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資 料

LC/MS/MSを用いたマラカイトグリーン及びロイコマラカイト

グリーンを含む残留動物用医薬品の一斉分析法の検討

Examination of Simultaneous Method of Residual Veterinary Drugs
lncluding Malachite green and Leucomalachite green by LC/MS/MS

弓 場 香 純 清 川 由 樹 吉 田 純 一１

１ はじめに

合成抗菌剤であるマラカイトグリーン（以下「 」MG

。） （ 「 」という 及びロイコマラカイトグリーン 以下 LMG

という ）は，日本国内では2005年８月に養殖魚への使。

用が全面禁止となった。しかし，その後も2016年度まで

MG LMGに輸入養殖魚介類及びその加工品等から 及び

（以下「 類」という ）の検出事例が80件近く発生MG 。

， 。しており 検査等による監視の強化が求められている1)

一方，当センターにおいては，食品中に残留する動物

用医薬品の試験は 「 による動物用医薬品等の一， HPLC

斉試験法Ⅰ（畜水産物） 」に準じ， を用い2) LC/MS/MS
2)て実施しているが 類については別途個別の試験法，MG

により実施する必要があり，検査に時間を要するため，

現在実施していない。

そこで今回， 類を含む一斉分析法の検討を行ったMG

ので報告する。

２ 方法

２．１ 試料

試料には，分析対象の動物用医薬品が含まれないこと

を確認したエビ，ウナギ，ウナギ蒲焼きを使用した。

エビは頭，殻及びわたを，ウナギは頭，内臓，骨及び

皮を，ウナギ蒲焼きはタレ及び皮をそれぞれ除去し，フ

ードプロセッサーで細切，均一化した。

２．２ 対象化合物

既報 で報告した61物質から，その後不検出基準とな3)

ったクロルスロン を除外した60項目に 及び を4) MG LMG

追加し，合計62項目を対象化合物とした。

２．３ 試薬及び試液

２．３．１ 試薬

混合標準品：和光純薬工業(株)製の動物用医薬品混合

標準液 ， 及びキノロン剤（各20 ，メPL-1-3 PL-2-1 μg/mL

タノール）を用いた。

標準品：オキシベンダゾール，クロキサシリン，クロ

ピドール，ナイカルバジン，フルベンダゾール，モラン

テル，リファキシミンは和光純薬工業(株)製を， ，MG

，スルファエトキシピリダジン，チアベンダゾーLMG

ル代謝物は林純薬工業(株)製を，ジクラズリルは関東化

学(株)製を用いた。

有機溶媒：抽出用のアセトニトリル（ 用 ，メHPLC ）

HPLC LC/MS/MSタノール（ 用）は関東化学(株)製を，

の移動相用のアセトニトリル（ 用）は和光純薬工LC/MS

業(株)製を用いた。

その他の試薬：ギ酸（ 用 ，酢酸アンモニウムHPLC ）

（特級）は和光純薬工業(株)製を，クエン酸（特級 ，）

リン酸二ナトリウム（特級）は関東化学(株)製を，エチ

（ ）レンジアミン四酢酸二ナトリウム二水和物 試験研究用

（以下「 」という ）は(株)同仁化学研究所製をEDTA 。

用いた。

２．３．２ 試液

EDTA EDTA g mL含有クエン酸緩衝液： 1.86 に第1液307

と第2液193 を加えて混和し，溶解した。mL

g mL第1液：クエン酸一水和物21 を水に溶かして1000
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とした。

