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食品に残留する農薬、飼料添加物又は動物用医薬品の成分である 

物質の試験法の一部改正について  

 

 

今般、農薬、飼料添加物及び動物用医薬品に関する試験法に係る知見の集積

等を踏まえ、「食品に残留する農薬、飼料添加物又は動物用医薬品の成分であ

る物質の試験法について」（平成１７年１月２４日付け食安発第０１２４００１

号当職通知。以下「試験法通知」という。）の別添の一部を下記のとおり改正

することとしたので、関係者への周知方よろしくお願いする。  

なお、改正後の試験法を実施するに際しては、試験法通知別添の第１章総則

部分を参考とされたい。 

記 

 

  
１．目次を別紙１のとおり改める。なお、改正部分を下線で示す。  

 

２．第３章個別試験法中「スピノサド試験法（農産物）」に係る部分の次に別

紙２の「スピノサド試験法（畜水産物）」を、「プロシミドン試験法（農産

物）」に係る部分の次に別紙３の「ブロディファコウム及びワルファリン試

験法（畜水産物）」を加える。 
なお、各試験法の開発に当たっては、１機関の結果ではあるが、「スピ

ノサド試験法（畜水産物）」にあっては、牛の筋肉・脂肪・肝臓、鶏の筋肉、

鶏卵、牛乳、はちみつ、うなぎ、さけ、えび及びあさりについて、「ブロデ

ィファコウム及びワルファリン試験法（畜水産物）」にあっては、牛の筋肉・



脂肪・肝臓、豚の筋肉、鶏卵、牛乳、そばみつ、はちみつ、うなぎ、さけ

及びしじみについて、各試験法が適用可能であることが確認されており、

各試験の実施に際しては参考とされたい。 
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・ピリフェノックス試験法 （農産物） 

