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§１ 研究実施の概要 
生命科学の研究や新規機能材料の開発では、試料に含まれる原子や分子を同定する化学分

析に加えて、各原子・分子毎の空間分布を同時に、かつ高空間分解能で測定する技術の確立が

切望されている。例えば、生命科学の分野では、タンパク質などの生体分子や生体内に投与され

た薬剤とその代謝産物などの空間分布を細胞スケールで測定することができれば、がん転移過程

の解明や新薬の開発に大きく貢献することができる。また、電子デバイス分野では微小電子デバイ

スにおける新奇現象の深い理解によって電子デバイスの設計に大きな自由度を与え、産業界にも

大きなインパクトを与えることができると期待される。 

このような測定を可能とする手法として最も有望であるのが質量分析による化学分析に空間分

布の測定を組み合わせたイメージング質量分析法である。特に、生命科学の分野ではマトリックス

支援レーザー脱離イオン化（MALDI）と飛行時間型質量分析法を用いたイメージング質量分析の

研究が各国で活発に進められており、国際的に競争の激しい領域となっている。しかし、一般に

MALDI によるイメージング質量分析は試料上でレーザーの集光位置を走査しながら各集光点で

の質量スペクトルを順次測定していき、全ての点における質量スペクトルを測定した後に各原子・

分子毎の空間分布を画像化する走査型イメージング質量分析法を用いている。これは、従来から

用いられていた MALDI 質量分析装置をそのまま利用できるためである。しかし、走査型イメージン

グ質量分析法ではレーザーの集光径によって空間分解能が 10～100μm 程度に制限されており、

試料観察のスケールは組織レベルまでに限られている。また、レーザー集光点を走査して測定す

るために数～数十時間を要するという問題もある。 

これに対して、我々は、試料全面にレーザーを照射してイオン化させ、試料表面におけるイオン

の空間分布を静電イオンレンズを用いてイオンの位置と飛行時間の両者を同時に測定可能な検

出器に結像させる、投影型イメージング質量分析法を提案した。投影型イメージング質量分析法

では空間分解能がレーザー集光径に制限されず、集光点を走査する必要がないため、走査型と

比べて高空間分解能で高速な測定が期待できる。しかし、投影型イメージング質量分析法は世界

的に見ても開発例がほとんど無く、実現するための開発要素が多い。そこで、我々は細胞スケール

での観察が可能な投影型イメージング質量分析装置の実現を目標として以下の研究項目を実施

した。 

① 試料全面に均一な強度分布でレーザーを照射するための光学系、および通常用いられる紫

外レーザーと比べてソフトなイオン化が期待できる中赤外レーザーの製作 

② マトリックスを用いずにレーザー照射のみで生体高分子を脱離イオン化させる手法の開発 

③ 投影型でのイメージングを可能とするための、高指向性・低分散イオン抽出法の確立 

④ イオンの空間分布を保持したまま質量分解能を向上させることができ、生体試料のような複雑

な混合物でも分析を可能とする、マルチターン飛行時間型質量分析計の設計・製作 

⑤ 試料表面でのイオンの空間分布を検出器に拡大投影する静電イオンレンズ系の設計・製作 

⑥ イオンの位置と飛行時間の両者を同時に測定可能な位置・飛行時間測定型イオン検出システ

ムの開発 

以上の項目を実施した結果、160μm×160μm の視野において空間分解能 1μm、質量分解能

（m/Δm）10,000、測定時間数 10 分で測定可能な、超高分解能高速イメージング質量分析技術の

実現に成功した。 
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§２．研究構想 

（１）当初の研究構想  

 

 提案時の目標性能は、空間分解能 0.1μm、質量分解能（m/Δm）10000、測定時間（1 サンプル

当り）数 10 分以内であった。 

 １～２年目に、イメージング解析に適したフラットなビームプロファイルと、波長限界近傍までの集

光を実現するレーザー光学系を設計・製作する。１～３年目にかけて脱離イオン抽出電極の形状と

電圧印加法を検討し、脱離イオン群光学像を保持できる高指向性・低分散抽出法を確立する。そ

の際、簡易的な試験装置を作成して脱離イオン群の光学像を確認しながら作業を進める。１年目

からマルチターン飛行時間型質量分析計をイメージング質量分析に適した形への再構築を開始し、

２～３年目にマルチターン飛行時間型質量分析計の周回部からイオンの射出および選別を行うた

めのイオンパルス制御アルゴリズムを構築し、３～４年目にかけてイオン射出部分の拡大投影レン

ズを軌道平面及び垂直面それぞれに最適化して、４年目までにマルチターン飛行時間型質量分

析計の再構築を完了する。また、２～４年目に、個々のイオンの検出器入射位置と入射時間を高

分解能同時計測できる検出器でイオン群光学像を取得する位置・飛行時間測定型イオン検出シ

ステムを開発するとともに、間充物質や分子プローブ等に固有の振動モードを選択的に励起する

中赤外波長を特定し、この波長選択性を利用したマトリックスフリーな高効率レーザー脱離イオン

化法を確立する。４～５年目にハードウェア上のマッチングを考慮して各部を統合して、各部の制

御とイメージング解析を担うソフトウェアを開発しイメージング質量分析システムを構築し、５年目に

分析システムの評価・検証を行なう。 

 計画の実施内容を大きく分けて４つのサブテーマとし、イオン群光学像をイメージング解析する

技術の構築を内藤研究グループ、イオン群光学像を質量分離する技術の構築を豊田・藤井研究

グループ、イオン群光学像を生成するレーザー脱離イオン化技術の構築を粟津研究グループ、イ

メージング質量分析を評価・検証する技術の構築を益田研究グループが分担する。 

 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

 

 プロジェクトの中間評価時点までに、マルチターン飛行時間型質量分設計で像を得るための周

回許容範囲特性や装置製作上の問題点を把握できたが、それまでの開発進捗状況と未解決の開

発課題（マトリックスによらないレーザー脱離イオン化の開発、高分解能の位置・飛行時間測定型

イオン検出システムの開発）から総合的に判断し、中間評価の時点で空間分解能の目標値を 0.1

μm から 1μm に変更した。 

 空間分解能の目標値の変更にともない、マトリックスフリーレーザー脱離イオン化法の開発に優

先して、開発した投影型イメージング質量分析装置の生体サンプルへの応用をマトリックスの利用

も含めて検討する実施計画に変更した。 

 また、細胞試料を用いて極限の空間分解能で投影型イメージング質量分析を評価する技術開発

を行うサブテーマは、装置の空間分解能 0.1μm が前提となるため、目標値の変更により、これを

担当する益田研究グループを粟津研究グループに編入して生体サンプルへの応用を検討するチ

ーム体制に変更した。 

 豊田研究グループが設計・製作した１号機（MULTUM-IMG）は、レーザー脱離イオン化用高出

力レーザーのある粟津研究グループで、質量分析計としての評価、調整、イオン像保持能力の検

証を行った。 

 豊田研究グループは半導体試料作製に関するグループ内の固有技術を活用して、投影型イメ

ージング質量分析評価用の標準試料を作製する技術の構築も実施した。 
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§３ 研究実施体制 
 

（１）内藤研究グループ  

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

内藤 康秀 光産業創成大学院大学

光産業創成研究科 

准教授 H17.10～ 

部谷 学 同上 准教授 H17.10～H19.3 

 

 ②研究項目 

・レーザー光学系の設計・製作 

・高指向性・低分散脱離イオン抽出法の確立 

・拡大投影静電レンズ系の最適化 

・マトリックスフリー高効率レーザー脱離イオン化法の確立 

・ディレイライン検出器による位置・飛行時間測定型イオン検出システムの構築 

・ディレイライン検出器の高解像度化 

・周回後の質量分離イオン像による位置・飛行時間測定型イオン検出システムの性能検証と改良 

・ソフトウェアを含めたイメージング解析システムの操作性向上 

 

