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報 文

イム ノ クロ マ トグラ フ ィ
ー に よ る玄米中の

カ ド ミウム の ス ク リー ニ ン グ
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　O．4　mg 　kg
−1

以 上 の カ ドミ ウ ム を含 む 玄米 を ス ク リーニ ン グ す る た め の 手法 と して既 報の イ ム ノ ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ーを評 価 した．209 検体 の 玄米 を イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー，誘導結合 プ ラ ズ マ 発 光分析法 （ICP−

AES ）及 び 原子吸光法 に よっ て 測 定し，　 ICP−AES の 分析値 を真値と仮定して イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

及 び

原 子吸 光法 の ス ク リ
ー

ニ ン グ性 能 を評価 した．0，1〜0，6mg 　kg
−1

の カ ド ミ ウ ム 濃度範囲に お け る イ ム ノ ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーと IGP−AES の 相関 は 0．92 ± 0，03 で あ り，両 者 は 良 い 相関 を示 し た，．イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ー

を用 い た ス ク リ
ー

ニ ン グで は，判定 の 基準 と なる濃度 （カ ッ トオ フ 値）を O．3　mg 　kg
−1

とす る こ とで ，

偽陰性 と偽陽性 の 発生が最も少な くな り，こ の と き偽陰性 の 発生率 は 0％，偽陽性 の 発生率 は 4．7％ で あ っ

た．また，receiver ．operating 　characteristic （ROC ） プ ロ ッ トに よ っ て ス ク リ
ー

ニ ン グ性能を評価 し たとこ ろ，

本イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の ス ク リ
ー

ニ ン グ性能 は 原子吸光法 と同程度 で あ る こ とが示 され た．

1　 は じ め に

　カ ド ミ ウム の 摂 取 は 1週 間当た り 0，4 〜0，5mg 程度以 下

（人 の 体重 lkg 当た り 1 週 間 7 μg まで ）に抑え る こ とが

望 ま し く，こ の 摂 取量 に 基 づ い て 食 品 の 基 準策定が 行 わ れ

て い る
1〕．国際的な食 品規格 を 定 め る 国連食糧農業機 関

（正AO ）と世界保健機関 （WHO ）が 合同で 組織 した Godex

委員会 は，野菜類 に つ い て の 基 準 を 2005 年 に 定 め，米 に

つ い て も 2006年 に 許容 され る最大値 が 0，4mg 　kg
−1

と定

め られ た
’2）．

　現 在，食品中の カ ド ミ ウ ム 測定 に は 機器分析 が 用い られ

て い る が，価格 の 安い 食品原料 に対 して ，分析費用が 高額

で あ る こ とか ら，安価 で 迅 速な測定法 が 求 め られ て い る ．
一

方，抗体 と抗原 の 特異 的 な結合 反 応を利 用 した 免疫学 的
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測定法 は 迅速 な測定法 と して 医療分 野 を中心 に実用 化さ れ

