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略語一覧

APCI: Atomic Pressure Chemical Ionization

APPI: Atomic Pressure Photo Ionization

ASAP: Atmospheric Solid Analysis Probe

CI: Chemical Ionization

CID: Collision Induced Dissociation

DAPPI: Desorption Atmospheric Pressure Photo-Ionization

DART: Direct Analysis in Real Time

DESI: Desorption ElectroSpray Ionization

DFT: Density Functional Theory

EI: Electro Ionization

ESI: Electrospray Ionization

FAB: Fast Atom Bombardment

FWHM: Full Width at Half Maximum

HRMS: High-Resolution Mass Spectrometry

IRC: intrinsic Reaction Coordinates

MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption / Ionzation

MeOH: Methanol

MEP: Minimum Energy Path

MIKES: Mass analyzed Ion Kinetic Energy Spectroscopy

MS: Mass Spectrometer

MW: Molecular Weight

NBA: 3-NitroBenzyl Alcohol

ND: No Detected

NEB: Nudged Elastic Band

ppm: parts per million

PSA: Polar Surface Area

STQN: Synchronous Transit-guided Quasi-Newton

TOF: Time of Flight

tPSA: topological Polar Surface Area

TS: Transition State
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第 1 章 諸言

第 1 節 諸言

質量分析は分子の質量，すなわち分子量を測定するもっとも基本的な化学分析の一つ

である．分子量は分子構造決定において元素組成に関する重要な情報を提供し，拡散等

分子の運動に関して参考となる情報ともなり，あるいは重合物においては重合度そのも

のについての情報を提供する極めて重要な情報である．また安定同位体を用いた同位体

ラベル実験は反応機構解析，薬物動態など追跡に極めて有効な手法であり，検出にはや

はり質量分析が重要な役割を果たす．また，地球惑星科学分野あるいは年代測定 1)におい

ても同位体比は重要な情報をもたらすため，同位体分析に特化した質量分析計が利用さ

れている．2) また，近年では医療・生物分野での応用も進んでおり，タンパク質を網羅

的に解析するプロテオーム・プロテオミクス，3-5) 代謝の全体像を把握するメタボローム，

6-8) 各種病態バイオマーカーが開発されており，9, 10) これらの分野においても質量分析

は不可欠な分析手法となっている．

また質量分析は強力かつ有効であるため，科学技術のみならず我々の日常生活におい

ても食品添加物・残留農薬の検出，11-13) 違法薬物捜査，14, 15) 空港での保安検査等にお

ける爆発物の検出 16)など，食および生活安全の一翼を担っており，現在においてもその

重要性はさらに増している．

現在の質量分析は Sir Joseph John Thomson(英 1856-1940)による陽極線管実験に端を

発する．17) この実験では測定対象となる原子をイオン化し電圧をかけて加速，そして磁

場をもちいて褶曲させる．Thomson はこの実験により 20Ne と 22Ne を 2種類の偏向放物線と

して分離することに成功した．その後，Thomson の助手であった Francis William Aston

によってこの実験手法に改良が加えられ，荷電粒子を加速し電場・磁場を用いて偏向す

るという現在のセクター型質量分析装置の原型が作られた．18) 1922 年，Aston はこの質

量分析装置の開発等の業績に関してノーベル賞を受賞している．その後，質量分析装置

は，飛行時間型，四重極型，フーリエ変換型などの方式が開発され，現在では分析化学

のみならず，合成化学における生成物の確認は言うまでもなく，生物分野・環境分野な

ど質量分析の専門家以外も広く使う一般的な分析装置として普及するに至った．

この質量分析装置開発の歴史はイオン化法開発の歴史でもある．質量分析装置が普及

し始めた 1950 年代から 1960 年代かけては電子イオン化法(Electro Ionization: EI)19)

が主流であった．EI は熱気化させた試料に電子線を放射することでイオン化させるもの

であり，ガスクロマトグラフィーとの相性がよく，当初から組み合わされガスクロマト

グラフ-質量分析装置として利用されてきた．20) しかし，EI によるイオン化は試料の熱気
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化に依存するためおのずと分子量に限界があり，特に気化しにくい高極性化合物も不得

手であった．また，EI は化合物に与えるエネルギーの高さからフラグメンテーションを

ともない，21) 分子関連イオンを検出することが困難であることも多い．EIはこれまで多

くの知見が蓄積されており，フラグメントに関するデータベースなども構築されている

22)ことから現在においても重要なイオン化法であることに変わりはないが，フラグメンテ

ーションを誘発する，適応範囲に限界があるという問題の解決が試みられてきた．まず

1970 年代には化学イオン化法(Chemical Ionization: CI)23)が開発され，フラグメンテー

ションに対して解決が試みられた．続いて 1980 年代には Berbor により高速原子衝突法

(Fast Atom Bombardment: FAB)が開発され 24-26)適応範囲が拡大し，さらにフラグメンテ

ーション問題も解決された．1990 年代には Fenn・山下らによってエレクトロスプレーイ

オン化法(Electrospray Ionization: ESI) 27-28)が実用化された事により，生体分子を含

む巨体分子にまで質量分析の適応範囲を広げるに至った．さらに田中らによってマトリ

ックス支援レーザー脱離イオン化法(Matrix Assisted Laser Desorption / Ionzation:

MALDI)が開発されたことにより数百 kDa にもなる巨大タンパク質全体の質量をも測定す

ることも可能となった．29-33) 加えて 2000 年代には Direct Analysis in Real Time(DART)，

34, 35) Desorption Atmospheric Photo-Ionization (DAPPI)，36) Desorption ElectroSpray

Ionization (DESI)，37) Atmospheric Solid Analysis Probe(ASAP)38) をはじめとする，多

くの大気圧下イオン化法が開発されている．39)

質量分析ではこれら多種多様なイオン化法から試料に対して適切なイオン化法を選択

しなくてはならない．試料に対して不適切なイオン化法を選択すると著しく観測対象の

イオン強度が低い，あるいは全く検出されないという事態が起こりえる．数多くのイオ

ン化法から測定対象に適したイオン化法を選択することは，質量分析の実践において「は

じめの一歩」である．しかしながら現状ではイオン化法選択において指針といえるもの

はなく，経験者に依存している状況が長く続いている．40)

また，イオン化時に付加イオンの生成を伴うイオン化法は少なくない．多くの場合そ

れらの付加イオンは一種ではなく複数の種類が観測される．特にマススペクトルが複雑

な場合，測定対象とする化合物の検出強度が弱い場合，測定対象分子の分子量が未知の

場合，付加イオン予測は重要となる．加えて，質量分析から元素組成推定を行う高分解

能質量分析(High-Resolution Mass Spectrometry: HRMS)41) においては，本来測定対象分

子に含まれない原子が加わるため付加イオンは明確かつ合理的に説明されるべきもので

あるといえる．

そこで本研究では各イオン化法の試料適応性評価を行い客観的な試料適応特性を表現

することを試みるとともに，付加イオン選択性を解明する事を目標とした．その手段と

して大量の測定データから retrospective(:回顧的)に解析を行うこと加えて量子化学計
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算による考察を行い，質量分析に関する経験的知識の体系化・数値化を指向する．より

具体的には業務で経験した約 600 件の HRMS 測定をライブラリ化し，そこから得られるイ

オン化法試料適応性，付加イオン選択性に関する知見を抽出することを試みる．第 2 章

においては試料ライブラリを用いた DART・ESI・FAB の試料適応性評価および公共データ

ベースを用いた EI・CI・大気圧下化学イオン化法(Atomic Pressure Chemical Ionization:

APCI)42)・ESI イオン化法の実績評価を行った．第 3 章においては同様に試料ライブラリ

を用いた ESI における付加イオン，プロトン・ナトリウム選択性評価および予測を行っ

た．第 4 章においては同じく試料ライブラリを用いた DART におけるプロトン付加イオ

ン・アンモニウム付加イオン選択性評価を行った．第 5 章においては量子化学計算の質

量分析への応用としてフラグメンテーションにおける最小エネルギー経路の算出につい

て述べる．

本研究は実務において経験した需要に基いて行われたものである．43) 本研究が質量分

析の実務・実践教育にとって有益な情報となることを目指す．
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第 2 節 質量分析装置

本節では本研究で対象とした質量分析装置に関する一般的な機構および原理について

述べる．

質量分析装置は大きくイオン化部と質量分析部に分けることができる(Figure 1)．導

入された試料はイオン化部(イオン源)で正あるいは負の電荷を帯びたイオンとなり，質

量分析部に導入される．質量分析部ではイオンの質量を電荷に対する運動の差として分

離・計測する．イオン化部，質量分析部ともに様々な方式が用いられるが，いずれ場合

においても質量分析部では質量をイオンの運動として計測するため内部は高真空(10-4～

10-8 Pa 程度)に維持されている．

質量分析装置が普及した当初，質量分析部には磁場あるいは磁場と電場を利用するセ

クター型が主流であった．44) この方式ではイオン化部から導入されたイオンを加速器で

電圧により加速し，つづいて磁場および電場により褶曲させイオンの運動量として質量

分離する方式である(Figure 2)．加速電圧:vで質量: m，電荷: z のイオンが飛行経路に

対して垂直に設置された磁場: B を通過する際，水平方向にローレンツ力と遠心力が発生

し，半径 rの円軌道上を等速運動する．この時，質量電荷比を m/z = r2B2/2v として示す

ことができる．実際の装置では磁場に加えて電場を用いて二重収束型とすることで分解

能を向上させている事が多く，磁場あるいは電場もしくはその両方を掃引しマススペク

トルを得る．このセクター型質量分析装置は質量分解能が高く，スリットによる調整が

可能で汎用性が高い．しかし，高い分解能を得るには数メートルにおよぶ長大なイオン

飛行経路を確保する必要があるため大型となり設置可能な施設が限られる．現在ではセ

クター型は経済的な理由からも他の方式の質量分析装置への置換が進んでおり，新規導

入は難しくなりつつある．45) 本研究ではセクター型質量分析装置として JMS-SX102A(日本

電子(株)，東京)，JMS-BU25(日本電子(株)，東京)を使用した．

現在，主流の質量分析装置の 1つとして飛行時間(time-of-flight: TOF)型があげられ

る．46)TOF 型の原理は極めて簡潔であり，加速器でパルス状に加速した試料イオンが検出

器まで飛行するのに要した時間を計測する(Figure 3)．TOF では質量: m，電荷: z のイ

オンが加速電圧: vで距離: l を飛行する時間を tとした場合，m/z = 2vt2/l2として質量

電荷比を表現することができる．TOF 型ではイオンミラーとして作用するリフレクトロン

(リフレクタ)を装備する装置があり，リフレクトロンが飛行長を倍増させると同時に運

動の広がりによる飛行時間の広がりを収束させる効果を持つため質量分解能を大きく向

上させることができる．47)TOF は比較的小型で高い分解能を発揮する質量分析装置であり，

本研究で使用した JMS-T100CS(日本電子(株)，東京)はリフレクトロンを装備し飛行距離

約 2mの飛行管を有する分解能約 6000(Full Width at Half Maximum: FWHM)の TOFMS であ

る．
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近年注目されている質量分析装置としてイオントラップ型の検出器の一種である

Orbitrap があげられる．48,49) 2005 年に Thermo Fisher Scientific から発売され，その

特徴は極めて正確(誤差 3 ppm 以内)であり，分解能 100,000(FWHM)を超える超高分解能質

量分析が可能なことである．Makarov らにより開発された Orbitrap は紡錘型の電極とハ

ウジングにより構成されており，導入されたイオンは中心の紡錘型電極を周回しながら

同時に紡錘型電極の長軸方向に往復運動を行う(Figuer 4)．この往復運動により発生す

る正弦波をフーリエ変換することにより質量電荷比を導出するものである．本研究では

Orbitrap 型検出器を有する Exactive Plus(Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ)

