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LCふ在SjMSによる畜産食品中のネクイネート
およびパクイノレートの分析

(平成22年6月22日受理)

中島崇行本 林 洋 笹本間生 神田 軌 草野友子

松島陽 金井節子 竹葉和江 永山敏慶

Determination of Nequinate and Buquinolate in Livestock Products Using Liquid 
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry 

Takayuki NAKAJIMA*， Hiroshi HAYASHI， Takeo SASAMOTO，間akiKANDA， Tomoko KUSANO， 
Youko MATSUSHIMA， Setsuko KANAI， Kazue T AKEBA and Toshihiro NAGAYAMA 

Tokyo Metropolitan Institute of Public Health: 3-24-1 Hyakunin-cho， Shinjuku-ku， 
Tokyo 169-0073， Japan; * Corresponding author 

We studied the simultaneous determination of nequinate and buquinolate， which are used as 
feed additives to prevent coccidiosis， by means of liquid chromatography coupled with tandem 
mass spectrometry (LC回MSjMS).1、h巴samplewas extracted with acetonitrile， then loaded onto an 
HLB mini-column with 20% methanol. After clean-up with 20% methanol， the analytes were 
eluted with acetonitrile-methanol (1 : 1). The c∞occi泊diωos討tatぬsin the puri白eds回amp凶le出swere dete町r句
ml悶nedu出l凶si加ngES臼I
Oぱfnequi加na抗teand buqui泊nolat匂efr司om8 k王i加nd白s0ぱf1口ivesはto∞ckssamples (伶chi比ckenmuscle， chicken liver， 
chicken heart， swine muscle， swin巴heart，cattle muscle， sheep muscle， egg) were in the range of 
89.5% to 108.6%， and the relative standard deviation values were < 20% (n= 10) at the levels of 
O.Olllgjg and 0.05μgjg， respectively. The limits of quantification of these compounds were 0.001 
μgjg in each sample. 

(Received June 22， 2010) 

Key words: 抗コクシジウム剤coccidiostats;ネクイネート nequinate;パクイノレート buquinolate;
液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法LCふ1SjMS
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コクシジウム症は主にEimeriα躍の原虫によって引き

起こされる消化管障害であり，鶏をはじめ牛や膝などに発

症する疾病である.その感染経路はホストとなっている家

畜の糞便などから飼料や水，土などを介して，あるいは媒

介生物によって間接的に伝播する例が知られている.その

ため養鶏場などの集約的環境下では一度感染が始まると

団感染のリスクが高まり，それによって家畜を出荷できな

くなるなど甚大な経済的被害が予想されることから，現在

では多様な薬剤が上市され，予防および治療に使用されて

いる1)，2) 一方，抗コクシジウム剤の中には，いまだに分

析法が確立しておらず，厚生労動省より試験法が通知され

ていない薬剤もある.海外で飼料添加物として用いられる

ネクイネー卜やノイクイノレートもその 1つで，キノロン

骨格を有し，脂溶性が高く， f也の抗コクシジウム斉IJと物理
化学的性状が異なるため， これまで、畜水産物を対象とした

分析法は報告されていなかった (Fig‘1).そこでネクイ

ネートおよびパクイノレートの分析法について検討したと

ころ，良好な結果が得られたので報告する.

実験方法

1.試料

試料は東京都内で市鼓されていた鶏筋肉，鶏肝臓，鶏心

臓，豚筋肉，豚心臓，牛筋肉，学筋肉，鶏卵を使用した.

2. 試薬および標準品

試薬:メタノーノレは関東化学(株)製の HPLC用，アセ

トニトリルおよび、蒸留水は和光純薬工業(株)製の HPLC

用，ヘキサンおよびトプロパノールは和光純薬工業(株)

製の特級，ギ酸は和光純薬工業(株)製の LCjMS用を使用

した.
*連絡先 Tak王ayuk王1に一Iし…一守，Na成ka剖jima@memb巴釘r.metro.tωokyo.j
東京者都s日i健隠E燦葉安全研究セン夕一:〒169-0∞073東京苦都s新宿区
百人悶町J3-24-1 標準品:ネクイネートおよびパクイノレートの標準品は
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Fig. 1. Chemical structures of nequinate and buquinolate 

Table 1. LC-MS/MS conditions for nequinate and buquinolate 

LC-MS/MS conditions 

Column 
Column temperature 
Flow rate 

しcolumn2 ODS (2.1 mm i.d.x 150 mm， 5μm) 
400C 
0.2 mL/min 

Mobile phase (A) 0.1% formic acid: (ち)acetonitrile 
(A%: B%)=O min (95: 5)→3 min (95: 5)→10 min (10: 90)→15 min (10: 90)→15.1 min 
(95: 5)→20 min (95: 5) 

Injection volume 
Ionization 
Analysis mode 
Ion但sprayvoltage 
Vaporizer temperature 
Capillary temperature 

5μL 
ESI positve 
Multiple reaction monitoring (MRM) 
3.000 V 
4500C 
2200C 

Precursor Quantitative Collision Qualitative Collision 
Tube lens 

IOns product ions 
(m/z) (m/z) 

Nequinate 366 145 
Buquinolate 362 204 

林純薬(株)製の残留動物薬試験用試薬を使用した.

