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報 文

高速液体クロ マ トグラ フ ィ
ー／質量分 析法 によ る

乳中の マ ク ロ ラ イ ド系抗生物質の 定量

竹上　晴美
  1

，堀江　正 　
1

，中澤　裕之
2

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ／質量 分析 計 （LC／MS ） を用 い た簡 易 か つ 感 度 の 高 い 乳中の マ ク ロ ラ イ ド系抗生

物質，具体的に は エ リ ス ロ マ シ ン ，オ レ ア ン ドマ イ シ ン ，キ タサ マ イ シ ン ，ジ ョ サ マ イ シ ン，ミ ロ サ マ イ シ

ン，ネ オ ス ピ ラ マ イ シ ン
，

ス ピラ マ イ シ ン
， チ ル ミ コ シ ン 及 び タ イ ロ シ ン の 同時分析法 を検討 した，試料 の

前処理 に は 抽出に ア セ トニ ト リル を採 用 し，
ヘ キ サ ン に よ る液液抽出 に よ りク リーン ア ッ プ を行 っ た．高速

液体 ク ロ マ トグ ラ フ測定条件は ， TSK −gcl　Super　ODS カ ラ ム （10　mm × 2mm 　i．d，），移動相 に は O．2％ 酢

酸
一
ア セ トニ トリル 系グ ラ ジ ェ ン ト溶出法を用 い た，質量 分 析測定条件 の イオ ン 化 モ

ードは positiveモ
ー

ド

が 適して お り，測定イオ ン は （M ＋ 2H ）
2 ＋

又 は MH
＋

を用 い た．本法 にお ける添加回収率 は 0．1 μg／g の 添加

で 638 〜9．i9 ％，検出限界 は 0．OI　Pg／g で あっ た．

1 緒 言

　14 及 び 16員 環 の ラ ク 1・ン 環 を基 本骨格 とする マ ク ロ ラ

イ ド系抗生 物質 （MLs ） は，グ ラ ム 陽性菌，マ イコ プ ラズ

マ
， 連鎖球菌 な どに対 して有効 で あ る こ とか ら，畜産動物

や 養殖魚 の 感染症 治療薬 と して は ん 用 され て い る
1）．

　 しか し，一
方 で は こ れ ら医薬品の 畜水産物へ の 移行及び

残留 が食 品 衛 生 上 懸 念 され て お り
2）

，畜水産 食品 の 安全性

を確保す る た め に残留規 制 が行わ れ て い る ．

　従 来 ，
マ ク ロ ラ イ ド系 を含 む抗 生物質の 残留分析 に は一

般 に微生 物学 的 試験 法 が は ん用 され て きた．微 生 物学的試

験法 は抗菌性物質 の 残 留 の 有無 を チ ェ ッ ク する ス ク リ
ー

ニ

ン グ法 と して は優 れ た手法 で ある が，選択性 に 欠ける 面が

あ り ， 検川 され た抗 菌性 物質 を 特定す る こ と は 困難 で あ

る．こ れ に代 わ る 方法 と し て ，紫外部吸 収 （UV ）検出器

を用 い た 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ （HPLC ）が 抗生 物質の

微量分析 に は ん 用 さ れ て い る
B）4）．先 に著者 ら は ク リー

ン

ア ッ プ に 陽 イ オ ン 交換樹脂 充 填 カ ート リ ッ ジ を 用 い た

MLs の 分析法 を報告 した
M6 ）．陽イ オ ン 交換樹脂充填 カ

ー
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 きよ う

トリ ッ ジ を用 い た試料前処 理 方法 は，夾雑成 分 の 除去 に優

れ た手法で あ るが，操作が や や 煩雑 な面 が あ る ．

　最 近 ， 選 択 性 に優 れ た 高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ／質量分

析計 （LC／MS ）が残 留 MLs の 分 析 に用 い られ て お り
7）
一一11，，

著者 らも LC ／MS に よ る食肉 中 の MLs の 同時分析法 を報

告 した
12）．しか し，先 に報告 した分析法

IU）
を乳試料 に 適用

1
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した場合，前処理 中に エ リス ロ マ イ シ ン （EM ），ス ピ ラ マ

