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総説

カピ毒の分析法

自 端 節 子 *

Analytical Methods for 1¥在ycotoxins

Setsuko TABATA 

Tokyo metropolitan Institute of Public Health: 
3-24-1 Hyakunin-cho， Shinjuku・1m，Tokyo 169-0073， Japan 
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はじめに

カピが産生する化学物質のうちで， ヒトや動物に対して

毒性を有するものはカピ毒と呼ばれている. 1961年に英

国で 100万5J~以上の七面鳥が死亡した中毒事件 (Turkey

X-disease)の原悶物質として，飼料に使用されたピー

ナッツミールからAspergillusflαuusによって産生された

アフラトキシン (AF)が発見され，種々の研究の結果，

AFが非常に強い急性毒性および発がん性を有することが

分かか食品衛生上の注目を集めた，これを契機にして.

ほかのカビ議についても精力的に研究が行われ，分析法も

作成されていった.当初は，試料から抽出後.液ー液分

配，カラムクロマトグラフイ一等によって精製した後，薄

層クロマトグラフィー (TLC)で判定するものがほとん

どであった.AFのように強い蛍光を有するものは良い

が，そのままでは検出困難な物質は，その化学的特性から

それぞれに適した発色試薬を噴霧するなど，さまざまな工

夫が行われた. TLC上のスポットの蛍光強度や紫外およ

び可視光の吸収強度を定量的に測定できるデンシトメー

ターが開発され，定量が可能となった.当時の分析法は原

始的に見えるかもしれない.しかし目的とするカビ毒の

構造式から分子量や官能基などの化学的な性質を知り，精

製j去の原理を熟知しそれぞれのカピ毒に適した抽出法，

精製法，検出法を考えられないと分析法は作成できない時

代であり，当時の分析法開発は，たいへんな間難を伴う

が，発想や創意工夫の醍邸i味があったと考えられる.

近年，高感度の液体クロマトグラブタンデム質量分析計

(LC-担S瓜日)が，検出器が汚れにくくなり，メンテナン

スも簡単になったため，高価で、はあるがルーチン分析用に
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普及してきた.それに従い.残留農薬や動物般監薬品など

で¥抽出後簡単な精製を行い，後は希釈することにより試

料成分による影響を少なくして定殺するという分析が可能

となり，カビ毒の分析も，この流れに乗りつつある.

カピ毒分析j去に関する報告は数多く出されているが，信

頼性が高く基本的な分析j去を競べるには， Analytical 

Methods of Analysis of AOAC INTERNATIONALの

Chapter 49， Natur叫 Toxinsllが推奨される.そこには，

主要なカビ毒の分析法のうち評価済みの分析法が多数収載

されており.信頼性の高い分析法として世界的に知られて

いる.また，この本は，分析法の進歩が速いため頻繁に更

新されているが，古い分析法も削除されず，そのまま掲載

されるか，過去にさかのぼれるようになっているため.た

いへん有用である. 日本語で舎かれた書籍としては，食品

衛生検査指針の理化学編引に日本での公定j去を含め，

撞々のカピ毒の分析法が解説付きで紹介されている

本稿では， 2011年10月1日から新たな規制が施行と

なったAFを中心に，わが国で、規制値が設定されているパ

ツリン，暫定的規制値が設定されているデオキシニパレ

ノールなど，主要なカピ毒について，性質，規制値などを

からめて分析法について述べる.

1. 主要なカビ需の擁要

現在，カピ毒の麓類は， 300種類以上知られているが，

食品衛生上重要な主要なカピ議はその一部である.主要な

カピ毒の産生菌，毒性，汚染食品，規制値を表1に示した.

主要なカビ毒については，種々の毒性評価が行われ，

FAOIWHOの JointExpert Committee on Food Addi-

tives (JECFA)により，耐容摂取量が示されている.そ

の数値を基に，食品の摂取量などを考醸して毎日摂取しで

も健康に影響のないレベルを規制僚として設定するのが現
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表1. 主姿なカビ議の概姿

カど7i長 産生菌 ヨミな毒性 1:な汚染食品
世界の主な競iliIJ値

(ドg/kg)

Aspergillus flαvus 
肝臓障害

アフラトキシン A.pαrαsiticus 
ナッツ類，穀類， 4-20 

A. nomius 
(強い発がん性) 養学科，豆類など (総AF)

ノfツリン Penicillium expαnsum リンゴ 50 

トリコテセン系カピ議 Fusαrlum grαmineαrum 消化器， 穀類 750-1，000 
(DON， NIV， T-2など) F. sporotrichioidesなど 免疫系|部答 (DON) 

ゼアラレノン F.grαmmeαrumなど 女性ホルモン様作用 穀類，豆類など 200-1，000 

フモニシン F. verticillioidesなど 肝臓，腎臓i滋~ トウモロコシ 1，000 

A. westerdijhiαe， A. steynii， 3符駿荷:寄 穀類，コーヒ…R， 5 

オクラトキシン
A. ochrαceus， 
A.cαrbonαrius， A. niger， 

ブドウ加工品など (OTA) 

P. verrucosum 

O 

AFB1 AFG1 AFM1 
O 

AFB2 AFG2 AFM2 

図1. 主要なアフラトキシンの構造式

O 
O 

O 
O 

HO. 

TFA or UV 

O OCH， O OCH， 
AFB1 AFB2a 

図2. AFBlからAFB2nへの変換

想である. しかし AFのように毒性に関値がなく，無毒

性量，許容摂取量が定められない場合は，根拠をもって規

制する値を決定することが難しい.

