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The world leader in serving science

サーモフィッシャーサイエンティフィック
肥後 大輔

Orbitrapを含めた質量分析とプロテオーム解析の基礎と最新トピックス
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LC-MS：液体クロマトグラフィー、質量分析計

Sample Prep. HPLC Column Mass spec. Software
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Mass spectrometer, Mass spec., MS : 質量分析計

Mass spec.

分子の質量を計測する“はかり”

× 分子→ 質量分析

○ 分子→ 分子イオン→ 質量分析

高真空の質量分析計に分子イオンを取込み

分析計内部は電場 and/or 磁場を利用

分子イオンを分析計内部で移動、飛行、運動

分子イオンを質量と電荷比（m/z）で分離/検出

質量分析計で得られた結果→ 構造解析、定量解析
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質量分析計：イオン化法

検出器
制御

データ解析

質量
分析部

イオン化
導入部

質量分析装置（真空）

サンプルの形状 液体 気体 固体 （結晶）

イオン化法 ESI EI, CI MALDI 
APCI
APPI
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質量分析計：イオン化法
分
子
量
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ESIMALDI

APCI

APPI

EI / CI
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質量分析計：イオン化法 ESI & MALDI

溶媒の揮発と
クーロン爆発に
よる微細化

帯電液滴を形成

電圧印加（数kV）

ESI (Electro Spray Ionization)

マトリックス

分子イオン

レーザー

マトリックスはレーザ光を吸収、
加熱されサンプルとともに気化
このときに真空中でイオン化

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization)
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質量分析計：質量分析部

検出器
制御

データ解析

質量
分析部

イオン化
導入部

質量分析装置（真空）

質量分解能低 高

四重極 イオントラップ 飛行時間(TOF) フーリエ変換型

（FTICR, Orbitrap）
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質量分析計：質量分析部：四重極

a
-v
a
lu
e

(D
C

)

q-value (RF)

分子A(m/z)

不安定領域

安定領域

m/z

In
te

n
s

it
y



2021/8/2

5

9

質量分析計：質量分析部：イオントラップ
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質量分析計：質量分析部：イオントラップ
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質量分析計：質量分析部：TOF (Time of flight)
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質量分析計：質量分析部：オービトラップ

OrbitrapOrbitrap

◩ 誘導電流を周波数として記録

◩ 周波数をフーリエ変換で分解

◩ 各周波数＝各質量成分（m/z)

分子A

分子B

分子C

Orbitrap
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質量精度: poor質量精度: poor

Orbitrapの特徴：高い質量精度

質量精度: good質量精度: good
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◩ 観測されるm/zのばらつき。測定値間誤差
◩ 装置の測定原理に依存
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低分解能（R=20,000）低分解能（R=20,000） 高分解能（R=50,000）高分解能（R=50,000）

Orbitrapの特徴：高い質量分解能
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Single MS / Hybrid (Tandem) MS

Full MS Scan

MS/MS Scan

Isolation Fragmentation

Single MS

Hybrid MS

Data dependent
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MS/MS : Fragmentation : Collision Induced Dissociation

MS/MS Scan

Isolation Fragmentation

FragmentationCID
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Single MS / Hybrid (Tandem) MS

MALDI-TOF/TOF

MALDI-TOF Qq-TOF

Qq-FT

QqQ

ターゲット定量装置

Tribrid MS

Qq-Iontrap-FT

ESI MALDI
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Single MS / Hybrid (Tandem) MS : Proteomics

Full MS scan

R G Y P

m/z

MS/MS scan

MALDI-TOF

MALDI-TOF/TOF

PMF search

MS/MS searchMALDI-TOF/TOF

MALDI-TOF
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質量分析計のダイナミックレンジ
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スペクトル内ダイナミックレンジ リニアダイナミックレンジ
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質量分析計のダイナミックレンジ：プロテオームサンプル
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質量分析計のダイナミックレンジ：プロテオームサンプル
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Proteomics : Hybrid (Tandem) MS

Sample Prep. HPLC Column Mass spec. Software
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HPLC & Column

オートサンプラー

ポンプ

カラム

カラムオーブン

混合成分

各成分

HPLC

逆相：疎水性相互作用

順相：親水性相互作用

イオン交換：電気親和力

サイズ排除：浸透・排除

ミックスモード：上記複数

▶ 固定相支持体

- シリカゲル、ポリマー樹脂 など

▶ 化学結合相

- 固定相支持体に化学的に

結合させた官能基

2-10μm
直径

細孔径（ポアサイズ）

8-30nm

O

Si
O
Si

24

HPLC vs nanoLC

1 ug
sample

HPLC
200 ~ 500 μL/min

Column

nanoLC
0.1 ~ 0.5 μL/min

TIC

TIC

x 711 濃縮比(内径2に反比例)＝感度の倍率

0.075 mm ID

2.0 mm ID

ポンプ

移動相A：水+0.1%ギ酸
移動相B：アセニト+0.1%ギ酸

逆相：疎水性相互作用
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Full MS scan

R G Y P

m/z

MS/MS scan

MALDI-TOF(/TOF)

nanoLC-MS/MS
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Proteomics : Hybrid (Tandem) MS

