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 健康危機発生の現場において，ヒスタミンをはじめとする不揮発性アミン類は、事案

件数の極めて多いアレルギー様食中毒の原因物質である．健康危機発生時の迅速な対応

が求められる中で，本研究は前処理を含めた測定時間の短縮化に着目し，健康危機発生

対応に適した不揮発性アミン類の分析法を開発するため，既法の前処理方法を含めた測

定法の分析検討を行った．陽イオン交換樹脂のミニカラムを用いた精製方法を検討した

結果，迅速に測定溶液の調製を行うことが可能となった．添加回収実験の結果，回収率

79.5～118.9%，相対標準偏差 1.1～9.7%と良好な結果が得られた．今後の健康危機発生時

において，本研究により改良した分析法が適用可能となった． 
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はじめに 

 ヒスタミンは，食品中のタンパク質やアミノ酸

から主に微生物分解によって生成される食中毒

の原因物質である．高濃度に含有する食品を摂取

することにより，顔面紅潮，口部灼熱感とともに

頭痛や蕁麻疹等を発症する．現在，Codex，EU，

米国，カナダ等において，それぞれの基準値が定

められているが，我が国においては食品衛生法に

基づく基準値は設定されていない．一方，ヒスタ

ミン以外の不揮発性アミン類も同様に基準値は

定められていないが，チラミンはヒスタミン同様

に頭痛，動悸などのアレルギー様食中毒症状を引

き起こすことや，同じくカダベリンは，食中毒症

状を促進させる作用があることが知られており
1)，健康危機発生時の対応のためには，多様な不

揮発性アミン類の分析法を確立する必要がある． 
全国的にヒスタミンによる食中毒などの健康

危機発生事例が頻発する中で，当所においても，

これまでに有症苦情事例において年間数件の食

品中のヒスタミン分析などを行っている．これま

で当所では，衛生試験法・注解 1990 付．追補（1995）
に基づき，イオン交換樹脂（アンバーライト・

GC-50 TypeⅠ，100～200 メッシュ）を用いた分析

法を採用してきたが，この方法は分析対象項目が

ヒスタミンのみであるだけでなく，イオン交換樹

脂の活性化に長時間を要し，また多くの酸溶液を

消費し，操作が煩雑であるという欠点がある．不

揮発性アミン類の分析の多くは健康危害発生時

に行われることを考慮すると，短時間で前処理す

ることができ，また HPLC を用いて測定する方が

実用性が高いものと考えられる． 
そこで，本研究では，前処理を含めた測定時間

の短縮化に着目して，既法の前処理法を含めた測

定法を改良するなど，健康危機発生対応に適した

不揮発性アミン類の分析法について検討した．そ

の結果，良好な結果が得られたので以下に報告す

る． 
 
 
 



実験方法 

１．試料 

 市販されているさばの味噌煮（缶詰），チーズ，

赤ワインを用いた． 
 
２．試薬 

１）不揮発性アミン類標準試薬 

 ヒスタミン二塩酸塩，チラミン塩酸塩およびカ

ダベリン二塩酸塩は和光純薬工業㈱製を用いた． 

２）有機溶媒 

アセトンは関東化学㈱製残留農薬試験用，メタ

ノールは同社製高速液体クロマトグラフィー用

を用いた． 

３）その他の試薬 

トリクロロ酢酸，炭酸カリウム，水酸化ナトリ

ウム，酢酸ナトリウム，リン酸二水素カリウム，

テトラブチルアンモニウムブロミドおよびギ酸

は和光純薬工業㈱製特級，ホウ酸はナカライテス

ク㈱製特級，フルオレスカミンは東京化成㈱製を

用いた． 

４）固相抽出ミニカラム 1,2) 

 ジーエルサイエンス社製  InertSep MC-1
（200mg/10mL）を用いた．予めメタノール，水

および 25mmol/L リン酸緩衝液（pH6.8）各 5mL

でコンディショニングした． 

 

３．標準溶液 

標準溶液：各標準試薬を適量採り，水に溶解して

2,000μg/mLの各標準溶液を調製した． 

混合標準溶液：標準溶液をそれぞれ 10mL ずつ混

合し，水で 40mL に定容した（500μg/mL）． 

 

