
－ 158 － 

令和４-５年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

令和６年度 食品衛生基準科学研究費補助金（食品安全科学研究事業） 

食品中残留農薬等の試験法開発における課題の解決に向けた研究 

（総合）分担研究報告書 

 

課題３．前処理と分析装置のオンライン化を目指した半自動分析法の確立 

研究分担者 穐山浩（星薬科大学 薬学部薬品分析化学研究室・教授） 

 

研究要旨 

１年目は、誘導体化を行わずに逆相カラムと陰イオンカラムの混合モードカラムを用いて、蜂蜜中

の残留グリホサート、グルホシネート、およびそれらの代謝物 N-アセチルグリホサート（Gly-A）、3-

メチルホスフィニコプロピオン酸（MPPA）、N-アセチルグルホシネート（Glu-A）を同時定量する液

体クロマトグラフ-タンデム質量分析法（LC-MS/MS）を開発した。蜂蜜サンプルから水抽出し、逆相

C18 カートリッジカラムと陰イオン交換 NH2 カートリッジカラムを使用し、LC-MS/MS で定量した。

グリホサート、Glu-A、Gly-A、MPPA は脱プロトン化に基づくマイナスイオンモードで検出し、グル

ホシネートはポジティブイオンモードで検出した。グルホシネート、Glu-A、MPPA は 1～20 µg/kg の

濃度範囲で、グリホサート、Gly-A は 5～100μg/kg の濃度範囲で検量線を算出した。いずれの検量線

の決定係数は 0.993 よりも高かった。開発した方法にて、グリホサートと Gly-A を 25 μg/kg、グルホ

シネートと MPPA と Glu-A を 5 μg/kg 添加した蜂蜜試料を用いて妥当性評価を行った。5 µg/kg は最大

残留基準値に基づいている。妥当性評価の結果、良好な回収率（86-106%）と精度（<10%）を示した。

開発したメソッドの定量限界は、グリホサートで 5 μg/kg、Gly-A で 2μg/kg、グルホシネート、MPPA、

Glu-A は 1 µg/kg となった。 

2 年目は固相カートリッジ中での N-(tert-Butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamide（MTBSTFA）

による簡便で迅速な誘導体化を行い、大豆中のグリホサート、グルホシネート、Gly-A、MPPA、Glu-

A を同時定量する LC-MS/MS を開発した。水抽出後にアセトニトリルで除タンパク後、AXs 固相カ

ートリッジを用いた固相抽出で夾雑成分を除去し、イオン化阻害の影響を最小限にするように精製し

た。Gly、Gly-A は 0.1-2 ng/g の範囲で、Glu、Glu-A、MPPA は 0.02-0.4 ng/g の範囲で検量線を作成し

たところ、決定係数（R2）は 0.994 以上の良好な直線性を示した。定量下限値は S/N 比=10 を基に Gly

類が 0.05 mg/kg、Glu 類が 0.1 mg/kg と算出した。我が国における大豆の Gly の基準値は Gly-A との総

和で 20 mg/kg であり、Glu の基準値は Glu-A および MPPA と合算で 2 mg/kg である。基準値レベルの

妥当性評価のため Gly 類は各 5 mg/kg、Glu 類は各 0.5 mg/kg となるように大豆へ添加し、回収率、併

行精度および室内再現精度を算出した。回収率は 97-108%、併行精度は 2-5%、室内再現精度 4-9%と

なりガイドラインの目標値（回収率 70-120%、併行精度 10%未満、室内再現精度 15%未満）を満たし

た 。抽出液をセット後の半自動化オンライン化分析も検討し、妥当性を確認した。 

3 年目は、ほうれんそうを対象として、LC-MS/MS を用いたネオニコチノイド系農薬 17 成分を一斉

分析する方法を開発し、実試料への適用を試みた。アセタミプリド、イミダクロプリド、チアメトキ

サム、チアメトキサム代謝物(クロチアニジン)、ジノテフラン、チアクロプリド、チアクロプリド代

謝物(チアクロプリドアミド)、ニテンピラム、ニテンピラム代謝物(CPMA、CPMF)、フロニカミド、

フロニカミド代謝物(TFNG、TFNA)、フィプロニル、エチプロール、フルピラジフロン、スルホキサ
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フロルの 17 成分を測定物質とした。凍結粉砕したほうれんそう 10 g に対し、QuEChERS 抽出法と固

相抽出法(SPE)を組み合わせた方法で抽出・精製を行った。Smart-SPE PBX および PSA を連結して使

用し、夾雑成分を除去して得られた溶出液を LC-MS/MS で測定した。添加回収試験は試料中の各農

薬が MRL または一律基準値(0.01 ppm)になるよう添加した。各成分の MRM は検討した移動相条件で

最適化を行った。ほうれんそう中の夾雑成分を効率よく除去すべく、PBX と PSA を組み合わせた SPE

による精製方法を確立した。妥当性評価試験を実験者 2 人、1 日 2 併行、3 日間で実施した。基準値

が設定されている農薬については、いずれも良好な選択性と直線性が得られ、真度、併行精度、室内

再現精度ともに概ね目標値に収まる良好な結果が得られた。本法を市販ほうれんそう 9 試料に適用し

分析を行ったところ、イミダクロプリド、ジノテフラン、フロニカミドとその代謝物 2 成分、スルホ

キサフロル、フィプロニル、クロチアニジン、フルピラジフロン等の農薬成分が各基準値内の濃度で

検出された。本法は、ほうれんそう中のネオニコチノイド系農薬の分析法として適用可能であると示

唆された。オンライン化は今後検討する予定である。 

協力研究者 伊藤里恵、岩崎雄介、勝本叶香、原

野幹久、野村昂聖、藤田優麻（星薬科大学薬学

部）、田口貴章、堤智昭（国立医薬品食品衛生研

究所）、佐々野僚一（星薬科大学大学院、アイス

ティサイエンス社） 

 

Ａ. 研究目的 

我が国からの食品輸出促進のための食品の衛

生管理手法の国際調和及びその推進のため、高

極性農薬及びネオニコチノイド農薬等を対象と

して、抽出は QuEChERS 法等の国際的に汎用さ

れている方法と同じ溶媒を用い、その後の精製

操作を変更すると共に精製操作から LC-MS/MS

分析までをオンライン化し半自動化を検討する

ことで、迅速、簡便で、高感度かつ高精度な残留

農薬等検査法の確立を目指す。１年目は蜂蜜中

の残留グリホサート、グルホシネート、および

それらの代謝物 N-アセチルグリホサート（Gly-

A）、3-メチルホスフィニコプロピオン酸（MPPA）、

N-アセチルグルホシネート（Glu-A）（Fig.1）の

分析法の開発、2 年目は大豆中のグリホサート、

グルホシネート、Gly-A、MPPA、Glu-A の分析法

の開発とオンライン化の検討、3 年目は、ほうれ

んそうから残留農薬分析の前処理に一般的に用

いられる方法であるQuEChERS 法の抽出法と固

相抽出法を組み合わせた方法を用いて抽出・精

製を検討した。そして LC-MS/MS を使用し、ネ

オニコチノイド系農薬とそれらの代謝物 17 成

分を一斉分析する方法の開発を試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

1. 試薬・器具 

標品の Gly（98.9%）、Glu（残留農薬試験用）、

MPPA（残留農薬試験用）、Gly-A は富士フィル

ム和光純薬社製を使用した。Glu-A はフナコシ

社製を使用した。アセタミプリド（98.0%）、イ

ミダクロプリド（98.0%）、ジノテフラン（99.0%）、 

 

チアメトキサム（99.0%）、クロチアニジン

（99.0%）、チアクロプリド（97.0%）、チアクロ

プリド-アミド（98.0%）、フロニカミド（98.0%）、

TFNG（98.0%）、TFNA（98.0%）、ニテンピラム

（99.0%）、CPMA（95.0%）、CPMF（90.0%）、ス

ルホキサフロル（異性体混合品, 98.0%）、エチプ

ロール（98%）、フィプロニル（98.0%）、フルピ

ラジフロン（≦100%）、アセトニトリル（LC-MS 

用）、メタノール（HPLC 用）、ぎ酸（98.0%）、

酢酸アンモニウム（97.0%）、硫酸マグネシウム

（無水、99.0%）、塩化ナトリウム（99.5%）、く

え ん 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム  1.5 水 和 物

（97.0~103.0%）、くえん酸三ナトリウム二水和

物（99.0%）を用いた。 

誘 導 体 化 試 薬 の MTBSTFA （ 97% ） と

MTBSTFA+1%TBDMS（≧95%）は Merck 社製を



－ 160 － 

使用した。移動相や緩衝塩等の ACN（HPLC 用）、

MeOH（HPLC 用）、酢酸アンモニウム（特級、

97%）、酢酸（特級、99%）は富士フィルム和光

純薬社製を使用した。食用丸大豆試料は北海道

産、アメリカ産、カナダ産および中国産を使用

した。飼料用大豆かすはアメリカ産・ブラジル

産混合、カナダ産を使用し、食用加工大豆はア

メリカ産を使用した。蜂蜜製品およびほうれん

そうに関してはスーパーで購入したものを用い

た。 

2. 前処理に使用した装置および器具 

 1.5 mL チューブは WATSON 社製 50 mL チュ

ーブは VIORAMO 社製、50 mL チューブ用遠心

分離機は KUBOTA 社製（Model 2410）振とう機

は社製、 1.5 mL チューブ用遠心分離機は

eppendorf 社製（MiniSpin）を使用した。精製に

使用した固相カートリッジはすべてアイスティ

サイエンス社製の SPE-Presh 型を用いた。連結

させる際に下側になる固相カートリッジは SPE-

Flash 型を用いた。ネオニコチノイド類分析の固

相カートリッジ C18、PSA、PBX（アイスティサ

イエンス社製 Smart-SPE）はアイスティサイエ

ンス社製を用いた。 

3. 測定装置および LC-MS/MS 最適条件 

対象物質の分析には液体クロマトグラフ-タ

ンデム質量分析計（LC-MS/MS）を使用した。液

体クロマトグラフは島津製作所製の LC-30AD

のポンプとSIL30ACのオートサンプラーを使用

し、タンデム質量分析計は島津製作所製の

LCMS-8060を使用した。蜂蜜分析に関してはは、

UHPLC PEEK InertSustain AX-C18 カラム  (2.1 

mm i.d.×100 mm, 5 μm; GL Sciences, Tokyo, Japan) 

