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要旨 

LC/MS/MS によるミシマサイコに残留するイミノクタジンの分析法について

検討したところ，LC/MS/MS の測定条件は，当所の農産物中の残留農薬一斉分

析で用いる測定条件を一部変更することにより設定することができた。また，

公定法に示されている抽出法を一部変更することにより，十分な回収率が得ら

れた。開発した分析法は，LC/MS/MS を用いることで高選択的かつ高精度な分

析が可能となり，公定法に示されている濃縮及び精製の作業を省略することが

できるため，分析の簡易・迅速化が図られた。 

 

キーワード：LC/MS/MS イミノクタジン ミシマサイコ 

 

はじめに 

イミノクタジンはグアニジン系殺菌剤で，細胞膜脂

質の生合成を阻害することによる防除機能があると考

えられている。現在，キュウリ，スイカなどのウリ類，

イチゴ，茶など幅広い農作物で使用登録がされており，

他の殺菌剤とは作用機構が異なることから，薬剤を変

えながらの定期的な防除の実施及び薬剤耐性菌の発生

抑制が期待され，今後も登録作物が増えることが予想

される。 

農作物中に残留するイミノクタジンは，厚生労働省

からの通知により，強塩基性下でブタノールヘキサン

混液により抽出し，硫酸酸性下で水層に転溶し，イオ

ン交換ミニカラムにより精製して，ニンヒドリンによ

るポストカラム誘導体化 HPLC 法で測定することが

規定されている 1)（以下，公定法という。）。そのほか，

2M 水酸化ナトリウム・メタノール溶液で抽出する方

法 2)もあるが，抽出後はクロロホルムに転溶し，濃縮

後，飽和炭酸水素ナトリウム溶液，トルエン及び

1,1,1,5,5,5-へキサフルオロ-2,4-ペンタジオンを加え，

90℃で 4 時間放置するなどの作業があり，分析が大変

煩雑である。また，イミノクタジンは幅広い農産物で

使用登録されていることから，既に報告されている玄

米，キュウリ，リンゴ及びブドウ 3,4)のほか，多くの

農産物で公定法が適用できると考えられるが，化合物

の特徴として，グアニジノ基（-NH-(C=NH)-NH2）を

２つ有しており，作物等へ吸着しやすいことが知られ

ている 1,3)ことから，全ての農産物において適用でき

るかについては不明である。 

本県では特産作物として，生薬「柴胡」の原料であ

るミシマサイコが球磨地域を中心に栽培されており，

その栽培面積は国内でも上位である 5)。そのため，本

県においてミシマサイコを安定して生産するための技

術の開発は，国内需要量の確保及び生産農家の活性化

につながると考えられる。農作物の安定生産において，

病害虫の防除は重要な課題の 1 つであるが，ミシマサ

イコで春から夏にかけて発生する炭疽病は，地下部の

生育不良による収量の低下を引き起こすほか，採種株

での発症により採種が皆無となることもあることから，
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最も予防すべき病害の一つとして考えられている。し

かし，ミシマサイコは栽培面積が少ないマイナー作物

であり，また近年栽培が本格化してきたことから，使

用登録されている農薬数が少なく，炭疽病に関しては

現在 3 剤しか登録されていない。そこで，炭疽病にも

実績があり，登録されている 3 剤の農薬成分とは作用

機構が異なるイミノクタジンの使用登録が生産地から

望まれている。しかし，使用登録されるためには作物

中の農薬の残留量を測定する必要があり，先述のとお

り，公定法がミシマサイコにおいても適用可能かどう

かについては不明である。 

そこで今回，高感度かつ選択性の高いLC/MS/MSを用

いて，公定法に準じた抽出法によるミシマサイコ中の

イミノクタジン分析法について検討した。また，抽出

効率の向上を目的に改良法の検討を行い，「農薬登録申

請に係る試験成績について」6)及び「「農薬の登録申請

に係る試験成績について」の運用について」7)（以下，

「ガイドライン」という。）に基づく妥当性評価を行っ

たので，その結果について報告する。 

 