規制値の値はカピ毒の分析法を作成する際，必要な検出

感度を決定するために重要である 規制値が正確に測定で

きることは無論のことであるが，その 1110まで測定でき

ることが望ましいとされている.

2. アフラトキシン

AFは，カピ毒のなかでも毒性が最も強く，ナッツ類，

穀類，香辛料などの多くの種類の食品から検出されるた

め，食品衛生上最も重要なカビ議である. AFB1は天然物

質中で最も強い発がん性物質の1つであり ，WHOの困捺

がん研究機関(IARC)による評価では， AF はグループ1

(ヒトに対して発がん性がある)に分類されている.その

ため，低い濃度まで測定できる感度を手干し縞広い食品に

適用できる分析法が必婆である.

2.1 化学的性質

AF~こは， 10種類以上の同属体が知られているが，食品

衛生上重要で世界各国で規制が行われているものはAFBj，

B2， G]， G2および、M1(関 1)である. AFB1' G1および、M1に

は，末端のフラン環に二重結合があるが，AFB2' G]，およ

び、羽2は挙結合であり，この部分の構造の違いが化学反応

や毒性などに大きな影響を与えている.

AFは，アセトニトリル メタノールおよびクロロホル

ム等の極性および中極性有機溶媒に可i容であるが，ヘキザ
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ン等の非J極性溶媒には不溶，水には難i容である.ただし

メタノール中では不安定な場合があるため，メタノール溶

液で保存しないようにとされている 1¥AFは，アルカリ

条件下では加水分解によるラクトン環の解裂が起こり，水

溶性物質へと変化するが，iiJ逆反応であるため弱酸性に罷

すことにより元のAFに戻る.強酸性条件下では，末端の

フラン環にニ重結合を有するAFB1，G1および謎1には水酸

基が付加し，それぞれAFB2a> GZa
および、MZaに変換される

(関2). 

ほとんどのAFは紫外線照射下で非常に強い青色または

総色の蛍光を発する.

2.2 規制値

AFは，毒性が非常に強いため，度界中の多くの認で規

制が行われており，わが闘で2000年以前から規制のあっ

た唯一のカピ毒である.規制対象をAFB1のみとする国と

AFBb Bz， G1および、GZの総和(総AF) とする閤，両者を

併用する留がある. 2003年現在で、AFBjのみに対する規

制値を設定している協は少なくとも 61か国あり，ほとん

どの閣がレベルを2問lkgまたは5μglkgに設定している.

また，総AFに対して規制値を設定している国は少なくと

も76か国あかそのレベルは4問lkgが最も多く次いで

20ドg/kgで、ある 3) わが閣では 1971年にAFBjに対して，

数値の記載はないが実質上10問lkgを上限とする規制が

設定された.近年，規制値について厚生労働省等で検討が

行われ，国際的に総AFで、規制を行っている屈が多いこと

や，汚染謂査の結果， AFG1がAFBjより高い億で検出さ

れる例があったことなどから，会食品に対して総AFで10

問/kg以下とする規制が2011年10月1日から施行された

それまでのAFBj単独規制と同じ数値が総AFに設定され，

規制は厳しくなった.

総AFの計算方法は， 1ドg/kg以上検出された各AFの分

析値を小数第21立まで求め，その小数第21立を四捨笈入し

て得られた値を合算しさらに小数数第11立を四捨五入し

て総AFの値とするとされている.

2.3 サンプリング

今回のAF規制の改定では，サンプリング法も大幅に改

定された.一般にカビ議はカどが生育している部分に産生

されるため，汚染は均一ではなく，かなり偏在している

AF は偏在が特に顕著であるため，高濃度汚染ロットの汚

染粒の存在率が数%と報告されている. したがって，少量-

の試料しか採取しない場合，採取する部分によって汚染粒

の含有割合が呉なり，分析結巣は採取部分により大きく変

動する.分析法の真度，精度および選択性等がどんなに優

れていても，サンプリングが適切で・ないと，得られた分析

値はロット全体の真の値と大きく異なる場合がある.

わが閣の公定法におけるサンプリング法は，分析法に先

立ち 2011年3月31Bに食安発0331第5号で厚生労働省か

ら通知された.今回の改訂通知法では，精密度を高めるた

め，分析に 10，000粒を使用することとしている.食品1

粒の重さが0.1gを超えるものについては内容量が4.5kg

以上の場合， 1検体当たりの試Jf-'f-の採取量を 5kgとし.

ロットの大きさによりロットから 1~3検体分析を行い

そのうちの 1検体でも規制値を超える場合は違反となる.

違反処滋の際に相手閣との交渉は容易となると考えられる

が，これまでより採取する試料量が格段に多くなり処理が

煩雑になった.

2.4抽出

AFの抽出溶媒には，アセトニトリルー水混液，メタノー

1レー水混液，クロロホルム(水で混i間後)などが使用され

る1l， 2) 水との混合比率にもよるが，メタノールー水混液

は，特に香辛料において抽出率が低い場合がある.

2.5 精製

2.5.1 シリカゲルカラム

AFの精製には，まず，ナッツ類や穀類の精製に適した

シリカゲルカラムが使用されたり. 1971年にわが閲で初

めて通知されたAF公定法もシリカゲルカラムを採用して

いた. 10 gのシリカゲルで10g相当の試料を精製できる.

しかし比較的極性の低いクロロホルムで負荷しでもシリ

カゲルに対するAFの吸着が弱く，十分な洗浄ができない

ため，香辛料などの爽雑物質ーの多い試料では測定臨難なも

のが多い.

