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4 EBORMHABEZ RN, ATV A X, BV 28T, mO0BEHC k> TE- L%
HEARL, BUKMMHEER D 7 22 AWK v~ N7 T 7 4 —-% 07 NERGHTE

(HILIC-MS/MS) TH/H#rL., BULRARH Lz, ME~Y 7 (A~7 x> a vihA77)
OEFAME (LR, REE. JREL, Tl Zxf5e Lic, TORE. REMA. R, I
WZOWTIE, BEREE 70— 120% DOFFHNICINE 572, — 7, JRRIZ DOV TIEH 180% & K
MBI X 72, £ 2C, AMA/EREREHCHEEIN WD 7 78 (BEE) Tho., 2 [EH
iz Lz 24, BYUAEEICNE-7ZZ b, IR 2 mHHEEZEATS 2
LE L, kDR NI~ 7 7 Th LN,

EBRAIC 2225 PEANF S 7u7=, HILIC-MS/MS % VT, s LB/ KEM Th DR %
THA ZHr L, w0 2% AW-8aEigs: (MBA) & OB (88 k) #Fi~7-, %
DOFER, MBA OfEF12% L, HILIC-MS/MS 75 OfE R FERE Gl iR O % £ 0.42)
DENER LT, ZOBEMITEFEIORENE CHE ThH -7, BRI 0.72 & IEOFER
R LTz, 29 LId hoTEsEgEN & LT, A B M-toxins O #2288 (GRS ARAERA)
MBZ DT, NIRRT OV TG L7 fER, BUETIR STV 5 16 iy D
95, deNEO, C3/C4 Z R\ - 13 il IMTNETH D Z LI L7z, £, L%
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BT HAFGBENST ba R ¥ v (TTX) 2 L2, E0FNTHRKRKTH AT
0.005 MU/g LIEFITIRNS D Th o7z, BERTIIARZ T WA DIENINCT YT A DN E&E
D TTX (~4.0 MU/g) ZFOZ ENHEINTEY, SOLRIMEDPMLETH D,
AREYCARY /) 2SEENLMEWMEARFIC L 2 BPENFA LS, e
WFFERT (M) I3 ERERT & 5 U CRINZERIC B -5, M & > TR AR iE 0B
(X, hEIRROMERFEE & IEMEe ) X7 FHE A ATRE L L, Hric B RIS 273 %
NI E NG, AEEYICE ENDWESITOWVTIEL, A2 FEEE TICERNORT
RO EMIKIIET D 2 LB ATRERZ M IITIE AL LT, —, AmE¥/ al&En
DR DA AR SHHEII RIS STV, £ 2T, AT, BICENTOR
MERAEMHN LN F ) aLEHEFNRSZ VR ) azdG e LT, AR Z(LFHE
BHIZEY 2RI L, ks~ 777 0 —% 7 NEESHT (LC-MS/MS) 12X
DONTEETRSL T 5D Z & &2 HIZIRD 2 SO 21T > 72, EBIEO X ) a0 5HiED
BAZE (o#riE 1) Tk, BN TREPEREHEDZNY X3 2 SRR EHEFNL N R Y
NE T EOFEX ) ACEENDEBIEDF ) 28 9 Ry xR LT HONEERR L
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ENEONZZ b, AEITAERY / 2k 28T EOFKFEHICE Aok Th s
EEBZ BN, EEDX ) aBOSIEDRS (Ohrik 2) TlL. BN TR ERAEMNS
BNSNT o T ETIIART VBRI EDT R JBRROLVE— AR EDT I VHENEG E
Nb, ZH L@tk amkiag s LT, L7 L5E KL LC-MS/MS (k%
Bizle b a et Lice 7 7BotrldETdd 3-7I /Y UL-NE Rerfo 27
A IVNHNANA—K (APDS) 7L AT AFHEEGAEE LTHWZ & Z ARG
AT ITREICFFEMR L S, W2 v~ N 7T 7 ¢ — CIRREAT R BB R b & L CrEk
FEZT T8 Z EMFRETh -~ T,
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THRFTBOV A7 77 7 A 0] BDMERESNTHE 10E/FER L THBY ., ZORIZH L
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RIFEDOV A7 T a7 7 A NVOEFEELRIT-> TV 5D,
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EINBRELME H R IZB VT, XS &
TR X RENE BB Y AT,

FEE EARFZIC DWW TIE, BT
PREERT & B U CIRIRIZERNC & 7= 2 Hu 5 f
ARFZERT (MBI (2 & - CTH R 22550k % BY
15, SLOEAFBHEFEME (H30-Bm
-—%-008) IZHBWTEEMY KL OF ) 2D

B ERIRE Lo piriEamat L, &%
FEIZ DN TIEE PN O T 3 3451 % 12 ki
THZ ENAREZ, O G e —F
WEEME L, — . X%/ 20|y 0f
R 722 53 BB IR TEICHESL S LTV RN o
ENTOHRBFERERFADZNF ) 2, BIEHED

BN ) I DRy DIy e i e
N D,

ﬁ%%m;5ﬁ¢%@%%%%@%mw
ONEHNGE U D 72D, AL TIE, EIZ
%%@5%%(#/3-*“ﬁ%)%ﬁlk
TORTELRRIT, ZOREDERR
K% 2 A L CEm 2t 32, £72, B4
TE R — L=V s Tns TH

RIBD U AT 707 7 AV IZONT, fi
mﬁﬁﬁ%ﬁoiﬁ_ﬁ%% EIPREEES

BT D IHFRIRAL D FIEIZ OV TRE L,
RIS L FF S D HIEERET D,
ik
1) Fisheries Science (2019) 85:237—245,
https://doi.org/10.1007/s12562-018-1265-
7
2) J. Chromatogr. A (2015) 1387:1-12,
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.01.
086

