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DIOS法を利用した合成高分子の質量分析
�DIOSチップ作製の最適化�
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Desorption/ionization on porous silicon (DIOS) is a novel matrix-free variant of laser desorption/ionization
(LDI) techniques for mass spectrometry. The DIOS chips are produced by electrochemical etching of silicon
wafers under light exposure. In the present report, the optimal conditions, regarding resistivity of silicon wafer,
etching current density and etching time, for making DIOS chip with better ionization performance are
described. In addition, the DIOS mass spectra of various synthetic polymers including polyethyleneglycol,
nonylphenolpolyethoxylate, nonylphenolpolyethoxylatesulfate, polymethylmethacrylate are compared with the
matrix-assisted LDI mass spectra.

1. は じ め に

合成高分子の構造解析のためには� 主として核磁気共鳴
法 (nuclear magnetic resonance, NMR)や赤外分光法 (in-

frared spectrometry, IR)が用いられてきた� IRや NMR

では� 合成高分子の全体の平均的な構造情報は得やすい
が� 繰返し単位の数や末端基が異なり複雑に存在する一つ
一つの成分を詳細に解析することはできない� しかしなが
ら� 合成高分子の物性をより高度に理解するには� IRや

NMRで得られないこれらの構造情報についても知る必要

がある�
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
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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)により� 熱に不安定な物質や高分子量物質のソフ

Fig. 1. Schematic representation of electrochemical
etching device for preparing DIOS chips (upper).
A DIOS chip is taped on a stainless sample
stage which was prepared in-house to o#set the
chip thickness (lower).
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トイオン化が可能となり� 質量分析法はいまや生命科学の
研究にとって必要不可欠な分析技術である� さらに内分泌
撹乱物質�合成高分子�金属錯体などさまざまな物質の構
造解析にも質量分析 (MS)が用いられるようになっ

た8)�14)� MALDI-MSの測定では� レ�ザ�光を吸収する
低分子量の有機分子のマトリックスを用いるために� マト
リックスの分子イオンやそのクラスタ�イオンが低分子量
領域に観測される� そのために� 低分子量物質の測定では
これらのイオンが妨害になって� 解析が困難になる場合が

ある� しかし� 合成高分子の物性を理解するためには� 低
分子量領域の成分の構造情報が重要な場合が多い� このこ
とが� MALDI-MSによる合成高分子の分析の弱点であっ

た�
Ayorindeらはこの問題を回避するために� マトリック
スとして比較的分子量が大きい 10,15,20-tetrakis(penta-

fluorophenyl)porphyrin (F20TPP) (MW 975)を用い� 低
分子量のオクチルフェノ�ルポリエトキシレ�トを測定し
た15)� 得られたマススペクトルにおいて� 質量電荷比

Fig. 2. E#ect of etching current density on the positive ion DIOS mass spectra of angiotensin I: (a) 5, (b) 20, (c) 33, and (d)
66 mA cm�2. The mV values represent the peak intensity of a base peak.

Fig. 3. E#ect of etching time on the DIOS mass spectra of angiotensin I: (a) 1 min and (b) 5 min.
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(m/z) 975に F20TPPのラジカルカチオン� それ以外には
m/z 796, 822, 861にそのフラグメントイオンが観測され

るだけであった� そのために低分子量のオクチルフェノ�
ルポリエトキシレ�トイオンの解析が容易になった� しか
しながら� F20TPPは有機溶媒に対して溶解度が低いの

で� 使用可能な溶媒がテトラヒドロフラン (THF)やクロ

ロホルムなどに限定された�
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の生成を抑えるために� マ
トリックス分子を固相化することが試みられた� Hutchen

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

namamideなど化学マトリックスとして用いられる分子

をセファロ�スビ�ズに固定し16)� Smithらは� 金の表面
にレ�ザ�光を吸収するmethyl-N-(4-mercaptophenyl-

carbamate)の自己組織化単分子膜 (self-assembled mono-

layer; SAM� を作製した17)� Chenらは� ゾル�ゲル法に
よって 2,5-dihydroxybenzoic acidをシリコンポリマ�

シ�ト中に固定することで� 低分子量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18)�しかし�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
ンによるノイズを回避できないという欠点があるので� 一
般的に利用されるに至っていない�

