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序論 

 

 古くから「衣・食・住」は人間が社会生活を営む上での重要な三要素と言

われている。これらに関する課題は国が国民に対して責任を負わなければな

らない公衆衛生上の大きな問題とされ、国による種々の施策が講じられてい

る 1)。特に「食」は人の生命と健康を維持するものとして最も重要な問題で

あり、食品衛生上の課題の解決は行政に対する国民ニーズの最も高いものの

一つとされる。食品を安全な状態に保ち、飲食によって起こる危害を防止す

ることを食品衛生というが、WHO は食品衛生を「生育、生産、製造から最

終的に人に摂取されるまでのすべての段階において、食品の安全性、健全性、

および正常性を確保するために必要なあらゆる手段を意味する」と定義して

いる 2)。これらが検証、評価されて「食の安全と安心」が担保されるといえ

る。 

現在の我が国の食は「飽食の時代」といわれて久しいが、これは食品の製

造技術や加工方法の発達だけでなく、経済成長に伴う食品輸送網の発達や冷

凍・冷蔵の技術が進んだことにより、様々な国々から今まで目にしたことな

いような生鮮食品や加工食品が手軽に入手できるようになったことと無縁

ではない。このように食の国際化、多様化が進む一方、我が国における食糧

自給率は 37％（カロリーベース，2021 年農林水産省食糧需給表）3)にまで低

下し、先進国の中では最も低く、その多くを海外からの輸入に頼っているの

が現状である。そのため、輸出国の衛生状況、農薬や動物用医薬品の使用状

況など我が国に輸入される食品の安全性をどのように検証していくのかが

大きな問題となっていることは言を俟たない。 

一方、世界の人口は増え続け、「世界人口白書 2022」4)によれば、2022 年

の世界人口は 79 億 5000 万人とされるが、100 億人になる日もそう遠い話で

はない。人口の増加によって、経済格差、資源の枯渇、環境問題が大きく取

り上げられるようになったが、そのすべてに「食」が関わっていると言える。

人口問題の解決のためには、食糧の増産を行わなければならないが、返って

耕作地開拓のための森林伐採や地下水の大量消費さらに広範な農薬の使用

による土壌微生物の減少などにより環境の荒廃が進み、これらは近年増加傾

向にある異常気象の原因とも考えられている。こうしたことは国や地域によ

って耕作地面積の縮小や収穫量の減少を来たし、食糧不足や貧困などの経済

的な格差が広がる要因ともなっている。将来の食糧不足を懸念し、遺伝子組

み換え食品 5)、ゲノム編集食品 6)、代替肉 7)、培養肉 8)、昆虫食 9)など新しい

食品 10)が実用化され、また、効率よく大量生産する方法の開発研究も行われ

ている。一方、「飽食」の裏側では消費されず処分される食品も大量にあり、
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年間 646 万トン（平成 27 年消費者庁データ）にも及ぶ食品が廃棄されてお

り 11)、対策として廃棄される食品の保存や包装形態を変えることで賞味期限

の延長、フードバンクへの提供、飼料への転用など、食品廃棄物を資源とし

て社会に循環させる（フードループ）取り組みも進められている 12)。しかし、

賞味期限の延長やフードバンクへの提供を行うにしても、これらの食品が安

全、安心であることを証明しなければ消費者に受け入れられない。また、2000

年代においても多くの食品偽装問題 13)や輸入食品での農薬や動物用医薬品

の残留問題の他、有害物質による食品汚染など食品の安全、安心を脅かす出

来事が連日マスコミで取り上げられるほど、大きな問題となった。こうした

ことを受け、法律の改正や新たな法律の制定が行われてはいるが、「安心、

安全」を担保するには科学的な根拠をもって検証することが重要である。そ

の実践として、著者が勤務する食品衛生法で定められ厚生労働大臣の認可を

受けた登録検査機関をはじめ、国の機関である検疫所、地方自治体の衛生研

究所や保健所等においては、多くの生鮮食品（農産物、畜水産物）やそれら

を用いた加工品中の農薬、動物用医薬品（以下、農薬等）あるいは一般食品

中の食中毒菌などの有害微生物、カビ毒などの有害物質、着色料や保存料な

どの食品添加物また、器具・容器包装等について検査が行われている。 

我が国をはじめ、多くの国で最も関心の高い食品衛生の問題の一つは農産

物中の農薬や畜産物中の動物用医薬品の残留問題であろう。わが国で残留基

準が設定されている農薬等は現在 760 品目あるが、日々新しい農薬等が合成

され、製造されているため、残留基準が設定されていない農薬等が使用され

ている恐れもある。そこで、諸外国から輸入される農産物や畜産物、それら

を加工した食品をはじめ、できるだけ多くの食品に適用できる分析法の開発

は食品衛生学上、大変有意義であると考える。 

本研究では、海外での使用実績がある抗ウイルス剤、動物用医薬品および

日本では登録がされていない農薬等について、食品中からの分析法の開発を

行った。また、食品中の有害物質についても操作が煩雑で長時間を要する分

析法を改良して簡便な分析法の開発を行った。さらに、分析法の開発にあた

っては、食品分析で汎用的に使用され、高感度分析が可能な液体クロマトグ

ラフ－タンデム質量分析計（LC-MS/MS）を用いて、精度よくまた頑健性の

ある分析法とすることに主眼におき研究を行った。 

ここでは、まずはじめに食品関連法規、次に分析法の開発、そして機器分

析について概説する。 

 

１．食品衛生法と食品に関係する法規 

日本国憲法第 25 条に「すべての国民は、健康で文化的な最低限度の生活
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を営む権利を有する。」（生存権）とあり、国には、公衆衛生の向上、増進

を推進する施策の遂行が求められている。食品衛生行政の根幹である「食品

衛生法」は、『飲食に起因する衛生上の危害の発生を防止し、公衆衛生の向

上及び増進に寄与すること』を目的に 1947 年（昭和 22 年）に制定された。

戦後の復興が進む中、1950 年～1960 年代は、食品衛生の概念がまだ十分に

浸透しておらず、製造に粗悪な原料を使用したことによる森永ヒ素ミルク事

件 14)、工場の設備の欠陥を原因とするポリ塩化ビフェニル（PCB）およびポ

リ塩化ジベンゾフラン（PCDF）によるカネミ油症事件 14)、工場廃液中の有

機水銀により汚染された魚介類の喫食が原因の水俣病 15)など有害な物質に

よる中毒事例が相次いだ。これらの事件や事故では多くの死亡者の発生や患

者に後遺症が残るなど、食品公害として社会的に大きな問題となった。この

ような出来事を受け、1968 年（昭和 43 年）に消費者保護基本法が制定され

た。また、1972 年（昭和 47 年）には食品衛生法が一部改正され、事故が発

生してから対応策を検討する方式から、あらかじめ危害の発生を予測し、そ

の予防に重点が置かれることとなった。それにも関わらず、その後も微生物

（腸管出血性大腸菌 O157 など）に起因する食中毒、動物（貝、フグなど）

や植物（きのこ、じゃがいもなど）が有する自然毒による食中毒などの事故

や事件はその大小に関わらず毎年発生している 16)。 

 

Table 1. Food Accidents and Food Mislabeling in the 2000s 

発生年度 食品 概要

2000 低脂肪乳 低脂肪乳に使用した脱脂粉乳が黄色ブドウ球菌に汚染

2002 輸入牛肉 BSE発症対策の国産牛肉買い取り制度の悪用

2002 肉まん 肉まんに許可外添加物（TBHQ）の使用

2007 牛肉 牛肉に豚肉、食パン、血液などの異物で水増し、色味等の調整後、牛肉100％として販売

2007 アイスクリーム 一度表示した賞味期限の延長、大腸菌群検出のアイスクリームの販売

2007 和菓子 返品、在庫商品を冷凍後、再出荷（賞味期限の延長）

2008 冷凍食品 中国産冷凍餃子に高濃度の農薬を検出（意図的な混入）

2008 輸入うなぎ 外国産うなぎを国産うなぎと偽装して販売

2008 事故米 農薬、カビが検出された事故米を食用として転売
 

 

2000 年代には、表 1 に示すように賞味期限の改ざんや大量に農薬等が混入

した食品が輸入されるなど相次いで事件、事故が起き、食の安全、安心は消

費者にとって最も関心のあるテーマとなった。また当時、食品添加物につい

ては、いわゆるポジティブリスト方式と呼ばれる規制に基づき、使用して良

い添加物について、規格基準と食品ごとの使用基準が設定されていた。一方、
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農薬や動物用医薬品（以下農薬等）については、当時、250 種の農薬，33 種

の動物用医薬品に食品ごとの残留基準値が設定されているのみであった。従

って、残留基準値が設定されていない農薬等が検出された際に食品衛生法の

違反として行政処分の対象とすることができなかった。こうした制度の矛盾

の見直しが行われ、2003 年（平成 15 年）の食品衛生法の改正ですべての農

薬等を規制の対象として残留基準値が設定され、残留基準がないものや基準

値を超えて農薬等が残留する食品の販売等を原則禁止するポジティブリス

ト制度が導入された。このポジティブリスト制度（2006 年 5 月 29 日施行）

では、約 800 種の農薬等に食品ごとの残留基準値が設定された。また、新た

にリストの加えられた農薬等でこれまで残留基準値が設定されていないも

のについては、国際基準であるコーデックス基準、アメリカ、カナダ、EU、

オーストラリアおよびニュージーランドの基準や環境基準である登録保留

基準を参考にして暫定的に基準値が設定された。この暫定基準値については、

食品安全委員会で毒性試験などの結果を踏まえて安全性の評価が終了した

ものは、厚生労働省により残留基準値が設定されるものとした。その考え方

の基本は、人が生涯その物質を毎日摂取し続けたとしても、健康に対する有

害な影響が現れないと推定される許容一日摂取量（ADI：Acceptable Daily 

Intake）または 24 時間又はそれより短時間の間に摂取しても健康への悪影響

がないと推定される急性参照量（ARfD：Acute Reference Dose）等の食品健康

影響評価（リスク評価）等に基づいて行われる。すなわち、食品安全委員会

の答申に基づいて厚生労働省の薬事・食品衛生審議会が ADI 等の指標を下

回るように残留基準値を設定することになっている(図 1)。 

図 2 に示した通り、ポジティブリスト施行時には、残留基準値が設定され

た農薬等は 41 種、暫定基準値として設定されたものは 760 種であったが、

食品安全委員会の諮問等の手続きが終了し、2020 年（令和 2 年）時点で新規

の農薬等を含め 491 種の農薬等に残留基準値が設定されるに至っている。さ

らに、日本国内での農薬等の登録がなく諸外国においても基準値が設定され

ていないものは、人の健康を損なうおそれのない量として厚生労働大臣が定

める一定量として 0.01 ppm が一律基準として設定され、これ以上検出され

たものについては行政処分の対象となることとなった。人の健康に影響する

ことから農薬等の残留基準値の設定には多くの時間がかかるが、今後も未設

定のものについては見直しが行われ、残留基準値が新たに設定される農薬等

は増えていくものと考えられる。また、食品衛生法は、時代背景に合わせて

適時、改正され 2017 年 （平成 30 年）には HACCP 導入の義務化、食品用器

具・容器包装のポジティブリスト制度化などの最新の改正が行われている。 
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Fig.1. Determination of the ADI value based on toxicity evaluation 

 

 

Fig.2. Status of revision of residue standards for pesticides and other chemicals 

after the Positive List went into effect 
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食品を取り巻く法規は、食品衛生法以外にも食品、農林水産品についての

品質の基準と品質に関する規格を定めた「JAS 法（日本農林規格等に関する

法律）」、食品の表示について定めた法律「食品表示法」、食品の安全性確

保に関わる「食品安全基本法」のほか、「健康増進法」、「水道法」、「水

質汚濁防止法」、「環境基本法」、「PL 法」など様々な省庁が管轄する法律

が食品に関わっている。 

 

２．残留化学物質の分析法について 

食品関連の法律がいくつあっても食品の安全、安心には繋がらない、その

法律が守られているかどうか検証する手法、すなわち食品を分析してその分

析結果を評価する手段がなければならない。その分析法は測定結果のばらつ

きが少なく、どこの試験所で誰が実施しても同じ結果が得られることが求め

られることは言うまでもない。しかしながら、農薬等については、実際には

多種多様の食品中に含有される農薬等について分析法が完備されているわ

けではなく、早急な整備が望まれている。また、科学の進歩に合わせて、多

くの農薬等を一斉に分析できる方法や微量に含有された農薬等の分析、測定

に影響を与える食品成分との効率的な分離方法の開発とともに分析法の精

度の向上も求められており、既存の分析法の改善、改良も併せて求められて

いる。 

２－１．食品中の抗ウイルス剤の分析法 

ウイルスは、形態的に細菌やカビなどよりも小さな微生物である。細菌の

ように分裂を繰り返して増殖するのではなく、まず、ヒトや動物などの宿主

に感染し、ウイルスの表面にあるタンパク質が宿主細胞の表面のレセプター

に吸着する。その後、細胞内に入り込み、遺伝子情報の複製とタンパク質合

成がそれぞれ行われて増殖し、宿主細胞外に放出され感染症の発症や周囲へ

の感染を促すことになる。牛や豚等の偶蹄類動物に発症する口蹄疫 17)や鶏や

ウズラなどの鳥インフルエンザ 18)，19)などは、ウイルスが病原体であり、近

年の我が国や諸外国での大流行は記憶に新しい。 

ウイルスは、宿主の細胞内に入り込み増殖するため、ウイルスを死滅させ

る薬剤は、宿主となったヒトや動物等にも影響が出ることが予想されること

からウイルスの増殖を抑制する抗ウイルス剤の開発は難しいといわれる 20)。

こうしたことから、ウイルスによる疾病の予防、治療には一般的にワクチン

が用いられることが多く、インフルエンザや新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）の予防にもワクチン投与が行われている。しかし、化学合成の

抗ウイルス剤は容易に適宜使えることから種々のウイルス性の疾病に対し

て多くの抗ウイルス剤が開発されている。特に畜産や養鶏場では、抗ウイル
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ス剤は飼料に混ぜて投薬することができ、その利便性から家畜の疾病予防、

治療に用いられることがある。我が国では食用の家畜への未承認薬の使用及

び適応外使用は原則認められていないが、諸外国では、予防や治療の目的で

家畜などに抗ウイルス剤やワクチン投与が行われることもあり、実際、加工

肉に抗ウイルス剤が残留していた事例も発生している。これらの薬剤が残留

している食品の摂取は、薬剤耐性やアレルギー発現など健康被害につながる

こともあり、残留の有無の確認は食品衛生学上、有意義であり、精度の高い

分析法の開発が必要であると考え、研究を行った。 

２－２．食品中の農薬および動物用医薬品の分析法 

農薬とは、「農作物及び農作物等の生理機能の増進又は抑制に用いられる

植物成長調整剤、発芽抑制剤その他の薬剤をいう。」と農薬取締法に定義さ

れている。農薬は、栽培している作物に対する病害虫や雑草などの発生を抑

え、一定の収量と品質の維持に用いられるが、実際、農薬を用いないで栽培

した場合、収量に大きな影響があることが分かっている。動物用医薬品とは、

「人又は動物の疾病の診断、治療又は予防に使用されることが目的とされて

いる物であって、機械器具等でないもの。」と医薬品、医療機器等の品質、

有効性及び安全性確保に関する法律に定義されている。動物用医薬品は、畜

水産物の病気の治療、予防に用いることで品質の維持、安定した供給に貢献

している。農薬及び動物用医薬品は、化学的性質（水溶性、脂溶性、酸性物

質、塩基性物質など）、物理的性質（沸点、融点など）が異なる多種多様な

化学物質であり、食品の安定供給のほか、農業や畜水産業の従事者の肉体的

負担軽減にも大きな貢献をしている。一方では農薬の散布時に起こる飛散

（ドリフト）による汚染が問題視されている。農薬のドリフトには、スプレ

ードリフトとベーパードリフトとがあり、スプレードリフトは散布時に起こ

るドリフトであり、ベーパードリフトは農薬散布後に土壌や作物に落ちた農

薬の有効成分が蒸気圧等の物理化学的性質に従って、ガス化または粒子状の

物質に吸着して拡散する飛散である。どちらの場合も、目的外の作物に付着

したり、河川等を通して、意図しない農作物や畜水産物に取り込まれて残留

することが危惧される。このため、残留濃度を定量するための分析法は、多

くの食品に適用できる分析法であることが必要となる。 

海外から輸入される生鮮品や加工品を含む様々な農畜水産物における輸

入時の農薬や動物用医薬品の分析は、主要な港、空港に設置されている国の

機関である検疫所や横浜および神戸に設置されている輸入食品検疫検査セ

ンターでモニタリング検査として実施されている。また、輸入品を含め国内

で流通している食品については地方自治体の衛生研究所や保健所が中心と

なって収去検査を実施している。しかし、年間 31,064,063t、輸入届け出数と
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して 2,352,082 件（2020 年、令和 2 年）21)と膨大な件数の食品が世界各地か

ら輸入されており、すべての食品を検査することは難しいことから、その多

くを登録検査機関が検査を行っている。これら検査施設で実施される農薬等

の検査は食品衛生法の残留基準値に適合しているか否かを判断する試験で

ある。試験検査に用いる分析法は、法律で定められた告示法（延べ 24 法）、

監督官庁から発出された通知法（多くの農薬等を測定するための一斉試験法

が液体クロマトグラフ(LC)法が 8 法、ガスクロマトグラフ(GC)法が２法、個

別の農薬等を測定するための試験法として 337 法）として定められている。

試験の結果、残留基準値を上回った食品は、食品衛生法第 11 条（人の健康

を損なう量として厚生労働大臣が薬事・食品衛生審議会に意見を聴いて定め

る量）の残留基準違反として行政処分され、シップバック、焼却処分や用途

変更などの措置がとられ国内で流通することはない。図 3 には、輸入届け出

数、検査実績、違反率等を示した。ここ数年、違反率は 0.03％前後で推移し

ているが、輸入の可否を含め食品衛生法違反を判定するにあたっては、輸出

国あるいは原産国との摩擦を生じかねないため、その検証に用いた試験法の

精度は非常に重要な問題となる。特に輸入食品の中にはわが国で登録されて

いない農薬や動物用医薬品が使用されている可能性もあり、加工品では製造

時に同時に使用されている副材料の影響で分析測定時に妨害となるピーク

が出現するなど試験検査が困難な場合もある。また、ポジティブリストに収

載されているか、否かにかかわらず、すべての農薬等が試験検査の対象とな

るため、どのような食品からでも分析できることが求められている。食品中

の農薬等の試験検査は先に挙げた告示法 22)や通知法 23)で行うのが原則であ

るが、これらで農産物や畜水産物中のすべての農薬等の試験検査が網羅され

るわけではなく、食品衛生検査指針 24)，25)、衛生試験法・注解 26)、試験所独

自の方法の他、近年 QuEChERS 法 27)，28)と呼ばれる迅速で簡易な一斉分析法

が用いられる場合もある。そこで試験を実施するにあたり、これらの試験法

を用いて算出された結果が妥当なものであるかを確認する必要があり、その

方法についても厚生労働省から通知 29)，30)されている。しかし、膨大な数の

農薬等と検査対象食品に比較して分析法の整備は十分ではないため、現在、

国立医薬品食品衛生研究所を中心に登録検査機関や地方衛生研究所が共同

して試験法の開発に取り組んでいる。試験法は、残留基準値が改正された農

薬等の化合物や輸入国からインポートトレランス申請があった農薬等の化

合物を対象に作成されている。これらのことから、高感度の分析機器を用い

て精度の高い分析法の開発について研究は重要である。 
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Fig 3. Imported food import weight, number of import notifications, total number of 

inspections and inspection violation rates 

 

２－３．有害物質の分析法 

有害物質とは、人の健康や生態系に対して何らかの有害な作用をもたらす

化学物質のことを言う。我が国の 4 大公害病であるイタイイタイ病や水俣病

は、それぞれカドミウム、メチル水銀が環境中に放出され、水や食品を介し

てヒトへの健康被害につながった。また、鉛やヒ素のような有害物質の混入

や農薬等も過度に使用されると人や家畜の生体に取り込まれ、健康被害を及

ぼすことがある。さらに、植物や生物の中で非意図的に作り出されるアルカ

ロイド 31)，32)やアフラトキシン 33)などの自然毒もある。本項では、化学物質

が原因の食中毒としてよく知られているヒスタミンおよびトマト中の苦味

成分であるトマチンの分析法について検討した。 

ヒスタミンは、タンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸の一つであるヒ

スチジンが海洋細菌（フォトバクテリウム属菌等）や腸内細菌（モルガン菌、

クレブシエラ・オキシトカ菌等）の酵素によって生成される物質であり、サ

バ、イワシ、マグロなどの赤身の魚にヒスチジンが多く存在することから、

これらが中毒原因魚種となることが多い 34)。 

畜産業や魚の養殖業は、肉類、鶏卵や魚介類の安定供給に欠かせない事業

になっている。畜産や養殖で飼料の主原料として用いている魚粉は、畜産動
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物や養殖魚にとって大切なタンパク源となっており、海外からも輸入されて

いる。配合飼料に用いる魚粉には、スケトウダラ、サンマ、イワシの他、水

産製品の副産物なども原料として用いられており、魚粉の品質は、配合飼料

としての品質に直結し、畜産動物や養殖魚の発育にも影響する。しかし、飼

料の品質管理に明確な指標がなく、揮発性塩基窒素、エタノール含量、ヒス

タミンなどが鮮度評価として用いられる。ヒスタミン含量が多い飼料を与え

られた養殖魚は発育に悪影響が現れることが知られているため、飼料中のヒ

スタミンの分析は、飼料の品質管理だけではなく、飼育される畜産動物や養

殖魚の健康面の管理にも重要な役割を果たす。飼料中のヒスタミン含量の分

析には、飼料安全法（飼料の安全性の確保及び品質の改善に関する法律）に

おける公定法の位置づけである飼料分析基準 35)が使用されている。しかし、

飼料分析基準に収載されているヒスタミン分析法は、魚粉を対象にキャピラ

リー電気泳動法と比色法であり、前者は使用機器の普遍性にやや乏しく、後

者は操作が煩雑であるなど問題点がある。こうしたことから、簡便で精度の

良い分析法の構築は、安定した品質の畜産物、魚介類の供給など広く食品衛

生の観点からもとても重要であると考えられた。 

食中毒や異物混入、有害物質の残留などの食品事故は、マスコミなどによ

って大きく取り上げられ、食品企業の企業姿勢や企業信頼度に大きく影響す

る。食品に異物が混入している際は、視覚や金属探知機などによって確認、

改善できるが、食品企業にとって原料や商品の味に対する苦情は、消費者

個々の感受性によるところも大きく、その対応は非常に難しい。特に、味覚

の五味中でも苦味は、人が認知できる閾値が非常に低く、苦情になりやすい。

トマトのトマチン 31)やジャガイモのソラニン 32)は、苦みやえぐみの成分と

して知られている。これらのステロイドグリコアルカロイド（SGA）は、植

物にとっては昆虫などに食べられないようにするための生体防御物質であ

ると言われているが、人が SGA を大量に摂取すると食中毒の原因となるこ

とから、植物中の SGA 含量をできるだけ低く抑える研究が幅広く行われて

いる。しかし、トマトのトマチンについては、苦いという消費者からの苦情

がこれまでに複数寄せられている。トマト中のトマチンは、完熟とともに減

少していくことが知られているが、トマトは、生食以外にも様々な形態で利

用されており、輸入される加工品もケッチャプ、トマトソース、ジュース、

菓子など多岐に渡るため、トマチンについて食品に残留する量を管理するこ

とは、食品衛生学上、大変意義があると思われる。しかしながら、生鮮トマ

ト中のトマチン分析法の作成やトマト加工品中の含有量調査はあまり行わ

れていないが、苦情の原因として科学的な根拠を提示する意味からも SGA

含有量の調査をするための汎用性、迅速性のある分析法の開発は必要である
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と考え、研究を行った。 

 

