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第1章 序論 

1-1 MALDI 法における現状と課題 

 2000 年代前半に、ヒトゲノム計画により、ヒトゲノムの塩基配列は全て解読された

が、これは塩基配列が決定されたに過ぎず、総合的に生命活動の仕組みを解明するため

には、遺伝子の機能だけでなくタンパク質等の構造や機能を明らかにする必要がある。

タンパク質の構造や機能を対象とした研究のことをプロテオーム解析と呼ぶが、この研

究においては、タンパク質の質量を同定することは重要である。タンパク質を対象とし

た質量分析を行う場合には、試料を気化しイオン化することが必要である。一方で、タ

ンパク質などの生体分子は、不揮発性で熱的に不安定な高分子であるため、イオン化に

は高いエネルギーが必要であり、試料に直接レーザーを照射しイオン化させるレーザー

脱離イオン化法(Laser Desorption Ionization : LDI)を用いると、気化したとしても分解し

てしまう。これにより、従来 LDI 法は、タンパク質のイオン化には不向きであるとさ

れていた。ところが、1980 年代後半に、田中氏らは、グリセロールとコバルトの混合

物をレーザーによるエネルギーの緩衝材としてタンパク質と混合しレーザー照射する

ことで、タンパク質を壊さずに脱離イオン化できることを報告した[1.1]。また、これと

ほぼ同時期に、Karas らによって、マトリックス剤と呼ばれる低分子化合物をエネルギ

ー緩衝材としてタンパク質等と混合し、試料を壊さずレーザー脱離イオン化させる手法

で あ る マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization : MALDI) 法が報告された[1.2]。MALDI 法によりイオン化された試

料は、飛行時間型質量分析計(Time-of-Flight Mass Spectrometer : TOF-MS)と組み合わせて

用いることで、発生したイオンを高感度に検出できる。この手法は MALDI-MS 法と呼

ばれている。MALDI-MS 法の利点には、①熱に不安定な不揮発性高分子をソフトにイ

オン化検出できること、②測定可能な質量範囲が広いこと、③測定が迅速であること、

④主に一価イオンが生成する為、解析作業が容易であること、などが挙げられる。生体
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由来試料は、純度が低く極微量しか得られない試料が多いことから、MALDI-MS 法は、

現在においても広く用いられており、特に生命科学分野への寄与は大きい。一方、

MALDI-MS 法は、不揮発性高分子などの定性分析手法としては確立しているが、開発

されてから 25 年以上経過した現在においても、そのイオン生成メカニズムの全貌は未

だ明確に解明されておらず、定量分析手法としての使用は困難である。この原因として、

MALDI 過程が凝集相から気相への相転移とそれに伴う反応過程を含んでいることが挙

げられる。MALDI 法の「イオン生成メカニズムの解明」は、「定量分析の実現」と同意

義ではないが、「定量分析の実現」のための通過点であるため、イオン生成メカニズム

が解明されていない現在においては、MALDI 信号強度と試料濃度を結びつける高精度

な定量分析は、時期尚早であると著者は考えている。仮に、MALDI 法を用いた定量分

析手法が確立すれば、MALDI 法の利点である迅速さや試料の純度に対する許容範囲の

広さ、感度の高さを活かして、新たなフィールドでの応用が見込める。また、イオン生

成メカニズムが解明されることにより、試料イオンの生成効率が高いマトリックス剤の

開発にも寄与する可能性がある。これにより、現在の手法では検出できない生体由来試

料に含まれる極微量の未知のタンパク質等を発見できる可能性があり、未知のタンパク

質の発見により、病気のメカニズム解明や、これに伴う医薬品の開発など、定性分析の

面においても、さらなる発展が期待できる。よって、MALDI 法におけるイオン生成メ

カニズムを解明することには重要な意義がある。 

 

1-2 MALDI 機構の解釈と定量 

MALDI 法は、試料基盤上に、試料(A)と光吸収性のマトリックス剤(M)の混合結晶を

作製し、結晶に紫外レーザー光を照射する。このとき、マトリックス剤は、効率的に紫

外レーザー光を吸収し、レーザー光の光エネルギーは熱エネルギーへと変換され、結晶

の温度は急激に上昇し、結晶中のマトリックス剤や試料は非破壊的に脱離され、MALDI
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プルームと呼ばれる高密度蒸発注を形成する。この過程において、結晶中の試料は、マ

トリックス剤とともに非破壊的にイオン化され、主にプロトン化試料 AH
+、脱プロトン

化試料(A−H)
−として検出される。また、マトリックス剤も試料と同様にプロトン化マト

リックス MH
+、脱プロトン化マトリックス(M−H)

−として検出される。 

マトリックス剤のイオン生成

過程については、主に次の(I)～

(IV)のような見解が提唱されてい

る。 

(I) Autoprotolysis 

次式のように、2 つのマトリ

ックス剤同士のプロトンの授受

により、マトリックスイオンが生

成するという見解である[1.3]。 

 M + M →MH
+
 + (M−H)

−
     (1-1) 

上記の反応は、混合結晶の固相表面上の極性液体中で起こることを支持している polar 

fluid model が提唱されているが、このモデルは、Autoprotolysis の一部とみなすことがで

きる[1.4, 1.5]。 

(II) Performed ion emission 

マトリックス剤や試料の一部が溶液中で既にイオン種 MH
+、(M−H)

−、AH
+、(A−H)

−

として存在しており、溶媒蒸発後も混合結晶中にイオン種が残っており、レーザー照射

により、そのまま放出されるという見解である[1.3, 1.6]。結果的に、Autoprotolysis の一

部とみなすこともできる。 

(III) Exciton pooling 

レーザー照射により、固相の混合結晶中に与えられた光子エネルギーが蓄積され、

 

図 1-1：MALDI 法による試料のイオン化 

AH+

(M-H)-

MALDIプルーム
Matrix (M)

Sample (A)

MH+

(A-H)-
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3 つ以上の励起子が、特定のマトリックス分子に局在化し、マトリックス分子が励起、

イオン化され M・+を生成し、その後、MH
+ が生成されるという見解である[1.7, 1.8]。一

方で、Ni らのグループは、時間分解蛍光測定により、マトリックス剤の 2,5-DHB と THAP

に波長 355nm のレーザー光を照射した場合のそれぞれの励起状態寿命とレーザー強度

の関係を調べた。この実験により、2,5-DHB の励起状態寿命は、レーザー強度の増加と

ともに減少するが、THAP の励起状態寿命は、レーザー強度の影響を受けないことがわ

かった。これにより、マトリックス剤によっては、MH
+ の生成に Exciton pooling がほ

とんど関与していないことが示され、この見解には、疑問が投げかけられている[1.9]。 

(IV) Multiphoton ionization 

マトリックス剤が多光子吸収することで M・+が生成され、その後 MH
+ が生成され

る可能性がある[1.3, 1.10, 1.11]。現在汎用されているマトリックス剤の多くのイオン化

エネルギーは、単体の場合 8 eV 以上である。よって、波長 337 nm のレーザー光の１光

子のエネルギーは、3.68 eV であるため、マトリックスイオン M・+を生成させるには、

最低 3 光子以上の吸収が必要である[1.11]。しかしながら、例えば、汎用されているマ

トリックス剤である 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB)のイオン化エネルギーは、単体では、

8.05 eV であるが、2 量体の場合は、7.22 eV、4 量体の場合は、6.76 eV となり、クラス

ターを形成すると低下することから、2 光子の吸収で M・+が発生しているという主張も

ある[1.12, 1.13]。 

以上のように、MH
+ の生成過程は確定できる実験的証拠がなく、さまざまな議論が

あるが、いずれにしてもMH
+が何らかの過程で生成していることには疑う余地がない。 

次に、一般に MALDI 法において試料の同定に用いる AH
+の MALDI イオン生成メカ

ニズムに関する主なモデルについて述べる。 

① Proton Transfer Model 

MALDI 混合結晶へのレーザー光照射により、結晶が昇温・脱離し、MALDI プルーム
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が形成される。この MALDI プルーム内で、反応(1-1)により、2 つ又は 2 量体のマトリ

ックス剤から、MH
+、(M−H)

−が生成する。その後、生成した MH
+、(M−H)

−とプルーム

中の中性分子種 A のプロトン移動反応(1-2)、(1-3)により、AH
+、(A−H)

−が生成されると

いうモデルである[1.3, 1.11]。 

MH
+、(M−H)

− が生成される過程は一次イオン化過程、AH
+、(A-H)－が生成される過

程は、二次イオン化過程と呼ばれている。このモデルは、現在においても広く支持され

ており、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達していると仮定するモデル（熱平衡モデ

ル）に基づいた検証が行われている。 

② Lucky Survivor Model 

一般的に試料調製の際にトリフルオロ酢酸(TFA) 等の酸を添加するが、この酸により

(II)で述べた performed ion が MALDI 混合結晶中に生成される可能性がある。この

performed ion が、レーザー照射により混合結晶から周囲のマトリックス分子とともに脱

離する。その際に、正の performed ion の周辺には負イオンや電子が存在するため、正

の performed ion は、これらと衝突すると中性化してしまう。この Lucky Survivor Model

とは、正の performed ion から周囲のマトリックス分子が全て脱離し AH＋が生成し、周

辺の負イオンや電子と衝突せずに検出器に到達するというモデルである[1.14]。 

③ Coupled Physical and Chemical Dynamics (CPCD) Model 

 Exciton pooling などの光化学過程とレーザー脱離による光物理過程を考慮し、MALDI

過程に含まれるあらゆるパラメーターを用いて、イオン生成等を再現するものである

[1.15]。そして、速度論的に、経時的な M
+ や MH

+、AH
+の生成を数値シミュレーショ

ンする。 

一見、上記の反応は、MALDI イオン生成メカニズムを合理的に説明しているように

思えるが、これらの反応が、固相、液相、気相のどこで起こっているのか、その他の反

応の影響はないのか、そもそも MH
+ はどのように生成されているのか等さまざまな議
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論があり、未だレーザー照射からイオン検出までの一連の過程を合理的に説明できるも

のはない。しかしながら、AH
+、(A−H)

−の生成過程には、さまざまな議論があるものの、

マトリックス剤と試料の熱的プロトン移動反応である平衡反応が、主過程であるという

認識が多くの研究者によって受け入れられ、プロトン移動反応の熱平衡状態を仮定する

熱平衡モデルに基づいた MH
+と AH

+の MALDI-MS 信号の相対的な強度関係について調

べられている。 

次の 1-3 でプロトン移動反応の熱平衡を仮定したモデル（熱平衡モデル）について詳

しく述べる。 

1-3 プロトン移動反応の熱平衡を仮定したモデル 

MALDI 過程におけるイオン生成、すなわちプロトン化試料 AH
+ および脱プロトン化

試料 (A−H)
− は、熱平衡モデルの場合、1 次イオン化過程（マトリックス剤のイオン化）、

2 次イオン化過程（試料のイオン化）の 2 段階で生成する[1.3, 1.11]。 

1 次イオン化過程では、エネルギーの高いマトリックスの二量体または 2 つのマトリ

ックス分子から MH
+ および (M−H)

− が生成される。 

 MM (or M + M) → MH
+
 + (M−H)

−
    (1-2) 

2 次イオン化過程では、MH
+ および (M−H)

− から、以下のプロトン移動反応によって

AH
+ および (A−H)

− が生成する。 

 MH
+
 + A ⇄ M + AH

+
      (1-3) 

 (M−H)
−
 + A ⇄ M + (A−H)

− 
     (1-4) 

上記のMALDIプルーム中で起こるプロトン移動反応が熱平衡状態に到達すると仮定

すると、反応 (1-3)と反応(1-4)の平衡定数 K+ および K− は、それぞれ次のように表現で

きる。 

 RT

G

eK










 
 ][MH

][AH

[A]

[M]

e

e

e

e      (1-5) 

 RT

G

eK










 
 ]H)M[(

]H)A[( 

[A]

[M]

e

e

e

e

－

－
     (1-6) 
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ここで、下付きの e は、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達し、T が MALDI プルームの

実効温度であるときの MALDI プルーム中の各分子種、イオン種の量を表す。 ΔG+°および

ΔG−°は、それぞれ反応（1-3）、（1-4）の標準ギブズ自由エネルギー変化である。 

 )A()M( BB


GGG              (1-7) 

 )A()M( AA


GGG            (1-8) 

 ここで、GB°(M)、GB°(A)は、標準状態における M, A の気相塩基性度(Gas phase basicity : 

GB°)であり、GA°(M)、GA°(A)は、標準状態における M, A の気相酸性度(Gas phase acidity : 

GA°)である。気相塩基性度とは、次の反応(1-9)、(1-10)の試料やマトリックス剤へのプ

ロトン付加反応の進行のギブズエネルギー変化を示す指標であり、気相酸性度とは、次

の反応(1-11)、(1-12)の試料やマトリックス剤の脱プロトン化反応の進行のギブズエネル

ギー変化を示す指標である。 

A + H
+
→ AH

+
         (1-9)  

M + H
+
→ MH

+
       (1-10)  

A→ (A－H)－ + H
+
    (1-11)  

M→ (M－H)－+ H
+
    (1-12) 

(1-5)～(1-8)式より、次式を導出することができる。 

 
RT

G





 


e

e

e

e

[M]

[A]
ln

][MH

][AH
ln      (1-13) 

