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研究成果の概要（和文）：脂質分析に資する次世代の分析技術の開発を目指して、レーザー脱離イオン化質量分
析法（LDI-MS）を基盤とする平面式の分離計測システムの開発を行った。本研究では、光熱変換機能を有し、レ
ーザー加熱脱離/イオン化が期待される酸化亜鉛製のナノワイヤを分離媒体とする超薄層のクロマトグラフィー
TLC（UTLC）の開発を試み、膜厚わずか5 μm、展開長1 cmで脂質３成分のUTLC分離に成功するとともに、プレー
ト上でのLDI-MSイメージング分析も達成し、ナノワイヤベースのUTLC/LDI-MSの実現可能性を実証した。

研究成果の概要（英文）：Although lipidomics, the study of lipids, have a great potential as a 
clinical tool for monitoring metabolic changes in health and disease, the analytical techniques for 
lipids have not made substantial advances during the last decade.  In order to promote lipidomics 
research, in the present project, we have undertaken the development of zinc oxide nanowire 
array-grown glass substrate plates, which have a dual role as a thin-layer chromatography (TLC) 
plate and a target plate for laser desorption/ionization (LDI) . We have refined hydrothermal 
synthesis technique and succeeded in producing a variety of nanowires of an intended size on a glass
 substrate. We have also developed an interface device for putting the UTLC plate into commercially 
available conventional MALDI-MS instrument.

研究分野：分離分析

キーワード： ナノワイヤ　酸化亜鉛　薄層クロマトグラフィー　レーザー脱離イオン化　質量分析　脂質

  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、1細胞での分離分析を実現しうる
ポテンシャルのある分析法として学術的な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。
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１．研究開始当初の背景 

脂質は細胞膜の構成成分であるだけでなく、生理活性物質としても注目を集めており、その恒
常性の破綻が様々な疾患の原因となっている。また、トランスポーターをはじめとする膜タンパ
ク質は様々な生命現象において重要な役割を担っており、多くの創薬ターゲットとなっている
ことも周知のとおりである。しかし、その重要性は認識されているものの、アミノ酸のような水
溶性の化合物と比較すると、難溶性の物質は取り扱いが困難という印象が強いこともあり、分析
技術はこの 10年間で本質的にほとんど進歩していない。このような中、研究代表者は、共同研
究者からナノワイヤの用途開発に関する相談を受け、本提案のきっかけとなるアイデアを思い
ついた。すなわち、サブミクロンサイズの構造体には、光を吸収して熱エネルギーとして放出す
る機能を示すものがあり【G. Siuzdak, et al, Nature, 399, 243-246 (1999)】、この特性を利用す
れば、ナノワイヤプレートにレーザー光を照射するだけで、目的化合物をマトリックス試薬を用
いることなく加熱気化（脱離・昇華）できると期待される。また、このナノワイヤの間隔はサブ
ミクロンからミクロンオーダーに設計可能であり、この分子や細胞サイズの間隙を分離場とし
て用いることで、分離と検出を高度に融合できると着想した。 

薄層クロマトグラフィー（TLC）は脂質分析における主力の分析機器であり、本質的に二次元
分離を行いやすい。ナノワイヤという新規構造体の適用によって、分離能の改善や分析時間の短
縮が進み、かつ、LDI-MS との結合により同定・検出能も向上すれば、高速液体クロマトグラフ
ィー/エレクトロスプレーイオン化質量分析法（HPLC/ESI-MS）と真に等価なハイスペック機器
として医学薬学研究を革新するものと期待される。 

 

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用いて三次元ナノワイヤ構造体を創製し、それ
を 1)脂溶性成分の分離において最も実績のある薄層クロマトグラフィー（ thin layer 

chromatography: TLC）の分離媒体として、また、2) レーザー脱離イオン化の光熱変換素子（surface-

assisted laser desorption ionization device: SALDI）として利用することにより、分離能と検出能の
飛躍的改善を図り、1 細胞レベルでのリピドミクス研究、脂質代謝物のメタボロミクス研究に資
する分析技術の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 水熱合成法によるガラス基板上での三次元ナノワイヤ構造体の調製と制御 

