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The soft laser desorption/ionization represented by matrix-assisted laser desorption/ionization is currently
an indispensable method of analyzing a wide variety of compounds including biopolymers, synthetic polymers,
endocrine disruptors, and metal complexes. In order to make the best of its potentials, a number of related
techniques have been developed, being focused on sample preparation, matrix usage, sample targets, and mass
analyzers. This review collects noticeable advances in these topics to suggest the directions of further
investigation.

1. は じ め に

質量分析法 (Mass Spectrometry; MS) は� 微量でかつ
迅速に化合物の構造情報が得られるために� 核磁気共鳴法
や赤外分光法に並ぶ分析手法として広く用いられている�
田中ら1)および Hillenkampら2)�4)が開発したマトリッ

クス支援レ�ザ�脱離イオン化法 (matrix-assisted laser

desorption/ionization; MALDI) や Fenn らによるエレ

クトロスプレ�イオン化法 (electrospray ionization;

ESI)5)�7)は� 熱に不安定な物質や高分子量物質をイオン化
することが可能なソフトイオン化法として� 現在� 生命科
学研究にとって必要不可欠な分析技術となり� 田中と
Fennはこの功績により 2002年のノ�ベル化学賞を受賞
した� MALDIや ESIの開発によって� タンパク質�糖
鎖�DNAなどの生体高分子だけでなく� 内分泌撹乱物
質�合成高分子�金属錯体などさまざまな物質の分析に
MSが用いられるようになり� MSに対する技術的な要求

はますます高まっている8)�14)�
MALDI はパルスイオン化であるので飛行時間型 (time-

of flight; TOF)質量分析計との相性が良く高分子量物質の
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測定に適していること� 夾雑物の影響が比較的少ないこ
と� 1価イオンが主体であるマススペクトルは解釈が容易

であること� 迅速に多数試料の測定が可能であることなど
の長所がある� しかしながら� そのイオン化の機構につい
ては不明な点が多く� その意味からはまだ発展途上の技術
であるといっても過言ではない�
本稿では� MALDIを中心としたソフトレ�ザ�脱離イ
オン化法の試料調製�イオン化�質量分析計について� 近
年の技術進歩を概観しながら� 必要に応じてそれ以前の先
覚的な研究についても解説する�

2. 試 料 調 製

MSの高感度化は常に要求される命題である� MALDI

による高感度測定では� 試料の濃縮� マトリックスと試料
の均一な結晶の作成� 試料のイオン化を妨げる夾雑物の除
去� 前処理における試料の損失の防止などが鍵となる�
市販されているMALDI-MS装置の検出限界は� 試料に
よるイオン化効率の違いにもよるが� おおよそアト (atto)

からフェムト (femto)モル程度である� レ�ザ�光の線幅
は 100�200 mm程度と非常に狭いので� 希薄試料溶液を
濃縮して試料タ�ゲット上の微小領域にのせることで� 微
量試料をより高感度に再現性良く測定することが期待でき

る�
Littleらは� 圧電ピペットを用いてナノリットルレベル
の試料溶液を 800�800 mmにスポッティングすること

で� 高感度で再現性の良いマススペクトルを得た15)�
Vargaらは� 30�200 pLの試料溶液を吐出できる圧電ピ

ペットを開発し�フェムトモル以下の cytochrome c,

ribonuclease A, lysozyme, myoglobinなど微量タンパク

質の測定を報告した16)� また� 希薄 insulin溶液を試料と

して� 塗り重ねによる効果を証明した� さらに� タンパク
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質分解酵素を固定化したシリコンのマイクロチャンネルに

オ�トサンプラ�でタンパク質溶液を注入して酵素消化を
行ったのち� 圧電ピペットを用いて試料タ�ゲットにのせ
てMALDI-MS測定する自動化システムを開発した17)� こ
のシステムによって� 試料の前処理とデ�タ解析の時間を
除けば� 100検体の微量のタンパク質を 3.5時間以内で分

