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要旨 

 牛乳は古くから高栄養食品として人々の健康を支えてきた。しかしながら、牛

乳は動物由来食品であるため、細菌性毒素の汚染を完全に防除することができ

ず、セレウス菌が産生するセレウリド(CRL)や黄色ブドウ球菌が産生するエンテ

ロトキシン A(SEA)が牛乳に残留したことで、大規模な集団食中毒事件が発生し

てきた。CRLと SEAを同定かつ定量する個別試験法にはそれぞれの課題があり、

改良が必要であった。特に、鑑別が必要な 2 つの細菌性毒素を測定できる信頼

性の高い分析法が求められていた。本研究の目的は、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、牛乳中 CRL と SEA を同一の条件で連

続して測定し、再現性高く定量するとともに、簡単かつシンプルな前処理法を構

築することとした。 

LC-MS/MS による牛乳中の CRL の同定および定量法を開発した。酸性化によ

るタンパク質沈殿法によって牛乳中の CRL を濃縮し、アセトニトリルによる 2

回の抽出で回収した。これらの組み合わせにより、牛乳から夾雑成分を除去し、

固相精製を用いたクリーンアップステップを省略した。さらに、再現性の良い測

定と検出器を清浄に保つために、抽出溶液をメタノールで 10 倍に希釈した。そ

の結果、フラグメンテーションへの干渉を最小限に抑え、プロダクトイオンスペ

クトルによる CRL の同定が可能となった。加えて、夾雑成分の影響を-4%とす
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ることで、より簡便な外部標準検量線を採用し、正確な定量値を得た。開発した

本法について、牛乳を対象試料に妥当性評価を行った。CRL を 2 濃度(10、50 ng/g)

で添加し、1 試験者が 1 日 3 併行 5 日間の回収試験を実施した。その結果、本法

は充分な選択性を有しており、真度 91-94%、併行精度 2-5%、室内精度 5-6%で

あった。定量下限値(LOQ)は 2 ng/g に設定できた。各パラメータは農薬等の試験

法開発に使用される厚生労働省ガイドライン基準に適合し、本法が試験検査に

適応できる分析性能を有していることを確証した。さらに、LOQ のプロダクト

イオンスペクトルにおいて，標準品との一致率は 70%以上であり、LOQ まで確

実かつ精確に同定・定量する本法の有用性を確証した。本研究は再現性の高い

CRL スクリーニング法を開発し、従来の個別法と併用することで真度の検証と

いった運用を提案した。 

(Koike, H., et al. Food Addit Contam Part A Chem Anal Control Expo Risk Assess. 

35:2424-2433. 2018) 

SEA の安定同位体標識ペプチドを内部標準物質として用い，LC-MS/MS によ

り牛乳中の SEA 定量法を開発した。本研究ではトリプシン消化した SEA 由来ペ

プチドを測定することで、牛乳中の SEA を確実かつ精確に同定・定量する。ま

ず、SEA 由来ペプチドを 3 つ選定し、SEA 全体の 10%以上のアミノ酸配列を網

羅することで、LC-MS/MS を使用して未知タンパク質を同定するための基準を
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満たす同定性能を確保した。次に、CRL と同じ LC 条件の適用を検証した結果、

これらペプチドを十分に分離できることから、2 つの細菌性毒素を効率よく迅速

に鑑別できることとなった。前処理では、牛乳中の SEA を pH 調整とトリクロ

ロ酢酸（TCA）沈殿法の 2 段階のプロセスで採集した。pH 調整によってカゼイ

ンを取り除き、SEA を選択的に濃縮した。TCA 沈殿法では、特別な器具を使用

せずに SEA と他のタンパク質を分別した。また、酵素とタンパク質の比率を最

適化することで、トリプシン消化効率を最大かつ安定化した。さらに、脱塩操作

によって、分離を阻害する夾雑成分を取り除き、SEA 由来ペプチドの保持時間

を保証し再現性を高めた。開発した本法について、牛乳を対象試料に妥当性評価

を行った。SEA を 2 濃度(50、100 ng/g)で添加し、1 試験者が 1 日 3 併行 5 日間

の回収試験を実施したところ、充分な選択性を有しており、真度 80-82%、併行

精度 13-14%、室内精度 13-18%であった。定量下限値は 10 ng/g に設定できた。

各パラメータは農薬等の試験法開発に使用される厚生労働省ガイドライン基準

に適合し、本法が試験検査に適応できる分析性能を有していることを確証した。

本研究は LC-MS/MS によるペプチド測定に特化した前処理法を開発することで、

先行研究よりも高精度かつガイドライン基準を満たす信頼性の高い SEA 定量法

を確立した。 

(Koike, H., et al. Food Addit Contam Part A Chem Anal Control Expo Risk Assess. 
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36:1098-1108. 2019) 

 開発した分析法を生乳に応用するため、生乳の代替となる特別牛乳を用いて

添加回収試験を実施した。CRL 10 ng/g を添加した結果（n=3）では、回収率 81.1%、

RSD1.6%であった。SEA 50 ng/g を添加した試験（n=3）では、回収率および RSD

はそれぞれ 78.8%および 9.1%であった。本法の妥当性を検証した結果、十分な

結果が得られた。さらに、CRL および SEA の実残留量の調査を実施した。東京

都内で採取または購入した生乳 14 検体および低温殺菌牛乳 8 検体に本法を適用

した。いずれの試料からも対象毒素である CRL と SEA を検出しなかった。 

以上のことから、本研究は CRL と SEA の 2 つの細菌毒素を同一の LC-MS/MS

条件で連続して測定できる分析法を開発した。また、簡便な前処理法による精確

かつ再現性の高い定量が可能となった。開発した本法を東京都内の実態調査に

適用し、流通する牛乳類に定量下限値以上の CRL と SEA の残留がないことを確

証した。開発した本法が食中毒の病因物質の同定や健康被害の防止に寄与する

とともに、本研究が牛乳の品質保証や食品衛生における検査体制の強化に貢献

することが期待される。  
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ABSTRACT 

Cow’s milk is a highly nutritious food and has supported human health. However, because 

the cow’s milk is an animal-derived food, it is not completely free from bacterial toxins. 

Cow’s milk contaminated by cereulide (CRL) produced by Bacillus cereus and 

staphylococcal enterotoxin type A (SEA) produced by Staphylococcus aureus caused 

extensive outbreaks of gastroenteritis. The individual methods for identifying and 

quantifying CRL and SEA had their own problems and needed to be improved. 

Furthermore, there is a need for an analytical method capable of measuring two bacterial 

toxins that require differentiation. The aim of this study was to reliably identify the 

presence of CRL and SEA in cow’s milk under identical conditions using liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). An accurate quantitative 

method was also developed with easy and simple sample preparations. 

The presence of CRL in cow’s milk was identified and quantified using our validated 

method with LC-MS/MS. CRL was concentrated using protein acid-precipitation and 

extracted from the precipitate by using acetonitrile twice. The combination of protein 

acid-precipitation and extraction sufficiently eliminated the matrix compounds from the 

milk and a further clean-up step utilising solid-phase extraction could be omitted. For 

robustly measuring the samples and keeping the MS devices clean, the extraction solution 
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was diluted 10-fold using methanol. Owing to the minimisation of the interferences 

caused by fragmentation patterns, multiple reaction monitoring information-dependent 

acquisition-enhanced product ion spectra enabled the characterisation and identification 

of CRL. Besides the matrix effect (−4%), an external solvent calibration curve was 

adapted for accurate quantification. The method was validated using fortified recovery 

tests, at two concentrations (10 and 50 ng/g), using three samples daily on five different 

days based on the Japanese guidelines. This new method exhibited good accuracy ranging 

from 91% to 94%. The relative standard deviations (RSD) of repeatability ranged from 

2% to 5%, and the RSD of within-laboratory reproducibility ranged from 5% to 6%. 

These standard deviations satisfied the criteria for the Japanese validation guidelines. The 

limit of quantification (LOQ) was estimated to be 2 ng/g. On the product ion spectra at 

the LOQ level, the library match was satisfactory with a purity fit value of >70%. Thus, 

this study developed a practical screening method for quantifying CRL and proposed an 

operation model with conventional individual methods for verifying the trueness. 

SEA contaminant was quantified in cow’s milk by LC–MS/MS with the use of a stable 

isotope-labelled peptide of SEA as an internal standard. SEA was cleaned up in a two-

step process that included pH control and trichloroacetic acid (TCA) precipitation. The 

pH control phase eliminated other proteins. TCA precipitation cleaned up SEA without 
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special equipment. An appropriate enzyme-to-protein ratio maximised tryptic digestion. 

A desalting process guaranteed the stable retention of SEA-digested peptides. The 

coverage of amino-acid sequences (>10%) clearly identified the toxin’s presence. SEA 

was accurately quantified using LC-MS/MS based on a multiple-reaction monitoring 

mode. The developed method was validated based on spiked recovery tests at 50 and 100 

ng/g conducted with three samples collected on a daily basis for five days based on 

Japanese validation guidelines. The new method exhibited good accuracy which ranged 

from 80% to 82%. The RSD of repeatability were 13–14% and the RSD of within-

laboratory reproducibility were 13–18%. These standard deviations satisfied the criteria 

of the Japanese validation guidelines. The LOQ was estimated to be 10 ng/g. By 

optimizing a sample preparation method for peptide analysis by LC-MS/MS, this study 

established an accurate reliable method for SEA quantification according to the criteria 

of the guideline. 

To verify the applicability of the developed methods to raw milk, a fortified test using 

a special milk sample as an alternative was tested. In the fortified tests using the milk 

samples with 10 ng/g CRL (n = 3), the recovery and RSD were 81.1% and 1.6%, 

respectively. In fortified tests using the milk samples with 50 ng/g SEA (n = 3), the 

recovery and RSD were 78.8% and 9.1%, respectively. The suitability of the methods was 
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tested and gave satisfactory results. Additionally, a survey of the actual residues of CRL 

and SEA was conducted. The developed method was applied to 14 raw milk and 8 milk 

samples pasteurised using the low-temperature, long-time process and collected in Tokyo. 

None of the samples was found to contain the target toxin.  