TIC

Full MS

MS/MS MS/MS検索

前処理

nanoLC-MS/MS測定

同定
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Orbitrap Exploris 240

Orbitrap Exploris 240

53 cm

7
0

 c
m

76 cm

120 kg

コンパクトな設計

最大分解能: 240,000@m/z 200

最大スキャンスピード: 22Hz

高質量精度: 外部標準<3ppm, 内部標準<1ppm
EASY-IC <sub 1ppm (5日間以上）

Pos/Neg極性切り替え測定:切替時間約185ms(Full MS)

コリジョンセルによるHCD-MS/MS

オプション： FAIMS Pro, BioPharma

28

Orbitrap Exploris 240の装置構成

オプション
• FAIMS Pro
• BioPharma option 

(up to m/z 8,000)

OptaMax NG
Electrospray Ion 

Source EASY-IC Internal 
Calibrant Source

Advanced Active 
Beam 

Guide (AABG) Advanced Quadrupole 
Technology (AQT)

C-Trap

Independent 
Charge Detector

High-Field Orbitrap
Mass Analyzer

Ion Routing 
Multipole

S-Lens

• 高選択性四重極マスフィルタ
• アイソレーション幅 最小0.4amu

• キャリブラントイオン（フルオランテン）の生成
• リアルタイムで、pos/neg両極性の質量補正が可能
• Sub ppm以内の質量精度と長期間安定性（5日間以上）

• 高電場型オービトラップ
• 最大分解能 24万
• 最速スキャンスピード22Hz

• HCDコリジョンセル
• イオンのトラッピング
• フラグメントイオンの生成

Transfer
Tube
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Software

Sample Prep. HPLC Column Mass spec. Software

30

Proteome Discoverer software

・ プロテオーム解析専用ソフトウェア

－ 公的なタンパク質データベースを利用したタンパク質の同定

－ リン酸化など翻訳後修飾解析に対応

・ 定量プロテオーム解析に対応

－ ケミカルラベル（TMT法）による同定/定量解析に対応

－ 安定同位体ラベル（SILAC法）による同定/定量解析に対応

－ ラベルフリーによる比較定量解析に対応

－ 同定/定量結果は統計解析（ANOVA, PCA, p-value, Heat map）

・ 糖鎖修飾ペプチド解析プログラム（オプション）

－ Byonicアルゴリズムを追加することによってN/O型糖ペプチドの同定に対応

・ クロスリンク試薬によるタンパク質相互作用解析（オプション）

ー XlinkXアルゴリズムを追加することによって相互作用したタンパク質を同定
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Proteomics

m/z

Full MS Isolation 

m/z

Fragmentation

R G Y P

m/z

MS/MS scan Database search

Database search

>GTPase
MFVDQVKVYV….

>Bifunctional NAD…
MDFWRKKMLV….

>UDP…
MKLKKLLNHI…

Database(fasta file)

Uniprot
https://www.uniprot.org/

NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Proteome
Discoverer

Search engine
・Sequest HT
・MS Amanda
・MASCOT (option)
・Byonic (option)

Search results

32

Software work flow

• 定量解析メソッドの選択（SILAC, TMT or LFQ）
• 測定データの選択（Rawファイル）

• 定量結果の表示方法の指定（比較定量の計算設定）

• 定量解析と測定データの紐付け（コントロールの選択など）
• 検索＆定量解析条件の設定（データベースや翻訳後修飾の選択など）

• 解析実行
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プロテオーム解析結果の表示

同定タンパク質

34

プロテオーム解析手法のトレンド

・ Peptide ID
・ Quan Proteomics
・ Phosphorylation
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Proteomics: Protein / Peptide ID

Protein Groups Peptide Groups Experiment Details
• 1 µg Hela digest standard 

• 60 min LC gradient 

• Top 20 method

• Thermo Scientific™ EASY-
Spray™ HPLC Column ES803
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プロテオーム解析手法のトレンド

・ Peptide ID
・ Quan Proteomics
・ Phosphorylation
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MSによる定量解析法

LC-MS/MS

Database search

・ Peptide ID
・ RT
・ m/z, z

XIC, Peak area

SILAC labeling

K0, R0 K6, R10
Mix 1:1

K containing peptide R containing peptide

6Da 10Da

m/z m/z

In
te

n
s

it
y

In
te

n
s

it
y

Ratio Ratio

Trypsin digest

m/z
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Ratio

Label Free Quan ( LFQ ) SILAC
(Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture)
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MS/MSによる定量解析法

m/z

Data Independent Acquisition (DIA) 
Reporter Ion Quan.