B. W HE
B-1. #fE7 7 ORERNETT 7 DOiE
RO



1.1 FZERARGTHUC BT 2504

FRAHIZ IV TR T S L7285 RO
KIRT TN THNIRIZREIZ HeD X F -
FREE R 21T\, FkAE S L OVERE & b
LA T 7 OERE R 2 5, AR
7 7 DO—Ic oW Tk, ERpRiE TR
AR, A, ITHE. 36 X OMEFEIRIZ
o3 L, SO EEEZRE L2k, &
WCHEREE TR LIRS, £7o, KGTH
MG H 7 7 %A LT KEN T35 5%
IZRBWTCHE I FHEEZITV, EEAL
727 7 OERIDFHE T HIVUTER] 2170,
MR 7 7 Okl a a5,

FEBREIZB T, MR L Bbh o5
AT 7 ODNARE (Gfgn % /) —
NVIEERED L0 ADNAZE fME e —
R AW REIC L v i35, i L
727 ADNAZ§HH E LT, BHAPERNZ
7 7 R ENEORE R R B E~— 7 —
DO— LM (SNPs) #TagMan7 v & A
\Z X DB TR E L, - MR B 21T
D, Fl - HERCERIRE RIS & | BLHEHA
BT DRE AT 7 O@EE I En b
MR DIRIER WG 5, Fio, KHEREE
TR B 0 S =430 (B, ., ATl
AETERR) OWEEVEIN S B ERE R
LR (2015) (CHEL 7= 71 TREDHT
H 24T A5 B AL 7o il iR 2 el
IRPEEITBIFEFT IS IR 5,

1.2 B R ENTE i3 T DA

HURER R e 1 5E T 5 SN S AU D B
MEFEDNEE DAL, HITEREN BRSNS
TR EZIUE L, BREOBEB AR LT,
F 7o, BRI D D 1EH & U COKEER
RAIEH BEOBEHREATF L, 2D &S
FCEHE LT,

BIRARZ M BURTE T, ARWFSCEE CEAR
FHIFEE W THEEHN Z Y355
RFZEE « EAGTEE - OKPERARR) 561
AP LT,

1.3 TTX ® LC-MS/MS 4347

WHEMR RIS NI~ 7 7 LB
WBRMLEM CRIEN Ty a v A 778
FOfE 7 7 (F~7 0%y a vt A7)
DA A TTX OEINEIGERIZ -,
I 7 7 OMMETITA A & T, R A, >
a2 U A T 7 TIERA &R, B A MERE
7 I & Pl KB, BB B2 & FHV T,
¥, AT O EINEMBITERED
TTX & AT, £7-, v avuia
7 T OAEFEEITFEIE DD Ao T T2,
WANENGERER X5 M L 72 0o T,

TTX O#EIMENGERER GRERTE 1) 13RO
X HE LT, 7B UOMERE Y 7 D%
#lH% 2.00 g lzxf L. TTX % 10 MU/g (2.2
mg/kg) (2725 L ORMLTZ, £212.0.1%
FERETAIR 8 ml (REMREEEICKT LT 4 f5%)
PWRML, AEIFA X LT, FhvEx 95 C
PLEDOGHCINE L, ki L CEREE
FCHEAE, EOoBEL T EEAREIN L2
(TTX FINX) ., TTX FEFMKIE, TTX %
I FIZRROBAEZ 1T - THltt L7240
MikEH W, Thoz@EEARL T,
HILIC-MS/MS Z#rict L=, o4
FrRm & TTX ORULEZ KD, [ %
HH L7,

TTX OEHRANEMGERER GRURIE 2) 1ZRO
KIOWZEM LTz, 7 7B LR 7 7 DIf
Bk 2.00 g (2%t L, TTX % 10 MU/g (2.2
mg/kg) (2725 XU L7, £212.0.1%
FERRIAIR O ml Z WS L ARE A X LTz,
Tz 95 C LLEOEITfchmE L, ks
L CHRRBEE THEE, =00 L TR
%2 20ml ARXRT7ZA2Zm LTz, AT
TR 0.1 % BEREIK 9 ml 26 9 — &
WL BB, 0Bl T g2 EIxsE
ERBRD A AT Z A= |ZBX L, 20 ml {2
TEA LTz, TTX IR & [FIAR I L 7=,
o ElEEAR L T, BUKMEMEERK
k7w~ 2777 4— (HILIC) -MS/MS 43
Bricit L=, B on=ofiEEZmns TTX O
R EZ ke, [FEUER AR L7,



B-2. HEEMICZYERFTMI Nz LC-

MS/MS ¥#iZ & 2 BN EHEREIEORENL

RETHA OEERAEENRE TH S
WEE K OB AL T DA M HIZ S\ T, <
7 2R (MBA) & HILIC-MS/MSIZ
KD ATV, WE OFEBEMEZ B 5 i
T 5, KD OMEINCKTT D HEENS
ENTAFAIEE 7R BEE SL I DU T EEME
ERGET 5, £, fLFRBTH LT
FFr (STX) 1oV Tid, K AICk
DI B D EIAEB L OEICH
b DEIG E IR D . STXREYE A3
FNE ) DREET D, SBITIE, RETH
AICEENDT ba Fhxvy (TTX) (12
DNT, TOEEN SR & T &)
FRFET %,

MBA & HILIC-MS/MSIZ i3 % &~ %2 5
TARETR— ME, BARMRE THE
Ux— M EiiR%, —EAMBAIZEEH L,
— ¥R 2 HILIC-MS/MSIZf i L 7=, alBHE,
AT A A BEHEED D WITHIGR
L7-. HILIC-MS/MS/ & T DR T
B A FREHT, BE# (J. Chromatogr. A 1387
(2015) p1-12) ZHEv>, i - BIALPR AT
572, HILIC-MS/MS%#fri. Seik D
BB, KEBARIEET TR OE & oHr
el & it LT FETIT o 7o, Sobric
W AERE 1T, B 2 ONRCHRLZRGERE #E
W 1454 (C1/2, GTX1-6, dcGTX2/3,
NEO, deNEO, dcSTX, TTX) Z Hu 7=,
deGTX1/4iZ=a—Y—F KDa—Axn
YRR L EE SN L OE W, &
OITBERE ARSI A FRL L. 5-TH DR
A ¥ N EEORERR A R L7, STXIEY
AT O b D% ATz, C3/4ITFERERE D A
FTERDSTN, DT L FERITEIR
K=Y 7 (SRM) vy a v
ERREL, EMMRHERREE Lz, —MH
Rt TH 5 BEE OM-toxinsiZ DWW T
BEEDOSRM k7 >y g o TR T