を用いて行った。大豆に関しては分析カラムに

は InertSustain C18（2.1 mm i.d.×150 mm,3 µm; GL 

Sciences, Tokyo, Japan）を使用した。カラム温度

は 30℃に設定し、サンプルクーラー内は 4℃に

設定した。ほうれんそうのネオニコチノイド類

の分析用のカラムは、InertSustain ODS-3（2.1 mm 

i.d.×150 mm,3 µm; GL Sciences, Tokyo, Japan）を

使用した。 

蜂蜜中の分析に関しては、移動相は、水/アセ

トニトリル（3/1、v/v）中の 2％ギ酸および 0.1％

酢酸を移動相Aとして、アセトニトリル中の 1％

ギ酸および 0.1％酢酸を移動相 B として構成し、

0分から 2分まで 95%B、3分で 10%Bまで直線、

6 分保持、1 分で 95%に戻す。次の注入の前に、

システムを 3 分間再平衡化した。流量は 0.3 

mL/min に設定し、クロマトグラフィーの総運転

時間（注入から注入まで）は 15 分であった。 

大豆分析の HPLC 条件は、移動相には 0.2 mM 酢

酸アンモニウム-MeOH を流速 0.2 mL/min で送

液し、6 分間のアイソクラティク溶出によって対

象物質の分離と分析を行った。MS のイオン化モ

ードはエレクトロスプレーイオン（ESI）化法の

ポジティブイオンモードで Multiple reaction 

monitoring（MRM）を用いて分析した（Table 1）。 

4. 抽出精製方法 

4. 1. 蜂蜜製品の抽出と精製 

蜂蜜試料（室温）10 g を 50 mL ポリプロピレ

ン遠沈管に秤量し、30 mL の超純水に手で十分

に振とうして溶解・混合した。さらに超純水を

約 15 mL 加え、全量を 50 mL とした。1930×g

（3500 rpm）で 5 分間遠心分離した後、上清 1 

mL を、メタノール/水（1/1）1 mL と 0.02％酢酸

溶液 1 mL で調整したC18カートリッジとNH2カ

ートリッジを組み合わせた SPE カートリッジ

（上側に Smart-SPE C18（30 mg）、下側に Smart-

SPE NH2（30 mg））に充填した。負荷されたサン

プルが結合したカートリッジを通過した後、カ

ートリッジを 0.02%酢酸溶液 0.5 mL で洗浄し、

C18 カートリッジを切り離した。NH2 カートリッ

ジを 1 mL の 1%酢酸溶液で洗浄して不純物を除

去し、1 mL の 0.02%酢酸水溶液で洗浄した。

0.07%アンモニア水溶液 0.9 mL で NH2 カートリ

ッジから分析対象物を溶出した。溶出液は 0.5%

クエン酸と 0.2%リン酸を含む 20%酢酸溶液 50 

μL に加えた。最後に水を加え、全量を 1 mL と

した。 

4. 2. 大豆試料の抽出の精製 
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凍結粉砕した大豆試料 1 g を 50 mL ポリプロ

ピレン遠沈管に秤量し、5 mL の超純水を加え、

5 分間振とうした。その後 50%ACN 水溶液を 5 

mL 加えて全量 10 mL とし、振とう後、1930×g

で 5 分間遠心分離を行った。上清 0.4 mL と ACN 

0.6 mL を混合し、5 分静置後、1930×g で 5 分間

遠心分離を行い除タンパクした。上清 0.025 mL

と 10%ACN 水溶液 0.975 mL を混合し、試料抽

出液とした。固相カートリッジは Presh-AXs（第

4 級アミン）を用いた。10％ACN 水溶液 0.1 mL

でコンディショニングした後に試料抽出液を

0.05 mL 負荷した。0.02%酢酸水溶液 0.1 mL で洗

浄後、ACN0.1 mL で固相中の水を取り除き、脱

水を行った。脱水後、10％MTBSTFA-ACN 0.1 mL

によって固相中で誘導体化を行い、事前に ACN 

0.4 mL を添加したバイアルへ溶出、ボルテック

スを 10 秒間行った後に LC-MS/MS にて分析を

行った。標準液の誘導体化については試料抽出

液の処理と同様の方法を使用して負荷、

10%ACN 水溶液による洗浄、脱水、誘導体化お

よび溶出を行い、LC-MS/MS にて分析を行った。 

4. 3. ほうれんそうの抽出と精製 

ほうれんそうを液体窒素で凍結させ粉砕機を

用いて粉砕し、10 g を 50 mL ポリプロピレンチ

ューブに量りとる。アセトニトリル 10 mL を加

え、手での振とうとタッチミキサーによる振と

うを各 10 秒ずつ行う。 

混合塩 2.5 g を加え、手での振とうとタッチミ

キサーによる振とうを各 10 秒ずつ行う。硫酸マ

グネシウム 4.0 g を加え、手での振とうとタッチ

ミキサーによる振とうを各 10 秒ずつ行う。1930 

 g で遠心分離を 5 分間行い、試料抽出液とす

る。 

固相カートリッジは PBX-20 mg、PSA-30 mg、

PBX-20 mg の順番で連結する。アセトン 2 mL を

通液させたのち、アセトニトリル水溶液 2 mL を

通液して固相カートリッジのコンディショニン

グを行う。一番下に連結した PBX-20 mg を外し、

PBX-20 mg、PSA-30 mg で連結している固相に、

抽出液の上相 500 L を分取して負荷し、加圧に

よって溶出する。溶出液は試験管で受ける。 

固相カートリッジにアセトニトリル水溶液

500 L を通液し、加圧によって溶出する。試験

管に超純水 500 L を加えたのち、パスツールピ

ペットで 3 回ピペッティングを行う。はじめに

連結して使用しなかった PBX-20 mg に試験管内

の溶液を全量負荷し、加圧によって溶出する。

溶出液は先ほどとは異なる試験管で受ける。元

の試験管にアセトニトリル水溶液 500 Lを加え

パスツールピペットで 3 回ピペッティングを行

い、固相カートリッジに試験管内の溶液を全量

負荷する。溶出液は 2 つ目の試験管で受け、全

量 2 mL を測定用溶液とする。 

5. 統計処理 

 Microsoft Office and Business 2016 の Excel を

用いて２群間の比較は t 検定、3 群間以上の比較

は tukey 検定によって統計処理を行った。また、

同様のソフトを用いて妥当性評価試験時の回収

率から算出する併行精度および室内再現精度は

一元配置分散分析により算出した。 

 

Ｃ. 研究結果及び考察 

1. 蜂蜜中のグリホサート類の分析 

1. 1. カラムと移動相の最適化 

極性が高く、様々な物理化学的性質を持つ 5

種類の分析対象物を同時に分析するために、い

くつかの陰イオン交換カラムを検討した。検討

したカラムのうち、TSK gel Super IC-AP と

UHPLC PEEK InertSustain Ax-C18 カラムが最も

良い結果を得たが、メーカーマニュアルによる

と、TSK gel Super IC-AP は移動相のアセトニト

リルが高い条件では適していない。また、陰イ

オン交換カラム（TSK gel Super IC-AP）を用いて

分離した場合、他の化合物が 3.5～5.4 分で検出

されるにもかかわらず、N-アセチルグリホサー

トのピークが 15 分近く観察されたため、同時分

析には適さないと考えた。そこで、UHPLC PEEK 

InertSustain Ax-C18 カラムを逆相と陰イオン交

換の混合モードで検討したが、最初の移動相条
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件を用いた場合、Gly-A に関しては満足のいく

