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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　必要な非分析物の初期成分をさらに含む流体試料中の、分析物の濃度を決定するための
改善された方法であって、前記方法が、前記試料を揮発およびイオン化するステップと、
揮発およびイオン化された試料を、検出されるイオン化分析物の量に強度において比例す
る信号を提供するイオン分析物検出デバイスに導入するステップとを含み、
ここで、前記改善が、
　前記流体試料がナノリットルサイズの液滴の形態で前記イオン分析物検出デバイスに導
入されるように、揮発およびイオン化の前に前記流体試料のナノリットルサイズの液滴を
音響的に生成すること、ならびに
　（ａ）前記流体試料中の前記初期成分として機能し、
　（ｂ）前記流体試料を揮発させると、前記必要な初期成分、前記分析物、または前記必
要な初期成分および前記分析物の両方よりも揮発性である少なくとも１種の反応生成物を
もたらす分解反応を受け、かつ
　（ｃ）前記初期成分を使用して得られた分析物信号強度または信号対雑音比のいずれか
よりも分析物信号強度における増大および／またはより大きい信号対雑音比をもたらす、
代替成分で、前記必要な非分析物の初期成分を代替すること
を含む、改善された方法。
【請求項２】
　流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴が、約５ｎｌ未満の平均液滴サイズを有する
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、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴が、約５０ｐｌ未満の平均液滴サイズを有す
る、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴が、約１ｐｌ未満の平均液滴サイズを有する
、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項５】
　前記改善が、前記流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴を生成するための音響排出
を使用することをさらに含む、請求項１、２、３または４に記載の方法。
【請求項６】
　前記音響排出が、前記流体試料の表面から一貫したサイズの流体液滴の急速排出をもた
らす方式で、前記流体試料を含むリザーバーに集中された音響エネルギーを向ける音響排
出装置を使用して行われる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記イオン分析物検出デバイスが、質量分析計を含む、請求項１、２、３、４、５また
は６に記載の方法。
【請求項８】
　前記イオン化するステップが、化学イオン化、電界脱離イオン化、エレクトロスプレー
イオン化、大気圧化学イオン化、マトリックス支援レーザー脱離イオン化、および誘導結
合型プラズマイオン化から選択される方法を含む、請求項１、２、３、４、５、６または
７に記載の方法。
【請求項９】
　前記分析物が、薬物、代謝産物、阻害剤、リガンド、受容体、触媒、合成ポリマー、お
よびアロステリックエフェクターから選択される、請求項１、２、３、４、５、６、７ま
たは８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記必要な非分析物の初期成分が、初期塩を含み、前記代替成分が、代替塩を含む、請
求項１、２、３、４、５、６、７、８または９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記初期塩および前記代替塩が前記流体試料のための緩衝塩として機能することで、前
記流体試料の揮発が前記代替緩衝塩の気相抽出をもたらす、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記分解反応が、分子内反応を含む、請求項１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、または１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記反応が、揮発中に生じて、前記流体試料中の少なくとも１種の非分析物成分の気相
抽出を提供する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記代替成分が、双性イオン化合物を含む、請求項１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記双性イオン化合物が、前記流体試料のための緩衝塩として機能する、請求項１４に
記載の方法。
【請求項１６】
　前記双性イオン化合物が、部分的に不飽和のプレ芳香族化合物を含み、そして前記反応
生成物が、揮発性芳香族化合物を含む、請求項１４または１５に記載の方法。
【請求項１７】
　質量分析計、流体試料の液滴を生成するための音響排出装置、および前記質量分析計に
導入する前に前記液滴を揮発およびイオン化するための手段を使用して、必要な非分析物
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の初期成分をさらに含む流体試料中の分析物の濃度を決定するための改善されたシステム
であって、改善が、前記流体試料中の前記必要な非分析物の初期成分を、前記初期成分と
同じ機能を推進するが、それぞれ前記初期成分を使用して得られた分析物信号の強度およ
び／または信号対雑音比に対して、分析物信号の強度における増大および／または信号対
雑音比における増大をもたらす代替成分で置き換えることを含み、そして、
　ここで、前記流体試料を揮発させると、前記代替成分が、前記必要な初期成分、前記分
析物、または前記必要な初期成分および前記分析物の両方よりも揮発性である少なくとも
１種の反応生成物をもたらす分解反応を受ける、
システム。
【請求項１８】
　前記初期成分が、初期緩衝塩であり、前記代替成分が、代替緩衝塩であり、前記代替緩
衝塩が、前記初期緩衝塩よりも揮発性であり、前記流体試料の揮発が前記代替緩衝塩の気
相抽出をもたらす、請求項１７に記載の改善されたシステム。
【請求項１９】
　前記反応生成物が、揮発性芳香族化合物を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項２０】
　前記反応生成物が、前記代替成分よりも揮発性である、請求項１、２、３、４、５、６
、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、または１９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（技術分野）
　本発明は、一般に、流体試料中の分析物の存在または量を検出するための改善された方
法に関し、より具体的には、ナノリットルサイズの流体液滴を生成し、試料を正確に分析
するような方法の改善に関する。本発明は、分析化学、生物学的研究、医薬品、および医
薬の分野に実用的である。
【背景技術】
【０００２】
　（背景）
　試料中のイオン化種の存在、識別、濃度、および／または量の正確な決定は、多くの分
野で極めて重要である。このような分析で使用されるほとんどの技術は、採用される分析
機器に導入する前に、流体試料中の種をイオン化することを含む。イオン化方法の選択は
、試料の性質および使用される分析技術に応じて決まり、それらに限定されるものではな
いが、化学イオン化、電子衝撃イオン化、脱離化学イオン化、ならびにエレクトロスプレ
ーイオン化および大気圧化学イオン化を含む大気圧イオン化を含む、多くのイオン化方法
が利用可能である。
【０００３】
　分析される生物学的試料中の汚染物質の存在は、多くの理由で明らかに問題がある。汚
染物質は、分析手順を妨害し、試料または分析物自体を化学的または物理的に変えるおそ
れがある。また汚染物質は、測定された分析物濃度が、実際の濃度よりも著しく高くなる
か、または低くなる場合があるように、分析物と間違えられるおそれがあり、または分析
物が汚染物質と間違えられるおそれがある。同じ問題が、流体試料の必要な成分、例えば
緩衝塩、界面活性剤、および分析前の生化学的ステップに必要不可欠となり得る他の種に
よって引き起こされるおそれがある。
【０００４】
　質量分析は、分析物をイオン化形態で検出する、十分に確立された技術である。この技
術では、試料分子は、イオン化され、得られたイオンは、質量電荷比によって分類される
。流体試料に含まれる分析物のために、試料は、典型的にエアロゾルに変換され、そのエ
アロゾルは、流体イオンを形成するために脱溶媒和、気化、およびイオン化される。
【０００５】
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　非分析物種の存在は、分析物濃度が非常に低い場合があり、汚染物質および妨害成分の
数および濃度が相対的に高い場合がある質量分析においては、特に問題となり得る。ある
研究では、質量分析される生物学的試料において頻繁に見出される汚染物質および妨害成
分は６５０種を超えると記録されている。Ｂ．Ｏ．　Ｋｅｌｌｅｒら（２００８年）、「
Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ　ｅｎｃｏｕｎｔｅｒ
ｅｄ　ｉｎ　ｍｏｄｅｒｎ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ」、Ａｎａｌ．　Ｃｈ
ｉｍ．　Ａｃｔａ　６２７巻（１号）：７１～８１頁。これらには、塩、緩衝剤、内因性
化合物、界面活性剤、薬物、代謝産物、およびタンパク質が含まれる。これらの種が、信
号対雑音比の低下によって検出感度を低減し、分析に欠陥を生じる場合、その問題は、「
イオン抑制」として特徴付けられている。Ｗｅａｖｅｒら（２００６年）Ｒａｐｉｄ　Ｃ
ｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　２０巻：２
５５９～６４頁参照。
【０００６】
　「イオン抑制の主原因は、不揮発性溶質または揮発性が低い溶質（すなわち不揮発性で
あるか、または分析物よりも揮発性が低い溶質）の存在によって引き起こされるスプレー
液滴溶液の特性の変化である」と想定されている。Ｋｉｎｇら（２０００年）Ｊ．　Ａｍ
．　Ｓｏｃ．　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．　１１巻：９４２～５０頁を引用している
Ａｎｎｅｓｌｅｙ（２００３年）「Ｉｏｎ　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｍａｓｓ　
Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ」、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４９巻（７号）
：１０４１～１０４４頁参照。この参照文献は、不揮発性のまたは揮発性が低い汚染物質
および成分が、液滴の形成または液滴の揮発の効率を変化させ、それによって、最終的に
検出器に到達する気相中に荷電した分析物の量に影響を及ぼすと説明している。Ａｎｎｅ
ｓｌｅｙは、より高い質量の分子が、より小さい分子の信号を抑制する傾向があり、より
極性の分析物が、イオン抑制を受けやすいことを示す研究を引用している。Ａｎｎｅｓｌ
ｅｙは１０４２頁で、Ｓｔｅｒｎｅｒら（２０００年）Ｊ．　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏ
ｍ．　３５巻：３８５～９１号、およびＢｏｎｆｉｇｌｉｏら（１９９９年）Ｒａｐｉｄ
　Ｃｏｍｍｕｎ．　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．　１３巻：１１７５～８５頁を引用し
ている。Ｗｅａｖｅｒらは、イオン抑制の根本にある、以下のいくつかの起こり得る機序
を引用している。（１）分析物とイオン抑制物質の間で電荷を競合し、分析物のイオン化
が低減に至ること、（２）表面張力の増大および液滴粘度の増大を引き起こすイオン抑制
物質の濃度が高いと、蒸発効率が低下すること、ならびに（３）試料中のイオン化分析物
と他の種の間の気相反応の結果、分析物イオンからの電荷が全体的に喪失すること。Ｗｅ
ａｖｅｒら、２５６２頁。
【０００７】
　エレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）は、過剰の液滴電荷にかなり依存して、比較的
複雑なイオン化機序を有するので、イオン抑制の原因および潜在的な解決法を模索する場
合には考慮する追加の因子がある。高濃度の多くの分析物について、ＥＳＩは、おそらく
液滴表面の分析物の飽和によって引き起こされる電荷過剰の低減に起因して、検出器の応
答線形性の喪失を呈し、その後、液滴のさらに内側から気相イオンが排出されるのを阻害
することが広く観測されている。したがって、空間および／または電荷の競合は、ＥＳＩ
のイオン抑制源とみなされ得る。分析物の物理的および化学的特性の両方（例えば塩基性
度および表面活性）によって、それらの固有のイオン化効率が決定される。生物学的試料
マトリックスは、自然に、高い塩基性度および表面活性を有する多くの内因性種を含む傾
向があり、したがって、試料中のこれらの種の総濃度は、イオン抑制が予測され得るレベ
ルにまで急速に達する。
【０００８】
　ＥＳＩにおけるイオン抑制の別の説明は、存在する種よりも液滴自体の物理的特性を考
慮するものである。前述の通り、高濃度の妨害成分は、表面張力および粘度を増大し、そ
れによって蒸発効率が低下し、このことが、イオン化効率に著しい作用を及ぼすことが知
られている。
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【０００９】
　ＥＳＩにおけるイオン抑制を説明するさらなる理論は、不揮発性種の存在に関するもの
であり、この不揮発性種は、液滴中の分析物の共沈殿を引き起こすおそれがあり（したが
ってイオン化を防止する）、または気相イオンを効率的に形成するためにイオン蒸発およ
び／もしくは電荷残留機序に必要な臨界半径まで液滴サイズが縮小するのを防止するおそ
