
　分析種＊1のイオン化にともなう断片化（fragmentation）
の度合いが低いソフトイオン化法は，質量分析のバイオ分
野への応用において特に重要な技術である．マトリックス
支援レーザー脱離イオン化法（matrix-assisted laser desorp- 

tion/ionization; MALDI）は，エレクトロスプレーイオン化
法（electrospray ionization; ESI）とならんで現在最も普及
しているソフトイオン化法であり，質量分析を利用したバ
イオ研究に著しい発展をもたらした．田中らによる
MALDIの発明 1）とFennらによるESIの発明は，2002年の
ノーベル化学賞の栄誉に浴している．
　MALDIではプレート上の凝縮相の分析種―マトリックス
混合試料にレーザーを照射してイオン化を行う．この操作
は真空中で行われるのが一般的である．基本的にMALDI

では，試料中にモル比過剰に存在するマトリックス分子が
脱離イオン化過程の全体にわたって主要な働きをしている
とき，分析種分子がマトリックス分子との同時脱離によっ
て壊れることなく気相イオンとして取り出される．マト
リックス分子の主要な働きとは，（1）分析種の分子同士を
引き離して凝集力を弱める希釈作用，（2）レーザーがもた

らす光エネルギーの吸収と緩和，（3）プロトン授受による
分析種分子への電荷付与，である．したがって，分析種と
マトリックスの組み合わせを適切に選ぶことがきわめて重
要であり，マトリックスの開発に関して多くの研究がなさ
れているが，そのほとんどは試行錯誤的に進められた．代
表的なマトリックスである 2,5-ジヒドロキシ安息香酸
（2,5-dihydroxybenzoic acid; 2,5-DHB）や a -シアノ桂皮酸
（a -cyano-4-hydroxycinnamic acid; a -CHCA）なども経験
的に探索された化合物である．試料の真空蒸気圧は十分低
いことが求められるため，乾燥状態で微結晶状の試料を形
成する結晶性マトリックス化合物が多用されているが，液
状の分析種─マトリックス混合試料を形成する液体マト
リックス 2，3）や，分析種とマトリックスの混合粉末を加圧
成形したペレット状の試料 4）を用いることもある．
　MALDI に用いられる最も一般的なレーザーは，マト
リックスの紫外（ultra violet; UV）吸収極大付近の波長で
1～10 nsのパルス幅を出力する UVパルスレーザーであ
り，ほとんどすべての市販MALDI質量分析計は窒素レー
ザー（波長 337 nm）あるいは三倍高調波 Nd : YAG レー
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ザー（波長 355 nm）を採用している．しかし，特殊なマト
リックスを使用する場合など，ある条件下では他の発振波
長との組み合わせが優れている場合がある．例えば，四倍
高調波 Nd : YAGレーザー（波長 266 nm）のみに対して作
用するマトリックスと分析種の組み合わせ 5）もあれば，
壊れやすい巨大分子の測定では豊富な種類のマトリックス
を適用できる IR（infrared）レーザーを用いたMALDI（IR-

MALDI）6，7）や，UVと IRのレーザーの同時照射 8）がより
優れていることもある．以下では，MALDIの主流である
窒素レーザーあるいは三倍高調波 Nd:YAGレーザーと結晶
性マトリックスを併用した一般的な UV-MALDIのみを扱
い，特に断りのない限りこれをMALDIと表記する．
　本解説では，MALDIが生体分子のような壊れやすい高
分子をどうして壊さずにイオン化できるのか，そのメカニ
ズムを中心に議論する．MALDIのメカニズムは非常に錯
綜しており，まだ完全には解明されていない．しかし，こ
れまでの多くの研究によって次第にその全体像が明らかに
なりつつある．MALDIにおける脱離過程とイオン化過程
は，マトリックスを含めた試料の物性とレーザーの照射パ
ラメーターに強く依存して，互いに連動しながらきわめて
短い時間スケールの中でほぼ同時に進行する．ここでは理
解を容易にするため，脱離過程とイオン化過程を個別に議
論しているが，本質的に両者は切り離して扱えないことを
念頭に置く必要がある．
　なお，本解説はMALDIの実験手法や装置の解説を目的
としていないので，MALDI測定の実践的情報が必要な読
者は関連書籍 9，10）を参考にしていただきたい．

1. MALDIにおける脱離過程
　脱離過程には，光学的現象や力学的現象に加えて，相転
移やイオン化に関わる熱動力学的過程や物理化学的過程が
複雑に入り組んでいる 11，12）．図 1は脱離過程を単純化して
図示している．適正なレーザー照射条件下の脱離過程は熱
的作用が支配的であるが，それは以下に詳しく述べるよう
に熱的非平衡中で進行する．
1. 1 レーザー照射条件と照射される物質側の条件

