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点があった。そのため，既報2）において，文献を参考に有機
溶媒と二種類の固相カラムを用いることにより簡単かつ確
実にクリーンナップを行える一斉分析法を開発した。
　今回，22物質を追加候補として既報と同じ分析法により
分析し，厚生労働省通知のガイドライン3）（以下「妥当性ガ
イドライン」という。）に基づき妥当性評価を実施した。

２　実験方法
2.1　検討対象物質

　和光純薬製動物用医薬品混合標準液PL-1-3に含まれてい
る21物質及び22年度に国が実施した輸入食品監視指導結果
で違反のあった項目の１つであるラサロシドの計22項目に
ついて検討を行った。（表１）

１　はじめに
　動物用医薬品は，家禽等を病気や寄生虫から守るために
用いられているが，その食品への残留基準については，食
品衛生法で設定されているが，個別の基準が設定されてい
ないものについては，平成18年５月29日付けのポジティブ
リスト施行以降0.01ppmの一律基準を超えて残留してはな
らないとされている。
　このような経緯や食への安全・安心に対する県民の意識
高まりを踏まえ，残留動物用医薬品の検査を平成22年度か
ら実施している。
　動物用医薬品の分析法としては，厚生労働省からLC/
MS/MSを用いる一斉分析法1）が示されているが，同分析
法は水系溶媒であるメタリン酸を多く用いて抽出を行った
後，これを濃縮する作業があるなど煩雑で時間がかかる難
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表１　検討対象物質
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　　移動相：Ａ液（0.1％ギ酸水溶液）とＢ液（0.1％ギ酸ア
セトニトリル）

　　グラジエント条件：A/B＝99/1（0min）→20/80
（35min）→2/98（40-45min）→99/1（50-60min）

　　移動相流量：0.2mL/min
　　試料注入量：5μL
　　保持時間：表２に示した
２）MS/MS
　　MS：Applied Biosystems製 API3200 QTrap
　　インターフェース：Turbo V source
　　測定法：MS/MSモード
　　条件１（ポジティブイオン化）―
　　　イオン化モード：ESI positive mode
　　　イオン源温度：600℃
　　　イオン化電圧：5500V
　　　測定イオン（precursor ion/product ion）：表２に

示した
　　条件２（ネガティブイオン化）―
　　　イオン化モード：ESI negative mode
　　　イオン源温度：500℃
　　　イオン化電圧：-4500V
　　　測定イオン（precursor ion/product ion）：表２に

示した

2.2　試料

　妥当性ガイドラインによる妥当性評価には，肉類，魚
類，その他の魚介類の代表として，市販の鶏肉（もも），
さけ及びイカを用いた。
　また，添加回収試験は，今回の妥当性評価未実施の豚
肉，えび，かに，たこ，アカニシ貝及びカラフトシシャモ
に対して行った。

2.3　試薬

１）動物用医薬品混合標準液PL-2-1（各20μg/mlメタノー
ル溶液）：和光純薬工業社製

２）動物用医薬品混合標準液PL-1-3（各20μg/mlメタノー
ル溶液）：和光純薬工業社製

３ ）ラ サ ロ シ ッド A ナ ト リ ウ ム 塩（ 1 0 0 p p m ）：
Dr.Ehrenstorfer社製

４）超純水：ELGA社製超純水製造装置PURELAB flexで
精製

５）ギ酸，アセトニトリル：LC/MS用

2.4　装置及び測定条件

１）LC
　　HPLC：島津製 LC-20A　高圧グラジエントシステム
　　カラム：Waters社製 XTerra MS C18 3.5μm（2.1㎜ 

I.D.x15㎝）
　　カラム温度：40℃

表２　保持時間及び測定イオン(追加検討物質)

（precursor ion/product ion）
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3.3　新規追加物質のイオン化温度の検討

　ESIのイオン化温度を350℃，400℃，500℃，600℃と変
更し比較したところ（表３），イオン化温度が高いほど
ピーク面積が大きくなる物質が多かったため，既報と同じ
600℃とした。

3.4　妥当性評価試験

　添加量は試料１ｇに対し定量限界（一律基準濃度）であ
る0.01μg添加の低濃度と，高濃度として0.1μg添加の２種
類で実施した。
　妥当性評価試験の結果は表４のとおりで，その概要は次
のとおりであった。
１）2-アセチルアミノ-5-ニトロチアゾール，スルファセタ

ミド，チアムリン，ヒドロコルチゾン，ピリメタミン，
ファムフール，フェノブカルブ及びフロルフェニコー
ルの８物質は，真度（回収率），平行精度，室内精度
のいずれも妥当性ガイドラインの目標値を満たしてい
た。

２）リンコマイシンは，鶏肉及びさけへの低濃度添加試料
（0.01μg添加）で真度（回収率）が目標よりやや低め
のそれぞれ68.7％，67.4％であったが，平行精度及び
室内精度は妥当性ガイドラインの目標値を満たしてお
り，できるだけ多くの項目を一斉分析できるよう，モ
ニタリング対象項目に加えることとした。