結果ではなかった。Gly-Aの溶出が非常に遅く、

ピークの半値幅が広がり、感度不足が懸念され

た。しかし、移動相に 0.1％の酢酸を加えること

で、安定した測定結果を得ることができた。さ

らに、LC 系では、金属の存在によりピークテー

リングが発生するため、金属を含まないカラム

を使用し、ステンレス（SUS：鋼材使用ステンレ

ス）製の LC ラインを可能な限り PEEK チュー

ブに切り替えた。LC-MS/MS 分析における MRM

モードは、標準試料とハチミツ試料を用いて最

適化した。 

1. 2. はちみつの試料調製と分析対象物の定量 

まず、抽出液の pH（pH3～8、0.5M 塩酸溶液

または 1M 水酸化ナトリウム溶液の添加により

調整）が、SPE 洗浄後の蜂蜜サンプルからの分

析対象物の回収率に及ぼす影響を検討した。抽

出液の pH を変えても、SPE 洗浄後の分析物の回

収率に差はなかった。また、超純水で抽出した

ハチミツ抽出液の pH は 3.5～4.5 であった。SPE

カートリッジカラムを用いた蜂蜜からのグリホ

サート、グルホシネートおよびその代謝物の洗

浄方法を検討した。ハチミツサンプルには、検

出を妨害する単糖類や多糖類がいくつか含まれ

ているため、クリーンアップステップでこれら

の糖類や他の妨害物質を除去することを試みた。

抽出物の 1 mL アリコートを、あらかじめ 1 mL

のメタノール/水（1/1）および 1 mL の 0.02%酢

酸溶液で調整した C18（30 mg）および NH2（30 

mg）カートリッジと同時に組み合わせた SPE カ

ートリッジに負荷した。結合したカートリッジ

を 0.02%酢酸溶液 0.5 mL で洗浄した。ハチミツ

試料中の色素や脂肪酸などの低極性不純物は、

C18 カラムに吸着させて除去した。極性の高いア

ニオン性リン酸基を持つ NH2 カラムには、すべ

ての分析対象物が保持されると考えられた。ア

ミノ酸などの塩基性妨害物質は、これらの固相

に保持されず、除去された。アニオン性不純物

のような酸性物質は、分析対象物とともに NH2

カラムで保持された。そこで、C18 カラムを取り

外し、NH2 カラムを酢酸溶液で洗浄することで

酸性物質を除去した。分析対象物は、NH2 カラ

ムから溶出溶媒で溶出した。NH2 カラムからの

溶出溶媒中の NH4OH の濃度（0.017, 0.035, 0.07%）

を最適化した。0.017%の NH4OH を溶出溶媒に

用いた場合、グルホシネート以外の分析対象物

の回収率は 20%未満であった。NH4OH の濃度に

依存して回収率は向上した。0.07%の NH4OH を

溶出液として使用した場合、すべての分析対象

物についてほぼ 100%の回収率が得られた。した

がって、0.07%を溶出用 NH4OH の最適濃度とし

た。NH4OH 濃度を上げて pH を上げると、NH2

のイオン性が低下し（NH3 +が NH2 に変化）、リ

ン酸基を持つ目的物質が NH2 カラムから剥離し

て溶出されることがある。洗浄溶媒の酢酸濃度

（0.1、0.2、0.5、1.0%）を最適化した。SPE カラ

ムの洗浄溶媒として酢酸の濃度を変えても分析

物の回収率に大きな影響はなかったため、洗浄

溶媒として 1%酢酸を使用した。さらに、酢酸の

濃度を上げて pH を下げると酸性物質の解離が

抑制されるため、NH2 カラムから酸性物質が洗

い流された。溶出液に 0.5%クエン酸および 0.2%

リン酸溶液を含む 20%酢酸溶液 50μL を加えて

酸性にし、水の添加により一定容量 1mL に調製

した。 

1. 3. マトリックス効果の検証 

アカシア蜂蜜（中国産）を用いて、マトリック

ス効果（%ME）を算出した。ME は、サンプル

マトリックス中の分析対象物の反応を、抽出溶

媒中の分析対象物の反応で割った値に 100 を乗

じた値として算出されます。マトリックスの影

響がない場合、ME は 100％となる。グリホサー

トは ME=114%、グルホシネートは ME=102%、

これらの化合物の代謝物は ME=88～100%と算

出された。過去の論文で蜂蜜分析における ME

を 130～150%（グリホサート）、50%（グルホシ

ネート）と推定されているため、我々の前処理

方法によって ME は最小化された。しかし、前

処理プロセスの最適化において、干渉物質を多

く含む精製度の低い試料が MS に混入する可能
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性がある。そこで、LC-MS/MS の汚染を防ぐた

めに、別の分析方法（GC/MS）を用いて妨害物

質の除去を確認し、提案した SPE 手法による妨

害物質（糖や有機酸など）の除去を明確にした。 

1. 4. 妥当性評価試験結果 

グルホシネート、Glu-A、MPPA では 1～20 

μg/kg、 グリホサート、Gly-A では 5～100 μg/kg 

の範囲で求めた検量線の決定係数  (R2) は 

0.993 以上となった（Fig. 2）。開発したメソッド

の選択性は十分であると判断した。日本および

EU における蜂蜜中のグリホサートの MRL 値で

ある 50 μg/kg（グリホサート：25 μg/kg、Gly-A：

25μg/kg）を添加し、同様にグルホシネートの

MRL 値である 10 μg/kg を吟味し、15 μg/kg（グ

ルホシネート：5 μg/kg、MPPA：5 μg/kg、Glu-A：

5 μg/kg）添加した。 

その結果、グリホサートと Gly-A について真

度 104〜106％、RSD3.3～6.5％、グルホシネート、

MPPA、Glu-Aについては真度 86～110％、RSD2.1

～4.2％を示した（Table 2）。これらの値は、日本

の妥当性評価試験法（厚生労働省 2010 年版）で

定められた真正度（70～120%）と精度（10 μg/kg

で<25%、100 μg/kg で<15%）の基準の許容範囲

内である。定量限界（LOQ）は、グリホサートと

Gly-A がそれぞれ 5 および 2 μg/kg、グルホシネ

ート、MPPA および Glu-A がそれぞれ 1 μg/kg と

推定された。 

1. 5. ハチミツ試料への適用 

残留除草剤および代謝物の検出レベルに関す

る情報を得るため、日本で購入した市販のハチ

ミツ 5 検体について、提案した方法を用いてグ

リホサート、Gly-A、グルホシネート、MPPA お

よび Glu-A の定量化を試みた。その結果、カナ

ダ産のサンプルからはグリホサート（26 μg/kg）、

グルホシネート（2.8 μg/kg）、Glu-A（1.9 μg/kg）

が検出された（Table 3）。市販のハチミツから

Glu-A が検出されたという報告は、調査した限

りいままでにないと考えている。したがって、

グリホサートおよびグルホシネートについて、

輸入蜂蜜サンプルをさらに監視することが必要

である。 

 

2. 大豆試料中のグリホサート類の分析 

2. 1. 固相誘導体化による LC-MS/MS 条件の最

適化 

2. 1. 1. 固相誘導体化反応と MS 条件の検討 

 条件検討混合標準液を用いて、MTBSTFA 試薬

によって固相誘導体化を行い、Gly 類 5 µg/L お

よび Glu 類 0.5 µg/L に調製し、MRM 条件の最

適化を行った。本研究で用いたシリル化反応は

ケイ素原子に OH 基上の酸素が攻撃し、5 配位の

中間体を経て、酸素に tert-Butyldimethylsilane

（TBDMS）が置換する反応である（Fig. 3）。本

研究では、陰イオン交換固相カートリッジに測

定対象物質を保持させた後に、脱水を行い、誘

導体化試薬溶液を通すことで固相誘導体化を行

うこととした。誘導体化させた各標準液をフロ

ーインジェクションにより、エレクトロスプレ

ーイオン化（ESI）法で MS に導入し、スキャン

モードとプロダクトイオンスキャンモードで分

析を行うことによって、誘導体化した標準液の

イオン化条件の最適化を行った。ESI 法のポジテ

ィブ、ネガティブイオンモードで比較を行った

結果、すべての標準液においてポジティブイオ

ンモードで高い感度を得た。その後、誘導体化

標準液のプリカーサーイオン、プロダクトイオ

ン、電圧等の最適化を行った（Table 4）。 

2. 1. 2. 移動相の検討 

 シリル化反応後の化合物は加水分解を起こす

ことが報告されている。このため、移動相に酸

や水を入れることなく有機溶媒のみで検討を行

う必要があると考えた。条件検討用混合標準液

を用いて、移動相として主に使用される MeOH

および ACN を選択した時のそれぞれのピーク

面積値から感度および精度を算出し、比較検討

を行った。その結果、ACN は MeOH に比べて

Gly、Gly-A、及び MPPA において有意に感度が

高かったが、どちらも精度が良好でなかった。

この結果を踏まえて、イオン化を安定させるた
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めに酢酸アンモニウムを移動相に添加すること