In this study, an analytical method that can measure the two bacterial toxins, CRL and 

SEA, was developed using the same condition via LC-MS/MS. An accurate and reliable 

quantitative method was also developed with easy and simple sample preparations. The 

developed method was applied to a survey in Tokyo, and it was confirmed that there were 

no residues of CRL and SEA in cow’s milk samples. The developed method is expected 

to contribute to the identification of causative agents of food poisoning and the prevention 

of health hazards. Furthermore, it is expected that this study has contributed to the quality 

assurance of cow’s milk and the strengthening of the inspection system in food hygiene.   
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第1章 緒論 

本論文の対象は、細菌性毒素であるセレウリド(cereulide, CRL)と黄色ブドウ球

菌エンテロトキシン A(staphylococcal enterotoxin type A, SEA)である。液体クロマ

トグラフ-タンデム型質量分析計(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

LC-MS/MS)を用いた牛乳中の CRL と SEA の分析法を開発することを目的とし

ている。 

 

1-1. 牛乳中の細菌性毒素分析の必要性 

 世界中で生産・消費されている牛乳は歴史のある畜産物の 1つであり(Flannery, 

1965)、高い栄養価を有している食品である。均質な白い液体である牛乳は加工

しやすく、食の多様性を生み出し、人類の生活を豊かにしている。日本をはじめ、

アメリカや EU、オーストラリア等においては、一般細菌数や大腸菌数を乳の規

格基準として設定し、その安全性を厳格に管理している(Okada, 2021); ([MHLW] 

Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2016)。酪農業では、搾乳時ま

たは製造流通工程における衛生管理を徹底し、さらに、牛乳の生産から消費工程

においては、10℃以下の低温管理を徹底することで、環境由来のセレウス菌や乳

房炎の原因菌である黄色ブドウ球菌の増殖と汚染拡大を防除している

(Evanowski et al., 2020); (Feldmann et al., 2006); (Paludetti I et al., 2018.)。 
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しかしながら、牛乳は動物性食品であるため、原料由来の微生物汚染を完全に

防ぐことは難しく、世界各国で細菌性食中毒の原因食品となっている(Okada, 

2021)。特に日本では、セレウス菌や黄色ブドウ球菌が増殖時に産生・放出する

細菌性毒素の残留した牛乳等の喫食が食中毒事件を引き起こし、その際には数

百人または 1 万人を超える患者数が報告されている(Okada, 2021); (Asao et al., 

2003)。このような大規模な集団食中毒事例が発生した際には、病因物質を特定

するために、牛乳中の細菌性毒素を分析し、その存在の有無を証明する必要があ

る。加えて、平常時から流通する牛乳中の細菌性毒素をモニタリングし、その安

全性を保障することは、飲食による被害を防止し国民の健康生活の維持増進に

つながる。これらの理由から、細菌性毒素の分析は食品衛生および公衆衛生学的

に重要である。 

 

1-2. 牛乳へのセレウス菌の混入と CRL 分析法の課題 

セレウス菌(Bacillus cereus)は環境中に広く存在し、感染症の原因となること

が知られており、国内の食中毒統計に病因物質として記載されている病原体で

ある([MHLW] Ministry of Health Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2021)。本菌に

よる食中毒は嘔吐型と下痢型に分類され、日本では嘔吐型の発生が主に報告さ

れている(Okada, 2021); ([MHLW] Ministry of Health Labour and Welfare, Tokyo, 
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Japan., 2021)。嘔吐型のセレウス菌食中毒においては、セレウス菌によって産生

された細菌性毒素(CRL)が食品を汚染し、嘔吐や腹痛を引き起こす(Okada, 

2021); ([MHLW] Ministry of Health Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2021)。過去

の食中毒事例から経口摂取でのCRLの最小発症量は約1 μg/ヒトと推定されてい

る(Andersson et al., 2007); (Ueda, 2013)。CRLは非リボソームペプチド合成酵素

によって合成されるドデカデプシペプチド[D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val]3である

(Agata et al., 1995); (Ehling-Schulz et al., 2006); (Marxen et al., 2015)。CRLの構造

と特性をFigure 1に示す。この環状ペプチドは消化酵素や極端なpH条件、さら

には121℃、90分の熱にも耐性がある(Agata et al., 1995)。CRLは物理化学的に安

定した嘔吐毒であり、調理後にセレウス菌が死滅していても、毒素が残存して

食中毒が生じる例が報告されている(松木 et al., 2021)。従って、セレウス菌の

検出ではなく、症状を引き起こすCRLの検出が必要である。 

CRL を産生するセレウス菌は生乳および牛乳の中に存在することが報告され

ている(Cui et al., 2016); (Shimojima et al., 2020)。牛乳の加工において一般的であ

る殺菌処理によって細菌は死滅するが、芽胞が残存する場合がある(Scheldeman 

et al., 2006)。生き残った芽胞は、ほとんどあるいは全く競合することなく、出芽・

増殖して嘔吐毒素を産生することができる。加えて、耐寒性のセレウス菌は 7℃

以下での保管中にも増殖できるので(Scheldeman et al., 2006)、冷蔵保存している
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牛乳中でも CRL を産生する可能性がある。食の安全を守るためにも、牛乳中の

CRL の有無を確認できる分析法が求められている。 

CRL の分析には、様々な生物学的試験が開発されてきた。生物学的試験とし

ては、イノシシ精子の運動性を利用した細胞毒性試験(Andersson et al., 2007)や 

Caco-2 細胞(Rowan et al., 2001)、チャイニーズハムスター卵巣細胞(Beattie and 

Williams, 1999)、HEp-2 細胞(Stark et al., 2013)、ラット肝細胞(Kawamura-Sato et 

al., 2005)の細胞培養を用いた毒性試験がある。バイオアッセイに基づくこれらの

方法は、力価 titer といった単位を用いて毒素活性(生体への影響)を評価できる

が、症状の原因となる CRL を検出することができない。また、これらの生物学

的手法は CRL の有無を判断する定性的な手法であり、残存する CRL がどの程

度あるかを定量できない。 

そこで、CRL を直接検出し定量するために 液体クロマトグラフ-質量分析計

(liquid chromatography mass spectrometry, LC-MS)やタンデム質量分析計(tandem 

mass spectrometry, MS/MS)を用いた化学的手法が開発された(Biesta-Peters et al., 

2010); (Kroteń et al., 2010); (Delbrassinne et al., 2012); (Yamaguchi et al., 2013); 

(Decleer et al., 2016)。これらの既報では、MS システムを選択反応モニタリング 

(selected reaction monitoring, SRM)モードで使用し、LC で分離しきれなかった夾

雑成分と CRL を区別することによって、食品に含まれる数 ng/g の CRL を再現
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性高くかつ短時間で検出することができる。一方で、前処理工程での損失やイオ

ン化効率を補正し、より正確に定量するために、安定同位体識標した CRL(13C6-

CRL)や CRL と類似した構造を持つバリノマイシンを内部標準物質として利用

している。CRL の内部標準物質として、13C6-CRL がバリノマイシンよりも正確

に各工程を補正できるという報告があり(Rønning et al., 2015)、13C6-CRL の使用

が一般的になっている(Bauer et al., 2010); (Zuberovic Muratovic et al., 2014); (in 't 

Veld et al., 2019)。しかしながら、13C6- CRL は 特注品であり、入手や管理・維持

が難しい。日常的に牛乳中の CRL を監視し、かつ食中毒事件への対応可能な検

査体制を構築するためには、ランニングコストは抑えつつ LC-MS/MS が持つ検

出精度を維持した定量法、つまりスクリーニング法が求められている。 

 

1-3. 牛乳への黄色ブドウ球菌の混入と SEA 分析法の課題 

黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)は牛の乳房炎の起因菌であり、タンパク

質の毒素であるエンテロトキシン A-E (classical SEs) およびエンテロトキシン様

タンパク質 SEG-SElY (newer SEs)を産生し毒性を発揮する病原体である(Fisher et 

al., 2018)。これらのタンパク質毒素の中でも特に SEA は食中毒に関与する毒素

の中で最も頻繁に遭遇する毒素であると報告されている(Shimizu et al., 2000); 

(Yan et al., 2012)。日本では、1980 年から 1995 年の 16 年間に発生した黄色ブド
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ウ球菌食中毒事件のうち、89%以上の頻度で SEA は関与していたとの報告があ

る(Shimizu et al., 2000)。SEA は約 27 kDa の単純タンパク質であり、100℃、20 分

の熱や強酸性環境下でも安定である (Asao et al., 2003); (Evenson et al., 1988); 

(Thomas et al., 2007); (Fisher et al., 2018)。SEA の立体構造と特性を Figure 2 にま

とめた。SEA は熱や pH の変化に耐性を持つため、菌体死滅後にも毒素が残存し

て中毒を引き起こすことが懸念される。実際に低脂肪乳中に残留した SEA によ

る大規模集団食中毒事例では、黄色ブドウ球菌が検出されないにもかかわらず、

SEA は検出された(Asao et al., 2003)。経口摂取による SEA の最小発症量は様々

な濃度が報告されている。(Gilquin et al., 2017)は、50 μg 以上の SEA がヒト(体重

70 kg)に対して毒性があるとする一方、(Asao et al., 2003)は、経口摂取した SEA 

20～100 ng が消化器症状を引き起こしたと報告している。この事例では(Asao et 

al., 2003)、低脂肪乳中の SEA はごく微量であり、0.1～1.6 ng/g の濃度範囲であ

った。SEA の毒性評価や牛乳の安全性を確保するためには、食中毒事例で報告

された濃度まで SEA を定量できる分析法が必要である。 

食品中の SEA 検出法として汎用されているのは、抗原抗体反応を用いた酵素

免疫吸着法(Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA)や逆受身ラテックス凝集

反応法(Reversed Passive Latex Agglutination, RPLA)といった免疫学的手法である

(Park and Szabo, 1986); (Jørgensen et al., 2005); (Nouri et al., 2018)。EU の公定法
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(Hennekinne et al., 2007)では、ELISA による SEA 検出に先立ち、2 段階の前処理、

すなわち pH 調整と透析を行う。pH 調整は、さらに 2 つのステップ、酸性化と

中和化で構成されている。酸性化では、牛乳に酸を加え遠心分離を行い、SEA を

含む上澄液と主要な乳タンパク質（カゼイン）を沈殿させ分離する。中和化では、

上澄液から pH 調整によって壊れたタンパク質等を除去する。さらに 24 時間以

上の透析をクリーンアップとして用いる。前処理を 2 段階にすることで、牛乳

中の SEA 検出下限値を 0.1 ng/g に設定できるという感度に関する利点がある一

方で、測定完了までの期間が数日と長くなる不利な点がある。この EU 公定法の

信頼性については、牛乳中の SEA 10 ng/g を正確に検出できないといった報告が

ある(Nia et al., 2016)。(Nia et al., 2016)は ELISA 等の免疫学的手法を用いて牛乳

中の SEA 10 ng/g を検出する技能試験を実施し、取りまとめている。参加した試

験所 17 機関のうち、8 機関(47%)で SEA は同定されず、偽陰性となった。従っ

て、EU 公定法は再現性が充分でないと考えられる。日本においては ELISA およ

び RPLA が検出法の主流であり、EU 公定法の前処理および検出原理も同様であ

ることから、EU 公定法と共通の限界があると考えられる。そこで、試験検査の

再現性と信頼性を高め、精確な検出下限値を担保するために、検出原理の異なる

新たな SEA 定量法が求められていた。 

上述の限界を打開するために、質量分析計(MS)による SEA 検出法が代替手段



18 

 