４．装置および測定条件 

１）ホモジナイザー 
㈱日本精機製作所製 エクセルオートホモジナ

イザー  

２）RF-HPLC 
液体クロマトグラフ：㈱島津製作所製 LC-10ADVP 

蛍光検出器：同社製 RF-10AXL 

カラム：㈶化学物質評価研究機構製逆相カラム

L-column ODS（4.6mm i.d.×150mm，

5μm） 
カラム槽温度：45℃ 

移動相：A 液 0.05mol/L 酢酸緩衝液（0.005mol/L 
テトラブチルアンモニウムブロミド含有， 
pH6.6），B 液 メタノール 

B 液：50%（2min）→70%（12min）→85%（15min） 
流速：1.0mL/min 
検出波長：励起波長 390nm，蛍光波長 480nm 
試料注入量：50μL 
 

 

５．試験溶液の調製 

１）抽出法 
 均一化した固体試料 10.0g に 3%トリクロロ酢

酸溶液 20mL を加えホモジナイズ抽出後，4℃ 
5,000rpmで10分間遠心分離し上清をろ過（No.5A）

した．残留物に 3%トリクロロ酢酸溶液 20mL を

加え 5 分間振とう抽出後，同様に遠心分離し上清

をろ過した．得られたろ液（1）（2）を合一し，

3%トリクロロ酢酸溶液で 50mL に定容し，抽出液

とした．液体試料の場合は，試料 10.0g に 3%トリ

クロロ酢酸溶液を加えて 50mL に定容し，抽出液

とした． 
２）精製法 
抽出液 1mL に 25mmol/L リン酸緩衝液（pH6.8）

を加えて 20mL とし，ここから 1mL を分取し再度

25mmol/L リン酸緩衝液（pH6.8）を加えて希釈し

10mL とした．この溶液を InertSep MC-1 に全量負

荷し，25mmol/L リン酸緩衝液 5mL，次いで水 5mL
で洗浄した後 100mmol/L 炭酸カリウム溶液で溶

出した．ギ酸 12.5μL を入れた容器に溶出液 2mL
の標線まで採取し試験溶液とした．以上の操作

１），２）を図 1 に示した． 
３）誘導体化法 
 玉瀬らの方法 3)を改良した．即ち，0.2mol/L ホ

ウ酸緩衝液（pH9.0）2mL に試験溶液 0.2mL を加

え混合，さらに，0.6%フルオレスカミン・アセト

ン溶液 0.2mL を加え混合した．これをメンブラン

フィルター（PTFE 製 0.45μm）でろ過し，測定溶

液とした． 
 
６．誘導体化条件の検討，カラム回収率および標

準添加回収実験 

１）誘導体化条件の検討 
 混合標準液（500μg/mL）をさばの味噌煮の抽出

液（マトリックス溶液）で希釈しマトリックス混

合標準溶液（100μg/mL）を調製した．このものを

さらにマトリックス溶液で希釈し 10，1 および

0.1μg/mL のマトリックス混合標準溶液を調製し

た．調製した 0.1～100μg/mLの 4 濃度のマトリッ

クス混合標準液について，水で希釈した混合標準

溶液を対照に誘導体化率の違いを調べた．条件 A
はマトリックス混合標準溶液0.2mLに0.2mol/Lホ

ウ酸緩衝液（pH9.0）2mL と 0.3%フルオレスカミ

ン・アセトン溶液 0.2mL を加えて誘導体化した．

条件 B はマトリックス混合標準溶液 0.2mL に

0.2mol/L ホウ酸緩衝液（pH9.0）2mL と 0.6%フル

オレスカミン・アセトン溶液 0.2mL を加えて誘導

体化した． 
評価方法としては，水で希釈した各標準溶液の

ピーク面積値を 100%とし，マトリックス混合標



準溶液の誘導体化率を求めた． 
10g

振とう（5分間）

吸引ろ過（No.5A）

合一したろ液（液体試料の場合：10g）

1mL分取

25mmol/Lリン酸緩衝液（pH6.8）
を加えて20mLに定容

1mL分取

25mmol/Lリン酸緩衝液（pH6.8）
を加えて10mLに定容

InertSep MC-1に全量負荷

100mmol/L炭酸カリウム溶液で溶出
（試験管にギ酸12.5μLを入れ，2mLと
なったところで止める）

試験溶液

吸引ろ過（No.5A）

ろ液（1）
残 渣

3%トリクロロ酢酸溶液 20mL

遠心分離（5,000rpm，4℃，10分間）

ろ液（2）

3%ﾄﾘｸﾛﾛ酢酸溶液を加えて50mLに定容

抽出液

中間溶液

25mmol/Lリン酸緩衝液（pH6.8）5mL
水 5mL

PP遠沈管に移し，

遠心分離（5,000rpm，4℃，10分間）

