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ウォーターズのソリューション

Oasis® HLB

ACQUITY UPLC® HSS C18カラム

ACQUITY UPLC® I-Class システム

ACQUITY QDa® 検出器

キーワード

クロラムフェニコール、抗生物質、

ACQUITY QDa、牛乳

ソリューションのメリット

■■ 牛乳中クロラムフェニコールの迅速スクリー

ニング

■■ 規制下限値以下の検出による定量的スク

リーニング

■■ シンプルで高感度な規制抗生物質の検出

■■ 現行の LC分析工程はそのままに簡便に MS

検出を実現

はじめに

クロラムフェニコールは安価な広域抗生物質ですが、一部の感受性が高い人に

ついては毒性を伴うことがあり、発ガン性、遺伝毒性両方の疑いが持たれ、

致命的な再生不良性貧血（骨髄の損傷）の症例も広く確認されています。この

ため、EU、カナダ、アメリカでは動物、昆虫、養殖水産物から製造される食品

への使用が禁止されており、一部のアジア、南アメリカ諸国もこれに追随して

います。EUでは、Commission Decision 2003/181/ ECで、食品中のクロラムフェ

ニコールを検出するすべての分析法について、最低限必要な性能限界（MRPL）

を 0.3 µg/ kgと定めています。

乳製品を検査するラボでは、製品の保管寿命が短いために、大量のサンプルの

迅速な分析が求められることから、伝統的に免疫学的な測定法（ ELISA）が選択

されています。ELISA は感度も良く迅速な分析法ですが、顕著なレベルで偽陽

性が出現するという欠点があり、その頻度は、場合によっては 16%に上ると

いう報告もあります。1

クロラムフェニコールは、免疫吸着材と阻害マトリックスの交差反応により牛

乳中でしばしば誤検出され、不必要な製品の廃棄を招いています。これに対し、

MS 検出ではより高感度な検出が可能で、クロラムフェニコールと夾雑物との

識別を容易にします。さらに、液体クロマトグラフィー（LC）を組み合わせる

ことにより、ガスクロマトグラフィーによるスクリーニングで必要な時間の

かかる誘導体化も不要となります。このようなメリットをラボに採り入れて

いただくため、ここでは技術の進歩、特に装置の操作性と頑健性の改良に焦点

を当てて ACQUITY QDa 検出器をいかに容易に従来からの LC分析業務に組み

込むことができるのか、また質量分析の知識をもつ専門家を必要としない高い

操作性についてご紹介します。
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実験方法

UPLC 条件

LC システム：  ACQUITY UPLC I-Class

分析時間 ：  5分

カラム :：  ACQUITY UPLC HSS C18、

  1.8 µm、2.1×100 mm

移動相 ：  10 mM 酢酸アンモニウム含有

　 メタノール /水＝ 45：55

注入量 ：  10 µL

検出器条件

検出器：  ACQUITY QDa

イオン化モード ：  ESI - 

SIR チャンネル：  321.0

コーン電圧：  15 V

プローブ温度：  600℃

パージ液：  水 /メタノール＝ 90：10

キャピラリー電圧： 0.8 kV

サンプリングレート： 5 ポイント /秒

試料調製

低脂肪乳を 5 g秤量し 25 mL遠沈管に移し 0.3 µg/kgとなるようクロラムフェニ

コールを添加。ヘキサン 5 mL、70%アセトニトリル 15 mLを加え脱脂および

タンパク沈殿を行いました。試料を振り混ぜ 3,900 Gで 10分遠心分離（4℃）

した後、下層のアセトニトリル層 5 mLを採り 10%メタノールで 15 mLになる

よう希釈しました。

Oasis HLB 3 cc（60 mg）カートリッジをメタノール 2 mL、水 4 mLでコンディショ

ニングし、希釈した試料 15 mLをロードしました。5%メタノール 6 mLで洗

浄した後、100%メタノール 6 mLでクロラムフェニコールを溶出しました。

続いて、溶出液を窒素ガスで乾固し 10%メタノール 300 µLに再溶解し LC-MS

分析に用いました。

標準試料調製

ブランクの低脂肪乳（クロラムフェニコール無添加）を上記と同様に処理し、

乾固後 0.075 -1 µg/kgの 6濃度の標準品溶液で再溶解しました。

結果および考察

牛乳抽出物の分析の前に、最も効率的かつ高感度な検出ができるよう事前に

最適化されている MS条件（デフォルト）を使用してクロラムフェニコールの

MS条件を微調整しました。その結果、ネガティブモード、コーン電圧 15 V

（デフォルト値）で最も高い感度が得られ、この条件を用いてマトリックス添

