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6.1 DBP樹脂を用いる玄麦中クロピラリドの定量  

 

6.1.1 緒 言 

第 3 章において開発した DBP 樹脂はハロゲン化芳香族化合物に対して高い親

和性を示した。一方，非ハロゲン化芳香族化合物に対する親和性は非常に低く，

ハロゲン基の有無により分離・分画が可能であるということが判明した。このことは，

DBP 樹脂はハロゲン化芳香族化合物類の選択的固相抽出剤としての可能性を示

している。そこで，実試料を用いて DBP樹脂の有用性を検証した。 

クロピラリド (Clopyralid：3,6-dichloropyridine-2-carboxylic acid) は広葉雑草に

対して植物ホルモン作用を有する除草剤の一種である。我が国での農薬登録はな

いが，海外では穀類，菜種，トウモロコシなどに使用されているため，我が国でも暫

定基準値が設定されている。平成 20 年度の輸入米麦検査ではアメリカ，カナダ，

オーストラリアの三カ国の輸入小麦検体のうち 17 ％ から 0.01～0.04 ppm のクロピ

ラリドが検出されている [1]。クロピラリドは非常に安定な化合物であり哺乳類による

代謝も受けにくく，また土壌などにも残留しやすいため，クロピラリドにより汚染され

た家畜粗飼料を摂取した牛などのふんから作られる堆肥からもクロピラリドが検出さ

れる。それを利用した国内農家のトマトや菊などが生育障害を受けた例が多数報

告されている [2,3]。厚生労働省が定める農産物のクロピラリド試験法では，溶媒抽

出の後，ケイソウ土や C18 シリカゲルなどを用いた多段階のカラム精製を経て液体

クロマトグラフィー－質量分析法 (LC-MS) により測定することが規定されている[4]。

このような現行の残留農薬分析法は試料前処理工程が煩雑で，分析者にとって負

担が大きいため，近年では QuEChERS 法と呼ばれる簡便な試料前処理手法と

LC-MS/MSや GC-MS などの高選択的な分離・検出法とを組み合わせた分析手法

が提案 されてい る [5] 。 し か し ， ク ロ ピ ラ リ ド や ピ ク ロ ラ ム  (Picloram ：

4-amino-3,5,6-trichloropyridine-2-carboxylic acid) といったハロゲン化ピリジンカル

ボン酸系の薬剤について，QuEChERS法による玄米試料の精製は回収率が低いと

いった問題が報告されている[6]。また，LC-MS/MS による農薬の一斉分析法でも，
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クロピラリドの検量線の直線性 [7] や確認イオンの選定 [8] 等幾つかの問題点が

指摘されている。質量分析計 のような高選択的検出器を用いた分析手法であって

も，従来の試料前処理方法では夾雑成分の除去が不十分な可能性があり，それに

由来する妨害が分析値の信頼性・安定性を欠く要因となってしまうため，より高度な

精製法の開発が必要となる。 

そこで本節では第 3章で試作したDBP樹脂を用い，簡便な固相抽出法による濃

縮・精製を行うことで，クロピラリドを高速液体クロマトグラフィー法 (HPLC-UV) 等

汎用性の高い分析機器で定量可能とすることを目指した。 

 

6.1.2 実 験 

 

6.1.2.1 試 薬 

クロピラリドは Fluka 製 (純度: 99.3%) を用いた。メタノールはメルク製 (HPLC

用) を用いた。これ以外の試薬は，和光純薬工業製の試薬特級または HPLC 用を

用いた。クロピラリドの測定用原液は，クロピラリド 10 mgをエタノール (HPLC用) 10 

mL に溶解して調製し，測定溶液は原液を適宜希釈して使用した。純水は，東レ製

超純水製造装置 LV408で製造されたものを用いた。 

 

6.1.2.2 2,4-ジブロモフェノキシ基導入固相抽出剤 (DBP樹脂) の調製 

2,4-ジブロモフェノキシ基導入固相抽出剤 (DBP 樹脂) の調製は，第 3 章 3.2.2

に示すとおりである。DBP樹脂 100 mgを，VARIAN製空カートリッジ (容量: 1 mL) 

に乾式充填した。作製した DBP 樹脂充填カートリッジは，使用前にメタノール 10 

mL，試料負荷に用いる溶媒 10 mLを順次通液してコンディショニングした。 

 

