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研究成果の概要（和文）：本研究では、6並列導入分析が可能である質量分析システムの開発に成功し、適切な
内部標準物質を用いることで定量比較を高い精度で行うことが可能であることを実証した。また、周波数分割多
重化MS法をMS/MS測定、および、通常のMS測定と衝突誘起解離を伴うMS測定を交互に繰り返す交互測定モードへ
の拡張が可能であることを実証した。すなわち、6LC-1MS/MSにおける定量比較が可能であることを示すことに成
功した。さらに、6並列LC分析を行うための試料注入・送液システムの検討、イオン化効率・試料導入効率の安
定化を目的としたLCのミクロスケール化、交互測定モードの信号処理の迅速化法についても開発行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we successfully developed a multiplex mass spectrometry 
system capable of six samples, and demonstrated that quantitative differential analysis can be made 
with high accuracy by using suitable internal standards. We also demonstrated that the frequency 
division multiplex MS method can be expanded to MS/MS measurements and to an alternating measurement
 mode in which MS measurements with and without collision induced decay are performed alternately. 
That is, we succeeded in demonstrating that quantitative comparison in 6LC-1MS/MS is possible. In 
addition, we also investigated on a sample injection system and a pump system for 6-parallel LC 
analysis, a micro-scale LC system to improve the stabilities of ionization efficiency and ion 
introduction efficiency, and a procedure for high performance signal processing in the alternating 
measurement mode.

研究分野：分析化学

キーワード： 質量分析　液体クロマトグラフィー　ラベルフリー　ディファレンシャル解析　周波数分割多重化　並
列分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オミクス解析では、疾患の有無などのサンプル群間における化合物量（タンパク質発現量など）の差異を明らか
にするディファレンシャル解析（定量比較解析）が必須である。近年、液体クロマトグラフと質量分析器
(MS/MS)を用いるディファレンシャル解析の重要性は増大しておりその高効率化が求められているが、本研究は
これに貢献するものである。また、本研究の根幹は並列導入型MS/MSであるため、MS(/MS)を用いるすべての分析
（臨床分析、環境分析、生体分析など）の高効率化に貢献できる。MS（/MS）が必要とされる大規模調査の高効
率化・低コスト化にも貢献することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

オミクス解析では、タンパク質や代謝物の網羅的な同定が行われるだけではなく、疾患の有無
などのサンプル群間における化合物量（タンパク質発現量など）の差異を明らかにするディファ
レンシャル解析（定量比較解析）が必須である。近年の液体クロマトグラフ(LC)および質量分析
器(MS)の発展、および、解析ソフトの充実は著しく、LC-タンデム型質量分析法(LC-MS/MS)を用
いるディファレンシャル解析の重要性は増大している。 
 ディファレンシャル解析では、複数のサンプル群の比較を行う必要があるため、比較・解析の
前段階である「測定」に膨大な時間が必要となる。例えば、一般的な LC-MS/MS によるタンパク
質分解ペプチド群の網羅的分析には 100 分程度の時間がかかるため、健常者群と疾病患者群の
統計解析を行うために、それぞれ n = 3 で測定を行うだけでも 600 分超の測定時間が必要にな
る(図 1A)。また、LCで精密分離を行う場合は「測定」に要する時間はさらに膨大になる。 

一方、MS では同位体を区別することができることを利用し、1 台の LC-MS(/MS)で複数のサン
プルを同時に分析する方法も開発されている。例えば、-CH3でラベル化されたサンプルと重水素
で置換された-CD3でラベル化されたサンプルを用意し、その混合物をLC-MS(/MS)で分析すると、
同一化合物は同一の溶出時間に観測さ
れるが、質量数の違い（m/z=3）によ
り MSでは区別され、両者の同時分析が
可能になる（図 1B）。プロテオミクスで
は LC-MS/MS 分析用の、最大 10 個まで
のサンプルの並列分析が可能なラベル
化試薬が市販されている。 

