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研究成果の概要（和文）： 本研究課題において、申請者は自ら開発した金ナノ微粒子表面に誘

起される表面プラズモン励起に基づく増強効果を利用した新規超高感度非解離レーザー脱離イ

オン化質量分析法の脱離イオン化機構の解明を進めた。その結果、電磁場増強効果、電荷移動

効果、熱の局所化効果といった脱離イオン化機構に関連する効果の分離抽出に成功した。更に

その得られた知見を活かし、本法を更にバックグラウンドフリー化させた高性能化に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：  In this project, I had carried out understanding of 
desorption/ionization mechanism of our new non-destructive laser desorption/ionization 
mass spectrometry with ultra high sensitivity by using surface plasmon excitation, and 
then succeeded in abstraction of main three effects related to the mechanism, which are 
electromagnetic enhancement effect, charge transfer effect and localized heat effect.  
Further, by using obtained many findings, I succeeded in improvement of our method with 
background free analysis.        
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１． 研究開始当初の背景 
 
申請者は、2005年に SP 励起を用いた超高感

度レーザー脱離イオン化質量分析法（SP-LDI
法）を開発し、この手法を用いて色素分子を
数 100（数万個程度）ゼプトモルの極微量検
出に成功した。 現在、この検出限界は世界
最高水準である。以下に申請者が、SP-LDI法
を開発するに至った研究動機とその研究背

景を述べる。 
マトリクス支援 LDI 法（MALDI 法）は、従

来の手法では非常に同定が困難であったた
んぱく質や生体関連物質などの巨大分子に
対して飛躍的に同定能力が向上したため、そ
れらの分子の分析技術として圧倒的な地位
を築いてきた[Tanaka et al., Rapid Commun. 
Mass. Spectrom.1988]。 しかし一方で、分
子量が 500以下となる低質量数領域にターゲ
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ット分子が含まれる場合、この MALDI法では
大過剰に添加するマトリクス分子自身が強
いバックグラウンドピークとして検出され
てしまうため、その高い分析性能を著しく低
下させてしまう。 この低質量数領域には学
術的だけではなく、医学、バイオ、環境学な
ど様々な分野において同定分析が期待され
ている重要な分子の多くが含まれるため、こ
れらの分子に対して高い同定分析能を持つ
手法の開発が求められている。  
この問題を解決するために、マトリクス分子
を用いずに様々な表面の吸収を利用する表
面支援 LDI （SALDI）法が開発されてきた。 
しかしながら、これらの SALDI法では低質量
数領域のバックグラウンドピークの低減に
より同定能力は向上したが、絶対的な感度不
足という問題が生じた。 以上の背景から、
申請者は SALDI法において飛躍的な感度の向
上を目指す動機を得た。  

そこでまず申請者は、SALDI 法の本質がど
こにあるのかという観点から、SALDI 法にお
けるイオン化プロセスを次頁の図のように
細分化した。 従来の SALDI 法の研究では、
レーザーエネルギーをイオン化基板にどれ
だけ蓄えられるか？が議論の中心であった
が、申請者はさらに踏み込み、蓄えられたエ
ネルギーが実際に試料分子へ移動する際の
エネルギー形態と試料分子の受け取り方と
いう新しい観点を独自に付け加えた。  

まず、試料分子へ供給されるエネルギー形
態に着目した。 従来法で議論される熱は非
常に重要なエネルギー源であるが、申請者は
よりイオン化に直結し、単一分子にダイレク
トに高効率なエネルギー供給が期待される
SP 励起に基づく電荷の相互作用に初めて着
目した。 この着眼が本研究の最大の特色で
あり、独創性である。 SP励起とは、ナノ構
造を有する金属表面などにレーザーが照射
されるとその表面には非常に高密度な励起
電子が局在化する現象である。 
さらに申請者は、試料分子がどのような状

態であれば効率的にエネルギーを試料分子
が受け取れるかに着目した。 従来法の
SALDI 法で一般的に試料調整法として用いら
れている滴下乾燥法では、基板に厚く塗布さ
れる。 しかし実際にイオン化基板表面に発
生する効果（熱、電場、電荷の相互作用）は、
表面一層から長くても光の波長程度の距離
にまでしか作用しないため、この距離の意識
が重要であると考え、実際にその距離の重要
性を示してきた。 このような議論自体が、
LDI 研究においては皆無であり、非常に独創
性の高い着眼点である。 
 
