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類とは試験溶液調製法が一部異なる穀類及び豆類を試料と
して用い，通常の混合標準溶液に加えてマトリックス添加

（玄米又は大豆）混合標準溶液を用いて妥当性評価を行っ
たので報告する。

2　方法
2.1　試料

　試料としては，ガイドラインに例示してある穀類及び豆
類の代表的な食品である玄米及び大豆の 2 種類を用いた。
2.2　標準品及び試薬

　マトリックス添加混合標準溶液：玄米及び大豆のブラン
ク試料を用いて作成した。
　GC-MS/MS 試験溶液及び LC-MS/MS 試験溶液に混合
標準溶液を添加し，検体濃度でそれぞれ 0.01ppm 及び
0.1ppm になるように作成した。
　その他の標準品及び試薬等は既報等 4）～ 7）のとおり行っ
た。
2.3　試験溶液調製方法

　試料 20.0 ｇを量り取り，精製水 20mL を加え，15 分間
放置した。これにアセトニトリル 50mL を加えてホモジナ
イズした後，GF/B で吸引ろ過した。残渣をアセトニトリ
ルで洗い，吸引ろ過した。得られたろ液を合わせ，アセト

1　はじめに
　平成 18 年 5 月 29 日から食品の規格基準に残留農薬等
のポジティブリスト制度が導入され，現在では約 800 品目
の農薬の残留基準が設定されている。また，残留基準が
設定されていない農薬等を含む食品については一律基準

（0.01ppm）が適用され，それを超えた濃度で含まれる食品
の販売等が禁止されている。これに伴い監視対象農薬が大
幅に増加し，一斉分析法を用いた迅速かつ高感度な農産物
中の残留農薬分析が求められようになった。岡山県でも，
通知試験法である GC/MS による農薬等の一斉試験法（農
産物）及び LC/MS による農薬等の一斉試験法Ⅰ（農産物）1)

に示された試験溶液調製法に準拠した一斉分析法により，
野菜類及び果実類中の残留農薬検査を GC-MS/MS 及び
LC-MS/MS を用いて実施している。
　また，平成 19 年 11 月 15 日付け食品安全部長通知「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
ラインについて」2）（以下「ガイドライン」という。）が平
成 22 年 12 月 24 日に改正された 3）ことにより，通知試験法 1）

に基づき残留農薬検査を実施する場合においても食品の多
様性等にも配慮の上，検査機関ごとに妥当性評価を実施す
る必要が生じた。そのため，岡山県でも野菜類及び果実類
の妥当性評価を行っている 4）～ 6）。今回，野菜類及び果実
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2.5　妥当性評価の方法

　真度及び精度は通常の検量線から求めた値（以下「STD」
という。）及びマトリックス添加（玄米又は大豆）混合標
準溶液で算出した補正値（以下「matrix」という。）をそ
れぞれガイドライン 2）に従って評価を行い，真度が 100％
に近いことを精度が小さいことより優先し，いずれか良好
な値を採用した。

3　結果及び考察
3.1　GC-MS/MS測定

3.1.1　定量限界値とマトリックッス添加混合標準溶液

　異性体を含めて 229 種類の農薬成分を multiple reaction 
monitoring（以下「MRM」という。）測定を行った。これ
らの農薬の 0.02ppm の濃度の混合標準溶液（検体濃度で
は 0.01ppm）から得られるピークの S/N 比を確認したとこ
ろ，全ての農薬が目標値の S/N 比≧ 10 を満たしていた。
また，検量線は良好な直線性（相関係数 0.99 以上）が得
られた。
　マトリックス添加混合標準溶液ではマトリックスの影響
で混合標準溶液と比較してピーク形状の改善が見られる
農薬が多かった。図 1 に混合標準溶液及びマトリックス添
加（玄米及び大豆）混合標準溶液中のピロキロン標準品

