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An Analytical Method of Paralytic Shellfish Toxins 
Using a Triple Quadrupole Mass Spectrometer

 It is possible to simultaneously analyze for 12 toxins (saxitoxin [STX], decarbamoylsaxitoxin [dcSTX], neosaxitoxin [NEO], 
decarbamoylneosaxitoxin [dcNEO], gonyautoxins [GTX1 to 4], protogonyautoxins [C1 and C2], and decarbamoylgonyautoxins
[dcGTX2, dcGTX3]) using an LC-MS/MS.

 Rapid analysis can be achieved within 15 minutes with a simple LC system.

Manami Kobayashi

LCMS™-8060NX High Performance Liquid Chromatograph-Mass Spectrometer

[HPLC conditions] (Nexera™)
Column : Hydrophilic Interaction (HILIC) Column/Amide*

(100 mm × 2.1 mm, 1.7 µm)
Mobile Phases : A) 0.015 % formic acid + 0.015 % ammonium water  

B) 0.01 % formic acid in acetonitrile: water = 7:3
Column Temp. : 60 °C
Injection Volume : 2 µL
Time Program :

[MS conditions] (LCMS™-8060NX)
Ionization : ESI Positive & Negative
Interface Voltage : +1 kV & -1 kV 
Ion Focus Voltage : +2 kV & -2 kV 
Nebulizing Gas Flow : 3 L/min
Heating Gas Flow : 15 L/min
Drying Gas Flow : 3 L/min
IF/DL/HB Temp. : 300/250/400 °C
CID Gas Pressure : 270 kPa
ESI Probe Position : +4 mm

Analytical Conditions
LC and MS analytical conditions are shown in Table 2.

Table 2   Analytical Conditions

Time (min) Flow rate (mL/min) A.Conc (%) B.Conc (%)
5.00 0.4 2 98
8.50 0.4 50 50
10.00 0.6 50 50
10.10 0.6 2 98
15.00 0.6 2 98

 Introduction
Shellfish poisoning mainly occurs when bivalves (scallops,
clams, oysters, etc.) feed on toxin-containing marine
dinoflagellates and these toxins accumulate in the body of the
bivalve. Eating these poisonous shellfish causes four syndromes
termed diarrheal shellfish poisoning, paralytic shellfish
poisoning, neurotoxic shellfish poisoning, and amnesic shellfish
poisoning. In Japan, the syndromes of principal concern are
paralytic shellfish poisoning and diarrheal shellfish poisoning,
each of which is caused by several chemical groups of toxins.
Safety standards and regulatory limits for shellfish toxins in
Japan are established based on the Food Sanitation Act
(Shokuan Notice No. 0306-1, dated March 6, 2015). Regulatory
levels for the toxic potency or toxic dose of the edible parts of
bivalves is 4 mouse units/g or below for paralytic shellfish toxins
and 0.16 mg of okadaic acid equivalent/kg or below for
diarrheal shellfish toxins. This regulatory level for paralytic
shellfish toxins is equivalent to 800 µg of STX·2HCl
equivalent/kg, the regulatory limit cited in CODEX CXS 292-2008
and Regulation EC No. 853/2004. Paralytic shellfish toxins are
currently tested for using mouse toxicity tests, but with
Shokuanki Notice No. 0306-3, dated March 6, 2015, testing for
diarrheal shellfish toxins is already moving to an instrumental
analysis that uses LC-MS/MS. In addition, given the current
status of regulations in other countries, Japan's Ministry of
Agriculture, Forestry and Fisheries has cooperated with other
institutions to validate instrumental methods for paralytic
shellfish toxin testing and is now working on establishing
guidelines for these methods.
Internationally, paralytic shellfish toxin levels are tested by
methods that include the liquid chromatography post-column
oxidation and fluorescence detection method (J. AOAC Int.
2011, 94, 1154–1176), recognized by The International Ship
Security Certificate (ISSC) and used by Canada, parts of the USA,
Norway, and other countries, and the liquid chromatography
pre-column oxidation and fluorescence detection method
(AOAC 2005.06), which became an Official Reference Method of
the EU in January 2019 and is used by the UK, Ireland, Portugal,
New Zealand, and other countries. Due to the complexity of the
HPLC systems and analytical operations needed to implement
these methods, an ultra high-speed LC-MS/MS method has
recently been developed that uses hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC).1)2) In 2018, 21 institutions participated
in an international collaborative validation of this method, and
the LC-MS/MS instrumental method is now considered a valid
method alongside the existing HPLC method.
This article describes a case study in which toxin-containing
scallop samples were analyzed using the hydrophilic interaction
liquid chromatography LC-MS/MS method.

Structure of Saxitoxin
The general structure of saxitoxin (STX) 
is shown in Fig. 1.
Numerous analogs of saxitoxin have 
been discovered, including analogs 
with a hydroxyl group at R1, sulfate 
ester groups at R2 and R3, and analogs 
with sulfonated structures at the 
carbamoyl nitrogen on R4 side chains.

Fig. 1   General Structure of 
STX * See References

Table 1   Functional Groups and TEF of Paralytic Shellfish Toxins

Table 1 lists the functional groups at sites R1 to R4 and the
Toxicity Equivalency Factor (TEF) of each paralytic shellfish toxin.
Total toxicity is calculated by multiplying the molar
concentration of each detected toxin by its TEF and summing
the resulting values.
Due to difficulty procuring standard reference materials for STX,
dcNEO, dcGTX2, and dcGTX3, calculations for these compounds
were performed using the calibration curves for a similar toxin
for which a standard reference was available. The “Calibrant”
column in Table 1 shows the calibration curve toxin used to
calculate values for each compound.

