
緒 言

不揮発性腐敗アミン類（NVA）は、食品中のタンパク
質がアミノ酸に分解され、さらにアミノ酸が微生物により
分解される過程で生成する１）。NVA の中でヒスタミンはア
レルギー様食中毒の主原因となる物質であり２，３）、食品衛
生管理上、特に重要である。また、チラミン、カダベリン
やプトレシンは、ヒスタミンによるアレルギー様症状を助
長することが報告されている４，５）。このため、アレルギー
様食中毒が発生した際には、ヒスタミンの含有検査に加え
て他の NVA も同時に検査することが、食中毒原因の究明
に重要と考えられる。
食品中の NVA 定量分析には、蛍光検出器付き HPLC

（HPLC−FL）が広く利用されている６，７）。一方、近年、高感
度かつ高選択性を有する液体クロマトグラフ－タンデム質
量分析計（LC−MS/MS）を用いることで、NVA の誘導体
化を行わない迅速な試験法も報告されている８－１０）。
我々は既報１１）において、抽出液の精製に強陽イオン交換

ミニカラム１２）を用い、フルオレスカミン誘導体化法１３，１４）に
よる HPLC−FL 分析法を報告した。本研究では、既報１１）の
試験法を基に、誘導体化を要しない NVA の LC−MS/MS

分析法を構築するため、LC条件及び固相抽出による精製
法を検討し、構築した試験法による添加回収試験を実施し
て性能を確認した。

方 法

１．試料

試料は、札幌市内の小売店で購入したサンマ（生）、メ

カジキ（生）、サバ水煮（缶詰）、サバ味噌煮（缶詰）、マ
グロ油漬け（缶詰）及びアンチョビ（ペースト）を用いた。
生試料は筋肉、缶詰試料は液汁を除いたものを細切した後、
フードプロセッサーを用いて均一化し、－３０℃で保存し
た。ペースト試料は十分に均一化された製品のため、その
まま－３０℃で保存した。
２．試薬及び試液

ヒスタミン二塩酸塩は富士フイルム和光純薬（株）製、カ
ダベリン二塩酸塩及びチラミン塩酸塩は関東化学（株）製、
プトレシン二塩酸塩は Sigma−Aldrich製を用いた。標準原
液は、各標準品を０．１mol/L 塩酸に５，０００mg/L となるよ
うに溶解して調製した。混合標準溶液は、各標準原液をそ
れぞれ１，０００mg/L となるように混合し、０．１mol/L 塩酸
で希釈して調製した。
アセトニトリル、ギ酸及びメタノールは富士フイルム和

光純薬（株）製 LC/MS用、アセトンは富士フイルム和光純
薬（株）製残留農薬試験用、ギ酸アンモニウムは Honeywell

製 LC/MS用、その他の試薬は富士フイルム和光純薬（株）
製特級を用いた。水は富士フイルム和光純薬（株）製 LC/MS

用及びオルガノ（株）製 PURE LAB flex−UVで精製した水
を用いた。２０mmol/L リン酸緩衝液は、既報１１）と同じ方法
で調製した。弱陽イオン交換ミニカラムはWaters製 Oasis

WCX（６０mg、３mL）（以下、WCX）、ろ紙は GEヘルス
ケア製ワットマン定量ろ紙 No．４１（直径１２５mm）を用い
た。
３．装置及び分析条件

LCは Agilent Technologies製１２６０InfinityⅡ LCを用い、
MS/MSは Agilent Technologies製６４７０Triple Quad LC/

MSを用いた。LC分析カラムは SUPELCO製Discovery HS

F５―３（３．０μm、２．１×１００mm）を用いた。カラム温度は
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４０℃、移動相はA液１０mmol/Lギ酸アンモニウム及び０．１％
ギ酸含有水溶液：B液アセトニトリル＝４０：６０のアイソ
クラティック溶出条件とした。流量は０．２５mL/min、試
料注入量は５μ L、イオン化モードは ESI、測定モードは
多重反応モニタリング（MRM）とした。表１に化合物ご
とのMRM分析条件を示した。
ホモジナイザーは IKA 社製 ULTRA−TURRAX T２５basic、

S２５N―１８Gシャフトジェネレータを用いた。固相抽出操
作はジーエルサイエンス（株）製の GL−SPE吸引マニホー
ルドキットを用いた。
４．試験溶液の調製

均一化した試料５．００gを５０mL 容 PP製遠沈管に秤取
した。５％トリクロロ酢酸（TCA）水溶液１５mL を加え
て１分間ホモジナイズした後、５％ TCA 水溶液１０mL で
シャフトを洗浄、この液を合わせ、４℃、３，３００rpmで５
分間遠心分離した。上清をろ過し、残さに５％ TCA 水溶
液１５mL を加え５分間振とうし、同様に遠心分離した後、
ろ過してろ液を合わせ、５％ TCA 水溶液を用いて５０mL

