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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

トラップカラムに試料を注入する試料注入ステップと、

　前記試料注入ステップで前記トラップカラムに捕集された前記試料中の分析対象成分の

一部を該トラップカラムから溶出させて、前記トラップカラムとは異なる種類の充填剤が

充填された分離カラムに導入する第１の溶出ステップと、

　前記トラップカラムを前記分離カラムから切り離した状態で、前記分離カラムに対して

、アイソクラティック送液又はグラジエント送液のいずれかである第１の送液を行うこと

により、該分離カラム中で、前記分析対象成分の一部を分離し、前記分離カラムから順次

溶出させて質量分析装置で分析する第１の分析ステップと、

　前記試料注入ステップで前記トラップカラムに捕集された前記分析対象成分のうち、前

記第１の溶出ステップで溶出しなかった残りの成分の少なくとも一部を該トラップカラム

から溶出させて、前記分離カラムに導入する第２の溶出ステップと、

　前記分離カラムに対して、アイソクラティック送液又はグラジエント送液のいずれかで

あって前記第１の送液とは分離特性の異なる第２の送液を行うことにより、該分離カラム

中で、前記残りの成分の少なくとも一部を分離し、前記分離カラムから順次溶出させて前

記質量分析装置で分析する第２の分析ステップと、

　を有することを特徴とする液体クロマトグラフ質量分析による試料分析方法。

【請求項２】

　前記異なる種類の充填剤が、少なくとも、イオン交換モードに対応した充填剤と、逆相

10

20



(2) JP  6933343  B2  2021.9.8

モ ー ド に 対 応 し た 充 填 剤 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質

量 分 析 に よ る 試 料 分 析 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ が 複 数 の ト ラ ッ プ カ ラ ム を 備 え 、 流 路 の 切 替 に よ っ て 前 記 複 数

の ト ラ ッ プ カ ラ ム の 中 か ら 前 記 分 離 カ ラ ム に 接 続 す る ト ラ ッ プ カ ラ ム を 選 択 可 能 な も の で

あ っ て 、 前 記 複 数 の ト ラ ッ プ カ ラ ム の い ず れ か 一 つ が 前 記 分 離 カ ラ ム に 接 続 さ れ て い る 間

に 、 残 り の ト ラ ッ プ カ ラ ム の う ち の 少 な く と も １ つ の 洗 浄 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項

１ に 記 載 の 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 に よ る 試 料 分 析 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ に お け る 第 １ の 送 液 又 は 前 記 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ に お け る 前 記

第 ２ の 送 液 の 少 な く と も 一 方 が グ ラ ジ エ ン ト 送 液 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載

の 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 に よ る 試 料 分 析 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ に 設 け ら れ た 、 複 数 種 類 の 充 填 剤 の 混 合 物 が 充 填 さ れ た カ ラ ム へ と

至 る 流 路 中 に 試 料 を 注 入 す る 試 料 注 入 ス テ ッ プ と 、

　 前 記 カ ラ ム に 対 し て ア イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 送 液 又 は グ ラ ジ エ ン ト 送 液 の い ず れ か で あ る 第

１ の 送 液 を 行 う こ と に よ り 、 該 カ ラ ム 中 で 前 記 試 料 中 の 分 析 対 象 成 分 の 一 部 を 分 離 し 、 該

カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ て 質 量 分 析 装 置 で 分 析 す る 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ と 、

　 前 記 カ ラ ム に 対 し て 、 ア イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 送 液 又 は グ ラ ジ エ ン ト 送 液 の い ず れ か で あ っ

て 前 記 第 １ の 送 液 と は 分 離 特 性 の 異 な る 第 ２ の 送 液 を 行 う こ と に よ り 、 該 カ ラ ム 中 で 、 前

記 分 析 対 象 成 分 の う ち 前 記 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ で は 溶 出 し な か っ た 成 分 の 少 な く と も 一 部

を 分 離 し 、 該 カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ て 前 記 質 量 分 析 装 置 で 分 析 す る 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ と 、

　 を 有 し 、

　 前 記 第 １ の 送 液 と 前 記 第 ２ の 送 液 が 、 い ず れ も グ ラ ジ エ ン ト 送 液 で あ る 場 合 に は 、 前 記

第 １ の 送 液 と 前 記 第 ２ の 送 液 と で 、 使 用 す る 溶 媒 の 組 み 合 わ せ を 変 え る こ と を 特 徴 と す る

液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 に よ る 試 料 分 析 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 法 （ Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 又 は Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析

） に よ る 試 料 の 分 析 方 法 に 関 し 、 特 に 、 幅 広 い 化 学 的 又 は 物 理 的 性 質 の 分 析 対 象 成 分 を 含

ん だ 試 料 の 分 析 に 好 適 な 分 析 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 で は 、 試 料 中 の 夾 雑 成 分 が 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｌ Ｃ ） に

お い て 分 析 対 象 成 分 と 同 じ 保 持 時 間 で 溶 出 す る こ と に よ り 、 質 量 分 析 （ Ｍ Ｓ ） に お け る 分

析 対 象 成 分 の イ オ ン 化 抑 制 （ イ オ ン サ プ レ ッ シ ョ ン ） 又 は イ オ ン 化 促 進 （ イ オ ン エ ン ハ ン

ス メ ン ト ） が 生 じ る 場 合 が あ る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ を 参 照 ） 。 イ オ ン サ プ レ ッ シ ョ ン や

イ オ ン エ ン ハ ン ス メ ン ト は 、 定 量 の 再 現 性 低 下 の 要 因 と な る た め 、 Ｌ Ｃ に お い て 試 料 に 含

ま れ る 各 種 分 析 対 象 成 分 と 夾 雑 成 分 と を 適 切 に 分 離 す る 必 要 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 と こ ろ で 、 近 年 、 環 境 汚 染 物 質 の 人 体 へ の 影 響 を 調 査 す る た め 、 Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析

に よ る 生 体 試 料 （ 例 え ば 血 漿 ） 中 の 環 境 汚 染 物 質 の 定 量 分 析 が 広 く 行 わ れ て い る 。 環 境 汚

染 物 質 の う ち 、 残 留 性 有 機 汚 染 化 学 物 質 で あ る 有 機 フ ッ 素 化 合 物 (perfluoroalkyl acids

： PFA As)や そ れ ら の 類 縁 物 質 （ PFCAs、 PFASs、 FOSA、 FTS、 PAPな ど ） は 、 炭 素 鎖 の 長 短 で

化 合 物 の 特 性 （ 水 溶 性 、 脂 溶 性 な ど ） に 大 き な 差 異 が 生 じ る 。 そ の た め 、 単 一 条 件 に よ る

Ｌ Ｃ で は 、 こ れ ら の 成 分 を Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ に 適 し た 状 態 、 す な わ ち 、 各 分 析 対 象 成 分 が 他 の 分

