
 

 

 
※本報告書は、試験法開発における検討結果を取りまとめたものであり、試験法の実施に

際して参考として下さい。なお、報告書の内容と通知または告示試験法との間に齟齬があ

る場合には、通知または告示試験法が優先することをご留意下さい。 
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シラフルオフェン試験法（畜水産物）  
 
［緒言］ 

1. 目的及び試験法の検討方針等 

  農薬成分であるシラフルオフェンは、1984 年に日本（大日本除虫菊株式会社）で、1985 年にドイツ（ヘキス

ト、現バイエルクロップサイエンス社）で、それぞれ独自に開発されたケイ素原子を有するピレスロイド系殺虫剤

である。昆虫の神経膜のナトリウムイオン透過性を変化させ、最終的に神経線維の興奮伝導を抑制することに

より作用する。 

我が国においては 1995 年に初めて農薬登録され、農産物への適用拡大がなされてきた。また、ポジティブ

リスト制度導入の際に、暫定基準が設定された。さらに、農薬取締法に基づく畜水産物への適用拡大の申請を

受け、食品安全委員会で動物等を用いた食品健康影響評価が実施された。 

各種の毒性試験の結果において、発がん性、催奇形性及び遺伝毒性は認められなかったが、主に肝臓およ

び精巣への影響が認められた。調査結果をもとに、一日摂取許容量(ADI）が設定されたのち、食品、添加物等

の規格基準の一部改正（平成 25 年 3 月 12 日食安発 0312 第 2 号）にて、畜水産物の基準値が設定された。

なお、農産物と同様に対象成分は親化合物のみとされている。 

  シラフルオフェンの試験法については、農産物では個別試験法が通知されているが、畜水産物では公示試

験法が未整備である。また、畜水産物の一斉試験法においても対象成分として網羅されていない。そこで、本

検討では、畜水産物を対象としたシラフルオフェンの個別試験法の開発を行った。 

 

2. 分析対象化合物の構造式及び物理化学的性質 

分析対象化合物： シラフルオフェン 

構造式： 

 

 

 

 

 

 

分子式： C25H29FO2Si 

分子量： 408.58 

化学名： (4-Ethoxyphenyl)[3-(4-fluoro-3-phenoxyphenyl)propyl]dimethylsilane 

CASNo.： 105024-66-6 

外観： 無色透明、粘性のある液体 

融点： -40℃未満 

蒸気圧： 2.5×10-6 Pa（20℃） 

溶解性： 水（pH 6.5）   0.001 mg/L 

        n-ヘキサン    >300 g/L 

      トルエン     >300 g/L 

        酢酸エチル    >300 g/L 

        アセトン       >300 g/L 

        メタノール      118 g/L 

1-オクタノール/水分配係数（log Pow）： logPow = 8.2(22℃) 

解離定数（pKa）： 構造上解離せず 

安定性： 対熱、安定（発熱分解点 400℃以上） 
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        加水分解性  半減期  1 年以上（25℃、pH5、7 及び 9） 

      水中光分解性 半減期  391-857 時間 （蒸留水、25℃、310 W/m2、290-800 nm）、 

341-583 時間 （自然水、25℃、310 W/m2、290-800 nm） 

［出典：シラフルオフェン農薬抄録 （独立行政法人農林水産消費安全技術センター）］ 

 

3. 基準値 

 

食品 
基準値 

（ppm） 

米（玄米） 0.3 

大豆 0.1 

かんしよ 0.1 

えだまめ 2 

その他野菜 0.1 

みかん 0.2 

なつみかんの果実全体 3 

レモン 3 

オレンジ（ネーブルオレンジを含む） 3 

グレープフルーツ 3 

ライム 3 

その他のかんきつ類果実 3 

りんご 3 

日本なし 1 

西洋なし 1 

もも 0.1 

かき 2 

茶 80 

その他のスパイス 10 

牛の筋肉 1 

豚の筋肉 1 

その他の陸棲哺乳類に属する動物の筋肉 1 

牛の脂肪 10 

豚の脂肪 10 

その他の陸棲哺乳類に属する動物の脂肪 10 

牛の肝臓 2 

豚の肝臓 2 

その他の陸棲哺乳類に属する動物の肝臓 2 

牛の腎臓 1 

豚の腎臓 1 

その他の陸棲哺乳類に属する動物の腎臓 1 

牛の食用部分 2 

豚の食用部分 2 

その他の陸棲哺乳類に属する動物の食用部分 2 
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乳 2 

鶏の筋肉 0.1 

その他の家きんの筋肉 0.1 

鶏の脂肪 1 

その他の家きんの脂肪 1 

鶏の肝臓 0.5 

その他の家きんの肝臓 0.5 

鶏の腎臓 0.1 

その他の家きんの腎臓 0.1 

鶏の食用部分 0.5 

その他の家きんの食用部分 0.5 

鶏の卵 1 

魚介類 0.4 

 

[出典：添加物等の規格基準（昭和３４年厚生省告示第３７０号） 第 1 食品 A 食品一般成分規格 6] 

 

［実験方法］ 

1．試料 

市販の牛の筋肉・脂肪・肝臓・乳、鶏の卵、しじみ、うなぎを用いた。以下に試料の採取方法を示した。 

1）筋肉は、可能な限り脂肪層を除き、細切均一化した。 

2）脂肪は、可能な限り筋肉層を除き、細切均一化した。 

3）肝臓は、細切均一化した。 

4）乳は、よく混合して均一化した。 

5）卵は、殻を除去し、卵白と卵黄を合わせてよく混合し均一化した。 

6）しじみは、殻を除去し、得られたむき身を目の細かい金網にのせ、約 5 分間水切りを行ったものを細切均

一化した。 

7）うなぎは活鰻を使用し、頭を除いた可食部（内臓、骨及び皮を含む）を、細切均一化した。 

 