Group Analog R1 R2 R3 R4 TEF Calibrant
C1 H H OSO3

- COCONHSO3
- 0.01 C1

C2 H OSO3
- H COCONHSO3

- 0.1 C2
C3 OH H OSO3

- COCONHSO3
- 0.02

C4 OH OSO3
- H COCONHSO3

- 0.1
dcGTX2 H H OSO3

- CH2OH 0.2 GTX2
dcGTX3 H OSO3

- H CH2OH 0.4 GTX3
GTX1 OH H OSO3

- COCONH2 1.0 GTX1
GTX2 H H OSO3

- COCONH2 0.4 GTX2
GTX3 H OSO3

- H COCONH2 0.6 GTX3
GTX4 OH OSO3

- H COCONH2 0.7 GTX4
GTX5 H H H COCONHSO3

- 0.1
GTX6 OH H H COCONHSO3

- 0.1
dcSTX H H H CH2OH 1.0 dcSTX
STX H H H COCONH2 1.0 dcSTX
NEO OH H H COCONH2 1.0 NEO

dcNEO OH H H CH2OH 0.4 NEO

C toxins

GTXs

STXs
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		Paralytic Shellfish Toxins (PST) are naturally occurring low molecular weight
hydrophilic compounds belonging to the saxitoxin family. These potent neurotoxins
are produced naturally by phytoplankton, and periodically accumulate in shellfish.
This presents the potential of human intoxication, termed Paralytic Shellfish
Poisoning (PSP), and the need for regulatory control of shell fishery products. The
European Union (EU) reference method is based on precolumn oxidation with liquid
chromatography and fluorescence detection. However, the method is multistage and
complex, so an alternative approach using tandem mass spectrometric detection is
desirable.		麻痺性貝毒 (PST) は天然に存在する低分子量
サキシトキシン科に属する親水性化合物。これらの強力な神経毒は植物プランクトンによって自然に産生され、貝類に周期的に蓄積する。
これは、麻痺性貝類と呼ばれるヒトの中毒の可能性を示している。
中毒 (PSP) と貝類水産物の規制管理の必要性。欧州連合 (EU) 参照法は、液体クロマトグラフィーと蛍光検出によるプレカラム酸化に基づいている。しかし、この方法は多段式で複雑であるため、タンデム質量分析検出を用いる代替アプローチは、
望ましい。

		Tetrodotoxin (TTX) is another low molecular weight toxin thought to be produced by
marine bacteria, which has been found to accumulate in bivalve shellfish.
This Application Note describes a method for analyzing these compounds in
shellfish, using hydrophilic interaction liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (HILIC/MS/MS). Equipment requirements, sample preparation, and
method parameters are described, enabling users to set up the method quickly
and easily. Method verification exercises are also provided with validated method
performance characteristics. The method was found to provide acceptable levels
of sensitivity, accuracy, precision, and reproducibility and to be suitable for routine
analysis.		テトロドトキシン (TTX) は、二枚貝に蓄積することが見出されている海洋細菌により産生されると考えられている別の低分子量毒素である。
このアプリケーションノートでは、これらの化合物を分析する方法について説明します。
親水性相互作用液体クロマトグラフィー‐タンデム質量分析 (HILIC/MS/MS) を用いた貝類。装置の要件、サンプルの準備、およびメソッドパラメータが記述されているため、ユーザーはすばやく簡単にメソッドを設定できます。方法検証演習は、検証された方法性能特性も備えている。本法は感度、精度、精度及び再現性の許容レベルを提供し、日常分析に適していることが分かった。

		Introduction
PST are potent neurotoxins produced by several species of phytoplankton, and may bio-accumulate in filter-feeding shellfish.1,2 Human consumption of contaminated shellfish can result in PSP. As a result, monitoring of PST in shellfish is a statutory requirement in many regions of the world, including the EU.2,3 A regulatory action limit is defined globally as 800 μg saxitoxin equivalents per kg of shellfish tissue (μg STX eq/kg). For decades, the official EU reference method for quantifying PST in bivalve shellfish was the mouse bioassay (MBA).4,5 However, from 1 January 2019, the reference method became AOAC 2005.06, which uses precolumn oxidation with liquid chromatography and fluorescence detection (LC/FLD).6 Determination of toxicity in shellfish using chemical detection methods is challenging due to their highly polar hydrophilic nature, the large number of structurally similar congeners, and the differences in toxicity between analogs. Methods employing FLD in particular, are complex, requiring multiple analyses per sample, various clean-up steps, and even then, some PST analogs cannot be detected. Therefore, there is a need to implement simple, rapid one-shot analytical methods, which are more suitable for routine, high-throughput analytical laboratories.		はじめに
PSTは数種の植物プランクトンが産生する強力な神経毒であり、ろ過摂餌貝に生物蓄積する可能性がある。1, 2人が汚染された貝類を摂取するとPSPになることがある。その結果、EU .3を含む世界の多くの地域では、貝類中のPSTのモニタリングが法定要件となっており、規制行動制限値は、世界的に貝類組織1 kgあたりサキシトキシン当量800μg (μg STX eq/kg) と定義されています。何十年もの間、二枚貝のPSTを定量するためのEUの公式参照方法はマウスバイオアッセイ (MBA) であった。4, 5しかし、 2019年1月1日から、参照方法は、液体クロマトグラフィーおよび蛍光検出 (LC/FLD) によるプレカラム酸化を用いるAOAC 2005.06となった。6化学的検出法を用いた貝類の毒性の測定は、それらの高極性親水性、多数の構造的に類似した同族体、及び類似体間の毒性の違いのために困難である。特にFLDを用いる方法は複雑で、試料当たり複数の分析、種々のクリーンアップ段階を必要とし、その場合でもいくつかのPST類似体は検出できない。そのため、ルーチンでハイスループットな分析実験室に適した簡単で迅速なワンショット分析法を実施する必要がある。

