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要約

アフラトキシンおよびオクラトキシン A は、収穫前および収穫後の汚染メカニズムを介してさまざまな⻝品中に⾃然に

⽣成される可能性があり、世界中で規制されています。マイコトキシンで汚染された⻝品を摂取すると、⼈体に重⼤な

リスクをもたらす可能性があります。ここでは、特定の⻝品分析⽤の以下の 3 種の分析法について説明します。

Aflatest WB クリーンアップを使⽤する、ピーナッツ、ピスタチオ、ヘーゼルナッツ中のアフラトキシンの分析法1. 

OchraTest WB クリーンアップを使⽤する、焙煎コーヒーおよびココア中のオクラトキシン A の分析法2. 

AflaOchra クリーンアップを使⽤する、黒コショウ中のアフラトキシンおよびオクラトキシン A の分析法3. 

上記の分析法はすべて、スパイクしたサンプルおよび⾃然汚染したレファレンス物質（⼊⼿できる場合）を使⽤して社

内でバリデーション済みです。これらの分析法は固液抽出に基づいており、これにイムノアフィニティークロマトグラ

フィー（IAC）および LC-MS/MS 分析を使⽤するトラップ＆リリースのステップが後続します。 

これらの分析法は、真度および再現性の点で最適な性能を実現し、分析法の LOQ は、アフラトキシンについて 0.050 μ

g/kg、オクラトキシン A について 0.4 μg/kg と低いです。
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IAC クリーンアップを使⽤すると、溶媒標準試料に基づいた検量線を使⽤でき、厳密にマトリックスマッチドキャリブ