 
RT

G





 






e

e

e

e

[M]

[A]
ln

]H)[(M 

]H)[(A
ln      (1-14) 

(1-13)式、(1-14)式により、熱平衡モデルでは、プルーム中の中性分子種比[A]e/[M]e

と、MALDI 信号強度比[AH
+
]e/[MH

+
]e の両対数は、傾き 1 の比例関係であることがわか

る。しかしながら、[A]e/[M]e は、中性分子種であるため、通常の MALDI 法では観測で

きない。そこで、 (i)混合結晶からプルーム中への脱離効率がAとMで同じであること、

(ii)プルーム中の中性分子種量に対して、イオン種量が極わずかである という 2 点を仮

定すると、[A]e/[M]eを[A]0/[M]0に置き換える近似が適用でき、(1-13)式、(1-14)式は次式

のように表現できる。 

 
RT

G

e

e










0

0

[M]

[A]
ln

][MH

][AH
ln      (1-15) 
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RT

G

e

e














0

0

[M]

[A]
ln

]H)[(M 

]H)[(A
ln     (1-16) 

(ii)については、先行研究で、広く実証されている[1.16-1.21]が、詳細は第 3 章で記述

する。 

 これにより、MALDI 信号強度比[AH
+
]e/[MH

+
]e、[(A－H)－]e/[(M－H)－]eと、A と M の

初濃度混合比 [A]0/[M]0の対数プロットは、傾き 1 の比例関係となり、切片は、A と M

の気相塩基性度、気相酸性度およびプルーム中の温度 T に依存する値であることがわか

る。気相塩基性度については、Kinsel らにより、5 種類のアミノ酸(Gly, Ala, Val, Ile, Phe)

の MALDI 測定において、AH
+のイオン収量がアミノ酸の GB° に依存することが報告さ

れている[1.22]。また、西風らは、20 種類のアミノ酸の MALDI 法において、アミノ酸

のプロトン親和力（PA）と信号強度の関係について調べ、MALDI 信号強度は、リシン

を除いてアミノ酸の PA の増加に対して線形に増加することを報告している[1.23]。その

後、柘植・星名は、20 種類のアミノ酸/マトリックス剤（α-cyano-4-hydroxycinnamic 

acid:CHCA、2,5-dihydroxybenzoic acid:DHB）混合結晶を用いて、アミノ酸とマトリック

ス剤の様々な混合比[A]0/[M]0における MALDI-MS 信号を測定し、アミノ酸の気相塩基

性度と MALDI 信号強度に正の相関があることを報告している[1.24]。これらの研究か

らも、熱平衡モデルを用いて MALDI 信号強度を解釈する際には、気相塩基性度、気相

酸性度を考慮しなければならないことがわかる。 

プロトン移動反応の熱平衡状態を仮定する熱平衡モデルに基づいた MH
+と AH

+の

MALDI-MS 信号の相対的な強度関係については、複数の研究グループにより調べられ

ている。その中で Kim らのグループは、MALDI 信号の再現性の悪さは、レーザーショ

ット毎の MALDI プルーム中の温度が異なるためであるとする立場で、(M−H2O)H
+
 と

MH
+の強度比から見積もった、プルーム中の温度に基づいた温度選別 MALDI スペクト

ルにより、信号の精度を向上させる手法を発案した[1.25]。彼らは、この手法により、

ペプチド/(CHCA、DHB)結晶を用いて、(1-15)式に基づき、試料/マトリックス剤の初濃
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度混合比 [A]0/[M]0 に対する MALDI 信号強度比[AH
+
]/[MH

+
]の関係を調べたところ、

[A]0/[M]0=10
-2 までの領域では、[A]0/[M]0 と[AH

+
]/[MH

+
]は比例関係になると報告した

[1.26]。しかし、その後、Kim らのグループは、同様の手法を用いて、さらに高い[A]0/[M]0

領域に対する MALDI 信号強度比[AH
+
]/[MH

+
]の関係を調べたところ、高[A]0/[M]0 領域

では、(1-15)式の比例関係から逸脱する領域があることがわかった。そこで、マトリッ

クス剤のみで作製された結晶で測定した MH
+ 信号強度を 100 %とし、試料が混合され

た混合結晶の MH
+ 信号強度の割合、すなわち、マトリックス抑制効果を調べたところ、

マトリックス抑制効果が 70 %未満の場合には、 (1-15)式に基づいた [A]0/[M]0 と

[AH
+
]/[MH

+
]の比例関係が成立すると報告されている[1.27]。また、柘植・星名は、 (1-15)

式に基づき、系統的にアミノ酸の MALDI 信号を測定し、[A]0/[M]0に対する[AH
+
]/[MH

+
]

の振舞いを熱平衡モデルで再現しようと試みた。しかしながら、低(A/M)0 領域での

[AH
+
]/[MH

+
]の振舞いは、熱平衡モデルに基づき再現できたが、高(A/M)0 比領域での

[AH
+
]/[MH

+
]の振舞いは、熱平衡モデルで予想された振舞いより[AH

+
]/[MH

+
]の振舞いが

低い値となり再現できなかった[1.24]。 

 この原因として 

① MALDI 混合結晶から MALDI プルーム中への M と A の脱離効率が異なる 

② MALDI プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達していない 

③ MALDI プルーム中の分子種分布が不均一である 

ことが挙げられた。特に①の原因は、通常の MALDI 装置では、MALDI プルーム中の

中性分子種を直接検出することができない為、実験的に検証することは困難である。実

験的にプルーム中の中性分子種比を求めるためには、何らかの手法でプルーム中の中性

分子種をソフトにイオン化し検出する必要がある。一方、フェムト秒レーザー照射によ

るイオン化は、分子が内部エネルギーを蓄積する過程よりもイオン化する過程が優先さ

れるために、サイズの大きな分子でも比較的断片化を抑制しイオン化できる、ソフトイ
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オン化特性が知られている[1.28]。そこで、本研究では、近赤外フェムト秒レーザーの

非共鳴多光子イオン化による断片化抑制特性を利用し、MALDI プルーム中の中性分子

種のイオン化検出を目的とした MALDI-fs MS 装置の開発を行った。そして，開発した

装置により初めて実験的に明らかとなるプルーム中の中性分子種比が裏付けられ、かつ

新たなパラメータを取り入れた MALDI 素反応過程のモデルである「準熱平衡モデル」

を構築し、MALDI 信号強度比を定量的に解釈することに成功した。 
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第 2 章 MALDI プルーム中の中性分子種の検出 

2-1 概要 

プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達したと仮定した熱平衡モデルに

おいては、MALDI 信号強度比[AH
+
]/[MH

+
]と MALDI プルーム中の中性分子種比[A]/[M]

は比例関係となり、いかなる[A]/[M]においても比例定数は同じ、すなわち、これらの

両対数プロットは直線関係となる。しかしながら、先行研究では、プルーム中のイオン

種量は、中性分子種量に対して非常に少ないことから、通常の MALDI-MS 法では実験

的に求めることができない中性分子種比[A]/[M]を、調製時の試料/マトリックス剤混合

比[A]0/[M]0で置き換え、MALDI 信号強度比[AH
+
]/[MH

+
]と[A]0/[M]0の関係の解釈を試み

ている。それによると、低[A]0/[M]0領域では、熱平衡モデルが適用できるが、高[A]0/[M]0

領域では、ln[AH
+
]/[MH

+
]と ln[A]0/[M]0 が比例関係とはならず、熱平衡モデルに従って

いないことがわかった。この原因の一つとして、MALDI 混合結晶からプルーム中への

脱離効率が M と A で異なる可能性が挙げられた。通常の MALDI-MS 法では、MALDI

プルーム中の大部分を占める中性分子種が検出されないため、中性分子種の組成が不明

である。もし、混合結晶からプルームへの脱離効率が M と A で異なれば、中性分子種

比[A]/[M]を調製時の試料/マトリックス剤混合比[A]0/[M]0 で置き換える近似は適用でき

ない。 

そこで、本章では、混合結晶からプルームへの脱離効率を実験的明らかにするために、

[A]0/[M]0 = 2×10
-4 ～1 （[M]0= 50 mM 固定）の範囲で調製した Phe/DHB 混合結晶、

Ala/DHB 混合結晶について、近赤外フェムト秒レーザーイオン化を用いて、プルーム中

の中性分子種を多光子イオン化することにより、[A]/[M]と[A]0/[M]0の関係を調べた。 

その結果、前述の低[A]0/[M]0領域から高[A]0/[M]0領域に対応する 10 
-1≦[A]0/[M]0≦10

0

の範囲において、Phe/DHB では、[A]/[M]と[A]0/[M]0の両対数プロットの傾きが 0.93(3)、

Ala/DHB では 1.08(8)となり、高[A]0/[M]0領域においても[A]/[M]と[A]0/[M]0で置き換え
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が可能であることがわかった。 

これにより、先行研究において、高[A]0/[M]0 比領域で、ln[AH
+
]/[MH

+
]と ln[A]0/[M]0

が比例関係にならなかった原因は、混合結晶からプルームへの M と A の脱離効率に起

因するものではなく、MALDI プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達して

いないこと、MALDI プルーム中の分子種分布が不均一であることのいずれか又は両者

であることがわかった。 

 

2-2 MALDI-fs-MS 装置の開発 

2-2-1 MALDI-fs MS 装置 

 図 2-2-1 に、本研究において設

計・製作した MALDI-fs MS 装置

の概略図を示す。本装置は、メ

インチェンバー部とリフレクト

ロン型 TOF 部からなっている。

メインチェンバー部には、

MALDI 過程の誘起用と MALDI

プルーム中の中性分子種のイオ

ン化用の 2 種類のレーザー入射

ポートが備えられている。メイ

ンチェンバー部は、ターボ分子ポンプ（大阪真空 TG450, 450 L/s）,TOF 管部は、ター

ボ分子ポンプ（大阪真空 TG220, 220 L/s）で排気し、メインチェンバー部と TOF 管部

それぞれの真空度を 5×10
-5 

Pa、1×10
-5 

Pa 以下に保持した。MALDI 混合結晶は、直径 0.25 

インチ、高さ 0.375 インチのステンレス製の円柱状の MALDI ペレット上に作製し、サ

ンプル基盤に設置する。サンプル基盤は、+4.5 kV の電圧を印加し、ground までの距離

 

図 2-2-1：MALDI-fs-MS 装置 

MALDI plume

NIR fs-laser ( 800 nm, 100 fs )
UV ns-laser ( 355 nm, 10 ns )

sample deflector

ground

sample plate +4.5 kV

MCP detector

reflector
+4.5 kV

main chamber reflectron-type TOF
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は、0.5 インチであるため、電場強度は、約 1.77×10
5 

V/m に設定されている。レーザ

ー照射により発生したイオンは、この電場により TOF 軸方向に加速される。加速され

たイオンは、電場 0 V のドリフト領域に入り、236 V に印加された偏向板によって、TOF

軸に対して垂直方向にも加速された後、慣性の法則に従って等速飛行し、+4.5 kV の電

圧を印加されたリフレクトロンに到達する。イオンは、初期運動エネルギーをもってお

り、初期運動エネルギーが大きいイオンほど、リフレクトロンの深部まで到達する。リ

フレクトロン型 TOF は、イオンの進行方向を反転させることにより、イオンの初期運

動エネルギーのばらつきを収束させることができるため、リニア型 TOF と比較して、

分解能が向上する。リフレクトロンにより反転したイオンは、質量電荷比(m/z)の小さ

いものから順にマイクロチャンネルプレート(MCP)に到達し、イオン信号に変換され、

オシロスコープ上でデジタルデータ（250 MS/s）に変換される。このデジタルデータは、

LabView(National Instrument 社)を用いて独自に開発したプログラムにより、1 ショット

ずつ PC に転送した。得られた 1 ショットデータは、PC にインストールされた Igor pro 

5.0(Hulinks 社)上の独自に開発したプログラムにより積算し MALDI-fs-TOF スペクトル

を得た。オシロスコープのトリガは、ns laser のミラーからの散乱光をフォトダイオー

ドで感知した信号を用いた。このフォトダイオードは、fs laser のミラーからの反射光も

感知していたが、ns laser 由来の信号の方が強く検出される位置に設置したため、必ず、

ns laser 由来の信号でトリガがかかるよう、トリガレベルを、ns laser 由来の信号が検出

でき、かつ、fs laser 由来の信号を検出しないレベルに設定した。 

 

2-2-2 レーザー光源 

MALDI過程誘起用光源には、Nd:YAG レーザー(ns laser) の第 3高調波（波長 355 nm、

パルス幅 10 ns、繰り返し周波数 10 Hz、レーザー強度< 1 mJ/pulse、Quanta-Ray INDI、 

Spectra-Physics 社）を用いた。また、MALDI プルーム中の中性分子種のイオン化用光
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源には、再生増幅 Ti:Sapphire レーザー（fs laser）（波長 800 nm、パルス幅 ~100 fs、繰

