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TLC/HPTLCプレートの目的成分が展開された部分

HPLCポンプによる
溶媒の送液

ピストンを制御して
圧力を低くする

図1. 溶出ベースのTLC-MSの作動原理の概略図

サンプルの質量分析

はじめに
薄層クロマトグラフィー（TLC）および高性能薄層クロマトグラフィー  

（HPTLC）は、複雑なサンプル前処理や高額な装置を必要とせず、 便利
で迅速かつ効率的な分離技術として知られています。 1枚のプレートで
多数のサンプルを並行分析できるため、 サンプルあたりの分析コスト低
減と時間短縮が可能です。TLCは複雑なマトリックスに影響されにくく、
HPLCの結果のクロスチェックや相補的な方法開発など、 既存のルーチン
分析法のオプションとして活用できます。

TLC では、誘導体化試薬の適用による分析物の可視化や、UV をはじ
めとした他の検出方法との組み合わせなど、様々な検出手法を利用で
きます。1969 年には、R.E. Kaiser 教授が初めて TLC と質量分析（MS）
の接続について報告しました1。その報告では、TLCのスポットを加熱し、
質量分析計のインレット（入口）前のガス流中に脱離させました。今で
は数多くの文献により十分に裏付けられた結果が報告され、現在そし
て将来の TLC の発展に大きく貢献しています 2。

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は、 幅広い複雑なサンプルの迅速
かつ高効率な分析のための確立された分析技術です。 TLCと対照的
に、 HPLCはマトリックスが多いサンプルによる問題（圧力上昇やカラム
インレットでのマトリックス化合物の蓄積によるカラム詰まりなど）に悩
まされることがあります。 さらに、不適切なグラジエント条件下での繰り
返しによるサンプル注入にゴーストピークが検出される可能性もあります。

※本アプリケーションノートは、Analytix Reporter Special Edition Food & Beverage "50 years of TLC-MS" 2022;78-82 (MK_BR5425EN)を抜粋して日本語訳したものです。

TLC と HPLC を接続利用すると、2 つのクロマトグラフィーの長所を組
み合わせることができます。TLC は複雑なマトリックスの影響を受けに
くいことからサンプル前処理が容易または不要になり、HPLC は TLC
の重なったバンドを効率よく分離して優れたピークの分離を可能にし、
TLC-MS と比較して感度が向上します。2 つの異なる相選択性を組み合
わせることで、TLC-HPLC-MS は強力な 2D-LC（二次元 LC）法となります。

本アプリケーションノートでは、薄層クロマトグラフィーと質量分析
法の組み合わせ（TLC-MS）、および TLC-MS と高速液体クロマトグラ
フィーの組み合わせ（TLC-HPLC-MS）について、ハチミツ中のネオニコ
チノイド系農薬の検出を例として説明します。

TLC-MS接続技術
TLC を質量分析法と直接接続する技術は、溶出ベースと脱離ベース
の技術に分けられます 2。

溶出ベースのアプローチでは、TLC-MS インターフェースを利用して、
シリカプレートから溶媒で分析物を溶解し、液相で質量分析計に移送
します（図 1）。
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脱離ベースの技術は、TLC 表面から分析物を気化させ、気相で MS
に移送します。気化技術には、ガスビーム、イオン衝撃、MALDI（マ
トリックス支援レーザー脱離イオン化）または DART（リアルタイム直
接分析）などがあります。

どのアプローチもオフラインで行われ、TLC 分離が終了してプレート
が乾燥した後に実施されます。MS へのサンプル移送は迅速で、通常
1 分未満で完了します。

TLC-MS の特徴と利点
● サンプル前処理は主にTLCプレート上で行われる

● 目的のスポットやバンドを直接MSで分析 - 迅速な結果

● クロマトグラフィーはMSへの注入とは別に実施される - 移動相選択
における高い柔軟性

● MSグレードのプレートにより、高分解能の分離と高感度かつ信頼性
の高いMS検出を実現

TLC-MSとHPLC-MSの接続
柔軟な機器設定により、直接溶出ベースのTLC-MSとTLC-HPLC-MS測
定が可能です（図2）。全ワークフローの概略図は図3に示しました。スポ
ットをプレートから溶出し、詳細な分析のためにHPLCカラムに移送で
きます。ここでTLCは、サンプル前処理または2D-LCの第一次元として機
能します。

TLC-HPLC-MS の特徴と利点
● TLCは複雑なマトリックスの影響を受けにくいため、複雑なサンプル

前処理なしでの分析が可能

● 1枚のTLCプレートで多検体を分析できることや、視覚的にスポットを
判別するための多様な染色試薬のオプションがあることによるスクリ
ーニングやメソッド開発の可能性

