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概要

乳児用調合乳中のビタミン A、ビタミン D2/D3、α-、β-、γ-、および δ-ビタミン E を分析するための
効率的かつ堅牢なメソッドを開発し、検証しました。乳児用調合乳サンプルは、最初に鹸化してから、
Agilent Bond Elut Plexa ポリマー系 SPE を使用した固相抽出（SPE）により抽出とクリーンアップ
を行いました。その後、クリーンアップしたサンプル抽出液中のビタミン A および E を HPLC-DAD で、
ビタミン D2 および D3 を LC/MS/MS で分析しました。今回開発したメソッドにより、良好な再現性
（RSD < 10 %）と優れた回収率（81.2～ 97.3 %）が得られ、このメソッドが、容易な操作で脂溶性ビ
タミンを測定できるシンプルで低コストかつ効率的な手法であることが実証されました。

Agilent Bond Elut Plexa ポリマー系 SPE と 
HPLC および LC/MS/MS を用いた 
乳児用調合乳中の脂溶性ビタミンの測定
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はじめに

ビタミン A、D、E などの脂溶性ビタミン（図 
1）は、人の健康および乳幼児の成長に不可
欠な栄養素です。そのため、ビタミン A、D、
および E の添加により乳児用調合乳の栄養価
を強化することが、食品業界において重要な
役割を担っています1～ 3。ただし、脂溶性ビタ
ミンは排泄されにくく、時間とともに体内に蓄
積する傾向にあることから4、安全上、乳児用
調合乳中のビタミンを正確に定量することが
非常に重要になります。

液液抽出（LLE）または固相抽出（SPE）と 
HPLC または LC/MS の組み合わせによる食
品中の脂溶性ビタミンの定量分析に関する文
献は多数あります5～ 8。ただし、乳児用調合乳
は、高脂肪でマトリックスが複雑であり、ビタ
ミン A、D、および E の規制検出レベルが大き
く異なることから、これらのメソッドを容易に
は適用できません9、10。また、栄養強化を目的
に乳児用調合乳に添加されるビタミン A およ
び E の形態として、安定性の高い酢酸レチノー
ル、パルミチン酸レチノール、および酢酸 α-ト
コフェロールが一般的に使用されており11、そ
の総量を定量するには、サンプルの抽出および
クリーンアップ前に、鹸化またはアルカリ分解
によってすべてのエステルをアルコールに変換
する必要があります12。さらに、内部標準を用
いないビタミン A および E の分析には HPLC 
と DAD が広く使用されていますが、ビタミン 
D2 および D3 については、クロマトグラフィー
でのベースライン分離が常に課題となり、こ
の手法で微量濃度（ppb）を検出するのは容
易ではありません。LC/MS/MS であれば、ビ
タミン D2 および D3 に対する十分な検出感
度が得られ、クロマトグラフィーによる完全な

ベースライン分離は必要ありません。ただし、
高濃度のビタミン A および E により MS 検出
器が飽和し、正確な定量結果が得られないこ
とがあります。また、乳児用調合乳マトリック
スから共溶出する脂質が重大なイオン抑制を
引き起こす可能性があるため、ビタミン D2 お
よび D3 に対する高価な内部標準が不可欠で
す。以上の課題を解決するため、今回、鹸化に
続いて Bond Elut Plexa で抽出およびクリー
ンアップを行う、乳児用調合乳サンプルの前処
理メソッドを開発しました。前処理後に、ビタミ
ン A および E を HPLC-DAD で、またビタミン 
D2/D3 を LC/MS/MS 検出により定量しまし
た。この完全な乳児用調合乳分析ソリューショ
ンにより、目的とするすべてのビタミンについ
て、回収率 80 % 超、RSD 10 % 未満という優
れた分析性能が得られることが実証されまし
た。

使用機器
 – フレキシブルポンプ、マルチサンプラ、 
可変波長検出器搭載の Agilent 1290 
Infinity II LC

 – Agilent 1290 Infinity II LC と、Agilent 
Jet Stream エレクトロスプレーイオン
ソース搭載の Agilent 6470A トリプル 
四重極 LC/MS