り返し周波数 10 Hz、レーザー強度< 1 mJ/pulse, BM-Industries Co. ）を用いた。マトリ

ックス剤と試料の結晶化に伴うバラつきによる影響を最小限に抑えるため、ns laser 光

は、MALDI 混合結晶から 40 cm 離れた位置に設置した集光レンズ(f = 500 mm)で緩やか

に集光し、レーザーの照射範囲を広くした。また、MALDI 過程誘起用入射ポートから

試料基盤に対して、30°の入射角で MALDI 混合結晶にレーザーを照射したため、レー

ザースポットサイズは、2×4 mm の楕円形となり、1 パルスあたりのレーザー強度は、

約 130 J/m
2と見積もられた。一方、fs laser 光は、MALDI プルーム中の中性分子種のイ

オン化用入射ポートから試料基盤に対して平行に入射し、集光レンズ(f = 250mm)で試料

基盤から TOF 軸方向に約 2 mm の位置に集光し、ns laser 照射により脱離した MALDI

プルームの中性分子種をイオン化した。 

ns laser と fs laser は同期しており、レーザー照射のタイミングを設定するパルスジェ

ネレータ―により、遅延時間を制御した。 

 

2-2-3 MALDI 混合結晶の作製 

 試 料 に は 、 phenylalanine (Phe), alanine (Ala) を 、 マ ト リ ッ ク ス 剤 に は 、

2,5-dihydroxybenzoic acid  (DHB) , 溶媒には、超純水を使用した。これらは、全て Wako 

Pure Chemical Industries から購入した。DHB は、超純水で 50 μmol /ml に、Phe, Ala は、

それぞれ超純水で 0.01～50 μmol/ml に調製した。MALDI 混合結晶は dried-droplet 法

[2.1] を用いて MALDI ペレットに Phe 水溶液、Ala 水溶液を 10 μl ずつ、DHB 水溶液

を 10 μl ずつ試料基盤に滴下し、室温 22 ℃で自然乾燥させ作製した。また、MALDI

混合結晶は、 [(Phe, Ala)]0/[DHB]0 = 2×10
-4 ～1 の範囲で 13 種類作製した。試料及びマト

リックス剤の滴下量は、通常の MALDI 混合結晶では、1 μl ずつであるのに対して、

本研究では滴下量を多く設定しているが、これは、MALDI 混合結晶の厚さを通常より
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大きくすることで、ns laser 光の連続照射により、MALDI 混合結晶が完全に脱離される

までの照射回数を増やし、MALDI ペレットのステンレス部に レーザー光が照射される

ことによりステンレス表面から発生する電子などの影響を受けにくくするためである。 

 

2-3 MALDI/MALDI-fs スペクトル 

図 2-3-1 に本装置を用いて得られた MALDI/MALDI-fs-TOF スペクトルを示す。測定

は、同一濃度の MALDI 混合結晶を 4 つずつ作製し、それぞれの得られたデータを 250

ショット積算したものである。 

 

 

 

図 2-3-1(a) は、UV ns laser 照射のみで得られた DHB 結晶の MALDI TOF スペクトル

である。このスペクトルからは、DHB の典型的なMALDI信号である (DHB)H
+
 (m/z 155)

のほか、(DHB)
+ 

(m/z 154)、カチオン由来イオンである Na
+
(m/z 23), K

+
(m/z 39), (DHB)Na

+ 

 

図 2-3-1：MALDI/MALDI-fs TOF スペクトル 

(a)DHB 結晶の MALDI TOF スペクトル、(b)～(d)は、DHB 結晶、Phe/DHB 混合結晶、
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(m/z 177)、(DHB)K
+ 

(m/z 193) など信号が観測された。図 2-3-1(b)-(d)は、ns laser 照射 30 

μs 後に fs laser を照射して得られた MALDI/MALDI-fs-TOF スペクトルであり、ns laser

と fs laser の遅延時間が 30 μs に設定されている。これは、MALDI-fs 信号が最も強くな

る遅延時間に最適化したのではなく、MALDI 信号と MALDI-fs 信号が、ほとんど重な

らない遅延時間を設定している。図 2-3-1(b) は、DHB 結晶の MALDI/MALDI-fs TOF ス

ペクトルである。TOF が 30 μs 以前のスペクトルは、MALDI TOF スペクトルであり、

図 2-4-1(a)と同じスペクトルパターンが得られ、TOF が 30 μs 以降のスペクトルは、

MALDI/MALDI-fs TOF スペクトルであり、プルーム中の中性分子種 DHB がフェムト秒

レーザーイオン化され、DHB
+ 

(m/z 154)、(DHB－H2O)
+ 

(m/z 136)、C4H4
+ 

(m/z 52) などの

イオンが観測された。これらのイオンは、DHB に由来したフラグメントであるため、

プルーム中の中性分子種 DHB に比例しており、中性分子種 DHB の量の参照シグナル

とすることができる。また、低質量側には、H
+ 

(m/z 1)、C
+
(m/z 12)などのイオンも観測

された。図 2-3-1(c)、(d) は、それぞれ Phe/DHB, Ala/DHB 混合結晶の MALDI/MALDI-fs 

TOF スペクトルである。図 2-3-1(c)の MALDI 領域では、(Phe)H
+ 

(m/z 166)、(d)の MALDI

領域では、(Ala)H
+ 

(m/z 90)が観測され、通常の MALDI 過程が進行していることがわか

る。また、図 2-3-1(a) で観測された Na
+ 

(m/z 23), K
+ 

(m/z 39), (DHB)Na
+ 

(m/z 177)、(DHB)K
+ 

(m/z 193) に加えて、図 2-4-1(c) では、(Phe)Na
+ 

(m/z 188)、(Phe)K
+ 

(m/z 204) 、図 2-3-1(d) 

では、(Ala)Na
+ 

(m/z 112)、(Ala)K
+ 

(m/z 128)などのカチオン由来イオン信号が観測された。

MALDI-fs 領域では、図 2-3-1(b)で観測されたプルーム中の中性分子種 DHB のフラグメ

ントに加え、図 2-3-1(c) では、(Phe－COOH)
+ 

(m/z 120)、R
+ 

(m/z 91)、(Phe－R)
+ 

(m/z 74)

などが、図 2-3-1(d) では、(Ala－COOH)
+ 

(m/z 120) などが観測された。（ここで、R は

側鎖 C6H5CH2のことを示す。）DHB の場合と同様に、これらのフラグメントについても、

プルーム中の中性分子種に比例しているため、中性分子種 Phe, Ala の量の参照シグナル

とすることができる。中性分子種 Phe, Ala 由来の主なフラグメントは、Svec らのグルー



21 

 

プによって行われた電子イオン化法を用いた中性分子種Phe, Alaなどのアミノ酸のイオ

ン化の実験において得られた質量スペクトルにおいても観測されている[2.2]。 

さらに、これらのフラグメントは、Greenwood らのグループによって行われた、タン

タル(Ta) 箔上に Phe, Ala などのアミノ酸粉末をのせ、タンタル箔の下部から、UV ns レ

ーザーを照射し、レーザーの衝撃波によりアミノ酸を脱離させ、脱離したアミノ酸に fs 

laser を照射する方法（LIAD-fs 法）によってイオン化検出した質量スペクトルにおいて

も観測されている[2.3, 2.4]。 

MALDI プルーム中へのフェ

ムト秒レーザー照射により、中

性分子種に由来する数多くの

フラグメントイオンが観測さ

れているが、これは、フェムト

秒レーザーによる多光子イオ

ン化が深く関わっている。多光

子イオン化とは、分子がイオン

化ポテンシャル（IP）を下回るエネルギーをもった光子を複数吸収しイオン化する現象

であり、共鳴多光子イオン化(REMPI)と非共鳴多光子イオン化(NREMPI)に分類される。

共鳴多光子イオン化は、図 2-3-2(a)に示すように、電子エネルギー準位間のエネルギー

差と１光子分のエネルギーが同じ場合に、エネルギー準位を経由し複数の光子を吸収し

イオン化する現象である。一方、非共鳴多光子イオン化は、図 2-3-2(b)に示すように、

電子エネルギー準位間のエネルギー差と１光子分のエネルギーが異なる場合で、エネル

ギー準位を経由せずに複数の光子を吸収しイオン化する現象である。この非共鳴多光子

イオン化は、フェムト秒レーザーなどの高強度パルスレーザーを集光し照射すると、単

位時間・単位面積あたりの光子数が多くなるために見られる現象である。そのため、フ

 

図 2-3-2：多光子イオン化 

(a) 共鳴多光子イオン化(REMPI) 

(b) 非共鳴多光子イオン化(NREMPI)  

IP

hv

IP

hv

(a) (b)
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ェムト秒レーザーを用いると、非共鳴多光子イオン化特性により、フラグメンテーショ

ンを抑えた分子のイオン化が可能となるため、対象分子に特有のフラグメントイオンや

分子イオンを発生させることができる。 

図 2-3-3 は、Phe/DHB を試料として、試料混合比[Phe]0/[DHB]0を、上から順に 1～4×10
-4

に変化させて測定した(a) MALDI MS, (b) MALDI-fs MS スペクトルである。これらのス

ペクトルは、1 回分のデータの縦軸をそれぞれ、MALDI MS の場合、MALDI-fs MS の

場合、ともに DHB
+ で規格化し、規格化したデータ 4 回分を平均したものである。また、

図 2-3-4 は、Ala/DHB を試料として、試料混合比[Ala]0/[DHB]0を、上から順に 1～4×10
-4

に変化させて測定した(a) MALDI MS, (b) MALDI-fs MS スペクトルである。これらのス

ペクトルは、MALDI MS の場合 DHB
+ で、MALDI-fs MS の場合 C4H4

+で規格化し、図

2-4-3 と同様に、規格化した 4 回分のデータを平均したものである。MALDI MS スペク

トルでは、[A]0/[M]0が増加するにしたがって、(Phe)H
+、(Ala)H

+ は増加し、(DHB)H
+ は

減少している。これは、[A]0/[M]0 が増加するにしたがって、プルーム内の(DHB)H
+ と

中性分子種の Phe、Ala の衝突確率が上昇したためであると考えられる。また、MALDI-fs 

MS スペクトルでは、[A]0/[M]0が増加するにしたがって、中性分子種の Phe からのフラ

グメントである(Phe－74)
+、Ala からのフラグメントである(Ala－COOH)

+のフラグメン

トは、中性分子種の DHB からのフラグメントである DHB
+や C4H4

+に対して増加してい

る。なお、fs laser イオン化の実験で、(DHB)H
+ が観測されているが、これは、星名ら

のグループにより報告されたカルボン酸 2 量体を対象とした fs laser イオン化の実験で、

(DHB)H
+ が観測されることが分かっていることから、少なくとも MALDI-fs MS で観測

された(DHB)H
+は、(DHB)2のイオン化に由来したフラグメントが含まれていると考えら

れる[2.5]。 
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図 2-3-3：Phe/DHB 混合結晶の MALDI-MS、MALDI-fs-MS スペクトル 

 [Phe]0/[DHB]0=1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.04, 0.02, 0.01, 0.004, 0.002, 0.001, 0.0004 
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図 2-3-4：Ala/DHB 混合結晶の MALDI-MS、MALDI-fs-MS スペクトル 

 [Ala]0/[DHB]0=1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.04, 0.02, 0.01, 0.004, 0.002, 0.001, 0.0004 
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2-4 MALDI プルームの膨張速度 

 図 2-4-1 に[Phe]0/[DHB]0=0.6 の混合結晶を用いて、ns laser と fs laser 照射の遅延時間

を 0.5～40 μs の条件で測定した MALDI/MALDI-fs TOF スペクトルを示す。40 μs か

ら 5 μs の間では、遅延時間が長くなるにしたがって、フェムト秒レーザーイオン化由

来のフラグメントが減少している。これは、遅延時間が長くなるにしたがって、MALDI

プルームが断熱膨張し、プルームの密度が低下していることに起因している。一方で、

遅延時間が 5μs から短くなるにしたがって、フェムト秒レーザーイオン化由来のフラ

グメントは減少し、0.5 μs では、ほとんど観測されなかった。これは、fs laser の集光

地点が、サンプル基盤から約 2mm の位置に設定されており、ns laser 照射 0.5 μs 後に

は、fs laser の照射地点に MALDI プルームが到達していないことを示している。これに

より、MALDI プルームは、ns laser 照射約 1 μs 後に、サンプル基盤から約 2 mm の地

点に到達し始めることがわかり、プルームの膨張速度は、約 1000～2000 m/s 程度であ

ることがわかった。プルームの膨張速度については、1995 年に Kaufmann らのグループ

により、可動式の TOF を用いて、337 nm の窒素レーザー照射によって、substance 

P/2,5-DHB 混合結晶から生じたイオンの速度分布が実験的に求められている。この結果

によると、substance P（試料）/2,5-DHB 混合結晶から生じたプルーム中の DHB 単体の

初速度は、1500～2000 m/s、2 量体の初速度は、1200～1400 m/s 程度、substance P の初

速度は、900～1200 m/s 程度であるが、DHB のみの結晶の場合には、DHB 単体の初速

度には、900 m/s 程度と 1400 m/s 程度の 2 つの速度成分が存在していると報告されてい

る[2.6]。MALDI-fs TOF スペクトルから得られた速度は、初めにサンプル基盤から約 2 

mm の地点に到達した中性分子種を測定しているため、速い成分の DHB から順に観測

される実験手法のため、値は妥当であると考えられる。なお、Kaufmann らグループの

実験では、substance P の導入により、DHB 単体の 900 m/s 程度の成分が観測されなかっ

たことから、DHB 単体の 900 m/s 程度の成分と substance P の間でプロトン移動反応が
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起こっていることが示唆されたことも着目すべき点である。DHB 以外のマトリックス