2．試薬・試液 

シラフルオフェン標準品： 純度 99.5％（富士フイルム和光純薬製） 

アセトン：残留農薬・PCB 試験用（300 倍濃縮検定品）（富士フイルム和光純薬製） 

n-ヘキサン：残留農薬・PCB 試験用（300 倍濃縮検定品）（富士フイルム和光純薬製） 

アセトニトリル： HPLC 用（富士フイルム和光純薬製） 

メタノール： LC-MS 用（富士フイルム和光純薬製） 

酢酸アンモニウム：試薬特級（富士フイルム和光純薬製） 

エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラム： Bond Elut PSA 500 mg/3 mL（アジレント製） 

標準原液： シラフルオフェン標準品 50 mg を精秤し、アセトンで溶解して 1000 mg/L 溶液を調製した。 

検量線用標準溶液： 標準原液をアセトニトリルで適宜希釈し、0.0005～0.003 mg/L 及び 0.005～0.03 
mg/L の濃度の溶液を調製した。 

添加用標準溶液： 標準原液をアセトンで希釈して 200 mg/L 溶液、及び 1 mg/L 溶液を調製した。 

20 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液： 酢酸アンモニウム 1.54 g を水 1 L に溶解し調製した。 

20 mmol/L 酢酸アンモニウム・メタノール溶液： 酢酸アンモニウム 1.54 g をメタノール 1 L に溶解し調製し

た。 
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3．装置 

超高速ホモジナイザー： T25 Digital ULTRA-TURRAX （IKA 製） 
フードプロセッサー： MK-K61（パナソニック製） 
減圧多検体濃縮装置： Syncore Analyst 12 本用（Büch 製） 
遠心分離器： KUBOTA6200（クボタ製） 
純水製造装置：Elix essential MQ-a （メルクミリポア製） 
LC-MS/MS： 

装 置 型 式 メーカー 
MS 6460 アジレント 
LC 1260InfinityⅡ アジレント 
データ処理 MassHunter アジレント 

 
4．測定条件 

LC-MS/MS 
LC 条件 

カラム InertSustain C18 HP （内径 2.1 mm、長さ 150 mm、粒子径 3 μm：

（ジーエルサイエンス製） 
移動相流速（mL/min） 0.30 
注入量（μL） 2 
カラム温度（℃） 40 

移動相 A 液：20 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液 
B 液：20 mmol/L 酢酸アンモニウム・メタノール溶液 

グラジエント条件 

時間（分） A 液（%） B 液（%） 
0.0 40 60 
2.0 40 60 
5.0 2 98 
14.0 2 98 
14.1 40 60 
20.0 40 60 

 

MS 条件 
測定モード MS/MS（SRM） 
イオン化モード ESI（＋） 
キャピラリ電圧（V） 3500 
ソース温度（℃） 180 
脱溶媒温度（℃） 180 
イオンソースガス 窒素、12 L/min、60 psi 
シースーガス 窒素、12 L/min 
コリジョンガス 窒素（MS/MS の場合） 

定量イオン（m/z） MS/MS: 426.2→287.1［フラグメンテーター電圧 100 V、コリジョンエネ

ルギー10 V］ 

定性イオン� （m/z） MS/MS: 426.2→181.0［フラグメンテーター電圧 100 V、コリジョンエネ

ルギー35 V］ 

定性イオン� （m/z） MS/MS: 426.2→168.0［フラグメンテーター電圧 100 V、コリジョンエネ

ルギー40 V］ 
保持時間（min） 11.0 

 
 
5．定量 

シラフルオフェン標準品 50.0 mg を精秤し、アセトン 50 mL に溶解して 1000 mg/L 溶液を調製した。この溶
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液をアセトニトリルで希釈し、定量限界における添加試料の測定の際には、0.5、1、1.5、2、2.5、及び 3 µg/L の

標準溶液を調製した。また、基準値添加試料の測定の際には、5、10、15、20、25、及び 30 µg/L の標準溶液

を調製した。この溶液 2 µL を LC-MS/MS に注入して、得られたピーク面積を用いて検量線を作成した。 
試験溶液 2 µL を LC-MS/MS に注入し、作成した検量線にて絶対検量線法によりシラフルオフェンの含量を

算出した。 
 
6．添加試料の調製 
  添加濃度は、各食品の基準値、及び目標定量限界 0.01 mg/kg で実施した。下表のとおり、添加用標準溶

液をアセトンで調製し、試料 10.0 g に添加した。なお、牛の脂肪については、あらかじめ湯煎し融解した状態に

て添加した。その後、混合し 30 分間放置したのち使用した。 
 
添加試料の調製 （各食品 10.0 g に添加） 

評価濃度 
添加試料 

牛の筋肉 牛の脂肪 牛の肝臓 牛乳 鶏卵 しじみ うなぎ 

基準値 

基準値 (ppm) 

1 10 2 2 1 0.4 0.4 

200 mg/L 添加用標準溶液 添加量 
50 µL 500 µL 100 µL 100 µL 50 µL 20 µL 20 µL 

定量限界 

定量限界 (mg/kg) 

0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 

1 mg/L添加用標準溶液 添加量 
100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

  
 
7．試験溶液の調製 
概要 

シラフルオフェンを試料からアセトン及びn-ヘキサン（１：２）混液で抽出し、さらにn-ヘキサンで抽出した。アセ

トニトリル/ヘキサン分配により脱脂し、エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラムで精製し、LC-
MS/MSで定量及び確認した。 