を DART および ESI と組み合わせて使用した．Orbitrap では分解能とスキャンレートがト

レードオフの関係にあり，最大性能である分解能 140,000(FWHM)ではスキャンレートは

1.5Hz にまで低下する．また，イオンを長時間飛行させるため 10-8Pa 程度の極めて高い真

空度を要求する．

このように質量分析部は様々な方式があるが装置導入時に仕様が決定されるため，利

用者が創意工夫する余地は多くないと言える．質量分析装置ではいずれの方式において

も質量電荷比をイオンの運動として計測しているため，まずは試料をイオン化する必要

があり，より重要とされるのはイオン化部である．

イオン化部においても様々な方式が実用化されている．本節では本研究で使用した

Direct Analysis in Real Time (DART)・Elevtrospray Ionization (ESI)・Fast Atom

Bombardment (FAB)についてその原理を簡潔に解説する．DART・ESI・FAB のうち歴史的に

最も古くから実用化されていたのは FAB である(Figure 5)．24-26) FAB では物理的な衝撃

を吸収しイオン化を促進するマトリックスと呼ばれる粘調な液体化合物が用いられる．

具体的には 3-ニトリルベンジルアルコール(NBA)，試料が水溶性の場合にはグリセロール

等がマトリックスとして用いられることが多い．真空中でマトリックスに溶解された試

料が塗布されたターゲットに加速器から撃ち出した原子(多くの場合キセノン(Xe)が用

いられる)を高速で衝突させる．その際にマトリックスと共にイオン化した試料を質量分

析部で分析する．FAB は測定対象をフラグメンテーションさせないソフトイオン化法とさ

れ，多くの場合プロトン付加イオン([M+H]+)を生成する．実際にはセクター型質量分析装

置に搭載されることが多く，実質的にそれ以外の方式と組み合わされることはあまりな

い．

また現在最も普及しているイオン化法が ESI である．27, 28) ESI では数 kV(2～4kV 程度)

の電圧のかかったノズルから試料溶液を噴霧し，大気圧下において試料を含む液滴から

溶媒分子が蒸発し，最終的に付加イオンとして電荷を有した試料イオンが生成する

(Figure 6)．イオン生成の過程としてイオン蒸発モデル・帯電残渣モデル等が提唱され

ており，試料が中性分子であれば多くの場合付加イオンが生成する．ESI は試料適応性が

高いとされており，通常の有機化合物から生体高分子まで幅広い実績がある．

DART は 2005 年に発売された新しいタイプのイオン化法である．34, 35) その機構は簡素
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であり，媒体として通常はヘリウムを用いる．DART に導入されたヘリウムは流路上に設

置された電極において電圧が印加され準励起状態(高い内部エネルギーを有してはいる

がイオン化していない状態)となる．さらに試料を気化するための熱(～550℃)が与えら

れ，ノズル先端から放出される．ここまでにイオン化したヘリウムはグリッド電極で除

去されるため，つまり DART イオン源先端からは準励起状態の熱ヘリウムが放出される

(Figure 7)．大気中に放出された準励起状態の熱ヘリウムはその熱により試料分子を気

化し，さらに高い内部エネルギーにより大気中の水分子をイオン化し，最終的にイオン

化した水分子が試料をイオン化させるというイオン化機構をもつ(Figure 8)．DART は市

販されていることから導入しやすく，最も普及している大気圧下イオン化法(Ambient

ionization method)の一種と言える．近年，この Ambient ionization の開発が盛んであ

り，2000 年代以降も多数のイオン化法が開発されている．39)
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Figure 1 質量分析装置構成概略図

質量分析装置はイオン化部と質量分析部に分けられる．質量分析部は真空に保たれてお

り，イオン化部でイオン化した試料分子の運動として質量電荷比を計測する．

Figure 2 セクター型質量分析装置

セクター型質量分析装置においては加速したイオンを垂直磁場中で生じるローレンツ力

により分離する．実際には電場を併用した二重収束型として設計されることが多く，ス

リットと組み合わされ位置情報を持たない検出器が用いられる．

質量分析部
イオン化部
(イオン源)

真空系(10-4～10-8 Pa)

検出部

試料導入部

フランジ
GC/LC 分子 イオン試料

m1

m2

m3

磁場 B

加速器
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Figure 3 Time-Of-Flight 型質量分析装置

TOF 型質量分析装置ではパルス状に加速されたイオンの検出器までの飛行時間を計測す

る．リフレクトロンを装備するものは飛行するイオンを折り返すことによりイオン光路

長を倍増し同時に運動の広がりを収束させる効果があり分解能を向上させる．

Figure 4 Orbitrap 型検出器

Orbitrap では導入されたイオンはスピンドル様の電極を周回すると同時に長軸方向へ往

復運動する．比較的長時間(～1s)イオンを飛行させるため超高真空(10-8 Pa 程度)が要求

される．

リフレクトロン

検出器

加速器

フライトチューブ



12

Figure 5 Fast Atom Bombardment (FAB)

FAB では真空中で 3-NBA・グリセロールなど低揮発性の液体マトリックスに分散した試料

を原子衝突によるエネルギーを用いてマトリックスと同時にイオン化する．ソフトイオ

ン化法とされており付加イオンを生成することが多い．

Figure 6 Electrospray Ionization (ESI)

ESI では電圧をかけたノズルから試料溶液をスプレーすることによりイオン化する．生成

した試料を含む液滴から溶媒分子が蒸発することにより，最終的に試料イオンを生成す

る．

[M+H]+ etc

MS

Xe atom

Xe ion

neutralize

e-

FAB gun
[M+H]+ etc
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Cody, R. B., Analytical Chemistry 2005, 77 (8), 2297-2302.

He(2 3S) + nH2O → [(H2On-1)H]+ + OH- + He(11S)
M* + N → N+•+ M + electron
M* + surface → M+• + electron

He* + H2O → He + H2O+• + e-

J.H. Gross, Mass Spectrometry Second Edition.
Springer, Heidelberg (2010), p. 642.

Figure 7 Direct Analysis in Real Time (DART)

DART の機構自体は簡潔であり，DART ガスを準励起状態にする放電ニードル，加熱ヒータ，

イオン化したガスを除去するグリッド電極から構成される．ノズル先端からは加熱され

た準励起状態の DART ガスを放出する．

Figure 8 He - DART によるイオン化機構

ヘリウムを用いた DART ではいずれにしても大気中の水分が試料のイオン化に関係してい

ると考えられている 34, 50)．イオン化の過程において複数の化学種が関係し電荷を交換す

るため APCI の一種であるとも考えられる．

DART gas (He)

Glow discharge

He*(metastable)

Heater

Heater

Grid electrode
(Ion filter)

Heated He*
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第 2 章 極性-分子量によるイオン化法試料適応性評価

第 1 節 諸言

質量分析においてイオン化は必要不可欠な行程であり，試料に対して適切なイオン化

法を選択することは質量分析の「第一歩」である．しかし，試料に対して不適切なイオ

ン化法を選択してしまうと著しく検出強度が低い，あるいはまったく検出されないとい

う事態も起こり得る．イオン化法選択は質量分析の成否に関わる極めて重要な問題であ

る．

質量分析が一般的な化学分析となった現在，質量分析に供される試料は多種多様であ

り，有機合成であれば多くは分子量にして数百まで中性の有機化合物であり，高分子で

あれば分子量にして数千から数万，生体関連試料では糖・核酸・ペプチド・たんぱく質

と多岐に渡り分子量においては数十万に達することもある．また，金属を含む錯体や配

位結合を持つ化合物などイオン化法選択に注意を要する化合物が試料となることも少な

くない．対してイオン化法の選択肢も増えつつあり，近年では様々な大気圧イオン化法

が開発されている．実験者はこれら多数のイオン化法のから試料に対して適切なイオン

化法を選択しなくてはならないが，現在のところ明確なイオン化法選択の指針はない．40)

質量分析におけるイオン化では従来から分子量とともに極性もまた重要な要素である

と考えられており 51)，イオン化法試料適応性として極性と分子量を用いた 2 次元チャー

トが用いられてきた．一般に低分子量化合物は熱気化しやすくガスクロマトグラフィー

質量分析法 20)を含め EI との組み合わせが多く，分子量が大きくなると単純な熱気化が困

難になり ESI，たんぱく質などさらに巨大な分子には MALDI が用いられる場合が多い．そ

の中間の分子量では APCI，DAPPI，FAB などのイオン化法が用いられる．Maurer らは著作

の中でクロマトグラフィーと質量分析装置の接続部，すなわちイオン化法との相性につ

いて分子量・極性との二次元チャートとして表現している(Figure 9)．52) この図によれ

ば低分子量・低極性化合物は EI，それよりもやや極性の高いものについては Particle

Beam(ここではすなわち FAB)，さらに高極性・高分子量領域では APCI，ESI が有効である

事を示している．この極性-分子量による 2次元のイオン化法適応性の表現はメーカーの

紹介資料など随所で様々なバリエーションを見ることができる．特に，Anal. Bioanal.

Chem., 378(4), 2004. においては表紙として，またその引用として教科書 53)でも登用さ

れていることからも概ね受け入れられているものであると考えられる．

このようには幅広く用いられ受け入れられている極性-分子量によるイオン化法試料

適応 2 次元チャートであるが，実測データに基づいて作成されたチャートはこれまで確

認することが出来なかった．つまり広く普及しているこの極性-分子量による 2 次元イオ

ン化法適応性チャートはすべて想像図であると考えられ，作成者によっても差異が観察

される．51-54) また，これらの極性-分子量による 2次元イオン化法適応性チャートを実際
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に利用することも困難である．まず，これらイオン化法適応性チャートの多くは数字の

記載がないものが多い．さらに極性については数字のみならず，ほとんどの場合無単位

である．

そこで本章では約 600 件の受託 HRMS 測定試料を利用し，大量の実測結果から DART・

ESI・FAB について客観的なイオン化法の試料適応性を評価することとした．特に極性-

分子量によるイオン化法試料適応性チャートを測定結果に基づいて作成し，イオン化法

選択の指標として提供することを試みる． 加えて公共データベースの解析から EI・CI・

APCI・ESI の測定実績の可視化を試みることとした．
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Figure 9 極性-分子量による 2次元イオン化法試料適応性チャート

極性分子量による 2次元イオン化法試料適応性チャートの典型例．52) この他にも随所で

様々なバリエーションが見られるが，これまで実測に基いて作成された例は発見するこ

とができなかった．多くのものは無数字無単位であり，実際にこのチャートを利用して

イオン化法を選択することは難しい．調査した限りでは H. H. Maurer. Liquid

chromatography-mass spectrometry in forensic and clinical toxicology. J.

