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金 コ ロ イ ド標識抗カ ド ミウム ーエ チ レ ン ジア ミン 四 酢酸 錯体

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い る イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る米中力 ド ミウム の 簡易定量
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　金 コ ロ イ ド標識 した抗 カ ド ミウ ム
ー

エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸錯体 〔Cd −EDTA ） モ ノ ク ロ
ーナ Jレ抗体 を用 い

て，米中の カ ド ミ ウ ム を簡便 ・迅 速 に 定量 で き る イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを開発 した．作製 した抗 Gd −

EDTA 抗体 （Nx2C3 ） の Gd −LD
「
1
’
A と の 平 衡解離 定数は ］SxlO

−sM
で あ り，検討 した 他の 金 属の ED

「
1A 錯

体の 平 衡解 離 定数 （9．6　× 10
−7M

以 上 ） と は 70 倍 以 ヒの 違 い が あ っ た．米中 の カ ド ミ ウ ム を本 イム ノ ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーに よ っ て 測 定 す る た め の 酊 処理 と して ，希 塩 酸 に よ る カ ドミ ウ ム の 抽 出，並 び に カ ラ ム 処 理

に よ る 共 雑 金属 の 除 去 を検討 した．そ の 結果，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 測定 に 影響 し うる 亜 鉛，マ ン ガ

ン ，マ グ ネ シ ウ ム な どの 金 属 を排 除 しつ つ ，米中の カ ド ミ ウム をほ ぼ完 全 に抽 出 ・
精製 で きる こ とが 分か っ

た．また ， 構 築 した イ ム・ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに お け る カ ドミウ ム の 測定範囲は O．OlmgL

−
1
か ら （mmg

L
−1

で あ っ た．50 検体 の 玄米 試 料 を ヒ記 前処 理 に施 した後．本 イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よっ て カ ドミ

ウ ム 濃度を測 定 した，本 法で 測 定 した 米 中の カ ドミウ ム 含量 は，硝酸分解 に よ る 前処理 と誘導結合 プ ラ ズ マ

発 光分 析装置を 用 い た 測 定結 果 と良い 相 関 （r − 0．94） を示 した．

1 緒
．＝

口

　最 近，食用米 の カ ドミ ウ ム 含量 の 規制値 を 0．4mg 　kg
−1

とす る 新 た な 国際基 準 が 決定 さ れ た が ，日本 で は 既 に O．4

1ug 　kg
−1

以 上 の 米 は 食用 と して 流通 しない よ うな措置が 採

られ て い る，と こ ろ が ，2｛｝02 年 に 農林水産省が 発表 した

全 国 の 出荷前の 米を 対象 と した 調査 で は，調査 さ れ た検体

の うち約 O．9．％ に 0．4nlg　kg
−1

以 上 の カ ドミウ ム が含まれ

て い た
n，

　規 制値 を超 え る カ ド ミ ウ ム を含む 米の 流 通 を防止 す る た

め に は，米中の カ ド ミ ウ ム 濃度 を簡便
・
迅速 に 判定で きる

分析法が 必 要 と され て い る．現在，米中の カ ドミ ウ ム 含量
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は ，誘導結合 プ ラズ マ 発 光 分 析装 置 （ICP−AF．S）や 原 子 吸

光分析装置 な どの 高価 な装置 で分 析 さ れ て い る．また ，
こ

れ らの 機器分析 を行 うため の 試料 の 調製操作 も煩雑で あ る

た め，生 産 ・流 通 の 場 で 多数 の 検体 を迅 速 に測 定す る 用 途

に は 向い て い な い ．

　
一
方，医療分野などで は，物質の 濃度を簡易に 測定す る

手段 と し て ，生 物 の 抗 原 抗体反 応を用 い た イム ノ ア ッ セ イ

法 が利用 され て い る．巾で も，イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

法 は ，その 取 り扱 い の 容易 さ か ら妊娠判定や 感染症の 診断

な どに 幅広 く普及 し て い る．

　著者 らは ，こ れ まで に カ ドミ ウ ム の エ チ レ ン ジア ミ ン 四

酢酸 （EDTA ）錯体を特異的に 認識す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体 の 作製 を 報告 し て い る
2〕，本報 で は ，玄米の 簡便 な 前処

理法並 び に抗 Gd−EDTA 抗体を用い た イム ノ ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

に よる カ ドミ ウ ム の 簡易分析法を報告す る ．また，

玄米巾の カ ド ミ ウ ム 含量 に つ い て ，木簡易分析 と 機器 分析

を比較 した 結果 につ い て も報告す る．

2　実 験

　2・1 試　薬

　 1−（4−is｛｝thiocyanobcnzyDcthylenediamine −N ，N ，・V1，・y
卩一

tetraacetic 　 acid 　（lsothiocyanobenz ｝
，1−EDTA ＞は ，1司人 化学
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よ り購入 した．ニ ワ トリ卵 由 来の ア ル ブ ミ ン （OVA ）は ，