　MALDIで適正な測定結果を得るためには，レーザー照
射条件（表 1）と照射される物質側の条件を整える必要が
ある．例えばレーザーのパルス幅は，分析種の分子が熱分
解しない程度に短くなければならない．いいかえると，脱
離過程の時間スケールを熱分解反応の時間スケールよりも
短くする必要がある．標準的に用いられるレーザーのパル
ス幅は数ナノ秒のオーダーであるが，より短いパルス幅で
のMALDIで実質的な改善の効果は得られていない 13）．

　発振波長とマトリックスの吸収波長帯との一致は，試料
中の高エネルギー密度状態を達成するための重要な指標に
なる．マトリックスとして良好な物質は，溶液での測定で
レーザー光に対して 2000～20000 L mol－1 cm－1のモル吸光
係数を示す．結晶化したマトリックスでも同程度の吸光特
性があると仮定した場合，レーザー光は結晶表層の 20～
200 nmの厚さで吸収される．代表的なマトリックスであ
る共役芳香族化合物は，数 10 nmの比較的広い幅の吸収波
長帯を有し，適用可能なレーザーの選択が容易である．そ
の多くは吸収波長帯のピークが 300～350 nmの範囲にあ
り，窒素レーザーや三倍高調波 Nd:YAGレーザーとの相性
が優れている．最も普及している 2,5-DHBや桂皮酸誘導
体（a -CHCAやシナピン酸など）もこの化合物グループに
属する．三倍高調波 Nd:YAGレーザーは，3-ヒドロキシピ
コリン酸などの数種類の重要なマトリックスによる光吸収
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図 1　MALDIにおける脱離過程のイメージ．プレート上の
試料では，分析種の分子がマトリックス微結晶中に分散して
いる．UVパルスレーザー照射により，試料表面近くのごく
浅い層からマトリックスの中性分子，マトリックス関連イオ
ン，クラスターなどが放出し，これらとともに分析種の中性
分子やイオンが取り出される．通常，この過程は真空中で実
現される．

表 1　MALDIにおける標準的なレーザー照射条件．
337 nm（窒素レーザー）発振波長
355 nm（三倍高調波 Nd:YAGレーザー）
3.68 eV（窒素レーザー）光子エネルギー
3.49 eV（三倍高調波 Nd:YAGレーザー）
1～20 Hz（窒素レーザー）繰り返し周波数
10～1000 Hz（三倍高調波 Nd:YAGレー
ザー）
1～10 nsパルス幅
1～10 mJパルスエネルギー

1×102～5×103 Wピークパワー
　（1/e2定義）

20～200 mm集光径（直径）
30～600 J m－2フルエンス
1×106～5×107 W cm－2照射強度



が窒素レーザーよりも劣るという弱点がある．
　生体分子による波長 300 nm以上での UV吸収は，分子
内に発色団をもつチトクローム cなどのわずかな例外を除
いて無視できるほど弱く，MALDIで生体分子が直接に光
分解する可能性は排除できる．MALDI の分析種 /マト
リックスモル比は非常に低い（例えばペプチドを分析する
場合，最適とされる分析種 /マトリックスモル比は 5×
10－2～10－8である）ため，凝縮相試料の物理化学的特性は
マトリックスだけの結晶と基本的に同一であると考えるこ
とができる．
　脱離が活発になる昇華点の低さは，分析種の熱分解を抑
制する観点から重要な物質側条件であり，長い共役電子系
をもつ化合物がマトリックスに適さない理由のひとつに
なっている．共役電子系が伸びると吸収波長帯は長波長側
にシフトし，可視光レーザーによる励起が可能になるが，
その一方で分子間結合力が増大して昇華点が上昇するため
である．
1. 2 エネルギーの吸収と緩和

　励起過程の最初の段階は，共鳴光吸収による第一励起一
重項（S1）の状態密度の増大から始まる．この段階で光子
の過剰エネルギーの一部は，フランク─コンドン原理に
よって低い振動エネルギー準位の S1励起状態への遷移を
通して熱エネルギーに転換される．S1励起状態の緩和経路
として，蛍光発光，項間交差などの無輻射過程，二光子吸
収によるイオン化，光化学反応などもあるが，S1励起状態
に蓄えられたエネルギーの大部分は，分子内振動と分子間
格子振動に配分され熱に転換する．S1励起状態の緩和時定
数は蛍光発光測定から 10－10秒のオーダーと推測され，
MALDIの標準的なレーザーパルス幅よりも短い 14）．
　凝縮相の熱伝導による熱緩和時間は次式で与えられる．
 t th＝rcpd 2��al th� （ 1）
ここで物質の密度，比熱，熱伝導度はそれぞれ r，cp，l th

で，レーザー光の侵入深さを d で表している．また，aは
照射されるマトリックス結晶のサイズや形状を反映した係
数で，例えば大きな結晶ほど小さな値となるが，大体 1～
4の範囲にある．標準的なマトリックスの物性値を適用し
てこの式から計算される熱緩和時間は数 10 ns であり，
MALDIの標準的なレーザーパルス幅よりも若干長い．こ
のことと，S1励起状態の短い緩和時定数から，次のような
状況が考察される．マトリックス結晶に吸収された光子の
エネルギーは急速に熱に転換するが，それに比して熱伝導