Chromatogra. B Biomed. Appl. 1998, 713, 3.が最も古い． Copyright Elsevier B.V.
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第 2 節 試料ライブラリおよびデータベースの構築

本研究では早稲田大学・物性計測センターラボで提供していている HRMS 測定サービス

に提供された受託試料を利用した．43) 試料は 2012 年 6 月から 2013 年 3 月まで期間中収

集され，測定までガラス試料管中-20 °C で保存した．試料には構造式・分子式・分子量・

精密質量情報が添付されており，これらは測定結果と共にケモインフォマティクスツー

ルである ChemFinder standard version 9.0 (CabbridgeSoft Corporation, Cambridge, MA)

を用いて建造したデータベースに集積した．

これらの試料は早稲田大学内の幅広い研究分野から提出されており，天然物・生理活

性物質・合成物・保護基を含む合成中間体・(遷移金属を含む)配位化合物・オリゴマ等，

多様な化合物から構成されている．なお，これらの試料および試料に関する情報は測定

依頼研究室より構造式を公開しないという条件下で本研究への利用が許諾されている．

同期間に収集された試料総数・データエントリ総数は 611 件であった．これら試料はす

べてESI-TOFMS(一部FAB-sector MS)を用いて申告された精密質量に対して質量誤差5 ppm

以内で HRMS が測定されたものであり，元素組成についての信頼性は高い．ただし，-20 °C

での保存中に分解した試料，DART・ESI・FAB すべてのイオン化法で未検出(not detected:

ND)となった試料，あるいはポジティブモードでは ND でありネガティブモードで測定し

た試料，合計 23 件は有効試料から除外した．最終的な有効試料数は 588 件であり，炭素・

水素・窒素・酸素の分子式平均は C22.48H27.29N0.79O3.05(MW 357.37)であった．次に Figure 10

に分子量分布をヒストグラムとして示す．このヒストグラムから，得られた試料群は分

子量 300 付近を頂点とし，分子量 150 から分子量 1000 に広く分布していることがよみと

れる．また，分子量分布の重心(すなわち平均分子量)は分子量 384.47 であり，CHNO 分子

量平均 MW357.37 との差分が炭素・水素・窒素・酸素以外の原子，すなわち硫黄・リン・

ケイ素・ハロゲン・その他遷移金属元素などのヘテロ原子の貢献であると考えられる．

以降，本試料ライブラリを in-house 高分解能質量分析試料ライブラリと呼ぶものとする．
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Figure 10 本研究で用いられた in-house 高分解能質量分析試料ライブラリの分子量

in-house 高分解能質量分析試料ライブラリは有効試料数 588，平均分子量 384.47 であ

分子量 150 から分子量 1000 におよぶ幅広い質量分布を示した．72) Reproduced fro

Sugimura et al., Eur. J. Mass Spectrom. 21, 91 (2015). Copyright SAGE Publishing 2
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第 3 節 試料ライブラリの極性評価

化学におけて極性とは双極子モーメントとして定義されており 55)，分子の双極子モー

メントを求めること自体は量子化学計算(分子軌道法)を用いれば難しいことではない．

しかし，量子化学計算は時間を要する手法であり，質量分析におけるイオン化法選択の

ために量子化学計算を行うのは現実的ではない．一例としてクロロププケアナニン

(C33H35ClO11, MW643.085)(Figure 11)56)の密度汎関数理論(Density Functional Theory:

DFT)計算について示す．プログラムに Gaussian 0957)，密度汎関数として B3LYP 58-61)，基

底 関 数 と し て 6-31G(d) 62) を 用 い て ， 科 学 技 術 振 興 機 構 (JST)

J-GLOBAL(http://jglobal.jst.go.jp/)に収録された原子座標を初期座標として構造最

適化を行うと，Xeon E5-2687W V3 3.4GHz (intel)を用いた場合で約 24 時間を要した．

Gaussian 09 では単ノード内でのメモリ共有型並列計算が可能であり，計算に供する core

数を指定することが可能である．Xeon E5-2687W V3 は 8 core であるため 1 CPU = 8 core

での並列計算を行うと約 4 時間 17分まで計算時間を短縮することができる．しかし計算

時間短縮に要する計算資源は等比級数的に増加するため，2 CPU に相当する 16 core を投

入しても 2 時間 40 分までしか短縮されない(Figure 12)．一般的な高性能計算機ではノ

ードあたり 2 CPU 搭載であるため，メモリ非共有型マルチノード並列計算を行わない限

り 16 core 並列計算に要する 2時間 40分がシングルノード並列計算の事実上の限界であ

る．しかし，質量分析をおこなう実験者にとって 2 時間を超える計算時間は短い時間で

はない．クロロププケアナニンの場合，量子化学計算による双極子モーメントを算出す

る時間があれば複数のイオン化法による質量分析実験が十分に可能であり，イオン化法

を事前に検討するという行為そのものの優位性が失われる．

また，双極子モーメントが質量分析おけるイオン化で用いられる極性として妥当であ

るかという問題がある．例としてエチルベンゼンと p-ベンゾキノンという 2 つの化合物

を考える．エチルベンゼンは水素と炭素のみから構成されており，p-ベンゾキノンは水

素・炭素に加え 2 つのカルボニル基を有しているため炭素・水素に加え酸素が追加され

る．同じく Gaussian 09 を用いて B3LYP/6-31G(d,p)レベルで双極子モーメント計算をす

ると，エチルベンゼンは炭素水素のみから構成されるため 0.4591debye という非常に小

さい値を示すが，p-ベンゾキノンはさらに小さく 0.0000 debye となる(Figure 13)．こ

れは，カルボニルが局所的に高い双極子モーメントをもつものの，幾何学的に分子の対

象性が高いため局所的な双極子モーメントを相殺し，結果として分子全体としては極め

て低い値となっていることを意味している．しかし，この 2 つの化合物の逆相系高速液

体クロマトグラフィーを考えると，エチルベンゼンのほうが担体を修飾しているアルキ

ル鎖との相互作用が強くリテンションタイムが長い，あるいは p-ベンゾキノンのほうが

極性溶媒への溶解性が高くリテンションタイムが短いことは容易に推測できる．双極子
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モーメントは分子全体の電荷の偏りを表す数字であり，付加イオン生成に重要な局所的

な電荷の偏りを表現できていないことが理解できる．

一方，簡易な極性の表現が使われている分野もある．例えば，薬物動態学においては

Lipinski’s rule of five という法則が知られている(Figure 14)．63) これは経口投与し

た薬剤の生物学的利用能(:bioavailability)を予測する経験的な法則である．一般的に

経口投与した薬剤は受動的に消化管の粘膜を通過し血管に取り込まれ，全身へと分布し

ていく．この際，消化管粘膜細胞の細胞膜を通過するには低分子量・低極性である必要

がある．Lipinski’s rule of five のうち Log P はオクタノール/水の分配係数であり実

験的に求められる極性そのものであるが 64)，水素結合供与体数・水素結合受容体数は構

造式上から数える事ができる極性の指標として用いられている．

本研究ではこれから質量分析を行う化合物について迅速に極性を求める必要があり，

また大量の試料ライブラリについて極性を求めるため，迅速性・簡便性の高い極性の表

現が求められる．そこで試料ライブラリを用いた実験については極性として topological

Polar Surface Area (tPSA)を採用した．65) tPSA は主として薬物動態学で用いられている

極性の表現である Polar Surface Area (PSA)を構造式から求めるものである(Figure 15)．

PSA は分子モデルを構築，最適化した後，分子モデル上の窒素・酸素および窒素・酸素に

直接結合した水素の合計表面積(Å2)を求めたものであり，溶解性・caco-2 細胞を用いた

細胞膜透過試験などと相関が求められている．66,67) tPSA では部分構造の PSA をパラメー

タ化し部分構造の合計として PSA を算出するものであり，分子モデリング・最適化計算・

表面積の算出・立体異性体の考慮が不要となる．このため tPSA は高速計算が可能であり，

実用性が高い．本研究では ChemFinder による構造式情報を含むデータベースを建造して

いるため，実際の tPSA 算出には ChemFinder からシームレスに利用できる ChemDraw

9.0(CambridgeSoft Corporation, Cambridge, MA)68)を用いた．tPSA 算出に用いた窒素・

酸素を含む部分構造のパラメータを Table 1 にまとめる．例として caffeine の tPSA 算

出を Figure 16 に示す．Caffeine は 2 つのカルボニル(tPSA = 22.3)，3 つの 3 級窒素

(tPSA = 2.7)，二重結合と単結合を持つ窒素(tPSA = 11.3)を持つため，分子全体では tPSA

= 22.3 + 22.3 + 11.3 + 2.7 + 2.7 = 64.0(Å2)と算出される．
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Figure 11 Chloropupukeananin

HO

Cl

O

O

O

O

O

O

HO

O

HO

HO



Gaussian 0

とした Xeon

計算の高速

できるが，

ードでの最
22

Figure 12 Chloropupukeananin の構造最適化計算に要する時間

9による B3LYP/6-31G(d)レベルでの Chloropupukeananin の構造最適化計算を例

E5-2687W v2 3.4GHz (intel)によるメモリ共有型並列計算にみられる量子化学

化．2CPU: 16core を用いることで 625 min を 125 min(1/5)まで短縮することが

必要とする計算資源は等比級数的に増加する．また事実上 16 core 並列は単ノ

大並列数であり，現実的にこれ以上の高速化は望めない．
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Figure 13 双極子モーメントの計
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Figure 15 tPSA による PSA の高速計算

tPSA では窒素・酸素を含む官能基の PSA をパラメータ化することで分子モデルを構築する

ことなく，構造式から高速に PSA を算出することを可能にしている．

Figure 16 tPSA 算出例(caffeine)

tPSA は Table 1 に示された窒素・酸素を含む官能基の部分 tPSA の合計として算出される．

Easy algorithm
NO building Molecular model
NO Optimization
High-Speed calculation
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Table 1 本研究で使用した部分構造 tPSA パラメータ
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第 4 節 約 600 件の実測値に基づいた試料適応性評価

本節では，DART・ESI・FAB について，実験結果に基づいてイオン化法試料適応性特性

評価を行った．初の実験結果に基づく 極性-分子量によるイオン化法試料適応性チャート

の作成を試みる．

○実験方法

DART・ESI・FAB を用いて in-house 高分解能質量分析試料ライブラリを測定し，未検

出(ND)となった試料を比較した．本稿における実験は以下のイオン化法・質量分析装置

を用いて，測定はすべてポジティブモードで実施した．

・DART - orbitrap MS:

Exactive Plus(Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ)を付属標準 ESI にて較正

した後，イオン源を DART-SVP(IonSense, Saugus, MA)に換装した．DART ガスにはヘリウ

ムを採用し，その温度を 350℃，あるいは 500℃とした．試料が固体で提供された場合に

は少量のクロロホルム(和光純薬(株)，大阪)に溶解し，溶液試料はそのままヘマトクリ

ット毛細管(エルマ販売(株), 東京)に吸引させて DART ガス流に接触させた．分解能を

70,000(full width at half maximum: FWHM) @ m/z 200 に設定し，質量誤差 5ppm 以内で

分子関連イオンピークを検出した．

・ESI – TOF MS: 

JMS-T100CS(日本電子(株)，東京)と付属 ESI イオン源を使用した．その際のイオン化

電圧を 2kV とし，分解能は全域で約 6,000(FWHM)とされる．試料溶液は高速液体クロマト

グラフィー用ポンプ: LC-10ADVP((株)島津製作所，京都)と 7725i 型インジェクタ

(Rheodyne, Rohnest Park, CA)を用いたフローインジェクション系を用いて導入した．

試料はメタノール(MeOH) (和光純薬(株)，大阪)溶液とし，移動相として MeOH を流速 0.2mL

min-1 で送液しイオン源に導入した．その際，試料濃度をドリフト較正用内部標準物質:

0.03%トリフルオロ酢酸ナトリウム 69) 90%メタノール水溶液 5μL と同程度のイオン強度

に調整した．質量誤差が 5ppm 以内である分子関連イオンピークを検出した．

・FAB-sector MS

JMS-SX102A(日本電子(株)，東京)および JMS-BU25(日本電子(株)，東京)を用いた．加

速電圧をそれぞれ 10kV, 2.5kV とし，キセノンを FAB ガス，3-ニトリルベンジルアルコ

ール(NBA)(東京化成工業(株)，東京)あるいはグリセロール(東京化成工業(株)，東京)を

マトリックスとして使用した．いくつかの試料においては[M + Na]+を誘導するためヨウ
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化ナトリウム(関東化学工業(株)，東京)溶液を添加した．FAB-sector MS においては整数

