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総合論文

1 は じ め に

田中ら1)及び Hillenkampら2)～4)が開発したマトリック

ス支援レーザー脱離イオン化法（matrix-assisted laser des-

orption/ionization，MALDI）は，熱に不安定な物質や高

分子量物質のソフトイオン化が可能であり，生体高分子・

合成高分子・金属錯体などの物質の分子量測定に用いられ

てきた5)～12)．MALDI-質量分析（MS）の測定では，紫外

（UV）レーザー光を吸収する低分子量の有機分子と目的の

試料の混合結晶をプレート上に作製する必要がある．その

ため，マトリックス分子及びそのクラスターイオンがスペ

クトル中の低分子量領域に強い強度で観測され，低分子量

の試料測定では，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．また，マトリックス/試料結晶の均

一性がスペクトルの再現性に大きく影響する．

このようなMALDIにおける欠点を回避するために，マ

トリックス分子の固定化が試みられた．Hutchenらは，
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Desorption ionization on silicon (DIOS) is a novel matrix-free variant of laser desorption/ion-
ization (LDI) techniques for mass spectrometry. DIOS sample targets or DIOS chips are pro-
duced by the electrochemical etching of silicon wafers under light exposure. In the present
report, the optimal conditions regarding the resistivity of a silicon wafer, the etching current
density and the etching time, for making DIOS chips with good ionization performance are
described. The DIOS mass spectra of various kinds of synthetic polymers are compared with
the matrix-assisted LDI (MALDI) mass spectra. In the quantitative analysis of mixtures of diol
and triol types of polypropyleneglycol (PPG), DIOS provides more reliable data than MALDI
under the optimized conditions. The ionization process in DIOS was studied in terms of the
redox reaction of the analytes. Copper(II) chloride, some organic dyes and riboflavin, were
reduced and some ferrocene derivatives were oxidized as well as MALDI. These results indicat-
ed that electron transfer between the analytes and the chip surface occurred in DIOS. The
reduction of riboflavin was accelerated using water as a solvent.

Keywords : desorption ionization on silicon ; laser desorption mass spectrometry ; synthetic poly-
mer ; redox.
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α -cyano-4-hydroxycinnamic acid（CHCA）や cinnamamide

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ー

スビーズに固定した13)．また，Smithらは金の表面にレー

ザー光を吸収する methyl-N -(4-mercaptophenyl-carba-

mate) の自己組織化単分子膜（self-assembled monolayer，

SAM）を作製した14)．Chenらは，ゾルゲル法によってマ

トリックス 2,5-dihydroxybenzoic acidをシリコンポリマー

シー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15)．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かったので，その後の発展は

見られなかった．

Siuzdakらは，電解エッチング法によりナノメートルサ

イズの大きさの孔を持つポーラスシリコン板を作製し，そ

の上で試料にレーザー光を当てると，マトリックスがなく

ても試料のソフトイオン化ができることを見いだした16)．

彼らは，このイオン化法を desorption/ionization on sili-

con（DIOS）と名付けた．DIOSスペクトルでは，低分子

量領域にマトリックス由来のイオンは検出されないので，

主に試料イオンが感度よく観測されるのが特徴である．

DIOS法は，分子量 3000以下程度の試料の測定に有効で

ある．しかしながら，DIOSのイオン化の原理は，まだ明

確になっていない．これまでに DIOS法を用いて有機化合

物，ペプチド，水溶性の合成高分子のイオン化が検討さ

れ，良好なマススペクトルが数多く報告され，DIOSの応

用面が拡大しているのが現状である16)～29)．

著者らは，DIOSチップ作製のための電解装置を製作し，

シリコンウェハーの抵抗率，電流密度及び電解時間のエッ

チング条件の最適化を図った．また，多種の合成高分子の

定性並びに定量分析に DIOS法を適用し，その有効性を検

討した．更に，DIOSによるイオン化過程の知見を得るた

めに，酸化還元電位の小さい試料を用いてイオン化におけ

る酸化還元挙動について調べたので，報告する．

2 DIOSチップの作製

DIOSチップは，Siuzdakらの報告17)25)を参考にし，電

解法により作製した30)．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

ンウェハーを固定する．電解液は 46％ フッ化水素酸とエ

タノールの等量混合液である．電解液 6 mlが入ったセル

に，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チップはエタノ

ールで洗浄，保存した．シリコンウェハーは，n型で結晶

の配向が（100），抵抗率が 0.04～0.08，1～3，3.5～7 Ω

cmの 3種類を用いた．エッチングの電流密度を 4～ 66

mA cm－2・エッチング時間を 0.5～30分で最適化した．

ウェハー上に直径 20 mmのポーラスシリコン部が作製さ

れた（Fig. 1）．ポーラスシリコンの断面の走査型電子顕

微鏡写真を Fig. 2に示した．ポーラスシリコン表面は，2

nm 以下の micro，2～ 50 nm の meso，50 nm 以上の

macro porous構造の多数の孔から形成されている31)32)．

シリコンウェハーの厚さ分（0.5 mm）を削った専用の

ステンレスプレートを自作し，その上に導電性の両面テー

プで DIOSチップを固定して質量分析装置内に導入した

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 offset the chip thickness
(lower).