による照射領域外へのエネルギーの散逸はゆっくりしてい
るので，レーザーパルスのエネルギーを吸収した直後の照
射領域はレーザー侵入深さにわたって比較的均一な温度分
布になっている．
　レーザーによる加熱は物質の急激な膨張をもたらし，そ
の結果として物質内に応力が発生する（光音響効果）．音
響エネルギーの緩和の時間スケールは，励起媒質中の応力
波の伝播時間で決定し，近似的に励起深さ（レーザー侵入
深さ）d と媒質中の音速 n sの比で与えられる．その値は標
準的なMALDIの条件下で数 10ピコ秒オーダーであり，音
響エネルギーは伝搬によって急速に消失するため，応力波
の振幅は考慮に値するほど大きくならないと考えられてい
る．しかし，レーザー侵入深さが大きくなる IR-MALDIで
は，光音響効果による応力波は重要な役割を担うと考えら
れる15）．
　レーザーフルエンスのイオン検出閾値＊2は，マトリック
スの吸光度やレーザー照射スポットの直径に依存して数
10～数 100 J m－2の範囲であるが 16），この値を標準的な照
射スポット径（100～200 mm）の場合における単位体積当
たりのエネルギー密度に換算すると，マトリックスの種類
によらず約 1×109 J m－3でほぼ一定となる．これは昇華の
エンタルピー変化とほぼ等しく，エネルギー論的には照射
領域の気化が可能な値である．このエネルギー密度は熱平
衡に達したときの数 100 Kの温度上昇に相当するが，脱離
過程における熱的非平衡状態では結晶格子温度はさらに高
くなると考えられる．しかし，マトリックスの結晶格子温
度が瞬間的に上昇しても，格子振動と分析種の分子内振動
の周波数のずれが障壁となって熱平衡への進行が遅れるの
で 17），ただちに分析種が強く分子内励起されることはな
い．また，分析種分子は膨張するプルーム＊3での蒸発冷却
と衝突によってさらに緩和される．
　コバルトやTiNなどのナノ粒子をグリセロールなどの媒
質中に懸濁させたマトリックスもまれに使用されるが，そ
のレーザー光吸収は通常のマトリックスとは大きく異な
る 1，18）．材料をミクロンオーダーの粒子にしたときの光学
的性質や熱力学的性質は連続体材料の場合とほとんど変わ
らないが，粒径 100 nm程度以下のナノ粒子では表面プラ
ズモン励起などの表面効果による特性の変化が現れる．そ
の結果，連続体ではあまり光吸収しない材料でも非常に高
い吸光度を示すようになる．ナノ粒子懸濁液マトリックス
を用いた場合，高い加熱速度により瞬間的な温度は 10000 
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＊2 分析種のイオンが信号雑音比（SN比）2：1程度で検出されるときのフルエンス．
＊3 試料上のレーザー照射箇所からの高速ガス放出 ; plume．



Kのオーダーに達する18）．
1. 3  物質の放出

　レーザーフルエンスと脱離物（イオンと中性分子）の生
成量との関係を図 2に示す．フルエンスがイオン検出閾値
より低い場合でも，照射領域から多数の中性分子が放出さ
れることが，ポストイオン化法＊4を用いた研究で明らかに
なっている16）．
　イオン検出閾値近傍の低いレーザーフルエンスでは，試
料表面が 1 層ずつ昇華する脱離現象が支配的である12）．
レーザーパルス幅の期間中に脱離が始まり，気化熱により
冷却されるためレーザーパルス幅の期間後は脱離が急速に
終息する．このフルエンス領域での脱離成分は分子が主体
であるが，小さなクラスターの放出も認められる19）．した
がって，膨張するプルームにはクラスターもある程度の割
合で存在すると考えられる．微視的スケールでこのような
脱離現象のスナップショットを捉えた実験はないが，各フ
ルエンス領域における脱離の挙動は分子動力学計算による
シミュレーション結果（図 3）で精緻に再現されている20）．
　分子の脱離反応速度は近似的にアレニウスの式で与えら
れる．放出される物質の全量が最高温度での脱離反応速度
に比例することを考慮すると，ナノ秒オーダーのレーザー
照射による脱離分子の生成量は次式で表すことができる16）．
 Y � P �A� exp �－Ea��kB�T0＋BF ��� （ 2）

