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緒言
我が国では，家畜伝染病として口蹄疫，豚熱，高病原性鳥インフルエンザなど28種の疾病が家畜伝染病予防法で指定されている．その中で近年，高病原性鳥インフルエンザ（以下，鳥インフルエンザ）が，社会的にも，食品衛生学的にも人の健康に対する大きな脅威となっている．1997年，香港で鳥インフルエンザが発生し，その中で初めてヒトへの感染が確認され，人獣共通感染症の一つとして認識されることとなった．その後，鳥インフルエンザはアジアを中心に発生，流行し，新型インフルエンザとして社会的に大きな問題となった．2004年には，日本国内でも鳥インフルエンザが確認された．　　
我が国では，鳥インフルエンザが発生した場合，「高病原性鳥インフルエンザ及び低病原性鳥インフルエンザに関する特定家畜伝染病防疫指針」*1に基づいて対処され，発生源の農場からの家きん類の出荷制限と共にと畜，焼却処分を行うこととなっている．海外では予防や治療のためにワクチンや種々の抗ウイルス剤などの薬剤が使用される場合があるが，我が国では，ワクチンや抗ウイルス剤の使用は禁止されている．これは人に用いる抗インフルエンザウイルス剤が動物(家畜)に使用されることで薬剤耐性を持ったウイルスの出現が危惧されるからで，すでにアマンタジンに対する耐性を獲得したウイルスが存在することが知られている1）．
一方､中国では鳥インフルエンザの治療にワクチンが使用されたといわれているが2），ウイルスの感染を完全には回避できず発症を抑える程度のものであるとされる3）．また，発症前から予防薬として抗インフルエンザウイルス剤を使用することがあり，実際に中国の養鶏場で予防薬として使用されたと思われる抗ウイルス剤が鶏肉から検出された事例もある5)．日本においてもヒト用抗インフルエンザウイルス剤をニワトリに投与して，治療効果が認められたとの報告もある6）． 
抗ウイルス剤の分析は，これまでは生体内の薬物の挙動に関しての研究が中心であり，人や動物の血清7),8)，血漿9)～13)，尿9)，11)，12)，14)，唾液12)，肝臓15)などからの分析がほとんどである．食品からの分析法としては，Chanら16)，鶴岡ら17）によるLC-MS/MSによる分析法があるが、分析対象の抗ウイルス剤の数は単品あるいは2，3剤と少ない．一方，Berendsenら18) はLC-MS/MSによる複数の抗ウイルス剤を対象にした分析法を報告しているが，抗インフルエンザウイルス剤以外の抗ウイルス剤も対象としており、その組み合わせも実際的ではない。また，いずれも鶏筋肉のみを分析対象としており，鶏加工品である唐揚げや焼き鳥などに利用される鳥の内臓部位や鶏卵などを対象としているものは少ない．
そこで今回，著者らは，鶏肉，鶏内蔵および鶏加工品について鶏肉から検出事例もある5），アマンタジン，人のインフルエンザに汎用されるオセルタミビル，ザナミビルおよび近年，開発されたペラミビル，ラニナミビルや諸外国で使用実績のあるリマンダジンとアルビドールの計7種の抗ウイルス剤のLC-MS/MSを用いた分析法の開発について検討を行い，若干の知見を得たので報告する．
各抗ウイルス剤の構造式をFig. 1に示した．
　　　　　　　　　　Fig. 1

*1農林水産大臣公表（令和2年7月1日）Specific Domestic Animal Infectious Disease Quarantine Guidelines for Highly Pathogenic Avian Influenza and Low Pathogenic Avian Influenza
https://www.maff.go.jp/j/syouan/douei/katiku_yobo/k_bousi/attach/pdf/index-30.pdf

