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はじめに  
 下痢性貝毒による食中毒は、有毒プランクトンを

捕食することで毒化した二枚貝等を喫食すること

で発生し、主な中毒症状は下痢、吐気、腹痛などの

消化器症状である 1)。  
 下痢性貝毒の検査は、平成 27 年 3 月 6 日付け食安

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」により、これまでのマウスを用

いた検査法 2)に代わり、機器分析法が導入されるこ

ととなり、平成 27 年 3 月 6 日付け食安基発第 0306
第 3 号、食安監発 0306 第 1 号「下痢性貝毒(オカダ

酸群)の検査について」(以下、通知とする。)により、

機器分析による検査法が例示された。機器分析法で

の検査を実施するためには、検査を実施する貝につ

いて、分析法が通知の性能基準を満たすことを各検

査機関で確認する必要があり、既にいくつかの二枚

貝については妥当性評価結果が報告 3)されている。 
千葉県では、岩ガキなどの二枚貝類を特産品とし

て生産していることから、これら貝類の安全性を確

認するため、マウスを用いた検査法を実施してきた。

今回、機器分析法への移行を目的とし、分析法の検

討と妥当性評価を行ったので報告する。  
 

実験方法 

１．試料 

 市販流通品の岩ガキ、アサリ及びホンビノスを用

いた。通知に従って貝を開殻し、むき身を調製した。

むき身はフードプロセッサーで均質化し、試料とし

た。 

２．試薬等 

認証標準物質：オカダ酸（以下、OA とする。）、

ジノフィシストキシン -1（以下、DTX-1 とする。）及

びジノフィシストキシン -2（以下、DTX-2 とする。）

は National Research Counsil Canada 製を用いた。  
 試薬等：アセトニトリル、メタノール、超純水及

びギ酸は和光純薬工業 (株 )製の LC/MS 用を用いた。

1 mol/L ギ酸アンモニウムは和光純薬工業 (株 )製
HPLC 用を用いた。n-ヘキサンは和光純薬工業 (株 )製
試薬特級を用いた。5 mol/L 塩酸及び 5 mol/L 水酸化

ナトリウムは和光純薬工業 (株 )製容量分析用を用い

た。固相抽出カラムはアジレント・テクノロジー (株 )
製 Bond Elut C18 6 cc 500 mg を用いた。メンブラン

フ ィ ル タ ー に は ア ド バ ン テ ッ ク 東 洋 ( 株 ) 製
DISMIC13HP020AN を用いた。  
３．装置 

 フードプロセッサーはコンエアージャパン (同 )製
ク イ ジ ナ ー ト を 用 い た 。 ホ モ ジ ナ イ ザ ー は

Janke&kunkel GmbH&Co.KG 製 ULTRA TURRAX T25
を用いた。遠心分離機はクボタ (株 )製ユニバーサル

冷却遠心機 5922 を用いた。ドライサーモバスは

AGC テクノグラス (株 )製 THERMO ALMI BATH 
ALB-221 を用いた。LC-MS/MS は日本ウォーターズ

(株 )製 ACQUITY UPLC H-Class-Xevo TQ-S micro を

用いた。  
４．LC-MS/MS 測定条件 

１）HPLC 条件 

時間
(min)

流速
(mL/min) A(%) B(%) C(%)

0 0.2 80 20 0

5 0.2 5 95 0

6.5 0.2 5 95 0

6.6 0.4 0 0 100

8.5 0.4 0 0 100

8.6 0.4 80 20 0

11.4 0.2 80 20 0

11.5 0.2 80 20 0

Table 1 流速及びグラジエント条件
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 分析カラム：日本ウォーターズ (株 )製 ACQUITY 
UPLC BEH C18(2.1 mm i.d.×50 mm,1.7 µm) 、カラム

温度：30 ℃、注入量：5 µL、移動相：A 液：水 (1 mM
ギ酸アンモニウム及び 25 mM ギ酸含有 )、B 液：ア

セトニトリル、C 液：メタノール、流速及びグラジ

エント条件は Table 1 に示した。 

２）MS/MS 条件 

 イオン化モード：ESI(-)、測定モード：MRM、キ

ャピラリー電圧：-2.7 kV、ソース温度：120 ℃、脱

溶媒ガス温度：550 ℃、脱溶媒ガス流量：1100 L/h、
コーンガス流量： 50 L/h、物質ごとの測定条件は

Table 2 に示した。  
５．試験溶液の調製 

 均質化した試料 2.00 g を 50 mL のポリプロピレ

ン製遠沈管に採取し、メタノール 9 mL を加えて 1
分間ホモジナイズした。室温、3000×g で 10 分間遠

心分離を行い、上清を採取した。沈殿に 90 %メタ

ノールを 9 mL 加えて 1 分間ホモジナイズした。室

温、3000×g で 10 分間遠心分離を行い、上清を採取

した。合わせた上清を 90 %メタノールで正確に 20 
mL とし、これを抽出液とした。抽出液 2 mL を 15 
mL ポリプロピレン製遠沈管に正確に量りとり、2.5 
mol/L 水酸化ナトリウム 0.25 mL を加え、76 ℃で 40
分間加水分解した。放冷後、2.5 mol/L 塩酸 0.25 mL
を加えて中和した。この液に、n-ヘキサン 2.5 mL を

