
はじめに

京都府では、毎年、食品衛生監視計画に基づき府内で収去
した食品中の残留農薬及び動物用医薬品の検査を実施してい
るところであるが、食品衛生法に定める規格基準への適合性
を判断するためには、その試験法について「食品中に残留す
る農薬等に関する試験法の妥当性評価ガイドライン」（厚生
労働省医薬食品局食品安全部長通知．平成22年12月24日．食
安発1224第1号）（以下、「ガイドライン」という。）に基づく
妥当性評価の実施が求められている。
本研究所では、動物用医薬品検査については厚生労働省通
知（厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知．平成17年1月
24日．食安発第0124001号）で規定する個別試験法に準じた
方法で実施しており、これらの試験法についてガイドライン
に従った妥当性評価を順次行っており、平成25年度には鶏の
エンロフロキサシンで実施した1)。今回、エビのテトラサイ
クリン等検査の妥当性評価を行ったので、その結果を報告す
る。

材料と方法

1．試料
市販品のエビをミキサーで均一化し、凍結及び融解を繰り
返さないように一回当たりの使用量ずつ分取し冷凍保存して
おいたものを試料とした。

2．対象化合物
対象化合物は、オキシテトラサイクリン、クロルテトラサ
イクリン、テトラサイクリンの3物質とした。

3．試験法
3-1．試薬

標準品は和光純薬工業（株）製、高速液体クロマトグラフ用
のオキシテトラサイクリン塩酸塩標準品、クロルテトラサイ
クリン塩酸塩標準品及びテトラサイクリン塩酸塩標準品を用
いた。それぞれ1000 µg/mLになるようメタノールで溶解し
たものを標準原液とした。混合標準溶液は小菅ら2)に従い回
収率が良いとされている0.1%ギ酸水溶液及びアセトニトリ
ル（9:1）溶液で、各標準原液を段階的に希釈して調製した。
抽出溶液は、クエン酸一水和物100 mmol溶液614 mLとリ

ン酸水素二ナトリウム200 mmol溶液386 mLを混合したもの
にエチレンジアミン四酢酸二ナトリウム3.72 gを溶解して調
製した。イミダゾール緩衝液はイミダゾール68.08 g、エチ
レンジアミン四酢酸二ナトリウム0.37 g、酢酸マグネシウム
10.72 gを約800 mLの超純水に溶解し、酢酸でpH7.2に調整
後、超純水を加えて1,000 mLとしたものを孔径0.2 µmのメ
ンブレンフィルターでろ過して使用した。
スチレンジビニルベンゼン共重合体ミニカラムはGLサイ

エンス社製InertSep PLS-2（270 mg/20 mL）を用い、メタ
ノール10 mL、水10 mL及び飽和エチレンジアミン四酢酸二
ナトリウム溶液10 mLでコンディショニングを行った。
孔径0.2 µmPTFEフィルターは、緩衝液のろ過にはアドバ

ンテック東洋（株）製H020A047Aを、試験溶液のろ過には
同社のDISMIC13HP020ANを用いた。
エチレンジアミン四酢酸ナトリウムは（株）同仁化学研究

所製、イミダゾール、リン酸水素二ナトリウムはナカライテ
スク（株）製特級を使用した。アセトニトリル及びメタノー
ルは高速液体クロマトグラフ用を、その他試薬は特級を使用
し、いずれも和光純薬工業（株）製とした。水はヤマト科学
(株)製 オートスチル WA570で作製したイオン交換水を
用い、超純水はメルク(株)製 Milli-Q Direct 16を用いて調
製した。

3-2．試験溶液の調製方法
試験溶液の調製操作フローを図1に示した。
試料5.0 gに抽出溶液30 mLを加え2分間ホモジナイズした

後、毎分3000回転で10分間遠心分離し、水層を採った。残留
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物にさらに抽出溶液20 mLを加え、1分間振とう抽出し、同
様に遠心分離して水層を合わせた。この溶液をInertSep
PLS-2（270 mg/20 mL）に注入した後、水10 mLで洗浄し、
メタノール10 mLで溶出した。溶出液を40℃以下で減圧乾固
し、残留物に0.1%ギ酸及びアセトニトリル（9:1）溶液1.0
mLを加え、超音波洗浄機で2分間処理して溶解し試験溶液と
した。

