
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 5 月 28 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：ナノスプレーを直接加工した電気泳動分析用チップを用いて，金ナノ

微粒子に基づくレーザースプレーイオン化質量分析（LSI-MS）検出について検討した。試料を

溶解した緩衝液に金ナノ微粒子を分散し，インフュージョンモードで MS 検出器へ導入した。

ナノスプレー先端に 532 nm のレーザーを照射したところ，負イオンモードでは信号強度が 12
倍に増加したことから，金ナノ微粒子を用いる LSI においては，アニオン性試料成分に対して

感度増幅効果があることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, development of laser spray ionization–mass spectrometry (LSI- 
MS) using gold nanoparticles was investigated on nanospray directly integrated electrophoresis chips. A 
sample solution containing gold nanoparticles was introduced from the nanospray to the MS detector by 
the infusion mode. When a 532-nm CW-laser was irradiated to the tip of the nanospray, 12-fold increase 
in the MS signal intensity was observed in the negative mode. Therefore, it was revealed that LSI–MS 
using gold nanoparticles gave the MS signal enhancements for anionic analytes. 
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１．研究開始当初の背景 

近年のメタボロミクスの進展に伴い，高速
に分離した試料を質量分析（MS）検出により
分析するシステムの構築が求められている

が，分離の手段としてのマイクロチップ電気
泳動（MCE）分析とエレクトロスプレーイオ
ン化（ESI）– MS 検出との結合がその有力な
手法として期待されている。しかしながら，
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MCE–ESI-MS の開発は 1990 年代の終わりか
ら今世紀初頭にかけて活発になされてきた
ものの，最近ではその例を見ることが少なく
なった。これは MCE におけるイオン化のイ
ンターフェースの作製が困難であることと
検出感度が低いためであることは明白であ
る。通常の ESI では，最大でも試料全体の
1/100 程度の分子数しか検出されないため，
分析する試料の絶対量が極小 (~10 pL) な
MCE ではイオン化のさらなる高効率化が必
要とされており，新規な方法論の導入が必須
である。 

これまでに開発されてきた MCE–ESI-MS
のインターフェースは主に 2 種に大別される。
すなわち，キャピラリー電気泳動 (CE) – MS
用のシース液・ネブライザーガスを導入する
インターフェースを転用する方法と，シース
液・ネブライザーガスを使わずにナノスプ
レーを利用する方法である。前者の方法では
安定な ESI が実現できるものの，MCE では試
料の絶対量が少ないためにシース液による
希釈の影響が大きく，検出感度の低下を招く。
一方，チップの端面にナノスプレーを接続し，
スプレー先端に ESI 電圧を印加する方法では，
上記の問題は生じないものの，流量が低いた
めに ESI に必要なテイラーコーンが安定に形
成せず，イオン化効率が低下し，MS 検出感
度の低下を招くことが問題となっている。こ
れはナノスプレーの先端径／流量比が ESI に
適していないために起こる現象で，この観点
からはシース液やネブライザーガスの導入
が望ましい。このように従来のインター
フェースでは検出感度の低下が避けられず，
MCE–MS に適したイオン化法，すなわち極低
流量の系に適した手法の導入が求められて
いる。 
 
２．研究の目的 

MCE–ESI-MS における検出感度の向上を
目的として，金ナノ微粒子 (GNP) の光熱変
換現象を利用した新規な分離検出法を開発
する。この目的にあたり，GNP を含む分離溶
液を用いて MCE 分離を行い，スプレー先端
に高強度に集光したレーザーを照射するこ
とで，脱溶媒およびイオン化の効率を向上さ
せ，高感度なレーザースプレーイオン化 
(LSI) 法を構築する。MCE–LSI-MS 実験の最
適化および基礎的性能評価を行い，高速分
離・高感度検出の実現について検討を行う。 
 
３．研究の方法 
レーザーを組み合わせたイオン化法を

MCE に適用することで MS 検出感度の向上
を目的とし，図 1 のような LSI システムの構
築を目指した。LSI は通常の ESI スプレーの
先端に対して，赤外レーザーを照射し微小液
滴の発熱および蒸発を誘起することで，高い

