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はじめに

農産物中の残留農薬等を測定する分析法について、厚生労
働省は「食品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評
価ガイドライン」（厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知．
平成 22 年 12 月 24 日．食安発 1224 第 1 号）を策定した。試
験機関においては、自らが実施する残留農薬等の分析法につ
いて、ガイドラインに基づく妥当性の評価が求められること
となった。当所においても、妥当性評価を実施し報告してき
た 1, 2）。
本報では、平成 26 年度に高速液体クロマトグラフタンデ
ム型質量分析計（以下「LC-MS/MS」という。）の更新に伴
い、玄米及び黒大豆における残留農薬試験法の妥当性評価を
実施した結果について報告する。

材料と方法

1．試料
試料は、玄米及び黒大豆約 200 gを粉砕均一化し、425 μm

の標準網ふるいを通過したものを用いた。作成した試料は、
ポリエチレン製の袋に 1回の試験に必要な量（約 60 g）ずつ
分けて冷凍保存した。

2．測定対象農薬
測定対象農薬は、各農薬の京都府内産農産物における使用
履歴、検出履歴及び出荷量を考慮し、67 化合物を選定した
（表 1）。

3．試験方法
3-1．標準溶液の調製
検量線用混合標準溶液（0.0005-0.15 μg/mL）は、農薬混合
標準液 PL-3-3、PL-7-2、PL-9-2、PL-10-1、PL-14-2 及び PL-15-1
（和光純薬工業製）、エマメクチン安息香酸塩（Sigma-Aldrich

製）、ミルベメクチン A3 及びミルベメクチン A4（林純薬工
業製）、トリフルミゾール標準品及びトリフルミゾール代謝
物標準品（和光純薬工業製）及びメタミドホス標準品（和光
純薬工業製）を使用して既報 1）のとおり調製した。
添加回収用混合標準溶液（1 μg/mL及び 0.1 μg/mL）は、
上記の農薬混合標準液及び標準品に加え、農薬混合標準液
PL1-1、PL-2-1、PL-4-2、PL-5-1 及び PL-6-3（和光純薬工業製）、
農薬混合液 PL-11-2（AccuStandard製）、クロロタロニル標準
品（和光純薬工業製）及びフルジオキソニル標準品（和光純
薬工業製）を使用して既報 1）のとおり調製した。
なお、検量線用及び添加回収用混合標準溶液を調製するた
めに使用した複数の農薬混合標準液には、重複して含まれる
農薬があった。そのため、上記 2つの混合標準溶液における
アゾキシストロビン、アルジカルブ、イマザリル、カルバリ
ル、チアベンダゾール、ピリミカルブ及びベンダイオカルブ
（添加回収用混合標準溶液においては、さらにアジンホスメ
チル及びカルボフラン）の濃度は、他の農薬の 2 倍となった。

3-2．試験溶液の調製
試験溶液を既報 1）のとおり、「GC/MSによる農薬等の一斉
試験法（農産物）」及び「LC/MSによる農薬等の一斉試験法 

I （農産物）」（厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知．平成
17 年 1 月 24 日．食安発第 0124001 号）に準じ、以下のとお
り調製した。
試料 10 gを採取し、添加回収試験用混合標準溶液を濃度が