加検量線を作成し、EUの MRPL と同濃度のクロラムフェニコールを添加した牛

乳試料を精密に定量することができました。検量線では、図 1に示したように、

0.075 -1 µg/kgの範囲において R2>0.995の優れた直線性が得られました。

Compound name: CAP
Correlation coefficient: r = 0.998418, r2 = 0.996838
Calibration curve: 3299.88 * x + -104.291
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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図 1. 0.075 -1 µg/kg、2回注入によるマトリックス添加検量線
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マトリックス効果を評価するため、マトリックスを含む標準品による検量線とマトリックスを含まない

標準品による検量線を同じ濃度範囲で比較しました（図 2）。両検量線の重ね書きからマトリックス効果

（イオン化促進）が明らかであり、それぞれの検量線の傾き ( ----------------------- x 100 )を用いて統計的に示すと

マトリックス効果は 177%となりました。このようにマトリックス効果は認められましたが、マトリックス

添加検量線を用いることにより、牛乳中クロラムフェニコールの定量スクリーニングを正確に実施する

ことが可能でした。

さらに、クロラムフェニコールを添加していない牛乳のブランク試料を n =2で分析したところ、図 3Aに

示したようにベースラインノイズが見られたのみで偽陽性は検出されませんでした。今回は重水素を利用

した高価な内部標準物質は使用せず、EUの MRPL と同濃度のクロラムフェニコールを添加したサンプルの

調製（クロラムフェニコールの添加および抽出）を n = 4で行い、1検体につき 2回ずつ計 n = 8で分析し、

マトリックス添加検量線を使用して定量しました。図 3Bに示したように n = 8で分析したクロラムフェニ

コールピークは、ピーク間ノイズ法で S / N50以上と良好な感度が得られました。
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図 2. 0.075 -1 µg / kg クロラムフェニコールの検量線の重ね書き　
2A：溶媒（10% メタノール）溶解標準試料の検量線
2B：マトリックス（牛乳）添加検量線

B. Chloramphenicol in milk at 0.3 g.kg-1 

A. Blank milk sample 

図 3. クロラムフェニコールの Selected ion recording（SIR）クロマトグラム（m/z 321）  
3A：ブランク　牛乳抽出物（n=2）
3B：MRPL（0.3 µg/kg）クロラムフェニコール添加牛乳試料
n=8の重ね書き（S/N≧ 50）
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結論

信頼性の高い牛乳中クロラムフェニコールの定量的スクリーニ

ング法として正確で頑健な分析法を構築しました。本法により、

容易に、しかも内部標準物質の使用なしで規制の要求に適合する

検出レベルに到達できること、EU MRPL である 0.3 µg/kg での優

れた再現性を示しました。質量検出がもたらすさらなる情報により、

選択性の向上、すなわち目的成分と夾雑物との識別が実現され、

偽陽性を排除することが可能となります。
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図 3Bに示したように、良好な保持時間再現性が得られました。回収率とともに統計計算結果をテーブル 1に示しました。平均回収率は

72.7%であり、EUの Commission Decision 2002/657/ECの基準を充たしており、規制下限値また n=8での相対標準偏差（RSD）は 4.6%

未満と優れた再現性が確認されました。以上より、本分析法が、規制下限値における牛乳中クロラムフェニコールの定量的スクリー

ニング法に要求される頑健性と感度の両方を充たすものであることが示されました。

番号 % 回収率 保持時間（分）

1 77.0 2.23

2 69.7 2.23

3 76.3 2.23

4 71.7 2.23

5 72.3 2.23

6 67.3 2.23

7 75.0 2.24

8 72.3 2.23

平均 72.7 2.231
標準偏差 3.3 0.004

%RSD 4.5 0.158

表 1. 固相抽出による回収率（ n=8）　サンプル抽出および装置の良好な再現性