X520, KFREOKEILEITDT. T
— ZENTY 7 N = TICCT — XA E
1T- 1=, HILIC-MS/MST4Hrd 5% & itk
WCEE N DR E FR D O ERE
(nmol/g) RHEOLNDHTD, ZIUTEEH
(Oshima, J. AOAC int. (1995) 78, p528-
532) Lo THEHBINZELETN
(MU/umol) #F L5 & T, vV AR/
(MU/g) 2R L7z, F£72. MBAIZfE
DARE T A REHTL, BanE AR AR
FUk STV DR H R AR (AEE)
IZHE > TR L 72,

B-3. WAMEDO®EWEMMEE REFEOHSITE
DHESL

B-3-1. {EMBHEDF 7 aBOSHIEDREF

(gt 1)

L. 1 Sirstgbay

INTRIBAL G E Lz 7 28 (121X
FRRERR ) 9 sy & LTz,

1.2 &k

WMEGRERIZ >+ & & (K, Tl (A
RAEEE L)) & T,

1.3 3K - 3K

w7 RE=F U BT IET T =T
V. Ty uAPr0 4 BRE ORI,
W ih 2 A & ) — WAZ AR L 100 pg/mL OFE
WERIRE R LT, AL S IFARMIEE T
¥ (BR) o 1000 pg/mL A % 7 — Vi
Wz, 20D T hdR v H
BIOYV R T Fvr H12,13-0 787
— ~Z Agilent technologies fl:{E#k{E 1=
NHEREESNZ 100 ugmL OT7F F= kY
IR E W2, X AT D T AX VR
%, BARFORNZE N ORI ShTIZE
it (Hayakawa et al. (2008)) V7> 5 i #il
L7233 ug/mL D A % ) — VIEHR & V=,
=k 7 v Y OfREENS TH S CPAC 13,
AR & O (Matsuura et al. (2016)) 2
IZESX LA LI O (iR) %5



HPLC IZ L VL, 200 pg/mL D A % /
—VERIR & L TRV,

PR HE & LT, L RN R L &)

DA VNV Y I(R)-Hv=F 1 -d9 R

(Cambridge Isotope Laboratories %) |
N—V=7~<+4 3> B (Santa Cruz
Biotechnology #1:#4) . 2,2-¥ 7 ==L %
AR R ER T (k) &), o7k
FFT RN —v (L7 0V 2F
Mg (BF) #) 2 Hiz, 7k bRy
N =T =R U LIS, £OMmo
{EEWT A Z 7 —VIZEE LT 200 pg/mL
OIEMEFIRZ B L=, 2 b 4 FOWNE
FEAEYRIR 2 RA LT, 60% A ¥/ — /LT X
D AR L. 50 ng/mL OIRATEHETANR % 7 L
LC, SRBRIEHR & S A RV R o Y
WZEA LT,

BRIZH W — N Y v 1T Agilent
Technologies fL:#? Captiva EMR-Lipid

(8 mL, 300 mg) Z{HH L7,

10%(w/v) b U 7 m e fFEEE (TCA) ¥AIRIE
THTAT A7 (BR) ORI Z AW T
TR L 72, ZOMRBREROFHR L L O
LC-MS/MS HIE I W= A, ik
DI RIEHBH £ 7213 LC-MS &z Hw
720

1.4 %@

LC-MS/MS &3 LA T o mdikik s
~ R NITT7— N INVNERY T LNE &
IMTERE W,

- ACQUITY UPLC System (Waters £t
M) —API4000 (Sciex #1-f)
1.5 LC-MS/MS HI & 54

N 7 2%, Waters #1510 XBridge
Shield RP18 (2.1 mm ¢ X 150 mm, 3.5 pm)
Z U 0.06% FFRIEI & A 2 ) — D 2K
77 vxy MZ LD RPLCIZ XD o &4T
Sl BEGHOA A Ak, =L 7 br X
T —AF Ak (ESD) £ TITo 72,

1.6 FBREE K DO FH

1.6.1 Hhit
WEF5.0g % 50 mL DAY oL fl
HOLEAEIZ &V Y . 10%TCA iR 10
mLEBLUAX /) —/L10mL #/z T 2%
AT A X LI%, Hik, 2,000xg T 5
SEOSEEL, RIEE®RY A X ) — L%
Mz CIEMEZ 50 mL & L7z,
1.6.2 Fi
fhitik 2 2 mL £ ¥ | Captiva EMR-Lipid
J1— kU » PIAR L, FiE, 1,000xg T 1
SriE O BE L IR A T, S HITH
iR 1 mL 2857 L, FERICE L EEL T
BONEHREZRD . 4 FNTERRES
Wik (50 ng/mL) % 1 mL Nz 7%, 60%
A ) —=ZE) 5 mLICERLI-LD%E
ABRIANE & L= (0.02 gsample/mL), /3o
T IAIARIEE R GE F2 7T T AN A T %
A=,
1.7 B
4 FENEIEEIR A 10 ng/mL &
725 X DTN Z. 0.4%TCA &4 60% A %
J = VIRIRIZ LY . 5—200 ng/mL OFEHE
WiRERM L7, #hEh 5 ul % LC-
MS/MS (Z7EA L Tk i ik & 7213
PETEE AR K0 B RE A R Trilg L
77
1. 8 ¥RINENNEAER
M EAL LT A 2 b glc¥x /) a5
9 I Z LT OREIC/R D L OIZH, i’
LT 30 /MErE L=k, 3 £721% 5 [HIff
T OWMEIGRER 21TV, B & O TR
ZRT,
cANTY S, T v=F U, BT =T
Ly T v=Fr 2 uglg
- ZyuaAYry, 7 h¥T H, Yk
78X H12,13-Y 77— b 1uglg
« DALV 0.5 pglg
B-3-2. WD F ) aBOSIEDEHFE
(ot st 2)
2.1 ST xtg b &



