピックイオンである。Fig. 5aからプ

ロダクトイオンとしてのナトリウムイオンか

らプリカーサイオンイオンまで、多くの開裂

情報が得られていることが分かる。さらに

m/z 780付近を拡大したFig. 5bを示す。本装

置では、プリカーサイオンのモノアイソトピ

ックイオンを選択が可能なため、プロダクト

イオンも同位体ピークを含まない形で観測で

きる。つまり、Fig. 5bの2本のピークは異なる

開裂経路を示すものであり、2u異なる開裂経

路も明確に分離することができる。Fig. 5cに、

従来TOF/TOFで測定した場合に、観測される

Fig. 5bのm/z 領域のイメージ図を示した。従

来のTOF/TOFの選択能では、プリカーサイオ

ンの同位体ピークも含まれた形で、フラグメ

ントイオンを生成するため、プロダクトイオ

ンスペクトルの各開裂経路についても同位体

ピークが観測される。その結果、2u程度しか

離れていない場合、各開裂経路の同位体ピー

クが重なってしまうため、明確に分離するこ

とは難しい。以上の結果から、本装置のらせ

ん軌道イオン光学系由来の高いプリカーサイ

オン選択能を活かすことで, 対象となる化合物

の分析が容易となることが分かる。

結論 (まとめ、おわりに)

本稿では、らせん軌道型イオン光学系の開

発について報告した。また、らせん軌道型イ

オン光学系とオフセットパラボリックイオン

ミラーを用いたリフレクトロン型イオン光学

系を接続し、MALDI-TOF/TOFを開発し、

その性能評価を行った。新奇なイオン光学系

の採用により、これまでのMALDI-TOF、

MALDI-TOF/TOFの課題を克服し、様々な

分野での分析に役立つものと思われる。

参考文献

[1] W. E. Stephens. Phys. Rev., 69, 691 (1946)
[2] W.C.Wiley and I. H. McLaren, Rev. Sci.

Instrum., 26, 1150 (1955).

2465.1974

2932.5885

2093.0865

1533.8584

1296.6845

757.3991

1046.5418

m/z

R=58,000

R=73,000

Angiotensin II ACTH fragment 18-39

Fig. 3 標準ペプチド混合物のマススペクトル。

日本電子ニュース　Vol.42（2010）（29）3



[3] B. A .Mamyrin, V. I. Karataev, D. V.

Shmikk and V. A. Zagulin, So. Phys.

JETP, 3745 (1973).

[4] W. P. Poschenrieder, Int. J. Mass

Spectrom. Ion. Phys., 6, 357 (1972).
[5] H. Wollnik and A. Casares, Int. J. Mass

Spectromety, 227, 217 (2003). 
[6] M. Toyoda, M. Ishihara, S. Yamaguchi, H. Ito,

T. Matsuo, R. Reinhard and H. Rosenbauer,

J. Mass Spectrom., 35, 163 (2000).

[7] D. Okumura, M. Toyoda, M. Ishihara and

I. Katakuse, J. Mass Spectom. Soc. Jpn.,

51, 349 (2003).
[8] M. Yavor, A. Verentchikov, J. Hasin, B.

Kozlov, M. Gavrik and A. Trufanov,

Physics Procedia 1 391 (2008)
[9] T. Satoh, H. Tsuno, M. Iwanaga, Y.

Kammei, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 16,
1969 (2005).

[10] T. Satoh, H. Tsuno, M. Iwanaga, and Y.

Kammei, J. Mass Spectrom. Soc. Jpn., 54,
11 (2006).

[11] T. Satoh, T. Sato, and J. Tamura, J. Am.

Soc. Mass Spectrom. 18, 1318 (2007).
[12] M. Ishihara, M. Toyoda and T. Matsuo,

Int. J. Mass Spectrom., 197, 179 (2000).
[13] E. N. Nikolaev, A. Somogyi, D. L. Smith,

C. Gu, V. H. Wysocki, C. D. Martin and G.

L. Samuelson, Int. J. Mass Spectrom., 212,
535 (2001)

Fig. 5 Poly（oxypropylene）のプロダクトイオンスペクトル。

Na+

b. 拡大図 c. 従来イオン光学系で取得した場合のイメージ図

2u

Precursor ion: [M+Na]+

m/z

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

m/z
R

es
ol

ut
io

n

500 1000 1500 2000 2500 3000

Fig. 4 m/z値と質量分解能の相関。

a. プロダクトイオンスペクトル全体

m/z

（30）日本電子ニュース　Vol.42（2010）4



 

JMS-S3000  Application Data 

JMS-S3000 “SpiralTOF” らせん軌道イオン光学系による 

マトリックス結晶状態の影響低減 

【はじめに】 

JMS-S3000 SpiralTOFTM は, 弊社独自のらせん軌道イオン光学系を採用し, マトリックス支援レーザー脱離イ

オン化-飛行時間質量分析計(MALDI-TOFMS)としては, 類をみない 17 m という飛行距離を実現した(一般的な

リフレクトロン TOFMS は数 m)。この長い飛行距離によって, 市販されている MALDI-TOFMS の中で世界最高

の質量分解能および質量精度を実現している。さらに飛行距離の延長により, 従来リフレクトロン TOFMS では

問題となっていた, マトリックス結晶の凹凸の質量軸への影響を軽減し, 外部標準法による質量校正においても, 

再現性の高い質量分解能と高い質量精度を達成できる。 

本報告では, 合成高分子ポリマーの標準試薬を, 代表的な 4 種類のマトリックス化合物を利用して測定した

結果を示す。また, JEOL JSM-7600F サーマル電界放出形走査電子顕微鏡(FE-SEM)を用い, それぞれの結晶

状態も観測した。 

 

 

Fig. 1 Reduced topographic effect of matrix crystal. 

【実験】 

試料作製方法を Table 1 に示す。ポリエチレングリコール(PEG)1500 は 10 mg/mL の濃度の水溶液, マトリック

スはそれぞれ 10 mg/mL の濃度のテトラヒドロフラン（THF)溶液, カチオン化剤としてヨウ化ナトリウム(NaI)を 1 

mg/mL の濃度の水溶液とした。次に PEG1500, カチオン化剤, マトリックスの各溶液を, 容量比 1:1:2 で混合し

た(ジスラノール(DIT)のみ 1:1:4)。その後, それぞれの混合溶液 0.75μL を, ヘアライン仕上げのステンレス製タ

ーゲットプレートの 10 スポット(2 グループ分)に滴下した。ここでターゲットプレートは, MTP 形式の 384 サンプル

スポットと, 4 つのサンプルスポット毎にキャリブレーションスポットが配置されている。4 つのサンプルスポットと 1

つのキャリブレーションスポットを 1 グループと呼ぶ。滴下した溶液を乾燥させ結晶化させた後, SpiralTOF で測

定した。また, 各結晶状態の SEM 画像を, JSM-7600F で取得した。 
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Table 1. Sample information and preparation conditions. 

JMS-S3000 の測定条件 

  濃度 溶媒 

サンプル ポリエチレングリコール(PEG) 1500 10mg/mL 水 

カチオン化剤 ヨウ化ナトリウム(NaI) 1mg/mL 水 

マトリックス α-シアノ-4 -ヒドロキシ桂皮酸(CHCA) 

2, 5-ジヒドロキシ安息香酸(DHB)  

ジスラノール(DIT)  

トランス-3 -インドールアクリル酸(IAA)  

10mg/mL 

10mg/mL 

10mg/mL 

10mg/mL 

テトラヒドロフラン 

(THF) 

混合比 サンプル:カチオン化剤:マトリックス = 1:1:2 (v/v)  

ただし DIT のみ PEG1500:NaI:DIT = 1:1:4 (v/v) 

滴下方法 各種マトリックスを含む混合溶液 0.75 μL を, ステンレス製プレート 2 グループ分 10

スポットずつ滴下した。 

 

JSM-7600F 測定条件 

サンプル前処理 コーティングなし 

加速電圧 1kV 

倍率 ×500, ×2000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 JMS-3000 SpiralTOF.                Fig. 3 JSM-7600F Thermal FE-SEM. 
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【結果及び考察】 

各種マトリックスを用いた, PEG1500 のマススペクトルを Fig. 4 に示す。[HO(C2H4O)34H+Na]+ (m/ z 1537.9)の質

量分解能が最大となるように遅延時間を設定した。それぞれ約 70,000 と, 同位体ピークの分離に必要な分解能

を大幅に上回り, ほぼ同じ分子量分布を観測した。m/z 1097.6, m/z 1537.9, および m/z 1978.2 での質量分解

能の平均値(10 スポット分)を Fig. 5 に示す。マトリックス化合物によらず高い質量分解能を実現できていることが

分かる。さらに外部標準法による質量精度についても調べた。ここでは, キャリブレーションスポットのマススペク

トルで質量校正を行ったのち, 同グループの 4 つのサンプルスポットを測定した。各種マトリックスで 2 グループ

分 8 スポットの m/z 1097.6, m/z 1537.9, および m/z 1978.2 の質量誤差を Fig. 6 に示す。やはりマトリックス化

合物によらず, ±10 ppm という外部標準法においても優れた質量精度で測定できることを確認した。 

 

 

 

 

Fig. 4 MALDI mass spectra of PEG1500 
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Fig. 5 Averaged mass resolving power (10 spots) for m/z 1097.6, m/z 1537.9 and m/z 1978.2. 