として開発されてきた(Brun et al., 2007); (Dupuis et al., 2008)。MS を用いたタン

パク質の網羅的分析をおこなうプロテオミクス分野においては、相対定量法が

発展した後により厳密な定量的な方法が用いられるようになった。このような

経緯から後者の定量には「絶対定量」という用語がプロテオミクス分野では使わ

れる。この「絶対定量」は、分析化学分野においては「定量」に相当する。本論

文では、MS による SEA の定量とはプロテオミクス分野における相対定量のこ

とではなく絶対定量のことを指すものとする。(Brun et al., 2007)および (Dupuis 

et al., 2008)の研究で開発された方法では、in vitro で合成した安定同位体標識を

全長に施した SEA を用いた定量法(protein standard absolute quantification, PSAQ

法)に従って、検出・定量する。PSAQ 法では、試料毎に変化する抽出効率とトリ

プシン消化効率を補正した定量値の算出が可能である。しかし、SEA のような

毒性があるタンパク質の分析では、安定同位体標識したタンパク質も毒物とみ

なされ、測定に用いる場合であっても厳密な管理が必要とされることから、食品

安全管理の実務上で利用することが著しく困難である。さらに、全長を安定同位

体標識したタンパク質の合成には、数百万円の費用が必要となる。こうした中、

同位体標識を一部に施した(stable isotope-labelled internal standard, SIIS)ペプチド

を LC-MS/MS 測定するタンパク質の定量法(absolute quantification, AQUA 法)が注

目されてきた。AQUA 法では、タンパク質をトリプシン消化し特徴的なアミノ
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酸配列を持つペプチドを測定するため、対象とするタンパク質は破壊されてい

る。つまり、AQUA 法を用いれば毒素である SEA を壊して、安全に検出するこ

とできる。さらに、LC-MS/MS 測定の SRM モードと AUQA 法を組み合わせる

ことで、タンパク質の検出と定量ができると考えられている(Marx, 2013)。これ

らの技術(AQUA 法および SRM モード) を牛乳中の SEA 分析に適用した報告

がある (Muratovic et al., 2015); (Andjelkovic et al., 2016)。これらの方法では、算出

される定量値は大きくばらつき、再現性の相対標準偏差(relative standard deviation 

of repeatability, RSDr)の値は 9～30%となっている。定量値の大きなばらつきは試

料ごとの検出下限値を曖昧とし、検査結果の信頼性を削ぐ要因となる。前述の 2

論文では、透析や限外濾過等を用いた操作を行い、試料を濃縮している。こうし

た濃縮方法は試料由来の夾雑成分による干渉を受けやすく、試験溶液を一定に

保つことができない。これらの要因を改良し、ばらつきを抑えた高精度かつ再現

性の高い SEA 定量法の開発が喫緊の課題となっている。 

 

1-4. CRL と SEA 分析のおける測定条件の共通化と性能評価の重要性 

CRL と SEA は乳を汚染・残留する可能性がある主要な細菌性毒素であり共在

することがある。CRL と SEA は熱と酸に耐性があるため(Agata et al., 1995); (Asao 

et al., 2003)、セレウス菌や黄色ブドウ球菌を生菌として分離できない場合、嘔吐
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や腹痛といった臨床症状では鑑別できない。従って、ある特定の乳試料について

衛生管理上の分析をする際には CRL と SEA を鑑別しながら両者共に定量する

ことが望ましい。しかしながら、これまでのところ、CRL と SEA の分析法は LC-

MS/MS を用いた個別の試験法であり、特性の異なる 2 つの細菌性毒素は同一の

測定条件で分析されていない。LC 条件や MS の温度を一定に保つことで、複数

のサンプル中の CRL および SEA を連続して測定し、データ採取における時間を

短縮できる。実務的には、LC の移動相交換と MS の温度変更時間を省き、労力

を削減した効率的な測定が期待できる。そこで、本研究では、LC-MS/MS の測定

条件を共通化することを目的とした。さらに、開発した CRL や SEA の定量法の

再現性に関して、それぞれの分析性能を評価し保証する必要がある。公定法を用

いても再現性のある結果を得ることは難しい現状では、従来の方法や他機関と

比較する以前に、開発した定量法を試験所内で性能保証することがまず第一に

重要と考えて併行精度と室内精度を指標に評価することとした。 

 

1-5. 本論文の目的 

本研究は、LC-MS/MS を用いて 2 種の細菌性毒素(CRL と SEA)を同一の条件

で連続して測定し再現性高く定量することを目的とする。本研究では、牛乳中の

CRL(第 2 章)、SEA(第 3 章)への適した分析法開発を試み、その性能を評価した。
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さらに、開発した分析法を牛乳および生乳に適用し、2 種の細菌性毒素の残留実

態を調査した(第 4 章)。総括では各章で得られた知見をまとめ、本研究の意義を

結論付けた。 
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第2章 LC-MS/MS による CRL 定量法の確立 

2-1. 緒言 

第 1 章で述べたとおり、セレウス菌が産生する嘔吐毒である CRL の定量は食

中毒発生時および牛乳中のモニタリング検査等に行われると考えた。しかしな

がら、従来の方法は定性能や簡便性、信頼性に課題があり、新たな定量法開発が

重要である。本章では、LC-MS/MS による CRL の定量法を開発し、それについ

て詳述する。 

 

2-2. 材料および方法 

2-2-1. 試料 

 分析条件の検討および妥当性評価には、東京都内に流通する市販の牛乳(国産)

を用いた。 

2-2-2. 標準品 

標準品として、CRL 標準溶液(メタノール溶解、50 µg/mL, Fujifilm Wako Pure 

Chemical Corp., Osaka, Japan)を使用した。CRL の取扱いについては、手袋や個人

用保護具の使用といった病原体等への標準予防策を徹底した。また、CRL に触

れた器材や器具は漂白剤で処理し毒素を破壊した。 
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2-2-3. 試薬 

超純水(抵抗値 >18 MΩ)は Milli-Q water system(Merck, Billerica, USA)を用いて

作製した。アセトニトリル(HPLC grade)、1 mol/L ギ酸アンモニウム溶液(LC/MS 

grade)、99%ギ酸(LC/MS grade)、塩酸(HCl, reagent grade)およびメタノール(HPLC 

grade)は Fujifilm Wako Pure Chemical Corp.のものを用いた。 

2-2-4. 標準原液および標準溶液 

 CRL の標準品(50 µg/mL)をメタノールで希釈し、5 µg/mL の濃度に調製し標準

原液とした。標準原液は分析まで 4℃で保存し、1 年間安定であった。 

メタノールを用いて標準原液を調整希釈し、最終濃度 1 µg/mL の標準溶液を

調製した。この標準溶液を添加回収試験および検量線作成に使用した。メタノー

ルを用いて標準溶液を段階希釈し、検量線用標準溶液を調製し、最終濃度を 0.1, 

0.25, 0.5, 2.5, 5.0 ng/g とした。 

2-2-5. 前処理 

前処理の概要を Figure 3 に示す。まず、牛乳 25.0 g を 50 mL の遠沈管に秤量

した。試料の pH を 5 mol/L HCl で 3.5 ± 0.5 に調整した。試料を 3200×g、4℃で

15 分間遠心分離し、上清を除去した。沈査に 20 mL のアセトニトリルを加えた

後、混合物を激しくボルテックスし、12000 ×g, 4℃で 15 分間遠心分離した。上

清を綿栓濾過し、新しい遠沈管に回収した。残りの沈査を 20 mL のアセトニト
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リルに加え、前述の抽出を再度行った。上清を先の抽出液と合わせ、アセトニト

リルで 50 mL に定容した。この抽出液のうち 100 µL をメタノールで 10 倍に希

釈した。希釈溶液を 1.5 mL マイクロチューブに移し、12000 × g、4℃で 5 分間遠

心分離した。得られた上清を試験溶液として、LC-MS/MS 測定に用いた。 

2-2-6. イオン化効率への影響評価 

 夾雑成分によるイオン化効率への影響は、次のように算出した。まず、CRL を

添加していないブランクの牛乳を Figure 3 に従って抽出した試験溶液に CRL が

検量線の各濃度と等しくなるように加えた。この牛乳由来成分を含む標準溶液

と牛乳由来成分を含まない標準溶液を LC-MS/MS を用いて測定し、以下の式か

ら夾雑成分による影響率を求めた。 

夾雑成分による影響率＝(Sm/Se-1) × 100 

Sm：牛乳由来成分を含む標準溶液から得られた検量線の傾き 

Se：牛乳由来成分を含まない標準溶液から得られた検量線の傾き 

国際的なガイドライン(SANTE/11813/2017., 2018)では、夾雑成分による影響率は

±20%以内を許容範囲としており、この基準値と比較し、イオン化効率への影響

を評価した。 

2-2-7. 測定法 

 LC 条件：分離は AQUITY UPLC H-Class system (Waters Co., Milford, MA)装置
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を用いて実施した。分析カラムは YMC Triart C18 カラム(2.1 mm i.d. ×100 mm, 3 

µm, YMC Co. Ltd, Kyoto, Japan)を接続した。移動相には、0.1%ギ酸含有 1 mmol/L

ギ酸アンモニウム水溶液(A)および 0.1%ギ酸含有メタノール(B)を用いた。グラ

ジェントは次の条件とした；まず 95:5 の A/B 混合溶液を 1 分間維持した。次に

B 相の濃度を 14 分間で 45%まで上昇し、その後 0.1 分で 95%まで上昇させた。

これを 10 分間維持した。最後に、移動相を初期状態に戻し、6 分間再平衡化を

行った。カラム温度は 45℃、流速は 0.3 ml/min、注入量は 2 µL とした。 

 MS/MS 条件：MS 検出器は QTRAP 5500 (Sciex, MD, USA)を使用した。MS/MS

のイオン化はエレクトロスプレーイオン化法(electrospray ionization, ESI)のポジ

ティブで行い、設定したパラメータを Table 1 に示す。本論文で使用する MS 検

出器(Sciex 社製)では、SRM モードを多重反応モニタリング(multiple reaction 

monitoring, MRM)モードというが、日本質量分析学会の用語集(日本質量分析学

会 2020.)に基づき、SRM の統一表記とした。さらに、最適化した CRL の SRM

トランジションを Table 2 に示す。また、プロダクトイオンスキャンを得るため

に、SRM-information dependent acquisition (SRM-IDA)モードを用いた。スキャン

スピードは m/z = 100 から 550 までを 10000 Da/s に設定した。Q0 トラップはオ

ン、LIT フィルタイムは 100 ms に設定した。プロダクトイオンスペクトルの取

得時には、10 eV 幅で 3 つの衝突エネルギー(73、83、93 eV)を用いた。SRM お



26 

 

よび SRM-IDA モードは同一のサイクル内で行った。 

2-2-8. 妥当性評価試験 

 開発した分析法の精確さ(Accuracy)は、厚生労働省が定めた「食品中の残留農

薬分析法バリデーションガイドライン」([MHLW] Ministry of Health, Labour and 

Welfare, Tokyo, Japan., 2010)に準拠して評価した。Figure 4 に示す 4 つの性能パラ

メータ、選択性(selectivity)および真度(回収率、trueness)、精度(precision)、定量下

限値(limit of quantification)を次の実験系から求め、ガイドラインの基準値と比較

した。 

CRL が検出されないことを本法で確認した牛乳 25.0 g に 250 µL の標準溶液を

添加し、ボルテックスで混和した後、Figure 3 に示す手順に従って試験溶液の調

整を行った。2 種類の濃度(10 および 50 ng/g)を用いて、一日 3 試行を 5 日間行

った。これら 15 の試行について、同一日の 3 試行を 1 群とする 5 群から成る構

造として一元配置分散分析を実施した。真度，併行精度, 室内精度については、

厚生労働省のガイドラインの定義に基づいて([MHLW] Ministry of Health, Labour 

and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)、以下の式で算出した。 

真度(%)＝(試験結果(n=15)から得た総平均)/(添加濃度) × 100 

併行精度(RSD, %) = 𝜎𝑟 /(試験結果(n=15)から得た総平均) × 100 

室内精度(RSD, %) = √𝜎𝑟
2 + 𝜎𝑑

2/(試験結果(n=15)から得た総平均) × 100 

𝜎𝑟 ：得られた定量値(n=15)の併行標準偏差 
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𝜎𝑑 ：各日における試験結果(n=3)の平均を 1 つの値とみなし、

