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TIMSの利点の利点
Expanding the capabilities of high-

throughput, 4D-Proteomics™

第4世代大容量TIMS-XRアナライザーお

よびアドバンストデジタイザーテクノロジー

（ADT）を搭載したtimsTOF HT質量分析

計をご紹介します。timsTOF HTは、ハイス

ループットなプロテオミクス実験において、

比類のない分析深度および定量化に向

けた高いダイナミックレンジを提供します。

timsTOF HTはCCSに完全対応しており、

PASEF、dia-PASEF©、prm-PASEF©を含むす

べてのPASEF©取り込みモードをサポートし、

4D-Proteomics™の柔軟性を実現していま

す。プロテオミクスの深度をスケールアップ

することができます！

デュアルデュアルTIMSおよびおよびCCSに対応した分析に対応した分析

トラップド・イオンモビリティ・スペクトロメトリー（TIMS）は、LC-MSに気相分離の次元を追加することによりサンプルの複雑さを

解決します。TIMSにより、質量電荷比および衝突断面積に基づくモビリティによってイオンを集積・濃縮します（時間フォーカス

効果）。これにより、信号およびノイズをより忠実に分離することができるようになり、高速化および高感度化を実現しています

（TIMSのデューティーサイクル100 Hz以上）。第4世代デュアルTIMS-XRTIMSは、TIMS funnel 1にイオンを蓄積し、TIMSトンネ

ル2のイオンを順次放出することにより、ほぼ100%のデューティーサイクルを実現しています（>150 Hz）。このパラレル・アキュ

ミュレーション・シリアル・フラグメンテーション（PASEF®）により、高速の衝突断面積（CCS）分析が可能になりました。
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データ非依存型取り込みdia-PASEFは、PASEFの原理を応用し、DIAの利点とPASEF固有のイオン効

率を組み合わせることにより、従来のDIAアプローチよりも感度および選択性の両方が改善していま

す。液体クロマトグラフィー質量分析（LC-TIMS-MS）/MS dia-PASEFの実行全体にわたって、m/z、イ

オンモビリティ（CCS）、保持時間および強度を含む完璧なデータキューボイドが作成されます。TIMS

分離により選択性が高まり、一価のプリカーサーをフラグメンテーションから排除し、ノイズからシグ

ナルを濃縮してサンプルがクリーンアップされます。デュアルTIMSファンネルから得られる分子量およ

びCCSコード化された情報の相関性を利用し、dia-PASEFでは信頼性の高い同定が可能になります。

dia-PASEFによる同定の信頼性向上による同定の信頼性向上
PASEFのスピードおよびのスピードおよびTIMS由来の衝突断面積（由来の衝突断面積（CCS）の比類なき特異性で）の比類なき特異性で

データ非依存型の分析を強化データ非依存型の分析を強化

ケミカルノイズ イオン1（高CCS） イオン2（中間型CCS）

同重体イオン4（MOMA） 同重体イオン5（MOMA）

イオン3（中間型CCS）

Powered by 4D-Multiomics

TIMSの分離および濃縮の分離および濃縮

-  感度の向上

rt、、m/zおよびモビリティおよびモビリティ

による分離による分離

選択性の向上 サンプルの

複雑さを明らかにするシグ

ナルクリーンアップ

CCSコード化された測定対象物の増加コード化された測定対象物の増加  
- 同定の信頼性

- 定量分析精度の向上

 - MOMA同定および定量分析

2次元次元dia-PASEFウィンドウウィンドウ

- イオン使用の改善：高感度化

- サイクルタイムの短縮：ハイスループット

- １価イオンの除去： スペクトル品質

精度精度  - 選択性選択性  - 感度感度

堅牢性堅牢性  - 信頼性信頼性  - スピードスピード

MS：：MSベース、ベース、CCS対応対応

- 定量精度

-究極の選択性

- 信頼性の高い結果
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nanoEluteシリーズは、堅牢で信頼性の高いグラジエント分離を実現し、狭いピーク幅および優れた

