
アプリケーションノート

植物ベースの⻝品およびはちみつ中のさまざま
なピロリジジンアルカロイドを測定するための 
LC-MS/MS 分析法の開発およびバリデーション

Nicola Dreolin, Henry Foddy, Stuart Adams, Simon Hird, Peter Hancock

Waters Corporation

要約

ピロリジジンアルカロイド（PA）は、植物によって⽣合成される毒素です。PA により遺伝毒性と発がん性の両⽅の特

性が発現しており、⻝品、ハーブティー、茶の PA による汚染レベルが⽐較的⾼いことを明らかにした報告が増えてい

ます。このアプリケーションノートでは、さまざまな⻝品（茶、ハーブ、スパイス、クミンの種、はちみつ）中の PA 

を測定するための分析法について説明します。サンプルは硫酸溶液で抽出し、Oasis™ MCX SPE カートリッジを使⽤し

てクリーンアップした後、濃縮および再懸濁してから液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析（LC-MS/MS）を⾏い

ました。この試験では、異性体のクリティカルペアのクロマトグラフィー分離を⾏いました。この分析法は単⼀ラボバ

リデーション⽤の CEN 標準試料の許容基準に準拠しており、良好な回収率と優れた再現性が得られました。個々の化

合物に対する定量限界は 0.6 μg/kg で、規制規準よりも厳しい限界を達成できたことが⽰されたため、この分析法は乳

児や幼児向けの⻝品にも適⽤できます。

アプリケーションのメリット

規制準拠を確認するのに適した植物性⻝品およびはちみつ中の 35 種の EU 規制対象ピロリジジンアルカロイド分析

向けのバリデーション済み定量法

■

Oasis MCX SPE クリーンアップを⽤いた主要共抽出物の除去による同重体⼲渉物量の削減■

Xevo™ タンデム四重極の独⾃の機能である RADAR を使⽤して、頑健な分析法開発を簡素化および加速■

単⼀ラボバリデーション⽤の CEN 標準試料の許容基準に準拠した、良好な分析法の回収率と優れた再現性を実現■

定量限界が⾮常に低くできることから、ピロリジジンアルカロイドの合計最⼤値が 75 μg/kg と低い可能性のある乳

児や幼児向けの製品中の PA の分析に、この分析法が採⽤できる可能性を実証

■
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はじめに

PA は、植物のみによって⽣合成される毒素であり、草⻝動物に対抗するための代表的な植物⼆次代謝物です。約 

6,000 種の植物（全ての顕花植物の 2%）が、PA を産⽣できると推定されています1。 現在まで、600 種を超える植物

に PA の存在が確認されており、そのほとんどはAsteraceae（キク科）、Boraginaceae、および Fabaceae（マメ科

）科に属します。近年、いわゆる「PA 含有植物」から製造したものではない⻝品、ハーブティー、茶に⽐較的⾼レベ

ルの PA 汚染があることを明らかにした報告が増加していますが、この汚染は主に収穫時の⼆次汚染によるものです2。

PA は、その遺伝毒性および発癌性により、⻝品および飼料中に含まれる望ましくない物質と⾒なされており、そのた

め 2011 年に EFSA 意⾒の対象になりました3。 さまざまなリスク評価の結果に基づき、茶/ハーブティーおよびその他

の⻝品にかなりの量の PA が含まれる可能性があるという事実は、重要な⻝品安全性上の問題とみなす必要があります

。2017 年、EFSA は、はちみつ、茶、ハーブティー、および栄養補助⻝品中の PA の存在に関連するヒトの健康に対す

るリスクに関する声明を発表しました4。 CONTAM パネルは、1 ⽇あたり 237 μg/kg（体重あたり）という新しい基準

点を設定して PA の発癌リスクを評価し、PA への曝露に関連するヒト（特に、茶やハーブティーを頻繁かつ多量に摂

取する⼈）の健康に対する懸念が存在すると結論付けました。これらの試験に基づいて、欧州委員会は、ハーブ、スパ

イス、茶、ハーブティー、花粉製品などの特定の⻝品に PA の最⼤レベルを設定しました。最⼤レベルとは、35 種の 

PA の合計の「下限」を指し、2022 年 7 ⽉ 1 ⽇から施⾏された EC 規制（EU）2020/20405 および（EC）1881/2006 改

正案に定められています。例えば、茶の⼤半における PA の最⼤レベルは 150 μg/kg で、クミンの値は 400 μg/kg に設

