
図1．イメージング質量分析の概念図。z1、z2、z3 は
それぞれ質量m1、m2、m3のイオンの電荷数である。
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投影型イメージング質量分析装置の開発

＊Hisanao HAZAMA

間 　 久 直＊，粟 津 邦 男＊＊

１．はじめに

　生体内には核酸、タンパク質、糖、脂質など様々
な分子が存在しており、これらの分子が相互作用す
ることで生命活動が営まれている。これまで、生命
活動の理解のためにDNA（Deoxyribonucleic Acid）
の塩基配列を網羅的に解析するゲノム解析や、タン
パク質を網羅的に解析するプロテオーム解析が盛ん
に行われてきた。近年では、これらに加えて、代謝
物質の網羅的解析であるメタボローム解析が重要視
されてきている。そして、病理研究や創薬など様々
な分野において、生体内におけるタンパク質や代謝
物質など様々な分子、およびそこへ導入された薬剤
分子などの空間分布を網羅的かつ細胞スケールの高
空間分解能で測定する技術が求められている。光学
顕微鏡では試料の形状を観察することはできるが、
試料の組成や化学構造に関する情報を得ることはで

きない。光学顕微鏡で特定の分子の分布を観察する
ために免疫染色が広く用いられているが、免疫染色
では予め予期される物質のみしか観察することがで
きず、その物質が周囲のどのような物質と相互作用
しているかを網羅的に調べることはできない。
　そこで、近年、質量分析による成分分析に成分毎
の空間分布を測定する機能を付加したイメージング
質量分析（Imaging Mass Spectrometry; IMS）の研
究が盛んに行われている 1,2)。図1に IMSの概念図
を示す。IMSは質量で分離した物質毎の空間分布
を同時に測定するものであり、予め想定される物質
だけではなく、イオン化が可能であれば存在する全
ての物質を網羅的に検出することができるため、プ
ロテオーム解析やメタボローム解析などの研究に適
したイメージング手法と言える。
　また、創薬における薬物動態の評価には 14Cなど
の放射性同位体で標識した薬剤候補化合物をラット
などの動物に投与し、その動物から採取した組織切
片の内部における標識化合物の分布を放射線写真法
（オートラジオルミノグラフィー）で撮影する手法
が一般的に用いられている 3)。しかし、放射性同位
体による標識化合物の合成には多額の費用や時間を



図2．MALDI-TOFMSを用いたイメージング質量分析における測定手法
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要するため、非常に限られた化合物のみにしか適用
できず、放射性同位体による標識を行うこと自体が
困難な化合物もある。さらに、放射線写真法では薬
剤分子そのもの（未変化体）と薬剤分子の代謝産物
（変化体）とを区別できないことや、放射線写真の
撮影には最低でも一日を要することなどが問題とな
っている。IMSでは放射性同位体などによる標識
が不要で、薬剤の未変化体と変化体の識別が可能で
あることに加え、放射線写真法よりも短時間での測
定が期待できるため、近年では IMSを用いた薬物
動態測定の研究も活発に行われるようになっている
4)。

２．IMS の手法　－走査型と投影型－

　質量分析を行うためには試料をイオン化させるこ
とが必要であり、試料の性質に応じて様々なイオン
化法が用いられているが、ペプチド、タンパク質や
薬剤分子などに対する IMSで現在最も広く使用さ
れているイオン化法はマトリックス支援レーザー脱
離イオン化（Matrix-Assisted Laser Desorption/Ioni-
zation; MALDI）である 5)。質量分離にも様々な手
法があるが、タンパク質などの高分子の分析には、
イオンの損失が少ないために高感度であり、原理上
は測定可能な質量に上限が無い飛行時間型質量分析
（Time-of-Flight Mass Spectrometry; TOFMS）が適
している。MALDI-TOFMSを用いた IMSの手法と
しては図2 に示したように走査型と投影型の二種が
あり、以下にそれぞれの特徴を述べる。
　走査型 IMSとは、集光したレーザーを試料上で
走査しながら各点における質量スペクトルを順次測