実験方法 

1 試薬材料等 

1-1 標準品 

標準品はイミノクタジンアルベシル酸塩標準品

（富士フイルム和光純薬，M.W.1335（イミノクタ

ジン単体では M.W.356））を用いた。標準原液は，

イミノクタジンとして 100mg/L となるように，標

準品 18.77g をメタノールに溶解し，50mL に定容し

た。 

 

1-2 試料 

試料となるミシマサイコは，熊本県人吉市の栽培

ほ場から採取した。なお，試料には柴胡として用い

られる地下部のみを用い，地上部は除去した。分析

に供した試料は，公定法に準じて，試料 100g に対

して塩酸グアニジン 25g，トリエチルアミン溶液

100mL を加えて粉砕したものを用い，調製から分

析までの期間は，-20℃で保存した。 

 

1-3 試薬 

・塩酸グアニジン：和光特級（富士フイルム和光純

薬） 

・トリエチルアミン：和光特級（富士フイルム和光

純薬） 

・水酸化ナトリウム：試薬特級（富士フイルム和光

純薬） 

・硫酸：有害金属測定用（富士フイルム和光純薬） 

・塩酸：有害金属測定用(関東化学) 

・ギ酸：LC/MS 用（富士フイルム和光純薬） 

・酢酸アンモニウム：試薬特級（富士フイルム和光

純薬） 

・塩化ナトリウム：残留農薬試験用・PCB 試験用

（関東化学） 

・メタノール：高速液体クロマトグラフ用（富士フ

イルム和光純薬） 

・n-ヘキサン：残留農薬試験用・PCB 試験用（関東

化学） 

・n-ブタノール：高速液体クロマトグラフ用（富士

フイルム和光純薬） 

・トリエチルアミン溶液： 

水酸化ナトリウム 40.0g 及びトリエチルアミン

0.75mL に水を加え，1000mL とする。 

・25%塩酸グアニジントリエチルアミン溶液： 

水酸化ナトリウム 40.0g，塩酸グアニジン 250g

及びトリエチルアミン 0.75mL に水を加え，

1000mL とする。 

・2N 硫酸：水に濃硫酸 55.8mL を加え，放冷後，

1000mL とする。 

 

 1-4 実験器具 

  イミノクタジンは塩基性条件下でガラスのシラノ

ール基に吸着することが知られている 1)ことから，

分析に用いた実験器具は，分液ロートを除いて，全

て PP 製のものとした。 

 

2 LC/MS/MS の分析条件 

・LC：Nexera X2（島津製作所社製） 

・質量分析計：Triple QuadTM 5500（エービー・サイ

エックス製） 

・イオン化法：エレクトロスプレーイオン化法ポジ

ティブモード(ESI+) 

 

結果及び考察 

1 LC/MS/MS 分析条件の最適化 

LC/MS/MS によるイミノクタジンの分析法は，農作

物では報告がないが，水道水ではすでに小林ら 8)によ

って報告されている。そこで，小林らの報告を参考に，

分析条件の最適化を行った。 

まず，プリカーサー及びプロダクトイオンの選定を

行うために，イミノクタジン標準溶液を用いて，イン

フュージョンにてマススペクトルを測定した。その結

果，プリカーサーイオンの選定において，m/z がイミ
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ノクタジンの分子量である 356 近辺の値となるフラグ

