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高速液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析装置（LC-MS/MS）を用いた，10種のフザリウムトキシン（デオキ

シニバレノール，ニバレノール，ネオソラニオール，ジアセトキシスシルペノール，3-アセチルデオキシニバレノー

ル，15-アセチルデオキシニバレノール，HT-2トキシン，T-2トキシン，フザレノン-X，ゼアラレノン）の一斉分析法

を開発した．試料にアセトニトリル‐水混液を加え振とうしフザリウムトキシンを抽出した後，多機能カラムで精製

しLC-MS/MSで分析を行った．前処理条件，LC条件及びMS条件の最適条件を確立した後，開発した分析法の妥当性

評価試験を行った．その結果，本法によるフザリウムトキシン10種の定量下限値は0.02 ppmであり，回収率76.6～

116.8%，併行精度1.9～14.3%及び室内精度2.5～20.5%であり，いずれも良好な結果が得られた． 

 

キーワード：フザリウムトキシン，カビ毒，高速液体クロマトグラフィー，高速液体クロマトグラフ・タンデム型質

量分析装置，超高速液体クロマトグラフィー，多機能カラム，同時分析，小麦粉、コーンフラワー 

 

は じ め に 

カビ毒はカビが産生する二次代謝産物の中で，ヒトまた

は家畜などに対して急性もしくは慢性の生理的あるいは病

理的障害を与える有害物質であり，300 種類以上のカビ毒

が報告されている．特に，アフラトキシン類のように発ガ

ン性を有する物もあり，食品衛生上重要な自然毒の一種で

ある．すべてのカビがカビ毒を産生するわけではなく，温

度や環境などの特定の条件が整ったときのみカビ毒を産生

する．これらカビ毒のほとんどは熱に強く，環境の変化や

加熱などによりカビが死滅した後も食品中に残存する場合

が多く，一度生成されたカビ毒は除去することは困難であ

る． 

カビ毒を産生するカビのうち，世界中の土壌中に常在し

ているFusarium属菌は，小麦やトウモロコシなどの作物の

栽培期に合わせて植物組織内に侵入し増殖し，そのまま貯

蔵変敗まで関与する植物病原菌と言われており，特に小麦

の赤カビ病菌として知られている1）． このFusarium属の

カビは，低温でもカビ毒（フザリウムトキシン）を産生す

ることができる．フザリウムトキシンには、構造にトリコ

テセン骨格を有するトリコテセン系カビ毒やゼアラレノン

などがある．トリコテセン系カビ毒はその構造によりA～

Dの４タイプに分けられるが，人や家畜の中毒に対し重要

なのはタイプAとタイプBと言われている．タイプAは中

極性溶媒に可溶なものでHT-2トキシン（以下HT-2と略す），

T-2トキシン（以下T-2と略す），ネオソラニオール（以下

NEOと略す）及びジアセトキシスシルペノール（以下

DASと略す）などがある．タイプBは極性溶媒に可溶なも

ので，デオキシニバレノール（以下DONと略す），ニバレ

ノール（以下NIVと略す），3-アセチルデオキシニバレノ

ール（以下3-AcDONと略す），15-アセチルデオキシニバ

レノール（以下15-AcDONと略す）及びフザレノン-X（以

下Fus-Xと略す）が知られている2）（Fig. 1）．トリコテセン

系カビ毒の毒性は主に消化器系障害および免疫機能抑制で

あり，一般に急性毒性はかなり強いが，発ガン性は認めら

れていない．急性毒性としては，種々の動物に対して吐き

気や嘔吐，下痢などの消化器系症状や造血機能障害などが

ある． 

一方，ゼアラレノン

（以下ZEAと略す）は，

F. graminearum など主

に穀類を侵す数種のカ

ビによって産生される

トリコテセン骨格を持

たないカビ毒である

 

Fig. 1 トリコテセン系カビ毒の構造式 

Fig. 2 ゼアラレノンの構造式 
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（Fig. 2）．生体への影響としては，内分泌かく乱物質（環

