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第 1 章 本研究の背景 

1.1 社会的背景 

1.1.1 地球環境的課題 

気候変動による気象災害が世界中で顕著になっている。2021 年 9 月、国連気

候変動枠組条約第 26 回締約国会議（いわゆる COP26）が開催された。この COP26

では、世界の平均気温の上昇を「産業革命前から 1.5 度に抑える努力を追求する」

[1]ことが謳われ、石炭火力の段階的削減努力という目標が設定されたが、気候

変動政府間パネル（IPCC6 次報告書）の中では、現在のような化石燃料での同様

な経済発展が継続する場合、つまり最悪の社会経済シナリオである SSP5-8.5（放

射強制力 8.5 W/m2）となった場合、2100 年には、産業革命前に対して、3.3～5.7 ℃、

平均 4.4 ℃の平均気温上昇が懸念されている [2]。これは 2021 年に対しても、

3 ℃程度の上昇となる。地球温暖化によって、農産物の温度耐性に対しての直接

影響も懸念されるが、これまで気温が低い時期に生育が阻害されていた病害虫、

微生物などの生育環境へ至適化していく可能性も示唆される（図 1-1）。 

 

図 1-1 各社会経済シナリオ(SSP1～5)における温暖化の予測 

出典：IPCC AR6/WG1 報告書  
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温暖化は特に低緯度地域で顕著に表れ、また地球全体的な観点としては降水

量の増加をもたらす[3-5]。温暖化と多湿化は、昆虫、微生物にとっては好条件に

なり[6]、農産物への病害虫の増加とこれに伴う農薬などの使用の拡大を招くこ

とが懸念される。また懸念は農産物の栽培中のみの問題にとどまらない。食品の

貯蔵、輸送時の微生物汚染やカビの発生に伴うカビ毒の産生にとっても好条件

となっていく[7]。 

 

1.1.2 国際社会的課題 

2015 年 9 月の国連サミットで採択された持続可能な開発目標（Sustainable 

Development Goals [SDGs]）は、加盟国である日本も外務省を通じて積極的に取

り組むことが明示されている。持続可能な開発目標として、採択された SDGs の

17 の目標と、その中で、食品分野において特に関与し、寄与できると考える開

発目標 8 つを先の地球温暖化を含め、図 1-2 に示した。 

世界人口の増加は、2021 年の 78 億 7500 万人に対し、2050 年に 97 億人（23%

増）2100 年 109 億人（38%増）が見込まれている [8]。このような中、特に人口

の増加が著しい開発途上国において、食品生産性の向上が求められるが、先の地

球温暖化の影響から、病害虫や微生物に対する農薬の使用拡大が考えられる。農

薬は、1938 年のガイギー社による DDT の殺虫活性の発見を発端として、多くの

農薬が開発された。現在、1000 種を超えるといわれる農薬であるが、世界各国

での 80 年を超える実使用の中で危険性、あるいは安全性が、時には犠牲を払い

ながら検証され、現在では ADI などの科学的知見に基づき、各国ごとの摂取状

況とともに評価され、残留基準値が定められている。生産性向上を名目に、安全

性を度外視した使用があってはならない。カビ毒の問題はさらに深刻である。カ

ビ毒は、カビの発生に伴い産生される毒素であり、最も代表的なものとしてアフ
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ラトキシンが挙げられる。アフラトキシンは 1960 年に英国で七面鳥が大量死し

た際に発見され、2020 年 12 月においても米国においてドックフード原料のトウ

モロコシ汚染によって 70 頭以上の犬が亡くなっており、未だに汚染を防ぐ実用

的な方法が見いだせていない。2004 年には、ケニアにて人への中毒事件も起こ

っており、100 名を超える死亡者を出すこととなった。人口増加は開発途上国が

中心となるが、このような国は、衛生的なインフラが整備できていないことが多

く、カビ毒汚染の可能性はさらに高まる。国連食糧農業機関（FAO）は、2020 年

に世界で飢餓に苦しんだ人は 7 億 2040 万～8 億 1100 万人と推計する報告書を公

表した[9]。新型コロナウイルス感染症（COVID-19）流行以前の 2019 年と比較

して 1 億人以上の急増を伴っている。このような背景をもとに、食べずに死ぬ

か、食べて死ぬかの選択を迫るような国際社会ではいけない。規制値を超えて危

害要因物質を含有する食品が、飢餓に苦しむ国への移送・販売などが行われるよ

うなことは絶対に起こってはいけないことである。 

一方で、曖昧な（感覚的な）不安によってゼロリスクを求めて、化学物質の一

斉排除は現実的でない。我々はその化学物質の危険性、安全性を「正しく」把握

し、その危険度と利益度（リスクとベネフィット）を賢く選択することが重要で

ある。2020 年から世界を席巻した、COVID-19 と急ぎ開発されたワクチンの接種

是非の関係と同様だと考えられる。国際的な危害要因物質に対する規制値の設

定とその残留量の「確実」な把握を進めることにより、SDGs の目標 1, 2, 3, 10 の

達成に寄与することが可能となる。 

世界人口は増加している中、我国の人口は年々減少しており、2050 年には 1

億人を下回る可能性も示唆されている [10]。すでに我国では、現在の人口にお

いても食品が飽和し、食品ロスが食品業界としては深刻な問題となっており、技

術的な期限延長の努力のみならず、賞味期限の年月日表示から年月表示化など、
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消費者の理解とともにロス削減に取り組んでいる。2020 年度の農林水産省の報

告によると、可食な食品廃棄物は、食品関連事業者と一般家庭を合わせると 600

万トン（2018 年度）[11,12] と推定されており、これは世界全体が飢餓に苦しむ

国への援助の食料量の約 2 倍である。SDGs の目標 12 では、2030 年（残り 8 年）

で食料廃棄を半減、損失を減少させることがグローバル指標 [13] とされており、

飽和する我国の品質の高い食品を積極的に輸出するべき時に来ている。 

全ての食品は、地球環境の恵みを受けて得られるものである。食品ロスの低減

は、乱獲や不要な開墾の防止、廃棄に使用されるエネルギーの削減が可能となり、

SDGs 目標の 13, 14, 15 に寄与に大きく貢献する。 

図 1-2 SDGs 17 の開発目標と食品分野が特に寄与できると考える目標 8 つ 

（赤枠）  
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1.1.3 日本食のグローバル化 

日本の「和食：日本人の伝統的食文化」は、2013 年の 12 月にユネスコの無形

文化遺産として登録された。その食文化としての物珍しさもあり、海外において

も「Sushi」「Sukiyaki」などを筆頭に、近年では、「Onigiri」「matcha」など、その

まま日本語の名称が通じる食・食品も多くある。また、日本の食品の多様性は世

界的にも類を見ない。農産物においては品種改良を重ね、原種がもちうる糖度を

大きく超えた果実や野菜の開発、菓子類や加工食品においてもブランド化され

た定番商品だけでなく、期間限定の味や、例えば、先の抹茶のように各食品との

コラボレーションにより付加価値をつけるもの、企業間での有名ブランド同士

のコラボレーション、用途に応じた専用の調味料、海外の食を日本人の嗜好に合

わせるアレンジなど、およそ国外の食品企業ではこのような付加価値は考えに

くく、食品については、日本は他国を完全にリードした先進国であるといえる。 

それは安全性においても同様で、2020 年 6 月に日本においても HACCP に沿っ

た衛生管理の制度化が実施された。HACCP の制度としての導入は世界から遅れ

たが、もともと日本の食品製造業におけるベースとしての衛生管理については、

戦後直後の 1947 年（昭和 22 年）の食品衛生法導入以来、自国民への食の安全・

安心を提供するため、その潔癖症ともいえる国民性も後押しし、世界一であると

いえる。このような日本の食・食品については、海外からも当然注目され、農林

水産省の報告によると 2012 年度の 4,497 億円から 2020 年度の 9,860 億円と 8 年

で食品の輸出金額は倍以上の伸びを示している（図 1-3）[14,15]。また、本 2021

年度は、すでに 1-11 月の累計で、1 兆 779 億円に達しており、その輸出金額は、

増加の一途をたどっている [16]。 
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図 1-3 我国の農林水産物の輸出額の推移 

出典：「農林水産物・食品の輸出額」農林水産省 

 

しかしながら、一方で日本は肥沃な国土を持ちながら、残念ながら食品原料と

なる穀類などの大規模生産には至らず、多くを国外からの輸入に頼っている。カ

ロリーベースでは、2020 年度で 37 %であり、畜産食品を生み出す家畜用飼料や、

同様に食品原料となるような穀類・油脂類ついては、基本的には輸入に頼ってい

る現状がある。自給率 50 %を超えるのは、米、野菜、魚介類程度となっている

（図 1-4）[17]。EU での大規模農業の成功例としてオランダの実例が語られるこ

とは多い。オランダは九州とほぼ同等の国土でありながら、輸出用の農産物を限

定、特化して栽培することで付加価値を高め、近隣の高所得国への販売を積極的
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価値の高い食材を輸入する EU らしいサプライチェーンが敷かれている [18]。

日本の現状を鑑みた際も同様なことが考えられる。今後、より戦略的に食品原材

料を輸入し、肥育や加工を行い、付加価値を高めて積極的に輸出するといったグ

ローバル化（EU のような国際的なサプライチェーン）に意識を向けていくこと

が必要である。特に「食欲」は人の根幹的な三大欲の一つであり、世界人口の増

加とともに価値ある食品はその需要が高まると推測される。これまで日本の輸

出産業として、工業製品がけん引してきたが、これに代わり、食品が今後の日本

の主たる輸出産業としての期待が高まっていくと考えられる。 

 

 

図 1-4 我国のカロリーベースの食料自給率（2020 年度） 

出典：「令和 2 年度食料自給率・食料自給力指標について」農林水産省 
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1.1.4 日本における食のハザードごとの不安程度 

日本国民が、現在の食に対してどのような不安を感じているかを理解するため

に、食品安全委員会が実施した 2020 年度食品安全モニター課題報告 「食品の

安全性に関する意識等について」の概要を確認すると、カビ毒、残留農薬につい

ては、長く有機化学物質としての危害要因の２大不安要素になっている。 

特に 2020 年度に 2 位に躍進しているカビ毒が顕著な例ではあるが、その不安

選択の理由が、「危険性・有害性を示すデータを見て」が最も多くなっているこ

とも特徴である [19]。 

これまで危害要因に対して不安を感じた情報源としては、ニュースなどの報道

からという回答が多くを占めてきたが、近年の偏った情報（ネット、SNS など

「不確か」な情報が氾濫している現状）を鵜呑みにすることの危険性に気が付き、

科学的知見に基づいたハザードの判断が、徐々に根付いてきた証拠ともとれる。 

この「食品の安全性に関する意識等について」におけるアンケート結果は、あ

くまでも日本人が自国で食するうえで、という範疇での結果を示すものである

だろうが、今後のさらなる国際的サプライチェーンへの移行という流れから考

えると、自国で感じる食への不安は、そのまま他国へ与える食への不安に直結す

ることとなる。すでに自国と他国の不安が時を経ずに直結する国際社会である

ことは COVID-19 によって証明されている。食品中に含有する危害要因物質と

して、残留農薬とカビ毒に対する不安は、日本のみでなく、世界各国で抱えてい

る不安であるといえる。 
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表 1-1 食品の安全性の観点から感じるハザードごとの不安の程度 

（出典：食品安全委員会報告書をもとに加工） 

 

  