● TLCプレート上で重なっているバンド（分離されていない化合物）は
HPLCの高い分離力で分離可能

● TLC-HPLC-MSはTLC-MSと比べて感度が向上

TLC/HPTLCプレートの目的成分が展開された部分

ピストンを制御して
圧力を低くする

HPLCカラム

図2. TLC-HPLC-MSの概略図

HPLCポンプによる
溶媒の送液

サンプルの質量分析

サンプル前処理
（希釈・フィルトレーション）

サンプルのアプライ

成分の抽出

質量分析

成分の抽出＋HPLC分析
（UVによる追加データ） 

TLCによる分離

FPO

図3. 機器と消耗品を含むTLC-MSとTLC-HPLC-MSワークフローの概要
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ハチミツ中のネオニコチノイド
高効果的なネオニコチノイド系農薬は、ミツバチの健康への悪影響に
関して議論されています。（EU）No. 485/2013 は、クロチアニジン、
イミダクロプリド、チアメトキサムを含む種子処理剤を使用した種子の
使用と販売を禁止しています。2018 年 4 月、ヨーロッパ連合（EU）は
これらの化合物の屋外使用を全面的に禁止しました（（EU）2018/783-
785）。食品および飼料製品で認可されているネオニコチノイドの EU に
おける残留農薬基準（MRL）は、アセタミプリド、イミダクロプリド、チ
アクロプリドが 50 ng/g、クロチアニジンとチアメトキサムが 10 ng/g
です 3。

ハチミツは天然由来で、最も頻繁に検査される食品の一つです。高い
粘性と高い糖分含有量のため、ハチミツは非常に複雑なマトリックス
を持ちます。

方法
すべてのTLC分析は、HPTLC Silica gel 60 F254 MSグレードプレートを使
用して実施しました。

ネオニコチノイド標準溶液（NSS）1および2は、それぞれ0.2 mg/mLお
よび1 ng/mLの7種類の農薬（ニテンピラム、ジノテフラン、チアメトキサ
ム、クロチアニジン、イミダクロプリド、アセタミプリド、チアクロプリド）を
アセトンに溶解して調製しました。

サンプル前処理は、1gのハチミツを10 mLの水/アセトン1/1（v/v）で希
釈して行いました。サンプルはCAMAG ATS4を使用してバンド状（バンド
幅2.5 mm）に塗布しました。

TLCの展開は2段階で行われ、アセトニトリルとアセトニトリル/メタノー
ル3/1（v/v）を移動相として使用しました。展開時間は1分と3分でした。
表1はすべてのアプライしたトラックと分析物のhRf値※の概要を示して
います。

表1. HPLCの条件

HPLCカラム Purospher® STAR RP-18 endcapped (2 μm) Hibar™ HR 
100-2.1（製品番号 1.50648）

移動相 A) 0.1% ギ酸含有水
B) 0.1% ギ酸含有アセトニトリル

グラジエント 時間（分） A（%） B（%）
0 100 0
3 90 10
5 70 30

12 60 40
12.4 100 0
15.6 100 0

流量 0.25 mL/分
カラム温度 室温
MSモード ESI （+）
TLCスポットの溶出 100% 水、流量 0.25 mL/分

※hRf値はRf値に100を乗じた値

TLC-MSおよびTLC-HPLC-MS実験は、CAMAG TLC-MS Interface 2と
Waters ACQUITY® UPLC H-Class Bio SystemおよびACQUITY® QDa
検出器を組み合わせた溶出ベースのアプローチで実施しました。

結果と考察
ハチミツ中のネオニコチノイドの分析
合計で、5 つの異なるサンプルの 33トラックを TLC プレートにアプラ
イしました。

 a) NSS 1（各ネオニコチノイド 0.2 mg/mL）

 b)  NSS 2（各ネオニコチノイド 1 ng/mL）

 c)  ハチミツサンプル（各ネオニコチノイド 1 mg/g を添加）

 d)  ハチミツサンプル（各ネオニコチノイド 10 ng/g を添加）

 e)  無添加ハチミツサンプル

表 2 は、すべてのアプライしたトラックと目的成分の hRf 値の概要を
示しています。

図 4A は、UV 光（254 nm）照射下で展開された TLC プレートを示して
います。添加ハチミツサンプル中のネオニコチノイドは、hRf = 70（ニ
テンピラム）および hRf = 93（ジノテフラン、チアメトキサム、クロチア
ニジン、イミダクロプリド、アセタミプリド、チアクロプリド）で視認で
きます。強いマトリックスの影響を可視化するために、プレートはアニ
スアルデヒド硫酸試薬で染色されました（図 4B）。長く暗いスメア領域
はサンプルの高い糖分含有量に起因します。さらに、アミノ基を持つ
化合物を可視化するためにニンヒドリン染色を行いました（図 4C）。

