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要旨 

 

蜂蜜及び牛乳試料に残留する動物用医薬品の迅速分析試験法の検討を行った． 

蜂蜜試料において，試料をNa2EDTA含有クエン酸緩衝液に溶解し，アセトニトリル及び塩化ナトリ

ウムを用いて振とう抽出後，有機層を分取した．残った水層にNa2EDTA含有クエン酸緩衝液を加え冷

却遠心分離後，ジビニルベンゼン－Ｎ－ビニルピロリドン共重合体ミニカラム(OasisHLB)による固相抽

出を行った．メタノールで溶出後，分取した有機層及び水を加えて 30mL に定容し LC-MS/MS により

分析を行った． 

牛乳試料において，試料にギ酸，クエン酸三ナトリウム二水和物及びNa2EDTA を添加し，アセトニ

トリル及び塩化ナトリウムを用いて振とう抽出後，有機層を分取した．残った水層に Na2EDTA含有ク

エン酸緩衝液を加え冷却遠心分離後に吸引ろ過し，OasisHLBによる固相抽出を行った．メタノールで

溶出後，分取した有機層及び水を加えて 30mLに定容し LC-MS/MSにより分析を行った．    

動物用医薬品が検出しないと予め確認した各試料に対し，試料中濃度が 0.01µg/gとなるように動物用

医薬品 95成分を添加し，添加回収試験(n=5，分析者 1名)を行ったところ，厚生労働省通知の妥当性評

価ガイドライン 1),2)の目標値(真度 70%～120%，併行精度 25%未満)を満たした動物用医薬品は，蜂蜜試

料において 75成分，牛乳試料において 79成分であった． 
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はじめに 

 

動物用医薬品は，家畜等の疾病の予防及び治療

に用いられており生産向上に大きく寄与している．

一方で，様々な食品において動物用医薬品の検出

事例が報告されており，消費者の健康被害または

食への不信感による加工食品等の流通の妨げにつ

ながるおそれがある．そこで，これらの問題を未

然に防ぐため食品中に残留する動物用医薬品検査

の迅速化が強く望まれている． 

近年，残留農薬検査の迅速分析試験法として

QuEChERS 法が普及しており，残留動物用医薬

品検査への応用も報告されている 3)．当研究所に

おいても，平成 25年度に QuEChERS法を応用 

した迅速かつ簡便な試験法を確立し，鶏肉，鶏卵， 
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鶏肝及びうなぎを試料として動物用医薬品 95 成

分について妥当性評価ガイドラインに従い添加回

収試験を行ったところ，全ての試料で約 70 成分

が目標値を満たした．しかし，この方法は，蛋白

質及び脂肪を多く含む検体を対象とした試験法で

あり，糖類を多く含む蜂蜜及び牛乳には適さなか

った．そこで，振とう抽出法及び固相抽出法の組

み合わせによる蜂蜜及び牛乳試料中に残留する動

物用医薬品を迅速かつ簡便に定量できる試験法を

検討したので報告する． 
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方法 

 

１ 試料 

  分析対象とする動物用医薬品が検出されないと

予め確認した宮崎県産の蜂蜜及び牛乳を添加回収

用試料として用いた． 

２ 標準品及び試薬等 

１）標準品 

和光純薬工業(株)製動物用医薬品混合標準液

PL-1-3及び PL-2-1，林純薬工業(株)製 PL動物薬

LC/MS Mix2，その他個別標準品 43成分を用いた． 

２）試薬等 

クエン酸，クエン酸三ナトリウム二水和物，塩

化ナトリウム及びギ酸は和光純薬工業(株)製の試

薬特級を用いた．リン酸水素二ナトリウムは関東

化学(株)製の試薬特級を用いた． エチレンジアミ

ン四酢酸二水素二ナトリウム二水和物(以下，

Na2EDTA とする．)は(株)同仁化学研究所製の試

験研究用を用いた．ジビニルベンゼン－Ｎ－ビニ

ルピロリドン共重合体ミニカラムは Waters 社製

の OasisHLB(1g/20cc)を用いた．Na2EDTA 含有

クエン酸緩衝液は厚生労働省通知「オキシテトラ

サイクリン，クロルテトラサイクリン及びテトラ

サイクリン試験法」4)(以下，TCs個別法とする．)

に記載されている方法に従って調製した． 

３ 装置及び測定条件 

１）装置  

高速液体クロマトグラフ：アジレント・テクノ

ロジー(株)社製 1200Series 

質量分析計：同社 6460 Triple Quad 

２) 測定条件 

カラム：(一財)化学物質評価研究機構製 

L-column ODS(2.1×150mm，5µm)， 

移動相：A0.1％ギ酸，Bアセトニトリル 

流速：0.25mL/min，グラジエント条件：ポジ 

ティブ B%(min)：5(0)－55(13)－95(22)－95(28)

