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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＭＡＬＤＩ質量分析法において、測定対象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶を
析出させた後、質量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をしてか
らＭＡＬＤＩ質量分析をして、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果、及
び／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果を予め特定しておき、
　次に、測定対象分子を含む試料と該マトリックスの混合結晶を析出させた後、該質量分
析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、スイートスポットになる
該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイート
スポットであると予測する、及び／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部分の
該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイートスポットでないと予
測することを特徴とするスイートスポットの予測方法。
【請求項２】
　ＭＡＬＤＩ質量分析法において、試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後
にマトリックスの溶液を載置し、又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料とマトリ
ックスの溶液を同時に載置し、該溶液を乾燥させて該試料とマトリックスの混合結晶を析
出させた後、質量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をしてから
ＭＡＬＤＩ質量分析をして、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果、及び
／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果を予め特定しておき、
　次に、試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後に該マトリックスの溶液を
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載置し、又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料と該マトリックスの溶液を同時に
載置し、該溶液を乾燥させて、該試料と該マトリックスの混合結晶を析出させた後、該質
量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、スイートスポットに
なる該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイ
ートスポットであると予測する、及び／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部
分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイートスポットでない
と予測することを特徴とする請求項１記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項３】
　該局所的な分析を、該混合結晶の全域又は一定の範囲に対して、繰り返し行い若しくは
スキャンして、その分析結果をマッピングすることにより、スイートスポットとなる領域
を予測することを特徴とする請求項１又は請求項２記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項４】
　該質量分析法以外の分析方法が、結晶多形を識別する分析方法である請求項１ないし請
求項３の何れかの請求項記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項５】
　該質量分析法以外の分析方法が、分光スペクトル測定による分析方法である請求項１な
いし請求項３の何れかの請求項記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項６】
　該分光スペクトル測定が、ラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル測定であ
る請求項５記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項７】
　該質量分析法以外の分析方法が、Ｘ線回折測定による分析方法である請求項１ないし請
求項３の何れかの請求項記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項８】
　該質量分析法以外の分析方法が、光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出による分
析方法である請求項１ないし請求項３の何れかの請求項記載のスイートスポットの予測方
法。
【請求項９】
　該質量分析法以外の分析方法が結晶表面の周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸
状態の検出である請求項１ないし請求項３の何れかの請求項記載のスイートスポットの予
測方法。
【請求項１０】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクト
ル測定がラマン分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の
分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１１９９ｃｍ－１

付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有
さないラマン分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットにならない該混合結
晶の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１１９９ｃｍ－１

付近にシグナルを有する、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを有するラマン分光スペ
クトルである請求項６記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項１１】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクト
ル測定が赤外分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分
析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３００ｃｍ－１

付近にシグナルを有する赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットにな
らない該混合結晶の部分の分析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は
１３００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない赤外分光スペクトルである請求項６
記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項１２】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクト
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ル測定がラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル測定であり、スイートスポッ
トになる該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを有するラマ
ン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットになら
ない該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さな
いラマン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである請求項６記載のスイートスポット
の予測方法。
【請求項１３】
　該質量分析法以外の分析方法が光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出であり、ス
イートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示さない、及び／又は、ス
イートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示す、光学顕微鏡によ
る分析結果である請求項８記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項１４】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、スイートスポッ
トになる該混合結晶の部分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期
的な凹凸状態が検出されない、及び／又は、スイートスポットにならない該混合結晶の部
分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態が検出され
る、共焦点レーザー顕微鏡による分析結果である請求項９記載のスイートスポットの予測
方法。
【請求項１５】
　試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後であって、マトリックスの溶液を
載置する前に、測定対象分子と反応することによってイオン化効率を高める誘導体化剤の
溶液を該試料支持部材上に滴下して乾燥する工程を挿入する請求項２ないし請求項１４の
何れかの請求項記載のスイートスポットの予測方法。
【請求項１６】
　試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後にマトリックスの溶液を載置し、
又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料とマトリックスの溶液を同時に載置し、該
溶液を乾燥させて、該試料とマトリックスの混合結晶を析出させた後、質量分析法以外の
分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をしてからＭＡＬＤＩ質量分析をして、ス
イートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果、及び／又はスイートスポットになら
ない該混合結晶の部分の分析結果を予め特定しておき、
　次に、試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後に該マトリックスの溶液を
載置し、又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料と該マトリックスの溶液を同時に
載置し、該溶液を乾燥させて、該試料と該マトリックスの混合結晶を析出させた後、該質
量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、スイートスポットに
なる該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、該検出された混
合結晶の部分を対象としてレーザー脱離イオン化する、及び／又はスイートスポットにな
らない該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、該検出された
混合結晶の部分を対象としてレーザー脱離イオン化しないことを特徴とするＭＡＬＤＩ質
量分析法。
【請求項１７】
　該局所的な分析を、該混合結晶の全域又は一定の範囲に対して、繰り返し行い若しくは
スキャンして、その分析結果をマッピングすることにより、スイートスポットになる該混
合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分、及び／又はスイートスポットになら
ない該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出することを特徴とする
請求項１６記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項１８】
　該質量分析法以外の分析方法が、結晶多形を識別する分析方法である請求項１６又は請
求項１７記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項１９】
　該質量分析法以外の分析方法が、分光スペクトル測定による分析方法である請求項１６
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又は請求項１７記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項２０】
　該分光スペクトル測定が、ラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル測定であ
る請求項１９記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項２１】
　該質量分析法以外の分析方法が、Ｘ線回折測定による分析方法である請求項１６又は請
求項１７記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項２２】
　該質量分析法以外の分析方法が、光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出による分
析方法である請求項１６又は請求項１７の何れかの請求項記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項２３】
　該質量分析法以外の分析方法が結晶表面の周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸
状態の検出である請求項１６又は請求項１７の何れかの請求項記載のＭＡＬＤＩ質量分析
法。
【請求項２４】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクト
ル測定がラマン分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の
分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１１９９ｃｍ－１

付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有
さないラマン分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットにならない該混合結
晶の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１１９９ｃｍ－１

付近にシグナルを有する、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを有するラマン分光スペ
クトルである請求項２０記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項２５】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクト
ル測定が赤外分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分
析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３００ｃｍ－１

付近にシグナルを有する赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットにな
らない該混合結晶の部分の分析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は
１３００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない赤外分光スペクトルである請求項２
０記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項２６】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクト
ル測定がラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル測定であり、スイートスポッ
トになる該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを有するラマ
ン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットになら
ない該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さな
いラマン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである請求項２０記載のＭＡＬＤＩ質量
分析法。
【請求項２７】
　該質量分析法以外の分析方法が光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出であり、ス
イートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示さない、及び／又は、ス
イートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示す、光学顕微鏡によ
る分析結果である請求項２２記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【請求項２８】
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、スイートスポッ
トになる該混合結晶の部分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期
的な凹凸状態が検出されない、及び／又は、スイートスポットにならない該混合結晶の部
分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態が検出され
る、共焦点レーザー顕微鏡による分析結果である請求項２３記載のＭＡＬＤＩ質量分析法
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。
【請求項２９】
　試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後であって、マトリックスの溶液を
載置する前に、測定対象分子と反応することによってイオン化効率を高める誘導体化剤の
溶液を該試料支持部材上に滴下して乾燥する工程を挿入する請求項１６ないし請求項２８
の何れかの請求項記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＭＡＬＤＩ質量分析法におけるスイートスポットの予測方法に関するもので
ある。
【背景技術】
【０００２】
　「質量分析法（ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）」（以下、「ＭＳ」と略記する
ことがある）とは、測定対象分子を含む試料をイオン化し、測定対象分子由来のイオンを
質量電荷比（質量／電荷（ｍ／ｚ））によって分離し検出することによって、その測定対
象分子の化学構造に関する情報を得る方法である。
【０００３】
　ＭＳにおいて、試料のイオン化は、分析の可否や得られるスペクトルの質を左右する重
要な過程であり、試料を効率よくイオンにするためにこれまで多くのイオン化法が開発さ
れてきた。現在のところ、生体高分子のイオン化には、ソフトイオン化であるマトリック
ス支援レーザー脱離イオン化（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｌａｓｅｒ　ｄｅｓｏ
ｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ）（以下、「ＭＡＬＤＩ」と略記することがある）
法やエレクトロスプレーイオン化（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ　ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ）
（以下、「ＥＳＩ」と略記することがある）法が主に用いられている。これらのイオン化
法を用いた質量分析計は、ＮＭＲ等に比べて測定試料量が少なくても測定が可能であるこ
とから、バイオ分野でも広く用いられている。
【０００４】
　ＭＡＬＤＩでは、マトリックスと呼ばれる光吸収を持つ物質の中に、分析対象となる分
子（例えば、タンパク質、ペプチド、糖類等がある）を分散させ、そこにパルスレーザー
を照射することでマトリックスと共に分析対象となる分子をイオン化する技術である。
【０００５】
　使用するレーザーの波長は紫外領域の波長を有する場合が多く、赤外領域の波長を使用
する場合もあるが、マトリックスの光吸収特性に合わせたレーザーを用いるのが一般的で
ある。現在、最も多用されるレーザーは窒素レーザーであり、波長３３７ｎｍを有する。
【０００６】
　一方、使用するマトリックスの選択が分析の成否を決めるため、これまでに多くのマト
リックスが開発され、実際にＭＡＬＤＩに用いられてきた。一般的に、マトリックスは結
晶性の有機分子であり、分析試料との共結晶を生成した上で、上記パルスレーザーを照射
しイオン化する。近年は様々な液体マトリックスも開発されてきており、分析対象の試料
に応じ様々な選択肢がある。
【０００７】
　実際に用いられているマトリックスの中でも汎用性があり、標準的なマトリックスは、
ＣＨＣＡ（a－ｃｙａｎｏ－ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃ　ａｃｉｄ）、ＳＡ（ｓｉ
ｎａｐｉｃ　ａｃｉｄ）、ＤＨＢＡ（２，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃ
ｉｄ）等であり、特にＤＨＢＡは、低分子量有機化合物、ペプチド、糖類、タンパク質等
のイオン化に適する優れたマトリックスである。
【０００８】
　一般に、マトリックスと試料は良く混ざり、混合結晶又は混合物となる必要があると考
えられている。この試料とマトリックスの混合結晶又は混合物の善し悪しが感度及び質の
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良いスペクトルに影響を与える。更に、一見同質の混合物に見えても実際には不均一で、
特に固体結晶の場合には、結晶が生成した場所すべてから測定対象分子由来のイオンが得
られるわけでもなく、生成した結晶のごく一部分にレーザーを照射した場合のみ測定対象
分子由来のイオンが得られる。
【０００９】
　この部分は、「スイートスポット（ｓｗｅｅｔ　ｓｐｏｔ）」と呼ばれ、ＭＡＬＤＩに
おける測定の際は、まずスイートスポットを探すことが質の高いマススペクトルを得るた
めに必要となるが、スイートスポットが結晶のどの部分であるかは経験によって探す他な
い。
【００１０】
　特に、ＤＨＢＡは比較的大きな針状の結晶を生成するため、スイートスポットとそうで
ない場所でのイオン生成量の差が著しく異なる。結晶の不均一性がこの現象の大きな原因
であると考えられており、これを示した例として、非特許文献１や非特許文献２がある。
【００１１】
　更に、ＤＨＢＡは２種類の結晶多形を持つことが知られており、それぞれの結晶は異な
る融点を持つと報告されている。これを示した例として、非特許文献３及び非特許文献４
がある。２種類の多形は溶媒を変えて異なる結晶化の条件で作り出された。また、独立行
政法人産業技術総合研究所の有機化合物のスペクトルデータベースには、１種類のラマン
スペクトルとＩＲスペクトルのみが掲載されている。しかしながら、ＭＡＬＤＩにおける
標準的な試料調製法の条件下でどのような結晶形が生成しているのかについて研究された
ことはなかったばかりでなく、その結晶形とＭＡＬＤＩにおけるシグナルの関係、特に結
晶形とスイートスポットの関係については全く知られていなかった。
【００１２】
　ＤＨＢＡは、糖鎖や糖ペプチドの測定に汎用されるが、糖鎖や糖ペプチドはイオン化効
率が悪いので、スイートスポットを見つけることが必須である。質の高い良いマススペク
トルを得るには、経験によって手動でスイートスポットを探し出し、レーザー照射を行う
といった時間のかかる作業や、試料が消費されるプレスキャンが必要となり、特に自動分
析には適さないのが現状であった。
【００１３】
　この問題の解決には、マトリックス溶液を迅速に乾燥させる等して、強制的に微結晶を
生成させ、スイートスポットの生成を妨げる手法や、結晶化しない液体マトリックスを使
用する手法があるが、イオン生成量の低下を招いたり、夾雑塩等の付加イオンの生成を促
進したりする場合があり、スイートスポットの高いイオン生成量を生かしたまま用いるこ
とのできる手法ではなかった。液体マトリックスにおいても、固体マトリックスほどのば
らつきはないが、夾雑塩等の影響でスペクトルの再現性が劣る場合もあり、根本的な解決
にはならなかった。
【００１４】
　スイートスポットを特定するのを容易にする目的でいくつかの技術が開発されており、
例として特許文献１や特許文献２があるが、これらは単に結晶化の起点を制御するという
発想に基づいており、本発明の趣旨である質量分析以外の方法を用いてスイートスポット
を予測するという発想とは根本的に異なるものであった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】特開２００３－０９８１１５号公報
【特許文献２】特開２００３－０９８１４９号公報
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Revecca W. et al., Anal. Chem.72(18), 30-36 (2000)
【非特許文献２】Luxembourg S.L. et al.,Anal. Chem. 75(10), 2333-2341 (2003)
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【非特許文献３】Haisa M. et al., Acta. Cryst. B38,1480-1485(1982)
【非特許文献４】Cohen D.E. et al., CrystalGrowth&Design 7(3), 492-495(2007)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　本発明は上記背景技術に鑑みてなされたものであり、その課題は、ＭＡＬＤＩ質量分析
法において、高いイオン生成量を提供する測定試料混合物の判定及びスイートスポットを
正確に予測することで、短時間で効率良く質の高いＭＳスペクトルを得ることのできる方
法を提供することにある。
【００１８】
　また、構造同定に必要な高感度ＭＳｎ（２≦ｎ）解析が可能となり、また、自動分析へ
の応用が可能となり、高スループットのＭＡＬＤＩ質量分析法の実現が可能になる方法を
提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明者は、マトリックス単独の結晶の物理化学的性質を調べるために、様々な局所的
な分析を行った結果、意外にも既知の分析結果とは異なる分析結果を呈する別種のマトリ
ックス結晶が存在することを発見した。このことから、測定対象分子を含む試料とマトリ
ックスの混合結晶においても、スイートスポットにならない該混合結晶の部分は、既知の
分析結果と同様の分析結果を呈する結晶であり、スイートスポットを創出する該混合結晶
の部分は、既知の分析結果とは異なる分析結果を呈する当該別種のマトリックス結晶と同
様の結晶であるかもしれないと着想して、鋭意検討を重ねた結果、上記の課題を解決でき
ることを見出した。
【００２０】
　すなわち、驚くべきことに、上記のスイートスポットを創出する「測定対象分子を含む
試料とマトリックスの混合結晶」の部分は、スイートスポットにならない混合結晶の部分
とは異なる分析結果を示すことを初めて見出して本発明を完成するに至った。
【００２１】
　すなわち、本発明は、
［１］　ＭＡＬＤＩ質量分析法において、測定対象分子を含む試料とマトリックスの混合
結晶を析出させた後、質量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析を
してからＭＡＬＤＩ質量分析をして、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結
果、及び／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果を予め特定して
おき、
　次に、測定対象分子を含む試料と該マトリックスの混合結晶を析出させた後、該質量分
析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、スイートスポットになる
該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイート
スポットであると予測する、及び／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部分の
該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイートスポットでないと予
測することを特徴とするスイートスポットの予測方法を提供するものである。
【００２２】
　更に、本発明は、以下のスイートスポットの予測方法を提供するものである。
［２］　ＭＡＬＤＩ質量分析法において、試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載
せた後にマトリックスの溶液を載置し、又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料と
マトリックスの溶液を同時に載置し、該溶液を乾燥させて該試料とマトリックスの混合結
晶を析出させた後、質量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし
てからＭＡＬＤＩ質量分析をして、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果
、及び／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果を予め特定してお
き、
　次に、試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後に該マトリックスの溶液を
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載置し、又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料と該マトリックスの溶液を同時に
載置し、該溶液を乾燥させて、該試料と該マトリックスの混合結晶を析出させた後、該質
量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、スイートスポットに
なる該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイ
ートスポットであると予測する、及び／又はスイートスポットにならない該混合結晶の部
分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイートスポットでない
と予測することを特徴とする［１］記載のスイートスポットの予測方法。
［３］　該局所的な分析を、該混合結晶の全域又は一定の範囲に対して、繰り返し行い若
しくはスキャンして、その分析結果をマッピングすることにより、スイートスポットとな
る領域を予測することを特徴とする［１］又は［２］記載のスイートスポットの予測方法
。
［４］　該質量分析法以外の分析方法が、結晶多形を識別する分析方法である［１］ない
し［３］の何れかに記載のスイートスポットの予測方法。
［５］　該質量分析法以外の分析方法が、分光スペクトル測定による分析方法である［１
］ないし［３］の何れかに記載のスイートスポットの予測方法。
［６］　該分光スペクトル測定が、ラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル測
定である［５］記載のスイートスポットの予測方法。
［７］　該質量分析法以外の分析方法が、Ｘ線回折測定による分析方法である［１］ない
し［３］の何れかに記載のスイートスポットの予測方法。
［８］　該質量分析法以外の分析方法が、光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出に
よる分析方法である［１］ないし［３］の何れかに記載のスイートスポットの予測方法。
［９］
　該質量分析法以外の分析方法が結晶表面の周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸
状態の検出である［１］ないし［３］の何れかに記載のスイートスポットの予測方法。
［１０］　　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分
光スペクトル測定がラマン分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結
晶の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１１９
９ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを
実質的に有さないラマン分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットにならな
い該混合結晶の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１１９
９ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを有するラマ
ン分光スペクトルである［６］記載のスイートスポットの予測方法。
［１１］
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクト
ル測定が赤外分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分
析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３００ｃｍ－１