加えて振り混ぜた後、n-ヘキサンを除去する操作を

2 回繰り返した。メタノール層に水 2.5 mL を加えて

撹拌し、この液をあらかじめメタノール 10 mL、水

10 mL でコンディショニングした固相抽出カラムに

注入した。容器を 40 %メタノール 4 mL で洗いこみ、

この液も固相抽出カラムに注入した。水 5 mL 及び

65 %メタノール 5 mL で固相抽出カラムを洗浄し、

90 %メタノール 5 mL で溶出した。この溶出液を

90 %メタノールで正確に 20 mL とした。これをメン

ブランフィルターでろ過し、試験溶液とした。  
６．検量線の作成 

 OA、DTX-1 及び DTX-2 各 1 µg/mL の混合標準溶

液を 90 %メタノールで希釈し、検量線用標準溶液

を調製した。検量線範囲は 0.05 ng/mL～2 ng/mL と

し、ピーク面積法で検量線を作成した。検量線の直

線性は、いずれの成分も相関係数 0.99 以上と良好で

あった。  
７．妥当性評価方法 

 岩ガキでは試料 2.00 g に OA、DTX-1 及び DTX-2
が各 0.05 mg/kg となるよう OA、DTX-1 及び DTX-2
各 1 µg/mL の混合標準溶液を 100 µL 添加した。ア

サリ及びホンビノスでは、標準品が十分に入手でき

なかったため、通知に従い、抽出液 2 mL に 0.05 
mg/kg となるよう 1 µg/mL の混合標準溶液を 10 µL
添加した。分析者 1 名が、同一の添加試料を 1 日 2
回、5 日間分析する枝分かれ試験を行った。通知に

従い、真度、併行精度及び室内精度を推定し、評価

した。  
 

結果及び考察 

１．分析法の検討 

 岩ガキを検体とし、通知に従い試験溶液を調製し、

マトリクス添加標準溶液で定量したところ、真度が

妥当性評価の目標値である 70 %を下回った。この

ことから、岩ガキでは夾雑物質が多く、通知に示さ

れた固相容量 200 mg の ODS カラムでは保持が不十

分であったと考えられた。そのため、固相容量 500 
mg の Bond Elut C18 を用いたところ、真度が向上し

た。また、試験溶液に着色が認められたため、固相

抽出カラムの洗浄液を通知に示された 40 %メタ

ノールから 65 %メタノールに変更したところ、オ

カダ酸群が流出することなく着色が減少したこと

から、洗浄液は 65 %メタノールとすることとした。  
しかしながら、イオン化促進効果が認められ、絶

対検量線での定量では真度が妥当性評価の目標値

である 120 %を超えていた。そのため、イオン化促

進効果の低減を目的に、各種イオン交換ミックス

モードカラムでの精製及び NH2 カラムでの追加精

製 4)も検討したが、いずれもイオン化促進効果を十

分に除去することができなかった。そのため、固相

抽出カラムは洗浄液等の調製が簡便な Bond Elut 
C18 500 mg を採用し、試験溶液の希釈によるイオン

化促進効果の低減を試みた。通知では、固相抽出カ

ラムからの溶出液を減圧留去した後定容している

が、減圧留去を行わず、溶出液を全量採取し 20 mL
に定容後測定したところ、イオン化促進効果の低減

が認められ、絶対検量線での定量が可能となった。 
２．定量限界 

 定量限界値は通知に従い 0.01 mg/kg とし、 0.1 
ng/mL のマトリクス添加標準溶液のピークが S/N≧

10 であることを確認した。  
３．妥当性評価結果 

 選択性について、岩ガキ、アサリ及びホンビノス

のブランク試料を分析したところ、ホンビノス中に  

プリカー

サーイオン
(m /z )

プロダクト

イオン*1

(m /z )

コーン

電圧
(V)

コリジョン

エネルギー
(eV)

OA 803.44 255.10 40 48
113.00 40 60

DTX-1 817.44 255.10 45 48
113.00 45 62

DTX-2 803.44 255.10 40 48
113.00 40 60

Table 2 OA, DTX-1, DTX-2の分析条件

*1　上段が定量イオン、下段が確認イオン
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OA のピークが認められたが、その他に妨害ピーク

は認められなかった。なお、ホンビノスについては

ブランク試料から OA が検出されたため、通知に従

い添加試料と同様に操作し得られたブランク試料

の値を、添加試料の値から差し引いた値の平均値を

求め、真度を求めた。なお、ブランク試料に含まれ

る OA の濃度は添加濃度の 1/2 未満であることを確

認した。岩ガキ、アサリ及びホンビノスの妥当性評

価結果を Table 3 に示した。いずれの試料も、妥当

性評価の目標値である真度 70 %～120 %、併行精度

15 %以下、室内精度 20 %以下を満たしていた。  
 

まとめ 

 岩ガキ、アサリ及びホンビノスについて LC-
MS/MS を用いた下痢性貝毒（オカダ酸群）の分析法

の妥当性評価を実施した。いずれも通知の求める性

能基準を満たしていることから、本分析法は下痢性

貝毒（オカダ酸群）の分析法として妥当であること

が確認された。本研究の結果、これまで実施してい

たマウスを用いた検査法から機器分析法に移行す

ることが可能となったことから、これまで以上に、

流通する二枚貝類の安全性確保に努めていきたい。 
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真度
(%)

併行精度
(%)

室内精度
(%)

真度
(%)

併行精度
(%)

室内精度
(%)

真度
(%)

併行精度
(%)

室内精度
(%)

岩ガキ 102.2 3.9 7.7 104.5 2.9 6.3 109.9 5.0 8.1

アサリ 96.9 2.4 4.6 96.2 5.1 5.4 93.5 4.3 4.7

ホンビノス 101.5 4.1 10.5 101.2 3.9 7.6 100.4 6.1 12.4

Table 3 妥当性評価結果

OA DTX-1 DTX-2


