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資  料  

LC-MS/MSによるキノコ及び魚介類の中毒成分迅速分析法（第 2報） 

―キノコ中のイボテン酸及び魚介類中のテトロドトキシン分析法― 

 

多田裕之，筑本貴郎，神山恵理奈，永井宏幸，伊藤哲朗 

要  旨 

キノコ中毒成分であるイボテン酸の分析について，既報のキノコ中毒成分及び魚介類中毒成分分析法に

適応させ，ムシモール，ムスカリンと共に一斉分析する方法を確立した．また，魚類の中毒成分であるテ

トロドトキシンについても，既報の魚介類抽出液を用いて系統的に分析する方法を検討し，良好な結果を

得た．キノコ中毒成分の精製用ミニカラムは，既報から変更し，残存シラノールの影響の少ないカラムを

使用した．同ミニカラムは，魚介類抽出液を用いたテトロドトキシン分析用検体の精製にも適用した．イ

ボテン酸，テトロドトキシン，及び既報から定量イオンを変更したムシモールの検出限界は，0.30～0.47 

µg/gであった．イボテン酸，ムシモール，ムスカリンの2試料各3回による平均添加回収率は85.0～101.0 ％

であり，テトロドトキシンの3試料各3回の平均添加回収率は93.8～111.3 ％であった． 

キーワード：イボテン酸，テトロドトキシン，LC-MS/MS 

 

１ はじめに 

 毒キノコであるテングタケ，ベニテングタケは，食

後 30 分程で嘔吐，下痢，腹痛など胃腸消化器系，ま

ためまい等の神経系の症状も現れ，まれには死に至る

こともある危険なキノコである１）．毒成分は，イボテ

ン酸，ムシモール，ムスカリン等であり，イボテン酸，

ムシモールについては，込山ら２）佐藤ら３），が親水性

相互作用液体クロマトグラフィー(HILIC)による分析

法を報告している．著者らは既報４）において，

LC-MS/MS法を用いた他のキノコ中毒成分（イルージ

ンＳ，アマニチン，ファロイジン）のC18カラム精製

による分析法と共に，HILICモードによるムシモール，

ムスカリンの分析法を報告したが，イボテン酸につい

ては検討しなかった．イボテン酸は，テングタケ，ベ

ニテングタケの主要な毒成分であるため，今回はイボ

テン酸について既報の分析法に適応可能か検討し，ム

シモール，ムスカリンと共に一斉分析できるか検討し

た． 

また，フグ毒による中毒は毎年 30 件程度発生し，

死亡率が高く，日本で起こる食中毒死亡者の過半数を

占めている５）．フグ毒の主成分であるテトロドトキシ

ンについては，秦野ら６），赤木ら７）の報告のように，

多くの事例で HILIC モードによる LC-MS/MS で分析

が行われている．著者らは，同手法による魚介類中の

不揮発性アミン類の分析法を既報にて報告したが，今

回この分析法における抽出液を用いて，系統的にテト

ロドトキシンを分析する方法を検討したので報告する． 

 

２ 実験方法 

2.1 試料 

添加回収用試料として，市販のブナシメジ，エリン

ギ，シロサバフグ，シオサバ，マイワシを用いた． 

2.2 試薬，標準溶液 

標準品：シグマアルドリッチ社製 イボテン酸，(±)

ムスカリンクロリド水和物，和光純薬工業株式会社製 

生化学用ムシモール，アレキシスバイオケミカルズ社

製 テトロドトキシン（クエン酸フリー）を用いた． 

標準溶液：標準品を 70 ％メタノールに溶解し，イ

ボテン酸は 200 mg/L，ムシモール及びムスカリンは

500 mg/Lの標準原液を調製した．また，テトロドトキ

シンは0.1 ％ 酢酸に溶解して100 mg/Lの標準原液を

調製した．各標準原液をイボテン酸，ムシモール，ム

スカリンについては 0.05 ％(v/v)トリフルオロ酢酸含

有 水／アセトニトリル(1:4)，テトロドトキシンについ

ては 0.1 ％(v/v)トリフルオロ酢酸含有 水／アセトニ

トリル(1:1)で希釈して標準溶液を調製した． 

その他の試薬等：和光純薬工業株式会社製 特級ア

セトニトリル（抽出，精製に使用），LC/MS用アセト

ニトリル（LC-MS/MS移動相に使用），特級メタノー

ル，特級トリフルオロ酢酸(TFA)，LC/MS用ギ酸，シ
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グマアルドリッチ社製 HPLC 用ギ酸アンモニウムを

