
 

 

 

Poroshell 120 PFP カラムと Agilent 6460 

ESI トリプル四重極型 LC/MS を用いた 

水溶性・脂溶性ビタミン類の一斉分析 
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1. はじめに 

ビタミンは類縁体も含めると 30 種類以上存在しま

すが、その分析は古くから実施されており、HPLC を

用いた各化合物の個別分析が広く行われています。し

かし、質量分析計を用いることでビタミンの一斉分析

が可能となります。これまでに水溶性ビタミンの一斉

分析法 [1]、脂溶性ビタミンの一斉分析法 [2] をアプリ

ケーションノートにて報告しております。本報ではこ

れら水溶性・脂溶性ビタミンの個別分析を応用した、

水溶性・脂溶性ビタミンの一斉分析を紹介します。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. 装置及び測定条件 

装置および主な測定条件を Table 1 に、MRM トラ

ンジションと MS パラメータを Table 2 に示しまし

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

水溶性と脂溶性ビタミンは大きく極性が異なるた

め、分析時には試料注入法が重要になります。本法で

は超純水で水溶性ビタミン混合標準液を、メタノール

で脂溶性ビタミン混合標準液を希釈し、別々のバイア

ルで調製しました。次にオートサンプラのインジェク

タプログラム（注入プログラム）を使用して水溶性ビ

＜要旨＞  

LC/MS/MS を用いて水溶性・脂溶性ビタミンの一斉分

析を検討しました。オートサンプラのインジェクタプログ

ラムを使用することで、極性が大きく異なる水溶性・脂溶

性ビタミンの一斉分析が可能となりました。標準液の面積

値再現性も 10%以内でした。また実試料としてマルチビ

タミンサプリメントを測定したところ、14 種類のビタミ

ンが検出されました。 

Table 2  MRMトランジションとMSパラメータ

マトグラム比較 

 

 

 

 

Table 1  LC/MS/MS分析条件 

 

 

 

 

LC 

装置      : Agilent 1260 Infinity II バイナリポンプシステム 

カラム     : InfinityLab Poroshell 120 PFP (2.1x150 mm, 2.7µm) 

            製品番号（693775-408) 

移動相 A   : 0.2%酢酸および 10 mM 酢酸アンモニウム水溶液 

移動相 B   : 0.1%ギ酸および 5 mM ギ酸アンモニウム 

メタノール溶液 

注入量    : 2 µL (水溶性ビタミン 1 µL, 脂溶性ビタミン 1 µL) 

      ※インジェクタプログラムプログラム使用 

流速      : 0.3 mL/min 

カラム温度 : 45゜C  

平衡化時間 : 8 min 

グラジエント:右図 

 

MS 

装置       : Agilent 6460 トリプル四重極 LC/MS システム 

イオン化     : ESI (ポジティブ) 

ドライガス設定  : 300℃,10 L/min 

ネブライザ圧力  : 45 psi 

キャピラリ電圧  : 2500 V 

 

キャピラリー電圧:  2500 V(+) 

測定モード   : dynamic MRM 

※ Frag=Fragmentor voltage, ※※CE=Collision energy 

 

 

 



 

 

タミンバイアルから分析開始時に 1 µL 注入し、移動

相の有機溶媒比率が上昇した 5 分後に脂溶性ビタミ

バイアルから 1 µL 追加注入いたしました。プログラ

ムの詳細を Table 3 に示しました。 

 分析開始時に水溶性と脂溶性のビタミンを同時に

注入すると水溶性ビタミンのピーク形状が著しく悪

化します。また 50%メタノールのように水溶性・脂溶

性ビタミンが共に溶解する溶媒を選択した場合、脂溶

性ビタミンが不安定となり、オートサンプラ内で経時

的に分解していきます。以上の理由より、オートサン

プラのインジェクタプログラムを使用した本法が有

用となります。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 結果および考察 

Fig.1に標準液の各化合物MRMクロマトグラムを

示しました。Fig.1に示したように、すべてのビタミン

のピーク形状が良好であり、14分の分析時間で水溶

性ビタミンは11種類、脂溶性ビタミンは8種類の一斉

分析が可能となりました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また追加注入（インジェクタプログラム）が分析結

果に与える影響を検討するため、水溶性・脂溶性ビタ

ミンの個別分析時（インジェクタプログラム未使用）

と、一斉分析時（インジェクタプログラム使用）の保

持時間（RT）ならびに面積値を比較しました。各MRM

クロマトグラムの重ね合わせ結果をFig.2に示し、保

持時間と面積値の数値をTable 4に示しました。個別

分析と一斉分析時の保持時間の差（ΔRT）は0.05 min

以下となり、面積値についても顕著な違いはありませ

んでした。よってインジェクタプログラムを使用した

一斉分析結果は、個別分析の結果と顕著な差がないこ

と示されました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

水溶性・脂溶性ビタミン一斉分析の標準液測定結果

まとめを Table 5 に示しました。直線性範囲は 2 桁以

上、決定係数は 0.999 以上、標準液の繰り返し面積再

現性(n=6)も全化合物 10%以内となりました。 

Table 3 オートサンプラインジェクタプログラム設定画面 

 

 

 

 

 

Fig.1 水溶性・脂溶性ビタミン一斉分析 

各化合物MRMクロマトグラム 

 

 

 

 

Table 4 個別分析と一斉分析の保持時間・面積値比較 

水溶性成分分析

脂溶性成分分析

一斉分析

Fig.2 個別分析と一斉分析のクロマトグラム比較 

上段：水溶性ビタミンの個別分析 

中段：脂溶性ビタミンの個別分析 

下段：水溶性・脂溶性ビタミンの一斉分析 

（インジェクタプログラムを使用： 

水溶性ビタミン0分注入+脂溶性ビタミン5分注入） 

 

 

 

 

（※水溶性ビタミン=水色、,脂溶性ビタミン＝黄色 

各データは n=6 の平均値を掲載） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

実試料の例としてマルチビタミンサプリメントの測

定を行いました。前処理の模式図を Fig.3 に、詳細の

前処理法を Fig.4 に記載しました。これによりサプリ

メント中の水溶性ビタミンと脂溶性ビタミンを別々

のバイアルに分離抽出することが可能です。また前処

理による抽出率を補正するため、本法では水溶性ビタ

ミンにはニコチン酸、脂溶性ビタミンにはアスタキサ

ンチンを内部標準として用いました。より正確な定量

値算出には、各化合物の安定同位体を使用すること推

奨します。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

得られたマルチビタミンサプリメントの MRM ク

ロマトグラムを Fig 5 に示しました。サプリメント中

には水溶性ビタミンが 9 種類、脂溶性ビタミンが 5 種

類検出され、各化合物の分離は良好でした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. まとめ 

オートサンプラのインジェクタプログラムを使用

することで、水溶性ビタミンと脂溶性ビタミンの一斉

分析が可能となりました。本法によりマルチビタミン

サプリメントや野菜ジュースなど、水溶性ビタミンと

脂溶性ビタミンを共に含む試料において、一度の分析

で含有するビタミンの量を網羅的に把握することが

可能となります。本メソッドはメタボロミクスの分野

にも応用可能です。 
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Fig. 3 マルチビタミンサプリメント前処理 (模式図) 

Fig. 5 マルチビタミンサプリメントの MRM クロマトグラム 

Table 5 水溶性・脂溶性ビタミン測定結果まとめ 

（※水溶性ビタミン=水色、,脂溶性ビタミン＝黄色） 

Fig. 4 マルチビタミンサプリメント前処理 (詳細） 


