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要約

このアプリケーションノートでは、タンデム四重極型質量分析計の⼀種である Xevo TQ-S cronos のエレクトロス

プレー（ESI）イオン源を最適化する⼿順を説明します。特に、シーフード抽出物中のマラカイトグリーンおよび

その他の⾊素の測定において、最⾼の精度と感度を得るためのプローブ位置とコーンガス流量に焦点を当てていま

す。最適なコーンガス流量は、0 L/時（つまりガス供給なし）近くであることが分かりました。これは、この分析

法に含まれる他の⾊素、ロイコマラカイトグリーンおよびロイコクリスタルバイオレットのピーク⾯積についての 

%RSD が最低になるためです。プローブを、イオン源の直交設計内の 2 つの位置について試験しました。ネブライ

ザー付きのプローブをサンプルコーンに⽐較的近い位置にセットした場合に、エビに含まれるロイコクリスタルバ

イオレットおよびロイコマラカイトグリーンのシグナルが最⼤であったにもかかわらず、コーンから最も遠い最適

な位置にセットした場合に、分析したすべての化合物のピーク⾯積について、最低の %RSD で最⾼の感度が得られ

ました。この最適化された分析法パラメーターを直線性、マトリックス効果、測定精度、および感度などの性能評

価に使⽤しました。データからは、内部標準をターゲット化合物の標識アナログの形で使⽤して、エビに含まれる

「措置を講じる基準点（RPA）」レベルの⾊素を⾼い信頼性で定量するための分析法の適合性が実証されています

。 

アプリケーションのメリット

Xevo TQ-S cronos イオン源の独⾃の直交設計により、容易に最適化できて信頼性の⾼い感度が得られる■

QuEChERS は、エビの⾊素の分析に適した抽出物の使いやすい迅速な前処理法を提供する■

はじめに

⼀般的に市販されている安価な布⽤⾊素であるトリフェニルメタン⾊素は、その抗菌特性を利⽤するために養殖に

おいて違法に使⽤されています。マラカイトグリーン（MG）やクリスタルバイオレット（CV）などの⾊素は、消

化後速やかに還元型のロイコ型（LMG および LCV）に代謝されて⻑時間⿂に存在し続ける場合があり、⽔⽣⽣物種

や哺乳類に悪影響を及ぼす可能性があります1。 MG は、⽶国⻝品医薬品局（FDA）、FAO-WHO の国際⻝品規格委

員会、および欧州委員会の規定に従って、⻝⽤動物に対する使⽤が⼤半の地域において禁⽌されています。EU は

、輸⼊を含め、動物由来の⻝物の管理を確実に機能させるために、MG について 0.5 μg/kg（MG と LMG の合計に

ついて）という措置を講じる基準点（RPA）を確⽴しています。RPA 以上の量の該当物質が残留している動物由来

⻝品は、EU 規制に⾮準拠であると⾒なされます2。 したがって、このような規制への準拠についてモニターするた

めの適切な⽅法が必要になります3。

Xevo TQ-S cronos 装置は、広く使⽤されている ACQUITY QDa 質量検出器に採⽤されたサンプルコーンの設計要

素を取り⼊れ、ルーチン定量分析⽤の信頼性の⾼いシステムとして開発されたものです。逆コーン設計の⼀環とし

て、最も狭い部分はコーンの中⼼部であり、コーンの⼊⼝は⽐較的広くなっています。サンプルマトリックスおよ



び移動相のバッファー塩がオリフィスに凝集して閉塞することがないように設計されています。これにより、コー

ンの洗浄間の装置の稼働時間が向上し、複雑な⻝品マトリックスにおいて信頼性の⾼い感度が得られます。 

また、逆コーン設計に加えて、定評のあるテクノロジーも Xevo TQ-S cronos の頑健な性能に寄与しています。イ

オン源に⼆重直交設計を使⽤しているため、イオンをアナライザーに効率的に透過させると同時に、⾮イオン化物

質（中性分⼦）を除去できます。StepWave は中性分⼦種を除去し、ガス負荷を低減するオフアクシスイオンガイ

ドで、イオンビームを平⾏な「オフアクシス」イオントンネルに積極的に抽出し、これにより透過性が改善して感

度と頑健性が向上します。コリジョンセルは、T-Wave テクノロジーを使⽤してコリジョンセル内におけるイオン

の滞留時間を短縮し、隣接する MRM チャンネル間のクロストークを最⼩限に抑えつつ、シグナル強度を損なうこ

となく迅速に多成分 MRM データを取得します。これにより、⾼品質多成分 UPLC-MS/MS 定量分析に必要な⾼い