 

 

Fig. 6 Mass error with external calibration method at m/z 1097.6, m/z 1537.9 and m/z 1978.2 

 in eight spots mass spectra using four typical matrix compounds. 
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次に JEOL JSM-7600F FE-SEM により結晶状態を調査した。その SEM 画像を Fig. 7 から Fig. 10 に示す。

全て左図が×500, 右図が×2000 である。結晶の形状, 大きさ, 分散状態は, 各種マトリックスによって大きく異

なるが, SpiralTOF の性能はその影響を受けなかった。 

 

【まとめ】 

代表的な 4 つのマトリックス化合物を用いても SpiralTOF は高い質量分解能と同時に, 外部標準法の質量校

正においても高い質量精度を達成した。SEM 画像からは, それぞれの結晶状態は異なるものの, その凹凸に

よる影響は飛行距離に比例するため, 飛行距離17mのSpiralTOFでは, 飛行距離数mのリフレクトロンTOFMS

と比較して小さくなる。これは, らせん軌道イオン光学系を採用している SpiralTOF の特長であり, より簡便に高

精度の測定結果を得られることが期待できる。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7 SEM images of CHCA crystal with PEG1500: left: x500, right: x2,000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 SEM images of DHB crystal with PEG1500: left: x500, right: x2,000 
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 Fig. 9 SEM images of DIT crystal with PEG1500: left: x500, right: x2,000. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 SEM images of IAA crystal with PEG1500: left: x500, right: x2,000. 
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selection was applied to the analysis of triacylglycerols in an olive oil
sample. Monoisotopic precursor selection made it possible to obtain product-
ion mass spectra without interference from species that differed by a single
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Introduction

Triacylglycerols (TAGs or triglycerides) are comprised of
three fatty acids esterified with glycerol. Because TAGs

are the major components in animal fats and vegetable oils,
the analysis of TAGs is biologically important and crucial
for quality control of food products.

Recent mass spectrometric approaches to the analysis of
TAGs have made use of atmospheric pressure chemical
ionization (APCI) [1–5] or electrospray ionization (ESI) [6–
10] and tandem mass spectrometry (MS/MS).

Using ESI and a triple quadrupole mass spectrometer, Hsu
and Turk [6] reported that collisional activation of lithium
adducts of TAGs can provide structural information about the
acyl groups. Low-energy collision-induced dissociation (CID)
of cationized TAGs does not provide information about the
position of the double bonds. However, the CID fragments of
unusual dilithiated species was shown to be dependent on
double bond location. Byrdwell and Neff [7] reported a method
based on dual parallel ESI and APCI combined with tandem
mass spectrometry for the analysis of TAGs and their oxidation
products. McAnoy et al. [8] used ESI with a linear ion trap to
characterize TAG components within a complex mixture of
neutral lipids from cell extracts.

High-energy CID is an especially attractive approach for
TAG analysis because charge-remote fragmentation [11–22]
provides a great deal of information about lipid structure.
The complete structural characterization of TAGs was
reported in 1998 by Cheng et al. using fast atom bombard-
ment (FAB) and tandem magnetic sector mass spectrometry
with high-energy CID fragmentation of the [M + Na]+

species [21]. All TAG structural features could be deter-
mined except stereochemistry.

However, large tandem magnetic sector mass spectrom-
eters have fallen out of favor in recent years and high-energy
CID appeared destined to become a “lost art” until the
introduction of tandem time-of-flight (TOF/TOF) mass
spectrometers by Cotter and Cornish in 1993 [22]. Recently,
Pittenauer and Allmaier showed that TOF/TOF mass
spectrometers have the potential to provide the same
complete structural information as a tandem magnetic sector
mass spectrometer [23]. The principal limitation of this
method was found to be the poor MS-I selectivity (a 4 to 6 u
window) of the TOF/TOF system, making it impractical to
select precursor ions for TAGs with compositions that differ by
two hydrogens. The authors concluded that a LC/MALDI-MS/
MS approach might be required to make use of charge-remote
fragmentations to characterize TAGs in complex mixtures.

We have developed a tandem time-of-flight mass spec-
trometer featuring high precursor ion selectivity that resolves
the problem of poor MS-I selectivity [24]. The massCorrespondence to: Robert Cody; e-mail: cody@jeol.com
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spectrometer uses multi-turn and “perfect focusing” ion
optics [25] to fit a very long (17-m) flight path into a
compact space [26]. In TOF/TOF mode, an ion gate
positioned at the 15 m point in the spiral ion flight path is
used to isolate and guide the precursor ion into a gas-filled
collision chamber. The long flight path provides ample time
separation prior to precursor ion selection, resulting in unit
precursor selectivity. The precursor ions undergo 20 kV
collisions with a target gas and are subjected to a 9 kV post-
acceleration into an offset parabolic reflectron with wide
energy acceptance.

Monoisotopic precursor selection combined with high-
energy CID is the key to using TOF/TOF for structural
analysis of triacylglycerols in complex mixtures. This
paper describes the method for structural analysis with
this system and reports the complete structural analysis
of TAGs, including isomers, in a commercial olive oil
sample.

Experimental
Materials and Chemicals

A triacylglycerol standard (1-palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-
rac-glycerol), matrix (2,5-dihydroxybenzoic acid or DHB),
and cationizing agent (sodium trifluoroacetate), were pur-
chased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). A trioleoyl-
glycerol (triolein) standard was purchased from TCI.
Tetrahydrofuran (THF) was purchased from Wako (Osaka,
Japan) and olive oil was purchased from local stores. The
triacylglycerol standard, including triolein, and the olive oil
were dissolved in THF at respective concentrations of
100 pmol/uL and 10 ug/uL. A solution of sodium trifluor-
oacetate and DHB was dissolved in THF at respective
concentrations of 1 ug/uL and 20 ug/uL, and added to the
samples at a volume ratio of 1:1:2. The resulting mixture
was loaded onto an MTP 96-hole hairline plate (JEOL Ltd.,
Akishima Japan) at a volume of 1 uL per spot.

MALDI Mass Spectrometry

A JMS-S3000 Spiral TOF (JEOL Ltd., Akishima, Japan)
equipped with the TOF/TOF option was used for all
measurements. The laser was a Nd-YLF laser operated at

a wavelength of 349 nm. The laser intensity and the
detector voltage were set to prevent triacylglycerol peaks
from saturating. The extraction delay was optimized to
400 ns to provide a resolving power (FWHM) of
approximately 50,000 for the TAG peaks in MS-I mode.
For product-ion mass spectrum acquisition, helium
collision gas was introduced to attenuate the precursor
ion abundance to approximately 50 % of the initial
value. The laser was operated at a repetition rate of
1000 Hz. Spectra were acquired at a rate of two spectra
per s and 500 spectra were accumulated for each
product-ion mass spectrum shown here.

Results and Discussion
Figure 1 shows the structure of 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-
linoleoyl-rac-glycerol. The structure shows (18:1) oleic acid,
(16:0) palmitic acid, and (18:2) linoleic acid substituents at
position sn-2 (the site that determines the stereochemistry)
and positions sn-1 and sn-3, respectively. In this article, we
have labeled the fatty acid substituents at positions sn-1 and
sn-3 as “sn-1/sn-3.” The substituents at sn-1 and sn-3 are
indistinguishable by mass spectrometry because the steric
structure of triacylglycerol cannot be identified by mass
spectrometry. Each fragmentation path is assigned as shown
in Figure 1, and is labeled alphabetically. Each letter
represents the initial letter of the fatty acid, and the
accompanying number represents the bonding position in
each fatty acid. The labeling for TAGs such as “TAG(54:3)”
follows the convention where the numeral on the left in
parentheses represents the total number of acyl carbon
chains and the numeral on the right represents the total
number of unsaturated bonds at fatty acid moieties.