年度 1位 2位 3位 4位 5位 6位 7位

有害微生物 カビ毒
いわゆる健康

食品

汚染物質（有

害金属など）

家畜用抗生物

質
残留農薬

容器包装から

の溶出化学物

質

83.2 % 72.5 % 60.5 % 59.4 % 57.4 % 56.3 % 55.5 %

有害微生物
家畜用抗生物

質

いわゆる健康

食品
カビ毒 アレルゲン

汚染物質（有

害金属など）

容器包装から

の溶出化学物

質

85.1 % 66.1 % 62.6 % 61.9 % 59.9 % 53.9 % 52.8 %

有害微生物
家畜用抗生物

質

いわゆる健康

食品
カビ毒 アレルゲン

汚染物質（有

害金属など）
放射性物質

86.7 % 66.9 % 64.9 % 64.6 % 61.8 % 60.9 % 54.0 %

有害微生物
いわゆる健康

食品
カビ毒

家畜用抗生物

質
アレルゲン 放射性物質

汚染物質（有

害金属など）

83.4 % 63.6 % 62.0 % 59.1 % 56.5 % 55.7 % 51.9 %

有害微生物
いわゆる健康

食品
カビ毒

家畜用抗生物

質
放射性物質 アレルゲン

汚染物質（有

害金属など）

82.8 % 61.7 % 61.5 % 59.1 % 56.5 % 55.7 % 51.9 %

有害微生物
いわゆる健康

食品
放射性物質

汚染物質（有

害金属など）

家畜用抗生物

質
残留農薬 食品添加物

75.7 % 64.4 % 58.4 % 53.2 % 51.8 % 51.3 % 48.0 %

有害微生物 放射性物質
いわゆる健康

食品
残留農薬

家畜用抗生物

質

汚染物質（有

害金属など）
食品添加物

78.5 % 64.1 % 64.1 % 58.8 % 55.4 % 53.6 % 50.4 %

有害微生物
汚染物質（有

害金属など）
残留農薬

家畜用抗生物

質

容器包装から

の溶出化学物

質

遺伝子組み換

え
食品添加物

79.6 % 78.1 % 73.1 % 68.2 % 67.5 % 64.6 % 62.5 %

汚染物質（有

害金属など）
残留農薬

家畜用抗生物

質
有害微生物 食品添加物

遺伝子組み換

え
BSE
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1.2 危害要因物質の分析 

1.2.1 安全性の担保としての「分析」 

このように自国のみの問題ではなくなっている食の安全性は、その担保する

主たる手段として、「分析」に基づいた結果による判断ということとなる。上記

のような社会的背景の中で、食に関する課題を解消するためには、食品中の危害

要因物質の確実な「把握」が必要とされる。本研究では、この不安要素として関

心の高い、残留農薬とカビ毒について着目することとした。 

農薬は原則、農作物の収穫までに使用されるものであるため、一部、ポストハ

ーベスト農薬（防黴目的）の使用がなければ、収穫直後の残留量分析によって安

全性を確認すれば、安心な食生活が期待できることになる。農作物の栽培では、

時期を変え、多種の農薬を使用することもある。または、非意図的に近隣で散布

された農薬のドリフトによる汚染なども考えられる。このため、栽培時に使用さ

れた農薬を網羅的に、かつ確実な量を測定し、規制値との比較、判断できる結果

が得られる技術が必要となる。 

一方、カビ毒汚染は、農産物の栽培・収穫から、食卓に上るまでいずれの段階

でもカビ生育に伴う発生リスクがあり、どの場面においても対応ができる迅速

に汚染の有無の判断ができることが必要となる。 

よって、この農薬とカビ毒という 2 つの危害要因物質は、有機化合物の微量

分析という観点で見た場合は同じカテゴリーではあるが、その期待される分析

法の性質・性能が異なることとなる（図 1-5）。 



- 11 - 

 

 

図 1-5 農薬とカビ毒の期待される分析法の性質・性能の違い 
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1.2.2 危害要因物質の分析法 

食品中の危害要因物に対する分析法の概要を図 1-6 に示し、その概要を解説

する。 

 

図 1-6 食品中の危害要因物質の分析法の概要 
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1.2.1.1 試料の均一化 

試料から分析対象部位を取り出し、粉砕して均一化する工程である。分析対象

物質が食品全体に均一に存在することはなく、部位によって濃度差が生じる。残

留した農薬は、その農薬の特性により、表面に多く残るものや作物に浸透し移行

するため組織内に多く残るもの、また、カビ毒は、カビが発生した部位に局在し

て残留する。このような事由から、汚染に個体差も生じる。分析対象物質の局在

や試料の個体差を考慮して、分析結果が試料全体の代表となるよう試料を均一

化することは分析結果の良否を分ける重要なポイントである。また、均一化の過

程で粉砕時の熱や作物自身の酵素などの成分により分析対象物質が分解するこ

ともあるため、分析の対象とする化学物質の物性を考慮して適切な処理を実施

する必要がある。また粉砕した試料が粗ければ、抽出時の溶媒との接触機会を妨

げることとなり、抽出の効率が落ちることへの配慮が必要となる。 

 

1.2.1.2 抽出 

抽出は、測定対象とする分析対象物質の化学的物性に基づき、主に極性という

指標に合わせて溶解しやすい溶媒を選択することになる。試料と適切な溶媒と

の混合により、試料中の分析対象物質を溶媒中に溶解、移行させ、取り出すこと

が目的である。けれども分析対象物質以外の成分（以下、マトリクスと呼ぶ）は、

極力抽出はしたくない。なぜなら、マトリクスは全て測定の正しさを阻害する要

因となりうるからである。しかし、都合よく分析対象物質のみを確実に抽出でき

る溶媒は存在せず、常識的には分析対象物質と、これと類似な極性を持つマトリ

クスも同時に抽出し、取り出した後に可能な限り分析対象物質のみが存在し得

るような精製を行い、マトリクスを除去することになる。抽出法、ないしは抽出

溶媒の選択は、分析対象物質を効率的に抽出しながら、マトリクスを極力抽出し
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ない選択が重要となる。しかしながら、農薬は、農産物を病害虫から守ることを

目的として散布される。即効性は当然必要であるが、ある期間の薬効の持続性も

期待されるため、作物表面への吸着力を持つものもあれば、根を通じて植物組織

内に浸透移行し薬効を持続するものもある。よって、溶解性の高い溶媒を用いれ

ば速やかに、容易に抽出されるというほど簡単ではない。振とう機によって高速

に溶媒と試料の積極的な接触機会を与えることや、ホモジナイザーなどによっ

て物理的にも植物組織を一部削りながら接触機会を増やすような操作が必要と

なることが多い。そのようなことからも、分析対象物質を十分に抽出するには、

分析対象物質類似の極性を持つ物質も含めて、物理的な力も借りて抽出するこ

とが必要となる。また、試料の持つ水分との混和性も必要となるため、アセトン、

アセトニトリルやメタノール、及びこれらの混液が好まれることになる。なお、

乾燥試料は、水分の介在無くしては、抽出効率が落ちることが 1960 年代から指

摘されており [20]、生鮮時の水分量に相当する水を加える、いわゆる「生戻し」

操作を行わなくてはならない。また、分析対象物質が疎水性で、油脂の多い試料

からの抽出には、メタノールやアセトニトリルなど油脂との混和が十分でない

溶媒を使用すると疎水性の分析対象物質の抽出率が落ちることもあり、効果的

な抽出には課題が多い。 

抽出法は、試料と溶媒との混合による振とう、ホモジナイズなどを使った方法

が一般的な分析対象物質に対して用いられるが、一部このような柔和な抽出法

では抽出しきれない分析対象物質も存在する。一部の試料への吸着が著しく強

く、安定である分析対象物質では、加熱や強酸、強塩基での連続抽出を余儀なく

されるもの存在する。 

その他、食品中の危害要因物質の抽出に用いられる抽出法（装置）とその特徴

を表 1-2 に示す。これらの抽出法は、安定性の高い物質には効果的であるが、大



- 15 - 

 

型な装置となり、また、高温や高圧の危険性が伴う。 

 

表 1-2 食品中の危害要因物質の抽出に用いられるその他の装置 

抽出法・抽出装置 主な特徴 

ソックスレー抽出装置 

（SE:Soxhlet extraction） 

分析対象物質より揮発性の高い溶媒をサイフォン形式で連続的に溶媒に

抽出する装置、ダイオキシンなど疎水性で安定な物質の抽出に用いられ

る。トルエンなどを用いて 16 時間の連続抽出（20 サイクル）が行われ

る。 

高速溶媒抽出装置 

（ASE:Accelerated Solvent Extraction） 

試料を入れたセル内に高圧で有機溶媒を流すことにより、より溶媒を浸

透させ抽出する装置。非常に効果的に抽出可能であるが、同時に多くの

マトリクスも抽出され、後の精製に苦労が生じる。圧力や温度に不安定

である物質には向かず、ダイオキシンでの実用例がある。 

超臨界抽出装置 

（SFE:Supercritical Fluid Extraction） 

臨界状態の二酸化炭素を溶媒として抽出する。溶媒が常圧・常温では気

体であるため、溶媒留去が容易であるが、二酸化炭素を溶媒と見た場合

の極性は炭化水素（ヘキサン）と同程度であるため抽出可能な分析対象

物質は制限をうける。一部、アセトンなどの中極性溶媒を添加し、抽出助

剤として中極性農薬の抽出に適用した例がある。 

マイクロ波抽出装置 

（MAE:Maicrowave Asisted Extraction） 

密閉容器内にマイクロ波を照射することにより、水分子が振動し、摩擦

熱によって、容器内の圧力と温度が上昇することを利用し抽出する。酸

を入れ、酸分解をしながら抽出する無機元素に最も使用される。圧力と

熱に不安定な物質には向かない。 

 

 

1.2.1.3 精製 

マトリクスとともに抽出された分析対象物質を測定するにあたり、全てのマ

トリクスは測定を干渉する要因となりうる。分析法として、使用意図に合致する

測定結果が得られる性能（分析法の性能については後述する）を持ち得るまでの

除去が必要となる。 

危害要因物質の精製については、「液液抽出」と「固相抽出」を用いた 2 種類

に大別され、多くの分析法に用いられる。  
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1.2.1.4 液液抽出（LLE: Liquid–liquid extraction）を用いた精製 

交じり合わない 2 液間における分析対象物質の分配比を利用した精製法であ

る。最も一般的に行われるのは水と水に混和しない有機溶媒へ抽出液を入れ、分

配させることで、分析対象物質を有機溶媒層へ移行させる操作（いわゆる転溶操

作）である。分配平衡に達する時間を早めるため振とう操作を繰り返し、静置し

て溶媒を分離した後、有機溶媒層を採取する。LLE により抽出液中に含まれる

糖類などの水溶性マトリクス、及び水分を除去できる。また逆に、分析対象物質

の極性が高い場合は、水層を採取することで、有機溶媒層に、油脂類など疎水性

マトリクスを除去するように使う場合もある（図 1-7）。 

 

図 1-7 LLE を用いた有機溶媒層への分析対象物質の移行方法 

 

 

よく有機化合物の極性指標として用いられる log Pow 値も、オクタノールと水

の 2 液間の溶質の分配比を対数化したものである。 

 

分析対象物質 

極性マトリクス 

振とう 

有機溶媒層 

水層 

静置 溶媒添加 
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1.2.1.5 固相抽出（SPE: Solid Phase Extraction）を用いた精製 

固相抽出はクロマトグラフィーの分離技術を用いた精製法である。過去は、固

相を溶媒に懸濁させ、カラム管に充填するいわゆるオープンカラムという方法

が用いられてきたが、近年では細かな粒子で、ポリプロピレンカートリッジ等に

充填されたミニカラムが主流となっている。オープンカラムに対して、負荷でき

る試料量は少なくなるが、分離の安定性は高く、溶出に使用する溶媒量は非常に

少なくできるメリットがある。ミニカラムの多くは乾燥状態で販売されている

ため、事前に溶媒等に湿潤（コンディショニング）させ、固相と通液させる試料

液との十分な接触機会を得られるようにしてから使用する必要がある（図 1-8）。 

 

 

 

図 1-8 カートリッジカラムの使用方法 
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主な充填剤の固相抽出の分離原理を表 1-3 にまとめた。 

また、近年では担体にモノクローナル抗体を固定化した充填剤をミニカラム

に充填したイムノアフィニティーカラムが開発されており、特にカビ毒の分析

によく利用されている。選択性の高い抗原抗体結合を利用するため、他の精製法

の数百から数千倍のマトリクス除去効果があるとも言われている。 

 

表 1-3 食品分析の固相抽出に利用される主な充填剤 

分離原理 主な充填剤 使用法・特徴 

逆相（疎水性相互作用） C18 (Octadecyl) 

C8 (Octyl) 

極性溶媒に溶解した試料液を通液することで疎水性マ

トリクスを除去する。脱脂目的で多用される。 

順相（極性相互作用） Si (Silica) 

Al (Aluminina) 

Fl (Florisil) 

