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講義内容（予定）
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クラスターとは？

1. 金属クラスターの電子構造1；水銀クラスター,金属ー非金属相転移

2. 金属クラスターの電子構造2；アルカリ金属クラスター, 電子殻模型
と魔法数,原子核とクラスターとの類似性と異質性

3. 分子クラスターの反応とダイナミクス；I2
-(CO2)n, 光解離と再結合,

微視的な溶媒効果

4. 遷移金属クラスターと気体分子との反応

5. クラスターの衝突反応

6. タンパク質のフォールディング;Levinthalのパラドックス

7. 気相タンパク質イオンの立体構造の変化;イオン移動度の測定

8. 生体分子の質量分析における新技術

9. 孤立状態において生体分子を研究する; Angiotensin Iイオンと気体分
子の温度変化によるプロトン移動反応
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♣ タンパク質のフォールディング
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フォールディング
• フォールディングとは、タンパク質が特定の立体構造に折りたたまれる現象

• 細胞内で翻訳されたタンパク質は、すぐにそのアミノ酸配列に応じて固有の立体構造
に折りたたまれ、機能を有するようになる。この状態を天然状態(native state)という。

• この天然状態の構造を熱や変性剤で崩して機能を失わせたものを、変性状態
(denatured state)という。

• タンパク質はアミノ酸の複数結合した直鎖状の分子で、可能な立体構造は無数に存在
するが、細胞内ではそれぞれ特定の立体構造をとる。

• クリスチャン・アンフィンセンが、リボヌクレアーゼが試験管内において変性状態から天
然状態に変化することを示し、「タンパク質は自発的に、熱力学的に最も安定な立体構
造をとる」とした。これをアンフィンセンのドグマと言う。
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フォールディングの経路
• n残基のタンパク質はおよそ10n通りの構造が可能であり、タンパク質が最安定構

造を網羅的に探すことは現実的に不可能である（レヴィンタールのパラドクス）。こ
のため、フォールディングには特定の経路が存在する。

• 100残基以下の小型タンパク質に関しては、変性状態と天然状態の二状態いずれ

かしか観測されず、中間的な構造はほとんど存在しないことが分かっている。この
ため、小型タンパク質のフォールディングは協同的(cooperative)であるとされる。

これは、進化の過程でタンパク質が高速にフォールディングできるアミノ酸配列を
獲得したことによると考えられる。実際、ランダムにアミノ酸を並べたポリペプチドで
は多くの準安定な中間状態が存在し、フォールディングは遅い。

• 100残基以上の大型タンパク質においては、フォールディングの過程はジスルフィ
ド結合の形成などを含むため複雑で、中間体が見られるものも多い。

• なお生体内ではタンパク質の翻訳とフォールディングが並行して起こるため、フォ
ールディングの過程は試験管内と必ずしも同じではない。通常はフォールディング
は翻訳よりも速いため、先に翻訳されたN末端側から順次フォールディングが行わ
れる。

※ウィキペディア フォールディングより
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Levinthal's paradox

Cyrus Levinthal (1969)

A thought experiment, constituting a self-reference in the theory of protein folding. 

ψ
φ
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※ 宇宙の年代 200億年（2×1010年）

50

8



If a protein were to attain its correctly folded configuration by 

sequentially sampling all the possible conformations, it would require 

a time longer than the age of the universe to arrive at its correct native 

conformation. 

This is true even if conformations are sampled at rapid (picosecond) 

rates. 

The "paradox" is that most small proteins fold spontaneously on a 

millisecond or even microsecond time scale. 
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Energy landscape for the folding of the protein Rhodanese. The landscape on the 

left shows is the landscape for folding in solution, while the landscape on the right 

shows the landscape for folding mediated by SR1. Note that the lowest energy 

corresponds to the fully folded state. 

Figure taken from wikipedia “Levinthal's Paradox – soft matter”..
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Anfinsen's dogma 

• At least for small globular proteins, the native 

structure is determined only by the protein's 

amino acid sequence.

• Folding occurs, the native structure is a 

unique, stable and kinetically accessible 

minimum of the free energy. 
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• Uniqueness: requires that the sequence does not have any other 

configuration with a comparable free energy. Hence the free 

energy minimum must be unchallenged.