れがある。イオン抑制度は、モニタされる分析物の濃度に依存する場合があり、より低い
検出閾値への絶えず増大する需要と共に、イオン抑制は、より深刻な問題になるおそれが
あることも指摘されるべきである。
【００１０】
　イオン抑制は、主に、透析、液体クロマトグラフィー、固相抽出、またはイオン交換を
使用して流体試料を脱塩することによって対処されてきた。これらのプロセスは、時間、
材料および機器を必要とし、既に少ない試料の利用可能な量を減少するおそれがある。さ
らに、緩衝系などの特定のイオン性のまたはイオン化できる種は、試料中に維持されるこ
とが必要不可欠であり得る。
【００１１】
　イオン抑制に対処する理想的な方法は、以下のものとなり得る。
【００１２】
　浄化および脱塩を含む追加のプロセスステップおよび材料の必要性を排除すること。
【００１３】
　追加の処理時間の必要性を排除すること。
【００１４】
　非常に小さい試料サイズを伴う使用に適合することができ、小さい試料サイズのごく一
部を消費し、低い分析物濃度でも検出することができ、非常に小さい液滴から構成される
こと。
【００１５】
　ハイスループット質量分析などの高速分析システムにおいて実施することができ、１日
最大少なくとも５０，０００種またはそれを超える試料の分析を最適に行うことができる
こと。
　汚染物質および妨害成分を除去するために、試料を分析前に「浄化する」必要性を排除
すること。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Ｂ．Ｏ．　Ｋｅｌｌｅｒら（２００８年）、Ａｎａｌ．　Ｃｈｉｍ．　
Ａｃｔａ　６２７巻（１号）：７１～８１頁
【非特許文献２】Ｗｅａｖｅｒら（２００６年）Ｒａｐｉｄ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏ
ｎｓ　ｉｎ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　２０巻：２５５９～６４頁
【非特許文献３】Ｋｉｎｇら（２０００年）Ｊ．　Ａｍ．　Ｓｏｃ．　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅ
ｃｔｒｏｍ．　１１巻：９４２～５０頁
【非特許文献４】Ａｎｎｅｓｌｅｙ（２００３年）、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　４９巻（７号）：１０４１～１０４４頁
【非特許文献５】Ｓｔｅｒｎｅｒら（２０００年）Ｊ．　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．
　３５巻：３８５～９１号
【非特許文献６】Ｂｏｎｆｉｇｌｉｏら（１９９９年）Ｒａｐｉｄ　Ｃｏｍｍｕｎ．　Ｍ
ａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．　１３巻：１１７５～８５頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　（発明の要旨）
　したがって、本発明は、流体試料中の分析物の濃度を正確に決定するための改善された
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方法を提供することによって、当技術分野における前述の必要性に対処する。
【００１８】
　一実施形態では、必要な非分析物成分も含む流体試料中の、分析物の濃度を決定するた
めの改善された方法であって、この方法は、流体試料を揮発およびイオン化するステップ
と、揮発およびイオン化された試料を、検出される分析物の量に強度において比例する分
析物信号を提供するイオン分析物検出デバイス、例えば質量分析計に導入するステップと
を含み、改善が、必要な非分析物の初期成分を、（ａ）流体試料中の必要な非分析物成分
として機能し、すなわち流体試料に対して同じ目的を推進し、（ｂ）初期成分および／も
しくは分析物よりも揮発性であり、ならびに／または初期成分および／もしくは分析物よ
りも揮発性である少なくとも１種の反応生成物をもたらす化学反応を受け、（ｃ）初期成
分を使用して得られた信号強度または信号対雑音比のいずれかよりも大きい分析物信号の
強度および／または信号対雑音比をもたらす代替成分で置き換えることを含む、方法が提
供される。
【００１９】
　別の実施形態では、音響排出は、ナノリットルサイズの液滴を生成し、次にその液滴を
揮発させ、イオン化し、分析するために使用され、ここで「ナノリットルサイズ」の液滴
は、本明細書では５ｎｌまたはそれ未満の液滴と定義される。音響排出では、音響排出装
置は、流体試料の表面から流体液滴の排出をもたらす方式で、流体試料を含むリザーバー
に集中された音響エネルギーを向ける。音響排出は、他の液滴生成法よりも多くの利点を
提供する。例えば、音響流体排出デバイスは、目詰まりさせる誤った流体または不適切な
サイズの液滴の影響を受けず、音響技術には、管または任意の侵襲的な機械作用を使用す
る必要がない。例えばＥｌｌｓｏｎらの米国特許第６，８０２，５９３号に記載の音響排
出技術では、迅速な試料処理およびナノリットルまたはさらにはピコリットル範囲の液滴
の生成が可能である。さらに、音響排出は、液滴サイズを調節することができ、一貫した
サイズの液滴を反復して生成することができる。本明細書に参照によって組み込まれるＳ
ｔｅａｒｎｓらの米国特許第６，４１６，１６４Ｂ１号参照。その特許文書で説明されて
いる通り、流体表面から音響的に排出された液滴のサイズは、音響出力、音響周波数、ト
ーンバースト期間、および／または集束レンズのＦ数を変えることによって注意深く調節
することができる。
【００２０】
　さらなる一実施形態では、双性イオン化合物は、本発明の方法において代替の非分析物
成分として使用される。双性イオン化合物は、揮発すると、初期の非分析物成分および／
または分析物よりも揮発性である少なくとも１種の反応生成物をもたらす化学反応を受け
る。
【００２１】
　別の実施形態では、必要な非分析物成分も含む流体試料中の、分析物の濃度を決定する
ための改善された方法であって、方法が、流体試料を揮発およびイオン化するステップと
、揮発およびイオン化された試料を、検出される分析物の量に強度において比例する分析
物の信号を提供するイオン分析物検出デバイスに導入するステップとを含み、代替成分が
、必要な非分析物成分を置き換えるように選択され、流体試料を揮発させると、必要な初
期成分および／または分析物よりも揮発性である少なくとも１種の反応生成物をもたらす
反応を受ける、改善された方法が提供される。
【００２２】
　別の実施形態では、前述の反応が分解反応である、前述の方法が提供される。
【００２３】
　さらなる一実施形態では、反応が、いかなる著しいイオン抑制も引き起こさず、かつ／
または初期成分よりも揮発性である、より低い分子量の反応生成物を提供する代替成分の
連結を、化学的に、光分解により、または熱により開裂する、前述の方法が提供される。
【００２４】
　またさらなる一実施形態では、質量分析計、流体試料の液滴を生成するための音響排出
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装置、および液滴を質量分析計に導入する前に揮発およびイオン化するための手段を含む
、流体試料中の分析物の濃度を決定するためのシステムであって、改善が、流体試料中の
少なくとも１種の必要な成分を、初期成分と同じ機能を推進するが、それぞれ初期成分を
使用して得られた分析物信号の強度および／または信号対雑音比に対して、分析物信号お
よび／または信号対雑音比の強度の増大をもたらす代替成分で置き換えることを含む、シ
ステムが提供される。
【００２５】
　別の実施形態では、システムの代替成分は、化学的に、熱により、または光分解により
開裂されて、いかなる著しいイオン抑制も引き起こさず、かつ／または初期成分よりも揮
発性である、より低い分子量の反応生成物をもたらすことができる連結を含む。代替成分
が、光分解によりより開裂可能な連結を含む場合、システムは、連結を開裂するのに有効
な放射線源をさらに含む。
【００２６】
　本発明の方法およびシステムは、一般に、代替成分を用いずに得られた分析物の信号強
度および信号対雑音比に対して、分析物の信号強度および／または信号対雑音比を、少な
くとも１０％、好ましくは少なくとも２５％増大する。
　本発明の実施形態において、例えば以下の項目が提供される。
（項目１）
　必要な非分析物の初期成分をさらに含む流体試料中の、分析物の濃度を決定するための
改善された方法であって、前記方法が、前記試料を揮発およびイオン化するステップと、
揮発およびイオン化された試料を、検出されるイオン化分析物の量に強度において比例す
る信号を提供するイオン分析物検出デバイスに導入するステップとを含み、
改善が、前記必要な非分析物の初期成分として、
（ａ）前記流体試料中の前記初期成分として機能し、
（ｂ）（ｉ）前記必要な初期成分および／もしくは前記分析物の両方よりも揮発性であり
、または（ｉｉ）前記流体試料を揮発させると、前記必要な初期成分および／もしくは前
記分析物よりも揮発性である少なくとも１種の反応生成物をもたらす反応を受け、
（ｃ）前記初期成分を使用して得られた信号強度または信号対雑音比のいずれかよりも信
号強度における増大および／またはより大きい信号対雑音比をもたらす、
代替成分を用いることを含む、改善された方法。
（項目２）
　前記改善が、揮発およびイオン化の前に、流体試料のナノリットルサイズの液滴を生成
することをさらに含み、前記流体試料が、ナノリットルサイズの液滴の形態で前記イオン
分析物検出デバイスに導入される、項目１に記載の方法。
（項目３）
　流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴が、約５ｎｌ未満の平均液滴サイズを有する
、項目２に記載の方法。
（項目４）
　流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴が、約２．５ｎｌ未満の平均液滴サイズを有
する、項目３に記載の方法。
（項目５）
　流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴が、約５０ｐｌ未満の平均液滴サイズを有す
る、項目４に記載の方法。
（項目６）
　流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴が、約１ｐｌ未満の平均液滴サイズを有する
、項目５に記載の方法。
（項目７）
　前記改善が、前記流体試料の前記ナノリットルサイズの液滴を生成するための音響排出
を使用することをさらに含む、項目２に記載の方法。
（項目８）
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　前記音響排出が、前記流体試料の表面から一貫したサイズの流体液滴の急速排出をもた
らす方式で、前記流体試料を含むリザーバーに集中された音響エネルギーを向ける音響排
出装置を使用して行われる、項目６に記載の方法。
（項目９）
　前記イオン分析物検出デバイスが、質量分析計を含む、項目１に記載の方法。
（項目１０）
　前記イオン化するステップが、化学イオン化、電界脱離イオン化、エレクトロスプレー
イオン化、大気圧化学イオン化、マトリックス支援レーザー脱離イオン化、および誘導結
合型プラズマイオン化から選択される方法を含む、項目９に記載の方法。
（項目１１）
　前記分析物が、薬物、代謝産物、阻害剤、リガンド、受容体、触媒、合成ポリマー、お
よびアロステリックエフェクターから選択される、項目１に記載の方法。
（項目１２）
　前記分析物が、生体分子である、項目１に記載の方法。
（項目１３）
　前記生体分子が、ヌクレオチド分析物、ペプチド分析物、およびサッカライド分析物か
ら選択される、項目１３に記載の方法。
（項目１４）
　前記必要な非分析物の初期成分が、初期塩を含み、前記代替成分が、代替塩を含む、項
目１に記載の方法。
（項目１５）
　前記初期塩および前記代替塩が、前記流体試料のための緩衝塩として機能する、項目１
４に記載の方法。
（項目１６）
　前記代替塩が、弱酸または弱塩基から形成された一価のイオンを含む、項目１５に記載
の方法。
（項目１７）
　前記代替塩が、炭酸水素アンモニウム、ギ酸アンモニウム、酢酸アンモニウム、酢酸ピ
リジニウム、ギ酸ピリジニウム、酢酸エチルモルホリニウム、酢酸トリメチルアミノ、お
よびギ酸トリメチルアミノから選択される、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
　前記代替塩が、炭酸水素アンモニウム、ギ酸アンモニウム、および酢酸アンモニウムか
ら選択される、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
　前記代替成分が、前記必要な初期成分および／または前記分析物の両方よりも揮発性で
ある、項目１に記載の方法。
（項目２０）
　前記代替成分が、前記流体試料を揮発させると、前記必要な初期成分および／または前
記分析物よりも揮発性である少なくとも１種の反応生成物をもたらす反応を受けるように
選択される、項目１に記載の方法。
（項目２１）
　前記反応が、分解反応である、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
　前記少なくとも１種の反応生成物が、芳香族化合物を含む、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
　前記反応が、揮発中に生じて、前記流体試料中の少なくとも１種の非分析物成分の気相
抽出を提供する、項目２０に記載の方法。
（項目２４）
　前記代替成分が、双性イオン化合物を含む、項目２０に記載の方法。
（項目２５）
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　前記双性イオン化合物が、前記流体試料のための緩衝塩として機能する、項目２４に記
載の方法。
（項目２６）
　前記双性イオン化合物が、部分的に不飽和のプレ芳香族化合物を含む、項目２４に記載
の方法。
（項目２７）
　前記反応が、前記代替成分中の連結の化学的開裂を含む、項目２０に記載の方法。
（項目２８）
　前記連結を化学的に開裂するのに有効な試薬が、揮発の前に前記流体試料に添加される