３．液体クロマトグラフ－質量分析計の活用について 

農薬や動物用医薬品は、一般的に残留基準値や検出限界値が低く設定され

ており、従来からの HPLC や GC では分析感度が十分ではないため、より高

感度の機器を用いて測定することが求められるようになった。そこで、これ

らの農薬等の分析に対して、揮発性化合物や熱安定性の高い化合物の分析に

は質量分析計を接続したガスクロマトグラフ－質量分析計（GC-MS）、次い

で、難揮発性化合物や熱によって分解され易い化合物、極性の高い溶媒に溶

解する化合物などは、液体クロマトグラフ－質量分析計（LC-MS）が導入さ

れると、これによって測定できる農薬等の種類も増加し、試験法の開発に大

きく寄与することとなった。これらの機器は、試料導入のための機器（HPLC、

GC など）とこれを接続するインターフェース、試料をイオン化するイオン

源、質量分析部等から構成されている。GC-MS は、GC とのインターフェー

スの開発が容易であったことから、揮発性物質を対象として食品分野だけで

はなく、環境分野などでも早くから用いられてきた。一方、LC-MS は、フロ

ント部である HPLC から MS 部に導入する際に溶媒を除去することが必要で

あったことから、GC-MS に比べ開発は遅れた。しかし、1980 年代に熱した

ネブライザーガスの中へ液体試料を導入し、溶媒を気散させて目的成分をイ

オン化させる大気圧イオン化法（API）が開発されたことにより LC-MS が

様々な分野で用いられるようになったが、食品の分野に汎用的に用いられる

ようになったのは 1990 年代後半からである。 

このような分析機器の開発により、植物性の農産物に対する農薬分析の分

野で GC-MS や LC-MS が汎用されるようになり、様々な食品を対象に試験が

実施された。一方、動物用医薬品の分析は、抗生物質のような極性物質が多

く、動物性の畜水産物での分析が主であるため、複雑なマトリックスの影響

を強く受けその分析は難しかった。したがって、マトリックスの影響を受け

やすい HPLC を用いた分析法よりも GC による分析法 36)- 38)や微生物を用い

るバイオアッセイによる分析法 39)-42)が多用された。GC 法は、抽出した試験

液をガスクロマトグラフで分析を行うために試験溶液の溶媒を揮発性の高

いヘキサンやアセトンに置換したり、また、対象化合物が極性物質の場合、

これを誘導体化する必要もあり、操作が煩雑であった。また、バイオアッセ

イ法は、用いる微生物を適正に管理する必要があるうえ、正確に定量するこ

とが困難であり、蜂蜜のような抗菌性のある食品の場合、阻止円が形成され

擬陽性の判断になってしまうケースも生じた。そのため、これらの方法に代

わって HPLC を用いた分析法が多々発表されるようになってきたが、畜産食
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品の筋肉部位に対する分析法の報告 43)- 46)が多く、加工度の高い食品や内臓

などを試験の対象にした試験法は少なかった。これは、脂肪やリン脂質とい

った試料由来のマトリックスの影響を受け、HPLC での測定が非常に困難で

あったためである。それでも、LC-MS や質量分析部をタンデム化し、分析精

度をさらに向上させた LC-MS/MS が食品分析の分野で多用されるようにな

るとその選択性、優れた分離能、検出感度の高さから畜水産食品を対象とし

て様々な動物用医薬品の分析法が工夫、改良され、利用されることとなった。

特にフロント部である HPLC での分離に用いる分析カラムの固定相の種類、

また、その固定相に組み入れる官能基の種類も多様化し、さまざまな分離カ

ラムが開発された 47)，48)。近年、その中においても HPLC の分析には、不向

きであった極性の高い化合物の分離に適した、親水性相互作用クロマトグラ

フィー（以下、HILIC, Hydrophilic interaction liquid chromatography）が広く使

用されるようになった。HILIC カラムは、シリカゲルなどの母材に極性の高

い修飾基を結合させて水と有機溶媒の組み合わせによる分離モードである。

それまで LCによる極性化合物の分析には、誘導体化 49)やイオンペア試薬 50)，

51)を用いた分離手法が用いられてきた。しかし、誘導体化の操作は、煩雑で

時間を要し、イオンペア試薬を用いた分離は、LC-MS/MS に用いられる試薬

が限られ、また装置の安定に長い時間を費やす必要があった。図４には、

HILIC カラムに用いられる修飾基の例を示した。ジヒドロキシプロピル基（ジ

オール基），カルバモイル基（アミド基），ホスホリルコリン基などの極性

基が基材となるシリカゲルに修飾された様々な HILIC カラムが開発されて

いる。HILIC カラムは、親水性相互作用だけではなく、修飾された官能基に

よって水素結合、双極子相互作用、静電的相互作用など 2 次的相互作用も働

くことから保持やピーク形状などに影響を与えると考えられている。本研究

においても LC-MS/MS を試験法開発に用いるとともに、特異的な官能基を持

つ固定相との組み合わせを選択し、高感度で選択性の高い分析法の開発を行

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

13 

 

 

 

Fig.4. Types of functional groups to be modified on the stationary phase  

of HILIC columns 

 

本研究では、食品中の化学物質（農薬、動物用医薬品、有害物質）を分析

するにあたり、簡便に精度が良い分析法の作成に主眼をおき、LC-MS/MS を

用いた分析法の開発を試みた。また、開発する分析法は、食品衛生行政にお

いて貢献できるよう幅広い食品への応用も可能な分析法を目標とした。 

第 1 章では、抗ウイルス剤について、毎年流行している鳥インフルエンザ

の治療薬として海外で使用履歴のあるアマンタジンを含め、7 種類の抗ウイ

ルス剤の一斉分析法の開発に取り組んだ。今回、研究対象とした抗ウイルス

剤は、多くが塩基性物質であるが、両性の極性物質も含んでおり、化学的性

質の異なる複数の抗ウイルス剤の LC-MS/MS を用いた一斉分析法の開発は、

分析時間の短縮とコスト削減をもたらし、結果的に多数の試験品を処理する

ことが可能となった。 

第 2章ではトリアゾール系の殺菌剤である農薬のジニコナゾール分析法の

開発およびβ2 アドレナリン作動薬である動物用医薬品のジルパテロール分

析法の開発に取り組んだ。ジニコナゾールは、国内での農薬登録はされてい

ないが海外での使用実績もあり、農産物だけではなく畜水産物も対象とした

分析法の開発が必要であった。ジルパテロールは、スポーツ選手のドーピン
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グ薬として用いられた事例 52)も話題となった。ジルパテロールは牛に与える

ことで脂肪の蓄積を抑制し、グリコーゲン分解およびタンパク質合成を介し

た筋肉増大作用により、飼育効率や肉質の改善が図れるとされている。しか

し、牛以外への使用や残留事例もあり分析法を開発する必要があった。これ

ら 2 剤は、国内に通知試験法がなく輸入畜産食品に残留していても対応する

ことができなかったが、本研究の分析法が公定法となったことから、水際で

の応用ができることとなった。 

第 3章では、有害物質を対象とした分析法の開発を行った。ヒスタミンは、

アレルギー様食中毒の原因物質としてよく知られている。特に水揚げから加

工・製造工程などでの温度管理の不備により汚染した細菌によってヒスタミ

ンが産生される可能性が高くなる。配合飼料に用いられる魚粉の原料には、

生食用としての商品価値が低下したものや加工品の副産物（内臓、商品価値

のない製品など）が用いられることもあり、ヒスタミン汚染が懸念される。

ヒスタミンは、加熱処理などを行っても減少することがなく、配合飼料とし

ての品質の劣化を招く結果となる。こうしたことから、本研究では、簡便な

LC-MS/MS を用いた魚粉中のヒスタミン分析法を開発した。 

トマト中のアルカロイドの一種であるトマチンは苦味物質として知られ、

しばしば苦情の原因となる。トマトは、世界各地で様々な品種が栽培され、

生食あるいは加工食品として利用されており、日本にも多くの加工品が輸入

されている。生鮮果実中のトマチンに関する分析法は、LC-MS/MS を用いた

方法も報告されているが、トマト加工品に関する報告はほとんどない。本研

究では、加工品を含めたトマチンの分析法を開発するとともに加熱処理によ

るトマチンの消長についても検討を行った。これらの結果は苦情の原因解明

の一助となるものと考えられる。 
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第１章 畜産物中の抗ウイルス剤の分析法に関する研究 

第１節 LC-MS/MS による畜産物中の抗ウイルス剤の分析法 

１．緒言 

我が国では、口蹄疫、豚熱、高病原性鳥インフルエンザなど 28 種の疾病

が家畜伝染病予防法で指定されている。その中で近年、高病原性鳥インフル

エンザ（以下、鳥インフルエンザ）が、社会的にも、食品衛生学的にも人の

健康に対する大きな脅威となっている。1997 年、香港で鳥インフルエンザが

発生し、その中で初めてヒトへの感染が確認され、人獣共通感染症の一つと

して認識されることとなった。その後、鳥インフルエンザはアジアを中心に

発生、流行し、新型インフルエンザとして社会的に大きな問題となった。2004

年には、日本国内でも鳥インフルエンザが確認された。   

我が国では、鳥インフルエンザが発生した場合、「高病原性鳥インフルエ

ンザ及び低病原性鳥インフルエンザに関する特定家畜伝染病防疫指針」53)に

基づいて対処され、発生源の農場からの家きん類の出荷制限と共にと殺、焼

却処分を行うこととなっている。海外では鳥インフルエンザの予防や治療の

ためにワクチンや種々の抗ウイルス剤などの薬剤が使用される場合がある

が、我が国では、ワクチンや抗ウイルス剤の使用は禁止されている。これは

人に用いる抗インフルエンザウイルス剤が動物(家畜)に使用されることで薬

剤耐性を持ったウイルスの出現が危惧されるからで、すでにアマンタジンに

対する耐性を獲得したウイルスが存在することが知られている 54)。 

一方､中国では鳥インフルエンザの治療にワクチンが使用されたといわれ

ているが 55)，56)、ウイルスの感染を完全には回避できず発症を抑える程度の

ものであるとされる 57)。また、発症前から予防薬として抗インフルエンザウ

イルス剤を使用することがあり、実際に中国の養鶏場で予防薬として使用さ

れたと思われる抗ウイルス剤が鶏肉から検出された事例もある 58)，59)。日本

においてもヒト用抗インフルエンザウイルス剤をニワトリに投与して、治療

効果が認められたとの報告もある 60)。  

抗ウイルス剤の分析は、これまでは生体内の薬物の挙動に関しての研究が

中心であり、人や動物の血清 61)，62)、血漿 63)～67)、尿 63)，65)，66)，68)、唾液 66)、

肝臓 69)などからの分析がほとんどである。食品からの分析法としては、Chan

ら 70)、鶴岡ら 71)による LC-MS/MS による分析法があるが、分析対象の抗ウ

イルス剤の数は単品あるいは 2、3 剤と少ない。一方、Berendsen ら 72)は LC-

MS/MS による複数の抗ウイルス剤を対象にした分析法を報告しているが、

抗インフルエンザウイルス剤以外の抗ウイルス剤も対象としており、その組

み合わせも実際的ではない。また、いずれも鶏筋肉のみを分析対象としてお

り、鶏加工品である唐揚げや焼き鳥などに利用される鳥の内臓部位や鶏卵な
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どを対象としているものは少ない。 

そこで今回、著者らは、鶏肉から検出事例もある 58)、アマンタジン、人の

インフルエンザに汎用されるオセルタミビル、ザナミビルおよび近年、開発

されたペラミビル、ラニナミビルや諸外国で使用実績のあるリマンダジンと

ウミフェノビル（アルビドール）の計 7 種の抗ウイルス剤の LC-MS/MS を用

いた分析法の開発を行った。また、日本での消費量が多い、焼き鳥として食

べられる鶏の内臓、唐揚げおよびゆで卵などの加工品への応用を行ったとこ

ろ、若干の知見を得たので報告する。 

 

２．実験方法 

２．１．試料 

試料は、東京都内の小売店にて購入した鶏筋肉（岩手県産他）、鶏脂肪

（国産）、鶏内臓（肝臓；四国産，心臓；宮城県産，砂肝；国産）、鶏卵

（千葉県産）および鶏加工品を用いた。 

 

２．２．試薬 

標準品：アマンタジン塩酸塩は富士フイルム和光純薬㈱製、オセルタミビ

ル、ウミフェノビル（以下、アルビドール，Arbidol）、ザナミビル、ペラ

ミビル、ラニナミビルは Toronto Research Chemicals 社製、 1-（1-アダマン

チル）エチルアミン塩酸塩（リマンタジン塩酸塩）は Sigma Aldrich 社製を

用いた。各抗ウイルス剤の構造式を図 1 に示した。 

アマンタジン、リマンタジン、アルビドール、オセルタミビルおよびペラ

ミビル各標準原液：それぞれ 10 mg 相当を精秤し、メタノールに溶解しで 100 

mL とした（100 µg/mL）。 

ザナミビル標準原液： 10 mg 相当を精秤し、水に溶解して 100 mL とした

（100 µg/mL）。 

ラニナミビル標準原液：10 mg を精秤し、メタノール－水（1：1）に溶解

して 100 mL とした（100 µg/mL）。 

混合標準溶液：各標準原液の 10 mL をとって混合し、メタノールで 100 mL

としたものを混合標準溶液とした（10 µg/mL）。 

固相抽出カラム：InertSep MCX（500 mg/6 mL）（以下 SCX ミニカラムと

する）（GL サイエンス㈱製）、InertSep MAX（500 mg/6 mL）（以下 MAX

ミニカラムとする）（GL サイエンス㈱製）を使用した。SCX ミニカラムお

よび MAX ミニカラムはあらかじめメタノール 10 mL でコンディショニン

グしたものを用いた。 

その他の試薬：メタノールは関東化学㈱製の LC-MS 用、富士フイルム和
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光純薬㈱製の高速液体クロマトグラフィー用、アセトニトリルは関東化学㈱

製 LC-MS 用、酢酸は富士フイルム和光純薬㈱製の高速液体クロマトグラフ

ィー用を用いた。 

 

          

Amantadine            Rimantadine          Umifenovir (Arbidol) 

Ḿ.W.: 151.25           M.W.: 179.30            M.W.: 477.42 

 

      

Oseltamivir                 Peramivir               Zanamivir 

M.W.: 312.40             M.W.: 328.41            M.W.: 332.31 

 

 

Laninamivir 

M.W.: 346.34 

 

Fig. 1. Structures of analytes 
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２．３．装置 

ホモジナイザーは SMT COMPANY 社製マルチディスパーサー PB-95、遠

心分離機は KUBOTA 社製ユニバーサル冷却遠心機 5930、ロータリーエバポ

レーターは BUCHI 社製有機溶媒回収装置 V-703 を用いた。高速液体クロマ

トグラフは島津製作所製 LC-20、質量分析装置は SCIEX 社製 API-

5500QTRAP を使用した。 

 

２．４． 測定条件 

 LC-MS/MS の操作条件を表 1 に示した。 

 

Table 1. LC-MS/MS operating conditions 

LC column

Mobile phase

Linear gradient elution

Time(min) A(%) B(%)

0 20 80

5 20 80

15 50 50

25 50 50

Flow rate 0.2 mL/min

Column temperature 40℃

Injection volume 10 µL

Run time 35 min

Ionization mode ESI(positive mode)

Ion spray voltage 5,500V

Curatin gas (N2) 50 psi

Desolvation temperture 400℃

Collision gas 8 psi

Ion source gas 1 50 psi

Ion source gas 2 50 psi

MS Conditions

Parameter Setting

LC Conditions

ZIC-HILIC (2.1 mm i.d.×150 mm,3.5 µm)

A=1 vol% acetic acid

B=1 vol% acetic acid in acetonitrile

 

 

２．５．検量線の作成 

混合標準溶液をアセトニトリル-メタノール-1％酢酸(8:1:1)混液で希釈し、

0.00005～0.010 mg/L の濃度範囲の標準溶液を調製し、それぞれ 10 µL を LC-

MS/MS に注入した。得られたクロマトグラムから各抗ウイルス剤のピーク

面積を求め、絶対検量線法により検量線を作成した。 
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２．６．試験溶液の調製 

２．６．１．抽出 

試料 10 g を 100 mL のポリプロピレン製遠心分離管に秤量した。そこに、

メタノール－水（9：1）を 50 mL 加え、ホモジナイザーで撹拌後、3,000 

rpm(1,880×g)、4℃で 10 分間遠心分離を行った。得られた上清を 200 mL メ

スフラスコに分取した。残渣にメタノール－水（9：1）を 50 mL 加えてホモ

ジナイザーで撹拌後、同様に遠心分離を行った。得られた上清をメスフラス

コに合わせ、メタノール－水（9：1）を用いて正確に 200 mL に定容したも

のを試料溶液とした。 

 

２．６．２．精製 

あらかじめメタノール 10 mL でコンディショニングした InertSep MAX カ

ートリッジおよび InertSep MCX カートリッジを InertSep MAX カートリッジ

が上になるように連結した（タンデムカラム）。これに、6．1 の抽出操作で

得られた試料溶液の 10 mL を負荷した。さらにメタノール 20 mL を流して

溶出させのち、InertSep MAX カートリッジを外した。残った InertSep MCX

カートリッジを 1％ギ酸含有メタノール、水およびメタノールそれぞれ 10 

mL で洗浄した。その後、25％アンモニア水－メタノール（1：19）および 25％

アンモニア水－メタノール（1：9）の順にそれぞれ 10 mL を流し、抗ウイル

ス剤を溶出した。 

溶出液を減圧下、溶媒留去して得られた残渣をアセトニトリル－メタノー

ル－1％酢酸（8：1：1）混液 5 mL で溶解したものを試験溶液とした。 

分析操作を Scheme 1 に示した。 
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試料 10 g 

 

抽出 

メタノール－水（9：1） 50 mL 

遠心分離 

 

有機層＋水層       残留物 

メタノール－水（9：1） 50 mL 

遠心分離 

 

有機層＋水層   

 

定容 

メタノール－水（9：1） 200 mL 

試料溶液 

 

InertSep® MAX（500 mg/6 mL）カートリッジ 

InertSep® MCX（500 mg/6 mL）カートリッジ接続 …photo 

試料溶液 10 mL（負荷） 

メタノール 20 mL（溶出） 

InertSep® MAX（500 mg/6 mL）を取り外す 

1%ギ酸含有メタノール 10 mL（洗浄） 

水 10 mL（洗浄） 

メタノール 10 mL（洗浄）   

25％アンモニア水－メタノール（1：19）（溶出） 

25％アンモニア水－メタノール（1：9） （溶出） 

濃縮 

 

定容 

アセトニトリル－メタノール－1％酢酸（8：1：1） 5 mL 

LC-MS/MS 

 

Schem 1. Analytical procedures for antiviral agent in chicken muscle 
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２．７．定量 

得られた試験溶液を表 1 に示した LC-MS/MS の操作条件により、測定を

行い、得られたピーク面積から絶対検量線により各抗ウイルス剤の定量を行

った。 

 

３．結果および考察 

３．１．測定条件の検討  

３．１．１．MS 条件の検討  

各抗ウイルス剤を LC-MS/MS で測定するための MS 条件の検討を既報 73)-75)

を参考に行った。イオン化モードについてはエレクトロスプレーイオン化法

（ESI）を用いることとした。測定モードを選択するために、インフュージョ

ン測定を行ったところ、すべての抗ウイルス剤でプロトン付加分子が強く検

出された。次に、それぞれのプロトン付加分子をプリカーサーイオンとして、

Selected Reaction Monitoring（SRM）モードでの測定条件を検討した結果、衝

突誘起解離によって、それぞれプロダクトイオンが検出された。図 2 に各抗

ウイルス剤のマススペクトルを示す。図に示す点線 A（   ）で定量イオ

ン、点線 B（   ）で定性イオンとなる部位が脱離したものと考えられた。

すなわち、アマンタジンおよびリマンタジンは、アミノ基が脱離したと考え

られるそれぞれ、m/z 152.5→134.9 および m/z 180.1→163.1 を定量イオンと

した。しかし、アマンダジンとリマンダジンで用いた定性イオンは、さらに

アダマンタン骨格が開裂して生じたものと考えられるが生成イオンの構造

を推測することはできなかった。アルビドールは、点線 A でエステル結合が

開裂した m/z 479.0→434.0 を定量イオンに、さらに点線 B でインドール基が

脱離し、ジメチルアミノ基が残っていると考えられる骨格を持つ m/z 479.0→

280.9 を定性イオンとすることにした。ラニナミビルは、点線 A でヒドロキ

シ基のあるC2H5O2が脱離したと考えられるm/z 347.1→60.1を定量イオンに、

点線 B でアセトアミド基とグアジニノ基が脱離したと考えられる m/z 347.1

→121.0 を定性イオンとすることにした。オセルタミビルは、点線 A でアセ

チルアミンおよびエチルプロポキシ基が脱離したと考えられる m/z 313.1→

166.1 を定量イオンに、さらに点線 B でエトキシ基が脱離した考えられる m/z 

313.1→120.1 を定性イオンとすることにした。ペラミビルは、点線 A でグア

ジニノ基が脱離したと考えられる m/z 329.2→270.1 を定量イオンに、点線 B

で開裂して生成したエチルプロポキシ基を持つアミンと考えられる m/z 

329.2→100.1 を定性イオンとすることにした。ザナミビルは、点線 A で開裂

したピラン環の 6位にある側鎖のプロピル基の一部が残ったものと考えられ

る m/z 333.1→60.0 を定量イオンに、点線 B の開裂で剥離したピラン環とカ
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ルボキシル基に由来する考えられる m/z 333.1→121.0 を定性イオンとするこ

とにした。それぞれのモニターイオンに最適な条件を表 2、それぞれのマス

クロマトグラムを図 3 に示した。 

 

  

Table 2. SRM parameters of analytes 

precursor m/z product m/z DP
※1

(V) CE
※2

(eV) CXP
※3

(V)

 Amantadine 152.5 134.9
a) 96 18 6

152.5 79.0
b) 96 39 12

 Rimantadine 180.1 163.1
a) 96 23 14

180.1 120.1
b) 96 37 14

 Arbidol 479.0 434.0
a) 66 23 20

479.0 280.9
b) 66 45 14

 Laninamivir 347.1 60.1
a) 136 21 8

347.1 121.0
b) 136 35 28

 Oseltamivir 313.1 166.1
a) 96 23 14

313.1 120.1
b) 96 37 12

 Peramivir 329.2 270.1
a) 81 25 14

329.2 100.1
b) 81 40 14

 Zanamivir 333.1 60.0
a) 126 21 8

333.1 121.0
b) 126 37 16  

※1 Declustering potential    ※2 Collision energy    ※3 Collision cell exit 

potential 

a） Used for a quantitative analysis    b） Used for a qualitative analysis 
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 Amantadine  

     

 Rimantadine 

     

 Arbidol  

     



   

24 

 

 Laninamivir 

    

 Oseltamivir 

    

 Peramivir 
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 Zanamivir 

    

Fig. 2. Mass spectrum of antiviral agent 

 Amantadine,  Rimantadine,  Arbidol,  Laninamivir,  Oseltamivir,  

 Peramivir,  Zanamivir  

 

３．１．２．LC 条件の検討 

これまで報告されている抗ウイルス剤の分析における LC カラムとしては、

逆相系のカラム（ODS）が多く用いられている 73)- 76)。そこで、いくつかの一

般的な ODS 系のカラムについて検討したが、保持時間が早いものから遅いも

のまで幅があり、また、テーリングするなどピークの形状もよくない化合物

もあった。ODS 系のカラムで７種類の抗ウイルス剤を一斉に測定することは

困難であった。次に、対象とした抗ウイルス剤が塩基性物質または両性物質

であることから、分析カラムとしてスルホン基を修飾した陽イオン交換カラ

ムについて検討を行った。 

陽イオン交換カラムでは ODS 系のカラムと比較して、全体的に保持時間の

幅が狭まったが、ラニナミビル、ザナミビルのピーク形状がテーリングする

など悪かった。そこで、近年、極性物質の分析に用いられるようになった親

水性相互作用を有する Hydrophilic Interaction Chromatography (HILIC)カラムを

用いて検討した。移動相には HILIC 分析で広く使われるアセトニトリル－水

系を用いた。HILIC カラムは、その固定相の種類により溶出挙動が異なるこ

とから、Inertsil Amide、 Inertsil HILIC（以上、GL サイエンス社製)，Triart Diol

－HILIC(YMC 社製)，PC HILIC(大阪ソーダ社製)， ZIC-HILIC（メルク社製）

などの HILIC カラムについて先に示した操作条件に従い各抗ウイルス剤の検

出状況を検討した。その結果、各ピークの分離や形状および MS 感度は、ZIC-
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HILICが最適であることが分かった。ZIC-HILICは図 3に示す通り、他のHILIC

カラムと同じように親水性の官能基を持つため、基材の表面に水和層が形成

されることにより、親水性の分配が働いていると考えられる。また、ベタイ

ン構造を持つスルフォベタイン基が修飾されており、2 次的相互作用として、

アミノ基を持つ抗ウイルス剤との静電的相互作用による分配が考えられる。

一方で、スルフォベタイン基が両性イオンであるため、スルフォベタイン基

の 4 級アミンによって、両性物質であるラニナミビル、ザナミビルのカルボ

キシル基との相互作用が働き、保持が強まることにより保持時間が安定し、

良好なクロマトグラムが得られたと考えられた。 

 

 

 

 

Fig. 3. ZIC-HILIC column retention mechanism 

 

移動相の溶媒系としてはアセトニトリルとメタノールについて検討を行っ

た。LC-MS/MS の移動相の添加剤としては広く使用され、7 種の抗ウイルス剤

のイオン化促進に最適なギ酸、酢酸、ギ酸アンモニウムを用いて種々検討を

行った。その結果、添加剤には溶出状況が最も良好であった酢酸を用いるこ

ととし、その添加濃度について検討した。すなわち、酢酸を 3 濃度（0.5、1 お

よび 2％）、有機溶媒として同濃度の酢酸含有アセトニトリルおよびメタノー

ルとの組み合わせについて検討した。その結果、1％酢酸含有アセトニトリル

‐1％酢酸を移動相とするグラジェント溶離を行った場合に最も良好なピー
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ク形状、感度が得られた、以上の結果より、本法ではカラムとしてZIC-HILIC、

移動相には 1％酢酸含有アセトニトリル―1％酢酸のグラジエントによる分析

条件を採用することとした。図 4 に 7 種類の抗ウイルス剤混合標準溶液の TIC

クロマトグラムを示した。TIC では、リマンタジンとオセルタミビルの保持

時間が近似したが、SRM において良好に分離することも確認できた（枠内）。

また、作成した条件で検量線を作成したところ、決定係数（R2）は、すべて

の抗ウイルス剤で 0.999 以上と良好であった。 

 

 

Fig. 4. TIC chromatogram of antiviral agent 

standard solutions (concentration: 0.005 mg/L) 

 Arbidol,  Rimantadine,  Oseltamivir,  Amantadine,  Peramivir,  

 Laninamivir,  Zanamivir  

Insets show expanded views of the rimantadine () and oseltamivir () 

peaks (concentration: 0.001 mg/L). 

