BT BRE R M A (R DL ERERAEENT FEE )
T 6 R SRR

NRARORWVEVHEERE (D) OHHIEORH
WHFEHE AR R IREERENTETT X emir ¥ —

WREE

AHMEDLABRE O ZIZEEN MR REFIZ LD BT EORAERIT, M7 E AN
AT (HAF) VX OREERT & ) L CRRZEIC ST 5, I & o TH A7 iriE o B X,
FERR OB R FrE & B/ ) 2752 FREE L, Fric e BHhERIc>ens 2 &
DRSNS, EOEAESBREZE (H30-25h-—%-008 &1 21KA1005) (23U T,
DRETRERPFEOREMFEN L EMMEERTE IR E LT, AREYDORFRS D—F 7
Prike | BXDZOFMRY - FAWEL RO 20 3 SOMTIEZ I L, AL, #
XOZOHEMRD—HOWET K 21220 T, EEORE O Z 25 ekl 2 Ak
BRER AL R A i L, TEOR AN EBEET 2 Z L2 AL T2,
T E D DFEMI—F T

R YNE raEgied O F a— 2R E LT, BR=EMEFARRE £l L7, &
11 BRI, BUEREHCE ENda T v =F Ty A P o0 2 FEOBEM Y & E L <
FIESTLZENTEI, £LI0 2 ROOTEEFREZMTLIZE 25, TR
102%. 84.7%. PHMTHEE (RSDy) (X 2.1%. 1.2%. =MEE (RSDr) 1% 6.6%. 7.3%.
HorRat fi1% 0.7, 0.8 &72V | EMKEE OHTED Z L VEMEGRICBET 204 R 74 125
B Ll B~ R v 7 2% S R & AW CRBRE R L FFRBRIC L 0 ik oY
PERHER ST Z L0 b RIEOPRAMENR R ST,
& D Z DTG —FT ook 2

fiflRD > A & 7% 1T 1 mglkg & 10 mg/kg O 2 2 TORMEILGRER 21T\, Hi—
RBRE TR SR 2T o 72, BIREICBWT, SR D 5545 (AADY v, ART
VB, D=L, TaNVEAL T TUNAT Y V) OEEX 74.6-108%., 92.2-
113%., DHMTHE (RSD:) 13<2.9%. <2.8%. =EWIEE (RSDwr) 13<7.0%, <8.1% & 720 |
JEA G B D BIREDO U A KT A CHA L, RERT X rBoxo
T BTBOEO AL D RBPEOBICHE A R OIETH D Z ARSI NT,

Wt 1

PN 1 I RIRRAE BRI ZE T BPR TR RBRERE L BRI TEFT
KM EHERmERTE Y — o R EAS e R ST ER AT SE T
HH B AhETEAENERT R AR —HEIRREERSEOT ST

RE: N 345 rree o8-8 220 M ) EATREEL ZEROREBREIITERT
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A. HFEE®
JBAGBEORTHERICED L, &
6 FEDOMEYME B R E DR AT 41
fEC. 22 DAY . 19 R EE O
T bDThHoTm, WTHOFEF L
AL 10 A LU T THIESS Y A L A |Z
Lo E LT E/NEBETH D,
L, RBRCTHEZOIICEY 140D
BENFET DL, B b6 FIThi &5
EOZITLDEHEEFENHBELTND,
G 6 FEDOFEEXDZOARTHEDFNK
ol E D ZFE LD & B L RIER
W2 X3 Z 7 OFEHH 9-11 AT T
10 e b FEAELLE—FH T, Bur
MWDOEDZTChLA AT I H
LR EN 4. T T2 TED
EOZICLbEFEN 3 AL, 1
LORFEEZH LTZ-BEPEICB W TRE
CHEEESNT RTINS aT T
ZTERXET VT ETRBOETDIT
DL, AT a DT A ETRT T H
RO EDZIL6-7T A DHERNOZEHICYH
L BET D, FMBEIZIT, EOZEW
YD 8 HIZEMET=trmn YD
BHELHEELEZ, 20X, HFD
ﬂ%®_®ﬁ¢ﬂiﬂ11ﬂ®%@%@
V=AU TR, 6-8 A DR
LEOFHGIEEDBLETH D,
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FRHASSE eI AEREE e o 2 —
HAEFONTY RN R AR ET
e A R TR AT
IR IR RER T

BPEOBRICH B LEE D Z
ZTOFEFRINDIDITTlEARL, S
NTEINDIEFNIZEALETHY, &

OFHIEIFEICHE L THh D, BT EFEM
DFARFIT . HIAF S R ik i (B3 3L
BLZLOOREN) OILFESTo8E s T
FEAT 2 ATV, S FE R Sy D[R E &2 1T
S TWD M, B DI & DRy
DOlFE, DNA ofitliIN#ETH 5, *
o BT E O Z oA, BRI X 5]
DREET, K & 7ol & O ZFN AR
o lEH LA IND,

BTN E T, BROITHEET
L HEWME B SR TR )i AT RE 72 Sy M ik &
LT, Bkx 2B i 0 B 2R e (b A i
EROMMMEARELFE E&T 5 F
EOBRFICE Y MA T 2, oA
BE S5 (H30-& - —%-008 & Y
21KA1005) (2B W T, bAETETH
DI NS L N REE B R F A R
E LT, A O D —Fmhirik
ELHBEDZDERG —HFINIEL KDY
20D 3 DD NTIEEBT Ui, i #HEY
DBEERLST O —FF WL RINEIGERER
%%W@ﬁﬂﬁ%%aﬁﬁﬁﬁﬂ%m
W T R RE A S L C BT R R
BELNTEY ., BRI 2o’ HE
HHENZBWCTHEA SN TWD, HEFH



RHEEHFFNE NI INE T DT~
=X NXVUEBREERBLET O HE
D DEERG —FHTE 1R diiRo >
A BT ETF AT RO 6 I
X B WMNENERER I X 0 =M o FHME
NHERSINT-, T v T2 DA RT
VRSO LY T — VTR D @R D 35 AR
NEFERLLTONTIEZOZO
RS —FEOWTIE 2 12 o0V TE,
Bl B W T 7 EomikREo Z 2 Hn
T RINEIGRER 2 FE ke L. oAk o tEsE
Zew Al L 72,

