
 

 

部へ直接導入し、エレクトロスプレーイオン化法（ESI 法）

のポジティブとネガティブの両モードでスキャン測定す

ることにより、プリカーサーイオンを選定した。次に、解

析ソフト（Analyst）の最適化ツールを用いてプロダクト

イオンおよび MS パラメータ（コリジョンエネルギーおよ

び電圧等）の最適化を行い、MS 条件を決定した。 
 
３３．．２２  HHPPLLCC 条条件件のの検検討討 
 当センターでは過去にフザリウムトキシン一斉分析法

の検討を行っており 6)、その際に得られた知見をもとに

HPLC 条件の検討を行った。 
分析カラムについて、既報では ODS カラムを使用した

ところ、位置異性体である 3-アセチルデオキシニバレノー

ルと 15-アセチルデオキシニバレノールを分離することが

できなかったことから、これらを分離可能な ADME カラ

ムを採用していたが、今回の測定対象にはそのような位置

異性体は含まれていないため ODS カラムを使用すること

とした。 
移動相に用いる有機溶媒について、既報ではメタノール

からアセトニトリルに変更したところ、感度が最大で 1/10
程度まで減少していたため、メタノールを使用することと

した。 
移動相の pH について、既報の検討で pH が低下するに

つれて、ポジティブモードで測定する化合物の感度は上昇

し、逆に、ネガティブモードで測定する化合物の感度は減

少することが分かっている。今回の測定対象の中では、ネ

ガティブモードで測定する DON および NIV の感度が最

も低かったので、pH 調整は行わないこととし、添加する

酢酸アンモニウムの濃度は 5mM とした。 
グラジエント条件について、メタノール濃度を初期濃度

10%から 10 分かけて 90%まで上昇させ 5 分間 90%を維持

する条件にしたところ、すべての化合物を良好に測定する

ことができた（図 1）。また、AFB1 と AFB2 および AFG1
と AFG2 はそれぞれ違いが二重結合の有無のみであり質

量数の差は僅かであるが、本条件で測定した際の保持時間

はそれぞれ AFB1 が 10.9 分、AFB2 が 10.7 分、AFG1 が

10.3 分、AFG2 が 10.0 分であり、HPLC によりこれらの

化合物を良好に分離することができた。 
 
３３．．３３  定定量量限限界界おおよよびび検検量量線線のの範範囲囲・・直直線線性性 
 最適化した条件を用いて 0.5ng/mL の混合標準溶液を測

定したところ、すべての化合物のピークが S/N≧10 であ

ったため、定量限界を 0.5ng/mL とした。 
 次に、0.5-10ng/mL の範囲で混合標準溶液を測定し検量

線を作成した。その結果、すべての化合物で相関係数 0.999
以上の検量線となり、この範囲で良好に定量できることを

確認した。 
 

４４．．ままととめめ  
  

 LC-MS/MS を用いたマイコトキシン一斉分析法の検討

を行った。既報を参考に最適化した条件によりすべての対

象化合物を良好に分離・測定することができた。 

 確立した分析法の性能評価を行った。定量限界は

0.5ng/mL であり、0.5-10ng/mL の範囲で定量可能であっ

た。 

 今後は、前処理法の検討を行い、試験法の妥当性を確認

した上で、県内産の米等の汚染実態調査を実施する予定で

ある。 

 

 
 

 
 
 

 
 

図 1 各化合物のクロマトグラム 

   （上段 ESI(+) 下段 ESI(-)） 
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１１．．ははじじめめにに  
 

