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　 キ ノ ロ ン 系抗菌剤 は 人 や 動物 に 対 して 治療 を 1．i的 に 幅広 く使用 され て い る．しか し，畜水産食品 にお い て

キ ノ ロ ン 系抗菌剤 の 残留 が 数多く検出 され て い る こ とか ら，薬物残留を評価す る の に 簡便 目．つ 迅速に 分析 可

能 な 市販 ELISA キ ッ トに よ る ス ク リー
ニ ン グ が 期待 され る．酵素免疫測定法 （ELISA ）法 は 多数 の 検体を

一
度 に 処 理 で きる が，交 差 反 応 性 に 起 因す る 同定能力等に 課題 を有す る，そ こ で ，LLISA 法 と して 開 発 さ

れ た New 　Quhlolone　Kitの 有川性 を検 証 す る た め に，高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

／蛍光検出法 （HPL （．ン FL ）

を用 い た 高精 度 な機 器 分 析法 を構築 し，比 較検討 した，HPLC 〆FL に よ る 検出限界及 び 定量 限 界 は エ ン ロ フ

ロ キ サ シ ン に お い て 2　ng ／g 及 び 10　ng ／g で あ っ た．エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 50　ng ／g を添加 し た と こ ろ
， 回収

率 は 107．8％ と良好 な結 果を得 る こ とが で きた．ELISA 法 との 相関性 を検討す るた め，同
・
食肉を試料 と し

て HPLC ／FL 及 び ELISA 法 をそ れ ぞ れ適用 した と こ ろ ，両者の 値 に相関性が 認 め られ た．　 HPLC 〆FL で は煩

雑 な前 処 理 及 び約 12｛｝分の 分析所要時問 を必 要 とす る た め，ELISA 法 は 1 次 ス ク リ
ー

ニ ン グ 法 と して有用 で

あ る と考 え られ る．

1 緒
二

　近年，粉卵や ハ チ ミ ツ な ど の 輸 入 食品 を中心 に抗 菌性 物

質 の 残留が 数多く検出 さ れ て い る
1／！
’／．こ れ ら の 薬 剤 は ，

主 に 疾病の 治療を 目的 と した動物 用 医薬 品 を目的 と して使

用 され て お り，法 的 に 規制 され た用 法 用量 ，休 薬 期 間等が

遵守 さ れ ず に 使用 され た 場合 ， 畜水産食晶 中 に残 留 す る と

い われ て い る．更 に，キ ノ ロ ン 系 に代表 され る抗菌剤 の
一

部 は 生 体内 に お い て も代謝 され に く く，未 変化 体 と して 上

壌や 環境水 に 流出 さ れ て い る
融 ．そ して ，環 境 中 に 残 留

した抗菌剤 に よ る ，生態系へ の 影響 や，抗生物質が 効か な

い 薬剤耐性菌を引 き起 こす こ と が懸念 され て い る．

　抗菌性物質 の 定量 に は 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー等 の 機器

分析が 主 に 使川 されて お り，キ ノ ロ ン 系抗菌剤の 分析法 も

数多く報告 され て い る
5广 7〕，しか し，測 定対 象薬 剤 や 試 料

に よ っ て 前処 理 方法 を変 え な け れ ば な ら ず，更に 測 定時 間

が 長 い こ とを考慮す る と，多数の 検体 を簡便 に測定す る た

め に は 適当 で な い と 考え ら れ る．

　
一

方，多数 の 検体 を対
．
象 に 医薬品の 残留 を評価す る の に

は簡便 且 つ 迅速 に 分析 ）tJ
’
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belit　assay （ELISA ）法 が有 用 で あ る と考 え られ る．　 EI．ISA