２．研究の目的 
 

（１） SP 励起に基づくイオン化機構を詳

細に追跡する。 
（２）SP-LDI 法の分析性能の向上と実試料

への展開に関する基礎検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 

（１）SP 励起に基づくイオン化機構の詳細
な追跡 
SP 励起が誘起された表面からその表面に接
触する試料分子へのエネルギー移動にかか
わる要素を可能な限り抽出し、それぞれの要
素とイオン化機構との関連性を議論する。 
この議論により、SP 励起に基づくイオン化機
構が明らかにされるものと期待される。 
① SP 励起に由来する試料分子へのエネル

ギー供給形態の洗い出し。 
 本申請課題では、金属ナノ微粒子をＳＰ励
起種として利用する。 この現象は様々な分
野で応用されているが、主にこの局在化され
た高密度励起電子が作る増強電場（EM）効果
とその励起電子自身が作用する電荷移動
（CT）効果、さらにそれらの複合効果が議論
されている。 一方で、LDI 法でも議論され
ているレーザー吸収体から生じる熱エネル
ギー（Heat）効果も議論すべきである。 現
段階で議論されるこの 3つのエネルギー形態
と、更に議論すべき新たなエネルギー形態の
探索も行う。 各エネルギー形態が顕著にな
る実験系の設計を行う。 
② CT 効果の抽出 
 CT効果は、SP励起種（金属ナノ微粒子）
表面に直接吸着する分子にのみ作用するた
め、試料を単層膜に吸着させる。 CT 効果の
大きさは吸着種、吸着状態、SP 励起種などに
より変化するが、申請者の SERS研究をはじ
め様々な研究報告例と質量分析測定（マスス
ペクトル）結果とを慎重に比較しながら、CT
効果がマススペクトルパターンに与える影
響（感度、非解離性など同定能力に反映され
る要素）を抽出していく。  
③ EM 効果の抽出 
EM 効果は CT 効果と比較して、その効果が届
く距離は非常に長い。 本実験系では金属ナ
ノ微粒子を用いるが、この場合ではその粒子
径程度まで EM効果は作用する。 そこで、
右図のように試料分子とＳＰ励起種の間に
絶縁性のスペーサーを導入し、CT 効果を遮蔽
する。 EM効果は、SP励起種や励起効率に
より変化するが、前項と同じくマススペクト
ルパターンとの比較から、この効果の与える
影響を抽出していく。 
④ Heat 効果の抽出 
 レーザーを照射するため、熱による影響は
必ず生じる。 そのため本実験系では、熱の
寄与の大きさを変化させる。 SP 励起は金属
表面の吸収に起因するが、実際にレーザー光
の吸収は SP 励起としての吸収と通常のバル



 

 

クの吸収の総和となる。 バルクの吸収は金
属種に依存するが、SP励起による吸収は金属
種の形状に依存する。 本実験系では、金属
ナノ微粒子の粒子径を変化させることによ
り、二つの吸収の比率を制御する。 その比
率とマススペクトルパターンからこの熱の
与える影響を抽出していく。 
⑤ その他のエネルギー形態の探索 
前項②③④より得られた知見から、各効果

の寄与を重ね合わせていく。 理論的に予測
される結果と実験結果の整合性を検証する
ことにより、その他のエネルギー形態の議論
の必要性を検討する。 
⑥ 前項（②-⑤の項）の議論を可能とする

高再現性基板の作製 
現在、申請者は金属ナノ微粒子を 2 次元最密
充填に配列させたイオン化基板の作製に成
功しているが、基板ごとの充填率にはまだば
らつきがある。 本項では、現象を理解する
ためにはもっと均一な秩序構造を持ったイ
オン化基板が必要と考え、申請者の保有する
技術の高度化を行う。 
⑦ 各効果のイオン化への寄与の追跡 
イオン化機構を議論するために、各効果のマ
ススペクトルへの影響をまとめ、イオン化に
直結する効果とそれぞれの寄与率を体系的
に整理する。 このような整理を照射するレ
ーザーのフルエンス（mJ/cm2）ごとに行い、
データベース化する。  