6.1.2.3 HPLC装置 

HPLC 装置は，島津製作所製 LC-10AD (VP) ポンプ，同DGU-10A脱気装置，

同 CTO-10A (VP) カラム恒温槽及び同 SPD-6 検出器で構成した。測定条件は以

下の通り設定した。カラム: GLサイエンス製 InertSustain® C18 (250 mm×4.6 mm 
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i.d.，粒子径 5 µm)，移動相: 50 mM リン酸水溶液/メタノール (6/4 v/v)，流量: 1.0 

mL min1，カラム温度: 50 °C，検出波長: 280 nm，注入量: 5 µL。 

 

6.1.2.4 DBP樹脂におけるクロピラリドの吸脱着条件の検討 

DBP 樹脂におけるクロピラリドの吸脱着条件を設定するため，クロピラリドの構造

類似化合物を用いて DBP 吸着剤のハロゲン認識能を評価した。評価のための溶

質には，安息香酸，ピリジンカルボン酸等のクロピラリドと共通の官能基を有する 11

種の化合物を用いた。これらの溶質を各 10 ppmになるようにメタノール，エタノール，

2-プロパノール，アセトン及びアセトニトリルに溶解させ，その 10 mLを DBP樹脂充

填カートリッジに通液した。その後，メタノール/2%ジエチルアミン水溶液 (7/3 v/v) 

10 mLで溶出させ，溶出液中の各溶質濃度を HPLC-UVにて測定し，回収率を算

出した。 

 

6.1.2.5 試験試料と調製 

添加回収に適用した玄麦試料には岩手県産ゆきちから種 (小麦試料 A)，石川

県産ナンブ種 (小麦試料 B) ，石川県産シロガネ種 (小麦試料 C)，および岩手県

産ファイバースノウ種 (大麦試料 A) を用いた。これら玄麦試料の前処理操作のプ

ロトコールを Fig. 2 に示す。ミルを用いて均一化した玄麦試料 50 g を正確に量り，

そこに水 50 mL を加え 30 分間静置した後にアセトン 150 mL を加え，スパーテル

で撹拌しながら 30 分間超音波を照射し抽出を行った。ビーカー内容物すべてを

プラスチック製遠心沈殿管に移し，4000 rpm で 10 分間遠心分離を行い，上澄み

を 200 mL のメスフラスコに移した。さらに，沈殿物にアセトン適量を加え，同様に

撹拌下で超音波を照射し，遠心分離により得た上澄みを先の上澄みと合わせた。

得られた上澄みを，アセトンで 200 mL に定容したものを玄麦抽出液とした。玄麦

抽出液 5 mL を DBP 吸着剤 200 mg 充填カートリッジに通過させた後，アセトン 5 

mL とメタノール10 mL を順次通液してDBP 吸着剤の洗浄を行った。DBP樹脂に

捕捉されたクロピラリドの溶出は，メタノール/2%ジエチルアミン水溶液 (7/3 v/v) 2 

mLで行った。この溶出液中のクロピラリドを HPLC-UVを用いて定量した。 
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6.1.3 結果と考察 

 