 
（1）抽出 
1）筋肉・脂肪・肝臓、しじみ、うなぎの場合 
試料10.0 gに水10 mLを加え、ホモジナイズしたのち、アセトン及びn-ヘキサン(1：2)混液50 mLを加えてホモ

ジナイズし、毎分3,000回転で5分間遠心分離した。上層の有機層を採り、残留物にn-ヘキサン30 mLを加えホ

モジナイズし、同様の条件で遠心分離した。上層を採り、先の上層と合わせ、n-ヘキサンを加え正確に100 mL
とした。 

 
2)牛乳、鶏卵の場合 
試料10.0 gにアセトン及びn-ヘキサン（１：２）混液 50 mLを加えてホモジナイズし、毎分3,000回転で5分間

遠心分離した。上層の有機層を採り、残留物にn-ヘキサン30 mLを加えホモジナイズし、同様の条件で遠心分

離した。上層を採り、先の上層と合わせ、n-ヘキサンを加え正確に100 mLとした。 
 
（2）脱脂操作 アセトニトリル/ヘキサン分配 
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100 mLに定容した抽出溶液を正確に10 mL（試料1 g相当）分取し、40℃以下で濃縮し、最後は室温で窒素

パージを行い、溶媒を除去した。残留物にn-ヘキサン10 mLを加えて溶かした。 
この溶液をn-ヘキサン飽和アセトニトリル20 mLずつで2回振とう抽出し、さらに、n-ヘキサン飽和アセトニトリ

ル10 mLで振とう抽出した。アセトニトリル層を合わせ40℃以下で濃縮し、最後は室温で窒素パージにより溶媒

を除去した。この残留物をn-ヘキサンに5 mLに溶かした。 

 
（3）精製 エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルカラム精製 

エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラム［Bond Elut PSA（500 mg/3 mL）］に、あらかじ

め n-ヘキサン 10 mL を注入し、流出液は捨てた。このカラムに、（2）で得られた試料溶液を注入したのち、

n-ヘキサン 10 mL を注入し、試料溶液注入からの全溶出液を採り、これを 40℃以下で濃縮し、最後は室温

で窒素パージにより溶媒を除去した。この残留物をアセトニトリルに溶解し、正確に 5 mL としたものを LC-
MS/MS の試験溶液とした。 

 
［分析法フローチャート］ 
秤 取 

↓ 筋肉・脂肪・肝臓、しじみ、うなぎ： 試料 10.0 g にあらかじめ水 10 mL を加えホモジナイズ 
↓ 卵、乳： 試料 10.0g 

抽 出 
↓ アセトン及び n-ヘキサン（1：2）混液 50 mL を加えホモジナイズ 
↓ 遠心分離（毎分 3,000 回転、5 分間） 
↓ 上層（有機層）を採る 
↓ 残留物に n-ヘキサン 30 mL を加えホモジナイズ 
↓ 遠心分離（毎分 3,000 回転、5 分間） 
↓ 上層（有機層）を採り、先の上層と合わせる 

定容 100 mL（n-ヘキサン） 
↓ 正確に 10 mL 分取（試料 1 g 相当） 

濃縮（溶媒除去） 
↓ 残留物に n-ヘキサン 10 mL を加えて溶かす 

アセトニトリル/ヘキサン分配 
↓ n-ヘキサン飽和アセトニトリル 20 mL ずつで 2 回振とう抽出 
↓ さらに n-ヘキサン飽和アセトニトリル 10 mL で振とう抽出 

アセトニトリル層 
↓  

濃縮（溶媒留去） 
↓ 残留物を n-ヘキサン 5 mL に溶かす 

エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルカラム精製［Bond Elut PSA （500 mg/3 mL）］ 
↓ あらかじめ n-ヘキサン 10 mL を注入し流出液は捨てる 
↓ 試料溶液を注入したのち n-ヘキサン 10 mL を注入 
↓ 試料溶液の注入からの全溶出液を採取する 

濃縮（溶媒除去） 
↓ 残留物をアセトニトリルに溶解し正確に 5 mL とする 

  ↓ 
定容 5 mL（試験溶液） 

↓  (試験溶液 5 mL は、試料 1 g に相当、前処理の希釈率 5 倍) 
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LC-MS/MS 
 
8．マトリックス添加標準溶液の調製 

回収率 100%相当濃度の 10 倍濃度の標準溶液 100 μL を窒素パージにより溶媒除去した。そこへブランク

試験溶液を加え正確に 1 mL としたものをマトリックス添加標準溶液とした。 
 
［結果及び考察］ 
1．測定条件の検討 
（1）タンデム質量分析における測定イオン及び測定パラメータの選択 

タンデム質量分析計における対象化合物の測定イオンの選択及び測定条件の最適化を試みた。すなわ

ち、スキャン測定及びプロダクトイオンスキャン測定を行い、イオンソース温度、測定イオンの選択、フラグメ

ンテーター電圧及びコリジョンエネルギーの最適化を行った。 
なお、シラフルオフェン（分子量 408.58）のプリカーサーイオンとして、多くの報告７）では、ESI（＋）モード