The major species observed for 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-
linoleoyl-rac-glycerol was the sodiated molecule [M + Na]+.
Figure 2 shows the product ion spectrum acquired by selecting
the monoisotopic ion of this species. The resulting fragment
ions are solely monoisotopic ions as well because a mono-
isotopic precursor ion was selected. Thus, each fragmentation
path is observed as a single peak on the product-ion mass
spectrum. Figure 2a shows the entire mass range of the
product-ion spectrum. The Na+ peak detected at m/z 23.0
confirms that the precursor ion is indeed [M + Na]+. Peaks
characteristic of fatty acid fragmentation are predicted as A-, B-,
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Figure 1. Structure and charge-remote fragmentation of sodiated 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-rac-glycerol
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C-, E-, G-, and J-type ions using the nomenclature defined in
reference [21]. Figure 2a demonstrates that all of A-, B-, C-, E-,
G-, and J-type ions predicted in reference [21] were observed
for this example and “G+2” ions (mentioned in reference [21])
were observed. The structure of “G+2” ions and their
fragmentation pathway are not clear, but “G+2” ions were also
observed in the product ion spectrum of the of triolein standard
(shown in Figure 5b) at a relatively lower intensity than that of
the G-type ions. Figure 2b also shows that signals resulting from
charge-remote fragmentation were detected in the high mass
range above m/z 650. When the fragment ion at each bonding
position is defined as in Figure 1, the peaks can be assigned as
shown in Figure 2b. The intensities of fragment ions
corresponding to unsaturated bonding positions, such as LΔ9,
LΔ12, andOΔ9, are relatively weak or are not observed, resulting
in a peak pattern that reflects the structure of 3 fatty acids.

In the analysis of triacylglycerols in the olive oil sample,
particular attention was focused on the G- and J-type ions.
These ions have the structure where two molecules of fatty
acid are eliminated from the precursor ion [21]. These ions

help determine the numbers of carbon chains and unsaturat-
ed bonds in each fatty acid. In the G-type ion, fatty acids
remain at sn-1/sn-3, while the J-type ion, where a fatty acid
remains at sn-2, has one less CH2 at the end. This makes it
possible to estimate the bonding positions of three fatty acids
because fatty acids having an odd acyl carbon number rarely
exist in the natural world.

Figure 3 shows the mass spectrum of the olive oil. Sodiated
triacylglycerols [M + Na]+ were observed for this sample that
included TAG (52:3) (m/z 879.7), TAG (52:2) (m/z 881.7),
TAG (54:4) (m/z 905.8), and TAG (54:3) (m/z 907.8). The
monoisotopic ions of these four TAGs were selected as the
precursor ions, and their product-ion mass spectra were
acquired. Figure 4 shows the spectra of ions at m/z 905.8
acquired before and after the precursor ion selection. The figure
demonstrates that only the ions at m/z 905.8 were selected,
completely eliminating ions at other mass values.

Figure 5 shows comparison between the product-ion
mass spectra of TAG (54:3) [M + Na]+ at m/z 907.8 from
olive oil and from triolein standard. Given that olive oil is
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rich in oleic acid, the ion at m/z 907.8 is expected to contain
three oleic acids (18:1). Both of the product-ion mass spectra
show a J2-type ion at m/z 331.3, indicating that an oleic acid
is bonded at the sn-2 position, and a G-type ion at m/z 345.3,
indicating that an oleic acid is bonded at the sn-1/sn-3
positions. The spectra show only one peak that is considered

an A-, B-, and C-type ion, suggesting that TAG (54:3) is
trioleoylglycerol, which contains three oleic acid molecules.
The signals in high mass region resulting from charge-
remote fragmentation were identical between the sample and
standard, and the spectral patterns were consistent with
structure of oleic acid.
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Figure 4. Precursor-ion selection for ions at m/z 905.8 (a) before selection, (b) after selection
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Next, the ion at m/z 905.8 was selected as the precursor
ion. The m/z value of this ion suggests that it is a
monoisotopic [M + Na]+ ion of TAG (54:4). Figure 6 shows
the product-ion mass spectrum. It is expected that this
triacylglycerol is also composed of two (18:1) oleic acids
and one (18:2) linoleic acid, given that the major component
of olive oil is oleic acid. The product-ion mass spectrum
shows fragment ions assigned as G-type ions, at m/z 343.4
and m/z 345.3. If the ion at m/z 343.4 is a G-type ion, the
fatty acid molecule at sn-1/sn-3 is linoleic acid, and if the ion
at m/z 345.4 is a G-type ion, the fatty acid molecules at sn-1/
sn-3 are oleic acid. The ion at m/z 347.3 is assigned as a
“G+2” ion because in the product-ion mass spectrum “G+2”
ions were observed at lower intensity than G-type ions as
discussed above, and the intensity of the ion at m/z 347.3 is
relatively lower than that of the ion at m/z 345.3. This is
consistent with the assignment of G+2 ions by Cheng et al.
in reference [21]. Since the G-type ion suggests that both
oleic acid and linoleic acid are bonded, the remaining
fatty acid is (18:1) oleic acid. Next, the product-ion
spectrum shows J-type ions: a J-type ion containing oleic
acid (J2O) and a J-type ion containing linoleic acid (J2L)
at m/z 331.3 and m/z 329.3, respectively. In the high-
mass region, the signals resulting from charge-remote
fragmentation were consistent with the structures of oleic
acid and linoleic acid. This demonstrates that m/z 905.8
is triacylglycerol that contains two molecules of oleic
acid and one molecule of linoleic acid and is a mixture
of the structural isomers 1,3-dioleoyl-2-linoleoyl-glycerol
and 1,2-dioleoyl-3-linoleoyl-glycerol. Table 1 summarizes
the structures of triacylglycerols determined for the olive
oil samples from the product-ion mass spectra. The ions
associated with the peak at m/z 879.7 are a mixture of
the structural isomers 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-
glycerol and 1-palmitoyl-2-linoleoyl-3-oleoyl-glycerol.

Conclusion
Monoisotopic precursor selection was demonstrated for TOF/
TOF analysis of a standard TAG and TAGs in an olive oil
sample. This selectivity made it possible to use charge-remote
fragmentation to determine the complete structure (except
stereochemistry) for all of the TAGs, including structural
isomers, present in the sample. Multiple structural isomers in
the precursor ion were identified through the observation of G-
and J-type ions. These results demonstrate that the MALDI-
TOF-TOF system with high precursor ion selectivity can fully
analyze the structure of triacylglycerols without prior chro-
matographic separation, and that the method is effective for the
analysis of complex fat composites in food.
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トリステアリンの解析例 

リステアリンは, トリアシルグリセロールの 3 つの脂肪酸が, 全てステア

.1）. 今回この物質を擬似試料とし, JMS-S3000 SpiralTOF の TOF-TOF オ

スペクトルを測定することにより, High Energy CID (HE-CID)の有用性を評価

タノールに溶解させた試料に NaI を加えて, Spiral モードで測定したところ(Fi

クが観測された(外標として PEG 1000 を使用した). これは, トリステアリンの

ンと推定される (計算値:913.8194). 次に TOF-TOF モードに切り替え, こ

トルを測定した(Fig.3). グリセリンに付加した Na 近傍にチャージが固定され

ンテーション(CRF)由来と思われる規則的なピークが観測されている. m/z

.4),ステアリン酸の構造を反映した規則的な等間隔のピークが観測されており

テアリン酸の内, 1 つで開裂が起こったフラグメントイオンが観測されている. 

上のように, TOF-TOF オプションを用いることで, HE-CIDでしばしば見られる

ョン由来のピークが明確に観測され, 構造解析を容易に行うことが可能となる
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Fig.1 Structure of tristearin. 
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ョンを用いた 

リン酸となった構造を有する

プションを用い, プロダクトイ

した.  

g.2), m/z 913.8231 の位置に

Na 付加体のモノアイソトピッ

のピークのプロダクトイオンス

るため, チャージリモードフラ

 650-920 付近を拡大すると

(Fig.5), この領域では 3 つ

チャージリモートフラグメンテ

. 
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Fig.3 Product ion spectrum of sodium adducted tristearin. 
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Fig.4 Product ion spectrum of sodium adducted tristearin(enlarged between m/z 650 and m/z 920). 