定し、それらの結果から各m/zにおけるイオン信
号強度の空間分布を画像として構築するものである。
IMSが広く行われるようになる以前から用いられ
ていたMALDI-TOFMS装置をほぼそのまま使用で
きるため、現在MALDI-TOFMSを用いて行われて
いる IMSのほとんどは走査型である。現在では市
販の装置でも10～ 100μm程度の空間分解能が得
られており、測定の自動化も行われている。また、
マウスの脳を200μm間隔で多数の切片に分割し、
各切片毎にIMSを行った結果を統合して、3次元で
のIMSを行った例もある 6,7)。
　実際の測定例として、市販のMALDI-TOFMS装
置（Voyager-DE PRO, AB SCIEX, USA）を用い、
走査型 IMSによってマウス脳切片内の脂質の分布
を測定した結果を図3に示す 8)。同じ脂質であって
も種類が異なると生体組織内での分布が全く異なる
ことがわかる。
　しかし、走査型 IMSで精細なイメージを得るた
めには膨大な点数を走査する必要があるため、測定
に数～数十時間を要するという問題がある。さらに、
走査型 IMSの空間分解能はレーザーの集光径によ
って制限されるため、10μm程度が限界となる。
細胞の大きさは10～数10μm程度のものが多いた
め、走査型MALDI-IMSは組織スケールでの分析に
のみ利用されている。
　これに対して、試料全面に均一な強度分布でレー
ザーを照射してイオン化させ、生成したイオンの空
間分布を静電イオンレンズによって拡大し、イオン
の位置と飛行時間の両者を同時に測定できる検出器
に投影する、投影型IMS（図2(b)）が提案されて



図3．MALDI-TOFMS を用いた走査型イメージング質量分析によってマウス脳切
片内の脂質の分布を測定した結果の例 8)。ただし、PCはPhosphatidylcholine、GalCer
はGalactosylceramide を表す。 マトリックスには2,5-ジヒドロキシ安息香酸、イオ
ン化には窒素レーザーを用いた。 (b－ e) の各イオンは脂質分子にカリウムイオン
（K+）が付加した1 価の正イオンとして検出されている。
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いる 8－ 14)。空間分解能がレーザーの集光径に制約
されないため、イオン光学系の倍率を高めることで
空間分解能を向上させることができる。さらに、多
くの点を走査する必要がないため、短時間での測定
が可能である。ただし、走査型IMSが従来のMAL-
DI-TOFMS装置をそのまま使用できるのに対して、
投影型 IMSでは装置や分析手法に関する開発要素
が多く、未だ実用レベルに達しているとは言えず、
世界的に見ても数グループから研究結果が報告され
ているのみである。しかしながら、投影型 IMSに
よる高速かつ高空間分解能でのイメージングは、薬
物動態測定の高速化による新薬開発の期間短縮やコ
スト削減、病院における迅速な病理診断などへの応
用が期待されており、実用化へ向けた開発が進めら
れている。
　MALDIで IMSを行う際は試料表面にスプレーで
マトリックス溶液を噴霧するなどの手法が用いられ
ているが、一般にマトリックス結晶は不均一になり
やすく、イメージングの際に信号強度の不均一さや
空間分解能の低下につながる。そこで、マトリック
スの代わりに直径数nmの微粒子を用いるナノ粒子
支援レーザー脱離イオン化（Nanoparticle-Assisted 
Laser Desorption/Ionization; nano-PALDI）が提案
されている 15,16)。Taira らはnano-PALDIを用いて
ラットの小脳に対して走査型 IMSを行い、空間分
解能15μmを達成している 15)。