－5(28.1)－5(40)，ネガティブ B%(min)：5(0)－

100(8)－100(12)－5(12.1)－5(17)，カラム温度：

40℃，測定モード：ダイナミックMRM 

４ 試験溶液の調製 

１）蜂蜜試料 

試料 5.00gを 50mL容ポリプロピレン製遠沈管 

に採り，Na2EDTA 含有クエン酸緩衝液 5mLを加

え十分に試料を溶解させた． 

２）牛乳試料  

試料 5.00gを 50mL容ポリプロピレン製遠沈管 

に採り，ギ酸 0.1mL，クエン酸三ナトリウム二水

和物 1.5g及びNa2EDTA0.5gを加えた． 

３）蜂蜜試料及び牛乳試料共通 

アセトニトリル 6mL及び塩化ナトリウム 1gを

加え 5分間振とうし，常温，3,500rpm，5分間の

遠心分離をした後, 有機層をパスツールピペット

で 30mLメスフラスコに全量分取した．残った水

層にアセトニトリル 6mL を加え同様の操作を行

った．有機層を分取後，水層が全量 15mLになる

まで Na2EDTA含有クエン酸緩衝液を加え，ボル

テックスで 1分間攪拌し，4℃，3,500rpm，10分

間の遠心分離を行った．牛乳試料はさらに吸引ろ

過を行った．予めメタノール 10mL及び水 10mL

でコンディショニングしたOasisHLB(1g/20cc)に

水層を負荷し，水 10mLで洗浄した後，メタノー

ル 10mLで溶出させた．溶出液を 30mLメスフラ

スコ内の有機層と合わせ水で 30mL に定容し，

0.2µmフィルターろ過したものを試験溶液とした．

(図 1)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 試験溶液調製の方法 
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結果及び考察 

 

１ 抽出溶媒の検討 

有機層には，厚生労働省通知「LC/MSによる農

薬等の一斉試験法 I(畜水産物)」4)で蜂蜜及び牛乳

試料を対象とした農薬等の抽出において使用され

るアセトニトリルを用いることとした．水層に用

いる溶媒を選択するにあたり，オキシテトラサイ

クリン，クロルテトラサイクリン及びテトラサイ

クリン(以下，TCs とする．)の抽出について着目

した．TCsは，牛の乳房炎治療や子宮内膜炎治療

として使用され 5)，また，蜜蜂の幼虫を侵す腐蛆

病の予防や治療として使用される可能性が高い 6)

ことから蜂蜜及び牛乳において残留が懸念される

動物用医薬品である．TCsの分配係数はLogPow=

－0.68～－1.227)と低いことから水層に抽出され

ると推測した．そこで，TCs個別法に使用される

Na2EDTA 含有クエン酸緩衝液を抽出溶媒として

用いることとした．牛乳試料をNa2EDTA 含有ク

エン酸緩衝液及びアセトニトリルを用いて振とう

抽出したところ，有機層に牛乳由来の成分が抽出

されエマルジョン化した．そこで，Na2EDTA 含

有クエン酸緩衝液を用いず，試料中の pH を調節

するためギ酸 0.1mL 及びクエン酸三ナトリウム

二水和物 1.5gを加え，Na2EDTA0.5gを添加して

振とう抽出することとした． 

２ 塩析効果の検討 

振とう抽出における塩析効果を検討するため，

抽出溶媒に加える塩化ナトリウムを0g，0.5g，1g，

1.5g及び2gで比較した. その結果，塩化ナトリウ

ム1gにおいて63成分が真度70%～120%を満たし

たので最適条件とした． 

３ 固相カラム検討 

 固相抽出について，TCsの抽出に使用されるIne

rtSepPLS-2(500mg/20cc)8)，OasisHLB(500mg/ 

12cc)9)及びOasisHLB(1g/20cc)の3種類を検討し

た．各固相カラムをメタノール10mL，水10mLで

コンディショニングした後，動物用医薬品95成分

を添加したNa2EDTA含有クエン酸緩衝液10mL

を負荷し，水10mLで洗浄後にメタノール10mLで

溶出した．その結果，２）で抽出できた63成分を

除いた動物用医薬品で，OasisHLB(1g/20cc)にお

いて16成分が真度70%～120%を満たし，最も多か

った． 

４ 負荷液の検討 

振とう抽出後の水層をそのまま固相カラムに負

荷すると目詰まりを起こした．そこで，水層が全

量15mLになるまでNa2EDTA含有クエン酸緩衝

液を加えた後，4℃，3,500rpm，10分間の遠心分

離を行った結果，目詰まりは改善された．牛乳試

料の場合は遠心分離後さらに吸引ろ過を行うと目

詰まりは改善された． 

５ 添加回収試験 

本試験法を用い，蜂蜜及び牛乳の各試料に対し，

試料中濃度が 0.01µg/g となるように混合標準液

を添加し，動物用医薬品 95 成分について添加回

収試験(n=5, 分析者 1名)を行った．その結果，妥

当性評価ガイドラインの目標値(真度 70%～120%，

併行精度 25%未満)を満たした成分数は，蜂蜜試

料において 75成分，牛乳試料において 79成分で

あった．(表 1) 

しかし，TCsのうち蜂蜜試料ではオキシテトラ

サイクリン及びテトラサイクリン，牛乳試料では

オキシテトラサイクリンが目標値を満たさなかっ

た． 

  

まとめ 

 

蜂蜜及び牛乳試料を対象とした振とう抽出法及

び固相抽出法を組み合わせた迅速分析試験法を検

討した．本試験法を用いて添加回収試験(n=5，分

析者1名)を行ったところ，蜂蜜試料について75成

分，牛乳試料について79成分の残留動物用医薬品

の迅速かつ簡便な試験に有用であることが分かっ

た．しかし，蜂蜜及び牛乳において残留が懸念さ

れるTCsが十分に回収できなかった．さらに検討

を重ねていきたい． 
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表1 添加回収試験結果 

(試料中濃度0.01ppm，n=5，分析者1名) 
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※ 検量線はマトリックスを添加しており，検量点が5未満または相関係数が0.99未満の場合は，不採用(×)とした．
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