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は じ め に 

 アミノ酸系除草剤であるグリホサート(GLYP)及び

グルホシネート(GLUF)は非選択性除草剤として幅広

い農産物に登録・使用されており，非農耕地でも広

く使用されている．これらの除草剤は植物体内にお

いて，GLYPからN-アセチルグリホサート(N-GLYP)や

アミノメチルリン酸(AMPA)に，GLUFからN-アセチル

グルホシネート(N-GLUF)や3-メチルホスフィニコプ

ロピオン酸(MPPA)といった代謝物となることが知ら

れており，残留基準値は代謝物を含めたものとして

設定されている(図１)． 

これらアミノ酸系除草剤は，極性がきわめて高い

ため当センターでは残留農薬一斉分析の対象となっ

ておらず，現在，対応できていない．一方，通知試験

法１)，２)ではGLYP，GLUFはそれぞれ異なる誘導体化・

分析機器を用いて分析することとなっているため，

迅速性に欠ける．また，食品におけるアミノ酸系除

草剤の一斉分析についての報告はあるが，報告数は

少ない３)～５)． 

そこで当センターで対応可能な農薬の範囲を拡大

するため，GLYP，GLUFおよびAMPAの食品における同

時分析法の確立を目的とし，検討を行ったので報告

する． 

 

実 験 方 法 

１ 試料 

試料は測定対象成分が検出されなかった国産小麦

粉，国産大豆，国産大麦，食パン，パスタ，レーズン

バターロールを用いた．大豆，大麦，食パン，パス

タ，レーズンバターロールはミルを用いて粉砕し，

分析に供した． 

 

２ 試薬 

１）標準物質 

GLYP は富士フイルム和光純薬製グリホサート標

準物質を，GLUF は富士フイルム和光純薬製グルホ

シネートアンモニウム標準品を，AMPA は富士フイ

ルム和光純薬製（アミノメチル）りん酸標準物質を

用いた． 

 

 図１．GLYP，GLUF及び代謝物の構造式等 

 
                      

衛生グループ 
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各標準物質10 mgを超純水10 mLにより調製し， 

1000 mg/Lの標準原液とし，15 mLポリプロピレン

製(PP)遠沈管に冷蔵保存した． 

２）溶媒及び試薬 

酢酸エチル，りん酸は富士フイルム和光純薬製

HPLC 用を，メタノールはキシダ化学製 HPLC 用を，

アセトニトリルはシグマ・アルドリッチ製HPLC用

を，アセトンは富士フイルム和光純薬製残留農薬・

PCB試験用を，クロロぎ酸９－フルオレニルメチル

(FMOC)は富士フイルム和光純薬製ペプチド合成用

を，ホウ酸ナトリウムは片山化学工業製特級を，り

ん酸水素二ナトリウムは富士フイルム和光純薬製

試薬特級を用いた．超純水はヴェオリア・ジェネッ

ツ製 PURELAB Chorus で精製したものを使用した． 

３）固相抽出カラム 

「PS-2カラム」としてWaters製 Sep-Pak PS2 

Plus Short Cartridge 300 mgを，「SCXカラム」

としてAgilent製Bond Elut Jr SCX 500 mgを使

用した． 

４）その他の器具 

透析膜はダイアライシスメンブラン，サイズ 36 

富士フイルム和光純薬(株)生化学用を，15 mLPP遠

沈管はLabcon製のPP遠沈管を，0.2 umフィルタ

ーはメルク製マイレクス－LGを使用した． 

 

３ 分析条件 

HPLC：Agilent製1200シリーズ 

 カラム：L-column2 ODS （2.1 mm×100 mm，２ um） 

 移動相：A液 20 mM Na2HPO4水溶液  

(りん酸を用いてpH3.5に調製) 

B液 アセトニトリル 

グラジエント条件：A液85 %(0 min)→85 %(3 min)

→80 %(25 min)→10 %(26 min)→10 %(32 min)→

85 %(33 min)． 

流速：0.5 mL/min カラム温度：40 ℃  

注入量：1.0 uL  

蛍光波長 Ex:255 nm Em:310 nm 

 

