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研究成果の概要（和文）：臨床等の現場において実用に供しうる堅牢性に優れた質量分析法の確立を目指して、
MALDI-MSのターゲットプレートの高機能化を図った。スライドガラスの表面を金属や金属酸化物のナノ構造体で
修飾することにより、導電性を確保できターゲットプレートとしてそのまま利用できるだけでなく、構造体の隙
間や表面の化学特性を利用して溶質相互の分離を行えることを、脂質のTLC分離を通して示した。さらに、これ
らのナノ構造体の光熱変換能を利用すると、有機マトリックス試薬を散布することなくダイレクトにレーザー加
熱（脱離）を行え、分離精製から質量分析に至る一連の操作を1枚のプレートで効率よく実施することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a mass spectrometry method with excellent robustness 
for practical use in clinical and other settings, the development of highly functionalized target 
plates for matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry (MALDI-MS) was 
investigated. By modifying a glass slide surface with metal and metal oxide nanostructures, the 
modified glass slide with electrical conductivity can not only be utilized as a target plate, but 
also intermolecular separation was successfully achieved on this plate using the gaps between the 
structures and their surface chemical properties. Furthermore, photothermal conversion properties of
 the metal-based nanostructures enabled direct laser heating (desorption) without spraying organic 
matrix reagents, and a series of chemical operations from separation and purification to mass 
spectrometry could be successfully and efficiently performed.

研究分野：分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
科学の進歩には革新的な分析法・分析技術の開発が不可欠である。本研究は、酸化亜鉛ナノワイヤの物理的な特
性や化学的な特性を駆使して、分離分析と質量分析を1枚のプレート上で融合させようという提案であり、実用
性と発展性を兼ね備えたポテンシャルの高い分析法として学術的にも実践的にも意義は大きいと思われる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
質量分析法（MS）は特異性（同定能力）と感度に優れた決定力のある分析法であり、オミッ
クス研究はもとより、昨今では、臨床検査の現場でも質量分析に基づく診断法が取り入れられつ
つある。そうした質量分析の用途拡大に伴い、試料の複雑さも増しており、簡単な操作で誰にで
も精度よく分析できる周辺技術の開発がこれまで以上に重要となっている。マトリックス支援
レーザー脱離イオン化質量分析装置（MALDI-MS）は、堅牢性に優れメンテナンスも容易である
ことから、今後さらに需要が伸びると予想される。しかし、有機マトリックス試薬を利用したレ
ーザー加熱気化法では、マトリックス由来のシグナルが低分子領域に多数観測され、低分子成分
の分析が妨害されるという課題を抱えている。このレーザーによる加熱に関して、金や白金のよ
うな無機材料にも光を吸収して熱を放出する光熱変換特性がある。そして、これらの沸点が高い
無機材料をマトリックスとして用いれば、バックグラウンドシグナルが生じにくく低分子成分
の観測が容易になり、代謝産物や薬剤の分析にも適用できることが報告された。 
一方、我々はスライドガラス上に酸化亜鉛製のナノワイヤ（ZnO-NWs）を、低コストで簡便に量
産する技術の開発に取り組み、直径（太さ）や長さ、密度（単位面積あたりの本数）を制御する
ノウハウを蓄積してきた。この ZnO-NWsは太陽電池の電極としての利用が期待されていること
から分かるように光熱変換能を有しており、無機マトリックスとなり得る。また、ナノワイヤの
表面積は非常に大きいため、試料溶液を ZnO-NWsの間隙に通せば、流れていく間に成分相互の
分離を行えるのではないかと着想した。ZnO-NWsの間隙を分子の分離に適したサイズに、ある
いは細胞やオルガネラの捕捉に適したサイズに設計することにより、MALDI-MS のターゲット
プレート上で分離・精製を行える。本研究では、そうした酸化亜鉛ナノワイヤの多彩な機能を活
用し、分離から検出に至る一連の操作を革新するMALDI-MS用オンプレート前処理デバイスの
開発に取り組んだ。さらに、本研究を遂行する途中で、質量分析を利用したイメージング技術
（MSI）の注目度が増したため、ZnO-NWs プレートを組織切片等の固体サンプルから試料成分
を抽出するデバイスとして活用する研究にも着手した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、最先端の分子ナノテクノロジーを駆使して様々な金属ナノ構造体をガラス基板
上に創製し、それを 1) レーザー脱離イオン化の光熱変換素子（metal nanostructures-assisted laser 
desorption ionization device: metal-NALDI）として、また、2) 分離精製デバイスとして利用するこ
とにより、分離と検出（質量分析）の融合を図り、熟練者でなくとも操作できる真に実用性の高
い質量分析技術の開拓を図る。なお、このスライドガラスベースのプレートは、試料を滴下・付
着させて保管しておくことができ、また、検体の安全な輸送にも適することから、医療や検査体
制の改善に貢献するものと期待している。 
 