6.1.3.1 DBP樹脂におけるクロピラリドの吸脱特性 

種々の有機溶媒に溶解させたクロピラリドを含む各種溶質の溶液を DBP カートリ

ッジでの回収率を Table 6.1.1に示す。 

第 3章及び第 5章において，フェノキシ基導入樹脂とハロゲン化フェノール及び

ハロゲン化安息香酸類との間に選択的な親和力が働いていたが，クロピラリドの分

子構造は樹脂との親和力の根源となる芳香環やハロゲン原子，カルボキシル基を

有しているため，DBP に対し吸着選択性を発現した。第 3 章における各種樹脂の

固相抽出実験に溶質として用いなかったピリジン類についても DBP に対する親和

力を調査したが，Table 6.1.1に示す安息香酸と 2-ピリジンカルボン酸の吸着挙動か

ら，ベンゼン核よりもピリジン核に対する親和力が高いことが結果からわかった。ま

た，Table 6.1.1 に示した a 値はヒドロキシ基やカルボキシル基に対する親和力の

指標であり，溶媒間で溶質に対する親和性の差異から，DBP-溶質間での水素結

合性の相互作用が強いことが確認された。分かった。また，DBP 樹脂に吸着された

クロピラリドは，メタノール─水混合溶媒ではほとんど溶出されなかったが，酸やアミ

ンなどを添加することにより溶出力が飛躍的に向上することが分かった。特にギ酸

やトリフルオロ酢酸よりも，ジメチルアミンやジエチルアミンを添加した溶出液の方が

より速やかにクロピラリドを溶出することが可能で，メタノール 2%ジエチルアミン水

溶液 (7＋3 容量) が最適な組成であった。これらの結果からも，クロピラリドのカル

ボキシル基と DBP 官能基近傍のヒドロキシ基間で生じる静電力が吸着に大きく寄

与していると示唆され，酸はカルボキシル基と競合し，またアミンはヒドロキシ基と競

合することによりクロピラリドの脱着効果を発揮したものと推定された。 

DBP樹脂に吸着されたクロピラリドは，メタノール─水混合溶媒ではほとんど溶出

されなかった。そこで，ヒドロキシ基やカルボキシル基に対する親和力の切断を目

的として，メタノール─水混合溶媒に酸あるいはアミンを添加して溶出性を調べた。

その結果，ジエチルアミンを添加することにより速やかに溶出され，メタノール/2%ジ

エチルアミン水溶液 (7/3 v/v) が最適な組成であった。クロピラリドのカルボキシル
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基と DBP 官能基根元のヒドロキシ基間とのクーロン力に対し，酸はカルボキシル基

と競合し，またアミンはヒドロキシ基と競合するためにクロピラリドの脱着に効果を発

揮したものと推定された。 

 

6.1.3.2 DBP樹脂の実試料への適用 

玄米や玄麦等の穀物試料は，同量程度の水を加え 15  30分間ほど浸漬させた

後にアセトン等の溶解力の高い有機溶媒を加えて抽出することで，極性農薬に対

し良好な回収率を得ることが可能である [12]。そこで，本研究でも，水 50 mL を加

え 30 分間静置した後にアセトン 150 mLを加え，スパーテルで撹拌しながら 30 分

間超音波を照射し抽出を行った。クロピラリド標準溶液，岩手県産大麦玄麦抽出液

及びクロピラリド添加玄麦抽出液のクロマトグラムを Fig. 6.1.2に示す。HPLCの移動

相条件は移動相中のメタノール比率をクロピラリドが 7  8分に検出されるようにした。

標準溶液のクロマトグラム (Fig. 6.1.2A) から求めた検出限界は，絶対注入量で

0.5 ng (S/N = 3) であった。また，ピーク面積値を基に作成した検量線は，0.5  50 

ngの範囲で良好な直線 (r2 ＝ 1.000) を与えた。 

DBP樹脂を利用し固相抽出を行った岩手産大麦玄麦試料のクロマトグラムを Fig. 

6.1.2B に示す。本試料中からはクロピラリドは検出されなかったため，これを空試験

試料とした添加回収実験を行った。この大麦玄麦抽出液に玄麦試料あたり 1 ppm

に相当するクロピラリドを添加し，得られた最終溶液のクロマトグラムをFig. 6.1.3Cに

示す。UV 検出器を用いる測定では，光吸収を有する夾雑成分による妨害を受け

やすいため，高い定量性を確保するためには前処理における精製度の向上が必

要となる。DBP 吸着剤を適用した本法ではその夾雑成分に由来するバックグラウン

ド及びピークは大幅に減少しており，クロピラリドのピークを十分に確認することが可

能となった。さらに品種の異なる他の国産玄麦 3種類についても同様の実験を 3回

繰り返し行った。結果を Table 6.1.2に示す。それぞれの試料の平均値を算出したと

ころ，88  95%と高い回収率が得られた。試料検体あたりのクロピラリドの検出限界

は 0.16 µg g1であり，今回適用した玄麦試料に対して十分に対応可能であった。 
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Table 6.1.1 Recovery experiments for clopyralid and its analogue on a DBP-resin cartridge  

analyte   solvents   

 methanol (7.5) ethanol (5) 2-propanol (4) acetonitrile (2.5) acetone (2.5) 

benzene nr nr nr nr nr 

chlorobenzene nr nr nr nr nr 

1,4-dichlorobenzene nr nr nr nr nr 

pentachlorobenzene  nr nr nr nr nr 

benzoic acid  nr 51.0 85.1 98.0 85.9 

2,5-dichlorobenzoic acid  49.6 98.7 98.5 99.4 > 100 

pyridine nr nr nr nr nr 

2-chloropyridine nr nr nr nr nr 

2,5-dichloropyridine nr nr nr nr nr 

2-pyridinecarboxylic acid  24.4 63.1 97.6 99.1 49.7 

clopyralid  98.9 99.8 93.0 > 100 99.3 
* nr, not retained. number in the parenthesis corresponds to δa value 
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Table 6.1.2  Recovery of chlopyralid from spiked wheat and barley samples 

samples prefecture of origin recoverya 
% 

RSD 
% 

wheat A Iwate 93.1 7.17 

B Ishikawa 90.6 6.62 

     C Ishikawa 89.9 6.43 

barley A Iwate 88.5 0.92 

*a: Mean of three determinations. 
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6.1.4 結 言 