用いた． 

メンブランフィルター：ミリポア社製 MILEX-LG 

SLLGH13NL 孔径0.2 μm（キノコ試料用として），及

びMILEX-LH SLLHH13NL 孔径0.45 μm（魚介類試料

用として）を用いた． 

C18 ミニカラム：ＧＬサイエンス社製 InertSep C18 

500 mg／6 mLを用いた． 

ホモジナイザー：マイクロテックニチオン社製 ヒ

スコトロン NS50（ジェネレーターNS-10 外径 10.5 

mm）を用いた． 

2.3  LC-MS/MS測定条件 

2.3.1  LC条件 

イボテン酸，ムシモール，ムスカリンについては既

報のムスカリン，ムシモールの分析と同条件で実施し

た．テトロドトキシンについては，イボテン酸等と同

じカラム，移動相を使用し，移動相A液，B液のグラ

ジエント条件をB液％＝70―(15分)→30(1分保持)―

(1分)→70(9分保持)とした．また，注入量は10 μLと

し，他の条件はイボテン酸等と同じで実施した． 

2.3.2 MS/MS条件 

装置はAB SCIEX社製 4000 QTRAPを使用し，イオン化

モード，Ion Spray Voltageは既報と同じ条件で実施した．

Turbo Spray Temp.及びMRMパラメータを表１に示した．

既報ではムシモールの定量イオンはm/z 98であったが，

m/z 68に変更した． 

Analyte
Turbo
spray
temp.(℃)

Q1
(m/z)

mode
Q3

(m/z)
DP
(V)

CE
(V)

CXP
(V)

quant. 113 17 18

qualit. 159 5 26

quant. 68 29 10

qualit. 98 17 16

quant. 57 33 8

qualit. 115 23 20

quant. 302 33 16

qualit. 162 51 28

表　１　MRM パラメータ

600

ibotenic
       acid

muscimol

muscarine

tetrodo-
       toxin

159

115

174

320

26

51

46

126

 
 

2.4 試料溶液からの抽出，調製 

2.4.1 キノコ（イボテン酸，ムシモール，ムスカリン） 

キノコ試料からのイボテン酸，ムシモール，ムスカ

リンの抽出，及び精製法を図1に示す．精製ミニカラ

ムは，既報で用いたBOND ELUT LRC-C18 500 mgか

ら InertSep C18 500 mg／6 mLに変更し，コンディショ

ニングはアセトニトリル 5 mL 及び水／アセトニトリ

ル(1:9) 2 mLで実施した．イルージンS，アマニチン，

ファロイジンについては，遠心分離した抽出液2.0 mL

を既報通りに調製することとした． 

2.4.2 魚介類（テトロドトキシン） 

魚介類からのテトロドトキシンの抽出，精製法につ

いて図2に示した．遠心分離を行った抽出液2.0 mLを，  

アセトニトリル5 mL及び水／アセトニトリル2 mLで

コンディショニングした InertSep C18 500 mgに通し，

水 1.0 mL で溶出した．通過液及び溶出液に水を加え

5.0 mLに定容し，0.45 μm孔径のメンブランフィルタ 

 

試料採取 ・5.0 g
・50 mLﾃﾞｨｽﾎﾟｰｻﾞﾌﾞﾙ遠沈管
　（目盛り付き）

抽　出 ・1.5 ％(v/v) TFA／ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ(1:9) 30mL

・ホモジナイズ

メスアップ ・抽出溶媒で50 mLとする

静置 ・撹拌し20分間以上

遠心分離 ・3000rpm, 10分間

ﾐﾆｶﾗﾑ処理 ・上澄液 2.0 mL
・ InertSep C18 500 mg／6 mL
[ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 5mL,水/ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ(1:9) 2mL
 ｺﾝﾃﾞｨｼｮﾆﾝｸﾞ]
・水/ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ(１:３) 2.0 mL溶出

メスアップ ・通過液、溶出液
・水/ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ(１:３)で5.0 mLとする

ろ　過 ・0.2μ m

　　(ｲﾎﾞﾃﾝ酸、ﾑｼﾓｰﾙ、ﾑｽｶﾘﾝ測定試料溶液)