AKWFIETIX, BEDZDOFERY K5
MriE1 BN 212o0W T, EEOREEDZ
% T iR SR 2 F UV CRRBR = R L[]
AR A 2 U, ATk O LM A fREE S
HZEERHAMET D, A6 FEIL R
IINEBE T EBREDI T a— ki
el e LT, B RRERIC LY
BEDIOEMT —HFIHELORY
iR L EMm LT, £7-, MDD
R — BT 2 12N, THIRD VA
Z 7w DT RINEIGRER I X 0 H—
BRI T D 2 Y MR & FE M L 7z,

B. BtREFIE

1. BEDOZOERD—FHITEL

1.1 A - KK

a7 v=F, TruAYy (EL7
A v LFEHEEE (BR) ) B-T v =F |
y-7 ~ =9 (Enzo Life Sciences %)
D 4 iR, AX I VIZER L 100
ug/mL OEEHEFIRZHM L7, Zh b %
BEL., A% /77— THRL T 10
pg/mL O 4 TR A ER IR 2 5 L7z,
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NHHEED N —T =T~ B
(Santa Cruz Biotechnology %) (%,
AL ) —VIZEEE L, 200 pg/mL O FEHE
ik ZRE L=, ZhEa A ¥ ) —iZk
AR L. 10 pg/mL O NFEAEERIK &
L7,

10% ~ U 7 vz (TCA) Kisi
X+ I74 727 () ®TELT
A LFEHEEE (BK) RO Rk 4
MNTHE L7, BRI—FY v
IZ. Agilent Technologies ##»
Captiva EMR-Lipid (3 mL, 300 mg)
AL,

e B A Y SR o0 A RS v T2
0.2%TCA & A 60% A % / — VKWL,
10%TCA /KIEHK 2 mL M OYA % ) — )L
60mL Z & VY | KT 100 mL IZEZR
LT L7,

Z DA FREE IR O K% O LC-
MS/MS HIE I W 7= BRI, TR
DI 3R 3% LC-MS H & i
ML,

1.2 B

B = ) 3 () BB oD B R B AR} &
L C. Jansson 5 O#E VICHEHLL T R
IINBE T EEREDIOYTF a—%
PR L 7=, K7V NZ %, 2023 4F 10
AN BN O AR CEE#% . —20°CLL
TTHELTHoTmb D&M LT,
EDOZIDTFa—

B w2 /b—AT70 g, A
Z/165g, 747 110g, 7 A= 55
g, N¥—913g, /NEW¥ 36.3g, A7V
— 2 (FLAEW 5y 85%) 462 mL, 4V —
74 A 5.5 mL




FHERE c BKTANE —FEMN L, NE
¥y ANIRET- & 2 A1, MU LTHE
L7Z2EDOZH AN, BENPLARY T
HETI00L BV LT, £ Y —
L&A FIKT B B L 72 3 bR
7o tEEFIZAHV —TF ANV EMA T,
Nl Al N = i A Al A G ¥
BEie Lz,

TR

R7ZYNVZ7 10 KD HH 3 AKITOND
T arl7~=Frto7ruA4 P 0D
CREEWHR L (a7 ~=F RE .
365~425 mglkg, 77 1A YV UIRE :
169~348 mg/kg ), ZOEHEX BZL
ELT, BEHRYEL-ED0Z VT
2—950 g |2 K7 VL% /% 140 g Iz
THE, JRFIL, WIRIZEL T —RY
oty —%2HCTH bl
1.3 ZE X OHIESRME

BRI FERRER IS L7z 11 #%RS
(SN o SV S N B 0 11 =< e N R=1B 8
Koo~ 7T 7-%220F NGBS
(LC-MS/MS) # i iz, #HRE oHlE
St rFR1-1ICR L,

1.4 RBREROFH

BEDIDRFEMT—FONEL OR
Rl i i B O RS % . Scheme 1 1278
L7,

1.4.1 #hH

k5.0 g % 50 mL OFRY Fr L
v (PP) B LILEEIZCEVRY
10%TCA KI&E# 10 mL KA % /) — )L
10 mL #/x T 2 pAEYF A AL
Tt RETA T —OHNEAZ ) —)L
T, S HIZA X /—/v% PP fiE L
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LEE © 50 mL OEME TINA 72,
WEf% . B, 2,000xg T 5 4y O
SHEL, BEIEEZ AR T T2 TR | A
& ) —nEMZ CEMIZ50mL & Lz,
1.4.2 ¥5Hl

MR A 2mL £ 0 | =00 EE (10-
15mL %) (2% v K L7z Captiva EMR-
Lipid #— hU v ICERT L, i,
1,000xg T 1 4yfilaa Loy B L, I HITR &
BClh, 20— ) v U EBIONTT A
BoELEE 10mL %) kY bL
T, 5K 1mL Z&%7 L, [AEk
DBl L TR LN TR HREERY
60% A &/ — VKEEH Z -V T, 10 mL
WCERLEZbLOZRBRIEKRE L,

1.5 E&

10 pg/mL D 4 fE7 ~ =% h % T &
AIEHEVR IR & 60% A X ) — VKRR T
10 57 R L 72%. 0.2%TCA &4 60% A
X — VKRR L W AR LT 1-50
ng/mL DR KR OFE RV IR 2 FH5 L
7o WEBEHEIRIK 2 A CHEH 325
A, FEEIC 10 pg/mL O N ELFE HER IR
Z 60%A &/ — LIKEIR T 10 5 R L
721%. 0.2%TCA &H 60% A % /7 —/LK
BRI LV AR LT 10 ng/mL OEK %
L=, =T 5 ul (BB E 1% 2
pL) % LC-MS/MS (Z7E A L Tt &
BRE E T IINEAR BB LY E &%
Kbz,

1.6 EERMIEIC X 2 EEFE O A
5]

b O T ORI EREIZL D RD
bRt a7 ~=Fr L7
7aA YU DRE (xmg/kg) &b &1,



AREHR ORI E 2 0, 0.5x, x. 1.5x.
2x, 2.5x, 3x & TREICRD LI a
Tv=F kT raA Y e EERE
WL 72, B.1.4 REBRBEEROFRINE
Wl - S L, LC-MS/MS (2 & v 43y
L7, B OBRMEICKTHE—2H
BE7nay LT — X i/ Fik
[Z XD ERREYE L, E 0 x Y b
R ORI OBREE RO, iz, x
R OIEEREICREE LT2.571 % 3%
CHZEIZED, 9B5%EHEBRERDT
RS L L,

