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要約

2006 年に日本の厚生労働省は、農薬、飼料添加物、動物
用医薬品の規制のための新しいシステムを施行しました。
このポジティブリストシステムは、承認リストに掲載さ
れた化合物のみを食品生産に使用できることを規定し、
化合物の規制に関する枠組みを示したものです。この新
しい規制により、さまざまな食品中の対象薬品の残留物
を検出できる分析メソッドの必要性が高まりました。規
制対象の薬品の大部分は農薬で、その残留物はマススペ
クトル検出を搭載したガスクロマトグラフまたは液体ク
ロマトグラフ (GC/MS または LC/MS) で主に測定されま
す。日本市場の食品サンプルの迅速かつ総合的な分析
ニーズに対応するため、アジレントは自社のデコンボ
リューションレポート作成ソフトウェア (DRS) で使用す
るポジティブリストデータベースを発表しました。この
新しいデータベースと DRS を用いて、日本政府により規
制されている農薬等のうち、430 種類の農薬等に関して
GC/MS データファイルをスクリーニングできます。処理
は完全自動化されており、サンプルあたりの処理時間は
約 2 分です。

ポジティブリスト農薬メソッドを用いた
食品中農薬のスクリーニング: 
デコンボリューションソフトウェアとリテ
ンションタイムロックマススペクトルデー
タベースを搭載した GC/MS分析の利点

アプリケーション

緒言

2005 年 11 月 29 日、日本の厚生労働省 (MHLW) は、
農薬、飼料添加物、動物用医薬品の規制のための「ポジ
ティブリスト」システムを発表しました [1,2]。758 の
化学薬品に対して暫定的な最大残留限界 (MRL) が設定
され、規制から除外される 65 の指定物質が発表されま
した。ヒトに対する高いリスクのため、15 の物質につい
ては、食品中に残留物の検出があってはならないとされ
ています [3 ～ 5]。「ポジティブリスト」システムは、ど
の残留物も日本政府により設定された MRL に適合する
必要があることを意味します。記載されていない農薬の
MRL は、一律 0.01 ppm です。この規制は、2006 年
5 月 29 日に発効しました。

それ以降、すべての日本の農業製品と日本向け輸出品は、
ポジティブリストリストに適合することが必要になりま
した。このことは、リストに記載された農薬、飼料添加
物、動物用医薬品に関して農産物をスクリーニングする
必要性の高まりにつながりました。

このアプリケーションノートでは、日本の検疫所でモニ
タリングされるその他の農薬とともに、ポジティブリス
トシステムに記載されたすべての GC 分析農薬に関して
食品抽出物をスクリーニングするための迅速なメソッド
を説明します。このメソッドでは、430 種類のさまざま
な農薬残留物に関してサンプルをスクリーニングできま
す。このメソッドでは、Agilent 7890A/5975C GC/MS
システムを使用し、GC は MHLW GC メソッドを実行し、
MSD はスキャンモードで分析を行いました。リテンショ
ンタイムロッキング (RTL) したマススペクトルライブラ
リを、このメソッド専用に新たに開発しました。アジレ
ントのデコンボリューションレポート作成ソフトウェア
(DRS) と組み合わせた場合、サンプルあたり約 2 分で、
全 430 種類の農薬に関して GC/MS データファイルをス
クリーニングできます。

食品
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実験

MHLW は、農作物ベースと畜水産物ベースの食品の抽出
と分析のためのメソッドを発表しました [6]。抽出物は、
対象化合物に応じて GC/MS または LC/MS で分析され
ます。

GC/MS メソッドでは、カラムの固定相と寸法、オーブ
ン温度プログラム、注入口温度、キャリアガス、イオン
化モードとエネルギー、SIM 分析で各化合物に対してモ
ニタリングされるイオンなどが記載されています。すべ
てのイオンが各化合物に対してモニタリングされるよう
に、通常はスキャンモードで分析すること以外、使用さ

