
発出予定の試験法（案）の概要 

試験法（案） 分析対象化合物 概要 

アミトラズ試験法（畜産

物） 

P３～ 

 

・アミトラズ 

・N-2,4-ジメチルフェニル-N-メチ

ルホルムアミジン（代謝物 B） 

アミトラズ及び代謝物 B を試料から塩基性

条件下メタノールで抽出し、多孔性ケイソウ

土カラム及びアセトニトリル／ヘキサン分配

で脱脂した後、オクタデシルシリル化シリカ

ゲル（ODS）ミニカラム及びエチレンジアミン

-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラムで

精製を行い、液体クロマトグラフ・タンデム型

質量分析計（LC-MS/MS）で定量及び確認する

方法である。 

なお、アミトラズ及び代謝物 B のそれぞれ

について定量を行い、代謝物 B を含むアミト

ラズの含量を求める場合には、代謝物 B の含

量に換算係数を乗じてアミトラズの含量に変

換し、これらの和を分析値とする。 

イプフェンカルバゾン

試験法（農産物） 

P６～ 

 

・イプフェンカルバゾン イプフェンカルバゾンを試料からアセトン

で抽出し、n-ヘキサンに転溶した後、グラフ

ァイトカーボン／エチレンジアミン-N-プロピ

ルシリル化シリカゲル積層ミニカラム及び

ODS ミニカラムで精製し、LC-MS/MS で定量

及び確認する方法である。 

プロチオコナゾール試

験法（畜産物） 

P10～ 

・［2-（1-クロロシクロプロピル）-

1-（2-クロロフェニル）-3-（1H-1,2,4-

トリアゾール-1-イル）-2-プロパノ

ール］（代謝物 M17 ）（抱合体を含

む。） 

代謝物M17 及びその抱合体を試料からn-ヘ

キサン存在下アセトニトリル及び水（4：1）混

液で抽出する。代謝物 M17 の抱合体を塩酸で

加水分解して代謝物 M17 とし、ODS ミニカラ

ムで精製した後、LC-MS/MS で定量及び確認す

る方法である。 

なお、代謝物 M17 の含量に換算係数を乗じ

てプロチオコナゾールの含量に変換し分析値

とする。 

プロポキシカルバゾン

試験法（農産物） 

P13～ 

・プロポキシカルバゾン 

・メチル 2-［［［［4,5-ジヒドロ-3-（2-

ヒドロキシプロポキシ）-4-メチル-

5-オキソ-1H-1,2,4-トリアゾール-1-

イル］カルボニル］アミノ］スルホ

ニル］ベンゾエート（代謝物 A） 

プロポキシカルバゾン及び代謝物 A を試料

からメタノールで抽出し、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

精製した後、LC-MS/MS で定量及び確認する方

法である。 

プロポキシカルバゾン

試験法（畜産物） 

P16～ 

・プロポキシカルバゾン プロポキシカルバゾンを試料からメタノー

ルで抽出し、アセトニトリル/ヘキサン分配で

脱脂した後、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-
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MS/MS で定量及び確認する方法である。 

フロルフェニコール試

験法（畜水産物） 

P19～ 

・フロルフェニコール 

・［(1R,2S)-1-(4-メチルスルホニル

フェニル)-2-アミノ-3-フルオロ-1-

プロパノール］（代謝物 FFNH2）

（「フロルフェニコールアミン」と

いう。加水分解によりフロルフェ

ニコールアミンに変換される化合

物を含む。） 

試料に酸を加えて加熱し、フロルフェニコ

ール及びその代謝物をフロルフェニコールア

ミンに加水分解後、n-ヘキサンで洗浄し、多孔

性ケイソウ土カラム及びスルホン酸塩修飾ジ

ビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体

ミニカラムで精製した後、LC-MS/MS で定量及

び確認する方法である。 
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アミトラズ試験法（畜産物）  
 

１．分析対象化合物 

アミトラズ 

N-2, 4-ジメチルフェニル-N'-メチルホルムアミジン（以下「代謝物 B」という。） 

 

２．適用食品 

畜産物、乳、はちみつ 

  

３．装置 

液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS） 

 

４．試薬、試液 

次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 

アミトラズ標準品 本品はアミトラズ 98％以上を含む。 

代謝物 B 塩酸塩標準品 本品は代謝物 B 塩酸塩 98％以上を含む。 

 