シ グ マ ア ル ドリ ッ チ ジ ャ パ ン よ り購 入 した．細胞融 合 に用

い た ポ リエ チ レ ン グ リコ ール （重 合度 1SOO） は 凵木 ロ シ

ュ よ り購入 した，カ ド ミ ウ ム と EDTA の 錯体 は塩 化 カ ド

ミ ウ ム と EDTA ナ トリ ウ ム 塩 を 混 合 して 調 製 した．マ グ

ネ シ ウ ム ，マ ン ガ ン ，銅，亜 鉛 な ど の EDTA 錯体 も塩 化

物 の 溶液を用 い て 調製 した．

　2・2 試 料

　測定の 対象 と した 米試料 は，玄 米粉末標準試 料
3♪
及 び 国

内に て 生 産 され た 玄 米 を用 い た．玄米 粉末標 準試料 を用 い

る 際は，NIES 　CRM 　No ．1〔）−c （1、82　mg 　kg
−1

） と NIES 　CRM

No ．10−a 〔O．023　mg 　kg
−1

）を混合 し，計算上 の カ ドミ ウ ム

含量 が 0．16，0．81，0．40，0．60　mg 　kg
−1

に な る ように調 製

した．

　 2・3 抗 Cd −EDTA モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体の 作製

　既報 に 従 い マ ウ ス モ ノ クロ ーナ ル 抗体 を作製 しだ
｝．簡

単 に は，Isothiocyanobcnz ｝
，1−EDTA とス ガ シ貝 ヘ モ シ ア ニ

ン （KLH ） と 5  mM ホ ウ 酸 溶 液 （pH 　9，5）中 で 混 合 し，

EDTA と KLII の 複合体 を 調製 した．こ れ を 脱 塩 カ ラ ム

（10DG ，バ イオ ラ ッ ド製） に よ っ て，100　mM の MES （2−

morpholin   eth とmestllfonic 　acid ，　 mQ ・〕ohydrate ） 緩 衝 液

（pH 　6．5） 中に 置換 し，最終的 に 0．1　mM に な る よ うに塩

化 カ ド ミ ウ ム を加 え，Cd −EDTA をハ プ テ ン と し，　 KLH を

キ ャ リ ヤ
ー

タ ン パ ク 質 とす る 複合 体を 調、製 した．約 6 週

齢 の 雌 の マ ウ ス に 約 2〔｝0 μg の C］d−EDTA ．KLH 複合体 を腹
こ う

腔注射 し，初回免疫 と した．以 後約 2 週 間 お き に 同 様 の
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ひ

方法 で ，4 回 の 追 加免疫 を 行っ た．マ ウ ス 脾臓 細 胞 と ミ エ

ロ ー
マ 細胞 （NSO 株，理化学研究所） の ハ イブ リ ドーマ

の 作製 に は ポ リエ チ レ ン グ リ コ
ー

ル 法 を用 い だ
，．

　 Cd −EDTA に 結合す る 抗体 を産す る ハ イ ブ リ ドーマ の 選

抜 は，既報 に 従い 蛍光光度計 （KinExA3000 ，　 sapidyIle製）

を川 い て 行 っ た
5｝．簡 単に は，IsoLhjocyanobenzy1 −EL）TA

と卵［ア ル ブ ミ ン （OVA ） か ら，前記の 免 疫 に 用 い た Cd −

ED
．
rA−KLH 複合体 と 同様 に Gd −EDTA −OVA 複合体 を調製

し，ア ガ ロ
ー

ス ビ ーズ （NIIS −activated 　Sepharose ，

A エnersham 　Bi〔：，sciel 】ces ） 上 に 固 定化 し，こ の ビーズ を抗 体

検出用 の 抗原担体 と した．Cd −EDTA に 結合す る抗体 の 検

出 は，抗原担休 に 結合 した抗体 を，蛍光物質 Cy ヂ で 標識

さ れ た 2 次 抗 体 （ヤ ギ 抗 マ ウ ス 1gG 抗 体 ，

ImmunoRcsarch 　Lab ｛｝ratories ） に よ っ て 蛍光標識 した後，

抗原担体の 蛍光強度 を蛍光光度計 に よ っ て 測定す る こ とに

よ っ て 行 っ た．

　得 られ たハ イブ リ ド
ー

マ の 中で 最も Gd −EDTA に 対す る

平衡解離定数 （Kd ）が 小 さ い 抗体 を生 産す るハ イ ブ リ ド

ー
マ （Nx2CS 株） を，産業総合技術研究所特許生 物寄託

セ ン ターに 寄託 した （受託番号 ： FERM 　P−19703）．イム ノ

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 測定 に 用い た抗体 は ，Nx2CB 株を

ヌ ードマ ウ ス の 腹 腔 に移 植 し ， 2 週 間 後 に得 られ た 腹水 か

らプ ロ テ イ ン G カ ラ ム に よ っ て 精製 し た．
’

