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A．研究目的 

 精密な暴露量の推定や、農産物に残留す

る農薬の成分の量の限度値（最大残留基準

値、以下、MRL）設定の必要の判断には、

農産加工品における残留物の挙動を知ら

なければならない（加工試験）。また、設

定された MRL への適合判定を目的とした

分析においては、使用する分析法が必要と

される性能規準を満たしているかを評価

しなければならない（妥当性確認）。本来、

これらの加工試験や妥当性確認には、農薬

等を投与した結果として生じる残留物を

含む試料（インカード試料）を使用しなけ

ればならない。農薬等の新規登録時であれ

ば作物残留試験等を通じてインカード試

料を作成することが可能である。しかし、

すでに設定されている MRL に関するデー

タギャップを埋めるために、新たな作物残

 研究要旨 

 本研究では、新たな作物残留試験等の実施が困難な場合に、加工試験や妥当性確認に

おいて利用可能なインカード試料（葉菜類等）の作成について検討し、作成したインカ

ード試料における残留物を評価した。比較的短期間に栽培することが可能な葉菜類（コ

マツナ・チンゲンサイ・ホウレンソウ）のインカード試料をノイバウエル法を用いて作

成した。コマツナとホウレンソウは、試験区間差が少ないインカード試料が作成できた。

再現性の高いインカード試料を作成するにあたり、栽培環境を制御できるノイバウエル

法が適すると予想されたが、作物種によっては、生育のばらつきが大きくなることが確

認された。しかしながら、ノイバウエル法は、比較的短期間で多くのインカード試料を

作成できることから、作物種の特性に応じて、活用するべきだと考えられる。また、公

示試験法による各農薬成分（アゾキシストロビン、ピリダリル、ベンチオピラド、メタ

フルミゾン）含有量は、植物体の大きさ、ならびに、散布した農薬成分量と関係性が認

められなかった。残存する農薬成分含有量の関係に関して、今後更に検討が必要と考え

られる。 
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留試験等を実施することは不可能である。 

本研究では、新たな作物残留試験等の実

施が困難な場合に、加工試験や妥当性確認

において利用可能なインカード試料（葉菜

類等）の作成について検討し、作成したイ

ンカード試料における残留物を評価する。 

 