極性の低い分析対象物質の精製のため、試料液から極

性物質の除去を目的に使用する。もしくは分析対象物

質を保持させ、低極性溶媒で洗浄することで油脂分を

除去する。GC 測定のためのマトリクス除去には効果

が高い。 

イオン交換 SCX (Benzenesulfonic acid) 

SAX (Quaternary ammonium) 

CBA (Propylcarboxylic acid) 

PSA (Ethylenediamine-N-propy) 

NH2 (AminoPropyl) 

SAX,SCX のような強イオン性の充填剤は分析対象物

質の脱着に使用されるが、PSA、NH2 は溶媒に溶解し

た脂肪酸の除去などを目的に逆相とイオン交換の中間

的効果を期待し、使用される。 

吸着 GC (Graphite Carbon) 

AC (Activated Carbon) 

物理構造に大きく依存し、多環芳香族で平面構造を持

つものの吸着が極めて高い。農産物試料クロロフィル

除去に効果が高い。溶出には同様にベンジル構造を持

つトルエンなどが必要となる。 

イムノアフィニティー IA (Immunoaffinity) 抗原抗体結合を利用したカラムで、基本的に目的の物

質のみが結合するため極めて精製効果が高い。高額で

高い濃度の有機溶媒などは使えないなど取り扱いには

注意を要する。使用期限も短い。 

ゲルろ過 GPC  

(Gel Permeation Chromatography) 

多孔性粒子を充填することで、分子量（分子サイズ）

による分離が可能。分析対象物質の極性に依存する他

の固相と精製原理が違うため、別角度からの精製効果

を生むが、大型の装置となる。 
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1.2.1.6 測定 

危害要因物質の測定では、微量分析となることから主に、ガスクロマトグラフ

（Gas Chromatograph：GC）、もしくは高速液体クロマトグラフ（High Performance 

Liquid Chromatograph：HPLC）と質量分析計（Mass Spectrometer：MS）を接続し

た装置を使用する。精製工程においてもマトリクスを完全に除去することは困

難であるため、クロマトグラフィーにより分析対象物質とマトリクスを分離す

る必要がある。機器に注入した試料溶液中の物質は分析カラム上でクロマトグ

ラフィーにより分離され、カラムから溶出した物質は検出器によって検知され

る。検出器の応答値は物質の濃度に比例するため、濃度既知の標準物質と比較を

行うことにより定量分析が可能となる。GC、HPLC では分析カラムからの溶出

時間（保持時間）が標準物質と一致することにより物質の定性が可能である。し

かし、低濃度測定を求める危害要因分析では、測定上の妨害となるマトリクスか

らの回避のため、2 段階の MS フィルターでの分離（MS/MS）や高分解能（TOF、

磁場型）などの機器が必要となるが、大型でさらに高額なところがデメリットと

なる。 

 

1.3 分析法の性能評価 

1.3.1 分析法の性能評価のパラメータ 

分析法の性能はバリデーション（妥当性確認）によって評価される。妥当性は、

分析法が使用する意図に合致している程度（Fitness for purpose）を示すものであ

るが、国際的にも表 1-4 のパラメータについて確認されることが概ね合意されて

いる。 
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表 1-4 分析法の妥当性を確認する性能パラメータ 

性能パラメータ 概要 

選択性 他の成分と間違えることなく測定できる能力 

検出限界・定量下限（上限） 検出できる最低量・適切に量を計れる最低（最高）量 

直線性 標準品との比較で量を換算する検量線を用いる場合のその検量線の直線

範囲 

真度（回収率※） 分析値がもつ「かたより」の程度 

※本来、真度は、「真値とされる量」との近さのことだが、標準品を意図

的に添加した試料を分析して得られる「回収率」をやむをえず代用とす

ることも多い。 

精度 分析値がもつ「ばらつき」の程度のこと、精度には、併行精度、室内精

度、室間精度がある。 

併行精度 同じ分析法を用い、同じ試験室、同じ分析者が、同じ測定機器を用い、同

時に実施した場合のばらつき 

室内精度 同じ分析法を用い、同じ試験室、違う分析者が、違う測定機器を用い、違

う時に実施した場合のばらつき（違う条件は一つまたは複数） 

室間精度 同じ分析法を用い、違う試験室で実施した場合のばらつき ※ばらつき

は、一般的に、併行精度＜室内精度＜室間精度となる。 

範囲 妥当な結果が測定できる試料の濃度範囲 

堅牢性 施設環境（人、機器、設備など）の変化に対して安定した分析値が得られ

る程度 

 

 

危害要因物質の分析については、まず、マトリクスと分析対象物質を見分ける
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力「選択性」が求められる。危害要因物質は、ごく低濃度測定の必要があるので、

必要な感度、言い換えるなら低い「検出限界」は物質存在の有無の判断に必要で

あるし、人体影響がある危害要因物質においては、その含有量が重要となるため

十分に低い「定量限界（下限）」が必要となる。 

規制値判断においては、規制値との一点のみで比較し、その量より多いか少な

いかといった判断を得るような分析もあり得るが、一般的には規制値に対して

リスクの程度を把握するために、量を正しく知る範囲として、「直線性」「範囲」

は重要である。 

また当然、測定値には、偶然誤差、統計誤差が含まれてくるため、その程度を

「真度」「精度」として求め、測定結果に伴う「不確かさ」として理解しておく

ことも重要である。特に国際規制に関わる分析を担当する試験所を対象とした

分析法について、「堅牢性」は非常に大きなファクターとなる。ある限られた試

験所でのみ再現性が高い分析法は、国際サプライチェーンの中で使用する分析

法としては、世界の人々から求められるものから乖離することになる。 

これらの分析法の性能を評価する各パラメータの中で、特に測定の不確かさ

に関わり、重要なものとして「真度」と「精度」が挙げられる。他のパラメータ

の不具合は、この「真度」「精度」にも結果として現れてくるため、この 2 パラ

メータの評価と維持は重要と言える。 

分析法の性能評価に関して、注意点を挙げるとするなら、特に農薬やカビ毒な

どに実際の汚染と同様な経緯で残留した作物を期待する濃度で作り出すことは、

コストや労力的に現実的ではないため、ブランク試料に分析対象物質を表面的

に加えて、残留疑似試料を作り、その添加量を残留量と読み替えて測定、定量し

て、添加量との比較を行い、「真度」、「精度」を求める、いわゆる添加回収試験

で代用を行うことが常となることである。  
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1.3.2 真度および精度の評価法 

添加回収試験での評価の問題点は、前述のように添加した分析対象物質は、基

本的に試料の表面にのみ存在することになるため、実際に栽培時に散布された

農薬、もしくは移送、貯蔵時に発生したカビが産生したカビ毒のように、分析対

象物質が存在する状態が違うことにある。添加回収試験において、添加時に標準

品を溶解した溶媒などの影響を受けないような状態（極力少量）や、ある程度の

浸透時間を置くことなどの工夫は当然必要であるが、実際の残留試料とは大き

く異なる。このことから、添加回収試験によって、真度・精度を求めることは、

得られた真度・精度が期待値以下の場合には、分析法の性能が意図される目的に

対して不十分である証明にはなるが、期待以上であったとしても十分な性能を

有するとは本質的には言えない。真の残留に対しての抽出効率が評価できない

からである。本来的には、値付けされた認証標準物質（Certified Reference 

Materials：CRM）を用いて評価する必要がある。もしくは明らかに十分な抽出が

達成できていると評価されている分析法との比較により評価されるべきである。 

我国でのカビ毒（アフラトキシン）及び残留農薬分析での真度・精度の性能評

価基準を表 1-5 及び 1-6 に示す。真度・精度は測定する濃度によって許容範囲が

決められているが、これは Horwitz 式（近年は Thompson 修正式）[21] に基づく

評価基準が国際的に一般化されており、我国の基準もこれを踏襲している。 

 

表 1-5 アフラトキシン分析法で示される真度・精度の性能評価基準 

評価対象 試行回数 
真度(回収率）

(%) 

併行精度

(RSD%) 

室内精度

(RSD%) 

アフラトキシン

B1, B2, G1, G2 
5 70 - 110 ≦ 20  ≦ 30 
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表 1-6 残留農薬分析法で示される真度・精度の性能評価基準 

評価対象濃度

（mg/kg) 
試行回数 

真度(回収率）

(%) 

併行精度

(RSD%) 

室内精度

(RSD%) 

≦ 0.001 5 70 - 120 < 30 < 35  

> 0.001 - ≦ 0.01 5 70 - 120 < 25  < 30  

> 0.01 - ≦ 0.1 5 70 - 120 < 15  < 20  

> 0.1 5 70 - 120 < 10  < 15  

 

 

1.4 危害要因物質分析の課題 

2006 年 6 月に我国の残留農薬の規制制度が大きく変更された。これまで、特

定の食品に対して指定された農薬のみ（約 250 種類）残留基準が定められ、原

則、残留に対する規制が無い状態で、規制対象とする農薬のみを示したリストで

あったため、ネガティブリスト制度と呼ばれていた。2000 年代に入り、日本で

残留基準が設定されていなかった農薬について、輸入食品から高頻度で検出し

たことから、日本においても残留農薬に対する規制強化の動きが加速し、ポジテ

ィブリスト制度が 2006 年 5 月に施行されるに至った。ポジティブリスト制度で

は、原則、全ての農薬等（残留農薬、動物用医薬品、飼料添加物）が規制の対象

となり、基準値が設定されていない農薬等については一律基準（0.01 mg/kg）が

適用された。これにより、規制対象農薬の大幅な増加と一律基準への対応が必要

となった。これまでのネガティブ制度下では、先の危害要因物質の分析法で述べ

たように、分析対象物質の物性に合わせた分析法が用いられたが、多種の農薬を
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一度で測定を可能とする多成分一斉分析法が主流となった。そのような中でも

日本に先駆けてポジティブリスト制度を制定していた EU において、2003 年に

簡易で迅速な一斉分析法として QuEChERS 法（Quick, Easy, Cheap, Effective, 

Rugged, Safe）が報告された [22,23]。QuEChERS 法は溶媒使用量が少なく、濃縮

操作が不要であるため、簡易かつ迅速な多成分一斉分析法として世界中で急速

に普及した。現在では改良法が EU 標準法である EN 法や AOAC 法として採用

されており、国際的な分析法として認知されている [24,25]。 

QuEChERS 法とその改良法の概要を図 1-8 に示す。アセトニトリルによる抽

出を行い、硫酸マグネシウムにより、塩析と溶媒脱水を同時に行う。遠心分離後、

上層を取り出し、これにアセトニトリル層に固相樹脂を入れ、振り混ぜることに

より簡易精製を行った後に GC-MS(/MS)、LC-MS(/MS)で測定する方法である。

抽出溶媒としてアセトニトリルを採用した理由は、①多くの農薬が持つ極性範

囲（Log Pow 値で約 1-5 程度）に対して抽出適応がある。②塩析を行うことで混

和していた水と 2 層に分けることができる。この性質によって、分析上の妨害

となるマトリクスの代表である、無極性の油脂類、高極性の糖類などを過剰にア

セトニトリルに溶かすことなく農薬を取り出すことができるからである。その

ような利便性から、近年、この QuEChERS 法を他の危害要因分析の抽出法とし

て用いようとする論文が数多く出てきている。 
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図 1-8 QuEChERS 法の概略 

 

その特徴を理解し、用途を間違えなければ非常に簡易でよくできた方法であ

るが、その危険性も理解しておく必要がある。まず理解しておくべきことは、本

法が、ポジティブリスト化された多成分の農薬の残留実態を網羅的に確認する

ことを目的として開発されたスクリーニング的な方法という点である。それが

時を経るうちに妥当性評価を行うことで利便性の高い定量法としての目的を担

う方向に移行してきたことに注意を払う必要がある。定量分析法として評価す

る際に、まず、アセトニトリルによって抽出できる極性範囲が限定的であるため

抽出不足を招く危険性があることが注意点としてあげられる。特に水や油脂分

も広範囲に抽出されるアセトンが標準分析法として用いられてきた物質の分析

については、本来の抽出効率（真度）が添加回収試験では確認できないことから、

CRM や自然残留の作物を使った測定値比較などによる妥当性の評価が必要であ

る。次に、限定的な極性範囲での抽出を行っていることから、精製も非常に簡素

化されているため、試料液中に残ったマトリクスと分析対象物質との分離には、

高価な GC-MS(/MS) や LC-MS(/MS) の使用が必然となる。試料液中に残ったマ
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トリクスは、高分離能の MS や MS/MS ではクロマトグラム上の妨害とはならな

