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ウォーターズのソリューション

CORTECS® UPLC® C18 カラム

ACQUITY UPLC® I-Class システム

ACQUITY QDa® 検出器

VICAM® Myco6in1® イムノアフィニティーカラム

（IAC）
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アプリケーションのメリット
■■ 単一の確立された分析法によるマイコトキ

シンの一斉分析

■■ 穀物を原料とする複雑な食品における、基

準値以下の 12種のマイコトキシンの高感度

検出

はじめに

マイコトキシンは真菌類によって自然に産生される二次代謝産物です。様々な

マイコトキシンが広い範囲の果物および穀物類を汚染する可能性があります。

化学的に安定で異なる形態の分解に耐性をもつ、これらの化合物の多くは、in 

vivoでの発癌性、エストロゲン性および免疫毒性を有することが知られています。

そのため、世界的規模で規制が存在し、特定のマイコトキシンに対する許容値

の設定に加え、サンプリングと分析法のテストが義務付けられています。

EU域内においては、デオキシニバレノール（DON）、フモニシン（B1および B2）、

アフラトキシン（B1、B2、G1および G2）、オクラトキシン Aおよびゼアラレノ

ンの最大許容レベルが、欧州委員会規制 1881/2006 および 1126 /2007で規制

されています。最近では、T2および HT 2毒素の合量に対する勧告が 2013/165

で出されました。さらに、サンプリングと分析法のパフォーマンスについては、

規則 401/2006に規定されています。その他に、現在は規制されていませんが、

頻繁に DONとの組み合わせで穀物類を汚染するフザリウム毒素であるニバレノー

ル（NIV）の存在にも、このアプリケーションノートでは注意を払っています。

真菌類の複数のマイコトキシンによって自然に汚染された複雑な食料品の分析

は、非常に困難で時間を要します。したがって、関連するマイコトキシンおよ

び製品のための規制レベルを達成することができる迅速かつ高感度なスクリー

ニングツールが不可欠です。この分野では LC-MSが重要な役割を果たしている

ため、複数のマイコトキシンを同定するための分析法の開発が、非常に望まれ

ています。しかし、主要なマイコトキシンの化学的および物理的性質の違いに

よって、試料調製が最も困難な課題となります。

様々なマイコトキシンによって自然に汚染される食品の汚染頻度を考えると、

規制のあるマイコトキシンのシンプルかつ高感度な検出のための分析法が必要

とされています。このアプリケーションノートは、イムノアフィニティークリーン

アップ法と単一の検出器を使用して、加工トウモロコシにおける複数のマイコト

キシンの定量分析のためのシンプルかつ正確な分析法を開発することを目的と

しています。
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実験条件

UPLC 条件

LCシステム： ACQUITY UPLC I-Class

分析時間： 12分

カラム： CORTECS C18 1.6 µm、2.1×100 mm

移動相 A： 0.1%ギ酸 2 mM酢酸アンモニウム

水溶液

移動相 B： 0.1%ギ酸 2 mM酢酸アンモニウム

含有メタノール

流速： 0.4 mL/分

注入量： 10 µL

グラジエント：

	 時間 	 A 	 B
	 (min)	 (%)	 (%)

	 初期値 	 99.0 	 1.0  

	 7.00 	 50.0 	 50.0  

	 10.0 	 1.0	 99.0  

	 11.5 	 1.0	 99.0  

	 11.6 	 99.0 	 1.0  

	 14.00 	 99.0 	 1.0 

MS 条件

MSシステム： ACQUITY QDa検出器

イオン化法：  ESI±

脱溶媒温度：  600℃

キャピラリー電圧： デフォルト（0.8 kV）

サンプリングレー： デフォルト（5 Hz）

SI R チャンネル： 表 1参照

サンプル前処理

粉砕試料 10グラムから、水 40 mL、続いてメタノール 60 mLで高速混合するこ

とにより抽出しました。抽出液を濾過し、5 mLを窒素雰囲気下で約 2 mLまで

濃縮しました。リン酸緩衝液 5mLを加え、得られた溶液を VICAM Myco6in1+

イムノアフィニティーカラム（ IAC）に負荷しました。カラムを 10 mLの水で

洗浄し、目的のトキシン類を最初に水 2mLで、続いてメタノール 3 mLで溶出

しました。その後溶出液を穏やかな窒素気流中で乾固させ、10:90（v/v）=メタ

ノール : 移動相 A 0.2 mLに再溶解しました。

標準品の調製

無添加の穀物食品サンプルのブランクを、Myco6in1+ IACを使用して調製しま

した。得られた溶出液に、検量線の中間点がそれぞれのマイコトキシンの許容

レベルと等しくなる 5点の検量線を作成するために混合マイコトキシン標準液

を添加しました。それぞれのマイコトキシンの許容範囲となるように、中間点

の上と下にそれぞれ 2点ずつ標準液を添加しました。これらの標準品は乾固し、

10:90（v/v）=メタノール : 移動相 Aに再溶解しました。
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結果および考察