付近にシグナルを有する赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットにな
らない該混合結晶の部分の分析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は
１３００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない赤外分光スペクトルである［６］記
載のスイートスポットの予測方法。
［１２］　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光
スペクトル測定がラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル測定であり、スイー
トスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを有
するラマン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポッ
トにならない該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを実質的
に有さないラマン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである［６］記載のスイートス
ポットの予測方法。
［１３］　該質量分析法以外の分析方法が光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出で
あり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示さない、及び／
又は、スイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示す、光学顕
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微鏡による分析結果である［８］記載のスイートスポットの予測方法。
［１４］　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、スイー
トスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以
下の周期的な凹凸状態が検出されない、及び／又は、スイートスポットにならない該混合
結晶の部分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態が
検出される、共焦点レーザー顕微鏡による分析結果である［９］記載のスイートスポット
の予測方法。
［１５］　試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後であって、マトリックス
の溶液を載置する前に、測定対象分子と反応することによってイオン化効率を高める誘導
体化剤の溶液を該試料支持部材上に滴下して乾燥する工程を挿入する［２］ないし［１４
］の何れかに記載のスイートスポットの予測方法。
【００２３】
　また、本発明は、
［１６］　試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後にマトリックスの溶液を
載置し、又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料とマトリックスの溶液を同時に載
置し、該溶液を乾燥させて、該試料とマトリックスの混合結晶を析出させた後、質量分析
法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をしてからＭＡＬＤＩ質量分析を
して、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果、及び／又は、スイートスポ
ットにならない該混合結晶の部分の分析結果を予め特定しておき、
　次に、試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後に該マトリックスの溶液を
載置し、又は試料支持部材上に測定対象分子を含む試料と該マトリックスの溶液を同時に
載置し、該溶液を乾燥させて、該試料と該マトリックスの混合結晶を析出させた後、該質
量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、スイートスポットに
なる該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、該検出された混
合結晶の部分を対象としてレーザー脱離イオン化する、及び／又は、スイートスポットに
ならない該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出して、該検出され
た混合結晶の部分を対象としてレーザー脱離イオン化しないことを特徴とするＭＡＬＤＩ
質量分析法を提供するものである。
【００２４】
　更に、本発明は以下のＭＡＬＤＩ質量分析法を提供するものである。
［１７］　該局所的な分析を、該混合結晶の全域又は一定の範囲に対して、繰り返し行い
若しくはスキャンして、その分析結果をマッピングすることにより、スイートスポットに
なる該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分、及び／又は、スイートスポ
ットにならない該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分を検出することを
特徴とする［１６］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［１８］　該質量分析法以外の分析方法が、結晶多形を識別する分析方法である［１６］
又は［１７］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［１９］　該質量分析法以外の分析方法が、分光スペクトル測定による分析方法である［
１６］又は［１７］記載のスイートスポットの予測方法。
［２０］　該分光スペクトル測定が、ラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル
測定である［１９］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２１］　該質量分析法以外の分析方法が、Ｘ線回折測定による分析方法である［１６］
又は［１７］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２２］
　該質量分析法以外の分析方法が、光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出による分
析方法である［１６］又は［１７］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２３］
　該質量分析法以外の分析方法が結晶表面の周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸
状態の検出である［１６］又は［１７］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２４］　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光
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スペクトル測定がラマン分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結晶
の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１１９９
ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを実
質的に有さないラマン分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポットにならない
該混合結晶の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１１９９
ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを有するラマン
分光スペクトルである［２０］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２５］　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光
スペクトル測定が赤外分光スペクトル測定であり、スイートスポットになる該混合結晶の
部分の分析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３００
ｃｍ－１付近にシグナルを有する赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポ
ットにならない該混合結晶の部分の分析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを有す
る、又は１３００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない赤外分光スペクトルである
［２０］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２６］　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、該分光
スペクトル測定がラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペクトル測定であり、スイー
トスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを有
するラマン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである、及び／又は、スイートスポッ
トにならない該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを実質的
に有さないラマン分光スペクトル又は赤外分光スペクトルである［２０］記載のＭＡＬＤ
Ｉ質量分析法。
［２７］
　該質量分析法以外の分析方法が光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出であり、ス
イートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示さない、及び／又は、ス
イートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が構造色を示す、光学顕微鏡によ
る分析結果である［２２］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２８］
　該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であり、スイートスポッ
トになる該混合結晶の部分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期
的な凹凸状態が検出されない、及び／又は、スイートスポットにならない該混合結晶の部
分の分析結果が、結晶表面に周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態が検出され
る、共焦点レーザー顕微鏡による分析結果である［２３］記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
［２９］　試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後であって、マトリックス
の溶液を載置する前に、測定対象分子と反応することによってイオン化効率を高める誘導
体化剤の溶液を該試料支持部材上に滴下して乾燥する工程を挿入する［１６］ないし［２
８］の何れかに記載のＭＡＬＤＩ質量分析法。
【発明の効果】
【００２５】
　本発明によれば、前記問題点と課題を解決し、測定試料の善し悪しやスイートスポット
がＭＡＬＤＩ質量分析法用の試料支持部材上のどの部分にあるかを経験によって探し出す
必要がなくなり、誰でも短時間で効率良く質の高いＭＳスペクトルを得ることができる。
それによって、自動分析への応用が可能となり、高スループットのＭＳ分析手法を提供す
ることができる。
【００２６】
　特に、構造同定に必要な高感度ＭＳｎ（２≦ｎ）解析を可能にし、測定対象分子を含む
試料の量が少ない、測定対象分子のイオン化効率が低い等の理由で従来は測定できなかっ
た試料であっても、誰でも短時間で効率良く化学構造の決定が可能になる。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】実施例で用いられた測定対象分子である糖ペプチドの化学構造を示す図である。



(11) JP 5504282 B2 2014.5.28

10

20

30

40

50

【図２】試料支持部材上の析出物の共焦点レーザー顕微鏡写真を示す図である。
【図３】２種類のラマン分光スペクトルを示す図である。　（ａ）標準品の「ＤＨＢＡ粉
末」と、プレート（試料支持部材）上の結晶Ａで測定されたラマン分光スペクトルである
。　（ｂ）プレート（試料支持部材）上の結晶Ｂで測定された標準品の「ＤＨＢＡ粉末」
又は結晶Ａとは異なるラマン分光スペクトルである。
【図４】１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルをもつ結晶Ａを白く表し、１１９９ｃｍ－