 ナノワイヤのサイズ（太さと長さ）や密度（単位面積当たりの本数）、配向性（生え方）、さら
には素材や形状は、分離と検出（加熱気化・脱離イオン化）の両方に影響を及ぼす。まずは水熱
合成法により様々なサイズのナノワイヤ構造体を作り分ける基本条件を確立する。続いて、ナノ
ワイヤの密度や配向性の制御に向けて、原子層堆積法（ALD 法）やスピンコーティング法（SP

法）などガラス基板の前処理（シード層の成膜）条件を検討する。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る。 

(2) ナノワイヤ UTLC に特化した水平式展開槽の開発 

本研究の本質は、検出媒体となる SALDI のターゲットプレート上で高性能分離を実現するこ
とにある。SALDI-MS で試料成分をロスなく検出できる適切なナノワイヤ層の厚みは数ミクロ
ン程度と予想されるが、その膜厚は、既存の TLCプレートの 1/100 程度であり、市販の TLC 展
開槽で溶媒を展開するのは困難（蒸発・揮散が極めて速いため）である。そのため、ナノワイヤ
TLC に特化したミニチュア展開槽の開発が不可欠である。本研究では、CAMAG の水平式展開
槽を参考にして、気密性が高く溶媒飽和が迅速に達成される展開槽を設計・試作し、視認性に優
れた色素の分離を通してその性能を評価する。分離の高速化と再現性の確保、適度な分離能の 3

つの視点からブラッシュアップを図る。 

(3) ナノリットルレベルでの試料スポッティング技術の開発 

UTLCでは試料負荷量も従来の量と比較して 1/100以下にする必要がある。ナノリットル（nL）
での試料スポッティング、さらには 1 細胞レベル（ピコリットル :pL）での滴下を目指してスポ
ッティング技術の開発を図る。まずは負荷量 100 nL 以下、スポット径 2 mm 以下を目指して、
プラ―による牽引でテーパー状の極細キャピラリー管の作製に取り組むとともに、ホットプレ
ート上での滴下による溶媒の蒸発除去など最善の方法を模索する。 

(4) ZnO ナノワイヤプレートの UTLC 分離特性の評価 

 まずは視認性に優れた色素（親水、疎水、陽イオン性/中性/陰イオン性、高分子・低分子、酸
性/中性/塩基性など）を用い、様々な展開溶媒での分離挙動を通して酸化亜鉛ナノワイヤの保持
特性を把握する。また、ゾルゲル法により粒形状の酸化亜鉛ナノ粒子 TLC プレートを試作し、
構造（ナノワイヤとナノ粒子）が分離に及ぼす影響について調査する。一方、酸化亜鉛等の金属
酸化物は、リン酸基の配位結合を利用して表面改質が可能である。申請期間内には、ホスホン酸
誘導体化試薬を用いて、酸化亜鉛ナノワイヤ表面の化学修飾を図り、新たな分離特性の付与に関
する研究にも着手する。 



(5) ZnO ナノワイヤプレートの SALDI 特性の評価 

 酸化亜鉛ナノワイヤプレートを用いる TLC/SALDI-MS の成否は様々な要因に左右される。例
えば、ナノワイヤの長さ（深さ）は脱離（加熱気化）効率に大きな影響を及ぼすと考えられ、ま
た、ナノワイヤプレートの導電性は TOF MS に必須の要件である。そこで、様々なナノワイヤを
試作し、ナノワイヤの素材（金属や金属酸化物）やサイズ、密度が脱離イオン化効率に及ぼす影
響について理論と実践の両面から調査を行う。具体的には、脂質やアミノ酸、ペプチド、低分子
薬剤などを分析対象として取り上げ、レーザー光の照射パワーの最適化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する。 

 
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 

水熱合成（ソルボサーマル合成）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、配向性を有する
ナノワイヤを作り分ける条件を探索した。本研究では、ナノワイヤ成長溶液の亜鉛濃度や有機溶
媒の添加の効果、また、反応温度や反応時間がナノワイヤ形成に及ぼす影響を中心に調査し、ナ
ノワイヤの太さに関しては 50 nm 程度
から 400 nm 程度のものを、ナノワイヤ
の長さは 1 μm程度のものから 15 μm程
度のものまで作り分ける条件を見出し
た。一方、ナノワイヤの密度は、ガラス
基板の前処理（シード層の形成）がキー
ポイントであり、原子層堆積（ALD）法
やスピンコーティング（SC）法を適用
することで、1 本/μm2程度の疎なものか
ら 20本/μm2程度のものまで作製するノ
ウハウを蓄積した。また、ナノワイヤの
配向性（生え方）について、スピンコー
ティング条件と焼成条件を精査し、図
1(b)に示すようなランダム性のより高
い酸化亜鉛ナノワイヤプレートの調製
にも成功した。 