析 対 象 成 分 及 び 夾 雑 成 分 と 十 分 に 分 離 さ れ た 状 態 に す る の は 困 難 で あ り 、 PFA Aｓ や そ れ ら

の 類 縁 物 質 の う ち の 低 分 子 化 合 物 （ PFBA、 PFPeA、 PFHxA、 4:2FTS） の イ オ ン 化 抑 制 や 、 N-

MeFOSA-M、 N-EtFOSA-Mの イ オ ン 化 抑 制 、 6:2FTS、 8:2FTSの イ オ ン 化 促 進 な ど の 問 題 が 避 け
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ら れ な い 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 そ の た め 、 従 来 、 血 漿 中 の PFA As及 び そ れ ら の 類 縁 物 質 を Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 す る 場

合 に は 、 一 つ の 血 漿 試 料 に つ い て 、 Ｌ Ｃ 条 件 を 変 え た 複 数 回 （ 例 え ば ３ 回 ） の 分 析 を 行 っ

て い た 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 W O2009/123297公 報 （ [0002]）

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 し か し な が ら 、 こ の よ う な 方 法 で は 、 当 然 な が ら 、 一 つ の 試 料 に つ い て 複 数 回 の 分 析 を

行 う た め に 分 析 の ス ル ー プ ッ ト が 低 下 す る 。 更 に 、 複 数 回 の 分 析 の た め に 試 料 を 分 割 す る

必 要 が あ る と い う 問 題 や 、 複 数 回 の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 で 得 ら れ た デ ー タ が 同 一 試 料 の

も の で あ る こ と を 担 保 す る 必 要 が あ る 、 と い う 問 題 も あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 な お 、 こ う し た 問 題 は 、 上 記 の よ う な PFA Asや そ れ ら の 類 縁 物 質 の 分 析 に 限 ら ず 、 化 学

的 性 質 又 は 物 理 的 性 質 の 異 な る 多 数 の 分 析 対 象 成 分 を 含 む 試 料 を 、 Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 又 は Ｌ

Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 し よ う と す る 場 合 に 共 通 す る 問 題 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 の 点 に 鑑 み て 成 さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 と す る と こ ろ は 、 化 学 的 又

は 物 理 的 性 質 の 異 な る 多 数 の 分 析 対 象 成 分 を 含 む 試 料 を １ 回 の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 又 は Ｌ Ｃ ／

Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 に よ っ て 一 斉 分 析 可 能 な 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 成 さ れ た 本 発 明 に 係 る 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 に よ る 試

料 分 析 方 法 は 、

　 a)液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ に 設 け ら れ た 、 互 い に 直 列 に 接 続 可 能 に 構 成 さ れ 且 つ そ れ ぞ れ 異

な る 種 類 の 充 填 剤 が 充 填 さ れ た 複 数 の カ ラ ム か ら 成 る カ ラ ム 群 の う ち 、 最 も 上 流 側 の カ ラ

ム に 試 料 を 注 入 す る 試 料 注 入 ス テ ッ プ と 、

　 b)前 記 カ ラ ム 群 の う ち 、 最 も 下 流 側 の カ ラ ム を 含 む 一 つ 又 は 直 列 に 接 続 さ れ た 複 数 の カ

ラ ム に 対 し て 、 第 １ の 溶 離 液 を 送 液 す る こ と に よ り 、 該 一 つ 又 は 直 列 に 接 続 さ れ た 複 数 の

カ ラ ム 中 で 、 前 記 試 料 中 の 分 析 対 象 成 分 の 一 部 を 分 離 し 、 前 記 最 も 下 流 側 の カ ラ ム か ら 順

次 溶 出 さ せ て 質 量 分 析 装 置 で 分 析 す る 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ と 、

　 c)前 記 カ ラ ム 群 の う ち 、 最 も 下 流 側 の カ ラ ム を 含 む 一 つ 又 は 直 列 に 接 続 さ れ た 複 数 の カ

ラ ム に 対 し て 、 前 記 第 １ の 溶 離 液 と は 組 成 の 異 な る 第 ２ の 溶 離 液 を 送 液 す る こ と に よ り 、

該 一 つ 又 は 直 列 に 接 続 さ れ た 複 数 の カ ラ ム 中 で 、 前 記 分 析 対 象 成 分 の う ち 前 記 第 １ の 分 析

ス テ ッ プ で 溶 出 し な か っ た 成 分 の 少 な く と も 一 部 を 分 離 し 、 前 記 最 も 下 流 側 の カ ラ ム か ら

順 次 溶 出 さ せ て 前 記 質 量 分 析 装 置 で 分 析 す る 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ と 、

　 を 有 す る こ と を 特 徴 と し て い る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 こ こ で 、 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ 及 び 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ に お け る 「 最 も 下 流 側 の カ ラ ム を

含 む 一 つ 又 は 直 列 に 接 続 さ れ た 複 数 の カ ラ ム 」 は 、 前 記 カ ラ ム 群 を 構 成 す る 複 数 の カ ラ ム

の 一 部 で あ っ て も 全 て で あ っ て も よ い 。 ま た 、 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ に お け る 「 一 つ 又 は 直

列 に 接 続 さ れ た 複 数 の カ ラ ム 」 は 、 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ に お け る 「 一 つ 又 直 列 に 接 続 さ れ

た は 複 数 の カ ラ ム 」 と 一 致 し て い て も 一 致 し て い な く て も よ い 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 上 記 本 発 明 に よ れ ば 、 １ 回 の 試 料 注 入 に 伴 う 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ

分 析 又 は Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 ） に お い て 、 分 離 特 性 の 異 な る 複 数 回 の Ｌ Ｃ 分 離 を 行 う こ
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と が で き る 。 そ の た め 、 幅 広 い 特 性 の 分 析 対 象 成 分 を 含 む 試 料 の 分 析 に お い て 、 各 分 析 対