剤を使用してプルーム中の成分を観測した実験としては、1991 年に Becker らのグルー

プによって、266 nm の Nd:YAG レーザー照射により gramicidin S（試料）/FA（マトリ

ックス剤）混合結晶から脱離したプルームを、118 nm の真空紫外光によりポストイオ

ン化した実験が挙げられる。この実験から、gramicidin S の初速度は、350 m/s 程度、FA

の初速度は、500 m/s 程度であったが、FA の初速度分布は、2000 m/s 程度まで広がって

いることがわかった[2.7]。また、1999 年に Luk’yanchuk らのグループによって、248 nm

の KrF レーザーにより、色素標識した DeoxyribonucleaseI（試料）/3-HPA（マトリック

ス剤）混合結晶から脱離したプルームを 308 nmの XeClレーザー照射することで、3-HPA

の蛍光を観測した実験が報告されている。この実験では、3-HPA のプルームは、20 μs

後に試料基盤から約 2 cm 程度まで膨張していることから、3-HPA のプルーム速度は、

1000 m/s 程度であることがわかる[2.8]。このように、MALDI プルームの膨張速度は、

マトリックス剤や試料の種類により異なるが、おおよそ 500～2000 m/s 程度の範囲であ

り、質量が大きい試料ほど脱離速度が遅くなると考えられる。 
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図 2-4-1：ns laser と fs laser 照射の遅延時間による 

MALDI/MALDI-fs TOF スペクトルの変化 

 ([Phe]0/[DHB]0=0.6、遅延時間変化 0.5～40μs) 
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2-5 MALDI プルーム中の中性分子種比 

2-5-1 中性分子種比の評価 

Phe/DHB 混合結晶から生成した MALDI プルーム中に fs laser を照射し観測されたフ

ラグメント(Phe-74)
+と DHB

+
 は、プルーム中の中性分子種[Phe]pや[DHB]pに由来するフ

ラグメントであるため、次の式が成立する。 

 p
1

1 [Phe]]74)-(Phe[
n

I                     (2-1) 

 p
1

1 [DHB]]DHB[
m

I           (2-2) 

ここで、I はレーザー強度、n1は(Phe-74)
+、m1は(DHB)

+のイオン化およびその後のフ

ラグメンテーションに必要な光子数であり、α1は(Phe-74)
+、β1は(DHB)

+の解離イオン化

確率および検出効率に関連する比例定数である。また、(2-1)、(2-2)式より、次の(2-3)

式が成立する。 

 













Imn ln)(ln
[DHB]

[Phe]
ln

]DHB[

]74)-(Phe[
ln 11

1

1

p

p




   (2-3) 

(2-3)式により、プルーム中の中性分子種比[Phe]p/[DHB]pは、フェムト秒レーザー照射

により観測されたフラグメント強度比(Phe-74)
+
/DHB

+
 と比例関係にあることが分かる。 

したがって、[Phe]p/[DHB]pと[Phe]0/[DHB]0の関係は、(Phe-74)
+
/DHB

+
 と[Phe]0/[DHB]0

の関係で表すことができる。 

 

2-5-2 fs laser 照射タイミングによる変化 

図 2-5-1(a)に、[Phe]0/[DHB]0=0.6 の混合結晶における、ns laser と fs laser 照射の遅延時

間による中性分子種由来信号(Phe-74)
+、DHB

+
 の信号強度変化を示す。(Phe-74)

+、DHB
+
 

の信号強度は、遅延時間が長くなるにしたがって低下しているが、これは、前述のとお

り、遅延時間が長くなるにしたがって、MALDI プルームが断熱膨張し、プルームの密

度が低下していることに起因している。また、図 2-5-1(b)に、これらの強度比

(Phe-74)
+
/DHB

+
 示す。これにより、中性分子種由来するフラグメントイオン強度比は、
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ns laser と fs laser 照射の遅延時間の影響を受けないことがわかった。よって、後述する

実験の解析は、MALDI TOF と MALDI-fs TOF スペクトルがほとんど重ならず、かつ、

中性分子種への fs laser 照射により生じたフラグメントがしっかりと観測される遅延時

間である 30μs に設定し行った。 

 

 

2-5-3 脱離レーザーショット数による変化 

 図 2-5-2 に、[Phe]0/[DHB]0=1、0.4、0.04 の混合結晶における、レーザーショット数 0

～2000 ショット中の 250 ショット毎の中性分子種由来信号(Phe-74)
+、DHB

+
 の強度変

化を示す。これにより、レーザーショット数が増加するにしたがって、両者の信号強度

は、どちらも減少傾向を示したが、DHB
+
 の信号強度は、(Phe-74)

+
 の信号強度と比較

し、信号の減少量が多いため、(Phe-74)
+
/DHB

+
 比は、ゆるやかに増加していた。これに

より、混合結晶からの Phe、DHB の脱離効率は、Phe と比較して高く、レーザーショッ

ト数によって異なることがわかった。図 2-5-3 に、[Phe]0/[DHB]0=1、0.4、0.04 の混合結

晶における、レーザーショット数 0～250 ショット中の 50 ショット毎の中性分子種由

 

図 2-5-1：ns laser と fs laser 照射の遅延時間による中性分子種由来信号の強度変化 

 ([Phe]0/[DHB]0=0.6、遅延時間変化 0.5～40μs) 
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来信号(Phe-74)
+、DHB

+
 の強度変化を示す。50 ショット毎積算の場合にも、前述の 250

ショット毎の中性分子種由来信号(Phe-74)
+、DHB

+
 の強度変化と同様に、 レーザーシ

ョット数が増加するにしたがって(Phe-74)
+
/DHB

+
 比は、わずかに増加していた。一方で、

後述する試料/マトリックス剤比[A]0/[M]0とMALDIプルーム中の中性分子種比[A]p/[M]p

の評価は、(1-15)式にしたがって対数で行うため、0～250 ショットまでの変化量であれ

ば、対数プロットでは、ほとんど無視できる変化量である為、0～250 ショットまでの

データを積算し解析に用いることとした。 
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図 2-5-2：レーザーショット数による[Phe-74]
+
/[DHB]

+ 比の変化、 

 ([Phe]0/[DHB]0=1、0.4、0.04、レーザーショット積算数:250 ショット) 
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図 2-5-3：レーザーショット数による[Phe-74]
+
/[DHB]

+ 比の変化、 

 ([Phe]0/[DHB]0=1、0.4、0.04、レーザーショット積算数: 50 ショット) 
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2-5-4  混合結晶からの脱離効率 

図 2-5-4(a) は、試料混合比[Phe]0/[DHB]0 を関数として、250 ショット積算した

MALDI-fs MS から得られたフラグメントの信号強度比[(Phe-74)
+
]/[DHB

+
]の 4 回分の測

定データを平均した値の対数プロットである。 

 

このプロットを 10
-1≦[Phe]0/[DHB]0≦10

0の範囲でフィッティングしたところ、傾きが、

0.93(3)となり、ln[(Phe-74)
+
]/[DHB

+
]と ln[Phe]0/[DHB]0の関係は、傾きがおおよそ 1 の比

例関係であることがわかる。これは、高[Phe]0/[DHB]0比の領域であっても、Phe と DHB

が均一に脱離することを意味しており、高 [Phe]0/[DHB]0 比領域であっても、

[Phe]p/[DHB]pは、[Phe]0/[DHB]0で近似できるということがわかった。同様に、Ala/DHB

混合結晶から生成した MALDI プルーム中に fs laser を照射し観測されたフラグメント

(Ala-COOH)
+と DHB

+
 は、プルーム中の中性分子種[Ala]pや[DHB]pに由来するフラグメ

ントであるため、次の式が成立する。 

 p
2

2 [Ala]]COOH-(Ala[
n

I               (2-4) 

 

図 2-5-4：[Phe,Ala]0/[DHB] 0比の変化に対する中性分子種由来信号強度比 

(a) [(Phe-74)
+
]/[DHB

+
]比、(b) [(Ala-COOH)
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]/[(DHB-102)
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]比 
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ここで、I はレーザー強度、n2 は(Ala-COOH)
+のイオン化およびその後のフラグメンテーショ

ンに必要な光子数であり、α2 は(Ala-COOH)
+の解離イオン化確率および検出効率に関連する

比例定数である。よって、(2-2)、(2-4)式より、次の(2-5)式が成立する。 

 













Imn ln)(ln
[DHB]

[Ala]
ln

]DHB[

]COOH)-(Ala[
ln 12

1

2

p

p




   (2-5) 

 

図 2-5-5(a) は、(2-5)式に従って、試料混合比[Ala]0/[DHB]0 を関数として、4 回分の

250 ショット積算した測定データのそれぞれの MALDI-fs MS 測定から得られたフラグ

メントの信号強度比[(Ala-COOH)
+
]/[DHB

+
]を平均した値を対数プロットしたものであ

る 。 こ の 対 数 プ ロ ッ ト で は 、 10
-1 ≦ [Phe]0/[DHB]0 ≦ 10

0 の 範 囲 に お い て 、

ln[(Ala-COOH)
+
]/[DHB

+
]と ln[Ala]0/[DHB]0の関係は、傾きがおおよそ 1 の比例関係であ

ることがわかる。しかしながら、4 回分のそれぞれのデータの切片は異なっている。こ

れは、 (Ala-COOH)
+のイオン化およびその後のフラグメンテーションに必要な光子数

n2 と DHB
+のイオン化およびその後のフラグメンテーションに必要な光子数 m1 が異な

り、(2-5)式の切片に (n2－m1)lnI だけ差が生じているためであると考えられる。仮に、

n2≠m1であっても、フェムト秒レーザー強度が同じであれば、 (n2－m1)lnI の差は生じな

 

図 2-5-5：1 回測定毎の[Ala]0/[DHB] 0比の変化に対する中性分子種由来信号強度比 

(a) [(Ala-COOH)
+
]/[DHB

+
]比、(b) [(Ala-COOH)

+
]/[(DHB-102)

+
]比 
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いが、本研究で使用しているフェムト秒レーザーは、測定日毎に温度、湿度等の条件が

異なり、レーザー出力が影響を受けるため、測定日毎にレーザー強度を一定に合わせる

ことが難しい。よって、試料とマトリックス剤のフラグメントのイオン化等に必要な光

子数が同じであるフラグメントで、ln[A]p/[M]pと ln[A]0/[M]0の関係を求めた方が正確な

測定ができる。 

 

図 2-5-6(a)、(b)に、Phe、Ala のフラグメントと DHB のフラグメント比のレーザー強

度依存性を測定した結果を示す。ほぼ同一レーザー強度ごとに 3 回ずつ測定を行って

いる。図 2-5-6(a)は、[Phe-74]
+
/[DHB]

+ 比、図 2-5-6(b)の ○ は、[(Ala-COOH)]
+
/[DHB]

+ 比

のレーザー強度依存性を示している。この結果から、レーザー強度 0.55～0.9 mJ の範囲

では [Phe-74]
+
/[DHB]

+ 比は、一定値でありレーザー強度に依存しないが、

[(Ala-COOH)]
+
/[DHB]

+ 比は、レーザー強度が強くなるにしたがって高くなる傾向があっ

た。これは、 (Phe-74)
+と DHB

+ のイオン化等に必要な光子数は同じであるが、

(Ala-COOH)
+と DHB

+
 のイオン化等に必要な光子数は異なっていることを示している。

 

図 2-5-6： MALDI プルーム中の中性分子種のレーザー強度依存性： 

(a) [Phe-74]
+
/[DHB]

+ 、(b) ○[Ala-COOH]
+
/[DHB]

+ 、○[Ala-COOH]
+
/[DHB-102]

+
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また、[(Ala-COOH)]
+
/[DHB]

+ 比は、レーザー強度が強くなるにしたがって高くなる傾向

があったことから、正の相関があったため、(n2－m1)>0 であるため、DHB
+
 のイオン化

等に必要な光子数より、(Ala-COOH)
+のイオン化等に必要な光子数の方が多いことがわ

かった。これにより、(Ala-COOH)
+のイオン化等に必要な光子数と同じ光子数でイオン

化等する DHB に由来するフラグメントを調査した。図 2-5-6(b)の  ○  は、

[Ala-COOH]
+
/[(DHB-102)]

+ 比のレーザー強度依存性を示している。この結果から、

[Ala-COOH]
+
/[(DHB-102)]

+ 比は、[Ala-COOH]
+
/[DHB]

+ 比の場合と異なり、レーザー強

度 0.55～0.9 mJ の範囲で、一定値となり、レーザー強度に依存していない。よって、

(Ala-COOH)
+と(DHB-102)

+ のイオン化等に必要な光子数は同じであることがわかった。

(DHB-102)
+ も、プルーム中の[DHB]p に由来するフラグメントであるため、次の式が成

立する。 

 p
2

2 [DHB]]102)-DHB[(
m

I          (2-6) 

ここで、Iはレーザー強度、m2は(DHB-102)
+のイオン化およびその後のフラグメンテーション

に必要な光子数であり、β2 は(DHB-102)
+の解離イオン化確率および検出効率に関連する比

例定数である。よって、(2-4)、(2-6)式より、次の(2-7)式が成立する。 

 













Imn ln)(ln
[DHB]

[Ala]
ln

]102)-DHB[(

]COOH)-(Ala[
ln 22

2

2

p

p




  (2-7) 