(2) ナノワイヤ UTLC に特化した水平式ミニチュア展開槽の試作と評価 

展開溶媒による槽内の飽和を確実、簡便かつ短時間で行える水平式のミニチュア展開槽（2.5 

cm 角のプレート用で最大展開長 1.5 cm）を設計・試作し、その性能を色素や脂質の分離を通し
て評価した。試作した水平式展開槽（図 2）は、市販の縦型二槽式展開槽（例えば 10cm 角のプ
レート用）とまったく遜色のない分離性能（Rf値、分離能、再現性）を提供することを確認し、
さらに本展開槽では、槽内の空間体積を極力抑えたことにより、溶媒飽和に要する時間と展開溶
媒の使用量を大幅に削減することに成功した。一方、展開時間に関しては期待した高速化は見ら
れず、従来のシリカゲル TLC プレート（膜厚 200 μm）と比較するとかなり遅いことが判明し
た。とくに展開長が 1 cm を超えたあたりから速度の鈍化がみられることから、分離場の薄膜化
に起因する溶媒の蒸発揮散の問題が顕著になっていることが示唆された。分離の高速化のため
に、密閉性や飽和度をさらにアップさせる工夫が必要である。 
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図1.酸化亜鉛ナノワイヤプレートのSEM画像

a) ALD法で成膜したガラス基板から成長させたZnO NWs

b) SP法で成膜したガラス基板から成長させたZnO NWs

図2.水平式ミニチュア展開槽の概略図

(a) 展開溶媒溜め, (b) 飽和用の溶媒ポケット, (c) ステンレス棒, (d) ガラス板, (e) TLC プレート,

(f) カバープレート
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TLCプレートのサイズ



(3) ナノリットルレベルでの試料スポッティング技術の開発 

通常の TLCの膜厚は 200 μm 程度であり、その適正な試料負荷量は 1 μL 程度である。1 μL を
液滴のサイズで表現すると直径は 1 mm 程度もあり、膜厚よりも大きいことから滴下すると同心
円状に拡がる。膜厚が数 μm の UTLC では、その影響はさらに大きくなるため、試料負荷量を
少なくとも数十分の 1 にまで削減する必要がある。本研究では、ナノリットルオーダーのスポッ
ティングを可能とするテーパー状のキャピラリー管の作製に取り組むとともに、ホットプレー
ト上で溶媒を揮散させながら数回に分けてスポットするなどの工夫を施すことで、負荷量 50 nL

以下、スポット径 1 mm 以下を達成した。 

(4) ZnO ナノワイヤプレートの TLC分離特性の評価 

① 酸化亜鉛ナノワイヤの分離特性  

各種色素（nile red, neutral red, methyl 

red, methyl orange, methylene blue）を様々
な展開溶媒（水やメタノール、エタノー
ル、トルエン、クロロホルム、アセトンな
ど）で分離して Rf値を求めた。Table 1 に、
メタノールを展開溶媒として用いた場合
の Rf値を示す。中性付近の pH 条件下で
電気的に中性、もしくは正に帯電してい
る色素（nile red, neutral red, methylene blue）
は Rf値が大きく、負に帯電している色素
（methyl orange, methyl red）の Rf値が相
対的に小さいことが分かる。ZnO NWs プ
レートのゼータ電位を測定したところ
+22mV となり、負に帯電している色素が静電的に保持されているものと推測された。なお、Table 

1 には TLC で頻用されている SiO2 gel プレートの結果も示してある。SiO2 gel プレートでは、
ZnO NWsプレートとは逆の保持挙動を示し、正に帯電しているmethylene blueの Rf値が小さく、
ほとんど移動していない。これは、SiO2 gel がシラノールの解離によって負に帯電しているため
である。このように、静電的な相互作用の観点からだけでも、ZnO NWs は SiO2 gel と異なる分
離特性を有することを確認できた。 