を考えた。酢酸アンモニウムは ACN に溶けない

ため MeOH に溶かし、酢酸アンモニウム MeOH

の移動相で感度、精度、添加濃度について同様

の誘導体化標準液を用いて再検討した。その結

果、酢酸アンモニウムを添加することで Glu 類

の感度が ACN に比べて有意に向上し、さらに精

度も向上した。また、添加濃度は 0.2 mM の時に

高感度を示した。感度が高く、精度が安定した

0.2 mM 酢酸アンモニウム-MeOH を移動相の最

適条件とした。 

2. 2. 高極性農薬と誘導体化試薬の反応条件の

最適化 

2. 2. 1. 誘導体化試薬の検討 

 シリル化反応はケイ素の置換基によって反応

性や精度が変化する。ケイ素にメチル基が３つ

結合した Trimethylsilyl（TMS）化が最も反応し

やすく、分解もしやすい。先行研究においてTMS

化標品と TBDMS 化標品の MS スペクトルを比

較したところ、TBDMS 化標準液の MS スペクト

ルの感度が高い結果を示している。仮に本研究

で TMS 化試薬を用いた場合に、すでに最適化し

た移動相の MeOH によって分解すると推測した。

このため、加水分解への安定性も考慮に入れて

固相中での反応速度も高い TBDMS 化試薬を用

いた。先行研究において、TBDMCS と塩基によ

る反応によって誘導体化反応が触媒され、反応

性を高めるため、GC-MS 分析においては

MTBSTFA に 1%TBDMCS が加わった試薬を用

いる分析法が多く報告されている。そこで、

MTBSTFA 試薬と 1%TBDMCS+MTBSTFA 試薬

による反応速度や感度について検討を行った。

その結果、どちらの試薬を使っても迅速に誘導

体化は可能であったが、1%TBDMCS が添加され

ている群において Gly および Glu が分解し、感

度が不十分となった。これは、誘導体化後に生

成する塩化物イオンがケイ素と親和性が高いた

め、塩基として誘導体化後標品と反応し分解を

促していると考えた。このため、MTBSTFA 試薬

を最適誘導体化試薬とした。 

2. 2. 2. 誘導体化試薬の固相カートリッジ中での

反応時間と希釈溶媒の検討 

MTBSTFA による固相誘導体化方法は報告さ

れていないことから、固相中での反応時間、希

釈溶媒や溶出後の時間経過による安定性を検討

した。はじめに、固相カートリッジ中で誘導体

化試薬液負荷後の即座に溶出する検体と 5 分放

置した後に溶出する検体を比較した。その結果、

固相カートリッジ中に保持している標準品と誘

導体化試薬は即時に反応することが判明した。

溶液負荷後の固相中で放置すると誘導体化試薬

および溶媒が揮発する可能性があったため、誘

導体化試薬液負荷後、即座に溶出することを最

適な条件とした。次に誘導体化後に希釈する溶

媒を MeOH および ACN として安定性の比較検

討を行った。希釈溶媒として比較した MeOH は

誘導体化してから測定する毎に低下し、誘導体

化後 90 分で 0 分に比べて Gly および Gly-A に

おいて、大きな感度低下が確認された。対して、

ACN は誘導体化してから 90 分経過しても安定

であり、また 24 時間経過しても大きく感度は低

下しなかった。この結果から、連続分析を行う

場合には、希釈液は ACN を最適条件とした。 

2. 2. 3. 固相誘導体化による迅速化と高感度化 

 従来の誘導体化法での問題点は反応時間や反

応温度、溶媒除去等である。測定対象物質の従

来法として、FMOC-Cl、オルト酢酸トリメチル、

3,6-dimethoxy-9-phenyl-9H-carbazole-1-sulfonyl 

chloride（DPCS-Cl）等数多くの誘導体化試薬に

よる分析法が開発されている。しかし、反応温

度が高い条件が多く反応時間も長いことが課題

とされている。また、オルト酢酸トリメチルに

よる誘導体化では減圧乾固で溶媒を除くことか

ら溶媒除去に時間を要している。そこで、本研

究の固相誘導体化によって反応温度や反応時間

の比較評価を行った。その結果、本研究での固

相誘導体化法によって反応時間は数秒、反応温

度は室温（25℃）で行えたことから、本分析法は

従来法よりも簡便で迅速であることが明らかと

なった。さらに、はちみつに適用した非誘導体
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化法と固相誘導体化法による感度の差を 5 µg/L