れるメソッドパラメータは同一です。これにより、アジ
レントの DRS の使用が容易になり、これは他のメソッ
ドを上回る大きな長所です。

機器構成、ソフトウェア、装置パラメータは表 1 に記載
されています。

サンプル

このメソッドで分析したサンプルは、Lehotay 等により
開発された QuEChERS メソッドを使用して抽出しまし
た。[7, 8]。

表 1. ポジティブリストに従って農薬を分析するための機器構成とパラメータ

ガスクロマトグラフ Agilent 7890A
カラム Agilent J&W 30 m × 0.25 mm × 0.25 µm DB-5MS (P/N 122-5532)
リテンションギャップ (オプション) 5-m × 0.25-mm Siltek 不活性処理済みフューズドシリカチューブ

[Restek (Bellefonte、PA USA) P/N 10026]
キャリアガス ヘリウム、リテンションギャップなしで 1.0 mL/min の通常流量。

GC カラム先端に接続された 5 m x 0.25 mm のリテンションギャップで
約 1.1 mL/min。GC カラムの先端に接続され、QuickSwap が設置され
5.2 psi の圧力に設定された 5 m x 0.25 mm のリテンションギャップで
約 1.7 mL/min。

リテンションタイムロッキング 13.443 分にロックされたクロルピリホスメチル
オーブン温度プログラム 50 °C (1 分)、25 °C/min ～ 125 °C (0 分)、10 °C/min ～ 300 °C (10 分)
注入口 スプリット/スプリットレス
注入口温度 250 °C
注入口ライナ Helix ダブルテーパ不活性化処理済み (P/N 5188-5398)

オートサンプラ Agilent 7683B シリーズインジェクタとトレイ
注入量 2 µL

質量分析計 Agilent 5975C MSD
取込モード スキャン
スキャン範囲 45 ～ 550 u
リミット値 0 (またはノイズレベルに従い設定)
イオン化エネルギー 70 eV
サンプリングスピード n = 2
トランスファライン温度 280 °C
溶媒ディレイ 3.5 分
イオン源温度 230 °C
四重極温度 150 °C
チューンファイル Atune.u 
微量イオン検出 オン

ソフトウェア
GC/MS 機器コントロール Agilent GC/MS ChemStation (P/N G1701EA、バージョン E.01.00 以降) 
デコンボリューションレポート Agilent デコンボリューションソフトウェア
作成ソフトウェア (P/N G1716AA、バージョン A.03.00 以降) 
ライブラリ検索ソフトウェア NIST MS Search (バージョン 2.0d 以降) (NIST05 マススペクトル

ライブラリ – Agilent P/N G1033A を搭載)
デコンボリューションソフトウェア Automated マススペクトルデコンボリューションと同定ソフトウェア

(AMDIS_32 バージョン 2.64; NIST05 マススペクトルライブラリ
Agilent P/N G1033A を搭載)

MS ライブラリ NIST05 マススペクトルライブラリ (Agilent P/N G1033A)
アジレントと NIST 形式の Agilent ポジティブリスト農薬ライブラリ
(P/N G1675AA)
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結果と考察

数年前、アジレントはガスクロマトグラフ (GC) とマス
スペクトル検出を搭載した GC (GC/MS) 用のリテン
ションタイムロッキング (RTL) を発表しました。RTL
ソフトウェアにより、どの Agilent GC や GC/MS でも、
世界中のどのラボでも、同じ名称のメソッドと GC カラ
ムが使用される場合、分析ごとにリテンションタイムを
ロックすることが可能になります [9]。別のラボで作成
されたリテンションタイムをロックできるため、ロック
されたリテンションタイムを含むマススペクトルライブ
ラリを作成できます。データベースを作成するためにこ
れらのメソッドをロックすることで、ユーザーはライブ
ラリの化合物のすべてに関して GC/MS ファイルをスク
リーニングできます。「ヒット」するには、一致したリテ
ンションタイムの他、一致したスペクトルも有する必要
があります。これにより、多くの偽陽性を排除し、化合
物同定により高い信頼性をもたらします [9,10]。

