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報文

LC 
4酬ヒドロキシクマリン系殺鼠斉剤リ分析法

(平成23年2月22日受理)

費藤静夏* 坂井隆敏 根本 了 松田りえ子

Determination of 4-Hydroxycoumarin Rodenticides in Animal Products， Fishery Products， 

and Honey by Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry 

Shizuka SAITO*， Takatoshi SAKAI， Satoru NEMOTO and Riekoお1ATSUDA

National Institute of Health Sciences: 1-18-1 Kamiyoga， Setagaya-ku， Tokyo 158-8501， Japan 

A sensitive and selective method for the determination of 4-hydroxycoumarin勺rperodenti-
cides (warfarin， coumatetralyl， br・omadiolone，and brodifacoum) in animal products， fishery prod-
ucts， and honey was developed. 4-Hydr‘oxycoumarin rodenticides were extracted with acidified 
acetone， and the crude extract was purified by liquid-liquid partitioning followed by PSA column 
cleanup. Gradient liquid chromatographic separation was performed by using an Inertsil ODS制4
column， with methanol and water containing ammonium acetate as the mobile phase. Detection 
was carried out on a tandem mass spectrometer with electrospray ionization in the negative mode. 
A verage recoveries from bovine muscle， bovine liver， bovine fat， swine muscle， salmon， eel， 
freshwater clam， egg， milk， and honey spiked at 0.0005…0.001 mgjkg were in the range of 79-
108%， and the relative standard deviations were 2-8%. The limits of quantitations of the 
developed method were 0.0005 mgjkg for brodifacoum， 0.001 mgjkg for warfarin， coumatetralyl， 
and bromadiolone. 

(Received February 22， 2011) 

Key words: 殺鼠剤rodenticide;4嶋ヒドロキシクマリン 4七ydroxycoumarin; ワルファリン war-
farin;クマテトラリルcoumatetralyl;ブロマジオロン bromadiolone;ブロディファコウム brodi需
品coum;液体クロマトグラフータンデム葉量分析計LC-MSjMS

緒扇

ワルファリン，クマテトラリル，ブロマジオロンおよび

ブロディファコウムは (Fig.1)， 4-ヒドロキシクマリン骨

格を有する殺鼠剤であり，血液凝固抑制作用を示す1) こ

れらの 4-ヒドロキシクマリン系殺鼠王将は養稼場などで広

く{吏われており，豚などの家畜や野生動物の誤食による中

毒事例が報告されている1)， 2) わが国ではふとドロキシク

マリン系殺鼠荊のうち，ワルファリンおよびブロディファ

コウムについて，農産物および畜水産物に 0，0005~0.001 

ppmの暫定基準舗が設定されており，高感度な試験法が

必要とされている.

これまでに 4-ヒドロキシクマリン系殺鼠剤の分析法は，

uvや蛍光検出器付き HPLCを用いた方法が多く報告さ
れている2)-6) しかしながら，これらの方法は LC

(ν/悶S町)を用いた方法と比較して感震および選択性の面で劣
るふ. 最近でlはまLC俗ふMS(jMS町)を用いた血清7η 血紫8)，ij干
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Fig. 1. Chemical structures of warfarin， coumatetralyl， 
bromadiolone， and brodifacoum 

職8)，9)および腎脇町中の 4-ヒドロキシクマリン系殺鼠剤の

分析法も報告されているが，騒広い畜水産物に適用で、きる

高感度な分析法の報告例はない，そこで本研究では， ワル

ブァリンおよびブロディファコウムに，基準績が未設定の

クマテトラリ jレおよびブロマジオロンを力日えた 4愉ヒドロ



August 2011 *水産物およびはちみつ中の 4-ヒドロキシクマリン系殺鼠剤分析法 245 

Table 1. LC-MS/MS analysis parameters for 4-hydroxycoumarin rodenticides 

Compound Retention Pr巴cursorion Product ion Cone voltage Collision time (min) (m/z) 

Warfarin 13.8 307 [M-HJ一

Coumatetralyl 14.0 291 [M -H] 

Bromadiolone 18.8 527 [M-Hγ 

Brodifacoum 20.3 523 [M-H]ー

* Transition used for quantitation 

キシクマ J)ン系殺鼠剤4化合物について，畜水産物およ

びはちみつ中の高感度なグループ分析法を開発し， 10食

品への適用を検討したので報告する.