レーション標準試料を調製する必要がなくなり、（同位体標識付き）内部標準試料を使⽤する必要がないため、⾮常に

便利です。さらに、⾮常に特異な抗体ベースの結合によって優れた回収率（71 〜 108% の範囲で平均 90%）が得られ

、マトリックス効果の可能性が最⼩限に抑えられ、タンデム質量分析との組み合わせに適しています。

アプリケーションのメリット

複雑なマトリックス中のマイコトキシンにターゲットを絞った⾮常に選択性の⾼い分析法■

サンプル前処理のどの時点でも、同位体標識付き内部標準試料が不要■

マトリックスマッチドキャリブレーション標準試料が不要で、溶媒標準試料を使⽤して信頼性の⾼い定量が可能■

あらゆるマトリックスでアフラトキシンおよびオクラトキシン A について⾮常に低い分析法 LOQ を達成■

分析法の再現性が際⽴って⾼い（黒コショウで AflaOchra により RSDr < 5%）■

マトリックス効果がほとんど⾒られない■

はじめに

⻝品および飼料⽤の農作物中のアフラトキシンとオクラトキシン A の測定は、厳格な規制制限の遵守を確認するために

、業界と管轄当局の双⽅にとって同様に優先事項です。汚染⻝品は⼈間の健康に害を及ぼすリスクがあるため、多くの

国では、Codex 基準1 に加えて独⾃のマイコトキシン法規制があります。欧州連合（EU）は、⼀部の規制対象物質につ

いて世界で最も厳しい最⼤許容限界を使⽤しており、また、⻝物連鎖中の汚染物質に関する新たなリスクについて 

EFSA 委員会からの勧告を受けています2,3。抗体に基づくイムノアフィニティークロマトグラフィー（IAC）の使⽤は

、マイコトキシン分析の⼈気のあるアプローチになっています。イムノアフィニティーカラムは、抗体が共有結合で固

定化されたポリマーゲル相があらかじめ充塡されており、特定のターゲット化合物に対する交差反応が特徴です。抽出

物をカラムに通すと、ターゲットのマイコトキシンが選択的に抗体に結合し、他の共抽出成分は洗浄ステップで除去さ

れます4。次に、抗体を変性させるメタノールなどの混和性溶媒で、マイコトキシンを溶出します。イムノアフィニテ

ィーカラムは特異性が⾼いため、選択性がより低い SPE 吸着剤より清浄な抽出物が得られ、共抽出物による⼲渉の影

響を受けにくくなります。IAC を⽤いたクリーンアップと蛍光検出を備えた HPLC 分析の組み合わせが、アフラトキシ

ンの規制限界への準拠を確認するためのコスト効率の⾼い⽅法として、⻑年にわたって使⽤されてきました5,6。⼀⽅、

IAC カラムを LC-MS/MS と併⽤することで、たとえば乳児や⼩児向けの⻝品などで規制濃度限界が⾮常に低い場合など

、より複雑な⻝料品の分析に対応するために、感度を⾼めることができます。また、マトリックスマッチドキャリブレ

ーションや内部標準試料に頼ることを避けて、定量が簡素化されます7。本研究では、各種ナッツ中のアフラトキシン

、コーヒーおよびココア中のオクラトキシン A、黒コショウ中のアフラトキシンとオクラトキシン A を測定するための 
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3 種の分析法の性能を実証します。

実験⽅法

分析法 1 ‒ Aflatest WB クリーンアップを使⽤する、ピーナッツ、ピスタチオ
、ヘーゼルナッツ中のアフラトキシンの分析

図 1.  サンプル前処理プロトコルのスキーム

サンプルの説明および前処理

ピーナッツおよびピスタチオは地元の市場で購⼊しました。各⻝料品約 300 g を粉砕し、分析ミル（IKA）を⽤いて均

質化してから抽出しました。ヘーゼルナッツのレファレンス物質は、Fera Science Ltd（FAPAS T04390QC <

https://fapas.com/shop/product/aflatoxins-in-hazelnut-quality-control-material/2032> ）から、均質化した⽔/

ナッツスラリーの形で⼊⼿しました。FAPAS QC 物質中のアフラトキシンの濃度の割り当て値および範囲は、付録 A に

記載されています。
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サンプルの抽出およびクリーンアップ

均質化した固体サンプル 5.0 ± 0.01 g および塩化ナトリウム 1 g を 50 mL のファルコンチューブに⼊れて、抽出を⾏

います。チューブに 20 mL の MeOH：H2O 8:2（v/v）を加えて 10 秒間激しく振とうし、⾃動ボルテックスミキサーに 

10 分間かけます。5,000 rpm（約 5,300 g）で 6 分間遠⼼分離した後、上清 3 mL を 9 mL の⽔で希釈します。12 mL 

の希釈した抽出液を、1 滴/秒の流速で VICAM AflaTest WB カラム（製品番号 G1024）に通します（ローディングステ

ップ）。次に 9 mL の⽔を、1 〜 2 滴/秒の流速でカラムに通し（洗浄ステップ）、約 3 mL の空気をポンプで送り込み

ます。1 mL の MeOH を 1 滴/秒以下の流速でカラムに通して、アフラトキシンを溶出します。最後に、500 μL の溶離

液を LC バイアル内で 500 μL の⽔と混合してから、LC-MS/MS 分析を⾏います。最終の希釈係数は 2.67（8/3）です。

分析法バリデーション

回収実験は、ピーナッツおよびピスタチオのサンプルに 4 つの濃度レベル（各分析種について 0.05、0.5、1.5、10 μ

g/kg）のアフラトキシン混合物をスパイクして実⾏し、3 回繰り返しました。次に、前のセクションで説明したように

、ブランク試料およびスパイクしたサンプルを抽出して、分析しました。ヘーゼルナッツのレファレンス物質の独⽴し

た 6 回の繰り返し分析により、真度と精度も確認しました。 
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分析法 2 - OchraTest WB クリーンアップを使⽤する、焙煎コーヒーおよびコ
コア中のオクラトキシン A の分析