て お り，食 品 ・環 境分 野 へ の 適 用 も進 み つ つ あ る
S｝．

　カ ドミウ ム を免疫学 的 測 定法 で検出 す る た め に，カ ド ミ

ウ ム とエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸 （ED コ］A ）の 錯体 で あ る

Cd −EDTA を特異 的 に 認 識 す る抗 体 が 幾 つ か 報告 さ れ て い

る
d）5｝．著者 ら は新規 に抗 Cd −EDTA 抗体 （Nx2C3 ） を作製

し，こ の 抗体 を免疫学的測定法 の
一

つ で ある イ ム ノ ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

に 適用 し，測定溶液中 の カ ド ミ ウ ム を 0．Ol

mgL
−1

か ら 0．lmgL
−1

の 範囲 で 定量可 能な こ と を示 し

た
6〕．更 に 玄米抽出液中の カ ド ミ ウ ム を分離す る た め の 前

処理法 と， こ の イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを組 み 合 わ せ る

こ とで ，玄米中 カ ドミ ウム の 簡易測定法と して 利用 で きる

こ と を報告 した
6〕．

　簡易測定法 の 効果的な 利 用 方法 と して，多数の 試料 をあ

る濃度以 上 の 汚染物質を含む疑い が ある 試料 と非汚染試料

に 選 別 す る ス ク リーニ ン グ 法が 挙 げ られ る．ス ク リーニ ン

グ の 長 所 は．母集団か ら迅 速 か つ 安価 に 非汚染 試 料 を選別

し，汚 染が 疑 わ れ る試料 の み を精密分析に よ っ て 再検定す

る こ とで．母 集 団 す べ て を精 密 分 析 す る 場 合 よ り も，効 率

的に 汚染試料 を特定 で き る こ と にあ る．一
般的 に ス ク リー

ニ ン グ に 際 して は，安全 性 を確保す る た め に法 な どに よ る

規 制 濃 度 よ り も低 い 判 定 基 準濃 度 （カ ッ トオ フ 値 ） を用 い

て 対象 を選別す る方法 が 採 られ る．

　例 と し て 欧州 で は，食 品 中の ダ イ オ キ シ ン の 検定法 と し

て 簡 易 測 定 法 に よ るス ク リー
ニ ン グ と精密分析 の 組 み 合 わ
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せ に 関 す る 指針 が 知 ら れ て い る
7），こ の 指 針 は，簡 易 測 定

法に よ っ て 測定さ れ た濃度が，規制値に 0．6 か ら O．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 精 密 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
7）．

　今回，著者 ら は 200 検体以 上 の 玄 米 を母集団 とす る カ

ドミ ウ ム の ス ク リーニ ン グ を イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に

よ っ て実施し た．本ス ク リ
ーニ ン グ試験 は，実際 に米産地

で 実施 さ れ る こ と を念頭 に 置 き，そ れ ぞれ の 検体 は，異 な
　 ほ

る 圃場 で 生 産 さ れ た もの を使 用 し，試料 の 混合 に よ る 濃度

調製 は行 わ なか っ た．また，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の

カ ド ミ ウ ム 検出能力 を確認す る た め に，全 国平 均 よ りもカ

ドミ ウ ム の 分布 が 高濃度側 に 偏 っ た母集団 を用 い て 試験 を

行 っ た．す なわち，母集団の カ ドミ ウ ム 含量の 分布 は，O．2

皿 gkg
−1

以 下 の 検体 が 全体 の 約 8 割，0．4　mg 　kg
−1

以 上 の

検体 が 全 体 の 約 1 割 となる よ うな構成 と した ．玄米中の カ

ドミ ウ ム に 関 して，こ の ような規模 と構成 の 母集団を用 い

て，イ ム ノ ア ッ セ イ に よる ス ク リ
ー

ニ ン グが 行 わ れ た例 は

な い が，本報告 で は イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ っ て，

そ れ を実施 し，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ イ
ー

の ス ク リーニ ン

グ法 と し て の 実 用 性 を詳細 に 評 価 した．

2　実 験

　2・1 試薬 な ど

　抗体 は，既報
6）
と 同様 に ，金 コ ロ イ ド標識後 凍結乾燥

し た 抗 Cd −EDTA 抗体 （Nx2C3 ） を 用 い た．　 ED コ］A は，同

仁化学 よ り購入 し た．そ の 他 の 試薬類 は 市販 の 生 化学実験

用又 は精密分析用 の もの を用 い た．

　2・2　玄米 の 前処理

　日本国内で 比 較的高濃度 の カ ド ミウ ム を含 む 米を産す る

とされ る地域 の 圃場 に て生産 され た玄米 を収集 し，ス ク リ

ーニ ン グ試 験 の 対象 の 約 9 割 は，こ の 中か ら無作為 に選抜

した．残 りの 約 1割 は 別途 後 述 の 原 子吸光法 に よ っ て カ

ドミ ウ ム 含量が 0．4　mg 　kg
−1

以 上 と定量 さ れ た 玄 米 を用 い

た．同
一

の 圃場 で 収穫 され た 玄米 の 約 20g を粉砕 し，そ

の
一

部 を以 下 に 記述す る前処理 に 供 した．

　2・2・1 塩 酸 に よ る カ ドミウム 抽出処理 とカ ラ ム に よ る

カ ドミウム の 精製　　既報の 方法
6〕
を
一

部変更 し，以下 の

操作 を行 っ た．2g の 玄米の 粉末 を 0，ユ M の 塩酸 20　mL 中
　 　 　 　 　 　 　 　 　 か く は ん

に 浸 し，1 時間激 し く撹拌 した 後，泝過 を行 い 玄米 の 塩酸

抽出液 を得た．Akatsuka らの 方法
81
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 操 作 に よっ て こ の 抽 出液 か ら カ ドミ

ウ ム を分離 し た．す な わ ち，0．lM 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 0．1　M 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 イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