くとも、可視化されない部分で、マトリクスによる測定値の干渉であるサプレッ

ションやエンハンスメントを起こしている可能性があり、定量値の真度が不確

かなものになることを常に意識する必要がある。マトリクス影響の削減には、結

局煩雑な精製を実施することになるか、もしくは試料液を希釈し測定する必要

があるため、さらに高価で高感度な MS が必要となり、分析全体を考えたときに

Quick、Easy で Cheap な分析法から乖離していくことになりうる。 

 

1.5 本研究の目的 

本研究の目的は、環境的課題として地球温暖化を踏まえ、世界人口の増加と共

に食糧の不足が懸念されるこれからの時代において、食品の国際的サプライチ

ェーンの中で、国際社会の一員として、食の安全と安心を「分析」を通じて届け

ることを目的としている。GC-MS や LC-MS などクロマトグラフィー技術を用

いた分析機器の性能はこの 20 年余りで飛躍的に進歩し、分析技術の簡素化が達

成されて来た。しかし一方で、高性能化に伴う機器の高額化は避けられず、高所

得な国での活用が主なものとなってしまっている。さらに、機器の高性能化は、

多くのブラックボックス化を伴い、また簡易な前処理を生み、分析法としての性

能評価もシステムに基づいた定型的な妥当性を得れば良い。といった風潮を感

じ、可視化されない部分への配慮の足らなさを感じることが多い。 

そこで本研究では、危害要因物質の分析において、定量性を担保する根幹であ

る「抽出」の効率を上げる技法として、第 2 章で酵素可溶化による抽出法の改良

を非常に吸着性の強いビピリジニウム系農薬の抽出に用いることによりその効

果を確認した。ビピリジニウム系農薬は、農産物や土壌への吸着が強く、我国で

は濃硫酸での長時間還流による抽出を伴う分析法である。分析者に対しても過
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酷で危険な分析法であるが、酵素を用いることで柔和で効率的な抽出法を検討

した。また同時に極弱陽イオン交換性のカラムを開発することにより、強カチオ

ン性物質に対応する有効な LC-MS の測定技術についても検討した。第 3 章では、

世界的に汚染が広がっているカビ毒であるオクラトキシン A を対象として、特

異的な結合を得られるイムノアフィニティー技術を、少量の抗体量で測定が可

能なオンレジンによる直接蛍光測定法を検討し、MS のような大型で高額な機器

を用いず、分析全体で安価にオンサイト測定できる方法を開発した。 

これらの分析技術を通じて、国際的サプライチェーンの安全を担保する「分析」

が、その期待される場面に応じた分析法として、期待される性能に近づけること

が最大の目標である。 
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第２章 農産物に残留するビピリジニウム系除草剤分析の 

酵素可溶化法に関する研究 

 

2.1 緒言 

2.1.1 背景 

食品中に残留する農薬は、健康に影響のある危害要因物質として世間が注目

する化学物質の代表である。我国では、残留農薬に対して 2006 年にポジティブ

リスト制度に移行し、これに伴い実質的には 800 種類を超える農薬に対して規

制がひかれることとなった。また、EU をはじめ先進国といわれる多くの諸外国

では、すでにポジティブリスト制度が採用されている。このポジティブリスト制

度に対応するために発展したのが、多成分一斉分析法である。我国でも残留農薬

に対する「一斉分析（試験）法」が厚生労働省より通知されている [1]。多成分

一斉分析法は、食品からの 1 度の抽出操作で得られた試料溶液を用いてその中

の微量（通例 ppb [µg/kg]レベル）の農薬、数 100 種類を一度の測定で分析しよう

とする方法である。よって、これまでの残留農薬試験で用いられてきた「個別分

析（試験）法」のように、測定対象とされる物質の物性（主に極性）に合わせた

抽出法でなく、網羅的に多様な物性に合わせた抽出法となる。抽出の対象物質の

多様化を行えば行うほど、同様な極性を持つ物質も同時に抽出されることとな

り、これらは一般にマトリクスと呼ばれ、測定上のあらゆる問題を起こす要因と

なる。分析対象物質である農薬の極性は、ほぼ水にのみ溶解するものから、ほぼ

水には溶けず、油脂には極めて溶解しやすいものまで存在する。個別分析法では、

良好な抽出を目指し、水と油脂を同時に溶解可能なアセトンが多用され、その後、

極力、分析対象物質のみにする精製を繰り返す。これにより多くのマトリクスは
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除去され、定量性の高い分析結果が得られる。他方、多成分一斉分析法は、分析

対象物質の物性が絞れないことにより、まず精製は必要最小限となる。先にも述

べたとおりに、マトリクスを多く含んだ試料液は、正しい測定を妨害することに

なる。精製が限定的にならざるを得ないことから、次にとる手段は、分析対象物

質“のみ”をできる限り効率的に取り出す抽出法を選択しようと考える。食品中

の油脂分、たんぱく質や糖類は測定上の不具合を起こす主なマトリクスである。

これらのマトリクスを極力、抽出せず、農薬は効果的に抽出する手法となる。そ

こで採用されたのが、アセトニトリルによる抽出法であり、多成分一斉分析では

多用される溶媒となる。アセトニトリルは油脂をほぼ溶解することがない点、取

り出した水溶性のマトリクスは、塩析によりアセトニトリルと分離できる点で

便利である。これは裏を返すと、水や油脂に近い極性を持つ物質は、十分な抽出

ができない可能性を示唆するものでもある。 

ポジティブリスト制度以降、この多成分一斉分析法は、これまで個々に抽出し、

精製し、測定してきた農薬を一度に測定できるため、その効率性から、世界中で

一気に流行した。その最たるものが、QuEChERS 法である。 

QuEChERS 法は、この目的のための簡単な抽出・精製法として開発され、改良

されてきた [2-5]。しかしながら、問題は、第 1 章でも述べたように、スクリー

ニング法として開発された本法が、妥当性評価を実施して、定量法としての用い

られ方をしている点である。妥当性が“真”に評価されたうえで、定量法として

用いられることに異論はないが、特に真度の評価法の多くが、「添加回収試験」

によるものであることは違和感がある。添加回収試験は、自然に残留した農薬と

は、その存在部位が大きく違い、添加回収試験での結果は、見かけの真度が高く

なることは明白であり、実際の試料での定量分析では、真の残留量に対して負の

バイアスがかかる危険性がある。 



- 33 - 

 

そこで本研究では、酵素を用いた細胞壁の溶液化（酵素可溶化法）を用いるこ

とにより、抽出効率の向上への期待をし、適用性の検討を行った。 

酵素可溶化法は、酵素を用いて植物組織を破壊し、液状化させることを可能と

した方法である（図 2-1）。しかし、測定結果を得るまでの迅速さが要求される食

品分析では、さまざまな酵素を最適な条件で順次作用させ液状化させるような

悠長な時間をとることはできない。また、農薬の抽出効率の向上においては、試

料の完全液化は必要ではなく、農薬を十分に離脱する程度の液状化ができれば

よいと考えられる。笠井らは植物組織における細胞壁周りのペクチン部位を分

解するために、ペクチナーゼなどの酵素を必要とせず、短時間で可能なオートク

レーブでのペクチン分解処理を提案している [6, 7]。このオートクレーブ処理に

よるペクチンの除去と、その後のセルロース及びヘミセルロースに対する酵素

処理によって抽出効率の向上を図った。 

 

図 2-1 酵素可溶化法による植物組織の液状化概略 

 

今回、検討対象として、ビピリジニウム系農薬を選定した。ビピリジニウム系

農薬は、その強いカチオン性から、土壌や植物組織などへの吸着が強く、強酸還

流などの過酷な抽出条件が用いられる。本農薬が酵素可溶化法の柔和な条件下

で十分な抽出を行うことができれば、他の農薬の抽出効率も引き上げる可能性
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が示唆されるためである。 

 

2.1.2 ビピリジニウム系除草剤 

代表的なビピリジウム系除草剤であるパラコート及びジクワットは、速効性

と広範囲の接触活性を有する第 4 級アンモニウム系除草剤である（図 2-2）[8]。

ジャガイモ、オリーブ、リンゴ、トマトなど、多くの作物の植え付け前後の雑草

防除に使用されている[9, 10]。これら除草剤は、取り扱いの容易さ、低い蒸気圧、

高い水溶性、高い土壌結合力などの物理的特性と、その強い除草活性とが相まっ

て、農業分野での広範な使用に適している [11, 12]。ビピリジウム系除草剤は、

4 級アンモニウムを持つことによる強いイオン性とそれに伴う吸着性を特徴と

する農薬である。 

 

 

 

図 2-2 ジクワット及びパラコートの構造式 

 

2.1.3 パラコート及びジクワットの分析法の課題 

2.1.3.1 抽出法の課題 

我国のパラコート及びジクワットの通知試験法の概要を図 2-3 に示す。 
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図 2-3 パラコート及びジクワットの厚生労働省通知法概略 

 

 

濃硫酸を使った還流抽出という非常に危険を伴う抽出操作の後、抽出液をプ

ロピルスルホニルシリカゲルミニカラム (PRS) での精製処理を行っている。

PRS は、強陽イオン交換固相である。パラコート及びジクワットはともに 2 価

の有機カチオンであるため、中和後、カラムへ通液することで、パラコート及び

ジクワットの捕捉、そして高濃度塩溶液による溶出を行うことで、精製される。

さらに得られた精製液を高濃度アルカリ溶液とフェリシアン化カリウムによる

酸化を経て蛍光誘導体物である bipyridone（図 2-4）とした後に有機溶媒による

抽出と転溶を行うという、極めて煩雑で高度な熟練者を必要とする方法である。 

吸着力の高いパラコート及びジクワットは、他にも硫酸で長時間還流による

抽出の分析例が多くある [13-15]。 
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図 2-4 パラコート及びジクワットの蛍光誘導体化（酸化）の概略 

 

また、近年では、EURL-SRM において、高極性農薬の多成分一斉分析法であ

る QuPPe-PO 法 (Quick Polar Pesticides products of Plant Origin and honey) [16, 17] 

が導入され、ギ酸/メタノール溶液での抽出法が提示されているが、パラコート

及びジクワットにおいては抽出力が弱いため、特別に塩酸/メタノール溶液の使

用が指示されている（図 2-5）が、レンズ豆ではその抽出率の悪さが指摘されて

いる [18]。 
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図 2-5 QuPPe-PO 法の概略 

 

他にもマイクロ波での抽出 [19, 20] などの報告例もあるが、いずれも酸を用

いた高温、高圧が必要な方法であり、大型の機器が必要となる。 

 

2.1.3.2 測定法の課題 

一方、これらの農薬はその極性の高さから、HPLC を用いた測定が一般的であ

るが、HPLC での保持が難しく、困難である。酸化、蛍光化したこれらの農薬に

おいてもその水溶性は高く、汎用される ODS (C18)では保持が弱く、通知試験法

では、C30 カラムを用い、更に、移動相もアセトニトリル/水 2:98 (v/v) といっ

た極めて有機溶媒の少ない組成比で展開させることでようやく必要な保持と、

両農薬の分離が達成できる。この疎水性の高いカラムと高極性の移動相の組み

合わせは、試料溶液に溶けた疎水性マトリクスのカラム内蓄積を生み、通知法の
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通り、アイソクラティック溶離を続けると、数十回程度の測定で蓄積したマトリ

クスの影響により、選択性の高い HPLC-FL においても測定が困難となる（図 2-

6）。 

また、蛍光化物は不安定で時間とともに劣化（特に室温では）をしていくこと、

蛍光化反応が環境条件などにより一定でなく、必ずしも定量的とは言い難いた

め、必ず蛍光化反応は、比較とする標準溶液も、試料の蛍光化と同時に行う必要

があり煩雑である。よって、この蛍光化法は、世界的にみるとその採用例は皆無

であり、カチオン性の高いイオン形態での LC-MS の ESI-Positive モードで測定

するのが一般的である。 

 

