
ACQUITY UPLC H-class/FLR
麻痺性貝毒の分析

目的目的目的目的

ポストカラム法による麻痺性貝毒の分析をACQUITY
UPLC H-Classを用いたポストカラム法にて高速化を図
る。
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はじめにはじめにはじめにはじめに

サキシトキシンに代表される麻痺性貝毒は渦鞭毛藻により生産され、これらを捕
する二枚貝を毒化させます。毒化した二枚貝をヒトが摂取するとフグ中毒と似た、

死亡率の高い食中毒を起こします。死亡率の高い食中毒を起こします。
が有毒かどうかの判定は国際的にも広く普及しているマウス毒性試験により行

われています。しかし、マウスの死亡による毒性の強さの判定だけでは毒成分組成が
わからず、マウスを使用しない貝毒試験法も国際的に求められており、EUでは非動
物検査法による貝毒検査の導入が推進されています。

日本でも麻痺性貝毒の試験ではHPLC/ポストカラム誘導体化/蛍光検出器が
いられています。麻痺性貝毒はイオン性の違いにより3群に分別され、それぞれ分

析条件が異なります。 ACQUITY UPLC H-Classは高速・高分離が可能であり、
それぞれの分析の高速化を図ることが可能となります。今回は麻痺性貝毒のうち国
内産二枚貝の主要な成分であるゴニオトキシン群(GTX)についてACQUITY 
UPLC H-Class/ポストカラム誘導体化/蛍光検出器にて測定しました。

麻痺性貝毒麻痺性貝毒麻痺性貝毒麻痺性貝毒

麻痺性貝毒はFig.1に示す構造を主骨格とし、置換基の組み合わせにより多くの
の化合物があります。官能基のチャージの違いにより、net charge0、+1、
3群に分別され、それぞれ分析条件が異なります。
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Fig.1 麻痺性貝毒の基本骨格
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LC 条件条件条件条件

LC システム: ACQUITY UPLC H-Class 

反応液ポンプ: Reagent Manager(2台)

分析時間: 8分

カラム: ACQUITY HSS T3

1.8 µm, 2.1 x 100 mm 

カラム温度: 25 ℃ または室温

移動相 A: 水

移動相 B: 10mM-ヘプタンスルホン酸

ナトリウム

+10mM-

システムシステムシステムシステム

分析システムは
ロースルーニードルデザインのサンプルマネージャ
されるACQUITY UPLC H

カラム分離後
反応し、
器へ導入

分析条件分析条件分析条件分析条件
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+10mM-リン酸アンモニウム

緩衝液(pH=7.1)

移動相C: 水

移動相D: アセトニトリル

アイソクラティック: A/B/C/D=58/40/0/2

流速: 0.4 mL/min

注入量: 5.0 µL

反応槽: 50 µL ミキサ

反応液1: 7mM-オルト過ヨウ素酸

+50mM-リン酸カリウム緩衝液

(pH=9)

反応液2: 0.5M-酢酸水溶液

反応1流速: 0.2 mL/min

反応2流速: 0.2 mL/min

反応温度: 85℃

励起波長: 330 nm
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システムシステムシステムシステム構成構成構成構成

システムは4液混合が可能なクォータナリーソルベントマネージャ(QSM)、フ
ロースルーニードルデザインのサンプルマネージャ(SM-FTN)、蛍光検出器から構成

ACQUITY UPLC H-Class/FLRシステムを用いました。
分離後の成分は85℃に保たれた反応槽(50 µLミキサー)にて反応液1と
、ついで反応液2と反応し蛍光を有する化合物へと誘導体化され蛍光検出

導入されます。
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Fig2. システム構成図
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分析条件分析条件分析条件分析条件

分析条件は｢麻痺性貝毒 HPLC 分析法｣に基づき行いました。HPLCによる
別され下記の条件にて分析されます1)。それぞれの分析時間は約15、25
分析でも同様の反応液を用いて誘導体化しますが、容量の小さいカラム、

Table 1  HPLCによる

測定結果測定結果測定結果測定結果

Fig.3にGTX1～5のクロマトグラムを示します。分析時間は8分で従来法
導体化することが必要となります。反応槽における拡散をより小さくするため

カラム：C8カラム(4.6×150 mm, 5um)

化合物群 移動相

net charge 0 1mM-テトラブチルアンモニウム/1mM-

net charge +1 2mM-ヘプタンスルホン酸/10mM-リン

net charge +2 2mM-ヘプタンスルホン酸/30mM-リン

な反応が得られるため高感度検出が可能となります。

Fig3. GTX 1～5のクロマトグラム

結論結論結論結論

ACQUITY UPLC H-Classの高速・高分離なクロマトグラフィーにより、麻痺性貝毒
また、 ACQUITY UPLC H-Classでは4つの移動相を使用できるため、3
にて変更し、分析に使用することができます。
低容量カラムとシステムを用いるため平衡化時間が短く、移動相の切り替えが
が図られます。
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による麻痺性貝毒の分析では、成分のチャージの違いにより3群に分
25、25分となっています。ACQUITY UPLC H-Classシステムを用いた

、反応槽を用いるため従来法より高速分析が可能となります。

による分析条件例

従来法より高速分析となるため、分離された成分を低容量の反応槽にて誘
さくするため低容量の反応槽を使用しますが、検出下限値濃度においても十分

/1mM-リン酸アンモニウム緩衝液(pH=6.0)

リン酸アンモニウム緩衝液(pH=7.1)

リン酸アンモニウム緩衝液(pH=7.1) ：アセトニトリル=100：5

のクロマトグラム(0.2～5 uM)

麻痺性貝毒の高速・高感度な分析が可能となります。
3群の貝毒の分析に使用する全ての移動相をソフトウェアのプログラム

えが容易なシステムのため、メソッド開発の時間削減や分析の効率化
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chromatographic method for paralytic shellfish
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