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概要
このアプリケーションノートでは、GC/TQ 用 Agilent MassHunter Optimizer を用いて、マルチ
プルリアクションモニタリング（MRM）データ取り込みメソッドをほぼ自動で全面的に開発できる
ことを実証します。GC/TQ Optimizer は、スペクトルデータのデコンボリューションによって、クロマ
トグラフィーによる干渉がある場合でも、プリカーサイオンを確実に同定します。このツールにより、
MRM データ取り込みメソッドの開発時間を大幅に短縮できると同時に、手作業による確認を減
らせます。このプロセスの検証には、カリフォルニア州およびカナダで規制されている大麻に関連
する 25 種類の農薬の混合物を使用しました。

Optimizer ツールの主なメリットは以下のとおりです。

• MRM 最適化メソッド開発の時間を短縮

• 自動化による手作業の軽減

• 再現性

• GC/MSD メソッドから GC/TQ へのトランジションのスムーズな実施が可能

• 確認ツール内蔵

Agilent MassHunter Optimizer を用いた 
大麻中農薬の GC/TQ MRM メソッドの開発
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はじめに
GC/MS/MS の MRM トランジション開発に
は課題が多く、いくつもの手順を踏む時間の
かかるプロセスです。このプロセスは、分析対
象物の共溶出やマトリックス干渉によってさら
に複雑になる可能性があります。これまで、こ
のプロセスは熟練した科学者の手作業による
確認が必要でした。GC/TQ 用 MassHunter 
Optimizer を活用することで、MRM モードの
データ取り込みパラメータの自動最適化が可
能になります。

MRM メソッド開発全体を、ユーザーによる介
入なしに、高度に自動化できます。また、最適
化ステップをそれぞれ個別に実行することも
可能です。最適化ステップは以下で構成され
ています。

• 分析対象物を、デコンボリュートした 
スペクトルのライブラリ検索によって同定

• プリカーサイオンの同定

• さまざまなコリジョンエネルギーで 
プロダクトイオンを同定

• プロダクトイオンの選別

• コリジョンエネルギーの最適化 

GC/TQ 用 Optimizer では、［スキャンデータ
から開始］ や ［SIM イオンから開始］ といっ
たいくつかのワークフローを活用できるため、
GC/TQ を初めて使うユーザーでも、既存の
シングル四重極スキャンメソッドや SIM メソッド
をトリプル四重極 MRM メソッドに変換でき
ます。これまで TQ を利用していたユーザーは、
［MRM で開始］ のワークフローによって、コリ
ジョンエネルギーを MRM 用に再最適化でき、
新たなクロマトグラフィー条件でのリテンション
タイムの更新も行えます。

この研究では、カリフォルニア州で Bureau of 
Cannabis Control（BCC）1 によって、また、
カナダで保健省 2 によって大麻に対して規制
されている、GC で検査できる農薬を検出す
るための MRM 取り込みメソッドを開発しま
した。これらの化合物は、エレクトロスプレー 
LC/MS による分析が極めて難しいとされてい
るものです。 

［スキャンデータから開始］のワークフローに
従って、溶媒中の農薬標準混合物を用いて各化
合物に対し、最大 18 の MRM トランジション
を開発しました。その後、開発した MRM ト
ランジションのコリジョンエネルギーを大麻マ
トリックスで再最適化しました。マトリックス
最適化済みの最終的な MRM 取り込みメソッ
ドには各化合物に対する最大 5 つのトランジ
ションが含まれており、難しいとされる大麻
マトリックス中のターゲット農薬に対する高い
選択性を実現しました

実験方法
GC/TQ 用 MassHunter Optimizer には、
Agilent MassHunter GC/MS Data Acquisition 
バージョン 10.0 以上が自動でインストール
され、Agilent 7000 シリーズおよび 7010 シ
リーズ GC/TQ との使用がサポートされてい
ます。Agilent GC/MS 設定ツールによって 
GC/MS 機器が構成されると、デスクトップア
イコンが作成されます。MRM 開発の開始に
は、既存のデータ取り込みメソッドが必要です。
MRM トランジションの開発および最適化の
際は、取り込みメソッドの GC パラメータがす
べて保持されます。

