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1  はじめに

輸入野菜や

輸入畜水産物

中の農薬，抗

生物質の残留

基準違反や牛

海綿状脳症等

をはじめとする食品の安全性に関わる

問題が相次いで発生し，国民の食品に

対する不安が大きく広がった．このこ

とを受けて，平成15年5月，食品衛

生法が55年ぶりに抜本的に改正され，

その大きな柱の一つがポジティブリス

ト制と言われるものである．ポジティ

ブリスト制への移行に伴い，食品の厳

格な検査と，より一層の安全性を確保

するため，基準が設定される農薬及び

動物用医薬品等の簡便・迅速な残留分

析法の開発が急がれている．著者らは

ポジティブリスト制への移行を踏ま

え，テトラサイクリン系及びペニシリ

ン系抗生物質の同時分析法の開発を行

った．本稿ではポジティブリスト制に

ついて概説するとともに，これについ

て紹介する．

2  ポジティブリスト制の概要

ポジティブリスト制とは，農薬，飼

料添加物及び動物用医薬品が，人の健

康を害する恐れのない量として，厚生

労働大臣が定める量（0.01 ppm）以

上に残留する食品の製造，流通が禁止

されるものである．ただし，ポジティ

ブリスト制の対象外が二つあり，一つ

は残留基準値が設定されている場合で

あり，もう一つは厚生労働大臣が指定

するアミノ酸等の人の健康を損なう恐

れがないことが明らかなものである．

平成18年5月28日までは250農薬，

33動物用医薬品に残留基準値が設定

されていたが，翌5月29日から農薬，

動物用医薬品等合わせて799品目の残

留基準値及び暫定残留基準値が設定さ

れた（平成18年8月現在では800品

目）．基準値の設定にあたって，厚生労

働省は，1）国際基準であるCODEX

基準，2）国内の農薬取締法に基づく

登録保留基準（動物用医薬品にあって

は，薬事法に基づく承認時の定量限界，

3）JMPR（FAO/WHO合同残留農薬

専門家会議）及びJECFA（FAO/WHO

食品添加物専門家会議）で科学的な評

価に必要とされている毒性試験結果な

どのデータに基づき残留基準を設定し

ている米国，カナダ，EU，オーストラ

リア及びニュージーランドの基準を参

考にしている．すなわち，CODEX基

準がある物質についてはCODEX基準

を，CODEX基準はないが国内で承認

されている物質については登録保留基

準あるいは承認時の定量限界を，また，

国内で登録あるいは承認されていない

が，上述の5ヶ国で残留基準が設定さ

れている物質はそれらの国の残留基準

を参考としている．

3  食肉中のテトラサイクリン系

及びペニシリン系抗生物質の同時

分析1）

1）目的

テトラサイクリン系及びペニシリン

系抗生物質は，動物用医薬品あるいは

飼料添加物として広く使用されている．

中でも図1に示すオキシテトラサイク

リン（OTC），テトラサイクリン（TC），

クロルテトラサイクリン（CTC），ペ

ニシリンG（PCG），ナフシリン

（NFPC），アンピシリン（ABPC）の

使用頻度は高く，それらの食品への残

留がしばしば認められるので，食品中

のこれらの抗生物質の簡便・迅速な同

時分析法が必要とされている．しかし，
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テトラサイクリン系抗生物質は2価の