2.5.2 フロリジルカラム

ブロリジルカラムでは，クロロホルムで負荷した場合，

AFが強く吸着し洗浄が十分に狩えるため，高い精製効

果が得られ，香辛料も分析可能である. 0.7 gのフロリジ

ルで試料10g相当が精製で、き 2) 精製後は一定量のクロロ

ホルムに溶解し冷蔵庫に保存すると 1週照以上安定であ

る.高速液体クロマトグラフィー (HPLC)やTLCなど

で測定する際，通常試料19相当の試験溶液を使用する.

1回の精製操作で¥誘導体化処理および未処理でのHPLC

用試験溶液に，また，各種条件下でのTLC淘の塗布液に

適用できるなど，最大で9通りの澱定を行うことが可能で

あり，検出された際の確認、や，炎雑物愛等のため1種類の

測定方法では結果が明確で、ない場合などに便利である.性

能は優れているが，塩素系有機搭媒であるクロロホルムを

使用するという欠点がある

2.5.3 イムノアフィニティーカラム

AFBjを化学修飾して大きな分子にしたものを動物に投

与してAFに反応する抗体を作製させ，その抗体をゲルに

閤定化してカラムに充填したイムノアフイニティーカラム

(IAC)が期発され，現在広く使用されている心-8) 試料

抽出法中のAFをカラム中の抗体に抗原一抗体反応、により

結合させ，水または経街液でカラムを洗浄後，有機溶媒を

流してタンパク質である抗体を変性させ， AFの結合を解

くことにより溶出する.通常の試料抽出液は40%以上の

有機溶媒を含むが， IACを使用する際は，負荷時に抗体を

変性させないため，負荷前に試料抽出液を水または緩衝液

で希釈しメタノール濃度を 20%以下にする必要がある.

1本のIACで精製できる量;は間体試料の場合，試料19相

当が普通である.市販されているAF分析朋のIACは，通
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抽出溶液 i.!lIJ定用面分 廃棄

負荷 採鍛

マ
閉吟閣時

i傘 :AF

;交:爽雑物糞i
山 B

⑨ g 
g 

函3. 多機能カラムによる精製

常AFBj， B2， Gl> G2およびM1のすべてに適用できる.液

状食品である牛乳は• IACに最も適した試料である.抽出

の必要がなく，加温およびろ過程度の能単な処理後，カラ

ムに直接負荷することができる.試料を 20g負荷するこ

とも可能で，牛乳中の微量のAFM1を測定する擦に適した

精製法である
8)

IACは，最近少し価格を下げたメーカーもあるが，高ftlIi

である.また，使用有効期間が1年ほどしかないこと，

ロットや試料により回収率が変動するなどの短所もある.

しかし IACで精製した試験溶液はHPLCのクロマトグ

ラムに爽雑ピークが非常に少ないという長所がある.その

ため. HPLCでの分析が容易であり，暴露室調査のような

低レベルのAFを測定するのに適している.

2.5.4 多機能カラム

精製に要する時間が非常に矩いカラムとして，逆相やイ

オン交換樹脂等を混合した多機能カラム (multifunction-

al column;羽FC)が開発された.このMFCは，通常の囲

柑抽出カラムとは異なった使い方をすることが多い.通常

の閤相抽出で、は，あらかじめコンデイショニングを行った

カラムに一定量の試料抽出液を負荷するが. MFCでは，

プレコンデイショニングを行わず，乾燥したカラムに試料

摘出溶液を通過させ続ける. AFがカラムに保持されない

ように高濃度のアセトニトリル溶液が使用され. AFは保

持されずにカラムを通過する.他方.爽雑物質はいったん

カラムに保持された後，少し遅れて溶出されるため，爽雑

物質が溶出される前の初流 1~2mLだけを一定量採取し，

測定に住用する 1) (閤3). AFの場合は，初流のできるだ

け少量を採取すると爽雑物質の影響が少ない.この使用法

では，カラム前後の溶液中のAF濃度は変わらないとして

定量計算を行う.

MFCで精製可能な量は，試料0.5~1 gオ:~当であるが，

他の精製法と比較して精製に要する時間が圧倒的に短い.

価格がIACと開様に高価であること，香辛料等では精製が

不ト分であることが多いためHPLCのクロマトグラムに炎

雑ピークが多いことが短所であるが. IACより有効期間が

kfilr誌 Vol.53， NO.3 

長く，罰J!又E容が良い試料が多いという長所がある.ナッツ

類と穀類では，炎雑ピークが比較的少なく，規制対象が

AFBlのみであったときには，定量下限を 1ドg/kgとすれば

測定に問題がない試料が多かった.このような特徴から，

MFCは，輸入時の検査のように短時間で規制伎を超える

AFが含まれているかどうかを検査する擦に適している.

2.6 測定

2.6.1 HPLC 

AFは，非常に強い蛍光を発するため，蛍光検出器で感

度良く検出できる.現在は蛍光検出器付き HPLC(HPLC働

FL)での測定が最も広く行われている. AF測定に通常使

用される逆相HPLC の溶脅I~溶媒中では. AFBlおよび、G1の

蛍光は消光(クエンティング)し，蛍光強度が著しく減弱

して測定が困難になる.そのため，強酸であるトリフルオ

ロ酢酸 (TFA)でHPLC測定前に処理するか，または，

HPLCのカラムと検出器の開にフォトケミカルリアク

ターを接続し紫外線を照射することにより. AFB1およ
び、G1をそれぞれAFB2a

および、G2aに変換して(図2)出光

しない強い蛍光を保持させて測定する 9)

AFBlとG1の変換がHPLCの分析カラムの前に行われ

るか後に行われるかにより溶出iII貢序が異なる. TFAによ

る誘導体化後HPLCに詮入した場合は. AFG2a (G1). 