 図 2-5-5(b)に、上記の(2-7)式に従って、試料混合比[Ala]0/[DHB]0 を関数として、4 回

分の測定データのそれぞれの MALDI-fs MS 測定から得られたフラグメントの信号強度

比 [(Ala-COOH)
+
]/[(DHB-102)

+
]の対数プロットを示した。この結果から、 10

-1 ≦

[Ala]0/[DHB]0≦10
0の範囲において、ln[(Ala-COOH)

+
/ln[(DHB-102)

+
]と ln[Ala]0/[DHB]0の

関係は、傾きがおおよそ 1 の比例関係であり、図 2-5-5(a)の[(Ala-COOH)
+
]/[DHB

+
]の場

合と異なり、(Ala-COOH)
+と(DHB-102)

+ のイオン化等に必要な光子数は同じであるため、

4 回分それぞれのデータの切片もほぼ同じであることがわかる。図 2-5-4(b) は、試料混

合比[Ala]0/[DHB]0 を関数として、MALDI-fs MS から得られたフラグメントの信号強度
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比[(Ala-COOH)
+
]/[DHB

+
]の 4 回分の測定データの平均値の対数プロットである。このプ

ロットを 10
-1≦[Ala]0/[DHB]0≦10

0の範囲でフィッティングしたところ、傾きが、1.08(8)

となり、ln[(Ala-COOH)
+
/DHB

+
]と ln[Ala]0/[DHB]0の関係は、比例関係であることがわか

った。これにより、Phe/DHB、Ala/DHB 混合結晶の両者で、低[A]0/[M]0領域だけでなく

高[A]0/[M]0領域においても、混合結晶からプルームへの M と A の脱離効率は同じであ

り、高[A]0/[M]0 領域においても、中性分子種比[A]/[M]を調製時の試料/マトリックス剤

混合比[A]0/[M]0で置き換える近似は適用できることがわかった。 

以上により、先行研究において、熱平衡モデルに基づいて、高[A]0/[M]0比領域におけ

る MALDI 信号強度比の振舞いが再現できなかった原因は、少なくとも MALDI 混合結

晶から MALDI プルーム中への M と A の脱離効率に起因するものではないことが明ら

かとなった。 
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第 3 章 準熱平衡を仮定した MALDI モデル構築と数値シミュレーション 

3-1 概要 

 前述の MALDI プルーム中の中性分子種への fs laser 照射による実験により、MALDI

混合結晶からプルームへの M と A の脱離効率は同じであり、高[A]0/[M]0比領域におい

ても、中性分子種比は、[A]0/[M]0比で近似できることがわかった。これにより、先行研

究において、高[A]0/[M]0比領域で、MALDI 信号強度比[AH
+
]/[MH

+
]と[A]0/[M]0比の関係

が比例関係とならなかった原因は、MALDI プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状

態に到達していないこと、MALDI プルーム中の分子種分布が不均一であることのいず

れか又は両者であることがわかった。そこで、本研究では、MALDI プルーム中のプロ

トン移動反応が熱平衡状態到達しているか否かを明らかにするため、先行研究において

用いられた熱平衡モデルに、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達しないことを考慮に

入れたパラメーターである反応到達度 b+、b－を導入した準熱平衡モデルに基づくシミ

ュレーションにより、MALDI 信号強度比の再現を試みた。準熱平衡モデルは、マトリ

ックス剤のイオン化効率 a、MALDI プルーム中の実効的な温度 T、プロトン移動反応が

熱平衡状態に到達しないことを考慮に入れたパラメーターである反応到達度 b に依存

しており、a = 10
-2～10

-8、T = 800～1300 K、b = 0.05～1 と仮定し、[ M ]と[ A ] の濃度は，

[ M ] ＝1，[ A ] ＝1~ 1×10
-4と仮定した。また、試料とマトリックス剤の気相塩基性度

(Gas phase basicity : GB°)と気相酸性度(Gas phase acidity : GA°)は、文献値を用いた。

Phe/DHB、Ala/DHB 混合結晶を用いた場合の実験値と準熱平衡モデルに基づいたシミュ

レーション値の最小二乗フィッティングの結果から、マトリックス剤のイオン化効率 a

は、a ≦10
-5、プルーム中の正イオン側のプロトン移動反応の熱平衡状態への到達度 b+ 

は、b+ = 0.95-0.98、プロトン移動反応が進行している際のプルームの実効温度 T は、T 

=1100-1200 K であることがわかった。この結果から、MALDI プルーム中のプロトン移

動反応は、熱平衡状態に到達していないことがわかった。また、MALDI プルーム中の
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イオン種量は、中性分子種量と比較して非常に少なく、プルーム中の実効温度により、

プロトン移動反応は、インソース分解が起こる時間よりも早い時間で終了していること

がわかった。これにより、先行研究において、熱平衡モデルに基づいて、高[A]0/[M]0

比領域における MALDI 信号強度比の振舞いが再現できなかった原因には、MALDI プ

ルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達していないことが含まれることがわ

かった。 

 

3-2 数値シミュレーション 

3-2-1 熱平衡モデル 

熱平衡モデルシミュレーションでは、反応(1-2)により、MALDI 結晶から脱離したマ

トリックス[M]0 から生成した正負マトリックスイオンの初期値[MH
+
]0

 と[(M－H)－]0 の

[M]0に対する割合を表すパラメーター、マトリックス剤のイオン化効率 a を導入した。 

 [MH
+
]0 = [(M−H)

−
]0 = a[M]0     (3-1) 

次に、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達したと仮定すると、(1-5)、(1-6)式におけ

る中性分子種、イオン種の相対量は、次のように表現できる。 

 00ee0e ]H)(M[]MH[])HA[(]AH[M][[M] － 
 (3-2) 

 ee0e ])HA[(]AH[A][[A]       (3-3) 

 e0e ]AH[M][][MH   a      (3-4) 

 e0e ])HA[(M][]H)[(M   a     (3-5) 

(3-2)〜(3-5)式を(1-5)、(1-6)式に代入すると、(3-6)、(3-7)式が得られる。 

e

e

ee

ee

a

a
K

][AH]M[

][AH

])HA[(][AH[A]

])HA[(][AH]M)[2(1

00

0













    (3-6) 

e

e

ee

ee

a

a
K

])HA[(]M[

])HA[(

])HA[(][AH[A]

])HA[(][AH]M)[2(1

00

0

















    (3-7) 

K+、K－の値は、(1-5)、(1-6)式により、ΔG+°、ΔG−°および T が決定することで得られ

る。ΔG+°、ΔG−°は定数であるため、a, T の値を仮定すると、(3-6)、(3-7)式により、まず、

仮定した a, T に対応する[AH
+
] e、[(A−H)

−
] eの値が得られる。次に(3-2)〜(3-5)式により、

得られた[AH
+
]e、[(A−H)

−
] eの値から、[M]e、[A]e、[MH

+
] e 、[(M−H)

−
] eの値が得られる。
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しかしながら、これらの熱平衡モデルシミュレーションから得られた値は、プルーム中

のプロトン移動反応が完全に熱平衡状態に到達した場合の値である。 

 

3-2-1 準熱平衡モデル 

 前項 3-2-1 では、MALDI プルーム中のプロトン移動反応が、熱平衡状態に到達して

いることを仮定した熱平衡モデルシミュレーションを記述した。仮に、プロトン移動反

応が熱平衡状態に到達する前に MALDI プルームが膨張し、プルーム中の分子種が無衝

突状態になった場合、プロトン移動反応は、熱平衡状態には到達しないことになる。こ

の場合には、前項の(1-15)、(1-16)式で、MALDI 信号を再現することはできない。そこ

で、本項では、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達しないことを考慮に入れたパラメ

ーターである反応到達度 b+、b－を導入した準熱平衡モデルシミュレーションについて

記述する。プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達していない場合のプルー

ム中の分子種[ M ]b、 [ A ]b、イオン種[AH
+
]b、[(A−H)

−
] b、[MH

+
]b、[(M−H)

−
] bは、正イ

オン側のプロトン移動反応(1-3)の反応到達度 b+（0≦b+≦1）、負イオン側のプロトン移

動反応(1-4)の反応到達度 b－（0≦b－≦1）を用いると、到達していない場合の、[ M ]b、 

[ A ]b、[AH
+
]b、[(A−H)

−
]b、[MH

+
]b、[(M−H)

−
]bは、(3-6)、(3-7)式で求めた[AH

+
]e、[(A−H)

−
] 

e の値を用いて、次のように表現することができる。 

00ee0 ]H)(M[]MH[])HA[(]AH[M][[M] －
－  

 bbb    (3-8) 

ee0 ])HA[(]AH[A][[A]  b                   (3-9) 

e]AH []AH [ 


  bb                           (3-10) 

  e]H)A( []H)A( [  －－ －
－ bb                              (3-11) 

e0 ]AH [] M []MH [ 


  bab                       (3-12) 

 e0 ]H)A( [] M []H)M( [  －－ －
－ bab                          (3-13) 
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従って、(3-8)〜(3-13)式と(3-1)式より、(1-15)、(1-16)式は、次式のように表現するこ

とができる。 

e

e

ee

ee

ba

b

bb

bba
Q

][AH]M[

][AH

])HA[(][AH[A]

])HA[(][AH]M)[2(1

00

0























  (3-25) 

e

e

ee

ee

ba

b

bb

bba
Q

])HA[(]M[

])HA[(

])HA[(][AH[A]

])HA[(][AH]M)[2(1

00

0



























  (3-26) 

ここで、Q + および Q－ は反応商である。 

よって、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達していない場合の[ M ]b、 [ A ]b、[AH
+
]b、

[(A−H)
−
]b、[MH

+
]b、[(M−H)

−
] bの関係は、次式のように表現できる。 

 



 Q
b

b

b

b ln
[M]

[A]
ln

][MH

][AH
ln      (3-27) 

 







Q

b

b

b

b ln
[M]

[A]
ln

]H)[(M

]H)[(A
ln      (3-28) 

 これらにより、T、a、b の値を仮定することで得られたシミュレーション値と実験値

を比較することにより、T、a、b の値の最適値を求めることができる。準熱平衡モデル

では、混合結晶から脱離したマトリックス剤の全量から、生成された MH
+ 、(M−H)

−の

割合を表す変数 a を用いたため、仮に、前述の複数の過程で MH
+ 、(M−H)

−が生成され

ていてもモデルへの影響は a に含まれている。また、仮に、前述のようにレーザー照射

前の混合結晶中に performed ion が含まれ、AH
+、(A−H)

−を生成させる過程があったと

しても、これらがプルーム中のプロトン移動反応に含まれていれば、本研究で用いたモ

デルでは、反応到達度 b という変数に含まれる。 

 

 

3-3 MALDI 信号強度比の再現によるパラメーター値の決定 

前述のとおり、準熱平衡モデルは、マトリックス剤のイオン化効率a、MALDIプルー

ム中の実効的な温度T、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達しないことを考慮に入れ

たパラメーターである反応到達度b の3つに依存しており、それそれ、a = 10
-2～10

-8、
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T= 800～1300 K、b = 0.05～1と仮定し、[ M ]と[ A ] の濃度は，[ M ] ＝1，[ A ] ＝1~ 1×10
-4

とした。また、試料とマトリックス剤の気相酸性度(Gas phase acidity : GA°)と気相塩基性

度(Gas phase basicity : GB°)は、文献値を用いて、GA°(Phe) =1379.0 kJ/mol [3.1]、GA°(Ala) 

=1398.5 kJ/mol [3.1]、GA°(DHB) =1329.4 kJ/mol [3.2]、GB°(Phe) =887.4 kJ/mol [3.3]、GB°(Ala) 

=863.6 kJ/mol [3.3]、GB°(DHB)=822 kJ/mol [3.4]とした。数値シミュレーションは、(3-25)、

(3-26)式に基づき、計算ソフトcalkingを用いて，各試料混合比[A]0/[DHB]0に対する[AH
+
]e、

[(A−H)
−
]eの値を計算した。[AH

+
]e、[(A−H)

−
]eの値から、(3-10)、(3-11)式により、b=0.05

～0.99の場合の各値を求めた。その後、数値シミュレーションにより算出された値と実

験値を最小二乗フィッティングし、準熱平衡モデルに基づくシミュレーションのパラメ

ーター値、a、T、b を決定した。図3-3-1(a) は、図2-5-4(a)で解析したスペクトルと同じ

スペクトルから得られた(Phe)H
+と(DHB)H

+の信号強度の合計を一定として規格化し、試

料混合比[Phe]0/[DHB]0に対して、 (Phe)H
+、(DHB)H

+ 信号強度を対数プロットした図で

ある。 
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この図から、[Phe]0/[DHB]0 比が増加するにしたがって、(Phe)H
+ 信号強度は増加し、

(DHB)H
+信号強度は減少していることがわかる。これは、[Phe]0/[DHB]0 比が上昇する

にしたがって、(DHB)H
+ からプルーム中の中性分子種 Phe へのプロトン移動反応が進

行していることを示している。また、図 3-3-1(b)は、試料混合比[Phe]0/[DHB]0 に対して、

図 3-3-1(a) の MALDI 信号強度比(Phe)H
+
/(DHB)H

+を対数プロットした図である。仮に、

プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達している場合、試料混合比

[Phe]0/[DHB]0と MALDI 信号強度比(Phe)H
+
/(DHB)H

+ は比例関係となるはずであるが、

今回の実験結果では、高 [Phe]0/[DHB]0 比領域において、MALDI 信号強度比

(Phe)H
+
/(DHB)H

+は比例関係とならず、ある一定値に収束している。これは、プルーム

中のプロトン移動反応が、熱平衡状態に到達していないことを示しており、最小二乗フ

ィッティングの結果、準熱平衡モデルに基づいたシミュレーションの条件が、a = 10
-5

 