４ 試験溶液の調製 

１）抽出 

均一化した試料10.0 gを量りとり約30 cmに切

った透析膜の内部に透析内液として水 30 mL と共

にいれ，透析膜の両端を結んだ．これを透析外液と

して水70 mLの入った250 mL遠沈管にいれ，４時

間振とうを行い，外液を抽出液とした． 

２）カラム処理 

PS-2 カラムの下に SCX カラムを接続し，アセト

ン６ mL，水10 mLでコンディショニングした．50 

mLナスフラスコをカラムの下に置き，抽出液10 mL

を負荷した後，水10 mLで溶出，50 ℃の水浴で減

圧濃縮を行い乾固させた． 

３）誘導体化 

２）カラム処理により得られた残留物に 0.05 

mol/L ホウ酸ナトリウム水溶液 10 mL を加え超音

波処理により溶解させた．ここから５ mL を 15 

mLPP遠沈管に分取し，0.1 ％FMOCアセトン溶液を

２ mL加え，手振りで振とう，室温で20分放置し

た．その後，酢酸エチル２ mLを加え振とうし，過

剰の反応試薬を除去，水層を0.2 umのフィルター

に通し試験液とした．分析フローを図２に示す． 

 

 結 果 及 び 考 察 

１ 分析条件の検討 

１）誘導体化方法の選択 

 GLYP，GLUF，AMPA は水道水における水質管理目

標設定項目に設定され，FMOC 誘導体化による同時

分析法が定められている６)．また，アミノ酸系除草

剤一斉分析の報告３)～５)もあることから汎用性・迅

速性を有する FMOC 誘導体化-HPLC 蛍光検出器(FL)

を選択した．FMOC誘導体化は１級，２級アミンに，

蛍光を有する官能基が導入できることから，GLYP，

GLUF，AMPAを誘導体化できる．例としてGLYPにお

ける反応式を図３に示す． 

なお，GLYP，GLUF 等は金属やガラスへの吸着が

知られており，本検討においてもガラス器具への

吸着が確認されたため，減圧濃縮時以外は可能な
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限りPP製の遠沈管やマイクロピペット等を使用し

た． 

 

２）機器条件の検討 

 GLYPの通知試験法１)や一斉分析の報告３)～５)にお

いて分析カラムとして強陰イオン交換カラムであ

る SAX 等が使用されているが，良好なピーク形状

が得られなかったため，いくつかの ODS 系のカラ

ムを検討した．その結果，L-column2 ODS におい

てもっとも良好なピーク形状を得ることができた

ため，これを選択することとした． 

 また，移動相として，LC-MS/MS に対応できるよ

う揮発性のギ酸や酢酸アンモニウム等の水溶液を

検討したが良好なピーク形状が得られなかった．

そこで不揮発性であるがリン酸バッファーを使用

したところ，図４に示したとおり良好なピーク形

状となった．理由としてFMOC誘導体化後において

も分子内にリン酸基が残存することから配管金属

等への吸着が考えられるが，移動相としてリン酸

を使用する事で活性点がコーティングされたため

ピーク形状が改善したと考えられた． 

 また，検量線において３成分とも５ ug/L から

1000 ug/Lの間で良好な直線性が得られた（図５）． 

 

 

図２．試験溶液の調製方法 

２ 前処理方法の検討 

１）抽出方法の検討 

GLYP 通知試験法１)では水/クロロホルムによる

抽出となっているが，塩素系溶媒は環境へ与える

影響が大きいため，避けることとした．また，有機

溶媒によるタンパク質変性を試みたが，エマルジ

ョンを形成し，十分に目的物を回収できなかった．

ろ過，高速遠心分離等についても検討を行ったが，

粉体の除去が不十分であり，その後の固相処理で

目詰まりしてしまう結果となった．そこで，当セン

ターの食品添加物分析法に使用している透析膜を

用いた抽出を試みたところ，良好な操作性が得ら

れたため透析膜を採用した．なお，小麦粉等の妨害

成分の少ない試料であれば透析膜による精製のみ

で良好なクロマトグラムが得られたが，分析機器

保護の観点からも固相精製を追加することとした． 

また，透析時における内外液について検討した

が，対象成分は水溶性が高く，有機溶媒を加えると

回収率が低下したため，内外液は水 100 %とした

(表１)． 

 