５．試験溶液の調製 

１）抽出  

筋肉、脂肪及び内臓の場合は、試料を正確に量り、重量比で 1/2 量のエタノール及び 8 

mol/L 水酸化ナトリウム溶液（1：1）混液を加え磨砕均一化した後、試料 10.0 g に相当す

る量を量り採る。乳及びはちみつの場合は、試料 10.0 g に、8 mol/L 水酸化ナトリウム溶

液 2.5 mL を加える。これにメタノール 100 mL を加えてホモジナイズした後、毎分 3,000

回転で５分間遠心分離し、上澄液を採る。残留物にメタノール 50 mL を加えてホモジナ

イズした後、上記と同様に遠心分離し、得られた上澄液を合わせ、メタノールを加えて

正確に 200 mL とする。この溶液から正確に 2 mL を分取して多孔性ケイソウ土カラム（5 

mL 保持用）に注入し、10 分間放置した後、アセトニトリル 30 mL を注入し溶出液を採

る。この溶出液に n-ヘキサン 30 mL を加えて５分間振とうした後、アセトニトリル層を

採る。n-ヘキサン層は、n-ヘキサン飽和アセトニトリル 30 mL ずつで２回振とう抽出し、

抽出液を先のアセトニトリル層に合わせる。40℃以下で濃縮し溶媒を除去する。この残

留物にメタノール 2 mL 加えて溶かした後、アセトニトリル 2 mL を加えて軽く振り混ぜ

る。 
 

２）精製 

オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラム（1,000 mg）及びエチレンジアミン-N-プ

ロピルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）にそれぞれアセトニトリル 10 mL を注
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入し、流出液は捨てる。オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラムの下部にエチレン

ジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラムを接続し、１）で得られた溶液を注

入した後、アセトニトリル 10 mL を注入し、負荷液を含む全溶出液を採る。溶出液を 40℃

以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留物をアセトニトリル及びメタノール（1：1）

混液に溶かし、正確に 2 mL としたものを代謝物 B 試験溶液とする。また、代謝物 B 試験

溶液から正確に 1 mL を分取し、アセトニトリル及びメタノール（1：1）混液を加えて正

確に 10 mL としたものをアミトラズ試験溶液とする。 

 

６．検量線の作成 

アミトラズ標準品及び代謝物 B 塩酸塩標準品のアセトニトリル及びメタノール（1：1）

混液の溶液を数点調製し、それぞれ LC-MS/MS に注入し、ピーク高法又はピーク面積法で

検量線を作成する。なお、本法に従って試験溶液を調製した場合、試料中 0.01 mg/kg に相

当する試験溶液中の濃度は、アミトラズにあっては 0.00005 mg/L、代謝物 B にあっては

0.0005 mg/L（アミトラズ換算）である。 

 

７．定量 

試験溶液を LC-MS/MS に注入し、６の検量線でアミトラズ及び代謝物 B の各含量を求め

る。代謝物 B を含むアミトラズの含量を求める場合には、次式により求める。 

アミトラズ（代謝物 B を含む）の含量（ppm）=A＋B×1.807 

A：アミトラズの含量（ppm） 

B：代謝物 B の含量（ppm） 

 

８．確認試験 

LC-MS/MS により確認する。 

 

９．測定条件 

（例）  

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径 2.1 mm、長さ 150 mm、粒子径 3 μm  

カラム温度：40℃ 

移動相：5 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液及び 5 mmol/L 酢酸アンモニウム・メタノール溶

液の混液（9：1）で５分間保持し、（9：1）から（0：100）までの濃度勾配を 10 分間

で行い、（0：100）で 10 分間保持する。 

イオン化モード：ESI（＋） 

主なイオン（m/z） 

アミトラズ：プリカーサーイオン 294、プロダクトイオン 163、122 

代謝物 B：プリカーサーイオン 163、プロダクトイオン 122、107 
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注入量：10 μL 

保持時間の目安 

アミトラズ：18 分 

代謝物 B：14 分 

 

10．定量限界 

各化合物 0.01 mg/kg（代謝物 B はアミトラズ換算） 

 

11．留意事項 

１）試験法の概要 

アミトラズ及び代謝物 B を試料から塩基性条件下メタノールで抽出し、多孔性ケイソ

ウ土カラム及びアセトニトリル／ヘキサン分配で脱脂した後、オクタデシルシリル化シ

リカゲルミニカラム及びエチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラムで

精製を行い、LC-MS/MS で定量及び確認する方法である。なお、アミトラズ及び代謝物 B

のそれぞれについて定量を行い、代謝物 B を含むアミトラズの含量を求める場合には、

代謝物 B の含量に換算係数を乗じてアミトラズの含量に変換し、これらの和を分析値と

する。 

 

