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要旨

Agilent 1260 Infinity II 分取精製 LC/MSD システムを用いて油脂中トリアシルグリセロールの MS 
ベース分取を検討しました。移動相にはメタノール、アセトン移動相を使用し、MSD へのメイクアッ
プ溶液としてギ酸アンモニウムを含むメタノール溶液を使用しました。イオンソースに ESI（Agilent 
JetStream）を使用することで、トリアシルグリセロール類はアンモニウム付加体としてイオン化しまし
た。このシステムでは、MSD でのイオン化を達成しつつ、各フラクションにはギ酸アンモニウム塩を含
みません。そのため、分取後の脱塩操作が不要なトリアシルグリセロール類の単離精製が可能となりま
した。

Agilent 1260 Infinity II 分取精製  
LC/MSD システムを用いた 
油脂中トリアシルグリセロールの  
MS ベース分取
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測定システム

Agilent 1260 Infinity II 分取精製 LC/MSD システム
G7111B クォータナリポンプ
G7129A バイアルサンプラ
G7116A マルチカラムサーモスタット
G1364F 分析スケールフラクションコレクタ
G7110B アイソクラティックポンプ
G7170B フローモジュレータ―（スプリット比可変）
LC/MSD XT（G6135B）

Agilent JetStream（ESI）イオンソース
Agilent OpenLab ChemStation Ed. ソフトウエア

試料調製

市販のオリーブ油をアセトンで 1 %（v/v）に溶解し、LC/MS 分析に供し
ました。

分析条件

HPLC 条件を表 1 に示しました。HPLC カラムは内径 4.6 mm、長さ 
250 mm の Agilent Pursuit XRs 3 C18 カラムを 2 本直列に接続して
用いました。表 3 には MS トリガー条件を含む MSD 条件を示しました。
イオン化は ESI で行い、MS トリガーのしきい値は 700,000 カウント、想
定される付加体としてアンモニウム付加体を選択しました。

表 1. HPLC 条件

カラム
Pursuit XRs 3 C18（内径 4.6 mm x 長さ 250 mm）x 2 本 
（Agilent, p/n A6001100X030）

移動相 A：メタノール　B：アセトン

移動相流量 1 mL/min

グラジエント （表 2 参照）

カラム温度 20 ℃

注入量 5 µL

メイクアップ溶媒 100 mM ギ酸アンモニウム含有メタノール、0.5 mL/min

スプリット比 1:50

表 2. グラジエント条件

時間 / min %B

0 20

20 50

50 100

75 100

表 3. MSD 条件

イオン化 Agilent JetStream（ESI）

極性 ポジティブ

スキャン範囲 m/z=200-1000

フラグメンタ電圧
170 V（分取トリガー用） 
350 V（フラグメント情報）

乾燥ガス 6 L/min, 250 ℃

シースガス 12 L/min, 350 ℃

ネブライザ圧力 25 psi

分取トリガーしきい値 700,000 counts

分取トリガー付加体 NH4（アンモニウム付加体）

結果

ディレイボリュームキャリブレーション

UV ベースの分取精製システムと同様 1)、MS ベース分取システムにおい
ても MS 検出器とフラクションコレクタ間のディレイボリュームを正確に
把握することは、精密な分取を実現するうえで重要です。図 1 には MS 
ベース分取システムにおけるディレイ計算の概念図を示します。オート
サンプラから色素サンプルを注入することで、UV 検出器（オプション）、
MS 検出器およびフラクションコレクターで色素をピークとして検出し、
MS 検出器とフラクションコレクタ間の正確なディレイタイムを測定する
ことが可能となりました。ディレイセンサシグナルよりも MS 検出器の
シグナルが早く確認できるようにメイクアップポンプの流速あるいはスプ
リッタとフラクションコレクタ間の配管容量を最適化します。図 2 には、
本報で構築したシステムでのディレイボリュームキャリブレーションの結
果を示しました。MS 検出器とフラクションコレクタのディレイタイムは 
0.154 分と自動算出されました。

図 1. ディレイボリュームキャリブレーションの概念図
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図 2. ディレイボリュームキャリブレーション結果 
（上：UV 検出器  中：MS 検出器  下：フラクションコレクタ）

図 3. オリーブ油（1 %(v/v)）の MS ベース分取結果 
（ターゲットマス：858.7, 884.7、付加体の選択：アンモニウム付加イオン）

油脂中トリアシルグリセロールの MS ベース分取

最適化したシステムでオリーブ油中のトリアシルグリセロールの MS ベー
ス分取を検討しました。例としてターゲットマスに 858.7（OOP に相当）
と 884.7（OOO に相当）を入力し得られた結果を図 3 に示しました。そ
れぞれ入力したターゲットマスの情報と表 3 に示した付加体情報を考慮
し、しきい値を超えた場合に MS トリガーが動作して、良好に 2 種のトリ
アシルグリセロールを分取できました。移動相にはメイクアップポンプで
使用しているギ酸アンモニウムは含まれていませんので、分取後のフラク
ションの脱塩操作などが不要になります。

得られたフラクションのうち、後者のフラクション 2 を再分析し得られた 
TIC を図 4 に示しました。図 4 からは近接するピークからのこのフラク
ションへの混入は確認されませんでした。 図 4. フラクション 2 の再分析結果 

（上：フラグメンタ電圧 170 V, 下：フラグメンタ電圧 350 V）

シグナル 1（分子量情報）

シグナル ２（フラグメント情報）



まとめ

Agilent 1260 Infinity II 分取精製 LC/MSD システムを用いて油脂中の
トリアシルグリセロールの MS ベース分取を検証しました。移動相にメタ
ノールおよびアセトン、MSD 用のメイクアップポンプにギ酸アンモニウム
を含むメタノールを使用することで、トリアシルグリセロール類をアンモニ
ウム付加体として良好にイオン化しつつ、ターゲット成分の分取フラクショ
ンには塩類を含まない状態で MS ベース分取を行うことができました。
MS ベース分取は、ターゲット化合物の情報が既知の場合に有効な分取
精製手法であり、UV ベース分取と比較すると選択性の高い分取が可能な
ため、不要なフラクション数を削減することができます。また分取と同時
に定性情報が入手できるなどの利点があります。今回検討したトリアシル
グリセロール類だけでなくさまざまな化合物に適用することが可能です。
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リセロール、ジアシルグリセロールおよび遊離脂肪酸の網羅的解析, 
Agilent Technologies Application Note, publication number LC-
MS-201707HK-001.

図 5 には図 4 で確認されたピークに関して、それぞれフラグメンタ電圧 
170 V および 350 V の設定で得られたマススペクトルを示しました。フラ
グメンタ電圧 170 V ではトリアシルグリセロール OOP のアンモニウム付
加体として分子量関連イオンが確認できました。また、フラグメンタ電圧
を 350 V に設定し、同時測定することで既報2) のような分取したトリアシ
ルグリセロール類の確認、同定をすることも可能になります。
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図 5. フラクション 2 の再分析で得られたマススペクトル 
（上：フラグメンタ電圧 170 V, 下：フラグメンタ電圧 350 V）
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