析できるようになった� また� 45�47 mmの試料タ�
ゲット上に� エア�ブラシによってマトリックスとニトロ
セルロ�スの薄層を作製し� その上にコンピュタ�制御の
圧電ピペットを用いて� 2000個の試料をのせることで�
25 amolのペプチド混合物を迅速に測定することが可能に

なったと報告している18)�
マトリックスの選択や� マトリックス/試料混合結晶の

均一性は� MALDI測定における感度や分解能� そして試
料スポット間およびレ�ザ�ショット間の再現性を大きく
左右する� マトリックス� 試料� プロトン化剤 �カチオン
化剤� をあらかじめ混合した後� その溶液を試料タ�ゲッ
トに滴下して風乾し�結晶を作製する �dried droplet法�4)

は� 不均一な結晶ができやすく再現性のあるスペクトルが
得られない場合が多い� そのような理由から均一な結晶を
作製する工夫が次のように試されている�

Axelssonらは�マトリックス�試料�カチオン化剤の混
合溶液をエレクトロスプレ�で試料タ�ゲット上に噴霧す
ることで均一な結晶を作製し� 試料スポット間およびレ�
ザ�ショット間で再現性の良いスペクトルを得た19)� 一
方� Mannらの方法では� まず粘度が低く揮発性の高い溶
媒を用いてマトリックスの均一な微結晶の薄層を作製す

る� その薄層上に� マトリックスの結晶が再溶解しにくい
別の溶媒を用いてペプチドやタンパク質の均一な結晶を得

る20)� この方法により結晶を作製したのちに� マトリック
スや試料が再溶解しにくい溶媒を用いて洗浄することで夾

雑物を除去することができた�また�従来の dried droplet

法に比べて� 試料スポット間およびレ�ザ�ショット間の
スペクトルの再現性� 感度� 分解能� S/N比の向上が得ら

れた� さらに� より均一な結晶を作製するために� マト
リックスや試料の種類� その混合比� 溶液を滴下する順番
や回数について� 多くのグル�プが工夫し報告してい
る21)	26)�
プロテオ�ム解析において
 液体クロマトグラフィ�や
電気泳動による分離� 酵素消化� そして濃縮過程を経たの
ち� MALDIの試料調製を行う従来の方法は� 時間を要し�
また操作段階間における試料の損失によって検出能力が低

下する可能性がある� そこで� 試料の分離�濃縮�酵素消
化という一連の操作あるいはその一部を試料タ�ゲット上
で行う方法が提案されている27)	29)� Orlandoらは� 末端
に異なる官能基をもった低分子有機化合物の自己組織化単

分子膜 (self-assembled monolayer; SAM) を試料タ�
ゲットに形成し� イオン性相互作用によって試料溶液から
タンパク質だけを選択的に抽出した30)� しかし� 低分子有
機化合物の SAMではタンパク質を保持する能力が小さい

ために� 十分なイオン量を得られなかった� そこで� 分子

量が 30万以上の高分子量のポリリシンをサンプルプレ�
トに固相化することで� タンパク質の良好なマススペクト
ルを得ることに成功した31)� また� Nordho#らは� 疎水性
のテフロン薄層 (30	40 mm)のプレ�トを作製し� さらに
フォトリソグラフィックマスクを用いて厚さ 30 nmの金

を蒸着した32)� このようにして作製された直径 100	300

mmの円形の金スポットを中心に試料溶液を滴下すると�
テフロンと金の親水性に違いによって� 試料溶液の液滴は
溶媒が蒸発されるとともに金のスポットに濃縮され� 検出
感度が向上した� Watsonらは� 試料タ�ゲット上にヘキ
サデカンチオ�ルの SAMで囲まれた直径 200 mmの金の

スポットを作製した� さらに� この金のスポットに親水性
のポリアクリル酸を修飾した� この試料タ�ゲットでは�
親水性のポリアクリル酸のスポットに試料が濃縮されるだ

けでなく� 水で洗浄することで試料に含まれる塩を除去す
ることが可能であった33)�

Nelsonらは� 試料タ�ゲットに固定したトリプシンに
よって lysozymeを “on-target” で消化した34)� この方法
では� 通常の消化� あるいは固定化トリプシンを用いた消
化の後に試料タ�ゲットにのせる従来の方法に比べ� その
所要時間が大幅に短縮するだけでなく� トリプシンの自己
消化が減少し� 感度も向上した� Reillyらは� この方法を
ヘモグロビンの構造解析に応用した35)� Nelsonらは�アガ
ロ�スビ�ズに myotoxin A, Mojave toxinなどに対する