・ピリミジフェン試験法 （農産物） 



・ピリミスルファン試験法 （農産物） 

・ピリメタニル試験法 （農産物） 

・ピルリマイシン試験法 （畜水産物） 

・ファモキサドン試験法 （農産物） 

・フィプロニル試験法 （農産物） 

・フェノキサプロップエチル試験法 （農産物） 

・フェリムゾン試験法（水産物） 

・フェンアミドン試験法（農産物）  

・フェンアミドン試験法（畜産物） 

・フェントラザミド試験法 （農産物） 

・フェンピロキシメート試験法 （農産物） 

・フェンヘキサミド試験法 （農産物） 

・フェンヘキサミド試験法 （畜水産物） 

・フェンチン試験法（農産物）  

・ブチレート試験法 （農産物） 

・プラジクアンテル試験法（畜水産物）  

・フラメトピル試験法 （農産物） 

・フルアジナム試験法 （農産物） 

・フルアジホップ試験法 （農産物） 

・フルオピコリド試験法（農産物）  

・フルオルイミド試験法 （農産物） 

・フルカルバゾンナトリウム塩試験法（農産物）  

・フルシラゾール試験法 （農産物） 

・フルスルファミド試験法 （農産物） 

・フルセトスルフロン試験法（農産物） 

・フルベンジアミド試験法（農産物）  

・フルベンダゾール試験法 （畜水産物） 

・フルミオキサジン試験法 （農産物） 

・プロクロラズ試験法 （農産物） 

・プロシミドン試験法 （農産物） 

・ブロディファコウム及びワルファリン試験法（畜水産物） 

・フロニカミド試験法（農産物）  

・フロニカミド試験法（畜産物） 

・プロパモカルブ試験法 （農産物） 

・プロヒドロジャスモン試験法 （農産物） 

・プロヘキサジオンカルシウム塩試験法 （農産物） 

・ヘキシチアゾクス試験法 （農産物） 

・ペンシクロン試験法 （農産物） 

・ベンジルペニシリン試験法 （畜水産物） 

・ベンゾビシクロン試験法（農産物）  



・ベンタゾン試験法 （農産物） 

・ベンチアバリカルブイソプロピル試験法（農産物）  

・ペンチオピラド試験法（農産物） 

・ペントキサゾン試験法 （農産物） 

・ベンフレセート試験法 （農産物） 

・ボスカリド試験法（農産物）  

・ボスカリド試験法（畜産物）  

・ホセチル試験法 （農産物） 

・マレイン酸ヒドラジド試験法（農産物）  

・マンジプロパミド試験法（農産物） 

・ミクロブタニル試験法 （農産物） 

・ミルベメクチン及びレピメクチン試験法 （農産物） 

・ミロサマイシン試験法（畜水産物） 

・メタアルデヒド試験法（農産物）  

・メタベンズチアズロン試験法 （農産物） 

・メタミトロン試験法（農産物）  

・メチオカルブ試験法 （農産物） 

・メトコナゾール試験法（農産物）  

・メトプレン試験法（農産物）  

・メトリブジン試験法 （農産物） 

・メパニピリム試験法 （農産物） 

・モリネート試験法 （農産物） 

・ヨウ化メチル試験法（農産物） 

・ラクトパミン試験法 （畜水産物） 

・ラフォキサニド試験法 （畜水産物） 

・リン化水素試験法（農産物）  

・レバミゾール試験法（畜水産物） 



（参考）食品、添加物等の規格基準（昭和３４年厚生省告示第３７０号）に規定する試験

法 

・２,４,５－Ｔ試験法 

・アゾシクロチン及びシヘキサチン試験法 

・アルドリン、エンドリン及びディルドリン試験法 

・カプタホール試験法 

・カルバドックス試験法 

・クマホス試験法 

・クレンブテロール試験法 

・クロラムフェニコール試験法 

・クロルプロマジン試験法 

・ジエチルスチルベストロール試験法 

・ジメトリダゾール、メトロニダゾール及びロニダゾール試験法 

・ダミノジッド試験法 

・デキサメタゾン試験法 

・トリアゾホス及びパラチオン試験法 

・α－トレンボロン及びβ－トレンボロン試験法 

・二臭化エチレン試験法 

・ニトロフラゾン試験法 

・ニトロフラントイン、フラゾリドン及びフラルタドン試験法 

・プロファム試験法 

・マラカイトグリーン試験法 

 

 



スピノサド試験法（畜水産物） 
 
１．分析対象化合物 

スピノシンＡ 
スピノシンＤ 
 

２．装置 
液体クロマトグラフ・質量分析計（LC-MS） 
 

３．試薬・試液 
次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 
スピノシンＡ標準品 本品はスピノシンＡ90％以上を含む。 
スピノシンＤ標準品 本品はスピノシンＤ90％以上を含む。 
 