法 は抗 原 抗体 反 応 を 利 用 し た 免 疫 化学的 な 測 定法 の
．・

つ

で ，特 定 の 物 質 に対 して 特 異 的 に 検 出 す る こ とが 可 能 な た

め，比 較的 簡単 な 前処 理 操作 で ，短時問に 多数 の 検体 を分

析 す る こ とが で き る．しか し，ELISA 法 は 十 分 な 免 疫原

性 と酵 素 活 性 を保 持 した標 識 抗 原 の 作 製 が 難 しい こ とや ，

固 相 化の 作業 な どが 煩雑 で あ るた め，残留分析 の 領域 で は

普及 が 進ん で い な い の が 現 状 で あ る．

　そ こ で 本 研 究 で は，市 販 ELISA キ ッ トの 亅次 ス ク リ
ー

ニ ン グ法 と しての 有用 性 を検証 す る こ と を 目的 と して ，畜

産 食晶 に残留す る キ ノ ロ ン 系抗 菌性物質 を対象 と した 高速

液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

〆蛍 光 検 出 法 （IIPLC ／FL） と

ELISA 法 に よ る 分 析 を実 施 し，そ の 値 の 相関性 を評仙 し

た，

2　実 験

　市販 ELISA キ ッ トの 有 用 性 を 検 証 す る た め，畜 産 食肉

中 キ ノ ロ ン 系 抗 菌剤 に関 して HPLC 〆FL に よ る残 留 分 析 法

を構 築 して 検証 を行 っ た，

　 2・1 試 　薬

　キ ノ ロ ン 系抗 菌 剤 で あ る，ノ ル フ ロ キサ シ ン は和光 純薬

製を用 い ，エ ノ キサ シ ン ，オ フ ロ キ サ シ ン 及 び ロ メ フ ロ キ

サ シ ン は Sigma 製 を使 用 した．シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン は MP

Biomedicals 製 を使用 し，ダ ノ フ ロ キ サ シ ン 及 び エ ン ロ フ
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ロ キ サ シ ン は 関東化学製 を用 い た．ガ チ フ ロ キ サ シ ン は

LKT 　Laboratorics 製を 使川 した．ア セ トニ トリ ル は和 光 純

薬製 （HPLC 用 ） を用 い た．超 純 水 は 日本 ミ リ ポ ア 製

Milli−Q の 超純水装置で 調製 した もの を用 い た．

　 2’2EHSA キ ッ ト

　フ ロ ン テ ィ ア 研究所 SW　New 　Quinolone　Kitを用 い ，キ ノ

ロ ン 系抗菌剤 の 測定 を行 っ た．定 量 f直は 反 応 率 が 1  O％

で あ る エ ン ロ フ ロ キ サ シ ン 量 に 換 算 す る こ とで 求 め た．

　2・3　HPLC 条件

　機器分析に よる キ ノ ロ ン 系抗菌剤 の 測 定 に は，HPLC ／FI、

を使川 した．分析用 ポ ン プ と して 島津製作所製 LC −1〔｝AS

及 び蛍光検出器 に は RF −10AXL を用 い た．移 動相 は 20　mM

リ ン 酸 塩 緩衝液 〔pH ＝3．0＞：ア セ トニ トリ ル ＝8S ： 17

（V ： V ） を調製 し，イオ ン ペ ア
ー

試薬 と し て NonafiuO −

ropent とuloic 　acid （NFPA ） を 0．2％ に な る よ うに加 え，流

量 0．2　inl ／Jnin で 送液 した ．分析 カ ラ ム に は Waters 製

XBridgc 　Cl8 （2．1 × 150　mm ） を用 い た．蛍光検出器の 測

定波長 は励起波長 270nln ，蛍光波長 447 　nm に 設定 して

測定 を行 っ た，

　2・4　前処理 方法

　細 切 し た食肉約 5g を精密 に 量 り取 り，ア セ トニ トリ ル

15ml を加 えた 後 に ，ホ モ ジ ナ イ ズ した ．そ の 後，遠心分

離操作 （3000rpm ，10miI1） に よ り得 られ た ヒ清 を回収

し，残 査 に ア セ トニ ト リル 15ml を加え，遠心分離操作

（30（10rpm
，

10min ） を再度行 っ た ，ア セ トニ トリ ル 層を

40℃，減圧
．
ドで 乾 固 させ ，得 られ た 残査 に 20mM リ ン 酸

塩 緩 衝 液 （pH 　2．o） を加 えて 再 溶解 させ た ．そ の 後，　 Oasis

MCX
 

（90　mg ） を川 い た 固相抽出法 を適用 し た ．固 相抽

出条件 は，洗浄溶媒 に メ タ ノ
ー

ル （1ml ） と 5（［mM 炭酸

ア ン モ ニ ウ ム （2m 貫） を使 用 し，5％ ア ン モ ニ ア 含有 メ タ

ノール （3ml ） で 固 相 カートリ ッ ジ か ら キ ノ ロ ン系抗菌剤

の 溶出を行 っ た，溶出液を 40℃，減 圧 下 で 乾固 し，得 ら

れ た残 査 に 50mM 　PBS （phosphate　buffd・ed 　saline ）を加

え て再 溶 解 させ
， IIPLC／FL 及 び ELISA の 測定に 供 した ．

3　結呆 及び考察

　3・lEHSA に お け る 交差反 応性 の 評 価

　キ ノ ロ ン 系抗 菌剤 の 構造 式 を Fig．1 に 示す．　 New

Quinolone　Kitに お け る 交 差 反 応 性 に つ い て ，キ ノ ロ ン 系

抗 菌剤 標 準 品 を 用 い て 求 め た と こ ろ
，

エ ン ロ フ ロ キ サ シ

ン ，ノ ル フ ロ キ サ シ ン ，シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン は 抗体 と