塩素やカルボン酸を有するピリジンの誘導体であるクロピラリドは DBP 樹脂に対

し非常に強い親和力を発揮した。その結果，DBP 樹脂は，従来の逆相・順相といっ

た保持機構とは異なる保持特性を示し，抽出や精製で用いられる汎用有機溶媒中

に溶解したクロピラリドを強固に吸着することが可能であった。DBP樹脂が発現する

クロピラリドに対する吸着選択性を利用し，DBP 樹脂を玄麦中クロピラリド分析へ適

用したところ，非常に簡便な前処理操作で夾雑成分を大幅に除去することが可能と

なり，HPLC-UV 法によるクロピラリドの高感度測定に成功した。これらの結果から，

他の穀物や野菜，堆肥等のクロピラリド分析においても，分析に要する操作と時間

を大幅に削減できる可能性が示唆された。さらに，LC-MS/MS 等を用いることで微

量のクロピラリドに対してもバックグラウンドの低いクロマトグラム上で高感度・高選択

的に検出を行うことも期待できる。有用な吸着剤であることが判明した。 
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6.2 pNP樹脂を用いるアルコール飲料中オクラトキシンの定量 

 

6.2.1 緒 言 

第 5 章において，電子吸引性を示すシアノフェノキシ基，ニトロフェノキシ基を導

入した固相抽出剤を開発した。これらの固相抽出剤は双極子を有する化合物に対

して高い親和性を示すことが明らかとなった。そこで，これら電子吸引性を示す固

相抽出剤の実試料分析への適用性を検証するため，これらの固相抽出剤を食品

中危害因子であるオクラトキシン A (ochratoxin A : OTA) の前処理に応用した。 

OTAは Penicillium verrucosum.などにより二次代謝物として産生されるカビ毒の

一種である [1]。OTA 産生菌は温暖地域から寒冷地域まで幅広く分布しているた

め，OTA による食品の汚染は深刻な国際問題となっている [2]。OTA は WHO の

国際がん研究機関（International Agency for Research on Cancer: IARC）によりグル

ープ 2B (ヒトに発ガン性を示す可能性がある) に分類されている [3]。OTAの規制

について，EU では食品中の最大残留基準値を Table 6.2.1 に示すとおりに設定し

ている [4]。また，コーデックス委員会 (Codex alimentarius commission) は小麦，

大麦，ライ麦の３種の穀類に対しそれぞれ 5 μg kg-1 という基準値を設定している 

[5]。1998 年に発表されたコーデックス委員会による報告では，ヨーロッパにおける

ヒト (体重 60 kg) の１日当たりの OTA暴露量が最も多い食品は穀物の 1.9 ng kg-1

で，次いで赤ワイン (0.54 ng kg-1)，コーヒー (0.43 ng kg-1)，ビール (0.27 ng kg-1)，

豚肉 (0.13 ng kg-1)，干しぶどう (0.11 ng kg-1)，香辛料 (0.09 ng kg-1)，家きん肉

(0.03 ng kg-1)，豆類(0.02 ng kg-1)という結果であった [6]。 

Nakajimaらは日本国内で流通するビールを対象としたOTAによる汚染実態を調

査し，分析を行った輸入品のうち 91.5％ (96検体中 86検体，1.2 ~ 66.2 pg mL-1)，

日本国内品で 95.5％ (22検体中 21検体，2.2 ~ 44.8 pg mL-1)の検体から OTAが

検出され，国内品のビール試料から検出される平均的な OTA 量は北アメリカやヨ

ーロッパの試料の結果と類似していたと報告した [7]。 
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Table 6.2.1. Maximum levels for Ochratoxin A in foodstuffs 
 

Foodstuff 
Maximum 

levels 
(μg kg-1) 

