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食の安全における LC-MS/MS 分析の問題点
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An accurate analysis is required to address various issues concerning the food safety. Many risk factors, such as
agricultural chemical residues, residual veterinary drugs, mycotoxins, food additives, and carcinogens produced during
food processing may be present in foodstuŠs. High-performance liquid chromatograph-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) is an analytical system advanced in terms of sensitivity, selectivity, and ‰exibility. The system has been widely
applied to food analysis. Food contains a wide variety of nutritional components, which may cause interference with
food analyses. Then, sample preparation to remove such interference and an appropriate choice of an analytical tech-
nique is required. Even with LC-MS/MS, the analytical reliability may be reduced by matrix eŠects, due to interference
from food components. In this review, we summarize issues on using LC-MS/MS to achieve good analyses for the food
safety and discuss how to address it. The topic especially focuses on matrix eŠects.
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近年，食品の安全に係わる諸問題が多数発生して

おり，食品の安全性を確保するために正確な分析に

基づく管理体制が今まで以上に求められている．し

かし食品の安全性に関する問題はデリケートな部分

も多く，科学的根拠に基づいた最先端かつ確実な分

析法の開発が求められており，高速液体クロマトグ

ラフ・タンデム型質量分析装置（LC-MS/MS）を

用いた食品中の微量成分分析の需要がここ数年急速

に広がってきた．本稿では食の安全における LC-

MS/MS 分析の問題点，特にマトリックス効果を中

心に紹介する．

食品の安全における分析

食品は，炭水化物，脂質，タンパク質，ミネラ

ル，ビタミンなどの栄養成分や繊維質及び色素など

多種多様な成分で構成されている．これらが複雑な

マトリックスとなり分析を妨害するため，食品中の

微量成分分析は困難を極める．また，食品の安全性

に係わる分析対象成分には，残留農薬，残留動物用

医薬品，カビ毒，食品添加物，食品加工中に生成さ

れる発がん物質等の多くの危険因子が挙げられ，こ

れらの物性は多岐にわたっている．その上，新たな

危険因子の発見や基準の厳格化に伴い，今後も分析

対象成分は増加すると考えられる．

このような背景の下，食の安全に関する分析にお

いて，LC-MS/MS が注目を集めるようになった．

LC-MS/MS は，ガスクロマトグラフ・質量分析装

置（GC-MS）が不得意とする不揮発性成分や熱不

安定性成分も測定可能なため，適用範囲が広く汎用

性が高い．また，タンデム型質量分析装置（MS/

MS）はイオンの選択を 2 度行うため化合物選択性

が高く，マトリックス存在中でも目的成分を高感度

で選択的に測定することができる．残留農薬のポジ

ティブリスト制度の導入による対象成分数の大幅な

増加と基準値の厳格化をうけて LC-MS/MS の食品

分析への導入が急速に進んだ．LC-MS/MS は感

度，選択性及び汎用性の点で，いまや食品分析には

欠かせない分析機器となっている．

LC-MS/MS の原理

LC-MS/MS は高速液体クロマトグラフ（HPLC）
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Fig. 1. Conceptual Scheme of Electrospray Ionization
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とタンデム型質量分析装置（MS/MS）とを結合し

た装置であり，分析サンプルを HPLC で分離した

後，目的成分の MS/MS 分析を行う．質量分析装

置は成分をイオン化するイオン源，イオンを分離す

る質量分析部，分離されたイオンを検出するイオン

検出器からなっている．

LC-MS/MS で主に用いられているイオン化法

は，大気圧中で気相イオン化を行う大気圧イオン化

（API）法である．大気圧イオン化法の一種である

エレクトロスプレーイオン化（ESI）法では，HPLC

からの溶出液を高電圧（20004000 V）で印加した

ステンレスキャピラリーを通して帯電させる．次

に，キャピラリーから大気圧下に噴霧され帯電した

液滴は，蒸発と分裂を繰り返して微小化し，最終的

に目的成分のイオンが気相中に放出される（イオン

蒸発）と言われている．ESI 法は，ソフトなイオン

化法で，幅広い化合物に適用可能であることから，

食品分析の分野で多用されている（Fig. 1）．1)