 

３．２．試験溶液の調製  

３．２．１．抽出法 

食品中からの塩基性物質である抗ウイルス剤の抽出には、アセトニトリル

やメタノールとこれらに水や酸を加えた極性溶媒 76)-78)の他、マキルベン緩衝

液 69)などを用いた報告もある。しかし、今回の分析対象である抗ウイルス剤
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の多くは塩基性物質であるが、ペラミビル、ザナミビルおよびラニナミビル

は分子構造中にカルボキシル基を有する両性物質である。そこでこのように

化学的性質が大きく異なる抗ウイルス剤を効率よく抽出できる溶媒系につい

て検討した。鶏の筋肉をペースト状にした試料 10 g にそれぞれの抗ウイルス

剤 0.1 µg を添加し、抽出溶媒としてメタノール、アセトニトリル、酢酸エチ

ル、アセトン、アセトニトリル－n-ヘキサン混液およびメタノール－アセトニ

トリル混液を用いてそれぞれの抽出率について比較検討した。 

その結果、メタノールおよびアセトンで 80％以上の比較的良好な回収率が

得られた。そこで、抗ウイルス剤の抽出として報告 70), 77)がある有機溶媒に水

を加えた混液での抽出率について検討した。比較的良好な回収率が得られた

メタノールおよびアセトンとこれに水を加えた混液のメタノール－水（95：

5）、メタノール－水（9：1）、メタノール－水（8：2）、アセトン－水（95：

5）、 アセトン－水（9：1）およびアセトン－水（8：2）混液について抽出率

を調べたところ、メタノール－水（9：1）ですべての抗ウイルス剤で 90％以

上の良好な回収率が得られた。しかし、各抗ウイルス剤はその置換基に違い

があるため、抽出溶媒の pH による影響について検討を行った。 

その結果、pH の影響による抽出効率に違いがみられなかったため、抽出溶

媒にはメタノール‐水（9：1）を用いることとした。 

 

３．２．２．固相抽出カラムによる精製 

今回の分析法は、鶏肉だけではなくその加工品や鶏卵を対象としている。

そのため、測定において脂質などの低極性成分やその他の食品由来成分の影

響が懸念されたことから、精製工程の必要であると考えられた。 

抗ウイルス剤の精製は、一般的には逆相系固相抽出カラムの C1876)あるい

は、塩基性化合物のアマンタジンやリマンタジンを測定対象にしている報告

では、陽イオン交換系固相抽出カラム 73)，75)を使用していることが多い。 

一般的にミニカラムは図 5 に示した通り、負荷溶媒などでコンディショニ

ングしたカラムに目的物質を含む溶液を負荷した後、夾雑物と親和性のある

溶媒で洗浄を行い、その後、目的物質を溶出させることで精製を行う。 
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Fig. 5. Purification process flow using solid phase cartridge 

 

まず、今回分析対象とした抗ウイルス剤はほとんどが塩基性物質または両

性物質であるため、精製には、無極性固相の C18，PH のミニカラムに比べ選

択性が高いイオン交換系のカラムを用いる方が、精製効果が大きいと考えら

れた。そこで、強陽イオン交換系の InertSep MCX カートリッジを用いて各抗

ウイルス剤の挙動について調べた。まず、メタノールで調製した抗ウイルス

剤の 0.1 µg/mL 混合標準溶液 5 mL を InertSep MCX カートリッジに負荷した

ところ、抗ウイルス剤はいずれも良好に保持された。次に、イオン性の夾雑

物等を除去する目的で InertSep MCX カートリッジに 1％ギ酸－メタノール、

水およびメタノールそれぞれ 10 mL を用いて洗浄したところ、洗浄液に抗ウ

イルス剤はいずれも検出されず、十分に保持されていた。 

なお、一般的に汎用される固相抽出カラムである逆相系の InertSep C18 カ

ートリッジおよびポリマー系の OASIS HLB カートリッジについても適用の

検討を行った。抗ウイルス剤の 0.1 µg/mL 混合標準溶液を水、アセトニトリル

およびメタノールで調製し、それぞれのカラムに各々1 mL 負荷したところ、

いずれのカラムにもラニナミビル、ザナミビルおよびペラミビルは保持され

なかった。これらは両性の極性物質であったため、カラムに保持されなかっ
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たものと考えられた。 

次いで InertSep MCX カートリッジからの溶出溶媒について検討した。溶出

溶媒として、25％アンモニア水-メタノール混液を用いて、その混合比率を変

え 5 mL ずつの溶出状況について調べた。 

その結果、図 6 示す通り、25％アンモニア水－メタノール（1：19） (図 6(1))、 

25％アンモニア水－メタノール（1：9）(図 6(2))では、ラニナミビルとザナミ

ビルを十分に溶出することができなかった。しかし、InertSep MCX カートリ

ッジからの抗ウイルス剤の溶出に、まず 25％アンモニア水－メタノール（1：

19）10 mL を流し、次いで 25％アンモニア水－メタノール（1：9）10 mL を

段階的に用いたところラニナミビルとザナミビルの回収率が良くなることが

判明した(図 6(3))。これは、ラニナミビルとザナミビルが両性物質であるため

カラム内での溶出溶媒の極性の変化によって溶出挙動に変化が生じたと考え

られた。また、ザナミビル及びラニナミビルの LogP が同程度であることから

同じような挙動を示したと考えられた。 

次に、実試料として鶏の脂肪での適用を試みたところ、InertSep MCX カー

トリッジのみでは精製が十分ではなかった。そこで、精製効果を高めるため、

追加の精製を検討した。今回、分析対象が塩基性物質や両性物質であるため、

イオン性の物質が妨害となると考えられた。そこで、追加するカラムとして、

強陰イオン交換系の InertSep MAX カートリッジを用いた。



   

31 
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Fig. 6. Recovery of antiviral agents from each fraction of different solvents used for elution from the InertSep® MCX cartridge 

Five milliliters of standard solution (0.1 mg/L in methanol) was loaded onto the InertSep® MCX cartridge and washed with 1% 

HCOOH-methanol, water, and methanol. It was then eluted with solvents at various ratios of 25% ammonia-methanol. Five milliliters of 

each fraction was collected and the recovery of each antiviral agent was assessed. The ratios of 25% ammonia-methanol used for elution 

are as shown in (1) to (3) below. n=3 

(1) Collected six fractions of 5 mL each of 25% ammonia-methanol (1:19). 

(2) Collected six fractions of 5 mL each of 25% ammonia-methanol (1:9). 

(3) Collected two fractions of 5 mL each of 25% ammonia-methanol (1:19), and then four fractions of 5 mL each of 25% ammonia-

methanol (1:9). 
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まず、メタノール－水（9：1）で調製した 0.1 µg/mL の混合標準液 1mL を

メタノール－水（9：1）10mL に加え、InertSep MAX カートリッジに負荷し

た。その結果、一部の抗ウイルス剤がカラムに残留したが、さらにメタノー

ル 20 mL を流すことで、すべての抗ウイルス剤を溶出することができた。こ

の InerSep MAX カートリッジからの溶出液を InertSep MCX カートリッジに

負荷したところ、すべての抗ウイルス剤が InertSep MCX カートリッジに保持

された。さらに、実試料としてメタノール－水（9：1）で抽出した鶏脂肪の試

料溶液に、0.1 µg/mL の混合標準液を 1mL 添加して、InertSep MAX カートリ

ッジからの溶出を確認した。一方、InertSep MAX カートリッジにはリン脂質

と思われる黄色のバンドが観察され、不純物が InertSep MAX カートリッジに

保持されていることが示唆された。 

これらの結果から、写真のように InertSep MAX カートリッジ（上段）と

InertSep MCX カートリッジ（下段）を組み合わせたタンデムカラムを用いて

精製することとした。 

 

       

 

Photo. InertSep® MAX cartridge (top) and InertSep® MCX cartridge (bottom) 

connected in tandem 

 

このタンデムカラムを用いた精製は、図 7 示す通り、SRM のクロマトグラ

ムに分析の妨げとなる夾雑物のピークが小さくなる効果を示した。また、マ

トリックスの影響もリマンタジンで 0.75 から 0.95 に改善した。回収率も 90％

以上と良好な結果であった。 

  

InertSep® MAX cartridge 

InertSep® MCX cartridge 
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Fig. 7 Effects of purification using the tandem column on SRM chromatograms of 

rimantadine in the sample solution extracted from chicken fat 

(1) Rimantadine standard solution (0.001 mg/L) 

(2) Purification with the InertSep MCX® Cartridge 

(3) Purification using the tandem column of the InertSep MCX® cartridge and 

InertSep MAX® cartridge 

 

３．３．添加回収実験 

鶏筋肉、鶏脂肪、鶏肝臓、鶏心臓、鶏砂肝（砂嚢）および鶏卵の計 6 種の試

料をペースト状にした後、一律基準値(0.01 mg/kg)に相当する抗ウイルス剤混

合標準溶液を添加し、30 分間室温で放置したのち、抽出操作を行った。測定

の結果を表 3 に示した。6 試料における試行数 5 回における真度は、77.9～

97.5％、併行精度は 1.7～9.2％であった。また、焼き鳥、唐揚げおよびゆで卵

などの加工品 9 試料に対して添加回収試験を行った。その結果、表 4 に示し

た通り、真度は、72.6～99.2％、併行精度は 3.0～11.2％であった。図 8①～④

に各抗ウイルス剤と鶏脂肪の代表的な SRM クロマトグラムを示した。検討し
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たすべての試料において分析の支障となるピークは認められなかった。 
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Table 3. Recovery of antiviral agents from chicken tissues and eggs 

Amantadine Rimantadine Arbidol Laninamivir Oseltamivir Peramivir Zanamivir

     Muscle 94.8 (2.8 , 0.94) 93.1 (5.5 , 0.92) 92.3 (8.3 , 0.96) 88.5 (5.5 , 0.94) 97.5 (3.2 , 0.99) 84.4 (3.1 , 0.92) 88.1 (1.7 , 0.94)

     Fat 81.1 (7.7 , 0.99) 80.8 (7.7 , 0.98) 86.7 (6.4 , 0.90) 85.1 (6.5 , 1.00) 86.2 (7.8 , 1.01) 89.7 (7.8 , 1.04) 87.6 (6.7 , 1.01)

     Liver 81.8 (4.7 , 0.92) 82.7 (8.7 , 0.95) 83.2 (6.4 , 0.91) 81.4 (5.3 , 0.98) 77.9 (5.9 , 0.86) 87.7 (8.7 , 0.96) 83.7 (7.6 , 0.90)

     Gizzard 89.5 (9.2 , 0.95) 78.8 (6.1 , 0.87) 95.1 (9.0 , 0.93) 80.4 (4.5 , 0.97) 91.6 (6.9 , 0.93) 86.4 (4.9 , 0.92) 90.0 (3.8 , 0.96)

     Heart 86.9 (5.9 , 0.92) 89.5 (4.3 , 0.96) 91.4 (5.6 , 0.99) 86.1 (6.0 , 0.96) 80.6 (4.4 , 0.96) 86.8 (6.8 , 0.96) 79.4 (5.6 , 0.84)

     Egg 88.8 (3.7 , 0.94) 90.9 (3.7 , 0.99) 85.9 (6.8 , 1.00) 83.6 (3.1 , 0.90) 85.7 (5.7 , 1.00) 85.2 (7.5 , 0.96) 83.3 (4.7 , 0.94)

Sample

Recovery(%)
※1

 ( Repeatability(%) , Matrix effect
※2

)

 
 Samples were spiked with 0.01 mg/kg of each antiviral agent (each compound), n=5.   

※1 Mean of five replicates 

※2 The matrix effect is expressed as a ratio of the peak area of the matrix standard to the peak area of the standard (0.001 mg/L) 

in the solvent. 
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Table 4. Recovery of antiviral agents from chicken products and boiled eggs 

Amantadine Rimantadine Arbidol Laninamivir Oseltamivir Peramivir Zanamivir

 Yakitori(sauce) 82.8 (7.7 , 0.85)  78.0 (9.0  , 0.78) 99.2 (4.9 , 1.00) 88.9 (4.3 , 0.88)  89.1 (8.8  , 0.86) 89.5 (7.6 , 0.88) 72.6 (4.8 , 0.81)

 Yakitori(salt) 90.3 (9.7 , 0.93)  97.8 (8.3  , 1.05) 98.5 (3.1 , 0.98) 88.5 (5.1 , 0.90)  92.4 (7.0  , 0.94) 79.1 (9.4 , 0.83) 86.3 (8.9 , 0.94)

 Fried chicken 79.5 (7.3 , 0.80)  80.5 (5.1  , 0.78) 84.2 (9.7 , 0.83) 84.0 (8.3 , 0.91)  86.3 (9.5  , 0.96) 78.8 (9.1 , 0.92) 76.1 (7.6 , 0.84)

 Steamed chicken 90.4 (8.9 , 0.91)  82.9 (7.0  , 0.89) 91.5 (8.4 , 0.92) 90.5 (5.0 , 0.95)  90.4 (6.1  , 0.92) 93.5 (8.1 , 0.91) 88.4 (6.2 , 0.93)

 Chicken cutlet 92.5 (8.9 , 0.85)  88.5 (10.8 , 1.02) 96.7 (4.4 , 0.98) 85.3 (3.0 , 0.91)  74.0 (4.8  , 0.82) 87.7 (7.4 , 0.92) 92.1 (3.2 , 0.89)

 Chicken steak 93.2 (7.9 , 0.94)  91.0 (5.3  , 1.00) 91.5 (3.8 , 1.01) 87.0 (7.0 , 0.95)  90.2 (8.2  , 0.99) 91.0 (4.1 , 0.95) 98.6 (8.1 , 0.96)

 Roasted duck 91.3 (3.8 , 0.88)  95.4 (6.9  , 1.04) 97.1 (5.8 , 0.97) 82.3 (7.0 , 0.86)  88.5 (9.3  , 0.96) 97.0 (7.2 , 0.99) 93.6 (5.0 , 0.92)

 Chicken soboro 87.2 (8.7 , 0.94)  88.1 (7.5  , 0.96) 89.6 (8.2 , 1.00) 82.2 (7.3 , 0.88)  76.6 (11.2 , 0.90) 82.4 (5.6 , 0.91) 87.5 (8.0 , 0.91)

 Boiled egg 80.6 (6.0 , 0.90)  75.0 (7.8  , 0.88) 85.8 (9.2 , 0.91) 78.8 (4.2 , 0.86)  73.3 (5.8  , 0.84) 78.4 (3.1 , 0.90) 75.3 (4.7 , 0.88)

Sample

Recovery(%)
※1

 ( Repeatability(%) , Matrix effect
※2

)

 

 

Samples were spiked with 0.01 mg/kg of each antiviral agent (each compound), n=5. 

※1 Mean of five replicates 

※2 The matrix effect is expressed as a ratio of the peak area of the matrix standard to the peak area of the standard (0.001 mg/L) 

in the solvent. 
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①Arbidol  

    

 

Fig. 8－①. SRM chromatograms of each antiviral agent 

(1) each antiviral agent standard solution (0.001 mg/L) 

(2) (    ) : test solution prepared from a chicken muscle sample,  

(    ): test solution prepared from a chicken muscle sample spiked with antiviral agents  

at a concentration of 0.01 mg/kg. 

 Arbidol,  Rimantadine,  Oseltamivir,  Amantadine,  Peramivir,  Laninamivir,  Zanamivir 

 

 

 

 

 

 

(1) (2) 
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②Rimantadine  

    

③Oseltamivir 

    

Fig. 8－②. SRM chromatograms of each antiviral agent 

(1) (2) 

(1) (2) 
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④Amantadine 

     

⑤Peramivir 

     

Fig. 8－③. SRM chromatograms of each antiviral agent 
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⑥Laninamivir 

    

⑦Zanamivir 

    

Fig. 8－④. SRM chromatograms of each antiviral agent 
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本試験法における定量下限値(LOQ)は、各抗ウイルス剤 0.01 mg/kg を添加

した試料のクロマトグラムの S/N 比が 10～830 の範囲であった。S/N 比が 10

を満たしたことから、本試験法における定量下限値は、0.01 mg/kg と設定し

た． 

また、アマンタジンおよびリマンタジンの保持時間付近にピークが観察さ

れたが、選択性に影響はないと判断した。 

なお、試料マトリックスの影響を確認するため、0.001 mg/L (試料中；0.01 

mg/kg 相当)の各マトリックス添加標準溶液と溶媒標準溶液とのピーク面積

の比を求めたところ、 0.84～1.04 であった．肝臓、心臓などの内臓の肉でオ

セルタミビルやザナミビルでマトリックスの影響が大きくなる傾向があっ

た。しかし、今回対象としたすべての抗ウイルス剤は、重水素や C13 などの

安定同位体でラベル化された内部標準試薬の入手が可能であることから、内

部標準を用いた検量線を使用することもできる。また、機器の感度が十分に

ある化合物については、さらに希釈を行うことでマトリックスの影響を小さ

くすることができると考えられた。 

 

３．４．実態調査 

市販されている鶏肉（筋肉、脂肪、肝臓、心臓および砂肝）の 10 試料、鶏

卵の 2 試料。それらの加工品である焼き鳥（たれ、塩）6 試料、唐揚げ、サ

ラダチキン、鶏の燻製、チキンカツそれぞれ 4 試料、チキンステーキ 3 試料、

ゆで卵、肉だんごそれぞれ 2 試料、鶏そぼろ 1 試料の加工品で 30 試料、合

計 42 試料について、開発した試験法を用いて 7 種の抗ウイルス剤の分析を

行った。その結果、いずれの抗ウイルス剤も検出されなかった。なお、実態

調査に用いた試料は、添加回収試験を実施して S/N＝3 以上で抗ウイルス剤

が検出されることを確認した。 

 

４．小括 

本研究では、鳥インフルエンザの予防薬として使用実績のあるアマンタジ

ン、使用される可能性があるオセルタミビル、ザナミビル、ペラミビル、ラ

ニナミビル、リマンダジンおよびアルビドールの計 7 種類の抗ウイルス剤を

同時に測定する LC-MS/MS 法を開発した。分析法の概要は、試料からメタノ

ール－水（9：1）で抽出し、InertSep MAX カートリッジ（上側）及び InertSep 

MCX カートリッジ（下側）を連結したミニカラムで精製した後、LC-MS/MS 

で測定する方法である。対象とした 7 種類の抗ウイルス剤は、物理的、化学

的に性質の異なる化合物であることから、精製工程においてポリマー系の陰
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イオン交換体ミニカラムとポリマー系の陽イオン交換体ミニカラムをタン

デムに組み合わせることでイオン性の夾雑物だけではなく、ポリマー系の基

材が持つ疎水性相互作用の働きによって低極性の夾雑物を合わせて取り除

くことができ、精製効率を上げることができた。このタンデムにミニカラム

を組み合わせた精製方法は、食品分析の分野での使用例は少なく、物性の異

なる物質の精製に大きな効果があることが見いだされた。また、LC-MS/MS

測定にはスルフォベタイン基が修飾された ZIC-HILIC カラムを用いること

で 7種類の抗ウイルス剤を短時間にピーク形状も良好なクロマトグラムを得

ることができた。 

また、開発した試験法を用いて鶏組織および鶏卵など 6 試料及び焼き鳥、

唐揚げ、サラダチキン、チキンステーキ、チキンカツなど 9 種類の加工品に

適用した結果、真度、併行精度ともに良好な結果であった。本分析法は、日

本での消費量が多い鶏の加工品等にも適用できることが確認された。したが

って、中国等から輸入される種々の鶏加工品のモニタリング検査にも活用で

きると考えられた。 

なお、本研究は厚生労働省の厚生労働科学研究として採用されたものであ

り、将来、公定法への適用が期待できる。 
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第 2 章 食品中の農薬・動物用医薬品の分析法に関する研究 

第 1 節 LC-MS/MS による農産物および畜水産物中のジニコナゾールの分析

法 

１．緒言 

ジニコナゾールは、農作物に対するトリアゾール系の殺菌剤である。そ

の作用機序は主として菌類の細胞膜の形成に必要なエルゴステロールの生

合成における 14α-脱メチル化を阻害することにより、寄主植物の内部ある

いは表面上での菌糸の生長を阻害することによると考えられている。うど

ん粉病、赤さび病、黒星病など広範囲の疾病を抑制するのに有効な薬剤で

あるが、わが国では農薬として登録されておらず、残留農薬基準も設定さ

れていないことから、一律基準値（0.01 ppm）が適用される農薬である。こ

こ数年、検疫所のモニタリング検査や東京都等の調査で韓国産のエゴマ 79)

やタイや中国産の未成熟えんどう 80)からジニコナゾールが検出される事例

が相次ぎ、残留実態を把握する必要性が高まっている。また、農産物だけ

でなく、飼料を経由した畜水産物への残留も懸念され、農産物の他、畜産

物、水産物にも適用できる試験法の開発が望まれている。 

ジニコナゾールの分析法としては GC81)，82)、 HPLC83)、 HPLC-MS84)，85) 

などいくつか報告されているが、農産物に対する分析法が中心であり、畜

水産物をも含めた分析法はほとんど見られない。今回、農産物に加え、畜

水産物にも幅広く適用できることを目標にしてジニコナゾール分析法の開

発を行った。 

ジニコナゾールの構造式を図 1 に示した。 

 

 

M.W. : 326.23   Log Pow:4.3(25℃) 

Fig.1. Structure of diniconazole 

 

２．実験方法 

２．１．試料 

試料は、神奈川県内のスーパーマーケット、小売店にて市販品を購入し
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た。農産物として玄米（秋田県産）、大豆（北海道産）、ほうれんそう