さらに最近、アジレントは、従来型のライブラリ検索と
定量とともにマススペクトルデコンボリューションを組
み込んだ、デコンボリューションレポート作成ソフト
ウェア (DRS) を発表しました。DRS には、以下の 3 つ
の異なる GC/MS ソフトウェアパッケージが組み込まれ
ています。1) Agilent GC/MS ChemStation、2) NIST
マススペクトルサーチプログラムと NIST05 MS ライブ
ラリ、3) 自動マススペクトルデコンボリューションと同
定システム (AMDIS) ソフトウェア (同じく NIST 作成)。

DRS は、キャリブレーションが行われたすべての対象化
合物に対して正常な定量分析を行います。その後、デー
タファイルを、全イオンクロマトグラムのすべてのスペ
クトルをデコンボリューションする AMDIS に送信しま
す。(デコンボリューションの原理は以下で説明しま
す。)  次に、各ピークのデコンボリューションしたスペ
クトルは対象化合物ライブラリ (この場合、430 種類の
化合物を含むアジレントのポジティブリストライブラリ)

で検索されます。ヒットは、スペクトル一致と、ロック
されたリテンションタイムをライブラリに保存された値
と比較することで同定されます。リテンションタイムは
ライブラリに対してロックされるため、非常に狭いリテ
ンションタイム (通常、ライブラリの値の ± 10 秒) が使
用されます。確認のために、すべてのヒットのデコンボ
リューションしたスペクトルが NIST05 マススペクトル
ライブラリ全体と比較されます。結果はシンプルなレ
ポートに要約されます。

デコンボリューション

デコンボリューションについては、このアプリケーション
ノートでは詳述しませんが、基本原理を図 1 に示します。

黒で表示されたクロマトグラフピークはガウス分布のよ
うですが、実際は、部分的に分解された少なくとも 3 つ
の化合物の結果です。このピークの頂点のスペクトルは、
3 つの化合物すべてからのイオンによって構成されてお
り、その一部は重複した測定対象化合物の 2 つまたは 3
つに共通です。AMDIS によりクロマトグラムをデコン
ボリューションし、重複したピークから「クリーンド」
スペクトルを取り出します。ほとんどの場合、AMDIS
は、干渉アバンダンスが対象測定対象化合物よりもはる
かに高い場合にでも、カラムブリード、その他の測定対
象化合物、一緒に抽出された干渉から、化合物のスペク
トルをうまく分離します。

デコンボリューションしたフルスペクトルを用いる
AMDIS は、アジレントのポジティブリストライブラリ
に対して各ピークを検索し、一致の程度ユーザー設定の
リミット値を超える場合、ヒットを報告します。リテン
ションタイムの合致性からも判断されるため、偽陽性は
ほぼ排除されます。ヘビーマトリクスにより目立たなく
される微量農薬に対しても、AMDIS デコンボリュー
ションによりライブラリ検索可能なスペクトルを作成で
きるため、同様に偽陽性は最小限に抑えられます。

図 1. マススペクトルのデコンボリューション
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確認段階として、すべての AMDIS ヒットのデコンボ
リューションしたスペクトルが 163,000 化合物 NIST マ
ススペクトルライブラリに対して検索されます。この段
階では、リテンションタイムの要求はありません。DRS
の詳細情報は、過去に発表された資料に記載されていま
す [11 ～ 17]。今までの実験 [14,15] により、DRS は
農薬スクリーニングのための最速で最も包括的なメソッ
ドであり、偽陽性や偽陰性が最も少ないことが示されま
した。

