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概要
本研究では、豚肉、鶏卵、牛乳中の 4 種類の人工アセチルプロゲステロンの定量分析のメソッド
を開発し、検証しました。開発したメソッドでは Agilent QuEChERS 抽出キットの後に Agilent 
Captiva EMR-Lipid でクリーンアップして LC/MS/MS による分析を実施しました。このメソッドは
新たなアプリケーション試験に信頼できるソリューションを提供し、回収率と再現性はほぼ満足のい
くものでした。

Agilent Captiva EMR-Lipid を用いた 
LC/MS/MS による豚肉、鶏卵、牛乳中の 
アセチルプロゲステロンの分析



実験方法

ターゲット化合物
このアプリケーションノートでは、酢酸フル
オロゲストン（FGA）、酢酸メゲストロール
（MA）、酢酸メレンゲステロール（MGA）、
および酢酸クロルマジノン（CMA）の 4 種
類のターゲット化合物を対象としました。

機器メソッド
サンプル は、Agilent 1290 Infinity II 
バイナリポンプ（G7120A）、Agilent 
1290 Infinity II 高性能オートサンプ
ラ（G7167B）、 お よ び Agilent 1290 
Infinity II サーモスタットカラムコン
パートメント（G7116B）で構成される 
Agilent 1290 Infinity II LC システムで
分析しました。この UHPLC システムを、
Jet Stream エレクトロスプレーイオン
ソースを備えた Agilent G6470 トリプル
四重極 LC/MS システムに接続して使用
しました。データの取り込みと解析には、
Agilent MassHunter ワークステーション
ソフトウェアを使用しました。 

HPLC 条件

パラメータ 設定値

カラム
Agilent InfinityLab Poroshell 120 
SB-C18、3.0 × 100 mm、2.7 µm
（p/n 685975-302）

流量 0.4 mL/min

カラム温度 40 ℃

注入量 10 µL

移動相
A）2 mM 酢酸アンモニウムおよび 

0.1 % ギ酸含有水溶液
B）0.1 % ギ酸含有アセトニトリル 

グラジエント

時間  流量 
（min） %B （mL/min） 
0 60 0.4 
4.0 90 0.4 
6.0 100 0.4

ポストタイム 2.0 分

MS 条件

パラメータ 設定値

ガス温度 250 ℃

ガス流量 7 L/min

ネブライザ 35 psi

シースガスヒーター 325 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリ 3,500 V（POS）0 V（NEG）

データ取り込み MRM は表 1 のとおり

分析対象物 極性
プリカーサイオン
（m/z）

プロダクトイオン
（m/z）

フラグメンタ  
（V）

CE 
（V）

CMA POS 405.5

345 130 10

309.1 130 15

301                        130 20

MGA POS 397.4
337.2 138 13

279.1 138 20

MA POS 385.5
267.1 138 20

224.1 138 30

FGA POS 407.4

285.1 138 25

267 138 25

225.1 138 30

表 1. ターゲット化合物 MRM 条件
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サンプル抽出
サンプル前処理には以下の製品を使用し
ました。

• Agilent Captiva EMR-Lipid、3 mL 
カートリッジ、300 mg（p/n 5190-
1003）

• Agilent Vac Elut 20 大型マニホールド、
16 × 150 mm 試験管用コレクション
ラック付き（p/n 12234104）

• Agilent Bond Elut QuEChERS 抽出
キット、動物用医薬品、バッファなし
（p/n 5982-0032）

• 50 mL チューブ用セラミックホモジナ
イザ（p/n 5982-9313）

• Agilent Captiva ナイロンシリンジ
フィルタ、0.2 µm、13 mm（p/n 
5190-5133）

図 1 に手順を示します。

キャップをして 1 分間振とう機で強く振とうした後、9,000 rpm、4 ℃で 遠心分離する。

アセトニトリル 10 mL および Bond Elut 動物用医薬品 QuEChERS 抽出キットの塩を加える。

水 2 mL とセラミックホモジナイザー 2 個を入れ、キャップをして 1 分間ボルテックスする。

ホモジナイズしたサンプルを正確に 2 g 計量し、50 mL 遠心管に入れる。

N2 フロー下 40 ℃で 2 mL の溶出液を乾燥させる。

混合サンプル全量をCaptiva EMR-Lipid 3 mL カートリッジに移し、
自然落下により溶出させる。

LC/MS/MS 分析用のサンプルの準備が完了

60/40 の ACN/ 水 1 mL で溶解し、Captiva ナイロンシリンジフィルタでろ過する。

上澄み 2.4 mL を 0.6 mL の水が入っている別の試験管に移す。

分析対象物
添加濃度 
（ng/g）

豚肉 ブタ肝臓 ブタ腎臓 鶏卵 牛乳

Rec（%） RSD（%） Rec（%） RSD（%） Rec（%） RSD（%） Rec（%） RSD（%） Rec（%） RSD（%）

FGA

1 114.2 4.7 90.2 2.5 93.9 5.9 93.7 2.7 87.1 0.6

2 103.6 4.7 84.3 4.8 96.0 4.9 101.7 4.3 92.6 7.8

10 99.7 8.2 95.1 3.5 112.8 1.2 107.4 9.3 92.1 2.7

CMA

1 104.0 6.3 97.1 9.9 88.6 4.3 94.4 3.3 98.7 2.8

2 108.7 5.6 100.7 4.8 97.8 5.4 94.4 4.8 99.6 4.1

10 103.0 2.3 98.5 2.3 102.0 9.8 99.8 6.3 92.9 2.4

MA

1 95.7 3.3 80.1 2.1 91.1 9.6 87.1 2.8 103.1 1.1

2 112.2 3.5 91.6 3.6 105.7 9.4 98.8 8.2 102.7 1.3

10 111.6 5.3 101.3 5.5 102.4 9.8 98.7 5.0 80.8 0.4

MGA

1 93.3 7.3 96.7 5.8 96.0 4.0 90.1 7.6 88.1 8.5

2 109.0 4.5 97.7 9.3 104.2 3.3 99.1 6.6 85.2 4.3

10 110.6 3.3 108.3 8.8 103.7 8.2 99.1 5.2 92.6 2.2

表 2. メソッドの回収率および RSD 

図 1. サンプル前処理のワークフローチャート。*豚肉と鶏卵のマトリックスについては、ホモジナイズした
サンプル 2 g と水 2 mL を抽出に使用しました。牛乳の場合、牛乳 10 mL を抽出に使用しました。牛乳
のサンプルには水は加えていません。

結果と考察
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結論
肉、鶏卵および牛乳中の 4 種類のアセチ
ルプロゲステロン化合物を LC/MS/MS を
使用して迅速かつ高い信頼性で分析する
ために、Agilent QuEChERS 抽出キットの
後に Agilent Captiva EMR-Lipid による
クリーンアップを実施する新規メソッドを
確立しました。開発したメソッドにより、分
析対象物の優れた回収率と再現性、効率
的なマトリックス除去が実現し、ワークフ
ローを簡素化できました。 0
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 図 3. サンプルマトリックスのマトリックス効果
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図 2. サンプルマトリックスの検量線
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