イオン化効率を得る手法であるが，非常に高
強度のレーザー光を必要とする。そこで，
GNP が市販の緑色レーザーの波長域に強い
局在プラズモン吸収を示すことに着目し，光
励起された GNP の無輻射失活に伴う熱発生
の利用について検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ESI では，ナノスプレー先端への電界集中

を利用して液滴を帯電・微小液滴化すること
で，溶液の噴霧・溶媒の蒸発・試料分子のイ
オン化というプロセスを行っているが，今回
開発した LSI 法では GNP を含む泳動液を用
いて MCE 分離を行った後，スプレー先端に
集光したレーザーの照射および高電圧の印
加によりイオン化を行う。このナノスプレー
先端におけるレーザーアブレーションによ
り，高効率な微小液滴形成・溶媒気化が誘起
されるため，検出感度の向上につながるもの
と期待される。さらに，このように局所的な
溶媒気化を瞬時に誘起することで，生じた気
体がネブライザーガスとして機能するため
に安定なイオン化が期待され，MCE では困難
であったネブライザーガスの導入がデッド
ボリュームなしで達成出来るものと考えら
れる。 
通常のMS検出においてはGNPのような微

粒子が泳動液中に含まれていると，MS 室の
汚染および検出感度を招くおそれが指摘さ
れているが，図に示したようなスプレーと
MS オリフィスが 90°の方向をなす場合には，
比較的サイズの大きなナノ微粒子の侵入確
率が大きく減少することが知られている。
GNP は溶媒蒸発に伴う凝集によってサイズ
が大きくなるものと予想され，MS 室内への
GNP の侵入は最小限に抑制されるものと考
えられる。したがって，GNP を含む泳動液と
LSI を組み合わせることにより，イオン化効
率の向上が達成され，検出の高感度化が期待
される。 
以上のような特徴を有する GNP を利用し

た LSI–MS 法の構築にあたり，次の項目につ
いて検討を行った。 
(1) GNP の光熱変換を利用した CE 分析 
本研究で目指す LSI–MS においては，GNP
を分散した分離溶液を用いて分析を行い，
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図 1 LSI–MS の原理 



GNP の光熱変換現象を利用してスプレー
効率の向上を図る。この目的に際し，GNP
を含む分離溶液を用いた電気泳動につい
て検討することは重要である。そこで，
GNP を含む分離溶液を用いた CE において，
光熱変換現象を利用する新規分離検出法
の開発について検討した。 

(2) ナノスプレーを直接接合した電気泳動分
析用ポリマー製マイクロチップの作製 

LSI–MS と MCE の結合にあたり，ナノスプ
レーを直接接合した MCE 分離用チップの
作製について検討した。MCE 分析において
は，使い捨てチップの需要が高まっている
ことを鑑み，シクロオレフィンポリマーを
基板としたチップの開発を目指した。 

(3) LSI–MS による MCE 分析の高感度化 
(1)および(2)で実証した GNP の光熱変換を
利用した電気泳動分析とナノスプレーを
接合したマイクロチップを組み合わせる
ことで，MCE–LSI-MS システムの構築を目
指した。 

(4) マイクロヒーター集積化チップを用いる
タンパク質分析の高感度化 

MCE–LSI-MS 分析のさらなる高感度化を
目指し，タンパク質をマイクロヒーター上
で濃縮してから，LSI-MS 検出するための
チップデバイスの試作を行った。 

 
４．研究成果 
(1) GNP の光熱変換を利用した CE 分析 
熱レンズ顕微鏡 (TLM) 検出においては，

分析対象が TLM の励起波長付近 (488~532 
nm) に吸収を示す必要があるため，分析対象
の拡充法の開発が求められている。そこで，
500 nm 付近に局在プラズモン共鳴に由来す
る吸収を示し，無輻射失活過程において熱を
放出する GNP を含む泳動液を CE–TLM 測定
へ適用することで，可視域に吸収をもたない
アミノ酸のラベルフリー検出を目指した。 