定されています。

PA にはヒトの健康にリスクを及ぼすため、⻝品検査を⾏うラボでは、PA の定量測定に適した確認法を開発し、バリデ

ーションする必要があります。現在、質量分析検出を⽤いる分析法のみが、⻝品および飼料中の微量レベルの PA を分

析できる要件になっています。ドイツ連邦リスク評価研究所（BfR）と、⻝品および飼料中のマイコトキシンおよび植

物毒素に関する EU レファレンスラボ（EURL-MP）は、植物性の⻝品および飼料物質およびはちみつ中の特定の PA 群

を測定するためのバリデーション済みの分析法を発表しました6-8。 ただし、BfR 法には、規制にリストされているす

べての PA は含まれておらず、異性体化合物のさまざまな共溶出が⽰されています。⼀⽅、EURL-MP 法では、逆相 

SPE クリーンアップ前の中和ステップと⼆重条件クロマトグラフィー（酸性および塩基性）を利⽤して、特定の異性体

化合物の分離が改善されています。この分析の主な課題は間違いなく同⼀の MRM トランジションを⽰す多数の異性体

が存在する点であり、これをクロマトグラフィーの次元で解決することは極めて困難です。

この試験では、UPLC-MS/MS を⽤いて植物性の⻝品およびはちみつ中の 35 種の EU 規制対象 PA を定量するための簡

素化したアプローチを説明し、単⼀のクロマトグラフィー分析で多数の異性体を分離することに成功しています。提案

している分析法は、社内でバリデーションされ、真度や精度などの性能パラメーターが評価されています。さらに、

Oasis MCX SPE を使⽤したクリーンアッププロトコルの選択性向上が、MRM とフルスキャン MS の両⽅を同時に取り

込む取り込みモードである RADAR を使⽤することで実証されました。これにより、このプロトコルは、ルーチン定量
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分析時のマトリックス⼲渉をモニターし、分析法開発を最適化するための Xevo タンデム四重極の有⽤な機能になりま

す9。

実験⽅法

溶液および標準試料

ピロリジジンアルカロイド分析⽤標準試料は、PhytoPlan（ドイツ、ハイデルベルク）から購⼊しました。個々のスト

ック溶液（2,500 μg/mL）は、各化合物 10 mg を 4 mL のメタノールに溶解して調製しました。35 種の PA すべてのス

トック混合液（15 μg/mL）は、H2O：メタノール 95：5（v/v）中に調製しました。マトリックスマッチドキャリブラ

ントは、各サンプル種類のサンプルブランク抽出物を使⽤して、ストック混合液の連続希釈によって調製しました。ス

トック溶液は -20 ℃ で保存しました。

サンプルの説明および前処理

検査サンプルは、最寄りの店で購⼊した緑茶、カモミールとルイボスのハーブティー、オレガノ、クミンの種、はちみ

つです。サンプルの種類ごとにプールしたサンプルを作成し、回収率の実験およびマトリックスマッチド検量線に使⽤

しました。抽出前に、植物性⻝料品はインパクトミル（IKA、英国オックスフォード）を使⽤して粉砕・均質化し、は

ちみつサンプルは撹拌してから遠⼼チューブ中に秤量しました。 

サンプル抽出およびクリーンアップ

植物性⻝品

茶、ハーブ、スパイス、ハーブティー⽤のサンプル前処理メソッドは、Kwon Y. ら(2021)10 および Jeong S. H. ら 

(2021) が使⽤したメソッドに基づいています11。均質化したサンプルの⼀部（1 ±0.01 g）を 50 mL のプラスチック遠

⼼分離チューブ中に秤量しました。サンプルは、50 mM 硫酸の H2O：MeOH 1：1（v/v）溶液 20 mL を⽤いて⾃動ボ

ルテックスで 10 分間抽出しました。チューブは 5,000 g で 10 分間遠⼼分離機にかけた後、2 mL の上清を、事前に 3 

mL の MeOH でコンディショニングし、3 mL の H2O で平衡化した Oasis MCX カートリッジ（6 cc、150 mg、製品番

号：186000256 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--filtration/186000256-

oasis-mcx-6-cc-vac-cartridge-150-mg-sorbent-per-cartridge-30--m-.html> ）にロードしました。このカートリッ

