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1.　緒言
プロゲステロン（P4）は，黄体ホルモンとして作用す

るステロイドホルモンの一種であり，生物に広く存在す
る天然型ホルモンである．また，牛の受精卵着床障害の
治療や習慣性流産の防止などを目的として承認・使用1)

されている動物用医薬品の有効成分でもある．
我が国においては，P4について食品中の残留基準は

設定されていない．通常，残留基準が設定されていない
農薬，飼料添加物または動物用医薬品（農薬等）につ
いては一律基準（0.01 ppm = 10 ng/g）が適用されるが，
P4のように天然に食品に含有され，かつ動物用医薬品
の成分でもある物質については，食品・添加物等の規格
基準（昭和34年厚生省告示第370号）の一般規則8によ
り2)，「農薬等の成分である物質が自然に食品に含まれる
物質と同一であるとき，当該食品において当該物質が含

まれる量は，当該食品に当該物質が通常含まれる量を超
えてはならない（自然に含有される量の程度で残留する
場合には，ポジティブリスト制度における一律基準を適
用しない）」ことが規定されている．

このため，本規定の対象となる物質について規格基準
の適合判定を行う場合，得られた分析値と「食品に通常
含まれる量」を比較する必要がある．したがって，これ
ら物質が食品に通常どの程度含有されているかを把握し
ておく必要があるが，P4がどのような食品にどの程度
含有されているかについては詳細な情報が得られていな
い．また，分析法については，血漿や河川水等中のP4
分析法については幾つか報告があるものの3-6)，種々の食
品に適用可能な分析法については報告が無い．

そこで本研究では，自然に含有される畜水産食品中の
P4の含有量を把握するために，畜水産食品中のP4分析
法を開発した．また，開発した分析法を用いて種々の畜
水産食品中のP4含有量を調査した．

2.　実験方法
2.1　調査食品および検体数

調査対象食品として，牛の筋肉・脂肪・肝臓・腎臓・乳，
豚の筋肉・脂肪・肝臓，鶏の筋肉・脂肪・肝臓・皮・卵，
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さけ，チーズおよびバターを選択した．各食品の検体数
は，牛の筋肉・脂肪・乳，鶏卵，チーズおよびバターに
ついては20検体，その他の食品については10検体とした．
なお，これらの検体は，都内のスーパーマーケット等で
購入したものを用いた．

2.2　試薬および試液
P4標準品はシグマ・アルドリッチ製（純度99.6%），

P4-13C3 標 準 品 は 林 純 薬 工 業（ 株 ） 製（ 純 度 99.9 %），
P4-d9標準品は関東化学（株）製（純度98.0%）のものを
用いた．

アセトニトリルは，アセトニトリル／ヘキサン分配に
は関東化学（株）製の残留農薬試験・PCB試験用（300
倍濃縮検定品）を，標準溶液調製および液体クロマト
グラフ-タンデム型質量分析計（LC-MS/MS）用移動相
には関東化学（株）製のLC-MS用を用いた．アセトン，
酢酸エチルおよびn-ヘキサンは関東化学（株）製の残
留農薬試験・PCB試験用（300倍濃縮検定品）を，エタ
ノールおよび蒸留水は関東化学（株）製のLC用を用い
た．塩化ナトリウムは和光純薬工業（株）製の残留農薬・
PCB試験用を用いた．

また，オクタデシルシリル化シリカゲル（ODS）ミニ
カラムはジーエルサイエンス（株）製InertSep C18（1 g）
を，エチレンジアミン-N -プロピルシリル化シリカゲル

（PSA）ミニカラムはアジレント製Bond Elut PSA（1 g）
を用いた．

2.3　器具及び装置
ホモジナイザーはPOLYTRON 3100（KINEMATICA

製）を，ロータリーエバポレーターはN-1100シリーズロー
タリーエバポレーター（東京理化器械（株）製）を用いた．

液体クロマトグラフは Prominence シリーズ HPLC
（（株）島津製作所製）を，質量分析計はAPI 4000（Sciex
製）を用いた．また，分析カラムは関東化学（株）製
Mightysil RP 18GP（粒子径 3.0 µm，内径 3 mm，長さ
150 mm）を用いた．

