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1　LC/MSにおける網羅分析

網羅分析は，複雑なサンプルに含まれるさまざまな成
分を漏れなく高精度で解析する手法である．液体クロマ
トグラフィー質量分析（liquid chromatography mass 

spectrometry, LC/MS）において網羅性を考える時には，
試料中の成分を網羅的に分析すると言う側面以外に，
MS装置に導入された成分を如何に効率良くイオン化す
るか，また生成したイオンを如何に効率良く検出器まで
導くか，と言う側面も考える必要がある．
本稿は，液体クロマトグラフィー質量分析（liquid 

chromatography mass spectrometry, LC/MS）を用いた
網羅分析に関して，主に技術的な内容について解説す
る．最初に，試料中の成分を LCで網羅的に分離する技
術について，次いで ESIによるイオン化について，質量
分析部に導入されたイオンが質量分析分の種類や測定
モードによってその後段に通過する（検出器に到達す
る）効率が違ってくることについて，最後に網羅的な
MS/MS技術について，の順に解説する．
液体クロマトグラフィーには，順相・逆相・吸着・サ
イズ排除・イオン交換・イオンクロマトグラフィーなど
様々な分離モードがあり，真に「複雑なサンプルに含ま
れるさまざまな成分を漏れなく」分離分析するために
は，これら複数の分離モードを適宜に使い分ける必要が
あるだろう．

2　LCで試料中の成分を網羅的に分離する技術

LC/MSに用いられるのは，ほとんどが逆相液体クロ
マトグラフィー（reversed phase liquid chromatography, 

RPLC）である．RPLCが LC/MSに用いられるのは，
通常の HPLCでは用いられる不揮発性緩衝液は使用出
来ないが，カラムの種類やアプリケーションが充実して
おり，汎用性の広さが主な理由であろう．一方で，網羅
分析という観点からは，一つの分離モードではやはり限
界があり，二つの分離モードを組み合わせた二次元液体
クロマトグラフィー（2-dimensional liquid chromato-

graphy, 2D-LC）にメリットがある．2D-LCを用いた
LC/MSには，以下の 3種類の方法がある．

2・1　ハートカット 2D-LC/MS

一次元目のクロマトグラムで着目するピークを一つ選
択し，その溶出液をサンプルループに捕集，バルブを切
り替えて二次元目のカラムで再度分離して，MSに導入
する方法である．

2・2　マルチハートカット 2D-LC/MS

一次元目のクロマトグラムで複数のピークを選択し，
その溶出液をピークごとに複数のサンプルループに捕
集，バルブを切り替えて順次二次元目のカラムで再度分
離して，MSに導入する方法である．選択するピークと
同数のサンプルループを準備する必要があり，2・1に比
べてシステムが複雑になる．また，二次元目の分離が複
数回行われるため，分析時間が長くなる．

2・3　Comprehensive 2D-LC/MS

一次元目（1D）カラムからの溶出液を，オンライン
ですべて二次元目（2D）カラムに導入して分析する方
法である．一般的に，Comprehensive 2D-LCと呼ばれ
ており，今回のテーマである「網羅分析」に合致するの
は，この方法であろう．装置イメージを図 1に示す．
試料は一次元目の溶離液を送液する 1Dポンプの後段
に備えられたインジェクターから，1Dカラムに注入さ
れる．1Dカラムからの溶出液は，一定時間片方のサン
プルループ（ループ A）に捕集される．例えば 1Dポン
プの移動相流量が 50 μL/minでサンプルループの容量
が 100 μLの場合には，捕集時間は 2分間である．サン
プルループ Aに捕集された 1Dカラムの溶出液は，二次
元目のポンプである 2Dポンプから送液される溶離液に
よって 2Dカラムに送液されて再度分離される．この間
に，1Dカラムの溶出液はもう一方のサンプルループ B

に捕集される．2Dカラムの分離には高速のグラジエン
ト溶離が用いられ，平衡化まで含めた分析時間を捕集時
間（2分間）より短くすることで，ループ Bに捕集して
いる間にループ Aに捕集した溶出液の測定を完了させLC/MS in Comprehensive Analysis.
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ることができ，2ループへの捕集と溶出液の測定を交互
に繰り返すことで，1Dカラムの溶出液をすべて 2Dカ
ラムで再分離しMSで測定可能であり，網羅的な LC/

