
1　序　　　論

質量分析（MS）は，マトリックス支援レーザー脱離イオン
化（Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization, MALDI）
やエレクトロスプレーイオン化（Electrospray Ionization, 

ESI）のようなソフトなイオン化法の発展により，生体高分
子だけでなく合成高分子の分野においても構造解析に用い
られるようになった1）～6）．特にMALDI-MSは分子量分布の
情報を与えるだけでなく，NMRや IRの分析では検出が困
難な複雑に混在する合成高分子の末端基の情報を得ること
ができる7）．MALDIでは，UVレーザー光を吸収するため
に有機マトリックスを用いるが，そのマトリックスは分析
対象の化合物に対して適したものを選択する必要があ
る8）．そのために，構造不明な合成高分子や混合物に対し
て有効なマトリックス，溶媒，カチオン化剤の最適化に多
大の労力を要する．分子量分散度（Mw/Mn）が大きい合成
高分子において，分子量の違いによりイオン化効率が異な
るので，正確な分子量分布が得られない9）．そのためにク
ロマト分離などの前処理精製が必要である10）．MALDI-MS

は，その原理からクロマトグラフィーとオンラインで結合
することが容易でないので，MALDIイオン化法の液体ク
ロマトグラフィー質量分析（LC-MS）への適用は難しい10）．
一方，ESIや大気圧化学イオン化（Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization, APCI）は，クロマトグラフィーと質
量分析をオンラインで容易に接続できるイオン化法であ
る11）12）．ESIは極性の高い化合物に対して有効なイオン化

法であり，高分子量の合成高分子に対して多価イオンが生
成するので，飛行時間型質量分析計以外の四重極型やイオ
ントラップ型の分析計の利用が可能である13）14）．APCIは低
極性の化合物に対して有効なイオン化法であり，合成高分
子に対しても 1価イオンが主生成物である15）．
近年，LC-MSが合成高分子の混合物試料の構造解析に対
して非常に有効な手法であることが報告されている16）～18）．
合成高分子のクロマト分離には，一般にサイズ排除クロマ
トグラフィー（SEC）を用いた分子量による分離が行われ
る19）．しかし，逆相カラムや順相カラムを用いた分離が行
われる場合もある20）．それらの検出器には主に UVやフォ
トダイオードアレイが用いられている21）．
更に，クロマト分離能の向上を図るために，2種類の性

質の異なるカラムを組み合わせた LC×LC法による方法
が報告されている22）～26）．2種類のカラムをオンラインで接
続し，一つ目の（1st）カラムで分離した溶離液を一定時間
ごとに二つ目の（2nd）カラムで更に分離・検出する．こ
の手法により，1stカラムでは十分に分離できなかった成
分についても，2ndカラムで更に分離した 2Dクロマトグ
ラムが得られる．検出器に質量分析計を用いることによっ
て，溶出された時間におけるマススペクトルから詳細な構
造解析を行うことが可能である．LC×LC法の問題点の一
つは，1stカラムの分離の際にバルブにループできる液量
に限りがあるため，2ndカラムには保持時間の短いカラム
が必要なことである．また，多ポートバルブや 2台の送液
ポンプ，LC×LCでの二次元クロマトグラムを描画するソ
フトが必要となる．
本研究では，異なる性質を持つ 2種類のカラムを用いて
それぞれのLC-MSクロマトグラムを測定し，それらのデー
タを一つにまとめて擬似的な二次元クロマトグラムを作成
する手法を提案する．LC-MSクロマトグラムでは，保持時
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間（R t），m/z 値，イオン強度のデータが得られる．それら
のデータを数値化し，m/z 値を橋渡しにしてそれぞれ 2種
類のカラムの保持時間について散布図を作成する．この擬
似 2Dクロマトグラムは短時間で簡便に作成できる利点を
もっている．この解析手法の有効性を 10種類のポリエー
テルの混合物試料を用いて検討する．

2　実　　　験

2・1　試　料
実験にはポリエーテルであるポリエチレングリコール

（PEG），ポリプロピレングリコール（PPG），PEGと PPG

のブロック及びランダムコポリマーを用いた．Table 1に
実験に用いた 10種類の合成高分子を示す．Table 1の試料
はすべて Sigma-Aldrich Corp. から購入し，表中の数平均
分子量（M n）はカタログ値である．超純水は Milli-Q SP 

