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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　物質のイオン化方法であって、
　（ｉ）プローブの一端を基板の表面に近接させた状態で該プローブの一端から該基板の
表面に液体を供給し、該プローブの一端と該基板の表面との間に前記物質を含む液体によ
る液架橋を形成する工程と、
　（ｉｉ）前記プローブと前記基板から離隔し該基板の表面に対向して配置されたイオン
引き出し電極との間に電圧を印加して、前記プローブの一端の前記イオン引き出し電極側
の側面と前記イオン引き出し電極との間の前記液体に含まれる前記物質をイオン化する工
程と、を有し、
　前記プローブの一端を前記プローブの長軸と交差する方向に振動させることで、前記工
程（ｉ）と前記工程（ｉｉ）とを交互に生ぜしめること
を特徴とするイオン化方法。
【請求項２】
　前記工程（ｉ）と前記工程（ｉｉ）との間では、前記プローブの一端の位置が異なって
いる請求項１に記載のイオン化方法。
【請求項３】
　前記工程（ｉｉ）において、前記液体は、前記プローブの一端の前記イオン引き出し電
極側の側面でテイラーコーンを形成する請求項１または２に記載のイオン化方法。
【請求項４】
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　前記基板の表面と前記プローブの長軸とが角度を有するように配置されており、
　前記イオン引き出し電極が前記基板および前記プローブの上方に配置されている請求項
１から３のいずれか１項に記載のイオン化方法。
【請求項５】
　前記工程（ｉｉ）において、前記液体の一部が前記プローブの一端から帯電液滴として
脱離する請求項１から４のいずれか１項に記載のイオン化方法。
【請求項６】
　前記工程（ｉｉ）において、前記液体の一部が前記プローブの一端に形成されたテイラ
ーコーンから帯電液滴として脱離
する請求項３に記載のイオン化方法。
【請求項７】
　前記帯電液滴はレイリー分裂を生じる請求項５または６に記載のイオン化方法。
【請求項８】
　前記プローブは複数の流路を有する請求項１から７のいずれか１項に記載のイオン化方
法。
【請求項９】
　前記プローブは突起物を有する請求項１から８のいずれか１項に記載のイオン化方法。
【請求項１０】
　前記突起物を構成する材料は白金を含む請求項９に記載のイオン化方法。
【請求項１１】
　前記物質は前記基板上に固定されており、前記液体は前記液架橋と該基板とが接触する
領域で該物質を溶解させることを特徴とする請求項１から１０のいずれか１項に記載のイ
オン化方法。
【請求項１２】
　前記プローブが前記基板に対して走査することを特徴とする請求項１１に記載のイオン
化方法。
【請求項１３】
　前記工程（ｉ）と前記工程（ｉｉ）とが大気圧環境下で実施される請求項１から１２の
いずれか１項に記載のイオン化方法。
【請求項１４】
　請求項１から１３のいずれか１項に記載のイオン化方法を利用して前記物質をイオン化
し、該イオン化された物質を質量分析計へ導き質量分析を行うことを特徴とする質量分析
方法。
【請求項１５】
　請求項１から１３のいずれか１項に記載のイオン化方法を利用して前記物質をイオン化
し、該イオン化された物質を電界によって前記液体から分離することを特徴とする物質の
抽出または精製方法。
【請求項１６】
　基板の表面に近接させて該基板の表面に液体を供給するための一端を有するプローブと
、
　該基板から離隔し該基板の表面に対向して配置されたイオン引き出し電極と、
　前記プローブと前記イオン引き出し電極との間に電圧を印加するための電圧印加手段と
、
　前記プローブの一端と、前記基板の表面と、の間に前記液体による液架橋を形成する液
体付与手段と、
　前記プローブの一端を前記プローブの軸と交差する方向に振動させる手段と、
を含む、物質のイオン化装置であって、
　前記振動させる手段が前記プローブの一端を振動させ、
　　前記プローブの一端と前記基板の表面との間に前記物質を含む液体による液架橋の形
成と、
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　　前記プローブの一端の前記イオン引き出し電極側の側面と前記イオン引き出し電極と
の間の前記液体に含まれる前記物質のイオン化と、
　を交互に生ぜしめることを特徴とする物質のイオン化装置。
【請求項１７】
　前記振動させる手段が、前記液架橋の形成、および前記物質のイオン化を、大気圧環境
下で実施する請求項１６に記載のイオン化装置。
【請求項１８】
　請求項１６または１７に記載のイオン化装置と、該イオン化装置でイオン化された物質
を分析する質量分析計と、を有する質量分析装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、物質のイオン化方法およびこれを用いた質量分析方法に関する。また、本発
明は、物質の抽出方法、精製方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　成分分析法の一つである質量分析法は、試料中の成分をイオン化し、その質量電荷比（
質量数／電荷数）を計測する技術である。
【０００３】
　近年、固体試料表面に存在している成分の分布を画像化する技術が開発されている。例
えば、特定の成分の分布を質量画像として可視化することで、試料の状況を判断すること
ができる。このような技術の一例として、ガン組織を有する病理検体の質量画像を元に、
病理診断の根拠となるデータを示す方法が開発されている。質量画像は、通常、試料表面
の複数の測定点で試料をイオン化し、発生したイオン化の質量電荷比をそれぞれの測定点
ごとに求め、試料表面の位置とイオンの情報を対応づけることにより取得する。そのため