４．試験溶液の調製 
１）抽出 
①筋肉、脂肪、肝臓、腎臓及び魚介類の場合 

筋肉、肝臓、腎臓及び魚介類の場合は、試料20.0 gを量り採る。脂肪の場合は、試

料5.00 gを量り採る。 
これに1 mol/Lリン酸水素二カリウム溶液20 mLを加えてホモジナイズし、アセト

ン及びn-ヘキサン（1：2）混液100 mLを加えて、さらにホモジナイズした後、毎分

3,000回転で5分間遠心分離し、有機層を採る。残留物にn-ヘキサン50 mLを加えてホ

モジナイズした後、上記と同様に遠心分離する。得られた有機層を合わせ、無水硫

酸ナトリウムを加えて脱水し、無水硫酸ナトリウムをろ別する。ろ液を40℃以下で

濃縮し、溶媒を除去する。この残留物をn-ヘキサンに溶かし、正確に20 mLとする。 
 
②乳、卵及びはちみつの場合 

試料10.0 gを量り採る。 

これに1 mol/Lリン酸水素二カリウム溶液10 mLを加えてホモジナイズし、アセト

ン及びn-ヘキサン（1：2）混液100 mLを加えて、さらにホモジナイズした後、毎分

3,000回転で5分間遠心分離し、有機層を採る。残留物にn-ヘキサン50 mLを加えてホ

モジナイズした後、上記と同様に遠心分離する。得られた有機層を合わせ、無水硫

酸ナトリウムを加えて脱水し、無水硫酸ナトリウムをろ別する。ろ液を40℃以下で

濃縮し、溶媒を除去する。乳及び卵の場合は、この残留物にn-ヘキサン10 mLを加え

て溶かす。はちみつの場合は、この残留物をアセトン及びn-ヘキサン（1：1）混液に

溶かし、正確に10 mLとする。 
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２）精製 
①筋肉、脂肪、肝臓、腎臓、魚介類、乳及び卵の場合 
a 多孔性ケイソウ土カラムクロマトグラフィー 

多孔性ケイソウ土カラム（20 mL保持用）に１）で得られた溶液10 mL（乳及び卵

の場合は、全量）を注入する。このカラムを10分間放置した後、n-ヘキサン飽和アセ

トニトリル80 mLを注入し、溶出液を40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留

物をアセトン及びn-ヘキサン（1：1）混液に溶かし、正確に10 mLとする。 
 
b トリメチルアミノプロピルシリル化シリカゲルカラム及びエチレンジアミン-N-プ

ロピルシリル化シリカゲルカラムクロマトグラフィー 

トリメチルアミノプロピルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）の下部にエ

チレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）を接続し、ア

セトン及びn-ヘキサン（1：1）混液10 mLを注入し、流出液は捨てる。このカラムにa

で得られた溶液2 mLを注入し、さらにアセトン及びn-ヘキサン（1：1）混液10 mLを

注入して、全溶出液を採り、40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留物をメ

タノールに溶かし、正確に4 mL（脂肪の場合は1 mL）としたものを試験溶液とする。 
 
②はちみつの場合 

トリメチルアミノプロピルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）の下部にエ

チレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）を接続し、ア

セトン及びn-ヘキサン（1：1）混液10 mLを注入し、流出液は捨てる。このカラムに

１）で得られた溶液2 mLを注入し、さらにアセトン及びn-ヘキサン（1：1）混液10 

mLを注入して、全溶出液を採り、40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留物

をメタノールに溶かし、正確に4 mLとしたものを試験溶液とする。 
 
５．検量線の作成 

スピノシンＡ標準品及びスピノシンＤ標準品のメタノール溶液を数点調製し、そ

れぞれLC-MSに注入し、ピーク高法又はピーク面積法で検量線を作成する。なお、

本法に従って試験溶液を調製した場合、試料中0.01 mg/kgに相当する試験溶液中濃度

は0.005 mg/Lである。 
 
６．定量 

試験溶液をLC-MSに注入し、５の検量線でスピノシンＡ及びスピノシンＤの含量

を求め、その和をスピノサドの含量とする。 
 

７．確認試験 
 LC-MS又はLC-MS/MSにより確認する。 



 

 
８．測定条件 
（例） 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル、内径2.0 mm、長さ100 mm、粒子径3 