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� その上で試料
にレ�ザ�光を当てると� マトリックスがなくても高分子
量物質がイオン化できることを見いだした19)� 彼らは� こ
のイオン化法を DIOS (desorption/ionization on porous

silicon)と名づけ� DIOSチップはMass Consortium社か

ら製品化されている� DIOSのイオン化の原理はまだ明確

になっていないが� 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

Fig. 4. Positive ion mass spectra of polyethyleneglycol: (a) MALDI and (b) DIOS. The circles indicate the matrix related
ions.
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る19)�29)�
本研究では� DIOSチップ作製のための電解装置を作製

し� シリコンウエハ�の抵抗率� 電流密度� およびエッチ
ングの時間を最適化した� さらに� DIOS法によりさまざ

まな種類の合成高分子のMS測定を行ったので� その有効
性について報告する�

2. 実 験

2.1 試薬

エタノ�ル�アセトニトリル� 46�フッ化水素酸 (HF)�
ヨウ化ナトリウム (NaI)� THF� アンギオテンシン Iは和

光純薬工業�株�より購入した� ポリエチレングリコ�ル
�キシダ化学�株��� ポリメチルメタクリレ�ト �ポリマ�
ラボラトリ�社�� 界面活性剤も市販のものを用いた�

2.2 DIOSチップの作製

DIOSチップの作製は� Siuzdakらの報告20), 28)を参考に

し� 電解法により行った� 筆者らが用いた DIOSチップ作

製のための電解装置の概略図を Fig. 1に示す� 電解セルは
テフロン製 �内径 20 mm	外径 30 mm	高さ 50 mm�
で� その下部にシリコンウエハ�を固定する� 電解液は

46� HFとエタノ�ルの等量混合液である� 電解液 6 mL

が入ったセルを超音波洗浄機の中で� 100 Wの白熱灯を

15 cmの距離から照射しながらエッチングを行った� エッ
チング後� DIOSチップをエタノ�ルで洗浄した� 作製し
た DIOSチップはエタノ�ル中で保存した� シリコンウエ
ハ�は� n型で結晶の配向が (100)� 抵抗率が 0.04�0.08,

1�3, 3.5�7 Wcmの 3種類のものを用いた� エッチング
の電流密度を 4�66 mA/cm2
エッチングの時間を 0.5�
30分で最適化した�筆者らが用いた電解装置では�シリコ
ンウエハ�上に直径 20 mmのポ�ラスシリコン部が作製
された (Fig. 1)�

2.3 MS測定

アンギオテンシン I (0.13 mg)を水�アセトニトリル (1 :

1, v/v) 1 mLに溶解した� さらに� 種�のポリマ� (2 mg)

と NaI (4 mg)を THF (1 mL)に溶解した� これらの試料
溶液 1.5 mLを DIOSチップ上にのせ� 室温で乾燥させた�
マトリックス CHCA (15 mg)を THF (1 mL)に溶解した�
MALDIの測定には� 試料� マトリックス� NaIの溶液を

5 : 15 : 1の体積比で混合し� その混合試料の 0.5 mLをス

テンレスの試料板に同様にのせ乾燥させた�

Fig. 5. Positive ion mass spectra of nonylphenolpoly- ethoxylate: (a) MALDI and (b) DIOS.
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マススペクトルは� 飛行時間型質量分析計AXIMA

CFR ��株�島津製作所�を用い�リニアモ�ドで測定した�
シリコンウエハ�は� 0.5 mmの厚みがあるので� 純正の
サンプルプレ�トと同形で� シリコンウエハ�の厚さだけ
を削ったステンレス板を作製し� その上に導電性アルミ箔
両面テ�プ ��株�寺岡製作所� を用いて DIOSチップを貼

り付けて装置内に導入した (Fig. 1)�

3. 結果と考察

電解法により作製した DIOSチップの性能は� シリコン
ウエハ�の種類�光の強度�電解液の組成�電流密度�エッ
チング時間などに影響を受けることが報告されてい

る20), 27)� 本研究では� DIOSチップ作製におけるシリコン

ウエハ�の抵抗率� エッチング時間� 電流密度に注目して
最適化を行った� 抵抗率が 3.5�7 Wcmのシリコンウエ

ハ�を用い� エッチング時間を 1分に固定し� 電流密度の
影響を調べた� アンギオテンシン Iのマススペクトルを

Fig. 2に示す� m/z 1297の強い [M�H]�イオンと� m/z

1319と 1335に [M�Na]�と [M�K]�イオンが検出でき

た� m/z 552以下のイオンは同定できなかった� 電流密度
を大きくするに従って� アンギオテンシンのイオン強度が
強くなった� さらに� エッチング時間の影響を調べたアン
ギオテンシン Iのマススペクトルを Fig. 3に示す� エッチ
ング時間が長くなると m/z 243付近の低分子量領域に多