象 成 分 を 他 の 分 析 対 象 成 分 及 び 夾 雑 成 分 と 適 切 に 分 離 す る こ と が 可 能 と な り 、 そ の 結 果 、

イ オ ン エ ン ハ ン ス メ ン ト や イ オ ン サ プ レ ッ シ ョ ン の 影 響 を 抑 え た 再 現 性 の 高 い 質 量 分 析 が

可 能 と な る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 試 料 分 析 方 法 は 、 前 記 異 な る 種 類 の 充 填 剤 が 、 少 な く と も 、 イ オ ン

交 換 モ ー ド に 対 応 し た 充 填 剤 と 、 逆 相 モ ー ド に 対 応 し た 充 填 剤 を 含 む も の と す る こ と が 望

ま し い 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 試 料 分 析 方 法 は 、 前 記 カ ラ ム 群 を 構 成 す る 複 数 の カ ラ ム の う ち 、 最

も 下 流 側 の カ ラ ム を 除 く カ ラ ム の 少 な く と も １ つ の カ ラ ム が 試 料 を 捕 集 す る ト ラ ッ プ カ ラ

ム で あ っ て 、 そ の 他 の カ ラ ム が 試 料 を 分 離 す る 分 離 カ ラ ム で あ る も の と す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 こ の 場 合 、 前 記 試 料 注 入 ス テ ッ プ と 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ の 間 、 若 し く は 第 １ の 分 析 ス テ

ッ プ と 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ の 間 、 又 は そ の 両 方 に お い て 、 前 記 ト ラ ッ プ カ ラ ム に 捕 集 さ れ

て い る 分 析 対 象 成 分 の 少 な く と も 一 部 を 該 ト ラ ッ プ カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ る 溶 出 ス テ ッ プ を

設 け る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 試 料 分 析 方 法 は 、

　 前 記 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ が 複 数 の ト ラ ッ プ カ ラ ム を 備 え 、 流 路 の 切 替 に よ っ て 前 記 複 数

の ト ラ ッ プ カ ラ ム の 中 か ら 前 記 カ ラ ム 群 に 含 め る ト ラ ッ プ カ ラ ム を 選 択 可 能 な も の で あ っ

て 、 前 記 複 数 の ト ラ ッ プ カ ラ ム の い ず れ か 一 つ が 前 記 カ ラ ム 群 に 含 ま れ て い る 間 に 、 残 り

の ト ラ ッ プ カ ラ ム の う ち の 少 な く と も １ つ の 洗 浄 を 行 う も の と す る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 試 料 分 析 方 法 は 、 前 記 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ に お け る 第 １ の 溶 離 液 の

送 液 又 は 前 記 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ に お け る 前 記 第 ２ の 溶 離 液 の 送 液 の 少 な く と も 一 方 を グ

ラ ジ エ ン ト 送 液 と す る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ま た 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 成 さ れ た 本 発 明 に 係 る 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 に

よ る 試 料 分 析 方 法 は 、

　 a)液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ に 設 け ら れ た 、 複 数 種 類 の 充 填 剤 の 混 合 物 が 充 填 さ れ た カ ラ ム へ

と 至 る 流 路 中 に 試 料 を 注 入 す る 試 料 注 入 ス テ ッ プ と 、

　 b)前 記 カ ラ ム に 対 し て 第 １ の 溶 離 液 を 送 液 す る こ と に よ り 、 該 カ ラ ム 中 で 前 記 試 料 中 の

分 析 対 象 成 分 の 一 部 を 分 離 し 、 該 カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ て 質 量 分 析 装 置 で 分 析 す る 第 １ の 分

析 ス テ ッ プ と 、

　 c)前 記 カ ラ ム に 対 し て 、 前 記 第 １ の 溶 離 液 と は 組 成 の 異 な る 第 ２ の 溶 離 液 を 送 液 す る こ

と に よ り 、 該 カ ラ ム 中 で 、 前 記 分 析 対 象 成 分 の う ち 前 記 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ で は 溶 出 し な

か っ た 成 分 の 少 な く と も 一 部 を 分 離 し 、 該 カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ て 前 記 質 量 分 析 装 置 で 分 析

す る 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ と 、

　 を 有 す る こ と を 特 徴 と し て い る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 以 上 の 通 り 、 本 発 明 に 係 る 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 に よ る 試 料 分 析 方 法 に よ れ ば 、

試 料 中 に 含 ま れ る 幅 広 い 特 性 を 有 す る 多 数 の 分 析 対 象 成 分 を １ 回 の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 又 は Ｌ

Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 に よ っ て 分 析 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ９ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の 試 料 分 析 方 法 に お い て 複 数 の カ ラ ム を 使 用 す る 場 合 に お け る Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ

の 概 略 構 成 を 示 す 図 。
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【 図 ２ 】 本 発 明 の 試 料 分 析 方 法 に お い て 単 一 の カ ラ ム を 使 用 す る 場 合 に お け る Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ

の 概 略 構 成 を 示 す 図 。

【 図 ３ 】 本 発 明 の 試 料 分 析 方 法 に お い て 複 数 の カ ラ ム を 使 用 す る 場 合 に お け る Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ

の 構 成 の 別 の 例 を 示 す 図 。

【 図 ４ 】 本 発 明 の 試 料 分 析 方 法 に お い て 複 数 の カ ラ ム を 使 用 す る 場 合 に お け る Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ

の 構 成 の 更 に 別 の 例 を 示 す 図 。

【 図 ５ 】 本 発 明 の 一 実 施 例 に お け る Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ の 第 １ 状 態 を 示 す 流 路 構 成 図 。

【 図 ６ 】 同 実 施 例 に お け る Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ の 第 ２ 状 態 を 示 す 流 路 構 成 図 。

【 図 ７ 】 同 実 施 例 に お け る 送 液 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 図 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に 係 る 試 料 分 析 方 法 は 、 複 数 種 類 の 充 填 剤 と 、 組 成 の 異 な る 複 数 種 類 の 溶 離 液 と

を 使 用 し て 、 分 離 特 性 の 異 な る 複 数 回 の Ｌ Ｃ 分 離 を 行 う こ と に よ り 、 試 料 に 含 ま れ る 各 分

析 対 象 成 分 を 他 の 分 析 対 象 成 分 及 び 夾 雑 成 分 と 適 切 に 分 離 し た 上 で 質 量 分 析 す る も の で あ

る 。 こ れ に よ り 、 １ 回 の 試 料 導 入 に 伴 う Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 又 は Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 （ 以 下

