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[ノート] 

カビ毒代謝物であるアフラトキシン M1の乳中からの分析法の検討 

後藤 操＊ 林 幸子 服部 涼子 吉田 昌史

A Study on the Analytical Method of Determining the Toxic Fungal Metabolite  

Aflatoxin M1 in Milk  

Misao GOTOU＊，Sachiko HAYASHI，Ryoko HATTORI and Masashi YOSHIDA

Health Science Research Division，Public Health Science Research Center，Hyogo Prefectural Institute 

of Public Health and Consumer Sciences，2-1-29，Arata-cho，Hyogo-ku，Kobe 652-0032，Japan  

We examined a method based on liquid chromatography–fluorescence detection using a novel solid phase extraction (SPE) 
column for analysis of aflatoxin M1 in milk. Aflatoxin M1 was purified from milk by dispersive SPE with a glass fiber filter and a 
mycotoxin-retentive functionalized SPE column at room temperature, and assessed using a total aflatoxin assay proposed by 
the Ministry of Health, Labour and Welfare. The rate of recovery from milk having a maximum residue limit of 0.5 µg/kg was 
85.9 %, and the relative standard deviation of precision was 2.2 % for repeatability and 8.1 % for intermediate precision. All 
validation parameters met the target values. The limit of quantitation was confirmed to be 0.05 µg/g. This method proved to be 
simple and inexpensive with good sensitivity. 

Ⅰ はじめに 

アフラトキシンM1 (以降 AFM1）は，カビ毒の一種で，

強い発がん性を有するアフラトキシン B1 が動物体内で

代謝されて生成した物質である（Fig.1）1-3)．この物質は，

乳へ移行することから，牛乳及びその加工品における汚

染が問題とされている 1-8)．また，AFM1 はアフラトキシ

ン B1の約 1/10 の発がん性を有し遺伝毒性が認められる

1-2)．そのため，2015年に食品安全委員会の食品健康影響

評価及び国際動向などを踏まえ，新たに乳中の AFM1に

ついて管理基準が厚生労働省から通知された 9)．

同時に発出されたAFM1の試験法 10)では，試料精製にイ
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ムノアフィニティカラム（以降 IAC）を用い LC-FL で

定量する方法となっている．IAC は，精製効果が高いた

め，LCの分析で夾雑ピークが少なく分離性に優れている

11-12)．しかし，有効期限が短く，ロットにより回収率が変

動するとされ 12)，保存方法を含め取り扱いに慎重を要す

る 11-13)．近年，ポリマー固相にカビ毒を保持可能な官能

基が修飾された新しいタイプの固相ミニカラムが，

Fig.1 Chemical structures of aflatoxins 
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LC-MS/MS用として開発された．このミニカラムは試料