IHTRIGUL A L LX) 25 15 oy
FUTOEEY ThHD, mBMEOEMS T
LAY DANY U ART U, LY
E—L T IUNT Y TN s Y
v, THVFY, e Mo 8 iy
WINZ. RSt 1 ORISR D 9 By D
26, TROEELNPAFTE R
FZ7 ¥y H12,13-U 77— B &
O AL NRD 2 iy Z2Br< T G &2 A
77

2.2 k- R

=t 7w Y DOEEMT ThH S CPAC LA
ST & IV, @it 8 i A
5 7 =LK (1:1) IR ¥R L 100, 500,
F£ 7213 1000 pg/mL OFEAEF ik 2 REL L=,
BB D T Bl oy DFFEERRIE 1.3 3¢ - 3
IR LRV L7,

F 7o, NERIERE L L C RE RN A b
BT 7 =2 -d4 (Sigma-Aldrich L)
W=, A% =)Lk (1:1) ITIAfEL
500 pg/mL OFEHEFRIE 2 FHE L 7=,

FHEAAMITIE, B 7 4 L DFEHIEE (BR)
#o APDS i3 (APDSTAG) BX UK Y
P k2 fErik (APDSTAG Wako Borate Buffer)
%z M 72, APDS 3K 100 mg # LC-MS H
7 hr=FU 5 mL ICEMELT 20
mg/mL OIFEREFHH L, 4°CTHRFELTH
Wiz,

ZTomRBREROFAKE L O LC-
MS/MS HITEZ I T A BRI T, TR O 7%
B R BR ] & 72 LC-MS % vz,

2.3 A

LC-MS/MS 2% I LL T O @ik 7 v
~ 7T 7= YV EMY T NE R
TR E W,

- ExionLLC AD (Sciex #1:#) —Triple
Quad 5500+ + QTRAP Ready (Sciex f1:
gy

FHEMRCOSICHW e — R T ey s
lZ. Themo Fisher Scientific L8 m
Reacti-Therm % HAV 7=,

2. 4 LC-MS/MS & &1t

ST A Z A% Phenomenex 81 Luna
PFP(2) (2 mm ¢ X150 mm, 3 um)% >,
0.01%FMEAH 5 mM X7 L E =17 LK
WBREAZ ) —NVD 2T T MTED
RPLC (2 X 53T &1T o7, BEESIT DA
A Akix, ESI £ TV, TRINLDEH
FEREH D 22 % I E T 5 Scheduled MRM %
S AN

2.5 FHER UG

SRR L Lz 16 i)y (NWHHERED T 5
=2 -dd mETe) OHYL, T EE (4R
TUB T INT Y TasuF sl
O THVF BT I=-d4) &7
U (LAVE—IL) D6 R, DTN
D7 X/ HAE APDSIEIC XV FEMRE LT
BT LT, TR EER LW 10
%53 & G, 16 Bl DIRGARMERR 2 80%
AR ) —VERRIZE DGR L, 1.5mL O
TEVERLER Y 7 T7 Z A B S A 77 )L 12 100
uL 3B L7z, ZHUS A U EEREMENR 300 L
B EXWAPDS 4% 100 uL Nz T, A7
Va—Fxy v 7 TI7X% LTHEMAL, b—
F 71y 7 T 55°C, 10 Ay EINE L TRk
b L7, RS AERIRIZE L2, 0.2%X
&4 60%A % ) —VERHE 500 uL &N %
THRBRAR & L,

2.6 SRM At fcift

APDS #HE(R(LY (APD-M) @ SRM %t
RO I, 2.5 FEMRILISIZEY | &
53D 10 pg/mL OFEUEVRIR % 58K L L
THEOLNIZHBRER (1 ug/ml) 2 A% ) —
AT 100 AR LT, U VR TIC
kA4 72—V a Nk VEESENC
BALTUTo T, 8RO 7T v kA
sy ([APD-M+HI*) IZFYS 357U B —
Y — A F D, mlzMm+121 (Mm: 5%t
GULBEMOE ) TA Y Ny 7ER) L
TR SN Z & 2ER%, EEHE LT
Mm+121>121, ##EHE LT Mm+121 >



Mm+1 D2o5D hT7 Py a rEER LT
SRM St % sl L7z

ARTUBETHYF D Mm+121 >
121 & Mm+121>Mm+1 D TP 3
IA T a—Ya ik REbTE R
Motzlzh, PFP B 7 A& HNTHELN
ZA=2dl 70 NI QIR - 31 L | gy A O
SrBES T A% Merck D =7 v LY
PFP % 7 A Supelco Ascentis Express F5
(2.1 mm ¢ X150 mm, 3 pm) % A\ 7=, 1
ug/mL OIFEAEZR 2 3584811 L 7o iRk
(100 ng/mL) % PFP 7 7 A2 X 0 458 L .
Declustering potential (DP) % 30-100 V
% T, Collision energy (CE) % 20-110 V
E T, ENEN 10V T2 2 THEREY
DY —7 OEMEELZ KT 5 L2k D,
w72 DP & CE 2% & L 7=,

ZOMD SRM 7 ¥ m DT
X PFP 1 7 AT L7z B — 27 1220\,
TaB T S A T AT IV SR e R
# L.CE % 20-110V £ T10V 2% %,
Tagy NG OBENKRKEID CE
EE LT,

FHEMREICONT, ERHT 1 D,
BHT3 2OAEF4>O T Vv ay
ERELI, BB A 72—V a kY
KB TERNoT T Vv aro
Collision exit potential (CXP) IL—#Ht 10
VTR E LT,