こ れ を 「 １ 回 の 分 析 」 と よ ぶ ） に お い て 、 化 学 的 性 質 又 は 物 理 的 性 質 の 大 き く 異 な る 多 数

の 分 析 対 象 成 分 を 再 現 性 よ く 定 量 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 な お 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る 質 量 分 析 装 置 は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ か ら 溶 出 し た 試 料

成 分 の 分 析 が 可 能 な も の で あ れ ば い か な る も の で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 ト リ プ ル 四 重 極

型 質 量 分 析 計 、 シ ン グ ル 四 重 極 型 質 量 分 析 計 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ イ オ ン 源 を 搭 載 し た 質 量 分 析 計

な ど を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 に お け る 試 料 分 析 方 法 は 、 イ オ ン サ プ レ ッ シ ョ ン や イ オ ン エ ン ハ ン ス メ ン

ト の 原 因 と な る 夾 雑 成 分 を 多 数 含 む 試 料 、 例 え ば 、 生 体 試 料 （ 血 液 、 尿 等 ） 、 環 境 試 料 、

食 品 試 料 等 の 分 析 に 好 適 に 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ ら の 試 料 の 分 析 に 限 定 さ れ る も の

で は な い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 前 記 複 数 種 類 の 充 填 剤 と し て は 、 そ れ ぞ れ 異 な る 分 離 モ ー ド に 対 応 し た 充 填 剤 を 用 い る

こ と が 望 ま し い 。 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に お け る 分 離 モ ー ド に は 、 例 え ば 、 逆 相 モ ー ド 、

順 相 モ ー ド 、 HILICモ ー ド 、 イ オ ン 交 換 モ ー ド 、 配 位 子 交 換 モ ー ド 、 イ オ ン 排 除 モ ー ド 、

サ イ ズ 排 除 モ ー ド （ GPCモ ー ド 又 は GFCモ ー ド ） 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ モ ー ド な ど が あ り 、 本

発 明 に お け る 試 料 分 析 方 法 で は 、 前 記 複 数 種 類 の 充 填 剤 と し て 、 例 え ば イ オ ン 交 換 モ ー ド

に 対 応 し た 充 填 剤 と 、 逆 相 モ ー ド に 対 応 し た 充 填 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 な お 、 前 記

複 数 種 類 の 充 填 剤 と し て 、 同 一 の 分 離 モ ー ド に 対 応 し た も の で あ る が 、 充 填 剤 を 構 成 す る

基 材 の 材 質 （ シ リ カ ゲ ル 、 ポ リ マ ー ゲ ル な ど ） 、 形 状 、 粒 度 、 細 孔 径 、 又 は 基 剤 に 結 合 さ

れ た 官 能 基 が 異 な る も の を 用 い る よ う に し て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 試 料 分 析 方 法 は 、 例 え ば 、 図 １ に 示 す よ う に 、 複 数 の カ ラ ム １ ３ 、 １ ４ （ 図 中

で は ２ つ で あ る が ３ つ 以 上 で も よ い ） を 直 列 に 接 続 し て 成 る カ ラ ム 群 を 備 え た 液 体 ク ロ マ

ト グ ラ フ 質 量 分 析 装 置 （ Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ ） に よ っ て 実 現 で き る ほ か 、 図 ２ に 示 す よ う な 、 単 一

の カ ラ ム １ ６ を 備 え た Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ に よ っ て も 実 現 可 能 で あ る 。 前 者 の 場 合 は 、 各 カ ラ ム １

３ 、 １ ４ に そ れ ぞ れ 異 な る 種 類 の 充 填 剤 を 充 填 し 、 後 者 の 場 合 は 、 単 一 の カ ラ ム １ ６ に 、

複 数 種 類 の 充 填 剤 を 混 合 し た も の を 充 填 す る 。 ま た 、 複 数 の カ ラ ム を 用 い る 場 合 に お い て

、 少 な く と も 一 つ の カ ラ ム を 複 数 種 類 の 充 填 剤 の 混 合 物 を 充 填 し た も の と し て も よ い 。 な

お 、 複 数 の カ ラ ム を 用 い る 場 合 は 、 全 て の カ ラ ム を 分 離 カ ラ ム と し て も よ く 、 少 な く と も

１ つ の カ ラ ム を ト ラ ッ プ カ ラ ム と し て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 試 料 分 析 方 法 で は 、 図 １ 又 は 図 ２ の よ う な 構 成 の Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ に お い て 、 送

液 部 １ ０ か ら カ ラ ム １ ３ 又 は カ ラ ム １ ６ に 至 る 溶 離 液 の 流 路 中 に 、 試 料 注 入 部 １ ２ か ら 試
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料 を 導 入 し 、 そ の 後 、 組 成 の 異 な る 溶 離 液 を 用 い て カ ラ ム １ ３ 、 カ ラ ム １ ４ 、 又 は カ ラ ム

１ ６ に よ る 分 析 対 象 成 分 の 分 離 （ 成 分 分 離 ） を 複 数 回 行 い 、 こ れ に 伴 っ て カ ラ ム １ ４ 又 は

カ ラ ム １ ６ か ら 順 次 溶 出 す る 分 析 対 象 成 分 を Ｍ Ｓ 部 １ ５ で 分 析 す る 。 こ こ で 、 分 析 対 象 成

分 の 分 離 の た め の 送 液 は 、 一 定 組 成 の 溶 離 液 を 送 液 す る ア イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 送 液 で あ っ て

も よ く 、 複 数 種 類 の 溶 媒 を 混 合 し て 成 る 溶 離 液 を 、 そ の 混 合 比 を 連 続 的 又 は 段 階 的 に 変 化

さ せ つ つ 送 液 す る グ ラ ジ エ ン ト 送 液 （ 段 階 的 に 変 化 さ せ る 場 合 は ス テ ッ プ ワ イ ズ 送 液 と も

よ ば れ る ） で あ っ て も よ い 。 な お 、 本 発 明 で は 、 複 数 回 の ア イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 送 液 を 行 う