（0.02ppm）のクロマトグラムを示す。混合標準溶液中のピ
ロキロン標準品（0.2ppm 及び 0.02ppm）の面積値を 100
とした場合のマトリックス添加混合標準溶液中の農薬の面
積の比（％）は，玄米で 113％及び 128％，大豆で 142％

ニトリルを加えて正確に 100mL とした。
　抽出液 20mLを分取し，塩化ナトリウム10ｇ及び 0.5mol/
L リン酸緩衝液（p Ｈ 7.0）20mL を加え，10 分間振とうした。
静置した後，分離した水層を捨て，無水硫酸ナトリウムを
加えて脱水した。無水硫酸ナトリウムを石英ウールを用い
てろ別した後，ろ液を減圧濃縮し溶媒を除去した。残留物
にアセトニトリル 2mL を加えて溶かし，抽出液とした。
　MultiSep PR カラ ム 及 び ENVI-Carb/LC-NH2 カラ ム
に，それぞれアセトニトリル 10mL を注入しコンディショ
ニングした。上側に MultiSep PR，下側に ENVI-Carb/
LC-NH2 を連結し，抽出液を全量負荷した。容器をアセト
ニトリル 5mL で洗い込み，アセトニトリル 10mL を追加
し，溶出液を得た。上側の MultiSep PR カラムは取り外
し，ENVI-Carb/LC-NH2 カラムにアセトニトリル：トルエ
ン（3：1）20mL を加え，溶出した。溶出液を溶媒が乾固
する直前まで濃縮し，アセトン：ヘキサン（1：1）約 5mL
を添加し，再度，乾固直前まで濃縮した。この操作を 2 回
繰り返し，溶媒をアセトン：ヘキサン（1：1）に置換し，
アセトン：ヘキサン（1：1）で 2mL に定容した。この内，
1mLを正確に分取してGC-MS/MS測定用試験溶液とした。
また，残り1mL を溶液が乾固する直前まで濃縮し，メタノー
ルで 2mL に定容し，0.45 μ m のシリンジフィルターでろ
過したものを LC-MS/MS 測定用試験溶液とした。
2.4　装置及び条件

　既報等 4）～ 7）のとおり行った。

図 1　ピロキロン標準品（0.02ppm）のクロマトグラム（MRM）
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3.1.3　選択性

　ブランク試料を試験法に従って測定し，定量を妨害する
ピークの有無を確認したが，ガイドラインに示された選択
性の目標値を超えるような妨害成分は認められなかった。
3.1.4　真度及び精度

　真度の結果を表 2 に示す。真度の目標値（70 ～ 120％）
を満たす農薬は，玄米及び大豆で添加濃度が 0.01ppm で
208 種類及び 200 種類，0.1ppm で 200 種類及び 185 種類
であった。両添加濃度で目標値を満たす農薬は，玄米 199
種類，大豆 181 種類であった。目標値から外れる農薬は，
70％未満の農薬がほとんどであり，70％を下回った農薬は
3.1.2 で検討した MultiSep PR カラムからの溶出が困難な
農薬であった。添加濃度で比較すると，玄米及び大豆共に
目標値を満たす農薬は 0.01ppm 添加時の方が 19 農薬多く，
特に大豆では 16 農薬で 0.01ppm 添加時のみ目標値を満た
していた。また，スクリーニングとして真度の範囲を 50
～ 150％に広げた場合，いずれの農産物でも 206 種類以上
と 90％以上が満たし，既報 5）と同様にスクリーニングとし
ての有用性も示された。
　図 2 に大豆ブランク試料，玄米ブランク試料及び果実

