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オンライン濃縮前処理装置付き
ミクロ液体クロマトグラフ質量
分析システム

－農医薬関連化合物の
微量不純物構造解析への挑戦－

はじめに

近年、プロテオーム解析、環境科学の分野では極
微量成分の構造解析のニーズが益々高まりつつある。
農医薬の開発においても品質設計の観点に加えて、生
理活性物質の安全性ならびに品質の恒常性確保の点か
ら、規制上0.1％以上含有される不純物について構造
を明らかにすることが求められており、微量不純物の
構造解析は、農医薬開発においても重要な課題のひ
とつとなっている。
微量成分の構造解析には、種々の手法が知られて

いるが、農医薬を始めとするライフサイエンスの分野
では、専ら液体クロマトグラフ－質量分析計.（LC-
MS）が用いられている。この理由としては、1）MS分
析は、構造解析手法の中で最も高感度な分析法であ
ること、2）LCは難揮発性化合物を始めとする広範な
化合物の分離に適用できること、3）エレクトロスプ
レーイオン化（ESI）法などの大気圧イオン化法の開発
により低分子から高分子に至る広範な化合物の質量分
析が可能になったこと、4）オンライン分析が可能で
あり、迅速に情報が得られること、5）MS/MS（MSn）
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測定や精密質量測定などがESI法でも可能となり、分
子量以外の構造情報が得られるようになったこと等が
挙げられる。しかしながら、0.1％前後しか含有され
ていない微量成分の構造情報を得るためには、現在
の機器の性能では感度不足であり、何らかの前処理
によって微量成分を10～ 100倍濃縮することが必要
である。従って、実際は非常に労力のかかる単離精
製を余儀なくされてきた。また化合物によっては不安
定なため、単離精製の過程で分解するなどの問題を
抱えていた。
一方、LCなどのクロマトグラフィーの分野では、

カラムをミクロ化し、目的成分のカラム内での拡散
を抑制することにより高感度化しようという試みが古
くから行われてきた。プロテオーム解析の分野では、
生体から得られる極微量の試料をごく少量の移動相溶
媒に溶解してミクロあるいはナノサイズのLCカラム
で分離した後、MS分析が行われている1）。
これと同様に、ミクロLCを用いれば、0.1％前後

の微量不純物でも直接、MS分析できるのではと考え
られるかもしれないが、大量の夾雑物を含んだ試料
をそのままミクロLC-MSに導入してもそれら成分は、



57住友化学 2002-II

高感度には検出できない。ミクロ、ナノLCでは最大
試料負荷量（同一濃度の試料の場合導入できる試料体
積）が通常のLCの1/100程度に減少するため、感度
向上と相殺してしまうからである。目的となる微量
成分だけをLCで分画してミクロLCに導入すればよい
が、問題となるのがミクロLCへの注入量である。ミ
クロLCでの注入量は分離を損なわない観点から通常
0.5μL程度である2）。微量インジェクターなどが開発
されているが、実用化されているとは言い難い2）。ま
た、水など溶出力の劣る溶媒を試料溶液に添加する
などして、試料をカラム前端に濃縮する方法なども知
られているが、それでも注入できる試料体積は数μL
である。これより大きい容量の試料を導入するために
は、何らかの濃縮法が必要である。もし、目的成分
を分画した後、濃縮を行いミクロLC-MS に導入す
る一連の操作がオンラインでできれば、短時間で、し
かも微量成分の取り扱い時に問題となるコンタミネー
ションの懸念も払拭される。つまり、前処理用のLC
とミクロLC-MSがオンラインで結合されたシステム
（LC-ミクロLC-MS）のシステムが構築できれば上記の
問題が解決できると考えた。LC-LC-MSシステムな
ど同等スケールのLCを連結したシステムについての
報告はあるが3－4）、LCとミクロLC-MSのオンライ
ンシステムはまだその報告例がない。LCとミクロ
LC-MSのオンラインシステムの構築には様々の技術的
な課題があり、中でも先にも述べた通り、LCで分画
された成分（通常0.3～1mL）をどのようにして濃縮し
てミクロLCに注入するかという点が最も大きな問題
であった。
本稿においては、筆者らが上記の問題点を解決し

て開発したオンライン濃縮前処理装置付きミクロ液体
クロマトグラフ質量分析システム（LC-ミクロLC-MS）
について紹介するとともに、本システムを構築する際
に実施した検討結果について述べる。また、本シス
テムを用いた極微量成分の構造解析のうち代表的な事
例について紹介する。
なお、紙面の都合から、LC-MSの原理等について

