
岡山県環境保健センター年報　　59

岡山県環境保健センター年報　46，59-64，2022

菌性物質は，細胞壁の合成阻害により殺菌的に作用し，
その抗菌スペクトルは，グラム陽性菌，グラム陰性球菌，
インフルエンザ菌や大腸菌など一部のグラム陰性桿菌に
まで及ぶ5）。また，人の医療上も経口剤及び注射剤とし
て投与される重要な薬剤であることから，薬剤耐性菌出
現を抑制するため慎重な使用が求められており6），検査
の必要性が高い物質である。
そこで，ペニシリン系抗菌性物質の分析法を牛の筋肉
を用いて検討し，厚生労働省が定めた「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につ
いて」（平成19年11月15日付け食安発第1115001号。以
下「ガイドライン」という。）に従って妥当性評価を行っ
たので報告する。

2　方法
2.1　試料
厚生労働省から代表的な畜水産物であると示されてい
る牛の筋肉（横隔膜等）を使用した。なお，当該試料は，
分析対象とする抗菌性物質が検出されないことを微生物
学的分析法で確認後使用した。

1　はじめに
動物用医薬品は，安定した高い生産性を得るために畜

水産物に用いられる医薬品であるが，その畜水産物への
移行・残留が懸念されている1）。このため，動物用医薬
品が畜水産物に残留し人の健康を損なうことのないよう，
農薬や飼料添加物と共に動物用医薬品が一定の量を超え
て残留する食品の販売等を原則禁止するポジティブリス
ト制度により，安全性の確保が図られている。
本県では，畜水産物中のサルファ剤等合成抗菌剤を主

とする抗菌性物質についてはLC-MS/MSを用いた一斉
分析法2）により実施しているが，その他の抗菌性物質に
ついては理化学的分析法が確立されておらず，微生物学
的分析法で行っている状況であった。このため，マクロ
ライド系等の複数の系統の抗生物質の分析法を，合成抗
菌剤との同時分析も含めて検討し，これまでにはちみつ
及び牛の筋肉を用いて妥当性評価を行った結果を報告し
た3），4）。
一方でペニシリン系抗菌性物質は，既報4）のLC-MS/

MS測定条件では定量限界が高く，牛の筋肉を用いた一
斉分析法の検討対象から除外していた。ペニシリン系抗
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要　　旨
ペニシリン系抗菌性物質 9物質（アモキシシリン，アンピシリン，オキサシリン，クロキサシリン，ジクロキサシリ

ン，ナフシリン，フェノキシメチルペニシリン，ベンジルペニシリン及びメシリナム）の迅速かつ高感度な分析方法の
確立を目的として，既報の一斉分析法で妥当性評価の目標を満たすことが困難であった牛の筋肉を用いて検討した。既
報の分析法から固相カラムへの負荷量と溶出液量の変更及びLC-MS/MS測定用試験溶液の組成を変更し，サロゲート
が入手可能な 4物質（アモキシシリン，オキサシリン，フェノキシメチルペニシリン及びベンジルペニシリン）はサロ
ゲート法での定量を採用した方法を用いて妥当性評価を行ったところ，7物質（アモキシシリン，オキサシリン，クロ
キサシリン，ジクロキサシリン，ナフシリン，フェノキシメチルペニシリン及びベンジルペニシリン）が目標値を満た
した。目標値を満たさない 2物質（アンピシリン及びメシリナム）は真度が70 %に近い値であると共に精度は目標値
を満たしており，確認検査としては有用であることが示された。
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測定法：MRMモード
MRM測定イオン：表 1のとおり。
ターボヒーター温度：600 ℃
その他の条件等：既報3）のとおり。
2.4　試験溶液調製方法
既報4）の分析法より固相カラムへの負荷量と溶出液量