、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
　前記反応が、前記代替成分の連結の光分解開裂を含む、項目２０に記載の方法。
（項目３０）
　前記流体試料が、揮発中に照射される、項目２９に記載の方法。
（項目３１）
　前記反応が、前記代替成分中の熱に不安定な連結の熱開裂を含む、項目２８に記載の方
法。
（項目３２）
　必要な非分析物の初期成分をさらに含む流体試料中の、分析物の濃度を決定するための
改善された方法であって、前記方法が、前記流体試料を揮発およびイオン化するステップ
と、揮発およびイオン化された試料を、検出されるイオン化分析物の量に強度において比
例する分析物の信号を提供するイオン分析物検出デバイスに導入するステップとを含み、
改善が、
前記必要な非分析物の初期成分を、前記流体試料の揮発中に、前記流体試料中の前記初期
成分として機能する反応生成物をもたらす反応を受け、前記初期成分、前記分析物、また
はその両方、および前記分析物よりも揮発性であり、前記初期成分を使用して得られた分
析物信号の強度および信号対雑音比に対して、前記分析物の信号強度における増大および
／または信号対雑音比における増大をもたらす、双性イオン化合物で置換することを含む
、方法。
（項目３３）
　必要な非分析物の初期成分をさらに含む流体試料中の、分析物の濃度を決定するための
改善された方法であって、前記方法が、前記流体試料を揮発およびイオン化するステップ
と、揮発およびイオン化された試料を、検出されるイオン化分析物の量に強度において比
例する分析物信号を提供するイオン分析物検出デバイスに導入するステップとを含み、
改善が、
前記必要な非分析物の初期成分を、前記流体試料の揮発中に、揮発性芳香族化合物をもた
らし、二酸化炭素を発生させ、アンモニア、第一級アミン、第二級アミン、第三級アミン
または窒素ガスから選択される窒素群、および揮発性芳香族化合物を放出する分解反応を
受ける、部分的に不飽和のプレ芳香族双性イオン化合物で置換することを含む、方法。
（項目３４）
　質量分析計、流体試料の液滴を生成するための音響排出装置、および前記質量分析計に
導入する前に前記液滴を揮発およびイオン化するための手段を使用して、流体試料中の分
析物の濃度を決定するための改善されたシステムであって、改善が、前記流体試料中の少
なくとも１種の必要な成分を、前記初期成分と同じ機能を推進するが、それぞれ前記初期
成分を使用して得られた分析物信号の強度および／または信号対雑音比に対して、分析物
信号の強度における増大および／または信号対雑音比における増大をもたらす代替成分で
置き換えることを含む、システム。
（項目３５）
　前記初期成分が、初期緩衝塩であり、前記代替成分が、代替緩衝塩であり、前記代替緩
衝塩が、前記初期緩衝塩よりも揮発性であり、前記流体試料の揮発が前記代替緩衝塩の気
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相抽出をもたらす、項目３４に記載の改善されたシステム。
（項目３６）
　前記代替成分が、化学的に、熱により、または光分解により開裂されて、より低い分子
量の反応生成物をもたらすことができる連結を含む、項目３４に記載の改善されたシステ
ム。
（項目３７）
　前記代替成分が、光分解により開裂され得る連結を含み、デバイスが、前記連結を開裂
するのに有効な放射線源をさらに含む、項目３６に記載の改善されたシステム。
（項目３８）
　前記放射線源が、紫外線源である、項目３７に記載の改善されたシステム。
（項目３９）
　分析物信号強度および／または信号対雑音比の前記増大が、少なくとも１０％である、
項目３４に記載の改善されたシステム。
（項目４０）
　分析物信号強度および／または信号対雑音比の前記増大が、２５％である、項目３９に
記載の改善されたシステム。
（項目４１）
　分析物信号強度および／または信号対雑音比の前記増大が、少なくとも１０％である、
項目１に記載の方法。
（項目４２）
　分析物信号強度および／または信号対雑音比の前記増大が、２５％である、項目４１に
記載の改善されたデバイス。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図１は、実施例１に記載のカフェインの質量分析検出と関連して記載される、ｍ
／ｚ＝１９５における正規化信号対酢酸アンモニウム（◆）または塩化ナトリウム（■）
濃度（ｍＭ）のプロットである。
【００２８】
【図２】図２は、実施例２に記載の６つの異なる緩衝塩について、検出されたカフェイン
分析物に関する信号強度対塩濃度のプロットである。
【００２９】
【図３】図３は、揮発性マグネシウム塩（酢酸マグネシウム）と、比較目的で不揮発性マ
グネシウム塩（塩化マグネシウム）を使用して実施した、実施例３において行ったキナー
ゼアッセイのルミネッセンス対時間のプロットである。
【００３０】
【図４】図４は、開裂可能な緩衝液化合物（３０）の合成の模式図である。
【００３１】
【図５】図５は、２つの代替経路を使用する、開裂可能な緩衝液化合物（３１）の合成の
模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　（発明の詳細な説明）
　別段定義されない限り、本明細書で使用されるすべての技術用語および科学用語は、本
発明が関与する技術分野の技術者によって一般に理解される意味を有する。本発明の説明
において特に重要な特定の用語法を、以下に定義する。
【００３３】
　本明細書および添付の特許請求の範囲では、単数形「１種の（ａ）」、「１種の（ａｎ
）」および「その（ｔｈｅ）」は、文脈によって別段明示されない限り、複数の指示対象
を含む。したがって、例えば「１種の分析物」は、単一分析物だけでなく、２種またはそ
れを超える異なる分析物の組合せも指し、「１種の代替成分」は、このような単一成分ま
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たは複数の成分（例えば混合物）等を指す。
【００３４】
　本明細書で使用される用語「イオン化できる」は、イオン化され得る種を指す。したが
って、本明細書において「イオン化できる」種は、電子的に中性の形態またはイオン化（
または「イオンの」）形態で、個々のイオンとしてまたは塩の成分として存在し得る。イ
オン化できる種は、緩衝系における場合のように、電気的に中性の形態と、イオン化形態
の両方で存在することもできる。一例として、酢酸（ＣＨ３ＣＯＯＨ）は、プロトン化カ
ルボキシル基と共に電子的に中性の形態で存在し得るイオン化できる化合物であり、また
は酢酸イオン（ＣＨ３ＣＯＯ－）をもたらすために除去されるプロトンと共にイオン化形
態で存在ことができるか、または電子的に中性の形態とイオン化形態の組合せとして存在
することができる。別の例として、カルボン酸基およびアミノ基を含む双性イオンは、カ
ルボン酸基がカルボキシレートにイオン化され、アミノ基がプロトン化されて、カチオン
性窒素含有置換基をもたらす、電気的に中性の形態またはイオン化形態であり得る。
【００３５】
　用語「揮発性」は、本明細書では、イオン、塩、または化合物が、流体液滴の表面から
離れ、気化条件下で、本明細書に論じられる気化方法を使用して気相に入る相対的傾向を
指すために使用される。この用語は、本明細書では相対的な意味で使用され、したがって
、代替種は、記載の方法と関連して用いられる揮発条件下で、初期の非分析物成分または
分析物のいずれかよりも揮発する可能性が高い限り、「揮発性」である。
【００３６】
　用語「汚染物質」および「成分」は、イオン抑制を引き起こす流体試料中の種を指すた
めに使用される。しかし、用語「汚染物質」は、非意図的または偶発的に試料に導入され
、溶媒、試薬、界面活性剤等中に存在していたおそれがある種を指すのに対して、用語「
成分」は、必要な所期の目的を推進する種を指し、例えば、分析前に生化学的処理に必要
な種、および／または流体試料の化学的もしくは物理的パラメータを維持するのに必要な
種、例えばｐＨを維持するための緩衝系を指す。
【００３７】
　用語「音響放射」および「音響エネルギー」は、本明細書では交換可能に使用され、音
波形態のエネルギーの放出および伝播を指す。音響放射は、以下に論じる通り、他の波形
と同様に集束手段を使用して集束され得る。
【００３８】
　用語「集束手段」および「音響集束手段」は、レンズのように作用する音響エネルギー
源とは別のデバイスによって、または強め合う干渉および弱め合う干渉によって焦点に音
響エネルギーを収束するための音響エネルギー源の空間配置によって、音波を焦点に収束
させる手段を指す。集束手段は、湾曲表面を有する固体部材と同様に簡単なものであって
よく、または音響放射を方向付けるために回折を用いるＦｒｅｓｎｅｌレンズに見出され
る構造などの複雑な構造を含み得る。また、適切な集束手段には、当技術分野で公知であ
り、そして、例えば、Ｎａｋａｙａｓｕらの米国特許第５，７９８，７７９号およびＡｍ
ｅｍｉｙａら（１９９７年）Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　１９９７　ＩＳ＆
Ｔ　ＮＩＰ１３　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｄｉｇｉ
ｔａｌ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、６９８～７０２頁に記載のフェ
ーズドアレイ方法が含まれる。
【００３９】
　本明細書で使用される用語「音響カップリング」および「音響的にカップリングされた
」は、音響エネルギーの実質的な喪失なしに、物体間で音響放射を伝送可能にするために
、ある物体が別の物体と直接的または間接的に接触して置かれる状態を指す。２つのアイ
テムが間接的に音響的にカップリングされる場合、音響放射が伝達し得る中間体を提供す
るための「音響カップリング媒体」が必要とされる。したがって、排出装置は、例えば流
体に排出装置を浸漬させることによって、または排出装置と流体の間に音響カップリング
媒体を介在させて、排出装置によって発生させた音響放射を、音響カップリング媒体を介
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して流体に伝送することによって、流体と音響的にカップリングすることができる。
【００４０】
　本明細書で使用される用語「リザーバー」は、流体を保持または含むためのレセプタク
ルまたはチャンバーを指す。したがって、リザーバー内の流体は、必然的に自由表面を有
し、すなわち液滴をリザーバーから排出可能にする表面を有する。その最も簡単な形態の
１つでは、リザーバーは、単に流体と固体表面の間の接触に起因して流体を保持するのに
十分な濡れ特性を有する固体表面からなる。
【００４１】
　本明細書で使用される用語「流体」は、固体ではなく、または少なくとも部分的に気体
および／もしくは液体である物質を指す。流体は、最小限に、部分的にまたは完全に溶媒
和され、分散または懸濁している固体を含み得る。流体の例として、水性の液体（水自体
および塩水を含む）および非水性の液体、例えば有機溶媒等が挙げられるが、それらに限
定されない。
【００４２】
　したがって、本発明は、流体試料中の分析物の濃度を決定するための改善された方法で
あって、流体試料が、分析物に加えて、必要な非分析物成分、例えばｐＨを維持するため
の緩衝塩、またはイオン強度を維持するための塩を含む緩衝系を含み、この方法は、流体
試料を揮発およびイオン化するステップと、揮発およびイオン化された試料を、検出され
るイオン化分析物の量に強度において比例する分析物信号を生成する、質量分析計などの
イオン分析物検出デバイスに導入するステップとを含む、改善された方法を提供する。本
発明によって提供される改善は、初期の非分析物成分に代わって、初期成分と同じ目的を
推進するが、初期成分および／もしくは分析物よりも揮発性であるか、または揮発すると
、初期成分および／もしくは分析物よりも揮発性である反応生成物をもたらす化学反応を
受ける代替成分を採用することを含む。代替成分は、初期の非分析物成分を用いて得られ
た分析物の信号および信号対雑音比と比較して、より強力な分析物信号および／または高
い信号対雑音比をもたらす。好ましい代替成分は、揮発性の考察により、少なくとも部分
的に、信号対雑音比を少なくとも２０％増大し、このような特に好ましい成分は、信号対
雑音比を５０％またはそれを超えて増大する。必要な非分析物成分の目的は、前述の通り
、所定のｐＨまたは必要なイオン強度を維持することであり得る。
【００４３】
　流体試料中の分析物は、目的のいかなる分析物であってもよい。分析物の例として、薬
物、代謝産物、阻害剤、リガンド、受容体、触媒、合成ポリマー、およびアロステリック
エフェクターが挙げられるが、それらに限定されない。しばしば分析物は、「生体分子」
であり、すなわち天然に存在しようと、組換えで生成されようと、全体的もしくは部分的
に化学的に合成されようと、または化学的もしくは生物学的に修飾されようと、生物の一
部であるか、生物の一部であったか、または生物の一部であり得る任意の有機分子である
。この用語は、例えば、ヌクレオチド分析物、ペプチド分析物、およびサッカライド（ｓ
ａｃｃｈａｒｉｄｉｃ）分析物を包含する。
【００４４】
　ヌクレオチド分析物は、ヌクレオシドまたはヌクレオチド自体であってよいが、従来の
プリンおよびピリミジン塩基、すなわち、アデニン（Ａ）、チミン（Ｔ）、シトシン（Ｃ
）、グアニン（Ｇ）およびウラシル（Ｕ）だけでなく、それらの保護形態も含むヌクレオ
シドおよびヌクレオチドを含むこともでき、例えば、塩基が、アセチル、ジフルオロアセ
チル、トリフルオロアセチル、イソブチリルまたはベンゾイル、ならびにプリン類似体お
よびピリミジン類似体などの保護基で保護されたものを含むことができる。適切な類似体
は、当業者に公知であり、関連文書および文献に記載されている。一般的な類似体には、
１－メチルアデニン、２－メチルアデニン、Ｎ６－メチルアデニン、Ｎ６－－イソペンチ
ル－アデニン、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンチルアデニン、Ｎ，Ｎ－ジメチルアデニ
ン、８－ブロモアデニン、２－チオシトシン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン
、５－エチルシトシン、４－アセチルシトシン、１－メチルグアニン、２－メチルグアニ