混合誘導体化標準液により評価を行ったところ、

非誘導体化法と比べて Gly：3208 倍、Gly-A：308

倍、Glu：3 倍、Glu-A：75 倍、MPPA：23 倍もの

感度向上が見られたため、MTBSTFA の誘導体化

によって高感度化を可能にした。 

2. 3. 大豆の前処理の最適化 

2. 3. 1. 抽出条件の検討  

 大豆の栄養成分はタンパク質、炭水化物、脂

質で約 8.5 割を占める。その中でもタンパク質

は約 40％を占め、その多くが水溶性を示すこと

から、目的対象物質に混在し、マトリックスと

してイオン化阻害を起こすことが考えられる。

そこで、ACN による除タンパクを試みた。はじ

めに、凍結粉砕大豆 1 g に混合標品溶液の濃度

が Gly、Gly-A:5 µg/g、Glu、Glu-A、MPPA: 0.5 µg/g

となるように添加し、室温で 30 分浸透させた。

その後、超純水 10mL を加え、振とう、遠心分離

（1920×g）を各 5 分ごとに行い水抽出した。水

抽出液 0.5 mL と ACN0.5 mL にて除タンパクを

行った。除タンパク後の溶液を希釈し、AXs 固

相カートリッジに通し、誘導体化を行うことで

回収率（（標品添加検体-検体ブランク/標準液）

×100（%））および併行精度（回収率標準偏差/回

収率平均×100（%））を算出した。その結果、グ

リホサートおよびグルホシネートの回収率が

120%を超え、グルホシネートについては精度も

若干低かった。このことから、除タンパク効率

が悪いと考え、除タンパク時の ACN を 0.8 mL、

超純水を 0.2 mL に変更し、同様の誘導体化方法

によって回収率と併行精度を算出した。その結

果、Gly の回収率が 40%まで低下してしまい、除

タンパク時の ACN 量が過剰であると考えた。そ

こで、水抽出を 2 段階に分け、1 段階目は超純水 

5 mL、2 段階目は 50%ACN 水溶液 5 mL 加えて

水抽出と軽度の除タンパクを行った。その後、

抽出液 0.4 mL と ACN 0.6 mL による除タンパク

質を行い、同様の誘導体化法によって回収率と

精度を算出した。その結果、すべての対象物質

において 70-120%に収まる良好な平均回収率を

示したが、個々で見ると回収率が 120％を超えて

いる検体や併行精度も 10％に近い結果を示した。

このことからタンパク質以外にイオン化に影響

を与えるマトリックスが残留し、回収率や精度

を低下すると考え、精製によって良好な回収率

と精度の算出を目指した。 

2. 3. 2. 陰イオン交換型固相カートリッジの検討 

 目的対象物質は中性の水溶中において、リン

酸基やカルボキシ基がイオン型となり負電荷を

持つ。このことから、陰イオン交換型固相カー

トリッジに保持させることが可能と考えたが、

使用する官能基によって保持の強さやマトリッ

クスの精製力等が異なるため固相カートリッジ

の検討が必要であると推測した。また、陰イオ

ン交換官能基に加えて疎水性官能基や陽イオン

交換官能基を混合で持つ固相カートリッジは目

的対象物質の性質上、保持力の悪化の可能性が

あると考え、陰イオン交換官能基のみで構成さ

れる固相カートリッジについて誘導体化標品を

用いて感度および精度の比較検討を行った。比

較検討を行った固相カートリッジはシリカゲル

担体にアミノプロピル基（-CH2CH2CH2NH2）を

結合させた NH2 固相カートリッジとポリマー担

体に 4 級アミン（-N(CH3)3
+） を結合させた AXs

固相カートリッジの 2 種類である。検討の結果、

すべての対象物質において AXs を使用した方が

NH2 使用時に比べて有意に高値を示し、精度も

高くなった。この現象は、負荷の際に目的対象

物質が NH2 へ保持せずに溶出したと思われた。

AXs 固相カートリッジ中の官能基の窒素は NH2

固相カートリッジ中の官能基の窒素よりもカチ

オン性が高いため測定対象物質が強く保持し、

誘導体化できたと考えた。このため、シリカゲ

ル担体の固相カートリッジを使用することは避

け、感度と精度が共に良好であったポリマー担

体の AXs 固相カートリッジを使用することとし

た。 

2. 3. 3. 疎水性保持型固相カートリッジによる精

製の検討 
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 大豆抽出後のマトリックスには、脂質（レシ

チン）や不溶性食物繊維等が含まれていること

から、はじめに疎水性物質除去による回収率お

よび精度の向上を試みた。そこで、疎水性物質

等を保持する C18 固相カートリッジや親水性お

よび疎水性物質をバランスよく保持する PBX

（担体：ポリスチレンジビニルベンゼン）固相

カートリッジ（上側）と AXs 固相カートリッジ

（下側）を連結し、上側の C18 および PBX には

疎水性の夾雑物質をAXs には目的対象物質を保

持させることによる回収率と併行精度を算出し

た。保持したマトリックスを誘導体化並びに溶

出させないために、固相誘導体化や溶出を行う

際には、連結している C18 および PBX を外し、

固相の充填がない空の固相カートリッジを連結

させ誘導体化を行った。その結果、C18-AXs（連

結）および PBX-AXs で精製を行うことで回収率

が低下した。原因として、C18 および PBX への

対象物質の保持が考えられる。C18 はシリカゲル

に炭素を 18 個結合させた構造を取り、すべての

シリカゲルに反応することはなく、シラノール

として残留している場合が多い。このため、高

極性を示す対象物質がシラノールとの水素結合

やイオン結合によって保持すると考えた。また、

PBX については親水性物質と親和性を示すこと

から対象物質を保持すると考えた。シラノール

活性は酸性側で抑制できることから、負荷前の

コンディショニングにおいて酢酸水溶液の添加

を行ったが、回収率は依然低い状態であったた

め疎水性保持型固相カートリッジ以外の精製を

考えた。 

2. 3. 4. 酢酸洗浄による精製の検討 

 抽出後の溶液には水溶性ビタミンであるナイ

アシン（ニコチン酸）、パントテン酸や他の酸性

物質を含んでいると考えた。これら物質は構造

中に OH 基を有し、中性条件下の水溶中では負

電荷を持つことからAXs 固相カートリッジにイ

オン結合することが考えられる。これらのマト

リックスがイオン化促進や精度の低下を起こし

ていると考え、選択的に除去を考えた。そこで、

固相カートリッジ洗浄工程で酢酸による酸洗浄

を行うこととした。酢酸濃度を 0.02%、0.1%に設

定し、感度と精度を検討した結果、0.1%の時に

Gly 類が有意に高くなり、Glu、Glu-A は 0.02%

の時に有意に高くなった。Glu 類の感度は Gly 類

に比べて低いことから、感度低下を抑える目的

で、0.02%酢酸水溶液を最適条件とした。最適化

した抽出、精製条件で回収率を算出したところ、

回収率、併行精度共に良好な結果を示した。最

適化した条件で妥当性評価試験を行うこととし

た。 

2. 4. 妥当性評価試験の実施 

 これまで LC 条件、MS 条件および誘導体化試

薬について最適化を行った。最適化した方法で

誘導体化標準液の段階希釈による絶対検量線を

算出し、直線性の評価を行った。Gly、Gly-A は

0.1-2 µg/L の範囲で Glu、Glu-A、MPPA は 0.02-

0.4 µg/L の範囲で検量線を作成し、決定係数を確

認した。この結果、R2=0.994 以上の直線性を示

したことから、直線性は良好と判断した。 

 北海道産の無農薬大豆を用いて、マトリック

ス効果を算出した。マトリックス効果は一般的

にブランク前処理後溶液に標準液を添加し、目

的対象物質の標準液で割った値に 100 を乗じた

値で算出し、その値が 80-120%内に収まること

で無視できるとされている。しかし、本研究で

は標準液を固相カートリッジに通して誘導体化

しているため、大豆ブランク溶出後に直接添加

することができない。標準品を誘導体化させ大

豆ブランク中に添加することはできるが、バイ

アル中での誘導体化試薬濃度が大豆ブランク添

加群と誘導体化標準液で差が起こることから正

確に比較することが困難であると考えた。そこ

で、大豆ブランク抽出液および混合標準液はど

ちらも固相カートリッジを通して誘導体化して

いるため、固相カートリッジ中での影響は無視

できると考えた。このため、抽出後の溶液に混

合標準液を添加し、誘導体化を行ったピーク面

積値を各誘導体化標準液のピーク面積値で割っ

た値に 100 を乗じてマトリックス効果を算出し
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た。その結果、93.1-104.7%に収まる良好な数値

を示し、先行研究のマトリックス効果と比較し

ても良好な数値であったことから、しっかりと

妨害物質を除外できると考えた。 

最適化した方法を用いて、選択性、回収率、精

度および定量限界について検討した。評価方法

については、厚生労働省のガイドラインに基づ

き試験者 2 人、1 日 2 併行、3 日間で実施した。

最適化した方法で目的対象物質を含まない大豆

ブランクを測定したところ、妨害するピークは

確認できず選択性は十分であると判断した。日

本における大豆中の Gly の規制値は Gly-A と合

算して 20 mg/L であり、Glu の規制値は Glu-A お

よび MPPA と合算して 2 mg/L である。ガイドラ

インにおいては基準値もしくは基準値の半分を

添加すると記載されていたため、Gly 類は各 5 

mg/L、Glu 類は各 0.5 mg/L となるように大豆へ

添加し、同濃度となるように調製した誘導体化

標準液とのピーク面積値で回収率を算出した。

得られたピークデータから回収率を算出し、そ

の回収率を一元配置分散分析法で統計処理し、

併行精度および室内再現精度を算出した。その

結果、回収率、併行精度および室内再現精度共

に妥当性評価ガイドラインの基準値（回収率 70-

120%、併行精度 10%未満、室内再現精度 15%未

満）を満たした（Table 5）。また、定量下限値は

SN 比=10 より、Gly 類 0.05 mg/L、Glu 類 0.1 mg/L

と算出した。以上の結果から、本研究で開発し

た分析法の妥当性が確認された。 

2. 5. 前処理から LC-MS/MS 測定までのオンラ

イン化への検討 

 機械工学と食品衛生化学を融合し、食品中の

有害物質の微量分析の固相抽出自動化とともに、

LC-MS/MS と連結し、両者のオンライン化を目

指した方法の確立を検討した。本方法を確立す

ることにより、食品中の残留農薬等の検査を、

迅速かつ精確に測定することが可能となる。ま

た信頼性の高い測定が可能となることから、検

査機関の国際的認証化についても作業効率の大

幅な改善に貢献する。 

従来のオンライン固相抽出自動化 LC-MS/MS

法は医薬品試料や臨床試料に使用されている。

オンライン固相抽出自動化のメリットは、前処

理から測定まで全自動、検体の取り間違いがな

い、固相からの溶出液を全量 HPLC へ導入する

ため高感度分析が可能となる等の利点がある。

しかし、食品試料の微量分析には報告例が少な

い。従来の SPF-LC-MS/MS は固相カートリッジ

に分析対象物質を保持後、溶出する時にそのま

ま固相カートリッジを HPLC のラインに組み込

み、移動相を用いて固相から溶出しながら、

HPLC カラムへ導入していく工程から作成され

ている。この方式は、以下のような欠点が考え

られる。①溶出液に移動相を用いているため、

固相の種類や溶出液（移動相）の選定に制限が

かかる。②固相からの溶出液を pH 調整できな

い。③前処理に誘導体化を組み込みにくい。

④HPLC に組み込んで溶出液で溶出するため、

急激に固相カートリッジに高圧がかかり、固相

カートリッジと配管の接続部から漏れる可能性

がある。分析対象物質の保持や精製においては

前処理方法を開発することで上記の欠点を解決

した。 

確立したオンライン法の真度、精度を評価す

るために、Gly と Gly-A を各 5 mg/kg、Glu､Glu-

A および MPPA を 0.5 mg/kg 添加した大豆試料

を用いて添加回収試験を行った。妥当性評価試

験の結果、良好な真度（回収率 70-120%）と室内

再現精度（<10%）を示した。 

2. 6. 大豆への適用 

 開発した分析法を用いて、食用丸大豆、食用

加工大豆、飼料用大豆への適用を行い、信頼性

と実用性について評価を行うこととした。対象

として、食用丸大豆（北海道産、アメリカ産、カ

ナダ産、中国産）4 サンプル、食用加工大豆（ア

メリカ産）1 サンプル、飼料用丸大豆（アメリカ

産 GM、Non-GM 各 3 サンプル、アメリカ産 5 サ

ンプル、ブラジル産 3 サンプル）、飼料用大豆粕

（アメリカ・ブラジル産混合）1 サンプルについ

て検量線を引き、測定を行った。その結果、食用
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丸大豆および加工大豆では 5 成分は検出限界未

満であった。しかし、飼料用丸大豆および大豆

粕ではサンプル毎に Gly、Glu および Glu-A の定

量限界以上で定量でき、定量値を得た（Table 6）。

ガイドラインにおいて飼料用大豆の Gly の基準

値は Gly-A との総和で 9 mg/L と定められている

ため、基準値を下回る結果を示した。また、日本

において飼料用大豆中の Glu は基準値が定めら

れていないため、食用大豆の基準値以上となる

結果を示した。 

 定量結果から、アメリカで生産されている大

豆は Gly 耐性 CP4EPSPS（アセチル化体を生成

しない）×Glu 耐性アセチル化酵素のハイブリッ

ド型大豆が主流となっており、ブラジルでは Gly

耐性 CP4EPSPS が主流になっていることが示唆

された。さらに、飼料用大豆から Glu-A を定量

した報告はない。本研究の分析法において大豆

への適用性が示唆された。 

また、確立した分析法を用いて飼料用大豆試

料から基準値未満の Gly、Glu、Glu-A が検出さ

れた。以上より、本分析法は、迅速、簡易、信頼

性のある自動化分析法で、大豆中の Gly、Glu お

よびそれらの代謝物の同時定量に適用可能と思

われる。 

3. 1. ほうれんそうのネオニコチノイド系農薬

分析 

3. 1. 1. MS/MS 条件の検討 

 アセトニトリル水溶液で 1000 mg/kg にした標

品を、17 成分（Fig. 4）それぞれアセトニトリル

水溶液で 10 μg/kg に希釈し、MRM 条件の最適

化を行った。各 10 μg/kg 標品を FI 法と ESI 法を

用いて MS/MS に導入し、スキャンモードでプリ

カーサーイオンの探索を行った。ESI 法のポジテ

ィブモード、ネガティブモードそれぞれで測定

を行い、得られたプリカーサーイオンからプロ

ダクトイオンの探索を行った。得られたプリカ

ーサーイオンとプロダクトイオンの組み合わせ

を用いて、Q1 での電圧、CE、Q2 での電圧の最

適化を行った。得られた MRM 条件を用いて、

混合標品をアセトニトリル水溶液で希釈し 2.5 

μg/kg に調製した。これを分離カラムで測定し、

ピーク形状や感度の高さから定量イオンと定性

イオンを確定した。 

ピークが確認できなかったものや感度やピー

ク形状が不良であった成分については、プリカ

ーサーイオンの変更やプロダクトイオンの探索、

電圧の最適化を再度行った。Cl 原子や N 原子を

もつ成分があることから、精密質量を参考にし

てプリカーサーイオンを設定し、プロダクトイ

オンの探索と各電圧の最適化を行った。 

 以上の検討の結果、フィプロニルではネガテ

ィブモード、その他の成分ではポジティブモー

ドで良好な感度が得られた。 

3. 1. 2. 移動相の検討 

 本研究でも先行研究と同様に水系移動相にギ

酸を添加することとしたが、先行研究と同様の

濃度である  0.1%のギ酸を添加したところ、

TFNG、TFNA のピーク形状が不良であった。そ

のため、ギ酸濃度を 0.01%、0.02%、0.1%で添加

した場合、またギ酸を添加しない場合で検討を

行った。CPMF は 0.1%よりも 0.02%で良好なピ

ーク形状が得られた。TFNG はギ酸を添加しな

い場合、0.01%、0.02%で添加した場合でそれぞ

れ複数のピークが見られ、ピーク形状も不良で

あった。TFNA は、ピーク強度が他のギ酸濃度の

添加時に比べて低いものの、0.02%で添加した場

合で最もテーリングやリーディング抑えられた。

したがって、水系移動相は 0.02%ギ酸含有 0.5 

mM 酢酸アンモニウム水溶液、有機系移動相は 

0.5 mM 酢酸アンモニウム MeOH を最適条件と

した（Fig. 5）。 

3. 1. 3. 絶対検量線による直線性の確認と定量限

界の決定 

 最適化した LC 条件、MS 条件を用いて絶対検

量線による直線性の確認を行った。17 成分の混

合標準液を用いて、1.25、2.5、5.0、10、20 μg/kg

の範囲で検量線を作成し、決定係数を算出した。

その結果、全成分で R2 = 0.9996 以上の直線性

を示したため、直線性は良好であると判断した。
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また、検量線の下限値である 1.25 μg/kg を本分