におけるアンモニウムイオン付加分子（m/z 426）が選択されている。そこで、アンモニウムイオン付加分子

が生成し易いよう、条件検討の際には、20 mmol/L酢酸アンモニウム溶液及び20 mmol/L酢酸アンモニウ

ム・メタノール溶液（1：4）を移動相として用いた。分離カラムは装着せず、フローインジェクションにより、シラ

フルオフェンの標準溶液（10 mg/L）をLC-MS/MSに2 μLずつ連続注入し、フラグメンテーター電圧及びコリ

ジョンエネルギーのパラメータの最適化を行った。 
最適な条件を検討するために、まずイオンソース温度の最適化を行った。使用した装置では、イオンソー

ス温度300℃付近では、アンモニウム付加体が感度良く検出しなかった。温度を低くしていくと、感度が上昇

していく傾向が見られた。検討の結果、イオンソース温度180℃において、感度、再現性ともに良好な条件を

得ることができた。 
本条件にて連続注入によるスキャン測定を行い、フラグメンテーター電圧を検討したところ100 Vで感度

良好なマススペクトルが得られた（図1）。以上の結果から、シラフルオフェンのアンモニウム付加分子 （m/z 
426.2 [M＋NH4]＋）をプリカーサーイオンとした。 

m/z 426.2をプリカーサーイオンとし、プロダクトイオンスキャン測定を連続注入により実施した。得られた

プロダクトイオンのシグナルの強度をもとに、m/z 426.2→287.1（コリジョンエネルギー10 V）を定量用イオ

ンに（図2）、またm/z 426.2→181.0（コリジョンエネルギー35 V）及びm/z 426.2→168.0（コリジョンエネル

ギー40 V）を定性用イオン（図3、図4）とした。 
 

 
図 1. シラフルオフェンのスキャンスペクトル 

スキャン範囲： 100-1000amu（図では100-600amuの範囲を表示） 
測定条件：ESI（＋）, フラグメンテーター100 V 
シラフルオフェン標準溶液 10 mg/L、2 μL注入 
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図 2. シラフルオフェンのプロダクトイオンスキャンのスペクトル（定量用）      

（定量用）プリカーサーイオン： m/z 426.2→287.1          
測定条件：ESI（＋）, コリジョンエネルギー10 V     
シラフルオフェン標準溶液 10 mg/L、2 μL注入     

 
 

 
 

図 3. シラフルオフェンのプロダクトイオンスキャンのスペクトル（定性用） 
  （定性用）プリカーサーイオン： m/z 426.2→181.0 

測定条件：ESI（＋）, コリジョンエネルギー35 V 
シラフルオフェン標準溶液 10 mg/L、2 μL注入 

 
 
 

 
 
図 4. シラフルオフェンのプロダクトイオンスキャンのスペクトル（定性用） 

  （定性用）プリカーサーイオン： m/z 426.2→168.0 
測定条件：ESI（＋）, コリジョンエネルギー40 V 
シラフルオフェン標準溶液 10 mg/L、2 μL注入 

 
 
（2）LC条件の検討 
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m/z 
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シラフルオフェンは極めて疎水性が高く、逆相系 HPLC 条件では有機溶媒比率をかなり上昇させないと、分

離カラムから溶出できなかった。さらに、上述の（1）で示したとおり、アンモニウムイオン付加分子をプリカーサ

ーイオンとして選択しており、安定的なイオン化に配慮する必要があった。 
以上のことから、有機溶媒には酢酸アンモニウムが溶解し易いメタノールを選択することとした。酢酸アンモ

ニウム濃度は、通知試験法（LC/MS による農薬等の一斉試験法Ⅲ（畜水産物））でも適用されている 20 
mmol/L とした。 

標準溶液を用いて分離条件を検討したところ、良好な感度、再現性及びピーク形状が得られたため、酸の添

加及び pH の調整は、不要であると判断した。なお、分離カラムは、一般的な C18 カラム（InertSustain C18 
HP 、内径 2.1 mm、長さ 150 mm、粒子径 3 μm、ジーエルサイエンス製）を用いた。また、試験溶液中のマト

リックスをカラムから適切に排除するため、グラジエントモードを適用した。 
上述の［実験方法］ 4．測定条件に記載した条件にて、分離状況を確認したところ（図 5、図 6）、溶媒ベース

の標準溶液については、良好なピーク形状、再現性及び感度を得ることができた。 

 
 

 
図 5. シラフルオフェンの LC-MS/MS クロマトグラム 

SRMモード（TIC） シラフルオフェン標準溶液（アセトニトリル溶液） 2 µg/L、2 μL注入 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. シラフルオフェンの LC-MS/MS クロマトグラム 

SRM モード（イオン抽出） シラフルオフェン標準溶液（アセトニトリル溶液） 2 µg/L、2 μL 注入 
 
（3）検量線 

図 7 にシラフルオフェンの検量線の例を示した。0.5 µg/L～3 µg/L(注入量 2 µL)の濃度範囲で作成した検量

線の決定係数は、R2 0.999 以上であり良好な直線性を示した。 

RT（min) 
 

TIC 
Counts 

定量イオン 
m/z 426.2→287.1 
 
 
 

定性イオン 
m/z 426.2→181.0 
 
 

定性イオン 
m/z 426.2→168.0 
 
 

シラフルオフェン 

C
ou

nt
s 

C
ou

nt
s 

C
ou

nt
s 

RT（min) 
 

RT（min) 
 

RT（min) 
 



 

- 10 - 
 

 
図 7. シラフルオフェン検量線一例 
         y = 13018x +1289 
         R2 = 0.9992 
 
（4）定量限界 
  牛の筋肉・脂肪・肝臓・乳、鶏の卵、しじみ、うなぎ： 0.01 mg/kg 

 
一律基準 0.01 ppm（mg/kg）を目標とした。詳細を以下に示す。 
試験溶液量： 5 mL 
試験溶液中の試料量： 1 g 
分析対象化合物の定量限界（0.01 mg/kg）相当量：0.004 ng 
注入量： 2 μL 
 