MSが実施される．
1Dカラムと 2Dカラムは異なる分離モードであるこ
とが多く，2Dカラムはほとんどの場合逆相（C18カラ
ム）である．1Dカラムは，2Dの逆相カラムへの注入
のしやすさを考えると，（有機溶媒比率の少ない）水系
移動相が都合良く，その観点からはイオン交換カラムが
適している．何故なら，逆相 LCにおいては，カラムに
注入する試料の溶媒に多くの有機溶媒が含まれている
と，試料中の成分がカラムに保持され難いためである．
1Dに親水性相互作用クロマトグラフィー（hydrophilic 

interaction chromatography, HILIC）カラムを用いても，
2Dの逆相とは異なる分離モードにはなるが，HILICは
有機溶媒の多い移動相条件を用いるため，2Dの逆相カ
ラムに注入するには適しているとは言い難い．勿論，
1D, 2D共に逆相カラムを用いる場合もある．

3　ESIによるイオン化

エレクトロスプレーイオン化（electrospray ionization, 

ESI）1）は，大気圧でイオンを生成する大気圧イオン化法
の一種で，現在 LC/MSで汎用されている．電気伝導性
の液体に高電圧を印加すると高度に帯電した液滴が生成
する現象をエレクトロスプレーと言い，この現象をMS

のイオン化に応用したのが ESIである．ESIの概略を図
2に示す．
キャピラリーの近傍には対向電極が配置されており，
両者の間に高電圧を印加すると，キャピラリーの先端か
ら帯電液滴が生成する．図 2の様に高電圧の作用のみ
で帯電液滴を生成させ得る液体の導入量は，最大で数
μL/minオーダーである．帯電液滴のままではMS装置
に導入出来ないため，加熱・脱溶媒することで帯電液滴
からイオンを取り出し，MS装置に導入する．ESI-MS

として使用する場合，対向電極には細孔が設けられてお

り，質量分析部への入口となる．

3・1　一般的な LC/MS装置に用いられる ESI

一般的な LC/MSに用いられる移動相流量は，おおむ
ね 200～500 μL/minである．前述した，高電圧の作用
だけで帯電液滴を生成し得る流量より遥かに多いため，
一般的な LC/MS装置に用いられる ESIは，窒素ガスの
圧力で液滴の生成を補助する機構を備えている．その概
略を図 3に示す．
図 3に示す ESIでは，液滴の生成を補助するために

図 1　Comprehensive 2D-LC/MS装置の概略図

図 2　ESIの概略

図 3　一般的な ESIの概略図
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窒素ガスの圧力によって液体を噴霧している．キャピラ
リー先端の内径は，メーカーや機種にもよるがおおむね
0.1～0.2 mmである．その様な状況において生成する帯
電液滴は，サイスが大きく電荷密度は小さい状態とな
る．この状態の液滴からイオンを取り出す効率（イオン
化効率）は低く，MS装置に導入された試料成分（分子）
を効率良くイオン化しているとは言い難い．つまり，イ
オン化の網羅性は低いと言える．
一方，キャピラリーの内径，液体の導入量，キャピラ
リー先端と対向電極との距離，の三つをそれぞれ小さく
することで，電荷密度が高くサイズの小さい帯電液滴を
生成させることが出来る．この様な ESIをナノ ESIと言
い，通常の ESIと比較して劇的に感度を向上させること
が出来る2）3）．イオン源に導入された試料成分（分子）
をイオンに変換する効率（イオン化効率）が高く，イオ
ン化に対する網羅性が高い方法と言える．一般的な ESI

とナノ ESIの比較を図 4に示す．

4　質量分析部

LC/MSにおける網羅分析を考える時，何が「網羅的」
なのか？　については色々な観点があると思う．その一
つとして，MS装置のイオン源で生成したイオンを，如
何に効率良く（網羅的に）MSの検出器まで導くか，が
挙げられる．MS装置の構成は，一般的には図 5の様に
示される．
この中で質量分析部は，イオンを m/zに応じて分離
する役割を果たす，MS装置の心臓部と言える．質量分

析部には，四重極（Q），三連四重極（QqQ），イオント
ラップ（IT），飛行時間（TOF），Orbitrapなど様々な
種類があり，それぞれの m/z分離の原理から，イオン
を検出器まで導く効率（透過率）が異なる．ここでは，
Qと TOFに関して，測定モードの違いなども踏まえて
イオンの透過率（イオン源で生成したイオンを如何に効
率良く網羅的に利用できるか）について解説する．