② ホスホン酸誘導体化試薬を用いた酸化亜鉛ナノワイヤ表面の改質 

ホスホン酸誘導体化試薬を用いて酸化亜鉛ナノワイヤ表面の改質にも取り組み、イオン交換
や疎水性相互作用などの分離選択性を付与することができた。この表面修飾により、プレート上
に目的の成分を選択的に捕捉したり、あるいは妨害成分を簡単な操作で洗い流したりすること
が可能となり、LDI-MS の機能を強化できると期待している。 

③ ランダムな方向性を有する酸化亜鉛ナノワイヤプレートによる展開速度の改善   

研究を進めるうちに、ガラス面に対して垂直に生え揃った NWs プレートでは、一般的なシリ
カゲルプレートと比較して展開速度が遅いという課題に直面した。我々はスピンコーティング
法により凹凸のあるシード層を作製し、ランダムな方向性を有する ZnO NWs プレートを調製し
て展開速度の改善を検討した。ランダム構造の ZnO NWsプレートの分離特性を評価したところ、
垂直に生え揃った ZnO NWs プレートと遜色のない分離能を維持しつつ、溶媒の展開速度は 5 倍
程度速くなり、分析時間の短縮に成功した。展開速度の改善には、展開方向に向いたナノワイヤ
の存在が大きいと考えているが、ナノワイヤ間の距離や膜厚も寄与していると考えられ、今後、
これらの条件をさらに詳細に検討して分離の改善を図っていく必要がある。 

(5) ZnO ナノワイヤプレートの SALDI 特性の評価 

合成ポリマー（100 ng/µL polyethylene glycol (PEG) 平均分子量 400）、リン脂質（100 ng/µL 

phosphatidylcholine (PC), 100 ng/µL phosphatidylethanolamine (PE), 100 ng/µL phosphatidylinositol 

(PI)）、薬剤（100 pmol/µL azithromycin, 100 pmol/µL ketoconazole, 100 pmol/µL tamoxifen, 100 pmol/µL 

clonidine）、タンパク質（100 ng/µL cytochrome c)、及びアミノ酸（100 pmol/µL serine, 100 pmol/µL 

aspartic acid, 100 pmol/µL histidine, 100 pmol/µL phenylalanine）を用いて、試作した ZnO NWs プレ
ートの加熱脱離/イオン化能を評価した。これらの試料は総量で 1 µL を数回に分け、ホットプレ
ート上で乾燥させながらプレートに滴下した後、Bruker社のMALDI-TOF MS装置（autoflex max）
で測定した。なお、必要に応じて試料溶液にはイオン化助剤として 0.1 %(v/v)トリフルオロ酢酸
ナトリウムを添加した。 

上記の化合物のうち、PC や PE のようなリン脂質、PEG、中程度の疎水性を有する薬剤は、
MALDI の場合と比較して、やや高いレーザーパワーが必要であったが、期待した通りマトリッ
クス試薬を用いることなく良好に検出することができた。一例として図 3 に PE のマススペクト
ルを示す。ZnO NWs プレートでは、マトリックス由来のピークが出現しないため、ノイズの少
ない極めてシンプルなマススペクトルが得られている。 

Table. 1 各種色素の Rf値 

 

pKa ZnO NWs 
(MeOH) 

SiO2 gel 
(MeOH) 

methylene blue (+) 2.6, 11.2 0.81±0.03 0.02±0.00 

nile red (±) 4.1 0.90±0.01 0.83±0.01 

neutral red (±) 6.7, 7.4 0.90±0.02 0.73±0.02 

methyl orange (-) 3.4 0.52±0.05 0.90±0.01 

methyl red (-) 5.0 0.44±0.07 0.86±0.01 

 



未修飾の bare ZnO NWs プレートでは、総じて、分子量の大きなタンパク質や親水性の高い（沸
点の高い）化合物、なかで
も負に帯電している成分
は、正に帯電している酸化
亜鉛の表面に静電的に捕
捉されるためか、脱離しに
くく検出が困難になる傾
向が見られた。今後、ZnO 

NWs 表面を化学修飾し、
脱離しやすい環境を構築
するなどして、感度の向上
や選択的脱離の可能性を
検討していく予定である。 
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