w3 EERATBR M AR MEE RihORXEFRERHEEN TR
HARFED U A7 G072 8 DAL

WEFE oy HHER S

PR DR EYME: B RE D OHTIEDORENL |
WHJEoy R AR I R LVREREATIERT R L e R ¥ —

st E

BEMEYAHX /) 2TEENHEMMERREIC L 2B HEOFRAERNT, G RZENE
AT (MBI 1R & 9 U CRINZERIC 7= 5, HIBFIC & > CTH R ROHrEDBRSIT,
IR IR OB 72 E & IEME7R U A 7§l 2 ATRE S L, Hie b iRz o7 n b 2 &
DRSNS, BEEMCEENDIEFERDITONTIL, FM2FEEE CICERNOR T HSE
BIRMRIZXHST D Z EMAIRE R B A& LT, — ., AEY/ G ENLHE
B DA A2 T EIIRTEMSL S LTV RV, £ 2T, AMFETCIE, HICENTOR}H
FAMEN SR ) R EHEFNL W ) aziG s LT, GHBRY ZLFRMEIC
L0 2BMCHFEL, Wik v~ NI 7 40— 0T NEESHT (LCIMS/MS) 12855
WrEZMESI T 5 2 & 2 HIIZIRD 2 DO/ET 21T T2,

(D) ESHIEDF /) aFOSHHEDBY (OHiE 1D
ENTEREREMENZ Y X3 X CHFFINENRTINE rie EORRY
NZEENDEBEDX ) 255 9y G LT 5 0WEERE LIz, LW zHuviz
WNEUGRER 2 i L7z & 2 A, 8 W DEEN 85-98% & BIF sk 3G bz Z &
b, RIETAEHEX / 2K 28R HORKEIEHICHEHROIETH D LEZ b,

(2) EWIEDF /) aFOSHEDB (Hrik 2)
ENTEREREMBENZNT VTR TIIART VB EDT 2 BeL T E—/V7
COTIVENEGEEND, O LizEittnx ) ama kgL LT, LT AFEEEL
LC/MS/MS \Z X B Hil= 72 a it Lz, 7 VBRONRIETH D -7 /Y V-
NERaFXFT AT A I VNN A—K (APDS) 27 L7 AFEMRIEEAIEE LT
Rz & 2 ARG ITRERICHE b S, W7 v~ N7 T 7 0 — CIREFATRER TS
b & U CRIEEIC T T2 Z ENAEETH - T,

U VAR HH ' AR AT

KM ERREARE Y — 5 B EAS SR R SRR AT e T
A I R CRAE BRI ST T PR TR ORBRAERE L 2 BT SE T
TNt —EIRREBREII AT WA EE KL 2R Fe T
AL S EIRORMEREINT AT BrIER = I BRIP4 A JE =
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A. BIEE®

HRHRTEIL BAEFHESCBEE RO
HIEEWE O DFERNBEENL LT < 5
WCELZHEG G H D=0, Bt EoEE
AR L SN TE T, FRISES, A EY
RAFEX /) AEHEEN MDA REIC
DWW, BRI L D HBI BN EERE
LTV, EAEEO R ERTICE D
&L R 28— 2 4E D b AR OAE Y
PEERFIC K DFEE L 124 T, £ON
FRITA B 104 (A X7 T T4,

A4 NV AT M. T ) ATE1LL).,

X/ a24 (=7 v,y L HERH
DEEFR ) a2 14) Lo TW0DH, Eiz,
SR 3 HEIIAXY T I UEFNELT 1
HMLEL TeoTEY GTFEMEYME R RIS
L DHEITRESHEML TS, 2D
e D BRI AR ORGHE 2 JF K ZE R &
Z DT BRI AT FERT (HAgF) <0
TR TS5 O 5 B IR T AER R IC & > T
HERPEE 25T D,

B EFEORARC B RER
JRIR & B D %A 1. HIBF S B AR
(BRENRE L7 b O DOFS) DL HT
ROBART-FEHT 2 AT i [RAE ) R B B 7
DRIEZAT> TV D, HAFO 3T #ERIE,
EeR BT ERTICRNT LN TE R
W BB DIRFERLHEO THRRICE
THEERBFNMA LTI 0T
Ho, WOTHEHETHD,
REEMORSEZE L THBEINT
2 OOHTEIE, ZhE THIfFO X v h U
—ZICL o ERtE S TE L, 2D T
WEOMEE O LN 6 TE 720,
REPBENESH WS, AREWICE £
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DB DALF AT IS DN TR e DR
A B R EIF e (H30-8 5 -—%-008) (T
BWT, BYFEORBEMHFEN L 28 i
BED 44 DFR & Xt & LIZ Lo i
LEEBSE L B BRI HIAFIC & 5 T
AR EE RV G 2L E2R LTI, —
F.EB"EX AoV TIE, fRET 5%
R DALFRIEE N2l b 2 & 7
oy DIEREWE 2 Wik 3 2 2 L S IREET
LI EL VS TEHBICED  RIZICHED)
PR BT Sy MBI ST R,

AWFZETIE BN TR E OIS
WEREBINZNERY ) a0FHKY (-
IR SY) EALFEIMEIC L v L
EHBPE D Ry 132 O F F | @O RSy O
YHLT I EEAT HHOIL APDS 3
X7V T AFERIICEY . . T E
nWfHsn~ k2777 4— (RPLC) -# >
7 LEESH (LC/MS/MS) (2 &0 /349
5 2 OONHEAXRETHZLEARE
L7z,

IABRME D S HT st SAL EWIE, B EOF
AEHRRE T HEFIN L 4 F 7 afE (V¥
LT RIINGE T o H T
VAD)ICEEND TR 8L = 1
NY DOIEER S ThDHY 7T e LT
Y FN-(R)-Tv=F> (CPAC) ® 9 &%
E LTz, BB SHT R RIEE Wi,
APDS #FEMERLIC L 0V W LI=T 2 /8
BT I VEHOREMS b FICT X TR
72 CIREIPH O X ) afEIZE 40D Wk T
Rr0a R LAD Y B KT
VoG E ORI MY o 3 MEN
R T2 8 jlior & Uiz, @Rtk D o st b &
WL, o2 7vAn 7 = (PFP) %



EETHH T NERHWTON RN E R
L ARARE D FERCSy & RIRFIS 8T 3 5 Fik
DT PR L 72,

F o RTTIROIEREYE Ok D —B &
LT oM 3EETI=7 a/ Y OHEELK
53T %D CPAC DAL B AZAT 272,

B. BrEG

1. EEBEDF ) aBOSHTIEDOBEF
(1)

1.1 Fraee®

DHRGALE E Lizx ) 28 (720X
FREERCY) O AR 1 B RO 1ITRL
72
1.2 3

WINENGRERIZ > 1 & 4 (A ik (B
IREE:dn)) & Wiz,

1.3 &3 - RK

T Y=F U BTY=F T =
Foo TraA YD 4y OFEHERIT,
iifidh & A & 7 —/VICER L 100 pg/mL
ORI LT, A Yy S i3k
M T2 (FR) o 1000 ug/mL * %/ —
NERER W, =2 oY K7 F %
Yo HBXOY F7 by H12,13-
U7 7 — b X Agilent technologies #E®
AR 2 DR X7z 100 pg/mL O 7
T r= MU AEREH N, X AT
U A B VERIL, A ARRTORI)NBE I O 17
it X 7= ARkt (Hayakawa et al. (2008))
IR L 72 33 pg/mL D A % ) — VIR
R\, =7 a Y ORERSTH D
CPAC 1. il & D& (Matsuura et al.
(2016)) Ko ALFEAR LI b D (#
) Z4yH HPLC ([ X v H# L. 200
pug/mL D A X ) — VIR & L THW -,
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WEREEYE & U C | ZE RN IR &)
DA YNV Y -(R)-TI N =F -d9 Mg
#i (Cambridge Isotope Laboratories i
).
Biotechnology %), 2, 2-v 7 ==/
AR e CGREERR T () ®), v
THEREFAIAR) =L (ELET 4N
Mz (k) ) 2 HWe, 7k Mk
CAIUNR )= )VET R F =N VIS, E
DML BT A X 7 — VIZHER L T
200 pg/mL OFEMEFIRZRH L 7=, Zi
5 4 FEOWNEEHER K 2 A LT, 60% A
& ) =XV HR L, 50 ng/mL OEE
FEYEA IR 2 B U C L BRI & i s ]
FEYERS IR DB L 72,

BRICHWE S — F U » PiX Agilent
Technologies %L %! & Captiva EMR-Lipid

(3mL, 300 mg) ZfEH L7,

10%(w/v) b U 7 o v i (TCA) kI
FTHh AT A7 (BR) ORI 2 Hu
T L7e, & D haBRAR Ol L O
LC-MS/MS HIEICH W= BB, W
MR DI RS R 3B £ 721X LC-MS & H
A
1.4 X8

LC-MS/MS ZEE(XLL T O mnlikik 7 m
~ ST 7N T VMERY T NE
BoMrEt 2 v,

- ACQUITY UPLC System (Waters %)
—API4000 (Sciex 14
1.5 LC-MS/MS #| & &4

DHRBCEmE Licx /) 23§ 9 oy
B L OWEEYE 4 By o LC-MS/MS il &
FlEA2FRK2-1,.£2-2B XV 21TR LT,
SIHT 7 Ak, Waters #E8o> XBridge

N—y =713 B (Santa Cruz



Shield RP18 (2.1 mm ¢ X 150 mm, 3.5
um) % N, 0.05%FEIAK & A % /) — )V
D27 Z7Y s MIED RPLC 12XV
I EAT o Tes BRI OA F A0, =
V7 ha A7 b—A Ak (BESD {ETIT
of:o

1.6 REREK DR

A D % =2 3 ORISR L %
Scheme 1 IZ/Rr L7z,

1.6.1 i

#HEH5.0 g 250 mLORY oLy
RS OILBEIC &V R Y | 10%TCA &K
10mLBXOAZ /7 —L10mL #/1% T
2 IR E YA R LItk HiE. 2,000xg
THuoMELHEL, BEEERY A ¥/
— /L& % CTIEMEIZ 50 mL & L7z,

1.6.2 ¥

% 2 mL £ Y . Captiva EMR-
Lipid # — hVU v PICA&W L, %,
1,000xg T 1 4y i 0o Bl U | 3 HIK % #5
Tle SO 1 mL Z2A7% L, [FEE
(23D EE L TR DRI IEIRER Y | 4
FE A MR 59 R (50 ng/mL) % 1 mL
IMZ 7=, 60% A%/ —/ 2LV 5mL I
ER L2k s Lz (0.02 g
sample/mL), /A 7 VITATEHEALEL 3 A
H T AN A T v E AT,