 

Fig.5 Peak assignment of obtained product ion spectrum. 
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トリオレインは, トリアシルグリセロールの 3 つの脂肪酸が, 全てオレイン酸となった構造を有する（Fig.1）. 

今回, この物質を JMS-S3000 SpiralTOF の TOF-TOF オプションを用いて, プロダクトイオンスペクトルを測定

した. 測定の結果, 炭素鎖中に不飽和結合を 1 つ持つオレイン酸の構造を反映したチャージリモートフラグメン

テーション (CRF) 由来ピークが観測できることを確認した. 

メタノールに溶解させた試料にNaIを加えて, Spiralモードで測定したところ(Fig.2), m/z 907.7782 の位置に

ピークが観測された(外標としてPEG 1000 を使用した). これは, トリオレインのNa付加体のモノアイソトピック

イオンと推定される (計算値:907.7725). 次にTOF-TOFモードに切り替え, このピークのプロダクトイオンスペ

クトルを測定した(Fig.3). グリセリンに付加したNa近傍にチャージが固定されるため, CRF由来と思われる規

則的なピークが観測されている. m/z 600-920 付近を拡大すると(Fig.4), m/z 891 からm/z 807 までは以前報

告したトリステアリンと同様に P

[1]
P14 間隔のピークが観測されており, 単結合で炭素が結合していることがわかる

. m/z 807 からm/z 753 の間のピークは他に比べると強度が弱くなっており, ここに不飽和結合が存在すること

がわかる. また, m/z 807 から+1 の位置にあたるm/z 808 のピークも観測されており, これについても不飽和

結合が存在するときに特有のピークとされている P

[2]
P. m/z 753 からm/z 697 までは 14 間隔のピークが再び観測

されており, 単結合で結合していることがわかる. 各ピークをアサインするとFig. 5 のようになり, トリステアリン

と同様にこの領域では, 3 つのオレイン酸のいずれか 1 つで結合の開裂が起こったフラグメントイオンが観測さ

れている. 

以上のように, TOF-TOF オプションを用いた高エネルギーCID 測定を行うことで, CRF 由来のピークが明確

に観測され, 炭素鎖中の不飽和結合位置を容易に同定することが可能となる. 

 
Fig.1 Structure of triorein. 
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FIg.2 Mass spectrum of triorein. 
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Fig.3 Product ion spectrum of sodium adducted triorein. 

 

Fig.4 Product ion spectrum of sodium adducted triorein(enlarged between m/z 600 and m/z 920). 
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Fig.5 Peak assignment of obtained product ion spectrum. 

 

 

[1] MS Tips  No.178 

[2] N. Akimoto, Journal of the Mass Spectrometry Society of Japan 46 (1998) 228 

20



 
  

Copyright © 2012 JEOL Ltd.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

トリアシルグリセロールはグリセリン骨格に 3 つの脂肪酸が結合した構造を有する. これまでに 3 つの脂肪

酸が全て同じであるトリステアリン[1], トリオレイン[2]については, JMS-S3000 SpiralTOF の TOF-TOF オプショ

ンを用いることで構造解析が可能であることは確認している. そこで今回はより構造が複雑な, トリアシルグリ

セロールの脂肪酸の種類が全て異なる試料 (1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-rac-glycerol) のプロダクトイ

オンスペクトルを測定した. このトリアシルグリセロールには, パルミチン酸・オレイン酸・リノール酸という 3 つ

の脂肪酸が結合している. 

THF に溶解させた試料に NaI を加えて, Spiral モードで測定したところ, 試料の[M+Na]+が観測されたため, 

TOF-TOFモードに切り替え, このイオンのモノアイソトピックイオンをプリカーサーイオンとして選択し, プロダク

トイオンスペクトルを測定した(Fig.2). なお, スペクトル中の A や B, C 等の表記は, 文献[2]を参考にしている. 

プロダクトイオンスペクトル全体を見ると, 結合している脂肪酸の種類を表す A や B, C 等のイオンが観測され

ている[3]. 中でも J2 のイオン (Fig.3) は, 2 位と 1 位または 3 位の位置の脂肪酸を区別できるイオンであり, 実

際に測定したスペクトルにおいてもオレイン酸が 2 位に結合している場合に相当する m/z 331.2 のピークが観

測されている. また, 3 つの脂肪酸内の結合が開裂したフラグメントイオンについてはパルミチン酸とオレイン酸

という同じ脂肪酸が結合しているリン脂質である PC (16:0, 18:1)の結果[4], 及びリノール酸について過去の磁

場型質量分析計の結果[5]から考えると Fig.1 のようになると考えられる. Fig.2 の m/z 640-900 を拡大すると（

Fig.4）, 確かにそれぞれのフラグメントイオンが観測されている. 特に m/z 780 の近傍については, m/z 779・

780・781 の 1 u 刻みのピークが観測されており, プリカーサーイオンとしてモノアイソトピックイオンを選択する

ことによりこれらのプロダクトイオンを明確に観測することが可能となる. 

以上のように, TOF-TOF オプションを用いてモノアイソトピックイオンのみを選択し, 高エネルギーCID 測定

を行うことで, 3 つの脂肪酸全ての構造を反映した CRF 由来のピークが明確に観測され, トリアシルグリセロ

ールの脂肪酸部の詳細な構造解析を行うことが可能となる. 
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Fig.1 Structure of 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-rac-glycerol and peak assignment of obtained product ion spectra. 
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Fig.2 Product ion spectrum of sodium adducted triacylgrycerol. 
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Fig.3 Structure of J2 ion [3]. 
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Fig.4 Product ion spectrum of sodium adducted triacylgrycerol (enlarged between m/z 600 and m/z 920). 
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食用油として用いられるオリーブ油、サラダ油な

どの植物性油は、長時間空気中にさらされること

で酸化されることが知られている。植物性油の主

成分は、脂質の中でも不飽和脂肪酸を有する不飽

和トリアシルグリセロールであるので、酸化は不飽

和脂肪酸の二重結合部位で生じると予想される。 

 

すでに、３つの脂肪酸部位がすべてオレイン酸であるトリオレイン（Figure.1）の解析例は MSTips No.182 

で示している。今回はこのトリオレインを試料とし、熱酸化されたときの構造を JMS-S3000 SpiralTOF を用い

たプロダクトイオン測定により確認した。なお、短時間で熱酸化させるため、トリオレインをバイアルに入れ、

160℃で 60 分間加熱し、これを試料とした。 

 Spiral モードでの測定の結果、Figure.2 に示

すように m/z907.7724 のイオンのほかに、

m/z923.7679、m/z939.7635、m/z955.7594の

イオンが検出された（PEG1000 を外部標準とし

て使用）。これらのイオンに対して組成推定の

結果、3ppm 以内の質量誤差で m/z907.7724

は 未 酸 化 体 ト リ オ レ イ ン の [M+Na]+ 、

m/z923.7679 は [M+O+Na]+、m/z939.7635 は

[M+2O+Na]+、m/z955.7594 は[M+3O+Na]+と推

定された。 

 次に TOF-TOF モードにより得られた[M+Na]+と[M+O+Na]+のプロダクトイオンスペクトルを相互に比較した

（Figure.3）。いずれの場合もグリセリンに付加した Na 近傍に電荷が固定されるためにチャージリモートフラグ

メンテーション（CRF）が起こり、A、B、J2、G イオン[1]が検出されている。[M+O+Na]+のプロダクトイオンスペク

トル上に見られるA、B、J2、Gイオンは、[M+Na]+のプロダクトイオンスペクトル上に見られるそれぞれのイオン

に比べ、16u シフトしている事が見出された。さらに、m/z680～920 の領域のプロダクトイオン（Figure.4）を解

析することにより、いずれかのオレイン酸の二重結合が酸化されていることは確認できた。16 u シフトした J2 と

G が両方とも検出されているため、すべてのオレイン酸部の二重結合が酸化されうるという結果であった

（Figure.5）。 

 以上のように、酸化した不飽和トリアシルグリセロールの分析に TOF/TOF オプションを用いることで、高エネ

ルギー衝突解離（HE-CID）でしばしば見られるチャージリモートフラグメンテーション由来のピークが明確に観
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Figure.2. Mass spectrum of triolein after 

heating at 160C, 60min. 