１付近に強いシグナルをもたない結晶Ｂを黒く表した分析結果であるラマンイメージング
画像である。
【図５】図４で黒く表された部分（結晶Ｂ）のマススペクトルを示す図である。
【図６】試料支持部材上をＭＳシグナルでスキャンした画像であり、イオン化効率が高い
部分を示す図である。
【図７】図４で白く表された部分（結晶Ａ）のマススペクトルを示す図である。
【図８】２種類の赤外分光スペクトルを示す図である。　（ａ）標準品の「ＤＨＢＡ粉末
」と、プレート（試料支持部材）上の結晶Ａで測定された赤外分光スペクトルである。　
（ｂ）プレート（試料支持部材）上の結晶Ｂで測定された標準品の「ＤＨＢＡ粉末」又は
結晶Ａとは異なる赤外分光スペクトルである。
【図９】２種類のＸ線回折を示す図である。　上のチャート：標準品の「ＤＨＢＡ粉末」
と、プレート（試料支持部材）上の結晶Ａで測定されたＸ線回折である。　下のチャート
：プレート（試料支持部材）上の結晶Ｂで測定された標準品の「ＤＨＢＡ粉末」又は結晶
Ａとは異なるＸ線回折である。
【図１０】実施例４で得た試料支持部材上の析出物の分析結果であるラマンイメージング
画像と試料支持部材上をＭＳシグナルでスキャンした画像を示す図である。　（ａ）ラマ
ン分光スペクトル測定の結果、１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルをもつ結晶Ａは緑色
で表されたのでその部分を実線の楕円で囲み、１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルをも
たない結晶Ｂは赤色で表されたのでその部分を破線の楕円で囲んで示したラマンイメージ
ング画像である。　（ｂ）この試料支持部材上をＭＳシグナルでスキャンした画像であり
、イオン化効率が高い部分を濃い灰色から黒で示す図である。
【図１１】参考例１で得た「高純度ＤＨＢＡ粉末」の光学顕微鏡像、及びラマンスペクト
ル取得後、３０７６ｃｍ－１、１２０３ｃｍ－１、３２６９ｃｍ－１のシグナルの強弱の
ラマンイメージング画像を示す図である。　（ａ）光学顕微鏡像　（ｂ）３０７６ｃｍ－

１の強弱のラマンイメージング画像　（ｃ）１２０３ｃｍ－１の強弱のラマンイメージン
グ画像　（ｄ）３２６９ｃｍ－１の強弱のラマンイメージング画像
【図１２】参考例２で得た「高純度ＤＨＢＡ粉末」を水で溶解後析出した結晶の光学顕微
鏡像、及びラマンスペクトル取得後、３０７６ｃｍ－１、１２０３ｃｍ－１、３２６９ｃ
ｍ－１のシグナルの強弱のラマンイメージング画像を示す図である。　（ａ）光学顕微鏡
像　（ｂ）３０７６ｃｍ－１の強弱のラマンイメージング画像　（ｃ）１２０３ｃｍ－１