それぞれ 0.1 μg /g又は 0.01 μg /gとなるように添加し、室温
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m/z) m/z) (V) (V) m/z) (V) (V)
211.0 135.8 46 35 91.3 46 31
318.1 132.1 36 21 159.9 36 11
225.2 128.0 51 27 56.0 51 33
184.0 94.9 40 31 49.0 40 31
404.1 371.9 11 19 343.8 21 39
890.5 567.3 41 19 305.3 41 35
208.1 116.1 26 11 89.1 26 17
330.1 244.8 20 21 287.8 20 17
329.9 101.1 46 31 143.0 46 23
321.2 119.0 21 23 203.2 21 13
297.0 158.9 36 33 255.0 36 27
256.2 209.0 21 19 175.1 21 25
341.2 175.1 31 17 186.8 31 17
528.2 150.0 41 33 203.1 41 51
330.1 121.1 36 29 101.0 36 67
886.5 158.1 46 47 82.1 46 47
347.1 305.2 31 19 288.0 31 25
219.1 202.1 16 9 145.1 16 17
336.1 139.0 46 25 103.1 46 57
222.0 164.8 36 17 123.2 36 29
373.1 298.9 51 25 91.2 51 47
303.1 184.9 31 17 125.1 31 45
336.2 238.0 36 21 179.1 36 43
250.0 168.9 21 17 132.0 21 23
395.3 175.1 26 19 339.3 26 11
222.0 65.2 41 53 77.1 41 49
325.0 108.0 26 19 261.1 26 15
216.0 83.0 26 23 154.0 26 17
413.2 295.1 26 21 241.0 26 31
226.2 93.4 26 51 108.0 46 37
294.1 70.2 36 39 134.9 36 31
210.1 71.2 46 45 140.3 46 29

(E) 388.2 301.2 46 33 165.0 46 45
(Z) 388.2 301.1 46 33 164.9 46 45

732.6 142.0 36 49 98.4 36 77
746.6 142.1 46 51 98.4 46 41
269.0 151.0 26 17 119.2 26 29
253.0 126.0 46 27 90.3 46 51
202.0 175.1 41 35 131.1 41 45
292.1 210.9 31 17 131.8 31 31
355.0 88.2 30 30 107.9 30 30
353.2 296.8 16 11 133.0 16 25
346.1 277.9 21 15 73.2 21 25
295.0 277.8 41 21 214.8 41 31
292.1 171.2 46 19 120.1 46 29
319.0 139.1 51 39 157.0 51 33
239.3 182.2 36 23 72.4 36 31
302.1 116.2 36 17 88.1 36 29
208.0 152.1 36 13 95.6 36 21

(E) 255.2 132.0 41 29 91.3 41 45
(Z) 255.2 132.1 41 29 91.4 41 45

422.3 366.0 36 19 214.0 36 36
492.2 330.9 36 31 179.9 36 59
489.1 157.9 51 27 141.0 51 59
353.1 228.1 41 21 168.0 41 35
329.2 125.3 46 31 217.9 46 31
431.1 105.2 46 49 119.2 46 29
224.1 166.9 31 15 81.1 31 43
342.9 307.0 76 31 140.0 76 31
546.3 511.3 36 11 493.3 36 17
560.3 525.3 31 11 543.3 31 13
162.9 88.2 11 13 106.0 11 13
221.9 164.9 26 21 150.1 26 45
141.9 94.3 28 19 125.1 31 19
226.0 169.0 31 13 121.2 31 25
224.0 106.1 46 37 77.1 46 53
511.0 158.0 66 29 140.9 66 79

表 1　  測定対象農薬と高速液体クロマトグラフタンデム型質量分析計（LC-MS/
MS）による農薬ごとの測定条件
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で 10 分静置した。これに水 20 mLを添加し、室温でさらに
20 分静置した。対照群については、水 10 gを採取し、水 20 
mLを添加後、添加回収試験用混合標準溶液を添加せずにそ
の後の工程を行った。これにアセトニトリル 50 mLを添加
し、3 分間のホモジナイズ後、吸引ろ過した。ろ過後の残留
物にアセトニトリル 20 mLを添加し、再度 1 分間のホモジナ
イズ後、吸引ろ過した。得られたろ液を合わせ、アセトニト
リルで 100 mLに定容した。この溶液 20 mLに、塩化ナトリ
ウム 10 g及び 0.5 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.0）20 mLを添
加し、10 分間の振とう後、アセトニトリル層をオクタデシル
シリル化シリカゲルミニカラム（Bond Elut C18，Agilent 

