
目的

Skyline SRM/MRM ソフトウェアと Xevo® TQ-S MS

を組み合わせることで、直感的で、迅速、そし

てシームレスに多数のペプチド SRM/MRMトラン

ジッションおよびメソッドの開発を行えること

を示します。

背景

LC-MS/MS のターゲット SRM/MRM の検証は、

タンパク質のバイオマーカー探索からバリデー

ションへの潜在的な架け橋となり得ます。一般

的に、マーカー候補タンパク質は、探索研究で

の小規模な相対定量によって同定されます。典

型的なボトルネックとされているのは、SRM/

MRM定量に適した各タンパク質に特有のペプ

チドの選択と、タンデム四重極型質量分析計の

ための LC/MS メソッド開発にあります。特に

複雑な試験の場合、ソフトウェアはターゲット

タンパク質の代わりに、測定対象として的確な

ペプチドを選択するための重要な役割を担って

います。ターゲットペプチドのトランジッショ

ンが計算され、それぞれのペプチドに対して

最適化が行われます。このテクノロジーブリー

フでは、Skyline を用いてペプチドとトランジッ

ションの選択過程と Waters® Xevo TQ-S質量分

析計のメソッド開発について、複雑な合成マ

トリックス中にあるアレルギー誘発性ペプチ

ド標準試料の分析結果も含めて、ご紹介します。

Skyline は、ターゲットプロテオミクス分析の

ターゲット作成と分析のための、オープンソー

スの文書エディターです。1

トランジッションの選択とMSメソッド作成の自動化、

そして直感的に理解できるデータを得るために、

信頼性と操作性を兼ね備えたソフトウェアで、

プロテオミクスの探索から定量 SRM/MRMベースの

バリデーションまで迅速に展開

図１ . アレルギー誘発性のタンパク
質についてソフトウェア上で消化と
フラグメントのシミュレーションを
行い、候補となるトランジッション
を生成。Skyline は、トランジッション
の選択のために１つのペプチドに
対し、3または 4つのプロダクトイ
オンを予測。5つの全ペプチドに対
して得られた最終的なトランジッシ
ョンの数は、17。続いて、Skyline
エクスポートメソッドエディターを
使用して、最適な設定を見出すため
の異なるコリジョンエネルギーを設
定した Xevo TQ-Sのメソッドファイル
を生成。

MassLynx 制御の
Xevo TQ-Sタンデム四重極型質量分析計
およびSkylineを用いた
ペプチドの高感度 SRM/MRM条件作成の自動化

ソリューション

定量 SRM/MRM メソッドの構築と得られた質量分析データの解析に用いられる

Skyline ソフトウェアを使用して、5つのアレルギー誘発性ペプチド標準試料

をマトリックスにスパイクして、最も良好なトランジッション候補を予測しま

した。ベンダーに中立な Skylineは、大規模な研究におけるターゲットメソッド

を作成し、ブラッシュアップを繰り返すために開発されました。スケジュール

S RM/MRMメソッドは、全てのペプチドに対し、個々にコリジョンエネルギーを

最適化して作成されます。保持時間は、線形の予想保持時間と分布曲線の最適

化 /調整のために、入力された実際の保持時間を加味して、Skylineに組み込ま

れたモデルで予測されます。
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図 3. Skyline トランジッション評価画面。図 2で設定されたメソッドを用いてデータを取得した
後、SRM/MRM の最も強度が得られるトランジッションとコリジョンエネルギー設定の SRM/MRM
データを確認することができます。１つのペプチドのトランジッションから関心のあるチャンネル
とその 11種類の異なるコリジョンエネルギーによる影響を MRM/SRM クロマトグラムで示して
います。

図 1は、アレルギー誘発性タンパク質の予測

トランジッションと、取り込み時間範囲および

コリジョンエネルギーの最適化をした Xevo 

TQ-Sメソッドを作成するための Skyline エクス

ポートメソッドエディターの画面を示しています。

各ペプチドに対して、実験から得られた結果

から最適なコリジョンエネルギーを予測する

のではなく、1セット 11種類のコリジョン

エネルギーが、-5 Vから +5 Vまでの範囲で作

成されます。作成されたメソッドは、図 2の

MassLynx® ソフトウェアの SRM/MRM メソッド

エディターで、直接、読み込みや編集が可能です。

Dwell時間は、平均的なクロマトグラムのピー

ク幅を基準にして自動的に算出されます。分

析を実行した後、その結果を MassLynx または

Skyline ソフトウェアのどちらかでレビューす

ることができます。図 3は、1つのペプチドに

対する 11種類の SRM/MRM 条件の結果を重ね

がきしたものです。この例では、最適なコリジョ

ンエネルギーは予測された値よりも 2V低い値

で、ペプチド標準試料をインフュージョンして

得られた MassLynx ソフトウェアデータの値と

よく一致していることが分かりました。

まとめ

複雑な合成マトリックスに添加した５つのア

レルギー誘発性ペプチド標準試料の Xevo TQ-S

のための SRM/MRM メソッド開発に、オープン

ソースの Skyline ソフトウェアを用いる手法を

ご紹介しました。
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図 2. Xevo TQ-S の MRM コリジョンエネル
ギー最適化のための MassLynx メソッド画
面。上の画面は、１つのペプチドに対す
る 3つのトランジッションと予測された
基準となるコリジョンエネルギーの設定
を示しています。右の画面の最初の 11行
は、１つのペプチドに対する 3つのトラ
ンジッションに対して予測された基準値
から± 5 eVの異なるコリジョンエネルギー
の設定を示しています。続く行の各セット
は、データは示していませんが、この分
析における 5種類全てのペプチドの条件
です。 


