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概要 

我が国における食の安全に対する関心は高まる傾向にあり, 今日, 多くの残留農薬など

については既に確立された分析法により検査が行われている．しかし, 有害性が確認されて

いるにもかかわらず, 依然として規制対象となっておらず, 分析法が確立されていない化

学物質も多い. 本研究ではこのような観点から, 食品等の安全性評価に係る 2つの化合物あ

るいは化合物群について, 高速液体クロマトグラフィーを用いた分析法を開発した. 一つ

はかび毒の一種であるオクラトキシン A(OTA),もう一つは主に単糖及び二糖を対象とした

糖類である.  

 

穀類等に汚染が確認されているかび毒の一種である OTA は, 我が国ではまだ食品及び家

畜の飼料共に規制値は規定されておらず, 公定的な分析法がない. また愛玩動物である犬

は特に OTA 感受性が高いことが知られている一方, 多くの愛玩動物用飼料(ペットフード)

には OTA に汚染されやすいとうもろこし等の穀類が原料として用いられていることから, 

「愛玩動物用飼料の安全性の確保に関する法律」の観点からもペットフード中の OTA 濃度

を把握するための分析法が求められている. そこで本研究では高速液体クロマトグラフ

(HPLC)を用いたペットフード中の OTA の分析法を開発し, 共通試料を複数の試験所で分

析し, 室間再現精度等を確認した. OTA はアセトニトリル及び水の混液を用いて試料から

抽出し, イムノアフィニティーカラムを用いて抽出物を精製した後, 蛍光検出器を備えた

HPLC システムで分析した. 本分析法における OTA の定量下限値はドライ及びセミドライ

タイプのペットフードに対して 2 µg/kg, ウェットタイプのペットフードに対して 1 µg/kg

であった. 検量線は 0.5 ～ 50 ng/mL(試料中濃度換算で 1～100 µg/kg)の範囲で良好な直線

性を示した. OTA に汚染されていないペットフード試料に 1～5 µg/kg の濃度となるように

OTA を添加して本分析法による回収試験を実施したところ, 平均回収率は 83～106 %であ

り, 併行精度(相対標準偏差)は 2.6～6.8%であった. 試験所間の妥当性評価試験における平

均回収率, 併行精度, 室間再現性(中間精度)及び Horwitz 比 (HorRat)は各々75.6～83.1 %, 

3.5～6.1 %,  5.0～15.0 % 及び 0.23～0.68 であった.  

 

塩素付加－LC-MS/MS 法による食品中の糖質分析法を開発するため, 単糖及び糖アルコ

ールについて複数のコリジョンエネルギーでプロダクトイオンスキャン分析を行い, モニ

ターイオンの選択を行って, 塩素付加イオン化の最適化を行った. 最適化のための塩素供

与物質としてはジクロロメタンを用い, 次に代替物質としてクロロアセトニトリルについ

て検討した. 各分析対象物質について, 塩素付加イオン([M+Cl]－)をプリカーサーイオンと

して, プロダクトイオンスキャン分析を行ったところ, 概ね脱プロトン化イオン([M-H]－)

が検出されたが, 一部の糖アルコールではいずれのコリジョンエネルギーでも塩化物イオ

ン(Cl－)以外のプロダクトイオンは検出されなかった. 塩素供与物質としてジクロロメタン

とクロロアセトニトリルを比較したところ, クロロアセトニトリルの方が高感度に糖類を



検出可能であることが確認された.  

分離条件の検討においてはアミノプロピル基結合シリカゲルを充填剤とするアミノカラ

ムではアノマー分離が生じることがなく, ケトース, 二糖及び糖アルコールは良好な形状

のピークが得られたが, アルドースのピーク形状はブロードで激しいテーリングが認めら

れた. これはカラムのアミノ基とアルデヒド基がシッフ塩を形成するためであると考えら

れた. このため, アミド基を導入したエチレン架橋型ハイブリッド粒子を充填剤としたア

ミドカラムによる分離を検討した. この条件では五炭糖及び六炭糖のアルドースのピーク

が比較的良好な形状で検出された.  
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第一章 序論 

 

1.1 研究の背景  

 著者はこれまで化学物質のばく露によるヒト等の健康影響を評価するための分析法及び

試験法に関する研究を行ってきた. 化学物質のばく露は主に鼻腔や口腔といった呼吸器を

経由する吸入ばく露, 皮膚から吸収される経皮ばく露及び食物及び飲料に起因する経口ば

く露が主な経路である. これらのばく露経路の中でも経口ばく露は頻度, ばく露量及び影

響の程度の観点からも最も重要である. ヒトは生命活動を維持するために食品, 飲料及び

医薬品を能動的に摂取することが不可欠であるため, これらに含まれる化学物質の種類及

びその含有量を把握することは, その安全性を評価する上での基本となる. 食品中に含有

することで問題となる化学物質は, 食品添加物のように意図的に添加するもの, 農薬のよ

うに生産の過程で使用したものが残留する可能性があるもの及びかび毒のように自然発生

し, 非意図的に汚染するものがある. 食品添加物及び農薬はその使用量をコントロールす

ることで食品中の濃度を基準値未満に抑えることが可能であるが, かび毒による汚染を制

御することは極めて困難である.  

農林水産省の統計データによると, 我が国における食料自給率は平成 20 年度においてカ

ロリーベースで 41%であったが, 徐々に減少して平成 27 年度には 39%となっており, 輸入

食品への依存度が高まる傾向が続いている. これは欧米型の食生活への変化が影響してい

る. 実際に主食である米の一人当たり 1 年間の消費量は平成 20 年度において 58.8 kg であ

ったが, 年々減少し, 平成 26 年度は 56.9 kg となっているのに対し, 畜産物の消費量は

131.2 kg から 136.5 kg へと上昇している. 畜産物の自給率は, 肉類が 55%, 乳製品が 65%, 

鶏卵に至っては 95%という比較的高いレベルにあるが, 飼料の自給率は 27 %であることか

ら, 実質的な自給率はより低いことは明らかである. 飼料原料の 40%以上はとうもろこし

であり, その主な原産国は米国, ブラジル及びアルゼンチンである（財務省の統計データ）. 

我が国における平成 20 年度から平成 26 年度のとうもろこしの輸入量は約 1500 万 t 程度

であった.  

このように, 輸入に依存する我が国の食品の安全を確保するため, 平成 15 年に改正され

た食品衛生法に基づき, 平成 18 年 5 月に食品に残留する農薬・動物用医薬品等に関するい

わゆるポジティブリスト制度が施行され, 食品中の残留農薬等の規制が強化された. これ

は農薬, 動物用医薬品及び飼料添加物について, 一定量を超えて残留する食品の販売等を

禁止する制度である. 既に残留基準が定められている農薬については, 基準内での残留を

認め, それ以外の農薬については「人の健康を損なうおそれのない量」として暫定的な一律

基準（0.01 ppm）が適用されている. 一律基準が適用された農薬等については, 内閣府の食

品安全委員会によるリスク評価結果等が整い次第, 検討が行われた上で適切な基準値が設

定され, 厚生労働省から通知される. 平成 28 年現在, この制度では約 800 種以上の物質が

規制の対象となっており, 検疫所及び登録検査機関によって輸入食品の残留農薬等の検査
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が実施されている.  

また, 我が国では犬猫の飼育頭数がピークを迎えた平成 20 年に「愛玩動物用飼料の安全

性の確保に関する法律（ペットフード安全法）」が制定され, 愛玩動物（ペット）に対する

健康被害を防止する観点から, 愛玩動物用飼料（ペットフード）の製造・販売に係る基準・

規格が, ペットフード安全法第 5 条に基づき「愛玩動物用飼料の成分規格等に関する省令」

により設定された. これにより，当該基準・規格に合わないペットフードや有害な物質を含

むペットフードの製造等が禁止されている. 規制対象物質は添加物（酸化防止剤）, 農薬, 汚

染物質及びその他であるが, 食品と比較して対象物質数は少ない. したがって公的な分析

法も食品と比較すると十分に整備されていないという現状がある. ペットフードの原料は

基本的にヒト用の食品と共通するものの, 穀物の場合は外皮, 畜産物の場合は脂肪の多い

部分, 水産物の場合は血合いの部分等が利用されるため, 食品以上の濃度で汚染物質が含

まれている可能性がある. その上, 犬及び猫のような愛玩動物は化学物質に対する感受性

及び健康影響の程度が人と異なる. このため, より多くの化学物質について汚染実態の把

握及びリスク評価を行う必要がある. しかしながら, そのために必要なペットフード中の

化学物質分析法開発は食品と比較して極めて困難である. これは, 食品の場合は未加工の

農産物, 畜産物及び水産物を対象として分析を行うことが一般的であるのに対して, ペッ

トフードの場合は, ほとんどがこれらを原料として混合及び加工されたものであるためで

ある. ペットフード中には動物性のタンパク及び脂質並びに植物性のタンパク, 炭水化物

及び脂質, 更に様々な添加物及び無機成分が含まれ, 極めて複雑な試料マトリックスを形

成している. また, 炭水化物に関してはα化されたでん粉が用いられているため, 水に対す

る親和性が高く，湿潤状態で高い粘性を示すという特徴がある.  

 

1.2 食品等の分析法について 

食品は多種多様であり, 複雑な成分によって構成されるため, 目的とする分析対象物質を

抽出し, 定量分析するためには高度な分析技術を要する. 分析結果は食品の生産者, 加工業

者及び輸入業者にとっては経済的損害, 消費者にとっては健康影響に直結するため, 検査

機関の責任は重大であり, 検査法も確実性の高いものである必要がある. かくして, このよ

うな検査のために, 十分な検証が行われた食品の試験法として厚生労働省により告示試験

法及び通知試験法が整備されている. これらの方法は平成 22 年に厚生労働省から発信され

たガイドライン｢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の一

部改正について（食安発 1224 第 1 号）｣に従って妥当性が確認されている.  

家畜用の飼料中の有害物質等の分析法としては農林水産消費安全技術センターが制定し

た「飼料分析基準（平成 20 年 4 月 1 日付け 19 消安第 14729 号農林水産省消費・安全局長

通知）」がある. また愛玩動物（犬及び猫）用の飼料（ペットフード）中の有害化学物質の分

析法としては同センターから「愛玩動物用飼料等の検査法（平成 21 年 9 月 1 日付け 21 

消技第 1764 号独立行政法人農林水産消費安全技術センター理事長通知）」が通知されてい
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る. 各々基準及び検査法には有害物質, 農薬, かび毒, 抗菌性物質等の分析法と, 分析法の

妥当性評価方法及び各分析法の妥当性確認結果が記載されている.  

 

1.3 かび毒について 

先述したとうもろこしなどの穀類, 豆類及び種実類はかび毒に汚染されやすい. かび毒は

マイコトキシンとも呼ばれている. マイコトキシン学会による定義では, 糸状菌類, いわゆ

るかび類の二次代謝物で, ヒトあるいは家畜, 魚類など高等動物に対して 急性若しくは慢

性の生理的あるいは病理的障害（機能的あるいは器質的障害） を与える物質群に与えられ

た総称とされている.  

アフラトキシンは比較的温暖な地域で発生するコウジカビの一種 Aspergillus flavus 等が

生産する毒素であり, 厚生労働省が公表しているデータによると食品の種類としては, と

うもろこし, 落花生, ナッツ類及びドライフルーツにおいてアフラトキシンの汚染が多く

発生している. 中でもとうもろこしは輸入量も多く, その他のかび毒も同時に含むことが

あるため監視対象としては特に重要である. 特に米国産のとうもろこしはアフラトキシン

類による汚染の蓋然性が高いことから, 厚生労働省から検査命令が発せられ, 輸入される

全ロットについて検査が行われている. アフラトキシンは強い発がん性を有し, 主に B1, 

B2, G1, G2 の 4 種類及び B1 及び B2 の代謝物である M1 及び M2 が知られている. B 群は

青色（Blue）の蛍光を, G 群は緑色（Green）の蛍光をそれぞれ発することからこのように

分類されている. これまで我が国では B1 のみが検査対象となっていたが, 以前から欧米で

は総アフラトキシンとして B1, B2, G1 及び G2 が規制されていた. またコーデックス委員

会*でもアーモンド等について総アフラトキシンの基準値が示されたこと, 及び食品安全委

員会におけるリスク評価の結果を受け, 我が国も厚生労働省によって平成 23 年 3 月 31 日

付け食安発 0331 第 5 号｢アフラトキシンを含有する食品の取扱いについて｣が通知され, 総

アフラトキシンについて検査が行われるようになった.  

アフラトキシンは我が国においても食品中の残留基準値が設定され, 以前から検査が行わ

れているが, 違反事例が後を絶たないという事実は, 非意図的に発生するかび毒による食

品の汚染をコントロールすることが, いかに困難であるかということを示している. また, 

多くのかび毒は加熱等の調理により除去することが困難であるため, ヒトへの健康影響の

リスクが高いという問題がある.  

かび毒による食品の汚染が社会問題となった事例としては, 我が国において戦後の黄変米

及び麦角の問題, 近年ではアフラトキシンに汚染された事故米の不正転売事件などがある. 

これら以外にも様々な菌種によって複数のかび毒が産生され, 複合的に汚染された食品及

び飼料の摂取によるヒト及び家畜に対する様々な健康影響が問題となっている. オクラト

キシン A は穀類, 豆類等に付着するコウジカビの Aspergillus ochraceus 及び青カビの

Penicilium spp.が生産する腎毒性を有する物質である. マウスを用いた動物実験では OTA

による肝細胞がんの誘発が確認されており, 国際がん研究機関（IARC ：International 
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Agency for Research on Cancer）によってグループ 2B（ヒトに対する発がん性が疑われ

る）に分類されている. アフラトキシンが比較的温暖な地域の作物等から検出されるのに対

して, OTA は地球上の広い範囲で汚染が確認されている. OTA は我が国ではまだ規制対象

となっていないが, 汚染される食品は穀類, ぶどう及びその製品, コーヒー豆, カカオ豆な

ど多岐に渡っており, 欧州では穀類及びぶどうの加工品などについて基準値が 2～10 µg/kg

と設定されている.  

ペットフード安全法では愛玩動物に対する健康被害を防止する観点から, ペットフードの

基準・規格が設定されている. ペットフードにはかび毒の汚染源となる可能性が高い, とう

もろこし, 糠, ふすま, マイロなど, 様々な穀類が原料として用いられている. 今後, OTA

については基準・規格が適正に設定されることが必須であり, これに伴って当該基準・規格

の遵守状況を確認するための適切な分析法の開発が必要不可欠となっている.  

 

1.4 糖類について 

糖類はヒトや動物の生命維持のための重要な栄養素であるとともに, 一部の希少糖は食品

及び飲料水の食味や機能性といった付加価値のための調味料・添加物としても利用されて

いる. その一方で, 糖類は有害な一面も有する. 我が国において糖尿病の患者数は増加傾向

にあり, 予防や治療の一環として糖質及び糖類の摂取を制限する人も増えている. 高血糖

値であることは視力障害, 腎臓病, 心筋梗塞, 脳及び神経障害, 組織の壊疽など, 様々なリ

スクを伴う. このような背景から, 糖質の含有量を低下させた「糖質オフ」, あるいは糖質

を 0.5w/w%未満に低減させた「糖質ゼロ」を謳った健康志向の食品及び飲料の市場が拡大

している. アルドースやケトースのような糖類のカルボニル基が還元されてヒドロキシ基

となったソルビトールなどの糖アルコールはグルコースやスクロースなどの糖類と比較し

て低カロリーであるため, 様々な特定保健用食品及び機能性表示食品などに甘味料として

添加されているが, これらは消化管によって吸収されにくいため, 過剰に摂取すると下痢

を引き起こす. 他にも糖類の直接的な健康影響としては乳糖不耐症の人が乳製品に含まれ

るラクトース（乳糖）を摂取することによって消化不良及び下痢を引き起こすことが挙げら

れる. 更に, ガラクトースなどの一部の糖は免疫に異常がある場合は, 重大な健康影響を引

き起こす可能性があるため摂取が制限される. また, 一部の還元糖は加熱加工の過程でア

スパラギンと反応し, 発がん物質であるアクリルアミドを生成することが問題となってい

る. このように, 今日我々が日常的に摂取する食品中には様々な糖類が使用されており, こ

れらの種類及び濃度を把握すること, あるいは糖類が含まれていないことを確認すること

は健康維持のためにも重要である. このような背景から糖質の簡便かつ実用的な分析法の

確立が求められている. しかしながら, 糖類の分離分析は容易ではない. 糖類には様々な種

類があるが, これらの分子はいずれも基本的には炭素, 水素及び酸素のみで構成されてお

り, 化学構造が類似しているため分離が困難である. また, 紫外及び可視部に特徴的な吸収

を持たず, エレクトロスプレーイオン化法及び大気圧化学イオン化法でイオン化しにくい
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ため, 一般に液体クロマトグラフィーと組み合わせて使用される紫外可視分光光度計及び

質量分析計による検出が困難である. このため, 誘導体化等の煩雑な前処理操作や, 非特異

的な検出器を用いた分析法に頼らざるを得ない状況である.  