ここで Yは脱離分子の生成量，Eaは脱離過程の活性化エ
ネルギー，T0は試料温度の初期値，Fはレーザーフルエン
ス，Bはレーザーパルスのエネルギーが試料温度（格子温
度）に転換する効率，kBはボルツマン定数，P �A�は各種
の非温度依存性の因子をまとめた係数を表している．脱離
分子の生成量は照射スポット径に強く依存するが 16），そ
の依存性は P �A�に含まれる．
　脱離反応速度とレーザーパルスエネルギー吸収が不均衡
になる高フルエンス領域では，極度の過熱により爆発的な
相転移が起こる21）．この現象（アブレーション ; ablation）
は分子の脱離とともに多量のクラスター放出を伴い 19），
急激な試料の消費とイオン源の圧力上昇（真空度の低下）
をもたらす．一般的なMALDI質量分析計はバックグラウ
ンド真空度を 10－4 Pa以下に維持する必要があるため，有
効なフルエンスは真空度が低下しない範囲に制限され，イ
オン検出閾値の 2～3倍が上限となる．また，高フルエン
ス領域では分析種の断片化が顕著になるため，マススペク
トルの質が低下する．
　通常のMALDI測定は照射スポット径 50～200 mmの範
囲で行われる．数ミクロンのレーザー集光径を達成するこ
とも技術的に困難ではないが，照射スポット径が減少する
とイオン検出閾値は非線形に増大し，レーザー侵入深さの
増大とアブレーションが引き起こされるので，測定には適
さなくなる．
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図 2　レーザーフルエンスと脱離物生成量との関係．フルエ
ンスをパラメーターにしてMALDI生成物の信号量を質量分
析計で測定している．中性分子については脱離後にポストイ
オン化法（光イオン化）によりイオンにすることで測定でき
る．図中のⅠはイオン検出閾値近傍で穏やかな昇華が支配的
なフルエンス領域，Ⅱは活発な脱離によりフルエンスのべき
乗に比例してイオン生成量が急増する，MALDIで一般的に
用いられるフルエンス領域，Ⅲは極度の過熱によりアブレー
ションが起きているフルエンス領域を示す．（文献 16より許
可を得て一部改変し転載．©Elsevier, 1995）
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図 3　分子動力学計算による脱離現象のシミュレーション結
果．試料表面から－40～160 nmの空間内におけるレーザー
照射直後の物質分布スナップショットであり，（a）と（b）
はそれぞれ図 2の領域Ⅰ（閾値近傍の低フルエンス領域）と
領域Ⅲ（極度の高フルエンス領域）における状態に相当して
いる．（文献 20より許可を得て一部改変し転載．©American 
Chemical Society, 2003）

＊4 レーザー照射で脱離した中性種を別のレーザーでイオン化する実験法．



1. 4 プルームの膨張

　標準的な照射スポット径（100 mm）のイオン検出閾値
では，レーザー 1パルス当たりに深さ数 10 nm（単分子層
で数 10層分）までの体積が脱離する．大量の脱離分子は
気相中に放出されてからプルームとして膨張する間も頻繁
に分子間衝突する．これらの衝突はプルーム膨張に影響
し，軸方向（イオン引き出し方向）に伸びたプルームを形
成する．マトリックス中性分子のプルーム軸方向速度の平
均値と分布の幅はともに 500 m s－1程度であり12），イオン
はさらに高速で 1000 m s－1程度に達するので 22，23），基本的
にイオンは膨張するプルームの前方に偏在している．プ
ルーム軸方向に垂直な方向の速度成分はプルーム温度と密
接な関係があり，軸方向速度よりも低速かつ質量依存性が
大きい 22）．併走するマトリックス分子と分析種分子との
間の多重衝突は，互いの軸方向速度が同程度になるまで分
析種分子を加速する23）．その結果，高質量の分析種分子の
平均運動エネルギーは数 eVに達し，また運動エネルギー
分布の幅も数 eV程度になる．分析種分子が獲得する大き
な運動エネルギー分布はMALDI質量分析計の性能を制限
する要因となる．
　膨張するプルーム内で分子同士が頻繁に衝突する過程
は，プルーム全体の熱エネルギーによって制御される熱化
学的過程でもあり，その中では熱平衡状態では進行しない
ような熱化学反応も起こりうる．フルエンスが非常に低い
場合は，イオンや他の脱離生成物が乏しくプルーム内での
衝突が少ないため，熱化学的過程はエネルギー論よりも分
子速度論によって制御される．また，熱化学的過程の始状
態（固体のマトリックス─分析種混合相）と終状態（気相）
では反応環境が全く異なるため，熱化学反応のエネルギー
論的性質は熱化学的過程の進行に伴って大きく変化するこ
とにも留意する必要がある 24，25）．
　プルーム膨張の特性はフルエンスによって変化するが，
膨張するプルーム内での衝突は分析種分子の内部エネル
ギーを緩和することはあっても，運動エネルギーの緩和に
は寄与しない．そこで衝突冷却（collisional cooling）に
よって内部エネルギーと運動エネルギーの両方を緩和する
工夫が考案されている．高圧力型 MALDI イオン源は約
100 Paから 105 Pa（大気圧）で動作し26），バックグラウン
ドガスとの衝突により急速な熱平衡化がもたらされ，プ
ルーム膨張の特性が通常のMALDIイオン源とは大きく異
なる．高圧力型MALDIイオン源では分析種分子の運動が
衝突冷却によって安定化し，MALDI質量分析計の性能向
上やさまざまなタイプの質量分析部との接続を可能にする
効果が得られる．