図 2.  サンプル前処理プロトコルのスキーム

サンプルの説明および前処理

焙煎したコーヒー⾖およびココアパウダーは地元の市場で購⼊しました。約 300 g のコーヒー⾖を粉砕し、分析ミル（

IKA）を使⽤して均質化してから抽出を⾏いました。ココア粉のバルクサンプルは、異なるサンプルの⼀部ずつを混合

して調製しました。コーヒーおよびココアは、分析法バリデーションを⾏う前に LC-MS/MS を⽤いてスクリーニング

し、検出可能なレベルの OTA は認められませんでした。   

サンプルの抽出およびクリーンアップ

均質化したサンプル 5.0 ±0.01 g を 50 mL のプラスチック遠⼼分離チューブに量り取ります。3%（w/v）重炭酸ナト

リウムa が含まれている 50:50（v/v）の MeOH：H2O 混合液で構成される抽出溶液を 40 mL 追加します。チューブを

⾃動ボルテックスに 10 分間かけます。5,000 rpm（約 5,300 g）で 10 分間遠⼼分離した後、30 mL のガラスバイアル

または同等品中で、抽出液の上清 1 mL を 24 mL のリン酸バッファー溶液（PBS）b と混合して 1:25 に希釈します。

希釈した抽出液（25 mL）を、1 〜 2 滴/秒の流速で VICAM OchraTest WB カラム（製品番号 G1033）に通します（ロ

ーディングステップ）。次に、6 mL の⽔を同じ流速（洗浄ステップ）でカラムに通してから、空気をポンプで送り込
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みます（約 3 mL）。4 mL のメタノールをカラムに 1 滴/秒以下の流速で通し、オクラトキシン A を溶出して収集しま

す。溶出液を、40 ℃ 窒素下で蒸発乾固します。残渣を 500 μL の MeOH：H2O 50:50 （v/v）に再溶解し、LC バイアル

に移してから、LC-MS/MS 分析を⾏います。最終の希釈係数は 4 です。 

（a）抽出溶液の調製：1 L のガラスボトルに 15 g の重炭酸ナトリウムと 500 mL の精製⽔を加えます。⼗分混合し、

ボトルを超⾳波洗浄機にかけ、塩を完全に溶解させます。500 mL のメタノールを加え、⼗分混合します。  

（b）PBS の調製：1 L のガラスボトルに 100 mL の VICAM 10 倍濃縮 PBS（製品番号 G1113）と 900 mL の精製⽔（

pH 7.0）を加えます。   

分析法バリデーション

粉末コーヒーおよびココアのサンプルに 3 濃度（0.40、2.0、6.0 μg/kg）のオクラトキシン A をスパイクした 3 回の繰

り返し回収実験により、真度を確認しました。次に、前のセクションで説明したように、ブランク試料および添加した

サンプルを抽出して分析しました。6 つのコーヒーおよびココアのブランクサンプルに 6.0 μg/kg の OTA を添加し、⽇

内再現性パラメーターとして RSDr% を算出しました。
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分析法 3 - AflaOchra クリーンアップを使⽤する、黒コショウ中のアフラトキ
シンおよびオクラトキシン A の分析

図 3.  サンプル前処理プロトコルのスキーム

サンプルの説明および前処理

黒コショウの実は地元の市場で購⼊しました。約 200 g のサンプルを粉砕し、分析ミル（IKA）を使⽤して均質化して

から抽出を⾏いました。粉末黒コショウレファレンス物質は Fera Science Ltd.（FAPAS T04332QC <

https://fapas.com/shop/product/mycotoxins-in-black-pepper-quality-controlmaterial/1234> ）から⼊⼿しまし

た。FAPAS QC 物質中のアフラトキシンおよびオクラトキシン A の濃度の割り当て値および範囲は、付録 A に記載され

ています。

サンプルの抽出およびクリーンアップ

均質化した固体サンプル 5.0 ± 0.01 g を 50 mL のファルコンチューブに⼊れて、抽出を⾏います。10 mL の 

MeCN：H2O 84:16（v/v）を加え、チューブを 3 分間ボルテックス混合します。15 mL の MeOH：H2O 80:20（v/v）

を加え、チューブをさらに 3 分間ボルテックス混合します。5,000 rpm（約 5,300 g）で 6 分間遠⼼分離した後、上清 

2.5 mL を 47.5 mL の 2%（w/w）Tween-20 リン酸バッファー溶液 （PBS）a で希釈します。希釈した抽出液（50 

mL）全体を、1 滴/秒の流速で VICAM AflaOchra カラム（製品番号 G1017）に通します（ローディングステップ）。
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次に、10 mL の PBSb を 1 〜 2 滴/秒の流量でカラムに通し（洗浄ステップ 1）、さらに 10 mL の⽔を通します（洗浄