境ホルモン）の一つであり強いエストロゲン活性を有し，

ブタの外陰部肥大などの家畜に対する女性ホルモン作用が

特徴である． 

このようなフザリウムトキシンのうち，我が国で規制値

が設けられているのは，原麦に対するDONの暫定的な基

準値として1.1 ppmが設定されているのみで，より毒性の

強いT-2やHT-2については規制値がない．しかし，

Fusarium属のカビは低温でもカビ毒産生が可能なため，日

本国内でも汚染がみられる．そのため，急性毒性の強いト

リコテセン系カビ毒による有害事象が起こった際には原因

物質の特定が迅速に出来る一斉分析法の必要性は高いと言

える．そこで，前述のトリコテセン系カビ毒9種類にZEA

を加えた計10種のフザリウムトキシンを対象として，多機

能カラムによる試料の前処理法，MS条件及びLC条件の最

適化による一斉分析法の検討を行い，開発した一斉分析法

の妥当性を評価した．さらに，作成した分析条件を超高速

液体クロマトグラフィー（UHPLC）に適応して，高圧・

高流速での分析を行い，分析時間の短縮についても検討し

た． 

 

実 験 方 法 

1. 試料 

妥当性評価を含む試験法の検討には東京都内で購入した

小麦粉及びコーンフラワーを用いた．なお，対象とした10

種類のカビ毒が含まれてないことをあらかじめ確認してか

ら使用した． 

 

2. 試薬 

DON，NIV，T-2，HT-2，ZEA，3-AcDON及び15-

AcDON の標準品はSIGMA社製を，NEO，Fus-Xの標準品

にはBiopure社製を，DASの標準品は和光純薬社製を用い

た．メタノール，アセトニトリルは和光純薬工業社製

HPLC用を，ギ酸は和光純薬工業社製LC-MS用を用いた．

その他の試薬は特級を用いた． 

 

3. 器具及び装置 

試料の抽出操作に用いるろ紙にはWhatman社製ガラス繊

維ろ紙GF/Fを用いた．カビ毒の精製には，Romar社製多機

能カラム，MultiSep#226AfalaZon+（以下#226と略す）及

び，MultiSep#227Trich+（以下#227と略す）を用いた． 

HPLCには島津製作所製LC-20シリーズを，トリプル四

重極型タンデム質量分析計にはサーモフィッシャーサイエ

ンティフィック社製のTSQ Vantageを用いた．中毒発生時

の迅速分析にはAcquity UPLC H-CLASS及びTQ-Detector

（いずれもWaters社製）分析用カラムにはCAPCELL 

CORE ADME（2.1 mm i.d.×150 mm，粒子径2.7 μm）（資

生堂製）を用いた． 

検討により最適化したLC-MS/MS条件をTable 1に，各カ

ビ毒のMRM条件及びプロダクトイオンスキャン条件を

Table 2に示した． 

Table 2 各カビ毒のMRM及びプロダクトイオンスキャン条件 

 

 
Fig. 3 前処理法のスキーム 

Tabel 1 LC条件及びMS条件 



東 京 健 安 研 セ 年 報，65, 2014 

 

97 

4. 試料の前処理 

粉砕した試料25 gにアセトニトリル‐水（85：15）混液

100 mLを加え，30分間振とうした．次に，5 分間超音波

をかけたものをガラス繊維ろ紙でろ過し，得られたろ液を

試料抽出液とした．試料抽出液を多機能カラムに負荷し，

初流液3 mLは捨て，次の流出液3 mLを分取した．この流

出液3 mLから1 mLを別の試験管にとり，アルミブロック

ヒーターを用い，40℃以下で加温しながら窒素ガスを吹き

つけ乾固させた後，水‐アセトニトリル‐メタノール（90

：5：5）混液1 mLを加え溶解したものを試験溶液とした．

Fig. 3に前処理法のスキームを示した． 

 

5. 妥当性評価試験 

作成した試験法に対して，厚生労働省が定めた「総アフ

ラトキシンの試験法」5）及び，「食品中に残留する農薬等

に関する試験法の妥当性評価ガイドライン」6）を参考に妥

当性評価試験を行った．試料にはあらかじめ対象となるカ

ビ毒が含まれていないことを確認した小麦粉及びコーンフ

ラワーを用い，添加濃度は2濃度（0.25 ppm及び1.0 ppm）

とし各2試行，5日間で行った．評価の目標値は回収率70 

～110%，併行精度20%以下，室内精度30%以下とした． 

 