２）注意点 

① アミトラズ及び代謝物 B の LC-MS/MS 測定で、試験法開発時に使用したイオンを

以下に示す。 

アミトラズ 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン 294、プロダクトイオン 163 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン 294、プロダクトイオン 122 

代謝物 B 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン 163、プロダクトイオン 122 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン 163、プロダクトイオン 107 

② 試験法開発時に検討した食品：牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝臓、牛乳、はちみ 

つ 

 

12．参考文献 

なし 

 

13．類型 

 C 
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イプフェンカルバゾン試験法（農産物） 
 

１．分析対象化合物 

イプフェンカルバゾン 

 

２．適用食品 

農産物 

 

３．装置 

液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS） 

 

４．試薬、試液 

次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 

イプフェンカルバゾン標準品 本品はイプフェンカルバゾン 98 %以上を含む。 

 

５．試験溶液の調製 

１）抽出 

① 穀類、豆類及び種実類の場合 

試料 10.0 g に水 20 mL を加え、30 分間放置する。これにアセトン 100 mL を加え、

ホモジナイズした後、吸引ろ過する。ろ紙上の残留物にアセトン 50 mL を加えホモジ

ナイズし、上記と同様にろ過する。得られたろ液を合わせ、アセトンを加えて正確に

200 mL とする。この溶液から正確に 20 mL を分取し、飽和塩化ナトリウム溶液 20 mL

を加え、n-ヘキサン 20 mL で振とう抽出した後、毎分 3,000 回転で５分間遠心分離し、

上澄液を採る。水層に n-ヘキサン 20 mL を加えて振とう抽出し、上記と同様に遠心分

離し、上澄液を採る。得られた上澄液を先の上澄液に合わせ、40℃以下で濃縮し、溶

媒を除去する。この残留物にアセトン及び n-ヘキサン（1：9）混液 5 mL を加えて溶か

す。 

② 果実及び野菜の場合 

試料 20.0 g にアセトン 100 mL を加え、ホモジナイズした後、吸引ろ過する。ろ紙上

の残留物にアセトン 50 mL を加えホモジナイズし、上記と同様にろ過する。得られた

ろ液を合わせ、アセトンを加えて正確に 200 mL とする。この溶液から正確に 10 mL を

分取し、飽和塩化ナトリウム溶液 10 mL を加え、n-ヘキサン 10 mL で振とう抽出した

後、毎分 3,000 回転で５分間遠心分離し、上澄液を採る。水層に n-ヘキサン 10 mL を加

えて振とう抽出し、上記と同様に遠心分離し、上澄液を採る。得られた上澄液を先の

上澄液に合わせ、40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留物にアセトン及び n-

ヘキサン（1：9）混液 5 mL を加えて溶かす。 
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③ 茶の場合 

試料 5.00 g に水 20 mL を加え、30 分間放置する。これにアセトン 100 mL を加え、

ホモジナイズした後、吸引ろ過する。ろ紙上の残留物にアセトン 50 mL を加えホモジ

ナイズし、上記と同様にろ過する。得られたろ液を合わせ、アセトンを加えて正確に

200 mL とする。この溶液から正確に 40 mL を分取し、飽和塩化ナトリウム溶液 40 mL

を加え、n-ヘキサン 40 mL で振とう抽出した後、毎分 3,000 回転で５分間遠心分離し、

上澄液を採る。水層に n-ヘキサン 40 mL を加えて振とう抽出し、上記と同様に遠心分

離し、上澄液を採る。得られた上澄液を先の上澄液に合わせ、40℃以下で濃縮し、溶

媒を除去する。この残留物にアセトン及び n-ヘキサン（1：9）混液 5 mL を加えて溶か

す。 

 

２）精製 

① グラファイトカーボン/エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲル積層カ

ラムクロマトグラフィー 

グラファイトカーボン/エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲル積層ミニ

カラム（500 mg/500 mg）にアセトン及び n-ヘキサン各 10 mL を順次注入し、各流出

液は捨てる。このカラムに１）で得られた溶液を注入した後、アセトン及び n-ヘキ

サン（1：9）混液 5 mL を注入し、負荷液を含む全溶出液を採り、40℃以下で濃縮し、

溶媒を除去する。この残留物にアセトニトリル及び水（3：7）混液 5 mL を加えて溶

かす。 

② オクタデシルシリル化シリカゲルカラムクロマトグラフィー 

オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）にアセトニトリル及び水

各 10 mL を順次注入し、各流出液は捨てる。このカラムに①で得られた溶液を注入

した後、アセトニトリル及び水（3：7）混液 5 mL を注入し、流出液は捨てる。アセ

トニトリル及び水（3：2）混液 10 mL を注入し、溶出液をアセトニトリル及び水（3：

2）混液で正確に 10 mL としたものを試験溶液とする。 

 