AFB2a (B1)， G2， B2，の}I院で溶出されるが，カラム分離後

の処理では. AFBlとG1はそのままの形で分析カラム

(C18 カラム)により分PlI~ されるため，溶出}II員序はAFG2
AFG2a (AFG1)， B2， AFB2a (AFB1) となる.

2.6.2 LC.幽幽.幽羽“

わが国のAF宅公定i法去でで、確認法としてLC-MS/瓜M臼Sが採尽

されている.選択性が高いため，精製不十分な試験溶液で

も，クロマトグラムには妨害ピークがほとんどない場合が

多い.しかし試料成分による影響(マトリックス効果)

によりイオン化の抑制や促進が起き，定量値が信頼できな

い場合もある.例えば，真の回収率は60%であっても，

イオン化促進によりどークが大きくなり，見かけの閤収率

が80%と出る場合もある. したがって，回収率が一見良

好に見えても注意を要する.通常の添加回収試験で回収率

が良好な場合でも，無添加試料から作製した試験溶液に既

知濃度の標準品を添加して測定を行い.iEしい値がでるか

を硲認する必要がある.正確な定量値を得るため，また捷

器の保守のためにLC

務製は必要でで、ある.

2.6圃3 TLC 

LC-MS瓜ilSが使用できない検査機関等では， TLCでAl干

の確認を行うことができるり.2) TLCでは異なった2種類

の展開漆媒を使用する 2次元展開を行うことにより，

HPLCで炎雑ピークと分離できない場合でも. AFと爽雑

ピークを分離できる場合が多い.デンシトメーターを使用

すれば定最も可能である.ただし. IACやフロリジルカラ

ムで精製した試験溶液は測定可能であるが. MFCで精製

した試験溶液は自分が多く，簿腐板へのスポットが閤難
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な試料が多い.AFの場合は， 1スポット当たり 0.1ngの

AFを確認することができ， HPLC-FLと感度は，ほほ関

等である.

2.6.4 免疫学的手法

マイクロウェルにコートした抗AF抗体を使用する

ELI8Aキットがスクリーニング用に市販されている.抗

原ー抗体反応、は特異性が高いが，測定にかかわるその他の

部分で食品成分の影響を受けるため，食品によっては擬陽

性，擬捨性など，正しい結果が出ない場合もあり，多様な

食品に適用することは難しい.しかし トウモロコシなど

に試料を眼定すれば，スクリーニング試験として有用であ

る.新たに開発されたイムノクロマトグラフ法 10) は

ELI8Aより食品成分の影響を受けにくくなっている.原

生労働省から， 2011年8丹16日付けの食安監発0816第6

号の通知により， トウモロコシ中の総AFの陰性を判定す

る試験法として能易測定法の使用が認められている.

2.7 公定法

2011年8月16臼に厚生労働者から食安監発0816第1号

で通知された分析法は，抽出溶媒量などの変更はあるが，

以前の通知法とほぼ向様で，精製法にMFCまたはIACを

使毘し定量はHPLC-FL，確認はLC-M8!M8で行うこ

ととなっている.HPLC-FLの感度としては0.1ドg/kgま

で定量することは十分可能であるが，総AFの算出を 1ト19l

kg以上のAFとしているのは，公定法であるMFCで精製

した場合の爽雑ピークを考癒してのことである.規制対象

のAFが， AFB1のみから総AFとなったため.分析が園芸!t
となる試料が増加した. 4種類のAFを測定することと

なったため， MFC精製後日PLCで泌定した場合，爽雑

ピークがいずれかのAFの測定を妨害するケースが多く

なったためである

現FCで測定鴎難な場合はIAC精製を背うこととなって

いるが， IACの精製では試料により回収率が70%以下と

なる場合があり，現時点では広範閣の試料に適した条件が

確立されていない.良好な翻収率を得るために，試料によ

り抽出溶媒や精製法等を検討する必要がある 通知の最後

には妥当性評価の方法が示されており，通知法以外の方法

も妥当性評価を行い，良好な結果が持られれば使用できる

とされている.

現在の公定法で分析が圏難な食品については，今後，

f悶々の分析機関で改善された分析法が条約され，信頼でき

る機関で性能が確認された後，各分析機関で情報が共有で

きるシステムが構築されると有用であると考える.

3. パツリン

パツリンは，主にリンゴおよびその加工品から検出され

るカピ毒で，Penicillium属および、Aspergillus属の多くの

種類のカビが産生できるが，自然汚染に関与しているのは

P. expansμmであると考えられている.帳広い動物に毒性

を示し， JECFAが示している耐容技取量は， 0.4問/kg

(bw)/dayで、あるが，毒性の作用機序等は明確になってい

ない.

3.1 化学的性質および規制健

パツリンは， 2環構造の低分子量のカピ主義で(国4)，ヘ

キサン，石油エーテル以外のほとんどの溶媒に可溶であ

る.ラクトン環を有するため，アルカ 1)性では不安定であ

る.紫外部吸収 (276nmに極大)がある.

多くの国で，主にリンゴおよびその加工品について規制

値が設定されており，その値はほとんどが50μg/kgであ

る.わが国でのパツリンの規制は， 2003年11月26日厚生

労働者告示第369号により議涼飲料水の成分鏡務として定

められた.対象はリンゴジ、ユースおよび原料用リンゴ来汁

であり，規制備は0.050ppm (50ドglkg)である.した

がって，分析法は， リンゴジュース等の果実加工品に適用

できる必要があり，定量一下隈値は5ドglkg程度が望ましい.