の変更及びLC-MS/MS測定用試験溶液の組成変更を行っ
た分析法で調製を行った。牛の筋肉試料2 gを50 mLポ
リプロピレン製遠沈管に量り取り，10 mmol/L エチレン
ジアミン四酢酸二ナトリウム（以下「Na2EDTA」とい
う。）含有0.1 mol/L トリス塩酸緩衝液（pH 7.5）（以下
「抽出液」という。）15 mLを加えてホモジナイズした後，
10分間振とうし，6900 ×gで20分間，室温で遠心分離し
た。上層を分取し，沈殿を抽出液5 mLで再抽出し，遠
心分離後，上層を合わせ20 mLに定容した。
固相カラムをアセトニトリル10 mL，精製水10 mLで
順番にコンディショニングした。得られた上層10 mLを
固相カラムに負荷し，精製水10 mLで洗浄し，アセトニ
トリル10 mLで溶出させた。溶出液を分液ロートに移し，
アセトニトリル飽和ヘキサン10 mLを加えて振とうし，
アセトニトリル層を分取した。この液を1 mL以下にな
るまで窒素ガスを吹き付けて濃縮し，濃縮液を水で1 mL

2.2　標準品，固相カラム及び試薬
標準 品：表 1に示すペニシリン系抗菌性物質 9物質（ア
モキシシリン （Amoxicillin），アンピシリン （Ampicillin），
オキサシリン （Oxacillin），クロキサシリン （Cloxacillin），
ジクロキサシリン （Dicloxacillin），ナフシリン （Nafcillin），
フェノキシメチルペニシリン （Phenoxymethylpenicillin），
ベンジルペニシリン （Benzylpenicillin），メシリナ
ム （Mecillinam）） 及びサロゲート物質 4物質 （アモ
キシシリン-d4 （Amoxicillin-d4），オキサシリン-d5 
（Oxacillin-d5），フェノキシメチルペニシリン-d5 
（Phenoxymethylpenicillin-d5），ベンジルペニシリン
-d5 （Benzylpenicillin-d5））

標準 原液：各標準品を精秤し，アセトニトリル：水（1:1）
に溶解し，標準原液（1000 µg/mL）を調製した。

混合 標準原液：標準原液（1000 µg/mL）を混合し，表 2
に示す食品衛生法に基づく筋肉の残留基準の10倍濃
度の混合標準原液を作成した。なお，基準が「含有
してはならない」であるオキサシリン及びフェノキ
シメチルペニシリンは0.1 ppm（試料への添加濃度
が0.01 ppm）となるように作成した。

マト リックス添加混合標準溶液：牛の筋肉の分析対象物
質を含まない試料（以下「ブランク試料」という。）
を用いて作成した試験溶液に混合標準原液を添加
し，試料濃度でそれぞれ基準値（オキサシリン及び
フェノキシメチルペニシリンは0.01 ppm）の1/10，
1/5，1/2，1，1.5，2 倍になるように作成した。

固相カラム：Waters製　Oasis HLB 20 cc 1 g
その他の試薬等：既報3）のとおり。
2.3　LC-MS/MS装置及び測定条件
1）LC条件
LC機種：島津製作所製 LC-20A 高圧グラジエントシス

テム
カラ ム：Waters製 XterraMS C18 2.1 mm x 150 mm，

3.5 µm
カラム温度：40 ℃
移動相流量：0.2 mL/min
試料注入量：5 µL
移動相Ａ：0.1 %ギ酸水溶液
　　　Ｂ：0.1 %ギ酸アセトニトリル溶液
グラ ジエント条件：A/B=95/5 （0-3 min） →2/98 （15-30 

min） →95/5 （35-40 min）
2）MS条件
MS機種：Applied Biosystems製 API3200 QTrap
インターフェース：Turbo V source

抗生物質名
プリカーサー
イオン(m/z)

プロダクト
イオン(m/z)

114.0
349.1
106.2
192.3
160.2
243.2
160.2
277.2
160.2
311.1
199.1
171.1
160.3
114.0
160.2
176.1
167.1
139.2
114.0
353.1
160.1
248.2
160.1
114.0
160.1
181.1