ピークキャパシティを実現します。PepSep Twenty-fiveシリーズカラム（内径150 µm、粒子径1.5 µm）

を使用し、K562トリプシン消化物（Promega）のサンプルロード量1600 ngまで平均ピーク幅5秒未満を

達成しました。合計41分のランタイムは、効率的なペプチド分離に十分であり、高いペプチドロード量

においてもグラジエント全体で均一なペプチド溶出が実現されました。

優れた分離は、質量分析による検出を成功させるための前提条件です。イオン蓄積容量の向上によ

り、timsTOF HTは溶出ペプチド検出のためのダイナミックレンジを拡大する手段を提供します。これ

により、1600 ngのK562トリプシン消化物に対して、41分間のグラジエントで6900以上のタンパク質グ

ループおよび86,000以上のユニークなペプチドが、データ依存型取り込みのPASEF（DDA）によって同

定されました。 

A）） 3.13 ngから1600 ngまで

のK562トリプシン消化物の狭

い平均ピーク幅。箱ひげ図は

それぞれ50%および1.5倍の

四分位データ範囲に対応（外

れ値は表示されません）。

B）） 200 ngおよび1600 ngの

K562トリプシン消化物のカー

ネル密度推定プロットで示さ

れるペプチドの均質な溶出。  

TIMS XRは、200 ngを超え

るサンプルロードに対して、

イオンキャパシティを向上さ

せることが可能です。PaSER

リアルタイム検索エンジンお

よびTIMScoreを使用して、

1600 ngまでのK562トリプシン

消化物のdda-PASEFを検索し

たところ、6900以上のタンパ

ク質群（A）および86,000以上

のユニークなペプチド（B）が

再現性よく同定されました。エ

ラーバーは5反復の標準偏差

を示し、平均値はヒストグラム

の上に表示されています。

nano LC-MS/MSに適したに適した  
より高いサンプルキャパシティより高いサンプルキャパシティ
高サンプルロードに対応するペプチド検出能力を最大限に発揮高サンプルロードに対応するペプチド検出能力を最大限に発揮
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›› Professor Dr. Florian Meier-Rosar
Independent Research Group Functional Proteomics, Jena University 
Hospital, Jena, Germany

「組織解析は臨床プロテオミクスにおいて重要な分野ですが、組織切片や

生検は極めて不均一な細胞集団で構成されているため、非常に困難な作

業です。timsTOF HTのdia-PASEF®取得モードは、スループットや感度を犠

牲にすることなく、心臓組織のような困難なサンプルでも、広いダイナミック

レンジでタンパク質を定量化します。」

dia-PASEFによる迅速な組織 による迅速な組織 

プロテオーム解析の実現プロテオーム解析の実現

迅 速 な 心 臓 組 織 プ ロ テ オ ミ ク ス 。 新 た な

timsTOF HTは、有名なdia-PASEFテクノロジーを

搭載し、わずか30分のLC-MSグラジエントタイム

で組織中のプロテオームを堅牢かつ正確に定量

化することが可能です。異なる量のマウス心臓プ

ロテオーム消化物を、ショートグラジェント液体ク

ロマトグラフィーおよびdia-PASEFを用いて3反復

で分析しました。

最も高いサンプル量では、相対的存在量が5桁以

上に及ぶ合計4700のタンパク質群を同定しまし

た。ローデータはDIA-NN 1.8およびUniProt fasta

のライブラリフリーモードで処理し、タンパク質の

コピー数は「プロテオミックルーラー」アプローチで

推定しました。 
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究極の定量性能を実現する14ビットデジタイザー