• Stability: small changes in the surrounding environment cannot 

give rise to changes in the minimum configuration. This can be 

pictured as a free energy surface that looks more like a funnel

(with the native state in the bottom of it) rather than like a soup

plate (with several closely related low-energy states); the free 

energy surface around the native state must be rather steep and 

high, in order to provide stability.

• Kinetic accessibility: means that the path in the free energy 

surface from the unfolded to the folded state must be reasonably 

smooth or, in other words, that the folding of the chain must not 

involve highly complex changes in the shape (like knots or other 

high order conformations). 15



Anfinsen's dogma 

Ribonuclease could be refolded after denaturation while preserving enzyme activity.

Thereby, it is suggested that all the information required by protein to adopt its final 

conformation is encoded in its amino-acid sequence. 16



The Anfinsen Experiment in Protein Folding 

Disulfide bridges can be disrupted by treating a protein with 2-mercaptoethanol 

(HS-CH2-CHOH). The bond between the two sulfurs in the protein is broken. 

Anfinsen wanted to show that the information for protein folding resided entirely within 

the amino acid sequence of the protein. He choose ribonuclease A as his model for folding 

but he couldn't completely denature the protein unless he treated it with the denaturant 

urea plus 2ME to break the disulfide bridges. 17



Under those conditions, the protein 

unfolded. It would refold spontaneously 

once he removed urea and 2ME from 

the folding solution. Ribonuclease A 

regained biological activity under those 

conditions. This demonstrated that 

refolding could take place in vitro.

Anfinsen discovered that removing 2ME 

but not urea led to recovery of 1% of the 

activity. This is attributed to the 

formation of random disulfide bridges 

between the 8 cysteines present in the 

protein. There are 105 different 

possibilities (7x5x3x1) so the 1% 

recovery makes sense. It also shows that 

the correct three-dimensional 

conformation must be achieved fairly 

rapidly when urea is removed since 

most of the protein under those 

conditions becomes active. 18



Christian Boehmer Anfinsen, Jr. (1916 –1995)

1972 Nobel Prize in Chemistry
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Prof. Peter G. Wolynes

Schematic representation of a funneled energy landscape.

Center for Theoretical Biological Physics and Departments of  

Physics and *Chemistry and Biochemistry, University of 

California at San Diego 23
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Protein structures in a funneled energy 

landscape with order parameter Q and 

Pfold shown.
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Water-mediated interactions in protein 

folding.
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問. Levinthalのパラドックスについて、簡単に説明しなさ
い。また、10個のアミノ酸から構成されるポリペプチド鎖

が全てのコンフォーメーションを探索するのにかかる時
間を求めなさい。

ただし、各々のアミノ酸の結合角φとψがとりうる配置は
それぞれ3とおりとする。また、コンフォーメーション探索
の一回の試行に要する時間は10-13秒とする。
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♣ 気相タンパク質イオンの立体構造の変化;

イオン移動度の測定
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Ion mobility mass spectrometry

Collision cross section (Ω), which represents the orientationally averaged shape of 

the ion, can be calculated from an ion’s drift time according to the following equation

where kb is Boltzmann’s constant, T is temperature, mI is the mass of the ion, mB is 

the mass of the buffer gas (typically He or N2), tD is the ion drift time, E is the 

electric field, L is the length of the drift region, P is the pressure, and N is the 

number density of the gas at STP.
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Cytochrome c とは・・
•シトクロムc（cytochrome c）は、ミトコンドリアの内膜に弱く結

合しているヘム蛋白質の一種である。ミトコンドリア内で電子
伝達系の構成要素を成す。

•分子量は１個あたり約12,000である。

•シトクロムcは高度に保存されたタンパク質で、動物、植物、
単細胞生物など非常に多様な生物で確認されている。 
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Chain Sequence of Cytochrome c

Basic Residues; 

Lysine;K, Arginine;R, Histidine;H

104 residues

GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPN

LHGLFGRKTGQAPGFTYTDANKNKGITWKEET

LMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKTEREDLIA

YLKKATNE
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Professor Martin F. Jarrold
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Length;129 residues

Secondary structure; 

41% helical (7 helices; 54 residues)

10% beta sheet (9 strands; 14 residues)

Cystine;C, Disulfide bond;----

Reference; Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb)