KL L7220 10 Ak D SRM &
Wi, BEEREE A X ) —VETITAS
/=LK (101) IRIECHEBEAR LSO
EA VT a—Ya il XV EESHEHOE
AL, EEH LD 2 O TPy
a VERE LT,

2.7 B AT D IR s L OVE B R AR
DHEE

16 Bl DIREEEERR 2 80% A % /) — /v
W CAMLT 1, 2.5, 5, 10, 25, 50,
100, 250 ng/mL O 8 JiE DOIEAEREHR & 7
WU L7 GREMERILE ORBRIEIK DR

1% 0.1,0.25,0.5,1, 2.5, 5,10, 25 ng/mL)
FREICHT 27~ N T LD —71H
a7 vy U, /bR IEIC XD ERRE
Jir L TR DI ER O E (a) 25RO 7,
EHIFREDZ v~ N7 T L0 D il
BRFUT IR EE O RRBR AL 2 3R L T 6 [
iR LHEIE L, B — 7 BREOEER (o)
ZRDTz, R IX 3o/alz L b | EER
HiT 10c/alc XV R Lz, BEHROFR
BRI, FERZORE S LT 1, 2,
5. 10, 20, 50 ng/mL @ 6 LN 572 DMK
AR DRI LT,
B-3-3. CPAC D{bZE4&
A S DA (Matsuura et al. (2016))
NHADE, v a7 aUVEEE L L- TV
=Fr (TR bARERTHE Bk 1)
DO RS RISICE D Bk LT, ZhE
S IHPLCIC L0 R L7, HKH,
22°CTIHH-NMRA R V& JIE Lz, %
EIXAARE T (B oJEOLECA-500%
iz,
SCHR
1) Hayakawa, I., Watanabe, H. and
Kigoshi, H. 7etrahedron, 64, 5873-
5877 (2008).
2) Matsuura, M., Kato, S., Saikawa, Y.,
Nakata, M. and Hashimoto, K. Chem.
Pharm. Bull., 64, 602-608 (2016).
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JEAE T BAENE CERR L0 LA R A4
BREAE) o TRE/R RS CER3~4
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OYERE (EIK - AR H AR R LR
i) Lihis Lo o EHE(EED D 2 L
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(fmERTE ~DELE)
KRz L,

C. D. HMIHEBERROEBLE
C,D-1. HET 7 ORAERWKERT 7 D
BRI DR

L1 EERKGTHICE T 204

(FEH)
SAUETIZ 3BT D B IS BV T,
20214ETH TH 24 7 HE D TEE M T S
HUTZ 1843 AR 2 B LY R LTz, =D
FER. SEEIE (v a v T, I
7 avsIy, w70, U~T7 7,k
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7 T 246K Hivtz, FEAH T S
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MR 24T o728 2 A, MEER '
TIxva YA T T OMERE —
(F1). Utk aEr 77, 5k a~
T IxY a A T T OMEREE2A (F2)
H LS IFRE LA (BC)., 10fEAEN T~
Ixa A7 TDOF1ITHoT-, Fi-.
Bl CHERI L7 a oA 7o 2
~T77, avr 77 BLOY T 7 ERE

2\ A6 AT L, DNA~— B —I2X %
Fl o MEFEHI B 21T o728 2 A, T_XTOME
R ETERE IR S S EERIRE R & FJE L
mhhole, THHDRERNG, [AIETRA
23T D MEFR O IR #1313.848% & HEF!

e,

HEWNTHIZEB 1T 2 B A I BV T,
202186 H B LT HIZJEHRMEE L O1
O TE EAE T IfE S A7 11T A &
WA L7, 7eds, JERLME ClAME S 17528
ERZ H WY | EERE TRE S 72651
AR B O K PEEM T2t TG T
BHIFTO L O EERH LTz, T ORER, &
RIZIFE (=7 7)) 1178{EK & HafE & b
AT 7 7 MERIZ 3T iz, &
A7 Z AR SN T, DNAY— —
WL DR - MR A Tl 2 A, v T
Ix 8T 7T DFLE -T2, TS OfE R
5. MENFTAE IS T D MEFE O R R X
0.085% & HEft Sz,

SALET B L OHEN I 1T D MR D
TR DLOFE TIX, WThofig TH i
7 7138 BI &S n 2 L2 S KPEM T3
FEICEEA S, INTHERRN T 7L
DEET T - PEBrS LT e, K hitaak
O7 JHHFEORLE X, 140 DL EE
HLEBE o7,

51 & AT MERE L TIE AR D 45 1 Rk
(B, fnAl. AFlee, ZEZERR) L0, Rdnfy
AR LR (2015) ([CHE U2 AL
TEROMTAZITV, 5 b2k % &k
ST A K BEESARAF ST AT I 25 4F L 7=,
(BL)

2HIZ BT DRARE RS, S
Te RIRT 7 D FEAE RO HERE O IR AR I
HIRIZ X > TRES B2 D Z ENRES
iz, 56 T, A% IXRA R Sk 2 Jiki T |
MG 2B 0 3 8 2 D E D R T
WS RER D D, £12, A8 I TN
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Aal, EIREEAIAE T OFERE RS
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BC & o - HEFEZ AR O HBLIR DL L OV
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ToHERE 7 7%, TGI8V TR 7 71
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[EIFHA L 72 O V3K 0 &1 O 1 E Y
ThY, BRfaATHD N T 7 T ERS <7
TEDOT7 TPRFILThHoT2Z b, b7
A =S S R R 1151 DA QN
MENTETRESNTWDNIERATH
%, IEMATIL, TSEFIKEGT T HHIIC
WEEDHREZ PR T 256 02<, £
rZ 7 ZiEEi e i O EEMICE WE -
THRET2FILTE RN D, MO8
1 - Gk UL A R T S 7o 1Tl #EEE
DN T FERBI DI EE DO W& 15T
RERERET D708, MOLLOFNLTE
HUHMEND D, 1.2 HEUEb T REFE T
BB oA

