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概要

抽出物および浸出物（E&L）に関する研究では、正確な化合物の同定が重要になります [1]。広
範囲にわたる種類と濃度の化学物質を含有する E&L 抽出は複雑であり、化合物の同定が課題
となっています [2]。従来、E&L に関する研究の中で GCで検査可能な部分については、標準 EI 
フルスキャンモードでのユニットマス GC/MS と NIST GC/MS ライブラリ検索による化合物の同
定が用いられています。ただし、ライブラリの一致スコアが不確かな状態で検出された化合物の
場合、この手法から得られるのは限られた結果のみです。 

この研究では、高分解能の精密質量 GC/Q-TOF と Low-Energy EI 対応のイオン源を用いるこ
とにより柔軟性と信頼性が向上した、E&L 化合物分析用の新しいツールについて説明します。

図 1. Agilent 7250 シリーズ GC/Q-TOF システム
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データ解析
化合物の同定では、Agilent MassHunter Unknowns Analysis 
B.08.00 の SureMass [3] および NIST 14 GC/MS ライブラリとの照
合を用いました（図 2）。標準 EI スペクトルと Low-Energy EI スペク
トルを比較することにより、同定した化合物の分子式を調査しました。
必要に応じて、Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.08.00 
を用いて MS および MS/MS 質量スペクトルを確認しました。未知化
合物の候補物質を MS/MS スペクトルを基にして構造解析するため
に、Agilent MassHunter Molecular Structure Correlator B.08.00 
を用いました。サンプルグループの差分解析には、Agilent Mass 
Profiler Professional（MPP）B.13 を使用しました。  

実験方法

機器による分析
サンプル抽出物とコントロールは、Agilent 7250 シリーズ GC/Q-TOF 
システム（図 1）と表 1 に示した条件により分析しました。取り込みメ
ソッドのリテンションインデックス（RI）をキャリブレーションするため
に、n-アルカンを注入しました。  

表 1. Agilent 7250 GC/Q-TOF 分析条件

パラメータ  設定

カラム Agilent DB-5 MS UI、15 m × 0.25 mm、0.25 µm 

注入口 S/SL、310 ℃

キャリアガス 1.5 mL/min ヘリウム

オーブンプログラム 50 ℃ で 5 分、 
10 ℃ /min で 320 ℃ まで上昇、10 分

トランスファーライン 280 ℃

イオン源モード EI、70 eV、10～ 15 eV

イオン源温度 200 ℃

四重極温度 150 ℃

スペクトル範囲 50～ 1,000 m/z

図 2. SureMass によるピーク検出とライブラリ照合に用いた Agilent MassHunter Unknowns Analysis ソフトウェア
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サンプル前処理
生理食塩水を 37 ℃ で 72 時間フロースルー抽出し、組み立てが完了し
た使い切りのバイオプロセスシステムを抽出しました。生理食塩水は、
1 錠のリン酸緩衝生理食塩水錠剤（Sigma）を 200 mL の各蒸留水
に加えることで調製し、137 mH NaCl、2.7 mM KCl、10 mM リン酸
緩衝液を作製しました（25 ℃ で pH 7.4）。エタノールと水/エタノール
（1:1）溶液を用いてデバイスのフィルタを抽出し、抽出溶媒間の差を示
しました。すべての抽出実験において、コントロールブランクを準備し
ました。各抽出溶液（エタノール以外）は等量のジクロロメタンで抽出
してから 10 倍に濃縮し、GC/Q-TOF により分析しました。

結果と考察

生理食塩水抽出物とコントロールブランクの関係
MPP ソフトウェアを用いてサンプルとコントロール間の差分解析を実
行し、生理食塩水抽出物の結果を代表的なデータセットとして示しま
した。その結果から、デバイス全体の生理食塩水抽出物中にはコント
ロールブランクと比較して、倍率変化 ≥ 3 および p-値 ≥ 0.05 を示す 
113 の化合物が存在することがわかりました（図 3）。表 2 は、多く含
まれる成分を示しています。