抗体を結合させ� 抗原抗体反応を利用して血液中から選択
的に myotoxin AやMojave toxinを抽出し� 迅速�選択
的にサブナノモルレベルでの定量が可能であることを示し

た36)� Orlandoらは� 抗ヒト lysozyme抗体をプレ�トに
固相化し� 抗原抗体反応を利用した分離を報告してい
る37)�

3. イ オ ン 化

3.1 MALDI

有機マトリックスを使用するMALDIマススペクトル

では� マトリックス分子の関連イオンやそのクラスタ�イ
オンが観測される� そのために分子量 (M) 500以下の試料

の場合� 試料由来のイオンはマトリックスの関連イオンに
妨害されて解析が困難になる� そこで� 低分子の試料の測
定には� 10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin

(M 975) のように比較的分子量の大きなマトリックスを用

いる38)� その場合� m/z 975にこの分子のラジカルカチオ

ンが観測され� それ以外には m/z 796, 822, 861にフラグ

メントイオンが観測されるだけであるので� 低質量の試料
由来イオンの解析が容易になる�
マトリックス関連イオンの妨害を避ける別の方法とし

て� マトリックス由来のイオンを生成させないように� マ
トリックス分子を固定することが試みられた� Hutchen

らは� a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)や cin-

namamideなどのマトリックスをセファロ�スのビ�ズ
に固定し39)� Smithらは� 金の表面にレ�ザ�光を吸収す
るmethyl-N- (4 -mercaptophenyl-carbamate)の SAMを
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作製した40)� Chen らは� ゾル�ゲル法によって 2,5-dihy-

droxybenzoic acid (DHB)をシリコンポリマ�シ�ト中に
固定することで� 低分子領域にマトリックス関連イオンを
発生させることなく� 低分子量の有機物� アミノ酸� ペプ
チドを高感度で測定できることを報告した41)� これらマト
リックス分子を固定する方法は� 検出感度や耐久性に問題
があり� また� フラグメントイオンによるノイズは回避で
きないという欠点があるので� 普及していない�

3.2 DIOS (desorption/ionization on porous silicon)

Siuzdakらは� 電解エッチング法により数百 nmの大き

さの孔をもつポ�ラスシリコン板を作製し� その上に塗布
した試料にレ�ザ�光を当てると� マトリックスがなくて
も高分子をイオン化できることを見いだした42)�44)� 彼ら
は�このイオン化法を DIOSと名づけた�現在�この DIOS

試料タ�ゲットは� Mass Consortium 社において市販さ

れている� これまで DIOS法を用いて� 有機化合物� ペプ
チド� 界面活性剤やポリエチレングリコ�ルなど水溶性の
合成高分子のマススペクトルが報告されている42)�51)� 筆
者らは� DIOSチップを自作し� ポリメチルメタクリレ�
トやポリエステルのような一般的な疎水性の合成高分子測

定において DIOS法が有効であることを見いだした52)�
ポ�ラスシリコンの表面が酸化されるとイオン化効率が
低下するので� 酸化を抑えるためにポ�ラスシリコン表面
の化学修飾が行われる53), 54)� 実際� 市販の DIOSチップは

疎水性の有機化合物で表面修飾されており� 親水性溶媒を
用いた試料溶液は広がらないので� 感度よく測定ができ
る� 今後は� さまざまな有機化合物による修飾を加えるこ
とで� 化学的� 生物的な選択反応を利用した分離を DIOS

チップ上で行う工夫が期待される�
DIOS以外にも� プラズマ化学気相成長法で作製した多
孔質のシリコンフィルム55)やポ�ラスシリコンの粉末56)

を利用したレ�ザ�脱離イオン化によって� 低分子量側に
ノイズのないマススペクトルが報告されている� これらの
ことから� レ�ザ�脱離イオン化には� その孔の形状が重
要であると考えられる� DIOSチップは電解エッチング法