1.7 H—HRAR, ZEMERER
BB 2 Zn i 26 g OBV
D, 24 HOFRY =F L o REIRITEY
ST, ZDO b 6 HORAE TV H A
B L, 1 BERIZOE 2 KT 20548 H
k%2 E&E L7, Thompson H DR 2
WZEW, FRREIZ L 0 B — M2 st LT,
B = ) 3 () BB oD St 1 R A 4 1
BOWTHEERABO a7 ~v=F 77
oA Yy E 20T CER L, BERENC
B E D W E AL G W 0 5K i H [#
DL EVEZ FEA L7z,

1.8 77 v 7R

B O BICH N K7y e
TEMZDADEDZDOYF 2—%,
B.1.4 EBREROFAMIC L v il - ki
L.LC-MS/MS 2LV 3#r LT, thEY
— 7 DE\ERHENDT,

1.9 REREMH L FRER

Fhu XS 6 410 A 1 H-11 A
25 HOK) 2 /AR & Uiz, 4 IR A AR YE
TR, PR EA IR . I OREEURL 2 2
N 11 BEBENCEOAT L 7o, 20k B R v
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WIRIZEEND 4 O (o, By y-
Tv=F U RO T 7uAPr) OFnG
REHZEEND 2 BOBEMT ZFE L
729 2 TC2MTOEERREZITV, O
Gl & EEAE R WE L,

SHEO DI R EZEEL T —4
DAY Y —= 27 %47\, Cochran &
& Grubbs #EIZ L WV ANEZ FEAH L 72
¥ (K1), ZOFT—ZHEIEE (%),
OFAT K5 B2 (RSDe, %) MK OVZE M E

(RSDr, %) #%:R7z, [FIL=E|E B.1.6
RRIERINIEIC X 2 HEEREOfEM T T
Ko T-EHOEDOHEEMIZ KT 5 E &AE
DYHED E 3 L LTz, HorRat fEIZ
EFEE (RSDr, %) & Horwitz Oz
2B Pl &35 =K EE O (PRSDR, %)
DL Lz, 2TNHD 4 DD/NT A—4H
—% B1.8 77U I7RBRICLV kDT
BIME L & BT, BMOKIER O HTED
ZAVEMERICBE T 204 R T A 9 (L
T RBKEDTA RTA ) 1> TRE
fliL7z, £7z. 3HEDOT—FIZO>NT
NEEEER EO A I K D ERME O
W HIT o 72,

2. BEDZDERZ—HF W2
2.1 3k

IRINEN R T L2

Wdh) & Tz,
2.2 AE - W
(+)-LAH Y AERBE, A RT
I% Sigma-Aldrich %4 O FEHEF K % H
Wiz, ALY E—/L X Tronto Research
Chemicals -8 OFEHERILZ 7o,
L7 a2’V nns ) kONL-T UL
7'V 2> 1% Combi-Blocks #LH o> 1%

VA B (BT



A2 e, PNERER MBI R Uk pk T
#*¥ (%) o O-Methyl-D-tyrosine

(MTY) ZMwic, £, 50% A
2 ) — VKR fE L 500 pg/mL @
BEEFRREZRAL LT, 2055, LXK
AV B, A RT U, AV E—
V. L7 as X s RN T
VAT Y v rdD b ODOERFKZIRE
L. 50% A % /) — VKIER CAIR L T
100 %X 10 pg/mL @ 5 X 0 = #HiE
AR IR 2 TR LS a] R ER 1
[AY

IV 2 10%TCA AREiRIZ,
NIAT A7 (K ROFFRAREZ
THR L, BRI —FD v U,
Agilent Technologies L ® Captiva
EMR-Lipid (3 mL, 300 mg) #ffH L
2o BERITHWIZIE D BRI IT.
BT A v LTI (BR) o APDS
27U a— TS WiEERE i, 56
BIMERERE (AQC ET & F=F
UV (3 mg/mL)) 1%, Waters fLH
@ AccQ-Tag™ Ultra Derivatization
Kit (DO ANNRI V6T I /%)Y
NW-N-AZ 43P0 (AQC) 3 mg %
F¥%y MIBOWAKTE h=FU /L 1
mL (2R L C, 3 mg/mL OEHR % i
L THW,

TR B R TR YE PR R 0 A B v 7z
2%TCA & 80% A %/ — /VKERIKIL,
10%TCA KK 20 mL IZ A % /) — V%
MZT 100 mLICER L TR L 7=,

Z O BRI R o G0 & Y LC-
MS/MS I 2 W= AL, ik

-
—
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DR FEFEER A XX LC-MS JH & v
776
2.3 #E
REVFA =T, K ~A 7w
w7 e =FFUE-or A3 b NS-
51 (Y=L —H—+ %7 k NS-10P
(10.5 mm ¢ X140 mm)) % 7=,
T m vy b—%—L, Thermo
Fisher Scientific t:5 ¢ Reacti-
Thermo™ Heating Module % V7=,
LC-MS/MS #:# (X, Sciex fE#l ¢ Exion
LC AD-5500+ QTRAP Activated % Jf\>
776
2.4 LC-MS/MS # & 444

DO b R KON 1 iy
OPESRMEEFE 2-1 L 2-2 [ZR LT,
2.5 RBRBER O

XD Z DOSHIE 2 OB AR ik
DWW % . Scheme 2 |28 L 7=,
2.5.1

Bk 5.0 g & 50 mL @ PP $U5E Lk
BIZEVEDY . 10 pg/mL O PR %E
(MTY) &% 0.5 mL Z¥ L., JRf#
30 RIEE L7, 10%TCA KA 10
mL ¥ O'A % /—/L 10 mL #/%x 7T 2
SREIREYFA XA LR, REVFAY
—DHANE AKX =)L THED, SHITAH
J —/)V%& PP #lim Lk E O 35 mL @
AR E CTMA T, Wi, 2,000xg T 5 4y
i DrEEL, EiEEZ 50 mL A A7
A Ao T, wDILEE ORIEIC A #
J—/v%& 15 mL Il x CTEM%E, ik,
2,000xg T 5 srfffiE DBl L T, B4
B, XDOART T RAIiZHEbE, A4
J—vEM A TIEMEIZ 50 mL & L7z,