Technologies 製）を用いて精製した。精製後の溶液は、無水
硫酸ナトリウム 20 gを添加し脱水後、溶媒を減圧及び窒素乾
固により除去した。これをアセトニトリル－トルエン混液
（3:1，v/v）2 mLで溶解後、グラファイトカーボン /NH2 ミ
ニカラム（ENVI-Carb/LC-NH2，Sigma-Aldrich製）を用いて
精製した。溶媒を減圧及び窒素乾固により除去し、0.1 μg/mL

アントラセン -d10（Cambridge Isotope Laboratories製）含有
アセトン－ヘキサン混液（1:1，v/v）2 mLで溶解した。これ
を 1 mL採取し、窒素乾固後、メタノール 2 mLに溶解させた
ものを試験溶液とした。
また、添加回収試験用混合標準溶液を添加しない試料につ
いても同様の操作を行い、試験溶液（以下「無添加試料」と
する。）を調製した。

3-3．定量
調製した試験溶液、無添加試料及び検量線用混合標準溶液
を LC-MS/MSに注入し、得られたクロマトグラムから各測
定対象農薬の保持時間におけるピークの面積を算出した。試
験溶液中における測定対象農薬濃度は、検量線用混合標準溶
液のピーク面積値から作成した検量線を使用して算出した。
測定には、高速液体クロマトグラフ Nexera X2（島津製作
所製）及びタンデム型質量分析計 QTRAP4500（AB SCIEX製）

を用いた。
測定対象農薬の測定条件については、表1及び表2に示す。

3-4．妥当性評価
それぞれの添加濃度について、検査者 1 名で 1日 2 併行の
試験を 5 日間繰り返し、評価した。

3-4-1．選択性
無添加試料について測定を行い、測定対象農薬と同じ保持
時間に検出されるピーク（以下「妨害ピーク」とする。）の
面積が、定量限界濃度に相当する検量線用混合標準溶液の
ピークの面積の 1/3 未満であること、または基準値濃度に相
当する検量線用標準混合溶液のピークの面積の 1/10 未満で
あることを確認した試料について、基準を満足すると評価し
た。

3-4-2．真度、併行精度、室内精度及び定量限界
得られた測定値より真度（回収率）、併行精度、室内精度
を算出し、ガイドラインに定める目標値（表 3）を満足する
か評価した。また、定量限界については、添加回収用標準溶
液に 2倍量含まれる農薬については S/N比が 20 以上を、そ
れ以外の農薬については S/N比が 10 以上を、それぞれ満足
できる最低濃度とした。

LC
Mightysil RP-18 150 mm 2.0 mm 5 μm
0.2 mL/
5 μL
40°C

A 0.1%(w/v) B
0 A:B=1:9) 5 A:B=1:9 18 A:B=9:1 35 A:B=9:1 v/v

MS/MS
ESI positive
350°C
40 psi
MRM Murtiple Reaction Monitoring)
70 psi
25 mL/
9 mL/
5500 V
10 V
16 V

μg/g (%) (RSD%) (RSD%)
0.01 70 120 <25 <30
0.02 70 120 <15 <20
0.1 70 120 <15 <20
0.2 70 120 <10 <15