の強弱のラマンイメージング画像　（ｄ）３２６９ｃｍ－１の強弱のラマンイメージング
画像
【図１３】実施例５で得た測定試料の光学顕微鏡像である。
【図１４】実施例６で得た測定試料の共焦点レーザー顕微鏡像と試料支持部材上をＭＳシ
グナルでスキャンした画像である。　（ａ）測定試料の共焦点レーザー顕微鏡像　（ｂ）
試料支持部材上をＭＳシグナルでスキャンした画像であり、イオン化効率が高い部分を示
す図
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　以下、本発明について説明するが、本発明は以下の実施の具体的態様に限定されるもの
ではなく、任意に変形して実施することができる。
【００２９】
　マトリックスはレーザーの光エネルギーを吸収して、共存する分析対象分子の脱離及び
イオン化を達成する物質であれば液体及び固体を問わず種類は限定されないが、例えば、
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以下のものが挙げられる。
【００３０】
　１，８－ジアミノナフタレン（1,8-Diaminonaphthalene）（１，８－ＤＡＮ）、２，５
－ジヒドロキシ安息香酸(2,5-Dihydroxybenzoic acid)（以下、「ＤＨＢＡ」と略記する
場合がある）、１，８－アントラセンジカルボン酸ジメチルエステル（1,8-Anthracenedi
carboxylic Acid Dimethyl ester）、ロイコキニザリン（Leucoquinizarin）、アントラ
ロビン（Anthrarobin）、１，５－ジアミノナフタレン(1,5-Diaminonaphthalene)（１，
５－ＤＡＮ）、６－アザ－２－チオチミン（6-Aza-2-thiothymine）、１，５－ジアミノ
アントラキノン（1,5-Diaminoanthraquinone）、１，６－ジアミノピレン（1,6-Diaminop
yrene）、３，６－ジアミノカルバゾール（3,6-Diaminocarbazole）、１，８－アントラ
センジカルボン酸（1,8-Anthracenedicarboxylic Acid）、ノルハルマン（Norharmane）
、１－ピレンプロピルアミンハイドロクロライド（1-Pyrenepropylamine
hydrochloride)、９－アミノフルオレンハイドロクロライド（9-Aminofluorene
Hydrochloride）、フェルラ酸（Ferulic acid）、ジトラノール（Dithranol）、２－（４
－ヒドロキシフェニルアゾ）安息香酸(2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoic acid)（ＨＡＢＡ
）、trans－２－［３－（４－tert－ブチルフェニル）－２－メチル－２－プロペニリデ
ン］マロンニトリル(trans-2-[3-(4-tert-Butylphenyl)-2-methyl-2-propenylidene]malo
nonitrile)（ＤＣＴＢ）、trans－４－フェニル－３－ブテン－２－オン(trans-4-Phenyl
-3-buten-2-one)（ＴＰＢＯ）、trans－３－インドールアクリル酸(trans-3-Indoleacryl
ic
acid)（ＩＡＡ）、１，１０－フェナントロリン（1,10-Phenanthroline）、５－ニトロー
１，１０－フェナントロリン（5-Nitro-1,10-phenanthroline）、α－シアノ－４－ヒド
ロキシケイ皮酸(α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid)（ＣＨＣＡ）、シナピン酸(Sinapic 
acid)（ＳＡ）、２，４，６－トリヒドロキシアセトフェノン(2,4,6-Trihydroxyacetophe
none)（ＴＨＡＰ）、３－ヒドロキシピコリン酸(3-Hydroxypicolinic acid)（ＨＰＡ）、
アントラニル酸(Anthranilic acid)、ニコチン酸(Nicotinic
acid)、３－アミノキノリン(3-Aminoquinoline)、２－ヒドロキシ－５－メトキシ安息香
酸(2-Hydroxy-5-methoxybenzoic acid)、２，５－ジメトキシ安息香酸(2,5-Dimethoxyben
zoic acid)、４，７－フェナントロリン(4,7-Phenanthroline)、ｐ－クマル酸(p-Coumari
c acid)、１－イソキノリノール(1-Isoquinolinol)、２－ピコリン酸(2-Picolinic acid)
、１－ピレンブタン酸ヒドラジド(1-Pyrenebutanoic acid, hydrazide)（ＰＢＨ）、１－
ピレンブタン酸(1-Pyrenebutyric acid)（ＰＢＡ）、１－ピレンメチルアミンハイドロク
ロライド(1-Pyrenemethylamine hydrochloride)（ＰＭＡ）、３－ＡＣ（アミノキノリン
）－ＣＨＣＡ(3-AC(aminoquinoline)-CHCA)。
【００３１】
　３－ＡＣ－ＣＨＣＡ等の液体マトリックスを用いた場合は、溶媒を揮発させても混合結
晶ではなく混合物になるが、質量分析法以外の分析方法を用いて、該測定分子とマトリッ
クス混合物の分析をし、該マトリックスの標準品とは異なる分析結果を呈する混合物の部
分を検出して、混合物の善し悪しやその部分がスイートスポットであると予測することも
できる。
【００３２】
　本発明においては、「ＭＡＬＤＩ質量分析法において、測定対象分子を含む試料とマト
リックスの混合結晶を析出させた後、質量分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の
局所的な分析をしてからＭＡＬＤＩ質量分析をして、スイートスポットにならない分析結
果を与える該混合結晶と同じ結晶構造を有するマトリックスの結晶品」を、便宜上、「マ
トリックスの標準品」又は単に「標準品」と略記する。例えば、ＤＨＢＡをマトリックス
として用いて、測定対象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶を析出させた後、質量
分析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をしてからＭＡＬＤＩ質量分
析をして、スイートスポットにならない分析結果を与える該混合結晶と同じ結晶構造を有
するＤＨＢＡの結晶品を、便宜上、「ＤＨＢＡの標準品」又は単に「標準品」と略記する
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。また、「ＤＨＢＡの標準品」を、単に「ＤＨＢＡ粉末」と略記する場合がある。
【００３３】
＜試料とマトリックス混合結晶の析出又は混合物の生成＞
　本発明のスイートスポットの予測方法は、まず、ＭＡＬＤＩ質量分析法における測定対
象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶を析出させる。該混合結晶を析出させる方法
は特に限定はないが、例えば、好ましい方法として、以下の（１）～（３）が挙げられる
。
（１）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後に、乾燥後又は乾燥する前に
マトリックスの溶液を載置し、次いで、該溶液を乾燥させて、該混合結晶を析出させる方
法。
（２）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料とマトリックスの溶液を同時に載置し、
次いで、該溶液を乾燥させて、該混合結晶を析出させる方法。
（３）試料支持部材上に該マトリックスの溶液を載置し、次いで該溶液を乾燥させ該マト
リックスの結晶を析出させた後、同一又は異なる化学構造を有するマトリックスと測定対
象分子を含む溶液を重層し、次いで該溶液を乾燥させて混合物を生成させる方法。
【００３４】
　液体マトリックスの場合は例えば以下のようになる。
（１）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後に、乾燥後又は乾燥する前に
マトリックスの溶液を載置し、次いで、該混合溶液の溶媒を揮発させて、該混合物を生成
させる方法。
（２）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料とマトリックスの溶液を同時に載置し、
次いで、該混合溶液の溶媒を揮発させて、該混合物を生成させる方法。
【００３５】
　試料とマトリックスの混合結晶を析出させる方法として、特に好ましくは上記（１）又
は（２）である。すなわち、
（１）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後にマトリックスの溶液を載置
し、又は、
（２）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料とマトリックスの溶液を同時に載置し、
　次いで、該溶液を乾燥させて、該混合結晶を析出させる方法
【００３６】
＜＜（１）法＞＞
　上記（１）法は、本発明において特に好適な方法であり、測定対象分子を含む試料を先
に試料支持部材上に存在させ、次いで、マトリックスの溶液（好ましくは実質的にマトリ
ックスのみの溶液）を、該試料に重層し、試料を溶解させながら、試料支持部材（以下、
「プレート」と略記することがある）上で乾燥させて、結晶を析出させる測定試料の調製
方法である。
【００３７】
　上記（１）においては、マトリックス溶液をプレート上で乾燥する工程を、プレート上
に物質を供給する工程の中では最終の工程とする。一般に、高いイオン生成量を得るため
には試料とマトリックスがよく混合されなければならないにもかかわらず、最終の工程で
プレートに供給する溶液の中に測定対象分子が溶解（含有）されていなくてもよいことを
本発明者は見出した。
【００３８】
　そして、かかる（１）法によれば、質量分析法以外の分析方法を用いて該混合結晶の局
所的な分析をした際に、該マトリックスの標準品とは異なる分析結果を呈する「測定対象
分子を含む試料とマトリックスの混合結晶」を試料支持部材上に好適に現出させることが
可能である。「異なる分析結果」とは、分析パターン全体を多変量解析してパターンが一
致しない場合や、後述のように、特定の波数に着目して、その波数若しくは回折角でのシ
グナルピークの有無又はその相対的高低が異なる場合等がある。
【００３９】
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　上記「測定対象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶」が呈する、後記する質量分
析法以外の分析方法による分析結果は、測定対象分子を含まないマトリックスの結晶（す
なわち、マトリックスのみの結晶）でも呈する場合がある。従って、「測定対象分子を含
む試料とマトリックス」と「マトリックス単独」では、物が異なるので、異なる分析結果
が得られて当然という訳ではない。本発明は、マトリックスの標準品とは異なる分析結果
を呈する「測定対象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶」の部分が、スイートスポ
ットになることを見出してなされたものであるが、マトリックスの標準品とは異なる分析
結果は、マトリックス単独でも呈する場合があるので、測定対象分子を、直接「質量分析
法以外の分析方法」によって分析することによって、「異なる分析結果」としている訳で
はない。
【００４０】
　物質をプレート上に載置するための実質的な最終工程に、マトリックスのみの溶液を用
いる場合、該溶液の溶媒は、測定対象分子と該マトリックスの何れをも溶解できる溶媒で
あることが好ましい。下層に既にある測定対象分子を溶解して、マトリックスと混合させ
ることができるからである。
【００４１】
　上記（１）法は、以下の、工程（Ａ）及び工程（Ｂ）を必須の工程として含むことが好
ましい。
（Ａ）測定対象分子を含む試料の溶液をプレート上で乾燥する工程と、その後に、
（Ｂ）マトリックスのみを溶媒に溶解した溶液を、上記プレートに滴下する工程
【００４２】
　工程（Ａ）では、測定対象分子を含む試料の溶液をプレート上で乾燥する。このときの
溶液は、測定対象分子を含有してさえいればよく、マトリックスは含有されていてもいな
くてもよい。ただし、測定対象分子を含む試料が極微量の場合、測定対象分子を含む試料
の良溶媒がマトリックスの貧溶媒であり、そのマトリックスや溶媒を用いたい場合、マト
リックスが溶解した溶媒に対して試料が不安定でありストック溶液として保管若しくは使
用ができない又は取り扱いが難しくなる場合等には、測定試料の調製が容易である点、溶
媒の選択幅が広がる点、試料の分解や容器への吸着を抑制できる点等のため、このときの
溶液中にはマトリクスが溶解されておらず、測定対象分子を含む試料のみが溶解されてい
る方が好ましい。
【００４３】
　その際の溶媒としては、測定対象分子を含む試料を溶解しさえすれば特に限定はなく、
マトリックスを溶解させる性質は有していなくてもよいし、常圧における沸点が高く、蒸
発（乾燥）速度は遅くてもよい。測定対象分子又は測定対象分子を含む試料が水溶性であ
るならば、工程（Ａ）で用いる溶媒は水単独が特に好ましい。測定対象分子を含む試料が
糖であるならば、工程（Ａ）で用いる溶媒は水単独が最も好ましい。マトリックスを溶解
させないので、マトリックスに対する溶解度は低くてもよく、そのため測定対象分子又は
測定対象分子を含む試料に最も好適な溶媒が選択できる。
【００４４】
　工程（Ａ）における上記溶液中における測定対象分子の濃度は特に限定はないが、１ａ
ｍｏｌ／μＬ～１μｍｏｌ／μＬが好ましく、１００ａｍｏｌ／μＬ～１ｎｍｏｌ／μＬ
が特に好ましい。工程（Ａ）終了後に（乾燥後に）、プレート上に存在する測定対象分子
を含有する層の厚さは特に限定はないが、５μｍ以下が好ましく、１μｍ以下が特に好ま
しい。かかる層の厚さが厚すぎると、マトリックス溶液を滴下した場合にマトリックス分
子とうまく混和しない可能性があり、ＭＳシグナル強度が低下する場合がある。
【００４５】
　（１）法は、「測定対象分子を含む試料」の溶液をまずプレートに滴下するので、測定
対象分子を含む試料が極めて微量である場合に、別の容器でマトリックス溶液と混合しそ
の一部をプレートに滴下することなく、微量試料のほとんど全量を分析に供することがで
きるため特に有用である。測定対象分子を含む試料が１０００ｆｍｏｌ以下の場合により
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有用であり、３００ｆｍｏｌ以下の場合に特に有用であり、１００ｆｍｏｌ（例えば、１
００ｆｍｏｌ／μＬに溶解した水溶液を１μＬ滴下する等によりプレート上に１００ｆｍ
ｏｌ載せる）以下の場合に更に有用である。
【００４６】
　（１）法においては、工程（Ａ）の後に、（Ｂ）マトリックスのみを溶媒に溶解した溶
液を上記プレートに滴下する工程を有する。「工程（Ａ）の後に」の意味は、「工程（Ａ
）の直後に」には限定されず、工程（Ａ）と工程（Ｂ）の間に、他の工程が挿入されてい
てもよい。「他の工程」としては、例えば、後述する工程（Ｃ）が挙げられる。
【００４７】
　工程（Ｂ）では、実質的にマトリックスのみを溶媒に溶解した溶液を上記プレートに滴
下するが、測定対象分子と該マトリックスの何れをも溶解できる溶媒を用いることによっ
て、下層の測定対象分子がマトリックス分子と混和し、マトリックスの標準品とは異なる
分析結果を呈する混合結晶が現出し、そこが優れたスイートスポットになり得る。
【００４８】
＜＜＜誘導体化＞＞＞
　（１）法においては、上記工程（Ａ）と工程（Ｂ）の間に、
（Ｃ）測定対象分子と反応することによってイオン化効率を高める誘導体化剤の溶液を、
上記プレートに滴下して乾燥する工程
を含むことが、イオン化効率を更に高めるために好ましい。
【００４９】
　すなわち、（Ａ）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた後であって、（Ｂ
）マトリックスの溶液を載置する前に、（Ｃ）測定対象分子と反応することによってイオ
ン化効率を高める誘導体化剤の溶液を該試料支持部材上に滴下して乾燥する工程を挿入す
るＭＡＬＤＩ質量分析法は、イオン化効率が更に高くなるために好ましい。
【００５０】
　測定対象分子と反応することによってイオン化効率を高める誘導体化剤（以下、単に「
誘導体化剤」と略記する）を、予め測定対象分子と反応させてから、プレートに供給する
と、測定試料のロスに繋がる場合がある。従って、糖、糖タンパク質、糖ペプチド等の微
量な「生体由来の分子又は生体試料中の分子」に質量分析法を適用する場合、工程（Ａ）
と工程（Ｂ）の間に工程（Ｃ）を挿入することが特に好ましい。
【００５１】
　誘導体化剤は、誘導体化された測定対象分子すなわち質量分析に供される分子のイオン
化効率を高めるものであれば特に限定はない。誘導体化剤は、ＭＡＬＤＩ質量分析法にお
けるマトリックスとしての効果を有する化合物、又はそれらに後記する反応性官能基やス
ペーサ部分を更に有する化合物も好ましい。
【００５２】
　かかる誘導体化剤の化学構造は上記効果を奏するものであれば特に限定はないが、その
分子内にナフタレン、アントラセン、ピレン等の縮合多環を有する縮合多環化合物等が上
記効果を好適に奏するので特に好ましい。ここで「縮合多環化合物」とは、窒素、硫黄又
は酸素分子を含む複素環を一部に含んでいてもよい縮合多環部分と、測定対象分子とを結
合することが可能である反応性官能基と、要すれば、該縮合多環部分と該反応性官能基と
を連結するスぺーサー部分とを有する化合物をいう。特に、芳香族環を有する化合物であ
ることが好ましい。
【００５３】
　誘導体化剤は、測定対象分子に反応することによって、誘導体化された分子すなわち質
量分析に供される分子の、イオン化切断位置を制御できるようにするものであることが特
に好ましい。
【００５４】
　誘導体化剤は、アミノ基、ヒドラジド基、ジアゾメチル基、スクシニミジルエステル基
、塩化スルホニル基、ヨード基（－Ｉ）等の反応性官能基を有することが好ましい。特に
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好ましい誘導体化剤としては、具体的には、ナフタレン環、アントラセン環、ピレン環等
の縮合多環に、上記基が直接若しくは他の基（スペーサ部分）を介して結合した縮合多環
誘導体化合物；ヨウ化メチル；ジアゾメタン；トリメチルシリルジアゾメタン等が挙げら
れる。
【００５５】
　このうち、誘導体化された分子すなわち質量分析に供される分子のイオン化効率を高め
