
 

 

⽜乳中の残留農薬⼀⻫試験法の妥当性評価 
 

宮川あし⼦１・⼩⼭ 和志１・上沼 由佳１・⼟屋としみ１ 
 
 

 ⽜乳中の残留農薬⼀⻫試験法について，選択性に優れる GC-MS/MS を⽤い，35 農薬，41 項⽬について２濃度，
２併⾏，５⽇間の妥当性評価を実施した．その結果，33 農薬，39 項⽬が妥当性評価の⽬標値に適合した．評価の
⽬標値に適合した項⽬の 0.01mg/kg 添加の真度は，74.0〜119.6％，0.1mg/kg 添加の真度は 76.6〜106.4％であっ
た．妥当性評価の⽬標値に適合しなかったテルブホスおよびフェナミホスそれぞれの 0.01mg/kg 添加の真度は，
64.2％および 120.6％，0.1mg/kg 添加の真度は 58.0％および 90.4％であった． 

妥当性が認められなかったテルブホス，フェナミホスについて，濃縮⽅法およびマトリックス添加法について
添加回収試験を⾏い検討した．テルブホスは，窒素吹付による乾固において少量の溶媒を残した結果，0.01mg/kg
添加の回収率は 83.2％，0.1mg/kg 添加では 83.6％であった．また，フェナミホスは，マトリックス添加法により
検量線の直線性が向上し，0.01mg/kg 添加における回収率は 107.4％であった．さらに，妥当性評価の⽬標値には
適合したが，0.01mg/kg 添加で真度が 100％を超えた 13 農薬についてマトリックス添加法による測定を⾏った結
果，検量線の決定係数（R2）の値はいずれの項⽬についても改善した．中でもピラゾホスは顕著に検量線の直線性
が改善し回収率は 112.6％となった． 
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1 はじめに 

 
⽜乳は⼩児にとって主要かつ重要な⾷品であり，そ

の汚染物質については社会の関⼼が⾼い．かつて，乳
中の有機塩素系農薬の残留が注⽬され全国で実態調査
が⾏われてきた１）〜４）．⻑野県では，原乳中の有機塩素
系農薬の残留調査を 1970 年から開始し５），2015 年か
らは，⽜乳中の残留農薬および動物⽤医薬品等につい
て「⾷品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性
評価ガイドライン」６）（以下ガイドラインという）に従
って妥当性を評価し，実態調査を実施している． 
 近年では，有機塩素系農薬の残留は減少し３），４），７），当
所の検査でも 2015 年に妥当性評価を実施して以降の
調査において，⽜乳中から当該農薬は検出されていな
い．しかし，飼料から BHC やディルドリンが基準を超
えて検出された例８）もあり，安全性を確保するには継
続して調査することが必要と考えられる． 

今回，妥当性を評価するにあたり，有機塩素系農薬
の残留実態をより詳細に把握するために，ディルドリ
ン，アルドリン，エンドリン，ヘプタクロル，ヘプタク
ロルエポキシド A，ヘプタクロルエポキシド B，γ-
BHC の 7 項⽬（４農薬）をこれまでの分析対象項⽬に
加えて，２濃度，２併⾏，５⽇間妥当性評価を実施し

た．また，妥当性を評価する過程で，⽬標値に適合しな
かったテルブホスおよびフェナミホスについて分析操
作を検討した． 

 
2 実験⽅法 

 
2．1 試料 

農薬が検出されないことを確認した市販の⽜乳を⽤
いた． 

 
2．2 試薬 

農薬標準品：富⼠フィルム和光純薬（株）製，
Dr.Ehrenstorfer 社製，関東化学（株）製，SIGMA-
ALDRICH 社製および Chem Service 社製の残留農薬
試験⽤を⽤いた． 
 標準原液：各農薬標準品 25mg を精秤し，アセトン
に溶解し 500mg/L としたものを標準原液とした． 
 混合標準溶液：各標準原液を混合しアセトン : n-ヘ
キサン（1 : 1）で希釈して，標準溶液を作成した
（0.005mg/L〜1.0mg/L）． 
 添加⽤混合標準液：各標準原液を混合しアセトンで
希釈して，0.1mg/L および 1.0mg/L 添加⽤標準液を作
成した． 
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 フルオランテン-d10（内部標準物質）：富⼠フィルム
和光純薬(株)製 
 PSA ミニカラム：アジレント・テクノロジー（株）
製 Bond Elut LRC-PSA（500mg）を⽤いアセトン : n-
ヘキサン(1 : 1) 10mL でコンディショニングして⽤い
た． 
 その他の試薬：アセトンおよびジエチレングリコー
ル（DEG）は富⼠フィルム和光純薬（株）製を，アセ
トニトリル，n-ヘキサンおよびシクロヘキサンは関東
化学（株）製を⽤いた．ポリエチレングリコール（PEG
（300））は和光純薬⼯業（株）製を⽤いた． 