		Tetrodotoxin (TTX) is produced by certain bacterial species, and while traditionally associated with pufferfish poisoning in tropical waters, has recently been detected in European bivalve mollusks as well.7 While TTX is not yet stipulated in the EU regulatory requirements, it is known to be as toxic as some analogs of PST. Therefore, monitoring TTX along with other marine biotoxins in shellfish could further protect public health. However, current methodologies used in control labs (including LC/FLD) are not suitable for its detection, and these labs do not have spare resources to add a further test. A method that can detect all PSTs and TTX together in one analytical method would be advantageous for monitoring the risk from all these hydrophilic marine toxins.
A method for shellfish analysis was developed for 25 PSTs and TTX combined using HILIC/MS/MS analysis following a rapid one-step extraction and simple desalting cleanup procedure.8 The method was then subjected to full single-laboratory validation.9,10 The use of UHPLC in HILIC mode coupled to tandem mass spectrometry (HILIC/MS/MS) has the potential to become the gold standard for analyses of these important toxins. This technique provides the necessary sensitivity, accuracy, reproducibility, and ruggedness while providing a rapid, simple, and cost‑effective solution in comparison to other analytical detection methods.		テトロドトキシン (TTX) はある種の細菌によって産生され、伝統的に熱帯海域でフグ中毒と関連しているが、最近ヨーロッパの二枚貝軟体動物にも検出されている。7 TTXはEUの規制要件ではまだ規定されていませんが、PSTの一部の類似物質と同様に毒性があることが知られています。したがって、貝類中の他の海洋生物毒素と共にTTXをモニタリングすることは、公衆衛生をさらに保護する可能性がある。しかし、コントロールラボ (LC/FLDを含む) で用いられている現在の方法は検出には適しておらず、これらのラボにはさらなる試験を追加するための予備的な資源がないため、1つの分析法ですべてのPSTとTTXを同時に検出できる方法は、これらすべての親水性海洋毒素からのリスクをモニタリングするのに有利である。
迅速な一段階抽出と簡単な脱塩浄化手順に続くHILIC/MS/MS分析を用いて、 25のPSTとTTXを組み合わせた貝分析法を開発した。8次いで、この方法を完全な単一実験室検証にかけた。9, 10タンデム質量分析と組み合わせたHILICモードでのUHPLC (HILIC/MS/MS) の使用は、これらの重要な毒素の分析のためのゴールドスタンダードになる可能性がある。この技術は、他の分析検出法と比較して、迅速で、簡単で、費用対効果の高い解決法を提供しながら、必要な感度、精度、再現性、および耐久性を提供する。
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		APPLICATION BENEFITS
A simple, rapid, cost-effective method for
the determination of hydrophilic marine
biotoxins in shellfish tissue samples, which
meets the requirements for highly sensitive,
accurate, precise, and reproducible testing
at concentrations <1.5% of the EU maximum
permitted limit.		貝類組織試料中の親水性海洋生物毒素を定量するための簡単、迅速、費用対効果の高い方法であり、 EU最大許容限界の1.5%未満の濃度での高感度、正確、正確、再現性試験の必要条件を満たす。

		INTRODUCTION
Paralytic shellfish toxins (PST) are a naturally-occurring family of marine
biotoxins, termed saxitoxins, produced by certain species of algae and
bacteria, and reported globally. These algae are periodically found at high
cell densities in the sea, during which they can accumulate in bivalve
shellfish such as mussels, oysters, and clams.1 Tetrodotoxin (TTX) is another
biotoxin, thought to be produced by marine bacteria, which has been
found to accumulate in the tissues of shellfish.2 These toxins are potent
neurotoxins, so may give rise to paralytic shellfish poisoning (PSP) in
human consumers of contaminated products, resulting in the need for
routine official control testing and end product testing of bivalve mollusks.
In Europe, Regulation (EC) No. 854/2004, which has become part of
Regulation (EC) 2017/625 as part of the revision of official control provision,
requires a monitoring program of classified shellfish production areas to be
established as part of the competent authority’s official controls to check
for the possible presence of marine biotoxins in the shellfish flesh.3 All food
business operators are required to ensure that they only place on the
market food that is both safe and compliant with relevant requirements.		麻痺性貝毒 (PST) は海洋生物の天然に存在する科である
サキシトキシンと呼ばれる生物毒素で、ある種の藻類と
世界中で報告されています。これらの藻類は定期的に高いところで見つかる
二枚貝に蓄積する海の細胞密度
イガイ、カキ、ハマグリなどの貝類。1テトロドトキシン (TTX) とは、
海洋細菌が産生すると考えられている生物毒素
貝類の組織に蓄積することがわかった。2これらの毒素は強力である
神経毒であるため、以下の場合に麻痺性貝中毒 (PSP) を引き起こすことがある
汚染された製品を人間が消費することで〜の必要性が生じる
二枚貝軟体動物の日常的な公的管理試験と最終製品試験。
欧州では、規則 (EC) No.854/2004 (EC) No.
行政管理規定の改訂の一環としての規則 (EC) 2017/625、
分類された貝類の生産地のモニタリング・プログラムが
チェックするために所管当局の公式管理の一部として確立される
貝類の果肉中に海洋生物毒素が存在する可能性があるためである。3すべての食品
事業者は、
安全で関連要件に適合した食品を販売する。

