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Summary   

Enzyme－1inkedimmunosorbent assay（ELISA）was compared withhighperformanceliguidchroT  

matography method（HPLC）for the determination ofaflatoxin Bl（AFBl）in corn．corn products，  

Peanut PrOducts and mixed feeds．A correlation was good between ELISA and HPLC data for an－  

alysIS Of AFBlin20naturally contaminated corn．Linear regression equation was y＝1．40Ⅹ－1．509  

WithcorrelationcoefficientofO．936．ThepositiveinhibitoryeffectofextractinglmPuritiesfromcorn－  

grltS，COrnStarCh，SWeet COrn，butter peanut and peanut butter was actually slight when the two  

quantitative methods were applied t078commercialcorn products and peanut products．The result  

Of8mixed feeds containing alot of corn showed that the relationship between analyticalfigures  

measured by2methods was similarto thatin the feeds with only the naturally contaminated corn，  

The ELISA method has adaptability as a screening method for determination of AFBlin corn，  

COrngrits，COrnStarCh，SWeet COrn，butter peanut，peanut butter and mixed feeds．   

■■  

料への汚染防止対策が講じられるようになった7）。その  

為，最近では食品加工及び飼料製造業界を中心に，簡便  

迅速なELISA法への期待も高まり，その分析的標価が  

急がれている。   

著者らも，数年来ELISA法による分析検討を行って  

いるが8・9），今回は調査品目として重要かつ緊急性も高い  

とうもろこし，落花生，並びにそれらを原料とする製品  

について，本法の適用範囲を明確にするため，高速液体  

クロマトグラフィー（HPLC）を用いた化学的分析法  

との比較検討を行った。  

Ⅱ 実験方法  

1．試料  

1）原料とうもろこし これらの試料は，1988年米国  

産原料用のもので，各検体共150gを入手した。   

2）コーン製品及び落花生製品1989年10月～11月に  

千葉市内で市販されていたコーン製品，11種46検休及び  

落花生製品，10種頬32検体を集めた。   

3）配合飼料1989年11月－12月に千葉，船橋，市原  

のメーカーで製造された豚，家禽顎等の飼料8種頬を，  

Ⅰ はじめに  

マイコトキシンの酵素免疫測定法（ELISA）は，従   

来，複雑な生体試料中の微量トキシン等を分析対象とし   

て開発されてきた1‾3）。しかし，近年，食品原料及び農   

産物等の分野では，本法による分析例もしばしば見受け  

■■られるようになった4－6）。  

ELISA法は，抗原への特異性，高感度性及び高価な   

機器を必要としない等の特性があるが．とりわけ煩雑な   

前処理操作が省略されるため，短時間に多数の検体処理   

ができる利点を備えている。  

Aflatoxin（AF）試験に関して，わが国では厚生省   

通知が出されて以降，分析は落花生及び各種ナッツ類を   

中心に，日常業務として行われていた。ところが，1988   

年の異状気象に伴い，米国中西部を中心に大規模な早ば   

つが発生し，とうもろこしに高濃度のAF汚染が生じる  

ようになった。そこで急遽，輸入とうもろこしについて  

はAF検査の徹底化を図るとともに，食品原料，動物飼  
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各々400gずつ入手した。   