 
2．3 装置および測定条件 

ゲル浸透クロマトグラフィー（GPC），GC-MS/MS
および GC-MS：表１に⽰す． 
 ⾼速ホモジナイザー：KINEMATICA 社製ポリトロ
ン PT10-35 GT 
 遠⼼分離機：（株）久保⽥製作所製 S700T 
 減圧濃縮器：BUCHI 社製 R-210  
 

 

2．4 分析操作 
平成 17 年の「⾷品に残留する農薬，飼料添加物⼜は

動物⽤医薬品の成分である物質の試験法について」９）

により⽰された「GC/MS による農薬等の⼀⻫試験法
（畜⽔産物）」に準じて試験を実施した．各農薬を
0.1mg/kg および 0.01mg/kg となるように添加した試
料（２濃度，２併⾏）20g，サンプルブランク 20g およ
び精製⽔ 20g を⽤い，アセトニトリルで農薬を抽出し，
GPC および PSA ミニカラムによるクリーンアップを
実施した．調製した試験溶液２µL を GC-MS/MS に注
⼊し定量した．これらの操作を５⽇間繰り返し，試験
法の妥当性をガイドラインにより評価した．試験法の
概略を図 1 に⽰す． 

  
2．5 濃縮⽅法およびマトリックス添加法の検討 

テルブホスは，減圧濃縮器での損失 10）が知られてい
る．そこで，キーパー溶液（DEG:アセトン= 2:8）0.1mL
を加えて，減圧濃縮する⽅法および窒素吹付において
その都度少量の溶媒を残す添加回収試験（n=5）を
0.1mg/kg または 0.01mg/kg の添加濃度について，⼀
⻫分析を実施しその効果を検討した．DEG の添加位置
を図 1 に⽰す． 

また，⾷品中の農薬は，そのマトリックスの影響に
よりレスポンスが標準試料に⽐べ⾼くなることが知ら 

 

 

表 1 装置および測定条件 
ゲル浸透クロマトグラフィー 

装置；（株）島津製作所製 LC-10ATvp 
カラム；CLNPak EV-2000 (内径 20mm ×⻑さ 300mm×粒

径 16µm ) 
 ガードカラム；CLNPak EV-G (内径 20mm×⻑さ 100mm×

粒径 16µm) 
 移動相；アセトン : シクロヘキサン（1 : 4） 
 流速；5mL/min 
 注⼊量；5mL 
 分画範囲；11.5min〜32.5min 
 
GC-MS/MS（GC-MS） 

GC 条件 
 装置；アジレント・テクノロジー（株）製 7890A 
 カラム；DB-5MS（内径 0.25ｍｍ×⻑さ 30m×膜厚 0.25µ

ｍ） 
 カラム温度；50℃（1min）→（25℃/min）→125℃→（10℃

/min）→300℃（10min）
注⼊⼝温度；250℃ 
キャリアーガス；ヘリウム 流速 1mL/min 

 MS/MS（MS）条件 
 装置；アジレント・テクノロジー（株）製 

 G7000B 
 イオン化モード；EI   
 測定モード；MRM，（スキャン） 
 イオン化電圧；70eV   

クエンチガス；ヘリウム 流速 2.25mL/min 
 コリジョンガス；窒素 流速 1.5mL/min 

 
 

図１ 分析フロー 

← アセトニトリル

← NaCl

← Na2SO4

(← DEG：ｱｾﾄﾝ=2：8）

← ｱｾﾄﾝ：ｼｸﾛﾍｷｻﾝ＝1：4

（← PEG(300)）
← IS(ﾌﾙｵﾗﾝﾃﾝ-d10）
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れている９）．特に低濃度でその影響が⼤きいため，疑似
マトリックスとして PEG（300）を 0.02％となるよう
に標準溶液および 0.01mg/kg 添加回収試験溶液（n=5） 
に添加して測定し（図１），検量線の R2 および回収率
を，真度が 100％を超えた項⽬について⽐較検討した． 
 