このソフトウェアでは、MRM トランジションの
開発および最適化において、以下のワークフ
ローを活用できます。どの取り込みメソッドで開
始するかによって、ワークフローを選択します。
ワークフローは次のとおりです。

• ［スキャンデータから開始］

• ［SIM イオンから開始］

• ［MRM で開始］

このアプリケーションノートでは、MRM 開発プ
ロセス全体を対象とする、［スキャンデータから
開始］のワークフローについて説明します。こ
の研究に使用したのは、Agilent 8890/7010B 
GC/TQ システムと、MassHunter acquisition 
10 SR1 を含む、Agilent MassHunter ワーク
ステーションのリビジョン 10 です。開始する
取り込みメソッドは、大麻中の農薬の GC 分析
で成果を上げられるよう、すでに最適化したも
のを用いました。3 ［スキャンデータから開始］
のワークフローによって、質量分析計がフルス
キャンモード（MS2）で動作して、化合物の同
定とプリカーサイオンの選択に使用するスキャ
ンデータファイルを取得し、140 ms のスキャ
ン時間で m/z 35～ 450 の範囲でスキャンを
実行しました。

［スキャンデータから開始］のワークフローは、
連続して実行される、以下のステップで構成さ
れています。

• ターゲット化合物を同定するためのフ
ルスキャンデータの取り込みまたはイン
ポート

• プリカーサイオンの同定

• プロダクトイオンの同定

• コリジョンエネルギーの最適化
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スキャンから開始する場合、MRM 開発の第 1 
ステップは、デコンボリューションされたス
ペクトルのライブラリ検索による、分析対象
物の同定です。これによって、カラムのブリー
ド、共溶出する成分やマトリックスに起因す
る干渉など、クロマトグラフィーによる干渉
がある場合であっても、対象分析物の正確
な同定が可能になり、プリカーサイオンを高
い信頼性で選択できるようになります。スペ
クトルデータのデコンボリューションおよび
ライブラリ検索には、Agilent MassHunter 
Unknowns Analysis ソフトウェアで用いるア
ルゴリズムと同様のアルゴリズムが使われま
す。GC/TQ 用 Optimizer は、*.L.xml または 
*.mslibrary.xml. を含むライブラリフォーマッ
トをサポートします。このため、NIST などの
大規模なスペクトラルライブラリの利用にも、
Agilent MassHunter ライブラリエディタソフ
トウェアによってユーザーが構築した小規模
なライブラリの利用にも対応可能です。このア
プリケーションノートでは、ターゲット化合物
のみを含む、ユーザーが構築した農薬ライブ
ラリを使用しました。

MRM 開発の残りの 3 つのステップは高度に
自動化でき、ユーザーによる操作も不要です。
また、次のステップに進む前に各ステップの結
果を確認することも可能です。次に進む前に、
ユーザーは自動化された選択を変更したり、
必要に応じてイオン選択を追加したりすること
ができます。このアプリケーションノートでは、
次の最適化ステップに進む前に、ターゲット農
薬に対して選択したプリカーサの確認を行い
ました。ここに示す残りの MRM 最適化のス
テップはすべて自動化しました。

MRM 開発とコリジョンエネルギーの最適化
が完了すると、開発した取り込みメソッドを、
タイムセグメント MRM メソッドまたはダイナ
ミック MRM（dMRM）メソッドとして保存で
きます。後者で保存した場合、最少ドウェルタ
イムと 1 秒あたりのサイクル数をユーザーが
定義できます。

最初の MRM 開発にあたっては、GC/TQ シ
ステムで容易に検出可能な濃度の対象化合
物を含む原液を使用して行うことを推奨しま
す。開発したトランジションのコリジョンエネ
ルギーは、このアプリケーションで示すように、
マトリックスで再最適化できます。

