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1　はじめに

　下痢性貝毒の分析については，平成27年 3 月 6 日付
食安発0306第 1 号「麻痺性貝毒等により毒化した貝類
の取扱いについて」1）により，これまでのマウス試験法
に代わり機器分析法が導入され，オカダ酸（以下「OA」
という。），ジノフィシストキシン-1（以下「DTX1」と
いう。）およびジノフィシストキシン-2（以下「DTX2」
という。）並びにそれらのエステル化合物に対して規制
値が定められた。しかし，平成27年 3 月 6 日付食安基
発0306第 3 号，食安監発0306第 1 号「下痢貝毒（オカ
ダ酸群）の検査について」2）に分析操作例（以下「通知法」
という。）は示されているが，検査法については各検査
機関で妥当性の確認を行うこととされた。
　本県では，天然岩ガキの採取と，岩ガキ及び真ガキの
養殖が行われており，食用二枚貝の安全性確保の観点か
ら，下痢性貝毒の機器分析への対応が求められた。
　しかし，通知法に示された精製方法では，岩ガキで夾
雑物が多いため精製カラムの担体量が不足し保持が不十
分となり真度が妥当性評価の目標値を下回ったという報
告3）や，LC-MS/MSの測定においてカキで強いイオン
化促進を示し，マトリックス添加標準溶液を用いて検量

線を作成する必要があるとの報告3）,4）がある。
　そこで，今回真ガキについて抽出液の精製方法の検討
を行い，改良した分析法により下痢性貝毒の妥当性評価
を実施したので，その結果を報告する。

2　材料と方法

　2・1　試　料
　市内に流通する県内産養殖真ガキのむき身を用いた。
むき身全体を均質化し試料とした。
　2・2　試薬等
　標準品にはNational Research Council Canada製の認
証標準品のOA，DTX1，DTX2を用いた。
　各認証標準品を混合しメタノールで希釈し，1μg/mL
の混合標準原液及び添加用溶液を調製した。この混合標
準溶液を，メタノールで適宜希釈し検量線用標準溶液と
した。
　試薬には，関東化学㈱製の残留農薬・PCB試験用ア
セトニトリル，メタノール，n-ヘキサン，Fluka社製の
LC/MS用アセトニトリル，和光純薬工業㈱製のメタノー
ル，LC/MS用ギ酸，特級ギ酸アンモニウム，容量分析
用5mol/L水酸化ナトリウム及び5mol/L塩酸を使用し
た。精製水は超純水（Milli-Q水）を使用した。
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　精製用カラムは，ジーエルサイエンス社製Inert-Sep 
C18 500mg（以下「ODSカラム」という。）及びWaters
社製Oasis PRiME HLB 200mg（以下「HLBカラム」と
いう。）を用いた。
　メンブレンフィルターは，Sartorius社製のMinisart 
RC4 0.2μmを用いた。
　2・3　装置及び測定条件
　装置及び測定条件は表 1のとおりとした。

表 1　LC-MS及びLC-MS/MSの測定条件
LC-MS  LC-MS/MS

高速液体クロマトグラフ
機器 Agilent 1100 Agilent 1260
カラム Poroshell 120 EC-C18（2.1mmφ×100mm，粒子径2.7μm）
カラム温度 40℃
移動相 Ａ液　2mMギ酸アンモニウム＋50mMギ酸含有水溶液

Ｂ液　アセトニトリル
Ａ－Ｂグラジエント分析
Ｂ：50％（0-2分） → 90％（20-25分） → 50％（25.01-40分）

流　速 0.2mL/min
注入量 10μL 3μL

質量分析装置
機　器 Agilent 1100 Series LC/MSD Agilent 6460 Triple Quaid LC/MSD
イオン化モード ESIネガティブ ESI(AJS)ネガティブ
ドライガス温度 300℃ 350℃
ドライガス流量（N₂） 10L/min 10L/min
Neblizer圧力（N₂） 40psi 50psi
キャピラリー電圧 －3,500V －4,500V
フラグメンター電圧 300V 200V
Seath Gas温度 － 300℃
Seath Gas流量 － 12L/min
測定イオン OA，DTX2 803（定量），804（確認） 803.5→255.1（定量），803.5→113.1（確認）
　　　　　 DTX1 817（定量），818（確認） 817.5→255.1（定量），817.5→113.1（確認）

　2・4　試験溶液の調製
　試験溶液の調製は，通知法のカラム精製方法を変更し
た方法で行った。図 1及び表 2に試験溶液の調製方法を
示した。

表 2　精製カラム別の精製方法
通知法

（オクタデシルシリル化
シリカゲルミニカラム 200mg）

ODSカラム
（500mg） HLBカラム

コンディショニング ①メタノール 10mL
②水 10mL

①メタノール 10mL
②水 10mL

なし

試料負荷 試料溶液　５mL
洗浄 ①水 ３mL

②40％メタノール
 ３mL

①水 ４mL
②40％メタノール
 ４mL

５％メタノール
 ５mL

溶出 90％メタノール
 ３mL

90％メタノール
 ５mL

アセトニトリル/メタ
ノール（4：1） ５mL

　2・5　妥当性評価方法
　通知2）の「妥当性確認の
方法」に従い実施した。
　ブランク試料2.00gに，
混合標準原液1μg/mLを
0.1mL添加（試料中換算濃
度0.05mg/kg）した。分析
者 2名が 1日 2併行試験を
3日間実施する枝分かれ実
験計画により行った。

