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研究成果の概要（和文）：既存の冷却イオントラップ質量分析装置を改造し，自作の脱離エレクトロスプレーオ
ン化(DESI)装置を取り付けたシステムを構築した。モデル試料に対してDESI法を適用し，生成したイオンを冷却
イオントラップに捕捉して赤外スペクトルを測定した。気相中で安定な構造のみが観測されたが，DESIの条件を
変えることで溶液中で安定な構造も観測できることが分かった。気相中で安定な構造に変換するのを抑制する条
件を検討したところ，気相中の水分子などが変換反応の触媒になっていることが分かった。DESIにより試料のそ
の場の状態の情報を得るためには，DESI部の雰囲気を精密に制御する必要があり，その指針が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：An existing cold ion trap mass spectrometer was modified and a home-made 
desorption electrospray ionization (DESI) device was installed. The DESI technique was applied to a 
model sample, and the produced ion was trapped in the cold ion trap and its infrared spectrum was 
measured. Although only a structure stable in the gas phase was observed, it was found that a 
structure stable in solution could also be observed by changing the DESI conditions. The results of 
the investigation of the conditions that inhibit the conversion reaction to the stable structure in 
the gas phase revealed that water molecule in the gas phase acts as a catalyst for the conversion 
reaction, and the atmosphere in the DESI device must be precisely controlled in order to obtain 
information on the in situ state of the sample by DESI.

研究分野：物理化学

キーワード： コンフォメーション解析　質量分析イメージング　DESI　イオントラップ分光　質量分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
質量イメージングと分光測定を組み合わせることで、分子状態の空間分布を測定できる技術を確立できる。これ
は，例えば、生体内での物質輸送と同時に運ばれた分子のはたらきについても可視化できるため，医薬品開発や
材料開発などに大いに役立つと期待される。この技術の実現にあたり，その場の状態のまま分子をサンプリング
する方法の確立が必須である。本研究では，DESI法を分子の局所サンプリング法として用いる場合に，その場の
状態を維持したまま分子を気相中にサンプリングする方法に指針を与える結果が得られた。また，気相中に分子
をサンプリングした際の構造変換が，水分子などの触媒的なはたらきによるものであることが解明された。

※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 
現在、様々な分子イメージング技術が開発され、生命科学や材料科学の分野で強力な解析ツー

ルとなっている。分子イメージングとはある特定の分子の空間分布をマッピングすることであ
り、物質輸送やナノ構造の空間的制御などを研究する上で不可欠な技術である。蛍光分子の導入
や放射性同位体を用いる方法が一般的であるが、これらの方法ではトレースする分子を蛍光色
素や放射性同位体でラベリングする必要があり、一種の染色法である。「非染色」で分子イメー
ジングする方法には、例えば質量イメージングがあり、質量分析法により特定の分子量の分子の
空間分布をマッピングする。この場合、分子量をプローブしているため、分子の種類（分子式）
は特定できるが、分子の状態、例えば、電子状態やコンフォメーション（構造異性体）などを区
別することは困難である。これらの情報を得るには分光測定が適しており、例えばラマン分光法
を用いたラマンイメージングが実用化されている。分光イメージングでは、ある特定の波長の光
を吸収する分子（ラマンイメージングの場合は特定の振動遷移を有する分子）を検出するが、そ
の吸収がどの様な種類の分子に由来するかを推定できても、質量分析の様に分子式を特定する
ことは困難である。従って、質量イメージングは分子量を精密に特定できる薬物の様な小分子の
分布測定に、分光イメージングは分子の状態や構造に基づいた大くくりの分子の分布測定に適
している。 
しかし，近年の医薬品開発などの生化学の現場では，両者の長所を併せ持つイメージング技術

が求められている。それは，例えば薬物分子が生体内でどこに運ばれたかと同時に，その分子が
どの様に働いているか知る必要があるからである。現状ではそれを同時に調べることができな
いので，個別に調べられている。  
 