を搭載した新たなtimsTOF HTは、3つの異なる生

物種（ヒト、酵母、大腸菌）のタンパク質分解消化

物を用いて、2種類の混合比で定量精度および直

線性が検証されました。dia-PASEFとMS2ベース

の定量結果は、5桁以上のダイナミックレンジで正

確な比率決定を示しています。

HeLa、酵母および大腸菌のタンパク質分解消化

物を2種類の比率で混合し、それぞれの実験混

合物をtimsTOF HT質量分析計に適用し、60分

のLC-MSグラジエントでdia-PASEF分析を行いま

した。A）） PaSERプラットフォームでTIMS DIA-NN

を用いたデータ解析では、サンプル混合から得ら

れる期待値に近いタンパク質強度分布が得られ、

存在量範囲にわたって非常に正確な定量ができ

ることが明らかになりました｡B）） ペプチドプリカー

サー強度およびタンパク質強度のCV分析では、

それぞれ12%および5%と低いCV値が示されま

した。

ヒト、酵母、大腸菌（H:Y:E）

を40:30:30または40:5:55の 

2つの割合で混合し、400 ng

または800 ngをtimsTOF HT

にロードしました。

 酵母

+ ヒト

 大腸菌

タンパク質およびプリカー

サーは複数の反復で確実に

同定され、装置の堅牢性が示

されています。

TIMS DIA-NNで処理された

データは、予想されるタンパク

質強度分布と、タンパク質お

よびプリカーサーレベルでの

低いCV値を示します。

最も正確な定量化を達成最も正確な定量化を達成
LC-MSで測定したで測定した10,000以上のタンパク質の同定および定量以上のタンパク質の同定および定量
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新たなリファレンスキットの開発により、血漿サン 

プル中の500以上のタンパク質の絶対定量が

可能になりました。SRMやMRMのような古典

的な標的アプローチで知られている感度および

特異性を損なわない、使いやすい方法が強く求

められています。新しいtimsTOF HTは、有名な

dia-PASEFテクノロジーを搭載し、Biognosys社

のPQ500TMキットから804種類のペプチドお

よび578種類のタンパク質をすべて30分のグラ

ジエントで堅牢かつ正確に定量することが可能

です。非枯渇性ヒト血漿バックグラウンドにスパ

イクされた2つの異なる濃度のPQ500からなる 

サンプルを分析したところ、完全なダイナミック

レンジで正確な定量が可能であることがわかり

ました。測定された比率（1:1.98（±0.15））は、理

論比率（1:2）と極めて高い相関性があります。 

dia-PASEFを用いたを用いた 
ターゲット血漿プロテオミクスターゲット血漿プロテオミクス
500種類以上の血漿タンパク質の標的定量を、高い信頼度で簡単に設定種類以上の血漿タンパク質の標的定量を、高い信頼度で簡単に設定  

非脱血ヒト血漿バックグラ 

ウンドにスパイクされた異なる

量のSIS PQ500ペプチドに対

するランク付けされたタンパ

ク質群の表示。全ダイナミック 

レンジで、実測比率（緑の点）

は理論比率（黒の線）と優れ

た一致が示されました。

 平均 0.1IE

 平均 0.2IE

 実測比率

- 理論比率

20種類の非脱血ヒト血漿サン

プル中の全SIS PQ500ペプチ

ド804個および578個のタンパ

ク質を堅牢に同定。データ処

理は、Spectronautソフトウェ

ア（Biognosys）を用いて行わ

れました。 
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Professor Dr. Markus Ralser
Director of the Institute of Biochemistry, Group Leader Biochemistry and 
Systembiology of Metabolism, Charité, Berlin

「DIA-NNをCCSに焦点を当てたdia-PASEF®データ用の合理的な処理ツールに

調整するためのブルカーとの継続的なコラボレーションは、実りあるものでした。

これは、非常に短いグラジエントで何千ものタンパク質の同定と定量を単純化

し、加速するものです。ブルカーとの緊密な協力関係の中で、TIMS DIA-NNとい

うDIA-NNのベンダー統合版がPaSERバイオインフォマティクス・プラットフォーム

の一部となったことを嬉しく思います。」

››

プロテオーム深度をさらに促進するために、グラジエントを拡張することで、さらに同定率が向上しま

す。ヒト細胞株K562（Promega）のトリプシン消化物を、nanoEluteシステムを用いて、Auroraカラム

（25 cm、内径75 μm、IonOpticks）上で250 nL/分、60分の分離時間で分析しました。timsTOF HT

は、100msのTIMS分離を行い、dia-PASEFモードで動作しました。PaSERを用い、50万以上のペプチ

ド配列を含むK562およびMOLT-4細胞株から作成したTIMScoreライブラリを用いて、TIMS DIA-NNで

データ処理を行いました。

dia-PASEF、、TIMS DIA-NNおよびおよびPaSER
による、これまでにない細胞株の深い理解による、これまでにない細胞株の深い理解
timsTOF HTおよびおよびPaSERでサンプルを最大限に活用でサンプルを最大限に活用

1 ngから2000 ngのK562サン

プルをtimsTOF HTにロードし

てdia-PASEFモードで測定し、

TIMS-DIA NNでTIMScoreお

よびMatch Between Runs

（MBR）を使用したライブラリ

と、使用しなかったライブラリ

に対して検索しました。
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