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ン、７－メチルグアニン、２，２－ジメチルグアニン、８－ブロモ－グアニン、８－クロ
ログアニン、８－アミノグアニン、８－メチルグアニン、８－チオグアニン、５－フルオ
ロ－ウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨードウラシル、５－エ
チルウラシル、５－プロピルウラシル、５－メトキシウラシル、５－ヒドロキシメチルウ
ラシル、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウラシル、５－（メチル－アミノメチル）
ウラシル、５－（カルボキシメチルアミノメチル）－ウラシル、２－チオウラシル、５－
メチル－２－チオウラシル、５－（２－ブロモビニル）ウラシル、ウラシル－５－オキシ
酢酸、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、プソイドウラシル、１－メチルプソイ
ドウラシル、キューオシン（ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、１－メチルイノシン、ヒポ
キサンチン、キサンチン、２－アミノプリン、６－ヒドロキシアミノプリン、６－チオプ
リンおよび２，６－ジアミノプリンが含まれるが、それらに限定されない。さらに、用語
「ヌクレオシド」および「ヌクレオチド」は、従来のリボースおよびデオキシリボース糖
だけでなく、他の糖も同様に含む部分を含む。修飾ヌクレオシドまたはヌクレオチドは、
糖部分上の修飾も含み、例えばヒドロキシル基の１つまたは複数は、ハロゲン原子もしく
は脂肪族基で置き換えられ、またはエーテル、アミン等として官能化される。
【００４５】
　またヌクレオチド分析物は、オリゴヌクレオチドを含み、ここで用語「オリゴヌクレオ
チド」は、本発明の目的では、ポリデオキシリボ－ヌクレオチド（２－デオキシ－Ｄ－リ
ボースを含む）、ポリリボヌクレオチド（Ｄ－リボースを含む）、プリンまたはピリミジ
ン塩基のＮ－グリコシドである任意の他のタイプのポリヌクレオチド、および非ヌクレオ
チド骨格を含む他のポリマーの総称である。したがって、本明細書のオリゴヌクレオチド
分析物は、オリゴヌクレオチド修飾を含むことができ、例えば、天然に存在するヌクレオ
チドの１つまたは複数の類似体による置換、ヌクレオチド間修飾（ｉｎｔｅｒｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ）、例えば無電荷連結（例えば、メチルホスホ
ネート、ホスホトリエステル、ホスホロアミデート、カルバメート等）を有するもの、負
電荷連結（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート等）を有するもの、およ
び正電荷連結（例えば、アミノアルキルホスホロアミデート、アミノアルキルホスホトリ
エステル）を有するものなど、ペンダント部分を含むもの、例えばタンパク質など（ヌク
レアーゼ、毒素、抗体、信号ペプチド、ポリ－Ｌ－リシン等を含む）、挿入剤を有するも
の（例えば、アクリジン、ソラレン等）、キレート剤を含むもの（例えば、金属、放射性
金属、ホウ素、酸化金属等）を含み得る。用語「ポリヌクレオチド」と「オリゴヌクレオ
チド」の長さには区別が企図されず、これらの用語は、交換可能に使用される。これらの
用語は、分子の主な構造だけを指す。本明細書で使用されるヌクレオチドおよびポリヌク
レオチドの記号は、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ（Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　９巻：４０２２頁、１９７０年）によるものである。
【００４６】
　「ペプチド」分析物は、１つまたは複数のアミノ酸から構成された任意の構造を含むこ
とを企図され、したがって、ペプチド、ジペプチド、オリゴペプチド、ポリペプチド、お
よびタンパク質を含む。ペプチド分析物のすべてまたは一部を形成するアミノ酸は、２０
種の従来の天然に存在するアミノ酸、すなわちアラニン（Ａ）、システイン（Ｃ）、アス
パラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）、フェニルアラニン（Ｆ）、グリシン（Ｇ）、ヒ
スチジン（Ｈ）、イソロイシン（Ｉ）、リシン（Ｋ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ
）、アスパラギン（Ｎ）、プロリン（Ｐ）、グルタミン（Ｑ）、アルギニン（Ｒ）、セリ
ン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）、バリン（Ｖ）、トリプトファン（Ｗ）、およびチロシン（
Ｙ）、ならびに従来にないアミノ酸、例えば従来のアミノ酸の異性体および修飾物、例え
ばＤ－アミノ酸、非タンパク質アミノ酸、翻訳後に修飾されたアミノ酸、酵素的に修飾さ
れたアミノ酸、β－アミノ酸、アミノ酸を模倣するように設計された構築物または構造（
例えば、α，α－二置換アミノ酸、Ｎ－アルキルアミノ酸、乳酸、β－アラニン、ナフチ
ルアラニン、３－ピリジルアラニン、４－ヒドロキシプロリン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎ－
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アセチルセリン、Ｎ－ホルミルメチオニン、３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリシ
ン、およびノルロイシン）、ならびに例えばＲｏｓｅｎｂｅｒｇらの米国特許第５，６７
９，７８２号に記載の他の従来にないアミノ酸のいずれかであり得る。またペプチド分析
物は、非ペプチド骨格連結を含むことができ、天然に存在するアミド－ＣＯＮＨ－連結は
、ペプチド骨格内の１つまたは複数の部位において、従来にない連結、例えばＮ置換アミ
ド、エステル、チオアミド、レトロペプチド（－ＮＨＣＯ－）、レトロチオアミド（－Ｎ
ＨＣＳ－）、スルホンアミド（－ＳＯ２ＮＨ－）、および／またはペプトイド（Ｎ置換グ
リシン）連結で置き換えられる。したがって、ペプチド分析物には、疑似ペプチドおよび
ペプチド模倣薬が含まれ得る。ペプチド分析物は、（ａ）天然に存在し、（ｂ）化学合成
によって生成され、（ｃ）組換えＤＮＡ技術によって生成され、（ｄ）より大きい分子の
生化学的もしくは酵素的断片化によって生成され、（ｅ）先に列挙した方法（ａ）～（ｄ
）の組合せから得られた方法によって生成され、または（ｆ）ペプチドを生成するための
任意の他の手段によって生成され得る。
【００４７】
　サッカライド分析物には、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、ムコ多糖またはペプチドグリ
カン（ペプチド－多糖）等が含まれるが、それらに限定されない。
【００４８】
　本発明の例示的な一実施形態は、標準緩衝塩よりも揮発性であり、分析物の大きい信号
および／または高い信号対雑音比から明らかな通り、イオン抑制を低減する代替緩衝塩に
よって、イオン抑制と関連する標準的な相対的に不揮発性の緩衝塩を置き換えることを含
む。流体試料中の相対的に不揮発性の塩は、イオン抑制を引き起こすおそれがあり、した
がって不明確または不正確な結果を引き起こすおそれがある、よく見られる汚染物質とな
ることが確立されている。
【００４９】
　この実施形態では、必要な非分析物成分は、標準緩衝系の塩成分であり、代替成分は、
同じ目的を推進し、すなわち同じｐＨを維持し、標準緩衝塩に見られるイオン抑制を低減
または排除する、より揮発性である塩である。一般に、強酸または塩基の塩は、本発明の
目的には揮発性が十分ではない。例えば、ナトリウムカチオン、カリウムカチオン、カル
シウムカチオン、およびテトラブチルアンモニウムカチオンは、硫酸イオンおよび硝酸イ
オンなどのアニオンと同様に回避されるべきである。注目に値する例外が塩酸であり、塩
酸は、水中で強酸であるが、気相中では相対的に弱酸である。さらに、硫酸イオン、クエ
ン酸イオンおよびリン酸イオンなどの複数の電荷を担持しているイオンは、揮発性である
可能性が低い。最後に、脂肪酸塩などのより高い分子量の塩は、非常に高温の場合を除い
て、揮発性である可能性が低い。
【００５０】
　従来の緩衝塩または初期の非分析物成分を置き換えることができる相対的に揮発性の緩
衝塩の例として、以下が挙げられるが、それらに限定されない。
【００５１】
　炭酸水素アンモニウム
【００５２】
　ギ酸アンモニウム
【００５３】
　酢酸アンモニウム
【００５４】
　プロピオン酸アンモニウム
【００５５】
　酪酸アンモニウム
【００５６】
　ギ酸ピリジニウム
【００５７】
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　酢酸ピリジニウム
【００５８】
　プロピオン酸ピリジニウム
【００５９】
　酪酸ピリジニウム
【００６０】
　酢酸エチルモルホリニウム
【００６１】
　ギ酸ジメチルアミノ
【００６２】
　酢酸ジメチルアミノ
【００６３】
　プロピオン酸ジメチルアミノ
【００６４】
　酪酸ジメチルアミノ
【００６５】
　ギ酸メチルエチルアミノ
【００６６】
　酢酸メチルエチルアミノ
【００６７】
　プロピオン酸メチルエチルアミノ
【００６８】
　酪酸メチルエチルアミノ
【００６９】
　ギ酸ジエチルアミノ
【００７０】
　酢酸ジエチルアミノ
【００７１】
　プロピオン酸ジエチルアミノ
【００７２】
　酪酸ジエチルアミノ
【００７３】
　前述の群の中でも、好ましい揮発性緩衝塩には、以下が含まれる。
【００７４】
　炭酸水素アンモニウム
【００７５】
　ギ酸アンモニウム
【００７６】
　酢酸アンモニウム
【００７７】
　酢酸ピリジニウム
【００７８】
　ギ酸ピリジニウム
【００７９】
　酢酸エチルモルホリニウム
【００８０】
　酢酸トリメチルアミノ
【００８１】
　ギ酸トリメチルアミノ
【００８２】
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　前述の塩は、単に代表的なものであり、置き換える塩と同じ目的を推進し、本明細書に
記載の揮発性および増強された信号対雑音の基準を満たす限り、他の塩を使用してもよい
ことを理解されたい。
【００８３】
　候補の塩は、当業者に周知の方法を使用して、揮発性について容易に試験され得る。こ
のような方法には、例えば、候補の塩または緩衝液組成物を揮発性溶媒に入れ、次に加熱
乾燥させる乾燥残留物分析が含まれる。任意の乾燥残留物の存在は、その塩が、本発明の
目的で使用するのに十分な揮発性がないことを示唆している。次に、十分に揮発性である
として確立されている候補の塩を、候補の塩と、候補の塩を置き換えることを企図される
必要な非分析物成分とを比較することによって、イオン抑制を低減するそれらの能力につ
いて試験する。揮発性は、当業者によって理解される通り、相対的蒸発速度の尺度である
酢酸ブチル数を使用して評価することもできる。
【００８４】
　一般に、イオン検出デバイスは、質量分析計であるが、そうである必要はない。熱的方
法およびエレクトロスプレーを含む様々な揮発技術が、質量分析と併せて利用可能であり
、任意の有効な揮発技術を、本発明の方法と併用できることを理解されよう。化学イオン
化、電界脱離イオン化、エレクトロスプレーイオン化、大気圧化学イオン化、マトリック
ス支援レーザー脱離イオン化、および誘導結合型プラズマイオン化を含む、いくつかの公
知のイオン化手段のいずれかを使用することもできるが、やはり本明細書では任意の有効
なイオン化技術を有利に用いることができる。質量分析測定は、分析物の性質に応じて陰
性または陽性モードで実施することができ、酸性分析物は、優先的に陰性モードでイオン
化され、塩基性分析物は、優先的に陽性モードでイオン化される。
【００８５】
　好ましい一実施形態では、本発明の改善された方法は、音響排出を用いて非常に小さい
液滴を生成し、次にその液滴を揮発させ、イオン化し、分析する。これらの小さい液滴は
、本明細書において、最大約５ｎｌの流体試料、好ましくは約２．５ｎｌ以下、より好ま
しくは１ｎｌ未満、最も好ましくは約５０ｐｌよりも小さく、最適には約１ｐｌ未満の流
体試料を含む液滴と定義される、ナノリットルサイズの液滴である。流体試料の表面から
の液滴の音響排出は、以下に詳説される通り、音響排出装置を使用して行われる。音響排
出技術は、ハイスループット質量分析（ＨＴＭＳ）が、容易に自動化される試料調製およ
び装填の欠如、試料を保存する必要性、相互汚染を排除する必要性、流体リザーバーから
分析デバイスに直接移動する能力のないこと、および適切なサイズの液滴を生成できる能
力のないことによって妨げられている範囲で、特にＨＴＭＳに適している。
【００８６】
　本発明の方法は、本明細書の実施例に見られる通り、ナノリットルサイズの液滴で予想
外に有効となることが証明された。基本的な流体物理は、サイズスケールが低減するほど
、すなわち流体液滴が小さくなればなるほど変化することが十分に理解される。適用でき
るその他の拡散および混合原理は、ナノリットルサイズの液滴にほとんど適用できず、例
えば揮発目的でナノリットルサイズの液滴の内部から液滴表面に移動する要素、イオン、
または化合物の流動力学を予測しようとする場合、従来の分析方法も実行不可能である。
【００８７】
　液滴を音響排出し、次に揮発させることは、数々の利点を提供する。例えば熱的揮発技
術を使用するナノリットルサイズの液滴の揮発では、これらの小さい液滴の表面積が大き
いので、相対的に揮発性である代替成分の気相抽出が容易になり、蒸発する液滴中に充填
された分析物が残る。したがって音響排出は、代替成分、例えば代替緩衝塩等を気相抽出
できることによって、イオン抑制を引き起こす妨害成分を除去するために流体試料の液相
または固相を「浄化」する必要がない。これにより、所与の期間で質量分析等を使用して
分析できる試料数が著しく増大する。現在、商業的に利用可能な方法では、緩衝液、他の
塩、洗浄剤、および任意の他の非分析物種を除去するための追加のステップが必要とされ
ることにより、試料１種当たり７～２０秒の範囲の処理時間を要するが、本発明では、試