2. MALDIにおけるイオン化過程
　MALDIで検出される分析種イオンはプロトン付加分子
�protonated molecule; �A＋Na�＋�など，断片化されていない
分子の 1価イオンが主体である．分析種やマトリックスの
種類，あるいは試料の純度に応じて，ナトリウムイオン付
加分子 �A＋H�＋やカリウムイオン付加分子 �A＋K�＋も検
出される．質量 10000 Daを超えるたんぱくなどの高分子
の測定では多価プロトン付加分子（multiply protonated 

molecule; �A＋nH�n＋, n＝ 2, 3, …）も検出される．
　分析種のイオン化経路は，分析種とマトリックスの 

プロトン親和力（proton a¤nities; PAs）や気相酸性（gas 

phase acidities; GPAs）や気相塩基性（gas phase basici-

ties; GPBs）などの物理的・化学的な性質に依存する．マ
トリックスはイオン化過程においてプロトンの供与体や受
容体などとして重要な役割を担っている．マトリックス関
連化学種の一次イオン化反応と，それらマトリックス関連
化学種と分析種との間の二次イオン化反応は，互いに連動
しており完全には分割できないが，両者を個別に考察する
ことは現象の理解に役立つ．また，脱離生成物には分子の
二量体や多量体，あるいは小さなクラスターも含まれ，こ
れらが反応種になりえることも考慮する必要がある．（例
えば，マトリックス分子多量体からのプロトン移動は，単
量体からよりもエネルギー的に有利であると考えられてい
る25）．）
2. 1 一次イオン化反応

　MALDIで検出されるマトリックス関連化学種のイオン
は，マトリックス分子のラジカルイオンM•＋，プロトン
付加分子 �M＋H�＋，およびその脱水イオン �M－H2O＋
H�＋などである．一次イオン化反応はマトリックス関連イ
オンを生成するが，検出されるマトリックス関連イオンに
は二次イオン化反応の生成物もある程度含まれている．
　一次イオン化反応として考えられる各種の反応経路を表
2に整理した．窒素レーザーの光子エネルギーは 3.68 eV

であり，三倍高調波 Nd:YAGレーザーの光子エネルギーは
3.49 eVであるのに対して，マトリックス分子単量体のイ
オン化エネルギー（IEs）は約 8 eVであり，凝縮相のマト
リックスは溶媒効果により IEsがわずかに減少することを
考慮しても，エネルギー収支を成り立たせるには光子 2個
分でも足りない．
　まず考えられるのは，共鳴二光子吸収で得られる第二励
起一重項（S2）状態を経由する一次イオン化経路（表 2の
反応式（ 3））であるが，MALDIで用いられる標準的なフ
ルエンス（100 J m－2，表 1参照）は，十分な S2状態密度を
得るには低すぎる．
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　隣接する励起分子間，あるいは 2つの励起子＊5の間での
エネルギー蓄積は，最も可能性の高い一次イオン化経路で
ある（表 2の反応式（ 4））．一重項対消滅（singlet─singlet 

annihilation）と称される過程では，片方の分子の第一励起
一重項（S1）状態は S2状態に励起され，もう一方の分子の
S1状態は基底状態に緩和する14）．この過程によるエネル
ギー蓄積は 3個以上の分子が関与する多中心性過程として
も起こりえるが，それもイオン化のエネルギー論的要件の
緩和に寄与すると考えられる．
　一般的なマトリックス化合物の S1状態の寿命は，固体
中では約 10－10 sしかないが，孤立した単量体の分子では
数ナノ秒以上に延びる．したがって一次イオン化反応は，
レーザーパルスの期間より後のプルーム膨張中にも起こり
える．一重項状態から（より寿命の長い）三重項状態への
項間交差も，一次イオン化の時間スケール延長に寄与する
と考えられる．
　励起状態あるいは基底状態のマトリックス中性分子から
のプロトン移動反応も，理論的には一次イオン化経路にな
りうる28）．多くのマトリックス化合物が該当する芳香族ア
ミンやフェノール類などの有機化合物には電子励起状態で
気相酸性を強めるものが少なくなく，これらについては励
起状態からのプロトン移動（excited state proton transfer; 

ESPT，表 2 の反応式（5a, b））の可能性が考えられる．
ESPTの可能性に対する疑問点は，化合物の ESPT活性と
マトリックス適性の間に重大な不一致がみられることで，
すなわちマトリックスとして良好でありながら溶液中で
ESPT 不活性を明瞭に示す化合物があることや，高い