3.2 分析法

抽出には酢酸エチjレが使用されることが多い.抽出後，

i夜一液分配による炭殻ナトリウム溶液による洗浄1) また

は，闘相抽出により精製を行い 1ベiJ!U定には紫外吸収検

出器付き高速液体クロマトグラブ(HPLC-UV) 1)やGCω
M8 11). 12)， LC-M8爪日13)を使用する.

わが閣の公定法(告示法)は，リンゴ果汁中のパツリン

分析法として世界的に広く使用されているAOACOfficial 
Method 995.101)に準拠している.i夜一液分配iまで，酢駿

エチルで抽出し炭酸ナトリウム溶液による洗浄後，

HPLC-じVで測定する.パツリンはアルカリ条件下で不安

定であるため，炭酸ナトリウム溶液による洗浄は手早く行

う必要がある. HPLCによる測定の際，パツリンの近傍に

はふヒドロキシメチルフルフラール以外にも爽雑物質の

ピークが現れる場合があり，それらとパツリンを分離でき

るカラムを選択する必要がある.本分析法の定量 fl~長は試

料・*たりで1O~20 ドg/kg で、ある. uv検出器は選択性があ

まり高くないため，パツリンが検出されたl祭には，他の検

出器で確認を行うことが望ましく，公定法でで、は， LC 
またはGCふ18を石1主E民E志む;にこf吏用することとなつている.

4. デオキシニパレノール

デオキシニパレノー jレ(DON)は， トリコテセン系カ

ピ毒と呼ばれるカピ毒の1つである. トリコテセンカビ主義

は，Fusαrium属の数種類のカピによって産生され， DON 
のほかにニパレノール (NIV)， T-2トキシンなどがあり，

麦やトウモロコシなどの穀類からしばしば検出される.

JECFAが報告しているDONの一日耐容摂取量 (PMT-

O 

O 
O 

OH 
ITm 4. パツリンの構造式
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DI)はlμg/kg (bw) /dayである.

4.1 化学的性質および規制健

トリコテセン系カピ毒は，共通構造として4環構造のト

ワコテセン骨格を持つが，その構造によりタイプ分けされ

ており，食品衛生上重要なカピ主義は， タイプAとC噌 81立に

カルボニル基があるタイプBに含まれている(関5).こ

のほかに， DONの2つのアセチル体や，摂取後体内で

DONとなる可能性があるとされる DON-グルコシドなど

も分析対象となってきている凶.タイプAのカピ毒は，ア

セトン，アセトニトリル，クロロホルム，ジエチルエーテ

ル，酢駿エチルに可i容であり タイプBのカピ毒は，エタ

ノール，メタノール，酢酸エチル，水，クロロホルムに可

溶である.

DONに対して多くの留で規制値が設定されている.世

界的には750μg/kgに設定している簡が多い 3) が，わが国

では暫定的基準値として1.1ppmと設定されている. AF 

やパツ 1) ンの規制値と比較すると 1~2桁高い植である.

したがって， DONに関しては 50~100μg/kg程度を測定

できる感度があれば，健康被害を関ぐための分析法として

は十分である しかし T-2トキシン等は強いー毒性を有す

るため，低濃度まで測定する必要がある.

4.2 分析法

DON， NIVをはじめとして， T・2トキシン， HT・2トキ

シン等の数種のト 1)コテセン系カピ毒をアセトニトリルー

水混液で抽出しフロリジルなどで精製後，シリル化して

GCωMSで測定する分析法がよく舘用されてきた1l.2¥近

年，複数のトリコテセン系カピミ撃の同時測定は，誘導f体本化

が不要なLC

複数のトリコテセン系カピ毒をMFCでで、精製しし. LC 

MSでで、測定する報告も多いω.

わが国のDONの公定法 (2003年7月17日付け食安発

H ト4

H3C 
3 

R， 
H 

H 

R2 

タイプA

タイプ カピ毒 R1 

T-2トキシン OH 

HT-2トキシン OH 

ジアセトキシスシルペノール OH 
A 

ネオソラニオール OH 

デオキシニバレノーjレ OH 

B ニパレノ…ル OH 

フザレノンーX OH 

食街誌 Vol.53， No.3 

第0717001号)では，試料にアセトニトリルー水 (85: 15) 

混液を加えて揚出し逆棺およびイオン交換樹脂に活性炭

を加えたAF用とは異なった充填剤が入ったMFCで精製

を行う. AFでは試料負荷後の初流を採取するが， DONで

は負荷直後はDONの一部がカラムに吸着し田収率が低下

するため，始めの一定量を廃棄した後の闘分を採取する.

最適な画分はカラムによって異なるため，あらかじめ確認

しておく必要がある.採取した画分の溶媒を留去した後，

HPLCに使用する移動相で溶解してHPLC-UVで測定す

る. NIVも問時に抽出，精製されるが，担FCから溶出さ

れる最適間分はDONと少しずれている.また， HPLCで

の測定では測定波長が220nmとUVのなかでも特に選択

性が低い波長であるため，王手く溶出される NIVの付近に

は爽雑ピークが多く，測定が沼難な場合が多い.試料が小

麦や小麦粉の場合， DONの溶出位置付近には爽雑ピーク

は少なく，分析可能な試料が多い.しかし選択性の低い

検出法であるため， DONが検出された捺には， LC-MS/ 

担Sで確認を行うことが望ましい.