(17) JP 6916734 B2 2021.8.11

10

20

30

40

50

料１種当たり１秒未満、試料１種当たり典型的に約０．３秒の処理時間で済む。この特徴
と、本発明のプロセスがかなり小さい試料サイズを使用して行うことができること、およ
び得られた分析物の信号が、気相抽出ステップを用いることによって増大することが組み
合わさるということは、本発明が、質量分析または他のイオン検出デバイスを使用して流
体試料を分析するための、はるかにより急速で経済的で正確な方法を可能にすることを意
味する。
【００８８】
　音響排出は、前述の通り、迅速な試料処理、および所定の一貫したサイズのナノリット
ルサイズの液滴の生成を可能にする。本明細書で既に引用され、参照によって組み込まれ
るＳｔｅａｒｎｓらの米国特許第６，４１６，１６４号参照。前述の特許文書は、流体表
面から音響的に排出された液滴のサイズを、音響出力、音響周波数、トーンバースト期間
、および／または集束レンズのＦ数を変えることによって注意深く調節することができる
方法を記載している。音響排出を本発明と併用する追加の利点は、液滴が、およそ５μｌ
またはそれ未満の非常に小さい試料サイズから排出され得ることである。このことは、試
料の利用性が制限され、必要に迫られて小さい流体試料を分析しなければならない場合、
特に有利である。処理能に関して、Ｍｕｔｚらの米国特許第６，９３８，９９５号は、音
響排出技術を、複数のリザーバーで流体試料の音響評価と併用すると、１秒当たり５個、
１０個、またはさらには２５個を超えるリザーバーの分析を達成することができ、つまり
１日５０，０００種を十分に超える流体試料の分析を達成することができると説明してい
る。
【００８９】
　次に一実施形態では、本発明の改善された方法は、音響排出装置を、流体試料の液滴生
成デバイスとして使用し、このデバイスは、流体試料を含む少なくとも１つのリザーバー
と、音響排出装置と、リザーバーと音響カップリング関係になるように音響排出装置を配
置するための手段とを含む。典型的に、音響放射発生装置、およびその音響放射発生装置
によって発生させた音響放射を集束させるための集束手段から構成された、単一の排出装
置が使用される。しかし、複数の排出装置も同様に、有利に使用することができる。同様
に、単一リザーバーを使用することができるが、デバイスは、典型的に複数のリザーバー
を含む。
【００９０】
　本発明と併用するのに有用な音響排出デバイスの例は、本明細書に参照によって組み込
まれるＥｌｌｓｏｎらの米国特許第６，８０２，５９３号、Ｍｕｔｚらの同第７，２７０
，９８６号、Ｍｕｔｚらの同第７，４３９，０４８号、およびＥｌｌｓｏｎらの同第６，
６０３，１１８号に詳説されている。それらに記載されている通り、音響排出デバイスは
、デバイスの統合されたまたは永久的に接続されている部品として、複数のリザーバーを
含むように構築され得る。しかし、部品のモジュール方式および互換性を提供するために
、デバイスは、取り外し可能なリザーバーを用いて構築されることが好ましい。一般に、
リザーバーは、個々の系統的アドレス指定能を有する各リザーバーを提供するために、パ
ターンまたは配列で配置される。さらに、リザーバーのそれぞれは、多数のリザーバーを
必要とする環境では、別個のまたは独立型のアイテムとして提供され得るが、リザーバー
は、互いに接続されているか、または単一リザーバーユニットの統合された部分であるこ
とが好ましい。例えば、リザーバーは、ウェルプレートの個々のウェルであり得る。デバ
イスと併用するのに適した多くのウェルプレートは、商業的に利用可能であり、例えば、
フルスカート、ハーフスカートを有する、またはスカートなしのウェルプレート１つ当た
り９６個、３８４個、１５３６個、または３４５６個のウェルを含むことができる。ウェ
ルプレートまたはマイクロタイタープレートは、一般に使用される実験室アイテムとなっ
ている。Ｔｈｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｕｔｏｍａｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ（ＳＬＡＳ）は、米国規格協会と共に、フットプリント
および寸法標準ＡＮＳＩ／ＳＬＡＳ　１－２００４を含むマイクロタイタープレートの標
準を確立し、維持している。このようなウェルプレートのウェルは、典型的に、直線アレ



