
Agilent 7000 シリーズトリプル四重極
GC/MS を用いた、GC/MS/MS による
豆乳中の植物性エストロゲンの分析

概要

Agilent 7000 シリーズトリプル四重極 GC/MS を使用して、豆乳中の 8 種の植物性エスト

ロゲン (ビオカニン A、クメステロール、ダイゼイン、エコール、フォルモノネチン、グリシ

タイン、ゲニステイン、およびプルネチン) を同定するための GC/MS/MS 分析メソッドを

開発しました。植物性エストロゲンは、酢酸エチルを使用して液液抽出で豆乳から抽出

しました。分析対象成分は、トリメチルクロロシラン (TMCS) および N,O-ビス (トリメチ

ルシリル) トリフルオロアセトアミド (BSTFA) でトリメチルシリル誘導体化を行いまし

た。異なるコリジョンエネルギーでプリカーサイオンをフラグメント化し、プロダクト

イオンスペクトルを取得することで、植物性エストロゲンのフラグメント化パターンを

調べました。調査対象のすべての植物性エストロゲンのフラグメント化では、典型的な

メチル基とカルボニル基の損失が見られました。同定、確認、および定量のために、各

分析対象成分の 2 つのフラグメントイオンを選択しました。検量線は 3 桁以上の直線性

を示しました。
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はじめに

植物性エストロゲンは、さまざまな植物から発生する非ステロ
イド系ポリフェノール化合物の一群であり、エストロゲン受容
体に吸着する能力によって生物学的反応を誘発します。通常は、
大豆、クローバー、アルファルファ、インゲン、エンドウマメな
どの豆類に高濃度で存在します [1]。人体に対するフラボノイド
(2-フェニル-1,4-ベンゾピロン構造から派生した水溶性植物色素)
の有益効果が報告されており [2]、それにはフリーラジカルを除去
する機能が含まれます。しかし、廃水流出物からの合成ホルモン
およびヒトエストロゲンと共に、植物性エストロゲンが魚類の
内分泌かく乱物質となっている可能性も指摘されています [3]。
また、植物性エストロゲン (特にダイゼイン、ゲニステイン、およ
びグリシタイン) は、大豆食品を大量かつ頻繁に (週 3 回以上) 
摂取する北米男性の精子数減少と関連付けられています [4]。
植物性エストロゲンは、植物だけでなく、摂食を通じて人間や
家畜類からも排出されるため、食品中のその起源と、地表水お
よび排水中の濃度を評価することが重要です。アジレントが以
前に調査した結果、地表水中のダイゼインとゲニステインの顕
著な濃度は、大豆加工工場からの排水の影響を直接受けている
ことがわかっています [5]。

ガスクロマトグラフィと液体クロマトグラフィを含め、フラボ
ノイドを同定および定量するための分析メソッドがいくつか報
告されています [6、7]。マトリクス干渉の可能性があるため、豆
乳などの複雑なサンプルでこれらの分析対象成分の存在を同定
および確認するには、イオントラップまたはタンデム質量分析
メソッド (LC/MS/ MS または GC/MS/MS) を使用することが不
可欠です。一般に、GC メソッドでは、植物性エストロゲンに
対して高い分離能と低い検出下限が得られますが、流速と熱安
定性を上げるためトリメチルシリル誘導体化が必要です。通常、
シラン処理された植物性エストロゲンを同定するには、2 つ以上
のフラグメントイオンを測定する MS/MS 分析が必要です。
MS/MS 分析はシングルイオンモニタリング手法よりも高い選
択性があります。

このアプリケーションでは、Agilent 7000 シリーズトリプル四重
極 GC/MS を使用して、豆乳中の 8 種の植物性エストロゲンを同
定および確認しました (表 1)。植物性エストロゲンは、調査対象
の各分析対象成分の分子イオンのフラグメントイオンを使用し
て同定しました。