によって作製されるが� 電解液として用いるフッ酸はその
取り扱いに注意が必要である� 高感度化�高選択化のため
の表面処理�修飾の可能性を広げるためには� DIOS原理

を利用した新たな試料タ�ゲット作製技術の開発が望まれ
る�

3.3 AP (atmospheric pressure)-MALDI

Laikoらは� 大気圧下でイオン化が可能なAP-MALDI

法を開発した57)� AP-MALDIイオン源とイオントラップ

型質量分析計を接続することで� 簡単にMSn 分析をでき

る58)�60)� MALDIでは 1価イオンが主であるために�同じ
イオントラップ型質量分析計を用いた測定でも� ESIに比

べて� MSnスペクトルは単純で構造解析が容易である�
Laikoらは� イオントラップ質量分析計を用いてAP-

DIOS測定を行った61)� AP-DIOS法では� 簡略な試料調
製� 均一な試料スポット� マトリックス由来のシグナルが
ないという利点が期待される� AP-DIOS法によるペプチ

ド測定では� サブピコモルの感度が報告されている� 250

fmolのウシ血清アルブミン (BSA)のトリプシン消化ペプ

チド混合物のAP-DIOSスペクトルを� AP-MALDIのス

ペクトルと比較した報告では� m/z 200�2000の範囲に

おいてデ�タベ�ス検索でヒットしたペプチド数は� AP-

DIOSでは 19個� AP-MALDIでは 13個であったが� AP-

DIOSは m/z 200�1000に� AP-MALDIは m/z 1000以

上の分析に適しており� 双方のスペクトルで共通していた
ペプチドは 3個に過ぎなかった� したがって� これらの二
つの方法で得られたデ�タを合わせることで� より有効な
タンパク質の同定が可能となる� Kotiahoらは� 薬剤分析
におけるAP-DIOSの有効性を調べた結果� アミノ基のよ
うなプロトン親和力の高い官能基をもつ化合物が� 効率的
にイオン化され� midazolam, propranolol の検出限界は

それぞれ 80 fmol, 20 pmol, midazolam と testosterone

については� ダイナミックレンジが 3桁に及ぶ直線性の優

れた検量線が得られたと報告している62)�
3.4 IR-MALDI

市販のMALDI装置では UVレ�ザ�が用いられてい
るが� IRレ�ザ�によるイオン化も注目を集めている63)�
IR-MALDIは� UV-MALDIに比べて多価イオンやクラス

タ�イオンを生成しやすく� また感度や分解能が良くない
という欠点がある64)�66)� しかしながら� UV-MALDIで使

われるマトリックス以外に� コハク酸� グリセリン� 尿素�
また感度は落ちるが水などを用いることができるので� マ
トリックス選択の幅が広がる63), 65)�67)� さらに� UV-

MALDIに比べるとフラグメントイオンが生成しにくいの

で� UV-MALDIで分解する試料については� IR-MALDI

を用いて測定することで興味がもてる64), 67)�74)�
Murrayらは� IRレ�ザ�を照射したのち 1 ms遅れて

さらに UVレ�ザ�を照射すると効率良くイオン化でき
ることを報告した75)� これは IRレ�ザ�の照射により試
料表面の温度が上昇するために� UVレ�ザ�によるイオ
ン化効率が向上したためと考えられている� 内藤らは�
UVレ�ザ�だけではレ�ザ�強度を上げてもイオン化で
きなかったヒト表皮由来ケラチンの高質量領域のイオン

を� IRと UVレ�ザ�を同時に照射することで観測し
た76)�

4. 質量分析計

フ�リエ変換型質量分析計 (Fourier-transform mass

spectrometry; FTMS) は� 一様磁場中のイオンのサイク
ロトロン周波数を検出して� m/z値の異なるイオンを検出

する高分解能で高精度の質量分析法で� イオン源としては
ESIやMALDIなどを用いることができる77)� FTMSは�
超電導磁石を用いるために� 価格が高く� 装置は大きく�
特別な維持�管理が必要であるにもかかわらず� その高分
解能�高質量精度ゆえに� 生命科学領域に普及しつつあ
る78)�

