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要 旨 

除草剤グリホサート及びグルホシネートは，国内流通量が多く，入手が容易

なため，飲料への混入などによる事故や事件が多い農薬である。これらの事

件・事故対策のため，原因物質を迅速に定性・定量する必要があるが，グリホ

サート，グルホシネート及びそれらの代謝物である AMPA，MPPA は非常に極

性が高いため，分析法は煩雑な操作を必要とする。そこで，今回，高極性化合

物を分析可能な HILIC-MS/MS を用いることにより，これらの成分を簡易迅速

に分析する方法を開発した。 
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はじめに 

含リンアミノ酸系除草剤グリホサート及びグルホシ

ネートは，非選択性除草剤として，世界中で広く使用さ

れている。一年生雑草から多年生雑草に対して高い防除

効果を示すことから，国内においても1980年代から急速

に普及してきた。流通量が多く，入手が比較的容易なた

め，誤飲や服用による事故や事件が多発することとなっ

た。これらの事件・事故発生時における被害拡大防止の

ためには，原因を迅速に把握する必要があり，原因物質

を迅速に定性・定量することのできる方法が求められる。 

グリホサート及びグルホシネートは植物体内や環境

中において，それぞれ代謝物aminomethylphosphonic acid 

(AMPA)及び3-methylphosphinicopropionic acid(MPPA)を

生成する。グリホサート及びグルホシネートは代謝物も

含め，極めて高極性であるため，誘導体化法を用いずに

GC/MSで検出することが困難であり，HPLCにおいても

良好なピーク分離や検出感度が得られにくい。そのため，

これらの分析方法は，誘導体化した後にGC1),2)やLC3),4)

で測定する方法や，LCで分離した後に誘導体化するポス

トカラム法5-7)が報告されている。これらの分析法は煩雑

な前処理を必要とし，分析操作に時間を要することから

迅速に分析結果を導くことが困難である。 

また，高極性化合物を分離する方法として，親水性相

互作用クロマトグラフィー（HILIC）を用いる方法があ

る8-14)。これは，順相クロマトグラフィーの一種であり，

水と有機溶媒の混合溶液と，それより高極性の固定相を

用いる分離モードである。順相クロマトグラフィーには

非水溶性の有機溶媒を移動相に用いることが多く，親水

性の化合物の中にはこの溶媒系に溶解せず，分析できな

いものがあったが，HILICは，移動相が水系であり，高

極性の化合物も溶解，分離が可能である。このHILICの

特性を用いることにより，高極性化合物であるグリホサ

ート類を保持し，良好なピーク形状が得られることが考

えられる。 

そこで今回，飲料中に含有するグリホサート，グル

ホシネート及びそれらの代謝物を簡易迅速に分析する

方法の開発を目的として，HILIC を用い，さらに化合

物の選択性が高い LC/MS/MSを併用する分析方法を検

討した。試験方法は，飲料水を試料として標準品の添

加回収試験により行った。更に，実際にグリホサート

及びグルホシネートを成分とする農薬製剤を飲料中に

含有させた試料を作成し，これらを HILIC-MS/MS を

用いて，定量を行うことにより，実試料への適用性の

確認を行った。 
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Fig. 1 Chemical structure of glyphosate,  

glufosinate, AMPA and MPPA 

 

実験方法 

１ 標準液の調製 

グリホサート（glyphosate, Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO），グルホシネート（glufosinate ammonium, Wako 

Pure Chemical Industries, Osaka, Japan ） ，

AMPA(aminomethylphosphonic acid, Wako Pure Chemical 

Industries)及び MPPA（3-methylphosphinicopropionic acid, 

Sigma-Aldrich）は蒸留水を用いて溶解し，それぞれ標

準原液 1000 mg ℓ-1を調製した。さらに適宜，蒸留水に

より希釈して標準溶液とした。 

 