　抗体 と各種 EDTA 錯体 の 平衡解離定数 は ，抗体 と 各種

EDTA 錯 体 と の 結合 を既 赧 に従い 蛍 光光度計 （KinExA3000 ，

Sapidyne 製） を用 い て解析する こ とに よ っ て 決定 した
2
 

　抗体 へ の 金 コ ロ イ ドの 標識 は Penk らの 方法
6〕

に 従 い ，

直径 4e　nm の 金 コ ロ イ ド （BB 　Intcrnational 製） を用 い て

行 っ た．標 識 後の 抗体は ，
ス ク リ ュ

ーキ ャ ッ プ付 きガ ラス

バ イア ル 内で 真空乾燥 させ た 後，常温で 保存 した．

　2・4　1CP −AES に よ る金属 濃度の 測定

　IGP−AES に よ る金属濃度の 分析 は，リガ ク 製 SPECTRO

CIROS −120 （EOP ）を 用 い て 行 っ た ．試料 の 導入 時間 は

25秒 ， 分析時 間 は 24秒 で 行っ た．測定 は 3 回 繰 り返 し，

そ の 平均 を測定値 とした．測定条件 は，高周波出力を 1．4

kW と し ，
プ ラ ズ マ ガ ス 流 量 を 13．0　L／min （Ar ），キ ャ リ

ヤ ーガ ス 流 量 は 0．9　O　L／min （Ar） とした．測定対象元素

と測 定波長 は，Gd （214 ．4S8　nm ），　 Zn （213 ．856　nm ），

Mn （257．61011m），
　 Mg （279．553　nm ），

　 Fe （259 ．940 　nm ），

Cu （S24．754　nni ） と した．

　2・5　 イ ム ノ ク ロ マ トグラ フ ィ
ーの た め の 玄米 の 前処

理 法

　2g の 玄米 の 粉末 を 0．05　M の 塩酸 20　mL 中に浸 し，1 時

間激 し くか くは ん した後 ，炉 過 を行 い 玄 米 の 塩酸抽田液 を

得 た．Aktttsukaらの 方法
7：1
に基 づ き作製 した キ レートカ ラ

ム （カ ドミ ウ ム 吸着 カ ラ ム ，環 境総合テ ク ノ ス 製）を用 い

て ，以 下 の 方法で こ の 抽 出 液か ら カ ド ミ ウ ム を分 離 した．

0．1M 塩 酸 に よ っ て カ ドミ ウ ム 吸 着 カ ラム を平 衡化 し ， 玄

米 の 塩 酸抽出 液 5mL を カ ラ ム に供 した．5mL の 0．IM 塩

酸 で カ ラ ム を洗浄 した後，5mL の 0．05　M の 硝 酸 に よ っ て

カ ドミ ウ ム の 溶 出操作 を行 い ，得 られ た 溶 液 を カ ラム 溶 出

液 と した．

　2・6　イム ノ ク ロ マ トグラ フ ィ
ー
装置 の構築

　Fig．　 IA に 示 す 構 造 の イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー装置を

作製 した．デ ィ ス ペ ン サー （XYZ ハ ン ド リ ン グ シ ス テ ム
，

BioDot 製）を使用 して O．65　mg 　mL
−1

の Cd −EDTi・X−OVA を

0．75 μLCm
− 1

の 割 合 で ニ ト ロ セ ル ロ ース 膜 （PRIMA ，

Schleicher＆ Schucll製 ） に塗 布 し，50℃，30 分 間 の 乾 燥

に よ りこれ を 固定化 し，テ ス トラ イ ン と した．プ ラ ス チ ッ

ク 製 の パ ッ キ ン グ シ
ート （Adhesive　Research 製） に，上

記 の ニ トロ セ ル ロ ース 膜 と 2Cln長の サ ン プ ル パ ッ ド （グ

ラ ス フ ァ イバ ー，Schleicher＆ Schuell製）及 び吸 収 パ ッ

ド （コ ッ トン 900，Schleicher＆ SchueU 製 ） を Fig．　IA に
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A

B

　 　 　 fiitro　　11uめ 　　 m 　　 　ra　e

▽慧譜 滋 黙 糟 纂
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pbstic　backing　sheet
　 　 　 　 　 　 鵬 Uine

samp 』 pad 　 test　line
（Cd
−EDTA −OVA）

nitrecellulose

membrane

Fig．　 l　 Cadmium 　imlnunochromatography 　systcm

Panel　A　shows 　the　physical　layolll　of 　esseIltial 　compo −
ncnts 　while 　Panel　B 　illustrates血 ncti ・ na 且ity．　 In　Panel

B，sample 　is　IIIixed 　with 　ED
「
1A 　and 　gdd 　labelcd 　allti −

Gd −ED
「
1
’
A 　antibc 》dy，　As　the　solution 　wicks 　pasτ the 　test

line，　labeled　 antib て）dv　bollrld　lo 　Cd−EDTA 　cannot 　bind
to　immobililed　Gd −EDTA −OVA ．，

示 す よ うに は り付 け，5111111幅に 切 断 して プ ラ ス チ ッ ク ケ

ース （エ ン バ イ オ テ ッ ク 製） に 格 納 した．

　 こ の イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

装置に よ る カ ドミ ウ ム の

測 定原 理 は 以 下 の と お りで あ る （Fig．1B）．カ ドミ ウ ム

（試 料 ），EDTA 及 び 金 コ ロ イ ド標識 した 抗 Cd −EDTA 抗体

〔Nx2G3 抗 体） を混合 し，測定溶液 と した．カ ド ミ ウ ム と

EDTA に よ る錯体形 成 と，　 Nx2C3 抗 体 と Cd −ED 「
rA の 抗原

抗体 複 合 体 の 形 成 を平 衡 状 態 に 近 づ け る た め に ，こ の 測定

溶液 を 10分 以 上 放置 し た．測定溶液 を サ ン プ ル パ ッ ド上

に滴下 す る と，測 定溶 液 は 毛細 管現象に よ り二 トロ セ ル ロ

ース 膜 中 を浸 透 し，テ ス トラ イ ン に 到 達 す る．抗 原 抗 体複

合体 を形 成 して い な い 抗 体 は，テ ス トラ イ ン の Gd −EDTA 一
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ぞく