5 日間の標準偏差 

 求めた真度および併行精度、室内精度を Figure 4 に示す厚生労働省のガイド

ライン([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)の基準

値に照らし、それぞれが適合しているかを判断した。 

選択性は次に示す 5 つの異なる牛乳を分析することにより決定した。同メー

カーのロットが異なる成分無調整牛乳 2 検体、メーカーが異なる成分無調整牛

乳 3 検体を用いた。定量下限(limit of quantification)は、最終濃度が 0.1、0.2、0.5、

1、2、5 ng/g になるように試料に CRL を添加し、S/N 比が 10 を超える最小の濃

度とした。 

 

2-3. 結果および考察 

2-3-1. 測定条件の確立 

CRL はアンモニウムイオンに高い親和性を持つことが知られている 

(Delbrassinne et al., 2012)。MS/MS パラメータを最適化した結果、CRL のアンモ

ニウムイオン付加体 [M+NH4]
 +である m/z 1170.7 に最も強いイオン強度を認め

た。このアダクトイオンを CRL のプリカーサーイオンに設定した。さらにプロ

ダクトイオンを選定するため、MS/MS スキャンを実施した。(Bauer et al., 2010)



28 

 

の結果と一致する CRL に特徴的な 6 つのプロダクトイオンを観測した(Table 2)。

最もイオン強度が強い m/z 1170.7→1125.7 を定量イオンに、他 5 つのプロダクト

イオン (m/z 1170.7→172.2, 314.2, 357.2, 385.2 and 499.4) を定性イオンとした。国

際的なガイドライン(Codex Alimentarius., 2014); (SANTE/11813/2017., 2018)では、

LC-MS/MS で物質を同定するためには、プリカーサー1 個とプロダクトイオン 2

個が必要としている。本研究では、この基準を満たしており、CRL を確実に同

定することが可能である。Figure 5 は(A)CRL 標準溶液(0.5 ng/g)と(B)CRL 10 ng/g

を添加した試料から得られた LC-MS/MS クロマトグラムである。CRL の高い特

異性と良好な感度が得られており、両者の保持時間にずれはなかった。 

 CRL の同定性能を高めるため、SRM-IDA モードによるプロダクトイオンのス

キャン(m/z 1170.7→100-550) を取得した。m/z 1170.7 に着目したプロダクトイオ

ンスペクトルを Figure 6 に示す。衝突エネルギーを最適化し、m/z 100-550 とし

た結果、定性に用いる 5 つのプロダクトイオン(m/z 1170.7→172.2, 314.2, 357.2, 

385.2 and 499.4)の感度を高めた。Figure 6A は(Bauer et al., 2010)と一致して得ら

れた 5 つのプロダクトイオンの構造を示す。標準品(Figure 6B)とスパイクサンプ

ル(Figure. 6C)のターゲットMS/MSスペクトルをライブラリ検索機能のアルゴリ

ズムを利用し比較したところ、毒素の同定は 98.7%の一致率であった。分析の日

常検査では、一致率 70%以上が同定のカットオフ値として定めてられている
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((Lynch et al., 2010); (Xing et al., 2016)。プロダクトイオンスキャニンによる高い

一致率は牛乳中の CRL を確実に同定できることを示した。さらに、これらの結

果は、牛乳中の夾雑成分が CRL のフラグメンテーションパターンに大きな影響

を与えないことを明らかにした。 

2-3-2. 前処理 

乳中の細菌性毒素を抽出する手段として、 (Hennekinne et al., 2007)は pH 調製

によるタンパク質沈殿を報告している。この報告では、牛乳に酸を加え遠心分離

することで、カゼイン等の主要なタンパク質と水分を分離し、対象とする毒素を

濃縮している。そこで、この方法を改良し、牛乳中から CRL を高率に抽出する

前処理法の開発を進めた。 

前処理の第一段階である酸性化によるタンパク質沈殿後の CRL の挙動を確認

した。その結果、疎水性の CRL は牛乳中の主要なタンパク質とともに沈殿して

いた。沈査から CRL を抽出するために、有機溶媒であるアセトニトリルとメタ

ノールを比較し、最適な抽出溶媒を決定した。Figure 7 に示すように、アセトニ

トリル 20 mL を用いた場合、メタノールと比較して CRL の 回収率が向上した。

アセトニトリルを用いた回収率をさらに向上させるために、溶媒の量と抽出回

数を検討した。40 mL のアセトニトリルは抽出効率に明確な影響を与えなかっ

たが、20 mL 抽出を 2 回行うことで回収率は 100%近くまで上昇し、RSD を 2%
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と低減できた。よって、アセトニトリルを用いた抽出 2 回を採用した。 

一方、牛乳以外の食品(お米やその他の加工品)から CRL を抽出する際には、

メタノールを抽出液に用いている(Bauer et al., 2010); (Decleer et al., 2016)。こうし

た抽出では、食品に由来する様々な物質(脂質や色素等)が CRL の正確な LC-

MS/MS 測定を妨害する。この妨害を低減するために、アセトニトリルによる固

相精製や遠心分離によるろ過、n-ヘキサンを用いた脱脂を利用した精製工程が必

要であった。本研究では、タンパク質酸沈殿とアセトニトリルによる抽出を組み

合わせることで、牛乳に由来する夾雑成分を除去した。さらに、より夾雑成分を

低減し多検体の連続測定するために、メタノールを用いた希釈工程(希釈率10倍)

を検討した。ブランク牛乳の夾雑成分量を比較したトータルイオンスキャン

(total ion scan, TIC)の結果を Figure 8 示す。抽出液をメタノールで 10 倍に希釈す

ることで、夾雑成分を除去し、メタノール溶媒と同程度のイオン強度を得ること

ができた。一連の前処理によるイオン化効率の影響(抑制または増強)を評価する

ために、夾雑成分による影響率を求めた。牛乳の夾雑成分による影響率は-3.6%

であり、(SANTE/11813/2017., 2018)に認められている許容範囲である±20%以内

であった。これらのことは、本分析法では、CRL の定量への影響が小さいこと

を示した。つまり、精製工程を省略し、牛乳中の CRL 定量に適応できることが

示された。 
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 CRL の検量線用標準溶液の 5 濃度(0.1, 0.25, 0.5, 2.5, 5.0 ng/g)に対し、ピーク面

積値とそれぞれプロットし、検量線を作製した(Figure 9)。検量線は直線性を示

し、相関係数は 0.998 であった。また、夾雑成分による影響率は-3.6%であり、

牛乳に由来する夾雑成分存在下でも、検量線の傾きは変化しなかった。これらの

ことは、本分析法下では、CRL の定量に対して、夾雑成分の影響が少ないこと

を示した。従って、標準溶液による検量線(外部標準検量線)を CRL の定量に適

用できることが示された。 

2-3-3. 妥当性評価試験 

 日本では、食品や医薬品の安全性評価の信頼性を確保するため、国あるいは都

道府県や政令指定都市設置の衛生研究所、又はその他の登録検査機関は設備や

機器、組織、試験の手順等に関する適正管理運営基準(Good laboratory practice, 

GLP)に基づいた動物用医薬品や農薬等の検査を実施することが定められている

([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2004)。取得した分

析データが、国際的に活用されるためには、科学的かつ客観的に信頼できる GLP

に則って取得したデータであることを証明する必要がある。このためには、「妥

当性確認された分析法」を用いることが必須条件である(SANTE/11813/2017., 

2018); ([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)。本研

究では、厚生労働省のガイドライン([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, 
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Tokyo, Japan., 2010)に準拠して妥当性評価を行った。 

2-3-3-1. 選択性 

 牛乳に CRL 10 ng/g を添加していないときの典型的な LC-MS/MS クロマトグ

ラムを Figure 10A に示す。CRL と同じ保持時間において、夾雑ピークや可視で

きるシグナル(S/N 比>3)は検出されなかった。つまり、本分析条件では牛乳に由

来する夾雑成分は CRL の定性および定量に影響しないことが示され、その選択

性はガイドライン([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 

2010)の基準に適合した。 

2-3-3-2. 真度(回収率)および精度 

本分析法を用いたときの CRL の真度および精度を算出した結果を Table 3 に

示す。真度 90.5%から 94.0%、併行精度 4.7%以下、室内精度 5.6%以下であり、

いずれのパラメータも Figure 4に示す厚生労働省ガイドライン([MHLW] Ministry 

of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)の基準(真度 70～120%、併行精

度 25%未満、室内精度 30%未満)に適合した。 

2-3-3-3. 定量下限値 

本分析法で得られた CRL のピーク前後のベースラインに対して、S/N 比が 10

を超えた濃度(定量下限値)を求めた。その結果、定量下限値は 2 ng/g であった。

定量下限値での添加回収試験(n=5)を行った結果、回収率および併行精度はそれ
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ぞれ 83.9%、6.6%であった。Figure 10 に定量下限値の標準溶液(B)および添加し

た牛乳(C)の LC-MS/MS クロマトグラムを示す。これらの結果から、本分析法は

牛乳中の CRL を定量下限値まで精確に定量できることが実証された。 

牛乳の摂取量と CRL の最小発症量(1 µg)を基に、本分析法の定量下限値を考

察する。日本における牛乳の摂取量は一人当たり約 200 mL と推定されている(独

立行政法人 農畜産業振興機構, 2015)。つまり、CRL 5 ng/g に汚染された牛乳を

約 200 g 摂取すると発症することが想定される。すなわち、本分析法は症状を引

き起こす牛乳中の CRL を十分に検出できる性能を有していることが示された。

なお、本研究の応用性が既に実証されている。(Shimojima et al., 2020)は、日本の

牛乳から CRL を産生するセレウス菌を分離し、本研究の方法で LC-MS/MS 法で

CRL を定量した。セレウス菌が産生した CRL のプロダクトイオンスペクトルは

標準品のそれと一致し、牛乳中 CRL を 3～80 ng/g と定量した。牛乳の摂取量

200 mL とした際、CRL の最小発症量を超える濃度を本法は検知可能であり、健

康被害を起こしうる CRL の検出および定量に応用可能であることが示された。 

 

2-4. まとめ 

本章では、LC-MS/MS を用いた測定による牛乳中に残留する CRL の分析法に

ついて検討した。 

本分析法の特徴は次の 4 点である。 
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① 牛乳に由来する夾雑成分の干渉を抑えたことで、CRL に特異的なプロダク