に定容した（抽出液）。
抽出液０．１５mL に１mol/L 水酸化ナトリウム溶液０．０４５

mL、２０mmol/L リン酸緩衝液（pH６．８、以下 pHは同じ）
２．８mL を加えて混合しWCXへの負荷溶液とした。WCX

による精製は次のように行った。WCXにメタノール３mL、
水３mL、２０mmol/L リン酸緩衝液３mL を順次通液して
コンディショニングし、負荷溶液を全量負荷した後、
２０mmol/L リン酸緩衝液３mL、水３mL、５０％メタノー
ル３mL で順次洗浄した。ミニカラム内の水を十分に除去
した後、ギ酸－メタノール－水（１：３０：７０）混液３mL

で溶出した（精製溶液）。
精製溶液２００μ L を採り、１０mmol/L ギ酸アンモニウム

及び０．１％ギ酸含有水溶液－アセトニトリル（４：６）混液
（希釈溶媒）で正確に１０mL に定容した。この溶液を４℃、
１５，０００rpmで１０分間遠心分離し、上清を試験溶液として
LC−MS/MS分析に供した。
５．検量線

混合標準溶液（各１，０００mg/L）を希釈溶媒で希釈し、
０．０５～２０μg/L の範囲で検量線用の標準溶液を調製した。

６．添加回収試験

「１．試料」に示した水産食品６種を対象とし、試料５．００
gに混合標準溶液を添加した後、「４．試験溶液の調製」
に従い試験溶液を調製し、添加量に対する分析値から回収
率を算定した。添加濃度は１００mg/kg、併行回数は５回
とした。なお、無添加試料中に NVA が含まれていたアン
チョビでは、添加試料の分析値から無添加試料の分析値を
差し引き回収率を算定した。

結果及び考察

１．LC条件の検討

NVA の LC−MS/MS分析では、親水性相互作用（HILIC）
を利用したカラム８－１０）やペンタフルオロフェニル（PFP）
カラム１５）など、イオンペア試薬を必要としない HPLCカラ
ムの使用例が報告されている。本検討では、PFPカラム
を用いた分析報告を参考に、PFPカラムとその移動相条
件の最適化を検討した。まず、移動相として A 液：０．１％
ギ酸水溶液、B液：アセトニトリルによるグラジエント溶
出を試みたが、溶出後の初期移動相による平衡時間を１５
分とした場合でも NVA の保持時間が安定しなかったため、
アイソクラティック溶出とすることとした。次に、移動相
A 液と B液の混合割合を変えて NVA のピーク形状を確認
したところ、NVA４種を分離可能な条件では、カダベリ
ン及びプトレシンピークのテーリングが認められ、良好な
ピーク形状を得ることができなかった。HILIC系カラム分
析において、ギ酸アンモニウム水溶液を用いることで良好
なピーク形状を得られるとの報告１６）があることから、移動
相 A 液に１０mmol/L となるようにギ酸アンモニウムを添
加したところ、カダベリン及びプトレシンのテーリングが
改善された。そこで、移動相 A 液として１０mmol/L ギ酸
アンモニウム及び０．１％ギ酸含有水溶液、B液にアセトニ
トリルを用いてアイソクラティック溶出条件で混合割合の
最適化を実施した結果、移動相 A：移動相 B＝４０：６０の
条件で、良好なピーク形状及び分離を得ることができた
（図１）。
２．固相抽出による精製条件の検討

１）溶出溶媒の検討

表１ 不揮発性アミン類のMRM条件

Q１：プリカーサーイオン Q３：プロダクトイオン CE：コリジョンエナジー
Quant：定量イオン Qual−１，Qual−２:確認イオン
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我々は、HPLC−FL による分析法において、TCA 抽出液
を強陽イオン交換ミニカラムで精製する方法を報告した１１）。
本方法は良好な精製効果が得られるものの、溶出に強アル
カリまたは高塩濃度の溶媒を必要とするため、調製した試
験溶液を LC−MS/MSで分析するには脱塩工程が必要にな
り、操作が複雑になる。そこで、LC−MS/MS分析に適し
た揮発性溶媒であるギ酸により溶出可能なカルボキシル基
を官能基にもつ弱陽イオン交換ミニカラムWCX８，１７）を使用
する精製法を検討した。
まず、１％ギ酸水溶液による溶出を試みた結果、NVA