TOC超純水製造装置（Millipore Corp. 製）を使用した．酢
酸アンモニウム，メタノール（HPLC用），テトラヒドロフ
ラン（有機合成用），アセトニトリル（HPLC用）は和光純
薬製のものを使用した．ポリエーテル試料は，溶媒アセト
ニトリルを用いて濃度 0.01 mg/mLに調製した．それらの
溶液試料は，HPLC用バイアルに 200 μLずつ入れてオート
サンプラーにセットした．

2・2　装置及び測定条件
LCは Accela（Thermo Fisher Scientific Inc.），質量分析
装置はアナライザーにオービトラップ型を用いた，フーリ
エ変換型の Exactive（Thermo Fisher Scientific Inc.）を使
用した．イオン化法は ESIの正イオンモードを用い，スプ
レー電圧 4.70 kV，キャピラリー温度 250℃，キャピラリー
電圧 95 V，チューブレンズ電圧 160 V，スキマー電圧 41 V，
質量分解能 100,000，質量範囲 m/z  200～4000で測定し
た．
分析カラムは，逆相カラムの Inertsil C8-4（5 μm 2.1×

50 mm :  ジーエルサイエンス）と順相カラムの Inertsil 

HILIC（3 μm 2.1×250 mm :  ジーエルサイエンス）を使用
した．逆相カラムの分離では，移動相に 10 mM酢酸アンモ
ニウム水溶液（溶媒 A）とアセトニトリル/テトラヒドロフ
ラン混合溶液（1/1 v/v）（溶媒 B）を用い，グラジエント
は 3分間溶媒 Bを 5％ に，3～18分で溶媒 Bを直線的に
95％ に増やして23分まで溶媒Bを95％ の状態に保った．
流量は 0.2 mL/minで送液した．順相カラムの分離では，
移動相にメタノールを使用し，流量は 0.4 mL/minのアイ
ソクラティック条件で送液した．ポスト添加溶媒は，50 

mM酢酸アンモニウム水溶液を用いて流量 0.5 mL/minで
送液した．カラム温度は 35℃，試料溶液の注入量は 10 μL
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Table 1    Sample structures and their number average molecular weight (Mn)
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である．

2・3　擬似 2Dクロマトグラムの作成
逆相及び順相カラムを用いて測定したポリエーテルの

LC-ESI-MSデータの m/z，R t，イオン強度のデータセット
を SIEVEソフト（ver.1.2，Thermo Fisher Scientific Inc.）を
用いてそれぞれ数値化する．イオン強度のノイズレベルを
適当な値に設定した上で，m/z値に対するR tとイオン強度
のセットを各カラムについて抽出する．m/z 値を基準に各
カラムの R t（min）を縦軸，横軸とする散布図を作成する．
例えば，m/z  906のイオンが，逆相カラムでは R t＝15，順
相カラムでは R t＝3.0に検出された場合は，散布図である
擬似 2Dクロマトグラムには座標（15, 3.0）にプロットさ
れる．試料が合成高分子である場合は，同じ R tにおける質
量スペクトルには分子量分布があるのでイオンのピーク数
が多くなり，すべての m/z 値をプロットすると擬似 2Dク
ロマトグラムが作成される．この手法は，通常の LC×LC

測定に比べて，二つの LC間の細かいパラメーター調整を
必要としないので簡便である．必要なデータは，独立して
LC-MS測定で得られる二つのクロマトグラムだけなので，

測定時間も短縮できる利点がある．更に，m/z，R t，イオ
ン強度のデータセットから擬似 2Dクロマトグラムを作成
するので，異なる装置で測定したデータ，過去に測定した
データに対しても適用できる．

3　結果及び考察

3・1　ポリプロピレングリコールの分析
平均分子量 2000，末端基に -H，-OHを持つ PPG-H2000

（Table 1）について，順相カラム（HILIC）と逆相カラム
（C8）を用いたときの LC-ESI-MSクロマトグラムを Fig. 1a, 

bに示す．Fig. 1a, bの横軸は保持時間，縦軸は質量数，そ
して色により強度を示している．逆相カラムでは R t＝
10-18，m/z  500-3000付近，順相カラムでは R t＝1.6-2.2に
それぞれ多価イオン（z＝1-3）が検出されている．これら
の 2つの測定データから得られた擬似 2Dクロマトグラム
を Fig. 1cに示す．擬似 2Dクロマトグラムの横軸は逆相カ
ラムの R t，縦軸は順相カラムの R tである．擬似 2Dクロマ
トグラムにおいて，イオンは（横軸 R t，縦軸 R t）＝（10-20, 