　実験方法
[bookmark: _GoBack]1．試料
試料は，東京都内の小売店にて市販品を購入した．鶏筋肉，鶏脂肪，鶏内臓，鶏卵および鶏加工品を用いた．

2. 試薬
標準品：アマンタジン塩酸塩は富士フイルム和光純薬工業(株)製，オセルタミビル，アルビドール，ザナミビル，1-ペラミビル，ラニナミビルはTronto Research Chemicals社製，　1-（1-アダマンチル）エチルアミン塩酸塩（リマンタジン塩酸塩）はSigma Aldrich社製を用いた．
アマンタジン，リマンタジン，アルビドール，オセルタミビルおよびペラミビル各標準原液：それぞれ10 mg相当を精秤し，メタノールに溶解しで100 mLとした（100 µg/mL）．
ザナミビル標準原液： 10 mg相当を精秤し，水に溶解して100 mLとした（100 µg/mL）．
ラニナミビル標準原液：10 mgを精秤し，メタノール－水（１：１）に溶解して100 mLとした（100 µg/mL）．
混合標準溶液：各標準原液の10 mLをとって混合し，メタノールで100 mLとしたものを混合標準溶液とした（10 µg/mL）
固相抽出カラム：InertSep MCX（500 mg/6 mL）（GLサイエンス(株)製），InertSep MAX（500 mg/6 mL）（GLサイエンス(株)製）
その他の試薬：
メタノールはLC-MS用 （関東化学(株)製），高速液体クロマトグラフィー用（富士フイルム和光純薬工業(株)製），アセトニトリルは LC-MS用（関東化学(株)製），ギ酸は高速液体クロマトグラフィー用（富士フイルム和光純薬工業(株)製）を用いた．

3．装置
ホモジナイザーはSMT COMPANY社製マルチディスパーサー PB-95，遠心分離機はKUBOTA社製ユニバーサル冷却遠心機 5930，ロータリーエバポレーターはBUCHI社製有機溶媒回収装置 V-703を用いた．高速液体クロマトグラフは島津製作所製　LC-20，質量分析装置はSCIEX社製API-5500QTRAPを使用した．

4．測定条件
　<HPLC条件>
分析カラム：ZIC-HILIC（2.1 mm i.d.×150 mm，3.5 µm，メルク社製）, カラム温度：40℃，流速：0.2 mL/min，注入量：10 µL，移動相：A液；0.1％ギ酸　B液；0.1％ギ酸含有アセトニトリル，グラジエント条件：0分（A:B=20:80）→5分（A:B=20:80）→15分（A:B=50:50）→25分（A:B=50:50）→25.1分（A:B=20:80）
<MS条件>
測定モード：マルチプルリアクションモニタリング（MRM），イオン源温度：400℃，コーンガス流量：窒素，50 L/hr，脱溶媒ガス温度および流量：窒素，350℃，900 L/hr

5．検量線の作成
混合標準溶液をアセトニトリル-メタノール-1％酢酸(8:1:1)混液で希釈し，0.00005～0.010 mg/Lの濃度範囲の標準溶液を調製し，それぞれ10 µLをLC-MS/MSに注入した．得られたクロマトグラムから各抗ウイルス剤のピーク面積を求め，絶対検量線法により検量線を作成した．

6．試験溶液の調製
6．1　抽出
試料10 gにメタノール－水（9：1）を50 mL加え，ホモジナイザーで撹拌後，3,000 rpmで5分間遠心分離を行った．得られた上清を200 mLメスフラスコに分取したのち，さらに残渣にメタノール－水（9：1）を50 mL加えてホモジナイザーで撹拌後，同様に遠心分離を行った．得られた上清をメスフラスコに合わせ，メタノール－水（9：1）を用いて正確に200 mLに定容したものを試料溶液とした．
6．2　精製
あらかじめメタノール10 mL でコンディショニングしたMAXおよびMCXミニカラムをMAXミニカラムが上になるように連結して6．1の抽出操作で得られた試料溶液の10 mLを負荷し，メタノール10 mLを流してカラムを洗浄したのち，MAXミニカラムを外した。残ったMCXミニカラムを1％ギ酸含有メタノール，水およびメタノールそれぞれ10 mLで洗浄した後，25％アンモニア水-メタノール（1：19）混液および25％アンモニア水-メタノール（1：9）混液それぞれ10 mL流し，抗ウイルス剤を溶出した．
溶出液を減圧下，溶媒留去して得られた残渣をアセトニトリル-メタノール-1％酢酸(8:1:1)混液1 mLで溶解したものを試験溶液とした．