種々の緩衝液 (20 mM リン酸塩，20 mM ホ
ウ酸塩，10~50 mM グリシン–クエン酸ナトリ
ウム (GC) ) (pH 7.0) に 25% (v/v) GNP 分散液
を加えたものを泳動液として CE–TLM 測定
を行ったところ，10 mM GC 緩衝液で最も安
定したベースラインが得られた。これは GNP
の凝集と相関しており，低濃度の緩衝液とク
エン酸イオンが GNP を安定化させるためと
考えられる。Glu を試料とし CE–TLM 測定を
行ったところ，上向きの鋭いピークが検出さ
れ，このピークの段数は 290000 であった。
また，このピーク面積は試料濃度に依存して
おり，検出限界は 25 ppm であった。Glu は可
視域に吸収を有しておらず，GNP を用いた
CE–TLMによりGluのラベルフリー検出が可
能になったことは，GNP の高い光熱変換効率
を反映したものである。この GNP を含む分
離溶液を用いて Glu と Lys の混合試料を測定

したところ，良好
な分離が得られた。
GNP に対する保持
係数の算出より，
保持は試料の電荷
よりも，試料に含
まれる窒素原子の
不対電子との相互
作用が支配的であ
ることが示唆され
た。以上の結果よ
り，GNP を~500 nm
のレーザーで励起
すると，高い効率
で熱に変換されることが示された。この現象
を LSI に応用することで，高感度な MS 検出
を実現できると期待される。 
より高感度な検出を目指し，GNP より敏感

に局在プラズモンによる吸収強度が周囲の
環境に反応して変化する中空型金ナノ微粒
子 (GNS) を泳動液に添加して Glu の CE– 
TLM 測定を行ったところ，GNP を用いた場
合に比べ約 4 倍のピーク高さで Glu を検出す
ることができた (図 2)。今後，GNP や GNS
表面に化学修飾を施し，試料との相互作用を
制御することにより，さらなる分離能の向上
が期待される。 
 
(2) ナノスプレーを直接接合した電気泳動分
析用ポリマー製マイクロチップの作製 
シクロオレフィンポリマー (COP) は有機

溶媒に対する良好な耐性を示し，基板自体に
含まれる不純物が少なく，さらに金属をメッ
キしやすいという特徴を有していることか
ら，MCE–MS チップへの適用が期待される。
そこで，COP マイクロチップの端面にナノス
プレーを直接加工したチップを作製し，性能
評価を行った。 

フォトリソグラフィー技術により作製し
たシリコン鋳型を用い，クロス型流路パター
ンを転写した COP 基板を作製し，蓋となる基
板と接合することで MCE 分離用 COP チップ
とした。このチップの分離流路終端の開口面
に対し，微細機械加工技術により ESI ナノス
プレーを作製し，電子ビーム蒸着により金薄
膜をナノスプレー表面に作製した。マイクロ
チップの分離部のチャネルは幅 50 μmとなっ
ており，ナノスプレー部は先端でのチャネル
幅が 10 μmとなるようなテーパー型の構造と
した (図 3)。 

このチップ先端に電圧を印加しながら，電
気浸透流による送液を行ったところ，スプ
レーチップの先端角が 60°のときには，テイ
ラーコーンの形成は確認されたものの，断続
的なスプレーとなってしまい，その周波数は
~3 Hz であった。そこで，より鋭角なスプレー
チップ (先端角 30°) を作製したところ，連
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図 2 Glu の CE–TLM
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続的なスプレーの発生に成功した。この先端
角 30°のマイクロチップのサンプルリザー
バーにカフェイン溶液を満たし，泳動電圧 1.0 
kV を印加するインフュージョン分析をポジ
ティブモードで行ったところ，カフェインの
[M+1]+に相当する m/z = 195 の安定なベース
ラインが得られ，その強度の相対標準偏差は
7.2%であった。さらに，カフェインとアルギ
ニンの混合試料を用いて MCE–MS 分析した
ところ，カフェインとアルギニンに由来する
ピークが検出され，分離度 1.0 の分離を達成
した。 

