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―プレカラム自動誘導体化法の適用― 
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This report describes validation of a simple analytical screening method for residual macrolide anti-parasitic agents 
(abamectin, eprinomectin, doramectin, ivermectin, and moxidectin) in livestock products by liquid chromatography with 
fluorescence detection. The analysis was carried out by automated precolumn derivatization at room temperature using 
a fluorescent indicator derivatized with trifluoroacetic anhydride and 1-methylimidazole. The evaluation was performed 
by adding each macrolide at its Japanese maximum residue limit (MRL：0.01–0.1 µg/g) to cattle, swine, and chicken 
muscles in accordance with the Ministry of Health, Labour and Welfare Guidelines. Among the samples tested, recovery 
of the five macrolides ranged from 84.3% to 88.1%. Regarding the relative standard deviation (RSD) of precision, 
repeatability ranged from 2.3% to 10.8%, and intermediate precision ranged from 7.8% to 17.5%; hence, the results 
fulfilled the requirements of the Guidelines. For all samples tested, the limit of quantitation (LOQ) was confirmed to be 
0.005 µg/g. Thus, this method has been proven to be applicable to screening analysis for five aforementioned macrolide 
anti-parasitic agents in the three kinds of livestock products examined. 

 
Ⅰ はじめに 

 

 マクロライド系寄生虫駆除剤は，牛，豚など畜産物の 
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駆虫剤として，世界中で広く用いられており，食肉およ

び加工品への残留が懸念されている．我国でも食肉中の

残留基準が設けられ，近年では，イベルメクチンが検疫

所等において 2010 年，2011 年に続き 2013 年にも基準

値超過違反となり，検査命令あるいは検査強化などの措

置がとられた．兵庫県においては食の安全安心の確保の

一環として，動物用医薬品の検査項目の拡充を進めてお

り，当研究センターでは，マクロライド系寄生虫駆除剤
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を新たな対象として検査法の開発に取り組んでいる．畜

産物中マクロライド系寄生虫駆除剤の試験法としては

「イベルメクチン，エプリノメクチン，ドラメクチン及

びモキシデクチン試験法（畜水産物）」1)が厚生労働省か

ら通知されている．その試験法は，蛍光検出器付き高速

液体クロマトグラフ（LC-FL）を用い高感度分析が可能

な方法であるが，蛍光誘導体化など前処理の操作が煩雑

といった問題点がある 2-4)． 
そこで我々は，LC-FL を用い，より簡便で迅速なスク

リーニング分析法の確立を目的に，前処理に固相抽出法

の採用と蛍光誘導体化にプレカラムでの自動化の適用を

検討した．その結果，牛，豚および鶏の筋肉において，

5 種類（アバメクチン，イベルメクチン，エプリノメク

チン，ドラメクチン，モキシデクチン）のマクロライド

系寄生虫駆除剤の分析で良好な結果が得られたので報告

する． 
また，分析法の信頼性を確保するため，厚生労働省が

示した「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について」5)（以下，ガイドライン

とする）に従って妥当性評価を行った結果も併せて報告

する．  
 

Ⅱ 方 法 

1．試料 
 兵庫県内で流通していた市販の牛，豚および鶏の筋肉

部位を用いた． 
 
2．試薬および試液 
 寄生虫駆除剤標準品：エプリノメクチン（エプリノメ

クチン B1a），アバメクチン（アベルメクチン B1a；94.0%，

アベルメクチン B1b；6.0% ）は林純薬工業(株)製，モキ

シデクチン，ドラメクチンは Fluka 社製，イベルメクチ

ンは Dr Ehrenstorfer 社製を用いた．各寄生虫駆除剤の

構造式を Fig.1 に示す．各標準品 約 20 mg を精秤後，

メタノールに溶解し，全量を 100 mL とした（標準原液：

各 0.20 mg / mL）．これら標準原液をメタノールで適宜

希釈し，標準溶液および標準混合溶液を調製した． 
誘導体化反応試液：1-メチルイミダゾール/無水アセトニ

トリル混液（1：1,v/v）（以下，MI 溶液とする）および

トリフルオロ酢酸無水物/アセトニトリル混液（2：3,v/v）
（以下，TFAA 反応液とする）を用時調製した． 
その他の試薬：アセトニトリル，メタノールは和光純薬

