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は じ め に 

アミノグリコシド系(AGs) 抗生物質はグラム陽性菌，陰
性菌等広範囲の抗菌スペクトルをもち，また抗菌作用が強

いため細菌性下痢症や呼吸器疾患等に有効である．さらに

他の抗菌薬と協力作用を示すために複合製剤の一成分とし

ても使用されるなど動物用医薬品や飼料添加物に汎用され

ており，畜水産食品中への残留が懸念される． 

 これら残留動物用医薬品問題に対しては，FAO/WHO合
同食品規格委員会(Codex)による最大残留基準値(MRLs)の

設定作業が続いており，国内でもそれらの値に準じた残留

基準値の設定が進められている．AGs 抗生物質についても

平成 14 年 12 月にゲンタマイシン(GM)，スペクチノマイ
シン(SPCM)およびネオマイシン (NM)の残留基準値が告
示され，平成 15年 7月 1日から施行された 1)．(表 1) 

 
表１．主な AG系抗生物質と食肉の Codex MRLs 

＊１：平成 15年７月１日施行 

 
 畜水産食品中に残留する AGs 抗生物質に対する試験法

には，理化学試験法 2,3,4)，微生物学的試験法 5,6)，ELISA
や EIA等免疫反応を利用した試験法 7)がある．これらのう

ち，理化学試験法と免疫学的試験法は薬剤ごとの個別試験

法が多く，また理化学試験法に関しては蛍光誘導体化等の

前処理が必要である．今回示された告示法 1)は高速液体ク

ロマトグラフ質量分析計(LC-MS) を用いた理化学試験法
で，GM，SPCM および NM 3 薬剤の定量試験法である．

そのため AGs 抗生物質の検査は，残留基準の定められた薬
剤については LC-MS 法で，それ以外の薬剤については従

来法の微生物学的試験法を併用して行わなければならな

い．このため，日常的に多検体を検査しなければならない

現場では，多大な時間と労力を要し迅速性及び効率性に問

題があり，迅速簡便な一斉検出が行えるスクリーニング検

査法の開発が望まれている．現在，畜水産食品中残留抗生

物質のスクリーニング検査法として平成 6年度厚生省通知
「残留有害物質モニタリング検査」8) による微生物学的試

験法の簡易検査法と分別推定法がある．特に検出感度の高

い分別推定法はオキシテトラサイクリン，クロルテトラサ

イクリン，テトラサイクリン，ベンジルペニシリンおよび

スピラマイシンの残留基準値の検出が可能であり 5)，残留

抗生物質のスクリーニング法として使用可能である．しか

しながら AGs 抗生物質については，検出感度が不足してお

り今回設定された GM，SPCM，NMの基準値検出は困難
である． 

 そこで今回我々は，AGs 抗生物質のスクリーニング検査
法の開発を目的とし分別推定法の一部改良を試みた．その

結果，SPCM を除く AGs 抗生物質 5 剤について検出感度
が従来の分別推定法に比較して 10～20 倍高くなり残留基

準値が検出可能となったので報告する． 

 
材料及び方法 

１．試料 

 あらかじめ抗生物質の残留がないことを確認した市販の

鶏肉，豚肉，牛肉を使用した． 

 
薬剤名 

Codex 
MRL 

 
 食肉 

我が国における

残留基準値＊１

分別推定法 
検出感度 

ゲンタマイシン(GM) 0.1ppm 牛, 豚 0.1ppm 1.0ppm 

ジヒドロストレプトマイ

シン(DSM), ストレプト
マイシン(SM) 

0.6ppm 牛, 豚, 羊, 鶏  1.0ppm 

スペクチノマイシン 
(SPCM) 

0.5ppm 牛, 豚, 羊, 鶏 0.5ppm  

カナマイシン(KM)    1.0ppm 

ネオマイシン(NM) 0.5ppm 
牛, 豚, 羊, 鶏, 
やぎ, 七面鳥, 
あひる 

0.5ppm  
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3-24-1, Hyakunin-cho, Shinjuku-ku, Tokyo  169-0073  Japan  
＊＊東京都健康安全研究センター微生物部食品微生物研究科 
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２．供試菌および検査平板 

 残留有害物質モニタリング検査文書中の簡易検査法 8)に

準拠した． 

３．試薬および標準品 

 抗生物質標準品：力価の明らかなゲンタマイシン硫酸塩

(GM)，カナマイシン硫酸塩(KM)，ストレプトマイシン硫
酸塩(SM)，(以上和光純薬社製）ジヒドロストレプトマイ

シン(DSM)，スペクチノマイシン(SPCM)，(以上シグマ社
製)，ネオマイシン(NM)(和光純薬社製)を使用した． 

 抗生物質標準溶液の作成：各抗生物質は 1,000 µg/mLの
標準原液を作成し，pH 8リン酸緩衝液で段階希釈して0.25 
µg/mL～25 µg/mL の標準溶液を調製した． 