［試験溶液量(mL)／試験溶液中の試料量(g)］×［分析対象化合物の定量限界相当量(ng)／注入量(µL)］ 
=5(mL/g)×2(ng/mL)  
= 10 ng/g  
= 0.01 mg/kg 
 
前処理にて試料を 5（mL/g）倍希釈相当とした場合、試料 0.01 mg/kg に相当する試験溶液濃度は 2 

ng/mL(μg/L)である。標準溶液 2 µg/L（2 µL 注入、0.004 ng）のクロマトグラムは、図 5 及び図 6 に示したとお

りであり、溶媒ベースの標準溶液では感度は十分であった。 
また、後述の添加試料のピーク形状、感度及び再現性も良好であったため、定量限界を 0.01 mg/kg とした。 

 
2．試験溶液調製法の検討 
（1）抽出方法の検討 
  シラフルオフェンの物性として、疎水性が極めて高いこと（log Pow = 8.2）に着眼し、検討を行った。試料から

対象成分を抽出する方法は、通知試験法「LC/MS による農薬等の一斉試験法Ⅰ（畜水産物）」を参考に構築し

た。当該試験法では、試料（筋肉、脂肪および肝臓等）に水を加えホモジナイズしたのち、アセトン及び n-ヘキ

サンの混液を加えホモジナイズ抽出し、遠心分離した後、上層の有機層を採り、下層及び残留物を再度、n-ヘ
キサンで抽出し、有機層を合わせたものを抽出液とする方法である。 

この方法を採用することで、疎水性の高いシラフルオフェンを有機層へ容易に回収し、また高極性のマトリッ

クスを下層へ分離、除去できるものと考えた。 
なお、採取量及び溶媒量は、半分のスケールにすることを基本とした。すなわち試料 10 g に水 10 mL を加

えホモジナイズした後、アセトン及び n-ヘキサン（1：2）混液 50 mL で 1 回目の抽出を行った。抽出操作では、

高速ホモジナイザーを使用した。ホモジナイズ後、遠心分離（3,000 回転/分、5 分間）を実施し、上層の有機層

を分取した。下層及び残留物については、n-ヘキサン 30 mL を使用し、1 回目の抽出と同様に操作し、上層を

先の有機層と合わせ、n-ヘキサンで 100 mL に正確に定容したものを抽出液とした。 
前処理の抽出率の評価として、シラフルオフェン 10 μg を添加した水 10 g を疑似試料とし、上述の操作に従
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い 100 mL の抽出液を調製した。この 10 mL を溶媒除去した後、アセトニトリル 1 mL に再溶解したものを LC-
MS/MS で測定した。表１に示した結果のとおり、十分な回収率が得られることを確認できた。 

 
表１ 抽出方法の評価 （溶媒ベース n=3） 

 1 2 3 Ave. RSD(％) 

回収率（％） 98 101 96 98 2.6 

模擬試料：水 添加量：10 µg (試料濃度として1 mg/kg) 
 

一方、上述の抽出操作を試料に適用したところ、牛乳では有機層がコロイド状に白濁する現象がみられた。

なお、水を加えホモジナイズする操作を省略したところ、この現象は生じなかった。また、牛乳及び鶏卵では、も

ともと試料中の含水量が十分なため、遠心分離後の上層と下層の分離は良好であった。 

以上より、牛乳及び鶏卵については、水を添加しないで抽出することとした。 

各試料を用い、上述の抽出操作における回収率を検証した。標準溶液を添加し 30 分放置した後、抽出操作

を行い、得られた抽出液を分取し、溶媒を除去したのち、残留物をアセトニトリルに溶かした。なお、LC-MS/MS
測定にてマトリックスによる支障を受けないよう、試料には高濃度となるよう標準溶液を添加した。作製した各

試料の抽出液を適宜希釈し LC-MS/MS 測定を実施した。表２に示した結果のとおり、試料でも良好な抽出操

作が可能であると判断した。 
 

表２ 抽出方法の評価 （試料で実施 n=1） 

 牛の筋肉 牛の脂肪 牛の肝臓 牛乳 鶏卵 しじみ うなぎ 

回収率（％） 95 95 95 98 102 91 91 

添加量：200 μg （試料濃度として 20 mg/kg） 
 

なお、以降の作業性やマトリックスの絶対量を考慮し、抽出操作にて作成した抽出液 100 mL から正確に 10 
mL（試料 1 g 相当）を分取することとした。分取した抽出液の溶媒を除去し、n-ヘキサンで 10 mL としたものを

以降の脱脂操作に使用した。 
 

（2）脱脂方法の検討 
脱脂方法として、アセトニトリル/ヘキサン分配の適用を試みた。一般的に、n-ヘキサン及びアセトニトリル各

30 mL で操作するが、上述の 2.（1）のとおり、抽出液 100 mL から 10 mL 分取とし、試料量を 1 g 相当に減じ

ていることから、脱脂のための n-ヘキサンの量は 10 mL とした。 
一方で、シラフルオフェンは、疎水性の極めて高い物質のため、アセトニトリルへ分配されにくいことが予想さ

れる。そのため、分配状況を確認するにあたり n-ヘキサン飽和アセトニトリル量は 10 mL を基本とし、さらに 15 
mL 及び 20 mL での分配も実施し、n-ヘキサン量に対する比率を上げて検証を行った。 

n-ヘキサン 10 mL に標準を添加し、3 回ずつ分配操作を行い、それぞれ分取及び濃縮を行い 100 mL に定

容したものを LC-MS/MS で測定した。 
結果を表３に示した。いずれのアセトニトリル量でも 3 回の分配で、定量的に回収できるものの、n-ヘキサン

飽和アセトニトリル 10 mL での分配では、3 回目においても 7.4％～8.6％の回収が認められた。n-ヘキサン飽

和アセトニトリル 20 mL とした場合、2 回の抽出で定量的に回収できることが判った。 
 
 
 