2.5.2 &R
K %2 2 mL £ 0 | & OILEE (10-
15mL %) 2% v k L7z Captiva EMR-
Lipid 71— F VU v UIZEM L, Fif.
1,000xg T 1 4yfd 0B L, ik x
BCl, 20— 1Y v U EBIOEOE
BEIZEYy LT, S HICHHK 1 mL
AN L, RIS DB L s ik %
BHLL7=,
2.5.3 HEMKAL
2 mL ORIEWAELE I 7T T AR o
Ua—_"A TN, B252 BRTED
NIV 100 uL 2 BV Y 1F 0 B
TRMENR 300 uL &0 x TRk, S HIZ
AQC HKE T =PV VKK (3
mg/mL) 100 pL Z/Nx TEM L7z, A
7V a—Fy v 72D TERK, 7V
27 vy s e—4%—"7T55C, 10 4y
L7z, BRICELZ#%, /K500 uL &
ANTIERM L0 2R BRERE LT
(0.01 g sample/mL),
2.6 EE
BERAIEEREOREO =0, K
[ZLL T O 2R L7,
D 1 pg/mL 5 fix O Z RO AR
10 pg/mL 5 Fi& O Z IR A AERIR
1 mL & 10%TCA KIFE 2 mL 12, A
X ) —)VEMZT 10 mL IZER L7,
(Z DWW OMEIT 2% TCA & 5%
AH ) —NVIKERE 72 D,)
© 0.1 pg/mL 5 & D Z TR A HERIR
O 1 pg/mL 5 fEE D ZHIRA N
Wil % 2%TCA &4 80%A X J — /LK
IR T 10 {5 AR L 7=,
@ 1 pg/mL WNEFERE (MTY) ik

-
—

135

100 pg/mL WNEEERE (MTY) @K%
2%TCA &4 80% A ¥ / — VKKK T
100 fEA R L 7=,

OXIF@L@%EE L. 2%TCA &F
80% A & ) — VKK CHNT 52 &
WX, WEVERE (MTY) 100 ng/mL %
&7 5.0,10,20, 50, 100, 200 ng/mL
D b XD HIRAEMERIR 2L
72 ZTHIUHO 6 AW 100 uL % 2 mL ©
ARG FE T T AR 7 Y 2 —
AT NVIZENENEYVEY . B.2.5.3 3F
BARAGICHE > THEHRML L2 O &M
BAAERERE S L= (0,1, 2, 5, 10,
20 ng/mL), Th i 5 uL % LC-
MS/MS IZEA L, LAY R
MEXT IR EARIC LV | Z O 4 5oy i
R B E & NEE VER EvE O W 5 T
R AAT o o (NEBAE A 1 EBR A iR
AR L2 WEEDOR),

2.7 TIMENGRBRIC X 5 %Y kR

IR EDEZE RN & &
BLIZVA X7 5 g2, bHEDIEHE
AFEAEYRHE (100 & 10 pg/mL @ 2 JEFE)
RO (MTY) % (10 pg/mL)
ZZNZI 0.5 mL &SN L, Bk
30 FEE L7-b o2 RMmEELE Lz

(IR © 10 2OV 1 mglkg), KHRE
T 2 [|BIfHT 5 B OB G 21T
W, B.2.6 EETIER L7-MEMR CTER
Lic, =R BB LY HE
(%), PHTHEEE (RSD:y, %) KON
& (RSDwr, %) %K T, EAFHE
D T4 5 O FRE RIS D 2 2 MRl T
AR5 (LT, BHAEDHA RZ
A )] T TEEM L 7=,

-
—



C. D. FRBCRRVOEE
1. BEDOZDOHERS—FOIELOR
BREMILFARRIC X 2 YRR
1.1 BRBRIC W Rk

K7 > v (Amanita virosa, B4
Destroying Angel) 1%, DRED D Z
THETROBECFHRZNEDOITH
Lo ROYNErZiioTRAD S,
AR VBRI (6IRF[H ~24FFfE]) %
2 C 2 LT RRORER (M IR . T )
DEND, WoTlo AERITIAE D, B
% A8 [t 2> O IFRERE N B L LIZ U
W, BIEDSGAIISH ~8HZICHARE
HIE L., 2l R 2R CHICE 50,7,
RIZINETOERDITT =% |
FUULBHRENDBEEDERRARY R
TFRTHDLH, Tv=F rFT L7
VNBTUST, va B AT TR
(A.veruna) . #~3 %7€ ¥ (A
subjunquillea) 72 X O7T > 7 X 7 JED
TOZR, aLvIEyg
fasciculata) 72 E D a2 rjgo &
DIZHEENTEY, ZNHDOHED

( Garerina

Ik T @mEFALHMESINTNDS 8,

A El, FHERE A O R G A ARE LT
FfERVE & LT, Jansson b O#E Vi
LEZRIIYNE T gl [ EDIVF
2— | ZER U7, EERINEIC L DHE
T ORER, a7 v =F 1% 42.346.5
mg/kg, 7 7 0 A V0% 44.3+2.8 mglkg
Elhole, a7 ~v~=F U OROBILEIX

E R Thmg LHEESNTWNDLZ &b,

ASEDEDZF 2—1FK 120 g THIE
BICETIEREDT =X hX v
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EoeilElTh D, T EHIROERER
ORI L0 ER L7254 400 HH
Pl ERE S, BIEMTIERY, L

L. AENIEEORE O Z 2 H L TE
LCR N i X2 W S B 1K A I SN (i §
D FEEROR PG A R Lo RE
[ LRI RABR 23 2 AT B & 72 o 72,

1.2 A OB — L BEM

R BHC G END a7 v=F &
TruA Yy DORBOSELITEN
Z4.0.37 £ 0.91 L 720 F 55 E (4.39)
LV b/hEl, +oIcH—-ThoHrZ N
fEDD BT,