トイオンスペクトルを取得した。標準溶液から得られるスペクトルと比較す

ることで、一致率 70%以上の基準を満たし、CRL を確実に同定することが

可能となった。 

② 牛乳中の CRL をタンパク質酸沈殿法で濃縮し、アセトニトリルを用いて抽

出した。この組み合わせによって、牛乳由来の複雑な夾雑成分を大幅に除去

した。その結果、煩雑な精製の工程を省略した。 

③ 牛乳の夾雑成分によるイオン化効率への影響は-4%であり、許容範囲(±20%以

内)であるため、内部標準物質を用いる検量線法よりも簡便な外部標準検量線

を採用し、精確な定量値を得ることが可能となった。 

④ 厚生労働省か通知されている「残留農薬等試験法の妥当性評価ガイドライン

(改訂)」 ([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)に

則って、本分析法に対して妥当性を評価した。評価項目である「選択性、真

度および精度、定量下限値」は設定された基準に適合したので、本分析法を

実際の試験検査に適応可能となった。 

本章では、牛乳から抽出した試験溶液を LC-MS/MS 測定に用いることができ

る定量法を構築した。緒論 1-2 で述べた”日常的に牛乳中の CRL を監視し、かつ

食中毒事件への対応可能な検査体制を構築するためには、ランニングコストは
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抑えつつ LC-MS/MS が持つ検出精度を維持した定量法、つまりスクリーニング

法が求められている”という課題について、以下の観点から、達成できたと考え

られる。実用上重要となる費用に関しては、既報の類法 (Bauer et al., 2010); 

(Yamaguchi et al., 2013); (Zuberovic Muratovic et al., 2014); (in 't Veld et al., 2019)が

安定同位体標識または固相カラムを要するところ本法ではこれらを要せず凡そ

1/3 の費用と抑えた。加えて、既報の類法では、煩雑であった前処理や内部標準

物質による検量線作成を簡略化し、簡便とした。一般的に、煩雑さや工程の多さ

はばらつきの原因となり、ばらつきが蓄積することで、試験系全体の再現性が低

くなる。開発した前処理法の簡便さは本法の再現性を高める一因となっている

と判断した。本章で開発した分析法の性能は国際的に求められる水準([MHLW] 

Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010); (Codex Alimentarius., 

2014); (SANTE/11813/2017., 2018)に照らして上述のように適合している。これら

の性能評価は行政検査に求められる GLP に適合しており、実際に本分析法は東

京都健康安全研究センターでの食品衛生検査業務に採用されている(2023年 8月

時点)。今後、本法は実用的なスクリーニング法として使用可能である。さらに、

安定同位体標識標品を用いることで、必要に応じて真度の検証を実施するとい

う運用が考えられる。 
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第3章 LC-MS/MS による SEA 定量法の確立と適応拡大 

3-1. 緒言 

第１章で述べたとおり、黄色ブドウ球菌が産生する代表的な細菌性毒素であ

る SEA の定量は食中毒発生時および牛乳のモニタリング検査等に行われると考

えた。しかし、従来の方法は定性能と信頼性に課題があり、新たな定量法開発が

重要である。さらに、鑑別するべき CRL の定量法における LC 条件や MS の温

度を共通化することで、複数のサンプル中の CRL および SEA を連続測定するこ

とは有用である。本章では、LC-MS/MS による SEA の定量法を開発し、それに

ついて詳述する。 

 

3-2. 材料および方法 

3-2-1. 試料 

 2-2-1 と同様に、分析条件の検討および妥当性評価には、東京都内に流通する

市販の牛乳(国産)を用いた。 

3-2-2. 標準品 

 SEA の標準品として、Sigma-Aldrich Inc. (Saint Louis, MO, USA)のものを使

用した。SEA の取扱いについては、手袋や個人用保護具の使用といった病原体

等への標準予防策を徹底した。また、SEA に触れた器材や器具は漂白剤で処理
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し毒素を破壊した。 

SIIS ペプチド(アミノ酸配列 SELQGTALGNLK)は Sigma-Aldrich Inc.の特注品

を用いた。C 末端のリジン(K)を安定同位体標識したため、質量差は 8 Da であ

る。トリプシン(proteomics grade)は Promega Biotech (Stockholm, Sweden)のものを

用いた。 

3-2-3. 試薬および器具 

超純水、アセトニトリル、ギ酸アンモニウム溶液、ギ酸、塩酸、メタノールは

2-2-3 と同様のものを用いた。 

酢酸(99.5%, LC/MS grade)、炭酸水素アンモニウム(proteomics grade)、ジチオス

レイトール(DDT, reagent grade)、エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム

(EDTA-2Na, reagent grade)、エタノール(SAJ grade)、塩酸グアニジン (生化学 grade)、

ヨードアセトアミド(IAA, proteomics grade)、水酸化ナトリウム(NaOH, reagent 

grade)、100% (w/v)トリクロロ酢酸溶液(TCA, 生化学 grade)および 99%トリフル

オロ酢酸溶液(TFA, HPLC grade)は、Fujifilm Wako Pure Chemical Corp.のものを用

いた。 

DC protein assay キットは Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)のものを用い

た。また、GL-Tip SDB チップは GL sciences Inc. (Tokyo, Japan)のものを用いた。

0.1% (v/v) TFA 溶液は、100 µL の TFA を 100 mL の水に混和し調製した。100 
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mmol/L 炭酸水素アンモニウム溶液(pH 8)は、炭酸水素アンモニウム 0.79 g を水

100 mL に溶解させ、調製した。0.1%ギ酸は、100 µL のギ酸を 100 mL の水に混

和し調製した。20% (v/v) TCA 溶液は、20 mL の TCA を 80 mL の水に混和し調

製した。0.1%ギ酸含有アセトニトリルは、100 µL のギ酸を 100 mL のアセトニト

リルに混和し調製した。 

3-2-4. 標準原液および標準溶液 

  SEA の標準品(乾燥粉末 100 µg)を、(Bao et al., 2012)に従って、2 mL の 0.1% 

(v/v) TFA 溶液に溶解し、50 μg/mL の濃度に調製し標準原液とした。標準原液は

分析まで-80℃で保存し、1 年間安定であった。 

 添加用に SEA 標準溶液を、100 mmol/L 炭酸水素アンモニウム溶液(pH 8)を用

いて標準原液を希釈し、最終濃度 6.25 µg/mL に調製した。SEA 標準溶液は-20℃

で 1 週間保存した。 

この標準溶液を添加回収試験および検量線作成に使用した。0.1%ギ酸を用い

て標準溶液を段階希釈し、検量線用標準溶液を調製し、最終濃度を 100, 250, 500, 

1000, 2500 ng/g とした。 

SIIS ペプチド(乾燥粉末 1 nmol)を 1 mL の水に溶解し、1 nmol/mL (1.24 µg/mL)

としたものを用いた。 
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3-2-5. SEA に由来するペプチドの選択方法 

国際的なタンパク質データベースである UniProt Knowledgebase (UniProt, 2019)

から、SEA のアミノ酸配列を取得した。Skyline ソフトウェア (MacLean et al., 

2010)を用いて、アミノ酸配列をトリプシン消化し、SEA に由来するペプチドの

リストを作成した。そして、SEA に由来するペプチドを以下の手順で選定した

(Kamiie et al., 2008); (Lange et al., 2008); (Steen and Mann, 2004)；(i) MS による測

定ができる 8 から 20 個のアミノ酸配列であること、(ii) 翻訳後修飾や一塩基多

型がなく、アルギニン（R）または K の連続配列がない、(iii)トリプトファン（W）、

メチオニン（M）、システイン（C）、ヒスチジン（H）残基を持つペプチドを除

く、(iv) 6 個以上のアミノ酸配列を BlastP 解析した。 

3-2-6. 前処理 

 SEA の前処理の概要を Figure 11 に示す。まず、牛乳 25.0 g を 50 mL の遠沈

管に秤量した。試料の pH を 5 mol/L HCl で 3.5 ± 0.5 に調整した。試料を 3200×g、

4℃で 15 分間遠心分離し、上清を新しい遠沈管に取り分け、pH を 5 mol/L NaOH

で 7.5 ± 0.1 に調整した。試料を 3200×g、4℃で 15 分間遠心分離し、上清を新し

い遠沈管に取り分けた。試料に等量の 20% TCA 溶液を加え、4℃で 30 分間静置

した。試料を 12000×g、4℃で 5 分間遠心分離し、上清を廃棄した。沈査に 5 mL

のエタノールを加え、タッピングし、12000×g、4℃で 5 分間遠心分離した。上清
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を廃棄し、得られた沈査に 5 mL の混合溶液(pH 8.5 の 100 mmol/L トリス塩酸、

7 mol/L グアニジン塩酸および 10 mmol/L EDTA)を加え、タンパク質抽出溶液と

した。 

 200 µL のタンパク質抽出溶液を 1.5 mL エッペンドルフチューブに取り、

(Mawuenyega et al., 2003)に従って、タンパク質の還元・アルキル化を行った。変

性させたタンパク質を 100 µL の 1.2 mol/L 尿素含有 0.1 mol/L トリス塩酸(pH 8)

に再溶解させ、トリプシンを加えた。この時、トリプシン量：総タンパク質量の

比を 1：100 となるように調製し、37℃で一晩(16～18 時間)振とうした。試料に

2 µL のギ酸を加え、トリプシン消化を停止し、これをペプチド溶液とした。 

 0.1%ギ酸含有アセトニトリル 100 µL、次に 0.1%ギ酸 100 µL を用いてコンデ

ィショニングしておいた GL-Tip SDB にペプチド溶液を全量負荷した。続いて、

0.1%ギ酸を用いて洗浄し、減圧下(10 mmHg)で 3 分間吸引乾燥した。保持させた

ペプチドは 0.1%ギ酸含有アセトニトリル 100 µL を用いて溶出させ、1.5 mL エ

ッペンドルフチューブに回収した。 

この溶出液を乾固した後、残渣を 0.1%ギ酸 100 µL に溶解し、試験溶液とし

た。溶出液を HPLC バイアルに入れ、これに SIIS ペプチドを最終濃度 6 ng/g と

なるように加えたものを試験溶液とした。このように調製した試験溶液を LC-

MS/MS 測定に用いた。 
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3-2-7. 測定法 

 LC-MS/MS 条件は、2-2-7 と同様に実施した。最適化した SEA に由来する 3 つ

のペプチドおよび SIIS ペプチドのアミノ酸配列と SRM トランジションを Table 

4 に示す。 

3-2-8. 妥当性評価試験 

 SEA が検出されないことを本法で確認した牛乳 25.0 g に 250 µL の標準溶液を

添加し、ボルテックスで混和した後、Figure 11 に示す手順に従って試験溶液の

調整を行った。2 種類の濃度(50 および 100 ng/g)を用いて、一日 3 試行を 5 日

間行った。得られた結果を一元配置分散分析し、各性能パラメータを求め、ガイ

ドラインの基準 ([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 

2010)と比較した。定量下限値は、最終濃度が 2、5、10、25 ng/g になるように試

料に SEA を添加し、S/N 比が 10 を超える最小の濃度とした。 

 