B．研究方法 

1）インカード試料（コマツナ・チンゲン

サイ・ホウレンソウ）の作成方法 

 一般的にバイオアッセイ試験を行う場

合、一定の施肥量に対する作物生育量の再

現性を得るために、作物を一定の環境条件

下で栽培する。中でも最も一般的な栽培方

法が、新規登録をする化学肥料の肥効試験

に用いられるノイバウエル法である。本研

究では、比較的短期間に栽培することが可

能な葉菜類（コマツナ・チンゲンサイ・ホ

ウレンソウ）のインカード試料をノイバウ

エル法を用いて作成した。 

 ノイバウエルポット（1/10,000 a）に、

予め化学肥料を混和し、最大容水量の

40％となるように水分調整した土壌試料

（未耕地黒ぼく土）を充填した。混和し

た化学肥料のうち、N は硝酸アンモニウ

ムにて 200 ㎎ N/pot（200 kgN/ha）、K は塩

化カリウムにて 200 ㎎ K2O/pot（200 kg 

K2O/ha）、P はリン酸水素カルシウム二水

和物にて 200 ㎎ P2O5/pot（200 kg P2O5/ha）

となるように施用した。化学肥料を混和

した土壌を充填したノイバウエルポット

は、各農薬 1 成分あたり 3 ポット（3 反復

分）を準備した。 

 コマツナの場合、準備したノイバウエ

ルポットにコマツナ（品種；CR 葉山）種

子 5 粒を播種した。播種後 18 日目に草丈

（cm）を計測する第一回目の生育調査を

行った。播種後 24 日目に間引きを行い、

ノイバウエルポット内のコマツナを 2 株

に調整後、第二回目の生育調査を行った。

第三回目の生育調査は、播種後 35 日目に

行った。コマツナに対して、各農薬成分

の使用回数が最大となり、且つ、各農薬

成分に定められた使用時期の収穫前期日

ならびに使用間隔が最小となるように、

播種後 39 日目（収穫 12 日前）、播種後 44

日目（収穫 7 日前）、播種後 47 日目（収

穫 4 日前）、播種後 50 日目（収穫 1 日前）

に計四回の農薬散布を行った。 

 チンゲンサイの場合も、コマツナと同

様に、準備したノイバウエルポットに種

子（品種；長江）5 粒を播種した。播種後

18 日目に草丈（cm）を計測する第一回目

の生育調査を行った。播種後 24 日目に間

引きを行い、ノイバウエルポット内のチ

ンゲンサイを 2 株に調整後、第二回目の

生育調査を行った。第三回目の生育調査

は、播種後 35 日目に行った。チンゲンサ

イに対して、各農薬成分の使用回数が最

大となり、且つ、各農薬成分に定められ

た使用時期の収穫前期日ならびに使用間

隔が最小となるように、播種後 39 日目（収

穫 12日前）、播種後 44日目（収穫 7日前）、

播種後 47 日目（収穫 4 日前）、播種後 50

日目（収穫 1 日前）に計四回の農薬散布

を行った。 
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 ホウレンソウも、コマツナ、チンゲン

サイと同様に、種子（品種；パレード）5

粒を播種した。播種後 7 日目と 18 日目に

草丈（cm）を計測する生育調査を行った。

ホウレンソウに対して、各農薬成分の使

用回数が最大となり、且つ、各農薬成分

に定められた使用時期の収穫前期日なら

びに使用間隔が最小となるように、コマ

ツナとチンゲンサイと同様に農薬散布日

を調整したが、第一回目の農薬散布を播

種後 22 日目（収穫 40 日前）に行った。

再度、収穫日を調整し、播種後 55 日目（収

穫 7 日前）、播種後 58 日目（収穫 4 日前）、

播種後 61 日目（収穫 1 日前）に残り三回

の農薬散布を行った。 

 散布した農薬成分は、栽培対象作物に使

用登録がとれており、且つ、オクタノール

/水分配係数（以下、Log Pow）が異なる 4

成分を選定した。すなわち、ピリダリル

（Log Pow=8.1）、メタフルミゾン（Log 

Pow=5.1）、ペンチオピラド（Log Pow=3.2）、

アゾキシストロビン（Log Pow=2.5）の 4

成分とした。栽培したコマツナ・チンゲン

サイ・ホウレンソウには、各農薬成分を含

有し製品化され、一般に販売されている農

薬剤を用いて、各農薬成分を散布した。各

農薬剤の希釈倍率は一律 500 倍希釈とし

た。 

 各作物の栽培期間中の散水量は、蒸散

量相当とした。すなわち、栽培前にあら

かじめ測定していた重量（ノイバウエル

ポット＋充填した最大容水量 40％調整済

み土壌重量）から、散水前に測定したノ

イバウエルポット重量を差し引いた重量

の水量（蒸散量相当）を散水した。散布

した農薬に関しても、散水量と同様に散

布量を決定した。すなわち、農薬剤を 500

倍に希釈した溶液を、前述と同様に算出

した水量（蒸散量相当）で散布した。 

 

2）インカード試料（ハクサイ・レタス・

カブ）の作成方法 

 ノイバウエル法によるインカード試料

の作成は、栽培環境を限定しているため、

再現性が高いが作成できるメリットがあ

る反面、比較的大きい試料を作成できない

デメリットがある。そのため、インカード

試料の残留農薬分析法を検討する目的に

対して、十分な重量の試料を提供できない

場合が生じる可能性がある。そのため、こ

こでは、一個重が大きい、もしくは、栽培

に使う根域が広い作物に対して、野外圃場

でのインカード試料の作成を検討した。野

外圃場にて作成するインカード試料とし

て、ハクサイ、レタス、カブを選定した。

選定理由は、ノイバウエル法にて作成した

インカード試料（コマツナ・チンゲンサ

イ・ホウレンソウ）で使用した各農薬成分

が、使用可能であるためである。 

 野外圃場として、神奈川県相模原市に位

置する生産者圃場を借上した。圃場は生食

用カブを周年で栽培していた畑であり、土

壌型は腐植質黒ぼく土に分類される。栽培

法は、平畝マルチでトンネル栽培（不織布

と農業用メッシュシートの二重がけ）にて

行った。ハクサイおよびレタスは 15 日苗
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を定植し、カブは播種した。各作物ともに、