Figure.1. Structure of triolein 
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測され、構造解析の一助になることが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[1] Cheng, C., Gross, M. L.; Pittenauer, E. Complete structural elucidation of triacylgylcerols by 

tandem sector mass spectrometry. Anal. Chem. 1998, 70, 4417-4426 

Figure.5. Assignment of product ions at m/z 923 

Figure 3. Product ion spectrum at m/z 907 (top) and m/z 923 (bottom) 

Figure.4. Product ion spectrum at m/z 923 (enlarged between m/z 680 and m/z 920). 

 

24



 
  

Copyright © 2012 JEOL Ltd.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

フォスファチジルコリン (PC) は, リン脂質の一種であり脂肪酸を 2 つ持つ. 末端のトリメチルアミン近傍に

ポジティブのチャージが固定されるために, 高エネルギーCID で特徴的に観測することができるチャージリモー

トフラグメンテーション (CRF) により脂肪酸部分の開裂を 14 u (CH2) 間隔のピークとして観測できる[1]. 今回

は, JMS-S3000 の高プリカーサーイオン選択能を活かし, グリセリン骨格に異なる構造を持つ脂肪酸が結合し

た 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PC (16:0, 18:1) (Fig.1) を構成する, 2 つの脂肪酸そ

れぞれの構造推定を行った. 

試料をメタノールに 100 pmol/uL の濃度で溶解させ, Spiral モードで測定を行ったところ, [M+H]+ (モノアイソ

トピックイオンの m/z 760.5901) 及び[M+Na]+ (モノアイソトピックイオンの m/z  782.5712) と推定されるピー

クが観測された (Fig. 2) . 次に, TOF-TOF モードに切り替え, [M+H]+のモノアイソトピックイオンをプリカーサー

イオンとして選択して, プロダクトイオンスペクトルを測定した(Fig.3). 低質量域には, フォスフォコリンやグリセ

リンの構造を反映したピークが観測されている. m/z 450-770 付近を拡大すると(Fig.4), Fig.1 で各ピークをア

サインしているように m/z 744 から m/z 576 まではトリステアリン[1]と同様に 14 間隔のピークが観測されており

,  1 位の脂肪酸である(16:0)の構造を反映したピークが得られている. また, m/z 660 から, +1 の位置 (m/z 

661) 及び-54 の位置 (m/z 606) にピークが観測されており, そこから m/z 550 まで 14 間隔のピークが観測

されている. これは, トリオレイン[2]と同様のパターンであり, 2 位の脂肪酸である (18:1) の構造を反映したピ

ークが得られている. なお, プリカーサーイオンとしてモノアイソトピックイオンを選択しているため, フラグメント

イオンも同位体イオンを持たずモノアイソトピックイオンのみとなっている. 

以上のように, TOF-TOF オプションを用いた高エネルギーCID 測定を行うことで, CRF 由来のピークが明確

に観測され, 脂肪酸が 2 つ結合している複雑なリン脂質においても, 炭素鎖中の不飽和結合位置を同定する

ことが可能となる. 
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Fig.1 Chemical structure of phosphatidylcholine and peak assignment of obtained product ion spectra. 
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Fig.2 Mass spectrum of PC(16:0,18:1). 
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Fig.3 Product ion spectrum of PC(16:0,18:1) ([M+H]+). 
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Fig.4 Product ion spectrum of PC(16:0,18:1) (enlarged between m/z 600 and m/z 920). 
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リン脂質は卵黄の主成分の 1 つであり, 豊富に含まれている. 今回は, 卵黄中からリン脂質を抽出し、

JMS-S3000 SpiralTOF の TOF-TOF オプションで構造解析を試みた. 最初に卵黄を脂質とタンパク質等の水

溶成分と分離するためにクロロホルムとメタノール, 水の混合溶液に溶かした. 遠心分離後, クロロホルムとメ

タノールの層のみを取り出し, メタノールで希釈後, マトリックスと 1:1 で混合し, プレートに滴下した.  

Fig.1 に Spiral モードで測定して得られた Positive モードと Negative モードのマススペクトルを示す. マスス

ペクトルの m/z 値から判断すると, Positive モードでは Phosphatidylcholine (PC), Negative モードでは

Phophatidylinositol (PI) が主に観測されていると考えられる. 次にそれを確認するために, TOF-TOF モード

でのプロダクトイオンスペクトルの測定を行った. なお, MS Tips No.186 [1]では, PC (34:1) の組成を有する

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PC(16:0, 18:1) ) の標準試料の [M+H]+ のプロダクトイ

オンスペクトルを測定している. そのため, 試料のマススペクトルで確認された同じ組成の PC(34:1) の

[M+H]+ をプリカーサーイオンとして選択しプロダクトイオンスペクトルの測定を行い, スペクトルの比較すること

により構造の類似性を検討した (Fig.2) . Negative モードでは強度の強い PI (38:4) [M-H]-をプリカーサーイオ

ンとして選択し, それぞれプロダクトイオンスペクトルを測定した (Fig. 3) . Fig.2 のスペクトルパターンを確認す

ると, 多少の強度比の違いはあるものの標準品の測定結果と同じ結果が得られており , このピークは, 

PC(16:0,18:1) 由来であることがわかる. 次にFig. 3のスペクトルパターンを確認すると, Fig.4のように各ピー

クをアサインすることができ, PI(18:0,20:4)であると考えられる.  

以上のように, TOF-TOF オプションを用いた高エネルギーCID 測定を行うことで, CRF 由来のピークが明確

に観測され, リン脂質の構造解析を行うことが可能となる. 
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Fig.1 Mass spectra of phospholipids from egg yolk (top:positive ion mode, bottom negative ion mode). 
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Fig.2 Product ion spectrum of PC(34:1) [M+H]+ 
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Fig.3 Product ion spectrum of PI(38:4) [M-H]- 

869
855

841
827

813
799

785
771

757
743

729
715

701
687

673
660

869
855

841
827

787747707667

601

581

241

 
Fig.4 Peak assignment of product ion spectrum of PI(38:4) [M-H]- 

 
[1] MS Tips No.186 "SpiralTOF" TOF-TOF オプションを用いたフォスファチジルコリンの解析例 
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フォスファチジルコリン (PC) は, リン脂質の一種であり脂肪酸を 2 つ持つ. 末端のトリメチルアミン近傍に

ポジティブのチャージが固定されるために, 高エネルギーCID でしばしば見られるチャージリモートフラグメンテ

ーション由来の等間隔のピークが観測される[1]. 今回は, PC の脂肪酸部にメチル基が 4 つ結合した 

1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (4ME 16:0 PC) を JMS-S3000 SpiralTOF の

TOF-TOF オプションを用いて測定し, 脂肪酸部のメチル基の位置を反映したプロダクトイオンスペクトルが得

られるか確認した.  

試料をメタノールに 100 pmol/uL の濃度で溶解させ, Spiral モードで測定を行ったところ(Fig.2), [M+H]+ (モノ

アイソトピックイオンの m/z 856.709) 及び[M+Na]+ (モノアイソトピックイオンの m/z  868.688) と推定される

ピークが観測された. 次に, TOF-TOF モードに切り替え, [M+H]+のモノアイソトピックイオンをプリカーサーイ

オンとして選択して, プロダクトイオンスペクトルを測定した(Fig.3). 低質量域には, フォスフォコリンやグリセリ

ンの構造を反映したピークが観測されている. m/z 500-850 付近を拡大すると(Fig.4), Fig.1 で各ピークをアサ

インしているように炭素が単結合で結合している直鎖の構造を反映した 14 間隔のピークの中に, メチル基が

結合している部分は 28 の間隔が観測されており, プロダクトイオンスペクトルからもここにメチル基が結合して

いることがわかる. 

以上のように, TOF-TOF オプションを用いた高エネルギーCID 測定を行うことで, CRF 由来のピークが明確

に観測され, 炭素鎖中の側鎖位置を同定することが可能となる. 
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Fig.1 Structure of 4ME 16:0 PC and peak assignment of obtained product ion spectra. 
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FIg.2 Mass spectrum of 4ME 16:0 PC. 
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Fig.3 Product ion spectrum of 4ME 16:0 PC [M+H]+. 
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Fig.4 Product ion spectrum of 4ME 16:0 PC [M+H]+ (enlarged between m/z 500 and m/z 850). 