3-3. 結果および考察 

3-3-1. ペプチドの選択と測定条件の確立 

1 つのタンパク質をトリプシン消化すると、数十から数百のペプチドが生成さ

れる(Picotti et al., 2008)。多様なペプチドを高感度かつ特異的に LC-MS/MS 測定

する際には、ターゲットとするペプチドの選択が重要となる(Marx, 2013)。
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UniProt Knowledgebase 検索の結果、一般的な SEA である ETXA_STAAU 

(Accession No. P020L2)を選択した。257 個のアミノ酸からなる配列を Figure 12A 

に示す。 

この配列を基に、ペプチドを選択し、SEA に由来する 3 つのペプチドを選択

した。選択したペプチドを Figure 12A の太字で表し、全体の配列におけるペプ

チドの位置を Figure 12A に示す。SEA に由来する 3 つのペプチドの合計アミノ

酸数は 34 個であり、全体の 257 個のうち 13%をカバーしている。LC-MS/MS を

使用して未知タンパク質を同定するための基準として、World Anti-Doping 

Agency Laboratory Committee (World Anti-Doping Agency Laboratory Committee., 

2010)はアミノ酸のカバー率 10%以上を設けている。本研究で設定した SEA に由

来する 3 つのペプチドはこの基準を十分に満たしており、国際水準に一致して

SEA を同定可能となっている。 

さらに、LC-MS/ MS 測定における各パラメータを最適化した結果を Table 4 に

示す。Figure 12B に代表的なペプチドとそのプロダクトイオンの構造を示す。1

つのペプチドに対して、構造の明確な 4 つのトランジションを設定することで、

ペプチドを確実に検出することが可能である。ペプチドの保持時間やピーク形

状、イオン比を比較し、SEA を定量するためのペプチドを SELQGTALGNLK に

決定し、さらなる検討を進めた。 
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 SEA と CRL を同一の測定条件で分析するため、第 2 章に示した LC-MS/MS 条

件を SEA に由来する 3 つのペプチドに応用できるかを検証した。これまでの報

告(Muratovic et al., 2015); (Andjelkovic et al., 2016))では、SEA に由来するペプチ

ドを 0.1%ギ酸水と 0.1%ギ酸含有アセトニトリルのグラジエントにて分離して

きた。この水性移動相に 1 mmol/L のギ酸アンモニウムを添加したところ、SEA

に由来する 3 つのペプチドの分離に干渉はみられなかった。そこでさらに、有

機溶媒の移動相として、0.1%ギ酸含有アセトニトリルと 0.1%ギ酸含有メタノー

ルを比較した。0.1%ギ酸含有メタノールを用いたところ、ピーク高さ・面積の増

加を認めた。Figure 13 に SEA 標準溶液(A)と SEA 添加試料(B)の代表的なクロマ

トグラムを示す。保持時間の一致と良好なピーク形状が得られ、良好な分離を行

うことができた。そこで，HPLC の移動相として，0.1%ギ酸含有 1 mmol/L ギ酸

アンモニウム水と 0.1%ギ酸メタノールを採用した。したがって、第 2 章にて CRL

に用いた LC 条件を用いて、SEA に由来する 3 つのペプチドを測定可能となっ

た。 

3-3-2. 前処理 

SEA の前処理には、pH 調整と透析が用いられてきた(Hennekinne et al., 2007; 

Andjelkovic et al., 2016)。これらの前処理方法で用いられる透析は一晩あるいは

丸２日間の作業時間を要する。(Muratovic et al., 2015)は、透析を限外濾過に変更
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し時間短縮を図った。しかし、限外濾過膜にタンパク質が吸着しやすいことに起

因して、処理後のサンプル量が大きくばらついくという問題があった。そこで、

本研究では、タンパク質を選択的に集める TCA 沈殿法を採用した。その結果と

して、pH 調整後の上澄液から SEA を採集することができた。また、タンパク質

を沈殿・再溶解することで、水に溶けやすい微小な脂質(マイクロミセル)や色素

といった夾雑成分を除去することができた。さらに、再溶解する液量を 5 mL と

定めることで、従来の方法よりも正確な前処理が可能となった。 

本法の検出対象は、SEA をトリプシン消化して生じたペプチドである。従っ

て、トリプシンによる消化効率が SEA 検出感度を左右する。一般的に、酵素と

基質の量比である酵素基質比が酵素反応速度を決定づけることが知られており 

(Stryer, 1988)、トリプシン消化効率においても同様である(Northrop, 1922)。加え

て、牛乳中にトリプシン消化効率に干渉する夾雑成分が含まれていた場合には、

検出対象としたペプチドの産生量が低下すると考えられた。以上のことを踏ま

え、酵素基質比 1:25, 1:50, 1:100 (w/w)の 3 条件についてトリプシン消化効率を検

証することとした。SEA 100 ng/g を添加した牛乳を用いて、各酵素基質比におい

て、n=3 でトリプシン消化を施し、LC-MS/MS 測定した。定量に用いるペプチド

と SIIS ペプチドのピーク面積比および併行精度を Table 5 に示す。各比率におい

て、ピーク面積比において、±20%以上の差はなかった。また、バックグラウン
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ドノイズの顕著な増加はみられなかった。つまり、牛乳中のタンパク質や夾雑成

分による阻害や干渉作用は認められず、トリプシン消化効率は安定していたと

判断した。検討した 3 条件の中で、ピーク面積比の併行精度が最小の 4%であっ

た酵素基質比 1:100 を採用し、さらなる検討を進めた。 

ペプチド溶液を 3 回連続して LC-MS/MS 測定した際に、SEA に由来する 3 つ

のペプチドの各保持時間が安定せず、(SANTE/11813/2017., 2018)の基準値である

保持時間±0.1 分以内を超え、変動した。この原因として、緩衝液に含まれる様々

な塩類や比較的短いペプチドが LC カラムの分離を妨害していると推察した。こ

のような妨害を回避するために、GL-Tip SDB を用いた脱塩処理の効果を検討し

た。Figure 14 に牛乳の TIC (m/z 55～650)を示す。脱塩処理を施さないペプチド

溶液(A)および脱塩処理を施した試験溶液(B)のクロマトグラムを比較すると、脱

塩処理をすることでベースライン上の断続的なスパイクが除去された。TIC 上の

変化はバックグラウンドイオンの減少、すなわち測定を妨害する夾雑成分の減

少を表している。さらに、試験溶液を LC-MS/MS 測定すると、SEA に由来する

3 つのペプチドにみられた保持時間の変動はなくなり、安定した測定が可能とな

った。 

SEA に由来するペプチド(SELQGTALGNLK)と同じ物理化学的な挙動を示す

SIIS ペプチドの回収率を用いて、脱塩処理工程による損失を評価した。SIIS ペ
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プチドを添加したブランク溶液(6 ng/g, n=3)の回収率および併行精度は、92.6% 

および 0.9% であった。以上の結果から、再現性のある測定を可能にする脱塩処

理を実施することとした。 

SIIS ペプチドを内部標準物質として、 SEA に由来するペプチド

(SELQGTALGNLK)の検量線を作成した(Figure 15)。SEA に由来するペプチドと

SIIS ペプチドの濃度比を x 軸とし、ピーク面積比を y 軸として、プロットした

結果、検量線は直線性を示し、相関係数は 0.995 であった。各標準点において、

イオン比は Table 4 に示す値の±20%以内であった。これらのことから、検量線の

範囲において、SEA を精確に定量可能であることが示された。 

3-3-3. 妥当性評価試験 

2-2-3 と同じく市販の牛乳について、本分析法の妥当性評価を行った。 

3-3-3-1. 選択性 

 SEA の標準品および SEA 10 ng/g を添加した牛乳、ブランクサンプルの典型的

な LC-MS/MS クロマトグラムを Figure 16 に示す。SEA と同じ保持時間におい

て、夾雑ピークや可視できるシグナル(S/N 比>3)は検出されなかった。つまり、

本分析条件では牛乳に由来する夾雑成分は SEA の定性および定量に影響しない

ことが示され、その選択性はガイドラインの基準([MHLW] Ministry of Health, 

Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)に適合した。 
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3-3-3-2. 真度(回収率)および精度 

 本分析法を用いたときの SEA の真度および精度を算出した結果を Table 6

に示す。真度 79.6%から 82.4%、併行精度 14.1%以下、室内精度 18.4%以下であ

り、いずれのパラメータも Figure 4 に示す厚生労働省ガイドラインの基準

([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)に適合した。 

3-3-3-3. 定量下限値 

本分析法で得られた SEA のピーク前後のベースラインに対して、S/N 比が 10

を超えた濃度(定量下限値)を求めた。その結果、定量下限値は 10 ng/g であった。

定量下限値での添加回収試験(n=5)を行った結果、回収率および併行精度はそれ

ぞれ 78.8%、9.1%であった。緒論 1-3 で述べたように、SEA の毒性評価や牛乳の

安全性確保のためには食中毒事例で報告された濃度まで SEA を定量できること

が分析法に求められる。このことに関して、既報の SEA 最小発症濃度は 0.1-1.6 

ng/g である(Asao et al., 2003)。本法の定量下限値はこれを上回ることから、さら

なる感度向上が必要である。一方で、類報に比較した場合には、定量下限値に関

して進展があった。汎用されている SEA 検出法は抗原抗体反応を用いる ELISA

やRPLAといった定性法または半定量法である (Park and Szabo, 1986); (Jørgensen 

et al., 2005); (Nouri et al., 2018)。これらの定性/半定量法に基づく SEA の毒性作用

量は本研究の方法のような定量法とは真度と精度の観点から質的には異なるも
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のである。定性法または半定量法を測定原理とする過去の SEA の毒性作用量と

して、20～100 ng (Asao et al., 2003)や 1 μg (Food and Drug Administration, 2012)、

50 μg (Gilquin et al., 2017)としているとの報告があり、これらと日本における牛

乳の 1 回あたりの摂取量 200 mL(農畜産業振興機構 2015)を踏まえ、SEA の発症

濃度を再計算すると、0.1～250 ng/g と拡い濃度範囲となる。一方で、(Nia et al., 

2016)は ELISA 法では牛乳中の SEA 10 ng/g を正確に検出できないと報告してお

り、これまでに報告されてきた SEA の発症濃度は定まっているとは言えない。

今後、定量法である本法と従来の方法を組合せ、食中毒事例の SEA 残留濃度を

求めることで、精確な発症濃度が明らかとなることが期待される。 

 

3-4. まとめ 

本章では、LC-MS/MS を用いた測定による牛乳中に残留する SEA の分析法に

ついて検討した。 

本分析法の特徴は次の 5 点である。 

① 本法は、特異的な SRM トランジションによって、SEA に由来する 3 つのペ

プチド断片を確実に検出する。その結果、タンパク質全体のアミノ酸配列を

10%以上カバーすることで、国際的な基準 (World Anti-Doping Agency 

Laboratory Committee., 2010)を満たし、牛乳中の SEA を同定可能である。 
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② CRL 測定時と同じ LC 条件によって、SEA に由来するペプチドを分離し、