データ取り込み速度への完全な対応が保証されます。 

Xevo TQD システムを使⽤したエビ中のトリフェニルメタン⾊素とその代謝物を測定する⽅法は以前にも報告され

ており、このような禁⽌物質の測定のための費⽤対効果の⾼いソリューションであることが⽰されています4。こ

のアプリケーションノートでは、エビがヨーロッパの規制に準拠しているかどうかを確認するのに適した、⾊素と

その代謝物を正確かつ精密に定量するための、最新の Xevo TQ-S cronos 装置を使⽤した UPLC-MS/MS 分析法を

紹介します。この試験で測定した⾊素の構造を図 1 に⽰します。 

図 1. この試験で測定した⾊素の化学構造 

実験⽅法



抽出およびクリーンアップ

エビ抽出物の調製には、QuEChERS の改良バージョンを使⽤しました4。簡単に説明すると、均⼀化したサンプル 

10 g を 10% 酢酸を含むアセトニトリル 10mL を⽤いて抽出し、⼿で 1 分間振とうしました。酢酸ナトリウム 1.5 g 

と硫酸マグネシウム 6 g を含む QuEChERS パウチ（P/N 186006812 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/sample-preparation--filtration/186006812-disque-aoac-

method-15-g-sodium-acetate-and-6-g-mgso4-50-ml-pouch.html> ）を加え、その混合物を超⾳波⽔浴中に 10 

分間置いた後、遠⼼分離しました。上清を硫酸マグネシウム 900mg と PSA 150mg を含む 15 mL の DisQuE 

QuEChERS PSA チューブ（P/N 186004833 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/sample-

preparation--filtration/186004833-disque-900-mg-mgso4--150-mg-psa-15-ml-tube-50-pk.html> ）に移しま

した。サンプルを⼿で 1 分間振とうして遠⼼分離し、これを⽤いて 0.05 〜 10 μg/kg の範囲に相当する 8 濃度

（0.05、0.1、0.25、0.5、1、2、5、10 ng/mL）のマトリックスマッチド標準試料を調製しました。  サンプル抽

出後、安定同位体アナログを内部標準として添加しました。⾊素を安定化するために、サンプルを保存する前にア

スコルビン酸（0.05 mM）などの抗酸化剤を添加するか、または抽出の前に塩酸ヒドロキシルアミン（9.5 g/L の

溶液 500 μL）を添加することを推奨します。 

ESI イオン源の最適化

マトリックス抽出物中に調製した標準試料の繰り返し注⼊にわたるピーク⾯積と %RSD によって定義される信頼性

の⾼い感度を得るには、ESI キャピラリーの突出と印加電圧、脱溶媒ガス流量、ガスとソースブロックの温度など

のイオン源設定を最適化する必要があります。また、UPLC カラムからの分析種の溶出に使⽤する移動相の組成を

考慮することも重要です。これらのパラメーターの最適化は、溶媒液滴の形成、電荷トランスファー、並びに ESI 

イオン源の⼤気圧から StepWave イオン光学系および MS アナライザー領域の⾼真空にトランスファーするイオン

の形成に影響を与えます。 

複雑なマトリックスにおける感度と再現性の最適化に関するこの研究の⼀環として、調整可能な ESI イオン源のパ

ラメーターは、ESI プローブの位置とコーンガス流量の 2 つが重要であることが分かりました。Xevo TQ-S cronos 

のイオン源は⼆重直交設計であり、それによって⾮イオン化物質（中性分⼦）を除去しつつ、イオンを効率的にア

ナライザーに透過させることができます。⽬盛付きノギスを使⽤して、ネブライザーや ESI キャピラリーなどの 

ESI プローブの位置（⽔平および垂直）が調整できるため、最適なシグナル強度と良好な精度が同時に得られるよ

うに調整できます。試験を⾏った⽔平位置 1 および 2 のノギスを図 2 に⽰します。 
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図 2. エビの⾊素の分析に⽤いる ESI プローブの⽔平位置⽤のノギスの設定。A）エビの⾊素の分析⽤の位置 1。