へしことは福井県の郷土料理のひとつであり、秋から冬

に豊富にとれたサバを室内で乳酸発酵させて作られる昔

ながらの保存食である。現在では、保存食としての価値は

少なくなったが、独特の風味や芳香が好まれ、嗜好品とし

て食べられている。 
ヒスタミンは、サバやイワシなどの赤身魚等に多く含ま

れるヒスチジンが微生物の働きにより脱炭酸されること

で生成される。ヒスタミンを多く蓄積した食品を喫食する

と、アレルギー様の症状を呈する食中毒を引き起こす。ま

た、他の不揮発性アミン類が共存することによりその作用

が増強されるともいわれている 1）。糠発酵食品であるへし

こについても、ヒスタミン食中毒が懸念される。そのため、

当センターにおいても分析法の構築が求められる。 
ヒスタミンを含む不揮発性アミン類の一斉分析法につ

いては、ダンシルクロライドで誘導体化した後に蛍光検出

器付液体クロマトグラフで測定する分析法が、食品衛生検

査指針に示されているが、前処理が煩雑であり迅速性に欠

ける。そこで、迅速性に優れた LC-MS/MS を用いた分析

法 2）－4）を検討した。 
 

２２．．方方法法  
 
２２．．１１  試試料料  

福井県内で製造または販売されているへしこ製品３検

体を用いた。 
 

２２．．２２  測測定定対対象象  

測定対象とした不揮発性アミン類はアグマチン（Agm）、

カダベリン（Cad）、ヒスタミン（Him）、フェネチルアミ

ン（Phm）、プトレシン（Put）、スペルミジン（Spd）、ト

リプタミン（Tpm）、チラミン（Tym）の８種類とした。 
 

２２．．３３  試試薬薬等等  

標準品：アグマチン硫酸塩（Trc Canada）、カダベリン

二塩酸塩標準品（富士フイルム和光純薬㈱、食品分析用）、

ヒスタミン二塩酸塩標準品（富士フイルム和光純薬㈱、食

品分析用）、2-フェネチルアミン（富士フイルム和光純薬

㈱、特級）、プトレシン二塩酸塩標準品（富士フイルム和

光純薬㈱、食品分析用）、スペルミジン（富士フイルム和

光純薬㈱、食品分析用）、トリプタミン（Sigma-aldrich、
analytical standard）、チラミン塩酸塩標準品（富士フイ

ルム和光純薬㈱、食品分析用）を使用した。 
混合標準原液：各標準品を0.1N塩酸に溶解し、1000ppm

単体標準液を調製した。次に、この単体標準液を 1 mL ず

つ正確に量り取り、移動相で全量 10 mL として 100ppm
混合標準原液を調製した。 
移動相試薬等：アセトニトリル、メタノールおよびギ酸

は、富士フイルム和光純薬㈱製の LC-MS/MS 用を、塩酸

は富士フイルム和光純薬㈱製の特級を、1mol/L ギ酸アン

モニウムは富士フイルム和光純薬㈱製の HPLC 用を使用

した。 
 
２２．．４４  機機材材等等  

固相カラム：Sep-Pak Vac 6cc(500 mg)C18 Cartridges
（Waters） 
メンブランフィルター：DISMIC 13HP 0.20µm（アドバン

テック東洋㈱） 
 
２２．．５５  装装置置おおよよびび測測定定条条件件  

装置：液体クロマトグラフ質量分析計 Prominence 
20A/3200Q TRAP（㈱島津製作所/AB Sciex） 
流速：0.4 mL/min 
カラム温度：40℃ 
注入量：10µL 
イオン化：ESI Positive（＋） 
MRM 条件：表 1 のとおり。 
 

表１ MRM 条件 
化合物名 Agm Cad Him
定量イオン 131.2>72.2 103.1>86.2 112.1>95.1

化合物名 Phm Put Spd
定量イオン 122.1>105 89.1>72.2 146.2>72.2

化合物名 Tpm Tym
定量イオン 161.2>144.1 138.2>121.2

 
２２．．６６  分分析析カカララムムおおよよびび移移動動相相のの検検討討  

過去に報告されている方法 2）―4）を参考に不揮発性アミ

ン類を同時に保持し、良好な分析感度を得ることができる

分析カラムおよび移動相の条件を検討した。 
検討した分析カラム：Xbridge BEH Hilic 粒子径 5.0 µm、

2.1mmi.d.×150mm（Waters） 
検討した移動相：①A 液：0.45％ギ酸 60mM ギ酸アン

モニウム水溶液、B 液：アセトニトリル、②500mM ギ酸

アンモニウム（pH4.0)：アセトニトリル：水：メタノール

＝10:60:10:20 
 

２２．．７７  検検量量線線範範囲囲おおよよびび定定量量限限界界のの検検討討  

検量線範囲を確認するため、混合標準溶液（各不揮発性

ノート 
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アミン類が、0.1、0.3、0.5、5、10、20、50 ng/mL）を

測定し、相関係数を算出した。ベースラインからの分離が

明確に確認できた濃度を各不揮発性アミン類の最低濃度

とした。 
また、各不揮発性アミン類の検量線の最低濃度において、

S/N 比を求め、検量線範囲内で定量が可能か確認した。 
  

２２．．８８  前前処処理理方方法法  

過去に報告されている方法 2）,3）を参考に以下の方法で

実施した。フローを図１に示した。 
凍結粉砕した試料 1.0g に精製水を加え，40mL に定容

後、セラミックホモジナイザーを入れて 5 分間振とうした。

次に、遠心分離（3000rpm、5 分間）し、上清 1mL を分

取し、0.1％ギ酸アセトニトリル 4mL を加え、ボルテック

スミキサーで攪拌した。その後、遠心分離（3000rpm、5
分間）し、上清 0.8mL を分取し、移動相を用いて 10mL
に定容した。さらに、5mL をメタノール 6mL、60％アセ