３．研究の方法 
(1) ZnO-NWsプレート上での選択的捕捉と溶離および選択的脱離・イオン化法の開拓 

NALDI は、一般的に MALDI よりもイオン化効率が低く、タンパク質など高分子成分に対す
る感度が悪い。しかし、そうした成分が検出されにくいことを逆手に取れば、除タンパク（タン
パク質が分析対象ではない場合）をすることなく、血清中の低分子成分を簡便に測定できる可能
性が拓ける。また、ナノワイヤの間隙に血球成分を捕捉できれば、血液（血漿）の分析をさらに
簡略化できる。そうした機能を創出するため、具体的に次の技術開発を進めた。 

1-1) ガラス基板上での ZnO-NWsの調製 
ナノワイヤのサイズ（太さと長さ）や密度（単位面積当たりの NWsの本数）、配向秩序性（生
え方）、さらには材質や形状は分離分析と質量分析（加熱気化・脱離イオン化）の両方に影響を
及ぼす。これまでは原子層堆積法（ALD 法）に基づく成膜法を採用し、配向性がよく密度の高
い ZnO-NWs の作製を中心に検討してきたが、血球の捕捉や流体透過性の改善には、間隙が μm
レベルの疎なものや、秩序性の低いランダムな方向を向いた ZnO-NWsが必要とされる。本研究
では、ゾルゲル法をベースとしたスピンコーティング技術を利用して、特殊な ZnO-NWsプレー
トの作製も検討した。試作した ZnO-NWsは走査型電子顕微鏡（SEM）で観察するとともに、Fiji
を用いて直径と長さを見積もった。 

1-2) ホスホン酸誘導体による ZnO-NWs表面の改質 
酸化亜鉛ナノワイヤの表層は中性域でわずかに正電荷を帯びており、それ自体が静電的な吸
着サイトとして機能する他に、順相系の分離モードを発現することを確認してある。一方、現在
の分離分析の主流は逆相モードであり、本プレートの実用化を目指す上で、逆相分離をはじめと
する分離バリエーションの拡充が不可欠となる。金属酸化物はホスホン酸を介して化学修飾で
きるとの報告がある。そこで本研究では、ホスホン酸誘導体を用いて ZnO-NWs表層にアルキル
鎖（C8, C18）やカルボキシ基、アミノ基の導入を図った。また、最適な導入量についても適宜
調査した。 



1-3) ZnO-NWsプレートを利用する超薄層クロマトグラフィー（Ultra-TLC: UTLC）の最適化 
展開速度や分離能（バンドの広がり）に着目して、まずは UTLC分離に適した ZnO-NWsプレ
ートの選定を図った。続いて修飾した固定相の分離特性を、視認性に優れた色素（親水/疎水、
酸性/中性/塩基性、低分子/高分子など）や脂質抽出液の分離を通して調査した。また、通常の（市
販の）粒子状のシリカゲルプレートや C18シリカゲルプレートでの分離特性と比較した。 

1-4) ZnO-NWsの間隙での血球の捕捉 
捕捉対象は分子やイオンに限定されない。ZnO-NWs の間隔を血球やがん細胞、あるいはエク
ソソームのサイズに制御して、それらの捕捉の可能性を検証した。直径が 50 nmから 200 nmの
蛍光ビーズを用いて NWs間隙での粒子の移動を観察するとともに、血液を滴下して血球の挙動
を観察した。 
 
(2) ZnO-NWsプレートの SALDI-MS特性の評価（Sample loading framesの作製） 
本課題は SALDI-MSでの検出を前提としており、その最適化も不可欠である。SALDIに最適
な ZnO-NWs の長さや密度、また、レーザー光の照射パワーやイオン化助剤の添加の効果など、
検出効率の向上につながる実験条件を探索した。分析対象と
してはリン脂質やコレステロール、低分子薬剤やアミノ酸、
グルコースなどを取り上げ、その検出感度を比較した。なお、
ZnO-NWs表面は濡れ性が高く、試料溶液を滴下すると大きく
濡れ広がる。さらにコーヒーリング効果によって溶質成分は
周縁部に局在化する。これが感度と再現性を著しく低下させ
る要因となる。本研究ではこの問題を回避するために、ZnO-
NWs プレートの上に物理的な囲い“Sample-Loading Frames
（SLFs）”を設け（図 1）、そこに一定量の試料溶液を留め置
いて液滴の流れを制御する方法を検討した。なお、SLFs は
Kudo光造形 3Dプリンターを用い、プレート上で直接光硬化
樹脂を固めて作製した。 
 