MALDIの質量分離には一般に TOF装置が用いられて

いるが� その分解能を向上させるためには飛行距離を伸ば
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すことが有効である� 桜井らは複数の扇型電場�反射場を
用いて同一飛行空間を複数回飛行させる大型の多重周回型

TOF質量分析計を製作した79)�その後�豊田らは小型の多
重周回型 TOF質量分析計を開発し� 質量分解能 35万の

マススペクトルを発表した80)�
環境やプロセスモニタ�リングなどの on-site分析や�
宇宙空間でのMS測定を可能にするため� MS装置のミニ

チュア化に対する要望は大きい81)� しかしながら� 直線飛
行型の TOF装置では� サイズを小さくすると飛行距離が
短くなるために� 分解能が犠牲になる� Cotterらは� イオ
ンの引き出し部分に� 従来の pulsed extraction 法ではな

くMCA (mass-correlated acceleration)法82)�84)を用いる

ことで� イオン源チップから検出器までの長さが 10.2 cm

と非常に小型でありながら� 質量分解能が 1200� 質量範
囲が 66000にまで及ぶ� 飛行時間型装置を開発した85), 86)�
イオンモビリティ�分析法 (ion mobility spectrome-

try; IMS) も質量分析法と同様にイオンの分離を行うこと

ができる一種のMSである� IMSでは� イオンは一定の空
間電場の影響があるドリフト管の中を移動する� ドリフト
管はバッファ�ガスで満たされているので� イオンはガス
分子と衝突しながら電場内を移動する� イオンの物理的な
サイズが大きいほどガス分子との衝突頻度が大きくなるの

で� イオンの移動速度に差が生じる� つまり� 気相の電気
泳動と呼べるような現象を利用してイオンを分離する方法

が IMSである� IMSでは分子量が同じ異性体でも� その
分離�識別が可能である� IMSではミリ秒のドリフト時間

でイオンが分離される� 最近� その特徴を活かし� ESIイ

オン源と TOF質量分析計の間にイオンモビリティ�セク
ションを設けて� タンパク質のハイスル�プット分析が行
われている87)�89)� これまで� IMSと質量分析を組合せた

分析におけるイオン化には� ほとんどの場合� ESIが用い

られてきたが� MALDIが� 主として 1価のイオンを生成

することや� パルスイオン化であることは� IMSに導入す

るイオン化法としての利点であると考えられる� Russell

らは� 高圧のドリフト管の中でMALDIによるイオン化を

行い� タンパク質やタンパク質消化物の詳細な構造解析を
行った90), 91)�

5. 最 後 に

MALDI法を中心としたソフト LDI-MSにおける試料調

製� 高感度なイオン化技術と分析計の進歩について述べ
た� タンパク質� 糖鎖� DNAなど生体高分子のMALDI-

MSの重要性が増すのに呼応して� 優れた性能をもつ装置
が製品として入手可能になり� 応用研究は加速度的に増加
している� MALDI-MSの発展は田中らによるソフトイオ

ン化法の発見1)� Hillenkamp, Karasら2)�4) による有機マ

トリックスの開発だけでなくイオン化についての基礎研究

によるところが大きい92)�95)�
MALDI法はソフトなイオン化であると言われている

が� 試料イオンが分解して解析できないケ�スにしばしば
遭遇する� 例えば� レ�ザ�イオン化の際に試料分子とマ

トリックス分子間� あるいは金属製の試料タ�ゲット間で
電子移動が起こる� この電子移動による酸化還元反応によ
り� 試料分子イオンの分解や構造の変化が起こり� 試料分
子の本来の構造を解析ができない場合がある96)�103)�
最近� Knochenmuss, Karas, Dreisewerdらによって�

MALDIの原理についての優れた総説が書かれてい

る93�95)� しかしながら� MALDIのイオン化機構は� まだ
解明されたとは言い難い� ソフト LDI-MSのさらなる進歩

のためには� イオン化機構を明らかにするための基礎研究
がこれまでにも増して必要である�
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