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1 はじめに

ヒスタミン等の不揮発性腐敗アミンは，アレルギー様

食中毒の原因物質の一つであり，サバ・アジ等アミノ酸

を多く含む食品の不適切な保管により毎年のように食中

毒が発生している。1 ～ 3）

不揮発性腐敗アミンの生成メカニズムとしては，腐敗

に伴う脱炭酸酵素生産菌の増殖によりアミノ酸が脱炭酸

されて生成することがよく知られ 4,5），また，複数の不揮

発性腐敗アミンが同時に存在することにより，食中毒の

増感作用があることも指摘されている 1）。

日本では今のところ食品中のヒスタミン量に関する法

規制はなされていないが，世界の多くの国では規制がな

されており 6,7），これらの不揮発性腐敗アミンを測定する

必要性は大きい。

不揮発性腐敗アミンの分析法としては，蛍光誘導体

化後HPLC_蛍光，キャピラリー電気泳動，酵素比色法

等 4,6 ～ 9）が用いられているが，操作が煩雑であったり，同

時分析ができなかったりする。

近年多く用いられるようになったLC/MS/MS法は，農

薬の一斉分析等でも用いられている高い選択性・再現性

を持つ有効な手段である。そこで今回著者らは，同法を

用いて不揮発性腐敗アミンの同時分析について，検討を

行ったところ，若干の知見を得たので報告する。

2 実験方法

2.1 試料

市販のアジみりん干，サバみりん干，アジひらき干，

アジ（生）を試料として用いた。

2.2 試薬

１）不揮発性腐敗アミン標準原液：アグマチン硫酸塩

（Fluka製）17.53㎎，プトレシン二塩酸塩（Alexis製）

18.27㎎，ヒスタミン二塩酸塩（ナカライテスク株式

会社製）16.56㎎，カダベリン二塩酸塩（Sigma製）

17.14㎎，チラミン塩酸塩（Sigma製）12.66㎎，トリ

プタミン塩酸塩（Aldrich製）12.28㎎をそれぞれ正確

に量り取り，5mM酢酸アンモニウム 50％メタノー

ル溶液で10mLに定容し，各々1,000µ/mLの標準原

液とした。

２）不揮発性腐敗アミン混合標準液：1）で調整した標準

原液各々1mLを取り，5mM酢酸アンモニウム50％

メタノール溶液で 10mLに定容し，100µ/mLの混

合標準液とした。

３）除タンパク溶液：トリクロロ酢酸（特級）50gを蒸留

水で溶解，1000mLに定容し，5％トリクロロ酢酸溶
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液を調整した。

