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1 はじめに 

当研究所の畜水産物の収去検査において、残留合

成抗菌剤 45項目の検査は、「HPLCによる動物用医薬品

等の一斉試験 I（畜水産物）」1)に則り、LC-MS/MS を用い

た一斉分析法を、残留抗生物質の検査は「畜水産食品

中の残留抗生物質簡易検査法（改定）」及び「畜水産食

品中の残留抗生物質の分別推定法（改定）」2)に則り、簡

易検査法（ペーパーディスク法）を、ペーパーディスク法

が陽性であった場合は分別推定法を実施している。分別

推定法が陽性となった場合、違反に該当するかの判断を

するには、該当抗生物質が基準値を超える残留値かどう

かを定量する必要があるが、当所においては未だ定量ま

で至った事例はない。分別推定法が陽性になった場合に

備え、「食品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当

性確認ガイドラインについて」3)（以下、ガイドラインという。）

に基づき分析法の妥当性評価を実施し、LC-MS/MS を

用いた抗生物質を含む動物用医薬品等の検査体制を構

築する必要がある。 

畜水産物中に残留する抗生物質の LC-MS/MS によ

る分析法については、ペニシリン系やテトラサイクリン系と

いった系統別の試験法 4–8)や、複数系統の抗生物質を同

時に分析する方法 9–18)も開発されている。 

本研究では、非常に高い極性を有するアミノグリコシド

系を除く抗生物質を網羅的に分析することを目的とし、動

物用医薬品スクリーニング分析法の検討を行った。それ

らの結果について報告する。 

 

2 実験方法 

2.1 試料 

試料は、分析対象の抗生物質等が残留していないこ

とを確認した牛筋肉及び牛腎臓を用いた。 

 

2.2 試薬等 

対象とした 38 種の動物用医薬品を表 1 に示す。38 種

の内訳は、テトラサイクリン系抗生物質 4種、ペニシリン系

抗生物質 9 種、セファロスポリン系抗生物質 6 種、マクロ

ライド系抗生物質 9 種、合成抗菌剤 6 種、その他 4 種で

ある。これらの動物用医薬品の標準品は、富士フイルム

和光純薬工業製、Merck （Sigma-Aldrich ）製、Merck 

（Supelco）製を用いた。 

アセトニトリル（残留農薬・PCB 試験用又は LC/MS 用）、

ギ酸（LC/MS 用）、りん酸水素二ナトリウム（無水）（特級）、

クエン酸（無水）（特級）、エチレンジアミン四酢酸二ナトリ

ウム（試薬研究用、以下「EDTA・2Na」という。）を用いた。

水は Merck(Millipore)製の超純水製造装置 Milli-Q 

IQ7000で精製したMilli-Q 水を使用した。 

EDTA含有クエン酸緩衝液(pH 4.0)は、クエン酸 21.0 g

を水に溶かして 1,000 mL とし（第 1 液）、りん酸水素二ナ

トリウム（無水）28.4 g を水に溶かし 1,000 mL とした（第 2

液）後、第 1液 307 mLと第 2液 193 mLを混和し、EDTA・

2Na 1.86 gを溶解し、調製した。 

 

2.3 器具及び機器 

 50 mL ポリプロピレン(PP)製遠心管：CORNING 社製 

FALCON 遠心分離用コニカルチューブ 

 1.5 mL PP 製バイアル：GL Sciences 製スクリューバイア

ル PP透明 

 フードプロセッサー：CONAIR 社製 Cuisinart DLC-

10PRO 

 ホモジナイザー：IKA社製ULTRA-TURRAX T25-Basic 

 冷却遠心分離機：久保田商事製 ユニバーサル冷却遠

心機 5911 

 振とう器：東京理化機器製 分液ロート振とう機 MMV-

1000W 

 高速遠心分離機：トミー工業製 微量高速遠心機 MX-

300 

シリンジフィルター：Merck(Millipore)製 Millex-LG 孔

径 0.20 µm、直径 4 mm、親水性 PTFE 

LC：島津製作所製 SHIMADZU LC-20A Series 

MS：AB Sciex製 QTRAP4500 

 