(18) JP 6916734 B2 2021.8.11

10

20

30

40

50

イを形成する。
【００９１】
　ただし、このような商業的に利用可能なウェルプレートが利用できても、少なくとも約
１０，０００個のウェル、または１００，０００～５００，０００個ものウェル、または
それを超えるウェルを含む他の幾何構造の特注のウェルプレートの製造および使用が除外
されるわけではない。さらに、リザーバーの構築に使用される材料は、リザーバーに含ま
れる流体試料と適合性がなければならない。したがって、リザーバーまたはウェルが、ア
セトニトリルなどの有機溶媒を含むことが企図される場合、アセトニトリルに溶解するか
、またはアセトニトリルで膨潤するポリマーは、リザーバーまたはウェルプレートの形成
に使用するのに適していないはずである。同様に、ＤＭＳＯを含むことを企図されたリザ
ーバーまたはウェルは、ＤＭＳＯと適合性がなければならない。水ベースの流体では、多
くの材料が、リザーバーの構築に適しており、その材料には、酸化ケイ素および酸化アル
ミニウムなどのセラミック、ステンレス鋼および白金などの金属、ならびにポリエステル
、ポリプロピレン、環式オレフィンコポリマー（例えば、Ｎｉｐｐｏｎ　ＺｅｏｎからＺ
ｅｏｎｅｘ（登録商標）として、およびＴｉｃｏｎａからＴｏｐａｓ（登録商標）として
商業的に利用可能なもの）、ポリスチレン、およびポリテトラフルオロエチレンなどのポ
リマーが含まれるが、それらに限定されない。感光性の流体では、リザーバーは、実質的
に正常なデバイス機能にとって十分な音響透明性を有する、光学的に不透明な材料から構
築され得る。
【００９２】
　さらに、作動中、音響放射発生装置を各リザーバーまたはリザーバーウェルと整列させ
るのに必要な動作の量および時間を減らすために、各リザーバーの中心は、隣接するリザ
ーバー中心から約１センチメートル以下、より好ましくは約１．５ミリメートル以下、さ
らにより好ましくは約１ミリメートル以下、最適には約０．５ミリメートル以下離して置
かれることが好ましい。これらの寸法によって、リザーバーのサイズが最大体積に限定さ
れる傾向がある。リザーバーは、典型的に約１ｍＬ以下、好ましくは約１μＬ以下、最適
には約１ｎＬ以下の流体を含むように構築される。複数のリザーバーの取扱いを容易にす
るために、リザーバーは、実質的に音響的に区別不能であることも好ましい。
【００９３】
　振動素子または変換器は、音響放射を発生させるために使用される。ある場合には、音
響放射発生装置は、単一の変換器から構成される。さらに、変換器は、電気的エネルギー
を、音響放射と関連する機械的エネルギーに変換するための圧電素子を使用することがで
きる。あるいは、複数素子の音響放射発生装置、例えば変換器アセンブリを使用すること
ができる。例えば直線配列音響、曲線配列音響、または位相配列音響は、複数のリザーバ
ーに同時に伝達される音響放射を発生させるために、有利に使用され得る。
【００９４】
　気相抽出デバイスの形態の追加の素子は、前述の通り音響放射発生装置を使用して排出
された液滴を熱的に揮発させ、例えば質量分析計を使用する分析の前に、液滴から望まし
くない種を抽出する。従来使用されている成分を、より揮発性である代替物（例えば、緩
衝塩）または揮発性種をもたらす化学反応を受ける代替物で置き換えると、これらの成分
の即時気相抽出が容易になり、したがって、イオン抑制または従来の化合物に見られる他
のタイプの妨害が排除され、または少なくとも実質的に低減する。
【００９５】
　本明細書で既に記載した通り、本発明の方法は、初期の非分析物成分の代わりに、初期
成分と同じ目的を推進するが、（１）初期成分および／もしくは分析物よりも揮発性であ
るか、または（２）揮発すると、初期成分および／もしくは分析物よりも揮発性である反
応生成物をもたらす化学反応を受ける代替成分を用いる。実施形態（１）は、先に論じら
れている。ここで実施形態（２）について、代替成分は、この場合初期成分および／また
は分析物よりも必ずしも揮発性でありないが、それよりも、少なくとも１種の揮発性反応
生成物をもたらす化学反応を受けるように選択される。代替成分は、以下に詳細に論じる
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通り、分子内変換を受ける双性イオン化合物であってよく、または代替成分は、化学的に
開裂されて揮発性反応生成物をもたらすことができる非双性イオン化合物であってよい。
あるいは、代替成分は、少なくとも１種の揮発性反応生成物を生じる熱的に誘導された反
応を受ける化合物であり得る。また化合物は、少なくとも１種の揮発性反応生成物をもた
らす光触媒的反応を受けるように選択することができ、ここで用語「揮発性反応生成物」
は、初期成分および／または分析物よりも揮発性である反応生成物を指すと理解されたい
。
【００９６】
代替成分としての双性イオン化合物
【００９７】
　双性イオン化合物が、代替成分として、例えば緩衝系を必要とする流体試料中の緩衝塩
として使用される場合、双性イオン化合物は、揮発プロセス中に高温および／または減圧
下で、初期の非分析物成分および／または分析物よりも揮発性である少なくとも１種の反
応生成物をもたらす化学反応を受けるように選択される。下記の双性イオン化合物は、他
の方法において、例えば緩衝化流体試料をイオン化し、揮発させた後、揮発およびイオン
化された試料中の分析物を検出する任意の方法においても同様に有用である。
【００９８】
　「双性イオン」または「双性イオン性」化合物は、これらの用語が本明細書で使用され
る場合、一方がイオン化されて正電荷の種を形成し、他方がイオン化されて負電荷の種を
形成する、一対のイオン化できる基を含む化合物を意味する。前者は、典型的に、置換も
しくは非置換アミンまたはジアゾ置換基などの窒素原子含有基であり、後者は、一般にカ
ルボキシル（ＣＯＯＨ）置換基であるが、必ずしもそうではない。より高いｐＨ値では、
窒素原子含有基だけが電荷を担持し、したがって化合物はカチオン性となるが、より低い
ｐＨ値では、カルボキシル含有基だけがイオン化され、したがって化合物はアニオン性と
なることを理解されよう。一般に約５～約８の範囲の中程度のｐＨ値では、両方の実体が
電荷を担持し、この形態では、下記の反応が最適な方式で進行する。
【００９９】
　一実施形態では、双性イオン化合物は、部分的に不飽和の化合物、すなわち二重結合な
どの少なくとも１つの不飽和結合を含む化合物であり、分子内の分解によって揮発性芳香
族化合物を生成するという意味で、「プレ芳香族（ｐｒｅ－ａｒｏｍａｔｉｃ）」である
。例えば、部分的に不飽和のプレ芳香族双性イオン化合物は、カルボン酸基（－ＣＯＯＨ
）および窒素含有置換基が共有結合する、部分的に不飽和のプレ芳香族コアを含むことが
でき、ここで窒素含有置換基は、アミノ、第一級アミノ、第二級アミノ、第三級アミノ、
およびジアゾから選択され得る。この例では、カルボン酸基および窒素含有置換基は、分
子内の分解によって、揮発性芳香族化合物（すなわち、初期成分および／または分析物よ
りも揮発性である芳香族化合物）が生じ、二酸化炭素が放出され、アンモニア、置換もし
くは非置換アミン（一般に気体）または窒素ガスなどの窒素含有化合物が生じるように、
互いに対して位置する。プレ芳香族コアは、一般に環式であるが、前述の分子内の分解反
応によって、二酸化炭素および窒素含有化合物が放出されることに加えて、揮発性化合物
、好ましくは揮発性芳香族化合物が生じるならば、非環式コアが適している。プレ芳香族
コアＱおよび窒素含有置換基Ｎ＊を含む、このプレ芳香族双性イオン化合物は、構造（１
）によって表すことができる。
【化１】
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コアＱが環式である場合、プレ芳香族化合物からの転換は、カルボキシレート基およびＮ
＊置換基が、環中の隣接する炭素原子に結合している場合、以下のスキーム（Ｉ）に従っ
て生じ得る。
【化２】

スキーム（Ｉ）では、Ａｒは、揮発性芳香族反応生成物を表し、各Ｎ＊＊反応生成物は、
各Ｎ＊置換基に相当する。この反応は、単に例示目的でコアＱがシクロヘキサ－１，３－
ジエン環を含み、したがってスキーム（ＩＩ）に示される通り、揮発性芳香族反応生成物
がベンゼンであるより具体的な一例を使用して、例示することができる。

【化３】

【０１００】
　カチオン形態のＮ＊置換基は、例えば、－（ＮＨ３）＋、－（ＮＨＲ１）＋、（ＮＲ２

Ｒ３）＋、（ＮＲ４Ｒ５Ｒ６）＋、またはジアゾであってよく、したがって、Ｎ＊＊は、
それぞれアンモニア（ＮＨ３）、ＮＨ２Ｒ１、ＮＨＲ２Ｒ３、ＮＲ４Ｒ５Ｒ６、または窒
素ガス（Ｎ２）となる。Ｒ１～Ｒ６は、非水素置換基、例えば低級アルキル、すなわちＣ

１～Ｃ６アルキル基、好ましくはＣ１～Ｃ３アルキル基であり、これらは、検出プロセス
を妨害せず、または有害な方式で試料の成分のいずれとも相互作用しない置換基で置換さ
れていてもよく、または置換されていなくてもよい。したがって分解反応は、検出されな
い２種の生成物、すなわち揮発性芳香族化合物および二酸化炭素、ならびにイオン抑制を
引き起こす可能性が低い窒素種Ｎ＊＊をもたらす。
【０１０１】
　スキーム（ＩＩ）では、シクロヘキサ－１，３－ジエン反応物は、示されている化学反
応を妨害せず、または存在するいかなる他の化合物も妨害せず、一般にＲ１～Ｒ６と同じ
置換基群から選択される１個または複数の環置換基で置換されていてもよく、または置換
されていなくてもよく、互いにオルトとして示されているカルボキシレートおよびカチオ
ン性窒素含有置換基は、シスまたはトランス関係のいずれかであってよいが（化合物（２
））、
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【化４】

好ましくはトランス立体構造（化合物（３））である。
【化５】

任意選択で存在する置換基は、構造（４）で例示される

【化６】

［式中、示されている通り、ｉ個の置換基が存在し（ｉは両端を含み０～６の範囲である
）、Ｒとして表される置換基は、同じであっても、または異なっていてもよい］。Ｎ＊が
ジアゾである、ある特定の場合、カルボキシレートおよびジアゾ置換基は、トランス位に
あり、置換基はジアゾ基と同じ炭素に付着していることが好ましく、ここで、化合物（５
）においてＲ７として示される置換基は、Ｃ１～Ｃ６アルキル、好ましくはＣ１～Ｃ３ア
ルキルである（Ｒ７がないと、本発明の目的には不安定すぎる化合物をもたらす）。