４）Oasis WCXカートリッジカラム（WCX）：ウォータ

ーズ社製のWCX（150㎎，6mL）をメタノール 5mL，

蒸留水 5mLの順にコンディショニングして用いた。

５）その他の試薬は特級品及びLC/MS用を使用した。

2.3 装置及び測定条件

１）LC――HPLC：島津製 LC_20A 高圧グラジエントシ

ステム，カラム：東ソー株式会社製 TSKgel

VMpak_25（2.0㎜I.D. x 5㎝），カラム温度： 40℃，

移動相：A液（0.1％ギ酸水溶液）とB液（0.1％ギ酸ア

セトニトリル），グラジエント条件：A/B=10/90

（0_1min）–90/10（7_15min）–10/90（20_25min），移

動相流量： 0.2mL/min，試料注入量： 5μL

２）MS/MS――MS：Applied Biosystems製 API3200

QTrap，インターフェース：Turbo V source，イ

オン化モード：ESI positive mode，イオン源温度：

600℃，イオン化電圧：5500V，測定法：MS/MSモ

ード，測定イオン（precursor ion/product ion）：ア

グマチン（131 .2/72 .0，131 .2/114 .1）プトレシン

（89 .1/72 .0，89 .1/89 .1）ヒスタミン（112 .1/95 .1，

112.1/68.0）カダベリン（103.1/86.1，103.1/103.1）チラ

ミン（138 .1/121 .1，138 .1/77 .0）トリプタミン

（161.1/144.1，161.1/117.1）

2.4 前処理操作

１）抽出――粉砕した試料約5gを50mLポリプロピレン

遠沈管に取り，添加試料には，不揮発性腐敗アミン

混合標準液1mLを添加混合し，30min静置した。こ

れに 5％トリクロロ酢酸 15mLを加え，2minホモジ

ナイズした。これを 3500rpmで 5min遠心分離後，

上清をろ紙（5A）でろ過し50mLメスフラスコに移し

た。遠沈管の残渣に再度 5％トリクロロ酢酸 15mL

を加え，5min振とう後，これを同様に遠心分離，ろ

過し，50mLメスフラスコに合わせて移し，5％トリ

クロロ酢酸でメスアップした。

２）クリーンアップ――抽出溶液 5mLを取り，5M水酸

化ナトリウムでpH=7に調整後，WCXカラムに負荷

した。次いで28％アンモニア水20倍希釈溶液5mL，

50％メタノール溶液 5mLの順にカラムを洗浄後，

2％ギ酸 50％メタノール溶液 25mLを用いてアミン

類を溶出した。これを40℃減圧下で乾固直前まで濃

縮し，5mM酢酸アンモニウム 10mM塩酸 50％メタ

ノール溶液で 10mLに定容後，0.45∫フィルターで

ろ過したものを試験溶液とした。

2.5 検量線

検量線はマトリックス添加検量線を作成した。

100µ/mLの不揮発性腐敗アミン混合標準液をアジみり

ん干抽出液をクリーンアップした溶液を用いて希釈し，

0.01，0.02，0.05，0.1，0.2，0.5，1，2µ/mLの混合標準

液を調整し，その5μLをLC/MS/MSに注入し，ピーク

面積法により検量線を作成した。

3 結果および考察

3.1 LCカラムの選択

HPLCカラムの検討結果を表 1に示した。

最初に通常のODSカラムを用いて確認したところ，

チラミンとトリプタミン以外はまったく保持されなかっ

た。今回測定対象とした 6種の不揮発性腐敗アミンのう

ち，チラミンとトリプタミンはベンゼン環を有し，いく

らか親水性が低いものの，他のアミンは非常に親水性が

高いことが理由と考えられた。そこで，数種の親水性相

互作用（HILIC）系カラムを用いて検討を行ったところ，

HILIC系マルチモードカラムである「東ソー TSKgel

VMpak_25」10）で保持時間，ピーク形状とも図 1に示す

とおり，良好な結果が得られた。

表１　HPLCカラム検討結果
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マルチモードカラムを用いることにより，親水性の高

いカダベリン，ヒスタミン，プトレシン等も，チラミン

やトリプタミンと同時分析できた。

3.2 移動相の選択

移動相として，最初にメタノール–水系を用いたが，

VMpak_25は耐圧性能が低くメタノール–水系ではカラ

ム耐圧を超える恐れがあった。そこで，0.1％ギ酸アセト

ニトリルと0.1％ギ酸水溶液を用いたところ，カラム圧力

が低下し，ピーク形状も良好なクロマトグラフが得られ

た。

3.3 抽出操作とクリーンナップ

不揮発性腐敗アミン類は親水性が高いため，トリクロ

ロ酢酸水溶液で除タンパクと抽出を実施している例 1,3,5,8）

が多く，準じて行ったところ，濁り・着色等が多く

LC/MS/MSに導入するにはクリーンナップを追加する

必要があると思われた。

クリーンナップ固相の検討結果を表 2に示した。

クリーンナップについては，固相カラムを用いる例が

報告 8）されており，各種固相カラムで検討を行ったが，

6種の不揮発性腐敗アミンの特性の違いから，これらを

同時にクリーンナップすることは困難であった。そこで，

図１　LC/MS/MSクロマトグラム（アジみりん干添加品）

表２　クリーンナップ固相検討結果
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逆相とイオン交換の二つのモードで幅広い物質を保持で

きるWCXを用いたところ，6種のアミン全てを保持・溶

出することが可能であった。その分子構造や後述の添加

回収率等の結果から，チラミンとトリプタミンが逆相モ

ード，その他がイオン交換モードで保持されていると考

えられた。

3.4 添加回収試験

添加回収試験（n=5）の結果を表 3に示した。添加回収

試験は不揮発性腐敗アミンが未生成の新鮮な生アジに不

揮発性腐敗アミン混合標準液を添加して行った。

チラミンとトリプタミンでは相対標準偏差が10％以下

とばらつきが小さかったが，その他のアミンでは比較的

ばらつきが大きかった。チラミンとトリプタミンは，固

相カラムでの精製時に主として逆相モードで安定に保持

されているのに対し，その他のアミンはイオン交換モー

ドで保持されるため，夾雑イオンによる妨害等が多いの

が原因だと考えられた。なお，回収率は50～120％程度

であった。

3.5 実試料による試験

実試料による試験結果を表 4に示した。検体は，実際

に食中毒の発生の可能性が高いアジみりん干，サバみり

ん干，アジひらき干の加工品を用い，各アミンが20µ/g

となるよう混合標準液を添加して添加回収実験を行った。

サバみりん干からヒスタミンとチラミンが検出された

が，食中毒症状を起こすといわれる1000µ/gの1％未満

であった。

また，生アジを用いた添加回収試験時と比較すると，

チラミンとトリプタミンは 50～ 60％と同程度の回収率

であるのに対し，その他のアミンは回収率が低く，また

食品によるばらつきも大きく，特にアジひらき干で回収

率が低かった。アジひらき干は表面に塩の析出が見られ

たので，イオンクロマトグラフで確認したところ，他に

比べて塩分と思われるナトリウム，塩素の濃度が倍近く

あり，固相カラムでの精製時にイオン交換のモードが妨

害されたのが原因だと考えられた。これに対し，チラミ

ンとトリプタミンは主として逆相モードで保持されてい

表３　添加回収試験（n=5）（生アジ使用）

表４　実試料による試験（μg/g）（無添加試料及び 20μg/gとなるよう添加）
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るため，塩分等による妨害が少なく，同程度の回収率に

なったと考えられた。

実際の加工品は，醤油・食塩・アミノ酸等の夾雑イオ

ンの原因となる原料を使用しているため，これらを取り

除く前処理法の検討が必要と考えられた。

3.6 中毒濃度と検出下限

一般に，不揮発性腐敗アミンの中毒濃度は1000µ/g以

上といわれている 4,6,7）が，本法での検出下限は，最も回

収率の低いアジひらき干のプトレシン（4.8％）でも5µ/g

未満と十分な検出力を持っており，スクリーニング的に

アミン類の一斉分析を行うことが可能であるが，回収率

のばらつきが大きいため，内部標準の使用等を行わない

と，正確な定量は難しいと考えられる。

4 まとめ

著者らは，今回LC/MS/MSを用いて，特性の異なる

不揮発性腐敗アミン 6種の一斉分析法の検討を行った。

前処理に逆相–弱陽イオン交換ミックスモード固相，LC

カラムとしてHILIC系マルチモードカラムを用いること

により，検出下限 5µ/g未満で一斉分析を行うことが可

能であった。しかし，物質によっては回収率が低いため，

正確な定量を行うためには，クリーンナップ法の追加検

討や同位体標準物質（サロゲート）の使用が必要であると

考えられた。
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