イシ ン （SPM ） の 分解 が 見 られ，特に EM はそ の ほ とん ど

が 分解 され た ．EM は MLs の 中 で 最 も抗 菌 活 性 が 強 い こ

とか ら ， 最もは ん用 さ れ て い る 薬剤 で あ り，特 に乳房炎治

療薬 と して い ちばん 多 く使用 さ れ て い る．また，SPM も

使川 量 の 多 い MLs で あ る
ls ）．し た が っ て ，乳 中 の EM ，

SPM を感度 よ く検出 ・定量 す る こ とは，乳 の 安全 性 を確

保す る 上 で 有用 と考 え られ る．そ こ で ，今 回，LC ／MS を

用 い た 簡易か つ 感度 の 高 い 乳 中 の MLs の 同 時 分 析 法 を検

討 した．

2　実 験 方 法

　 2・1　試料及び試薬

　試料 は埼玉県内で 生産 さ れ た生乳 及 び 牛乳 を用 い た．

　標準品 ： ネオ ス ピ ラ マ イ シ ン （NSPM ）及 び ス ピ ラ マ イ

シ ン （SPM） は林純薬工 業製 ， チ ル ミコ シ ン （TLM ）は

日本イ
ー

ラ イリ リ
ー

製，オ レ ア ン ドマ イ シ ン （OM ） は，

日 本 フ ァ イ ザ ー製，ミ ロ サ マ イ シ ン （MRM ） 及 び キ タサ

マ イシ ン （KT ）は朝 日化学T．業ee， エ リス ロ マ シ ン （EM ）

は 大日本製薬 （現大 日本住友製薬）製，タ イ ロ シ ン （TS）

は 武 田 薬品工 業製，ジ ョ サ マ イ シ ン （JM） は 由 之 内製 薬

（現 ア ス テ ラ ス 製薬）製を使用 した．

　標準溶液 ： 標準品 IOmg を精 ひ ょ うし ，
メ タ ノ ール 10

m1 に 溶解 し て 標準 原 液を調 製 し，適宜 40％ ア セ トニ トリ

ル で 希釈 して標 準溶液 とした ．な お ， 標準原 液 は 5℃ 以

下で 保存した．
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Table 　 1Operating 　conditions 　of 　LC −MS 　for　analysis 　of 　macrolide 　antibiotics

MS 　Conditions HPLC 　Condilions

Ionizati  11

Fragmen ［or

Nebulizer

Dryin9　gas
V −capSIM

　ion

ESI，Positive
Timc 　progmm
N2 （4〔｝psり
N2 （101fmin ，350℃＞

4500Vm

／x （M ＋ H ）
＋
，（M ＋ 2H ）

E＋

ColumnEluentFlow

　rateOven
　tcnlp ．

Injection　S正ze

TSK −gel　Super　ODS （100　
x
　2　mm ）

Gradiento
．2ml ／min

40℃

5叫

Tinle／nlil〕 Fragment ・ r　v ・ltage／V

5．Ol1
．515
．5

6010015u

Time ／min A ，％ B，％

00FD　

2
り角

50085

阿
D

げ
DOO15rD

A ＝0．2％ Acetic　acid 、　B ＝Acetonitrjle（containing 　O．2％ Acctic　acid ）

Table 　2　Typical　ions　detected　fbr　macrolide 　antibiotics 　using 　LC ／ESI−MS

Comp 〔｝Und Mw Basc　peak 　ions Main　other 　ions

Neospiram アcin （NSPM ）
Spiramycin （SPM ）
Tilmi ⊂osin （TLM ）

Oleandom ｝
・cin （OM ）

MirosalDicil〕 （MRM ＞
E堺 hrom

ア
cin （EM ）

Tylosin （TS ）

Kitasamycin（Kr）

Josa皿 ycin（」M ）

698．8843
．1869
．2688
．9727
．9733
，9916
，1771
．9828
．0

　 　 　 　 　 　 2＋
35e．2 〔M 十 2H ）
　 　 　 　 　 　 2＋
422．3 （M ＋ 2H ）
　 　 　 　 　 　 2−
435，3 （M 十 2H ）　　　　　 十
688．4 （M ＋ H ）

