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はしがき 

 

 独立行政法人農林水産消費安全技術センター（FAMIC）は、農林水産省との密接な連携の下に、

専門技術的知見を活かして、肥料、農薬、飼料、ペットフード等に関する安全性の検査、食品の表

示等に関する検査等の効率的・効果的な推進、食品や農業資材に関する情報の提供などを行い、国

民の視点に立った、より質の高いサービスの提供に努め、食品等の品質、安全と消費者の信頼の確

保に技術で貢献しています。また、FAMIC の飼料部門は、国際獣疫事務局（OIE）の「飼料の安全

と分析」分野のコラボレーティング・センターとして、飼料の安全と分析に関する技術情報を発信

することなどを通じて、安全な畜産物の国際取引の確保等に寄与しています。 
 飼料及びペットフードについては、農林水産省等の関係府省が「飼料安全法」及び「ペットフー

ド安全法」に基づく基準規格（残留農薬、有害物質、添加物など）を設定し、飼料等の関係事業者

がこの基準規格を遵守することにより、飼料等の安全確保が図られています。これらの法律に基づ

く基準規格の設定に当たっては、先ずはその目的に応じた性能（選択性、検量線の直線性、真度、

精度、検出限界と定量限界など）を有する試験法により、科学的に信頼できるデータを得ることが

重要です。このため、FAMIC では飼料等の分析法の開発、改良等を行うとともに、分析法の妥当性

確認を行って、公定分析法を確立しています。また、確立した公定分析法を用いて飼料等のサーベ

イランス・モニタリングを行い、有害物質による汚染実態の把握や基準規格の遵守状況の確認を行

うことを通じて、飼料等の安全確保に貢献しています。 
 『飼料研究報告』は、FAMIC の飼料部門における飼料及び飼料添加物並びにペットフードの分析

及び鑑定技術の改善、検査手法・試験法の開発又は改良等を目指して実施した調査・研究成果や学

術雑誌等に投稿等して公表した研究成果を取りまとめたものです。これらの研究成果は「飼料分析

基準」（平成 20 年 4 月 1 日付け 19 消安第 14729 号。農林水産省消費・安全局長通知）又は｢愛玩動

物用飼料等の検査法｣（平成 21 年 9 月 1 日付け 21 消技第 1764 号。FAMIC 理事長制定）に収載され

るほか、『飼料分析法・解説 -2009-』（飼料分析基準研究会編書）の改訂の際に掲載される予定

です。  
最後に、本研究報告が飼料及び飼料添加物並びにペットフードの安全の確保の一助となることを

期待するとともに、関係各位の皆様には、FAMIC の技術レベルの更なる向上のために、引き続き、

御指導、御鞭撻を賜りますよう、お願い申し上げます。 
 
 
 
 
   平成 28 年 9 月 

理事長  木村 眞人  
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 1 飼料中のアセフェート及びメタミドホスの液体クロマトグラフタンデ

ム型質量分析計による同時定量法 
 

齊木 雅一*   
 

Simultaneous Determination of Acephate and Methamidophos in Feed by LC-MS/MS 
 

Masakazu SAIKI* 
(* Food and Agricultural Materials Inspection Center, Sapporo Regional Center) 

   
An analytical method was developed to simultaneously determine the levels of acephate and 
methamidophos in feed using liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass 
spectrometry (LC-ESI-MS/MS). 

   
After adding water to the samples, acephate and methamidophos were extracted with acetone and 
the resulting solutions were filtered.  The filtrate was then diluted with acetone to a final volume 
of 200 mL.  The sample solution was purified with Chem Elut (Agilent Technologies Inc.; Santa 
Clara, CA, USA), Envi-Carb (Sigma-Aldrich Co. LLC.; St. Louis, MO, USA) and Sep-Pak Plus 
Silica Cartridge (Waters Corporation; Milford, MA, USA) and injected into the LC-ESI-MS/MS 
for determination of the levels of acephate and methamidophos.  LC separation was carried out 
on an ODS column (TSKgel ODS-100V, 2.0 mm i.d. × 150 mm, 5 µm from Tosoh Corporation; 
Tokyo, Japan).  In the MS/MS analysis, positive mode electrospray ionization (ESI+) was used. 

   
Recovery tests were conducted on formula feeds, wheat, corn, rice straw and alfalfa hay.   
Formula feeds and corn were spiked with acephate at the levels of 0.01 or 0.5 mg/kg and 
methamidophos at the levels of 0.01 or 0.1 mg/kg.  Wheat was spiked with acephate at the levels 
of 0.01 or 0.1 mg/kg, and methamidophos at the levels of 0.01, 0.02 or 0.1 mg/kg.  Rice straw 
was spiked with acephate and methamidophos at the levels of 0.01 or 0.1 mg/kg.  Alfalfa hay was 
spiked with acephate and methamidophos at the levels of 0.1 or 3 mg/kg.  The resulting mean 
recoveries ranged from 70.3 % to 86.9 % for acephate and 72.5 % to 90.3 % for methamidophos. 
The repeatability in terms of the relative standard deviations (RSDr) were not more than 9.9 % for 
acephate and 15 % for methamidophos. 

   
A collaborative study was conducted in ten laboratories using formula feed for dairy cattle, corn 
and alfalfa hay spiked with acephate and methamidophos.  Formula feed for dairy cattle was 
spiked with 0.1 mg/kg of acephate and 0.01 mg/kg of methamidophos.  Corn was spiked with 0.5 
mg/kg of acephate and 0.1 mg/kg of methamidophos.  Alfalfa hay was spiked with 3 mg/kg of 
acephate and 0.1 mg/kg of methamidophos.  The mean recoveries, the repeatability and 
reproducibility in terms of the relative standard deviations (RSDr and RSDR) and HorRat, 
respectively, were 74.9 % to 82.7 %, 1.7 % to 4.8 %, 8.4 % to 15 % and not more than 1.0 for 
acephate, and 81.5 % to 100 %, 2.0 % to 8.4 %, 15 % to 18 % and not more than 0.83 for 
methamidophos. 

   
This method was validated and established for use in the inspection of acephate and 
methamidophos in feed. 

   
Key words: feed; acephate; methamidophos; liquid chromatoraph-tandem mass spectrometer (LC-

MS/MS); electrospray ionization (ESI); collaborative study 
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キーワード：飼料；アセフェート；メタミドホス；液体クロマトグラフタンデム型質量分

析計；エレクトロスプレーイオン化法；共同試験  
 

1  緒    言 
  アセフェートは有機リン系の殺虫剤であり，日本では 1973 年に農薬登録がされている．商品名

「オルトラン」やジェネリック農薬「ジェイエース」などとして，アブラムシ等の防除を目的に，

野菜や花き，未成熟とうもろこし，マメ科牧草等に使用されている． 

  アセフェートの加水分解生成物でもある有機リン系殺虫剤のメタミドホスは，毒性が高く，日本

では農薬登録がないため，農薬取締法に基づき国内での製造・輸入・使用は禁止されているが，

EU ではジャガイモ，アメリカではジャガイモ，トマト，綿花などに使用されている． 

  飼料中の残留基準値は，アセフェートについては，農林水産省令 1)によりとうもろこしで 0.5 

mg/kg，牧草で 3 mg/kg と設定されており，メタミドホスについては設定されていない．また，厚

生労働省の食品，添加物等の規格基準における残留農薬基準値は，アセフェートについては，とう

もろこしで 0.5 ppm，綿実で 2 ppm，メタミドホス（アセフェート由来を含む．）については，玄

米，小麦，大麦，ライ麦及びその他の穀類で 0.01 ppm，とうもろこし及び綿実で 0.1 ppm となって

いる 2) ． 

  今回，財団法人日本食品分析センターが開発した分析法 3)（以下「JFRL 法」という．）を基に，

飼料分析基準への適用の可否について検討したので，その概要を報告する． 

  参考にアセフェート及びメタミドホスの構造式等を Fig. 1 に示した． 

 

Acephate Methamidophos 
  

  

  
O,S-dimethyl acethylphosphoramidothioate O,S-dimethyl phosphoramidothioate 

C4H10NO3PS  MW: 183.2  CAS No.: 30560-19-1 C2H8NO2PS  MW: 141.1  CAS No.: 10265-92-6 
 

Fig. 1   Chemical structures of acephate and methamidophos 
 

2  実験方法 
2.1  試  料 

  配合飼料（成鶏飼育用，種豚育成用及び乳用牛飼育用），大麦，小麦，とうもろこし，稲わら

及びアルファルファ乾草はそれぞれ 1 mm のスクリーンを装着した粉砕機で粉砕した．なお，検

討に用いた配合飼料の原材料名等を Table 1 に示した． 

N
H

O O

O
P

S
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Table 1   Composition of the formula feed 
Formula feed

types
Ingredient types

Proportion
(%)

Ingredients

For layer Grains 60 Corn, milo, wheat, polished rice
Oil seed meal 27 Soybean meal, rapeseed meal, corn gluten meal
Animal by-products 1 Fish meal, meat and bone meal (derived from pork and chicken)
Brans 1 Wheat bran
Others 11 Calcium carbonate, animal fat, calcium phosphate, salt,

saponified paprika extracts,  silica,  feed additives

For boar Grains 54 Corn, milo, polished rice
Oil seed meal 17 Rapeseed meal, soybean meal
Brans 13 Wheat bran, rice bran
Animal by-products 1 Fish meal
Others 15 Beet pulp, molasses,  calcium carbonate, calcium phosphate,

dried ocher, salt,  glucose, oligosaccharide syrup, fatty acid
calcium salt (soap),  feed additives

For dairy cattle Grains 55 Corn, lupine, wheat, corn starch
Oil seed meal 26 Soybean meal, rapeseed meal, corn gluten meal
Brans 16 Corn gluten feed, wheat bran, screening pellet, rice bran, corn

distiller's dried grains with solubles

Others 3 Molasses, calcium carbonate, salt, Saccharomyces cerevisiae ,
feed additives

 

 

2.2  試  薬 

1)  ヘキサン，酢酸エチル及びアセトンは残留農薬・PCB 試験用を用いた．メタノールは液体ク

ロマトグラフ用を用いた．水は超純水（JIS K 0211 の 5218 に定義された超純水）を用いた．

酢酸アンモニウム及び塩化ナトリウムは試薬特級を用いた．  

2)  アセフェート標準原液 

  アセフェート標準品（純度 99.0 %，Dr. Ehrenstorfer 製）25 mg を正確に量って 50 mL の全量

フラスコに入れ，アセトンを加えて溶かし，更に標線まで同溶媒を加えてアセフェート標準原

液を調製した（この液 1 mL は，アセフェートとして 0.5 mg を含有する．）． 

3)  メタミドホス標準原液 

  メタミドホス標準品（純度 98.5 %，Dr. Ehrenstorfer 製）25 mg を正確に量って 50 mL の全量

フラスコに入れ，アセトンを加えて溶かし，更に標線まで同溶媒を加えてメタミドホス標準原

液を調製した（この液 1 mL は，メタミドホスとして 0.5 mg を含有する．）．  

4)  農薬混合標準液 

  アセフェート及びメタミドホス標準原液各 1 mL を 25 mL の全量フラスコに正確に入れて混

合し，更に標線までアセトンを加えて農薬混合標準原液を調製した（この液 1 mL は，アセフ

ェート及びメタミドホスとして各 20 µg を含有する．）． 

  使用に際して，農薬混合標準原液 1 mL を 50 mL のなす形フラスコに正確に入れ，窒素ガス

を送って乾固した後，水 20 mL を正確に加えて，1 mL 中にアセフェート及びメタミドホスと

して 1 µg を含有する溶液を調製した．この液の一定量を，水で正確に希釈し，1 mL 中にアセ

フェート及びメタミドホスとして 0.0025，0.005，0.0075，0.01，0.025，0.05，0.075，0.1，
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0.15，0.2 及び 0.25 µg を含有する各農薬混合標準液を調製した．  

2.3  装置及び器具 

1)  粉砕機：ZM-100  Retsch 製（1 mm スクリーン，使用時回転数 14000 rpm） 

2)  乾牧草用粉砕機：SM-100  Retsch 製（1 mm スクリーン，回転数（仕様）1430 rpm） 

3)  振とう機：レシプロシェーカーSR-2W タイテック製（使用時振動数 300 rpm）  

4)  多孔性ケイソウ土カラム：Chem Elut（5 mL 保持用）Agilent Technologies 製 

5)  グラファイトカーボンミニカラム：ENVI-Carb（充てん剤量 500 mg）  Sigma-Aldrich 製 

6)  シリカゲルミニカラム：Sep-Pak Plus Silica（充てん剤量 690 mg） Waters 製 

7)  液体クロマトグラフタンデム型質量分析計（以下「LC-MS/MS」という．）： 

LC 部：ACQUITY UPLC  Waters 製 

MS 部：Quattro Premier XE  Waters 製 

2.4  定量方法 

1)  抽  出 

  分析試料 10.0 g を量って 300 mL の共栓三角フラスコに入れ，水 20 mL（乾牧草は 30 mL）

を加え，30 分間静置後，アセトン 100 mL（乾牧草は 120 mL）を加え，30 分間振り混ぜて抽

出した．200 mL の全量フラスコをブフナー漏斗の下に置き，抽出液をろ紙（5 種 B）で吸引

ろ過した後，先の三角フラスコ及び残さを順次アセトン 50 mL で洗浄し，同様に吸引ろ過し

た．更に全量フラスコの標線までアセトンを加えた．乾牧草（稲わらを除く．以下同じ．）に

ついては，この液の一定量をアセトンで正確に 10 倍希釈した．この液 8 mL を 50 mL のなす

形フラスコに正確に入れ，40 °C 以下の水浴で 1 mL 以下まで減圧濃縮した後，水 3 mL 及び塩

化ナトリウム 1 g を加えて溶かし，カラム処理 I に供する試料溶液とした． 

2)  カラム処理 I 

  試料溶液を多孔性ケイソウ土カラムに入れ，10 分間静置した．試料溶液の入っていたなす

形フラスコをヘキサン 10 mL ずつで 4 回洗浄し，洗液を順次カラムに加え，液面が充てん剤

の上端に達するまで流出させた． 

  次に，グラファイトカーボンミニカラムを酢酸エチル 5 mL で洗浄し，これを多孔性ケイソ

ウ土カラムの下部に連結させた．200 mL のなす形フラスコをグラファイトカーボンミニカラ

ムの下に置き，試料溶液の入っていたなす形フラスコを酢酸エチル 10 mL ずつで 2 回洗浄し，

洗液を順次カラムに加え，液面が充てん剤の上端に達するまで流下してアセフェート及びメタ

ミドホスを溶出させた．更に酢酸エチル 40 mL をカラムに加えて同様に溶出させた．溶出液

を 40 °C 以下の水浴で約 1 mL まで減圧濃縮し，窒素ガスを送って乾固した．ヘキサン－アセ

トン（7+3）5 mL を加えて残留物を溶かし，カラム処理 II に供する試料溶液とした． 

3)  カラム処理 II 

  シリカゲルミニカラムをヘキサン－アセトン（7+3）5 mL で洗浄した．試料溶液をミニカラ

ムに入れ，液面が充てん剤の上端に達するまで流出させた．試料溶液の入っていたなす形フラ

スコをヘキサン－アセトン（7+3）2.5 mL ずつで 3 回洗浄し，洗液を順次ミニカラムに加え，

同様に流出させた．50 mL のなす形フラスコをミニカラムの下に置き，ヘキサン－アセトン

（1+1）20 mL をミニカラムに加えてアセフェート及びメタミドホスを溶出させた．溶出液を

40 °C 以下の水浴で約 1 mL まで減圧濃縮し，窒素ガスを送って乾固した．水 1 mL を正確に加
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えて残留物を溶かし，LC-MS/MS による測定に供する試料溶液とした． 

4)  LC-MS/MS による測定 

  試料溶液及び各農薬混合標準液各 2 µL を LC-MS/MS に注入し，選択反応検出（以下「SRM」

という．）クロマトグラムを得た．測定条件を Table 2 及び 3 に示した． 

 

Table 2   Operating conditions of LC-MS/MS 
Column TSKgel ODS-100V (2.0 mm i.d. × 150 mm, 5 µm), Tosoh
Mobile phase 2 mmol/L ammonium acetate-methanol (19:1)
Flow rate 0.2 mL/min
Column temperature 40 °C
Ionization Electrospray ionization (ESI)
Mode Positive
Source temperature 120 °C
Desolvation gas N2 (800 L/h, 350 °C)
Cone gas N2 (50 L/h)
Collision gas Ar (0.20 mL/h)
Capillary voltage 0.5 kV

 

 

Table 3   MS/MS parameters 
Precursor Cone Collision

ion Quantifier Qualifier voltage energy
(m /z ) (m /z ) (m /z ) (V) (eV)

143 － 20 5
－ 49 20 20

94 － 30 15

－ 125 30 15

Product ion

Target

Acephate 184

Methamidophos 142

 

 

5)  計  算 

  得られた SRM クロマトグラムからピーク面積及び高さを求めて検量線を作成し，試料中の

アセフェート量及びメタミドホス量を算出した． 

  なお，定量法の概要を Scheme 1 に示した． 
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Sample 10.0 g (300 mL Erlenmeyer flask)

Chem Elut and ENVI-Carb cartridge

Sep-Pak Plus Silica cartridge

LC-MS/MS

wash with 10 mL of hexane (four times)
attach ENVI-Carb cartridge (prewashed with 5 mL ethylacetate) under Chem Elut
wash with 10 mL of ethylacetate (twice)
elute with 40 mL of  ethylacetate
evaporate to dryness under 40 °C

add 20 mL of water (grass hay: 30 mL) and allow to stand for 30 min
add 100 mL of acetone (grass hay: 120 mL) and shake for 30 min
filtrate through No. 5B under reduced pressure 
wash with 50 mL of acetone
fill up to 200 mL with acetone

prewash with 5 mL of hexane-acetone (7:3)
apply sample solution
wash with 2.5 mL of hexane-acetone (7:3) (three times)
elute with 20 mL of hexane-acetone (1:1)
evaporate to dryness under 40 °C
dissolve in 1 mL of water

dissolve in 5 mL of hexane-acetone (7:3)

dilute sample solution of grass hay except rice straw 10-fold with acetone 
8 mL of sample solution
evaporate to the volume of 1 mL under 40 °C
add 3 mL of water and 1 g of sodium chloride

apply sample solution to Chem Elut and allow to stand for 10 min

 

   
Scheme 1   Analytical procedure for acephate and methamidophos in feed  

 

3  結果及び考察 
3.1  検量線 

  2.2 の 4)に従って調製した各農薬混合標準液各 2 µL を LC-MS/MS に注入し，得られた SRM ク

ロマトグラムからピーク面積及び高さを用いて検量線を作成した．得られた検量線の一例は，

Fig. 2 に示すとおりであり，アセフェート及びメタミドホスは，いずれも 0.0025~0.25 µg/mL（注

入量として 0.005~0.5 ng 相当量）の範囲で直線性を示した．  
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Fig. 2   Calibration curves of acephate and methamidophos  
by peak area (left) and peak height (right) 

 

3.2  多孔性ケイソウ土カラム及びグラファイトカーボンミニカラムからの流出画分の確認 

  とうもろこしを用い，2.4 の 1)により調製したカラム処理 I に供する試料溶液に，アセフェー

トとして 0.5 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.2 µg/mL 相当量）及びメタミドホスとして 0.1 

mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.04 µg/mL 相当量）を添加し，多孔性ケイソウ土カラム及び

グラファイトカーボンミニカラムからの溶出画分を確認した．その結果は Table 4 のとおり，ヘ

キサン 0~40 mL の画分では溶出せず，酢酸エチル 0~60 mL の画分ですべて溶出し，60~120 mL

の画分には溶出しなかった．このことから，JFRL 法と同様に酢酸エチル 60 mL で溶出させるこ

とにした．なお，JFRL 法では試料溶液の入っていたなす形フラスコを酢酸エチル 10 mL ずつで

6 回洗浄しているが，操作の簡略化のために酢酸エチル 10 mL ずつで 2 回洗浄後，酢酸エチル

40 mL を加えて溶出させることとした． 

 

Table 4   Elution pattern of acephate and methamidophos from Chem-Elut / ENVI-Crb 

Hexane
   0~40 mL     0~40 mL  40~60 mL  60~80 mL  80~100 mL  100~120 mL    

Acephate 0.0 76.7 3.2 0.0 0.0 0.0 79.9
Methamidophos 0.0 91.9 0.0 0.0 0.0 0.0 91.9

Total
Pesticides

Recoverya) (%)
Ethyl acetate

 

a)  Mean (n=3) 
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3.3  シリカゲルミニカラムからの流出画分の確認 

  とうもろこしを用い，2.4 の 1)及び 2)により調製したカラム処理 II に供する試料溶液に，アセ

フェートとして 0.5 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.2 µg/mL 相当量）及びメタミドホスとし

て 0.1 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.04 µg/mL 相当量）を添加し，シリカゲルミニカラムか

らの溶出画分を確認した．また，JFRL 法では試料溶液の入っていたなす形フラスコを洗浄する

操作がないため，ヘキサン－アセトン（7+3）2.5 mL で 3 回洗浄する操作を追加した．その結果

は Table 5 のとおり，ヘキサン－アセトン（7+3）0~12.5 mL の画分では溶出せず，ヘキサン－ア

セトン（1+1）0~20 mL の画分で全て溶出し，20～40 mL の画分には溶出しなかった．このこと

から，JFRL 法と同様にヘキサン－アセトン（1+1）20 mL で溶出させることにした． 

 

Table 5   Elution pattern of acephate and methamidophos from Sep-Pak Plus Silica 

Hexane-acetone
(7:3)

0~12.5 mL  0~10 mL  10~20 mL  20~30 mL  30~40 mL
Acephate 0.0 92.1 0.7 0.0 0.0 92.8
Methamidophos 0.0 87.0 2.9 0.0 0.0 89.9

Pesticides

Recoverya) (%)
Hexane-acetone

(1:1) Total

 

a)  Mean (n=3) 
 

3.4  妨害物質の検討 

  成鶏飼育用配合飼料，種豚育成用配合飼料，乳用牛飼育用配合飼料，大麦，小麦，とうもろこ

し，稲わら及びアルファルファ乾草各 1 検体を試料として，2.4 により調製した試料溶液を LC-

MS/MS に注入し，得られた SRM クロマトグラムを確認したところ，いずれの試料においても定

量を妨げるピークは認められなかった． 

  なお，得られた SRM クロマトグラムの一例を Fig. 3 に示した．  
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Fig. 3   Selected reaction monitoring chromatograms of standard solution  

and blank sample solutions of formula feed for layer and alfalfa hay 
 (Scales of vertical axis are the same between three chromatograms for methamidophos (a) and 

acephate (b) respectively, and the baselines were shifted for display.  Arrows indicate the 
retention times of methamidophos and acephate.) 