1.7 B&

4 TN ER G2 10 ng/mL & 7
5 X9z, 0.4%TCA&H 60% A 5/
— VIRIRIZ E VD . 5—200 ng/mL OFEHERR
WERHM L, hEi 5 ulh & LC-
MS/MS IZHEA U THfoef i B 5 F 72 1T
AR X0 E Rl A R TR L7z,
WNIEEAEDEN Y Y T 2-1 IZfE - 72,
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1.8 #ANEIRER

Mgl Lz A 2 5 glc¥x /=
9 o & LT OIS/ 5 K05 (IR0,
JRFIL T 30 rfMERE L7-%. 3 £721% 5
[ DR T ORI BN ERER 21TV B & PFFT
K %R 7=,

ANV S, a-TY=F U BT =F
UL y-Tv=F 2 ugle

7y AYy BT RFTUH, B
FFXVUHIZ -7 T — b iluglg
* DAL IVEER 0.5 pg/g

2. BBHEDF ) aBOLHIEORSE
(Gt st 2)

2.1 Hrxtgibey

TR A E Li=% ) 235 15 By
#F 3 BLOK 3 IR LT, EED T
Ky ThLHa) s DARY o ART
e, LyE—N, TUNT Y, Fuax
WNENVT Yy THYF, ParI Rl
YD 8 FTITINA ., TSR 1 ORISR
DRSO D B HIROEEMBAFT
XMool N7 F¥v v H 12, 18-
TET— MBI RTRZNVED 2 iy E
br< 7RG RN Z T,

2.2 AFEK - Rk

=k 7 u Y ORERS T D CPAC
DIAMET RS & O T2, EsPE D 8 Ay i
A B 7 —)b K (1:1) IRIRIZEEME L 100,
500, F7-1% 1000 pg/mL OFEHEF K % 7
BTz, ARMRMED 7 oy OIEHERSIRIT 1.3
RE - RRIORTLEBOAR L,

Fo, NERERE L LT, L RN AFE RS
tbaW o7 7 =>-d4 (Sigma-Aldrich f
B 2RV, A% =k (1:1) ITIR
fi£ L 500 pg/mL o> FE YRR 2 A L7,



FEMEITIE, BLT 4L AR

(k) o> APDS 3 (APDSTAG) # X
AR 7 ik (APDSTAG Wako Borate
Buffer) % H 7z, APDS &3 100 mg %
LC-MS 7 h=hFVU /L5 mLIZHEMREL
T 20 mg/mL OEEZFHH L, 4°CTHRTF
LTHW,

TOMBRBRBEROFMEL LV LC-
MS/MS I E I W 7= AT, HRD
PR B A £ 72 LC-MS A& Wi,
2.3 EiE

LC-MS/MS #:#&ILLL T O mEHiEk s v
v 7T 7= Y TINVNERY T NE
BofrEt 2 vz,

« ExionLC AD (Sciex fL:#) —Triple Quad
5500+ + QTRAP Ready (Sciex ffl)

FHEMRISICAW e — Ty
1%. Themo Fisher Scientific #:8¢ Reacti-
Therm %z 72,

2.4 LC-MS/MS &4

¥ A% 16 plor i L OWHEBEEYE 1 iy
? LC-MS/MS HIES&KME2 R 4 B LUK 4
\ZR LTz, 28 7 A%, Phenomenex
o Luna PFP(2) (2 mm ¢ X150 mm, 3
um) % AV, 0.01% &4 5 mM ¥R T
VESULARIREAZ ) —ND 2 KT T
Yx MZED RPLC 2LV otrEiT-

= BRI DA A ABIX, ESTIETIT,
FTHINDEHFHRTEO S ZMET D
Scheduled MRM % Hu 7=,

2.5 BEMBLRG

B O SOSEAER L OIS %
Scheme 2 (27 L7,

SRS L LTz 16 Bisy (NEBIEEAED 7
TJ=rdd 2ETe) OO B T X BRKE (A
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AT U, TIUNNT Y FraEr
TV THVFUrBRIORT 7 =-d4)
ET IV (AVE—L) O 6RO D
THNOT 2 H%E APDS {512 L 0 #FE ik
fbL7e BTt Lic, 7 I 7 A2 H L
fhd 10 a5y & &bt 16 o DIRAIEYE
% 80% A X J — WIRIIC X 0 iR L,
1.5mL DOAVEMELERGE 59T T 2 AT
JHZ 100 pL A3 B L7z, 23Uk v ERkE
&% 300 uL ¥ £ OV APDS A% 100 pL %
Mz T ATV a—Fy vy T TTHZEZLT
BEHL, e— 7y 7 T55C, 10 4H
IR U CHEMRIE LT, SR % RIRICR
L72t%. 0.2%FXMBEH 60% A % / — LA
% 500 uL & 0z CREREK & Lz,

2.6 SRM & &#E{b

APDS #E{&{t4 (APD-M) ® SRM 5
fEoE IR, 2.5 BBEBLRISIZ XD |
B 57 D 10 pg/mL OFE HEFR IR % 75 B AR
L TH LN RBRER (1 ug/mL) & A%
J =)L 100 fERINR L%, v U PR
YAk BA T A=V a itk EE
IHTEHZEA L T T 7o B8R b o 7
2 ko AHngy 1 ([APD-M+H]*) (24023
L5V =Y —AF 0N, m/z Mm+121

(Mm: it Riba ot 74 b
By 7EE) L LTRSS Z L AR
%, ERMLE LT Mm+121 > 121, MR
LT Mm +121 > Mm+1 ® 2 5D ~7
Yy a R L CSRM i % FiE b
L7z,

ARTUBET T F O Mm+121 >
121 & Mm +121 > Mm+1 O N T
gNEA T 2=V a Ik REET
otz l=d, PFP B 7 A2 HWTH



bz a~ N7 7 MK KiElEFE
e L7, 2B T 2% Merck tHfio a7
=V PFP 717 L, Supelco Ascentis
Express F5 (2.1 mm ¢ X150 mm, 3 um)
Z Tz, 1 pg/mL OREMEVS IR % 358 K1k
L7 BRs#E (100 ng/mL) % PFP %
L2 XV 538U, Declustering potential
(DP) % 30-100V % T, Collision energy
(CE) #20-110 VET, 1€ 10V
TOEZX THERMY DO — 7 OEfEE
T HZ L2k D, K DP & CE
ZRRE LT,
ZOMDOSRM F T P g DN T

X PFP 4 7 A CTHBEL 72— 27125V T,

FaXy A F AT ML SERE
H#E L. CE % 20-110V £ T 10V Fo%&
2. TR M F U OMENRKRERD
CE &% & LT,

HFHER IO T, EREATL O,
RHT 3 2O&F 4 >D T Yy
VERELL, BB AT a—Ta il
LU EKEILCERPoTm N T Vv a v
@ Collision exit potential (CXP) [F—7
10 VICEEE LTz,

FEARE L7220V 10 A5y SRM G:F 0
A IX ARERIR A A &2 ) — )V E T2 IT A
Z 7=k (101) IRIRCHEEARLEED
DA T7a—Tarilky it
CEAL EEHEERHAD 25D KT
RE LT,

2.7 BEITOBRHBRAB L OERRR
DHEE

16 iy DIREIENE 2. 80% A &/ —
N TAHR LT 1, 2.5, 5, 10, 25, 50,
100, 250 ng/mL @ 8 & DIEHEVE L % TR

I

H AT

AV IV
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#1 . Scheme 2 (Z L VFHEAKILLTHEDL
NIRRT EER 4 BXOX 4 O%&MH4T
AT LTz (R 1% O SRR IR O 1 1%
0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25ng/mL),
KREIZKTDHI/a~ N T DE—7
HfEZ 7wy b U R/ RIEIC L DR
R L CELREREROMEE (a) 2K
Wiz, IHIT, FREO 7 a~ N7 T A0
B | B H R ST 3T R EE D RRBR I R A 1 IR
LC6mEEYRLUAEL, &7 HfE DR
HfFA (o) 2RO, RHBRIT 3 o/a
ko EERFT10c/aic IV EELE,
BEROMEBREMEIL., FHERIEZOR
FELLT1, 2. 5. 10, 20, 50ng/mL ®
6IREND R DMERNORM LT,

3. CPAC D{LZEARR

A & oA (Matsuura et al. (2016))
WZEDSEF /e e VR E - L=
Fr (WTh b R TE KR &) 7
S PKME S RO L0 &% L7z (Scheme
3), 2N Z&HIHPLC IC k0 K8 L 72%% .,
FAKH, 22°CT 1H-NMR 227 kL%l
E LTz, BEIXHARET () o JEOL
ECA-500 % H\ 7=,

C. D. BIRERBLOELE
1. ERERMED X ) aFOITIEDHF

(1)

HARIZEB W Tl E O & R HER AN
BRbHbEZEVF ) 2FYXI XS T RNTY
Y ITR=FT XA ERHSTED,
BELZO 3 FHOX ) aDBEBICLDE
TENFEELBAEL TS, £72, i
EORPEHEOHRCHEFIL, K7 Y2 7p
EbLbE<, RNTyaZ~IdF o787,
=ksmany xR ELEoSTND



(BHG. (2012), K 1 Corxtgibs

e L TRLIZ9 DI 26D F
JapDIbL Yy I R=F T UND LD
ZXHER LT | BIER e & B S5 & 1%
U, %< OFEFUKIET D Z & NA[RET
boHrEZOND, B, 7T TR=X
I DFERVE AL SR OJRIA & 72 5 ¥
M & o/ 7 G ROPRRRAE IR D JRIK & 72 2
Y URLAHY L EEINDN HEICO
WTCIERIR T 2 @m0 X 2 aFH 05
EOMRIEME LT D,

MR GALE M & Uiz 9 iR IE . 758k
bR A A _TRIEEZHND Z L7l
RPLC CTH#rT 5 Z EMARETH o 72, o7
BTS2 DWW T, Je D B A G738 Bk 5
(H30-£ - —fi%-008) 123\ Thgifb L
THY ., Al A DL 5 AT I ]
W72 RITAVER L 6 ) L CUs N BRI G BR %
FeheE L7z,

1.1 #MENRRBR OFE R

A X EHWT 0.5°2 uglg OIRET
WONIE I AR 2 S0 L 7= i R 2 X 5 1Tk
L7z, WEERER IE 21T DR WA,
CPAC #Br< 8 plir CHE X 81-87%. ff
RS 1.7-10.1RSD% & 72 o 7=, NER
B ELITo 1256 HEIX 8 oW T
b kL, 8598% & 72 o 7=, DM TR I
3.1-9.0RSD% & 72 ¥ (i3 IZ & » TILE &
EDONRTYXRRELL BTN, VT
10%LL T & 72 0 NEMZEMER EDN A2 CTh
HIZEMRINT,