ステップ 2）。約 3mL の空気をゆっくりポンプで送り込んでカートリッジを乾かします。0.7 mL の MeOH を 1 滴/秒

で通し、収集します（溶出 1）。カラムは、余分な空気をポンプで送らずに乾かし、1 分間放置します。さらに 0.7 mL 

の MeOH を通し（溶出 2）、10 mL の空気を強制的に通して前の部分とともに収集します。最後に、300 μL の溶離抽

出液を 200 μL の⽔と混合して、直接 LC バイアルに⼊れてから LC-MS/MS 分析を⾏います。最終の希釈係数は 

4.67（14/3）です。

（a）希釈剤（2% Tween-20 含有 PBS）の調製：20 g の Tween-20 を 1 L のガラスボトルに量り取ります。100 mL の 

VICAM 10 倍濃縮 PBS（製品番号 G1113）と 900 mL の精製⽔を加えます。⼗分混合し、10 分間超⾳波洗浄機にかけま

す。 

（b）PBS の調製：1 L のガラスボトルに 100 mL の VICAM の 10 倍濃縮 PBS（製品番号 G1113）と 900 mL の精製⽔

（pH 7.0）を加えます。  

分析法バリデーション

回収実験では、分離した黒コショウサンプルに 4 濃度レベルのアフラトキシンと OTA の混合物（各アフラトキシンは 

0.1、0.5、1.5、10 μg/kg、および OTA は 0.4、2.0、6.0、40 μg/kg）をスパイクし、3 回繰り返しました。次に、前

のセクションで説明したように、ブランク試料および添加したサンプルを抽出して分析しました。黒コショウの認証済

みレファレンス物質の独⽴した 6 回の繰り返し分析により、真度と精度も確認しました。

結果および考察

分析法 1

直線性、検出限界、定量

分析法の直線性は、試験した濃度範囲（0.050 〜 13.3 μg/kg）にわたって確認されました。標準溶液は溶媒中で調製し

ました（標準試料の調製については付録 A を参照）。表 1 に、直線性パラメーター、検出下限値（LOD）、定量下限値

（LOQ）が⽰されています。各アフラトキシンについて、装置の LOQ は 0.013 ng/mL、分析法の LOQ は 0.050 μg/kg 

でした。ピーナッツ、ヘーゼルナッツ、ピスタチオ中の AFB1 の EU での最⼤限界値は、それぞれ 2.0、5.0、8.0 μg/kg 

です。⼀⽅、AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 の合計の最⼤限界は、ピーナッツでは 4.0 μg/kg、ピスタチオとヘーゼルナッツ

では 10.0 μg/kg です2。 これらの限界は、分析法の直線性の範囲内です。
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表 1.  ピーナッツおよび⽊の実（ピスタチオ、ヘーゼルナッツ）に含まれるアフラトキシンの直線性パラメーターおよ

び定量パラメーター

真度および精度

すべてのレベルにわたって、ピーナッツでの回収率は 82 〜 106%、ピスタチオでの回収率は 77% 〜 100% でした（表 

2）。ヘーゼルナッツのレファレンス物質での計算濃度は ±2|z|-スコアの範囲内で、真度は 83 〜 99% でした。再現性

条件（RSDr%）で精度を評価したところ、表 3 に⽰されているように、1.5 〜 3.6% の範囲でした（n = 6）。分析法性

能について、EU 規則で設定されているアフラトキシンの推奨回収率は、1.0 μg/kg 未満の濃度では 50 〜 120%、1 〜 

10 μg/kg の範囲の濃度では 70 〜 110% であり、最⼤ RSDr% は 14.5% に設定されています（Horwitz の式から算出）
8-10。 したがって、分析法の真度と再現性は欧州規則に合致しています。
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表 2.  4 濃度レベル±標準偏差でスパイクした⻝品マトリックスでの回収率（%）（n = 3）