結果及び考察 

1. MS条件の検討 

一斉分析には高い感度と選択性と高い汎用性を併せ持ち，

近年食品分析の分野で急速に普及してきた高速液体クロマ

トグラフ・タンデム型質量分析装置（以下LC-MS/MSと略

す）を用いた2）3）．検討の第1段階として，各フザリウム

トキシンの1 ppm標準溶液をフローインジェクション法に

より質量分析計に導入しESI法によりイオン化を行い，そ

れぞれポジティブモードおよびネガティブモードで検討を

行った．その結果，DON及びNIVはESIネガティブモード

でのイオン化の方が感度よく，プリカーサーイオンとして

脱プロトン体が検出された．その他のカビ毒ではESIポジ

ティブモードでのイオン化の方が感度よく，ZEA，3-

AcDON，15-AcDON，Fus-Xはプロトン付加体，DAS，

NEO，HT-2，T-2はナトリウム付加体のプリカーサーイオ

ンが検出された．次に，これらのプリカーサーイオンをも

とにイオン化部や四重極のコリジョンエネルギー等の最適

化を行い，プロダクトイオンの選択を行った．なお，プロ

ダクトイオンは定量用と確認用の2種類を選んだ．また，

各カビ毒の確認試験として，プリカーサーイオンをコリジ

ョンセルで分解して得られたプロダクトイオンをすべて測

定する，プロダクトイオンスキャンを併用することにした．

今回対象とした10種類のカビ毒のうち，  

 

2. LCの移動相の検討 

今回分析対象としたトリコテセン系カビ毒は，中極性溶

媒に可溶なタイプAと極性溶媒に可溶なタイプBであるた

め，本法ではこれらのカビ毒を一斉に分析出来るよう，グ

ラジェント分析で行うこととしてカラムと移動相の検討を

行った．カラムは一般的なODS系のカラムでは， DONや

NIVといった極性化合物の保持が若干弱いこと，構造異性

体である3-AcDONと15-AcDONの分離が難しい7）．特に3-

AcDONと15-AcDONは位置異性体の関係にあり，構造的

な違いはほとんどなく，プリカーサーイオンも同じである．

 
Fig. 4 混合標準溶液（1 ppm）のMRMクロマトグラム 
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そのため，この両者を分けるためにはLCでの分離が必要

不可欠であることから，移動相やカラムによる分離ができ

るよう条件検討を行った．その結果，官能基に水系溶媒で

も極性化合物の保持に優れたアダマンチル基を結合させた

資生堂製のCAPCELL CORE ADME（2.1 mm i.d.×150 mm，

粒子径2.7 μm）を用いて検討を行うこととした．アダマン

チル基は10個の炭素がダイヤモンド様の構造をしたかご形

の疎水性官能基であるが，高い表面極性を有することから

ODSカラムに比べて極性化合物の保持が大きくなり，高

極性化合物から疎水性化合物まで良好な分離ができるもの

である．また，移動相には水，ギ酸，メタノール及びアセ

トニトリルをそれぞれ組み合わせて検討を行った．その結

果，0.5%ギ酸及び0.5%ギ酸含有メタノールを組み合わせ

て用いた場合，3-AcDONと15-AcDONの分離は良好であっ

たが，NIVのピークが検出されなかった．また，0.5%ギ酸

含有メタノール‐アセトニトリル（1：1）混液を用いた場

合にはNIVのピークも検出され，その形状も良好であった

が，3-AcDONと15-AcDONの分離が不十分であった． 水

溶性が高く保持時間の短いDONとNIVはネガティブモード

での測定であり，ギ酸を添加した移動相では溶媒中の水素

イオンの影響を受けピークが検出されにくくなることから，

分析開始直後の移動相には酸を加えない水のみとし，有機

系溶媒にアセトニトリルのみを用いることでピーク形状及

び感度共に良好な結果が得られた．また，中極性化合物で

あるタイプAの溶出のためグラジェント分析を行ったが，

アセトニトリルを用いたグラジェント条件では3-AcDON

と15-AcDONの分離が不十分であり，メタノールを用いた

場合にはこの両者が完全に分離できることがわかった．こ

れらの結果から，移動相にはA液に水‐アセトニトリル

（90：10），B液に0.5%ギ酸含有メタノールを用いたグラ

ジェント分析条件を作成した．この条件で10 種類の混合

標準溶液を分析した時のマスクロマトグラムをFig. 4に示

した．しかし，詳細な検討の結果，15-AcDONの標準溶液

のクロマトグラムには3-AcDONと同じ溶出時間のピーク

が見られ，15-AcDONの標準品に3-AcDONが含まれている

可能性が示唆された（Fig. 5）．したがって，定量値が不正

確となる恐れがあったので3-AcDONと15-AcDONの2種類

を定量及び妥当性評価の対象から除外する事とした．3-

AcDON及び15-AcDONについては標準品を入手し，再度

妥当性評価をする予定である．  

 