5. ゼアラレノン

致死的な急J性毒性は弱いが，強い女性ホルモン様作用を

有するカピ毒である.動物の体内等で代議されるが，代謝

産物である αーおよびβゼアラレノールと α-およびs-ゼ

アララノール(図6)にも女性ホルモン様作用がある.

JECFAは，ゼアラレノンの耐容摂取量を 0.2Ilglkg/dayと

している.汚染食品は，おもに穀類であるが，豆類からも

検出されることもある.

5.1 化学的性襲および規制慎

ゼアラレノンは， トリコテセン系カピ毒と伺様のFu-

sαnum腐の菌によって産生されるが，構造は異なり，マ

クロライド環を構造に有するカピ毒である(関6).アセ

トi H 

ト'3C

H 

R2 

タイプB

R2 R3 Fし R5 

OAc OAc トf OCOCH2CH(CH3h 
OH OAc トi OCOCH2CH(CH3h 
OAc OAc H H 

OAc OAc ト4 OH 

H OH OH 

OH OH OH 

OAc OH OH 

函5. 主なトリコテセン系カピ議の構造式
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OH 

HO HO 

OH 0 

α-zearalenol α-zearalanol OH 

HO 

O 

zearalenone OH 0 OH 0 

¥ 
討。 判。

β-zearalenol s -zearalanol 

関6. ゼアラレノンとその代議産物

トン，エタノール，メタノール，ジクロロメタン，アセト

ニトリルなどに可溶である. 256nmの紫外線照射下で緑

青色の蛍光を発する.

わが国では規制僚は設定されていないが，フランス，イ

タリア，ロシアなどの 16か思 (2003年現在)でトウモロ

コシ等の穀類に対して規制が行われており，上限債を 200

または1，000開Ikgに設定している国が多い 3)

5.2 分析法

紫外線照射下で蛍光を発するため，蛍光検出器で検出で

きる.初期には，試料に水を加えた後.クロロホルムで抽

出し • i夜一液分記で精製後TLCやHPLC-FLで測定された1l

その後， トリコテセン系カピ主義との同時分析法として，

アセトニトリル-:*混液などで抽出しヘキサンによる脱

脂を含む液一波分配やフロ 1)ジルカラムなどで精製後シリ

ル化し. GCやGC-MSで測定されるようになった 2)

ゼアラレノン分析用にも IACが市販され，分析に使用

されている 16).17) このIACに使用されている抗体は通常

ゼアラレノンの4つの代議産物にも反応するため，ゼアラ

レノン関係の5種類を H王PLCやGC-MS，LC 

時に分析することが可能でで、ある.

ゼアラレノンをト 1リjコテセン系カビ主毒善と向時にアセトニ

トリル一水混液などで拍出後MFCにより精製しし. LC 

MSでi測R則1定する報告もある ω.

6. フモニシン

主要なカピ毒のほとんどが1970年代までに発見された

のに対し，カピ毒の中では比較的新しく 1988年に発見さ

れた.Fusαrium属のカどによって産生される.数撞類の

向属体があるが，その中で主なものは，フモニシン B1，B2• 

および、払で、ある. JECFAは. 1日当たりの暫定許容最大

摂取量をフモニシンB1，B2，および、B3の単独あるいは合計

で2同Ikg/dayとしている. IARCはフモニシンB1の発が

ん殺を，グループ2B(ヒトに対して発がんの可能性があ

針。oc"i
R2 OH 

CH3 

CH3 ニ:アR1

NHR3 

対 フモニシン B1

R1 R2 R3 

OH OH H 
COOH フモニシン B2 H OH 村

フモニシン B3 OH ト4 ト4

図7. 主要なフモニシンの構造式

る)に分類している.

フモニシンの汚染報告は，ほとんどがトウモロコシに関

するものであり，高頻度に検出されている.

6.1 化学的性質および規制値

フモニシンは長い炭化水素鎖とアミノ基およびカルボキ

シ基を有する構造(図7)で，分子量は700以上とカピ主義

の中では大きな分子である.水，アセトニトリルー水j昆液

およびメタノールに易溶である.しかしメタノール中で

は不安定であり，モノメチルおよびジメチルエステルが生

成する.また，光や食品加工に使われるj昼夜に対しては安

定である.

フモニシンについては，数かI!lでトウモロコシに対して

200~3，000 開lkgの規制植が設定されている.国によって

規制の対象は異なっており，フモニシンB1のみの酪，フ

モニシン B1と九の和の国，さらにB3も含めた総量に対し

て規制を行っている国もある 3)

6.2 分析法

標準品はメタノール中では不安定であるため，アセトニ

トリルー水 (1:1)混液に溶解し冷蔵摩中で保管すると

安定である.

フモニシンの分析には. AOAC Official Methods of 

Analysis 995.15日が世-界的に広く用いられており，フモ
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ニシンBl>B2の問時分析が行われている 粉砕した試料に

メタノールー水 (3:1)混液を加えて抽出し構造にカル

ボン援を有することを利用して陰イオン交換能のある囲相

抽出法で精製する.そのままではHPLCでの検出が困難

であるため，構造にアミノ基があることを利用して，オル

トフタルアルデヒド (OPA)等で蛍光誘導体化し

HPLC-FLで分析する.誘導体化は， HPLC注入前に行う

方法と注入後にホ。ストカラムで行う方法がある.前者で

は，フモニシンのOPA誘導体が槌めて不安定であるため，

誘導体化試薬を加えた後2分以内にHPLCに注入する必要

があり， OPAを加えた後マニュアルでHPLCに注入する

ことになる， HPLCのオートサンプラーにプログラムを

設定して自動的に誘導体化および注入を行うと，作業効率

が非常によくなる.後者では反応、液をポンプで送液し

HPLCの分析カラムで分離した後に反応させる.多数の

試料を分析するのに適するが，装霊および試薬に費用がか

かる.なお，この分析法は，コーングリッツなどの加工皮

の低いトウモロコシには適用できるが，他の食品やトウモ

ロコシであってもスナックなどの加工品で、は，回収率が低

い場合が多い.

