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（2）令和元年度月別衛生試験検査数（臨床・微生物検査） 
上段 検体数 
下段 項目数 

月 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 合計 

腸管

系 

細菌 

1,225 1,261 1,297 1,325 1,161 1,176 1,480 1,230 1,110 1,170 1,163 618 14,216 

2,368 2,419 2,574 2,575 2,304 2,334 2,870 2,358 2,226 2,275 2,305 1,187 27,795 

食品 
23  14  23  22  12  19  22  19  35  20  17  8  234 

39  27  52  48  24  39  46  44  61  48  24  14  466 

食中

毒 

43  2 2 26 7 1 6 0 118 1 0 8 214 

137  8 2 90 7 3 21 0 272 1 0 24 565 

感染

症 

13  26 20 8 16 21 4 15 22 2 50 515 712 

25  36 34 8 21 32 5 38 31 3 55 516 804 

一般 

環境 

6  24 34 6 5 17 46 27 34 11 20 0 230 

18  60 103 18 15 39 93 60 103 30 48 0 587 

結核 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 3 6 

梅毒 
22 29 43 35 36 32 34 36 40 32 24 17 380 

22 29 43 35 36 32 34 36 40 32 24 17 380 

ＨＩ

Ｖ 

22 31 45 35 36 34 34 39 41 33 26 18 394 

44 62 90 70 72 68 68 78 82 66 52 36 788 

Ｂ型 

肝炎 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Ｃ型 

肝炎 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

その

他 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

合 

計 

1,354 1,387 1,464 1,457 1,273 1,300 1,626 1,366 1,400 1,270 1,300 1,185 16,382 

2,653 2,641 2,898 2,844 2,479 2,547 3,137 2,614 2,815 2,458 2,508 1,797 31,391 
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下痢性貝毒一斉分析法の妥当性確認について 

 

〇上田隼史  小寺香菜子  鹿野将史  

  

 

1. はじめに 

 下痢性貝毒については、「麻痺性貝毒等により毒

化した貝類の取扱いについて」（平成 27 年 3 月 6

日付け食安発 0306 第 1 号）1)により、機器分析法

が導入され、オカダ酸（以下「OA」という。）群に

対して 0.16 mgOA 当量/kg の規制値が定められ

た。これに伴い、「下痢性貝毒（オカダ酸群）の検

査について」（平成 27 年 3 月 6 日食安基発 0306 

第 1 号及び食安監発 0306 第 3 号）2)が通知され、

下痢性貝毒（オカダ酸群）についての試験法が示

された。また、同通知 2)別紙 1 において「妥当性

確認の方法」が示され、妥当性の確認を行った試

験法により OA 群の定量を行い、食品衛生法第 6条

第2号の規定への適合性を判断することとなった。 

 今回、他研究機関の報告 3)を参考に下痢性貝毒

一斉分析法を検討し、「妥当性確認の方法」に基づ

いて妥当性確認を行ったので、以下にその結果を

報告する。 

 