3. 前処理カラムの検討 

トリコテセン系カビ毒の前処理には，アセトニトリル‐

水（85：15）混液を用いて抽出した後，多機能カラムによ

る精製法が用いられている8）．この多機能カラムは逆相樹

脂や陰イオン交換樹脂及び陽イオン交換樹脂の混合物が封

入されたもので，一般的な固相抽出カラムとは異なり，コ

ンディショニングを行うことなく試料抽出液を通液させる

だけで精製できるため，簡便性に優れている．そこで，本

法でも試料からの抽出溶媒にはアセトニトリル‐水（85：

15）混液を用い，前処理にはMultiSep #226（アフラトキシ

ン・ゼアラレノン用）及び#227（トリコテセン系用）の多

機能カラムを用いて検討を行った．#226及び#227の多機能

カラムに2.4 ppmとなるようにカビ毒標準溶液を添加した

小麦粉の試料抽出液を負荷し流出液を分析した．その結果，

#226では10種類すべてのピークが検出されていたのに対し，

#227ではZEA以外の9種類しか検出されなかった．これは

#227に含まれる活性炭にZEAが吸着したためだと考えられ

た．したがって，試料の前処理に用いる多機能カラムには

#226を用いることとした． 

 

4. MultiSep #226の最適画分の検討 

次に，MultiSep#226に測定対象物質を負荷した場合，ど

の画分で溶出されてくるのか確認を行った．前述のカラム

の検討と同様に，2.4 ppmとなるようにカビ毒標準溶液を

添加した試料抽出液を#226に負荷した後，流出液を各3 

mLずつ15 mLまで採取しLC-MS/MS分析してピーク面積値

Fig. 5 3-AcDON標準溶液及び15-AcDON標準溶液の 

MRMクロマトグラム 

Table 3 絶対検量線での定量結果（ppm） 
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を比較した．その結果，第一流出液ではNIVとZEAの回収

率がほかのカビ毒に比べて若干悪いことが分かった．した

がって，第一流出液3 mLを捨て，次の第二流出液を3 mL

採取し，そのうちの1 mLを分取して試験溶液の調製に用

いることとした．なお，抽出に用いているアセトニトリル

‐水（85：15）混液のままLCに注入した場合，DONや

NIVはカラムでの保持が悪くなることから，一度溶媒を乾

固した後，水-アセトニトリル-メタノール（90：5：5）混

液1 mLで溶解し試験溶液とした． 

 

5. 検量線の検討 

LC-MS/MS法では夾雑物の影響により測定対象物質のイ

オン化の阻害や促進により，定量値の信頼性が揺らぐこと

がある．そのため，検量線にはLC分析で一般的に用いら

れている絶対検量線のほかに，マトリックス検量線や標準

添加法，サロゲートを内部標準物質として用いる方法など

がある．しかし，試料ごとにマトリックスは異なるため，

マトリックス検量線法や標準添加法では食品ごとに検量線

を作成しないとならない等，非常に煩雑である．一方，サ

ロゲートを用いる内部標準法では回収率の補正もできるた

め方法としては優れているが，すべてのカビ毒に対してサ

ロゲートがあるわけではなく，また，非常に高価であるた

め，費用対効果を考えた場合には採用が難しい．そこで，

今回は用いた質量分析計の検出感度が高いことを利用して，

試験溶液を希釈することでマトリックスの濃度も相対的に

低下させることでイオン抑制効果を受けにくくさせて，絶

対検量線法で定量することとし，その確認を行った，前述

の方法により試料の前処理を行った後，カビ毒の標準溶液

を0.2 ppm及び1.0 ppmとなるように添加した試験溶液を

LC-MS/MSで分析を行った．その結果，定量値はNEOやT-

2などで一部高い値を示したが、概ね添加濃度の84%～

120%の範囲であったことから，絶対検量線での定量で問

題ないと思われた（Table 3）．また，0.05 ppmから2.0 ppm

の各カビ毒標準溶液を分析し検量線を作成したところ，そ

の相関係数は0.990から0.999となり良好な直線性が得られ

た．この時，0.05 ppmの標準溶液のPeak to Peak法による各

カビ毒のピークのS/Nは20以上であったことから，抽出時

の希釈を換算して，本法による定量下限値は試料中濃度で

0.02 ppmとした． 

 

6. 妥当性評価試験の結果 

今回検討した分析法の妥当性について評価を行った．そ

の結果，試料に小麦粉を用いて1.0 ppm添加した場合の

ZEAの回収率のみ116.8%ととなり，目標値（70 ～ 110 

%）を逸脱したが，それ以外のものでは回収率 76.6～

103.6％，併行精度1.9～14.3％及び室内精度2.5～20.5％と

良好な結果が得られた．よって，本法は十分使用に耐えら

れるものであることが分かった． 

 