3 結果 
 
3．1 妥当性評価 

評価結果を表２に⽰す．妥当性を評価した 41 項⽬の
うち 39 項⽬が妥当性評価の⽬標値に適合したが，テル
ブホスおよびフェナミホスは適合しなかった． 

 
3．1．1 選択性および定量限界 

ブランク試料について表２に⽰す定量イオンで分析
した結果，定量下限値未満の DDE(4,4ʼ)が検出され，
DDD(4,4')，DDT(4,4')，DDT(2,4')，DDT(4,4')，ク
ロロベンジレート，ピリダベン，フェンブコナゾール
およびペンコナゾールに妨害が認められたが，いずれ
もガイドラインの許容範囲内であった．その他の農薬
については妨害するピークは認められなかった．また，
それぞれの農薬の定量下限値を表２に⽰した． 

 
3．1．2 真度，併⾏精度および室内精度 
 真度，併⾏精度および室内精度を表２に⽰す．テル
ブホスおよびフェナミホスを除く農薬はすべてガイ
ドラインの⽬標値を満⾜していた．テルブホスは真度
および室内精度が 0.01mg/kg 添加および 0.1mg/kg 添
加のいずれにおいても⽬標値を満⾜していなかった．
フェナミホスは 0.01mg/kg 添加における真度および
２濃度における室内精度が⽬標値を満⾜していなか
った． 
 
3．2 濃縮⽅法およびマトリックス添加法の検討 
3．2．1 濃縮⽅法の検討 
 テルブホスは添加した２濃度のいずれにおいても真
度が低く，室内精度も⽬標値を満⾜していなかった．
そこでキーパー溶液として DEG・アセトン溶液をアセ
トニトリル抽出後に加え，添加回収試験（n=5）を実施
した結果，0.01mg/kg 添加で平均回収率 86.9％と，妥
当性評価の結果と⽐べると改善した．しかし，DDT 
(2,4')，DDT (4,4')およびエンドリン等において真度が
200％を超え，DEG による影響が認められた． 
 また，窒素吹付においてその都度少量の溶媒を残す

⽅法（n＝5）での回収率は 0.01mg/kg 添加で 83.2％，
併⾏精度の相対標準偏差（RSD）は 5.7％，0.1mg/kg
添加でそれぞれ 83.6％および 3.6％であった．   
 
3．2．2 マトリックス添加法の検討 

フェナミホスは0.01mg/kg添加で真度は120.6％，検
量線のR2は0.929で直線性も悪かった．フェナミホスの
PEGを添加しないときの検量線と，添加したときの検
量線を図２に⽰す．PEG添加ではR2の値は0.995となり，
明らかに直線性の改善が⾒られ，0.01mg/kg添加（PEG
添加，n=5）の回収率は107.4％，併⾏精度（RSD）は
11.1％であった． 

また，妥当性評価の⽬標値に適合した農薬のうち
0.01mg/kg添加で真度が100％を超え，マトリックスの
影響を受けたと推測された13農薬およびフェナミホス
について，PEG添加による回収率および検量線のR2の
変化を表３に⽰す．13農薬の回収率は，100.4〜112.6％
で，検量線のR2は全ての農薬で向上した．これらの結
果を妥当性評価の結果（表２）と⽐較すると，ピラゾホ
スは，検量線の直線性が向上するとともに（図３），回
収率は112.6％（n=5）となり，PEG添加による効果が
認められたが，その他の12農薬には顕著な効果は認め
られなかった． 
 ⼀⽅，PEG添加した時，0.01mg/kg添加でのγ-BHC，
DDT(4,4ʼ)等の農薬の回収率は，PEGを添加しない時
より明らかに⼤きくなる傾向にあった．  

 
４ 考察 
 
 妥当性を評価した 41 項⽬中 39 項⽬の真度は，
0.01mg/kg 添加では 74.0~119.6％，0.1mg/kg 添加で
は 76.6〜106.4％となり，妥当性評価の⽬標値に適合し
ていた．また，併⾏精度および室内精度も⽬標値に適
合していた．しかし，0.01mg/kg 添加における検量線
の R2 の値が低い傾向にあり，特にピラゾホスは直線性
が悪かった（図 3）． ピラゾホスは PEG の添加による
添加回収試験で，検量線の直線性は改善され回収率
（n=5）はよくなったが，⼀⽅で回収率が⼤きくなる農
薬が⾒られたことから，PEG の添加は慎重に⾏う必要
があると推察された．なお，0.1mg/kg 添加における検
量線の R2 の値はいずれも 0.99 以上で，検量線の直線
性に問題はなかった． 

妥当性が認められなかったテルブホスは 0.01mg/kg
添加および 0.1mg/kg 添加双⽅において妥当性評価に 
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表２ 妥当性評価結果 