MS/MS に導入できることを突き止めた。これにより、鑑別すべき細菌性毒

素を同一の LC-MS/MS 条件で分析可能となった。 

③ 牛乳中の SEA を pH 調整と TCA 沈殿法の 2 段階のプロセスで抽出・精製し

た。pH 調整では、牛乳中の主たるタンパク質であるカゼインを除去した。

TCA 沈殿法では、サンプル量を整えることでばらつきを抑え、SEA を選択

的に収集した。 

④ トリプシン消化効率を最大化することで、測定対象の SEA に由来するペプ

チドを最大限に得た。さらに、脱塩工程を取り入れ、SEA 消化ペプチドの再

現性のある分離を実現した。トリプシン消化に付随する工程を最適化し、正

確な定量につながる安定したパフォーマンスを確保した。 

⑤ 厚生労働省から通知されている「残留農薬等試験法の妥当性評価ガイドライ

ン(改訂)」([MHLW] Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)

に則って、本分析法に対して妥当性を評価した。評価項目である「選択性、

真度および精度、定量下限値」は設定された基準に適合したので、本分析法

を実際の試験検査に適応可能となった。 

本章では、牛乳から抽出した試験溶液を LC-MS/MS 測定に用いることができ

る定量法を構築した。一連の性能評価は行政検査に求められる GLP に適合して
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おり、2-4 と同様に本分析法は東京都健康安全研究センターでの食品衛生検査業

務に採用されている(2023 年 8 月時点)。高精度かつ再現性の高い SEA 定量法が

存在しないという問題(緒論 1-3)を、本研究で解決することができたことについ

て、その要因を考察した。本法は pH 調整後の上澄液から SEA を採集かつ濃縮

するために、TCA 沈殿法を採用した。選択的に集めたタンパク質を再溶解し定

容することで、試験溶液量を安定させ、前処理工程における再現性を高めた。前

述の 2 報(Muratovic et al., 2015); (Andjelkovic et al., 2016)は ELISA 等の免疫学的

手法で用いられた前処理に類する方法で実施している。具体的には透析と限外

濾過を用いている。抗体を結合させ検出する免疫学的手法では、非可逆的な構造

変化を伴った前処理操作では、検出感度が低下してしまうため、SEA の特徴的

あるいは抗体結合部位の立体構造を維持する比較的マイルドな手法をとる場合

が多い。一方、抗体が結合できないほど SEA が壊れていても、ペプチドのアミ

ノ酸配列が保存されていれば本法は SEA として検出できる。測定の精度につい

て、前述の 2 報では併行精度を指標として 9～30%であったのに対して本研究は

13～14%であり、ばらつきを約半分とする格段の進歩があり、室内精度と共に妥

当性評価ガイドラインの基準範囲に収まっている。検出器の特性を把握し、LC-

MS/MS にてペプチドを検出することに特化した前処理法を開発することで、先

行研究よりも高精度かつ再現性の高い SEA 定量法を確立することができたと考
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えた。 

一般論として、同一試料中に分析対象物質が複数ある場合、試料保存・前処理・

検出までの各工程が出来るだけ共通であることが望ましい。本研究では開発し

た CRL 定量法と SEA 定量法の前処理は個別工程であり、CRL と SEA の前処理

工程を共通化できなかった理由として、次の 3 点を考えている。第一に、CRL と

SEA は分子量が著しく異なる。Figure 1 および 2 が示すように、CRL は SEA の

約 1/27 の分子量である。第二に、CRL はリソソームに依存しない環状ペプチド

である。CRL は一般的なペプチド結合を持たない特徴的なペプチドであり、タ

ンパク質ではない。第三に、CRL は真核生物では使われない D 体のアミノ酸を

含んでおり、単純タンパク質である SEA と似て非なる物質である。こうした特

性の違いは pH 調整や TCA 沈殿法といった前処理工程内で均一に作用しなかっ

た可能性があり、CRL と SEA の前処理工程を完全に共通化できなかったと考え

た。 

しかしながら、本研究は試料保存と LC-MS/MS 条件を共通化した定量法を組

み立てることができ、従来の個別試験法よりも格段の進歩があった。本研究を活

用し、牛乳中の CRL と SEA を対象とした統合的な定量法が構築できると考えら

れた。 
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第4章 牛乳等に含まれる CRL および SEA の実態調査 

4-1. 序論 

本章では、開発した 2 つの分析法を用いた CRL と SEA の残留実態調査につ

いて、述べる。 

分析法の開発においては、その妥当性を評価するために、測定対象を添加した

牛乳を用いた。一方で、CRLと SEAが牛乳および生乳を汚染した食中毒事例が、

日本で報告されている (Okada, 2021) ; (Asao et al., 2003)。つまり、原因食品と汚

染源を特定するためには、分析可能な食品は牛乳と生乳の両者であることが望

ましい。そして、牛乳と生乳は次の 3 点が異なる。第一に、生乳は未加熱のた

め、牛乳よりも豊かな細菌叢を有している(Quigley et al., 2013)。第二に、牛乳は

熱殺菌処理により酵素活性が比較的均一であるが、生乳は様々である(Quigley et 

al., 2013)。第三に、牛乳は脂肪球の大きさが均質化されているのに対して、生乳

は均質化されていない(Argov-Argaman. 2019)。こうした成分の違いはごく微量に

残存する CRL と SEA に干渉し、前処理工程や LC-MS/MS 測定に影響を与える

可能性がある。このため、開発した分析法が生乳に対して適応できるか評価する

必要がある。 

 日本国内において、未殺菌の生乳は販売流通していない。食品として入手が

難しい生乳の代わりとして、ある特殊な牛乳を考えた。乳等省令（乳及び乳製品
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の成分規格等に関する省令）では、特別牛乳さく取処理業の許可を受けた施設で

製造された無調整牛乳で販売されるものを特別牛乳としている ([MHLW] 

Ministry of Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2016)。特別牛乳には、厳格な

製造方法基準(特別牛乳搾取処理業の許可を受けた施設で搾取)と成分規格(無脂

乳固形分 8.5％以上や乳脂肪分 3.3％以上等)が定められている。特別牛乳の 1 つ

は厳密管理の下で搾乳され、熱殺菌とホモジナイズ等の工程を経ずに製造・販売

されている。この特別牛乳の細菌叢や酵素活性、脂肪球は生乳のそれらと類似し

ていることから、代替試料として、開発した分析法が生乳に適応できるかを検証

した。そして、本研究では、流通している牛乳と原材料である生乳を対象に、CRL

および SEA の残留の有無を調査した。 

 

4-2. 材料および方法 

4-2-1. 試料 

 生乳の代替試料として、東京都内に流通する市販の特別牛乳(未殺菌およびノ

ンホモジェナイズ)を用いた。 

 2-2-1 と同様に、実態調査には、東京都内に流通する市販の牛乳(国産)8 検体を

用いた。また、東京都内にある乳製品製造所からサンプリングした生乳(未殺

菌)14 検体を実態調査に用いた。実態調査用の試料を分析する際には、添加回収
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サンプルを試行数 1 あるいは 2 で設け、前処理および測定の工程管理指標とし

た。 

4-2-2. 分析法および生乳への適応性評価 

 第 2 章および第 3 章で開発した分析法が生乳に適応可能かを試行数 3 で添加

回収試験を行い、その結果を評価した。まず、秤量した特別牛乳(25.0 g)に、2-2-

8 および 3-2-8 と同様に CRL 10ng/g、SEA 50 ng/g を同時に添加し、前処理を行

った。１つのサンプルから CRL および SEA 分画を得て、試験溶液を同一の LC-

MS/MS 条件で測定することで、回収率および併行精度を算出し、評価した(Figure 

17A)。分析法の適応性評価基準を厚生労働省のガイドライン([MHLW] Ministry of 

Health, Labour and Welfare, Tokyo, Japan., 2010)の一部である回収率 70～120%、併

行精度 25%未満とした。 

 

4-3. 結果および考察 

4-3-1. 特別牛乳での添加回収試験結果 

本分析法を特別牛乳に用いたときの典型的な LC-MS/MS クロマトグラムを

Figure 17B に示す。この時、CRL の回収率および併行精度は 81.1%、1.6%であ

り、SEA の回収率および併行精度は 78.8%、9.1%であった。特別牛乳由来の夾雑

成分が CRL と SEA の分析を干渉または妨害した場合、回収率の増減やばらつき
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が大きくなることが想定された。1 つのサンプルから得た CRL および SEA 分画

の回収率ならびに精度は、それぞれの単独分析時の回収率ならびに精度と比較

し、大きく違わなかった。従って、同時添加において、CRL および SEA はそれ

ぞれに干渉しないと判断し、本分析法を生乳にも適応することとした。 

4-3-2. 実態調査結果 

 いずれの検体からも CRL と SEA は検出されなかった。また、同日に実施した

工程管理用の添加回収サンプルにおける回収率は 70～120%の範囲内であった。

実態調査を実施する際にも、分析の品質は管理されており、定量下限値までは信

頼性の高い結果を保証した。 

 

4-4. まとめ 

本章では、開発した 2 つの分析法を生乳に適応可能かどうかを検証し、CRL

と SEA の残留実態調査を実施した。 

検証および調査結果の要点は次の 2 つである。 

① 生乳の代替として用いた特別牛乳を対象として、CRL と SEA の添加回収試

験を行った。牛乳を試料とした結果と同等の結果が得られ、開発した 2 つの

分析法の対象試料を生乳に拡大することが可能となった。 

② 開発した 2つの分析法を用いて、市販牛乳 8検体および生乳 14検体に対し、
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残留実態調査を行ったところ、いずれの検体からも定量下限値以上の CRL

と SEA は検出されなかった。 

本章では、共通化した LC-MS/MS の測定条件を用いて牛乳等に含まれる CRL

と SEA の検査が可能であることを本研究で実証した。 

第 5 章 総括 

本研究では、牛乳中に残留する細菌性毒素の分析法を提示した。対象とする

細菌性毒素はセレウス菌が産生する CRL および黄色ブドウ球菌が産生する

SEA とした。 

CRL および SEA といった細菌性毒素は牛乳を汚染し、大規模集団食中毒を

引き起こしてきた。これらの原因毒素を牛乳から同一の LC-MS/MS 条件で分析

する方法はなく、個別の試験法を用いて対応してきた。CRL の個別法は定性能

と簡便性、信頼性といった問題があり、試験実施の障壁となっていた。また、

SEA の個別法はばらつきや揺らぎが大きく、定性能と信頼性が乏しかった。

各々の個別法が持つ課題を解決し、CRL と SEA を同一の LC-MS/MS 条件で分

析できる方法が必要であった。 
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そこで第 2 章では、牛乳中の CRL の分析法について検討した。解決すべき

であった 3 課題を以下に列記し、さらに、本研究でどのように解決したか記し

た。 

① 高い再現性：プロダクトイオンスペクトルを取得することで、LC-MS/MS

による CRL の特異的な同定が可能となった。CRL を定量下限値まで確実か

つ精確に定量することができる。 

② 簡便性：前処理にタンパク質酸沈殿法とアセトニトリルによる抽出を用い

ることで、牛乳由来の夾雑成分を除去し、精製工程を省略した。 

③ 信頼性確保：妥当性評価ガイドラインの基準にすべて適合した。 

第 3 章では、牛乳中の SEA の分析法について検討した。解決すべきであった

3 課題を以下に列記し、さらに、本研究でどのように解決したか記した。 

① 高い再現性：SEA に由来する 3 つのペプチド断片を LC-MS/MS で検知する

ことで、SEA のアミノ酸配列を 10%以上カバーし、同定する。定量下限値

まで SEA を確実かつ精確に定量することができる。 

② 簡便性：第 2 章で開発した CRL の分析法と同じ LC 条件を用いて、SEA に

由来するペプチドが分離され、MS/MS にて検知可能であることを見出し

た。これにより、鑑別すべき CRL と SEA を同一の LC-MS/MS 条件で連続

的に測定可能となり、実務的な時間と労力を低減した。 
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③ 信頼性確保：妥当性評価ガイドラインの基準にすべて適合した。 