（２）豊田研究グループ  

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

豊田 岐聡 大阪大学理学研究科 准教授 H17.10～ 

藤井 研一 大阪工業大学 

情報科学部 

教授 H17.10～ 

岩本 賢一 大阪府立大学 

理学研究科 

助教 H18.4～ 

青木 順 大阪大学大理学研究科 特任研究員 H19.4～ 

新間 秀一 大阪大学先端科学イノベ

ーションセンター 

特任助教 H22.8～ 

市原 敏雄 大阪大学理学研究科 技術専門員 H19.4～ 

菅原 彩子 大阪大学理学研究科 研究員 H17.10～H19.3 

長尾 博文 大阪府立大学 

理学研究科 

研究員 H18.4～H19.3 

田嶋 敏男 日本たばこ産業㈱医薬総

合研究所 

研究員 H19.5～ 

 

 ②研究項目 

・マルチターン飛行時間型質量分析計の製作と評価 

・マルチターン飛行時間型質量分析計の収差の影響の実験的評価 

・高精度・高速イオン軌道シミュレーション手法の確立 

・アラインメントのずれを根本的に解決するための２号機（MULTUM-IMG2）の設計／製作 

・２号機の評価と周回後に歪みのない像の取得 

・拡大光学系の最適化 

・マルチターン飛行時間型質量分析計とディレイライン検出器を組み合わせた装置を完成させる 

・空間分解能評価用モデル試料となる色素ドットならびに半導体微細構造の作製と評価 

・制御／解析システムの構築 

・微小半導体構造の輸送特性への不純物などの不均一性の影響の調査 
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（３）粟津研究グループ  

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

粟津 邦男 大阪大学工学研究科 教授 H17.10～ 

益田 勝吉 （財）サントリー生物有機

科学研究所 

主席研究員 H21.4～ 

鈴木 幸子 大阪大学工学研究科 助教 H17.10～H21.3 

間 久直 大阪大学工学研究科 特任研究員 H18.6～H21.6 

間 久直 大阪大学工学研究科付

属高度人材育成センター

助教 H21.6～ 

長尾 博文 大阪大学工学研究科 D3 H19.4～H21.3 

佐藤 出 大阪大学工学研究科 M2 H19.4～H20.3 

鈴木 れん 大阪大学工学研究科 M2 H19.4～H21.3 

藤田 珠美 大阪大学工学研究科 M2 H19.4～H21.3 

木村 彰紀 大阪大学工学研究科 M2 H20.4～H21.3 

吉村 英敏 大阪大学工学研究科 M2 H21.4～ 

 

 ②研究項目 

・レーザー光学系の設計・製作 

・フラットビーム集光用光学系を用いたレーザー脱離イオン化 

・マトリックスフリー高効率レーザー脱離イオン化法の確立 

・マルチターン飛行時間型質量分析計の収差の影響を実験的に評価する 

・マルチターン飛行時間型質量分析計によって質量分離したイオン群イメージを取得する 

・投影型イメージング質量分析に適したサンプル調製法の開発 

・中赤外レーザーおよび紫外レーザーの２波長照射効果の検討 

・病理組織試料における生体高分子のイメージング 

・DFG レーザーと１号機（MULTUM-IMG）を組み合わせ，生体試料のイメージング像を取得する 

 

（４）益田研究グループ  

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

益田 勝吉 （財）サントリー生物有機

科学研究所 

主席研究員 H17.10～H21.3 

中谷 恵美 （財）サントリー生物有機

科学研究所 

研究補助員 H18.4～H19.3 

小島 良二 名城大学薬学部 助教 H18.4～H21.3 

金井 好克 杏林大学医学部 教授 H18.4～H21.3 

阿部 啓子 東京大学農学生命科学

研究科 

教授 H19.4～H21.3 

小林 拓也 京都大学医学研究科 講師 H20.4～H21.3 

村上 聡 大阪大学産業科学研究

所 

准教授 H20.4～H21.3 

橋本 誠 帯広畜産大学畜産学部 准教授 H20.4～H21.3 

 

 ②研究項目 

・細胞表層における膜タンパク質の調製および MALDI 試料調製法の検討 

・マトリックスフリー高効率レーザー脱離イオン化法の確立 
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§４ 研究実施内容及び成果  
 

 下図に示すような体制ならびに時間軸で研究を実施した．各研究グループの詳細について以下

に述べる． 

 

 
研究の時系列説明図 
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４．１ イオン群光学像をイメージング解析する技術の構築（光産業創成大学院大学 内藤研

究グループ） 

 
(1)研究実施内容及び成果 

 本サブテーマでは、投影型の原理で脱離イオン群をイメージング検出するための基本技

術の確立を目的として、① 装置本体の開発に利用できる投影イオン像観測技術の構築、

② 質量分離された個々のイオンの検出器入射位置と入射時間を同時に高分解能で計測

する検出器技術の構築、③ 検出器出力信号を高速に処理して画像データ化する位置・

飛行時間測定型イオン検出システムの構築を実施した。 

 

① 装置本体の開発に利用できる投影イオン像観測技術の構築 

 レーザー脱離イオン化で生成させたイオンの像を観測する必要があり、その最初の段階

として質量分離を行う前にイオンの像が実際に観測できることを確認する必要がある。この

作業に用いるイオン検出器として、マイクロチャンネルプレート（MCP）と蛍光スクリーンを組

み合わせた蛍光変換型イオン検出器を準備した。蛍光画像は検出器を搭載した真空フラ

ンジに取り付けた真空シール窓を通して、目視での観察またはカメラによる撮像が行える。

解像度とイオン検出感度は相反して MCP のチャンネル径とプレート段数に依存する。最初

のイオン像確認用には解像度よりもイオン検出感度を重視し、チャンネル径12μm、プレー

ト段数２段（Chevron型）のMCPを使用した。設計値からこの蛍光変換型イオン検出器の解

像度は 100μm と概算された。 

 イオン像を生成し観測できることを確認するため、豊田研究グループが設計・製作した１

号機のイオン源に蛍光変換型イオン検出器を直接取り付け、脱離イオンの像を観測するこ

とを試みた。紫外レーザー照射で効率よく脱離イオン化する色素（rhodamine 6G 等）を試

料とし、これにサンプルプレート上で金属メッシュをマスキングパターンとして被せて、紫外

パルスレーザー光照射で金属メッシュを通して得られる色素の脱離イオンの像を観測した。

イオン源の電極形状や結像させるための電圧条件の検討を重ねた結果、レーザー照射面

から脱離したイオンを引き出す際に空間分布を保ち、静電レンズ作用によって結像できる

電極の形状と印加電圧範囲を見出し、正しい像が得られるようになった（図 4-1-1）。これに

より、投影型イメージング質量分析装置のイオン源設計を固めることができた。 

 

 
図 4-1-1． MULTUM-IMG のイオン源に直接取り付けた蛍光変換型イオン検出器で最初

に確認できたイオン像。金属メッシュ（周期 254μm、線幅 20μm）を被せた色素に紫外パ

ルスレーザー照射して脱離イオンを観測した。デジタルカメラで撮影。 

 

 投影型イメージング質量分析装置のイオン検出器およびイオン検出システムの開発を、

装置本体の開発から独立して進めるために、レーザー脱離イオン化（LDI）イオン源、リニア

飛行時間型（TOF）イオン光学系、イオン検出器からなる、 検出器評価用イメージング質

量分析装置を製作した（図 4-1-2）。イオン源は MULTUM-IMG のイオン源と共通の構造と

した。 
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図 4-1-2． 検出器評価用イメージング質量分析装置の外観 

 