３．投影型 IMS 実験装置

　以下に筆者らが開発した投影型IMS装置の概要、
および同装置での実験結果について述べる。
　図4はMALDIイオン源、および多重周回飛行時
間型質量分析計を備えた投影型 IMS装置の概略図
である。QスイッチNd:YAGレーザー（SLMQ1S-
10, Spectron Laser Systems Ltd., Warwickshire, Eng-
land）の第3高調波（波長355 nm）をイオン源内
に入射し、サンプルプレートに対して入射角20°、
ビーム直径約 0.8mm、繰り返し周波数10Hz で照
射して試料をイオン化させた。生成したイオンはイ
オン源内で加速され、サンプルプレート表面におけ
るイオンの空間分布をアインツェルレンズによって
拡大し、マイクロチャンネルプレート（microchannel 
plate; MCP）と蛍光板を組み合わせたイオン検出器
（F2223-21PGFX, Hamamatsu Photonics K. K., Shi-
zuoka, Japan）のMCP表面に結像させた。MCP表
面におけるイオンの空間分布を蛍光板における蛍光
強度分布に変換し、カメラレンズ（MLM-3XMP, 
CBC Co., Ltd., Tokyo, Japan）、および冷却CCDカ
メラ（CoolSNAP HQ 2, Roper Scientific, Inc., Tuc-
son, AZ, USA）で撮影した。MCPに接続された高
周波デカップラー、およびデジタルオ
シロスコープ（WaveMaster 8600A, LeCroy, Chest-
nut Ridge, NY, USA）を用いてMCP全面に渡って
平均された飛行時間スペクトルを測定した。
　イオン源内の加速領域はサンプルプレート、引出



図4．投影型イメージング質量分析装置の(a) 概略図と(b) 外観写真、および(c) MULTUM-IMG の内部写真
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電極、およびグラウンド電極で構成され、引き出し
電極、およびグラウンド電極には中心に直径4mm
の円形開口を持つ平板電極を用いた。サンプルプレ
ートと引出電極との間隔は2.5 mm、引出電極とグ
ラウンド電極との間隔は17 mmとした。サンプル
プレートには最大20 kV の加速電圧を印加した。
　多重周回飛行時間型質量分析計MULTUM-IMG 
は大阪大学で開発されたもので、4つの扇形電極を
用いて 8 の字型の周回軌道を構成している 17,18)。
MULTUM-IMGのイオン光学系は完全空間・時間
収束条件を満たしており、周回の前後でイオンの空
間分布と時間的な分散が等しくなる。このため、
MULTUM-IMG内でのイオンの周回数を増やすこ
とでイオンの空間分布を保持したまま質量分解能を
高くすることができる。我々は、MULTUM-IMG 
を用いてペプチドのイオン（angiotensin II, m/z 1046.5）
を測定し、MULTUM-IMGを 500 周した後に質量
分解能m/Δm～ 130,000を得ることに成功した 13)。
ここで、mおよびΔmは質量数および質量スペク
トルにおけるピークの半値全幅である。MALDIイ
オン源からMLUTUM-IMGにイオンを導入する際は、
セクター Iへ電圧を印加し、セクター IVへの印加
電圧を遮断する。セクターII、およびセクターIII

　 

へは常に電圧を印加しておく。MLUTUM-IMG内
へのイオンの導入が終わった後にセクター IVに電
圧を印加するとイオンは8の字型の閉軌道内を周回
する。セクターIへ印加した電圧を遮断する時間を
制御することで、MLUTUM-IMG内におけるイオ
ンの周回数を任意に制御することができる。また、
本装置はセクター Iおよびセクター IVへ印加する
電圧を常に遮断しておくことで、直線飛行型の質量
分析計として用いることもできる（リニアモード）。
セクター IVに隣接して設置された偏向電極に高電
圧パルスを印加する時間を制御することで、特定の
飛行時間のイオンのみを通過させるイオンゲートと
して用いた。
　サンプルプレートからMCPまでの直線飛行距離
は1.46 mまたは0.96 mで、MULTUM-IMG内多重
周回部の飛行距離は1周あたり1.308 mであった。
イオン源、およびMULTUM-IMG内の圧力は3× 
10－5 Paであった。Nd:YAGレーザー、セクター I、
セクター IV、イオンゲート、およびオシロスコー
プへ入力するためのトリガ信号はデジタルパルス発
生器（Model 555, Berkeley Nucleonics, Richmond, 
CA, USA）を用いて発生させた。



