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トリプル四重極型LC-MS/MSを用いた
粉ミルク中のセレウリド分析
前島 希、吉岡 紗穂

高速液体クロマトグラフ質量分析計

はじめに
セレウリドは、Bacillus cereus が産生する耐熱性の嘔吐毒

であり、少量の摂取でも健康に影響を及ぼす懸念があるこ
とから、食品中での適切な管理が求められています。とり
わけ乳幼児はごく少量の摂取でも嘔吐や下痢を引き起こす
恐れがあるため、乳児用調製粉乳 (粉ミルク) に対する安全
性への要求は極めて高く、低濃度域でも確実に検出・定量
できる分析法が必要です。

欧州食品安全機関 (EFSA) は迅速リスク評価1)において、
乳児における急性参照用量 (ARfD) を体重あたり0.014 µg/kg
と提案しており、調乳後の粉ミルク中のセレウリド濃度が
0.054 µg/Lを超える場合、安全基準を上回る可能性がある
と述べています。一方で、粉ミルクは脂質やタンパク質を
多く含む複雑なマトリックスであるため、適切な前処理法
を選択することが重要です。

本アプリケーションでは、トリプル四重極型LC-MS/MSを
用いて粉ミルク中のセレウリドを分析し、ISO 184652)に基
づく手法と、QuEChERS法を参考にした手法による前処理を
比較した例を紹介します。添加回収試験の結果、いずれの
手法でも良好な結果が得られましたが、QuEChERS法を参考
にした手法のほうがより高い回収率を示しました。

サンプルと前処理
サンプル

市販の粉ミルクをレシピ通りに調乳した溶液をサンプル
としました。
ISO 18465に基づく手法

まず2.5 mLのサンプルを50 mLチューブにとり、30 mLの
アセトニトリルと混合しました。シェーカーを用いて1時間
振とう後、3,000 rpmで5分間遠心しました。回収した上清
をTORASTTM Disc (親水性PTFE, 直径13 mm、孔径0.45 µm、
P/N: GLCTD-HPTFE1345) を用いてフィルターろ過し、LC-
MS/MS分析用サンプルとしました。前処理フローを図1 (a)
に示します。
QuEChERS法を参考にした手法

2 mLのサンプルを50 mLチューブにとり、8 mLの水、
150 µLのギ酸、10 mLのアセトニトリルを加え、10秒間振
とうしました。抽出用塩パック (Supel QuE, P/N: 55295-U) 
を1本加え、すぐに手で10秒間激しく振とうしました。
シェーカーを用いて5分間振とう後、3,000 rpmで5分間遠心
しました。回収した上清をLC-MS/MS分析用サンプルとしま
した。前処理フローを図1 (b) に示します。

分析方法
定量分析はトリプル四重極質量分析計LCMS -8060RXと

超高速液体クロマトグラフNexera  X3 UHPLCシステムを組
み合わせて行いました。カラムの洗浄と平衡化を含め13分
間のメソッドで分析しました。分析条件を表1に、MRM条
件を表2に示します。定量にはISO 18465で推奨されたトラ
ンジションを使用しました。

定

 欧州食品安全機関 (EFSA) が示す厳しい安全基準レベルの低濃度でも定量が可能です。
 調乳後の粉ミルクについて、前処理としてISO 18465に基づく手法とQuEChERS法を参考にした手法を検証しており、

いずれも内部標準不使用で高精度に再現性の良い定量が可能であることを確認しています。

表 1 LC-MS/MS分析条件
HPLC conditions (Nexera X3)

Column : Shim-pack ScepterTM C18-120*1

(50 mm x 2.1 mm I.D., 1.9 µm)
Mobile phase A : 10 mM ammonium formate 

/ 0.1% formic acid / water
Mobile phase B : Acetonitrile
Flow rate : 0.4 mL/min
Gradient program : B conc. 80-95% (0-6min) → 95% (6-10 min) → 

80% (10.01-13 min)
The flow was introduced into the mass 
spectrometer between 3 to 8 min using a flow 
switching valve.