標準溶液:各薬剤を 5mgずつ正確に秤量し，それをメ

タノーjレで溶解， 50mLに定容し， 100μgjmL標準原液

を作製した. これを用時メタノールで希釈し，検量線作成

および添加回収実験に舘用した.

間棺カート 1)ッジ Waters社製 Oasis必 HLB(200 mg) 

をメタノーjレ5mL，水 5mLでコンディショニングした

後に使用した.

メンブレンフィルター Millipore社製Millex-LG0.2 

μm 

3. 装置および測定条件

速液体クロマトグラフ:(株)島津製作所製Promi-

nenceシリーズ

繋量分析装罷 ThermoScientific社製TSQQuantum 

Access MAX 

装寵条件および測定条件を Table1に示した.

4. 試験j容液の諮製

試料 5.0gを採取し，アセトニトリル 30mLおよびア

セトニトリル飽和ヘキサン 20mLを加えて細砕した後，

毎分 3，000回転で 10分間遠心分離した.その上議液を分

液漏斗に採り，アセトニトリル層を分取，ヘキサン層を残

留物に畏し，新たにアセトニト 1))レ 20mLを加えよくか

くはん後，毎分 3.000回転で 10分間遠心分離した.得ら

れた上澄液を分液漏斗に採った後，分取したアセトニトリ

energy product ions en巴rgy
(V) 

(己V) (m/z) (eV) 

47 91 33 100 
35 260 29 95 

ル層を先のアセトニトリル!震に合わせた.これに1-プロパ

ノール 10mLを加え，i威圧下濃縮乾回した.この残留物
にメタノーjレ2mLを加えて溶かした後， 7.k 8 mLを加え
混和し，全量を HLBカートリッジ (200mg)に負荷した.

カートリッジを 20%メタノーjレで洗浄後，アセトニトリ

ルーメタノール (1・1)混液で溶出し 10mLに定容した後，

その一部をメンブレンフィルターでろ過して試験溶液とし

た.

結果および考察

1. LC-MSjMS測定条件の検討

1.1 MSjMS条件の検討

これまでの報告3).4)， 6)-8)に従い，各薬剤lの標準溶液(1

μgjmL)についてイオン化条件を検討した結果，両薬剤と

もプロトン付加分子を高感度に検出することができた.次

にこれらのイオンをプリカーサーイオンとしてプロダクト

イオンスキャンを行い，コリジョンエネルギーなどの

MSjMS条件を最適化後，最も感度の良かったプロダクト

イオンを定最南に， 2番自に感疫の良かったプロダクトイ

オンを定性用に使用することとした.

1.2 LC条件の検討

これまでの報告3)-8)を参考に. HPLCカラムについては

ODS系であるジーエルサイエンス社製Inertsil@ODS輔3

と化学物質評儲研究機構製L-column20DS，移動相の
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Table 2. Recoveri巴sof nequinate and buquinolate from 8 kinds of livestocks 

Recovery (%)不
Spiked 

Compound level Chicken muscle Chicken liver Chicken heart Swine muscle Swine heart Cattle muscle Sheep muscle Egg 

(μg/g) 
ivIean RSD ivIean RSD ivIean RSD ivIean RSD Mean RSD Mean RSD ivIean RSD ivIean RSD 

0.01 91.7 9.9 95.3 18.1 89.5 16.9 104.3 15.0 91.0 12.0 102.5 11.9 99.6 17.0 96.8 16.3 
Nequinate 

0.05 101.0 9.1 90.1 14.0 93.6 11.7 91.5 13.6 93.2 13.6 102.7 10.5 99.3 8.6 98.7 8.6 

0.01 99.9 14.6 98.9 17.2 90.2 16.9 107.6 10.5 105.9 15.4 102.0 18.5 
Bu弓uinolate 0.05 103.8 8.5 I 93.3 13.8 97.4 8.8 I 97.6 9.5 97.6 16.7 102.0 6.7 102.8 5.9 101.4 6.7 

*n 10 

水系溶媒としてキ

溶液，有機系溶媒としてアセトニトリルとメタノーjレを選

択し，それぞれの組み合わせを検討した.その結果 Table

lに示す条件において， ピーク形状および感度の点におい

て良好な結果が得られた.

1.3 検量線

LC-MSjMSによる測定では，試料マトリクスの影響を

受け，試料簡あるいは|可じ樟類の試料であっても個体閣で

薬剤のイオン化のパターンが巽なることがある.ネクイ

ネートおよびパクイノレートの 0.01JlgjmL標準溶液な

らびに，鶏筋肉，鶏肝臓，鶏心臓，豚筋肉，豚心臓，牛筋

肉，羊筋肉，鶏卵の 8種類のブランク試験溶液 900μLに

0.1μgjmL標準溶液 100μLを加えたマトリクス添加標準

溶液のピーク形状および強度を比較した.その結果，ネク

イネー卜は豚心臓および鶏卵でイオン化促進効果が認めら

れ，パクイノレートはすべての試料で抑制効果が認められ

た.各試料間でマトリクス効果に違いが生じることが判明

したことから，定量はそれぞれのマトリクス検量線を用い

て行うこととした.各試料のブランク試験溶液 900μL

に， 0.001， 0.005， 0.01， 0.05μgjmLの濃度となるように

各標準溶液 100μLを添加して得られたクロマトグラムの

ピーク面積から各検量線を作成した.その結果，ネクイ

ネー卜およびパクイノレートともに，すべての試料につい

てR2>0.998の醒線性が得られた.