実験方法

1.試料

市販の牛の筋肉，牛の脂肪，牛の肝臓，日手の筋肉，さ

け，うなぎ， しじみ，鶏卵，牛乳およびはちみつを用い

た.牛の筋肉，牛の脂肪，牛の肝臓および践の筋肉は，

フードカッターで締切均一化した.さけおよびうなぎは，

可食部(内臓は除く)をフードカッターで縮切均一化し

た. しじみは殻を除去後，フードカッターで締切均一化し

た.鶏卵は殻を除去後，よくかくはん均一化した.牛乳お

よびはちみつは，よく混合して均一化した.

2. 試薬・試液

有機溶媒および試薬は，関東化学(株)または和光純薬工

業(株)の残留農薬試験用試薬を用いた.ケイソウ土は，和

光絡薬工業(株)製のセライト 545を用いた.ギ駿(特級)

および酢酸(精密分析用)は，和光純薬工業(株)製を用い

fこ.

ワルファ J)ン， クマテトラリノレおよびブロマジオロン標

準品は Dr.Ehrenstorfer GmbH社製の残留農薬試験用試

薬を用いた.ブロディファコウム環準品は Riedel-de

Ha邑n社製の残留農薬試験用試薬を用いた.課準原液

(1，000 mg/L)は各標準品 10mgを精秤し，アセトニトリ

ル10mLに溶解して調製した.検量線作成用および添加

回収試験用の混合標準溶液は，標準原液をメタノールで適

宜希釈して調製した.なお，脂拐の添加回収試験において

は，メタノールで調製した標準諮液(1mg/L)をアセトン

で希釈したものを添加回収試験用の混合操準溶液とした.

エチレンジアミン-N-プロピルシリ jレfヒシリカゲノレミニ

カラム (500mg)は， Varian社製BondElut Jr♂SA (担

500 mg)を用いた.

3.装置

フードカッターは BRAUN社製multiquickprofes-

sional MR 5550 M CAホモジナイザーは Kinematica

社製PolytronPT 10-35 GTを用いた. pHメーターは

Horiba社製F-52を用いた. LC 

(m/z) (V) energy (eV) 

161* 30 28 
250 30 28 
141* 40 28 
106 40 28 
250* 60 35 
93 60 35 
135* 60 35 
81 60 42 

製高速液体クロマトグラフ Alliance2695および両社製

質量分析計MicromassQuattro Premierを提吊した.

4. LC-MS/MS測定条件

4.1 LC条件

カラム InertsilODS-4 (内径2.1mm，長さ 150mm， 

粒子径3μm，GL Sciences社製)，ガードカラム Inert-

silODS伺4(内径 1.5mm，長さ 10mm，粒子径3μm，GL

Sciences社製)，カラム温度:40oC，、注入量 5μL，移動

指・ 10mmol/L酢駿アンモニウムj容液 (A液)および

10 mmol/L酢酸アンモニウム・メタノール溶液 (B液)，

移動相流速 0.20mL/min，グラジエント条件 o分 (A:
Bニヱ80:20)→ 15分 (A:B=5:95)→25 分(A:B口 5:95)→ 

25.1分 (A:B=O: 100)→35分(A:B=O: 100)→ 35.1分

(A:B口 80:20)，保持時間 Table1に示した.

4.2 MS条件

イオン化モード:ESI (一)，測定モード MRM(multi-

ple reaction monitoring)，キャピラリー電 0.5kV， 

ソース温度 120
o
C，コーンガス流量:50 L/h (N2)，脱溶

媒温度:40oC，脱溶媒ガス流量 800L/h (N2)，コリジョ

ンガス流量:念3.1x e-3 mbar (Ar)，測定イオン (m/z):

Table 1に示した.