質量分析部は，イオン化されたイオンを質量/電

荷（m/z）別に識別する部分であり，MS/MS では

第一の MS（MS1），コリジョンセル，第二の MS

（MS2）の 3 つの主要ユニットで構成されている．

まず，イオンは MS1 で分離され，目的質量を有す

るイオン（プリカーサーイオン）が選択的にコリジ

ョンセルに導入される．プリカーサーイオンは，コ

リジョンガスの衝突を受け開裂し，プロダクトイオ

ンになる．開裂パターンは化合物によって異なり，

たとえ異なる成分由来の同一分子量を持つイオンが

コリジョンセルに導入されても，生じるプロダクト

イオンは異なる m/z を有する可能性が高い．生じ

たプロダクトイオンを MS2 で選択的に分離し，目

的物質に特異的なイオンが検出器へと導入される．

すなわち二段階の質量イオン選択を経ることで，極

微量成分の選択的な分析を可能としている（Fig. 2）．

マトリックス効果

LC-MS/MS を用いた食品分析の主な問題点とし

て，マトリックス効果によるイオン化抑制及び促進

が挙げられる．マトリックス効果は，分析の信頼性

を低下させることから，LC-MS/MS で定量分析を

する際には注意が必要である．

LC-MS/MS におけるマトリックス効果とは，食

品中に含まれる夾雑成分（マトリックス成分）の影

響で目的成分のイオン化効率が変化し，実サンプル

中の目的成分の感度が標準溶液と比較して，低下し

たり，上昇したりする現象のことである．LC-MS/

MS 分析においては感度低下が起こることが多く，

この現象をイオン化抑制（イオンサプレッション）

と言う．これはイオン源におけるイオン化がマトリ

ックス成分と競合することにより，目的成分自身の

イオン化が抑制されるために起こると言われている

（Fig. 3）．2)逆に，感度上昇が起きるイオン化促進

（イオンエンハンスメント）も存在する．

分析値がマトリックス効果を受けているかは，次

の方法で確認することができる．一定濃度の標準液

（A）と，無汚染試料を前処理したマトリックスサ

ンプルに標準物質を同濃度添加した溶液（B）を分

析し，得られた MS クロマトグラムの面積値を比

較する．面積値が「A＞B」であればイオン化抑制
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Fig. 2. Diagram Illustrating Selected Reaction Monitoring (SRM) of Diphenamid with a DiŠerent Compound Having the Same
Precursor Ion (Clomazone) in LC-MS/MS Analysis

Fig. 3. Conceptual Scheme of Electrospray Ionization with Ion Suppression

Fig. 4. Examples of Chromatograms (A) without Matrix
EŠects and (B) with Matrix EŠects
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（イオンサプレッション）が起こっていることにな

り，絶対検量線（標準液を用いた検量線）での定量

が困難になる．一方，面積値が「A＜B」であれば

イオン化促進（イオンエンハンスメント）が起こっ

ていることになる（Fig. 4）．

この問題を解決するためには，◯適切なサンプル

前処理，◯HPLC における十分な分離，◯定量分

析法の選択が挙げられる．これら，LC-MS/MS 分

析におけるマトリックス効果の回避法について以下

に述べる．

◯適切なサンプル前処理

低濃度域で精度よく分析するためには，適切な前

処理を実施し，マトリックスの影響を極力少なくし

た試料を調製する必要がある．食品中の微量成分分

析の前処理としては，固相カラムによる精製が広く

用いられており，逆相カラム，3,4)イオン交換カラ

ム，5,6)抗体カラム，79)ケイソウ土カラム，10)多機能

カラム5,11,12)といった様々なカラムが利用されてい

る．

逆相カラムやイオン交換カラムの場合，分析対象

に応じて固相の種類及び処理溶媒の条件を選択し，

マトリックス成分の除去と目的成分の選択的な抽出

を行う．イオン交換カラムは，イオン性成分の選択

的な抽出及び除去に有効である（Fig. 5）．6)また，

ポリビニルポリピロリドン（PVPP）を用いた逆相

系樹脂カラムは，適度な化合物保持能力を有し幅広
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Fig. 5. Speculated Interaction Mechanism between Fumoni-
sin B1 and an Ion Exchange Column