B）ロイコクリスタルバイオレットについて最良のシグナルが得られる位置 2。 

この試験で調査した 2 つ⽬のパラメーターはコーンガス流量です。この窒素流により、イオンが MS アナライザー

にトランスファーされるサンプルコーンのオリフィスに⼤きな液滴が⼊るのを防ぐことができます。MS に⼊る溶

媒の⼤きな液滴を低減または阻⽌することで、[M+n (H2O) +H] などの溶媒クラスターの形成が低減され、⽣成され

たデータの解釈が簡素化されます。エビ抽出物中の⾊素のレスポンスと精度に対するプローブ位置とコーンガス流

量の影響を調査しました。 

UPLC-MS/MS 条件

UPLC システム： ACQUITY UPLC I-Class PLUS（FTN サンプル

マネージャを搭載）

カラム： ACQUITY UPLC BEH C18 カラム（1.7 µm、

2.1 × 100 mm、製品番号：186002352）



移動相 A： 5 mM ギ酸アンモニウム、pH 4.5

移動相 B： 0.1 % ギ酸アセトニトリル溶液

流速： 0.25 mL/分

注⼊量： 5 μL

カラム温度： 40 ℃

サンプル温度： 10 ℃

MS 装置： Xevo TQ-S cronos

イオン化： ESI

極性： ポジティブ

キャピラリー電圧： 0.3 kV

脱溶媒温度： 600 ℃

脱溶媒ガス流量： 1000 L/時間

イオン源温度： 150 ℃

コーンガス流量： 0 L/時間

分析する⾊素について最適化されたコーン電圧とコリジョンエネルギーを表 1 に⽰します。ポジティブモードでの

最終的な MRM メソッドの MS サイクルの計算には MassLynx ソフトウェアのオートデュエル機能を使⽤し、ピー

クあたり 12 ポイントを必要とするピーク幅 5 秒に⾃動的に最適化されました。 



表 1. エビ中のトリフェニルメタン⾊素の検出⽤に最適化した MRM 条件 

結果および考察

ESI プローブ位置により、エビ抽出物中の特定のトリフェニルメタン⾊素のピーク⾯積と平均ピーク⾯積の精度（n 

= 6）に及ぼされる影響を図 3 に⽰します。調査した ESI プローブの 2 つの異なる⽔平位置について、各分析種の

合計に対して正規化したピーク⾯積を⽰しています。位置 1 は、エビのほとんどの⾊素の測定に最適な設定でした

が、位置 2 は、ロイコクリスタルバイオレットに対して最⼤のシグナルを⽰すことが分かりました。エビ中の⾊素

分析のための Xevo TQ-S cronos の性能評価⽤に、最適なプローブ位置として位置 1 に設定しました。その理由は

、すべての化合物に対して %RSD が 2 〜 3 分の 1 の低さを⽰していたと同時に、ロイコクリスタルバイオレット

およびロイコマラカイトグリーンについて良好なピーク⾯積が維持され、相対レスポンスが最も低いこれら 2 つの

分析種について最⾼の感度が得られるためです。 



図 3. ESI プローブ位置がエビ抽出物中の 0.5 μg/kg のトリフェニルメタン⾊素に対する Xevo TQ-S cronos の感度

に与える影響 

図 4 に、エビ抽出物中の⾊素の定量精度に対するコーンガス流量の影響を⽰します。コーンガスを 0 L/時間に設定

することで、ロイコマラカイトグリーンおよびロイコクリスタルバイオレットに対する精度が⼤幅に向上し、その

他の化合物に対する精度も維持されることが⽰されました。化合物の全体的なレスポンスが、試験範囲にわたって

⼤幅に異なることはありませんでした。Xevo TQ-S cronos での以前の実験により、50 L/時間を超えるコーンガス

流量によってシグナルが減少する場合があると⽰されています5。 Xevo TQ-S cronos、Xevo TQ-S micro、および 

Xevo TQD 装置では、コーンガス流量を 0 〜 300 L/時間に設定できます。最適なガス流量は、サンプリングコーン

のオリフィス径によって決まり、径が⼤きくなると最適流量が増加します。同時に、コーンガス流量が実験に最適

な値を超えると、シグナルの減少が⼤きくなる可能性があります。この場合、エアロゾルの⽣成を促進し、続いて

イオンの形成を促進する⾼いキャピラリー電圧を印加することで、シグナルを回復することができます。ただし、

キャピラリー電圧が⾼すぎると、望ましくない還元または酸化プロセスが起きたり、放電効果によりキャピラリー

上に電光が観察され、シグナル強度が低下したりする可能性があります。これは、キャピラリーの突出に応じて、