表 2　LC-MS/MSによる測定対象農薬同時分析測定条件

表 3　  厚生労働省のガイドラインによる添加濃度ごとの
真度及び精度の目標値



－17－

京都府保環研年報　第62号（2017）

3-4-3．評価
両濃度の添加回収試験における選択性、真度、併行精度、
室内精度及び定量限界のすべてにおいて、目標値を満足する
か評価した。

結果及び考察

測定対象農薬の玄米及び黒大豆における妥当性評価の結
果を表 4に示す。

1．選択性
測定試料のクロマトグラムにおいて、妨害ピークの面積を
算出し、選択性について評価した。その結果、測定対象農薬

全てにおいて、両農産物の妨害ピークの面積は定量限界濃度
に相当する検量線用標準溶液のピークの面積の1/3未満であ
り、目標値を満足した。

2．真度
試験溶液からの添加した測定対象農薬の回収率を示す真
度においては、玄米では 55 化合物、黒大豆では 54 化合物が、
それぞれ目標値を満足した（表 4）。
真度が目標値を満足しなかった測定対象農薬のうち、目標
値より低値となった化合物は、マクロライド系農薬や有機リ
ン系農薬の中に多く認められた。その原因としては、試験溶
液調製過程における回収不良、高速液体クロマトグラフカラ
ムへの保持不良あるいは農産物特有の成分による測定対象

(%) (RSD%) (RSD%) (%) (RSD%) (RSD%)
0.01
μg/g (%) (RSD%) (RSD%) (%) (RSD%) (RSD%)

0.01
μg/g

-S- 108.7 3.5 6.5 103.8 9.5 12.0 107.7 2.3 29.0 78.8 10.5 60.2
* 99.7 3.4 3.4 99.8 8.8 9.8 98.5 2.6 2.7 103.8 2.9 2.9

96.8 3.6 3.6 94.7 8.4 8.9 96.8 2.6 3.2 106.7 3.0 4.0
50.6 8.4 10.0 49.5 14.6 14.6 40.4 25.0 30.3 44.5 8.7 30.8

* 108.5 3.7 4.0 101.1 9.8 9.8 107.2 3.1 5.8 106.8 3.4 4.2
83.2 4.0 5.7 86.6 12.4 14.8 79.9 1.7 5.8 74.5 4.2 10.2

* 87.2 4.7 5.9 80.4 10.5 13.2 86.7 3.6 7.1 77.8 8.7 12.0
75.3 22.4 27.3 77.5 20.8 20.8 97.6 6.4 12.0 95.3 11.0 17.5
89.5 12.1 20.9 86.7 34.3 34.3 76.9 16.2 18.7 19.6 63.4 115.2

104.1 4.1 4.4 100.1 10.9 10.9 100.9 3.0 3.0 104.8 2.2 3.6
* 91.7 4.7 4.7 87.0 9.6 9.6 90.7 3.5 4.1 92.2 2.2 4.3

100.2 3.8 3.8 95.0 8.9 8.9 97.2 1.3 2.4 101.2 1.6 4.8
85.3 6.8 7.3 79.1 10.1 11.2 88.1 3.4 3.4 98.8 2.3 3.1
90.8 3.7 3.7 88.9 10.2 11.2 87.3 1.7 3.1 92.8 3.2 3.2
95.3 5.1 5.1 91.2 10.2 10.2 95.3 2.2 2.2 101.0 4.6 6.1
44.0 11.4 30.2 35.6 23.8 35.7 32.0 14.1 40.8 20.1 21.2 47.6
93.2 3.7 3.7 92.2 10.8 10.8 99.4 3.2 9.5 110.6 2.9 10.9

* 104.3 2.6 2.6 92.3 9.5 9.9 109.4 1.9 3.1 101.4 1.4 2.6
85.9 2.6 3.5 89.4 9.8 10.0 84.9 2.0 3.2 97.5 3.1 6.4

* 111.3 3.6 3.6 97.7 9.1 9.3 99.1 2.7 4.7 100.7 2.7 2.7
92.1 2.5 2.8 82.2 8.9 11.0 93.2 2.1 2.1 92.3 2.2 3.3
99.8 4.4 4.4 97.5 10.4 10.4 96.0 1.4 3.3 102.0 3.7 4.0