くの夾雑物ピ�クを検出した� これらの夾雑物は� ポ�ラ
スシリコンが吸着した有機物であると考えられている20)�
エッチング時間が短くなるに従って夾雑物のイオン強度は

小さくなり� しかもそのピ�クの数も少なくなった� エッ
チング時間が 1分の場合� 夾雑物のピ�クはほとんど検出
されなかった� エッチング時間が 1分より短くなるとアン

ギオテンシンのイオン強度が小さくなった�
抵抗率が異なるシリコンウエハ� (0.04�0.08, 1�3

Wcm)を用い� 同様にエッチング時間と電流密度の最適化
を行ったが� 抵抗率 3.5�7 W cmのシリコンウエハ�を用
いた方が�夾雑物の影響が少なく�イオン強度が強かった�
合成高分子であるポリエチレングリコ�ルを用いて同様に
シリコンウエハ�の抵抗率� エッチング時間� 電流密度の
影響を調べたところ� ポリエチレングリコ�ルではイオン
強度が強いシグナルが得られるために� アンギオテンシン
の場合ほど大きな差は見られなかったが� 同様の傾向が見
られた� Siuzdakらが最近報告した DIOSチップ作製の最

適条件28)と筆者らが得た条件とは� 電流密度やエッチング
時間において異なっていた� これは� 光の強度の違い�
エッチング装置の構造による違いによると思われた�
ポリエチレングリコ�ルのMALDIおよび DIOSマス

スペクトルを Fig. 4に示す� MALDIスペクトルでは� ポ
リエチレングリコ�ルの Na付加イオン以外に� マトリッ
クスの分子イオン� クラスタ�イオン� フラグメントイオ

Fig. 6. Negative ion mass spectra of nonylphenolpoly- ethoxylatesulfate sodium salt: (a) MALDI and (b) DIOS.
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ンが検出され� スペクトルの解析が困難である (Fig. 4a)�
それに対して� DIOSスペクトルでは� ポリエチレングリ
コ�ルの強い分子イオンだけが検出され� 低分子量成分の
解析に有効であることがわかる (Fig. 4b)�
非イオン型界面活性剤であるノニルフェノ�ルポリエト
キシレ�トの DIOSマススペクトルでは� Na付加イオン

だけが検出できた (Fig. 5b)� ノニルフェノ�ルポリエトキ
シレ�トの分子イオンだけでなく� 試料中に不純物として
少量含まれるオクチルフェノ�ルポリエトキシレ�トやデ
シルフェノ�ルポリエトキシレ�トのイオンも明確に検出
することができた� すでに報告されているように親水性の
合成高分子の正イオンモ�ド測定において20), 28)� DIOSが

有効であることが確認できた�
陰イオン型界面活性剤であるノニルフェノ�ルポリエト
キシレ�ト硫酸エステル塩の負イオンモ�ドのマススペク
トルを Fig. 6に示す� MALDIスペクトルでは� 負イオン
モ�ドの測定においてもマトリックス由来のスペクトルが
多く見られるが (Fig. 6a)� DIOSスペクトルではイオン強

度が強い� 夾雑物によるイオンがほとんどないスペクトル
が得られた (Fig. 6b)� DIOSが負イオンモ�ドの測定にお
いても有効であることがわかった�
疎水性の合成高分子であるポリメチルメタクリレ�トの

DIOSスペクトルでは� m/z 413にジオクチルフタレ�ト

の Na付加イオンおよび m/z 164, 180に不明のピ�クが
見られるが� ポリメチルメタクリレ�トの Na付加イオン

を明瞭に検出できた (Fig.7b) � このことから� 疎水性のポ
リマ�においても DIOSが有効であることがわかった�

4. 結 論

本研究では� DIOSチップ作製のための電解装置を製作

し� シリコンウエハ�の抵抗率� 電流密度� およびエッチ
ング時間を最適化した� その結果� 低質量域において夾雑
物イオンの影響がほとんどないマススペクトルを得ること

のできる DIOSチップを作製することができた� そして�
DIOSによって親水性合成高分子の正イオンモ�ドおよび
負イオンモ�ドの測定でイオン強度の強いスペクトルが得
られることがわかった� さらに� ポリメチルメタクリレ�
トのような疎水性の合成高分子に対しても� DIOS法が有

効であることがわかった�
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