
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

はじめに 

デオキシニバレノール(DON)は，一般に赤カビとよば

れるフザリウム(Fusarium)属の真菌により産生されるト

リコテセン系カビ毒の一種である(図1)．DONは植物病

原性を有するフザリウム属菌が，小麦，大麦，トウモロ

コシ等の主要穀類に圃場で感染し産生されることから，

食品汚染の原因となっている．トリコテセン系カビ毒の

毒性は，タンパク合成阻害，核酸合成阻害，免疫毒性等

があり，急性毒性としては，嘔吐，下痢などの消化管障

害を呈する
1－3)

．フザリウム属の真菌は我が国の土壌にも

生息しており，日本の気象条件でもトリコテセン系カビ

毒の生産が可能で，国産農産物への汚染が問題となって

いる
3 , 4)

．食品中のDONの規制は，欧米諸国を中心に300

～2000μg/kgに設定されている
4)
．我が国では平成14

年に小麦中のDONに対し1.1ppmの暫定基準値が設定さ

れた．DONの試験法は，定性及び定量試験として紫外分

光光度型検出器付高速液体クロマトグラフィー(UV-

HPLC)法が，確認試験として液体クロマトグラフィー/

質量分析法(LC-MS)またはガスクロマトグラフィー/質量

分析法(GC-MS)が厚生労働省通知に示されている
5)
．しか

し，DONのUV-HPLCでの測定波長220nmは，多くの

有機化合物が吸収を持つため選択性が低く夾雑物質の影

響を受けるので，定量性に問題がある．またGC-MS法で

はDONを誘導体化する必要があり，抽出操作が煩雑であ

る．LC-MS法について，Agilent社製LC/MSD1100シ

リーズSLで検討したところ，イオンソースをAPCIとし

ネガティブモードで，移動相に酢酸アンモニウムを加え

測 定 す る と き ， DON の 酢 酸 付 加 イ オ ン で あ る

[M+CH3COO]
－
のm/z 355を定量イオンとし測定するこ

とが可能であった．しかし，食品によってはDONの測定

イオンと同様のm/z を有する夾雑物質により測定が妨害

される恐れがあった．また，APCIの測定では，移動相

にアセトニトリルを用いると，コロナニードルの先端が

炭化しやすくなり，感度低下を起こす要因となるので，

移動相の有機溶媒の選択に制限が生じた． 
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一方，近年普及してきた高速液体クロマトグラフ/タ

ンデム質量分析装置(LC-MSMS)の活用は，食品由来の夾

雑成分中から多数の目的物質を精度よく検出するため

に，DONの分析において非常に有効であると思われる．

著者らは，従来からイオントラップ機能を有するLC-

MSMSが，プロダクトイオンスキャン(EPI)やマルチプル

リアクションモニタリング(MRM)等の機能により，高感

度測定と構造解析能を合わせ持ち，高い選択性を有する

ことに着目し，検査の確認に活用してきた
6)
．そこで，

今回DONの分析法としてイオントラップLC-MSMSによ

る確認法及び定量法を確立し，日常検査への適用につい

て検討したので報告する． 

 

 

 

 

 

 

 

 
C15H20O6：M.W.296.32 

 
図１ デオキシニバレノールの構造式 

 