 

1.5 研究の目的  

我が国における食の安全に対する関心は高まる傾向にあり, 既に残留農薬などについては

様々な確立された分析法により検査が行われているが, 非意図的に発生あるいは混入する

一部のかび毒などについては, 我が国ではまだ行政によって規制されていないものも多く, 

分析法も十分に確立されていない. 本研究ではその有害性から今後法律等によって規制さ

れることが見込まれる化学物質であるOTA及び濃度の把握が必要となる化学物質として糖

類を対象とし, 主に液体クロマトグラフィーを応用し, 加工食品をはじめとする複雑な試

料マトリックスに適用可能で, 選択的かつ高感度な試験法を開発することを目的とした.  

 

1.6 本論文の構成  

本論文の第二章では高速液体クロマトグラフィーを用いたペットフード中のオクラトキ

シン A の分析法開発について研究の背景, 開発した分析法詳細及び妥当性の確認結果を述

べる. 第三章では塩素付加-液体クロマトグラフィー質量分析法を用いた糖類の一斉分析法

開発について検出及び分離条件の検討結果を述べる. 第四章ではこれらのまとめとして結

言を, 第五章では総括と展望を述べる.  
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第二章 高速液体クロマトグラフィーを用いたペットフード中のオクラトキシン A の分析

法開発 

2.1 緒言  

2.1.1 オクラトキシン A とは 

オクラトキシン A（OTA）は主に穀類, 豆類等に付着するコウジカビの Aspergillus 

ochraceus及び青カビのPenicilium spp.が生産する二次代謝物で, ヒト及び動物に対する

腎毒性を有するかび毒の一種である. OTA は塩素が結合したイソクマリン構造とフェニル

アラニン構造がアミド結合を介して結合した化学構造を有する. 図 2.1 にオクラトキシン

の化学構造式を, 表 2.1 に物性等を示す.  

ON
H

OH O

Cl

O
O OH

 

図 2.1 オクラトキシン A の化学構造式 

 

表 2.1 オクラトキシン A の物性等 1, 2 

分子式 C20H18ClNO6 

分子量 403.8 

物質名 

（IUPAC） 

(2S)-2-[[(3R)-5-クロロ-8-ヒドロキシ-3-メチル-1-オキソ-

3,4-ジヒドロイソクロメン-7-カルボニル]アミノ]-3-フェ

ニルプロパン酸 

CAS No. 303-47-9 

外観 昼白色の照明下では無色の結晶 

紫外線を照射すると緑色又は青色の蛍光を示す 

融点 169℃ 

溶解性 遊離状態ではクロロホルム, エタノール, メタノール及

びキシレン等に溶解する.  

1-オクタノール/水分配係数 

（log Kow） 

4.74 

 

2.1.2 オクラトキシン A の汚染事例 

多くの種類の穀類及びそれらを脱穀した後に生じる糠やふすま等の副産物は加工食品及

び犬及び猫用のペットフードの原料として用いられている. 実際に世界各国で多くの種類

の食品 3,4, 家畜用飼料及びペットフード製品 5 から OTA が検出されている. Li らは中国
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において豚用の飼料及びとうもろこし及びふすまといった飼料原料を対象として調査し

たところ 64～100%において 5～48 µg/kg の濃度で OTA が検出されたと報告している 6. 

英国で 1997 年に行われた調査では, 市販されている 100 検体のペットフードのうち 10%

が 1～7 µg/kg の濃度で OTA に汚染されていた 7. オーストリア及びポーランドで 2001

年に 10 検体のドッグフード及び 28 検体のキャットフードを対象として行われた調査で

は 47%の試料から OTA が検出され, その濃度範囲は 0.21～13.1 µg/kg であったと報告さ

れている 8.  ポルトガルにおいて 2003 年に行われた調査では 60 検体のドライタイプの

ペットフードのうち 5 検体において OTA が 2.0～3.6 µg/kg の濃度範囲で検出された 9.   

 

2.1.3 オクラトキシン A の毒性 

OTA の毒性影響は腎臓障害などの非発がん性に加えて発がん性があり, 我が国の内閣府

に設置された食品安全委員会は, これらの観点から OTA に関する過去の毒性試験等のデ

ータを精査してリスク評価を行い, 各々のヒトに対する毒性影響について耐容一日摂取量

（TDI）を算出した 10. TDI は長期毒性試験等の無毒性量（NOAEL：No Observed Adverse 

Effect Level）より決定される数値で, その化合物を一生涯に渡って仮に毎日摂取し続け

たとしても, 危害を及ぼさないと見なせる体重 1 kg当たりの 1日許容摂取量であり, 次式

で算出される.  

 

TDI＝NOAEL÷不確実係数 

 

ここで NOAEL は毒性試験から求められた, 動物が生涯毎日摂取しても動物の体に有害

な作用を与えない量である. 毒性試験によって, NOAEL が求められないときは, 有害な

影響が表れる最低の用量, 最小毒性量（LOAEL）を使用する. 不確実係数は通常種差に対

して 10, 個体差（個人差）に対して 10 などが用いられ, これらを乗じて算出される. 食品

安全委員会は OTA の非発がん毒性に関して, ブタの亜急性毒性試験における LOAEL が

8 µg/kg/day であったことから, 不確実係数 500（種差 10×個体差 10×不可逆的な腎障害を

指標とした LOAEL（= 5） ）を適用して, TDI を 16 ng/kg 体重/日と設定した. 発がん毒

性に関しては米国国家毒性プログラム（NTP）のラットの 2 年間発がん性試験において, 

NOAEL が 21 µg/kg 体重（週 5 回投与, 15 µg/kg /day に相当）であったことから, 不確

実係数 1000（種差 10×個体差 10×発がん性 10）を適用して, TDI を 15 ng/kg/day と設定

している.  

OTAが愛玩動物の健康に対して悪影響を及ぼした複数の事例が報告されている. OTA は

愛玩動物に対して腎毒性を有する物質であり, 特に犬は感受性が高い 11. 幼若齢のオスの

犬に対して体重 1kg 当り 0.2 mg の OTA を 2 週間反復投与した試験では, 重篤な腎障害

により死亡例が発生している 12. ドイツでは 6.8 µg/kg濃度の OTAに汚染された粉ミルク

を給餌された仔犬 6匹が死亡した事例もある 5. ペットフードがOTAと別のかび毒である
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シトリニンによって同時に汚染されることにより, 複合的な健康影響が生じた事例も報告

されている. 韓国で 3 頭の犬に生じた致死的な腎障害は OTA とシトリニンに汚染された

ペットフードが原因であると考えられている 13.  

 

2.1.4 オクラトキシン A の規制動向 

OTA に汚染される食品は穀類, ぶどう及びその製品, コーヒー豆, カカオ豆など多岐に

渡っており 2, 欧州連合（EU）は未加工の穀類に対しては 5 µg/kg, 穀類の加工品に対して

3 µg/kg, 干しぶどうに対しては 10 µg/kg 及び穀類を加工して製造された乳幼児用の食品

に対しては 0.5 µg/kg という基準値を設定して規制を実施している 14. FAO（国際連合食

糧農業機関）及び WHO（世界保健機関）が合同で設置した政府間組織であるコーデック

ス委員会は FAO/WHO 合同食品添加物専門家会議（JECFA）のリスク評価を基に, 小麦, 

大麦及びライ麦について OTA の基準値を 5 µg/kg と設定した 15. これに加えて EU は養

豚用の穀類及びその製品, 栄養補助飼料及び総合栄養飼料について OTA のガイダンスバ

リューを各々0.25 mg/kg, 0.05 mg/kg 及び 0.1 mg/kg と設定して管理している 16. これに

対し我が国においては現在のところ食品中の基準値は設定されていないが, 食品安全委員

会のかび毒・自然毒等専門調査会の評価結果を受け, 厚生労働省によって基準値の設定が

検討されている.  

我が国において平成 20 年に制定されたペットフード安全法は一部の毒性の高いかび毒

に対しては基準値を設定している. この法律ではアフラトキシン B1 のペットフードにお

ける基準値は 0.02 mg/kg と設定され, デオキシニバレノールの基準値はドッグフード及

びキャットフードに対して各々2 mg/kg 及び 1 mg/kg と設定されている. OTA に関して

規制値は現在のところ設定されていないが, ペットフードの原料として OTA の汚染源と

なる可能性が高いとうもろこしなどの穀類が多用されていること, 実際に汚染が確認され

ていること及び特に犬が OTA の影響を受けやすいという事実を考慮すると, ペットフー

ド中の OTA についても基準値等は設けられるべきである. また, ペットフード中の OTA

についての基準値が遵守されていることを確認するための分析法が必要である.  

 

2.1.5 オクラトキシン A の分析法の現状と問題点 

公定的な OTA の分析法としては, 農林水産消費安全技術センターが制定した「飼料分析

基準（平成 20 年 4 月 1 日付け 19 消安第 14729 号農林水産省消費・安全局長通知）」17が

ある. しかしながら, この基準は穀物を主体とした植物由来の原料からなる牛などの家畜

用の飼料を対象としたものであるため, 抽出条件, 抽出後の精製方法及び機器分析条件を

畜水産物が主原料となるペットフードに適用することは困難である . 食品試料中から

OTA を抽出するためにはメタノール及びアセトニトリルといった極性有機溶媒と水又は

緩衝溶液の混液が用いられる. 抽出物には試料マトリックスが含まれるため, 後の機器分

析による定量分析に対する影響を防ぐ目的で通常は精製操作が行われる. 食品及び飼料中
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に含まれる OTA の分析法としては後述するイムノアフィニティーカラム（IAC）を用い

たクリーンアップと蛍光検出を用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が広く採用

されている 6, 18-25.  

IAC は OTA に特異的に結合する抗体がアガロース担体に結合されており, 極めて高い

精製能力を有する. しかしながら, 穀物などの食品及び家畜用飼料と比較して, ペットフ

ード中には動物性のタンパク及び脂質に加え, 植物性のタンパク, 炭水化物及び脂質, 更

に様々な添加物及び無機成分が含まれ, 試料マトリックスが極めて複雑であるため, ペッ

トフードからの粗抽出物には, 同様に極めて複雑な試料マトリックスが含まれる. ペット

フードには水分含量 10%程度の比較的乾燥したドライタイプ, 水分を 25～35%含むセミ

ドライタイプ及び 75%程度の水分を含むウェットタイプがあり, 主な原料も様々である. 

また, 通常ペットフードの製造においては加熱工程があるため, でん粉はα化されており, 

抽出溶媒として水を用いると膨潤すると共に粘性を示すという特徴を有するため, 前処理

操作は食品及び飼料と比較して難易度が高い. これまでに食品及び飼料中の OTA を対象

とした多くの汚染実態調査が行われているが, このように複雑かつ多様なタイプのペット

フード中のOTA分析に適用可能なHPLCによる分析法として妥当性が確認されたものは

報告されていなかった.  

そこで本研究はタンパク及び脂質を多く含むペットフードに含まれる OTA の定量分析

のため, 高濃度の有機溶媒に耐性を有する IAC 及び HPLC-蛍光検出を用いる分析法を開

発した. また, この分析法の妥当性を確認するため, 犬用 3 タイプ, 猫用 2 タイプの合計

10 種類のペットフードを用いて添加回収試験を実施した.  

 

2.1.6 イムノアフィニティーカラム（IAC）について 

IAC は目的とする化学物質と高い親和性を有する抗体をアガロースゲル担体に結合させ

たもので, アフラトキシンなどのかび毒を分析する際の試料マトリックスを除去するため

の前処理に用いられる. 複数のメーカーから様々な化学物質に応じた IACが開発され, 市

販されている. 基質と抗体の結合は特異的かつ可逆的であるが, 分子のどの部位を認識し

ているかは多くの場合において明らかにされていない. 食品などの試料マトリックス中の

分析対象物質を精製する場合は, 概ね次のような操作が行われる. 試料から適切な溶媒を

用いて分析対象物質を抽出し, 抽出液を IAC に負荷し, 溶出液を除去する. この際に分析

対象物質は IAC に特異的に保持され, その他の試料マトリックスは溶出される. IAC を緩

衝液で洗浄した後, 有機溶媒で分析対象物質を溶離させる. このように, 分析対象物質は

アセトニトリル及びメタールなどの有機溶媒によって IAC から溶離するため, 試料を

IAC に負荷する際の溶液中の有機溶媒の割合が高いと分析対象物質が十分に保持されな

い. しかしながら, OTA を脂質の多いペットフードから抽出する際は十分な抽出効率を得

るために有機溶媒の割合を高くする必要がある. したがって試料負荷時における十分な有

機溶媒耐性を有する IACが必要となる. この問題を解決するため, Uchigashimaらは高い
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有機溶媒耐性を有する IAC を次に示す方法で開発した 26. 通常抗体は抗原となる化学物

質を実験動物に投与して作成するが, OTA のように分子量が小さく比較的構造が単純な化

合物は, マウスの生体内で抗原として認識されにくい. このため, 輸送タンパク質である

キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）と結合させ, OTA-KLH 結合体を作成し, 7 週

齢のメスの BALB/c マウスの腹腔内に OTA-KLH 結合体（100µg/匹）を等量の抗原性補強

剤と混合して乳化させて投与した. また, ブースターインジェクションとしてフロイント,  

インコンプリート及びアジュバントのエマルジョンを 2 週間間隔で 3 回投与した. 最後の

投与から 3 日後に抗体を産生する脾臓細胞（B 細胞）を採取し, 骨髄腫細胞（ミエローマ

細胞）を融合させてハイブリドーマを作成した. 一つのハイブリドーマは 1 種類のモノク

ローナル抗体を産生し, かつ無限に増殖するが, この時点でハイブリドーマ自体は複数の

種類が存在するポリクローナルな状態である. そこでハイブリドーマを 96 ウェルマイク

ロプレートに播種して培養し, 10 日後にハイブリドーマのコロニーが形成されたウェルの

培地を対象として 40%のメタノールが存在する状態で OTA と牛血清アルブミン（BSA）

の結合体を用いた直接結合 ELISA 法によりスクリーニングを行った. これにより有機溶

媒存在下で OTA に特異的な親和性を有するハイブリドーマを含むウェルを特定し, その

細胞を限界希釈法によりモノクローン選別を行った. このようにして選抜した OTA に対

する親和性が高い抗体はその構造において定常領域, 可変領域及び抗原結合部位を有する

（図 2.2）. そこで次にその定常領域と特異的に結合するプロテイン G を結合させたアガ

ロースゲルに供して IAC を作成した（図 2.3）.  

 

図 2.2 抗体の基本構造 

定常領域 

可変領域 

抗原結合部位 
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図 2.3 プロテイン G を介してアガロースゲルに固定されたモノクローナル抗体の模式図 

 

2.1.7 オクラトキシン A の分析法開発における戦略 

ペットフード中の OTA 分析法を開発するに当り, 目標とする定量下限値及び検出下限

値を設定する必要がある. 定量下限値は基準値レベルの濃度を十分に精度よく分析できる

よう設定されるべきであるが, 先述したようにペットフード中の OTA については基準値

が設定されていない. そこで, これまでの汚染実態調査の結果, TDI, 他の食品における基

準値等を勘案し, 仮に基準値として 5 µg/kg という値を設定した. この基準値案を基本と

し, 「愛玩動物用飼料等の検査法」27 の試験法の妥当性確認法に従って定量下限値及び検

出限界の目標値を次のように設定した. ドライ及びセミドライタイプのペットフードにつ

いては検出限界の目標値を基準値の 1/5 以下である 1 µg/kg, 定量下限値の目標値を基準

値案の 2/5 以下となる 2 µg/kg とした. ウェットタイプのペットフードについては水分含

有量が 80%であると仮定して水分含有量 10%換算での定量下限値の目標値を基準値案と

同等の 5 µg/kg, 検出限界の目標値を基準値案の 1/2 以下となる 2.5 µg/kg とした.  

この目標を達成するために, 次に示す方針で分析法を検討した. 試料は脂質を多く含む

ため, 抽出溶媒は OTA を十分に溶解することが可能な割合で有機溶媒を含むものとした. 

抽出溶媒中の有機溶媒の比率を高くした場合, OTA と同時に試料マトリックスを多量に抽

出するため, 精製効果が高い IAC を用いることとした. 更にその IAC は有機溶媒耐性が

高いものを採用することとした. 分離用のカラムは OTA の log Kow が 4.74 であることか

らオクタデシルシリル化シリカゲル（ODS）を充填剤とした逆相分配系のカラムを用いる

ことが適切であると判断した. 検出は OTA が蛍光を発することから, 高感度かつ高選択

的な蛍光検出器を用いることとした.  

