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 ヒョウタンなどのウリ科植物には、植物性自然毒の一種

で苦み成分であるククルビタシン類が含まれている。クク

ルビタシン類には多くの種類が存在し、過去の食中毒事例

ではクルビタシンBまたはDが検出されている 1)〜3）。 

  平成 25年 7月 2日に大阪府内の小学校で、授業にて栽培

した非食用のヒョウタンを生のまま小さくスライスし、教

員１名と児童 28名が喫食した。その後、児童 16名が腹痛、

吐気、嘔吐等の食中毒症状を呈した。後の調査で、児童ら

は喫食時に強い苦味・辛味を感じたが飲み込んだと証言し

た。この食中毒の原因物質がククルビタシン類であると考

え、過去の食中毒で検出事例のあるククルビタシンBの分

析を実施した。 

 

実験方法 

 

1 試料 

 喫食残品および同一圃場から採取した千成ヒョウタン、

対照品としてキュウリおよびゴーヤーを使用した。 

 

2 試薬等 

2-1 標準品 

 ククルビタシンB：和光純薬工業(株)製を用いた。 

2-2 標準溶液等 

 標準品 5 mgをメタノールで溶解して全量を 10 mLと

し標準原液とした(500 µg/mL)。LC-MS測定では標準原液を

メタノールで希釈し、0.1〜2 µg/mLの標準溶液を作成した。

TLC測定では 1スポットあたり 1、2.5、5 µgとなるよう標

準原液を希釈した。 

2-3 試薬等 

 酢酸エチル、ヘキサン、アセトン：和光純薬工業(株)製

残留農薬分析用、メタノール：和光純薬工業(株)製HPLC

用、アセトニトリル：和光純薬工業(株)製LC/MS用、ぎ酸

アンモニウム：和光純薬工業(株)製試薬特級を用いた。 

 

3 装置 

 (株)島津製作所製Prominence UFLCおよびLCMS-2020

を使用した。 

 

4 測定条件 

4-1 LC-PDA/MS条件 

分析カラム：CERI L-Column ODS (2.1x150 mm、5 µm)、カ

ラム温度：40℃、流速：0.2 mL/min、注入量：5 µL、移動

相：A 液；10 mmol/L ぎ酸アンモニウム水溶液 B 液；ア
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セトニトリル、グラジエント条件：B 液 50-50％(5 min), 

50-90％(5 min)。 

イオン化モード：ESI(+)、測定モード：SIM、m/z：576(定

量イオン), 581(確認イオン)、PDA測定波長：230 nm。 

4-2 TLC条件 

プレート：Merck Millipore製シリカゲル60F254、展開溶媒：

クロロホルム/酢酸エチル(1：1)またはクロロホルム/メタノー

ル(10：1)。 

 

5 試験溶液の調製 

 大城らの報告 1）を参考に試験溶液の調製を行った。細切

した試料 5 gを量りとり、アセトン 10 mLを加えてホモジ

ナイズ後、毎分 5,000 回転で 5 分間遠心分離を行い、上清

をろ過してナスフラスコに採取した。残留物にアセトン 10 

mL を加えて振とう後、同様に遠心分離して先の上清と合

わせた。40℃以下で減圧濃縮し、酢酸エチル 5 mL を加え

た。この液を 50 mL遠心チューブに移して振とう後、5,000

回転で 5分間遠心分離した。酢酸エチル層を採取し、下層

に酢酸エチル 5 mL を加えて同様の操作を行い、先の酢酸

エチル層と合わせた。酢酸エチル層を 40℃以下で減圧乾固

し、残留物を 90％メタノール 5 mLで溶解した。この液を

50 mL遠心チューブに移し、ヘキサン 5 mLを加えて 

            

振とう後、5,000回転で 5分間遠心分離した。90％メタノー

ル層を採取し、さらにヘキサン 5 mL を加えて同様の操作

を行った。90％メタノール層をメタノールにて 5 mL に定

容し、試験溶液とした。この試験溶液をメンブランフィル

ターでろ過後、適宜希釈してLC-PDA/MSで測定した。 

また、試験溶液 1 mLをN２気流下で乾固し、アセトン 50 µL

に溶解して 2 µLをTLCにスポットした(図 1)。  

 

結果および考察 

 

1 ヒョウタンの分析結果 

 LC-MS および LC-PDA 分析の結果、喫食残品および同

一圃場から採取した千成ヒョウタンからククルビタシン B

が検出された(表 1)。対照品のキュウリおよびゴーヤーから

は検出されなかった。TLCにおいても、ヒョウタンからは

ククルビタシンBと一致するRf値のスポットが得られた。 

 

   

2 LC-MS条件の検討 

 大城ら1）はLCの移動相に50％アセトニトリルを使用し、

Na付加体を測定イオンとして測定を行っていた。同様の移

動相で測定を実施したが、十分な感度が得られなかった。

Na付加体の他にアンモニウム付加体が測定されたので、移

動相にアンモニウム塩を加え、アンモニウム付加体を測定

イオンとすることとした。これにより感度が向上し、安定

してククルビタシンB の測定を行うことができた。 

 0.1〜2 µg/mL の標準溶液を調製し、絶対検量線を作成し

た。決定係数(r
2
)=0.99 以上の良好な直線性が得られた。 

 定量下限は 0.1 µg/gとした。 

 

3 添加回収試験 

 あらかじめククルビタシンBを含有しないことを確認し

たゴーヤーおよびキュウリ(各 n=3)に 1 µg/g の濃度となる

←　アセトン 10mL

ホモジナイズ

遠心（5000rpm, 5分）

ろ過

←　アセトン 10mL

振とう

遠心（5000rpm, 5分）

ろ過

減圧濃縮

←酢酸エチル　5mL

振とう

遠心（5000rpm, 5分）

濃縮乾固

←溶解　90％MeOH 5mL

←　ヘキサン 5mL

振とう

遠心（5000rpm, 5分）

MeOHで5mLに定容

1mLをN2気流下で乾固

←　アセトン　50μ L フィルターろ過

　　　　LC-PDA/MS

試料 5g 

←2回繰り返す

←2回繰り返す

　　　　残渣

抽出液

酢酸エチル層

図1．試験溶液の調製方法　

　抽出液

90％MeOH層

試験溶液

　　TLC

LC-MS結果
(µg/g)

LC-PDA結果
(µg/g)

喫食残品のヒョウタン 225 201

同一圃場のヒョウタン 235 229

対照品（ゴーヤー） ND ND

対照品（キュウリ） ND ND

表1. ククルビタシンB分析結果

ND:定量下限未満
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ようククルビタシン B を添加して分析を行った(表 2)。ゴ

ーヤーでは良好な結果が得られたが、キュウリの回収率は

50％程度であった。同時測定した PDA の結果も同様であ

ったため、キュウリでの抽出率が不良であったと考えられ

た。 

 

 

4 まとめ 

 食中毒の原因のヒョウタンからククルビタシンBを検出

した。強い苦味・辛味および食中毒症状の原因はククルビ

タシンであることが推定された。 
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測定機器 平均回収率(％) RSD(％)

LC-MS 91 3

LC-PDA 89 1

LC-MS 52 4

LC-PDA 57 2

RSD：相対標準偏差

ゴーヤー

キュウリ

表2. 添加回収試験結果