結果と考察

ライブラリの検索とプリカーサイオンの
同定
25 種類の農薬は、標準混合物から得たフル
スキャンクロマトグラムを用いて、デコンボ
リュートした質量スペクトルをオーダーメード
の農薬ライブラリで検索することで同定しまし
た。図 1A に、化合物の同定が完了した後の 
Optimizer ウィンドウを示しています。このウィ
ンドウの構成要素は次のとおりです。

• 化合物表（Compound Table）

• 標識ピークを示したクロマトグラム

• デコンボリュートした質量スペクトル

• 各化合物に対して利用可能なプリカーサ
イオン

• 同定されたすべての化合物に対して選択
されたすべてのプリカーサイオンの概要
図 1B に、化合物の表を示しています。

ライブラリの一致スコアは、図 1 の表の Hit 
Score（ヒットスコア）列に示されます。化合
物名、CAS 番号、分子式や分子量といった、
ライブラリで利用可能な情報は、Optimizer 
の化合物表にインポートされます。各化合物
同定用のデコンボリュートしたスペクトルは、
化合物表で化合物を選択すると表示されま
す。図 2 には、推奨されるプリカーサイオンを
緑で強調表示した、ペンタクロロニトロベンゼ
ン（キントゼンとも呼ばれる）同定用のデコン
ボリュートしたスペクトルを示しています。スペ
クトルデータのデコンボリューションによって、
カラムブリードや共溶出ピークといった、クロ

マトグラフィーによる干渉がある場合であって
も、化合物の正確な同定と信頼性のあるプリ
カーサイオンの選択が可能です。

プリカーサイオンの一覧は、化合物表で対応
する化合物を選択すると表示されます。図 3A 
には、ペンタクロロニトロベンゼンに対して利
用可能なプリカーサイオンの一部を示してい
ます。Optimizer メソッドでは、プリカーサと
して選択できるイオンは各化合物に対して 6 
つまでと設定していたため、ソフトウェアによっ
てこの表で選択されたイオンが自動的にプリ
カーサイオンとして選択されました。

ソフトウェアが推奨するプリカーサの選択は、
アバンダンスと m/z 値に基づいている点にご
留意ください。また、1 つのクラスタからは 1 
つのイオンしか選択されません。例えば、m/z 
値が 295 である、ペンタクロロニトロベンゼン
の分子イオンは、プリカーサイオンとして自動
的に選択されます。スペクトラムにおいて最も
アバンダントなイオンではないものの、m/z 値
が高く、特異性があるためです。ソフトウェア
が推奨するプリカーサは、選択されたイオン
のチェックを外すか、利用可能な別のイオンに
チェックを入れることで上書きできます。

続く MRM 開発ステップ（プロダクトイオンの
同定およびコリジョンエネルギーの最適化など）
は自動化が可能で、最適化された最終的なト
ランジションのみユーザーによる確認が必要
です。また、順番に段階的に行うこともでき、
これによって、コリジョンエネルギーの最適化
ステップを行う前に、プロダクトイオンの選択
を確認できます。
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図 1. 化合物同定結果（A）を示した GC/TQ 用 Agilent MassHunter Optimizer のウィンドウと、ライブラリ検索と質量スペクトルのデコンボリューションによるフルスキャンク
ロマトグラムで同定された 25 種類の農薬の化合物表の拡大図。共溶出する化合物は黄色で強調表示しています。これらの化合物は、何回かに分けた注入によって最適化され
ました（B）。

A
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図 2. 推奨されるプリカーサイオンを緑で強調表示したペンタクロロニトロベンゼンのデコンボリュートした質量
スペクトル