及 び誘導結

合 プ ラ ズ マ 発光分析 （ICP−AES ）に 供 した．

　2・2・2　マ イ ク ロ ウ ェ
ーブ分 解 装置 を用 い た 玄 米 の 硝 酸

分解　　守山 らの 方法
9）

を参考 に 以 下 の 前処 理 を行 っ た．

0．5g の 玄米 の 粉末 を分解容器 に 入 れ，7mL の 61 ％ 硝酸

を 添加後 密閉 し て マ イ ク ロ ウ ェ
ーブ 分 解 装 置 （Anton

Paar 製，　 Multiwave3000）に セ ッ トした．マ イ ク ロ ウ ェ
ー

ブ 分解装置 の 温度 プ ロ グ ラ ム を OW ： 5 分，400W ： 15分，

1000W ： 15 分 と設定 し，分解 を実施 した．分解終了後，

容器を装置から取 り出 し残査がない こ と を確認 した 後 漏

斗 を用 い て 分解液をメ ス フ ラス コ に流 し入 れ，更 に 純水 で

洗 い 込み，最終的 に 10   L に 定容 し，原子吸光分析 に 供

した．

　 2・3　イ ム ノ ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

　既報
5｝
の イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーを使用 し，以下 の 手

順 に 従 っ て 測 定 した．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

50mM トリ ス 緩衝 液 （pH 　7．5）に加 え て 混合 した．金 コ

ロ イ ドで 標 識 後，凍結乾 燥 した 抗 Cd −EDTA 抗 体
6〕
に，こ

の 混合液 100 μL を加 え 混合 し，10 分以 上 放置 した 後，75

μL を イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに供 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 イム ノ ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に 現 れ るバ ン

ドの 濃さを数値化 した．

　 ク ロ マ トリーダーに よ っ て 数値化 さ れ た バ ン ドの 濃 さ か

ら，カ ドミ ウ ム 濃度を決定す る ため に，検量線 を作成 した．

検量線の 作成 は
一

連 の 測定 を行うたび に毎回行 っ た．検量

線 を作 成 す る た め の 標 準試料 と して，上 記 カ ドミ ウ ム 吸着

カ ラム か らカ ド ミウ ム を溶出す る際 に 用 い る の と同 じ濃度

（50mM ） の 硝酸 溶液 を用 い て カ ド ミ ウ ム の 希釈 系列

（O．O，0．10，0．15，0．20，0．40，0．60，1．Omgkg
−1

） を 調

製 した．検量 線作 成 用 の 標準試料 は そ れ ぞ れ 2 回測 定を行

い ，ス ク リ
ー

ニ ン グ の 対象と し た検体 は各 1 回 測定した．

　2・4 　カ ド ミウム 濃度 の 機器分析

　エCP −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／nlin （Ar），キ ャ リ

ヤーガ ス 流 量 は 0，90L ／min （Ar） とし た．測定対象 元 素

と測 定 波 長 は，Cd （214，438　nm ），　 Zn （213．856　nm ），　 Mn

（257．610　nm ），　 Mg （279．653　n 皿 ），　 Fe （259．940　nm ），　 Cu

（324．754　nm ＞と した ．

　原子吸 光法 に よる 分 析 は，サーモ エ レ ク トロ ン 製 フ レー

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報 　文　 佐 々 木，俵 田，荒 金，奥 山，丸 山，奥畑，香 山，阿部，宮 坂，藤川，G ］．Ass．大村 ： イム ノ クロ マ トによ る Cd 含 有玄米の 選別　 　ユ07

35305

　

　
　
　　
0
　
　
　

　　
5
　　
　
　　
0

2
　

　
　
　　
2
　
　
　

　　
1
　　
　
　　
T

・。
Φ

五
∈

雷

も
」
 

』

E
コ

Z50

　 0．00 ．2　　　　　　0．4　　　　　　0．6　　　　　　0．8　　　　　　1．O

　Cd　conGentration 　by　IGP−AES ／mg 　kg
−11

、2

Fig。1　Distributions　of 　cadmium 　concentrations

Cadmium 　 concentrations 　in　 two 　hundred 　 nine 　brown
rice 　samples 　were 　measured 　bアICP −AES ．

