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概要

イソフラボン類を含む大豆製品は健康食品などに利用されていま

す。イソフラボン類は一般的に、大豆中に存在する植物エストロ

ゲンと12のイソフラボンとして知られています。

Daidzein(De)、Glycitein(Gle)、Genistein(Ge)と各々

のmalonyl(6”-o-malonyl-β-glucoside)、 acetyl(6”-
o-acetyl-β-glucoside)、glucosyl(β-glucoside-)型で

す1)。3種のイソフラボンとその複合体を下図に示します。

多くの研究により、イソフラボンを含む機能性食品は健康に対す

る利益があることが示されています。例えば乳がん、前立腺がん

や循環器疾患の予防や糖尿病の症状、更年期の骨粗しょう症

の軽減に関係するという研究があります2)-6)。USのFDAは

1999年に、大豆タンパクを心臓の健康のために良いというフレー

ズで販促することを承認しました7)。これらの食品はイソフラボン含

有についても記載されています。

このアプリケーションノートでは、逆相系UPLC®を使用したイソフラ

ボン類の迅速な分析手法について説明します。フォトダイオードア

レイ検出器とシングル四重極MS検出器を用い、市販の大豆栄

養補助食品から抽出したイソフラボン類を分析しました。

サンプルの準備

イソフラボン類は大豆カプセルから、メタノール/水(9:1)を用いて

超音波で10分間抽出しました。抽出液は0.45μmのフィル

ターでろ過しました。

分析条件

装置 : ACQUITY UPLC®/PDA
/SQDシングル四重極検出器

UPLC®条件

カラム : ACQUITY BEH C8 1.7μm  2.1x 100 mm
カラム温度 : 35 ℃

流速 : 0.5 mL/min
移動相A : 0.2％ギ酸/水
移動相B : メタノール

グラジエント条件 :

ACQUITY UPLC®/PDA/SQD システム

PDA条件

PDA検出波長 : 205～450nm
分解能 : 1.2nm
サンプリングレート : 20スペクトル/秒

MS条件

イオン化法 : ESIポジティブ

キャピラリー電圧 : 2000V
脱溶媒温度 : 400℃
脱溶媒ガス : 1000L/Hr
ソース温度 : 130℃
スキャンモードのコーン電圧 : 37V
測定質量範囲 : 50-550m/z
SIRモード条件 : 下表

デウェルタイム : 10ms
ディレイ : 5ms



図1. Daidzein glucosideとDaidzeinのMSスペクトル

図2. PDA抽出クロマトグラムとSIRクロマトグラム

上の表は大豆イソフラボン類と複合体のクロマトグ

ラム中の保持時間と擬分子イオン(ポジティブ測

定)をまとめたものです。

図1にはDaidzein glucosideとDaidzeinの

MSスペクトルを示します。フルスキャンモードによる

MSスペクトルでは、フラグメントイオンを観察できる

ので、構造情報を得るために役立ちます。

Daizein glucosideでは417が[M+H]+、439
が [M+Na]+、Daizeinでは255が [M+H]+、

277が[M+Na]+と考えられます。

図2にはPDA抽出クロマトグラムとMSクロマトグラム

を示します。Aは260nmのUVクロマトグラムと

Daidzein、Genistein、Glyciteinのm/zイオン

の抽出クロマトグラムです。BはGenesteinに関す

るイオンのSIRクロマトグラムです。m/z153はイソ

フラボン構造からのプロダクトイオンと思われます。

図3にはSIRデータ(上)とスキャンデータ(下)のピー

クのS/Nの比較を示します。SIRデータでは

S/N230.89 に 対 し 、 ス キ ャ ン デ ー タ で は

S/N86.54となっています。目的成分の定量分析

にはより高感度なSIRモードでの測定が適していま

す。

図3. SIRデータとスキャンデータのS/Nの比較



図4. Daidzeinのフラグメンテーションの経路

図5. デウェルタイムとデータポイントの比較

イ ソ フ ラ ボ ン 類 の 研 究 で は 、 Genistein と

Daidzeinに関する広い範囲の生物学的知見が

報告されています8)-10)。また臨床学的研究では

潜在的な健康への利益についての報告があります
12)13)。タンデム四重極型MS検出器を用いた実

験から、イソフラボンとそのGlucoside複合体は共

通のプロダクトイオンを生成することがわかっています。

図4にはフラグメンテーションの経路を示します。

[a+1]はDaidzein、Genistein、Glyciteinに
対しに対し137,153,167となります。シングル四

重極MS検出器による分析でも、コーン電圧を孝

高めに設定することによってこれらのイオンをSIR
モードで感度よく検出することができます。

図5にはSIRモードにおけるデータポイントとデウェル

タイムの比較を示します。再現性のあるデータを得

るには、少なくとも10データポイント/ピークが必要で

す。UPLCを用いるとクロマトグラム上のピーク幅がと

ても細くなるので、十分なデータポイントを得るため

にはなるべく小さいデウェルタイムを使用する必要が

あります。本メソッドでは、10msのデウェルタイムを

使用すれば1ピークあたり13データポイントになるこ

とがわかります。



まとめ

栄養補助食品中の大豆イソフラボン類の分析法について検討を行いました。 ACQUITY UPLC®/PDA/SQDシング

ル四重極型MS検出器を使用し分析時間5.5分の分析条件を作成しました。構造情報を得るためにはスキャンモードで

のMSスペクトルが有用ですが、高感度定量分析を目的とする場合にはSIRモードでの測定が適しています。
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