（埼玉県産）、キャベツ（群馬県産）、ばれいしょ（北海道産）、オレン

ジ（輸入）、りんご（青森県産）および茶（静岡県産）の計 8 種、畜水産

物として牛の筋肉（国産）、牛の脂肪（国産）、牛の肝臓（国産）、鶏卵

（千葉県産）、牛乳（北海道産）、はちみつ（3 種類：アンジェリカ、メリ

ーロート、リンデン）（輸入）、しじみ（国産）および千葉県内の養殖業

者から購入したうなぎの計 8 種を用いた。 

 

２．２．試薬 

 ジニコナゾール標準品は Sigma-Aldrich 社製(純度 99.8％)を用いた。標準

品は、10 mg を精秤し、アセトニトリルに溶解して 10 mL としたものを標

準原液(1000 mg/L)とした。さらに、標準原液をアセトニトリル―水（1:1、

v/v）で 1 mg/L に希釈し、標準溶液とした。また、標準溶液をアセトンで

0.1 mg/L に希釈し、添加回収試験用の標準溶液とした。 

固相抽出カラム：InertSep FL-PR(1 g/6 mL)（以下フロリジルミニカラムと

する）（GL サイエンス㈱製）、InertSep GC(500 mg/6 mL)（以下グラファイ

トカーボンミニカラムとする）（GL サイエンス㈱製）フロリジルミニカラ

ムはあらかじめ n-ヘキサン 20 mL で、グラファイトカーボンミニカラムはア

セトン－n-ヘキサン（2:3、v/v）混液 20 mL でコンディショニングしたもの

を用いた。 

その他の試薬：アセトンは富士フイルム和光純薬㈱製の残留農薬試験用、

アセトニトリルおよび n-ヘキサンは関東化学㈱製の残留農薬試験用を用い

た。ケイソウ土は富士フイルム和光純薬㈱製のハイフロスーパーセルを用い

た。LC-MS の移動相には、関東化学㈱製のアセトニトリルおよび富士フイル

ム和光純薬㈱製のギ酸を用いた。 

 

２．３．装置 

ホモジナイザーは SMT COMPANY 社製マルチディスパーサー PB-95、遠

心分離機は久保田商事㈱製ユニバーサル冷却遠心機 5930、ロータリーエバ

ポレーターは BUCHI 社製有機溶媒回収装置 V-703 を用いた。高速液体クロ

マトグラフは㈱島津製作所製 LC-20AD、質量分析装置は SCIEX 社製 API-

4000 を使用した。 

 

２．４．測定条件 

 LC-MS/MS 操作条件を表 1 に示した。 
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Table 1. LC-MS/MS operating conditions 

LC column

Mobile phase

Linear gradient elution

Time(min) A(%) B(%)

0 90 10

10 10 90

20 10 90

Flow rate 0.2 mL/min

Column temperature 40℃

Injection volume 10 µL

Run time 20 min

Ionization mode ESI(positive mode)

Ion spray voltage 4,500V

Curatin gas (N2) 10 psi

Desolvation temperture 400℃

Collision gas 8 psi

Ion source gas 1 30 psi

Ion source gas 2 20 psi

Transition

precursor m/z Cone Voltage(V) Collision energy(eV)

326.2 71 71

326.2 16 49

MS Conditions

70.1
a)

159.0
b)

Setting

LC Conditions

Inetsil ODS-3(2.1 mm i.d.×150 mm,3 µm)

A=0.1 vol% formic acid

B=0.1 vol% formic acid in acetonitrile

product m/z

a） Used for a quantitative analysis　　 b） Used for a qualitative analysis

Parameter

 

 

２．５．検量線の作成 

ジニコナゾール標準原液をアセトニトリル―水(1:1、v/v)混液で希釈し、

0.00125～0.0075 mg/L(n=6)の濃度範囲の検量線用標準溶液を調製し、それぞ

れを LC-MS/MS に注入した。得られたクロマトグラムからジニコナゾールの

ピーク面積を求め、絶対検量線法により検量線を作成した。 

 

２．６．試験溶液の調製 

２．６．１．抽出 

（１）農産物 

野菜（ほうれんそう、キャベツおよびばれいしょ）および果実（オレンジ、

りんご）の場合は、試料 20 g を量り採りアセトン 100 mL を加えてホモジナ
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イズしたのち、ケイソウ土を敷いたろ紙（直径 60 mm、No.5A、（有）桐山

製作所製）を用いて吸引ろ過した。残渣にアセトン 50 mL を加えて同様に操

作し、得られたろ液を合わせて 40℃以下で約 15 mL まで濃縮した。これに

10％塩化ナトリウム溶液 100 mL を加え、n-ヘキサン 100 mL および 50 mL で

2 回振とう抽出した。抽出液を合わせ、これに無水硫酸ナトリウムを加えて

脱水したのち、ろ過し、40℃以下で溶媒を留去した。残留物に n-ヘキサン 10 

mL を加えて溶解し、試料溶液とした。 

茶の場合は試料 5 g を量り採り、水 20 mL を加えて 30 分間放置し湿潤さ

せたのち、野菜および果実の場合と同様の操作を行い、試料溶液を作製した。 

玄米および大豆の場合は、試料 10 g を量り採り、水 20 mL を加えて 30 分

間放置し湿潤させたのち、野菜および果実の場合と同様の操作を実施したの

ち、脱水した溶媒を留去し、残留物に n-ヘキサン 30 mL を加え、n-ヘキサン

飽和アセトニトリル 30 mL ずつで 3 回振とう抽出した。アセトニトリル層を

合わせ、40℃以下で溶媒を留去したのち、残留物に n-ヘキサン 10 mL を加え

て溶解し、試料溶液とした。 

 

（２）畜水産物 

牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝臓、しじみ、うなぎおよびはちみつの場合は、

試料 20 g を量り採り、水 20 mL を加えてホモジナイズしたのち、これにア

セトン－n-ヘキサン（1：2）混液 100 mL を加え、さらにホモジナイズした。

毎分 2,500 回転（1,310×g）で 5 分間遠心分離し、上層のアセトン－n-ヘキサ

ン層を分取した。次いで下層のアセトン―水層および残渣に n-ヘキサン 50 

mL を加え同様に操作した．得られた有機層を合わせ、無水硫酸ナトリウム

を加えて脱水したのち、ろ過し、40℃以下で溶媒を留去した。はちみつ以外

の試料については以下の操作を実施した。残留物にヘキサン 30 mL を加え、

n-ヘキサン飽和アセトニトリル 30 mL ずつで 3 回振とう抽出した。アセトニ

トリル層を合わせ、40℃以下で溶媒を留去した。得られた残留物に n-ヘキサ

ン 10 mL を加えて溶解し、試料溶液とした。 

牛乳および鶏卵の場合は、試料 20 g を量り採り、アセトン－n-ヘキサン

（1：2）混液 100 mL を加え、ホモジナイズした。以下筋肉等と同様に操作

し、試料溶液とした。 

 

２．６．２．精製 

農産物および畜水産物で得られた試料溶液 1 mL を n-ヘキサン 20 mL でコ

ンディショニングしたフロリジルミニカラムに負荷し、次いでカラムを n-ヘ

キサン 20 mL で洗浄したのち、アセトン－n-ヘキサン（2：3）混液 10 mL で
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ジニコナゾールを溶出した。得られた溶出液の溶媒を 40℃以下で留去した。

残留物にアセトニトリル－水（1：1）混液 4 mL（玄米および大豆の場合は 2 

mL、茶および脂肪の場合は 1 mL）を加え溶解したものを試験溶液とした。 

葉緑素やその他の妨害物質の影響でさらに精製が必要なほうれんそうや

茶の場合は、フロリジルミニカラムでの洗浄後、このカラムの下にグラファ

イトカーボンミニカラムを接続し、この連結カラムにアセトン－n-ヘキサン

（2：3）混液 10 mL を注入し、溶出液を採取した。次いで、フロリジルミニ

カラムを取り外し、グラファイトカーボンミニカラムにアセトン－n-ヘキサ

ン（2：3）混液 10 mL を注入し、溶出液を先の溶出液と合わせた。この溶出

液の溶媒を 40℃以下で留去し、得られた残留物にアセトニトリル－水（1：

1）混液 4 mL（玄米および大豆の場合は 2 mL、茶の場合は 1 mL）を加えて

溶解したものを試験溶液とした。農産物（野菜・果実）の分析操作を Schem 

1、畜水産物（牛筋肉）の分析操作を Schem 2 に示す。 

 

２．７．定量 

得られた試験溶液を表 1 に示した LC-MS/MS の操作条件により、測定を

行い、得られたピーク面積から絶対検量線によりジニコナゾールの定量を行

った。 
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試料 10 g 

 

抽出 

アセトン 100 mL、50 mL（2 回抽出） 

濃縮 

 

n-ヘキサン転溶 

10％塩化ナトリウム溶液 100 mL 

n-ヘキサン 100 mL 

  

n-ヘキサン層        水層 

n-ヘキサン 100 mL 

n-ヘキサン層 

  

脱水 

 

濃縮 

n-ヘキサン 10 mL に定容 

試料溶液 

 

     InertSep® FL-PR（1 g/6 mL） 

試料溶液 1 mL 負荷 

n-ヘキサン 20 mL 洗浄 

     InertSep® FL-PR（1 g/6 mL）（上側） 

InertSep® GC（500 mg/6 mL）（下側）接続 

アセトン－n-ヘキサン（2：3）10 mL 溶出 

InertSep® FL-PR を取り外す 

アセトン－n-ヘキサン（2：3）10 mL 溶出 

濃縮 

 

定容 

 

LC-MS/MS 

 

Schem 1. Analytical procedures for diniconazole in vegetables and fruits 
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試料 20 g 

 

抽出 

アセトニトリル－n-ヘキサン（1：2） 100 mL 

遠心分離 

 

有機層           残留物 

n-ヘキサン 50 mL 抽出 

遠心分離 

 

有機層 

 

脱水 

 

濃縮 

n-ヘキサン 30 mL 

アセトニトリル/ヘキサン分配 

n-ヘキサン飽和アセトニトリル 30 mL×3 回 

振とう 

 

アセトニトリル層     

 

濃縮 

n-ヘキサン 10 mL に定容 

     試料溶液 

 

     フロリジルミニカラム（1 g/6 mL） 

試料溶液 1 mL 負荷 

n-ヘキサン 20 mL 洗浄 

       アセトン－n-ヘキサン（2：3）10 mL 溶出 

濃縮 

 アセトニトリル－水（1：1） 4 mL 

     LC-MS/MS 

 

Schem 2. Analytical procedures for diniconazole in bovine muscle 
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３．結果および考察 

３．１．測定条件の検討  

３．１．１．MS 条件の検討  

ジニコナゾールを LC-MS/MS で測定するための MS 条件の検討を行った。

まず、イオン化モードについてはエレクトロスプレーイオン化法（ESI）を用

いることとし、測定モードを選択するために、直接注入測定を行った。その

結果、プロトン付加分子である m/z 326.2 [M＋H]＋が強く検出されたためポ

ジティブモードを採用した。次にジニコナゾールのプロトン付加分子である

m/z 326.2 [M＋H]＋をプリカーサーイオンとして、Selected Reaction Monitoring

（SRM、 選択反応性モニタリング）モードでの測定条件を検討した結果、

表 1 に示した通り、衝突誘起解離によって得られたトリアゾールと考えられ

る m/z 326.2→70.1 を定量イオンに、ジクロロフェニルメチレンと考えられる

m/z 326.2→159.0 を定性イオンとすることにした。また、それぞれのマスク

ロマトグラムを図 2 に示した。 

 

   

Fig. 2. Mass spectrum of diniconazole 

         

３．１．２．LC 条件の検討 

次に LC の分析条件について検討した。カラムには汎用性の高い逆相分配

系の ODS カラムを用いることとし、数種のカラムについて表 1 に示した操

作条件に従い、ジニコナゾールのピーク形状や感度について検討したが、ピ

ーク形状や保持時間の変動、MS 感度等に大きな違いはなく、最終的には

Inertsil ODS-3 カラム（内径 2.1 mm、長さ 150 mm、粒子径 3 µm、ジーエルサ
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イエンス㈱製）を用いることとした。    

移動相については、イオン化を促進するための添加剤としてギ酸および酢

酸のそれぞれ 3 濃度（0.05、0.1 および 0.2 vol％）、有機溶媒としてアセトニ

トリルおよびメタノールとの組み合わせについて検討した結果、アセトニト

リル―0.1 vol％ギ酸を移動相として用いた時に最も良好な感度が得られた。 

 

３．２．試験溶液の調製  

３．２．１．抽出法 

農産物中からのジニコナゾールの抽出溶媒としては、ジニコナゾールの溶

解性が高く（95 g/kg）、また、幅広い極性の化合物を抽出することが可能で

あり、残留農薬の抽出溶媒として多くの個別分析法に採用されているアセト

ンを用いたところ、ジニコナゾールは問題なく回収された。一方、目的成分

の抽出効率が良いと同時に、多くの夾雑成分も同時に抽出されるため、比較

的高極性の夾雑成分を削減するために、ジニコナゾールを低極性溶媒の n-ヘ

キサンへの転溶と穀類や豆類に由来する脂質などの比較的低極性の夾雑成

分を除去するため各種ミニカラムを用いた精製を検討した。  

まず、アセトニトリル／n-ヘキサン分配による妨害成分の除去操作を検討

した。10％塩化ナトリウム溶液 100 mL にアセトンで調製した 1 mg/L のジニ

コナゾール標準溶液を 1 mL 添加し、n-ヘキサン 100 mL で 1 回、50 mL で 2

回、計 3 回振とう抽出を行い、抽出率を調べた。その結果、100 mL で 1 回、

50 mL で１回の計 2 回の操作でほぼ全量回収することができたことから、本

操作でも n-ヘキサン 100 mL および 50 mL の計 2 回で行うこととした。 

畜水産物からの抽出溶媒としては、農産物と同じアセトンを用いたところ、

試料によっては濃縮操作時に突沸を起こすことがあったが、アセトン－n-ヘ

キサン混液では突沸現象を回避することができた。そこで、通知一斉分析法

「GC/MS による農薬等の一斉試験法（畜水産物）」でも採用されているアセ

トン－n-ヘキサン（1：2）混液を用いたところ、問題なくジニコナゾールを

抽出することができた。この場合でも、抽出溶媒を留去すると脂質成分が残

留し、その後の操作で妨害となるため、アセトニトリル／n-ヘキサン分配に

よる脂質成分の除去操作を検討した。n-ヘキサン 30 mL にアセトンで調製し

た 1 mg/L のジニコナゾール標準溶液を 1 mL 添加し、n-ヘキサン飽和アセト

ニトリル 30 mL ずつで抽出操作を繰り返したところ、3 回でほぼ全量ジニコ

ナゾールを回収することができた。そこで、畜水産物については n-ヘキサン

飽和アセトニトリルによる脱脂操作を追加することとした。また、同様に農

産物の玄米や大豆においても、抽出溶媒中に脂質成分が抽出されてくるため、

アセトニトリル／n-ヘキサン分配による脱脂操作を追加することとした。 
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３．２．２．固相抽出ミニカラムによる精製 

分析対象食品は農産物から畜水産物までと幅広いため、抽出溶媒に溶解性

の高いアセトンを用いており、アセトン抽出液から n-ヘキサンへの転溶、さ

らに、n-ヘキサン飽和アセトニトリルへの転溶操作を経ても測定の妨害とな

る夾雑物の残留が多いものがあり、さらなる精製操作が必要であった。 

そこで、このような比較的極性の低い夾雑物の除去を目的にシリカゲル、

フロリジル、アミノプロピルなど種々の順相系固相抽出ミニカラムについて

検討したところ、フロリジルでの除去効果が最も大きかったため、フロリジ

ルミニカラムでの精製条件を検討した。溶出溶媒として n-ヘキサン、アセト

ン－n-ヘキサン（1：19）混液、アセトン－n-ヘキサン（1：9）混液、アセト

ン－n-ヘキサン（3：7）混液およびアセトン－n-ヘキサン（2：3）混液の 5 種

類を用い、n-ヘキサンでコンディショニングしたフロリジルミニカラムに 5

種類の溶出溶媒で調製した 0.25 mg/L のジニコナゾール標準溶液 2 mL をそ

れぞれ添加した。 5 種類の溶出溶媒を各々5 mL ずつ計 50 mL 負荷し、各々

の溶出画分中のジニコナゾールを測定した。その結果を表 2 に示す。n-ヘキ

サン画分からはジニコナゾールは全く検出されなかったが、アセトン－n-ヘ

キサン（3：7）画分では 20 mL、アセトン－n-ヘキサン（2：3）画分では 10 

mL でほぼ全量のジニコナゾールが溶出した。一方、アセトン－n-ヘキサン

（1：19）画分およびアセトン－n-ヘキサン（1：9）画分では、50 mL 溶出し

ても全量を回収することができなかった。この結果から、n-ヘキサン 20 mL

でカラムの洗浄を行い、溶出はアセトン－n-ヘキサン（2：3）混液 10 mL で

行うこととした。次いで実試料を用いて精製効果を確認したところ、ほうれ

んそうおよび茶を除く 14 種の試料で 92.5～107％の回収率を得ることがで

き、SRM クロマトグラムにも測定を妨害するピークは確認されなかった。   

一方、ほうれんそうおよび茶では溶出液に色素や不溶物が残り、試験溶液

の懸濁が認められ、分析カラムや測定装置への影響が懸念された。そこで、

色素成分の除去効果が期待できるグラファイトカーボンミニカラムを用い

た追加精製の検討を行った。その結果を表 3 に示す。アセトン－n-ヘキサン

（2：3）混液でコンディショニングした同カラムに n-ヘキサンで調製した

0.25 mg/L のジニコナゾール標準溶液 2 mL を添加し、次いで溶出溶媒として

アセトン－n-ヘキサン（3：7）混液およびアセトン－n-ヘキサン（2：3）混液

の 2 種類を溶出溶媒として用い、各々5 mL ずつ計 50 mL 負荷し、各々の溶

出画分中のジニコナゾールを測定した。その結果、アセトン―n-ヘキサン（3：

7）混液では溶出に 50 mL を要したが、アセトン－n-ヘキサン（2：3）混液で

は 10 mL でほぼ全量が溶出された。 
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次に、操作性を考え、フロリジルミニカラムおよびグラファイトカーボン

ミニカラムを連結した際の溶出挙動を検討した。その結果を表 4 に示す。 

フロリジルミニカラムおよびグラファイトカーボンミニカラムのそれぞ

れをアセトン－n-ヘキサン（2：3）混液 20 mL でコンディショニングしたの

ち、フロリジルミニカラムの下にグラファイトカーボンミニカラムを接続し

て n-ヘキサンで調製した 0.25 mg/L のジニコナゾール標準溶液 2 mL を負荷

した。先の検討でジニコナゾールはフロリジルミニカラムからは、アセトン

－n-ヘキサン（2：3）混液 10 mL で全量溶出することが確認されていること

から、同溶媒を 10 mL 負荷したのち、フロリジルミニカラムを取り外し、グ

ラファイトカーボンミニカラムにアセトン－n-ヘキサン（2：3）混液を 5 mL

ずつ 20 mL 負荷して、それぞれの溶出画分を測定した。その結果、フロリジ

ルミニカラムを取り外したのち、さらにアセトン－n-ヘキサン（2：3）混液

10 mL で溶出することでほぼ全量のジニコナゾールを回収することができた。    

ほうれんそうおよび茶の実試料を用いて確認したところ、懸濁のない透明

な試験溶液となり、良好な結果を得ることができた。ほうれんそうの抽出液

をフロルジルミニカラムおよびグラファイトカーボンミニカラムを用いて

精製した時の試験溶液の色を写真に示す。 

 

       

  Photo. Color of extraction solution by difference of purification method 

 Columns used 

① Extraction Solution, ② InertSep® FL cartridge,  

③ InertSep® GC cartridge,  

④ InertSep® FL cartridge，InertSep® GC cartridge 
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Table 2. Recovery of diniconazole from each fraction of different solvents used for elution from the InertSep® FL cartridge 

n -hexane Acetone/n -hexane(3:7) Acetone/n -hexane(2:3) Acetone/n -hexane(1:9) Acetone/n -hexane(1:19)

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0.0 22.2 103.3 0.3 0.0

0.0 71.1 0.0 2.4 0.2

0.0 9.1 0.0 6.5 1.4

0.0 1.0 0.0 9.8 3.1

0.0 0.0 0.0 12.7 5.3

0.0 0.0 0.0 13.2 7.5

0.0 0.0 0.0 11.8 8.9

0.0 0.0 0.0 11.1 9.4

0.0 0.0 0.0 8.5 9.1

0.0 0.0 0.0 6.9 8.6

0.0 103.4 103.3 83.2 53.5total

amount(mL)             elution solvent
Recovery (%)

25～30

30～35

40～45

35～40

Load

15～20

45～50

0～5

5～10

10～15

20～25

 

Twe milliliters of standard solution (0.25 mg/L in prepared in each elution solvent) was loaded onto the InertSep® FL cartridge. It was 

then eluted with solvents at various ratios of in each elution solvent. Five milliliters of each fraction was collected and the recovery of 

diniconazole was assessed. 
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Table 3. Recovery of diniconazole from each fraction of different solvents used for 

elution from the InertSep® GC cartridge 

Acetone/n -hexane(3:7) Acetone/n -hexane(2:3)

0.0 0.0

0.0 78.2

0.3 39.1

3.1 1.2

11.7 0.0

27.3 0.0

27.6 0.0

26.2 0.0

5.3 0.0

101.5 118.5

40～45

amount(mL)             elution solvent

15～20

20～25

25～30

Load

0～5

5～10

10～15

30～40

Recovery (%)

total
 

 

 

Table 4. Recovery of diniconazole when an InertSep® FL cartridge was connected to 

an InertSep® GC cartridge 

FL-GC 
※1

GC
※2

Load 0.0 －

Fr.1 0～5 2.3 －

Fr.2 5～10 88.9 －

Fr.3 10～15  0.0
※3

12.7

Fr.4 15～20 0.0 2.0

total 91.2 14.7 (105.9
※4

)

amount(mL)                      elution

solvent

Recovery(%)

 

Twe milliliters of standard solution (0.25 mg/L in hexane) was loaded onto the 

connected InertSep® FL cartridge and InertSep® GC cartridge. Five ml of each 

fraction was collected when eluted with acetone-hexane (2:3) to evaluate the recovery 

of diniconazole. 

※1 The InertSep® FL cartridge was connected to an InertSep® GC cartridge and 

eluted with acetone-hexane (2:3). (Fr.1-2) 
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※2 After removal of the InertSep® FL cartridge, the fractions were eluted from the 

InertSep® GC cartridge with acetone-hexane (2:3). (Fr.3-4) 

※3 The removed InertSep® FL cartridge was eluted with additional acetone-hexane 

(2:3). (Fr.3-4) 

※4 Elution from InertSep® GC Cartridge (total elution) 

 

３．３．添加回収実験 

農産物として玄米、大豆、ほうれんそう、キャベツ、ばれいしょ、オレンジ、

りんごおよび茶の 8 種、畜水産物として牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝臓、牛

の腎臓、鶏卵、はちみつ、うなぎおよびしじみ の 8 種、計 16 種の試料に一

律基準値(0.01 ppm)に相当するジニコナゾールを添加し、30 分間室温で放置し

たのち、抽出操作を行った。その結果を表 5 に示した。 農産物 8 試料におけ

る真度（n=5）は 88.3～103％、併行精度は 0.5～5.1％、畜水産物 8 試料におけ

る真度は 102～108％、併行精度は 2.0～4.9％の範囲内であった。また、試料

マトリックスの影響を確認するため、添加回収濃度レベルにおけるマトリッ

クスを添加した標準溶液と溶媒標準溶液とのピーク面積の比を求めたところ、

農産物で 0.87～1.03、畜水産物で 0.96～1.03 であったことから、本分析法にお

ける試料マトリックスの測定への影響は少ないものと考えられた。図 3－①，

②に茶とうなぎの代表的な SRM クロマトグラムを示した。検討したすべての

試料において分析の支障となるピークは認められなかった。本法における定

量下限は 0.01 mg/㎏であった。 
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Table 5. Recoveries of diniconazole from agricultural products, livestock and marine 

products 

Sample Recovery
※1

(%) RSD
※2

(%) Matrix effect
※3

(%)

Brown rice 101 1.1 0.89

Soybean 88.3 3.1 0.95

Potato 91.1 3.5 1.01

Spinach 99.5 1.0 0.98

Cabbage 103 4.1 1.03

Orange 93.2 4.9 0.99

Apple 95.6 0.5 0.99

Green tea 103 5.1 0.87

Bovine muscle 108 4.2 1.03

Bovine fat 104 3.9 0.99

Bovine liver 103 3.5 1.00

Fresh water clam 102 4.3 0.99

Eel 102 4.9 0.96

Milk 104 3.8 1.02

Egg 108 3.3 1.03

Honney 106 2.0 1.00

※1 added:0.01 mg/kg, n=5    ※2 Restorative standard deviation  

※3 Matrix effect was expressed as the ratio of the mean peak area of matrix standard 

to the mean peak area of solvent standard multiplied by 100. 
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Fig.3－①. SRM chromatograms of typical samples 

(a) Standard of diniconazole (0.01 mg/kg)  

(b) Green tea blank  

(c) Green tea added with 0.01 mg/kg diniconazole  

(d) Eel blank. Insets show expanded views   

(e) Eel added with 0.01 mg/kg diniconazole.  