F 2 LT Lo T2y, T~v=H
M UED ARy (a-T~=F >, B-7
YT T EF BRI T e ALY
Y)IELESI DR YT 4 7 — K (ESI(+))
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THONMBARETH -7, L L, X AT
#4 7 — R (ESIC)) (ZH A~ THRIE R A
KL, #rlca-T~=F >, B-T~=F .
V-7 % =F U OBE IR ERSE &E O
NIV XNREL RDMERAHE 727
B, ESIC) TOGGMEERM Lz,

CPAC DEFLITNERARE HERHIE O A (1T
Bl 54 69% T.70%% T Hl H{K[E & 72 >
N EERS E L C=k s a Y BFE
THHME LTI+ THLLELLN
7o LWL, A X207 7 7R EO
o< k27T KBV T, CPAC DOIRFREH]
TS ERB LR O N7 Yy g
v (244 >85 33 110244 >185) THRHMEE
— 7 DHER S AL BIRMEICHER D & &
b BB TV Vv arora< b
7T LTIET 7 7R RO v — 7 mHEEN
1 pglg OBHMEEHIRT LT 3.1% & /M
STEb DD KM — 7 1IXERE R &
nTnie (K 6), =k 7 v Y ORIEID
HW 572, BiEORECfMD 7
Tya ROt 7 AE W ERR T
EIRTHULERDD EBZZ BN,

AREZBTFH~Y M) v 7 AFEFTTO
EEBRRIT. WThoks s 0.5 ug/g LA
TAEMEMRL TV, B OHBRE(R)
1%, CPAC %#Br< 8 A4y T, WM ERMT E
DOAHMIZBED ST 0.995 LLEL Y B4t
RRERVBF LT,

KIEZ BPHEOREMENZNF /) 2
R HFN LX) aD s EHOFRIKA
THICHERRIETH D Z L PR S
NizZ &b A%, RBRE R 24 MR
ZEM L. SWIEOILAMEEBREET 5,
2. BRBEDOR ) aB OO IEORSRE



(Zrbrdett 2)

X AT R=T T H D
SNTZLABY ZIZLD A RT T H
TNDHBESIIEART VRS LV E—
Wi E AR T O EE LA M 5% < 7
fET %, RO X 512, LAH Y IEAAR
DIMEOEFERFAMES 2 FRIZZ N
IH T ITR=FTrOEMTD 1 DThHD
bz, v Yot XA
ch~Y X2 T l0TZTEBOX ) ax
XU ETHIRFEHEOF  2lEHEND
BRI THD, Flo, A RT VB LVE
— VR R EO R EIRE AN % Wi
SNTWET 72 T5EIILDETH—
HoOT T AT BOX ) adD EERFERK
NTHD,

FRIZAARTIE, ¥/ 22 X 5B EEp
IZBT D, T b DRSO E ik 5 A )
DERFERITHSICHEESATEL TV
AT FM DT DT —Z BAE L TWD,
S DIEA TR TR (H30- R dh-— k-
008) IZHBWTIiX, Zh b OmisttaEmRYy
EBOKMEMEER e~ N7 57 4 —
(HILIC) /MS/MS 2 X VW 53#r9 2 k%
R L7223 SeiEpic oy DB D72 | IEfk
7RFEE, ERIIRECH -T2, £z, AE
E O TR MmFHI I W T, T ic 8 %
B2 TW5 &E& 2 BT I pl 4y 0 %
WHERET DD, 77774 M —K
A= MU I XD EMAEERE L
oD T g b B 2 BT 5 Z L3 T
% 9" HILIC/MS/MS |2 & 5 53Tk DB % &
Wra Lz,

A B EHZ V7= APDS 7513 LD
MAEFICEZENDEHET IV BOT LV H
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T AHEARA TR E L THR S B
L7=)#Td 5 (Shimbo et al. (2009)),
APDS B3EIL, 5 FISIEE S — " 2 — b
EHELTCEBY . T VBEIXUDEH 1#H/T
IVURE2MT IV TR EOFHE
WAL 2R 72 S CIREICHED 5 2 & 7
T&E D, FFHFERDIA T AN ED
BWT I YUV EREEND O E
BN CEREICHRETED L5 F
RN %, APDS RUEKITHIE, il DEE
ELTAFARTHY b homiEDT
JBEAZRB I AREMTOT I
DM E S HE I TWD,

Uboz &t F 7 afaigAdrick
5y O ke FE R Ay & B HTIC K0 IR
N ODIEREIZE R T D72 OPLHMED &
WASHTEE & L CLAPDS A A E W
EEZNEORR 21T 12,

2.1 FEMBLRES

FERCRS OBAEIX B L7 ¢ v AT
YA (KR) 23773 APDS 33X (APDSTAG)
DIEHEREILEIZE > 7= (Scheme 2),

APDS IECTHTWNOT X N 1 0%
BRILSNTGE, X T DERESIICE
WTHEARIEm O T e b A A
([APD-M+HI*) (ZF0 4 3 % m/z Mm+121
TV A=Y —AFrpPmtisn, ey
ANT I HNABR= @ ([CeHsN20]+)
WCHRT 2 miz121 O 7 X7 A 4
WRFRICAET D, ot gfbame L
15 By D 9 b, FEEIEARER T X /K
EHLTNWDEEBEXDNTART VR, A
E—)L T UINT U Ta oL
TV THYF D5 RS TE. Scheme
2 DFOSEAEIZ XY . Wb Mm +121



>121 D hT Py arTE—7 BN
THZENAETH T,

G OBAET, LB RFEC M 72 5o
TG, I HERT 5 Z ENAEETH -
b DN O N FERUN (A IR E S v
Y~ ) I ADEEEZ T HIEBHS
NTWa, iR ek~ MY v 7 Z{FEFTOFH
EARAL D B R P S0 5 AR AL A B D B
HLIXIABROBMFRETH 2,

2.2 FHEMLH D SRM M0 #E{L

APDS 7% E (&t # > SRM &4t 0 fei b
A v 72— a VIETERKB LN,
APDS RHEAZ (XU LT 5 RIGRIED
BOID ARNT VBT H Y F TG
SH7=SRM kT Py a UEENEMET
RGN/ =0l N/ VN C Gl =/ =Y 45
IR TE R 2T, EDDINHD 2
43k, DP & CE&#ExC/ua~ /o
LAOE— 7 HEELET 52 L1280
WL Z1T > 7,

FRHERA N T Yy a roEfE L
72 Mm +121 > Mm+1 [ZFREDN/NS o
etz 7a s A AU AT MIT K
D Z DO SRR L7z, X 712 CE 20
L BOVICBT FHERILDO T 0 F s K
A I AR MV ERLE, CE20VICH
WX THIFrZ2RNTT Y I —Y—
A 4> ([APD-M+HI+) 23t &z, &
72, CEBOV IZBW\WTIX, 3- 7 /Y ¥
D7 a b AT ([CsH7N2l+) (248
YT mz95mzT8 DT Xy hA
F BT HOFHFERM D b S
ni-,

THYF I CE20V B W T, [APD-
M+H]* DK A A N E T 25 m/z 370
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DTy M AP I, E 61T,
m/z 232, 256, 276 ([Zb S X7 A F
N &7z, CES0V IZB W Tk
B & R m/z 95 & m/z 718 D
0X T M A PRI R mz 7T
WCHEOE N T X T A4 BB
i,

U EDOFERNG | F8 K b SRM
FJrvvarElLT, EEMELT Mm
+121 > 121, fEFEHE LT Mm +121 >
Mm +121, Mm +121> Mm +1, Mm +121
>95 (7 AV FrOMRMIE Mm +121 >
Mm +1, Mm +121> 232, Mm +121>77)
D4 ODINTUVvarERELE (F
4),

2.3 mHtRMDOKEL

APDS #HE R & & 1 17 LI &R
PED R & T T 2% 61X X 2 D5t
WX C18 17 Lz HWTRPLCIZLD
DT D ERARETH - 720y, UL T <
EEOa) LAY TSI
BEnhotz, 2T .M T L L
TAF A ORFFIZENT PFP 17 2%
B L APDS #8812 2 ARG D
R bR+ 2 8 & LT,

B-7~v=F UiFa-T v =F D5 N
DT ARG X URNT ANT X UL
TAEEA R B/ T AV by
a7 ~¥=F KV 0.984 K& (K 4),
ZOREF, MY I AP EMRICBT BT~
=F O SRM HEIZCENTIE, a-T v =
F U OF—RMRICHEKRT 58— 7 2 H
BL W&ZzE 7~ 7T 7 41280 %
BELZRTIE, BT ~=F L OIEfERE&E
NTERY, £Z T, BEHAD T

EEX



T=U LTS mMOEE, FBEEE O,
0.01. 0.05. 0.1% & Z{L SH T, o, p-7
N=F UGB RRER LI E A TR
BREDDIREEWEOHEEIT LR S
ZEWGinole, — T XA AL W
ELABY EITUDET LMD D
E— I BIRN o772, 5mM XEET
=T AIXKEEE 0.01% M+ 52t L
7= (pH4.0), ZDOWEDa, p-T~v=F > D
SBERE Rs = 2.1 & 720 SE R BEDOIRIET
b5 Rs=1.5 % EEl> Tz (K 8),

F£7-. APDS 8K L7z 6 B D D
H, TauXLs )y AVE—/L,
TINTV D 3 EaIEnFREDEN
TNEN 1 TO8RL-TND (R4, B
T F UV DOERIC-T =T DR
FNLARDS BT 2 0 L [FAERIC, 7 r v
N7 D FAALAED b E— LI
AN S 0% Rl L VAL Nl ah= AV T
7V OF ZRNERT VT ) v
B L TENRSCERZET A L&
BT D72, F BTS2 E NN L
2%, 29 LTe Bt REZ Wik 5720
\ZHE 2 DT T LERE LTCRER &b
L T2 87 7 7 1% Phenomenex
#l Luna PFP(2) (2 mm ¢ X150 mm, 3
um) TH o7 (X 8),
2.4 BREHLEBRHBRABICEERF

U B b S L7 T SRR Is K 0 L o
KBALEY) 16 K4y % Scheme 2 125 5T
PR LT-1%, EREIERLIZE 2 A &
BR¥A W 1-50 ng/mL O #iPH CTHIBARE (R)
30998 L EL e BAFTH o7z,

Mo IR LRES X DR FFRER O 281X
mhole, £, EEBRFUIA AT VEEN
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2 ng/mL, A /LY S A 3 ng/mL, ¥E
N U 275 5 ng/mL T, DO 23< 1
ng/mL & 72 o7z, AL O FHREIZ S L5
b OO BT DT B E =R
RThdeEZOLNT,
3. {LEARIT L DEBER ORER

B DIEEYE 2R+ 5 2 L SR
HTHDLZ LIE. ¥ aFHDOY R FHEIC
LoTXREL > TS, AF BEDIE
CHEANZ L EFELAEORENZ V=
7 Y OFEERS TS CPAC I2F&
HL T ALFERIC L 0 EER 2RI 5
N Y e

B RE TN B O#4E (Matsuura et al.
(2016)) IZHEV, 7 v 7o B VERRRICHE
b FF=N% Mz CEE) % £l S
B LNV =F rEMx TRHMEAE Y &
1372 (Scheme 3) , E/AKH TD 'H-NMR %
AR MVITRHE O A L7eR R & LK<
—H L MEOEWHELED DG LI
(K9, 5%, =7 Yot HSR
BINFEA LTS A RE A OEREL & L
TEMTL2ZENRAETHL Z ENHRS
iz,

E. HFERE
1. FmXHRR
Bz L
2. FERBE
BrlZ7p L

3. fTEEFREMITIHAS
1) FMAEN: AEEWIC L5 EPEICK
J&T D T2 D —F R BRIEDOBI%. &% 58



(] 4 [ 487 A2 A b 2 B AT B a6 o AP = 0
BIRFZE S (R AET) . Web BAfE 4
HEH, 2021 411 A

2) MAEWR: AHEMCLID2ETHE~D
S & FPRIRERIC OV T, AN 3 4R
G AR T R E S B R AE
B SCERES 34 [BIFYL RS B AR LR
&, FmBAfE w2022 4 2 A

4, MRMITERE
o L

F. SO EEMED HFE - B&EIRTL
HrlzZp L

G. Z2EXR

1) Hayakawa, 1., Watanabe, H. and
Kigoshi, H. Tetrahedron, 64, 5873-5877
(2008).