精製時にカビ毒を保持でき，IACと比較し操作性が優位

と考えられ，有効期限が長い，安価などの特長がある．

そこで今回，牛乳中のAFM1について，本ミニカラムを

試料精製に用いた方法を検討したので報告する．

Ⅱ 材料と方法 

1．試料

兵庫県内で流通していた市販の成分無調整牛乳，成分

調整牛乳及び低脂肪牛乳を用いた．

2．試薬及び試液

AFM1 標準品は，SUPELCO製10 µg/mL アセトニト

リル標準液を用いた．検量線用の標準溶液は，標準液を

アセトニトリルで適宣希釈し，濃縮乾固後アセトニトリ

ル－水（1：4）1.0 mLで溶解して使用した．酢酸アンモ

ニウム，ギ酸，ヘキサンは和光純薬工業（株）製特級を

用い，アセトニトリルは関東化学（株）製高速液体クロ

マトグラフ用を用いた．水はMilliQ水を用いた．精製用

の固相ミニカラムは，Biotage製の ISOLUTE Myco（以

降，Mycoカラム）をあらかじめアセトニトリル及び水各

2 mLで順次コンディショニングを行ったものを用いた．

分散型の固相は，Biotage 製の C18(EC) （以降，C18）
を使用した．ガラス繊維ろ紙は GE ヘルスケア・ジャパ

ン（株）製Whatman934H，シリンジフィルターはMerck
製マイレクス-LGフィルタ－（0.20 µm，PTFE，4 mm）

を使用した．

3．装置

HPLC-FL：㈱島津製作所製Prominence LC-20A 
遠心機：日立工機製himac CF6RN 
ミキサー：IKA製 MS 3 

4．測定条件

カラム：Waters製X Bridge C18 
   （3.5 µm，4.6 mm×150 mm）

移動相：アセトニトリル－水（1：3）
カラム温度：40℃，流速：1.0 mL/min. 
測定波長（励起波長/蛍光波長）：365 nm/435 nm 
注入量：20 µL 

5．試験溶液の調製

 試料20.0 mLを50 mLのポリプロピレン製遠沈管に採

取し，10 mM 酢酸アンモニウム溶液となるよう調製した．

ガラス繊維ろ紙でろ過後，ろ液5.0 gを分取しMycoカラ

ムに通液した．このカラムを水 3 mL 及びアセトニトリ

ル－水（1：9）3 mLで順次洗浄後，0.1％ギ酸－アセト

ニトリル3 mLを用いて溶出した．溶出液にC18 100 mg
を加え，ミキサーで1分間撹拌後，3,500 rpmで5分間

遠心分離した．上清1.5 mLを採取しN2気流下で濃縮乾

固後，アセトニトリル－水（1：4）1.0 mLを加え溶解し，

シリンジフィルターでろ過し，最適な試験溶液の調製方

法とした．なお，AFM1 はガラスに吸着する性質がある

ため，使用する容器は可能な限りポリプロピレン製を用

いた 14)．

6．妥当性評価

 妥当性評価については，総アフラトキシンの試験法 15)

を参考に以下の項目について試験を行った．成分無調整

牛乳を対象とし，AFM1 はろ過前の試料に対し基準値

（0.5 µg/kg）相当となるよう添加した．なお，LC 分析

時の試験溶液では基準値相当量が1.25 µg/L である．

6.1選択性

AFM1 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．

6.2 真度（回収率）及び精度

 基準値相当のAFM1 を添加した各試料について，分析

者１名が１日に５試行を１日間及び分析者１名が１日に

２試行を計４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，並行精度及び室内精度を算出した．

Ⅲ 結果及び考察 

1．精製用の固相ミニカラムに通液する試料溶液の調製方

法の検討

通知試験法 10)では，ろ過前の試料は37℃加温すること

とされているが，本法では室温によるろ過で良好な回収

率が得られたため，加温工程を省略し迅速な試料溶液調

製が可能となった．また，IAC への試料溶液の通液量は

20.0 g に設定されているが，本法では，操作の迅速化の

ため Myco カラムへの通液量の減量を検討した．本法の

分析条件では，AFM1 の標準溶液の検量線が 0.0128～
10µg/Lの範囲で相関係数0.999以上の直線性が認められ

た．LC-FLへの試験溶液量を1.0 mLとした場合，通液

量は１オーダー少ない量で可能と考えられた．そこで，

通液量を 5.0 g で検討した結果，通知試験法 10)で示され

ている定量限界値（0.05 µg/kg）相当を添加した試料でピ

ーク高さはS/N≧10が得られ，検出限界値は0.02 µg/kg 
となった．
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2．精製方法の検討