 

 

 

 

 

(a) 
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Fig.3－②. SRM chromatograms of typical samples 

(b) (c) 

(d) (e) 
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３．４．実態調査 

市販されている農産物（小松菜、大根、ネギ、未成熟えんどう、オレン

ジ）および畜水産食品（牛肉、豚肉、サーモン、鶏卵）の 9 試料について

開発した分析法を用いて分析を行った。その結果、いずれの試料からもジ

ニコナゾールは検出されなかった。また、未成熟えんどうおよび豚肉につ

いて添加回収試験を行ったところ、未成熟えんどうで 84.0％、豚肉で

101.0％であった。 

 

４．小括 

ジニコナゾールは、トリアゾール系の殺菌剤であるが、日本では、農薬

として登録されておらず、残留基準値の設定もなされていない。しかし、

アメリカ、中国、EU などでは、残留基準値も設定され、広く使用されてい

る。農場で使用された場合、農作物はもちろん、周辺環境へのドリフトや

用途外使用などにより、畜水産物への残留も危惧される。そこで、農産物

及び畜水産物中のジニコナゾールの分析法を検討した。 

農産物については、試料からジニコナゾールをアセトンで抽出し、n-ヘ

キサンに転溶した。そのうち、玄米、大豆についてはアセトニトリル／n-

ヘキサン分配を行って脱脂し、フロリジルミニカラムで精製した。葉緑素

を多く含むほうれん草および茶ではグラファイトカーボンミニカラムによ

る追加精製を行い、LC-MS/MS で定量および確認を行う方法を開発した。 

また、畜水産物については、試料から、アセトン－n-ヘキサン（1：2）混

液で抽出し、次いで、アセトニトリル／n-ヘキサン分配で脱脂し（はちみ

つを除く）、フロリジルミニカラムで精製した後、LC-MS/MS で定量およ

び確認する方法を確立した。 

開発した分析法を玄米、大豆、ほうれんそうなど農産物 8 食品に適用し

た結果、添加濃度 0.01 mg/kg における添加回収試験において、真度 88.3～

103％、併行精度 0.5～5.1％の良好な結果が得られた。また、同様に、牛の

筋肉、脂肪、鶏卵など畜水産物 8 食品に適用した結果、真度 102～108％、

併行精度 2.0～4.9％の良好な結果が得られた。 

本分析法は農産物および畜水産物の分析法として十分使用できるものと

考えられた。また、本分析法は、平成 26 年 11 月 26 日厚生労働省医薬食品

局食品安全部長から公定法として通知された 86）。 
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第 2 節 LC-MS/MS による畜産物中のジルパテロールの分析法 

１．緒言 

ジルパテロールはβ2-アドレナリン作動薬であり、脂肪蓄積の抑制、脂

質代謝回転の亢進、グリコーゲン分解およびタンパク質合成を介した筋肉

増大作用により、牛の増体量、飼育効率および枝肉成績の改善を目的とし

た動物用医薬品である。ジルパテロールの構造式を図 1 に示した。 

 

 

M.W. : 261.32    Log Pow: <1 (25℃) 

Fig.1. Structure of zilpaterol 

 

ジルパテロールは 1995 年にメキシコおよび南アフリカ共和国で初めて

承認され、その後、ラテンアメリカ諸国、次いで 2006 年に米国、2009 年

にカナダで承認されている。そのため、これらの国から輸入される牛肉等

での残留が懸念される事態となった。このような中、台湾 87)において米国

産の牛肉からジルパテロールが検出され、問題となった。さらに 2011 年に

は台湾で国産のガチョウ 88)からもジルパテロールが検出され、使用が牛以

外にも拡大している可能性が懸念されている。 

これらのことから、わが国においても米国等からの牛肉の輸入に際し、

ジルパテロールの残留が懸念されることから、その試験法の確立が求めら

れることとなった。また、食品安全委員会でもジルパテロールに関する食

品健康影響評価が行われ、 2013 年 1 月に１日摂取許容量 (ADI)を

0.083µg/kg/day と評価した 89)。これを受け、2014 年 8 月に牛の筋肉、牛の

脂肪、牛の肝臓、牛の腎臓、牛の食用部分について、0.01ppm の残留基準

値が設定された 90)。なお、ジルパテロールにはいくつかの代謝産物が知ら

れているが、薬物動態および残留試験の結果、未変化体のジルパテロール

が主要残留物であることから、規制対象はジルパテロールのみとなった。 

ジルパテロールの分析法としては、ELISA による方法 91)，92)、イムノバ

イオセンサーを用いて測定する方法 93)や GC-MS/MS による方法 94)，95)も
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報告されているが、試験対象が限定的で、操作も煩雑である。近年では分

析感度や精度の面から、LC-MS/MS による方法が一般的になっている 96)- 

99)。しかし、試験対象が筋肉、尿、飼料など限定的であり、操作も煩雑な

ものが多い。 

著者らは平成 28 年 4 月 4 日に医薬・生活衛生局生活衛生・食品安全部

によるジルパテロール試験法（畜産物）の作成に携わり、残留基準が設定

された牛の筋肉、脂肪、肝臓、腎臓に加えて牛乳および鶏卵を対象にジル

パテロールの分析法について LC-MS/MS による方法を作成した。この方

法は公定法である通知法 100)として発出されたが、マトリックスの影響を

さらに低減させるため、この中のカラム精製について更なる検討を行い

LC-MS/MS による分析法を確立した。 

 

２．実験方法 

２．１．試料 

試料は、東京都内の小売店にて市販品を購入した。牛筋肉（国産）、牛

脂肪（輸入）、牛肝臓（アメリカ）、牛腎臓（不明）、牛乳（北海道産）

および鶏卵（千葉県産）の計 6 種を用いた。 

 

２．２．試薬 

 ジルパテロール標準品は Sigma-Aldrich 社製のジルパテロール塩酸塩(純

度 99.3％)を用いた。ジルパテロールとして 10 mg 相当の標準品を精秤

し、メタノールに溶解して 100 mL としたものを標準原液(ジルパテロール

として 100 mg/L)とした。この標準原液をアセトニトリル－水（1：9）混

液で適宜希釈して検量線用標準溶液を作製した。 

 0.6 mol/L 塩酸含有 50％エタノール水溶液は 36％塩酸 50 mL にエタノー

ル－水（1：1）混液を加えて 1,000 mL としたものを用いた。 

  1.2 mol/L 塩酸水溶液は 36％塩酸 100 mL に水を加えて 1,000 mL とした

ものを用いた。 

 固相抽出カラム：InertSep C18（1 g/6 mL）（以下 C18 ミニカラムとす

る）（GL サイエンス㈱製）、強陽イオン交換ミニカラムとして InertSep 

SCX（500 mg/6 mL）（以下 SCX ミニカラムとする）（GL サイエンス㈱

製）を使用した。C18 ミニカラムおよび SCX ミニカラムはあらかじめア

セトニトリル―水（1：1）混液 10 mL でコンディショニングしたものを

用いた。 

その他の試薬：アセトンは富士フイルム和光純薬㈱製の残留農薬試験

用、アセトニトリルおよび n-ヘキサンは関東化学㈱製の残留農薬試験
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用、塩酸は富士フイルム和光純薬㈱製の試薬特級品（濃度 36％）を用い

た。ケイソウ土は富士フイルム和光純薬㈱製のハイフロスーパーセルを用

いた。LC-MS/MS の移動相には、関東化学㈱製のアセトニトリルおよび富

士フイルム和光純薬㈱製のギ酸それぞれ LC-MS 用を用いた。 

 

２．３．装置 

ホモジナイザーは SMT COMPANY 社製マルチディスパーサー PB-95、

遠心分離機は KUBOTA 社製ユニバーサル冷却遠心機 5930、ロータリーエ

バポレーターは BUCHI 社製有機溶媒回収装置 V-703 を用いた。高速液体

クロマトグラフは㈱島津製作所製 LC-20、質量分析装置は SCIEX 社製

API-4000QTRAP を使用した。 

 

２．４．LC-MS/MS 測定条件 

 LC-MS/MS 条件を表 1 に示した。 

 

２．５．検量線の作成 

ジルパテロール標準原液をアセトニトリル－水（1：9）混液で希釈し、

0.625～3.75 ng/mL の濃度範囲の標準溶液を調製し、それぞれ 5 µL を LC-

MS/MS に注入した。得られたクロマトグラムからジルパテロールのピーク

面積を求め、絶対検量線法により検量線を作成した。 
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Table 1. LC-MS/MS operating conditions 

LC column

Mobile phase

Linear gradient elution

Time(min) A(%) B(%)

0 98 2

10 20 80

20 20 80

Flow rate 0.2 mL/min

Column temperature 40℃

Injection volume 5 µL

Run time 20 min 

Ionization mode ESI(positive mode)

Ion spray voltage 5,500V

Curatin gas (N2) 10 psi

Desolvation temperture 500℃

Collision gas 6 psi

Ion source gas 1 30 psi

Ion source gas 2 50 psi

Transition

precursor m/z Cone Voltage(V) Collision energy(eV)

262.2 71 33

262.2 16 19

MS Conditions

product m/z

185.0
a)

244.2
b)

a） Used for a quantitative analysis　　 b） Used for a qualitative analysis

Parameter Settings

LC Conditions

Inetsil ODS-4(2.1 mm×150 mm,3 µm)

A=0.1 vol% formic acid

B=acetonitrile

 

２．６．試験溶液の調製 

２．６．１．抽出 

牛筋肉、牛脂肪、牛肝臓、牛腎臓および鶏卵の場合は、試料に対して重

量比で 1/2 量の 0.6 mol/L 塩酸含有 50％エタノール水溶液を加えて均一化

したのち、試料 10 g に相当する量を量り採り、n-ヘキサン 50 mL を加えて

ホモジナイズした。さらに、これに n-ヘキサン飽和アセトニトリル 50 mL

を加えてホモジナイズしたのち、毎分 3,000 rpm（1,310×g）で 5 分間遠心

分離し、アセトニトリル層を 100 mL メスフラスコに分取した。残った n-

ヘキサン層と残留物に n-ヘキサン飽和アセトニトリル 25 mL を加えて同様

に操作し、得られたアセトニトリル層を 100 mL メスフラスコに合わせ、
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アセトニトリルを加えて正確に 100 mL としたものを試料溶液（試料 0.1 

g/mL 相当）とした。 

牛乳の場合は試料 10 g を量り採り、1.2 mol/L 塩酸水溶液 2.5 mL を加え

たのち、以下筋肉等と同様に操作し、試料溶液（試料 0.1 g/mL 相当）を作

製した。 

 

２．６．２．精製 

6．1 で得られた試料溶液 5 mL（試料 0.5 g 相当）を正確に、C18 ミニカ

ラムの下に SCX ミニカラムを接続した 2 段カラムに負荷し、アセトニト

リル－水（1：1）混液 10 mL で洗浄した。次いで、C18 ミニカラムを取り

外し、SCX ミニカラムにアセトニトリル－水（1：1）混液および水それぞ

れ 10 mL を負荷して洗浄後、25％アンモニア－アセトニトリル（1：99）混

液 20 mL で、ジルパテロールを溶出した。溶出液から 40℃以下で溶媒を留

去し、得られた残留物にアセトニトリル－水（1：9）混液 2 mL を正確に加

えて溶解したものを試験溶液（試料 0.25 g/mL 相当）とした。 

畜産物および鶏卵からの分析操作を Schem 1 に示した。 
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試料 10 g（調製試料として 15.0 g） 

 

抽出 

n-ヘキサン 50 mL 

n-ヘキサン飽和アセトニトリル 50 mL 

遠心分離 

  

アセトニトリル層     n-ヘキサン層および残留物 

n-ヘキサン飽和 ACN※ 25 mL 

遠心分離 

 

アセトニトリル層 

 

定容 

       アセトニトリル 100 mL 

試料溶液             ※ACN：アセトニトリル 

 

Inertsep® C18（1 g / 6 mL）（上側）…ODS ミニカラム 

Inertsep® SCX（500 mg / 6 mL）（下側）接続 

試料溶液 5 mL 負荷 

アセトニトリルー水（1：1）10 mL 洗浄 

ODS ミニカラムを取り外す 

25％アンモニア水－アセトニトリル（1：99）溶出 

濃縮 

 

定容   

アセトニトリル－水（1：9） 2 mL 

LC-MS/MS 

 

Schem 1. Analytical procedures for zilpaterol in bovine muscle 

 

２．７．定量 

得られた試験溶液を表 1 に示した LC-MS/MS の操作条件により、測定を

行い、得られたピーク面積から絶対検量線によりジルパテロールの定量を

行った。 
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２．８．添加回収試験 

牛筋肉、牛脂肪、牛肝臓、牛腎臓、鶏卵および牛乳の計 6 種の試料に基

準値または一律基準値（共に 0.01 ppm）相当を添加し回収試験を行った。 

牛脂肪および牛乳以外の試料については、予め 0.6 mol/L 塩酸含有 50％エ

タノール水溶液と混合して均一化した後、10 g 相当の試料を精秤し、これ

にアセトンで調製したジルパテロール 0.1 µg/mL 溶液を 1 mL 添加してか

くはんし、室温で 30 分間放置した。牛乳については、試料 10 g を精秤し、

これに 1.2 mol/L 塩酸水溶液を 2.5 mL 添加してかくはんした後、同様にア

セトンで調製したジルパテロール 0.1 µg/mL 溶液を 1 mL 添加してかくは

んし、室温で 30 分間放置した。牛脂肪については、予め 0.6 mol/L 塩酸含

有 50％エタノール水溶液と混合して均一化した後、10 g 相当の試料を精秤

し、試料を 40℃の湯浴上で加温して溶かし、同様にアセトンで調製したジ

ルパテロール 0.1 µg/mL 溶液を 1 mL 添加してかくはんし、－20℃で 30 分

間放置して固化した。添加放置後の各試料について、上記の方法に従って

操作を行い、真度および併行精度を求めた。 

 

３．結果および考察 

３．１．測定条件の検討  

３．１．１．MS 条件の検討  

ジルパテロール（分子量 261.32）を LC-MS/MS で測定するための MS 条

件の検討を行った。イオン化モードについてはエレクトロスプレーイオン

化法（ESI）を用いることとし、測定モードを選択するために、アセトニト

リル溶液で 0.1 µg/mL に調製したジルパテロール標準溶液を用いてインフ

ュージョン測定を行ったところ、プロトン付加分子 [M＋H]＋が m/z 262.2

に強く検出されたため、Selected Reaction Monitoring（SRM）条件を検討し

た。その結果、プロダクトイオンとして、m/z 244.2 および m/z 185.0 が強

く検出された。強度としては、m/z 244.2 が最も強いが、夾雑成分による干

渉を受けることもあったため、イソプロピルアミン，水が脱離したと考え

られる m/z 262.2→185.0 を定量イオンとし、水が脱離したと考えられる m/z 

262.2→244.2 を定性イオンとした。それぞれのモニターイオンに最適な条

件を表 1 に示した。また、それぞれのマスクロマトグラムを図 2 に示した。 
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Fig. 2. Mass spectrum of zilpaterol 

 

３．１．２．LC 条件の検討 

LC の分析条件について検討した。表 1 に示した MS 条件に従いカラム

および移動相について検討した。カラムには汎用性の高い逆相分配系の

ODS カラムを用いることとした。ジルパテロールは塩基性物質であること

から、ODS カラムの表面修飾率、シラノール基の残存程度がピーク形状や

夾雑物との分離に影響するものと考えられた。そこで、修飾率の異なるエ

ンドキャップ処理された数種の C18 カラムについて検討した。L-column2 

ODS（（一財）化学物質評価機構製）、Symmetry C18（Waters 社製）、Hypersil 

GOLD aQ （ Thrmofisher 社製）及び Inertsil ODS-3 、 Inertsil ODS-4 、 

InertSustainC18（以上 GL サイエンス社製）の内径 2.0～2.1 mm、長さ 150 

mm、粒子径 3 µm のカラムについてジルパテロールのピーク形状や感度に

ついて検討した。すべてのカラムにおいておおむね良好な結果が得られた

が、ピーク形状、再現性等を考慮して Inertsil ODS-4 を採用した。  

移動相については、ジルパテロールのイオン化を促進するため、MS の

測定にほとんど影響のない低分子の有機酸を用いることとした。移動相の

A 液にはギ酸および酢酸を選び、それぞれ 3 濃度（0.05、0.1 および 0.2 vol％）

に調製したものと B 液はアセトニトリルあるいはメタノールとし、その組

み合わせについて比較検討した。その結果、A 液に 0.1 vol％ギ酸、B 液に

アセトニトリルを用いた場合に最も良好な感度が得られた。以上の結果よ

り、本法ではカラムは Inertsil ODS-4、移動相として A 液は 0.1 vol％ギ酸、

B 液はアセトニトリルとし、グラジエントによる分析を行うこととした。 
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３．２．試験溶液の調製  

３．２．１．抽出 

ジルパテロールの分析法としては、これまで調製した試料中のジルパテ

ロール代謝物の一部をあらかじめ塩酸によって加水分解する方法 95)やβ-

glucuronidase によって酵素分解 96), 98)を行い、代謝産物をも含めて分析する

方法が報告されている。今回は規制が未変化のジルパテロールのみである

ことをふまえ、抽出溶媒の検討を行った。特に畜産物を対象とした場合、

脂肪の存在を考慮する必要があり、今回、試料からのジルパテロールの抽

出には、畜産物からクレンブテロールなどのβ-作動薬の抽出に用いられる

アセトン、n-ヘキサン－アセトン（1：2）混液、メタノールおよび n-ヘキ

サンを加えてかくはんした後、n-ヘキサン飽和アセトニトリルで抽出する

それぞれの方法について検討した。標準溶液を添加した牛筋肉を用いて検

討した結果、n-ヘキサン飽和アセトニトリルでは 95％以上の回収が得られ

たが、アセトンでは 80％程度、n-ヘキサン－アセトン（1：2）混液、メタ

ノールでは 20％程度の回収率だったため、抽出には n-ヘキサン飽和アセト

ニトリルを用いることにした。さらに、牛脂肪からの抽出は、n-ヘキサン

を用いて脂肪を融解した後、n-ヘキサン飽和アセトニトリルで 2 回抽出す

ることで 95％以上と良好な回収を得ることができた。しかし、牛肝臓にお

ける回収率は、35％程度と低かった。牛肝臓において回収率が減少した原

因として試料に標準溶液を加えて均一化した後、30 分間放置する操作の間

に肝臓中の酵素の作用によりジルパテロールが分解されたと推察された。

そこで試料を均一化する工程において、酸を添加して酵素を失活させる方

法を検討した。なお、他の試料については回収率に影響はほとんど見られ

なかったが、試験操作を統一するため、すべての試料について酸を添加す

ることとした。 

しかし、筋肉や肝臓などの固形試料に酸を含む水溶液を直接添加しても、

試料を均一化するのが難しいことから、試料との親和性を良くするためエ

タノール-水（1：1）混液を用いて酸含有溶媒を調製することにした。添加

する酸についてはタンパクの凝固剤として用いられる塩酸およびより緩和

な有機酸としてギ酸について検討した。塩酸を 0.5 vol％～5 vol％、ギ酸を

1 vol％～10 vol％となるように調製したそれぞれのエタノール-水（1：1）

混液を肝臓試料 10 g に対して 3 mL (3 g)添加してかくはん後、ジルパテロ

ールを加えて 30 分放置した後、本法に従い n-ヘキサン飽和アセトニトリ

ルを用いて抽出した。その結果、表 2 に示す通り、塩酸添加の場合は 3 vol％

以上で、ギ酸添加の場合は 10 vol％以上でジルパテロールの回収率は 70％

程度であった。 
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Table. 2. Effect of acid type and concentration on recovery 

Type of acid added Recovery (%)

1 vol%FA/ethanol-water mixture (1:1) 60.5

3 vol%FA/ethanol-water mixture (1:1) 60.7

5 vol%FA/ethanol-water mixture (1:1) 66.1

10 vol%FA/ethanol-water mixture (1:1) 68.1

0.5 vol%HCl/ethanol-water mixture (1:1) 55.0

1 vol%HCl/ethanol-water mixture (1:1) 66.5

3 vol%HCl/ethanol-water mixture (1:1) 67.4

5 vol%HCl/ethanol-water mixture (1:1) 76.4
 

 FA：Formic acid  HCl：Hydrochloric acid 

 

次に 10 vol％ギ酸、3 vol％塩酸および 5 vol％塩酸のエタノール-水（1：

1）混液の添加量について、肝臓に各溶液をそれぞれ 3，5，10mL 添加して

比較検討した。その結果を表 3 に示す。試料 10 g に対して 10 vol％ギ酸お

よび 3 vol％塩酸添加では 5 mL で約 80％、5 vol％塩酸添加は 5 mL でほぼ

100％の回収率が得られた。そこで、試料中の酵素を失活させつつ、試料の

均一化を図ることを目的に、添加量を少なくするため 1.2 mol/mL 塩酸水溶

液を添加することとした。すなわち、液体試料の牛乳には試料 10 g あたり

2.5 mL の 1.2 mol/mL 塩酸水溶液を添加した。一方、牛乳以外の固形試料で

は試料との相溶性を高めるため、同量のエタノールを添加する必要性が認

められた。このため 1.2 mol/mL 塩酸水溶液に代えて 0.6 mol/L 塩酸含有 50％

エタノール水溶液を試料に対して重量比 1/2 相当を添加して均一化を図っ

た（試料 10 g あたり 5 mL に相当）。 

 

Table 3. Effect of the amount of acid added on the recovery rate 

added 3 mL added 5 mL added 10 mL

10 vol%FA/ethanol-water mixture (1:1) 68.1 80.6 41.5

3 vol%HCl/ethanol-water mixture (1:1) 67.4 81.6 91.8

5 vol%HCl/ethanol-water mixture (1:1) 76.4 100.1 89.9

Type of acid added

Recovery(%)

 

FA：Formic acid  HCl：Hydrochloric acid 
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３．２．２． 固相抽出ミニカラムによる精製 

試料溶液中に混在する夾雑物を除去するためミニカラムを用いた精製を

検討した。試料溶液が n-ヘキサン飽和アセトニトリルであることから、比

較的幅広い極性の夾雑物の混在が予想された。そこで、低極性の物質は C18

ミニカラムに、塩基性物質であるジルパテロールは陽イオン交換ミニカラ

ムに保持させ、陰イオンなどの他の夾雑物を除去する方法、すなわち C18

ミニカラムと陽イオン交換ミニカラムの二段カラムを用いて精製する方法

について検討することとした。まず、筋肉から抽出した試料溶液 5 mL に 1 

mg/L のジルパテロール標準溶液 1 mL を添加して C18 カラムに負荷したと

ころ、ジルパテロールは C18 ミニカラムに一部残留したものの大半は、陽

イオン交換ミニカラムに移行した。この段階で脂肪等の低極性物質はカラ

ムに保持され、取り除くことができた。次に洗浄溶媒としてアセトニトリ

ル―水（1：1）混液 10 mL を流すことで、C18 カラムに残留しているジル

パテロールを陽イオン交換ミニカラムに完全に移行させることとした。（図

4） 

 

    

Fig.4. zilpaterol recovery in each fraction from different solvents used for elution 

from InertSep® C18 cartridges. 