(Tandem Mass Tag, iTRAQ etc…)

MS/MS

Peptide Fragment

Reporter
ion

DIA-MS/MS

y₁₆⁺
1815.73828

y₁₅⁺
1684.69775

y₂⁺
248.16026

b₁₄⁺
1497.80652

b₁₀²⁺
564.29541

b₁₃²⁺-H₂O
683.85907

y₈⁺
907.41931

b₁₁⁺
1226.65344

y₁₀⁺
1035.47791

b₇⁺
754.38391

y₁₁⁺
1195.50806
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     Extracted f rom: D:\Yeast_Smart\W303_Yeast_50cm_140min_120k30k_2.raw   #67524   RT: 120.83
     FTMS, HCD@26.00, z=+3, Mono m/z=1104.85144 Da, MH+=3312.53977 Da, Match Tol .=0.02 Da

y₁₆⁺
1815.73828

y₁₅⁺
1684.69775

y₂⁺
248.16026

b₁₄⁺
1497.80652

b₁₀²⁺
564.29541

b₁₃²⁺-H₂O
683.85907

y₈⁺
907.41931

b₁₁⁺
1226.65344

y₁₀⁺
1035.47791

b₇⁺
754.38391

y₁₁⁺
1195.50806

500 1000 1500 2000
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     Extracted f rom: D:\Yeast_Smart\W303_Yeast_50cm_140min_120k30k_2.raw   #67524   RT: 120.83
     FTMS, HCD@26.00, z=+3, Mono m/z=1104.85144 Da, MH+=3312.53977 Da, Match Tol .=0.02 Da

Spectrum Library
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MS/MSによる定量解析法

Peptides Labeled Peptides

Full MS

One Signal6 Reporter Ions
m/zm/z

MS/MS

LC-MS/MS

HCD MS/MS

1 2

3 4

5 6 y1

y2

y3

b4

b6

b5

b3

b2

b1
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130.1409

1156.6582393.2339230.1703
798.4240

506.3185

175.1188 669.3823365.2380

770.4313359.2400 1139.6388478.3249 911.5057
641.3881246.1567 982.5510883.5048

m/z126 127 128 129 130 131 132

130.1409
+ 1.9 ppm

129.1374
- 3.0 ppm

128.1341
+ 2.6 ppm

131.1382
+ 1.2 ppm127.1309

+ 1.5 ppm
126.1281
+ 2.9 ppm

レポーターイオン定量

40

TMT Pro ：最大で16検体の比較定量が一度に可能

127N 127C
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SILAC, iTRAQ, TMT
Label Free, DIA
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Quantify with MS1 Precursor MS2 Reporter MS1 Precursor MS2 Fragment

Coverage (1shot) ++ +++ ++++ +++++

Coverage (Extend) +++++
(Fraction)

+++++
(Fraction)

Accuracy +++++ ++*
(Ratio Compression)

+++ ++++

Precision ++++ +++++ +++ ++++

Throughput +++
(Up to 3plex)

+++++
(Up to 16plex)

++
(1 by 1)

++
(1 by 1)

Easy to start +++
(Cost)

+++
(Cost)

+++++ ++++
(Processing tool)

Notes Cell line only.

Compatible with any samples 
(tissue, fluid etc.)

*with mobility or MS3 method, 
accuracy will be improved to 

+++ or ++++

Most simple method same as 
standard shotgun proteomics

PTM is not supported in 
library prediction
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Proteome Discoverer software : Quan Proteomics

Ratios based on median 
values from replicates

p-values can be 
calculated due to 
replicate measurements

44

解析結果を様々な図表として出力が可能

Volcano plots Pathway mapsPCA

Enrichment analysisHeat maps
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プロテオーム解析手法のトレンド

・ Peptide ID
・ Quan Proteomics
・ Phosphorylation
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Proteomics : Deep : Phosphopeptide Enrichment

TiO2 WashUnbound TiO2

Flow through
Base elution
(5% NH4OH)

Combine and vacuum dry
Reconstitute with FeNTA buffer

TiO2 eluate

~150 μl ~750 μl ~100 μl

1 mg/150 μl

Transfer 1 mg of 
HeLa peptide mixture

Centrifugation

TiO2

Fe-NTA with
TiO2 flow-through and wash

Fe-NTA

3,378 Proteins
12,465 Phosphopeptides
10,436 Quantified
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Proteomics : Wide and Deep

D
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Question ?