A: Standard solution (0.0025 µg/mL: 0.005 ng as each pesticide) 
B: Formula feed for layer 
C: Alfalfa hay  

 

3.5  マトリックス効果の確認 

  2.4 の 1)，2)及び 3)により調製した成鶏飼育用配合飼料，乳用牛飼育用配合飼料，小麦，とう

もろこし及び稲わらのブランク試料溶液にアセフェートとして 0.5 mg/kg 相当量（最終試料溶液

中で 0.2 µg/mL 相当量）及びメタミドホスとして 0.1 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.04 

µg/mL 相当量），アルファルファ乾草のブランク試料溶液にアセフェートとして 2.5 mg/kg 相当

量（最終試料溶液中で 0.1 µg/mL 相当量）及びメタミドホスとして 1 mg/kg 相当量（最終試料溶

液中で 0.04 µg/mL 相当量）をそれぞれ添加した各マトリックス標準液について，同濃度の標準

液に対するピーク面積比を確認したところ，ピーク面積比はアセフェートでは 93~101 %，メタ

ミドホスでは 94~101 %であり，アセフェート及びメタミドホスは試料マトリックスによる大き

な影響を受けることなく測定可能であった．  

3.6  添加回収試験 

  成鶏飼育用配合飼料，乳用牛飼育用配合飼料，小麦，とうもろこし及び稲わらにアセフェート

として 0.01，0.1 及び 0.5 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.004，0.04 及び 0.2 µg/mL 相当量）
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及びメタミドホスとして 0.01，0.02 及び 0.1 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.004，0.008 及び

0.04 µg/mL 相当量）を添加した試料及びアルファルファ乾草にアセフェートとして 0.1 及び 3 

mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.004 及び 0.12 µg/mL 相当量）及びメタミドホスとして 0.1 及

び 3 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.004 及び 0.12 µg/mL 相当量）を添加し，本法に従って添

加回収試験を実施し，平均回収率及び繰返し精度を求めた． 

  その結果は Table 6 のとおり，アセフェートについては，平均回収率は 70.3~86.9 %，その繰返

し精度は相対標準偏差（RSDr）として 9.9 %以下，メタミドホスについては，平均回収率は

72.5~90.3 %，その繰返し精度は RSDr として 15 %以下の成績が得られた． 

  なお，得られた SRM クロマトグラムの一例を Fig. 4 に示した． 

 

Table 6   Recoveries for acephate and methamidophos  

Recoverya) RSDr
b) Recoverya) RSDr

b) Recoverya) RSDr
b)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.01 78.4 1.7 83.4 3.4 78.0 8.9
0.1 － － － － 83.0 9.9
0.5 70.3 6.1 83.5 5.1 － －

0.01 90.3 7.0 79.6 12 75.8 2.1
0.02 － － － － 84.3 12
0.1 83.3 7.7 87.6 5.8 90.2 2.0

Recoverya) RSDr
b) Recoverya) RSDr

b) Recoverya) RSDr
b)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.01 77.1 8.1 79.0 3.6 － －

0.1 － － 86.9 2.4 73.4 8.8
0.5 80.5 4.1 － － － －

3 － － － － 79.1 2.3
0.01 81.9 9.5 85.7 13 － －

0.1 82.3 5.2 72.5 15 89.0 13
3 － － － － 73.1 5.8

Pesticides
Spiked level

(mg/kg)

Feed types
Formula feed Formula feed 

Wheat
for layer for dairy cattle

Acephate

Methamidophos

Pesticides
Spiked level

(mg/kg)

Feed types
Corn Rice straw Alfalfa hay

Acephate

Methamidophos

 

－: Not tested 
a) Mean (n = 3) 
b) Relative standard deviation of repeatability 
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Fig. 4   Selected reaction monitoring chromatograms of acephate and methamidophos 
 (Arrows indicate the peaks of methamidophos (a) and acephate (b).  The peak heights are shown 

as 100 % in each segment, and the baselines were shifted for display.) 
A: Standard solution (0.1 µg/mL: 0.2 ng as each pesticide) 
B: Sample solution of formula feed for layer spiked at 0.5 mg/kg of acephate and 0.1 mg/kg of 

methamidophos (0.2 µg/mL as acephate and 0.04 µg/mL as methamidophos) 
C: Sample solution of alfalfa hay spiked at 3 mg/kg of acephate and 3 mg/kg of methamidophos 

(0.12 µg/mL as each pesticide) 
 

3.7  定量下限及び検出下限 

  本法の定量下限及び検出下限を確認するため，成鶏飼育用配合飼料，乳用牛飼育用配合飼料，

小麦，とうもろこし，稲わら及びアルファルファ乾草にアセフェート及びメタミドホスを添加し，

添加回収試験により得られるピークの SN 比が 10 及び 3 となる濃度を求めた．  

  その結果，アセフェートとメタミドホス共に，成鶏飼育用配合飼料，乳用牛飼育用配合飼料，

小麦，とうもろこし及び稲わらでは SN 比が 10 となる濃度は 0.01 mg/kg，SN 比が 3 となる濃度

は 0.003 mg/kg，アルファルファ乾草では SN 比が 10 となる濃度は 0.1 mg/kg，SN 比が 3 となる

濃度は 0.03 mg/kg であったことから，乾牧草以外では定量下限は 0.01 mg/kg，検出下限は 0.003 

mg/kg，乾牧草では定量下限は 0.1 mg/kg，検出下限は 0.03 mg/kg であった． 

  なお，Table 6 に示したとおり，当該定量下限濃度における添加回収試験結果は良好であった． 

3.8  共同試験 

  本法の室間再現精度を確認するため，濃度非通知，かつ非明示の 2 点反復で共通試料による共

同試験を実施した． 
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  共通試料としては，乳用牛飼育用配合飼料にアセフェートとして 0.1 mg/kg 相当量及びメタミ

ドホスとして 0.01 mg/kg 相当量（分析用試料 10 g に対して 1 mL 中にアセフェートとして 1 µg

及びメタミドホスとして 0.1 µg を含有する標準液 1 mL 添加），とうもろこしにアセフェートと

して 0.5 mg/kg 相当量及びメタミドホスとして 0.1 mg/kg 相当量（分析用試料 10 g に対して 1 mL

中にアセフェートとして 5 µg 及びメタミドホスとして 1 µg を含有する標準液 1 mL 添加）及び

アルファルファ乾草にアセフェートとして 3 mg/kg 相当量及びメタミドホスとして 0.1 mg/kg 相

当量（分析用試料 10 g に対して 1 mL 中にアセフェートとして 30 µg 及びメタミドホスとして 1 

µg を含有する標準液 1 mL 添加）を，各試験室にて分析開始の前日に添加して調製した試料を用

いた．参加試験室は，一般財団法人食品環境検査協会東京事業所，全国農業協同組合連合会飼料

畜産中央研究所，一般財団法人日本食品分析センター多摩研究所，一般財団法人日本冷凍食品検

査協会横浜試験センター，独立行政法人農林水産消費安全技術センター肥飼料安全検査部，同札

幌センター，同仙台センター，同名古屋センター，同神戸センター及び同福岡センター（計 10

試験室）であった．結果の解析については，国際的にハーモナイズされた共同試験に関する手 

順 4), 5)を参考に，Cochran 検定，外れ値 1 個の Grubbs 検定及び外れ値 2 個の Grubbs 検定を行い，

外れ値の有無を確認した上で平均回収率，繰返し精度（RSDr）及び室間再現精度（RSDR）を算

出し，得られた RSDR から，修正 Horwitz 式 6)を用いて HorRat を求めた． 

  結果は Table 7-1 及び 7-2 のとおりであった．乳用牛飼育用配合飼料，とうもろこし及びアル

ファルファ乾草について，アセフェートの平均回収率は 81.9，82.7 及び 74.9 %，RSDr は 1.7，

4.8 及び 3.5 %，RSDR は 11，8.4 及び 15 %，HorRat は 0.48，0.46 及び 1.0，メタミドホスの平均

回収率は 81.5，81.9 及び 100 %，RSDr は 2.0，8.4 及び 4.5 %，RSDR は 15，15 及び 18 %，

HorRat は 0.67，0.70 及び 0.83 であり良好な結果であった．HorRat が 0.50 をわずかに下回ってい

るものがあったが，本法が愛玩動物用飼料中のメタミドホス分析法 7)とほぼ同様であり，多くの

試験室が経験済みであったためと考えられた． 

  参考のため，各試験室で使用した LC-MS/MS の機種等を Table 8 に示した． 
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Table 7-1   Collaborative study for acephate  

1 0.0815 0.0845 0.402 0.462 2.24 2.19
2 0.0727 0.0732 0.385 0.409 2.06 1.96
3 0.0891 0.0916 0.473 0.492 2.62 2.67
4 0.0779 0.0770 0.371 0.421 2.13 2.12
5 0.0786 0.0811 0.394 0.394 2.34 2.10
6 0.0908 0.0921 0.437 0.438 2.58 2.62
7 0.0632 0.0648 0.392 0.365 1.59 1.58
8 0.0854 0.0847 0.385 0.378 2.29 2.21
9 0.0881 0.0865 0.426 0.416 2.27 2.06

10 0.0892 0.0860 0.411 0.414 2.66 2.62
Spiked level (mg/kg)

Mean value a) (mg/kg)
Mean recovery a) (%)

RSDr b) (%)
RSDR c) (%)

PRSDR d) (%)
HorRat 0.48 0.46 1.0

22 18 14

81.9 82.7 74.9
1.7 4.8 3.5

11 8.4 15

0.0819 0.413 2.25
0.1 0.5 3

Lab. No.

Feed types

Formula feed
Corn Alfalfa hay

for dairy cattle
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

 

a)  n=20 
b)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory  
c)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories  
d)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation  
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Table 7-2   Collaborative study for methamidophos  

1 0.00899 0.00872 0.0820 0.0858 0.130 0.117
2 0.00853 0.00838 0.0709 0.0743 0.0980 0.0963
3 0.00830 0.00859 0.0955 0.0938 0.121 0.123
4 0.00702 0.00700 0.0734 0.0815 0.0836 0.0906
5 0.00945 0.00944 0.0848 0.0825 0.0833 0.0774
6 0.00817 0.00808 0.0964 0.0955 0.108 0.106
7 0.00602 0.00607 0.0690 0.0728 0.0723 0.0641
8 0.00806 0.00781   0.0771 a)   0.0502 a) 0.106 0.0974
9 0.00991 0.0102 0.0926 0.0954 0.117 0.118

10 0.00735 0.00693 0.0953 0.0904 0.101 0.0987
Spiked level (mg/kg)

Mean value b) (mg/kg)
Mean recovery b) (%)

RSDr c) (%)
RSDR d) (%)

PRSDR e) (%)
HorRat 0.67 0.70 0.83

2.0 8.4 4.5
15 15 18
22 22 22

81.5 81.9 100

0.01 0.1 0.1
0.00815 0.0819 0.100

Lab. No.

Feed types

Formula feed
Corn Alfalfa hay

for dairy cattle
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

 

a)  Data excluded by Cochran test  
b)  Formula feed for cattle: n=20; Corn: n=18; Alfalfa hay: n=20 
c)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory  
d)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories  
e)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation  
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Table 8   Instruments used in the collaborative study 
LC column

(i.d.×length, particle size)
LC: ACQUITY UPLC, Waters TSKgel ODS-100V, Tosoh

MS/MS: Quattro premier XE, Waters (2.0 mm×150 mm, 5 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters ZORBAX Eclipse XDB-C18,
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters Agilent Technologies

(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters ZORBAX Eclipse XDB-C18,
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters Agilent Technologies

(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters ZORBAX Eclipse XDB-C18,
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters Agilent Technologies

(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: Nexera X2, Shimadzu TSKgel ODS-100V, Tosoh
MS/MS: LCMS-8040, Shimadzu (2.0 mm×150 mm, 5 µm)
LC: 1200, Agilent Technologies ZORBAX Eclipse XDB-C18,
MS/MS: 6410 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies

Agilent Technologies (2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: 1200, Agilent Technologies Acquity UPLC BEH C18, Waters
MS/MS: 6410 Triple Quad LC/MS, (2.1 mm×150 mm, 1.7 µm)

Agilent Technologies
LC: ACQUITY UPLC, Waters ZORBAX Eclipse XDB-C18,
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters Agilent Technologies

(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: 1200, Agilent Technologies TSKgel ODS-100V, Tosoh
MS/MS: API-3200 Q TRAP, AB Sciex (2.0 mm×150 mm, 5 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters TSKgel ODS-100V, Tosoh
MS/MS: Xevo TQ MS, Waters (2.0 mm×150 mm, 5 µm)

9

10

4

5

6

7

8

Lab.No. LC-MS/MS

1

2

3

 

 

4  まとめ 
  飼料中に残留するアセフェート及びメタミドホスについて，JFRL 法を基に，LC-MS/MS を用い

た定量法の飼料分析基準への適用の可否について検討したところ，カラム処理 I において操作の簡

略化のために酢酸エチルでの洗浄回数の変更及びカラム処理 II においてなす形フラスコの洗浄操

作がなかったため追加し，以下の結果が得られ，適用が可能であると考えられた． 

1)  検量線は，0.0025~0.25 µg/mL（注入量として 0.005~0.5 ng）の範囲で直線性を示した．なお，

当該検量線における各マトリックスの添加回収試験の設定濃度は，0.004~0.2 µg/mL 相当濃度と

した．  

2)  成鶏飼育用配合飼料，種豚育成用配合飼料，乳用牛飼育用配合飼料，大麦，小麦，とうもろこ

し，稲わら及びアルファルファ乾草について，本法に従って得られたクロマトグラムには，定量

を妨げるピークは認められなかった． 

3)  成鶏飼育用配合飼料，乳用牛飼育用配合飼料，小麦，とうもろこし及び稲わらにアセフェート

として 0.01，0.1 及び 0.5 mg/kg 相当量及びメタミドホスとして 0.01，0.02 及び 0.1 mg/kg 相当量

を添加し，アルファルファ乾草にアセフェート及びメタミドホスとして 0.1 及び 3 mg/kg 相当量

を添加し，本法に従って 3 点併行分析を実施し，回収率及び繰返し精度を求めたところ良好な結

果が得られた． 
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4)  本法のアセフェート及びメタミドホスの定量下限は，乾牧草（稲わらを除く．）中で各 0.1 

mg/kg，その他の飼料中で各 0.01 mg/kg，検出下限は，乾牧草（稲わらを除く．）中で各 0.03 

mg/kg，その他の飼料中で各 0.003 mg/kg であった． 

5)  乳用牛飼育用配合飼料にアセフェートとして 0.1 mg/kg 相当量及びメタミドホスとして 0.01 

mg/kg 相当量，とうもろこしにアセフェートとして 0.5 mg/kg 相当量及びメタミドホスとして 0.1 

mg/kg 相当量及びアルファルファ乾草にアセフェートとして 3 mg/kg 相当量及びメタミドホスと

して 0.1 mg/kg 相当量を添加した試料を用いて 10 試験室において本法に従い共同試験を実施し

たところ，良好な結果が得られた． 
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 2 飼料中のイマザピック及びイマザピルの液体クロマトグラフタンデム

型質量分析計による同時定量法 
 

桑原 正良*，中村 哲*  
 

Simultaneous Determination of Imazapic and Imazapyr in Feed by LC-MS/MS 
      

Masayoshi KUWABARA* and Satoru NAKAMURA* 
(* Food and Agricultural Materials Inspection Center, Kobe Regional Center)  

      
An analytical method was developed to determine the levels of imazapic and imazapyr in feed 
using liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). 

   
After adding water to the samples, imazapic and imazapyr were extracted with hydrochloric acid 
(0.02 mol/L)-methanol (2:3) and the resulting solutions were filtered.  The filtrate was then 
diluted with hydrochloric acid (0.02 mol/L)-methanol (2:3) to a final volume of 200 mL.  The 
sample solution was purified with InertSep C18-C (GL sciences Inc.; Tokyo, Japan) and Bond Elut 
SCX (Agilent Technologies Inc.; Santa Clara, CA, USA), and injected into the LC-ESI-MS/MS for 
determination of the levels of imazapic and imazapyr.  LC separation was carried out on an ODS 
column (Inertsil ODS-3, 2.1 mm i.d. × 150 mm, 4 μm from GL Sciences Inc.; Tokyo, Japan) using 
a gradient with 0.1 v/v% formic acid solution and methanol as the mobile phase.  In the MS/MS 
analysis, negative mode electrospray ionization (ESI-) was used. 

   
Recovery tests were conducted on formula feed for finishing beef cattle, wheat, soybean, corn, 
soybean meal and Sudangrass hay.  The formula feed for cattle was spiked with 0.005 or 0.01 
mg/kg of imazapic, and 0.005, 0.01 or 0.05 mg/kg of imazapyr.  Wheat was spiked with 0.005, 
0.01 or 0.05 mg/kg of imazapic, and 0.005, 0.01 or 0.05 mg/kg of imazapyr.  Soybean was spiked 
with 0.005, 0.05 or 0.5 mg/kg of imazapic, and 0.005, 0.05 or 5 mg/kg of imazapyr.  Corn was 
spiked with 0.005 or 0.01 mg/kg of imazapic, and 0.005, 0.01 or 0.05 mg/kg of imazapyr.  
Soybean meal was spiked with 0.005, 0.05 or 0.5 mg/kg of imazapic, and 0.005, 0.05 or 7 mg/kg 
of imazapyr.  Sudangrass hay was spiked with 0.05, 0.5 or 3 mg/kg of imazapic, and 0.05, 0.5 or 
30 mg/kg of imazapyr.  The mean recoveries ranged from 82.7 % to 106 % for imazapic and 
84.9 % to 109 % for imazapyr.  The relative standard deviations of repeatability (RSDr) were not 
more than 7.0 % for imazapic and 6.7 % for imazapyr. 

   
A collaborative study was conducted in nine laboratories using formula feed for finishing beef 
cattle, wheat, corn, soybean meal and Sudangrass hay spiked with imazapic and imazapyr.  
Formula feed for finishing beef cattle was spiked with 0.01 mg/kg of imazapic and 0.05 mg/kg of 
imazapyr.  Wheat was spiked with 0.05 mg/kg of imazapic and 0.05 mg/kg of imazapyr.  Corn 
was spiked with 0.01 mg/kg of imazapic and 0.05 mg/kg of imazapyr.  Soybean meal was spiked 
with 0.5 mg/kg of imazapic and 7 mg/kg of imazapyr.  Sudangrass hay was spiked with 3 mg/kg 
of imazapic and 30 mg/kg of imazapyr.  The ranges of mean recoveries, the relative standard 
deviations of repeatability (RSDr), the relative standard deviations of reproducibility (RSDR) and 
HorRat, respectively, were 81.4 % to 98.2 %, 3.6 % to 10 %, 6.8 % to 14 % and 0.38 to 0.65 for 
imazapic, and 76.6 % to 91.0 %, 2.2 % to 13 %, 6.2 % to 20 % and 0.49 to 0.90 for imazapyr. 

   
This method was validated and established for use in the inspection of imazapic and imazapyr in 
feed. 