固体試料

3%トリクロロ酢酸溶液 20mL
ホモジナイズ（5,000rpm，5分間）

図 1 不揮発性アミン類試験溶液調製法 

 
２）カラム回収率 
 3%トリクロロ酢酸溶液 1mL に混合標準溶液

（500μg/mL）をそれぞれ 40μL（試料中不揮発性

アミン類濃度 100μg/gに相当）と 2mL（試料中不

揮発性アミン類濃度 5,000μg/g に相当）添加し，

25mmol/L リン酸緩衝液（pH6.8）を加えて 20mL
に定容した．ここから各 1mL を分取し再度

25mmol/L リン酸緩衝液（pH6.8）を加えて 10mL
としカラム負荷液とした．以降は精製法の試料負

荷後の操作および誘導体化法に従って測定溶液

の調製を行った． 
回収率は，水で希釈した標準溶液のピーク面積

値を 100%として求めた． 
３）カラムへの試料負荷量の検討 

 さばの味噌煮の抽出液に混合標準溶液

（500μg/mL）を加え，各アミン類が試料濃度

10μg/g，5,000μg/gとなるように調製した．この溶

液を 25mmol/L リン酸緩衝液（pH6.8）で希釈し，

カラムへの試料負荷量を変化させて回収率向上

を図った． 
４）添加回収実験 
低濃度側は試料 10.0g に各不揮発性アミン類を

100μg/g となるように混合標準溶液（500μg/mL）
を適量添加し，高濃度側は分取した抽出液に混合

標準溶液（500μg/mL）を適量加えて 5,000μg/g と

なるように調製した．以降，図 1 に従って操作し

たものを添加回収実験の試験溶液とした．各アミ

ン類の含有量を算出し，添加試料の含有量から未

添加試料の含有量を差し引くことにより回収率

を算出した． 
 
 

実験結果および考察 

１．保持時間の確認と検量線および検出限界  

標準溶液 0.005μg/mLでのヒスタミンの S/Nが 3
であったが，報告値（検出限界値）を考慮し検出

下限に 0.05μg/mL，定量下限 0.1μg/mLを採用した．

なお，検出下限は試料中不揮発性アミン類濃度

10μg/gに相当し，ヒスタミンの食中毒が起こらな

いとされる安全域 5mg/100g（50μg/g）以下 4)を十

分満たすものである． 

不揮発性アミン類 3 種の検量線の直線性の確認

を行った．0.05～50μg/mL の濃度範囲で測定を行

い，検量線を作成したところ，良好な直線性を示

した（表１）．  
また，標準溶液 0.5μg/mL を繰り返し誘導体化

し，測定した際の保持時間およびピーク面積の相

対標準偏差（RSD%）はそれぞれ 0.1～0.2%，1.1
～1.4%であった（n=5）． 

 
表 1 不揮発性アミン類の保持時間および直線性 

保持時間 濃度範囲

(min) (μg/mL)
ヒスタミン       5.12 0.05～50 0.9999
チラミン     10.38 0.05～50 0.9999

カダベリン     13.78 0.05～50 0.9999
注）試行回数 n＝3

相関係数測定項目

 
２．誘導体化条件検討，カラム回収率および標準

添加回収率  

１）誘導体化の条件検討 
条件 A では，カダベリンにおいて誘導体化試薬

の不足により 10および 100μg/mLの添加標準溶液

濃度で誘導体化率の低下が見られた．条件Bでは，

フルオレスカミンを 2 倍の濃度としたことで，ア



ミン等のマトリックスが多いサンプルでも高濃

度側で定量的に誘導体化されることが確認でき

たことから条件 B を用いることとした（表 2）． 
 

表 2 誘導体化の条件検討の結果 

0.1 1 10 100
A 136.3 109.9 102.7 96.2
B 279.8 121.1 106.6 103.1
A 112.9 101.9 100.9 95.7
B 110.9 106.6 105.0 104.7
A 133.9 96.4 90.6 83.2
B 214.9 110.3 100.7 100.7

条件A：混合標準溶液0.2mL＋0.2mol/Lホウ酸緩衝液 2mL
 ＋0.3%フルオレスカミン・アセトン溶液 0.2mL

条件B：混合標準溶液0.2mL＋0.2mol/Lホウ酸緩衝液 2mL
 ＋0.6%フルオレスカミン・アセトン溶液 0.2mL

各濃度の標準溶液に対する誘導体化率（%）

ﾋｽﾀﾐﾝ

ﾁﾗﾐﾝ

ｶﾀﾞﾍﾞﾘﾝ

添加標準溶液濃度（μg/mL）
条件測定項目

 
 