Unprocessed cereals 5.0 

All products derived from unprocessed cereals, including processed cereal 

products and cereals intended for direct human consumption with the 

exception of foodstuffs  

3.0 

Dried vine fruit (currants, raisins and sultanas) 10.0 

Roasted coffee beans and ground roasted coffee, excluding soluble coffee 5.0 

Soluble coffee (instant coffee) 10.0 

Wine (including sparkling wine, excluding liqueur wine and wine with an 

alcoholic strength of not less than 15 % vol) and fruit wine  
2.0 

Aromatised wine, aromatised wine-based drinks and aromatized 

wine-product cocktails  
2.0 

Grape juice, concentrated grape juice as reconstituted, grape nectar, grape 

must and concentrated grape must as reconstituted, intended for direct human 

consumption  

2.0 

Processed cereal-based foods and baby foods for infants and young children 0.5 

Dietary foods for special medical purposes bintended specifically for infants 0.5 

Green coffee, dried fruit other than dried vine fruit, beer, cocoa and cocoa 

products, liqueur wines, meat products, spices and liquorice 
- 
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この結果について Nakajima らは，日本がこれら地域で生産された麦芽を大量に

輸入しビールの原料に用いていることが要因となる可能性を示唆した。さらに，2005

～2006年にかけて行われた日本国内の小売店で販売されている食品を対象とした

OTA量の調査では，検出された試料の平均は小麦粉で 0.10 ~ 0.48μg kg-1 (50試

料中 24検体から検出)，ライ麦で 0.28 ~ 2.59 μg kg-1 (10試料中 7検体)，そば粉で

0.16 ~ 0.179μg kg-1 (10試料中 6検体)，ワインで 0.07 ~ 0.72 μg kg-1 (10試料中 6

検体)，ビールで0.01 ~ 0.05μg kg-1 (20試料中12検体)との結果が報告された [8]。 

OTA が食品の製造工程で完全に分解されずに残留し，さらに家畜粗飼料に由

来する OTA が畜肉にも残留していることが多くの科学データにより報告されている

ものの，我が国には人の食用及び家畜用の飼料などに対する残留基準値は 2014

年現在では設定されていない [9]。家畜粗飼料の輸入量が多く，かつ食糧自給の

低い我が国も OTA の暴露量は世界の先進国とほとんど変わらないと推察されるた

め，今後 OTAの基準値が EUなどを参考に設定される可能性が高い。 

食品中の微量OTAを正確に測定するには，試料前処理において高い精製効率

が求められる。OTA を含む食品試料の前処理には主にイムノアフィニティーカラム 

(Immuno affinity column: IAC) [8, 10-17]の使用が主流である。しかしながら，生物

学的な親和力に基づく分離場を利用する場合，OTA に対する分離選択性は非常

に優れているものの，ランニングコストや使用期限，耐溶媒性などの問題が大きく，

分析者にとっては負担が大きい。近年では分子鋳型ポリマーMIPs [18-21] を用い

るという報告もあるが，MIPs では少量で非常に効果であるマイコトキシンをテンプレ

ート分子に用いなくてはならないため，ルーティン分析用の試料前処理用吸着剤と

しては実用性に欠ける。この他，選択的な吸着性を有する合成核酸であるアプタマ

ー [22-24] の分析分野への適用も報告されているが，前処理剤としての応用は始

まったばかりである。また，OTAの検出システムはHPLC-FL [7, 8, 10-19, 21, 25-28]

や HPLC-MS/MS [29-34] ，ELISA [35-39] などが多用される。 

オクラトキシン類の化学構造を Fig. 6.2.1に示す。OTAは分子内に塩素原子とフ

ェノール性水酸基，カルボキシル基のほかに，アミド基やフェニル基，イソクマリン骨

格といった π 共役系も有しているため，第 5 章で試作した p-シアノフェノキシ基，p-
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ニトロフェノキシ基を導入した樹脂が有する双極子モーメントに対し高い親和性を

示すものと予想される。 

そこで，第 5章で調製した種々の樹脂を用いてOTAに対する吸着挙動を確認し，

OTA の試料前処理への適用性を評価した。その結果，p-ニトロフェノキシ基型樹脂

(pNP樹脂)がOTAに対し最も好適であったため，pNP樹脂を用いてワインやビール

等のアルコール飲料中の OTAの試料前処理に適用した。 

 

6.2.2 実 験 

 

