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研究成果の概要（和文）：真空紫外(VUV)光の１光子イオン化特性を利用し、生体由来試料等の質量分析手法と
して汎用されているMALDI法において生成するプルーム中の大部分を占める中性分子種をソフトイオン化する手
法を用いて検出感度の向上を目指した．その結果、Pheの混合比が高く十分な強度のMALDI信号が得られない
Phe/DHB混合結晶では、プルーム中の中性分子種由来のMALDI-VUV信号がMALDI信号と比較して高い強度で得られ
ることがわかった．さらに、本手法を用いたプルーム中の中性DHBの内部エネルギー分布測定により、プルーム
前方は熱的に非平衡状態であり高い内部エネルギーをもったDHBが多いことが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：The MALDI-MS method is widely used as a mass-spectrometry technique for 
biological samples. However, most molecules in the MALDI plume remain neutral and undetectable. The 
purpose of this study is to improve the detection sensitivity using vacuum-ultraviolet (VUV) laser 
light to produce one-photon ionization of neutral molecular species that occupy most of the plume. 
Accordingly, it was found that the MALDI-VUV ion signal intensities derived from neutral molecular 
species in the plume were higher than the MALDI ion signal intensities in phenylalanine/2,
5-dihydroxybenzoic acid (Phe/DHB) mixed crystal that cannot be used to observe MALDI ion signals 
with sufficient intensity owing to a high Phe mixing ratio. In addition, the internal energy 
distribution of neutral DHB molecules in the plume was measured using sheet-like VUV laser light, 
and the tip of the plume was found to contain DHB molecules with high internal energy in non-thermal
 equilibrium.

研究分野：物理化学

キーワード： MALDI　真空紫外光　ソフトイオン化　飛行時間型質量分析法　質量分析
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で用いたMALDI-VUV法によりMALDIプルーム中の中性分子種を真空紫外光の1光子イオン化により検出する
ことで、MALDI法では検出できない条件の試料等を検出できる可能性が見出された．また、MALDI法では観測でき
ないプルーム中の中性分子種の伝搬を実時間追跡できることが明らかとなった為、今後、本手法を用いて、
MALDIイオン生成メカニズムに関する新たな知見が得られることが期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 マトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分析 (MALDI-MS) 法は、マトリックス剤と混
合結晶化した大質量数の不揮発性分子をソフトイオン化し検出できる質量分析手法であり、こ
れまで生体由来試料などの質量分析手法として、特に生命科学分野に大きく貢献してきた．
MALDI過程は、MALDI結晶中のマトリックス剤がレーザー照射によって光子を吸収し加熱さ
れ、マトリックス分子（M）とともに試料分子（A）が脱離・気化され、MALDIプルームと呼
ばれる高密度な分子集団を形成し、形成されたプルームの脱離・拡散過程でプロトン化マトリ
ックスから試料へのプロトン移動反応  [M＋H]+  + A  ⇄ M + [A＋H]+  が進行し、試
料イオン[A＋H]+ が生成するという機構が支持されている．一方、この過程において、結晶か
ら脱離したプルーム中の中性分子種A, Mに対する、イオン化された分子種[A＋H]+、[M＋H]+ 等
の割合は、10-8～10-3と見積もられており、プルーム中の大部分が中性のまま検出されていない
ことが報告されている．すなわち、通常の MALDI 法では、高密度な MALDI プルーム内で起
きる現象のごく一部を観測しているに過ぎない．仮に、高密度なプルーム内に大量に存在する
中性分子種のうち 1 %でも中性分子種がイオン化検出できれば、試料の検出感度は格段に向上
する可能性がある．また、プルーム中の中性分子種は通常の MALDI 法では検出できない為、
これらをイオン化検出することにより、MALDI イオン生成機構に対する理解が進むことが期
待できる．  
 