2. 方法 

(1) 試料 

市販のカキを用いた。 

(2) 分析対象化合物 

・オカダ酸 

・ジノフィシストキシン-1（以下「DTX1」という） 

・ジノフィシストキシン-2（以下「DTX2」という） 

(3) 妥当性確認の方法 

分析者3名が、それぞれ添加試料を1日2試行、

2 日間分析する枝分かれ実験計画により実施し、

選択性、真度（回収率）、併行精度、室内精度及び

定量限界について評価した。 

なお、試料に分析対象化合物が含まれているも

のは、その値を差し引いて評価した。 

(4) 試薬等 

標準原液は OA 認証標準品、DTX1 認証標準品、

DTX2 認証標準品を用いた。これをそれぞれ 0.1 

μg/mL となるようメタノールで希釈し、標準原液

とした。標準原液各 2 mL を合わせ、メタノールを

加えて 10 mL とし混合標準原液（20 μg/L）とし

た。 

固相カラムは、Waters社製Oasis®PRiME HLB 6cc

（200 mg） Extraction Cartridges を用いた。 

メンブランフィルターは、メルク株式会社Millex

シリンジフィルターユニット0.20 μｍを用いた。 

ヘキサンは残留農薬試験用を、メタノール、ア

セトニトリルは LC/MS 用を、ギ酸、ギ酸アンモニ

ウム溶液はHPLC用、その他の試薬は特級を用いた。 

(5) 検量線用標準溶液の調製法 

混合標準溶液をメタノールで希釈し、0.25、0.5、

1、3、10 μｇ/Ｌを作成した。これらの標準溶液

5 μｌを LC-MS/MS に注入し、得られたクロマトグ

ラムのピーク面積から 4 点以上の検量点を取り、

検量線を作成した。  

(6) 試験溶液の調製法 

① 抽出 

均質化した試料 2.00 g を 50 mL 遠沈管に量り

採り、メタノール 9 mL を加え、約 3 分間ホモジナ

イズした後、3000 rpm で 5 分間遠心分離し上清を

20 mL メスフラスコに移した。残さに 90 ％メタ

ノール 9 mL を加え、約 1分間ボルテックスした

後、上記と同様に遠心分離した。得られた上清を

合一し、これに 90 ％メタノールを加えて正確に

20 mL とした。 

② 加水分解 

①で得られた液2.00 mLを10 mL試験管に取り、

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 を加えて撹拌し中和した。 

③ 精製 

②で得られた液に 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、この液を固相カラムに注入、容器を 5 ％メ

タノール 2.5 mL で 2 回洗い込み、この液もミニカ

ラムに注入し、流出液は捨てた。次いで、アセト

ニトリル/メタノール（4:1）5 mL を注入し、抽出
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液を 50 mL ナスフラスコに取り、40 ℃以下で 1 mL

以下に濃縮した後、窒素ガスで溶媒を完全に除去

した。この残留物に正確にメタノール 4 mL を加

え、溶解したものを試験溶液とした。 

(7) 添加方法 

(6)①の抽出操作後の抽出液 2 mL に対して、混

合標準溶液 20 μｇ/L を 0.5 mL 添加した。（試料

濃度として 0.05 μg/g、試験溶液濃度として 2.5 

μｇ/Ｌ） 

(8) 測定条件 

LC-MS/MS の測定条件は表 1のとおりとした。 

 

表 1 LC-MS/MS 条件 

装置 LC 部：SCIEX Exion LC 

質量分析部：SCIEX QTRAP 5500 

カラム Agilent 製 ZORBAXEclipse XDB-C18 

 (3.5 μｍ, 2.1 ｍｍ×150 ｍｍ) 

移動相 A 液 水（0.2％ギ酸溶液及び 2mM ギ酸ア

ンモニウム含有） 

B 液 アセトニトリル 

グラジエント条件 B 液 40 ％（0 min）→40 ％（2.5 min）

→95 ％（12.5 min）→95 ％（18 min）

→40 ％（18.1 min）→40 ％（28 min） 

流速 0.2 mL/min 

カラム温度 40 ℃ 

注入量 5 μl 

インターフェース 
パラメータ 

ＣＵＲ：30 psi、ＣＡＤ：9 
ＩＳ：-4500 V、ＴＥＭ：600 ℃ 

ＧＳ1：40 psi、ＧＳ2：80 psi 

イオン化モード ESI Negative 

MRM 条件 ＯＡ及びＤＴＸ2 

（定量）プリカ―サーイオン 803.4 

プロダクトイオン 255.0 

（確認）プリカ―サーイオン 803.4 

プロダクトイオン 113.0 

ＤＴＸ１ 

（定量）プリカ―サーイオン 817.4 

プロダクトイオン 255.0 

（確認）プリカ―サーイオン 817.4 

プロダクトイオン 113.0 

 

3. 結果 

選択性について、ガイドラインではブランク試

料は定量値の正の誤差要因になり得る信号が認め

られる場合、その強度が添加濃度の分析対象に由

来する信号強度の 1/10 未満であること、トレース

試料は分析対象物が天然に存在する場合、目安と

してその濃度が添加濃度の 1/2 未満であることと

なっている。市販のカキを測定したところ、ブラ

ンク試料としての目標値をすべて満たした。 

選択性以外の項目について、妥当性確認を行っ

た結果を表 2 に示した。真度、併行精度及び室内

精度の目標値をすべて満足した。定量限界につい

ては、各化合物について設定した濃度におけるS/N

比が 10 以上であることを確認した。 

 

表 2 妥当性確認の結果（下痢性貝毒） 

 

4. まとめ 

 下痢性貝毒一斉試験法の妥当性確認を実施し、

OA、DTX1、DTX2 すべてについて試験法の妥当性が

確認できた。 
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分析 
対象 

化合 
物名 

 
定量 
下限値 

(試験溶液 
濃度) 
(μg/L) 

定量下限値
濃度におけ
る S/N 比 

真度 
(％) 

目標: 

70-120 

併行精度
(％) 

目標: 

15 以下 

室内精度
(％) 

目標: 

20 以下 

OA 0.25 855.6 104.1 6.3 8.0 

DTX-1 0.25 2927.2 98.8 5.3 6.5 

DTX-2 0.25 992.2 97.9 6.5 7.0 
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