 – Agilent Bond Elut Plexa カートリッジ、 
200 mg、6 mL、40 µm 
（部品番号 12109206）

 – Agilent Vac Elut 20 マニホールド 
（部品番号 12234101）

 – Organomation Associates 社製 
（米国マサチューセッツ州）加熱システム
搭載窒素蒸発器

図 1. 脂溶性ビタミンの構造と Log P 値

レチノール（Vit A）
Log P：5.7

α-トコフェロール（α-Vit E）
Log P：10.7 

γ-トコフェロール（γ-Vit E）
Log P：10.3

β-トコフェロール（β-Vit E）
Log P：10.3

δ-トコフェロール（δ-Vit E）
Log P：10.0 

エルゴカルシフェロール
（Vit D2）
Log P：7.4

コレカルシフェロール
（Vit D3）
Log P：7.5
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試薬および標準物質
試薬と溶媒はすべて HPLC または分析グ
レードのものを使用しました。メタノール
（MeOH）は Honeywell 社（米国ミシガン州
マスキーゴン）、エタノール（EtOH）は Acros 
Organics 社（ベルギー ヘール）、アセトンお
よび水酸化カリウム（KOH）は Sinopharm 社
（中国 北京）から入手しました。また、アスコ
ルビン酸および 2,6-ジ-tert-ブチル-p-クレゾー
ル（BHT）は CNW 社（中国 上海）から入手
しました。ビタミン標準試料および内部標準
は Alta 社（中国 天津）から購入し、エタノー
ルで調製して –20 ℃で保管しました。

サンプル前処理
ビタミン A および E の原液は、エタノール
（EtOH）で 5 mg/mL に調製しました。ビタ
ミン D2、D3、およびそれぞれの内部標準は、
EtOH で 10 µg/mL に調製しました。乳児用
調合粉乳は、地域のスーパーマーケットで購
入しました。図 2 に、主にサンプルの鹸化およ
び SPE クリーンアップで構成される詳細な手
順を示します。 

まず、調合粉乳 1 g に水 5 mL を加え、十分
に混合して均質なスラリーにしました。アスコ
ルビン酸および BHT は、サンプル前処理中の
ビタミンの分解を防止する酸化防止剤として
機能することが報告されていることから13、こ
れらの物質をサンプル前処理の最初に加えま
した。また、ビタミンンの溶解性を高め、脂質
の多いサンプルと鹸化用の KOH 溶液との均
質性を向上するために、EtOH を加えました。
80 ℃のウォーターバスでの鹸化時には、ビタ
ミンの酸化を防ぐために、サンプルの底部に
低流量の窒素流を適用しました。鹸化後、サ
ンプルは黄緑色から濃褐色に変化しました。

LC/MS/MS 条件

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、2.1 × 100 mm、2.7 µm（p/n 695775-902）

カラム温度 40 ℃

オートサンプラ温度 15 ℃

注入量 5 µL

移動相
A) 0.1 % FA、4.5 mM ギ酸アンモニウム、および 0.5 mM フッ化アンモニウムの水溶液 
B) 0.1 % FA、4.5 mM ギ酸アンモニウム、および 0.5 mM フッ化アンモニウムの MeOH 溶液

流量 0.4 mL/min

グラジエント

時間（分） %B 
0 88 
1 88 
4 90 
5 93 
5.1 94 
5.8 94 
6 100

ストップタイム 17 min

イオン化モード ポジティブ

セル加速電圧 4

ガス温度 300 ℃

ガス流量 5 L/min

ネブライザ 45 psi

シースガス温度 250 ℃

シースガス流量 11 L/min

キャピラリー 4,000 V

HPLC 条件 

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 PFP、2.1 × 100 mm、2.7 µm（p/n 695775-408）

カラム温度 40 ℃

オートサンプラ温度 15 ℃

注入量 5 µL

移動相
A）水 
B）MeOH

グラジエント

時間（分） %B 流量（mL/min） 
0 80 0.5 
2 80 0.5 
3 90 0.5 
6 90 0.5 
7 100 0.5

ストップタイム 9 分

DAD 検出 ビタミン E：294 nm、ビタミン A：325 nm

成分名 リテンションタイム イオントランジション（m/z） フラグメンタ（V） コリジョンエネルギー（eV）

VD2 7.14
397.3 → 379.7 
397.3 → 91.0

100
10 
70

VD2-d3 7.13 400.3 -> 125.4 120 10

VD3 7.19
385.3 & 259.5 
385.3 & 367.6

100
10 
10

VD3-d3 7.18 388.3 -> 370.4 100 10
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その後、独自のポリマー系 SPE 充填剤が充
填された Bond Elut Plexa カートリッジを使
用して、サンプルクリーンアップを行いました。
このカートリッジでは、高度なポリマー構造に
よりビタミンの優れた抽出性能が得られ、大
型の内因性タンパク質がポア内に結合しませ
ん。この性能は、鹸化による極度のアルカリ条
件下でも安定して維持されます。サンプルの
洗浄では、約 10 mL の水でカートリッジを洗
浄してから（pH 試験紙で確認可能）、80/20 
MeOH/水の混合液で疎水性の干渉物質を除
去しました。サンプルクリーンアップ後、サンプ
ルの半分を HPLC-DAD でテストしてビタミン 
A および E を分析し、残り半分を LC/MS/MS 
でテストしてビタミン D2 および D3 を分析し
ました。