2) Matsuura, M., Kato, S., Saikawa, Y.,
Nakata, M. and Hashimoto, K. Chem.
Pharm. Bull., 64, 602—-608 (2016).

3) BHER, MINEET, BmEE, &)
B R AR, 53, 105-120 (2012).
4) Shimbo, K., Oonuki, T., Hirayama, K.,
Yahashi, A. and Miyano, H.

Rapid Commun. Mass Spectrom., 23, 1483-
1492 (2009).
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#1 FTHRHBMEMERIETDEREEX /2 (DTERMEG D

Group No. 1t&¥% CAS No. Fax/0%E
1 1 AILS 1149-99-1 VE =L
2 2 ) A3 )L 470699-70-8 HFIAD
3 o-TFNZ=ZFY 23109-05-09 KOV ILAT
3 4 B-TR=F> 21150-22-1 ARARIATUT R
5 yT7RZ=FY 21150-23-2
6 J7aA4Ty 17466-45-4
LoR7ueELTEFIL-
4 =toany
(R)-HIL=F>
8 HYrSEEFTUH 53126-64-0 HIR3Y
5 YrIrEFIUH
R 60538-74-1
12/, 13-S7 &7 —k
o o

Mudin S

S BnY,

O,H O,H

Ustalic acid

1 SRR MOLFERE (DTSR 1



R1

I
HaC____CH-OH
CH

NH—éH—CO—NH—CH—CO—NH—CHQ—CO
J:o Hzé 'LH

o) l CH-CH-CH,

HO s N OH 1
N é H o CHz
H, J:
J: | Hs
0-CH-NH-CO-CH—NH—CO—CH,—NH
J)HZ—C—R2
= CH
R! ,OH, R?2=NH, %Amanitin
=CH =Q0OH
R1-C ,OH, R? ° B-Amanitin
1 =CH 2 = .
R 3 R 2 Y-Amanitin
CHs CH,OH

J)H—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CHZ é—CH3

NH H,C co OH
I
6o | b
s N l
HO H-CH
N—Co-CH-aJ:H2 CHs
ILH—CO—CH—NH—iO
éH—OH
dn,
Phalloidin
H
= O

mno

A< o
0]
—N +\/\/C02_ N /
RIOW
Cyclopropyl-(R)-carnitine
OR?

R =H,R,=H Satratoxin H

R =Ac, R, = Ac Satratoxin Hb 12', 13'-diacetate

B 1 S oZEEE (k1) (05%F)
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K21 AEX/2OFERFORFFRHE. SRM FF Vv a VEHERBIUCATEEOR Y YT (5l 1. REeRHEIE)

[[A=§7E4 [[a=¢7E4 . - Nowm  E/TAVREY  (RIFER ESI FT)h—4— DP CE CXp a5
No (hn) (#4) AFA TR T hEe  (min) (o) AA> af Q3 V) " vy mEmE
9a7OE)LTEFIL-  Cyclopropylacethyl-(R)- . 244.3 85.1 46 29 14 e .
1 R camiting C1oHpNO, 243.30 2431471 35 +  MH] a4 1850 P 1o o TYSULBIN=Fd
- _ 917.3 899.4 125 -38 21 . R
2 o-TIY=FV a-Amanitin C3gHs4N19014S 918.97 918.3542 5.0 - [M—H] IN—=DZTIAVUB
917.3 917.5 125 -8 -19
- _ 918.3 900.5 135 42 21 e
3 BTI=FV B-Amanitin CaoHssNgO15S 919.96 919.3382 54 - M-H N=S=FT4UB
918.3 9185 -135 -10 23
4 ALUUS llludin S C15Ha00. 264.32 264.1362 5.4 + - 2651 2172 3 13 o —o=re B
i uen 157720 : : - (M+H) 265.1 247.2 31 1 14 =
5 pFI=F: y-Amaniti CaoHsaNigO1sS  902.97 902.3593 55 - - o014 883.5 140 38 15 \—TZFIALUB
N -Amanttin sorisal0s . . - M=H] 901.4 9015 -140 -8 qg NTEETIAR
6 TrOAS: Phalloidi CasHagNg011S 788.87 788.3163 6.8 - - 7873 7434 145 44 B \—C=7IALUB
THAZ aowdin asTlaelNe1 - - - M—H] 787.3 787.5 145 -10 ag T
- _ 337.3 219.0 -35 12 -15 o
7 RZIE Ustalic acid C49H140¢ 338.32 338.0790 8.5 - [M—H] 3373 170 35 a0 9 2, 2-E7x= )L hILRU B
_ ] 529.4 2313 81 25 12 ]
8 HhSEFLUH Satratoxin H CaoH3c0s 528.59 528.2359 8.8 +  MH STEREVAVILARI—)L
529.4 2452 81 23 14
Iy Satratodn A K 6133 2453 61 25 1o e
O o 13-Srr—t 12, 13 dlacetste CasHagO14 612.66 612.2571 10.0 +  WHH] 6123 o173 o1 w g STERESRIAAI—L
T EERS>DI 3>, TR RN 3>
#* 2-2 WNEEHED SRM 7oy a & (OFrEM 1. REFRRENIE)
t&¥4 &% REFEFMAE ESI  Jyhr—4— DP CE CXP
No. . . 8 1
(F1%) (%2) (min)  (H—) 14> Q Q3 v v (v ®E
AJINLYLLTEFIL-(R)- Isovalelylacetyl- . oo
1S1 " 4. + + 255. A 1 1 14 V)OO RIN
S HIL=F2-d9 carnitine-d9 0 (M+H] %53 85 5 3 HNLDRIAT
TR Diacetoxy- . . .
s o . . + . . V)OO ARIN
IS2 2RI — L sclrpenol 74 + [M+NH,] 384.2 307.2 56 17 18 YD RINAY
22-E7z= )L 2,2'-Biphenyl- - . csop
I R N ’ A . 7. — - 240. 153.2 -4 -22 -1 V) DRIN
S3 SHILR B carboxylic acid 9 [M—H] 0.9 53 5 N 19
+ [M+H]" 867.4 663.4 106 37 22
IS4 N—=F7I4(4B Virginiamycin B 9.3 YD RINY
- M—H]" 865.3 1772 -120 58 -3
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IR
NoLRE
EAE

A7 2R

K2 BiEs7u< 77 78I MS A3 VROFE (GFE&EF 1)

XBridge Shield RP18 (Waters)
2.1 X150 mm, 3.5 um

(A) 0.05%F Bk

(B) *2/—JL
Time/min A (%) B (%)
0 90 10
10 0 100
12 0 100
12.1 90 10
20 90 10
0.2 mL/min
40°C
o uL
Parameter™\\Porarity ESI(+) ESI(-)
Curtain gas (psi) 20 20
Collision gas (psi) 7 7
lon Spray Voltage (V) 5000 -4500
Temperature (°C) 300 300
lon Source Gas1 (psi) 60 60
lon Source Gas2 (psi) 60 60

X SCIEXHE Turbo-vy — 2D 5% TFE
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E ) 5 g(50 mLE D ERYE)

— 10%h1) 2 OO EE(TCA)AR 10 mL
— A%4/—)L10 mL

o FREDFAX, 2 min

— AZ/—)L
=il 5B (58, 2,000x g, 5 min)
LEEFFREYS0 mLIZER

R R

= &l Captiva EMR-Lipids, 3 mL, 300 mg

&2 mLE B

=i B (E5E, 1,000 g, 1 min)

BHEERTS

HHE1 mLE &R

=i B (E5E, 1,000x g, 1 min)

BHEEES (5 mMLASARRERE)
— 60% AR./—)L

5mLIZER

HERA R 0.02 g sample/mL
(FEERBEFEHASRAENATIV)

Scheme 1 HF#EH¥/ 2 ORBRBEKARE (kM 1)

57



x3 HOWMHABRILEWERIST 2ELREFEX /=2 (OEMH2)
Group No. {t&¥% CAS No. Fha¥/a%E
1 1 ayy 62-49-7 R=FUJ BT
2 LAHYY 300-54-9 TEETRE
, 3 ARTUE 25690-45-3  ARTFUTHT
4 LIE—IL 2763-96-4 TUIRYT
3 5 TFULTUDY 16338-45-0 ATYTSTERY
BT OA=8Y
4 6 JO/sNLFLTYIY 23235-01-0 97:/}]#:9’7
TUURTERE
5 7 TAspyy 16568-02-8 LY XTIAY LT
6 8 THUFY 2757-90-6 I9) 3
7 9 ALPUS 1149-99-1 PES=E L
10  a-FI=FV 23109-05-09 K&VILA4
. 1M1 B-TFI=ZFV 21150-22-1  >OARIATUT B4
12 y-FI=FV 21150-23-2
13 I7A4ADY 17466-45-4
o i’ >oR7aELT EFIL- — Oy
(Ry-HIL=F>
10 15 HrShEIUH 53126-64-0 HhI 44r
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HO,"’H/
‘r

OH
N(CH .
Ho/\/ 3)s D\/N(CH?,k
HaC (o}
NH

Cholin

Muscarin

O NH

HN" 5 WCOH
H
Agaritine
Ibotenic acid
7
(|:HO
HN" £ WCOH = N
] H,N EI CO,H H3C/\N/ CH,
Allylglycine Propargylglycine Gyromitrin