728．4 （M ＋ H ）
＋

7S4．5 （M ＋ H ）
＋

916．5 （M ＋ H ）
＋

772．5 （M ＋ H ）
＋

　　　　　 十
828．5 （M ＋ H ）

721．5，699，5，540．3
843．5，699，5，540．3
869．5，695，5
670，4，544．3
554．3716

．4，576．3
742．3，582．3
7025，558．3
860，4，786．4

　2・2　装置及 び測定条件

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ／質量分析計 ： Agilent 製 llOO

シ リーズ LG ／MSD を使用 し，　 Table 　l に 示 し た 条件 で 測

定 した．

　 2・3　検 量 線の 作成

　0．025， 0．1， 0．25 ， 0．5及 び 1．O　pg／ml の 混合標準添加溶

液を調製 し，そ の 5 μ1を LC ／MS 装置 に 注人した．検出 に

は選 択 イ オ ン 検出 （selected 　ion　monitotring ，　 SIM ） を採

用 し ， Table　 2 に示 すモ ニ ターイオ ン よ り得 られ たク ロ マ

トグ ラ ム か らピーク面積を求め，マ トリ ッ クス 検量線 （標

準 添加 法 ） に よ り検量線 を作成した ．

　2・4　試験溶液の 調製

　試 料 5g を採取 し，ア セ トニ トリル 30　ml 及 び 無水硫酸

ナ ト リ ウ ム 10g を加 え て 1 分 間 ホ モ ジ ナ イ ズ し た後 ，

3500　rpm で 10分 間遠心分離 した，次 に．ヒ澄み を綿栓炉過

後，減 圧 乾 固 し，40％ ア セ トニ トリル 2ml と n 一ヘ キ サ ン

lml を加 え て 混合 した後 ， 再度 3500　rpm で 10分間遠心

分離 した．’
n一ヘ キ サ ン 相 を 除去 した 40％ ア セ トニ トリル

相 を試験溶液 と し，こ の 5 μ1を LC ／MS 装 置 に供 した．

　 2・5　微生物学的試験法

　 日常検査 にお い て 公 定法 と して は ん用 され て い る 「畜水

産食品中の 残留抗生物質簡易検査法 （改訂）」
1’t）

に 準拠 し ，

試験菌 に は Bacittus　subtilis　ATCC 　6633 （B．　subtilis　ATCC

6633 ），ルiicrococcus　luteus　ATCC 　9341 （M ，　tuteus　ATGC

9341）及 び B α c沼 臈 mycoides
’ATCC 　I　I　778 （B．　m ）

’coides

ATCG 　11778） を用い た．試験菌液及び検 査 用平板培地 の

調製及 び抗菌活性 の 測定 も
．
前記検査 法に 準拠 し ， 簡便 な べ

一パ ー
デ ィ ス ク 法 を用 い た．

3　結果及び考察

　3・1　前処理 法の 検討

　著者 らは 前報
12 ）

に お い て 除 タ ン パ ク ・
抽出溶液 と して

O．2％ メ タ リ ン酸 と メ タ ノ
ー

ル （6 ：4）混液 を用 い た．し

か し，食肉と異 な り試料 が乳 の 場合 で は，濃縮 前の 抽出溶

液 の pH が 3．8，約 30　m1 に 濃縮時 で は 2，9 と な っ た ．

N 工工
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−1
）

MLs は一・
般的に酸 に 対 して 不安定 とさ れ て お り，特 に EM

は pH が 4 以 下 で あ る と分解 が 早 い と報告 され て い る
IJ’）．

乳試料 に 0，1 μg／g の 濃度 で 9 種 の MLs を添加 した場合，

EM は約 95％ とそ の ほ とん どが ，　 SPM にあ っ て も約 50％

に 分解が見られた．そ こ で ，除 タ ン パ ク剤 として メ タ リ ン

酸 を用 い ない 前処 理 法の 検討を試み た．

　残留薬物 の 分析 に お い て，メ タ ノール
， ア セ トニ トリル

及 びエ タ ノ
ー

ル 等 は，除 タ ン パ ク効果が 優 れ て い る こ とか
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Fig．2　Typical 　LC ／ESI−MSSIM 　chromatograms 　of 　milk 　extract

