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要旨 

落花生、木の実および乾燥果実類に含まれている総アフラトキシン（B1,B2,G1,G2）検査において、現在使用している多機能カラム（MFC）

精製法はスクリーニング検査に有用であった。妨害および夾雑ピークが存在するアーモンド、乾燥プルーンおよび乾燥イチジクについ

ては、イムノアフィニティカラム（IAC）精製法の使用が妨害および夾雑ピークの除去に有効であることが分かり、MFC 精製法で判定

が困難な場合は、IAC 精製法を実施することが望ましいと考えられた。また、添加回収率はいずれのカラム精製法も 70～120％を満たし

良好であった。 
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はじめに 

アフラトキシンは Aspergillus flavus、A. parasiticus、
A. nomius 等が産生するカビ毒である。A． flavus は

アフラトキシン B1 および B2 を、A. parasiticus、A. 
nomius はアフラトキシン B1、B2、G1 および G2 を産

生することが知られている 1) 2)。このうちアフラト

キシン B1 は、現存する天然物中で最も発がん性が高

い化合物としても知られている 3)。  
昭和 46 年以来、我が国においてアフラトキシンは

B1 のみが規制されており 4)、食品全般について不検

出基準（10 ppb 未満）となっている。これに対して、

CODEX 委員会や EU 等では、落花生および木の実等

に対し、総アフラトキシンを指標とした規制を行っ

ている。現在、我が国においても総アフラトキシン

を指標とした規制に向けての整備が進められている

ところであり 5)、今後４種のアフラトキシンの検査

が必要となると考えられる。  
我が国におけるアフラトキシン B1 分析法は、昭和

46 年 3 月に通知された試験法 4)が廃止され、平成 14
年 3 月からクロロホルム等の有害試薬を使用しない

現在の試験法 6)が導入された。当研究所ではこの試

験法のうち、石井ら 7)の報告に基づき多機能カラム

（MFC）精製法を使用している。また、MFC 精製法

を用いた前処理では適用が困難であった香辛料類等

に対応するために、イムノアフィニティーカラム

（ IAC）精製法が新たに通知された 8)ことから精製

カラムの選択肢もさらに広がっている。  
今回、これからの総アフラトキシン検査の導入に  

対応するために、落花生、木の実および輸入乾燥果

実類について MFC と IAC による精製法の比較検討

を行ったので、それらの結果を報告する。  
 

材料と方法 

１．試料  
市販の県産落花生、輸入加工品のアーモンド、ピ

スタチオ、乾燥プルーンおよび乾燥イチジク（予め

アフラトキシン B1、B2、G1 および G2 不検出である

ことを確認したもの）を用いた。  
２．試薬および試液  
１）標準溶液  

 和光純薬工業㈱製  Aflatoxins Mixture Solution 1
（B1,G1：各 2 g/mL，B2,G2：各 0.5 g/mL）をアセト

ニトリルで適宜希釈し、添加回収試験および検量

線に用いた。  
２）生理的リン酸緩衝液（PBS）：塩化カリウム 0.20 

g、リン酸二水素カリウム 0.20 g、無水リン酸水素

二ナトリウム 1.16 g、塩化ナトリウム 8.00 g を 900 
ml の水に溶解後、0.1 mol/L 塩酸で pH7.4 にあわ

せ、1L に定容した。  
３）トリフルオロ酢酸：和光純薬工業㈱製、HPLC

用  
４）多機能カラム（MFC）：昭和電工㈱製、Autoprep 

MF-A 1000 
５）イムノアフィニティーカラム（ IAC）：㈱堀場製

作所製、AFLAKING 
６ ） メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー ： 東 洋 濾 紙 ㈱ 製

DISMIC-13HP （PTFE，0.45 m）  
７）その他の試薬：アセトニトリルおよびメタノー

ルは和光純薬工業㈱製の特級および LC/MS 用を用

い、水はミリポア社製 Milli-Q PLUS により精製し

て用いた。また、その他の試薬は和光純薬工業㈱

製または関東化学㈱製の試薬特級品を用いた。  



３．装置  
１）HPLC 装置：㈱島津製作所製  

ポンプ：LC－10ATVP；デガッサー：DGU－14A；

システムコントローラー：CBM－10A；カラムオ

ーブン：CTO－10AVP；オートインジェクター：

SIL－10ADVP；蛍光検出器：RF－10AXL 
２）フードプロセッサー：㈱クイジナートサンエイ

製 Cuisinart COMMERCIAL FP-75 PRO PREP 
３）遠心機：KUBOTA 5922 
４）ホモジナイザー：㈱日本精機製作所製 エクセ