Secondary Structure of Intact Lysozyme

HO
SH

OHHS

Dithiothreitol(DTT)

Before measurements, 

the disulfide bonds are 

reduced by adding 

DTT to sample solution.
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Structural Stability from Solution to the Gas Phase: 

Native Solution Structure of Ubiquitin Survives Analysis in a 

Solvent-Free Ion Mobility Mass Spectrometry Environment

T. Wyttenbach, M. T. Bowers

J. Phys. Chem. B 2011, 115, 12266.
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Ubiquitin is a small (8.5 kDa) 

regulatory protein that has been 

found in almost all tissues 

(ubiquitously) of eukaryotic 

organisms.

Ubiquitination is a post-translational 

modification (an addition to a protein 

after it has been made) where ubiquitin 

is attached to a substrate protein.

Wikipedia; ubiquitin
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Ubiquitin
M. W. 8564.8 Da, 76 residues 

25% helical (3 helices; 19 residues)

34% beta sheet (7 strands; 26 residues)

K: lysine

R: arginine

H: histidine

Ubiquitin from bovine erythrocytes (Sigma-Aldrich)  

Including N-terminal,

13 protonated sites

Reference; Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb)
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Professor Michael T. Bowers

Department of Chemistry and Biochemistry

University of California 

Santa Barbara, CA 93106 – 9510, USA 
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Ion mobility mass spectrometry (IMS–MS) of ubiquitin

Prof. David E. Clemmer’s group

Indiana University Bloomington 56



57



Following conventional IMS separation through a given drift region, a narrow packet of mobility-

matched ions is isolated by momentarily lowering a repulsive potential at the electrostatic gate at 

a given delay time.
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The selected ions are then subjected to collisional activation (ion–neutral collisions with the He 

buffer gas) by increasing the electric field in the ion activation region. This ion activation step 

can cause some of the ions to anneal to more compact structures, some of the ions to anneal to 

more elongated structures, and some of the ions remain the same. In addition to changing 

structure, higher activation voltages can be used to dissociate selected ions by CID. 59
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No longer uniformly mobility matched, the ions are then separated in the following drift 

region. We have demonstrated both two- and three-dimensional IMS. Higher-throughput 

multidimensional IMS can be achieved through a technique called combing.6 Pictures of 

the linear instruments typically used for these experiments can be found here for the 2m 

version and here for the longer 3m version. 61



2m IMS and IMS–IMS Instrument
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3m IMS, IMS–IMS, and IMS–IMS– Instrument
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Anal. Chem., 2013, 85, 7003–7008.

Ion Trapping for Ion Mobility Spectrometry Measurements 

in a Cyclical Drift Tube

R. S. Glaskin, M. A. Ewing, D. E. Clemmer
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Circular Drift Tube

Anal. Chem. 2009, 81, 1482–1487.
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Anal. Chem., 2013, 85, 7003–7008.
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Circular Instrument
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Anal. Chem., 2013, 85, 7003–7008.
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Anal. Chem., 2013, 85, 7003–7008.
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Evidence for a Quasi-Equilibrium Distribution of States 

for Bradykinin [M + 3H]3+ Ions in the Gas Phase

N. A. Pierson, S. J. Valentine, D. E. Clemmer

J. Phys. Chem. B 2010, 114, 7777–7783

Number of Solution States of Bradykinin from Ion Mobility and 

Mass Spectrometry Measurements

N. A. Pierson, L. Chen, S. J. Valentine, D. H. Russell, 

D. E. Clemmer

J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 13810–13813
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M. W. 1060.2 Da

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH

Bradykinin is a peptide that causes blood vessels to dilate (enlarge), 

and therefore causes blood pressure to fall. 

Bradykinin
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Prof. David E. Clemmer

Indiana University Bloomington
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問.