5. 試験溶液の調製

試験溶液調製方法の概略を Fig.2に示した.

5.1 抽出

試料 10.0g (指肪の場合は 5.00g)を量り採った.は

ちみつの場合は試料 10.0gを量り採り，水20mLを加え

て溶解した.これに酢駿 1mLおよびアセトン 100mL 

を加えて 2分間ホモジナイズした後，ケイソウ土を約 1

cmの悪さに敷いたろ紙を用いですり合わせ減圧濃縮器中

に吸引ろ過した.残留物を採り，アセトン 50mLを加え

て上記と開様にホモジナイズした後，吸引ろ過した.得ら

れたろ液を合わせ， 400C以下で約 10mL (はちみつの場

合は約 30mL)に減圧濃縮した.

これを 10%塩化ナトリウム溶液 100mLおよびヘキサ

ン酢駿エチ jレ(1:1) 100 mLで分液漏斗に移し， 5分間

振とう後，有機簡を謀った.なお，エマノレジョンが生成し

た場合は，毎分3，000自転で 5分間違心分離を行った.

水層を分液漏斗に戻し，ヘキサンー酢駿エチル (1: 1) 50 
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Fig. 2. Schematic repres巴ntationof the analytical procedure 

mLを加え，上記と同様に操作した.有機層を合わせ，適

量の無水硫駿ナトリウムを加えて 15分間放震後，無水硫

薮ナトリウムをろ別し，ヘキサン一群酸エチル(1: 1)を加

えて，正確に 200mLとした.

5.2 精製

このj容液を，あらかじめヘキサンアセトン (1: 1) 10 

mLで洗浄した PSAミニカラム (500mg)に負碕し，さ

らにヘキサンーアセトン(1: 1) 8 mLを注入して流出液は

捨てた.次いで，ヘキサンーアセトンーギ酸 (25:25: 1) 20 

mLを注入し，溶出液の溶媒を 40
0

C以下で約 2mLまで

減圧濃縮後，窒素気流により溶媒を留去した.なお，カラ

ムからの溶出は流速 1~2 mL/minとなるよう適宜加圧し

た.残留物をメタノール 1mLに溶解して試験溶液 0.0

g試料/mL)とした.

抽出液 20mL (指肪の場合は 40mL，試料 1g相当)を

採り， 40
0C以下で約2mLまで減庄濃縮後，窒素気流に

より捺媒を留去した. この残留物をヘキサン 30mLおよ

びヘキサン飽和アセトニトリル 30mLで分液漏斗に移

し， 5分間振とう後，アセトニトリル層を採った.ヘキサ

ン飽和アセトニトリル 30mLを加え，上記と問様の操作

を2回繰り返した.アセトニトリル層を合わせ， 400C以

下で約 2mLまで減圧濃縮後，窒素気流により漆媒を留去

し，残留物をヘキサンーアセトン (1・1)2 mLに溶解した.

6. 定

標準溶液 0.125，0.25， 0.50， 0.75， l.0およびl.5μg/L

(ブロディファコウムは，牛の筋肉，牛の日干臓および豚の

筋肉においては 0.0625，0.125， 0.25， 0.375， 0.50および
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0.75μgjL)をメタノールで調製し，それぞれ5μLを

しC司MSjMSに注入して， ピーク罰穣法で検最線を作成し

た.試験溶液5μLをLC-MSjMSに浸入し，検量線から

絶対検量線法により濃度を求めた.なお，フ。ロマジオロン

は各異性体のピーク面積の和を用いて定量した.

7. 試料マトリックスのjJlIJ定への影響

ブランク試料を用いて，分析法に従って調製した試験溶

液(ブランク試験溶液)100μLをパイアルに採り，

を吹き付けて乾臨した.これに標準溶液 100μLを加えて

溶解し，マトリックス標準詩液とした.同じ濃度のマト

リックス標準溶液と溶媒課準溶液を交互に測定し， ピーク

面積を比較して試料マトリックスの測定への影響を評価し

た.