K3 SFrgbamDOLEREmE (DS 2)
4 1 AR R 5y & Bk < FRRPE D 8 Hsy)
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AHEX ) 20BRD L ATBEEORKRFHMIB IOV SRM 7 vy a &t (OHrEM 2. (RERRHIE)

& & . UREY %2 ) h—tp— DP CE CXP

No. g;é%)% 1(?%%)% AT R {/Tf;égtj ﬁ(ﬁ?ﬁ)ﬁsﬁ (+EE) j;l 7 al as v) v) V)
1 ayy Cholin CsHi4,NO" 104.17 104.1075 24 + M 1040 600 % % 10
104.0 58.0 26 41 10

2 LRAYY Muscarin CoHoNO," 174.26 174.1494 5.0 + M 1740 57.0 > 8 g
174.0 43.0 51 49 10

279.1 121.0 90 30 10

. o . 279.1 159.1 90 20 10

3 ARTUB L-Ibotenic acid CsHsN,O4 158.11 158.0328 5.0 + [APD-M+H] 2794 2790 %0 20 10
279.1 95.0 90 50 10

214.0 121.0 81 38 14

S5=2 Aanine d4 214.0 94.0 81 52 1

IS1 ?ggm/;;;) (Iriemzldsm sarc) CaHsD4NO, 93.12 93.0728 57 +  [APD-MH]" 140 142 o o o
214.0 95.2 81 50 10

388.3 121.0 40 40 10

4 THIFY Agaritine C12H17N304 267.28 267.1219 58 + [APD-M+H]" %883 %80 40 2 10
388.3 2322 40 30 10

388.3 76.9 40 80 10

234.1 121.3 80 25 8

5  JasuELTYTy L-Propargylglycine CsH;NO, 113.11 113.0477 6.0 + [APD-M+H]* 2341 139 g0 18 16
234.1 234.1 80 20 10

234.1 95.2 80 50 10

p2i=pj=14 Cyclopropylacethyl . 244.3 85.1 46 29 14

6 -TI?)—;}DL'::;'-I;T‘E;)L _(,‘g)_czrn‘?zne 4 CioHaiNO, 24330 243.1471 6.4 + 0 WeH] 2443 150 o o 0
7 soskyy Gyromitrin C4HgN,0 100.12 100.0637 6.5 + M+HI 101.0 780 46 15 12
101.0 420 46 29 10

8 BFY=FY B-Amanitin CgHs3NgO15S 919.96 919.3382 6.6 - M—H]™ 918.3 900.5 1% “2 2
918.3 9185 135 -10 23

235.1 121.2 81 26 8

N ) N 235.1 115.0 81 19 18

9 LVE—L Muscimol C4HeN,0, 114.10 114.0429 6.7 + [APD-M+H] 2351 2350 o1 2 10
235.1 95.3 81 40 10

- _ 917.3 899.4 125 -38 21

10 a7I=F> a-Amanitin CagHsaNipO1sS  918.97 918.3542 7.0 - M—H] o173 0175 o5 5 o
236.0 121.0 72 27 7

1M1 FULTIDY L-Allylglycine CsHeNO, 115.13 115.0633 7.1 + [APD-M+H] %60 es I g 8
236.0 236.2 72 20 10

236.0 95.2 72 50 10

. . . 265.1 217.2 41 13 14

12 ALTUS ludin S C1sH2004 264.32 264.1362 75 + [M+H] e a7 “ “ “
13 rTY=FY 1-Amanitin CagHsiNigO138 90297 902.3593 75 - IM-H™ 014 8835 140 b s
901.4 901.5 -140 -8 -19

14 J7O4Sy Phalloidin CasHagNs011S 788.87 788.3163 85 - M—HI™ 7673 7434 149 44 1
787.3 787.5 -145 -10 -13

N . . 529.4 231.3 81 25 12

15 HrShEIUH Satratoxin H CagH360g 528.59 528.2359 10.2 + [M+H] 204 452 o1 » "

[APD-M+H]": APDSFFE{K LD TO AT IS F
HEEERENU DLy 2B UK ERNU D
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IR

NoLRE

EAE

1%

iR

Luna PFP(2) (Phenomenex)
2%X150 mm, 3 um

(A) 0.01%FE 2HB5 mMMFEE7EZYL

(B) *%2/—JL
Time/min A (%) B (%)
0 100 0
10 0 100
12 0 100
12.1 100 0
20 100 0
0.2 mL/min
40°C
o uL
Parameter™\\Porarity ESI(+) ESI(-)
Curtain gas (psi) 30 30
Collision gas (psi) 9 9
lon Spray Voltage (V) 5000 -4500
Temperature (°C) 300 300
lon Source Gas1 (psi) 60 60
lon Source Gas2 (psi) 60 60

X SCIEXHE Turbo-vy — 2D 5% TFE

4 BRI o< T T7ROCMS A FBOEM (G 2)
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i - N
ﬁ&:"ﬁ"a&

100 pL (1.5 mLAEHELIEFAH T ZRAE /AL TIL)
R EE#E &R 300 pL

— APDSEZEA® 100 pL(20 mg/mL7Er=F) JLER)
mn g

55°C, 10 min (R4 2—F v 7 CHEH)
— 0.2%FEE & H60%A2/—)L7AK 500 uL

A BRE R
N__NH
R—NH, Y U R
N ©
H 0
N

R 0
o H |
AN ~ H 55°C, 10 min
| N + R-N-R ————)
N/ 0]

N N
Borate buffer N7 0]

0
H R
R N. _NH-C-COOH
H,N-C—COOH YT A
H @ ©
APDS M APD-M NHS

Scheme 2 APDS #FHE A DO KISEIER X ORISR
APDS : 37X /B YU IUN-NE RuafxTv A7 A I —"A— |

M : it iba®. APD-M : APDS #FEA&{k4¥, NHS: e Fefxo X7 A I K

0
) OJK/A
M 1.S0Cl,, RT,1h |
HO

2. L-Carnitine, RT, 1.5h

v

Cyclopropyl acetic acid

Cyclopropylacetyl-(R)-camitine
Scheme 3 7 u7uv A 7EFN- (B -IIV=F DK
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m+IS m—I|S

120
100
£ 80
=
(11}
3
L
60
40
20
0
Cyclopropylacetylc- a-Amanitin B-Amanitin y-Amanitin llludin S Phalloidin Ustalic acid Satratoxin H Satratoxin H

(R)-camitine 12, 13'-diacetate

X5 (EBEDF ) aFZORMEINRBROEE (oSt 1)
e WIEHEHEREH Y . 4 WS ER L, n=5 (I FF 0 H, Y5 T FFT U HI12, 13- 78T — F R ONT 2 Z LERIT n=3)

WINRE : 2uglg A VPr S, a-T~v=F v, B-T~=F v, y-T~=F), luglg (ZruAry ¥ 7% H ++7 X HI12,
13- 77— k), 0.5ug/g (VAZ)VER)
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| Recovery
| (1ng/g)
Peak height: 710,100
Peak Area: 3,693,000
Blank

Peak height: 15,120
Peak Area: 115,300

M6 vr7urunerA7eFi-(R)-IL=FrDRMEIRRE L 75 73D
su~< b7 L0HE (OE&HE1 BIEN S Vv a v : 244.3>85.1)
WINEREI R OT T v 7 3B . oA & 4 RIS : 1 pglg
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Ibotenic acid
(APDS derivatized)

Muscimol
(APDS derivatized)

Allylglycine
(APDS derivatized)

Propargylglycine
(APDS derivatized)

Agaritine
(APDS derivatized)

Alanine-d4
(APDS derivatized)

CE20V CES50V
1211
34e7 3767 1211
32e7 g
g 3267
; 2481 » 24e7
= 5
2 16e7 2190 & 1.6e7
2 @ 95
= 8.0e6 149.0 T 8066 780930
700 949 - 2261 = 79, 149.0
. 00 50 100 150 200 250 300
00 59 700 150 iz, Da 300 350 300 miz,Da
1208 2350 120.8
2.0e8 2.0e8 952
158 1.5¢8
" g 782
© 1.0e8 O 1.0e8
z 932
% g 6822
& 50e7 9.3 g s0eTi
= 115.2) E
781 Jes2 = JJ.L 98.2 L
00 50 100 150 300 350 370 00 &5 100 150 200 750 270
mi/z, Da miz,Da
1208
2068 121.0 236.2 2068 952
1.5e8 1568
©
w
3_ 1.0e8 8 1.0e8 781
z = 942
S 5067 953 25007 682
b= 742 z 66.1
B 3,781 J 1163 = o "L
00 - 100 150 200 250 270
700 e Da 200 350 270 2 ba
1208
2.0e8 1210
234.1 2068
1.5¢8 1508 95.2
a
5 1.0e8 2 1.0e8 181
= = 942
& 5.0e7 952 © 5.0e7| 682
= 82782 | 1143 2172 5 )
00 50 100 150 200 350 270~ 00 50 100 150 200 250 270
m/z, Da miz, Da
3701 121.1
4767 1.09e8
067 1.0e8
1211 8.0e7
o 3.0e7 250.2 o
iy 9229 O 6.0e7
= 20eT i & 1067
z g e 95.0
£ 1067 95.0 276.1 £ 20e7] 786°
- 840, |1304 1872 ) 365.2 ) L1939 130.1 159.1 1572 2323,50 4
0.0 509 100 150 200 300 350 400 420 0.0 100 15 200 2 300 350 400420
m/z, Da miz, Da
1208 2142 1211
2.0e8: 2.0¢8 -
21568 21.5e8
S S 781
= 2
% 1.0e8: %1,085 772 0a1
£ 773 £
= = eg2| 94
5.0eT 953 5.0e7
768 1411 4582 &
00 700 750 700 750 0.055 700 750 300 350
m/z, Da miz,Da

X7 APDS ZFEK{bmDOTa s "L F L ART ML

/2% : CE20V, A% : CE50V
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Ibotenic acid, Agaritine

69e5
6.0e5
w Ibotenic
= acid
2 4.0e5 “ ?9-
2 fl
] ‘ |
E |
2.0e5 [
N
J'_ \
0.0 10 50 ) 60 70 80 90
Time, min

Cholin, Muscarin, Alanine d4, Propargylglycine, Cyclopropylacetyl-(R)-carnitine, Muscimol, Allylglycine

8.5e6
8.0e6

g
o
)

5
g,

Intensity, cps

S
g,

Muscarin
4.95)

Cyclopropylacetyl 'fi
-(R)-camitine N
(6.38)

Allylglycine
(7.08)

Propargylglycine |
(5.97) |

|
Alanine d4 ’I‘ I
(5.66)

N

00 10

Gyromitrin, llludin S, Satratoxin H
236
2 0eb

=] o
@ @
<) <)