図 3-3-1：Phe/DHB 混合結晶における[A]0/[M] 0に対する MALDI 信号強度変化 

(a) ○[PheH
+
](実験値), ○[DHBH

+
](実験値),－[PheH

+
](b=0.95,T=1200K), 

－[PheH
+
](a=10

-5
,b=0.95,T=1200K),- - -[PheH

+
](a=10

-5
,b=1,T=1200K) , 

- - -[DHBH
+
](a=10

-5
,b=1,T=1200K) 

(b) ○[PheH
+
]/[DHBH

+
], －[PheH

+
](a=10

-5
,b=0.95,T=1200K), 

- - -[PheH
+
](a=10

-5
,b=1,T=1200K) 
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～10
-8、b+  =  0.95、T = 1200 K の場合に、シミュレーション値と実験値の差が最小とな

った。また、a=10
-5～10

-8 の場合には、最小二乗法における残差の二乗和にほとんど差

がなかった。 

 

図 3-3-2 に、a を 10
-2～10

-8に設定した場合の Phe/DHB 混合結晶における[A]0/[M] 0に

対する MALDI 信号強度変化のシミュレーション結果を示す。この図により、a が小さ

い場合には、MALDI 信号強度比への寄与は、ほとんどないことがわかる。これは、a

が大きい値の場合には、MH
+の初期量が多いと中性分子種の A と反応せずに検出され

るMH
+量が相対的に多くなるが、aが小さい場合には、MH

+に対するAの量が多いため、

反応せずに検出される MH
+量が少なくなるためであると考えられる。よって、a につい

ては上限値のみを決定し、a≦10
-5とした。図 3-3-3(a) は、図 2-5-1(b)で解析したスペク

トルと同じスペクトルから得られた(Ala)H
+と(DHB)H

+の信号強度の合計を一定として

規格化し、試料混合比[Ala]0/[DHB]0に対して (Ala)H
+、(DHB)H

+ 信号強度を対数プロッ

トした図である。Phe/DHB の場合と同様に、[Ala]0/[DHB]0比が増加するにしたがって、

 

図 3-3-2：Phe/DHB 混合結晶における a の変化(10
-2～10

-8
)に対する   

MALDI 信号強度の変化(b=0.95,T=1200K) 

    (a) [PheH
+
]（実線）、[DHBH

+
]（破線） (b) [PheH

+
]/[DHBH

+
]（実線） 
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(Ala)H
+ 信号強度は増加し、(DHB)H

+ は減少しており、(DHB)H
+ からプルーム中の中性

分子種 Ala へのプロトン移動反応が進行していることがわかる。 

 

また、図 3-3-3(b)は、試料混合比[Ala]0/[DHB]0に対して、図 3-3-3(a) の MALDI 信号

強度比(Ala)H
+
/(DHB)H

+を対数プロットした図である。最小二乗フィッティングの結果、

シミュレーションの条件が、a = 10
-5～10

-8、b+  = 0.98、T = 1100 K の場合に、シミュレ

ーション値と実験値の差が最小となった。また、a = 10
-5～10

-8の場合には、最小二乗法

における残差の二乗和にほとんど差がなかった。図 3-3-4 に、a を 10
-2～10

-8 に設定した

場合の Ala/DHB 混合結晶における[A]0/[M] 0に対する MALDI 信号強度変化のシミュレ

ーション結果を示す。 

 

図 3-3-3：Ala/DHB 混合結晶における[A]0/[M] 0に対する MALDI 信号強度変化 

(a) ○[AlaH
+
](実験値), ○[DHBH

+
](実験値),－[AlaH

+
](b=0.98,T=1100K), 

(b) －[AlaH
+
](a=10

-5
,b=0.98,T=1100K),- - -[AlaH

+
](a=10

-5
,b=1,T=1100K) , 

- - -[DHBH
+
](a=10

-5
,b=1,T=1100K) 
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この図により、Ala/DHB の場合においても、Phe/DHB の場合と同様に、a が小さい場

合には、MALDI 信号強度比への寄与は、ほとんどないことがわかる。よって、a につ

いては上限値のみを決定し、a≦10
-5 とした。これにより、Phe/DHB、Ala/DHB どちら

の場合においても、MALDI プルーム中のプロトン移動反応は、熱平衡状態に到達する

前に、MALDI プルームが膨張し、プルーム中の分子種が無衝突状態になっていること

が考えられた。 

以上より、先行研究において、熱平衡モデルに基づいて、高[A]0/[M]0比領域における

MALDI 信号強度比の振舞いが再現できなかった原因は、MALDI プルーム中のプロトン

移動反応が熱平衡状態に到達していないことに起因するものであることが明らかとな

った。 

 

  

 

図 3-3-4：Ala/DHB 混合結晶における a の変化(10
-2～10

-8
)に対する   

MALDI 信号強度の変化(b=0.98,T=1100K) 

    (a) [AlaH
+
]（実線）、[DHBH

+
]（破線） (b) [AlaH

+
]/[DHBH

+
]（実線） 
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3-4 パラメーター値の評価 

 前項 3-3 の図 3-3-1、図 3-3-3 で示したように、準熱平衡モデルに基づいたシミュレー

ションと実験値の最小二乗フィッティングの結果から、中性分子種 M に対するプロト

ン化、脱プロトン化マトリックスの割合 a は、a ≦10
-5、プルーム中の正イオン側のプ

ロトン移動反応の熱平衡状態への到達度 b+ は、b+ = 0.95-0.98、プロトン移動反応が進行

している際のプルームの実効温度 T は、T = 1100-1200 K であることがわかった。 

 本項では、以下、3-4-1～3-4-3 で、得られたパラメーター値の妥当性を考察する。 

 

3-4-1 MALDI プルーム中のイオン種 

 MALDI プルーム中におけるマトリックスの中性分子種に対するプロトン化、脱プロ

トン化マトリックスの割合は、プロトン化、脱プロトン化試料の生成量に影響する為、

過去に様々な手法で調べられている。 

DHB 以外のマトリックス剤を使用して行われた研究としては、1991 年に Standing ら

のグループによって、insulin/SA系のMALDI混合結晶に308 nmの紫外レーザー光（2×10
6
  

[W/cm
2
]）を照射し、レーザーショットあたりの除去された中性分子を測定する実験が

行われ、insulin のイオン-中性分子種比は、10
-3～10

-4 であると報告されている[3.5]。そ

の後、1993 年に、Johnston らのグループによって、248 nm の紫外レーザー光（2×10
5
  

[W/cm
2
]）を照射して生成した MALDI プルームに、128.1 nm の VUV レーザー光（9.67  

[eV]）を照射し、dipentylamine/FA 系、dipentylamine/SA 系の dipentylamine、マトリック

ス剤のそれぞれのイオン-中性分子種比を求める実験が行われている[3.6]。この研究で

は、dipentylamine のイオン-中性分子種比は、10
-4～10

-5 であり、マトリックス剤のイオ

ン-中性分子種比は、これよりも小さいと報告されている。また、1994 年には、Sundqvist

らのグループによって、石英結晶を用いた微量天秤（QCM）で、355 nm の紫外レーザ

ーにより、脱離した中性分子種量を測定する実験が行われ、FA のイオン-中性分子種比
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は、10
-5 未満であると報告されており[3.7]、1998 年には、Geohegan らのグループによ

って、193 nm の VUV レーザー光照射により脱離した 3-hydroxypicolinic acid のプルーム

に、308 nm の紫外レーザー光を照射することで、レーザー誘起蛍光（LIF）を観測する

方法で、3-hydroxypicolinic acid のイオン-中性分子種比は、10
-5 程度であると報告されて

いる[3.8]。 

一方、DHB を使用して行われた研究としては、2013 年に Ni らのグループによって、

355 nm の紫外レーザー光照射により MALDI 混合結晶から脱離した中性分子種を、設置

角度を変更できる四重極質量分析計を使用して測定する実験が行われている[3.9]。この

研究により、レーザー強度が、40 [ J/m
2
] の場合に、DHB のイオン-中性分子種比の上限

値は、4×10
-9、250 [ J/m

2
] の場合には、3×10

-7であることがわかり、レーザー強度によ

ってイオン-中性分子種比が変化していることが示されている。また、DHB のイオン-

中性分子種比の上限値は、DHB のみで作製された結晶にレーザー照射した場合、試料

と DHB の混合結晶に照射した場合、どちらにおいても、DHB のイオン-中性分子種比

の上限値は、変わらないことが示された。しかしながら、試料のイオン-中性分子種比

は、bradykinin/DHB 系では、bradykinin : DHB = 1:10000 の場合には、6×10
-3～8×10

-3（レ

ーザー強度：96.7 [ J/m
2
]

 ）、bradykinin : DHB = 1:1000 の場合には、1×10
-4～5×10

-4（レー

ザー強度：116 [ J/m
2
] ）となり、同じ試料でも、試料混合比[A]0/[DHB]0により、イオン

-中性分子種比が異なることが示されている。さらに、tryptophan : DHB = 1:1000 の場合

には、1×10
-5～9×10

-4（レーザー強度：96.7 [ J/m
2
]

 ）、glycine : DHB = 1:50 の場合には、2×10
-8

～9×10
-7（レーザー強度：115 [ J/m

2
]

 ）となり、試料のイオン-中性分子種比は、試料濃

度だけではなく、試料種類自体にも大きく影響することが示された。その後、2015 年

に Ni らのグループは、DHB と DHB 以外のマトリックス剤(CHCA、SA、FA) について

も同様の手法で、イオン-中性分子種比を求めている[3.10]。その結果、DHB、SA、FA

のイオン-中性分子種比の実験値の上限値は、レーザー強度が、～250 [J/m
2
]の場合に、



50 

 

9×10
-7未満であるのに対して、CHCA のイオン-中性分子種比の実験値の上限値は、レー

ザー強度が、～100 [J/m
2
]の場合で、8×10

-6となり、同様の条件の DHB、SA、FA のイオ

ン-中性分子種比より 3 桁ほど高い値となることが示された。しかしながら、CHCA の

場合においても、MALDI プルーム中の中性分子種に対する割合は、極めて小さいこと

がわかる。 

本研究で用いた準熱平衡モデルに基づいたシミュレーションにおいても、試料、マト

リックス剤、それぞれのイオン-中性分子種比を求めることができる。 

 図 3-4-1 に、前述の Phe/DHB の実験値とシミュレーション値の最小二乗フィッティ

ングにより導き出されたパラメーターの最適値、b = 0.95、T = 1200 K を用いて、MALDI

過程の 1 次イオン化過程におけるマトリックス剤のイオン化効率 a を、10
-5～10

-8 に設

定した場合の、試料混合比[Phe]0/[DHB]0に対する、Phe、DHB、それぞれのイオン-中性

分子種比のシミュレーション値の変化を示す。このシミュレーションにより、DHB の

イオン-中性分子種比は、a = 10
-5の場合に 10

-5～10
-7、a = 10

-6の場合に 10
-6～10

-8、a = 10
-7

の場合に 10
-7～10

-9、a = 10
-8の場合に 10

-8～10
-10となることがわかった。この結果は、

前述の Ni らのグループによって示された DHB のイオン-中性分子種比と比較しても妥

当な値である。また、DHB のイオン-中性分子種比は、[Phe]0/[DHB]0比が増加するにし

たがって、減少傾向を示している。これは、[Phe]0/[DHB]0比が増加すると、1 次イオン

化過程で生成した(DHB)H
+と、プルーム中における中性分子種の Phe との衝突確率が上

昇し、(DHB)H
+から中性分子種 Phe へのプロトン移動反応が進行し、(DHB)H

+のイオン

量が減少するためである。 
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 一方、[Phe]0/[DHB]0 比が減少すると、(DHB)H
+とプルーム中における中性分子種 Phe

との衝突確率が減少するため、(DHB)H
+の初期イオン量は、中性分子種 Phe との反応後

の(DHB)H
+のイオン量と比較し、ほとんど差がなくなる。よって、例えば、図 3-4-1(a)

～(d)においては、[Phe]0/[DHB]0 = 10
-4の場合、a をどの値に設定しても設定した a と、

おおよそ同じ値になっている。一方、Phe のイオン-中性分子種比は、a = 10
-5の場合に

 