One mg/mL of standard solution (solvent composition is the same as the elution 

solvent) was loaded onto the InertSep® C18 cartridge. It was then eluted with 

acetonitrile and acetonitrile-water (1:1). 
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陽イオン交換体カラムは、修飾されたイオン交換基によって選択性が異

なり、精製効果に影響を与える。カラムとしてプロピルベンゼンスルホニ

ル基を修飾した強陽イオン交換体ミニカラム（SCX ミニカラム）、スルホ

ニルプロピル基を修飾した強陽イオン交換体ミニカラム（InertSep PRS ジ

ーエルサイエンス㈱製、以下 PRS ミニカラム）及びカルボキシルエチル基

を修飾した弱陽イオン交換体ミニカラム（InertSep CBA ジーエルサイエン

ス㈱製、以下 CBA ミニカラム）について比較検討を行った。アセトニトリ

ルでコンディショニングした各カラムにジルパテロール 1 mg/L 溶液を 1 

mL 負荷した後、アセトニトリル 5 mL ずつ計 10 mL 及び 25％アンモニア

水とアセトニトリル（1:99）混液 5 mL ずつ計 20 mL で溶出し、各溶出画分

についてジルパテロールの回収を調べた。その結果を表 4 に示した。CBA

ミニカラムでは、アセトニトリル画分でほぼ全量のジルパテロールが流出

することが分かった。そこで、ジルパテロールを保持した PRS ミニカラム

及び SCX ミニカラムについて洗浄及び溶出溶媒の検討を行った。洗浄には

アセトニトリル―水（1：1）混液および水各 10mL を用い、陽イオン性物

質以外の物質を流出させた。なお、通知法 97）では、アセトニトリル―水

（1：1）混液 10 mL のみの洗浄であったが、水 10 mL での洗浄を追加する

ことでさらに極性成分を除去できることが分かったため、また検出器の保

護のためにも水での洗浄工程を加えることとした。 

次いで各陽イオン交換ミニカラムからのジルパテロールの溶離には、以

後の MS での測定を考慮し、25％アンモニア水とアセトニトリル混液につ

いて検討した。アセトニトリルに 25％アンモニア水 1～5 mL を添加してア

セトニトリルで 100 mL に定容した各溶液で検討したところ、1 mL の添加

で十分な回収率が得られた。溶出液量については、溶出溶液を 25％アンモ

ニア水―アセトニトリル（1：99）混液とし、PRS 及び SCX ミニカラムに

1 µg/mL のジルパテロール標準溶液 1 mL を負荷し、これに 5 mL ずつ計 25 

mL 負荷し、各溶出画分中のジルパテロールを測定した。 その結果、いず

れのミニカラムにおいても 25％アンモニア水―アセトニトリル（1：99）

混液 20 mL でほぼ全量のジルパテロールが溶出した。 
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Table 4. Recoveries of zilpaterol from mini column 

 

Wash-1
※1

Wash-2
※2

0-5 5-10 0-10 0-10 0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 Total

　InertSep C18 (1 g) 96.1 8.1 - - - - - - - 104.2

　InertSep SCX (500 mg) 0 0 0 0 14.8 81.7 1.9 0 0 97.3

　InertSep PRS (500 mg) 0 0 0 0 15.1 83.4 0.9 0 0 99.4

　InertSep CBA (500 mg) 19.9 80.7 0 0 0 0 0 0 0 100.6

　InertSep C18 (1 g)+InertSep SCX (500 mg) 0 0 0 0 1.4 92.0 1.7 0.5 0 95.6

      Cartridge                           elution solvent

Recovery（％）

Acetonitrile　(mL) 25％ammonia-acetonitrile(1:99)　(mL)

 

One mL of standard solution (1 mg/L in acetonitrile-water(1:1)) was loaded on each column , and washed acetonitrile-water(1:1) and water ,and 

eluted 25％ammonia-acetonitril (1:99) . 

※1 10 mL of acetonitrile-water(1:1) 

※2 10 mL of water 
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以上の結果から本分析法では二段目のカラムとして汎用性が高く、また、

「食品に残留する農薬、飼料添加物又は動物用医薬品の成分である物質の

試験法」の総則の試薬・試液リスト 101）に収載され、さらに一般的に汎用

性が高いことから SCX ミニカラムを使用することとした。本二段カラムに

1 µg/mL のジルパテロール標準溶液 1 mL を負荷し、アセトニトリル－水

（1：1）混液 10 mL を負荷した後、C18 ミニカラムを外し、SCX ミニカラ

ムをアセトニトリル－水（1：1）混液 10 mL、水 10 mL で洗浄後、25％ア

ンモニア水－アセトニトリル（1：99）混液 5 mL ずつ計 25 mL を負荷し、

それぞれの画分についてジルパテロールの溶出状況を調べた。その結果、

表 4 に示す通り、25％アンモニア水－アセトニトリル（1：99）混液 20 mL

でほぼ全量のジルパテロールが溶出した。 

これらの精製条件を筋肉以外の試料を用いて効果を確認したところ、そ

れぞれ十分な回収率を得ることができ、SRM クロマトグラムにも測定を妨

害するピークは確認されなかった。 

 

３．３．添加回収試験 

牛筋肉、牛脂肪、牛肝臓、牛腎臓、鶏卵および牛乳 の計 6 種の試料につ

いて、基準値または一律基準値に相当するジルパテロールを添加し、本法

に従って操作した。結果を表 5 に示した。6 試料における真度は 87.0～

99.4％、併行精度は 2.4～6.3％と良好な結果が得られた。また、試料マトリ

ックスの影響を確認するため、回収率 100％相当濃度の各マトリックス添

加標準溶液と溶媒標準溶液とのピーク面積の比を求めたところ、 0.91～

1.03 であった。脂肪、肝臓および腎臓においてマトリックスの影響が若干

見られたが、機器の感度は十分にあるため希釈を行うことで試料マトリッ

クスの測定への影響は少なくなるものと考えられた。図 3 に標準溶液と牛

腎臓の SRM クロマトグラムを示した。また、その他の試料においても同

様の結果が得られた。試料のクロマトグラムに分析の支障となるピークは

認められなかった。本法における定量下限は 0.01 mg/kg であった。 
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Table 5. Recoveries of zilpaterol from livestock productes 

Sample Recovery(%) RSD(%) Matrix effect
※

Bovine muscle 90.2 2.4 1.03

Bovine fat 97.9 5.4 0.92

Bovine liver 88.3 6.3 0.92

Bovine kidney 87.0 4.2 0.91

Milk 87.5 4.7 0.96

Egg 99.4 4.5 0.99
 

※The ration of mean peak area of 2.5 mg/L of zilpaterol fortified to the blank 

test solution to 2.5 mg/L of zilpaterol standard solution. 
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Fig.3. SRM chromatograms of zilpaterol 

(a) Standard solution (2.5 ng/mL);  

(b) test solution prepared from the bovine kidney sample.  

Insets show expanded views;  

 (c) test solution prepared from the bovine kidney sample fortified zilpaterol  

at the concentration of 0.01 mg/kg. 

(a) 

(b) 

(c) 
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３．４．実態調査 

市販されている畜産食品（牛筋肉 3 試料、牛脂肪 2 試料、鶏卵 2 試料）の

７試料について開発した分析法を用いて分析を行った。その結果、いずれの

試料からもジルパテロールは検出されなかった。また、牛筋肉および鶏卵に

ついて添加回収試験を行ったところ、牛筋肉で 92.1％、鶏卵で 104.5％であっ

た。 

 

４．小括 

ジルパテロールは、牛の飼育効率の改善などの目的で用いられるβ2-アド

レナリン作動薬である。1995 年以来、メキシコ，アメリカ，カナダなどで承

認されており、これらの国から輸入される牛肉に残留している恐れがある。

一方、我が国では牛へのジルパテロールの使用は認められておらず、また、

分析法もないことから、早急に牛肉からのジルパテロールの分析法を開発す

る必要が生じたため本研究を行った。 

分析法の概要は以下の通りである、試料から、n-ヘキサン存在下アセトニト

リルで抽出し、ODSミニカラム及び SCXミニカラムで精製した後、LC-MS/MS 

で定量および確認を行った。この分析法を用いて牛の筋肉、牛の脂肪、牛の

肝臓、牛の腎臓、鶏卵および牛乳の畜産物 6 食品に対して添加回収試験を実

施したところ、添加濃度 0.01 mg/kg で、真度 87.0～99.4％、併行精度 2.4～6.3％

と良好な結果が得られた。 

本分析法は、平成 28 年 4 月 4 日厚生労働省医薬・生活衛生局生活衛生・食

品安全部長通知（生食発０４０４）で通知法として発出 100)され、保健所の収

去試験などに用いられている。 
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第 3章 食品中の有害物質の分析法に関する研究 

第 1節 LC-MS/MSによる魚粉中のヒスタミンの分析法 

１．緒言 

ヒスタミンはタンパク性食品の腐敗の指標となる不揮発性アミンの一つで

あり、タンパク質を構成するアミノ酸の一つヒスチジンが細菌の持つ代謝系

の酵素の作用によって脱炭酸されて生じる。図１に生成過程を示す。このヒ

スタミンを多量に含む魚介類等の食品を食べることにより、人に対して、摂

食後数時間で顔面紅潮、腹痛、じんま疹といったアレルギー様症状を引き起

こすことが知られている102)。特に魚の加工品による食中毒は毎年のように報

告されており103)、食品衛生上、リスク管理が必要な物質とされている。その

ため、EUやアメリカでは魚介類に対して規制値が定められているが、我が

国では魚介類についてヒスタミンの規制値は定められていない104)。 

 

histidine decarboxylase※  

Histidine                        Histamine 

 

Fig. 1. Histamine production process 

※ Ex.) Morganella morganii 

  

また、魚は人のタンパク源として重要であると同時に、養鶏や養殖水産業

等においても、飼料として重要なタンパク源となっている。動物に対するヒ

スタミンの影響については詳細な機序は解明されていないが、これまでに鮮

度の低い魚粉を与えたブロイラーに胃びらんや潰瘍が発生した例105)- 107)やサ

バの胃や腸管に著しい病変を起こした例が報告108)されている。このようなこ

とから、健全な養鶏や養殖を行うためには飼料の安全を担保する必要があ

り、わが国では飼料の安全性の確保及び品質の改善を図ることを目的に飼料

安全法109)が定められている。飼料中のヒスタミンについては基準値の設定は

されていないが、魚粉の鮮度を示す指標として位置付けられており、公定法

として飼料分析基準にヒスタミンの分析法が示されている34)，110)。飼料分析

基準では魚粉を対象にキャピラリー電気泳動法と比色法によるヒスタミン分

析法が収載されているが、前者は使用機器の普遍性にやや乏しく、後者は操

作が煩雑であるなど問題点がある。このようなことから新たな分析法の開発
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が求められている。 

一方、現在の食品中からのヒスタミンの分析は、一般的には食品から抽出

したヒスタミンをダンシルクロライド111)- 113)やフルオレスカミン111)，114)，

115)、オルトフタルアルデヒド116)，117)等で蛍光誘導体化したのち、蛍光検出器

付きHPLCで測定する方法によって行われるが、これらの方法は誘導体化操

作が煩雑で操作に長時間を要する。そこで今回、飼料分析基準の魚粉中のヒ

スタミン分析法の新たな開発を行うに当たり、近年、誘導体化を行わず操作

の簡略化が期待される直接LC-MS/MSで分析する方法118)- 122)がいくつか提案

されていることから、その適用を試みた。その結果、操作の簡易性、分析精

度、再現性等に良好な結果が得られた。 

 

２．実験方法 

２．１．試料 

 試料は、（独）農林水産消費安全技術センターより提供された、魚粉 7 種

類（いずれも業務用、原材料等は不明）と神奈川県内のホームセンターで購

入した魚粉を含む鶏用配合飼料 2 種類及び養魚用配合飼料 2 種類を用いた。 

 

２．２．試薬 

ヒスタミン標準溶液：ヒスタミン二塩酸塩（特級、富士フイルム和光純薬

㈱）165.6 mg を正確に量り、0.1 mol/L 塩酸に溶解して全量 100 mL としたも

のを標準原液(ヒスタミンとして 1,000 µg/mL)とした。本液 10 mL を量り、

水を加えて 100 mL としたものを標準溶液(100 µg/mL)とした。 

5％トリクロロ酢酸溶液 

2％ギ酸含有メタノール－水混液：ギ酸 2 mL にメタノール－水（1：1、

v/v）を加えて 100 mL とした。 

5％ギ酸含有メタノール－水混液：ギ酸 5 mL にメタノール－水（1：1、

v/v）を加えて 100 mL とした。 

固相抽出カラム：OASIS WCX（500 mg/6 cc）（以下 WCX ミニカラムとす

る）（Waters 社製）を使用した。WCX ミニカラムはあらかじめメタノール

10 mL、水 10 mL で順次コンディショニングしたものを用いた。 

その他の試薬：アセトニトリルは関東化学㈱製 LC-MS 用、ギ酸は富士フ

イルム和光純薬㈱製の LC-MS 用、その他の試薬は特級品を用いた。 

 

２．３．装置 

ホモジナイザーは SMT COMPANY 社製マルチディスパーサー PB-95、遠

心分離機は KUBOTA 社製ユニバーサル冷却遠心機 5930、ロータリーエバポ
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レーターは BUCHI 社製有機溶媒回収装置 V-703 を用いた。高速液体クロマ

トグラフは㈱島津製作所製 LC-20D、質量分析装置は SCIEX 社製 API-2000

を使用した。 

 

２．４．測定条件 

LC-MS/MS の測定条件を表 1 に示した。 

 

Table 1. LC-MS/MS operating conditions 

LC column

Mobile phase

Linear gradient elution

Time(min) A(%) B(%)

0 10 90

1 10 90

7 90 10

15 90 10

Flow rate 0.2 mL/min

Column temperature 40℃

Injection volume 10 µL

Run time 15 min

Ionization mode ESI(positive mode)

Ion spray voltage 5,000V

Curatin gas (N2) 30 psi

Desolvation temperture 300℃

Collision gas 3 psi

Ion source gas 1 50 psi

Ion source gas 2 30 psi

Transition

precursor m/z Cone Voltage(V) Collision energy(eV)

112.1 41 21

112.1 41 33

product m/z

95.1
a)

68.1
b)

MS Conditions

Parameter Settings

LC Conditions

A=0.1 vol% formic acid

B=Acetonitrile

Triart Diol-HILIC plus(2.1 mm i.d.×150 mm,3 µm)

a） Used for a quantitative analysis　　 b） Used for a qualitative analysis

 

２．５．検量線の作成 

 ヒスタミン標準溶液を適宜、2％ギ酸含有メタノール－水混液を用いて希

釈し、0.5～50 µg/L の濃度範囲の検量線用標準溶液を調製し、それぞれ 10 

µL を LC-MS/MS に注入した．得られたクロマトグラムからヒスタミンのピ

ーク面積を求め、絶対検量線法により検量線を作成した。 
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２．６．試料溶液の調製 

２．６．１．抽出 

均質化した試料 10.0 g を 200 mL の蓋付きポリプロピレン製遠沈管に採

り、これに 5％トリクロロ酢酸溶液 100 mL を加え、30 分間振とう混和して

抽出した。次に 50 mL のポリプロピレン製遠沈管に抽出液の一部を採り、 

3,000 rpm(1,880×g)で 5 分間遠心分離を行った。得られた上澄み液 5 mL をポ

リプロピレン製遠沈管に分取し、1 mol/L 水酸化ナトリウム溶液で pH 7 に調

整したのち、3,000 rpm(1,880×g)で 10 分間遠心分離して上澄み液を分取し、

水で 50 mL に定容したものを試料溶液とした。 

 

２．６．２．精製 

固相抽出カートリッジに試料溶液 5 mL を負荷し、水 10 mL 次いでメタノ

ール 10 mL で洗浄したのち、2％ギ酸含有メタノール－水混液 10 mL で溶出

した。この溶出液にメタノール－水（1：1）混液を加え 100 mL に定容し、

試験溶液とした。分析操作を Schem 1 に示す。 

 

２．７．定量 

得られた試験溶液を表 1 に示した LC-MS/MS の操作条件により、測定を行

い、得られたピーク面積から絶対検量線によりヒスタミンの定量を行った。 
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試料 10 g 

5％トリクロロ酢酸 100 mL 

抽出 

                               

遠心分離(3000 rpm,5 min)  

 

上清を 5 mL 分取 

1 mol/L 水酸化ナトリウム(中和)  

定容 50 mL 

 

試料溶液 

 

OASIS® WCX(500 mg/6 cc)ミニカラム 

試料溶液 5 mL(負荷) 

       水 10 mL(洗浄) 

       メタノール 10 mL(洗浄) 

       2%ギ酸含有 50%MeOH 水溶液 10 mL(溶出)      

     定容 

50%MeOH 水溶液を用いて 20 mL 

     試験溶液 

 

LC-MS/MS 

 

Schem 1. Analytical procedures for histamine in fish meal 

 

３．結果および考察 

３．１．測定条件の検討  

LC-MS/MS による飼料からのヒスタミンの分析法は見当たらないが、食品

ではアレルギー様食中毒の迅速な検証を目的に、魚の切り身、干物、フライ、

煮付け等を対象にいくつかの方法が報告されている 111)-117)。 

今回、魚粉、あるいは魚粉を含む配合飼料からの分析法を開発するにあた

り、これらの報告を参考とし検討することとした。 

 

３．１．１．MS 条件の検討  

ヒスタミンを LC-MS/MS で測定するための MS 条件について検討した。イ
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オン化モードについては、既報 118)-122)にしたがいエレクトロスプレーイオン

化法（ESI）を用いることとし、測定モードを選択するために、直接注入測定

を行った。その結果、プロトン付加分子である m/z 112.1 [M＋H]＋が強く検出

されたためポジティブモードを採用した。次にこのプロトン付加分子をプリ

カーサーイオンとして、Selected Reaction Monitoring（SRM、選択反応性モニ

タリング）モードでの測定条件を検討した結果、衝突誘起解離によって得ら

れたアミノ基が脱離したと考えられる m/z 112.1→95.1 を定量イオンに、イミ

ダゾールと考えられる m/z 112.1→68.1 を定性イオンとすることとした。ヒス

タミンのマスクロマトグラムを図 2 に示した。 

 

   

Fig. 2. Mass spectrum of histamine 

 

３．１．２．LC 条件の検討 

ヒスタミンは、第一級アミンであり、極性の高い成分であるため、MS に適

した移動相系では汎用性の高い逆相分配系の ODS カラムには保持されず、測

定することが困難であった。そこで、既報 116)-122)でもヒスタミンあるいはヒ

スタミンを含む不揮発性腐敗アミン類の分析に採用されている親水性相互作

用を利用した HILIC カラムでの分析を検討することとした。HILIC カラムの

充てん剤表面の修飾基の種類は様々であり、メーカーによってそれぞれ異な

り、ヒスタミンの分離状況も異なるものと思われる。そこでアミノプロピル

基、シアノプロピル基、ジヒドロキシプロピル基など修飾基の異なるカラム

を用いて、ヒスタミンのピーク形状や感度について検討した。その結果、親

水基としてジヒドロキシプロピル基を化学修飾した Triart Diol-HILIC plus カ

ラムを用いるとシャープなピーク形状が得られることがわかった。そこで、

本法ではカラムとして Triart Diol-HILIC plus カラムを用いることとした。    
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次に Triart Diol-HILIC plus カラムを用いた時の移動相の最適条件について

検討した。移動相組成としては、イオン化を促進するための添加剤としてギ

酸および酢酸のそれぞれ 3 濃度（0.05、0.1 および 0.2％）と有機溶媒としてア

セトニトリルおよびメタノールとの組み合わせについて検討した。その結果、

アセトニトリル－0.1％ギ酸の組み合わせを移動相として用いた時にヒスタミ

ンの最も良好な感度が得られた。 

 

３．２．精製条件の検討 

 魚粉あるいは魚粉を含む配合飼料は乾燥品であり、生魚の切り身や加工品

としての焼魚､煮魚､フライなどから調製した試料溶液と比べ、測定の妨害と

なる夾雑物の含有量が格段に多いものと思われ、LC-MS/MS 測定時のマトリ

ックス効果の影響が懸念された。西名ら 118)は上記のような食品を対象とし

た場合、試料を 10,000 倍程度に希釈すればほぼマトリックス効果は無視でき

るほど小さくなると報告しているが、今回分析対象とした飼料では、魚粉は

その乾燥度が高く、抽出される夾雑物も多く、さらに配合飼料では魚粉以外

にとうもろこし、マイロ、油かす、ふすま、カキ殻、アルファルファなどが

配合されたものもあり、希釈のみではマトリックス効果を排除することはで

きなかった。また、飼料によって組成成分はさまざまであり、飼料毎にマト

リックス検量線を作成するには困難が伴う。そこで、固相抽出カートリッジ

を用いて精製する方法について検討した。ヒスタミンは、構造にアミノ基を

持つ塩基性物質であることから陽イオン交換ミニカラムによる精製が適して

いると考えられたため、強陽イオン交換ミニカラムとして OASIS MCX 及び

弱陽イオン交換ミニカラムとして OASIS WCX を検討した。その結果、いず

れのカラムにもヒスタミンは保持されたが、強陽イオン交換の MCX ミニカ

ラムは、固定相にスルホン基を持つことから、ギ酸や酢酸などのカルボン酸

系の溶媒ではヒスタミンを溶離することができず、そのためには、塩酸やリ

ン酸などの強酸や塩化ナトリウムなどの塩を含む溶媒系を用いる必要があっ

た。しかし、塩酸やリン酸あるいは塩を含む溶媒の使用は LC-MS/MS の測

定において更なる処理が必要となることから適当ではないと判断した。一

方、弱陽イオン交換である WCX ミニカラムは、固定相がカルボキシル基で

あり、ギ酸などの弱酸によってもヒスタミンを溶離することが可能であっ

た。揮発性の酸であるギ酸は LC-MS/MS の測定に影響を与えないことか

ら、本法ではギ酸を含む溶媒系で溶出することとした。 

 次に WCX ミニカラムからのギ酸を含む溶媒系によるヒスタミンの溶出挙

動について検討した。ヒスタミン 1 µg/mL を含有する 5％トリクロロ酢酸溶

液 5 mL を取り、1 mol/L 水酸化ナトリウム溶液を用いて pH 7 としたのち、
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WCX ミニカラムに負荷し、水 10 mL、メタノール 10 mL を流下したのち、

2％ギ酸含有メタノール－水混液または 5％ギ酸含有メタノール－水混液を 2 

mL ずつ各 10 回流下して各画分を分取した。結果は、洗浄溶媒である水及び

メタノール画分にはヒスタミンは全く溶出されず、2％ギ酸含有メタノール

－水混液及び 5％ギ酸含有メタノール－水混液のどちらの溶出液を用いても

6 mL で全量溶出された。そこで、本法では精製用ミニカラムとして OASIS 

WCX を用い、溶出溶媒としてギ酸含有量のより少ない 2％ギ酸含有メタノ

ール－水混液 10 mL を用いることとした。本ミニカラムによる精製によって

試料に由来するマトリックス効果はほとんど無視できるまで低減することが

できた。 

 

３．３．試料のヒスタミン含有量及び添加回収試験 

添加回収試験を行うに先立ち、試料の魚粉、鶏用配合飼料及び養魚用配合

飼料について本法を用いてヒスタミンの含有量を調べた。次いでこれらの試

料を用いて添加回収試験を実施した。その結果を表 2 に、代表的なクロマト

グラムを図 3 に示した。 

全 11 試料中、10 試料からヒスタミンが検出された。魚粉では 7 試料中､試

料番号１の魚粉からは全くヒスタミンは検出されなかったが、6 試料から検

出され、その検出値は 8.7～56.0 mg/kg であり、養魚用配合飼料では 5.5 及び

33.7 mg/kg であった。一方、鶏用配合飼料からの検出量は少なく、Tr（定量

限界以下：≦5 mg/kg）程度であった。 

ヒスタミンが検出されなかった試料番号１の魚粉は、他の 6 種の魚粉が茶

色から茶褐色をしているのに対し、薄茶色であり、明らかに原材料が異なる

か、あるいは鮮度が極めてよいものと思われた。養魚用配合飼料 2 種類にお

いてヒスタミン検出量に差が見られるが、メーカーの違いや魚粉の配合割

合、原料の鮮度などによるものと考えられた。また、鶏用配合飼料でのヒス

タミン検出量は魚粉と比べ少なかったが、これは配合飼料中の魚粉の配合割

合が少ないことを反映したものと思われる。さらにこれらの試料から調製し

た試料溶液にオルトフタルアルデヒドを用いて蛍光誘導体化した後、蛍光検

出器付高速液体クロマトグラフによって試験を行ったところ、検出されたヒ

スタミンの量は LC-MS/MS の値と概ね一致した。 

これらの試料から得られた検出量の 2～4 倍量程度になるようにヒスタミ

ンを添加、すなわち試料 10 g に対し 5.0 mg/kg から 200 mg/kg となるように

ヒスタミン標準溶液を添加し、各飼料 3 併行の添加回収試験を実施した。そ

の結果、添加回収率の平均は 79.6～116％、併行相対標準偏差は 1.9～10.3％

であり、いずれの試料においても添加回収率 70～120％、併行相対標準偏差
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20％以内という良好な結果が得られた。なお、ヒスタミンが検出されなかっ

た試料番号１の魚粉から求めた、S/N≧10 以上となる本法の定量限界は試料

中濃度として 5 mg/kg であり、また S/N≧3 で算出した検出限界は 1 mg/kg で

あった。 

 

Table 2. Recoveries of histamine from fish meal and assorted feed 

existing amount add amount Recovery RSD

(mg/kg) (mg/kg) (mean・％) (％)

1 Fish meal ND 5.0 91.0 10.3

2 Fish meal 9.6 10 116 3.6

3 Fish meal 8.7 10 115 3.6

4 Fish meal 36.9 50 104 4.7

5 Fish meal 56.0 200 96.1 5.0

6 Fish meal 33.8 200 99.0 2.8

7 Fish meal 20.2 200 109 3.0

8 Assorted feed for poultry farming Tr 5.0 102 4.7

9 Assorted feed for poultry farming Tr 5.0 79.6 8.7

10 Assorted feed for fish farming 5.5 5.0 86.5 6.1

11 Assorted feed for fish farming 33.7 50 105 1.9

Sample

No.
Sample

 

ND : not detect  Tr: ≦5 mg/kg  n=3 
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Fig.3. SRM chromatograms of typical samples 

(a) Standard of histamine (5 µg/kg)  

(b) white meal blank. Insets show expanded views.   

