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2008 年，中国において粉ミルクへのメラミン混入事件が発生した．メラミンは食器な

どに利用されるメラミン樹脂の原料であり，食品中に混入することは想定されていない

ことから，食品を対象とした分析法は確立されていなかった．その後，厚生労働省から

通知法として「メラミン試験法」が示されたが，その関連化合物であるアンメリンおよ

びアンメリドについては現在まで示されていない．そこで，本報では当該通知法がアン

メリンおよびアンメリドの分析法として適用可能であるか確認するために，食品 12 種に

ついて標準添加回収実験を実施した．その結果，マトリックス検量線を用いて定量を行

うことにより，良好な回収率を得ることができた．また，通知法による分析が困難な食

品については，試料採取量を変更することで，対応が可能となった． 
 
キーワード：メラミン，アンメリン，アンメリド，マトリックス検量線，LC/MS/MS 

 
はじめに  

2007 年 3 月，米国でメラミンが混入されたペッ

トフードを食べた犬や猫が死亡する事件が発生

した 1)．また，2008 年 9 月には，中国でメラミン

が混入された粉ミルクを飲んだ乳幼児が，腎結石

等を発症する事件が発生した 2)．これらの事件は，

いずれも中国国内において牛乳等のタンパク質

含量を偽装するため，故意にメラミンが混入され

たことが原因であった．その後の調査で，メラミ

ンは家畜の飼料にも混入されていた事実が判明

し，飼料から豚肉，鶏卵等への移行が懸念された．

国内でも，中国産の乳製品を原料とした菓子など

から，メラミンが相次いで検出された． 
メラミンはその製造過程において，図１のよう

なアンメリン，アンメリドおよびシアヌル酸の 3
化合物を副生成物として生成する 3)．特にシアヌ

ル酸はメラミンと反応してメラミンシアヌレー

トを生成し，健康被害を起こす原因物質とされて

いる 4)．しかし，これらの化合物の分析法となる

と，通知法 5 , 6) は分析対象化合物をメラミンに限

定しており，さらにメラミンおよびシアヌル酸以

外の分析法については報告例が少ない 7 ~ 9)．そこ

で，本報では，アンメリンおよびアンメリドの分

析法として，当該通知法の適用が可能であるか検

討したところ，良好な結果が得られたので報告す

る． 
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図１ メラミンおよび関連化合物 



実験方法  
１．試料 
市販されている表１に示した食品 12 種を用い 

た． 
 
２．試薬 
１）メラミンおよび関連化合物標準品 
メラミン，アンメリンおよびアンメリドは，和

光純薬工業（株）製食品分析用標準品を使用した． 
メラミン内標準（13C3･

15N3）は，Cambridge  
Isotope Laboratories 社製標準品（100µg/mL 溶液） 
を使用した． 
 
２）溶媒 
蒸留水，アセトニトリルおよびメタノールは，

関東化学（株）製 LC/MS 用を使用した． 
 
３）その他の試薬 
アンモニアは和光純薬工業（株）製試薬特級，

塩酸は和光純薬工業（株）製精密分析用，酢酸は

関東化学（株）製高速液体クロマトグラフィー用，

酢酸アンモニウムは和光純薬工業（株）製高速液

体クロマトグラフ用を使用した． 
 
４）ミニカラム 
エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカ

ゲルミニカラムは Varian 社製 Bond Elut PSA（500 
mg）（以下，PSA ミニカラムと略す），強酸性陽

イオン交換体ミニカラムは Varian 社製 Bond Elut 
SCX（500mg）（以下，SCX ミニカラムと略す）

を使用した． 
 
３．標準液の調製 
１）原標準液の調製 
メラミンは 10mg を秤量し，50%アセトニトリ 

ル水溶液 100mL に溶解した．（100µg/mL） 
アンメリンおよびアンメリドは 10mg を秤量

し，0.1N 水酸化ナトリウム水溶液 5mL に溶解し

た後，50%アセトニトリル水溶液で 100mL とし

た．（各 100µg/mL） 
メラミン内標準は 1mL を分取し，50%アセトニ

トリル水溶液で 10mL とした．（10µg/mL） 
 
２）混合標準液の調製 
前述１）の原標準液から，メラミンの濃度が

1.0µg/mL，アンメリンおよびアンメリドの濃度が

5.0µg/mL となるように各々の適量を分取し合一

した後，50%アセトニトリル水溶液で希釈した． 
 
３）絶対検量線用標準液の調製 
前述２）の混合標準液から適量を分取し，メラ

ミンの濃度が 0.005, 0.01, 0.02, 0.03µg/mL となる

ように 50%アセトニトリル水溶液で希釈した． 
（アンメリンおよびアンメリドの濃度は 0.025,  
0.05, 0.10, 0.15µg/mL） 

また，全ての絶対検量線用標準液に対し，メラ

ミン内標準が 0.05µg/mL となるように添加した． 
 
４）標準添加回収実験用標準液の調製 
前述１）の原標準液から，メラミンの濃度が

5.0µg/mL，アンメリンおよびアンメリドの濃度が

25.0µg/mL となるように各々の適量を分取し合一

した後，50%アセトニトリル水溶液で希釈した． 
 
５）マトリックス検量線用標準液の調製 
前述４）の標準添加回収実験用標準液から適量

を分取し，メラミンの濃度が 0.1µg/mL となるよ

うに 50%アセトニトリル水溶液で希釈した．（ア

ンメリンおよびアンメリドの濃度は 0.5µg/mL） 
 
４．装置および測定条件 
１）装置 
高速液体クロマトグラフ･タンデム質量分析計 
LC：（株）島津製作所製 Prominence UFLC 
MS：Applied Biosystems 社製 API3200QTRAP 

 
２）測定条件 
分離カラム：インタクト（株）製 アミノプロ 
ピル型順相カラム Unison UK-Amino, 
150mm×2mmφ, 粒子径 3µm 

移動相：10mM 酢酸アンモニウムを含む 0.1%酢

酸水溶液 / アセトニトリル混液（40：60） 
カラム温度：40℃ 
流速：0.2mL/min 
注入量：5µL 
イオン化法： 

ESI（＋） メラミンおよびアンメリン 
ESI（－） アンメリド 

測定モード：MRM モード 
なお，質量分析計の詳細なパラメーターを，表

２に示した． 

表１ 標準添加回収実験に使用した食品 
 

主な成分 食 品 名 

乳 

（全粉乳など）

牛乳，チョコレート，冷凍ピザ，

乳幼児用調製粉乳（粉ミルク），

コーヒーミックス（粉末）， 

クリーマー（粉末） 

鶏卵 

（全卵など）

生卵，卵ボーロ， 

ビスケット，冷凍たこ焼き， 

チョコレートケーキ 

その他 乾パン 

 