質量のみ測定した．

・in-house 高分解能質量分析試料ライブラリ

第 2 章第 2 節で作成した試料ライブラリを用いた．本ライブラリに含まれる試料はす

べて測定依頼者より本研究への使用許諾が得られている．

○結果と考察

・検出イオンと試料検出率

DART についてはプロトン付加イオン([M + H]+)あるいはアンモニウム付加イオン([M +

NH4]
+)70)，ESI ついては[M + H]+あるいはナトリウム付加イオン([M + Na]+)，FAB につい

ては主として[M + H]+一部ヨウ化ナトリウムを添加したものについては[M + Na]+を検出

した．

試料検出率は FAB が最も高く，98.6%であり 588 試料中 580 試料の検出に成功した．DART

および FAB の試料検出率は FAB に対して僅かに低く，それぞれ 96.3%と 96.4%という値を

示した(Table 2)．また試料ライブラリの 92.0%の化合物は DART, ESI, FAB すべてのイオ

ン化法で検出されたことが示された．

・極性－分子量チャートによるイオン化法試料適応性評価

第2章第2節Figure 10に示したin-house高分解能質量分析試料ライブラリについて，

提供された構造式をもとに tPSA(第 2 章第 3 節参照)を算出した．Figure 17 に x 軸を分

子量，y 軸を tPSA としたライブラリの極性-分子量分布を示す．ライブラリは質量と同様

に広い極性分布を持つことがよみとれ，ライブラリの平均 tPSA は 62.14 と算出された．

tPSA を用いることにより大量の化合物の極性分布を短時間で評価することが可能である

ことが示された．

次に，Figure 17 に示した in-house 高分解能質量分析試料ライブラリの tPSA-MW プロ

ットをもちいて DART, ESI, FAB それぞれのイオン化法試料適応性評価を行った．ただし

大部分の化合物はすべてイオン化法で検出されたため除外し，各イオン化法で未検出

(Not Detected: ND)となったものについてプロットした(Figure 18)．この結果によると

試料検出率において DART と ESI は拮抗した値を示しているが，ND となった試料の特性は

全く異なることがよみとれる．DART において ND となった化合物は MW > 800 に集中して

いる．対象的に ESI においては MW < 400，tPSA < 60 の低分子量・低極性領域に NDが集

中していた．試料群を MW > 800 に限定(全体の 97.1%)すると DART の試料検出率は FAB と

同程度(98.3% vs. 98.6%)となり，さらに試料群を MW > 600 に限定(全体の 87.4%)すると

DART は最も高い試料検出率(99.3%)を示す(Table 2)．このことからも DART は低分子を

得意としており，高分子量化合物を苦手としている特性がよみとれる．DART はそのイオ
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ン化機構からAPCIの一種であると考えられる．APCIでは試料の気化は熱に依存しており，

DART においても DART ガス(準励起状態ヘリウム)流の温度に依存すると考えられる．本実

験において DART ガス温度 350°Cでは ND であったが，500°Cでは観測可能であった試料

が散見された．一般的に分子量が大きくなれば化合物は気化しにくくなると考えられ，

これはイオンの検出が化合物の気化に依存したと考えられる．DART においては分子量の

大きい化合物は熱気化しない，あるいは気化する以前に熱分解されるため不利であると

考えられる．

一方，ESI で ND となった試料数は DART のそれと近いものの，その特性は全く異なり，

低分子量・低極性に集中している．ESI では試料分子はイオン化の過程においてプロトン

あるいはナトリウムの付加を受ける．これらの付加反応は分子表面上の極性領域で生じ

ると考えられるため，ESI において極性面積の少ない化合物は ND となりやすいと推測さ

れる．しかしながら，tPSA < 60, MW < 400 の領域であっても ESI で検出される化合物は

多い．Kruve らは[M + Na]+の形成にはキレートの形成が重要であるとしており 71)，安定

な付加イオン形成に関わる高次構造の影響も考えられる．

また，本実験では FAB がもっとも高い試料検出率を示した明確な理由を見つけること

はできなかった．DART および ESI が大気中でイオン化を行ういわゆる ambient ionsource

であるのに対し，FAB は真空中でイオン化するという点で本質的に異なり，この差異が重

要であると考えられる．

本研究により作成された各イオン化法で NDとなった試料の tPSA-MW による 2 次元プロ

ットは，初めて実際のデータに基いて作成された極性-分子量イオン化法試料適応性チャ

ートでもある．72)これまでの想像図 51-54)と大きく異なるのは，91.7%にものぼる試料の大

半がすべてのイオン化法で観測されたため，本研究では各イオン化法の特性が不向きな

領域として表現されていることである．またこの極性-分子量イオン源適応性チャートは

初めての実用可能な数値・単位が記載されたイオン化法選択チャートでもある．第 2 章

第 3 節で述べたように tPSA は簡易で迅速に極性計算が可能であり，測定対象の極性を事

前に検証することが可能である．

実践的に重要な情報は DART と ESI の苦手とする領域が重なっていないことである．こ

れは DART と ESI が相補的に利用できることを示しており，この 2 つのイオン化法を有し

ていれば Figure 17 の領域内であればほぼすべての試料が分析可能であることを示して

いる．
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Figure 17 in-house 高分解能質量分析試料ライブラリの極性-分子量分布図

第 2 章第 2 節で作成した in-house 高分解能質量分析試料ライブラリの 588 試料につ

極性に tPSA を用いて極性-分子量分布図を作成した．分子量は 150 から 1000 程度まで

は 0 から 200 まで幅広く分布した．72)Reproduced from N. Sugimura et al., Eur. J

Spectrom. 21, 91 (2015). Copyright SAGE Publishing 2015.
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Figure 18 各イオン化法における ND 試料分布

Figure 17 のプロットからすべてのイオン化法で検出された試料を除き，DART・ESI・FAB

で ND となった試料のみをプロットした．これにより， MW > 800 に DART で ND となった試

料が， tPSA < 60, MW < 400 に ESI で ND となった試料が分布していることがよみとれた．

本図は初めて実際の測定結果に基いて作成された極性-分子量 2 次元イオン化法試料適応性

チャートであり，加えて単位・数値も記入されていることから初めてのイオン化法選択実

用可能なチャートでもある．また，DART の苦手とする領域と ESI の苦手とする領域は重な

っておらず，この 2つのイオン化法は相補的に利用できることも示している．72)Reproduced

from N. Sugimura et al., Eur. J. Mass Spectrom. 21, 91 (2015). Copyright SAGE

Publishing 2015.

0

100

200

0 200 400 600 800 1000

ND on DART

ND on ESI

ND on FAB

tPSA

MW



31

Table 2 各質量領域での試料検出率(%)

MW range

Ion source Over all MW < 800 MW < 600

DART 96.3 98.3 99.3

ESI 96.4 96.5 96.3

FAB 98.6 98.6 98.5
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第 5 節 公開データベースを用いたイオン化法実績評価

第 2 章第 4 節では in-house 高分解能質量分析試料ライブラリを用いた実測結果から，

DART・ESI・FAB の試料適応性について tPSA を極性とした極性-分子量 2 次元イオン化法

試料適応性チャートとして表現することに成功した．

本節ではさらにこの retrospective な手法を拡張し，実際に質量分析を行うことなく

公開データベースの情報から同様にイオン化法試料適応性を導くナレッジベース解析を

試みた．イオン化法には現在の主流である ESI に加え，DART に相当する APCI，さらに分

子量・極性の小さい分子に適応されていると考えられる EI および CI を選択し，その実

績を比較した．

○実験方法

・データベース

日 本 質 量 分 析 学 会 の 公 式 質 量 分 析 デ ー タ ベ ー ス : mass

bank(http://www.massbank.jp/)73)を利用した．EI(entry: 10575)・CI(entry: 750)・

APCI(entry: 550)・ESI(entry: 4093)の各イオン化法のエントリーからランダムに 200

エントリーを抽出した．加えて各イオン化法のエントリー中から分子量の大きい 50エン

トリーを抽出し，各イオン化法 250 エントリー，合計 1000 エントリーを抽出した．

・極性評価

本章では議論を単純化するため極性として定義されている双極子モーメントを用いる

こととした．

上記で抽出した 1000 エントリーに対し，SMILES 表記で示された構造情報から

Chem3D(CambridgeSoft Corporation, Cambridge, MA)を用いて分子モデルを構築した．

この分子モデルに対して Gaussian 09 を用いて PM674)をハミルトニアンとした半経験的分

子軌道法による構造最適化を行い双極子モーメント(Debye)を算出した．

○結果と考察

・公開データベース: MassBank

世界初のマススペクトル公共データベースであり，2008 年より日本質量分析学会の公式

データベースとして採用されている．分散型データベースであり，国内外様々な研究組

織からイオン化法，質量分析装置，測定方法別にマススペクトルが収録されており，イ

ンターネットを介して公開されている．2015 年 2月 27 日時点で 41092 件のエントリーが

あり，第 2 章第 2節で建造した in-house 高分解能質量分析試料ライブラリに対してデー

タ数が多いこと，MS/MS 解析データが利用可能であること，(自施設で保有していない)
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様々なイオン化法・質量分析装置のデータが得られることが特徴であると言える．しか

し，その一方では同一のイオン化法・装置であっても測定施設・実験者が異なり，必ず

しも実験条件が一致していない．

対して，第 2章第 2 節で建造した in-house 高分解能質量分析試料ライブラリは単一の

実験施設で得られ，実験条件が同一であり，実験者も限られることから極めて質の高い

均一なデータベース・ライブラリであると評価することができる．加えて，約 600 件と

いうエントリー数も単一の実験施設から得られた実験数としては多いと評価できる．

各イオン化法についてのエントリー数を比較すると，EI については 10575 件と極めて

多く，最初に実用化され最も長く使われてきたという歴史的な背景が考えられる．一方

では ESI は 90 年代に普及した比較的新しいイオン化法であるにもかかわらず 4093 件の

エントリーがあり，実績の多いイオン化法であることが理解できる．CIと APCI に関して

は共に 1000 件に満たないエントリー数であり，特に CI については現在あまり選択され

ることのないイオン化法でもあり，今後エントリー数が増えると予測するのは難しい．

APCI については DART をはじめ今後普及することも考えられるが，ESI ほどの実績を期待

するのは難しい．いずれの場合においても 200 件のランダム抽出+分子量の大きい 50 エ

ントリーは現実的な抽出数であると考えられる．

・極性-分子量による各イオン化法の試料適応性

Figure 19 に極性に双極子モーメントを用いた極性－分子量 2 次元試料適応性チャート

を color density graph として示す．

EI において高密度領域(赤色)は MW120-220, 1.2-3.6 Debye，低密度領域(黄色)は

MW48-1350, 0.0-10.6 Debyeを示した．CIにおいては高密度領域がMW80-280, 0-2.9 Debye，

低密度領域はMW70-1360, 0-12.6Debye，APCIにおいては中密度領域がMW190-340, 3.0-6.0

Debye，低密度領域が 0.2－17.3Debye に分布した．ESI において中密度領域は MW180-240,

3.8-5.0 Debye，低密度領域が MW83-900, 0.2-17.3 Debye，全体としては MW65-1830,

0.4-30.0 Debye に広く分布している．

Figure 19は印象に基いて描かれた想像図 50-54)ではなく実際の測定に基いて作成された

ものである．実際に EI・CI においては低分子量・低極性領域に集中しており，それに対

し APCI・ESI は分子量・極性ともに大きな値まで分布している．しかしながら MassBank

には APCI において MW1000 以上のエントリーはなく，ESI においても MW2000 以上のエン

トリーがない．アクリル酸メチルの測定例では APCI で MW1500 以上，ESI では MW2000 以

上の測定例もあり 75)，これらの値がイオンとの試料適応限界ではない．つまり，Figure 19

に見られる結果は MassBank が元来有している試料分布に強く依存している．

第 2 章第 4 節においては同一試料群を用いて直接的にイオン化法試料適応性比較を行
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った．そのため各イオン化法の試料適応性を明確に比較することが可能であった．しか