工業(株)製高速液体クロマトグラフ用を用いた．1-メチ

ルイミダゾールは和光純薬工業(株)製を，無水硫酸ナト

リウム，トリエチルアミン，トリフルオロ酢酸無水物は

和光純薬工業(株)製特級を用いた． 
 
 

 
 

Fig.1  Chemical structures of  Eprinomectin B1a，Moxidectin，Abermectin B1a，Doramectin and Ivermectin
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固相抽出用カラム：Oasis HLB（60 mg，3 mL，Waters
社製）は，あらかじめアセトニトリル 2 mL および 0.1%
トリエチルアミン水溶液/アセトニトリル混液（7：3,v/v）
2 mL でコンディショニングして使用した． 
 
3．装置 
HPLC-FL：(株)島津製作所製 LC-20A 
ホモジナイザー： IKA ジャパン (株 )製 ULTRA 
TURRAX T25 digital 
エバポレーター：日本ビュッヒ(株)社製 Rotavapor R-3 
 
4．測定条件 
カラム：Mightysil RP-18 GPⅡ(4.6 mm×150 mm，5µ 
m） 
移動相：Ⓐ；トリエチルアミン/リン酸/水/メタノール混

液（ 0.1:0.1:50:50 ） 
Ⓑ；トリエチルアミン  /リン酸 /メタノール混液

（ 0.1:0.1:100 ） 
グラジエント（Ⓐ＋Ⓑ）条件：Ⓑ 80% (0 min.)→80% (6 
min.)→95% (12 min.)→95% (22 min.)→80% (28 min.) 
カラム温度：40℃，流速：1.0 mL / min.，注入量：30µL，
測定波長（励起波長/蛍光波長）：365 nm / 475 nm 
 
5．試験溶液の調製 
 試料 2.0 gにアセトニトリル 20 mLと無水硫酸ナトリ

ウム 5 g を加えてホモジナイズ後， 5 A ろ紙

（ADVANTEC）でろ過し，抽出液を得た．このうち 1 mL
を分取し，0.1%トリエチルアミン水溶液 2 mL を混和後, 
HLB カラムに負荷した．0.1 %トリエチルアミン/アセト

ニトリル混液（7：3,v/v）1 mL で洗浄後，アセトニトリ

ル 1 mL を用いた溶出液を濃縮乾固し， MI 溶液 0.2 mL
で溶解した．この溶解液と TFAA 反応液を等量混合した

ものを試験溶液とし，LC-FL で分析した． 
 
6．検量線 
 検量線用の標準溶液は，標準溶液を乾固し，1-メチル

イミダゾール/無水アセトニトリル混液（1：1,v/v）0.2 mL
で溶解後，TFAA 反応液と等量混合し作成した． 
 
7．妥当性評価 
 妥当性を評価するため，ガイドラインに従い，以下の

項目について試験を行った．各寄生虫駆除剤は，食品試

料に対し，それぞれ基準値相当となるよう添加した． 
7.1 選択性  
寄生虫駆除剤を含有していないブランク試料を測定し，

定量を妨害するピークが無いことを確認した． 
7.2 真度（回収率）および精度 
基準値相当の寄生虫駆除剤を添加した各食肉試料につ

いて，分析者１名が１日に２試行を計４日間および分析

者１名が１日に５試行を１日間，それぞれ測定を実施し

た(n=13)．得られたデータから真度を求め，その結果を

一元配置分散分析により解析し，併行精度および室内精

度を算出した． 
 

 
Fig.2  Typical chromatograms of macrolide antiparasitic agents 

(A) Cattle muscle blank; (B) cattle muscle samples to 

which eprinomectin (0.025 µg/mL), moxidectin (0.005 

µg/mL), abamectin (0.0025 µg/mL), doramectin (0.0025 

µg/mL), and ivermectin (0.0025 µg/mL) was added; and 

(C) standard solutions: eprinomectin (0.025 µg/mL), 

moxidectin (0.005 µg/mL), abamectin (0.0025 µg/mL), 

doramectin (0.0025 µg/mL), and ivermectin (0.0025 

µg/mL) 

The peaks represent (1) eprinomectin, (2) moxidectin, 

(3) abamectin, (4) doramectin, and (5) ivermectin.
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Ⅲ 結果および考察 

 