トニトリル水溶液 6mL の順でコンディショニングした 
C18 固相カラム（500mg/6mL）に負荷し、移動相 4mL で

洗浄後、移動相を用いて 10mL に定容し、0.20µm のメン

ブランフィルターでろ過したものを試験溶液とした。 
 

移動相4mLで洗浄

メンブランフィルターろ過

0.1％ギ酸アセトニトリル4mL

粉砕均一試料1.0ｇ
精製水40mL添加
セラミックホモジナイザー

振とう5分

遠心分離（3000rpm　5分）

上清1mL分取

遠心分離（3000rpm　5分）

上清0.8mL分取

移動相で10mLに定容

5mL分取

C18固相カラム(500mg／6mL） メタノール6mL、60％アセトニトリル
水溶液6mLの順でコンディショニング

移動相で10mLに定容

LC-MS/MS分析
 

図１ 分析法フロー 

 
 

２２．．９９  ママトトリリッッククスス効効果果のの検検証証  

へしこ製品中に含まれる夾雑成分の影響が懸念される

ことから、マトリックス効果の検証を行うこととした。 
予め不揮発性アミン類が含まれていないことを確認し

た試料３検体について、図１に示す方法で調製した試験溶

液に混合標準液を 20ng/mL となるように添加し、添加濃

度と定量値の比を算出し、検証した。  

２２．．１１００  妥妥当当性性評評価価  

「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」（平成 19 年 11 月 15 日付け食安発第

1115001 号）に準じて、真度、併行精度および室内精度を

評価した。 
予め不揮発性アミン類が含まれていないことを確認し

た試料に試料中濃度 100µg/g になるよう混合標準溶液を

添加した試料を用いた。検査者 1 名が添加試料を 1 日 2 併

行、5 日間繰り返し測定した。 
 

３３．．結結果果おおよよびび考考察察  
 
３３．．１１  分分析析カカララムムおおよよびび移移動動相相  

不揮発性アミン類は、高極性塩基性化合物であり、それ

ぞれの構造は大きく異なる。先行事例 2）―4）でも使用され

ていた親水性クロマトグラフィーである HILIC カラムを

用いて測定したところ、良好に分離できたため、このカラ

ムを使用することとした。 
移動相は、まず、A 液に 0.45％ギ酸 60mM ギ酸アンモ

ニウム水溶液、B 液にアセトニトリルを用いた方法、同 A
液および B 液を用いてグラジエントを行う方法を検討し

たが、すべての不揮発性アミン類のピークは確認できなか

った。そのため、宇川らの報告 4）に示される 500mM ギ酸

アンモニウム（pH4.0)：アセトニトリル：水：メタノール

＝10:60:10:20（アイソクラティック）で測定したところ、

すべての不揮発性アミン類が良好に分析できた。以上から、

500mM ギ酸アンモニウム（pH 4.0)：アセトニトリル：水：

メタノール＝10:60:10:20（アイソクラティック）が適当

であると判定された。 
 
３３．．２２  検検量量線線範範囲囲おおよよびび定定量量限限界界  

  Agm、Cad、Him および Tpm は 0.1～50ng/mL、Phm
は 0.3～50ng/mL、Put、Spd および Tym は 5～50ng/mL
の範囲で相関係数 0.995 以上の良好な直線性が得られた。

その結果を表２に示した。 
また、すべての不揮発性アミン類の検量線の最低濃度に

おいて、S/N 比を求めたところ、すべて S/N≧10 を満た

しており、検量線の範囲内で定量が可能であることが確認

された。 
 

 表２ 検量線範囲・直線性 

相関係数
定量限界濃度
のS/N比

範囲
（ng/mL）

 Agm 1.0000 30.9 0.1-50
 Cad 0.9999 20.8 0.1-50
 Him 0.9997 150 0.1-50
 Phm 0.9997 10.7 0.3-50
 Put 1.0000 25.5 5-50
 Spd 0.9997 81.0 5-50
 Tpm 0.9999 11.6 0.1-50
 Tym 0.9999 17.8 5-50
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アミン類が、0.1、0.3、0.5、5、10、20、50 ng/mL）を
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添加した試料を用いた。検査者 1 名が添加試料を 1 日 2 併