及び 237％であった。高濃度より低濃度，玄米より大豆の
方がマトリックスの影響を与えやすいことが推測された。
3.1.2　カートリッジカラムの溶出条件

　過去に行った野菜類及び果実類では使用していない
が，今回の穀類及び豆類の試験溶液調製方法で採用した
MultiSep PR カラムの溶出溶媒（アセトニトリル）の量を
検討した。アセトニトリル 1mL に混合標準溶液を 0.1ppm
になるように添加し，アセトニトリル 10mL で溶出後，
5mL 追加して溶出させた。結果を表 1 に示す。アセトニト
リル 5mL を追加することで 10％以上回収率が増加した農
薬は，ジフェノコナゾール，ペンコナゾール，プロピコナゾー
ルの 3 種類であった。アセトニトリル 15mL で溶出させる
ことで，229 種類の内，203 種類の農薬が 70％以上溶出した。

表１　MultiSep PR カラム溶出結果（GC-MS/MS）

図 2　オレンジ，大豆 ,  玄米の各ブランク試料のクロマトグラム（MRM）

表 2　真度結果（GC-MS/MS）
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示す。MultiSep PR カラムからの溶出率が 50％以下の農薬
に *，50-70％の農薬に ** を記載した。グループ A の農薬
は，玄米は 197 種類，大豆は 176 種類であった。グループ
A 以外の目標値を満たさない農薬は，MultiSep PR カラム
からの溶出率が低い農薬が多く，MultiSep PR カラムから
の溶出条件を検討することにより改善できる農薬があると
思われる。また，目標値を満たさない農薬で MultiSep PR
カラムからの溶出率が高い農薬は，玄米は 6 種類，大豆は
26 種類であった。これらの農薬は，真度の目標値を数％程
度外れる場合が多いものの，スクリーニングとしては十分
満足できる結果であった。
　定量に用いる混合標準溶液の比較検討を行ったとこ
ろ，玄米は STD 88 種類，matrix 141 種類であり，大豆は
STD 112 種類，matrix 117 種類であった。この内目標値
を全て満たすグループ A の農薬は，玄米は STD 63 種類，
matrix 134 種類の計 197 種類であり，大豆は STD 72 種類，
matrix 104 種類の計 176 種類であった。マトリックス添加
混合標準溶液を用いて補正した方が良好な結果が得られる
農薬の方が多く，マトリックス添加混合標準溶液で補正す
ることの有用性が示された。また，農薬毎に標準溶液を選
択することにより，ガイドラインの目標値を満たす農薬が
増加した。野菜類及び果実類中のマトリックスに対して，
多種類に及ぶ食品に供用できる汎用マトリックスを活用す
ることの有効性が報告されており 8），今後は穀類および豆
類中のマトリックス効果に対する補正能力のある汎用マト
リックスの検討を行っていく予定である。

類の評価時に用いたオレンジブランク試料のクロマトグラ
ム（MRM）を示す。大豆及び玄米のブランク試料では，
オレンジブランク試料と比較して，約 7 割の農薬の保持時
間である約 11 分から 24 分の保持時間にマトリックス由来
のピークが多く見られた。野菜類及び果実類の評価時はマ
トリックス添加混合標準溶液を用いて定量しておらず，オ
レンジでは真度が 120％を超える農薬が多かった。玄米及
び大豆では測定用試験溶液にマトリックスが多いが，マ
トリックス添加混合標準溶液を用いて補正すれば，真度
が 120％を超える農薬は 4 農薬（玄米中のベンフルラリン，
玄米及び大豆のメトキシクロル，大豆のジクロトホス）の
みであった。
　精度の結果を表 3 に示す。真度の目標値を満たす農薬は
ほぼ精度の目標値を満たした。真度の目標値を満たす農薬
であって精度の目標値を満たさない農薬は，玄米で 3 種類，
大豆で 6 種類のみであった。室内精度は併行精度よりも目
標値を満たさない農薬が多かった。また，併行精度及び室
内精度共に目標値を満たす農薬は，0.01ppm 添加時の方が
多かった。これは，真度の目標値を満たす農薬が 0.01ppm
添加時の方が多かったためと推測される。
3.1.5　妥当性評価結果