2.4 分析条件 
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カラム：GL Sciences製 InertSustain AQ-C18 PEEK 

                       (2.1×150 mm、3 μm) 

移動相：A液 0.1%ギ酸水溶液、B液アセトニトリル 

グラジエント（B液）：5%（0→2分）→95%（10→15分） 

→5%（15→25分） 

流速：0.2 mL/min 

カラム温度：40℃ 

注入量：5 μL 

イオンソース温度：500℃ 

イオン化法：ESI(+)、ESI(−) 

イオンスプレー電圧：5500 V(+)、−4500 V(−) 

測定モード：SRM（表 1） 

 

2.5 試験溶液の調製 

松本らの希釈法 14)を参考にした分析フローを図 1に示

す。器具については、ガラス製器具への吸着を防ぐため

に PP 製器具を使用し 12,14)、ペニシリン系抗生物質はメタ

ノール付加体を形成し定量値の低下やばらつきの恐れが

あったため 19,20)メタノールは使用しないこととした。 

均一化した試料 5.0 g を 50 mL 容の PP 製遠心管(A)

に量り採り、0.2%ギ酸含有アセトニトリル 15 mL を加え、1

分間ホモジナイズした後、3,000 rpm で 5 分間遠心分離

し、上澄みを PP製遠心管(B)に分取する。残渣に 0.2%ギ

酸含有アセトニトリル 15 mL を加えて、5 分間振とう後、

3,000 rpm で 5 分間遠心分離し、得られた上澄みを先の

PP 製遠心管(B)に合わせる。さらに残渣に EDTA 含有ク

エン酸緩衝液 15 mLを加えて、5分間振とう後、3,000 rpm

で 5 分間遠心分離し、上澄みを先の PP 製遠心管(B)に

合わせ、水で 50 mL に定容する。その溶液を混和後、

3,000 rpmで 5分間遠心分離する。得られた上澄みを 1.5 

mL容の PP製チューブに分取したものを 12,000 rpmで 3

分間遠心分離後、0.2 μm フィルターでろ過し、PP 製バイ

アルに分取したものを試験溶液とする。 

 

2.6 標準原液・混合標準溶液 

各標準品を秤量し、物質の溶解性に応じてアセトニトリ

ル、アセトニトリル/水(2:3)に溶解し、各標準原液 1000 

μg/mLを調製した。標準溶液の調製についても、ペニシリ

ン系抗生物質がメタノール付加体を形成しないようにメタ

ノールは使用しないこととした 19,20)。 

アセトニトリル溶液に溶解した標準はジョサマイシン、ミ

ロサマイシン、スルファモノメトキシン、エンロフロキサシン、

オルメトプリム、メトクロプラミド、デキサメタゾンの 7 種であ

った。ただし、オルメトプリムを除く 6 種はアセトニトリルで

1,000 μg/mL に、アセトニトリルにやや溶けにくいオルメト

プリムは 200 μg/mLに調製した。アセトニトリルで調製した

7 種及び富士フイルム和光純薬製の動物用医薬品混合

標準液（マクロライド系抗生物質 7種、各 20 μg/mLアセト

ニトリル溶液）を除いた 24 種については、アセトニトリル/

水(2:3) に溶解して 1,000 μg/mLに調製した。 

各標準原液及び富士フイルム和光純薬製の動物用医

薬品混合標準液（マクロライド系抗生物質 7 種）を混合し、

10 μg/mLの混合標準溶液を調製した。 

 

2.7 マトリックス検量線 

検量線作成用の標準液は、10 μg/mL混合標準溶液を

アセトニトリル/水(3:2)で希釈した 1 μg/mL 100 μLに、フィ

ルターろ過したマトリックス試料粗抽出液 900 μLを加え、

マトリックス添加標準溶液 100 ng/mL を調製した。このマト

リックス添加標準液をマトリックス試料粗抽出液で段階希

釈した 0.2、0.5、1、2、5、10 ng/mL の 6 点のうち、物質の

感度に合わせて 0.2～5 若しくは 0.5～10 ng/mL のマトリ

ックス検量線を用いて定量値を算出した。 

 

 

図 1 分析フロー 

 

50mL容 PP製遠心管(A)