図３．GLYPのFMOC誘導体化反応 

 

図４．FMOC誘導体化混合標準液(500 ug/L)のクロマ

トグラム 

表１．各内外液における各成分の回収率 (%) 

 

-内液(水　30 mL)

-水10 mLで溶出

-0.05 mol/L ホウ酸ナトリウム　10 mL

-0.1 %FMOCアセトン溶液　２ mL

-酢酸エチル　２ mL

試料　10.0 g

透析チューブ

外液　水 70 mL

抽出液　10 mL

PS2

0.2 umフィルター

LC-FLD

振とう　 (４ 時間)

SCX

減圧濃縮で乾固

超音波処理

５ mL分取

振とう後　20 分静置

振とう、水層を分取
水 10％メタノール 30％メタノール

GLYP 76 65 46

AMPA 100 100 59

GLUF 100 95 90
GLYP 97 88 74
AMPA 100 100 99
GLUF 94 100 97

小麦粉

大麦
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２）カラム処理の検討 

抽出後の精製方法としてGLYP，GLUF通知試験法

１)，２)及び大野ら３)の方法を参考としSCX，PS-2，NH2，

ODS等による固相精製を試したところ，PS-2/SCXの

タンデムカラムによる精製が妨害の除去効果が大

きく，回収率も良好であったため，PS-2/SCX によ

るカラム精製を行うこととした．大豆ブランク抽

出液のカラム処理による精製効果について，クロ

マトグラムを図６に示す． 

 

３ 添加回収試験 

 国産小麦粉，国産大豆，大麦に試料換算で５ mg/kg

となるようにGLYP，GLUF，AMPAを添加し，添加回収

試験を行った．また，小麦加工食品である食パン，

パスタ，レーズンバターロールに対して1 mg/kgと

なるようにGLYP，GLUF，AMPAを添加し，添加回収試

験を行った． 

回収率を表２に，代表的なクロマトグラムを図７，

８に示す．なお，AMPAについてはグラジエント条件

等を検討したが妨害ピークと分離することが困難で

あったことから，本法においてAMPAを分析対象から

外すこととし，回収率は算出しなかった． 

 

 

図５．FMOC誘導体化後の各成分検量線(5 ug/L～1000 

ug/L □：AMPA，◇：GLYP，◯：GLUF) 

 

 

図６．大豆ブランク抽出液のクロマトグラム (上：

カラム処理なし，下：PS-2/SCX) 

 

表２．小麦粉，大豆，大麦，小麦加工食品における添

加回収率(農産物は５ mg/kg，加工食品は１ 

mg/kg となるように添加)      （％） 

 

 

 

図７．小麦粉における添加回収試験溶液のクロマト

グラム(上段：標準 500 ug/L，中段：試料換算で５ 

mg/kgとなるように添加(溶液中500 ug/L)，下段：

ブランク抽出液) 

 

 

図８．食パンにおける添加回収試験溶液のクロマト

グラム(上段：標準 100 ug/L，中段：試料換算で１ 

mg/kgとなるように添加(溶液中100 ug/L)，下段：

ブランク抽出液) 

GLYP GLUF

小麦粉 76 87

大麦 88 96

大豆 92 78

食パン 87 91

パスタ 82 89

レーズンバターロール 93 89

農
産
物

加
工
食
品
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ま と め 

 小麦粉，大豆，大麦や小麦加工食品におけるGLYP，

GLUFの同時分析法を確立することができた．本法は

HPLC-FL による測定であり汎用性が高く，迅速性を

有する誘導体化による方法であるため，苦情対応や

危機管理時に有用である． 

しかし，今回検討したFMOC誘導体化では１級，２

級アミンと反応し，誘導体化するためこれらを有し

ない代謝物については対応が困難であり，残留基準

値の判断はできない．また，HPLC-FLを使用している

ことから，一定の特異性を有するが，試料によって

は妨害ピークとの分離が困難であり，一律基準濃度

での定量は困難であるため，今後の検討課題である． 
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