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1.は　じ　め　に

クロマトグラフィーと質量分析器を直結させる分析法

はクロマトグラフィーの分離能力と質量分析法の高感度

かつ迅速な定性能力という両者の長所を生かした理想的

な分析法であると考えられる.ガスクロマトグラフィー

(GC)についてはGC-MS直結法がほぼ完成した手法と

して確立されており,特に最近になって急速な進歩をと

げたキャピラリーカラムGC/MSなど広い実用的分野で

活用されている.しかしGCの場合,試料が気化しやすく

熟に対し安定でなければならないという制約があり,ま

た分析可能であっても誘導体化などの処理を必要とする

ものも多い.これに対し液体クロマトグラフィー(LC)

では逆相,順相,イオン交換などの諸方法がすでに各方

面で活用されており,極性が大きい,もしくは熟に対し

不安定であるような化学種についても,分離分析するこ

とが可能であるので,分析対象はGCに比べ,格段に拡大

される.

しかし実際にLCとMSを直結するとなると, 2つの装

置が両極端における分析条件で作動しているため,イン

ターフェースには困難な役目が担わされることとなる.

LCでは試料が難揮発性の緩衝剤やイオン対試薬などが

共存する希薄溶液として取り扱われているのに対して,

MSでは試料化合物を気化-イオン化し,高真空中での

電場や磁場によって分離･検出しているからである.具

体的には, LCは,一般に0.1-1.Oml/minの液体を送り出

すが, MSの真空排気系はガスとしてlml/min,つまり1

〟1/minの液体を排気する能力しか持っていない.そのた

め,インターフェースの部分で溶媒が何らかの形で気化

除去されなければならない.

これまでに移動ベルト法や,サーモスプレー法などの

インターフェースが考案されているが1),今回,大気圧イ

オン化法(API法)をインターフェースとするシステムが
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考案された.

これは,常圧の下で大量の溶媒を分離除去し,コロナ

放電でサンプルのみをMSに導入するものである.この

システムによる分析法を確立するため, LCの分離のため

の溶媒系および試料のイオン化条件について,基礎的な

研究を行ったので報告する.

2.概　　　　　要

このAPIをインターフェースとして用いたLC/MSは,

溶媒を気化,除去するため,生体試料の分離によく用い

られるリン酸やクエン酸などの,不揮発性のものや結晶

性のバッファーは移動相として用いることができない.

このため,移動相をメタノール/水系に限定し,添加剤と

しても,酢酸,アンモニアなどAPI/MSで使用できるも

のを用いて,まずLCでの分離条件について検討した.

LCで分離したものについて,次にそれらをMSに導入

し,イオン化条件を検討しつつデータを収集したところ,

いくつかの医薬品でマススペクトルを得た.

3.装　　　　　置

装置はHitachi M-1000塾質量分析器でLC部,イン

ターフェース,四重極質量分析器,データ処理部からな

る. LC/APIインターフェースは,溶媒を質量分析器に送

り込む前に,ガス化,イオン化する部分である.

図1にLC/APIインターフェースの構成図を示す.港

体クロマトグラフから流出した試料と移動相溶媒は,チ

フロンパイプを通り,霧化器によって霧状となり空中に

噴霧される.空中に浮いた試料には多くの溶媒が付加し

ているが,脱溶媒室を通過する間に,溶媒分子は加熟さ

れ蒸発し,理想的には,試料分子が単独で空中に浮いた

状態となる.

この後,試料と溶媒は針電極部,第1細孔,第2細孔

を通り, MSへと導入されるが,この部分を図2に示す.

試料分子は,針電極部へ進み,ここで,コロナ放電に

より溶媒分子が1次イオン化され,さらにこのイオンと
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図1 LC/APIインターフェイスの構造図

図2　試料分子のイオン化(概念図)

試料分子が衝突することにより電荷が移勤し(イオン分

子反応),試料分子はイオン化される.このイオンが第

1,第2細孔を通って,質量分析部へ送られ分析される.

この際,第1,第2細孔間に加えられる電圧(ドリフト

電圧)が動かすことにより,試料分子に溶媒分子の付加

したイオン(クラスターイオン)の脱離や,分子自身が

解離したイオン(フラグメントイオン)の大小を加減す

ることができる.

4.実　験　結　果

図3は,カフェイン,テオフイリン,テオプロミンの

3種のキサンテン誘導体の分離を示したものである.カ

フェイン,テオフイリン,テオブロミンの順に溶出した.

図4はかぜ薬の成分であるアスピリン,アセトアミノ

フェン,カフェインの分離について示したものである.

アスピリン,アセトアミノフェン,カフェインの順に溶

出した.

