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資 料

LC-MS/MSによる生団子中のセレウリドの定量とその留意点について

南谷臣昭，野田万希子，原 信行，菅原吉規*，白木康一，

中村昌司，永井宏幸，小林香夫，大塚公人

要 旨

平成22年に発生したみたらしだんごを原因とする嘔吐型のセレウス菌による食中毒において，原因となった生

団子半製品中に含まれるセレウリドの含量をLC-MS/MSにより定量した．既報に従い，等量の水を加えてペースト

状に均質化した試料からメタノールによりセレウリドを抽出し，Oasis HLB（60 mg）により精製した．Oasis HLB

の洗浄溶媒を80%メタノールから70%メタノールにしたところ，回収率が54.4%から101.3%に向上し良好な回収率

が得られた．LC-MS/MSの測定は，５ mM酢酸アンモニウム水溶液と５ mM酢酸アンモニウム含有メタノール溶液

の２液によるグラジエント法により行い，セレウリドのアンモニウム付加体イオンをプリカーサーイオンとして

マルチプルリアクションモニタリング（MRM）測定を行った．生団子中のセレウリドの定量値は，HEp-2細胞空胞

化試験の結果に比べ平均約17倍大きな値となった．この原因としては，抽出溶媒の違いと，LC-MS/MS法で用い

た標準溶液の濃度の２つの要因が考えられた．

キーワード：セレウス菌，嘔吐毒，セレウリド，LC-MS/MS，HEp-2細胞空胞化試験

１ はじめに

平成22年８月29日から30日にかけて，東京都府

中市内の施設が調理，販売したみたらしだんごを原

因食品とする嘔吐型セレウス菌による食中毒が発生

した．原因のみたらしだんごの原材料は岐阜県内に

製造施設を有する食品会社が製造した生団子半製品

であることが判明し，９月２日に食品衛生法に基づ

き，当該製造施設の営業の停止と原因食品の生団子

の回収が命じられた．東京都が当初行った調査では，

患者の嘔吐物，および糞便，残品の生団子から嘔吐

毒産生遺伝子をもつセレウス菌が検出され，中毒の

原因が確定された．

一方で，より詳細な食中毒の原因究明を行うため，

製造施設から採取した生団子からのセレウス菌分離

を岐阜県飛騨保健所で行うとともに，原因毒素であ

るセレウリドの定量依頼が当研究所にあった．そこ

で，食中毒が発生した８月後半に製造された，製造

日の異なる５検体について，生団子中に含まれるセ

レウリドの定量を行った．

嘔吐毒のセレウリドは，12 個のアミノ酸とオキシ

酸が環状につながった，デプシペプチド

[cyclo(D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val)3] であり１)，

同じくドデカデプシペプチドのバリノマイシンと同

様，カリウムイオノフォアとして細胞膜上の電位を

脱分極させる生理活性を有する２)．セレウリドの定

量法としては，ヒト咽頭がん由来の細胞である

HEp-2 細胞の空胞化変性活性を判定するバイオアッ

セイ法と，液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS）

によりセレウリドを定量する理化学的試験法の２つ

が主なものとして知られている３)．

今回我々は，梶田ら４)が2007年に報告した分析法

をもとに，液体クロマトグラフタンデム型質量分析

計（LC-MS/MS）を用いて，製造施設から採取した生

団子半製品中のセレウリドの定量を行った．その中

で，LC-MS/MSの移動相の選択，固相抽出カートリッ

ジの洗浄溶媒について若干の改良を試みた．また，

LC-MS/MSで分析した検体と同一の検体について，名

古屋市衛生研究所にHEp-2 細胞空胞化試験５)を依頼

した．この両者の試験法で得られた定量値を比較す

ることで明らかとなった，セレウリドの LC-MS/MS
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測定における留意点について述べる．