メントのピークは見られなかった（図 1）。一方で，

最も大きなピークとなったフラグメントは，m/z:179

であった。m/z の値は，測定する成分の分子量に付加

したイオンの分子量を加え，付加したイオン数で除す

ることにより求める。今回の結果は，イミノクタジン

に 2 個の水素イオンが付加されたことにより，m/z が

(356+2)÷2 となったことによるものと考えられた。こ

の結果は小林らの報告とも一致しており，本研究にお

いても，プリカーサーイオンを m/z:179 のフラグメン

トとした。 

次いで，プロダクトイオンについて検討した。小林

らの報告では m/z:69 及び 100 のフラグメントで測定

を行っており，今回のマススペクトルにおいても大き

なピークが確認された（図 2）。また他のフラグメン

トについても検討したところ，m/z:297 のフラグメン

トでも高いピークが確認できた。そこで本研究では，

プロダクトイオンとして選択性が高いと想定される

m/z:100 及び 297 の 2 つのフラグメントを選択し，以

降の分析を行った。それぞれのフラグメントの推定構

造式は図 3 のとおりである。 

 続いて，LC 部の条件設定を行った。当所では残留

農薬の一斉分析に，分離カラムとして ODS カラムで

ある InertSustain C18 HP（GL science 社製，粒径 3µm，

内径 2.1mm，長さ 15cm），移動相として 0.1%ギ酸及

び 0.25mM 酢酸アンモニウムを含む精製水（A 液）

もしくはメタノール（B 液）を用い，A 液と B 液の

グラジエントにより農薬の分離を行っている 9,10)。そ

こで，本研究においても，同じ分離カラム及び移動相

を用いて条件設定を行った。その結果，クロマトグラ

ム上の保持時間が約 6 分のところにイミノクタジンと

思われるピークが確認された（図 4，抽出イオンクロ

マトグラム(XIC)）。２つのプロダクトイオンのピーク

は重なっており，また，その他にはピークがないこと

から，イミノクタジンのピークとして判断した。LC

部の条件設定について，小林らは HILIC カラムを用

いてギ酸アンモニウムを含むアセトニトリルを移動相

とした分析方法を報告しているが，この報告ではイミ

ノクタジン，パラコート及びジクワットの一斉分析法

について検討しており，3 成分を同時に分析する際は

HILIC カラムが必要であるが，イミノクタジンのみの

分析であれば，ODS カラムでも十分に行えると考え

られた。以上のことを踏まえて，本研究で用いた

LC/MS/MS の分析条件は，表 1 のとおりとした。 

 

 

図 1 イミノクタジン標準溶液のマススペクトル

（プリカーサーイオン） 

 

 
 図 2 イミノクタジン標準溶液のマススペクトル

（プロダクトイオン） 

 

m/z 推定構造式 

179 
 

100 
 

297 
 

図 3 各フラグメントの推定構造式 

 

 

図 4 イミノクタジン標準液(10ppb)の XIC 
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表 1 設定した LC/MS/MS 条件                        表 2 グラジエント条件 

機器 項目 設定値  時間(分) A 液(%) B 液(%) 

LC カラム InertSustain C18 HP 

(内径 2.1mm，長さ 15cm，粒径 3µm，GL science 社製) 

 0 100 0 

 1 100 0 

移動相 A 液：0.1%ギ酸，0.25mM 酢酸アンモニウム・水溶液 

B 液：0.1%ギ酸，0.25mM 酢酸アンモニウム・メタノ

ール溶液 

 7 50 50 

 7.1 0 100 

 17 0 100 

グラジエント条件 表 2 のとおり  17.1 100 0 

カラムオーブン 30℃  25 100 0 

流速 0.4mL/min     

注入量 2µL     

MS/MS イオン化法 ESI+     

イオン源温度 600℃     

イオンスプレー電圧 5.5kV     

プリカーサーイオン 179     

プロダクトイオン 100，297     

保持時間 約 6 分     

 

 

