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概要

2007年に、北米で輸入されたペットフードを食べた数多くのイヌやネ

コが病気になったり死亡するという事件が起こりました。原材料の輸
出元である中国側よりメラミンとその代謝物（アンメリン・アンメリド・シ

アヌル酸）の原料への混入が関係していたことが報告されました。腎

臓でメラミンとシアヌル酸の結晶が形成され、病気あるいは死をもた
らしたことがわかりました。その後のUS FDAの調査では中国から輸

入されたペットフード以外に飼料からもメラミンの混入が認められたた
め1)2)、他の食品への影響が懸念されています。
このアプリケーションノートでは、メラミンとその代謝物に対する2通りの

メソッドを紹介します。1つはACQUITY UPLC®/PDAを用い、比
較的濃度の高いサンプルを分析するためのもので、もう1つは

ACQUITY UPLC®/TQD(タンデム四重極型MS検出器)を用い
てppbレベルの低濃度のサンプルを測定するためのものです。どちら

のメソッドも2分以内で分析を行うことが可能で、従来のHPLC法に

よる分離に比べ高速・高感度な結果が得られることがわかりました。

サンプルの準備
サンプル前処理
・ペットフード0.1-1gを量る

・5-10mLの2%水酸化アンモニウム水溶液で抽出
・0.45μmのシリンジフィルタでろ過

・ろ液100μLと移動相900μLを混合し分析

試薬
メラミン・アンメリン・シアヌル酸はTCI Americaより購入

ドッグフード（ドライタイプ）はスーパーマーケットにて購入

標準液の調整

シアヌル酸のストック標準液は水に溶解して、メラミンとアンメリンのス
トック標準液は0.1%水酸化ナトリウム水溶液に溶解して調整しま
した。さらに10mM酢酸アンモニウム溶液(アセトニトリル/水
=90/10)で希釈して測定に用いました。

分析条件

装置 : ACQUITY UPLC®/PDA/TQD
カラム : ACQUITY BEH HILIC 1.7μm  2.1x 100 mm
カラム温度 : 35 ℃
流速 : 0.7 mL/分
移動相 : 10mM酢酸アンモニウム/ アセトニトリル = 90/10
注入量 : 5μL
PDA波長 : 200-300nm

MS条件
イオン化 : ESIポジティブ(メラミン・アンメリン)

ESIネガティブ(シアヌル酸)
キャピラリ電圧 :3kV
脱溶媒ガス : 900L/Hr
コーンガス : 50L/Hr
ソース温度 : 150℃
脱溶媒温度 : 400℃
測定モード : MRM (Multiple Reaction Monitoring)
コリジョンガス : アルゴン 3.5x10-3mBar

表1 MRMトランジション(定量用；上と確認用；下)

ACQUITY UPLC®/PDA/TQD システム

メラミン・アンメリド・アンメリン・シアヌル酸の構造式



図1. 標準品のMRMクロマトグラム(メラミン,アンメリン各2.5pg/μL)

図3. スパイクサンプルのMRMクロマトグラム
(ドッグフード；メラミン,アンメリン各250μg/kg)

図1にメラミン・アンメリン標準液各2.5μg/μLのMRM
クロマトグラムを示します。分析時間2分で測定できていま

す。ACQUITY BEH HILICカラムは高極性化合物を

保持し、良好なピーク形状を与えます。

図2にはシアヌル酸標準液50pg/μLのMRMクロマトグ

ラムを示します。

水溶液中ではメラミンとシアヌル酸は水素結合によって結

晶格子構造をとるので同時に抽出・測定を行うことができ

ません。メラミン・アンメリン・アンメリドは同時に抽出し測定

を行うことができます。このアプリケーションノートで紹介した

抽出プロセスはメラミンとアンメリンの分析に適しています。

固相抽出を利用したシアヌル酸の抽出方法の詳細はUS 
FDAによって紹介されています3)。

図3にはドッグフードにメラミンとアンメリンを各250μg/kg
スパイクしたサンプルのMRMクロマトグラムを示します。

定量用と確認用の2つずつのピークが表示されています。

図 4は MassLynxのオプションソ フトウエアである

TargetLynxブラウザ画面です。2つのMRMトランジショ

ンデータの比を計算し、検出された成分を確認します。

図2. 標準品のMRMクロマトグラム
(シアヌル酸50pg/μL)

図4. TargetLynxブラウザ上の計算結果



図5. ドッグフードサンプルのUVクロマトグラム
(スパイクなし；上、50ppmスパイク；下)

図6. スペクトラムインデックスプロット(メラミン,アンメリン各10ppm) 図5にドッグフードサンプルのUVクロマトグラムを示し

ます。上はドッグフードサンプル、下は標準をスパイク

したドッグフードサンプルです。メラミンとアンメリンが分

離・検出されています。

この条件下で、1-25ppmの範囲で検量線の直線

性が良好でした。

図6、図7にはにはメラミン、アンメリンとシアヌル酸の

スペクトラムインデックスプロットを示します。

図7. スペクトラムインデックスプロット(シアヌル酸10ppm)



図8. スペクトラムインデックスプロット
(ドッグフード；メラミン,アンメリンをスパイク)

図8にはドッグフードにメラミンとアンメリンをスパイクした

サンプルのスペクトラムインデックスプロットを示します。

PDA(フォトダイオードアレイ)検出器とEmpower2ソ
フトウエアでは、標準品のUVスペクトルをライブラリに登

録し、未知化合物に対して

ライブラリ検索を行うことによって、成分の同定が確実

になります。
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