 この装置を用いて蛍光変換型イオン検出器の高解像度化の検討を行った。高解像度化

には MCP のプレート段数を１段にするのが最も効果的であるが、感度が不足するため、プ

レート段数は２段のままとし、チャンネル径を 12μm から 6μm に変更した。また、検出器ア

ッセンブリで解像度に影響しそうな箇所（MCP 蒸着入り込み深さ、MCP-蛍光スクリーン間

隔、蛍光スクリーン材質、蛍光体特性値など）も変更して、蛍光変換型イオン検出器を製作

し、評価機で評価した（図 4-1-3）。解像度の向上を確認できたので、この蛍光変換型イオ

ン検出器を１号機に移設し、装置本体の開発に利用した。 

 

 
図 4-1-3.  高解像度化した蛍光変換型イオン検出器で得られた脱離イオン像。金属メッ

シュ（周期 25.4μm、線幅 6μm）を被せた色素を試料として簡易的な投影型イメージング

質量分析装置で評価した。像倍率は約３０倍。高感度 CCD カメラ（浜松ホトニクス製

ORCA-ER）で撮影。 

 

 

② 質量分離された個々のイオンの検出器入射位置と入射時間を同時に高分解能で計測

する検出器技術の構築 

 位置・飛行時間測定型イオン検出システムを実現するのに不可欠な、質量分離された

個々のイオンの検出器入射位置と入射時間を同時計測する検出器として、ディレイライン

検出器（RoentDek 製，図 4-1-4）を選定した。ディレイライン検出器の問題点はイオン入射

頻度の許容値が低いことであり、特に、同時に多数のイオンが入射する状況（マルチヒット）

では正常に検出できなくなる（誤った情報を出力する）。レーザー脱離イオン化では、パル

スレーザーによって時間的に密集して生成するイオンが検出器に入射するので、その場合

にディレイライン検出器が正常に働くか検証をした。 

リニア TOF

イオン検出器

N２レーザー

LDI イオン源
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図 4-1-4． ディレイライン検出器の外観（左）と動作原理の模式図（右）。コイル状のワイヤ

で作られたアノードと MCP で構成される。MCP から射出された２次電子をアノードが受信

すると、２次電子雲の重心位置に該当する受信位置を起点にして電気的パルスがワイヤの

両端に向かって伝播し、パルスの伝播速度と各末端に到達する時刻の差から位置情報を

得る。高時間分解能のパルス計測回路により信号読み出しが行われる。２次元の位置情報

を得るためワイヤを直交させて２層にするが、同時入射（マルチヒット）の識別能力を高める

ため３層にしたタイプ（Hexanode）もある。 

 

 ディレイライン検出器の信号読み出し回路には、標準的な機器構成である時間デジタル

変換器（TDC）を使用した（図 4-1-5）。 
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図 4-1-5． ディレイライン検出器の信号読み出しに時間デジタル変換器（TDC）を用いた

標準的な構成 

 

 検証の結果、現状の構成では検出器への許容イオン入射頻度を制限する要因は信号読

み出し回路の許容トリガ頻度（1MHz）であり、この条件に収まるようにレーザー照射強度を

制御して脱離イオン生成量を抑える必要があった（読み出し回路のトリガがかからないと、

イオンの数え落としが発生した）。この条件ではマルチヒットはほとんど発生しなかったが、

イオン像を描画できるだけのイオン数までデータを獲得するのに、パルス繰返し 10Hz のレ

ーザーではかなりの長時間（１時間以上）を要した。測定時間が長いことを除けば、個々の

イオンの検出器入射位置と入射時間を同時計測できており、描画したイオン像は蛍光変換

型イオン検出器での観測結果に対応していた（図 4-1-6）。 
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図 4-1-6． ディレイライン検出器で得られた脱離イオン像。図 4-1-3 と同じ金属メッシュ

（周期 25.4μm、線幅 6μm）を被せた色素を試料とした。軸ラベルはパルス伝播速度と到

達時間差から概算した検出面上でのスケールを表示しており、メッシュの実物のサイズと像

倍率（約 30 倍）から概算される値とほぼ一致している。 

 

 TDC を用いた系ではイオン入射頻度が制限されてしまうため、アナログデジタル変換器

（ADC）を用いた信号読み出し回路による、ディレイライン検出器の高解像度化と許容トリガ

頻度の向上を試みた。高速の ADC を用いた機器構成（図 4-1-7）と、ADC を効率的に制

御するデータ獲得ソフトウェアの開発により、許容トリガ頻度は TDC による構成の３倍に改

善し、測定時間 30 分程でイオン像が描画できるだけのデータを獲得できるようになった。ま

た、ADC で記録した信号ピーク波形のサンプリングポイントを補間する処理により、TDC よ

りも高い時間分解能が得られる結果、ディレイライン検出器で得られる解像度について

TDC を用いた場合と比べて約 12％の向上が確認された（図 4-1-8）。 
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図 4-1-7． ディレイライン検出器の信号読み出しにアナログデジタル変換器（ADC）を用

いた機器構成 
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図 4-1-8． ディレイライン検出器で得られた USAF 解像度テストチャート透過像（左）およ

びテストチャートから判定された解像度の TDC、ADC の違いとビンサイズによる変化（右）。

右側のグラフの横軸は、ディレイライン検出器で得られたデータを２次元ヒストグラム表示し

て画像化する際のビンサイズである。 

 

③ 検出器出力信号を高速に処理して画像データ化する位置・飛行時間測定型イオン検

出システムの構築 

 ADC によるデータ獲得ソフトウェアに信号ピーク波形のサンプリングポイントを補間処理し

て位置演算までリアルタイムで行うプログラムを組み込み、測定と同時進行して個々のイオ

ンの入射位置座標と飛行時間のデータリストを作成するシステムを実現した。また、測定後

に位置・飛行時間データリストから瞬時（30 秒以内）にイオン像を描画する画像データ化ソ

フトウェアを作成した。ディレイライン検出器の出力信号をリアルタイムで処理できるようにな

った結果、データの記録に必要なディスク容量を大幅（1/5000）に節減できた。（J. Mass 
Spectrom. Soc. Jpn., 59, 2011, in press） 

 紫外パルスレーザー照射で効率よくイオン化する３種類の色素を試料として用いた微小

な色素ドットを配列して、レーザービーム径に全体が収まる微小な「森」のパターンを作製し、

その脱離イオン像を開発した位置・飛行時間測定型イオン検出システムを用いて取得した

（図 4-1-9）。 

 

 
図 4-1-9． ３種類の色素（toluidine blue O、new methylene blue、crystal violet）を試料に

用いた微小ドット（直径 10μm、中心間隔 15μm）によって作製した微小文字パターンの光

学顕微鏡像（左）、位置・飛行時間測定型イオン検出システムによってこのパターンの脱離

イオンを測定して得られたマススペクトル（中央）とイオン像（右）。測定時間は約 17 分。画

像データ化ソフトウェアは、マススペクトル上の任意の範囲をカーソルで指定することで、そ

の質量のイオン像を瞬時（10 秒以内）に描画する。右端の像では、質量ごとのイオン像を

色分けして重ねて表示しており、各色素の微小ドットの配置に対応していることが確認され

た。 
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(2)研究成果の今後期待される効果 

 本研究を通して、質量分析におけるイオン検出用デバイスとしてのディレイライン検出器

が備えなくてはならない性能や構造上の工夫可能な箇所が明確になったので、その成果

を投影型イメージング質量分析用に特化した次世代のディレイライン検出器の開発に役立

てることができると期待される。近い将来、投影型イメージング質量分析が標準的な分析技

法として一般化していく際に、専用の検出器の実現は重要な課題になることが想定され、よ

り良い検出器の供給が普及の鍵になる可能性もある。 
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４．２ イオン群光学像を質量分離する技術の構築（大阪大学大学院理学研究科 豊田研究