ジを 4 mL の H2O および 4 mL の MeOH で洗浄しました。PA は、2.5% NH4OH 含有 MeOH 4 mL で、シランで処理し

たガラスチューブ中に溶出しました（最⼤流速はすべての段階で 1 滴/秒）。次に、精製した抽出物を、50 ℃ の穏やか

な窒素流で蒸発乾固し、500 μL の H2O：MeOH 95：5（v/v）に再溶解しました。この抽出物を、直径 13 mm の 1.2 μ

m グラスファイバーシリンジフィルターを⽤いて、分析⽤ TruView™ LCMS 認定マキシマムリカバリーバイアル（製品
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番号：186005662CV <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/vials-containers--collection-

plates/186005662cv-truview-lcms-certified-clear-glass-12-x-32-mm-screw-neck-max-rec.html> ）中にろ過しま

した。全体的なサンプル希釈率は 5 倍でした。

はちみつ

はちみつのサンプル前処理メソッドは、Kowalczyk E. ら (2018) が使⽤したメソッドに基づいています12。 均質化した

はちみつサンプル（2 ± 0.01 g）を 50 mL プラスチック遠⼼チューブ中に秤量しました。このサンプルを、20 mL の 

50 mM 硫酸に完全に溶解するまでチューブを振とうし、続いて 10 分間⾃動ボルテックスして抽出しました。チューブ

は 5,000 g で 10 分間遠⼼分離機にかけた後、2 mL の上清を事前に 3 mL の MeOH でコンディショニングし、3 mL の 

H2O で平衡化した Oasis MCX カートリッジ（6 cc、150 mg、製品番号：186000256 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--filtration/186000256-oasis-mcx-6-cc-vac-

cartridge-150-mg-sorbent-per-cartridge-30--m-.html> ）にロードしました。このカートリッジを 6 mLの H2O およ

び 6 mL の MeOH で洗浄しました。PA は、1% NH4OH および 1% トリエチルアミンを含む酢酸エチル：メタノール

：アセトニトリル（80：10：10、v/v/v）からなる 6 mL の溶媒混合液で、シランで処理したガラスチューブ中に溶出

しました（最⼤流速はすべての段階で 1 滴/秒）。次に、精製した抽出物を、50 ℃ の穏やかな窒素流で蒸発乾固し、1 

mL の H2O：MeOH 95：5（v/v）に再溶解しました。抽出物は、TruView LCMS 認定バイアル（製品番号：

186005666CV <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/vials-containers--collection-plates/186005666cv-

truview-lcms-certified-clear-glass-12-x-32-mm-screw-neck-vial-wi.html> ）に移して分析しました。全体的なサン

プル希釈率は 5 倍でした。
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図 1.サンプル前処理プロトコルのスキーム

LC 条件

クロマトグラフィーシステム： ACQUITY™ UPLC I-Class PLUS システム（カラムマネ

ージャーを搭載）

オートサンプラーおよびインジェクター： フロースルーニードルインジェクター（FTN）、15 

µL ニードル

カラム： ACQUITY UPLC BEH™ C8（2.1 × 100 mm、粒⼦径 

1.7 μm、ポアサイズ 130 Å、製品番号 186002878）
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⽔系移動相： 5 mM ギ酸アンモニウム⽔溶液 + 0.1% ギ酸（v/v）