 
表３ アセトニトリル／ヘキサン分配の抽出率の評価 
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n-ヘキサン飽和アセトニトリル量 

10 mL 15 mL 20 mL 

試行数（n） 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

回収率

（％） 

1回目 70 72 71 82 82 81 86 87 88 

2回目 24 24 24 22 20 21 16 16 16 

3回目 8.6 7.4 8.5 4.1 3.9 4.8 1.5 1.8 1.9 

合計 103 103 104 108 111 107 104 105 106 

Ave. 103 109 105 

RSD(%) 0.6 1.9 1.0 
添加量：10 µg 
溶媒：n-ヘキサン 10 mL に標準溶液を添加し、n-ヘキサン飽和アセトニトリルで抽出を行った。 
 
しかし、n-ヘキサン飽和アセトニトリル 20 mL での抽出を繰り返すことで、ヘキサン層が分配後に減少するこ

とが確認された。さらに、試料を用いて操作を行ったところ、余剰の脂溶性マトリックスの抽出量も増加したこと

から、n-ヘキサン飽和アセトニトリル 20 mL で 2 回抽出したのち、3 回目の抽出を 10 mL で行うこととした。 
上述の操作を試料に適用し、回収率の検証を行った。その結果、表４に示したとおり、全ての試料で 3 回の

抽出操作にて良好な回収率が得られること、かつ n-ヘキサン飽和アセトニトリル 20 mL による 2 回の抽出操

作によって定量的な回収が得られることも確認できた。 
 
表４ アセトニトリル／ヘキサン分配 （試料抽出液で実施 n=1） 

抽出条件 
牛の筋肉 牛の脂肪 牛の肝臓 牛乳 鶏卵 しじみ うなぎ 

回収率（％） 

2回抽出 97 96 104 103 106 103 103 

3回抽出 96 99 104 100 107 101 97 
添加量：10 µg   
2 回抽出：n-ヘキサン飽和アセトニトリル 20 mL で 2 回抽出 
3 回抽出：n-ヘキサン飽和アセトニトリル 20 mL で 2 回抽出したのち、さらに n-ヘキサン飽和アセトニトリル

10 mL で抽出 
 
（3）精製方法の検討 

脱脂操作により得られた抽出液の溶媒を除去したところ、牛乳では粘性のある透明な残留物、鶏卵では淡

黄色の色素、さらに、しじみでは緑色の残留物が確認された。高級脂肪酸、色素といった極性を有する官能基

を持つ疎水性化合物の除去を目的とし、エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラム（PSA：500 
mg）を用いた精製の適用を検討した。 

シラフルオフェンは、分子構造上、極性は非常に低いため、使用する溶媒の極性を極力下げ、極性を有する

官能基を持つ化合物をなるべくカラムに保持させたまま、回収する方法が有用であると考えた。 
種々の溶媒を検討した結果、シラフルオフェンは、カラムにほとんど保持はせず、低極性溶媒の n-ヘキサン

のみで回収できることが判った。 
以上より、アセトニトリル/ヘキサン分配後の試料液を溶媒除去した後、n-ヘキサン 5 mL に再溶解することと

した。なお、ミニカラムは、あらかじめ n-ヘキサン 10 mL で洗浄し使用することとした。 
保持及び溶出の挙動把握のため、標準溶液を添加した n-ヘキサン 5 mL をカラムに注入し溶出液を採取し

た（画分①）。次いで、n-ヘキサン 5 mL をカラムに注入し、溶出液を採取した（画分②）。さらに n-ヘキサン 5 
mL をカラムに注入し、溶出液を採取した（画分③）。各画分を溶媒除去し、アセトニトリルに溶解し LC-MS/MS
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で測定した。 
表５に示した結果のとおり、n-ヘキサンのみで容易に回収できることが確認できた。画分①及び画分②を採

取することで、96％～102%の回収率が得られた。 
なお、あらかじめ試料を用い、マトリックスのカラムへの保持及び流出の挙動を確認したところ、画分③にあ

たる n-ヘキサンの注入を行っても、カラム上端に保持されたマトリックスのバンドの大幅な流出は見受けられな

かった。 
以上の結果より、試料において確実な回収と操作の再現性の観点から、画分①から③、すなわち、試料溶

液 5 mL をカラムに注入後、さらに n-ヘキサン 10 mL をカラムに注入し、得られた全溶出液を採取することとし

た。採取した溶出液を濃縮し、溶媒を除去しアセトニトリルで正確に 5 mL としたものを LC-MS/MS の試験溶液

とした。 
 

表５ PSAミニカラム精製の検討 （溶媒ベース n=3）   

試行数（n） 1 2 3 Ave. 
RSD 
（％） 

画分① 試料溶液5 mL 注入後の流出液 

回収率 
（％） 

94 95 100 96 3.3 

画分② n-ヘキサン5 mL注入 2.2 2.9 1.7 2.3 26.6 

画分③ さらにn-ヘキサン 5 mL注入 N.D. N.D. N.D. *** *** 

合計 96 98 102 99 3.1 
添加量：1 μg (試験溶液として100 µg/L) 
N.D.・・・Not Detected (LOD 1 μg/L、回収率<1%) 
 