実験

サンプル前処理と誘導体化手順

ビオカニン A、クメステロール、ダイゼイン、エコール、フォルモ
ノネチン、ゲニステイン、グリシタイン、およびプルネチンを

Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入しました。誘導体化
試薬である N,O-ビス (トリメチルシリル) トリフルオロアセトア
ミド (BSTFA)、およびトリメチルクロロシラン (TMCS) は、Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA) から入手しました。10 % の TMCS 
誘導体化試薬を作成するために、500 µL の TMCS を 5 mL の
BSTFA に添加しました。同じ方法で、GC に注入する前に乾燥抽
出物に添加するために、2 mL のピリジンを 8 mL の BSTFA と混
合して BSTFA/ピリジン (5:1; v:v) 溶媒混合物質を作成しました。
メタノールと酢酸エチルは、Burdick and Jackson (Muskegon, MI,
USA) から入手しました。すべての物質と試薬は分析用純度でし
た。個々の植物性エストロゲンの標準試料は、500 mg/L (メタ
ノール) としました。これらの溶液から、希釈した標準溶液を誘
導体化し、GC/MS/MS での分析に用いました。すべての標準溶液
は –20 ºC で保管し、使用する前に 2 時間以上室温で平衡化しま
した。

分析対象成分は、N,O-ビス(トリメチルシリル)トリフルオロアセ
トアミド (BSTFA) およびトリメチルクロロシラン (TMCS) でトリ
メチルシリル誘導体化を行いました。検量線用の標準溶液は、
シラン処理した 5 mL のバイアルで、窒素気流により乾固させまし
た。次に、200 µL の 10 % TMCS/BSTFA 誘導体化試薬をバイアル
に添加し、15 秒間ボルテックスしました。バイアルを 60 ºC の加
熱ブロックに 1 時間置きました。その後バイアルを加熱ブロック
から取り出して 15 分間冷却し、試薬を窒素下で乾固させました。最
後に、乾燥残留物を 200 µL の 5:1 BSTFA/ピリジン注入溶媒で溶解
し、30 秒間ボルテックスしました。誘導体化した抽出物は、シラ
ン処理したガラス製ピペットを使用してオートサンプラバイア
ルに移し、GC/MS/MS で分析しました。

酢酸エチルを抽出溶媒として使用して、豆乳から植物性エスト
ロゲンを抽出しました。豆乳サンプル (1 mL) を 5 mL の酢酸エチ
ルで液液抽出し、窒素気流下で乾燥状態まで蒸発させました。
残留物を 60 ºC で 1 時間、TMCS および BSTFA/ピリジンで誘導
体化しました。

GC/MS/MS 機器

GC/MS による植物性エストロゲンの同定は、Agilent 7890 ガスク
ロマトグラフと Agilent 7000 シリーズトリプル四重極 GC/MS
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) を使用しました。クロマトグラ
フィ分離は、Agilent J&W HP-5 (5 % フェニル、95 % メチルポリ
シロキサン)、30 m × 内径 0.25 mm、膜厚 0.25 µm のフューズド
シリカキャピラリカラムを使用しました。キャリアガスは、電
子圧力制御で 1.2 mL/min に維持されたコンスタントフローのヘ
リウムを使用しました。インジェクタ温度は 280 ºC で、スプリッ
トレス注入モードを使用しました。オーブン温度プログラムは、
100 ºC (1 分間保持) から 40 ºC/min (1 分間保持) で 240 ºC まで、
10 ºC/min (4 分間保持) で 300 ºC までとしました。MS 使用条件
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表 1. 調査対象の植物性エストロゲンの BSTFA 誘導体の化学式、選択したプリカーサイオン、および構造式
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名前 化学式 M+ または M+• 構造式

ビオカニン A C22H28O5Si2 +• 413

m/z 428

クメステロール C21H24O5Si2 +• 412

m/z 412

ダイゼイン C21H26O4Si2 +• 398

m/z 398

エコール C21H30O3Si2 +• 386

m/z 386

フォルモノネチン C19H20O4Si +• 340

m/z 340

は次のとおりです: –70 eV の電子エネルギーの自動ゲイン制御
(AGC) を使用したポジティブ電子イオン化モード (EI+)。イオン源
温度は 300 ºC でした。ゲイン電圧は 30 に設定しました。すべて
の MRM トランジションのドウェルタイムは 50 msec としまし
た。抽出物 1 µL をシステムに注入しました。機器コントロール
とデータ分析には MassHunter ソフトウェアを使用しました。