(c) white meal added with 5 µg/kg histamine  

(a) 

(b) 

(c) 
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３．４．妥当性評価 

試料番号１の魚粉を用いて、本試験法の妥当性評価を厚生労働省から発出

されている「食品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評価ガイドラ

イン」28)に沿って試験者 2 名、1 日 3 併行を 5 日間で実施した。試料として

用いた魚粉は、ヒスタミンの定量を妨害するピークは検出されず、選択性に

問題がないことを確認した。また、本魚粉にヒスタミンの濃度が 5.0 mg/kg

になるように添加して行った結果は、真度 80.7～99.4％、併行精度 7.0％、室

内精度 8.9％であった。妥当性評価ガイドラインの目標値を満たしており、

本試験の妥当性が確認された。 

 

３．５．食品への応用 

開発した分析法は魚粉を主原料とする飼料からのヒスタミンの分析法であ

るが、魚粉以外にも穀類等を混合した配合飼料にも適用可能であることか

ら、食品としての魚介加工品や発酵食品等にも適用可能ではないかと考えら

れた。そこで、鮮魚のタラ、マグロ、サバおよび加工食品のかまぼこ、つみ

れ、鯵の干物、チーズに適用を試みたところ、表 3 に示す通り、つみれで 6 

mg/kg、マグロ、鯵の干物、かまぼこ、チーズから若干（≦5 mg/kg）のヒス

タミンが検出された。また、これらの試料 10 g に対し 5.0 mg/kg となるよう

にヒスタミン標準溶液を添加し、各試料 3 併行の添加回収試験を実施した。

その結果、添加回収率の平均は 86.0～102％、併行相対標準偏差は 0.1～1.2％

であり、いずれの試料においても添加回収率 70～120％、併行相対標準偏差

20％以内という良好な結果が得られた。これらの結果から、本分析法は、食

品への適用も可能であると考えられた。 

 

Table 3. Recoveries of histamine from fish meal and assorted feed 

試験品名 定量値(mg/kg） 回収率(%) 標準偏差

タラ ND 91.4 0.1

マグロ Tr 97.2 0.5

干物（鯵） Tr 86.0 0.4

サバ ND 93.8 1.2

かまぼこ Tr 96.2 0.2

つみれ 6 101.7 0.6

チーズ Tr 86.9 0.1  

ND : not detect  Tr: ≦5 mg/kg  n=3 
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４．小括 

マグロやサバなどのヒスチジンを多く含む魚は、輸送時や保管時の温度管

理が良くないと微生物の影響によってヒスタミンが生成され、ヒスタミンを

大量に含んだ食品を摂取すると比較的短時間に顔面紅潮、かゆみ、じんまし

んなどのアレルギー様症状をきたすことが知られている。 

魚やその加工品に由来する食品中のヒスタミンを測定したデータは多数存

在しているが、水産養殖や養鶏に用いられる飼料については、測定データも

少なく、基準値の設定もされていない。しかし、魚の養殖や養鶏において飼

料の主原料に用いられる魚粉は、これらの重要なたんぱく源であり、飼料の

鮮度を管理する上でも飼料中のヒスタミン分析は、重要であると考えられ

る。これまで飼料中のヒスタミンの測定では、飼料分析の公定法である飼料

分析基準に収載されているキャピラリー電気泳動と比色法が用いられていた

が、前者は普遍的な機器とはいえず、後者は極めて煩雑な操作が必要とな

る。そこで、新たに養鶏や水産養殖に使用される飼料中のヒスタミンの分析

法の開発を行なうことになり、本研究を行った。分析法の概要は、試料を

5％トリクロロ酢酸で抽出し、弱陽イオン交換ミニカラムで精製した後、LC-

MS/MS で測定する方法である。 

ヒスタミンは、極性の高い物質であり、一般的に用いられる ODS 系のカラ

ムには保持されないことから、親水性相互作用を利用した HILIC カラムを用

いることでカラムに保持させることができ安定した測定を行うことが可能と

なった。 

本法による魚粉、鶏用配合飼料及び養魚用配合飼料における添加回収率は

79.6～116％、併行相対標準偏差は 1.9～10.3％と良好な結果を得られた。また、

本法の定量限界は、5 mg/kg、検出限界は 1 mg/kg とした。従来のキャピラリ

ー電気泳動法、比色法と同程度の定量限界の設定であるが、LC-MS/MS の感

度、選択性からさらに低い定量限界値の設定も行えると考えられた。さらに、

「食品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評価ガイドライン」に沿

って作成した試験について妥当性を確認したところ、真度、精度共に良好な

結果を得ることができた。 

また、食品への適用を試みたところ、真度、精度ともに良好な結果であり、

食品への応用も可能であることが示唆された。 

本分析法は、平成 30 年 6 月 29 日農林水産省消費・安全局長から通知され

飼料分析基準に公定法として採用された。 
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第 2節 LC-MS/MSを用いた生鮮トマト及びトマト加工品中のトマチンの分析 

１．緒言 

ナス科トマト属のトマト(Lycopersicon esculentum)はペルー・エクアドル圏

の原産であるが、わが国には18世紀の初めころから栽培され、1930年代に一

般に普及した123)。世界中で喫食されており、その品種は8,000種を超え、日

本においても約250品種124)農林水産省、2020年6月現在）が栽培されている。

トマトは成熟するにしたがってリコピン（赤色成分）とカロテン（黄色成

分）が増加し、それにともなってクロロフィルが減少することで、緑色から

桃色～赤色に変化する。生食のほか、ホールトマト、トマトピューレー、ト

マトソース、トマトケッチャプ、トマトジュースなどの形態で幅広く利用さ

れている。トマトは、リコピン、カロテン、ビタミンCなどの含有量が多

く、特にリコピンは、がんや心疾患のリスクを低減させるといわれており
125)-127)、体に良いイメージのある野菜である。 

一方、生鮮トマトには苦み成分としてアルカロイドの一種トマチンが含ま

れている。成熟するにしたがってトマチンは減少し、完熟トマトではほとん

ど消失し、苦みを感じることはあまりないとされる。しかし、完熟したトマ

トは日持ちしないため、赤味が出始めた未成熟の状態で収穫される場合もあ

り、それを食した消費者から苦いとの苦情が保健所やメーカーなどに寄せら

れることがある128)，129)。当所においてもトマトが苦いという消費者からの苦

情に対する原因解明の依頼が複数寄せられている。苦味は、味覚の五味（甘

味、酸味、塩味、苦味、うま味）において最も感受性が高く、甘味（ショ

糖）の認知閾値が0.7％、塩味（塩化ナトリウム）の認知閾値が0.055％とさ

れているが、苦味（ブルシン）の認知閾値は0.0001％とされ130)、極めて低

い。 

このようにトマチンは低濃度でも苦いという苦情の原因となるばかりでな

く、コリンエストラーゼ阻害や細胞に対する毒性もあることが報告されてい

る131)。そこで、トマト苦情品に対するトマチンの分析、市販の生鮮トマト及

び種々の加工品中のトマチン量の把握、さらにはトマトの収穫時期の違いに

よるトマチン含有量の調査は、食品衛生上有意義なものであると考える。   

トマチンの分析法としては、吸光光度法132)、バイオアッセイ133)、

HPLC134)- 138)、LC-MS/MS139)- 141)によるものが報告されている。その多くは生

鮮トマトを対象としており、トマト加工品を対象にしている報告142)はあまり

見受けられない。そこで今回、LC-MS/MSを用い、生鮮トマトのほかトマト

ソースやトマトジュースといったトマト加工品中のトマチン分析法を開発し

た。また、収穫時期の違いによるトマト並びに各種トマト加工品中のトマチ

ン含有量および加熱処理によるトマチン量の変化についても調査を行った。 
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トマチンの構造式を図1に示した。 

 

       

M.W. : 1034.19    Log Pow: 2.22 

Fig.1. Structure of tomatine 

 

２．実験方法 

２．１．試料 

 東京都内、神奈川県内の小売店で市販されていた生鮮トマト 6 種類（品

種：不明）とその加工品として缶詰及びレトルト製品、菓子類の計 15 製品

を試料とした。また、苦情品のトマト 2 検体も試料とした。収穫時期を変え

たトマト（品種：麗容）は栃木県内の農園で栽培されたものを試料とした。 

 

２．２．試薬 

トマチン標準溶液：トマチン（東京化成工業㈱製）10.0 mg を正確に量

り、メタノールに溶解して全量 100 mL としたものを標準原液(トマチンとし

て 100 µg/mL 含む)とした。 

1％酢酸含有 20％メタノール溶液：酢酸 1 mL をメタノール－水（1：4）

混液に加え 100 mL とした。 

固相抽出カラム：OASIS HLB（500 mg/6 cc）（Waters 社製）を使用した。

あらかじめメタノール及び水それぞれ 10 mL でコンディショニングしたもの

を用いた。 

その他の試薬：アセトニトリルは関東化学㈱製 LC-MS 用、ギ酸は富士フ

イルム和光純薬㈱製の LC-MS 用、その他の試薬は特級品を用いた。 

 

２．３．装置 

ホモジナイザーは SMT COMPANY 社製マルチディスパーサー PB-95、遠

心分離機は KUBOTA 社製ユニバーサル冷却遠心機 5930、ロータリーエバポ

レーターは BUCHI 社製有機溶媒回収装置 V-703 を用いた。高速液体クロマ
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トグラフは㈱島津製作所製 LC-20D、質量分析装置は SCIEX 社製 API-

4000QTRAP を使用した。 

 

２．４．測定条件 

LC-MS/MS の測定条件を表 1 に示した。 

 

２．５．検量線の作成 

 トマチン標準溶液を適宜、20％メタノール－水混液を用いて希釈し、0.5～

10 µg/L の濃度範囲の検量線用標準溶液を調製し、それぞれ 10 µL を LC-

MS/MS に注入した。得られた各濃度のピーク面積から検量線を作成した。

決定係数 0.999 の良好な検量線が得られた。 

 

Table 1. LC-MS/MS operating conditions 

LC column

Mobile phase

Linear gradient elution

Time(min) A(%) B(%)

0 80 20

3 80 20

13 20 80

20 20 80

Flow rate 0.2 mL/min

Column temperature 40℃

Injection volume 10 µL

Run time 20 min 

Ionization mode ESI(positive mode)

Ion spray voltage 4,800V

Curatin gas (N2) 10 psi

Desolvation temperture 400℃

Collision gas 8 psi

Ion source gas 1 20 psi

Ion source gas 2 40 psi

Transition

precursor m/z Cone Voltage(V) Collision energy(eV)

1034.6 146 79

1034.6 146 100

MS Conditions

1016.7
a)

255.3
b)

a） Used for a quantitative analysis　　 b） Used for a qualitative analysis

Settings

LC Conditions

Inetsil ODS-3(2.1 mm×150 mm,3 µm)

A=0.1 vol% formic acid

B=0.1 vol% formic acid in acetonitrile

product m/z

Parameter
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２．６．試料溶液の調製 

２．６．１．抽出 

 生鮮トマトはヘタを取り除きフードプロセッサーで均質化したものを試料

とし、加工品は全量をフードプロセッサーで均質化したものを試料とした。 

これらの各試料 5.0 g を 100 mL の遠沈管に採り、これに 1％酢酸含有 20％

メタノール溶液 30 mL を加え、1 分間ホモジナイズして抽出した。次に

3,000 rpm(1,880×g)で 10 分間遠心分離を行い、得られた上澄液を 100 mL メ

スフラスコに分取した。さらに残渣に 1％酢酸含有 20％メタノール溶液 30 

mL を加え、同様の操作を 2 回繰り返し、得られた上澄液をメスフラスコに

合わせ、1％酢酸含有 20％メタノール溶液で 100 mL に定容したものを試料

溶液とした。 

 

２．６．２．精製 

固相抽出カートリッジに試料溶液 5 mL を負荷し、水 10 mL、次いで 50％

メタノール溶液 10 mL で洗浄したのち、メタノール 10 mL で溶出した。こ

の溶出液を減圧下で濃縮した後、残渣にメタノール－水（2：8）混液を 2 

mL を加えて溶解したものを試験溶液とした。分析操作を Schem 1 に示す。 

 

２．７．定量 

得られた試験溶液を表 1 に示した LC-MS/MS の操作条件により、測定を行

い、得られたピーク面積から絶対検量線によりトマチンの定量を行った。 
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試料 5 g 

 

抽出 

1%酢酸含有 20％メタノール 30 mL 

遠心分離 

 

有機層＋水層     残留物 

1%酢酸含有 20％MeOH※ 30 mL×2 

遠心分離 

 

有機層＋水層   残留物 

  

定容 

1%酢酸含有 20％メタノール 100 mL 

試料溶液               ※MeOH：メタノール 

 

OASIS® HLB（500 mg / 6 cc/） 

試料溶液 5 mL 負荷 

水 10 mL（洗浄） 

50％メタノール溶液 10 mL（洗浄） 

メタノール 10 mL（溶出） 

濃縮 

 

定容   

メタノール－水（2：8） 2 mL 

LC-MS/MS 

 

Schem 1. Analytical procedures for tomatine in tomato 

 

３．結果および考察 

３．１．測定条件の検討 

 トマチンを含むトマトアルカロイド配糖体を LC-MS/MS で分析した例はい

くつかみられる 139)-141)。しかし、いずれも構造解析や生体内代謝におけるア

ルカロイドの消長に関する報告であり、トマト果実や加工品中のトマチンの

分析を行ったものではないが、MS 条件の設定にあたっては、これらを参考に
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新たに MS 条件の検討を行った。 

 

３．１．１．MS 条件の検討 

Cataldi らの報告 139)を参考にトマチンを LC-MS/MS で測定するための MS

条件について検討した。イオン化モードとしてエレクトロスプレーイオン化

法（ESI 法）を採用し、イオン化条件を検討したところ、ポジティブモードに

おいてトマチンのプロトン化分子イオン［M＋H]＋の生成が確認された。次に、

Selected Reaction Monitoring （SRM、選択反応性モニタリング）モードにおけ

る測定条件について検討した。トマチンの m/z 1034.6 [M＋H]＋をプリカーサ

ーイオンとして、衝突誘起解離によって得られるフラグメントイオンの測定

条件を最適化した。図 3 にトマチンのマススペクトルを示す。アルカロイド

骨格と単糖が結合した構造であるため、弱いエネルギーでは、［M＋H]＋の

1034.5 が大きく観察された。最適なコリジョンエネルギーを与えることで、

いくつかのフラグメントイオンが観察されたが、水が脱離したと考えられる

m/z 1034.6→1016.7 を定量イオンに、配糖体の糖部分を構成するグルコース、

ガラクトースおよびキシロースの各糖が脱離したアグリコン部分であるトマ

チジンに由来すると考えられる m/z 1034.6→416.3 を定性イオンとすることと

した。トマチンのモニターイオンおよび最適測定条件を表 1 に示した。また。

トマチンのマスクロマトグラムを図 2 に示した。 
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Fig. 2. Mass spectrum of tomatine 

(1) Collision energy：65 eV、(2) Collision energy：95 eV 

 

３．１．２．LC 条件の検討 

トマチンのプロトン化分子イオン［M＋H］＋の生成が確認されたことから、

プリカーサーイオンの生成を促進させるため、移動相には 0.1 vol％ギ酸を添

加することとし、0.1 vol％ギ酸–アセトニトリル系を選択し、種々の ODS カラ

ムについて検討した。その結果、良好なピークが得られた Inertsil ODS-3 （GL 

サイエンス社製、粒子径 3 µm、内径 2.1 mm、長さ 150 mm）を分析カラムと

した。  

定量限界は、S/N≧10 から算出すると 0.001 mg/100g は十分に担保できた。

しかし、苦みの閾値と食品衛生学的観点から低濃度に定量限界を設定する必

要がないため、0.01 mg/100g とした。 

(1) 

 

(2) 
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３．２．抽出方法の検討 

トマトからのトマチンの抽出には、メタノール 129), 134)、1％酢酸 133)、2％酢

酸含有 50％メタノール 132) 、0.1％ギ酸含有 20％メタノール 142)などが用いら

れているが、トマチンが塩基性窒素を含むアルカロイド配糖体であることか

ら、抽出にはメタノールあるいはメタノール-水系の混合溶媒に酸を加えた極

性溶媒を用いる方法が有用であると考えられた。そこで、酸として酢酸を用

い、メタノールと酢酸の混合溶媒系について検討した。はじめに、生鮮トマ

ト試料 5 g に対してトマチン標準 10 µg を添加し、メタノール濃度が 0％、

10％、20％と低い溶媒系と 80％および 90％の高い溶媒系を調製し、これに酢

酸を 1％および 2％になるように加えた抽出溶媒で試行数 3回の回収試験を行

った。その結果を図 3 に示した。 

その結果から、1％酢酸含有 20％メタノールを抽出溶媒として用いること

とした。 

 

 

Fig.3. Effect of methanol and acetic acid concentrations on tomatine extraction 

rate 

(a)acetic acid concentration 1％；(b)acetic acid concentration 2％ 
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３．３．精製条件の検討 

 今回、トマチンの分析は、生鮮トマトだけではなく、ホールトマト、トマ

トケチャップのような加工品、さらに菓子などを分析対象としているため、

測定の妨害となる夾雑物が多いと思われたことから、固相抽出カートリッジ

を用いた精製条件を検討した。トマチンの精製には、C18 ミニカラム 134）や

OASIS HLB129）といった逆相系やポリマー系のミニカラムが多く用いられ

ている。そこで、OASIS HLB(Waters 社製、3cc/60 mg)、OASIS HLB(Waters

社製、6cc/500 mg)及び PLEXA（Waters 社製、6 ㏄/200 mg）の 3 種類のポリ

マー系の固相ミニカラムを用いて検討した。   

はじめに、トマチンのカラム内での挙動について確認した。1％酢酸含有

20％メタノール溶液で調製した 0.1 mg/L のトマチン標準溶液 1 mL をあらか

じめコンディショニングしたそれぞれのカラムに負荷した。その結果、いず

れのカラムでもトマチンは保持された。次に固相ミニカラムの洗浄溶液とし

て、メタノール–水混液を用いることとし、その組成比率及びメタノールに

よる溶出について検討した。先程の標準溶液を負荷した固相ミニカラムに、

メタノール濃度を 0、20、50％とした各洗浄溶液を 2 mL ずつ計 10 mL、さ

らに、メタノールを 2 mL ずつ計 20 mL まで溶出した。  

水、20％メタノール、50％メタノールでは、いずれの固相ミニカラムから

もトマチンは溶出しなかった。そこで、高極性の夾雑物を取り除くため、最

初に、水 10 mL で、次いで 50%メタノール 10 mL で洗浄することとした。

一方、メタノールでは、どの固相ミニカラムからも 6 mL でトマチンが溶出

した。そこで、水 10 mL、50％メタノール 10 mL で洗浄を行った後、メタノ

ール 10 mL でトマチンを溶出することとした。 

次に、実際の試料を用いて固相ミニカラムからの溶出状況を検討した。生

鮮トマトを 1％酢酸含有 20％メタノールで抽出した試料溶液に、10 mg/L の

トマチン標準溶液 1 mL を添加して 100 mL に定容した抽出液を先に検討し

た各カラムに 5 mL 負荷した。水 10 mL および 50％メタノール 10 mL で洗浄

を行った後、溶出溶媒としてメタノールを 5 mL ずつ、20 mL まで溶出し

て、各画分での溶出率を確認した。その結果を表 3 に示す。OASIS HLB

（3cc/60 mg）および PLEXA（6cc/200 mg）では、洗浄画分である 50％メタ

ノール 10 mL でトマチンの 89.2％および 68.2％が溶出した。一方、OASIS 

HLB（6cc/500 mg）は、50％メタノールでも溶出することはなく、メタノー

ル 10 mL で 95％の回収率が得られた。カラムによる溶出状況の違いはカラ

ムの充填量が小さいものは、実試料に対しては保持容量が十分ではなかった

ものと考えられた。そこで、精製には、OASIS HLB（6cc/500 mg）を用い

て、試料溶液を負荷後、水 10 mL、50％メタノール 10 mL で洗浄を行った
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後、メタノール 10 mL で溶出することとした。 

 

Table 2. Recoveries of tomatine from mini column 

OASIS HLB 3cc OASIS HLB 6cc PLEXA 6cc

0.0 0.0 0.0

0.0 0.0 0.0

89.2 0.0 68.2

2.0 88.4 24.1

0.0 7.4 0.0

0.0 0.0 0.0

0.0 0.0 0.0

91.2 95.8 92.3

process

Load

Wash 1 
※1

Recovery (%)

total

Wash 2 
※2

Elute 1
 ※3

Elute 2 
※3

Elute 3
 ※3

Elute 4 
※3

 

One mL of standard solution (1mg/L, 1% acetic acid/water-methanol (4:1)) was added to the 

sample solution extracted from fresh tomatoes and loaded into each column, washed with 

water and 50% methanol , and methanol was eluted. n=3 

※1 10 mL of water 

※2 10 mL of 50%methanol 

※3 Five milliliters of eluted fraction(methanol) was collected . 

