
GC/MS によるパツリンの分析法の検討と実態調査

月岡　忠１・宮澤衣鶴２・白石　崇１

　GC/MS による微量パツリンの分析法を開発し，長野県内に流通しているリンゴジュースとグレープジュー

スの実態調査を行った．その結果，公定法では検出されなかったリンゴジュースから低濃度ではあるが，36

検体中 8 検体から ppb オーダーでパツリンが検出された．しかし，グレープジュースからは検出されなかっ

た．検出されたパツリンは極低濃度で人の健康に影響する濃度とは考えられなかった．また，今回開発した

GC/MS による分析法は，必要試料量が少量で，選択性，検出感度及び迅速性に優れており，実態調査に有用

な方法と言える．
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1.　はじめに

　パ ツ リ ン は リ ン ゴ 果 実 に 付 着 し た Penicillium
 expansum 等が産生するマイコトキシンで，わが国

ではカビの生えたビール滓麦芽根による乳牛の斃死

事件が発生し，この原因がパツリンであったと報告

されている１）． 動物実験では消化管の充血， 出血，

潰瘍等の症状が認められている． わが国では平成

15 年 11 月 26 日にリンゴ果汁及び原料用リンゴ果

汁に食品衛生法の規格基準値（0.05ppm）が設定さ

れ，平成 16 年 6 月 1 日から適用された．長野県は

青森県に次ぐリンゴ生産県であり，地元産のリンゴ

ジュースが道の駅等で多数販売されている関係上，

リンゴジュースを収去し実態調査をおこなってい

る．しかし，厚生労働省が定めた HPLC によるパツ

リンの分析法 ２） は， 選択性及び感度面（検出限界

0.01ppm）で劣るため，低濃度の試料の実態調査に

応用することは困難である．　

　パツリンの微量分析法は , HPLC ２）, ３），GC/MS ４） ～６）， 

LC/MS ６） ～ 11） による方法が多く報告されている．田

端ら ５） はリンゴジュースからパツリンを酢酸エチ

ルで抽出後，ヘキサンを加えて不溶性沈殿物をろ過

し， シリカゲルとフロリジルカラムでクリンアッ

プ 後，TMS 化 し て GC/MS で 定 量 し て い る．Roach 

JA ら６）は HPLC と GC/MS を併用して測定している．

Ito R ら７） はパツリン -13C ３をサロゲートに用い，パ

ツリンを固相抽出後，LC/MS で測定する方法を報告

している．また最近では LC/MS/MS11）や LC-TOF/MS ８）

の方法も報告されている．

　本報告では，GC/MS による迅速分析法を検討し，

少量の試料を用いて，高感度で選択性の高い方法を

構築した．この方法を長野県内に流通している，リ

ンゴジュースとグレープジュースに応用した．その

結果，低濃度ではあるが，厚生労働省の方法では検

出されなかったリンゴジュースからパツリンが検出

された．

2.　実験方法

2.1　試薬

　 パツリン：林純薬工業㈱ 製をアセトンで溶解し

200μg/mL 溶液を作成した．

　パツリン -13C3：林純薬工業㈱製，100μg/mL 酢酸

エチル溶液をアセトンで希釈し 2μg/mL 溶液を作

成した．

　N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide［BSTFA］：

GL サイエンス㈱製を用いた．

　5 % BSTFA：BSTFA を酢酸エチルに溶解し 5v/v％

溶液を作成した．

　珪藻土カラム：MERCK 製，Extrelut NT3 を用いた．

　 フ ロ リ ジ ル カ ー ト リ ッ ジ： バ リ ア ン 製，BOND 

ELUT LRC-FL（500mg） を n- ヘ キ サ ン 5mL で 洗 浄

して用いた．

　 酢 酸 エ チ ル， ア セ ト ン，n- ヘ キ サ ン は 残 留 農 薬
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用を用いた．

2.2　装置及び測定条件

　GC 条件

　　GC：アジレント製，6890N 型

　　カラム：DB-5MS　内径 0.25mm ×長さ 30m ×

　　　膜厚 0.25 μ m

　　カラム温度：60℃ (2min)―15℃ /min―150℃―

　　　5℃ /min―200℃―20℃ /min―300℃ (5min)

