
高空間分解能高空間分解能高空間分解能高空間分解能MALDI 分析のためのマトリクス塗布方法の検討分析のためのマトリクス塗布方法の検討分析のためのマトリクス塗布方法の検討分析のためのマトリクス塗布方法の検討

第第第第38回回回回BMSコンファレンスコンファレンスコンファレンスコンファレンス ＮｏＮｏＮｏＮｏ.４４４４

○○○○原田高宏・高橋和輝・出水秀明・小河潔・吉田佳一原田高宏・高橋和輝・出水秀明・小河潔・吉田佳一原田高宏・高橋和輝・出水秀明・小河潔・吉田佳一原田高宏・高橋和輝・出水秀明・小河潔・吉田佳一

株式会社島津製作所株式会社島津製作所株式会社島津製作所株式会社島津製作所

20μμμμm 20μμμμm20μμμμm

顕微鏡写真（顕微鏡写真（顕微鏡写真（顕微鏡写真（9-AA塗布後塗布後塗布後塗布後））））
mmmm////z z z z 795.5 795.5 795.5 795.5 （セミノリピド）（セミノリピド）（セミノリピド）（セミノリピド）

近年ネガティブ用のマトリクスとして注目されている

9-アミノアクリジン（9-AA）を用いて、

セミノリピド（m/z 795.5,809.5）や

ホスファチジルイノシトール (m/z 885.5)の

特徴的な分布が確認された。

①①①①塗布方法による塗布方法による塗布方法による塗布方法によるマトリクスマトリクスマトリクスマトリクス結晶状態の比較結晶状態の比較結晶状態の比較結晶状態の比較
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②②②②塗布方法による塗布方法による塗布方法による塗布方法による生体由来脂質の生体由来脂質の生体由来脂質の生体由来脂質の分析結果の比較分析結果の比較分析結果の比較分析結果の比較

蒸着時間蒸着時間蒸着時間蒸着時間4分分分分 蒸着時間蒸着時間蒸着時間蒸着時間8分分分分 蒸着時間蒸着時間蒸着時間蒸着時間12分分分分塗布なし塗布なし塗布なし塗布なし

蒸着した試料蒸着した試料蒸着した試料蒸着した試料のののの写真写真写真写真

蒸着時間蒸着時間蒸着時間蒸着時間4分分分分 蒸着蒸着蒸着蒸着時間時間時間時間8分分分分 蒸着蒸着蒸着蒸着時間時間時間時間12分分分分

検出された脂質上位検出された脂質上位検出された脂質上位検出された脂質上位5種の種の種の種のm/z
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③蒸着量③蒸着量③蒸着量③蒸着量とスペクトルの関係とスペクトルの関係とスペクトルの関係とスペクトルの関係 ④ＤＨＢ以外のマトリクス④ＤＨＢ以外のマトリクス④ＤＨＢ以外のマトリクス④ＤＨＢ以外のマトリクスへの応用への応用への応用への応用

200μμμμm200μμμμm

100μμμμm

mmmm////z z z z 809.5 809.5 809.5 809.5 （セミノリピド）（セミノリピド）（セミノリピド）（セミノリピド） mmmm////z z z z 885.5 885.5 885.5 885.5 （ホスファチジルイノシトール）（ホスファチジルイノシトール）（ホスファチジルイノシトール）（ホスファチジルイノシトール）

RESULT

試料切片上でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像試料切片上でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像試料切片上でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像試料切片上でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像 （マトリクス：（マトリクス：（マトリクス：（マトリクス：DHB、試料：マウス肝臓）、試料：マウス肝臓）、試料：マウス肝臓）、試料：マウス肝臓）

（参考）塗布前（参考）塗布前（参考）塗布前（参考）塗布前 スプレー法スプレー法スプレー法スプレー法 蒸着法蒸着法蒸着法蒸着法

切片上においても切片外においても

蒸着法の方がマトリクス結晶が

微細になっている

20μμμμm20μμμμm

試料切片外でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像試料切片外でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像試料切片外でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像試料切片外でのマトリクス結晶の顕微鏡観察像 （マトリクス：（マトリクス：（マトリクス：（マトリクス：DHB））））

スプレー法スプレー法スプレー法スプレー法 蒸着法蒸着法蒸着法蒸着法

蒸着法蒸着法蒸着法蒸着法ははははマトリクス結晶の微細化にマトリクス結晶の微細化にマトリクス結晶の微細化にマトリクス結晶の微細化に

有効有効有効有効であるであるであるである

レーザー照射径： ＜10μm

測定ピッチ： 10μm 

ピクセル数（分析位置数）： 100×100

マトリクスにマトリクスにマトリクスにマトリクスに 9-アミノアクリジン（アミノアクリジン（アミノアクリジン（アミノアクリジン（9-AA）を用いた、ネガティブモードによる分析例（試料：マウス精巣））を用いた、ネガティブモードによる分析例（試料：マウス精巣））を用いた、ネガティブモードによる分析例（試料：マウス精巣））を用いた、ネガティブモードによる分析例（試料：マウス精巣）

マスイメージングマスイメージングマスイメージングマスイメージング

蒸着法は蒸着法は蒸着法は蒸着法はDHBDHBDHBDHB以外のマトリクスにも以外のマトリクスにも以外のマトリクスにも以外のマトリクスにも

応用可能応用可能応用可能応用可能
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蒸着法蒸着法蒸着法蒸着法