Fha Rk RT#% O EBRMEOKIT, a7~
=F N 99.0%. 77y mrAYrn
105.1% & 72 O LZEVED WD O BT,
1.3 ARtEMBR T D2 L HERER
1.3.1 D MR & B

11 B2 THREREHICE EN Do
Tv=FrbvruLTrn 2 EEO
BT A ELIFEETHI ENTER,

T 7RBRIIBNTE, T v =F
. 77uAfYronThosa~w 7
TACbEREYET L — 7 IR
ENpnotz, SR OsEREHT, IBE
R AFE LSBT 2 & O Z ik o5k
WMER & MR~ N v I 224 < E
DB Ch oo, BRMEIZRG TH -
776
1832 F—FR7 Y —=v T LANE
BE

S0 11 BB O BT LB EAE 7 v — X[
—Tho7=, LL, L7 MS/MS
DA=T)—= ANy IR A F
LR CHIE R E IR EREBNDEH D



EHERI S LT, S HTIEDOBIFIZ I VLT
H L 7= Sciex t+® MS/MS A&, 7~
=% MF T UHEIZ ESI(—)D 5 SIN 23
LVEMNoT-, TOH, AREIBMLTZ
H$EH D 5 B Sciex £ MS/MS Z1f# f L
7= 5 HBIX ESI(—) CHEZITo 7=, —
5T A—H—D MS/MS 2 L7- 6
BEEAIZOWTIZ R E Do 7 ~=F
ZFrE . ESI(+) TONMTRE RN HE S
iz, 2o OO MS/MS JIEIZE
WTIE, ESI(H) D F23 ESI(—) X v &l
EREN G Nz RS D, #E E
TIHEERIRICEENDIB T ~=F
ORPNERLFE A ESI(HIZHB W T+ Tk
72 <. ESI(—)TRIE L7z B 72 k&
ELlpollmd, akyT~v~=Fr Lt
HIZ ESI(—) THIE L7z (F 1-1),

TR A7) —= 7BV TE, R
BRVS K O A R RIZ DWW TH B E %
1To7- ET. 0.4-1 mg sample/mL®D#
PPN O AR CTHIE L 7= 9B o7 — ¥
EERATLZEELE, 7.
BEICELY, BEIOT~=F > DF
— 4 MBEFLID 7 y A VDT —X
DENENFER I N (FR1-2),

1.3.3 KRN TF A —F—DFHH

[FH =, TR, =K E . HorRat
BEITWTFNERKEDTA T4 1T
HWELTWe (F1-2KT1-3),

EIY R TXa-T ~=F L T102% & B 4F
REERE RN, Ty A YUk
84.7% ¢t 7po7-, ZOHHBLELT, 77
oA Y te T v =F k0 BOKERN
W72 il EEE O AR 3 iE T
= (g = S ol M R 11 Y=Y g P NI (M

Cochran
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FREEE RS2 ENEZ LN,

Z DARELERRFET D T2 | RO
L[E & 2[E 0 o E &l 2 g L7
(n=12) ., 1EHHEO 7 704 P DOE
B O 1334.7 mg/kg T - 7= DIt
L. 2 H1X36.0mg/kg & 72 0 . FEI
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F1-1 ABR=ERIE

[FFBRZ2 0 11 R D

LC-MS/MS #I & &4t

Laboratory A B C F G H | J K
Manufacturer Shimadzu Shimadzu Sciex Waters Waters Waters Waters Agilent Shimadzu Sciex Sciex
Lc Instrument LC20AD LC-40D XR Exion LC 2.0+ ACQUITY UPLC | ACQUITY UPLC | ACQUITY UPLC | ACQUITY UPLC 1260 Infinity I LC20AD Exion LC AD Exion LC AD
H-Class H-Class H-Class I-Class Plus
MS/MS Manufacturer Sciex Shimadzu Sciex Waters Waters Waters Waters Agilent Sciex Sciex Sciex
Instrument API4000 8045 QTRAP4500 | Xevo TQ-S micro| Xevo TQ-S micro| Xevo TQ-XS [ Xevo TQ-S micro| 6470 LC/MS 4000Q TRAP | Triple Quad 5500+ | Triple Quad 5500+
Xbridge Shield RP18 (Waters)
Column 2.1x150 mm, 3.5 pm
Mobile phase Solvent A 0.05% Formic acid
Solvent B Methanol
Gradient method | % of solvent B 10%(0 min) — 100%(10 min, 2 min hold) —10%(12.1 min) — 10%(20 min)
Flow rate (mL/min) 0.2
Column temperature (°C) 40
Injection volume (pL) 2
Dilution factor (mg sample/mL) 0.5 1 0.5 0.5 04* 0.4 2 10 1 1 0.5
Electrospray ionization (+/—) — + - + —/+** + + + — — —
Precursor ion a-Amanitin 9174 919.5 917.3 919.6 917.3 920.0 919.6 919.4 917.3 917.3 917.3
(m/z) Phalloidin 787.4 789.4 787.3 789.3 789.3 789.7 789.3 789.3 787.3 787.3 787.3
Quantifier ion a-Amanitin 899.3 86.1 899.4 86.2 205.0 85.9 86.2 86.1 899.4 899.4 899.4
(m/z) Phalloidin 743.3 130.1 743.3 86.2 86.2 859 86.2 789.3 7434 743.4 743.4

* A value reflecting the reduction in injection volume

** —: a-Amanitin, +: Phalloidin
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2 oH 5 g(50 mLiEILy LB E)

— 10%(w/v)TCA10 mL

— A%/—)L10 mL

Wi REDFAX, 2 min

— A2/ — )L GRIEERE D50 mLOBRETMA TERELERD)
EI B (B8, 2,000% g, 5 min)
EEES0 mLARTS AN

— AR/—)LEMZT50 mLIZER

R

g Captiva EMR-Lipid, 3 mL, 300 mg

&2 mLE &S
Eib > EE (FIR, 1,000x g, 1 min)
BHEEETS

&R mLE&H
BN EE(EE, 1,000x g, 1 min)
BHBEEIRS (10 mLASREED LERE)

— 60% AR/—)LEMAT10 mLIZEE*

5B R 0.01g sample/mL\
ki (RERABFHHSAE AT L)

