
概要
環境中の新たな汚染物質検出と同定の必要が高まるにつれ、精密質量 LC/MS 分析と
統計解析ソフトウェアの併用による綿密なデータ解析を導入した環境スクリーニング

という新たなアプローチが求められています。ここで紹介するメソッドでは、Agilent 
6550 iFunnel Q‑TOF LC/MS と Agilent Mass Profiler ソフトウェアを用いて、下水処理
場の上流および下流から採取した河川水サンプルを分析・解析しています。下流サン

プルと上流サンプルにおける汚染物質の比較を行うことにより、汚染の発生状況が明

らかになりました。検出された汚染物質は、下流河川水サンプルデータから抽出され、

精密質量データベースおよびライブラリを用いて同定しました。最終的に、下流サンプ

ルからは 890 の化合物が検出され、21 種類を同定しました。

はじめに
環境中の新たな汚染物質に対する懸念が、世界中の環境科学者や一般市民のあいだで高
まっています。農薬、除草剤、医薬品、腐食防止剤、難燃剤などは、地表水や地下水、飲料
水にとって脅威となる汚染物質です。また、水界生態系や公衆衛生にも悪影響を及ぼしま
す1,2。しかし、水サンプルに起因する細胞の酸化的ストレスのうち、既知の汚染物質の影響
と関連づけられるのは、0.1 % 未満です3。こうした事実から、さらなるスクリーニングアプ
ローチが求められています。

質量分析による環境中の既知汚染物質の検出および定量は、十分に確立および活用されて
いますが、このテクニックでは想定外の汚染物質を検出することはできません。このニーズ
に対応可能な、高分解能な精密質量分析およびケモメトリック化学計量統計解析を用いた、
ノンターゲットアプローチに対応できる新ツールおよびテクニックが開発されています。
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ここで紹介するアプローチでは、Agilent 
6550 iFunnel Q‑TOF LC/MS システム、Agilent  
Mass Profiler ソフトウェア (統計解析ソフ
ト)、Agilent MassHunter Qualitative Analysis  
ソフトウェア (定性解析) を用いて、河川水
サンプルの未知汚染物質の分析、抽出、同
定をおこないました。

実験方法
ドイツのアマー川にある下水処理場の上
流と下流からサンプルを採取しました。採
取した水は固相抽出 (HLB および ENBV+) 
により 500 倍濃縮しました。

分離は、Agilent 1260 Infinity バイナリポンプ  
(G4220A)、Agilent 1260 Infinity 高性能オー
トサンプラ (G4226A)、Agilent 1260 Infinity 
カラムコンパートメント (G1316C) を搭載す
る Agilent 1260 Infinity HPLC システムを使
用しました。

Agilent 6550 iFunnel Q‑TOF は、MassHunter 
Acquisition B.05.01 を 2 GHz 拡張ダイナミッ
クモードで使用しました。採取レートは 
MS モードで 1 スキャン/秒、MS/MS モード 
で 3 スキャン/秒としました。ターゲット MS/ 
MS 設定では、ターゲット質量リストと最
適なコリジョンエネルギーを用いました。

実験パラメータ

UHPLC カラム Phenomenex Synergi 
Polar‑RP、150 × 3 mm、
4 µm、35 ºC

移動相 A) 水 + 0.1 % ギ酸
B) メタノール + 0.1 %  
ギ酸

グラジエント 
プログラム

分 % B

0 5

1 5

10 95 

17 95 

ストップタイム 17 分

流量 0.3 mL/min

結果と考察
MassHunter Qualitative Analysis の Molecular 
Feature Extractor (MFE) アルゴリズムを用
いて、データを解析しました。MFE は、LC/
MS の全データから、設定された基準値に
照らし合わせ、分析対象物質の抽出クマト
グラムを作成します。抽出されたクロマト
グラムはフィーチャーと呼び、MS、RT、面
積値を含む数値データとして、統計解析に
用います。

下水処理場の下流で採取し、3 回抽出し
た水サンプルでは、1564 フィーチャーが
検出されました。1043 フィーチャーは下
流サンプルに特徴的なもので、下水処理
場の排水が地表の河川水の水質に大きな
影響を与えていることが示されました。リ
テンションタイムおよび質量データの調
整、ブランク減算、3 つのレプリケートす
べてでの発生率により、データの絞り込
みをおこないました。下水処理場排水に
起因する 1043 フィーチャーをさらに解
析し、同定を試みました。分析対象フィー
チャーの精密質量を用いて、Molecular 
Formula Generator (MFG) ソフトウェアに
より計算をおこない、分子式候補を導出し
たのち、同位体パターン、同位体スペーシ