たり、イオン化切断位置を制御できるようにしたりする点等で、ピレン環化合物が特に好
ましい。ここで「ピレン環化合物」とは、ピレン環と、「測定対象分子」に結合すること
が可能である反応性官能基と、要すれば該ピレン環と該反応性官能基とを連結するスペー
サ部分とを有する化合物をいう。
【００５６】
　具体的には、１－ピレンブタン酸ヒドラジド（1-pyrenebutanoic acid, hydrazide）（
以下、「ＰＢＨ」と略記する）、１－ピレン酢酸ヒドラジド（1-pyreneacetic acid, hyd
razide）、１－ピレンプロピオン酸ヒドラジド（1-pyrenepropionic acid, hydrazide）
、１－ピレン酢酸スクシニミジルエステル（1-pyreneacetic acid, succinimidyl ester
）、１－ピレンプロピオン酸スクシニミジルエステル（1-pyrenepropionic acid, succin
imidyl ester）、１－ピレンブタン酸スクシニミジルエステル（1-pyrenebutanoic acid,
 succinimidyl ester）、Ｎ－（１－ピレンブタノイル）システイン酸スクシニミジルエ
ステル（N-(1-pyrenebutanoyl)cysteic acid, succinimidyl ester）、Ｎ－（１－ピレン
）ヨードアセトアミド（N-(1-pyrene) iodoacetamide）、Ｎ－（１－ピレン）ヨードマレ
イミド（N-(1-pyrene) maleimide）、Ｎ－（１－ピレンメチル）ヨードアセトアミド（N-
(1-pyrenemethyl) iodoacetamide）、１－ピレンメチルヨードアセテート（1-pyrenemeth
yl iodoacetate）、アミノピレン（aminopyrene）、１－ピレンメチルアミン（1-pyrenem
ethyl amine）、１－ピレンプロピルアミン（3-(1-pyrenyl)propylamine）、１－ピレン
ブチルアミン（4-(1-pyrenyl)butylamine）、１－ピレンスルホン酸クロリド（1-pyrenes
μＬfonyl chloride）、１－ピレニルジアゾメタン（1-pyrenyldiazomethane）（以下、
「ＰＤＡＭ」と略記する）、１－ピレンカルバルデヒド　ヒドラゾン（1-pyrenecarbalde
hyde hydrazone）、１－ピレニルチオシアネート（1-pyrenylthiocyanate）、１－ピレニ
ルイソチオシアネート（1-pyrenylisothiocyanate）等が好ましいものとして挙げられる
。このうち最も好ましくはＰＢＨ又はＰＤＡＭである。
【００５７】
　誘導体化剤としては、上記具体的化合物において、ピレン環を、ナフタレン環又はアン
トラセン環に代えたものも好ましいものとして挙げられる。また、ヨウ化メチル、ジアゾ
メタン又はトリメチルシリルジアゾメタンも好ましい。
【００５８】
　好ましい「測定対象分子と誘導体化剤との組み合わせ」としては、測定対象分子がアル
デヒド基を含有する糖鎖を有する分子であり、誘導体化剤がアミノ基又はヒドラジド基等
を有するものである場合が挙げられる。また、好ましい組み合わせとしては、測定対象分
子が、カルボキシル基、アミノ基又はメルカプト基を有するタンパク質若しくは糖タンパ
ク質であり、誘導体化剤が、アミノ基、ヒドラジド基又はジアゾメチル基等を有するもの
である場合が挙げられ、更に、測定対象分子が、カルボキシル基を有するタンパク質若し
くは糖タンパク質であり、誘導体化剤がヨウ化メチル又はトリメチルシリルジアゾメタン
である場合が挙げられる。これらの組み合わせは、測定対象分子及び誘導体化剤を、容易
にプレート上で反応させることができる点、イオン化を阻害しない点、反応が選択的であ
る点、一般に微量での分析の必要性が高いので、前記効果を奏し易い点等から好ましい。
【００５９】
＜＜（２）法＞＞
　（２）試料支持部材上に測定対象分子を含む試料とマトリックスの溶液を同時に載置し
、該溶液を乾燥させて、試料支持部材上に該混合結晶を析出させる方法も好ましい。かか
る（２）の測定試料の調製方法は、「Ｄｒｉｅｄ　Ｄｒｏｐｌｅｔ法」として知られてい
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るものである。（１）の調製方法で、試料支持部材上に測定対象分子を含む試料を載せた
後に、乾燥する前にマトリックスの溶液を載置する方法も同様である。
【００６０】
　この（２）法によっても、試料支持部材上に、質量分析法以外の分析方法を用いて、該
混合結晶の局所的な分析をした際に、該マトリックスの標準品とは異なる分析結果を呈す
る「測定対象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶」を現出させ得る。また、（２）
法においても測定対象分子の誘導体化を行ってもよい。
【００６１】
＜質量分析法以外の分析方法による局所的な分析＞
　本発明のスイートスポットの予測方法においては、ＭＡＬＤＩ質量分析法において、測
定対象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶を析出させた後、質量分析法以外の分析
方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をしてからＭＡＬＤＩ質量分析をして、スイー
トスポットになる該混合結晶の部分の分析結果、及び／又は、スイートスポットにならな
い該混合結晶の部分の分析結果を予め特定しておき、
　次に、測定対象分子を含む試料と該マトリックスの混合結晶を析出させた後、該質量分
析法以外の分析方法を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、該「スイートスポットに
なる該混合結晶の部分の該分析結果」を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がス
イートスポットであると予測する、及び／又は、該「スイートスポットにならない該混合
結晶の部分の該分析結果」を呈する混合結晶の部分を検出して、その部分がスイートスポ
ットでないと予測することを特徴とする。
【００６２】
　本発明の「スイートスポットの予測方法」には、「ある部分がスイートスポットである
と予測すること」及び／又は「ある部分がスイートスポットでないと予測すること」を含
む。
【００６３】
　また、本発明のＭＡＬＤＩ質量分析法においては、該検出された「測定対象分子を含む
試料とマトリックスの混合結晶」の部分を対象としてレーザー脱離イオン化することを特
徴とする。すなわち、本発明のＭＡＬＤＩ質量分析法においては、スイートスポットにな
る「該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分」を検出して、該検出された
混合結晶の部分を対象としてレーザー脱離イオン化する、及び／又は、スイートスポット
にならない「該混合結晶の部分の該分析結果を呈する混合結晶の部分」を検出して、該検
出された混合結晶の部分を対象としてレーザー脱離イオン化しないことを特徴とする。
【００６４】
　従来、図６に示したように、試料支持部材上の混合物である測定試料の全域に対して、
質量分析法を用いて、該混合物の局所的な分析をして、イオン化効率の高い場所を探索す
る手法はあった。例えば、イオン化のためのレーザーパワーを測定対象分子のイオンのシ
グナルがではじめる閾値に最適化した後、試料支持部材上の測定試料の全域に対して、レ
ーザーのスキャニング照射を行い、スイートスポットをマッピングする方法はあった。
【００６５】
　しかしながら、質量分析法を用いてスイートスポットを見付け出す方法は、そのために
一旦試料をイオン化させてしまうので、そもそも、その試料支持部材上の測定試料をフレ
ッシュの状態で、本番のＭＳスペクトルがとれない場合があり、更には、特に極微量の試
料を扱う場合は、スイートスポットの探索時に試料のほとんどが消費されてしまい、それ
以降のＭＳスペクトルの取得や、構造情報取得のためのＭＳｎ（２≦ｎ）スペクトルの取
得が不可能な場合もある。
【００６６】
　本発明における「質量分析法以外の分析方法」は、特に限定はないが非破壊の分析方法
であることが、分析された試料が載っているプレートそのままをＭＡＬＤＩ質量分析に供
することができる点で好ましい。上記「非破壊」とは、形状のみならず、物性等も実質的
に変質させないことを意味する。
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【００６７】
　「質量分析法以外の分析方法」によって、「スイートスポットにはなり得ない又はスイ
ートスポットである可能性が極めて低い」と判断されたマトリックスの結晶部分について
は、ＭＳスペクトルを取得する場所として除外し、「スイートスポットにはなり得る又は
スイートスポットである可能性が高い」と判断されたマトリックスの結晶部分についての
みレーザーを照射してレーザー脱離イオン化すれば、効率よく良好なＭＳスペクトルを得
ることが可能となる。
【００６８】
　本発明における「質量分析法以外の分析方法」は特に限定はないが、「結晶多形を識別
する分析方法」；「分光スペクトル測定による分析方法」；「Ｘ線回折測定による分析方
法」；「光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出による分析方法」、「結晶表面の周
期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態の検出による分析方法」等の「顕微鏡法に
よる結晶表面の規則的構造を検出する分析方法」；等が、ＭＡＬＤＩ質量分析法における
スイートスポットがあった場合、その部分で、マトリックスの標準品とは異なる分析結果
を呈し易く、スイートスポットを見つけ易い点で好ましい。すなわち、上記の分析方法を
用いて、試料支持部材上をスキャンさせた場合に、マトリックスの標準品とは異なる分析
結果を呈する場所を特定することができ、その場所がＭＡＬＤＩ質量分析法におけるスイ
ートスポットになっている場合が多いために上記の分析方法が好ましい。上記の分析方法
は、具体的には重複している場合がある。
【００６９】
　ここで、「異なる分析結果」とは、分光スペクトル全体やＸ線回折パターン全体を多変
量解析してパターンが一致しない場合や、後述のように、ある特定の（１つ又は複数の)
波数に着目して、その波数若しくは回折角でのシグナルピーク有無又はその相対的高低が
異なる場合、結晶表面における構造色の検出の有無、結晶表面の周期１μｍ以上１０μｍ
以下の周期的な凹凸状態の検出の有無等がある。
【００７０】
　また、これらの「質量分析法以外の分析方法」は、形状、物性等を実質的に変化させな
いので、分析後の「試料支持部材上の試料」を、そのままＭＡＬＤＩ質量分析に供するこ
とができるので好ましい。
【００７１】
　上記の「結晶多形を識別する分析方法」には、分光スペクトル測定（ラマン分光、赤外
分光等）、Ｘ線回折測定、中性子回折測定、電子線回折測定、顕微鏡法、複屈折測定、熱
分析、水蒸気吸着測定等による分析方法がある。
【００７２】
　上記の「分光スペクトル測定」としては、ラマン分光スペクトル測定又は赤外分光スペ
クトル測定であることが、上記した理由で特に好ましい。
【００７３】
＜＜ラマン分光スペクトル測定＞＞
　ラマン分光スペクトル測定の具体的測定方法は特に限定はなく、公知の方法が用いられ
るが、本発明においては、一箇所の局所的なラマンスペクトルのみを取得するのではなく
、複数の結晶を局所的にラマン測定しつつ走査し、ラマンイメージングを行うことがより
明確にスイートスポットを予測できる点で好ましい。
【００７４】
　本発明のスイートスポットの予測方法においては、ラマン分光スペクトル測定を用いて
、該混合結晶の局所的な分析をし、該マトリックスの標準品の結晶（以下、「結晶Ａ」と
略記する場合がある）とは異なる分析結果を呈する「測定対象分子を含む試料とマトリッ
クスの混合結晶」（以下、「結晶Ｂ」と略記する場合がある）の部分を検出して、その部
分をスイートスポットであると予測することが好ましい。
　又は、ラマン分光スペクトル測定を用いて、該混合結晶の局所的な分析をし、複数の結
晶のパターンが確認された場合、他の結晶とは異なる分析結果を呈する「測定対象分子を
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含む試料とマトリックスの混合結晶」（以下、「結晶Ｂ」と略記する場合がある）の部分
を検出して、その部分をスイートスポットであると予測することが好ましい。
【００７５】
　その後、その部分をレーザー脱離イオン化してＭＡＬＤＩ質量分析をすることが好まし
い。具体的には、試料支持部材上のマトリックス結晶の全域にわたり、局所的にラマン分
光スペクトルを測定し、例えば、異なる波数にシグナルピークを有する等、結晶Ａとは異
なる分析結果を呈する「測定対象分子を含む試料とマトリックスの混合結晶」の部分（結
晶Ｂ）を検出して、（好ましくは、結晶Ｂの部分をマッピングして又は両方の結晶の部分
を分けてマッピングして、イメージ画像を作成して）、結晶Ｂの部分をレーザー脱離イオ
ン化することが特に好ましい。
【００７６】
　試料支持部材上のマトリックス結晶のいくつかの場所についてラマン分光スペクトルを
測定し、その中に、「標準品（結晶Ａ）」とは異なる波数にシグナルピークを有する場所
があった場合、かかる「異なる波数」に着目し、「異なる波数」にシグナルピークを有す
る部分（結晶Ｂの部分）のラマンイメージング画像を得て、該ラマンイメージング画像に
表された結晶Ｂの部分をスイートスポットであると予測することが好ましい。そして、そ
の中の適当な場所にレーザーを照射してレーザー脱離イオン化して質量分析することが好
ましい。
【００７７】
　また、それとは逆に、「標準品（結晶Ａ）」の示すシグナルピークの波数にシグナルピ
ークを有さない場所があった場合、かかる「異なる波数」に着目し、「異なる波数」にシ
グナルピークを有さない部分（結晶Ｂの部分）のラマンイメージング画像を得て、該ラマ
ンイメージング画像に表された結晶Ｂの部分をスイートスポットであると予測することが
好ましい。そして、その中の適当な場所にレーザーを照射してレーザー脱離イオン化して
質量分析することが好ましい。
【００７８】
　ラマンイメージング画像の例として、マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（
ＤＨＢＡ）の場合について、１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルをもたない結晶Ｂを黒
く表したラマンイメージング画像を図４に示す。図４では、スイートスポットが存在する
結晶Ｂの部分が、黒く明確に示されている。一方、１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナル
をもつ結晶Ａの部分は白く明確に示されており、そこにはスイートスポットが存在しない
ので、その部分を測定することは無駄であることが分かる。ＭＡＬＤＩ質量分析法におい
ては、まずスイートスポットを探すことが質の高いマススペクトルを得るために必要とな
るが、本発明によれば、スイートスポットが結晶のどの部分であるかを経験に頼って試行
錯誤的に探すという操作から脱却することができる。
【００７９】
　ここで、「付近」とは、測定機器の分解能や波数にもよるが、±５～±１０ｃｍ－１の
範囲を示す。
【００８０】
　本発明で用いられるマトリックスの種類は特に限定はなく、ＭＡＬＤＩ質量分析法に用
いられるマトリックスならば何れも用いられるが、好ましくは２，５－ジヒドロキシ安息
香酸（ＤＨＢＡ）である。
【００８１】
　本発明の特に好ましい態様は、該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨ
ＢＡ）であり、該質量分析法以外の分析方法がラマン分光スペクトル測定による分析方法
であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付近に
シグナルを実質的に有さない、又は１１９９ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない
、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さないラマン分光スペクトルである
上記のスイートスポットの予測方法である。
　また、スイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が、３７６ｃｍ－１付
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近にシグナルを有する、又は１１９９ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１３０７ｃ
ｍ－１付近にシグナルを有するラマン分光スペクトルである上記のスイートスポットの予
測方法である。
【００８２】
　また、本発明の特に好ましい態様は、用いるマトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息
香酸（ＤＨＢＡ）であるＭＡＬＤＩ質量分析法であって、ラマン分光スペクトル測定で得
られたラマン分光スペクトルにおいて、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さな
い、又は１１９９ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３０７ｃｍ－１付
近にシグナルを実質的に有さない試料支持部材上の結晶部分を対象としてレーザー脱離イ
オン化するＭＡＬＤＩ質量分析法である。
　また、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１１９９ｃｍ－１付近にシグナル
を有する、又は１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有する試料支持部材上の結晶
部分を対象としてレーザー脱離イオン化しないＭＡＬＤＩ質量分析法である。
【００８３】
　ＤＨＢＡの結晶Ｂの部分のラマン分光スペクトルでは、３７６ｃｍ－１付近にシグナル
を実質的に示さないか、又は１１９９ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に示さないか、又
は１３０７ｃｍ－１付近に実質的にシグナルを示さない。従って、３７６ｃｍ－１付近に
実質的にシグナルを示さない部分のラマンイメージング画像を得たり、１１９９ｃｍ－１