(FEH)

BN 3 FEICF 2R DR VT 7
ZINE LT, TONFRIZ, sMELE LT, b
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77 T DORMEGENDIBRIK, v a vt AT
T DRMEFNDBARIK, T~ 7 T DR
WBIRIR, T 7 T ORHERN 1R
KThHol-, TNHIXIMEZERE BRI
OUHE TSN DTh-o 7z,
ARHFFEHED 53 M FEHE T D KEKR

PR E AR TR I X D fRE S RS 5

5. FR2URIED 5 6 M L HE Sz

HLOIXIRIETHY , ZONFIZ T 7
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T XY g YA T T OMEFEN6RMAT

Hol-, BEIZTOWTIL, R E2IX
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HEFE Cld 72\ &HE ST BRIE D NER

X, T 7 DARRIR, v 7 T RN '

T I REIRIKETH -T2,
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ARFGETIX, EFETIHITHA SN DRI
MEREZNBE DAL, HITERED BRI STz
TR R MR L. 2D OMEREEE  ORHL
LR s MBI SN TR A [T 5 72, K
PERFIZNC I HHE - MERHBIAE R & DR
BEEL, TR EORKNMRTH D 2
LR Z A, AU X D R O H
PER S D TORE T,

MEFE L SN TR, R T 77X
~ 7 T OMRENRR L E<RBO LN, M
7 7 BAIEIC OV IR £ < fF1ET
D2 ENBEETH D08, EEOHIETTIC
MASINHBETRDDONTZZEIET D
L7 RSB THRAEL T
LR EEMTH LD EEZ NS, FIC
NZ 77 OMREEERDNIZIZS D5
T N T 77 LB SRR DB
Bz Z &id, 29 LicffEO/MICB T
DA FICERMICIEE L, A% LTl
MEHEZEE LTS EEZXOND, £7-.
AFLTITX T a AT T OMREIZO
WU, B RAVIA TR CO HZ8H 5
TV, ZORIUZ DN T HITFEHRE



IRINTWD DN, [ 7 7 oA Bl ik
RKTLHBZENLEETE VRIS D
ZEMBEIEREPELIT O LBEEDR D
HEEZLND,
1.3 TTX & LC-MS/MS 4347

(FER & B2

T~ 7 7 OMRETIE, A & T, R A
ST ERBRIE 112 X 0 FSINEIN S5 & F
L7z, ZORER, fiIATO TTX OEIEHEIL
110%T&H Y | iFlif T 129.6%. FE5H. T 96.2%
Tholz, WTH OIS B RAF 722N
BRESNT-, RITT a v A 7 7 OfEk
TIE, T &P, R &t RIcFE M LT, &
DFER FHATOTTX DEITHRIE 113.6%.
JHFIE Tl 78.0%., FZTIiX126.1%&, Z D~
7 CHMR B RENEESDH Z LN TE
7o, MEFEZ 7 CIXRRA & ITH, FZ, R3O
Baxtgl Uiz, ZORE., KR ToO TTX
BRI 98.4% ., JFH& T 100.0%., T
92.5%. FEHT 100.1%, YIHLT 178.9%T
ol PP ZFRS | T TOMMEIZIB N T
—[E A T R EIER G O D Z &
DI U7z, KIEIZ B O @ o T2 N
FARRIZ DWW T, R 2 3m L, InEe e
% L7 05 L4y B Clali © & 2R E AR
KTHT S mIEEHS LD, 3 ml 2
ELPEI S AR EREEL TV &
HeZR S AT, DNBLHARR O ZIE o 5228 & b
N5, 2T, 2 [EHIHETH 2 & AR
HiRsHIERE SN 7 78 (BEE) 2 MG
THZELE L, M7 7 OIPSLEME L =
~ 7 7 OIg#i Ak 1T o 72 TTX O#nE]
IGRER GRERVE 2) OFEEL, MR~ 7 D IpH
2B 5 TTX OEUHEIX 94.4%, I~ 7 7
JFIECIE 89.0% Tod v | Mk & biE b7
[EI RO FFAPNIZIL E > 7=, fiE-> T, HifE
7R IOT 7 OIRFEMERIZ OV T, B
FARERR R SN 2 Bl k2
HA¥srz Lt L7,

C,D2. EEMICZYHENTEMIN =
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LC/MS/MS iz & 2 EN EBRELEORESL

(WFFEfE S & BE2)

JeifgsE - BARH T O A H 2450 LT
fE R, AbiEE & AT TR T — 2
WCRERIEBWVWIR LN S22, T—
AR T —F ISR L7, MBI U T
T —Z O—E & HRED I, & D W IFHAL
HHDOHRE L THET D,

20214 FE 13 AbIRE - BAbH S DR & 7
A 88K % i #T L7z, MBAIZ X %7
F11%, 2.0 MU/g -180 MU/g% TO#il T
Hot, FNHIZHONWTELILT-MBAE
71 L HILIC-MS/MS/)» b#aR LT-~ 7 A%
J1& OMBEETR~To, EORER, PR
DX 130.42L 72 v . MBAD 5 S HILIC-
MS/MSD AT L D b 25 < Hn~ v
AFgEI s Lz, IRERENX0.72TH -7,
b EC AT DR Z T A TIE A&
A AW SA1E 4 MU/gZ HEE, 2.0
MU/g% Bk & L CHfi> TV D EAN
b DN, RIS ED D T IEROE A X
10% FRED =D, FIEMREHEH Lot
TiF20 MU/g CEEFLsR(E, 40 MU/g THiH
T E 2%, £2C, X EH#B LB X
OHFIMEICE W~ T X8 O (0
MU/g- 45 MU/g) “CUrEl i & 1ERk L7z &
A, HXIF0.62 (RERE : 0.65) X
REELZBOD, 1LY MBADE M
HILIC-MS/MS ® 3 Hrifit B D 2{5 R E T d
HZEIZIEEDLY Ieho T2, 5 MU/gftit
£ TIIMBA L RIRREDOEEZ RT H DD,
TN EDEETE ISR D EMBAD MR
HILIC-MS/MS X ¥ H @R & 7e o7z,
AIAEFECIX, ZHKENRH#HD TH L M-
toxins & HEE S5 B — 7 NWHEEHR X
ni-, Bt L7551, M1, M3, M5-HA,
M4, M10CTH -7z, ZD 9 bLREFEIZFEE T
E7=Di%, M1, M3, M5-HAD 35 TH Y |
M4, M10IEH#EE ST Th 5, A HEREH
T HM-toxins|Z OV TlE, STX % HvE b
L= EEMR BT AR TH Y . o, 5B