μm 

カラム温度：40℃ 

移動相：アセトニトリル及び10 mmol/L酢酸アンモニウム溶液（3：1）混液 

イオン化モード：ESI（＋） 

主なイオン（m/z）： スピノシンＡ 733、732、142 

スピノシンＤ 747、746、142 

注入量：5 μL 
保持時間の目安：スピノシンＡ 8分、スピノシンＤ 10分 

 
９．定量限界 

スピノシンＡ 0.01 mg/kg 

スピノシンＤ 0.01 mg/kg 
 
１０．留意事項 
１）試験法の概要 

スピノシンＡ及びスピノシンＤを試料から弱塩基性条件下でアセトン及びn-ヘキ

サン（1：2）混液で抽出する。多孔性ケイソウ土カラムにより脱脂し（はちみつの

場合は省略する）、トリメチルアミノプロピルシリル化シリカゲルミニカラムにエ

チレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラムを連結したカラムで精製

した後、LC-MSで定量及び確認する方法である。 
 
２）注意点 
①スピノサドは、スピノシンＡ及びスピノシンＤのそれぞれについて定量を行い、

その含量の和を分析値とする。 
②試料によってはスピノシンＡ及びスピノシンＤが有機層に分配されないことがあ

るので、中性～弱塩基性条件下で抽出する。 
③乳では2回目の抽出時にヘキサン層が固まることがある。その場合は、ホモジナイ

ズしないでスパーテルでよくかき混ぜた後、遠心分離するとよい。なお、スピノシ

ンＡ及びスピノシンＤは1回目の抽出でほとんどが抽出される。 
④脱水操作では、無水硫酸ナトリウムをアセトン及びn-ヘキサン（1：2）混液20 mL

で2回洗い込む。 
⑤多孔性ケイソウ土カラムからの溶出の際に、流速が速いとスピノシンＡ及びスピ

ノシンＤの一部が溶出しないことがあるので、流速を4 mL/分以下に調整する。 



 

⑥トリメチルアミノプロピルシリル化シリカゲル/エチレンジアミン-N-プロピルシリ

ル化シリカゲル積層ミニカラム（500 mg/500 mg）を用いてもよい。 
⑦スピノシンＡ及びスピノシンＤのLC-MS測定で、試験法開発時に使用したイオン

を以下に示す。 

スピノシンＡ 

定量イオン（m/z）：732 

定性イオン（m/z）：142 

スピノシンＤ 

定量イオン（m/z）：746 

定性イオン（m/z）：142 

 また、LC-MS/MS測定の例を以下に示す。 

スピノシンＡ 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン732、プロダクトイオン142 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン732、プロダクトイオン98 

スピノシンＤ 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン746、プロダクトイオン142 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン746、プロダクトイオン98 
 

１１．参考文献 
なし 

 
１２．類型 

C 



 
 

ブロディファコウム及びワルファリン試験法（畜水産物） 
 

１．分析対象化合物 

ブロディファコウム 

ワルファリン 

 

２．装置 

液体クロマトグラフ・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS） 

 

３．試薬、試液 

次に示すもの以外は、総則の３に示すものを用いる。 

ブロディファコウム標準品 本品はブロディファコウム96％以上を含む。 

ワルファリン標準品 本品はワルファリン98％以上を含む。 

 

４．試験溶液の調製 

１）抽出 

筋肉、肝臓、腎臓、魚介類、乳及び卵の場合は、試料10.0 gを量り採る。脂肪の場

合は、試料5.00 gを量り採る。はちみつの場合は、試料10.0 gを量り採り、水20 mLを

加えて溶解する。 

これに酢酸1 mL及びアセトン100 mLを加え、ホモジナイズした後、吸引ろ過する。

ろ紙上の残留物にアセトン50 mLを加えてホモジナイズし、上記と同様にろ過する。

得られたろ液を合わせて40℃以下で約10 mL（はちみつの場合は約30 mL）に濃縮する。

これに10％塩化ナトリウム溶液100 mLを加え、酢酸エチル及びn-ヘキサン（1：1）混

液100 mL及び50 mLで2回振とう抽出する。抽出液に無水硫酸ナトリウムを加えて脱水

し、無水硫酸ナトリウムをろ別した後、酢酸エチル及びn-ヘキサン（1：1）混液で正

確に200 mLとする。 

抽出液20 mL（脂肪の場合は40 mL）を採り、40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。

この残留物にn-ヘキサン30 mLを加え、n-ヘキサン飽和アセトニトリル30 mLずつで3

回振とう抽出する。抽出液を合わせて40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留

物にアセトン及びn-ヘキサン（1：1）混液2 mLを加えて溶かす。 

 