、得られる質量画像の空間分解能を向上するために、試料表面の微小領域をイオン化する
技術が求められている。
【０００４】
　試料表面の微小領域の成分をイオン化する技術として、これまでに、振動するカンチレ
バー型プローブを用いて、固体物質表面の成分をイオン化する方法が提案されている（特
許文献１、非特許文献１）。この方法では、一端に尖った先端を有し、逆の端部をカンチ
レバーに固定したプローブを、プローブの尖った先端が試料と質量分析装置のイオン取り
込み口の前との間を往復するように運動させる。試料の微小領域に接触して試料の成分が
付着したプローブの尖った先端部分に、イオン取り込み口の前で電圧やレーザー光を照射
することで、プローブの尖った先端に付着した当該微小領域の成分のみをイオン化するこ
とが可能になる。
【０００５】
　また、固体試料表面の微小領域に溶媒を付与して当該微小領域に存在する成分を溶解し
、溶解した成分を大気圧環境下でイオン化する方法が提案されている（非特許文献２）。
この方法では、固体試料中の成分を溶解するための溶媒を試料の表面に供給するための第
一のキャピラリと、成分が溶媒に溶解した混合溶液をイオン化部分まで移動させるための
第二のキャピラリとが用いられている。固体試料の表面に二本のキャピラリが近接した状
態で、第一のキャピラリから溶媒が供給されることで、二本のキャピラリの先端部と試料
表面との間に液架橋が形成される。この液架橋において固体試料の接触部分のみが溶解さ
れた後に、第二のキャピラリに導入される。溶媒には高電圧が印加されており、第二のキ
ャピラリの先端部でイオン化される。この方法を用いることで、微小領域のイオン化が可
能となる。また、大気圧環境下でイオン化をすることにより、処理時間の短縮化および装
置の小型化が可能となり、特に数多くの試料の分析を行う際に有利である。
【０００６】
　なお、生体組織などの生物由来の材料の質量分析においては、イオン化する際に分子が
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非選択的に切断されて断片化した場合、成分の特定が困難になるため、生体成分を壊すこ
となくイオン化するソフトイオン化も求められている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】米国特許第６５６６６５３号明細書
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Dong Weon Lee et al.,“Switchable cantilever for a time-of-fligh
t scanning force microscope” Applied Physics Letters, 84, 1558 (2004)
【非特許文献２】Patrick J. Roach et al.,“Nanospray desorption electrospray ioni
zation: an ambient method for liquid extraction surface sampling in mass spectro
metry” Analyst, 135, pp 2233-2236 (2010).
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　特許文献１および非特許文献１に開示されている方法では、測定される成分は、原子ま
たは少数の原子から構成される分子である。この方法では、脂質・糖・蛋白質などの高分
子をイオン化しようとすると、尖ったプローブ先端に高分子の構造を保持したまま付着さ
せ、その後に脱離・ソフトイオン化（分子構造が切断されずにイオン化される）を発生さ
せることが困難であるという課題がある。
【００１０】
　非特許文献２に開示されている方法では、二本のキャピラリの先端部の最近接距離より
も小さなサイズの液架橋を作ることが困難であり、イオン化する領域を小さくすることに
よる空間分解能の向上が困難であるという課題がある。また、この方法では、二本のキャ
ピラリを精度良く合わせて近接させるための仕組みが必要であり、装置を構成する部品点
数が増加し、装置自体も複雑なものになるという課題もある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明のイオン化方法は、液体に含まれる物質のイオン化方法であって、（ｉ）プロー
ブから基板上に液体を供給し、該プローブと該基板との間に該物質を含む液体による液架
橋を形成する工程と、（ｉｉ）前記液体が接する前記プローブの導電性部位とイオン引き
出し電極の間で電界を形成する工程と、を有することを特徴とする。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、大気圧環境下で微小な量の物質をイオン化するにあたり、より容易に
空間分解能の向上を達成することができるようになる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】本発明の第一の実施形態を説明する図。
【図２】本発明の第二の実施形態を説明する図。
【図３】本発明の第三の実施形態を説明する図。
【図４】本発明の第四の実施形態を説明する図。
【図５】実施例１において、液架橋が形成された状態および、イオンが発生している状態
を高速カメラで観察した結果を表す図。
【図６】実施例２において用いた試料の形態を表す図。
【図７】実施例２で得られた質量電荷比５０から１０００の質量スペクトル。
【図８】実施例２でプローブが組織切片上をスキャンしたときのイオン強度の時間変化を
表す図。
【図９】実施例２で得られた質量電荷比１０００から２０００の質量スペクトル。
