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は  じ  め  に 

 自然毒による食中毒は，食中毒全体の発生件数に

占める割合は低い１）が，症状が重篤化しやすいため，

食中毒が発生した場合，有効な治療法の決定および

被害拡散防止の観点から，早急な原因物質の特定が

必要となる．しかし，自然毒は多岐にわたり，形態

観察による原因食品の同定が困難な事例も多いため，

事前にできる限り網羅的な測定を可能とする検査体

制を整備しておくことが重要となる． 

その中でも，キノコや高等植物（植物性自然毒）

による食中毒は，死亡事例が毎年のように発生して

いることもあり１）-３），近年一斉分析法が数多く報告

されている４）-８）． 

そこで今回，当センターでも植物性自然毒による

食中毒に迅速に対応することを目的に， LC-MS/MS

を使った 23 成分一斉試験法の検討を行った．また，

今回検討したLC-MS/MS法で対象とした23成分以外

の自然毒で標準品等が確保出来ない場合を想定し，

高分解能を有する LC-Q/TOF を使って未知成分分析

の可能性を検討したところ，若干の知見が得られた

のであわせて報告する． 

 

 

実 験 方 法 

１.試料 

 市販のニラ，ゴボウ，シイタケ，ジャガイモ 

２.試薬 

１）標準品 

(１)標準品 

α-アマニチン，β-アマニチン，ファロイジン，

アトロピンおよびリコリンはシグマアルドリッチ製，

イルジンＳおよびスコポラミンは林純薬製，アコニ

チン，メサコニチン，ヒパコニチン，コルヒチン，

デメコルシン，ガランタミン，ガランタミノン，ク

クルビタシンB，α-ソラニン，ジオスシン，ジオス

ゲニン，ジェルビン，ベラトラミンおよびシクロパ

ミンは富士フィルム和光純薬製，ジェサコニチンは

三和生薬製，α-チャコニンはフナコシ製を使用した． 

(２)標準溶液 

 各標準品をメタノールで溶解・希釈後混合し，メ

タノールを加え 500 ng/mL の 23 種混合標準溶液を

調製した．混合標準溶液を適宜希釈し，10～200 

ng/mLの検量線用標準溶液を調製した. 

 なお，添加回収試験用の混合標準液は（アマニタ

トキシン類（α-アマニチン，β-アマニチン，ファ

ロイジン）が他の標準品と比較し10倍量になるよう                      
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調製したものを用いた． 

２）溶媒 

 メタノールは富士フィルム和光純薬製 LC/MS 用を

使用した． 

３）フィルター 

Millipore 社製Millex-LH(0.20 µm)を使用した． 

３．装置条件 

１）LC-MS/MS条件 

 LC-MS/MS条件を表１に，MRM条件を表２に示した． 

LC ： Agilent 1200シリーズ

MS/MS ： Agilent 6460QQQ

分析カラム ： SUPELCO Ascentis ExpressC18
（2.1 mm×100 mm ,2.7 µm）

カラム温度 ： 40℃

流速 ： 0.25 mL/min

注入量 ： 2 µL

移動相 ： A液；5 mM 酢酸アンモニウム水溶液

： B液；メタノール

ｸﾞﾗｼﾞｴﾝﾄ条件 ：

   （B液）　　

ﾄﾞﾗｲｶﾞｽ温度 ： 300 ℃

ﾄﾞﾗｲｶﾞｽ流量 ： 10 L/min

ｼｰｽｶﾞｽ温度 ： 150 ℃

ｼｰｽｶﾞｽ流量 ： 12 L/min

ﾈﾌﾞﾗｲｻﾞ圧力 ： 50 psi

キャピラリ電圧 ： 3000 V

表１　LC-MS/MS条件

5%(0 min)→70%(10 min)→100%(15-25 min)
→5%(27-37min)

 

 

成分名 含有植物例 ESI Q1 Q3（定量） Q3（定性)