２ 実験方法

2.1 試薬および試料

セレウリド標準溶液：(有)バイオコントロール研

究所製の精製セレウリド（１ mg当量/ml）を標準原

液として，メタノールにより 1000 倍希釈して，１

µg/mlの標準溶液を調製した．これを，95%メタノー

ル溶液により希釈して用いた．

バリノマイシン標準溶液：和光純薬工業(株)製の

バリノマイシン（生化学用：min. 85.0 %(HPLC)）を

10 mg精秤し，メタノールに溶解して10 mLとして，

1000 µg/ml の標準原液を調製した．これをメタノー

ルにより 1000 倍希釈して，１ µg/ml の標準溶液を

調製し，さらに 95%メタノール溶液により希釈して

用いた．

試薬：移動相の調製に，和光純薬工業(株)製メタ

ノール（LC-MS 用），超純水（LC-MS 用），１ mol/L

酢酸アンモニウム（HPLC用），ぎ酸（LC-MS用）及び，

関東化学(株)製の酢酸アンモニウム（特級）を用い

た．試験溶液の調製に，和光純薬工業(株)製メタノ

ール（LC-MS用）を用いた．

試料：製造施設から採取した生団子半製品（平成

22年８月21日～９月１日製造の５検体）．添加回収

試験には，市販の生団子を用いた．

2.2 装置

振とう機：東京理化器械(株)製のMMV-1000Wを用

いた．

遠心分離装置：(株)クボタ製作所製のユニバーサ

ル冷却遠心機5930を用いた．

液体クロマトグラフ／タンデム質量分析計

（LC-MS/MS）：Agilent製1200システム－ABサイエ

ックス製4000QTRAPを用いた．また，窒素自動発生

装置として，アネスト岩田サービス(株)製オイルフ

リースクロールコンプレッサSLP-221EBDを用いた．

2.3 LC-MS/MS測定条件

LC 分離用カラムはインタクト製 Cadenza CD-C18

（2.0 mm×150 mm，３ µm）を用い，カラム恒温槽

で50℃に維持した．移動相は，５ mM酢酸アンモニ

ウム水溶液（移動相A），５ mM酢酸アンモニウムメ

タノール溶液（移動相 B）のグラジエントモードで

送液した．LCグラジエントモードは，A/B(20/80)初

期条件より，２分間で(0/100)とした．その後，13

分間(0/100)で保持し，３分間(80/20)でカラムを洗

浄し，初期条件に戻して10分間安定化した．流速は，

0.2 mL/minに設定し，注入量は10 µLとした．

MS/MS のイオン化法は，エレクトロスプレーイオ

ン化法（ESI）のポジティブモードを採用した．イオ

ン化の条件は，イオンスプレー電圧5.5 kV，イオン

スプレー温度600℃，ネブライザーガス50 psi，デ

ィソルベーションガス80 psi，カーテンガス20 psi

とした．コリジョンガスには窒素を用い，その流量

は４ psiに設定した．

セレウリドのイオンの検出は，マルチプルリアク

ションモニタリング（MRM）により行った．アンモニ

ウム付加体イオンをプリカーサーイオンとし，プロ

ダクトイオンは，強度の高かった５種類のイオンを

選択した．表１に各トランジション条件を示した．

表１ MRMトランジション条件

Precursor
ion (m/z)

Product 
ion (m/z)

DP*

(V) 
CE*

(V) 
CXP*

(V) 

1170.7 1125.7 140 53 32 
1170.7 1107.6 140 58 30 
1170.7 940.6 140 63 26 
1170.7 698.5 140 73 18 
1170.7 556.5 140 71 14 

* DP:Declustering Potential  CE:Collision Energy 

 CXP:Collision Exit Potential 

 
2.4 試験溶液の調製

生団子試料を秤量し，等量の水を加えてフードミ

ルによりペースト状になるまで混和均質化した．こ

の均質化試料を５ g精秤し，50 mLポリプロピレン

遠沈管に入れ，メタノール20 mLを加え10分間振と

う抽出を行った．抽出液を3000 rpmで10分間遠心

分離して，上清を100 mLの梨型フラスコに集めた．

残渣はさらにメタノール20 mLを加えて混和均質化

し，同様に遠心分離を行って，上清を先の上清と合

わせた．これを，40℃以下で減圧濃縮して，メタノ

ール及び水を除去し，残留物に 50%メタノール溶液

２ mL を加えて超音波洗浄器中でフラスコ内壁に付

いた残留物を溶解した．これを，あらかじめメタノ
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ール５ mLおよび50%メタノール５ mLによりコンデ