表 2. 生理食塩水抽出物の化合物の同定リスト（上位のリスト）

化合物 分子式* RI
質量差 
（mDa）

カプロラクタム C6H11NO 1,268 0.2

フェノール C6H6O 978 0.0

トリ(1,2-プロピレングリコール)、 
モノメチルエーテル

C10H22O4 1,315 0.0

Dowanol 62b 異性体 1 C10H22O4 1,291 -0.2

Dowanol 62b 異性体 2 C10H22O4 1,294 -0.2

Dowanol 62b 異性体 3 C10H22O4 1,289 0.0

暫定 ID 化合物 C9H12O4 1,572 0.5

Dowanol 62b 異性体 4 C10H22O4 1,286 -0.1

安息香酸, 4-エトキシ-, エチルエステル C11H14O3 1,527 0.1

暫定 ID 化合物 C12H15N3O3 1,659 0.2

バニリン C8H8O3 1,399 -0.1

ヘキサンアミド C6H13NO 1,144 -0.2

暫定 ID 化合物 C8H12O3 1,403 0.1

7,9-ジ-tert-ブチル-1-オキサスピロ(4,5) 
デカ-6,9-ジエン-2,8-ジオン

C17H24O3 1,908 -0.2

暫定 ID 化合物 C15H22O 1,476 0.4

エチルパラベン C9H10O3 1,522 0.2

2-ピロリジノン、1-メチル- C5H9NO 1,040 0.3

2,4-ジ-tert-ブチルフェノール C14H22O 1,507 0.0

暫定 ID 化合物 C8H8O 1,069 -0.2

2-イミダゾリジノン、1,3-ジメチル- C5H10N2O 1,109 0.3

アセトアミド、N-シクロヘキシル- C8H15NO 1,292 0.2

ブトキシエトキシエタノール C8H18O3 1,187 -0.2

ジ-t-ブチルヒドロキノン  C14H22O2 1,467 0.0

2-フェニルイソプロパノール C9H12O 1,088 -0.3

暫定 ID 化合物 C5H12O2 1,014 0.1

ベンゾチアゾール C7H5NS 1,232 0.2

フタル酸ジメチル C10H10O4 1,452 0.1

暫定 ID 化合物 C13H20O2 1,349 0.5

図 3. 生理食塩水抽出物中に有意に存在する化合物を示すボルケーノプロット
（右上）
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* 同定した化合物の分子式は、標準 EI モードと Low-Energy EI モードの 
スペクトルを比較することにより確認（または、暫定 ID 化合物を提案） 
しました。
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Low-Energy EI による評価
図 5 に示すように、Low-Energy EI を用いた実験により、スペクトル
内の分子イオン（M+）を維持または確認できる可能性が高くなります。
これらの実験では、ライブラリ検索の結果に期待できない場合に、暫
定化合物の同定に関するさらなる知見が得られます。

図 6 は、Low-Energy EI と Q-TOF MS/MS により、未知化合物（2 
つの溶媒抽出グループ間で共通）を分析するためのワークフローを示し
ています。可能性のある候補物質は、ベンジルアルコール誘導体です。

図 7 は、Low-Energy EI スペクトルがエタノール抽出物に固有の多数
のアルカン化合物を高い信頼度で同定するために有用であることを示
しています。  

結論

• Low-Energy EI により、M+ を維持または確認できる可能性が高ま
ります。また、精密質量 MS/MS スペクトルからは、未知化合物の
構造解析に関する有益な知見が得られます。 

• 精密質量測定と RI キャリブレーションを実施することにより、化合
物の同定における信頼性が向上します。 

• 差分解析は、サンプルグループの E&L 化合物を比較するのに役に
立ちます。  

抽出溶媒の影響
フィルタ抽出物を評価して、異なる抽出溶媒を用いた際の抽出物プロ
ファイル全体に対する影響を調べました（図 4）。ベン図によってこれ
らの結果を簡単に視覚化でき、各抽出で検出された一意の抽出物と共
通の抽出物の両方がわかります。 

図 5. Low-Energy EI により、一致スコア 92.6（RI：1908）の高い信頼度で同定された化合物のスペクトル内の  
M+ 相対アバンダンスが増加 

7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione
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図 4. デバイスのフィルタにより異なる溶媒から抽出された抽出化合物を示す 
ベン図
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図 6. Agilent MassHunter Molecular Structure Correlator による候補物質に関する Low-Energy EI  
および構造解析による未知化合物の分析ワークフロー
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Step 2: Confirm M+ and perform Q-TOF MS/MS

Step 3: Structure elucidation on possible candidate
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図 7. n-アルカンの Low-Energy EI（12 eV）スペクトル。M+ クラスタは良好な質量精度と同位体信頼度を示しています。
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