図5．(a) メッシュの走査型電子顕微鏡像、(b) CV 溶液を滴
下して乾燥させた上にメッシュでマスクした試料から得ら
れたイオン像、および(c) イオン像内の白線上におけるイオ
ン信号強度プロファイル。

図6．(a) ローダミンB で作成したマイクロドットパターン
の光学顕微鏡像、および(b) イオン像。
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４．材料と方法

４．１ 人工的なパターン

　開発した投影型IMS装置の性能を評価するために、
まず、マトリックスを用いずに紫外レーザーを照射
するのみでイオン化させることができる色素を用い
て作成した人工的なパターンを観察した。クリスタ
ルバイオレット（crystal violet; CV）の水溶液2μL 
をステンレス製のサンプルプレート上に滴下し、乾
燥させた。その上にピッチ12.7μm、線幅5μm の
ニッケル製メッシュ（G2000HS, Gilder Grids, Lin-
colnshire, England）をマスクとして貼り付けたも
のを試料として用いた。
　また、ITO（indium tin oxide）による透明な導電
性コーティングを施したスライドガラス上に直径
5－100μm、ピッチ10－ 150μmで色素の微小液
滴を用いて描いたマイクロドットパターンも使用し
た。まず、微小液滴塗布装置を用いてローダミンB 
水溶液で直径 5μm、ピッチ 10μmのマイクロド
ットパターンを作成した 19,20)。さらに、針状プロ
ーブ接触法を用いて CV、およびメチレンブルー
（methylene blue; MB）で直径15－100μm、ピッ
チ15－ 150μmのマイクロドットパターンを作成
した 21)。
４．２ 生体試料

　ジエチルエーテルによる麻酔下でマウス（C57BL/6J、
6 週齢）から脳、および眼球を摘出し、粉末状のド
ライアイスで速やかに凍結させ、－80°Cで保管した。
その後、脳、および眼球をクライオマイクロトーム
（CM1850, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）
を用いて－20°Cで厚さ10μm の切片にし、ITOコ
ート付きのスライドガラスに貼り付けた。70％エ
タノール水溶液にCVとMBを各々0.5wt％で溶解
させた溶液で各切片を染色し、蒸留水で洗浄した。
染色後、イオンビームスパッター（E-1010, Hitachi 
High-Technologies Corp., Tokyo, Japan）を用いて、
金で厚さ8 nm のコーティングを行った。本実験は
大阪大学動物実験委員会の承認を得ており、大阪大
学動物実験規程に準じて実施した。

５．結果と考察

５．１ リニアモードでの人工的なパターンの観察

　図5は走査型電子顕微鏡（JCM-5700, JEOL Ltd., 
Tokyo, Japan）で観察したメッシュ、および投影型

IMS装置のリニアモードで観察したイオン像である。
ここでは、CVからCl－が解離して生成した正イオ
ン[CV－Cl]+ が検出されている。イオン光学系の
拡大倍率は約20倍で、メッシュのパターンが明瞭
に観察されている。図5(c) に示したイオン信号強
度プロファイルより、イオン像内におけるメッシュ
のエッジ部分においてイオン信号強度が最大値の
20％から 80％に変化するまでの距離を用いて空間
分解能を評価した結果、空間分解能は約3μm と求
められた。

　図6はローダミンBで作成したマイクロドットパ
ターンを投影型 IMS装置によって観察した結果で
ある。光学顕微鏡像と形状が一致したイオン像が得
られており、直径5μm、ピッチ10μmのドットパ
ターンがはっきりと分解されて観察できていること
がわかる。