OVA に結合 す る こ と よ っ て 捕提 さ れ や す い が，抗原抗体

複 合 体 は テ ス トラ イ ン 上 の Cd −EDTA −OVA に は 結 合 し な

い ．つ ま り， 試料 中 に カ ドミウ ム が多 け れ ば，抗原抗体複

合体が 多 く形成 さ れ る た め，テ ス トラ イ ン に 捕捉 され る 抗

体量 は 逆 に少 な くな る．今 回 の 実 験 で は，Nx2CS 抗 体 を

金 コ ロ イ ドで 標識 して い る た め ， テ ス トラ イ ン に 捕捉 され

た 抗体 は赤色 の バ ン ドと して 観察 さ れ る．赤色 の バ ン ド

は，試料 中 に カ ドミ ウ ム が 存 在 しな い 時 に最 も濃 くな り，

試料 中の カ ドミウ ム 濃度 の 増大 に伴 い 薄 くな る，試料中 に

カ ドミ ウム が 存在 し な い と きに 出現 す るバ ン ドは，肉 眼で

も容 易 に確 認 で き るが，ク ロ マ トリーダー
（Diascan　30−B ，

大塚電了
一
製）を川 い て バ ン ドの 濃 さ を数 値 化 す る こ と も可

能で ある ．

　 2・7　イ ム ノ ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

法 に よ る カ ドミ ウ ム 濃

度の 測定

　 上 記の カ ドミ ウ ム 吸着 カ ラム か ら硝酸 に よ っ て溶 出 され

た 溶液 20 μL を 380 μL の 0，3 μMEDTA 含 50　mM トリス

緩衝液 （pH 　7．5） を加え混合 した ．あ らか じめ 真空 乾燥 さ

せ て い た 金 コ ロ イ ドで 標識 され た抗 Cd −EDTA 抗体 に，こ

の 混合液 100 μL を加え混 合 し，1  分 以 上 放 概 した後 ，7S

μL を上 記 の イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー装 置 に供 した．試

料添加後，40 分経過 した 後，ク ロ マ ト リーダー （Diascan

30−B ，大塚 電 子 製） を用 い て テ ス トラ イ ン 上 に現 れ るバ ン

ドの 濃 さを 数値化 した ．ク ロ マ トリーダーは，メ ン ブ レ ン

表面に 発光 ダ イ オ
ー

ド （LED ）光源 か ら緑色 光を 照 射 し，

そ の 反 射光をフ ォ トダ イオ
ー

ドで 検 出す る こ とで ，テ ス ト

ラ イ ン の 赤色バ ン ドの 濃 さ を反 射強 度 と して数値化 す る こ

とがで きる．

3　結 果

　3・1 抗 Cd −EDTA モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 の 作製

　Cd −EDTA をキ ャ リヤ
ー

タ ン パ ク 質 に 結 合 させ た コ ン ジ

ュ ゲ
ー

ト をマ ウ ス に 免疫 した．こ の マ ウス の 脾臓 細 胞 か ら

ハ イブ リ ド
ー

マ を調．製 し，Gd −EDTA に 特異 的 に結 合 す る

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を産 す る細 胞株 を 選抜 し，そ の 細 胞 株

が 産す る 抗体 （Nx2C3 ） と
， 既 報 の 抗 Cd −EDTA 抗体

（So26G8 ） に つ い て 各種 EDTA 錯体 に 対 す る 結 合性 を調

べ た （Table 　 l）．両 抗体 の Cd −EDTA に対 す る平 衡解 離 定

数 （K
’
d ） を 比較す る と

，
Nx2C3 抗体 が 1．sxlO

−
SM

，

So26G8 抗体 が 5，9　X　lO
−7M

で あ り，　 Nx2C3 抗体の ほうが

Cd −EDTA に 対 して 約 50 倍 強 い 親 和 性 を示 す こ とが 分 か っ

た．ま た，両抗体 に つ い て 各種金属 の EDTA 錯 体 との 交

差反応性を調べ た とこ ろ，両抗体 とも調べ た 金属 （亜 鉛，

マ ン ガ ン，銅，カ ル シ ウ ム，マ グ ネ シ ウ ム ，鉄 ） の 範 囲 で

は Cd −EDTA に 対
．
し て 1．5％ 以 ドで あ っ た ．以 ヒか ら ， 以

後 の 実験 に は，カ ドミ ウ ム に対 して よ り強い 親和性 を示 す

Nx2C3 抗体 を用 い る こ と に した．

　3・2　玄米の 前処理法 の 検討

　玄米中の カ ド ミ ウ ム 含量 を簡易測 定す る た め の 玄 米 の 前

処理 方法 を検討 し た．lM の 塩 酸 に よ る 玄米 か らの カ ド ミ

ウ ム 抽出が 既 に 報告されて い る
S〕

が，本報告で は，よ り低

濃度の 塩 酸 （0．05M ） を用 い て 玄米か らの カ ドミ ウ ム の 抽

出 を検討 した．玄米粉末標準試料 を用 い て 濃度の 異 な る粉

末玄米 を 4 種調製 し，塩酸 に よ る抽出処 理 を施 し （n ＝

1〔）），IC］P−AES に て 抽出液中の カ ドミ ウ ム 濃 度 を測 定 した．

ま た，同様 に 各玄米 を硝酸分解 し ， そ の カ ドミ ウム 濃度 を
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Tablc 　 lGomparison 　of 　eqllilibrium 　dissociati｛m 　constants 　and 　cr   ss　re 乱ctivities 　tosvard　EDTA ．Illetal　c   m −

p】exes 　betwccn　Nx2G3 　and 　So26G8 　antib   dies

El）
．
1
．
A 　c 〔｝mplex

Nx2G3 So26G8

Kd／M α
．
OSS −rcac 〔iviIy，％ K ，／M crog．　s−reactivLg ，．％

Cd （II）−EDTA
Cu （II）−EDTA
Mn （II）−EDT ．“L
Zn （II）−EDTA
Fc（III）−EDTA
Mg （II）−EDTA
Ca（II）−ED

．
「A

Inetal　frcc　EDTA

　 　 　
一H

1．3 × 10
　 　 　

−7
9．6XlO
　 　 　

−b
l、8XlO2
．3 × 101

］

　 　 　
−rt

4．2 × 1〔｝
　 　 　

一
斗

2．4 × 10

＞1 × 10
−s

＞5x101

100

　 1．4
　0．72
　 0．57
　 ｛1．〔｝Sl
　 O．OU55
＜0．002
＜0．OOO3

5．9Xl ｛〕

8．1 × 10
一馳’