以上LCで分離した5種類の試料をそれぞれ単独でLC

による分離を行わずMS直接導入したところ,はっきり

とイオン化がみられたため,この2種類の混合物につい

てLC/MSによる分析を行った.

図5にカフェイン,テオフイリン,テオブロミンのマ

スクロマトグラムを示す.図中のTICはTotal lon Cur-

rentで, MSで検出されたすべてのイオンの量をあらわ

している.下の2つのクロマトグラムは,質量数(M/Z)

が195と181のものをそれぞれとりだしたマスクロマトグ

ラムである.クロマトグラムは,図3のLCで分離した

チャートと同じように,テオフイリン,テオブロミン,

カフェインの順になっている.テオフイリンとテオブロ

ミンは,分子量が180で,それにプロトンが付加し, 181

のM/Zになったものがベースピークとして検出され,ま

たカフェインは,分子量が194で,それにプロトンが付加

し, 195のM/Zになったものがベースピークとして検出

される.

そこで,それぞれのピークについて,マススペクトル

を示す.図6,図7,図8は,それぞれテオフイリン,

テオブロミン,カフェインのマススペクトルを示したも

のである.ベースピークは前述のようにそれぞれの試料

分子にプロトンが付加した[M+H]+を表している.

図9に,アスピリン,アセトアミノフェン,カフェイ

ンのマスクロマトグラムを示した.

3種の医薬品は,図4のLCで分離したチャートと同じ
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図3　クロマトグラム
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SAMPLE : 569 CAFFEINE THEOBROMINE THEOPHYLLINE

50　　　　　　　　　100　SCAN No.

図5　マスクロマトグラム

TIC * 0.5
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ように,アスピリン,アセトアミノフェン,カフェイン

の順に溶出している.アスピリンは分子量が181である

が,熟に対し不安定であり,インターフェースにおいて

気化,脱溶媒を行う過程で分解し, M/Z121のフラグメン

トを安定して生成する.アセトアミノフェンは分子量が

151で,それにプロトンが付加し152のM/Zになったもの

がベースピークとして検出され,またカフェインは前と

同様に,分子量194にプロトンが付加したM/Z195のもの

が,ベースピークとして検出されている.

次に,それぞれのピークについてマススペクトルを示す.
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図6　マススペクトル
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図7　マススペクトル
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図8　マススペクトル
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図10は,アスピリンのマススペクトルを示したもので

ある.ベースピークは,アスピリンのフラグメント(M/

Z121)を表している.

図11は,アセトアミノフェンのマススペクトルを示し

たものである.ベースピークは,アセトアミノフェンの

分子にプロトンが付加した[M+H]十を表している.

図12は,カフェインのマススペクトルを示したもので

ある.ベースピークは,カフェインの分子にプロトンが

付加した[M+H]+を表している.

5.ま　　　と　　め

今回の実験ではいくつかの試料を用いて, LC分離のた

めの溶媒の液組成の検討を行い, Apュ-MSに用いるこ
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図9　マスクロマトグラム
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図10　マススペクトル
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とのできる分離系を確立した.そして,分離した試料を

MSの装置に導きイオン化してマススペクトルを得るこ

とができた.今後は各種の試料に対し,さらにイオン化

の条件を検討することにより,API法によるLC/MSの利

用範囲を拡大していきたいと考えている.

また,このMSではいくつかのピークだけを測定して

定量を行うことができるので,生体内でのいろいろな代

謝産物について分離･同定し,さらに定量分析するといっ

た研究に対する活用も期待される.

最後にこの研究を行うにあたり実験に協力された共立

薬大の福間百合さん,後藤小夜子さんに感謝致します.

(1991年1月28日受理)

図11マススペクトル
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図12　マススペクトル

参　考　文　献

1)土屋正彦,大橋　守,上野民夫:質量分析法の新展開

現代化学増刊15 1988年9月

2) E.C.Huan, T. Wachs, JJ. Conboy, J.D. Henion, Anal.

Chem" 62, 713-725, (1990)

3) Sakairi, M.; kambara, HりAnal. Chem., 60, 774-780,

(1988)

4) Kushi, Y.; Rokukawa, C.; Numajiri, Y; kato, Y.;

Handa, SリAnal. biochem., 182, 405-410, (1989)

5) Kato, Y.; Takahashi, S.; Hirose, H.; Sakairi, M,;

Kambara, H., Biomed. Environ. Mass SpectromJ6,

331-334, (1988)

6) Kato, Y.; Numajiri, Y., J. Chromatogrリ535 (1991)

川川HH川川JJJHHHJJ川HJIJHHHlHJJHHII日日HHHJI日日日日川川日JH)日日日日日日川川‖日日J川川HH川川1日川川)HH川川日日HH川Hlm川HJ)日日mJ

39