2.4　標準溶液の調製
P4標準品，P4-13C3 標準品およびP4-d9 標準品をそれ

ぞれ正確に量り採り，アセトニトリルに溶解して1 mg/
mLの標準原液を調製した．

調製した各標準原液をアセトニトリルおよび水（1：1）
混液で希釈・混合し，それぞれ0.0025，0.005，0.0075，0.01，
0.0125および0.015 mg/Lの標準溶液を調製し，検量線作
成用標準溶液とした．

また，P4-13C3 標準品およびP4-d9 標準品をアセトンで
希釈・混合し，0.1 mg/L溶液を調製し，これを回収率確

認用安定同位体標準溶液とした．本溶液は，P4の回収
率を確認することを目的として，試料に添加して分析を
実施した．

2.5　試験溶液の調製
a）　抽出

検体を正確に量り採り，エタノールおよび水（1：1）
混液を等量（重量比）加えてホモジナイズし，調製試料
とした．調製試料20.0 g（脂肪の場合は10.0 g）を量り採
り，回収率確認用安定同位体標準溶液0.1 mLを添加した．
これにアセトン50 mLを加えてホモジナイザーで2分間
ホモジナイズした後，毎分3,000回転で5分間遠心分離
した．上澄液を採り，残留物にアセトン30 mLを加えて
ホモジナイズした後，上記と同様の条件で遠心分離した．
上澄液を採り，先の上澄液と合わせ，アセトンで正確に
100 mLとした．この10 mL（脂肪の場合は20 mL）を採り，
ロータリーエバポレーターを用いて40℃で約1 mLまで
濃縮した後，窒素ガスを吹き付けて溶媒を除去した．残
留物に10 w/v%塩化ナトリウム溶液30 mLを加え，酢酸
エチル30 mLずつで2回振とう抽出した．抽出液を合わ
せ，ロータリーエバポレーターを用いて40℃で約1 mL
まで濃縮した後，窒素ガスを吹き付けて溶媒を除去した．
得られた残留物をアセトニトリルおよび水（4：1）混液
1 mLに溶解した．

b）　精製
あらかじめアセトニトリル5 mL，アセトニトリルお

よび水（4：1）混液5 mLを順次注入して洗浄したODS
ミニカラムに，上記a）で得られた溶液を注入し，さら
にアセトニトリルおよび水（4：1）混液10 mLを注入し，
全溶出液を採った．溶出液を，ロータリーエバポレーター
を用いて40℃で約1 mLまで濃縮した後，窒素ガスを吹
き付けて溶媒を除去した．得られた残留物をアセトンお
よびn-ヘキサン（3：1）混液1 mLに溶解した．

次いで，あらかじめアセトンおよびn-ヘキサン（3：1）
混液10 mLを注入して洗浄したPSAミニカラムに，上
記で得られた溶液を注入し，さらにアセトンおよびn-ヘ
キサン（3：1）混液10 mLを注入し，全溶出液を採った．
溶出液を，ロータリーエバポレーターを用いて40℃で
約1 mLまで濃縮した後，窒素ガスを吹き付けて溶媒を
除去した．得られた残留物にアセトニトリルおよび水（1：
1）混液1.0 mLを加えて溶解したものを試験溶液とした．

2.6　検量線の作成
検量線作成用標準溶液それぞれ10 µLをLC-MS/MSに

注入し，ピーク面積法で検量線を作成した．
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2.7　定量
試験溶液10 µLをLC-MS/MSに注入し，上記で作成し