２．研究の目的 
 本研究は、質量イメージングと分光イメージングの長所を組み合わせることで、分子とその状
態や構造を特定したイメージングを実現することを目的とする。分子の構造−コンフォメーショ
ンに注目すると、分子のコンフォメーションは、温度や化学的環境（pH や種々のイオン濃度な
ど）の他、他の分子との相互作用などによっても変化する。例えば、特定の受容体と結合するシ
グナル分子に注目すれば、受容体と結合しているとき、他の分子と結合しているとき、あるいは
結合していないときなどで異なるコンフォメーションをとる。従って、その様な情報を得ること
ができる分光法と質量イメージングを組み合わせることができれば，実用的には極めて画期的
なイメージング技術が完成すると期待される。 
 
３．研究の方法 
研究代表者は、エレクトロスプレー（ESI）質量分析法とレーザー分光法を組み合わせること

で、分子量と分光情報を同時に計測できる方法を確立した[1]。この方法では、ESI により溶液
中からイオンを非破壊的に気相中に取り出し、これを極低温に冷却してコンフォメーションの
揺らぎを凍結する。これに複数のレーザーを用いる多重共鳴分光法を適用すると、異なるコンフ
ォメーションの分光スペクトルを分離測定できる。この技術を質量イメージングに組み合わせ
る。そのために、ESI・冷却イオントラップ・レーザー分光装置の ESI 部を脱離エレクトロスプ
レーイオン化（DESI: Desorption ElectroSpray Ionization）源に置き換える（図１）。DESIは
アセトニトリルなどの適当な溶媒を微細なニードルからエレクトロスプレーし、イオンを試料
に照射し，試料から２次イオンを脱離させる方法である。２次イオンを真空中に取り込み，質量
分析しながら試料を２次元走査することで、質量イメージングが可能となる。DESI によって生
成した２次イオンを四重極マスで質量分析し、注目している分子のイオンのみを冷却イオント
ラップに導入する。ここで、イオンは極低温に冷却され、コンフォメーションが凍結される。こ
こに波長可変紫外レーザーあるいは赤外レーザーを照射し、イオンのレーザー吸収に伴う光解
離フラグメントを後段の飛行時間型マスで検出する。コンフォメーションの違いによりレーザ
ーの吸収波長が異なるため、レーザー波長を選択することで、特定のコンフォメーションのイオ
ンのみを解離させることができる。従って、その解離フラグメントを検出することで、特定のコ
ンフォメーションの検出が可能となる。 
 ここで問題になるのが、分析対象から脱離する２次イオンのコンフォメーションが、脱離過程
や冷却過程で保存されているの
か？ということである。これまでの
研究や既報によると、ESIで生成す
るイオンの構造は、多くの場合、溶
液内の構造を保っており、それを冷
却しても構造は保たれることが明
らかとなってきた[2]。しかし、DESI
の場合も同様であるかは検討する
必要がある。そこで，実験で得られ

 

図１ コンフォメーションイメージング装置 



たコンフォメーション分布と溶液中および気相中での安定性から予測される分布を比較するこ
とで、DESIの過程でコンフォメーションが保存されているかを検証する。 
 
４．研究成果 
１）２次元走査型 DESIの製作 
 まず，既存の質量分析装置の ESI 部分を改造し，外部か
らイオンを取り込むためのノズルを装着できる様にした
（図２）。イオンを大気中から真空中に導入するためのガ
ラス・キャピラリー入口のメタル蒸着部にステンレス製キ
ャップを被せ，ここに 1/16”のステンレスチューブを取
り付けた。 
 続いて，顕微鏡ステージに DESI のイオン吹きつけノズ
ルを装着したシステムを構築した（図３）。イオン吹きつ
けノズルは，現有の ESI イオン源に使
用しているノズルをそのまま用いるこ
ととした。これだと DESIを実施した際
に面分解能は期待できないが，実証実
験には十分である。吹きつけ角度と試
料までの距離を微調整できる様にし
た。顕微鏡ステージは PC制御でき，質
量分析と２次元走査を同期して行える
様になっている。 
 