Fig. 2 SEM image of a porous silicon



総合論文　 441

（Fig. 1）．

電解法により作製した DIOSチップの性能は，シリコン

ウェハーの種類，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)
　

．著者らは，DIOSチップ作製におけるシリコンウ

ェハーの抵抗率，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 Ω cmの n型シリコンウ

ェハーを用い，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. 3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 Iのイオン強

度は強くなった．更に，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. 4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
きょう

雑物ピークを検出した．これらの夾雑物は，ポー

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17)
　

．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，しかもそのピークの数も少なくなっ

た．エッチング時間が 1分の場合，夾雑物のピークはほ

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．

もちろん，未エッチングのシリコンウェハーを用いてイオ

ン化することはできなかった．

抵抗率が異なる 3種類の n型シリコンウェハーを用い，

同様にエッチング時間と電流密度の最適化を行った．抵抗

率 3.5～7 Ω cmのシリコンウェハーを用いたとき，夾雑

物の影響が少なくイオン強度も大きかった．Siuzdakらが

最近報告した DIOSチップ作製の最適条件25)と著者らが得

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な

ど DIOSの作製条件の違いによる影響が考えられる．ま

た，著者らは，マトリックスフリーレーザー脱離イオン化

には，サブマイクロメートルオーダーの孔とレーザー光の

関係が影響することを見いだした（未発表）．質量分析計

によってレーザーの照射角度が異なることが DIOSチップ

の作製条件に影響している可能性も考えられる．p型シリ

コンウェハーの場合，光照射なしでポーラスシリコンを作

製することできる．しかし，p型シリコンから得られた

DIOSチップの性能は，n型シリコンに比べて劣ってい

た．

3 DIOS法による合成高分子の質量分析

3・1 定性分析

MALDI と DIOS 法によるポリエチレングリコール

（PEG）のマススペクトル 3 0 )の比較を Fig. 5 に示す．

MALDIスペクトルでは，PEGの Na＋付加イオン以外に，

マトリックスの分子イオン，クラスターイオン，フラグメ

ントイオンが検出され，スペクトルが複雑になる（Fig.

5 a）．それに対して，DIOSスペクトルでは，m/z 173の

[Na2I]
＋イオン以外は，PEGの分子イオンだけが感度よく

検出され，低分子量成分の解析に有効であることが分かる

（Fig. 5 b）．非イオン型界面活性剤であるノニルフェノー

奥野，下前，和田，荒川 : ポーラスシリコンを用いるレーザー脱離イオン化質量分析の合成高分子への応用

Fig. 3 Effect 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.
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ルポリエトキシレートの DIOSマススペクトルでは，Na＋

付加イオンだけが検出できた．更に，試料中に不純物とし

て少量含まれるオクチルやデシルフェノールポリエトキシ

レートのイオンも明確に検出することができた．親水性の

合成高分子の正イオンモード測定において17)25)29)，DIOS

法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ールポリエト

キシレート硫酸エステル塩の負イオンモードのマススペク

トルを Fig. 6に示す．MALDIスペクトルでは，負イオン

モー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. 6 a），DIOSスペクトルではイオン

強度が大きく，夾雑物によるイオンがないスペクトルが得

られた（Fig. 6 b）．DIOSが負イオンモードの測定におい

ても有効であることが分かった．

疎水性の合成高分子であるポリメチルメタクリレート

（PMMA）の DIOSスペクトルでは，m/z 413に環境中の

不純物ジオクチルフタレートの Na＋付加イオン及び m/z

164，180に不明のピークが見られるが，PMMAイオンを

明瞭
りょう

に検出できた（Fig. 7 b）．疎水性ポリマーの質量分析

においても DIOSイオン化が有効であることが分かった．

Ayorindeらは，分子量が大きいマトリックス 10,15,20-

tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin（F20TPP）（MW

975）を用いて，MALDIスペクトルの低質量領域におい

て，マトリックスピークの影響を回避できることを報告し

た33)．著者らは，マトリックス CHCA，F20TPPを用いた

MALDIと DIOS法によるポリエステルの分析を行った34)．

CHCAのMALDIスペクトルにおいて，ポリエステルイオ

ン（○印）が強いイオン強度で検出された．しかし，マト

リックス関連イオン（△印）のイオン強度も大きいために，

ポリエステルの低分子量部分の解析が困難である（Fig.