TLC 展開後、溶出ベースの TLC-MS を使用して hRf = 70 の領域を溶
出し、その後のシングル四重極 MS 検出によってニテンピラムとして同
定しました（図 6A）。

添加ハチミツサンプルの TLC 分離から生じる hRf = 93 の領域（6 つの
分析物から成る）を、プレートから溶出して HPLC カラムに移送しまし
た。クロマトグラムは、2 つの添加サンプルと 1 つの無添加ハチミツ
サンプルについて UV 検出を使用して得られました（図 5 および表 3）。
さらに、MS 検出を利用して 6 つのネオニコチノイドを同定しました（図
6 B ～ G のスペクトル参照）。

TLC-HPLC-MS により、10 ng/g レベルで添加されたハチミツサンプル
中のすべてのネオニコチノイドを検出することができました。MS によっ
て再現性よく（複数の TLCトラック）示されたように、無添加ハチミツ
には、EU の基準（MRL）50 ng/g 未満のレベルでアセタミプリドとチ
アクロプリドが含まれていました。

このアプローチによる正確な定量のためには、さらなる研究が必要です。
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表2. TLCデータ：トラック番号とアプライしたサンプル、 
アプライ量、hRf値

表3. 添加ハチミツサンプル中のネオニコチノイドのHPLC保持時間。hRf 
= 93のTLCバンドのスポットを溶出してHPLCで分析

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33C

図4. A）UV光（254 nm）下でのネオニコチノイドの可視化。B）アニスアルデヒド硫
酸で染色後のマトリックス化合物の可視化（白色光）。C）ニンヒドリン染色による
アミノ基含有マトリックス化合物の可視化（白色光）。

1

ハチミツサンプル（1 mg/gを添加）
A

2

3
4 5

6

1
ハチミツサンプル（10 ng/gを添加）

B
2

3 4

5 6

無添加ハチミツサンプル
C 5

6

図5. hRf = 93のTLCバンドのスポットを溶出してHPLC分析した添加および無添
加ハチミツサンプルのHPLCクロマトグラム。A：1 mg/g添加ハチミツサンプル。B：
10 ng/g添加ハチミツサンプル、C：無添加ハチミツサンプル。ピークID：1 ジノテフ
ラン、2 チアメトキサム、3 クロチアニジン、4 イミダクロプリド、5 アセタミプリド、6 
チアクロプリド。

トラック 成分 アプライ量（μL） hRf

1, 12, 23 ネオニコチノイド標準溶液 1 
（各0.2 mg/mL） 0.5 μL

70: 
ニテンピラム 
 
93: 
ジノテフラン、 
チアメトキサム、 
クロチアニジン、 
イミダクロプリド、 
アセタミプリド、 
チアクロプリド

3, 14, 25
ネオニコチノイド標準溶液 2 

（各1 ng/mL）

0.8 μL

4, 15, 26 1.0 μL

5, 16 ,27 1.2 μL

2, 13, 24 ハチミツサンプル 
（各ネオニコチノイド 1 mg/gを添加） 1.0 μL

9, 20, 31
ハチミツサンプル 

（各ネオニコチノイド 10 ng/gを添加） 1.0 μL10, 21, 32

11, 22, 33

6, 17, 28

無添加ハチミツサンプル 1.0 μL7, 18, 29

8, 19, 30

ピーク 成分 保持時間（分）

1 ジノテフラン 6.6

2 チアメトキサム 7.6

3 クロチアニジン 8.1

4 イミダクロプリド 8.4

5 アセタミプリド 8.8

6 チアクロプリド 10.1

薄層クロマトグラフィー  
総合カタログ

https://bit.ly/4leegTJ https://bit.ly/4hVX7eJ

基本解説 ＆ アプリケーション 
 TLCマニュアル
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図6. 農薬を添加したハチミツの分析。7つのネオニコチノイドの質量スペクトル。
hRf = 70のTLCバンドをTLC-MSで分析（A：ニテンピラム）、およびhRf = 93のTLC
バンドをTLC-HPLC-MSで分析（B：ジノテフラン、C：チアメトキサム、D：クロチアニ
ジン、E：イミダクロプリド、F：アセタミプリド、G：チアクロプリド）した。