 
２．研究の目的 
 気相分子の断片化を抑えたイオン化手法としては、真空紫外(VUV)光による 1 光子イオン化
が挙げられる．VUV 光の 1 光子あたりのエネルギーは、多くの分子のイオン化ポテンシャル
近傍のエネルギーに対応しているため、分子の断片化を抑えた効率の良いイオン化が可能であ
る．この VUV 光による 1 光子ソフトイオン化特性を用いれば、MALDI プルーム中の中性分
子種の断片化を抑えたイオン化を実現できる可能性がある． 
そこで、本研究では、VUV 光の 1 光子ソフトイオン化特性に着目し、MALDI プルームに

VUV 光を照射する手法(MALDI-VUV-MS 法)を確立することで、通常の MALDI 法では検出で
きないプルーム中の大部分を占める中性分子種をイオン化検出し検出感度を向上させること、
また、MALDIイオン生成機構に対する理解を深めることを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
（１）VUV光発生用チェンバーの製作およびMALDI-VUV-MS装置の製作： 

VUV 光発生用チェンバーを製作し、これを既設 MALDI-MS 装置に組み込み、
MALDI-VUV-MS装置を製作した．また、既設のMALDI-MS装置の試料プレート部は固定式で
あった為、MALDI 結晶全体をある程度均一に脱離させるため、試料プレートを回転できるよ
う改良した．MALDIイオン化光源には、集光した Nd:YAGレーザー光の第 3次高調波(355nm)
を用い、ポストイオン化光源には、Nd:YAGレーザー光の第 9次高調波(118nm)を用いた．この
VUVレーザー光は、Nd:YAGレーザー光の第 3次高調波(355nm)の出力を( Xe : Ar = 1 : 9 )ガス
が充填された VUV 光発生用チェンバー内に集光し非線形光学現象による第 3 次高調波発生を
利用して第 9 次高調波である 118nm(10.5eV)の VUV レーザー光を発生させた後、VUV 光発生
用チェンバー内に設置したMgF2レンズにより、VUVレーザー光と 355nmのレーザー光を分離
し用いた．TOF部は、リニア型、リフレクトロン型の両者で使用できるよう設計されているが、
本研究では、感度の高い測定を目指すため、リニア型で実験を行った． 
（２）シート状ナノ秒紫外レーザー光を用いたMALDIイオンパケットの伝搬追跡： 
前項により、MALDI-VUV-MS装置を製作している間、MALDI法の検出感度を向上させるこ
とを目指す上で、MALDI イオンの時空間分布を把握する必要であるとの判断から、シート状
ナノ秒レーザー光を用いて、汎用されているマトリックス剤 CHCA 由来の MALDI イオン 
(CHCA)H+、(CHCA)2H+ の生成・伝搬を追跡した．これらの MALDI イオンは、CHCA 結晶へ
入射角 30°でNd:YAGレーザー光の第 3次高調波(355nm)(LASER-1)を照射することで生成させ
た．また、Δt秒後に LASER-1と同期した Nd:YAGレーザー光の第 3次高調波(355nm)(LASER-2)
を幅 1mmのスリットによりシート状(1mm×7mm)にし、これらのMALDIイオンパケットへ照
射した．生成したイオン種は、加速電場により加速され、リニア型 TOF-MSのマイクロチャン
ネルプレートにより検出された。シート状レーザーの照射位置と試料プレート間の距離 zは、
スリット位置を移動させることで、z=0.6-4.6 mmの範囲で条件設定し実験を行った。 
（３）VUV光発生条件の最適化： 

MALDI-VUV-TOF装置のメインチェンバー部に一時的にパルスノズルを設置し、TOF内に導
入したベンゼンの分子線へVUV光発生用チェンバーから発生したVUVレーザー光を照射した
ところ、ベンゼンの断片化を抑えてベンゼンの分子イオン信号を確認することができた．この
信号を用いて、VUV光発生用チェンバー内の( Xe : Ar = 1 : 9 )ガスの圧力を調整することで、
VUV光発生条件を最適化した． 
（４）VUVレーザー光を用いたMALDIプルーム中の中性分子種のイオン化検出： 