8 a）．F20TPPを用いた場合は，F20TPPのラジカルカチ

オンとフラグメントイオンがそれぞれ m/z 975と 822に

検出されただけで，それ以下の領域には F20TPPのフラグ

Fig. 4 Effect of etching time on the DIOS mass spectra of angiotensin I

(a) 1 min and (b) 5 min

Fig. 5 Positive ion mass spectra of polyethyleneglycol

(a) MALDI and (b) DIOS
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メントイオンは観測されず，試料イオンが強く検出できた

（Fig. 8 b）．したがって，ポリエステルの低分子量部分の

解析に F20TPPは有効であった．しかしながら，F20TPP

はテトラヒドロフラン（THF）やクロロホルム以外の一

般的な有機溶媒に溶けにくいために，サンプル調製の際に

有機溶媒の選択が制限される．また，クロロホルムを用い
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Fig. 6 Negative ion mass spectra of nonylphenolpoly-
ethoxylatesulfate sodium salt

(a) MALDI and (b) DIOS

Fig. 7 Positive ion mass spectra of polymethyl-
methacrylate

(a) MALDI and (b) DIOS

Fig. 8 Mass spectra of a low molecular weight poly-
ester (NPG-AA)nNPG (Mn＝600)

(a) MALDI spectrum using CHCA, (b) MALDI spec-
trum using F20TPP and (c) DIOS spectrum with a
cationizing agent of NaI. Ο and ∆ represent the poly-
ester ions and the matrix-related ions, respectively.
The m/z 413 and 803 ions in the DIOS spectrum
result from sodium adduct ions of dioctylphthalte
(DOP). ＊Used with permission from R. Arakawa et
al., J. Mass Spectrom., 18, 961-965 (2004), John Wiley &
Sons Limited.
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た場合にはイオン強度が小さかった．一方，DIOSスペク

