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は  じ  め  に 

 シガテラは，主に熱帯・亜熱帯のサンゴ礁海域に

生息する魚類を原因とする食中毒で，自然毒による

食中毒としては世界最大規模と言われている．日本

では，南西諸島を中心に毎年発生しているが，最近，

地球温暖化の影響からか九州や本州でとれた魚を原

因とする事例が相次いで発生しており，2007年には

本県で釣ったイシガキダイが原因の食中毒も発生し

ている．中毒症状としては，下痢，おう吐などの消

化器系障害，知覚異常，筋肉痛などの神経系症状，

脈拍数や血圧の低下などの循環器障害など多岐に渡

るが，最も特徴的な症状は，ドライアイスセンセー

ションと呼ばれる温度感覚の異常である．致死率は

低いものの，症状が長時間持続することも多い． 

 

図１．CTX1BおよびCTX3Cの構造 

この原因毒はシガトキシン(CTX)類で，20 種以上

の類縁体が確認されている．今回，その中で標準品

が市販されている CTX1B および CTX3C（図１）を対

象に LC-MS/MS を用いた分析法を検討したので報告

する． 

 

実 験 方 法 

１．試料 

 市販のマダイ，マグロ 

２．試薬 

１）標準品 

(１)標準品 

標準品には，富士フィルム和光純薬製の CTX1B お

よびCTX3C（各100 ng）を用いた． 

(２)標準溶液 

 各標準品をメタノールで溶解し10 ng/mLに調製し

たものを適宜混合・希釈し，0.1～10 ng/mL の検量

線用標準溶液を調製した. 

２）溶媒および試薬 

 アセトンおよびジエチルエーテルは富士フィルム

和光純薬製特級，ヘキサンおよび酢酸エチルは富士

フィルム和光純薬製残留農薬試験用，メタノールお

よびアセトニトリルは富士フィルム和光純薬製

LC/MS用 を使用した．１ mol/Lギ酸アンモニウム溶                      
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液は，関東化学製HPLC用を使用した． 

３）固相抽出カラム 

固相抽出カラムとして，GL サイエンス社製

InertSep FL-PR(500 mg)および GL サイエンス社製

InertSep  PSA(200 mg)を使用した． 

４）フィルター 

Millipore 社製 Millex-LH(0.20 µm)を使用した． 

３． LC-MS/MS条件 

表１に示した． 

LC ：Agilent 1200シリーズ
MS/MS ：Agilent 6460QQQ

分析カラム ：SUPELCO AcsentisExpress C18 （2.1×100 mm,2.7μm)　
カラム温度 ：40℃

流速 ：0.3 mL/min 
   注入量 ：5 µL　

移動相 ：A液　5mM HCOONH4 + 0.1%HCOOH aq    B液　CH3OH

グラジエント

イオン化モード ：ESI(＋)
ドライガス流速,温度 ：10 L/min,300℃  

  ネブライザーガス圧力 ：50 psi
シースガス流速,温度 ：11 L/min,400℃

キャピラリ電圧 ：4000 V 
ノズル電圧 ：0 V

測定イオン CTX 1B ：(定量) 1133.6【Na+付加体】 > 1133.6【Na+付加体】

CTX 3C ：(定量) 1045.6【Na+付加体】 > 1045.6【Na+付加体】

　　　　　          (定性）1023.5【H+付加体】  > 1005.4【H2O脱離体】

表１．LC-MS/MS測定条件

：B液％；79%(0 min) → 95%(10-12 min) → 98%(12.1-20 min)
　　　　 → 79%(21-29 min)

 

４．試験溶液の調製 

試験溶液の調製方法を図２に示した．ある程度細

切した試料 5.0 gにアセトン 15 mLを加え，ホモジ

ナイズした後，10 ℃，3000 rpm で５分間遠心分離

し，上清を採取した．さらに，残留物にアセトン15 

mLを加え，振とう機にて５分間振とうした後，10 ℃，

3000 rpmで５分間遠心分離し，上清を採取した．得

られた上清を合わせ５ mL 以下に減圧濃縮した後，

ジエチルエーテル５ mLを加え，軽く振とうした後，

静置後ジエチルエーテル層を採取した．さらに，残

留物に同様の操作を行い，得られたジエチルエーテ

ル層を採取した．合わせたジエチルエーテル層に窒

素ガスを吹き付け，完全に溶媒を除去した後，90%

メタノールに溶解し，n-ヘキサン３ mL を加え液液

分配し，ヘキサン層を除去する操作を２回繰り返し

た．得られた液を窒素気流化で乾固した後，酢酸エ

チル-メタノール(=９：１)２ mLで溶解し，予め酢 

均一化した試料 5 g

- アセトン15 mL

ホモジナイズ

遠心分離(5 min,3000 rpm,10 ℃）

残渣

- アセトン15 mL

振とう(5 min)