6.2.2.1 試 薬 

本検討には以下の試薬を用いた。アセトニトリル  (Sigma-Aldrich 製，

CHROMASOLV®gradient grade, for HPLC, ≧99.9％)，メタノール (Merck 製，

LiChrosolv®gradient grade for HPLC)，アセトン (Sigma-Aldrich製，Cgromadolv®，

for HPLC，≧99.8％)，酢酸エチル (和光純薬製，高速液体クロマトグラフ用)，エタ

ノール (和光純薬製，高速液体クロマトグラフ用)，1-プロパノール (和光純薬製，

高速液体クロマトグラフ用)，Supelco製 Ochratoxin A (50 µg/mL in benzene : acetic 

acid (99:1), Lot:LB95283)。Supelco製の OTA溶液をアセトニトリルで 50倍希釈し，

それを固相抽出や添加回収実験などに使用した。純水は，東レ製超純水製造装

置 LV408で製造されたものを用いた。 

 

6.2.2.2 高速液体クロマトグラフィー 

HPLC システムには，GL サイエンス製の EZChrom Elite で制御された GL7400

シリーズを用いた  (GL-7410 HPLC Pump，GL-7420 Auto Sampler，GL-7430 

Column Oven，GL-7450 UV Detector，GL-7453A FL Detector，GL-7480 Solvent 

Reserver により構成)。測定条件は以下の通り設定した。カラム: GL サイエンス製

InertSustain® C18 (250 mm×4.6 mm i.d.，粒子径: 5 µm)，移動相: 4.4%酢酸/アセト

ニトリル (55/45 v/v)，流量: 0.3 mL min1，カラム温度: 50 °C，検出: 励起波長 333 

nm，蛍光波長 460 nm，注入量: 5 µL。 
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Fig. 6.2.1 Chemical structure of ochratoxin A 
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6.2.2.3 p-ニトロフェノキシ基導入固相抽出剤 (pNP樹脂) の調製 

pNP 樹脂をはじめとする p置換フェノキシ基導入固相抽出剤の調製は，第 5 章

に示した通りである。グリシジルメタクリレートとエチレンジメタクリレートとの共重合に

より合成した基材樹脂 (45  90 µm) に， p-ニトロフェノールを反応させた。反応後，

硫酸酸性下で残存エポキシ基を開環させジオール基とした。同様の方法で p-シア

ノフェノール，p-フルオロフェノール，p-クロロフェノール，p-ブロモフェノール及びフ

ェノールを導入した樹脂を調製した。それぞれ，pCP 樹脂，pFP 樹脂，pClP 樹脂，

pBrP 樹脂及び Phe 樹脂と表記する。得られたの官能基導入量及び導入した化合

物の電子吸引性は Table 6.2.2 (Table 5.1 と同じ) に示した通りである。 

 

6.2.2.4 各固相抽出剤における OTAの捕捉特性 

得られた各 p置換フェノキシ基導入固相抽出剤 100 mgを，VARIAN製空カート

リッジ (容量 1 mL) に乾式充填した。作製した pNP 樹脂充填カートリッジは，使用

前にメタノール 10 mL，50 mM リン酸水溶液/アセトニトリル (4/6 v/v) 10 mL，純水

30 mLを順次通液してコンディショニングした。 

各固相抽出剤における OTA の吸着特性は，各固相抽出剤を充填したカートリッ

ジを用いて評価した。pNP 樹脂及び p置換フェノキシ基導入固相抽出剤 100 mg

を充填した固相抽出カートリッジにメタノール 10 mL，50 mM リン酸水溶液/アセトニ

トリル (4/6 v/v) 10 mL，純水 30 mLを順次通液してコンディショニングした。OTA標

準溶液 (1 ng mL1) 10 mLを，コンディショニング済のカートリッジに負荷させた。次

いで，5 mM リン酸水溶液/アセトニトリル (5/5, v/v) 1 mLでカートリッジを洗浄して，

捕捉された夾雑成分を洗い流した。その後，5 mMリン酸水溶液/アセトニトリル (4/6, 

v/v) を 1 mLずつ 3回通液して，それぞれの溶出液 (通過液) を採取した。溶出分

画溶液中の OTAを HPLC-FLにて分離・定量した。 
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6.2.2.5 試験試料と調製 

試験試料には，アルコール飲料としてワインとビールを選んだ。ワインには，チリ

産及びフランス産の赤ワイン・白ワインをそれぞれ1種類，ビールは日本産を 2種類

とアメリカ産とオランダ産各 1種類，さらにアイルランド産のダークビール 1種類を用

いた。 

前処理操作のプロトコールを Fig. 6.2.2に示す。pNP樹脂及び p置換フェノキシ

基導入固相抽出剤 100 mgを充填した固相抽出カートリッジにメタノール 10 mL，50 

mM リン酸水溶液/アセトニトリル (4/6 v/v) 10 mL，純水 30 mLを順次通液してコン

ディショニングした。各アルコール飲料 250 µLを水/アセトニトリル (9/1, v/v) で 80

倍に希釈した試料溶液 20 mLを，コンディショニング済のカートリッジに負荷させた。

次いで，5 mM リン酸水溶液/アセトニトリル (5/5, v/v) 1 mLでカートリッジを洗浄し

て，捕捉された夾雑成分を洗い流した。その後，50 mM リン酸水溶液/アセトニトリル 

(4/6, v/v) 1 mLで OTA を溶出させ，溶出液中の OTAを HPLC-FLにて分離・定量

した。 
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6.2.3 結果と考察 

 