ESPT活性を示した化合物の多くがマトリックスとして全
く機能しないことである．
　一方，基底状態のマトリックス中性分子間のプロトン移
動（表 2の反応式（6a））には数 1000 Kの反応温度が必要
であり，この経路は熱エネルギーの蓄積を考慮してもボル
ツマン分布の高温側の端の部分の寄与としてわずかにしか
起こりえない．また，マトリックス中性分子から分析種分
子への直接プロトン移動（表 2の反応式（6b, c））もありう
るが，同様に必要な反応温度が高すぎるため，イオン生成
量全体の中での寄与を完全に排除できないにしても，重要
なイオン化経路とは考えにくい．
　熱イオン化（表 2の反応式（7a, b））も非常に高い反応温
度を必要とするが，ナノ粒子懸濁液マトリックスを用いた
レーザー脱離イオン化では，最高温度が 10000 K以上にも
達するので，熱イオン化が主要なイオン化経路になりう
る．その場合，グリセロールなどの懸濁用溶媒は二次イオ
ン化反応での反応種として補助的な役割を担う．
　凝縮相の試料中ですでにイオン化している成分（プリ
フォームドイオン ; preformed ion）が脱離によって取り出
されるという機構も考えられる．しかし，イオン性の化合
物や金属錯体の分析を例外にして，凝縮相中の化学的状態
が MALDI マススペクトルに反映されることはない．ま
た，負電荷のプリフォームドイオンが検出されることもほ
とんどない．したがって大抵の場合，プリフォームドイオ
ンの脱離はほとんどないか，仮に存在したとしてもプルー
ム中での二次的な反応によって覆い隠されていると考えら
れる．
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表 2　MALDIにおける一次イオン化反応．
文献反応式反応の分類                    

27（3）M＋n×hn →M•＋＋e－多光子イオン化

M＋hn →M＊エネルギー蓄積（一重項対消滅）
14（4）M＊＋M＊ →M＊＊＋M

M＊＊ →M•＋＋e－

M＋hn →M＊励起状態からのプロトン移動（ESPT）
28（5a）M＊＋M→ �M＋H�＋＋�M－H�－

（5b）M＊＋A→ �A＋H�＋＋�M－H�－

28（6a）M＋M→ �M＋H�＋＋�M－H�－基底状態からのプロトン移動
（6b）M＋A→ �A＋H�＋＋�M－H�－

（6c）M＋A→ �A－H�－＋�M＋H�＋

18（7a）M＋M→M•＋＋M•－熱イオン化
（7b）M→M•＋＋e－

記号Mはマトリックス分子，Aは分析種分子，M•＋はラジカルイオン，M ＊は第一励起状態，M＊＊は第二励起状態を示す．

＊5 固体中の移動性電子正孔対 ; exciton．



　エネルギー蓄積反応（表 2の反応式（ 4））が主要な一次
イオン化経路であることは多くの実験結果が支持してお
り，マトリックス分子のラジカルイオンが顕著に検出され
ることもエネルギー蓄積反応によって説明できる．
2. 2 二次イオン化反応

　イオンの検出閾値は中性分子よりも 2～3倍高い 16）．ま
た，イオンの生成量のフルエンス依存性は中性分子よりも
大きい．これらは二次イオン化反応の存在を示唆してい
る．分析種 /マトリックスモル比が適切で十分な検出感度
がある場合，マトリックスイオンと分析種イオンは同じ閾
値で検出され，それぞれの生成量の変化についても同じフ
ルエンス依存性を示す 16）．イオン生成量 /中性分子生成量
の比として定義したイオン化率は，マトリックスについて
は 10－5～10－3の範囲と見積もられるが，分析種について
は二次イオン化反応に適した条件下でより高くなる傾向が
あり，10－3以上に達することもある．
　二次イオン化反応として考えられる各種の反応経路を表
3に整理した．大抵の場合，分析種とマトリックス化合物
のPAsの差が大きいため，マトリックスのプロトン付加分
子あるいはプロトン付加多量体から分析種中性分子へのプ
ロトン移動（表 3の反応式（8a, b, c））は，エネルギー論的
に主要な二次イオン化経路と考えられる 11，25，29）．負イオン
を生成する場合，分析種中性分子からのプロトン脱離のエ
ネルギー論的な起こりやすさは，分析種の脱プロトン分
子 �deprotonated molecule; �A－H�－� とマトリックス負イ
オンとの GPBsの差によって決まる．GPBsの差は PAsの
差よりも小さく，脱プロトン分子の生成量はプロトン付加