ESIによって生成された気相タンパク質イオンの構

造は、溶液中での状態との間に、どのような相関
があるのだろうか？あなたが考えていることについ
て、簡単に述べなさい。
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♣ 生体分子の質量分析における新技術
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Charge Detection Mass Spectrometry
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https://nano.lab.indiana.edu/instrumentation/ 92



https://nano.lab.indiana.edu/applications/ 93
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Professor Martin F. Jarrold
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質量選別機能を備えた気相イオンNMR 分光法の開発

均一な高磁場と低磁場および、その間に大きな傾斜磁場をもつ磁石内に、フロントゲートとバックゲートに相当する捕捉電
極で構成されたNMR セルを設置する。このセルは一種のPenning トラップに相当し、セル内に高磁場側からイオン束（例
としてプロトン）を注入すると、イオンはサイクロトロン運動による磁気モーメントおよび核磁気モーメントと磁場勾配の相互
作用で発生する磁気力のため加減速を伴いながらセル内を往復する。セル両端の均一磁場部にRF コイルを設置し、セ
ル内を通過するイオンにπパルス（共鳴周波数をもつ弱磁場）を照射すると、核スピンは反転する。気相での磁気緩和は
遅いためαおよびβスピンは連続的に加速または減速され、往復運動の回数が増えるに従って、核スピン状態の分極が起
こる。一定時間後にバックゲートを開けて、MCP 検出器により飛行時間（TOF）の変調として観測する。この測定で得られ
る速度増分（Δv）を周波数に対してプロットすることにより、NMR スペクトルが得られる。実際の装置では、NMR セルの
上流にイオンサイクロトロン共鳴セルを設置し、イオン源で発生したイオンの捕捉と質量選別および速度選別を行う。97



富宅喜代ー, 分子科学アーカイブス, AC0017, 2022.

Kiyokazu Fuke, Int. J. Mass Spectrom 490 (2023) 117068.
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Kobe University

Kiyokazu Fuke
富宅喜代ー 神戸大学名誉教授
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Direct Analysis of Biological Tissue by Paper Spray 

Mass Spectrometry

Anal. Chem.2011, 83, 1197–1201101
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Direct Plant Tissue Analysis and Imprint Imaging by Desorption

Electrospray Ionization Mass Spectrometry

Anal. Chem.2011, 83, 5754–5761104



105



106



Mass Spectrometry in the Ambient Environment

DESI: Takats et al, Science, 2004, 306, 471 

ELDI: Shiea et al, RCM, 2005, 19, 3701 

MALDESI: Muddiman, JASMS, 2006, 17, 1712 

EDI: Hiraoka et al, JMS, 2006, 41, 894 

AP-MALDI: Dororshenko et al, IJMS, 2002 

DART: Cody et al, Anal. Chem, 2005, 77, 2297
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Miniature Mass Spectrometers
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Prof. R. Graham Cooks 

Aston Labs of Mass Spectrometry 

Pudue University
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MULTUM

マルチターン飛行時間型質量分析計 

マルチターン飛行時間型質量分析計
 MULTUM Linear plus

マルチターン飛行時間型質量分析計
 MULTUM II 110



マルチターン・タンデム飛行時間型質量分析計 

MULTUM-TOF/TOF
像投影型イメージング質量分析計 

MULTUM-IMG

イメージング質量分析計 

MULTUM-SIMS

小型マルチターン飛行時間型質量分析計 

MULTUM-S 111



イメージング質量分析とは
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J. Mass Spectrom. Soc. Jpn.  Vol. 61, No. 3, 2013
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J. Mass Spectrom. Soc. Jpn.  Vol. 61, No. 3, 2013
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J. Mass Spectrom. Soc. Jpn.  Vol. 61, No. 3, 2013
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豊田岐聡
大阪大学理学部物理学科
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FT-ICR 質量分析計

高い質量分解能（R = 105～106）
高い質量確度（Δm = 10−4～10−3 u）
高い検出限界（10−18 mol）

i

c

cm

i
m

m

qB

rv

qB

vm
r

=

=

=





118



119



120



Orbitrap

An orbitrap is a type of mass analyzer 

invented by Alexander Makarov. 

It consists of an outer barrel-like 

electrode and a coaxial inner spindle-

like electrode that form an electrostatic 

field with quadro-logarithmic potential 

distribution. 