ネガティブモードでは約 2.3 kV、ポジティブモードでは 3.5 kV を超える値で発⽣することがあります。⼀般に、キ

ャピラリーの突出が⼤きい場合、より低電圧で放電効果が観察されます。 



図 4. 異なるコーンガス流量（L/時間）を使⽤した場合のエビ抽出物中の⾊素のピーク⾯積の %RSD（n=6） 

直線性およびマトリックス効果

検量線のプロットには、重みづけ係数 1/x を適⽤しました。全濃度範囲で直線性を評価したところ、R2 係数は 

0.99 を超えていることが分かりました。また、内部標準法により、ほとんどの分析種において、真の値からの計算

値の逸脱を表す残差が 20% を下回ることが分かりました。 

質量分析計のイオン化プロセス中に発⽣するマトリックス効果（ME）は、正確度と感度の両⽅に影響を与える可

能性があるため、定量的 ESI-LC-MS 分析法のバリデーションにおけるルーチンステップの 1 つとしてこれを評価

する必要があります6。 エビの⾊素に関わる ME を表現するには、マトリックスで作成した検量線の傾きと溶媒で

作成した同等の検量線の傾きの⽐を使⽤しました。 

                                                                                 ME = aM/aS 

ここで、aM および aS はそれぞれ、マトリックスおよび溶媒で作成した検量線の傾きを表す係数を⽰します。ME 

の計算値が 1 に近いほど、マトリックス効果は低くなります。ME が 1 未満の場合はシグナル抑制、ME が 1 を超

える場合はシグナル増強になります。   

ルーチンの定量 LC-MS/MS で ME を補正するには、マトリックスマッチド検量線の作成が有⽤です。ME によるレ

スポンスの変化を補正する別のアプローチとして、同位体標識アナログを内部標準として使⽤する⽅法があります

。抽出⼿順の前に標識標準試料を添加することで、回収率と ME を補正することができます。ME の度合いは、サ

ンプルから抽出している分析種の損失、および共溶出する分⼦が原因となった ESI イオン源のイオン化プロセス中

に発⽣する ME、の両⽅を反映します。図 5 に ME の定量の例を⽰し、エビの⾊素について観測されたマトリック

ス効果のまとめを表 2 に⽰します。LCV のみが有意のマトリックス効果を⽰しているため、内部標準またはマトリ



ックスマッチド検量線を使⽤することが必要になります。 

図 5. エビの抽出物におけるクリスタルバイオレットのマトリックス効果の計算例 

表 2. エビの抽出物中のターゲット化合物につい

てのマトリックス効果の測定値 

測定精度と感度

測定の再現性を調査するために、2 種類のエビのマトリックスマッチド標準試料（0.5 および 5.0 µg/kg）を複数回

注⼊しました（n = 10）。⾊素のピーク⾯積の %RSD の計算値を表 3 に、すべての分析種の代表的なクロマトグラ

ムを図 6 に⽰します。これらの表からも、この分析法がエビの⾊素の規制準拠を確認するのに適していることが分

かります。 



表 3. ⾊素を 0.5 および 5 μg/kg にスパイクしたエビの抽出物において、

TQ-S cronos によって検出された⾊素のピーク⾯積の %RSD 

図 6. エビ中の 0.5 μg/kg の⾊素の 2 つの MRM クロマトグラムの例 

結論

マラカイトグリーンなどのトリフェニルメタン⾊素は⾮常に毒性の強い化合物であり、動物由来の⻝品においては 

EU の規制に従ってモニターする必要があります。Xevo TQ-S cronos のイオン源の直交設計内の ESI プローブの位



置を、最適な感度で %RSD が 6% 未満になるように調整しました。これにより、RPA レベルのマラカイトグリー

ンおよびその他の対象⾊素をエビ抽出物中で検出できました。コーンガス流量を 0 L/時間に最適化し、最⾼のレス

ポンスと精度の最適なバランスが実現しました。マトリックス効果を評価し、ロイコクリスタルバイオレットにつ

いては有意であることが分かりました。このようなマトリックス効果は、マトリックスマッチド標準試料を使⽤し

、同位体標識内部標準を使⽤することで緩和されました。この分析法は、シーフード中のこれらの⾊素が規制に準

拠しているかどうかを確認するのに適していることが⽰されました。 
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