0.2%ギ酸ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 15 mL

ホモジナイズ １ min

遠心分離（3,000 rpm, 5 min）

　

50mL容 PP製遠心管(B) 0.2%ギ酸ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 15 mL

振とう 5 min

遠心分離（3,000 rpm, 5 min）

EDTA含有ｸｴﾝ酸緩衝液 15mL

50mL容 PP製遠心管(B) 振とう 5 min

遠心分離（3,000 rpm, 5 min）

50mL容 PP製遠心管(B)

水

遠心分離（3,000 rpm, 5 min）

1.5mL容 PP製チューブ

遠心分離（12,000 rpm, 3 min）

ろ過（0.2 µmフィルター）

試料 5 g

上澄み 残渣

上澄み 残渣

上澄み 残渣

50 mL定容

LC-MS/MS
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表 1 検討した化合物およびイオン化最適条件 

No. 動物用医薬品名
保持時間
(分)

分子量
イオン化
モード

プレカーサー
イオン
(m/z )

プロダクト
イオン
(m/z )

Declustering

potential

(V)

Colliaion

energy

(V)

Collision cell

exit potential

(V)

426.0 81 27 14

443.1 81 17 14

444.0 96 29 18

462.1 96 23 16

428.0 55 25 12

154.2 55 40 12

410.0 81 27 16

427.2 81 17 14

105.9 61 21 8

160.0 61 17 14

349.0 51 11 14

113.8 51 25 8

292.7 −60 −16 −19

389.9 −60 −10 −11

326.7 −65 −14 −21

423.8 −65 −10 −25

199.0 76 17 8

171.1 76 21 12

243.0 61 17 10

160.0 61 17 8

167.1 111 29 10

139.0 111 37 10

160.0 61 13 8

176.0 61 15 8

160.0 56 17 10

114.0 56 43 6

323.0 50 15 12

156.0 50 23 12

530.1 51 15 22

143.1 51 33 10

337.0 31 13 12

158.0 31 25 20

292.0 61 19 12

152.0 61 29 10

241.0 81 23 10

124.9 81 81 8

157.9 61 11 8

174.1 61 19 8

109.3 71 45 10

174.3 71 45 10

158.3 101 37 14

116.1 101 29 16

160.0 71 17 12

174.1 71 21 10

174.2 51 27 6

101.0 51 19 10

88.2 60 111 13

174.0 60 61 13

158.0 26 33 8

576.0 26 27 22

772.3 11 41 28

83.1 11 127 12

192.0 51 27 14

118.9 51 59 10

174.0 16 37 6

109.1 16 87 10

155.9 60 24 13

92.0 60 41 13

184.8 −75 −24 −7

118.8 −75 −42 −9

72.1 60 53 13

320.0 60 22 13

316.2 60 25 13

245.0 60 37 13

352.0 60 25 13

295.0 60 34 13

123.0 60 32 13

231.0 60 36 13

227.1 86 25 10

184.0 86 11 10

230.1 51 21 10

167.0 51 49 12

167.0 41 15 12

151.9 45 5 12

373.1 71 11 14

355.1 71 15 14

7.9 460.4 posi

3 Doxycycline 8.8 444.4

461.1

2 Chlortetracycline 8.7 478.9 posi 478.9

1

テトラサイクリン系
抗生物質

Oxytetracycline

posi 445.0

4 Tetracyclin 8.1 444.4 posi 445.1

7.6 349.4 posi

7 Cloxacillin 10.7 435.9

350.1

6 Amoxicillin 6.7 365.4 posi 365.9

5

ペニシリン系
抗生物質

Ampicillin

nega 434.1

8 Dicloxacillin 11.1 470.3 nega 468.0

9 Nafcillin 10.8 414.5 posi 415.0

10 Oxacillin 10.4 401.4 posi 401.9

11 Mecillinam 8.1 325.1 posi 326.0

12 Penicillin G 9.8 334.4 posi 335.0