図7．(a) CVとMBで作成したマイクロドットパターンの (a) 光学顕微鏡像と、
(b－d) 同試料から得られたイオン像、および飛行時間スペクトル。(b) CVとMB
の両者のイオンを検出した場合、およびイオンゲートで(c) CVのみ、(d) MBの
みのイオンを通過させた場合。
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　一方、図7はCVとMBで作成したマイクロドッ
トパターンを投影型IMS装置で観察した結果である。
イオンゲートを用いずにCVとMBの両イオンを観
察すると4つのドットが観察されているが、イオン
ゲートを用いてCV、またはMBの一方のみのイオ
ンを通過させると、イオン像においても飛行時間ス
ペクトルにおいてもイオンゲートで通過させた色素
のイオンのみが検出されていることがわかる。した
がって、投影型 IMS装置によってイオンの空間分
布を観察できているだけではなく、イオンの空間分
布を飛行時間、すなわち、質量電荷比に応じて分離
して観察できていることがわかる。
５．２ MULTUM-IMG 周回後の人工的パターン

　　　の観察

　図8はCVで作成したマイクロドットパターンを
リニアモード、およびMULTUM-IMGでの周回後
に観察した結果である。ただし、ここでは、アイン
ツェルレンズに加えて四重極レンズを用いており、
イオン光学系の倍率は約10倍であった。リニアモ
ードではマイクロドットパターンの像がはっきりと
得られており、周回後も若干の歪はあるが、マイク
ロドットパターンの像が観察できていることがわか
る。ただし、多重周回部のイオン光学系は周回前後
の結像倍率が－1であるため、1周毎に像の上下左
右が反転している。CVのイオン[CV－Cl]+（m/z 
372.2）に対する質量分解能m/Δmはリニアモード

　

では150であったが、MULTUM-IMG内を10周さ
せることで2,000まで向上させることができた。
　本実験で使用した加速電圧5kVの場合、扇形電
極内の外側、および内側の円筒面電極に印加する電
圧は、理論上はそれぞれ1kV、および－1kVである。
しかし、これらの電圧を各円筒面電極に印加した場
合は周回後のイオン像を観察することができなかっ
た。このため、各円筒面電極に印加する電圧は、周
回後のイオン像の歪が最も小さくなるように個別に
最適化されており、理論値と最適化後の電圧との差
は最大で10％程度であった。表面電荷法を用いた3 
次元でのイオン軌道シミュレーション 22)を実施し
た結果、理論値と最適化後の電圧との違いは、イオ
ン源内の電極とMULTUM-IMG内の電極との相対
位置の精度が不十分であるためであることがわかっ
た。
５．３ リニアモードでの生体試料の観察

　図9はCVとMBで染色した脳切片をリニアモー
ド、イオン光学系倍率約20倍で観察した結果である。
図9(c) の通り、CV、およびMBからCl－が解離し
て生成したイオンが検出されており、脂質、ペプチ
ド、タンパク質などの生体由来のイオンは検出され
ていない。イオン光学系倍率約20倍の場合、1回
の測定で観察できる視野は直径約400μmの円形の
領域である。図 9(b) は、より広い領域を観察する
ために試料を一定の間隔250μm で移動させて各位



図10．(a) CV、およびMB で染色したマウス網膜切片の
光学顕微鏡像、および(b)同試料から得られたCVとMB
のイオン像。

図9．(a) CV、およびMB で染色したマウス脳切片の光学顕微鏡
像、(b) 同試料から得られたCVとMBのイオン像78枚を結合さ
せたイオン像、および(c) 同試料から得られた質量スペクトル。