し，本節においては各イオン化法ごとに異なる試料群を測定している．さらに各エント

リーともイオン化法試料適応の限界を見極める目的はなく，予め試料に対して適切と考

えられるイオン化法を選択していると考えるのが自然である．このため，Figure 18 には

各イオン化法の適応限界は示されておらず，イオン化法試料適応実績として評価される

べきものであると考える．

しかしながら，それでもなお各イオン化法の実績が提示されているため，イオン化法

選択の参考とはなり得るものである．各イオン化法のオーバーラップが大きいという第 2

章第 4 節の結果を踏まえると「より好ましいイオン化法の選択」には適していると考え

られる．

以上のから本節の公開データベースの情報を用いるナレッジベース手法では各イオン

化法の実績を示す事にとどまるが，イオン化法選択の参考なりうる情報を提供したと言

える．76)
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Figure 19 MassBank に見られる各イオン化法の試料適応性

EI(a), CI(b), APCI(c), ESI(d)各イオン化法についてランダムに 200 エントリー+分子量

の大きい 50 エントリー(合計 1000 エントリー)についての双極子モーメントを極性とした

極性-分子量プロット．76)
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第 6 節 結語

本章では 2 つの手法を用いてイオン化法の試料適応性を評価した．第 4 節においては

約 600 件の試料を DART・ESI・FAB により測定し，第 5 節においては EI・CI・APCI・ESI

について公共データベースのエントリーについて解析した．その結果，第 4 節において

は各イオン化法の試料適応性を NDがみられる領域として，第 5節においては各イオン化

法の実績としてイオン化法試料適応性を表現することができた．これまでにも第 2 章第 1

節 Figure 9 にみられるような極性-分子量による 2 次元イオン化法試料適応性チャート

は随所で見られたが，実測に基いて作成されたものはなくこれらはすべて想像図であっ

た．それらに対し本研究で得られた 2 つの極性-分子量による 2 次元イオン化法試料適応

性チャートは一線を期すものであり，共に実際の測定結果に基づき数字・単位の記載さ

れた実用に堪えるものである．ただし，その性格は異なり，第 4 節で作成されたものは

各イオン化法が不得手とする領域を示し，第 5 節で作成されたものは各イオン化法の実

績を示すものである．

DART・ESI・FAB のイオン化法試料適応性については，FAB が著しく高い試料検出率(>

98%)を示した．DARTおよびESIはFABに対してわずかに低い試料検出率(> 96%)を示した．

588 件の試料中 539 試料(91.7%)は DART・ESI・FAB すべてのイオン化法で検出されたこと

から，各イオン化法の試料適応特性は ND となった試料として現れ，DART は分子量の大き

い(MW > 800)領域を，ESI は分子量が小さく(MW < 400)極性の低い領域(tPSA < 60)を不

得手とすることが明らかになった．また，FAB は高い試料検出率に加え，個液・濃度・溶

媒不問であり，さらにキャリーオーバーが少ないというハンドリング特性からも第一選

択肢として初心者にも推奨されるイオン化法である．しかし，FAB はセクター型質量分析

器と組み合わせされることが多く，経済性・装置体積から新設・維持が難しいのが実情

である．このような場合では標準的なイオン化法である ESI にバックアップとして DART

を用意しておくことで，in-house 高分解能質量分析試料ライブラリに含まれる領域であ

ればほぼすべての化合物のイオン化が可能であることを示している．72)

MassBank のエントリーから抽出した EI・CI・APCI・ESI の実績については，既に測定

が行われた時点で実験者によって適切なイオン化法についての判断がなされていると考

えるべきであり，各イオン化法の実績であることに加え実験者の判断が含まれていると

考えることができる．実験者の判断を抽出したことは画期的であり，自ら実験をするこ

となく熟練者の思考を模倣する可能性を持つ 76)．

また第 5 節においては極性として双極子モーメントを，第 4 節においては第 3 節で検

討した結果 tPSA を採用した．双極子モーメントは，極性という用語本来の定義ではある．

しかし，双極子モーメントを得るには分子モデルを構築し分子軌道計算あるいは分子力

学計算を用いて構造最適化した後に算出する必要があるため，煩雑であり時間的にも要
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求が高い．加えて，分子の対称性の影響を受けるため付加イオンを形成するのに充分な

部分的極性を有していたとしても過小評価される可能性は否めない．また，log P は実効

性の高い極性ではあるが，実験的に求める必要がある．tPSA は構造式から極めて単純な

アルゴリズムにより算出されるが，付加イオンを形成する潜在的な極性表面積を求める

ことが可能である．質量分析におけるイオン化について tPSA は第 4節において機能して

いることからも実用的であると言える．
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第 3 章 ESI における付加イオン選択性

第 1 節 諸言

Electroapray Ionization (ESI)27, 28)は 90 年代に普及した比較的新しいイオン化法で

あるにもかからず，第 2 章第 5 節で示したデータベースのエントリー数にもみられると

おり，現在最も普及したイオン化法の一つとなっている．さらに液体クロマトグラフィ

ーと質量分析装置とのインターフェイスとしても優れており，メタボローム・ケミカル

バイオロジーなど生命科学分野では最も利用されているイオン化法の一つである．3-8)

ESI におけるイオン化は帯電残渣モデル・イオン蒸発モデルなどが提唱されているが，

いずれの場合にもプロトン・アルカリ金属・アンモニウム等のカチオン付加した付加イ

オンが生成するとされている．27, 28, 77-81) 書籍には主にプロトン付加イオン([M + H]+)の

生成について詳細に解説されており，実際に[M + H]+ が観察される場合もある．77, 81) し

かし，プロトン以外の付加イオンが観測されることも多く，書籍等ではそれらの生成に

ついてはあまり紹介されていないため，初心者の混乱を招く要因となっている．また，

高分解能質量分析(HRMS)を測定する場合にも，本来の組成に元素が追加されるため付加

イオンは合理的に説明されなくてはならない．メタノール(MeOH)を移動相とした ESI の

場合，[M + H]+に加えてナトリウム付加イオン([M + Na]+)も多く観察される．[M + H]+・

[M + Na]+それぞれの検出強度に関する研究例はあるものの 71, 81)，これまで ESI 付加イオ

ン選択性自体について研究された例はない．

そこで本章では MeOH を移動相とした ESI における付加イオン選択性を明確にし，付加

イオン予測法を開発することとした． 特に HRMS 測定における付加イオン情報の引用可

能文献の提供を指向した．
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第 2 節 実験方法

本研究では 2 つの独立した実験を行った．実験 Aでは MeOH を移動相とした ESI -TOFMS

における付加イオン選択性を解析し，ESI 付加イオン予測法を開発した．実験 B において

は複数の ESI-MS，実験 Aとは異なるサンプルセットを用いて ESI 付加イオン予測法を検

証した．本項における測定は全てポジティブモードで実施した．

・ESI – TOFMS (実験 A・実験 B) 

JMS-T100CS(日本電子(株)，東京)とニードル電圧を 2kV に設定した標準 ESI イオン源

(:直交系ジオメトリー)を使用した．超音波照射脱気処理を施した MeOH(和光純薬(株)，

大阪)を移動相とし，LC-10ADVP((株)島津製作所，京都)ポンプと 7725i 型インジェクタ

(Rheodyne, Rohnest Park, CA)を用いたフローインジェクション系を用いて 0.2mL min-1

でイオン源に導入した．試料は MeOH 溶液とし，その際の濃度をドリフト較正用内部標準

物質: 0.03%トリフルオロ酢酸ナトリウム 69) 90% MeOH 水溶液 5μL と同程度のシグナル

強度(0.1–20 M 相当，1-5 L)に調整した．インジェクション時間は 1.8-3 sec.程に相

当し，水の最終濃度は 5-8%と見積もられる．質量誤差 5ppm 以内にある[M + H]+・[M + Na]+

を検出した．パルスインターバルは 53μs，飛行管長リフレクトロンを含み約 2m，分解

能は全域で約 6,000(HWHM)とされる．

・ESI – Orbitrap MS (実験 B) 

Exactive Plus (Thermo Fisher scientific, Fair Lawn, NJ)とアングル系ジオメトリ

ーを持つ標準 ESI イオン源を用いた．装置は付属較正プロトコールにて較正の後，ニー

ドル電圧を 3.8kV とし，分解能を m/z 200 で 70000(FWHM)とした．その際のスキャン速

度は 3Hz に相当する．試料は T-100CS での測定と同程度の MeOH 溶液とし，7725i 型イン

ジェクタと LC-20ADpV((株)島津製作所，京都)ポンプを用いたフローインジェクション系

により導入した．移動相として超音波照射脱気処理を施した MeOH，その送液速度を 0.2mL

min-1とし，インレット・キャピラリー温度を 320℃とした．

・in-house 高分解能質量分析試料ライブラリ

実験 A では第 2 章第 2 節で建造した試料ライブラリ(611 件)から，ESI で ND だったエ

ントリー，付加イオン以外の分子関連イオン(M+等)が検出されたエントリーを除いた 540

試料を母数とした．

実験 Bにおいては，in-house 高分解能質量分析試料ライブラリと同様に 2013 年 12 月

から 2014 年 8 月の期間中に早稲田大学・物性計測センターラボで受託した HRMS 試料を

用いた．同期間中，319 件の HRMS 測定が行われた．この内，後述する元素組成中に少な
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くとも 1 つ以上の窒素原子あるいは酸素原子を含む 298 試料を母数とし，ESI – TOFMS，

ESI – Orbitrap MS を用いて同日中に測定した． 

これらの試料はすべて構造情報を非公開とする条件の下，測定依頼者より本研究への

使用許諾が得られている．
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第 3 節 結果と考察

・実験 A

2012 年 6 月から 2013 年 3 月までの期間中，ポジティブモードの ESI – TOFMS により

540 試料において付加イオンが観察された．611 件中 71 件はネガティブモードで測定，

ESI – TOFMS で ND あるいは付加イオンを生じないため本実験からは除外した．540 試料

のうち，480 件は[M + Na]+として，92 件は[M + H]+として，32 件についてはその両方が

検出された(Figure 20)．また，ナトリウム・プロトン以外の付加イオン(カリウム, ア

ンモニウム等)は検出されなかった．

これら 540 件の試料について，検出されたイオンを第 2章第 3 節で述べた tPSA を用い

て極性－分子量プロットとして示す(Figure 21)．この結果から，tPSA が高い領域では[M

+ Na]+が優位に，低い領域では[M + H]+が優位に検出されることが示された．実際に tPSA

> 80となる領域では96.0 %において[M + Na]+が検出されており，[M + H]+の検出率は0.6 %，

その両方が検出された試料は 3.0 %となった．対象的に[M + H]+は tPSA = 20，MW = 250

付近の分子量・極性が共に小さい領域に集中した．

検出されたイオンと tPSA との相関を明確にするため Figure 22 に各 tPSA 領域で検出

された付加イオンを帯グラフで示す．この結果から，大部分の[M + H]+は tPSA < 30 の領

域に集中していることがわかる．tPSA は分子上の窒素・酸素と窒素・酸素と直接結合し

ている水素の表面積(Å)の総和であり，この tPSA = 30Å2 の表面積は窒素ないし酸素を

含む官能基 1 つあるいは 2 つに相当する．また tPSA は元素組成中の窒素あるいは酸素数

の関数として捉えることができるため，Figure 21 のプロットを窒素数(N = 0, N = 1, N

> 1)・酸素数(O = 0, O = 1, O > 1)により再プロットした(Figure 23)．その結果，窒

素数においては明確な相関は得られなかった(Figure 23(a))が，[M + H]+が集中していた

領域では N = 1 が多く見られた．それに対し，酸素数では tPSA との強い正の相関が得ら

れた(Figure 23(b))．O = 0 の化合物は tPSA = 0-15，O = 1 は tPSA = 15-30，O > 1 は

tPSA > 30 に多く分布しており，窒素数酸素数それぞれの平均 tPSA は N = 0 72.0; N = 1

55.0; N > 1 65.9; O = 0 17.4; O = 1 26.7; O > 1 77.0 となり，tPSA は酸素原子の数

に強く依存していることが理解できる．また，この結果から[M + H]+は O = 0 の化合物が

集中する領域に多く分布していることがよみとれる．つまり，[M + H]+として観測された

化合物は元素組成中に窒素原子を含み，かつ酸素原子を含まない化合物であると推測さ

れる．この推測に基いて元素組成を解析すると，[M + H]+として観測された化合物の

94.3 %(50/53)が元素組成に窒素を含み酸素を含まない化合物であった．また，[M + Na]+

として観測された化合物の 97.1 %(472/486)が元素組成に酸素を含む化合物であった．

すなわち，MeOH と移動相とした ESI における付加イオン選択性は「元素組成中に酸素

を含む化合物は[M + Na]+として，元素組成中に酸素を含まず窒素を含む化合物は[M + H]+
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として観測される」と結論付けられる．これを Nitrogen-Oxygen rule (NO rule)と命名