検出された場合の確認法としては， LC-MS瓜，i[S以外に

は有効な方法がない.フモニシンのLC-MS爪在Sil!U定にお

いては，機種によっては定量に影響を与えるキャリーオー

バーが起きる場合があるので，フロント HPLCのオート

サンプラーの機種の選択やニードル洗浄の条件設定に注意

を要する.

7， オクラトキシン

腎毒性を有するカビ毒で，数種類ある同属体のうちで代

表的なものはオクラトキシン (OT)Aであり，食品からの

検出例があるのは， OTAとOTBである.主な産生菌とさ

れていたA.ochrαceusが，実は，A. westerdijkiαEまたは

A. steyniiであったことが近年明らかとなった.発がん性

が認められており， IARCではOTAをグループ2B(ヒト

に対して発がんの可能性がある)に分類している.

JECFAは， OTAの1週間当たりの暫定許容摂取量を

100 nglkg (bw)/weekとしている.麦類やトウモロコシな

どの穀類をはじめ，コーヒー，カカオ，果実(ブドウな

ど)と広い範閣の食品から検出される

7，1 化学的性寵および規制儲

OTは，フェニルアラニンがイソクマ 1)ン骨格に結合し

た構造であり，カルボン離を有している， OTAの塩素が

水素に置換したものがOTBである(国8)，アゼトニトリ

ル，酢酸エチル，クロロホルムなどの有機溶媒および希ア

ルカリ水に可溶である.オクラトキシンは，紫外線照射下

で青色または緑色の蛍光を発する.

わが国では規制値は設定されていないが， 30か国以上

の国で，主に穀類を対象としてOTAの規制億が設定され

ており，値を5μg/kgに設定している閣が多い 3) おUなど

では穀類のほかにコーヒーおよびその加工品，ブドウ加工

食衛誌 VoL 53， No，3 
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図8，オクラトキシンの構造式

品などに対して， OTAの規制値を 2~訪問/kg に設定して

いる. したがって，分析法の定最下眼は 0，2~1 ドg/kg程度

は必要と考えられる.

7，2 分析法

7，2，1 抽出

アセトニトリルー水混液または酸性条件下で酢酸エチル

等の有機溶媒で抽出する.乾燥試料の場合，抽出前に試料

に水を添加するか，抽出溶媒に 10%以上の水を含有させ

る必要がある.抽出時に水が少ない場合，添加閤収試験で

はOTAが試料表閣に付着しているため良好な回収率が得

られるが，実際の自然汚染試料からの抽出は難しい.

7，2，2 精製

構造にカルボキシ基を有することを利用して， pHを変

化させた液一波分配 18) または陰イオン交換能を有する圏相

tll]/-1:¥カラム却を{吏用して精製できる.また， OTAのfJL1<本

を用いたIACも市販されており，よく使用されてい

るわ， 19)令 20) IACの中にはOTAのほかにOTBにも反応し

て同時に精製することが可能なものもある.また，化学的

性質(イソクマリン'骨格とカルボン畿を有し紫外線掃射

下で蛍光を発する)，毒性(腎毒性)，産生菌 (P.uer・ruco帥

sum)，汚染食品(穀類)と OTと共通点の多いカど毒で

あるシトリニンと OTA，OTBの3討干種重類のカピ主奇毒5器;を液一斗i液夜分
習記己でで、精製する方法もある刻

7.2.3 測窓

OTA は強い蛍光を発するため，測定には， HPLC-FLが
よく f史用される HPLC-FLにおける OTAおよびOTBの

感度は良好で，試料あたりで0.1ドg/kgまで定量可能な分

析法が多い. LC-MSではHPLCほどの感度が得られない

が， LC・MSIMSでは， HPLC-FLと関等の感度で測定する

ことができる.

近年は， IACで精製を行い， HPLC-FLで測定する分析

法が広く用いられている IACで精製した場合， HPLC-
FLのクロマトグラム上の炎雑ピークは通常少ない. しか

し試料-が熔煎コーヒー豆等の場合は， IACに非特呉的吸

着した物質が溶出されたものと考えられる爽雑ピークが測

定を妨害する場合がある.その場合には，拙出溶媒， IAC 
の洗浄法， HPLC条件等を工夫する必要ーがある.

8. 多成分一斉分析法

近年， LC-MS瓜，i[Sの普及に伴い，複数の種類のカピ議
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を一斉に分析する方法が多数報告されている.

多くの報告の中には，抽出液を精製なしにLC-MSIMS
に注入する方法もある.この方法は，迅速で、はあるが，試

料成分の影響によるイオン化の抑制や促進により，正確な

定量値が得られない可能性が大きくなる.また，多数の試

キヰを繰り返し注入していると5式科中のマトリックスにより

分析カラムの劣化やイオン化部等の汚れが進行することが

懸念される.