ら ，
血 液 な ど生 体試料 の 除 タ ン パ ク 剤 と して は ん 用 され て

い る．しか し ，
メ タノ

ー
ル ，ア セ トニ トリル 等の 有機溶媒

で 抽出 した場合，乳 は 脂肪 も多 く含ん で い る こ とか ら，脂

質の 除去 も必 要 と な る ．ア セ トニ トリ ル は ヘ キ サ ン との 組

み 合 わせ に よ り脱脂操作 が 容易で あ り，脂質 の 除去 に は ん

用 さ れ て い る．こ の よ うな理由か らア セ トニ トリル に よる

抽 出法 を検 討 した，乳 をア セ トニ トリル 30ml で 抽出 し た

溶液 の pH は 6．5 で あ り， 酸性下 で 最も不 安定 で ある と思

わ れ る EM の 抽 出 に も本法は 適用 可 能で あ っ た．ア セ トニ

トリル 抽 出 液 を 減 圧 乾 固 し，40％ ア セ トニ トリ ル 2ml ／

ヘ キ サ ン lml に溶解 させ て 十 分 混合す る こ と に よ り，脂

溶性 の 高い 脂 質や色素成分は ヘ キ サ ン 相 に分配 され る，本
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Table　 3　 Recoveries　of 　nlacrolide 　antibiotics 丘（）m 　milk

SampleAdded ／
　 　

　1P99
　　　NSPM

Recovery（mean ± RSD ，　n ＝5），％

SPM TLM OM MRM EM TS KT JM
Raw　nlilk

Pusteurised　milk0

、02　　70．9 ± 5、9
0，1　　　63，9 ± 6．9
0．02　　　79，6 ± 7．7
0．1　　　 63．8 ± 9．3

90．6 ± 5．2　　　97．9 ± 8．2
94．5 ± 1．6　　　71、9 ± 3．2
94．8 ± 7．0　　105．2 ± 7．8
95．2 ± 7．7　　　69．1 ± 7．5

76，9 ± 5，4　　　74．5 ± 5．0　　76．3 ± 2．1
93．4 ± 3．6　　　95．9 ± 呂．4　　94．1 ± 7．S
99．4 ± 10．4　　89．7± 5．1　　86．5 ± 2．7
89．8 ± 7．0　　　92．4 ± 3．6　　86、5 ± 2．う

84．7 ± 6．7　　78．4 ± 10．8　　99，9 ± 4，1
75．0 ± 4．3　　　725 ± 4．9　　　81．9 ± 2．1
73，4 ± 5，7　　　89．1 ± 4．8　　　87．8 ± 4．2
74．4 ± 零．5　　74．1 ± 9，2　　　8  ．0 ± 2．8