ルオートホモジナイザー：ED-3 
４．測定条件  
１）カラム：ジーエルサイエンス㈱製 Inertsil ODS-3

（4.6 mm i.d.×250 mm, 5 m）   
２）移動相：アセトニトリル・メタノール・水（1：

3：6）  
３）流速：1.0 mL/min 
４）カラム温度：40℃  
５）注入量：20 L 
６）蛍光検出波長：励起波長  (Ex.) 365 nm、蛍光波

長  (Em.) 450 nm 
５．試料の調製  
１）粉砕均一化：フードプロセッサー処理し、目開

き 2 mm のふるいを通したものを均一化試料とし

た。  
２）抽出：  均一化試料 20.0 g にアセトニトリル・

水（9:1）を 40 mL を加え、5 分間ホモジナイズ抽

出を行った。これを 3,000 rpm で 5 分間遠心分離

し、得られた上澄液を抽出液とした。  
３）カラムによる精製  
(1) MFC 精製法：抽出液 5.0 mL を MFC に負荷し、

溶出した液のうち、初流 1.0 mL を窒素気流にて溶

媒除去し、乾固した。  
(2) IAC 精製法： IAC は予め室温に戻して PBS 3 mL

でコンディショニングを行った。抽出液 10.0 mL
を精製水にて 50 mL に定容し、室温、10,000×g
にて 10 分間高速遠心分離した。その 10.0 mL をコ