   

* 独立行政法人農林水産消費安全技術センター神戸センター 
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Key words: feed; imazapic; imazapyr; liquid chromatograph-tandem mass spectrometer (LC-
MS/MS); electrospray ionization (ESI); collaborative study 

   
キーワード：飼料；イマザピック；イマザピル；高速液体クロマトグラフタンデム型質量

分析計；エレクトロスプレーイオン化法；共同試験 
 

1 緒  言 
  イマザピック及びイマザピルは，American Cyanamid Co.（現 BASF SE）により開発されたイミ

ダゾリノン系除草剤である．それらの作用機構は分岐鎖アミノ酸の植物体内での生合成を司るアセ

トヒドロキシ酸合成酵素を阻害し，DNA 合成及び細胞分裂を阻止して枯死させると考えられてい

る 1),2)．飼料中の残留基準値は，イマザピックにおいては，小麦 0.05 mg/kg，大豆 0.5 mg/kg，とう

もろこし 0.01 mg/kg，大豆油かす 0.5 mg/kg 及び牧草 3 mg/kg，また，イマザピルにおいては，小麦

0.05 mg/kg，大豆 5 mg/kg，とうもろこし 0.05 mg/kg，大豆油かす 7 mg/kg 及び牧草 30 mg/kg であ

る 3)． 

  飼料中の分析法は，一般財団法人日本食品分析センターが「平成 26 年度飼料中の有害物質等残

留基準を設定するための分析法開発及び家畜等への移行調査委託事業」において開発した方法 4)

（以下「JFRL 法」という．）がある．この JFRL 法を基に飼料分析基準 5)への適用の可否につい

て検討したので，その概要を報告する． 

参考にイマザピック及びイマザピルの構造式等を Fig. 1 に示した． 

 

Imazapic Imazapyr 
      

  

      

(RS)-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-yl)-5-

methylnicotinic acid 

(RS)-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-oxo-2-imidazolin-2-yl) 

nicotinic acid 

C14H17N3O3  MW: 275.3  CAS No.: 104098-48-8 C13H15N3O3  MW: 261.3  CAS No.: 81334-34-1 
   

Fig. 1   Chemical structures of imazapic and imazapyr 
 

2 実験方法 
2.1 試 料 

  配合飼料（ブロイラー肥育後期用，肉豚肥育用及び肉用牛肥育用），小麦，大豆，とうもろこ

し，大豆油かす及び乾牧草（アルファルファ乾草及びスーダングラス乾草）をそれぞれ 1 mm の
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スクリーンを装着した粉砕機で粉砕した． 

  なお，検討に用いた配合飼料の配合割合を Table 1 に示した． 

 

Table 1   Compositions of the formula feeds 
Proportion

(%)
Grains 61 Corn, polished rice, milo
Oil seed meal 27 Soybean meal, rapeseed meal
Animal by-products 3 Chicken meal, fish meal, pork chicken meal
Brans 1 Rice bran
Others 8 Animal fat, calcium phosphate, calcium carbonate, salt,

feed yeast, fructo-oligosaccharides syrup, silica, feed additives
Grains 74 Corn, polished rice, milo, wheat, bread crumb
Oil seed meal 19 Soybean meal, rapeseed meal
Brans 2 Bran, rice bran
Others 5 Bakery waste, calcium carbonate, calcium phosphate, salt, animal fat,

feed additives
Grains 63 Corn, barley, milo
Brans 30 Bran, corn gluten feed, hominy feed, rice bran
Oil seed meal 4 Soybean meal, rapeseed meal
Others 3 Molasses, soybean curd residue, calcium carbonate, salt, feed additives

For finishing
pig

For finishing
beef cattle

For finishing
period broiler

Formula feed
types Ingredient types Ingredients  

 

2.2 試 薬 

1) メタノールは抽出及び精製操作には残留農薬・PCB 試験用を，溶離液には液体クロマトグラ

フ用を用いた．アセトンは残留農薬・PCB 試験用を用いた．アンモニア水，ギ酸及び塩酸は

試薬特級（ギ酸及びアンモニア水はそれぞれ 99 %及び 28 %のもの）を用いた．ケイソウ土は

Celite 545（Imerys Minerals California, Inc.製）を用いた．水は超純水（JIS K0211 の 5218 に定

義された超純水）を用いた． 

2)  イマザピック標準原液 

  イマザピック標準品（残留農薬試験用，純度 99.9 %，和光純薬工業製）25 mg を正確に量っ

て 50 mL の全量フラスコに入れ，アセトンを加えて溶かし，更に標線まで同溶媒を加えてイ

マザピック標準原液を調製した（この液 1 mL は，イマザピックとして 0.5 mg を含有する．）． 

3)  イマザピル標準原液 

  イマザピル標準品（残留農薬試験用，純度 99.7 %，関東化学製）25 mg を正確に量って 50 

mL の全量フラスコに入れ，同溶媒を加えて溶かし，更に標線までアセトンを加えてイマザピ

ル標準原液を調製した（この液 1 mL は，イマザピルとして 0.5 mg を含有する．）． 

4)  農薬混合標準液 

  各標準原液 2 mL を 50 mL の全量フラスコに正確に入れて混合し，更に標線までアセトンを

加えて農薬混合標準原液を調製した（この液 1 mL は，イマザピック及びイマザピルとして各

20 µg を含有する．）．更に，農薬混合標準原液の一定量を，0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール

（7+3）で正確に希釈し，1 mL 中にイマザピック及びイマザピルとして 0.2，0.4，0.6，0.8，

1.0，2.0，4.0，6.0，8.0，10，20，40，60，80，100，200，400，600，800，1000 及び 2000 ng

を含有する各農薬混合標準液を調製した． 
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2.3  装置及び器具 

1)  粉砕機：ZM-200  Retsch 製（1 mm スクリーン，使用時回転数 14000 rpm） 

2)  乾牧草用粉砕機：SM-2000  Retsch 製（1 mm スクリーン，回転数（仕様）1690 rpm） 

3)  振とう機：レシプロシェーカーSR-2W タイテック製（使用時振動数 250 rpm）  

4)  オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラム：InertSep C18-C（充てん量 1000 mg) ジーエ

ルサイエンス製 

5)  ベンゼンスルホニルプロピルシリル化シリカゲルミニカラム：Bond Elut SCX（充てん量 500 

mg) Agilent Technologies 製 

6)  液体クロマトグラフタンデム型質量分析計（以下「LC-MS/MS」という．） 

LC 部：ACQUITY UPLC System Waters 製 

MS 部：ACQUITY TQD Waters 製 

2.4  定量方法 

1)  抽 出 

  分析試料 10.0 g を量って 300 mL の共栓三角フラスコに入れ，水 20 mL（乾牧草は 30 mL）

を加え 30 分間静置後，更に塩酸（0.02 mol/L）－メタノール（2+3）100 mL（乾牧草は 120 

mL）を加え，30 分間振り混ぜて抽出した．200 mL の全量フラスコをブフナー漏斗の下に置

き，抽出液をあらかじめケイソウ土を 1 cm の厚さに敷いたろ紙（5 種 B）で吸引ろ過した後，

先の三角フラスコ及び残さを順次塩酸（0.02 mol/L）－メタノール（2+3）60 mL で洗浄し，同

様に吸引ろ過した．更に全量フラスコの標線まで塩酸（0.02 mol/L）－メタノール（2+3）を

加えた．この液 2 mL（乾牧草は，更に塩酸（0.02 mol/L）－メタノール（2+3）で正確に 10 倍

希釈した後，その液 2 mL）を 20 mL 以上の試験管等のガラス容器に正確に入れ，塩酸（0.01 

mol/L）18 mL を加えて，カラム処理に供する試料溶液とした． 

2)  カラム処理 

  オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムをメタノール 10 mL 及び塩酸（0.01 mol/L）10 

mL で順次洗浄した．試料溶液をミニカラムに入れ，液面が充てん剤の上端に達するまで流出

させた．先のミニカラムの下にあらかじめメタノール 10 mL 及び塩酸（0.01 mol/L）10 mL で

順次洗浄したベンゼンスルホニルプロピルシリル化シリカゲルミニカラムを連結し，試料溶液

の入っていたガラス容器を塩酸（0.01 mol/L）－メタノール（1+1）5 mL ずつで 2 回洗浄し，

洗液を順次ミニカラムに加え，同様に流出させた． 

  次に，オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムを外し，メタノール 5 mL をベンゼンス

ルホニルプロピルシリル化シリカゲルミニカラムに加え，同様に流出させた．50 mL のなす形

フラスコをミニカラムの下に置き，アンモニア水―メタノール（1+99）10 mL をミニカラムに

加え，イマザピック及びイマザピルを溶出させた．溶出液を 40 °C 以下の水浴でほとんど乾固

するまで減圧濃縮した後，窒素ガスを送って乾固した．0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール（7+3）

1 mL を正確に加えて残留物を溶かし，LC-MS/MS による測定に供する試料溶液とした． 

3)  LC-MS/MS による測定 

  試料溶液及び各農薬混合標準液各 4 µL を LC-MS/MS に注入し，選択反応検出（以下「SRM」

という．）クロマトグラムを得た． 

  LC-MS/MS の測定条件を Table 2 及び Table 3 に示した． 
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Table 2   Operating conditions of LC-MS/MS 
Column Inertsil ODS-3 (2.1 mm i.d. × 150 mm, 4 μm), GL Sciences
Mobile phase 0.1 v/v% formic acid-methanol (8:2) →10 min → (1:9) (hold for 5 min)
Flow rate 0.2 mL/min
Column temperature 40 °C
Ionization Electrospray ionization (ESI)
Mode Positive
Source temperature 150 °C
Desolvation gas N2 (650 L/h, 500 °C)
Capillary voltage 1 kV
Cone gas N2 (50 L/h)
Collision gas Ar (0.20 mL/min)

 

 

Table 3   MS/MS parameters 
Precursor Cone Collision

ion Quantifier Qualifier voltage energy

(m /z ) (m /z ) (m /z ) (V) (eV)
231 － 20

－ 163 25
217 － 25

－  69 30

35

35

Product ion
Target

Imazapic 276

Imazapyr 262

 

 

4) 計 算 

  得られた SRM クロマトグラムからイマザピック及びイマザピルのピーク面積及び高さを求

めて検量線を作成し，試料中のイマザピック量及びイマザピル量を算出した． 

  なお，定量法の概要を Scheme 1 に示した． 
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prewash each minicolumn with 10 mL of methanol and 10 mL of HCl (0.01 mol/L)
apply the sample solution to InertSep C18-C
attach Bond Elut SCX under InertSep C18-C

LC-MS/MS

wash with 5 mL of HCl (0.01 mol/L)-methanol (1:1) (twice)
remove InertSep C18-C and wash with 5 mL of methanol
elute with 10 mL of ammonia-methanol (1:99)
evaporate to dryness under 40 °C
dissolve in 1 mL of 0.1 v/v% formic acid-methanol (7:3)

Sample 10 g (300 mL Erlenmeyer flask)
add 20 mL of water (30 mL for grass hay) and allow to stand for 30 min
add 100 mL of HCl (0.02 mol/L)-methanol (2:3) (120 mL for grass hay)

filter through No.5B using diatomite under reduced pressure
wash with 60 mL of HCl (0.02 mol/L)-methanol (2:3)

shake for 30 min

fill up to 200 mL with HCl (0.02 mol/L)-methanol (2:3)
dilute sample solution of grass hay 10-fold dilution with HCl (0.02 mol/L)-methanol (2:3)
transfer 2 mL of sample solution to 20 mL centrifuge tube and add 18 mL of HCl (0.01 mol/L)

InertSep C18-C and Bond Elut SCX

 

 
Scheme 1   Analytical procedure for imazapic and imazapyr in feed 

 

3 結果及び考察 
3.1 検量線 

  2.2 の 4)に従って調製したイマザピック及びイマザピルとして各 0.2，0.4，0.6，0.8，1.0，2.0，

4.0，6.0，8.0，10，20，40，60，80，100，200，400，600，800，1000 及び 2000 ng/mL 相当量の

各農薬混合標準液各 4 µL を LC-MS/MS に注入し，得られた SRM クロマトグラムからピーク面

積及びピーク高さを用いて検量線を作成した．得られた検量線は，Fig. 2 のとおりであり，イマ

ザピック及びイマザピルで 0.2~2000 ng/mL（注入量として 0.0008~8 ng 相当量）の範囲で直線性

を示した． 
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Fig. 2-1   Calibration curves of imazapic by peak area (left) and peak height (right) 

 

 
 

 

 
Fig. 2-2   Calibration curves of imazapyr by peak (left) area and peak height (right) 

 

 
3.2 ミニカラムからの溶出画分の確認 

1) オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラム 

  大豆油かすを用い，2.4 の 1)に従って調製した試料溶液にイマザピック及びイマザピルとし

て 0.5 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 50 ng/mL）を添加し，オクタデシルシリル化シリカゲ

ルミニカラムからの溶出画分を確認した．その結果は，Table 4 のとおり，イマザピック及び

イマザピルは塩酸（0.01 mol/L）10 mL の画分では溶出せず，塩酸（0.01 mol/L）－メタノール

（1+1）0~10 mL の画分に溶出し，10~20 mL の画分には溶出しなかった．以上の結果から，

JFRL 法と同様に本カラムにおける溶出液量は、塩酸（0.01 mol/L）－メタノール（1+1）10 

mL とした． 
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Table 4   Elution pattern of imazapic and imazapyr from InertSep C18-C 

Pesticide
0~5 mL 5~10 mL 0~5 mL 5~10 mL 10~15 mL 15~20 mL

Imazapic 0 0 89 3 0 0 92
Imazapyr 0 0 90 0 0 0 90

HCl (0.01 mol/L) HCl (0.01 mol/L)-methanol (1:1)
        Recoverya) (%)

Total

 

a)  Mean (n=3) 
 

2) ベンゼンスルホニルプロピルシリル化シリカゲルミニカラム 

  大豆油かすを用い，2.4 の 1)に従って調製を行い，2)のオクタデシルシリル化シリカゲルミ

ニカラムによる精製を行った試料溶液にイマザピック及びイマザピルとして 0.5 mg/kg 相当量

（最終試料溶液中で 50 ng/mL）を添加し，ベンゼンスルホニルプロピルシリル化シリカゲル

ミニカラムからの溶出画分を確認した．その結果は，Table 5 のとおり，イマザピル及びイマ

ザピックはオクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムの溶出溶媒である塩酸（0.01 mol/L）

－メタノール（1+1）0~10 mL の画分及びメタノール 5 mL では溶出せず，アンモニア水―メ

タノール（1+99）0~10 mL の画分に溶出し，10~20 mL の画分には溶出しなかった．以上の結

果から，本カラムにおける溶出液量はアンモニア水―メタノール（1+99）10 mL とした． 

 

Table 5   Elution pattern of imazapic and imazapyr from Bond Elut SCX 

Methanol

0~5 mL 5~10 mL 0~5 mL 0~5 mL 5~10 mL 10~15 mL 15~20 mL
Imazapic 0 0 0 43 54 0 0 97
Imazapyr 0 0 0 41 51 0 0 92

Ammonia solution-methanol (1:99)HCl (0.01 mol/L)-
methanol (1:1)

Pesticide

       Recoverya) (%)

Total

 

a)  Mean (n=3) 
 

3.3 妨害物質の検討 

  配合飼料（ブロイラー肥育後期用，肉豚肥育用及び肉用牛肥育用），小麦，大豆，とうもろこ

し，大豆油かす及び乾牧草（アルファルファ乾草及びスーダングラス乾草）各 1 検体を用い，本

法により調製した試料溶液を LC-MS/MS に注入し，定量を妨げるピークの有無を確認したとこ

ろ，妨害ピークは認められなかった． 

  なお，妨害物質の検討で得られた SRM クロマトグラムの一例を Fig. 3 に示した． 
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Fig. 3   Selected reaction monitoring chromatograms 

 (Arrows indicate the retention times of 1: imazapyr and 2: imazapic. The peak height of the 5 ng/mL 
standard solution is to be shown as 100 %, and the baselines were shifted for display.) 
A: Standard solution (5 ng/mL: 20 pg as each pesticide) 
B: Standard solution (0.5 ng/mL: 2 pg as each pesticide) 
C: Sample solution of wheat (blank) 
D: Sample solution of wheat spiked at 0.05 mg/kg of imazapic and imazapyr (5 ng/mL as each 

pesticide) 
E: Sample solution of Sudangrass hay (blank) 
F: Sample solution of Sudangrass hay spiked at 0.05 mg/kg of imazapic and imazapyr (0.5 ng/mL 

as each pesticide) 
 

3.4 マトリックス効果の確認 

  2.4 の 1)から 2)により調製した配合飼料（ブロイラー肥育後期用，肉豚肥育用及び肉用牛肥育

A B C 

D E F 
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用），小麦及びとうもろこしのブランク試料溶液にイマザピック及びイマザピルとして各 0.01 

mg/kg 相当量（最終試料溶液中で各 1 ng/mL 相当量），大豆及び大豆油かすのブランク試料溶液

に各 0.04 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で各 4 ng/mL 相当量），乾牧草（アルファルファ乾草及

びスーダングラス乾草）のブランク試料溶液に各 0.2 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で各 2 

ng/mL 相当量）をそれぞれ添加した各マトリックス標準液について，2.2 の 2)に従って調製した

同濃度の農薬混合標準液に対するピーク面積比を確認したところ，イマザピックは 88~98 %，イ

マザピルは 88~101 %であり，イマザピック及びイマザピルは試料マトリックスによる大きな影

響を受けることなく測定可能であった． 

3.5 添加回収試験 

  イマザピックについては，肉用牛肥育用配合飼料に 0.005 及び 0.01 mg/kg 相当量（最終試料溶

液中で 0.5 及び 1 ng/mL），小麦に 0.005，0.01 及び 0.05 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.5，

1 及び 5 ng/mL）を，大豆に 0.005，0.05 及び 0.5 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.5，5 及び

50 ng/mL）を，とうもろこしに 0.005 及び 0.01 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.5 及び 1 

ng/mL）を，大豆油かすに 0.005，0.05 及び 0.5 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.5，5 及び 50 

ng/mL）を，スーダングラス乾草に 0.05，0.5 及び 3 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 0.5，5 及

び 30 ng/mL）を，イマザピルについては，肉用牛肥育用配合飼料に 0.005，0.01 及び 0.05 mg/kg

相当量（最終試料溶液中で 0.5，1 及び 5 ng/mL）を，小麦に 0.005，0.01 及び 0.05 mg/kg 相当量

（最終試料溶液中で 0.5，1 及び 5 ng/mL）を，大豆に 0.005，0.05 及び 5 mg/kg 相当量（最終試

料溶液中で 0.5，5 及び 500 ng/mL）を，とうもろこしに 0.005，0.01 及び 0.05 mg/kg 相当量（最

終試料溶液中で 0.5，1 及び 5 ng/mL）を，大豆油かすに 0.005，0.05 及び 7 mg/kg 相当量（最終

試料溶液中で 0.5，5 及び 700 ng/mL）を，スーダングラス乾草に 0.05，0.5 又は 30 mg/kg 相当量

（最終試料溶液中で 0.5，5 及び 300 ng/mL）をそれぞれ添加し，本法により 3 点併行分析を実施

して回収率及び繰返し精度を求めた． 

  その結果は Table 6 のとおり，イマザピックについては平均回収率 82.7~106 %，その繰返し精

度は相対標準偏差（RSDr）として 7.0 %以下，イマザピルについては平均回収率 84.9~109 %，そ

の繰返し精度は RSDr として 6.7 %以下であり，良好な成績が得られた． 
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Table 6   Recoveries for imazapic and imazapyr 

Recoverya) RSDr
b) Recoverya) RSDr

b) Recoverya) RSDr
b)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
 0.005  93.2 2.4   82.7 3.5   89.5 4.4
 0.01    96.0 6.5   87.8 2.3 － －

 0.05 － － 100 2.4   96.3 3.3
 0.5 － － － －   96.2 0.4
 0.005  87.9 6.7   88.9 4.9   90.1 6.5
 0.01    93.4 3.8   98.5 3.5 － －

 0.05    84.9 0.8 105 2.2 102 1.4
     5 － － － －   94.0 0.7

Recoverya) RSDr
b) Recoverya) RSDr

b) Recoverya) RSDr
b)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
 0.005   87.7 1.7   89.9 5.1  －  －
 0.01   97.7 5.0 － － － －

 0.05 － － 106 2.1   91.7 7.0
 0.5 － － 102 1.2   99.4 1.5
 3    － － － －   92.9 0.9
0.005   95.2 6.2   87.1 4.1  －  －
0.01 100 4.9 － － － －

0.05   85.4 0.7 107 2.1 100 5.1
0.5 － － － － 109 2.3

 7 － －   98.5 1.4 － －

 30 － － － －   92.5 0.4

Feed types

Feed types

(mg/kg)

Pesticides

Imazapic

Formula feed for Spiked
level

Soybean meal

(mg/kg)

Sudangrass hay

Imazapyr

Wheat Soybean
finishing beef cattle

Imazapic

Imazapyr

Pesticide

Spiked
level Corn

 

－: Not tested 
a)  Mean (n=3) 
b)  Relative standard deviation of repeatability 

 

3.6 定量下限及び検出下限 

  本法の定量下限及び検出下限を確認するため，イマザピック及びイマザピルを添加し，添加回

収試験により得られるピークの SN 比が 10 及び 3 となる濃度を求めた． 

  その結果，イマザピック及びイマザピルともに SN 比が 10 となる濃度は 0.005 mg/kg（乾牧草

は 0.05 mg/kg），SN 比が 3 となる濃度は 0.002 mg/kg（乾牧草は 0.02 mg/kg）であった． 

  なお，Table 6 に示したとおり，当該定量下限濃度における添加回収試験結果は良好であった． 

3.7 共同試験 

  本法の室間再現精度を確認するため，濃度非通知，かつ非明示の 2 点反復で共通試料による共

同試験を実施した． 
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  共通試料としては，肉用牛肥育用配合飼料にイマザピックとして 0.01 mg/kg 相当量及びイマ