第2液：リン酸二ナトリウム71.6 を水に溶かしてg

1000 とした。mL

２．３．３ 標準原液及び混合標準溶液の調製

各標準品10 をはかりとり，表1に示す調製方法のとmg

おり100 に溶解，定容したものを各標準原液とした。mL

µg/mLこれを混合し アセトニトリル:水 4：6 混液で2， （ ）

に調製したものを自家調製混合標準液とした。

自家調製混合標準液と混合標準品を混合し，アセトニト

リル：水（4：6）混液で1 に調製したものを，混合µg/mL

標準溶液とした。

表1 各標準原液の調製

化合物名 調製方法

クロピドール，ナイカルバジン， メチルホルムアミドに溶解

チアベンダゾール代謝物，ジクラ 後，メタノールで定容

ズリル，スルファエトキシピリダ

ジン

フルベンダゾール テトラヒドロフランに溶解

後，メタノールで定容

オキシベンダゾール テトラヒドロフランに溶

解，定容

クロキサシリン，モランテル，リ メタノールに溶解，定容

MG LMGファキシミン， ，

２．４ 装置

高速液体クロマトグラフは シリーズ（島津Prominence
製作所社製）を使用し，送液ポンプは ，オートLC-20AD

SIL-20ACHT CTO-20ACサンプラーは ，カラムオーブンは

を用いた。

（ ） ，質量分析装置は 社製 を使用し4000QTRAP ABSciex
イオンソースは を用いた。Turb Ion Spray

２．５ 測定条件LC/MS/MS
新たに追加した 類のプリカーサーイオン（ ，MG Q1）

Q3 MRM DP Declusteringプロダクトイオン における（ ）， （

）, （ ）及び保持時間（ ：Potential CE Collision Energy RT

）を表2に示す。また，測定条件は表3のRetention Time

とおりとした。

表2 化合物ごとのMS/MSパラメータ及び保持時間

Q1 Q3 DP CE RT
化合物名

（ ） （ ） （ ） （ ） （ ）m/z m/z V V min

331.2 239.1 91 43 11.2MG

329.2 313.1 111 51 14.2LMG

表3 LC/MS/MSの測定条件

分析カラム ： ジーエルサイエンス 製(株)

カラムInertsil ODS-SP PEEK

（ ， ， ）内径2.1 長さ100 粒径3mm mm μm

mL/min流 速 ： 0.2

μL注 入 量 ： ポジティブモード5

µLネガティブモード2

カラム温度 ： 40℃

移 動 相 ： ：2.5 酢酸アンモニウム水溶液A mM

（1 ギ酸含有）%

： ：2.5 酢酸アンモニウム含有B mM

アセトニトリル（1 ギ酸含有）%

グラジェント条件：0 ： ＝ 95：5）→3 （95：5）min(A B min

→15 （5：95）→22 （95：5）min min

イ オ ン 化 法 ：エレクトロスプレーイオン法（ ）ESI

ポジティブ ネガティブ

kV kVイオンスプレー電圧： 5.5 4.5-

： 500℃ 500℃イオンソース温度

測定モード ： （ ）MRM Multiple Reaction Monitoring

２．６ 試験溶液の調製

松本らの方法 をもとに，図1に示す試験フローのと5）

おり実施した。

g試料 5.00

－（混合標準液添加･混合：30分放置）

or mL－0.2％ 1％ ギ酸アセトニトリル 20

－ホモジナイズ（7600 1 ）rpm min

rpm min－遠心分離 3000 5

抽出液 残留物

or mL－0.2％ 1％ギ酸アセトニトリル 10

min－振とう 5

rpm min－遠心分離 3000 5

抽出液 残留物

EDTA mL－ 含有クエン酸緩衝液 15

min－振とう 5

rpm min－遠心分離 3000 5

抽出液 残留物

ろ過（50 遮光メスフラスコ）mL

－水で50 に定容mL

試料抽出液

－9 分取mL
－アセトニトリル 水（4 6）混液 1 添加: : mL
－フィルターろ過

試験溶液

LC/MS/MS

図1 試験フロー
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２．７ 溶媒標準液及びマトリックス添加標準液の作成

２．７．１ 溶媒標準液

混合標準液をアセトニトリル：水（4 6）混液で希釈:

， （ ， ，，，し フィルターろ過したものを溶媒標準液 100 10 5 1

0.5 ）とした。ng/mL

２．７．２ マトリックス添加標準液

試験抽出液と同様の手法で抽出したマトリックス溶液

9 にアセトニトリル：水（4 6）混液で希釈した1000，mL :