ンディショニングした IAC に負荷し、これに精製

水 3 mL を 2 回流して洗浄後、通気して水分を除

去した。次に IAC にアセトニトリル 1 mL を注入

し自然流下で溶出させた後、5 分間放置した。さ

らにアセトニトリル 1 mL で 2 回に分けて溶出し

たのち、通気によりカラム中に残存しているアセ

トニトリルを回収した。あわせた溶出液を窒素気

流にて溶媒除去し、乾固した。  
４）誘導体化および HPLC 用試験溶液の調製：乾固

後の残渣にトリフルオロ酢酸 0.1 mL を加え、密栓

して激しく撹拌し、室温、暗所で 15 分間放置した

のち、アセトニトリル・水（1:9）0.9 mL を加え

た。この溶液を 0.45 m メンブランフィルターで

ろ過後、  HPLC 用試験溶液とした。

結果および考察 

１．HPLC 条件の検討  
オクタデシルシリル化シリカゲルを充てん剤とし

た Inertsil ODS-2、  Inertsil ODS-3（いずれもジーエ

ルサイエンス㈱製）、Wakosil-Ⅱ5C18 HG（和光純薬

工業㈱製）および Mightysil RP-18 GP（関東化学㈱

製）について検討した。このうち通知法に記載され

ている Inertsil ODS-3 の食品由来の妨害ピークとの

分離が最も良好であったことから、Inertsil ODS-3 を

使用した。  
２．精製法の検討  
１） IAC 精製時の希釈液の検討  

通知法に記載されているイムノアフィニティーカ

ラム法では抽出液を PBS で希釈し、ガラス繊維ろ紙

でろ過後、ろ液をイムノアフィニティーカラムに注

入したのち、カラムを PBS および精製水で洗浄して

水分を除去し、アセトニトリルで溶出させることと

なっている。今回 PBS で希釈したところ、試料によ

っては沈殿が生じて濁りも強かったことから、香辛

料類の精製法に用いられている 2％Tween20 含有 PBS
で検体を希釈したが、回収率の低下がみられ、ばら

つきも大きかった。そこで希釈は精製水で行い、カ

ラムの洗浄も PBSは使用せず精製水で行ったところ、

濁りはわずかに生じたのみであり、回収率、ばらつ

きともに良好な結果を示した。今回、 2％Tween20
含有 PBS で検体を希釈した場合の回収率低下の原因

については、今後の検討課題としたい。  
２）精製カラムの検討  

従来法である MFC 精製法を用いて各試料を精製

したところ、落花生の無添加試料のクロマトグラム

にはピークはほとんど検出されず良好であった

（Fig.1A）。アーモンド、ピスタチオでは妨害ピーク

は存在しなかったが、アーモンドの B1 の直前に夾雑

ピークがみられた。添加試料における B1、B2、G1、

G2 の各クロマトグラムのピークの分離は落花生

（Fig.1B）、アーモンド、ピスタチオのいずれも良好

であった。乾燥プルーンおよび乾燥イチジクについ

てはいずれも G1のピーク付近に妨害ピークが存在し、

特に乾燥プルーンは非常に近接した妨害ピークが存

在したため G1 の定量が困難であった（Fig.1C,D）。  
また、 IAC 精製法による精製を試みたところ、い

ずれの試料においても妨害および夾雑ピークは存在

せず、添加試料での B1、B2、G1、G2 の各ピークの

分離も良好であった（Fig.2）。  
添加回収試験の結果を Table 1 に示した。MFC 精

製法はピスタチオでは 91.0～95.2％と低い傾向を示

し、乾燥プルーンは G1 のみが 76.5％と低値を示した

が、全体では 76.5～111.7％であり、概ね良好な回収

率であった。  
また、IAC 精製法は、MFC 精製法に比べてすべて

の試料で良好な回収率を示し、95.0～111.5％であっ

た。



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

                        
 
 

             
 

Fig. 1. HPLC choromatograms of sample solution purified  by MFC from peanut and dried prune 
unspiked peanut (A) and dried prune (C) ; spiked peanut (B) and dried prune (D) with aflatoxins B1, G1 at 10 ng/g, 
and B2,G2 at 2.5 ng/g
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Fig. 2. HPLC choromatograms of sample solution purified by IAC from peanut and dried prune 

unspiked peanut (E) and dried prune (G) ; spiked peanut (F) and dried prune (H) with aflatoxins B1, G1 at 10 ng/g, 
and B2,G2 at 2.5 ng/g 
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Fig.2.HPLC choromatograms of sample solution purified by IAC from peanut and dried prune 
     unspiked peanut(E)and dried prune(G);spiked peanut(F) and dried prune(H)with aflatoxins B1,G1 at 10ng/g, 
     and B2,G2at2.5 ng/g 

Fig.1.HPLC choromatograms of sample solution purified by MFC from peanut and dried prune 
      unspiked peanut(A) and dried prune(C);spiked peanut(B) and dried prune(D) with aflatoxins B1,G1 at 10ng/g, 
      and B2,G2 at 2.5ng/g 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．精製法の操作性および購入費用の比較  
MFC精製法はカラムのコンディショニングの必要

がなく、抽出液をカラムに注入したのち流出液を採

取することから洗浄および溶出等も不要であり操作

は簡便であった。これに対して、 IAC 精製法はカラ

ムのコンディショニング、洗浄および溶出等が必要

となるため精製時の操作が煩雑で検査に要する時間

も長かった。また、 IAC ゲル中の気泡の存在、 IAC
への抽出希釈液の負荷速度等がアフラトキシンの回

収率に影響を与えることからカラムの取り扱いに際

しては注意を要した。  
精製カラムの購入費用については、MFC に比べて

IAC が高価であった。  
まとめ 

現在、我が国において検討されている総アフラト

キシン規制に向けて、従来アフラトキシン B1 検査に

使用している MFC 精製法と平成 20 年 7 月に新たに

通知された IAC 精製法 8)の比較検討を行なった。  
MFC 精製法ではアーモンド、乾燥プルーン、乾燥

イチジクは妨害および夾雑ピークが B1 および G1 の

ピーク付近に存在したが、 IAC 精製法ではいずれの

試料においても両ピークは存在せず、精製効果は高

いと考えられた。また、添加回収率はいずれの精製

法も 70～120％を満たし、良好であったが、操作性

およびコスト面を考慮すると、スクリーニングとし

て MFC 精製法での測定を実施し、判定が困難な場

合に精製効果の高い IAC 精製法での測定を実施する

ことが望ましいと考えられる。  
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Table 1. Recoveris of Aflatoxins from Peanuts, Nuts and Dried Fruits by MFC and IAC Method  

Recovery（％）  
Sample 

Cartridge 

column B1 B2 G1 G2 

MFC 103.7 104.1 104.4 103.5 
Peanut 

IAC 101.8 108.4 108.1 110.8 
MFC 105.5 107.5 111.7 109.2 

Almond 
IAC  95.0 110.8  99.6 111.5 
MFC  94.9  94.0  91.0  95.2 

Pistachio nut 
IAC 103.6 109.1 106.9 110.4 
MFC 104.6 111.6  76.5 111.3 

Dried Prune 
IAC 102.2 105.2 107.5 105.7 
MFC 102.4 101.9 103.1 108.2 

Dried Fig 
IAC 104.3 107.7 108.9 108.0 

Samples were spiked with aflatoxins B1, G1 at 10 ng/g, and B2, G2 at 2.5 ng/g. 
Each value is the mean of two or three determinations. 