(3) 質量分析イメージング（MSI）への応用 
3-1) ZnO-NWsプレートによる組織切片のMSI 

ZnO-NWsプレートに組織切片を貼付し、切片の上からレーザー光を照射して脱離イオン化が
可能かをマウス脳切片の MSI 測定を通して評価した。なお、切片自体がレーザー光の透過を妨
げることも容易に推測されたため、組織切断面を ZnO-NWsプレートに押しあて、プレートに成
分を転写抽出するスタンプ方式でのMSI実験も並行して行った。 

3-2) 金属ナノ粒子をスパッタしたガラスプレートを用いる NALDI-MS  
研究の後半において、白金や金のナノ粒子を用いたMSI研究が急速に進展してきた。そこで、
スパッタ装置を用いて金属ナノ粒子被覆プレートを作製し、スタンプ方式のMSIに関して、ZnO-
NWsプレートと脱離・イオン化能を比較した。 
 
(4) ZnO-NWs間隙での液滴の採取回収 
カタツムリの殻は、その表面の凹凸にトラップした水によって泥を弾いている。ガラス上の

NWsはこの凹凸に等しく、ナノワイヤ表層に親水-疎水処理を施すことで、間隙に液滴を集めて
回収することが期待される。本研究では、指先からの汗の回収とその SALDI-MS 検出により原
理検証を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 水熱合成法によるガラス基板上での酸化亜鉛ナノワイヤ（ZnO-NWs）の作製と制御 
水熱合成における酸化亜鉛ナノワイヤの成長条件や、その前段のシード層形成の成膜条件を
種々変更しながら、様々なサイズ（長さと直径）や密度、配向秩序性を有するナノワイヤを作り
分ける条件を見出した。ナノワイヤの太さは 100 nm前後のものが作りやすく、長さは数 μmか
ら 20 μmを超えるものまで、密度は 1本/μm2程度の疎なものから 20本/μm2程度のものまで作り
分ける技術を確立した。なお、原子層堆積（ALD）により成膜したガラスプレートでは、プレー
トに対して垂直方向に生え揃ったブラシ状の ZnO-NWsが形成される。一方、シード層の粗さ（凹
凸）を利用すると、ランダムな方向を向いた ZnO-NWsを調製できた。 
 
(2) 薄層クロマトグラフィー（TLC）に適した ZnO-NWsプレートの調査 
長さや密度、配向秩序性は展開溶媒の速度に影響を及ぼす。長さは長いほど、密度は疎なほど、
そして展開方向に倒れた（展開方向を向いた）NWs が多く存在するほど展開速度が速くなるこ
とを確認した（図 2）。 



(3) 逆相 ZnO-NWsプレートの作製と制御 
オクタデシル（C18）ホスホン酸をメタノールに溶解
し、その溶液に ZnO-NWsプレートを浸漬してナノワイ
ヤ表層へのアルキル鎖の導入を図った。未修飾の bare 
ZnO-NWsプレートでの水の接触角はほぼ 0°（超親水）
であったが、1 mMの溶液に数分浸漬するだけで接触角
は 150°（超撥水）を超えており（図 3）、極めて疎水性
の高い固定相を調製できることが確認された。一方、疎
水性が強すぎると溶媒を弾いて（溶媒が濡れずに）展開
できないという問題が生じる。本研究では、アルキル鎖
を短く（C4や C8）したり、反応溶液の濃度や浸漬時間
を短縮したりすることで疎水性の程度を抑えた固定相
の調製に成功した。また、展開方向に向けて疎水性の程
度を徐々に上げた疎水性グラジエント固定相の作製に
も成功した。 
 
(4) アルキルカルボン酸修飾 ZnO-NWsプレートの作製と評価 

ZnO-NWsは中性条件下でわずかに正に帯電しており、負電荷を
有する成分を保持する傾向がある。本実験では、カルボキシ基を
末端に有するホスホン酸誘導体を ZnO-NWs 表層に修飾すること
で、正負を逆転させて保持挙動の変化を観察した。なお、実際に
導入した官能基はデシルカルボン酸（-C10H21COOH）であり、陰
イオン交換作用に加えて疎水性相互作用も働くものと推察され
る。図 4に未修飾の bare-ZnO-NWsプレートと C10H21COOH修飾
ZnO-NWs プレートを用い、順相モードの展開溶媒（chloroform : 
methanol : water = 65 : 25 : 4 , v/v/v）で、リン脂質 3成分（PI, PE, PC）の分離を行った結果を示
す。検出は LDI-MSを用い、イメージングモードで各成分の濃度を色の濃淡で表現している。イ
オン化助剤として試料には NaI を添加しており、各脂質はナトリウム付加体として主に検出さ
れ、それぞれ[PI-H+2Na]+ = m/z 855.5, [PE-H+2Na]+ = m/z 680.5, [PC+Na]+ = m/z 700.5で画像化し
た。未修飾の bare-ZnO-NWsプレート（中性域で
わずかに正に帯電）では、負電荷を有する PI は
強く保持されてほとんど移動しなかったが、
C10H21COOH 修飾 ZnO-NWsプレートでは、カル
ボキシ基との静電的な反発により PI が移動した
と推察される。これらの結果は、ZnO-NWs プレ
ート表面の修飾や展開溶媒の選択によって、プレ
ート上で目的の成分を選択的に捕捉したり溶離
したりできることを示している。 
 