図 2. Agilent Bond Elut Plexa ポリマー系 SPE を用いた乳児用調合粉乳中の脂溶性ビタミン分析のための 
サンプル前処理手順

HPLC-DAD でビタミン A および E を分析する。

サンプル前処理

SPE クリーンアップ：Agilent Bond Elut Plexa ポリマー系 SPE、200 mg、6 cc、45 μm（p/n 12109206）

LC/MS/MS でビタミン D2 および D3 を分析する。 

乳児用調合粉乳 1.0 g を正確に計量して 50 mL 遠心分離チューブに入れ、水 5 mL で溶解し、
内部標準 VD2-d3 および VD3-d3 を加える。

アスコルビン酸 0.5 g と BHT 0.1 g を加え、
次にEtOH 10 mL と 50 % KOH 溶液5 mL 加えて十分に混合する。

サンプルの底部に低流量の窒素流を適用しながら、80 ℃のウォーターバスで 45 分間サンプルを
インキュベートする。

カートリッジを水 10 mL で洗浄して中和した後、
80/20 MeOH/水溶液 3 mL で洗浄する。 

アセトン 1 mL を 2 回注入して溶出した後、サンプルを窒素下で乾燥させ、MeOH 1 mL で再溶解する。
サンプルを 1 分間超音波処理して完全に溶解し、Captiva プレミアム RC シリンジフィルタ（p/n 5190-5108）で

ろ過する。

完了したら、サンプルにキャップをし、直ちに流水下で冷却する。

MeOH 3 mL、水 3 mL の順に通液して、カートリッジをコンディショニング、平衡化する。

鹸化液 2.5 mL をロードし、自然落下させる。
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メソッドバリデーションおよび考察
HPLC 分析用に、MeOH にビタミン A およ
び E を 0.05、0.1、0.5、1、5、10、20、100、
および 200 µg/mL でスパイクした標準溶液
を調製しました。また、LC/MS/MS 分析用
に、MeOH にビタミン D2 および D3 を 1、5、
10、20、50、100、200、500、および 1,000 

ng/mL でスパイクした、80 ng/mL の内部
標準を含む標準溶液を調製しました。これ
らの標準溶液を測定して、各試薬の検量線
を作成しました。HPLC-DAD では、Agilent 
InfinityLab Poroshell 120 PFP カラムによ
り、ビタミン A および 4 つの形態のビタミン 
E に対して優れたピーク形状とベースライン

分離が得られました。ビタミン D2 および D3 
の分析には、InfinityLab Poroshell 120 EC-
C18 カラムを使用しました。このカラムにより、
マトリックス干渉のある状況で十分なクロマト
グラフィー分離が得られました。両方のクロマ
トグラムを図 3 に示します。

図 3. A：ビタミン A（325 nm）を 25 µg/g で、α-、β-、γ-、および δ-ビタミン E（294 nm）を 250 µg/g でスパイクした乳児用調合乳の HPLC クロマトグラム。 
B：ビタミン D2 および D3 を 0.8 µg/g で、またそれぞれの内部標準を 0.4 µg/g でスパイクした乳児用調合乳の LC/MS/MS クロマトグラム
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また、適切な移動相添加物を使用することで、
ビタミン D2 および D3 に対する LC/MS/MS 
感度が大幅に向上しました。図 4 に示すよう
に、4.5 mM のギ酸アンモニウムを添加するこ
とにより（条件 2）、ギ酸のみが含まれる移動
相（条件 1）よりもピーク強度が格段に高ま
りました。さらにフッ化アンモニウムを添加し
た条件 3 では、LC/MS/MS におけるビタミン 
D2 および D3 のイオン化効率が向上し、レス
ポンスが条件 2 の 2 倍になっています。 

LC/MS の 
移動相条件

ピーク高の比率

ビタミン D2 ビタミン D3

条件 1 1 1

条件 2 30 41

条件 3 54 73

図 4. さまざまな移動相条件下でのビタミン D2 および D3 のピーク強度。条件 1：A) 0.1 % FA の MeOH 溶液、 
B) 0.1 % FA の水溶液。条件 2：A) 0.1 % FA および 4.5 mM ギ酸アンモニウムの MeOH 溶液、 
B) 0.1 % FA および 4.5 mM ギ酸アンモニウムの水溶液。条件 3：A) 0.1 % FA、4.5 mM ギ酸アンモニウム、 
および 0.5 mM フッ化アンモニウムの MeOH 溶液、B) 0.1 % FA、4.5 mM ギ酸アンモニウム、および 0.5 mM  
フッ化アンモニウムの水溶液
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LC/MS/MS お よ び HPLC で 得 ら れ た
データは、それぞれ Agilent MassHunter 
Quantitative Analysis ソフトウェアと Agilent 
ChemStation ソフトウェアで解析しました。
検量線を図 5 に示します。ビタミン A およ
び E については、重みなし直線回帰適合によ
り、0.05～ 200 µg/mL のダイナミックレンジ
で R2 が 0.999 の検量線が得られました。ま
た、ビタミン D2 および D3 については、1/x 
の重み付き直線回帰適合により、1～ 1,000 
ng/mL のダイナミックレンジで R2 がそれぞ
れ 0.998 および 0.999 の検量線が得られま
した。 