 

 

図 2-6 C30 カラムでのマトリクス蓄積によるクロマトグラムの劣化 

 

この他、イオン形態のパラコート及びジクワットに対しては、HILIC カラムを
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用いた分析例 [16, 18, 21]、イオンペア剤を用いた ODS カラムでの分析例 [22-

24]があるが、HILIC は水比率の高い試料溶液などでは保持が不安定になること

やアニオン性物質も同様に保持される。イオンペア剤を用いる方法では、保持の

安定化に時間がかかり、常に移動相とともに溶出されるイオンペア剤は、LC-MS

のイオン源において干渉を起こし、また汚染原因ともなる。なお、一般的なイオ

ン交換カラムでは、パラコート及びジクワットは保持が強すぎ、溶出には高濃度

の酸や塩を必要とするが、LC-MS への導入を難しいものとするため報告例はほ

とんどない [25]。 

 

 

2.2 実験方法 

2.2.1 試薬 

残留農薬用標準品のパラコート二塩化物及びジクワット二臭化物一水和物は、

富士フイルム和光純薬株式会社（大阪）から入手した。セルラーゼ GODO-TCF

（EC 3.2.1.4）は、合同酒精株式会社（東京）から入手した。ヘミセルラーゼ Amano 

90（EC 3.1.1.73）は、天野エンザイム株式会社（名古屋）から入手した。特級試

薬のメタンスルホン酸、クエン酸、リン酸水素二ナトリウム、リン酸二水素カリ

ウム、SDS は、富士フイルム和光純薬株式会社（大阪）から入手した。HPLC 用

メタノールは、富士フイルム和光純薬株式会社（大阪）から入手した。容量分析

用塩酸溶液（1 mol/L）は、ナカライテスク株式会社（京都）から入手した。水酸

化ナトリウム溶液（5 mol/L）は、富士フイルム和光純薬工業株式会社（大阪）か

ら入手した。容量分析用水酸化ナトリウム溶液（1 mol/L）は、米山薬品工業株式

会社（大阪）から入手した。直径 1/8 インチのテフロンボールは、AS ONE Corp.

（大阪）から入手した。Inertsep CBA 弱陽イオン交換樹脂は、ジーエルサイエン
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ス株式会社（東京）から入手した。Inertsep CBA 50 mg を 1 mL の SPE カートリ

ッジに充填して使用した。遠心式ポリプロピレン（PP）チューブ（50 mL）は、

サルステット株式会社（日本、東京）から入手した。その他、ビピリジニウム系

除草剤の非特異的吸着を避けるため、すべての実験操作にプラスチック製の器

具を使用した。使用した試液類は、東レ（東京）の超純水製造装置 LV408 で得

られた水を用いて調製した。 

 

2.2.2 標準溶液の調製 

パラコート及びジクワットを 0.1 mol/L 塩酸に溶解して標準原液（0.5 mg/mL）

を調製し、-20℃で保存した。測定用の標準溶液は、測定日ごとに標準原液を水

で希釈し用事調製とした。 

 

2.2.3 試料 

小麦とジャガイモは地元の市場から入手した。0.076 mg/kg のパラコートが残

留している乾燥大豆と、0.089 mg/kg のパラコートが残留している乾燥クコの葉

は、農業生産者から入手した。これらの試料に含まれるパラコートの量は、厚生

労働省通知試験法（硫酸還流法）で確認した。 

 

2.2.4 弱陽イオン交換カラム（SDS コート ODS）の作製 

LC-MS/MS は、パラコート及びジクワットの分析に最も広く使用されている

方法となるが、強いカチオン性のパラコート及びジクワットを適切に分離でき

る HPLC カラムは先に述べた通り現存しない。よって我々は、LC-MS/MS 測定

のためには、ジクワットやパラクワットのような強いカチオン性の物質だけを

保持できる弱カチオン性の交換カラムが望ましいと考えた。このようなカラム



- 41 - 

 

であれば、サプレッサーシステムで除去できる低濃度の酸溶出液でパラコート

及びジクワットを分離することが可能である。HPLC 溶出液が ESI イオン源に導

入される際には、イオン性の物質が少ないことが望ましい。 

1 mmol/L SDS 溶液とアセトニトリルを 70 % (v/v) から 80 % (v/v) の間で段階

的に混合した溶媒を調製し、これを InertSustain C18 カラムに 0.3 mL/min で 2 時

間通液して、弱陽イオン交換カラム（SDS コーティング ODS カラム）を調製し

た。カラムの性能は、10 mmol/L メタンスルホン酸移動相中のジクワットとパラ

クワットの保持時間、分離及びピーク強度で評価した。HPLC-FL で得られたク

ロマトグラム（図 2-7）及び保持時間と分離度のプロット図（図 2-8）を示す。 
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図 2-7 ODS カラムへの SDS コーティング比率別クロマトグラム 
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図 2-8 SDS コーティング比率別の保持時間と分離度のプロット図 

 

 

長い保持時間は、分離度の面で有利ではあるが、ピーク幅が広くなり感度の面

で不利に働く。また測定時間の短縮は、結果判定までの時間を短縮することにな

り、鮮度を求められる食品の分析にとっては望ましい。よって、ピーク分解度が

2 以上、保持時間が約 5 分と感度もよい、最適な性能と判断できた 75 % (v/v) の

1 mmol/L SDS 溶液を含むアセトニトリルで SDS コーティングしたカラムを採用

することとした。 

 

2.2.5 電解再生サプレッサーの導入 

強酸であるメタンスルホン酸水溶液を移動相で使用し、LC-MS に導入するた

めには、バックグラウンドにおけるノイズの低減やイオン化効率の点で導電性

イオンを除去することが望ましい。そこで、Thermo Fisher Scientific 製の電解再

生サプレッサー（Dionex CERS 500e 2 mm）を HPLC と MS のイオン源の間に接
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続（図 2-9）することで、導電性イオンの除去を試みた。再生液（超純水）の電

気分解によって発生した水酸化物イオン (OH-) は、陰イオン交換膜を経て移動

相へ吸入され、移動相中のメタンスルホン酸イオン(CH3SO3
-) は陰イオン交換膜

を経て再生液に排出される。吸入された OH- は、移動相中の水素イオン (H+) と

反応して水となる。再生液と電気を継続して稼働させることで常に検出器には

水の状態で流れ込むため、ノイズが低減しイオン源の負担が軽くなるという仕

組みである。我々は、この電解再生サプレッサーの効果を、電気伝導度検出器

(CD) を用いて確認した。通常、メタンスルホン酸水溶液移動相では、約 3000 

S/cm のバックグラウンドを持つが、電解再生サプレッサーを用いると約 0.5 

S/cm まで低減させることが可能となった。この成果から、高価な MS を使わ

ず、CD 検出器による測定も試みたが、最小検出濃度が 5 ng/mL と高いこと、検

量線が直線的でなく、曲線を示したこと、また、マトリクス存在下では、他のカ

チオン性物質によるピークによって、パラコート及びジクワットのピークが干

渉を受けたため、CD 検出器の使用は見送ることとした。 
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図 2-9 電解再生サプレッサーでのメタンスルホン酸除去の過程図 

 

 

2.2.6 LC-MS/MS 操作条件 

LC-MS/MS システムは、API 3200 QTrap トリプル四重極エレクトロスプレー

イオン化質量分析計（Sciex Framingham MA、USA）と、メタンスルホン酸溶離

液用のDionex CERS 500e 2 mmサプレッサー（Thermo Fisher Scientific、 Waltham、 

MA、USA）を含む島津 LC-20 HPLC システム（京都）で構成した。SDS をコー

ティングした InertSustain C18（3.0 mm i.d.  75 mm、3 µm、GL sciences）を用い

て、クロマトグラフィーを行った。 

移動相は 10 mmol/L メタンスルホン酸溶液で、0.3 mL/min の流速とした。

MS/MS の検出は、エレクトロスプレーイオン化法（ESI）を用いたポジティブイ
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オンモードの多重反応モニタリング（MRM）モードで行った。 

各分析対象成分の HPLC 保持時間、MRM トランジション（定量用）および定

性用 MRM トランジション（定性用）を表 2-1 に示す。 

 

表2-1 パラコート及びジクワットのHPLC保持時間とMRMトランジション 

成分名 保持時間, 

min 

プレカーサーイ

オン, m/z 

定量プロダクト

イオン, m/z 

定性プロダクト

イオン, m/z 

ｼﾞｸﾜｯﾄ 4.3 184 128 156 

ﾊﾟﾗｺｰﾄ 5.4 
93 171 - 

171 - 77 

 

 

2.2.7 SDS コーティング ODS 及び電解再生サプレッサーを用いた LC-MS/MS 測

定システム全体の評価 

0.5 mg/mL のジクワット及びパラコート標準原液を純水で希釈し、1、2、5、 

10、20 ng/mL の実用標準液を調製した。これらの溶液で作成した検量線を図 2-

10 に、最小濃度での MRM クロマトグラムを図 2-11 に示す。検量線は、パラコ

ート及びジクワットの標準溶液濃度とピーク面積を用いてプロットした。相関

は最小二乗法による回帰分析で求めた。検量線は良好な直線性を示し、決定係数

は少なくとも r2 = 0.999 であった。 
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図 2-10 検量線 

 

 

図 2-11 1 ng/mL 標準溶液の MRM クロマトグラム 
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2.2.8 試料溶液の調製 

農産物を粉砕し、425 μm のメッシュスクリーンを通した 1 g のサンプルを 50 

mL のスクリューキャップ付き PP チューブに入れた。0.1 mol/L クエン酸緩衝液

（pH 3.0）7 mL を加え、121 ℃で 10 分間のオートクレーブ処理をした。冷却後、

5 mol/L 水酸化ナトリウム水溶液 270 μL で pH 6 付近まで調整した。 

この溶液にセルラーゼ溶液 100 μL と 1 % (w/v) ヘミセルラーゼ溶液 1 mL を

加え、10 mL に定容した。テフロンボール 10 個を加えて 2 分間ボルテックスで

攪拌し、サンプルと酵素を十分に混合した。PP チューブを 60 ℃のインキュベー

ターに 1～3 時間入れ、細胞壁を溶解した。PP チューブを 10,000 rpm で 5 分間

遠心分離し、上澄み液約 5 mL を分離した。この上澄み液をシリンジフィルター

でろ過して PP バイアルに移し、LC-MS/MS で測定した。 

 

2.2.9 CBA カートリッジカラムによる精製 

ジクワット及びパラコート標準液を加えた酵素可溶化液を LC-MS/MS で測定

したところ、イオン化率は約 40 %であり、明らかにイオン化が抑制されている

ことがわかった。糖類の酵素消化により、抽出液中の溶存物質が増加していると

考えられるため、これらの物質を除去するための精製を追加検討した。 

精製には、カルボキシエチルシリル化シリカゲルミニカラム（CBA：弱陽イオ

ン交換）を用いた。今回検討したのは、弱カチオン交換体としてカルボキシル基

を持つ Inertsep CBA カラムである。CBA は、塩基性または中性であれば解離型 

(COO-) となり被験物質を捕捉し、酸性になれば非解離型 (COOH) となり、捕捉

した物質を脱離させる。CBA を用いることで、これら除草剤を他のカチオン性

マトリクスから分離できると考えた。パラコート及びジクワットを添加した酵

素可溶化液の上清 5 mL に 10 mL の超純水を加え CBA カラムに負荷する。疎水
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性マトリックスは 5 mL のメタノールで洗浄し、カチオン性マトリックスは 5 mL

の 20 mmol/L リン酸緩衝液 (pH 6.8) で行った。図 2-12 に 10 mmol/L メタンスル

ホン酸水溶液を用いたパラコート及びジクワットのCBAカラムからの溶出プロ

ファイルを示す。 

メタンスルホン酸で溶出すると CBA カラムのアニオン性はすぐに失われ、速

やかに溶出されると思われたが、ジクワット及びパラコートの溶出は、想像より

時間を要した。CBA カラムに吸着した緩衝液中のアルカリ金属イオンをメタン

スルホン酸で中和されないと、パラコート及びジクワットは溶出しないと推測

された。この結果から、溶出液 5 mL を採取することとした。 

 

 

図 2-12 10 mmol/L メタンスルホン酸溶液での CBA カラム溶出プロファイル 

 