析法の定量限界値とした。 

3. 2. 抽出溶媒の検討 

 ほうれんそう中から目的の農薬成分を抽出す

る際に使用するアセトニトリルについて検討を

行った。先述の固相カートリッジの検討にて得

た結果より、抽出の際にも酸を加えることでカ

ルボキシ基を有する目的成分が分子型となり、

それらが水相よりもアセトニトリル相に移行す

る割合が高くなることで最終的な回収率が高く

なると予想した。ほうれんそう 10 g 中で 0.01 

mg/kg となるように標品を添加し、抽出溶媒の

アセトニトリル 10 mL を加えたのち、ぎ酸原液 

100 L 加えた。回収率は 10 成分で目標範囲内に

収まったが、回収率が 120％以上となる成分が増

加していた。固相カートリッジの検討と同様に、

酸を加えるとカルボキシ基を有する目的成分が

回収しやすくなる一方で、夾雑成分もほうれん

そう中から抽出されてしまい、イオン化の増強

に繋がるという弊害が起きることが分かった。 

3. 3. 固相カートリッジによる精製の検討 

 LC-MS/MS で測定をするにあたり、ほうれん

そう中に含まれる夾雑物がマトリックス効果を

引き起こし、測定の妨げになるのではないかと

考えた。そこで前処理の 1 段階目として

QuEChERS 法を用いた目的成分の抽出と夾雑成

分の除去を行った。 

 極性の高い夾雑成分とほうれんそう中の水分

を下相（水相）に移行させ、目的成分と比較的極

性の低い夾雑成分を上相（アセトニトリル相）

に移行させることで抽出を行った。今回用いた

方法は、アセトニトリルで目的成分の抽出を行

ったのち、粉末の代わりに PSA や C18 が充填さ

れた固相カートリッジを用いて精製を行う。精

製方法の最適条件を検討するにあたり、カート

リッジは PSA-30 mg、PSA-50 mg、PBX-20 mg、

C18-30 mg を用いた。QuEChERS 法により得ら

れた抽出液（アセトニトリル相）を、PBX と PSA

を連結した固相に負荷し、夾雑成分の除去と目

的成分の溶出を行ったのち、アセトニトリル水

溶液を通液することで目的成分の溶出を行った。 

 固相カートリッジについての検討は、ほうれ

んそうでの添加回収試験を行い回収率によって

評価した。 

極性が比較的低い色素を主にPBXで除去する

目的から、PBX は 2 個使用することとし、1 個

目の PBX に連結させて使用する PSA について

検討を行った。PSA-50 mg を用いて検討を行っ

た。結果は 5 成分が目標値範囲外となった。こ

の理由としては、希釈倍率が低いことによるマ

トリックス効果による影響と、陰イオン交換系

である PSA にカルボキシ基を持つ  TFNA、

CPMA が相互作用し、固相に保持されたためで

あると考え、これらが保持されない固相を使用

する必要があると判断した。 

極性の低い色素の除去能を向上させるべく、

PBX に連結させる固相カートリッジを PSA で

はなく、無極性のシリカ系固相である C18 を用

いる方法を試みた。この方法では TFNG、TFNA

を回収することが出来なかった。この理由とし

て、C18の固相表面に存在する残留シラノール基

とカルボキシ基が相互作用しているためである

と考えた。 

そのため、PBX-20 mg と C18-30 mg の連結固

相に抽出液を負荷・溶出したのち、洗浄液であ

るアセトニトリル水溶液に 2%ギ酸を加えて固

相への通液を行う方法を試みた。これにより 

TFNG、TFNA の回収率は改善したが、回収率が 

120％以上となる成分が洗浄液に酸を加えなか

った場合に比べて増加した。酸を加えると酸性

の目的成分が回収しやすくなる一方で、目的成

分だけでなく夾雑成分も固相から溶出され、夾

雑成分によるイオン化の増強が起こることが考

えられた。したがって、今回の精製方法として、

C18 固相カートリッジを用いることは適当でな

いと判断した。 

再び PSA での検討を行い、PSA-30 mg を用い

て回収率を算出した。15 成分が目標範囲内に収

まり、概ね良好な結果が得られた。PSA の充填
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量を低下させたことで回収率が向上したことか

ら、PSA を使用せず（PSA-なし）PBX のみで精

製を行なう方法を試みた。  

PSA を使用しない場合、14 成分の回収率が目

標範囲内に収まった。PSA-30 mg を用いた場合

と PSA-なしの場合とで、回収率に大きな違いは

見られなかった。そこで、ほうれんそうへ各農

薬成分の MRL 濃度相当の添加を行い、PSA-50 

mg、PSA-30 mg、PSA-なしの場合で比較を行っ

た。個別の MRL が設定されている成分とされて

いない成分では希釈の倍率が異なるため、個別

の MRL が設定されている成分のみを対象とし

た。PSA-50 mg を用いた場合は 10 成分のうち 7

成分、PSA-30 mg を用いた場合は 9 成分、PSA-

なしの場合は 4 成分で回収率が目標範囲内とな

った。PSA-30 mg を用いた場合と PSA-なしの場

合において、0.01 mg/kg では回収率に大きな違

いは見られなかったが、MRL 相当濃度の添加を

行った際には PSA-なしの場合で 120%を超過す

る成分が多かった（Table 7）。 

また、PSA-なしの場合に比べ PSA を使用した

場合の方が色素の除去能も高くなり、目的成分

の回収と夾雑成分の除去を同時に行うことが可

能となった。これらの結果から精製に使用する

固相カートリッジは、PBX-20 mg と PSA-30 mg

を連結したものと、単独の PBX-20 mg とした。 

3. 4. マトリックス効果の算出 

 添加回収試験で用いた有機栽培ほうれんそう

を用いて ME（マトリックス効果（Matrix effect））

の算出を行った。 

 添加回収試験において、ほうれんそうに 0.01 

mg/kg相当の添加を行った場合と個別のMRL濃

度相当の添加を行った場合とでは希釈倍率が異

なるため、最終溶液に含まれるマトリックスの

絶対量は異なる。その点を考慮し、抽出液への

標品の添加を行った。 

 0.01 mg/kg 相当の添加を想定した場合は、目

標範囲内の回収率の成分が最も多く得られたの

は PSA-なしの場合の 15 成分であり、回収率の

結果と一致していなかった（Table 8）。 

固相カートリッジごとの  ME%（各  0.01 

mg/kg 相当添加）。一番右：ぎ酸を加えたアセト

ニトリルで抽出を行った。 

個別の MRL 濃度相当の添加を想定した場合

には、固相カートリッジ PSA の種類ごとにマト

リックス効果を算出したところ、目標範囲内の

回収率の成分が最も多く得られたのは PSA-30 

mg を用いた場合であり、全成分で目標範囲内に

収まった（Table 9）。回収率も PSA-30 mg を用い

た場合に良好であったため、使用する固相カー

トリッジは PSA-30 mg とした。 

3. 5. 妥当性評価試験 

 最適化した LC-MS/MS 条件、サンプルの前処

理条件を用いて妥当性評価試験を行った。厚生

労働省のガイドライン に基づき、選択性、回収

率、精度、定量限界について確認を行った。測定

対象物を含まないほうれんそうブランクを測定

したところ、妨害するピークは検出されなかっ

たため、選択性は十分であると判断した（Fig. 6, 

Fig. 7）。 

 ほうれんそうへ添加した標品の濃度は、1. 個

別の MRL が設定されている成分について、ほう

れんそう中の添加濃度が MRL と同等の濃度に

なるように添加する方法、2. 個別の MRL が設

定されていない成分について、ほうれんそう中

の添加濃度が一律基準である 0.01 mg/kg になる

ように添加する方法の 2 パターンでの試験を行

った。 

 最適化した LC 条件、MS 条件を用いて、目的

対象物質を含まないほうれんそうブランクを測

定したところ、妨害するピークは確認できず選

択性は十分であった。 

 得られたクロマトグラムから回収率を算出し、

統計処理を一元配置分散分析で行い併行精度お

よび室内再現精度を算出した。個別の MRL が設

定されている農薬成分について、結果は、回収

率はフルピラジフロンを除く 9 成分が目標値範

囲内となり、併行精度、室内再現精度は全成分

で目標値を満たしていた。 
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 個別の MRL が設定されていない農薬成分に

ついて、結果は、回収率は 4 成分が目標値範囲

内となり、併行精度は全成分、室内再現精度は 

CPMF を除く 6 成分が目標値を満たしていた。 

 以上のことから、MRL が設定されている成分、

されていない成分それぞれにおいて概ねガイド

ラインの目標値範囲内に収まる良好な真度と精

度が得られ、本分析法の妥当性が確認された。 

3. 6. 実試料への適用 

本分析法を市販ほうれんそう試料の分析に適

用した。国産のほうれんそう試 A（有機栽培表

示）（国産 A）、試料 B（冷凍）（国産 B）、試料 C

（国産 C）、中国産の表記があるほうれんそう

（冷凍）（中国冷凍）を分析対象とした。いずれ

も基準値以下であった（Table 10）。親化合物だけ

でなく代謝物も検出されたことから、代謝物を

網羅した分析が必須であることが考えられる。

以上のことから、本分析法のほうれんそうへの

適用性があると示唆された。 

 