結果および考察
1．測定条件の検討 
1．1　MS条件の検討 
各抗ウイルス剤をLC-MS/MS で測定するためのMS条件の検討を既報19-21）を参考に行った．イオン化モードについてはエレクトロスプレーイオン化法（ESI）を用いることとし，測定モードを選択するために，インフュージョン測定を行ったところ，すべての抗ウイルス剤でプロトン付加分子が強く検出された．次に，それぞれのプロトン付加分子をプリカーサーイオンとして，Selected Reaction Monitoring（SRM）モードでの測定条件を検討した結果，衝突誘起解離によって，それぞれプロダクトイオンが検出された．それぞれのモニターイオンに最適な条件をTable 1に示した．
Table 1

1．2 LC条件の検討
これまで報告されている抗ウイルス剤の分析におけるLCカラムとしては，逆相系のカラム（ODS）が多く用いられている19,20,22）．そこで，いくつかの一般的なODS系のカラムについて検討したが，保持時間が早いものから遅いものまで幅があり、また，ピークの形状もよくないものもあり，７種類の抗ウイルス剤を一斉に測定することは困難であった．次に対象とした抗ウイルス剤が塩基性物質または両性物質であることから，分析カラムとしてスルホン基を修飾した陽イオン交換カラムについて検討を行った．
陽イオン交換カラムではODS系のカラムと比較して，全体的に保持時間の幅が狭まったが，ラニナミビル，ザナミビルのピーク形状が悪かった．そこで，近年，極性物質の分析に用いられるようになった親水性相互作用を有するHILIC　(Hydrophilic Interaction Chromatography)カラムを用いて検討した．移動相にはHILIC分析で広く使われるアセトニトリル－水系を用いた．HILICカラムは，その固定相の種類により溶出挙動が異なることから，Triart Diol－HILIC(内径2.1 mm，長さ150 mm，粒子径3 µm， YMC社製),　PC　HILIC(内径2.1 mm，長さ150 mm，粒子径2.7 µm，大阪ソーダ社製), Inertsil Amide(内径2.1 mm，長さ150 mm，粒子径3 µm，GLサイエンス社製), Inertsil 　HILIC(内径2.1 mm，長さ150 mm，粒子径2.7 µm，GLサイエンス社製), ZIC-HILIC（内径2.1 mm，長さ150 mm，粒子径3 µm，メルク社製）などのHILICカラムについて先に示した操作条件に従い各抗ウイルス剤の検出状況を検討した．その結果，各ピークの分離や形状およびMS感度は，ZIC-HILICが最適であることが分かった．   
　移動相の溶媒系としてはアセトニトリルとメタノールについて検討を行った．LC-MS/MSの移動相の添加剤としては広く使用され，7種の抗ウイルス剤のイオン化促進に最適なギ酸，酢酸，ギ酸アンモニウムを用いて種々検討を行った．その結果，添加剤には溶出状況が最も良好であった酢酸を用いることとし，その添加濃度について検討した．すなわち，酢酸を3濃度（0.5，1および2 vol％），有機溶媒として同濃度の酢酸含有アセトニトリルおよびメタノールとの組み合わせについて検討した．その結果， 1 vol％酢酸含有アセトニトリル‐1 vol％酢酸を移動相とするグラジェント溶離を行った場合に最も良好なピーク形状，感度が得られた，以上の結果より，本法ではカラムとしてZIC-HILIC，移動相には1 vol％酢酸含有アセトニトリル―1 vol％酢酸のグラジエントによる分析条件を採用することとした．