グループ） 

 
(1)研究実施内容及び成果 

 投影型イメージング質量分析装置では、イオンの生成・質量分離・イオンの検出の各過

程で、計測対象の表面の物質分布を反映したイオンの分布をイオン光学的に保持しなけ

ればならない。これまで、このような要求を満たしつつ、十分な質量分解能を有する質量分

析部の実現は困難であった。 

 大阪大学で開発されたマルチターン飛行時間型質量分析計（MULTUM）は、イオンを扇

形電場で形成された同一飛行空間を多重周回させることで、高い質量分解能を実現でき

る。イオンが空間的・時間的に広がるのを防ぐために，時間的・空間的に完全収束するよう

な光学系を有している。本プロジェクトではこの MULTUM の持つ完全収束性に着目した。

完全収束を満たすことはすなわち、イオン光学的には MULTUM を透過的に扱うことが可

能であり、これはイオン分布をイオン光学的に保持するという条件を完全に満たすことにな

る。さらに MULTUM は質量分析計としての性能についても十分に実証されており、投影型

イメージング質量分析装置への応用が期待できる。 

 本サブテーマは、このような MULTUM の特性を利用し、投影型イメージング質量分析装

置の質量分離部を実現することを目的として、① 質量分析計としての MULTUM の評価

（投影型イメージング質量分析装置１号機の製作と検証）、② 投影型イメージング質量分

析に適した新しいイオン引き出し方法（PEDA）の開発、③ イオン軌道の高精度・高速シミ

ュレーションによる装置特性の解析を実施した。 

 

① 質量分析計としての MULTUM の評価（投影型イメージング質量分析装置１号機の製

作と検証） 

  ［設計・製作およびデータ解析：豊田グループ、実験：粟津グループ］ 

 投影型イメージング質量分析装置の設計・製作にあたり、既存の MULTUM の直線部に

像保持用の四重極トリプレットを組み込んだ１号機（MULTUM-IMG、図 4-2-1）を製作し、

レーザー脱離イオン化によって得られるイオンの像を蛍光変換型イオン検出器で観測する

ことにより、投影型イメージングに用いた際の装置特性や技術課題を評価した。 

 

   
図 4-2-1． 製作した１号機（MULTUM-IMG）の外観と多重周回部の写真 

 

まず、MULTUM を通常の質量分析計として評価した。MALDI で angiotensin II を測定し、

質量分解能 13 万を達成した（詳細は、粟津研究グループ研究実施内容：「③ 本研究用に

製作した MULTUM-IMG １号機の質量分析装置としての性能評価」を参照）（Rapid 
Commun. Mass Spectrom., 22 (2008), 1461-1466.）。 

 製作した装置のイオン像保持能力を検証するため、レーザー照射領域内（約100μm角）

に色素ドット（直径約 20μm、間隔約 20μm）のパターンを当プロジェクトで開発した微細ド

ット作製機で生成し、評価を行った．１号機で１０周回後に空間分解能は 7.6±1.0μm のイ
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オン像を取得することができた（図 4-2-2）。（Appl. Surf. Sci., 255 (2008), 1257-1263） 

 

 
図 4-2-2． １号機で得られた色素ドットパターンのイオン像と１０周回後の空間分解能。赤

いラインに沿って強度プロファイルをプロットし、これにドットパターン上の同じラインに沿っ

た光学像の強度プロファイルのプロットを重ね合わせて、Boltzmann フィルター関数をかけ

た光学像とイオン像の強度プロファイルが一致したときのフィルター関数の 1/e 値を空間分

解能として導出している。 

 

 図 4-2-2 のイオン像は、周回部の扇形電場に印加する電圧を、各電極について個別に

調整することによって得られた(調整幅は約±５％)。この電圧調整は、シミュレーションとの

比較により（後述），イオン源と MULTUM 本体のアラインメントのずれを電気的に吸収して

いると判断し、この結果を踏まえて２号機の製作を行った（後述）。 

 

 

② 投影型イメージング質量分析に適した新しいイオン引き出し方法（PEDA）の開発 

  ［原理考案：豊田グループ、実証実験：粟津グループ］ 

 通常の飛行時間型質量分析計では質量分解能を高めるために、イオン生成時にサンプ

ルプレートと引き出し電極に同電位を与え（図 4-2-3 の左端の状態）、初速度でしばらく自

由飛行させた後に、引き出し電極電位を下げてイオン引き出し用の電位勾配を発生させて

いる（図 4-2-3 の左から２番目の状態）。このときに初速度の小さいイオンほど大きな引き出

し電位を感受するので、獲得する運動エネルギーの違いにより初速度の分散による検出面

への到達時間の差が相殺され（遅延引き出し法）、その結果として短い飛行距離でも高い

質量分解能が得られる。しかし、この手法は脱離イオンの初速度に角度分布があるため自

由飛行中にイオンの空間的分布形状を保持できず、投影型イメージング質量分析にこの

手法を適用すると像が消失する。そこで、イオン像を保持しながら速度分散を相殺できる新

しい脱離イオン引き出し方法（引き出し後差動加速法、Post Extraction Differential 

Acceleration; PEDA）を考案した。この手法では、イオン像がより良く保たれるようにイオン

生成時にもサンプルプレートと引き出し電極の間に電位差を与えてイオンを直線的に引き

出し（図 4-2-3 の右から２番目の状態）、引き出し電極を通過して接地電位にある静電レン

ズ電極に向かって加速している間に、引き出し電極電位をステップ状に上げてイオン加速

用の電位勾配を大きくする（図 4-2-3 の右端の状態）。このとき初速度の小さいイオンほど

大きな加速電位を感受するので、獲得する運動エネルギーの違いにより初速度の分散が

相殺されるとともに、像も保持される。(特願 2009-100686， J. Mass Spectrom. Soc. Jpn., 59, 
2011, in press) 
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図 4-2-3． 脱離イオンの初速度の分散を相殺する従来の手法（遅延引き出し法）と新しく

考案した手法（PEDA）の動作概念。初速度の異なるイオンの挙動を色違いの点で模式的

に示している。グラフの縦軸は電位、横軸は飛行軸方向の位置（左端はサンプルプレート

の位置）。 

 

 

③ イオン軌道の高精度・高速シミュレーションによる装置特性の解析 

 周回後にイオン像が歪む原因解析や、測定条件の最適化のためには、イオン軌道の特

性を正確に把握する必要がある。MULTUM のイオン光学系の設計・解析については、こ

れまで近軸光線近似に基づいた軌道計算法が利用されてきた。しかし、投影型イメージン

グ質量分析では通常の質量分析に比べて大口径のイオンビームを扱うため、近軸近似に

基づいた従来の軌道計算プログラムでは対応しきれない。このため、近軸近似ではなく装

置形状を正確に反映した電場の導出が可能な表面電荷法に基づく電場計算手法を取り

入れたイオン軌道計算手法を開発した。一般に表面電荷法は複雑な電極形状にも対応で

き高精度の電場が導出可能である反面、計算時間が長くなるデメリットがあるが、計算の主

要部分について専用計算機（MDGRAPE-3）を使って高速処理することで、計算の高速化

を同時に実現した。(Nucl. Instr. and Meth. A, 600 (2009), 466-470) 

 新しい手法を用いて装置でのイオン軌道の特性を検討した結果、周回部の中心軸の近

傍では従来の近軸近似計算と一致する特性が得られ、中心軸から離れた領域では安定周

回可能な許容範囲を明らかにした（図 4-2-4）。これにより MULTUM 部に入射するべきエリ

アが±1mm 四方であることが分かった。 

 

 
図 4-2-4． 周回部において１周回した後のイオン軌道の位置と角度の変換関数（左側が

位置変換関数、右側が角度変換関数）。X とαはそれぞれ入射時の位置と角度（中心軸か

らの変位）、X'とα'は周回後の位置と角度である。曲面は近軸近似による解析解をプロット

したもので、赤いドットは装置形状を３次元で精確に再現するように新しく開発したイオン軌

道シミュレーションによる結果を示している。中心部の平坦な斜面部分（X=－X'とα=－α

'）では、１周回後にイオン軌道が元の位置と角度を保持可能であり、安定周回条件となる。

新しいイオン軌道シミュレーションの結果から、安定周回条件は近軸近似計算での結果よ

りも狭い範囲であり、条件をはずれるとイオン軌道は急激に不安定になると推測される。 

 