３）アレスリンは，鶏肉の低濃度添加試料（0.01μg添加）
において夾雑物質のピークが重なって定量不能とな
り，選択性の目標を満たさなかった。

４）クロルスロン及びラサロシドは，不規則に回収率が変
動する傾向にあり，目標値を満たさなかった。

５）クレンブテロール，デキサメタゾン及びプレドニゾロ
ンは，基準値が低いか不検出であり，0.01ppmでは下
限値として十分でない項目である。

６）キシラジン及びトリクロルホンは，多くの検体で回収
率が10％未満となり，検討した方法では十分に回収で
きないものと判断された。（表４には未掲載）

７）チルミコシン及びテメホスは，検量線が直線にならず
定量性に問題があった。（表４には未掲載）

3.5　添加回収試験

　添加回収試験（n＝1）の結果を表５に示した。豚肉，え
び，アカニシ貝及びカラフトシシャモは，試料１ｇに対し
0.1μg添加と0.01μg添加の２濃度で実施，かに及びたこは
0.1μg添加のみを行った。
　ピリメタミンは，3.4では妥当性ガイドラインの目標値を

2.5　前処理操作

　大月らの操作2）に基づき試験溶液を調製したが，濃縮過
程において泡立ちにより試料をロスすることが懸念された
ので，最終液量を２mlに変更した。

2.6　検量線

　検量線は，2.3の１）～３）を等濃度になるよう混合し
た後，10％アセトニトリル水溶液を用いて順次希釈し，
0.001，0.002，0.005，0.01，0.02，0.05，0.1，0.2μg/mLの混
合標準液を調製し，ピーク面積法により検量線を作成し
た。

３　結果及び考察
3.1　条件の最適化の結果

　検討項目のうち，エマメクチンB1a，ダノフロキサシン
及びモネンシンの３物質は，質量分析計の最適化をするこ
とができなかったため，測定対象から外すこととした。

3.2　測定回数とtimeの調整

　今回の検討でポジティブイオン化で測定するものは36物
質であり，dwell timeを全て20msとすればポジティブイオ
ン化での測定を１回とすることも可能と考えられたが，感
度の悪い物質ではdwell timeを長くする必要があり，ポジ
ティブ２回，ネガティブ１回の計３回の測定とした。dwell 
timeは感度に応じて20ms～50ms（ネガティブイオン化で
は物質数が少ないため20～100ms）で設定した。（表２参
照）

（500℃でのピーク面積を100とした値）

表３　イオン化温度とピーク面積
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網掛け部は，ガイドラインの目標値を満足していない。ヒドロコルチゾンの下線部は，添加元の検体の含有量（さ
け：0.002μg/g）を減じた値。

表４　妥当性評価試験結果
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析法を用い，同じ分析法で分析可能な動物用医薬品の追加
を検討した。厚生労働省ガイドラインに基づき妥当性評価
を実施し分析法の妥当性を確認したところ，８項目が追加
可能と判断されたが，既報の項目のうち４項目を対象から
外したため，25項目の一斉分析法となった。
　今後も，一斉分析できる動物用医薬品の検査項目を増
加させるため，クリーンナップ法等の前処理法を見直した
り，新たな物質の同時分析を検討する予定である。
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満たしていたが，豚肉への0.01μg添加試料で回収率38％と
なったため，今回は対象項目への追加を見送った。
3.6　既報の対象物質の確認

　既報において豚肉，えび及びさけを用いて妥当性評価済
である21物質について，最終液量を１mlから２mlに変更し
たため選択性と真度の確認が必要になったことから，今回
の追加対象項目と併せて鶏肉（もも），さけ，イカを用い
て妥当性評価を実施した。
　結果を表６に示す。レバミゾール，オルメトプリム，ス
ルファジアジン及びトリメトプリムについては，妥当性ガ
イドラインの目標値を満たさなかった。なお，レバミゾー
ルでは，同位体標準物質（サロゲート）を用いた場合でも
満たす必要のある回収率40％も満たさない検体が複数あ
り，表７に示すとおり回収率が低い検体は添加から測定ま
での日数が長いほど多い傾向にあったので，分解性による
ものと考えられた。
　既報においては，妥当性ガイドラインの目標値を満たさ
なかった項目もサロゲートの使用により妥当な分析法と判
断されているが，今回はサロゲートを使用しなくても目標
値を満たす項目に限定することとし，23年度の報告項目か
ら４項目を外した。

４　まとめ
　既報のLC/MS/MSを用いた動物用医薬品21種の一斉分

※ヒドロコルチゾンの下線部は，添加元の検体の含有量（豚肉：0.012μg/g，カラフトシシャモ：0.031μg/g）を減じた値。

表５　添加回収試験結果（回収率％）（n＝1）
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表７　レバミゾールの回収率と標準品添加から測定までの日数の比較

網掛け部は，サロゲートを用いた場合でも満たす必要のある40％も満たさない検体

表６　既報の物質の妥当性評価試験結果

網掛け部は，ガイドラインの目標値を満足していない。
酢酸トレンボロンは基準値が“不検出”であり，0.01ppmでは下限値として十分でないため，分析可能項目としていない。