表 3.  濃度既知のアフラトキシンが含まれている FAPAS ヘーゼルナッツ試験物質（T04390QC）の分析結果（FAPAS ヘ

ーゼルナッツレファレンス物質の計算濃度の平均値、標準偏差、相対標準偏差（%）。Xa = 割り当て値）

分析法 2

直線性、検出限界、定量

分析法の直線性が、試験した濃度範囲（固体サンプルで 0.40 〜 80 μg/kg）にわたって確認されました。標準溶液は溶

媒中で調製しました（標準試料の調製については付録 A を参照）。表 4 に、直線性パラメーター、検出下限値（
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LOD）、定量下限値（LOQ）が⽰されています。装置の LOQ は 0.10 ng/mL、分析法の LOQ は 0.40 μg/kg でした。焙

煎コーヒー⾖および挽いた焙煎コーヒーの中の OTA の EU での最⼤限界は 5.0 μg/kg で2、キャリブレーション範囲内

に⼗分収まっています。ココア粉末は現在、EFSA ⻝品汚染物質委員会によってレビュー中であり、今後規制される予

定です。コーヒーと同様に最⼤限界値が設定される可能性が⾼いと考えられます。 

表 4.  コーヒーおよびココア中のオクラトキシン A に対する直線性および定量パラメーター

真度および精度

コーヒーでの回収率は 90 〜 98%、ココアでの回収率は 86 〜 90% でした（表 5）。精度は再現性条件で評価しました

。再現性実験（独⽴した 6 回の繰り返し分析）の結果、コーヒーおよびココアでの RSDr% はそれぞれ 1.0 % および 

2.1% です。分析法性能について、EU 規則で設定されているオクラトキシン A の推奨回収率は、1 μg/kg 未満の濃度で 

50 〜 120%、1 μg/kg を超える濃度で 70 〜 110% であり、最⼤ RSDr% は、1 μg/kg 未満の濃度では 40%、1 μg/kg 

を超える濃度では 20% に設定されています8。 したがって、分析法の真度および再現性は欧州規制に合致しています。
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表 5.  異なるスパイクレベルでのコーヒーおよびココア中のオクラトキシン A 

の回収率（%）（n = 3） 

分析法 3

直線性、検出限界、定量

この分析法の直線性は、試験した濃度範囲にわたって検証されました（アフラトキシンでは 0.10 〜 25 μg/kg、オクラ

トキシン A では 0.40 〜 100 μg/kg）。標準溶液は溶媒中に調製しました（標準試料の調製については付録 A を参照

））。表 6 に、直線性パラメーター、検出下限値（LOD）、定量下限値（LOQ）が⽰されています。装置の LOQ は、

各アフラトキシンについて 0.02 ng/mL、オクラトキシン A について 0.08 ng/mL で、分析法の LOQ は各アフラトキシ

ンについて 0.10 μg/kg、OTA について 0.40 μg/kg でした。⾹⾟料（黒コショウを含む）での AFB1 および OTA の EU 

最⼤許容限界は、それぞれ 5.0 および 15 μg/kg です。⼀⽅、AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 の合計の最⼤限界値は 10.0 μ

g/kg です2。 これらの限界は、分析法の直線性の範囲内です。

表 6.  黒コショウ中のアフラトキシンおよびオクラトキシン A の直線性パラメーターおよび定量パラメーター

真度および精度
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すべてのレベルにわたって、回収率は、各アフラトキシンについて 80 〜 108%、OTA について 71 〜 85% でした（表 

7）。黒コショウのレファレンス物質の計算濃度は ±2|z| スコアの範囲内で、各アフラトキシンについて真度は 73 〜 

102%、OTA について 70% でした。精度は再現性条件で評価され、表 8 に⽰されているように、RSDr% は各マイコト

キシンについて 0.5 〜 5% の範囲でした（n = 6）。分析法性能について、EU 規則で設定されているアフラトキシンの

推奨回収率は、1.0 μg/kg 未満の濃度では 50 〜 120%、1 〜 10 μg/kg の範囲の濃度では 70 〜 110% であり、最⼤ 

RSDr% は 14.5% に設定されています（Horwitz の式から算出）8-10。分析法性能について、EU 規則で設定されている

オクラトキシン A の推奨回収率は、1 μg/kg 未満の濃度で 50 〜 120%、1 μg/kg を超える濃度で 70 〜 110% であり、

最⼤ RSDr% は、1 μg/kg 未満の濃度では 40%、1 μg/kg を超える濃度では 20% に設定されています8。したがって、

分析法の真度と再現性は欧州規則に合致しています。

表 7.  4 濃度レベル±標準偏差でスパイクした黒コショウでの回収率（%）（n = 3）

表 8.  FAPAS 黒コショウレファレンス物質 T04332QC の計算濃度の平均値、標準偏差、相対標準偏差（%）。Xa = 割

り当て値。割り当て値からの計算濃度の真度（%）。 

マトリックス効果の評価
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マトリックス効果係数（MEF%）をパーセント⽐率として評価しました。