トルには妨害するイオンがほとんどなく，ポリマーのイオ

ンが大きいイオン強度で検出できた（Fig. 8 c）．更に溶媒

に THF以外にアセトニトリルやメタノールなどの有機溶

媒を用いることができる．MALDIにおけるフラグメント

イオンの解析に post source-decay（PSD）法が用いられる．

PSD法ではプリカーサーイオンの m/z 値の選択範囲を十

分には狭められないために，夾雑物イオンの影響を受けや

すい．DIOSでは，夾雑物イオンの影響が少ないので，目

的のイオンだけをプリカーサーイオンとして選択できるの

で，より正確な PSDスペクトルが得られる利点を持って

いる．

3・2 定量分析

MALDIでは，マトリックスと試料の混合結晶における

試料成分の均一性がスペクトルの再現性や定量性に大きく

影響する35)．DIOSでは，イオン化にマトリックスを必要

としないので，MALDIと比較して定量分析に適している

と考えられる．著者らは，末端基と平均分子量が異なるポ

リプロピレングリコール（PPG）の混合物を用いて DIOS

の定量性を検討した36)．平均分子量 2000のジオールタイ

プ PPG（DPPG2000）と平均分子量 3000のトリオールタ

イプ PPG（TPPG3000）を 10/90～90/10（wt比）で混合

した．溶媒には水/アセトニトリル及び THF/エタノール，

カチオン化剤には NaIを用いた．

MALDI，DIOSいずれの場合も，主として Na＋付加イ

オンとして検出され，プロトン付加イオンも弱く検出され

た．DIOSスペクトルを Fig. 9に示す．マススペクトルか

ら得られる DPPG2000と TPPG3000ポリマーのイオン強

度比 P は 7つのイオンピークを用いて評価した37)．TPPG

の割合が 50 wt％ の試料において，P 値の標準偏差（σ 50）

を Table 1にまとめた．水/アセトニトリル 1/1（v/v）を

溶媒に用いると，MALDI，DIOSいずれの場合も σ 50値が

大きくスペクトルの再現性が悪い．そのときの光学顕微鏡

観察によりマトリックスと試料の結晶が不均一であること

が分かった．THF/エタノール 1/1（v/v）を用いることで，

結晶の均一性が増し，σ 50の値が小さくなった．DIOSチ

ップ表面での試料の存在状態は光学顕微鏡では確認できな

かったが，THF/エタノールは水/アセトニトリルより均

一性の良い試料状態を形成するものと考えられる．近似的

にイオンのピーク強度は試料の個数に比例するので，P 値

は TPPG3000の重量％ に相当する．TPPG3000の重量％

に対して P 値をプロットした結果，その検量線の直線性

と再現性は，溶媒だけでなく，MALDIでは用いたマトリ

ックスの種類，試料とマトリックスの混合比に依存し，

DIOSでは試料の濃度に依存することが分かった．最適な

条件下において，DIOSのほうが MALDIより良好な検量

線が得られ，PPG混合物の定量分析に適していることが

分かった．

Fig. 9 DIOS-MS spectra of PPG mixtures

(a) TPPG3000 10 wt％, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 90, at
TPC 1 mg ml－1, using THF/C2H5OH as the solvent.
Used with permission from S. Okuno et al., Int. J.
Mass Spectrom., 241, 43-48 (2005), Elsevier.

Table 1 Standard deviation (σ 50) of P values at TPPG 3000 50 wt％

Concentrationa) H2O/CH3CN THF/C2H5OH

mg/ml－1
DHB CHCA DIOS DHB CHCA DIOS

10 — — 4.31b) — — 2.44
5 —c) 4.28 3.22 3.33 3.23 3.00
1 4.51 5.02 3.93 2.28 1.84 0.37
0.5 5.43 5.31 3.73 2.58 3.19 1.31
0.1 20.52 5.34 — 3.89 6.47 3.38

a) Total PPG concentration ; b) Data points were obtained in five replicate experiments ; c) Intense molecular ions of PPGs were not
obtained.
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4 DIOSにおける試料の酸化還元

MALDIでは，多量のマトリックスと試料が混合された

結晶にレーザー光を照射することでイオン化を行う．

MALDIのイオン化過程の詳細はまだ明確にされていない

が，次のような現象が起こっていると考えられてい

る38)～40)
　

．マトリックスは，レーザー光を吸収し，熱エネ

ルギーに変換する，このとき，マトリックスのごく一部が

急速に加熱され試料とともにプルーム状に気化される．こ

のプルーム中で，マトリックスと試料の間でプロトン，カ

チオンや電子の移動が起こり試料がイオン化する．

MALDIスペクトルにおいて多くの試料が還元されること

が報告されている41)～46)．ニトロソ化ペプチドの測定で

は，-SNO基が還元され -SH基となり試料本来の分子量測

定ができない45)46)．したがって，正確な質量分析のために

は，レーザー脱離イオン化における試料の酸化還元挙動を

明確にする必要がある．

MALDIにおける試料の還元は，プルーム内におけるマ

トリックスと試料の電子移動反応が重要であると考えられ

てきた47)48)．金属製の試料プレート表面の仕事関数はレー

ザー光のエネルギーよりも大きいので，照射により光電子

を放出することはできない．しかし，マトリックスや試料

が存在するとき金属表面の仕事関数が小さくなり試料プレ

ートから自由電子が放出されることが報告されてい

る41)49)～52)．プルーム内におけるマトリックスと試料の間

の電子移動反応だけでなく，この自由電子によりプルーム

内で試料が還元される可能性がある．すなわち，イオン化

時にプレートから試料への電子移動が起こる．

DIOSでは，マトリックスが用いられないことや DIOS

チップが自由電子を放出しにくい半導体のシリコンからで

きていることから，DIOSにおけるイオン化時の試料の酸

化還元について調べることに興味がもたれた．CuCl2の

DIOSスペクトルにおいて，還元された Cu(I) を含むクラ

スターイオンが検出され（Fig. 10）53)，DIOSにおいても

試料が還元されることが分かった．このことから，プレー

トから試料に電子移動が起こっているものと考えられた．

また，DIOSチップに滴下する試料濃度が濃くなるに従っ

て，Cu(II) を含んだクラスターイオンのイオン強度が大

きくなった．これは，MALDIと同様に試料結晶が厚くな

ることで，プレートから試料への電子移動が起こりにくく

なるためと考えられる39)．

Limbachらは，イオン化ポテンシャルが異なる様々な

マトリックス分子と試料を用いて，MALDIにおけるマト

リックス分子と試料の間の電子移動について調べた54)55)．

著者らは，フェロセンの誘導体であるジメチルアミノメチ

ルフェロセンや 1,2-ジフェロセニルエタンを用いて，

DIOSイオン化における試料の酸化について研究した56)．

その結果，フェロセン誘導体はイオン化時に酸化され，試

料からプレートへの電子移動が起こっていることが分かっ

た．Sunnerらは，DIOSのイオン化機構は surface-assisted

laser desorption ionization（SALDI）と類似しており，試

料結晶や DIOS表面の鋭利なとがった表面において試料が

イオン化しているのではないかと提案している 5 7 ) 5 8 )．

DIOSのイオン化は，MALDIと異なる機構で起こるので

はないかと考えられる．

メチレンブルーはMALDIと DIOSのイオン化において

還元される．メチレンブルーより還元されやすい Cu(II)
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Fig. 10 DIOS TOF mass spectra of CuCl2 in negative
ion mode at various concentrations of CuCl2, (a) 0.01
mgml－1, (b) 0.05 mgml－1, (c) 0.1 mgml－1, and (d) 0.2
mgml－1
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イオンを試料中に添加することにより，メチレンブルーの