５．標準添加回収実験における添加量 
標準添加回収実験における試料に対するメラ

ミンの添加量は，通知法の定量下限値である

0.5mg/kg とした．また，メラミン内標準の添加量

は，通知法に従って 1.0mg/kg とした． 
アンメリンおよびアンメリドの添加量は，米国

食品医薬品庁（FDA）が乳幼児用調製乳以外の食

品について設定した「公衆衛生上の懸念を高めな

いメラミンおよびシアヌル酸等の濃度」である

2.5mg/kg を採用した． 
 
６．試験溶液の調製法 
１）通知法 
通知法に準拠し，以下のとおり調製した． 
試料 5g を採取し，メラミン内標準の原標準液

0.5mL および 50%アセトニトリル水溶液 25mL を

加え，ホモジナイズ（5000rpm, 5min）した．遠心

分離（3000rpm, 5min）した後，得られた上澄液を

抽出液とした． 
メタノール 5mL，50%アセトニトリル水溶液

5mL を順次注入してコンディショニングした

PSA ミニカラムに，抽出液 5mL を負荷した後，

50%アセトニトリル水溶液 1mL を注入した．溶出

液を合一し（溶出液Ⅰ），1mol/L 塩酸 130µL を加

えた． 
本溶液を，あらかじめメタノール 5mL，水 5mL

を順次注入してコンディショニングした SCX ミ

ニカラムに，全量負荷した．0.1mol/L 塩酸 2mL，
メタノール 1mL を洗浄のため順次注入し，流出液

は捨て，次いでアンモニア･メタノール溶液（1:19, 
v/v）5mL で溶出した（溶出液Ⅱ）． 

溶出液Ⅱを減圧乾固した後，残留物に 50%アセ

トニトリル水溶液 10mL を加え，5 分間超音波溶

解した．得られた溶液 1mL を分取し，50%アセト

ニトリル水溶液 1mL を加え，0.2µmPTFE フィル

ターによりろ過した．得られたろ液を LC/MS/MS
用試験溶液として用いた．以上の操作法を図２に

示した． 
 

２）通知法（変法） 
試料 2g を採取し，メラミン内標準の原標準液

0.2mL および 50%アセトニトリル水溶液 25mL を

加えた．以降，「６．試験溶液の調製法 １）通

知法」に従って操作した．ただし，減圧乾固した

後は，50%アセトニトリル水溶液 4mL を加え，5
分間超音波溶解した．得られた溶液 1mL を分取

し，50%アセトニトリル水溶液 1mL を加え，0.2 
µmPTFE フィルターによりろ過した．得られたろ

液を LC/MS/MS 用試験溶液とした． 
 
 
試料 5g（変法の場合は 2g） 

メラミン内標準の原標準液 0.5mL 
（変法の場合は 0.2mL） 
50%アセトニトリル水溶液 25mL 

ホモジナイズ(5000rpm, 5min) 
遠心分離(3000rpm, 5min) 

上澄液（抽出液）5mL 
PSA ミニカラム精製 

50%アセトニトリル水溶液 1mL 
溶出液Ⅰ 

1mol/L 塩酸 130µL 
SCX ミニカラム精製 

0.1mol/L 塩酸 2mL で洗浄 
メタノール 1mL で洗浄 
アンモニア･メタノール溶液（1:19）
5mL で溶出 

溶出液Ⅱ 
減圧乾固 

50%アセトニトリル水溶液 10mL 
（変法の場合は 4mL） 

超音波溶解 5min 
1mL 分取 

50%アセトニトリル水溶液 1mL 
フィルターろ過 

LC/MS/MS 用試験溶液 
 

図２ 試験溶液の調製法 

表２ 質量分析計パラメーター 
 

化合物名 保持時間 
（min） MRM トランジション（m/z） DP（V） CE（V） 

メラミン 4.72 定量用

確認用

127 > 85 
127 > 68 

46.0 
41.0 

25.0 
41.0 

メラミン内標準 4.72 定量用

確認用

133 > 89 
133 > 71 

46.0 
41.0 

25.0 
41.0 

アンメリン 5.54 定量用

確認用

128 > 86 
128 > 69 

46.0 
46.0 

23.0 
33.0 

アンメリド 7.37 定量用

確認用

127 > 84 
127 > 42 

-30.0 
-25.0 

-16.0 
-26.0 

 





２．標準添加回収率 

市販の食品 12 種および蒸留水について実施し

た標準添加回収実験の結果を，表３に示す． 
 
１）通知法 
通知法に基づいて分析した食品 9 種について絶

対検量線法で定量した結果，メラミンの回収率は

12.6～83.0%，アンメリンは 15.0～70.1%となり，

食品により回収率の差が大きかった．また，70%
以上の回収率が得られた食品は，いずれも 1 種の

みであった．これに対して，アンメリドの回収率

は 55.2～84.7%であり，食品 6 種が回収率 70%以

上であった． 
次に，マトリックス検量線法により定量した結

果，メラミンおよびアンメリンの回収率は全て 70
～100％の範囲内で，変動係数も 10%未満であり，

良好な結果が得られた．アンメリドについても，

冷凍ピザの回収率が 61.9%にとどまったものの，

その他の食品については良好な結果が得られた． 
生卵および冷凍たこ焼きなど食品 9 種および蒸

留水は通知法に準拠した分析が可能であり，良好

な結果が得られたが，粉ミルク，クリーマーおよ

びコーヒーミックスの 3 種は分析の継続が困難で

あった．これは，遠心分離後の溶液が 2 層に分離

したり，ミニカラム精製時に通液不良を起こした

りしたことが原因である．したがって，これらの

食品は，通知法の一部を変更して操作を行った． 
 
 

表３ 食品からのメラミンおよび関連化合物の標準添加回収率 
（単位：%） 

 
 

食 品 名 

 
 

試験法 

 
 
 