ム 式原子吸光分析装置 SOLAAR を使用 した．カ ドミ ゥ ム

濃 度 を測 定す る際 は測 定波 長 と して 228　nm を用 い た．

3 結 果

　 3・1 母 集 団 の カ ド ミ ウム 含 量 の 分 布

　 カ ド ミウ ム の ス ク リーニ ン グ 試 験 に 用 い た母集団で あ る

209検体の 玄米 の カ ド ミ ウ ム 含量 を ICP−AES に よっ て 分析

し た．そ の 結果，カ ド ミ ウ ム 含 量 が 0．2mg 　kg
−1

以 下 の 玄

米 が 母集団の 多数 （78 ％ ） を 占め，そ の 内 0，1mg 　kg
−1

以

下 の 玄米が全体 の 63 ％ で あっ た．一
方，0．4mg 　kg

−1
よ り

高濃度 の カ ドミ ウ ム を含 む検体 は 全 体 の 約 8％ で あ っ た．

こ の うち O．8　mg 　kg
−1

以上 の カ ドミ ウ ム を含 む試料 は 1検

体 （1，12mg 　kg
冖1
） の み で あっ た．　 Fig．1 に 全 209 検体 の

カ ド ミ ウ ム 含量 の 分布を示 した ．以 下 で は ，こ れ らの IGP−

AES の 分析値 を真値 と見 な し，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーの 評 価 に用 い た．

　 8・2　イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る 玄米中 カ ドミウ

ム 含 量 の 測 定

　209 検体 の 玄 米 に つ い て ，塩 酸抽 出 とカ ラ ム 精製 か ら成

る前処理 を 実施 後 イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る 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

バ ン ドの 濃 さ は，ク ロ マ トリ
ーダーに よ っ て 数値化 し，検

量線 を用 い て カ ド ミ ウ ム 濃度 に換算 した．そ の 際，検量線

の 直線範囲で あ り．か つ 実用濃度域 で あ る 0．lmgkg
−1

か

ら O．6　mg 　kg
−1

につ い て は，濃度値 を決定 した．濃度値 の

単位 は，こ の 濃度域 に お ける 本 イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 変動係数 が 20％ 前後 で あ る こ と
6）

を考慮 し，0，05mg

kg
−1

と した．また，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を実施す

る 際 は，日間誤差を確認す る た め，209 検体か ら成 る 母集

団 を無作為 に 6 組 に 分け，異 な る 3 日 間の 午前 と午後 に 測

定 を 行 っ た．

　イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 結果 につ い て，ICP−AES に

よ る 分析値 との 相 関性 を調べ た．各イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ

ィ ーに お い て 決定 さ れ た 分析 値 （O．1mg 　kg
一1

以 上 ，0，6

mg 　kg
−1

以 下）を ICP−AES に よ る分 析値と比 較 した 結 果 ，

イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと IGP−AES の 相 関 係数 （r）は

平 均す る と o，92 ± 0，03 で あ っ た （Fig．2）．近 似 直線 の 傾

き は，平均す る と 0．76± 0．13 で あ り，イ ム ノ ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーに よ る分析値 は，ICP−AES の 分析値 よ りも低 い 傾

向が 見 ら れ た （Fig．2）．0．1〜 ．6　mg 　kg
−1

の 濃度域外 の

試料 に つ い て 見 る と，＞ 0．6　mg 　kg
“i

と判定 され た 試料 は

全 体 で 3 検体 で あ り，こ の 中 で ICP −AES に よ る 分析値 が

最 も低 か っ た の は 0．50mg 　kg
−1

で あ っ た．ま た，0ユ mg

kg
−1

未満 と 判定 された 試料 は全体 で 111 検体 で あ り，こ

の 中で ICP ．AES に よ る 分析値が 最 も高 か っ た の は 0．13　mg

kg
−1

で あっ た．

　今 回の 測定 の 対象 とした母集団 で は ICP−AES に よ る 分

析値 が O．2mg 　kg
−1

以 下 で あ る検 体 が 全 体 の 8 割 程 度 を 占

め て お り　（Fig、1），こ れ ら の 試料 に つ い て イ ム ノ ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

の 結果 の 詳細 な 内訳 を調べ た （Fig．3）．　 Icp．

AES に よ る分 析 値 が O．08　mg 　kg
−1

以 下 で あ る 検体 の す べ

て （113 検体）が イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よっ て 0．15

mg 　kg
−1

以 下 と測定さ れ て い た，　 ICP，AES に よ る 分析値が

0．l　mg 　kg
冖

且

又は 0，12　mg 　kg
’1

で ある 検体 に つ い て も，33

検体中 S2検体 は イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 0．15

mg 　kg
−1

以下 と測定 され て お り，残 りの ユ検体 の イ ム ノ ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ーに よ る 分析値 は 0 ．2　mg 　kg
−1