MALDI結晶への Nd:YAGレーザー照射により結晶から脱離・拡散するMALDIプルーム中の



中性分子種へ VUV レーザー光を照射し中性分子種のイオン化検出を試み、検出感度の向上を
目指した．MALDI プルーム中の中性分子種由来のイオン収量を増加させ検出感度を高める為
に、VUVレーザー光をコリメートすることで VUVレーザーの照射領域を広くし、かつ、MALDI
混合結晶近傍を VUV レーザー光が通過するよう条件設定した．測定対象には、マトリックス
剤 CHCAの他、DHB、SAのみの結晶と、アミノ酸 Pheと DHBの混合比 [Phe]0/[DHB]0が 1, 0.1
の混合結晶を用いた． 
（５）シート状 VUVレーザー光を用いたMALDIプルーム中の中性 DHBの伝搬追跡と内部エ
ネルギー分布測定： 

VUV光発生用チェンバーから発生した 118nmの VUVレーザー光をコリメートし、TOF内に
設置した幅 1 mmのスリットを通過させることで、シート形状の VUVレーザー光をMALDIプ
ルーム中に照射した．シート状 VUV レーザー光の中央部と MALDI 結晶間の距離ｚは、3mm
に設定し、MALDIレーザー(355nm)とシート状 VUVレーザー光の遅延時間Δtは、0～25μsに
設定した．測定対象には、DHB結晶を用い、Δtの変化に伴うMALDIプルーム中の中性 DHB
由来の MALDI-VUV イオン信号である DHB+と(DHB-H2O)+の信号強度比の変化から、MALDI
プルーム中の中性 DHBの内部エネルギー分布を測定した． 
 
 
４．研究成果 
（１）シート状ナノ秒紫外レーザー光を用いたMALDIイオンパケットの伝搬追跡： 

MALDI 過程によりマトリックス剤 CHCA 結晶から生成した MALDI イオン、(CHCA)H+ 、
(CHCA)2H+ に、ポストレーザーとしてシート状の UV レーザー (355nm) を照射したところ、
これらのイオンがフラグメンテーションを引き起こし、観測された TOF上のスペクトル形状が
一部欠損する現象が確認された．このスペクトル形状が一部欠損するという現象は、LASER-1
照射からΔt秒後に、試料プレートからの距離 zの位置にこれらのMALDIイオンが存在してい
ることを示している．すなわち、この現象を用いれば、MALDIイオン (CHCA)H+ 、(CHCA)2H+ 

の伝搬を実時間追跡できることがわかる．図 1,2は、zを 0.6-1.6, 1.6-2.6, 2.6-3.6, 3.6-4.6 mmに
固定し、各 zに対してΔtを 0～500 nsの範囲に設定し、TOF-MSの加速電場を+4.5kVに印加し
測定した(CHCA)H+ 、(CHCA)2H+ のMALDI-TOFスペクトルである．図中の青色の矢印は、ス
ペクトル形状が欠損した中央の位置を示している． (CHCA)H+ スペクトルは、z=0.6-1.6 mm に
おいて、Δt=100-200ns の際に欠損が生じた．これは、(CHCA)H+ のイオンパケットが、z=0.6-1.6 
mm の領域をΔt=100-200ns の間に通過したことを示している．また、Δt=200-300ns の間に
(CHCA)H+ のイオンパケットが z=3.6-4.6 mm の領域を通過していたことから、(CHCA)H+ のイ
オンパケットが、z=0.6-4.6 mm の領域を LASER-1 照射後、約 200nsほどで通過していること
がわかった．一方、(CHCA)2H+ スペクトルは、z=0.6-1.6 mm において、Δt=100-300ns の際に
欠損が生じており、(CHCA)2H + のイオンパケットがこの領域を通過するのに要する時間が、
(CHCA)H+ のイオンパケットと比較して約 100nsほど多かった．これにより、 (CHCA)2H + は、
(CHCA)H+ と比較して質量数が大きい為、イオンパケットの伝搬速度が遅くなっている様子が、
本手法を用いることで観測できていることがわかる．  

 
図 3(a), (b) は、加速電場を+3.5, +4.5, +5.5 kV に印加した場合において、(CHCA)H+および
(CHCA)2H+イオンパケットの中央部の欠損が観測される(Δt, z)をプロットしたものである．ま
た、Δtにおける zは、以下の式 ①で表される． 
 ・・・① 