2．試験溶液の調製 
2．1　抽出法
食品中からの塩基性物質である抗ウイルス剤の抽出には，アセトニトリルやメタノールとこれらに水や酸を加えた極性溶媒22-24）の他，マキルベン緩衝液17）などを用いた報告もある．しかし，今回の分析対象である抗ウイルス剤の多くは塩基性物質であるが，ペラミビル，ザナミビルおよびラニナミビルは分子構造中にカルボキシル基を有する両性物質である．そこでこのように化学的性質が大きく異なる抗ウイルス剤を効率よく抽出できる溶媒系について検討した．鶏の筋肉をペースト状にした試料10 gにそれぞれの抗ウイルス剤0.1 µgを添加し，抽出溶媒としてメタノール，アセトニトリル，酢酸エチル，アセトン，アセトニトリルル－ヘキサン混液およびメタノール－アセトニトリル混液を用いてそれぞれの抽出率について比較検討した．
その結果，メタノールおよびアセトンで80％以上の比較的良好な回収率が得られた．そこで，メタノールおよびアセトンとこれに水を加えた混液のメタノール－水(9：1),メタノール－水(8：2),メタノール－水(4：1),アセトン－水(9：1）, アセトン－水(8：2)およびアセトン－水(4：1)混液について抽出率を調べたところ，メタノール－水(9：1）ですべての抗ウイルス剤で85％以上の良好な回収率が得られた．しかし，各抗ウイルス剤はその置換基の違いにより抽出におけるpHの影響が無視できないと考えられたため，さらに，抽出溶媒のpHの影響について検討を行った．
そこで、メタノール－水(9：1）混液をアンモニア，塩酸あるいは酢酸を用いてpH2.5，pH6.5およびpH9.5に調整した混液を用いて各抗ウイルス剤の回収率を調べた．　　
その結果，いずれの抽出液でも回収率に差はなかったことから，操作性を考慮して抽出溶媒にはメタノール－水(9：1）混液を用いることとした． 

2．2　固相抽出カラムによる精製
今回の分析法は，鶏肉だけではなくその加工品や鶏卵を対象としているが，抽出操作に脱脂工程がないため，測定上に脂質などの低極性成分やその他の食品由来成分が影響を与えると考えられた．
抗ウイルス剤の精製は，一般的には逆相系固相抽出カラムのC1822）あるいは，塩基性化合物のアマンタジンやリマンタジンを測定対象にしている報告では，陽イオン交換系固相抽出カラム19,24）を使用していることが多い．
まず，今回分析対象とした抗ウイルス剤はほとんどが塩基性物質または両性物質であるため，精製には,イオン交換系のカラムを用いる方が精製効果が大きいと考えられた．そこで，強陽イオン交換系のInertSep MCXを用いて各抗ウイルス剤の挙動について調べた．まず，メタノールで調製した抗ウイルス剤の0.1 µg/mL混合標準溶液5 mLをInertSep MCXに負荷したところ，抗ウイルス剤はいずれも良好に保持された．次に，イオン性の夾雑物等を除去する目的でInertSep MCXカラムに1 vol％ギ酸－メタノール，水およびメタノールそれぞれ10 mLを用いて洗浄したところ，洗浄液に抗ウイルス剤はいずれも検出されず，十分に保持されていた．
なお，一般的に汎用される固相抽出カラムである逆相系のInertSep C18，ポリマー系のカラムであるOASIS HLBについても適用の検討を行った．抗ウイルス剤の0.1 µg/mL混合標準溶液を水，アセトニトリルおよびメタノールで調製し，それぞれのカラムに各々1 mL負荷したところ，いずれのカラムにもラニナミビル，ザナミビルおよびペラミビルは保持されなかった．これらは両性物質であり，一方の置換基のイオン化の抑制が不足していたためと思われた。
次いで溶出溶媒について検討した．分子中のアミノ基や3級アミンがプロトン化してカチオン型となってスルフォン基に結合している抗ウイルス剤を脱離するために，イオン化を抑制してカラムからの脱離を促進することとした．そこで，イオン化の抑制にアンモニア水を用いることとし，25％アンモニア水-メタノール混液を用いて、その混合比率を変え5 mLずつの溶出状況について調べた．
その結果，Fig.2に示すとおり，25％アンモニア水-メタノール（1：19）混液10 mL，25％アンモニア水-メタノール（1：9）混液10 mLのいずれでも各抗ウイルス剤をすべて溶出させることができなかったが，溶出液量を増加することで解決することができた．これは，抗ウイルス剤カチオン対するアンモニアのイオン化の抑制作用に幅があるためと考えられた．これらのことから，25％アンモニア水-メタノール（1：19）混液10 mLを流した後，さらに，25％アンモニア水-メタノール（1：9）混液10 mLを用いて溶出することで良好な回収率を得られることが分かった． 
　　　　　　　　Fig.2
そこで実試料での適用を試みたところ， InertSep MCXカラムのみでは精製が十分ではなかったため，精製効果を上げるために2段カラム法について検討した．追加するカラムとして上段に強陰イオン交換系のInertSep MAXを用いて精製効果について調べた．実試料として鶏の脂肪を用いてメタノール－水（9：1）で抽出した抽出液に0.1 µg/mLの混合標準溶液を添加して，InertSep MAXカラムからの溶出状況の確認を行った．その結果，上段のInertSep MAXカラムでは，試料溶媒であるメタノール－水（9：1）10 mL, 洗浄溶媒であるメタノール20 mLには，抗ウイルス剤は保持されずに透明な溶出液が得られた．カラムには夾雑物由来の黄色のバンドが観察され，精製効果が確認された．これは低分子の酸性物質やリン脂質などの夾雑物がInertSep MAXカラムに保持されたと考えられる．
これらの結果からMAXミニカラムとMCXミニカラムの二段カラムを用いた精製により，SRMクロマトグラムに測定を妨害するピークは確認されず，回収率も良好な結果が得られた．
　　　　　　　
3. 添加回収実験
鶏筋肉，鶏脂肪，鶏肝臓，鶏心臓，鶏砂肝（砂嚢）および鶏卵の計6種の試料をペースト状にした後，一律基準値(0.01 mg/kg)に相当する抗ウイルス剤混合標準溶液を添加し，30分間室温で放置したのち，抽出操作を行った．測定の結果をTable 2に示した． 6試料における真度は，72.6～96.0％，併行精度は0.3～9.2％であった．Fig. 3に7種類の抗ウイルス剤混合標準溶液のクロマトグラム，Fig. 4に各抗ウイルス剤と鶏脂肪の代表的なSRMクロマトグラムを示した．検討したすべての試料において分析の支障となるピークは認められなかった．本法における各抗ウイルス剤の定量下限はいずれも0.01 mg/kgであった．
Table 2，　Fig.3，　Fig.4
なお，試料マトリックスの影響を確認するため，回収率100％相当濃度の各マトリックス添加標準溶液と溶媒標準溶液とのピーク面積の比を求めたところ， 0.73～1.03であった．筋肉，腎臓，心臓のオセルタミビルやザナミビルでマトリックスの影響が大きくなる傾向があった．しかし，今回対象とした抗ウイルス剤の中には，重水素やC13などの安定同位体でラベル化された内部標準試薬もあることから，内部標準を用いた検量線を使用することや機器の感度が十分にある化合物については，さらに希釈を行うことでマトリックスの測定への影響は少なくなるものと考えられた．