６．検量線の作成 

イプフェンカルバゾン標準品のアセトニトリル及び水（3：2）混液の溶液を数点調製し、

それぞれ LC-MS/MS に注入し、ピーク高法又はピーク面積法で検量線を作成する。なお、

本法に従って試験溶液を調製した場合、試料中 0.01 mg/kg に相当する試験溶液中濃度は

0.001 mg/L である。 

 

７．定量 

試験溶液を LC-MS/MS に注入し、６の検量線でイプフェンカルバゾンの含量を求める。 
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８．確認試験 

LC-MS/MS により確認する。 

 

９．測定条件 

（例） 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径 2.1 mm、長さ 100 mm、粒子径 3.5 m 

カラム温度：40℃ 

移動相：0.01 vol%酢酸・アセトニトリル溶液及び 0.01 vol%酢酸の混液（1：1）で 0.5 分    

間保持した後、（4：1）までの濃度勾配を 7.5 分間で行い４分間保持する。 

イオン化モード：ESI（+） 

主なイオン（m/z）：プリカーサーイオン 427、プロダクトイオン 198 

         プリカーサーイオン 429、プロダクトイオン 198 

注入量：5 L 

保持時間の目安：６分 

 

10．定量限界 

0.01 mg/kg 

 

11．留意事項 

１）試験法の概要 

イプフェンカルバゾンを試料からアセトンで抽出し、n-ヘキサンに転溶した後、グラフ

ァイトカーボン/エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲル積層ミニカラム及び

オクタデシ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

方法である。 

 

２）注意点 

① イプフェンカルバゾンの LC-MS/MS 測定で、試験法開発時に使用したイオンを以

下に示す。 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン 427、プロダクトイオン 198 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン 429、プロダクトイオン 198 

② 試験法開発時に検討した食品：玄米、大豆、ほうれんそう、キャベツ、 

 ばれいしょ、オレンジ、りんご、及び緑茶 

 

12．参考文献 

なし 
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13．類型 

C 
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プロチオコナゾール試験法（畜産物） 

 
１．分析対象化合物 

代謝物M17［2-（1-クロロシクロプロピル）-1-（2-クロロフェニル）-3-（1H-1,2,4-トリア

ゾール-1-イル）-2-プロパノール］（抱合体を含む。） 

 

２．適用食品 

畜産物、乳 

 

３．装置 

液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS） 

 

４．試薬、試液 

次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 

代謝物M17標準品 本品は代謝物M17 98％以上を含む。 

 

５．試験溶液の調製 

１）抽出 

試料10.0 g（脂肪の場合は5.00 g）を量り採る。アセトニトリル及び水（4：1）混液40 mL

及びn-ヘキサン20 mLを加え、ホモジナイズした後、毎分3,000回転で10分間遠心分離し、

上澄液を採る。残留物にアセトニトリル及び水（4：1）混液40 mL及びn-ヘキサン20 mLを

加え、ホモジナイズし、上記と同様に遠心分離し、得られた上澄液を合わせる。アセトニ

トリル及び水混液層を採り、消泡用シリコン3滴を加え、40℃以下で濃縮し、溶媒を除去

する。 

 

２）加水分解 

１）で得られた残留物に水10 mL及び5 mol/L塩酸20 mLを加え、還流装置に接続し、２

時間加熱還流を行い、代謝物M17の抱合体を加水分解する。放冷後、反応液に水を加えて

正確に100 mLとする。 

 

３）精製 

オクタデシルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）に、アセトニトリル及び水各5 

mLを順次注入し、各流出液は捨てる。２）で得られた溶液から正確に10 mL（脂肪の場合

は20 mL）を分取し、このカラムに注入した後、アセトニトリル及び水（1：4）混液10 mL

を注入し、流出液は捨てる。次いでアセトニトリル及び水（4：1）混液10 mLを注入し、

溶出液をアセトニトリル及び水（4：1）混液で正確に10 mLとしたものを試験溶液とする。 
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６．検量線の作成 