付近に実質的にシグナルを示さない部分のラマンイメージング画像を得たり、１３０７ｃ
ｍ－１付近に実質的にシグナルを示さない部分のラマンイメージング画像を得たりすれば
、示された部分にスイートスポットがある。
【００８４】
　逆に、ＤＨＢＡの結晶Ａの部分のラマン分光スペクトルでは、３７６ｃｍ－１付近にシ
グナルを有するか、又は１１９９ｃｍ－１付近にシグナルを有するか、又は１３０７ｃｍ
－１付近にシグナルを有する。従って、３７６ｃｍ－１付近にシグナルを示す部分のラマ
ンイメージング画像を得たり、１１９９ｃｍ－１付近にシグナルを示す部分のラマンイメ
ージング画像を得たり、１３０７ｃｍ－１付近にシグナルを示す部分のラマンイメージン
グ画像を得たりすれば、示された部分にはスイートスポットがない。
【００８５】
　更に、本発明の特に好ましい態様は、該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸
（ＤＨＢＡ）であり、該質量分析法以外の分析方法がラマン分光スペクトル測定による分
析方法であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－

１付近にシグナルを有する赤外分光スペクトルである上記のスイートスポットの予測方法
である。
　また、スイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１

付近にシグナルを実質的に有さないラマン分光スペクトルである上記のスイートスポット
の予測方法である。
【００８６】
　また、用いるマトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であるＭＡＬ
ＤＩ質量分析法であって、ラマン分光スペクトル測定で得られたラマン分光スペクトルに
おいて、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを有する試料支持部材上の結晶部分を対象とし
てレーザー脱離イオン化するＭＡＬＤＩ質量分析法である。
　また、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない試料支持部材上の結晶部分
を対象としてレーザー脱離イオン化しないＭＡＬＤＩ質量分析法である。
【００８７】
　ＤＨＢＡの結晶Ｂの部分のラマン分光スペクトルでは、３２６５ｃｍ－１付近に強いシ
グナルを示す。従って、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを示す部分のラマンイメージン
グ画像を得れば、その示された部分にスイートスポットがある。また、逆に、３２６５ｃ
ｍ－１付近にシグナルを実質的に示さない部分のラマンイメージング画像を得れば、その
示された部分にはスイートスポットがない。
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【００８８】
＜＜赤外分光スペクトル測定＞＞
　「分光スペクトル測定」としては、上記したラマン分光スペクトル測定に代えて、赤外
分光スペクトル測定を行ってもよい。
【００８９】
　赤外分光スペクトル測定の具体的方法は特に限定はなく、公知の方法が用いられるが、
ＦＴ－ＩＲ（Fourier transform infrared spectroscopy）が好ましい。また、顕微赤外
分光スペクトル測定が、混合結晶の局所的な分析のために必要である。また、一箇所の局
所的なＦＴ－ＩＲスペクトルのみを取得するのではなく、複数の結晶をＦＴ－ＩＲ測定で
走査し、ＩＲイメージングを行うことが、より明確にスイートスポットを予測できる点で
好ましい。
【００９０】
　本発明の特に好ましい態様は、用いるマトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（
ＤＨＢＡ）であり、該分光スペクトル測定が赤外分光スペクトル測定であり、スイートス
ポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的
に有さない、又は１３００ｃｍ－１付近にシグナルを有する赤外分光スペクトルである上
記のスイートスポットの予測方法である。
　また、スイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が、１２００ｃｍ－１

付近にシグナルを有する、又は１３００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない赤外
分光スペクトルである上記のスイートスポットの予測方法である。
　ここで、「付近」とは、測定機器の分解能や波数にもよるが、±５～±１０ｃｍ－１の
範囲を示す。
【００９１】
　また、用いるマトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であるＭＡＬ
ＤＩ質量分析法であって、赤外分光スペクトル測定で得られた赤外分光スペクトルにおい
て、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３００ｃｍ－１付近に
シグナルを有する試料支持部材上の結晶部分を対象としてレーザー脱離イオン化する上記
のＭＡＬＤＩ質量分析法である。
　また、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを有する、又は１３００ｃｍ－１付近にシグナ
ルを実質的に有さない試料支持部材上の結晶部分を対象としてレーザー脱離イオン化しな
いＭＡＬＤＩ質量分析法である。
【００９２】
　結晶Ｂの部分は、赤外分光スペクトルにおいて、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを実
質的に有さないか、又は１３００ｃｍ－１付近にシグナルを有し、一方、結晶Ａの部分は
、赤外分光スペクトルにおいて、１２００ｃｍ－１付近にシグナルを有するか、又は１３
００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さないからである。
【００９３】
　更に、本発明の特に好ましい態様は、該マトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸
（ＤＨＢＡ）であり、該質量分析法以外の分析方法が赤外分光スペクトル測定による分析
方法であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１

付近にシグナルを有する赤外分光スペクトルである上記のスイートスポットの予測方法で
ある。
　また、スイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が、３２６５ｃｍ－１