法 に よ り得 られ た 試験溶液及 び 混 合 標 準溶液 の 代表 的 な

LC ／MS −SIM ク ロ マ トグ ラ ム を Fig，1 及 び Fig．2 に 示す．

Fig．2 に示 す よ うに ， 夾 雑 物 の 影響 を受け る こ と な く，9

種 の MLs を分 析す る こ とが 可 能で あ っ た．

　 3・2　添加 回 収実験

　検量線 は O．025 か ら 1，0 μg／ml （絶対 量 と して 0．05〜

2　ng ）の 範 囲 で 良好 な 直線性 ぴ ＝0．995）を示 し た．生

乳 及 び 牛乳 （130℃ で 2 秒殺 菌） に 9 種 の MLs を （）．02 及

び 0，1 μg／g の 濃度 に添加し，回収率 を求 め た．そ の 結果

を Table　 3 に 示 す．　 LG ／MS は 高感度か つ 選 択 性 に 優 れ た

分 離 分析法で あ るが，イ オ ン 化が マ トリ ッ ク ス の 影響 を受

け や す い こ とが 短所 と され て い る．そ こで ，マ トリ ッ ク ス

の 影響 の 少な い 試験 溶液の 調 製 が 望 まれ て い る．

　生乳 に 0，1 μg／g 添加 した と き，OM ，　 MRM ，　 EM ，　 TS，

KT 及 び JM の イ オ ン 化 は，マ トリ ッ クス の 影響 が少 な く，

絶対検量線 に よ る 回 収率 は平均 75％ 以 上 ，相対標準偏差

（RSD ） も 10％ 以 内 と良好 な値で あ っ た．しか し，　 NSPM ，

SPM 及 び TLM は イ オ ン 化促進 が 見 られ，見 掛け上 の 回収

率は 150％ 前後 で あ っ た．前述 した よ うに ，LG ／MS の 分

析 で は ， しば しば 試 料成 分の 影響で 目的成分の イ オ ン 化抑

制 や イ オ ン化促進が 見 られ る場合が あ る．そ こで，マ トリ

ッ ク ス の 影響を補 正 す る 目的で ，安定同 位体標 識 内標準物

質や マ トリ ッ ク ス 検量 線 （標準添加法）が用 い られ て い る．

本法 に お い て も， 比 較的 早 く溶 出 す る NSPM ，　 SPM 及 び

TLM の イオ ン 化 が マ トリ ッ クス の 影響 を受 け る こ とか ら，

マ トリ ッ クス 検量 線 を用 い て 回 収率 を算出 す る こ と に し

た．本法 に よ る 各薬物 の 回 収率は 0，02 及 び 0」 μg／g 添加

時共 に，お お む ね 70％ 以 上 ，RSD も 15％ 以 内で あ り，

残留分 析法 と して 満足 で き る値が 得 られ だ
6）．なお，本法

に よる検出限 界 は ，
い ずれ の 薬物 も 0，01 μg／g （S／N ≡3）

で あ っ た．ポ ジテ ィ ブ リス ト制 に お け る乳 の MLs 基準値

は
一
律基準 も含 め る と 0．Ol〜2 μg／g17

）
で あ り，残留分析

法 とし て 満足 すべ き感度が 得 られ た．生 乳 に MLs を 0．l

pg／g 及 び 0，01 μg／g 添加 して 得 ら れ た 代 表的 な LC ／MS −

SIM ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．3 及 び Fig．4 に示す．

　本法を川 い て ， 埼 玉 県 内で 生 産 さ れ た 生 乳 3 検体，県

内流通品で ある牛乳 7検体 （65℃ 低温 殺菌 3 検体，130℃

高温 殺 菌 4 検体），計 10検体 に つ い て 残留調査を実施 し

た 結 果，す べ て の 試料 か ら 9 種 の MLs は 検出 され な か っ

た．なお ，LO検体すべ て に つ い て ，本法 の 検出限界 と し

た 0．Ol μg／g 濃度 で 9 種 の MLs を 添加 し，9 種 の MLs が

良好 に 同収 さ れ て い る か並 行検査 を実施 し た．い ず れ の 検

体 にお い て も9 種 の MLs は，おおむね 60％ 以 ヒが 回収 さ

れ，抗生 物質 ご との 回収率 は ほ ぼ 同程度で あ り，異なる 乳

試 料間で の 相違 は ほ とん ど見 られ な か っ た．

　 3・3　微生物学的試験法 に よる MLs の 検出限界

　従来，MLs の 残留分析 に は
一

般 に 微生 物学的試験法が

は ん用 されて きた．そ こ で ，試験菌 B．．subtilis　ATCC 　6633 ，

M ．1’ttte’tts　ATCC 　9341 及び B ．　m
）
’
coides 　ATCG 　I　1778 に 対す

る 抗菌活性 を調 べ た．MLs の 検出限界 を Table 　 4 に 示 す．

MLs は Mluteus 　ATGC 　gB41 に 最 も強い 抗菌活性 を示 し

た．LC ／MS は 高感度 か つ 選択性 に 優れ た分析手法 で あ る

が，LC ／MS に よ りMLs が 検出 され た 場合，抗生 物質が 本

来持 っ て い る 抗菌活性を用い た微．生 物学的試験法 とク ロ ス

チ ェ ッ ク する こ と に よ り，よ り信頼性 の 高い 結果を得 る こ

とが 可 能で あ る ．MLs の 抗菌活性 は 比 較的強 い こ とか ら，