各試料におけるカラム精製の評価を実施した。すなわち、各試料について、７．試験溶液の調製に従い脱脂

操作を行った溶液の残留物に標準溶液を添加し、溶媒を除去したのち、n-ヘキサン 5 mL を加えた溶液をカラ

ムに注入した。さらに、n-ヘキサン 10 mL をカラムに注入し、試料液注入からの全溶出液を採取した。溶出液

を溶媒除去し、アセトニトリルで正確に 5 mL に定容し、LC-MS/MS 測定を行った。 
上述した鶏卵、しじみの色素は、カラム内に残存し除去されていることを目視で確認することができた。高級

脂肪酸の除去に関しては、牛乳を用い GC-MS スキャン測定を行った結果、除去されていることを確認すること

ができた。カラム精製前と精製後の溶液の測定クロマトグラムを図 8 に示す。 
以上より、PSA ミニカラム精製において、極性の低い n-ヘキサンのみを使用することで、極性を有する官能

基を持つ疎水性化合物をカラム内に残存させることが可能であり、精製操作として有用であることを確認できた。 
なお、精製後の溶出液の溶媒除去後の残留物は、アセトニトリルで容易に溶解した。また、懸濁及び沈殿物

のない試験溶液を得ることができた。各試料の回収率の結果を表６に示す。各試料で、良好な回収率が得られ

た。また、マトリックスによる定量及び定性への支障も認められなかった。以上より、PSA ミニカラムを使用した

本操作を精製操作として、適用することとした。 
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図 8. PSA ミニカラムによる脂肪酸除去の確認（試料：牛乳） 
     （GC-MS Scan 測定 TIC クロマトグラム） 
       【GC-MS 測定条件】 

カラム：HP5-MS（長さ 30 m、内径 0.25 mm、膜厚 0.25 µm） 
カラムオーブン：50 ℃(1 min)-25 ℃/ min、175 ℃、10 ℃/ min、300 ℃（5 min） 
注入口：250 ℃  キャリアガス：ヘリウム  流量：1.6 mL/ min（定流量モード）  
注入量：2 µL （スプリットレス） イオン化法： EI 法 スキャン範囲：50-550 Amu 
（シラフルオフェン保持時間：15.0 min） 

 

表６ PSAカラム精製の検討 （試料で実施 n=1） 
 牛の筋肉 牛の脂肪 牛の肝臓 牛乳 鶏卵 しじみ うなぎ 

回収率（％） 107 107 97 101 96 106 102 

添加量：0.5 µg 
 

３．添加回収試験 
畜水産物 7 食品（牛の筋肉・脂肪・肝臓・乳、鶏の卵、うなぎ、しじみ）を用いて［実験方法］6．添加試料の作

成及び 7. 試験溶液の調製に従いシラフルオフェンの添加回収試験を実施した。濃度は、定量限界 0.01 
mg/kg 及び各食品の基準値濃度で、それぞれ 5 回の併行実施で行った。添加回収試験における回収率 100%
相当の溶媒標準溶液、各食品のブランク試料及び添加試料の代表的なクロマトグラムを図８～図２１に示した。

また、各食品等のブランク試料のスキャン測定による代表的なトータルイオンクロマトグラムを図２２に示した。 
 

１）選択性の評価 
マトリックス試料を用いたスパイク試験による選択性の評価を行った。結果を表７に示した。対象食品の全て

において選択性の目標値を満たしていた。ブランクのマトリックス試料にて、測定機器におけるキャリーオーバ

ーあるいはメモリーと考えられるピークがわずかに見られたが、いずれも基準値及び定量限界相当のピークの

1/10 以下であり、定量及び定性への支障は認められなかった。以上のことから、選択性に問題はないものと判

断した。 

高級脂肪酸のピーク 

コレステロースのピーク 
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表７ 選択性の評価 

 
 
２）真度、精度及び定量限界 

定量限界及び基準値濃度での真度及び併行精度を表８に示した。定量限界濃度では真度 91.9～103.1％、

併行精度 2.8～9.6％、基準値濃度では真度 93.0～96.6％、併行精度 1.2～5.7％と良好な結果が得られ、妥

当性評価ガイドラインの真度及び精度の目標値を満たした。また、定量限界濃度の添加試料から得られたピー

クの S/N は最小でも 213 であり、S/N≧10 を満たしていた。 
 
表８ 真度、精度及び定量限界 

 
 
３）試料マトリックスの測定への影響 

試料マトリックスの測定への影響について検討した結果を表９に示した。添加回収試験における回収率

100%相当濃度となるように調製したマトリックス添加標準溶液の溶媒標準溶液に対するピーク面積比を求め

た。その結果、ピーク面積比は、0.94～1.06 であり、定量への支障は認められなかった。 
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表９ 試料マトリックスの測定への影響 

 
 
4．その他の試験法検討に関連する事項 

LC-MS/MS 条件の設定において、検討当初、アンモニウムイオン付加分子が全く検出しなかった。使用した

機器の ESI ソースは、イオン化部のスプレー拡散の防止のため、別に高温ガスを噴霧しスプレーを収束する機

構を有しており、付加分子の熱分解が疑われた。イオン化部の各種温度パラメータを低く設定することで、感度

良く検出することができたが、さらに安定的なアンモニウム付加分子の形成を目的とし移動相には、やや高濃

度の酢酸アンモニウム（20 mmol/L）を使用した。使用する機器のイオンソースの仕様によっては、酢酸アンモ

ニウム塩の濃度を下げることも可能（例えば 5 mmol/L）であると考えられる。 
脱脂操作については、操作の簡便な多孔性ケイソウ土カートリッジの適用も試みたが、試料液負荷後、シラ