ィショニングした固相抽出ミニカラム（Waters 製

Oasis HLB Vac RC，60 mg）に負荷し，50%メタノー

ル溶液３ mL，70%メタノール溶液３ mL にて順次洗

浄した後，メタノール３ mL で溶出した．溶出液を

40℃以下で減圧濃縮し，残留物を 95%メタノール溶

液２ mLで溶解し，ディスクフィルター（MILLIPORE

製Millex-LG，PTFE，0.20 µm）を通過させて試験溶

液とした．

2.5 添加回収試験

市販の生団子に添加濃度0.01 µg/gとなるように

セレウリド標準溶液を添加した．

2.6 HEp-2細胞空胞化試験５） 
LC-MS/MS で測定したものと同一試料５検体の検

査を名古屋市衛生研究所に依頼した．

３ 結果および考察

3.1 LC-MS/MSの移動相溶媒の検討

セレウリドとバリノマイシンを，梶田らの報告４）

に従い，0.1%のぎ酸溶液とメタノールの２液のグラ

ジエントモードにより LC で分離した上で，Q1 スキ

ャン測定を行って生成するプリカーサーイオンを検

証したところ，両物質のプロトン付加体とアンモニ

ウムイオン付加体が検出され，セレウリドのアンモ

ニウムイオン付加体に対するプロトン付加体の割合

は，ピーク高さにして 16.4%であった（図１(A)）．

一方で，今回我々が採用した，５ mM 酢酸アンモニ

ウム溶液と５ mM 酢酸アンモニウム含有メタノール

溶液の２液によるグラジエントモードで Q1 スキャ

ン測定を行ったところ，生成するイオンはほぼすべ

てアンモニウムイオン付加体として検出され，プロ

トン付加体のピーク高さはその 1/100 を下回った

（図１(C)）．

0.1%ぎ酸溶液を移動相として用いることで，セレ

ウリドとバリノマイシンの分離度が改善した（図１

(B)）．しかし，川村ら６）の報告においては，２つの

イオン付加体の割合が一定でないことが，定量値の

正確性および安定性などに影響する可能性が示唆さ

れている． この影響を回避するため，５ mM酢酸ア

ンモニウム溶液と５ mM 酢酸アンモニウム含有メタ

ノール溶液の２液によるグラジエントモードを採用

し，セレウリドのアンモニウムイオン付加体を主に

図１ (A) , (C)：セレウリドとバリノマイシンのQ1スキャンスペクトル（スキャン範囲 m/z 1100-1180）

(B), (D) ：セレウリドとバリノマイシンのMRMクロマトチャート

(A) ,(B)の移動相：0.1% ぎ酸 ／メタノール

(C) ,(D)の移動相：５ mM 酢酸アンモニウム／５ mM 酢酸アンモニウム含有メタノール

A B

C D

R.T. 9.3 min.  

cereulide 

R.T. 9.5 min.  

valinomycin 

R.T. 9.4 min.  

valinomycin 

R.T. 9.4 min.  

cereulide 

valinomycin 

[M+NH4]+

valinomycin 

[M+H]+

cereulide 

[M+NH4]+
cereulide 

[M+H]+

cereulide 

[M+NH4]+

valinomycin

[M+NH4]+
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形成させることにより 定量を行った（図１(D)）．

また，既報６）で行っているバリノマイシンによる

内部標準補正は行わず，セレウリド標準による絶対

検量線により定量を行った．

3.2 固相抽出ミニカラムの洗浄溶媒と添加回収率

梶田らの報告に従い，生団子試料に0.01 µg/gと

なるようにセレウリド標準溶液を添加したものを分

析したところ，添加回収率は54.4%と低率であった．

この原因として，固相抽出ミニカラムの洗浄溶媒

（80%メタノール）により，セレウリドが流出してい

ることが考えられたため，洗浄溶媒を再検討した．

50 ng/ml のセレウリド溶液（50%メタノール溶液）

２ mlをOasis HLB Vac RCミニカラムに負荷し，50%

メタノール３ mLで洗浄後，10%ずつメタノール濃度

を上げて，その溶出液中に含まれるセレウリド量を

定量した（表２）．

表２ Oasis HLB Vac RC ミニカラム (60 mg) に負

荷したセレウリドの溶出パターン

Methanol 
conc.* 

Elution volume 
(mL) 