結論
複雑で困難な食品マトリックス中の異なる成分の分析例を、魅力的かつ
柔軟な方法として TLC-MS と TLC-HPLC-MS を使用して解説しました。
これらの手法では、時間と手間のかかるサンプル前処理なしに、目的
分析物を容易に分離し検出することができます。
柔軟な機器設定により、一つのセットアップで相補的なクロマトグラ
フィー法として溶出ベースの TLC-MS と TLC-HPLC-MS 測定の組み合わ
せが可能になります。この組み合わせの妥当性は、7 種類のネオニコチ
ノイド系農薬の分析によって実証されました。添加および無添加ハチミ
ツサンプルを分析し、無添加ハチミツサンプルでは、EU の基準（MRL） 
50 ng/g 未満のレベルでアセタミプリドとチアクロプリドが検出されました。
33トラック（21 のハチミツサンプルと 11 の標準溶液）のアプリケーショ
ンによって、TLC のスクリーニングおよびメソッド開発能力が示されまし
た。ハチミツサンプルの強いマトリックスの影響はアニスアルデヒド硫酸
による染色で可視化され、アミノ基含有化合物に対するニンヒドリン染
色で、選択的検出による追加情報を得ることができました。
用途が広い TLC-HPLC-MS の組み合わせは、複雑なマトリックスの影響
を受けにくく、多検体の並行分析が可能、誘導体化等の検出の柔軟性
という TLC の強みと HPLC の高い分離力を組み合わせることで、特に
マトリックスが多い複雑なサンプルの分析のための新しいアプローチを
可能にします。

使用製品
製品概要 製品番号

HPTLC Silica gel 60 F254 MS-grade, 20 x 10 cm 1.00934
Purospher®  STAR RP-18 encapped (2 µm) Hibar®  HR 100-
2.1, 100 x 2.1 mm 1.50648

Millex®  Syringe Filter, Fluoropore™ PTFE, Hydrophobic, 
Non-sterile, 0.45 µm pore size, 25 mm diameter SLFH025

溶媒・試薬

Methanol gradient grade for liquid chromatography 
LiChrosolv® 1.06007

Acetonitril gradient grade for liquid chromatography 
LiChrosolv® 1.00030

Water for chromatography (LC-MS Grade) LiChrosolv® 1.15333
Acetonitrile hypergrade for LC-MS LiChrosolv® 1.00029
Formic acid 98 % - 100 % for LC-MS LiChropur® 5.33002
標準物質

Nitenpyram PESTANAL®, 100 mg 46077
Dinotefuran PESTANAL®, 100 mg 32499
Thiamethoxam PESTANAL®, 100 mg 37924
Clothianidin PESTANAL®, 100 mg 33589
Imadacloprid PESTANAL®, 100 mg 37894
Acetamiprid PESTANAL®, 100 mg 33674
Thiacloprid PESTANAL®, 100 mg 37905

関連製品
製品概要 製品番号

HPTLC Silica gel 60 F254 MS-grade,20 x 10 cm glass plates 1.00934
HPTLC RP-18 F254s MS-grade, 20 x 10 cm glass plates 1.51161
HPTLC Silica gel 60 F254 MS-grade for MALDI,5 x 7.5 cm 
aluminum foils 1.51160

TLC Silica gel 60 F254 MS-grade,20 x 10 cm glass plates 1.00933
TLC Silica gel 60 F254 MS-grade,5 x 7.5 cm aluminum foils 1.51022
TLC RP-18 F254s MS-grade, 5 x 7.5 cm aluminum foils 1.51015

https://www.sigmaaldrich-jp.com/catalog/?utm_source=catalog-ftr&utm_medium=qrcode
https://m-hub.jp/?utm_source=catalog-ftr&utm_medium=qrcode
https://facebook.com/merckmilliporej/
https://line.me/R/ti/p/%40merck
https://www.youtube.com/channel/UC6W-qmy8zpOe3nmHf9jiOlw
http://www.merckmillipore.com/JP/ja/about-us/news-media-room/email-news-milligram/ALqb.qB.7HYAAAFHGP0XX5IM,nav?RedirectedFrom=http%3A%2F%2Fwww.merckmillipore.jp%2Fwm
https://twitter.com/MerckMilliporeJ
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/100934?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/150648?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/slfh025?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/106007?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/100030?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/115333?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/100029?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/533002?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sial/46077?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sial/32499?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sial/37924?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sial/33589?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sial/37894?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sial/33674?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sial/37905?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/100934?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/151161?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/151160?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/100933?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/151022?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp
https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/mm/151015?utm_source=pdf-jp&utm_medium=print&utm_campaign=pdf-jp