Fig. 6. Speculated Interaction Mechanism between Multiple Mycotoxins and a Hydrophilic-lipophilic-balanced (HLB) Column
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い成分に適用可能である（Fig. 6）．3,4)

抗体カラム（イムノアフィニティーカラム）は，

目的とする測定物質に特異的な抗体をあらかじめ固

相担体に結合させたもので，目的物質以外の成分は

このカラムに保持されない．試料を抗体カラムに負

荷した後，水溶液でマトリックスを洗い流し，最後

に有機溶媒で抗体を変性させることにより目的物質

をカラムから溶出させる．特にカビ毒分析において

は，様々な抗体カラムが市販されており，選択性が

高くマトリックス除去が簡便なため，広く用いられ

ている．8,13,14)

残留農薬に関する分析では，数百種類の農薬成分

に対応しなければならないことから，LC-MS/MS

による一斉分析法が必須である．1517) 2003 年に簡便

で迅速なサンプル前処理法として，多成分一斉分析

に適した QuEChERS 法「迅速（Quick），簡単

（Easy），安価（Cheap），効率的（EŠective），堅牢

（Rugged），安全（Safe）」が開発された．18－20)農薬

分析用の食品サンプル前処理を簡略化するためのメ

ソッドで，固相カラムに用いられている固相担体を
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Fig. 7. Procedure for Sample Preparation in the QuEChERS Method

Fig. 8. Speculated Retention Mechanism of Melamine in a
HILIC Column
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抽出液に直接混合し，クリーンアップを行う．この

方法は，一段階目でアセトニトリル抽出＋塩析＋脱

水を行い，二段階目で固相担体を抽出液に直接混ぜ

てマトリックスを除去するという非常に簡便な前処

理法で，多検体を短時間で処理することが可能であ

る（Fig. 7）．広範囲の農薬分析が可能で，残留農

薬一斉分析法の有用な前処理法として注目されてお

り，既に各メーカーから，抽出用，精製用の試薬が

キット化され市販されている．

◯HPLC 分離による十分な分離

質量分析装置のイオン源に到達する前に，HPLC

で目的成分とマトリックス成分を十分に分離するこ

とが望ましい．LC-MS/MS 分析における Selected

Reaction Monitoring Chromatogram (SRMC）で

は，他の夾雑物が全く見えなくても，Total Ion Cur-

rent Chromatogram（TICC）では多くの夾雑物が

同じリテンションタイムに重なっていることがあ

る．他の検出法を併用しつつ分離条件を最適化し，

十分な HPLC 分離を行うことは，マトリックスの

影響を回避するのに有効な手段である．

近年，親水性化合物の分離及び分析で注目を集め

ている親水性相互作用クロマトグラフィー HILIC

（Hydrophilic Interaction Chromatography）は，順

相クロマトグラフィーの一種で，逆相クロマトグラ

フィーでうまく分離できない親水性の高い極性化合

物を LC-MS/MS を用いて分析する際に有効な手段

である．例えば 2008 年中国で，牛乳中の窒素含有

量を高くする目的で意図的にメラミンを混入させて

いた事実が発覚し，大問題になった．この事件の際

に，HILIC がメラミン分析に用いられ，大きな脚

光を浴びた．21)分析カラムの固定相として高極性固

相担体を用い，移動相として低比率の水を含む有機

溶媒を用いる HILIC では，移動相にアセトニトリ

ル等の揮発性有機溶媒を多く使用するため移動相の

有機溶媒比率が高く，MS のイオン化部で溶媒が揮

発し易く，イオン化効率が上昇する．そのため，移

動相の水含有率が高い逆相条件による極性化合物の

分析と比較して，高い感度が得られるという利点が

あり，LC-MS/MS に適した高極性化合物分析法と

言える（Fig. 8）．22)