よ う に し て も よ く 、 複 数 回 の グ ラ ジ エ ン ト 送 液 を 行 う よ う に し て も よ い 。 複 数 回 の ア イ ソ

ク ラ テ ィ ッ ク 送 液 を 行 う 場 合 は 、 溶 離 液 の 組 成 が 各 送 液 時 で 異 な る よ う に す る 。 ま た 、 複

数 回 の グ ラ ジ エ ン ト 送 液 を 行 う 場 合 は 、 使 用 す る 溶 媒 の 組 み 合 わ せ 、 グ ラ ジ エ ン ト 開 始 時

に お け る 各 溶 媒 の 混 合 比 、 グ ラ ジ エ ン ト 終 了 時 に お け る 各 溶 媒 の 混 合 比 の 少 な く と も い ず

れ か が 、 各 送 液 時 で 異 な る よ う に す る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 な お 、 複 数 の カ ラ ム を 使 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 図 ３ 又 は 図 ４ に 示 す よ う な 構 成 の Ｌ

Ｃ － Ｍ Ｓ を 用 い る こ と も で き る 。 図 ３ の 構 成 で は 、 流 路 切 替 部 １ ８ ～ ２ ３ に よ り 、 カ ラ ム

１ ３ と カ ラ ム １ ４ を 互 い に 接 続 し な い 状 態 （ 第 １ 状 態 ） と 、 こ れ ら の カ ラ ム １ ３ 、 １ ４ を

直 列 に 接 続 し た 状 態 （ 第 ２ 状 態 ） と を 切 り 替 え 可 能 と な っ て い る 。 な お 、 第 １ 状 態 は 、 図

３ に お い て 、 流 路 切 替 部 １ ８ ～ ２ ３ 内 部 の 流 路 を 実 線 で 示 す よ う に 接 続 し た 状 態 で あ り 、

第 ２ 状 態 は 、 図 ３ に お い て 、 流 路 切 替 部 １ ８ ～ ２ ３ 内 部 の 流 路 を 破 線 で 示 す よ う に 接 続 し

た 状 態 で あ る 。 第 １ 状 態 で は 、 第 １ 送 液 部 １ １ か ら 送 給 さ れ る 溶 離 液 は 、 直 接 カ ラ ム １ ４

に 送 ら れ 、 第 ２ 送 液 部 １ ７ か ら 送 給 さ れ る 溶 離 液 は カ ラ ム １ ３ を 経 て ド レ イ ン に 送 ら れ る

。 一 方 、 第 ２ 状 態 で は 、 第 １ 送 液 部 １ １ か ら 送 給 さ れ る 溶 離 液 は カ ラ ム １ ３ を 経 て カ ラ ム

１ ４ に 送 ら れ 、 第 ２ 送 液 部 １ ７ か ら 供 給 さ れ る 溶 離 液 は 、 直 接 ド レ イ ン に 送 ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 図 ３ の よ う な 構 成 の Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ で は 、 例 え ば 、 カ ラ ム １ ３ に ト ラ ッ プ カ ラ ム を 使 用 し 、

カ ラ ム １ ４ に 分 離 カ ラ ム を 使 用 す る こ と に よ り 、 以 下 の よ う な 手 順 で 本 発 明 の 試 料 分 析 方

法 を 実 施 す る こ と が で き る 。

　 (1) 第 １ 状 態 に お い て 、 第 ２ 送 液 部 １ ７ よ り 供 給 さ れ る 溶 離 液 の 流 路 中 に 、 試 料 注 入 部

１ ２ か ら 試 料 を 注 入 し 、 該 試 料 に 含 ま れ る 分 析 対 象 成 分 を カ ラ ム １ ３ に 捕 集 さ せ る 。

　 (2) 第 ２ 状 態 に 切 り 替 え 、 第 １ 送 液 部 １ １ か ら 所 定 の 溶 媒 を 送 給 す る こ と に よ り カ ラ ム

１ ３ に 捕 集 さ れ て い る 分 析 対 象 成 分 の 一 部 を 溶 出 さ せ て カ ラ ム １ ４ に 導 入 す る 。

　 (3) 第 １ 状 態 に 切 り 替 え 、 第 １ 送 液 部 １ １ か ら 所 定 の 溶 離 液 を 送 給 す る こ と に よ り 、 カ

ラ ム １ ４ で 分 析 対 象 成 分 を 分 離 さ せ 、 カ ラ ム １ ４ か ら 順 次 溶 出 す る 分 析 対 象 成 分 を Ｍ Ｓ 部

１ ５ で 分 析 す る （ 本 発 明 に お け る 「 第 １ の 分 析 ス テ ッ プ 」 に 相 当 ） 。

　 (4) 第 ２ 状 態 に 切 り 替 え 、 第 １ 送 液 部 １ １ か ら 前 記 所 定 の 溶 離 液 と は 異 な る 溶 離 液 を 送

給 す る こ と に よ り 、 カ ラ ム １ ３ か ら 残 り の 分 析 対 象 成 分 を 溶 出 さ せ る と 共 に 、 該 成 分 を カ

ラ ム １ ４ で 分 離 し て Ｍ Ｓ 部 １ ５ で 分 析 す る （ 本 発 明 に お け る 「 第 ２ の 分 析 ス テ ッ プ 」 に 相

当 ） 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 図 ４ の よ う な 構 成 の Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ で は 、 流 路 切 替 部 １ ８ 、 １ ９ に よ り 、 上 流 側 の カ ラ ム （

図 中 の １ ３ ａ 又 は １ ３ ｂ ） と 下 流 側 の カ ラ ム １ ４ を 互 い に 接 続 し な い 状 態 （ 第 １ 状 態 ） と

、 こ れ ら を 直 列 に 接 続 し た 状 態 （ 第 ２ 状 態 ） と を 切 り 替 え 可 能 で あ る と 共 に 、 流 路 切 替 部

２ ４ 、 ２ ５ 内 部 の 流 路 を 図 中 の 実 線 で 示 す 接 続 状 態 と 点 線 で 示 す 接 続 状 態 の 間 で 切 り 替 え

る こ と に よ り 、 互 い に 並 列 に 接 続 さ れ た カ ラ ム １ ３ ａ と カ ラ ム １ ３ ｂ の い ず れ を 分 析 に 使

用 す る か を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 構 成 に よ り 、 図 ３ と 同 様 の Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ と 同