ここで、bM および bS は、それぞれマトリックスマッチド検量線および溶媒検量線の勾配です。マトリックスマッチド

検量線は、溶媒標準試料の調製と同じ希釈⼿順に従って、マイコトキシンのストック溶液をブランクマトリックス抽出

液で希釈して調製した標準試料のレスポンスをプロットすることによって、取得しました。上記 3 種の分析法のうち、

分析法 1（ナッツ中のアフラトキシン）が最も低いマトリックス効果を⽰しました（マトリックス効果係数は -4% シグ

ナル抑制から +2% シグナル増強までの範囲）。分析法 3（黒コショウ中のアフラトキシンおよびオクラトキシン A）が

最も⾼いマトリックス効果を⽰しました（マトリックス効果係数はアフラトキシンで +11 〜 +13% のシグナル増強、

オクラトキシン A で -5% のシグナル抑制）。穀類中のオクラトキシン A の MEF% > 100% のシグナル増強を⽰した既

報の希釈シュート法と⽐較して、マトリックス効果が⼤幅に減少していることは特筆すべき点です11。例えば、図 4 に

黒コショウ中のアフラトキシン G2 およびオクラトキシン A のキャリブレーションプロットが⽰されていています。こ

こで⾒られるマトリックス効果は、試験した分析種の定量結果に有意な影響を及ぼしていないことが明らかです。イム

ノアフィニティークロマトグラフィーの使⽤によるマトリックス効果の低減は、⾮常に有益です。なぜなら、マトリッ

クス効果を補償することや、マトリックスマッチドキャリブレーション試薬を調製することなく、分析法の回収率を測

定できるため、溶媒標準試料を使⽤して正確な結果を得ることができるからです。

図 4.  アフラトキシン G2（分析法 1）およびオクラトキシン A（分析法 3）のキャリブレーションプロット。溶媒検量

線とマトリックスマッチド検量線の曲線⽅程式が⽰されています。

図 5 に、溶媒ブランク試料およびピーナッツ抽出物の IAC クリーンアップした後の ESI+ SCAN クロマトグラムが⽰さ

れています。アフラトキシンの溶出領域が強調表⽰されています。このクロマトグラムでは、分析に⼲渉することや、
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エレクトロスプレーイオン化源領域で電荷を奪う追加の共抽出物が存在しないことが明らかです。これにより、イムノ

アフィニティクロマトグラフィーを使⽤する際に、マトリックス成分が効果的に除去されることの、さらなる証拠が得

られます。

図 5.  ESI+ SCAN で取り込んだクリーンアップしたピーナッツ抽出物（緑）およびブランク溶媒（⾚）のクロマトグラ

ムの重ね描き（スキャン時間： 0.1 秒、取り込み：m/z 50 〜 800）

結論

上記 3 つの分析法の性能は、欧州規則および SANTE ガイドラインで設定された基準を満たしています12。 イムノアフ

ィニティクロマトグラフィークリーンアップを使⽤する主な利点は、厳密にマトリックスマッチした標準試料を使⽤せ

ずに溶媒中に調製したキャリブレーション標準試料を使⽤でき、信頼性の⾼い定量のための標識内部標準試料を使⽤し

ないことです。真のブランク試料を得るのは、⼀般的なホットスポット汚染が原因で困難であるため、このことは重要

です。これらの分析法は、⾮常に⾼い再現性を⽰し、回収実験や濃度既知のマイコトキシンが含まれているレファレン

ス物質を使⽤して真度が検証されています。マトリックス効果も評価し、可能性のあるマトリックスによって誘起され
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るシグナルの抑制や増強は⾮常に低く（|13|% 未満）、定量性能への影響はほとんどないことがわかりました。