		Both commercial and regulatory testing laboratories have interest in
the need for a method that is simple, highly sensitive in relation to limits
set in many countries, quick to use, and provides accurate, precise, and
reproducible results. Most regulations around the world set maximum
permitted levels (MPL) for PSP toxins as a group, typically 800 μg STX eq/kg
of shellfish meat. Regulatory limits for marine biotoxins in shellfish in Europe
are laid down in Regulation (EC) No. 853/2004.4
		商業試験所と規制試験所の両方が関心を持っている
限界に関して単純で高感度な方法の必要性
多くの国で設定されており、すばやく使用でき、正確で正確な
再現可能な結果。世界中のほとんどの規制で最大値が設定されている
グループとしてPSP毒素の許容レベル (MPL) 、典型的には800μg STX eq/kgの貝類肉。ヨーロッパにおける貝類中の海洋生物毒素に対する規制限界は、規則 (EC) No.853/2004.4に規定されている。欧州連合 (EU) 内では、蛍光検出によるプレカラム酸化液体クロマトグラフィー (LC) に基づくAOAC OMA 2005.06がPSTの公式参照方法である。5これは優れたレベルの調節制御を提供するが、この方法は複雑で時間がかかり、サンプル当たり複数回のクリーンアップ、誘導体化及び分析実行を必要とするので、PSTのための迅速なワンショット分析法が望ましい。		AOAC 2005_06 -SOP Sreening_SemiQuantitative Lawrence revisions_July2019 (aesan.gob.es)

		Within the European Union (EU), the official reference method for PST is
AOAC OMA 2005.06 based on a pre-column oxidation liquid chromatography
(LC) with fluorescence detection.5 While this provides an excellent level of
regulatory control, the method is complex and time-consuming, requiring
multiple clean-ups, derivatizations and analytical runs per sample, so a rapid
one-shot method of analysis for PST is desirable.		LC‐FLD法は、近年ヨーロッパ中の貝類で見出されているTTXを検出することもできない。タンデム質量分析検出と親水性相互作用液体クロマトグラフィー (HILIC‐MS/MS) を含む最近開発された方法の適用に大きな関心がある。6超高速液体クロマトグラフィー (UPLC) を利用したHILIC‐MS/MSはPST 7とTTX 8に対して検証されており、現在共同研究により更なる検証が行われている。
このアプリケーションノートは、貝類中のPSTとTTXの定量のために検証された、迅速、単一分散抽出、黒鉛化炭素‐SPE HILIC‐MS/MS法の結果を報告する。

		The LC-FLD method is also unable to detect TTX, which has been found in shellfish throughout Europe in recent years. There is
consequently great interest in the application of a recently developed method involving hydrophilic interaction liquid chromatography
with tandem mass spectrometric detection (HILIC-MS/MS).6 HILIC-MS/MS utilizing ultra-performance liquid chromatography
(UPLC) has been validated for PST7 and TTX8 and is currently undergoing further validation through collaborative study.
This application note reports the results of the rapid, single-dispersive extraction, graphitized carbon-SPE HILIC-MS/MS method,
validated for the determination of PSTs and TTX in shellfish.		LC‐FLD法は、近年ヨーロッパ中の貝類で見出されているTTXを検出することもできない。
その結果、タンデム質量分析検出と親水性相互作用液体クロマトグラフィー (HILIC‐MS/MS) を含む最近開発された方法の適用に大きな関心がある。6
超高速液体クロマトグラフィー (UPLC) を利用したHILIC‐MS/MSはPST 7とTTX 8に対して検証されており、現在共同研究により更なる検証が行われている。
このアプリケーションノートでは、迅速な単一分散抽出、黒鉛化炭素-SPE HILIC-MS/MS法、
貝類中のPST及びTTXの定量について検証した。

		In Europe, Regulation (EC) No. 854/2004, which has become part of
Regulation (EC) 2017/625 as part of the revision of official control provision,
requires a monitoring program of classified shellfish production areas to be
established as part of the competent authority’s official controls to check
for the possible presence of marine biotoxins in the shellfish flesh.3		Regulation (EU) 2017/625 of the European Parliament
and of the Council of 15 March 2017 on official
controls and other official activities performed to
ensure the application of food and feed law, rules
on animal health and welfare, plant health and plant
protection products, amending Regulations (EC)
No 999/2001, (EC) No 396/2005, (EC) No 1069/2009,
(EC) No 1107/2009, (EU) No 1151/2012, (EU) No
652/2014, (EU) 2016/429 and (EU) 2016/2031 of the
European Parliament and of the Council, Council
Regulations (EC) No 1/2005 and (EC) No 1099/2009
and Council Directives 98/58/EC, 1999/74/EC,
2007/43/EC, 2008/119/EC and 2008/120/EC, and
repealing Regulations (EC) No 854/2004 and (EC)
No 882/2004 of the European Parliament and of the
Council, Council Directives 89/608/EEC, 89/662/
EEC, 90/425/EEC, 91/496/EEC, 96/23/EC, 96/93/
EC and 97/78/EC and Council Decision 92/438/EEC
(Official Controls Regulation).