109.1 3.5 4.7 91.1 9.2 9.2 114.7 1.5 3.7 94.4 1.5 2.4
97.8 3.4 3.4 94.1 8.9 8.9 95.6 2.1 2.1 98.9 1.6 4.2
98.0 3.5 4.4 95.7 8.6 9.3 98.6 3.1 3.3 99.7 2.5 3.2
98.4 4.2 4.2 92.0 8.8 10.4 96.8 3.4 3.9 97.6 1.9 4.4
120.4 3.5 5.4 120.8 9.9 11.5 117.5 1.1 28.1 105.9 4.2 57.7
52.5 6.4 9.7 45.9 16.0 20.2 37.6 27.4 32.1 22.3 25.4 55.4
79.0 3.6 3.6 85.6 8.4 9.4 81.7 1.3 3.8 94.2 2.4 3.7
93.0 3.0 3.2 86.4 8.3 9.6 87.7 1.5 2.1 90.1 1.7 5.0

104.0 2.9 5.3 92.7 7.2 9.2 107.0 1.9 4.3 107.3 5.0 8.2
85.4 4.5 5.5 77.8 9.1 10.1 85.1 4.0 7.4 84.8 9.0 9.6

(E) 158.6 4.9 6.9 148.3 11.5 16.3 148.9 3.7 14.4 153.8 3.0 25.4
(Z) 78.7 4.3 4.5 77.9 8.3 9.7 77.4 4.0 6.2 86.3 2.4 9.4

A 85.0 5.3 8.9 88.0 8.8 9.5 78.2 3.6 7.3 93.0 4.0 10.0
D 82.0 5.9 10.2 84.5 5.4 8.3 77.8 3.0 9.0 90.5 5.9 11.4

99.4 4.0 5.0 95.8 10.3 10.3 99.3 1.0 3.7 104.3 3.6 6.0
101.2 3.2 3.2 96.0 9.1 9.1 96.6 1.8 3.2 95.9 1.9 7.0

* 112.2 11.7 11.7 90.3 10.9 16.0 77.2 14.7 14.7 68.3 6.3 13.1
93.9 4.1 4.1 90.8 10.0 10.0 95.8 2.7 3.0 116.4 1.7 4.2
0.8 235.0 235.0 27.9 36.3 47.9 0.7 300.8 300.8 14.9 58.3 58.3

90.3 2.4 3.3 84.7 9.3 10.5 95.0 3.3 3.3 101.7 2.5 3.7
97.7 4.9 4.9 87.2 8.1 8.1 95.2 2.0 3.0 93.8 2.7 4.6

100.8 3.9 4.3 94.3 9.4 9.4 93.6 3.3 4.5 93.0 4.9 4.9
65.4 4.1 4.2 60.2 8.6 11.8 86.6 2.3 3.9 97.3 2.2 3.5
97.6 4.1 4.1 96.7 9.7 9.8 94.6 1.9 2.0 103.2 3.1 4.3

* 93.6 4.0 6.1 88.8 9.4 10.6 94.1 2.3 3.1 97.7 1.8 3.7
75.6 4.0 4.0 72.4 10.0 11.3 87.2 2.7 4.5 100.0 2.3 3.6
88.6 2.5 3.8 84.6 9.7 11.9 83.8 4.8 8.8 81.1 7.8 12.2

(E) 181.7 3.7 7.7 173.7 16.6 23.4 146.1 7.1 20.9 138.4 8.5 27.4
(Z) 73.0 5.8 7.9 53.3 15.6 15.6 74.3 6.5 12.7 56.4 5.9 14.5

92.3 3.2 4.9 83.7 9.9 9.9 86.2 3.6 3.6 84.2 2.5 4.4
93.2 3.7 3.7 96.1 11.2 12.8 96.4 2.6 6.8 102.5 5.0 6.3
89.1 3.1 5.2 82.3 10.4 10.6 88.2 2.3 5.3 90.1 3.4 9.1
82.6 2.7 2.7 77.5 8.6 10.0 81.0 4.6 4.6 80.6 3.2 6.7
84.0 3.8 3.8 81.9 8.8 11.1 83.3 2.8 3.0 87.0 3.0 4.0
94.2 5.4 5.4 89.1 9.4 10.3 90.7 2.3 2.3 95.8 2.8 3.5