Amoxicillin

Ampicillin

1.204nillicaxO

Cloxacillin

Dicloxacillin

2.514nillicfaN

Phenoxymethylpenicillin

Benzylpenicillin

Mecillinam

Benzylpenicillin-d5

Oxacillin-d5

Amoxicillin-d4

366.1

350.1

436.1

470.1

351.1

335.1

326.2

340.3

407.3

370.2

Phenoxymethylpenicillin-d5 356.2

表 1　MRM測定イオン
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3　結果及び考察
3.1　LC-MS/MS測定条件
MS条件は，ジクロキサシリンの定量イオン（上段）
と定性イオン（下段）を既報4）の条件より変更し，サロ
ゲート物質は定量性及び感度良く測定できる条件を設定
した。条件を表 1に示す。
LC条件は，移動相とターボヒーター温度の検討を行っ
た。移動相を移動相①A：0.1 %ギ酸水溶液，B：0.1 %
ギ酸アセトニトリル溶液又は移動相②A：0.1 %ギ酸含有 
1 mmol/Lギ酸アンモニウム水溶液，B：アセトニトリル
溶液，ターボヒーター温度を600 ℃又は400 ℃とし，移
動相①でターボヒーター温度を600 ℃にした場合のピー
ク面積を100 %として比較した結果を図 1に示す。移動

に定容後，0.45 µmメンブレンフィルターでろ過したも
のをLC-MS/MS測定用試験溶液とした。なお，抗菌性物
質のガラス容器への吸着や分解を防ぐため，器具やバイ
アル瓶は可能な限りポリプロピレン製を用いた。
2.5　妥当性評価の方法
ガイドラインに示された，分析者 1名が 2併行 5日間

実施する枝分かれ実験計画に基づき，試料濃度で基準値
となるように添加して添加回収試験を行い，定量限界，
選択性，真度及び精度を評価した。なお，アモキシシリ
ン，オキサシリン，フェノキシメチルペニシリン及びベ
ンジルペニシリンはサロゲート法で，その他の物質は絶
対検量線法でそれぞれ定量した。

抗生物質名
基準値
(ppm)

添加回収用
牛の筋肉試料濃度

(ppm)

検量線の範囲
(ppm)

○1.0-500.050.050.0nillicixomA

○60.0-300.030.030.0nillicipmA

Oxacillin 含有してはならない
*1 0.01 0.001-0.02 ○

○80.0-400.040.040.0nillicaxolC

○60.0-300.030.030.0nillicaxolciD

20.0-100.0500.0500.0nillicfaN ○
*2

Phenoxymethylpenicillin 含有してはならない
*1 0.01 0.001-0.02 ○

Benzylpenicillin 0.05 0.05 0.01-0.1 ○
*2

○1.0-500.050.050.0manilliceM

＊1：試料濃度で0.01 ppmになるように添加

＊2：検量線の最低濃度が基準値の1/10を満たさない

検量線の直線性
相関係数

 ( r≧0.99 )

表 2　基準値，検量線の範囲及び相関係数

移動相①：0.1 %ギ酸水溶液 / 0.1 %ギ酸アセトニトリル溶液

移動相②：0.1 %ギ酸 1 mmol/L ギ酸アンモニウム水溶液 / アセトニトリル

0

20

40

60

80

100

120

移動相①, 600℃ 移動相①, 400℃ 移動相②, 600℃ 移動相②, 400℃

図 1　移動相とターボヒーター温度の比較検討
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アセトニトリル10 mLで溶出させた溶出液中には約1 mL
の水が含まれていた。そこで，基準値濃度の標準品を加
えたアセトニトリル9 mLに水1 mLを加えた液と同量の
アセトニトリル飽和ヘキサンを振とう後アセトニトリル
層を分取し，アセトニトリル層への分配率を求めた結果
を表 4に示す。ナフシリンが80 %であり，その他の物
質は90 %以上の回収率であった。操作性等を考慮して，
アセトニトリル/ヘキサン分配は 1回のみとした。
3.5　妥当性評価結果
3.5.1　選択性
ブランク試料として使用する牛の筋肉を 2.4　試験溶液
調製方法に従って前処理した後，LC-MS/MSで分析し，
定量を妨害するピークの有無を確認したが，ガイドライ
ンに示された選択性の目標値（ピークの面積が基準値の
ピーク面積の1/10未満）を超えるような妨害成分は認め
られなかった。