2 検量線の評価 

検量線を評価するために，イミノクタジン標準液を

50%含水メタノールで希釈し，0.05，0.1，0.5，2.5，

10ppb の検量線用標準液を作成した。まず 1 で最適化

した条件で最も低濃度である 0.05ppb の標準液を測定

し，m/z:100 及び m/z:297 のクロマトグラフを比較し

た。その結果，感度の指標である S/N 比は m/z:100 が

26.1，m/z:297 が 40.3 で，ともに S/N 比≧10 となり，

十分な感度が得られたが，m/z:297 の方が高い感度に

なった。このことは，m/z:297 の方が，m/z:100 と比

較して分子量が大きいため，イオンの選択性が高く，

ノイズが抑えられたからであると考えられる。そこで

本研究では，新しく設定した m/z:297 のフラグメント

を定量イオンとして用いることとし，m/z:100 のフラ

グメントを定性イオンとして用いることとした。次い

で，各濃度の検量線用標準液を測定し，m/z:297 での

検量線を作成した。その結果，検量線の決定係数 r2

は 0.999 と高い値を示し，直線性は良好であった(図

5)。以上のことから，設定した測定条件において，

0.05～10ppb の間で定量が可能であると考えられた。 

 

3 抽出方法の検討 

 3－1）公定法に準じた抽出方法による検討 

  農作物中のイミノクタジン分析法の公定法がミシ

マサイコにも適用可能かについて検討するために，

試料にイミノクタジン標準液を 0.25ppm になるよ

うに加え，添加回収試験を実施した。なお，本研究 

 

図 5 イミノクタジンの検量線 

 

では分析機器が LC/MS/MS で選択性が高いことか

ら、公定法では行う抽出液の濃縮及びイオン交換ミ

ニカラムによる精製作業は省略し，ブタノールヘキ

サン混液で抽出し，硫酸酸性下で水層に転溶後の溶

液にメタノールを加え，100mL に定容したものを

分析に供した。また定量は，イミノクタジン無添加

のミシマサイコから得られた抽出液に妨害となるピ

ークが見られなかったことから，マトリックスマッ

チ検量線を用いて行った。 

  公定法に準じて，試料 20g 相当量で抽出を行った

結果，回収率は 10~11%であった。十分な回収率の

目安として，添加濃度が 0.25ppm の場合，ガイド

ラインには 70~110%と示されており 6)，非常に悪い

結果となった（表 3）。原因としては，ミシマサイ

y = 0.4021x + 0.0199 

R² = 0.9992 
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コにはサポニンなど多くの成分が含まれているため，

これらにイミノクタジンが吸着し，抽出効率が低下

したのではないかと考えられた。そこでミシマサイ

コに含まれる成分の影響を軽減するために，試料量

を公定法の 1/10 となる 2g 相当量にして，同様に分

析を行った。その結果，回収率は 53~56%となり，

改善はしたものの，十分な回収率とは言えなかった

（表 3）。そこで，抽出法の改良について検討する

こととした。 

 

 3‐2）抽出法の改良 

  2g 相当量においても回収率が十分でなかった原

因としては，20g で分析した際と同様に、ミシマサ

イコに含まれる成分への吸着が考えられた。また、

試料量を削減したことによりトリエチルアミン溶液

の添加量が減少し、抽出液の pH が十分に塩基性に

なっていないことも可能性として考えられた。公定

法では、試料採取量が 20g 相当量であるため、トリ

エチルアミン溶液が 20mL 添加されるのに対し、試

料 2g 相当量では 2mL しかされない。そこで、作物

体への吸着と抽出液を十分に塩基性にするために，

試料 2g 相当量に 25%塩酸グアニジントリエチルア

ミン溶液を 10mL（公定法の約半量）添加し、同様

に抽出を行った。その結果，回収率は 82~83%とな

り，十分な回収率を得ることができた（表 3）。さ

らに，公定法ではブタノールヘキサン混液での抽出

を 100mL＋50mL の 2 回抽出としているが，50mL

×3 回抽出に変更したところ，回収率は 92~96%と

非常に良好な結果となった（表 3）。相対標準偏差

も 1.9 と良好な結果となったことから，ミシマサイ

コからのイミノクタジンの抽出は，図 6 に示すフロ

ーで行うこととした。 

 