で あ っ た

（Fig．3）．工CP．AES に よる 分析値 が 0．2　mg 　kg
−1

以下 で ある

検体 の 中で イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る 分析値の 最 高

は O．3　mg 　kg
−1

で あ り，こ れ は ICP ．AES に よ る分析値 が 0．18

mg 　kg
− 1

で あ る 6 検体の うちの 1検体 で あ っ た （Fig．3），

4 考 察

　4・1　イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 日間差

　 今 回 の 実 験 で は，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る測 定

を 6 組，3 日間に 分けて 行 っ た．そ れ らの 測定結果 と ICP−

AES の 結果の 相関 を表す近 似 式 の 傾 きは 平均 で 0．76 ± 0，13

で あ り，測 定 に よ っ て 傾 き に 若干 の ば らつ きが 見 ら れ た

（Fig．2），一方．　ICP−AES との 相関係数 （r ）は，　o．92 ± O．03

で あ り，安定 し て い た （Fig．2）．こ れ らの 原 因 と し て 検

量 線 の 誤 差 に よ る 影響 が 考 え られ る が，検量線 の 作成 に

は，毎回同
一

の 標準試料 を使用 したの で．標準試料 を調製

す る 際の 誤 りが原因 とは考 えに くい ．他の 原因 と して カ ラ

ム 溶出液の マ ト リ ッ ク ス が 測定 に 及 ぼ す影響 に 日 間差 が あ

る 可能性 が 考え られ る が，こ れ に つ い て は今後 の 検討課題

と した い ．現段階で は，こ の よ うな 日間差が，実際の 試料

測定時に も想定 さ れ る こ とか ら，以 下 で 行うイ ム ノ ク ロ マ
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Correlation　between 　the　Cd 　concentrations 　estimated 　by　ICP ．AES 　and 　immunochromatograph ア

Two 　hundred　and 　nine 　brown　rice 　samples 　were 　randomly 　diVided　into　six　groups　to 　c 乱 rry 　out 　immunochro −

matography 　assay ．　 Panel 　A 　to　F　show 　the 　results 　of 　the　analysis 　of 　brown 　rice 　by　ICP ．AES 　and 　immunochro −

matograph ｝
・．　 n ： number 　ofsamples 　ofwhich 　immunochromatograph ア

estimated 　Cd 　concentration 　greater
or 　equal 　O．1　mg 　kg

−lto
　less　or 　equal 　O，6　mg 　kg

−1

；m ： slope ；r ： correlation 　coefficient

トグ ラ フ ィ
ー

の 評 価 で は，

り扱 うこ と と した．

6 組 の 結果 を
一

つ に ま と め て 取 　　4・2　 イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの ス ク リ

ー
ニ ン グ手段

と して の 評 価

　　IGP−AES の 分析値 を 真値 と して，試料 を陽性試料 （0．4

mg 　kg
旧1

よ り高濃度）と 陰 性試 料 （0，4　mg 　kg
’i

以 下 ） に

分け，そ の そ れ ぞ れ に つ い て イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに
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Fig．3　 Distributions 　of 　the 　ICP −AES 　estirnates 　and

breakdown 　by　the 　immunochromatography 　estimates

＞0．2mg 　kg
−jlCP −AES ・・tim・t・・ w ・・e ・ mitt ・d．

よ る測 定結果 の 分布を調 べ た ．陽性試料 の イ ム ノ ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ーに よ る分析値 の 最低 は 0．3mg 　kg

−1
（2 検体）

で あ り，こ れ は，ICP−AES に よ っ て 0．42　mg 　kg
−1

と 0．40

mg 　kg
−
1
と測定 され た もの で あ っ た （Fig．4）．一

方．陰性

試料 の イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る 分 析値 の 最 高は

0．4mg 　kg
−1

で あ り，こ れ は，　 ICP−AES に よ っ て 0，36　mg

kg
−1

と測定 さ れ た もの で あっ た （Fig．4）．す な わ ち，イ

ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 0，3mg 　kg
−
1
，0．35　mg 　kg

−1
，0，4

mg 　kg
−

］
と測定 され た 試料 に は，陽性試料 と陰性試料 の 両

方が 含 まれて い た．Fig．4 か ら，今回 の 実験 で は，すべ て

の 陽性試料をイム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 正 しく検

定す る た め に は，イム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る 分析値

O．3　mg 　kg
−1

を判定基準と し，0，3　mg 　kg
− 1

以上の 値を示 し

た 検体 を選別す れ ば よい こ とが直感的 に理解 で きる．

　しか し，誤 判定 の 発生 と 判 定基準 の 設定 との 関 係を詳細

に分析 し，ス ク リーニ ン グ法として イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ーの 実用 性を評価する た め，更 に 考察を続け た い ．