2．試薬   

1）AFB，標準溶液：ELISA測定用標準液とするため  

に，AFBl標準品（Makor Chemicals製）をメタノー  

ルに溶解し，100〟g／mg溶液となるよう調整した。   

2）AF混合標準溶液：AFBl，B2，Gl及びG2の標準  

品それぞれを，クロロホルムに溶かし，溶液1mg中B1  

2FLg，B21〟g，G13pg並びにG2 2〃gを含むHP  

LC用混合標準溶液を調整した。   

3）トリフルオロアセチル化試薬（TFA）：アンプル  

封入し，冷暗所保存の無水トリフルオロ酢酸を用いた。   

4）AF用ELISAキット：アフラトキシンBl測定用キッ  

ト；UBE EIA KIT－AFBl（宇部興産製）に依り測定  

を行った1D）。キット添付試薬のうち，AFBl標準溶液は  

自ら作成したものと置き換えたが，その他の試薬類はそ  

のまま使用した。   

5）カラムクロマト用フロリジール：セップパック・  

フロリジールカートリッジ（Waters社製）を使用した。   

6）メタノール：HPLC用メタノールは，ド一夕イ  

トスペクトロゾール メチルアルコール（和光純薬）を  

移動層に用いた。   

7）その他の溶媒，試薬類はすべて市販特級品を使用  

した。   

3．装置  

1）マイクロプレートリーダ：ダイナテックオートリー  

ダpMR580（Dynatech社製）   

2）粉砕機：日本精機遠JL、式粉砕機ZM－1型   

3）高速液体クロマトグラフ：蛍光検出器付目本分光  

高速液体クロマトゲラフ Twincle   

4）ロータリーエバボレーター：東京理化ロータリー  

エバボレーター Ⅴ型   

4．試料の調整   

試料は150～300gを，粉砕機を用いて12メッシュ以下  

の粉体とした後，十分に獲拝を繰返してから，ELISA  

用に10g，また化学分析用には20gをサンプリングして，  

各々の分析に供した。   

5．ELISA分析   

粉末試料10gに55％メタノール水25mg加え，振とう抽  

出，ロ過の後に試料溶液とした。EIA－AFBlキットは  

供給プレートにAFB．－BSAが感作されており，試料液  

を添加後，ホースラデイシュパーオキシターゼで標識し  

たモノクローナル抗体を入れ，競合反応させ，付着抗体  

量をOPDの発色により測定した10）。なお，キット使用  

は添付の説明書に準拠し，1試料当りプレートの3well  

を用いて平均し，測定値を算出した。   

6．化学分析（HPLC法）   

化学分析の分離・抽出操作は，都衛研のフロリジール  

カラム法に準じて行った11）。また，定量操作としてのH  

PLC測定は，以下の手順に従った。すなわち，フロリ  

ジール・セップパックカラムでクリーンアップし，ロー  

タリーエバボレータ一にて濃縮乾固した抽出物残査に，  

TFA試薬0．1mgを加え，栓をして振り，15分間放置した  

後，アセトンー水（1＋9）0．9mgを追加してHPLC分  

析用試験溶液とした。それとは別に，AF混合標準溶液  

を一定量とり，上記と同様な操作を行い，TFA化AFI〕1  

がmβ当り50～200ngの濃度範囲で，数段階の検量線用標  

準液を調整した。   

（HPLC測定条件）   

カラム：InertsilODS（5〟m，4，6¢×150mm）ガ  

スクロ工業，温度450c   

移動層：メタノールー水（1＋1），流速0．9mg／min   

検出器：FL検出器，Ex365nm，Em450nm   

サンプル量：10／上ゼ  

Ⅲ 結果及び考察  

1．原料とうもろこしへのELISA法の適用   

AF自然汚染原料用コーンの分析結果を表1に示した。   

表1 アフラトキシン自然汚染コーンによるELISA法  

と化学分析法の比較  

J■、  

試 料 ELISA分析値（ppb）HPIJC分析値（ppb）  

（Nn）  AF  AF－BI AF－B2  

1  0．8  

2  0．9  

3  1．0  

4  1．0  

5  1．1  

6  0．6  

7  0．8  

8  1．1  

9  1．3  

10  1．3  

11  1．1  

12  1．8  

13  8．5  

14  7．8  

15  4．5  

16  8．6  

17  16．0  

18  18．5  

19  40．0  

20  72．0  

■■l   
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化学的分析結果に基づいて，濃度順に整理すると，E   