2.1 試料溶液通液後の固相ミニカラムの洗浄液量の検討 

試料溶液通液後の Myco カラムの洗浄工程おいて，水

及びアセトニトリル-水（1：9）の液量を等量ずつで変化

させ，AFM1 の回収率を比較した（n=2）．その結果，各

3 mLで 82.1%，5 mLで72.1%，8 mLで57.9%であり，

増量するにつれて低下する傾向が認められた．洗浄液量

は，高回収率が得られる3 mLを採用した．

2.2 脂質除去の検討

得られた溶出液は透明であったが，液の状態やクロマ

トグラムなどから脂質の除去が必要と考えられた．そこ

で，Myco カラムを水及びアセトニトリル-水（1：9）で

洗浄後，さらにヘキサンで洗浄を行ったがAFM1 の回収

率は40～70%程度と低下した．また，脂質除去に汎用さ

れるC18をMycoカラム洗浄後，操作性が高い分散型と

して添加量を変化させて適用性を検討した．溶出液3 mL

Fig.2 Effect of purification by dispersive solid phase 
extraction（C18）on the extraction of aflatoxin M1 
from milk 

(A) C18：0 mg，(B) C18：20 mg，(C) C18：50 mg，
(D) C18：100 mg，(E) C18：200 mg，(F) C18：400 mg 

に対し 20，50，100，200，400 mg の C18 を添加した

結果，回収率は少し低くなったが 80%以上が得られ，液

状は改善し夾雑ピークが減少した(Fig.2)．採取する液量

を十分に確保し迅速な作業を行うため，C18 の添加量は

取り扱いが容易で安定した回収率が期待できる 100 mg
を選択した．

3．妥当性評価

妥当性の評価方法は，AFM1 の試験法 10)では示されて

いないため，総アフラトキシンの試験法 15)に準じて行っ

た．成分無調整牛乳にAFM1 を添加し本法で分析したク

ロマトグラムを Fig.3 に示した．夾雑ピークとの分離は

良好で，選択性に問題は無かった．また，添加回収試験

（真度），並行精度及び室内精度の値をTable1に示した．

全てのパラメータで総アフラトキシンの試験法 15)に示さ

れている目標値（真度 70～110％，併行精度≦20％，

室内精度≦30％）を満たしており，本法は成分無調整牛

乳においてAFM1 の分析法として妥当であると考えられ

た．

また，成分調整牛乳及び低脂肪牛乳に基準値濃度の

Fig.3 Chromatograms of aflatoxin M1

(A) Milk sample spiked with 0.5 g/kg of aflatoxin M1 

(B) Milk sample 
(C) Aflatoxin M1 standard solutions (1.25 g/L♯) 
♯：Equivalent to (A) 
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Table 1  Validation Results of aflatoxin M1 in milks 

AFM1 を添加し回収試験（n=3）を実施した．その結果，

平均回収率は成分調整牛乳で 91.2％，低脂肪牛乳で

83.4％，RSDはそれぞれ4.7％，13.4％であった．

Ⅳ 結 論 

今回, 牛乳中の AFM1 についてカビ毒保持官能基が修

飾された固相ミニカラムを試料精製に用いた分析方法を

検討した。この固相ミニカラムに通液する試料溶液の調

製では，通知試験法 10)より簡便で迅速に行うことが可能

であった．精製工程で溶出液の脂質除去にC18を分散型

として用いたときの平均回収率は 83.1～88.5%であった．

また，成分調整牛乳及び低脂肪牛乳に基準値濃度（0.5 
µg/kg）を添加したときの平均回収率はそれぞれ91.2%及

び 83.4%であった．本分析法に採用した固相ミニカラム

は取り扱いが容易であり，AFM1 の分析に有用であると

考えられた．今後，さらに多くの牛乳あるいは物理化学

的性状の異なる牛乳加工品を対象に、改良も含めて検討

する必要があるが AFM1の分析方法として選択肢の幅が

広がると考えられた．
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Sample Fortified
level

Mean
recovery Repeatability Intermediate

Precision

（μg/kg） （%） （RSD %） （RSD %）

Whole milk 0.5 85.9a) 2.2b) 8.1b)

Composition-
adjusted milk 0.5 91.2c) 4.7c)

－

Low-fat milk 0.5 83.4c)
13.4

c) －

a)  n = 13， b)  n = 10， c)  n = 3
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