図 3-4-1：[(Phe)H
+
]/[Phe]p , [(DHB)H

+
]/[DHB]p vs [Phe]0/[DHB] 0 プロット 

における M のイオン化効率による影響（b=0.95, T=1200K） 

(a) a=10
-5、(b) a=10

-6、(c) a=10
-7、(d) a=10

-8
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10
-2～10

-5、a = 10
-6の場合に 10

-3～10
-6、a = 10

-7の場合に 10
-4～10

-7、a = 10
-8の場合に 10

-5

～10
-8 となり、DHB のイオン-中性分子種比と比較し変化量が大きいことがわかった。 

[Phe]0/[DHB]0比が増加するにしたがって、プルーム中の Phe と(DHB)H
+との衝突確率が

上昇し、(DHB)H
+から Phe へのプロトン移動反応が進行し、(Phe)H

+のイオン量が増加す

る。よって、一見、Phe のイオン-中性分子種比は、増加傾向を示すと予想されるが、シ

ミュレーションでは、DHB のイオン-中性分子種比と同様に減少傾向を示している。こ

れは、[Phe]0/[DHB]0 比が増加すると、(Phe)H
+のイオン量は増加しているが、プルーム

中のイオン量は、中性分子種量に対して極めて小さいため、(Phe)H
+のイオン量の増加

量は、[Phe]0の増加量と比較し小さくなるため、結果として、Phe のイオン-中性分子種

比は、[Phe]0/[DHB]0比が増加するにしたがって、減少傾向を示していると考えられる。 

図 3-4-2 に、前述の Phe/DHB の場合と同様に、Ala/DHB の実験値とシミュレーショ

ン値の最小二乗フィッティングにより導き出されたパラメーターの最適値、b = 0.98、T 

= 1100 K を用いて、試料混合比[Ala]0/[DHB]0に対する、Ala、DHB、それぞれのイオン

-中性分子種比のシミュレーション値の変化を示す。このシミュレーションにより、DHB

のイオン-中性分子種比は、a = 10
-5の場合に 10

-5～10
-7、a = 10

-6の場合に 10
-6～10

-8、a = 

10
-7の場合に 10

-7～10
-9、a = 10

-8の場合に 10
-8～10

-10となり、Phe/DHB の場合と大きく

変わらないことがわかった。 
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一方、Ala のイオン-中性分子種比は、a = 10
-5の場合に 10

-3～10
-5、a = 10

-6の場合に 10
-4

～10
-6、a = 10

-7の場合に 10
-5～10

-7、a = 10
-8の場合に 10

-6～10
-8となった。これにより、

Phe/DHB の場合の Phe のイオン-中性分子種比の変化量と比較して、Ala のイオン-中性

分子種比の変化量は小さくなることがわかった。熱平衡モデルにおいては、(1-15) 式に

より、試料とマトリックス剤の標準ギブズ自由エネルギーの差 ΔG+°が大きいほど、

 

図 3-4-2：[(Ala)H
+
]/[Ala]p , [(DHB)H

+
]/[DHB]p vs [Ala]0/[DHB] 0 プロット 

における M のイオン化効率による影響（b=0.98, T=1100K） 

(a) a=10
-5、(b) a=10

-6、(c) a=10
-7、(d) a=10
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[AH
+
]の生成量は少なくなる。したがって、Phe の ΔG+°は-65.4、Ala の ΔG+°は-41.6 であ

り、Phe の ΔG+°と比較し Ala の ΔG+°の方が大きいことから、同じ[A]0/[DHB]0比では、

(Ala)H
+の生成量が、(Phe)H

+の生成量より少なくなるため、Phe のイオン-中性分子種比

の変化量と比較して、Ala のイオン-中性分子種比の変化量は、小さくなっていると考え

られる。 

 

3-4-2 実効温度 

プルーム中の温度は、レーザー照射直後から断熱膨張して広がり続けるため経時的に

変化している。よって、本研究で求められた温度は、プルーム中のプロトン移動反応が

終了した時点の実効的なプルーム中の温度を指している。図 3-4-3、3-4-4 に、a の値を

10
-5、b の値を 0.95 に仮定し、T の値を 800～1300 K に変化させた場合の Phe/DHB、

Ala/DHB 混合結晶における MALDI 信号強度のシミュレーション値の変化を示す。 

 

 

図 3-4-3：Phe/DHB 混合結晶における T の変化(800～1300K)に対する   

MALDI 信号強度の変化(a=10
-5

,b=0.95) 

    (a) [PheH
+
]（実線）、[DHBH

+
]（破線） (b) [PheH

+
]/[DHBH

+
]（実線） 
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このシミュレーションにより、プルーム中の温度 T が上昇すると、AH
+ 信号は、MH

+ 

信号と比較し相対的に低くなり、[AH]
+
/[MH]

+比は低下することがわかった。また、実

効温度による影響は、高[A]0/[M]0 領域では、[AH]
+
/[MH]

+比はほとんど影響せず、低

A]0/[M]0領域の方で大きく影響することがわかった。 

よって、熱平衡モデルにおいて、T は、AH
+の生成量に影響する為、過去に様々な手

法で値が報告されている。 

Kim らのグループによると、MALDI プルーム中の温度変化は、[MH
+
]が生成される

初期プルーム中の実効温度(Tve) → インソース分解が起こっている際のプルーム中の実

効温度(Tearly) → プルームの断熱膨張が完了した際のプルーム中の温度(Tlate)に区分され

ている[3.11]。ここで、インソース分解とは、イオン化と同時にあるいはイオン化直後

にイオン化室で起こるフラグメンテーションのことを指している。一方、ポストソース

分解とは、生成したイオンが、ドリフト領域で、イオン自身の過剰な内部エネルギーや

残留ガスとの衝突によって起こるフラグメンテーションのことを指している。DHB の

 

図 3-4-4：Ala/DHB 混合結晶における T の変化(800～1300K)に対する   

MALDI 信号強度の変化(a=10
-5

,b=0.98) 

    (a) [AlaH
+
]（実線）、[DHBH

+
]（破線） (b) [AlaH

+
]/[DHBH

+
]（実線） 
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Tearly 、Tlate は、フラグメンテーションのパターンから決定された内部エネルギーに基づ

いて、Tearly = 785-1000 K [3.12-3.14]、Tearly = 400-430 K の範囲にあると報告されている

[3.13-3.15]。 

 先行研究では、プルーム中のプロトン移動反応は、Tearly、で起こっているという報告

もあるが、今回の実験結果 1100-1200 K からは、Tearly より前に進行していることが考

えられる。 

 

3-4-3 熱平衡到達度 

 ここで示しているプルーム中のプロトン移動反応の熱平衡到達度 b+、b- の値は、プル

ーム中の温度と同様に、プロトン移動反応が終了した時点の実効的な値を指している。

本研究により、熱平衡到達度 b+ の値は、b+ = 0.95-0.98 であることがわかった。これに

より、MALDI プルーム中のプロトン移動反応が、熱平衡状態に到達する前に、MALDI

プルームが膨張し、プルーム中の分子種が無衝突状態になっていると考えられる。図

3-4-5 に、Phe/DHB 混合結晶、Ala/DHB 混合結晶における熱平衡到達度の変化に対する

MALDI 信号強度比の変化を示す。 
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これらの図により、熱平衡到達度は、高[A]0/[M]0 比領域では、[AH
+
]/[MH

+
]比に大きく

影響するが、低[A]0/[M]0比領域では、影響が小さいことがわかった。これは、図 3-4-3,

図 3-4-4 で示した MALDI プルーム中の実効温度による影響とは逆の振舞いである。よ

って、[AH
+
]/[MH

+
]は、高[A]0/[M]0 領域においては、熱平衡到達度の影響を強く受け、

低[A]0/[M]0比領域においては、MALDI プルーム中の実効温度の影響を強く受けること

がわかった。また、熱平衡到達度は、さまざまなファクターによる影響を受けていると

考えられる。熱平衡到達度に影響を与えるファクターとしては、例えば、(i)レーザー強

度とレーザースポットサイズ、(ii)吸収断面積、(iii)プルーム中の密度と膨張速度、(iv) 

[A]0/[M]0比、(v)結晶の不均一性、(vi)TOF の加速領域での遅延引出しの有無、(vii) レー

ザーショット回数による影響、(viii) プロトン移動反応以外の反応による影響 

などが挙げられる。以下に詳細を記述する。 

 

(i)レーザー強度とレーザースポットサイズ 

レーザー強度は、MALDI プルーム中の実効温度 T に影響する。Phe/DHB, Ala/DHB の

 

図 3-4-5：熱平衡到達度 b の変化に対する MALDI 信号強度比の変化 

    (a) [PheH
+
]/[DHBH

+
]（a=10

-5
,T=1200K,b=0.05～1:b は 0.05 間隔で表示） 

(b) [AlaH
+
]/[DHBH

+
]（a=10

-5
,T=1100K,b=0.05～1:b は 0.05 間隔で表示） 
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それぞれの ΔG+°は、-65.4、-41.6 であり負の値であるため、(1-5) 、(1-6)式により、プ

ルーム中の温度 T が高くなると、プルーム中のプロトン移動反応の反応速度が小さくな

る。反応速度が小さくなると、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達する時間が長くな

るため、レーザー照射からプルーム中の分子種が無衝突状態になるまで時間によっては、

プロトン移動反応が熱平衡状態に到達しないままイオン種が検出される可能性が高く

なる。よって、プルーム中の温度 T の変化は、到達度に影響することになる。また、レ

ーザースポットサイズは、レーザーの集光点からの距離に影響する為、全体のレーザー

強度が同じ場合でも、レーザー照射地点とレーザーの集光点の距離が小さいほど、単位

面積当たりのレーザー強度が高くなり、熱平衡到達度に影響を与える。 

今回の実験では、レーザー照射地点とレーザーの集光点の距離を離したため、レーザ

ースポットサイズが、2 mm×4 mm と、典型的なレーザースポットサイズが 100 μm × 100 

μm であるのに対して非常に大きく、単位面積当たりのレーザー強度が比較的に低いた

め、典型的な MALDI 法を用いた場合より、反応速度が遅くなり、レーザー照射からプ

ルーム中のプロトン移動反応が終了するまでの時間によっては、熱平衡到達度は低くな

る可能性がある。 

(ii)吸収断面積 

吸収断面積は、分子が光を吸収する際の尺度であり、吸収断面積が高ければ光の吸収

効率が高くなるため、MALDIプルームの温度 T が高くなる。よって、(i)と同様に、MALDI

プルームの温度 T が高くなれば、プルーム中のプロトン移動反応の反応速度が速くなる

ため、吸収断面積は、熱平衡到達度に影響を与える因子である。 

(iii)プルーム中の密度と膨張速度 

 プルームの膨張速度が上昇すると、プルーム中の密度は減少する。また、プルーム中

の密度が減少すると、プルーム中の分子種、イオン種の衝突確率は小さくなる為、[AH
+
]

の生成量が減少し、熱平衡到達度が下がる。したがって、初期プルームの密度と比較し
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て後期プルームの密度は低いため、プルーム中の密度は、経時的に変化しており、結果

的に、到達度も経時的に変化していることがわかる。 

(iv) [A]0/[M]0 

 プルームの膨張速度が[A]0/[M]0 の影響を受けないと仮定すると、[A] 0 に対して[M]0

が多い場合、MALDI プルーム中における[M]0から生成される MH
+と中性分子種 A の衝

突確率が減少するため、熱平衡到達度が低くなる。一方、[M] 0に対して[A]0が多い場合、

MALDI プルーム中における MH
+と A の衝突確率が増加するため、熱平衡到達度が高く

なる。よって、[A]0/[M]0は熱平衡到達度に影響を与える因子である。また、マトリック

ス剤は、試料と比較し光の吸収効率が高いので、高[A]0/[M]0領域では、低[A]0/[M]0領域

と比較し、単位面積当たりのマトリックス剤の割合が少なくなるため、温度 T が低くな

る。よって、マトリックス剤や試料の組み合わせによって、温度 T は異なり、結果とし

て熱平衡到達度は厳密には異なることが考えられる。 

(v)結晶の不均一性 

 結晶中のある領域に対するマトリックス剤と試料の混合比を[A]1/[M]1(A1<A0、M1<M0)

とおくと、MALDI 混合結晶中マトリックス剤と試料が均一に分布していない場合には、

① [A]1/[M]1 > [A]0/[M]0、② [A]1/[M]1 < [A]0/[M]0 の 2 種類の領域が複数存在しているは

ずである。 ①の場合、[M]1から生成される MH
+の生成量は、[M]0から生成される MH

+

の生成量より少ないが、[M]1に対して[A]1が多く、MALDI プルーム中における MH
+と

A の衝突確率が上昇する為、この領域では、[A]0/[M]0 比の場合の到達度と比較して、

[A]1/[M]1 の熱平衡到達度は高くなる。一方、②の場合も、[M]1 から生成される MH
+の

生成量は、[M]0から生成される MH
+の生成量より少ないが、[M]1に対して[A]1も少ない

為、MALDI プルーム中における MH
+と A の衝突確率は減少する為、この領域では、

[A]0/[M]0比の場合の到達度と比較して、[A]1/[M]1の熱平衡到達度は低くなる。全体とし

ての熱平衡到達度は、①、②の足し合わせで決定するため、結晶の不均一性は、熱平衡
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到達度に影響することになる。 

図 3-4-6 は、Phe/DHB 混合結晶が均一である場合と、①0.9[Phe]0/0.1[DHB]0 と、②

0.1[Phe]0/0.9[DHB]0 の 2 種類の領域が１カ所ずつ存在している不均一な混合結晶の

MALDI 信号強度の[Phe]0/[DHB]0に対する変化を、b = 1、a = 10
-5と仮定し、シミュレー

ションしたものである。 

 

 

図 3-4-6：Phe/DHB 混合結晶の不均一性による MALDI 信号強度比の影響 

 (実線) 均一結晶、（破線）不均一結晶(0.9[Phe]0/0.1[DHB]0+0.1[Phe]0/0.9[DHB]0) 

10
-3

10
-2

10
-1

10
0

10
1

10
2

10
3

[(
P

h
e

)H
+
]/

[(
D

H
B

)H
+
]