 

2.2 実験  

2.2.1 試薬及び試液 

OTA の標準品は Romer labs （Biopure ブランド Washington, USA）製を購入した. ア

セトニトリル（Fluka 製 LC-MS 用）及び生理的りん酸緩衝液（PBS）用タブレットはシ

グマアルドリッチ（St. Louis, USA） 製を購入した. 酢酸（特級）, りん酸（特級）, メ

タノール（LC-MS 用）及び超純水（LC-MS 用）は和光純薬工業製（Osaka, Japan）を購

アガロース 

ゲル 
プロテイン G 

モノクローナル抗体 
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入した. 酢酸アンモニウム（HPLC 用） は関東化学製（Tokyo, Japan）を購入した.  

試料から OTA を抽出するための抽出溶媒としてはアセトニトリル及び水の混液（3+2, 

v/v）を用いた. 生理的りん酸緩衝液（PBS）はシグマアルドリッチ製のタブレット 5 個を

超純水 1 L に溶解して作成した. HPLC の移動相としてはアセトニトリル, 水及び 1%（v/v）

りん酸溶液の混液（230:230:1, v/v/v）を用いた. 酢酸アンモニウム溶液（10 mmol/L）は

酢酸アンモニウム 0.385 g を 500 mL の超純水に溶解して調製した. メタノール及び酢酸

混液（98:2, v/v）はメタノールと酢酸を容量比 98:2 で混合して調製した. 最終的な試料溶

液の溶媒として使用するアセトニトリル及び水の混液（1:1, v/v）はアセトニトリル及び水

を容量比 1:1 で混合して調製した.   

OTA の標準原液（200 µg/mL）は Romer labs 製（Biopure ブランド）の OTA（粉末）

5 mg をメタノールに溶解し, 25 mL 定容として調製した. 添加用の標準溶液及び検量線用

の標準液は標準原液をアセトニトリル及び超純の混液（1+1, v/v）で希釈して調製した（0.5, 

1.0, 2.5, 5.0, 10, 25 及び 50 ng/mL）.  

 

2.2.2 装置 

検出限界及び定量下限値の測定並びに分析法バリデーションに用いた HPLC システム

は 2 台の LC-20AD 型ポンプ, 200 µL のインジェクションループを装着した SIL-20AC 

型オートインジェクター, CTO-20A 型カラムオーブン, RF-10AXL 蛍光検出器, DGU-

20A3 型デガッサー,  CBM-20A 型コミュニケーションモジュール及び LC-solution デ

ータシステム（いずれも島津製作所）により構成した. 試験室間試験においては, 1100 

series （アジレント・テクノロジー）,  2695 series （ウォーターズ）, L-2000 （日立製

作所）,  Nanospace SI-2（資生堂） 及び Prominence （島津製作所）といった様々な異

なる HPLC を用いた.  

 

2.2.3 試料の調達  

本研究においては全てペットフード公正取引協議会の基準を満たした総合栄養食と表示

されたものを添加回収試験等に使用した. ペットフードには畜水産物のみを原料とするも

のもあるが, 総合栄養食には穀類などの植物由来の原料が含まれている. 試料は全て東京

都, 埼玉県及び千葉県内の小売店において無作為に購入した. 試料は犬用のドライ製品, 

セミドライ製品及びウェット製品及び猫用のドライ製品及びウェット製品各 2 製品の計

10製品とした. 猫用のセミドライ製品は流通量が極めて少なく, 試料の選択が困難である

ことから対象から除外した. 各製品の栄養成分表に表示された栄養成分を表 2.2 に示す.  

 

2.2.4 試料への添加方法 

分析法の妥当性を確認するためには, 抽出効率の確認ができることから, 自然に汚染さ

れた試料を用いることが望ましい. しかしながら, ペットフードは様々な原料によって構
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成されているため, 適度な既知の濃度で OTA に汚染された試料を調達することは困難で

ある. 更に, ペットフード中の OTA の安定性は確認されていない. したがって, 本研究で

は試料に OTA を添加することとした. 妥当性確認に添加試料を使用する場合, ペットフ

ード試料には OTA が含まれていないか, 含まれているとしても可能な限り低い濃度であ

ることが望ましい. そこで, あらかじめ市販のペットフード試料を複数購入し, 各試料に

おける OTA の汚染レベルを IAC 及び HPLC を用いて分析し, 適切なものを選定した. ド

ライタイプ, セミドライタイプ及びウェットタイプの試料は IMF-720G 型フードプロセ

ッサー（岩谷産業）を用いて粉砕又はホモジナイズした. かびの発生を防ぐため, 全ての

試料は粉砕後から分析までの間 4℃で保管した. 検出限界及び定量下限値の確認並びに分

析法の妥当性確認のため, ドライタイプ及びセミドライタイプは 5 及び 2 µg/kg の 2 濃

度, ウェットタイプは 1 µg/kg （水分 10%換算で 5 µg/kg）となるよう, 試料 25 g に対し

てOTAのアセトニトリル溶液 1 mLを添加し, 十分に混合した. 添加後のドライ及びセミ

ドライタイプの試料は 0～8°C で一晩放置して溶媒を揮発させた. ウェットタイプの試料

は添加後 8°C で 30 min 静置した後, 分析に供した.   

  

 

  



14 

 

表 2.2  本研究で用いたペットフード試料の栄養成分 

Test 

sample 

Nutrition （%） 

Pet food materials 
Protein 

Crude 

fat 

Crude 

fiber 

Crude 

ash 
Moisture 

Dry dog 

food 1 
≥21  ≥9.5 ≤3.0 ≤9.0 ≤10 

Fish, Rice, Rice bran, 

Champignon, Minerals, 

Vitamins, Additives 

Dry dog 

food 2 
≥18 ≥5.0 ≤8.0 ≤8.0 ≤10 

Potato, Salmon, Tomato, Beet 

pulp, Salt, Vegetal oil, 

Lecithin, Minerals, Vitamins, 

Additives 

Semi-dry  

dog food 1 
≥13 ≥3.4 ≤3.0 ≤11 ≤33 

Chicken, Wheat, Sweet 

potato, Carrot, Squash, 

Spinach, Minerals, Vitamins, 

Additives 

Semi-dry  

dog food 2 
≥26 ≥6.0 ≤1.8 ≤7.0 ≤30 

Chicken, Hen egg, Beef, 

Pork, Fish, Rice bran, 

Soybean, Soymeal, Wheat, 

Beet pulp, Minerals, 

Vitamins, Additives 

Wet dog 

food 1 
≥6.0 ≥5.0 ≤1.0 ≤4.0 ≤82 

Chicken, Beef, Pork, Turkey, 

Carrot, Corn, Green pea, 

Tomato, Wheat, Potato, 

Beer yeast, Minerals, 

Vitamins, Additives 

Wet dog 

food 2 
≥9.0 ≥7.0 ≤1.5 ≤3.1 ≤76 

Chicken, Brown rice, Hen 

egg, Flax seed, Herring, 

Minerals, Vitamins, 

Additives 

Dry cat 

food 1 
≥30 ≥18 ≤5.0 ≤7.0 ≤10 

Chicken, Rice, Hen egg, Beet 

pulp, Salmon, Corn, Fish oil, 

Tomato, Flax seed, Yeast, 

Minerals, Vitamins, 

Additives 

Dry cat 

food 2 
≥30 ≥12 ≤8.0 ≤9.0 ≤10 

Fish, Chicken, Hominy feed, 

Wheat, Beet pulp, Minerals, 

Vitamins, Additives 

Wet cat 

food 1 
≥12 ≥1.5 ≤0.5 ≤3.0 ≤84 

Fish, Chicken, Vegetal oil, 

Egg albumen, Minerals, 

Vitamins, Additives 

Wet cat 

food 2 
≥9.0 ≥1.5 ≤1.0 ≤3.5 ≤85 

Fish, Chicken, Vegetal oil, 

egg albumen, Minerals, 

Vitamins, Additives 
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2.2.5 抽出及び IAC による精製条件 

各々の試料 25 g を容量 200 mL 三角フラスコに量り取り, 100 mL のアセトニトリル及

び水の混液（3:2, v/v）を加え 5 分間静置した後, 振とう器（SRR-3, アズワン）を用いて

200 rpm で 30 分間振とうして OTA を抽出した. 試料は桐山ロート（桐山製作所）及び

ガラス繊維ろ紙（GFP, 95 mm, 桐山製作所）を用いてろ過した. 抽出液は PBS で希釈し

て 250 mL 定容とし, 析出した脂質等の不溶物をポリビニリデンフルオライド（PVDF）

製のメンブランフィルター（GD/X syringe filter,  Whatman, 0.45 µm, 25 mm）でろ過

した. 3 mL の PBS を 2 回通液してコンディショニングした IAC （OCHRAKING, 堀場

製作所）に容量 25 mL のリザーバー（ジーエルサイエンス）を装着し, ろ液 10 mL を負

荷した. IAC に 3 mL の PBS を三回通液し, 次に 10 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液を 3

回通液して洗浄した. IAC にメタノール及び酢酸（98:2, v/v） 1 mL を 3 回通液して OTA

を溶出させた. 溶出は常圧下で自然落下により行い, 溶出液をシラン化処理した褐色バイ

アル（15 mm i.d. × 45 mm, スペルコ）,に捕集した. バイアルを 40℃に加熱した EB-303

型ドライブロックバス（アズワン）に入れ, 加温しながら緩やかな窒素気流により溶媒を

除去した. 残渣にアセトニトリル及び水の混液（1:1, v/v）を 2 mL 加えて溶解し, 試料溶

液とした.  

 

2.2.6 HPLC 分析条件 

前項で抽出液を IAC で精製して得られた試料溶液 50 µL を HPLC に注入した. 溶離液

の流速は 1.0 mL/min, カラム恒温槽の温度は 40℃とし, ODS カラム（L-colunm2 ODS, 

250 mm × 4.6 mm i.d., particle size = 5 µm, pore size = 12 nm, 化学物質評価研究機構）

によって OTA を試料マトリックスと分離した. OTA は励起波長 335 nm, 蛍光波長 480 

nmで蛍光検出器によって検出した. 試験室間試験において用いられたODSカラムは, い

ずれも同じサイズではあるが, 製造会社及び銘柄は各試験所によって異なる. 用いたカラ

ムを次に示す. Shodex C18M 4E （昭和電工）,  Inertsil ODS-2 and Inertsil ODS-3（ジ

ーエルサイエンス）,  Mightysil RP-18GP（関東化学） 及び L-colunm ODS （化学物質

評価研究機構）.  

 

2.2.7 検量線, 検出限界及び定量下限値  

OTA の検量線の直線性を確認するため, 一連の濃度で調製した OTA の標準溶液（0.5,  

1, 2.5, 5, 10, 25 及び 50 ng/mL） 50 µL を HPLC に注入して測定し, 各々の濃度に対し

て得られたピーク面積をプロットした. 検量線を定量下限値濃度を含めた 5 点以上で作成

し, 相関係数は 0.99 以上を許容することとした.  
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試料中の OTA 濃度は絶対検量線法で次式により算出した.  

 

𝐶 =
𝐴 − 𝑏

𝑎
 

 ここで C：試料中の OTA 濃度 

A：試料溶液における OTA のピーク面積値 

a：検量線の傾き 

b：検量線の切片 

 

OTA の検出限界を評価するため, ドライ及びセミドライタイプのペットフードに対して

は 2 µg/kg, ウェットタイプのペットフードには 1 µg/kg となるように OTA を添加した. 

定量下限値（LOQ）はコーデックス委員会のガイドライン“guidelines on analytical 

terminology” （CAC/GL 72-2009） （Codex Alimentarius Commission, 2009）28にし

たがい, 次の基準を満たすことを確認した.  

 

 定量下限値相当濃度を添加したブランク試料を繰返し分析したときの分析値の標準

偏差（σ）の 10 倍であること.  

 

LOQ = 10×σ 

 

 クロマトグラフィーによる分析では, 定量下限値濃度に対応する濃度から得られるピ

ークが, S/N≧10 であること.  

また, 同様に検出限界（LOD）の目標値が以下の条件に該当することを確認した.  

 定量下限値濃度を添加したブランク試料を n 回分析したときの分析値の標準偏差

（σ）に Student の t 値（2t
1-αν

=2.015:片側, 有意水準 0.05, 自由度 n−1）を乗じた

値の 2 倍.  

LOD = 2t
1-αν

σ 

 

 クロマトグラフィーによる分析では, 得られるピークが, S/N≧3 となる濃度.  

 

2.2.8 分析法の妥当性確認 

分析法の妥当性は犬用のドライ製品, セミドライ製品及びウェット製品及び猫用のドラ

イ製品及びウェット製品各 2 製品の計 10 製品を用い「愛玩動物用飼料等の検査法 27」に

準じて添加回収試験を行い確認した.  

1） 真度及び精度 

標準物質及び標準分析法がないため, 添加試料 10 個を試験法に従って定量し, 得られ
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た定量値の平均値の添加濃度に対する比（回収率）を求めた. また, 添加試料の分析を 5 

回繰り返し, 定量値の標準偏差及び相対標準偏差を求め, 併行精度を評価した. 回収率及

び併行精度の目標値は各々70～120%及び 22%とした.  

2） 選択性 

OTA を添加しない試料（ブランク試料）について操作を行い, 定量を妨害するピークが

ないことを確認した. 妨害ピークを認める場合は, そのピーク面積値が定量下限値濃度の

OTA ピークの 10%未満であった場合に許容することとした.  

3） 試験室間試験 

一般財団法人化学物質評価研究機構及び独立行政法人農林水産消費安全技術センターを

含む 13 試験所を対象として実施した試験室間試験で得られた結果は IUPAC のプロトコ

ール 29に従い, Cochran 及び Grubbs 検定（シングル）及び Grubbs 検定（ダブル）によ

るはずれ値のテストを行った. はずれ値を除外した後, 併行相対標準偏差（RSDr）及び室

間再現相対標準偏差（RSDR）を算出した. また, Horwitz 比 （HorRat） は修正 Horwitz 

式 30によって算出した.  

 

2.3 結果と考察  

2.3.1 OTA 検出条件の検討 

OTA の検出条件を最適化するため, 蛍光検出器を用いて OTA の励起波長スキャン測定

及び蛍光波長スキャン測定を行った. 濃度 0.1 µg/mL の OTA 溶液（溶媒組成は移動相と

同じ）をマイクロシリンジを用いて検出器のフローセルに注入した. なお, 励起波長

スペクトルの測定では蛍光波長を 480 nm, 蛍光波長スペクトルの測定では励起波長

を 335 nm に設定した.  

励起波長は 337 nm で極大を示し（図 2.4）, 蛍光波長は 466 nm で極大を示した（図

2.5）. このため, 励起波長は極大付近の波長である 335 nm を採用することとした. 蛍光

波長は, 試料中にアフラトキシン及びフモニシンなど, 450 nm 付近に吸収を有するその

他のかび毒等の試料マトリックスが存在する可能性が高いことから, 感度は犠牲となるが, 

バックグラウンドを低減するため, 480 nm で測定することとした.  
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図2.4  OTAの励起波長スペクトル,蛍光波長480 nm, OTA濃度: 0.1 µg/mL, 

 溶媒組成: ACN+Water+1 v/v%リン酸混液（230+230+1, v/v/v）  

 

 

図2.5  OTAの蛍光波長スペクトル, 励起波長335 nm,  OTA濃度:0.1 µg/mL,  

溶媒組成:ACN+Water+1 v/v%リン酸混液（230+230+1, v/v/v）  

 

2.3.2 抽出溶媒の最適化 

分析法を開発するに当たり, 飼料分析基準に記載されている「オクラトキシン A 及びシ

トリニンの液体クロマトグラフによる同時分析法」の適用性について検討を行った. この

分析法は, 試料をアセトニトリル, 塩酸及び水の混液（8:1:1, v/v/v）で抽出した後, 塩化ナ
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トリウムを加えて液液分配により酢酸エチルに転溶し, 更に溶媒をアセトニトリル及び水

の混液（1:1, v/v）に置き換え, 限外ろ過して HPLC で分析する方法である. 飼料分析基準

の方法でドライタイプ及びウェットタイプのドッグフードを処理して得られた試料溶液

のクロマトグラムを各々図 2.6 及び図 2.7 に示す. OTA ピーク位置付近に夾雑ピークある

いはベースラインの変動が認められることから, ペットフードのマトリックスを除去する

には精製が不十分であると考えられた. これらのことから飼料分析基準の方法はペットフ

ードに適用困難であるため改良を要すると判断した.  

家畜用飼料中のOTAを抽出するための溶媒として, アセトニトリル及び水の混液（6:4）

及びメタノール及び水の混液（8:2）のような極性溶媒と水の組み合わせが一般的に用いら

れている 19, 20, 23, 25. しかしながら, ほとんどの IAC は有機溶媒に対する耐性が低い. こ

のことから通常は IAC に負荷する前に抽出液を緩衝液で希釈する操作が必要となる. 先

述したように, この問題を解決するために Uchigashima25 らが開発した有機溶媒耐性の

高い IAC である OCHRAKING はメタノールであれば 60%, アセトニトリルであれば

48%の割合で存在していても OTA を保持することができる（Uchigashima et al., 2012）. 