結果と考察

GC/MS/MS 条件の最適化
初期検討は 2 つの部分から構成されます。最初に、最大のシグ
ナルを生成するために各植物性エストロゲンのプリカーサイオ

ンを確認しました。ビオカニン A、ゲニステイン、およびプル
ネチンを除き、通常は分子イオンをプリカーサイオンに使用し
ました。これにより、ベースピークイオンが [M+•–CH3

•] になり
ました (表 1)。次に、各化合物を再び最適化して、定量と定性
両方のイオントランジションのコリジョンエネルギーを決定し
ました。コリジョンエネルギーは 10 ～ 40 V の間で検討しまし
た。最適化された MRM トランジションを表 2 に示します。

表 2 に、調査対象のすべての分析対象成分のプリカーサイオン
と主要なフラグメントイオンを示します。場合によっては、ゲ
ニステインやプルネチンなどでトリメチルシリル基のフラグメ
ント化が発生しました。その他の場合は、メチル基、またはメ
チル基とカルボニル基が失われました。

続く



ゲニステイン C24H34O5Si3 +• 471

m/z 486

グリシタイン C22H28O5Si2+• 428

m/z 428

プルネチン C22H28O5Si2 +• 413

m/z 428
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図 1 に、ダイゼインの詳細なフラグメント化パターンを示しま
す。分析の観点から、これは定量と確認の目的に使用できるフラ
グメントイオンを選択するために最も重要なもので、通常は
TMS (トリメチルシリル) 基の損失がありません。そのため、相
対存在量に基づき、各分析対象成分について可能な場合は 2 つの

選択的なフラグメントイオンを選択しました。ゲニステインの
み、TMS 基の 2 つの損失と一貫した 72 質量単位の 2 つの損失が
発生し、メチルラジカルと CO 基の特徴的な損失を示しませんで
した。

名前 化学式 M+ または M+• 構造式

MRM トランジション コリジョンエネルギー
化合物 (m/z) (eV)

ビオカニン A 413 > 370 30
413 > 341 30

クメステロール 412 > 397 20
412 > 369 20

ダイゼイン 398 > 383 20
398 > 355 30

エコール 386 > 207 10
386 > 192 10

フォルモノネチン 340 > 325 10
340 > 297 20

ゲニステイン 471 > 399 30
471 > 327 40

グリシタイン 428 > 413 10
428 > 398 20

プルネチン 413 > 370 30
413 > 341 30

表 2. 調査対象の植物性エストロゲンの分析で選択した MRM トランジションと
MS 操作パラメータ
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図 1. ダイゼインのフラグメント化経路
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植物性エストロゲンのクロマトグラフィ分離
GC/MS クロマトグラフィ条件を最適化してすべての分析対象成
分間にベースライン分離能を実現する一方で、16 分の適切な分
析時間を維持してサンプルのスループットを最大化しました。す
べての誘導体化植物性エストロゲンは極性が似通っているため、
混合標準溶液は GC/MS オーブンで低い昇温プログラム (4 ºC
/min) を使用して分離しました。図 2 に、調査対象のすべての植
物性エストロゲンの 50 ppb 標準混合物質に対応する MRM クロ
マトグラムを示します。それぞれの定量 MRM トランジションに
従って、それぞれ 1 つの対象化合物の抽出イオンクロマトグラム
を重ねました。実験セクションで報告したオーブン温度プログ
ラムを使用して、良好なクロマトグラフィ分離が得られました。