農 薬 
ﾌﾟﾘｶｰｻｰｲｵﾝ＞ 
ﾌﾟﾛﾀﾞｸﾄｲｵﾝ 
（ｍ/ｚ） 

添加濃度 
（0.01mg/kg） 

添加濃度 
（0.1mg/kg） 定 量 

下限値
（mg/kg）

評価
結果真度 

（％）
併⾏精度
(RSD%)

室内精度
(RSD%)

真度 
（％）

併⾏精度 
(RSD%) 

室内精度 
(RSD%) 

DDT DDD (4,4') 237＞165  90.1 2.0 4.9  87.9 2.7 4.9 0.001 ○
 DDE (4,4') 246＞176  81.9 2.5 5.9  81.8 3.4 3.9 0.001 ○
 DDT (2,4') 235＞165  79.6 1.1 4.7  79.8 3.3 6.4 0.001 ○
 DDT (4,4') 235＞165  84.5 2.4 7.4  84.2 4.2 7.9 0.001 ○
γ-BHC  217＞181  75.0 1.6 4.0  79.6 4.3 4.7 0.001 ○
アトラジン 215＞58  83.9 2.2 2.4  84.7 3.5 4.5 0.001 ○
アルドリン及びデ

ィルドリン 

アルドリン 263＞193  74.0 2.2 3.9  76.6 3.9 3.9 0.005 ○
ディルドリン 263＞193  79.4 4.2 4.2  83.5 3.3 3.5 0.001 ○

イソプロチオラン 290＞118  106.1 3.8 6.9  97.5 2.7 3.9 0.005 ○
エトプロホス 158＞ 97  81.4 9.2 9.2  83.1 4.7 6.5 0.001 ○
エンドリン  263＞193  93.1 1.6 5.6  95.3 3.5 4.7 0.002 ○
キノキシフェン 307＞237 101.4 1.9 5.2  93.6 2.7 3.5 0.002 ○
クロルピリホス 314＞258  87.9 1.9 5.2  88.9 3.1 4.9 0.001 ○
クロルフェナピル 247＞227  93.6 2.0 3.7  92.3 2.8 3.5 0.005 ○
クロロベンジレート 251＞139 101.6 3.1 5.7  98.1 2.9 5.0 0.005 ○
シマジン 201＞173  93.9 2.9 3.5  89.3 3.8 4.9 0.002 ○
テフルトリン 177＞127  82.3 3.1 3.8  83.6 3.5 4.5 0.0004 ○
テルブホス 231＞129  64.2 17.9 46.5  58.0 6.0 41.0 0.005 ×
トリアジメホン 208＞111  98.2 3.2 7.0  93.7 3.0 5.3 0.002 ○
トリアゾホス 161＞134 110.4 2.4 6.3 102.9 3.2 4.9 0.002 ○
トリアレート 268＞184  78.8 1.8 3.3  81.8 3.7 3.7 0.001 ○
ピラゾホス 221＞193 119.6 3.3 13.2 106.4 2.7 5.8 0.005 ○
ピリダベン 147＞117  92.3 3.1 8.2  83.0 3.9 6.7 0.002 ○
ピリプロキシフェン 136＞ 78 108.1 1.2 6.9  98.6 3.7 3.8 0.002 ○
ピリミカーブ 238＞166  82.7 2.4 2.5  82.6 3.6 4.1 0.001 ○
フェナミホス 303＞195 120.6 20.0 59.0  90.4 10.9 48.6 0.005 ×
フェナリモル 219＞107 108.1 2.2 9.6  97.3 3.0 3.8 0.002 ○
フェンブコナゾール 198＞129 106.9 3.7 8.8  96.0 3.7 3.7 0.005 ○
フェンプロパトリン 265＞210 102.3 1.4 5.7  94.3 3.6 4.4 0.005 ○
プロシミドン 283＞ 96  87.2 1.0 3.0  89.9 3.7 5.1 0.001 ○
プロピザミド 173＞145  87.0 4.9 6.0  85.7 3.1 5.6 0.001 ○
ブロマシル 205＞188 111.8 6.9 7.4 104.2 6.2 7.5 0.005 ○
プロメトリン 226＞184  90.8 5.5 7.8  88.7 3.3 6.6 0.001 ○
ブロモプロピレート 341＞183 111.1 2.1 6.1 104.9 3.1 5.4 0.005 ○
ヘプタクロル 272＞237  75.9 3.1 3.1  79.1 3.4 4.5 0.005 ○