本研究では, 異なる割合で混合したアセトニトリルと水の混液（ 8:2, 7:3, 6:4, 5:5 及び 4:6） 

をドライタイプのドッグフード中 OTA を抽出する溶媒として比較検討した. アセトニト

リルと水の割合が 5:5 及び 4:6 の場合は, 試料の粘性が高い状態となり, 後のろ過が困難

となった. アセトニトリルと水の割合が 8:2 及び 7:3 の場合は, 多くの脂溶性成分が抽出

され, PBS で 2 倍希釈した際にこれらが析出するという現象が認められた. これらの析出

物もまた, ろ過による除去が困難であった. アセトニトリル及び水の混液（6:4, v/v）を用

いた場合はろ過も容易であり, OTA を効率よく抽出可能であるため, 本研究ではこの組成

の混合溶媒を OTA の抽出溶媒として採用した. ただし, このままでは IAC に負荷できな

いため, PBS で 2.5 倍希釈して析出物をろ過することとした. また, 希釈後のアセトニト

リル濃度は 24%となり, IAC におけるアセトニトリルの許容濃度の 48%以下であるため, 

OTA の保持に対する影響はないと考えられた. この結果, 図 2.6 及び図 2.7 のクロマトグ

ラムに認められた OTA ピーク付近の妨害ピークを低減することができた(2.3.4 項参照). 

 

 

図 2.6 飼料分析基準の方法で得られたドライタイプのドッグフード試料溶液のクロマト

グラム 
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図 2.7 飼料分析基準の方法で得られたウェットタイプのドッグフード試料溶液のクロマ

トグラム 

 

2.3.3 HPLC における試料溶液注入量の検討 

ウェット製品の目標定量下限値（1 µg/kg）相当濃度付近の濃度として 0.25 ng/mL 及び

0.5 ng/mL の標準溶液を測定した. これらのクロマトグラムを図 2.8 及び図 2.9 に示す. 

0.25 ng/mL の OTA 標準溶液を 20 µL 注入した場合, S/N 比が 10 程度であり（図 2.8）, 

ウェット製品の目標定量下限値を達成するためには感度が不十分であると考えられた. そ

のため, 飼料分析基準の方法では注入量が 20 µL であるが, 注入量を必要十分な感度が得

られる 50 µL に増加させることを検討した. その結果ウェット製品の目標定量下限値（1 

µg/kg）相当濃度付近の濃度である 0.5 ng/mL で十分な感度が得られることが確認された

（図 2.10）. なお, 注入量を変更するに当たり, HPLC 注入時の溶媒をメタノールからア

セトニトリル及び水の混液（1:1, v/v）に変更した.  

図2.8 OTA標準溶液0.25 ng/mLのクロマトグラム（溶媒:メタノール, 注入量: 20 µL） 

 

図2.9 OTA標準溶液0.5 ng/mLのクロマトグラム（溶媒:メタノール, 注入量: 20 µL）
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図2.10 OTA標準溶液0.5 ng/mLのクロマトグラム（溶媒:アセトニトリル及び水の混液

（1:1, v/v）, 注入量:50 µL） 

 

2.3.4 妨害物質の影響 

ドライタイプのドッグフード, セミドライタイプのドッグフード, ドライタイプのキャ

ットフード, ウェットタイプのドッグフード及びウェットタイプのキャットフード各 2 検

体の総合栄養食について分析し, クロマトグラム上の OTA ピーク位置における妨害ピー

クの有無を確認した（図 2.11～図 2.20）. セミドライタイプのドッグフード等, 一部のク

ロマトグラムにおいて, わずかではあるがOTAのピークが検出された. しかしながら, こ

れらのピーク面積は LOQ の 5%未満であり, 設定した基準（10%）よりも十分小さいため, 

その影響は無視できるレベルであると判断した.  

 

図 2.11 ドライタイプのドッグフード①のクロマトグラム（OTA 無添加） 

  

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 min 
0.0 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 
mV 

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 min 
0.00 

0.05 

0.10 

0.15 

0.20 

0.25 

0.30 
mV 

OTA 

OTA 

ピーク位置 

↓ 



22 

 

 

図 2.12 ドライタイプのドッグフード②のクロマトグラム（OTA 無添加） 

 

図 2.13 セミドライタイプのドッグフード①のクロマトグラム（OTA 無添加） 

 

図 2.14 セミドライタイプのドッグフード②のクロマトグラム（OTA 無添加） 

 

図 2.15 ウェットタイプのドッグフード①のクロマトグラム（OTA 無添加） 
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図 2.16 ウェットタイプのドッグフード②のクロマトグラム（OTA 無添加） 

 

図 2.17 ドライタイプのキャットフード①のクロマトグラム（OTA 無添加） 

 

図 2.18 ドライタイプのキャットフード②のクロマトグラム（OTA 無添加） 

 

図 2.19 ウェットタイプのキャットフード①のクロマトグラム（OTA 無添加） 
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図 2.20 ウェットタイプのキャットフード②のクロマトグラム（OTA 無添加） 

 

2.3.5 検量線, 検出限界及び定量下限値 

検量線は決定係数（R2）が 0.9995 以上であり, 0.025 ng （0.5 ng/mL）～2.5 ng （50 

ng/mL）の範囲で良好な直線性を示した. 代表的な検量線を図 2.21 に示す.  

 

図 2.21 OTA の検量線 
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ペットフード試料における OTA の添加回収試験結果（定量下限値濃度）を表 2.3 に示

す. 定量下限値（LOQ）は, 標準偏差（σ）の 10 倍に相当する濃度として算出し, ドライ

及びセミドライタイプのペットフードについては 2 µg/kg 以下, ウェットタイプのペッ

トフードについては 1 µg/kg 以下であることを確認した. 検出限界（LOD）の評価は標

準偏差（σ）の 2 倍にスチューデントの t 値 （2.015, 片側, 有意水準 0.05, 自由度

n−1） を乗じた値として算出し, ドライ及びセミドライタイプのペットフードについて

は 1 µg/kg 及びウェットタイプのペットフードについては 0.5 µg/kg 以下であることを

確認した. これらの検出限界は Lattanzio31らが既報にて示している液体クロマトグラフ

ィータンデム質量分析（LC/MS/MS） による OTA の検出限界（0.3～4.2 µg/kg）と遜色

ないレベルである.  
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表 2.3 ペットフード試料における OTA の添加回収試験結果（定量下限値濃度）  

Sample n 
添加濃度 
(µg/kg) 

定量値 (平均) 
(µg/kg) 

LOQ 
(µg/kg) 

LOD 
(µg/kg) 

Dog , Dry ① 5 2 1.69  0.388  0.963  

Dog, Dry ② 5 2 1.88  0.194  0.481  

Dog , Semi dry ① 5 2 1.63  0.091  0.225  

Dog , Semi dry ② 5 2 1.77  0.377  0.934  

Dog , Wet ① 5 1 0.951  0.140  0.348  

Dog , Wet ② 5 1 1.03  0.219  0.544  

Cat, Dry ① 5 2 1.86  0.394  0.978  

Cat, Dry ② 5 2 1.76  0.257  0.638  

Cat, Wet ① 5 1 0.992  0.175  0.433  

Cat, Wet ② 5 1 0.941  0.098  0.242  

 

 

表 2.4 ペットフード試料における OTA の添加回収試験結果（基準値レベル）  

Sample n 
添加濃度 
 (µg/kg) 

回収率 (平均) 
(%) 

σa) 
RSDrb) 

(%) 

Dog , Dry ① 5 5 92.3  4.7  5.0  

Dog, Dry ② 5 5 91.3  4.0  4.3  

Dog , Semi dry ① 5 5 106 3.0  2.8  

Dog , Semi dry ② 5 5 92.6 6.3  6.8  

Dog , Wet ① 5 1 95.1  3.5  3.7  

Dog , Wet ② 5 1 103  5.4  5.3  

Cat, Dry ① 5 5 83.0  1.7  2.0  

Cat, Dry ② 5 5 85.2  3.4  4.0  

Cat, Wet ① 5 1 99.2  4.3  4.4  

Cat, Wet ② 5 1 94.1  2.4  2.6  

a） 標準偏差, b）併行相対標準偏差  
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2.3.6 分析法の妥当性及び試験室間試験 

図 2.22～図 2.31 に添加回収試験における OTA のクロマトグラムを示す. 表 2.4 に示す

ように, 基準値レベルで OTA を添加した場合の平均回収率は 83.0～106% であり, 5 回繰

り返し測定の併行相対標準偏差は 7%未満であった. ペットフード試料におけるOTAの試

験室間試験結果（表 2.5）, OTA の回収率は 75.6～83.1%であり, RSDr, RSDR 及び 

HorRat は各々3.5～6.1%, 5.0～15.0%及び 0.23～0.68 であった. HorRat の許容範囲は

0.5～2 であることから 30, 本研究によって開発した分析法はペットフード中の OTA の分

析法として適用可能であることが確認された.  

 

図 2.22 ドライタイプのドッグフード①のクロマトグラム（OTA 2 µg/kg 添加） 

 

図 2.23 ドライタイプのドッグフード②のクロマトグラム（OTA 2 µg/kg 添加） 

 

図 2.24 セミドライタイプのドッグフード①のクロマトグラム（OTA 2 µg/kg 添加） 
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図 2.25 セミドライタイプのドッグフード②のクロマトグラム（OTA 2 µg/kg 添加） 

 

図 2.26 ウェットタイプのドッグフード①のクロマトグラム（OTA 1 µg/kg 添加） 

 

図 2.27 ウェットタイプのドッグフード②のクロマトグラム（OTA 1 µg/kg 添加） 

 

図 2.28 ドライタイプのキャットフード①のクロマトグラム（OTA 2 µg/kg 添加） 
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図 2.29 ドライタイプのキャットフード②のクロマトグラム（OTA 2 µg/kg 添加） 

 

図 2.30 ウェットタイプのキャットフード①のクロマトグラム（OTA 1 µg/kg 添加） 

 

図 2.31 ウェットタイプのキャットフード②のクロマトグラム（OTA 1 µg/kg 添加） 
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表 2.5 ペットフード試料における OTA の試験室間試験結果 

Laboratory 

  Pet food types 

  
Dry type for 

dogs 
  

Semi-dry type 

for dogs 
  Wet type for cats 

 (μg/kg)  (μg/kg)  (μg/kg) 

1  4.19  3.69   1.57 1.55    1.00e) 1.00e)  

2  3.94  4.03   1.79 1.82   0.789  0.858  

3   2.34e)  2.42e)  1.08  0.969    0.613e)  0.557e) 

4  3.81  4.03   1.54 1.63   0.744  0.794  

5  3.99  4.08   1.75 1.88   0.825  0.829  

6  4.22  4.03   1.79 1.84   0.907  0.858  

7  3.81  4.04   1.69 1.36   0.852  0.856  

8  3.83  3.80   1.67 1.66   0.829  0.823  

9  3.85  3.70   1.73 1.63   0.892  0.876  

10  3.22  3.23   1.57 1.58   0.771  0.833  

11  3.84  3.51   1.84 1.74   0.869  0.844  

12  3.69  3.33   1.19 1.43   0.840  0.830  

13  3.04  3.83   1.51 1.42    0.777  0.804  

Spiked level (μg/kg）  5   2   1  

Mean valuea)(μg/kg)  3.78  1.59   0.831  

Recoverya)(%)  75.6   79.5   83.1  

RSDr
b) (%)  6.1   5.8   3.5  

RSDR
c) (%)  8.4   15.0   5.0  

PRSDR
d) (%)  22   22   22  

HorRat   0.38    0.68    0.23  

a） Number of laboratories included in statistical analysis  

Dry food for dogs: n=24, Semi-dry food for dogs: n=26, Wet food for cats: n=22  

b） Relative standard deviation of reproducibility within laboratory   

c） Relative standard deviation of reproducibility between laboratories   

d） Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories 

calculated from the modified Horwitz equation 

e） Data excluded by Grubbs test 
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2.4 結言  

ペットフード中の OTA を精度よく定量するため, IAC（OCHRAKING）を用いて抽出物

を精製する方法を開発した. 10 種類のペットフード試料を用いて添加回収試験を実施した

ところ, 全ての試料においてOTAの回収率は 70%以上であった. OTA の LOQ 及び LOD 

は ドライ及びセミドライフードについて各々2 µg/kg 及び 1 µg/kg, ウェットフードに

ついて各々1 µg/kg 及び 0.5 µg/kg であった. 試験室間試験における OTA の平均回収率, 

併行相対標準偏差（RSDr）及び室間再現相対標準偏差（RSDR）及び Horwitz 比 （HorRat） 

は各々75.6～83.1%, 3.5～6.1%, 5.0～15.0%及び 0.23～0.68 であった.  これらの結果か

ら, 本分析法は様々なペットフード試料における OTA の分析法として適していることが

確認された.  

本研究は農林水産省の委託事業の一部として実施したものである . 本研究の成果

は, ”Development and inter-laboratory study of a method for quantifying ochratoxin A 

in pet foods”と題して World Mycotoxin Journal に投稿した 32. また開発した分析法は「愛

玩動物用飼料等の検査法 27」のオクラトキシン A「液体クロマトグラフによる単成分分析

法」として採用された. 今後, ペットフード安全法に基づいて実施されるペットフードの

検査に適用され, 愛玩動物用飼料の安全確保に寄与するものと期待される. また, 更にヒ

ト用の加工食品へ応用することも可能であると考えられることから, OTA の汚染によるヒ

トへの健康を未然に防ぐための分析法として社会的な貢献が期待される.  
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第三章 塩素付加-液体クロマトグラフィー質量分析法を用いた食品中の糖類の一斉分析法

開発 

3.1 緒言  

3.1.1 糖類とは 

単糖あるいは単糖の重合体は炭水化物に含まれ, 組成式は Cm（H2O）n で表される. 

炭水化物を化学的特徴である重合度によって分類すると, 糖類（重合度が 1 又は 2）, 少

糖類（重合度 3～9）, 多糖類（重合度 10 以上）に分類される 1, 2. すなわち, 糖類とは

単糖及び二糖を指す. 少糖類はマルトオリゴ糖（α-グルカン）及びオリゴ糖に分類され

る. 多糖類はでんぷんと非でんぷん性多糖類に分類され, 前者にはアミロースやアミロ

ペクチンが含まれ, 後者にはセルロース, ヘミセルロース, ペクチン等が含まれる. 食物

繊維は, 一般的には非でんぷん性多糖類に含まれる. また, 多糖類は生理学的には, ヒト

の消化酵素で消化可能な易消化性炭水化物及び消化不可能な難消化性炭水化物に分類さ

れる（図 3.1）.  

 

図 3.1 糖の分類 

 

我が国の食品表示基準（内閣府令第 10 号）3においても, 糖類とは「単糖類又は二糖類で

あって, 糖アルコールでないものに限る」と定義されている. また, 糖質は炭水化物のうち

食物繊維を除くものと定義されている. したがって, 「糖類ゼロ」と表示されていても甘味

料として糖アルコールが含まれている場合があるが, 「糖質ゼロ」と表示されていれば糖ア

ルコールも含まれていないことになる.  

単糖は炭化水素にカルボニル基及び複数の水酸基が結合した構造を有する. この条件を満
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る. カルボニル基が末端（1 位）の炭素にカルボニル基（アルデヒド基）が結合している場

合はアルドース, 2 位の炭素にカルボニル基が結合している場合はケトースと呼ばれる. 四

炭糖（テトロース）のアルドースには 2 位の炭素に結合した水酸基の向きが異なるエリト

ロース及びトレオースの 2 種類が, ケトースはエリトルロースがある. 1 位の炭素から数え

て最末端から 1 つ手前の不斉炭素に結合した水酸基の向きの違いによって, D 体及び L 体

の光学異性体が生じる. L-アラビノース等の一部の例外を除き, 生物によって生合成される

糖はほとんどが D 体である. 炭素鎖が 1 つ増えるごとに水酸基の向きの組み合わせが異な

る 2 種類の糖が派生する. したがって五炭糖（ペントース）では 6 種類, 六単糖（ヘキソー

ス）には 12 種類があり（図 3.2）, 各々に D 体と L 体が存在する（図 3.3）. 自然界に存在

する主な糖は D-グルコース, D-リボース, D-マンノース, D-ガラクトース, D-フルクトース, 

D-キシロース及び L-アラビノースであり, これら以外は比較的存在量が少ない. D-プシコ

ース, D-アロース及び D-タガトースなどは希少糖と呼ばれ, その生理活性及び合成方法に

ついて研究が進められている 4.  