ザピルとして 0.05 mg/kg 相当量（分析用試料 10 g に対して 1 mL 中にイマザピック 0.1 µg 及び

イマザピル 0.5 µg を含有する混合標準液 1 mL 添加），小麦にイマザピックとして 0.05 mg/kg 相

当量及びイマザピルとして 0.05 mg/kg 相当量（分析用試料 10 g に対して 1 mL 中にイマザピック

0.5 µg 及びイマザピル 0.5 µg を含有する混合標準液 1 mL 添加），とうもろこしにイマザピック

として 0.01 mg/kg 相当量及びイマザピルとして 0.05 mg/kg 相当量（分析用試料 10 g に対して 1 

mL 中にイマザピック 0.1 µg 及びイマザピル 0.5 µg を含有する混合標準液 1 mL 添加），大豆油

かすにイマザピックとして 0.5 mg/kg 相当量及びイマザピルとして 7 mg/kg 相当量（分析用試料

10 g に対して 1 mL 中にイマザピック 5 µg 及びイマザピル 70 µg を含有する混合標準液 1 mL 添

加）並びにスーダングラス乾草にイマザピックとして 3 mg/kg 相当量及びイマザピルとして 30 

mg/kg 相当量（分析用試料 10 g に対して 1 mL 中にイマザピック 30 µg 及びイマザピル 300 µg を

含有する混合標準液 1 mL 添加）を，各試験室にて分析開始の前日に添加して調製した試料を用

いた． 

  参加試験室は，全国農業協同組合飼料畜産中央研究所，一般財団法人日本食品分析センター多

摩研究所，一般財団法人食品環境検査協会東京事業所，独立行政法人農林水産消費安全技術セン

ター肥飼料安全検査部，同札幌センター，同仙台センター，同名古屋センター，同神戸センター

及び同福岡センター（計 9 試験室）であった．結果の解析については，国際的にハーモナイズさ

れた共同試験に関する手順 6), 7) を参考に，Cochran 検定，外れ値 1 個の Grubbs 検定及び外れ値

2 個の Grubbs 検定を行い，外れ値の有無の確認及び棄却等を行った上で平均回収率，繰返し精

度（RSDr）及び室間再現精度（RSDR）を算出し，得られた RSDR から，修正 Horwitz 式 8)を用い

て HorRat を求めた． 

  イマザピックの結果は Table 7 のとおりであり，肉用牛肥育用配合飼料，小麦，とうもろこし，

大豆油かす及びスーダングラス乾草について，平均回収率は 87.6，81.4，89.0，98.2 及び 84.4 %，

RSDr は 9.3，8.6，10，3.6 及び 6.7 %，RSDR は 11，13，14，6.8 及び 9.1 %，HorRat は 0.50，

0.61，0.64，0.38 及び 0.65 であった．得られた HorRat について，0.50 を下回っているものがみ

られたが，分析操作が比較的簡便であることによるものと考えられた． 

  イマザピルの結果は Table 8 のとおりであり，肉用牛肥育用配合飼料，小麦，とうもろこし，

大豆油かす及びスーダングラス乾草について，平均回収率は 76.6，78.8，83.7，89.4 及び 91.0 %，

RSDr は 7.6，13，8.6，2.2 及び 3.8 %，RSDR は 19，20，19，6.2 及び 4.8 %，HorRat は 0.85，

0.90，0.85，0.51 及び 0.49 であった．得られた HorRat について，0.50 を下回っているものがみ

られたが，分析操作が比較的簡便であることによるものと思われた． 

  参考のため，各試験室で使用した液体クロマトグラフタンデム型質量分析計の機種等を Table 

9 に示した． 
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Table 7   Collaborative study for imazapic  

1 0.0103 0.00781 0.0526 0.0463 0.0103 0.00827 0.516 0.490 2.78 2.99
2 0.00894 0.00886 0.0383 0.0484 0.00916 0.00986 0.501 0.476 2.68 2.16

3 0.00724 0.00906 0.0321 0.0345 0.00718 0.00699 0.559 0.527 2.65 2.83
4 0.00720 0.00743 0.0387 0.0453 0.00744 0.00858 0.421 0.456 2.47 2.53
5 0.00828 0.00897 0.0397 0.0401 0.00883 0.00931 0.507 0.512 2.71 2.58
6 0.00875 0.00891 0.0423 0.0433 0.00949 0.00957 0.487 0.490 2.47 2.48

7 0.00989 0.0105 0.0388 0.0409 0.00919 0.0120 0.451 0.459 2.39 2.63
8 0.00860 0.00858 0.0331 0.0350 0.00742 0.00815 0.494 0.522 2.39 2.08
9 0.00857 0.00976 0.0395 0.0440 0.00889 0.00950 0.468 0.502 2.42 2.35

Spiked level (mg/kg)

Mean valuea) (mg/kg)
Mean recoverya)  (%)

RSDr
b)  (%)

RSDR
c)  (%)

PRSDR
d)  (%)

HorRat

Lab. No.

Feed types

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Formula feed for
Wheat Corn Soybean meal Sudangrass hay

finishing beef cattle

0.01 0.05 0.01 0.5 3

0.00876 0.0407 0.00890 0.491 2.53

87.6 81.4 89.0 98.2 84.4

9.3 8.6 10 3.6 6.7

9.1

22 22 22 18 14

11 13 14 6.8

0.50 0.61 0.64 0.38 0.65

 

a)  n=18 
b)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
c)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
d)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation 
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Table 8   Collaborative study for imazapyr  

1 0.0403 0.0394 0.0554 0.0380 0.0438 0.0415 5.99 5.85 27.1 29.5
2 0.0418 0.0398 0.0393 0.0456 0.0438 0.0473 6.35 6.06 25.9 25.2

3 0.0280 0.0376 0.0295 0.0323 0.0317 0.0296 6.71 6.50 27.7 29.4
4 0.0257 0.0282 0.0322 0.0414 0.0329 0.0383     3.59 a)   3.50 a) 27.3 27.5
5 0.0389 0.0415 0.0389 0.0401 0.0418 0.0445 6.82 6.90 27.4 26.9
6 0.0448 0.0445 0.0449 0.0444 0.0467 0.0485 6.17 6.26 28.5 28.3

7 0.0472 0.0484 0.0415 0.0452 0.0464 0.0577 5.74 5.84 25.5 28.2
8 0.0291 0.0311 0.0262 0.0262 0.0300 0.0349 5.99 5.89 28.5 27.0
9 0.0385 0.0447 0.0427 0.0453 0.0447 0.0493 6.37 6.70 25.8 25.8

Spiked level (mg/kg)

Mean valueb) (mg/kg)
Mean recoveryb)  (%)

RSDr 
c) (%)

RSDR d) (%)
PRSDR e) (%)

HorRat 0.85 0.90 0.85 0.51 0.49

19 20 19 6.2 4.8

22 22 22 12 10

0.0383 0.0394 0.0419 6.26 27.3

76.6 78.8 83.7 89.4 91.0

7.6 13 8.6 2.2 3.8

0.05 0.05 0.05 7 30

Feed types

finishing beef cattle

Formula feed for
Lab. No. Wheat Corn Soybean meal Sudangrass hay

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

 

a)  Data excluded by Cochran test 
b)  Formula feed for finishing beef cattle: n=18; Wheat: n=18; Corn: n=18; Soybean meal: n=16; 

Sudangrass hay: n=18 
c)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
d)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
e)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation 
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Table 9   Instruments used in the collaborative study 
LC colume

(i.d.×length, particle size)
LC: ACQUITY UPLC Waters X Bridge C18, Waters
MS/MS: Quattro premier XE, Waters  (2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: Nexera X2, Shimadzu Inertsil ODS-3, GL Sciences
MS/MS: LCMS-8040, Shimadzu  (2.1 mm×150 mm, 3 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters Inertsil ODS-3, GL Sciences
MS/MS: Quattro premier XE,  Waters  (2.1 mm×150 mm, 3 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters ZORBAX Eclipse XDB-C18, 
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters Agilent Technologies

(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters Inertsil ODS-3, GL Sciences
MS/MS: ACQUITY TQD,  Waters  (2.1 mm×150 mm, 4 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters ZORBAX Eclipse XDB-C18, 
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters Agilent Technologies

   (2.1 mm×150 mm, 5 µm)
LC: 1200 Series, Agilent Technologies Inertsil ODS-3, GL Sciences
MS/MS: API-3200 Q TRAP,  AB SCIEX  (2.1 mm×150 mm, 4 µm)
LC: LC-20AD, Shimadzu Inertsil ODS-3, GL Sciences
MS/MS: API 4000,  Applied Biosystems  (2.1 mm×150 mm, 4 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters BEH C18, Waters
MS/MS: ACQUITY TQD,  Waters  (2.1 mm×150 mm, 1.7 µm)

9

8

6

5

7

2

3

4

Lab. No. LC-MS/MS

1

 

 

4 まとめ 
  飼料中に残留するイマザピック及びイマザピルについて，JFRL 法を基に，LC-MS/MS を用いた

同時定量法の飼料分析基準への適用の可否について検討したところ，以下の結果を得られ，適用が

可能であると考えられた． 

1)  検量線はそれぞれ 0.2~2000 ng/mL（注入量として 0.0008~8 ng 相当量）の範囲で直線性を示し

た． 

なお，当該検量線における各マトリックスの添加回収試験の設定濃度は，イマザピックとし

て，肉用牛肥育用配合飼料に 0.5 及び 1 ng/mL 相当濃度，小麦に 0.5，1 及び 5 ng/mL 相当濃度，

大豆に 0.5，5 及び 50 ng/mL 相当濃度，とうもろこしに 0.5 及び 1 ng/mL 相当濃度，大豆油かす

に 0.5，5 及び 50 ng/mL 相当濃度，スーダングラス乾草に 0.5，5 及び 30 ng/mL 相当濃度，イマ

ザピルとして，肉用牛肥育用配合飼料に 0.5，1 及び 5 ng/mL 相当濃度，小麦に 0.5，1 及び 5 

ng/mL 相当濃度，大豆に 0.5，5 及び 500 ng/mL 相当濃度，とうもろこしに 0.5，1 及び 5 ng/mL

相当濃度，大豆油かすに 0.5，5 及び 700 ng/mL 相当濃度，スーダングラス乾草に 0.5，5 及び

300 ng/mL 相当濃度とした． 

2)  本法に従って得られた SRM クロマトグラムでは，6 種類の飼料原料及び 3 種類の配合飼料に

おいて定量を妨げるピークは認められなかった． 
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3)  肉用牛肥育用配合飼料，小麦，大豆，とうもろこし，大豆油かす及びスーダングラス乾草にイ

マザピックとして 0.005~3 mg/kg 相当量，イマザピルとして 0.005~30 mg/kg 相当量を添加した試

料について添加回収試験を実施し，回収率及び繰返し精度を求めたところ良好な結果が得られ

た． 

4)  本法によるイマザピック及びイマザピルの定量下限は 0.005 mg/kg（乾牧草は 0.05 mg/kg），検

出下限は 0.002 mg/kg（乾牧草は 0.02 mg/kg）であった． 

5)  肉用牛肥育用配合飼料にイマザピックとして 0.01 mg/kg 相当量及びイマザピルとして 0.05 

mg/kg 相当量，小麦にイマザピック及びイマザピルとしてそれぞれ 0.05 mg/kg 相当量，とうもろ

こしにイマザピックとして 0.01 mg/kg 相当量及びイマザピルとして 0.05 mg/kg 相当量，大豆油

かすにイマザピックとして 0.5 mg/kg 相当量及びイマザピルとして 7 mg/kg 相当量並びにスーダ

ングラス乾草にイマザピックとして 3 mg/kg 相当量及びイマザピルとして 30 mg/kg 相当量を添

加した試料を用いて，9 試験室において本法に従い共同試験を実施したところ，良好な結果が得

られた． 
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 3 飼料用イネ中のエスプロカルブ他 4 成分の液体クロマトグラフタンデ

ム型質量分析計による同時定量法 
 

吉村 哲史*，若宮 洋市*  
 

Simultaneous Determination of Esprocarb and 4 Pesticides in Rice Straw, Whole-crop Rice Silage 
and Paddy Rice for Feed by LC-MS/MS 

   
Satoshi YOSHIMURA* and Youichi WAKAMIYA* 

(* Food and Agricultural Materials Inspection Center, Fukuoka Regional Center) 
   

An analytical method was developed to simultaneously determine the levels of buprofezin, 
cafenstrole, esprocarb, pyrazolynate and pyrazoxyfen in feed using liquid chromatography-
electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). 

   
After adding water to samples, buprofezin, cafenstrole, esprocarb, pyrazolynate and pyrazoxyfen 
were extracted with acetone and the resulting solutions were filtered.  The filtrate was then 
diluted with acetone to a final volume of 200 mL.  The sample solution was purified with 
InertSep Slim-J C-18B (GL Science Inc.; Tokyo, Japan) and injected into the LC-ESI-MS/MS for 
determination of the levels of five pesticides.  LC separation was carried out on an ODS column 
(ZORBAX Eclipse XDB-C18, 2.1 mm i.d. × 150 mm, 5 µm from Agilent Technologies Inc.; Santa 
Clara, CA, USA) using a gradient with 2 mmol/L ammonium acetate solution and acetonitrile as 
the mobile phase.  MS/MS analysis was performed in the selected reaction monitoring (SRM) 
mode. 

   
Recovery tests were conducted on rice straw, whole-crop rice silage and paddy rice spiked.  Rice 
straw was spiked with 0.01 or 25 mg/kg of buprofezin, 0.01 or 0.2 mg/kg of other pesticides 
except buprofezin.  Whole-crop rice silage was spiked with 0.01 or 15 mg/kg of buprofezin, 0.01 
or 0.2 mg/kg of other pesticides except buprofezin. Paddy rice was spiked with 0.01 or 10 mg/kg 
of buprofezin, 0.01 or 0.02 mg/kg of cafenstrole and esprocarb, 0.01 or 0.1 mg/kg of pyrazolynate 
and pyrazoxyfen.  The mean recoveries ranged from 85.6 % to 101 % for buprofezin, 93.6 % to 
103 % for cafenstrole, 88.5 % to 104 % for esprocarb, 90.3 % to 98.8 % for pyrazolynate and 
86.2 % to 106 % for pyrazoxyfen.  The relative standard deviations of repeatability (RSDr)  
were not more than 7.1% for buprofezin, 5.2 % for cafenstrole, 7.9 % for esprocarb, 7.1 % for 
pyrazolynate and 5.9 % for pyrazoxyfen. 

   
A collaborative study was conducted in nine laboratories, using rice straw, whole-crop rice silage 
and paddy rice spiked with buprofezin, cafenstrole, esprocarb, pyrazolynate and pyrazoxyfen in 
the following quantities: 25 mg/kg of buprofezin and 0.2 mg/kg of other pesticides except 
buprofezin for rice straw, 15 mg/kg of buprofezin and 0.2 mg/kg of other pesticides except 
buprofezin for whole-crop rice silage, and 10 mg/kg of buprofezin and 0.02 mg/kg of cafenstrole 
and esprocarb and 0.1 mg/kg of pyrazolynate and pyrazoxyfen for paddy rice. For each pesticide, 
the resulting range of mean recoveries, repeatability and reproducibility in the terms of relative 
standard deviations (RSDr and RSDR) and HorRat, respectively, were 90.5 % to 97.6 % and not 
more than 4.4 %, 11 % and 1.1 for buprofezin, 95.8 % to 97.0 % and not more than 7.1 %, 9.6 % 
and 0.46 for cafenstrole, 88.4 to 94.0 % and not more than 8.0 %, 10 % and 0.49 for esprocarb, 
91.0 % to 99.3 % and not more than 5.2 %, 15 % and 0.71 for pyrazolynate, and 88.3 % to 94.2 % 
and not more than 4.0 %, 13 % and 0.65 for pyrazoxyfen. 

   

* 独立行政法人農林水産消費安全技術センター福岡センター  
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This method was validated and established for use in the inspection of buprofezin, cafenstrole, 
esprocarb, pyrazolynate and pyrazoxyfen in rice straw, whole-crop rice silage and paddy rice for 
feed. 

   
Key words: buprofezin; cafenstrole; esprocarb; pyrazolynate; pyrazoxyfen; liquid chromatograph-

tandem mass spectrometer (LC-MS/MS); electrospray ionization (ESI); rice for feed; rice 
straw; whole-crop rice silage; paddy rice; collaborative study 

   
キーワード：ブプロフェジン；カフェンストロール；エスプロカルブ；ピラゾリネート；

ピラゾキシフェン；液体クロマトグラフタンデム型質量分析計；エレクトロスプレー

イオン化法；飼料用イネ；稲わら；稲発酵粗飼料；籾米；共同試験 
 

1 緒  言 
  ブプロフェジンはチアジアジン系の殺虫剤として 1)，カフェンストロールはトリアゾール系の一

年生イネ科雑草向け除草剤として 2)，エスプロカルブはチオカーバメート系除草剤として 3)，ピラ

ゾリネート及びピラゾキシフェンはピラゾール系水稲用の除草剤として 4), 5)，日本国内でそれぞれ

農薬登録されている．  

  我が国では，飼料の有害物質の指導基準 6）の改正（平成 21 年 1 月 29 日）により，飼料用イネ

（稲わら，稲発酵粗飼料及び籾米）について残留農薬の指導基準値が追加設定され，上記 5 成分の

うちブプロフェジンのみ管理基準値が設定されており，稲わらで 25 mg/kg，稲発酵粗飼料（以下

「WCS」という．）で 15 mg/kg 及び籾米で 10 mg/kg となっている．その他の農薬については飼料

中の基準値は設定されていない．これら農薬の定量法としては，厚生労働省通知により，ガスクロ

マトグラフ質量分析計や液体クロマトグラフタンデム型質量分析計（以下「LC-MS/MS」という．）

による試験法 7)等が示されているが，飼料に適用できる分析法の開発が急務であった． 

  今回，財団法人日本食品分析センターが，平成 21 年度及び平成 24 年度の飼料中の有害物質等分

析法委託事業において開発した液体クロマトグラフタンデム型質量分析計による定量法 8), 9)（以下

「JFRL 法」という．）を基に，ブプロフェジン，カフェンストロール，エスプロカルブ，ピラゾ

リネート及びピラゾキシフェン（以下「ブプロフェジン等」という．）の LC-MS/MS による同時

定量法について，飼料分析基準 10)への適用の可否を検討したので，その概要を報告する． 

  参考にブプロフェジン等の化学構造式等を Fig. 1 に示した． 
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Buprofezin 

2-tert-butylimino-3-isopropy-5-phenyl- 

1,3,5-thiadiazinan-4-one 

C16H23N3OS  MW：305.4 

CAS No.: 69327-76-0 
   

 

   
Cafenstrole 

N,N-diethyl-3-mesitylsulfonyl-1H-1,2,4- 

triazole-1-carboxamide 

C16H22N4O3S  MW：350.4 

CAS No.: 125306-83-4 
   

 

   
Esprocarb 

S-benzyl(RS)-1,2-

dimethylpropyl(ethyl)thiocarbamate 

C15H23NOS  MW：265.4 

CAS No.: 85785-20-2 
   

 

   
Pyrazolynate 

4-(2,4-dichlorobenzoyl)-1,3- 

dimetylpyrazol-5-yl toluene-4-sulfonate 

C20H16Cl2N2O3  MW：403.3  

CAS No.: 58011-68-0 

 

   
Pyrazoxyfen 

2-[4-(2,4-dichlorobenzoyl)-1,3- 

dimetylpyrazol-5-yl oxy]acetophenone 

C20H16Cl2N2O3  MW：403.3 

CAS No.: 71561-11-0 
   

Fig. 1   Chemical structures of buprofezin, cafenstrole, esprocarb,  
pyrazolynate and pyrazoxyfen 
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2 実験方法 
2.1 試 料 

  稲わら及び籾米はそれぞれ 1 mm のスクリーンを装着した粉砕機で粉砕した．WCS は 60 °C

で 6 時間乾燥し，更に室内に静置して風乾した後，同様に粉砕した． 

2.2 試 薬 

1) アセトン，アセトニトリルは残留農薬・PCB 試験用を用いた．水は超純水（JIS K 0211 の

5218 に定義された超純水）を用いた．酢酸アンモニウムは試薬特級を用いた． 

2) 各農薬標準品 

  ブプロフェジン，カフェンストロール，エスプロカルブ，ピラゾリネート及びピラゾキシフ

ェンの標準品は，Table 1 に示した供給業者，純度のものを用いた． 

3) 各農薬標準原液 

  農薬標準品各 25 mg を正確に量ってそれぞれ 50 mL の全量フラスコに入れ，アセトンを加

えて溶かし，更に標線まで同溶媒を加えて各農薬標準原液を調製した（これらの液各 1 mL は，

各農薬として 0.5 mg を含有する．）． 

4) 農薬混合標準液 

  各農薬標準原液各 1 mL を 50 mL の全量フラスコに正確に入れて混合し，更に標線までアセ

トンを加えて混合標準原液を調製した（この液 1 mL は，各農薬としてそれぞれ 10 µg を含有

する．）．   

  使用に際して，混合標準原液の一定量をアセトニトリル－水（4+1）で正確に希釈し，1 mL

中に各農薬としてそれぞれ 0.05，0.1，2，4，6，8 及び 10 ng を含有する農薬混合標準液を調

製した． 

 

Table 1   Pesticide standards used in this study 
Pesticides Manufacturers

Buprofezin Wako Pure Chemical Industries 99.4
Cafenstrole Wako Pure Chemical Industries 99.6
Esprocarb Kanto Chemical 99.8
Pyrazolynate Kanto Chemical 100
Pyrazoxyfen Kanto Chemical 100

Purity (%)  

 

2.3 装置及び器具 

1) 粉砕機：ZM-100 Retsch 製（1 mm スクリーン，使用時回転数 14000 rpm）（籾米） 

2) 乾牧草用粉砕機：SM-100 Retsch 製（1 mm スクリーン，回転数（仕様）1690 rpm）（籾米

以外） 

3) 振とう機：SR-2DW タイテック製（使用時振動数 280 rpm） 

4) オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラム：InertSep Slim-J C18-B（充てん剤量 500 mg）

ジーエルサイエンス製にリザーバーを連結したもの 

5) LC-MS/MS： 

 LC 部：ACQUITY UPLC System  Waters 製 

 MS 部：ACQUITY TQD  Waters 製 
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2.4 定量方法 

1) 抽 出 

  分析試料 10.0 g を量って 300 mL の共栓三角フラスコに入れ，水 30 mL（籾米は 20 mL）を

加え，30 分間静置後，更にアセトン 120 mL（籾米は 100 mL）を加え，30 分間振り混ぜて抽

出した．200 mL の全量フラスコをブフナー漏斗の下に置き，抽出液をろ紙（5 種 B）で吸引

ろ過した後，先の三角フラスコ及び残さを順次アセトン 50 mL で洗浄し，同様に吸引ろ過し

た．更に全量フラスコの標線までアセトンを加えた．この液 2 mL を 50 mL のなす形フラスコ

に正確に入れ，水 20 mL を加えて，カラム処理に供する試料溶液とした． 

2) カラム処理 

  オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムをアセトニトリル 5 mL 及び水 5 mL で順次洗