行、5 日間繰り返し測定した。 
 

３３．．結結果果おおよよびび考考察察  
 
３３．．１１  分分析析カカララムムおおよよびび移移動動相相  

不揮発性アミン類は、高極性塩基性化合物であり、それ

ぞれの構造は大きく異なる。先行事例 2）―4）でも使用され

ていた親水性クロマトグラフィーである HILIC カラムを

用いて測定したところ、良好に分離できたため、このカラ

ムを使用することとした。 
移動相は、まず、A 液に 0.45％ギ酸 60mM ギ酸アンモ

ニウム水溶液、B 液にアセトニトリルを用いた方法、同 A
液および B 液を用いてグラジエントを行う方法を検討し

たが、すべての不揮発性アミン類のピークは確認できなか

った。そのため、宇川らの報告 4）に示される 500mM ギ酸

アンモニウム（pH4.0)：アセトニトリル：水：メタノール

＝10:60:10:20（アイソクラティック）で測定したところ、

すべての不揮発性アミン類が良好に分析できた。以上から、

500mM ギ酸アンモニウム（pH 4.0)：アセトニトリル：水：

メタノール＝10:60:10:20（アイソクラティック）が適当

であると判定された。 
 
３３．．２２  検検量量線線範範囲囲おおよよびび定定量量限限界界  

  Agm、Cad、Him および Tpm は 0.1～50ng/mL、Phm
は 0.3～50ng/mL、Put、Spd および Tym は 5～50ng/mL
の範囲で相関係数 0.995 以上の良好な直線性が得られた。

その結果を表２に示した。 
また、すべての不揮発性アミン類の検量線の最低濃度に

おいて、S/N 比を求めたところ、すべて S/N≧10 を満た

しており、検量線の範囲内で定量が可能であることが確認

された。 
 

 表２ 検量線範囲・直線性 

相関係数
定量限界濃度
のS/N比

範囲
（ng/mL）

 Agm 1.0000 30.9 0.1-50
 Cad 0.9999 20.8 0.1-50
 Him 0.9997 150 0.1-50
 Phm 0.9997 10.7 0.3-50
 Put 1.0000 25.5 5-50
 Spd 0.9997 81.0 5-50
 Tpm 0.9999 11.6 0.1-50
 Tym 0.9999 17.8 5-50

 
 

 

                                       

 
 

 

３３．．３３  ママトトリリッッククスス効効果果のの検検証証おおよよびび対対策策  

マトリックス効果の検証結果を図２に示した。すべての

不揮発性アミン類において 70～110％となり、マトリック

スの影響は低いと考えられた。ただし、Him については、

75～76％と低く、他の不揮発性アミン類に比べ、マトリッ

クスの影響を受けやすいと考えられた。 
Him についてのマトリックス効果対策として、試験溶

液を移動相を用いて２倍に希釈して測定したところ、Him
の回収率は 107～111％となり、マトリックス効果の低減

が確認された。そのため、Him については、試験溶液を 2
倍希釈して測定することが適当と判断した。 

 

 
  図２ マトリックス効果検証結果 

 
 

３３．．４４  妥妥当当性性評評価価  

妥当性評価の結果を表３に示した。真度は 75.3～
108.1％、併行精度は 2.4～9.1％、室内精度は 2.8～11.8％
となり、すべての不揮発性アミン類で、真度、併行精度お

よび室内精度について、良好な結果となった。 
 
表３ 妥当性評価結果   

真度
（％）

併行精度
（％）

室内精度
（％）

 Agm 104.5 2.4 2.8
 Cad 88.1 5.7 6.7
 Him※ 108.1 3.4 4.8
 Phm 91.5 4.5 4.6
 Put 91.4 9.1 9.4
 Spd 105.7 6.6 11.8
 Tpm 75.3 4.8 5.5
 Tym 75.9 8.5 11.4
ガイドライン
目標値

70～120 10未満 15未満

※Himについては試験溶液を2倍希釈し測定
  

 
４４．．ままととめめ  

 
 糠発酵食品であるへしこ中に含まれる不揮発性アミン

類の一斉分析に適用できる方法を検討した。 
LC-MS/MS にて HILIC カラムを用い、500mM ギ酸ア

ンモニウム（pH 4.0）：アセトニトリル：水：メタノール

＝10：60：10：20 混液移動相を用いたアイソクラティッ

ク分析により、不揮発性アミン類 8 物質を良好に分析する

ことができた。 
また、C18 固相カラムを用いた精製工程を含む一斉分析

法で妥当性評価を行ったところ、測定対象とした不揮発性

アミン類全てにおいて、選択性、真度、併行精度および室

内精度について、ガイドラインの判定基準を満たす良好な

結果が得られた。 
以上から、本報で評価検討した分析法は、へしこ製品の

汚染実態調査に十分活用できると判断された。また、本分

析法は、食品衛生検査指針に示された方法より簡便で分析

時間の短縮化が図れることから、ヒスタミン食中毒が疑わ

れる健康危害発生時に迅速に原因を特定する上で有効で

あると考えられた。 
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