代謝物M17標準品のアセトニトリル及び水（4：1）混液の溶液を数点調製し、それぞれ

LC-MS/MSに注入し、ピーク高法又はピーク面積法で検量線を作成する。なお、本法に従っ

て試験溶液を調製した場合、筋肉、脂肪及び内臓にあっては、試料中0.01 mg/kg（プロチオ

コナゾール換算）に相当する試験溶液中濃度は0.001 mg/L（プロチオコナゾール換算）であ

る。乳にあっては、試料中0.004 mg/kg（プロチオコナゾール換算）に相当する試験溶液中濃

度は0.0004 mg/L（プロチオコナゾール換算）である。 

 

７．定量 

試験溶液をLC-MS/MSに注入し、６の検量線で代謝物M17の含量を求め、次式により、プ

ロチオコナゾール（代謝物M17及びその抱合体を含む）の含量を求める。 

プロチオコナゾール（代謝物M17及びその抱合体を含む）の含量（ppm）=代謝物M17の

含量（ppm）×1.103 

 

８．確認試験 

LC-MS/MSにより確認する。 

 

９．測定条件 

（例） 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径2.1 mm、長さ150 mm、粒子径3 µm 

カラム温度：40℃ 

移動相：5 mmol/L酢酸アンモニウム溶液及びアセトニトリルの混液（1：1）から（1：9）

までの濃度勾配を10分間で行い、（1：9）で５分間保持する。 

イオン化モード：ESI（＋） 

主なイオン（m/z）：プリカーサーイオン 312、プロダクトイオン 125、70 

注入量：4 μL 

保持時間の目安：６分 

 

10．定量限界 

筋肉、脂肪及び内臓：0.01 mg/kg（プロチオコナゾール換算） 

乳：0.004 mg/kg（プロチオコナゾール換算） 

 

11．留意事項 

１）試験法の概要 

代謝物M17及びその抱合体を試料からn-ヘキサン存在下アセトニトリル及び水（4：1）
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混液で抽出する。代謝物M17の抱合体を塩酸で加水分解して代謝物M17とし、オクタデシ

ルシリル化シリカゲルミニカラムで精製した後、LC-MS/MSで定量及び確認する方法であ

る。 

なお、代謝物M17の含量に換算係数を乗じてプロチオコナゾールの含量に変換し分析値

とする。 

 

２）注意点 

① 代謝物M17のLC-MS/MS測定で、試験法開発時に使用したイオンを以下に示す。 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン 312、プロダクトイオン 70 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン 312、プロダクトイオン 125 

② 試験法開発時に検討した食品：牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝臓、牛乳 

 

12．参考文献 

・JAU6476 Independent Method Validation（Battelle Study Number A4-14-01-01） 

・[Phenyl-UL-14C]JAU6476-desthio Absorption, Distribution, Excretion, and Metabolism in the 

Lactating Goat 

 

13．類型 

C 

- 12 -



 

プロポキシカルバゾン試験法（農産物） 

 
１．分析対象化合物 

プロポキシカルバゾン 

メチル 2-［［［［4,5-ジヒドロ-3-（2-ヒドロキシプロポキシ）-4-メチル-5-オキソ-1H-1,2,4- 

トリアゾール-1-イル］カルボニル］アミノ］スルホニル］ベンゾエート（以下「代謝物A」

という。） 

 

２．適用食品 

穀類 

 

３．装置 

液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS） 

 

４．試薬、試液 

次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 

プロポキシカルバゾンナトリウム塩標準品 本品はプロポキシカルバゾンナトリウム塩 

98％以上を含む。 

代謝物A標準品 本品は代謝物A 97％以上を含む。 
 

５．試験溶液の調製 

１）抽出 

試料10.0 gに水20 mLを加え、30分間放置する。これにメタノール100 mLを加え、ホモジ

ナイズした後、吸引ろ過する。ろ紙上の残留物にメタノール50 mLを加えてホモジナイズ

し、上記と同様にろ過する。得られたろ液を合わせ、メタノールを加えて正確に200 mLと

する。この溶液から正確に20 mLを分取し、40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残

留物にアセトニトリル5 mLを加えて溶かす。 

 

２）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（500 mg）に、水及びア

セトニトリル各5 mLを順次注入し、各流出液は捨てる。このカラムに１）で得られた溶液

を注入した後、アセトニトリル5 mLを注入し、流出液は捨てる。次いで、アセトニトリル

及び水（7：3）混液10 mLを注入し、溶出液を採り、アセトニトリル及び水（7：3）混液

を加えて正確に10 mLとしたものを試験溶液とする。 

 

６．検量線の作成 
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プロポキシカルバゾンナトリウム塩標準品をメタノールに溶かして200 mg/L（プロポキシ