α-アマニチン + 919.7 901.0 -

β-アマニチン + 920.3 902.0 -

ファロイジン - 787.3 743.3 -

イルジンＳ ツキヨタケ + 264.8 217.0

+ 241.7 201.0

アコニチン + 646.2 586.0 368.0

メサコニチン + 632.1 572.1 354.0

ヒパコニチン + 616.2 338.1 -

ジェサコニチン + 676.1 134.9 616.1

アトロピン + 290.1 123.9 142.1

スコポラミン + 304.1 138.0 121.0

コルヒチン + 400.0 358.1 310.0

デメコルシン + 372.1 310.0 340.0

リコリン + 288.0 147.0 119.0

ガランタミン + 288.1 213.0 231.0

ガランタミノン + 286.0 229.0 201.0

ククルビタシンB ヒョウタン、ヘチマ + 576.1 499.1 481.0

α-ソラニン + 868.5 398.2 722.2

α-チャコニン + 852.4 398.0 706.0

ジオスシン + 869.5 253.1 129.0

ジオスゲニン + 415.2 271.0 253.1

ジェルビン + 426.2 114.2 67.3

ベラトラミン + 410.2 295.2 84.3

シクロパミン + 412.3 109.2 114.2

表２．MRM条件

MRM条件

ドクツルタケ
タマゴテンクタケ

トリカブト

チョウセンアサガオ
ハシロドコロ

イヌサフラン
グロリオサ

スイセン
タマスダレ
ヒガンバナ

ジャガイモ

カエデドコロ
ヒメドコロ

バイケイソウ類

 

２）LC-Q/TOF条件 

 LC-Q/TOF条件を表３に示した． 

LC ： AB SCIEX ExionLC AC

MS/MS ： AB SCIEX X500R

分析カラム ： SUPELCO Ascentis ExpressC18
（2.1 mm×100 mm ,2.7 µm）

カラム温度 ： 40℃

流速 ： 0.2 mL/min

注入量 ： 2 µL

移動相 ： A液；0.05%酢酸    B液；メタノール

ｸﾞﾗｼﾞｴﾝﾄ条件 ： （B液）  5%(0 min)→95%(30-40 min)→5%(40.01-50 min)

スプレー電圧 ： 5500 V

イオン化法 ： ESI(＋)

測定モード ： SWATH®　Acquisition

表3　LC-Q/TOF条件

 

４．試験溶液の調製 

試料１ gにメタノール30 mLを加えホモジナイズ

した後，15分間超音波抽出した．続いて，遠心分離

（4000 rpm，５ min）後，５Ａろ紙でろ過し，メタ

ノールで100 mLに定容したもの（希釈倍率100倍）

を試験溶液とした． 

 

結果および考察 

１．LC-MS/MS条件の検討 

LCカラムとして，表面多孔性粒子を使った逆相カ

ラムSUPELCO製Ascentis Express C18を用い，移動

相について検討したところ，５ mM 酢酸アンモニウ

ム水溶液，メタノールを使用することで，23成分を

良好なピーク形状で測定することができた（図１）． 

また，MSMS条件については，可能な限り複数イオン

（定量，定性イオン）を測定するようにした． 

２．検量線および定量下限値 

本測定条件において，10～200 ng/mL の範囲で調

製した混合標準溶液を測定したところ，全成分とも

に，決定係数0.99以上の良好な直線性を示した．ま

た，ほとんどの成分の定量下限値（S/N≧10）は 10 

ng/mL（試料中濃度 0.1 ng/g）となったが，アマニ

タトキシン類（α-アマニチン，β-アマニチン，フ

ァロイジン）は，20 ng/mL（試料中濃度0.2 ng/g）

でS/N≧10を満たした． 

３．添加回収試験 

試験溶液の調製方法に従い，ニラ，ゴボウ，シイ

タケを対象に，混合標準液を１ µg/g（アマニタトキ

シン類３種は 10 µg/g）相当となるよう添加し，無

添加試料と併せて回収試験(n = 5)を実施した．結果

を表４に示した． 

分析対象成分（23成分）のうち，アマニタトキシ

ン類３種およびジオスシンでばらつきが大きく，α-

ソラニンの回収率がニラとシイタケで120%を超えた

が，おおむね良好な結果であった．なお，α-ソラニ

ンとα-チャコニンについては，試料にジャガイモ

（可食部）を用いて，添加回収試験（希釈倍率 500

倍，添加量10 µg/g）を実施したところ，良好な結 
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ニラ ゴボウ シイタケ ジャガイモ