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【発明を実施するための形態】
【００１４】
　以下、本発明の方法について図面を示して説明する。本発明を実施する形態の一例を図
１に示す。図１において、１は液体が通過する流路を内部に有するプローブ、２はプロー
ブ１を振動させる振動提供手段、３は基板、４はプローブ１と基板３との間に形成された
液架橋、５はテイラーコーン、６は帯電した微小液滴、７は質量分析装置にイオンを取り
込むためのイオン引き出し電極を有するイオン取込部、８は基板を支持する試料ステージ
である。９はプローブ１に液体を供給する液体供給装置、１０は電圧印加装置、１１は導
電性の流路、１２は電圧印加装置、１３は試料ステージ制御装置、１４は電圧印加装置、
１５は質量分析装置である。
【００１５】
　本発明においては、液体供給装置９から供給された液体は基板３とプローブ１との間で
液架橋４を形成する。さらに、液架橋４に寄与した液体が、プローブ１の振動と電圧印加
装置１０及び電圧印加装置１４による電界とによって帯電した微小液滴６になることによ
り、測定対象の成分をイオンとしてイオン取込部７に取り込むことが可能となる。
【００１６】
　すなわち、本形態においては、プローブが基板上への液体の付与手段であり、物質の取
得手段であり、イオン化のための好適な位置への液体の移送手段であり、イオン化のため
のテイラーコーンの形成手段となっている。
【００１７】
　液体供給装置９は、基板３上に固定された試料に含まれる被分析物を溶解するための溶
媒又は被分析物と被分析物を溶解している溶媒との混合溶液（以下、これらの溶媒と混同
溶液とをあわせて単に液体と記す）を供給する。液体供給装置９から供給された液体は、
導電性の流路１１を経由してプローブ１内部の流路へと導かれ、その際に、導電性の流路
１１を介して電圧印加装置１０から液体に電圧が印加される。液体には直流電圧、交流電
圧、パルス電圧又はゼロボルトのいずれかが印加される。
【００１８】
　なお、本実施形態において、プローブとは、プローブ１の内部の流路や接続用配管に導
電性の流路１１の全部又は一部分が包摂されている場合は、これらの総称を意味する。ま
た、プローブ１の内部の流路や接続用配管に導電性の流路１１が包摂されていない場合に
も、本実施形態におけるプローブは、広義には、これらの総称を意味する。すなわち、プ
ローブを形成する素材の少なくとも一部分が導電性であればよい。導電性を有する材料に
は、金属・半導体などが挙げられるが、電圧印加装置から電圧が印加された場合に、再現
性のある一定の電圧値を示す性質を有するものであればいかなるものでもよい。つまり、
本実施形態において、プローブの導電性部位に電圧を印加することで、液体に電圧を印加
している。
【００１９】
　本実施形態でプローブに電圧を印加するとは、後述のイオン引き出し電極の電位とは異
なる電位を、プローブの少なくとも一部分を形成する導電性部位に付与し、プローブの少
なくとも一部分を形成する導電性部位と後述のイオン引き出し電極の間で、電界を形成す
ることを意味する。この電界が達成される限りにおいて、ここで印加される電圧がゼロボ
ルトであってもよい。流路１１の材料は導電性の物質であれば良く、例えばステンレス・
金・白金などを用いることができる。
【００２０】
　プローブ１、導電性の流路１１及び液体供給装置９を接続する接続用配管としては、例
えば、シリカキャピラリやメタルキャピラリ等の細管などの、微小体積の液体を供給する
細管を利用することでき、その電気伝導性は絶縁体・導電体・半導体のいずれであっても
よい。なお、導電性の流路１１は、液体供給装置９から供給された液体がプローブ１内部
を通り、液体供給装置９とは反対側のプローブ１の先端まで導かれる流路の一部分を構成
すればよく、その位置は特に限定されない。例えば、プローブ１の内部の流路や接続用配
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管に導電性の流路１１の全部又は一部分が包摂されていても良く、このような構成として
、ステンレス線、タングステン線、白金線などの導電性物体がシリカキャピラリに挿入さ
れたプローブなどを用いることができる。
【００２１】
　プローブ１そのものが導電体の場合、導電性の流路１１に印加された電圧がプローブ１
に伝播し、プローブ１内部の流路の液体に電圧が印加される。このような実施形態の詳細
は、本明細書の第二の実施形態に記載されている。一方、プローブ１が絶縁体の場合、導
電性の流路１１に印加された電圧はプローブ１に伝播することができないが、流路１１に
流れる液体に電圧が印加され、その液体がプローブ１に導入されるため、プローブ１に電
圧が伝播されていない場合にも、液体に電圧を印加し、液体を帯電させることになる。
【００２２】
　液体供給装置９から供給された液体は、プローブ１の先端から基板３上へと提供される
。このとき、試料を基板上にあらかじめ固定化しておき、基板３上の試料に含まれる被分
析物としての特定の成分をプローブ１から供給された溶媒に溶解させてもよいし、あらか
じめ被分析物が溶媒と混合された混合溶液を基板３上に供給してもよい。
【００２３】
　これにより、大気圧環境下で微小な量の物質を高分解能でイオン化することが可能とな
る。
【００２４】
　本実施形態では、上記構成において、さらにプローブ１が振動する。なお、本発明でプ
ローブ１が振動するとは、プローブ１の基板３側の先端の位置が空間的に変位するように
プローブ１が運動することをいう。特に、プローブの軸方向と交差する方向にプローブを
屈曲振動させることが好ましい。振動提供手段２からの機械的な振動を与えることでプロ
ーブ１を振動させることができるが、振動供給手段２を利用せずに、プローブ１の自発的
な共振をそのまま利用してもよい。
【００２５】