100，50，10，5 の混合標準液1 を加え，フィルng/mL mL

（ ， ，，ターろ過したものをマトリックス添加標準液 100 10 5

1，0.5 ）とした。ng/mL

２．８ 添加回収試験用試料

g対象化合物が入っていないことを確認した試料5.00

に対し，試料中の最終濃度が0.01 及び0.1 となるμg/g μg/g

ように混合標準液をそれぞれ添加し，30分間放置したも

のを添加回収試験用試料とした。各濃度2併行で実施し

た。

３ 結果及び考察

３．１ 検量線の直線性

0.5～100 の範囲でピーク面積を用いて絶対検量ng/mL

線を作成したところ，溶媒標準検量線，マトリックス添

加標準検量線 共に 62化合物中 及び を含む53， ， ，MG LMG

化合物について，相関係数が0.990以上となる良好な直

線性が得られた。残り9化合物（ トレンボロン， トα- β-

レンボロン，クロピドール，クロキサシリン，デキサメ

タゾン，プレドニゾロン，スルファセタミド，スルファ

ジアジン，トリクロルホン）については，ピークの分離

が悪い，もしくは強度が不十分となり，直線性は得られ

なかった。

３．２ 添加回収試験結果

添加回収試験結果を表4に示す。回収率において，70

～120 の範囲を満たしたのは，溶媒標準検量線を用い%

た場合，添加濃度0.01 の低濃度でエビ21項目，ウナμg/g

μg/gギ27項目 ウナギ蒲焼き19項目であり 添加濃度0.1， ，

の高濃度でエビ28項目，ウナギ34項目，ウナギ蒲焼き26

項目であった。マトリックス添加標準検量線を用いた場

合，0.01 でエビ42項目，ウナギ46項目，ウナギ蒲焼μg/g

き39項目であり，添加濃度0.1 でエビ50項目，ウナμg/g

ギ50項目，ウナギ蒲焼き45項目であった。

全ての食品において，マトリックス添加標準検量線を

用いる方が70～120 の範囲を満たす項目が多かった。%

について回収率が70～120 の範囲を満たしたものMG %

， ， ，は 溶媒標準検量線を用いた場合 エビのみであったが

マトリックス添加標準検量線を用いた場合，エビ，ウナ

LMGギ，ウナギ蒲焼きにおいて満たすことができた。

については全てにおいて回収率70～120 の範囲を満た%

さなかった。

表4 添加回収率が70～120%の範囲を満たした項目数

ウナギ蒲焼エビ ウナギ

添加濃度 0.01 0.1 0.01 0.1 0.01 0.1(µg/g)

溶媒標準検量線 21 28 27 34 19 26

42 50 46 50 39 45マトリックス添加標準検量線

。 ，MG MG類の添加回収試験結果を表5に示す はウナギ

ウナギ蒲焼きにおいてマトリックス添加標準検量線を用

いることで 低濃度 高濃度ともに回収率が改善され 70， ， ，

～120 の範囲を満たすことができた。%

一方 は全ての食品において改善が見られず 70， ，LMG

～120 の範囲を満たすことができなかった。 は夾% LMG

雑物の存在下では化学的に不安定となる場合があること

， ，が報告されており 夾雑物の影響を少なくするために6)

精製工程の検討が必要と考えられた。

３．３ マトリックス効果について

図2は， の10 のピークとエビ，ウナギ，ウナMG ng/mL

ギ蒲焼きそれぞれのマトリックス添加標準液10 のng/mL

ピークの面積比である。

は全てのマトリックス添加標準液でピーク面積がMG

小さくなっており，イオン化抑制（イオンサプレッショ

ン）の影響を受けていることが考えられた。

表5 MG及びLMGの添加回収試験結果(%)

MG LMG

エビ ウナギ ウナギ蒲焼き エビ ウナギ ウナギ蒲焼き

添加濃度 0.01 0.1 0.01 0.1 0.01 0.1 0.01 0.1 0.01 0.1 0.01 0.1(µg/g)

溶媒標準検量線 71.6 82.9 53.2 60.8 57.3 65.3 42.1 48.9 69.1 56.2 40.3 34.0

76.8 89.8 74.2 72.3 73.4 71.8 31.3 40.8 20.8 48.6 33.1 30.5マトリックス添加標準検量線
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ﾏﾄﾘｯｸｽ標準液 ｴﾋﾞﾏﾄﾘｯｸｽ ｳﾅｷﾞﾏﾄﾘｯｸｽ ｳﾅｷﾞ蒲焼き

添加標準液 添加標準液 添加標準液

図2 10ng/mLにおけるMGのピーク面積の比較

）（標準液の面積値を100%とした場合の割合

３．４ 今後の課題

抽出操作において，2 のギ酸アセトニトリルをエビ%

やウナギ蒲焼きに加えると，酸によるタンパク質凝固を

誘引し，ホモジナイズができない状態となった。そのた

め，ギ酸の濃度をエビで0.2 ，ウナギ蒲焼きで1 に変% %

更したところ，ホモジナイズが可能となった。このこと

から，適切なギ酸濃度については，更なる検討が必要と

考える。

また，前処理中に細かな泡の発生があり，定容等の作

業が困難であったので，泡の発生を抑制する方法を同時

に検討したい。

類は光分解性を有し，不安定な性質があると報告MG

されている 。そこで褐色ガラス器具を使用し，遮光を7)

徹底した。また， は酸性条件で安定化したとする千MG

葉らの報告 を参考に，抽出液及び移動相にギ酸を用い8)

た。これらに配慮した操作により の回収率についてMG

は70～120 の範囲を満たす値が得られたが， の回% LMG

収率については満たすことができなかった。今後は，

を安定的かつ効率良く抽出するために，前処理法LMG

について更なる検討を行う必要がある。

４ まとめ

エビ，ウナギ，ウナギ蒲焼きにおいて，これまで実施

していた60項目の一斉分析法に を加えた，61項目のMG

一斉分析法が確立できた。また，夾雑物質の多い食品に

は，標準添加法（マトリックス添加標準検量線）を採用

することで，回収率が良好となる項目を増やせることが

わかった。

なお， については，前処理法等について更に検LMG

討を加え，一斉分析法への追加を行いたい。
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