は本誌柏木らの報告5）を参照されたい。

LC-ミクロLC-MSシステムについて

最初に筆者らが開発したシステムの一例について紹
介する。本システムは農医薬の原体や製剤などに含ま
れる微量不純物を高感度に分析することができるシス
テムである。その構成及び操作の概略を第1図に示す。
本システムでは、LCシステム、分画した溶出液を

保留するトラップループ、水希釈のためのポンプ、濃
縮用のポンプ（水希釈のためのポンプ、濃縮用のポン
プは兼用）、プレカラム、ミクロLC-MSシステムを八
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方二流路切替えバルブ（以下バルブと称す）の周りに
配し、流路を制御している。LCからの分画液は、LC
の溶出液1mL/minに対し、水が3mL/min添加され
トラップループに分画される。目的成分のLCピーク
としての溶出時間はおおよそ30秒であり、分画に必
要な容量は約 2mL になる。トラップループは内径
0.75mm× 5m（容量 2.2mL）のPEEKチューブとし
た。またプレカラムには内径0.3mm×35mmのミク
ロカラムに、通常よりも粒子径の大きい20μmの充
填剤を充填したものを用いている。
次に、本システムを用いてLCから溶出されてくる

目的成分を分画（第1図（a））、濃縮（第1図（b））、溶
出・ミクロLC-MS分析（第1図（c））する手順につい
て述べる。
全操作はバルブを2回切替えるのみで行うことがで

きる。バルブがポジションAの時、LCの溶出液はト
ラップループを素通りして排出される。また溶出液は
トラップ導入直後に水が添加され希釈される。目的
成分はUV検出器でピークとして確認された後トラッ
プループを通過する。この時にバルブのポジションを
Bに替えると目的成分はトラップループ内に分画され
る。次にポンプ（このポンプは先の水添加のポンプ）を
使い、一定の圧力をかけてトラップループ内の液をプ
レカラムに通液して目的成分を濃縮する。この時プ
レカラムの出口は廃液とし、廃液量が2mL（トラップ
ループ内の液量）を超えたら、バルブを再びポジショ
ンAにする。目的成分はミクロLC用のポンプからの
移動相によりプレカラムをへて分離用のミクロカラム
から溶出され、MSに導入される。プレカラムの後ろ
にミクロカラムをおくことで目的成分を濃縮させ、十
分な感度が得られる。
本システムでは、ミクロLCからの溶出成分を分析

することから、MSとして最もミクロLCとの相性が
良いとされているESI-飛行時間型（TOFMS）質量分
析計を用いている。
ESI-TOFMS型のLC-MSでは、精密質量測定が可

能である。精密質量測定とは、一般にミリマス測定
と呼ばれているように、目的とするイオンについて、
小数点以下4桁目までの質量を正確に求める手法であ
り、この結果から目的とするイオンの組成式を求め
ることができる。
第2図にカフェインのフラグメントイオンm/z138を

構造解析した例を示す。擬分子イオンピークm/z195
とm/z138との質量差は57amuであり、通常のMS
測定では整数でしか質量が求まらないため、このまま
では57amuに相当するフラグメントイオンは、第 2
図のAまたはBの部分のどちらが開裂したかものか判
別できない。しかし、精密質量測定を行うと、その
差が 57.0215 であることが明らかになり、これが

CH3NCO＝57.0214の組成に相当することからAの部
分の開裂と決定できる。このように、精密質量測定
は構造解析に極めて有用であるが、測定の際、質量
校正物質溶液を試料とともに分析する必要がある。
そこで、第3図に示すように、MSの直前に質量校

正物質溶液用のバルブを取り付け、バルブの切替え
によってミクロLCからの溶出液に質量校正物質溶液
を導入できるようにした。
ESI-TOFMSを用いることで、ミクロLCでの試料

濃縮の効果をいささかも損なうことなくMS分析が可
能となっただけでなく、精密質量も測定も可能にな
り、より多くの構造情報が得られるようになった。

第 2 図� カフェインのフラグメントイオンm/z138
の精密質量測定による構造解析6）�
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第 3 図� 精密質量測定の為の質量校正物質の導入
およびデータ処理の概略図�

ミクロLCシステムから溶出した試料のイオンが検出された
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体などが使用されている12－14）。
SPEカラムをプレカラムとして用い、LC-MS用に