1.5-2）の領域に限定され，三つのイオン群に分離されてい
る．これらは z＝1-3の多価イオンに相当する．この手法の

Fig. 1    2D plots of LC-ESI-MS for PPG-H2000 using (a) reversed and (b) normal phase columns and (c) 
psuedo 2D liquid chromatogram integrated with the two LC-ESI-MS data using the different columns.    
Abscissa axis and vertical axis of the 2D plots are retention time (R t) and mass-to-charge ratio (m/z), and 
color thickness is ion intensity.
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問題点は，同じ組成のイオンでも付加イオンの種類が異な
ると m/z 値が異なるため，誤った擬似 2Dクロマトグラム
を与えることである．合成高分子の ESIマススペクトルで
は，[M＋Na]＋と [M＋K]＋のように 2種類の付加イオンが
しばしば同時に観測される．また，カラム種類によっては
測定条件を変更することで付加イオンの種類が変わる場合
もある．この問題を避けるために，酢酸アンモニウムを移
動相に添加するか，又は，ポストカラム法の溶媒に添加す
る方法を採用した．その結果，マススペクトル中にはアン
モニウム付加イオンのみが観測された．擬似 2Dクロマト
グラム法は，順相（HILIC）と逆相カラム（C8）の双方の
分離条件で検出されるイオンが同じm/z値であり，マスス
ペクトルの質量分解能が高ければこの手法による解析が可
能であることが分かった．

3・2　PEG-co -PPGブロックコポリマーの分析
平均分子量 2900，末端基に -H，-OHを持つ PEG-co -PPG-

H2900ブロックコポリマー（Table 1）用いて実験を行っ
た．PEG–co–PPG-H2900の実験結果を Fig. 2に示す．擬似
2Dクロマトグラム（Fig. 2c）では，逆相カラムで検出され
たイオン（Fig. 2a）は R t＝7-18，順相カラムでは（Fig. 2b）

R t＝1.6-2.3の範囲に限定される．逆相カラムの R t＝7-13

に検出されているイオンは，マススペクトルから m/z＝
500-1500の PEG-co -PPGブロックコポリマーであった．し
かし，Table 1の PEG-co -PPG-H2900でのMn値より分子量
が小さいので，試料の低分子量成分であると考えられる．
しかし，順相カラムを用いた場合は，マススペクトル上で
この低分子量成分のイオンは検出できなかった．PEG-co -

PPG-H2900で置換と低分子量成分のイオンが同じ保持時
間で溶出するので，量の少ない低分子量成分のイオンはイ
オンサプレッション効果のために検出されなかったものと
考えられる．

PEG-co -PPG-H2900で置換の擬似2Dクロマトグラム（Fig. 

2c）は，前述の PPGのクロマトグラム（Fig. 1c）に比べて
イオンのプロット領域（16-18, 1.6-2）は小さく，プロット数
も少ない．これは，逆相と順相クロマトグラム（Fig. 2a, b）
のマススペクトル中に共通する m/z 値のイオンが少ない
ためである．その理由として次のことが考えられる．
ESI-MSは高分子量試料を多価イオンとして検出する．Fig. 

2aの逆相クロマトグラムでは，2-4価のイオンが比較的分
離されているが，順相クロマトグラムでは 2-4価のイオン
が分離されていない．したがって，両方のクロマトグラム
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Fig. 2    2D plots of LC-ESI-MS for PEG-co -PPG-H2900 using (a) reversed and (b) normal 
phase columns and (c) psuedo 2D liquid chromatogram.



に共通する m/z のイオンが少ない．また，逆相カラムでの
み検出された低分子量成分のイオンは，順相カラムでは検
出されないので擬似 2Dクロマトグラムにプロットされない．

3・3　ポリエーテル混合物試料
Table 1の試料 10種類の 0.01 mg/mL混合溶液を用いて

同様に LC-ESI-MS測定を行った．Fig. 3aの逆相クロマトグ
ラムでは R t＝1，6-8の付近に PEGイオンが検出されたが，
ほとんどのイオンが重なってしまっているため解析は困難
であった．また，R t＝1，6-8と同じ試料が明らかに異なる
保持時間に溶出された理由は不明である．R t＝10-18に
PEG-co -PPGのイオン，R t＝15-20に PPGイオンが検出さ
れた．順相カラムでは R t＝1.7-2.5に Table 1すべてのイオ
ンが溶出した．両カラムともに 6種類の PEGは構造が類似
しているので分離できなかった．逆相カラムでは PEG，
PEG-co -PPGと PPGのそれぞれを分離できた．しかし，順
相クロマトグラムの分離は十分でなかった．そのために，
それぞれの試料に対するクロマトグラムのイオンが R t＝
1.7-2.5に重なって検出された．この二つのクロマトのデー
タから擬似 2Dクロマトグラムを作成した（Fig. 3c）．マス
スペクトルから，領域 Aと Bは 6種類の PEGである．両