実験結果および考察

1. 測定条件の検討

1.1 LC-MSjMS 

1.1.1 MS条件

移動相として， 20 mmoljL酢駿アンモニウム溶液およ

びメタノール(1: 1)混液，または 20mmoljL酢酸アンモ

ニウム溶液およびアセトニトリル(1: 1)混液を渇いてフ

ローインジェクションでMS条件および測定イオンの最

適化を行った.メタノーノレ系とアセトニトリル系を比較し

たところ，生成イオンや感度に大きな違いは克られなかっ

た.検討した 4化合物は， ESI (+)およびESI(…)の両

モードで測定可能であったが， ESI (一)での測定のほうが

い SjN 比が得られた.コーン電圧について 10~70 V 

の範聞で 10V刻みで検討したところ， 4化合物いずれも

脱プロトン化分子 [M-H]ーが観察され，プリカーサー

イオンに設定した.また， コリジョンエネルギーについて

7~56 eVの範聞で 7eV刻みで検討し，観察されたプロ

ダクトイオンの中で最も強度の大きいイオン イオ

ン， 2番目に大きいイオンを定性イオンとした (Table1). 

1.1.2 LC条件

まず，分析カラムの検討を行った.酢駿アンモニウム諮

液およびアセトニトリル混液，または酢酸アンモニウム溶

液およびメタノー jレ混液を用いて， Xterra MS C 18 

CWaters社製)， Atlantis dC 18 CWaters社製)および

Inertsil ODS-4 (GL Sciences社製)を比較した.その結

果， Inertsil ODS-4で良好な測定感度およびピーク形状が

得られた.次に，移動相条件を検討した.酢酸アンモニウ

ム溶液およびアセトニトリル混液と，酢酸アンモニウム溶

液およびメタノール混液を検討した結果，検討したすべて

の化合物でメタノールを用いたほうが高いピーク強度が得

られた.また，酢酸アンモニウムの濃度について 5，10， 

20 mmoljLを比較したところ， 10 mmoljLでブロマジ

オロンおよびブロディファコウムのピーク強度が最大と

なった. クマテトラリルおよびワルファリンはネ食言すした濃

度ではピーク強度に大きな差は見られなかった.

これらの結果から，分析カラムには InertsilODS-4，移

動指には 10mmoljL酢酸アンモニウム溶液および 10

mmoljL酢酸アンモニウム・メタノール溶液混j疫を用い

て測定を行うこととした.

諜準溶液(10μgjL)と鶏卵などのブランク試験溶液を交

互に測定し，繰り返し測定に対するマトリックスの影響に

ついて検討した.その結果，検討した 4化合物の中で最

も溶出の運いブロディファコウムにおいて，操り返し注入

によりピーク面積が徐々に減少し，最大で 1回目注入時

の約 60%にまで減少した.これはカラム洗浄が不十分で

あり，直前に測定したマトリックスのキャリーオーバーが

原因と推測された.測定条件を検討した結果，ブロディ

ファコウムが溶出した後に移動相Bi液:100%でのカラム
洗浄を 10分間行うと，ブロディファコウムのピーク面積

植の低下が見られなくなった. 10分間のカラム洗浄を加

えた測定条件で，混合標準培液(10!1gjL)と鶏卵のブラン

ク試験溶液をこのJI関番で交互に 5田測定したところ，検

討した 4化合物のピーク面積億の変動(RSD)はいずれも

2~3%となり，良野な再現性が得られた.

1.2 検重量糠

検討した 4化合物は，添加回収試験で定量に用いた濃

度範闘で良女子な醍線性(r孟0.999)を示した.また，濃度

範囲を 0.5~20μgjL と高濃度側に延長しでも良好な

↑生(r>0.999)が得iられた.

2. 試験溶液調製方法の検討

2.1 抽出溶媒

検討した化合物はいずれも酸性化合物であるため，鶏卵

などの塩基性を示す食品からはアセトンのみでは抽出され

にくいと予想された.食品の pHによらず抽出可能な方法

とするため，駿を加えてアセトンで抽出を行うこととし

fこ.