Image current from dynamically 

trapped ions is detected, digitized and 

converted using Fourier transform into 

frequency and then mass spectra.
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Cross-section of the C-trap and Orbitrap analyzer (ion optics and differential pumping not 

shown). Ion packet enters the analyzer during the voltage ramp and form rings that induce 

current detected by the amplifier.
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Thermo Fisher Orbitrap Elite

Mass Range

m/z 50 - 2,000, m/z 200 - 4,000

Resolution

60,000 at m/z 400 at a scan (FWHM) rate of 4 Hz

Minimum resolution 15,000

Maximum resolution > 240,000 at m/z 400 128



Thermo Fisher LTQ Orbitrap XL

129

http://planetorbitrap.com/ltq-orbitrap-xl
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Dr. Alexander Makarov

Thermo Fisher Scientific scientist 

Alexander Alexeyevich Makarov is a Russian physicist who led the team that developed the 

Orbitrap, a type of mass spectrometer.

Early life and education

1989 Moscow Engineering Physics Institute - M.S. Molecular Physics

1993 Moscow Engineering Physics Institute - Ph.D. Physics and Mathematics

Awards

2008 ASMS Distinguished Contribution in Mass Spectrometry Award

2012 Thomson Medal Award

131



問.

生体分子の質量分析における新技術の発展に
よって、どのような分野への応用が期待されるのだ
ろうか？あなたが考えていることについて、簡単に
述べなさい。
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♣ Angiotensin I イオンと気体分子の温度
変化によるプロトン移動反応

133

• S. Nonose et al., J. Phys. Chem. B, 118 9651-9661 (2014).

• S. Nonose, Mass Spectrometry, 9, A0083 (2020).
•  野々瀬真司, J. Mass Spectrom. Soc. Jpn. 70巻, 51-57頁, 2022年．
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孤立した状態において生体分子を研究する

液相中における生体分子
水分子に囲まれている

生体中における生体分子
 かたち
 はたらき

有限な系
構造の揺らぎ
内部エネルギー
最も単純な反応
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Abstract
・Biological Molecules in Gas Phase Isolated finite systems

・Electrospray Ionization (ESI) Non-destructive introduction of biomolecular ions into vacuum

・Production of Multiply-Protonated Biomolecular Ions with ESI

・Collisional Reactions of Charge-Selected Ions with Gaseous Molecules

Proton transfer from ions to target molecule

Measurement of absolute reaction rate 

and Distribution of product ions

H+Proton affinity of residues in peptide

Intramolecular coulomb repulsion

Conformation of peptide in gas phase

Folding vs unfolding

Self solvation to charges

Charge delocalization

Angiotensin I

NH2



実験方法：気体分子との衝突反応

1.エレクトロスプレーイオン化法
によって真空中に
蛋白質イオンを生成

2.特定の電荷数
のイオンを選別

3.気体分子との
衝突反応

検出器

真空排気装置

4. 反応生成物
を分析・検出

H.V.
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ESI源を備えたタンデム質量分析計の模式図。(1)エレクトロスプレーニード
ル、(2)ステンレスキャピラリー、(3)イオン光学系、(4)スキマー、(5)四重極
イオンビームガイド、(6)四重極質量分析計、(7)八重極イオントラップ付きガ
スセル、(8)マイクロセラミックヒーター、(9)冷却器、(10)飛行時間型質量分
析計用プッシャー、(11)リフレクトロン、(12)Daly検出器。



Angiotensin I の分子構造
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List of Target Molecules (Tm) Proton Affinity: PA

(PA:917.8 [kJ/mol]) (PA:921.5 [kJ/mol]) (PA:923.5 [kJ/mol]) (PA:934.1 [kJ/mol])

(PA:952.4 [kJ/mol]) (PA:962.3[kJ/mol])

(PA:930.0[kJ/mol]) (PA:963.0[kJ/mol])(PA:949.1[kJ/mol])

(PA:968.5[kJ/mol])

(PA:955.4[kJ/mol])

Primary amines

Secondary amines

Aromatic amines

Diamines

(PA:951.6[kJ/mol]) (PA:987.0[kJ/mol]) (PA:1005.6[kJ/mol])



140電荷数２のangiotensin Iイオン、[M + ２H]２+、とDprとの
プロトン移動反応の温度依存性に関する質量スペクトル。
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Reaction Rate Constants of Angiotensin I(2+) with Secondary Amines
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Chem. Phys., 423 182–191 (2013).
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Conformations Related to Internal Energy 
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Reaction Rate Constants of Angiotensin I(2+) with Aromatic Amines
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Chem. Phys., 423 182–191 (2013).
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H+