ここで、tE は LASER-1 を照射してから MALDI イオンパケットの中央部が脱離する時間、v0

はイオンの初速度、mは質量、Eは加速電場である． 

 
図 1 : 各 zにおけるΔt の変化に伴う(CHCA)H+ の
MALDI-TOFスペクトル形状 

 
図 2 : 各 zにおけるΔt の変化に伴う(CHCA)2H+ 

のMALDI-TOFスペクトル形状 



①式に基づくシミュレーションにより実験結果
を再現すると、(CHCA)H+は、v0 = 500 m/s、tE = 45 
ns とした場合に、(CHCA)2H+は、v0 = 500 m/s、
tE = 65 ns とした場合に、図 3(a), (b) の実線で示
すように、3 パターンの加速電場の観測結果を
おおよそ再現することができた．これにより、
MALDI イオンパケットの中央部が生成し気相
に放出される時間 tEは、加速電場の影響をほと
んど受けないことが明らかとなった．この結果
は、MALDI イオンの生成と気相への放出過程
は、熱的な過程が支配的であることを示してい
る． 
 
（２）VUVレーザー光を用いたMALDIプルー
ム中の中性分子種のイオン化検出： 
 項目（１）により製作した MALDI-VUV-MS
装置を用いて、汎用されている３つのマトリッ
クス剤（CHCA, DHB, SA）への紫外レーザー照
射により生成したMALDIプルームへVUV光を
照射したところ、全てのマトリックス剤におい
て、中性分子種が断片化せずにイオン化された
信号（CHCA+, DHB+, SA+）が観測された．これ
らのマトリックス剤のうち、DHBのみが親イオ
ン DHB+ 信号に加え、このイオンの脱水反応に
より生成したフラグメントイオン(DHB-H2O)+ 
信号が検出された．また、図 4(a)に示すように、
通常の MALDI 法では Phe の混合比が高く
MALDI イオン信号が十分に観測できない条件
である混合比 [Phe]0/[DHB]0 = 1の Phe/DHB混
合結晶から生成したプルームへ VUV レーザー
光を照射したところ、プルーム中の中性 DHB
由来信号である DHB+, (DHB-H2O)+ 信号に加え、
中性 Phe由来の親イオン信号である Phe+とその
フラグメントイオン(Phe-COOH)+、 Phe の側鎖
R+、(Phe-R)+などの信号がMALDI信号よりも高
い強度で観測できた．一方、図 4(b)に示すよう
に、これよりも Pheの混合比率を少なくし作製
した[Phe]0/[DHB]0 = 0.1の Phe/DHB混合結晶で
は、[Phe]0/[DHB]0 = 1の Phe/DHB混合結晶と同
様にプルーム中の中性 DHB 由来信号である
DHB+, (DHB-H2O)+ 信号は、MALDI信号より高
い強度で観測できたが、中性 Phe由来信号であ
る Phe+ 信号強度は、 [Phe]0/[DHB]0 = 1 の
Phe/DHB 混合結晶の場合と比較すると著しく
低下し、MALDI 信号より高い信号強度が得ら
れなかった．この原因としては、[Phe]0/[DHB]0 = 
0.1の混合結晶は、[Phe]0/[DHB]0 = 1の混合結晶
と比較して、VUVレーザー光の照射領域に存在
する中性 DHBの割合が多い為、中性 DHBが VUV光を吸収する確率が高くなり、相対的に中
性 Phe に VUV 光が照射されにくいこと等が挙げられるが、これについては、今後引き続き調
査する予定である． 
 
（３）シート状 VUVレーザー光を用いたMALDIプルーム中の中性 DHBの伝搬追跡と内部エ
ネルギー分布測定： 

MALDI-VUV 法は、MALDI プルーム中の中性分子種をイオン化検出する手法としてのみな
らず、VUVレーザー光をシート形状にすることで、MALDIプルーム中のマトリックス剤や試
料の中性分子種の伝搬を実時間追跡する手法として用いることができる上、特に、マトリック
ス剤 DHBについては、プルーム中の中性 DHBの内部エネルギー分布測定手法としても用いる