微 生 物学的試験法を用 い た ク ロ ス チ ェ ッ ク は 有用 と考 え

る．

　3・4　LC ／MS 法と微生物学的試験法 との 相関

　9 種 の MLs を個別 に添加 した 試料 に つ い て ，　 LC ／MS に

よ り定量 した値 と微生 物学的試験法 に よ り定量 し た 値 との

相関性 を調 べ た．再現性 を考慮 し，微生 物学的試験法で は

各試料 に つ き 3 回測定 を行 い ，そ の 平均値 を用 い た．い

ずれ の 抗 生 物質 に つ い て も，LC ／MS に よ り定量 し た 値 と

微 生 物学的試験法 に よ り定量 した 値 との 相関性 は ，β＞

O．9 と良好 で あ っ た．代表例 と して ジ ョ サマ イ シ ン 及び エ

リス ロ マ イ シ ン の 結果 を Fig．5 に 示す．

　現在，動物用医薬品の 残留分析 に HPLC −UV 法 が は ん 用

さ れ て い る が，短波長領域 に しか UV 吸収 の ない MLs の

分 析 に は微生 物学的試験法が 適用 さ れ て い る ．し か し，微

生 物学的試験法は 前述 の よ うに 選択性 に 欠ける面 が あ り，

検 出 さ れ た 抗菌性物 質 を 特 定す る こ と は 困難 で あ る ．

LC ／MS は 比 較的簡易 な前処理 で 同時 に 多 くの 薬物 を 定量
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Table 　 4　 Antibacterial　activities 　of 　macrolide 　antibiotics

Detection　hmit／PPnl
Compound
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Each 　drug　was 　dissolved　in　40％ acetonitrile ．
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Fig．5　Correlation　between 　LG ／MS 　and 　bioassay　rnethods 　f（〕r （A ）josamycin（」 ≡1．00x − 0．005 ；

r2　
一　O．985；n

− 12）・nd （B）・・yth・・ my ・in （ツ
ー1．05・

− 0，001 ；・

2 − 0．985 ；n
− 12）in　milk

す る こ とが 可 能で あ る こ とか ら，今後 ます ます有効 な分析

手法 に なる もの と考え ら れ る．
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 A  simple  and  reliable  method  using  liquid chromatography-electrospra>r  ionization-mass spec-

trometry  (I.C/ESI-MS) has been developed  as  an  analyticai  method  of  macrolide  antibiotics,

such  as erythromycin,  oleandmycin,  kitasamycin,josamycin, mirosamicin,  neospiramycin,  spi-

ramycin,  tilmicosin and  tylosin  in milk.  The  drugs  were  extracted  with  acetonitrile,  and  the

extracts  were  cleaned  up  by partition with hexane.  The  extracts  were  analyzed  using  LCfMS,

The  LC  separation  was  perfbrmed on  a  TSKrgel  Super ODS  column  (100 rnm  × 2 mm  i.d.) with

a  gradient system  ofO.2%  acetic  acid-acetonitrile  as  the  mobile  phase, MS  acquisitions  parame-
ters were  estab]ished  in the  positive ESI  mode,  and  the related  molecular  ions were  (M +  2H)2'
or  (M +H)'.  The  recoveries  of  the  drugs from  milk  fortified at  a  level O.1 pg/g  were  63.8'v

95.9% with  high  precision. The  limits of  detection of  the  drugs  in milk  were  O,Ol pg/g.

Kaywo,its: macrolide  anticbiotics  ; erythromycin

 mirosamicin;neospiramycinispiramycin;

 oleandmycin  ; kitasamycin  ;josamycin  ;

; tilmicosin ; tylosin; milk;  LC/MS.