Recovery 
(%) 

loaded solution 2 0 
50% 3 0 
60% 3 0 
70% 3 0.3 
80% 3 69.9 
90% 3 33.3 
100% 3 3.3 

*50 ng/mlのセレウリド溶液を２ mL負荷し，その後３

mLごとにメタノールの濃度を10%ずつ上げて溶出した．

メタノール濃度が 70%まではセレウリドの溶出量

は全体の0.3%であったが，80%メタノール３ mLに含

まれるセレウリド量は 69.9%となった．このことか

ら，80%メタノールで洗浄することにより，セレウリ

ドが流出する可能性が示唆された．よって，抽出液

負荷後のミニカラムの洗浄は，50%メタノール３ mL，

70%メタノール３ mLとした．メタノール濃度を80%

から 70%に変更することで，添加回収率は平均

101.3%と向上した（n=３, 室内精度RSD 11.5%）．

3.3 生団子回収品の定量結果－LC-MS/MS 法と

HEp-2細胞空胞化試験との比較

製造施設に残っていた生団子のセレウリド分析結

果を表３に示した（食中毒の原因となった生団子は，

平成22年８月27日と８月28日に製造された製品で

ある）．

表３ 生団子から検出されたセレウリド量

Production 
dates 

Cereulide content (ng/g) 
(a)/(b) (a)LC-MS/MS 

analysis  
(b)HEp-2 cell

assay* 

2010 . 8. 21 10000 640 15.6 
8.27 7300 320 22.8 

 8.28 11000 640 17.2 
 8.31 1800 80 22.5 
 9. 1 1300 160  8.1 
*名古屋市衛生研究所の試験結果

検査を行った５検体いずれからも，セレウリドが

検出された．LC-MS/MS法とHEp-2細胞空胞化試験の

定量値を比較すると，両者の値に相関性はあるもの

の，8.1～22.8倍（平均17.1倍）LC-MS/MSの値が大

きくなっていた．

HEp-2 細胞空胞化試験においては，試料からセレ

ウリドをリン酸緩衝生理食塩水（PBS）によりストマ

ッカー処理したが，LC-MS/MS法では等量の水を加え

てペースト状とした試料に，メタノールを加えてセ

レウリドを抽出する．この抽出方法の違いが，定量

値の差となっていると考えられた．そこで生団子に

PBS を加えてストマッカー処理した抽出液中に含ま

れるセレウリド量を LC-MS/MS により定量し，

LC-MS/MS 法のメタノール抽出液中に含まれるセレ

ウリド量と比較したところ，LC-MS/MS法のメタノー

ル抽出液に含まれるセレウリド量がストマッカー処

理した後のPBS中に含まれるセレウリド量の４倍と

なった．しかし，この抽出方法の違いだけでは，両

方法の定量値が平均約 17 倍異なることを説明でき

ない．

Biesta-Peters ら７）は，同濃度のセレウリドとバ

リノマイシンをLC-MSにより測定した場合，セレウ

リドのピーク面積がバリノマイシンより 10.3%高い

値となると報告している．彼らが用いたバリノマイ
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シンは，Sigma-Aldrich 製で，その純度が min.