図8．(a) CV で作成したマイクロドットパターンの光
学顕微鏡像、(b) リニアモードでのイオン像、および
(c－h) MULTUM-IMG 内を周回させた後のイオン像。
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置でのイオン像を78枚（＝13× 6枚）測定し、つ
なぎ合わせたもので、各画像の継ぎ目が滑らかにな
るように画像処理を行っている。このようにして得
た3.25 mm× 1.5 mmの領域におけるイオン像では、
同じ領域における試料の光学顕微鏡像と一致した海
馬の形状が明瞭に得られている。
　図10はCVとMBで染色した網膜切片をリニア
モード、イオン光学系倍率約20倍で観察した結果
である。この場合も試料の光学顕微鏡像と一致した
形状のイオン像が得られており、網膜内の層構造を
観察することができている。
　ここで、生体試料の観察においては、試料表面に
金でコーティングを行わないと光学顕微鏡像と相関
を持つようなイオン像を得ることができなかった。
これは、試料表面に蓄積した電荷によって試料の電
位が変化することによりイオン像が乱されたためと
考えられる 10)。イオンゲートを用いてCV、または
MBの一方のみのイオン像を観察した結果、どちら
も有意な差は見られなかった。
　図9の測定では1回の測定でのCCDカメラの露
光時間を10 s（100 レーザーパルス）としているた
め、78枚のイオン像は約13分で測定できることに
なる。本実験で使用したNd:YAGレーザーはフラ
ッシュランプ励起のため、繰り返し周波数が10 Hz 
であったが、近年では繰り返し周波数1 kHz以上の
固体レーザーを容易に利用できる。このため、繰り
返し周波数1 kHz のレーザーを用いると仮定すると、
78枚のイオン像を測定するために要する時間は約
10 s まで短縮できると考えられる。一方、同じ3.25 
mm × 1.5 mm の領域を最新の市販走査型IMS装置
で測定しても、約1.4時間を要することになる。こ

　

こで、走査のピッチ、各点でのレーザー照射回数、
および繰り返し周波数をそれぞれ10μm、100ショ
ット、1 kHz と仮定した 1,2)。したがって、本研究
で開発した投影型 IMS装置は高空間分解能で高ス
ループットのIMSに適していると考えられる。
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６．まとめ

　本研究では、MALDIイオン源、多重周回飛行時
間型質量分析計MULTUM-IMGを組み合わせた投
影型 IMS装置の開発を行った。CVをピッチ 12.7
μmのメッシュで覆った試料、およびローダミンB
で作成した直径 5μm、ピッチ 10μmのマイクロ
ドットパターンのイオン像をリニアモードで明瞭に
得ることに成功した。メッシュパターンのイオン像
から、空間分解能は約3μm と推定された。投影型
IMS装置においてもイオン像を飛行時間、すなわ
ち質量電荷比に応じて分離して測定することができ
ることが確認された。さらに、CVで作成したマイ
クロドットパターンをMULTUM-IMG内で周回さ
せた後に観察した結果、 MULTUM-IMG内で10周
させた後でもマイクロドットパターンの像が保持さ
れていることがわかった。CV由来のイオン[CV－
Cl]+（m/z 372.2）に対する質量分解能m/Δmはリ
ニアモードでは 150 であったが、MULTUM-IMG
内で 10周させたことで2,000 まで向上させること
ができた。また、CVとMBで染色したマウスの海馬、
および網膜をリニアモードで観察した結果、同一試
料の光学顕微鏡像と一致するイオン像を得ることに
成功した。本研究で開発した投影型 IMS装置は高
空間分解能で高スループットの IMSに適している
と考えられる。
　本稿で述べた投影型 IMSの実験ではマトリック
スを用いずに測定を行ったが、今後は、MALDIや
nano-PALDIを用いて脂質、ペプチド、タンパク質
などの生体分子や、生体内に投与された薬剤分子な
どの観察を行っていく予定である。また、今回使用
したイオン検出器は全てのイオンを合計したイオン
像、あるいはイオンゲートで選択した特定の分子に
対するイオン像のみしか測定することができない。
このため、ディレイライン検出器 23)を用いること
などにより、イオンの位置と飛行時間の両者を同時
に測定可能なイオン検出器の開発を行う予定である。
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