　　注入口温度：250℃

　　キャリアーガス：He　流速　1mL/min

　ＭＳ条件

　　ＭＳ：日本電子㈱　JMS―Q1000GC　K9

　　イオン化電圧：70V

　　イオン化電流：200 μ A

　　イオン源温度：200℃

　　モニターイオン (m/z)：パツリン -TMS　226，183

　　　サロゲ－ト -TMS　229

2.3　試料

　長野県内で市販されているリンゴジュース 36 検

体，グレープジュース 13 検体をスーパーマーケッ

ト，道の駅等で購入した．

2.4　分析操作

　試料 2.5mL にパツリン -13C3　（2μg/mL）を 50μL

添加し，Extrelut　NT3 に負荷した．15 分程度放置

後，ヘキサン 10mL で洗浄し，酢酸エチル：ヘキサ

ン（4:1）10mL で溶出した．これをナス型フラスコ

にとり，エバポレータで濃縮乾固し，酢酸エチル：

ヘキサン（1:9）2mL に溶解した． 予め活性化した

フロリジルカートリッジに溶解液を負荷し，酢酸エ

チル：ヘキサン（1:9）10mL で洗浄した．酢酸エチル：

ヘキサン（1:1）10mL を流してパツリンを溶出させ，

濃縮乾固し，5 % BSTFA 1mL を加えて溶解後，これ

を GC/MS で測定し，検量線から定量する．

2.5　検量線の作成

　パツリンを 0 ～ 0.2μg を段階的にとり， これに

パ ツ リ ン -13C3（2μg/mL）50μL， 5% BSTFA 1mL を

加 え て TMS 化 後，GC/MS で 測 定 し，m/z=229 と

m/z=226 の面積比から検量線を作成する．

3.　結果と考察

3.1　珪藻土カラムによるパツリンの抽出

　パツリンは水溶性が高く，無極性溶媒では抽出さ

れにくいため，田端らや厚生労働省の方法では酢酸

エチルを用いてパツリンを抽出している．粘性の高

いリンゴジュースからの溶媒抽出はエマルジョンを

作りやすいため，本法では，エマルジョンを作りに

くい珪藻土カラム（Extrelut NT3）を用いて検討した．

その結果， カラムに負荷したパツリンは n- ヘキサ

ンでは溶出せずに酢酸エチルで溶出した．また，酢

酸エチルのみで溶出させると，水も同時に溶出した

ため， 酢酸エチルに n- ヘキサンを含有させて水の

溶出をできるだけおさえた．Fig. １に酢酸エチル：

ヘキサン（4:1）でのパツリンの溶出状況を示した．

パツリンは酢酸エチル：ヘキサン（4:1）8mL でほ

ぼ 100%回 収 さ れ た． 従 っ て， 本 法 で は ヘ キ サ ン
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Fig.1   Relationship between recovery and volume of 
　     elution solvent from Extrelut NT-3 column.

10mL で洗浄した後に，酢酸エチル：ヘキサン含有

(4:1)10mL で溶出させることにした．

3.2　フロリジルカートリッジによる精製

　GC/MS で定量する際， パツリンの TMS 化物の近

くに妨害ピークが見られたため，シリカゲル（Bond 

ELUT LRC-SI 500mg）とフロリジル（Bond ELUT LRC-

FL 500mg） に よ る ク リ ン ア ッ プ 条 件 を 検 討 し た．

その結果，フロリジルが，シリカゲルに比べ精製効

果が大きかったため，フロリジルを用いることにし

た．フロリジルカラムからの溶出状況を Fig.2 に示

した．

　パツリンはフロリジルカートリッジから酢酸エチ

ル：ヘキサン（9:1）10mL では溶出しなかったが，

酢酸エチル：ヘキサン（1:1）10mL でほぼ 100%溶

出した．

3.3　GC/MS による定量

　パツリンは誘導体化し，揮発性を高めないと GC/
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MS では測定できないため，BSTFA を用いて TMS 化

し た．Fig.3 に パ ツ リ ン の TMS 化 物 の マ ス ス ペ ク

トルを示した．定量には分子イオンの m/z ＝ 226，

確認には m/z=183 を用いた． また， 分析全体の精

度を高めるため，サロゲートとして，パツリン -13C3 

を 試 料 液 に 添 加 し，m/z=229 を モ ニ タ ー し た． 本

法 の 検 出 限 界 は 0.001ppm で，0.025ppm 濃 度 で の

添加回収実験の標準偏差は 5.5%， サロゲートの回

収率は 68%であった（n=5）． 

3.4　実試料への応用

　長野県内で流通しているリンゴジュース 36 検体，

グレープジュース 13 検体を購入し測定した．その

Fig.3　EI mass spectrum of patulin TMS derivative.

Fig.4　SIM chromatogram of patulin TMS derivative.
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Fig.2　Relationship between recovery and volume of 
　　    elution solvent from florisil column.
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結果，リンゴジュース８検体からパツリンが 0.002

～ 0.005ppm の範囲で検出された．しかし，グレー

プ ジ ュ ー ス か ら は 検 出 さ れ な か っ た．Fig.4 及 び

Fig.5 に標準物質と検出された実試料の SIM クロマ

トグラムを示した．

　東京都の田端ら １） の過去の報告によると，1996

～ 2001 年度のリンゴ果汁，市販リンゴ加工品など

234 検体について実態調査を行った結果，52 検体

か ら 0.005 ～ 0.67ppm の 範 囲 で パ ツ リ ン が 検 出 さ

れたと報告している．今回の結果は，リンゴジュー

スの製造技術や保存技術の向上，更に高品質の材料

を使用しているためと考えられた．

　　　

4.　まとめ

　GC/MS に よ る 微 量 パ ツ リ ン の 分 析 法 を 開 発 し，

長野県内に流通しているリンゴジュースとグレープ

ジュースの実態調査を行った．その結果，公定法で

は検出されなかったリンゴジュースから低濃度では

あるが，8 検体から ppb オーダーでパツリンが検出

された．しかし，グレープジュースからは検出され

なかった．検出されたパツリンは極低濃度で人の健

康に影響する濃度とは考えられなかった．このこと

は，製造技術や保存技術の向上，更には高品質の材

料を使用しているためと考えられた．

　また， 今回開発した GC/MS による分析法は， 試

料が少量で，選択性，検出感度及び迅速性に優れて

おり，実態調査に有用な方法と言える．
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Fig.5　SIM chromatogram of apple juice sample.
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Examination of analytical method for Patulin by GC/MS and survey of juice samples
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Abstract

   An analytical method for a very small quantity of patulin by GC/MS has been developed, and an investigation has 

been made into the actual samples of the apple juice and grape juice which are on the market in Nagano prefecture.  

Patulin was detected  in 8 of 36th apple juice samples in the order of ppb, and it was not detected in the grape juice 

samples.  However, patulin was not found in any of the apple juice samples by the official method. The patulin detected 

was as such a low concentration as not to be considered to affect human health. The analytical method based on GC/

MS developed in this study requires a small sample, is excellent in sensitivity, detection limit, rapidity. Therefore this 

method is regarded as a useful for investigation into actual samples.

Key Words：Patulin, apple juice, grape juice, mycotoxin, GC/MS
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