有機移動相： アセトニトリル溶液（v/v）+ 0.1% ギ酸（v/v）

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 

20：40：20：20 + 0.5% ギ酸（体積⽐）

シール洗浄溶媒： ⽔：メタノール 80：20（v/v）

カラム温度： 40 ℃

サンプル温度： 10 ℃

注⼊量： 5 μL

流速： 0.30 mL/分

表 1.  UPLC グラジエント
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MS 条件

MS システム： Xevo TQ-S micro

イオン化モード： ESI+

取り込みモード： 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： 850 L/時間

イオン源温度： 150 ℃

分解能： MS1 ユニット、MS2 ユニット

ソフトウェア： 定量⽤ waters_connect™（v. 1.0.）データ取り込み

および解析⽤

7
植物ベースの⻝品およびはちみつ中のさまざまなピロリジジンアルカロイドを測定するための LC-MS/MS 分析法の開発
およびバリデーション



表 2.  PA の保持時間（RT）と最適化済み MRM（定量トランジションは太字）
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化合物の最適化

10 μg/mL の個別の化合物溶液を 5 μL/分で注⼊し、0.3 mL/分の移動相（1：1 ⽔系：有機）と合わせました。最適化

ツールを使⽤して、最適なプリカーサーイオン -> プロダクトイオン MRM トランジション、コーン電圧、およびコリジ

ョンエネルギーを⾃動的に取得しました。ソース電圧、ガス流量、温度は、最も感度の低い化合物に基づいて最適化し

ました。

最適化ツールは、各分析種の最適な MRM パラメーターを 1 分未満で返します。必要とされるのは、モニターする化合

物の名前、モノアイソトピック質量または分⼦式、および付加イオンの指定のみです。出⼒内容として、ツールでは相

対強度ごとに並べ替えた MRM のリストが⽣成され、これによって双⽅向プロットを使⽤してコーン電圧とコリジョン

エネルギーを⼿作業で微調整することができます（図 2）。 

図 2.  最適化ツールの出⼒例：コリジョンエネルギーの関数としてのエチミジンの質量スペクトル（上）、最適化され

た最初の 4 つのプロダクトイオンを含む表（左下）、プロダクトイオン m/z 120 の双⽅向コリジョンエネルギープロッ

ト（右下）

分析法のバリデーション

この分析法の真度を、緑茶、カモミール茶とルイボス茶、オレガノ、クミンの種、およびはちみつのブランクサンプル

に 35 種の PA 混合物を 3 つの濃度レベル（1 μg/kg を 3 回繰り返し、20 μg/kg を 6 回繰り返し、250 μg/kg を 3 回繰
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り返し）でスバイクして評価しました（濃度はそれぞれの個別の化合物濃度）。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済みサンプルを抽出して分析しました。分析法の再現性は、標準偏差および %RSDr 