五炭糖及び六炭糖は水中で環状構造を形成する（図 3.4）. 五員環及び六員環が存在し, 平

衡状態にあり, 前者はフラノース, 後者をピラノースという. 直鎖構造の際に存在したカル

ボニル基は環状構造となった際に水酸基となるが, これをアノマー性の水酸基といい, 反

応性が高いことから他の糖などとの結合に寄与する. アノマー性の水酸基の向きによって

α体及びβ体（アノマー）が生じ, これらは平衡状態にある（図 3.5）. また, この平衡は温

度及び pH に依存することが知られている.  

二糖は二つの単糖がグリコシド結合により結合したものである. 主に結合に寄与するのは

1 位のアノマー性の水酸基で, このアノマー性水酸基がα体であるかβ体であるか, 結合先

が 1 位, 2 位, 3 位, 4 位又は 6 位のいずれであるかによって, 糖の種類が異なる. 代表的な二

糖類を図 3.6 に示す. スクロース（ショ糖）はグルコース及びフルクトースがα-1,2-グリコ

シド結合した糖である. トレハロースは二つのα-グルコースが互いに 1 位の部分で結合し

た糖である. α-グルコースが 1 位と 4 位の部分で結合した糖がマルトース（麦芽糖）であ

る. β-ガラクトースがグルコースの 4 位の部分と結合した糖がラクトースである.  

糖のカルボニル基が水酸基に還元されたものが糖アルコールである. 糖アルコールは両末

端が同じであり, 不斉炭素が少ないため, 糖よりも異性体は少ない. シクロアルカンに水酸

基が結合した myo-イノシトール等のシクリトール類も糖アルコールに含まれる（図 3.7）. 

糖アルコールはある種の微生物によって産生されることが知られている 5. 糖アルコールの

甘味の程度はショ糖よりも若干低いものが多いが, 体内において消化吸収されにくいこと

から低カロリー甘味料として近年多用されている.  

更に, 糖の水酸基が一つ還元されたデオキシリボース, フコース及びラムノース等のデオ

キシ糖も天然に存在し, 食品に含まれる可能性がある. このように, 糖は炭素鎖と水酸基に

よって構成される単純な構造でありながら, 多くの異性体が存在し, 1 つの糖であっても複

数の形態があることが, 検出及び分離の両面において分析を困難にしている.  
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図 3.2 単糖の化学構造式（フィッシャー投影式） 
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図 3.3 D-アラビノース及び L-アラビノースの化学構造（フィッシャー投影式） 

 

 

図 3.4 D-リボースのフラノース構造及びピラノース構造 

 

 

図 3.5 D-グルコースのアノマー形成 

 

図 3.6 代表的な二糖類 
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図 3.7 糖アルコールの化学構造式 
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肥満の原因ともなるため, 近年では低糖食が好まれる傾向がある. また, 糖尿病患者にお

いては血中の糖代謝が不十分となり, 高血糖状態から様々な健康影響が生じるため, 糖の

摂取は細心の注意を払う必要がある. また, 体質によって特定の糖が健康影響を引き起こ

すことがある. ガラクトースをグルコースに変換する酵素の遺伝性欠損症によって引き起

こされるガラクトース血症は肝不全, 腎不全, 認知障害, 白内障などを引き起こす 6.  

また, スクロースなどの糖は, 口内の菌によって酸に代謝され, う歯の原因となると考

えられている 7. 一方糖アルコールであるキシリトールは糖によるう歯のリスクを低減す

る効果があるとして, ガム等に添加されている. また, 糖アルコールは消化及び吸収され

にくいため, 血糖値の上昇に寄与せず, ほとんどエネルギーとならないことから, 低カロ

リーな代替甘味料として広く食品に用いられている. しかしながら, 一定の量を超えて摂

取した場合, 糖アルコールは一過性ではあるが緩下性を示す 8. 希少糖も同様に代謝され

にくく, 低カロリーであるが, その他にも特徴的な生理活性を有することから近年注目さ

れている. D-プシコースはαグルコシダーゼ活性阻害及びグルコキナーゼの活性化を促進

し血糖上昇抑制効果を示す. また, 肝臓における脂肪合成酵素の活性を阻害することで内

臓脂肪の蓄積を抑制する. D-アロースは血圧上昇抑制及びがん細胞の増殖を抑制する効果

が報告されている 4. また, D-タガトースは HDL コレステロールの上昇を促進し, 食後の

血糖値上昇を抑制する効果がある 4. このように糖アルコール及び希少糖は様々な効果が

期待されていることから, 今日これらが添加された食品が数多く上市されている.  

このような背景から, 食品中の D-グルコースなどの一般的な糖のみならず, 多様な希少

糖及び糖アルコールを同定し, 定量する分析法が必要である.  

 

3.1.3 糖類の分析法の現状と問題点 

糖類及び糖アルコールの分析法としては, 誘導体化処理した後にガスクロマトグラフ

（GC）又はガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS）で分析する方法, あるいは示差屈

折率（RI）検出器, パルス式電気化学検出器（PAD）及び蒸発光散乱検出器（ELSD）と

いった非特異的な検出器を備えた高速液体クロマトグラフ （HPLC）を用いる方法が従来

から用いられている. これらの分析法は前処理操作の利便性, 選択性及び感度のいずれか

において難点があることから, 食品中の糖の分析においては, しばしば複数の方法を併用

する必要が生じる.  

古典的な誘導体化-GC 法としては, メチル誘導体化がある 9. これは, メタノールを用い

て糖の水酸基をメチルエステル化するものである. この方法の問題点は誘導体化反応に長

時間を要すること及びしばしばαやβ体のピラノシドやフラノシド,  カルボニル型の直

鎖の誘導体が生成し, クロマトグラム上に複数のピークを与えることである. 更にα及び

β体のセプタノシドのピークも観察されることがある. また, メチル誘導体化が不十分な

場合は, 複数の水酸基のうち, 部分的メチル化されたものが生じる可能性がある.  

1 つの糖から複数の誘導体が生じない方法としては, 糖をホウ酸ナトリウムを用いて糖
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アルコールに還元した後, アセチル化する方法がある 10, 11, 12. しかしながら, この方法で

は試料中に糖と糖アルコールが混在している場合は, これらを識別することができない.  

糖をガスクロマトグラフィーで分析するための誘導体化として最も広く普及している方

法はトリメチルシリル（TMS）誘導体化である. Sweeley らはピリジン中で D-グルコース

とヘキサメチルジシラザン（HMDS）及びトリメチルクロロシラン（TMCS）を反応させ, 

速やかに TMS 誘導体化を行う方法を確立した 13. 先述したとおり, 糖はフラノース及び

ピラノース並びにα体及びβ体のアノマーといった複数の形態をとるため, 単純に TMS

誘導体した場合, 複数のピークが生じて解析が困難である. そこで, あらかじめアミンを

用いて糖のカルボニル基をオキシム化することで, 単一の誘導体を得る方法がSweeleyら

によって検討された 13. この方法はその後 Mason らによって改良されたが, 一部の糖は

複数のピークとして検出されている 14. オキシム化に用いるアミンとしては当初ヒドロキ

シルアミンが用いられていたが 15, その後, メトキシアミンも用いられるようになった. 

また, 誘導体化試薬は, より反応性に富む N,O-ビス（トリメチルシリル）アセトアミド

（BSA）及び N,O-ビス（トリメチルシリル）トリフルオロアセトアミド（BSTFA）を用

いる方法が検討されている 16. しかし, いずれの誘導体化試薬を用いた場合においても, 

TMS 誘導体化は反応の際に水分が悪影響を及ぼすため, 脱水操作を長時間かけて行う必

要がある. また, TMS 基はメチル基よりも嵩高いため, 立体障害により特にヘキソースの

場合, 条件によって 3 位及び 4 位の水酸基が誘導体化されないことがある 13. 吉田らはメ

トキシアミンを用いて糖をオキシム化した後, N-メチル-N-（トリメチルシリル）トリフル

オロアセトアミド（MSTFA）を用いて TMS 誘導体化し GC-MS で糖以外の血中代謝物と

同時に測定する方法を報告している 17. この方法はキャピラリーカラムを用いることで, 

より高い分離能が得られ, 質量分析計により選択的に分析できるというメリットがあるが, 

試料中の水分を除去するために長時間の凍結乾燥と 2 段階の誘導体化を行うため, 前処理

操作が煩雑である.  

ジメチルホルムアミド溶媒中で糖及び糖アルコールをトリフルオロ酢酸無水物と室温下

において短時間で反応させ, トリフルオロ酢酸（TFA）誘導体とし, GC で分析する方法を

報告している 18. この方法は反応性が高く, TFA 誘導体とすることで電子補獲型検出器 

（ECD）で高感度に検出可能であるという利点を有するが, TFA 基が加水分解を受けやす

いという難点がある.  

煩雑な誘導体化操作を必要としない糖類の分析法として, 種々の HPLC を用いる方法が

検討されている. 糖はその化学構造において二重結合等を有さず, 200 nm 以上の領域で

吸収を示さないことから, 誘導体化されていない糖に対して HPLC の最も一般的な検出

器である紫外可視分光光度計を検出器として用いることができない. 安井らは, 水で溶解

または希釈した乳製品試料に 80%エタノールを加えて遠心分離し, その上清を試料液と

するという単純な前処理法で, アミノ基結合シリカゲルカラム及び RI 検出器を用いた

HPLC により, フラクトース, グルコース, スクロース及びラクトースを 10 分間以内で
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分析している 19. しかしながら, この方法はフルクトースとグルコースの分離が不十分で

ある上, カラムの耐久性が低く, 繰り返し測定によって分離が更に悪化する. 今日におい

ても RI 検出器は糖の検出に用いられる 20-23. しかしながら, RI 検出器はベースラインの

変動を伴うため, 原理的にグラジェント溶離に対応できないという欠点がある. また, RI

検出器が非特異的で感度も低いことから, その他の微量な糖が含まれている場合には検出

できないといった問題がある.  

感度の面で RI よりも有利な検出器としては蒸発光散乱検出器（ELSD）がある 24. ELSD

は移動相を噴霧して溶媒を蒸発させ, 微粒子化した不揮発性の分析対象物質に光を照射し

て散乱光の強度を測定する検出器で, 糖の分析においても利用される 25-27.  

パルス式電気化学検出器（PAD 又は ECD）は電極表面で生じる分析対象物質の酸化還

元反応を利用して検出する装置で, 一般的な分析においては UV 検出器よりも 10 倍から

100 倍程度高感度であるといわれている. また, 分析対象物質に応じて電極を変更するこ

とで, ある程度の選択性を有する. PAD は移動相の制約が少なく, グラジェント溶離にも

対応可能である. PAD を検出器として用いた方法では, いずれも高感度に糖を検出するこ

とが可能である 28-32.  

荷電化粒子検出器（CAD: Charged Aerosol Detector）もまた糖の分析に適用可能な検出

器である. CAD は移動相を噴霧した後溶媒を除去して不揮発性の分析対象物質を微粒子

化する点においては ELSD に類似するが, CAD では高電圧の白金電極で荷電化した窒素

分子を分析対象物質と衝突させることで電荷を移行させ, コレクターで電流量を測定する

という点が異なる 33, 34. 微粒子の大きさは注入された不揮発性分析種の重量に比例するた

め, CAD では分析種の分子構造や物性に依存しない応答性が得られるという特徴がある. 

Yan らは CAD を用いた HPLC による植物由来のオリゴ糖及び多糖における中性単糖組

成の分析法を開発した 35. この方法では pH10.8 に調整した 23 mmol/L 酢酸アンモニウム

溶液及びアセトニトリルの混液（12：88,v/v）を移動相とし, アミドカラムでグルコース, 

ガラクトース, アラビノース, ラムノース, マンノース, キシロース, フコース及びフル

クトースの計 8 種類の単糖を分離している. しかしながら, CAD が非特異的検出器である

ため, これら以外の五炭糖及び六炭糖及び妨害物質が試料溶液に含まれている場合には分

離することが困難であり, 多様な種類の試料に適用できない.  

高感度かつ選択性の高い分析機器として, LC/MSはエレクトロスプレーイオン化法（ESI）

と共に今日広く普及しており, 糖の分析においてもその適用が試みられている. Hammad

らは糖タンパクを酸で加水分解して得られた中性単糖を ESI を用いた液体クロマトグラ

フタンデム質量分析計（LC-MS/MS）で分析し, 組成解析を行っている 36. 移動相に含ま

れる酢酸によって生じた酢酸付加イオン（[M+CH3COO]-）をプリカーサーイオンとし, 衝

突誘起解離（CID）で得られた脱プロトン化分子（[M-H]-）をプロダクトイオンとして検

出することで, 高感度な分析を可能としている. しかしながら, キシロース, ガラクトー

ス, マンノース及びグルコースはアノマー形成を防ぐ目的で, あらかじめホウ酸アンモニ



43 

 

ウムによって糖アルコールに還元されているため, この方法を糖と糖アルコールが混在す

る試料の分析に適用することはできない. ESI で糖の脱プロトン化分子（[M-H]-）をプリ

カーサーイオンとして検出した例として Lowenthal の報告 37 もあるが, 比較的高性能な

装置を用いている上, 定性分析が目的のため検出可能な糖の濃度が明らかにされていない. 

進藤らは 1 mg/mL という高濃度でキシリトール, ソルビトール及びマンニトールを注入

し ESI のポジティブモード及びネガティブモードでこれらのマススペクトルを得ている

38. ポジティブモードではいずれの糖アルコールについてもプロトン化分子（[M+H]+）は

検出されず, ナトリウム付加イオン（[M+Na]+）が検出されていることから, 糖アルコー

ルのプロトン親和性が極めて低いことが示されている. 一方ネガティブモードでは脱プロ

トン化分子（[M-H]-）は検出されているものの, その感度は低く実用に耐えない. Matías 

らは ESI のポジティブモードでナトリウム付加イオン（[M+Na]+）をモニターイオンとし

てグルコース, フルクトース, スクロース及びケストースを検出しているが, 移動相にナ

トリウムの供給源となる塩類は添加していない 39. ナトリウムは配位子交換カラムの対イ

オンから供給されていると考えられるが, 不揮発性の塩を形成するため, 質量分析計への

導入は好ましくない. Ghfara らはグルコース, スクロース, フルクトース, ケトース及び

ニストースをアセトニトリル及び 0.1％アンモニア溶液を移動相としてアミドカラムで分

離し, これらの ESI ネガティブモードでイオン化して脱プロトン分子を検出するという

分析法を果実中の糖類の分析に適用した 40. しかし, この方法は LC-MS/MS を用いてい

ながら, 選択反応モニタリング（SRM）ではなく, 選択イオンモニタリング（SIM）で検

出しており, 検量線の直線性が 1～50 µg/mL であることから, イオン化効率が低いことが

推察される. このように糖及び糖アルコールを直接 ESI でイオン化することは困難であ

るため, 誘導体化して LC-MS で分析する方法も報告されている. Wu らは 1-フェニル-3-

メチル-5-ピラロゾン（PMP）により糖類をプレカラム誘導体化し, ESI のネガティブモー

ドで検出している 41. この分析法は逆相分配モードの ODS カラムを使用できるという利

点がある反面, 誘導体化の操作が煩雑であり, LC-MS を用いるメリットがない.  

大気圧化学イオン化法（APCI）もまた LC/MS のイオン化法として普及しており, 糖類

への適用が試みられている. 高井らは移動相にアセトニトリル及び水の混液（60:40）, カ

ラムに逆相用のものを用いてグルコース, フルクトース, ソルボース, ガラクトース及び

ラクトースを APCI のネガティブモードで測定し, マススペクトルを得ている 42. いずれ

の糖も脱プロトン化分子（[M-H]-）が検出されているが, 測定時の濃度が不明であり, 帰

属が不明のノイズと思われるピークも多数検出されていることから, イオン化効率は低い

状態であったと考えられる. これに対して Kato らはメタノール移動相中に 3～5%のクロ

ロホルムを加え, APCI ネガティブモードでスクロースの塩素付加イオン（[M+Cl]-）を検

出している 43. Ricochon らも移動相に 1%のクロロホルムを添加し, APCI ネガティブモー

ドで 10 種類の糖を分析している 44.  
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上記のように, HPLC で分析する場合は保持時間のみで分析対象物質を同定するが, 検

出器が非特異的であるため共雑物質の妨害が問題となり, 感度の面でも実用的とは言えな

い. さらに, 糖類分析用のカラムにはアミノプロピル基, 2 級又は 3 級アルキルアミノ基, 

アミド基, トリアコンチル基（C30）などを化学修飾した充填剤が用いられるが, いずれの

カラムも単糖類と糖アルコールを十分に分離するに至っていない. このような状況から液

体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）の適用が望まれるが, 特に糖アルコールは一般

的なイオン化法であるエレクトロスプレーイオン化法（ESI）及び大気圧化学イオン化法

（APCI）ではイオン化効率が低いため, 十分な感度が得られないという問題がある.  