試料を濃縮処理、あるいはクリーンアップをおこなっ
てカラムスイッチングを用いて分析するシステムも知
られている15－17）。農医薬開発における微量成分を
濃縮することを考えた場合、プレカラムの充填剤と
してはC18が適している。カラムサイズとしては、濃
縮後に目的成分をミクロカラムに導入するため、ミ
クロサイズのもの（以下、ミクロプレカラムと称す
る。）を用いることが必要となる。LCではC18の充填
剤カラムを使用しており、溶出された目的成分はそ
のままの移動相組成では、溶出力が強く、SPEのプ
レカラムに保持されないので、溶出液に水を添加し
て希釈する必要がある。このとき、目的成分がプレ
カラムに保持される強さは、化合物の極性によって
異なるが、希釈率を高くするほどプレカラムへの保持
は強くなり、回収率は高くなることが期待できる。し
かし、希釈率を上げすぎると、目的成分が析出し、
配管に詰りが生じる可能性や、溶液量が増加して濃
縮に時間がかかるという問題がでてくる。
そこで、筆者らは本システムでの適切な希釈率を

求めるため、次の検討を行った。まず、極性の異な
る2つの化合物をモデル化合物として希釈倍率と回収
率の関係を検討した。モデル化合物としてはLogPが
4.2のフルルビプロフェンと、LogPが2.7のワルファ
リンを用い、各種プレカラムを用いて検討した。結
果を第2表に示す。希釈倍率が大きいほど両化合物
とも回収率は高くなった。また、希釈倍率 4の場合
を除いて疎水性の高いフルルビプロフェンの方が回収
率は高かった。希釈倍率4のフルルビプロフェンの回
収率がワルファリンに比較して低くなった理由として
は、濃縮時間が長くかかるため、トラップループ壁面
等への吸着が起きた為ではないかと考えている。そこ
で、プレカラムCを用いて濃縮時間を短くすれば、
回収率は向上するのではないかと考えられる。また、
希釈倍率4では心配された化合物の析出は認められな
かった。
両方の化合物で希釈倍率を4にすれば満足できる回

収率が得られ、化合物の析出も認められなかった。参
考までに本システムに20pmoLのワルファリンを注入
し、LCで検出した目的成分をミクロLCで濃縮した結
果を第4図に示す。第4図（a）はLCで検出されたワル
ファリン、第4図（b）は第4図（a）の目的成分をトラッ
プ、濃縮し、ミクロLCで検出した時の液体クロマト
グラムである。第4図（c）に20pmoLのワルファリンを
直接ミクロLCで検出した時の液体クロマトグラムを示
す。第4図（c）のピーク面積値を100％とした時、第3
図（b）のピーク面積値は67％となり、注入量の7割程
度の試料が回収されていることを示している。

ミクロLC-MS導入時の試料濃縮法

LCから溶出された目的成分を含む溶出液（通常0.3～
1mL）をどのようにして濃縮してミクロLCに注入する
かという点が最も大きな課題であると先に述べた。こ
こではこれら課題をどのように解決したかを紹介する。

1．溶出液の濃縮方法

通常、農医薬の分析で用いられるLC条件は、逆相
系であり、目的成分をLCから分画したとき、溶出液
は有機溶媒と水の混合液で0.5mL程度となる。一方、
ミクロLC-MSに注入できる量は第1表に示したよう
に数百nL程度であり、1000倍程度の濃縮が必要と
なる。濃縮法についてはLC-MSの前処理として用い
られている以下の2つの方法が知られており、これら
について検討した。
（1）SPME7）（Solid Phase Microextraction）法
SPME法は、ポリエチレングリコールなどの液層が

コーティングされたキャピラリー管に試料となる水溶
液を通液して目的成分を吸着・濃縮する方法であり、
水溶液中の微量有機物質の濃縮法として知られている。
吸着された成分は有機溶媒を通液して溶出する。この
方法を用いて微量成分を濃縮した例として、河川水
に含まれる農薬を分析した報告8－11）が知られている。
LCから溶出された目的成分を本法で濃縮する場

合、先ず、目的成分を効率的に吸着させるため、水
を添加するなどして試料溶液自身の溶出力を低下さ
せておく必要がある。その後、キャピラリー管に試
料溶液を通液し、目的成分を吸着させた後、有機溶
媒で溶出する。ここで問題となるのは目的成分の回
収率である。
そこで次に記す方法で予備検討をおこなった。液層

0.25μｍのポリエチレングリコールをコーティングした
内径0.25mm長さ12cmのキャピラリーに10pmoLの試
料をメタノール10μL、水90μLに溶解し5μL/minの
流速で通液した後、メタノール10μLをキャピラリー
に注入し、10分間放置した後、溶出してミクロLCで
分析した。この場合の回収率は、20％以下となった。
これは、キャピラリー内の液層面と試料の水溶液の接
触面が小さいために試料が十分に吸着しなかったため
と考えられた。