 イオン軌道シミュレーションを用いて、実験で印加している電圧とイオン像の変動の対応

関係を検証した結果、実験で見られる現象をシミュレーションで再現することができ、イオン
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源を組み込んでいるチャンバーが接続部からぶら下がることにより，イオン源の軸が

MULTUM の光軸から 0.2°傾いていることが判明した（図 4-2-5）。 

 

 

 
図 4-2-5． アラインメントのずれを示唆する実験結果とシミュレーション解析結果。（a）は縦

方向、（b）は横方向のアラインメントずれを示唆する実験結果。（c）は縦方向についての実

験結果を再現するシミュレーションによるイオン軌道図。（d）は周回部への入射角度のずれ

を 0.2°にして再現された、色素ドットパターンのイオン像の歪みのシミュレーション結果。 

 

④総括 

 高空間分解能を目指した投影型イメージング質量分析技術の開発は、本研究以外では

唯一オランダのグループが成功しているが、そこで報告されている空間分解能は４μｍが 

最高であり、一般的な走査型イメージング質量分析を含めて、レーザー脱離イオン化を用 

いた場合の空間分解能１μｍは世界最高性能に位置付けられる。しかも、オランダのグル 

ープでは約１ｍの飛行距離でイオン像を得ているのに対し、本研究では６ｍ以上の飛行距

離でイオン像を得ていながら、さらに高い空間分解能を達成しており、マルチターン飛行時

間型質量分析計 MULTUM の完全収束性が実証された。その結果、オランダのグループ

で達成された質量分解能約３００に対して、本研究では質量分解能約１００００を達成してい

る。この高空間分解能と高質量分解能の組合せはMULTUMを応用した構成によってのみ

実現できた性能であり、本研究以外に達成し得ない。 

 また、生体サンプルに対するレーザー脱離イオン化を用いた投影型イメージング質量分

析例は極めて乏しく、しかも、質量分離されていない全イオンを投影して得られた像や、単

一質量だけを選んでイオンゲートで切り出して得られた像が報告されているのみである。本

研究では世界で初めて、生体サンプルからレーザー脱離イオン化を用いて得られたイオン

像を質量分離した後、ディレイライン検出器によって質量ごとのイオン像として時系列的に

取得することに成功し、生体サンプルにレーザー脱離イオン化の投影型イメージング質量

分析が応用できる可能性を世界に先駆けて完全な形で実証している。 

 投影型イメージング質量分析の性能を評価する際に、高精度の規則的パターンを持った

評価用試料が必要になるが、既存のものでレーザー脱離イオン化での評価に適した試料

がないため、本研究では評価用試料の作製法の開発も精力的に行った。半導体の表面に

形成した微細構造に色素を流し込む独自の技術を構築して作製した試料は、空間分解能
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や収差の厳密な評価を可能にし、また装置性能の段階に合わせて評価用パターンの寸法

に自在性があり、本研究に留まらずイメージング質量分析計の性能評価用標準試料として

も期待される。 

 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 本研究において、マルチターン飛行時間型質量分析計（MULTUM）の完全空間・時間収

束性が実験的に実証されるとともに、高精度かつ高速なシミュレーションによる評価方法も

確立することができた。投影型イメージング質量分析装置としての今後の発展は、生体組

織切片のイメージングや１細胞のイメージングなど様々な応用が考えられる。 

また、本研究で確立した完全収束を満足するような条件設定は、イメージング装置のみな

らず、通常の質量分析計としての MULTUM の性能向上にも多いに貢献すると考えられる。

さらに高速・高精度なシミュレーション技術は、これまで試行錯誤でもの作りをしていた現場

に大きな変革をもたらすと考えられる。これまでも荷電粒子光学の世界では、シミュレーショ

ンは用いられてきていたが、近似計算をする以外は、速度やメモリーなどの制限があり、実

用になっていなかった。本研究で開発した手法は、今後質量分析計の設計や評価への貢

献が考えられ、また電顕、加速器などの荷電粒子を扱う他分野で活用されるべき技術であ

る。 

 また、本研究で、イメージング像の空間分解能の標準試料として用いる色素ドットや色素

を流した半導体微細構造の製作技術については、今後イメージング質量分析の評価用標

準試料として活用されることが期待される。 
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４．３ イオン群光学像を生成するレーザー脱離イオン化技術の構築（大阪大学大学院工学

研究科 粟津研究グループ） 
 

(1)研究実施内容及び成果 

 投影型イメージング質量分析では、試料のレーザー照射面における分析対象物質の分

布を保持した状態でイオンを生成しなければならない。通常の質量分析は試料の化学的

な組成のみを対象にしており、これまでレーザー脱離イオン化の開発は、いかにソフトに

（分子を壊さず）、いかに効率よくイオンを試料表面から生成するかに重点が置かれてきた

ため、既存のレーザー脱離イオン化の技術をそのまま投影型イメージング質量分析に適用

することはできない。本サブテーマでは、投影型イメージング質量分析に適したレーザー脱

離イオン化技術を確立するため、① 中赤外波長可変レーザー（DFG レーザー）と紫外レ

ーザーの同時発振システムの製作、② レーザー照射強度プロファイルの平坦化、③ 本

研究用に製作した MULTUM-IMG １号機の質量分析装置としての性能評価、④ レーザ

ー脱離イオン化によるイオン像の生成と検出、⑤ 投影型イメージング質量分析に適した新

しいイオン引き出し方法（PEDA）の開発、⑥ 投影型イメージング質量分析に適した生体サ

ンプル調製法の開発、⑦ 染色した生体組織から生成した色素イオンのイメージング、⑧ 

薬剤を投与した実験動物内における薬剤関連分子のイメージング、⑨ マトリックスフリー高

効率レーザー脱離イオン化法の開発を実施した。 

 

① 中赤外波長可変レーザー（DFG レーザー）と紫外レーザーの同時発振システムの製作 

 図 4-3-1 のように中赤外波長可変レーザー（difference-frequency generation laser; DFG

レーザー）で使用している波長 1.064μm の Nd:YAG レーザーの一部を分岐させ、その第３

高調波を発生させることで波長 355 nm の紫外レーザー光を得た。これにより、レーザー脱

離イオン化の光源として使用する DFG レーザーと紫外レーザーの同時発振システムの構

築を行い、DFG レーザー、紫外レーザーともにレーザー脱離イオン化に十分な出力を得ら

れることを確認した（図 4-3-2）。サンプルプレート上での DFG レーザーパルスと紫外レー

ザーパルスのタイミングは Nd:YAG レーザーを分岐させた点からサンプルプレートまでの光

路長のみによって決まり、両パルス間のタイミングのばらつきを無視できるほど小さくでき

た。 

 

MALDI
イオン源

DFGレーザー

光学遅延

赤外レーザー出力

紫外レーザー出力

非線形光学結晶 （KD2PO4×2個）

ハーモニックセパレータ

Nd:YAGレーザー Cr:forsteriteレーザー

 
図 4-3-1． 中赤外・紫外レーザー同時発振システム 
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図 4-3-2． (a）DFG レーザーおよび(b）紫外レーザーの出力特性 

 

 

② レーザー照射強度プロファイルの平坦化 

 投影型イメージング質量分析では、レーザー照射面全体にわたって分析対象物質の空

間分布を得るため、サンプルに均一な強度分布でレーザー光を照射する必要がある。通

常は焦点におけるレーザー光の強度プロファイルが正規分布状になり、レーザー強度は

空間的に不均一であるため、そのままでは投影型イメージング質量分析には適さない。そ

のため、レーザーの集光用光学系に強度分布を均一化する補正作用を持たせる必要があ

るが、波長可変レーザーに対してはレーザー波長ごとに光学素子の特性を変更しなけれ

ばならない。そこで DFG レーザーについても各波長に対して集光強度分布を即座に均一

化できるように、デフォーマブルミラー（可変形鏡）を用いた強度プロファイルの制御系を構

築した。その結果、直径数 100μm の照射面内におけるレーザー光の強度プロファイルを

平坦化したフラットビームを実現することができた（図 4-3-3）。 

 