金属イオンとキレートを生成しやすく，

これを回避するために酸性の移動相あ

るいは酸性条件下での精製が行われ，

特に，シュウ酸を添加した系がもっぱ

ら用いられている2, 3）．一方，ペニシリ

ン系抗生物質は，酸性あるいは塩基性

条件下では速やかに分解するので，中

性の移動相あるいは中性条件下での精

製が行われている4, 5-8）．このように，

これらの抗生物質は相反する物理化学

的性質を有しているため，同時分析法

はこれまで報告されていなかった．そ

こで，これらの抗生物質の物理化学的

性質を熟慮し，検討を加えることによ

り，簡便・迅速な同時分析の開発を試

みた．

2）戦略

テトラサイクリン系及びペニシリン

系抗生物質の同時分析法の開発に当た

り，著者らは次のような戦略を立てた．

● 分析操作開始前に内標準物質を試料

に直接添加し，分析操作時の損失を補

正する．

● 抽出に用いる溶媒は前述のテトラサ

イクリン系及びペニシリン系抗生物質

の化学的性質の両方を満足させるもの

とする．

● 試料抽出液の精製には限外濾過膜を

使用する．試料の精製には，通常，ク

ロマトグラフィーが用いられるが，両

抗生物質の化学的性質を満足させるク

ロマトグラフィー条件を確立するには

相当な困難が予想されるためである．

● 両抗生物質の検出には，試料濃縮法

を用いたショートカラムカラム-エレク

トロスプレータンデム質量分析計

（ESI LC/MS/MS）を用いる．これも

通 常 の カ ラ ム を 用 い た E S I

LC/MS/MS条件を確立するには相当

な困難が予想されるためである．

3）内標準物質

テトラサイクリン系にはデメクロサ

イクリン（DMCTC）を，ペニシリン

系には，それぞれの重水素標識体を使

用した（PCG-d5，NFPC-d6，

ABPC-d5）ところ，0.001～0.2

ppmの範囲で良好な直線性が得られた

（r>0.999）．さらに，牛，豚の組織を

用いて絶対検量線法との比較を行った

が，相対標準偏差値で5倍以上の差を

生じたので，これ

らの内標準物質の

使用はテトラサイ

クリン系及びペニ

シリン系抗生物質

の分析精度の向上

には極めて有効で

あると考える．

4）抽出溶媒

両抗生物質の化学的性質を考慮し，

種々の溶媒を用いて検討した結果，抽

出溶媒には蒸留水を用いることとし

た．ペニシリン系抗生物質の動物組織

中からの抽出には蒸留水が最も適して

いることが知られており，事実，著者

らの前報においてもこのことを報告し

ている4, 5-8）．一方，テトラサイクリン

系抗生物質は酸性条件下の方が良い抽

出効率を示すことが知られており9），

蒸留水での抽出率は50 %以下と見積

もられる．しかし，今回は内標準物質

としてDMCTCを分析操作開始前に添

加し，分析操作時の損失の補正を行う

ので，蒸留水を用いても問題は生じな

いと考え，抽出溶媒として蒸留水を選

択した．

5）試料抽出液の限外濾過膜による精製

種々の限外濾過膜を比較検討したと

ころ，表1に示すように濾過膜の種類

によっては50 %の回収率しか与えな

いものも存在した．ウルトラフリー

MC/PLは良好な回収率を示したが，

MC / P B と YM においては TC，

DMCTC，NFPCの回収率が低下した．

これは限外濾過膜の材質によっては不

可逆的な吸着が起こるものと考えられ

る．そこで，排除限界が5,000と

10,000のMC/PLの操作性を検討し

たところ，排除限界10,000の方が濾

｜LC/MS/MSによる食肉中のテトラサイクリン系｜及びペニシリン系抗生物質の同時分析

図1  テトラサイクリン系及びペニシリン系抗生物質の構造

表1  限外濾過膜の比較
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過に要する時間が短かいことが判明し