7. 迅速分析法への応用 

前述のように，トリコテセン系カビ毒には下痢や嘔吐な

どの消化器症状を主とする急性毒性がある．消化器症状を

主訴とする健康危害事故発生時に，原因物質として中毒量

のトリコテセン系カビ毒が混入しているかを迅速に判別で

きるよう，質量分析計の感度は劣るが超高速液体クロマト

グラフ（UHPLC）を用い，分析条件について検討を行っ

た． 

UHPLCにはAcquity UPLC H-Classを，タンデム型質量分

析計にはTQ-Detector（いずれもWaters社製）を，カラムに

はCAPCELL CORE ADME（2.1 mm i.d.×150 mm，粒子径

2.7 μm、資生堂製）を用いた．LC-MS/MS測定条件はTable 

4及びTable 5に，一斉分析の結果をFig. 6に示した．各カビ

毒のピーク形状，3-AcDONと15-AcDONの分離ともに良好

であり，DONの暫定的な基準値である1.1 ppmを十分測定

可能であった．1回の分析時間もHPLCでは約60分を要し

ていたが，UHPLCによる分析では約20分に短縮すること

ができ，健康危害事故発生時など迅速な対応が求められる

場合でも良好な分析が可能であった． 

Table 4 迅速分析時のLC条件及びMS条件 

Table 5 迅速分析時のMRM条件 
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8. まとめ 

LC-MS/MSを用いた10種類のフザリウムトキシン一斉分

析法の開発を目的として，MS条件，LC条件及び前処理方

法の検討を行った．  

その結果，試料の前処理には多機能カラムである

MultiSep#226を用い，カラムには資生堂製 CAPCELL 

CORE ADME（2.1 mm i.d.×150 mm 粒子径2.7μm）を用

い,移動相のA液に水‐アセトニトリル（90：10），B液に

0.5%ギ酸含有メタノールを用いたグラジェント分析を行

うこと，DON及びNIVはESIネガティブモードで，ZEA，

3-AcDON，15-AcDON，Fus-X，DAS，NEO，HT-2及びT-2

はESIポジティブモードでのMRM測定及びプロダクトイオ

ンスキャン測定することにより，位置異性体である3-

AcDONと15-AcDONを含む10種類のフザリウムトキシン

の高感度かつ精度よく分析することが可能であった．  

また，作成した試験法について，妥当性評価試験を行っ

たところ，ZEAの小麦粉1 ppm添加の回収率が目標値を逸

脱したが， それ以外に関しては小麦粉，コーンフラワー

のいずれを用いた場合でも回収率，併行精度及び室内精度

はすべて目標値内となり，良好な結果が得られた． 

さらに，UHPLCを用いた迅速分析についても検討を行

ったところ，HPLCでは約60分を要した分析時間を約20分

に短縮することができた． 

以上の結果から，今回作成したLC-MS/MSによるフザリ

ウムトキシン一斉分析法は，市販の小麦粉やトウモロコシ

中の10種類のフザリウムトキシンの分析に有用であると考

える． 
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Fig. 6 UHPLCによる一斉分析のMRMクロマトグラム（2 ppm） 
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Simultaneous Determination of Fusarium Toxins by LC-MS/MS 

 

Keisuke KIMURAa, Kenji IIDAa, Yukiko MATSUSHIMAa, Ikuko MATSUNOa, Mitsuo OISHIa,  

and Setsuko TABATAa 

 

A method was developed for the simultaneous analysis of 10 fusarium toxins (deoxynivalenol, nivalenol, neosolaniol, 

diacetoxyscirpenol, 3-acetyldeoxynivalenol, 15-acetyldeoxynivalenol, HT-2 toxin, T-2 toxin, fusarenon-X, and zealarenon). 

Fusarium toxins in samples were extracted with water-acetonitrile-methanol (90:5:5) and purified using a multi-functional column. 

The obtained sample solutions were quantified by liquid chromatography-mass spectroscopy (LC-MS/MS) with the ADME 

column and a mobile phase containing methanol. The quantification limit was 0.02 ppm. Method validation using wheat flour and 

corn flour samples demonstrated good recovery rates of 76.6 - 116.8% , repeatability of 1.9 - 14.3%, and reproducibility of 2.5 - 

20.5%. 

 

Keywords: fusarium toxin, mycotoxin, HPLC, LC-MS/MS, UHPLC, multi-functional column, simultaneous determination, wheat 

flour, corn flour 
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