付近にシグナルを実質的に有さない赤外分光スペクトルである上記のスイートスポットの
予測方法である。
【００９４】
　また、用いるマトリックスが２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）であるＭＡＬ
ＤＩ質量分析法であって、赤外分光スペクトル測定で得られた赤外分光スペクトルにおい
て、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを有する試料支持部材上の結晶部分を対象としてレ
ーザー脱離イオン化するＭＡＬＤＩ質量分析法である。
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　また、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない試料支持部材上の結晶部分
を対象としてレーザー脱離イオン化しないＭＡＬＤＩ質量分析法である。
【００９５】
　結晶Ｂの部分は、赤外分光スペクトルにおいて、３２６５ｃｍ－１付近にシグナルを有
し、一方、結晶Ａの部分は、赤外分光スペクトルにおいて、３２６５ｃｍ－１付近にシグ
ナルを実質的に有さないからである。
【００９６】
＜＜Ｘ線回折測定＞＞
　本発明においては、上記したラマン分光スペクトル測定による分析や、赤外分光スペク
トル測定による分析に代えて、Ｘ線回折測定による分析方法を用いてもよい。
【００９７】
　Ｘ線回折測定による分析方法の具体的方法は特に限定はなく、公知の方法が用いられる
が、本発明においては、一箇所の局所的なＸ線回折スペクトルのみを取得するのではなく
、複数の結晶をＸ線回折測定で走査し、Ｘ線イメージングを行うことがより明確にスイー
トスポットを予測できる点で好ましい。
【００９８】
　ＣｕＫα線を照射してＸ線回折を測定したとき、例えば、用いるマトリックスが２，５
－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）の場合、ＭＳシグナルが良好な結晶部分には、ＭＳ
シグナルが乏しい結晶部分にはない、２θ＝２５．５°、１９．７°、１７．５°、１６
．３°、１５．８°付近に回折ピークが見られた。従って、２θ＝２５．５°、１９．７
°、１７．５°、１６．３°又は１５．８°付近に回折ピークを有する結晶部分に、ＭＳ
のスイートスポットがあることが、ＭＳ測定の前に予め予想できる。その結晶部分を対象
としてレーザー脱離イオン化すれば、良好なＭＳスペクトルが容易にとれる。ここで、「
付近」とは、２θで、測定機器の分解能にもよるが、±３°の範囲を示す。
【００９９】
＜＜光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出による分析方法＞＞
　本発明においては、光学顕微鏡法を使用して、結晶表面の構造色の検出する分析方法を
用いてもよい。本発明における「構造色」とは、色素等の色のような光の吸収による色で
はなく、結晶表面のｎｍレベルの凹凸、ｎｍレベルの多層構造等、周期的な構造に照射さ
れた光の屈折、回折、散乱、干渉等の光学現象が原因となって発現される色のことをいう
。
【０１００】
　本発明における該混合結晶は、光の吸収という点からは実質的には無彩色であるが、ス
イートスポットにならない該混合結晶の部分は、結晶表面の微細な（ｎｍレベルの）周期
的な構造により、上記の光学現象を引き起こし、光学顕微鏡法により、青色、緑色、赤色
、黄色又はそれらの中間色の色彩若しくは色彩模様を、視覚的に認識することが可能であ
る。一方、スイートスポットになる該混合結晶の部分は、結晶表面の微細な（ｎｍレベル
の）周期的な構造による上記の光学現象が起こらず、光学顕微鏡法により、色彩若しくは
色彩模様がないことを、視覚的に認識することが可能である。
【０１０１】
　すなわち、本発明において、「該質量分析法以外の分析方法」が光学顕微鏡法による結
晶表面の構造色の検出であり、スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が構
造色を示さない、及び／又は、スイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果
が構造色を示す、というようにして、スイートスポットを予測することが好ましい。
【０１０２】
　光学顕微鏡法による結晶表面の構造色の検出の手法には特に限定はなく、公知の方法が
用いられるが、本発明においては、反射型の光学顕微鏡を使用して構造色の有無を観測す
ることが好ましい。また、偏光フィルター等を内蔵する偏光顕微鏡を用い、照射光及び／
又は測定光を偏光とすることも、正反射光を遮断して構造色を検出し易くするために好ま
しく、クロスニコル偏光条件での観察が、極めて構造色の有無を判定し易くするために特
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に好ましい。
【０１０３】
　マトリックスの種類は特に限定はなく、ＭＡＬＤＩ質量分析法に用いられるマトリック
スならば何れも用いられるが、好ましくは２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）で
ある。
【０１０４】
　この方法は、結晶表面の規則的な構造によって生じる反射光の干渉、すなわち結晶表面
のｎｍレベルの微細構造に基づく構造色の変化若しくは有無を利用して、スイートスポッ
トを、簡便、迅速、明確に予測できる点で特に好ましい。
【０１０５】
　光学顕微鏡による分析結果が構造色を示さない部分を、スイートスポットになる混合結
晶の部分であると予測し、光学顕微鏡による分析結果が構造色を示す部分を、スイートス
ポットにならない混合結晶の部分であると予測することが好ましい。
　すなわち、スイートスポットになる混合結晶の部分の分析結果が、構造色を示さない光
学顕微鏡による分析結果であるスイートスポットの予測方法が好ましく、スイートスポッ
トにならない混合結晶の部分の分析結果が、構造色を示す光学顕微鏡による分析結果であ
るスイートスポットの予測方法が好ましい。
【０１０６】
＜＜結晶表面における、「周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態」の検出によ
る分析方法＞＞
　また、本発明では、「該質量分析法以外の分析方法」が、結晶表面の「周期１μｍ以上
１０μｍ以下の周期的な凹凸状態」（以下、括弧内を単に、「凹凸状態」と略記する場合
がある）の検出であることが好ましい。
【０１０７】
　スイートスポットになる該混合結晶の部分の分析結果が、結晶表面に凹凸状態が検出さ
れない、及び／又は、スイートスポットにならない該混合結晶の部分の分析結果が、結晶
表面に凹凸状態が検出される、スイートスポットの予測方法が好ましい。すなわち、結晶
表面に凹凸状態が検出されない部分をスイートスポットになると予想し、結晶表面に凹凸
状態が検出される部分をスイートスポットにならないと予想して、スイートスポットにの
みレーザーを照射してレーザー脱離イオン化すれば、効率よく良好なＭＳスペクトルを得
ることが可能となる。この方法は、結晶表面の規則的な構造を観測して、スイートスポッ
トを、簡便、迅速、明確に予測できる点で特に好ましい。
【０１０８】
　「凹凸状態」、すなわち「周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態」は、結晶
表面の規則的な構造であることが好ましい。また、凸部の高さは特に限定はないが、１μ
ｍ～１０μｍが好ましく、２μｍ～５μｍが特に好ましい。また、「凹凸状態」の凹凸の
周期は、２μｍ～５μｍが好ましい。
【０１０９】
　結晶表面の凹凸状態の検出は、１０μｍ以下の周期的な凹凸が識別できればその検出方
法には特に限定はないが、顕微鏡を用いて行うことが好ましく、光学顕微鏡を用いて行う
ことがより好ましく、共焦点レーザー顕微鏡を用いて行うことが特に好ましい。共焦点レ
ーザー顕微鏡を使用して、結晶表面の立体的な観察を行なえば、規則的な凹凸状態を直接
観測することができるために特に好ましい。
【０１１０】
　マトリックスの種類は特に限定はなく、ＭＡＬＤＩ質量分析法に用いられるマトリック
スならば何れも用いられるが、好ましくは２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）で
ある。
【０１１１】
＜測定対象分子＞
　本発明のスイートスポットの予測方法及びＭＡＬＤＩ質量分析法が適用される測定対象
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分子は特に限定はないが、生体由来の分子又は生体試料中の分子であることが好ましく、
具体的には、糖、タンパク質、ペプチド、糖タンパク質、糖ペプチド、核酸、糖脂質等で
あることが、本発明の効果をより発揮できるので好ましい。「測定対象分子」としては、
天然物から調製されるもの、天然物を化学的又は酵素学的に一部改変して調製されるもの
の他、化学的又は酵素学的に調製されるものも好ましい。また、生体に含まれる分子の部
分構造を有するものや生体に含まれる分子を模倣して作製されたものも好ましい。
【０１１２】
　また、質量分析法に用いるプレート上に載せる試料、すなわち、測定対象分子を含む試
料としては、「測定対象分子」そのものだけでもよいし、「測定対象分子」を含むもの、
例えば、生体の組織、細胞、体液や分泌物（例えば、血液、血清、尿、精液、唾液、涙液
、汗、糞便等）等でもよい。すなわち、直接生体試料を用いてもよい。また、試料をプレ
ート上に載せ、酵素処理等を行なって、測定対象分子を調製してもよい。
【０１１３】
　上記した分子は、分析に供される試料が少量である場合が多く、また特に、糖、糖タン
パク質、糖脂質等の複合糖質等又はそれらから化学的若しくは酵素学的に遊離させて得た
ものは、分子量や組成が同一の異性体が複数存在するので、スイートスポットが容易に見
つからずに測定を断念していた場合も多く、本発明のスイートスポットの予測方法及びＭ
ＡＬＤＩ質量分析法は、それら分子の化学構造解析に対して特に上記効果を奏するので好
ましい。
【０１１４】
＜質量分析装置＞
　イオン化に用いられるレーザーとしては、窒素レーザー（３３７ｎｍ）、ＹＡＧレーザ
ー３倍波（３５５ｎｍ）、ＮｄＹＡＧレーザー（２５６ｎｍ）、炭酸ガスレーザー（２９
４０ｎｍ）等が挙げられるが、窒素レーザーが好ましい。イオンの分離検出方法は特に限
定はなく、二重収束法、四重極集束法（四重極（Ｑ）フィルター法）、タンデム型四重極
（ＱＱ）法、イオントラップ法、飛行時間（ＴＯＦ）法等を用いて、イオン化した分子を
質量／電荷比（ｍ／ｚ）に従って分離し検出する。好ましくは、ＱＩＴ－ＴＯＦである。
【０１１５】
　糖、タンパク質、ペプチド、糖タンパク質、糖ペプチド、核酸、糖脂質等の分子は、分
子量や組成が同じ異性体を多く含むので、イオンの生成効率を向上させ、分子のフラグメ
ント化をｎ回繰り返す方法（ＭＳｎ法）が好ましい。本発明は、検出された「測定対象分
子を含む試料とマトリックスの混合結晶」の部分に対し、フラグメント化をｎ回繰り返す
ＭＳｎ法（２≦ｎ）を適用することが好ましい。ＭＳｎ法により、例えば分子中の結合位
置等を決定できる。
【０１１６】
＜作用・原理＞
　本発明における結晶Ｂの部分に優れたスイートスポットが存在する作用・原理は明確で
はないが、以下のようにも考えられる。ただし、本発明は、以下の作用・原理の及ぶ範囲
に限定されるものではない。すなわち、マトリックスの再結晶精製された、測定対象分子
が含まれない粉末（マトリックスの標準品）とは異なる分析結果を呈する「測定対象分子
を含む試料とマトリックスの混合結晶」（結晶Ｂ）の部分は、マトリックス結晶の中で測
定対象分子の存在に影響を与えているということであり、その結晶内にはマトリックスの
標準品と同様の分析結果を呈するマトリックス結晶よりもより多くの試料対象分子を含ん
でいると考えられる。そのために、その結晶は測定対象分子の効率的なイオン化がなされ
るスイートスポットになり得ると考えられる。又は、結晶Ｂの部分は、マトリックスの標
準品と同様の分析結果を呈するマトリックス結晶と比べ、結晶の構造が粗雑であり、マト
リックス結晶化の際により多くの試料対象分子を含有し易く、結果としてスイートスポッ
トになり得ると考えられる。
【実施例】
【０１１７】
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　以下に、実施例および比較例を挙げて本発明を更に具体的に説明するが、本発明は、そ
の要旨を超えない限りこれらの実施例に限定されるものではない。
【０１１８】
実施例１
　まず、シリコン基板に金を蒸着させた金基板（試料支持部材）に、測定対象分子である
糖ペプチド１（化学構造を図１に示す）を水に溶解して、５００ｆｍｏｌ／μＬにした水
溶液を１μＬ滴下し、室温（２３℃）、大気圧下で放置し乾燥させた。
【０１１９】
　次に、標識試薬であるＰＤＡＭ（１－ｐｙｒｅｎｙｌｄｉａｚｏｍｅｔｈａｎ；Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）をＤＭＳＯ（ｄｉｍｅｔｈｙｌ　ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ
；ＳＩＧＭＡ社製）に溶解させ、２ｎｍｏｌ／μＬにした溶液を０．２５μＬ滴下し、ヒ
ートブロック上で、８０℃、大気圧下に放置し乾燥させた。余剰標識試薬を除くため、ト
ルエン（ＳＩＧＭＡ社製）に浸し余剰のＰＤＡＭを除去し十分に乾燥させた。
【０１２０】
　次に、マトリックスの再結晶精製された粉末であるＤＨＢＡの標準品（ＤＨＢＡ粉末）
である、高純度ＤＨＢＡ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）を水に溶解して１０
ｍｇ／ｍＬにした水溶液を０．７５μＬ滴下し、室温（２３℃）大気圧下で放置し乾燥さ
せた。この測定試料析出物の共焦点レーザー顕微鏡写真を図２に示す。
【０１２１】
　このプレート（試料支持部材）上の物質のラマンイメージング画像を取得するため、ｉ
ｎＶｉａラマンマイクロスコープ（株式会社レニショー社製）を用い、波長５３２ｎｍの
励起レーザー条件下でラマン測定を行った。比較として、「ＤＨＢＡ粉末」も同様にラマ
ン測定を行った。「ＤＨＢＡ粉末」のラマンスペクトルを図３（ａ）に示す。
【０１２２】
　上記「ＤＨＢＡ粉末」のラマンスペクトルと、上記「測定試料析出物」のラマンスペク
トルを、まず、多変量解析によってスペクトルのパターンを比較したところ、「測定試料
析出物」では、プレート（試料支持部材）上での測定場所が異なると異なるラマンスペク
トルが得られる場合があった。すなわち、プレート（試料支持部材）上で析出したＤＨＢ
Ａの結晶ごとに特有のラマンスペクトルが得られた。そして、「測定試料析出物」におい
ては、参考例に示したように大部分の「ＤＨＢＡ粉末」のラマンスペクトルと同一のラマ
ンスペクトルが得られる結晶Ａと、「ＤＨＢＡ粉末」とは異なるラマンスペクトルが得ら
れる結晶Ｂの少なくとも２種類に分けられることが判明した。測定試料析出物の結晶Ｂか
ら得られた、「ＤＨＢＡ粉末」とは異なるラマンスペクトルを図３（ｂ）に示す。
【０１２３】
　両スペクトル中に観測されたラマンスペクトルのシグナルの波長のリストを表１に示し
た。結晶Ｂのラマンスペクトルは、「ＤＨＢＡ粉末」のラマンスペクトルで観測されてい
た１１９９ｃｍ－１付近、１３０７ｃｍ－１付近、３７６ｃｍ－１付近等の強いシグナル
が消滅していた。逆に、３２６５ｃｍ－１付近にブロードなシグナルが観察された。
【０１２４】
　１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルをもつ結晶Ａを白く表し、１１９９ｃｍ－１付近
に強いシグナルをもたない結晶Ｂを黒く表したラマンイメージング画像を図４に示す。す
なわち、図４において、白く表された結晶は、「ＤＨＢＡ粉末」と同じラマンスペクトル
（図３（ａ））が得られた結晶Ａであり、黒く表された結晶は、「ＤＨＢＡ粉末」とは異
なるラマンスペクトル（図３（ｂ））が得られた結晶Ｂである。
【０１２５】
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【表１】

【０１２６】
　この測定試料析出物について、ＭＡＬＤＩ質量分析法によってマススペクトルを取得し
た。測定は、質量分析計としてＭＡＬＤＩ－ＱＩＴ－ＴＯＦ型質量分析計（ＡＸＩＭＡ－
ＱＩＴ、Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）を用いて行った。測定は正イオンモー
ドで行った。その結果、白く表されず黒く表された（１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナ
ルを有しない）結晶Ｂからのみ強いシグナルを検出することができた。また、結晶Ｂの円
周上の根元から特に強いシグナルを検出することができた。
【０１２７】
　一方、白く表された（１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルを有する）結晶Ａ内のどこ
からも強いシグナルを検出することができなかった。すなわち、「ＤＨＢＡ粉末」と同一
のラマンスペクトルを示す結晶Ａの部分にはスイートスポットがなかった。
【０１２８】
　結晶Ｂの円周上の根元から得られたマススペクトルを図５に示す。図５に示すように、
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極めて良好なマススペクトルを得ることができた。ＭＳ測定に先立って、質量分析法以外
の分析方法であるラマン分光スペクトル測定を用いて、混合結晶の局所的な分析をするこ
とにより、良好なＭＳシグナルが得られる測定点（スイートスポット）が判明し、効率よ
く測定できた。
【０１２９】
比較例１
　実施例１の測定試料の全域に対して、レーザーパワーを測定対象分子のイオンのシグナ
ルがではじめる閾値に最適化した後、４０μｍ間隔でレーザー照射を行い、自動で測定し
た。図６に、測定試料析出物において糖ペプチド１イオンが検出された位置を示す。なお
、このように質量分析法を用いて該マトリックス結晶の局所的な分析をしてしまった場合
、スイートスポットの場所の予測はできるが、マトリックスはレーザー照射によって消耗
されるため、次回測定時も同じ場所にスイートスポットが存在する確証はなく、場合によ
ってはマトリックスが消耗され尽くしてしまうため、次回測定時はＭＳシグナルが全く得
られない場合もある。
【０１３０】
　図６に示したように、図２に示した「結晶があるところ全て」からシグナルが検出でき
たわけでないことが示された。実施例１と同様に、よいスペクトルが得られた測定点もあ
ったが、図７に示したようにシグナルの検出が容易ではない、プレート（試料支持部材）
上の測定点も存在した。
【０１３１】
＜実施例１と比較例１の結果＞
　更に、図４と図６を比較すると、ラマンイメージング画像とスイートスポットの位置の
相関がより明白になった。すなわち、図４で黒く表示されている、「ＤＨＢＡ粉末」とは
異なるラマンスペクトルを生ずる結晶Ｂの根元（結晶化の起点部位）では、「ＤＨＢＡ粉
末」と同じラマンスペクトルを生じる結晶Ａ（白く表示されている）と比べて格段にイオ
ン生成量が高く、優れたスイートスポットとなっていることが示された。これは、質量分
析の前にラマンイメージング画像を取得することで、質の高いマススペクトルが得られる
優れたスイートスポットを予測できることを示している。
【０１３２】
実施例２
　実施例１と同様に測定試料を作製し、ＦＴ－ＩＲを測定した。その結果、測定箇所によ
って、ラマンスペクトルと同様に、１２００～１３００ｃｍ－１付近や３２６５ｃｍ－１

付近に相違が見られるスペクトルが得られた（図８（ａ）、（ｂ））。すなわち、１２０
０ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない、又は１３００ｃｍ－１付近にシグナルを
有する試料支持部材上の結晶部分にスイートスポットがあり、逆に、１２００ｃｍ－１付
近にシグナルを有し、又は１３００ｃｍ－１付近にシグナルを実質的に有さない試料支持
部材上の結晶部分にスイートスポットがなかった。また、３２６５ｃｍ－１付近にシグナ
ルを有する試料支持部材上の結晶部分にスイートスポットがあり、逆に、３２６５ｃｍ－