たので，これを用いることとした．

6）試料濃縮法を用いたショートカラ

ムカラムESI LC/MS/MS

当初，著者らは分析時間を短縮する

ために，フローインジェクションESI

LC/MS/MSによる検出を考えた．し

かし，目的とする検出感度に到達でき

なかったために，ショートカラムを用

い て 試 料 溶 液 を 濃 縮 し ， E S I

LC/MS/MSに導入することとした．

テトラサイクリン系及びペニシリン系

抗生物質は，上述のような相反する化

学的性質を有しているために，クロマ

トグラフ的手法による同時分析は不可

能である．これが現在まで，同時分析

法の開発を拒んできた主な理由であ

る．そこで，著者らは両抗生物質の化

学的性質を再度詳細に検討したとこ

ろ，テトラサイクリン系抗生物質は，

pH 3.0以下でクロマトグラム上，左

右対称なピークを示し9,10），ペニシリ

ン系抗生物質はpH 3.0で5分間は安

定であることが判明した4）．すなわち，

同時分析を可能とする条件は，pH

3.0の移動相を用いて保持時間5分以

内に両抗生物質をカラムから溶出する

ことである．もちろん，このような条

件下ですべての抗生物質をベースライ

ン分離することは無理である．しかし，

著者らは検出にMS/MSを用いている

ので，クロマトグラフ的な分離が不十

分でもMS/MSによる分離定量が可能

である．そこで，著者らはどのように

してショートカラムで両抗生物質を濃

縮し，保持時間5分以内にMS/MSに

導入するかを検討した．その結果，テ

トラサイクリン系抗生物質のテーリン

グもなく，ペニシリン系抗生物質の分

解も起こさない以下のESI LC/MS

/MS条件を見出した．

●LC条件

カラム：TOSOH TSK-Guardgel

ODC-80Ts（15 x 3.2 mm, I.D.）

移動相：0.05 % ギ酸（pH 3.0）

及び0.05 % ギ酸-メタノール（pH

3.0）を用いたステップワイズグラジ

エント溶離（試料注入後30秒間は

0.05 % ギ酸で溶離し，その後，

0.05 % ギ酸-メタノールで溶離）

流速：0.2 mL/min 注入量：

100 μL

●ESI MS/MS条件
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MS/MS装置：Waters Quattro

Micro

イオン化モード：ESI+（テトラサ

イクリン系），ESI-（ペニシリン系）

モニターイオン：図2及び3に帰属

とともに示した．

これらのESI LC/MS/MS条件を用

いることにより，テトラサイクリン系

抗生物質は保持時間3.5分に，ペニシ

リン系抗生物質は4.5分に溶出する．

7）試料からの添加回収率

最終的にスキーム1に示す分析方法

を確立することができた．テトラサイ

クリン系及びペニシリン系抗生物質が

残留していないことを確認した牛，豚

図3  ペニシリン系抗生物質のプレカーサーイオンとプロダクトイオン図2  テトラサイクリン系抗生物質のプレカーサーイオンとプロダクトイオン

スキーム1  同時分析法
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の筋肉，肝臓，腎臓にそれぞれの抗生

物質が0.05及び0.1 ppmになるよう

に添加し，添加回収実験を行ったとこ

ろ，表2及び3に示すように回収率

67.9～115.9 %，相対標準偏差9.8

%以下，検出限界0.005 ppmであっ

た．また，図4にウシ筋肉の代表的な

プロファイルを示したが，分析を妨害

する物質は検出されず，本法の有用性

が示されていると思われる．

4  おわりに

従来，著者らは食品衛生上の重要な

項目の分析法の開発を基礎的な研究か

ら始め，応用研究へと移行してきた．

しかし，食品中に残留する農薬・動物

用医薬品の規制がポジティブリスト制

に移行し，多数の項目を短期間で分析

することが要求される

ようになってきたため

に，キーワードが簡

便・迅速・確実な同時

分析法に開発へと変化

しつつある．本稿で紹

介したテトラサイクリ

ン系及びペニシリン系

抗生物質の分析法は典

型的な例であり，読者

が分析法を検討する際

の参考に供する事がで

きれば幸いである．最

後に，本稿を執筆する

に当り，ご協力頂いた

愛知県衛生研究所の伊

藤裕子博士，後藤智美

博士，吉見幸子氏に深謝いたします．

表2  牛組織からのテトラサイクリン系及びペニシリン系抗生物質の回収率

表3  豚組織からのテトラサイクリン系及びペニシリン系抗生物質の回収率

図4  牛筋肉の代表的なMRMプロファイル