 

また、対照として、限外ろ過を行った試料溶液と CBA カラム精製を行った試

料溶液を HPLC-UV（パラコート: 260 nm、ジクワット: 310 nm）で測定し、マト

リクスの除去効果を確認した（図 2-13 及び 2-14）。 
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限外ろ過を行った試料溶液では、パラコート及びジクワットのピークがマト

リクスとのピークと重なり確認することができなかった。一方、CBA カラム精

製を行った試料溶液では、マトリクスは除かれ、非常にきれいなクロマトグラム

を示した。なお、CBA カラム精製を行った試料溶液での LC-MS/MS 測定では、

ジクワットおよびパラコートに対するイオン化抑制は認められなかった。 

図 2-13 CBA を用いた試料溶液のクロマトグラム 

 

図 2-14 限外ろ過を用いた試料溶液のクロマトグラム 
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2.3 結果及び考察 

2.3.1 酵素による可溶化の最適化 

植物組織は、笠井ら [6, 7, 26] の方法に準じて可溶化した。細胞壁のラメラ構

造を構築するペクチン物質はオートクレーブで破壊される。残った細胞壁の主

成分であるセルロースとヘミセルロースを可溶化するために、サンプルを 100 

μL のセルラーゼと 1 mL の 1 % (w/v) ヘミセルラーゼと混合し、60 ℃で 1～3 時

間インキュベートした。60 ℃という温度は、これら酵素の活性最適温度から考

えると高温であるが、我々の目的は完全な可溶化ではなく、除草剤が植物組織か

ら放出される程度の部分的な可溶化である。そのため、処理時間を優先して、よ

り高い温度を選択した。まず、クコの葉の可溶化の程度を目視で確認した。細胞

壁の消化の程度を図 2-15 に示す。 

 

 

 

図 2-15 酵素消化過程における細胞組織写真 

 

全体的に、酵素処理の時間が長くなるにつれて、細胞が細かさを増していた。

これをさらに定量化するために、酵素処理した溶液を遠心分離して上澄み液の

500 nm での吸光度を測定した（図 2-16）。細胞壁の溶液化によって遠心分離後の

上澄み液は明らかに清純度を増しており、LC-MS/MS でのイオン化干渉にも効

果があると期待できた。 
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図 2-16 酵素可溶化処理後の上澄み液の吸光度 

 

 

パラコートが自然残留し、厚生労働省通知試験法で値付けした大豆とクコの

葉を用いて、可溶化法の最適条件を確認した。オートクレーブ処理と酵素可溶化

の各時間における定量値を表 2-2 に示す。 

 

表 2-2 パラコート残留作物での各処理での定量値     (mg/kg) 

パラコート 

残留作物 
通知法値  

オートクレーブ
処理 

酵素処理時間 

1 hr 2 hrs 3 hrs 

大豆 0.076 0.086 0.075 0.081 0.071 

クコの葉 0.089 0.10 0.096 0.096 0.093 

 

 

測定は、CBA カラムで精製した試料溶液で行った。いずれの試料も、通知試

験法で得られた値とほぼ同じ値を示した。 

今回検討したパラコート及びジクワットは浸透移行性が低いため、オートク
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レーブ処理のみにおいても十分に抽出されたと考えられる。しかし、定量値は酵

素処理時間とともに値付けされた定量値に近づいた。これは酵素処理がマトリ

クスを減らし（もしくは CBA カラムに捕捉しやすい形に変化させ）、それによ

り LC-MS/MS のイオン化促進を抑えた結果だと判断できる。浸透移行性の高い

農薬の場合、細胞壁を部分的に酵素で消化することで、細胞壁内に取り込まれた

農薬をさらに効果的に抽出できると考えられる。 

なお、クコの葉を、QuPPe-PO 法で定量したところ、パラコートは 0.034 mg/kg

を示し、明らかな抽出不足を示唆する結果となった。 

 

2.3.2 パラコート及びジクワットの新規分析法 

これらの検討結果から、最終的に構築した分析フローを図 2-17 に示す。酵素

可溶化を行った後 CBA による精製を行い、SDS でコーティングした ODS カラ

ムで分離し、移動相として用いたメタンスルホン酸をサプレッサーシステムで

除去して LC-MS/MS に導入する方法である。 
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図 2-17 構築された分析法フロー 
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2.3.3 検出限界 (LOD) および定量下限 (LOQ) の算出 

実試料での抽出効率に問題ないことが確認できたため、小麦とばれいしょで

添加回収試験（n=3）を行い、この結果から構築した分析法の性能を評価した。 

試料 1 g に対し、ジクワットとパラクワットの 1 μg/mL 標準溶液 50 μL を、

（0.05 mg/kg 相当量を含むように）添加した。試料を 30 分間放置した後、上記

の手順に従って測定した。その結果を表 2-3 に示す。いずれの作物においても、

回収率は 70～120 %の範囲であり、RSD %は 10 %未満であった。各作物の LOD

および LOQ は、複数回の添加回収試験の結果の標準偏差 (SD) から算出し、SD

の 3 倍を LOD、SD の 10 倍を LOQ とした。LOD および LOQ の算出結果を表 3

に示す。パラコート及びジクワットの LOQ は、それぞれ 0.0050～0.0061 mg/kg

と 0.0028～0.0076 mg/kg の範囲であった。 

EU で定められた規制値 [12] 及び日本の規制値の概要を表 4 に示す。これら

や一律基準値である 0.01 mg/kg（EU, 日本ともに同値）と比較しても、今回開発

した分析法は性能基準を十分に満たすことが確認できた。 

 

 

表 2-3 添加回収試験の結果及び RSD から求めたパラコート及びジクワットの

LOD 及び LOQ 

 パラコート

回収率(%) 

LODa 

(mg/kg) 

LOQb  

(mg/kg) 

ジクワット

回収率(%) 

LODa  

(mg/kg) 

LOQb 

(mg/kg) 

小麦 71.2 ± 1.0 0.0015 0.0050 72.7 ± 0.5 0.0009 0.0028 

ばれいしょ 90.4 ± 1.2 0.0018 0.0061 103 ± 2 0.0022 0.0076 

a 3σ, b 10σ 
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表 2-4 EU 及び日本でのパラコート及びジクワットの規制値（2021 年 12 月現在） 

最大残留基準 地域 
パラコート 

(mg/kg) 

ジクワット 

(mg/kg) 

小麦 
EU 0.02 0.02 

日本 0.05 0.1 

ばれいしょ 
EU 0.02 0.1 

日本 0.2 0.1 

他の農産品 
EU 0.02～0.05 0.01～5 

日本 0.04～2 0.01～2 

一律基準値 
EU 0.01 

日本 0.01 

 

 

2.4 結言 

これまで吸着性が極めて高いビピリジニウム系除草剤であるパラコート及び

ジクワットの分析法は、通知試験法では、濃硫酸や強アルカリを用いる過酷で危

険な分析を強いられてきた。世界に目を向けても、QuPPe-PO 法など、比較的柔

和な方法は報告されてきたが、これらの方法では、抽出効率が悪く、真の値を定

量しきれない。今回開発した酵素可溶化法は、非常に柔和で安全な方法となり、

分析者にとっても歓迎される分析法である。この柔和な抽出法は、マトリクスか

らの過剰な分解物の生成を最小限に抑えることができ、精製も非常に簡易なも

のとすることができた。このことは、現在、危害要因物質の測定で多用される

LC-MS/MS への負担も減らすことにつながる。また、すべてを通じた新規開発の

分析法の性能は、EU や日本の規制値への対応を考えても十分に対応できる LOD、

LOQ を得ることができた。酵素可溶化法は、さまざまな物性を持つ他の農薬の

抽出効率の向上にも期待が膨らむ。今回の研究で対象としたビピリジニウム系

除草剤は浸透移行性がほぼないが、浸透移行性を持ち、細胞内に取り込まれる農
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薬などは、さらなる条件の最適化は必要となるが、この酵素による細胞壁の部分

溶解化を用いることにより、さらに抽出効率が向上することが可能となり、真の

残留量を測ることに近づくことが期待される。 

さらに欲を言えば、完全溶液化を行えば、固体試料からの抽出効率といったこ

とを考えなくとも液液分配による分配率として評価できるため抽出不十分とい

う概念をなくすこともできる。 

本研究で得た酵素可溶化による食品中の農薬の効果的抽出の成果は、今後の危

害要因物質の分析法構築に対する有効な抽出法として役立てたいと考えている。 

なお、オクラトキシン A について、酵素可溶化法の有効な適用性が示唆された

ため、本法の応用例として第 3 章に提示する。 
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第 3 章 オクラトキシン A のオンレジン直接蛍光測定法に

関する研究 

 

3.1 緒言 

3.1.1 背景 

カビ毒は、第 1 章でも述べたように栽培から食卓に上るその直前まで、汚染に

対して注意を払う必要がある。オクラトキシン A (OTA) は、我国では 2021 年現

在、規制値は設けられていないが、アフラトキシンと比較して低温でも産生が起

こる点などから、世界の広範囲で汚染が広がっている注目すべきカビ毒である。

我国でも実態調査が行われ、2014 年 1 月の食品安全委員会の健康影響評価の評

価結果の中で、「汚染状況についてのモニタリングを行うとともに規格基準につ

いて検討することが望ましい」と記されている [1]。カビ毒の汚染は、多くが穀

類で起こることも問題である。穀類は食糧としての根幹であり、安全な穀類の国

際的流通は、飢餓からの脱出に不可欠である。 

このような状況から、特に低所得国においてこそ、その安全性を担保する必要

がある。HPLC や LC-MS のような高価で、限られた場所でのみ実施可能な分析

法は、いくら科学技術的に高い性能を有していても実際に用いることができず

役に立たない。安価で容易で、かつ迅速でオンサイトで可能な分析法が必要であ

る。本研究では、OTA を対象とした、簡易な固相蛍光検出装置での直接蛍光測

定法を開発することにより、この問題を解決することに取り組んだ。 

 

3.1.2 オクラトキシン A（OTA）の概要 

OTA の構造式を図 3-1 に示す。 
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図 3-1 オクラトキシン A（OTA）の構造式 

 

OTA は、Aspergillus 属と Penicillium 属に属する真菌が産生する有毒な二次代

謝産物である [2]。動物や人間にとって強力な腎毒性、催奇形性、胚毒性、遺伝

毒性、神経毒性、発癌性、免疫抑制性を持つ化合物である [3, 4, 5]。OTA を産生

する真菌類は、様々な食用作物で生育し、特に穀類・種実類をベースにした加工

食品や動物用飼料を経由して二次的にも食品にこのカビ毒の蓄積を引き起こす

[6]。特に、コーヒーやココアなど、消費量の多い飲料に OTA の存在が報告され

ている [7, 8, 9]。コーヒー生豆やカカオ生豆は保管や輸送の過程でのカビの発生

によって OTA の汚染を引き起こしたり、加工段階においても温度や湿度によっ

て OTA の産生が増加する可能性がある [10, 11]。汚染された食品を摂取するこ

とで OTA に暴露する潜在的なリスクがあるため、OTA はヒトの血液中にも頻繁

に検出されている [12, 13, 14]。そのため、食品や飲料に含まれる OTA の含有量

を測定するには、高感度で信頼性の高い方法が必要となる。しかし、OTA を定

量するために世界で最も使用されている手法は、質量分析計（MS）と結合した

高速液体クロマトグラフ（HPLC）である [15, 16] が、熟練した分析者が必要で

あり、高価な機器となる。MS での検出感度を向上させるためには、マトリクス

による干渉を排除する精製と濃縮が必要となる。近年、これにはイムノアフィニ

ティーカラム（IAC）が最もよく使われる。IAC による精製は、抗原抗体結合を
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用いた精製法であるため、その効果は絶大で、測定上の干渉を最小限にすること