これらの結果から、各効果が与える影響の
中で、感度（イオン量）、同定能（試料分子
の解離）などの分析性能を決定付ける各要素
に対して、メリットとなるのか、デメリット
となるのか、あるいはほとんど寄与しないの
かを明らかにする。 さらに、イオン化して
検出するためには、試料分子は「脱離」ある
いは「イオン化」のプロセスが必要であるが、
それぞれのプロセスに対しての寄与も追跡
する。 

（２） SP-LDI 法の分析性能の向上と実試
料への展開  
イオン化機構に対して得られた知見から、

対象とする試料系が求める分析性能を作り
出すためにイオン化基板を設計する。  
① 試料分子の立場から SP-LDI 法の分析性

能の向上 
 EM効果や Heat効果に関しては、それらの
効果が届く距離と同じ厚さを持つ薄膜状の
試料を基準として、厚みを変えた試料を測定
することにより、最適な厚みを検証すること
が可能となる。 一方で、CT 効果に関しては、
表面第一層のみしか作用しないが、その作用
は吸着状態により大きく左右される。 申請
者は申請前にその知見を得てはいるが、CT効
果に対して最適な吸着状態を決定している
とは言いがたい。 （新しい効果があれば、
その効果に応じた塗布方法も模索する。） 

 従って、本項目では、それぞれの効果につ
いておぼろげに見えてきている効果的な試
料塗布方法を、それぞれさらに効果的な手法
に昇華させるとともに、これらの効果が複合
的に与えられる試料塗布方法を模索する。 
更に、各効果の寄与のバランスを制御するこ
とにより、様々な試料種に対応できるように
する。 
② SP 励起を誘起する基板の立場から

SP-LDI 法の分析性能の向上 
 試料の塗布方法と同様に SP 励起を誘起す
るイオン化基板も、それぞれの効果を効率的
に引き出せるように、2次元最密充填基板を
高性能化する。 具体的には、金属ナノ微粒
子間の距離、配列パターン、金属ナノ微粒子
の形状およびサイズ、というパラメータを制
御することにより、各効果のバランスを制御
する。 この制御により、目的試料種ごとの
効率的な脱離イオン化が期待される。 
③ 実試料への応用展開のための基礎検討 
実試料へ応用展開するためには、様々な分

子に対して高い検出能を示すことが必要で
ある。 特に、実試料の同定分析を行うにあ
たっては、非常に少ない量を構造を壊すこと
なくイオン化することが必要となってくる。 
前項にまでに、様々なモデル試料分子種に対
して超高感度非解離イオン化への可能性を
探ってきたが、モデル試料と実試料において
は現実的には様々な障害が存在する。 その
最も大きなものは、複合系への対応である。 
単一成分系のモデル試料で、出来ることが複
合系で出来るとは限らない。 本項では、そ
の障害を知り、その対応を検討するという最
後のつめにむけての基礎検討を様々な観点
から議論する。  
 
４．研究成果 
 
H21 
本年度は、SP 励起に基づく脱離イオン化機

構に関わる要素（CT、EM、Heat効果）の抽出
を試みた。まず、CT効果の抽出には、申請者
が他の研究から CT 効果の大きさを見積もっ
た色素分子を測定試料として LDI-MS を行っ
た。得られた各色素分子のイオン信号強度は
見積もった CT 効果の大きさと正の相関を持
ち、CT効果の寄与を明らかにした。 
次に、金ナノ微粒子表面にスペーサーとし

てアルカンチオールを修飾し、CT 効果を遮断
した。上記と同様の実験を行った結果、各色
素分子のイオン信号が強く得られた上、その
信号強度はアルカンチオールの分子長（金属
表面からの距離）に強く相関があった。これ
は EM 効果のみでも強い寄与があることを意
味する。一方で、試料分子の解離性に関して
は、金属表面に近接するほど大きく EM 効果
のみでは実用性に乏しいことも示唆された。



 

 