https://www.aesan.gob.es/en/CRLMB/docs/docs/metodos_analiticos_de_desarrollo/SOP_AOAC_2005_06_semi.pdf

他機関評価

						二枚貝貝類の麻痺性貝毒 (PSP) 毒素を試験するためのマウスバイオアッセイ (MBA) の使用からの移行に伴い、世界中の国々は倫理的および法的要件を満たす非動物ベースの代替物を採用しなければならなくなっている。さまざまな試験法が開発されており、単一試験室および複数試験室でのバリデーション試験が行われており、公式な分析法として受け入れられ、いくつかの国では公式な対照試験法として使用することが承認されている。しかしながら、現在までに実施された検証研究の大部分は、ラテンアメリカ由来の貝類種を取り入れていない。その結果、本研究では、 5つの代替PSP試験法とMBAの性能を調査し、 5つの代替PSP試験法とMBAの性能を比較するために、定性的および定量的に生成したPSP毒素データを比較した。方法には、受容体結合アッセイ (RBA)、プレカラム及びポストカラム酸化の両方を含む蛍光検出付き2液体クロマトグラフィー (LC‐FLD) 法、タンデム質量分析付き液体クロマトグラフィー (LC‐MS/MS) 及びスコシアからの市販のラテラルフローアッセイ (LFA) が含まれた。アルゼンチン、メキシコ、チリおよびウルグアイからの合計349の貝類試料を評価した。大部分の試料について、定性的結果は方法間で良く比較された。
定量的結果の大部分の間に良好な統計的相関が示され、プレカラム酸化LC‐FLDとLC‐MS/MSを用いた現在のEU参照法の間に顕著に優れた相関があった。

						方法には、受容体結合アッセイ (RBA) 、蛍光検出を伴う2つの液体クロマトグラフィー (LC-FLD) が含まれた。
方法には、プレカラム及びポストカラム酸化、LC-MS/MSによる液体クロマトグラフィー及びスコシアから市販されているラテラルフローアッセイ (LFA) が含まれる。アルゼンチン、メキシコ、チリ、ウルグアイからの合計349の貝類試料
が評価されました。大部分の試料について、定性的結果は方法間で良く比較された。
プレカラム酸化LC‐FLDとLC‐MS/MSを用いた現在のEU参照法の間の顕著に優れた相関で、定量結果の大部分の間に良好な統計的相関が示された。この研究は、MBAの使用をもはや希望していないが、強調されている国では、効果的な代替方法が利用可能であることを示した。





他機関評価２

				ラテンアメリカの貝類における高レベルのPSTは多数のPSPアウトブレイクをもたらした。PSTは広範な二枚貝軟体動物と腹足類を含む他の海洋種で測定されている [39–44] 。アルゼンチンでは1980年にイガイのPSP毒性が報告された
312,048 g STX eq。/kg [44、45]に認められ、今後15年間にわたり反復事象が報告された[18、19、46–48]。1992年にパタゴニアで収穫したイガイの毒性は、最大1,272,000 g STX eq.に達することが分かった。/kg [21、49]。結果として、 LAの大西洋と太平洋沿岸に沿った水域は、ヒトの健康リスク[19、45、50–58]を生じるPST蓄積により周期的に影響を受ける。PSTはウルグアイの貝類でも観察され、最大レベルは82,850 g STX eq。1991年のA.tamarenseの開花時 [59–61] および14,780 g STX eq。1992年のG.catenatum [26]、 Medina,未発表データ] の開花後に/kg。PSP汚染された貝による人間の病気は、太平洋岸でもよく知られており、メキシコでは1970年代[62、63]までさかのぼって報告されており、1976年から2002年の間に40人以上が死亡し、1200件の中毒が記録されている[12、34]。

				このアウトブレイクに関与している二枚貝の中には、カキ、ハマグリ、イガイ、ハマグリなどがあり、人間の貝類消費者だけでなく、動物や生態系の健康にも影響を及ぼしている [64] 。チリでは、 1972年の南部における最初のアウトブレイク以来、貝類において高いPSP毒性が測定されており、中毒および死亡[21、48、65、66]を引き起こしている。それ以降、パタゴニア南部とチリ周辺のより北の地域[67、68]の間で毎年アウトブレイクが発見されている。
1972年から2004年の間に、チリではPSPに汚染された貝類が527人の中毒の原因となり、32人が死亡し [65] 、無脊椎動物の大量死亡 [68] や相当な社会経済的コスト [69] などの影響も加わっている。近年、A.catenellaのブルームは空間的に拡大し、2016年のエルニーニョ現象の発生をはじめとする 「ゴジラ・レッド・タイド・イベント」 などの人的被害による壊滅的な被害をもたらすことが報告されている[70、71]。		74. Anon. AOAC O�cial method 959.08. Paralytic shellfish poison. Biological method. Final action. In AOAC
O�cial Methods for Analysis, 18th ed.; Natural toxins (Truckses, M.W., chapter ed.); AOAC International:
Gaithersburg, MD, USA, 2005; Chapter 49; pp. 79–80.