分析パフォーマンス
0.1、0.5、1、5、10、50 および 100 µg/L の濃度の標準溶液に
ついて検量線をプロットしました。検量線は、すべての分析
対象成分について 1 ～ 100 µg/L の範囲で直線になりました。
図 3 に、グリシタインの例を示します。決定係数 R2 の値は
>0.99 でした。すべての分析対象成分の機器検出限界 (LOD)
を表 3 に示します。LOD が最も低いのはダイゼインとプルネ
チンでした。フォルモノネチンでは、感度 (つまり、シグナ
ル強度/濃度) が最も低いため、LOD が高くなりました。標準
試料のアッセイ内およびアッセイ間変動係数 (CV、n=3) は 2
～ 8 % で、メソッドの再現性が良好であることを示しています。
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図 2.  8 つの植物性エストロゲンについて 50 ppb の濃度での MRM 抽出クロマトグラム。定量トランジションの抽出イオンクロマトグラムを示しています

図 3.  0.1 ～ 100 µg/L (ppb) の 7 ポイントを使用したグリシタインの検量線

表 3. 調査対象の植物性エストロゲンの機器検出下限 (LOD)

名前 検量線 R2 LOD (µg/L)

ビオカニン A 21.8x – 25.1 0.992 2
クメステロール 9.4x + 3.9 0.999 3
ダイゼイン 20x + 8.8 0.999 1
エコール 14.3x – 3.8 0.999 3
フォルモノネチン 13.3x + 18.6 0.999 5
ゲニステイン 11.4x – 12.5 0.994 2
グリシタイン 12.6x + 9.5 0.999 2
プルネチン 41.7x – 59.3 0.992 1
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豆乳分析への適用
図 4 に、地元の食料品店で購入した市販の豆乳のクロマトグラ
フィ分析を示します。ゲニステイン (16,000 µg/L) とダイゼイン
(7,000 µg/L) は、豆乳サンプルで同定されたごく一般的な植物性
エストロゲンでした。また、はるかに低い濃度 (760 µg/L ) での
グリシタインの存在が、このメソッドで確認されました。豆乳
中にはこの 2 つの分析対象成分が高濃度で存在するため、抽出
物の希釈を行って、検出器への過負荷を回避する必要がありま
す。図 4 は、ゲニステインの 2 つの MRM トランジションの存

在と、それぞれのイオン比も示しています。この図に示すよう
に、MRM トランジションの選択性と機器の感度により、この複
雑なマトリクスで植物性エストロゲンが簡単に同定されました。

このような複雑なサンプルを GC/MS で分析する場合は、シス
テムの整合性 (特にイオン源とクロマトグラフィカラム) を維持
することが非常に重要です。サンプルが複雑で多くの干渉物を
含むケースでは、バックフラッシュの利用が推奨されます [8]。

標準試料

豆乳抽出物
ダイゼイン

I.S.

ゲニステイン

グリシタイン

O

OSi(CH3)3
O

(H3C)3SiO

+(CH )3 3SiO

m/z = 486

ゲニステイン
471 > 399
471 > 327

図 4. ダイゼイン、ゲニステイン、およびグリシタインの同定を示す豆乳サンプルの MRM クロマトグラム。ゲニステインの 2 つの MRM
トランジションのイオン比も示しています
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結論

トリメチルシリル誘導体化と GC/MS/MS を使用して、8 種の植
物性エストロゲン (ビオカニン A、クメステロール、ダイゼイ
ン、エコール、フォルモノネチン、グリシタイン、ゲニステイ
ン、およびプルネチン) を同定する分析メソッドを開発しまし
た。この調査の結果から、Agilent 7000 シリーズトリプル四重極
GC/MS により、豆乳サンプル中の植物性エストロゲンを信頼性
高くかつ高感度に同定できることが示されました。さらに、プ
リカーサイオンをフラグメント化することで、すべての植物性
エストロゲンのフラグメント化パターンを調べました。メチル
基とカルボニル基の損失を伴う典型的なフラグメント化が検出
されました。同定と確認のために、各分析対象成分の 2 つの特
性フラグメントイオンを選択しました。最後に、開発したメ
ソッドを豆乳中の植物性エストロゲンの同定と確認に適用しま
した。
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