（2）SPE（Solid-Phase extraction）
SPEは充填剤をカートリッジやカラムに充填し、そ

こに試料溶液を通液させて目的成分を吸着保持させる
ことで試料の濃縮あるいはクリーンアップなどを行う
手法であり、固相抽出用カラムなどが市販されてい
る。SPE用の充填剤としては対象となる試料に応じ
てイオン交換樹脂やC18、抗体などで修飾された担

オンライン濃縮前処理装置付きミクロ液体クロマトグラフ質量分析システム －農医薬関連化合物の微量不純物構造解析への挑戦－
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くなるにつれて、送液圧力が同じであれば送液流量が
低下するのでミクロプレカラムに通液できる流量は少な
くなる。実際、充填剤粒子径5μmのミクロプレカラ
ムの送液量は24.5MPaの圧力のとき15～20μL/min
であった。この場合、分画液2mL（LCからの溶出液
0.5mL＋水添加量1.5mL）を濃縮するとすれば、2時
間程度要することになる（第3表　プレカラムA, B参
照）。濃縮時間を短縮するには充填剤の粒子径を大
きくし、送液時の抵抗を小さくして送液量を増やせ
ばよい。
充填剤粒子径20μmのプレカラムでは、19.6MPa

の圧力で400μL/min程度の送液が可能で、2mLの
溶液を濃縮するのに要する時間は約5分であった（第
3表 プレカラムC参照）。この他にも送液時の抵抗
の少ないタイプのプレカラムを用いることも有効であ
ると考えられる。ミクロプレカラムへの濃縮時間の短
縮は、今回のようにスケールの異なるLCをオンライ
ンで結合させる場合、重要な要素である。

3．ミクロLC-MSでなぜ検出感度が向上するのか

本システムでは、最終のMSへの導入の際にミクロ
LCを用いている。これによってなぜ検出感度が向上
するのか最後に、紹介したい。
まず実際にコンベンショナルLC-MSとミクロLC-MS

で、どのくらいの感度向上が見られるのであろうか。
筆者らが、試料にペプチドの一種であるブラジキニン
を用いて検討したところ、コンベンショナルLC-MS
の場合の検出限界は50pmoL、ミクロLC-MSの場合
は500fmoLとなり、ミクロLC-MS の方が約100倍も
感度が向上することがわかった（第5図）。これは通常
コンベンショナルLCとミクロLCでは、カラム効率に
大差がないため、移動相流量の違いによって、同量の
試料を注入した場合、後者では前者に比べて高濃度と

2．濃縮時間の短縮

最後にミクロプレカラムによる濃縮に要する時間の
問題について述べておきたい。カラムについては充
填剤の粒子径が小さいほど理論段数は向上するが、そ
れとともに送液圧力も増大するので、現在最適粒子
径として5μm程度のものがよく用いられている。実
際、現在市販されているLC用の充填剤の粒子径は
5μmのものがほとんどである。また、カラム径が小さ
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第 2 表� 2種の試料についての希釈倍率＊1と回収
率＊2の検討結果�
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値）×100�

＊3 試料注入量20pmoL�
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第 4 図� ワルファリン20pmoLの液体クロマトグラム�
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を測定した結果、良好なマススペクトルが得られた
（第6図（c））。また、本成分については精密質量測定
も実施し、その結果から目的成分の構造を明らかに
することができた。

なることによる19）（第1表）。またESI-MSの感度は試
料濃度に比例して高くなることが報告されている20）。
LC部分をミクロ化することによってこのような効果
があいまって、微量試料の場合に2オーダーもの高
感度化が達成されたと考えられる。

本システムを用いた構造解析の実例

本システムを用いればLC-MSで分析が困難な0.1％
前後の微量成分が高感度にMS分析できることを紹介
してきた。また、目的成分について精密質量測定を
行うことも可能である。本システムを用いた応用例
を紹介する。

1．超微量成分の構造解析

農医薬品等の原料の製法が変更になった場合、従
来の製法で得られた原料との品質の同等性を保証する
ことが必要となる。製法変更に伴い検出された微量
新規不純物の構造解析例を示す。
第6図（a）は医薬品原料の液体クロマトグラムであ

り、0.3％程度の微量不純物が検出されている。この
不純物は含有量も少なく、かつLCの移動相にリン酸
バッファーを用いて分離している為、通常のLC-MS
分析ではスペクトルが得られなかった。そこで、本シ
ステムを用いて、目的成分を濃縮してMSスペクトル
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第 5 図� ブラジキニン50pmoLのコンベンショナルLC-MSとミクロLC-MSの比較�
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2．精密質量測定による構造解析