				消費者保護を確実にするために、貝類中の有毒な植物プランクトンとPSTのモニタリングは、貝類製品をEUに輸出している国々を含めて、法定要件である [72] 。
肉のPSTの法定限度は、EC規則853/2004に記載されているように、貝類肉1 kg当たりサキシトキシン当量(STX方程式。) 800 gである [73] 。長年の間、 PST検出のためのEUとLAにおける公式参照法はPSPマウスバイオアッセイ (MBA) [74、75]であった。この方法は有用な定量的モニタリングツールを提供したが、この方法は感度が低く、再現性が悪く、マトリックス干渉[5、76]を受けることが知られている。近年、代替化学的または生体分子的方法がPST検出のために試験され、検証されている。2006年に、蛍光検出を用いるプレカラム酸化 (PreCOX) 液体クロマトグラフィー (LC-FLD) [73年77年79年]法がEU域内の公的管理試験のための代替分析法として有効性が確認され承認され (規則EC 2074/2005改訂) [80] 、2019年1月1日からEUの参考文献となっている
メソッド[81、82]を使用します。		81. Anon. Commission regulation (EU) No 2017/1980 of 31 October 2017 ammending Annex III to Regulation (EV)
No 2074/2005 as regards paralytic shellfish poison (PSP) detection method. O�. J. Eur. Union 2017, L285, 8–9.
82. Turner, A.D.; Hatfield, R.G.; Maskrey, B.H.; Algoet, M.; Lawrence, J.F. Evaluation of the new European Union
reference method for paralytic shellfish toxins in shellfish: A review of twelve years regulatory monitoring
using pre-column oxidation LC-FLD. Trends Anal. Chem. 2019, 113, 124–139. [CrossRef]

				同様に、ポストカラム酸化 (PCOX) LC‐FLD法が検証され[83、84]、両方のLC‐FLD法がOcial First Action法としてAOACにより採用された (AOAC 2005.06 [74] およびAOAC 2011.02 [85] ) 。PreCOX法は、米国およびカナダでの使用が州際貝類衛生会議によって承認されたPCOX法とともに、欧州加盟国、英国およびニュージーランド[82年86年89年]の公的管理試験プログラムに導入されている [90] 。		83. Van de Riet, J.M.; Gibbs, R.S.; Chou, F.W.; Muggah, P.M.; Rourke,W.A.; Burns, G.; Thomas, K.; Quilliam, M.A.
Liquid chromatographic post-column oxidation method for analysis of paralytic shellfish toxins in mussels,
clams, scallops, and oysters: Single-laboratory validation. J. AOAC Int. 2009, 92, 1690–1704.
84. Van de Riet, J.M.; Gibbs, R.S.; Muggah, P.M.; Rourke, W.A.; MacNeil, J.D.; Quilliam, M.A.
Liquid chromatographic post-column oxidation (PCOX) method for the determination of paralytic shellfish
toxins in mussels, clams, oysters and scallops: Collaborative study. J. AOAC Int. 2011, 94, 1154–1176.
[CrossRef] [PubMed]
85. Anon. AOAC o�cial method 2011.02 determination of paralytic shellfish poisoning toxins in mussels,
clams, oysters and scallops. In Post-Column Oxidation Method (PCOX). First Action 2011; AOAC International:
Gaithersburg, MD, USA, 2011.

				2011年にPSP受容体結合アッセイ (RBA) が検証され[91、92]、ムラサキイガイと二枚貝の分析のための最初の作用法としてAOACによって採用された (AOAC 2011.27 [93] ) 。より最近では、親水性を使用する方法
タンデム四重極質量分析を用いた相互作用液体クロマトグラフィー (HILIC-MS/MS) が開発され、12種類の野生貝類[94、95]を用いたPST試験で検証されている。
ニュージーランドとオーストラリアにおける規制監視プログラムへの導入を含む、試験所間の検証の成功 [96] 。最後に、貝類抽出物中のPSPを定性的または半定量的に測定できる種々の市販の抗体ベースのアッセイが存在する。Scotia Rapid Testing Ltd.がイムノクロマトグラフィーフォーマットに基づいて製造しているものの一つに、ラテラルフローアッセイ (LFA) がある。このアッセイは、単一の実験室で検証されており [97] 、さまざまな貝類について試験されている。
米国およびメキシコでは、貝類スクリーニングの特定のシナリオのもとで利用されている [98] 。

				PSP検査の代替法として確立されたこれらの方法のいくつかは、日常的な公的管理検査のためにLAの検査室で使用されることがある。しかし、 LAの大部分の地域は依然としてMBAに依存している。その理由には、これらの設定、検証、および実装に必要な多大な労力と費用が含まれます。
代替。方法の選択は、方法のパフォーマンスと意図する輸出先の両方に大きく依存するため、混乱を招く可能性がある。例えば、ムラサキイガイを米国に輸出しようとしているLA地域では、MBA、RBA、PCOX LC-FLDのいずれかの方法を使用する必要がある。
加えて、米国の法律の中には、PSPスクリーニングのためのScotia PSP迅速免疫クロマトグラフィーアッセイの使用の選択肢があり、これは、米国への輸出国に費用対効果の高い別の機会を提供する
規制管理システムの一部としての毒素検査。
PSPのEU参照方法は現在AOAC 2005.06ですが、LA地域では、
非動物ベースの代替法。