 

3.1.4 糖類の分析法開発における戦略 

本研究は食品中の糖類及び糖アルコールを複雑な前処理を必要とせず, 同時に分析する

方法を確立することを目的とした. 移動相に添加したクロロホルムを塩素供給源として糖

が塩素付加体として APCI ネガティブモードでイオン化され, 質量分析計で高感度に検出

可能であることから, 本研究ではこのイオン化法を糖アルコールに適用し, クロマトグラ

フィーによる分離が困難な糖及び糖アルコールを同時に分析することを試みた. 既報では

移動相にクロロホルムを添加しているが, 本研究ではよりイオン化効率のよい塩素供与物

質を検討することとした. また, クロロホルム等の有機塩素化合物は極性溶媒及び水への

親和性が低いことから, ポストカラムで導入する方法を検討した.  

更に, 塩素付加イオン化法を液体クロマトグラフタンデム質量分析計（LC-MS/MS）に

適用するため, 単糖及び糖アルコールについて複数のコリジョンエネルギーでプロダクト

イオンスキャン分析を行い, モニターイオンの選択を行い, ポストカラム反応の最適化を

行った. 最適化のための塩素供与物質としてはジクロロメタンを用い, 次に代替物質とし

てクロロアセトニトリルについて検討した.  

 

1） マススペクトルの測定及びモニターイオンの選択 

分析対象物質のモニターイオンを選定するため, 代表的な糖及び糖アルコールとしてト

レイトール, キシルロース, ソルボース, キシリトール, マンニトール及びスクロースに

ついて, LC-MS を用いて APCI ネガティブモードでスキャン分析を行い, マススペクトル

を測定した. イオン化はジクロロメタンを塩素供与物質とした塩素付加イオン化法とした. 

 

2） 分離条件の検討 

本研究では異なる 2 種類のカラムを用いて糖類及び糖アルコールを分離した. 一つはコ

ンベンショナルな順相カラムであるアミノプロピル基結合シリカゲルを充填剤とするカ

ラム（以下アミノカラムと略す）, もう一つは親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC：

Hydrophilic Interaction Chromatography）モードのエチレン架橋型ハイブリッド（BEH）

粒子 45にアミド基を化学修飾したカラム（以下アミドカラムと略す）である. アミノカラ
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ムは糖の分析において古くから用いられてきた実績がある. 塩基性の官能基を化学修飾し

ているため, 糖のアノマー形成が起こらず, 1 物質に対して比較的シャープな単一のピー

クが得られるという利点がある. しかしながらアミノ基はアルデヒド基と反応してシッフ

塩を形成するため, 繰り返し測定を行うとカラムが劣化する可能性がある. 一方アミドカ

ラムはシッフ塩を形成しないが, 糖のアノマーが生じるため, ピークを 1 本にするために

は移動相を塩基性とするか, カラム温度を高温にする必要がある. これらのカラムを用い

て糖類及び糖アルコールを一斉分析するため, イソクラチック溶離及びグラジェント溶離

条件を検討した.  

 

図 3.1 アミノカラム（上）及びアミドカラム（下）の固定相表面における化学修飾 

 

 

3）LC-MS/MS への適用検討 

塩素付加－APCI 法による糖の検出を更に選択的に行うため, LC-MS/MS 法への適用を

試みた. 糖類及び糖アルコールについて複数のコリジョンエネルギーでプロダクトイオン

スキャン分析を行い, モニターイオンの選択を行った. 
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4）塩素供与物質の検討 

本研究においてで塩素供与物質として検討に用いたジクロロメタンは国際がん研究機関

（IARC：International Agency for Research on Cancer）によってグループ 2A 「Probably 

Carcinogenic (ヒトに対する発癌性がおそらくある)」に分類されている 46. また, クロロ

ホルムは同機関によってグループ 2B （Possibly Carcinogenic, ヒトに対する発癌性が疑

われる )に分類されている 47. これらの化学物質はわが国においては労働安全衛生法施行

令及び特定化学物質障害予防規則によって, 発がんのおそれがある有機溶剤に指定され, 

その使用が厳しく規制されている. このため, 検査等の目的で分析する際にも, これらの

有機塩素系溶媒の使用は最小限とすべきである. そこで本研究では IARC によってグルー

プ 3（Not Classifiable as to its Carcinogenic, ヒトに対する発癌性が分類できない)に含

まれているクロロアセトニトリル（C2H2ClN, CAS No. 107-14-2）48を塩素供与物質とし

て適用することを検討した.  

 

3.1.5 分析対象物質 

本研究では 3.1.1項に示した単糖, 二糖及び糖アルコールのうち, 試薬として入手可能な

29 物質を分析対象物質とした. なお, 単糖はペントース及びヘキソースを, 二糖は二つの

ヘキソースがグリコシド結合したもの, 糖アルコールは炭素数が 4～6 までとした. 表 3-1

に分析対象物質を示す.  
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表 3.1 分析対象物質とした単糖, 二糖及び糖アルコール 

分析対象物質 分子式 分子量 CAS No. 分類 

Erythritol C4H10O4 122.12 149-32-6 糖アルコール 

Threitol C4H10O4 122.12 2418-52-2 糖アルコール 

D-Ribulose C5H10O5 150.13 488-84-6 ケトース 

D-Xylulose C5H10O5 150.13 551-84-8 ケトース 

D-Ribose C5H10O5 150.13 50-69-1 アルドース 

D-Lyxsose C5H10O5 150.13 1114-34-7 アルドース 

D-Xylose C5H10O5 150.13 58-86-6 アルドース 

D-Arabinose C5H10O5 150.13 10323-20-3 アルドース 

Ribitol C5H12O5 152.15 488-81-3 糖アルコール 

Xylitol C5H12O5 152.15 87-99-0 糖アルコール 

Arabitol C5H12O5 152.15 488-82-4 糖アルコール 

D-Psicose C6H12O6 180.16 551-68-8 ケトース 

D-Talose C6H12O6 180.16 2595-98-4 アルドース 

D-Tagatose C6H12O6 180.16 87-81-0 ケトース 

D-Fructose C6H12O6 180.16 200-333-3 ケトース 

D-Allose C6H12O6 180.16 2595-97-3 アルドース 

D-Sorbose C6H12O6 180.16 3615-56-3 ケトース 

D-Mannose C6H12O6 180.16 3458-28-4 アルドース 

L-Gulose C6H12O6 180.16 6027-89-0 アルドース 

D-Glucose C6H12O6 180.16 50-99-7 アルドース 

D-Galactose C6H12O6 180.16 59-23-4 アルドース 

Myo-Inositol C6H12O6 180.16 87-89-8 シクリトール 

Sorbitol C6H14O6 182.17 6706-59-8 糖アルコール 

Mannitol C6H14O6 182.17 200-711-8 糖アルコール 

Galactitol C6H14O6 182.17 608-66-2 糖アルコール 

Sucrose C12H22O11 342.30 57-50-1 二糖 

Lactose C12H22O11 342.30 5989-81-1 二糖 

Maltose C12H22O11 342.30 6363-53-7 二糖 

Trehalose C12H22O11 342.30 99-20-7 二糖 
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3.2 実験  

3.2.1 試薬 及び試料 

キシリトール, D（+）-グルコース, ラクトース 一水和物, アンモニア水（特級）, メタ

ノール及び超純水（LC/MS 用）は和光純薬工業（大阪）から購入した. D（-）-リボース, 

meso-エリスリトール, D（+）-キシロース, D（-）-アラビノース, L（-）-ソルボース, （+）

-マンノース, D（+）-ガラクトース, myo-イノシトール, D（-）-マンニトール, ズルシット 

（ガラクチトール）, マルトース一水和物, クロロホルム（PCB, 残留農薬分析用）, ジク

ロロメタン（LC/MS 用）及びアセトニトリル（LC/MS 用）は関東化学（東京）の試薬を

購入した. D（-）-リキソース, リビトール, D（+）-アラビトール, D-プシコース, D（+）-

タロース, D（-）-フルクトース, D（+）-アロース, L-グロース, D-ソルビトール, D（+）-

トレハロース及びクロロアセトニトリルは東京化成工業（東京）の試薬を購入した. D-ト

レイトール, D-リブロース, D-キシルロース 及び D-タガトースはシグマアルドリッチ（東

京）の試薬を購入した. スクロースは昭和化学工業（大阪）の試薬を購入した.  

糖類及び糖アルコールの標準溶液は次の操作により調製した. 糖及び糖アルコールの試

薬 10 mg を正確に量り取って各々10 mL の全容フラスコに入れ, 水を加えて 10 分間超

音波照射して溶かし, 更に標線まで同溶媒を加えて定容とした（標準原液, 1000 µg/mL）. 

検量線用及び検討用の標準溶液は標準原液を各々アセトニトリル及び水の混液（95：5, v/v）

で希釈して調製した. 各標準溶液は 5℃で保管し, 使用時は室温に戻し, 十分に攪拌して

から用いた.  

ジクロロメタン飽和水溶液は分液ロート中で超純水 500 mLにジクロロメタン 50 mLを

加えて 30 分間激しく振とうし, 一晩静置した後, 分離したジクロロメタン層を廃棄して

水相を用いた. 

菌類を原料とした健康食品は埼玉県内の小売店で購入した. 冬虫夏草抽出物は岡山大学

より提供を受けた.   

 

3.2.2 装置 

本研究で用いた LC-MS システムは, 3 台の LC-10ADvp 型ポンプ, SIL-HTA 型オートサ

ンプラー, CTO-10Avp 型カラムオーブン, DGU-14AM 型デガッサー, LCMS-2010A 及び

LCMS-solution データシステム（いずれも島津製作所）により構成した（図 3.1）. 塩素

供与物質を含むポストカラム試薬は, カラムオーブンと質量分析計の間にT型コネクタを

用いて導入した. ネブライザーガス用の窒素発生装置は SLP-07 型（システムインスツル

メンツ製）, システムの制御及びデータ処理用のソフトウェアは LCMS-Solution（島津製

作所）を用いた.  

また, 本研究で用いた LC-MS/MS システムは, G1379 型デガッサー, G1312 型バイナリ

ーポンプ, G1313A 型オートサンプラー及び G1316 型カラムヒーターにより構成された

1100 シリーズ HPLC システム（アジレント・テクノロジー製）及び TSQ Quantum 
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Discovery （サーモ フィッシャー サイエンティフィック製）を組み合わせて用いた. ネ

ブライザーガス用の窒素発生装置は SLP-07 型（システムインスツルメンツ製）, システ

ムの制御及びデータ処理用のソフトウェアは Xcalibur （サーモ フィッシャー サイエン

ティフィック製）を用いた.  

 

 

図 3.1 本研究で用いた LC-MS システムの概略図 

 

3.2.3 操作手順 

1） アミノカラムを用いた LC 分析条件 

 アミノカラムは TSKgel NH2-100（粒径 3 µm, 内径 2.0 mm, 長さ 150 mm, 東ソー

（東京））を用いた. 移動相は A 液を超純水, B 液をアセトニトリル及びジクロロメタンの

混液 （95+5, v/v）とし, A:B （10:90, v/v） から 30 分間で A:B（50:50, v/v）に変化させ

るリニアグラジェント法を採用した. なお, 保持容量の大きいオリゴ糖の存在を想定し, 

A:B（50:50, v/v）の状態で 5 分間保持した. 注入量は 10 µL, 流速は 0.3 mL/min, カラム

温度は 40℃とした.   

2） アミドカラムを用いた LC 分析条件 

アミドカラムは XBridge BEH Amide（粒径 3.5 µm, 内径 2.1 mm, 長さ 100 mm, ウォ

ーターズ（米国）） を用いた. 移動相は A 液を 0.1% アンモニア溶液, B 液を 0.1% アン

モニアアセトニトリル溶液とし, A:B （5:95, v/v） から 30 分間で A:B （40:60, v/v）に

変化させるリニアグラジェント法を採用した. 注入量は 5 µL, 流速は 0.2 mL/min, カラ
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ム温度は 40℃とした. アセトニトリル及びジクロロメタンの混液（90:10, v/v） をポスト

カラム試薬としてデッドボリュームの少ない T 型コネクタを用いて流速 0.1 mL/min で導

入した.  

 

3） 質量分析条件 

質量分析の条件はアミノカラム及びアミドカラムで共通とした. APCI のネガティブモ

ードで糖類及び糖アルコールの塩素付加イオン（[M+Cl]-） をモニターイオンとして選択

イオンモニタリング（SIM）で検出した. なお, 糖アルコール及び二糖は脱プロトン化分

子（[M-H]-）もモニターイオンとした. ネブライザーガスは窒素で流量を 2.5 mL/min に

設定した. インターフェイス温度は 300℃, ヒートブロック及び CDL 温度は各々200℃に

設定した. 各分析対象物質のモニターイオンを表 3.1 に示す. 糖類及び糖アルコールの同

定はアミノカラム及びアミドカラムで得られた保持時間及びモニターイオンの両方を用

いた.   

 

表 3.1 各分析対象物質のモニターイオン 

分析対象物質 分子量  モニターイオン 

Erythritol, Threitol 122.12  157, 159 ([M+Cl]-), 121([M-H]-) 

D-Ribulose, D-Xylulose, D-Ribose 

D-Lyxsose, D-Xylose, D-Arabinose 

150.13  185, 187 ([M+Cl]-) 

Ribitol, Xylitol, Arabitol 152.15  187, 189 ([M+Cl]-), 151([M-H]-) 

D-Psicose, D-Talose, D-Tagatose 

D-Fructose, D-Allose, D-Sorbose 

D-Mannose, L-Gulose, D-Glucose 

D-Galactose, myo-Inositol 

180.16  215, 217 ([M+Cl]-) 

Sorbitol, Mannitol, Galactitol 182.17  217, 219 ([M+Cl]-), 181([M-H]-) 

Sucrose, Lactose, Maltose 

Trehalose 

342.30  377, 379 ([M+Cl]-), 341([M-H]-) 

 

4） 実試料の前処理法 

冬虫夏草抽出物を試料とし, 開発した糖及び糖アルコール分析法を適用した. 試料 10 

mLを3,500 rpmで 10分間遠心分離し, 上澄み液をポリテトラフルオロエチレン（PTFE）

製のメンブランフィルター（0.45 µm, 25 mm, ジーエルサイエンス）でろ過した. ろ液 5 

mL をあらかじめメタノール 10 mL 及び超純水 10 mL でコンディショニングした C18 固

相抽出カラム（Inertsep C18, 1g, 6cc, ジーエルサイエンス）に通し, 流出液を回収した. 

固相抽出カラムを超純水 10 mLで洗浄し, 流出液を回収して合わせ, ロータリーエバポレ
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ータを用いて 45℃で 5 mL まで減圧濃縮した. 同様の操作を 3 回行い, 10 mL 以上の試料

溶液を得た. 陰イオン交換固相抽出カラム Oasis WAX Plus Short（ウォーターズ）をメ

タノール及びギ酸の混液（98:2, v/v）, メタノール及び超純水の順で各々10 mL 通液して

コンディショニングした. 陽イオン交換固相抽出カラム Oasis WCX Plus Short（ウォー

ターズ）をメタノール及びアンモニア水の混液（98:5, v/v）, メタノール及び超純水の順

で各々10 mL 通液してコンディショニングした. 上段に陰イオン交換固相抽出カラム, 下

段に陽イオン交換固相抽出カラムを連結し, C18 固相抽出カラムで処理した試料溶液を 1

セットにつき 10 mL負荷し, 流出液を回収した. 連結した固相抽出カラムを超純水10 mL

で洗浄し, 流出液を回収して合わせ, ロータリーエバポレータを用いて 45℃で 10 mL ま

で減圧濃縮した. この液を LC-MS 分析に供した.  

 

3.3 結果と考察  

3.3.1 マススペクトルの測定及びモニターイオンの選択 

分析対象物質のモニターイオンを選定するため, 代表的な糖及び糖アルコールとしてト

レイトール, キシルロース, ソルボース, キシリトール, マンニトール及びスクロースに

ついて, LC-MS を用いてスキャン分析を行い, マススペクトルを測定した. 各々の分析対

象物質の濃度は 20 µg/mL, 注入量は 10 µL とし, アミノカラムを装着した状態で移動相

（アセトニトリル及び水の混液（50：50, v/v））を 0.2 mL/min で送液し, ポストカラム試

薬としてジクロロメタンの飽和水溶液を 0.2 mL/min で送液した. 図 3.2～図 3.7 に各々

のマススペクトルを示す. 全ての分析対象物質について塩素付加イオン（[M+Cl]-）の

M+35 及び M+37 が検出された. これは，原子量 35 及び 37 の塩素の同位体がほぼ 3：1

の割合で存在するためである. 糖及び対応する糖アルコールの分子量の差は水素原子二つ

分の 2 である. このため, キシルロースは分子量が 150 であるから m/z185 及び m/z187

のイオンが検出されるのに対して，糖アルコールであるキシリトールは分子量が 152 であ

り, m/z187 及び m/z189 のイオンが検出される. したがって, この場合 m/z187 は各々に

共通するイオンであるため, このイオンをモニターする限りにおいて, クロマトグラフィ

ーによって分離されない場合は, キシルロースとキシリトールを識別することができない. 