絶対検量線法 
回収率（変動係数） 

 マトリックス検量線法 
 回収率（変動係数） 

  メラミン アンメリン アンメリド  メラミン アンメリン アンメリド

生卵 通知法  83.0（1.9） 48.1（5.2） 79.8（2.6）  86.7（1.9） 85.4（5.0） 84.9（2.6）

冷凍たこ焼き 〃  59.7（2.5） 35.0（4.4） 64.4（7.3）  95.4（2.6） 92.2（4.4） 72.6（7.5）

卵ボーロ 〃  38.7（2.7） 70.1（5.1） 84.7（1.6）  77.7（2.7） 82.3（5.1） 88.1（1.6）

牛乳 〃  27.7（2.7） 55.4（2.5） 84.5（2.5）  84.1（2.6） 87.5（2.4） 89.7（2.5）

乾パン 〃  23.2（2.0） 23.2（5.0） 73.3（4.1）  73.7（1.9） 78.2（4.5） 72.2（4.0）

冷凍ピザ 〃  22.4（3.7） 22.8（5.5） 55.2（5.7）  81.4（3.5） 78.3（5.0） 61.9（5.5）

ビスケット 〃  22.2（5.4） 29.4（1.8） 72.6（5.1）  91.8（3.0） 83.3（3.5） 70.4（1.4）

チョコレートケーキ 〃  17.6（6.9） 30.6（1.5） 78.0（2.2）  97.7（6.7） 98.7（1.4） 90.8（2.1）

チョコレート 〃  12.6（1.7） 15.0（2.1） 65.6（4.5）  89.0（1.7） 99.8（2.1） 86.8（1.9）

蒸留水 〃  94.5（2.6） 95.9（3.4） 89.0（7.3）  90.8（2.6） 92.2（3.4） 87.0（7.3）

粉ミルク 通知法  － － －  － － － 

クリーマー※１ 〃  11.8（3.7） 15.4（4.8） 0.6（60.8）  38.1（3.6） 17.4（4.6） 1.2（31.5）

クリーマー※２ 〃  － － －  － － － 

コーヒーミックス※１ 〃  4.8（4.3） 12.3（3.4） 37.6（1.4）  37.5（3.3） 37.3（3.1） 75.9（1.6）

コーヒーミックス※２ 〃  6.9（5.7） 7.3（34.7） 7.6（27.7）  28.5（4.4） 13.1（35.2） 3.9（29.9）

粉ミルク 通知法（変法）  8.1（1.5） 29.2（2.5） 55.0（3.8）  84.7（1.4） 109.4（2.3） 61.8（3.9）

クリーマー 〃  12.4（5.2） 48.0（3.4） 63.4（3.1）  104.9（4.9） 126.4（3.6） 101.9（3.4）

コーヒーミックス 〃  7.3（2.7） 13.4（5.2） 44.8（3.5）  107.7（2.5） 104.1（4.4） 47.1（3.6）

注１）試行回数 n = 5．ただし，卵ボーロは n = 4． 
注２）‘－’は，ミニカラムの通液不良により標準添加回収実験を中止． 
※１ 遠心分離後，上層のみを採取． 
※２ 遠心分離後，下層のみを採取． 



２）通知法（変法） 
前述のように，粉ミルク，クリーマーおよびコ

ーヒーミックスの 3 種は，通知法による分析が困

難であった．なお，クリーマーおよびコーヒーミ

ックスについては，遠心分離後の上下層をそれぞ

れ分析したが，クリーマーの下層は粉ミルクの場

合と同様にミニカラム精製時に通液不良を起こ

し，分析の継続が困難であった．また，コーヒー

ミックスの場合，上下層の分析が可能であったが，

それぞれの層からメラミン等の化合物が検出さ

れた． 
そこで，溶液の分離やカラムの通液不良を避け

るため，試料採取量を 2g に減じた．ただし，蒸

発乾固後の溶液量を 10mLから 4mLに変更するこ

とにより，最終溶液濃度は通知法による濃度を維

持した． 
絶対検量線法により定量した結果，イオン化抑

制による影響が大きく，メラミンの回収率は 7.3
～12.4%と非常に低い値であった．イオン化抑制

は夾雑成分の残留が原因であることから，通知法

（変法）は試料の抽出もしくは精製などの前処理

法について，検討を要することが判明した． 
マトリックス検量線法では，食品 3 種における

メラミンの回収率は，84.7～107.2%と良好な結果

が得られた．しかし，アンメリンは食品 1 種が

120%を超過し，アンメリドは食品 2 種が 70%未満

であった． 
 
以上の結果，食品中の夾雑成分によるイオン化

抑制のため，メラミンおよびアンメリンの回収率

は，食品 12 種全てにおいて，絶対検量線法より

もマトリックス検量線法の方が高い値が得られ

た．しかし，アンメリドの場合，両法による回収

率の差は他の化合物と比較して小さく，絶対検量

線法での回収率の方が高い値を示す食品もみら

れた． 
 
 