によって評価しました。

この分析法の性能を、マイコトキシン分析法の単⼀ラボバリデーションに関するドキュメント CEN/TR 16059:2010 に

記載されている基準を⽤いて評価しました13。

結果および考察

クロマトグラフィー

現在の分析法の開発において、35 種の PA すべてを良好にクロマトグラフィー分離することが最⼤の課題であることは

間違いありません。35 種の化合物中 28 種に 10 組の異性体があり、そのうち 14 種は逆相・順相両⽅の液体クロマトグ

ラフィーで共溶出することが知られているためです。実際、ベースライン分離の困難さはよく知られており、これは、

EU 規制において、個々の化合物に限度を設定するのではなく、PA の合計に対して最⼤限度が設定された理由の 1 つで

した。

分析法開発の段階において、異性体のクリティカルペアの分離を向上させる⽬的で、⼀連の異なる条件を試験しました

。

BEH C8 2.1 × 100 mm（1.7 μm p.s）は、単⼀の⽅法ですべての化合物にわたってクロマトグラフィー分離の優れた妥

協策となったため、このカラムを分析法のバリデーション⽤に選択しました。最適化した LC 条件を実験⽅法のセクシ

ョンに記載します。35 種の PA をスパイクした茶の抽出物の代表的なクロマトグラムを図 3 に⽰します。異性体化合物

であるヘリオスピン/エチミジン、スパルチオイジン N-オキシド/セネシフィリン N-オキシド、インテゲリミン/セネシ

ベルニン/セネシオニン、スパルチオイジン/セネシフィリン、ウサラミン N-オキシド/レトロルシン N-オキシド（図 4 

の例を参照）においてベースライン分離が得られました。⼀⽅、リコプサミン + インジシン（RT = 3.99 分）、リンデ

リン + エチナチン（RT = 4.09 分）、インテルメジン N-オキシド + インジシン N-オキシド（RT = 4.87 分）、およびイ

ンテゲリミン N-オキシド + セネシベルニン N-オキシド（RT = 10.65 分）の 4 対の共溶出異性体は、それぞれの合計と

して定量しました。保持時間の精度は優れており、それぞれの分析バッチ内で保持時間のシフトは ± 0.03 分未満でし

た。 
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図 3.  35 種のピロリジジンアルカロイドの代表的なクロマトグラム（茶抽出物のマトリックスマッチド標準試料、250 

μg/kg）

図 4.  異性体のクロマトグラフィーピークおよびイオン（a）.[C18H23NO6+H]+ m/z 350.2>94.0（b）.[C20H31NO7+H]+ 

m/z 398.2>120.0（c）.[C18H25NO5+H]+ m/z 336.2>120.1 および（d）.[C18H23NO5+H]+ m/z 334.2>94.0

直線性および定量限界
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⼆次近似と重み付け係数（1/x）を使⽤して、マトリックスマッチド検量線を作成しました。分析法の直線範囲は、さ

まざまなサンプル種類にわたるすべての化合物について 0.6〜250 μg/kg でしたが、例外を表 3 に⽰します。検量線の

決定係数（R2）は > 0.9900 で、残差はすべての化合物にわたって ±20% 以内でした。装置検出限界（i-LOD）14 を溶

媒標準試料について計算したところ（LOD レベルでシグナル対ノイズ⽐ 3 以上）、個別の PA について 0.001 〜 0.02 

ng/mL（オンカラムで 5 〜 100 fg に相当）の範囲でした。分析法の定量限界（m-LOQ）は、キャリブレーション範囲

の最低レベル（シグナル対ノイズ⽐ 10 以上の場合）を採⽤しました。共溶出する異性体の m-LOQ（合計で表⽰）は 

1.2 μg/kg で、個別の PA の m-LOQ は 0.6 μg/kg でした。表 3 に、緑茶、カモミール茶、ルイボス茶、オレガノ、クミ

ンの種、はちみつの i-LOD、m-LOD、m-LOQ、および直線性範囲を⽰します。この分析法の直線性の範囲により、試

験した⻝品の通常レベルの規制検査で⾒つかるピロリジジンアルカロイドの測定が可能になりました。試験したすべて

のサンプルのイオン⽐は、同じシーケンスのキャリブレーション標準で計算された平均イオン⽐の ±30% 以内でした

。
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表 3.  PA に対する Xevo TQ-S micro の装置検出限界（i-LOD）、分析法検出限界（m-LOD）、分析法定量

限界（m-LOQ）、および分析法の直線性作業範囲

真度と再現性
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ブランクサンプルへの 3 濃度レベルでのスパイクを⾏った回収率実験によって真度を評価しました。PA のパネル全体

を考えた場合、すべてのスパイクレベルにわたる平均回収率は、緑茶で 85 ± 10%、カモミール茶で 91 ± 8%、ルイ

ボス茶で 92 ± 10%、オレガノで 87 ± 10%、クミンの種で 103 ± 6%、はちみつで 77 ± 10% でした。植物由来サン

プル中のすべての PA についての回収率は 62% 以上でしたが、はちみつのエチナチン N-オキシド、オイロピン N-オキ

シド、リコプサミン N-オキシド、およびリンデリン N-オキシドでは、回収率は 50% 〜 60% でした。ただし、すべて

の化合物の再現性条件における RSD% は、すべてのスパイクレベルにわたって 10% 未満であり、回収率の補正係数を

適⽤しても精度が損なわれないため、補正係数の適⽤が可能です。また、はちみつの場合は、⼿続き上のキャリブレー

ションを使⽤して回収率の低下を補正することもできます。再現性は良好で、ほとんどの場合 RSDr%は 10% 未満で、

いずれの場合も 20% を超えることはありませんでした。回収率は表 4 および図 5 に⽰しています。 
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表 4.  EU 規制 2020/2040 に記載された 4 種類の⻝品クラスおよびはちみつについて、1 μg/kg（n = 3）、20 μg/kg（n 