実験方法 

1．試料及び試薬 

 試料は神奈川県内で販売されていた小麦(玄麦)を分析

対象とし，粉砕混合したものを用いた． 

 デオキシニバレノール標準品は和光純薬工業(株)製を

用いた．標準品10mgを精秤し，アセトニトリルに溶解

して100μg/mlとしたものを標準原液とした．標準原液

をメタノール-水(10:90)で段階的に希釈し各濃度の標準

溶液とした．多機能ミニカラムはRomer Labs社製

MultiSep＃227を用いた．ガラス繊維ろ紙はWhatman

社製GF/Bを用いた．アセトニトリル，メタノールは和

光純薬工業(株)製残留農薬分析用及びLC-MS用を用い，

他は特級を用いた． 

2．装置及び分析条件 

LC-MSMS は Applied Biosystems 社 製 Qtrap
TM

 LC- 

MSMSを用い，イオン源はESIを使用した．イオン化

－28－ 



               Bull. Kanagawa Ins. of P.H.                         No.37 2007 

モードはネガティブ，イオンスプレー電圧 -4.2kV，イ

オン源温度480℃，ネブライザーガス圧は70psiで測定し

た．MRMモードではプレカーサイオンはm/z295，プロ

ダクトイオンは定量イオンm/z 265(コリジョンエネル

ギー(CE) -12V)，参照イオンm/z 138(CE -28V)で測定

し た ． 分 析 カ ラ ム は 東 ソ ー 社 製 TSK-Gel 100-

V(2.1mmi.d.×150mm，3μm)を用い，カラム温度

40℃，移動相はアセトニトリル-2mM酢酸アンモニウム

を用い，0-20min；(5:95)から(50:50)までの直線グラ

ジェント，流速0.2ml /minで送液し，注入量5μlで分析

した． 

ラグメントイオンが共に検出されるCE= -25Vを最適条

件とした(図2)とき，EPIによる分析では0.25ngまでの範

囲で同様のスペクトルが得られた．これらのスペクトル

は化合物の構造情報を反映しており，定性分析の指標と

して有効であると考えられた． 

 2)MRM分析条件 

EPIモードよりさらに高感度な測定による定量，確認

のためMRMモードによる分析条件について検討した．

イオン源をESI，ネガティブモードでイオンソースの最

適化を行い，[M-H]
－
であるm/z295をプレカーサイオン

とし，[M-H]
－
から派生するプロダクトイオンのうち，最

も感度が強く得られたm/z 265を定量イオン，次に感度

が強く得られたm/z 138を参照イオンとした．DONのモ

ニターイオンによるクロマトグラムを図3に示した．定

量イオンで検量線を作成したところ，0.025～2.5ngの範

囲で良好な直線性を示し，検量線の相関係数(r)は0.9999

であった(図4)．また0.025，0.05，0.5，1.25，2.5ng 

3．試験溶液の調製 

 試験溶液の調製法は通知法
5)
に準じて行った．粉砕均

一化された試料の25.0gを三角フラスコに量り採り，ア

セトニトリル-水(85:15)100mlを正確に加えて振とう機

を用いて30分間激しく振とうした後，ガラス繊維ろ紙を

用いて吸引ろ過した．多機能ミニカラムに抽出液10ml

を注入し，毎分1ml以下の流速で流出させた．初流通過

液約3mlを捨て，DONが流出する分画の約5mlを採取し

た．この流出液の4.0mlをナス型フラスコに正確に採

り，45℃以下で溶媒を除去した．残留物にメタノール-

水(10:90)1.0mlを加えて溶かした後，13000rpmで5分

間遠心分離し，上澄液を試験溶液とした． 

 

結果と考察 

1．LC-MSMS測定条件について 

1)EPI分析条件 

 分析の選択性を高めるために，構造情報の得られる，

イオントラップLC-MSMS特有の機能のEPIモードの測定

条件について検討した．DONはイオン源をESIとし，ネ

ガティブモードでイオン化が可能であった．DON標準溶

液について，[M-H]
－
のプレカーサイオンと，それぞれ複

数のプロダクトイオンが測定できる条件を求めた．CE= 

-10Vのときは [M-CH2O]
－
のm/z 265のフラグメントイ

オンが大きく現れ，CE= -30Vのときは代わってm/z138

のフラグメントイオンが大きく現れた．[M-H]
－
と他のフ 

図３ LC-MSMS（MRM）によるDONのクロマト 

グラム(0.1ppm) 

上段：m/z295→265（定量イオン） 

下段：m/z295→138（確認イオン） 

y = 113061x - 202.66
R = 0.9999
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図４ LC-MSMS（MRM）によるDONの検量線 図２ LC-MSMS（EPI）によるDONのスペクトル 
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の各注入量における測定を5回行いピーク面積の変動係

数を求めたところ，各注入量における変動係数は10％以

内であり満足できる分析精度が得られた．検量線の最小

濃度付近の標準溶液を5回測定して得られた標準偏差の

10倍から算出した定量限界は0.01μg/gであり，HPLC

法で示された定量限界値の0.1μg/g
7)
を十分満たすもので

あった．標準偏差の3倍から算出した検出限界は0.005 

μg/gであった． 

LC-MSMSのMRM分析で物質を同定する方法につい

て， EUのガイドライン
8)
では「定量イオンに対する参

照イオンの強度比が一定範囲にあることで物質を同定す

る」としている．そこで注入量の違いが，強度比に及ぼ

す影響について調べた．DON標準溶液の0.025，0.05，

0.5，1.25，2.5ngの各注入量における定量イオンに対す

る参照イオンの強度比(R/T)を求めたところ，R/Tの平

均値は0.70±0.07であった．EUのガイドラインに従う

と，R/Tが0.5より大きいときの変動の許容範囲は±20%

となっており，これを今回の検討で得られたDONのR/T

に当てはめると，R/Tの許容範囲は0.56～0.84となっ

た．R/Tの実測値は0.025～2.5ngの範囲で0.68～0.76で

あり，これはEUのガイドラインで示している許容範囲

を十分に満足する値であった． 

このことから，定量イオンに対する参照イオンの強度

比は，目的物質の注入量に影響されず，強度比が一定の

範囲内にあることが明らかになり，MRM測定における

物質の同定の指標となることが確認された． 

 3)添加回収試験及び残留実態調査 

 通知法では検査に用いる試料量を50.0gとしている

が，市販の食材の一包装量が少量である時を考慮し，試

料量を1/2の25.0gとし，抽出溶媒等も1/2に変更するこ

ととした．本法を用いて，小麦にDONを0.1μg/g及び

0.5μg/g添加して回収試験(n=5)を行った．0.1μg/g添

加のときの回収率は95.7±4.6%，相対標準偏差は4.8%，

0.5μg/g添加のときの回収率は100.1±3.3%，相対標準

偏差は3.3%と良好であった． 

 また，本法を用いて平成17～18年度に神奈川県内に

流通する小麦(玄麦)６検体についてDONの残留実態調査

を実施したところ，いずれも不検出であった． 

 

まとめ 

フザリウム(Fusarium)属の真菌により産生されるトリ

コテセン系カビ毒のDONについて， LC-MSMSによる

定量･確認法を確立し，日常検査への適用を検討した．

LC-MSMSによる測定では，誘導体化等の複雑な前処理

を行うことなく，簡便な抽出法で得られたサンプルでの

測定が可能であった．また，イオントラップLC-MSMS

のEPIやMRMによる分析は，より高感度であり構造情報

も得ることができるため，分析精度を飛躍的に向上させ

ることができることが明らかになった．DONの類縁体で

あるニバレノールなど，我が国ではまだ規制値が定めら

れていないが，食品汚染が懸念されるカビ毒が多数知ら

れている．今後はこのようなカビ毒に対しても，LC-

MSMS等を用いた分析法を導入し，市販食品のモニタリ

ング調査を進めていきたいと考える．  

（平成19年７月20日受理） 
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