				近年、 PSP試験法のための広範な検証研究が発表されているが、現在までのところ、これらのほとんどはLAで典型的に収穫される貝種に焦点を当てていない。
さらに、様々な著者が、サンプルのスループットおよびターンアラウンド、方法の性能、
財務上のコスト、実用性、試薬/計装/訓練の要件[5、82、97–105]を考慮しなければならないが、やはり分析コストが達成可能な地域に重点を置いている。

				その結果、地域の関連種に適したMBAの代替法を評価するために、 LAから採取した貝類試料を用いたPSPの潜在的な規制試験法間の比較性能を確立する必要がある。
そこで本研究では、 LA内の4つの異なる国からの貝類におけるPSTのモニタリングに利用可能な代替法を評価した。
ムラサキイガイを含む広範囲の貝類が評価された。
カキ、ハマグリ、貝、ホタテガイ、海産腹足類。
総サンプル毒性は、PSTをMBAinを用いて定量し、PreCOX LC-FLD (AOAC 2005.06) と比較して評価した。
RBA (AOAC 2011.27) 、PCOX LC-FLD (AOAC 2011.02) 、HILIC-MS/MS [94–96] 、およびScotia Rapid Testing Ltd.(チェスター、カナダ)製造のLFA [97、98]です。		94. Boundy, M.J.; Selwood, A.I.; Harwood, D.T.; McNabb, P.S.; Turner, A.D. Development of a sensitive and
selective liquid chromatography-mass spectrometry method for high throughput analysis of paralytic
shellfish toxins using graphitised carbon solid phase extraction. J. Chromatogr. A 2015, 1387, 1–12. [CrossRef]
95. Turner, A.D.; McNabb, P.S.; Harwood, D.T.; Selwood, A.I.; Boundy, M.J. Single laboratory validation of a
multi-toxin UPLC-HILIC-MS/MS method for quantitation of paralytic shellfish toxins in bivalve shellfish.
J. AOAC Int. 2015, 98, 609–621. [CrossRef]
96. Turner, A.D.; Dhanji-Rapkova, M.; Fong, S.Y.T.; Hungerford, J.; McNabb, P.S.; Boundy, M.J.; Harwood, D.T.
Ultrahigh-performance hydrophilic interaction liquid chromatography with tandem mass spectrometry
method for the determination of paralytic shellfish toxins and tetrodotoxin in mussels, oysters, clams,
cockles and scallops: Collaborative study. J. AOAC Int. 2020, 103, 1–35. [CrossRef]
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構造

				略称		R1		R2		R3		R4

				STX		H		H		H		H

				Neo		OH		H		H		H

				GTX1		OH		OSO3-		H		H

				GTX2		H		OSO3-		H		H

				GTX3		H		H		OSO3-		H

				GTX4		OH		H		OSO3-		H

				GTX5（B1）		H		H		H		OSO3-

				GTX6（B2）		OH		H		H		OSO3-

				C1（GTX8）		H		OSO3-		H		OSO3-

				C2（epiGTX8）		H		H		OSO3-		OSO3-

				C3		OH		OSO3-		H		OSO3-

				C4		OH		H		OSO3-		OSO3-





MRM

				分析種		Positive mode				Negative mode

						MRM transition		product ion		MRM transition

				STX		300.1		204.1

						300.1		138.0

				NEO		316.1		126.1

						316.1		220.1

				dcSTX		257.1		126.0

						257.1		220.1

				dcNEO		273.1		126.1

						273.1		225.0

				doSTX		241.1		60.0

						241.1		206.1

				dcGTX2						351.1		164.0

				dcGTX3		353.1		255.1

				GTX1						410.1		367.1

				GTX2						394.1		351.1

										394.1		333.1

				GTX3		396.1		298.1		394.1		333.1

				GTX4		412.1		314.1		410.1		367.1

				C1						474.1		122.0

				C2		396.1		298.1		474.1		122.0

				C3		412.1		332.1		490.1		410.1

				C4		412.1		314.1		490.1		392.1





LC

				Time (min)		Flow rate (mL/min)		A.Conc (%)		B.Conc (%)

				5.00		0.4		2		98

				8.50		0.4		50		50

				10.00		0.6		50		50

				10.10		0.6		2		98

				15.00		0.6		2		98
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MRM Transitions
The MRM transitions used for analysis are shown in Table 3.
These settings were used to perform simultaneous detection in
positive and negative modes.

Table 3   MRM Transitions

 Sample Preparation
The sample preparation protocol is shown in Fig. 2. Two
extraction methods were used and compared: acetic acid
extraction and hydrochloric acid extraction.
The acetic acid extraction method is used for simultaneous
analysis of paralytic shellfish toxins and tetrodotoxin (pufferfish
toxin) and the hydrochloric acid method is used for mouse
toxicity testing in Japan.