 

[1] MS Tips No.178 "SpiralTOF" TOF-TOF オプションを用いたトリステアリンの解析例 

[2] MS Tips No.182 "SpiralTOF" TOF-TOF オプションを用いたトリオレインの解析例 
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糖脂質は, 糖と脂質が結合した構造を持ち, 脳や神経細胞に多く含まれている. 今回は, 糖脂質の 1 種で

Fig.1 の構造を持つ Ganglioside GM1 (Ovine Brain) を試料として JMS-S3000 SpiralTOF の TOF-TOF オ

プションを用いて測定し, 複雑な構造を持つ脂質においても, 構造を反映したプロダクトイオンスペクトルが観

測できることを確認した.  

試料をメタノールで希釈し, Negative モードで測定を行ったところ, Fig.2 に示したようなマススペクトルが得ら

れた. m/z 1544.90 に強くシグナルが観測され, このイオンは GM1 の[M-H]-のイオンだと考えられる. 1572.90

にもイオンが観測されているが, これは同じ GM1 でセラミド部分の脂肪酸のアシル炭素数が 2 つ多い物質の

シグナルだと考えられる. 次に TOF-TOF モードに切り替え, この m/z 1544.90 のイオンをプリカーサーイオン

として選択しプロダクトイオンスペクトルを測定した結果を Fig.3 に示す. 過去の 4 セクタータンデム質量分析計

での測定結果 [1]と同様にそれぞれの糖が脱離したシグナルだけでなく, 糖内部で開裂した (Cross Ring 

Cleavage) シグナルも観測されている. Fig.1のように各ピークをアサインすることができ, 確かにGM1の構造

を反映したスペクトルが得られていると言える. また, 高質量域 (Fig.4) を確認すると, セラミド部分の構造に

ついても, Fig.5 のようにピークをアサインすることができ, この部分の構造を反映したピークが観測されている

と考えられる.  

以上のように, TOF-TOF オプションを用いた高エネルギーCID 測定を行うことで, 糖と脂質が結合した構造

を持つ糖脂質においても, 構造解析を行うことが可能となる. 
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Fig.1 Structure of GM1 and peak assignment of obtained product ion spectra. 
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FIg.2 Mass spectrum of GM1. 
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Fig.3 Product ion spectrum of [M1-H]-. 
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Fig.4 Product ion spectrum of [M1-H]- (enlarged between m/z 1120 and m/z 1540). 
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Fig.5 Structure of Ceramide moiety of GM1 and peak assignment of obtained product ion spectra. 

 

[1] Bruno Domon and Catherine E. Costello, Biochemistry 27 (1988) 1534. 
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【はじめに】 
JMS-S3000“SpiralTOF”は、弊社独自の SpiralTOF 型イオン光学系を搭載した MALDI-TOFMS である

(Fig.1)。弊社の卓越した特許技術 ※1 により、限られた空間内に 17 mのらせん状のイオン軌道を実現した。ら

せん軌道は、円筒電場の中に 9 枚のマツダプレートを組み込んだ、階層状トロイダル電場 4 組により実現され

ている。イオン源で加速されたイオンは、4組の階層状トロイダル電場の各階層を順次通過し、検出器まで到達

する(Fig.2)。この長い飛行距離により、極めて高い分解能と質量確度を、広い質量範囲で同時に実現する事

を可能とした。 

しかし、SpiralTOF 光学系においても、飛行中に自発的に開裂してしまう、極めて寿命の短いイオン（例：高

分子量のタンパク質、多重にリン酸化されたペプチド、などのプロトン付加分子）が検出できない、という点に関

しては、従来からのリフレクトロン型 TOFMS と同様である。MALDI 法の広い応用範囲を考えたとき、このよう

な寿命の短いイオンを確実に検出する手段が必要である。このため、JMS-S3000 には「リニア TOF」オプショ

ンが用意されている。 

今回は、Spiral モードを用いた分析の一例として、Bovine Serum Albumin(BSA)のトリプシン消化物の分析

を、Linear モードを用いた分析の一例として、BSA（インタクト）の分析を紹介する。 
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【測定と結果】 
 BSA トリプシン消化物は Spiral モードで

測定した。測定は、SpiralTOF の制御・測定

プログラムである msTornade Control の自

動測定機能を用い、マスキャリブレーション

は、外部標準法を用いた。得られた結果を

MASCOT PMF 法にて検索を行い、BSA が

1 位でヒットして同定される事を確認した。検

索に用いたBSAトリプシン消化物(消化前の

タンパク質 25 fmol 相当)のマススペクトルを

示す (Fig.3)。その際にマッチしたペプチド

の質量誤差は、3 ppm(R.M.S.)であった

(Fig.4)。 

 Linearモードを用いてBSAを測定した結

果を Fig.5 に示す。BSA の一次構造から予

想される m/zの 1 価イオンと 2 価イオンのシ

グナルが得られる事を確認した。 

 
【まとめ】 
  Spiralモードによる測定では、高い質量確

度のデータが得られる。ペプチド混合物の測

定によりタンパク質をPMF法で同定する場合

には、Peptide tolerance（許容誤差設定）の

幅を±10 ppmと狭く設定した上でも、タンパ

ク質の同定が行える。これは、擬陽性が少

ない、信頼性の高い同定結果が得られる事

を意味する。 

また、Linearモードを用いれば分子量の

大きなタンパク質などの分子量を容易に決

定する事が可能である。 

 

 

※1   日本国特許第 4980583 号  米国特許 US7504620 

Fig.4 RMS error of MASCOT search results  

Fig.3 Mass Spectrum of tBSA (25 fmol)   
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Fig.5 Mass Spectrum of BSA (2.5 pmol) 
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【はじめに】 
JMS-S3000 “SpiralTOF”は, 弊社独自の SpiralTOF 型イオン光学系を搭載した MALDI-TOFMS であるが

(Fig.1 及び 2), これに TOF-TOF オプションを装着することで, 高エネルギー衝突誘起解離 (高エネルギー

CID)により生成したプロダクトイオンの観測が可能となる. TOF-TOF モードにおいてプリカーサーイオンを選択

するために必要なイオンゲートは, イオン源から 15 m の位置にある. そのため JMS-S3000 “SpiralTOF”は, 従

来の MALDI-TOF-TOF に比べて高いプリカーサーイオン選択能を有している. 

第二 TOF には, 弊社独自の再加速機構とオフセットパラボリックリフレクトロンを採用しており, 低質量のプロ

ダクトイオンからプリカーサーイオンまで一度の測定で観測することが可能である. 

また, SpiralTOF 型イオン光学系の扇形電場は MALDI-TOF 特有のポストソースディケイ由来のイオンを排除

し, プロダクトイオンスペクトル上には高エネルギーCID 由来の開裂経路が優先的に観測される. 

MSTips No.1661)では, Bovine Serum Albumin (BSA) の Spiral モード及び Linear モードでの定性分析

について紹介した. 本 MSTips では, 従来装置には無い種々の優れた特長を有する TOF-TOF モードを用

いた BSA の定性分析例について報告する.  
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Fig.1 JMS-S3000 “SpiralTOF” with 
TOF-TOF attachment. 
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Fig.2 Ion trajectory of “SpiralTOF” 
and TOF-TOF attachment. 
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【測定と結果】 
始めに BSA トリプシン消化物 (tBSA)を Spiral モードで測定した. 測定は SpiralTOF の制御・測定プログ

ラムである msTornado Control の自動測定機能を用いた. 質量較正は Peptide 混合物による外部標準法を

用いた. 得られた MALDI マススペクトルにて MASCOT PMF 検索を行い, BSA が 1 位で同定される事を確

認した. その際にマッチしたペプチドの質量誤差は 4 ppm (R.M.S.) と, 極めて高い質量精度をもって PMF

検索が可能であった. 

次に Spiral モードで得られた質量スペクトル中において, 強度の高いイオン上位 10 本をプリカーサーイオ 

ンとして TOF-TOF 自動測定を実施した. 得られた TOF-TOF スペクトルを用い, MASCOT MS/MS Ion 

Search 検索を行ったところ, Fig.3 に示すように BSA が 1 位で同定された. また Fig.4 には m/z 927.5, 

1439.8, 1567.7 のプロダクトイオンスペクトルを示しているが, 高エネルギーCID に特有の Immonium イオン

や, a イオンシリーズ, d イオンシリーズ, w イオンシリーズなどが観測された. 