　妥当性評価において適合と判定される両添加濃度で真度
及び精度の目標値を全て満たす農薬をグループ A，0.01ppm
添加時のみ目標値を満たす農薬をグループ B，0.1ppm 添
加時のみ目標値を満たす農薬をグループ C，両濃度添加時
共に目標値を満たさない農薬をグループ D に分類した。各
農産物別の集計結果を表 4 に，農薬別の詳細結果を表 5 に

表 3　精度の目標値を満たした農薬数（GC-MS/MS）

表 4　妥当性評価結果まとめ（GC-MS/MS）
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表 5　妥当性評価結果詳細（GC-MS/MS）
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を満たす農薬は，玄米及び大豆で添加濃度が 0.01ppm で
68 種類及び 61 種類，0.1ppm で 70 種類及び 63 種類で
あった。両添加濃度で目標値を満たす農薬は，玄米 69 種
類，大豆 59 種類であった。目標値から外れる農薬は真度
が 70％未満の農薬がほとんどであり，70％を下回った農薬
は GC-MS/MS 測定の農薬と同様に穀類及び豆類の検査法
で採用した MultiSep PR カラムからの溶出が困難な農薬で
あった。また，スクリーニングとして真度の範囲を 50 ～
150％に広げた場合，いずれの農産物でも 70 種類の農薬が
目標値を満たし，GC-MS/MS 測定と同様にスクリーニン
グとしての有用性が示された。
　精度の結果を表 9 に示す。真度の目標値を満たす農薬は
全て精度の目標値を満たしており，精度の目標値を満たす
農薬は併行精度と室内精度であまり差はなかった。
3.2.5　妥当性評価結果

　妥当性評価の判定を GC-MS/MS 測定と同様に行い，各
農産物別の集計結果を表 10 に，農薬別の詳細結果を表 11
に示す。グループ A 以外の農薬は，GC-MS/MS 測定と同
様に MultiSep PR カラムからの溶出率が低い農薬がほとん
どであり，MultiSep PR カラムからの溶出条件を検討する
ことにより改善できると思われる。また，目標値を満たさ
ない農薬で MultiSep PR カラムからの溶出率が高い農薬
は，玄米は 2 種類，大豆は 12 種類であった。これらの農
薬は，真度の範囲が目標値を数％程度外れることが多いも
のの，GC-MS/MS 測定と同様にスクリーニングとしては十
分満足できる結果であった。
　定量に用いる混合標準溶液の比較検討を行ったとこ
ろ，玄米は STD 91 種類，matrix 2 種類であり，大豆は
STD 89 種類，matrix 4 種類であった。この内，目標値を
全て満たすグループ A の農薬は，玄米は STD 66 種類，
matrix 2 種類の計 68 種類であり，大豆は STD 54 種類，
matrix 4 種類の計 58 種類であった。LC-MS/MS 測定では，
GC-MS/MS 測定と比較してマトリックス添加混合標準溶
液を用いて補正することによる明らかな有用性は示されな
かった。

3.2　LC-MS/MS測定

3.2.1　定量限界値とマトリックッス添加混合標準溶液

　異性体を含めて 93 種類の農薬成分を 2 つのグループ
（グループ 1 及び 2）に分けて MRM 測定を行った。これ
らの農薬の 0.01ppm の濃度の混合標準溶液（検体濃度で
0.01ppm）から得られるピークの S/N 比を確認したところ，
全ての農薬が目標値の S/N 比≧ 10 を満たしていた。また，
検量線は良好な直線性（相関係数 0.99 以上）を得ること
が出来た。
　一方，マトリックス添加混合標準溶液では混合標準溶液
と比較して，GC-MS/MS 測定の様な明らかなピーク形状
の改善は認められなかった。表 6 に混合標準溶液中の農薬
の面積値を 100 とした場合のマトリックス添加混合標準溶
液中の農薬の面積の比（％）を示した。2 種類の農薬（ス
ピノシン A 及びスピノシン D）を除き，標準溶液の濃度