した．

・実験 B

続いて実験 A で導いた NO rule について異なるサンプルセット・複数の質量分析計で

検証した．2013 年 12 月から 2014 年 8 月にかけて収集した受託 HRMS 試料 319 件のうち少

なくとも 1つ以上の窒素原子あるいは酸素原子を持つ 298 試料を母数とした．また実験 A

で使用した ESI-TOFMS に加え，ESI のニードルジオメトリー，イオン寿命の全く異なる

ESI – Orbitrap MS を加えた． 

まず 298 化合物を NO rule に基づき，元素組成中に酸素を含む化合物(O ≧ 1): 281，

酸素を含まず窒素を含む化合物(N ≧ 1, O = 0): 17 にグルーピングした．ESI – Orbitrap 

MS においては全て化合物を検出することに成功したが，ESI – TOFMS においては 18化合

物が ND となった(Table 3)．N ≧ 1, O = 0 の化合物群については ESI – TOMS，ESI – 

Orbitrap MS ともにすべて試料において[M + H]+を検出した．また，一部において[M + Na]+

も同時に検出した(Table 4)．O ≧ 1 の化合物群においては，ESI – TOMS では

92.4 %(246/263)の化合物の[M + Na]+が検出され，ESI – Orbitrap MS では 94.7 %の試料

で[M + Na]+が検出された(Table 5)．

この結果から異なるサンプル群であっても NO rule は強く保存されていることが確認

された．加えて，イオン寿命・ESI ニードルジオメトリーの全く異なる ESI – Orbitrap MS

においても NO rule は正確に検出イオンを予測できた．ただし，[M + H]+・[M + Na]+を

同時に検出する場合を考慮すれば ESI- Orbitrap MS に対して ESI – TOFMS がより強くに

NO rule に従っており，これらは測定条件に依存すると考えられる．特に ESI – TOFMS に

おいては CF3COONa を内部標準物質として加えており，通常の ESI よりも Na+濃度が高いと

考えられる．また，直交型の ESI ニードルジオメトリーは感度面では不利であるため，

イオン強度の弱いピークについては検出されにくい．この NO rule の本質は「分子上の

窒素原子は H+を好み，酸素原子は Na+を好む」ということであるが，測定条件によっては

多少のバイアスを生じるものと考えられる．今回見られた窒素と酸素の関係はいずれの

定義にもよらないが酸・塩基の概念に近く，将来的にさらなる考察が期待できる．
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All samples: 611

omit: 71

[M+Na]+: 480

[M+H]+: 92

both: 32

valid: 540

Figure 20 ESI – TOFMS で観察された付加イオン 

本研究では第 2章第 2 節で建造したライブラリ:611 件中，ESI において付加イオンを

伴って検出された 540 試料を有効とした．83.0 %(448/540)は[M + Na]+，11.1%(60/540)

は[M + H]+，5.9 %(32/540)はその両方が検出された．82) Reproduced from N. Sugimura et

al., Eur. J. Mass Spectrom. 21, 725 (2015). Copyright SAGE Publishing 2015.
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Figure 21 極性 - 分子量プロットおける観測イオン分布

[M + H]+は tPSA = 20, 分子量 = 250 付近の領域に集中しているのに対して高 tPSA お

よび高分子量領域では[M + Na]+が優位に観察された．82) Reproduced from N. Sugimura et

al., Eur. J. Mass Spectrom. 21, 725 (2015). Copyright SAGE Publishing 2015.
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Fig. 22 各 tPSA 領域における付加イオン選択性

tPSA < 30 の領域では[M + H]+が優勢であるのに対し，[M + Na]+の選択性は tPSA とと

もに上昇しており，強い相関を示している．[M + Na]+選択性は tPSA とも強く相関してい

る．82) Reproduced from N. Sugimura et al., Eur. J. Mass Spectrom. 21, 725 (2015).

Copyright SAGE Publishing 2015.
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Figure 23 tPSA - 分子量プロット見られる窒素数・酸素数

元素組成中に含まれる窒素数・酸素数を用いて Figure 21 を再プロットした．a)窒素

数は明確な相関を示していないが[M + H]+が多く検出される領域には N = 1 が集中する．

b)酸素数についてはtPSAと明確な相関を示し，tPSAの上昇に伴い酸素数も上昇している．

82) Reproduced from N. Sugimura et al., Eur. J. Mass Spectrom. 21, 725 (2015).

Copyright SAGE Publishing 2015.
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Table 3 ESI – TOFMS, ESI – Orbitrap MS における試料検出数 

Table 4 N ≧ 1, O = 0 において検出されたイオンと検出数

Table 5 O ≧ 1 において検出されたイオンと検出数

detected samples
sample group number of samples JMS-T100CS Exactive Plus
N ≥ 1, O = 0 17 17 17

O ≥ 1 281 263 281

detected ion(s) JMS-T100CS Exactive Plus
[M + H] 14(82.4%) 12(70.6%)

[M + H] and [M +Na] 3(17.6%) 5(29.4%)

detected ion(s) JMS-T100CS Exactive Plus
[M + Na] 223(84.8%) 225(80.1%)

[M + H] and [M +Na] 20(7.6%) 41(14.6%)
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第 4 節 結語

2 台の ESI – MS と 540 + 298 化合物を用いて検証した結果，MeOH を移動相とした ESI

では元素組成中に酸素を含む化合物は[M + Na]+として，元素組成中に酸素を含まず窒素

を含む化合物は[M + H]+として検出される，という法則を導くことに成功し，これを

Nitrogen-Oxygen rule (NO rule)と命名した．82) この NO rule は極めて正確に ESI にお

ける付加イオンを予測することが可能であり，本質的には分子上の窒素はH+付加を受け，

酸素は Na+付加を受けることを意味している．

NO rule の発見は付加イオンの解釈に有効であり，HRMS における推定元素組成の妥当

性を担保するものである．また，Na 付加イオン検出の頻度を示し，一般的な付加イオン

であることを示した．

この MeOH を移動相とした ESI における付加イオン選択性はこれまで統計的に論じられ

たことはなく，また[M + Na]+と[M + H]+の検出頻度についても議論されたことはなかっ

た．窒素と酸素に関する元素組成から付加イオンが決定されるという簡潔な法則ではあ

るが，新規性の高い結果となった．
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第 4 章 DART における付加イオン選択性

第 1 節 諸言

近年，質量分析装置におけるイオン化法として大気圧下でイオン化する ambient

ionsource の開発が活発である．39) なかでも Direct Analysis in Real Time (DART)34, 35)

は 2005 年に Cody らによって開発されて以来，その汎用性，簡便性，市販されていると

いう入手性の高さから急速に普及しており，食品 11-13)，安全保障 16)，法科学 14, 15)，薬学

76, 77)など様々な分野で応用されている．第 2章第 4 節では，この DART は ESI と相補的な

試料適応性を示し，ESI と DART の組み合わせることにより，ほとんどの化合物をイオン

化することが可能である事を示した．72) これは，高い試料検出率もつ FAB が入手困難と

なる中，質量分析関係者，特に高分解能質量分析(HRMS) 測定を行う施設にとっては福音

となる情報である．特に ESI は HRMS に用いるイオン化法として第 3 章において付加イオ

ンの選択性も検討されている．

しかし，これまで DART については付加イオン選択性が検討されていない．ヘリウム(He)

を用いた DART ではイオン化では準励起状態の He が生成し，これが大気中の水分をイオ

ン化，さらに DART gas によって熱気化された試料がイオン化された水によってイオン化

されると考えられている．34, 35, 50) 最終的に[M + H]+を生成するが，実際には[M + H]+以

外の分子関連イオンを観察することもある．具体的にはポジティブモードの DART ではア

ンモニウム付加イオン([M + NH4]
+)を頻繁に観測する．70) 特にイオン強度が安定しにくい

DART の実践においては観測すべきイオンを明確にする必要がある．また DART を HRMS 測

定のイオン化法として利用することを想定した場合，付加イオンは合理的に説明されな

くてはならない．85) 特にアンモニウムが付加する場合は有機化合物の主要構成元素であ

る水素数・窒素数に変化を与えるため厳密に説明がなされなくてはならないと言える．

そこで本章では第 2 章第 2 節で建造した in-house 高分解能質量分析試料ライブラリを

用いて DART 付加イオン選択性を検証した．
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第 2 節 実験方法

本章の実験では試料ライブラリとして約 600 件の試料を DART で測定し，その付加イオン

を検証した．実験は以下の条件で行った．

・DART - orbitrap MS:

Exactive Plus(Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ)を付属標準 ESI にて較正

した後，イオン源を DART-SVP(IonSense, Saugus, MA)に換装した．DART ガスには He を

採用し，その温度を 350℃，350℃で対象試料イオンを検出できなかった場合には 500℃

とした．固体試料は少量のクロロホルム(和光純薬(株)，大阪)に溶解し，溶液・液体試

料はそのままヘマトクリット毛細管(エルマ販売(株), 東京)に吸引させて DART ガス流に

接触させた．分解能を 70,000(HWHM) @ m/z 200 に設定し，質量誤差 5ppm 以内で分子関

連イオンピークを検出した．

・in-house 高分解能質量分析試料ライブラリ

第 2 章第 2 節で建造した in-house 高分解能質量分析試料ライブラリ 72) (有効試料数

588/611 件)中，DART で ND となった試料，付加イオンを生成しなかった試料を除き 566

試料を母数とした．これらの試料はすべて構造情報を公開しないという条件の下，測定

依頼者より本研究への使用許諾が得られている．

・モデル化合物

3-アミノキノリン(和光純薬工業(株)・大阪)および非医療用 edaravone87, 81)(和光純薬

工業(株)・大阪)，L-(-)メントール(東京化成工業(株)・東京)は購入して使用した．

・量子化学計算

量子化学計算には Gaussian 0957)を使用し，密度汎関数として B3LYP 58-61)，基底関数と

してすべての元素に 6-31G(d,p) 62)を使用した．構造最適化計算の後，振動計算を行い収

束と虚振動を含まない事を確認した．
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第 3 節 結果と考察

