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A. 研究目的 

アミノグリコシド系抗生物質は、人や動物用の

医薬品として広く使用されている。 

農薬・動物用医薬品等の成分である物質に

ついては、使用された動物由来の食品の摂食に

より人の健康に害を及ぼすことのないよう、食品

中の残留基準が設定されており、アミノグリコシド

系抗生物質についても、動物用医薬品として使

用される物質については食品中の残留基準が

設定されている。したがって、各食品中のアミノ

グリコシド系抗生物質を検査する必要があるが、

効率的な検査を実施するためには、食品中アミ

ノグリコシド系抗生物質の簡易・迅速・高精度な

分析法が必要不可欠である。 

畜水産食品中のアミノグリコシド系抗生物質の

試験法としては、「ゲンタマイシン試験法（畜水

産物）」及び「ジヒドロストレプトマイシン、ストレプ

トマイシン、スペクチノマイシン及びネオマイシン

試験法（畜水産物）」が通知されているが、食品

によっては効率的に精確な分析値が得られない

場合があることが報告されている。また、当該試

験法は、LC-MS(/MS)測定においてイオンペア

試薬（ヘプタフルオロ-n-酪酸）を含む移動相が

使用されているが、LC-MS 用のイオンペア試薬

の多くは腐食性が高く、分析機器への負担が大

きい。 

以上のような理由から、本研究においては、

食品中のアミノグリコシド系抗生物質の簡易・迅

速、高精度な分析法の開発を検討した。 

研究初年度である平成 28 年度は、非常に極

性が高い物質であるアミノグリコシド系抗生物質

について、イオンペア試薬を使用することなく、

また、誘導体化などの煩雑な操作を行うことなく、

LC-MS/MS で高感度且つ高精度に測定可能な

測定条件の確立について検討した。 

 

B. 研究方法 

①検討対象化合物 

 検討対象化合物は、アミノグリコシド系抗生物

質の中から構造や分子量、物性等を考慮し、ア

プラマイシン、アミカシン、カスガマイシン、カナ

マイシン、ゲンタマイシン C1（ゲンタマイシンの主

要構成成分）、ジヒドロストレプトマイシン、ストレ

プトマイシン、スペクチノマイシン、ネオマイシン

研究要旨 

食品中アミノグリコシド系抗生物質の簡易・迅速な分析法の開発を目的として、先ず、アミノグリコ

シド系抗生物質の高感度且つ高精度な測定法の確立について検討した。 

両性イオン型官能基を修飾した親水性相互作用クロマトグラフィー用分析カラムを使用し、適切な

移動相条件を検討した結果、選択した全ての検討対象化合物（11 化合物）において比較的良好な

ピーク形状が得られた。 
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、ネチルマイシン及びハイグロマイシン B（ハイグ

ロマイシンの主要構成成分）の合計 11 化合物を

選択した。 

②標準原液及び標準溶液の調製 

 選択した検討対象化合物について、それぞれ

1 mg/mL の標準原液を調製した。次いで、調製

した標準原液を 0.1 vol%ギ酸及び 0.1 vol%ギ酸

・アセトニトリル溶液（1：1）混液で希釈・混合し、

必要な濃度の標準溶液もしくは混合標準溶液を

調製した。 

③タンデム型質量分析条件の設定 

 調製した標準溶液を用いて、タンデム型質量

分析計（MS/MS）における測定条件の最適化を

行った。すなわち、各検討対象化合物の 10 

μg/mL 標準溶液をそれぞれフローインジェクショ

ンでMS/MS に注入し、プリカーサーイオン、プロ

ダクトイオン、コーン電圧及びコリジョンエネルギ

ー等の測定パラメータを最適化した。 

④液体クロマトグラフィー条件の検討 

 液体クロマトグラフ（LC）における測定条件の

検討は、種々の分析カラムと移動相を用いて測

定を行い、各検討対象化合物について得られた

ピーク形状や測定感度等を比較・考察し、最適

測定条件の設定を試みた。なお、本検討には各

検討対象化合物 100 ng/mL の混合標準溶液を

用いた。 

⑤装置及び測定条件等 

 以下に、本研究で使用した装置及び測定条件

等を示した。 

LC：Acquity UPLC（Waters 製） 

分 析 カ ラ ム ： ZIC-cHILIC PEEK HPLC 

Column（内径 2.1 mm、長さ 150 mm、粒子径

3 μm、MERCK MILLIPORE 社製） 

カラム温度：40℃ 

流速：0.4 mL/分 

注入量：5 μL 

移動相： 

A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 

2.5）、など 

B 液 0.1 vol%ギ酸・アセトニトリル溶液 

グラジエント条件： 

t0, B=50%； t5, B=50%； t15, B=5%； t25, 

B=5%； t25.1, B=50%； t35, B=50% 

MS/MS：Xevo TQ-S（Waters 製） 

ソース温度：150℃ 

脱溶媒温度：600℃ 

窒素ガス流量：1000 L/hr 

コーンガス流量：150 L/hr 

キャピラリー電圧：1.5 kV 

イオン化法：エレクトロスプレーイオン化（ESI）

法・ポジティブイオンモード 

 