* 94.4 4.0 4.0 90.5 9.8 10.0 93.7 2.4 2.6 94.1 3.5 3.5
93.0 3.5 3.9 93.0 11.1 11.1 91.8 1.9 3.0 99.6 2.3 3.9

A3 67.9 7.3 10.0 68.4 7.8 14.0 68.9 5.5 5.5 69.6 7.0 10.0
A4 42.6 5.1 6.7 41.5 7.6 14.8 62.9 4.9 6.0 62.5 5.0 6.6

177.0 4.1 4.8 142.5 11.9 13.9 166.6 6.2 6.2 150.1 8.4 11.7
98.6 3.7 3.7 91.8 9.4 9.4 97.1 1.7 3.0 99.1 2.3 2.3
40.7 5.6 5.6 39.3 10.4 10.4 35.4 6.0 7.6 34.8 3.9 7.6
94.3 3.6 3.6 93.9 8.8 8.8 93.3 3.2 5.5 101.1 3.2 4.9
96.2 4.5 4.5 87.2 10.2 10.8 94.1 2.8 3.4 102.0 3.4 3.5
89.5 6.3 11.5 75.6 11.9 11.9 92.2 7.3 12.9 90.4 7.3 12.0

* 2

0.1 μg/g 0.01 μg/g0.01 μg/g0.1 μg/g

表 4　玄米及び黒大豆中農薬の一斉分析法における妥当性評価の結果
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化合物のイオン化抑制 3）の影響が予想される。なかでも、ア
セフェート、エマメクチン安息香酸塩及びメタミドホスにつ
いては、他の農産物でも同様の現象が認められた 2）ことから、
試験溶液の精製過程における回収不良あるいは高速液体ク
ロマトグラフカラムへの保持不良に起因するものと推測し
た。
また、目標値より高値となった測定対象農薬も認められ、
その原因としては、他化合物からの生成 4, 5）あるいは農産物
特有の成分による測定対象化合物のイオン化促進 3）の影響が
予想される。これらの測定対象農薬のうちジメトモルフ（E）
及びフェリムゾン（E）については、異性体の真度が低値で
はなかったこと及び先に妥当性評価を行った枝豆において
も同様の現象が認められた 2）ことから、豆類及び穀類の共通
成分によりイオン化が促進され、目標値より真度が高値と
なったと推測した。
メソミルについては、チオジカルブの真度が低値であった
ことから、試験溶液の調製過程でチオジカルブがメソミルに
分解 4）したと推測した。

3．精度
試験における値の偏差を示す精度においては、玄米では 62
化合物、黒大豆では 58 化合物が、それぞれ目標値を満足し
た（表 4）。目標値を満足しなかった測定対象農薬について
は、同一試験日に試験を実施した試料間において回収率が安
定しなかったためと推測した。

4．定量限界
定量限界が 0.01 μg /gを満足した測定対象農薬は、玄米で
は 64 化合物、黒大豆では 63 化合物であり、ほぼ全ての測定
対象農薬で満足した（表 4）。
定量限界が0.01 μg /gを満足しなかった測定対象農薬にお
いては、添加濃度 0.01 μg /gにおいて回収率が低く、十分な

ピーク強度が得られなかったためと推測した。

5．評価
目標値をすべて満足した測定対象農薬は、玄米が 51 化合
物、黒大豆が 52 化合物であった。したがって、測定対象農
薬のうち大部分が、玄米又は黒大豆に含有した場合に当所で
行う検査法において測定可能であると評価できた（表 4）。
本評価において目標値を満足した測定対象農薬について
は、当所で行う残留農薬検査の当該農産物及び類似の農産物
において報告対象農薬とした。今後も様々な農産物につい
て、妥当性評価を進めていく予定である。
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