浄した．試料溶液をミニカラムに入れ，流速 1 mL/min 程度で吸引して液面が充てん剤の上端

に達するまで流出させた．試料溶液の入っていたなす形フラスコを水－アセトニトリル（3+2）

5 mL ずつで 2 回洗浄し，洗液を順次ミニカラムに加え，同様に流出させた．10 mL の全量フ

ラスコをミニカラムの下に置き，アセトニトリル－水（4+1）9 mL をミニカラムに加え，各農

薬を溶出させた．更に全量フラスコの標線まで同溶媒を加え，その液の一定量を 5000×g で 5 

分間遠心分離し，上澄み液を LC-MS/MS による測定に供する試料溶液とした． 

3) LC-MS/MS による測定 

  試料溶液，試料溶液をアセトニトリル－水（4+1）で 500 倍に希釈した液及び各農薬混合標

準液各 5 µL を LC-MS/MS に注入し，選択反応検出（以下「SRM」という．）クロマトグラム

を得た．測定条件を Table 2 及び 3 に示した． 

 

Table 2   Operating conditions of LC-MS/MS 
Column ZORBAX Eclipse XDB C18, Agilent Technologies 

(2.1 mm i.d.×150 mm, 5 µm)
Mobile phase 2 mmol/L Ammonium acetate solution - acetonitrile (4:1)

 → 15 min → (1:9) (hold for 5 min)→(4:1) (hold for 10 min)

Flow rate 0.2 mL/min
Column temperature 40 °C
Ionization Electrospray ionization　(ESI)
Mode Positive

Source temperature 120 °C
Desolvation gas N2 (650 L/h, 350 °C)
Cone gas N2 (50 L/h)
Collision gas Ar (0.25 mL/min)

Capillary voltage 3.5 kV
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Table 3   MS/MS parameters 
Precursor Cone Collision

ion Quantifier Qualifier voltage energy

(m /z ) (m /z ) (m /z ) (V) (eV)

201 － 14

－ 116 18

100 － 16

－ 72 36

91 － 25

－ 71 20

91 － 37

－ 173 19

91 － 35

－ 105 23
Pyrazoxyfen 403 45

Pyrazolynate 439 45

Esprocarb 266 35

Buprofezin 306 35

Cafenstrole 351 20

Product ion

Target
 

 

4) 計 算 

  得られた SRM クロマトグラムからピーク面積及び高さを求めて検量線を作成し，試料中の

各農薬量を算出した． 

  なお，定量法の概要を Scheme 1 に示した． 

Sample 10.0 g (300 mL of Erlenmeyer flask)

InertSep Slim-J C18-B (500 mg)

LC-MS/MS

add 30 mL of water (paddy rice: 20 mL)
allow to stand for 30 min
add 120 mL of acetone (paddy rice: 100 mL)
shake for 30 min
filter through No.5B under reduced pressure

elute with 9 mL of acetonitrile-water (4:1)
fill up to 10 mL with acetonitrile-water (4:1)
centrifuge for 5 min at 5000×g

wash with 50 mL of acetone
fill up to 200 mL with acetone

apply sample solution
wash with 5 mL of water-acetonitrile (3:2) (twice)

prewash with each 5 mL of acetonitrile and water
add 20 mL of water to 2 mL of sample solution 

 
   

Scheme1   Analytical procedure for esprocarb and 4 pesticides in rice straw, whole-crop rice 
silage and paddy rice for feed 

 

3 結果及び考察 
3.1 検量線 

  2.2 の 4)に従って調製した各農薬混合標準液各 5 µL を LC-MS/MS に注入し，得られた SRM ク

ロマトグラムからピーク面積及び高さを用いて検量線を作成した．得られた検量線の一例は，
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Fig. 2 のとおりであり，ブプロフェジン等は各 0.05~10 ng/mL（注入量として 0.00025~ 0.05 ng 相

当量）の範囲で直線性を示した． 

 
Buprofezin 

　　Concentration / [ng/mL] 　　Concentration / [ng/mL]

Pa
ek

 h
ei

gh
t 

/ a
rb

. u
ni

ts

Pa
ek

 a
re

a 
/ a

rb
. u

ni
ts

y = 1,509.2 x + 48.4 
R² = 0.9999 

0

5000

10000

15000

0 2 4 6 8 10

y = 9,069.4 x + 245.7
R² = 0.9999 

0

20000

40000

60000

80000

0 2 4 6 8 10

 

Cafenstrole 

　　Concentration / [ng/mL] 　　Concentration / [ng/mL]
Pa

ek
 h

ei
gh

t 
/ 

ar
b.

 u
ni

ts

Pa
ek

 a
re

a 
/ 

ar
b.

 u
ni

ts

y = 4,955.7 x + 38.5 
R² = 0.9999 

0

15000

30000

45000

0 2 4 6 8 10

y = 29,702.3 x + 67.2
R² = 0.9999 

0

100000

200000

300000

0 2 4 6 8 10

 

Esprocarb 

Pa
ek

 a
re

a 
/ 

ar
b.

 u
ni

ts

Pa
ek

 h
ei

gh
t 

/ 
ar

b.
 u

ni
ts

　　Concentration / [ng/mL] 　　Concentration / [ng/mL]

y = 6,289.2 x + 1,462.4 
R² = 0.9998 

0

20000

40000

60000

0 2 4 6 8 10

y = 42,140.5 x + 7,608.8 
R² = 0.9997 

0

100000

200000

300000

400000

0 2 4 6 8 10

 

Pyrazolynate 

Pa
ek

 a
re

a 
/ 

ar
b.

 u
ni

ts

Pa
ek

 h
ei

gh
t /

 a
rb

. u
ni

ts

　　Concentration / [ng/mL] 　　Concentration / [ng/mL]

Concentrat

y = 8,068.8 x + 2,501.4 
R² = 0.9998 

0

20000

40000

60000

80000

0 2 4 6 8 10

y = 63,544.8 x + 20,689.9 
R² = 0.9999 

0

200000

400000

600000

0 2 4 6 8 10

 

Pyrazoxyfen 

Pa
ek

 a
re

a 
/ a

rb
. u

ni
ts

Pa
ek

 h
ei

gh
t 

/ a
rb

. u
ni

ts

　　Concentration / [ng/mL] 　　Concentration / [ng/mL]

y = 5,780.0 x + 44.3 
R² = 0.9998 

0

15000

30000

45000

0 2 4 6 8 10

y = 34,331.4 x + 324.7
R² = 0.9999 

0

100000

200000

300000

0 2 4 6 8 10

 

Fig. 2   Calibration curves of buprofezin, cafenstrole, esprocarb, pyrazolynate  
and pyrazoxyfen by peak area (left) and peak height (right) 
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3.2 オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムにおける溶出画分の確認 

  2.4 の 1)により調製したカラム処理に供する試料溶液にブプロフェジン等として 0.1 mg/kg 相

当量を添加（最終試料溶液中で 1 ng/mL 相当量）し，オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラ

ムからの溶出画分を確認した．その結果は Table 4 のとおりであり，ブプロフェジン等はアセト

ニトリル－水（4+1）8 mL で全量溶出していた．JFRL 法では 10 mL で溶出させているが，溶出

液の受器が 10 mL の全量フラスコであり，標線を超えるおそれがあることから，本法では，ア

セトニトリル－水（4+1）9 mL で溶出させた後，全量フラスコの標線まで同溶媒を加え LC-

MS/MS による測定に供する試料溶液とした． 
 

Table 4   Elution pattern from InertSep Slim-J C18-B 

(2:3) (4:1) (4:1) (4:1)
10 mL 0~8 mL 8~9 mL 9~10 mL

Rice straw Buprofezin 0     90.4 0 0     90.4
Cafenstrole 0     97.4 0 0     97.4
Esprocarb 0     95.8 0 0     95.8
Pyrazolynate 0     89.0 0 0     89.0
Pyrazoxyfen 0 101 0 0 101
Buprofezin 0     91.3 0 0     91.3
Cafenstrole 0 102 0 0 102
Esprocarb 0     99.8 0 0     99.8
Pyrazolynate 0 102 0 0 102
Pyrazoxyfen 0     98.6 0 0     98.6

Paddy rice Buprofezin 0     94.4 0 0     94.4
Cafenstrole 0 101 0 0 101
Esprocarb 0 105 0 0 105
Pyrazolynate 0     96.4 0 0     96.4
Pyrazoxyfen 0 107 0 0 107

Recoverya) (%)

Total
acetonitrile-water

Whole-crop
 rice silage

PesticidesFeed types

 

a)  Mean (n=3) 
 

3.3 マトリックス効果の確認 

  4 の 1)及び 2)により調製した稲わら，WCS 及び籾米のブランク試料溶液にブプロフェジン等

として 0.1 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 1 ng/mL 相当量）をそれぞれ添加した各マトリック

ス標準液について，2.2 の 3)に従って調製した同濃度の各標準液に対するピーク面積比を確認し

たところ，ピーク面積比は 83~109 %であり，各農薬は試料マトリックスによる大きな影響を受

けることなく測定可能であった．  

 

3.4 妨害物質の検討 

  稲わら，WCS 及び籾米各 2 検体を試料として，本法により調製した試料溶液を LC-MS/MS に

注入し，得られた SRM クロマトグラムを確認したところ，各試料において定量を妨げるピーク
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は認められなかった．なお、稲わらにおいてエスプロカルブのピークが認められた．検出したピ

ークは，定量イオンと確認イオンの強度比からエスプロカルブと判断した． 

  なお，当該稲わらの SRM クロマトグラムを Fig. 3 に示した． 

 

  A                              B 
  

  

  

  

  

Fig. 3   Selected reaction monitoring chromatograms of blank rice straw and standard solution 
 (Vertical axis: Intensity (unit: arbitrary units) / Horizontal axis: Retention time (unit: min)) 
 (Arrows indicate the retention time of pesticides.) 
A: Standard solution (0.1 ng/mL: 0.0005 ng as each pesticide)  
B: Rice straw  
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3.5 添加回収試験 

  飼料用イネについて，ブプロフェジンとして，稲わらに 0.01 及び 25 mg/kg 相当量（最終試料

溶液中で各 0.1 及び 0.5 ng/mL 相当量），WCS に原物中に換算して 0.01 及び 15 mg/kg 相当量

（最終試料溶液中で各 0.225 及び 0.675 ng/mL 相当量），籾米に 0.01 及び 10 mg/kg 相当量（最

終試料溶液中で各 0.1 及び 0.2 ng/mL 相当量），カフェンストロール及びエスプロカルブとして，

稲わらに 0.01 及び 0.2 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で各 0.1 及び 2 ng/mL 相当量），WCS に

原物中に換算して 0.01 及び 0.2 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で各 0.225 及び 4.5 ng/mL 相当

量），籾米に 0.01 及び 0.02 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で各 0.1 及び 0.2 ng/mL 相当量），ピ

ラゾリネート及びピラゾキシフェンとして，稲わらに 0.01 及び 0.2 mg/kg 相当量（最終試料溶

液中で各 0.1 及び 2 ng/mL 相当量），WCS に原物中に換算して 0.01 及び 0.2 mg/kg 相当量（最終

試料溶液中で各 0.225 及び 4.5 ng/mL 相当量），籾米に 0.01 及び 0.1 mg/kg 相当量（最終試料溶

液中で各 0.1 及び 1 ng/mL 相当量），それぞれ添加し，本法に従って添加回収試験を実施し，平

均回収率及び繰返し精度を求めた． 

  また，WCS については原物の水分含有量を 60 %と想定し，原物中濃度への換算は，原物（水

分含有量 60 %）中濃度＝風乾物（水分含有量 10 %）中濃度／2.25 の式から求めた． 

  その結果は Table 5 のとおり，ブプロフェジンについては平均回収率は 85.6~101 %，その繰返

し精度は相対標準偏差（RSDr）として 7.1 %以下，カフェンストロールについては平均回収率は

93.6~103 %，その繰返し精度は RSDr として 5.2 %以下，エスプロカルブについては平均回収率

は 88.5~104 %，その繰返し精度は RSDr として 7.9 %以下，ピラゾリネートについては平均回収

率は 90.3~98.8 %，その繰返し精度は RSDr として 7.1 %以下，ピラゾキシフェンについては平均

回収率は 86.2~106 %，その繰返し精度は RSDr として 5.9 %以下の成績が得られた． 

  なお，得られた SRM クロマトグラムの一例を Fig. 4 に示した． 
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Table 5   Recovery for pesticides  

Recoverya) RSDr
b) Recoverya) RSDr

b) Recoverya) RSDr
b)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.01     90.0 7.1 95.0 1.7 101 3.5

10 － － － － 99.9 2.4
15 － － 85.6 3.6 － －

25     99.3 5.2 － － － －

0.01     93.6 5.2 98.1 2.4 96.6 3.3
0.02 － － － － 98.0 4.2
0.2     94.9 3.1 103 2.1 － －

0.01     97.0 4.7 104 1.3 92.4 6.2
0.02 － － － － 88.5 7.9
0.2     98.0 4.4 103 1.9 － －

0.01     97.5 1.8 92.0 7.1 96.7 3.2
0.1 － － － － 98.8 5.3
0.2     93.7 3.6 90.3 6.3 － －

0.01     88.3 5.9 97.6 2.0 86.5 1.3
0.1 － － － － 86.2 5.0
0.2     92.6 3.1 106 1.2 － －

Feed types
Rice straw Whole-crop rice silage Paddy rice

Cafenstrole

Spiked level
(mg/kg)

Pesticides

Pyrazoxyfen

Pyrazolynate

Esprocarb

Buprofezin

 

－: Not tested 
a) Mean (n=3) 
b) Relative standard deviation of repeatability 
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A                 B 
  

  

  

  

  

   
Fig. 4   Selected reaction monitoring chromatograms of each pesticide 

 (Vertical axis: Intensity (unit: arbitraty units) / Horizontal axis: Retention time (unit: min)) 
A: Standard solution  

Buprofezin, cafenstrole and esprocarb (0.2 ng/mL: 0.001 ng as each pesticide)  
Pylazorynate and pylazoxyfen (1 ng/mL: 0.005 ng as each pesticide) 

B: Sample solution of paddy rice  
Spiked at 10 mg/kg of buprofezin (0.2 ng/mL as buprofezin )*, 0.02 mg/kg of 
cafenstrol and esprocarb (0.2 ng/mL as each pesticide), and 0.1 mg/kg of 
pylazorynate and pylazoxyfen (1 ng/mL as each pesticide) 
* buprofezin: diluted sample solution 500-fold with acetonitorile-water(4:1) 
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3.6 定量下限及び検出下限 

  本法の定量下限及び検出下限を確認するため，飼料用イネにブプロフェジン等を添加し，添加

回収試験により得られるピークの SN 比が 10 及び 3 となる濃度を求めた． 

  その結果，得られたピークの SN 比が 10 以上となる濃度は 0.01 mg/kg であり，また，SN 比が

3 となる濃度は 0.003 mg/kg であったことから，試料（WCS は風乾物）中の定量下限は 0.01 

mg/kg，検出下限は 0.003 mg/kg であった． 

  なお，Table 5 に示したとおり，当該定量下限濃度における添加回収試験結果は良好であった． 

 

3.7 共同試験 

  本法の室間再現精度を確認するため，濃度非通知，かつ非明示の 2 点反復で共通試料による共

同試験を実施した． 

  共通試料としては，稲わらにブプロフェジンとして 25 mg/kg 相当量並びにカフェンストロー

ル，エスプロカルブ，ピラゾリネート及びピラゾキシフェンとしてそれぞれ 0.2 mg/kg 相当量

（分析用試料 10 g に対して 1 mL 中にブプロフェジン 250 µg 並びにカフェンストロール，エス

プロカルブ，ピラゾリネート及びピラゾキシフェン各 2 µg を含有する混合標準液を 1 mL 添加）

を，WCS（風乾物）にブプロフェジンとして 33.75 mg/kg 相当量並びにカフェンストロール，エ

スプロカルブ，ピラゾリネート及びピラゾキシフェンとしてそれぞれ 0.45 mg/kg 相当量（分析

用試料 10 g に対して 1 mL 中にブプロフェジン 337.5 µg 並びにカフェンストロール，エスプロカ

ルブ，ピラゾリネート及びピラゾキシフェン各 4.5 µg を含有する混合標準液を 1 mL 添加）を，

籾米にブプロフェジンとして 10 mg/kg 相当量，カフェンストロール及びエスプロカルブとして

それぞれ 0.02 mg/kg 並びにピラゾリネート及びピラゾキシフェンとしてそれぞれ 0.1 mg/kg 相当

量（分析用試料 10 g に対して 1 mL 中にブプロフェジン 100 µg，カフェンストロール及びエスプ

ロカルブ 0.2 µg 並びにピラゾリネート及びピラゾキシフェン 1 µg を含有する混合標準液を 1 mL

添加）を，それぞれ各試験室にて分析開始の前日に添加して調製した試料を用いた． 

  なお，WCS は原物（水分含有量 60 %）中濃度＝風乾物（水分含有量 10 %）中濃度／2.25 の

式で換算した分析値を報告させることとした． 

  参加試験室は，一般財団法人日本食品分析センター多摩研究所，一般財団法人食品環境検査協

会東京事業所，全国農業協同組合連合会飼料畜産中央研究所，独立行政法人農林水産消費安全技

術センター肥飼料安全検査部，同札幌センター，同仙台センター，同名古屋センター，同神戸セ

ンター及び同福岡センター（計 9 試験室）であった．結果の解析については，国際的にハーモナ

イズされた共同試験に関する手順 11), 12)を参考に，Cochran 検定，外れ値 1 個の Grubbs 検定及び

外れ値 2 個の Grubbs 検定を行い，外れ値の有無を確認した上で平均回収率，繰返し精度（RSDr）

及び室間再現精度（RSDR）を算出し，得られた RSDR から，修正 Horwitz 式 13)を用いて HorRat

を求めた． 

  結果は Table 6~10 のとおりであった．ブプロフェジンについては稲わら，WCS 及び籾米につ

いて，平均回収率は 90.5，92.4 及び 97.6 %，RSDr はそれぞれ 2.7，2.9 及び 4.4 %，RSDR はそれ

ぞれ 10，11 及び 7.7 %，HorRat はそれぞれ 1.1，1.0 及び 0.68 であった．カフェンストロールに

ついては稲わら，WCS 及び籾米について，平均回収率は 96.1，95.8 及び 97.0 %，RSDr はそれぞ

れ 2.5，3.0 及び 7.1 %，RSDR はそれぞれ 9.4，7.7 及び 9.6 %，HorRat はそれぞれ 0.46，0.38 及び
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0.44 であった．エスプロカルブについては稲わら，WCS 及び籾米について，平均回収率は 89.3，

88.4 及び 94.0 %，RSDr はそれぞれ 4.6，3.3 及び 8.0 %，RSDR はそれぞれ 10，7.3 及び 7.1 %，

HorRat はそれぞれ 0.49，0.35 及び 0.32 であった．ピラゾリネートについては稲わら，WCS 及び

籾米について，平均回収率は 94.1，91.0 及び 99.3 %，RSDr はそれぞれ 1.8，5.2 及び 4.5 %，

RSDR はそれぞれ 15，13 及び 8.8 %，HorRat はそれぞれ 0.71，0.65 及び 0.40 であった．ピラゾ

キシフェンについては稲わら，WCS 及び籾米について，平均回収率は 88.3，89.3 及び 94.2 %，

RSDr はそれぞれ 4.0，3.8 及び 3.8 %，RSDR はそれぞれ 13，8.9 及び 8.7 %，HorRat はそれぞれ

0.65，0.43 及び 0.40 であった．  

  なお，一部の結果で HorRat の値が 0.5 を下回るものがあったが，要因の一つとして，本分析

法の操作が昨年度共同試験を実施したオキサジクロメホン等の分析法と同一で，比較的簡便であ

ることが考えられた． 

  参考のため，各試験室で使用した LC-MS/MS の機種等を Table 11 に示した． 

 

Table 6   Collaborative study for buprofezin  

1 22.5 22.8 15.3 13.9 10.6 10.1
2 24.6 23.7 15.0 14.9 9.87 9.79

3 16.4 17.4 10.8 11.0 8.45 8.00
4 23.9 23.7 15.5 15.2 8.97 10.0

5 22.6 21.7 12.6 12.8 9.43 9.18
6 22.3 21.5 12.3 12.4 10.2 9.97

7 24.4 25.0 15.2 15.1 9.89 9.78
8 24.4 22.7 14.4 13.6 11.0 9.76

9 24.0 23.8 14.7 14.9 10.1 10.5

Spiked level (mg/kg)

Mean value a) (mg/kg)

Mean recovery a) (%)

RSDr b) (%)

RSDR c) (%)

PRSDR d) (%)

HorRat 1.1 1.0 0.68

10 11 7.7

10 11 11

90.5 92.4 97.6

2.7 2.9 4.4

25 15 10

22.6 13.9 9.76

Lab. No.
Feed types

Rice straw Whole-crop rice silage Paddy rice

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

 

a)  n=18 
b)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
c)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
d)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation 
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Table 7   Collaborative study for cafenstrole  

1 0.185 0.174 0.191 0.184 0.0176 0.0222
2 0.195 0.198 0.197 0.206 0.0196 0.0183

3 0.149 0.159 0.160 0.162 0.0184 0.0164
4 0.213 0.216 0.215 0.211 0.0225 0.0215

5 0.193 0.189 0.191 0.194 0.0216 0.0196
6 0.204 0.204 0.194 0.196 0.0208 0.0214

7 0.194 0.185 0.197 0.185 0.0183 0.0174
8 0.194 0.191 0.199 0.197 0.0175 0.0183

9 0.203 0.212 0.176 0.193 0.0187 0.0192

Spiked level (mg/kg)