カルバゾン換算）とし標準原液とする。同様に代謝物A標準品をメタノールに溶かして200 

mg/Lの標準原液とする。各標準原液を適宜混合してアセトニトリル及び水（7：3）混液で適

宜希釈した溶液を数点調製し、それぞれLC-MS/MSに注入し、ピーク高法又はピーク面積法

で検量線を作成する。なお、本法に従って試験溶液を調製した場合、試料中0.01 mg/kg（代

謝物Aはプロポキシカルバゾン換算）に相当する試験溶液中濃度は0.001 mg/L（代謝物Aはプロ

ポキシカルバゾン換算）である。 

 
７．定量 

試験溶液をLC-MS/MSに注入し、６の検量線でプロポキシカルバゾン及び代謝物Aの各含

量を求める。 

代謝物Aを含むプロポキシカルバゾンの含量を求める場合には、次式により求める。 

プロポキシカルバゾン（代謝物Aを含む。）の含量（ppm）＝A＋B×0.9614 

 A：プロポキシカルバゾンの含量（ppm） 

B：代謝物Aの含量（ppm） 

 

８．確認試験 
LC-MS/MSにより確認する。 

 

９．測定条件 

（例） 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径2.1 mm、長さ150 mm、粒子径5 µm 

カラム温度：40℃ 

移動相： アセトニトリル及び0.1 vol％ギ酸の混液（3：7）から（7：3）までの濃度勾配

を10分間で行った後、（9：1）で５分間保持する。 

イオン化モード：ESI（－） 

主なイオン（m/z） 

プロポキシカルバゾン：プリカーサーイオン 397、プロダクトイオン 156、113 

代謝物A：プリカーサーイオン 413、プロダクトイオン 172、113 

注入量：4 μL 

保持時間の目安 

プロポキシカルバゾン：９分 

代謝物A：５分 

 

10．定量限界 

各化合物0.01 mg/kg（代謝物Aはプロポキシカルバゾン換算） 
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11．留意事項 

１）試験法の概要 

プロポキシカルバゾン及び代謝物Aを試料からメタノールで抽出し、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た後、LC-MS/MSで定量及び確認する

方法である。 

 
２）注意点 

① プロポキシカルバゾン及び代謝物AのLC-MS/MS測定で、試験法開発時に使用した

イオンを以下に示す。 

プロポキシカルバゾン 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン 397、プロダクトイオン 156 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン 397、プロダクトイオン 113 

代謝物A 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン 413、プロダクトイオン 172 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン 413、プロダクトイオン 113 

② プロポキシカルバゾンはアセトニトリルに溶けにくいため，標準原液調製時には

作成する濃度によっては注意すること。 

③ 試験法開発時に検討した食品：小麦 

 
12．参考文献 

なし 
 

13．類型 

C 
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プロポキシカルバゾン試験法（畜産物） 
 

１．分析対象化合物 

プロポキシカルバゾン 

 

２．適用食品 

畜産物 

 

３．装置 

液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS） 

 

４．試薬、試液 

次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 

プロポキシカルバゾンナトリウム塩標準品 本品はプロポキシカルバゾンナトリウム塩 

98％以上を含む。 

 
５．試験溶液の調製 

１）抽出 

試料10.0 gにメタノール100 mLを加え、ホモジナイズした後、吸引ろ過する。ろ紙上の

残留物にメタノール50 mLを加えてホモジナイズし、上記と同様にろ過する。得られたろ

液を合わせ、メタノールを加えて正確に200 mLとする。この溶液から正確に20 mLを分取

し、40℃以下で約1 mLに濃縮する。これにn-ヘキサン30 mLを加え、n-ヘキサン飽和アセ

トニトリル30 mLで２回振とう抽出する。抽出液を合わせ、40℃以下で濃縮し、溶媒を除

去する。この残留物にアセトニトリル5 mLを加えて溶かす。 

 

２）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（500 mg）に、水及びア

セトニトリル各5 mLを順次注入し、各流出液は捨てる。このカラムに１）で得られた溶液

を注入した後、アセトニトリル5 mLを注入し、流出液は捨てる。次いで、アセトニトリル

及び水（7：3）混液10 mLを注入し、溶出液を採り、アセトニトリル及び水（7：3）混液

を加えて正確に10 mLとしたものを試験溶液とする。 

 