3・1　四重極質量分析部（quadrupole mass analyzer, Q）
Qは図 6に示す様に，内側に双極子面をもつ 4本の

電極から構成される．対角線上の 2本の電極には，そ
れぞれ正／負の直流電圧と高周波交流電圧が印加される．
図 7に示す様に，両電圧の比を一定に保ちながら連
続走査（スキャン）すると，イオンは m/zの小さい方
から順次 Qを通過して検出器に到達し，マススペクト
ルを取得することができる（スキャン測定）．Qの質量
分解能は，測定可能な全 m/z範囲において同位体ピー

図 4　（a）一般的な ESIと（b）ナノ ESIの比較図

図 5　質量分析計の構成

図 6　四重極質量分析部の概略図
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クが分離できる程度である．このような質量分解能の場
合，イオンは m/z 1ごとに Qを通過する．つまり，あ
る m/zのイオンが Qを通過する瞬間，他のイオンは Q

を通過することが出来ないと言うことである．例えば
m/z範囲を 1～500，スキャンスピードを 500 msに設定
してスキャン測定を行うと，一つのイオンが Qを通過
する時の時間は約 1 msとなる．この条件である一つの
イオンに着目すると，Qの透過率は 1/500（0.2 ％）と
なる．
一方，Qでは直流電圧と高周波交流電圧の比を一定

に保ちながら，スキャンではなく段階的に変化させ，特
定のイオンの強度変化をモニターする「選択イオンモニ
タリング（selected ion monitoring, SIM）」と言う測定
法がある（SIM測定）．例えば 10個のイオンを上と同
じ 500 msのサイクルタイムで SIM測定を行うとすると，
一つのイオンあたりの Qの通過時間は 50 msになるの
で，スキャン測定と単純に比較すると，約 50倍の感度
向上が期待出来る．イオン源で生成したイオンを，より
効率良く検出器まで届けることが出来ると言うことにな
る．

Qを用いた LC/MS装置は，定性分析より定量分析で
多用されている．前述した様にスキャン測定におけるイ
オン透過率が低いためにスペクトル感度が低いことと，
質量分解能が低いために定性解析能力が低いこと，が主
な理由である．

3・2　 飛行時間質量分析部 （time-of-flight mass analyzer, 

TOF）
TOFは，パルス的に加速させたイオンを自由領域で
飛行させ，イオンの m/zによって飛行時間が異なるこ
とを利用してイオンを m/zに応じて分離する技術であ
る．様々な m/zのイオンを一斉に加速させる必要があ
るため，パルス的にイオンが生成する（マトリックス支
援）レーザー脱離イオン化との組合せで最初に実用化さ
れた．その後直交加速（orthogonal acceleration, OA）

の技術開発によって，エレクトロスプレーイオン化
（electrospray ionization, ESI）などの連続イオン化との
組合せが可能になり，LC/MS装置に応用されるように
なった．市販の LC-TOF-MSに用いられている一般的な
OA技術の概略を図 8に示す．
イオン源から連続的に流入するイオンを，プッシャー
領域において垂直方向に加速電圧を印加して加速させる
ことで，様々な m/zのイオンをパルス的に TOFに打ち
込むことが出来る．プッシャー領域に流入してくるイオ
ン量に対する，TOFに打ち込むイオン量の割合を Duty 

cycleと言う．生成したイオンを網羅的に検出すること
は，Duty Cycleが 100 ％ であることを意味する．しか
し，実際には 100 ％ の Duty Cycleを得るのは技術的に
は困難であり，市販されている一般的な直交加速技術を
用いた LC-TOF-MSでは，測定 m/z範囲にもよるが，
Duty Cycleは 20 ％ 以下と言う報告がある2）．Duty Cycle

を如何に大きくして検出感度を高めるか，と言う課題に
対して様々な工夫がなされている．
その代表例は，TOFのプッシャー領域の手前でイオ
ンを一瞬トラップし，それをイオンパケットとしてプッ
シャー領域に向かってパルス的にリリースし，イオンパ
ケットがプッシャー領域に到達するタイミングで直交方
向に加速電圧を印加する技術である．LC-QTOF-MSの
場合には，四重極コリジョンセルの出口にトラップ電極
を配置することで，このような工夫が可能になる．この
種の技術を搭載している市販装置では，90 ％ 以上の
Duty Cycleを実現している．

4　MS/MS（プロダクトイオン分析）の測定法

MS/MSとは，簡単に言えば質量分析を 2回行うこと
である．MS/MSには，広義では 5種類の方法が知られ
ているが，ここでは定性分析に最もよく用いられるプロ
ダクトイオン分析の測定法について述べる．