しかしながら、ラベル化反応は煩雑
であり、また、試薬も安価ではない。そ
のため「ラベルフリー法でのディファ
レンシャル解析」の重要性が増してい
る。しかし、上述の通りラベルフリー
法では、サンプルごとに LC-MS/MS 測定
が必要であり、迅速な解析が困難であ
るという問題点がある。最も簡単な解
決法は、複数台の LC-MS/MS を用いた並
列分析であるが、MS/MS は高価であり、
コスト面から現実的ではない。 
 
２．研究の目的 

上述の通り、LC-MS/MS 分析の並列化を実現することができれば、ディファレンシャル解析の
迅速化に貢献することができる。本研究では、当研究室で開発中の「多重通信技術である周波数
分割多重化法を応用した並列 LC-MS 分析法」をさらに発展させることで、「ラベルフリー法での
迅速なディファレンシャル解析」すなわち「ラベルフリー法での LC-MS/MS 分析の並列化」が可
能であると確信し、本研究を立案した。 

当研究室で、現在開発中の「周波数分割多重化 LC-MS」の原理を図 2に示した。開発中の装置
は１台の MSと複数台の LC（図 2では 3台）から成り立つ。複数の試料は、並列的かつ同時にLC
で分離され MSに導入される。そのため、MSでは複数のクロマトグラムが混合されたデータが観
測される。単純に MS に並列導入するだけでは混合したクロマトグラムが MS で観測されるだけ
であるが、MS 導入時に
LC ごとに固有の周波数
で変調を行うことで、混
合クロマトグラムをフ
ーリエ変換することに
より得られるパワース
ペクトル（周波数空間）
で信号分離することが
可能となる。分離抽出し
た信号を逆フーリエ変
換することで、個別のマ
スクロマトグラムを得
ることが可能である。
我々は、すでに2台のLC
と 1 台の MS を組み合わ
せた 2LC-1MS の開発に
成功している(Analyst, 

図 1 ラベルフリー法および安定同位体標識法によ

る定量比較 

図 2 周波数分割多重化法を用いた並列導入型 LC-MS の概略 



2019, 114, 2922-2928)。なお、提案する方法は「安定同位体」ではなく「周波数情報」でサン
プルのラベル化を行う並列分析手法とみなすことができる。 

本研究では、開発中の方法を(1) 並列分離を行う LC数の増大し、さらに(2)MS/MS への拡張、
(3)定量性に関する信頼性の向上を図ることで、ラベルフリー法での迅速なディファレンシャル
解析を実現するための並列 LC-MS/MS 分析法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 

統計的に二群間の差異を解析するには、最低でも各群において n = 3 で測定、すなわち 6 サ
ンプルの測定を行うことが望ましい。そこで本申請では、6サンプルの同時分析、すなわち 6並
列 LC-MS/MS 手法(6LC-1MS/MS)の開発を目的とする。 