3-3．測定装置及び測定条件
測定装置と測定条件の一覧を表1に示した。
測定は、オキシテトラサイクリンとテトラサイクリンでは

移動相①を用い、クロルテトラサイクリンでは移動相②を用
いた。しかし、これまでに行った収去試験結果によると、移
動相①で測定した場合、エビには検体によってオキシテトラ
サイクリンの保持時間近くに妨害ピークが現れるものがあり、
その場合には移動相③を用いて測定を行い良好な結果を得て
いる。そこで妨害物質のあるエビの測定のため、エビのオキ
シテトラサイクリンについては2種類の移動相で評価した。
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図1．試験溶液調製方法

表1．測定装置及び測定条件

LC
CBM-20A
LC-10AD LC- ADVP
DGU-20A

CTO-10ACVP

RF-10AXL

5 18
150 mm 4.6 mm 5 m

A
B

1.0 mL
10 L
40

520 nm 380 nm
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4．妥当性評価方法
4-1．選択性
無添加試料を用いてガイドラインに従い、定量を妨害する
ピークの有無を確認し、選択性の評価を行った。

4-2．真度、併行精度、室内精度及び定量限界
試料5.0gにオキシテトラサイクリンは残留基準値である
0.2 µg/g、クロルテトラサイクリンは0.03 µg/g、テトラサ
イクリンは0.02 µg/gの濃度となるように混合標準溶液を添
加し30分間放置したものを添加試料とし、実施者1名が5日間、
添加試料を1日1回（2併行）で実施した。
高速液体クロマトグラフによる測定結果から、真度、併行
精度及び室内精度を求め、ガイドラインに定められた目標値
と比較して評価した。また、添加試料の各対象物質のピーク
のS/Nを求め、定量限界の確認を行った。

結果及び考察

選択性、真度、併行精度及び室内精度の結果を表2に示し
た。
選択性について、移動相①ではオキシテトラサイクリン、

テトラサイクリンで妨害ピークが見られたが、それぞれ基準
値濃度の1/10未満、定量限界濃度の1/3未満の面積値であっ
たことから選択性を満足した。移動相③のオキシテトラサイ
クリン、移動相②のクロルテトラサイクリンでは妨害ピーク
はみられず選択性を満足すると判断した。
真度はオキシテトラサイクリンが移動相①で90％、移動相

③で75％、クロルテトラサイクリンが72％、テトラサイクリ
ンが84％、併行精度はオキシテトラサイクリンが移動相①で
2.8％、移動相③で4.7％、クロルテトラサイクリンが8.3％、
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図2．エビの妨害ピーク
（1）標準物質（移動相①） （2）標準物質（移動相③）
（3）エビの妨害ピーク（移動相①） （4）エビの妨害ピーク（移動相③）

表2．妥当性評価結果

0.20 90 2.8 12.000
0.20 75 4.7 5.7   
0.03 72 8.3 12.000
0.02 84 3.3 5.7   
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テトラサイクリンが3.3％、室内精度はオキシテトラサイク
リンが移動相①で12％、移動相③で5.7％、クロルテトラサ
イクリンが12％、テトラサイクリンが5.7％であった。
ガイドラインにおける目標値は真度が70～120％、併行精

度はオキシテトラサイクリンが10％未満、クロルテトラサイ
クリン、テトラサイクリンが15％未満、室内精度はオキシテ
トラサイクリンが15％未満、クロルテトラサイクリン、テト
ラサイクリンが20％未満であり、移動相①、③のオキシテト
ラサイクリン、クロルテトラサイクリン、テトラサイクリン
のすべてが目標値に適合していた。
真度、併行精度及び室内精度が目標値に適合していたこと
に加えて、全添加試料のピークのS/Nが10以上であると確認
できたので、クロルテトラサイクリン、テトラサイクリンの
定量限界はそれぞれ添加濃度である0.03 µg/g、0.02 µg/gと
した。また、オキシテトラサイクリンは添加濃度が0.2µg/g
と他の2物質の10倍程度と高いので、添加試料のS/Nが100以
上であったこと、添加濃度0.02 µg/g相当である0.1 µg/mL
の標準溶液のS/Nが10以上であったことを確認し、定量限界
は添加濃度の10分の1である0.02 µg/gとした。
以上により、本研究所のエビの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検査において、
本試験法が食品規格への適合判定のための試験法として妥当
であることが確認できた。
しかし、本試験法では前処理で精製しきれない妨害ピーク

を避けるため一つの試料について複数回の測定を行う必要が
あり測定の効率が悪く、今後は一回の測定で3つのテトラサ
イクリン類が測定できる試験法の確立を検討したいと考えて
いる。
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