（0.01ppm 又は 0.1ppm）やマトリックスの種類（玄米又は
大豆）によらず面積値の違いが± 20％以内であった。こ
れは LC-MS/MS 測定の方が一律基準濃度（検体濃度で
0.01ppm）でのピーク形状が整っており，マトリックス効
果によるピーク形状の変化が GC-MS/MS 測定よりも小さ
いためであることが推測された。
3.2.2　カートリッジカラムの溶出条件

　MultiSep PR カラムの溶出溶媒（アセトニトリル）の量
を検討した。アセトニトリル1mLに混合標準溶液を0.1ppm
になるように添加し，アセトニトリル 10mL で溶出後，
5mL 追加して溶出させた。結果を表 7 に示す。アセトニト
リル 5mL を追加することで 10％以上回収率が増加した農
薬は，クロチアニジン，イミダクロプリドの 2 種類であっ
た。したがって，アセトニトリル15mLで溶出させることで，
90 種類の内，70 種類の農薬が 70％以上溶出した。
3.2.3　選択性

　ブランク試料を試験法に従って測定し，定量を妨害する
ピークの有無を確認したが，ガイドラインに示された選択
性の目標値を超えるような妨害成分は認められなかった。
3.2.4　真度及び精度

　真度の結果を表 8 に示す。真度の目標値（70 ～ 120％）

表 6　マトリックス添加による面積値の変化
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表 10　妥当性評価結果まとめ（LC-MS/MS）

表８　真度結果（LC-MS/MS）

表 7　MultiSep PR カラム溶出結果（LC-MS/MS）

表９　精度の目標値を満たした農薬数（LC-MS/MS）
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表 11　妥当性評価結果詳細（LC-MS/MS）
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食品衛生学雑誌，56，178-184，2015

4　まとめ
　GC-MS/MS及びLC-MS/MSを用いた穀類及び豆類中残
留農薬の一斉分析法のカラムの検討及び厚生労働省のガイ
ドラインに従った妥当性評価を行い，次の結果を得た。
　　⑴　GC-MS/MS測定では229種類，LC-MS/MS測定で

は93種類の農薬のMRM測定を行ったところ，試料
中濃度0.01ppmで十分な定量感度が全ての農薬で得
られた。

　　⑵　GC-MS/MS測定で201種類，LC-MS/MS測定で70
種類の農薬は，MultiSep PRカラムからアセトニト
リル15mLで溶出させることで70％以上の回収率が
得られた。

　　⑶　選択性は，GC-MS/MS測定及びLC-MS/MS測定
で検討した全ての農薬で満たしていた。

　　⑷　真度の目標値を両添加濃度で満たす農薬は，GC-
MS/MS測定では玄米199種類，大豆181種類であ
り，LC-MS/MS測定では玄米69種類，大豆59種類で
あった。目標値から外れる農薬は，真度が70％未満
の農薬がほとんどであり，これらは穀類及び豆類の
検査法で採用したMultiSep PRカラムからの溶出が
困難な農薬であった。真度の目標値を満たす農薬は
ほぼ精度の目標値を満たしていた。

　　⑸　妥当性評価で適合と判定される両添加濃度で真
度及び精度の目標値を全て満たす農薬は，GC-MS/
MS測定では玄米197種類（STD 63種類，matrix 
134種類），大豆176種類（STD 72種類，matrix 
104種類）であった。LC-MS/MS測定では玄米68
種類（STD 66種類，matrix 2種類），大豆58種類
（STD 54種類，matrix 4種類）であった。GC-MS/
MS測定ではマトリックス添加混合標準溶液を用い
て補正した方が良好な結果が得られる農薬が多く，
マトリックス添加混合標準溶液で補正することの
有用性が示された。一方LC-MS/MS測定では，GC-
MS/MS測定と比較してマトリックス添加混合標準
溶液を用いて補正することによる明らかな有用性は
示されなかった。

　　今後とも妥当性評価を継続して行い，適正に検査項目
の選定を行っていく予定である。
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