 緩衝液及び溶媒等：0.01 M EDTA含有 pH 4.0 マキルベ
ン緩衝液，pH 4.0 マキルベン緩衝液，pH 3.0 マキルベン

緩衝液，pH 4.5 リン酸緩衝液，pH 6.0 リン酸緩衝液，pH 
8.0 リン酸緩衝液は簡易検査法と分別推定法 8)に準拠した。

pH 7.0 リン酸緩衝液は 0.1M リン酸一カリウムと 0.1M 
リン酸二カリウムを混合して pH 7.0 に調製した． 

 カートリッジカラム：Sep-Pak C18カートリッジ(Waters
社製)(C18カラム)，BAKER 10 SPE COOHカートリッジ

(Baker 社製)(COOH カラム)を使用した．各カラムのコン
ディショニングは分別推定法 8)に準拠したが COOH カラ

ムは最後にpH 4.0マキルベン緩衝液あるいは上記各pHの
リン酸緩衝液各 5 mLでコンディショニングを終了した． 

４．試験溶液の調製 

 分別推定法の前処理法を一部改良した．すなわち試料 10 
g に 0.01 M EDTA含有 pH 4.0 マキルベン緩衝液 30 mL

を加えてホモジナイズした後，3,000 rpm で 15 分間遠心
分離した．上清を分取し，ヘキサン 10 mLを加えて激しく

振とう後，3,000 rpm で 15 分間遠心分離を行った。水層
を分取しクロロホルム 30 mLを加え激しく振とう後，クロ

ロホルム層を除去し水層を C18カラムに負荷した． 
この後の操作を次のとおり改良した．流出液を遠心管に

分取し，5 N NaOH 0.5 mLを加え混和後 3,000 rpmで15
分間遠心分離した．上清を COOHカラムに負荷した後 pH 

3.0 マキルベン緩衝液で溶出した．最初の 1mLを捨てて次
の 2mLをとり，2 N のNaOH で pH を 7.5 付近まで調整

した後，1 N の NaOH で pH を 7.5 に調整した．（図 1） 
５．試験法 

 分別推定法に従って作製した B. subtilis 検査用平板に，

試験溶液を浸せきさせた「枝肉の抗菌性物質検査用ろ紙（直

径 10 mm，厚さ 1.1 mm，吸水量 70 ~ 80 µL，アドバンテ

ック社製）」をそれぞれ固着させ，30分間冷蔵放置後，30℃
で 18時間培養した． 

６．判定及び検量線の作成 

 判定：培養後，各検査用平板のペーパーディスク周辺に

出現した発育阻止円直径をノギスで測定し，12 mm以上の
明瞭なものを陽性とした． 

 検量線：既知濃度の各標準溶液を用い試験法に従って操

作し，得られた阻止円の直径から検量線を作成した． 

 

試料 10g
0.01M   EDTA 含有 pH4.0マキルベン緩衝液 30mL　　　　
ホモジナイズ ,  3000rpmで15分間遠心分離

上清

水層
ヘキサン10mL , 混和 , 遠心分離　　　　　　　

クロロホルム30mL , 混和 , 遠心分離　　　

水層

pH3.0マキルベン緩衝液 1mLすてる　
pH3.0マキルベン緩衝液 2mLで溶離 pH 7.5 に 調整

　試験溶液

Sep-Pak C18カラム

沈渣

Baker 10 SPE COOH カラム

pH7.0 に調整 　　　　　 　　　　　　
3000rpmで15分間遠心分離

上清

　流出液

図１．試験溶液調製法 

 
結果及び考察 

１．COOHカラムの保持に関する検討 

 分別推定法で AGs 抗生物質の検出感度の悪い原因の一
つとして，試験溶液の調製に問題があると考えられる．分

別推定法では，AGs 抗生物質を分画するために弱陽イオン
カートリッジである COOHカラムを用いている．しかし，
カラムに負荷する溶液の pH が最適条件となっていないた

め，AGs 抗生物質のカラムへの保持が不十分となり，回収
率が悪いことが考えられる． 

 そこで，COOHカラムに負荷する溶液の pHによる薬剤
の回収率への影響を検討した．本試験で使用する COOH

カラムの pKa は 4.8 前後と推察され，負荷する溶液の pH
は官能基の解離が 100 %促進される pH 7.0 前後が薬剤の

保持に最適であると考えた．試験には鶏肉を用い，SM 1.0 
µg/gを添加後,試験溶液の調製の項に従い操作し，C18カラ

ムからの流出液を得た．この流出液を 5 N NaOHを用いて
pH 5.0～9.0 までに調整し，試験溶液とした．なお，従来

法どおりに pH 4.0 マキルベン緩衝液を用いて抽出した試
験溶液（pH 4.7）も参考に用いた．これらの試験溶液を，

各々試験溶液の pH に一番近い pH 4.0 マキルベン緩衝液
または pH 4.5 リン酸緩衝液，pH 6.0 リン酸緩衝液，pH 8.0
リン酸緩衝液でコンディショニングを終了させた COOH