2. 前処理法の検討

はじめに，既存の分析法の適用について検討した.動物

用医薬品の分析法のうち，最も多くの薬剤を同時に抽出す

ることができることから厚生労働省一斉試験法 fHPLC

による動物用医薬品等の一斉試験法IJ*lに注目した.本法

に準じて鶏筋肉からの添加回収実験を行ったところ，両薬

剤とも回収率は 50%以下と低いものであった‘回収率の

低い原因が抽出過程にあるのか，精製過程にあるのかを確

かめるため，抽出液の濃縮乾固残留物をメタノール 2mL

に再溶解した後，孔径 0.45μmのメンブレンフィルター

でろ過した抽出溶液について測定したところ，両薬剤jとも

95%以上の回収率を示した.このことから，回収率が抵

不l 厚生労働省産薬食品局食品衛生部長通知号IJ添:平成 17年

l月24臼食安発第 0124001号 (2005)

下した原因は抽出過程ではなく，精製過程すなわち含水ア

セトニトリルーヘキサンによる液液分配にあると考えられ

た.一方，抽出物には多くの爽雑成分が認められ，その溶

解液をそのまま機器に注入すると，測定の妨害のみならず

流路やイオン源の汚れなどの装置への負荷が懸念された.

そこで本研究では既報6)，8).9)を参考に HLBカートリッジ

を用いた精製を濃縮操作後に追加することにした.

まず，カートリッジからの溶出溶媒について検討した.

鶏筋肉を用い，抽出液の濃縮乾国残留物に 20%メタノー

ルで希釈した 0.01μgjmL標準溶液を 10mL加えて溶解

させた後，全量をカートリッジに負荷した.メタノ -Jv，

アセトニトリル，アセ卜ニトリルーメタノール (1: 1)混液，

0.1%ギ酸含有アセトニトリルの 4種類の培媒 10mLで溶

出し，それぞれの溶出率を測定したところ，アセトニトリ

ルメタノール(1・ 1)混液で 96%以上の溶出が確認でき

た.次にカートリッジに負荷する際のメタノール濃度につ

いて検討した.上記と同様の方法で，抽出液の濃縮乾田残

留物を 10%，20%， 40%， 60%メタノールそれぞれで溶

F拝したものを，アセトニトリルメタノール (1: 1)混液で

溶出した.その結果，負荷時のメタノール濃度が40%以

上では，負荷時に薬剤の一部が流出し，回収率が理論値よ

りも低下した.また， 10%メタノールで溶解した場合は，

爽雑成分が析出し，カートリッジ内に目詰まりが生じた.

以上の点を踏まえ，負荷する際のメタノール濃震を 20%

と設定した.

3. 添加田収実験

あらかじめ両薬剤を含有していないことを確認した試料

に，混合標準溶液を 0.01μgjgおよび 0.05Jlgjgとなる

ように添加し，添加回収実験を行った.その結果， 0.01 

μgjgおよび 0.05Jlgjg添加持のいずれにおいても回収率

は 89.5~ 108.6%，杷対標準偏差は 20%未満であった

(Table 2). 鶏筋肉，鶏肝臓，鶏卵での添加回収実験で得

られたクロマトグラムを Fig.2に示した.なお，本法に

おけるネクイネートおよびパクイノレートの定量下限値

(SjN孟10)は， 8覆類の試料L、ずれにおいても 0.001Jlgj 

gであった.

4. 実態調査

本法を用いて市販の輸入鶏筋肉 3検体，輸入隊筋肉 3

検体，輸入牛筋肉4検体， 6十10検体について残留実態調
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食街誌52(3)，178~182 (2011) 
公的な試験法の定められていないネクイネートおよびパ

クイノレートの分析法を確立した.試料から厚生労働省通

知の一斉試験法Iに準じて抽出した後， 20%メタノール

でHLBカートリッジに負荷し，アセトニトリルーメタ

ノール(1: 1)混液で、溶出， 10 mLに定容し LCふ!lSjMSに

より定量した.本法のネクイネートおよびパクイノレート

の定量眼界は 0.001μgjgであった. 8種類の試料(鶏筋

肉，鶏肝臓，鶏心臓，掠筋肉，諒心臓，牛筋肉，学筋肉，

鶏卵)について 2濃度における各々の添加由収ネは， 89.5~ 
108.6%，相対標準{偏差は 20%未満 (n=10)であった.本

法を用いて市販の食肉 10検体について実態調査を行った
ところ， いずれの検体からもネクイネートおよびパクイノ

レートは検出されなかった.
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