た検量線を用いてP4の含有量を求めた．
なお，試験溶液の測定で得られたP4のピーク面積値

が検量線作成用標準溶液の最大濃度（0.015 mg/L）の測
定で得られたピーク面積値を超過した場合には，試験溶
液をアセトニトリルおよび水（1：1）混液で適宜希釈し
て再測定を行い，算出された分析値に希釈倍率を乗じて
含有量を求めた．また，試験溶液のピーク面積値が検量
線作成用標準溶液の最小濃度（0.0025 mg/L）のピーク
面積値未満の場合には，さらに低濃度の検量線作成用標
準溶液を調製し，低濃度定量用の検量線を作成した後，
含有量を求めた．

2.8　添加回収試験
対象食品は，牛の筋肉・肝臓・脂肪・乳，鶏の筋肉・卵，

さけ，うなぎ，しじみおよびはちみつを選択した．これ
らの食品をそれぞれ均一化し，ブランク試料を調製した．
調製したブランク試料にP4を添加（鶏卵以外の食品は
10 ng/g，鶏卵は100 ng/g）・撹拌し，添加試料を調製し
た．各食品を用いて調製したブランク試料（1つ）およ
び添加試料（5つ）について，上記「2.4  試験溶液の調製」
に記載した方法に従い試験溶液を調製した．調製した試
験溶液をLC-MS/MSで測定し，各添加試料中のP4の回
収率を求め，真度および併行精度を算出した．なお，ブ
ランク試料中にP4が検出された食品については，各添
加試験溶液中のP4濃度からブランク試験溶液中のP4を
差し引き，回収率を求めた．

2.9　測定条件
a）　液体クロマトグラフィー条件

注入量 10 µL，カラム温度 40℃，移動相 0.1 vol%ギ
酸（A液）およびアセトニトリル（B液），流速 0.4 mL/
min，グラジエント（tmin） t0：B液35%，t5：B液35%，
t25：B液95%，t25.1：B液99%，t30：B液99%，t30.1：B液
35%，t40：B液35%

b）　質量分析条件
イオン化 ESI・ポジティブモード，測定モード 選択

反応モニタリング（SRM），イオンスプレー電圧 5500 
V，脱溶媒温度 700℃，測定イオン m/z 315 > 97（P4），
m/z 318＞112（P4-13C3），m/z 324＞113（P4-d9）

3.　結果および考察
3.1　LC-MS/MSによるプロゲステロンの分析

はじめに，LC-MS/MSの測定条件を最適化した．そ
の結果，P4について良好なピーク形状および測定感度

が得られ（図1），また，0.0025 mg/L ～ 0.015 mg/Lの濃
度範囲で検量線を作成したところ，決定係数0.99以上の
良好な直線性が得られた（図2）．

種々の検討を行い確立したP4分析法の各食品への適
用性を検証した．すなわち，上記「2.7  添加回収試験」
に記載した方法に従い添加回収試験を実施した．その結
果，添加したP4の真度は76 ～ 98%，併行精度は1.7 ～
27.0 RSD%であり，牛の脂肪（真度97%・併行精度27.0 
RSD%）および鶏卵（真度98%・併行精度16.7 RSD%）
を除いて良好な真度および併行精度が得られた（表1）．
牛の脂肪および鶏卵における併行精度が高値となった原
因としては，調製したブランク試料の均一性が十分では
なかったことが推察された．一方，P4の安定同位体標
識標準品であり，P4と類似の物性等を有するが天然に
は存在しない物質であるP4-13C3およびP4-d9については，
それぞれ真度77 ～ 95%・併行精度2.4 ～ 10.2 RSD%お
よび真度75 ～ 93%・併行精度1.8 ～ 7.4 RSD%と良好な