MALDIにおける還元を抑えることができた59)．しかし，

DIOSでは Cu(II) イオンの添加効果は見られなかった．

MALDIではマトリックスと試料の間の電子移動が試料の

還元に重要な役割を果たしており，Cu(II) イオンを添加

することでマトリックスからの電子移動を抑制できるが，

DIOSでは試料はプレートに直接接しており，プレートか

らの無尽蔵の電子移動を Cu(II) イオンの添加で抑制でき

ないためと考えた．

DIOSの還元における溶媒の影響を調べた53)．メタノー

ル/水 1/1（v/v）のリボフラビンの DIOSスペクトルでは，

プロトン付加イオンの理論的な同位体分布に比べて [M＋

2]＋及び [M＋3]＋の相対イオン強度がかなり大きいので，

リボフラビン分子への水素付加，すなわちリボフラビンが

還元されていることが分かった．この水素源を同定するた

めに，試料調製に用いた水，メタノール，トリフルオロ酢

酸の重水素化合物を用いて測定を行った．その結果，ポー

ラス構造体に吸着された水が水素源になっていることが分

かった．溶媒にメタノールだけを用いることによりリボフ

ラビンの還元をかなり抑えることができた．

5 お わ り に

著者らは，DIOSチップ作製のための電解装置を製作し，

シリコンウェハーの抵抗率，電流密度，エッチング時間な

どの条件を最適化した．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法がいろいろな合成高分子のイオン化及び定量分析

に有効であることが分かった．

DIOS法は，マトリックスを使用しない利点があるにも

かかわらず，まだ一般に利用されるに至っていない．

MALDIに比べて DIOSの弱点は，感度が低いこととイオ

ン化可能な分子の質量が小さいことである．DIOSのイオ

ン化の原理は，明らかにされていないのが現状であり，

DIOS性能の向上のためにはイオン化機構の解明が重要で

ある．著者らは，DIOSの過程における試料の酸化還元に

ついて調べた．DIOSでは MALDIと同様に試料が酸化還

元され，プレートと試料の間での電子移動が原因であるこ

とを示した．現在，著者らはサブマイクロメートルオーダ

ーの構造を持つプレートにおける“マトリックスフリーレ

ーザー脱離イオン化”という現象を解明するために，プレ

ートの材質，構造の違い，作製法など様々な観点からの研

究を行っている．イオン化機構を明らかにすることで，

DIOSを中心としたマトリックスフリーレーザー脱離イオ

ン化が，生体高分子，合成高分子，低分子量の有機物，金

属錯体など様々な物質の分析において，大きな役割を果た

すことを確信している．

DIOSチップの走査型電子顕微鏡写真は，日本電子（株）に測定
していただいた．図の転載を許可していただいた日本質量分析学
会に感謝します．
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要　　　旨

マトリックス支援レーザー脱離イオン化（matrix-assisted laser desorption ionization，MALDI）は，低分

子から高分子に至る様々な化合物のイオン化に有効である．しかしながら，マトリックス関連イオンが強く

検出されるためにマススペクトルが複雑になり，目的イオンの解析が困難な場合がある．また，スペクトル

の再現性や定量性に欠け，イオン化の際に試料の酸化還元による分解が起こりやすいという欠点がある．ポ

ーラスシリコンを用いたレーザー脱離イオン化（desorption ionization on silicon，DIOS）は，マトリック

スなしでイオン化が可能であるので，ノイズイオンの少ない単純なスペクトルが得られることが期待され

る．著者らは，DIOSチップ用の電解装置を製作し，DIOS作製の最適条件を決定し，低質量域において夾
きょう

雑物イオンの影響がほとんどないマススペクトルを得た．そして，DIOS法がいろいろな種類の合成高分子

の定量並びに定性分析で有効であることを示した．更に，銅（II）塩，有機色素，フェロセン誘導体，リボ

フラビンを用いてMALDIと DIOSのイオン化機構を調べるために，それらの酸化還元の挙動を検討した．