　初 め に 関連 す る用 語 を定義す る．イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ー

の 分析値 を基 準 と して 母集団 を 陽 性 （あ る濃度以 上 の

検体）と 陰性 （あ る濃度未満 の 検体） に検定す る と き，そ

の 基準 と した分析値 を カ ッ トオ フ 値とす る．また，イ ム ノ

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと ICP−AES の 両方 に よ っ て 陽性 と さ

れ た もの を真陽性 と し，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で は 陽

性 だ が ，ICP−AES で は 陰性 と さ れ た もの を偽 陽性 とす る．

また，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと ICP −AES の 両方 に よ

っ て 陰性 とさ れ た もの を真陰性 と し，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

で は 陰性 だ が，IGP−AES で は 陽性 と された もの を偽

陰性 とす る ．ICP ．AES に よ っ て 陽性 と された検体数 に 対す

る 偽陰性 の 検体数 の 割合 を偽 陰性率 （false　negative 　frac−

tion，　 FNF ） と し，1一偽 陰性率を真陽性率 （true　positive
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Fig．4　 Distributions　of 　the　immunochromatography
estimates

Immunochromatography 　 estimates 　 are 　 classified

according 　to　ICP−AES 　estimates （＜ or
＝0．2　mg 　kg

−1
；

＜ ・・
＝0．4mg 　kg

−1
；＞ O．4・mg ・kg

−1
＞．

fraction，　 TPF ）とす る．更 に，　 ICP−AES に よ っ て 陰 性 と

さ れ た 検体数 に 対 す る偽 陽 性 の 検体数 の 割合を 偽 陽性率

（false　l）ositive 　fraction，　 FpF＞とす る．

　今回 の イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 結果 に基 づ きス ク リ

ー
ニ ン グ を行 っ た場合 の ，カ ッ トオ フ 値 と偽陰性率，偽陽

性率 の 関係 を Fig．5A に示 した．偽 陰性率 は，カ ッ トオ フ

値 を 0．3mg 　kg 門

以下 に 設定 した 場合 に 0％，0．35　mg 　kg
−1

で は 12．5％ ，0．4mg 　kg
−1

で は 43 ．8 ％ で あ り，0．3 〜O ．45

mg 　kg
−1

の 聞 で 0〜75％ まで 増 加 し て い た （Fig．5A，

Table　l）．一
方，偽陽性率 は，カ ッ トオ フ 値 0．25　mg 　kg

−1

か ら緩 や か に 減少 し，0．25mg 　kg
−1

に 設 定 し た 場 合 に

9．8 ％ ，0，3mg 　kgm1 で は 4 ．7％，0．35　mg 　kg
−1

で は 3．1％ で

あ り．0．45mg 　kg4 で 0％ とな っ た （Fig，5A ，　 Table　1）．

　 ス ク リ
ー

ニ ン グ に 際 し て は，偽陰性率 と偽陽性率が 共 に

小 さ くな る よ うな カ ッ トオ フ 値 を設 定す る こ と が 望 ま し

い ．今回 の 実 験 の 場合 で は，カ ッ トオ フ 値 を O．25〜O．3

mg 　kg
’i

に設定 した とき，偽陰性の 発 生率は 0％，偽 陽 性

の 発 生 率 は 10％ 以 下 と な る こ とが 分か っ た （Table　 1）．

　更 に，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の ス ク リー
ニ ン グ 手段

と して の 有効 性を確認 す る ため に ，原 子吸光法に よっ て ス

ク リーニ ン グ を行 う場合 を想定 し，両者の 比較 を行 っ た．

イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに用 い た 209 検体 を原子吸光

法 に よ っ て 測定 し，ICP−AES の 分析値 を真値 と仮定 し て，

カ ッ トオ フ 値 と偽陰性率，偽陽性率 の 関係 を調 べ た （Fig，

5A）．その 結果．原子吸光法 に よ る ス ク リ
ー

ニ ン グ に おい

て は，カ ッ トオ フ 値 0．4　mg 　kg
”1

以 下 に お い て 偽陰 性率 が

o％ と なる こ とが分 か っ た （Fig．5A ），一
方，偽陽性率 は，
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Fig．5　 Comparison 　of 　immunochromatography 　and