最後に、これらの分析法は、この研究で試験した⻝品に類似したより広範な種類の⻝品に拡張できます。
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⽔系移動相： 1 mM 酢酸アンモニウム⽔溶液 + 0.5% 酢酸 + 0.1% ギ

酸（v/v）

有機移動相 メタノール + 0.5% 酢酸 + 0.1% ギ酸

カラム温度： 40 ℃

サンプル温度： 15 ℃

注⼊量： 5 μL

流速： 0.40 mL/分

ニードル： FTN 15 µL

ニードル洗浄溶媒 ⽔：メタノール：アセトニトリル：イソプロパノール

：アセトン 20:20:20:20:20 + 1% ギ酸（体積⽐）

シール洗浄溶媒： ⽔：アセトニトリル 80:20（v/v）
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UPLC グラジエント

質量分析

システム： Xevo TQ-S cronos

イオン化モード： ESI+

測定モード： マルチプルリアクションモニタリング（MRM）

キャピラリー電圧： +0.75 kV

コーンガス流量： 50 L/時間

脱溶媒温度： 600 ℃

脱溶媒ガス流量： 1100 L/時間
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ソース温度： 150 ℃

解決策： MS1 ユニット、MS2 ユニット

ソフトウェア： MassLynx v4.2（データ解析にTargetLynx XS を使⽤

）

最適化された MRM トランジション

（*）保持時間（RT）は、変動する場合があります。試験注⼊を⾏って各 MRM チャンネルの取り込み時間を修正し、

オーバーラップを最⼩限に抑えます。これにより、⾃動デュエルタイムが⻑くなります（ピーク幅 = 6 秒、ピークあた

りのポイント数 = 15）。 

 

デュエルタイム = ⾃動。 

スパン = 0 Da（すべてのファンクションに対して）。

キャリブレーション標準試料の調製

各アフラトキシン（AFB1、AFB2、AFG1 AFG2 の混合物）が 1 μg/mL で、OTA が 10 μg/mL で含まれているアセトニト
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リル標準溶液は Biopure（Romer Labs Division Holding GmbH）から購⼊しました。作業溶液は、250 μL のアフラ

トキシンストック溶液と 100 μL の OTA ストック溶液を混合し、シラン処理済みアンバー⾊ガラスバイアル中で合計容

量 4 mL に調製しました。分析する前に、作業溶液の連続希釈液を LC バイアル中に直接調製しました。  95:5 H2

O：MeCN（v/v）をすべての標準試料の希釈剤として使⽤しました。濃度範囲は、各アフラトキシンについて 0.013 〜 

5.0 ng/mL、OTA について 0.050 〜 20 ng/mL でした。
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代表的なクロマトグラム

図 6.  0.5 μg/kg の各アフラトキシンおよび 2 μg/kg のオクラトキシン A を添加した、黒コショウのクリ

ーンアップ済み抽出液のクロマトグラム

追加情報（ヒントとコツ）

IAC 内の空気 ‒ 保存⽤バッファー溶液の除去、ローディング、洗浄のどのステップの時点でも、IAC カートリッジを

乾いた状態にしないでください。洗浄ステップが完了したら、カラムにゆっくりと空気を流して（約 3 mL）、カー

■

22
UPLC-MS/MS で VICAM イムノアフィニティークロマトグラフィークリーンアップを⽤いた、さまざまな⻝品中のアフ
ラトキシンおよびオクラトキシン A の測定



トリッジベッドを乾かします。溶出後、IAC カートリッジに空気をポンプで送り込み、残っている溶媒（MeOH）を

すべて収集して、最⼤限の回収を確保します。

ろ過 ‒ この⽂書に記載した分析法では、サンプル処理のどのステップでもろ過は⾏いませんでした。希釈した抽出

物のろ過ステップが必要な場合は、フィルターの材質を慎重に選択する必要があります。以前の実験から（データ

は⽰されていません）、ガラス繊維シリンジフィルターおよび PTFE シリンジフィルターが最適の選択肢であるこ

とがわかりました。これらはアフラトキシンおよびオクラトキシン A の回収にほとんど影響を及ぼしません。⼀⽅

、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）、親⽔性ポリプロピレン（GHP）、ナイロンメンブレンは、回収に有害な影響を