本研究では、今まで同一条件で測定および検査できなかった異なる細菌性毒

素、CRL および SEA の分析法を開発した。 

第 4 章では、各分析性能が妥当性評価ガイドラインの基準を満たし信頼性が

高い本分析法を用いて、牛乳類 22 検体の実態調査を行ったところ、いずれの

検体からも CRL および SEA を検出しなかった。再現性および信頼性の高い本

分析法は調査した牛乳類に定量下限値以上の CRL と SEA がないことを示し

た。 

以上のことから、本研究で開発した分析法と調査結果は牛乳の品質保障と食

品衛生における検査体制の強化に寄与すると期待される。さらに、開発した分

析法は食中毒の病因物質特定や健康被害の予防につながると考えられる。 

今後の重要課題としては、従来法との定量値比較と別な試験所での本分析法

を性能評価だと考えられる。本分析法を普及しつつ施設間の精度分析を行うこ

とで、画一的な検査の実現が期待できる。さらに、本研究の成果を起点として

対象可能な細菌性毒素等を拡充することで、牛乳を汚染する有害物質の網羅的

分析・解析系の確立が期待される。 

本論文における研究成果の一部を以下に公表した。 
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Figure 1

Monoisotopic mass: 1152.698 Da

Log Po/w       : 10.2
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Figure 1. Structure and features of CRL. Adapted from 

“Chemical structures of cereulide” by García‐Calvo et al. 2017.
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Figure 2

Accession No.: P020L2

Gene               : entA

Monoisotopic mass: 27.1 kDa

Figure 2. Structural image and features of SEA. Adapted from UniProt

Knowledgebase, available: https://www.uniprot.org/uniprotkb/P0A0L2/entry
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Sample (cow’s milk) 25.0 g

Adjust the pH to  3.5 ± 0.5 with 5 mol/L HCl

Mix on a vortex
Centrifuge(3,200 ×g, 15 min, 4℃)

Add acetonitrile 20 mL

Mix on a vortex

The supernatant The pellet
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The Extract solution 100 µL

LC-MS/MS measurements

Figure 3

Figure 3. Sample preparation method for analysis of CRL.

Centrifuge(3,200 ×g, 15 min, 4℃)

Add acetonitrile 20 mL

Mix on a vortex

Centrifuge(3,200 ×g, 15 min, 4℃)

Dilute to 50 mL with acetonitrile

Dilute to 1 mL with methanol

Centrifuge(3,200 ×g, 15 min, 4℃)

The Examination solution in a glass vial

The pellet



Figure 4

Figure 4. Criteria of performance characteristics of validation study in the guidelines of Japanese 

Ministry of Health, Labour and Welfare.

Performance characteristics of single-laboratory validation study 

1. Selectivity

2. Trueness (Recovery)

3. Precision

-1. Repeatability

-2. Within-laboratory reproducibility 

4.  Limit of Quantification

Selectivity: 

Good separation of the peaks of target compounds from the peaks of matrix. 

Limit of Quantification:  Signal-to-Noise ≧ 10. 

Trueness, Precision

Fortification level

(ng/g)

Trueness

(%)

Precision

Repeatability 

(RSD, %)

Within-laboratory 

reproducibility (RSD, %)

≦     1 70-120 30 ＞ 35 ＞

1 ＜ X ≦   10 70-120 25 ＞ 30 ＞

10 ＜ X ≦ 100 70-120 15 ＞ 20 ＞
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Figure 5. 1. LC-MS/MS chromatograms (m/z 1170.7→1125.7) of (A) CRL standard 

solution (0.5 ng/g), and (B) the sample spiked with CRL at10 ng/g (0.5 ng/g in the vial). 
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Figure 6. (A) The scheme shows proposed fragmentation pattern with tentative 

structures for the product ion of CRL. The fragmentation pattern was adapted in Bauer 

et al.(2010). Results of the product ion spectra analysis of m/z 1170.7 in (B) CRL 

standard solution (0.5 ng/g) and (C) a sample spiked with CRL at 10 ng/g (0.5 ng/g in 

the vial). 
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Figure 7
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Figure 7. Comparison of the recoveries of CRL among the different 

extraction procedures. Error bars indicate the RSD values of repeatability

(n = 3).
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Figure 8. Total ion current chromatograms (TIC, m/z 600 to 1200); Blue line shows 

the TIC of the blank solution (methanol), red line indicates the TIC of the blank 

milk samples with the 10-fold dilution process, and green line indicates the TIC of 

the blank milk samples without the process. 
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Figure 9. Calibration curve data from the standard solution of CRL. The 

calibration points (0.1, 0.25, 0.5, 2.5, and 5.0 ng/mL) were analyzed twice.
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Figure 10. Chromatograms of the quantitative transition (m/z 1170.7/1125.7) in (A) the 

blank milk sample, (B) the standard solution of CRL 0.1 ng/g, and (C) spiked sample with 

CRL at the LOQ level (2 ng/g, 0.1 ng/g in the vial).
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Figure 11. 

Sample (cow’s milk) 25.0 g

Adjust the pH to  3.5 ± 0.5 with 5 mol/L HCl

Mix on a vortex
Centrifuge(3,200 ×g, 15 min, 4℃)

Adjust the pH to  7.5 ± 0.1 with 5 mol/L NaOH

Mix on a vortex

The supernatant

The protein pellet

The Sample buffer

Centrifuge(3,200 ×g, 15 min, 4℃)

Add 5 mL of ethanol

Add 5 mL of the mixture (100 mmol/L Tris-HCl with a pH of 

8.5, 7 mol/L guanidium hydrochloride, 10 mmol/L EDTA)

The supernatant

Add equal volume of 20% trichloroacetic acid

Leave on ice, 30 min

Centrifuge(12,000 ×g, 15 min, 4℃)

The protein pellet

Centrifuge(12,000 ×g, 5 min, 4℃

Mix on a vortex

The protein pellet

Add 5 mL of ethanol

Centrifuge(12,000 ×g, 5 min, 4℃

A

Figure 11. Sample preparation method for analysis of SEA; (A) The method of 

collecting protein and preparing for the sample buffer and (B) the method of trypsin 

digestion, desalting, and preparing for the Examination solution.
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Figure 11

200 µL of the Sample buffer

Add 5 µL of 1 mol/L DDT

Leave for 90 min

Mix on a vortex

The protein pellet

Add 100 µL of 100 mmol/L Tris-HCl with a pH of 8.5 

with 1.2 mol/L urea

Add trypsin (enzyme: protein = 1：100)

The peptide solution

Add 100 µL of 0.1% formic acid

The elute

Pass through

Elute from GL-Tip SDB with 100 µL of 80% acetonitrile 

containing 0.1% formic acid 

Add 12.5 µL of 1 mol/L IAA

Leave for 90 min in dark

Methanol chloroform precipitation

Leave for 16-18 h, 30 ℃

Add 2 µL of formic acid

GL-Tip SDB column

Dry with nitrogen

Add SIIS peptide

LC-MS/MS measurements

The Examination solution in a vial

B
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Figure 12
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Figure 12. (A) Amino-acid-sequences of SEA; bold/underlined = selected peptide for 

AQUA; bold = selected peptides; italicised = signal peptide. (B) Product ion spectra elicited 

by the doubly protonated peptide (m/z 615.8/773.5 of SELQGTALGNLK) in the

standard solution at a SEA concentration of 1000 ng/g.
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Figure 13
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Figure 13. Comparison of sensitivity in LC–MS/MS chromatograms between (A) the 

standard solution of SEA 500 ng/g and (B) cow’s milk spiked with SEA at 50 ng/g (500 ng/g 

in the vial). Each of the peptides were eluted at the same retention time: (left) the quantitative 

transition (m/z 615.8/773.5 of SELQGTALGNLK), (middle) the transition (m/z 564.8/686.4 

of QNTVPLETVK), and (right) the transition (m/z 693.4/972.5 of NVTVQELDLQAR) 
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Figure 14. Total ion current chromatograms of blank milk samples (m/z 55 to 

650) (A) without and (B) with the desalting process.
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180115_SEA_180404.rdb (SELQGTALGNLK.+2y8.light): "Linear Through Zero" Regression ("No" weighting): y = 0.0469 x (r = 0.9995)
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Figure 15. Calibration curve data from the standard solution of SEA peptides. The 

calibration points (100, 250, 500, 1000 and 2500 ng/mL) were analyzed twice.
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Figure 16. Chromatograms of the quantitative transition (m/z

615.8/773.5) in (A) the standard solution of SEA 100 ng/g, (B) 

spiked sample with SEA at the LOQ level (10 ng/g, 100 ng/g in 

the vial), and (C) the blank milk sample. 
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Figure 17. (A) Schematic drawing of the approach for the analysis of CRL and SEA 

in milk samples. (B) Typical LC-MS/MS chromatograms for the milk sample 

spiked with CRL 10 and SEA 50 ng/g: (left) CRL transition (m/z 1170.7/1125.7 at 

the retention time (RT) 19.7 min) and (right) SEA peptides transition (m/z

564.8/686.4 at the RT 11.3 min, m/z 615.8/773.5 at the RT 13.5 min, and m/z 

693.4/972.5 at the RT 14.5 min).
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Table 1. Parameters of MS/MS detector.

Positive-ion ESI*

4500 V     

600°C   

10 V  

15 psi

 8 psi

40 psi

40 psi

*Electrospray ionasation

Ionisation mode

Enhance potential

Vaporiser temparature

Ion spray voltage

Ion source gas pressure 2

Ion source gas pressure 1

Collition gas pressure

Curtain gas pressure
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Table 3. Validation results for cereulide in cow’s milk.

RSDr*

(%)

RSDWR**

(%)

10 94.0 4.7 5.6

50 90.5 2.4 4.7
*
RSD of repeatability

**
RSD of within-laboratory reproducibility

2.0

Fortification

level

(ng/g)

Trueness

(%)

LOQ

(ng/g)

Precision
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Table 5. Trypsin-to-sample protein ratio

1:  25 650 1.11 5.8

1:  50 758 1.02 7.6

1:100 860 0.94 4.2

*RSD  of repeatability

Trypsin-to-sample

protein ratio
Signal-to-Noise Area/IS RSDr*(%)
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Table 6. Validation results for SEA.

RSDr*

(%)

RSDWR**

(%)

50 82.4 12.7 12.7

100 79.6 14.1 18.4

*RSD of repeatability

**RSD of within-laboratory reproducibility

10.0

Fortification level

(ng/g)

Trueness

 (%)

LOQ

 (ng/g)

Precision
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