抽出時に加える酸について，塩酸，ギ駿および酢酸を検

討した.牛の肝臓 10.0gに2moljL塩酸 1mLまたはギ

酸 1mLを加えた後，アセトン(1田昌 100mL， 2回目

50 mL)で抽出したところ，赤色色素が大量に抽出され

た. これに対して，酢酸 1mLを添加して抽出した場合は

色素の抽出量が非常に少なかった.鶏卵抽出j夜〔アセトン

徐去後)の pHを測定したところ，アセトンのみで抽出し

た場合は塩基性 (pH9以上)を示したが，宮下酸を 1mL 

加えて抽出した場合にはpH3となり，弱酸性化合物

(pIC 4~5) である 4駒ヒドロキシクマリン系殺鼠剤の抽出

が可能と考えられた.幅広い食品に適用可能な分析法とす

るため，抽出方法をすべての食品で統一し，酢酸 1mLを

加えた後，アセトン(1回目 100mL， 2回目 50mL)で

行うこととした. この抽出溶媒を用いて牛の指肪をホモジ

ナイズしたところ，均一に分散したことから，時肪におい

ても本抽出溶媒で、抽出可能と考えられた.

2.2 転i容溶媒

ヘキサン，ヘキサンー酢酸エチ jレ(1: 1)および、酢酸エチ

ノレを用いて， 10%塩化ナトリウム溶液からの回収率を比

車交した (Table2). ヘキサンではワルファリン，ブロマジ
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Table 2. Extraction rates of 4-hydroxycoumarin rodenticides from 100 mL of 10% sodium chloride aqu巴oussolution 

Extraction rate (%， n = 1) 

Compound 
Hexane Hexane-ethyl acetate (1 : 1) Ethyl ac巴tate

1st 2nd Total 1st 2nd Total 1st 2nd Total (100 mL) (50mL) (100 mL) (50mL) (100 mL) (50mL) 

Warfarin 7 5 12 103 104 102 103 
Coumatetralyl 89 6 95 99 100 102 O 102 
Bromadiolone 2 3 98 O 98 55 O 55 
Brodifacoum 66 2 68 100 101 89 90 

Table 3. Recoveries of 4-hydroxycoumarin rodenticides from PSA column 

Recovery (%， n 1) 

Compound Hexane-ac巴tone(1 : 1) Hexane-acetone-formic acid (25: 25: 1) 
Total 

0…15mL 0-5mL 5-10 mL 10-15 mL 日一20mL 20-25 mL 
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Fig.3. Chromatograms of (a) extract of blank bovine liver， (b) extract of bovine liver spiked with 0.001 mg/kg (0.0005 

mg/kg for brodifacoum) of 4-hydroxycoumarin rodenticides， and (c) 1μg/L (0.5μg/L for brodifacoum) standard 
solution of 4-hydroxycoumarin rodenticides 

オロンおよびブロディファコウム，百字程変エチルではブロマ

ジオロンが低回収率であったが，ヘキサンー酢駿エチル

(1 : 1)では検討したすべての化合物で良好な田収率が得ら

れた.ブロマジオロンは，飽和食塩水を用いた場合や酸性

条件下においても酢酸エチルでは 90%以上の田収率が得

られず，ヘキサンー酢酸エチル (1: 1)よりも酢酸エチルを

用いた場合のほうが回収率が低い原因は不明であった.ヘ

キサンー酢酸エチル (1: 1)では， 4化合物いずれも 1問

自(100mL)の抽出で 98%以上の回収率が得られたが，

試料によってはエマルジョン形成による抽出率低下のおそ

れがあるため， 10%塩化ナトリウム溶液 100mLからヘ

キサンー酢酸エチル(1: 1)で2田(100mL， 50 mL)抽出を

行うこととした.

2.3 精製方法

2.3.1 PSAミニカラム

PSAミニカラム (500mg)での精製を検討した結果，検

討した 4化合物はヘキサンアセトン (1:1) 15 mLでは

溶出せず，ヘキサンーアセトンーギ酸 (25:25: 1) 10 mLで
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Recoveries of 4-hydroxycoumarin rodenticides from anima1 products， fishery products， and honey Table 4. 