　 　 　 5
4．6 × lu
　 　 　

−5
9，5 × lol

．7 × 10
一

門

　 　 　
一

ヨ

5．9 × IO
　　　 R

4．8x10
　 　 　

−23．5x10

］0〔♪

　 0．73
　 1．3
　 〔，．62
　 0．034
　 （，．Ol
　 O．Ol2
　 0．eOl7

κ d ： equihbrium 　diss（）ci 己d 〔，n 　conslan1 ．

厂
蜜

ぎ、
だ
。

E
届
。

主
o
工

台．
O
匚

OO

℃

O

0．フ

o．6

o．5

0、4

0．3

Table　2　 Mct 乱l　 concentrations 　in　brown 　I
−ice　extract

　 　 　 　 alld 　coluinn 　ehlate

MCtalHCI
　extract ／　　 Golun111　c工ua しe ／　　 Re ⊂ove1Y ，

　 mgL

一
瓦

　 　 mgL
−1

　 　 ％

MllZllCdMgFeCu2．85 ± 0，18
1．96 ± o．15

0．037 土 0．02
112 ± 6，8
0．12 ± 0，01
0．25 ± 0．〔｝1

　 〈 ｛〕．o｛〕1
0．029 ± 0．Ol5
0．039± （）．Ol6
0，050 ± 0．082
0．15 ± 〔｝．Ol2

　 ＜ 0、005

く 0，ll
．5 ± 0．4105

± 7．1
＜ 0．1122

± 7．8
＜ 20

0．2

e．1
　 0、10 ，2　　　　　　0、3　　　　　　D．4　　　　　　0．5　　　　　　0、6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
−1

　 Gd 　conc 、　by　HNO3 　treatment’mg 　kg

o．1

Fig ．2　Extraction 　 of 　cadmium 　fr｛｝m 　the 　standard

br【，wn 　I
・ice

Extractions 　 were 　 carried 　 out 　 wilh 　 HGI （Y　 axis ）｛〕r

HN α （X 　axis ）．　 Each 　Cd 　concentration 　was 　de乳e 卜

mined 　hy　IGP −AES ．　The 　solid 　line　is　lhe 　ideal　casc

（slOpe く）fl ）・

ICP−AES に て測定 し，上記の 塩酸抽斟法 に よ っ て 得 られ た

抽 出液 中 の カ ド ミ ウ ム 濃度 と 比 較 した （Fig．2）．両処 理

液中 の カ ド ミ ウ ム 濃度 の 相 関 係数 （r） が ，O，99 以 上 で あ

る こ とか ら，而処理 法に は 良 い 相関が認め られ （Fig．2），

’検 定 で は有 意 水準 ；5％ で 両 者の 問 に 有意 な差 は 認め ら

れ な か っ た．よ っ て
，

上 記 の 塩酸抽出法 に よ っ て 玄 米中の

カ ド ミウ ム をほ ぼ完全 に抽出で きる こ とが 分か っ た．

　次 に，塩 酸 に よ っ て玄米 か ら カ ド ミ ウム と と もに 抽出さ

れ る 亜 鉛 ，マ ン ガ ン
， 鉄 ，

マ グ ネ シ ウ ム ，銅 の 濃度 を

ICP、AES に て 調べ た （Table　 2）．こ の 結果 か ら，塩酸抽出

液 に は，亜 鉛 ，マ ン ガ ン ，マ グ ネ シ ウ ム の 3 種 の 金 属 が

平均 で そ れ ぞ れ ， 2．O， 2．9，
112mg 　kg

− 1
含まれ る こ とが

分 か っ た．Nx2C3 抗体 は，　 Cd −EDTA に 対 して 良好 な結合

特 異 性 を示 す が （Table　 l），　 Nx2G3 抗体 と Cd −EDTA との

結合 を妨害す る可 能性 の あ る 金属 の 共存 は 望ま し くない た

め ，カ ド ミ ウ ム 吸 着 カ ラ ム を用 い て 玄米 の 塩酸抽出液か

ら，カ ド ミ ウ ム 以 外の 金属 を除 去す る こ とを試 み た，

　こ こ で 用 い た カ ドミ ウ ム 吸 着 カ ラ ム は，塩 酸 存在下 で カ

ドミ ウ ム を特異的 に吸 着 し，硝酸 存在 下 で は カ ドミウ ム を

脱離す る 性質 を持 つ もの で あ る
7 ｝．玄米 の 塩酸抽出液をこ

の カ ラ ム で 処 理 し，最 終 的 に硝 酸 に よっ て溶 出 され た溶液

巾の 金 属 （カ ドミ ウ ム ，亜 鉛，マ ン ガ ン
， 鉄 ，

マ グ ネシ ウ

ム，銅 ）の 濃度 と，カ ラ ム に導入 す る前 の 塩酸抽出液中の

金 属の 濃 度 を ICP−AES を用 い て 測 定 し，比 較 した （Tablc

2）．そ の 結果，塩 酸抽 出 液 と硝
．
酸溶 出 液 中 の カ ド ミウ ム

濃度か ら計算 した カ ドミ ウ ム の 回 収率 は 105 ± 7．1％ で あ

っ た．こ の こ とか ら，塩 酸 抽 出液 中 の ほ ぼす べ て の カ ド ミ

ウ ム が カ ラ ム に吸 着 し，ま た，そ の カ ドミ ウム の ほ ぼすべ

て が 硝酸 に よ っ て 溶出 され た こ とが 分 か っ た （Table　2）．
一

方，硝酸 溶 出 液 中 の マ ン ガ ン と銅 の 濃 度 は ICP−AES の

検出下限濃度 （そ れ ぞ れ ，0．001　mg 　L
−1

と O．005　mg 　L
−

［

）

以 下 で あり，亜 鉛 とマ グ ネ シ ウ ム は そ れ ぞ れ 0、03　mg 　L
．−1

と 0．05　mgL

− 1
で あ っ た．以 Eよ り，カ ドミウ ム 吸 着 カ ラ

ム に よ っ て ，塩 酸抽 出 液 中の カ ド ミ ウ ム を 損 な うこ とな

く，マ ン ガ ン と マ グ ネ シ ウ ム を 2000 分 の 1 程度 に，亜 鉛

を 60 分の 1 以 ドに ，銅 を 50 分 の 1 以 下 に 除 去 で き る こ

とが分か っ た （Table　2）．た だ し，鉄 に つ い て は ， 回収

率が 122 ± 7．8％ で あ り，本 カ ラ ム 処 理 で は除 去で きない

こ とが 分か っ た （Table　2）．
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Fig，3　C とtdIniuIn 　assa 》
・b