13 Penicillin V 10.1 350.4 posi 350.9

8.2 454.5 posi

16 Cefalonium 7.7 458.5

455.0

15 Cefoperazone 8.6 645.7 posi 646.0

14

セファロスポリン系
抗生物質

Cefazolin

posi 458.8

17 Cefapirin 7.2 423.5 posi 423.8

18 Ceftiofur 9.2 523.6 posi 523.8

19 Cefalexin 7.6 347.4 posi 348.0

10.3 828.0 posi

22 Neospiramycin I 8.0 698.9

828.5

21 Mirosamicin 9.1 727.9 posi 728.5

20

マクロライド系
抗生物質

Josamycin

posi 350.3

23 Spiramycin I 8.2 843.1 posi 422.3

24 Tilmicosin 8.7 869.1 posi 870.7

25 Erythromycin A 9.3 733.9 posi 734.1

26 Tylosin 9.5 916.1 posi 916.5

772.4

27 Tiamulin 9.9 493.7 posi 494.3

Sulfamonomethoxine 8.9 280.1 posi

28 Leucomycin A5 9.9 771.9 posi

281.0

30 フェニコール系 Florfenicol 9.2 358.2 nega 355.9

29 サルファ剤

7.8 362.4 posi

33 Orbifloxacin 8.2 395.4

363.1

32 Enrofloxacin 8.1 359.4 posi 360.1

31

フルオロキノロン系

Marbofloxacin

396.0

34 葉酸拮抗剤 Ormetoprim 8.0 274.3 posi 275.1

posi

37 Diphenhydramine 9.4 255.4

posi

posi 256.5

300.0

36 Chlorpheniramine 8.8 274.8 posi 275.0

35

38 Dexamethasone 10.1 392.5 posi 393.0

その他
動物用医薬品

Metoclopramide 8.2 299.8
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2.8 添加回収試験 

均一化した牛筋肉及び牛腎臓試料に動物用医薬品

の一律基準である 0.01ppmになるように、1 μg/mL混

合標準溶液 50 μLを添加し、30分間静置したものを添

加回収試験用試料とした。牛腎臓試料で回収率が低下

する化合物が存在したため、比較のために、標準溶液

添加と同時に静置せずに抽出を開始した試料につい

ても併せて試験を実施した。 

 

3 結果及び考察 

3.1 LCカラムの検討 

GL Sciences製 InertSustainC18 カラム（2.1×100 mm、

3 μm）及び GL Sciences製 InertSustain AQ-C18 PEEKカ

ラム（2.1×100 mm、3 μm）について、10 ng/mLの混合標

準溶液を用いて比較検討した。 

結果、C18 カラムを使用した場合と比較して、AQ-C18 

PEEK カラムを使用した際の化合物のピーク面積及び高

さは、全ての化合物で同等以上（アモキシシリンを除き 1.0

～1.9倍程度）であった。特に、アモキシシリンの増加率は

高く、ピーク面積は 2.4 倍、高さは 4.8 倍であった。 AQ-

C18 PEEK カラムを使用した際の化合物の保持時間は、

C18 カラムと比較して保持が良好であり、アモキシシリン

以外の化合物では 0.2～0.6 分、アモキシシリンでは 2.1

分保持時間が長かった。保持時間が後ろへずれ、測定

対象物質の溶出時の有機溶媒濃度が高くなることで、イ

オン化効率が上昇したことが原因と考えられた。 

 

3.2 バイアルの検討 

既報 12)において、ガラス製バイアルよりも PP 製バイア

ルの方が 50 時間後においても安定したピーク面積で測

定可能であるが、PP 製バイアルの場合であっても 10%ア

セトニトリル（アセトニトリル/水(1:9)）溶液中のナフシリンの

ピーク面積が 45%まで減少する結果が確認された。本研

究では希釈溶液が異なるため、同様の検証を実施した。 

混合標準 10 ng/mL（アセトニトリル/水(3:2)溶液）を、

Waters 製不活性処理済み透明ガラスバイアル及び GL 

Sciences 製 PP 製透明バイアル（各 n=3）に調製し、調製

直後、10及び 50時間後（4℃冷蔵保存）に測定し、PP製

の調製直後のピーク面積を 100 として、比較した。 

結果、ガラス製バイアルでは調製直後でもピーク面積

が減少している化合物が 3 項目（ネオスピラマイシン I、ス

ピラマイシン I、チルミコシン）存在した。一方、PP 製バイ

アルでは調製後 50 時間後でも、ナフシリンを含む全化合

物のピーク面積でほぼ減少はみられなかった（表 2）。よっ

て、バイアルは PP 製を使用することとした。また、試験溶

液の調製においても、ガラス器具ではなく PP 製器具を使

用することとした。 

 