・DART において観察された付加イオン

第 2 章第 2 節で建造した試料ライブラリ(:有効数 588)中，本章での実験においてポジ

ティブモードの DART で検出できた試料数は 566 件であった．主たる付加イオンはプロト

ンあるいはアンモニウムであったが，8 試料は M+あるいはその他の分子関連イオンとして

検出され，付加イオン選択性を検証する本実験の目的からは外れるため除外した．最終

的な効試料数を 558 件とした．

558 試料中 82.8 %(462/558)では[M + H]+が，47.0 %(262/558)では[M + NH4]
+が検出さ

れ，28.2 %(166/588)ではその両方が観測された．[M + NH4]
+は全体の約半数で検出され，

DART においては希ではなくむしろ一般的な付加イオンであると言える．

本研究では，試料群を[M + H]+のみが検出されたグループ(Gr. [M + H]+): 296，[M + NH4]
+

のみが検出されたグループ(Gr. [M + NH4]
+): 96，その両方が観察されたグループ(Gr.

both): 166 に分類した(Figure 24)．

・極性による評価

Gr. [M + H]+: 296， Gr. [M + NH4]
+: 96， Gr. both: 166 それぞれについて，第 2 章

第 3 節で導いた tPSA を用いて極性-分子量プロットに示す(Figure 25)．tPSA, 分子量と

もに Gr. [M + H]+ < Gr. both < Gr. [M + NH4]
+ という傾向を示したが，明確ではなく，

第 3 章で示した ESI 付加イオン選択性評価(Figure 21)82)に対しオーバーラップが極めて

大きい．このことから極性および分子量は DART における付加イオン選択性の支配的な要

因ではないことがよみとれる．しかしながら DART における Gr. [M + H]+:は ESI におけ

る[M + H]+の領域を含んでおり一定の相関が認められる．これらの結果は DART における

付加イオン選択性は，ESI における付加イオン選択性のように単純に元素組成に依存して

いるわけではないこと示唆しているものと考えられる．

・元素組成による評価

第 3 章の ESI における付加イオン選択性においては元素組成中の窒素・酸素が重要な

役割を果たした．82) 本章においても同様に炭素(C)・水素(H)・窒素(N)・酸素(O)の主要 4

元素の平均組成，および分子量・tPSA の平均を比較した(Table 6)．その結果から，[M +

NH4]
+の選択性は分子量・tPSA・酸素数と相関があり，窒素数とは逆相関が見受けられる．

tPSA すなわち潜在的なイオン付加領域面積が分子量・酸素数とともに上昇することは自

然なことであると考えられるが，窒素数に関しては逆傾向にある．Figure 25 に各グルー

プにおける窒素数・酸素数・試料数の 3次元プロットを示す．Gr. [M + H]+については窒

素数 1が最も多く比較的高窒素・低酸素領域に集中している．それに対して Gr. [M + NH4]
+
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では窒素 0 が稜線を形成し高酸素数まで分布を広げている．Gr. both はその中間の特性

を示していると考えられる．これらのことから DART における付加イオン選択性について

も，ESI と同様に元素組成中の窒素・酸素に相関があると考えられる．

・モデル化合物による評価

元素組成中の窒素・酸素の効果をさらに解析するため，モデル化合物を用いた DART-MS

測定・密度汎関数理論(DFT)を用いた量子化学計算を実施した．DART において[M + NH4]
+

を検出する化合物としてメントール，[M + H]+を検出する化合物として 3-アミノキノリ

ン，その両方を検出する化合物としてエダラボンを選択した(Table 7)．いずれのモデル

化合物においても計算上では[M + NH4]
+の形成が安定である結果が示されたが，しかし，

明確なエネルギー差: E(d) = | E([M + NH4]
+
satble) – (E([M + H]+) + E(NH3)) |あるいは

E(d) = | E([M + NH4]
+
satble) – E([M + NH4]

+) |が算出された．[M + NH4]
+が検出された場

合，E(d)は極めて大きく 38.6 kcal mol-1を示し，[M + H]+が検出された場合には最も安

定な[M + H]+と[M + NH4]
+
satbleとの E(d)は 21.6 kcal mol-1程度ある．両方のイオンが観

察された場合，最も安定な[M + H]+と[M + NH4]
+
satbleとの E(d)もその中間となり 30.6 kcal

mol-1 となった．また，エダラボンにおいては三級窒素へのアンモニウム付加体は安定構

造を得ることができなかった．つまり，アンモニウム付加体とプロトン付加体とのエネ

ルギー差が DART における付加イオン選択性に影響していると考えられる．

・アンモニウム親和力およびプロトン親和力による評価

モデル化合物の測定と DFT 計算から，最も安定な[M + NH4]
+と最も安定な[M + H]+との

エネルギー差と観測されるイオンに影響があることが示唆された．この結果に基づき，

Gr. [M + H]+と Gr. [M + NH4]
+から代表的な化合物を抽出し，それぞれ付加イオンについ

て DFT 計算を行った．計算資源の制限からイオン付加サイトに関する議論を単純化する

必要があり，それぞれのグループから窒素あるいは酸素原子を 1 つだけ含み，遷移元素

を含まない化合物を抽出したところ， Gr. [M + H]+から 40，Gr. [M + NH4]
+から 5，合計

45 化合物が抽出された．Gr. [M + H]+においては 80.0%(32/40)が元素組成中に窒素を含

む化合物であり，20.0%(8/40)が酸素を含む化合物であった．それに対し，Gr. [M + NH4]
+

においては抽出された 5 化合物すべてが組成中に酸素を含む化合物であった．これら 45

化合物に対して E(d) = | E([M + NH4]
+
satble) – (E([M + H]+) + E(NH3)) |を算出したとこ

ろ明確な傾向が観察された(Figure 27)．組成中に酸素原子を含む化合物は窒素原子を含

む化合物に対し，E(d)が大きい(Figure 27(b))．加えて，[M + NH4]
+を観測した化合物は

E(d)が極めて大きく 40 kcal mol-1を超える(Figure 27(a))．対して[M + H]+として観測

された化合物の E(d)は 16 - 34 kcal mol-1に分布している．さらに組成中に酸素原子を

含んで[M + H]+として観測された化合物は 28 - 34 kcal mol-1に分布しており，これは[M

+ NH4]
+として観測された化合物と元素組成中に窒素を含んだ化合物の中間に位置する．
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また，分子サイズと E(d)に相関は見られなかった．エーテル構造などは大きい E(d)を持

つが傾向も観察された．過去に我々が報告した水のイオン化を伴わないアルゴンを用い

た DART において観察された H/D 交換 89)，プロトンアフィニティと[M + H]+ ・[M + NH4]
+

選択性に関する実験結果 90)からも大気中のアンモニアとDARTにおいて形成される付加イ

オンは密接な関係にあると考えられ，今回得られた知見は DART における付加イオン選択

性はアンモニウム付加体とプロトン付加体のエネルギー差に起因することを示している．

Figure 24 in-house 高分解能質量分析試料ライブラリにおいて観察された DART 付加イオン

大多数(82.8%)の化合物において[M + H]+が検出され，[M + NH4]
+は約半数(47.0%)において

観測された．DART においてアンモニウムは特殊な付加イオンではなく，一般的であると言

える．86)本試料群を Gr. [M + H]+，Gr. [M + NH4]
+，Gr. both の 3 つのグループに分けてさ

らなる解析を行った．

[M+H]+: 296

[M+NH4]+: 96

both: 166

Valid samples: 558
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Figure 25 極性-分子量プロットに示された DART 付加イオン選択性

DART において観察された付加イオンを tPSA を極性として用いた極性-分子量 2 次元プロッ

トとして示した．86) tPSA・分子量ともに大まかに Gr. [M + H]+ < Gr. both < Gr. [M + NH4]
+

という傾向を示したが，オーバーラップが大きくこれ以上の解析は難しい．
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Figure 26 各グル

Gr. [M + H]+においては N = 1, O = 0 が

0, O > 1 が最も多い．Gr. both はその中
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Figure 27 [M + NH4]
+と[M + H]+に見られるエネルギー差
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B3LYP/6-31G(d,p)レベルの DFT 計算によって求めた E(d) = | E([M + NH4]
+) – (E([M + H]+)

+ E(NH3))．Gr. [M + H]+・Gr. [M + NH4]
+から元素組成中に遷移金属を持たず，窒素あるい

は酸素原子 1 つを持つ化合物を抽出したところ，Gr. [M + H]+からは 40 化合物，Gr. [M + NH4]
+

からは 5 化合物が選出された．(a) Gr. [M + NH4]
+として検出された化合物について注目す

ると E(d)は 40 kcal mol-1を超えた．(b)加えて，酸素原子をもつ化合物の E(d)は窒素原子

をもつ化合物の E(d)より大きく，E(d) > 28 kcal mol-1に広く分布する．対して窒素原子

を含む化合物の E(d)は 16-24 kcal mol-1にとどまる．86)
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Table 6 各グループにおける平均元素組成

Table 7 各モデル化合物における付加位置とエネルギー差

compound detected position adduct E(d) kcal mol-1

H 21.55

NH4 0

H 46.97

NH4 18.55

H 30.59

NH4 0

H 31.57

NH4 4.90

H 37.00

NH4 -

H 38.61

NH4 0

[M+NH4]
+ 1

[M+H]+

[M+H]+

and

[M+NH4]
+

1

2

1

2

3
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第 4 節 結語

モデル化合物を用いた付加イオン観測と DFT 計算，in-house 高分解能質量分析試料ラ

イブラリ中の 558 試料についての DART 付加イオンの検証および選出した化合物の DFT 計

算の結果，DART における付加イオン選択性は[M + NH4]
+と[M + H]+ + NH3とのエネルギー

差と相関することが示された．86) [M + NH4]
+は[M + H]+に対して極端に安定(ex: E(d) > A35

kcal mol-1)な場合に観測されることが示された．また，[M + NH4]
+の安定化には元素組成

中の酸素原子が関与しており，分子中の酸素はアンモニウム付加を安定化させる効果を

持つが，[M + NH4]
+を検出させるほどアンモニウム付加を安定させることができるのは一

部であることが示された

これらの結果は，DART – MS の実践において探索すべき質量電荷比を明確にするもので

ある．さらに DART を用いた HRMS 測定時における付加イオンの妥当性判断にも貢献する

ものである．
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第 5 章 質量分析への量子化学計算の応用

第 1 節 諸言

第 3 章では，元素組成から ESI における付加イオン選択性を導くことに成功した．82) 一

方，第 4 章，DART における付加イオン選択性は，大まかな傾向は示したものの単純な元

素組成のみから導くことは困難であった．86) しかし，このような状況下でもモデル化合

物と量子化学計算を活用し熱力学的な解析を加えることにより本質的な付加イオン選択

性を導くことに成功した．このように量子化学計算は質量分析においても強力な解析手

段となりうる手法である．安価に潤沢な計算資源が利用できるようになったことは計算

化学が実用的な技術となることに大きく貢献しており，一昔前の中型計算機に匹敵する

100 Gflops 程度の計算資源が 10 万円程度の費用で購入できるようになった．現在では量

子化学計算により，現実的な費用・時間で現実的な精度の物性予測が可能となっている．

本章では質量分析への量子化学計算の応用として，Nudged Elastic Band (NEB)法 91-94)

によるフラグメンテーション解析を試みた．フラグメンテーション解析は気相イオン化

学のみならず近年の生体分子解析においても重要な役割を果たしており，特にプロテオ

ーム・メタボロームの重要な手法となっている．95-97) 量子化学計算はフラグメンテーシ

ョン経路探索においても重要な役割を果たしており，活性化エネルギーを意味する遷移

状態(Transition State: TS)は量子化学計算によってのみ形状を可視化することができ

る．しかし，この TS を求めるには TS，あるいはそれに極めて近い候補構造がなければ実

質的に計算することは不可能であり，高度な技術を必要とする．このように TSを含む最

小エネルギー経路(Minimum energy path: MEP)探索は技術的難易度の高い計算であるが，

NEB 法を応用すれば，初期座標および終座標の入力のみから TS に近似した構造を含む最

小エネルギー経路(minimum energy pass: MEP)を算出することが可能である．NEB 法では

開始座標から終座標に向けて原子を移動させ，任意の中間座標(15～25 程度)作成する．

作成した中間座標を反応方向と直交方向にポテンシャル曲面に沿って最適化する

(Figure 28)．

本章では反応としてキノンとフェノールを用いた．キノンは生体に関して重要な部分

構造であり，98)既に質量分析におけるフラグメンテーション機構が解明されている．99, 100)

