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研究成果の概要（和文）：　単一細胞内の質量イメージングを実現するために自作MALDI-FTICRMSの紫外パルス
レーザー集光光学系を大幅に改良した。対物レンズの倍率とビームエキスパンダーの倍率及び真空チャンバーの
設計も見直すことにより、従来10ミクロンにとどまっていた試料表面でのレーザースポットサイズを5ミクロン
以下に縮小し、質量イメージングの空間分解能を格段に向上させることに成功した。
　また、異なるレーザーを同軸で異なるタイミングで照射することにより、これまで測定が困難であった非常に
厚い非導電性試料に対する測定感度を大幅に向上させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The laser focus optics of current in-house built MALDI-FTICRMS was improved 
so as to decrease the laser focus spot size onto the specimen to less than 5 micron from 10 micron.

The laser optics was also modified to enable the on-axis irradiation of different wavelength laser 
light with precisly controlled different timing to burn through-hole on the non-conductive thick 
sample specimen to prevent charging-up on the sample specimen during MS imaing measurement.

研究分野： 質量分析学
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１．研究開始当初の背景 
レーザーを用いた質量イメージング技術

では、導電性の基板上に貼り付けた生体試料
薄切切片に小さく絞ったレーザー光を照射
して、レーザースポットから生じるイオンの
質量分析を行う。レーザーを照射する位置を
生体試料全体または測定したい範囲でラス
タースキャンしながら行うことで、生体試料
中にどのような物質が含まれるのか、物質の
種類の検出と物質の空間分布の検出を同時
に行う画期的なイメージング技術であり、近
年製薬企業を中心に盛んに分析が行われる
ようになってきた。 
 本研究代表者は、2014 年度に終了した文
部科学省科学研究費・新学術領域研究「植物
環境感覚」の計画研究班代表として、レーザ
ーを用いた質量イメージング技術をそれま
で適用が難しかった植物試料の測定に応用
するため、試料調製法・質量イメージング装
置開発・データ解析ソフトウエアの開発等を
行ってきた。その結果、10 ミクロン以下の径
に波長 355nm の紫外パルスレーザー光を集
光し、10 ミクロンの空間分解能で植物組織中
に局在する代謝物質の分布を標識無しで測
定することに成功した。 
 
２．研究の目的 
レーザーを用いて生体試料中に含まれる

代謝物・糖類・脂質類・ポリペプチド類の質
量イメージングを行い、生体組織の機能や病
変部位の特定や薬物動態に関する情報を得
ることが、一般的に行なわれるようになって
きた。しかし、レーザーの集光スポットサイ
ズや用いられるイオン化補助剤（マトリク
ス）の結晶サイズの問題などから、空間分解
能は数ミクロンから数 10 ミクロンに限定さ
れている。本研究課題ではこの問題を根本的
に解決し、サブミクロンレベルの空間分解能
で質量イメージングを行うための基盤技術
を確立することを目的にチャレンジを行う。
この技術の実現により、これまで不可能であ
った単一細胞内部における物質の分布状況
を非標識でマップすることを可能にし、細胞
診や細胞レベルでの薬物動態に関する知見
を得ることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
 波長 355nmの紫外パルスレーザーを石英ガ
ラスウインドを介して真空中に配置した測
定試料表面に集光するための集光光学系を
一から見直すことにより、これまで 10 ミク
ロン程度のサイズであったレーザー集光ス
ポットのサイズを半分の５ミクロン以下に
することにより、単一細胞をターゲットとし
た質量イメージングを可能とする。レーザー
のスポットサイズの微小化に伴い、検出感度
の低下が予想されるが、これを防ぐ目的で、
特にこれまで植物組織切片をはじめとした
厚手の測定試料のシグナル強度を減少させ
る要因である「チャージアップ現象」を抑え

るための新しい手法の開発を行う。 
 
４．研究成果 
単一細胞内の質量イメージングを実現す

るために、紫外パルスレーザーの集光光学系
の大幅な改良を行った。具体的には紫外レー
ザーを集光するための対物レンズの倍率の
見直しと新しい対物レンズに光を入射する
ためのビームエキスパンダー倍率の見直し
を行った。 
従来、倍率３倍のＵＶ対物レンズを使用し

ていたがこれを倍率５倍の UV 対物レンズに
置き換えた。また、対物レンズに入射するレ
ーザービーム径を対物レンズの瞳径ギリギ
リにまで拡大し、スポット径を設計限界に近
づけるため、ビームエキスパンダーの倍率を
１０倍とし、再設計したビームエキスパンダ
ーを対物レンズとレーザーとの間に配置し
た。 

これにより、集光焦点におけるレーザース
ポット径を従来の１０ミクロンから５ミク
ロンに改善することに成功した(図 1)。レー

ザースポットサイズを２分の１に縮小した
ため、試料のイオン化に最低限必要なレーザ
ー強度を４分の１に低減できることを確認
した。この分、今後の研究において微小アパ
チャーを介して試料表面にレーザー光を照
射する際に見込まれるレーザー強度低下を
補償するに十分なレーザー強度を確保する
ことに成功した。 
レーザースポットサイズを微小化した後

にシロイヌナズナの葉の切片を作成して、
DHBA を表面に蒸着した試料の質量イメージ
ングを実施した。その結果、空間分解能１０
ミクロン設定で行ったイメージング結果に
関して、スポット径１０ミクロンの場合と比
較してスポット径５ミクロンで行ったイメ
ージングの方が空間解像能が高いことを確
認した。しかしその一方で、スポット径を小

 
図１：5 ミクロン以下のレーザースポットサ

イズを実現するレーザー集光光学系の設計 



さくした影響でシグナル強度が減少してい
ることも観察された。 
 紫外パルスレーザーの集光光学系を大幅
に改良して、従来倍率 3倍であった対物レン
ズを倍率5倍にするとともにビームエキスパ
ンダーの倍率を 10 倍とすることにより、レ
ーザースポット径を従来の１０ミクロンか
ら５ミクロンに改善することに成功したが、
その反面、レーザー照射にともないイオン化
に供される試料の量がレーザースポット径
の 2乗に反比例して減少するため、これを補
償するために検出感度を向上させるための
方策を取った。 
 厚みを持つ非導電性植物組織の質量イメ
ージング分析において、致命的な分析感度低
下の原因となるチャージアップを防止する
目的で、アブレーション能力の高い波長
266nm の(Nd:YAG４倍波)パルスレーザーを同
軸照射し、物質のイオン化とアブレーション
による厚みを持つ非導電性組織への貫通孔
形成いにょるチャージアップ防止により、植
物組織の単一細胞質量イメージングに向け
ての基礎技術の開発に成功した。 
 波長 266nmの強力なパルスレーザー光を試
料や生成した分子イオンに照射すると、その
高い光子エネルギーに起因して断片化イオ
ンを生成することが明らかになった。これを
ぼうしすつために、イオン化用の 355nm パル
スレーザーと266nmパルスレーザーの照射タ
イミングをマイクロ秒オーダーで精密に制
御する田戸の工夫を行い、断片化イオンの精
製を抑制したうえで、厚い非導電性試料によ
るチャージアップを効果的に抑え、分析感度
を大幅に向上することに成功した。 
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