AEEYEYE D TR SAL TV e, 2D
REBLOENEZEMNTLIZ LITTER
W, £ Z T, M-toxins (M1, M3, M5-HA,
M4) O E— 7 [Hifg & MBA#E /) & OICHH
BB SN DN E I DT & 2 A, i
Ll b AR O PR EFREKT0.91 & FEF I E WV IE
OFBEZ /R LTz, 2D Z 1%, MBAR /15
EWME . M-toxins @B — 7 HEMN K =
7o THEY, ZTNUOHMBREREV, &
HWVETI~DFRENRH D Z L EREL
TW5, fit-> T, MBA & HILIC-MS/MS®
IINTRERDTEHEL CTWAEEH E LT, K
HAHM-toxins D BN HEH S 7=,
MBA®E /2% LT, M-toxins ®RIH-23FH
BEBOONDHE . THHRTITONT
b FEER BT OB 1T FR AR Y BT S 6 B
272 5%,

(b ge T 5 STX Z T+ %
Bty BEIEER ~OFHFF TR BN LT
LD, 2T, STX &N FERES & L
TR MERHDLNE D, RET A
BT DA E T ED DEIG ZHRA,
REES 5 Z & & Uiz, HALG oK% 77
A o LR R i, Bk ED 5
STXDEIE134.0%-47.4% (F1:16.3%)
OFEFETHY | TINTEHD HITXOEIEIT
6.0%-58.5% (V) :24.7%) TH-oT-,
LHEE CH RO H 57, 2D &
225, STXD 5D 5 EIEG D @ i S 777
T D572, ORI L DR ERR
L7 ER&REIIRMEIZE W D, o T,
STXDIEEYVE 24, [EMECE =T D0
RSB DL ENHA LT,

RET A EENDLTTXEZ T
FESR, AT AR SIXTTX A & /s
Do Ty FIGEREEN DX E 2 5
TTX A LTc, ~ 7 AHALICHE L7z &
A, FIBRL g4720 . 0.1 MUICHEL
TWeho iz, dbifEE - FALH ST oA % 7
AN DWW TIETTX & D FE LB FHE
ENZONWTHER LT T DM ENH D05, K
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RICBWTIEHTTXOFERITE W&
25, 2L, THFTHA DX D I
WZEWENEZROEE b H L0 T, BRI
ODNWTEESLRHBEENPMETH D,

C,D-3. WHEDOEWEY B REZED I
EOHeST

(WFFEfE S & BE2)

C,D-3-1. EfEMDX /) oD EDEH
%%

(Sohrdeit1)
AARIZBW TR EOR PRI A0 i
HLE WK 2TV FI XS T, RNTIZH
TIREET XAV ERSTEY B
HEHLZD 3FEDOF ) aDERICk 5 R THE
DHERZ S RELTWD, T BEOR
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NV BT ERSTND CBRHB.
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INHDOEHBEX/ aD by IR=H
TFUSND L DIZHIE L TEY . BN E
PEFOIZIICD, < OFEFITHINT D
ZEWAETHLEEZOND, B, 7Y
U T R=B G OERGIEL, HEALRHER O
(K] & 70 ZER MM & o 7% 7 oA Rk 0 Ji
RNE72Ba ) o R0bABY e SNDM,
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oA Ao _XTHREEH WD Z L <,
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BRIz DWW T, e DJRAE T BEHF-IF5E
(H30-&fih-—#%-008) (23 Chviiifk L T
B AEl, HEMEY DL 58T I AW
AL 2 06 A L CHRonIml aRBR 2 S it L
7=

L. 1 #ANENGERER D% F

A BT 0.5-2 pglg DIEFE TR
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(ESIH) THOMMARETH ~7=, L
L. %47 4 7%F— K (ESIO) (ZH~THI
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EONTY XN RELBRDLHEAD LGN
7o, ESIC) TOOMEMEEZRM L,

CPAC DOEJZIFIWHEEEM E DA EIZES
6T 69% T, 70%% Rl HIKHE & e o7
N, FBERSE L=k 7 e Y ERET
LHHBE LTI+ THD EEX LN,
LInL, YA X D77 7ideorsn<
k27 KZBWT, CPAC O{REFIFRIFHT
WCEREB IR O N7 vy a (244
> 85} K1V 244 > 185) THRMEE — 7 Hiffe
RIAL, BIUEICHEERH D LB 2 b,
EBERNZVYvarnrza~ 77 LTI
7T 7REIO Y — 7 HEN 1 pglg DU
AEHZXI LT 3.1% E/NEhoTob DD, 3K
My —7 i 3mEE IR, =kosn
ANY ORIEIZHWD FZDI2iE, BEORE
RMD NT T g RO T A E
TR TIEE T RTHAMNERD DL LB XD
i,

AFEIZB T D~ N v 7 AFEFTOE
FERT, TR S 0.5 uglg LT &
LR L Tz, BEMROHEBIRE(R)I,
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2RO 57 0.995 DL L& 7e b BAF7RRER
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BHICA Aok Thd 2 LRIk
ZEnn, Atk R BRE N Y RN & Sk
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X/ aDEERFHRDT TH D,