もたらすことがわかりました。  

■

希釈 ‒ 黒コショウの分析のためのサンプル前処理できわめて重要なステップは、IAC へのローディングステップの

前に⾏う⽔系溶液による上清の希釈です。抗体は⾼濃度の有機溶媒の影響を受けやすいため、希釈は重要です。最

初に、PBS を⽤いて上清を 1:4 に希釈しました。図 7 にこのステップの結果が⽰されています。

■

図 7.  ガラス製バイアルに回収した上清（A）。上清へ PBS を数滴追加（B）。PBS によって上清を 1:4 （v/v）に希釈

して得られた懸濁液（C）。

希釈すると、溶液は濁った粘性の懸濁液になり、外観は濃い⾊の沈殿になります。これは、80:20 有機：⽔系混合液に

よって共抽出されるオレオレジンの存在によるものです。オレオレジンや類似の脂溶性物質は、マイコトキシンなどの

⽣理活性化合物を封⼊する場合があり、懸濁液が IAC を通る際の抗原-抗体相互作⽤の効率が低減されます。希釈した

抽出物をろ過または遠⼼分離することは溶液の透明度を⾼めるのに役⽴ちますが、マイコトキシンの回収は改善されま
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せん。ヘキサンまたは同等の⾮極性溶媒による上清の液-液分離に存在する脱脂ステップを取り⼊れると、希釈の前に

脂溶性物質の濃度を低減できます。ただし、このステップによって問題は軽減されますが、解決には⾄りません。これ

は時間がかかり、最適ではないオプションです。 

抽出物を界⾯活性剤溶液で 1：20（v/v）に希釈するのは効果的であることがわかりました。特に、2%（w/v）Tween-

20 含有 PBS を使⽤して、マイコトキシンを溶液中に保持しました。界⾯活性剤によって液量が増えた状態でオレオレ

ジンを拡散させるためには、希釈係数を⼤きくすることも重要でした。図 8 に、PBS のみを使⽤した場合と PBS 中の 

Tween-20 を使⽤した場合の、希釈抽出液の⽐較が⽰されています。分析種に⼲渉して著しいマトリックス効果をもた

らす可能性のあるさまざまな種類の共抽出化合物が存在することから、この戦略は、複雑なマトリックスとして知られ

ているナツメグやその他のスパイスにも適⽤できます13 。

図 8.  希釈液に界⾯活性剤を添加した場合の希釈抽

出物の⽐較

レファレンス物質の仕様

割り当て値は、さまざまな分析法を使⽤して適合性試験に参加しているラボの⼀致した意⾒から得られたものです。|z| 

≤ 2 の範囲は、z スコア ±2 以内の濃度範囲です。
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ヘーゼルナッツ（⽔/ナッツスラリー）‒ T04390QC

黒コショウ ‒ T04332QC

リン酸バッファー（PBS）の組成

PBS は、抽出物を希釈して pH を 7.0 に安定化できるようにするために使⽤されます。VICAM の 10 倍濃縮の PBS（製

品番号 G1113）は、1:10 に希釈して使⽤できるバッファー溶液です。または、10 倍濃縮の PBS は、以下のように調製

できます。

精製⽔ 990 mL に 8.0 g の NaCl、1.2 g の Na2HPO4、0.2 g の KH2PO4 、0.2 g の KCl を溶解し、濃塩酸で pH 7.0 に調

整します。精製⽔で 1 L にします。

ソリューション提供製品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS システム <https://www.waters.com/134613317>

MassLynx MS ソフトウェア <https://www.waters.com/513662>
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https://www.waters.com/134613317
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TargetLynx <https://www.waters.com/513791>

AflaTest WB SR+ イムノアフィニティーカラム <https://www.vicam.com/products/aflatest-wb-sr-plus>

OchraTest WB イムノアフィニティーカラム <https://www.vicam.com/products/ochratest-wb>

AflaOchra LC イムノアフィニティーカラム <https://www.vicam.com/products/aflaochra-lc>
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