様 の 分 析 を 行 う こ と が で き る と 共 に 、 カ ラ ム １ ３ ａ 又 は カ ラ ム １ ３ ｂ の う ち 、 一 方 を 分 析

に 使 用 し て い る 間 に 、 他 方 を 洗 浄 す る こ と が で き る た め 、 よ り 効 率 的 な 試 料 分 析 が 可 能 と

な る 。 な お 、 カ ラ ム １ ３ ａ 及 び カ ラ ム １ ３ ｂ と し て は 、 同 一 種 類 の 充 填 剤 が 充 填 さ れ た も

の を 使 用 す る 。

【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ２ ９ 】

　 以 下 、 本 発 明 に 係 る 試 料 分 析 方 法 に よ り 実 施 し た 、 血 漿 中 の Ｐ Ｆ Ａ Ａ ｓ 及 び そ れ ら の 類

縁 物 質 の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 に つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 実 施 例 に お け る 試 料 分 析 に 使 用 し た Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ の 構 成 を 図 ５ 及 び 図 ６ に 示 す 。 こ の Ｌ

Ｃ － Ｍ Ｓ は 、 上 述 し た 図 ３ の 構 成 を 具 現 化 し た も の で あ り 、 二 つ の カ ラ ム １ ３ ０ 、 １ ４ ０

を 互 い に 接 続 し な い 状 態 （ 第 １ 状 態 ） と 、 該 二 つ の カ ラ ム １ ３ ０ 、 １ ４ ０ を 直 列 に 接 続 し

た 状 態 （ 第 ２ 状 態 ） と を 切 り 替 え 可 能 な 構 成 を 有 し て い る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 こ の Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ は 、 分 析 用 溶 媒 を 送 給 す る 第 １ 送 液 部 １ １ ０ と 、 試 料 導 入 用 溶 媒 を 送 給

す る 第 ２ 送 液 部 １ ７ ０ 、 オ ー ト サ ン プ ラ １ ２ ０ 、 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ 、

第 １ 流 路 切 替 バ ル ブ ３ ０ ０ 、 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ 、 及 び Ｍ Ｓ 部 １ ５ ０ を 備 え て い る

。 第 １ 送 液 部 １ １ ０ に は 、 そ れ ぞ れ 異 な る 溶 媒 が 収 容 さ れ た 溶 媒 容 器 １ １ １ 、 １ １ ２ 、 １

１ ３ 、 こ れ ら の 溶 媒 容 器 １ １ １ 、 １ １ ２ 、 １ １ ３ か ら 溶 媒 を 吸 引 す る た め の ポ ン プ Ａ 、 Ｂ

、 Ｃ 、 溶 媒 容 器 １ １ １ 、 １ １ ２ 、 １ １ ３ と ポ ン プ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の 間 の 流 路 に 設 け ら れ た デ ガ

ッ サ １ １ ４ 、 ポ ン プ Ｂ に よ り 吸 引 さ れ た 溶 媒 と ポ ン プ Ｃ に よ り 吸 引 さ れ た 溶 媒 を 混 合 す る

た め の 溶 媒 混 合 部 １ １ ５ 、 及 び 溶 媒 混 合 部 １ １ ５ で 混 合 さ れ た 溶 媒 と ポ ン プ Ａ に よ り 吸 引

さ れ た 溶 媒 を 混 合 す る た め の 溶 媒 混 合 部 １ １ ６ が 設 け ら れ て い る 。 ま た 、 第 ２ 送 液 部 １ ７

０ に は 、 溶 媒 容 器 １ ７ １ 、 溶 媒 容 器 １ ７ １ か ら 溶 媒 を 吸 引 す る た め の ポ ン プ Ｄ 、 及 び 溶 媒

容 器 １ ７ １ と ポ ン プ Ｄ の 間 の 流 路 に 設 け ら れ た デ ガ ッ サ １ ７ ２ が 設 け ら れ て い る 。 ポ ン プ

Ａ の 下 流 側 の 流 路 は 、 溶 媒 混 合 部 １ １ ６ 及 び 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ を 介 し て Ｍ Ｓ 部 １ ５ ０ に 接

続 さ れ て お り 、 ポ ン プ Ｂ 及 び ポ ン プ Ｃ の 下 流 側 の 流 路 は 溶 媒 混 合 部 １ １ ５ で 合 流 し た 上 で

、 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ に 接 続 さ れ て い る 。 ポ ン プ Ｄ の 下 流 側 の 流 路 は 、 流 路 中 に 試

料 を 自 動 的 に 導 入 す る た め の オ ー ト サ ン プ ラ １ ２ ０ を 介 し て 第 １ 流 路 切 替 バ ル ブ ３ ０ ０ に

接 続 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 第 １ 流 路 切 替 バ ル ブ ３ ０ ０ 及 び 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ は 、 い ず れ も 六 方 バ ル ブ で あ

り 、 第 １ 流 路 切 替 バ ル ブ ３ ０ ０ は 、 ポ ー ト ａ ～ ｆ を 有 し 、 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ は ポ

ー ト ｇ ～ ｌ を 備 え て い る 。 こ れ ら の 流 路 切 替 バ ル ブ ３ ０ ０ 、 ４ ０ ０ は 、 バ ル ブ の 内 部 で 各

ポ ー ト が 、 図 ５ 中 の 実 線 で 示 す よ う に 接 続 さ れ た 状 態 （ 第 １ 状 態 ） と 、 図 ６ 中 の 実 線 で 示

す よ う に 接 続 さ れ た 状 態 （ 第 ２ 状 態 ） と を 切 り 替 え 可 能 と な っ て い る 。 第 １ 流 路 切 替 バ ル

ブ ３ ０ ０ の ポ ー ト ａ は ド レ イ ン に 接 続 さ れ 、 ポ ー ト ｂ は オ ー ト サ ン プ ラ １ ２ ０ を 介 し て ポ

ン プ Ｄ に 接 続 さ れ て い る 。 第 １ 流 路 切 替 バ ル ブ ３ ０ ０ の ポ ー ト ｃ は 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４

０ ０ の ポ ー ト ｈ に 接 続 さ れ て お り 、 第 １ 流 路 切 替 バ ル ブ ３ ０ ０ の ポ ー ト ｄ 、 ｅ 、 ｆ は 閉 鎖

さ れ て い る 。 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ の ポ ー ト ｇ は 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ を 介 し て 第 ２ 流 路

切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ の ポ ー ト ｊ に 接 続 さ れ て お り 、 ポ ー ト ｉ は ド レ イ ン に 接 続 さ れ て い る 。

第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ の ポ ー ト ｋ は ポ ン プ Ａ か ら 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に 至 る 流 路 の 途 中

に 設 け ら れ た 溶 媒 混 合 部 １ １ ６ に 接 続 さ れ て い る 。 ま た 、 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ ４ ０ ０ の ポ