更に詳細に距離依存性を信号強度および解
離性から検討したところ、金属表面からの生
じる電子衝突も関与していたことが示唆さ
れた。これは上記の CT 効果と異なり、高い
エネルギーを持ったエネルギー供給であり、
実用性にはその抑制も検討すべきである。 
一方、本手法の脱離イオン化機構における
Heat 効果の役割を議論するため、SP 効果の
大きさを一定にする必要がある。そこで、粒
子径が異なる 2種類の金ナノ微粒子を用いて、
マススペクトルのレーザーフルエンス依存
性を比較した。その結果、供給される熱量の
大きさが脱離イオン量に関連性があった。更
に詳細にするために、熱供給に鋭敏に反映さ
れるイオン性分子を測定した結果、SP励起に
起因する Heat 効果により脱離量が著しく増
大した。以上から、本手法の脱離イオン化機
構において Heat 効果は脱離機構に対して重
要な役割を担っていることを示した。 
以上の成果は、SP励起に基づく脱離イオン化
機構を理解する上で重要な知見となりうる
ことが期待される。 
 
H22 

昨年度に引き続き本年度も、SP励起に基づ
く脱離イオン化機構に関わる要素（CT、EM、
Heat 効果）の抽出を試みた。まず、CT 効果
の抽出のために、申請者が以前の研究から CT
効果の大きさを見積もった色素分子を効率
的に CT 効果が誘起できる第二光源を測定装
置に導入し、2 光波レーザー脱離イオン化質
量分析を行った。その結果、第二光源の波長
と脱離イオン量には大きな依存性が見られ、
CT 効果が誘起出来ないような波長において
は変化がなく、強く誘起する波長では信号が
大きく増大していた。第二光源は試料分子が
レーザーエネルギーを吸収しても脱離しな
い程度の光量を有する連続波レーザーであ
るため、本結果で得られた CT 効果と脱離イ
オン量との強い相関は、その脱離イオン化機
構を解明する上で大きな知見となった。 
次に、金ナノ微粒子表面にスペーサーとし

てアルカンチオールを修飾し、CT 効果を遮断
した上で脱離機構を抽出するための試料設
計を行った。その結果、アルカンチオールの
より直接的な金表面との接触が遮断されて
いる試料分子の検出に成功した。これはアル
カンチオールが脱離補助剤として脱離する
ことにより試料分子を過剰なエネルギー供
給することなく脱離することができたこと
と考えられる。この結果から、脱離機構を解
明する上で大きな知見を得た。また、金表面
に直接化学結合しているアルカンチオール
の検出にも成功しており、この検出は従来法
では非常に困難であるため、本課題で提案す
る手法の応用開拓にも非常に優位な結果と
なった。  

H23 
本年度は、表面プラズモン（SP）励起によ

る超高感度レーザー脱離イオン化質量分析
（LDI-MS）法の素過程抽出により得られた知
見を活かして、応用的な試みを行った。 
 その結果、金ナノ微粒子（AuNP）の表面に
誘起されるこの SP 励起がその表面のみを選
択的にアブレーションさせ、その飛散物が脱
離剤として作用することで、表面に吸着して
いる試料分子を非解離に脱離イオン化させ
る新しい表面支援 LDI-MS（SALDI-MS）分析法
として昇華させることに成功した。この手法
において最も特筆すべきは、AuNP 表面のみを
アブレーションさせることであり、この場合
検出される試料分子以外の信号は、金クラス
ターイオンのみである。従来のマトリクス支
援 LDI-MS（MALDI-MS）法では、脱離イオン化
を補助するマトリクスは有機分子であり、こ
れが同時に多量の阻害ピークとして検出さ
れることで解析が複雑化するが、本法では全
くその心配がない。 
 更に本法では、AuNP表面にアルカンチオー
ルを化学結合させ、MALDI-MS 法におけるマト
リクス分子の役割を付与させ、効率的な脱離
イオン化を目指した。本法において重要な結
果は、アルカンチオールが結合した金クラス
ターは負イオンモードで検出されるが、試料
分子は正イオンモードで検出されるため、正
イオンモードではバックグラウンドフリー
で試料の測定が可能となった。 
 以上の成果は、SP 励起に基づく脱離イオン
化機構の理解が本研究課題により進んだこ
とにより、発展的に新しい分析法へと昇華で
きたことを意味し、その結果、非常に高い同
定分析法の確立への大きな可能性を見出せ
たと言える。 
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