日本のポジティブリスト農薬データベースに記載された
農薬

ポジティブリスト農薬データベースに記載された農薬は
3 つに分類されます。1 つ目は、最新の MHLW 規制下
で GC/MS による分析のために記載された農薬です。
さらに、神戸と横浜の検疫所の研究者の論文で発表され
た農薬が追加されました [18]。3 つ目は、医薬食品局安
全部の「2006 年度輸入食品モニタリング計画」によるも
のです。この計画では、輸入食品と農産物を、447 の農
薬リストであるこの文書の「規定 6 に適合する」必要が
あることを述べています [19]。447 の農薬の一部は GC
により分析され、その他は LC で分析されます。一部は
どちらのメソッドでも分析可能ですが、文書では使用す
べきメソッドを指定していません。アジレントのポジ
ティブリスト農薬データベースには、実際に GC/MS に
より分析できる化合物のすべてが含まれます。

実際の MRL 値は 2 つのリスト (最終的な MRL を含む
リスト [4] と暫定的な MRL を含むリスト [5]) に示され
ています。2007 年 2 月 5 日、日本の MHLW は両方の
MRL リストの改訂版を発表しました。67 の新たな薬物
と農薬が改訂された暫定リストに追加されました。

元の日本ポジティブリストの農薬の中で、265 種類は
GC/MS で分析される物でした。新たに追加された 59 種
類の農薬の多くは、GC/MS で分析可能です。この結果、
ポジティブリスト農薬データベースには、430 種類の農
薬と 1 つの内部標準 (フェナントレン-d10) に対するマス
スペクトルとロックされたリテンションタイムが含まれ
ます。

サンプルを分析する

図 2 に、8 種類の農薬 (各 500 ng/g) でスパイクされ、
ポジティブリストメソッドを用いて分析した、イチゴ抽
出物のクロマトグラムを示します。最初の 18 分間は、
農薬とともに抽出された内因性化合物の大きなピークを
伴い、非常に「ダーティ」でした。

DRS をこのサンプルで実行しましたが、GC/MS は対象
化合物に対してキャリブレーションが行われませんでし
た。代わりに、データベース中のすべての農薬に対して
平均レスポンスファクターが使用されました。図 3 に、
約 90 秒で DRS で作成されたレポートを示します。

図 2. 各 500 ng/g の 8 種類の農薬でスパイクされたイチゴ抽出物のクロマトグラム。8 種類の農薬の内、
7 種類はポジティブリスト農薬データベースに記載されており、DRS で簡単に同定されます。
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テメホスがサンプルにスパイクされましたが、この化合
物はデータベース中に含まれないため、DRS により検出
されませんでした。ピリダベンは Agilent ChemStation
により同定されましたが、AMDIS では確認されません
でした。ChemStation は同定に 4 つのイオンを使用し
ますが、AMDIS はデコンボリューションしたスペクト
ル全部を使用します。AMDIS が検出しない対象化合物
を ChemStation が同定することは稀です。データを素
早く確認した結果、ピリダベンはサンプル中に存在しな
かったことが分かりました。メチオカルブと同様に、
ChemStation により報告されない化合物を検出するこ
とが、AMDIS にとってはるかに一般的です。このサン
プルは、偽陽性と偽陰性の両方を排除するのに DRS が
役立つことを示しています。

7 件のヒットそれぞれに対して、DRS はリテンションタ
イム、CAS 番号、農薬名を示しました。4 列目には、
ChemStation ソフトウェアにより同定された際の各
ヒットの定量値を示します。アジレントは、さまざまな
機器コンフィグレーションで使用できる、ポジティブリ
スト農薬データベース用メソッドを 4 つ提供しています。
これらのメソッドには、430 種類の対象農薬すべてに対
する定量データベースを搭載しています。これらのメ
ソッドに提供されるレスポンスファクターは、約 25 種
類の代表的な農薬に対する平均レスポンスファクターを
入手することによって得られました。これらのレスポン

図 3. 図 2 に示されているイチゴサンプルの DRS レポート。4 列目の定量値は概算で、個々の農薬キャリブレーションではなく、
平均レスポンスファクターを用いて導かれました。