Mean value a) (mg/kg)

Mean recovery a) (%)

RSDr b) (%)

RSDR c) (%)

PRSDR d) (%)

HorRat

Lab. No.
Feed types

Rice straw Whole-crop rice silage Paddy rice

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

0.2 0.2 0.02

0.192 0.192 0.0194

9.4 7.7 9.6

21 21 22

96.1 95.8 97.0

2.5 3.0 7.1

0.46 0.38 0.44

 

a)  n=18 
b)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
c)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
d)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation  
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Table 8   Collaborative study for esprocarb  

1 0.186 0.172 0.182 0.178 0.0168 0.0176
2 0.184 0.183 0.186 0.190 0.0175 0.0185

3 0.134 0.154 0.147 0.155 0.0219 0.0195
4 0.196 0.186 0.192 0.185 0.0191 0.0197

5 0.171 0.170 0.170 0.174 0.0192 0.0172
6 0.181 0.170 0.172 0.169 0.0202 0.0192

7 0.175 0.180 0.184 0.180 0.0179 0.0188
8 0.184 0.171 0.190 0.187 0.0190 0.0176

9 0.201 0.215 0.161 0.181 0.0181 0.0207

Spiked level (mg/kg)

Mean value a) (mg/kg)

Mean recovery a) (%)

RSDr b) (%)

RSDR c) (%)

PRSDR d) (%)

HorRat

Lab. No.
Feed types

Rice straw Whole-crop rice silage Paddy rice

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

89.3 88.4 94.0

4.6 3.3 8.0

0.2 0.2 0.02

0.179 0.177 0.0188

10 7.3 7.1

21 21 22

0.49 0.35 0.32

 

a)  n=18 
b)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
c)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
d)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation 
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Table 9   Collaborative study for pyrazolynate  

1 0.159 0.156 0.193 0.196 0.102 0.0981
2 0.160 0.161 0.161 0.177 0.0951 0.0936
3 0.144 0.151 0.162 0.147 0.101 0.104
4 0.218 0.217 0.228 0.217 0.113 0.111
5 0.161 0.155 0.147 0.169 0.108 0.0945
6 0.173 0.170 0.181 0.186 0.103 0.103
7 0.144 0.141 0.154 0.171 0.0774 0.0892
8 0.173 0.174 0.186 0.184 0.0935 0.0923
9 0.207 0.200 0.202 0.216 0.104 0.105

Spiked level (mg/kg)

Mean value a) (mg/kg)

Mean recovery a) (%)

RSDr b) (%)

RSDR c) (%)

PRSDR d) (%)

HorRat

0.2 0.2 0.1
0.170 0.182 0.0993

Lab. No.
Feed types

Rice straw Whole-crop rice silage Paddy rice

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

15 13 8.8
21 21 22

94.1 91.0 99.3
1.8 5.2 4.5

0.71 0.65 0.40

 

a)  n=18 
b)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
c)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
d)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation 
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Table 10   Collaborative study for pyrazoxyfen  

1 0.183 0.159 0.184 0.185 0.0943 0.0934
2 0.158 0.157 0.165 0.169 0.0789 0.0767

3 0.133 0.140 0.147 0.156 0.0970 0.0952
4 0.209 0.206 0.210 0.194 0.108 0.108

5 0.163 0.154 0.170 0.167 0.0952 0.0859
6 0.196 0.186 0.183 0.184 0.0993 0.0937

7 0.179 0.173 0.184 0.181 0.0932 0.100
8 0.187 0.194 0.193 0.195 0.0907 0.0949

9 0.203 0.198 0.163 0.184 0.0924 0.0987

Spiked level (mg/kg)

Mean value a) (mg/kg)

Mean recovery a) (%)

RSDr b) (%)

RSDR c) (%)

PRSDR d) (%)

HorRat 0.65 0.43 0.40

13 8.9 8.7

21 21 22

88.3 89.3 94.2

4.0 3.8 3.8

0.2 0.2 0.1

0.177 0.179 0.0942

Lab. No.
Feed types

Rice straw Whole-crop rice silage Paddy rice

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

 

a)  n=18 
b)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
c)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
d)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between laboratories calculated from the 

modified Horwitz equation 
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Table 11   Instruments used in the collaborative study 
LC column

(i.d.×length, particle size)

ZORBAX Eclipse XDB-C18，
Agilent Technologies
(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
ZORBAX Eclipse XDB-C18，
Agilent Technologies
(2.1 mm×150 mm, 5 µm)

LC: 1200Series，Agilent Technologies ZORBAX Eclipse XDB-C18，
MS/MS: 6410 Triple Quad LC/MS， Agilent Technologies

Agilent Technologies (2.1 mm×150 mm, 5 µm)
ZORBAX Eclipse XDB-C18，
Agilent Technologies
(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
ZORBAX Eclipse XDB-C18，
Agilent Technologies
(2.1 mm×150 mm, 5 µm)
ZORBAX Eclipse XDB-C18，
Agilent Technologies
(2.1 mm×150 mm, 5 µm)

9 LC: ACQUITY UPLC，Waters
MS/MS: ACQUITY TQD，Waters

Inertsil ODS-SP，GL Science
(2.1 mm×150 mm, 5 µm)

Inertsil ODS-SP，GL Science
(2.1 mm×150 mm, 5 µm)

UPLC BEH C18，Waters
(2.1 mm×150 mm, 1.7 µm)

6

7 LC: ACQUITY UPLC，Waters
MS/MS: ACQUITY TQD，Waters

8 LC: ACQUITY UPLC，Waters
MS/MS: ACQUITY TQD，Waters

3 LC: ACQUITY UPLC，Waters
MS/MS: ACQUITY TQD，Waters

4 LC: ACQUITY UPLC，Waters
MS/MS: Quattro Premier XE，Waters

5 LC: Nexera X2，Shimadzu
MS/MS: LCMS-8040，Shimadzu

Lab.No. LC-MS/MS

1 LC: 1200 Series，Agilent Technologies
MS/MS: API-3200，AB Sciex

2 LC: LC-20A，Shimadzu
MS/MS: API-4000，AB Sciex

 

 

4 まとめ 
 飼料用イネに残留するブプロフェジン等について，JFRL 法を基に，LC-MS/MS を用いた定量法

の飼料分析基準への適用の可否について検討したところ，カラム処理における溶出溶媒量を 10 mL

から 9 mL に変更し，以下の結果が得られたことから，適用が可能であると考えられた． 

1) 検量線は，0.05~10 ng/mL（注入量として 0.00025~0.05 ng）の範囲で直線性を示した． 

  なお，当該検量線における各マトリックスの添加回収試験の設定濃度は，ブプロフェジンとし

て，稲わらに 0.1 及び 0.5 ng/mL 相当濃度，WCS に 0.225 及び 0.675 ng/mL 相当濃度，籾米に 0.1

及び 0.2 ng/mL 相当濃度，カフェンストロール及びエスプロカルブとして，稲わらに 0.1 及び 2 

ng/mL 相当濃度，WCS に 0.225 及び 4.5 ng/mL 相当濃度，籾米に 0.1 及び 0.2 ng/mL 相当濃度，

ピラゾリネート及びピラゾキシフェンとして，稲わらに 0.1 及び 2 ng/mL 相当濃度，WCS に

0.225 及び 4.5 ng/mL 相当濃度，籾米に 0.1 及び 1 ng/mL 相当濃度とした． 

2) 本法に従い得られる試料溶液についてマトリックス効果を確認した結果，各農薬は試料マトリ

ックスによる大きな影響を受けることなく測定可能であった． 

3) 飼料用イネについて，本法に従って得られたクロマトグラムには，定量を妨げるピークは認め

られなかった． 
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4) ブプロフェジンとして稲わらに 0.01 及び 25 mg/kg 相当量，WCS（原物中に換算）に 0.01 及び

15 mg/kg 相当量，籾米に 0.01 及び 10 mg/kg 相当量，カフェンストロール及びエスプロカルブと

して稲わら及び WCS（原物中に換算）に 0.01 及び 0.2 mg/kg 相当量，籾米に 0.01 及び 0.02 

mg/kg 相当量，ピラゾリネート及びピラゾキシフェンとして，稲わら及び WCS（原物中に換

算）に 0.01 及び 0.2 mg/kg 相当量，籾米に 0.01 及び 0.1 mg/kg 相当量をそれぞれ添加し，本法に

より 3 点併行分析を実施し，回収率及び繰返し精度を求めたところ良好な結果を得た． 

5) 本法における各農薬の定量下限は，試料（WCS は風乾物）中で 0.01 mg/kg，検出下限は 0.003 

mg/kg であった． 

6) 稲わらにブプロフェジンとして 25 mg/kg 相当量，ブプロフェジン以外の各農薬としてそれぞ

れ 0.2 mg/kg 相当量，WCS（風乾物）にブプロフェジンとして 33.75 mg/kg 相当量，ブプロフェ

ジン以外の各農薬としてそれぞれ 0.45 mg/kg 相当量，籾米にブプロフェジンとして 10 mg/kg 相

当量，カフェンストロール及びエスプロカルブとしてそれぞれ 0.02 mg/kg，ピラゾリネート及び

ピラゾキシフェンとしてそれぞれ 0.1 mg/kg 相当量を添加した試料を用いて 9 試験室において本

法に従い共同試験を実施したところ，良好な結果を得た． 
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 4 稲わら中のオキソリニック酸の液体クロマトグラフタンデム型質量分析
計による定量法 

 
三井 友紀子*1，森口 里美*2  

 
Determination of Oxolinic Acid in Rice Straw by LC-MS/MS 

 
Yukiko MITSUI*1 and Satomi MORIGUCHI*2 

(*1 Food and Agricultural Materials Inspection Center, Nagoya Regional Center 
 *2 Food and Agricultural Materials Inspection Center, Nagoya Regional Center 

(Now Kobe Regional Center)) 
 

An analytical method was developed to determine the level of oxolinic acid in rice straw using liquid 
chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). 

   
After adding water to the samples, oxolinic acid was extracted with 0.2 w/v% metaphosphoric acid 
solution-acetonitrile (3:2).  The extract was purified with Oasis HLB (Waters Corporation; Milford, 
MA, USA) and injected into the LC-ESI-MS/MS for determination of the levels of oxolinic acid.  LC 
separation was carried out on an ODS column (Inertsil ODS-4, 3.0 mm i.d. × 150 mm, 3 µm from GL 
Sciences Inc.; Tokyo, Japan) using 0.1 v/v% formic acid solution-acetonitrile as the mobile phase.  In 
the MS/MS analysis, positive mode electrospray ionization (ESI+) was used. 

   
Recovery tests were conducted on rice straw spiked with oxolinic acid at the levels of 0.6, 1 or 10 mg/kg.  
The resulting mean recoveries ranged from 89.8 to 92.7 % and the repeatability in terms of relative 
standard deviations (RSDr) were not more than 6.4 %. 

   
A collaborative study was conducted in nine laboratories using two kinds of rice straw spiked with 10 
and 2 mg/kg of oxolinic acid, respectively.  The mean recovery, repeatability and reproducibility in 
terms of the relative standard deviations (RSDr and RSDR) and HorRat, respectively, were 91.9 %, 2.8 %, 
5.3 % and 0.46 for rice straw 1, and 97.6 %, 2.5 %, 7.6 % and 0.52 for rice straw 2. 

   
This method was validated and established for use in the inspection of oxolinic acid in rice straw 

   
Key words: oxolinic acid; liquid chromatograph-tandem mass spectrometer (LC-MS/MS); electrospray 

ionization (ESI); rice straw; collaborative study 
   

キーワード：オキソリニック酸；液体クロマトグラフタンデム型質量分析計；エレクトロス

プレーイオン化法；稲わら；共同試験 
 

1 緒  言 
 オキソリニック酸（オキソリン酸）は 1976 年に住友化学株式会社により開発されたキノリン骨格を

有する殺菌剤（抗菌剤）であり，農薬以外に動物用医薬品としても使用されている 1)． 

 我が国では，飼料の有害物質の指導基準 2)において，その基準値は，稲わら中で 10 mg/kg，稲発酵粗

飼料（以下「WCS」という．）中で 0.1 mg/kg，籾米中で 3 mg/kg と設定されている 2)．また，食品では

米，野菜，果実，食肉等に残留基準値が定められており，例えば玄米中で 0.3 ppm と設定されている 3)． 

*1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター名古屋センター  
*2 独立行政法人農林水産消費安全技術センター名古屋センター，現 神戸センター 
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  牧野らは，財団法人日本食品分析センターが「平成 22 年度飼料中の有害物質等分析法開発事業」に

おいて開発した液体クロマトグラフタンデム型質量分析計（以下「LC-MS/MS」という．）を用いた定

量法 4)（以下「JFRL 法」という．）を基に，飼料用イネを対象として飼料分析基準 5)への適用の可否を

検討し，WCS 及び籾米に適用可能な定量法（以下「WCS 法」という．）を確立した 6)．その際，稲わ

らについても検討したが，回収率が低い傾向にあり，更なる検討が必要であった 6)．そこで今回，稲わ

らを対象としたオキソリニック酸の定量法を，WCS 法を基に検討したのでその概要を報告する． 

  参考にオキソリニック酸の構造式等を Fig. 1 に示した． 

 
   

 

   
5-ethyl-5,8-dihydro-8-oxo[1,3]dioxolo[4,5-g]quinoline-7-

carboxylic acid 

C13H11NO5  MW: 261.2  CAS No.: 14698-29-4 
 

Fig. 1   Chemical structure of oxolinic acid 
 

2 実験方法 
2.1 試 料 

  稲わらは 1 mm のスクリーンを装着した粉砕機で粉砕した． 

2.2 試 薬 

1) アセトニトリルは抽出には残留農薬・PCB 試験用を用い，LC-MS/MS 溶離液には液体クロマトグ

ラフ用を用いた．メタノールはカラム処理には残留農薬・PCB 試験用を用い，標準液及び試料溶

液調製には液体クロマトグラフ用を用いた．水は超純水（JIS K0211 の 5218 に定義された超純水）

を用いた．その他，特記している以外の試薬は特級を用いた． 

2) オキソリニック酸標準液 

 オキソリニック酸標準品（純度 99.9 %，和光純薬工業製）10 mg を正確に量って 100 mL の褐色

全量フラスコに入れ，水酸化ナトリウム溶液（0.1 mol/L）1 mL 及び水－メタノール（1+1）約 50 

mL を加えた．超音波処理してオキソリニック酸を溶かし，更に標線まで水－メタノール（1+1）

を加えてオキソリニック酸標準原液を調製した（この液 1 mL は，オキソリニック酸として 0.1 mg

を含有する．）． 

 使用に際して，標準原液の一定量を，水－メタノール（7+3）で正確に希釈し，1 mL 中にオキソ

リニック酸としてそれぞれ 0.1，0.2，0.5，1，2，5，10，20，30，40 及び 50 ng を含有する各オキ

ソリニック酸標準液を調製した． 

 これらの標準原液及び標準液の調製は，遮光した状態で行った． 
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2.3  装置及び器具 

1)  乾牧草用粉砕機：SM-100 Retsch 製（1 mm スクリーン，回転数（仕様）1690 rpm） 

2)  振とう機：レシプロシェーカーSR-2W タイテック製（使用時振動数 300 rpm） 

3)  ガラス繊維ろ紙：GFP-95 桐山製作所製 

4)  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：Oasis HLB カートリッジ（充てん

剤量 200 mg，リザーバー容量 6 mL）Waters 製 

5)  LC-MS/MS： 

  LC 部：ACQUITY UPLC System Waters 製 

  MS 部：ACQUITY TQD Waters 製 

2.4  定量方法 

  定量操作は，遮光した状態で行った． 

1) 抽 出 

 分析試料 5 g を正確に量って 300 mL の褐色共栓三角フラスコに入れ，水 30 mL を加え 30 分間

静置した後，更に 0.2 w/v%メタリン酸溶液－アセトニトリル（3+2）120 mL を加え，30 分間振り

混ぜて抽出した．200 mL の全量フラスコをブフナー漏斗の下に置き，抽出液をガラス繊維ろ紙で

吸引ろ過した後，先の三角フラスコ及び残さを順次 0.2 w/v%メタリン酸溶液－アセトニトリル

（3+2）50 mL で洗浄し，同様に吸引ろ過した．更に全量フラスコの標線まで 0.2 w/v%メタリン酸

溶液－アセトニトリル（3+2）を加えた．この液の一定量を 0.2 w/v%メタリン酸溶液－アセトニト

リル（3+2）で正確に 100 倍希釈した後，希釈試料溶液 4 mL を 50 mL のなす形フラスコに正確に

入れ，水 10 mL を加えて，カラム処理に供する試料溶液とした． 

2) カラム処理 

 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をメタノール 10 mL 及び水 10 mL

で順次洗浄した．試料溶液をミニカラムに入れ，流速 1~2 mL/min で吸引して液面が充てん剤の上

端に達するまで流出させた．更に試料溶液の入っていたなす形フラスコを水 5 mL ずつで 2 回洗浄

し，洗液を順次ミニカラムに加え，液面が充てん剤の上端に達するまで流出させた．50 mL のなす

形フラスコをミニカラムの下に置き，メタノール 5 mL をミニカラムに加えてオキソリニック酸を

溶出させた．溶出液を 50 °C 以下の水浴でほとんど乾固するまで減圧濃縮した後，窒素ガスを送っ

て乾固した．水－メタノール（7+3）2 mL を正確に加えて残留物を溶かし，5000×g で 5 分間遠心

分離した後，上澄み液を LC-MS/MS による測定に供する試料溶液とした． 

3) LC-MS/MS による測定 

 試料溶液及び各オキソリニック酸標準液各 5 µL を LC-MS/MS に注入し，選択反応検出（以下

「SRM」という．）クロマトグラムを得た．測定条件を Table 1 及び 2 に示した． 
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Table 1   Operating conditions of LC-MS/MS 
Column Inertsil ODS-4 (3.0 mm i.d. × 150 mm, 3 µm), GL Sciences
Mobile phase 0.1 v/v% Formic acid solution - acetonitrile (7:3)  

 (hold for 19 min)  → 1 min → (5:95) (hold for 5 min)

→ 1 min → (7:3) (hold for 5 min)
Flow rate 0.2 mL/min
Column temperature 40 °C

Ionization Electrospray ionization (ESI)
Mode Positive
Source temperature 120 °C

Desolvation gas N2 (800 L/h, 350 °C)
Cone gas N2 (50 L/h)
Collision gas Ar (0.20 mL/min)

Capillary voltage 2 kV

 

 
Table 2   MS/MS parameters 

Precursor Cone Collision

Target ion Quantifier Qualifier voltage energy

(m /z ) (m /z ) (m /z ) (V) (eV)
244 － 30 15

－ 216 30 25

Product ion

Oxolinic acid 262

 

 
4) 計 算 

 得られた SRM クロマトグラムからピーク面積を求めて検量線を作成し，試料中のオキソリニッ

ク酸量を算出した．なお，定量法の概要を Scheme 1 に示した． 
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wash with 5 mL of water (twice)

Sample 5.0 g (300 mL Erlenmeyer flask)
add 30 mL of water

shake for 30 min
filter through GFP under reduced pressure
wash with 50 mL of 0.2 w/v% metaphosphoric acid solution-acetonitrile (3:2) 
fill up to 200 mL with 0.2 w/v% metaphosphoric acid solution-acetonitrile (3:2) 

allow to stand for 30 min
add 120 mL of 0.2 w/v% metaphosphoric acid solution-acetonitrile (3:2)

dilute sample solution 100-fold with 0.2 w/v% metaphosphoric acid solution-acetonitrile (3:2) 
add 10 mL of water to 4 mL of sample solution

Oasis HLB cartridge
wash with 10 mL of methanol and 10 mL of water
apply sample solution

elute with 5 mL of methanol
evaporate under 50 °C and dry with nitrogen gas

LC-MS/MS

dissolve in 2 mL of water-methanol (7:3)
centrifuge for 5 min at 5000×g

 

   
Scheme 1   Analytical procedure for oxolinic acid in rice straw  

(analyzed under the shading condition) 
 
2.5 抽出液の希釈倍率の検討 

 稲わらについて、WCS 法により調製したブランク試料溶液及び WCS 法において 0.2 w/v%メタリ

ン酸溶液－アセトニトリル（3+2）で 10 倍希釈するところを 100 倍希釈とした方法により調製した

ブランク試料溶液にオキソリニック酸としてそれぞれ 10 mg/kg 相当量を添加したマトリックス標準

液について，2.2 の 2)に従って調製した同濃度のオキソリニック酸標準液に対するピーク面積比を確

認した．  

 また、稲わらについてオキソリニック酸としてそれぞれ 10 mg/kg 相当量を添加した試料を用い，

WCS 法及び WCS 法において 0.2 w/v%メタリン酸溶液－アセトニトリル（3+2）で 10 倍希釈すると

ころを 100 倍希釈とした方法により定量し，回収率及び繰返し精度を求めた． 

2.6 試料採取量の検討方法 

 稲わら（3 検体）について，それぞれ 2.5，5.0，10 及び 15 g を採取し，オキソリニック酸としてそ

れぞれ 10 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 5 ng/mL 相当量）を添加した試料を用いて回収率を求め

た． 

 定量方法は，WCS 法で抽出し，吸引ろ過後，全量フラスコの標線まで 0.2 w/v%メタリン酸溶液－

アセトニトリル（3+2）を加えて調製した試料溶液について，その一定量を 0.2 w/v%メタリン酸溶液

－アセトニトリル（3+2）で正確に 100 倍希釈し，以降 WCS 法で定量を行った． 
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3 結果及び考察 
3.1 抽出液の希釈倍率の検討 