 

３．４．添加回収試験 

作成した分析法を用いて、生鮮トマト 3 試料、青みがかったトマト 1 試

料、トマトジュース、ケッチャプなどの加工品 7 種類を用いて添加回収試験

を行った。添加濃度は、定量限界の 0.01 mg/100g で行った。その結果を表 3

に示した。 4 種類のトマトでは、真度 80.3～94.8％、併行精度 1.9～5.2％、7

種類の加工品では、真度 76.8～95.5％、併行精度 3.1～9.0％の良好な結果が

得られた。 
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Table 3. Recovery of tomatine from tomato and tomato products 

No. Sample
Recovery(%)

(Mean±RSD)

1 Fresh tomato 86.9 ± 1.9

2 Fresh tomato 94.8 ± 2.4

3 Bluish tomato 83.3 ± 3.5

4 Fresh tomato(reiyou) 80.3 ± 5.2

5 Pasta sauce 92.7 ± 6.2

6 Ketchup 88.0 ± 3.1

7 Cut tomato(canning) 76.8 ± 9.0

8 Whole tomato(canning) 91.8 ± 3.6

9 Snacks 95.5 ± 8.3

10 Candy 78.9 ± 6.7

11 Tomato juice 83.0 ± 7.9
 

Spiked level:0.01 mg/100 g，n=3 

 

３．５．苦情検体への適用 

３．５．１．苦情品のトマチン分析 

今回、作成した分析法を用いて苦情品のトマト 2 試料についてトマチンの

分析を行った。これらのトマトはそれぞれ消費者から苦いとの苦情でスーパ

ーマーケットに返品されたもので、果実は赤く色づいていたが、いずれもヘ

タの周辺は一部青みがかった状態であった。産地、収穫時期、品種等につい

ては不明であった。いずれも 3 名のパネリストで行った官能検査では明らか

な苦みを感じた。分析の結果、2 試料の苦情品から 1.04 mg/100 g(0.00104%)

および 1.54 mg/100 g(0.00154%)のトマチンが検出された。トマトの苦いとい

う苦情事例については、粕谷らの報告 129)があり、HPLC によってトマチン

を分析した結果、0.78 mg/100 g(0.00078％)検出したと報告しており、今回の

苦情品の結果とも近似した値であった． 

 

３．５．２．トマトの成熟の程度によるトマチン含有量の変化 

苦情品のトマトはほぼ全体が赤いにも関わらずヘタの周辺が若干青い程度

で苦みを感じたことから、栽培中のトマト（品種：麗容）を継続的に採取

し、トマチン含有量を調べた。採取したトマトの状態を写真に示した。トマ

チン含量の結果を表 4 に示した。青い未成熟のトマト（採取 0 日目）では
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5.13 mg/100 g、へたの周辺が青いトマト（10 日目）では 1.10 mg/100 g、赤く

完熟したトマト（15 日目）では 0.02 mg/100 g のトマチンが検出された。採

取 10 日目のヘタの周辺が青いトマトでのトマチン含有量は苦情品と同程度

であり、赤色の程度も同じような状態であった。また、これらの採取品につ

いて 3 名のパネリストで官能検査を実施したところ、未成熟のトマトでは全

員が舌を刺すような苦みを感じた。ヘタの周辺が青いものでも明らかに苦み

を感じたが、完熟したものでは苦みは感じなかった。したがって、人が感じ

る苦みの閾値が 0.0001％130)という報告もあることから、人の感受性の程度に

は違いはあるものの 1.0 mg/100 g（0.001％）前後は、多くの人で苦みを感じ

るレベルであると思われる。 

 

Table 4. Determination of tomatine in complaint tomato and picked tomato during 

in cultivation 

Sample
Content

(mg/100 g)
RSD(%) Bitterness

※1 Production

area

　Complaint tomato
※2 1.08 + unknown

　Complaint tomato
※2 1.54 + unknown

　Ripe tomato
※3 0.02 9.0 − Tochigi

　Bluish tomato
※3 1.10 8.0 + Tochigi

　Immature tomato
※3 5.13 2.2 ⧺ Tochigi

 

※1 Gustatory test by 3 panelists.Strong bitterness；⧺ Some bitterness；+   

 No bitterness；−  ※2 Complaint tomato is brought in as bitter by consumer.  

※3 Variety name；Reiyou 
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(a)                                                      (b) 

     

   (c) 

   

Photo. The degree of ripeness of the collected tomatoes 

(a) Immature tomato , (b) Bluish tomato , (c) Ripe tomato 
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３．６．市販生鮮トマトとトマト加工品の実態調査 

全体が赤くてもヘタの周辺が青い状態のトマトは苦く感じる場合があり、

苦情の対象になりうることが分かった。そこで、市販品の生鮮トマト 6 試料

についてトマチン含有量の分析を行った。一方、トマトケチャップなどの加

工品は使用される原料トマトの品種や栽培法が市販の生鮮トマトと異なると

されるが 123)、 トマチン量の推移は市販品と大きな違いはないと思われる。

そこで、その他のトマト加工品についても完熟前のトマトが使用される場合

もあるのではないかと考え、トマトケッチャプのほかパスタソース、トマト

ジュース、スナック菓子等 15 試料についてトマチン含有量の調査を実施し

た。それらの結果を表 5 および表 6 に、代表的なクロマトグラムを図 4 に示

した。 

生鮮トマトのうち、No. 6 の生鮮トマトは苦情品と同様にヘタの周辺が若

干青みを帯びていたが、そのトマチン含有量は 0.06 mg/100g であり、苦みは

感じられなかった。その他の赤く完熟した生鮮トマトは、トマチン含有量は

0.02 mg/100g 以下であり、苦みも全く感じなかった。 

加工品については、トマトソース 3 試料のトマチン含有量は 0.57～0.97 

mg/100 g、ケチャップ 3 試料は 0.65～1.11 mg/100 g であった。数値からは苦

みを感じるレベルのものもあったが、ほとんど苦みを感じることはなく、お

そらく調味料などによるマスキング効果によるものと思われる。また、トマ

トの缶詰からは 0.64～0.71 mg/100 g、トマトジュースでは 0.17 および 0.63 

mg/100 g 検出された。Ciara らは 142）トマトの缶詰で 0.11～1.57 mg/100 g、ト

マトソースで 0.18～0.19 mg/100 g と報告しており、差異のない結果であっ

た。 
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Table 5. Tomatine containing survey in raw tomatoes 

No. Sample
Content (mg/100 g)

(Mean±RSD)
Bitterness

※1 Production area

1 Fresh tomato 0.01 ± 10.6 − Hakodate

2 Fresh tomato ≦0.01 ± 11.7 − Hakodate

3 Fresh tomato ≦0.01 ± 7.4 − Aichi

4 Fresh tomato ≦0.01 ± 5.2 − Nasukogen

5 Fresh tomato 0.02 ± 4.7 − Nagano

6 Fresh tomato
※2 0.06 ± 4.4 − Fukuoka

 

※1．Gustatory test by 3 panelists.   − ； No bitterness  

※2．Greenish tomato around the stem 

 

Table 6. Tomatine containing Survey of tomato products 

No. Sample
Content (mg/100 g)

(Mean±RSD)

country of

manufacture

1 Pasta sauce 0.97 ± 6.3 Japan

2 Pasta sauce  0.69 ± 11.6 Japan

3 Pasta sauce 0.57 ± 8.2 Japan

4 Ketchup 0.58 ± 1.0 Japan

5 Ketchup 0.71 ± 7.3 Netherlands

6 Ketchup  1.11 ± 11.4 Japan

7 Cut tomato(canned) 0.78 ± 9.2 Italy

8 Cut tomato(canned) 0.60 ± 6.8 Italy

9 Whole tomato(canned) 0.64 ± 8.1 Japan

10 Snacks 0.06 ± 6.2 Japan

11 Snacks  3.05 ± 10.9 Thailand

12 Candy 0.03 ± 2.3 Japan

13 Candy 0.16 ± 3.5 Japan

14 Tomato juice 0.63 ± 4.1 Japan

15 Tomato juice 0.14 ± 5.5 Japan
 

n=3 
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Fig. 4. SRM chromatograms of tomatine 

(a) Standard solution (0.5 ng/mL)  (b) test solution prepared from tomato sample 

(c) test solution prepared from tomato product(ketchup) sample. Insets show 

expanded views 

(a) 

(b) 

(c) 
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一方、菓子類の中ではスナック菓子から 3.05 mg/100 g と比較的高濃度の

トマチンが検出された。この菓子は、トマトを乾燥させ、塩と油のみで味付

けされたドライトマト様のものであり、若干の苦みと塩味のあるお菓子であ

った。水分量を測定したところ、1.4 g/100 g であった。日本食品標準成分表

（8 訂）のトマトの水分量から換算すると、濃縮率は 16 倍程度と推定され本

製品は、トマチンが濃縮されたものと考えられた。  

また、キャンディーやトマトジュースでは、他の野菜がブレンドされたも

のなど、加工度の高いものは、原料であるトマトの使用量が少ないと思わ

れ、トマチン量が比較的低かった。 

 

３．７．トマチン量に及ぼす加熱工程の影響 

加工品の調査で苦みを感じるレベルのトマチンが検出されるものがあっ

た。そこで、加工過程での加熱や保存の段階でトマチン量に変化が生じるか

どうか確認するため、加熱処理を行い、その経時的な量の変化を測定した。

粉砕してペースト状にした未成熟トマト 10 g に対して 500 µg のトマチンを

添加し作製した試料を 4 等分してそれぞれポリプロピレン製の袋に入れ、1

袋を未加熱とし、残りの 3 袋をそれぞれ加熱温度 40℃、60℃、90℃に設定し

た水浴中で 30 分間加熱したのち、試験法に従って各試料中のトマチン量を

測定した。その結果、図 5 に示した通り、加熱温度によるトマチン量の変化

はほとんど認められなかった。 

 

Fig. 5. Effect of temperature on concentration of tomatine 

n=3  ※room temperature 
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次に、一定温度におけるトマチン量の経時的変化を測定した。加熱温度の

実験と同様に未成熟トマト 10 g に対して 500 µg のトマチンを添加し作製し

た試料を 5 等分してそれぞれポリプロピレン製の袋に入れ、 1 袋を未加熱と

し、残りの 4 袋をそれぞれ 60℃の水浴中に 30 分、60 分、120 分、240 分間

加熱したのち、各試料中のトマチン量を測定した。結果は図 6 に示す通り、

加温時間によるトマチン量の変化はほとんど見受けられなかった。 

今回の結果から、トマチン量は、加熱してもその定量値に影響はほとんど

なかった。トマト中のトマチン量は、成熟に従い酵素によってエスクレオシ

ド A に変換するが、今回の実験においては加熱による酵素の失活や酵素の至

適温度帯であっても酵素が活性化するための時間が短いなどの理由によって

トマチン量ににほとんど変化がなかったと考えられた 

 

 

Fig. 6. Effect of heating time on concentration of tomatine 

 

４．小括 

 トマトは、民間企業が行った日本人の好きな野菜ランキング 143）でも 1 位

になるほど生食のほかトマトソース、トマトケッチャプ、トマトジュースな

ど幅広い形態で喫食されている。しかし、未成熟のトマトには、苦み成分で

あるアルカロイドの一種トマチンが含まれている。トマチンは、成熟するに

したがって減少するが、完熟前のトマトを食した消費者から苦いとの苦情が

寄せられることがある。生鮮トマトからのトマチン分析法は、いくつか寄せ
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られているが、加工品も対象とした分析法の報告は少ないことから、トマト

及びその加工品に含まれるトマチンの分析法について検討した。分析法の概

要は、試料を 1％酢酸含有 20%メタノール溶液で抽出し、OASIS HLB ミニカ

ラムで精製した後、LC-MS/MS で測定する方法である。開発した分析法を生

鮮トマト 4 種類、トマトジュース、ケッチャプなど 7 種類の加工品に適用し

た結果、添加濃度 0.01 mg/kg における添加回収率は、生鮮トマトでは、80.3

～94.8％、併行精度は 1.9～5.2％，トマト加工品では 76.8～95.5％、併行精度

は 7.3～11.6％と良好な結果が得られた。 

苦情品のトマトと苦情品のトマトに近い状態で収穫したへたの周辺が青い

トマトのトマチン量は、1 mg/100 g 程度であり、苦みを感じる量であった。

また、生鮮トマトにトマチンを添加して加熱処理を行ったところ、加熱温度

および加熱時間の違いによるトマチンの減少および変化はみられなかった。

こうしたことから、加工品として使用する生鮮トマトにおいてもトマチン量

を管理することは、製品管理の観点からも非常に重要であると考えられた。 
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結語 

 

 著者は、近年進歩の著しい LC-MS/MS を用いて、食品衛生学的な危害の

発生を防止するために食品中に含まれる食品衛生上問題となる残留化学物質

および有害物質について高精度で再現性の良い分析法についてその開発に携

わってきた。 

我々が摂取する食品は、生鮮食品から加工食品まで多岐に渡り、加工食品

における加工度も煮る、焼く、蒸すなど様々な方法があり、これによって食

品成分の変化が起こり、さらに、調味料や香辛料をはじめ、様々な食品添加

物も添加される。このように加工食品では食品素材に由来する多くの夾雑生

成が分析対象となる化合物の測定に影響を与えることになる。一方、分析法

の開発にあたっては、分析精度や再現性ばかりではなく、経済性の面から一

般的に汎用されている試薬、器具、機器を用いた普遍性のある分析法である

ことが求められる。本研究では、分析の妨害となる夾雑成分を様々なタイプ

のミニカラムを駆使してこのような夾雑成分を除去する方法を検討した。特

に動物性食品の場合、原料由来のリン脂質やトリアシルグリセロールなどの

脂質でヒトの体に有用な物質や天然色素、天然香料などの見た目や風味をよ

くする天然物にあっても食品分析においては測定の妨害となりうる。また、

測定に高感度の LC-MS/MS を用いる場合には、こうした夾雑物質が目的成

分のピーク強度を増減（イオン抑制やイオン促進）させるマトリックス効果

を起こし、定量精度を低下させる原因にもなる。こうしたことから、あらか

じめ機器による測定の前に前処理として液液分配やミニカラムによる固相抽

出などを用いて夾雑物質をできる限り取り除くことが必要となっている。液

液分配法は、ジニコナゾールおよびジルパテロールの分析法の作成で用いた

が、混じりあわない 2 相の溶媒を使用した分配操作により目的物質と夾雑物

を分離する方法である。一方、固相抽出法は、本研究のすべての分析法開発

で使用しているが、ミニカラムの固定相の特性である吸着、分配、イオン交

換等の分離モードを精製の目的によって応用して目的物質と夾雑物を分離す

る方法である。さらに、近年、LC-MS/MS の測定の場面では、フロント部に

用いる HPLC の分離カラムとして新しいタイプのカラムが開発された。これ

は「HILIC カラム」と呼ばれれ、シリカゲルなどの固定相にアミノプロピル

基、アミド基、カルボキシル基などの親水性の官能基を修飾させることで、

固定相表面に水和層が形成され、親水性相互作用による分配が行われる。さ

らに、修飾した官能基による 2 次的な相互作用が働くことにより、測定対象

となる化学物質の物理的性質により保持が変わってくることがある。抗ウイ

ルス剤の分析法開発においては、両性イオン官能基を修飾した ZIC-HILIC を
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用いることにより、塩基性物質および両性物質の感度の良い同時分離条件を

設定できた。 

本研究は、上記の考え方および手法に基づき特に食品衛生上課題となって

いる 7 種の抗ウイルス剤、農薬であるジニコナゾール、動物用医薬品である

ジルパテロールやアレルギー様食中毒の原因物質であるヒスタミンおよび植

物アルカロイドのトマチンについて食品中からの高感度かつ簡便な分析法を

確立したものである。 

 

 

 第 1 章では、鳥インフルエンザなどでその予防や治療に用いられる可能性

がある抗ウイルス剤の分析法の開発について論じた。対象とした抗ウイルス

剤は、海外で鶏への使用実態があるアマンタジン（商品名；シンメトレル）

のほか、鶏への使用も懸念されることから人のインフルエンザ治療薬である

オセルタミビル（商品名；タミフル）、ザナミビル（商品名；リレンザ）、

ペラミビル（商品名；ラピアクタ）、ラニナミビル（商品名；イナビル）や

諸外国で使用実績のあるリマンタジン（商品名；フルマジン，日本では許可

されていない）とウミフェノビル（商品名；アルビドール）の計 7 種とし

た。これらを試料からメタノール－水（9：1）で抽出し、強陰イオン交換体

ミニカラムと強陽イオン交換体ミニカラムを用いて精製した後、分離カラム

に ZIC-HILIC を用いた LC₋MS/MS で測定する方法を確立した。これらの抗

ウイルス剤のうちアマンタジン、リマンタジン、アルビドールおよびオセル

タミビルは塩基性物質、ザナミビル、ペラミビルおよびラニナミビルが両性

物質と物理的性質が大きく異なるが分離カラムに ZIC-HILIC を用いることに

より、同時分析が可能となった。確立した分析法を鶏の筋肉、脂肪、心臓な

どの鶏組織および鶏卵の 6 試料に適用した結果、真度 77.9～97.5％、併行精

度 1.7～9.2％の良好な結果が得られた。また、焼き鳥、唐揚げなどの加工品

9 試料に適用した結果、真度 72.6～99.2％、併行精度 3.0～11.2％の良好な結

果であり、鶏組織だけではなく加工品にも本分析法を適用できることが分か

った。さらに、鶏の組織と鶏卵の 12 試料および焼き鳥、唐揚げ、サラダチ

キン、チキンステーキ、チキンカツなど 30 試料の加工品の実態調査を行っ

たところ、抗ウイルス剤は検出されなかった。 

現時点では、今回分析対象とした抗ウイルス剤には、残留基準が設定され

いないが、食品、添加物等の規格基準（昭和 34 年厚生省告示第 370 号）に

「抗生物質又は科学的合成品たる抗菌性物質を含有してはならない」と定め

られており、この条文が適用される場合、残留基準の一律基準が行政判断の

レベルになると考えられる。そこで、本分析法における定量下限値は、一律
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基準である 0.01 mg/kg に設定した。一方で、オセルタミビルやウミフェノビ

ル（アルビドール）のようなプロドラックについては、代謝物の存在が考え

られることから、今後、代謝物を含む基準値の設定がなされた場合、代謝物

の分解を抑えるための酸、あるいは代謝物をさらに分解して抽出や測定が行

いやすい物質に変換するための酵素処理など前処理方法の採用も検討する必

要があると考えられる。今回作成した分析法は前処理方法の検討にあたって

有用な資料になると考える。 

 

第 2 章では、農薬であるジニコナゾール及び動物用医薬品であるジルパテ

ロールの分析法の開発について論じた。農薬であるジニコナゾール分析で

は、農産物の場合、アセトンでジニコナゾールを抽出し、n-ヘキサンへの転

溶および脱脂後、フロリジルミニカラムおよびグラファイトカーボンミニカ

ラムによって精製した後、LC-MS/MS で測定する方法を開発した。この分析

法を玄米、ほうれん草、お茶などの農産物 8 食品に適用した結果、真度 88.3

～103％、併行精度 0.5～5.1％の良好な結果が得られた。また、畜水産物の場

合は、アセトン－n-ヘキサン混液で抽出し、脱脂後、フロリジルミニカラム

による精製を行った後、LC-MS/MS で測定する方法を開発した。この分析法

を牛の筋肉、脂肪、はちみつなど畜水産物 8 食品に適用した結果、真度 102

～108％、併行精度 2.0～4.9％の良好な結果が得られた。本分析法における定

量限界値は、農産物及び畜水産物ともに一律基準である 0.01 mg/kg であっ

た。本分析法は、厚生労働省によって中国産の未成熟えんどうの輸入の可否

を判断する命令検査における試験法として採用され、厚生労働省より公定法

（通知法）83）として検疫所および地方自治体等に通達された。 

動物用医薬品であるジルパテロールの分析法の開発では、試料から、n-ヘ

キサン存在下のアセトニトリルで抽出し、逆相系ミニカラム、強陽イオン交

換体ミニカラムによる精製を行った後、LC-MS/MS で測定する方法を作製し

た。この分析法を牛の筋肉、脂肪、牛乳など畜産食品 6 食品に適用したとこ

ろ、真度 87.0～99.4％、併行精度 2.4～6.3％の良好な結果が得られた。本分

析法における定量限界値は、一律基準である 0.01 mg/kg であった。本分析法

は、厚生労働省より通知法として発出 97）され、ジルパテロールの残留分析

法として採用された。 

 

第 3 章では、有害物質であるヒスタミンおよびトマチンの分析法の開発に

ついて論じた。本研究で確立したヒスタミンの分析法は、試料から 5％トリ

クロロ酢酸で抽出を行い、弱陽イオン交換体ミニカラムを用いて精製を行っ

た後、LC-MS/MS にて測定する方法である。開発した分析法を養鶏や水産養
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殖に用いられる 11 飼料に 5 mg/kg から 200 mg/kg となるように添加して回収

試験を行ったところ、真度 79.6～116％、併行精度 1.9～10.3％の良好な結果

が得られた。本分析法における定量限界値は、5 mg/kg であった。また、食

品への応用を試みたところ、真度、精度ともに良好な結果であり、食品分野

への応用も可能であることが示唆された。こうしたことは、ヒスタミン食中

毒が発生した際に、簡便に短時間で原因究明が行うことができ、食品衛生学

的にも大変有意義な方法であると考えられた。なお、本分析法は飼料分析法

の改定にあたって新規に開発した分析法であり、平成 30 年 6 月 6 日に従来

のキャピラリー電気泳動法および比色法と比較して、簡便で感度および精度

の極めて高い分析法であると評価され、公定法である飼料分析基準 111）のヒ

スタミン分析法として採用された。 

トマトが苦いという苦情の原因物質であるトマチンについて分析法を開発

した。今回、確立した分析法は、試料から 1％酢酸含有 20%メタノール溶液

を用いてトマチンを抽出後、ポリマー系ミニカラムを用いて精製を行い、

LC-MS/MS にて測定する方法である。開発した分析法を 4 種類の生鮮トマト

およびトマトケッチャプ、カットトマトなどのトマト加工品 7 食品に適用し

たところ、生鮮トマトで、真度 80.3～94.8％、併行精度は 1.9～5.2％であっ

た。また、トマト加工品では 76.8～95.5％、併行精度は 7.3～11.6％と良好な

結果が得られた。本法の定量限界は 0.01 mg/100 g であった。本法を用いて

苦情品のヘタの周りが青いトマトを分析したところ、1.04 mg/100 g および

1.54 mg/100 g のトマチンが検出され、これはトマトを栽培して完熟前の状態

で採取したトマト同じような状態で採取したトマトのトマチン含有量 1.10 

mg/100 g と同程度であり、苦みの官能検査と合わせ、トマチンの量が低濃度

でも苦みを感じることを確認した。また、本法は、生鮮トマトだけではな

く、ケッチャプ、トマトソース、野菜ジュース、飴など幅広いトマト加工品

にも応用することができた。また、加熱によるトマチンの消長についても実

験を行い、加熱処理後もトマチン含量が減少しないことを見出した。このこ

とは、加工に用いられる原料のトマトに含有されるトマチン量を経時的に管

理する必要があることが分かったことから、食品衛生上大きな知見であると

考えられる。 

 

今後の展望 

我々の身の回りには、多くの化学合成品が存在しており、食品の生産から

製造、加工の各工程においては、各種の食品添加物、農薬、動物用医薬品な

どが、また容器包装などではプラスチック製品が食品の包装、輸送、保存に

利用されている。これらは、安定した食料供給や生活環境をより良いものに
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している一方で、農薬の過量使用によって土地がやせ、耕作が行えなくなっ

たり、耕作地開発のために山林が伐採されるなど、環境に大きな変化をもた

らしている現状もある。また近年は、プラスチック製品の多用により、マイ

クロプラスチックによる環境問題が指摘されている。こうした中、2015 年 9

月に持続可能な開発目標（SDGs：Sustainable Development Goals）141）が、国

連サミットで加盟国の全会一致で採択された。2030 年までに達成するべき

17 の国際目標が掲げられている。本研究は、この 20 年余りで大きく進歩し

た LC-MS/MS を用いて感度、選択性の向上を図り、少ない試料と少ない有

機溶媒で抽出し、短時間で精確な分析を目指したものであり、有害化学物質

の摂取の減少（3．すべての人に健康と福祉を）、環境生態系の保護（6．安

全な水とトイレを世界に）にも繋がることから、SDGs の考えと一致するも

のと考える。 

食品中の残留化学物質の分析法は、農薬や動物用医薬品の適正な使用が遵

守されているかの確認手段として重要な役割を果たしており、食品分析に求

められる意義、重要性は以前に増して高まっている。本研究における残留化

学物質は、非常に低濃度でも人の身体に悪影響を及ぼすことがあり、その残

留濃度を正確に測定することは食品の安全性確保において大変重要なことで

あると考える。食品分析に携わる分析者として今後も多くの課題に真摯に向

き合い、環境への配慮を忘れることなく新しい分析技術の開発を通して食品

衛生に寄与していきたいと考えている。 
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