ー ト ｌ は 、 ポ ン プ Ｂ 及 び ポ ン プ Ｃ の 下 流 に 設 け ら れ た 溶 媒 混 合 部 １ １ ５ に 接 続 さ れ て い る

。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 実 施 例 で は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ と し て Nexcera（ 株 式 会 社 島 津 製 作 所 製 ） を 使 用 し

、 質 量 分 析 装 置 （ Ｍ Ｓ 部 １ ５ ０ ） と し て LC MS-8060（ 株 式 会 社 島 津 製 作 所 製 ） を 使 用 し た

。 ま た 、 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ と し て ト ラ ッ プ カ ラ ム で あ る Oasis W A X（ Waters社 製 ） を 使 用

し 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ と し て 分 離 カ ラ ム で あ る Triart C18（ 株 式 会 社 ワ イ エ ム シ ィ 製 ） を

使 用 し た 。 更 に 、 本 実 施 例 で は 、 ポ ン プ Ａ に よ り 送 給 さ れ る 溶 媒 （ す な わ ち 溶 媒 容 器 １ １

１ に 収 容 さ れ る 溶 媒 ） を 2.5 m M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 （ 2.5 m M N H 4 Ac_H 2 O） と し 、 ポ

ン プ Ｂ に よ り 送 給 さ れ る 溶 媒 （ 溶 媒 容 器 １ １ ２ に 収 容 さ れ る 溶 媒 ） を 2.5 m M 酢 酸 ア ン モ

ニ ウ ム 含 有 95%メ タ ノ ー ル 溶 液 （ 2.5 m M N H 4 Ac_95% MeO H） と し 、 ポ ン プ Ｃ に よ り 送 給 さ れ

る 溶 媒 （ 溶 媒 容 器 １ １ ３ に 収 容 さ れ る 溶 媒 ） を 0.1%ア ン モ ニ ア 含 有 メ タ ノ ー ル 溶 液 （ 0.1%
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N H 3 _MeO H） と し 、 ポ ン プ Ｄ に よ り 送 給 さ れ る 溶 媒 （ 溶 媒 容 器 １ ７ １ に 収 容 さ れ る 溶 媒 ） を

超 純 水 と し た 。 試 料 と し て は 、 血 漿 に 有 機 フ ッ 素 化 合 物 を 添 加 し た も の を 使 用 し 、 イ ン ジ

ェ ク シ ョ ン ボ リ ュ ー ム は 500 μ L（ 水 250 μ L＋ 試 料 250 μ L） と し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 実 施 例 に お け る 分 析 動 作 を 図 ７ の 送 液 プ ロ フ ァ イ ル を 参 照 し つ つ 説 明 す る 。 な お 、 同

図 に お い て 、 太 い 実 線 は ポ ン プ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ の 流 量 （ mL/min） の 合 計 （ 以 下 「 合 計 流 量 Ｔ 」

と よ ぶ ） を 示 し 、 細 い 実 線 は 合 計 流 量 Ｔ に 占 め る ポ ン プ Ｂ の 流 量 の 比 率 （ ％ ） を 、 破 線 は

合 計 流 量 Ｔ に 占 め る ポ ン プ Ｃ の 流 量 の 比 率 （ ％ ） を 示 し て い る 。 な お 、 図 ７ で は ポ ン プ Ａ

の 流 量 の 比 率 （ ％ ） を 示 し て い な い が 、 該 流 量 比 率 の 値 は 、 当 然 な が ら 、 １ ０ ０ ％ か ら ポ

ン プ Ｂ の 流 量 比 率 （ ％ ） と ポ ン プ Ｃ の 流 量 比 率 （ ％ ） を 減 じ た 値 と な る 。 ま た 、 図 中 の 一

点 鎖 線 は ポ ン プ Ｄ の 流 量 （ mL/min） を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 （ １ ） 試 料 ロ ー ド 工 程

　 ま ず 、 Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ が 第 １ 状 態 （ 図 ５ ） で あ り 、 且 つ ポ ン プ Ｂ の 流 量 比 率 ： 65%、 ポ ン プ

Ｃ の 流 量 比 率 ： 0%、 合 計 流 量 ： 0.3 mL/min、 及 び ポ ン プ Ｄ の 流 量 ： 1.0 mL/minの 状 態 で 、

オ ー ト サ ン プ ラ １ ２ ０ か ら 試 料 の 注 入 （ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ） を 行 い （ こ の 時 点 が 送 液 プ ロ

フ ァ イ ル の 0.00分 と な る ） 、 該 試 料 を 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ に 捕 集 さ せ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 （ ２ ） 第 １ 溶 出 工 程

　 試 料 の 注 入 後 、 2.00分 の 時 点 で ポ ン プ Ｂ 及 び ポ ン プ Ｃ の 流 量 比 率 並 び に 合 計 流 量 Ｔ を 維

持 し た ま ま ポ ン プ Ｄ の 流 量 を ０ と し 、 Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ を 第 ２ 状 態 （ 図 ６ ） と す る 。 こ れ に よ り

、 ポ ン プ Ａ か ら の 溶 媒 （ 2.5 m M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 ） が 35%と 、 ポ ン プ Ｂ か ら の 溶 媒

（ 2.5 m M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム _95%メ タ ノ ー ル ） が 65%の 割 合 で 混 合 さ れ た 混 合 液 が 第 １ カ ラ

ム １ ３ ０ 及 び 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に 流 入 す る 。 そ の 結 果 、 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ に 捕 集 さ れ て い

る 分 析 対 象 成 分 の う ち 、 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ 中 の 充 填 剤 と の 結 合 が 弱 い 成 分 （ 具 体 的 に は 、

N-MeFOSA-Mと N-EtFOSA-M） の み が 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ か ら 溶 出 し て 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に 流 入

す る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 （ ３ ） 第 １ 分 析 工 程

　 そ の 後 、 試 料 注 入 後 3.50分 の 時 点 で 、 Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ を 第 １ 状 態 （ 図 ５ ） と し 、 ポ ン プ Ｂ の

流 量 比 率 ： 87.5%、 ポ ン プ Ｃ の 流 量 比 率 ： 0%、 合 計 流 量 Ｔ ： 0.5 mL/minに 変 更 す る 。 こ れ

に よ り 、 ポ ン プ Ａ か ら の 溶 媒 （ 2.5 m M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 ） が 12.5%、 ポ ン プ Ｂ か ら