Peak area 
ratioa) 

Recovery 
(% mean， n = 5) 

Spiked 1eve1 
(mgjkg) 

MRL 
(mgjkg) 

RSD(%) 

Warfarin 0.93 
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ニトリルーヘキサン分配で脱轄を行うこととした.

3. 添加国収試験

牛の筋肉，牛の脂肪，牛の肝臓，豚の筋肉，さけ， うな

ぎ， しじみ，鶏卵，牛乳およびはちみつを用いて， 5併ff

の添加回収試験そ行った.添加濃度は Table4に示した.

抽出諜作は，標準漉液を添加してから 30分後lこ開始し

た.なお，脂肪以外の食品ではメタノーjレで調製した標準

溶液を添加した.指肪においては，試料がメタノール浩液

と混合しなかったため，メタノールで、調製した混合標準溶

液(1mgjL)をアセトンで希釈した溶液を添加した.

検討した 10 食品では，真度 79~108%，併行精農 2~

8%の良好な結果が得られた (Table4). また，いずれの

食品においてもブランク試料に定量を妨害するピークはな

a) Matrix standardjstandard in solvent 

良好な由収率が得られた (Table3). ワルファリンおよび

クマテトラリルは，わずかではあるものの1O~20 mLの

酷分にも溶出が見られたため，ヘキサンーアセトン(1: 1) 

10mLで洗浄後， ヘキサンーアセトンーギ酸(25:25: 1) 20 

mLで溶出することとした.

2ふ2 アセトニトリルヘキサン分配

脱脂方法としてアセトニトリルーヘキサン分配を検討し

た.各標準品 0.1μgをヘキサン 30mLおよび、ヘキサン飽

和アセトニトリル30mLで分液漏斗に移し， 5分間接と

う後，アセトニトリル層を採った.ヘキサン障にヘキサン

飽和アセトニトリル 30mL加え，同様の操作を 2由行

い，各化合物の回収率を求めた.その結果，いずれの化合

物も良好な回収率 (>94%)が得られたことから，アセト
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かった (Fig.3). 溶媒標準溶液に対するマトリックス標準

溶液のピーク面積比を Table4に示した.ワルファリン

は試料マトリックスの大きな影響を受けることなく測定が

可台巨であった. クマテトラリル， ブロマジオロンおよびブ

ロディファコウムは， しじみで若干の負のマトリックス効

果が見られたものの，試験法の評価には大きな影響なく測

定可能と考えられた.本法を用いた試料中の定量限界は，

いずれの食品においても，ブロディファコウムは 0.0005

mgjkg，ワルファリン，クマテトラリルおよびブロマジオ

ロンは 0.001mgjkgであった.

まとめ

畜水産物およびはちみつ中の 4-ヒドロキシクマリン系

殺鼠剤(ワルファリン，クマテトラリル，ブロマジオロ

ン， フーロディファコウム)の高感度な分析法を開発した.

4司ヒドロキシクマリン系殺鼠剤を畜水産物およびはちみつ

から酢酸駿性下アセトンで抽出し，酢酸エチルおよびヘキ

サンの混液で転溶後，アセトニトリル/ヘキサン分配およ

びPSAミニカラムで精製して LC-MSjMSで出定を行っ

た.牛の筋肉，牛の肝臓，牛の脂肪，豚の筋肉，さけ， う

なぎ， しじみ，鶏卵，牛乳およびはちみつの 10食品を用

いて，添加濃度 0.0005または 0.001mgjkgで 5併行の

添加回収試験を行った結果，真度 79~108%，併行精度

2~8%の長好な結果が得られた.

本研究は「平成 22年度理生労働省医薬食品局食品安全

部残留農薬等に関するポジティブリスト制度導入に係る分

析法開発事業」により実施した.
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殺鼠剤(ワルファリン，クマテトラリル，ブロマジオロン，

ブロディファコウム)の高感度な分析法を開発した. 4駒ヒ
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