1．LC-FL 移動相の検討 
 移動相は，通知法と同様のメタノール-水系を用いた． 
標準溶液によるアイソクラティック分析では，移動相が

メタノール/水（93：7）および（95：5）の条件でいず

れも良好な分離ピークが得られた．しかし，牛肉試料に

添加した際，試料由来のピークが分析を妨害した．そこ

で，グラジエントに変更した結果，妨害ピークの影響が

回避できた．さらに，トリエチルアミンおよびリン酸を

添加することで，エプリノメクチンのピーク形状は良好

であった 6)（Fig.2）．  
 
2．蛍光誘導体化条件の検討 
蛍光誘導体化は，室温で反応が進行する 1-メチルイミ

ダゾールとトリフルオロ酢酸無水物を用いる方法を採用

した 7-10)．標準混合溶液を乾固後，1-メチルイミダゾー

ル/無水アセトニトリル混液（1：1,v/v）0.2 mL で溶解し

（以下，MI 標準溶液とする），その一部を LC 用バイア

ルに移した．別バイアルに TFAA 反応液を取り，LC の

オートサンプラのプログラミングを用いて両液を自動で

混合するプレカラム誘導体化 11)を行った．最大容量 50 
µL の LC のサンプルループ内に，MI 標準溶液と TFAA
反応液を交互に等量を連続吸引して保持し，両液をサン

ドイッチ様の状態で静置して反応させた． 
反応条件として，最初に反応時間について検討した． 

MI 標準溶液を 3 µL，続いて TFAA 反応液を 3 µL の連 
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Fig.3  Effect of pre-injection holding time on fluorescence  

intensity in precolumn autoderivatization 
(▲) abamectin (0.0125 µg/mL), (□) moxidectin (0.005 
µg/mL), (×) doramectin (0.0125 µg/mL), (◇) eprinomectin 
(0.0125 µg/mL), and (●) ivermectin (0.0125 µg/mL) 

 
続吸引を 1 セットとして，繰り返し 5 セットの計 30 µL
の混合溶液をサンプルループ内に保持した条件で，LC
への注入前の保持時間，すなわち反応時間による蛍光強

度の変化を調べた．その結果，Fig.3 に示すように，蛍

光強度は，いずれの寄生虫駆除剤においても反応時間の 
 

 
Fig.4  Effects of sample and reagent solution volumes on 

fluorescence intensity in derivatization 
(A) 2 µL each of sample and reagent, (B) 3 µL each of 
sample and reagent, (C) 4 µL each of sample and reagent, 
and (D) 5 µL each of sample and reagent 
(▲) abamectin (0.0125 µg/mL), (□) moxidectin (0.005 
µg/mL), (×) doramectin (0.0125 µg/mL), (◇) eprinomectin 
(0.0125 µg/mL), and (●) ivermectin (0.0125 µg/mL)
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経過につれて上昇し，0-5 分における蛍光強度の上昇は

急激であった．蛍光強度の上昇は 8 分以降でゆるやかと

なり，8 分と比較して 30 分の蛍光強度は約 110%であっ

た．この傾向は，試薬の混合比は異なるが同試薬を用い

室温で行った石井ら 7)の報告と同様であった．本法にお

いては，迅速なスクリーニングを目的とし，反応時間は

8 分に設定した． 
また，MI 標準溶液と TFAA 反応液の混合における，

両溶液の 1セットの吸引量とセット数による蛍光強度の

違いを調べた．組み合わせは，MI 標準溶液と TFAA 反

応液が各2 µL /1セットの場合4，6および10セット， 各

 3 µL /1 セットの場合 3，4 および 6 セット，各 4 µL /1
セットの場合 2，3 および 5 セット，各 5 µL /1 セットの

場合 2，3 および 4 セットとした．なお，反応時間は全

て 8 分で統一した．1 セットの両液の吸引量が各 3，4，
5 µL の場合，蛍光強度は，いずれの寄生虫駆除剤におい

ても容量増加につれて上昇した（Fig.4）．吸収総量と蛍

光強度との関係で評価すると，各 3 µL ずつ吸引した場

合が最も良好であった．よって，MI 試料溶液および

TFAA 反応液の 1 セットの吸引量は各 3 µL ずつとし，

繰り返し 5 セット吸引した組み合わせ（総量 30 µL）に

設定した．  
  

Table 1  Results of validation of the five test agents in livestock products

Fortified
level

Mean
recoverya) Repeatabilityb) Intermediate

Precisionb)