MSD デコンボリューションレポート

サンプル名: イチゴ抽出物

データファイル: C:\msdchem\1\DATA\Strawberry_TID_2uL.D

日時: 04:44 PM  Thursday, Sep 6 2007

AMDIS 対象ライブラリで検出された成分に関して、NIST ライブラリを検索しました。

Agilent
ChemStation AMDIS NIST
量 RT 差 リバース ヒット

RT Cas # 化合物名 (ng/µL) マッチ 秒 マッチ 数

11.4914 298022 ホレート 0.99 95 –0.4 90 1

12.3647 13071799 テルブホス 1.4 97 –0.5 89 1

12.4698 333415 ダイアジノン 1.09 95 –0.3 80 1

12.5726 1517222 フェナントレン-d10 98 –0.6 84 1

12.7135 298044 ジスルホトン 0.91 87 –0.3 84 1

14.0851 2032657 メチオカルブ 85 0.5 81 1

14.4553 55389 フェンチオン 2.57 99 –0.3 90 1

16.0453 22224926 フェナミホス 3.32 96 2.4 88 1

20.630 96489713 ピリダベン 0.04

12.575 フェナントレン-d10 5

スファクターは正しくありませんが、分析者は対象化合
物の濃度を推定することが可能になります。通常、推定
値は実際の農薬の同じ桁の範囲内です。正確に定量分析
を行うために、ラボでは独自のキャリブレーションを行
う必要があります。430 種類の農薬すべてに対してキャ
リブレーションを行うとは考えにくいため、キャリブ
レーションされない化合物に対してこれらの平均値を使
用できます。新しい化合物が DRS により同定される際、
キャリブレーション溶液に追加できます。

5 列目には、デコンボリューションしたスペクトルが対
象農薬ライブラリスペクトルとよく一致していること
(100 = 完全一致) を示しています。また、AMDIS の見
出しの下は、ライブラリと測定値のリテンションタイム
差です (6 列目)。ライブラリの作成とイチゴの分析に
RTL が使用されたため、測定値はライブラリに極めて近
接しています。1 つの化合物、フェナミホスだけが際
立って、ライブラリのリテンションタイムから 1 秒以上
外れました。

DRS 分析の最終段階は、各ヒットに対してデコンボ
リューションしたスペクトルを NIST05 マススペクトル
ライブラリと比較することです。上位 100 件のライブラ
リヒットの中の農薬を検出した場合、一致した値とヒッ
ト番号を最後の 2 列に印刷します。この段階により、
化合物の同定の追加検証を行います。
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図 4 に、スパイクされなかったミックスフルーツ抽出物
のクロマトグラムを示します。DRS は、1 つの有機リン
農薬 (アジンホスメチル) とともに、2 つの殺菌剤 (ジ
フェニルアミンとチアベンダゾール) を検出しました (図
5)。初期分析で、ジフェニルアミンは AMDIS と
NIST05 ライブラリに一致しましたが、ChemStation
では報告されませんでした。この場合、ジフェニルアミ
ンピークは ChemStation の Q-Edit 機能を用いて手動
で積分され、「既存の定量」結果を用いて DRS を再実行
しました。図 6 に、ジフェニルアミンの定量結果を含む、
ミックスフルーツ抽出物に対する新たな DRS レポート

図 5. 図 4 の DRS レポート。

を示します。定量に平均レスポンスファクターが使用さ
れたため、報告された値は推定値だけです。

アジンホスメチルは共溶出する化合物に隠れていました
が、ミックスフルーツ抽出物中で同定されました。デコ
ンボリューションの利点は、AMDIS ソフトウェアから
の画面キャプチャを示した図 7 からも明らかです。図 7a
の矢印は、アジンホスメチルが溶出する位置を示してい
ます。図 7b はその点のスペクトルを示す一方、図 7c は
デコンボリューションしたスペクトル (白) をライブラリ
スペクトル (黒) と並列させています。デコンボリュー
ションしないと、ライブラリ検索でアジンホスメチルを