　一般に、片持ち梁型の物体の１次モードの固有振動周波数は、梁の長さ、密度、断面積
、ヤング率、断面二次モーメントにより表現できることが知られている。本実施形態にお
けるプローブも片持梁型のプローブに類似しているため、プローブの材質、サイズ、プロ
ーブに供給する液体の種類と体積、およびプローブとイオン取込部との間の電界の大きさ
を調整することで、プローブの固有振動周波数を制御することができる。後述の実施例で
はプローブの材質としてシリカを用いたが、他の材質でもよく、例えばシリコン、ポリマ
ー材料、金属材料を使用することもでき、材料の密度・ヤング率の異なるプローブを利用
しても良い。振動供給手段２は振動を発生させる物体であればよく、例えばピエゾ素子・
振動モータなどを用いる事ができる。プローブ１の振動は、連続的振動・断続的振動のい
ずれであってもよく、振動周波数は共振周波数・非共振周波数のいずれでもよい。液体へ
の電圧を印加するタイミング及び、プローブ１に振動を供給するタイミングは、任意に決
定することができる。
【００２６】
　プローブ１の振動の周波数や振幅は、任意の値に設定することが可能であり、一定値に
保持しても良いし、変調をかけても良い。例えば、振動提供手段２に電気的に接続した電
圧印加装置１２から出力される電圧値または電流値を変更することにより、振動の周波数
を任意に調整することができる。また、振幅の大きさは、液架橋の形成とイオン化の発生
がそれぞれ両立するように設定され、プローブの種類や電界の大きさを変更した場合には
適宜設定を変更することが望ましい。
【００２７】
　プローブ１の振動の方向についても、例えばプローブ１に２つの独立した振動提供手段
２を接触させ、互いに直交する方向の振動を発生させることにより、任意の方向の屈曲振
動をプローブ１に与えることができる。このような振動の種類としては、一軸振動・回転
運動・螺旋運動などが挙げられる。一軸振動ではプローブが特定の周波数および振幅で一
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軸方向に振動する。例えばカンチレバー型のプローブの振動がこれに該当し、振動を正弦
波で近似することができる。また、回転運動では、互いに直交する二軸方向の振動をプロ
ーブに与えることで、プローブが特定の周波数および振幅で振動する。このとき、振動は
２つの正弦波の合成で近似することができ、リサージュ図形として知られている。
【００２８】
　なお、プローブ１を対向する複数の振動提供手段２で挟むことで、プローブ１に安定し
て振動を与えることもできる。
【００２９】
　本実施形態においては、プローブ１が振動することにより、プローブ１と基板３とが液
体を介してつながった状態と、プローブ１と基板３が離れた状態を分離して発生させるこ
とができる。２つの物体が液体を介してつながった状態は、一般に液架橋と呼ばれる。本
実施形態において、液架橋４とは、プローブ１から供給された液体が、少なくとも、プロ
ーブ１及び基板３の両方に物理的に接触している状態のことをいう。
【００３０】
　すなわち、本実施形態においては（ｉ）プローブから基板上に液体を供給し、該プロー
ブと該基板との間に該物質を含む液体による液架橋を形成する工程と、（ｉｉ）前記液体
が接する前記プローブの導電性部位とイオン引き出し電極の間でイオンを発生させるため
の電界を形成する工程とが、プローブの一端を振動させることにより、交互に変更して達
成されている。
　振動によるプローブの一端の位置を異ならせることで、（ｉ）工程と（ｉｉ）工程をそ
れぞれ実施する好適な配置関係に設定することができる。
【００３１】
　プローブ１から連続的または断続的に液体が供給されることで、液架橋４が形成される
。液架橋４が形成される際に、プローブ１は基板３に接してもよいし、接しなくてもよい
。プローブ１が基板３に接する場合には、液架橋４をより安定して形成することができる
。
【００３２】
　振動によりプローブ１が基板３から離れた状態において、液架橋４を形成していた液体
は、電圧印加装置１４と電気的に接続されたイオン引き出し電極を有するイオン取込部７
に近づく。この際に、液体は、導電性の流路１１を通じて電圧が印加された液体自身の電
位と電圧印加装置１４により電圧が印加されるイオン引き出し電極による電位との間の電
界により、プローブ１のイオン取込部７側の側面に移動し、テイラーコーン５を形成する
。ここで側面とは、エレクトロスプレーが発生する箇所を意味している。図１にはプロー
ブの長軸方向を形成する連続面にテイラーコーン５が形成されているが、この位置はイオ
ン取り込み部７と液体の間の電界、およびプローブ１の液体との濡れ性等により影響を受
けるため、これ以外の面を含む位置にテイラーコーン５が形成されても良い。
【００３３】
　テイラーコーン５の先端部分では電界が大きくなり、混合溶液からエレクトロスプレー
が発生し、微小な帯電液滴６が発生する。電界の大きさを適当に設定することで、帯電液
滴がレイリー分裂を生じ、特定の成分のイオンを発生させることができる。帯電液滴やイ
オンは気流の流れと電界に従ってイオン取込部７へと導かれる。このとき、テイラーコー
ンを形成する溶液の周囲の電界が大きくなるように、プローブの振動はイオン取込部７に
近接する方向への運動を含むことが好ましい。ここで、レイリー分裂とは帯電液滴６がレ
イリー極限に達し、帯電液滴中の過剰な電荷が、二次液滴として放出される現象のことを
いう。液体がテイラーコーンを形成し、テイラーコーンの先端部分から帯電液滴が含まれ
るエレクトロスプレーが発生し、レイリー分裂が生じている間に、帯電液滴に含まれる成
分が気相イオンとして発生することが知られている。また、エレクトロスプレーが発生す
るしきい電圧ＶｃはＶｃ＝０．８６３（γｄ／ε０）０．５　（γ：液体の表面張力、ｄ