Ｄ. 考察   

1. 蜂蜜中のグリホサート類の分析 

誘導体化を行わずに逆相カラムと陰イオンカ

ラムの混合モードカラムを用いて、蜂蜜中の残

留グリホサート、グルホシネート、およびそれ

らの代謝物 N-アセチルグリホサート（Gly-A）、

3-メチルホスフィニコプロピオン酸（MPPA）、N-

アセチルグルホシネート（Glu-A）を同時定量す

る液体クロマトグラフ-タンデム質量分析法

（LC-MS/MS）を開発・検討を行った。標的分析

物は、水を用いてハチミツサンプルから抽出し、

逆相 C18 カートリッジカラムと陰イオン交換

NH2 カートリッジカラムを使用し、LC-MS/MS

で定量した。グリホサート、Glu-A、Gly-A、MPPA

は脱プロトン化に基づくマイナスイオンモード

で検出し、グルホシネートはポジティブイオン

モードで検出した。グルホシネート、Glu-A、

MPPA は 1～20 µg/kg の濃度範囲で、グリホサー

ト、Gly-A は 5～100 μg/kg の濃度範囲で検量線

を算出した。いずれの検量線の決定係数（R2）は

0.993 よりも高かった。 

開発した方法にて、グリホサートと Gly-A を

25 μg/kg、グルホシネートと MPPA と Glu-A を 5 

μg/kg 添加した蜂蜜試料を用いて妥当性評価を

行った。5 µg/kg は最大残留基準値に基づいてい

る。妥当性評価の結果、良好な回収率（86-106%）

と精度（<10%）を示した。開発したメソッドの

定量限界は、グリホサートで 5 μg/kg、Gly-A で

2 μg/kg、グルホシネート、MPPA、Glu-A は 1 µg/kg

となった。 

これらの結果から、開発した方法は、日本の最

大残留基準値に準拠したハチミツ中の残留グリ

ホサート、グルホシネートおよびその代謝物の

定量に適用可能であることが示唆された。さら

に、提案した方法をハチミツ試料の分析に適用

したところ、グリホサート、グルホシネート、

Glu-A が一部のサンプルで検出された。開発し

た方法は、蜂蜜中の残留グリホサート、グルホ

シネートおよびそれら代謝物の規制モニタリン

グに有用な方法になると考えられる。 

2. 大豆試料のグリホサート類の分析 

Gly、Glu およびその代謝物は構造中にリン酸

基やカルボキシ基を持つことから高極性を示す。

この性質により抽出精製に時間を要すことやイ

オン化効率が悪く感度が低いといった問題があ

る。従来法においても有害な有機溶媒や煩雑な

操作が必要であった問題点があった。本研究で

は、MTBSTFA を用いた固相誘導体化 LC-MS/MS

法によって大豆中のグリホサート、グルホシネ

ートおよびそれら代謝物の迅速で簡便で、有害

溶媒を用いない分析法の開発を行った。本研究

では移動相や LC カラム、イオン化条件等の LC-

MS/MS 条件の検討、除タンパクや夾雑成分の除

去等の前処理を検討し、感度や精度について最

適化を行った。また、最適化した固相誘導体化

法を用いることで、加水分解の防止や迅速性を

向上させるとともに、測定対象物質を高極性か

ら低極性化することで再現性の向上、高感度化

を行うことで高倍率希釈によるマトリックスの
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大幅低減を可能にした。最適化した条件で添加

回収試験を行ったところ、平均回収率 97-108%、

併行精度 2-5%、室内再現精度 4-9%を示す良好

な結果を示したため、本分析法の妥当性を確認

した。 

開発した分析法を各国の食用丸大豆、食用加

工大豆および飼料用大豆に適用したところ、飼

料用大豆においてサンプル毎に Gly、Glu、Glu-

A の定量値を確認した。定量結果から、アメリ

カで生産されている大豆は CP4EPSPS が導入さ

れている Gly 耐性×アセチル化酵素が導入され

ている Glu 耐性のスタック品種が主流となって

おり、ブラジルでは CP4EPSPS 導入の Gly 耐性

が主流になっていることが示唆された。さらに、

飼料用大豆から Glu-A を定量した報告はない。

以上のことから、本分析法の信頼性や適用性を

示した。 

 本分析法は迅速、簡便かつ信頼性のある分析

法であり、基準値監視のモニタリングや原材料

の品質管理の有用的な方法として期待される。

今後は定量値を確認した大豆の遺伝子解析や大

豆以外の GM 作物としてトウモロコシ、ナタネ

等の Gly、Glu およびそれらの代謝物の一斉分析

法を開発するとともに更なる迅速化と再現性の

向上を求めて全自動固相抽出-LC-MS/MS によ

るオンライン測定を行うことを目指している。 

3. ほうれんそうのネオニコチノイド系農薬分

析 

残留農薬分析の前処理に一般的に用いられる

方法である QuEChERS 抽出法と、固相抽出法を

組み合わせた方法で抽出・精製を行った。LC-

MS/MS 条件の検討に加え、ほうれんそうの前処

理における固相カートリッジの検討を行った。

その結果、ポリマー系固相である PBX（充填量 

20 mg）と陰イオン交換系固相である PSA（充填

量 30 mg） を連結したもの、さらに PBX（充填

量 20 mg）を使用して段階的に精製を行なうこ

とで夾雑成分を除去し、先行研究では測定対象

としていなかったフロニカミドとその代謝物で

ある TFNG、TFNA をガイドラインの目標値範

囲内となる値で回収することが可能となった。

最適化した条件で行った妥当性評価試験では、

個別の MRL が設定されている農薬成分、されて

いない農薬成分ともに概ねガイドラインの目標

値範囲内となり、本分析法の妥当性が示唆され

た。 

本分析法を市販のほうれんそうに適用したと

ころ、有機栽培表示の国産 A からはいずれの成

分も検出されなかった。国産 B からはジノテフ

ラン、TFNA、国産Cからはフロニカミド、TFNG、

TFNA、中国産からはイミダクロプリド、スルホ

キサフロル、CPMF が検出された。いずれも MRL

以下であった。 

本分析法はほうれんそう中のネオニコチノイ

ド系農薬を簡便かつ迅速に一斉分析することが

可能であり、市場に流通しているほうれんそう

の安全性を確保するための有用な方法となるこ

とが期待される。今後は、本法のオンライン化

の半自動化と、他の野菜やいちご等の果実への

適用を目指し、市販の農作物に残留するネオニ

コチノイド系農薬の調査を行いたいと考えてい

る。 

 

E. 結論 

 １年目は誘導体化を行わずに逆相カラムと陰

イオンカラムの混合モードカラムを用いて、蜂

蜜中の残留グリホサート、グルホシネート、お

よびそれらの代謝物 Gly-A、MPPA、Glu-A を同

時定量する LC-MS/MS 法を開発・検討を行った。 

2 年目は N-(tert-Butyldimethylsilyl)-N-methyl-

trifluoroacetamid（MTBSTFA）による簡便で迅速

な固相誘導体化を行い、大豆中の Gly、Gly-A 及

び、Glu、Glu-A、MPPA の LC-MS/MS を用いた

5 成分一斉分析法の開発を行った。オンライン化

も検討し妥当性が確認された。また、輸入大豆

飼料への適用を検討した。本分析法は迅速、簡

便かつ信頼性のある分析法であり、基準値監視

のモニタリングや原材料の品質管理の有用的な

方法として期待される。 
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3 年目はほうれんそうを対象として、LC-

MS/MS を用いたネオニコチノイド系農薬 17 成

分を一斉分析する方法を開発し、実試料への適

用を試みた。基準値が設定されている農薬につ

いては、いずれも良好な選択性と直線性が得ら

れ、真度、併行精度、室内再現精度ともに概ね目

標値に収まる良好な結果が得られた。本法を市

販ほうれんそう 9 試料に適用し分析を行ったと

ころ、イミダクロプリド、ジノテフラン、フロニ

カミドとその代謝物 2 成分、スルホキサフロル、

フィプロニル、クロチアニジン、フルピラジフ

ロン等の農薬成分が各基準値内の濃度で検出さ

れた。本法は、ほうれんそう中のネオニコチノ

イド系農薬の分析法として適用可能であると示

唆された。今後オンライン化を検討する予定で

ある。 
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Table 1. Optimized LC-MS/MS (MRM) parameters for target analytes 

Analytes  
Retention 

time (min) 
MW 

Pos. or 

Neg. 