図 4. 未スパイクミックスフルーツ抽出物のクロマトグラム。

MSD デコンボリューションレポート

サンプル名: ミックスフルーツ

データファイル: C:\MSData\Sept 04_07 Lehotay samples using TID & Japanese method\Mixed Fruit_TID_2uL.D

日時: 04:01 PM  Monday, Sep 10 2007

AMDIS 対象ライブラリで検出された成分に関して、NIST ライブラリを検索しました。

Agilent
ChemStation AMDIS NIST
量 RT 差 リバース ヒット

RT Cas # 化合物名 (ng/µL) マッチ 秒 マッチ 数

10.7853 122394 ジフェニルアミン 97 –0.1 91 1

12.5733 1517222 フェナントレン-d10 99 –0.6 84 2

15.3882 148798 チアベンダゾール 0.66 99 –2.6 92 1

19.4523 86500 アジンホスメチル 0.02 63 –0.6 76 2

12.575 フェナントレン-d10 5
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図 7. AMDIS の画面キャプチャ: a) ミックスフルーツ抽出物の全イオンクロマトグラム、b) アジンホスメチ
ルが溶出する位置のスペクトル、c) アジンホスメチルのライブラリスペクトル (黒) と並列されたデコ
ンボリューションされたスペクトル (白)

図 6. ジフェニルアミンのピークを積分するために Q-Edit を使用した DRS レポート。DRS は、「既存の定量」結果を用いて、
2 回実行されました。

MSD デコンボリューションレポート

サンプル名: ミックスフルーツ

データファイル: C:\MSData\Sept 04_07 Lehotay samples using TID & Japanese method\Mixed Fruit_TID_2uL.D

日時: 04:11 PM  Monday, Sep 10 2007

AMDIS 対象ライブラリで検出された成分に関して、NIST ライブラリを検索しました。

Agilent
ChemStation AMDIS NIST
量 RT 差 リバース ヒット

RT Cas # 化合物名 (ng/µL) マッチ 秒 マッチ 数

10.783 122394 ジフェニルアミン 0.92 97 –0.1 91 1

12.5733 1517222 フェナントレン-d10 99 –0.6 84 2

15.3882 148798 チアベンダゾール 0.66 99 –2.6 92 1

19.4523 86500 アジンホスメチル 0.02 63 –0.6 76 2

12.575 フェナントレン-d10 5

同定することは不可能だったと考えられます。アジンホ
スメチルが存在することを認識していても、標準のバッ
クグラウンド減算法では、ライブラリ検索可能なスペク
トルを作成するのは不可能でした。デコンボリューショ
ン後、スペクトルはライブラリに適切に一致しています。

研究から、DRS には従来型の農薬分析により検出されな
い農薬を同定する能力を有することが分かってきました

[14,15]。大部分の GC と GC/MS 農薬メソッドでは一
定数の化合物を対象として、対象リストに記載されない
限り、一般的には化合物を同定しません。さらに、分析
結果を検証するのに、熟練した分析者でもサンプルあた
り 30 分以上の時間を要します。一方、アジレントの
DRS メソッドは、日本政府の GC 分析対象農薬のすべて
(430 種類の農薬) に関して約 2 分でスクリーニングでき
ます。

a

b

c
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結論

日本のポジティブリスト農薬規制に適合するというニー
ズに対応するため、アジレントは新しいリテンションタ
イムロックマススペクトルデータベースを発表しました。
このデータベースには、430 種類の農薬のロックされた
リテンションタイムとともに、アジレント、NIST、
AMDIS 形式のマススペクトルが含まれます。農薬のリ
ストは、日本の厚生労働省とその機関の最新刊行物に基
づいています。ロックされたリテンションタイムは、
MHLW 通知 GC/MS 条件を用いて入手しました。アジ
レントのデコンボリューションレポート作成ソフトウェ
アを用いると、分析者はサンプルあたり約 2 分で、430
種類の農薬すべてについてデータファイルをスクリーニ
ングできます。このメソッドは迅速、包括的、正確、か
つ自動化されているため、分析者の技能を問わずに使用
することが可能です。
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