が可能である。特に LC-MS の測定で問題となるイオン化におけるマトリクスの

干渉を排除することで、マトリクスマッチング検量線を使用したり、高価な安定

同位体標識の内部標準物質を利用したりする必要がなくなる [17, 18]。しかし、

抗体を用いた IAC には、交差反応性、有機溶媒耐性、使用期限の短さ、コスト

の高さなど、いくつかの重大な欠点がある [19, 20]。 

このような理由から、カビ毒に対して自然な親和性を持つ分子、すなわち人工

抗体を開発するための様々な試みがなされており、その一つがアプタマーであ

る。アプタマーは、主にランダムな配列から選択された短いオリゴヌクレオチド

のことで、再現性が高く、耐熱性があり、可逆的に折り畳むことができるため、

環境変化への耐性が高いとされている [21]。しかし、塩基数が限られているた

め、特定の相互作用の発現に制約があり、アプタマーの開発と応用を大きく妨げ

ている [22]。現在のところ、残念ながら安定的に供給でき、強い親和性を持つ人

工抗体は存在していない。 

OTA は本質的に蛍光性を有しているため、蛍光分光法は OTA の検出に適して

いると思われる。我々はこれまでの研究で、吸着剤表面に捕捉した蜂蜜中の蛍光

性抗生物質を固相蛍光で検出する「オンレジン蛍光測定法」を開発した [23]。し

かし、このオンレジン蛍光測定法を一般的な加工食品のような複雑なマトリク

スを持つ試料で行う場合は、マトリクスの干渉により、吸着剤の親和性の不足が

懸念されるため、非常に強い親和性を持つ抗体であれば、この問題を解決すると

考えた。そこで、OTA のために開発された IAC 用のモノクローナル抗体 (OTA-

IgG) を用いたオンレジン蛍光測定法を検討した。 

オンレジン蛍光測定法は、抗体を固定相の表面に置くだけでよいため、IAC と

比較して、高価な抗体を大量に必要としない。また、有害な有機溶媒もほとんど
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使用する必要がなく、高い感度と選択性を示すことが可能となる。 

本研究では、これまでに開発したオンレジン蛍光分光法を OTA 測定に適用す

るために、効率的に OTA 抗体をグリシジルメタクリレートモノリスディスクに

導入する方法を新たに開発した。また、OTA の潜在的な検出を妨げる著しく複

雑なマトリクスを持つコーヒー生豆などの試料を用いて、安定性、感度、直線性、

選択性に関して分析の性能評価した [24, 25, 26]。 

 

3.2 実験方法 

3.2.1 試薬及び試料 

HPLC 用アセトニトリルは、シグマアルドリッチジャパン（東京）から入手し

た。OTA およびその他の試薬は、富士フイルム和光純薬株式会社（大阪）から

入手した。OTA をエタノールに溶解して原液（1 mg/mL）を調製し、-20 ℃で保

存した。試液に用いた純水は、東レ（東京）の LV408 超純水製造装置によって

製造した水を用いて調製した。 

直径 8 mm、厚さ 3 mm のポリマーモノリスを以下のように調製した。9.5 g の

グリシジルメタクリレートと 0.5 gのエチレングリコールジメタクリレートを 10 

mL の 1-プロパノールに懸濁し、そこに 0.1 g の 2,2'-アゾビスジイソブチロニト

リルを加えた。その後、5 分間撹拌した後、ポリテトラフルオロエチレン（PTFE）

チューブ（内径 8 mm、長さ 10 cm）に入れた。その後、PTFE チューブを密閉し、

80 ℃で 24 時間加熱してモノリスを形成した。得られたモノリスを、プリント基

板用カッター（K-111、ホーザン株式会社製、大阪）を用いて 3 mm の厚さに切

り落とし、円盤状にした。合成したモノリスの比表面積と平均細孔径は、

BELSORP-mini II（マイクロトラック・ベル社製、大阪）で測定した。 

OTA 用のモノクローナル抗体 (OTA-IgG)溶液は、堀場製作所（京都）から提
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供された。 

小麦、レーズン、コーヒー生豆、カカオ生豆の試料は市場から入手した。 

 

3.2.2 オンレジン蛍光検出器 

OTA は、発光ダイオードによる光励起部とフォトダイオードによる測定部で

構成された、これまでに当研究室で開発したオンレジン蛍光検出器[23]を用いた

（図 3-2）。 

本研究では、励起光源側に 375 nm の発光ダイオード（日亜化学工業製、徳島）、

フォトダイオードセンサーモジュール S1337（浜松ホトニクス、静岡）、400 nm

のショートパスフィルター（エドモント オプティクス ジャパン製、東京）、検

出器側に 450 nm のバンドパスフィルター（バンド幅 10 nm）（エドモント オプ

ティクス ジャパン製）を用いた。 

 

 

 

図 3-2 オンレジン蛍光検出器外観 
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3.2.3 OTA-IgG を固定化したモノリスの作製 

10 枚のモノリスディスクを水で飽和させ、50 µg/mL のプロテイン G を含む 4 

mL の 0.1 mol/L PBS 溶液に室温で 24 時間浸漬し、モノリスディスクにプロテイ

ン G を固定化した。また、モノリスディスク上のモノマーに由来する残りのグ

リシジル基は、pH 8.5 の 0.1 M Tris-HCl 緩衝液で開環して不活性化した。 

OTA-IgG 溶液を 0.1 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.0）で 0.2 µg/mL に希釈した。

この溶液 40 µL を 10 mL 試験管に入れ、プロテイン G を固定化したモノリスデ

ィスク 1 枚を片面だけが浸るように入れ、室温で 24 時間放置した。 

このモノリスディスクを 0.02 %アジ化ナトリウムを含む同じ緩衝液で 4 ℃で

保存した。 

 

3.2.4 試験溶液の調製 

農産物からの OTA 抽出は Ahmed らによる検証結果から、抽出効率が高いと

評価された AOAC のコーヒー生豆中の OTA 公定法を採用した [27]。すなわち、

再説した農産物 5 g を 100 mL のメタノール/3 %炭酸水素ナトリウム（50:50）で、

Ultra-Turrax ホモジナイザー（T18 ベーシック、イカジャパン、大阪）を用いて 3

分間ホモジナイズして抽出した。抽出液 5 mL を 50 mL のスクリューキャップ試

験管に入れ、続いて酢酸エチル 10 mL、水 10mL、塩化ナトリウム 5 g を加えた。

密栓後、5 分間ボルテックスを行った後に、5000 rpm で 10 分間、4 ℃で遠心分

離した後、酢酸エチル層をナス型フラスコに移した。さらに 5 mL の酢酸エチル

で抽出を繰り返し、酢酸エチル層を先のナス型フラスコに移し、合わせた。 

この酢酸エチルをロータリーエバポレーターにより濃縮し、窒素を用いて緩

やかに乾固した。これを 0.1 mol/L の PBS 含有 50 %エタノール 2 mL で再溶解

し、試験溶液とした。 
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3.2.5 オンレジン蛍光分析 

試験溶液のモノリスディスクへの通液を促進するため、吸収性の高いろ紙を

モノリスディスクの下に敷き、ろ紙上に置いたモノリスディスクを、抗体の固定

化を行った裏面側から 0.1 mol/L リン酸緩衝液 1 mL を通過させてディスクのコ

ンディショニングを行った。その後、上記で抽出した試験溶液全量を同じ側から

通液させ、裏面側に固定化された OTA-IgG に OTA を結合させた。その後、抗体

固定化面（表面側）から 0.1 mol/L PBS 含有 50 %エタノール 2 mL を用いて、バ

ックフラッシュ洗浄を行った。その後、モノリスディスクの抗体を固定面でオン

レジン蛍光分析を行った。なお、蛍光出力値は、コンディショニング後のモノリ

スディスクをブランクとして差し引き求めた。操作の概要を図 3-3 に示す。 

 

 

図 3-3 オンレジン蛍光分析の概要 
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3.3 結果及び考察 

3.3.1 モノリスへの OTA-IgG の固定化 

IgG の基本構造を図 3-4 に示す。ブルナウアー・エメット・テラー（BET）法

で得られたモノリスの比表面積は 2.2 m2/g、平均細孔径は 2.8 nm であった。OTA-

IgG は大きすぎて小さな孔に入りにくいタンパク質であるため、モノリスの内部

には浸透できないと推測した。OTA-IgG は、IgG のアミノ基とモノリスのグリシ

ジル基が直接共有結合することでモノリスに固定化可能である。しかし、この方

法では IgG の様々な領域がグリシジル基と反応してしまう。IgG のフラグメン

ト抗原結合領域（Fab）に影響を与えない別の共有結合法が報告されている[28]。

すなわち、IgG の炭水化物部分を酸化してカルボニル基を生成する方法である

が、この方法では IgG に酸化に伴うダメージを与えることになる。 

 

 

 

図 3-4 IgG の基本構造 
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一方、プロテイン G は IgG の固定化可能なフラグメント（Fc）領域に特異的

に結合することが知られている [29] ので、その方法を検討した。まずモノリス

にプロテイン G を固定化し、その後、OTA-IgG をプロテイン G に結合させた。

モノリスに固定化されたプロテイン G の量は、HPLC を用いて測定した反応液

中のプロテイン G 濃度の減少量から算出した。固定化されたプロテイン G の量

は、モノリス 1 個あたり 10 µg（4.4 × 10-10 mol）であった。固相での蛍光検出を

容易にするためには、OTA-IgG を部位特異的に固定化することが望まれる。 

そこで、8 µg の OTA-IgG（5.4 × 10-11 mol）を含むリン酸緩衝液を各モノリス

ディスクの片面に浸漬した。プロセスの模式図を図 3-5 に示す。 

 

 

図 3-5 抗体固定化プロセスの模式図 
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モノリスディスクの OTA 結合容量を測定するために、10 ng/mL OTA 溶液を

50 µL ずつ連続して負荷し、OTA の蛍光強度を測定した。OTA の積算曲線を図

3-6 に示す。 

 

図 3-6 OTA-IgG 固定化モノリス上の OTA の積算曲線（Ex 375 nm、Em 450 nm±5 nm） 

 

OTA-IgG を固定化したモノリスディスクは、ディスク 1 枚あたり約 10 ng の

OTA（2.4×10-11 mol）で飽和状態に達した。捕捉された OTA 分子の数は、固定化

された抗体の数とほぼ同じであった。これは、OTA は抗体の 2 つのエピトープ

に結合できるため、OTA が OTA-IgG の抗原結合部位の半分だけに捕捉されたこ

とを意味することになる。積算曲線は、0.5～3 ng OTA の範囲で直線的であった。

また、1 ng の OTA を負荷したときの蛍光強度の相対標準偏差は 10 %以内であっ

た。堀場製作所の IAC キットで使用されている OTA カラムは、1 カラムあたり

1 mg の OTA-IgG を使用しているのに対し、今回開発したモノリスディスクは、
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1 ディスクあたり約 1/500 の抗体量で調製することができた。高価である OTA-

IgG であるが、この量であれば実試料中の OTA を測定するのに十分安価で提供

が可能である。 

 

3.3.2 直接蛍光法におけるバックグランド蛍光強度の除去 

今回開発したモノリスディスクには、バックグランドとして無視できない蛍

光があった。これはモノマーに含まれる重合防止のための酸化防止剤によるも

のだと当初は考えていたが、モノマーを減圧下で蒸留して再度精製したモノマ

ーを使用して、モノリスを合成したが、バックグランドは減少しなかった。OTA

の蛍光強度はバックグランド強度を大きく上回っていたため、当初、このモノマ

ーは蒸留せずに使用することとした。しかし、試料溶液を測定した場合、蛍光マ

トリクスの非特異的吸着に基づく蛍光強度は無視することができなかった。そ

こで、干渉物質を減らすために、試料溶液を酢酸エチルで液-液分配で精製する

ことを試みた [30]。バックグランドの蛍光強度はかなり低下したが、OTA を定

量するには不十分であった。また、バックグランドの蛍光を低減するために、オ

ンレジン蛍光分析装置を改良した。OTA の蛍光波長は、溶液の pH に依存するこ

とが知られている [31]。蛍光分析装置の固体支持体が提供するさまざまな環境

下で OTA の発光を 435 nm 付近で促進するためには、約 380 nm の励起が必要で

あった（図 3-7）。 
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図 3-7 モノリスディスク上での OTA の励起・蛍光スペクトル 

 

そこで、発光ダイオード LED-375 nm を励起光源とし、450 nm のバンドパス

フィルター（バンド幅 10 nm）を装置ハウジング内に設置した（図 3-8）。 

 

 