１付近にシグナルを実質的に有さない試料支持部材上の結晶部分にスイートスポットがな
かった。
【０１３３】
　このことから、赤外分光スペクトルによっても、ＭＳシグナル検出の予測が可能である
ことが分かった。すなわち、予めプレート（試料支持部材）上のスイートスポットの場所
の予測が可能であることが分かった。
【０１３４】
実施例３
　実施例１と同様に測定試料を作製し、ＣｕＫα線を照射して、微小部Ｘ線回折（μＸＲ
Ｄ）を測定した。４５ｋＶ、１１０ｍＡ、測定時間２分であった。その結果、測定箇所に
よって異なる回折データが得られた（図９）。この場合、ＭＳシグナルが良好な結晶部分
には、ＭＳシグナルが乏しい結晶部分にはない、２θ＝２５．５°，１９．７°，１７．
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５°，１６．３°，１５．８°付近の回折ピークが見られた。従って、２θ＝２５．５°
，１９．７°，１７．５°，１６．３°，１５．８°付近に回折ピークを有する結晶部分
に、ＭＳのスイートスポットがあることが、ＭＳ測定の前に予め予想できることが分かっ
た。
【０１３５】
実施例４
　測定対象分子である糖ペプチド１（化学構造を図１に示す）を水に溶解して、１００ｆ
ｍｏｌ／μＬにした水溶液を１μＬ滴下し、実施例１と同様に混合結晶を作成した。この
プレート（試料支持部材）上の物質のラマンイメージング画像を取得するため、ｉｎＶｉ
ａラマンマイクロスコープ（株式会社レニショー社製）を用い、波長５３２ｎｍの励起レ
ーザー条件下でラマン測定を行った。実施例１と同様に、プレート（試料支持部材）上の
物質は、結晶Ａのラマンスペクトルを有する領域と結晶Ｂのラマンスペクトルを有する領
域に分けることができた。
【０１３６】
　１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルをもつ結晶Ａの部分は実際には緑色で明確に表さ
れたので、その部分を実線の楕円で囲み、１１９９ｃｍ－１付近に強いシグナルをもたな
い結晶Ｂは実際には赤色で明確に表されたのでその部分を破線の楕円で囲んで示したラマ
ンイメージング画像を図１０（ａ）に示す。すなわち、図１０（ａ）において、実線の楕
円で囲んだ結晶は、既知の分析結果と同じラマンスペクトル（図３（ａ））が得られた結
晶Ａであり、破線の楕円で囲んだ結晶は、既知の分析結果とは異なるラマンスペクトル（
図３（ｂ））が得られた結晶Ｂである。
【０１３７】
　それぞれの結晶は、同一起点から発生した結晶と推定される結晶群として、実線で囲ま
れた領域の結晶群Ａ１～Ａ４、及び、破線で囲まれた領域の結晶群Ｂ１～Ｂ７に分けるこ
とができた。
【０１３８】
　この測定試料析出物について、ＭＡＬＤＩ質量分析法によってマススペクトルを取得し
た。測定は、質量分析計としてＭＡＬＤＩ－ＱＩＴ－ＴＯＦ型質量分析計（ＡＸＩＭＡ－
ＱＩＴ、Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）を用いて行った。測定は正イオンモー
ドで行った。測定試料の全域に対して、レーザーパワーを測定対象分子のイオンのシグナ
ルが出始める閾値に最適化した後、４０μｍ間隔でレーザー照射を行い、自動で測定した
。
【０１３９】
　図１０（ｂ）に、測定試料析出物において糖ペプチド１イオンが検出された位置を色の
濃い正方形のピクセルで示す。図１０の下部に示したように、領域Ｂ（Ｂ１～Ｂ７）にお
いては、高い確率で強いシグナルが得られ、スイートスポットが存在していることが明ら
かとなった。一方で領域Ａからは、まれにシグナルが得られる程度であり、この部分にレ
ーザー照射して質量分析することは効率が良くないことが証明された。すなわち、スイー
トスポットとして不適であることが予め判断できた。従って、本発明は、１００ｆｍｏｌ
以下というより微量な測定分子を検出するのに有効であることが分かった。
【０１４０】
参考例１
　高純度ＤＨＢＡ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）を粉末のままスライドグラ
ス上に置き、ＮＲＳ－３２００顕微ラマンシステム（日本分光）によりラマンイメージを
取得した。図１１に示したように、結晶ＡおよびＢに共通に存在する３０７６ｃｍ－１の
シグナルは光学顕微鏡像の分布と一致した（図１１（ｂ））。更に、結晶Ａに特徴的な１
２０３ｃｍ－１のシグナルは大部分から検出されたが（図１１（ｃ））、結晶Ｂに特徴的
な３２６９ｃｍ－１のシグナルはほとんど検出されなかった（図１１（ｄ））。
【０１４１】
　図１１に示した矢印Ａの部分のスペクトルは、図３（ａ）のスペクトルと同じで、これ



(29) JP 5504282 B2 2014.5.28

10

20

30

40

50

は独立行政法人産業技術総合研究所スペクトルデータベースにあるＤＨＢＡのラマンスペ
クトルと一致した。図１１に示した矢印Ｂの部分のスペクトルは、図３（ｂ）のスペクト
ルと同じで、データベースのＤＨＢＡのスペクトルとは異なった。この結果から、高純度
ＤＨＢＡ粉末はほぼ１種類の結晶形からなることが分かった。
【０１４２】
　なお、図１１においては、実際の測定画像写真では、強度が弱い部分から強い部分に向
けて、黒→紫→濃い青→明るい青→緑→黄色→橙色→赤、というように色分けされており
、「黒→紫→濃い青→明るい青→緑」あたりまでは、願書に添付した白黒の図面では、強
度が強い方が薄くなる傾向にほぼあるが、「黄色→橙色→赤」では、強度が強い方が濃く
なる傾向にほぼある。従って、薄い部分の外側にある濃い部分はシグナル強度が弱いが、
薄い部分の内側にある濃い部分はシグナル強度が強い。
【０１４３】
参考例２
　参考例１で用いたスライドグラス上の高純度ＤＨＢＡ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈ社製）の粉末に水を１滴滴下し静置して乾かしたところ、図１２に示したように、針
状結晶が生じた。参考例１と同様にラマンイメージを取得した。結晶Ａに特徴的な１２０
３ｃｍ－１のシグナルを持つ結晶と、結晶Ｂに特徴的な３２６９ｃｍ－１のシグナルを持
つ結晶のそれぞれが新たに生じることが判明した（図１２（ｃ）、（ｄ））。
【０１４４】
　更に、図１２に示した矢印Ａの部分のスペクトルは、図３（ａ）のスペクトルと同じで
、これは独立行政法人産業技術総合研究所スペクトルデータベースにあるＤＨＢＡのスペ
クトルと一致した。図１２に示した矢印Ｂの部分のスペクトルは、図３（ｂ）のスペクト
ルと同じで、データベースのＤＨＢＡのスペクトルとは異なった。
【０１４５】
　同一の箇所のＩＲスペクトルを取得すると、矢印Ａの部分のスペクトルは、図８（ａ）
のスペクトルと類似しており、これは独立行政法人産業技術総合研究所スペクトルデータ
ベースにあるＤＨＢＡのＩＲスペクトルと一致した。矢印Ｂの部分のスペクトルは、図８
（ｂ）のスペクトルと類似していたが、データベースのＤＨＢＡのスペクトルとは異なっ
た。これらのことから、測定対象分子の存在に関わらず、特定の条件で高純度ＤＨＢＡ粉
末から２種の多形結晶が生じること、そのうちの１種の多形は通常ではあまり存在しない
が、その多形がＭＡＬＤＩに極めて効果を発揮することが明確になった。
【０１４６】
　なお、図１１においても、上記した図１２における「実際の画像写真と願書に添付した
白黒の図面との関係」がある。
【０１４７】
　ＮＲＳ－３２００顕微ラマンシステム（日本分光）でのラマンイメージング画像は、あ
る特定の波数のシグナルの強度が弱い部分から強い部分までを段階的に色分けして表現す
ることができる。実際の図１１（ｂ）、図１１（ｃ）、図１１（ｄ）、図１２（ｂ）、図
１２（ｃ）及び図１２（ｄ）に対応する測定画像写真は、強度が弱い部分から強い部分に
向けて、黒→紫→濃い青→明るい青→緑→黄色→橙色→赤、というようにくっきり色分け
されている。実際に測定されたカラー画像については、優先権主張の基礎出願では、物件
提出書で日本国の特許庁に提出されている。
【０１４８】
実施例５
　市販のステンレスプレートを用いて実施例１と同様に測定試料を作製し、反射型光学顕
微鏡を使用して結晶を観察した。光学顕微鏡は、株式会社キーエンス社製デジタルマイク
ロスコープＶＨＸ－１０００（ＶＨ－Ｚ１００Ｒレンズ、光源：ハロゲンランプ１００Ｗ
／１２Ｖ）を用いて、倍率１５０倍、クロスニコルによる偏光条件に設定した状態で観察
した。
【０１４９】
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　結果を図１３に示す。図１３に示したように、構造色を示す結晶と、無彩色の結晶に分
けられた。構造色を発現させるのは、結晶表面の微細な（ｎｍレベルの）周期的な構造で
あった。
【０１５０】
　このうち、構造色を示す結晶からは良好なＭＳシグナルが得られず、そこにはスイート
スポットが存在しておらず、ＭＳシグナルが良好でスイートスポットになる結晶は構造色
を示さないことが判明した。
　また、構造色を示さない結晶からは良好なＭＳシグナルが得られ、そこにはスイートス
ポットが存在しており、ＭＳシグナルが良好ではなくスイートスポットにならない結晶は
構造色を示すことが判明した。
【０１５１】
　従って、ＭＳ測定試料中の構造色を示す結晶と示さない結晶を予め識別することによっ
て、極めて簡便にスイートスポットの場所を予測することが可能であることが分かった。
【０１５２】
実施例６
　市販のステンレスプレートを用いて実施例１と同様に測定試料を作製し、共焦点レーザ
ー顕微鏡を使用して結晶を立体的に観察した。共焦点レーザー顕微鏡は、オリンパス株式
会社製、走査型共焦点レーザー顕微鏡ＬＥＸＴ　ＯＬＳ３１００を用いて、倍率５倍～５
０倍の範囲で共焦点観察を行った。
【０１５３】
　結果を図１４に示す。図１４（ａ）に示したように、表面の規則的な凹凸が明確に検出
できる結晶と、規則的な凹凸は検出されない結晶に分けられた。該結晶表面の規則的な凹
凸の周期は１μｍ～５μｍの範囲であり、実施例５に記載の、構造色を発現させる「微細
な（ｎｍレベルの）周期的な構造」とは異なっていた。
【０１５４】
　このうち、図１４（ｂ）に示したように、表面の規則的な凹凸を有する結晶（表面が凹
凸状態の結晶）からは良好なＭＳシグナルが得られず、そこにはスイートスポットが存在
しておらず、ＭＳシグナルが良好でスイートスポットになる結晶は、表面に規則的な凹凸
構造を有さない（表面が凹凸状態でない）ことが判明した。
【０１５５】
　また、表面の規則的な凹凸を有さない結晶からは良好なＭＳシグナルが得られ、そこに
はスイートスポットが存在しており、ＭＳシグナルが良好ではなくスイートスポットにな
らない結晶は、表面の規則的な凹凸構造を示すことが判明した。
【０１５６】
　従って、ＭＳ測定試料中のマトリックス結晶の規則的な凹凸構造、すなわち、結晶表面
の「周期１μｍ以上１０μｍ以下の周期的な凹凸状態」が検出されるか検出されないかを
予め識別することによって、極めて簡便にスイートスポットの場所を予測することが可能
であることが分かった。
【産業上の利用可能性】
【０１５７】
　本発明の質量分析法以外の分析方法を用いて、スイートスポットの場所を予測するＭＡ
ＬＤＩ質量分析法は、短時間で効率良く質の高いＭＳスペクトルを得ることが可能であり
、構造同定で必要な高感度ＭＳｎ（ｎ＞１）解析を可能にし、更には自動分析への応用が
可能となるので、ＭＳスペクトルを使用する全ての分析分野に、特に、微量試料しか入手
できない場合がある生体分析の分野等に広く利用されるものである。
【０１５８】
　本願は、２００９年１２月３０日に出願した日本の特許出願である「特願２００９－２
９９３０３」、及び、２０１０年２月２４日に出願した日本の特許出願である「特願２０
１０－０３８２３０」に基づくものであり、これらの出願の全ての内容はここに引用し、
本発明の明細書の開示として取り込まれるものである。
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