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要 旨 

水産物中のマラカイトグリーン及びロイコマラカイトグリーンについて，

抽出後の精製操作を省略した LC/MS/MSによる簡易迅速分析法を検討した。

検討した分析条件による，活ウナギを用いた妥当性評価試験において，良

好な結果が得られた。また，素焼きウナギ，ヤマメ，ニジマス，シマアジ，

マダイ，クルマエビを用いた添加回収試験（n=3）においても，良好な回収

率が得られた。これにより，本分析法は，水産物中のマラカイトグリーン

分析において非常に有効な簡易迅速分析法であることが明らかとなった。 

 

キーワード：動物用医薬品，マラカイトグリーン，ロイコマラカイトグリ

ーン，LC/MS/MS 

 

はじめに 

マラカイトグリーン（以下「MG」という。）は，食

品，添加物等の規格基準（昭和 34 年厚生省告示第 370

号）において，『食品において「不検出」とされる農

薬等の成分である物質』とされている合成抗菌剤であ

り，当該告示で示されている試験法（以下「告示法」

という。）は，MG 及びその代謝物であるロイコマラカ

イトグリーン（以下「LMG」という。）を分析対象と

している。また，通知 1) ,2)において，ウナギを試験に

供する場合にあっては，安定同位元素標識標準品（以

下「サロゲート」という。）を用いた内標準法又は標

準添加法により回収率等の補正を行い，サロゲートの

回収率 40%以上を確認することとされている。 

 これまで，当所では告示法に準じた試験法又はアセ

トニトリル抽出－ヘキサン分配による方法により，水

産物中マラカイトグリーンの検査を行ってきたが，サ

ロゲートの回収率が 40%を下回る場合があるため，当

該試験法の改善が必要となった。 

 前述の検査法では，脱脂操作にヘキサンを用いてい 
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るが，LMG は抽出過程でヘキサンに移行することが確

認されている 3)ため，千葉らの報告 4)のように C18 ミニ

カラムによる脱脂を用いる事例のほか，小西らの報告
5)では，告示法と同様の抽出を行い，冷凍処理により脂

肪層を除去した後，少量固相の C18 及び SCX を用いる

精製方法が用いられている。 

 今回，小西ら 5)の抽出方法を参考に，ミニカラム及び

サロゲートを使用せずに MG及び LMGの分析が可能な

簡易分析法を開発し，活うなぎ試料を用いた妥当性評

価試験を行ったところ，妥当性評価ガイドラインの目

標値を満たす結果が得られた。また，うなぎ（素焼き）

を含む 6 魚種を試料とし，当該分析法により添加回収

試験（n=3）を行ったところ，良好な回収率が得られた

ので報告する。 

 

実験方法 

１ 試薬 

 １．１ 標準品 

 マラカイトグリーンしゅう酸塩（林純薬工業(株)） 

 ロイコマラカイトグリーン（林純薬工業(株)） 

 １．２ その他の試薬 
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 メタノール（和光純薬工業(株) 残留農薬・PCB 試験

用，HPLC 用），アセトニトリル（和光純薬工業(株) 残

留農薬・PCB 試験用），くえん酸一水和物（和光純薬

工業(株) 試薬特級），リン酸水素二ナトリウム（和光

純薬工業(株) 試薬特級），アンモニア水（和光純薬工

業(株) 医薬品試験用），塩化ナトリウム（関東化学工

業(株) 残留農薬試験用・PCB 試験用），無水硫酸ナト

リウム（和光純薬工業(株) 試薬特級），その他，HPLC

用，特級を使用した。 

１．３ 混合標準液 

1.1 の各標準品を秤量後，メタノールに溶解して標準

原液を調製後，マラカイトグリーンしゅう酸塩及びロ

イコマラカイトグリーンを混合し，1 mg/ℓとなるように

アセトニトリルで調製し，MG･LMG 混合標準溶液とし

た。また，マラカイトグリーンしゅう酸塩-d5 及びロイ

コマラカイトグリーン-d6 についても同様に調製し，内

部標準溶液とした。 

１．４ クエン酸・リン酸緩衝液（pH3.0） 

 第 1 液：クエン酸 63.0 g を量り，水を加えて溶かし，

1,000 mℓとした。 

第 2 液：リン酸二ナトリウム 215g を量り，水を加え

て溶かし，1,000 mℓとした。 

第 1 液に第 2 液を加えて混和，pH を 3.0 に調整した。 

 