：液体とイオン引き出し電極間の距離、ｒｃ：プローブの流路の開口部の半径、ε０：真
空の誘電率）であることが知られている。（Ｊ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．　Ｓｏｃ
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．　Ｊｐｎ．Ｖｏｌ．５８、１３９－１５４、２０１０）。
【００３４】
　イオン取込部７は室温から数百度の間の特定の温度に加熱され、さらに電圧が印加され
ている。このとき、イオンが発生するように適切な電界が生じるように、電圧印加装置１
０から液体に印加される電圧と電圧印加装置１４によりイオン引き出し電極に印加される
電圧とを調整する必要がある。電圧印加装置１４からの電圧としては、直流電圧、交流電
圧、パルス電圧若しくはゼロボルトのいずれか又はそれらの任意の組み合わせを用いるこ
とができる。なお、イオンを発生させるための電界は、プローブの導電性部位である導電
性の流路１１に印加した電位と、イオン取込部４の電位と、液体とイオン取込部４との距
離により規定される。そのため、イオン化したい物質や溶媒の種類に従って、適切な電界
が生じるように、これらを設定する必要がある。
【００３５】
　その後、イオンはイオン取込部７と接続されている質量分析装置１５へ差動排気系を通
じて導入され、そこでイオンの質量電荷比が計測される。質量分析装置１５としては、四
重極型質量分析計、飛行時間型質量分析計、磁場偏向型質量分析計、イオントラップ型質
量分析計、イオンサイクロトロン型質量分析計など任意のものを利用することができる。
また、イオンの質量電荷比（質量数／電荷数、以下ｍ／ｚと記す）とイオンの発生量の相
関を計測することで、質量スペクトルを得ることもできる。
【００３６】
　テイラーコーン５のサイズは液体の流量、液体の組成、プローブ１の先端形状、プロー
ブ１の振動周波数、電界の大きさなどにより変化する。テイラーコーン５が非常に小さい
場合、その形態は顕微鏡などで確認されない場合があるが、イオンが安定して発生してい
ればよい。
【００３７】
　本実施形態では、振動するプローブを用いることで、液体による液架橋４が形成される
工程と、テイラーコーン先端部分でエレクトロスプレーが生じ、物質がイオン化される工
程とのタイミングが分離され、それぞれの工程が異なるタイミングで実施される。
【００３８】
　エレクトロスプレーの発生において、その時間変化は、エレクトロスプレーが発生した
状態とエレクトロスプレーが停止した状態が交互に発生し、その周期はおよそ数百ミリ秒
であることが知られている。これは、帯電した液体がテイラーコーンを形成し、エレクト
ロスプレーを発生するためには、液体中に過剰な電荷密度を供給することが必要であり、
一度エレクトロスプレーが発生すると、この過剰な電荷がテイラーコーンから放出され、
再びエレクトロスプレーが発生するまでに電荷の供給が必要となるからである（Ｊ．Ｍａ
ｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．　Ｓｏｃ．　Ｊｐｎ．Ｖｏｌ．５８、１３９－１５４、２０１
０）。
【００３９】
　本実施形態では、振動するプローブを利用することで、液架橋を形成するタイミングと
計測対象の成分が溶解した溶液をエレクトロスプレーの発生を生じるタイミングとを分離
するように制御し、従来は困難であった、エレクトロスプレーを発生させるタイミングと
その回数の制御が容易になる。このことにより、後述する質量イメージを取得する際に、
イオン化される試料の位置におけるエレクトロスプレーの回数を一定に保ち、質量イメー
ジにおけるイオン強度の比較を容易にすることが可能になる。従来のエレクトロスプレー
では、帯電液滴が発生するタイミングと、エレクトロスプレーが停止するタイミングを正
確に制御することが困難であるが、プローブを適切に振動させることによりこれらを制御
することができるようになった。
【００４０】
　さらに、本実施形態では、液架橋を形成するタイミングではエレクトロスプレーが発生
されず、このタイミングでは液体には電荷が供給されるだけであり、液体からの電荷の放
出は抑制される。このことで、エレクトロスプレーを生じるタイミングでは、液体に十分
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な電荷が蓄積された状態となり、効率的にエレクトロスプレーを発生させることができる
。さらに、本実施形態において、エレクトロスプレーが発生された状態では、プローブ先
端部の液体に対して大きな電界が生じ、帯電液滴がイオン取込部に引き込まれる作用が生
じていることに加えて、プローブの振動方向がイオンの引き込まれる方向に調整されるこ
とで、プローブの振動エネルギーがエレクトロスプレーを形成する液体に付与され、テイ
ラーコーン先端部の電荷密度を上昇し、エレクトロスプレーの発生を促進する効果を生じ
ると考えられる。
【００４１】
　さらに、本実施形態において、試料表面を振動するプローブが走査する場合、固体試料
表面とプローブとの相互作用時間が小さくなり、凹凸の大きな固体試料表面へのダメージ
を抑制する効果がある。振動しないプローブを用いて、凹凸の大きな固体試料を走査した
場合、プローブが試料表面を切削し、表面形状が変化してしまう場合がある。
【００４２】
　本実施形態においては、液体の流量やプローブ１の振動振幅や振動周波数を制御して液
架橋４の形成時間を調整することで、液架橋４を構成する液体の容量を容易に制御するこ
とができる。そのため、あらかじめ被分析物が溶媒と混合された混合溶液をプローブから
供給する際は、イオン化する被分析物の量を微細に調節することができる。また、基板３
上に試料を固定してプローブから供給する溶媒に溶解するときも、液架橋４の形成時間を