ヘプタクロルエポキシド A 183＞155  78.5 3.5 5.5  83.1 3.8 3.8 0.001 ○
 ヘプタクロルエポキシド B 353＞263  76.1 2.2 2.5  82.2 3.5 3.5 0.001 ○
ペンコナゾール 248＞157  96.7 3.7 6.5  93.6 3.2 5.6 0.002 ○
マラチオン 173＞ 99 100.4 4.3 6.3  94.1 3.6 4.7 0.005 ○
ミクロブタニル 179＞125 104.0 3.5 6.9  95.0 3.3 4.4 0.001 ○
メトキシクロール 227＞141  93.4 2.8 8.3  90.8 3.6 8.0 0.002 ○
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おける真度および室内精度は悪かった．キーパー溶液
を加え濃縮する添加回収試験（n=5）では，回収率およ
び併⾏精度（RSD）は妥当性評価の結果と⽐較してよ
かった．しかし，DDT (2,4')，DDT (4,4')およびエン
ドリン等において回収率が 200％を超えるなど，DEG
添加によるマトリックス効果がみられた．このことか
ら，キーパー溶液の添加は⼀定の効果はあるものの⼀
⻫分析には適さなかった． 

⼀⽅，窒素吹付においてその都度少量の溶媒を残す
⽅法では，0.01mg/kg 添加および 0.1mg/kg 添加で回
収率および併⾏精度（n=5）はよかった．しかし，残す
溶媒の量が多いとアセトン・シクロヘキサン定容時に
2 層に分離する傾向が⾒られたことから，その量はご
く少量とすることが望ましいと考えられた． 

また，フェナミホスについてはピラゾホスと同様に
0.01mg/kg 添加における検量線のＲ2 が低く検量線の
直線性が悪かった．また，真度，併⾏精度および室内精
度は，⽬標値を満たさなかった．しかし PEG の添加に
よる回収率は 107.4％（n=5）で，検量線の R2 の値も
0.995 となり直線性も改善され，PEG 添加の効果が明
らかであった（表３）． 

以上のことから，テルブホスについては，窒素吹付・

 
PEG 未添加（R2=0.929）              PEG 添加（R2=0.995） 

    
図２ フェナミホスの検量線（濃度範囲：5µg/L〜100µg/L）における PEG 添加の効果 

 
 

PEG 未添加（R2=0.952）              PEG 添加（R2=0.994）
 

   

図３ ピラゾホスの検量線（濃度範囲：5µg/L〜100µg/L）における PEG 添加の効果 

表３ 13 農薬およびフェナミホスの PEG 添加によ
る回収率*，併⾏精度（n=5）および検量線の決
定係数（R2）の変化 

農薬 回収率 
（％） 

併 ⾏ 
精 度 

(RSD%) 

検量線**の R2 
PEG 

未添加
PEG 
添加

イソプロチオラン 111.6  4.8 0.970 0.998

キノキシフェン 101.6  3.1 0.994 0.999

クロロベンジレート 110.5  6.6 0.984 0.998

トリアゾホス 112.4  8.6 0.964 0.997

ピラゾホス 112.6  6.7 0.952 0.994

ピリプロキシフェン 111.3  3.2 0.972 0.997

フェナリモル 102.5  3.4 0.976 0.999

フェンブコナゾール 112.6  4.0 0.976 0.997

フェンプロパトリン 101.0  7.6 0.985 0.995

ブロマシル 107.0 10.6 0.981 0.997

ブロモプロピレート 103.5  8.7 0.978 0.997

マラチオン 100.4  4.3 0.986 0.995

ミクロブタニル 104.0  3.5 0.996 0.997

フェナミホス 107.4 11.1 0.929 0.995

＊；添加濃度 0.01mg/kg 
＊＊；検量線の濃度範囲 5µg/L〜100µg/L 
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乾固時に少量の溶媒を残す⽅法が有効であった．また，
フェナミホスは検量線の直線性が悪く，真度が⽬標値
を超えたため PEG の添加が有効であった．しかし，疑
似マトリックスの添加は他の項⽬に影響を与えるため，
さらに検討する必要があると考えられた．妥当性が認
められなかったテルブホスとフェナミホスについては，
改めて妥当性をとっていく必要があると考えられた． 

今回，疑似マトリックスとして PEG を⽤いたが，
Analyte Protectant(AP)を⽤いる⽅法 11）が検討され報
告されており，PEG と⽐較して効果が⾼いという資料
もある 12）．マトリックス効果への対策については，AP
を含めて検討していく必要があると考えられた． 

今後追加した有機塩素系項⽬を含め，残留実態調査
を継続していきたい． 
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