２）精製 

エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラム（500 mg）にアセトン

及びn-ヘキサン（1：1）混液10 mLを注入し、流出液は捨てる。このカラムに１）で

得られた溶液を注入した後、さらにアセトン及びn-ヘキサン（1：1）混液8 mLを注入

し、流出液は捨てる。次いでアセトン、ギ酸及びn-ヘキサン（25：1：25）混液20 mL

を注入し、溶出液を40℃以下で濃縮し、溶媒を除去する。この残留物をメタノールに
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溶解し、正確に1 mLとしたものを試験溶液とする。 

 

５．検量線の作成 

ブロディファコウム標準品及びワルファリン標準品をそれぞれアセトニトリルに

溶解して1 mg/Lとし標準原液とする。各標準原液を適宜混合してメタノールで希釈し

た溶液を数点調製し、それぞれLC-MS/MSに注入し、ピーク高法又はピーク面積法で

検量線を作成する。なお、本法に従って試験溶液を調製した場合、ブロディファコウ

ムでは試料中0.0005 mg/kgに相当する試験溶液中濃度は0.0005 mg/Lであり、ワルファ

リンでは試料中0.001 mg/kgに相当する試験溶液中濃度は0.001 mg/Lである。 

 

６．定量 

試験溶液5 μLをLC-MS/MSに注入し、５の検量線でブロディファコウム及びワルフ

ァリンの含量を求める。 

 

７．確認試験 

 LC-MS/MSにより確認する。 

 

８．測定条件 

 （例） 

カラム：オクタデシルシリル化シリカゲル 内径2.1 mm、長さ150 mm、粒子径3 μm 

カラム温度：40℃ 

移動相：10 mmol/L酢酸アンモニウム溶液及び10 mmol/L酢酸アンモニウム・メタノ

ール溶液混液（4：1）から（1：19）までの濃度勾配を15分間で行い、（1：19）で10

分間保持する。 

イオン化モード：ESI（－） 

主なイオン（m/z）：  

ブロディファコウム プリカーサーイオン523、プロダクトイオン135、81 

ワルファリン プリカーサーイオン307、プロダクトイオン250、161 

保持時間の目安： ブロディファコウム20分、ワルファリン14分 

 

９．定量限界 

ブロディファコウム 0.0005 mg/kg 

ワルファリン 0.001 mg/kg 

 

１０．留意事項 

１）試験法の概要 

ブロディファコウム及びワルファリンを試料から酢酸酸性アセトンで抽出し、酢酸



 

エチル及びn-ヘキサンの混液に転溶する。アセトニトリル/ヘキサン分配で脱脂し、エ

チレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラムで精製した後、LC-MS/MS

で定量及び確認する方法である。 

 

２）注意点 

①ブロディファコウムのLC-MS/MS測定で、試験法開発時に使用したイオンを以下

に示す。 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン523、プロダクトイオン135 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン523、プロダクトイオン81 

②ワルファリンのLC-MS/MS測定で、試験法開発時に使用したイオンを以下に示す。 

定量イオン（m/z）：プリカーサーイオン307、プロダクトイオン161 

定性イオン（m/z）：プリカーサーイオン307、プロダクトイオン250 

③LC-MS/MS測定では、試料中の夾雑成分のキャリーオーバーの影響を軽減させる

ため、ブロディファコウムが溶出した後に移動相のメタノール濃度を上げてカラムを

洗浄すると良い。 

④脂肪の少ない食品では、アセトニトリル/ヘキサン分配による脱脂操作を省略し

ても良い。 

⑤転溶の際、エマルジョンが生成した場合は、毎分3,000回転で5分間遠心分離を行

うと良い。 

⑥エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲルミニカラムからの溶出条件で

は、肪酸酸などの夾雑成分も溶出されるので、装置の感度によっては試験溶液をメタ

ノールで希釈するとよい。 
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