》
・immunochrom 乱 tograph

｝
・

Color 　hltellsitv　 of 　 the 　 test 　line　 of 　thc 　immunochro −
ma 【ography 　devise　was 　measu 】

’
ed 　by　chIloInatoreader ．

In　panel　A ，　an 　X 　axis 　is　the 　collcentrations 　of 　Cd 　ill　1he

samplc 　 soluti （〕n 　a 盲ld 　Lhe　Y 　axis 　is　the　IIleasured 　signal

IlorIn …dized 　t｛｝ thc 　zero 　Gd 　rcsponsc ．　Thc 　solid 　line　is

aslandard 　cur 、
「
e 、vas　deterIniIled　by　the　best　ntUIlg　sig−

moid 　curve ．　 In　pancl　B ，　 cach 　 estimated 　Cd 　concen −
tration 　（○）was 　determined　n ・oIll 　thc 　sigIial 　Llsing 　tlle

stalldard 　curve 　f｝om 　pancl　A 、　 Each 　cocfficient 　of 　x，ari−
ation （GV ）（■）was 　calculated 仕 olll 　standard 　deviation

of 　the 　estimatcd 　Cd 　concenl ．ral ．ions．

　3・3　イム ノ ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに よ る 塩化 カ ドミウム

溶液の 測定

　試料中の カ ド ミウ ム 濃度 に よ っ て テ ス トラ イ ン 上 に 出現

す る バ ン ドの 濃 さが 変化す る イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー装

置 を作製 した （Fig．　 D ．ク ロ マ ト リ
ー

ダ
ー

を用 い て バ ン

ドの 濃 さ （テ ス トラ イ ン の 発色 の 強 さ） を数値 化 す る こ と

で ，カ ド ミ ウ ム 濃 度 と バ ン ドの 濃 さ の 関 係 を 調 べ た

（Fig．3A ）．塩化 カ ドミ ウ ム 溶液を用い て ，イム ノ ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ーを 行 っ た 結果 ，カ ド ミ ウ ム 濃度 が 〔L〔ll　mg

kgl か ら O．Ilngkg
−1

の 範 囲 で は，バ ン ドの 濃 さ とカ ドミ

ウ ム 濃度の 問 に 直線関係 が 見られ た （Fig．3A）．こ の 結果

を基 に 検量線を作成 し，ク ロ マ トリーダーに よ っ て 数 値 化

したバ ン ドの 濃 さを カ ド ミ ウ ム 濃度 に換算 し，測 定濃度 ご

と に 標 準 偏 差 を求 め た （n ≡20） （Fig．3B）．更 に，イ ム

ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 測定精 度 を評価 す る ため に，測 定

した カ ド ミ ウ ム 濃度 ご と に 標準偏 差 か ら変 動 係 数 （CV ）

を計 算 した （Fig．3B）．そ の 結 果，カ ド ミ ウ ム 濃 度 が o．（）1
〜

〔LI　Ingkg 　
l
の 範 囲 で は GV の 値 は お お む ね 20％ 以 下 で

あっ た （Fig．3B）．こ の 区 問 で Gv が 最 大 の 値 を示 した の

は カ ド ミ ウ ム 濃 度 が O．（）15　mg 　kg
−1

の と き の 2tl．2％ で あ

り．最 も小 さな 値 を示 した の は カ ド ミウ ム 濃度 が O．04　mg

kg
−1

の と きの 13，9％ で あ っ た （Fig．3B）．こ の こ とか ら，

以 ドの イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は，規 制 値 で あ る 0．4

mg 　kg
−1

前後 の カ ドミ ウ ム を含 む玄 米に 由 来す る 測 定試 料

の カ ド ミ ウ ム 濃度 が U．〔11〜O．1mgkg 　
l
まで の 範 囲 に 収 ま

る よ うに 試 料 の 希 釈 率 を定 め て カ ドミ ウ ム 濃 度 の 定 量 を行

っ た．

　 3・4　玄 米 中 カ ド ミウ ム 濃 度 の 測 定

　50 検体の 玄 米 を用 い て 上 記 の 塩 酸 抽 出 と カ ラ ム に よ る

簡易前処 理 と イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー装 置 に つ い て 検証

を行 っ た，

　簡易前処 理 の 検証は，硝酸分 解処 理 との 比 較 に よ っ て 行

っ た．同 じ玄米 を 簡易前処 理 と硝酸 分 解処 理 に そ れ ぞ れ供

した後，IGP−AES に よ っ て そ れ ぞ れ の カ ド ミ ウ ム 濃 度 を測

定 し， そ れ らを玄米 中 の カ ドミ ウム 含量 に換算して 比 較 し

た （Fig．4A）．簡易 前処 理 法 と硝 酸 分解法 に よっ て 決定さ

れ た カ ド ミ ウ ム 含 量 の 相 関 係 数 （↑・） は 0，99 以 ヒで あ り，

こ の 結 果 か ら ， 簡易前 処 理 法が 実 際の 玄 米試 料 に適 用 で き ．

る こ とが 分 か っ た．

　次 に，イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを用 い て，簡 易 前 処 理

後の 玄米抽 出 液 巾 の カ ドミ ウム 濃度の 測 定 を行 っ た．イム

ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 結 果 は，．lt記 硝酸分 解 に処 した試

料 の ICP．AES に よ る測 定 結 果 との 比 較 に よ っ て 評 価 した，

そ れ ぞ れ の 方法で得 られ た 測 定 値 を玄 米 巾 の カ ド ミウ ム 含

量に換算 して 比 較 した 結 果，相 関係 数 （7
・）は U．94 で あ り，

回帰 直線 の 傾 き は 1．1 で あ る こ とか ら，両 者 の 聞 に は 良 い

相 関が 認 め られ た （Fig．4B）．

　以 上 か ら，本報告に お け る簡 易前処理 法 とイ ム ノ ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ーに よ り，玄 米 の カ ド ミ ウ ム 含 量 を測 定 で きる