調整することで、液架橋４が接する領域の大きさを制御することができ、任意の大きさの
領域の成分のみをイオン化することが可能になる。
【００４３】
　また、基板上に試料を固定してイオン化する場合、試料ステージ制御装置１３により基
板ステージ８の位置を変化させることにより、試料のうちイオン化される位置の座標を制
御することができる。さらにイオン化した位置の座標と、得られた質量スペクトルとを対
応付けることで、質量スペクトルの二次元分布を得ることができる。この方法で得られる
データは、イオン化された位置の座標（Ｘ座標およびＹ座標）及び質量スペクトルにより
構成される３次元データとなる。異なる位置でイオン化及び質量スペクトルの取得を行っ
た後に、任意の質量電荷比のイオン量を選択し、その分布を表示することで、成分ごとの
質量イメージを得ることができ、試料表面の特定の成分の分布を捉えることもできる。試
料の移動方法は、プローブ１により形成される液架橋４が、測定したい任意の平面内を走
査するように設定すればよい。
【００４４】
　本発明の第二の実施形態において、図２に示すように、液体が通過する流路を内部に有
するプローブ２１を介して液体に電圧を印加しても良い。このとき、プローブ２１は電圧
印加装置１０と電気的に接続されており、液体供給装置９から供給される液体にプローブ
２１を介して電圧が印加される。なお、上述の実施形態と同様に、プローブに電圧を印加
するとは、イオン引き出し電極による電位とは異なる電位をプローブの少なくとも一部分
を形成する導電性部位に付与して、イオンの発生が可能な電界を、イオン引き出し電極と
プローブの間に形成することを意味し、この電界が達成される限りにおいて、ここでプロ
ーブの少なくとも一部分を形成する導電性部位に印加される電圧がゼロボルトであっても
よい。プローブ２１の材料は導電性の物質であれば良く、例えばステンレス・金・白金な
どの金属、または金属が一部分を被覆しているガラスなどの誘電体を用いることができる
。
【００４５】
　また、本発明の第三の実施形態において、図３に示すように、複数の種類の液体を供給
することができるプローブ３１用いても良い。図３において、プローブ３１は、液体を供
給する第一の流路３２及び液体を供給する第二の流路３３を有する。第一の流路３２と基
板３との間には液架橋４が形成される。一方で、第二の流路３３の先端部は試料と接触し
ないように振動の振幅やプローブの角度を調整することで、第二の流路３３から出た液体
は液架橋を形成しないようにする。なお、この時、流路３２を流れる第一の液体及び流路
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３３を流れる第二の液体には、それぞれ異なる導電性の流路を通じて、異なる電位を独立
して与えることもできる。
【００４６】
　第一の流路３２及び第二の流路３３には、別種類の液体を流してもよいし、同一種類の
液体を流してもよい。例えば、別種類の液体を用いる場合、試料表面の成分を溶解する溶
媒を第一の流路３２に導入し、第一の液体に含まれる特定の成分と反応する分子種を含む
溶媒を第二の流路３３に導入することで、特定の成分を選択的にイオン化させることがで
きる。
【００４７】
　また、同一の液体を用いる場合、例えば、試料表面と接触し、液架橋を形成するための
液体を第一の流路３２及び第二の流路３３の両方に導入する。このとき、プローブ３１の
側面が第二の流路３３から出た液体で常に洗浄されることにより、プローブ先端部分の側
面の汚染を防ぎ、質量イメージの空間分解能の低下を防ぐことができる。
【００４８】
　なお、ここで示したのは一例であり、上記流路の空間的な位置関係が異なっていても、
３種類以上の流路を内包するプローブを用いても良い。
【００４９】
　また、本発明の第四の実施形態において、図４に示すように、プローブの先端部分の近
傍に金属線などによる突起物を形成することにより、テイラーコーンの形成及びイオン化
を安定化させることもできる。図４において、プローブ４１には液体を流すための流路４
２が形成されている。このとき、プローブ４１に金属線４３を挿入し、プローブ４１の先
端部分で金属線４３の一部分が露出した構造を形成する。このような構造を形成するため
には、例えば、流路４２に白金などの金属線を挿入し、プローブ４１の先端部分で白金線
を露出した上でイオン取込部７の方向に曲げる。白金線のもう一方は流路４２の内壁部分
に接触し、プローブ４１からは容易に脱落しない形状に加工されている。この方法を用い
ると、プローブ４１と基板３との間で液架橋を形成した液体は、プローブ４１の金属線部
分に沿って自発的に移動するため、突起物部分で安定してテイラーコーンが形成される。
このように、微小な突起物を形成することで、帯電した液体をプローブ４１の先端部分で
滞在させることができ、安定してイオン化をすることができる。突起物は必ずしも金属線
４３のような形態である必要はなく、任意に曲げられた金属線４４や、直線状の金属線４
５を用いることもできる。金属線以外の物質を利用することもできる。例えばエポキシ系
の樹脂などのポリマー材料を、プローブ先端部分に設置することにより、突起物４６を形
成することもできる。
【００５０】
　本実施形態においてイオン化の対象となる試料は、特に限定されることはない。脂質・
糖・蛋白質などの高分子からなる有機化合物をイオン化の対象とする際には、本実施形態
の方法によれば、これらの物質を容易にソフトイオン化することが可能となる。
【００５１】
　また、イオンはそれぞれ固有の質量電荷比を有しているので、イオンの周囲の電界を調
整すれば、特定のイオンのみを分離することができる。すなわち、混合物中の特定の成分
を抽出・精製することもできる。
【００５２】
　特定の成分のみを分離する方法の一例として、複数のイオン種を真空チャンバ内に導入