atomic 　absorption 　spcctros ⊂ op アas　screening 　methods

The 　screeningperformance 　ofboth 　immunochro −

matograph ア and 　atomic 　absorp 廿on 　spectroscopy 　were

evaluated 　using 　ICP −AES 　estimates 　as　the 　gold　stan −

dard，　 Panel　A 　shows 　the　relations 　of 　cutoff 　concentra 尸
tion　and 　f自1se　negative 　rate （FN ，　immunochromatogra −

phy ： ○ ，
　atomic 　absorption 　spectroscopy ： 口 ）and

f飢se　positive　rate （FP ，　im   unochromatography ： ●，
atQmic 　absorption 　spectroscop ア： ■ 〉．　Pancl　B　shows

receiver −operating 　characteristic （ROC ）plots（immu −

nochromatography ： ○，　atomic 　absorption 　spectros −

copy ：
△ ）which 　are 　reformatted 　from　Panel　A，　 Data

points　represent 　cu 〔off 　concentrations 　v 乱 ried 　from

＜ 0．1mg 　kg
−1
　to ＞0，6mg 　kg

−lin
　O．05　mg 　kg

−1steps
．

カ ッ トオ フ 値 0．35mg 　kg
−1

以 上 で 10％ 以 下 と な り，　 O．35

mg 　kg
−1

で は 5．2％，0．45　mg 　kg
−
1
で は 3．6％，0．5　mg 　kg

−1

で 0．5％ とな っ た （Fig，5A），

　 次 に ス ク リーニ ン グ 法 の 評 価 手 法 と し て 知 られ て い る

receiver −operating 　characteristic （ROG ）プ ロ ッ ト
1°〕］1）

を作

成 し，イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと原子吸光法 の 比 較 を行

っ た （Fig．5B ）．　 Roc プ ロ ッ トは．　 FPF と TPF の 対 応 を

プ ロ ッ トす る もの で あ る が，プ ロ ッ ト間 を結 ん だ 線 が左 上

方に近 似 さ れ る場合 ほ ど ｛つ まり曲線 下 側 の積分値 （面積

＝area 　under 　curve ，　 AUC ）が 1 に 近い ほ ど｝正確なス ク

リーニ ン グ が 可 能 で あ る と さ れ る
1° 〕

．今 回 の 結 果 につ い

て，プ ロ ッ トの 折 れ線の AUC を求め た とこ ろ，イ ム ノ ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー，原 子 吸 光法共 に 0，99 で あ り，ほ ぼ 1

に 近 い 値 で あ っ た （Fig．5B）．よっ て ，イ ム ノ ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーは ス ク リーニ ン グ 法 と して は原子吸光法と同等の

．性能 を示 した こ と に な る ．

　今回用 い た イ ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 変 動 係 数 （CV ）

は 約 20％ で あ る こ とか ら
6｝
，原子吸光法 の ほ うが 測定精

度 で は 優 れ て い る は ずなの で ，ROC プ ロ ッ トに よ っ て イ

ム ノ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと原子吸光法が 同等 と示 され た こ

とは，意外な結果で あ るかもしれない ．実際 原子吸光法

で 0ユ 以 上 と 分析 さ れ た 検体 に 限 る と．原子 吸光法 と

IGO −AES の 相関係数 （r ） は 0．96 で あ り，イ ム ノ ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