= 6）、250 μg/kg（n = 3）でスパイクした PA の回収率 ±RSDr%
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図 5.  20 μg/kg でスパイクしたさまざまな⻝品の回収率を⽰す棒グラフ（エラーバー = %RSDr、n = 6） 

クリーンアップとマトリックス効果の影響

ハーブやスパイスなどの植物由来のサンプルの⼤半には、望ましくない物質が⾼濃度で存在するため、ある程度の抽出

後クリーンアップが必要です。この試験では、分析法の性能を低下させ、システムを汚染する可能性があるマトリック

ス共抽出物の⼀部を Oasis MCX SPE を使⽤して除去しました。ここで採⽤した SPE プロトコルは、標準的なロード-洗

浄-溶離法に基づいており、酸性条件下でプロトン化した塩基性化合物（アルカロイドなど）に対して陽イオン交換メ

カニズムを利⽤しています。洗浄ステップの後、カートリッジからすべての PA を選択的に回収するには、塩基性溶媒

で溶出することが不可⽋です。

SPE クリーンアップの利点を説明するため、濃縮および再溶解の前に SPE クリーンアップを実施または実施しないで

抽出を⾏った 35 種の PA をスパイクした茶サンプルのクロマトグラムを取得しました。この試験では、MRM とフルス

キャン MS を同時に取り込む RADAR という取り込みモードを使⽤しました。2 つのモード間の切り替えがわずか 5 ミ

リ秒で⾏われるため、デューティーサイクル時間を最⼩限に抑えつつ、ピーク全体にわたるデータポイントの数を最⼤

化できます。図 6 では、粗抽出物のフルスキャンクロマトグラムにクリーンアップ済み抽出物のフルスキャンクロマト

グラムを重ね描きしています。精製済み抽出物のトータルイオンカレント（TIC）のシグナルが、粗抽出物と⽐較して

⼤幅に減少していることが明らかです。これには、LC-MS/MS に導⼊されるマトリックス共抽出物の量を⼤幅に低減し

、同重体⼲渉の可能性とシステムの汚染を低減する効果があります。
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図 6.  ルイボス抽出物の RADAR クロマトグラム（フルスキャン m/z 45 〜 850、スキャン時間 0.1 秒）。挿⼊図：クリ

ーンアップ済み抽出物（左）と粗抽出物（右）の写真。 

複雑なマトリックス中の PA の正確な定量は ESI のマトリックス効果の影響を受け、シグナル抑制またはシグナル増強

が引き起こされる可能性があります。はちみつや茶などの異なる⻝料品や、同じ種類の個々のサンプルの間には、マト

リックス効果の程度に差があることが予想されます。

そこで、クリーンアップ済み抽出物ごとに、正味のマトリックス効果を以下の式で計算しました。

%ME =（bM/bS-1）* 100

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。正味のマトリックス効

果は -76 〜 +282% の範囲となりました（図 7 参照）。負の値はマトリックスによるシグナル抑制、正の値はシグナル

増強を表します。つまり、SPE クリーンアップには正の効果があるものの、マトリックスマッチド検量線を使⽤する必

要があることが実証されます。
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図 7.  分析種ごとに計算した 6 種類のサンプルにおける正味のマトリックス効果 