こ とが 分 か っ た．

4 考 察

　4・1 カ ド ミウ ム を分 離 す るた め の 前 処 理 の 必 要 性

　本 イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は，抗 原抗体複合体を形

成す る Nx2C3 抗 体 の 割 合 の 増 加 に よ っ て ，テ ス トラ イ ン

上 に現 れ るバ ン ドの 濃 さが 低減す る一（Fig．　 IB）．そ の た め ，

カ ド ミウ ム 以 外 の 金 属 が 試料 中 に 存在 し，そ の 金属 の

EDTA 錯 体 に Nx2C3 抗 休 が 結 合 す る と，イ ム ノ ク ロ マ ト
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Fig．4　CadI皿 iun亘 assay 　wi 山 br  wn 　rice

Fi埒 randomly 　se［ectcd 　brown 　 rice 　samples 　were 　split

乱nd 　extractcd 　with 　both　HCI 　alld 　HNOs ，　 IICI　extracts
were 　intrQduced　il〕t〔，　the　column 　10　prep乱 rc　thc　sam −

ples　for　thc　immunochronlat （〕graphγassay ・　In　plt【lel
A ，estimated 　 Cd 　 coIlcclltration 　 of 　both　 column 　 ellla 巳e

and 　 HNO3 　 cxtracts 　 were 　 determined 　by　 ICP−AES ．
The 　sdid 　hnc　is　the　ideal　case （siope 　of 　l），　 Panel　B
shows 　 estimated 　 Gd 　 conccntration 　 from 　the

imlllunochromatography　with 　the　coluIIIII 　 eluate 　ve 貰
 

sus 　the 　ICP剃 巳S　of 　nitrate 　extract ．　 The 　dashcd　linc　is
thc 　ideal　case （slope ｛〕f　l）alld 　the 　solid 　lille　is　the　best
且tto 　the 　〔lata．

（1S × 10
−9M

）の 約 2 × 104 倍 で ある （Table 　 1）．この こ

とは，Nx2C3 抗体が 1．3 × 10
−SM

（Cd −EDTA に 対す る Kd）

以下の 濃度で 存在す る 結合平衡状態 を仮定 した 場合，Mg −

EDTA が Gd −EDTA の 2xlO
斗

倍の 濃 度で 共存す る と両錯

体 に 結合す る Nx2C3 抗体 の 割合 が ほ ぼ 等 し くな る こ と を

示す．

　 テ ス トラ イン上 に 現 れ る バ ン ドの 濃 さが 直線的 に変化す

る カ ド ミ ウ ム 濃度の 範囲 は，O．Ol　mg 　kg
−1

（8．9 × 10
−SM

）

か ら O．1mg 　kg
一

且

（8，9 × 10
−a’M ）の 間で あ る　（Fig，　SB）．

こ の 範囲の 下限濃度 で あ る 0．Olmgkg
−
1

（8，9x10
−
sM

）

の カ ド ミ ウ ム が 抽出液中に 存在す る と仮定 した 場合，抽出

液中 の マ グ ネ シ ウ ム の 平均濃度 は 11 　nig 　L
− 1

（4．6 ×

10
−IM

）で あ る （Table 　 2） か ら，抽出液中の マ グ ネ シ ウ

ム は カ ド ミ ウ ム に 対 し て ，モ ル 比 で 約 5．2 × 10j倍存在 し

て い る こ と に な る．よ っ て ，こ の 条件 で は，Nx2C3 抗体

は Cd −EDTA よ りもMg −EDTA に よ り多 く結合す る こ とが

予 想 さ れ る ．こ の こ とは ，抽出液中の マ グ ネ シ ウ ム が バ ン

ドの 濃 さ に 十分影響 しうる 濃度 で 存在 して い る こ と を示

す．

　 亜 鉛 と マ ン ガ ン と 銅 に つ い て も ，抽 出 液 中 の 濃度

（Table　 2）並び に，それぞれ の EDTA 錯体 と Nx2C3 抗体

と の κ d （
「
rablc 　 1） か ら，マ グ ネ シ ウ ム 同様 に バ ン ドの 濃

さ に 影響す る こ と が 予 想 さ れ た ．よ っ て ，抗体 と Gd −

EDTA の 結合 の み をイム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に 反映させ

る に は，イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 う前 に ，試料中か

ら マ グ ネ シ ウ ム ，マ ン ガ ン，亜 鉛，銅の 4 種 の 金 属 を抽

出液か ら除去す る必要が あ る と考えられ た，

　一
方，Fe−EDTA と Cd −EDTA の Kd の 比 は約 3．2 × 103 倍

で ある が （Table 　 l），抽出液中 の 鉄濃度 は O．12　mg 　kg
− 1

（2．1 × 10
−6M

） で あ り　（Table　 2），抽出液中 の カ ドミ ウ

ム 濃度を O．Ol　mg 　kg
−1

〔8 ．9 × 10
−SM

） と仮定した 場合 の

カ ドミ ウム と の モ ル 比 は 約 24倍 で あ り，Kd の 比 に 比 べ て

10 分の 1 以 下 で ある．よ っ て ，抽出液中の 鉄 は テ ス トラ

イン 上に 出現する バ ン ドの 濃さに 対 して ほ とん ど影響．を．与

え ない と 予想 され る ，こ の こ とか ら，カ ラ ム 処理 に よ っ て

試料 か ら鉄を除 くこ とが で きな くて も （Table 　 2），カ ド

ミ ウム 濃度の 測定に は 問題が 生 じない と考えられ た．

グ ラ フ ィ
ー

の 結 果か ら推 定 され る カ ドミウ ム 濃度は ， 実際

の カ ドミ ウ ム 濃度 よ りも高 くな る恐 れが あ る，よ っ て ，試

料 中 に カ ドミ ウム 以 外 の 金 属 が，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
の 結果に 影響す るほ どの 濃度 で 存在 す る場 合 は ， そ の 金