相①でターボヒーター温度を600 ℃にした場合が全ての
物質で面積が最大となるため，当該条件を採用した。
3.2　分析溶液中の含水率の検討
測定溶媒のアセトニトリルと水の組成比によって，ピー

ク形状及びピーク面積に変化が見られる物質があるため，
既報4）では，濃縮後の液量を一定にした後，アセトニト
リルで定容し，同様に操作したブランク試料に標準品を
添加したマトリックス添加混合標準溶液で定量した。測
定溶媒のアセトニトリルと水の組成比によるピーク形状
の変化を検討したところ，オキサシリン，クロキサシリ
ン，ジクロキサシリン，ナフシリン，フェノキシメチル
ペニシリン，ベンジルペニシリンはピーク形状に大きな
変化はなかった。一方，アモキシシリン，アンピシリン
及びメシリナムはピークが 2本に分かれる等，ピーク形
状に変化があった。測定溶媒のアセトニトリルと水の割
合の変化によるアモキシシリンのピーク形状の比較を図
2に示す。ピーク形状及び試験溶液調製時の操作性等を
考慮して，測定溶媒をアセトニトリルから水に変更した。
3.3　定量限界及び検量線
試料中のマトリックスによる目的成分のイオン化への

影響を補正するためにマトリックス添加混合標準液を用
いて定量した。基準値，検量線の範囲及び相関係数を表
2に示す。ナフシリンとベンジルペニシリンは定量限界
（S/N比が10以上）が，基準値の1/10より高く，基準値
の1/5であったため，検量線の最低濃度を定量限界濃度
とした（表 2 *2）。ナフシリンとベンジルペニシリン以
外の 7物質の定量限界は，基準値の1/10以下の値であっ
たため，検量線の最低濃度を基準値の1/10とした。よっ
て，検量線は基準値の1/10から 2倍の 6点（ナフシリン
とベンジルペニシリンは基準値の1/5から 2倍の 5点）
で作成したところ，全ての標準品で相関係数 （r） が0.99
以上の直線性が認められた。
3.4　精製法の検討
牛の筋肉は，タンパク質や脂質などのマトリックスを

多く含むため，既報4）では固相カラム及びアセトニトリ
ル/ヘキサン分配で精製している。そこで，今回も固相
カラム及びアセトニトリル/ヘキサン分配の検討を行っ
た。
3.4.1　固相カラムの検討
固相カラムからの溶出液量の検討を行った。結果を表
3に示す。溶出液10 mLで全ての物質が溶出したので，
溶出液量を既報4）の20 mLより10 mLに変更した。
3.4.2　アセトニトリル/ヘキサン分配の検討
2.4　試験溶液調製方法に従い抽出し，固相カラムから

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

400

800 3.75
AcN：H2O（2：8）

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

2000

4000 2.19

3.99

AcN：H2O（5：5）

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

1000

2000

3000

2.15

3.91

AcN：H2O（7：3）

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

2000

4000

6000 2.15
AcN：H2O（8：2）

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

2500

5000

7500 2.14
AcN：H2O（9：1）

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

1000

2000
3.96

AcN：H2O（0：10）

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

600

1200

1800 3.77
AcN：H2O（1：9）

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.00

200

400

600 3.99

2.62

AcN：H2O（3：7）

図 2　測定溶媒の組成によるアモキシシリン標準品 （0.05 µg/mL）
のピーク形状の変化 （MRMクロマトグラム）
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満たさない 2物質（アンピシリン及びメシリナム）は70 
%に近い値であると共に精度は目標値（併行精度15 %未
満，室内精度20 %未満）を満たしており，確認検査とし
ては有用であることが示された。
また，サロゲート物質の回収率は54～69 %であり，ガ
イドラインに示される目標値（40 %以上）を満たしてい
た。

4　まとめ
LC-MS/MSを用いた牛の筋肉中のペニシリン系抗菌性
物質の一斉分析法を検討した。牛の筋肉2 gを10 mmol/
L Na2EDTA含有 0.1 mol/L トリス塩酸緩衝液（pH 7.5）