分子に比べて低くなることが多い．
　多糖や合成ポリマーなどの分析種は，マトリックスから
のプロトン移動が優勢になるほどPAsが高くないので，カ
チオン付加分子（cationized molecule）として検出されや
すい（表 3の反応式（9a, b））11，30）．付加するカチオンはお
もにナトリウムイオンやカリウムイオンであるが，これら
のアルカリ金属カチオンは実験室環境中の不純物としてあ
りふれた存在だからである．ジトラノールなどのカチオン
親和力が特に低いマトリックスの使用により，分析種のカ
チオン付加分子の生成量が増加することがある．反応式
（9a）は便宜上，二次イオン化反応に分類しているが，プ
ルーム中に存在する金属カチオンと分析種の直接的反応で
あり，したがってマトリックスの一次イオン化反応が関与
しないイオン化経路である．また，反応式（9b）はマト
リックス―金属カチオン複合体からのカチオン引き抜き反
応である．多糖や合成ポリマーなどの化合物でも気相酸性
が比較的高い場合（例えばグリカンなど）は脱プロトン分
子として検出されやすくなる．その場合は脱プロトン分子
にカチオンが付加した �A＋�n＋1�Cation－nH�＋が優先的
に検出されることもある．
　二次イオン化反応の例外的な場合として，マトリックス
から分析種への電子移動による分析種のラジカルイオン
A•＋の生成（表 3の反応式（10））が考えられる．
2. 3 多価イオンの生成とクラスターイオン化モデル

　MALDIの代表的な特徴である 1価イオンの現れやすさ
は，二次イオン化反応によって説明できる11）．低分子の場
合，すでに（プロトン付加によって）電荷を獲得した分子
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表 3　MALDIにおける二次イオン化反応．
文献反応式　　　　　　　　　反応の分類

11, 25, 29
（8a）�M＋H�＋＋A→M＋�A＋H�＋プロトン移動
（8b）�M－H�－＋ A→M＋�A－H�－

（8c）M•＋＋A→ �M－H�•＋�A＋H�＋

11, 30
（9a）A＋Cation＋ → �A＋Cation�＋カチオン付加
（9b）A＋�M＋Cation�＋ → �A＋Cation�＋＋M

31（10）M•＋＋A→M＋A•＋電子移動

24, 32

（11a）
��A＋nH� n＋＋�n－1� Anion－＋mM�クラスターイオン化モデル
→ �A＋H�＋＋�n－1� �Anion＋H�＋mM

（11b）
��A－nH�n－＋�n＋1� �Base＋H�＋＋mM�
→ �A＋H�＋＋�n＋1� Base＋mM

（11c）
��A＋nH�n＋＋�n＋1� Anion－＋mM�
→ �A－H�－＋�n＋1� �Anion＋H�＋mM

（11d）
��A－nH�n－＋�n－1� �Base＋H�＋＋mM�
→ �A－H�－＋�n－1� Base＋mM

記号 �M－H�•は脱プロトン中性ラジカル分子，Cationはカチオン，Anionはアニオン，Baseは塩基，｛　｝はクラスターを示す． 
クラスターイオン化モデルについては 1価イオンを生成する反応式のみを示した．



への 2個目のプロトン移動は，クーロン斥力によって妨げ
られる．また，Cu2＋や Zn2＋などの 2価の金属イオンが付
加して多価イオンを生成する場合でも，二次反応による多
価イオンの電荷減少（charge reduction）がエネルギー論
的に起こりやすいので，1価イオンとして検出されるよう
になる11）．
　質量 10000 Daを超える高分子では，かなりの割合で多
価プロトン付加分子 �A＋nH�n＋または多価脱プロトン分子
�multiply deprotonated molecule; �A－nH�n－, n＝ 2, 3, …�

が生成することは珍しくない．分子サイズが大きくなるに
つれて，分子内で電荷を有することができる部位の数は増
大するとともに，各電荷部位は互いに離れて独立性を高め
る．その結果，多価イオンのクーロンエネルギー（分子内
外に作用するクーロン斥力）は低くなり，可能な電荷数の
上限は増大する．膨張するプルーム内での高頻度の衝突
も，多価イオンが大きなクーロン障壁を乗り越えて電荷を
獲得する助けになると考えられる．質量約 150 kDaのモノ
クローナル抗体などの非常に巨大な分子では，5価までの
多価イオンがかなりの強度で生成する．
　ESIは多価イオンを容易に生成するが，その過程では高
電荷数の帯電液滴の形成が重要な役割を担っている．
MALDIでもこれと同様に，多価のクラスターイオンを経
由したイオン生成の経路を考えることができる．これまで
に述べてきた脱離物の大部分を占める分子の単量体が主体
となってイオン化過程が進行するという考え方（イオン分
子反応モデル）とは別に，クラスターイオンの脱離と分解
を主要なイオン化過程と捉える考え方が，クラスターイオ
ン化モデル（表 3の反応式（11a, b, c, d））として提案され
ている 24，32）．クラスターイオン化モデルはいくつかの重要
な事実を明快に説明できる．ESIは極限的な高電界が帯電
液滴の電荷分離過程を促進するので多価イオンの生成に有
利であるのに対し，MALDIにはこのような作用がないの
で，多価クラスターイオンの電荷減少が起こりやすい．ク
ラスターから最終的に生成するイオンの価数はクラスター
に含まれる正負イオンの統計的分布によって決まるが，そ
れは ESIよりも相対的にかなり低くなり，実際のMALDI