結論

さまざまな植物性⻝料品およびはちみつにわたる 6 種類のマトリックス中の 35 種のピロリジジンアルカロイドすべて

の定量測定について、適切な UPLC-MS/MS 法を開発し、バリデーションしました。

この規制の範囲内に複数の特定の異性体がリストされているため、従来のクロマトグラフィー条件下では、1 つの完全

な分析法を使⽤して分離することは⾮常に困難です。35 種の分析種のうち、27 種をベースライン分離することができ

ました。⼀⽅、4 組の共溶出する異性体、つまりリコプサミン + インジシン、リンデリン + エチナチン、インテルメジ
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ン N-オキシド + インジシン N-オキシド、およびインテゲルリミン N-オキシド + セネシベルニン N-オキシドは合計と

して定量しました。

Oasis MCX SPE クリーンアップを使⽤した、最適化されたサンプル前処理⼿順は、PA と共溶出する可能性のある⼲渉

物を低減するのに⾮常に有効であることがわかりました。

分析法の性能を、検出および定量の真度、再現性、直線性、および限界を評価することによって確⽴することができま

した。調査したすべてのマトリックスにわたり、LOD/LOQ が、EU 規制で定められている最⼤限界値を⼤幅に下回っ

ています。したがって、この分析法は、PA の合計の最⼤レベルが 75 μg/kg と定められている乳児および幼児向けの⻝

品の検査に使⽤できることが⽰されました。 

参考⽂献

The Plant List, Version 1.1, Released September 2013 (2013).http://www.theplantlist.org <

http://www.theplantlist.org/> .

1. 

Schrenk D., Gao L., Lin G., Mahony C., Mulder P.J. P., Peijnenburg A., Pfuhler S., Rietjens M.C.M. I., Rutz L., 

Steinhoff B., These A. Pyrrolizidine Alkaloids in Food and Phytomedicine: Occurrence, Exposure, Toxicity, 

Mechanisms, and Risk Assessment - A Review. Food and Chemical Toxicology 136 (2020) 111107.

https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.111107 <https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.111107> .

2. 

EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (Contam); Scientific Opinion on Pyrrolizidine Alkaloids in 

Food and Feed.EFSA Journal 2011; 9(11):2406.[134 pp.] https://doi.org/10.2903/j.efsa <

https://doi.org/10.2903/j.efsa> .

3. 

EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM); Statement on the Risks for Human Health 

Related to the Presence of Pyrrolizidine Alkaloids in Honey, Tea, Herbal Infusions and Food Supplements. 

EFSA Journal 2017; 15(7):4908. [34 pp.] https://doi.org/10.2903/j.efsa <https://doi.org/10.2903/j.efsa> 

.2017.4908.

4. 

Commission Regulation (EU) 2020/2040 of 11 December 2020 Amending Regulation (EC) No 1881/2006 as 

Regards Maximum Levels of Pyrrolizidine Alkaloids in Certain Foodstuffs.

5. 

Determination of Pyrrolizidine Alkaloids (PAs) In Plant Material by SPE-LC-MS/MS. BfR-PAs-Tea-2.0/2014. 

https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-plant-material.pdf <

https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-plant-material.pdf>

6. 

19
植物ベースの⻝品およびはちみつ中のさまざまなピロリジジンアルカロイドを測定するための LC-MS/MS 分析法の開発
およびバリデーション

http://www.theplantlist.org/
http://www.theplantlist.org/
http://www.theplantlist.org/
http://www.theplantlist.org/
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.111107
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.111107
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.111107
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.111107
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://doi.org/10.2903/j.efsa
https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-plant-material.pdf
https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-plant-material.pdf
https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-plant-material.pdf
https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-plant-material.pdf


Determination of Pyrrolizidine Alkaloids (PAs) In Honey by SPE-LC-MS/MS. BfR-PAs-Honey-1.0/2013. 

https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-honey.pdf <

https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-honey.pdf>

7. 

Determination of Pyrrolizidine Alkaloids in Plant-Based Food and Feed Materials, Including (Herbal) Teas, 

Herbal Food Supplements, Fodder and Feedstuffs by LC-MS/MS. EURL-MP-method_002 (v. 3 ‒ 2019).

8. 

RADAR ‒ Understanding Sample Complexity, Improving Quantitative Data Quality.White Paper, Waters 

Corporation. 2014. 

https://www.waters.com/waters/library.htm?locale=en_US&cid=134798882&lid=134802350 <

https://www.waters.com/waters/library.htm?locale=en_US&cid=134798882&lid=134802350> .