FRIZAARTIEL, ¥/ 2z 285505
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A4~ 5 Z & 23T &9 HILIC/MS/MS (2 &
L NTEDR 2 Wria Lz,
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MAEFIE ENLEBET X VDT VT
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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）
	添加濃度：2 g/g（イルジンS、-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン）、1 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）、0.5 g/g（ウスタル酸）
	添加濃度：2 g/g（イルジンS、-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン）、1 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）、0.5 g/g（ウスタル酸）

	別添4-4）研究報告書（研究分担者）登田
	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
	平成3年から令和2年（30年間）に全国自治体から厚生労働省へ報告された植物性自然毒のキノコを原因とする食中毒事件は、合計で発生件数が1,385件、患者数が4,654名（うち死者数28名）であった。その発生件数と患者数の経年変化を図1に示した。毎年10件以上の食中毒事件が報告されており、近年はやや減少傾向である。30年間の発生件数と患者数の平均値は46件、155名、中央値は41件、136名であった。ただし、最も発生件数が多かった平成10年は103件、431名、最も少なかった平成29年は16件、4...
	平成3年から令和2年（30年間）に全国自治体から厚生労働省へ報告された植物性自然毒のキノコを原因とする食中毒事件は、合計で発生件数が1,385件、患者数が4,654名（うち死者数28名）であった。その発生件数と患者数の経年変化を図1に示した。毎年10件以上の食中毒事件が報告されており、近年はやや減少傾向である。30年間の発生件数と患者数の平均値は46件、155名、中央値は41件、136名であった。ただし、最も発生件数が多かった平成10年は103件、431名、最も少なかった平成29年は16件、4...
	1-2. 地域及び原因施設
	都道府県別の発生件数の違いを図2に示した。ここでは食中毒を厚生労働省へ報告した自治体を対象にし、さらに市町村については都道府県に変更してカウントした。その結果、全ての都道府県で最低1件はキノコによる食中毒が報告されており、最多が新潟県の169件、次いで山形県133件、福島県108件、北海道93件、長野県91件であった。
	都道府県別の発生件数の違いを図2に示した。ここでは食中毒を厚生労働省へ報告した自治体を対象にし、さらに市町村については都道府県に変更してカウントした。その結果、全ての都道府県で最低1件はキノコによる食中毒が報告されており、最多が新潟県の169件、次いで山形県133件、福島県108件、北海道93件、長野県91件であった。
	これら上位の道県のうち、福島県における発生件数の経年変化を図3に示した。福島県ではキノコによる食中毒が平成14年から毎年ほぼ5件以上報告され、平成22年には20件と他年に比べて異常に多発していた。しかし、平成23年には0件と顕著に減少し、その後も発生件数は少数で推移している。我が国では平成23年（2011年）に東日本大震災による福島第一原子力発電所事故が発生し、一部の地域では放射性物質への暴露を懸念して野生キノコの採取についても注意が呼びかけられていたことから、福島県におけるこの傾向には事故の発生...
	1-3. 原因キノコ
	1-4. 誤認したキノコ
	有毒なキノコによる食中毒は、見た目がよく似た食用キノコとの誤認が主な発生要因である。そのため、30年間に報告された食中毒事件で原因とされた有毒なキノコと、患者らが採取しようとしていた（誤認した）キノコを表4にまとめた。
	表4に示した患者らが採取しようとしていたキノコには、以前（2010年頃）の図鑑では食用にできる、あるいは生で食べれば毒とされていたが、キノコ研究の進展とともに有毒な成分の含有が確認されるなど、現在では食用にすべきでないと言われているキノコが含まれてた。中でもクロハツについては、毒性が高く死亡者も出ているニセクロハツと酷似していること、外国では有毒キノコとして扱われていることも、食べてはいけない理由として挙げられているP4）P。そのため、慣れていない人がキノコ狩りに図鑑を持参する際は、なるべく新版...
	4） 今関六也、大谷吉雄、本郷次雄 編集、山渓カラー名鑑 日本のキノコ（2019年5月1日初版第4刷発行）、（株）山と渓谷社
	1-5. 発生時期
	平成3年から令和2年までのキノコによる食中毒の発生時期（月）の傾向を図6に示した。その年の気候にもよるが、30年間の全体的な傾向としては、9月の中旬から増加し始め、10月にピークを迎え、11月中旬頃に向けて減少していた。しかし、キノコは種類ごとに適当な生育時期があり、その時期に応じて食中毒の発生状況や注意すべきキノコも異なるものと考えられる。そのため、発生件数が多かった上位5種のキノコについて個々の食中毒発生時期の傾向を図7にまとめた。ただし、発生件数の少ない6-8月と12月は月単位、多い9-1...
	▸ ツキヨタケ：7月頃から食中毒の発生が報告され始め、9月後半から10月後半に向けて増加するが、11月には激減していた。図7には示していないが、4月にも1件報告されていた。
	▸ クサウラベニタケ：7月、8月にも1件ずつ報告はあったが、複数報告されるのは9月前半からで、10月前半にピークを迎えて、11月に入るとほぼ報告されなくなっていた。図7には示していないが、2月にも1件報告されていた。
	▸ クサウラベニタケ：7月、8月にも1件ずつ報告はあったが、複数報告されるのは9月前半からで、10月前半にピークを迎えて、11月に入るとほぼ報告されなくなっていた。図7には示していないが、2月にも1件報告されていた。
	▸ カキシメジ：食中毒が報告される時期の傾向はツキヨタケによく似ており、9月後半から10月後半に向けて増加し、約7割（66/88件）が10月に発生していた。
	▸ テングタケ：夏から秋にかけて生えるキノコのため、食中毒の発生時期も上記のキノコよりも比較的早い。6月から報告され始め、8月頃から増加し、9月後半から10月前半にピークとなり、その後減少していた。ただし、発生件数の多い北海道の事例みでは、8月下旬から10月上旬の間に発生していた。
	▸ ドクササコ：上位5種のキノコの中では比較的遅い時期に食中毒の発生が報告されており、特に10月後半に多発していた（36/57件）。
	（2） 自然毒のリスクプロファイル
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