農薬成分ごとに 4 反復分のインカード試

料を作成した。各農薬成分の散布は、ノイ

バウエル法にて作成したインカード試料

（コマツナ・チンゲンサイ・ホウレンソウ）

と同様の基準で行った。すなわち、アゾキ

シストロビンを定植後 76 日目（収穫 9 日

前）と 77 日目（収穫 8 日前）の計 2 回、

ピリダリルを定植後 77 日目（収穫 8 日前）

と 81 日目（収穫 4 日前）の計 2 回、ペン

チオピラドとメタフルミゾンを定植後 77

日目（収穫 8 日前）、81 日目（収穫 4 日前）

と 84 日目（収穫 1 日前）の計 3 回、散布

した。希釈倍率は、ノイバウエル法にて作

成したインカード試料（コマツナ・チンゲ

ンサイ・ホウレンソウ）と同様に、各農薬

成分が含有される農薬剤の 500 倍希釈と

した。 

 

3）インカード試料（コマツナ・チンゲン

サイ・ホウレンソウ）の残留農薬分析方法 

 収穫した各作物は、収量を測定後、直ち

に－20 °C で冷凍処理を行い、冷凍便にて

発送後に－20 °C にて保管した。 

 コマツナおよびチンゲンサイは、作物ご

とに合一した。食品衛生法に基づき実施す

る農薬等の最大残留基準値への適合を判

定する検査で行う通常の手順に従い、細切

混合した。 

細切混合された試料（アグリゲート試料）

を、ほぼ等分量で小分けし 20 分割した。

20 個の分割試料から 10 個をランダムに抜

き取り合一することで再アグリゲート試

料を調製した。再アグリゲート試料を再度

通常の検査で行う手順に従い細切混合し

た試料を、分析用試料とした。ホウレンソ

ウも、コマツナおよびチンゲンサイと同様

に細切混合した。細切混合された試料（ア

グリゲート試料）を、ほぼ等分量で小分け

し 10 分割した。10 個の分割試料から 5 個

をランダムに抜き取り合一することで再

アグリゲート試料を調製した。再アグリゲ

ート試料を再度通常の検査で行う手順に

従い細切混合した試料を、分析用試料とし

た。 

 各 分 析 用 試 料 を ブ リ ク サ ー ：

BLIXER-3D［エフ・エム・アイ製］でド

ライアイスを適量粉砕し、ブリクサーの容

器を冷却した。試料の体積の約 2～5 倍の

粉砕済ドライアイスを容器に入れた後、細

切混合した試料を容器に入れ、さらに粉砕

済みドライアイスを少量加え、粉砕した。 

凍結粉砕試料を容器に移し、蓋を少し開け

た状態で－30℃の冷凍庫内に 1 日以上保

存し、ドライアイスを揮発させた。 

 調整した各作物の分析用試料は、公示試

験法である LC/MS による農薬等の一斉試

験法Ⅰ（農産物）【以下、一斉試験法】と

同じく公示試験法であるアゾキシストロ

ビン試験法（農産物）、ピリダリル試験法

（農産物）、ペンチオピラド試験法（農産

物）及びメタフルミゾン試験法（農産物）

の各個別試験法【以下、個別試験法】の 2

つの試験方法を用いて残留した各農薬成

分を定量した。 

 一斉試験法では、以下に示す抽出・希釈
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操作を行い、分析を行った。すなわち、抽