CH3H3C

:

H+

CH3H3C

:

Steric hindrance at methyl groups

26Dmpy 35Dmpy
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Reaction Rate Constants of Angiotensin I(2+) with 1-Bu
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Reaction Rate Constants of Angiotensin I(2+) with Primary Amines
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Chem. Phys., 423 182–191 (2013).
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Reaction Rate Constants of Angiotensin I (2+) with Diamines
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K. B. Sharpless, R. F. Lauer, J. Am. Chem. Soc., 95, 2699 (1973).
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H+

H+

Nearly linear hydrogen bonds 

can be accommodated in a ring.

Pda

Eda

H+

Linear hydrogen bonds 

can be accommodated in a ring.

Bda
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(E) Bda on, t = 10ms

(G) Bda on, t = 40ms

(C) Bda on, t = 1ms

(I) Bda on, t = 80ms

(D) Bda on, t = 5ms

(F) Bda on, t = 20ms

(H) Bda on, t = 60ms

3+ 2+

1+

(A) QMASS off

(B) QMASS on

(Bda)2H
+

[M (Bda)n + 2H]2+

BdaH+

[M (Bda)n + H]+

Proton Transfer of Angiotensin I Ion (2+) Reacted with 

Butanediamine (Bda) at Various Reaction Time

Reaction temperature; 288 (K)

Reaction time; 1 - 87 (ms)

Molecular density of Bda;

2.6×1011 (molecule cm-3)
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Branching Fractions
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[M (Bda)2 + 2H]2+

[M (Bda)3 + 2H]2+

[M (Bda)4 + 2H]2+

[M + H]1+

[M (Bda)1 + H]1+

[M (Bda)2 + H]1+

Bda  H+

(Bda)2  H+
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Reaction Kinetics of Proton Transfer

［peptide・nH］n+ + Tm ［(peptide・nH)・Tm］n+* ［peptide・(n-1)H］(n-1)+ +Tm・H+

k1

k2

k3

z = n z = n-1Complex formation as reactive intermediate

(Tm; Target molecule)

Two-step process by way of long-lived complex formation

［(peptide・nH)・Tm］n+

k4 k5k5
k2
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Proton transfer, t = 20ms

Proton transfer + Complex formation, t = 20ms

Proton transfer, t = 60ms

Proton transfer + Complex formation, t = 60ms

Proton transfer, t = 40ms

Proton transfer + Complex formation, t = 40ms

156



Reaction Kinetics of Proton Transfer

［peptide・nH］n+ + Tm ［(peptide・nH)・Tm］n+* ［peptide・(n-1)H］(n-1)+ +Tm・H+

k1

k2

k3

z = n z = n-1Complex formation as reactive intermediate

(Tm; Target molecule)

Temperature decreases →   k2 decreases →  proton transfer is enhanced

k5 decreases →  proton transfer is reduced

H+

H+

H+

H+

H+

H+ H

H

H+

H+

H+

H+

H+

H

H

Two-step process by way of long-lived complex formation

［(peptide・nH)・Tm］n+

k4 k5k5
k2
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Summary
・Construction of tandem mass spectrometer with electrospray ionization (ESI)

・Production of multiply-protonated biomolecular ions with ESI

・Collisional reactions of charge-selected biomolecular ions

・ Proton transfer from angiotensin I ion to target molecules

[M2H]2+ + Tm → [M H]+ + TmH+

for reaction rate and distribution of product ions

High T Unfolding

Low T Folding

Self-solvation to H+

Coulomb repulsion of charges

Delocalization of charges 158



問1. 水銀クラスターの構成原子数が増大するに伴って、クラス
ターの電子構造が非金属から金属状態へ遷移する。その理由に
ついて、簡単に説明しなさい。

問2. アルカリ金属クラスターと原子核との類似性と異質性につい
て、簡単に説明しなさい。

問3. Levinthalのパラドックスについて、簡単に説明しなさい。また、
10個のアミノ酸から構成されるポリペプチド鎖が全てのコンフォー
メーションを探索するのにかかる時間を求めなさい。

問4. 本講義の感想を記して下さい。
（批判的な内容の記述でも構いません。）

159

本講義の課題
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