(a) 通常の集光強度分布

500 µm

(b) 均一化した集光強度分布

500 µm

 
図 4-3-3． DFG レーザー強度分布を均一化した結果の例（波長 6.3μm） 

 

 

③ 本研究用に製作した MULTUM-IMG １号機の質量分析装置としての性能評価 

  ［設計・製作：豊田グループ、実験・データ解析：粟津グループ］ 

 豊田研究グループによって本研究のために設計・製作された MULTUM-IMG １号機の

性能評価を行った。ここでは、まず、イメージング装置としてではなく、通常の質量分析装

置としての性能評価を行った。分子量 1046 のペプチド（angiotensin II）と MALDI マトリック

ス（液体マトリックス）を混合した試料に紫外パルスレーザーを照射して生成したイオンを周

回部で周回させた後のマススペクトルを測定した例を図 4-3-4 に示す。周回部を 500 周さ

せると総飛行距離は 654.8m にも達するが、500 周後でもマススペクトルをはっきりと検出で
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きていることがわかる。また、10 周後と比べて 500 周後の質量分解能が高くなっており、約

130000 が得られていることがわかる。これらの結果から、MULTUM-IMG １号機が質量分

析装置としては正常に動作していることが確認できた。 
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図 4-3-4． 本研究用に製作した MULTUM-IMG １号機で周回部を周回させた後に測定

した分子量 1046 のペプチド（angiotensin II）のマススペクトルの例。500 周後では約 130000

の質量分解能が得られた。 

 

 上記の実験を通して周回部における周回数の増加に伴って質量分解能が向上する反面、

特に高分子量の試料に対してはイオン信号量が大きく低下することがわかった。そこで、周

回部における周回数と信号量との関係、およびそのマトリックスによる違いを評価した。そ

の結果、図 4-3-5 のように分子量 1046 の angiotensin II と比べて分子量が 5730 と高い

insulin の方が周回数の増加に伴う信号量の低下が大きいことがわかった。周回数の増加

に伴うイオン信号量の低下は飛行中における電極等への衝突、または真空中に残留した

中性分子などとの衝突によるイオンの解離によると考えられる。分子量の高い分子の方が

周回数の増加に伴うイオン信号量の低下が大きいのは、高分子量のイオンの方が中性分

子との衝突による解離が起こりやすいためと考えている。また、マトリックスに CHCA 

(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) を用いると他のマトリックスと比べて周回数の増加に伴

う信号量の低下が著しく大きいことがわかった。この原因を探るためにイオン化後のイオン

の初速度を測定した結果、マトリックスに CHCA (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) を用

いると他のマトリックスを用いた場合と比べてイオンの初速度が低いことがわかった。この結

果から、マトリックスに CHCA (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) を用いると他のマトリック

スを用いた場合と比べてイオンの内部エネルギーが高く、中性分子との衝突による解離が

起こりやすくなっていると推測された（Rapid Commun. Mass Spectrom., 22 (2008), 

1461-1466.）。 

 

 

(a) 10 周後 (b) 500 周後 
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図 4-3-5． 周回部における周回数とイオン信号量との関係、およびその試料、マトリックス

による違い。分子量 1046 の angiotensin II と比べて分子量が 5730 と高い insulin の方が周

回数の増加に伴う信号量の低下が大きいことがわかる。また、マトリックスに CHCA 

(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) を用いると他のマトリックスと比べて周回数の増加に伴

う信号量の低下が著しく大きいことがわかる。 

 

 

④ レーザー脱離イオン化によるイオン像の生成と検出 

 分析対象物質の空間分布を保持できるレーザー脱離イオン化の技術を早期に確立する

ために、紫外レーザー照射で効率よく脱離イオン化する色素（rhodamine 6G 等）を試料とし、

これにサンプルプレート上で金属メッシュをマスキングパターンとして被せて、紫外パルスレ

ーザー照射で金属メッシュを通して得られる色素の脱離イオンの像をイオン源に隣接した

蛍光変換型イオン検出器で観測した。この観測を頼りにして、レーザー照射面から脱離し

たイオンを引き出す際に空間分布が保たれるようにイオン源の電極形状を決定するととも

に、イオン源の電極部の静電レンズ作用による脱離イオンの結像特性を確認した。こうして

構築したイオン源の基本設計を利用した投影型イメージング質量分析装置の１号機

（MULTUM-IMG）を用いて、色素ドット等で作製した微小パターンの脱離イオン像を蛍光

変換型イオン検出器で観測することにより、投影型イメージング質量分析に適したレーザ

ー脱離イオン化技術の構築を進めるとともに、１号機の調整ならびに質量分解能および空

間分解能の評価を行った。 

 直径 5μm の色素ドットを 10μm 間隔で配列して、サンプルプレート上のレーザービーム

径に相当する領域内に収まる微小な文字パターンを作製し、これに紫外パルスレーザーを

照射して生成した脱離イオンを１号機で直線飛行させた後に観測した結果、明瞭なイオン

像を得ることに成功した（図 4-3-6）。 

 

100 µm

色素ドットパターン

色素： ローダミンB （分子量： 479 ）
直径： 5 µm
間隔： 10 µm
基板： 導電膜（ITO ）付スライドガラス

イオン群イメージ

測定時間： 10 s

1

0

 
図 4-3-6． 微小色素ドットで作成した文字パターンおよびその脱離イオン像の観測結果 
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 ２種類の色素を用いてドットパターンを作製し、紫外パルスレーザー照射による脱離イオ

ンを１号機で直線飛行させた後、周回部入射側の偏向電極および周回部のセクター電極

（セクターＩ）にパルス電圧を印加するタイミングを調整することで、特定のイオンのみが通過

できるようにすることで、色素毎のイオン像を選択して得ることに成功した（図 4-3-7）。 
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図 4-3-7． ２種類の色素で作製したドットパターンと、その色素ごとの選択イオン像および

飛行時間スペクトルの測定結果 

 

 色素ドットパターンの紫外パルスレーザー照射による脱離イオンを１号機で周回飛行させ

た後、イオン像を観測することを試みた。電極電圧を理論上の値に設定した場合には周回

後のイオン像を全く観測できなかったが、本来は一定値に設定される周回部の電極電圧を、

各電極について理論値から最大で約 10%ずれた値で個別に調整した結果、10 周回後でも

イオン像を観測することに成功した（図 4-3-8）。10 周回後の空間分解能は 7.6±1.0μm と

推定された。このときの電圧調整条件とイオン像の観測結果は、１号機の詳細な特性解析

に利用され、２号機の設計に反映された。 
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色素ドットパターン

色素: クリスタルバイオレット（分子量: 407.98）

基板: 導電膜（ITO ）付スライドガラス

1

0100 µm

リニアモード

1周 2周 3周 4周 5周

6周 7周 8周 9周 10周

 
図 4-3-8． 色素ドットパターンの脱離イオンを１号機で周回させた後に観測したイオン像 

 

 分子量 1046 のペプチド（angiotensin II）と MALDI マトリックスを混合した試料に金属メッ

シュを被せて MALDI によりペプチドの脱離イオンを生成し、１号機で１０周回させた後のイ

オン像の観測に成功した。このとき、イオン像の観測と同時に取得したペプチドの飛行時

間スペクトルから、質量分解能は約 2300 であることが確認された（図 4-3-9）。 
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図 4-3-9． 金属メッシュ（周期 63.5μm、線幅 20μm）を被せた MALDI サンプルより生成し

たペプチドのイオンを、１号機で１０周回させた後に取得したイオン像および飛行時間スペ

クトル（サンプル：angiotensin II（分子量 1046）、マトリックス： α-cyano-4-hydroxycinnamic 

acid） 

 