図１ 試料溶液の調製方法（キノコ）  
 

試料採取 ・2.0 g
・50 mLﾃﾞｨｽﾎﾟｰｻﾞﾌﾞﾙ遠沈管
　（目盛り付き）

抽　出 ・1.5 ％(v/v) TFA／ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ
     (15:85) 30mL

・ホモジナイズ

メスアップ ・抽出溶媒で50 mLとする

静置 ・撹拌し20分間以上

遠心分離 ・3000rpm, 10分間

ﾐﾆｶﾗﾑ処理 ・上澄液 2.0 mL
・ InertSep C18 500 mg／6 mL
[ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ 5mL,水/ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ(1:9) 2mL
 ｺﾝﾃﾞｨｼｮﾆﾝｸﾞ]
・水 1.0 mL溶出

メスアップ ・通過液、溶出液
・水で 5.0 mLとする

ろ　過 ・0.45μ m

　　　　（テトロドトキシン測定試料溶液）

図２ 試料溶液の調製方法（魚介類）
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ーでろ過し，テトロドトキシン測定用試料溶液とした．

ヒスタミン，カダベリン，チラミン，テトラミンにつ

いては，遠心分離した抽出液を既報通りに調製するこ

ととした． 

３ 結果および考察 

3.1 LC-MS/MS条件 

テトロドトキシン分析のカラム，移動相は，イボテ

ン酸等の分析と同じであるため，続けて分析すること

が出来，効率的である．  

MS/MS 分析では，イボテン酸は脱炭酸イオンである

m/z 113，テトロドトキシンは脱水イオンであるm/z 302

を定量イオンとした．ムシモールの定量イオンは，既

報ではm/z 98であったが，このイオンではクロマトグ

ラムのベースライン変動が大きいため，m/z 68に変更

した．ムスカリンは既報通り m/z 57 を定量イオンと

した．また，参考にヒスチジンを次の条件で測定した． 

Turbo Spray Temp.：600℃，Q1：m/z 156，Q3：m/z 110，

DP：41V，CE：21V，CXP：18V  

3.2 抽出，精製 

既報におけるキノコのムスカリン，ムシモール分析

で使用する精製ミニカラムは，ロットによってはイボ

テン酸，ムシモールが溶出しない場合があった．残存

シラノールの影響が懸念されたため，これの残存量が

品質管理されているとされるInertSep C18を使用した．

イルージンS等では，既報の精製ミニカラムで支障は

なかった． 

魚介類の抽出，メスアップ後の静置時間は，20分間

以上としたほうが遠心分離後の上澄液の濁りが少なか

った．また，テトロドトキシン試料溶液のろ過時に，

0.2 μm 孔径のフィルターでは詰る場合があったため，

0.45 μm 孔径のフィルターを使用した． 

 既報及び今回における試料採取量はキノコ 5.0 g，

魚介類2.0 gであるが，事例によっては試料量が不足

する場合が考えられる．この場合は試料量を 1/5 に減

らし，メスアップ量を10 mLとしても良い． 

3.3 クロマトグラム 

イボテン酸及びテトロドトキシン，更に既報の

MRM 測定イオンを変更したムシモールについて, 市

販のキノコ及び魚に添加後，調製した試料溶液のクロ

マトグラムを図4～図6に示した． 

ブナシメジ5.0 gにイボテン酸25 μgを添加した試料

及び無添加試料のクロマトグラム（図4）では，イボ

テン酸溶出時間の約0.5 分前に比較的強度の強い夾雑

ピークが出現しているが，イボテン酸とは確実に分離

しており，測定に支障を及ぼすことはないと考えられ

た．しかし，その他にも夾雑ピークが出ており，イボ

テン酸を測定する場合は，分離が十分でないと誤認す

図 ４　イボテン酸クロマトグラム
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図 ５　ムシモール クロマトグラム
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図６ テトロドトキシン及び夾雑成分 クロマトグラム

マイワシ内臓 ヒスチジン
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る可能性が考えられ，注意を払う必要がある． 
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同じくブナシメジ5.0 gにムシモール25 μgを添加し