100％ 反 応 す る結 果 を得 る こ とが で きた．また，ダ ノ フ ロ

キサ シ ン は 80％ ，
ロ メ フ ロ キサ シ ン は 30 ％ 前後で 交差反

応 性 を示 し た 〔Tablc　1）．ま た，　 ELISA キ ッ トに よ る エ

ン ロ フ ロ キサ シ ン の 定 量 限界 値 は 8　ng ／g で あ っ た．

　3・2　蛍光 波長の 最 適化

　測 定 対 象 キ ノ ロ ン 系 抗 菌剤 の 移 動 相 巾 に お け る励 起 及 び

蛍光 ス ペ ク トル を 測定 した と こ ろ，Fig．2 に示 す よ うに発

蛍 光 性 が 確 認 さ れ た．そ こ で，本 分 析法 に お い て は 動物用

医 薬 品 と して 毛 に使 用 さ れ て い るエ ン ロ フ ロ キ サ シ ン に 着

目 し，キ ノ ロ ン 系 抗 菌剤 が 検 出 で き る 波 長 270nm 及 び

447nm に設 定 し，以 後 の 実 験 を行 っ た，キ ノ ロ ン 系抗菌

剤 の 蛍 光 強度 は移 動 相 の pH 及 び 塩 濃 度 に依 存 して変化す

る こ とか ら，そ れ ぞ れ の 最 適 条件を検討 し た，そ の 結果 ，
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キノロ ン 系抗 菌 剤 は pH 　 7 以上 で 蛍 光を 示さず ， 中

か ら 酸 性 条 件 化 で・定 の 蛍光強度が得 ら れた ことから， キノ

ン 系 抗 菌 剤 の 測定に は液 性を pllS ． 0 に 調 整 し

．同様
に， 最

の強
度
を示し た ， 塩濃度20mM を最適

件と し た （Fig ， 3 ）． 　 3 ・3 　キノ ロ ン 系 抗菌

の 分 離 検 討 　 キ ノロ ン 系抗 茜剤 標 準 品を川い ， HPL

^FL におけ る 分 離 条 件 をリ ン 酸 塩 緩 衝液 で 検 討

たところ，す べて の キ ノ ロ ン 系抗 箘剤 の相互分離が不十分

あっ た． そ こで， NFPtX を イオン ペア ー試 薬 と し て 添

し ，分離条件を検討 した とこ ろ ，NFPA
が 0 ．2％ で良

な 相 互 分離が達 成 さ れ た （ Fig ， 4 ） ． こ れ らの

果よ り
，

イ オ ン ペ ア ー 試薬 を川 い た こ

で，
構
造が類似 し て い る 8 種

のキ ノ ロ ン 系 抗 菌 剤 を一斉分 析す るこ とが 可能 と
な

た． 　
3・ 4　

試料

の 前 処
理
方法 　試料 に含 まれる 他の 共存物質の影響

取 り除くため， Oasis 　HLB ’i 及び（．）asis 　M
S を 使用し た前処理方法 を 検 討した． Oasis 　HLB
を 使 用 し た場 合 ，平 均 同 収率が50 ％ と 低 く， HPL
^FL にお い て も共存物質の影 響を

完全
に除 去することができ な

っ た ．し か し ， 陽 イ オン交換 系カー ト リッ ジ で あ る O

is 　MCx，bを用いた

合，標
準
品添 加 に お け る平 均回収率 は 106 ％と良 好 な 結果 を
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Tab】e　3　 Valldation　of 　the　HPLC ／FL 　method

Enexaci匸1NodHoxacinOt ！exaclT ヨ Cipr・n・xacin　 D鋤 o恥 ・ a〔in　 L・ meil ・xacin 　En江曲 ・ acin 　 Gad丘1・畑 ・L
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一
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l

　3・5HPLC ／FL の 分析法バ リデ
ー

シ ョ ン

　　本 分 析法 の ，食肉中に お ける 検出限界，定量 限界及 び分

離度 を求 め た
s〕．検出限 界 は 1〜20ng ／g，定量 限 界 は 5〜

20011g／g で あ り ， 各 キ ノ ロ ン系抗菌剤 の 相互 分離 が 達成

さ れ た （Table　 3），本分 析法 の 日内及 び 日 間変動 を 求め

た と こ ろ，定量 限 界 付近 に て バ ラ ツ キ と回収率 の 低下が 見

られ た もの の ，13％ 以 下 と 良好な 結果が 得 られ た （Table

4）．こ れ らの 結 果 よ り， 本分析法 は 食肉中キ ノ ロ ン 系抗 菌

N 工工
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Tablc 　 5Gol 亅centration 　offlll   r   quinolones　in　mcat 　samples 　by　ELISA 　alld 　HPLC ／FL

ELISA HPLG ／FL
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DDDDDDDNNNNNNNN
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Enronoxacirl （5〔）1199