JMS-S3000 Spiral モードでは, 極めて高い質量精度をもって測定が可能であるため, タンパク質の同定

を PMF 法で行う場合には, Peptide tolerance (許容誤差設定)の幅を±10 ppm と狭く設定しても, タンパク

質の同定が行える. 加えて種々の優れた特長を有する TOF-TOF モードを用いることで, MS/MS Ion 

Search 法によるタンパク質同定もまた可能である. 

高い質量精度を活かした Spiral モード測定及び TOF-TOF モード測定を組み合わせることで, 擬陽性が

少なく信頼性の高い同定結果が得られるため, JMS-S3000 はタンパク質定性分析に対して極めて有効なツ

ールと成り得る.  

 

 
 
 
【関連情報】 
1) MSTips No.166, http://www.jeol.co.jp/ 

Fig.3 MASCOT MS/MS Ion search 
result of tBSA by TOF-TOF mode. 

Fig.4 Product ion spectra of m/z 927.5 (a), 
1439.8 (b) and 1567.7 (c). 

(a) 

(b) 

(c) 
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【はじめに】 
ペプチドに対して, JMS-S3000 “SpiralTOF” の TOF-TOF モード測定を行ったところ, 高エネルギー衝突誘

起解離 (CID) に特有な a イオンシリーズなど, 構造情報を反映したプロダクトイオンが観測された.  

本 MSTips では, ACTH18-39 の測定及び解析結果について報告する. 
 

【試料】 
試料  ：ACTH18-39 
  (Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe) 
マトリックス剤 ：α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) 

  
【測定と結果】 

Fig.3に得られたプロダクトイオンスペクトルを示す. プリカーサーイオンm/z 2456.2 ([M+H]+)から, 種々のプ

ロダクトイオンが観測されている. Fig.3中の各プロダクトイオンのラベルは全てBiemann標記による (Fig.1). 

ACTH18-39ではN末端側に塩基性アミノ酸であるArginineが存在しているため, Biemann標記におけるN末端

側のフラグメントイオンに相当するaイオン, bイオン及びdイオンシリーズが主に観測されている. 高エネルギー

CIDに特有のaイオンシリーズは, a2～a21まで観測された. さらにaイオンが開裂することで生じるdイオンもまた, 

複数観測された. さらにm/z 100付近では, 高エネルギーCIDに特有のImmonium ion (Fig.2) も観測された. 

JMS-S3000 “SpiralTOF”のTOF-TOFモードは, ①高エネルギーCID, ②高いプリカーサーイオン選択能, 

③扇形電場によるMALDI-TOF特有のポストソースディケイ由来のイオンを排除, という3つの特長を有している. 

有機化合物の定性分析においては, ①の特長から構造に関する多くの情報を得ることが可能であり, ②及び③

の特長から, 得られるプロダクトイオンスペクトルは解析が容易なシンプルなものとなる. 以上からJMS-S3000 

“SpiralTOF” は, 有機化合物の構造解析に対して極めて有効なツールと成り得る. 
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Fig.2 Immonium ion. 

37



Copyright © 2010 JEOL Ltd. 
 

p p

a2

a3

d4

a4

a5
a6

a7

d8

a8

a9

a10
d11

d12

b12

d13

a13

d14

a15

d16

a16

a17

a18

a19

d20

a20

d21

Val Lys Val Tyr Pro Asn Gly Ala Glu Asp Glu Ser Ala Glu Ala Phe Pro Glu PheLeuArg, Pro

→×50 →×1

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
m/z

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

2.2
x10

6

In
te

n
si

ty

 

Fig.3 Product ion spectrum of ACTH18-39 (m/z 2456.2, [M+H]+). 
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Renin Substrate tetradecapeptide (porcine)の [M+H]+ (m/z 1758.93)のプロダクトイオンスペクトルを

JMS-S3000 SpiralTOFのTOF-TOFモードで測定した. Renin Substrate tetradecapeptideは, 配列中にロイ

シン及びイソロイシンを持つが, ロイシンとイソロイシンは構造異性体であるため, aイオンやyイオンなどのペプ

チドの主鎖が開裂したイオン間の質量差からは識別できない. しかし, 高エネルギーCIDでは主鎖が開裂した

上で側鎖が脱離したイオン(dイオン)も観測されるため, 識別することが可能となる. そこで, 本実験では, 

JMS-S3000 “SpiralTOF” TOF-TOFオプションを用いて, 高エネルギーCIDで特徴的に見られる, アミノ酸側

鎖の構造を反映したフラグメントイオンによるロイシン・イソロイシンの判別が可能か確認した. 併せて, ペプチ

ド内に含まれるアミノ酸の種類を同定できるインモニウムイオンを明確に観測できるか確認した. 

測定して得られたプロダクトイオンスペクトルをFig.1 に示す. 主鎖が開裂したaイオンが主に観測されており, 

Fig.1 で帰属しているように配列を反映したスペクトルが得られている. イソロイシン及びロイシンの構造情報が

得られるm/z 600 及び 1200 前後の領域を拡大すると(Fig.2), イソロイシンではa5 イオンから-14 及び-28 の

位置に側鎖が脱離したdイオンが観測されており, ロイシンではa10 イオンから-42 の位置にdイオンが観測さ

れている. これは, イソロイシンとロイシンでは側鎖の構造が異なるためであり, Fig.2 で示しているようにdイオ

ンに違いが生じる. 次にm/z 150 以下の範囲を拡大すると(Fig.4), Fig.3 のような構造を持つインモニウムイオ

ンが観測されている. このイオンは, Fig.3 で示しているように各アミノ酸の残基(R)にCH3Nが付いた構造となっ

ており, このイオンから測定したペプチドに含まれているアミノ酸の種類を同定することができる. 

以上のように, TOF-TOF オプションでは構造異性体であるロイシン・イソロイシンの判別が可能であり, ペプ

チドの一次構造解析（特に, De Novo Sequencing）において, 極めて有効なツールといえる. 

 

Fig.1 Product ion spectrum of renin substrate tetradecapeptide. 
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Fig.2 Product ion spectrum of renin substrate tetradecapeptide and Pathway for d ion 

(Left: Isoleucine, Right: Leucine). 

 
Fig.3 Structure of immonium ion (R: amino-acid residue) 
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Fig.4 Product ion spectrum of renin substrate tetradecapeptide enlarged between m/z 50 and 150. 
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リン酸化は, タンパク質の翻訳後修飾の一種であり, 幅広い生物種において細胞内シグナル伝達等で行わ

れている. そのため, タンパク質のどの部位 (アミノ酸) がリン酸化しているかは非常に重要な情報であると言

える. そこで, 今回は代表としてリン酸化タンパク質であるβ-casein (Bovine) のトリプシン消化して生成され

たモノリン酸化ペプチド (FQ pS EEQQQTEDELQDK) を JMS-S3000 “SpiralTOF” の TOF-TOF オプション

で測定した. 

試料を 10 pmol/uL (0.1% TFA)の濃度で調製し, 液体マトリックスと 1:1 で混合した後, プレートに滴下した. 

液体マトリックスは, CHCA を 30 mg/mL (100% MeOH) の濃度で調整し, その溶液 150 uL に対して

3-Aminoquinoline を 35 mg 溶解させ作成した.  

測定して得られたマススペクトルをFig.1 に示す. m/z 2061.807 に試料の [M+H]P

+ 
Pが観測されている. この

モノアイソトピックイオン (計算値 2061.828) をプリカーサーイオンとして選択して得られたプロダクトイオンス

ペクトルをFig.2 に示す. C末端に塩基性アミノ酸であるリジンが存在しているため, ペプチドの主鎖が開裂して

生成されたyイオンがシリーズで観測されている. また, そのyイオンから側鎖が脱離した形となるwイオンも観

測されている. 低エネルギーCIDでは, 主鎖の開裂の前にリン酸基が脱離してしまうためにリン酸化位置の同

定は困難であるP

[1]
Pとされているのに対して, 高エネルギーCIDではFig.2 のようにyやwイオンがリン酸基が付加

した状態で観測されるため P

[2]
P, リン酸化位置を同定することが可能となる. Fig.2 において, y13 イオンとy14 イ

オンのm/zの差が, リン酸化したセリンに相当する 167 となっており, セリンがリン酸化していることがわかる.  