図 3. ペンタクロロニトロベンゼンに推奨されるプリカーサイオン（A）とプリカーサ同定パラメータ（B）

A

B
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プロダクトイオンの同定
各プリカーサイオンに対するプロダクトイオンの
同定は、ユーザーが定義する複数のコリジョン
エネルギーでプロダクトイオンをスキャンする
ことで行います。プロダクトイオンのスキャン
には最大 4 つのコリジョンエネルギーを利用
できます。この研究では、プロダクトイオンス
キャンの実験を 5、15、25 および 35 eV のデ
フォルト値で行いました。プロダクトイオンの
最適化には、分析対象物 1 つにつきプリカー
サイオンがいくつあるか、または分析対象物を
クロマトグラフィーによってどれだけ分離でき
たかによって、複数の注入が必要になる場合
があります。最も効果的な MRM 開発を確実
に行えるよう、クロマトグラフィーによってベー
スライン分離された分析対象物を使用するこ
とを推奨します。ただし、質量スペクトルが異
なり、化合物のレスポンスアバンダンスが同等
の場合は、共溶出する化合物の MRM 開発を
行えます。共溶出するターゲット物質の MRM 
開発を行う際には、追加注入が必要な場合も
あります。この研究では、図 1B の化合物表に
黄色強調表示で示すように、標準物質中の農
薬のいくつかが共溶出していました。すべての
ターゲット農薬のプロダクトイオンスキャンの
完了までに 12 回の注入を行いました。1 化
合物あたり 6 つのプリカーサイオンのスキャン
のため 6 回、強調表示した共溶出する化合物
のスキャンのためさらに 6 回でした。

プロダクトイオンの同定結果は図 4A に示し、
プロダクトイオンスキャン表では、ペンタクロ
ロニトロベンゼンを強調表示しています。この
ウィンドウの構成要素は次のとおりです。

• プロダクトイオンスキャン表。各行は、 
1 つのプリカーサイオンに対応しています

• 4 つの異なるコリジョンエネルギーで 
得られたプリカーサそれぞれのトータル
イオンクロマトグラム（TIC）または 
抽出イオンクロマトグラム（EIC）

• 4 つの異なるコリジョンエネルギーで 
得られた、強調表示したプリカーサの 
プロダクトイオンスキャン質量スペクトル

• 強調表示したプリカーサに利用できる 
プロダクトイオンを示した表

• 選択したすべてのプロダクトイオンの概要

プロダクトイオン同定パラメータは、図 4B に
示しています。プロダクトイオンの選択は、図 
4A のペンタクロロニトロベンゼンのプリカーサ
（m/z 295）の場合で示すように、アバンダン
スに基づいています。プロダクトイオン同定ス
テップで手作業による確認を行う場合、ソフト
ウェアが推奨するプロダクトイオンは、選択し
たイオンのチェックを外すか、別の利用可能な
イオンにチェックを入れることで上書きできます。

コリジョンエネルギーの最適化
コリジョンエネルギーは、前段階で選択した
値に近い最適化または定義した範囲での最適
化が可能です。この研究では、6 回の注入に
よる 5 eV のステップサイズで、0～ 60 eV の
範囲の 375 MRM トランジションに対して、コ
リジョンエネルギーを最適化しました。このス
テップでは、共溶出がない場合または共溶出
する化合物を無視する場合には、注入を 6 回
行う必要はなく、3 回で済みます。コリジョン
エネルギーの最適化の結果は図 5A に示し、
MRM トランジション表には、強調表示した
ペンタクロロニトロベンゼンの 295 & 236.8 
トランジションを示しています。このウィンドウ
の構成要素は次のとおりです。

• MRM トランジション表。各行は、1 つの 
MRM トランジションに対応しています

• すべての試験済みコリジョンエネルギー
値で得られた各トランジションの TIC  
または EIC

• MRM トランジションのアバンダンスと 
コリジョンエネルギーとを対比グラフで
示した、イオンブレークダウンプロファイル

• 強調表示した MRM トランジションの 
アバンダンスに対応するコリジョンエネ
ルギー
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図 4. プロダクトイオンスキャン表（A）で強調表示した、プリカーサ m/z 295 のペンタクロロニトロベンゼンのプロダクトイオン同定結果とプロダクトイオン同定パラメータ（B）

B

A
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図 5. MRM トランジション表（A）で強調表示されたペンタクロロニトロベンゼンの 295 & 236.8 トランジションでのコリジョンエネルギー最適化結果とコリジョンエネルギー
最適化パラメータ（B）