LISA分析値は化学分析に比べ，トータル濃度としてAF   

低濃度側では高い値として現われ，1ppb付近を界に，   

それを上回る濃度では逆転した傾向が見られる。さらに   

また，濃度が数十ppbを越える範囲では，ELISA値の   

方が大巾に高くなっている。この様な現象は，配合飼料   

の結果（表4参照）にも伺われるが，方法自体の原理的   

な問題か否かは現在のところ不明である。  

両分析法で得られた値を用いて線形回帰直線を作成し   

たものが図1で，相関係数（r＝0．936）より，両方法   

は正の相関が強いと考えられる。今回の化学分析法は，   

世界的に主流となっているAOACのCB法を改良したも   

のであり，落花生，コーン等については添加回収や市販  

J■品の分析調査により・ほぼ満足な成績が得られている‖Ⅰ2）。   

tこで本法を基準にして，ELISA法に関する統計的推   

定を試みてみると，原料コーンでは，化学分析で10ppb   

（国が定めるガイドライン）の値が得られる試料をELIS   

A法で測ると，12．5ppbとなり，化学分析値20ppbの場   

合は，ELISA値26．5ppbになると推定される。  

2．各種コーン製品へのELISA法の適用  

各種加工コーン及び市販コーン製品についても，ELI   

SA法と化学分析法による定量値の比較検討を行った。   

11種46検休の調査結果は表2の通りで，化学分析では全  

（
q
d
i
）
 
7
0
 
 

【
リ
 
 

－．■
】  

6
 
 

0  

↑
 
鵠
£
｛
“
く
S
 
I
 
J
出
 
 

■
U
 
 

■
＝
U
 
 

■
U
 
 

l
一
 
 

3
 
 

2
 
 

0 10  20  30  ▲0  50 〈ppb）  
H P LC分析壇  →   

図1AF汚染コーンのELISA分析法と化学分析法によ  

る分析値の関係  

表2 加工コーンおよびコーン製品へのELISA法の適用  

試  料  
（ppb）   ELISA法による測定値  化学分析  
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ての試料がAF不検出であったにもかかわらず，ELISA  