の回収率は８０％程度と、改善の余地がみられた。そこで、
朝倉ら１７）と同様にギ酸水溶液にメタノールを加えた溶出溶
媒を検討した。２０mmol/Lリン酸緩衝液で希釈して pH６．８
に調整した混合標準溶液をWCXに負荷し、水３mL で洗
浄した後、ギ酸を１％、メタノールをそれぞれ１０、２０、
３０、４０、５０％含有するように調製した溶液３mL で溶出し
た。その結果、メタノール割合を３０％以上とすることで
ほぼ完全に回収できることが確認されたため、溶出溶媒は
ギ酸－メタノール－水（１：３０：７０）混液を使用すること

とした。
２）負荷溶液の検討

食品試料からの NVA 抽出液を陽イオン交換ミニカラム
で精製する場合、効果的にアミノ酸類を除去するために負
荷溶液を中性に調整する必要がある１１，１２）。そこで、負荷溶
液の pHをリン酸緩衝液で調整し、WCXに負荷して回収
率を確認したところ、既報１１）による強陽イオン交換ミニカ
ラムの場合と同様に、リン酸緩衝液濃度が高いほど、また
負荷溶液の塩分濃度が高いほど NVA の回収率が低下する
傾向が認められた。そこで、既報と同様に、TCA 抽出液
を１mol/L 水酸化ナトリウム水溶液で中和した後、２０mmol/L

リン酸緩衝液で希釈して pHを調整した溶液を負荷溶液と
した。
３．マトリックス効果抑制方法の検討

サンマ、サバ水煮試料の抽出液をWCXで精製し分析を
行うと、マトリックス効果が認められ、ヒスタミン、カダ
ベリン及びプトレシンではイオン化促進、チラミンではイ
オン化抑制を受けることが確認された。そこで、精製溶液
を希釈することによるマトリックス効果の抑制を検討した。
それぞれの無添加試料から試験溶液を調製し、希釈溶媒を
用いて５、１０、５０、１００倍希釈した後（マトリックス溶液）、
それぞれに混合標準溶液を添加しマトリックス効果を確認
した（図２）。なお、マトリックス効果は、混合標準溶液
を希釈溶媒に添加した場合のピーク面積に対するマトリッ
クス溶液に添加した場合のピーク面積の割合（面積率）で
評価した。その結果、希釈倍率を高くするとマトリックス
効果は軽減し（面積率が１００％に近づき）、５０倍と１００倍
希釈では大きな違いは認められなかった。以上の結果から、
精製溶液は希釈溶媒で５０倍希釈することとした。メカジ
キ、サバ味噌煮、マグロ油漬け及びアンチョビ試料に対し
て同様に５０倍希釈によるマトリックス効果を検討したと
ころ、ヒスタミンは９８～１０３％、チラミンは９５～１０１％、
カダベリンは９８～１０３％、プトレシンは９９～１０４％の面積
率であり、マトリックス効果は希釈により抑制可能なこと
が確認された。
４．添加回収試験

水産食品６種について、添加回収試験を実施した結果を
表２に示した。回収率はヒスタミンで８４～９４％、チラミ
ンで８９～１０２％、カダベリンで８４～９２％、プトレシンで
９０～９８％、各併行精度は最大４．２％と、良好な結果が得ら
れた。また、定量下限値は、すべての NVA で S/N＞１０を
満たした１mg/kgに設定した。今回検討した結果では、
生鮮魚介類だけではなく、味噌煮や油漬けなどの水産加工
品でも結果に顕著な差は認められず、いずれの食品でも良
好な回収率及び併行精度を得られることが確認できた。
以上より、構築した本試験法は、種々の水産食品中の不

揮発腐敗アミン類を迅速かつ精度良く分析可能である有用
な方法と考える。

図１ 不揮発性アミン類のMRMクロマトグラム
（Ａ）チラミン （Ｂ）ヒスタミン
（Ｃ）プトレシン（Ｄ）カダベリン
各 10 ng/mL（試料換算 100 mg/kg相当）

―４１―



図２ 希釈によるマトリックス効果への影響
面積率（％）＝ ピーク面積（マトリックス溶液希釈）÷ピーク面積（希釈溶媒※希釈）×100

※ 希釈溶媒：１０mmol/L ギ酸アンモニウム及び０．１％ギ酸含有水溶液－アセトニトリル（４０：６０）

表２ 添加回収試験結果

添加濃度：１００mg/kg すべて n=5
真度：平均回収率 RSD：併行精度（相対標準偏差）
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