マススペクトルとよく一致する．

3. MALDIにおけるイオンの断片化
　MALDIは“ソフトイオン化法”であるが，イオンの断
片化と無縁ではない．例えば，生成したイオンがイオン源
の電界で加速される際に，プルーム成分との高エネルギー
衝突がイオンの断片化を誘起することがある．また，イオ
ンに内部エネルギーとして配分される過剰エネルギーは，

ある程度の単分子分解（unimolecular dissociation）を必然
的にもたらす．イオン断片化の多くは即時に起こるのでは
なく，脱離後に断片化が起こるまでのタイムスケールに幅
があるため，準安定イオン分解（metastable ion decay）と
よばれることが多い．準安定イオン分解は化学的ノイズの
主要因になる．
　準安定イオン分解はその発生のタイミングにより，
MALDI質量分析計のさまざまな場所で起こりうる．イオ
ン源を離脱した後に起こる準安定イオン分解は，一般にポ
ストソース分解（post-source decay; PSD）とよばれる33）．
準安定イオン分解に対応していないMALDI質量分析計で
は，断片化イオンは判別不可能なピーク（化学的ノイズ）
として検出される．したがって，多くのMALDI質量分析
計では準安定イオン分解の影響を排除する工夫がされてい
る．一方，準安定イオン分解による断片化生成物のマスス
ペクトルを取得して，分析種分子の構造解析に用いる場合
もある．
　分析種やマトリックスの種類，およびイオン引き出しの
条件によって準安定イオン分解の度合いは異なる．マト
リックスは断片化反応の度合いにより，断片化を促進する
“熱い”マトリックスと，断片化を抑制する“冷たい”マ
トリックスに分類される．マススペクトルで準安定イオン
分解の生成物が占める割合は，冷たいマトリックスを使用
する標準的なペプチド測定の場合の数％から，熱いマト
リックスを使用してシアル酸含有糖ペプチドを測定した場
合のほぼ 100％の範囲に及ぶ．
　飛行時間型（time-of-flight; TOF）質量分析計では，イオ
ンが飛行している時間の大部分は TOF飛行管のドリフト
領域で費やされるため，準安定イオン分解は大抵この領域
で発生する．その場合に断片化イオンは前駆イオンと同じ
並進運動速度をもつため，きわめて断片化しやすい化合物
（オリゴヌクレオチドやシアル酸含有多糖など）でも測定
が可能である．準安定イオン分解で生成した断片化イオン
の分析は，リフレクトロン（reflectron）などの付加的な電
界を用いた TOF質量分析計では可能である．これによっ
て分析種の構造情報を得るのが PSD解析の原理である．
　MALDI イオン源内で発生するインソース分解（ in-

source decay; ISD）は，PSDとは全く異なる断片化生成物
のマススペクトルパターンを与える 34，35）．また，ISDでは
主要な断片化過程が単分子分解とは限らない．脱離と同時
の断片化や，脱離よりわずかに（＜500 ns）遅れて起こる
ISDでは，断片化イオンに対してそれが断片化によって現
れたのか，あるいは試料調製の過程で分解したのか，ある
いは試料中に元から存在していたのかを判別できないこと
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もある．MALDI質量分析計の設計では断片化が重要な要
素として考慮される．

　MALDIのメカニズムの概要について述べた．これまで
の多くの基礎的研究により現象の詳細やメカニズムに作用
する主要な因子が明らかにされてきたが，分析種やマト
リックスの種類，レーザー照射条件などの測定条件によっ
て様相は大きく異なり，補助的に作用する因子あるいは影
響がほとんどないと考えられていた因子が，条件によって
は主要な役割を担うこともある．MALDIの現象は多様で
あり，単一のモデルに当てはめて理解することはできな
い．また，なぜ脱離イオンの初期速度は脱離中性分子より
大きいのか，なぜ試料励起領域のアスペクト比が低いのに
軸偏向したプルームが発生するのかなど，本質に関わる多
くの謎が残されている．メカニズムの全容解明には，諸条
件を系統的に変えて現象を丹念に調査し続ける必要があ
る．これは質量分析の基礎研究分野における最も挑戦的な
課題であるとともに，実用面でもきわめて重要である．ま
だMALDIの潜在能力のごく一部しか利用できていないと
考えられるからである．MALDIは新しいマトリックスや
試料調製法の考案により適用範囲を拡大してきたが，イオ
ン生成効率はほとんど変わっていない．MALDIで放出さ
れる物質の大部分は中性であり，消費される物質総量から
イオンとして利用できるのは 0.01％程度しかない．
MALDIメカニズムの解明はイオン生成効率の画期的な改
善に役立つと期待される．また，本号でも紹介されている
投影型の質量イメージングの開発に関連して，MALDIメ
カニズムの研究の重要性はさらに高まっている．
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