◯定量法の選択

マトリックス効果が無視できない際には，定量結

果が分析試料中のマトリックスの影響を受け難い定

量分析法を選択する必要があり，標準添加法，内部
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Fig. 9. Chemical Structures and Chromatograms of Ochratoxin A and Its Stable Isotope Labeled Compound
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標準法，マトリックスマッチング法が主に用いられ

ている．

標準添加法はマトリックスの影響を回避する方法

として非常に有効であり，食品における LC-MS/

MS を用いた定量分析で汎用されている．本法は，

マトリックスを含む実サンプルに標準品を段階的に

添加し前処理した検量線サンプルによる標準添加検

量線で定量を行うため，マトリックスの存在が定量

結果に影響し難い．しかし，分析する試料毎に検量

線の作成が必要なこと，検量線サンプルにも実サン

プルと同様の前処理が必要なことから，操作が煩雑

で分析効率が悪いという欠点がある．

LC-MS/MS では内部標準法として，分析対象化

合物と物理的・化学的性質がほぼ同じ安定同位体標

識化合物を内部標準物質（サロゲート物質）に用い

て定量する方法が用いられている．安定同位体標識

化合物は，目的成分の一部を安定同位元素（重水素

及び炭素 13 等）に置換したもので，分析対象化合

物と分子量は異なるがほぼ同じ物理化学的性質を有

している．また，溶出時間もほぼ同一なため，マト

リックス効果の度合いが目的成分と同じであり，

MS 分析における内部標準物質として適している．

現在，市販されている安定同位体標識化合物の標準

品があり，これらを利用することによって，定量分

析の精度を向上させることが可能である（Fig.

9）．3,23)

マトリックスマッチング法は，無汚染サンプルを

前処理したものに標準品を段階的に添加した検量線

サンプルによるマトリックス検量線を用いて定量を

行う方法である．本法は，前処理工程における分析

対象成分のロスに留意する必要がある．

その他 LC-MS/MS 分析の問題点

今回はマトリックス効果に焦点を当てて紹介した

が，LC-MS/MS 分析には以下のような問題点も存

在する．

まず，LC-MS/MS では不揮発性成分を含む移動

相は使用できない．そのため，紫外吸光光度分析

（UV 分析）では非常に一般的で，分離能に優れた

移動相であるリン酸緩衝液の代わりに，揮発性の高

い酢酸アンモニウム溶液やギ酸アンモニウム溶液を

用いる．

さらに，LC-MS/MS の高感度化に伴い，UV 分

析では問題とならなかった目的成分のキャリーオー

バーが問題となっている．原因には，バイアル，イ
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ンジェクション部，カラム結合部への吸着が考えら

れ，各装置メーカーでその低減に努めているが，実

際に分析を行う際には洗浄条件の最適化などの工夫

が必要である．

お わ り に

LC-MS/MS を用いて定量分析を正しく行うため

には，マトリックス効果に留意しながら分析法の開

発を行う必要がある．分析対象に適した前処理と

HPLC 分離により，目的成分を極力選択的に MS/

MS へ導入することが，正確な定量分析には重要で

ある．また，マトリックス成分の十分な除去が困難

な場合は，標準添加法や，安定同位体標識化合物を

用いた内部標準法，又はマトリックスマッチング法

を用いることで影響を回避することが必要である．

LC-MS/MS の分野では，新しい分析技術が絶え

ず開発されており，今後も食の安全技術の中核を担

う分析法として発展を続けるであろう．それら新規

技術を取り入れつつ，日常の分析法を見直すこと

で，より迅速に高感度かつ正確な分析結果を LC-

MS/MS から得ることが可能となる．分析化学者に

とって，分析対象成分及び分析手法に関する幅広い

専門知識と洞察力が，一層重要になってくると思わ

れる．
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