６．検量線の作成 

プロポキシカルバゾンナトリウム塩標準品をメタノールに溶かして200 mg/L（プロポキシ

カルバゾン換算）とし標準原液とする。標準原液をアセトニトリル及び水（7：3）混液で適

宜希釈した溶液を数点調製し、それぞれLC-MS/MSに注入し、ピーク高法又はピーク面積法
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で検量線を作成する。なお、本法に従って試験溶液を調製した場合、試料中0.01 mg/kgに相

当する試験溶液中濃度は0.001 mg/Lである。 

 
７．定量 

試験溶液をLC-MS/MSに注入し、６の検量線でプロポキシカルバゾンの含量を求める。 

 
８．確認試験 

LC-MS/MSにより確認する。 

 

９．測定条件 

（例） 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径2.1 mm、長さ150 mm、粒子径5 µm 

カラム温度：40℃ 

移動相： アセトニトリル及び0.1 vol％ギ酸の混液（3：7）から（7：3）までの濃度勾配

を10分間で行った後、（9：1）で５分間保持する。 

イオン化モード：ESI（－） 

主なイオン（m/z）：プリカーサーイオン 397、プロダクトイオン 156、113 

注入量：4 μL 

保持時間の目安：９分 

 

10．定量限界  

0.01 mg/kg 

 

11．留意事項 

１）試験法の概要 

プロポキシカルバゾンを試料からメタノールで抽出し、アセトニトリル/ヘキサン分配

で脱脂した後、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である。 

 
２）注意点 

① プロポキシカルバゾンのLC-MS/MS測定で、試験法開発時に使用したイオンを以下

に示す。 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン 397、プロダクトイオン 156 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン 397、プロダクトイオン 113 

② プロポキシカルバゾンはアセトニトリルに溶けにくいため，標準原液調製時には

作成する濃度によっては注意すること。 
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③ 試験法開発時に検討した食品：牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝臓、牛乳 

 
12．参考文献 

なし 
 

13．類型 

C 
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フロルフェニコール試験法（畜水産物） 
 

１．分析対象化合物 

フロルフェニコール 

代謝物FFNH2［(1R,2S)-1-(4-メチルスルホニルフェニル)-2-アミノ-3-フルオロ-1-プロ

パノール］（以下「フロルフェニコールアミン」という。加水分解によりフロルフェ

ニコールアミンに変換される化合物を含む。） 

 

２．適用食品 

畜水産物 

 

３．装置 

液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS） 

 

４．試薬、試液 

次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 

スルホン酸塩修飾ジビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体ミニカラム（150 

mg） 内径12～13 mmのポリエチレン製のカラム管に、スルホン酸塩修飾ジビニ

ルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体150 mgを充てんしたもの又はこれと同

等の分離特性を有するものを用いる。 

フロルフェニコール標準品 本品はフロルフェニコール98％以上を含む。 

フロルフェニコールアミン標準品 本品はフロルフェニコールアミン97％以上を含

む。 

 

５．試験溶液の調製 

１）加水分解及び抽出 

試料10.0 gに6 mol/L塩酸20 mLを加え、密栓して100℃で３時間加熱する。放冷後、

水10 mL及びn-ヘキサン40 mLを加え、振とう後、毎分3,000回転で５分間遠心分離す

る。n-ヘキサン層を捨て、水層にケイソウ土2 gを加えて混合した後、吸引ろ過する。

容器及びろ紙上の残留物をアセトン及び水（1：1）混液10 mLで２回洗い、洗液を

吸引ろ過する。ろ液を合わせ、水を加えて正確に100 mLとする。 

 

２）精製 

① 多孔性ケイソウ土カラムクロマトグラフィー 

１）で得られた溶液から正確に2.5 mLを分取し、7.5 mol/L水酸化ナトリウム溶

液1 mL及び塩化ナトリウム1 gを加えよく混合した後、多孔性ケイソウ土カラム（5 
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mL保持用）に注入する。このカラムを30分間放置した後、酢酸エチル30 mLを注

入し、溶出液を40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留物に0.1 vol％酢酸

及びメタノール（1：1）混液1 mLを加えて溶かす。 

② スルホン酸塩修飾ジビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体カラムク

ロマトグラフィー 

スルホン酸塩修飾ジビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体ミニカラム

（150 mg）にメタノール2 mL及び0.1 vol％酢酸及びメタノール（1：1）混液3 mL

を順次注入し、各流出液は捨てる。このカラムに①で得られた溶液を注入した後、

0.1 vol％酢酸及びメタノール（1：1）混液3 mL及びメタノール2 mLを順次注入し、

各流出液は捨てる。次いで、アンモニア水及びメタノール（1：99）混液5 mLを

注入し、溶出液を40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留物を0.1 vol％酢

酸及びメタノール（9：1）混液に溶かし、正確に1 mLとしたものを試験溶液とす

る。 

 