しかしながら, m/z185 及び m/z189 をモニターした場合は, クロマトグラフィーによる分

離が不十分であっても, 測定チャンネルが異なるため, 識別が可能となる. また, 糖アル

コール及び二糖については低感度ではあるが, 脱プロトン化分子（[M-H]-）も検出された. 

これらの結果からジクロロメタンが塩素供与物質として有効であり, モニターイオンとし

ては[M+Cl]-及び糖アルコール及び二糖については[M-H]-も利用可能であることが確認さ

れた.  
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図 3.2 トレイトールのマススペクトル（APCI ネガティブモード） 

 

 

図 3.3 D-キシルロースのマススペクトル（APCI ネガティブモード） 

 

 

図 3.4 D-ソルボースのマススペクトル（APCI ネガティブモード） 
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図 3.5 キシリトールのマススペクトル（APCI ネガティブモード） 

 

 

図 3.6 マンニトールのマススペクトル（APCI ネガティブモード） 

 

 

図 3.7 スクロースのマススペクトル（APCI ネガティブモード） 
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3.3.2 塩素供与物質の検討 

前項の検討によってジクロロメタンが塩素付加イオン化における塩素供与物質として有

効であることが確認された. 一方, 既報においては Kato ら及び Ricochon らはクロロホル

ムを塩素供与物質として用いている. そこで, ポストカラム試薬の種類及び濃度が感度に

及ぼす影響について確認した. 20 µg/mL のマンニトール標準溶液をアミノカラムを装着

したLC-MSに注入して SIM測定を行い, クロマトグラムにおいて得られたピーク面積値

を求めた. 注入量は 2 µL とし, 移動相はアセトニトリル及び水の混液（75：25, v/v）のア

イソクラチック（流速 0.2 mL/min）, ポストカラム試薬はジクロロメタン又はクロロホル

ムの 1, 5, 10, 15 及び 20v/v％アセトニトリル溶液として 0.2 mL/min で送液した. 図 3.8

に結果を示す. ジクロロメタン及びクロロホルムを比較したところ, いずれの濃度におい

てもピーク面積値が常に大きいことから, ジクロロメタンの方が糖を高感度に検出できる

ことが確認された. ジクロロメタンを用いた場合, 10 v/v%において極大を示すが, 1～20 

v/v%の範囲で感度に大きな影響はないため, 有害性の観点から使用量を可能な限り少な

くする必要があるため, 移動相との混合後の濃度としては 5 v/v%程度が望ましいと考え

られた. 一方クロロホルムを用いた場合は, 低濃度では測定値のばらつきが大きく, また, 

15 v/v%以上では移動相と分離して測定が困難であった. これらの結果から塩素供与物質

としてはジクロロメタンを用いることとした.  

 

 

図 3.8 塩素供与物質濃度が感度に及ぼす影響（マンニトール 20 µg/mL） 

 

3.3.3 液体クロマトグラフィーによる分離条件の検討 

1） アミノカラムを用いた糖類及び糖アルコールの分離 

本研究では単糖, 二糖及び糖アルコールを分析対象としているが, 実際の食品にはオリ
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ゴ糖のような様々な糖が含まれていることが想定される. オリゴ糖は多数の水酸基を有す

るため, 順相系のカラムにおいては単糖よりも強く保持されると考えられる. そこで, 菌

類を原料とした市販の健康食品の粗抽出液をアミノカラムを用いた LC-MS で分析し, ク

ロマトグラムの確認を行った. 試料 0.5 g に 75%アセトニトリル 10 mL を加えて 20 分間

超音波抽出し, 得られた抽出液を 1500 rpm で 10 分間遠心分離して上澄み液を更にポリ

テトラフルオロエチレン（PTFE）製のメンブランフィルター（0.45 µm, 25 mm, ジーエ

ルサイエンス）でろ過した後, C18 固相抽出カラム（Inertsep C18, 1g, 6cc, ジーエルサイ

エンス）で精製し, 得られた試料溶液 10 µL を LC-MS に注入した. 移動相はアセトニト

リル+水の混液（75:25, v/v）でアイソクラチック, 流速は 0.2 mL/min とした. ポストカ

ラム試薬は飽和ジクロロメタン水溶液を 0.2 mL/min で送液した. なお, オリゴ糖（三糖）

が含まれていることを想定し, [M+Cl]－に相当するm/z539及びm/z541もモニターイオン

とした. 得られたクロマトグラムを図 3.9 に示す. 各糖に設定した複数のモニターイオン

で同一の保持時間にピークが認められることから, この試料には糖アルコール（C5 及び

C6）, ヘキソース, 二糖類及びオリゴ糖（三糖）が含まれていることが示唆された. この

条件では三糖が含まれていても 30 分未満で溶離されるが, 移動相中の水の割合が高いた

め, 保持容量の小さい糖アルコール及びヘキソースは保持及び分離が不十分であった. ま

た, 二糖類はピーク形状がブロードであった. これはイソクラチック溶離であることに加

え, ポストカラム試薬を移動相と合流させていることに起因するものと考えられた. これ

らの不具合を改善するため, グラジェント溶離及びジクロロメタンを移動相に添加するこ

とを検討した.  

 

図 3.9 健康食品から抽出した糖類及び糖アルコールのクロマトグラム（SIM） 

カラム: TSKgel NH2-100（粒径 3 µm, 内径 2.0 mm, 長さ 150 mm, 東ソー）, 移動相:

アセトニトリル+水の混液（75:25, v/v）, イソクラチック, 流速: 0.2 mL/min, ポストカ

ラム試薬:飽和ジクロロメタン水溶液（流速:0.2 mL/min）, APCI ネガティブモード 
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2） グラジェント溶離の検討 

前項の検討結果から, アミノカラムを用いた条件でグラジェント溶離の適用を試みた. 

順相クロマトグラフィーにおけるグラジェント溶離では一般的に通常有機溶媒の割合が

高い状態から, 水の割合を直線的に増加させる. そこで, 移動相 A を水, 移動相 B をジク

ロロメタン及びアセトニトリル混液（5:95, v/v）とし, 複数のパターンでトレイトール, キ

シルロース, ソルボース, キシリトール, マンニトール及びスクロースの混合標準溶液

（各 50 µg/mL）を分析し, 溶離挙動を確認した. グラジェント条件 1 は B100%から 20 

分間で B70%まで減少させ, 10 分間その状態で送液するプログラムとした. この条件では

キシルロース, トレイトール, キシリトール, ソルボース, マンニトール及びスクロース

の順で溶離され, キシルロースの保持時間は17.3分付近, トレイトールの保持時間は18.0

分付近であった（図 3.10）. スクロースの保持時間は 28.0 分であり, 検討した分析対象物

質がほぼ 10 分の間に検出されていることから, グラジェント溶離は, ある程度水が存在

する状態から開始し, 濃度勾配を緩やかにする必要があると考えられた. このグラジェン

ト溶離条件で, もう一つ着目すべき点は保持時間が遅い物質ほど感度が高くなる現象が認

められたことである.  

グラジェント溶離条件 2 では B95%から 30 分間で B50%まで減少させるプログラムと

した. グラジェント条件 2 ではキシルロースの保持時間が短くなり 13 分付近に検出され

た（図 3.11）. しかしながら, 全体的に保持時間が短くなり, 濃度勾配を緩やかにしても

キシルロースからスクロースまでの保持時間の差はグラジェント溶離条件 1 と大きな差

が認められなかった.  

グラジェント溶離条件 3ではグラジェント開始時の水の割合を更に増加しB90%とした. 

この条件ではキシルロース及びトレイトールの保持時間が更に短くなったが, これらの分

離は改善された（図 3.12）.  

グラジェント溶離条件 4 ではグラジェント溶離条件 2 と同じプログラムで流速を 0.3 

mL/min とした. この条件では各分析対象物質の保持時間は全体的に短くなったが, 分離

に関してはグラジェント溶離条件 2 と比較して, 大きな悪化は認められなかったため（図

3.13）, この条件を採用することとした.  

グラジェント溶離条件の違いにより, ピーク強度のパターンが異なる原因は, 各分析対

象物質がイオン化される際のジクロロメタン及び水の割合と関連性があると考えられた. 

つまり, ジクロロメタンを塩素の供給源として糖を塩素付加体とする際に水が関与してい

ることが示唆された. このことから, ジクロロメタンから塩素が脱離する現象は水による

加水分解であると推察される. グラジェント溶離条件 4 では溶質に対する溶媒の割合が増

えているため, グラジェント溶離条件 3 よりも分析対象物質の感度差が少なくなったもの

と考えられる.  

最終的に決定した溶離条件をその他の分析対象物質に適用した（図 3.14）. 最も保持時

間が短かったのは五炭糖のリブロースで, 6 分付近に検出された. 炭素数 4 の糖アルコー
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ルであるエリスリトール及びトレイトールは五単糖よりも保持時間が長いが, これらはほ

とんど同じ保持時間（約 7 分）で検出された. 炭素数 5 の糖アルコールは 9 分から 10 分

付近に検出された. キシリトール及びリビトールはほぼ同じ保持時間で, アラビトールが

若干送れて溶離された. 六炭糖は保持時間 8 分から 14 分の間に検出された. 最も保持時

間が短いものはプシコースであった. これに対し六炭糖と同じ分子量の myo-イノシトー

ルは 17 分付近に検出された. 炭素数 6 の糖アルコールは 17 分付近に検出され, マンニト

ール及びガラクチトールは六単糖のスクロースとほぼ同じ保持時間で検出された. 二糖類

は保持時間 17分から 20分の間に検出されたが, マルトース及びラクトースはほぼ同じ保

持時間であり, これらが混在している試料では識別は困難である. アミノカラムでは糖類

よりも対応する糖アルコールの方が保持時間が長かった. また, 同じモニターイオンの物

質であって, 保持時間もほとんど同じという物質が多数あるため, このカラム単独で糖の

同定及び定量を行うことは困難であると考えられた. また, 例外的にグルコースが検出さ

れているが, それ以外のアルドースはブロードなテーリングを伴うピークとなり（図

3.15）, 再現性も乏しかった. ケトース, 糖アルコール及び二糖については良好なピーク形

状が得られていることから, ピークのテーリングはアルデヒド基とアミノ基のシッフ塩形

成が関与しているものと考えられる. したがって, アミノカラムにおいてはグルコース以

外のアルドースの分析には適用しないこととした.  

 

 

 

図 3.10 のグラジェント溶離条件 1 で得られた糖類及び糖アルコールのクロマトグラム

（B100%-20 min-B70%（10 min）, 流速：0.2 mL/min, a: キシルロース, b:ト

レイトール, c:キシリトール, d:ソルボース, e:マンニトール及び f:スクロース） 
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図 3.11 グラジェント溶離条件 2 で得られた糖類及び糖アルコールのクロマトグラム

（B95%-30 min-B50%（0 min）, 流速：0.2 mL/min, a: キシルロース, b:トレ

イトール, c:キシリトール, d:ソルボース, e:マンニトール及び f:スクロース） 

 

 

図 3.12 グラジェント溶離条件 3 で得られた糖類及び糖アルコールのクロマトグラム

（B90%-30 min-B50%（0 min）, 流速：0.2 mL/min, a: キシルロース, b:トレ

イトール, c:キシリトール, d:ソルボース, e:マンニトール及び f:スクロース） 
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図 3.13 グラジェント溶離条件 4 で得られた糖類及び糖アルコールのクロマトグラム

（B90%-30 min-B50%（0 min）, 流速：0.3 mL/min, a: キシルロース, b:トレ

イトール, c:キシリトール, d:ソルボース, e:マンニトール及び f:スクロース） 
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図 3.14 アミノカラムを用いて測定した分析対象物質のクロマトグラム 

カラム: TSKgel NH2-100（粒径 3 µm, 内径 2.0 mm, 長さ 150 mm, 

東ソー）, 移動相 A:水, 移動相 B:ジクロロメタン及びアセトニトリル

の混液（5:95, v/v）, リニアグラジェント溶離（B90%-30 min-

B50%）, 流速: 0.3 mL/min）, APCI ネガティブモード 
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図 3.15 アミノカラムを用いて測定したアルドース（タロース, アロース及びマンノー

ス）のクロマトグラム, カラム: TSKgel NH2-100（粒径 3 µm, 内径 2.0 mm, 

長さ 150 mm, 東ソー）, 移動相 A:水, 移動相 B:ジクロロメタン及びアセトニ

トリルの混液（5:95, v/v）, リニアグラジェント溶離（B90%-30 min-B50%）, 

流速: 0.3 mL/min）, APCI ネガティブモード 

 

3） アミドカラムを用いた糖類及び糖アルコールの分離 

アミノカラムを用いた糖類及び糖アルコールの分析においては, 先述のとおりアルドー

スに適用できない, 一部分離が不十分であるといった問題があることから, アミドカラム

の適用を検討した. アミドカラムは充填剤の基材におけるエチレン結合及びアミド基を結

合させるために用いた Linker 部分のジクロロメタン耐性が不明であるため, ジクロロメ

タンは移動相に添加せず, ポストカラムで導入することとした. 溶離条件はグラジェント

溶離を適用した. アミドカラムで測定した糖及び糖アルコールのクロマトグラムを図

3.16 示す. アミドカラムを用いた場合, 全体的にピークはブロードであるが, アルドース

を含めて全ての分析対象物質のピークを検出することができた. アミノカラムと同様に炭

素数 4 の糖アルコールであるエリスリトールとトレイトールは分離困難であった. また, 

ソルボース及びアロース並びにグルコース及びガラクトースは各々ほぼ同じ保持時間で

あるため, これらを同定することはできない. しかしながら, アミノカラムではアロース

とガラクトースのピーク形状がソルボース及びグルコースと異なるため, これらを識別可

能である. したがって, アミノカラム及びアミドカラムの両方で測定し, 各々の保持時間

及びピーク形状から糖を同定することが可能である. アミノカラムとアミドカラムはいず

れも同じ溶媒組成の試料溶液を注入することが可能であるため, 前処理操作を統一するこ

とができるという利点がある. 表 3.2 にアミノカラム及びアミドカラムを用いた分析で得

られた分析対象物質の保持時間を示す.  

5 10 15 20 25 
min 

Int. Talose→ 
←Allose 

←Mannose 

Retention time（min） 
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図 3.16 アミドカラムを用いて測定した分析対象物質のクロマトグラム, カラム:XBridge 

BEH Amide（粒径 3.5 µm, 内径 2.1 mm, 長さ 100 mm, ウォーターズ）, 移動

相 A: 0.1% アンモニア溶液, B:0.1% アンモニアアセトニトリル溶液, グラジェン

ト溶離:B 95%-30 分-B:60%, 注入量:5 µL, 流速: 0.2 mL/min, カラム温度 40℃ 
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表 3.2 アミノカラム及びアミドカラムで得られた分析対象物質の保持時間 

分析対象物質 
保持時間 （min） 

分類 
アミノカラム アミドカラム 

Erythritol 6.86 4.81 糖アルコール 

Threitol 6.88 4.88 糖アルコール 

D-Ribulose 5.73 3.94 ケトース 

D-Xylulose 6.36 4.18 ケトース 

D-Ribose - 4.45 アルドース 

D-Lyxose - 5.99 アルドース 

D-Xylose - 6.70 アルドース 

D-Arabinose - 7.33 アルドース 

Ribitol 9.50 7.80 糖アルコール 

Xylitol 9.51 8.38 糖アルコール 

Arabitol 9.96 8.64 糖アルコール 

D-Psicose 8.39 6.19 ケトース 

D-Talose - 7.33 アルドース 

D-Tagatose 10.03 8.98 ケトース 

D-Fructose 10.73 10.49 ケトース 

D-Allose - 10.93 アルドース 

D-Sorbose 11.04 10.96 ケトース 

D-Mannose – 12.71 アルドース 

L-Gulose -  11.94 アルドース 

D-Glucose 13.19 14.05 アルドース 

D-Galactose - 14.15 アルドース 

Myo-Inositol 17.51 20.94 シクリトール 

Sorbitol 12.51 13.11 糖アルコール 

Mannitol 13.15 13.65 糖アルコール 

Galactitol 13.22 13.99 糖アルコール 

Sucrose 17.46 19.90 二糖 

Lactose 18.38 22.18 二糖 

Maltose 18.44 21.58 二糖 

Trehalose 19.70 22.65 二糖 
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3.3.4 実試料への応用 

1） 糖の同定 

開発した分析法を冬虫夏草抽出物試料に適用し, 未知の糖類及び糖アルコールの同定を

行った. 図 3.17 にアミノカラムで分析した試料のクロマトグラムを, 図 3.18 にアミドカ

ラムで分析した試料のクロマトグラムを示す. いずれのカラムを用いた場合においても

m/z157 及び m/z185 のモニターイオンではピークは検出されなかったため, 試料中に炭

素数 4 の糖アルコール及びペントースは含まれていないものと考えられた. 保持時間及び

モニターイオンから m/z189 のピークはキシリトール, m/z215 のピークはフルクトース及

びグルコース, m/z219 において検出されたピークはマンニトール及び m/z377 において検

出されたピークはトレハロースであることが確認された.  