*AEMEEE AN D B S 10 ng/mLd P EHMEEFREHPLCD A — 75 —T5 pLHIEFA
(HE A #EL L HPLCD B 53 F A2 100 ng/mLd M 83 4F 2 5 #E 1 mLas

Scheme 1 BHBX DI DOEBS—FOMNE1 RIAEEBET v —
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* 1-2 RREMILRARROER
Laboratory a-Amanitin Phalloidin
A 444 46.4 41.1 42.0
B 44 .4 42.9 36.2 36.4
C 43.8 43.8 34.5 34.9
D 41.0 41.0 35.8 35.7
E 40.4 40.9 35.8 36.9
F 434 434 32.7* 29.1%
I 36.2¢ 43.6* 47.5* 36.2*
J 474 47.0 41.2 41.2
K 37.3 39.8 36.5 37.3
Mean (mg/kg) 43.0 37.5
Mean recovery (%) 102 84.7
Outlier (Cochran parameters) 1 2
Outlier (single Grubbs parameters) 0 0
Outlier (paired Grubbs parameters) 0 0
Repeatability relative SD [RSD,, %] 21 1.2
Reproducibility relative SD [RSDg, %] 6.6 7.3
Predicted reproducibility relative SD [PRSDg, %] 9.1 9.3
HorRat value 0.7 0.8

*Quitliers of the Cochran test

# 1-3 RBRBEMEFERBROZ SATIT (BKRKEDODHA FS5A %2 EITIER)

Matrix Mushroom stew
Unit Recovery(%) | RSDR(%) | RSDr(%)
Recovery =100 mg/kg 90~107 =16 =53
Repeatability = 10 mg/kg 80~110 =22 =73
Reproducibility | = 1 mgkg | 80~110 =32 =11

HorRat value = 2
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#1-4 3K K O2RBREMIEFRRBROME R -o- 7~ =F >~/ WEMEDH EDLE

Laboratory IS(-) IS(+)
E 40.4 40.9 41.6 41.6
J 474 47.0 43.1 45.6
K 37.3 39.8 35.3 38.7
Mean (mg/kg) 42.1 41.0
Mean recovery (%) 99.6 96.9
Repeatability relative SD [RSD,, %] 2.5 3.2
Reproducibility relative SD [RSDg, %] 10.9 6.1
Predicted reproducibility relative SD [PRSDg, %] 9.1 9.1
HorRat value 1.2 0.7

#1-5 3K K ORBREMIFRBROMR-7 7 v Vv NIEREDH ED LB

Laboratory 1S(-) l IS(+)

E 35.8 369 | 365 38.3

J 412 412 | 374 39.9

K 36.5 37.3 E 34.5 36.3
Mean (mg/kg) 38.2 E 37.2
Mean recovery (%) 86.1 I 83.9
Repeatability relative SD [RSD,, %] 1.5 z 3.9
Reproducibility relative SD [RSDg, %] 7.0 l 5.2
Predicted reproducibility relative SD [PRSDg, %] 9.2 i 9.3
HorRat value 0.8 | 0.6
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£ 21 BEOZIDOERI—FRIE 2 D LC-MS/MS HIE M4

LC Exion LC AD (Sciex)
MS/MS Triple Quad 5500+ - QTRAP Activated (Sciex)
Column Luna Omega Polar C18 (2.1x150 mm, 1.6 um) (Phenomenex)
Mobile phase Solvent A 0.1% Formic acid
Solvent B 0.1% Formic acid in acetonitrile
Gradient method % of solvent B 2%(0 min)—10%(1 min) —30%(11 min)—95%(11.1-13 min) —2%(13.1-18 min)
Flow rate (mL/min) 0.4
Column temperature (°C) 35
Injection volume (uL) 5
Parameter \\Porarity ESI(+)
Curtain gas (psi) 30
Collission gas (psi) 9
lon Spray Voltage(V) 5000
Temperature (°C) 600
lon Source Gas1 (psi) 60
lon Source Gas2 (psi) 60

#£22 BEOZIOERS—FOE2DOSRM FFoova v

No. Compound name (Eﬂ;) Q1 Q3 I(Dvlj ?VE) C(c)P
1 Muscarin 2.2 ];3 ig 21 2; 160
2 Ibotenic acid 3.4 g;g 1:; 88 38 18
3 Muscimol 4.1 ggg 1:; gg 38 18
4 Propargylglycine 4.9 ;gj 1:; 88 38 18
5 Allylglycine 5.8 ;22 1?; 88 38 18
IS MTY (Internal standard) 9.2 2221 1?; 28 ?8 18
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2B | 59(50 mL PP&LEL EFYE)

+— 10 ng/mLAEBIRLEMTY) iF#%0.5 mL
— 10%(w/v)TCA10 mL
— AR2/—)L10 mL

i ! REDFAX, 2 min

— AR/— )L (GRID RS D35 mLOER £ TINA TEELRM)
=D B (ER, 2,000 xg, 5 min)
EEE50 mLARTS RO~

% B

— A% /—)L15 mLEMNZ TR
=D B (ER, 2,000 xg, 5 min)
FiEE50 mLAR TSRO~

— AS/—)LEMAT50 mLIZER

R

OB Captiva EMR-Lipid, 3 mL, 300 mg

&2 mLE AR
EDOBECER, 1,000xg, 1 min)
BHBREETS

R mLE AR
ELS B (338, 1,000 g, 1 min)
BHAEEED

-

B EE AHE100 L (2 mLAFFHRIEEAHTZARANACTIL)

— [(E5EL#E & 300 pLZEMNA TEM
— AQCEZER®E™ (3 mg/mL7EF=FILiE&) 100 uL ZMZ TEM

m g 55°C, 10 min (A% 21—y TERA) ***

— /K500 pLxEmA TER

HER A& 0.01 g sample/mL

*APDSA4 JO—RIFSBEFR(E T 70/L LHNMEE, 019-23151)%EH

**AccQ-Tag™ Ultra Derivatization Kit (Waters, Part#. 186003836) % {# F
AccQTag™ Ultra-2A (Reagent powder, 3 mg)iZAccQTag™ Ultra-2B 7=~ —FJJL100%%1 mLAN T 10 MBS BT TR