α-

VE

β-VE γ-VE

δ-VE
VD2

VD3

VA

図 5. HPLC-DAD 分析によるビタミン A および E の検量線と、LC/MS/MS 分析によるビタミン D2 および D3 の
検量線
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真度と精度を評価するために、低および高ス
パイクレベルの QC サンプルを 4 回繰り返し
分析しました。その結果を表 1 に示します。
乳児用調合乳には幅広い栄養強化添加物が
使用されており、実際のマトリックスブランク
を特定するのは不可能なことから、作成した
検量線にもとづいて各成分の定量を行いまし
た。LC/MS/MS でのマトリックス効果は、各
成分の安定標識 IS を使用することにより補正
しました。一方、LC-DAD では、クロマトグラ
フィーで良好な分離が観察されている限り、マ
トリックス効果が問題になることはありませ
んでした。マトリックスコントロールを事前に
定量したところ、ビタミン E のおおよその濃

度が非常に高濃度（α-トコフェロール相当で
総濃度 9.8 mg/100 g）である一方、ビタミン 
D3 は低濃度（13 µg/100 g）であることが
示されました。この結果から、すべてのビタミ
ンを HPLC-DAD または LC/MS/MS のいず
れかで同時に定量することがきわめて困難で
あり、ビタミン A および E の高濃度定量には 
HPLC-DAD を、またビタミン D2 および D3 
の低濃度定量には LC/MS/MS を使用する必
要があることが判明しました。真度と精度の
評価では、2 種類のスパイクレベルの QC サン
プルを調製して 4 回繰り返し分析し、マトリッ
クスコントロールの寄与を補正しました。低 
QC サンプルには、各ビタミンをマトリックスコ

ントロールの 2～ 3 倍の濃度でスパイクし、
高 QC サンプルには、4～ 5 倍の濃度でスパ
イクしました。各 QC サンプルの測定後、マト
リックスコントロールの寄与を考慮して濃度
計算値を補正し、補正後の濃度計算値と実際
のスパイク濃度の比率として回収率を求めま
した。すべての回収率データは 80 % を超え、
RSD は 10 % 未満でした。 

表 1. 低および高スパイクレベルの乳児用調合粉乳に含まれる各ビタミンのメソッド定量結果（n = 4）

成分

マトリックス QC-低 QC-高

バックグラウンド
（µg/g） 

RSD% 
（n = 4）

スパイクレベル
（µg/g）  

濃度計算値 
（µg/g） 

補正後の濃度
（µg/g） 回収率 %

RSD% 
（n = 4）

スパイクレベル
（µg/g）  

濃度計算値 
（µg/g） 

補正後の濃度
（µg/g） 回収率 %

RSD% 
（n = 4）

VA 5.4 9.1 15.0 19.5 14.1 95.6 8.5 25.0 27.5 22.1 89.9 8.9

VD2 0 0 0.4 0.36 0.36 89.5 2.0 0.8 0.65 0.65 81.2 4.5

VD3 0.13 6.2 0.4 0.46 0.33 87.9 3.4 0.8 0.88 0.75 94.6 2.2

α-VE 87.2 2.4 150.0 229.3 142.1 96.7 8.8 250.0 301.3 214.1 89.4 1.5

β-VE 1.3 6.5 150.0 144.0 142.7 95.2 5.6 250.0 213.3 212.0 84.9 2.2

γ-VE 99.5 1.2 150.0 242.7 143.2 97.3 6.9 250.0 309.3 209.8 88.5 1.5

δ-VE 44.0 6.6 150.0 186.7 142.7 96.2 8.6 250.0 248 204.0 84.4 3.2



結論

今回の研究により、サンプルの鹸化に続いて 
Agilent Bond Elut Plexa ポリマー系 SPE で
抽出およびクリーンアップを行う、乳児用調合
乳中の脂溶性ビタミンの分析ワークフローが、
効率的かつ堅牢であることが実証されました。
HPLC-DAD および LC/MS/MS の 2 種類の
プラットフォームを使用することで、乳児用調
合乳中の複数のビタミンに適した定量レベル
が得られました。また、メソッドバリデーション
では、優れた回収率（81.2～ 97.3 %）と精度
（RSD 8.9 % 未満）が示されました。 
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