表 2 化合物のバイアルごとの経時変化(n=3) 

（希釈溶液：アセトニトリル/水(3:2)、調製直後(0H)、 

10時間後(10H)、50時間後(50H)の比較） 

 

 

3.3 標準品の保存性 

調製から半年後（褐色ガラス製保存容器、4℃冷蔵保

10H 50H 0H 10H 50H

1 Oxytetracycline 98 105 102 101 99

2 Chlortetracycline 90 103 101 96 101

3 Doxycycline 102 96 106 96 97

4 Tetracyclin 93 99 100 95 92

5 Ampicillin 99 101 103 102 104

6 Amoxicillin 100 118 104 108 118

7 Cloxacillin 95 117 104 103 129

8 Dicloxacillin 99 107 100 94 86

9 Nafcillin 87 89 102 87 92

10 Oxacillin 94 91 99 97 92

11 Mecillinam 91 98 100 95 100

12 Penicillin G 93 93 101 94 94

13 Penicillin V 96 95 106 95 93

14 Cefazolin 100 100 102 100 97

15 Cefoperazone 95 107 109 102 109

16 Cefalonium 88 99 104 99 97

17 Cefapirin 100 103 103 104 104

18 Ceftiofur 93 96 101 96 97

19 Cefalexin 92 96 98 93 94

20 Josamycin 89 93 97 90 93

21 Mirosamycin 88 97 97 89 98

22 Neospiramycin I 88 101 23 13 19

23 Spiramycin I 90 103 26 13 18

24 Tilmicosin 103 110 0 0 0

25 Erythromycin A 84 101 102 89 100

26 Tylosin 85 89 100 83 91

27 Tiamulin 90 100 99 93 98

28 Leucomycin A5 87 92 96 89 93

29 Sulfamonomethoxine 91 96 102 94 99

30 Florfenicol 93 91 98 102 82

31 Marbofloxacin 96 104 90 81 84

32 Enrofloxacin 95 105 93 86 85

33 Orbifloxacin 91 96 96 91 94

34 Ormetoprim 89 93 100 91 94

35 Metoclopramide 85 92 100 89 93

36 Chlorpheniramine 86 91 95 84 86

37 Diphenhydramine 89 95 98 88 95

38 Dexamethasone 90 88 101 89 105

No. 動物用医薬品名

調製直後のPP製バイアルの

ピーク面積を100とした値

PP製

バイアル

不活性処理済み
ガラスバイアル
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存）の混合標準溶液(各 10 μg/mL)と単品の標準原液を、

それぞれ 10 ng/mL に希釈し、ピーク面積を比較し、保存

性を確認した。 

混合標準中では、セファロスポリン系抗生物質が劣化

する傾向にあった。単品の標準原液については、ペニシ

リン系抗生物質のナフシリン、ペニシリン G（ベンジルペニ

シリン）、ペニシリン V（フェノキシメチルペニシリン）、セフ

ァロスポリン系抗生物質のセファピリン、セフロキシムの各

1,000 μg/mL アセトニトリル/水(2:3)溶液が大幅な減衰傾

向にあった。これら 5 種の標準原液を用時調製し、測定

直前に混合標準液を調製することとした。今後、標準原

液や混合標準溶液の保存瓶についても、ガラス製と PP

製を比較検討する必要がある。 

 