遠心分離(5 min,3000 rpm,10 ℃）

アセトン層 採取

減圧濃縮(5 mL以下)

ジエチルエーテル 5 mL×2で転溶（水層除去）

N2フロー（乾固）

- 90%メタノール 1.5 mL
- ヘキサン 3 mL

軽く振とう

ヘキサン層除去
- ヘキサン 3 mL

軽く振とう

メタノール層採取

N2フロー（乾固）

- 酢酸エチル-メタノール(=9:1) 2 mL
InertSep FL-PR(500 mg,GLサイエンス)

- 酢酸エチル-メタノール(=9:1) 2  mL
流出画分(4 mL)

N2フロー（乾固）

- アセトニトリル 2 mL(分画1)
InertSep PSA(200 mg,GLサイエンス)

- アセトニトリル 2 mL（分画1）
- メタノール 2 mL(分画2)

N2フロー（乾固）

- メタノール 1 mL 分画１：CTX3C測定用
LCMSMS 分画２：CTX1B測定用  

図２．試験溶液の調製方法 

 

酸エチル-メタノール(=９：１)８ mL でコンディシ

ョニングしたInertSep FL-PR(500 mg)カラムに負荷

した．さらに，酢酸エチル-メタノール(=９：１)２ mL

を加え，流出した液を全量採取した．流出液を窒素

気流化で乾固した後，アセトニトリルで溶解した後，

予めメタノール３ mL 及びアセトニトリル３ mL で

コンディショニングした InertSep  PSA(200 mg)に

負荷し，アセトニトリル２ mL を加え，流出した液

を全量採取した（画分１）．さらに，メタノール２ mL

を加え溶出した液を採取した（画分２）．各画分を窒 

素気流化で乾固した後，メタノール１ mLで溶解し，

フィルター処理したものを試験溶液とした． 

 

結果および考察 

１．LC-MS/MS条件の検討 
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購入した標準品の量がCTX1B，3Cともに100 ngと

ごく少量であったため，通常より低濃度の２ ng/mL

の標準液を用いて各種測定パラメーターを求めた．

両成分の定量イオンには，プリカーサー，プロダク

トイオンともにナトリウム付加体を選択し，CTX3C

については，プロトン付加体（プロダクトイオンは

水分子脱離体）も若干確認されたので，定性イオン

として測定することとした． 

今回検討した条件（表１）において，CTX1Bは0.2

～10 ng/ｍLの範囲で，CTX3Cは0.1～10 ng/mLの範

囲で決定係数が 0.99 以上の良好な直線性が得られ

た． 

２．前処理条件の検討 

CTX 類は，魚肉中の含有量が ppb レベル以下のご

く微量で，しかも脂溶性であるため，脂質などの夾

雑成分の影響が大きくなると予想された．そこで，

與儀らの方法１）を参考に，ヘキサン脱脂後，フロリ

ジルカラムおよび PSA カラムによる精製を行うこと

とした（図２）． 

また，最終溶液を画分１と画分２を混合すると，

CTX1Bに夾雑成分が重なることから，CTX1B用（画分

１）と CTX3C 用（画分２）に分けてそれぞれ測定す

ることとした． 

３．添加回収試験 

マダイおよびマグロを対象に，２種混合標準液を

0.2 ng/g相当となるよう添加し，無添加試料と併せ

て試験溶液の調製方法に従い，回収試験を実施した．

結果を表２に，標準液および添加試料（マダイ）の

クロマトグラムを図３に示した．目的成分の妨害と

なるピークは検出されず，また両成分ともに回収率

50%以上となり，健康危機管理事象発生時に本法が適

用できる可能性が示唆された． 

 

表２．シガトキシン類の添加回収試験結果 

                    

標準液1 ng/mL 

 

標準添加試料（マダイ） 

 

図３．標準液（上）および標準添加試料（下）のクロマトグラム 

 

試料 
回収率(%) 

CTX1B CTX3C 

マダイ(n = 3) 62.4 76.9 

マグロ(n = 2) 51.3 80.0 

CTX１B 

CTX１B 

CTX３C 

CTX３C 
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ま  と  め 

今回，CTX類２種を対象とした分析法を検討し

た結果，夾雑成分の影響なく分析できる可能性を

見出せた．今後，分析法の迅速性および回収率の

向上，検討食品の追加，他のシガトキシン類の追

加を検討していきたい． 
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