表 3 検討した抽出法における回収率及び繰り返し測定(n=3)における相対標準偏差 

試料量 TEA※添加 抽出液量 回収率(%) 
回収率 

平均 

相対 

標準偏差 

20g ☓ 100mL+50mL 10，10，11 10 4.6 

2g ☓ 100mL+50mL 53，54，56 54 2.9 

2g ○ 100mL+50mL 82，82，83 83 0.9 

2g ○ 50mL×3 92，94，96 94 1.9 

※TEA：25%塩酸グアニジントリエチルアミン溶液 

 

 試料4.5g（作物体2g相当）を採取  

←NaCl 5g，25%塩酸グアニジントリエチルアミン溶液 10mL添加 

←n-ブタノール及びn-ヘキサン(1:1)混液 50mLを添加 

 ホモジナイザー（ポリトロン）で破砕  

                                            ※ 

 3000rpm，5分 遠心  

 

 上澄みをトリエチルアミン溶液50mLが入った500mL分液ロートに移す   

              ※を2回繰り返す 

 分液ロートを振とう・静置し，水層を除去   

              H2O 30mL，2N H2SO4 2mLを添加。 

混合し，水層を回収(100mLメスフラスコ(メタノールを入れておく)) 

n-ブタノール及びn-ヘキサン層にH2O 20mL，2N H2SO4 0.5mLを添加 

混合し，水層を回収 

 メタノールで100mLにメスアップ  

2ml分取し，50%含水メタノール2mLを添加 

 0.2μm非水系ﾏｲｸﾛﾌｨﾙﾀｰでろ過する  

 

 LC/MS/MSで測定  

図6 イミノクタジンの分析フロー図 
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4 妥当性評価 

 決定した分析法の妥当性を評価するために，ガイド

ラインに基づいて，ミシマサイコにイミノクタジン標

準液を 0.01ppm もしくは 0.25ppm となるように添加

し，回収試験を実施した。 

 各濃度での回収率及び相対標準偏差を表 4 に示す。

0.01ppm における回収率は 75~91%，0.25ppm におけ

る回収率は 81~89%となり，両濃度とも十分な回収率

が得られた。また繰り返し分析による相対標準偏差も，

0.01ppm では 7.5，0.25ppm では 3.8 となり，ガイドラ

インの目標値を満たす良好な結果が得られた。 

 

表 4 回収率及び相対標準偏差 

添加濃度 

（ppm） 

回収率 

（%） 

平均回収率 

（%） 

相対 

標準偏差 

0.01 87，85，79，91，75 83 7.5 

0.25 81，85，89，86，81 85 3.8 

 

 

ま と め 

LC/MS/MS によるミシマサイコ中のイミノクタジン

の分析法について検討した結果，イミノクタジンが十

分に分析できるプリカーサーイオン及びプロダクトイ

オンを決定することができた。特にプロダクトイオン

に関しては，これまで報告がなかったフラグメントを

選択し，分析に用いることができることを示すことが

できた。また，LC 部においても，当所の通常の農薬

一斉分析に用いる分離カラム及び移動相での分析が可

能であることが示された。 

さらに，抽出法に関しては，公定法に準じた抽出法

では十分な回収率が得られなかったため，試料量，イ

ミノクタジンの作物成分への吸着予防及び抽出回数を

検討し，十分な回収率を得ることができた。また，

LC/MS/MS を用いることによって，公定法では必要な

濃縮及び精製作業を省略することができた。 

本法を用いた 0.01ppm 及び 0.25ppm での回収試験

では，各濃度とも十分な回収率が得られ，再現性も良

好な結果となった。 

本研究で示した分析法は，公定法と比較して，濃縮

や精製作業を省略できることから迅速・簡便であり，

かつ LC/MS/MS を用いることによって，高選択的に

低濃度までのイミノクタジンを分析できると考えられ

る。本研究ではミシマサイコを試料として用いたが，

今後は他の農産物についても検討を行い，汎用的な分

析法として確立する必要があると考えられる。 
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