 
図 3 : 加速電圧+3.5, + 4.5, ＋5.5kV における
MALDI イオンパケットの中心で欠落信号が観
測された(∆t、z)のプロット 
(a) (CHCA)H+, (b) (CHCA)2H+ 

 
図 4 : Phe/DHB混合結晶におけるMALDI-TOFス
ペクトルとMALDI-VUV-TOFスペクトルの比較 
(a) [Phe] /[DHB] = 1, (b) [Phe] /[DHB] = 0.1, (c) 



ことができる． 
図 5(a) に、MALDI レーザーと VUV レーザ
ー間の遅延時間Δtの変化に伴うシート状 VUV
レーザー光の照射により観測された MALDI プ
ルーム中の中性 DHB由来の MALDI-VUV信号
である DHB+と(DHB-H2O)+の信号強度比を示す．
これらの信号強度比 (DHB-H2O)+/DHB+ は、Δt
が短くなるにしたがい増加傾向を示し、Δt が
長くなるにしたがって一定値に収束するよう減
少している．この信号強度比の変化は、MALDI
プルーム中の中性 DHB における内部エネルギ
ーの違いを反映しており、内部エネルギーが高
いほど、解離性イオン化（脱水反応）が進行し
(DHB-H2O)+ の収率が増加していると考えられ
る．したがって、プルーム先端に近いほどプル
ーム後方と比較して高い内部エネルギーをもっ
た中性 DHB が多く存在することがわかった．
これは、MALDI プルーム先端の分子は、後方
の分子からの衝突により内部エネルギーを与え
られるが、周囲の分子との衝突頻度が少ないま
ま孤立状態となる一方で、後方の分子は、周囲
の分子と衝突しながら、内部エネルギーが周辺
の分子と共有され低下し、結果として、プルー
ム先端の平均的な内部エネルギーが後方よりも
相対的に高くなったものと解釈できる．すなわ
ち、プルーム後方は前方と比較し周囲の分子と
の衝突頻度が高い為、ほぼ熱平衡状態に到達し
ている領域である一方で、プルーム前方は、周
囲の分子との衝突頻度が後方と比較し少ない為、
熱的には非平衡状態であり高い内部エネルギーをもった中性 DHB を含む領域であることが明
らかとなった．さらに、図 5(b)より、プルーム中の中性 DHBの量が最も多いのは、Δt =4.5μs
付近に z=3mm（MALDI結晶から TOF軸方向に 2.5-3.5 mm）の空間に存在するものであったが、
この時点では、既に中性 DHB の内部エネルギーは収束値に近い値まで減少していること、そ
して、高い内部エネルギーをもったプルーム先端の中性 DHB の量は比較的少ないことが明ら
かとなった． 
 
 
 
以上、研究成果（１）～（３）に記述したように、本研究では、真空紫外光の１光子イオン化
特性を利用したMALDI-VUV-MS法により、汎用されているマトリックス剤(CHCA, DHB, SA)
や Pheの混合比が高い Phe/DHB混合結晶から生成したMALDIプルーム中の中性分子種をソフ
トイオン化することで、MALDI 法を超える検出感度で、これらの MALDI-VUV 信号を観測す
ることができた．また、本研究では、シート状紫外レーザー光を用いて MALDI プルーム中の
イオンの伝搬を、MALDI-VUV-MS法を用いて通常のMALDI法では観測できないプルームの大
部分を占める中性分子種の伝搬を、実時間追跡できることが明らかとなった為、今後、これら
の手法を用いることで、MALDI イオン生成メカニズムに関して新たな知見が得られることが
期待される． 
 
 
 

 
図 5 レーザー間の遅延時間Δt 変化に伴う各
MALDI-VUV イオン信号強度及び強度比変化
(a) (DHB-H2O)+/DHB+ (b) DHB+ ( 赤 ) 、
(DHB-H2O)+ (青)、DHB+＋(DHB-H2O)+（黒） 
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