法では125ppb～不検出までの巾広い値となった。しか  

しながら，試料の種規や原料成分に注目すると，比較的  

類似の傾向が観察される。すなわち，コーンスターチ，  

コーングリッツ等のように，原料に対して単に粉砕，水  

処理調整をほどこした程度の加工コーン，並びにスイー  

トコーン，ヤングコーンのように水煮加工した缶詰頬に  

ついては，すべて不検出ないしは0．5ppb以下の値が得  

られている。ところが，ポップコーン，インスタントスー  

プ，コーンフレーク及びスナック菓子等について見ると，  

大多数の検体にかなり高い値が認められる。これらの製  

品については，製造過程で油脂，粉乳，香辛料，色素及  

び各種調味料等が添加されるため，抽出段階でこれら来  

雑物質の混入が生じ その影響に起因すると考えられる。   

3．落花生及び落花生製品へのELISA法の適用5113）   

前項と同様に，落花生及び種々の市販落花生製品につ  

いて，両分析法を適用した結果を表3に示す。化学分析  

でAFが検出されたのは，培煎後粉砕加工を施した“粉  

末ピーナッツ”1検体のみであったが，ELISAでは全  

検体ともポジティプであった。ELISA値は183～1．2ppb  

の範囲に及んでいるが，コーン製品の場合と同様，各品  

目別には顕著な頬似傾向が表れている。表に見られるよ  

うに，ピーナッツ菓子や味付ピーナッツのEIJISA値は  

高く，バターピーナツツ及びピーナッツバターについて  

は1－2ppb程度の低い値となった。   

これら高い値を示す菓子類は，原料豆に砂糖，小麦粉，  

色素，調味料等を加えているので，本分析のように水－  

メタノール抽出により，当然混入されてくる。しかし，  

味付ピーナッツについては，原料に塩味を施し煎っただ  

けなので，高い値の原因が渋皮からの抽出物に由来する  

としか考えられない。一方，バターピッナッツ及びピー  

ナッツバター等は，渋皮を除きヤシ油で揚げた後，パター，  

食鼠 糖，ショートニング，クリーム及び乳化剤等を加  

えるので，分析時の抽出来雑物はかなり雑多と思われる。  

にもかかわらず，これらの製品が低い値を示す点は大変  

意外なことである。   

ELISA法がこれら試料に対して見かけ上高い値を示  

す要因が，モノクローナル抗体へのCross Reactionな  

のか，あるいはマイクロプレートリーダー（波長492  

nm）に関する単なる発色妨害反応によるのかは今回の  

実験では確認できなかった。  

一ヽ   

表3 落花生及び落花生製品へのELISA法の適用  

試  料  （ppb） ELISA法による測定値  化学分析  

生落花生  

いりざや  

味つけピーナッツ  

バターピーナツツ  

粉末ピーナッツ  

ピーナッツ煎餅  

ピーナッツ菓子（糖衣）   

′′ （マコロンピー、花豆）   

8．5 13．8   

4．0   5．0  

43．0  35．0  

1．2  1．8   

3．3－  2．7‥  

23．0  29．0  

100  10．8  

63．0  61．0   

6．5   5．5  

63．0  53．0  48．0  

1．5  1．3  

25．0  

′′ （チョコレート衣）  183  

落花生甘納豆  3．3  

甘露煮ピーナッツ  1．2  

ピーナッツバター  1．3  1．8   

〃  （ペーストタイプ）  1．2  

1．9   2．2   

4．配合飼料へのELISA法の適用   

今回分析した8種類の配合飼料は，豚，ニワトリ等の  

市販飼料であった。化学分析によると，表4の通り，低  

濃度ながらいずれの試料からもAFは検出され，AFBl，  

B2ともに確認された試料も2検体あった。全般的にELI  

SA値は化学分析値を若干下まわる傾向が見られ，これ  

は前述のAF汚染コーンの場合と非常に良く似ている。   

また，ELISA法と化学分析法の定量値が，互いに近  

似している試料は，その飼料中でコーンの配合割合（％）  

が比較的高いものに限られている。このことから，配合  

飼料申の種々の成分，すなわち麦類，きな粉，ぬか，ふ  

すま，油かす，並びに魚粉，肉骨粉等については，ELI  

SA法への妨害効果がほとんど無く，分析結果としては，  

むしろ多量に含まれるコーンの性質が願書に現れること  

が判明した。  
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表4 配合飼料へのELISA法の適用  

飼料中のコーン、その他の穀類●  

の配合率（％） の配合率（％）  

ELISA測定  化学分析  
試 料 名  

AF値（ppb） AFrBl（ppb）  B2  

子豚育成用配合飼料  

肉豚肥育用配合飼料  

幼すう育成用配合顔料  

申すう育成用配合飼料  

成鶏飼育用配合飼料  

成鶏飼育用配合飼料  

ブロイラー肥育前期用配合飼料  

ブロイラー肥育後期用配合飼料  

50．7  26．7  

53．3  26．0  

68．7  0  

50．0  11．00   

46．7  19．0   

44．1  20．0  

46．0  13．0  

57．0  8．0  

5．7  6．1  0．6  

1．0  3．3  

1．0  1．2   

0．5  0．4   

4．8  5．7  1．1   

1．3  2．1   

1．2  3．7   

1．4  1．6  

＊ その他の穀類とは大麦、小麦、ライ麦、きな粉、ソルガム等  

「生体高分子結合型アフラトキシンの免疫学的試験法」  

の分担研究として行われたものです。  
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′■  
Ⅳ まとめ  

AF検出の際，検査対象として最も重要かつ緊急性も  

高いコーン，落花生及びそれらの製品について，ELIS   

A法の適用性を明らかにするために，化学分析法との比  

較検討を行った。  

AF自然汚染コーンによる両分析法の比較解析では，  

2つの方法の問には強い正の相関性がみられた。  

これらの分析法を，コーンと落花生の市販製品に適用  

したところ，両分析法の値の間にはかなりの開きが存在  

するが，ELISA法の値を各品目毎に調べると，データ  

に頼似の傾向が観察され，コーングリッツ，コーンスター  

チ，スイートコーン（缶詰），バターピーナツツ及びピー  

ナッツバター等に限れば，来雑物による“正の妨害効果”  

は比較的低いものであった。  

i  

一し  

の分析結果と類似していた。  

したがって，ELISA法は，分析対象品目を限定すれ  

ば，ガイドラインレベルでのスクリーニング法として活  

用され得る見込があり，さらに前処理操作を工夫すれば，  

より広範な品呂に適用できる可能性を備えている。  
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