Precursor ion 

(m/z) 

Product ion  

(m/z) 
CE (eV) 

MPPA 4.636 152 
Neg. 151 107 16 

Neg. 151 133 14 

Glufosinate 4.659 181 
Pos. 182 119 21 

Pos. 182 136 15 

N-acetylglufosinate 

 (Glu-A) 
4.980 223 

Neg. 222 136 21 

Neg. 222 59 15 

Glyphosate 5.503 169 
Neg. 168 63 24 

Neg. 168 150 13 

N-acetylglyphosate 

 (Gly-A) 
6.817 211 

Neg. 210 150 12 

Neg. 210 124 18 

Transition in bolded italics used for quantitation 

Pos.: positive, Neg.: negative 

CE: collision energy 

 

 

 

Table 2. Validation results of the proposal method in honey sample  

No. Analyte 
Spike level Trueness

a
 RSDr

b
 RSDWR

c
 

µg/kg % % % 

1 MPPA 5 102 2.1 6.1 

2 Glufosinate 5 86 3.7 9.3 

3 Glu-A 5 110 4.2 6.8 

4 Glyphosate 25 106 6.5 8.5 

5 Gly-A 25 104 3.3 4.2 

n = 2 × 3 operators × 2 days    

a
 Mean recovery rates    

b
 Relative standard deviation of repeatability   

c
 Relative standard deviation of within-laboratory reproducibility  
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Table 3. Determination of analytes in honey samples 

Honey MPPA Glufosinate  Glu-A Glyphosate Gly-A 

Sunflower, Ukraine N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Acacia, China N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Lotus flower, China N.D. 1.1 N.D. 5.5 N.D. 

Canada N.D. 2.8 1.9 26.4 N.D. 

Mexico N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Japan N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

LOQ 1.0 1.0 1.0 5.0 2.0 

     Unit: μg/kg 

N.D. (not determined) は定量限界値（グリホサート: 5 μg/kg, Gly-A: 2 μg/kg、グルホシネート、MPPA お

よび Glu-A: 1 μg/kg）以下を示す。 
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Table 4. MTBSTFA と各標準液の MRM transition 

 

 

Table 5. 添加回収試験（%, n=2×2 人×3 日間） 

 

 

Table 6. 飼料用丸大豆、大豆かすの定量値（mg/L） 

 
 * N.D. (not determined) は定量限界値（Gly 類 0.05 mg/L、Glu 類 0.1 mg/L）以下を示す。 

  

Analytes*1 
MW 

（誘導体化後） 

MRM transition 

Q1>Q3 *2 

Q1 Pre Bias 

(V) 

CE 

（V） 

Q3 Pre Bias 

(V) 

Gly-

3TBDMS 
511 

512>311 -20 -25 -15 

512>295 -26 -32 -14 

Gly-A-

3TBDMS 
553 

554>311 -20 -30 -12 

554>352 -28 -25 -28 

Glu-

2TBDMS 
409 

410>195 -25 -35 -21 

410>179 -22 -32 -21 

Glu-A-

2TBDMS 
451 

452>195 -14 -42 -21 

452>250 -24 -32 -27 

MPPA-

2TBDMS 
381 

382>249 -14 -21 -27 

382>151 -18 -34 -30 

 

 

 Gly Gly-A Glu Glu-A MPPA 

平均回収率 97 108 99 98 99 

併行精度 5 2 4 2 5 

室内再現精度 8.8 8.0 9.4 3.5 7.6 

 

 

産地・特徴 Gly Gly-A Glu Glu-A MPPA 

GM-1 0.97 N.D. N.D. 2.00 N.D. 
GM-2 1.50 N.D. N.D. 1.22 N.D. 
GM-3 1.25 N.D. N.D. 1.91 N.D. 

Non. GM-1 N.D. N.D. 0.26 N.D. N.D. 
Non. GM-2 N.D. N.D. 0.29 N.D. N.D. 
Non. GM-3 N.D. N.D. 0.24 N.D. N.D. 

アメリカ-1 0.41 N.D. N.D. 0.31 N.D. 

アメリカ-2 0.37 N.D. N.D. 0.57 N.D. 

アメリカ-3 0.44 N.D. N.D. 0.85 N.D. 

アメリカ-4 0.36 N.D. N.D. 0.58 N.D. 

アメリカ-5 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

ブラジル-1 3.39 N.D. N.D. N.D. N.D. 

ブラジル-2 1.05 N.D. N.D. N.D. N.D. 

ブラジル-3 1.42 N.D. N.D. N.D. N.D. 

アメリカ・ 

ブラジル-粕 
1.73 N.D. N.D. 0.28 N.D. 
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Table 7. 固相カートリッジごとの回収率（個別 MRL 濃度相当添加） 

Analytes 
Recovery（%） 

PSA-50 mg PSA-30 mg PSA-なし 

Acetamiprid 77 113 84 

Imidacloprid 114 114 118 

Dinotefuran 125 93 129 

Thiamethoxam 124 115 125 

Clothianidin 113 117 113 

Flonicamid 129 99 126 

TFNG 93 106 108 

TFNA 109 96 126 

Sulfoxaflor 107 94 123 

Flupyradifurone 118 141 128 

 

 

Table 8. 固相カートリッジごとの ME%（各 0.01 mg/kg 相当添加） 

Analytes 

ME（%） 

PSA-50 mg PSA-30 mg PSA-なし 
PSA-30 mg 

（ぎ酸） 

Acetamiprid 85 86 89 88 

Imidacloprid 120 140 110 140 

Dinotefuran 72 86 77 146 

Thiamethoxam 89 107 108 141 

Clothianidin 119 121 99 132 

Flonicamid 92 116 98 147 

TFNG 69 107 105 115 

TFNA 81 110 97 120 

Sulfoxaflor 58 83 93 83 

Flupyradifurone 89 122 96 126 

Thiacloprid 76 92 95 94 

Thiacloprid-amide 91 113 94 115 

Nitenpyram 94 113 98 140 

CPMA 90 123 106 154 

CPMF 42 55 44 93 

Ethiprole 89 99 87 134 

Fipronil 119 93 85 110 

一番右：ぎ酸を加えたアセトニトリルで抽出を行った。 
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Table 9. 固相カートリッジごとの ME%（個別 MRL 濃度相当添加） 

Analytes 
ME（%） 

PSA-50 mg PSA-30 mg PSA-なし 

Acetamiprid 83 101 87 

Imidacloprid 117 99 121 

Dinotefuran 135 100 136 

Thiamethoxam 126 104 125 

Clothianidin 112 98 113 

Flonicamid 141 108 133 

TFNG 114 100 118 

TFNA 130 98 135 

Sulfoxaflor 116 99 143 

Flupyradifurone 93 96 96 

 

 

Table 10. 市販ほうれんそうの分析結果 

Analytes 
定量値（mg/kg） 

国産 A 国産 B 国産 C 中国冷凍 

Acetamiprid N.D. N.D. N.D. N.D. 

Imidacloprid N.D. N.D. N.D. 0.01 

Dinotefuran N.D. 0.03 N.D. N.D. 

Thiamethoxam N.D. N.D. N.D. N.D. 

Clothianidin N.D. N.D. N.D. N.D. 

Flonicamid N.D. N.D. 0.25 N.D. 

TFNG N.D. N.D. 0.04 N.D. 

TFNA N.D. 0.03 0.08 N.D. 

Sulfoxaflor N.D. N.D. N.D. 0.01 

Flupyradifurone N.D. N.D. N.D. N.D. 

Thiacloprid N.D. N.D. N.D. N.D. 

Thiacloprid-amide N.D. N.D. N.D. N.D. 

Nitenpyram N.D. N.D. N.D. N.D. 

CPMA N.D. N.D. N.D. N.D. 

CPMF N.D. N.D. N.D. 0.01 

Ethiprole N.D. N.D. N.D. N.D. 

Fipronil  N.D. N.D. N.D. N.D. 

N.D. (not determined) は定量限界値（1.25 μg/kg）以下を示す。 
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Fig. 1. Gly 類および Glu 類の構造式 

 

 

 

Fig. 2. Calibration curves for analytes 
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Fig. 3. Gly と MTBSTFA との反応式 
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Acetamiprid Imidacloprid Dinotefuran 

 
 

 

Thiamethoxam Clothianidin  

  

 

Thiacloprid Thiacloprid-amide  

   

Nitenpyram CPMA CPMF 

   

Flonicamid TFNG TFNA 

  

 

Sulfoxaflor Flupyradifurone  

 

Ethiprole Fipronil  

Fig. 4. 測定対象物質 17 成分の構造式 

 



－ 183 － 

 

Fig. 5. 17 成分混合標準溶液のクロマトグラム（各 2.5 g/kg） 

化合物によってピークの色を変えている。 
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Acetamiprid（1.5 ppb）   

   
Imidacloprid（7.5 ppb）   

   
Dinotefuran（7.5 ppb）   

   

Thiamethoxam（5 ppb）   

   

Clothianidin（20 ppb）   

   

 

Fig. 6. 個別 MRL 濃度相当添加時のクロマトグラム。左（橙色）：個別 MRL の標準溶液（測定時、添

加濃度から最終 2000 倍希釈）のクロマトグラム。中央（水色）：ほうれんそうブランクのクロマトグラ

ム。右（緑色）：個別 MRL 濃度相当の添加を行ったほうれんそうのクロマトグラム。縦軸は強度、横軸

は時間（分）を示す。 
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Flonicamid（1.5 ppb）   

   
TFNG（4 ppb）   

   
TFNA（4 ppb）   

   

Sulfoxaflor（10 ppb）   

   

Flupyredifurone（15 ppb）   

   

Fig. 6. (continued) 
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Nitenpyram   

   
CPMA   

   
CPMF   

   
Thiacloprid   

   
Thiacloprid-amide   

   
Ethiprole   

   
Fipronil   

   
Fig. 7.  0.01 mg/kg 相当添加時のクロマトグラム。左（橙色）：各 0.01 mg/kg（測定時 2.5 g/kg）の標

準溶液のクロマトグラム。中央（青色）：ほうれんそうブランクのクロマトグラム。右（緑色）：各 0.01 

mg/kg 相当の添加を行ったほうれんそうのクロマトグラム。縦軸は強度、横軸は時間（分）を示す。 

 