Waters® ACQUITY QDa検出器は、標準的な条件で 12種のマイコトキシンすべてに対する最適なパフォーマ

ンスを得ることができました。それぞれの質量、コーン電圧およびエレクトロスプレーイオン化モードを、

表 1に示しました。

マイコトキシン 略称
保持時間
（分）

SIR
（m/z）

コーン電圧
（V）

校正範囲
（µg/kg）

1. ニバレノール （NIV） [NIV-H2O+H+] 2.2 295.0 15 468.75 to 5625.00

2. デオキシニバレノール（DON） [DON+H+] 2.9 297.0 10 468.75 to 5625.00

3. アフラトキシンG2（AFG2） [AFG2+H+] 5.8 331.0 20 0.625 to 7.50

4. アフラトキシンG1（AFG1） [AFG1+H+] 6.2 329.0 20 0.625 to 7.50

5. アフラトキシンB2（AFB2） [AFB2+H+] 6.5 315.0 20 1.250 to 15.00

6. アフラトキシンB1（AFB1） [AFB1+H+] 6.8 313.0 20 0.625 to 7.50

7. HT2毒素（HT2） [HT2+Na+] 8.2 447.0 15 31.250 to 375.00

8. フモニシンB1（FB1） [FB1+H+] 8.3 722.0 20 500.000 to 6000.00

9. T2毒素（T-2） [T-2+NH4
+] 8.6 484.0 15 31.250 to 375.00

10. オクラトキシンA（OTA） [OTA+H+] 8.8 404.2 20 62.500 to 750.00

11. ゼアラレノン（Zear）
（ネガティブモード） [ZEA-H]- 8.8 317.0 20 1.875 to 22.50

12. フモニシンB2（FB2） [FB2+H+] 9.0 706.0 20 125.000 to 1500.00

12種のマイコトキシンすべての検量線範囲にわたって良好な直線性が得られました。クロマトグラフィー

ピークあたり最小でも 12データポイントが、それぞれの化合物について得られました。必要な規制値と検

量線範囲の異なる AFG1と DONの直線性を図 1に示します。DONの検量線範囲は 94.0 -1500 µg/kgである

のに対して、アフラトキシンの規制値は低いため、AFG1の検量線範囲は 0.125 -4.0 µg/kgとなっています。

これらのすべての化合物について様々な検量線範囲にわたって直線性が得られたことは、検出器が複雑なマト

リックス存在下でも、広いダイナミックレンジにわたって優れた堅牢性をもっていることを示しています。

表 1. 12種のマイコトキシンの実験条件

図 1. マトリックス添加検量線の例 （A：アフラトキシン G1 0.125-4 µg/kg、デオキシニバレノール 94.0-1500 µg/kg） 

Compound name: DON
Correlation coefficient: r = 0.998656, r2 = 0.997313
Calibration curve: 41.7541 * x + 11070.9
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: AFG1
Correlation coefficient: r = 0.999043, r2 = 0.998087
Calibration curve: 398.47 * x + -57.5865
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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結論

シンプルで高感度、そして費用対効果の高い分析法が、加工トウモロコシ抽出物中の 12種の規制マイコトキシンの定量分析のために

開発されてきました。このアプリケーションノートでは、単一のサンプル調製手順を使用して、すべての化合物が抽出され、容易に

ACQUITY QDa検出器で検出されました。このように、追加または時間のかかるサンプル調製の必要なく、単一の検出器での複数のマイ

コトキシンの迅速なスクリーニングが可能になりました。

規制基準値相当を添加したトウモロコシスナック食品のクロマトグラフィーの例を図 2に示しました。各化合物は十分な感度で、優れ

たシグナル -ノイズ（S/N）比が得られています。4種のアフラトキシンと 8種のマイコトキシンすべてを、MS検出器と組み合わせた LC

によって容易に検出することができました。

1.NIV

2.DON

3.AFG2

4.AFG1

5.AFB2

6.AFB1

8. FB1

9. T-2  

10. OTA 

11. Zear 

12. FB2 

7. HT-2

マイコトキシン 添加濃度 S/N

NIV 750 1188

DON 750 20955

AFG2 1 5149

AFG1 1 18272

AFB2 1 1967

AFB1 2 12766

HT2 50 430

FB1 800 2682

T-2 50 64641

OTA 3 993

Zear 100 6682

FB2 200 1967

図 2. 表示した濃度（EU規制値）を添加した加工トウモロコシ食品サンプル。
優れた S/ N比でクロマトグラフィー分離された、法的許容値以下のピーク（ノーマライズ後）が検出されました。