4.実態調査
市販されている鶏肉(胸肉，もも肉，肝臓，心臓，皮)の10点，鶏卵の2点およびそれらの加工品である唐揚げ3点，焼き鳥（たれ，塩）6点，サラダチキン2点，鶏そぼろ，チキンカツ2点，フライドチキン2点，鶏軟骨揚げ，肉だんご，ゆで卵等30点の計42点について，開発した試験法を用いて7種の抗ウイルス剤の分析を行った．その結果，いずれの抗ウイルス剤は検出されなかった．同時に加工品に対して行った添加回収試験の結果をTable 3に示した．9試料における真度は，71.3～101.3％の範囲であり，開発した試験法が加工品等にも適用できることが確認された．
Table 3 

まとめ
鶏肉およびその加工品中からの7種の抗ウイルス剤の分析法を確立した．
試料からメタノール－水（9：1）で抽出し，MAXミニカラム及びMCXミニカラムで精製した後，LC-MS/MS で定量および確認を行う方法を開発した．
開発した分析法を鶏肉および鶏卵など6食品に適用した結果，真度72.6～96.0％，併行精度0.3～9.2％の良好な結果が得られた．定量下限値は0.01 mg/kgであった．
なお，本分析法を用いて市販品42点の実態調査を行ったところ，いずれの抗ウイルス剤は検出されなかった．
以上のことから本分析法は鶏肉およびその各品の分析法として十分使用できるものと考えられる．
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