芳香族ケトンは競争的に一酸化炭素が脱離することが知られており 101, 102)，律速段階と

して気相でのケト－エノール互変異性が生じることが知られている．103-105)
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第 2 節 実験方法

量子化学計算には Gaussian 0957)を用いた．明記のない限りすべての原子に対して DFT

として B3LYP，58-61) 基底関数には 6-31G(d)62)を用いた．NEB 計算には Reaction Plus Pro106)

を使用し，その際の補完座標数を 25 とした．

TS の探索には Synchronous Transit-Guided Quasi-Newton (STQN)法 107)を用いて最適化

の後，振動計算を実行し虚振動数を確認した．さらに固有反応座標(Intrinsic Reaction

Coordinates: IRC)計算 108, 109)を行い，反応開始・修了座標に戻ることを確認した．
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第 3 節 結果と考察

・p-ベンゾキノンおよびフェノールからの中性一酸化炭素脱離における MEP 計算

カチオン種の p-ベンゾキノンから中性一酸化炭素(CO)フラグメントが脱離する気相反

応(Figure 29)について最適化開始座標・終了座標間と補完座標を 25 とした NEB 計算の

ポテンシャルエネルギーを示す(Figure 30)．NEB 計算では開始座標と終座標のみから MEP

が求められ，本反応からは 1 つ中間体と 2 つの鞍点(saddle point)を得た．この 2 つの

鞍点は TS となり得るものであり，通常，初期座標および終了座標のみからの STQN 計算

では得ることができないものである．

続いて NEB 計算により得られた中間体を終了座標および開始座標とした詳細な NEB 計

算を行い，連結した．合計 50座標からなる，エネルギープロファイルと分子構造変化を

示す(Figure 31)．このエネルギープロファイルでは 2 つのエネルギー障壁があり，それ

ぞれ 5 員環形成(TS 1)と CO 基の脱離(TS 2)からなる．5 員環形成に伴うエネルギー障壁

は約1.6 eV (36.9 kcal mol-1)と見積もられ，続くCO脱離のエネルギー障壁は0.6 eV (13.8

kcal mol-1)程度と見積もられた．つづいてこの 2つの鞍点が TSとなりうるかを検証する

ため Gaussian 09 を用いて振動計算を行ったところ，虚振動は 1つであり TS に近い構造

であると推測された．このように NEB 計算から初期座標と終了座標のみの入力でも TSに

近い構造が得られることが示された．

さらに NEB 計算で得られた鞍点の座標を利用しコンベンショナルな TS 探索法である

STQN 計算による TS 探索を行った．理論上，NEB 計算では正確に TS が求められる保証は

ないが，STQN 法を用いることにより確実に TS を求める事ができる (table 8)．その結果，

TS 1・TS 2 共に STQN 法ではわずかに NEB 計算より低い値を得た．この STQN 法により求

められた TS 1・TS 2 から IRC 計算を行った結果を Figure 32 に示す．Figure 31 と Figure

31 を比較すると NEB 計算は MEP を正確に再現しており，STQN 計算および IRC 計算の組み

合わせは正確に MEP を導くのに対して，NEB 計算では簡便・高速に MEP を導くことができ

る．

次にフェノールイオンからの CO 基脱離について NEB 計算を適応した．このフェノール

イオンからの CO 基脱においては律速段階として気相中でケト-エノール互変異性が生じ

ることが明らかにされている．この律速段階は実験的に Mass Analyzed Ion Kinetic

Energy Spectroscopy (MIKES)法で 3.0-3.2 eV (66.64-73.82 kcal mol-1)，103) Collision

Induced Dissociation (CID)法では 2.89-3.17 eV (65.95-73.10 kcal mol-1)98)と見積も

られている．また，量子化学計算では様々な手法を用いて 2.86-3.34 eV (65.95-77.02 kcal

mol-1)と算出されている(Table 9)．101, 102) Le らはこの CO 基脱離に関して 4段階で進行

すると報告しており，105)NEB 計算においても 4 段階で進行することが確認された(Figure

33)．ケト-エノール互変異性については NEB 計算では 3.00 eV (69.18 kcal mol-1)と見積
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もられ，Table 9 に示す実験値・計算値とよく一致した．NEB 法での更なる利点として，

これらフラグメンテーション反応中での電荷の推移を可視化できることがあげられる．

同じく Figure 33 に主要な原子の Mulliken charge と反応過程を示す．反応初期のケト-

エノール互変異性では脱離する炭素(C(1))のMulliken chargeは0.5程度程度であるが，

最終的には COとしてほぼ 0 となる．

Figure 28 Nudged Elastic Band 法の概念図

NEB 法では，まず開始座標と終了座標を直線的に移動する中間座標を作成し，ポテンシャル

曲面に沿って最適化する．例えると，尾根を超えてロープを投げ 1 方向にのみ正の傾きを

持ちその他の方向には負の傾きを持つ鞍点を探索する．これにより効率的に MEP を求める

ことができる．106)

出展: http://www.hpc.co.jp/chem/react1_feature_3.html Copyright HPC Systems Inc.
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Figure 29 p-ベンゾキノンおよびフェノールからの CO脱離

P-ベンゾキノン，フェノールのフラグメンテーションにおいては過去の研究から一酸化炭

素が中性フラグメントとして脱離することが明らかにされている．フェノールにおいては

気相イオン化学の研究から反応初期にケトエノール互変異性を生じ，これが律速段階とな

る．110)
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Figure 30 NEB 法による p-ベンゾキノンから CO 脱離の MEP

Figure 28 に示した NEB 法を用いた最適化による p-ベンゾキノンから CO脱離におけるエネ

ルギー推移．最適化開始当初では反応として異常に高いエネルギーを示すが，最適化を繰

り返すことにより現実的な値を示す．本反応では，開始座標と終了座標の間に 2つの鞍点:

エネルギー障壁と安定な中間座標が存在することが明らかになった．110)
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Figure 31 NEB 法によるエネルギープロファイル

合計 50 座標による NEB 法によるエネルギープロファイル．STQN 法・IRC 計算など高度な計

算技術を用いることなく，簡便にエネルギープロファイルを作成する事ができる．110)
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Figure 32 STQN 法および IRC 計算によるエネルギープロファイル

従来法によるエネルギープロファイル．TS に関しては正確に求めることができ，NEB に対

して低い値が求められているものの技術的な要求が高い．本計算では Figure 31 で求めた

NEB 方による鞍点の分子構造を利用することにより，比較的平易に求める事ができた．110)
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Figure 33 NEB 法によるフェノールからの CO 脱離

フェノールから CO が脱離する過程においてはケト-エノール互変異性が律速段階となるこ

とが知られており，NEB 法においてもこれが再現された．中間座標から Mulliken charge と

して電荷の局在も求めることも可能であり，最終的に CO は無電荷で脱離する．110)
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Table 8 p-ベンゾキノンの CO脱離における TS の零点エネルギー

Table 9 各種法で求められたフェノールにおける

ケト-エノール互変異性に要するエネルギー103-105)

Method TS 1 TS 2
NEB 1.50 eV 0.68 eV
STQN 145 eV 0.60 eV

Relative energy (eV) Method
3.00 NEB B3LYP/6-31G(d)
3.0-3.2 MIKES

2.89-3.17 Threshold CID
3.34 MP2(full)/6-311++G(2d,2p)//B3LYP/6-31G(d)
2.87 B3LYP/6-311++G(2d,2p)//B3LYP/6-31G(d)
3.29 MP2(full)/6-311++G(2d,2p)//MP2(full)/6-31G(d)
3.01 B3LYP/6-311++G(d,p)//B3LYP/6-311++G(d,p)
2.86 B3LYP/6-311++G(d,p)//B3LYP/6-311++G(d,p)
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第 4 節 結語

NEB法を用いることにより初期座標と終了座標のみから簡易にMEPを算出することが可

能であり，潜在的に TS に近いエネルギー障壁を求めることができた．さらに STQN 法お

よび IRC 計算を併用することにより効率的に完全なエネルギープロファイルを作成する

ことが可能であった．110)

量子化学計算は質量分析においても強力な解析ツールであり，フラグメンテーション，

付加イオンの形成などイオン化における諸現象の解析に有効である．特に NEB 計算は初

期座標および終了座標のみから反応機構の推定，エネルギー概算が可能であり今後の応

用が期待される．
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第 6 章 総括

本研究では質量分析におけるイオン化法の特性について約 600 件の測定結果を

retrospective approach(回顧的手法)により解析し明らかにした．

これまでイオン化法試料適応性の説明には極性-分子量による 2次元チャートが用いら

れてきたが，それらは実験結果に基づいておらず想像図に過ぎなかった．本研究では tPSA

を採用することにより簡便に化合物の極性をあらわすことが可能であることを示し，

DART・ESI・FAB について試料適応性を極性-分子量 2 次元チャートとして具現化した．72)

これは初めて実測に基いて作成された実用可能なイオン化法試料適応性チャートである．

また，公共データベース MassBank の解析からは EI・CI・APCI・ESI について，エントリ

ーに依存し各イオン化法の実績を示すチャートを得ることができた．76)

付加イオン選択性について，本研究は元素組成中の窒素・酸素が影響をおよぼすこと

を明らかにした．

メタノールを移動相とした ESI においては，プロトン以上にナトリウムが高頻度に観

測される付加イオンである事を明らかにした．さらにその付加イオン選択性は，Nitrogen

– Oxygen rule(: 元素組成中に酸素を含む化合物はナトリウム付加，元素組成中に酸素

を含まず窒素を含む化合物はプロトン付加イオンを観測する)という単純な法則に支配

され，予測可能であることを示した．82)

DART においては，アンモニウム付加イオンが約半数で観測される一般的な付加イオン

であることを明らかにした．さらにモデル化合物・量子化学計算を用いた解析により元

素組成中の窒素原子はプロトン付加イオンを形成し，酸素原子はアンモニウム付加イオ

ンの安定に寄与していることを明らかにした．86) また量子化学計算の質量分析への応用

として NEB 法により遷移状態を含むフラグメンテーションにおけるエネルギー最小経路

計算の簡便化を示した．110)

イオン化法試料適応性および付加イオン選択性は質量分析初心者が実践教育を受ける

に際に疑問を感じる部分である．しかしながら統計的な蓄積，適切な引用可能文献が存

在しなかった部分でもある．この点において本研究は不足している情報を補完し，質量

分析の発展に貢献したと考えられる．本研究が成功した背景には，日常的に注意深く実

務が行われてきたこと，測定依頼者の協力が得られたこと，量子化学計算を利用するこ

とで数値的な議論を可能にしたこと，ケモインフォマティクスを活用したことが挙げら

れる．また，受託分析試料に対して retrospective approach を実践した意義も大きく，

このことは機械学習等への応用の可能性を示すものである．今後は質量分析のみならず

本研究と同様の手法が採用されていく可能性が考えられる．さらに NMR の化学シフト予

測に量子化学計算が用いられる 111-113)ように，さらなる量子化学計算の高速化は網羅的な

計算を可能にし，質量分析おいてもフラグメンテーション解析 112)，付加イオン予測等に

活用される潜在的な可能性を示唆している．
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本研究は実験実務者が日常的に経験している分析経験を集積し統計的に解析すること

により，分析実務経験を体系化したものであるとも言える．今後も実務経験を継承する

手法について開発が期待される．
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