２）DESIによる分光測定 
 製作した装置を用いて，DESIによるイオン信号の確認と分光測定を行った。試料には p-アミ
ノ安息香酸（PABA）を用いた。この分子はアミノ基とカルボキシ基をもち，両者ともプロトン付
加可能なため，１プロトン付加体としては，２種類のプロトン付加位置の異なる異性体（プロト
マー）が存在する。それぞれを N-プロトマー，O-プロトマーと呼ぶ。溶液中では N-プロトマー
が，気相中では O-プロトマーが安定なため，DESIにより溶液中での構造が観測されるかを検討
するのに利用できる。カバー・ガラスに PABAのメタノール溶液をエアーブラシで均一に塗布し，
乾燥後に DESI 装置に装着して実験を行った。DESI 用の溶液には 0.5%のギ酸を添加したメタノ
ールを用いた。 
試料の一箇所にスプレーを当て続けると試料が枯渇するので，ステージを移動させながらプ

ロトン付加 PABA（PABAH+）の信号を確認した。次に，プロトマーを同定するために，冷却イオン
トラップで捕捉・冷却したイオンの赤外スペクトルを測定した。赤外スペクトルの測定法は以下
の通りである。まず，冷却イオントラップに水素ガスを
導入し，PABAH+に H2を付加する。H2の結合エネルギー
は小さいが（〜500 cm-1），極低温に冷却しているため
に，簡単に水素クラスターが生成する。ここに，波長可
変赤外レーザーを照射し，波長掃引する（図４）。水素
クラスターが赤外光を吸収し振動励起されると，H2 が
解離して PABAH+が生成する。これを後段の飛行時間型
マスで検出する（図１参照）。従って，PABAH+のイオン
量をモニターしながら赤外レーザーを波長掃引するこ
とで，赤外スペクトルに相当する赤外光解離（IRPD）ス
ペクトルが得られる。これは厳密には PABAH+の水素ク
ラスターの赤外スペクトルであるが，水素分子の結合
が弱く，PABAH+に与える摂動は小さいため，ほぼ PABAH+

の赤外スペクトルとみなせる。 
 図５aに DESIによって生成した PABAH+の IRPDスペクトルを示す。量子化学計算で得られたそ
れぞれのプロトマーの計算赤外スペクトルも合わせて示す（図５c,d）。計算との比較から，観測
されているのは明らかに O-プロトマーのみであることが分かる。上に述べたように，溶液中で
は N-プロトマーのみが存在しているので，この結果は N-プロトマーが気相中で O-プロトマーに
変換されたことを示唆している。つまり，試料中の状態がどうであれ，DESI の過程で，気相中
で安定な構造に変換されてしまうため，試料の状態を知ることができないということになる。 
 PABAH+のプロトマーの研究は他のグループも取り上げており，イエール大の Johnsonのグルー
プによると，ESI の溶液をアセトニトリルにすると N-プロトマーが強く観測されることが報告
されている[3]。そこで，DESIで吹き付ける溶液をメタノール・アセトニトリル 1:1の混合溶液
（0.5%ギ酸含む）に変えてみたところ，N-プロトマーが観測されるようになった（図 5b）。しか
し，依然として O-プロトマーが強く観測されており，やはり N→Oのプロトマー変換が起こって
いる。そこで，なるべく N-プロトマーだけが観測される条件を検討したのだが，困ったことに，
再現性が取れないことが分かった。 
 

 
図２ イオン取り込み部の改造 

 

図３ DESIノズル設計図（左）と実物（右） 

 
図４ 水素分子を用いた光解離赤外
分光法の原理 



 
 
３）イオン取り込み過程での構造変換 
本研究では，イオン取り込み過程での構造変換を抑制する必要があるが，DESI で吹き付ける
溶媒の種類が重要な要素であることは間違いないものの，再現性が取れないということは，まだ
制御しきれていない条件があるということである。また，そもそも，なぜ溶媒を変えるとイオン
取り込み過程での構造変換を抑制することができるのかもよく分かっていない。これを検討す
るためには，イオン取り込み部の雰囲気を精密に制御する必要があるが，図３に示した様に，
DESI 及びイオン取り込み部は完全にオープンな構造になっているため，雰囲気の精密な制御は
困難である。そこで，通常の ESIに戻して実験することにした。ESIの場合，イオン取り込み部
は密閉系になっているため（図２の黒色のカバーで覆われた部分），雰囲気の制御が可能である。 
まず，ESIを用いた場合にプロトマーの溶媒依存性が見られるかを検証した。メタノールを用