（µg/g） （%） （RSD %） （RSD %）

Abamectin cattle muscle 0.01 86.0 4.8 9.2

swine muscle 0.01 85.5 3.3 9.4

chicken muscle 0.01 85.7 3.3 11.2

Doramectin cattle muscle 0.01 85.1 5.2 8.4

swine muscle 0.01 84.5 3.3 8.3

chicken muscle 0.01 84.5 3.0 11.4

Eprinomectin cattle muscle 0.1 86.1 6.7 8.2

swine muscle 0.01 85.7 3.8 13.1

chicken muscle 0.01 88.1 10.8 17.5

Ivermectin cattle muscle 0.01 84.3 5.2 7.8

swine muscle 0.02 84.5 2.4 8.1

chicken muscle 0.01 86.7 2.3 14.4

Moxidectin cattle muscle 0.02 87.0 6.3 10.4

swine muscle 0.01 87.7 2.4 8.1

chicken muscle 0.01 87.2 2.3 11.5

a) n = 13
b) n = 10

Compound Sample
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3．前処理の検討 
 寄生虫駆除剤を分析する際の試料溶液の前処理では，

様々な固相抽出カラムが用いられている 12-13)．本法では，

幅広い極性物質に利用でき，汎用カラムの一つである

HLB カラムを用いた 14)．その結果，通知法と比較し，

作業時間は約 1/3 以下と迅速な分析が可能となった．ま

た，エプリノメクチンの回収率を向上させるために，

HLB カラムに負荷する前の試料溶液にトリエチルアミ

ンを添加した 13)．  
 
4．妥当性評価 
ガイドラインに従い実施した添加回収実験（真度）の

結果，並びに真度から算出した併行精度および室内精度

の値を Table 1 に示した．真度は 84.3%～88.1%，併行

精度は 2.3%～10.8%，室内精度は 7.8%～17.5%で全て

のパラメータでガイドラインの目標値（添加濃度 0.001
－0.01µg/g：真度 70%－120%；併行精度＜25%；室内

精度＜30%，添加濃度 0.01－0.1 µg/g：真度 70%－

120%；併行精度＜15%；室内精度＜20%）を満たしてい

た．以上の結果から，本法はマクロライド系寄生虫駆除

剤の分析法として妥当であることを確認できた． 
定量限界値については，今回検討した寄生虫駆除剤の

基準値が 0.01～0.1 µg/g であるため，通知法の定量限界

値0.005 µg/gと同程度であれば基準値に対する適否を判

断できる．そこでブランク試料に 0.005 µg/g 相当となる

よう寄生虫駆除剤を添加した試料について分析した結果，

ピーク高さは全て S/N≧10 であった．また，検量線は

30 µL 注入でエプリノメクチンが 0.2～50 ng/mL，モキ

シデクチンが 0.04～20 ng/mL，アバメクチンが 0.1～50 
ng/mL，ドラメクチンが 0.2～50 ng/mL，イベルメクチ

ンが0.4～50 ng/mLの濃度範囲で相関係数0.999以上の

良好な直線性を示すことを確認した． 
 

Ⅳ 結 論 

 

LC-FLによる畜産物中のマクロライド系寄生虫駆除剤

のスクリーニング分析において，自動プレカラム誘導体

化を適用した分析法の妥当性を評価した．誘導体化反応

を自動プレカラムで行うことによって，試料と誘導体化

反応溶液の混和操作などの煩雑さが解消し，誘導体化反

応の迅速性と安定性が向上した．さらに，HLB 固相カラ

ムによる試料のクリーンアップを採用することで，作業

時間が大幅に減少し，検査の省力化が図れた．また HPLC
分析において，グラジエント条件を検討したことで，5
種類（（アバメクチン，イベルメクチン，エプリノメクチ

ン，ドラメクチン，モキシデクチン）の同時分析が可能

となった．  
牛，豚および鶏肉について 5 種類のマクロライド系寄

生虫駆除剤の妥当性を評価した結果，回収率は 84.3%か

ら88.1%の範囲となり，並行精度および室内精度も含め，

ガイドラインの基準を満たしていた．本法は，3 種類の

食肉を対象とした簡便・迅速なスクリーニング分析法と

して有用である．今後，今回の対象以外の畜産物および

化合物に対して適用性を検討することで検査項目の拡充

を進めることができ，県内を流通する畜水産物の安全安

心確保に貢献できると考える． 
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