出では、試料 20.0 g（ホウレンソウは 10.0 

g）にアセトニトリル 50 mL を加え、ホモ

ジナイズした後、吸引ろ過した。ろ紙上の

残留物にアセトニトリル 20 mL を加え、

ホモジナイズした後、吸引ろ過した。得ら

れたろ液を合わせ、アセトニトリルを加え

て正確に 100 mL とした。抽出液を 0.5 mL

分取し、アセトニトリルで 50 mL（ホウレ

ンソウは 25 mL）定容した。その後、定容

液を 1 mL 分取し、アセトニトリルで 20 

mL定容したものをアゾキシストロビン用

試験溶液とした。また、定容液を 1 mL 分

取し、アセトニトリルで 50 mL 定容した

ものをペンチオピラド用試験溶液とした。 

 個別試験法では、以下に示す抽出・希釈

操作を行い、分析を行った。すなわち、抽

出では、試料 20.0 g（ホウレンソウは 10.0 

g）にアセトン 100 mL を加え、ホモジナ

イズした後、吸引ろ過した。ろ紙上の残留

物に、アセトン 50 mL を加えてホモジナ

イズし、上記と同様にろ過した。得られた

ろ液を合わせ、アセトンを加えて正確に

200 mL とした。抽出液を 1 mL 分取し、ア

セトニトリルで 50 mL（ホウレンソウは

25 mL）に定容し、メタフルミゾン代謝物

D 用試験溶液とした。これら定容液を 1 

mL 分取し、アセトニトリルで 20 mL 定容

したものをアゾキシストロビン、ピリダリ

ル及びメタフルミゾン（Z-異性体）用試験

溶液とした。また、定容液を 1 mL 分取し、

アセトニトリルで 50 mL 定容したものを

ペンチオピラド及びメタフルミゾン（E-

異性体）用試験溶液とした。 

 希釈した各試験溶液を用いて、液体クロ

マトグラフ - タンデム型質量分析計

（Shimazu 製）にて各農薬成分含有量を測

定した。混合標準溶液を用いて，各成分の

重量とピーク面積から検量線(最小二乗

法)を作成し、次式に従い試料中の各成分

の含有量を算出した。 

 

【式 1：一斉試験法】 

①コマツナ及びチンゲンサイ 

試料中の各成分の含有量(mg/kg)＝検量線

から求めた重量(ng)×50 mL／2 µL×100 

mL／0.5 mL×希釈率×1／20 g 

②ホウレンソウ 

試料中の各成分の含有量(mg/kg)＝検量線

から求めた重量(ng)×25 mL／2 µL×100 

mL／0.5 mL×希釈率×1／10 g 

 

【式 2：個別試験法】 

①コマツナ及びチンゲンサイ 

試料中の各成分の含有量(mg/kg)＝検量線

から求めた重量(ng)×50 mL／2 µL×200 

mL／1 mL×希釈率×1／20 g 

②ホウレンソウ 

試料中の各成分の含有量(mg/kg)＝検量線

から求めた重量(ng)×25 mL／2 µL×200 

mL／1 mL×希釈率×1／10 g 
mL／1 mL×希釈率×1／20 g 

 

C. D. 結果及び考察 

1）インカード試料の作成 

 図 1〜図 3 にノイバウエル法を用いて栽
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培した各農薬試験区におけるコマツナ、チ