カラムに負荷した後，pH 3.0 マキルベン緩衝液 5 mLで溶
出した．溶出液のpHを5 Nおよび1 NのNaOHでpH 7.5

に調整した後，B. subtilis 検査平板を用いて作成した検量

線より回収率を算出した． 

その結果，図 2に示すとおり SMの回収率は，COOHカ
ラムに負荷する溶液の pH が 6.5 から 7.5 の間で良好であ

った．なお，従来法である pH 4.7 の試験溶液では，SMの
回収は殆ど認められなかった．このことから COOH カラ

試料 10g 
0.01M EDT含有 pH4.0 マキルベン緩衝液 30mL 
ホモジナイズ，3000rpmで15分間遠心分離 

上清 

水層 

水層 

Sep-Pac C18カラム 

流出液 
pH7.0 に調整 
3000rpmで15分間遠心分離 

ヘキサン 10mL，混和，遠心分離 

クロロホルム 30mL，混和，遠心分離 

上清 

Baker 10 SPE COOHカラム 

試験溶液 

沈渣 

pH3.0 マキルベン緩衝液 1mLすてる 
pH3.0 マキルベン緩衝液 2mLで溶離 pH7.5 に調整 
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ムに負荷する溶液の pH が検出感度に大きく影響すること

が明らかとなった． 
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図２．抽出液の pHと各 pH域での COOHカラムによる 

SMの回収率 

 
 
２．COOHカラムに負荷する抽出液の pH調整について 

 COOHカラムは負荷する抽出溶液のpH値により回収率

が大きく異なることから，各種試料における抽出溶液の

pH 調整について検討した．牛，豚，鶏各 5 検体を用い，

pH 4.0 マキルベン緩衝液でホモジネートを作成した．これ
を 3,000 rpmで 15分間遠心分離した上清を抽出液とし，

この抽出液の pH を測定した．その結果，牛肉の pH は平
均で 4.61，豚肉は 4.64 ，鶏肉は 4.72 であった．次にこ

の抽出液のpHを7.0にするために必要な5 N NaOH 量を
求めた．その結果，牛肉，豚肉は 0.50 mL，鶏肉は 0.51 mL 
であった.（表 2）これらの結果を基に，食肉に関しては

C18カラムからの流出液に 5 N NaOH を一律 0.5 mL加え
ることとし，流出液の pH 調整とこれに伴う試験操作を簡

略化することとした． 

 
表２．飼料と抽出液のホモジネートの pHおよびこれを 

pH 7.0 にするのに要した NaOH量 

試料 ホモジネートの 
pH 

pH7.0 にするのに要し 
た 5N-NaOHの量(mL) 

牛肉 
豚肉 

鶏肉 

4.61±0.05 
4.64±0.08 

4.72±0.08 

0.50±0.00 
0.50±0.01 

0.51±0.01 

n＝5 

 

３．溶出法に関する検討 

次に COOH カラムからの溶出法について検討した．現

在の分別推定法ではAGs抗生物質が溶出されるC分画は 5 
mLの pH 3.0 マキルベン緩衝液で溶出している．残留基準

値の検出が可能である A分画，B分画に比べ溶出液量が多
く，薬剤濃度が希釈されるために AG系抗生物質の検出感

度が低いと考えられる．そこで COOH カラムからの溶出
液を 1 mLずつのフラクションに分け，薬剤がどのフラク

ションに回収されるかを調べた． 
 pH 4.0 マキルベン緩衝液 30 mLに DSM を 10 µg添加

し，NaOH で pH 7.0 に調整した試験溶液を COOHカラ

ムに負荷した後，pH 3.0 マキルベン緩衝液で 1 mLずつ計
5つのフラクションに溶出した．各溶出液の pHを NaOH 

溶液で pH 7.5 に調整した後，B. subtilis 検査平板を用いて

作製した検量線より回収率を算出した.（図 3） 

5 回繰り返し試験を行った結果，いずれの検体でも最初
と 4 番目，5 番目のフラクションには薬剤の溶出が認めら

れず，2 番目と 3 番目のフラクションに溶出された．この
ことから COOHカラムからの pH 3.0 マキルベン緩衝液に

よる溶出は，最初の 1 mLを捨て次の 2 mLをとり，NaOH 
溶液で pH 7.5 に調整後，試験溶液とすることとした 

3 COOH DSM
DSM 10μ g添 加

1 2 3 4 5 溶出液 (m L)