上述の通り、既に 2 系統の同時分析法ついては開発済みであり、論文発表を行っている。ま
た、別途 4系統の同時分析法についても一定の成果が得られている。そこで本研究では、(1)4 系
統の同時分析法を確立させるとともに、その 6並列分析システムへの拡張、(2)MS 測定から MS/MS
測定への本法の拡張が可能であることの実証、 (3)ディファレンシャル解析に重要な定量性能
の向上を目的として検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)6 並列分析システムの開発 
 2 系統同時分析では Y 字型のインターフェ
イスを自作し測定を行った。Y字型インターフ
ェイスの 2 つの試料導入口側には、それぞれ
円筒状の電極（イオンゲート）が設置されてお
り、このイオンゲートに異なる周波数の電圧
を印加することで、エレクトロスプレーイオ
ン化（ESI）源から放出されたイオンの導入を
阻害し、周波数空間で信号分離を行うための
識別信号を付与（変調）を行うことが可能にし
ている。4系統分析への適用として図 3に示す
4-1 型インターフェイスを自作し、その性能の
検討を行った。4系統の電極に対して、それぞ
れ、 0.3/0.5/0.7/1.0 Hz, 3/6/13/15 Hz, 
10/20/30/40 Hz の電圧を印加し変調を行った
ところ、いずれの周波数の組み合わせでも、得
られたデータのフーリエ変換により得られた
パワースペクトル（周波数空間）上で信号分離
を行うことに成功した。しかしながら、40 Hzでの変調について
は、パワースペクトルに予期せぬ複数の信号を与えることが分か
った。これは MSのサンプリングレートである 160 Hzが 40 Hz の
変調に対応するには不十分であるためであることが分かった。利
用できる変調周波数に上限があることが示されたが、この問題に
抵触しない場合は 4系統同時導入が周波数空間上で、明確に信号
分離することが可能であることが示された。 
 次に 6 系統同時分析のためのインターフェイスの作成を行っ
た。自作の 6-1 型インターフェイスを用いて検討を行ったとこ
ろ、2つの導入口からは試料導入が確認できたが、残り 4つの試
料入口からの試料導入は確認できなかった。詳細な検討を行った
ところ、自作のインターフェイスでは、工作精度が不十分であり、
試料導入を適切に行うことが難しいことが明らかとなった。この
問題を解決するため、新たに３Dプリンタを用いて 6-1 型インタ
ーフェイスの作成を行った。３Dプリンタにより作成した 6-1 型インターフェイスの中心部を図
4 に示した。また、別途 EIS 源を固定するためのパーツも適宜設計を行い、３Dプリンタで作成
した。 
 作成し 6-1 型インターフェイスを用いて、並列導入を行ったところ(1)一つの ESI 源から放出
されたイオンが複数の導入口へ導入されることにより生じる干渉(inlet-inlet 干渉)と、(2)ESI
に印加した電圧が隣接する ESI に影響を与える干渉(ESI-ESI 干渉)が発生することが明らかと
なった。そのため、イオンゲートのデザインを再考し、新たに設計を行った 6-1 型インターフェ
イスの作成を行った。新しい 6-1 型インターフェイスを用い、3,6,10,13,16,20 Hz での変調を
行い、得られた結果を解析した結果、新インターフェイスでは干渉が抑制されていることが確認
された。 
 6 つの ESI 源を用いフローインジェクションモードで 6並列導入をおこなった。イオンゲート
には 3,6,10,13,16,20 Hz の周波数で電圧印加を行ったところ、周波数空間中で信号分離を完全
に行うことに成功した。分離された信号を抽出し逆フーリエ変換を行ったところ、それぞれの
ESI から導入されているフローインジェクションプロファイル（ピーク形状）を復元することに
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成功した。すなわち、6並列導入・信号分離・信号復元を 6-1 型インターフェイスでも行うこと
に成功した。 
 
(2)MS/MS への展開 
 提案する並列導入型 MS を MS/MS に展開は、2 並
列導入型システムを用いて行った。2並列導入を行
うために Y字型（2-1 型）インターフェイスを新た
に設計し、3D プリンタで作成した。まずは、MS 測
定を用いてインゲートが機能するかどうかを確認
取ったところ、2.0, 4.0 Hz の印加において周波
数空間での信号分離・信号抽出・復元が問題なく復
元することが可能であることを確認した。次に、試
料としてロイシンエンケファリンを用いて、MS/MS
測定への展開を試みた。まずは、1系統導入モード
において四重極 MS で、プレカーサ-イオンとして
m/z 556 を通過させたのちに 16 V の電圧で衝突誘
起解離（CID）を起こし、後段の飛行時間型質量分
析系で測定を行った。その結果、プロダクトイオン
として m/z 425, 397, 278 のフラグメントイオン
が観測された。イオンゲートに 0.37 Hz の周波数を
有する電圧を印加した際に得られたデータについ
て、フーリエ変換処理を行ったところ、パワースペクトル上に 0.37 Hz のシグナルが観測され
た。すなわち、MS/MS測定のおいても問題なく識別信号が付与されていることが確認された。更
に、イオンゲートに周波数を印加条件と非印加条件における CID 後の相対フラグメント強度を
比較したところ、図 5に示されるように、両者に大きな違いはなかった。また、0.37 Hz と 0.17 
Hz で識別信号を付与し二並列分析により得られた情報を解析したところ、m/z 556, 425, 397, 
278 のすべてのシグナルに対して、0.37 Hz と 0.17 Hz の周波数情報が付与されていることが示
された。以上このことから、提案する方法がMS/MS にも適用可能であることが示された。 
 さらに通常の MS/MS モードの他に、近年利用が進んでいる、通常の MS 測定と CID により得ら
れたフラグメントイオンの MS 測定を交互に繰り返す測定モード（交互測定モード）への展開に
ついても検討を行った。ウシ血清アルブミンのトリプシン分解ペプチドを LC-MS/MS 分析を行っ
たところ、観測されるペプチドフラグメント種は、識別信号付与の有無により違いが生じること
はなかった。並列導入型 MSが交互測定モードにも展開することが可能であることが確認された。 
 