Fig. 2   Sample Preparation Protocol

Extraction

Centrifugal 
Separation

1 mL + 5 µL of 25 % aqueous ammoniaSupernatant, 
pH Adjustment

5 g of Sample
Acetic acid method: 
5 mL of 1 % aqueous acetic acid

Hydrochloric acid method: 
5 mL of 1 mol/L aqueous hydrochloric 
acid

Heat & Boil 5 min

Allow to Cool

Solid-Phase 
Extraction

ENVI-Carb SPE 150 mL
Conditioning
2 mL of acetonitrile with 1% acetic acid : water = 1 : 4
2 mL of 0.025 % aqueous ammonia

Apply Extract 
Solution 0.4 mL

Wash with 0.4 mL of water

2 mL Acetonitrile with 1% acetic acid 
: water = 1 : 4Elution

Eluate

LC-MS/MS 
Analysis

0.1 mL

0.3 mL of acetonitrile

Analog
Ret. Time

(min)
Polarity

MRM
Transition 1

Collision
Energy

(V)

MRM
Transition 2

Collision
Energy

(V)
STX 8.94 + 300.1>204.1 -20 300.1>138.0 -20
NEO 8.95 + 316.1>126.1 -24 316.1>220.1 -22

dcSTX 8.94 + 257.1>126.1 -22 257.1>220.1 -35
dcNEO 9.06 + 273.1>126.1 -20 273.1>225.1 -20
dcGTX2 7.08 - 351.1>164.0 20 351.1>333.1 20
dcGTX3 7.66 + 353.1>255.1 -20
GTX1 7.11 - 410.1>367.1 18 410.1>349.1 20
GTX2 6.80 - 394.1>351.1 19 394.1>333.1 22
GTX3 7.65 + 396.1>298.1 -18
GTX4 7.76 + 412.1>314.1 -18

C1 3.68 - 474.1>122.0 33 474.1>351.1 25
C2 4.33 + 396.1>298.1 -23

Chromatograms of Saxitoxin Analog (STXs)
Fig. 3 shows a typical example of MRM chromatograms of the
toxins extracted from scallops with the acetic acid extraction
method. The highest-concentration toxin in the samples was
GTX2 followed by STX.

Fig. 3   MRM Chromatograms of STXs in Scallops

3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

GTX4×5

NEO

C1 ×10

C2 ×10

GTX2 ×0.1

GTX1

GTX3

dcSTX

dcNEO

STX

m/z 474.10>122.00(-)

m/z 396.10>298.10(+)

m/z 394.10>351.10(-)

dcGTX2 
m/z 351.10>164.00(-) 

m/z 410.10>367.10(-) 

m/z 396.10>298.10(+) 

dcGTX3 m/z 353.10>255.10(+)

m/z 316.10>220.10(+)

m/z 257.10>126.10(+) 

m/z 273.10>126.10(+)

m/z 300.10>138.00(+) 

m/z 412.10>314.10(+)
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Fig. 4   Calibration Curves for Each Analyte
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Calibration Curves
Fig. 4 shows the calibration curve for each toxin in Fig. 3. The
minimum concentration points in the calibration curves were in
the range 0.39 to 3.09 ng/mL, equivalent to a concentration
range of 0.0004 to 0.0031 mg/kg. This is well below the limit of
detection of 0.01 to 0.1 mg/kg cited by CODEX CXS 292-2008.

In this article, toxins for which standard reference materials 
were not available were quantitated using the calibration 
curves of toxins for which standards were available (See Table 
1). STX was quantitated using the calibration curve of dcSTX, 
dcNEO using the calibration curve of NEO, dcGTX2 using the 
calibration curve of GTX2, and dcGTX3 using the calibration 
curve of GTX3.
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Fig. 5   Comparison of Quantitative Results for Each Sample
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Quantitative Results
STX and STX analogs were detected in all five toxin-containing
scallop samples (samples A to E). Quantitative results are shown
in Fig. 5. The chromatograms shown in Fig. 3 are taken from the
analysis of sample A.
Of the two sample preparation methods used, quantitative
results tended to be lower after the hydrochloric acid extraction
method that is used in mouse toxicity testing. Possible reasons
for this difference include improper pH adjustment of the
extract solution, lower recovery from solid phase extraction, and
matrix effects when using the hydrochloric acid extraction
method.

From these results, it was confirmed that acetic acid extraction
was suitable as a sample preparation method for the LC-MS/MS
method.
Quantitative values were calculated using “quantitative amount
of toxin (ng of STX equivalent/g) = quantitative amount of toxin
(ng/g) × TEF × molecular weight of saxitoxin dihydrochloride
÷ molecular weight of toxin.”

Conclusion
In place of mouse toxicity testing, this article presents an
instrumental method of analyzing paralytic shellfish toxins that
uses an LC-MS/MS method with hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC). This instrumental method uses a
simple LC system and detects toxins within 10 minutes with a
high degree of quantitative sensitivity.
We confirmed that the acetic acid extraction method was better
suited to preparing samples from scallops for this LC-MS/MS
method than the hydrochloric acid extraction method.

In October 2020, the EU issued a draft SPS notification through
the WTO. ePing (epingalert.org)
In the near future, exports to the EU will be required to use only
alternative methods that do not require the use of animals for
the detection of paralytic shellfish poison [Paralytic Shellfish
Poison (PSP)] in accordance with (EU) 2019 627.

In addition, it is desirable to establish an environment in which
all molecular reference materials can be purchased at each
testing site in the future when the instrumental analysis
methods might be announced in Japan.
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