よ り優 れ て い た．しかし，偽陽性 と偽陰性 の 発

生 を共 に低 くす る カ ッ トオ フ 値の 存在 に は，測定精度 だ け

で は な く，母 集団 の 分 布条件も影響す る と考え られ る ．実

際，今回 の ス ク リーニ ン グで は，IGP−AES で 0，20　mg 　kg
−1

以 下 の 検体 が 母 集 団 の 8 割 程 度 を 占 め る が，こ れ ら の 検体

に 関 して は，偽陰性 が 発生 す る （TPF が 1 未満 と な る）カ

ッ トオ フ 値 （0．35　mg 　kg
−1

以 上）で は，誤 判 定 （偽 陽性）

は 発生 して い な か っ た （Fig．3，4）．また，カ ッ トオ フ 値

を 0．35mg 　kg
一

ユ
と し た場合，　 FPF は 3，1％ と小 さ な値 で あ

っ た．（Fig．5B，　 Table 　1）．つ ま り，TPF が 1 を切 る と き，

FPF は 0 近 くの 値 と なっ て い る た め，　 Fig．5B の よ う な

ROC プ ロ ッ トが 得 られた と考えられ る．そして ，同様 の

こ とが原子吸光法 で も言える ため，両者 の プ ロ ッ トの 近似

は，よ く似 た 形 に な っ た と考えられ る （Fig．5B）．

　 実 際 に 個 々 の 現 場 に お け る玄米 の カ ドミ ウ ム 含量 の 分布

を特定す る こ とは で きない が，農林水産省が 2002 年 に 発

表 し た 収穫後 玄 米約 37000 検体 の カ ド ミ ウ ム 含 量 を 定量

した結果で は，カ ド ミ ウム 含量 が  ．1   gkg
−1

以 下 の 試料

が 全体の 83．1％ で あ り，0．2　mg 　kg
−1

以 下 を含 め る と全体

の 96．7％ に 達す る と報告 され て い る
12 ）．こ の 調査 の 対象

が全国の 平均的な分布 を持つ とす れ ば，今回ス ク リーニ ン

グ の 対象 と した 母集団 は，全 国平均 よ りも高濃度 の カ ド ミ

ウ ム を含む玄米を多 く含 ん で い た こ とになり，全国平均 と

同 じ分布 の 母集団 を対象 と して ス ク リ
ー

ニ ン グ を 行 うな

ら，先 ほ ど の 考察 に 従う と，よ り安全 （偽陰性 の 発 生 が 少

な く）か つ 経済的な （偽陽性 の発生 が 少ない ） ス ク リ
ー

ニ

ン グ が 可 能 で あ る と考えられ る，逆 に，本法 は規制値 で あ

る カ ド ミウ ム 含 量 0．4mg 　kg
−1

近 傍 の 玄米を主体 と し て 構

成 さ れ る母集団 に対 して は，安全 か つ 経済的なカ ッ トオ フ

値 を 設定す る こ とは 困 難 で あ る と考え られ る．

　 以 上 か ら．本 報 で 扱 っ た よ うな カ ド ミ ウ ム 含量 が 0，2
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Table ユ　 Sum   ary 　of 　the　screening 　by　immunochromatography

ICP−AES

Number 　Qfpositive 　samples ，％
　 　 　 　 　 　 　 　 　 −1
　 　 cutoffpoint ／mg 　kg

Number 　of 　negative 　samples ，％

　　cutoffpoint ／mg 　kg
−1

ScreeningO
．25 O．3 0，35 0．25 O．3 0．S5

Positive

Negative

16

（100）

O
＝）

（0）

16

（100）

oz）

（0）

14

（87．5）

　2z）

（12．5）

lgbl

（9．8）

174
（90．2）

gb〕

〔4．7）

184
（95 ．8）

b163187

（96．9）

a＞False　pQshive；b＞False　nega 直ve

mg 　kg
−1

以 下 の 玄米が多数 を占め る母集団 を対象と した場

合 は，母 集 団 の すべ て を精密分析す る の で は な く，イ ム ノ

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ っ て 母 集 団 を ス ク リーニ ン グ し，

規制値 を超 え る と疑 わ れ る （カ ッ トオ フ 値 を超 え た ）検体

の み を精密分析 に 供す る 方法が 効率的で あ り，安全 性 の 確

保 も可能 で あ る と考 え る．
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Screening Method  fbr Cadmium  in Brown  Rice Grain

          UsingImmunochromatography
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                    (Received 6 August 2007, Accepted  30 November  2007)

 An  immunochromatography  assay  system  was  evaluated  as  a  screening  method  fbr cadmium  in

brown  rice.  Cadmium  concentrations  of  209 samples  were  measured  by immunochromatogra-

phy, atomic-absorption  spectroscopy  and  ICP-AES,  Concentration  estimates  by immunochro-

matography  and  ICP-AES  were  highly  correlated,  with  a  correlation  coefficient  of  O,92 ± O.03.

The  screening  performance of  both immunochromatography  and  atomic-absorption  spectros-

copy  were  evaluated  using  ICP-AES  estimates  as  the  gold standard,  A  comparison  of  these

results  using  ROC  (receiverLoperating characteristic)  plots showed  that both irnmunochromatog-

raphy  and  atomic-absorption  spectroscopy  a:e  capable  of  providing usefu1  screening  informa-

tion, In the case  that the regulatory  concentration  ofcadmium  was  set  at  O.4 mg  kg-", the  most

suitable  cutoff  concentration  for the  immunochromatography  for screening  was  shown  to be at

O,3 mg  kg-i, with faIse negative  and  false positive rates  of  zero  and  4.7 percent,  respectively.

Kayworzts : immunoassay  ; immunochromatography  ; cadmium  ; rice  ; screening.