Fig. 1.  SRM chromatogram of P4 standard solution 
(0.01 mg/L)
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Fig. 2.  Calibration curve for P4
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結果が得られた．これらの結果から，本分析法を用いる
ことにより，種々の食品中のP4を精確に分析可能であ
ると判断された．また，実態調査においては，P4-13C3お
よびP4-d9 などの安定同位体標識標準品を添加し，これ
らの回収率を確認しながら分析を行うことにより，添加
回収試験で適用性検証を実施していない食品も含め，広
範囲な畜水産食品について精確な分析が可能と推察され
た．

なお，本分析法の定量下限値は，分析対象化合物であ
るP4が含まれていた食品もあったため，食品によって
は精確な値を求めることはできなかったが，使用した
P4-13C3 およびP4-d9の標準溶液のピークのS/Nなどから
0.1 ng/g程度であると推定された．

3.2　各食品中のプロゲステロン含有量
本分析法を用いて種々の食品中のP4を分析した．先

ず，どのような食品にどの程度含有されているかについ
てスクリーニング的に調査を実施した．結果を表2に示
した．

P4の回収率確認を目的として添加したP4-13C3 および
P4-d9の回収率は，調査した全ての試料において良好（そ
れぞれ，回収率72 ～ 113%および71 ～ 116%）であった
ことから，本調査で得られた各試料中のP4含有量は概
ね信頼性の高い値であると考えられた．なお，含有量は
絶対検量線法で得られた値を採用し，安定同位体を用い

た内標準法による補正等は行わなかった．
牛の筋肉・脂肪および豚の脂肪においては，P4が0.1 

ng/g未満から122.3 ng/gの範囲で検出された．鶏卵で
は43.4 ～ 167.7 ng/gの範囲で検出され，一律基準値（0.01 
ppm = 10 ng/g）の16倍のP4を含有する試料があること
が確認された．また，牛の腎臓・乳については，本研究
で調査した試料中のP4含有量は全て一律基準値未満で
あったものの，試料によっては一律基準値を超過する可
能性もあることが示唆された（図3）．一方，牛の肝臓，
豚の筋肉・肝臓，鶏の筋肉・脂肪・肝臓・皮，さけにお
けるP4は全て0.1 ng/g未満であり，これらの食品にお
いてプロゲステロン含有量が一律基準値を超過する可能
性は低いと考えられた．

牛乳において，調査した全20試料において5.2 ～ 9.8 
ng/gの範囲でP4が検出されたことから，乳製品である
チーズおよびバターについて追加調査したところ，全試
料において検出され，チーズでは58.3～96.1 ng/g，バター
では155.0 ～ 427.5 ng/gの範囲で検出された．この結果
より，乳製品であるチーズおよびバターでは含有量が高
いことが示唆された．

本調査は，P4が含有される可能性が高い食品のスク
リーニングを目的としたため，各食品の試料数（各食品
10 ～ 20試料）は，統計解析により含有量の上限値を推
定するに足る試料数（50試料程度）には至っていない．
食品・添加物等の規格基準における規定を円滑に運用す
るためには，各食品におけるP4含有量の上限値を統計
的に推定し，得られた値を基に「各食品に通常含まれる
量」を適切に設定する必要がある．そのためには，本調
査において含有量が一律基準値を超過した，もしくは試
料によっては超過する可能性があると思われた食品につ
いて，追加調査を実施する必要があると考えられた．

Fig. 3.  P4 contents in each sample
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Table 2  P4 contents in foods
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Table 1  Results of recovery tests for P4
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4.　おわりに
本研究において，先ず畜水産食品中のP4の分析法を

開発した．次に開発した方法を用いて種々の畜水産食品
中のP4含有量をスクリーニング的に調査した結果，0.1 
ng/g未満～ 427.5 ng/gの範囲で検出された．牛の筋肉・
脂肪，豚の脂肪，鶏卵，チーズ及びバターでは含有量が
一律基準値を超過して検出される場合があることが確認
された．食品・添加物等の規格基準における規定の円滑
な運用には，調査試料数を増やし，得られた結果を基に
通常含まれる量の上限値を推定する必要があると考えら
れた．
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