Intensity, cps

5.0e4

50 8.0 9.0

Time, an’D

Gyromitrin |
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No. Compound name R_T Lob oQ
(min) (ng/mL)  (ng/mL)
Cholin 24 0.9999 0.25 0.85
Muscarin 5.0 0.9988 0.15 0.52
3 Ibotenic acid 5.0 0.9999 0.53 1.78
IS1 Alanine-d4 (Internal Standard) 5.7 0.9998 0.10 0.33
4 Agaritin 5.8 0.9997 0.30 0.99
5 Propargylglycine 6.0 0.9996 0.17 0.58
6 Cyclopropylacetyl-(R)-carnitine 6.4 1.0000 0.14 0.48
7 Gyromitrin 6.5 0.9992 1.26 4.21
8 B-Amanitine 6.6 0.9998 0.22 0.74
9 Muscimol 6.7 0.9997 0.14 0.46
10 a-Amanitine 7.0 1.0000 0.19 0.64
11 Allylglycine 71 0.9995 0.12 0.39
12 llludin S 7.5 0.9986 0.82 2.74
13 y-Amanitine 7.5 0.9999 0.11 0.37
14 Phalloidin 8.5 0.9997 0.14 0.48
15 Satratoxin H 10.2 0.9998 0.13 0.42

* R. Coefficient of correlation, LOD: Limit of detection, LOQ: Limit of quantitation