3.4 添加回収試験 

動物用医薬品 38 項目に対して、牛筋肉及び牛腎臓を

用いた添加回収試験の結果(n=5)を表 3 に示す。牛腎臓

の 2 項目を除き、ガイドラインの示す目標値である真度

（回収率）70～120%、併行精度 25%未満の範囲に入り、

概ね良好な結果であった。牛筋肉の回収率は 70～98%、

併行精度は 0.8～9.7%、牛腎臓では回収率が低い 2 項

目を除き 72～96%及び 1.4～9.9%であり、本法は、スクリ

ーニング検査として十分使用できる試験法であった。 

添加回収率が低い物質は、牛腎臓でのセファピリン、

セフチオフルの 2 項目であった。回収率低下の原因を探

るため、標準添加と同時に抽出操作を開始する添加回収

試験を実施したところ、セファピリンは回収率 97%、併行

精度 6.1%、セフチオフルは回収率 97%、併行精度 6.1%

と、良好な結果であった。つまり、既報 10,21–23)どおり、セフ

ァピリンは酵素反応の影響で脱アセチル化セファピリンに、

セフチオフルは、デスフロイルセフチオフルに代謝され、

回収率が低下したと考えられる。今後、代謝物を含めた

定量や、酵素反応が進まない条件（温度・pH）等を検討

する必要がある。 

 

4 まとめ 

牛筋肉及び牛腎臓中の動物用医薬品 38 項目につい

て、LC-MS/MS によるスクリーニング分析法を検討した。

LCカラムに AQ-C18 PEEKカラムを使用することで、特に

アモキシシリンについて感度良く測定することができた。

また、混合標準溶液をアセトニトリル/水(3:2)で希釈した場

合でも PP製バイアルが有用であり、50時間後でも安定し

た測定が可能であった。添加回収試験を行った結果、牛

腎臓の 2 項目（セファピリン、セフチオフル）を除き、ガイド

ラインの真度及び併行精度の目標値を満たした。 

 

5 今後の展望 

今後、標準原液や混合標準溶液の保存瓶の検討、代

謝物を含めた定量、酵素反応が進まない条件の探索、今

回対象から除いたアミノグリコシド系抗生物質の一斉分析

を検討する予定である。 

 

表 3 添加回収試験結果(n=5) 

 

 

No 動物用医薬品名 牛筋肉 牛腎臓

1 Oxytetracycline 74(7.7) 84(9.7)

2 Chlortetracycline 73(2.9) 77(6.8)

3 Doxycycline 73(4.1) 76(5.0)

4 Tetracyclin 73(8.6) 72(2.6)

5 Ampicillin 73(4.8) 86(4.4)

6 Amoxicillin 82(7.1) 93(5.7)

7 Cloxacillin 78(8.6) 94(7.7)

8 Dicloxacillin 71(5.6) 85(9.9)

9 Nafcillin 81(0.8) 87(1.4)

10 Oxacillin 91(1.9) 89(2.7)

11 Mecillinam 82(6.8) 92(6.4)

12 Penicillin G 87(5.7) 92(2.5)

13 Penicillin V 83(4.8) 85(2.2)

14 Cefazolin 83(9.0) 78(9.8)

15 Cefoperazone 85(9.7) 81(8.4)

16 Cefalonium 82(4.6) 94(8.8)

17 Cefapirin 75(8.4) 55(46)

18 Ceftiofur 70(4.6) 58(27)

19 Cefalexin 74(8.7) 91(6.1)

20 Josamycin 90(6.9) 90(6.4)

21 Mirosamicin 94(5.4) 85(4.7)

22 Neospiramycin I 83(5.3) 80(7.8)

23 Spiramycin I 84(5.1) 81(6.5)

24 Tilmicosin 96(5.5) 94(9.1)

25 Erythromycin A 93(5.5) 81(1.5)

26 Tylosin 87(4.7) 85(3.1)

27 Tiamulin 93(3.0) 94(4.5)

28 Leucomycin A5 92(4.6) 85(4.5)

29 Sulfamonomethoxine 91(8.5) 95(7.3)

30 Florfenicol 88(7.4) 93(6.7)

31 Marbofloxacin 84(6.4) 95(3.0)

32 Enrofloxacin 90(7.5) 89(3.4)

33 Orbifloxacin 85(5.9) 96(8.3)

34 Ormetoprim 90(2.2) 90(4.9)

35 Metoclopramide 94(3.2) 91(3.4)

36 Chlorpheniramine 96(5.0) 81(3.4)

37 Diphenhydramine 98(2.3) 91(4.0)

38 Dexamethasone 93(4.3) 89(8.1)

( )内の数字は併行精度(%)
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