ンゲンサイ、ホウレンソウの生育経過を示

した。コマツナは、播種後 18 日目

（2019/8/19）に各ポットあたりの平均草

丈が 6.9〜8.0 cm になり、初期生育にばら

つ き が 認 め ら れ た も の の 、 収 穫 時

（2019/10/1）には 17.9〜18.9 cm となった。

収穫時の各ポット間の草丈に有意差は認

められなかった。チンゲンサイは、播種後

18 日目（2019/8/19）に各ポットあたりの

平均草丈が 8.7〜9.2 cm になり、収穫時

（2019/10/1）には 16.3〜18.4 cm となった。

ホ ウ レ ン ソ ウ は 、 播 種 後 18 日 目

（2019/9/15）に各ポットあたりの平均草

丈 が 6.8 〜 7.5 cm に な り 、 収 穫 時

（2019/10/29）には 9.0〜10.1 cm となった。

チンゲンサイとホウレンソウも、コマツナ

同様に、収穫時に各ポット間に草丈の有意

差は認められなかった。 

 図 4〜図 6 に各農薬成分区におけるコマ

ツナ、チンゲンサイ、ホウレンソウのポッ

トあたり収量を示した。コマツナとホウレ

ンソウの収量は、各農薬試験区間の差が少

なく、比較的重量が揃ったインカード試料

が作成できたと考えられる。一方、チンゲ

ンサイは、各ポット内における個体間の差

が大きく、収量に差が認められた。MRL

を設定するインカード試料において、作物

の大きさ（草丈）と重量は、農薬成分の残

留性に大きく影響すると考えられる。多く

の場合、草丈は作物の葉面積と関係性が高

い。そのため、作物が大きさに比例して、

作物に付着する農薬成分量が増加するこ

とが予想される。また、葉菜類の草丈は、

収量と高い正の関係を示す。 

 再現性の高いインカード試料を作成す

るにあたり、栽培環境を制御できるノイバ

ウエル法が適すると予想されたが、作物種

によっては、生育のばらつきが大きくなる

ことが確認された。しかしながら、ノイバ

ウエル法は、比較的短期間で多くのインカ

ード試料を作成できることから、作物種の

特性に応じて、活用するべきだと考えられ

る。 

 図 7〜図 9に野外圃場にて作成した各農

薬試験区におけるハクサイ、レタス、カ

ブの収量（一個重）を示した。ハクサイ

は、各農薬試験区間における収量に大き

な差が認められなかった。収量のばらつ

きという点でみると、ハクサイ＞レタス

＞カブの順に収量の安定性が増加した。

また、ノイバイエル法に比べ、作物一個

あたりの重量が大きいため、残留農薬分

析に供するのに必要な重量を得ることが

容易であると考えられる。しかしながら、

MRL を設定するためのインカード試料は、

対象となる農薬成分以外の農薬成分が付

着していないことが理想である。つまり、

出来得る限りの無農薬栽培を行わなけれ

ば、理想的なインカード試料が作成でき

ないことになる。制御された環境下で作

成できるノイバウエル法と野外圃場での

栽培法の双方の特徴を鑑みて、インカー

ド試料の作成を検討していく必要がある。 

 

2）インカード試料（コマツナ・チンゲ
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ンサイ・ホウレンソウ）の残留農薬分

析方法 

 各農薬成分の総散布量を表 1 に示し

た。各農薬成分のポットあたりの総散布

平均量は、コマツナが最も多く、次い

でチンゲンサイ、ホウレンソウの順で

あった。草丈ではコマツナとチンゲン

サイは、ほぼ同程度の値であることか

ら、各農薬成分の散布量は、作物重量

（収量）の影響を受けることが示唆さ

れた。農薬は、作物体を含めたポット

全体に、蒸散した水分量分を散布して

いるので、作物体が小さいと散布した

農薬成分が土に吸着する割合が高くな

ると予想される。 

 公示試験法の一斉試験の結果を表 1

に、個別試験法の結果を表 2 に示した。

各農薬分析に供した作物体試料は、合

一した後に再分取した試料であるため、

収量など各ポットの個別結果とは対応

していない。一斉試験法による分析の

結果、アゾキシストロビンとペンチオ

ピラドの含有量は、個別試験法の結果

に比べて、全作物で値が低くなる傾向

を示した。 

 メタフルミゾン D およびメタフルミ

ゾン Z を除く、全ての農薬成分含有量

でホウレンソウが最も高い値を示した。

ホウレンソウは最も総散布量が少ない

作物であるにも関わらず、農薬成分含

有量が最も高い値を示したことは、各

作物によって、付着する量が違う、も

しくは、残存率（分解率）が異なる可

能性を示すと考えられる。最も農薬成

分の総散布量が多かったコマツナは、

アゾキシストロビンとピリダリルでは、

チンゲンサイよりも、農薬成分含有量

が高い値を示したが、ベンチオピラド

では値が低かった。農薬散布量と残存

する農薬成分含有量の関係に関して、

今後更に検討が必要と考えられる。 
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