AT IILETILET O AR TME

Scheme 2 HBE DI DED—FOWEE2 AILEBET o —
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#2-3 ZUMEROER @B : A2, FNEE : 1 mgkg)

Quantification by absolute Quantification by internal

Analyte calibration curve standard correction Criteria®
Trueness RSD, RSDwr Trueness RSD, RSDwr Trueness RSD, RSDwr

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Muscarin 108 1.6 3.7 — — — 70-120 <10 <15
Ibotenic acid 86.7 2.9 4.2 87.7 25 2.6 70-120 <10 <15
Muscimol 74.6 2.2 2.5 75.1 1.7 3.2 70-120 <10 <15
Propargylglycine 96.8 1.8 3.0 97.7 1.4 3.4 70-120 <10 <15
Allylglycine 100 1.6 7.0 101 2.6 6.8 70-120 <10 <15

R PSR T R 2 MBI OZ Y MEHE T A R T A O—HEIEIZOW T CER224EEE12H 24 A IR AR5
B AR R R A B R B R R R 1224551%5)

K 2-4 RUMERERBOER @B : A F 7, IRINRE : 10 mg/kg)

Quantification by absolute Quantification by internal

Analyte calibration curve standard correction Criteria®

Trueness RSD, RSDwr Trueness RSD, RSDwr Trueness RSD, RSDwr

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Muscarin 113 2.8 3.7 - - - 70-120 <10 <15
Ibotenic acid 93.2 26 6.1 - - - 70-120 <10 <15
Muscimol 92.2 24 5.0 - - - 70-120 <10 <15
Propargylglycine 106 2.6 6.3 - - - 70-120 <10 <15
Allylglycine 924 2.7 8.1 - - - 70-120 <10 <15