Column temp. : 40 ℃
Injection volume : 5 µL

MS conditions (LCMS-8060RX)
Ionization : ESI, Positive mode
Mode : MRM
Interface voltage : +1 kV
Focus voltage : +2 kV
Nebulizing gas flow : 2.0 L/min
Drying gas flow : 5.0 L/min
Heating gas flow : 15.0 L/min
Interface temp. : 300 ℃
DL temp. : 300 ℃
Heat Block temp. : 500 ℃
Probe position : +1 mm

*1 P/N: 227-31012-03

サンプル 2.5 mL

アセトニトリル 30 mL

振とう、1時間

遠心、3,000 rpm、5分間

上清

フィルターろ過

LC-MS/MS分析へ

サンプル 2 mL

水 8 mL

上清

LC-MS/MS分析へ

ギ酸 150 µL
アセトニトリル 10 mL
振とう、10秒間
抽出塩パック
振とう、5分間
遠心、3,000 rpm、5分間

(b) QuEChERS法(a) ISO法

図 1 前処理方法

表 2 MRM条件
定量イオン 確認イオン

1170.70>314.15
1170.70>172.05
1170.70>357.30
1170.70>499.10
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まとめ
本アプリケーションでは、トリプル四重極型LC-MS/MSを

用いた調乳後の粉ミルク中のセレウリドを高感度・高精度
に定量可能な手法についてご紹介しました。ISO 18465に基
づく手法と、QuEChERS法を参考にした手法を用いて添加回
収 試 験 を 行 い ま し た 。 い ず れ の 手 法 に お い て も 90.6 ～
100.1%と良好な回収率を得られることを確認しました。

本手法を用いることで、EFSAが提示する安全基準である
0.054 µg/Lという低濃度の含有であっても精度よく定量す
ることができます。

＜参考文献＞
1)  European Food Safety Authority (EFSA), Eskes C, et al. Rapid 

risk assessment on acute reference dose (ARfD) of cereulide 
in infants and information on acute consumption of infant 
formulae. EFSA Journal. 2026.
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2026.9941

2) ISO 18465. Microbiology of the food chain - Quantitative 
determination of emetic toxin (cereulide) using LC-MS/MS.
2017.
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添加回収試験
調乳後の粉ミルクに含まれるセレウリドを定量するため

の前処理方法として、ISO 18465に基づく手法とQuEChERS
法を参考にした手法を比較しました。

両手法の妥当性を評価するため、それぞれの手法を用い
て添加回収試験を行いました。添加試料には、EFSAが提示
するリスク評価基準に基づき、調乳後の粉ミルク中の濃度
が0.054 µg/Lとなるようにセレウリドの標準品を添加しま
した。標準品を添加後、それぞれの手法で前処理を実施し、
トリプル四重極型LC-MS/MSを用いて分析しました。定量は
外部標準法で行い、検量線は0.002～0.1 µg/Lの範囲で作成
しました (図2)。いずれの検量点も正確さ%は98.1～105.1%
以内となりました。

前処理後の測定試料の終濃度 (in vial) は、 ISO 18465に基
づく手法では0.0045 µg/L、QuEChERS法を参考にした手法
では0.0108 µg/Lとなります。それぞれn = 3で前処理を行い、
再現性の確認も行いました。結果を表3に示します。回収率
の結果は、ISO 18465に基づく手法では90.6%、 QuEChERS
法を参考にした手法では100.1%でした。再現性 (%RSD) は
それぞれ9.7%と2.3%でした。標準試料および添加回収試験
におけるセレウリドのマスクロマトグラムを図3に示します。

また、セレウリドのイオン化時に夾雑物が与える影響 (マ
トリックスエフェクト) の評価も行いました。セレウリドの
標準品を添加せずに前処理を行ったサンプル (未添加試料) 
に、LC-MS/MS分析前に標準品を添加して調製した後添加試
料の回収率を確認しました。その結果、いずれの前処理方
法においても回収率は108.7～109.3%以内でした。
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図 2 セレウリド標準品を用いて作成した検量線

表 3 ISO法またはQuEChERS法による添加回収試験結果の比較
ISO法 QuEChERS法

前添加試料
回収率 (n=3) 090.6 100.1
%RSD 009.7 002.3

後添加試料 回収率 (n=1) 109.3 108.7

図 3 セレウリドのマスクロマトグラム
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