２ 試料の調製 

飲料 5 種類（お茶，牛乳，オレンジジュース，コー

ヒー，ミネラルウォーター）に低濃度として 20 mg ℓ -1、

高濃度として 100 mg ℓ-1となるようにグリホサート，

グルホシネート，AMPA 及び MPPA 標準品溶液をそれ

ぞれ添加し，添加回収試験用試料とした。 

また，グリホサート及びグルホシネートを成分とす

る農薬製剤であるグリホサートカリウム塩液剤（ラウ

ンドアップマックスロード , glyphosate-potassium 

48.0%, NISSAN CHEMICAL INDUSTRIES, LTD., Tokyo, 

Japan）及びグルホシネート液剤（バスタ液剤 , 

glufosinate 18.5%, Bayer CropScience AG, Monheim, 

Germany）をお茶試料に添加し，実際に農薬を混入さ

せ，農薬製剤 1％含有する実試料（グリホサートカリ

ウム 0.48%及びグルホシネート 0.185%）を作成した。

これを実試料への分析法適用性試験用試料とした。 

 

３ HILIC-MS/MS 測定用試験溶液調製 

LC/MS/MS 測定用試験溶液の調製方法を Fig. 2 に示

した。2 で調製した試料 1 mℓ を蒸留水により，添加回

収試験用試料は 1,000 倍，実試料への適用性試験用試

料は 10,000 倍希釈した。これを水系フィルター（GL

クロマトディスク 25A，0.45 μm，GL Sciences, Tokyo, 

Japan）を用いてろ過し，ポリプロピレン製バイアル

（polypropylene plastic, screw-top vial, 300 μℓ, waters, 

MA） に充填したものを HILIC-MS/MS 測定用試験溶

液とした。 

 

４ HILIC-MS/MS 測定条件 

LC は，Waters 社製 Waters2795，MS/MS は Waters 社

製 Quattro Premier を使用した。分離カラムは，スルホ

ベタイン型の両性イオン型官能基を共有結合した

Merck 社（Darmstadt, Germany）製 ZIC-pHILIC（長さ

150 mm，内径 4.6 mm，粒子径 5 μm）を用いた。試料

注入量は 10 μℓ，カラム温度は 40℃とし，移動相は 0.2%

ギ酸-アセトニトリル（80:20），流速は 0.5 mℓ min-1と

した。イオン化はエレクトロスプレー（ESI）で行い，

selected reaction monitoring（SRM）測定により定量し

た。キャピラリー電圧は 3 / -2.5 kV，ソース温度は

120 ℃，デゾルべーション温度は 350 ℃，デゾルべー

ションガス(N2)流量は 1,000 ℓ h-1，コーンガス流量は

100 ℓ h-1に設定した。なお，検量線は，無添加飲料試

料を使用してマトリックス一致標準溶液を用いて作成

した。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Treatments of drink samples for  

HILIC-MS/MS analysis. 

Sample 1 mL

・make up to 1,000 – 10,000 times of 

the volume with distilled water 

・filtrate by 0.45 μ m filter

LC/MS/MS

・put into polypropylene plastic vial 

Sample 1 mL

・make up to 1,000 – 10,000 times of 

the volume with distilled water 

・filtrate by 0.45 μ m filter

LC/MS/MS

・put into polypropylene plastic vial 
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結果及び考察 