90%(HPLC)であることを考慮すると，セレウリドとバ

リノマイシンのLC-MS上の感度差はほとんどないと

考えられた．そこで，シングルMSのスキャン分析と

同等であるQ1（第一四重極）スキャン測定を実施す

ることで，バリノマイシンを標準として今回我々が

使用したバイオコントロール研究所製の精製セレウ

リドの濃度を推定した．標準原液から調製した10 ng

当量/mlのセレウリド標準溶液と10 ng/mlのバリノ

マイシン標準溶液とをQ1スキャンにより測定し，セ

レウリドとバリノマイシンのアンモニウムイオン付

加体のモノアイソトピック質量にあたるピーク面積

値を比較した（図２）．

バリノマイシンに対するセレウリドの面積は

0.213であり，バリノマイシンの純度が85.0%であっ

たとして，バリノマイシンに対する同濃度のセレウ

リドの面積比は0.18となった．このことは，今回使

用した精製セレウリドを標準原液として用いた場合，

定量値が真値に比して5.6倍大きくなるということ

を意味する．表３のLC-MS/MS測定結果にこの面積比

を乗じて補正したものを表４に示した．

今回用いた精製セレウリドは，HEp-2 細胞の空胞

化を観察する生物活性測定により毒素力価測定を行

い，１ mg当量/mlと値付けされている．HEp-2細胞

の空胞化変性活性はセレウリドに包合されているイ

オン種により異なるとも言われている．そのため，

包合されているイオン種に関係なくセレウリドの総

量を測る手法であるLC-MS/MSやLC-MSの定量値と，

HEp-2 細胞の空胞化試験の結果とが一致しないこと

はあり得る．

また，HEp-2 細胞空胞化試験は，サンプルの２倍

段階希釈列をマイクロプレート上に作製し，細胞の

空胞化が確認された最大の希釈数に，検出感度（５

ng/mL）を乗じて試料中の毒素の濃度を求める半定

量法である．このため，値付けされた濃度が真値の

1/2～２倍の範囲内で変動する点に留意する必要が

ある．

表４ 生団子中のセレウリド量の LC-MS/MS による

分析結果（表３(a)の値に0.18を乗じた値）

Production 
dates 

Cereulide content (ng/g) 

2010 . 8. 21 1800 
8.27 1300 

 8.28 1900 
 8.31 320 
 9. 1 240 

以上により，HEp-2細胞空胞化試験とLC-MS/MSの

定量値の違いは，抽出溶媒の違いという試験法に由

来する原因と，LC-MS/MS測定に使用した標準溶液濃

度の問題という２つの要因により説明できる．現在，

セレウリドの標準物質は市販されていないため，正

確な定量値を得るためには，化学合成により標準物

質を準備する７）, ８）か，あるいは菌株培養液から，

より高純度のセレウリドを精製して標準物質とする

かいずれかの方法が望まれる．

しかし，いずれの方法も多くの手間と労力を要す

るため，Häggblomら９）のように，バリノマイシンと

セレウリドのLC-MS測定における感度が近いことを

利用して，バリノマイシンをセレウリド標準物質の

代替として使用することも１つの手段であると考え

られる．

４ まとめ

LC-MS/MSを用いるセレウリドの検出法は，その迅

速性と簡便性においてHEp-2細胞空胞化試験などの

バイオアッセイ法よりも優れている．しかし，定量

図２ (A) 10 ng/ml バリノマイシンのマスクロマ

トグラム（m/z 1127.8－1129.3）

(B) 10 ng当量/mlのセレウリドのマスクロマトグ

ラム （m/z 1169.8-1171.3）

バリノマイシンに対するセレウリドのピーク面積

比：0.213

A B
valinomycin 

cereulide 



岐阜県保健環境研究所報 第 19 号(2011)

- 29 -

に際しては，現段階で入手可能な高純度のセレウリ

ド標準物質がないため，バリノマイシンを標準物質

としてLC-MSによりセレウリドの定量値をバリノマ

イシン当量として求める以外に確からしい定量値を

求める手法がない９）．

今回我々は，標準として用いた精製セレウリドと

市販のバリノマイシンを同濃度に調製し，Q1スキャ

ン測定により感度を比較して，精製セレウリドの真

の濃度を推定した．その結果をもとに，セレウリド

の定量値を補正して，食中毒の原因となった生団子

中に含まれるセレウリドの真の含有量を推定した

（表４）．あらかじめQ1スキャンにより精製セレウ

リドの濃度を値付けしておけば，食中毒事案に対し

て，迅速に正確な値を提供することが可能となる．

今後，この手法により求められた定量値は，嘔吐

型セレウス菌による食中毒において，毒素量と発症

量の関係を明らかにする上で貴重な疫学的情報を提

示するものと考える．
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