 

 

図 3.17 アミノカラムを用いて測定した冬虫夏草試料のクロマトグラム 

カラム: TSKgel NH2-100（粒径 3 µm, 内径 2.0 mm, 長さ 150 mm, 

東ソー）, 移動相 A:水, 移動相 B:ジクロロメタン及びアセトニトリル

の混液（5:95, v/v）, リニアグラジェント溶離（B90%-30 min-

B50%）, 流速: 0.3 mL/min）, APCI ネガティブモード 
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図 3.18  アミドカラムを用いて測定した用いて測定した冬虫夏草試料のクロマトグラム, 

カラム:XBridge BEH Amide（粒径 3.5 µm, 内径 2.1 mm, 長さ 100 mm, ウォ

ーターズ）, 移動相 A: 0.1% アンモニア溶液, B:0.1% アンモニアアセトニトリ

ル溶液, グラジェント溶離:B 95%-30 分-B:60%, 注入量:5 µL, 流速: 0.2 

mL/min ,カラム温度 40℃ 

 

2） 糖の定量 

次に, 検出された糖の濃度を求めるため, アミドカラムを用いる条件で定量分析を行っ

た. 各糖の検量線は 0.5 µg/mL～20 µg/mL の範囲で良好な直線性を示した（表 3.3）. 検

量線の決定係数（R2）はいずれも 0.995 以上であった. 一例としてキシリトールの検量線

を図 3.19 に示す. 試料中の糖類及び糖アルコール濃度は絶対検量線法で次式により算出

した.  試料中の各糖及び糖アルコール濃度を表 3.4 に示す.  

 

𝐶 =
𝐴 − 𝑏

𝑎
 

  

ここで C：試料中の糖及び糖アルコール濃度濃度 

A：試料溶液における糖及び糖アルコールのピーク面積値 

a：検量線の傾き 

b：検量線の切片 
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表 3.3 糖類及び糖アルコールの検量線 

分析対象物質 検量線式 R2 

Xylitol y = 142,994.148x - 65,865.045 0.998 

Fructose y = 142,475.314x - 46,971.890 0.999 

Mannitol y = 225,396.994x - 56,611.468 0.999 

Glucose y = 86,034.322x - 55,959.035 0.998 

Trehalose y = 691,758.135x - 158,805.971 0.999 

 

 

 

図 3.19 キシリトールの検量線 

 

表 3.4 冬虫夏草抽出物から検出された糖の定量値 

分析対象物質 定量値（mg/mL） 

Xylitol 23.0 

Fructose 0.48 

Mannitol 1.3 

Glucose 4.5 

Trehalose 0.33 
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3.3.5 LC-MS/MS への適用検討 

塩素付加－APCI 法による糖の検出を更に選択的に行うため, LC-MS/MS 法への適用を

試みた. 糖類及び糖アルコールについて複数のコリジョンエネルギーでプロダクトイオン

スキャン分析を行い, モニターイオンの選択を行った. 条件検討のための塩素供与物質と

してはジクロロメタンを用い, 次に代替物質としてクロロアセトニトリルについて検討し

た.  

 

1） プロダクトイオンスキャン分析 

LC-MS/MS にアミノカラム(TSKgel NH2-100 3 µm, 内径 2.0 mm, 長さ 150 mm, 粒

経 3 µm, 東ソー)を接続し, カラム温度を 40℃に設定した. 移動相は A 液を 0.5 mol/L ジ

クロロメタンアセトニトリル溶液及び水の混液(50:50, v/v), B 液をアセトニトリル及び水

の混液(50:50, v/v)とし, A 液及び B 液を 50:50 (ジクロロメタン濃度として 0.125 mol/L) 

で混合し, 流量 0.2 mL/min でイソクラチックで送液した. 各 20 µg/mL のエリスリトー

ル, キシルロース, キシリトール, フルクトース及びスクロースの標準溶液を 5 µL 注入し, 

大気圧化学イオン化法ネガティブモード(APCI-)でプロダクトイオンスキャンモ測定を行

った. エリスリトール, キシルロース, キシリトール, フルクトース, マンニトール及び

スクロースのプリカーサーイオンは各々m/z157, m/z185, m/z187, m/z215, m/z217 及び

m/z377 とした. マススペクトルを図 3.20～図 3.22 に示す. エリスリトールはコリジョン

エネルギー5, 10, 15 及び 20 eV でスペクトル測定を行ったところ, プリカーサーイオン 

(m/z157, [M+Cl]－)及び塩化物イオン (m/z35, Cl－) 以外のフラグメントイオンはほとん

ど検出されなかった. キシルロースもコリジョンエネルギー10 eV ではプリカーサーイオ

ンがベースピークとなっているが, 20 eV では塩化物イオンがベースピークとなった. ま

た, わずかではあるが脱プロトン化分子も検出された. キシリトールはコリジョンエネル

ギー15 eV で脱プロトン化分子がわずかに検出されたが, 感度的に選択反応モニタリング

（SRM）用のトランジションには適さないと考えられた. フルクトース, マンニトール及

びスクロースについては塩素付加イオンをプリカーサーイオンとした CID によって脱プ

ロトン化分子が比較的検出されやすいことから, このトランジションを SRM に利用でき

ると考えられた（図 3.22）.  
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図 3.20 Erythritol のプロダクトイオンスペクトル 

（APCI ネガティブモード, プリカーサーイオンは（[M+Cl] －）） 

 

 

図 3.21 Xylulose のプロダクトイオンスペクトル 

（APCI ネガティブモード, プリカーサーイオンは（[M+Cl] －）） 
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図 3.22 キシリトール, フルクトース, マンニトール及びスクロースのプロダクトイオンス

ペクトル（APCI ネガティブモード, 各々のプリカーサーイオンは（[M+Cl] －）） 

 

2） 塩素供与物質としてのクロロアセトニトリルの検討 

LC-MS/MS にアミノカラム(TSKgel NH2-100 3 µm, 内径 2.0 mm, 長さ 150 mm, 粒

経 3 µm, 東ソー)を接続し, カラム温度を 40℃に設定した. 移動相は A 液を 0.5 mol/L ク

ロロアセトニトリル（又はジクロロメタン）のアセトニトリル溶液及び水の混液(50:50, 

v/v), B 液をアセトニトリル及び水の混液(50:50, v/v)とし, A 液及び B 液を 5:95～60:40 

(クロロアセトニトリル又はジクロロメタン濃度として 0.0125～0.150 mol/L) で混合し, 

流量 0.2 mL/min でイソクラチックで送液した. 各 10 µg/mL のエリスリトール及びキシ

ルロースの標準溶液を 5 µL 注入し, 大気圧化学イオン化法ネガティブモード(APCI-)で

SRM 測定を行った. エリスリトール及びキシルロースのプリカーサーイオンは各々

m/z157 及び m/z185, コリジョンエネルギーは各々5 eV, プロダクトイオンは各々m/z35

及びm/z149とした. また, 同時に各々のプリカーサーイオンもモニターした. なお, この

条件はクロロアセトニトリル濃度と分析対象物質の感度（ピーク面積値）を比較すること

を目的としており, 分離については考慮していない.  

クロロアセトニトリルを塩素供与物質として得られたエリスリトール及びキシルロース
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の SRM クロマトグラムを図 3.23 に示す. また, 塩素供与物質濃度及びエリスリトールの

ピーク面積の関係を図 3.24, 塩素供与物質濃度及びキシルロースのピーク面積の関係を

図 3.25 に示す. クロロアセトニトリルを用いた場合でも各々の分析対象物質のピークが

検出された. また, 同濃度で移動相に添加した場合において, いずれの分析対象物質に対

してもクロロアセトニトリルはジクロロメタンよりもピーク面積値が大きいことから, ク

ロロアセトニトリルはジクロロメタンよりも塩素供与物質として適しており, より低濃度

で移動相に添加しても十分な感度が得られると考えられる.  

 

図 3.23 エリスリトール及びキシルロースの SRM クロマトグラム（塩素供与物質:クロロ

アセトニトリル,  APCI ネガティブモード, 各々のプリカーサーイオンは 

（[M+Cl] －）） 

 

Erythritol m/z157 > m/z35  

Erythritol m/z157 

Xylulose m/z185 > m/z149  

Xylulose m/z185  
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図 3.24 塩素供与物質濃度とエリスリトールのピーク面積の関係（塩素供与物質:クロロア

セトニトリル及びジクロロメタン, APCI ネガティブモード, 各々のプリカーサー

イオンは（[M+Cl] －）） 

 

 

図 3.25 塩素供与物質濃度とキシルロースのピーク面積の関係（塩素供与物質:クロロアセ

トニトリル及びジクロロメタン, APCI ネガティブモード, 各々のプリカーサーイ

オンは（[M+Cl] －）） 
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3.4 結言  

本研究は食品中の糖類及び糖アルコールを複雑な前処理を必要とせず, 同時に分析する

方法を確立することを目的とした. 移動相に添加した塩素供与物質により糖が塩素付加体

として APCI ネガティブモードでイオン化され, 質量分析計で高感度に検出可能であるこ

とから, 本研究ではこのイオン化法を糖アルコールに適用し, クロマトグラフィーによる

分離が困難な糖及び糖アルコールを同時に分析することを試みた. 塩素供与物質としては

クロロホルムよりもジクロロメタンが適しているが, 更にこれらの有機塩素系溶媒よりも

クロロアセトニトリルはより効率よく糖及び糖アルコールをイオン化することを見出し

た.  これにより, ESI 及び APCI を用いた一般的なイオン化法では困難であった糖のイオ

ン化を効率的に行うことが可能となった. 分離に関してはアミノカラムはケトース, 二糖

及び糖アルコールに対して良好なピーク形状を与えるものの, グルコース以外のアルドー

スはピークがテーリングしてブロードになる. この現象は単一のカラムで分析を行う上で

は重大な欠点となるが, 他の方法分離が困難なアルドースとケトースを識別する上では重

要な特性でもある. 一方アミドカラムを用いた場合は全ての分析対象物質を検出すること

が可能であった. しかし, アミドカラムにおいても保持時間がほぼ同じ糖類があることか

ら, アミノカラム及びアミドカラムを組み合わせることで, 互いの欠点を補い, 食品中の

糖の化学種を同定することが可能である. また, 本研究で確立した方法では検出に質量分

析計を用いているため, 従来の選択性の低い検出器では困難であった, クロマトグラフィ

ーで分離できない化学種を識別することを可能とした. 更に, 塩素付加イオン化法を液体

クロマトグラフタンデム質量分析計（LC-MS/MS）に適用し, 単糖及び糖アルコールにつ

いて選択反応モニタリングにより分析することが可能であることを確認した.  

本研究の一部は”Identification of novel components leading to anti-tumor activity in 

the Cordyceps militaris extract”と題して論文を投稿する予定である. 
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第四章 結言 

 

ヒト及び動物は生命活動を維持するために食品, 飲料及び医薬品を能動的に摂取するた

め, これらに含まれる化学物質による経口ばく露は頻度, ばく露量及び影響の程度の観点

からも重要である. 特に食品に含まれる化学物質の種類及びその含有量を把握することは, 

その安全性や健康影響を評価する上で重要である.  

 

かび毒のように非意図的に自然発生する毒素は, 農薬のように使用量等の管理によって

コントロールすることが難しく, 汚染事例が後を絶たない. オクラトキシン A はその有害

性と汚染範囲の広さから問題視されて久しいが, 依然として我が国においては規制対象と

はなっていない. 我が国では犬猫の飼育頭数がピークを迎えた平成 20 年に「愛玩動物用

飼料の安全性の確保に関する法律（ペットフード安全法）」が制定され, 愛玩動物（ペット）

に対する健康被害を防止する観点から, 愛玩動物用飼料（ペットフード）の製造・販売に

係る基準・規格は, ペットフード安全法第 5 条に基づき「愛玩動物用飼料の成分規格等に

関する省令」により設定された. 当該基準・規格に合わないペットフードや有害な物質を

含むペットフードの製造等が禁止されている. 本研究では高性能なイムノアフィニティー

カラム及び高速液体クロマトグラフィーを用い, 極めて複雑な試料マトリックスを含むペ

ットフードに対応した OTA の分析法を開発し, その妥当性を確認した. ペットフードに

は穀類が原料として用いられることが多く, かび毒による汚染の可能性もあるため, 本研

究の成果が今後, ペットフード安全法に基づいて実施されるペットフードの検査に適用さ

れ, 愛玩動物用飼料の安全確保に寄与することを期待する. 

 

今日, 糖類及び糖アルコールの様々な生理活性が着目され, 多くの食品等に添加されて

いることから, これらの定性及び定量分析法が求められている. しかしながら, 糖類には

様々な種類があり, いずれも基本的には炭素, 水素及び酸素のみで構成された類似する化

学構造であるため, 分離が困難である. 本研究では移動相に添加した塩素供与物質によ

り糖が塩素付加体として APCI ネガティブモードでイオン化され, 質量分析計で高感度に

検出可能であることから, 本研究ではこのイオン化法を糖アルコールに適用し, クロマト

グラフィーによる分離が困難な糖及び糖アルコールを同時に分析する方法を確立した. 塩

素付加イオン化法がこれまで普及しなかった理由の一つとしては塩素供与物質として利

用されるクロロホルムやジクロロメタンの有害性がある. 本研究ではより安全性の高いク

ロロアセトニトリルが塩素供与物質として利用可能であり, イオン化効率の面でクロロホ

ルム及びジクロロメタンよりも適していることを見出した. この方法は従来イオン化が困

難なために液体クロマトグラフィー質量分析への適用が困難であった化学物質の分析に

も適用できる可能性がある.  
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第五章 総括と展望 

OTA の分析では非常に複雑な試料マトリックスを含むペットフードに対応可能な分

析法を確立し, 添加試料を用いて妥当性を確認した. 複数の試験機関を対象として実施

した試験室間試験における OTA の平均回収率, 併行相対標準偏差（RSDr）及び室間再

現相対標準偏差（RSDR）及び Horwitz 比 （HorRat） は各々75.6～83.1%, 3.5～6.1%, 

5.0～15.0%及び 0.23～0.68 であった. これらの結果から, 本分析法は様々なペットフー

ド試料における OTA の分析法として適していることが確認された. 今後, ペットフード

安全法に基づいて実施されるペットフードの検査に適用され, 愛玩動物用飼料の安全確

保に寄与するものと期待される. 回収率に関しては基準を満たしているものの 90%を下

回っているため, 改善の余地がある. 本研究で開発した方法では試料からの抽出を 1 回

で行っているが, 2 回抽出を行って抽出液を合わせ, 同様の前処理操作を行うことで, 回

収率はより向上されると考えられる.  

糖類の分析に関しては, 異なる分子量の糖類及び糖アルコールについては質量分析計

を用いることで識別を可能としているが, 同じ分子量の糖に関してはクロマトグラフィ

ーによる分離を必要とする. 本研究ではアミノカラムとアミドカラムを組み合わせるこ

とで, 糖及び糖アルコールの保持時間等の違いを利用して, 食品中の糖の同定を可能と

したが, 炭素数 4 の糖アルコールや一部の六単糖についてはほとんど保持時間が同じも

のがある. また, 保持時間が異なっても完全に分離ができていないものも複数あること

から, クロマトグラフィーによる分離は今後の課題である. 本研究では基本的に親水性

相互作用を利用した分離を採用したが, 更なる分離を追及するためには, 異なる相互作

用を利用する必要があると考えられる. 筆者らはこの点において, 今後様々な官能基を

導入した固定相を合成し, 糖の分離について検討する予定である.  

 

5.1 後記  

本研究は, 著者が一般財団法人化学物質評価研究機構において研究開発業務の一部と

して行った内容について, 2014 年 4 月から 2017 年 3 月までの 3 年間, 埼玉大学大学

院理工学研究科後期博士課程在学中に, 同大学理工学部渋川雅美教授の指導のもと, 更

に深く掘り下げて研究を進めたものである.  

 

5.2 付記  
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1) 和田 丈晴, 齋藤 伸吾, 渋川 雅美, 「ポストカラム塩素付加－LC/MS 法による食品

中の糖質の分析」, 日本分析化学会第 64 年会, 2015 年 9 月 11, 福岡 

 

2) 和田 丈晴, 齋藤 伸吾, 渋川 雅美, 「液体クロマトグラフィー質量分析による糖質の

一斉分析」, 日本分析化学会第 76 回分析化学討論会, 2016 年 5 月 29 日, 岐阜 
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1) T. Wada, H. Saito, K. Aoyama, S. Saito, M. Shibukawa, “Development and inter-
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