し、電界による分離を行った後に、特定のイオン成分のみを真空チャンバ内の基板に集積
する方法が挙げられる。この方法を用いれば、前記成分が集積された基板を真空チャンバ
から取り出し、適切な溶媒を用いて基板から当該成分を分離することができる。また、真
空チャンバ内に人工臓器などの物体を設置し、分離されたイオンを直接付与することもで
きる。電界を設ける方法の一例として、四重極型電極やイオントラップ型電極などが挙げ
られる。
【００５３】
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　この方法を用いることで、例えば、培養細胞の破砕抽出物に含まれる複数の成分のうち
、生体の特定の部位に親和性を有するタンパク質などの物質のみを分離することができる
。分離された特定の成分を物質の表面に付与すれば、その成分が有する機能をその物質に
付加することも可能になる。また、特定の疾患部位に特異的に反応する成分を薬剤表面に
付与すれば、薬効を向上する効果が期待される。また、本発明の方法で分離・精製したタ
ンパク質などの物質を、人工臓器などの生体内で使用される物体の表面に付与すれば、生
体内での拒絶反応を抑制する効果も期待される。
【実施例】
【００５４】
　以下、本発明の評価方法の実施例について、図を参照しながら詳細に説明する。
【００５５】
（実施例１）イオン化方法の高速カメラによる観察
　本発明の方法を用いて、液架橋が形成された状態および、イオンが発生している状態を
高速カメラで観察した結果を図５に示す。図５（ａ）（ｂ）のそれぞれにおいて、図１に
記載されている、プローブ、基板、質量分析装置にイオンを取り込むためのイオン引き出
し電極を有するイオン取込部（ＭＳ　Ｔｕｂｅ）が記されている。質量分析装置は四重極
型質量分析計である、ＴＳＱ７０００（サーモフィッシャーサイエンティフィック）を用
いた。プローブとして、先端部分から液体を基板に供給することができるシリカキャピラ
リが、シリンジの金属針と接続された状態で用いられており、金属針に接続された電圧印
加装置を通じて電圧が印加される。シリンジはシリンジポンプに固定されており、一定流
量の液体をシリンジからプローブ先端部分に送出することができる。基板にはガラスを、
混合溶液には水・メタノール・蟻酸の混合物（水：メタノール：蟻酸＝４９８：４９８：
２）を利用した。プローブには３～６ｋＶの電圧を印加した。溶媒の流量は毎分０．１５
マイクロリットルであった。基板とプローブの角度は約２０度、イオン取込部である金属
管の長軸と基板の角度は約４０度程度であった。ＭＳ ＴｕｂｅはＴＳＱ７０００と接続
されており、接続部分に３７．５Ｖの電位が印加され、温度が３００度に設定された。プ
ローブを自発的な共振モードで振動させると、図５（ａ）に示す、基板に最も近接した状
態と、図５（ｂ）に示す、基板から最も離れてＭＳ　Ｔｕｂｅに近接した状態とを交互に
取ることが観察された。
【００５６】
　図５（ａ）の状態においては、プローブと基板の間に液架橋が形成されていることが認
められた。一方、図５（ｂ）の状態では、液架橋が消失し、プローブの一部分でテイラー
コーンが形成され、その先端部分に霧状の液滴が認められた。これはエレクトロスプレー
であり、電界により帯電した微小な液滴がテイラーコーンの先端から脱離している状態で
ある。この結果から、帯電した液体がプローブの先端部分から流出し、液体の周囲の空間
的な電界の影響を受けて、プローブの先端の側壁部分に移動し、テイラーコーンが形成さ
れ、微小液滴となってＭＳ　Ｔｕｂｅの方向へ引かれていったと考えられる。テイラーコ
ーンの周囲の空間的な電界は、プローブに提供された電位、ＭＳ　Ｔｕｂｅの電位及びＭ
Ｓ　Ｔｕｂｅと帯電した液体との間の距離に主に影響を受ける。これに加えて、振動する
プローブがＭＳ－Ｔｕｂｅの近傍で一時的に停止し、速度がゼロになる状態では、プロー
ブの加速度が最大になる。この状態においては、プローブに付着している帯電した液体に
、プローブの長軸と直交した、ＭＳ　Ｔｕｂｅ方向へかかる力が最大となり、その力学的
な作用がテイラーコーンの形成と微小液滴化を促進する効果を生じると考えられる。
【００５７】
　図５（ａ）の状態において、プローブが基板と接触し、プローブの速度が０になってい
るときは、プローブ先端の側壁部分の帯電した液体の形は歪み、テイラーコーンは形成さ
れなかった。これは液体に対して、プローブの長軸と直行した、基板方向への力がかかり
、テイラーコーンの形成が抑制された結果であると考えられる。
【００５８】
　図５（ａ）の状態と図５（ｂ）の状態とが交互に発生している状況において、ＭＳ　Ｔ
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が検出された。このことから、テイラーコーンの先端部分から帯電した微小液滴が放出さ
れ、液滴内部の成分がイオン化したと考えられる。このように、振動するプローブを用い
ることで、液架橋の形成のタイミングと、テイラーコーンの形成のタイミングを分離する
ことができ、テイラーコーンによりイオン化が安定化することが分かった。
【００５９】
　次に、振動を高速カメラで観察した結果、振動の周波数は約２００ヘルツ程度、液架橋
が形成された位置とエレクトロスプレーが形成された位置のプローブの変位量は約５００
マイクロメートルであると見積もられた。さらにプローブの長さを長くした場合、振動の
周波数が低下することも確認された。ここでは、プローブの自発的な共振を利用したが、
プローブの一部分に振動子を接触させた場合にも、プローブが振動することが認められた
。このように、プローブの長さを変えることで振動を制御することができる。このほかに
も、各パラメータを変更することで、振動を制御することができることができると考えら
れる。一般的に、片持ち梁型の物体の１次モードの固有振動周波数は、梁の長さ、密度、