ング、割り当てられた分子式の理論上の精
密質量と実際に得られたフィーチャーの
精密質量との差から導き出されるスコア
を用いて、精度を評価しました。たとえば、 
m/z 264.1967 については、質量差のスコア
が 94.5、同位体パターンのスコアが 99.7、
同位体スペーシングのスコアが 99.4 で、総
計して 97.1 のスコアで C16H25NO2 と同定さ
れました。5 ppm の質量精度で元素 C、H、
N、O、S、P、Cl を用いて、全部で 894 の分
子式を、測定した精密質量に割り当てるこ
とができました。

データベース検索による下流水サンプル中
の主なフィーチャーの予備推定において
は、水界系環境に関連する 450 以上の汚
染物質を含む Agilent 社製データベースで 
18 ヒット、Agilent パーソナル化合物デー
タベース (法医学/トキシコロジー ) で 144 
ヒット、Agilent 農薬パーソナル化合物デー
タベースで 26 ヒットが得られました。関連
化合物を選択し、さらなる分析と同定をお
こないました。選択した化合物を化合物リ
ストにまとめました。このリストでは、さら
なる Q‑TOF LC/MS測定の際に、プレカー
サイオンが自動的に MS/MS 分析用リスト 
(MS/MS インクルードリスト) へ送られます。

図 1. MFE により抽出された下水処理場下流の河川水サンプルのフィーチャー。 
A) すべてのフィーチャー、B) 下水処理場のインプットに特徴的なフィーチャー。
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その後、得られた精密 MS/MS データを 
Agilent パーソナル化合物データベース (法
医学/トキシコロジー ) およびライブラリで
同定をおこないました。図 2 は、抗痙攣お
よび精神安定剤のカルバマゼピンが同定
された例を示しています。得られた質量ス
ペクトルとライブラリの質量スペクトルが
一致しています。この結果は、精密質量フ
ラグメンテーション情報を含む包括的な質
量スペクトルライブラリの有用性を示して
います4。

精密質量データベースやライブラリでヒット
しなかった化合物については、ChemSpider 
や PubChem といったパブリック化学デー
タベースで分子式を検索しました。この検
索により、数百の構造候補がヒットしまし
た。各分子式の候補を絞り込み、ランクづ
けするために、Agilent Molecular Structure 
Correlator (MSC) ソフトウェアを用いて、コ
ンピュータによるフラグメンテーション解
析をおこないました。入力データは、分子
式と、未知化合物について測定した精密質
量 MS/MS データです。データを入力する

と、MSC ソフトウェアが総和分子式をもと
に ChemSpider 検索をおこない、算出した
質量フラグメントと測定した質量フラグメ
ントの一致度をもとに、ポジティブヒット
のランクづけをします。イオパミドールの
例 (図 3) でわかるように、MSC で高いラン

クのついたヒットが、もっとも可能性の高
い化学構造として選択されます。最終的な
同定は、標準試料により確認する必要があ
ります。
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図 2. 下流水サンプルで検出された薬剤カルバマゼピンの構造、採取スペクトル (A)、
ライブラリスペクトル (B)。

図 3. プレカーサイオンおよびプロダクトイオンの精密質量、Agilent MassHunter Molecular Structure Correlator (MSC) ソフトウェア、ChemSpider を用いた
イオパミドールの同定。
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結論
下水処理場の上流と下流で採取した河川
水サンプルを、Agilent 6550 iFunnel Q‑TOF 
LC/MS および Agilent MassHunter 統 計
解析および定性分析ソフトウェアにより
分析しました。ノンターゲットスクリーニ
ングメソッドにより、890 を超える未知化
合物が検出されました。精密質量データ
ベースを用いて分析対象化合物を同定し
たところ、150 の汚染物質候補が得られま
した。ライブラリ検索を用いた MS/MS 分
析により 21 の汚染物質を帰属し、標準試
料を用いた確認によりさらに 32 の汚染物
質を同定しました。データベースやライブ
ラリに含まれていない化合物については、
コンピュータによるフラグメンテーション
と ChemSpider 検索しました。Agilent 6550 
iFunnel Q‑TOF LC/MS と解析ソフトウェア 
(統計解析および定性分析) は新たな環境
汚染物質の検出と同定に有効で、新たなス
クリーニングアプローチを実現できます。
さらにこの分析結果を利用すれば、精密質
量データベースおよびライブラリに収録さ
れている化合物数を拡大し、さらなる研究
に役立てることが可能です。
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