属 を 試料 巾 か ら除外す る必 要 が あ る．

　以 下 に，マ グネ シ ウム を例 に カ ド ミウ ム 以 外 の 金 属 が テ

ス トラ イ ン 上 に 現れ るバ ン ドの 濃 さ に影．響す る濃 度 につ い

て 考察 し た．Nx2C3 抗 体 の Mg −EPTA に 対す る Kd は

2．4 × 10
− 4M

で あ り，こ れ は Cd −EDTA に 対 す る Ka

　4・2　簡易測定法と して の 評価

　本報告に 記載 した 簡易前処理法 と イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ーに よ っ て 玄米 中 の カ ドミ ウ ム を簡易か つ 迅 速 に 測定で

き る見 通 しが得 られ た，　
・
方 ， 欧州で は こ の よ うな簡易測

定法が 実際 に 使用 され て い る．例 えば，欧州委員会で は，

食品 中 の ダイ オ キ シ ン 汚 染の 有無を判定す る た め の
．・

次ス

ク リーニ ン グの 手段 と して 簡易測定法を利用す る こ とを認

め て い る
9｝．欧州委員会の 指針 で は ，汚染試料の 見落 と し

を 防 ぐ安全策 と して，簡易 測定法 に よ っ て 決定 さ れ た 濃度
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が，規 制 値 に 0．6 か ら 0．7 の 係数 〔安全 係数） を掛けた 値

よ りも大 き けれ ば，汚 染 の 疑 い が あ る 試料 と して 機器分析

に よ る 2 次 検 査 を 行 い ，汚染の 有無 を確定す る こ と を定

め て い る
9b
．

　 凵本 国 内 に お い て は，簡易測 定 法 に よ る 食品の 安全 検査

に 関す る指針 は存在 しな い が，仮 に上 記の 欧州委員会 の 事

例 を カ ドミ ウ ム 汚染米の ス ク リ
ー

ニ ン グ に 当 て は め て 考え

る と，米 中 カ ドミ ウ ム 濃 度 の 耕 制 値 は 0．4mgkg 　
1
な の で ，

汚染 を 疑 わ なけ れ ば な らな い 測定値 は，安全係数を 0．6 と

す れ ば，O．24　mg 　kg
− ［

以 上，安全 係数 を 0 ．7 とすれ ば 028

mgkg 　
1
以 E一とな る ．

　今回 分析 した 玄 米 50 検体 の うち，機器分析 （IGP ．AES ）

に よ りカ ドミ ウ ム 含量 が 0．4mgkgl 以 上 と測定 さ れ た 試

料 は 14 検 体 あ っ た．こ の うち ユ3 検体 は 本方法 で も 0，4

mg 　kg
−
1
以 L と測定 され ，残 りの 1検体 も 0．32　mg 　kg　 1

と高め に 測 定 され た （Fig．4B）．よ っ て ，汚染の 疑い の あ

る濃 度 を 0．28 以 上 （安全 係“k　O．7） とす れ ば，本法 に よ り

今 回 の 汚染試料すべ て を検出で きた こ と に なる ，よ っ て，

今 回 の 実験 で は，安 全 係数 に O，7 を採用 し，測定濃度 が

（1．28mg 　kg
−1

以 上 の 試料 を汚染 の 疑 い が あ る とすれ ば，す

べ て の 汚 染試 料 を 見 落 と す こ と な く検 出 で き た こ と に な

る ．
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Rapid  Determination  ofCadmium  in Rice by Immunochromatography

     Using Anti-(Cd-ED[[A)  Antibody Labeled with  Gold Particle

  Kazuhiro  SAsAKJi, Kei TAI･N?vL-A2, Akira OKImtthfAS, Fiy'io KixlLAILm'i,

Kaomi ABF.5, Hiroshi  OKul{ATA2, Yukinao  Muluyt･xM,xS, Tamami  AR,eLKANE6,

     Hitoshi M]}',Ns,NK,t2, Takashi  FuJiKAN･s,AS and  Naoya  OHpad uR,xT
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 1194
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'
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-
 8604

The  General Environmental  Technos  Co., Ltd., B' 1 ' 1, Higashikurachi  Katano-shi, Osaka 576' O061

                      (Rcccived 2 August  2006, Accepted 17 October 2006)

 A  simple  and  rapid  ininiunochromatography  (!C) system  for the  detection of  Cd  in rice  has
been developed. The  produced  anti-Cd-EDTA  antibody  exhibited  the  equilibrium  dissociation
constant  (Kd) fbr Cd-EDTA  at  1.8 × 10'S M,  which  was  almost  100-fold tightcr  than  Kd for the
other  tested  EDTArmetal  complex.  Cadmium  in rice  was  extracted  by HCI,  and  the  extract  was

introduced into a  column  to remoN,e  co-existing  metals  (such as  zinc,  manganese  and  magne-

sium)  while  retaining  cadmium.  ivaer  a  prctreamient, IC  could  detect cadmium  in the  range

from  O.()1 to O.1 mg  L'  
i.
 Fifty broivn rice  samples  were  tested  with  the column  treatment  and

the IC assay, The  estimatcd  cadmium  concentrations  from  the  assay  were  evaluated  by a  com-

parison witli  the  results  of  a nitrate  treatnient and  ICP=AES  analysis  fbr the  samples.  Two  mea-

surements  were  highly correlated,  with a  correlation  coelficient  of  O.94.

Kdywords: cadmium;  immunochromatograph>,  ; immunoassay  ; brown  rice  ; Cd-EDTA.