0
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40

50

60

70
回収率 ( % )

検 体A

検 体 B

検 体 C

検 体D

検 体E

図３．COOHカラムからの DSMの溶出パターン 

 
４．改良分別推定法における検出感度 

本法を用いて，各食肉の AGs 抗生物質に対する検出感度

を検討した．その結果を表 3，4に示した． 
 GM および SMの検出感度は鶏肉が0.05 µg/g，豚肉と牛

肉が 0.1 µg/gであった．DSMと NMは鶏肉および豚肉が
0.1 µg/g，牛肉が 0.05 µg/gであった．KM は鶏肉と牛肉が

0.05 µg/g，豚肉が 0.1 µg/gであった． 
  これらの検出感度を残留基準値と比較すると，GM の残

留基準値は 0.1 µg/gであり，各食肉とも本試験法で検出可
能であった．NMの残留基準値は 0.5 µg/gであり本法で検

出可能であった．SM，DSM には我が国における残留基準
値は設定されていないが，本法で Codex MRLの 0.6 µg/g

を検出可能であった．KM の検出感度は，従来の分別推定
法が 1.0 µg/g であったのに対し，本法で 0.1 µg/g と感度

が 10倍になった． 
SPCMに関しては今回使用した試験菌B. subtilis では標

準溶液濃度で 25 µg/mLまで感受性がなく，本法では検出

できなかった． 
 以上の結果をまとめて表5に改良分別推定法によるAGs

抗生物質の検出感度を示した．これらの検出感度から，今

回残留基準値が設定された GM および NM のスクリーニ

ング検査法としてだけではなく，SM，DSM，KM などの
スクリーニング法としても有用なものと考えられた． 
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表３．AG系抗生物質の検出感度 (1) 

＋：阻止円直径 12㎜以上  －：阻止円直径 12㎜未満 

 
表４．AG系抗生物質の検出感度 (2) 

＋：阻止円直径 12㎜以上  －：阻止円直径 12㎜未満 

 
表５．改良分別推定法における 

AG系抗生物質の検出感度 

濃度（µg/g） 
薬剤 

鶏肉 豚肉 牛肉 

GM 
SM 

DSM 
KM 

NM 
SPCM 

0.05 
0.05 

0.1 
0.05 

0.1 
＞25 

0.1 
0.1 

0.1 
0.1 

0.1 
＞25 

0.1 
0.1 

0.05 
0.05 

0.05 
＞25 

 

 
ま と め 

 残留基準値が設定された AGs 抗生物質のスクリーニン

グ検査法開発を目的として分別推定法の一部改良を試み

た． 
 COOHカラムへ負荷する抽出液の pHが 6.5 から 7.5 の

間にあるとき良好な回収率が得られることがわかったた

め，抽出液の pH を 7.0 にして COOH カラムへ負荷する

こととした． 
pH 3.0 マキルベン緩衝液での溶出法を検討したところ

最初の 1 mL で溶出されず，次の 2 mL で溶出されること
がわかったたため，その 2 mL のみのフラクションを分取

することとした． 
 本法は GM，NMの残留基準値の検出が可能であった．
また SM，DSM については Codex MRL の検出が可能で

あり，KM については 0.1 µg/gの検出が可能であった． 
 本法を用いることにより，従来の分別推定法では検出で

きなかった残留事例を検出することが可能になるものと推

察された． 

本研究の一部は日本食品衛生学会第 84 回学術講演会で
発表した。 
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薬剤 添加量 
（µg/g） 

鶏肉 豚肉 牛肉 

GM 
   0.25 
   0.1 
   0.05 

＋ 
＋ 
＋ 

＋ 
＋ 
－ 

＋ 
＋ 
－ 

SM 
   0.25 
   0.1 
   0.05 

＋ 
＋ 
＋ 

＋ 
＋ 
－ 

＋ 
＋ 
－ 

DSM 
   0.25 
   0.1 
   0.05 

＋ 
＋ 
－ 

＋ 
＋ 
－ 

＋ 
＋ 
＋ 

薬剤 添加量 
（µg/g） 鶏肉 豚肉 牛肉 

KM 
   0.25 
   0.1 
   0.05 

＋ 
＋ 
＋ 

＋ 
＋ 
－ 

＋ 
＋ 
＋ 

NM 
   0.25 
   0.1 
   0.05 

＋ 
＋ 
－ 

＋ 
＋ 
－ 

＋ 
＋ 
＋ 

SPCM 
   0.25 
   0.1 
   0.05 

－ 
－ 
－ 

－ 
－ 
－ 

－ 
－ 
－ 