R PSR T D BRI BT D IBRIE O Z YR A N T A 2 O —EUWIEIZ DWW T (FpR224EE 12 24 RIEA S5
B8 12 BE A 5 R e AP B N R e S 55 122455155
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	1. 毒きのこの毒成分一斉分析法１
	1.1 試薬・試液
	-アマニチン、ファロイジン（富士フイルム和光純薬（株）製）、-アマニチン、-アマニチン（Enzo Life Sciences社製）の4成分は、メタノールに溶解し100 g/mLの標準原液を調製した。これらを混合し、メタノールで希釈して10 g/mLの4種混合標準溶液を調製した。
	内部標準のバージニアマイシン B（Santa Cruz Biotechnology社製）は、メタノールに溶解し、200 g/mLの標準原液を調製した。これをメタノールにより希釈し、10 g/mLの内部標準溶液とした。
	10%トリクロロ酢酸（TCA）水溶液はナカライテスク（株）製又は富士フイルム和光純薬（株）製の特級試薬を用いて調製した。精製カートリッジは、Agilent Technologies 社製のCaptiva EMR-Lipid（3 mL, 300 mg）を使用した。
	検量線用標準溶液の希釈に用いた0.2%TCA含有60%メタノール水溶液は、10%TCA水溶液2 mL及びメタノール60 mLを量り採り、水で100 mLに定容して調製した。
	その他試験溶液の調製及びLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用又はLC-MS用を使用した。
	1.2 模擬試料
	試験室間共同試験の模擬調理試料として、Janssonらの報告1)に準拠してドクツルタケを含むきのこのシチューを調製した。ドクツルタケは、2023年10月に岐阜県内の山林で採取後、－20℃以下で冷凍してあったものを使用した。
	きのこのシチュー
	原材料：マッシュルーム770 g、シイタケ165 g、ヒラタケ110 g、ナメコ55 g、バター913 g、小麦粉36.3 g、生クリーム（乳脂肪分35%）462 mL、オリーブオイル5.5 mL
	調理法：弱火でバターを溶かし、小麦粉を入れ混ぜたところに、細切して冷凍したきのこを入れ、全体がしんなりとするまで10分くらい加熱した。生クリームを入れ、弱火で5分加熱しながら混ぜた。仕上げにオリーブオイルを加えた。これをフードプロセッサーにより粉砕均質化した。
	ドクツルタケ10本のうち3本についてα-アマニチンとファロイジンの含有と濃度を確認した（α-アマニチン濃度：365～425 mg/kg、ファロイジン濃度：169～348 mg/kg ）。この含有量を目安として、別途調製均質化したきのこシチュー950 gにドクツルタケを140 g加えて加熱、混和し、常温に戻してフードプロセッサーを用いて均一化した。
	1.3 装置及び測定条件
	試験室間共同試験に参加した11機関は、いずれもトリプル四重極型の高速液体クロマトグラフ-タンデム質量分析計（LC-MS/MS）を用いた。各機関の測定条件を表1-1に示した。
	1.4 試験溶液の調製
	毒きのこの毒成分一斉分析法１の試験溶液調製法の概略を、Scheme 1に示した。
	1.4.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのポリプロピレン（PP）製遠心沈殿管に量り採り、10%TCA水溶液10 mL及びメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、ホモジナイザーの刃をメタノールで洗い、さらにメタノールをPP製遠心沈殿管の50 mLの標線まで加えた。転倒混和後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清をメスフラスコに採り、メタノールを加えて正確に50 mLとした。
	1.4.2 精製
	1.5 定量
	10 g/mLの4種アマニタトキシン混合標準溶液を60%メタノール水溶液で10倍希釈した後、0.2%TCA含有60%メタノール水溶液により希釈して1-50 ng/mLの検量線用の標準溶液を調製した。内部標準溶液を共注入で使用する場合は、同様に10 g/mLの内部標準溶液を60%メタノール水溶液で10倍希釈した後、0.2%TCA含有60%メタノール水溶液により希釈して10 ng/mLの溶液を調製した。それぞれ5 L（機関Eは2 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...
	1.6 標準添加法による模擬試料の値付け
	あらかじめ絶対検量線法により求められた模擬試料中のα-アマニチンとファロイジンの濃度（x mg/kg）をもとに、試料中の添加濃度が0、0.5x、x、1.5x、2x、2.5x、3xと7濃度になるようにα-アマニチンとファロイジンを模擬試料に添加した。B.1.4 試験溶液の調製に従い抽出・精製し、LC-MS/MSにより分析した。毒成分の添加量に対するピーク面積をプロットしたデータを最小二乗法により直線回帰し、そのx切片から抽出液中の毒成分の濃度を求めた。また、x切片の標準偏差に係数として2.571を乗...
	1.7 均一性試験、安定性試験
	模擬試料をそれぞれ25 gずつ量り採り、24個のポリエチレン製容器に取り分けた。このうち6個の容器をランダムに選択し、1容器につき2本ずつ分析用試料を定量した。Thompsonらの報告2)に従い、F検定により均一性を確認した。
	試験室間共同試験の実施期間前後において、模擬試料のα-アマニチンとファロイジンを2併行で定量し、模擬試料に含まれる測定対象化合物の実施期間中の安定性を評価した。
	1.8 ブランク試験
	模擬試料の調製に用いたドクツルタケを加える前のきのこのシチューを、B.1.4 試験溶液の調製により抽出・精製し、LC-MS/MSにより分析して、妨害ピークの有無を確かめた。
	1.9 試験室間共同試験
	2. 毒きのこの毒成分一斉分析法２
	2.1 試料
	添加回収試験用に、シイタケ（生、市販品）を用いた。
	2.2 試薬・試液
	(+)-ムスカリン塩酸塩、イボテン酸はSigma-Aldrich社製の標準試薬を用いた。ムシモールはTronto Research Chemicals社製の標準試薬を用いた。l-プロパルギルグリシン及びl-アリルグリシンはCombi-Blocks社製の標準試薬を用いた。内部標準は東京化成工業（株）製のO-Methyl-d-tyrosine（MTY）を用いた。それぞれ、50%メタノール水溶液に溶解し500 g/mLの標準原液を調製した。このうち、ムスカリン塩酸塩、イボテン酸、ムシモール、l-プロ...
	抽出に用いた10%TCA水溶液は、ナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。精製カートリッジは、Agilent Technologies社製のCaptiva EMR-Lipid（3 mL, 300 mg）を使用した。誘導体化に用いたほう酸緩衝液は、富士フイルム和光純薬（株）製のAPDSタグワコー用ほう酸緩衝液を用いた。誘導体化試薬溶液（AQC試薬アセトニトリル溶液（3 mg/mL））は、Waters社製のAccQ-TagTM Ultra Derivatization Kit付属のカルバミン...
	検量線用標準溶液の希釈に用いた2%TCA含有80%メタノール水溶液は、10%TCA水溶液20 mLにメタノールを加えて100 mLに定容して調製した。
	その他試験溶液の調製及びLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用又はLC-MS用を用いた。
	2.3 装置
	ホモジナイザーは、（株）マイクロテック・ニチオン製のヒスコトロンNS-51（ジェネレーターシャフトNS-10P（10.5 mmφ×140 mm））を用いた。アルミブロックヒーターは、Thermo Fisher Scientific社製のReacti-ThermoTM Heating Moduleを用いた。LC-MS/MS装置は、Sciex社製のExion LC AD-5500+ QTRAP Activated を用いた。
	2.4 LC-MS/MS測定条件
	きのこ毒5成分及び内部標準1成分の測定条件を表2-1及び2-2に示した。
	2.5 試験溶液の調製
	きのこの分析法２の試験溶液調製法の概略を、Scheme 2に示した。
	2.5.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのPP製遠心沈殿管に量り採り、10 g/mLの内部標準（MTY）溶液0.5 mLを添加し、混和後30分間静置した。10%TCA水溶液10 mL及びメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、ホモジナイザーの刃をメタノールで洗い、さらにメタノールをPP製遠心沈殿管の35 mLの標線まで加えた。常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清を50 mLメスフラスコに採った。遠心沈殿管の残渣にメタノールを15 mL加えて混和後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し...
	2.5.2 精製
	抽出液を2 mL採り、遠心沈殿管（10-15 mL容）にセットした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。このカートリッジを別の遠心沈殿管にセットして、さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して溶出液を採取した。
	2.5.3 誘導体化
	2 mLの不活性処理済みガラス製スクリューバイアルに、B.2.5.2 精製で得られた溶出液100 Lを 量り採り、ほう酸緩衝液300 Lを加えて混和後、さらにAQC試薬アセトニトリル溶液（3 mg/mL）100 Lを加えて混和した。スクリューキャップを閉めて密閉後、アルミブロックヒーターで55℃、10分間加熱した。室温に戻した後、水500 Lを入れて混和したものを試験溶液とした（0.01 g sample/mL）。
	2.6 定量
	検量線用標準溶液の調製のため、最初に以下の溶液を調製した。
	① 1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液
	10 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液1 mL及び10%TCA 水溶液2 mLに、メタノールを加えて10 mLに定容した。（この溶液の組成は2％TCA含有75%メタノール水溶液となる。）
	② 0.1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液
	①の1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液を2%TCA含有80%メタノール水溶液で10倍希釈した。
	③ 1 g/mL 内部標準（MTY）溶液
	100 g/mL 内部標準（MTY）溶液を2%TCA含有80%メタノール水溶液で100倍希釈した。
	①又は②と③を混合し、2%TCA含有80%メタノール水溶液で希釈することにより、内部標準（MTY）100 ng/mLを含有する、0、10、20、50、100、200 ng/mLの5種きのこ毒混合標準溶液を調製した。これらの6溶液100 Lを2 mLの不活性処理済みガラス製スクリューバイアルにそれぞれ量り採り、B.2.5.3 誘導体化に従って誘導体化したものを検量線用標準溶液とした（0、1、2、5、10、20 ng/mL）。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入し、ムスカリン塩酸塩は絶対検量線に...
	2.7 添加回収試験による妥当性確認
	分析対象化合物を含まないことを確認したシイタケ5 gに、5種きのこ毒混合標準溶液（100と10 g/mLの2濃度）及び内部標準（MTY）溶液（10 g/mL）をそれぞれ0.5 mLずつ添加し、混和後30分間静置したものを添加試料とした（添加濃度：10及び1 mg/kg）。各濃度で2回併行5日間の添加回収試験を行い、B.2.6 定量で作成した検量線で定量した。一元配置の分散分析により真度（%）、併行精度（RSDr, %）及び室内精度（RSDWR, %）を求めて、厚生労働省の「食品中の残留農薬等...
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