１ 測定条件 

HILIC においては，移動相の一部が固定相として機能

し，固定相中に水が豊富な液相が形成される 15)。HILIC

における目的成分の分離は，この親水性の環境と移動

相との間での分配的な相互作用によって達成される。

そのため，分離が，移動相から供給される水相に大き

く依存してしまうため，カラムの平衡化が不十分であ

った場合，保持時間の変動や再現性の低下等を引き起

こす。このことから，移動相については，移動相組成

が一定で，カラムを十分に平衡化させることができる

イソクラテック条件を用いた。また，LC/MS/MS 条件

設定においては，各標準溶液 1 mg ℓ-1をフローインジ

ェクションにより直接 MS 部に導入し，イオン化条件

を検討した結果，Table 1 に示す条件が最適となった。 

 飲料中グリホサート，グルホシネート，AMPA 及び

MPPA の検量線については，マトリックス一致標準溶

液を用いることにより 0.01～1 mg ℓ-1（試料中濃度 10

～1000 mg ℓ-1）の範囲で良好な直線性（R2>0.999）が

得られた。本条件での測定により得られたクロマトグ

ラム例を Fig. 3 に示した。カフェインを多量に含有す

るお茶及びコーヒー，脂質を多量に含有する牛乳，酸

性試料であるオレンジジュースにおいても，良好なク

ロマトグラムが得られた。Signal to noise ratio (S/N)から

求めた検出限界（LOD, S/N =3）及び定量限界（LOQ, S/N 

=10）を Table 2 に示した。検出限界は，グリホサート：

0.24～0.42 mg ℓ-1，グルホシネート：0.06～0.08 mg ℓ-1，

AMPA：0.62～0.94 mg ℓ-1，MPPA：0.09～0.14 mg ℓ-1と

なった。定量限界は，グリホサート：0.81～1.39 mg ℓ-1，

グルホシネート：0.20～0.27 mg ℓ-1，AMPA：2.06～3.14 

mg ℓ-1，MPPA：0.32～0.47 mg ℓ-1となった。農薬とし

て市場に流通しているグリホサート及びグルホシネー

ト製剤は，製剤中に成分として数 10%が含有されてい

る。これが事故等により，わずか数滴（0.5 mℓ 程度）

ほど飲料（500 mℓ）に混入した場合，飲料中に含まれ

る農薬成分の濃度は，数 100 mg ℓ-1程度になる。また，

グリホサート及びグルホシネートの半数致死量（LD50）

は，マウスに対して，それぞれ 11,300 及び 416 mg ℓ-1

とされている 16)。本分析法では，さらにこれらの濃度

の 100 分の 1 が十分に測定可能であるため，多量に農

薬が混入した事件事故だけではなく，微量に混入され

た事故事件に対しても，原因究明を行うことが可能で

ある。また，グリホサート及びグリホシネートのどち

らの農薬成分についても，代謝物をも測定可能である

ので，より正確な原因究明が行えるものと考えられる。 

 

２ 添加回収試験結果 

MS 分析においては，測定試料中に多量のマトリッ

クスを含むと，イオン化の過程でイオンサプレッショ

ンやイオンエンハンスメントなどマトリックス効果を

引き起こし，定量値に影響を与えることがある 13),14),17)。

HILIC-MS/MS においても，グルホシネートは約 10%

のイオンエンハンスメント，グリホサート及び AMPA

は約 5%のイオンサプレッションが見られた。そこで，

試料の定量については，それぞれの無添加試料から調

製したマトリックスマッチ標準溶液を用いて行った。

標準品添加回収試験結果を Table 2 に示した。添加濃度

は低濃度として 20 及び高濃度として 100 mg ℓ-1の 2

濃度により，試行回数 6 回で実施した。20 mg ℓ-1添加

における回収率はグリホサート：96.9～106.7%（相対

標準偏差 2.4～6.0%），グルホシネート：95.1～103.7%

（相対標準偏差 3.8～9.1%），AMPA：92.6～105.6%（相

対標準偏差 2.9～4.9%），MPPA：97.3～102.6%（相対

標準偏差 2.0～8.0%）となった。100 mg ℓ-1添加におけ

る回収率はグリホサート：98.0～101.9%（相対標準偏

差 1.5～3.8%），グルホシネート：96.1～103.6%（相対

標準偏差 1.8～8.9%），AMPA：92.8～100.8%（相対標

準偏差 2.0～5.0%），MPPA：94.5～107.2%（相対標準

偏差 1.3～3.1%）となった。すべての農薬成分におい

て，低濃度（20 mg ℓ-1）から高濃度（100 mg ℓ-1）まで

添加濃度の違いによる回収率の変動はなく，すべての

試料について良好な回収率が得られた。お茶試料を用

Table 1  Chromatographic and MRM method parameters for glyphosate, glufosinate, AMPA and MPPA 

Compound tR
a)

, 

min 

Ion 

type 

Quantification 

transition 

Cone, 

V 

CE
b)

, 

eV 

Confirmatory 

transition 

Cone, 

V 

CE
b)

, 

eV 

glyphosate 2.5 [M-H]
-
 167.86→149.74  25 10 167.86→ 62.07 25 25 

glufosinate 4.1 [M+H]
+
 181.87→135.73 25 10 181.87→ 55.69 25 25 

AMPA 

MPPA 

2.9 

2.7 

[M+H]
+
 

[M+H]
+
 

111.77→ 30.14 

152.96→ 78.83 

15 

15 

15 

20 

111.77→ 64.59 

152.96→134.29 

20 

15 

30 

10 
a)