た試料及び無添加試料のクロマトグラム（図5）では，

ムシモールのピーク付近には夾雑ピークはほとんど出

現せず，支障なく分析が可能であった． 

マイワシの内臓2.0 gにテトロドトキシン10 μg を

添加した試料及び無添加試料のクロマトグラム（図6）

については，分析に支障となる夾雑ピークはほとんど

出現しなかった．しかし，テトロドトキシンの約 2.5

分前にヒスチジンと考えられる成分が溶出している．

このピーク強度はかなり大きく，定量値に影響がある

と考えられたため，ヒスチジンの溶出がほぼ終了した

8.5分から質分析計に溶出液を通して測定した． 

3.4 添加回収試験 

イボテン酸，ムシモール，ムスカリンについて25 μg

を，市販のブナシメジ及びエリンギのそれぞれ3試料

に添加した．表2に示すように，ブナシメジに添加し

たムシモールは 80 ％台の平均回収率であったが，他

は92.2～101.0 ％と良好な結果を示した．CV値は，ブ

ナシメジのイボテン酸が6.2 ％と僅かに高いが，他は

5.0 ％以下であった． 

  表２ 添加回収試験(ｷﾉｺ) (％)

毒成分 ﾌﾞﾅｼﾒｼﾞ ｴﾘﾝｷﾞ

平均値 101.0 92.7

CV 6.2 3.6

平均値 85.0 92.2

CV 3.7 4.4

平均値 94.8 92.8

CV 0.6 3.0

（n=3, 添加量:25μg/5g）

ｲﾎﾞﾃﾝ酸

ﾑｼﾓｰﾙ

ﾑｽｶﾘﾝ

 

テトロドトキシンは10 μgを，シロサバフグ，シオ

サバの筋肉及びマイワシの内臓に添加した．各3試料

を用いた平均回収率は，シロサバフグ及びシオサバは

それぞれ 105.1 ％，93.8 ％と良好な結果が得られた

（表 3）．マイワシの内臓における平均回収率が

111.3 ％と比較的高い値であったが，食品検査の精度

管理における目標回収率（70～120 %）８）を採用した

場合，この範囲内であり食品分析では問題がないと考

えられた．CV値については，5.1 ％以下であり良好な

結果であった． 

毒成分 ｼﾛｻﾊﾞﾌｸﾞ ｼｵｻﾊﾞ ﾏｲﾜｼ内臓

平均値 105.1 93.8 111.3

CV 0.9 5.1 4.1

（n=3, 添加量:10μg/2g）

ﾃﾄﾛﾄﾞﾄｷｼﾝ

　　表３　添加回収試験(魚類)　(％)

3.5 検出限界 

  検出限界は，イボテン酸が0.45 μg/g，ムシモールが

0.47 μg/g，テトロドトキシンが 0.30 μg/g であった．

Tsujikawaら９）は，乾燥したベニテングタケ及びテング

タケのカサを分析したところ，イボテン酸含量は最大

で2845 μg/gであり（平均約620 μg/g），ムシモールは

最大で1880 μg/gであった（平均約790 μg/g）と報告し

ている．またテトロドトキシンはマウス試験による10 

MU/g（テトロドトキシンとして2.2 μg/g）未満では無

毒とされている１０）．したがって，今回の分析法では，

実用分析において十分な感度が得られたと考えられる． 

 

４ まとめ 

１ 毒キノコであるテングタケ，ベニテングタケの中

毒成分であるイボテン酸について，既報の分析法に適

応可能か検討したところ，精製ミニカラムを残存シラ

ノールの影響の少ないものに変更することで可能とな

り，ムシモール，ムスカリンと共に一斉分析すること

が出来た． 

２ ムシモールの定量イオンは，既報のm/z 98ではク

ロマトグラムのベースライン変動が大きいため，  

m/z 68に変更した． 

３ フグ毒の主成分であるテトロドトキシンについ

て，既報の魚介類抽出液を用いて，イボテン酸と同じ

精製ミニカラムで精製を行い，系統的に分析する方法

を検討し良好な結果を得た． 

４ テトロドトキシンのLC-MS/MS分析では，高濃度

のヒスチジンが定量値に影響を及ぼす可能性があるた

め，ヒスチジンの溶出後に質量分析計へ導入して測定

した． 

５ イボテン酸，ムシモール，ムスカリンの2試料各

3回による平均回収率は85.0～101.0 ％であり，テトロ

ドトキシンの3試料各3回による平均回収率は93.8～

111.3％であった．また，検出限界は，イボテン酸が0.45 

μg/g，テトロドトキシンが0.30 μg/g，既報における定

量イオンを変更したムシモールは0.47 μg/gであった．  

６ 今回の追加検討により，キノコ中毒7成分と魚介

類中毒5成分について，検体原液を系統的に精製して、

迅速分析することが可能となった．本分析法は，中毒

成分が不明の場合有用な選択肢となり得る． 
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