以上のように, TOF-TOF オプションではリン酸化ペプチドの修飾位置の同定が可能であり, ペプチドの一次

構造解析（特に, De Novo Sequencing）において, 極めて有効なツールといえる. 
p
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Fig.1 Mass spectrum of Monophosphopeptide. 
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Fig.2 Product ion spectrum of Monophosphopeptide. 
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JMS-S3000 SpiralTOF の TOF-TOF オプションは, 「高いプリカーサーイオン選択性」と「ポストソースディケ

イ(PSD)由来イオンの排除」、「高エネルギーCID」という特徴を持つ. 弊社の旧製品である 4 セクタータンデム

二重収束質量分析計もイオン化法や分析部の違いはあるが, 同様の特徴を持ち, これまで複雑な生体分子

の構造解析など, 様々な分野で用いられてきた. そこで, 今回は 4 セクタータンデム二重収束質量分析計であ

る JMS-700T と S3000 を用いて, 同一サンプルの MS/MS 測定を行う, それぞれの結果の比較を行った. 

700T は Fig.1 右のようなイオン軌道を持ち, 最初の磁場及び電場を用いて, 特定の m/z を持つイオンを選

択し, そのイオンを一定の電圧でフローティングさせた衝突室に導入する. イオンは, 減速された後にターゲッ

トガスと衝突・解離し, その後加速されるために質量の小さいプロダクトイオンも十分な運動エネルギーを持ち, 

2 番目の磁場及び電場で効率良く分析することが可能となる. 

比較のための試料として, DRVYIHPFHLLVYSのアミノ酸配列を持つペプチドであるRenin Substrate 

tetradecapeptide（porcine）を使用した. 2 つの装置で[M+H]P

+ 
P(m/z 1758.93) をプリカーサーイオンとして選

択した場合のプロダクトイオンスペクトルをFig.2 に示す. また, 双方の装置における測定条件をTable 1 に示

す. FAB(高速原子衝突)・MALDI(マトリックス支援レーザー脱離イオン化)というイオン化法の違いによりS3000

は 700Tの 1/100 以下の量で充分な強度のプロダクトイオンスペクトルの取得が可能となっている. 得られたピ

ークとしては共に高エネルギーCIDで特徴的なaとdシリーズのイオンやインモニウムイオンが観測されており, 

同一のパターンが得られている. また, Fig.2 の 700Tのプロダクトイオンスペクトルでは低質量域のイオンを効

率良く観測するためにフローティング電圧を 5000 Vと高めにしているが, 結果として高質量域のイオンの分解

能や透過率の低下を招いてしまっている. しかし, S3000 では 2 段目の質量分析計の再加速部及びオフセット

パラボリックリフレクトロン (OPR) により, 700Tのように目標の質量域に合わせて電圧を設定する必要が無く, 

全質量域を効率良く測定することが可能となっている. 

以上のように, TOF-TOF オプションを用いることで, 4 セクタータンデム二重収束質量分析計と同等の構造情

報をより少ないサンプル量で, しかもより簡便に測定することが可能であった. 

Table1 Experimental conditions and specifications 
JMS-S3000 JMS-700T

Ionization method MALDI FAB (Xe 6 kV)
Sample quantity 2.5 pmol 1 nmol
Precusor ion mono isotopic mono isotopic
Target gas He Ar
Matrix CHCA Glycerin, NBA
Collision energy 20000 eV 5000 eV  
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Fig.1 Ion trajectory Left: “JMS-S3000 SpiralTOF” , Right: “JMS-700T tandem MStation” 
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Fig.2 Product ion spectra of Renin-substrate tetradecapeptide by 

           a) JMS-S3000 SpiralTOF-TOF and b) JMS-700T tandem MStation 
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SAAF（sperm activating and attracting factor）は, ホヤの精子活性化誘引物質であり, これまでに高エネ

ルギーCID による構造解析が行われている[1]. そこで, 今回はカタユウレイボヤの SAAF を JMS-S3000 

SpiralTOF の TOF-TOF オプションを用いて測定し, プロダクトイオンスペクトルを得た.  

得られたマススペクトルを Fig. 1 に示す (外標として, PEG sulfate 600 を使用した) . m/z 515.301 に

[M-2Na-SO3+H]- のモノアイソトピックイオン(計算値 515.305)と思われるピークが観測されており, それ以外

にも m/z 595.255 に[M-2Na+H]- (計算値 595.261), m/z 617.237 に[M-2Na]- (計算値 617.242)に SAAF 由

来のピークが観測されている. この中から, 既に報告のある[M-2Na-SO3+H]-についてプロダクトイオンスペク

トルの測定を行った[1]. プロダクトイオンスペクトルを Fig. 2 に示す. 末端にある硫酸エステルに負のチャージ

が固定されるためにチャージリモートフラグメンテーション （CRF） が起こり, Fig. 3 で示しているように SAAF

の構造を反映したピークが得られている.  

以上のように, TOF-TOF オプションを用いた高エネルギーCID 測定を行うことで, CRF 由来のピークが明確

に観測され, 天然有機化合物などの複雑な構造を持つ試料でも解析を行うことが可能となる. 
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Fig.1 Mass spectrum of SAAF. 
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Fig.2 Product ion spectrum of [M-2Na-SO3+H]- 
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Fig.3 Structure of SAAF and fragmentation pattern (Asterisks show dehydrated ions.) 

 

[1] M. Yoshida, M. Murata, K. Inaba, and M. Morisawa, Proceeding of the National Academy of Sciences 

of the United States of America 99 (2002) 14831 

 

【謝辞】 

本分析は, 大阪大学大学院理学研究科物理学専攻 質量分析グループとの共同研究の成果です. 

SAAF の測定に際し, 試料のご提供をいただきました大阪大学大学院理学研究科化学専攻  

生体分子科学研究室 村田 道雄様に深謝いたします. 

46



 

YTX （yessotoxin） は, ヒトが毒化した貝を摂食した場合に生じる食中毒の原因物質の１つであり, これま

でに高エネルギーCID による構造解析が行われている[1]. そこで, この YTX を JMS-S3000 SpiralTOF の

TOF-TOF オプションを用いて測定し, プロダクトイオンスペクトルを得た.  

得られたマススペクトルを Fig. 1 に示す (外標として, PolyAlanine を使用した) . m/z 1061.513 に

[M-2Na-SO3+H]- のモノアイソトピックイオン(計算値 1061.609)と思われるピークが観測されており, それ以

外にも m/z 1163.450に[M-Na]- (計算値 1163.548)にSAAF由来のピークが観測されている. この中から, 既

に報告のある[M-2Na-SO3+H]-についてプロダクトイオンスペクトルの測定を行った[1]. プロダクトイオンスペク

トルを Fig. 2 に示す. 末端にある硫酸エステルに負のチャージが固定されるためにチャージリモートフラグメン

テーション （CRF） が起こり, Fig. 3 で示しているように YTX の構造を反映したピークが得られている.  

以上のように, TOF-TOFオプションを用いた高エネルギーCID測定を行うことで, CRF由来のピークが明確

に観測され, 天然有機化合物などの複雑な構造を持つ試料でも解析を行うことが可能となる. 
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Fig.1 Mass spectrum of YTX. 

JMS-S3000 Application Data 

MS Tips 
 JEOL MS Data Sheet   日本電子株式会社 

応用研究センター  
〒 196-8558  東京都昭島市武蔵野 3-1-2 

Tel : (042) 542-2242,  Fax : (042) 542-3132 

No. 040  
MS Tips 

 JEOL MS Data Sheet   日本電子株式会社   
分析機器 応用研究グループ 

お問い合わせ：分析機器販促グループ  

     Tel : (042) 528-3340 

    (SP: 02/’09) 

JMS-S3000“SpiralTOF” TOF-TOF オプションを用いた 
天然有機化合物の測定例 2

MS Tips
  JEOL MS Data Sheet 

    (KU, 10/’10) 

日本電子株式会社   
MS事業ユニットMSアプリケーショングループ 

お問い合わせ：分析機器販促グループ 

Tel : (042) 528-3340 www.jeol.co.jp 

47



YTX-1061-Sub100+Smooth20.tas (1062)   DataSet: 20100720-akubo   Spot: G03   Acquired: 2010-07-20T15:45:12

80.0

97.0

123.0
167.0

181.1
237.1

279.1

293.1

335.1

349.1

391.1

405.1

435.2

489.2

531.2

559.3

601.2
657.3

699.3

713.5

743.6

785.4

799.4

855.5

895.4

924.6

967.4 1018.1

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
m/z

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

2.8

3.2

3.6
x10

5

In
te

n
s
it
y

 

Fig.2 Product ion spectrum of [M-2Na-SO3+H]- 
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Fig.3 Structure of YTX and fragmentation pattern  
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