** The range of calibration curve: 1-50 ng/mL
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	別添3）研究報告書（研究代表者）_20220531最終版（確定版）
	B-3-1．低極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件１）
	1.1 分析対象化合物
	分析対象化合物としたキノコ毒（または指標成分）9成分とした。
	1.2 試料
	添加回収試験にシイタケ（生、市販品（菌床栽培品））を用いた。
	1.3 試薬・試液
	-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン、ファロイジンの4成分の標準品は、市販品をメタノールに溶解し100 g/mLの標準溶液を調製した。イルジンSは林純薬工業（株）製の1000 g/mLメタノール溶液を用いた。カエンタケのサトラトキシン Hおよびサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートはAgilent technologies社の滝埜博士から提供された100 g/mLのアセトニトリル溶液を用いた。カキシメジのウスタル酸は、日本大学の早川教授から提供された合成品（Hayaka...
	-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン、ファロイジンの4成分の標準品は、市販品をメタノールに溶解し100 g/mLの標準溶液を調製した。イルジンSは林純薬工業（株）製の1000 g/mLメタノール溶液を用いた。カエンタケのサトラトキシン Hおよびサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートはAgilent technologies社の滝埜博士から提供された100 g/mLのアセトニトリル溶液を用いた。カキシメジのウスタル酸は、日本大学の早川教授から提供された合成品（Hayaka...
	内部標準として、安定同位体標識化合物のイソバレリル-(R)-カルニチン-d9塩酸塩（Cambridge Isotope Laboratories社製）、バージニアマイシン B（Santa Cruz Biotechnology社製）、2, 2’-ビフェニルジカルボン酸（東京化成工業（株）製）、ジアセトキシスシルペノール（富士フィルム和光純薬（株）製）を用いた。ジアセトキシスシルペノールはアセトニトリルに、その他の化合物はメタノールに溶解して200 g/mLの標準原液を調製した。これら4種の内部標準...
	精製に用いたカートリッジは Agilent Technologies 社製の Captiva EMR-Lipid （3 mL、300 mg）を使用した。
	精製に用いたカートリッジは Agilent Technologies 社製の Captiva EMR-Lipid （3 mL、300 mg）を使用した。
	10%(w/v)トリクロロ酢酸（TCA）溶液はナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またはLC-MS用を用いた。
	10%(w/v)トリクロロ酢酸（TCA）溶液はナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またはLC-MS用を用いた。
	1.4 装置
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	・ACQUITY UPLC System（Waters社製）−API4000（Sciex社製）
	1.5 LC-MS/MS測定条件
	分析カラムは、Waters社製のXBridge Shield RP18 (2.1 mmφ×150 mm, 3.5 m)を用い、0.05%ギ酸溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法で行った。
	分析カラムは、Waters社製のXBridge Shield RP18 (2.1 mmφ×150 mm, 3.5 m)を用い、0.05%ギ酸溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法で行った。
	1.6 試験溶液の調製
	1.6.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのポリプロピレン製遠心沈殿管に量り採り、10%TCA溶液10 mLおよびメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清を採り、メタノールを加えて正確に50 mLとした。
	1.6.2 精製
	抽出液を2 mL採り、Captiva EMR-Lipidカートリッジに負荷し、常温、1,000×gで1分間遠心分離し、溶出液を捨てた。さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して得られた溶出液を採り、4種内部標準混合溶液（50 ng/mL）を1 mL加えた後、60%メタノールにより5 mLに定容したものを試験溶液とした（0.02 g sample/mL）。バイアルは不活性処理済みガラス製バイアルを用いた。
	抽出液を2 mL採り、Captiva EMR-Lipidカートリッジに負荷し、常温、1,000×gで1分間遠心分離し、溶出液を捨てた。さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して得られた溶出液を採り、4種内部標準混合溶液（50 ng/mL）を1 mL加えた後、60%メタノールにより5 mLに定容したものを試験溶液とした（0.02 g sample/mL）。バイアルは不活性処理済みガラス製バイアルを用いた。
	1.7 定量
	4種内部標準混合溶液が10 ng/mLとなるように加え、0.4%TCA含有60%メタノール溶液により、5－200 ng/mLの標準溶液を調製した。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法により定量値を求めて比較した。
	4種内部標準混合溶液が10 ng/mLとなるように加え、0.4%TCA含有60%メタノール溶液により、5－200 ng/mLの標準溶液を調製した。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法により定量値を求めて比較した。
	1.8 添加回収試験
	粉砕均質化したシイタケ5 gにキノコ毒9成分を以下の濃度になるように添加、混和して30分間静置した後、3または5回併行の添加回収試験を行い、真度と併行精度を求めた。
	・イルジンS、-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン：2 g/g
	・ファロイジン、サトラトキシンH、サトラトキシンH 12’, 13’-ジアセテート：1 g/g
	・ウスタル酸：0.5 g/g
	B-3-2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
	2.1 分析対象化合物
	分析対象化合物としたキノコ毒15成分は以下のとおりである。高極性の毒成分であるコリン、ムスカリン、イボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチン、ジロミトリンの8成分に加え、分析条件1の対象成分の9成分のうち、市販の標準品が入手できなかったサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートおよびウスタル酸の2成分を除く7成分を加えた。
	2.2 試薬・試液
	ニセクロハツの指標成分であるCPAC以外は市販品を用いた。高極性の8成分はメタノール・水（1:1）混液に溶解し100、500、または1000 g/mLの標準原液を調製した。低極性の7成分の標準溶液は1.3 試薬・試液に示すとおり調製した。
	また、内部標準として、安定同位体標識化合物のアラニン-d4（Sigma-Aldrich社製）を用いた。メタノール・水（1:1）に溶解し500 g/mLの標準溶液を調製した。
	誘導体化には、富士フィルム和光純薬（株）製のAPDS試薬（APDSTAG）およびホウ酸緩衝液（APDSTAG Wako Borate Buffer）を用いた。APDS試薬100 mgをLC-MS用アセトニトリル5 mLに溶解して20 mg/mLの溶液を調製し、4℃で保存して用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	2.3 装置
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	誘導体化反応に用いたヒートブロックは、Themo Fisher Scientific社製のReacti-Thermを用いた。
	2.4 LC-MS/MS測定条件
	分析カラムは、Phenomenex社製のLuna PFP(2) (2 mmφ×150 mm, 3 m)を用い、0.01%ギ酸含有5 mMギ酸アンモニウム溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、ESI法で行い、予想される溶出時間帯のみを測定するScheduled MRMを用いた。
	分析カラムは、Phenomenex社製のLuna PFP(2) (2 mmφ×150 mm, 3 m)を用い、0.01%ギ酸含有5 mMギ酸アンモニウム溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、ESI法で行い、予想される溶出時間帯のみを測定するScheduled MRMを用いた。
	2.5誘導体化反応
	分析対象とした16成分（内部標準のアラニン-d4を含む）のうち、アミノ酸類（イボテン酸、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンおよびアラニン-d4）とアミン類（ムシモール）の6成分は、分子内のアミノ基をAPDS法により誘導体化した上で分析した。アミノ基を有しない他の10成分と合わせ、16成分の混合標準液を80％メタノール溶液により調製し、1.5ｍLの不活性処理済みガラス製バイアル中に100 L分取した。これにホウ酸緩衝液300 LおよびAPDS溶液100 Lを加えて、スクリューキャ...
	2.6 SRM条件の最適化
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	その他のSRMトランジションについてはPFPカラムで分離したピークについて、プロダクトイオンスペクトルから候補を探索し、CEを20-110 Vまで10 Vずつ変え、プロダクトイオンの強度が最大となるCEを設定した。
	各誘導体化物について、定量用で1つ、確認用で3つの合計4つのトランジションを設定した。なお、インフュージョンにより最適化できなかったトランジションのCollision exit potential（CXP）は一律10 Vに設定した。
	誘導体化しない10成分のSRM条件の最適化は、標準原液をメタノールまたはメタノール・水（1:1）混液で適宜希釈したものをインフュージョンにより質量分析計に導入し、定量用と確認用の2つのトランジションを設定した。
	2.7 機器分析の検出限界および定量限界の推定
	16成分の混合標準液を、80％メタノール溶液で希釈して1、2.5、5、10，25、50、100、250 ng/mLの8濃度の標準溶液を調製し分析した（誘導体化後の試験溶液の濃度は0.1、0.25、0.5、1、2.5、5、10、25 ng/mL）。各濃度に対するクロマトグラムのピーク面積をプロットし、最小二乗法による直線回帰して得られた検量線の傾き（a）を求めた。さらに、各濃度のクロマトグラムから、検出限界に近い濃度の試験溶液を選択して6回繰り返し測定し、ピーク面積の標準偏差（）を求めた。検出限...
	B-3-3．CPACの化学合成
	1) Hayakawa, I., Watanabe, H. and Kigoshi, H. Tetrahedron, 64, 5873-5877 (2008).
	C,D-3-1．低極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件１）
	日本において過去の食中毒発生件数が最も多いキノコはツキヨタケで、次いでクサウラベニタケ、カキシメジとなっており、現在もこの3種のキノコの誤食による食中毒が毎年数多く発生している。また、過去の食中毒の死亡事例は、ドクツルタケが最も多く、次いでシロタマゴテングタケ、ニセクロハツ、カエンタケとなっている（登田ら．(2012)）P1)P。分析対象化合物とした9成分は、これらの有毒キノコのうちクサウラベニタケ以外のものに対応しており、致死的な食中毒事例をはじめ、多くの事例に対応することが可能であると考えら...
	分析対象化合物とした9成分は、誘導体化やイオンペア試薬を用いることなく、RPLCで分析することが可能であった。分析条件については、先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）において最適化しており、今回、有毒植物の多成分分析に用いた前処理法を応用して添加回収試験を実施した。
	1.1添加回収試験の結果
	シイタケを用いて0.5-2 g/gの濃度で添加回収試験を実施した結果、内部標準補正を行わない場合、CPACを除く8成分で真度は81-87%、併行精度は　1.7-10.1RSD%となった。内部標準補正を行った場合、真度は8成分いずれも向上し、85-98%となった。併行精度は3.1-9.0RSD%となり、成分によっては定量値のバラツキが大きくなったが、いずれも10%以下となり内部標準補正が有効であることが示された。
	アマニタトキシン類の4成分（-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンおよびファロイジン）は、ESIのポジティブモード（ESI(+)）でも分析が可能であった。しかし、ネガティブモード（ESI(−)）に比べて測定感度が低く、特に-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンの場合は検量線や定量値のバラツキが大きくなる傾向が見られたため、ESI(−)での分析条件を採用した。
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	本法におけるマトリックス存在下での定量限界は、いずれの成分も0.5 g/g以下を担保していた。検量線の相関係数(R)は、CPACを除く8成分で、内部標準補正の有無に関わらず0.995以上となり良好な結果が得られた。
	本法は、食中毒の発生件数が多いキノコや死亡事例が多いキノコの食中毒の原因究明に有用な分析法であることが示唆されたことから、今後、試験室間妥当性評価を実施し、分析法の汎用性を検証する。
	C,D-3-2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
	キノコ毒には、ベニテングタケから単離されたムスカリンをはじめ、イボテングタケから単離されたイボテン酸やムシモールなど、低分子の高極性化合物が数多く存在する。前述のように、ムスカリンは日本の過去の食中毒発生件数が2番目に多いクサウラベニタケの毒成分の1つであるとともに、シロトマヤタケやオオキヌハダトマヤタケなどのアセタケ属のキノコをはじめとする広範囲のキノコに含まれる毒成分である。また、イボテン酸やムシモールは、過去の食中毒発生件数が多く報告されているテングタケをはじめとする一部のテングタケ属のキ...
	特に日本では、キノコによる食中毒事例における、これらの低分子の高極性毒成分の含有実態は十分に把握されておらず、リスク評価のためのデータが不足している。先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）においては、これらの高極性毒成分を親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）/MS/MS により分析する方法を検討したが、夾雑成分の影響のため、正確な同定、定量は困難であった。また、本年度の予備的な検討において、分析に影響を与えていると考えられた夾雑成分の無機塩類を除去するため、グラファイトカーボ...
	今回検討に用いたAPDS法は、ほ乳類の血漿中に含まれる遊離アミノ酸のプレカラム誘導体化分析法として新保らが開発した方法である（Shimbo et al. (2009)）P2)P。APDS試薬は、分子内に活性カーバメートを有しており、アミノ酸をはじめ第1級アミンや第2級アミンなど、アミノ基の誘導体化を穏和な条件で迅速に進めることができる。また誘導体化物にイオン化効率の高いアミノピリジル基が含まれるため、質量分析計で高感度に検出できるという利点がある。APDS試薬は現在、市販の試薬として入手可能であ...
	以上のことから、キノコ中毒発生時に低分子の高極性毒成分を質量分析により迅速かつ正確に定量するための汎用性の高い分析法として、APDS法は有用性が高いと考え分析法の検討を行った。
	2.1 誘導体化反応
	誘導体化反応の操作は、富士フィルム和光純薬（株）が示すAPDS試薬（APDSTAG）の標準操作法に従った。
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、誘導体化に...
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、誘導体化に...
	誘導体化の操作は、比較的穏やかな条件で簡易、迅速に実施することが可能であったが、一般的に誘導体化の反応効率は試料マトリックスの影響を受けることが知られている。試料マトリックス存在下での誘導体化の反応時間や誘導体化試薬量の最適化は今後の検討課題である。
	APDS誘導体化物と低極性の毒成分を分析する場合は、C18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	APDS誘導体化物と低極性の毒成分を分析する場合は、C18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確認したと...
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確認したと...
	また、APDS誘導体化した6成分のうち、プロパルギルグリシン、ムシモール、アリルグリシンの3成分は分子量の差がそれぞれ1ずつ異なっている。-アマニチンの定量にアマニチンの第一同位体が影響するのと同様に、プロパルギルグリシンの第一同位体がムシモールに、ムシモールの第一同位体やプロパルギルグリシンの第二同位体がアリルグリシンに影響して定性や定量を妨害することを避けるため、十分に分離することが必要となる。こうした分離の問題を克服するために種々の分析カラムを検討した結果、最も適していた分析カラムはP...
	以上最適化された分析条件により、分析対象化合物16成分を分析し、検量線を作成したところ、試験溶液1-50 ng/mLの範囲で相関係数（R）が0.998以上となり良好であった。
	繰り返し測定による保持時間の変動はなかった。また、定量限界はイボテン酸が2 ng/mL、イルジンSが3 ng/mL、ジロミトリンが5 ng/mLで、その他の成分が< 1 ng/mLとなった。前処理の希釈率にもよるものの、食中毒残品の分析に必要な定量限界であると考えられた。
	C,D-3-3．化学合成による標準品の確保
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	B．研究方法
	1．低極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件１）
	1.1 分析対象化合物
	分析対象化合物としたキノコ毒（または指標成分）9成分を表1および図1に示した。
	1.2 試料
	添加回収試験にシイタケ（生、市販品（菌床栽培品））を用いた。
	1.3 試薬・試液
	-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン、ファロイジンの4成分の標準品は、市販品をメタノールに溶解し100 g/mLの標準溶液を調製した。イルジンSは林純薬工業（株）製の1000 g/mLメタノール溶液を用いた。カエンタケのサトラトキシン Hおよびサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートはAgilent technologies社の滝埜博士から提供された100 g/mLのアセトニトリル溶液を用いた。カキシメジのウスタル酸は、日本大学の早川教授から提供された合成品（Hayaka...