２）カラム回収率 

試料中不揮発性アミン類濃度を 100μg/g および

5,000μg/g として行ったカラム回収率の結果は平

均回収率 88.1～97.0%，相対標準偏差 0.4～2.3%と

良好であった（表 3）． 
 

表 3 カラム回収率 

添加濃度 回収率 RSD
（μg/g） （%） （%）

  100 91.0 0.4
  5,000 97.0 2.2

  100 88.1 1.4
  5,000 96.0 1.7

  100 89.9 1.7
  5,000 92.7 2.3

注）試行回数 n＝3

ヒスタミン

チラミン

カダベリン

測定項目

 
 

３）カラムへの試料負荷量の検討 

カラムへの試料負荷量の検討として，さばの味

噌煮の抽出液（マトリックス溶液）に標準溶液を

添加した溶液を用いカラムの回収率を検討した

結果，カラムへの試料負荷量 0.1g の場合に，試料

中不揮発性アミン類 5,000μg/g 添加時のヒスタミ

ン回収率が 40%未満，チラミン回収率が 60%未満

と味噌に含まれるアミン類によってミニカラム

のイオン交換容量の多くを奪われた．そこでカラ

ムへの試料負荷量を 0.01g まで減らしたところ，

回収率 94.2～98.0%と良好であったことからこ

の条件を用いることとした（表 4）． 

４）不揮発性アミン類の添加回収実験 

さばの味噌煮，チーズおよび赤ワインを用いた

添加回収実験では平均回収率は 79.5～118.9%，相

対標準偏差 1.1～9.7%と良好であり（表 5），本法

は中毒量の 1/10 から中毒量相当以上の高濃度の

不揮発性アミン類を含有する試料にも適用可能

とわかった． 

 

 

まとめ 

 陽イオン交換樹脂のミニカラムを使用するこ

とで，カラム前処理時間の短縮，精製操作の簡便

化が可能となった．ミニカラムへの試料負荷量を

0.01g に減らすことで，試料中不揮発性アミン類

が 5,000μg/g 試料添加時でも回収率を向上させる

ことができ，誘導体化する前に試験溶液を希釈す

ることなく試料中不揮発性アミン類濃度 10μg/g
（1mg%，中毒量の 1/100 量）から 10,000μg/g
（1,000mg%，中毒量の 10 倍量）の範囲で HPLC
での定量が可能となった．カラム回収率では試料

中不揮発性アミン類濃度 100μg/g（10mg％）負荷

時で回収率88.0～91.0%，相対標準偏差0.4～1.7%，

5,000μg/g（500mg%）負荷時で回収率 92.7～97.0%，

相対標準偏差 1.7～2.3%と良好な結果であった． 
3 種の食品を用いた添加回収実験においては，試

料中不揮発性アミン類濃度 100μg/g（10mg%）添

加時の平均回収率は 79.5～118.9%，相対標準偏差

は 1.1～9.7%であったが， 5,000μg/g（500mg%）

添加時は平均回収率 91.9～99.8%，相対標準偏差

1.1～4.2%と良好であり，多くの食品に有用な方法

であると考えられる． 
 
表 4 カラムへの試料負荷量による回収率の変化 

添加濃度 ｶﾗﾑ試料 回収率 RSD
（μg/g） 負荷量（g） （%） （%）

         10※        0.2     56.7 － －
         10        0.1   106.2 1.4 1.3
     5,000        0.1     38.6 2.2 5.6
     5,000        0.02     83.0 6.9 8.3
     5,000        0.01     94.2 2.6 2.8
         10※        0.2     84.5 － －
         10        0.1     83.0 1.4 1.7
     5,000        0.1     56.9 1.5 2.6
     5,000        0.02     91.0 6.4 7.1
     5,000        0.01     94.5 1.1 1.2
         10※        0.2   103.0 － －
         10        0.1   104.7 0.9 0.9
     5,000        0.1     88.0 1.9 2.0
     5,000        0.02     95.9 6.1 6.3
     5,000        0.01     98.0 1.5 1.5

注）試行回数 n＝3 ※は試行回数 n＝1
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表 5 不揮発性アミン類の添加回収実験結果 

添加濃度

（μg/g） 回収率(%) RSD(%) 回収率(%) RSD(%) 回収率(%) RSD(%)

       100 87.9 9.7 85.8 6.0      91.5 3.4
     5,000 94.2 2.8 94.5 1.2      98.0 1.5
       100 79.5 2.1 83.4 1.1    118.9 4.1
     5,000 95.8 2.7 91.9 2.1      99.8 1.1
       100 86.4 2.1 91.8 1.9      92.7 1.9
     5,000 97.5 4.2 92.8 3.0      99.0 2.0

注）試行回数 n＝3

カダベリン

さばの味噌煮

チーズ

赤ワイン

試料
ヒスタミン チラミン
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