6.2.3.1 各固相抽出剤における OTAの捕捉特性 

水/アセトニトリル (9/1, v / v) 調製した 1 ng mL1の OTA溶液を 10 mL負荷させ，

その後，5 mM リン酸水溶液/アセトニトリル (4/6, v/v) を 1 mLずつ 3回通液した。

カートリッジからの溶出液 (透過液) を順次捕集し，3 mL目までの計 3つの溶出分

画液中の OTA濃度を測定して回収率を求めた。結果を Fig. 6.2.3に示す。 

調製した各固相抽出剤における OTA の捕捉特性は，各固相抽出剤間で大きな

差が観察された。置換基を持たない Phe 樹脂では第 1 溶出分画液中の OTA 量 

(溶出した量) が最も高く，OTAとの親和力がほとんどないものと推定した。ハロゲン

で置換された官能基を有する固相抽出剤の場合には，ハロゲンの原子番号の大き

い順に第 1溶出分画液中のOTA量が減少し，次いで pClP樹脂，pNP樹脂の順に

OTA の存在量は減った。一方，第 3 溶出分画液中の OTA 量が最も高かったのは

pNP 樹脂であり，他の固相抽出剤では 10%以下であった。pNP 樹脂を除く他の固

相抽出剤では，3回の通液で 90%以上の OTAが溶出した。 

これらの結果は，Hammet則に基づく置換基の電子求引効果によって理解できる。

Table 6.2.2 (Table 5.1 と同じ) に各種固相抽出剤に導入した化合物の電子求引性

パラメータ δp 値を示す。フェノキシ基のエーテル酸素原子は電子供与性の官能基

である。ベンゼンを介してパラ位にニトロ基のような電子求引性の官能基が置換さ

れている場合，電荷の偏りによって生じる電気双極子モーメント μは非常に大きくな

る。これによりOTAとの双極子間の相互作用が増大するため，pNP樹脂が最も高い

親和性を発現したものと考えられる。また，平面性の高い官能基を有するOTAに対

し，pNP樹脂が有するニトロ化芳香環は π-π相互作用に OTAに対する親和性が増

強された可能性も考えられる。なお，塩素と臭素が有する δp 値は同じにもかかわら

ず，OTA に対する吸着挙動に差が生じたのは，pBrP 樹脂が有する原子分極率に

基づく分散相互作用が寄与しているためと推定される。 
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Table 6.2.2 Constants of electron withdrawing effect and contents of functional 

group in the prepared phenoxy-resins  

phenoxy- 

resins 

substituted  

groups 
p 

contents of phenoxy group 

[mmol g-1] 

Phe H 0 1.22 

pFP F 0.06 － 

pClP Cl 0.23 － 

pBrP Br 0.23 0.43 

pCNP CN 0.66 0.73 

pNP NO2 0.78 0.91 
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6.2.3.2 pNP樹脂における OTAの脱着特性 