⑤ 投影型イメージング質量分析に適した新しいイオン引き出し方法（PEDA）の開発 

  ［原理考案：豊田グループ、実証実験：粟津グループ］ 

 図 4-3-9 の飛行時間スペクトルでは、イオンの飛行距離が 10m 以上に達しているのにも

かかわらず、最近の市販の飛行時間型質量分析計よりも質量分解能が低い。そこで、豊田

研究グループによってイオン像を保持しながら速度分散を相殺できる新しい脱離イオン引

き出し方法（引き出し後差動加速法）が考案された。本手法の検証を粟津研究グループに

おいて１号機を用いて行った結果を図 4-3-10 に示す。引き出し後差動加速法を用いた場

合、イオンを直線飛行させた後にイオン像と同時に取得した飛行時間スペクトルにおいて、

質量分解能約 1200 を達成した。そして、周回部において 10 周させた後ではイオン像と同
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時に取得した飛行時間スペクトルにおいて、質量分解能約 14000 を達成することができた。

ここで、周回後のイオン像において直線飛行させた場合と比べて視野が制限されているの

は、周回時に安定軌道から外れたイオンを遮るためのスリットを用いているためである。 

 

14.5 15.0 15.5 16.0
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12

m/Δm ~ 70

In
te

ns
ity

 (a
rb

. u
ni

ts
)

Time of flight (µs)
14.5 15.0 15.5 16.0

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

m/Δm ~ 1200

In
te

ns
ity

 (a
rb

. u
ni

ts
)

Time of flight (µs)
14.5 15.0 15.5 16.0

0.00

0.05

0.10

0.15

m/Δm ~ 1400

In
te

ns
ity

 (a
rb

. u
ni

ts
)

Time of flight (µs)

連続引き出し 通常の遅延引き出し 引き出し後差動加速

282 283 284 285 286
0.00

0.01

0.02

0.03

0.04
m/Δm ~ 14,000

In
te

ns
ity

 (a
rb

. u
ni

ts
)

Time of flight (µs)

引き出し後差動加速

リニアモード 10周後

質量分解能 m/Δm ~ 70 m/Δm ~ 1400 m/Δm ~ 1200 m/Δm ~ 14000

 
図 4-3-10． イオン引き出し方法および周回の有無によるイオン像と飛行時間スペクトル

（質量分解能）の比較。金属メッシュ（周期63.5μm、線幅20μm）を被せた色素の脱離イオ

ンを使用。 

 

⑥ 投影型イメージング質量分析に適した生体サンプル調製法の開発 

 生体サンプルについての投影型イメージング質量分析による測定技術を蓄積するため、

色素染色した組織切片を試料にして１号機で色素イオン像の取得を試みた。主に細胞の

核を染める色素（methylene blue）と細胞質などを染める色素（crystal violet）による２重染色

法を用いて、マウスの組織切片を染色し、紫外パルスレーザー照射による脱離イオンを１

号機で直線飛行させた後、蛍光変換型イオン検出器で観測した。これらの色素は紫外パ

ルスレーザー照射で効率よく脱離イオン化するが、染色した組織切片からは明瞭な色素イ

オン像を得ることができなかった。検討の結果、組織切片から明瞭な脱離イオン像を得るに

は、サンプル表面に約 8nm の厚さで金をコーティングすることが必要であることを明らかに

した。これは、金コートによってサンプル表面への電荷の蓄積を避けることができているた

めであると考えられる。 

 

⑦ 染色した生体組織から生成した色素イオンのイメージング 

 上記の手順を用いて作成したサンプルの位置を一定の間隔（250μm）で移動させながら

取得した複数のイオン像を結合するソフトウェアを開発し、色素染色したマウスの脳組織切

片における海馬全体（3.25mm×1.5mm）の色素イオンの像を１号機で得ることに成功した

（図 4-3-11）（J. Biomed. Opt., 16, 2011, in press.）。 

 

200 µm

1

0  
図 4-3-11． ２重染色法で染色したマウスの脳組織切片における海馬部分の光学顕微鏡

像（左）、および同切片から得られた色素イオン像（右） 
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⑧ 薬剤を投与した実験動物内における薬剤関連分子のイメージング 

 投影型イメージング質量分析の具体的な応用例として生体内における薬物動態の観察

について検討した。MALDI による薬物動態観察は走査型イメージング質量分析で研究例

があり、オートラジオグラフィを用いる一般的な薬物動態観察に比べて放射性同位体によ

る薬剤分子の標識を必要とせず、薬剤分子の未変化体と代謝産物とを識別可能な方法と

して期待されているが、測定に長時間を要することが問題となっていた。そこで、薬剤を投

与した実験動物の組織切片を試料にして、１号機で薬剤代謝産物の脱離イオン像の取得

を試みた。抗精神病薬（olanzapine、分子量312.4）を尾静脈より投与したマウスの脳組織切

片にマトリックス（α-cyano-4-hydroxycinnamic acid）溶液をエアブラシでスプレー塗布し、

金で厚さ 8nm のコーティングを行った。MALDI による生成イオンを１号機で直線飛行させ

た後、抗精神病薬の代謝産物（2-hydroxymethyl 体）に該当する m/z 329 のイオンが検出

面に到達したタイミングで蛍光変換型イオン検出器のマイクロチャンネルプレート（MCP）に

パルス状の高電圧を印加することにより、代謝産物のイオン像を選択的に観測した。染色

組織切片の場合と同様にサンプル位置を一定の間隔で移動しながら取得した複数のイオ

ン像を結合して、マウスの脳組織切片における海馬部分について薬剤代謝産物のイオン

像を得ることに成功した（図 4-3-12）。 

 MALDI による生体サンプルの投影型イメージング質量分析で、このような具体的な結果

が得られたのは世界で初めてである。投影型イメージング質量分析により、薬物動態観察

における測定時間を従来のイメージング質量分析の1/10以下に短縮することに成功した。 

 

 
図 4-3-12． 抗精神病薬を投与したマウスの脳組織切片（マトリックス塗布後、金コートした

もの）における海馬部分の光学顕微鏡像（左上）、同切片から得られた MALDI マススペクト

ル（右）、および抗精神病薬代謝産物のイオン像（左下） 

 

 

⑨ マトリックスフリー高効率レーザー脱離イオン化法の開発 

 レーザー照射による高分子のイオン化はマトリックス支援レーザー脱離イオン化

（MALDI）が一般的な方法であるが、添加したマトリックス化合物が有限のサイズで結晶化

するため、1μm 以下の位置情報を保ちながらイオン像を生成するのは困難である。投影

型イメージング質量分析でタンパク質などの高分子を脱離イオン化するための手段の一つ

として、マトリックスを使用せず表面に微細加工を施した半導体をサンプルプレートとして用

いるレーザー脱離イオン化法の開発を行った。この手法は DIOS（Desorption Ionization on 

Silicon）などの名称で盛んに研究されているが、イメージング質量分析への応用はほとんど

例がない。 

 微細加工を施したシリコンチップを作製し、マトリックスを用いずにタンパク質（insulin およ

び cytochrome c）の混合溶液を滴下して、紫外パルスレーザーの照射によりマススペクトル
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の取得を試みた結果、両者のイオンを検出することに成功した（図 4-3-13）。投影型イメー

ジング質量分析に用いるにはさらに改良を要したが、投影型イメージング質量分析装置本

体の開発状況から空間分解能の目標値を 1μm に変更したため、技術的課題の多さも考

慮して開発の優先度を下げることにした。 

 

 
図 4-3-13． 表面に微細加工を施したシリコンチップをサンプルプレートに用いてマトリック

スフリーでタンパク質の質量分析を試みた結果の例 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 研究成果は生命科学分野において、今後以下の二つの方向性が期待される。①ミクロに