(5) Sample loading frames（SLFs）の作製と SALDI-MS検出の再現性の向上 
酸化亜鉛は表面自由エネルギーが大きく濡れ性が高い。したがって試料液滴を ZnO-NWsプレ
ートに滴下すると、ほとんどの溶媒は濡れ広がる。さらにナノワイヤの間隔が濡れ性を増加させ
る（Wenzelの法則）。図 5に 10 nLのメチレンブルー（MB）水溶液を滴下した様子を示すが、わ
ずか 10 nLであっても染みの直径は 3 mmに達し、さらに
コーヒーリング効果によって周縁部に溶質成分が局在し
ていることが分かる。一方、SLFを設けることで、その内
側部分（内径 450 µm）に均一にMBを分布させることに
成功した（図 5 b）。SLFという物理的な囲いによって、ど
こにレーザー光を照射しても感度よく再現性のよい信号
強度を得られるようになる。この結果は、わずか 10 nLの
試料量で SALDI-MS で定量的な議論が可能になることを
示すデータでもある。 
 
(6) 円形展開 TLCの開発と評価 
展開方向に対して垂直に生えた NWs が作り出す毛細管力では展開方向への駆動力は乏しく、
分離の高速化は困難である。とくに展開長が 1 cmを超えたあたりから展開速度は著しく低下し、
分子拡散に起因するバンドの拡がりが無視できなくなる。この問題を解消するために、展開溶媒
を中央からポンプで供給して外周方向へと展開させる円形展開 TLC の適用可能性を探索した。

 

 

 

 



この円形展開法では、展開溶媒をポンプで強制的に供給でき
ることに加えて、ナノワイヤの生えている向きから溶媒が供
給されるため、毛細管力を無駄なく溶媒展開の駆動力として
利用できる。また、我々はこの円形展開を密閉系で行わず、
あえて開放系の蒸発条件下で行っている。溶媒の蒸発は周縁
部で起こりやすいため、この蒸発力も溶媒の展開に一役買っ
ていると考えている。こうした利点を積み重ねることによ
り、色素 2成分をわずか 5 mmの空間で数秒で分離すること
に成功した（図 6）。 
 
(7) 指先サイズのスペースでの脂質 3成分の二次元 TLC分離と NALDI-MSによる直接検出 

bare-ZnO-NWsプレートでリン脂質 3成分を二次
元展開後、SALDI-MSで直接検出した結果を図 7に
示す。膜厚わずか 5 μm（NWsの長さ）、展開長は 1 
cm角の狭小空間で、3成分の分離が実現している。
この実験は試料負荷量が 1 µLとかなり過剰量で行
っているが、今後、試料負荷量を削減して、適切な
試料量で実験を行うことで、ピーク形状はさらに改
善され、1 cm 角のスペースで十数成分の分離検出
が可能になると期待している。 
 
(8) 血中薬剤の分析への応用（コントロール血清中の carbamazepineの検出） 
血中薬剤の多くはアルブミンに結合して存在しており、遊離型のものが一般に薬効を示すこ
とが知られており、これらを分別定量することが求められる。ZnO-NWsプレートはタンパク質
の測定には適しておらず、タンパク質結合体の検出は困難であるが、タンパク質から薬剤を解離
（溶離）して測定することは可能と考えられる。本研究では抗てんかん薬として知られる
carbamazepine を例にアルブミンから溶離させることができるかを検証した。メタノールを展開
溶媒として用いると、アルブミンは移動しないが carbamazepineはアルブミンから解離して移動
し、その移動先でレーザー光を照射して LDI-MSにより検出できることを確認した。 
 
(9) ナノ空間での微少液滴の捕集と指先から捕集した汗の SALDI-MS分析への応用 
濡れ性がよい金属や金属酸化物の特性を利用すれば、汗などを瞬時に吸収・捕集できると期待
される。そこで、試作した金属ナノ構造体プレートに指先を押しあてて汗の捕集を試みたところ、
軽く触れるだけでも明瞭な汗染みが観察され、微少液滴の捕集に有効であることが確認できた。
実際に汗染みの見られた箇所にレーザー光を照射して SALDI-MS 測定を行ったところ、尿素や
乳酸など汗に含まれる多くの成分が検出できた。また、プレートには皮脂も吸着しており、皮脂
の部分にレーザー光を照射すると、スクアレンやトリグリセリドなど皮脂特有の脂質成分を検
出できた。 
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