 牧野らが報告した WCS 法では，遮光条件下での操作と抽出液を 0.2 w/v%メタリン酸溶液－アセト

ニトリル（3+2）で定容した液を 10 倍希釈することにより良好な結果が得られたが，稲わらのみ低

回収率の傾向になった 6)．稲わらは，試料溶液を 10 倍希釈するだけでは夾雑成分に由来するイオン

化阻害の低減が十分にされていない可能性が考えられたため，更に試料液を希釈することで改善され

るかどうか 2.5 によりマトリックスの影響を比較した． 

 その結果は Table 3 のとおり，稲わらは試料液を同溶媒で 100 倍希釈することにより，稲わら中の

オキソリニック酸に対するマトリックスの影響が低減される結果が得られた． 

 そこで 2.5 により，稲わら（1 検体）にオキソリニック酸として 10 mg/kg 相当量を添加した試料を

用い，10 倍希釈した試料溶液と 100 倍希釈した試料溶液を用いて 3 点併行で定量し，オキソリニッ

ク酸の回収率及び繰返し精度を求めた． 

 その結果は Table 4 のとおり，試料溶液の希釈操作を 100 倍希釈とすることにより，回収率等が改

善した．よって，WCS 法の希釈を 10 倍希釈から 100 倍希釈に変更して以降の検討を行うことにした． 

 
Table 3   Matrix effects by different dilution factors 

run1 run2

      10-fold dilution 87.8 93.1

     100-fold dilution 103 99.8

Matrix factora)  (%)
Dilution factor of extract

  

a)  Response ratio of oxolinic acid calculated as peak area in the 
presence of matrix component divided by peak area in the pure 
solution 

 
Table 4   Effects of dilution on recovery tests 

Recoverya) RSDr
b)

(%) (%)
        10-fold dilution 75.1 6.4

      100-fold dilution 80.5 2.6

Dilution factor of extract
 

a)  Mean (n=3) 
b)  Relative standard deviation of repeatability 

 
3.2 試料採取量の検討 

 WCS 法では試料採取量を 10 g とし，振とう抽出後に吸引ろ過をして抽出液を得ている．しかし，

試料が稲わらの場合，そのろ過後のろ紙上に残る稲わら残さは，籾米残さに比べ 3 倍程度の厚みがあ

るため，ろ紙上の残さを更に 0.2 w/v%メタリン酸溶液－アセトニトリル（3+2）50 mL で洗浄しても，

稲わら残さにオキソリニック酸が残留している可能性も考えられた．そこで 2.6 により，稲わら 3 検

体を用いて，稲わらに適する試料採取量の検討を行った． 

 その結果は Table 5 のとおり，試料採取量が 10 g より少ない方が回収率は高い傾向であった．一方，

飼料中の有害物質の定量に際し，対象成分が試料中で偏在する可能性も考慮すると，試料採取量は

2.5 g より 5 g を採用する方が適していると判断し，稲わらでは試料採取量を 5 g とすることにした． 
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Table 5   Effects of sample weight on recovery tests 

Rice straw 1 Rice straw 2 Rice straw 3
2.5 83.5 92.1 80.4
5 88.5 91.2 74.8

10 85.7 86.5 65.8
15 75.5 69.2 52.2

Sample weight
(g)

Recovery (%)a)  

a)  n=1 
 
3.3 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からの溶出画分の検討 

 WCS 法ではミニカラム精製時にオキソリニック酸を水－アセトニトリル（4+1）20 mL で溶出して

いるが，厚生労働省通知に示されている食品中のオキソリニック酸試験法のうち，液体クロマトグラ

フ質量分析計（LC/MS）による畜水産物を対象とした一斉試験法 7)では，WCS 法と同じ種類のミニ

カラム（Oasis HLB）を用い，メタノール 5 mL でオキソリニック酸を溶出している 7)．水－アセト

ニトリル（4+1）20 mL による溶出は水を多く含むことから，溶出液の減圧乾固にかなりの時間を要

しており，メタノールによる溶出に変えることで分析操作の効率化が見込まれる．メタノール溶出に

変えることにより意図しない夾雑物の溶出が懸念されるが，試料採取量を 10 g から 5 g に，抽出液の

希釈倍率を 10 倍から 100 倍に変更したことにより，WCS 法で溶出した時より最終試料溶液中のマト

リックスは低減していると推察される．以上のことからメタノールを用いた溶出画分の検討を行った． 

 2.4 の 1)により得られた試料溶液にオキソリニック酸として 10 mg/kg 相当量（最終試料溶液中で 5 

ng/mL 相当量）を添加し，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からの溶出画

分を確認した．その結果，Table 6 のとおり，オキソリニック酸はメタノール 0~5 mL で溶出し，その

他の画分には溶出は認められなかった．このことから，稲わらではメタノール 5 mL で溶出させるこ

とにした．メタノール 5 mL で溶出させることに変更した結果，溶出及び減圧乾固に要する時間が合

計で 1 時間程度短縮できた． 

 
Table 6   Elution pattern of oxolinic acid from Oasis HLB 

0~5 mL 5~10 mL 0~5 mL 5~10 mL 10~15 mL 15~20 mL
Rice straw 1 0 0 99.4 0 0 0 99.4
Rice straw 2 0 0 100 0 0 0 100

Feed types
Recoverya) (%)

Water Methanol
Total

 

a)  n=1 
 
3.4 妨害物質の検討 

 稲わら 3 検体を用い，本法により調製した試料溶液を LC-MS/MS に注入し，得られた SRM クロマ

トグラムを確認したところ，いずれの試料においても定量を妨げるピークは認められなかった． 

 なお，得られた SRM クロマトグラムの一例を Fig. 2 に示した． 

3.5 マトリックス効果の確認 

 2.4 の 1)及び 2)により調製した稲わらのブランク試料溶液にオキソリニック酸として 10 mg/kg 相当

量（最終試料溶液中で 5 ng/mL 相当量）を添加したマトリックス標準液について，2.2 の 2)に従って
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調製した同濃度のオキソリニック酸標準液に対するピーク面積比を確認したところ，ピーク面積比は

98~106 %であり，オキソリニック酸は試料マトリックスによる大きな影響を受けることなく測定可

能であった． 

3.6 添加回収試験 

 稲わら（2 検体）にオキソリニック酸としてそれぞれ 0.6，1 及び 10 mg/kg 相当量（最終試料溶液

で 0.3，0.5 及び 5 ng/mL 相当量）を添加した試料を用い，本法により 3 点併行で定量し，回収率及び

繰返し精度を求めた． 

 その結果は Table 7 のとおり，平均回収率及びその繰返し精度は相対標準偏差（RSDr）として

89.8~92.7 %及び 6.4 %以下であった． 

 なお，得られた SRM クロマトグラムの一例を Fig. 2 に示した． 

 
Table 7   Recoveries for oxolinic acid 

Recoverya)

(%) (%) 　　　　(%) (%)
0.6 92.7 3.9 91.0 4.1
1 91.0 6.4 92.7 4.9

10 89.8 3.0 91.3 2.9

Spiked level
(mg/kg)

Feed types
Rice straw 1 Rice straw 2

RSDr
b) Recoverya) RSDr

b)

 

a)  Mean (n=3) 
b)  Relative standard deviation of repeatability 
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A   

   
B   

   
C    

   
Fig. 2   Selected reaction monitoring chromatograms 

(Arrows indicate the retention time of oxolinic acid and each peak is shown as 100 % in each 
segment except C, in which the peak of the lowest standard solution (0.1 ng/mL) is to be shown 
as 100 %.)  

A: Standard solution (5 ng/mL: 0.025 ng as oxolinic acid) 
B: Sample solution of rice straw spiked at 10 mg/kg of oxolinic acid (5 ng/mL as oxolinic acid)  
C: Sample solution of rice straw (blank) 
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3.7 定量下限及び検出下限の検討 

  本法の定量下限及び検出下限を確認するため，稲わら（2 検体）にオキソリニック酸を添加した添

加回収試験により得られたピークの SN 比が 10 及び 3 となる濃度を求めた． 

  その結果，得られたピークの SN 比が 10 以上となる濃度は 0.6 mg/kg，SN 比が 3 となる濃度は 0.2 

mg/kg であったことから，本法の定量下限は 0.6 mg/kg，検出下限は 0.2 mg/kg であった． 

3.8 共同試験 

  本法の室間再現精度を確認するため，濃度非通知，かつ非明示の 2 点反復で共通試料による共同試

験を実施した． 

  共通試料としては，稲わら 1 にオキソリニック酸として 10 mg/kg 相当量（分析用試料 5 g に対して

1 mL 中に 50 µg を含有する標準液 1 mL 添加）及び稲わら 2 にオキソリニック酸として 2 mg/kg 相当

量（分析用試料 5 g に対して 1 mL 中に 10 µg を含有する標準液 1 mL 添加）を，各試験室にて分析開

始の前日に添加して調製した試料を用いた．  

  参加試験室は，フィード・ワン株式会社研究所，全国農業協同組合連合会飼料畜産中央研究所，一

般財団法人日本食品分析センター彩都研究所，独立行政法人農林水産消費安全技術センター肥飼料安

全検査部，同札幌センター，同仙台センター，同名古屋センター，同神戸センター及び同福岡センタ

ー（計 9 試験室）であった．結果の解析については，国際的にハーモナイズされた共同試験に関する

手順 8), 9)を参考に，Cochran 検定，外れ値 1 個の Grubbs 検定及び外れ値 2 個の Grubbs 検定を行い，

外れ値の有無を確認した上で平均回収率，繰返し精度（RSDr）及び室間再現精度（RSDR）を算出し，

得られた RSDRから，修正 Horwitz 式 10)を用いて HorRat を求めた． 

  結果は Table 8 のとおりであった．稲わら 1 及び稲わら 2 について，平均回収率はそれぞれ 91.9 及

び 97.6 %，RSDrはそれぞれ 2.8 及び 2.5 %，RSDRはそれぞれ 5.3 及び 7.6 %，HorRat はそれぞれ 0.46

及び 0.52 であった．なお，HorRat が 0.5 を下回っているものがあったが，分析操作が比較的簡便で

あることが原因ではないかと考えられた． 

  参考のため，各試験室で使用した LC-MS/MS の機種等を Table 9 に示した． 
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Table 8   Collaborative study for oxolinic acid 

1 9.16 9.85 1.83 1.99
2 9.23 9.10 1.81 1.85
3 9.29 9.21 1.88 1.87
4 9.89 9.45 1.95 2.00
5 9.66 9.91 1.94 1.94
6 8.75 8.38 1.70 1.78
7 8.94 8.64 2.15 2.14
8 10.1 a) 8.38  a) 2.22 2.17
9 8.66 8.91 1.99 1.93

Spiked level (mg/kg)

Mean value b) (mg/kg)

Mean recovery b) (%)
RSDr c) (%)
RSDR d) (%)

PRSDR e) (%)
HorRat

11 14
0.46 0.52

2.8 2.5
5.3 7.6

9.19 1.95
91.9 97.6

10 2

Lab. No.
Feed types

Rice straw 1 Rice straw 2
(mg/kg) (mg/kg)

 

a)  Data excluded by Cochran test 
b)  Rice straw 1: n=16; Rice straw 2: n=18 
c)  Relative standard deviation of repeatability within laboratory 
d)  Relative standard deviation of reproducibility between laboratories 
e)  Predicted relative standard deviation of reproducibility between 

laboratories calculated from the modified Horwitz equation 
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Table 9   Instruments used in the collaborative study 
      LC column
    (i.d.×length, particle size)

LC: ACQUITY UPLC, Waters Inertsil ODS-4, GL Sciences
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters (3.0 mm×150 mm, 3 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters Inertsil ODS-4, GL Sciences

MS/MS: ACQUITY TQD, Waters (3.0 mm×150 mm, 3 µm)
LC: Nexera X2, Shimadzu ZORBAX Eclipse XDB-C18,
MS/MS: LCMS-8040, Shimadzu     Agilent Technologies

(3.0 mm×150 mm, 3.5 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters Inertsil ODS-4, GL Sciences

MS/MS: ACQUITY TQD, Waters (3.0 mm×150 mm, 3 µm)
LC: ACQUITY UPLC, Waters Inertsil ODS-4, GL Sciences
MS/MS: Quattro premier XE, Waters (3.0 mm×150 mm, 3 µm)
LC: Alliance 2695, Waters Inertsil ODS-4, GL Sciences
MS/MS: Quattro premier XE, Waters (3.0 mm×150 mm, 3 µm)
LC: 1200 Series, Agilent Technologies Inertsil ODS-4, GL Sciences

MS/MS: 6410 Triple Quad LC/MS, (3.0 mm×150 mm, 3 µm)
Agilent Technologies

LC: 1200 Series, Agilent Technologies Inertsil ODS-4, GL Sciences
MS/MS: 6410 Triple Quad LC/MS, (3.0 mm×150 mm, 3 µm)

Agilent Technologies

LC: ACQUITY UPLC, Waters Inertsil ODS-4 HP, GL Sciences
MS/MS: ACQUITY TQD, Waters (3.0 mm×150 mm, 3 µm)

Lab.No.                LC-MS/MS 

1

2

4

3

7

5

6

8

9

 

 

4 まとめ 
 稲わら中に残留するオキソリニック酸について，WCS 法を基に改良し，稲わらにおける LC-MS/MS

を用いた定量法の飼料分析基準への適用の可否を検討したところ，試料採取量を 5 g に，抽出液の希釈

を 100 倍に，ミニカラムからの溶出をメタノール 5 mL で行うことに変更することにより，以下の結果

が得られ，適用が可能であると考えられた． 

1) 稲わらについて，本法に従って得られたクロマトグラムには，定量を妨げるピークは認められなか

った． 

2) 本法に従い得られる試料溶液についてマトリックス効果を確認した結果，オキソリニック酸は試料

マトリックスによる大きな影響を受けることなく測定可能であった． 

3) 稲わらにオキソリニック酸として 0.6，1 及び 10 mg/kg 相当量を添加し，本法に従って 3 点併行分

析を実施し，回収率及び繰返し精度を求めたところ良好な結果が得られた． 

4) 本法のオキソリニック酸の定量下限は試料中 0.6 mg/kg，検出下限は 0.2 mg/kg であった． 

5) 稲わらにオキソリニック酸として 10 mg/kg 相当量及び 2 mg/kg 相当量を添加した試料を用いて 9 試

験室において本法に従い共同試験を実施したところ，良好な結果が得られた．  
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 5  大豆及び大豆油かす中のジカンバ及び DCSA の液体クロマトグラフタ

ンデム型質量分析計による定量法 
 

小塚 健志*1，新井 詠子*2，伊藤 千晶*1，髙橋 亜紀子*1   
 

Determination of Dicamba and DCSA in Soybean and Soybean Meal by LC-MS/MS 
 

Kenji KOZUKA*1, Eiko ARAI*2, Chiaki ITO*1 and Akiko TAKAHASHI*1 
(*1 Food and Agricultural Materials Inspection Center, Fertilizer and Feed Inspection Department  
 *2 Food and Agricultural Materials Inspection Center, Fertilizer and Feed Inspection Department  

(Now Sendai Regional Center)) 
 

An analytical method was developed to simultaneously determine the levels of dicamba and 3,6-
dichloro-2-hydroxybenzoic acid (DCSA) in soybean and soybean meal using liquid 
chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). 

 
After spiking dicamba-13C6 and DCSA-13C6 to the samples, and further adding water, dicamba and 
DCSA were extracted with water-acetonitrile (1:1).  The extract was hydrolyzed with 
hydrochloric acid.  The sample solution was purified with liquid-liquid extraction and with Mega 
Bond Elut C18 (Agilent Technologies Inc.; Santa Clara, CA, USA), and injected into LC- ESI-
MS/MS for determination of the levels of dicamba and DCSA.  LC separation was carried out on 
a phenyl column (Inertsil Ph, 2.1 mm i.d. × 150 mm, 5µm from GL Sciences Inc.; Tokyo, Japan) 
using a gradient with 5 mmol/L ammonium acetate solution containing 0.1 % acetic acid and 
acetonitrile as the mobile phase.  In the MS/MS analysis, negative mode electrospray ionization 
(ESI-) was used. 

 
Recovery tests were conducted on two kinds of soybean and two kinds of soybean meal spiked 
with 1 mg/kg or 10 mg/kg of dicamba and DCSA.  The resulting mean recoveries ranged from 
88.3 % to 100 % for dicamba and 86.2 % to 101 % for DCSA, and the repeatability in terms of 
relative standard deviations (RSDr) were not more than 5.2 % for dicamba and 7.6 % for DCSA. 

 
A collaborative study was conducted in nine laboratories, using soybean spiked with 1 mg/kg of 
dicamba and 5 mg/kg of DCSA, soybean (heat flaked) spiked with 5 mg/kg of dicamba and 10 
mg/kg of DCSA and soybean meal spiked with 10 mg/kg of dicamba and 1 mg/kg of DCSA.  For 
dicamba, the resulting mean recoveries, repeatability and reproducibility in terms of relative 
standard deviations (RSDr and RSDR) and HorRat, respectively, were 100 %, 8.2 %, 13 % and 
0.80 for soybean, 103 %, 3.1 %, 6.8 % and 0.54 for soybean (heat flaked), and 98.2 %, 4.5 % 
5.1 % and 0.45 for soybean meal. For DCSA, the resulting mean recoveries, RSDr, RSDR and 
HorRat, respectively, were 101 %, 5.6 %, 8.6 % and 0.68 for soybean, 100 %, 4.7 %, 7.4 % and 
0.65 for soybean (heat flaked), and 103 %, 7.9 %, 11 % and 0.66 for soybean meal. 

 
This method was validated and established for use in the inspection of dicamba and DCSA in 
soybean and soybean meal. 

 
Key words: dicamba; 3,6-dichloro-2-hydroxybenzoic acid (DCSA); liquid chromatograph-tandem 

mass spectrometer (LC-MS/MS); electrospray ionization (ESI); soybean; soybean meal; 
collaborative study  

   

*1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター肥飼料安全検査部 
*2 独立行政法人農林水産消費安全技術センター肥飼料安全検査部，現 仙台センター 
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キーワード：ジカンバ；3,6-ジクロロ-2-ヒドロキシ安息香酸（DCSA）；液体クロマトグ

ラフタンデム型質量分析計；エレクトロスプレーイオン化法；大豆；大豆油かす；共

同試験  
 

1  緒    言 
  ジカンバは芳香族カルボン酸系の除草剤で，選択性があり広葉雑草に効果がある．オーキシン様

の植物ホルモン作用により，雑草類を枯死させると考えられている 1)．国内では，ジカンバ，ジカ

ンバカリウム塩，ジカンバメチルアミン塩を有効成分とする農薬が登録されており，芝や樹木，草

に適用がある．海外では米国，カナダ，豪州，EU 等において登録があり，麦類，大豆，牧草等に

適用がある．ジカンバモノオキシゲナーゼ遺伝子を導入したジカンバ耐性大豆の主要な残留物質は，

ジカンバの代謝物質 3,6-ジクロロ-2-ヒドロキシ安息香酸（以下「DCSA」という．）である 1)． 

  飼料中のジカンバの残留基準値 2)は，食品安全委員会によるジカンバについての食品健康影響評

価が行われたこと及び関連企業からインポートトレランスの設定が申請されたことから，平成 27

年 7 月に Table 1 のとおり改正について公布され，大豆を除く穀類及び牧草については同日施行さ

れ，大豆及び大豆油かすについては平成 28 年 1 月 27 日付け施行され新たに設定された．また，大

豆及び大豆油かすにおけるジカンバの残留基準値は，ジカンバ，DCSA をジカンバ含量に換算した

もの及び DCSA の抱含体をジカンバ含量に換算したものの総和とされた 3)．飼料分析基準 4)には，

飼料中のジカンバの分析法としてガスクロマトグラフによる単成分分析法が収載されているが，こ

の方法は DCSA を分析対象としていない． 

  今回，一般財団法人日本食品分析センター及び一般財団法人食品環境検査協会が「平成 25 年度

飼料中の有害物質等分析法開発事業」において開発したジカンバ及び DCSA の液体クロマトグラ

フタンデム型質量分析計（以下「LC-MS/MS」という．）による同時定量法 5)（以下「JFRL 法」

という．）を基に，飼料分析基準への適用の可否を検討したのでその概要を報告する．なお，

JFRL 法は，ジカンバ耐性遺伝子組換えダイズの開発企業が開発した大豆製品中のジカンバ及び

DCSA（抱合体を含む．）の定量法 6)を参考にした方法である． 

  参考に，ジカンバ及び DCSA の構造式等を Fig. 1 に示した． 

 

Table 1   Maximum residual limit of dicamba in feeds 

After revision Before revision
Barley 7     0.5
Corn     0.5     0.5
Milo 4 3
Oats 3 3
Rye     0.1     0.1

Soybean   10*
－

Soybean meal   10*
－

Wheat 2     0.5
Grass 200   200   

*  As total of dicamba, DCSA and glucuronide of DCSA 

Maximum residual limits (mg/kg)Feed
types
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Dicamba DCSA 
  

  

  
3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid 3,6-dichloro-2-hydroxybenzoic acid 

C8H6Cl2O3  MW: 221.0  CAS No.: 1918-00-9 C7H4Cl2O3  MW: 207.0  CAS No.: 3401-80-7 
   

Fig. 1   Chemical structures of dicamba and 3,6-dichlorosalicylic acid (DCSA) 
 