３．夾雑成分によるイオン化抑制 

１）クロマトグラムによる確認 
LC/MS/MS による測定は，試料に含まれる夾雑

成分の影響を受けやすいことが知られている．そ

こで，シリンジポンプで各化合物の標準液

（1.0µg/mL）を MS 部に連続注入しながら，標準

添加されていない LC/MS/MS 用試験溶液を通常

の測定と同様に 5µL 注入し，イオン強度を測定し

た．注入する試験溶液は，ビスケット，コーヒー

ミックスおよび対照用として 50%アセトニトリ

ル水溶液を選択した．また，各化合物の注入速度

は，メラミンは 1.0µL/min，アンメリンおよびア

ンメリドは 5.0µL/min とした．なお，通常ネガテ

ィブモードは 6.5～8.5min のみの測定であるが，

ここでは夾雑成分の影響を確認するため，試料注

入時からネガティブモードで測定した．50%アセ

トニトリル水溶液におけるイオン化抑制例を図

５に，ビスケットの例を図６に，コーヒーミック

スの例を図７に示した．なお，図中のクロマトグ

ラムのうち，上方は定量イオンを，下方は確認イ

オンを示し，縦の点線は，それぞれの化合物の保

持時間である． 
50%アセトニトリル水溶液の場合，全ての化合

物において，試料溶媒の溶出時を除き，イオン強

度は安定していた． 
しかし，ビスケットの場合，ポジティブモード

においてイオン化抑制によるイオン強度の変動

が激しく，保持時間により強度がベースラインの

１割程度まで低下していた．メラミンおよびアン

メリンの保持時間付近もイオン強度は低下して

おり，標準添加回収実験での絶対検量線法とマト

リックス検量線法による回収率の差を裏付ける

結果となった．一方，ネガティブモードにおける

イオン強度の変動は小さく，アンメリドの保持時

間付近の変動も小さかった． 
また，絶対検量線法とマトリックス検量線法に

よる回収率の差が最も大きかったコーヒーミッ

クスの場合，ポジティブモードで連続的にイオン
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図５ 50%アセトニトリル水溶液におけるイオン化抑制例 



化抑制が見られ，イオン強度は著しく低下してい 
た．ネガティブモードでも試料溶媒が溶出する

3.0min 付近からイオン強度の低下が見られた．し

たがって，選択性が高く，夾雑成分の影響を受け

にくいとされているネガティブモードについて

も，食品によっては溶出条件の設定に注意が必要

であることが確認された． 
 
２）希釈によるイオン化抑制の軽減 

夾雑成分によるイオン化抑制を軽減する手段

として，希釈法がある．そこで，試験溶液を希釈

し，回収率（定量値）の推移を検討した．希釈す

る溶液は，標準添加回収実験の際に調製した冷凍

ピザの溶液を使用し，通知法では最後に 2 倍希釈

して LC/MS/MS 試験溶液とする操作を，3, 5, 10,  
15, 20, 30 および 50 倍に希釈して測定した．その

結果を図８に示した．なお，ここでは保持時間が

短く，より夾雑成分の影響を受けやすいメラミン

を対象とした． 
表３より，冷凍ピザのメラミン回収率は 81.4%

である．図８のように，溶液を 50 倍希釈して測

定することにより，マトリックス検量線法による

回収率とほぼ同じ値が得られた．しかし，定量下

限値等を考慮すると，冷凍ピザの溶液では 50 倍

希釈での測定が限界であった．したがって，試験

溶液に含まれる夾雑成分は食品によって異なる

ことから，希釈法を用いて定量する場合は，希釈

倍率の設定に注意が必要である． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．内標準物質の使用 

内標準物質を使用した場合，「メラミン試験法」

の回収率における性能基準は 40%以上となり，分

析対象食品の適用範囲が広くなる．これが，アン

メリンおよびアンメリドについても同様に適用

されることが期待されるが，アンメリンおよびア
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図６ ビスケットにおけるイオン化抑制例 
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図７ コーヒーミックスにおけるイオン化抑制例 
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図８ 希釈によるメラミン回収率の推移
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