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要約

フグ組織およびヒト血清・尿中のテトロドトキシン（ ）を親水性相互作用クロマトグラフィTTX

ーを用いて により定量・定性する迅速分析法を開発した．試料を 酢酸で抽出し，フLC/MS/MS 2%

グ組織については水で希釈し，ヒト血清および尿については両性イオン基を結合したポリマー基材

の親水性相互作用クロマトグラフィーカートリッジを用いて精製した． には同様に親水性相互LC

作用クロマトグラフィーカラムを用いて移動相に ギ酸・アセトニトリルによりグラジエント0.1%

分析した．検出限界は，フグ組織では ，ヒト血清および尿では であった．添加回10ng/g 0.1ng/mL

収試験の平均回収率はフグ（筋肉・肝臓・皮）で ～ ，ヒト血清・尿で ～ と良好な85 105% 70 85%

結果が得られた．いずれもきょう雑ピークはほとんど見られなかった．

：テトロドトキシン ，フグ ，血清 ，尿 ，Key Words tetrodotoxin puffer-fish serum urine

hydrophilic interaction chromatography親水性相互作用クロマトグラフィー

/ LC/MS/MS高速液体クロマトグラフィータンデム質量分析法

Ⅰ はじめに

テトロドトキシン（ ）は，マフグ科魚類や巻貝ボTTX

ウシュウボラなどに含まれる強力な神経毒である．熱・

光・酸に安定で通常の調理法では分解されず，自然毒に

よる食中毒の代表的な原因物質となっている．

の分析法には，公定法 のマウスを用いた生物TTX １）

学的試験法があるが，死亡の判定に伴う分析精度の問題

やマウスの管理が煩雑で緊急時には対応しにくいなどの

問題がある．理化学的試験法としては，蛍光検出器付き

高速液体クロマトグラフ やガスクロマトグラフ／質量２）

分析計 用いる方法が報告されているが，強アル３ ，４）） を

カリによる分解やトリメチルシリル誘導体化が必要で操

作性に劣っている．

著者らは近年普及している を用いたテトLC/MS/MS

ロドトキシン( ）の分析法を検討し報告した ．TTX ５ ，６)）

この方法は，公定法のマウスを用いた生物的試験法と比

LCべ 感度や緊急時の対応の面で有効であった しかし， ． ，

の移動相に有機ハロゲン化合物のイオンペア試薬を使用

することから，環境汚染物質を使用する点， の十分LC

な洗浄が必要な点などの問題があった．

そこで， カラムに両性イオン基を結合したポリマLC

ー基材の親水性相互作用クロマトグラフィーカラム

環境と機器にやさしく操作性（ カラム）を用い，HILIC

フグおよびヒト血清・尿中のも良い分析法を目指して，

を により分析する方法を検討した．TTX LC/MS/MS
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Ⅱ 実験方法

1.試料

ヒガンフグ（筋肉・肝臓・皮 ，ヒト尿および血清．）

2.試薬等

標準品: は，和光純薬工業(株)製を使用した．TTX

標準原液: 標準品 を水で溶解し とした．1mg 10mL

標準溶液: 標準原液を適宜 酢酸で希釈して使用0.1%

した．ただし，添加回収試験は水で希釈して使用した．

ミニカートリッジ： 社製 をあC18 Varian C18-HF 1g

らかじめメタノール，水各 でコンディショニング10mL

して使用した．

HILIC SeQuant ZIC-HILIC SPEカートリッジ： 社製

をあらかじめ水 ，アセトニトリル ， メ1g 5mL 10mL 80%

タノール でコンディショニングして使用した．10mL

その他の試薬 すべて特級品あるいは 用を使用: HPLC

した．

3.装置

Agilent Agilent 1100高速液体クロマトグラフ： 社製

シリーズを使用した．

質量分析装置( )： 社製MS/MS Applied Biosystems

を使用した．API4000

4.測定条件

の測定条件は表 に示した．LC/MS/MS 1

表 テトロドトキシンの 測定条件1 LC/MS/MS

Column SeQuantZIC-pHILIC

50mm×2mm i.d.