2  実験方法 
2.1  試  料 

  大豆，大豆（加熱圧ぺん），大豆油かす及び大豆油かす（エクストルーダー処理）をそれぞれ

1 mm のスクリーンを装着した粉砕機で粉砕した． 

2.2  試  薬 

1)  アセトニトリルは，抽出には残留農薬・PCB 試験用，LC-MS/MS の溶離液には LC/MS 用，

酢酸は LC/MS 用，酢酸アンモニウム溶液は 1 mol/L HPLC 用，塩化ナトリウム，ジエチルエー

テル及びメタノールは残留農薬・PCB 試験用，その他の試薬は特級（ギ酸は 98 %以上のもの）

を用いた．ケイソウ土は Celite 545（Imerys Minerals California, Inc.製）を用いた．水は超純水

（JIS K 0211 の 5218 に定義された超純水）を用いた． 

2)  ジカンバ標準原液 

  ジカンバ標準品（純度 98 %，和光純薬工業製）25 mg を正確に量って 50 mL の全量フラス

コに入れ，メタノールを加えて溶かし，更に標線までメタノールを加えてジカンバ標準原液を

調製した（この液 1 mL は，ジカンバとして 0.5 mg を含有する．）． 

3)  DCSA 標準原液 

  DCSA 標準品（純度 98 %，AK Scientific 製）25 mg を正確に量って 50 mL の全量フラスコに

入れ，メタノールを加えて溶かし，更に標線までメタノールを加えて DCSA 標準原液を調製

した（この液 1 mL は，DCSA として 0.5 mg を含有する．）． 

4)  安定同位体元素標識ジカンバ（ジカンバ-13C6）内標準原液 

  安定同位体元素標識ジカンバ（ジカンバ-13C6）標準品（純度 98 %，大陽日酸製）10 mg を

正確に量って 20 mL の全量フラスコに入れ，メタノールを加えて溶かし，更に標線まで同溶

媒を加えてジカンバ-13C6 内標準原液を調製した（この液 1 mL は，ジカンバ-13C6 として 0.5 

mg を含有する．）． 

5) 安定同位体元素標識 DCSA（DCSA-13C6）内標準原液 

安定同位体元素標識 DCSA（DCSA-13C6）標準品（純度 98 %，大陽日酸製）10 mg を正確に

量って 20 mL の全量フラスコに入れ，メタノールを加えて溶かし，更に標線まで同溶媒を加

えて DCSA-13C6 内標準原液を調製した（この液 1 mL は，DCSA-13C6 として 0.5 mg を含有す

る．）． 
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6) 混合内標準液 

ジカンバ-13C6 内標準原液及び DCSA-13C6 内標準原液各 1 mL を 25 mL の全量フラスコに入

れ，標線までメタノールを加えて混合内標準液を調製した（この液 1 mL は，ジカンバ-13C6 及

び DCSA-13C6 を 20 µg を含有する．）． 

7)  混合標準液 

  使用に際して，ジカンバ標準原液，DCSA 標準原液，ジカンバ-13C6 内標準原液及び DCSA-
13C6 内標準原液の一定量を 0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール（1+1）で正確に希釈し，1 mL 中に

ジカンバとして 10，20，50，100，150 及び 200 ng，DCSA として 1，2，5，10，15 及び 20 ng

を含有し，かつジカンバ-13C6 として 20 ng，DCSA-13C6 として 2 ng を含有する各検量線作成用

混合標準液を調製した． 

2.3  装置及び器具 

1)  粉砕機：ZM-100  Retsch 製（1 mm スクリーン，使用時回転数 14000 rpm） 

2)  振とう機：レシプロシェーカーSR-2W タイテック製（使用時振動数 300 rpm）  

3)  オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラム：Mega Bond Elut C18 カートリッジ（充てん剤

量 1 g，粒径 40 µm，リザーバー容量 6 mL）Agilent Technologies 製 

4)  LC-MS/MS： 

LC-MS/MS 1   LC 部：ACQUITY UPLC Waters 製 

             MS/MS 部：Xevo TQD Waters 製 

LC-MS/MS 2   LC 部：Nexera X2 島津製作所製 

          MS/MS 部：LCMS-8040 島津製作所製 

2.4  定量方法 

1) 抽 出 

 分析試料 10.0 g を量って 300 mL の共栓三角フラスコに入れ，混合内標準液 1 mL を正確に

加え，更に水 20 mL を加え，30 分間静置した後，更に水－アセトニトリル（1+1）80 mL を加

え，30 分間振り混ぜて抽出した．抽出液を 100 mL の共栓遠心沈殿管に入れ，1500×g で 10 分

間遠心分離し，上澄み液を加水分解に供する試料溶液とした． 

2) 加水分解 

 試料溶液 10 mL を 100 mL の共栓遠心沈殿管に正確に入れ，塩酸（27+170）20 mL を加え，

密栓して 95 °C の油浴で 1 時間加温した後放冷し，1500×g で 10 分間遠心分離し，上澄み液を

液液分配に供する試料溶液とした． 

3) 液液分配 

 試料溶液 3 mL をあらかじめ塩化ナトリウム溶液（10 w/v%）20 mL を入れた 100 mL の分液

漏斗 A に正確に加え，更にジエチルエーテル 20 mL を加えて 5 分間振り混ぜた後静置した．

水層（下層）を 100 mL の分液漏斗 B に入れ，ジエチルエーテル層（上層）を 100 mL のなす

形フラスコに入れた．分液漏斗 A をジエチルエーテル 20 mL で洗浄し，洗液を分液漏斗 B に

加え，5 分間振り混ぜた後静置した．水層を捨て，ジエチルエーテル層を先のなす形フラスコ

に合わせて，40 °C 以下の水浴で減圧濃縮し，窒素ガスを送ってジエチルエーテルを除去した．

0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール（4+1）5 mL を残留物に加えて溶かし，カラム処理に供する試

料溶液とした． 
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4) カラム処理 

 オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムをメタノール 10 mL 及び 0.1 v/v%ギ酸溶液 10 

mL で順次洗浄した．試料溶液をミニカラムに入れ，流速 1 mL/min 程度で吸引して液面が充

てん剤の上端に達するまで流出させた．試料溶液の入っていたなす形フラスコを 0.1 v/v%ギ酸

溶液－メタノール（4+1）5 mL で洗浄し，洗液をミニカラムに加え，同様に流出させた．10 

mL の試験管をミニカラムの下に置き，0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール（1+1）10 mL をミニカ

ラムに加え，流速 1 mL/min 程度で吸引してジカンバ及び DCSA を溶出させて，LC-MS/MS に

よるジカンバの測定に供する試料溶液（以下「試料溶液 I」という．）とした． 

 試料溶液 I 2mL を 20 mL の全量フラスコに正確に入れ，0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール

（1+1）を全量フラスコの標線まで加え，LC-MS/MS による DCSA の測定に供する試料溶液

（以下「試料溶液 II」という．）とした． 

5)  LC-MS/MS による測定 

 各試料溶液及び各混合標準液各 5 µL を LC-MS/MS に注入し，選択反応検出（以下「SRM」

という．）クロマトグラムを得た．この測定は 2.3 の 4)の LC-MS/MS 1 を用い，Table 2 及び

Table 3 の測定条件で行った． 

 

Table 2   Operating conditions of LC-MS/MS 
Column Inertsil Ph (2.1 mm i.d. × 150 mm, 5 μm), GL Sciences
Mobile phase 0.1 v/v% acetic acid, 5 mmol/L ammonium acetate solution - methanol (19:1)

→ 2 min → (7:3) (hold for 8 min)

Flow rate 0.2 mL/min

Column temperature 40 °C

Ionization Electrospray ionization (ESI)

Mode Negative

Source temperature 150 °C

Desolvation gas N2 (800 L/h, 400 °C)

Cone gas N2 (50 L/h)

Collision gas Ar (0.4 Pa)

Capillary voltage 0.6 kV

 

 

Table 3   MS/MS parameters 
Precursor Cone Collision

ion Quantifier Qualifier voltage energy
(m /z ) (m /z ) (m /z ) (V) (eV)

175 － 6

－ 145 10

Dicamba-13C6 225 181 － 6
161 － 12

－ 125 20

DCSA-13C6 211 167 － 12

20

26

Product ion
Target

Dicamba 219

DCSA 205
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6)  計  算 

  得られた SRM クロマトグラムからジカンバ，DCSA，ジカンバ-13C6 及び DCSA-13C6 のピー

ク面積を求めて内標準法により検量線を作成し，試料中のジカンバ及び DCSA のそれぞれの

量を算出した． 

  なお，定量法の概要を Scheme 1 に示した． 

 
Sample 10 g (300 mL Erlenmeyer flask)

Hydrolysis 

Liquid liquid extraction

Mega Bond Elut C18 (1 g / 6 mL)

LC-MS/MS (for dicamba)

LC-MS/MS (for DCSA)

dilute sample solution 10-fold with formic acid solution (0.1 v/v%) - methanol (1:1) 

dissolve in 5 mL of formic acid solution (0.1 v/v%) - methanol (4:1) 

prewash with 10 mL of methanol and 10 mL of formic acid solution (0.1 v/v%) 
apply sample solution
wash with 5 mL of formic acid solution (0.1 v/v%) - methanol (4:1) 
elute with 10 mL of formic acid solution (0.1 v/v%) - methanol (1:1) 

evaporate diethylether under 40 °C 

add 1 mL of surrogates solution (20 µg/mL)
add 20 mL of water and allow to stand for 30 min
add 80 mL of water-acetonitrile (1:1) and shake for 30 min
centrifuge for 5 min at 1500×g

transfer 10 mL of sample solution into 100 mL centrifuge tube
add 20 mL of HCl (13.7 v/v%) and heat in oil bath (95 °C) for 1 h
centrifuge for 5 min at 1500×g

add 20 mL of sodium chloride solution (10 w/v%)
transfer 3 mL of sample solution into 100 mL separatory funnel
add 20 mL diethylether and shake for 5 min
transfer diethylether layer into 100 mL eggplant frask

twice

 

   
Scheme 1   Analytical procedure for determination of dicamba and DCSA  

in soybean and soybean meal  
 

2.5  内標準物質を用いない方法の検討 

  内標準物質を用いない JFRL 法を基に予備的な検討を行った． 

1) 定量方法 

 方法は， LC-MS/MS に注入する試料溶液及び標準溶液の溶媒のみ，JFRL 法の希釈溶媒をメ

タノールからメタノール－水（7+3）に変更した JFRL 法を基にした Scheme 2 に示す方法で行

った．この測定は 2.3 の 4)の LC-MS/MS 2 を用い，Table 4 及び Table 5 の測定条件で行った． 
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Table 4   Operating conditions of LC-MS/MS 
Column Inertsil Ph (2.1 mm i.d. × 150 mm, 5 μm), GL Sciences
Mobile phase 0.1 v/v% acetic acid, 5 mmol/L ammonium acetate solution - methanol (19:1)

→ 2 min → (7:3) (hold for 8 min)

Flow rate 0.2 mL/min

Column temperature 40 °C

Ionization Electrospray ionization (ESI)

Mode Negative

Desolvation gas N2 (3 L/min)

Drying gas N2 (15 L/min)

Collision gas Ar (230 kPa)

Source temperature 200 °C

Heat block temperture 500 °C

 

 

Table 5   MS/MS parameters 

Quantifier Qualifier

(m /z ) (m /z ) (m /z ) (eV)

175 － 7

－ 145 6
221 － 177 14

207 163 － 11

205 － 161 12
DCSA

Collision
energy

Dicamba

Target
Precursor

ion
Product ion

219
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Sample 10 g 

Hydrolysis reaction

Liquid liquid extraction I (300 mL separatory funnel)
 

Mega Bond Elut C18 (1 g)

Liquid liquid extraction II  (300 mL separatory funnel)

LC-MS/MS (10 µL)
(for dicamba)

(for DCSA)

wash with 50 mL of water-acetonitrile (3:2)

add 20 mL of water and allow to stand for 30 min
add water-acetonitrile (3:2) 100 mL
shake for 30 min
filter through GFP using diatomite under reduced pressure  

fill up to 200 mL with water-acetonitrile (3:2)
transfer 20 mL of sample solution into 100 mL centrifuge tube

add 40 mL of HCl (1 mol/L)
plug air-tightly and heat in oil bath (95 °C) for 1 h

transfer all of sample solution into 300 mL separatory funnel
add 40 mL of sodium chloride solution (10 w/v%) 
add 50 mL of diethylether and shake for 5 min (twice)
put diethylether layer into 200 mL Erlenmeyer flask
add sodium sulfate

put diethylether layer into 200 mL Erlenmeyer flask

filter through No.5A
evaporate to dryness under 40 °C
dissolve 4 mL of formic acid (0.1 v/v%) - methanol (4:1)

apply sample solution
prewash with 10 mL of methanol and 10 mL of formic acid (0.1 v/v%) 

wash with 3 mL of formic acid (0.1 v/v%) -methanol (4:1) (twice)
elute with 10 mL of formic acid (0.1 v/v%) -methanol (1:1)

transfer all of sample solution to 300 mL separatory funnel
add 100 mL of sodium chloride solution (10 w/v%) 
add 50 mL of diethylether and shake for 5 min (twice)

LC-MS/MS (10 µL)

apply sample solution
filter through No.5A
evaporate to dryness under 40 °C
dissolve 2 mL of methanol-water (7:3)

dilute sample solution 5-fold with methanol-water (7:3) 

 

   
Scheme 2   Analytical procedure for determination of dicamba and DCSA  

in soybean and soybean meal (without using internal standards) 
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2) 内標準物質を用いない方法による予備的添加回収試験 

  大豆，大豆（加熱圧ぺん），大豆油かす及び大豆油かす（エクストルーダー処理）にジカン

バ及び DCSA として各 0.02，0.4 及び 10 mg/kg 相当量（最終試料溶液中でジカンバとして 10，

200 及び 200（希釈溶媒で 25 倍希釈） ng/mL 相当量並びに DCSA として 2，40 及び 40（希釈

溶媒で 25 倍希釈）ng/mL 相当量）を添加した各試料を 2.5.1 により 3 点併行で定量し，回収率

及び繰返し精度を求めた． 
 

3  結果及び考察 
3.1 内標準物質を用いない方法における予備検討 

  JFRL 法で得られた SRM クロマトグラムでは，ジカンバのピークに肩が生じ良好なピーク形

状が得られなかったため，内標準物質を用いない方法においては，希釈溶媒を JFRL 法のメタノ

ールからメタノール－水（7+3）とした． 

  2.5 の 2)に従い予備的に添加回収試験を実施した結果は，Table 6 のとおりであった．基準値に

相当する 10 mg/kg では，ジカンバ及び DCSA の平均回収率は，71.5~88.4 %，その繰返し精度は

相対標準偏差（RSDr）として 8.0 %以下の良好な結果が得られたが，低濃度添加では DCSA は回

収率が高くなる傾向が認められた．一方，大豆中のジカンバについては回収率が低くなる傾向が

認められた． 

  2.5 の 1)により調製した大豆及び大豆油かすの試料溶液にジカンバ及び DCSA として 0.2 

mg/kg 相当量（最終試料溶液中でジカンバとして 100 ng/mL 相当量及び DCSA として 20 ng/mL）

をそれぞれ添加した各マトリックス標準液について，同濃度のジカンバ及び DCSA 標準液に対

するピーク面積比を確認したところ，ピーク面積比は大豆及び大豆油かす中のジカンバにおいて

111 及び 133 %，DCSA において 97.4 及び 215 %であり，回収率が高くなる要因としてマトリッ

クス効果が考えられた． 

  大豆中のジカンバの回収率が低くなったことについては，大豆については他の試料と異なり，

抽出の際，吸引ろ過に 1 点 1 時間 30 分以上要したこと，液液分配の際に大量のエマルジョンが

生じジエチルエーテル層の分離が困難であったことなどから，定量操作中のロスが要因と考えら

れた． 

  JFRL 法の開発の際参考とされた方法 6)では，安定同位体元素標識内標準物質（ジカンバ-13C6

及び DCSA-13C6）が用いられていたため，マトリックス効果及び定量操作によるロスを補正する

ことを目的として内標準物質を用いることとした．このことから，吸引ろ過で行っていた抽出操

作における固液分離を遠心分離で行い，更に，改正後の大豆及び大豆油かすの残留基準値は 10 

mg/kg と比較的高く，低濃度まで測定する必要性が低いこともあって，JFRL 法で行っていた 2

回目の液液分配による濃縮工程を省略し，ミニカラムの溶出液をそのまま LC-MS/MS の測定に

供する試料溶液とする方法を検討した． 
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Table 6   Recovery tests for dicamba and DCSA without using surrogates 

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0.02 66.5 2.7 141 15 77.8 2.7 165 8.0

0.4 64.0 6.2 90.8 7.5 73.7 4.7 116 3.4

10 73.2 6.4 85.5 2.4 86.4 2.7 71.5 1.7

0.02 242 4.2 220 5.2 210 22 282 14
0.4 87.0 12 99.0 8.2 113 4.4 149 5.8

10 75.1 8.0 85.9 1.5 88.4 2.0 75.5 0.8

Pesticides
Spiked

level
(mg/kg)

Feed types

RSDr
b)Recoverya) RSDr

b) Recoverya) RSDr
b) Recoverya) RSDr

b) Recoverya)

Soybean Soybean (heat flaked)

Dicamba

DCSA

Soybean meal Soybean meal
(extruded)

 

Colored cells stand for recoveries of less than 70 % or more than 120 % 
a)  Mean (n=3)  
b)  Relative standard deviation of repeatability  

 

3.2  検量線 

  2.5 の内標準物質を用いない方法の検討では，2.3 の 4)の LC-MS/MS 2 を用いた測定により，

ジカンバで 5~250 ng/mL を 10 µL 注入（注入量として 0.05~2.5 ng 相当量），DCSA で 1~50 

ng/mL を 10 µL 注入（注入量として 0.01~0.5 ng 相当量）した範囲で直線性を示していた．しか

し，機種を換えて 2.3 の 4)の LC-MS/MS 1 を用いて測定したところ，ジカンバで 10~500 ng/mL 

を 10 µL 注入（注入量として 0.1~5.0 ng 相当量），DCSA で 1~50 ng/mL を 10 µL 注入（注入量

として 0.01~0.5 ng 相当量）した範囲で良好な直線性が得られなかった．このことは注入量を減

らすことで改善が見られたため，ジカンバで 200 ng/mL を 5 µL（注入量として 1 ng 相当量），

DCSA で 20 ng/mL を 5 µL（注入量として 0.1 ng 相当量）以下の注入量に変更した． 

  また，ミニカラムの溶出液をそのまま LC-MS/MS の測定に供するために，ジカンバ及び

DCSA の希釈溶媒を 0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール（1+1）として LC-MS/MS で測定したところ，

良好なピーク形状であることが確認できたため希釈溶媒は同溶媒とした． 

  2.2 の 7)に従って調製した混合標準液各 5 µL を LC-MS/MS に注入し，得られた SRM クロマト

グラムからピーク面積を求めて検量線を作成した．その結果，Fig. 2 のとおり，ジカンバで

10~200 ng/mL（注入量として 0.05~1 ng 相当量），DCSA で 1~20 ng/mL（注入量として 0.005~0.1 

ng 相当量）の範囲で直線性を示した． 
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Fig. 2   Internal standard calibration curves of dicamba and DCSA by peak area 
 

3.3  オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムからの溶出画分の確認 

  大豆及び大豆油かすを用い，混合内標準液を加えずに 2.4 に従い調製して途中 3)で窒素ガスを

送ってジエチルエーテルを除去した残留物を，ジカンバとして 300 ng 及び DCSA として 30 ng

を含有する 0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール（4+1）5 mL で溶かして試料溶液とし，2.4 の 4)に従

いオクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムに入れてミニカラムからの溶出画分を確認した．

その結果，Table 7 のとおり，ジカンバ及び DCSA は 0.1 v/v%ギ酸溶液－メタノール（1+1）3~9 

mL の画分で溶出することが確認された．このことから，JFRL 法と同様 0.1 v/v%ギ酸溶液－メタ

ノール（1+1）10 mL で溶出させることとした． 
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Table 7   Elution patterns of dicamba and DCSA from Mega Bond Elut C18 

Load Wash
0~5 mL 5~10 mL  0~3 mL  3~6 mL  9~12 mL Total

Only standard solution 0 0 0 75 31 0 106

Recovery of
dicambaa)

In the presence of matrix
components of soybean 0 0 0 64 27 0 90

(%)
In the presence of matrix
components of soybean
meal

0 0 0 53 45 0 98

Only standard solution 0 0 0 99 3 0 102

Recovery of
DCSAa)

In the presence of matrix
components of soybean 0 0 0 112 2 0 114

(%)
In the presence of matrix
components of soybean
meal

0 0 0 112 3 0 116

Fraction  6~9 mL

Formic acid solution (0.1
v/v%) - methanol (4:1)

Elution

Formic acid solution (0.1 v/v%) - methanol (1:1) 
 

a)  n=1 
 

3.4  妨害物質の検討 

  大豆 4 検体及び大豆油かす 4 検体を用い，混合内標準液の添加は行わず，2.4 に従って調製し

た試料溶液を LC-MS/MS に注入し，得られた SRM クロマトグラムを確認したところ，いずれの

試料においても定量を妨げるピークは認められなかった． 

  なお，得られた SRM クロマトグラムの一例を Fig. 3 に示した． 
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A                D 
 

 
B                E 

 

 
C                               F 

 

   
Fig. 3   Selected reaction monitoring chromatograms of standard solution and blank samples 

(Arrows indicate the retention time of dicamba and dicamba-13C6, or DCSA and DCSA-13C6.  Scales of y-

axis are the same all chromatograms.  The baselines were shifted for display.) 

A: Standard solution   D: Standard solution  
  (10 ng/mL: 0.05 ng as dicamba)     (1 ng/mL: 0.005 ng as DCSA) 

(20 ng/mL: 0.10 ng as dicamba-13C6)     (2 ng/mL: 0.010 ng as DCSA-13C6) 
B: Blank sample of soybean  E: Blank sample of soybean  
  (sample solution I)      (sample solution II) 
C: Blank sample of soybean meal  F: Blank sample of soybean meal  
  (sample solution I)     (sample solution II) 
