【化７】

【０１０２】
　関連の実施形態では、双性イオン化合物は、カルボキシレート基およびジアゾ基、例え
ばオルト－ジアゾ安息香酸で置換された芳香族化合物であり、その場合、分子内反応によ
って、Ｎ＊＊反応生成物であるベンザインが生じる（スキーム（ＩＩＩ）：
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ベンザインは、さらなる反応の中間体として働く、反応性がかなり高い化合物である。こ
の場合、第２の反応物、例えば水またはジエンを試料に導入して、ベンザインと反応させ
る。水は、フェノールを生じる反応をもたらし、当業者に理解される通り、ジエンを適切
に選択することによって、揮発性反応生成物が得られる。一例として、フランは、ジエン
として働くことができ、この場合、ベンザインとの反応によって、揮発性生成物である１
，２，３，４－テトラヒドロ－１，４－エポキシナフタレンが生じる。別の例として、ア
ントラセンがジエンとして働き、揮発性反応生成物であるトリプチセンを生じることがで
きる。
【０１０３】
　双性イオン化合物は、環式であってもよく、または非環式であってもよく、環式である
場合、双性イオン化合物は、単環式、二環式、または多環式であってよく、芳香環および
ごく一部が不飽和である分子セグメントを含み得る。双性イオン化合物の化学反応によっ
て、揮発性芳香族化合物が反応生成物として生じる場合、この反応は、必ずではないが、
一般に二重結合を環構造に付加して４ｎ＋２の芳香族性を生じることによって行われる。
その例として、二重結合を置換もしくは非置換シクロヘキシル－１，３－ジエニル環に付
加して、ベンゼン環を生じるもの、または二重結合を置換もしくは非置換ジヒドロフラン
環に付加して、芳香族であるフランを生じるものが挙げられる。したがって、双性イオン
化合物は、一例では、隣接する炭素原子において－ＣＯＯＨおよび－Ｎ＊部分で置換され
ているシクロヘキシル－１，３－ジエニルコアを含むことができ、したがって化合物は、
５－カルボキシル－６－Ｎ＊－シクロヘキサ－１，３－ジエン、例えば５－カルボキシル
－６－アミノ－シクロヘキサ－１，３－ジエンを含み、これらは、先に示した通りさらに
置換されていてもよく、反応後に置換または非置換ベンゼン環に変換される。さらなる双
性イオン化合物は、パラ立体構造において－ＣＯＯＨおよび－Ｎ＊で置換されたシクロヘ
キサ－１，４－ジエンコアを含むことができ、したがって化合物は、前述の通り置換され
ていないか、または置換されている３－カルボキシル－６－Ｎ＊－シクロヘキサ－１，４
－ジエンであるか、または３－カルボキシル－６－Ｎ＊－シクロヘキサ－１，４－ジエン
を含み、これは、分解反応を介して、置換または非置換ベンゼン環に変換される。別の双
性イオン化合物は、例えば、２位および３位において－ＣＯＯＨおよび－Ｎ＊部分で置換
されたジヒドロフランを含むことができ、したがって化合物は、本明細書で既に記載した
通り置換されていないか、または置換されている２－カルボキシル－３－Ｎ＊－２，３－
ジヒドロフランまたは２－Ｎ＊－３－カルボキシル－２，３－ジヒドロフランを含み、こ
れは、反応すると芳香族分子である置換または非置換フランに変換される。
【０１０４】
　これらの双性イオン化合物の具体例として、以下が挙げられるが、それらに限定されな
い（簡潔にするために、化合物は、無電荷形態で示されているが、各化合物は、中程度の
ｐＨ値では、アニオン種とカチオン種の両方、すなわちカルボキシレート基－ＣＯＯ－と
正電荷の窒素原子を含むと理解されよう）。
６－アミノ－３，４－ジメチルシクロヘキサ－２，４－ジエン－１－カルボン酸：
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【化９】

１，６－ジアミノ－２，４－ジエン－１－カルボン酸：
【化１０】

６－アミノ－１，４－ジメチルシクロヘキサ－２，４－ジエン－１－カルボン酸：
【化１１】

６－アミノシクロヘキサ－２，４－ジエン－１－カルボン酸：
【化１２】

６－（ジメチルアミノ）シクロヘキサ－２，４－ジエン－１－カルボン酸：
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【化１３】

６－（エチルアミノ）シクロヘキサ－２，４－ジエン－１－カルボン酸：
【化１４】

３－アミノ－２，３－ジヒドロフラン－２－カルボン酸：
【化１５】

４－アミノシクロヘキサ－２，５－ジエンカルボン酸：

【化１６】

１０－アミノ－９，１０－ジヒドロアントラセン－９－カルボン酸：
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【化１７】

４－アミノ－１，４－ジヒドロナフタレン－１－カルボン酸：

【化１８】

２－アミノ－１，２－ジヒドロナフタレン－１－カルボン酸：

【化１９】

２－アミノ－１，２－ジヒドロナフタレン－１－カルボン酸：
【化２０】

４－（エチルアミノ）－１，４－ジヒドロナフタレン－１－カルボン酸：
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【化２１】

【０１０５】
　これらの双性イオン化合物は、商業的に得ることができ、または当技術分野で公知の方
法および関連文献に記載の方法を使用して合成することができる。カルボキシレートを含
む双性イオンは、カルボキシルを含む化合物を、アミンまたは他の窒素性化合物と組み合
わせるための様々な技術のいずれかを使用して合成することができる。双性イオン性スル
ホン酸を含む化合物、例えば双性イオン性洗浄剤および緩衝液は、一般に、置換または非
置換１，２－オキサチオラン－２，２－ジオキシドおよび置換または非置換アミンから、
スキーム（ＩＶ）に従って合成され得る。
【化２２】

【０１０６】
他の化学的に開裂可能な代替成分
【０１０７】
　あるいは、化学的に開裂可能な非双性イオン化合物は、代替成分として働くように選択
することができ、ここで化学的に開裂可能な化合物は、酸、塩基、または他の試薬を用い
て開裂され得る少なくとも１つの連結を含む。酸または塩基の存在下で、加水分解的に開
裂可能な代表的な連結には、以下が含まれる。カルボン酸エステル（－（ＣＯ）－Ｏ－）
；エノールエーテル（－ＣＨ＝ＣＨ－Ｏ－）；アセタール（－Ｏ－ＣＲ２－Ｏ－）；ヘミ
アセタール（－ＣＨ（ＯＨ）－Ｏ－）；無水物（－（ＣＯ）－Ｏ－（ＣＯ）－）；カーボ
ネート（－Ｏ－（ＣＯ）－Ｏ－）；アミド（（－（ＣＯ）－ＮＨ－）；Ｎ置換アミド（－
（ＣＯ）－ＮＲ－）；ウレタン（－Ｏ－（ＣＯ）－ＮＨ－）；Ｎ置換ウレタン（－Ｏ－（
ＣＯ）－ＮＲ－）；イミド（－ＣＨ＝Ｎ－）；Ｎ，Ｎ－二置換ヒドラゾ（－ＮＲ－ＮＲ－
）；チオエステル（－（ＣＯ）－Ｓ－）；ホスホン酸エステル（－Ｐ（Ｏ）（ＯＲ）－Ｏ
－）；スルホン酸エステル（－ＳＯ２－ＯＲ－）；オルトエステル（－Ｃ（ＯＲ）２－Ｏ
－）；およびベタインエステル（Ｒ－Ｏ－（ＣＯ）－Ｎ（Ｒ’）４

＋Ｘ－（式中、Ｒ’は
、同じまたは異なる非水素置換基であってよく、Ｘ－は、関連の対イオンである）。他の
化学的に開裂可能な連結には、ヒドロキシルアミンで開裂可能な連結－（ＣＯ）－Ｏ－Ｃ
Ｈ２－ＣＨ２－Ｏ－（ＣＯ）－；チオールで開裂可能な連結－Ｓ－Ｓ（トリフェニルホス
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フィン（ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｐｈｏｅｐｈｉｎｅ）などの三置換ホスフィンで処理しても
、開裂可能である）；過ヨウ素酸で開裂可能なｃｉｓ－ジオール－ＣＨ（ＯＨ）－ＣＨ）
ＯＨ－；およびフッ化物で開裂可能な連結－（Ｏ）－ＮＨ－（ＣＨ２）２－Ｏ－（ＣＨ２

）２－Ｏ－（ＣＨ２）２－（ＮＨ）－（ＣＯ）－が含まれるが、それらに限定されない。
化学的に開裂可能な連結を含みている界面活性剤は、それらの合成と共に説明されている
。これらには、ＰｒｏｔｅａｓｅＭＡＸ（Ｖ２０７１）（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＲａｐｉＧ
ｅｓｔ　ＳＦ（Ｗａｔｅｒｓ）；ＰＰＳ　Ｓｉｌｅｎｔ　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ（Ａｇｉ
ｌｅｎｔ）；ＭａＳＤｅＳ（Ｃｈａｎｇら（２０１５年１月）Ｊ．　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　
Ｒｅｓ．１４巻（３号）参照）；Ｉｎｖｉｔｒｏｓｏｌ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，Ｉｎｃ．）；Ｐｒｏｇｅｎｔａ　ＡＡＬＳ　Ｉ（２，２－ジヘキソオキシプロピ
ル硫酸ナトリウム、Ｐｒｏｔｅａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ製）；Ｐｒｏｇｅｎｔａ　Ａ
ＡＬＳ　ＩＩ（２，２－ジヘプトキシプロピル硫酸ナトリウム、これもＰｒｏｔｅａ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ製）；Ｐｒｏｇｅｎｔａ　ＣＡＬＳ　Ｉ（２，２－ジヘキソオキシ
プロピル臭化アンモニウム、これもＰｒｏｔｅａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ製）；および
Ｐｒｏｇｅｎｔａ　ＣＡＬＳ　ＩＩ（２，２－ジヘプトキシプロピル臭化アンモニウム、
これもＰｒｏｔｅａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ製）が含まれる。これらの界面活性剤およ
びそれらの類似体は、緩衝液ならびにこれらおよび他の化学的に開裂可能な連結を含む他
の化合物と同様に、本組成物において有利に使用することができる。
【０１０８】
熱により開裂可能な代替成分
【０１０９】
　また代替成分は、熱を用いて開裂可能である連結を含むことができ、したがって流体試
料中の初期成分と同じ目的を推進するが、試料が揮発するとより小さい化合物に開裂し、
それらのより小さい化合物は、揮発性であり、またはイオン抑制を引き起こす可能性が低
い。熱的に開裂可能な連結には、エステル連結、カルバメート連結、カーボネート連結、
ウレタンタイプの連結（－Ｏ－（ＣＯ）－ＮＨ－）およびＮ置換ウレタン連結（－Ｏ－（
ＣＯ）－ＮＲ－）が含まれ、連結の窒素原子は、低級アルキルなどの非水素置換基で置換
されている。他の熱的に開裂可能な連結には、フラン－マレイミドのディールス－アルダ
ー付加物（Ｓｚａｌａｌら（２００７年）Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　４０巻（４号
）：８１８～８２３頁参照）、オキシランおよびチイランベースの連結、ならびに以下の
スキームに従ってエステルおよび気体ＳＯ２に熱的に分解するエステル置換スルホンが含
まれる
【化２３】