C. 研究結果及び考察 

①タンデム型質量分析条件の設定 

 MS/MS 測定条件の最適化において得られた、

各検討対象化合物のプリカーサーイオン、プロ

ダクトイオン、コーン電圧及びコリジョンエネルギ

ー等を表 1 に示した。表 1 に示される通り、全て

の検討対象化合物は、ESI のポジティブイオン

モードにおいて「プロトン付加分子イオン」と推察

されるイオンが検出された。本研究では、これら

のイオンを検討対象化合物のプリカーサーイオ

ンとして選択した。プロダクトイオンは、選択した

プリカーサーイオンを衝突誘起解離によりフラグ

メント化して得られるイオンの中から、最もイオン

強度が高いイオンを選択した。 

 以上のように、MS/MS 測定における測定イオ

ンとして、各検討対象化合物に特異的と考えら

れるイオンを選択可能であったことから、設定し

た MS/MS 条件を適切な LC 条件と組み合わせ
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ることにより、誘導体化等の煩雑な操作を行うこ

となく、各検討対象化合物を複雑な食品マトリッ

クス中から特異的に検出可能であることが期待さ

れた。 

②液体クロマトグラフィー条件の検討 

 LC における測定条件の検討は、先ず種々の

分析カラムを用いてアミノグリコシド系抗生物質

測定への適用性を検討した。親水性相互作用ク

ロマトグラフィーで一般的に使用されるカルバモ

イル基、トリアゾール基、ジオール基を修飾した

分析カラムを検討したところ、全ての検討対象化

合物においては満足できる保持、ピーク形状及

び測定感度が得られなかった。 

そ こ で 、 両 性 イ オ ン 型 官 能 基 を 修 飾 し た

ZIC-HILIC 及び ZIC-cHILIC（共に MERCK 

MILLIPORE 社製）を検討したところ、イオンペア

試薬を用いることなく、非常に高い極性を有する

検討対象化合物について良好な保持が得られ

たことから、以降、これら 2 種の分析カラムを用い

て最適な移動相条件の検討を実施した。 

 LC-MS/MS 測定の移動相として一般的に使用

される 0.1 vol%ギ酸及び 0.1 vol%ギ酸・アセトニ

トリル溶液を用いた場合には、ZIC-HILICではカ

スガマイシン及びスペクチノマイシンのみの溶出

が確認された。一方、ZIC-cHILIC では、ネオマ

イシンを除く検討対象化合物について溶出が確

認されたものの、アプラマイシン、ゲンタマイシン

C1、ネオマイシン及びネチルマイシンではピー

クのテーリングが確認され、良好なピーク形状が

得られなかった。これらの結果から、ZIC-HILIC

は検討対象化合物の保持が強すぎると判断し、

以降はZIC-cHILICについて適切な移動相条件

の検討を行った。 

 分析カラムに ZIC-cHILIC、移動相に 0.1 vol%

ギ酸及び 0.1 vol%ギ酸・アセトニトリル溶液を用

いた場合には、ネオマイシン以外の検討対象化

合物は溶出可能であったものの、アプラマイシン、

ゲンタマイシン C1、ネオマイシン及びネチルマイ

シンにおいてはピークのテーリングが確認された。

そこで、ネオマイシンの溶出、並びに、テーリン

グが確認された検討対象化合物のピーク形状の

改善を目的として、移動相 A 液のギ酸濃度を 0.2 

vol%に増加して測定を行った。その結果、ネオ

マイシンについても溶出が確認され、本研究で

選択した全ての検討対象化合物の保持・溶出が

可能であることが確認された一方、テーリングが

確認された検討対象化合物のピーク形状は改

善されなかった。 

 次いで、検討対象化合物のピーク形状の改善

を目的として、移動相の添加剤（塩）濃度の検討

を行った。添加する塩としては、MS/MS 測定に

おける揮発性等を考慮してギ酸アンモニウムを

選択した。なお、上述の通り、全検討対象化合

物の溶出には低pH条件が必要と考えられたこと

から、移動相の pH は 0.2 vol%ギ酸の pH と同様

に 2.5 に調整（ギ酸を用いて pH 調整）した。移動

相 A 液に 0.2 vol%ギ酸、2 mmol/L ギ酸アンモニ

ウム溶液（pH 2.5）、5 mmol/L ギ酸アンモニウム

溶液（pH 2.5）、10 mmol/L ギ酸アンモニウム溶

液（pH 2.5）、20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液

（pH 2.5）及び 50 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液

（pH 2.5）を用い、各検討対象化合物のピーク形

状及び測定感度等を比較検討した。 

 図 1 に、0.2 vol%ギ酸、5 mmol/L ギ酸アンモニ

ウム溶液（pH 2.5）及び 20 mmol/L ギ酸アンモニ

ウム溶液（pH 2.5）で得られた各検討対象化合物

のクロマトグラムを示した。図 1 に示される通り、

移動相 A 液にギ酸アンモニウムを添加すること

により、検討対象化合物のピーク形状を改善可

能であることが推察された。 
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 また、表 2 に、本検討で得られた各検討対象