α-アマニチン 98.8 (31.8) 93.1 (14.4) 110.2 (22.9)

β-アマニチン 84.5 (6.5) 83.1 (19.8) 70.9 (17.9)

ファロイジン 104.2 (15.7) 89.7 (12.4) 90.6 (13.2)

イルジンＳ 92.0 (9.9) 83.7 (8.8) 93.7 (6.7)

アコニチン 90.3 (4.4) 91.5 (2.3) 92.6 (6.2)

メサコニチン 89.3 (5.6) 87.8 (0.8) 89.3 (2.4)

ヒパコニチン 92.4 (5.6) 91.3 (4.4) 94.7 (2.9)

ジェサコニチン 89.2 (2.4) 88.3 (5.1) 89.4 (3.4)

アトロピン 107.6 (2.1) 105.3 (2.7) 109.8 (1.8)

スコポラミン 93.0 (2.6) 93.7 (1.8) 95.6 (1.7)

コルヒチン 88.3 (5.9) 86.9 (2.8) 85.9 (3.0)

デメコルシン 87.5 (3.3) 85.3 (3.5) 82.5 (1.3)

リコリン 87.7 (1.9) 88.0 (3.1) 94.2 (2.6)

ガランタミン 92.4 (1.1) 94.0 (1.5) 99.3 (1.4)

ガランタミノン 91.6 (2.2) 93.2 (2.1) 96.9 (2.6)

ククルビタシンB 91.8 (3.9) 91.6 (2.9) 96.7 (1.9)

α-ソラニン 132.7 (8.9) 114.3 (9.4) 120.4 (8.3) 90.6※ (6.1)
α-チャコニン 101.5 (6.5) 91.2 (4.3) 99.7 (6.1) 80.8※ (8.3)
ジオスシン 104.8 (23.8) 89.7 (31.8) 97.2 (16.2)

ジオスゲニン 76.1 (5.0) 83.3 (3.8) 80.5 (3.2)

ジェルビン 93.1 (2.4) 91.3 (2.8) 93.8 (2.9)

ベラトラミン 90.8 (1.2) 89.8 (1.7) 93.6 (2.4)

シクロパミン 84.9 (3.7) 90.5 (1.6) 94.1 (2.9)

※BL試料の含有量（α-ソラニン 1.3 µg/g 、α-チャコニン 1.4 µg/g）を減算した値

表４．添加回収試験結果（n = ５）

回収率（%） （RSD（%））
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果が得られた． 

４．高分解能測定による未知成分分析の検討 

精密質量の測定が可能なLC-Q/TOFを使って，未知

成分同定の可能性を検討した．今回の検討では，模

擬試料として，植物性自然毒では最も死亡事例が多

いイヌサフランやグロリオサの球根等に含まれる毒

成分コルヒチン（分子式：C22H25NO6）を実際の含有

量レベル（サンプル換算:0.2%）添加したゴボウを使

用した． 

試験溶液の調製方法(LC-MS/MS法と共通)に従い得

られた溶液２ µL を LC-Q/TOF に供し，SWATH® 

Acquisition による測定を行った．得られたトータ

ルイオンクロマトグラム(TIC)で強度が高かったピ

ークについて，プリカーサーイオンの精密質量から

組成式を推定し，フラグメントイオンから絞り込ん

だ（図２）．その結果，最も可能性が高い物質の組成

式として，コルヒチンの組成式が推定できた． 

以上のことから，まだまだ検討は必要であるが，

標準品が確保できない場合や健康危機事象への初期

対応として，LC-Q/TOFが活用できる可能性を見出せ

た． 

 

ま  と  め 

今回，LC-MS/MSを使った23成分植物性自然毒

の一斉試験法を確立し，また，標準等が確保でき

ない場合でも，LC-Q/TOFを使用することで，自然

毒を検出できる可能性を見出せた． 
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400.1746 
401.1786 
402.1819 

親イオン 
(C22H26NO6) 

309.1125 
(C19H17O4) 

267.1026 
(C17H15O3) 

358.1649 
(C20H24NO5) 

候補組成式
MS

Rank
Formula

Exact mass
(H+付加体)

Error
(ppm)

1 C22H25NO6 400.1755 -2.2
2 C17H22N9OP 400.1758 -2.9