8.1 IACによる方法

複数のカピ畿の抗体を結合させたIACが市販されてい

る.蛍光を発するカビ毒である 4種のAFとOTAの抗体を

使用し. HPLC-FLで分析する方法が報告されている 21)

このIACは， 非常にi高寄{倒濁であるが， LC 
も複数のカピ毒を同時に分祈でで、きるという利点がある.

8.2 MFCによる方法

アセトニトリルー水混液などで抽出し，抵FCなどで簡単

に精製した後LC-MS瓜おで測定する報告も多いお)， 23) 化

学的性質が呉占なる複数のカピ毒tを向じ方法で抽出と精製を

行うため，回収率や感度などが各カビ毒の偶別分析法より

劣る場合が多いが.短時間で多種類のカピ奇;をスクリーニ

ングできるという利点がある.今後，さらに検討が進み，

関収率等が個別分析法に劣らない多成分一斉分析法が開発

されることが期待される.また，多成分のスクリーニング

法を使用することにより，原因不明の中毒事件等の発!tJl寺

に，カビ毒が係国か否かの結果を迅速に得ることが可能と

考えられる.

8.3 内部標準物資

回収率が低い場合や変動が大きい場合にそれを改善す

るために内部標準物質を使用している報告もある 23) 目

的物質の安定同位体を使用する場合は，内部標準物質と目

的物質は同じ挙動をすると考えられるが，少しでも構造が

違う物質を内部標準物質として使用する場合には， 日的物

質と伺じ挙動をすることを確認しておく必要がある.多成

分一斉分析に限らないが，挙動が違う物繋を内部標準物質

として補正を行うと見かけの回収率は高くなる場合もある

が，定義;結果はさらに信頼性のないものになる.また，絶

対回収率として50%以上あることも信頼性のある結果を

得るために必要である 市販されているカビ毒の安定同位

体の種類が増加してきているが，これらは非常に高価な場

合が多いので， 百常的に分析に使用するには経済的な負担

が大きい.穣々の検討を行って，抽出，精製法を改善し

内部標準物質を使用しなくても良好な分析値が得られる分

析法が揖築されることが期待される.

9. 分析j去の評価

9.1 妥語性評価

近年，分析法の信頼性を保証するために，妥当性評価が

行われている.国内外の種々の機関からそれぞれの目的に

即した評{断基準が示されており，分析法を客観的に評価す

る上で拠所となる.しかし注意すべき点がある.妥当性

評価では，真度，精度が数値として表され，その数値が良

いほうが優れた分析法だと評価されがちであるが.そうで

はない場合もある.操作工程が少ない分析法は，誤差が出

る額所が少ないため精度が良い結来となることが多く，爽

雑物質を除くために作業工程を増やすことは，ばらつきを

大きくし回収率を低下させる，すなわち精度と真度を低下

させる要因となる.この結果，選択性が劣っていても操作

工程の少ない分析法のほうが，選択性を向上させるために

工程を増やした試験法より良い真度と精度を得る可能性が

高い.選択性も妥当性評価の重要な国子とされており，測

定を妨害するピークの面積値(または高さ)が定量下限値

の1110または113未満であれば良いとされているが，試料

が異なるとそれ以上となる場合もある. したがって，総合

的に詳倒して，使用する分析法を選択する必要があると考

える.

9.2 外部評価

検査機関の検査技能を検証するための手段として外部評

価が行われている. カピ王寺については.国内で、は正式には

実施されていないが，英国のFoodAnalysis Performance 
Assessment Scheme (FAPAS)では， AF.パツリン， OTA 
などの外部精度管理を実施している.外部精度管理におい

ては，分析法は各検査機関で、行っているものを使用するこ

とになっており ，Z働スコアなどで評価されている.全参加

機関が同じ分析法で分析している場合は，正しい評価が行

えるが，分析j去が異なる場合には.z悌スコアだけでは評価

できない場合もあると考えられる.z-スコアの基準となる

真値の推定値は，多数の検査機関が行っている分析法での

平均値に近いものとなるが，それが真値だとは眠らない.

他の機関より関収率が高い分析法で、行った場合は測定値が

平均値より高い値に外れる可能性がある.一方，選択性に

優れた分析法は，ほかの分析法では測定対象物質と分離で

さずに測定値に加算されている爽雑物質が除かれた結果，

低い値に外れる可能性がある. したがって.Z働スコアによ

る評価では， より良い分析法を開発した結果，全f体本の王乎Y

{値庭から外れ，高いz-スコアとなってしまう場合が考えら

れる.回収率で補正する対策も考えられているが，このよ

うな場合には，z-スコアだけで評価することは困難であ

り，なぜ外れているかまで検証しないと正当な評価は難し

いと考えられる

おわりに

どんなに援れた分析法であっても， 1つの測定結果だけ

で結果を判断するのは危険である.また，カビ毒は毒性が

強いため，規制値以下でも検出されると影響が大きい場合

がある. したがって.カピ毒が検出された場合には，定量

で使用したものと分離または検出のモードが異なる方法で

確認することが望ましいと考える.

カピ毒に限らないが，完全な分析法というものはなく，

機器や精製法などの進歩に従って，新たな方法が次々に開

発されていく.分析法開発の際には，目的物質の性質によ
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り描出および精製法を選択し毒性に基づく規制値や分析

の目的により必要な検出感度を決定し汚染のある食品を

知って添加回収試験を持う食品を選ぶことが基本である.

また，分析法を選択する際には，目的により，必要な感

度，選択性，所要時間，経費等を考慮する必要がある.今

後，食品衛生上重要なカピ毒に対して正確な結果が迅速に

得られるように，分析法がさらに進歩していくことが期待

される.
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