図 3-8 オンレジン蛍光検出器内の構造 
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これにより、バックグランドの蛍光強度を効果的に低減することができた。最

終的に、蛍光性の試料マトリクスによる蛍光強度の増加は、試料溶液の負荷方法

を変更することで解決した。ポリマーモノリスは、重合により疎水性の骨格を持

ち、グリシジル残基の不活化により親水性のイミノ基を持つ [32]。オクタノー

ル-水分配係数（log Pow 値）が 4.74 である OTA は、水系溶媒中ではモノリスに

吸着されたが、50 %エタノール中では OTA はモノリスディスクを通過した。堀

場製作所の IgG カラムは、有機溶媒耐性を有しており [33]、50 %エタノール中

でも OTA を確実に捕捉した。OTA よりも蛍光マトリクスの方が疎水性が高いと

考え、ディスクの抗体固定化側とは反対側の面から試料溶液を負荷すると、疎水

性の蛍光マトリクスはモノリスの骨格に吸着し、抗体固定化側には到達しなか

った。また、OTA-IgG に捕捉された OTA は、50 %エタノールで洗浄しても解離

しなかった。これらの特徴を利用し、バックフラッシュ洗浄により、蛍光マトリ

クスの干渉を受けずに、抗体固定化面で OTA の蛍光を測定することが可能とな

った。コーヒー生豆と玄麦小麦を用いた 50 %エタノールでの抗体固定化裏面か

らの試料溶液の負荷とバックフラッシュ洗浄の効果を図 3-9 に示す。特にコーヒ

ー生豆において劇的な効果があることがわかる。 

なお、コーヒー生豆は複雑なマトリクスを持ち、ELISA 法においても偽陽性

を与えること [34]や IAC を使用した LC-MS 分析においてもマトリクス干渉を

起こしてしまうことで知られている [25]。 
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図 3-9 抗体固定化裏面からの試料溶液の負荷とバックフラッシュ洗浄の効果 

 

 

3.3.3 食品試料の分析 

OTA は多くの国で規制されており、食品中の OTA の許容値は、食品の種類や

カテゴリーにもよるが、概ね 1～10 µg/kg となっている [30]。つまり、OTA 測定

の感度は少なくとも 1～2 µg/kg である必要がある。 

我々が開発した本法では、モノリスディスク上にコーヒー生豆 0.25 g に相当

する試料液を負荷し、測定した場合はバックグランドの蛍光値は OTA の 0.57 ± 

0.32 µg/kg に相当した。バックグランドの蛍光値は、試料の量に依存するため、

負荷する試料は 0.25 g に相当する量で他の食品も実施することにした。コーヒ

ー生豆の他、市場から入手した、カカオ生豆、玄麦小麦、レーズンについて、OTA

の残留値を評価した。その結果、すべての食品について OTA 濃度は 1 µg/kg よ

りも低かった。 

また、本法の性能を確認するために、上記の製品に OTA をスパイクし、OTA
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の回収率を測定した結果、良好な回収率が得られた（表 3-1）。 

 

表 3-1 食品を用いた添加回収試験結果   (3 µg/kg 相当添加) 

食品 OTA (µg/kg) 回収率 (%  RSD%) 

玄麦小麦 2.3 ± 0.2 78 ± 8 

コーヒー生豆 2.7 ± 0.1 90 ± 4 

レーズン 2.5 ± 0.1 83 ± 3 

カカオ生豆 2.5 ± 0.1 83 ± 3 

(n=3) 
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さらに、スパイクしたブランク試料から算出した検出限界（LOD）と定量限界

（LOQ）を表 3-2 に示す。期待される 1～2 µg/kg の OTA の残留値を定量可能な

性能基準を満たしていた。 

 

表 3-2 食品中の OTA の検出限界および定量下限 

食品 LODa (µg/kg) LOQb (µg/kg) 

玄麦小麦 0.55 1.9 

コーヒー生豆 0.31 1.0 

レーズン 0.24 0.82 

カカオ生豆 0.18 0.61 

a 3σ, b 10σ 

 

3.4 結言 

今回開発した OTA の分析法は、これまで多用されてきた HPLC や LC-MS の

前処理として多用されてきた IAC と比較して、OTA-IgG の必要量が 1/500 と非

常に少なくて済む。またオンレジン法により直接蛍光を方法は、高価な LC、LC-

MS を必要とせず、モノリスディスクの片面のみに OTA-IgG を固定し、反対側

のディスクに抗体を担持させることで、試料中のマトリクスを除去することが

できるため、クロマトグラフィーのように測定に時間も要しない、簡便かつ迅速

な方法である。よって本法は、場所を選ばず、安価で日常的な OTA 測定に有用

な分析法であると考えられる。しかしながら、ベビーフードの基準値への対応な

ど、さらに低い定量下限が求められる（表 3-3）。定量下限を低くするには、主に

疎水性のマトリクスから発生するバックグランドが持つ蛍光値を低減する必要
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がある。今回は、酢酸エチルによる液液分配による精製を行ったため、疎水性の

マトリクス除去が十分でなかったことに起因すると考えられるが、これ以上の

精製を加えることは迅速性を損なうことになり本意ではない。第 2 章で検討し

た酵素可溶化法による抽出法をさらに進め、OTA の抽出法として適用すること

で、さらに定量下限を下げられる可能性がある。暫定的に小麦の OTA 認証標準

物質を用いた、酵素可溶化抽出法とオンレジン測定法の組み合わせによる測定

を実施した。その結果を図 3-10 に示す。データ数が不十分なことから本論での

言及は割愛したが、酵素可溶化法の適用性を確認したところ、認証値に対して良

好な値が得られている。抽出法の変更により測定干渉となるマトリクスの成分

も変化があることから、各条件の検討はさらに必要であるが、その可能性は期待

できるものであり、最適な分析法の構築に向けて継続検討をする所存である。 

 

表 3-3 EU における OTA の規制値 

食品 規制値 (µg/kg) 

穀類・穀類加工品 3-5 

レーズン 10 

コーヒー生豆・インスタントコーヒー 5‐10 

ワイン・ブドウジュース 2 

ベビーフード類 0.5 

香辛料 15 
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図 3-10 酵素可溶化抽出法とオンレジン測定法の組み合わせによる測定結果※ 

※ 酵素可溶化液のモノリスディスク負荷時の値とバックフラッシュ洗浄後の値。

洗浄後は、認証値と同等である。 
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第４章 総括 

 

結語 

地球環境が温暖化など、著しい変化が起こる中、世界人口はまずます増加の傾

向にある。肥沃な土地は限られ、食糧生産が可能な土地も限られる。飢餓に直面

している国も少なくはない。一方で、我国おいては、日々新しい食品が製造され、

そして余り、廃棄される、いわゆる食品ロスが大きな問題となっている。ゼロリ

スクを求めがちな潔癖症ともいえる我国の国民性も、この食品ロスに大きく寄

与してしまっていると考えられる。 

日々大量の食品を廃棄しているような状況にも関わらず、カロリーベースで

食卓に上る食品のおよそ 7 割を輸入に頼っている。地球環境から得られた多く

のエネルギーを廃棄のために使っている現状がある。食の問題は、すでに自国の

話のみでなく、地球全体での食糧供給について考える国際的なサプライチェー

ンの時代となっている。 

そのような加速する食のグローバル化において、安全な食を供給するに、その

担保の手段として「分析」がある。分析によって、食品中の危害要因物質の量を

測り、そして科学的に導き出された規制値を持って担保する。しかしながら、こ

の「分析」についての課題は多い。科学の進歩とともに、言い換えれば人智とと

もに、化学物質の安全性、危険性が理解されてきた。近年、危害要因となりうる

物質については、ポジティブリスト制度が引かれ、原則、食品に含有されてはい

けない物質として規制がかかるようになってきた。このような中で分析を実施

しなければならない物質は年々増加の一途をたどっている。各研究者は、これら

危害要因物質を網羅的にかつ簡便に測定できないかと日々努力を重ね、分析機
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器の性能向上とともに達成されつつある。しかし、網羅的に測定する技術は、散

漫を招き深さが欠如していることに注意を向ける必要がある。 

危害要因物質として我国でも関心の高い農薬の分析は、その代表的な例とい

える。農薬は、現在 1000 種を超えるといわれ、農業生産の際に使われる殺虫効

果、殺菌効果、成長抑制などの効果を持つ物質の総称であり、化学的、物理的性

質は多岐にわたる。これらを網羅的に測定するには、クロマトグラフによる分離

と質量分析計による分離・検出が主な手段となる。この GC-MS(/MS) や LC-

MS(/MS) の近年の性能向上は著しく、選択的に目的とする物質のみを検出する

能力は極めて高い。しかし、選択的に「見える化」が可能な機器であればあるほ

ど、その能力にマスキングされ、「見えなくなった」部分が拡大していることに

気づく必要がある。選択性の高い機器の出現は、測定対象とする目的物質の抽出

から精製の手段を「安易」に簡略化する風潮につながり、真の含有量を知りえて

いない可能性に盲目となってしまう危険性がある。特に種類の多い農薬は、多数

の農薬を一気に測定したいという欲求から、すでに多成分一斉分析法として簡

便な抽出・精製法が開発され、世界的に流行している。網羅的多成分分析、すな

わち準定量的なスクリーニング分析法という当初の目的を忘れ、「利便性の高い

分析方法」ということのみに傾き、これが先行し、危害要因物質の「定量法」と

して適用拡大がされている。近年、分析法は、意図する目的に対する性能評価を

行ってから使用することが当たり前となっているが、この性能評価において添

加回収試験が代用として多用される。添加回収試験では真に食品中に含有した

危害要因物質の抽出効率とは違うことを理解する必要がある。 

このような状況から、問題提起も含め、第 2 章で多成分一斉分析法では分析

が困難なビピリジニウム系農薬を対象として、酵素可溶化による高吸着性物質

の抽出効率の向上の研究を行った。その成果として、柔和な条件で効率の高い抽
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出法が確立できた。この成果は、可溶化条件の最適化は別途必要であるが、他の

危害要因物質の効果的な抽出法として提案できるものである。さらには他の抽

出法と組み合わせることで相乗効果も期待されるため、継続して研究を進めた

いと考える。 

また、農薬と同様に食の安心を妨げるものとして関心の高いカビ毒において

は、危害要因をもつ有機化合物であることは農薬と違いはないが、合成開発され

る農薬とは違い、発生するカビの種に起因して産生する毒素であることから、そ

の種類は限定的である。しかし、意図的に使用し残留する農薬とは違い、その汚

染・残留の場面が絞れないことから、迅速・簡便に残留量が把握できる必要があ

る。カビ毒分析においても近年は農薬と同様に、LC-MS/MS などの高額で、大型

な機器を用いた分析法が多く報告されているが、測定場所を選ぶ分析法はカビ

毒測定において本質的な期待とはかけ離れている。必要な分析技術の性能は、オ

ンサイトで可能なことであるはずである。この問題点に対して、第 3 章では、現

在、世界的汚染が顕著で、徐々に問題が表面化し、我国においても規制値制定に

動きつつあるオクラトキシン A を研究対象として選定し、意図する性能を持っ

た迅速分析法について検討を行った。その成果として、クロマトグラフィーなど

に頼らず、抗体を導入した小型ディスク上に直接光を当て、発せられた蛍光を測

定する方法によって、迅速かつ安価で、オンサイトで測定可能な分析法が確立で

きた。本来の分析法の性能の高さは、その利用する意図に即しているかを評価し

なくてはならない。本研究では、試料液の調製について煩雑さが残るため、適用

の可能性が示唆された酵素可溶化法との組み合わせでの最適化を追求したいと

考えている。 

地球環境が変化する中、人口増加に対応し、食のグローバル化に伴う国際的食

品サプライチェーンが必要となっている現代において、また、新型コロナウイル
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ス感染症（COVID-19）に翻弄され、外出もままならない 2022 年年初において

も、豊かな食生活の維持は、生活の質を維持するうえで最も重要である。分析と

いうカテゴリーで、食の問題にかかわる一員として、この研究を通じて得られた

技術知識、及び感じた課題点を忘れることなく、今後、さらに要求が高まってい

く食の安全に貢献していき、飢餓に苦しむ人たちの食生活を豊かにできる分析

者でありたいと願い、そうなれるように研鑽していく所存である。 
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