前項の結果を受け，pNP樹脂におけるOTAの脱着特性を調べた。pNP樹脂を 1 

mLシリンジ型カートリッジに 50 mg充填したカートリッジを，前項と同様にコンディシ

ョニングし，1 ng mL1の OTA溶液を 10 mLを負荷させた。リン酸水溶液/アセトニト

リル及びリン酸水溶液/メタノールを用い，リン酸濃度及び有機溶媒組成を変化させ

て OTA の溶出率を調べた。カートリッジからの溶出液を 1 mL ずつ順次捕集し，3 

mL目までの溶出分画液中のOTAの濃度をHPLCで定量し，定量値から求めた回

収率を Fig. 6.2.5に示す。 

溶出液中のアセトニトリル組成が高いほど OTA の回収率は高く，またリン酸濃度

が高いほどOTAの回収率は高くなった。50%アセトニトリルでは，リン酸濃度25 mM

以上で定量的に溶出可能であった。溶離液中の有機溶媒をメタノールに変えて同

様の検討を同様の実験を行ったが，本検討の範囲ではOTAを効率良く溶出させる

ことが困難であった。 

この結果は，pNP 樹脂と OTA 間で作用する π-π 相互作用に基づくものと推定さ

れ，アセトニトリル分子内の π電子により溶出力増強されたためと推定した。また，溶

離液中のリン酸の代わりに酢酸を用いて同様の検討を行ったが，酢酸では OTA は

ほとんど溶出されなかった。これはリン酸と酢酸間のイオン強度に基づくものと考え

られる。OTA分子内には存在するフェノール性水酸基とカルボキシル基が存在して

おり，イオン強度が高い溶離液ほどOTA－pNP樹脂間の極性相互作用を低減する

ことができるためと考えられる。これらの結果から，溶離剤にはリン酸のほうが有効で

あると判断した。 
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6.2.3.3 pNP樹脂を前処理に用いたアルコール飲料中の OTAの測定 

pNP樹脂が有するOTAに対する親和性を利用した，ワイン及びビール中のOTA

の固相抽出試験を行った。 

ワイン及びビールは Fig. 6.2.3 に示した前処理プロトコールをに従い処理を行っ

た。負荷後の洗浄液には 5 mM リン酸水溶液/アセトニトリル (5/5, v/v) 1 mLを，溶

離液には 50 mM リン酸水溶液/アセトニトリル (4/6, v/v) 1 mLを用いた。溶出液を

HPLC-FLを用いて OTAの分離・定量を行った。 

OTA 標準溶液と，pNP 樹脂を用いて試料前処理を行ったワイン及びビールの抽

出液とそれらに 0.5 ng L1 OTAを添加して前処理を行った時のクロマトグラムを Fig. 

6.2.6に示す。Aは赤ワイン (Chile)，Bは白ワイン (Chile)，Cはビール (Japan) 及

びEはダークビール (Republis of Ireland) のクロマトグラムである。また，B’，C’，D’ 

及び E’はそれぞれに 0.5 ng mL1 OTAを添加して前処理を行った溶液のクロマトク

ラムである。蛍光検出は発蛍光性溶質に対し高感度・高選択的な検出が可能であ

るが，ポリフェノール類等はOTAと同様に発蛍光性を有するためクロマトグラム上に

は夾雑成分由来の妨害ピークが検出されて定量性が低下する恐れがある。しかし，

pNP 樹脂を試料前処理に適用した本法では夾雑成分に由来する妨害ピークは検

出されず，OTAのピークを良好に分離検出することが可能であった。 

今回用いたアルコール飲料からは OTAは検出されなかった。そこで，これらを空

試験試料として添加回収実験を行った。各試料に 2 ng mL1の OTAを添加して測

定を行った。同一の実験を 3 回繰り返して調べた OTA の回収率と相対標準偏差 

(RSD) を Table 6.2.3に示す。各試料における回収率は，赤ワインで 82  83%，白

ワインで 86  88%，ビール試料で 87  93%，ダークビールで 93%であり，RSD も白

ワイン 1種を除き 5%以下と良好な結果であった。 
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Table 6.2.3 Recoveries of OTA added to wines and beers. 

samples country of origin recovery [%] a RSD [%] 

red wine Chile 81.6 4.33 

 France 82.6 3.09 

white wine Chile 87.6 5.58 

 France 85.5 3.76 

beer Japan 91.6 0.77 

 Japan 93.3 3.35 

 US 86.9 1.21 

 Netherlands 91.0 0.60 

dark beer Republis of Ireland 92.6 1.96 

a: mean of three determinations. 
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6.2.4 結 言  

第 5 章において調整した電子求引性官能基をパラ位に有するフェノキシ基型吸

着剤を用いたところ，OTA を高選択的かつ強固に吸着することが可能であった。特

に，pニトロフェノキシ基を有する pNP樹脂は，OTAに対し高い吸着選択性を発現

した。pNP 樹脂を用いてポリフェノールを多く含むワイン及びビールの試料前処理

に適用したところ，pNP 樹脂充填カートリッジのみで高度な精製が達成され，溶出

液のクロマトグラム上には OTA の定量を妨害するピークは検出されなかった。これ

らのことから，本研究の双極子相互作用を活用した分子認識場は，OTA のように π

平面，さらに水酸基やカルボキシル基などの極性基を併せ持つ溶質に対し高い親

和力を発現し，実試料への高い適用性も有していることが明らかとなった。 
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