カラムともに分離が不十分なため，擬似 2Dクロマトグラ
ムでも分離できていない．領域 Cと Dは PEG-co -PPGのラ
ンダムで Eはブロックコポリマーであり，それぞれが十分
に分離され，ランダムとブロックコポリマーの違いが識別
できた．逆相カラムではランダムとブロックコポリマーの
分離ができており，順相カラムではランダムコポリマーの
末端基と分子量の違いが分離できたために，良好な擬似
2Dクロマトグラムが得られた．領域 Fは最も極性の低い
PPG-H2000である．これらの結果から，擬似 2Dクロマト
グラム法により，ポリエーテルの混合物試料において物性
の違いによる分布の作成が可能であり，ポリマー解析に有
用であることが分かった．

10種類の試料の組成はモノマーユニットに PEG又は
PPGを使用し，末端基や平均分子量が異なるだけである．
そのために，多価イオンが存在する場合は，一つの m/z の
イオンに対して異なる R tが多価イオンの数だけ検出され
る．基準にm/zを使用しているため一つしかプロットでき
ないので，2Dデータのプロットの数が少なくなる．しか
し，1種類のポリマーの擬似 2Dクロマトグラムの場合は，
そのような多価イオンの影響は軽減される．一方，混合す
る試料の種類が増加するにつれて，多価イオン，イオンサ

Fig. 3    2D plots of LC-ESI-MS for a mixture solution of 10 samples using (a) reversed and 
(b) normal phase column and (c) psuedo 2D liquid chromatogram.
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プレッションの影響及び検出イオンの増加による m/z 値
の重なりが増えてくるので擬似 2Dクロマトグラムの正確
さに欠けてくる．
良好な分離能の擬似 2Dクロマトグラムを得るために

は，質量分解能とカラムの分離能のいずれか又は両方を高
めることが有効と考えられる．たとえば，高分解能質量分
析計を使用することにより検出イオンの重なりが低減され
ると，プロット数が増加し詳細な擬似 2Dクロマトグラム
が得られる．逆相と順相カラムのどちらかで分離能が向上
すれば，PEG-co -PPGの場合のように擬似 2Dクロマトグラ
ムで異なる領域に分離される．
擬似 2Dクロマトグラム法は，LCxLCのように UV検出
器等を用いて 2Dクロマトグラムを作成することはできな
いが，質量分析計を使用することによって初めてその作成
が可能になる．擬似 2Dクロマトグラムは短時間で簡便に
作成できる利点を持ち，合成高分子の混合物に対しても十
分に分離・解析ができる有効な手法である．

4　結　　　言

異なる性質を持つ 2種類のカラムを用いてそれぞれの
LC-MSクロマトグラムを測定し，それらのデータを一つに
まとめて擬似的な二次元クロマトグラムを作成する手法を
開発した．この擬似 2Dクロマトグラムの手法を，10種類
のポリエーテル混合物の分析に適用した．その結果，6種
類の末端基及び分子量の異なる PEGは分離できなかった
が，2元系 PEG-co -PPGのランダムとブロックコポリマー及
び PPGの 4種類は十分に分離・解析することができ，その
有用性を示すことができた．この擬似二次元クロマトグラ
ム法は，合成高分子の混合物のみならず低分子化合物の多
種類の混合物の一斉分析にも適用できるので幅広い展開が
期待できる．
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A simple and rapid method to provide a 2-dimensional liquid chromatogram (LCxLC) was 
developed for the characterization of synthetic polymers using liquid chromatography coupled 
with electrospray ionization mass spectrometry (LC-ESI-MS).    Two sets of LC-MS chromatogram 
data using two different LC columns were prepared in property.    The elution time of each chro-
matogram was plotted based on ions with the same m/z  values, to give a scattering diagram of 
pseudo 2D-chromatogram.    The application of this method was discussed to separate and iden-
tify a mixture of ten different polyethers.

Keywords  :  two-dimensional liquid chromatography (LCxLC); psuedo 2D liquid chromatogram ; 
LC-MS ; synthetic polymer ; ESI (electrospray ionization).
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