顕微鏡写真（マトリクス塗布前）顕微鏡写真（マトリクス塗布前）顕微鏡写真（マトリクス塗布前）顕微鏡写真（マトリクス塗布前）

スプレー法スプレー法スプレー法スプレー法

レーザー照射径： ＜10μm

測定ピッチ： 10μm 

ピクセル数（分析位置数）： 250×250

スペクトルの比較スペクトルの比較スペクトルの比較スペクトルの比較 （上図赤枠（上図赤枠（上図赤枠（上図赤枠内内内内の平均スペクトル）の平均スペクトル）の平均スペクトル）の平均スペクトル） ピーク高さのばらつきの比較（ピーク高さのばらつきの比較（ピーク高さのばらつきの比較（ピーク高さのばらつきの比較（上図赤枠内上図赤枠内上図赤枠内上図赤枠内））））

蒸着法蒸着法蒸着法蒸着法スプレー法スプレー法スプレー法スプレー法

特別な熟練なしで特別な熟練なしで特別な熟練なしで特別な熟練なしで

スプレースプレースプレースプレー法法法法と同等の分析を行なえると同等の分析を行なえると同等の分析を行なえると同等の分析を行なえる

イメージング結果に大きな違いは見られなかった。

検出される脂質も両者でほぼ同じ。

ピーク高さのばらつきは蒸着法の方が若干小さい。

赤矢印： マトリクス由来のピーク

青矢印： 切片由来のピーク（脂質）

数字 ： ピークの強度値(A.U.)

蒸着時間によるスペクトルの違い（ポジティブモード、マトリクス：蒸着時間によるスペクトルの違い（ポジティブモード、マトリクス：蒸着時間によるスペクトルの違い（ポジティブモード、マトリクス：蒸着時間によるスペクトルの違い（ポジティブモード、マトリクス：DHB、試料：マウスの肝臓ホモジネート）、試料：マウスの肝臓ホモジネート）、試料：マウスの肝臓ホモジネート）、試料：マウスの肝臓ホモジネート）

蒸着時間を長くすると、

マトリクス由来のピークの強度は単調増加し、

一方、生体試料由来のピークの強度は

ある蒸着時間以上で減少に転じる。

最適な膜厚で蒸着する必要がある最適な膜厚で蒸着する必要がある最適な膜厚で蒸着する必要がある最適な膜厚で蒸着する必要がある

質量分析装置質量分析装置質量分析装置質量分析装置

レーザーレーザーレーザーレーザー

試料（組織切片）試料（組織切片）試料（組織切片）試料（組織切片）

スキャンスキャンスキャンスキャン

イオンイオンイオンイオン

マトリックスの塗布においては、試料表面に小さな結晶を均一に生成することが

重要であるが、エアブラシを用いたマトリックス溶液吹き付け（スプレー法）は

再現性が乏しく、熟練を要する。この問題を解決するために、マトリクス固体を昇華し

塗布する方法（蒸着法）の開発を行っている。測定評価には10μmのレーザー照射径を

もつ質量顕微鏡を使用している。

INTRODUCTION  &  EXPERIMENT

MALDIによるマスイメージングは生体組織中の物質分布を可視化する方法として

創薬やバイオマーカー探索、生物学的基礎研究などの分野への応用が期待されている。

マトリックスの塗布マトリックスの塗布マトリックスの塗布マトリックスの塗布

MALDIによるによるによるによるマスイメージングの工程概略図マスイメージングの工程概略図マスイメージングの工程概略図マスイメージングの工程概略図

マトリックスの塗布 分析

微小領域内にある
物質の同定

質量分析イメージ質量分析イメージ質量分析イメージ質量分析イメージ

物質の分布を
可視化
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表示・解析

より詳細な知見を得るためには細胞スケール（～10μm）の空間分解能が求められて

いるが、そのためには高空間分解能の分析装置の開発だけでなく、マトリックスの塗布

方法の開発も重要である。
試作したマトリクス蒸着装置試作したマトリクス蒸着装置試作したマトリクス蒸着装置試作したマトリクス蒸着装置

高空間分解のMALDIイメージングのためのマトリクス塗布法として

スプレー法よりも簡便な蒸着法を試し、

・生体切片上に微細な結晶が生成されることを確認した。

・スプレー法と同様のマスイメージング結果とスペクトルが得られることを確認した。

・マトリクスの蒸着時間に最適値があることを確認した。

・蒸着法が9-AAにも適用可能であることを示した。

外観外観外観外観 チャンバー内部チャンバー内部チャンバー内部チャンバー内部 質量顕微鏡質量顕微鏡質量顕微鏡質量顕微鏡
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ポンプポンプポンプポンプ

サンプルプレート（スライドガラス）サンプルプレート（スライドガラス）サンプルプレート（スライドガラス）サンプルプレート（スライドガラス）
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検出された脂質上位検出された脂質上位検出された脂質上位検出された脂質上位5種の種の種の種のm/z
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赤矢印： マトリクス由来のピーク

青矢印： 切片由来のピーク（脂質）

マスイメージングの比較マスイメージングの比較マスイメージングの比較マスイメージングの比較 （ポジティブモード、マトリクス：（ポジティブモード、マトリクス：（ポジティブモード、マトリクス：（ポジティブモード、マトリクス：DHB、試料：マウス小脳）、試料：マウス小脳）、試料：マウス小脳）、試料：マウス小脳）
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蒸着法蒸着法蒸着法蒸着法

赤矢印： マトリクス由来のピーク

青矢印： 切片由来のピーク（脂質）
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