は、「がん」等の確定診断に用いる従来の光学顕微鏡を用いた形態画像に加えて、1μm

（細胞の大きさはは約 10～20μm）程度の空間分解能を有する質量イメージング画像を重

ねることによる、機能、すなわち疾患特有の発現物質（がんであれば、たとえば p53 遺伝子

により特異的に発現するタンパク質やペプチド）を画像化する新しいモダリティとしての展

開。②マクロには（数十μm の空間分解能でも適応可能）、製薬企業の創薬プロセスにお

いて、新しい薬剤候補物質の HTS（High Throughput Screening：高速で薬効を調べる）法、

すなわち、候補物質をマウスなどの実験動物に投与し、安全性、有効性を評価するための

臓器別取り込み濃度・代謝過程の高速イメージング法としての展開が考えられる。 

 豊田らが開発した MULTUM は、既に世界で類を見ない初のワゴントップサイズ質量分析

装置を国産技術で実現した。MULTUM をベースにした本質量イメージング技術は、狭隘

な環境に多くの分析装置が立ち並ぶ実験室や、将来的には病院内といった医療の現場に、

「蛍光色素を用いた抗原抗体法」を超える高品位な分析技術＝診断技術の提供を可能と

する。 

 さらに、質量分析法が得意とする、自然現象の「あるがまま」を「即時」に「厳密な正確」さ

を以って捕らえるという分析法が、「見える化」へ展開し、近い将来において（5 年程度）バイ

オ医療のみならず、環境を始め「見える化分析」が必要な多くの場面に広く波及することが

想定される。 

 

500 nm

cytochrome c 

insulin 

m/z

In
te

ns
ity

 (a
rb

. u
ni

ts
) insulin

   dimer 



 - ２７ - 

４．４ イメージング質量分析を評価・検証する技術の構築（サントリー生物有機科学研究所 

益田研究グループ） 

 
(1)研究実施内容及び成果 

 本サブテーマでは、プロジェクトで開発する投影型イメージング質量分析技術が実用的

見地から有用であることを実証するための評価技術の構築を目的として、① 投影型イメー

ジング質量分析装置の検証に使用する色素ドットパターン試料の作製、② 投影型イメー

ジング質量分析技術の評価において標準試料になり得る細胞試料もしくはバイオミメティッ

ク試料の選定と試料調製方法の検討、③ マトリックスフリー高効率レーザー脱離イオン化

法の開発を実施した。 

 

① 投影型イメージング質量分析装置の検証に使用する色素ドットパターン試料の作製 

 投影型イメージング質量分析装置の開発段階では、イオンを効率よく生成する物質によ

る精緻なテストパターンが必要になる。そこで、紫外パルスレーザー照射によって容易にイ

オン化する色素を選定し、微量液滴形成装置を用いてシリコン基板またはガラス基板上に

決められたパターンで微小な色素ドットを配列させる技術を構築した。この技術によりレー

ザービーム径に全体が収まる微小な文字パターンの試料を作製し、MULTUM-IMG でイオ

ン像を取得する検証試験を粟津研究グループと協同で実施した（粟津研究グループ研究

実施内容の図 4-3-6 参照）。 

 

② 投影型イメージング質量分析技術の評価において標準試料になり得る細胞試料もしく

はバイオミメティック試料の選定と試料調製方法の検討 

 最終的な評価試験において標準試料になり得るような細胞試料を選定し、投影型イメー

ジング質量分析による測定結果の正しさを実証する対照実験が行えるように、蛍光顕微鏡

によるタンパク質局在観察の技法を整備した。数種類の受容体や輸送体などの膜タンパク

質に着目し、蛍光プローブ導入などの細胞表層における膜タンパク質の調製法を検討した。

複数の蛍光プローブを導入した膜タンパク質を細胞表層に発現させる最適な調製条件を

見出した。また、全反射照明蛍光顕微鏡（TIRF）を用いて細胞表層における膜タンパク質

の局在性を明瞭に観察する技術を構築した（図 4-4-1）。これにより、この細胞試料を用い

て投影型イメージング質量分析技術の評価試験を実施する際に、投影型イメージング質

量分析で取得する膜タンパク質の分布データの正しさを蛍光顕微鏡観察によって検証す

ることを可能にした。 

 

明視野

hT1R2-CFP 蛍光 hT1R3-YFP 蛍光 hT1R2-CFP TIRF hT1R3-YFP TIRF

 
図 4-4-1． 細胞表層における膜タンパク質（蛍光ラベル化受容体）の発現と局在性観察

の例 
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③ マトリックスフリー高効率レーザー脱離イオン化法の開発 

 蛍光顕微鏡観察による対照実験の技法を確立した細胞試料について、投影型イメージ

ング質量分析での高空間分解能の観測が行えるようにするため、マトリックスフリーでイオン

化する技法の構築を目指した。その予備実験として、マトリックスフリーレーザー脱離イオン

化法として一般に行われている多孔質シリコンのサンプルプレートを用いる技法（DIOS）を

ペプチドの溶液試料で評価し、さらにイオン化効率を上げるため、表面に様々なスケール

の微細溝加工を施したシリコンチップを作製した。これをサンプルプレートに用いたときの

効果を粟津研究グループと協同で検証した（粟津研究グループ研究実施内容の図

4-3-13 参照）。 

 なお、中間評価における空間分解能の目標値の修正にともない、益田研究グループを

粟津研究グループに編入し、以後は粟津研究グループ内で投影型イメージング質量分析

の生体サンプルへの応用について検討を実施した。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 本研究で構築した細胞試料作製技術は、目標とする空間分解能が修正された結果、本

プロジェクトで活用する機会を失ったが、今後、イメージング質量分析でサブμm オーダー

の空間分解能が実現した際は、細胞試料のイメージング質量分析データを対照用データ

と共に得ることができる。またその際には、膜タンパク質に代表される機能性タンパク質群

の詳細な機能解明に極めて有用であると期待される。 
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2009 年 9 月 2
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§７ 結び 
 

 本研究は投影型イメージング質量分析で高質量分解能を達成するため、完全収束を満足するイ

オン光学系を有するマルチターン飛行時間型質量分析計（MULTUM）を利用した。MULTUM は

本プロジェクト開始までに，超高分解能を達成できる質量分析計としての実績は十分にあった。し

かしながら，実際に投影型イメージング質量分析計として用いるためには、周回部の像の保持の実

証や、サンプルの位置情報を保持したままのイオン引き出し法の開発や、歪みのない像の拡大な

ど、克服しなければならないチャレンジングな課題が多々あった。本研究では、これらの課題をひと

つずつ解決することで、最終的に周回後に歪みのないイメージング質量分析像を得ることができる

ようになった。 

 開発した装置性能の世界的位置付けを図 7-1 に示す。投影型であるため、従来の MALDI 走査

型イメージング質量分析計に比べて空間分解能と測定時間で約１桁優れている。本研究以外でレ

ー ザ ー脱 離イ オ ンに対し て 投影 型イ メー ジング質 量 分析を 実現 した例 は、オラン ダの

FOM-AMOLF だけであり、これと比較して報告されている空間分解能よりも優れ、質量分解能は

卓越している。 

 

 
図 7-1． 開発した装置のベンチマーク 

 

 本研究のスタート後、イメージング質量分析の普及に伴い、市販装置を含めた従来の走査型イメ

ージング質量分析計の性能も著しく向上し、走査型と投影型の間に空間分解能の顕著な差異は

なくなりつつある。しかし、仮に同じ空間分解能で測定した場合であっても、投影型は測定時間で

走査型よりも常に有利であり、空間分解能が高くなれば投影型の測定時間の優位性は一層高まる。

また、走査型では測定時の膨大なデータサイズも高解像度イメージング実現の障壁になっている

が、本研究はデータサイズの問題に対して信号処理技術の開発と併せて投影型により解決を与え

ている。したがって、投影型で最新の投影型に匹敵する高質量分解能を得る技術を構築したこと

は、測定スループットを重視するバイオイメージングでの実用上大きな意義があると考えている。 
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