9. 

Kwon Y., Koo Y. and Jeong Y. Determination of Pyrrolizidine Alkaloids in Teas Using Liquid 

Chromatography‒Tandem Mass Spectrometry Combined with Rapid-Easy Extraction.Foods (2021), 10, 2250.

https://doi.org/10.3390/foods10102250 <https://doi.org/10.3390/foods10102250> .

10. 

Jeong S. H., Choi E. Y., Kim J., Lee C., Kang J., Cho S., Ko K.Y. LC-ESI-MS/MS Simultaneous Analysis Method 

Coupled with Cation-Exchange Solid-Phase Extraction for Determination of Pyrrolizidine Alkaloids on Five 

Kinds of Herbal Medicines.J AOAC Int. (2021), Dec 11;104(6):1514‒1525.

https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsab098 <https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsab098> .

11. 

Kowalczyk E. and Kwiatek K. Pyrrolizidine alkaloids in honey: Determination With Liquid Chromatography-

Mass Spectrometry Method. Journal of Veterinary Research (2018). 62(2), 173‒181.

https://doi.org/10.2478/jvetres-2018‒0027 <https://doi.org/10.2478/jvetres-2018-0027> .

12. 

Standard Recommendation S.R. CEN/TR 16059:2010.Food Analysis - Performance Criteria for Single 

Laboratory Validated Methods of Analysis for the Determination of Mycotoxins.(2010) ICS 07.100.30. 

European Committee for Standardization.

13. 

Magnusson B. and Örnemark U. (eds.)Eurachem Guide: The Fitness for Purpose of Analytical Methods- A 

Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics, (2nd ed.2014).ISBN 978-91-87461-59-0.

14. 

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>

Xevo TQ-S micro タンデム四重極型質量分析計 <https://www.waters.com/134798856>

20
植物ベースの⻝品およびはちみつ中のさまざまなピロリジジンアルカロイドを測定するための LC-MS/MS 分析法の開発
およびバリデーション

https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-honey.pdf
https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-honey.pdf
https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-honey.pdf
https://www.bfr.bund.de/cm/349/determination-of-pyrrolizidine-alkaloids-pa-in-honey.pdf
https://www.waters.com/waters/library.htm?locale=en_US&cid=134798882&lid=134802350
https://www.waters.com/waters/library.htm?locale=en_US&cid=134798882&lid=134802350
https://www.waters.com/waters/library.htm?locale=en_US&cid=134798882&lid=134802350
https://www.waters.com/waters/library.htm?locale=en_US&cid=134798882&lid=134802350
https://doi.org/10.3390/foods10102250
https://doi.org/10.3390/foods10102250
https://doi.org/10.3390/foods10102250
https://doi.org/10.3390/foods10102250
https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsab098
https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsab098
https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsab098
https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsab098
https://doi.org/10.2478/jvetres-2018-0027
https://doi.org/10.2478/jvetres-2018-0027
https://doi.org/10.2478/jvetres-2018-0027
https://doi.org/10.2478/jvetres-2018-0027
https://www.waters.com/134613317
https://www.waters.com/134798856


定量分析のための waters_connect </nextgen/en/products/informatics-and-software/waters_connect-for-

quantitative-analysis.html>

720007624JA、2022 年 5 ⽉

© 2023 Waters Corporation. All Rights Reserved.
利⽤規約 プライバシー 商標 サイトマップ キャリア クッキー クッキー環境設定

21
植物ベースの⻝品およびはちみつ中のさまざまなピロリジジンアルカロイドを測定するための LC-MS/MS 分析法の開発
およびバリデーション

https://www.waters.com/nextgen/en/products/informatics-and-software/waters_connect-for-quantitative-analysis.html
https://www.waters.com/1000245
https://www.waters.com/1000241
https://www.waters.com/1000238
https://www.waters.com/waters/sitemap.htm
https://www.waters.com/134690899
https://www.waters.com/134982469
https://www.waters.com/#
https://www.waters.com/#