3.5.2　真度及び精度
添加回収試験を行った真度及び精度の結果を表 5に示

す。真度の目標値（70～120 %）を満たす物質はアモキ
シシリン，オキサシリン，クロキサシリン，ジクロキサ
シリン，ナフシリン，フェノキシメチルペニシリン，ベ
ンジルペニシリンの 7物質であった。真度の目標値を満
たしたこれら 7物質は精度の目標値（アモキシシリン，
クロキサシリン，ジクロキサシリン及びベンジルペニシ
リンの 4物質は併行精度15 %未満，室内精度20 %未満
並びにオキサシリン，ナフシリン及びフェノキシメチル
ペニシリンの 3物質は併行精度25 %未満，室内精度30 
%未満）も満たしていた。真度が目標値（70～120 %）を

0-10 10-20

018nillicixomA

049nillicipmA

008nillicaxO

068nillicaxolC

Dicloxacillin 75 0

077nillicfaN

Phenoxymethylpenicillin 72 0

Benzylpenicillin 76 0

028manilliceM

溶出液量 (mL)
抗生物質名

表 3　固相カラムからの溶出率 （%）

)%( 率配分名質物生抗

29nillicixomA

19nillicipmA

211nillicaxO

59nillicaxolC

001nillicaxolciD

08nillicfaN

Phenoxymethylpenicillin 104

99nillicineplyzneB

19manilliceM

表 4　90 %アセトニトリル/ヘキサン分配の分配率 （%）

抗生物質名
真度
(%)

併行精度
(RSD%)

室内精度
(RSD%)

評価結果

Amoxicillin
*2 101 15 15 ○

Ampicillin
*2 65 8.4 18 ×

Oxacillin
*3 115 13 13 ○

Cloxacillin
*2 75 12 16 ○

Dicloxacillin
*2 72 11 15 ○

Nafcillin
*3 78 12 15 ○

Phenoxymethylpenicillin
*3 101 9.7 13 ○

Benzylpenicillin
*2 108 3.9 10 ○

Mecillinam
*2 69 6.5 13 ×

目標値
＊2 70～120 < 15 < 20

目標値
＊3 70～120 < 25 < 30

＊1：Oxacillin及びPhenoxymethylpenicillinは試料濃度で0.01 ppmになるように,

　　 他は基準値の濃度になるように添加

＊2：目標値
*2
を用いて評価

＊3：目標値
*3
を用いて評価

表 5　添加回収試験結果＊1
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けについて，
 http://www.fsc.go.jp/senmon/doubutu/index.data/

taiseikin_rank_20140331.pdf（2022.6.8アクセス）

でホモジナイズした後振とう抽出し，室温で遠心分離し
上層を分取した。半量を固相カラムによる精製後，アセ
トニトリル/ヘキサン分配による脱脂操作を行った。ア
セトニトリル層に窒素ガスを吹き付けて濃縮し，水で1 
mLに定容後，LC-MS/MSで測定を行う分析法を構築し
た。妥当性評価を行ったところ，以下の結果を得た。
（1） LC-MS/MS測定で 9種類のペニシリン系抗菌性物質

のMRMモードによる測定を行った。LC移動相を変
更し，感度良く測定できる条件とした。全ての物質
で基準値の1/10 （1/5） ～2 倍の濃度範囲で相関係数 
（r） が0.99以上の直線性が認められた。

（2） ペニシリン系抗菌性物質の効率的分析のため，以前
検討した牛の筋肉中の抗生物質等の一斉分析法の検
討を行い，固相カラムへの負荷量及び溶出液量並び
にLC-MS/MS測定用試験溶液の組成を水に変更す
る変更を実施した。

（3） 検討した全てのペニシリン系抗菌性物質で，選択性
は目標値を満たしていた。

（4） 検討した 9物質のうち，7物質が真度及び精度の目
標値を満たしていた。目標値を満たさなかった 2物
質も，真度が70 %に近い値であると共に精度は目
標値を満たしており，確認検査としての有用性が示
された。
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