の 溶 媒 （ 2.5 m M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム _95%メ タ ノ ー ル ） が 87.5%の 割 合 で 混 合 さ れ た 混 合 液 が

第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に 流 入 し 、 上 記 （ ２ ） で 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ か ら 溶 出 し た 成 分 （ N-MeFOSA

-Mと N-EtFOSA-M） が 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に よ っ て 時 間 的 に 分 離 さ れ 、 該 カ ラ ム １ ４ ０ か ら 順

次 溶 出 し て Ｍ Ｓ 部 １ ５ ０ で 分 析 さ れ る 。 な お 、 こ の と き 、 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ は 、 前 記 混 合

液 の 流 路 か ら 切 り 離 さ れ た 状 態 に あ る た め 、 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ 中 に 捕 集 さ れ て い る 残 り の

分 析 対 象 成 分 が 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ か ら 溶 出 さ れ る こ と は な い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 （ ４ ） 第 ２ 溶 出 工 程

　 続 い て 、 試 料 注 入 後 7.50分 の 時 点 で 、 Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ を 第 ２ 状 態 （ 図 ６ ） と し 、 ポ ン プ Ｂ の

流 量 比 率 ： 0%、 ポ ン プ Ｃ の 流 量 比 率 ： 7.5%、 合 計 流 量 Ｔ ： 0.25 mL/minに 変 更 す る 。 こ れ

に よ り 、 ポ ン プ Ａ か ら の 溶 媒 （ 2.5 m M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 ） が 92.5%、 ポ ン プ Ｃ か ら

の 溶 媒 （ N H 3 _MeO H） が 7.5%の 割 合 で 混 合 さ れ た 混 合 液 が 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ 及 び 第 ２ カ ラ ム

１ ４ ０ に 流 入 す る 。 こ の と き 、 前 記 混 合 液 に 含 ま れ る N H 3 の 作 用 に よ り 、 第 １ カ ラ ム １ ３

０ に 捕 集 さ れ て い た 残 り の 分 析 対 象 成 分 が 溶 出 さ れ 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に 流 入 す る 。 但 し

、 前 記 混 合 液 は 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に お い て は 溶 出 力 の 弱 い 溶 離 液 と し て 働 く た め 、 前 記

残 り の 分 析 対 象 成 分 は 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ の 入 口 付 近 に 留 ま っ て 、 一 旦 濃 縮 さ れ る 。 ま た

、 こ の と き 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ 内 の 液 体 が 前 記 混 合 液 に よ り 満 た さ れ た 状 態 と な る （ す な わ

ち カ ラ ム が 平 衡 化 さ れ る ） 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】

　 （ ５ ） 第 ２ 分 析 工 程

　 そ の 後 、 試 料 注 入 後 11.50分 か ら 23.00分 に 掛 け て ポ ン プ Ｂ の 流 量 比 率 を 0%か ら 80%ま で

徐 々 に 上 げ て い く （ グ ラ ジ エ ン ト 送 液 ） 。 こ れ に よ り 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ に 流 入 す る 溶 離

液 の 溶 出 力 が 徐 々 に 高 く な り 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ の 入 口 付 近 に 吸 着 し て い た 各 成 分 が そ の

極 性 に 応 じ て 分 離 さ れ 、 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ か ら 順 次 溶 出 し て Ｍ Ｓ 部 １ ５ ０ で 分 析 さ れ る 。

続 い て 、 試 料 注 入 後 23.00分 の 時 点 で ポ ン プ Ｂ の 流 量 比 率 が 90%に 変 更 さ れ 、 こ れ に よ り 、

第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ が 洗 浄 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 （ ６ ） 平 衡 化 工 程

　 そ の 後 、 試 料 注 入 後 26.50分 の 時 点 で 、 Ｌ Ｃ － Ｍ Ｓ を 第 １ 状 態 （ 図 ５ ） と し 、 ポ ン プ Ａ

～ Ｃ の 流 量 比 率 を 維 持 し た ま ま 、 合 計 流 量 Ｔ を 0.3 mL/min、 ポ ン プ Ｄ の 流 量 を 1.0 mL/min

と す る こ と で 、 第 １ カ ラ ム １ ３ ０ 及 び 第 ２ カ ラ ム １ ４ ０ を 平 衡 化 す る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 以 上 の 分 析 に よ り 求 め ら れ た 内 部 標 準 の 回 収 率 を 表 １ に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ２ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 表 １ に 示 す よ う に 、 本 実 施 例 に よ る 測 定 に よ れ ば 、 PFtriD A、 PFteD A、 PFHxD A、 PFO D A、

及 び 4:2FTSを 除 く 全 て の 対 象 化 合 物 に つ い て ５ ０ ％ 以 上 の 回 収 率 が 得 ら れ た 。 こ れ は イ オ

ン サ プ レ ッ シ ョ ン が 改 善 さ れ た 結 果 と 考 え ら れ る 。 ま た 、 PFtriD A、 PFteD A、 PFHxD A、 PFO

D A、 及 び 4:2FTSに つ い て も ４ ０ ％ 以 上 の 比 較 的 高 い 回 収 率 が 得 ら れ た 。 な お 、 6:2FTS及 び

8:2FTSに つ い て は イ オ ン エ ン ハ ン ス メ ン ト が 改 善 さ れ ず １ ０ ０ ％ を 超 え る 回 収 率 を 示 し た

が 、 こ れ は カ ラ ム の 洗 浄 不 足 に よ る も の と 考 え ら れ る 。

【 符 号 の 説 明 】

【 ０ ０ ４ ４ 】

１ ０ … 送 液 部

１ １ 、 １ １ ０ … 第 １ 送 液 部

１ ７ 、 １ ７ ０ … 第 ２ 送 液 部

１ ２ … 試 料 注 入 部
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１ ２ ０ … オ ー ト サ ン プ ラ

１ ３ 、 １ ３ ａ 、 １ ３ ｂ 、 １ ４ 、 １ ６ … カ ラ ム

１ ３ ０ … 第 １ カ ラ ム

１ ４ ０ … 第 ２ カ ラ ム

１ ５ 、 １ ５ ０ … Ｍ Ｓ 部

１ ８ 、 ２ ４ … 流 路 切 替 部

３ ０ ０ … 第 １ 流 路 切 替 バ ル ブ

４ ０ ０ … 第 ２ 流 路 切 替 バ ル ブ

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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