化合物の保持時間、ピーク面積、ピーク高さ及

び S/N を示した。また、ピーク形状の指標として

「高さ/面積」の値を示した。一般的には、算出し

た「高さ/面積」の値が大きい程、ピーク形状は良

好になるものと予想された。表 2 に示される通り、

移動相A液中のギ酸アンモニウム濃度の増加に

伴い、「高さ/面積」の値が増加する傾向が確認

された。このことから、移動相 A 液中のギ酸アン

モニウム濃度の増加に伴い、各検討対象化合

物について得られるピーク形状も良好になること

が予想された。 

 一方、表 2 に示される通り、移動相 A 液中のギ

酸アンモニウム濃度の増加に伴い、各検討対象

化合物で得られるピーク面積、ピーク高さ及び

S/N は減少する傾向が確認された。 

 本研究では、検討対象化合物のピーク形状と

測定感度の兼ね合いを考慮し、移動相 A 液とし

ては 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5）

を選択した。 

 以上の検討結果及び考察から、本研究で設定

した LC-MS/MS 測定条件を用いることで、イオン

ペア試薬を使用することなく、また、誘導体化な

どの煩雑な操作を行うことなく、多くのアミノグリコ

シド系抗生物質を特異的且つ簡便に測定可能

であると考えられた。 

③設定した LC-MS/MS 測定条件下における各

検討対象化合物の測定 

 本研究で設定した LC-MS/MS 測定条件下で、

各検討対象化合物 100 ng/mL の混合標準溶液

を 10 併行で測定した。結果を表 3 に示した。 

 表 3 に示される通り、各検討対象化合物の保

持時間の変動は 0.3 RSD%未満であり、繰り返し

測定における保持時間のずれはほとんど無いこ

とが確認された。 

 一方、ピーク面積値の変動は 2.4～16.3 RSD%

であり、特にゲンタマイシン C1、ネオマイシン及

びネチルマイシンにおいて変動が大きいことが

確認された。今回の繰り返し測定においては、

全検討対象化合物について、測定回数の増加

に伴うピーク面積値の減少傾向が確認された。

ゲンタマイシン C1、ネオマイシン及びネチルマイ

シンについては特に減少の割合が大きく、その

結果、ピーク面積値の変動が大きくなったものと

考えられた。 

 今回の検討で確認されたピーク面積値の減少

傾向の原因を調査し、全検討対象化合物につ

いてより安定した測定結果が得られるよう、測定

条件を改善する必要があると考えられた。 

 

D．結論 

 食品中アミノグリコシド系抗生物質分析法の開

発を目的として、研究初年度である平成 28 年度

は、LC-MS/MS を用いたアミノグリコシド系抗生

物質の高感度且つ高精度な測定法の確立につ

いて検討した。 

 MS/MS 測定条件については、各検討対象化

合物の測定条件（プリカーサーイオン、プロダク

トイオン、コーン電圧及びコリジョンエネルギー）

を設定した。LC条件については、種々の検討結

果から、分析カラムとして ZIC-cHILIC（MERCK 

MILLIPORE 社製）、移動相として 20 mmol/L ギ

酸アンモニウム溶液（pH 4.5）及び 0.1 vol%ギ

酸・アセトニトリル溶液を用いることで、全ての検

討対象化合物について良好なピーク形状が得

られた。 

 設定した LC-MS/MS 条件を用いて各検討対

象化合物の繰り返し測定を行ったところ、一部の

化合物においては測定回数の増加に伴うピーク

面積値の減少傾向が大きいことが確認されたこ
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とから、原因を調査した後、測定条件の若干の

改善が必要であると考えられた。 

 

E. 健康危険情報 

なし 

 

F. 研究発表 

1．論文発表 

なし 

 

2．学会発表 

なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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表 1 タンデム型質量分析における検討対象化合物の測定条件 
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図 1-1 アプラマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

 

 

  



－ 88 － 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 アミカシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-3 カスガマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-4 カナマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-5 ゲンタマイシン C1 のクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-6 ジヒドロストレプトマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-7 ストレプトマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-8 スペクチノマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-9 ネオマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-10 ネチルマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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図 1-11 ハイグロマイシンのクロマトグラム 

     上段：移動相 A 液 0.2 vol%ギ酸 

     中段：移動相 A 液 5 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 

     下段：移動相 A 液 20 mmol/L ギ酸アンモニウム溶液（pH 2.5） 
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表 2-1 各移動相条件におけるアプラマイシンの測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-2 各移動相条件におけるアミカシンの測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-3 各移動相条件におけるカスガマイシンの測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-4 各移動相条件におけるカナマイシンの測定結果 
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表 2-5 各移動相条件におけるゲンタマイシン C1 の測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-6 各移動相条件におけるジヒドロストレプトマイシンの測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-7 各移動相条件におけるストレプトマイシンの測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-8 各移動相条件におけるスペクチノマイシンの測定結果 
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表 2-9 各移動相条件におけるネオマイシンの測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-10 各移動相条件におけるネチルマイシンの測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-11 各移動相条件におけるハイグロマイシンの測定結果 
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表 3 標準溶液の測定結果 
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