６．検量線の作成 

フロルフェニコールアミン標準品の0.1 vol％酢酸及びメタノール（9：1）混液の溶

液を数点調製し、それぞれLC-MS/MSに注入し、ピーク高法又はピーク面積法で検量

線を作成する。なお、本法に従って試験溶液を調製した場合、試料中0.01 mg/kgに相

当する試験溶液中濃度は0.0025 mg/Lである。 

 

７．定量 

試験溶液をLC-MS/MSに注入し、６の検量線でフロルフェニコールアミンの含量を

求める。 

 

８．確認試験 

LC-MS/MSにより確認する。 

 

９．測定条件 

（例） 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径2.1 mm、長さ150 mm、粒子径3 μm 

カラム温度：40℃ 

移動相：アセトニトリル及び0.1 vol％酢酸（1：99）混液 

イオン化モード：ESI（+） 

主なイオン（m/z）：プリカーサーイオン248、プロダクトイオン230、130 

注入量：5 μL 

保持時間の目安：５分 
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10．定量限界 

0.01 mg/kg 

 

11．留意事項 

１）試験法の概要 

試料に塩酸を加えて加熱し、フロルフェニコール及びその代謝物をフロルフェニ

コールアミンに加水分解後、n-ヘキサンで洗浄し、多孔性ケイソウ土カラム及びス

ルホン酸塩修飾ジビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体ミニカラムで精製

した後、LC-MS/MSで定量及び確認する方法である。 

 

２）注意点 

① 加水分解操作については、フロルフェニコール標準品を用いて、加水分解が

十分に行われていることを確認すること。 

② 加水分解においては、試料の塊がなくなり、暗褐色～黒色の溶液状態となる

まで加熱すること。 

③ 吸引ろ過の際、ろ過速度が遅い場合は、ガラス繊維ろ紙を用いると良い。 

④ 吸引ろ過の際、気泡が発生し、定容が困難な場合は毎分3,000回転で５分間遠

心分離すると良い。 

⑤ n-ヘキサンで洗浄した後、浮遊物が認められない場合は、吸引ろ過を行う必

要はない。吸引ろ過を行わない場合の操作を以下に示す。 

n-ヘキサン層を捨て、水層にアセトン10 mLを加えた後、水を加えて正確に100 

mLとする。 

⑥ 定容の際、激しく振とうすると、試料によっては泡立つ場合があるため、穏

やかに転倒混和する。 

⑦ スルホン酸塩修飾ジビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体カラムク

ロマトグラフィーにおいて、濃縮の際に水が残る場合は、40℃以下で約0.5 mL

まで濃縮した後、エタノールを2 mL程度加えて再度濃縮すると良い。 

⑧ 多孔性ケイソウ土カラムクロマトグラフィーのみで精製が十分である場合は、

スルホン酸塩修飾ジビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体カラムクロ

マトグラフィーを省略してもよい。 

⑨ 試験法開発時の基準値濃度での添加回収試験においては、スルホン酸塩修飾

ジビニルベンゼン-N-ビニルピロリドン共重合体カラムクロマトグラフィーを

省略した。 

⑩ フロルフェニコールアミンのLC-MS/MS測定で、試験法開発時に使用したイ

オンを以下に示す。 
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定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン248、プロダクトイオン230 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン248、プロダクトイオン130 

⑪ LC-MS/MS測定では、試料中の夾雑成分のキャリーオーバーの影響を軽減さ

せるため、フロルフェニコールアミンが溶出した後に移動相のアセトニトリル

濃度を上げてカラムを洗浄すると良い。 

⑫ 試験法開発時に使用したフロルフェニコールのLC-MS/MS測定条件を以下に

示す。 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径2.1 mm、長さ150 mm、粒子

径3 μm 

カラム温度：40℃ 

移動相：アセトニトリル及び0.1 vol％酢酸（1：99）混液で６分間保持した後、

（1：99）から（19：1）までの濃度勾配を６分間で行い、（19：1）

で５分間保持する。 

イオン化モード：ESI（－） 

主なイオン 

 定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン356、プロダクトイオン336 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン356、プロダクトイオン185 

注入量：5 μL 

保持時間の目安：11分 

⑬ 試験法開発時に検討した食品：牛の筋肉、牛の脂肪、牛の肝臓、うなぎ 

 

12．参考文献 
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13．類型 
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