さらに ESI スプレーの耐久性および分析の
再現性について検討した。試料としてカフェ
インを用いて分析を行い，得られたピーク高
さを測定回数に対してプロットしたところ，
10 回程度の測定であればほぼ同じような
ピーク高さが得られることがわかった。これ
に対し，14 回目の測定ではピークは検出され
ず，このときのスプレー先端は金薄膜が剥離
していることがわかった。測定回数が多くな
るにつれて，スプレー先端における偶発的な
放電による金薄膜の剥離が進行するものと
考えられ，ESI 電圧が印加できなくなり，ピー
クが検出されなくなったものと考えられる。
したがって，作製したマイクロチップは 10
回の測定には十分耐えられることが明らか
となり，使い捨て用測定デバイスとして利用
できることが示された。なお，この分析にお
けるピーク高さの RSD は 9.4%となり，マイ
クロデバイスにおける分析再現性としては
十分許容範囲内であることが確認された。分
離能および検出感度は不十分であるため改
善の余地はあるものの，COP というポリマー
基材を用いることで MCE–MS 分析が可能な
デバイスを安価に作製できることから，使い
捨てチップの需要が大きな医療診断分野な
どへの応用が期待される。 
 
(3) LSI–MS による MCE 分析の高感度化 

ナノスプレーを直接加工した MCE 分析用
COP 製チップを用いて，GNP に基づく
LSI-MS検出について検討した。試料として，
カフェインまたはイブプロフェンを溶解し

たグリシン－クエン酸塩緩衝液に金ナノ微
粒子を 100 pM になるように分散したものを
用い，インフュージョンモードで MS 検出器
へ導入した。 
図 1 に示すように，ナノスプレーが MS オ

リフィスに対して，90°となるように配置し，
ナノスプレー先端にイオン化電圧（1.8 kV）
を印加しながら，レーザー（532 nm）を照射
した際のカフェインの信号強度について検
討したところ，ピコ秒パルスレーザー（1~10 
μW）を照射した際には，ベースラインが不
安定となった（図 4a）。また，レーザーを照
射し続けたところ，金ナノ微粒子の凝集体が
スプレー先端に生成し，流路を閉塞したため，
パルスレーザーは有効ではなかった。 

一方，イオン化電圧（1.8 kV）を印加しな
がら CW レーザー（532 nm, 1~10 mW）を照
射したところ，カフェイン（正イオンモード）
の検出感度に有意な差はなかったのに対し，
イブプロフェン（負イオンモード）では信号
強度が増加した（図 4b）。イオン化電圧のみ
を印加した場合の信号強度と。CW レーザー
照射を組み合わせたときの強度を比較した
ところ，レーザー照射により検出感度が 12
倍向上することがわかった。したがって，金
ナノ微粒子を用いる LSI-MS においては，負
イオンモードで感度増幅効果があることが
示された。しかしながら，ピークの再現性の
点では未だ難があり，今後のシステム改良が
必要である。 
 
(4) マイクロヒーター集積化チップを用いる
タンパク質分析の高感度化 

MCE–LSI-MS のさらなる高感度化を目指
し，タンパク質をマイクロヒーター上で濃縮
してから，LSI-MS 検出するためのチップデ
バイスの試作を行った。ポリジメチルシロキ
サン基板にチャネルを形成し，幅 1 mm の銀
薄膜を埋め込んでヒーターとした。タンパク
質の変性剤を含む泳動液を満たしたチャネ
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図 3 作製した COP マイクロチップ 



ルにウシ血清アルブミン（BSA）を注入した
ところ，非加熱時にはブロードなピークが観
察されたのに対し (図 5a), 加熱時には鋭く
高いピークが観察された (図 5b)。すなわち，
ヒーター上で BSA は熱変性され，これに伴う
電気泳動速度変化を利用した濃縮により，検
出感度が 5 倍以上に向上した。オンラインで
変性させたタンパク質試料を，濃縮により高
感度検出できるため，統合的なデバイスへの
応用が期待される。 

以上に示したように，GNP の高効率な光熱
変換を利用した電気泳動分析法およびナノ
スプレーを接合したチップを開発し，これに
基づく MCE–LSI-MS を開発した。GNP の光
熱変換現象を MCE–MS 検出に応用した例は
他に類を見ず，今後，LSI において擬似的な
ネブライザーガスが起きていることを証明
できれば，学術的にも意義深いものとなる。
また，マイクロヒーターにおけるタンパク質
のオンライン変性・濃縮技術をナノスプレー
接合チップに組み合わせることにより，より
高感度な MCE–LSI-MS システムの構築が期
待できる。 
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図 5 マイクロヒーターを利用したタンパク 
質の変性・濃縮と分離; (a) 25, (b) 90 °C 
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