MS/MSには，2台の MS装置を連結した MS/MS装

図 8　OA技術の概略図

図 7　四重極質量分析部における電圧走査
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置を用いる方法（空間的MS/MS）と，1台のMS装置
で行う方法（時間的MS/MS）がある．プロダクトイオ
ン分析は，すべてのMS/MS装置で実行可能である．
比較的新しいプロダクトイオン分析の方法として，
データ依存的取得法（data dependent acquisition, DDA）
とデータ非依存的取得法（data independent acquisition, 

DIA）があり，四重極─飛行時間質量分析計（quadrupole 

time-of-flight mass spectrometer, QTOF-MS）や四重極─
Orbitrap 質 量 分 析 計（quadrupole Orbitrap mass 

spectrometer, Q-Orbitrap-MS）などの高分解能 MS/MS

装置で主に用いられている．ここでは QTOF-MSを例に
とり，DDAと DIAについて紹介する．QTOF-MSの概
略を図 9に示す．

QTOF-MSによるプロダクトイオン分析は，特定のプ
リカーサーイオンをMS1（Q）で選択，後段のコリジョ
ンセル（q）でガスを衝突させるなどしてフラグメン
テーションを起こさせ，断片化したプロダクトイオンを
MS2（TOF）で m/zごとに分離してプロダクトイオン
スペクトルを得る．プリカーサーイオンの m/zを設定
するには，分析者自身で入力する方法とシステムが自動
で設定する方法があり，後者に DDAと DIAがある．

4・1　DDA3）

DDAでは，イオン強度の閾
しきい

値をあらかじめ測定パラ
メーターとして設定し，LC/MS/MSでマススペクトル
を測定中にその閾値を超えるイオンが検出された場合，
そのイオンを自動的にプリカーサーイオンとして Qで
選択し，MS/MSが実行されプロダクトイオンスペクト
ルが取得される．分析者自身がプリカーサーイオンを設
定する必要がなく，1回の測定でマススペクトルと比較
的強度の高いイオンのプロダクトイオンスペクトルを取
得できる．一つのマススペクトルに対して複数のイオン
が設定した閾値以上の強度になることは多々あり，何個
のプリカーサーイオンを選択するかを設定出来る．この
数を多く設定すると，MS/MSを行っている間に次の成

分がカラムから溶出してきて，検出されないリスクが発
生する．ノンターゲット分析で，出来るだけ多くのイオ
ンのMS/MSを行いたい場合，この方法では網羅性が低
いと言える．DDAにおけるデータ取得イメージを図 10

に示す．

4・2　DIA4）

上記の DDAの問題を解決し，網羅的にMS/MSを実
施出来る測定法が DIAである．DIAは，Qで選択する
イオンの m/z幅を広く設定し，混合状態のプリカーサー
イオン群のMS/MSを行い，混合状態のプロダクトイオ
ンスペクトルを取得する方法である．（例えば，マスス
ペクトルの測定 m/z範囲を 100～1000とし，プリカー
サーイオンの m/z幅を 100に設定，スペクトル取込ス
ピードをそれぞれ 0.1秒とすれば，1サイクルの時間は
1秒となる．100の m/z範囲に入るイオンがすべてプリ
カーサーイオンになるため，デコンボリューションに
よってプリカーサーイオンとプロダクトイオンの組み合
わせを紐づける必要がある．DIAで取得されるデータの
質は，デコンボリューションの機能に依るところが大き
い．プリカーサーイオンの m/z幅を狭くすれば良いが，
MS/MSの回数が増えるためにスペクトル取込スピード
を速くする必要がある．最近では，1秒間に 200回以上

図 9　QTOF-MSの概略図

図 10　DDAにおけるデータ取得イメージ

図 11　DIAにおけるデータ取得イメージ
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のMS/MSを実行可能で且つ高感度な装置が登場し，プ
リカーサーイオンの m/z幅を 5程度まで狭めて且つ十
分なデータポイントを確保できるようになってきた．プ
ロテオミクスを中心に，DIAが汎用的になってきたと思
われる．DIAにおけるデータ取得イメージを図 11に示
す．

5　お わ り に

LC/MSの網羅分析について，2D-LC/MS，イオンを
効率良く利用する為の LC-TOFMSにおける新しいイオ
ン導入技術，網羅的なMS/MSの技術など，主に分析技
術について記載した．何か 1つでも，読者の皆様のお
役に立てる情報が含まれていれば幸いである．
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