Retention time, 
b)

collision energy 
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いて確認した 6 日間の日間変動(100 mg ℓ-1，n = 1)は，

グリホサート：3.5%，グルホシネート：7.7%，AMPA：

5.0%，MPPA：3.4%となり，日間変動は小さいもので

あった。 

 

３ HILIC-MS/MS の実試料への適用性試験 

グリホサート及びグルホシネートを成分とする農薬

製剤をお茶試料へ混入させ，この混入試料を測定する

ことで，実際に農薬が飲料へ混入した事件・事故発生

時における HILIC-MS/MS の実試料への適用性の確認

を行った。この実試料への適用試験結果を Table 3 に示

した。農薬製剤を 1％含有した実試料（グリホサート

カリウム 0.48%及びグルホシネート 0.185%）に対して

回収率は，グリホサート：101％，グルホシネート：96％

となり，良好な結果が得られた。農薬製剤は，農薬標 

Fig. 3 Chromatograms obtained for extracts from green tea spiked with 100 mg L
-1

 glyphosate(A), 

glufosinate(B), AMPA(C), and MPPA(D) and green tea extracts(a), (b), (c), and (d).  
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Table 2  Performance of the analytical method for glyphosate, glufosinate, AMPA, and 

MPPA in drinks 

Compound Sample 

Concentration/ 

mg L
-1

 

Recovery 

Average  

and RSD/ 

% (n = 6) 

LOD /  

mg L
-1 

(S/N=3) 

LOQ /  

mg L
-1 

(S/N=10) 

glyphosate Green tea 20 102.3   3.9 0.42 1.39 

  100 101.9   2.9   

 Milk  20 99.0   6.0 0.36 1.21 
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97.4   1.8 

101.0  3.8 

 99.8  2.6 

101.1  3.4 

100.8  5.0 

 92.6  2.9 

 99.8  3.1 

105.6  4.9 

 92.8  4.5 

 94.4  4.4 
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 98.3  2.0 
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0.38 
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準品と異なり，農薬成分だけではなく，他に，界面活

性剤や色素等を含有していることから，これらが分析

結果へ影響を与えることが危惧される。しかし，今回，

農薬製剤を含有した実試料への適用性試験についても，

良好な結果が得られたことから，HILIC-MS/MS は，界

面活性剤等の影響を大きく受けることが無く，実際に

飲料へ農薬が混入した事件・事故発生時の原因究明に

十分に適用可能であると考えられる。 

 

ま と め 

高極性化合物を分析可能な HILIC-MS/MS を用いる

ことにより，飲料中のグリホサート，グルホシネート

及び，それらの代謝物 AMPA，MPPA を迅速に分析す

る方法を開発した。添加回収試験を行った結果，すべ

ての試料について良好な値が得られた。さらに，実際

にグリホサート及びグルホシネートを有効成分とする

農薬製剤を含有する実試料に対しても，良好な添加回

収率が得られた。HILIC-MS/MS 法は，選択性が高い

LC/MS/MS を用いて測定を行うため精製する必要がな

く，非常に簡易な方法である。また，試料調製時間が，

約 30 分と非常に短いため，より迅速に結果を得るこ

とができる。そのため，農薬が混入した事件・事故の

原因究明等に有用である。さらに，有機溶媒や試薬の

使用量が尐ないため，分析を行うことによる環境負荷

に配慮できる利点もある。本法は，農薬混入等の事件・

事故の健康危機管理時における飲料中のグリホサート，

グルホシネート，AMPA 及び MPPA 残留量測定に対し

て非常に有効な手法であると考えられる。 
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Table 3  Recoveries from tea samples which contaminated with an actual pesticide 

Pesticide  Tea sample   Measurement 

Trade name 

Active 

ingredient 

 

 

Concentration
a
 / 

mg L
-1

  Substance 

Concentration /  

mg L
-1 

(n = 6)
 

Recovery 

/ % 

Roundup Maxload 

 

glyphosate 

 

 

 

3900 

 

 

 

glyphosate 

AMPA 

3940 ±104 

－ 

101 

－ 

Basta glufosinate  1850  glufosinate 1770 ± 95   96 

     MPPA － － 
a
 The concentration of a sample which contains 1% an actual pesticide. 
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