一
ユ

）

（ng 鍔　
1

），N ．D ．： Notdelecdon

10 ．0

跚

吼o

＞

E8

尸x、
盈

望
2
三

　 　 　 　 　 　 　 Dano 「loxacin

　 　 Clprofトo翼ヨcin

瀞1↓i罷  

〔A 厂1

0　　　　 10　　　　20 　　　　30 　　　　40 　　　　50 　　　　60 　　　　70 　　　　80　　　’min

定 し た と こ ろ ，両 者 の 間 に 有 意 な 相 関 性 が 得 ら れ た

（Table　5）．

4 　結
＝
口

3．0

跚

皿

＞
E、
h

葛匚
2
』

0．O

Fig．5　Ghromatograms 　of （A ）fluoroquinolone　stan −
dard　and （B）meat 　sample

The 　mobile 　phase　was 　20　mM 　phosphate　buffヒr （pH
＝

3・O）〆a ・ et ・ nit ・il・ （83 ・ 17，・〈 ）・・ ntaining 　O，2％ n ・ n ・
−

n し1｛｝ropentanoi ⊂ acid ．　Flow　ra 吐ewas 　O．21［11／mil1 ．

剤 の 分析 に 適用 ロ∫能で ある と考え られ る．

　3・6　実試料の 測定結果

　 キ ノ ロ ン 系抗菌剤標準品及 び 実試料 の ク ロ マ トグ ラ ム を

Fig，5 に示す．キ ノ ロ ン 系抗菌剤 は他 の 共存物質の 影響 を

受け る こ とな く良好 に 分離 され た．本分 析 法 を川 い て ，食

肉中キ ノ ロ ン 系抗菌剤を測定 した，そ の 結 果 ， IIPLGIFL

にお い て，すべ て の 食肉か らは検出限界 未満 で あ っ た．ま

た ，同
一

の 試料 を ELISA で 測 定 した と こ ろ，同 様 に 定 量

限界値 〔8ngfg ）未満とな っ た．更に ， 食肉に既 知 の 濃度

の キ ノ ロ ン 系抗菌
．
剤を添加 し，HPLCfFL 及 び ELIS八 で 測

　ELISA 法 は 簡便 な方法で ，．多検体 を測 定で きる 利 点 を

有 し て い る ．しか しな が ら，交差 反 応 性 な ど の 問 題 か ら，

定性能力 に 欠け ，は ん 用 性 に 乏 しか っ た．そ こ で ，キ ノ ロ

ン 系抗菌剤を対象薬剤として，HPLC ／FL と ELISA 法 を川

い て 食肉 rl
．
1の 残留分 析法 を検 討 し，実 試 料 へ と適 用 した と

こ ろ ，両蓄の 値 に 相関 性が 認 め られ た．

　HPLCVFL にお ける前処 理 等煩雑 な 操作 及 び約 120 分の

分析所要時 間 を考慮 す る と，ELISA キ ッ トは 1 次 ス ク リ

ー
ニ ン グ 法 と し て の 有川 性 を示 唆す る こ とが で き，今後，

更なる 研究を進め て い く必要が あ る と思 わ れ る．
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,
 Ebara,

 Fluoroquinolones  (FQs) are  an  important group  of  synthetic  antibacterial,  which  are  widely

used  to treat human  and  veterinary  diseases. In recent  years, FQfi residues  were  detected in sev-

cral  samples.  An  enzyme-linked  immunosorbcnt  assay  (EI.ISA) is uscfu1  to determine many

samples  simultaneously,  However,  there  is a･ problem  of  not  having qualification because  of

cross-reactivity.  In the  present study,  we  developed an  analytical  method  using  HPL(:/FL  for a

comparative  study  with  ELISA.  Moreover,  an  HPLC/FL  system  was  applied  to the  determina-

tion  of  FC!!s residues  in meat  samples.  The  I.OD and  LOQ  of  IIPI.C/FL were  2 ngfg  and  10

ngfg  fbr enrofioxacin,  respectively,  The  extraction  recovery  of  cnrofloxacin  spiked  concentra-

tion  of  50  ng/gwas  107.8%.  The  IIPI.C method  and  an  enzyme-liked  iminunosorbent  assay  for
the  analysis  of  fluoroquinolones  in meat  samples  were  compared.  FQs  were  detcctable in meat

samples  added  FQs  standard  by HPLCfFL  and  EI,ISA. Moreover,  tliere was  a  correlation

between  HPI.C/FL  and  ELISA.  In conclusion,  ELISA  may  be usefu1  to rapid  monitoring  of

residues  for FQfi instead of  HPLC/FL,  which  requires  analytical  times of  120 min  in ineat  sam-

ples.

Kayworcts:  fluoroquinolones;  cnzyine-linked  immunosorbent  assay  ;HPL(]/FL.