いた場合（図６a）は，DESI の場合には O-プロトマーのみ観測されていたが，今回は N-プロト
マーも観測されている。また，アセトニトリルを用いると DESIの場合より ESIの方が N-プロト
マーが若干強く観測されている（図６b）。しかし，ESIの場合でもやはり相対強度については測
定する日によって異なり，再現性が取れないことが分かった。 
種々検討したところ，湿度が低い日の測定では N-プロトマーが強く観測される傾向にあるこ

とが分かった。ESI 部には加熱窒素ガスを流しているが，窒素ガスは窒素ガス発生装置から供給
しており，実験室の空気に由来する水蒸気が窒素ガスに含まれているのが原因ではないかと考
えた。そこで，水蒸気を完全除去するのは困難なので，逆に水蒸気を飽和させた窒素ガス（水を
バブリング）を用いた場合にどうなるかを検討した。すると，メタノール溶液による水蒸気を飽
和させない通常条件で N-プロトマーも観測されている場合に，水蒸気を飽和させると N-プロト
マーが消失し，O-プロトマーのみとなった（図６c）。この結果から，ESI雰囲気の水蒸気がプロ
トマー変換に関わっていることが明らかとなった。プロトマー変換にはプロトン移動反応が必
要で，水分子が触媒の役割を果たしてい
ることが予想される。この様に考えると，
プロトマー分布の溶媒依存性についても
説明できる。つまり，メタノールを用い
た場合は，雰囲気に存在するメタノール
分子が水と同様にプロトン移動反応の触
媒となるのに対して，非プロトン性溶媒
であるアセトニトリルの場合には，雰囲
気に存在するアセトニトリル分子が触媒
として機能しないため，溶液中でのプロ
トマー分布が気相中でも保存していると
考えられる。アセトニトリル溶液でも O-
プロトマーが観測されるが，これはおそ
らく加熱窒素ガス中に水分子が含まれて
いるためだと考えられ，実際に，アセト
ニトリルをバブリングした窒素ガスを用
いると，0-プロトマーがほとんど消失し
た（図６d）。つまり，溶液中の構造を保
ったまま気相中で観測できるということ
が実証できたことになる。 
 

 

図５ a)メタノール噴霧および b)アセトニトリル噴霧による DESIで
生成した PABAH+の IRPDスペクトルと量子化学計算で得られた c)O-
プロトマーと d)N-プロトマーの赤外スペクトル 

 
図６ a)メタノール溶液，b)アセトニトリル溶液
の通常窒素雰囲気下 ESI，c)メタノール溶液の水
蒸気飽和窒素雰囲気下 ESI, d)アセトニトリル溶
液のアセトニトリル蒸気飽和窒素雰囲気下 ESI
で生成した PABAH+の IRPDスペクトル 



４）将来展望 
イオンを取り出した雰囲気の制御は非常に重要であることが分かった。雰囲気の大部分は ESI

あるいは DESIに用いた溶媒の蒸気が占めているが，湿度の制御は必須である。現状の DESIは密
閉系ではないため，残念ながら雰囲気の制御は困難であり，そのため，イオンを気相中に取り出
す前の状態を議論することが困難になっている。市販の DESIユニットはほとんどが密閉系にな
っており，もちろん細心の注意は必要であるが，雰囲気の制御はやりやすくなっている。この様
な装置を用いれば，上述のように溶液中の構造を保ったまま気相中で観測できるので，当初の目
的の通り，DESIで表面にある分子の構造を調べることができると考えられる。 
本研究を通じて，分子内のプロトン移動反応において水やメタノール分子で触媒になること

が明らかとなった。これは本研究の目的とは異なるためここでは詳しく述べないが，基礎科学的
には非常に興味深い現象であり，今後，このメカニズムの解明を目指している[4]。 
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