断面積、ヤング率、断面二次モーメントにより表現できることが知られている。本実施形
態におけるプローブも片持梁型のプローブに類似しているので、プローブの材質、サイズ
、プローブに供給する液体の種類と体積、プローブおよびＭＳ　Ｔｕｂｅの間の電界の大
きさを調整することで、プローブの振動を制御することができると考えられるからである
。
【００６０】
　また、プローブ先端部分の近傍に突起物を形成することにより、テイラーコーンの形成
とイオン化を安定化することもできた。キャピラリに白金などの金属線を挿入し、キャピ
ラリ先端部分で白金線を露出し、ＭＳ　Ｔｕｂｅ方向に突出させて、同様の実験を行った
ところ、キャピラリ先端部分から流出した帯電した液体が、液架橋を形成した後、白金線
部分に沿って自発的に移動し、安定してテイラーコーンが形成される様子が確認された。
【００６１】
（実施例２）マウス膵臓切片の質量スペクトル取得と一次元マッピング
（質量電荷比：５０から１０００）
　本発明の方法を用いて、生体成分をイオン化した場合の結果を示す。試料は、マウスの
膵臓組織をクライオミクロトームで約１０マイクロメートルの厚さに薄切し、ガラス基板
上に固定化することで作製した。本発明の方法によりイオン化を行った試料の形態を図６
に示す。膵臓組織切片は白いコントラストで示されており、ガラス基板上に５枚の切片が
存在している。この試料の矢印の先端部で示されている二点を直線で結ぶ線分上に存在す
る試料を、本発明の方法でイオン化させた。本実施例では、プローブは振動し、断続的に
試料表面とプローブの先端部分に液架橋が形成されていることを確認した。試料は一軸方
向に移動するように設定されており、２秒ごとに０．０５ミリ移動するように設定された
。質量分析装置には四重極型質量分析計（ＴＳＱ７０００；サーモフィッシャーサイエン
ティフィック）を用いた。計測する質量電荷比は５０から１０００に設定された。そのほ
かの実験条件は実施例１に記載の内容と同様である。
【００６２】
　図７に測定で得られた質量スペクトルを示す。膵臓組織とガラス基板のみ（コントロー
ル）のそれぞれのスペクトルを比較すると、膵臓組織に特有のイオンが検出されているこ
とが分かった。代表的な膵臓組織のイオン種のリストを表１に示す。この中で、例えばｍ
／ｚ＝１０３．９７、１４６．１７はそれぞれ、細胞に含まれているコリン、アセチルコ
リンの質量に相当し、ｍ／ｚ＝５００～８００の信号は脂質の成分に由来すると考えられ
る。一方で、これらの断片に相当するｍ／ｚはほとんど検出されなかった。このように、
本発明の方法で生体組織の成分を大気圧環境下でソフトイオン化できることが確認された
。
【００６３】
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【表１】

【００６４】
　次に、プローブが組織切片上をスキャンしたときの、イオン強度の時間変化を示す。図
８（Ｂ）は、図６で示した試料の光学顕微鏡像を拡大したものである図８（Ａ）の点線部
分をスキャンしたときに得られたイオン強度である。図８（Ｂ）において、横軸は時間、
縦軸は質量電荷比を示し、イオン量は濃淡で示している。時間の変化と共に、プローブが
図８（Ａ）の試料上をスキャンしているので、図８（Ｂ）では、横軸は試料上のイオンが
発生した場所に対応しており、また、白く表示されているところほどイオン量が多いこと
を示している。以上の結果より、基板上の試料が存在している箇所において、表１に示さ
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、大気圧環境下で固体試料の成分をソフトイオン化し、その一次元分布を捉えられること
が確認された。更に、試料表面の成分の二次元分布を得るためには、本発明の方法で一次
元分布情報を複数取得し、それらを統合すれば良い。
（質量電荷比：１０００から２０００）
【００６５】
　図９に、本発明の方法を用いて取得した質量電荷比が１０００から２０００の質量スペ
クトルを示す。試料はマウスの膵臓組織切片である。ここでは、プローブが振動した状態
で、試料とプローブ先端部分とを断続的に近接させ、液架橋が形成されていか否かを確認
しながら、測定を行った。すなわち、試料をスキャンさせず、液架橋が断続的に保持され
た状態と、プローブと試料の距離を離し、液架橋が消失した状態のそれぞれにおいて、液
架橋の形成と消失が繰り返されることを確認し、質量スペクトルの経時変化を計測した。
図９に各々の状態を４回ずつ、連続的に計測した際の実験結果を示す。図９（ａ）には質
量スペクトルを、図９（ｂ）にはイオン強度の時間変化を示す。図９（ａ）からは、質量
電荷比が１０００から２０００の範囲で複数のイオンが発生していることが確認された。
次に、図９（ｂ）の結果から、これらのイオンの発生と消失が、液架橋の有無に対応して
いることが確認された。このことから、液架橋の形成により試料表面の成分が液架橋に溶
解し、その後イオン化されていることがわかる。なお、液架橋が形成されている状態で、
イオン強度が時間と共に減少したが、これは、同一の場所で液架橋とイオン化が交互に発
生している場合、試料表面の成分が順次イオン化し、試料表面の成分の濃度が減少したた
めであると考えられる。また、ここで示した方法を用いることで、適切な計測時間を決定
できると考えられる。
【符号の説明】
【００６６】
１　プローブ
２　振動提供手段
３　基板
４　液架橋
５　テイラーコーン
６　帯電した微小液滴
７　イオン取込部
８　試料ステージ
９　液体供給装置
１０　電圧印加装置
１１　導電性の流路
１２　電圧印加装置
１３　試料ステージ制御装置
１４　電圧印加装置
１５　質量分析装置
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