	-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン、ファロイジンの4成分の標準品は、市販品をメタノールに溶解し100 g/mLの標準溶液を調製した。イルジンSは林純薬工業（株）製の1000 g/mLメタノール溶液を用いた。カエンタケのサトラトキシン Hおよびサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートはAgilent technologies社の滝埜博士から提供された100 g/mLのアセトニトリル溶液を用いた。カキシメジのウスタル酸は、日本大学の早川教授から提供された合成品（Hayaka...
	内部標準として、安定同位体標識化合物のイソバレリル-(R)-カルニチン-d9塩酸塩（Cambridge Isotope Laboratories社製）、バージニアマイシン B（Santa Cruz Biotechnology社製）、2, 2’-ビフェニルジカルボン酸（東京化成工業（株）製）、ジアセトキシスシルペノール（富士フィルム和光純薬（株）製）を用いた。ジアセトキシスシルペノールはアセトニトリルに、その他の化合物はメタノールに溶解して200 g/mLの標準原液を調製した。これら4種の内部標準...
	精製に用いたカートリッジは Agilent Technologies 社製の Captiva EMR-Lipid （3 mL、300 mg）を使用した。
	精製に用いたカートリッジは Agilent Technologies 社製の Captiva EMR-Lipid （3 mL、300 mg）を使用した。
	10%(w/v)トリクロロ酢酸（TCA）溶液はナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またはLC-MS用を用いた。
	10%(w/v)トリクロロ酢酸（TCA）溶液はナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またはLC-MS用を用いた。
	1.4 装置
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	・ACQUITY UPLC System（Waters社製）−API4000（Sciex社製）
	1.5 LC-MS/MS測定条件
	分析対象化合物としたキノコ毒9成分および内部標準4成分のLC-MS/MS測定条件を表2-1、表2-2および図2に示した。分析カラムは、Waters社製のXBridge Shield RP18 (2.1 mmφ×150 mm, 3.5 m)を用い、0.05%ギ酸溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法で行った。
	1.6 試験溶液の調製
	低極性のキノコ毒の試験溶液調製法をScheme 1に示した。
	1.6.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのポリプロピレン製遠心沈殿管に量り採り、10%TCA溶液10 mLおよびメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清を採り、メタノールを加えて正確に50 mLとした。
	1.6.2 精製
	抽出液を2 mL採り、Captiva EMR-Lipidカートリッジに負荷し、常温、1,000×gで1分間遠心分離し、溶出液を捨てた。さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して得られた溶出液を採り、4種内部標準混合溶液（50 ng/mL）を1 mL加えた後、60%メタノールにより5 mLに定容したものを試験溶液とした（0.02 g sample/mL）。バイアルは不活性処理済みガラス製バイアルを用いた。
	抽出液を2 mL採り、Captiva EMR-Lipidカートリッジに負荷し、常温、1,000×gで1分間遠心分離し、溶出液を捨てた。さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して得られた溶出液を採り、4種内部標準混合溶液（50 ng/mL）を1 mL加えた後、60%メタノールにより5 mLに定容したものを試験溶液とした（0.02 g sample/mL）。バイアルは不活性処理済みガラス製バイアルを用いた。
	1.7 定量
	4種内部標準混合溶液が10 ng/mLとなるように加え、0.4%TCA含有60%メタノール溶液により、5－200 ng/mLの標準溶液を調製した。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法により定量値を求めて比較した。内部標準の割り当ては表2-1に従った。
	4種内部標準混合溶液が10 ng/mLとなるように加え、0.4%TCA含有60%メタノール溶液により、5－200 ng/mLの標準溶液を調製した。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法により定量値を求めて比較した。内部標準の割り当ては表2-1に従った。
	1.8 添加回収試験
	粉砕均質化したシイタケ5 gにキノコ毒9成分を以下の濃度になるように添加、混和して30分間静置した後、3または5回併行の添加回収試験を行い、真度と併行精度を求めた。
	・イルジンS、-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン：2 g/g
	・ファロイジン、サトラトキシンH、サトラトキシンH 12’, 13’-ジアセテート：1 g/g
	・ウスタル酸：0.5 g/g
	2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
	2.1 分析対象化合物
	分析対象化合物としたキノコ毒15成分を表3および図3に示した。高極性の毒成分であるコリン、ムスカリン、イボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチン、ジロミトリンの8成分に加え、分析条件1の対象成分の9成分のうち、市販の標準品が入手できなかったサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートおよびウスタル酸の2成分を除く7成分を加えた。
	2.2 試薬・試液
	ニセクロハツの指標成分であるCPAC以外は市販品を用いた。高極性の8成分はメタノール・水（1:1）混液に溶解し100、500、または1000 g/mLの標準原液を調製した。低極性の7成分の標準溶液は1.3 試薬・試液に示すとおり調製した。
	ニセクロハツの指標成分であるCPAC以外は市販品を用いた。高極性の8成分はメタノール・水（1:1）混液に溶解し100、500、または1000 g/mLの標準原液を調製した。低極性の7成分の標準溶液は1.3 試薬・試液に示すとおり調製した。
	また、内部標準として、安定同位体標識化合物のアラニン-d4（Sigma-Aldrich社製）を用いた。メタノール・水（1:1）に溶解し500 g/mLの標準溶液を調製した。
	誘導体化には、富士フィルム和光純薬（株）製のAPDS試薬（APDSTAG）およびホウ酸緩衝液（APDSTAG Wako Borate Buffer）を用いた。APDS試薬100 mgをLC-MS用アセトニトリル5 mLに溶解して20 mg/mLの溶液を調製し、4℃で保存して用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	2.3 装置
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	誘導体化反応に用いたヒートブロックは、Themo Fisher Scientific社製のReacti-Thermを用いた。
	2.4 LC-MS/MS測定条件
	キノコ毒15成分および内部標準1成分のLC-MS/MS測定条件を表4および図4に示した。分析カラムは、Phenomenex社製のLuna PFP(2) (2 mmφ×150 mm, 3 m)を用い、0.01%ギ酸含有5 mMギ酸アンモニウム溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、ESI法で行い、予想される溶出時間帯のみを測定するScheduled MRMを用いた。
	2.5誘導体化反応
	誘導体化の反応操作および反応式をScheme 2に示した。
	分析対象とした16成分（内部標準のアラニン-d4を含む）のうち、アミノ酸類（イボテン酸、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンおよびアラニン-d4）とアミン類（ムシモール）の6成分は、分子内のアミノ基をAPDS法により誘導体化した上で分析した。アミノ基を有しない他の10成分と合わせ、16成分の混合標準液を80％メタノール溶液により調製し、1.5ｍLの不活性処理済みガラス製バイアル中に100 L分取した。これにホウ酸緩衝液300 LおよびAPDS溶液100 Lを加えて、スクリューキャ...
	2.6 SRM条件の最適化
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	その他のSRMトランジションについてはPFPカラムで分離したピークについて、プロダクトイオンスペクトルから候補を探索し、CEを20-110 Vまで10 Vずつ変え、プロダクトイオンの強度が最大となるCEを設定した。
	各誘導体化物について、定量用で1つ、確認用で3つの合計4つのトランジションを設定した。なお、インフュージョンにより最適化できなかったトランジションのCollision exit potential（CXP）は一律10 Vに設定した。
	誘導体化しない10成分のSRM条件の最適化は、標準原液をメタノールまたはメタノール・水（1:1）混液で適宜希釈したものをインフュージョンにより質量分析計に導入し、定量用と確認用の2つのトランジションを設定した。
	2.7 機器分析の検出限界および定量限界の推定
	2.7 機器分析の検出限界および定量限界の推定
	16成分の混合標準液を、80％メタノール溶液で希釈して1、2.5、5、10，25、50、100、250 ng/mLの8濃度の標準溶液を調製し、Scheme 2により誘導体化して得られた試験溶液を表4および図4の条件で分析した（誘導体化後の試験溶液の濃度は0.1、0.25、0.5、1、2.5、5、10、25 ng/mL）。各濃度に対するクロマトグラムのピーク面積をプロットし、最小二乗法による直線回帰して得られた検量線の傾き（a）を求めた。さらに、各濃度のクロマトグラムから、検出限界に近い濃度の試験...
	3．CPACの化学合成
	松浦らの報告（Matsuura et al. (2016)）に基づき、シクロプロピル酢酸とL-カルニチン（いずれも東京化成工業（株）製）から脱水縮合反応により合成した（Scheme 3）。これを分取HPLCにより精製した後、重水中、22℃でP1PH-NMRスペクトルを測定した。装置は日本電子（株）製のJEOL ECA-500を用いた。
	1．低極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件１）
	日本において過去の食中毒発生件数が最も多いキノコはツキヨタケで、次いでクサウラベニタケ、カキシメジとなっており、現在もこの3種のキノコの誤食による食中毒が毎年数多く発生している。また、過去の食中毒の死亡事例は、ドクツルタケが最も多く、次いでシロタマゴテングタケ、ニセクロハツ、カエンタケとなっている（登田ら．(2012)）。図1に分析対象化合物として示した9成分は、これらの有毒キノコのうちクサウラベニタケ以外のものに対応しており、致死的な食中毒事例をはじめ、多くの事例に対応することが可能であると考...
	分析対象化合物とした9成分は、誘導体化やイオンペア試薬を用いることなく、RPLCで分析することが可能であった。分析条件については、先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）において最適化しており、今回、有毒植物の多成分分析に用いた前処理法を応用して添加回収試験を実施した。
	1.1添加回収試験の結果
	シイタケを用いて0.5-2 g/gの濃度で添加回収試験を実施した結果を図5に示した。内部標準補正を行わない場合、CPACを除く8成分で真度は81-87%、併行精度は　1.7-10.1RSD%となった。内部標準補正を行った場合、真度は8成分いずれも向上し、85-98%となった。併行精度は3.1-9.0RSD%となり、成分によっては定量値のバラツキが大きくなったが、いずれも10%以下となり内部標準補正が有効であることが示された。
	表2-1には記載しなかったが、アマニタトキシン類の4成分（-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンおよびファロイジン）は、ESIのポジティブモード（ESI(+)）でも分析が可能であった。しかし、ネガティブモード（ESI(−)）に比べて測定感度が低く、特に-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンの場合は検量線や定量値のバラツキが大きくなる傾向が見られたため、ESI(−)での分析条件を採用した。
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	本法におけるマトリックス存在下での定量限界は、いずれの成分も0.5 g/g以下を担保していた。検量線の相関係数(R)は、CPACを除く8成分で、内部標準補正の有無に関わらず0.995以上となり良好な結果が得られた。
	本法は、食中毒の発生件数が多いキノコや死亡事例が多いキノコの食中毒の原因究明に有用な分析法であることが示唆されたことから、今後、試験室間妥当性評価を実施し、分析法の汎用性を検証する。
	2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
	キノコ毒には、ベニテングタケから単離されたムスカリンをはじめ、イボテングタケから単離されたイボテン酸やムシモールなど、低分子の高極性化合物が数多く存在する。前述のように、ムスカリンは日本の過去の食中毒発生件数が2番目に多いクサウラベニタケの毒成分の1つであるとともに、シロトマヤタケやオオキヌハダトマヤタケなどのアセタケ属のキノコをはじめとする広範囲のキノコに含まれる毒成分である。また、イボテン酸やムシモールは、過去の食中毒発生件数が多く報告されているテングタケをはじめとする一部のテングタケ属のキ...
	特に日本では、キノコによる食中毒事例における、これらの低分子の高極性毒成分の含有実態は十分に把握されておらず、リスク評価のためのデータが不足している。先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）においては、これらの高極性毒成分を親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）/MS/MS により分析する方法を検討したが、夾雑成分の影響のため、正確な同定、定量は困難であった。また、本年度の予備的な検討において、分析に影響を与えていると考えられた夾雑成分の無機塩類を除去するため、グラファイトカーボ...
	今回検討に用いたAPDS法は、ほ乳類の血漿中に含まれる遊離アミノ酸のプレカラム誘導体化分析法として新保らが開発した方法である（Shimbo et al. (2009)）。APDS試薬は、分子内に活性カーバメートを有しており、アミノ酸をはじめ第1級アミンや第2級アミンなど、アミノ基の誘導体化を穏和な条件で迅速に進めることができる。また誘導体化物にイオン化効率の高いアミノピリジル基が含まれるため、質量分析計で高感度に検出できるという利点がある。APDS試薬は現在、市販の試薬として入手可能であり、ヒト...
	以上のことから、キノコ中毒発生時に低分子の高極性毒成分を質量分析により迅速かつ正確に定量するための汎用性の高い分析法として、APDS法は有用性が高いと考え分析法の検討を行った。
	2.1 誘導体化反応
	誘導体化反応の操作は、富士フィルム和光純薬（株）が示すAPDS試薬（APDSTAG）の標準操作法に従った（Scheme 2）。
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、Schem...
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、Schem...
	誘導体化の操作は、比較的穏やかな条件で簡易、迅速に実施することが可能であったが、一般的に誘導体化の反応効率は試料マトリックスの影響を受けることが知られている。試料マトリックス存在下での誘導体化の反応時間や誘導体化試薬量の最適化は今後の検討課題である。
	APDS誘導体化物と表1に示した低極性の毒成分を分析する場合は、図2の条件によりC18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	APDS誘導体化物と表1に示した低極性の毒成分を分析する場合は、図2の条件によりC18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい（表4）。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確...
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい（表4）。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確...
	また、APDS誘導体化した6成分のうち、プロパルギルグリシン、ムシモール、アリルグリシンの3成分は分子量の差がそれぞれ1ずつ異なっている（表4）。-アマニチンの定量にアマニチンの第一同位体が影響するのと同様に、プロパルギルグリシンの第一同位体がムシモールに、ムシモールの第一同位体やプロパルギルグリシンの第二同位体がアリルグリシンに影響して定性や定量を妨害することを避けるため、十分に分離することが必要となる。こうした分離の問題を克服するために種々の分析カラムを検討した結果、最も適していた分析カ...
	以上最適化された分析条件により、分析対象化合物16成分をScheme 2によって処理した後、検量線を作成したところ、試験溶液1-50 ng/mLの範囲で相関係数（R）が0.998以上となり良好であった。
	繰り返し測定による保持時間の変動はなかった。また、定量限界はイボテン酸が2 ng/mL、イルジンSが3 ng/mL、ジロミトリンが5 ng/mLで、その他の成分が< 1 ng/mLとなった。前処理の希釈率にもよるものの、食中毒残品の分析に必要な定量限界であると考えられた。
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	左：内部標準補正あり、右：内部標準補正なし、n=5（サトラトキシンH、サトラトキシンH 12’, 13’-ジアセテート及びウスタル酸はn=3）
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	B．研究方法
	1. キノコを原因とする食中毒
	厚生労働省監修（平成10年以前は厚生省監修）の「全国食中毒事件録（平成3～令和2年版）」及び厚生労働省ホームページの食中毒統計資料（最終確認：令和3年9月）にて公表された食中毒事件のうち、植物性自然毒（キノコ）を原因とする事件を抽出して本研究の調査対象とした。また、下記を補足資料として参考にした。
	食中毒の傾向解析にあたり、発生地域については厚生労働省へ食中毒事件の報告を行った自治体が属する都道府県とした。
	 食品衛生学雑誌（平成3年33巻～令和2年62巻）に掲載された「食中毒等事件例」
	 全国地方衛生研究所等の年報
	 全国地方自治体の報道発表資料
	2. 自然毒のリスクプロファイル
	1. キノコを原因とする食中毒
	1-1. 経年変化
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