3　結果及び考察

　3・1　分析条件の検討
　LCの測定条件は，移動相には，測定感度と標準溶液
のピークの分離が良好であった通知法のギ酸アンモニウ
ム及びギ酸含有水溶液とアセトニトリルを採用した（表
1）。また，分離カラムにはピークの分離が良好であっ
たPoroshell 120 EC-C18（2.1mmφ×100mm，粒子径2.7
μm）を採用した（表 1）。
　1 ng/mL標準溶液のクロマトグラムを図 2に示した。
注入量はLC-MSで10μL，LC-MS/MSで3μLとした。そ
の結果，LC-MSにおいても，1 ng/mL（定量限界0.01mg/

図１　試験溶液の調整方法
＊カラム別の精製方法は表2に記載

図 2　1ng/mL標準溶液のクロマトグラム
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kg相当）の標準溶液でS/N≧10であった。
　通知法では，LC-MS/MSで測定することになってい
るが，LC-MSにおいても，定量限界の1 ng/mLの測定
が可能であったため，精製法の検討はLC-MSで測定を
行い，妥当性評価はLC-MSとLC-MS/MSの両方で測定
を行うこととした。
　3・2　精製方法の検討
　通知法に示された200mgのODSカラムでは試料に
よって保持容量が不足するとの報告3）があり，担体量の
多い500mgのODSカラムと，マトリックスであるリン
脂質等の除去効果があり，LC-MS/MS測定でイオン化
促進効果が低減されたとの報告5）があったHLBカラム
について検討を行った。
　各カラムで精製したブランク試料溶液を，LC-MS
（SIM）測定したところ，OA，DTX1，DTX2の定量を
妨害するピークは認められなかった。
　精製効果を比較するため，LC-MS（Scan）のポジティ
ブ及びネガティブモードで測定した，ブランク試料溶液
のクロマトグラムを図 3に示した。ODSカラムでは
HLBカラムに比較し夾雑物が多く，特にDTX1のピー
ク近辺にピークが認められた。
　ブランク試料抽出液2.00mLに，混合標準原液1μg/
mLを0.01mL添加（試料中換算濃度0.05mg/kg）し，
各カラムで添加回収試験（n＝ 3）を行った結果を表 3

に示した。ODSカラムでは全てで回収率が100％を超え，
DTX1は回収率が134.0％と妥当性確認の目標値（70～
120％）を超えていたが，HLBカラムでは回収率が92.0
～97.0％と全て目標値を達成していた。
　ODSカラムで回収率が高かった原因として，カキで
イオン化促進効果があるとの報告3）,4）,5）があり，試料中
のマトリックスの影響によるものと推測された。
　そこで，マトリックスの影響を確認するため，ブラン
ク試料溶液に標準溶液を5 ng/mLになるように添加した
マトリックス添加標準溶液を測定し，5 ng/mLの標準溶
液のピーク面積と比較した（図 4）。ODSカラムでは
OAが101.1％，DTX1が127.4％，DTX2が104.1％で，
マトリックスによるイオン化促進効果が認められた。
HLBカラムではOAが100.5％，DTX1が104.2％，DTX2
が95.2％でイオン化促進が低減されていた。
　この結果から，夾雑物の除去効果が高く，マトリック

図 3　ブランク試料溶液をLC-MS（Scan）で測定したクロマトグラム

表 3　精製カラムによる回収率の比較
ODSカラム HLBカラム

回収率 標準偏差 回収率 標準偏差
（％） （RSD％） （％） （RSD％）

OA 106.8  1.4 97.0 2.2
DTX1 134.0 17.4 96.5 7.8
DTX2 105.1 12.2 92.0 3.1

（n＝ 3）
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スによるイオン化促進効果の少ないHLBカラムを用い
た精製方法を採用することにした。
　3・3　妥当性評価結果
　HLBカラムを用いた分析法で実施した，真ガキの妥
当性評価試験の結果を表 4に示した。

　LC-MSとLC-MS/MSのいずれの測定においても，
DTX1，DTX2の真度は100％を超えイオン化促進効果
が認められたが，妥当性確認の目標値（70～120％）は
満たしていた。この結果，マトリックス添加標準溶液を
用いる必要はなく，標準溶液による検量線での測定が可
能であった。
　しかし，二枚貝は産地や採取時期により試料中の夾雑

物が異なることから，今後妥当性が確認できた方法で下
痢性貝毒の検査を実施し，カキの採取海域によるマト
リックスの影響について把握していく必要があると考え
ている。

4　ま と め

（1）下痢性貝毒（OA，DTX1，DTX2）の分析方法に
ついて検討を行った。精製に用いるカラムについて比
較したところ， HLBカラムはODSカラムに比べマト
リックスによるイオン化促進効果が低減され，絶対検
量線での測定が可能であった。

（2）HLBカラムを用いた分析法で，カキの妥当性評価
試験を実施したところ，LC-MSとLC-MS/MSの測定
において，通知で示された妥当性確認の目標値を満た
していた。
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図 4　精製カラムによるマトリックスの影響
*マトリックス効果（％）は，5ng/mLの標準溶液のピーク面積を
100％とし，マトリックス添加標準溶液（5ng/mL）のピーク面積の
比率で示した。

表 4　妥当性評価結果

真度 併行精度 室内精度
（％） （RSD％）（RSD％）

LC-MS
OA  98.8 5.9 6.2
DTX1 108.3 5.2 5.1
DTX2 112.3 5.6 4.6

LC-MS/MS
OA 101.1 5.5 5.4
DTX1 107.2 5.2 5.1
DTX2 107.0 5.9 4.8
目標値 70～120 ≦15 ≦20