フルオフェンの溶出に多量の溶媒が必要であったこと、さらに脂溶性の高いマトリックスも多く溶出されたことか

ら、適用を断念した。 
 
5．考察 
  対象成分のシラフルオフェンが分子構造上、極性が極めて低いことに着眼し、抽出方法、脱脂方法、及び精

製方法を検討した。 
  開発した方法を用いて、牛の筋肉等、畜水産物 7 食品の添加回収試験を行った結果、真度及び併行精度

について、ともに良好な結果が得られた。このことから本法は、検討で適用した畜水産物 7 食品に適用可能で

あると判断できた。 
 
［結論］ 

シラフルオフェンを試料からアセトン及び n-ヘキサンの混液で抽出した後、再度 n-ヘキサンで抽出し、得られ

た抽出液を分取し、アセトニトリル／ヘキサン分配で脱脂した後、さらにエチレンジアミン-N-プロピルシリル化

シリカゲルミニカラムで精製し、LC-MS/MS で定量及び確認する方法を開発した。 
本法を、牛の筋肉・脂肪・肝臓・乳、鶏卵、しじみ及びうなぎの７食品に適用した結果、定量限界で真度 91.9

～103.1％、併行精度 2.8～9.6％、S/N≧10 の良好な結果が得られた。以上より、定量限界として 0.01 mg/kg
の設定が可能であった。さらに各食品の基準値で真度 93.0～96.6％、併行精度 1.2～5.7％であり、妥当性評

価ガイドラインの真度及び精度の目標値を満たす試験法を構築することができた。 
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［クロマトグラム報告例］ 
添加回収試験における代表的なクロマトグラム 

 
図８ 牛の筋肉の SRM クロマトグラム           図９ 牛の脂肪の SRM クロマトグラム 

（m/z 426.2→287.1）                   （m/z 426.2→287.1） 
添加濃度：0.01 ppm                      添加濃度：0.01 ppm 

9       10      11      12       13  RT(min) 9       10      11       12      13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 9       10       11      12      13  RT(min) 

9       10      11       12       13  RT(min) 9        10       11       12       13  RT(min) 

2 ug/L 2 ug/L 
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図１０ 牛の肝臓の SRM クロマトグラム           図１１ 牛乳の SRM クロマトグラム 

（m/z 426.2→287.1）                    （m/z 426.2→287.1） 
添加濃度：0.01 ppm                        添加濃度：0.01 ppm 

  

9       10       11        12       13  RT(min) 9       10       11       12       13  RT(min) 

9       10       11        12       13  RT(min) 

9        10       11         12       13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 

2 ug/L 2 ug/L 
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図１２ 鶏卵の SRM クロマトグラム              図１３ しじみの SRM クロマトグラム 

（m/z 426.2→287.1）                     （m/z 426.2→287.1） 
添加濃度：0.01 ppm                        添加濃度：0.01 ppm 
 

9       10       11       12       13  RT(min) 9       10       11       12      13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 

9       10       11       12      13  RT(min) 

9       10        11        12      13  RT(min) 

2 ug/L 2 ug/L 
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図１４ うなぎの SRM クロマトグラム            

（m/z 426.2→287.1）                
添加濃度：0.01 ppm                          

9       10        11      12        13  RT(min) 

9       10        11       12       13  RT(min) 

9       10        11       12       13  RT(min) 

2 ug/L 
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図１５ 牛の筋肉の SRM クロマトグラム           図１６ 牛の脂肪の SRM クロマトグラム 

（m/z 426.2→287.1）                    （m/z 426.2→287.1） 
添加濃度：1 ppm                          添加濃度：10 ppm 
（試験溶液10倍希釈にて測定）              （試験溶液100倍希釈にて測定） 

9       10       11       12       13  RT(min) 9       10       11       12       13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 

9       10        11       12       13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 

9       10        11       12       13  RT(min) 

20 ug/L 20 ug/L 
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図１７ 牛の肝臓の SRM クロマトグラム          図１８ 牛乳の SRM クロマトグラム 

（m/z 426.2→287.1）                    （m/z 426.2→287.1） 
添加濃度：2 ppm                         添加濃度：2 ppm 
（試験溶液20倍希釈にて測定）              （試験溶液20倍希釈にて測定） 

9       10       11       12      13  RT(min) 9       10       11      12       13  RT(min) 

9       10       11       12      13  RT(min) 

9       10       11       12      13  RT(min) 

9       10       11      12       13  RT(min) 

9       10       11      12       13  RT(min) 

20 ug/L 20 ug/L 
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図１９ 鶏卵の SRM クロマトグラム              図２０ しじみの SRM クロマトグラム 

（m/z 426.2→287.1）                       （m/z 426.2→287.1） 
添加濃度：1 ppm                          添加濃度：0.4 ppm 
（試験溶液10倍希釈にて測定）               （試験溶液4倍希釈にて測定） 

9       10       11        12       13  RT(min) 9       10       11        12      13  RT(min) 

9       10       11        12       13  RT(min) 

9       10       11        12       13  RT(min) 

9       10       11       12       13  RT(min) 

9        10       11       12       13  RT(min) 

20 ug/L 20 ug/L 
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図２１ うなぎの SRM クロマトグラム            

（m/z 426.2→287.1）                
添加濃度：0.4 ppm    
（試験溶液4倍希釈にて測定） 

9       10        11        12       13  RT(min) 

9       10        11        12      13  RT(min) 

9        10       11        12       13  RT(min) 

20 ug/L 



 

- 26 - 
 

ブランク試料の代表的なトータルイオンクロマトグラム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
図２２ ブランク試料のトータルイオンクロマトグラム 
     （スキャン範囲：50～550 amu） 