(3)定量性能向上に関する検討 
 ディファレンシャル解析を行う際には定
量性の担保が重要となる。並列導入型シス
テムにおける定量性の評価を、6 並列導入
型並列導入型 MS を用いておこなった。な
お、識別信号としては 2, 5.2, 9.2, 11.6, 
16.4, 20 Hz の 6種類を用いた。5回の連続
測定を行い、それぞれの測定結果に対して
フーリエ変換を行い、それぞれのパワース
ペクトルを得た。得られたパワースペクト
ル上に観測される各周波数における信号強
度の再現性を確認したところ、図 6 に示す
平均信号強度、および、標準偏差が得られ
た。5.2 Hz のように再現性が低い結果も得
られたが、その他の結果では、ある程度の
再現性が得られていることが分かる。一
方、信号強度の平均値に関しては、今回の
ケースでは印加周波数が高くなれば高く
なるほど信号強度が減少しているという結果が得られた。信号強度と印加周波数の関係につい
てはさらなる検討が必要ではあるが、図 6に示す結果は、ESI-導入口毎に信号強度が異なること
を示している。これは、主として各ESI でのイオン化効率が異なることと、ESI-導入口の位置関
係によりイオン導入効率が異なることに由来すると考えられる。すなわち、各 ESI 間での定量比
較を行うためには、適切な規格化が必要であることが示された。そこで、内部標準法として安定
同位体を用いた際の各 ESI 間の信号強度比較を行った。 
 試料としては L-アルギニンと(m/z 175) その安定同位体標識 L-アルギニン(13C615N4, m/z 185)
を用い，内部標準法によって定量性の評価を行った。ESI1～6を用いて、異なる濃度の L-アルギ
ニンと一定濃度の安定同位体標識 L-アルギニンの混合溶液を同時分析し、得られた結果のパワ
ースペクトルを得たところ、図 6 と同様に各 ESI の信号強度には、著しいバラツキが観測され
た。しかしながら、安定同位体を基準とする相対強度を算出したところ図 7に示す様に、相関係
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数 0.9958 の高い直線性が得られた。すなわ
ち、適切な内部標準物質を用いることで、ESI
間での定量比較が高い精度で行うことができ
ることが示された。 
 
(4)まとめ 

以上の通り、本研究においては 6 並列導入
が可能である質量分析システムの開発に成功
し、さらに適切な内部標準物質を用いること
で各導入口間の定量比較を高い精度で行うこ
とが可能であることを実証した。また、並列
導入手法を MS/MS 測定、および、通常のMS測
定と CID により得られたフラグメントイオン
の MS測定を交互に繰り返す測定モード（交互
測定モード）へ応用することが可能であるこ
とを、ペプチド試料をもちいて実証することに成功した。すなわち、6LC-1MS/MS における定量
比較が可能であることを実証することに成功した。また、6 並列 LC 分析を行うための試料注入
システム・送液システムに関する検討、イオン化効率・試料導入効率の安定化を目的とした LC
システムのミクロスケール化に加えて、特に交互測定モードの信号処理の迅速化のための手法
についても検討を行った。6LC-1MS/MS による応用実施例を示すため、現在も研究を継続してい
る。 

図7 内部標準法により補正鵜を行った各ESI

間での定量性能の評価 
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