［式中、Ｒは、非水素置換基、一般にアルキル基である（例えば、２０１５年１０月１９
日にアクセスしたインターネットサイトｗｗｗ．ｃｈｂｅ．ｇａｔｅｃｈ．ｅｄｕ／ｅｃ
ｋｅｒｔ／ｐｄｆ／－ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ．ｐｄｆから印刷したＥｃｋｅｒｔおよびＬ
ｉｏｔｔａによる「Ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ　Ｓｍａｒｔ　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ」に記載
のピペリレン）］。
【０１１０】
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光分解により開裂可能な代替成分
【０１１１】
　１つまたは複数の光分解により開裂可能な部位を代替成分に組み込むことによって、試
料を質量分析計または他の分析デバイスに導入する前に、照射誘導的に開裂することが可
能になる。１種または複数の試料流体は、気相中で照射され、すなわち流体液滴排出の後
、質量分析計に入る前に照射され得るか、または液相中で、例えばウェルプレートもしく
は他の容器もしくは容器群内で照射され得る。気相中の照射は、リアルタイムで開裂生成
物に変換することが可能であるが、試料流体が多数の容器またはウェル中に存在する液相
中の照射は、そうではない。
【０１１２】
　光分解により開裂可能な部位は、当業者に公知の、かつ／または関連文書および文献に
記載の有機合成技術を使用して、代替成分、例えば緩衝液、界面活性剤等に容易に組み込
むことができる。あるタイプの光分解により開裂可能な連結は、以下の代表的な構造のよ
うに、オルト－ニトロベンジル基から構成される

【化２４】

（式中、Ｒ＊は、一般に、分子の残部に結合している窒素原子または酸素原子である）。
したがって、このような構造には、
【化２５】

ならびにＮ置換類似体が含まれる
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【化２６】

（式中、Ｒは、やはり低級アルキルなどの非水素置換基であり、記号

【化２７】

は、分子の残りとの付着を表す）。別の光分解により開裂可能な連結には、例えば、ケイ
皮酸タイプの連結が含まれ、
【数１】

これは、例えば光開裂可能な界面活性剤に関するＳａｋａｉら（２０１２年６月１５日）
Ｊ．　Ｃｏｌｌｏｉｄ　ａｎｄ　Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　Ｓｃｉ．　３７６巻（１号）：１
６０～１６４頁に記載されている。
【化２８】

他の光分解により開裂可能な連結には、ベンジルエーテル（開裂してアルコールを形成す
る）、カルバメート連結（開裂してアミンを形成する）、１，３－ジチアン連結（開裂し
てカルボニル基を形成する）；オルト－ニトロアニリド連結（開裂してカルボキシル基を
形成する）、ベンゾインタイプの連結（開裂してリン酸基を形成する）等が含まれる。例
えば、Ｐｅｌｌｉｃｃｉｏｌｉら（２００２年）Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．　Ｐｈｏｔｏｂｉ
ｏｌ．　Ｓｃｉ．　１巻：４４１～４５８頁、およびＧｒｅｅｎｅら、Ｐｒｏｔｅｃｔｉ
ｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、第３版、Ｊｏｈｎ　
Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ：１９９９年）参照。
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【０１１３】
　当業者は、本明細書において代替成分として使用できる適切な双性イオン性および／ま
たは開裂可能な化合物を合成するために、公知の有機合成方法および／または文献に記載
の方法を使用することができる。さらに、公知の緩衝液（例えば、Ｇｏｏｄの緩衝液；Ｇ
ｏｏｄら（１９６６年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５巻（２号）：４６７～４７７頁参
照）、界面活性剤等は、このような開裂可能なリンカーを組み込むために修飾することが
できる。
【０１１４】
　目的の代表的な緩衝液の１つは、アセタールを含む化合物（２５）であり、
【化２９】

これは、以下の通り光分解により、かつ／または酸の存在下で分解して、２－アミノエタ
ノールおよび２－ホルミル安息香酸をもたらす。目的の別の緩衝液は、化合物（２６）で
あり、

【化３０】

これは、光分解により開裂して、メタミン（ＣＨ３－ＮＨ２）および４－ホルミル－３－
ニトロソ安息香酸を生じることができる。
【０１１５】
　一般構造
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【化３１】

を有する化合物は、本明細書において、特に酸で開裂可能な緩衝液として適した代替成分
である。（２７）では、Ｌ１およびＬ２は、Ｃ１～Ｃ６ヒドロカルビル連結、一般にＣ２

～Ｃ４ヒドロカルビル連結であり、Ｒ８、Ｒ９、Ｒ１０、およびＲ１１は、独立に、Ｈお
よびＣ１～Ｃ１６ヒドロカルビル（例えば、アルキル、シクロアルキル、アルケニル等、
特に低級アルキル）から選択され、Ｒ１２は、低級アルキルであり、Ｒ１３は、－ＣＯＯ
Ｈまたは－ＣＨ２ＯＳＯ３Ｈのいずれかである。Ｒ１３が－ＣＯＯＨである場合、化合物
は、（２８）として表すことができ、Ｒ１３が－ＣＨ２ＯＳＯ３Ｈである場合、化合物は
、（２９）として表すことができる。
【化３２】

好ましい一実施形態では、Ｒ８、Ｒ９、Ｒ１０、およびＲ１１は、Ｈであり、Ｌ１および
Ｌ２は、－ＣＨ２ＣＨ２－であり、Ｒ１２は、メチルであり、したがって、一般化合物（
２８）および（２９）は、それぞれ構造（３０）および（３１）を有する。
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【化３３】

両方の化合物は、ピルビン酸メチルから合成することができる。化合物（３０）は、およ
そ９．４４のｐＩを有しており、およそ７．５～１０．５の範囲のｐＨの緩衝液として最
適に用いられる。化合物（３１）は、およそ９．４４のｐＩを有しており、およそ８．０
～１１．０の範囲のｐＨの緩衝液として最適に用いられる。図４は、化合物（３０）の合
成の模式図であり、図５は、化合物（３１）の合成の模式図である。これらの図に示され
ている個々の反応ステップの実施は、当業者の専門内であり、かつ／または文書もしくは
文献の類似の反応を参照すると明らかになろう。
【実施例】
【０１１６】
　（実施例１）
　この実施例では、カフェインの質量分析の決定に対する緩衝液の揮発性の影響を、酢酸
アンモニウムを揮発性緩衝塩として使用し、塩化ナトリウムを不揮発性緩衝塩として使用
して評価した。流体試料を、１ｍＭ、２ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、２５ｍＭ、５０ｍＭ、
１００ｍＭ、２５０ｍＭ、および５００ｍＭの様々な濃度の酢酸アンモニウムまたは塩化
ナトリウムを用いて調製した。試料液滴は、修正したＥｃｈｏ（登録商標）５５５リキッ
ドハンドラー（Ｌａｂｃｙｔｅ　Ｉｎｃ．、Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、ＣＡ）を使用して生成
した。機器は、変換器アセンブリをノズル下の機器の外面に移動させて、液滴ストリーム
を１９５℃の熱に曝露し、したがって揮発性塩を気相抽出できるように修正し、ＳＱ　Ｄ
ｅｔｅｃｔｏｒ　ＩＩ質量分析計（Ｗａｔｅｒｓ　Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ）のベータバージ
ョンに入れた。
【０１１７】
　図１は、ｍ／ｚ＝１９５における正規化信号対酢酸アンモニウム
【数２】

または塩化ナトリウム
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【数３】

濃度（ｍＭ）のプロットである。わかる通り、検出されたカフェインの濃度は、低い塩化
ナトリウム濃度でも急速に低下するが、この現象は、酢酸アンモニウムでは見られない。
この結果は、より揮発性である緩衝塩では、緩衝塩濃度がより高くても分析物を検出する
ことができるが、より揮発性が低い緩衝塩では検出できないことを示している。
実施例２および３のための実験
【０１１８】
　すべての試料を、標準エレクトロスプレー源を取り付けたＷａｔｅｒｓ　ＳＱ　Ｄｅｔ
ｅｃｔｏｒ　２質量分析計で、供給源ブロック温度８０℃、脱溶媒和温度２５０℃および
ガス流速４００リットル／時間で運転して分析した。エレクトロスプレープローブ電圧を
、３５００Ｖに設定し、試料コーンを２５Ｖに設定した。すべての試料を、Ｈａｍｉｌｔ
ｏｎ　２５０μｌシリンジを取り付けたＨａｒｖａｒｄ２２シリンジポンプを使用し、６
μｌ／分で作動させて導入した。１Ｍ溶液として供給されたＨＥＰＥＳ（４－（２－ヒド
ロキシエチル）－１－ピペラジンエタンスルホン酸、双性イオン性緩衝液）を除いて、す
べての試薬を、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈから乾燥粉末として購入した。ＨＰＬＣグレ
ードの水、およびやはりＨＰＬＣグレードの水中２ｍｇ／ｍｌのカフェイン原液を使用し
て、１Ｍ原液を、塩ごとに調製した。連続希釈を、塩の原液のそれぞれに対して実施して
、１ｍＭ、５ｍＭ、２５ｍＭおよび５０ｍＭの希釈標準溶液を生成した。分析のために、
これらの希釈標準溶液のそれぞれ１ｍｌにカフェイン原液５０μｌを添加して、１０μｇ
／ｍｌのカフェイン溶液を生成した。試料ごとに、シリンジ注入を実施し、カフェインの
Ｍ＋ＨおよびＭ＋Ｎａピーク（１９５Ｄａおよび２１７Ｄａ）の絶対的イオン信号の高さ
を合計し、プロットした。試料ごとに、シリンジおよびプローブを水でフラッシュして、
任意の残留塩を除去した。
　（実施例２）
【０１１９】
　この実施例では、酢酸マグネシウムを揮発性緩衝塩として使用し、塩化マグネシウムを
不揮発性緩衝塩として使用した、カフェインの質量分析の決定に対する緩衝液の揮発性の
影響に関する追加の評価について記載する。カフェインおよびそのナトリウム付加物の信
号強度を、４つの濃度の６種の塩系で評価した。図２にプロットしたデータは、標準ＥＳ
Ｉシステム感度が、不揮発性塩によってかなり影響を受け、類似の濃度の揮発性塩によっ
てはそれほど影響を受けないことを示している。すなわち、プロットの最上部のデータ点
は、カフェインおよび緩衝塩としての酢酸アンモニウムを含む流体試料で得られた信号に
相当する。実験を反復して、他の分析物の質量分析の決定を行って、実質的に同じ結果を
得ることができる。
　（実施例３）
【０１２０】
　この実施例では、マグネシウムが使用酵素によって必要とされるキナーゼアッセイを実
施し、そのアッセイにより、経時的なリン酸化ペプチド基質の濃度の増大を測定する。一
組の試料を、相対的に不揮発性の化合物である塩化マグネシウムと共に配合し、第２の組
の試料を、より揮発性である化合物である酢酸マグネシウムと共に配合した。各タイプの
マグネシウム塩を使用したアッセイの結果は、図３に示されており、図では、時間（分）
をＸ軸に示し、ルミネッセンスをＹ軸に示す。塩化マグネシウムを用いたアッセイで得ら
れた結果

【数４】

を、酢酸マグネシウムを用いたアッセイで得られた結果
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と比較するグラフは、アッセイが、マグネシウムイオン源によって妨害されず、または偏
らなかったことを示している。
【０１２１】
　多くのアッセイシステムでは、ある特定の不揮発性のおよび／または電気陰性の高い緩
衝液成分が使用される。しかし、これらの成分は、所望のアッセイの生物学的または化学
的結果を得るのに独特のものではない。このスイッチは、最大６０の範囲では測定雑音内
にあるので、結果の任意の著しい変化を示さない。不揮発性分析物が存在しない状態の分
析物の測定に関する先の実施例から、このアッセイシステムでは、分析物のイオン抑制が
低減することに起因して、ＭＳ負荷の前の気相抽出で結果が改善されるはずである。

【図１】 【図２】



(35) JP 6916734 B2 2021.8.11

【図３】 【図４】

【図５】
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