10
-5

10
-4

10
-3

10
-2

10
-1

10
0

[Phe]0/[DHB]0

 homogeneous
 inhomogeneous

10
-3

2

4

6

10
-2

2

4

6

10
-1

2

4

6

10
0

N
o
rm

a
ri
z
e
d
 I

n
te

n
s
it
y

10
-5

10
-4

10
-3

10
-2

10
-1

10
0

[Phe]0/[DHB]0

 [(Phe)H
+
] (homogeneous)

 [(DHB)H
+
] (homogeneous)

 [(Phe)H
+
] (inhomogeneous)

 [(DHB)H
+
] (inhomogeneous)

(a) (b)



61 

 

 

また、図 3-4-7 は、図 3-4-6 と同様の条件で、Ala/DHB 混合結晶が均一である場合と

不均一な場合を仮定して、シミュレーションしたものである。この結果から、不均一な

混合結晶は、均一な混合結晶と比較して、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達してい

ても、AH
+の生成量が低く、DHBH

+の生成量は高くなることがわかった。これは、相対

的に、①の場合には、AH
+と反応せずに検出されない中性分子種 A が増え、②の場合に

は、中性分子種 A と反応せずに検出される DHBH
+が増えるためであると考えられる。

よって、全体としては、混合結晶が不均一な場合には、均一な場合と比較して、反応到

達度が低くなり、[A]0/[DHB]0 比が高い領域ほど、DHBH
+と反応せずに検出されない中

性分子種 A が増えるため、熱平衡到達度は結晶状態の影響を大きく受けることがわか

った。 

(vi)遅延引出しによる影響 

 図 3-4-8 に、[Phe]0/[DHB]0 = 0.6 の混合結晶を用いて、レーザーの照射時間から遅れて

TOF の加速電場を印加した場合（遅延引出し法）の MALDI 信号強度比の変化を示す。 

 

図 3-4-7：Ala/DHB 結晶の不均一性による MALDI 信号強度比の影響 

 (実線) 均一結晶、（破線）不均一結晶(0.9[Ala]0/0.1[DHB]0+0.1[Ala]0/0.9[DHB]0) 
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遅延時間の範囲は、0～150 ns に設定して行った。本装置では、遅延時間が 150 ns 以上

の場合には、プルーム密度が低下し、信号がほとんど観測できなかった。この結果によ

り、遅延時間が長くなるにしたがって、PheH
+信号強度は高くなり、DHBH

+信号強度は

低くなり、遅延引出しを行った場合には、[PheH
+
]/[ DHBH

+
]が高くなり、熱平衡到達度

が高くなることがわかった。これは、レーザーの照射時点で TOF の加速電場を印加し

ていた場合、プルーム中で発生したイオンは、直ちに加速しプルームの外へ出て、プロ

トン移動反応には関与しなくなる。一方、遅延引出しを行った場合には、レーザー照射

から TOF の加速電場が印加されるまでの間、イオンが発生しても、イオンは加速され

ないため、プルーム中に留まりやすくなり、遅延引出しを行っていない場合と比較し、

発生したイオン種のプロトン移動反応への関与時間が長くなる。よって、プロトン移動

反応への関与時間が長くなると、AH
+の生成量は増加するため、遅延引出しを行った場

合は、行っていない場合と比較して、熱平衡到達度が高くなったと考えられる。 

(vii)レーザーショット回数による影響 

 図 3-4-9(a)に Phe/DHB 混合結晶、図 3-4-9(b)に Ala/DHB 混合結晶におけるレーザーシ

ョット回数による MALDI 信号強度比の変化を示す。 

 

図 3-4-8：遅延引出し法による MALDI 信号強度比の変化  
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この図により、積算数は、同じ 250 ショットでも、レーザーショット回数が多くなると、

熱平衡到達度が下がっていることがわかる。よって、レーザーショット回数は、熱平衡

到達度に影響することが明らかとなった。 

 

図 3-4-9：レーザーショット回数による熱平衡到達度の変化  
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図 3-4-10：レーザーショット回数による[PheH
+
] /[DHBH

+
]

 比の変化、 

 ([Phe]0/[DHB]0=1、0.4、0.04、レーザーショット積算数:250 ショット) 
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また、図 3-4-10 にレーザーショット回数による[PheH
+
] /[DHBH

+
]

 の変化を示す。この図

により、[PheH
+
]信号は、[DHBH

+
]信号と比較して、レーザーショット回数が増加するに

したがって急激に減少していることがわかる。この傾向は、結晶が不均一になった場合

と同じ傾向であることから、図 3-4-9 で、レーザーショット回数が多くなると、熱平衡

到達度が下がった原因の一つとして、レーザーショット毎に MALDI 結晶が溶融・凝固

を繰り返すことで、徐々に結晶の不均一さが大きくなったことに起因することが挙げら

れる。 

(viii)プロトン移動反応以外の反応による影響 

 正イオン側のプロトン移動反応に関与する分子種は、MH
+、A、AH

+、M であるが、

これらに関与するプロトン移動反応以外の反応があった場合には、生成量の増減や、プ

ロトン移動反応の反応時間の長さによって、MH
+
 に対する AH

+
 の割合が変化し、熱平

衡到達度に影響を与えることが考えられる。 

 以下に、考え得る主な反応について記述する。 

① 電荷移動反応  

M
+
 + A ⇄ M + A

+
 

この反応は、プルーム中の中性分子種 A、M の量に影響を及ぼす可能性がある。実

際、DHB の MS スペクトル上には、DHBH
+のほか DHB

+が生成されることが広く知

られており、今回の実験においても観測されている。しかしながら、前述のとおり、

プルーム中の中性分子種は、イオン種よりはるかに多いため、この反応による影響

は無視できるほど小さいことが予想される。 

② カチオン化イオン（MNa
+、MK

+、ANa
+、AK

+）による反応 

  カチオン化イオンの生成機構は、明らかになっていないが、MALDI 法においては

通常検出されることは広く知られており、今回の実験においても観測されている。

しかしながら、金属カチオンの付加反応・移動反応は、プロトン移動反応と並行し
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て進行しており、Jover J.らにより GB°(M)、GB°(A)は、カチオン化のギブズエネルギ

ー変化量と比較して、はるかに大きいことが報告されている[3.16]。したがって、金

属カチオンの付加反応・移動反応よりも、プロトン移動反応の方が優位に進行する

為、影響は小さいか、影響があっても熱平衡到達度に含まれる。 

③ 試料間のプロトン移動反応   

A + A ⇄ AH
+
 + (A−H)

−
 

AH
+、(A−H)

−は、試料のみに紫外レーザー光を照射しても、生成されない、または、

試料によっては生成される可能性があっても、マトリックス剤と混合した場合と比

較して生成量は低い。よって、AH
+、(A-H)－は、主に次式のように、マトリックス剤

と試料間のプロトン移動反応によって生成されているとされている。仮に、このよ

うな過程があったとしても、これらのイオンによる影響は小さく、影響がある場合

でも、準熱平衡モデルでは、熱平衡到達度に含まれる。 

 

以上により、準熱平衡モデルでは、プロトン移動反応以外の過程で生成されたイオン

や、結晶の不均一さ、プルーム密度、レーザー強度など、あらゆるパラメータによる影

響を、b, T に含むことができ、MALDI イオン化メカニズムを定量的に解釈する上で有

用なアプローチとなり得ることが明らかとなった。しかしながら、本モデルでは、負イ

オン側のプロトン移動反応を考慮しているにもかかわらず、本装置では、正イオン側の

イオン信号のみを検出しているため、[A]0/[M]0の変化に対する負イオン側の MALDI 信

号強度比の振舞いが不明である。よって、正イオン及び負イオン側の信号を同時に検出

できる dual-polarity time-of flight mass spectrometer ( DTOFMS ) [3.17]等によって、プルー

ム中のプロトン移動反応に係る MH
+、(M－H)－、AH

+、(A－H)－の 4 つの信号を同時に

検出し、準熱平衡モデルとの一致を確かめる必要がある。 
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第 4 章 結論 

本研究では、MALDI混合結晶へのレーザー照射により発生した MALDIプルームに、

近赤外フェムト秒レーザーを照射することにより、通常の MALDI 信号と MALDI プル

ーム中の中性分子種に由来する信号を検出することができる MALDI-fs MS 装置を開発

した。本装置を用いて、(Phe,Ala)/DHB 混合結晶の混合比[A]0/[M]0 の変化に対するプル

ームの中性分子種比の変化を調べたところ、[A]0/[M]0が低い領域だけでなく高い領域に

おいても、これらの比例関係は成立しており、マトリックス剤と試料の MALDI 混合結

晶からプルーム中への脱離効率は同じであることがわかった。これにより、通常の

MALDI-MS 法では検出できない中性分子種比[A]/[M]は、[A]0/[M]0 で近似を適用できる

ことがわかった。また、プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達しているこ

とを仮定したモデルに、新たに熱平衡状態に到達していない場合のパラメータである熱

平衡到達度 b を取り入れた準熱平衡モデルを構築し、[A]0/[M]0の変化に対する MALDI

信号強度比 AH
+
/MH

+
 の振舞いの再現を試みた。これにより、プルーム中のプロトン移

動反応は、熱平衡状態に到達していないことがわかった。この原因としては、紫外レー

ザー照射直後からプルームは断熱膨張しており、プロトン移動反応が熱平衡状態に到達

する前に、プルーム中の分子種が無衝突状態になったためであると考えられた。熱平衡

モデルに基づく MALDI 信号強度比の再現を目指した複数の先行研究において、

[A]0/[M]0の高い領域において MALDI信号強度比が再現されないことが報告されている

[4.1,4.2]が、この原因として、 

① MALDI 混合結晶から MALDI プルーム中への M と A の脱離効率が異なる。 

② MALDI プルーム中のプロトン移動反応が熱平衡状態に到達していない。 

③ MALDI プルーム中の分子種分布が不均一である。 

ことが挙げられていた。この原因は、本研究の結果により、①ではなく、②と③、又は

②のみであることが明らかとなった。 
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 MALDI イオン生成メカニズムが複雑な過程であることは明らかであり、さまざまな

イオン生成モデルが提唱されているが、本研究で新たに構築した準熱平衡モデルは、

MH
+、(M－H)－、AH

+、(A－H)－の 4 つの信号に着目し、仮に複数の過程でこれらが生

成していても、これらがプルーム中のプロトン移動反応に含まれていれば、パラメータ

であるマトリックス剤のイオン化効率 a、プルーム中の温度 T、熱平衡到達度 b に含ま

れるという立場をとっており、比較的に取り扱いやすいモデルであり、MALDI イオン

化メカニズムを定量的に解釈する上で有用なアプローチとなり得る。 

 今後、本研究で用いた MALDI-fs MS 法や準熱平衡モデルが MALDI イオン生成メカ

ニズムの解明に一層寄与することを期待する。 

  



71 

 

参考文献 

 [4.1] Tsuge M, Hoshina K, Investigation of Protonation Efficiency for Amino Acids in 

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization, Bull. Chem. Soc. Jpn. 2010, 83, 

1188-1192.  

 [4.2] Ahn SH, Bae YJ, Moon JH, Kim MS, Matrix Suppression as a Guideline for reliable 

Quantification of peptides by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization, Anal. Chem. 

2013, 85, 8796-8801 

 

 

 

 

 

  



72 

 

本研究に関する掲載論文 

 

[1] Shirota T, Tsuge M, Hikosaka Y, Soejima K, Hoshina K, Detection of Neutral Species in the 

MALDI Plume Using Femtosecond Laser Ionization: Quantitative Analysis of MALDI-MS 

Signals Based on a Semiequilibrium Proton Transfer Model, J. Phys. Chem. A 2017, 121, 

31-39.  



73 

 

謝 辞 

 

本研究を遂行するにあたり、新潟大学 副島 浩一教授には、研究の遂行、論文執筆な

ど全般にわたり多大な御指導・御助言賜り、深く感謝申し上げます。また、新潟薬科大

学 星名 賢之助 教授には、基礎的事項から研究の細部にわたり終始御指導・御助言賜

り、深く感謝申し上げます。富山大学 彦坂 泰正 教授には、随時有益な御指導と御助

言をいただいた上、放射光施設での実験に参加させていただくなど貴重な経験をさせて

いただき、深く感謝申し上げます。台湾交通大学 柘植 雅士 博士には、研究の遂行や

論文投稿にあたり、有益な御助言・御指導賜り深く感謝申し上げます。新潟大学 湯川 

靖彦 教授ならびに新潟大学 松岡 史郎 教授には、論文審査にあたり御指導賜り深く

感謝申し上げます。大学院入学にあたっては、勤務先である 学校法人 新潟科学技術学

園には、ご理解と熱いご支援を賜り深く感謝申し上げます。さらに、新潟薬科大学職員

の皆様には、業務等でご迷惑をおかけしたにもかかわらず特段の御配慮を賜り厚く御礼

申し上げます。また、日頃よりご協力いただいた、新潟大学環境原子物理学研究室の皆

様、新潟薬科大学薬品物理化学研究室の皆様に深く感謝申し上げます。最後に、日々の

研究を生活面で支えてくれた家族に心から感謝いたします。このほか、多くの皆様に御

指導、御鞭撻を賜りましたこと、ここに厚く御礼申し上げます。 