医薬品のワルファリン5nmoL、クロロフェニラミ
ンマレート10pmoL、プロプラノルオール10pmoLに
ついて精密質量測定したマススペクトルを第7図に示
す。
いずれも誤差5ppm以内の良好な結果を得た。精密

質量測定における測定誤差は目的成分のイオンのピー
ク強度が十分でないと、誤差が大きくなるが、本シス
テムでは濃縮が可能なため、いずれの場合も5ppm以
内の誤差で精密質量の測定が可能であった。
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3．不揮発性塩を含んだ移動相でのLC-MS測定への

応用

不揮発性の緩衝液を含んだ移動相条件下でのLC-
MSの測定は不揮発性塩がイオン化を妨害し、感度
が著しく低下することが知られている。この対策とし
て、移動相溶媒を直接MS内部に侵入しないように
工夫したZ型スプレー21）などが開発されているが、感
度の低下はまぬかれない。そこで、不揮発性塩を揮
発性の塩に代えて分析することが行われているが、LC

第 8 図� 原薬中の微量不純物の分析�
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きなかったが、農医薬品の代謝物や生体試料などの
複雑なマトリクス中の微量成分など、従来、種々の
精製が必要であった試料について本システムの有用性
が実証されつつある。
また、本システムの応用は農医薬の分野に限定さ

れるわけではなく、精密・情報電子化学品や石油化
学品などの製品開発にも広く適用可能である。
今回は、ESI-TOFMS型の質量分析計を用いた事

例を紹介したが、本システムに適用できる質量分析
計としては、イオントラップ型、磁場型、イオンサイ
クロトロン共鳴型、トリプルステージの四重極型など
の質量分析計を連結することも可能である。従って、
質量分析計を変更することによって MS/MS（MSn）
法なども適用でき、分子量や精密質量以外の構造情
報が得られることが期待できる。
本システムを駆使することで、安全な農医薬の開

発に寄与していきたいと考えている。
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での分離パターンが必ずしも再現されないという問題
がある。本システムを用いれば、LCの移動相に不揮
発性塩を用いても、最後の溶出の段階で、不揮発性
塩を用いない移動相を用いて溶出できるため、脱塩
が可能であり、感度を低下させずに測定が行える。
不揮発性塩を用いた分離条件はLC条件としては常用
されており、これら条件で分離される成分について
MS分析ができることの有用性は大きい。第8図に原
薬中に0.03％含有されている微量不純物を測定した
例を示す。本化合物の場合、LCの分離には5mMの
ヘプタンスルホン酸緩衝液・アセトニトリル系の移動
相が用いられているが、最終段階の溶出に、水・ア
セトニトリル系の移動相を用いることで、良好なスペ
クトルを得ている。

まとめ

通常のLC-MSで分析できない0.1％以下の微量成分
については労力のかかる単離精製を余儀なくされてきた。
また化合物によっては不安定なため、単離精製の過程
で分解したりするなどの問題を抱えていた。筆者らが
構築したオンラインシステムはこれらの問題点を解決
するもので、多量の主成分や夾雑成分中に混在する微
量成分をLCで分画し、溶出液をプレカラムに濃縮し
て、ミクロLC-MS分析することで、MS分析が行われ
る。本システムを用いることで、通常のLC-MSに比べ
て2桁の感度向上が達成された。また微量成分を高感
度に検出できるようになったために、構造解析に有用
な精密質量測定も可能となった。一連の操作は全てオ
ンラインでおこなわれるため、操作中にコンタミネー
ションや単離精製の過程での分解の問題もなく迅速に
目的成分のMS分析が可能となった。全操作はバルブ
スイッチを2回切替えるのみであり、一連の分析は１
時間半程度（目的成分の溶出時間＋濃縮時間：5分＋
ミクロLCでの溶出時間）である。
更に、本システムを用いればLCからの溶出成分を

分画・濃縮する際に脱塩できるため、LC-MS測定に
不適切な不揮発性塩を用いた移動相条件でのLC-MS
測定も可能となった点も大きな利点である。微妙な
分離を達成するため、不揮発性塩を移動相に添加す
ることはよく行われており、LCでの分析条件を損な
わずにLC-MS分析が容易に行える意義は大きいと考
えている。

今後の展望

効率的に構造解析を進める上で、0.1％以下の微量
成分でも迅速に質量分析できる本システムの果す役割
は大きいと考えている。今回、紙面の都合で紹介で
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