B

A
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乾燥大麻花抽出マトリックスでの 
コリジョンエネルギーの再最適化
マトリックスでのコリジョンエネルギーの再最
適化はオプションです。このステップを行うこ
とで、メソッドの選択性の向上につながります。
この研究では、溶媒で開発した MRM トラン
ジション のコリジョンエネルギーを、乾燥大麻
花抽出マトリックスで再最適化しました。ター
ゲット化合物のほとんどで、マトリックスでの
最適化コリジョンエネルギーは、溶媒で最適
化したコリジョンエネルギーと同様の結果とな
りました。ジメトモルフの 165 & 121 トランジ
ションの場合は、溶媒で最適化した値に比べ
てコリジョンエネルギーが高くなり（20 eV 対 
15 eV）、大麻マトリックスでレスポンスの向上
がもたらされることがわかりました（図 6）。
さらに大麻マトリックスでは、より高い 25 eV 
というコリジョンエネルギーを、レスポンス損
失がほとんどないままジメトモルフに利用でき
ます。マトリックスによっては、より高いコリジョン
エネルギーによって、S/N 比が改善する場合
もありました。

大麻マトリックスによる干渉がなかった MRM 
トランジションは、最適化した MRM メソッド
の最善の選択性確保のため、最終的に開発し
た取り込みメソッドに含めました。

図 6. 溶媒（B）および乾燥大麻花抽出（B）でのジメトモルフの 165 & 121 MRM トランジションの
イオンブレークダウンプロファイル

A

B
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図 7A. MRM トランジション最適化結果の拡大図（A）

図 7B. MRM トランジション最適化結果のネストしたビュー

B

A

結果の確認とメソッドの保存 
コリジョンエネルギーの最適化完了後、結果
を確認し、取り込みメソッドを保存しました。
開発したすべてのトランジションに関する情報
は、結果表の拡大図で確認できます（図 7A）。
上位何位までの MRM トランジションを保存

するかは、［上位トランジション数の選択］で
定義します。取り込みメソッドに含まれるのは、
チェックを入れた MRM トランジションのみです。
この研究では、大麻マトリックスで干渉のな
かった、最もアバンダンスの高い 5 つのトラン
ジションを選択しました。

メソッドのレビューの簡素化のため、結果表の
ネストしたビュー（図 7B）を利用できます。図 
7C では、ペンタクロロニトロベンゼンのネスト
した結果表の拡大図を示しています。
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開発した MRM 取り込みメソッドは、タイムセ
グメント MRM メソッドまたは dMRM メソッド
として保存できます（図 8）。後者で保存した
場合、最少ドウェルタイムと 1 秒あたりのサイ
クル数をユーザーが定義できます。開発したト
ランジションは、適切にフォーマットした .CSV 
ファイルとしてエクスポートすることも可能です。

開発と最適化を行った MRM 取り込みメソッド
は、難しいとされる大麻マトリックス中の微量
濃度の農薬の定量分析に効果的に利用でき、
その結果については、別の研究で紹介されて
います。3

結論
高度に自動化されたMRM 取り込みの最適化
ツールである GC/TQ 用 MassHunter Optimizer 
を使用して、大麻で規制されている 25 種類
の対象農薬それぞれに対して、最大 18 のトラン
ジションを効率的に開発しました。［スキャンデー
タから開始］のワークフローを、プリカーサ同定
ステップの手作業による確認と共に使用しま
した。残りの最適化ステップは自動化しました。
コリジョンエネルギーは、メソッドの選択性向
上のため、乾燥大麻花マトリックスで再最適化
しました。最適化された結果は、タイムセグ
メント MRM メソッドまたは dMRM メソッド
として保存しました。 

図 8. GC/TQ 用 Agilent MassHunter Optimizer によるメソッドの作成

図 7C. ペンタクロロニトロベンゼンの結果を拡大した、MRM トランジション最適化結果のネストしたビュー

C
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