２ 試料 

MG 及び LMG を含まないことを確認した活ウナギ，

素焼きウナギ，ヤマメ，ニジマス，シマアジ，マダイ

及びクルマエビの可食部をフードプロセッサーで細切

したものをマトリックス用試料とした。また，当該試

料 5.0 g に 2 ng/g となるように MG･LMG 混合標準溶液

を添加し，混和して 30 分間静置したものを添加回収試

験用試料とした。 

 

３ LC/MS/MS 測定条件 

高速液体クロマトグラフ：Waters 社製 Waters2795 

タンデム型質量分析装置：Waters 社製 Quattro Premier 

分析カラム：Shiseido 社製 CAPCELL PAK C18 MGⅡ

（3.0 mm×100 mm, 3.0 µm） 

LC/MS/MS の測定条件は表 1 及び表 2 に示した。 

なお，定量は，マトリックス一致検量線により行った。 

 

結果及び考察 

１ 分析条件の検討 

 MG の分析法に関するこれまでの報告のうち，小西ら

の方法 5)は，凍結処理による脱脂と少量固相カラムによ

る精製を併用し，その定量に絶対検量線を用いる方法 

であり，サロゲートを使わずとも高回収率が得られる

手法である。当所において，活ウナギを試料とし，当

該方法による添加回収試験を行ったところ，報告と同

等の回収率が得られた（表 3）。 

また，その際，ミニカラム精製前の抽出液を 5 倍希

釈した後，マトリックス検量線を用いて定量を行った

ところ，LMG の回収率が 120%を超えたものの良好な

回収率が得られた（表 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

これらの結果より，小西らの方法を応用し，ミニカ

ラムによる精製を省略することで，より簡便な MG 分

析法が構築できると考え，抽出条件等の検討を行った。 

小西らの方法 5)は，試料 10g にクエン酸・リン酸緩衝

液（pH3.0）を 4 mℓ及びアセトニトリルを 10 mℓ添加し 

た後にホモジナイズしている。そこで，ウナギ試料か

回収率 (%) RSD(%) 回収率 (%) RSD(%) 

MG 98.7 3.9 100.8 3.5 

LMG 82.8 7.3 128.2 6.4 

表 3 ミニカラム精製前後の定量値比較 

ミニカラム精製後 
（絶対検量線） 

ミニカラム精製前 
（ﾏﾄﾘｯｸｽ検量線） 

Flow 

(ml/min) 

0 88 10 2 0.2 

20 0 100 0 0.2 

30 0 100 0 0.2 

30.01 88 10 2 0.3 

40 88 10 2 0.3 

表 2 LC グラジエント条件 

時間 
(min) 

A (%) B (%) C (%) 

LC 条件

移動相 A=水
B=ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ
C=500mM 酢酸ｱﾝﾓﾆｳﾑ

流量 0.20mℓ/min
カラム温度 40℃
注入量 10μℓ
測定時間 40min
MS/MS 条件
ｲｵﾝ化方法 ESI (+/-同時取込み)
ｷｬﾋﾟﾗﾘｰ電圧 3.0kV (-2.5kV)
ｿｰｽ温度 120℃
ﾃﾞｿﾞﾙﾍﾞｰｼｮﾝ温度 350℃
ｺｰﾝｶﾞｽ流量 50ℓ/hr
ﾃﾞｿﾞﾙﾍﾞｰｼｮﾝｶﾞｽ流量 1,000ℓ/hr
測定ﾓｰﾄﾞ MRM

表１　LC/MS/MS測定条件
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ら MG 及び LMG を効率よく抽出するため，試料の採取