℃Column temp. 40

Mobile phase Solvent A:0.1%formic acid

Solvent B:acetonitrile

Gradient profile Time min 0 5 15 20( )

B % 70 70 0 0( )

Post time 20min

Injection volume 20 Lµ

( )Ionization ESI +

Ionspray voltage 5.5 kV

℃Turbo gas temp. 750

Dwell time 150ms

DP 80VDeclustering potential( )

Collision energy CE 51eV( )

Precursor ion 320m/z
Product ion 162m/z

5.試料溶液の調製

ヒガンフグ（筋肉・肝臓・皮）は，既報 により次の６)

とおり抽出した．磨砕試料 を ナシ型フラスコ5g 200mL

に採り， 酢酸 を加えて，沸騰水浴中で 分2% 100mL 10

間加温し，脱脂綿でろ過した．残さを 酢酸で反復洗2%

浄し，ろ過溶液と洗浄溶液を合わせて に定容し250mL

1mL 20mL 0.2µmた．この抽出溶液 を水で とした後，

フィルターでろ過し，試験溶液とした．なお，皮や肝臓

試料で 濃度が高いものについては，さらに 酢TTX 0.1%

酸で適宜希釈した．

ヒト血清・尿は，試料 に 酢酸を加え と1mL 2% 10mL

した．これを ミニカートリッジに負荷し通過したC18

初流 を廃棄し次の を採取した．うち に4mL 6mL 1mL

メタノール を加え カートリッジに負荷し20mL HILIC

80% 20mL 2% 5mLた． メタノール，水各 で洗浄し 酢酸

で溶出した． ℃で減圧濃縮し，窒素を吹き付け乾固70

した後， 酢酸 に溶解し， フィルターで0.1% 1mL 0.2µm

ろ過し，試験溶液とした．

Ⅲ 結果および考察

1.前処理のカートリッジの検討

ヒトの尿・血清中には塩類が含まれており 倍未満100

の希釈率ではイオン化阻害やピーク形状の悪化が見られ

た．既報 のメタクリレート－スチレンジビニルベンゼ６)

ンカートリッジによる精製方法はカートリッジのリザー

pH 60%バー内で 調製を行うもので熟練を要し回収率が

程度になることがあった．

そこで，親水性相互作用クロマトグラフィーを用いる

方法を検討した．一般に親水性相互作用クロマトグラフ

ィー用ミニカートリッジ（ カートリッジ）はアセHILIC

トニトリルやメタノールなどの溶媒で保持させ水で溶出

させるものである．今回検討した は水にもアセトTTX

ニトリルなどの溶媒にも溶解しないため， カートHILIC

リッジに保持させた後に水で洗浄することにした．しか

し，塩が共存するヒトの尿・血清の場合は水洗浄で溶出

HILICしやすくなることから抽出液にメタノールを加え

カートリッジに負荷することにした． メタノールで80%

洗浄してから水洗浄をすることにより脱塩処理ができ，

酢酸により容易に溶出することができた．2%

また，ヒト尿・血清の場合 カートリッジのみHILIC

の精製ではカートリッジや カラムが詰まりやすい傾LC

向にあったため， カートリッジによる精製を追加すC18

ることにした．
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2.LC/MS/MS条件の検討

LC/MS/MS C18既報 では で一般的に使用されている６)

カラムを使うためにイオンペア剤を用いた． 用LC/MS

のイオンペア剤は有機ハロゲン化合物を用いておりその

ものが環境汚染の分析対象となることや分析系に吸着し

バックグラウンドの原因となるなど他の分析に支障を与

えることが考えられた．

そのため，移動相を で一般に使われるものにLC/MS

し， カラムも精製ミニカートリッジと同様の親水クLC

ロマトグラフィーを検討した． は移動相としてアTTX

セトニトリル，メタノール，水を用いたどの場合でも

カラムに強く保持され， の移動相によくHILIC LC/MS

使用される ギ酸により溶出したことから ギ酸0.1% 0.1%

－アセトニトリルによるグラジエント条件を検討した．

はアセトニトリル 以上で保持が強く溶出されTTX 70%

ず 以下で保持が無くなり溶出された．30%

標準溶液の場合は保持時間が 分以下でも良好TTX 5

なピーク形状であったが， カートリッジ処理したHILIC

．ヒト尿に を添加した場合はイオン化阻害を受けたTTX

そこで， カラムに を保持させたまま，イHILIC TTX

70% 5オン化阻害と分離するようにアセトニトリル で

分間保持させてからグラジエントした．なお，不要なき

ょう雑物を へ導入させないように試料注入後 分MS 10

間はバルブ切り替えにより へ導入しないようにしMS

た．

条件は既報 のとおり行った．MS/MS ６)

3.検量線

．検量線は ～ の範囲で であった0.01 10ng/mL =0.999r

4.検出限界と添加回収

検出限界は，フグ組織で （約 ，ヒト10ng/g 0.05MU/g）

血清・尿で であった．添加回収試験の平均回0.1ng/mL

収率はフグ（筋肉・肝臓・皮）で ～ ，ヒト血85 105%

70 85% TTX清・尿で ～ と良好な結果が得られた．図に

のクロマトグラムを示した．いずれもきょう雑ピークは

ほとんど見られなかった．

以上のことから本法は，イオンペア試薬を使用せず，

前処理が簡便であり，また，定性も確実であることから

フグ中毒事例において を分析するための手法としTTX

て有用であると考える．

図 のクロマトグラムTTX
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