量を告示法と同じ 5.0 g とし，クエン酸・リン酸緩衝液 

（pH3.0）添加後及びアセトニトリル添加後にそれぞれ 

ホモジナイズし，抽出液の定容をアセトニトリルで行

ったところ，活ウナギ試料での回収率は，MG 及び LMG

ともに良好であった（表 4）。 

上記の方法で，シマアジ及びマダイ試料を用いて添

加回収試験を行ったところ，表 4 のとおりシマアジで

は LMG が，マダイでは MG 及び LMG の両方の回収率

が 70%を下回った。この理由として，抽出液の定容を

アセトニトリルで行うことによる MG の還元及び LMG

の分解等が考えられた。そこで，抽出液の定容溶媒を 

アセトニトリル：アンモニア水（9:1）混液で行ったと

ころ，良好な回収率が得られたので，アセトニトリル：

アンモニア水（9:1）混液にて定容を行うこととした。 

 これらの検討の結果，図 1 に示す分析法（以下改良

分析法いう。）を作成した。 

なお，定量にはマトリックス一致検量線を用いること

とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２ 活ウナギを試料とした妥当性評価試験 

 改良分析法について，妥当性評価ガイドラインに基

づく妥当性評価試験を行った。活ウナギ試料を用い，

分析者 3 名，併行回数 2 回の試験を 2 日間実施した。 

 その結果，表 5 に示すとおり，真度，並行精度及び

室内精度について，ガイドラインの目標値を満たす結

果となり，本分析法の妥当性が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３ 他魚種試料を用いた添加回収試験 

 活ウナギ，シマアジ及びマダイに加え，素焼きウナ

ギ，ヤマメ，ニジマス及びクルマエビを試料として，

改良試験法による添加回収試験（n=3）を実施した。 

 その結果，表 6 に示すとおり，回収率（真度）の平

均値がガイドラインの目標値内となり，良好な結果が

得られた。 

 

 

 

(1) 活ウナギ試料 

定容 

溶媒 

回収率 (%) RSD(%) 回収率 (%) RSD(%) 

MG 99.8 0.6 82.3 4.1 

LMG 99.3 4.3 82.0 6.4 

(2) シマアジ試料 

定容 

溶媒 

回収率 (%) RSD(%) 回収率 (%) RSD(%) 

MG 90.2 8.1 91.2 13.7 

LMG 60.8 15.3 82.7 2.4 

(3) マダイ試料 

定容 

溶媒 

回収率 (%) RSD(%) 回収率 (%) RSD(%) 

MG 64.7 14.4 83.7 4.5 

LMG 66.7 20.8 83.2 3.3 

* 回収率(%)は n=3 の平均値 

ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ： 

ｱﾝﾓﾆｱ水（ 9:1 ）混液 

アセトニトリル 
ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ： 

ｱﾝﾓﾆｱ水（ 9:1 ）混液 

アセトニトリル 
ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ： 

ｱﾝﾓﾆｱ水（ 9:1 ）混液 

表 4 定容溶媒の検討結果 

アセトニトリル 

図 1 改良法分析フロー 

試料 5.0g 

クエン酸・リン酸緩衝液(pH3.0) 4 mℓ 

ホモジナイズ 

アセトニトリル 10 mℓ 

ホモジナイズ 

塩化ナトリウム 1 g 

振とう 1min 

無水硫酸マグネシウム 4 g 

振とう 1min 

遠心分離 3,000rpm 5min 

冷凍 30min -20℃  

アセトニトリル層 

アセトニトリル：アンモニア水（9:1） 

で 50ml に定容 

LC/MS/MS 

真度（％）  
併行精度 
RSD(%) 

室内精度 
RSD(%) 

MG 98.7 3.9 3.5 

LMG 82.8 7.3 6.4 

表 5 活ウナギ試料を用いた妥当性評価試験結果 
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まとめ 

 水産物中のマラカイトグリーン及びロイコマラカイ

トグリーンについて，小西らの方法を参考にし，抽出

後の精製操作を省略，希釈及びマトリックス一致検量

線による改良分析法を作成した。        

本分析法について，活ウナギを用いた妥当性評価試

験を実施したところ，良好な結果が得られた。 

また，シマアジ，マダイ，素焼きウナギ，ヤマメ，

ニジマス，及びクルマエビを用いた本分析法による添

加回収試験（n=3）においても，良好な回収率が得られ

た。 

以上により，本分析法は，水産物中のマラカイトグ

リーン分析において有効な簡易迅速分析法であると考

えられた。 
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回収率
(%)

RSD

(%)

回収率
(%)

RSD

(%)

素焼きウナギ 97.2 1.3 81.0 13.4

ヤマメ 98.7 3.9 82.8 7.3

ニジマス 106.2 3.3 83.8 8.0

クルマエビ 91.2 3.2 70.8 0.8

*回収率はn=3の平均値

MG LMG

試料

表6　他魚種試料を用いた添加回収試験結果
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