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研究要旨 

市販のバイオアッセイキットである PCB ELISA（（株）エンバイオテック・ラボラトリーズ

製）と Ah イムノアッセイ（パラセルシアン社製）を組み合わせた、市販魚中のダイオキシン類

のスクリーニング法を開発した。魚試料を前処理分画後、モノオルト PCBs 分画を PCB ELISA に

より、ノンオルト PCBs 及び PCDD/Fs 分画を Ah イムノアッセイにより測定した。各分画における

添加回収試験結果は良好（90.4～114.7%）であり、本法により市販魚中のダイオキシン類が正確

に定量できることが示唆された。また、同一の魚試料を用いた繰り返し測定試験の変動係数も許

容範囲内の値であった（< 30%）。20 検体の魚試料に対して本法と従来法（HRGC/HRMS 分析）の比

較試験を行ったところ、両分画で従来法の毒性等量濃度に対し良好な相関係数（r > 0.97）が得

られた。本法は従来法と比較し、数分の一の時間及び費用で市販魚中のダイオキシン類濃度の把

握が可能であり、スクリーニング法として有用であると考えられる。 
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A.研究目的 

 我が国では、魚を介したダイオキシン類の

摂取量が多いため、市販魚におけるダイオキ

シン類に対するスクリーニング法が開発でき

れば、食品衛生上有意義である。魚などの食

品を対象にしたスクリーニング法としては、

培養細胞を用いたレポータージーンアッセイ

が早くから行われている１，２）。しかし、これ

らのレポータージーンアッセイを導入するに

はライセンス契約が必要である場合があり、

さらに細胞培養施設も必要であることから、

汎用性は必ずしも高くない。近年、ダイオキ

シン類に対するモノクローナル抗体や、芳香

族炭化水素（Ah）レセプターを利用したバイ

オアッセイキットが市販されており、簡単に

入手することが可能になった。そこで本研究

では、市販のバイオアッセイキットである

PCB ELISAと Ahイムノアッセイを組み合わせ

た、ダイオキシン類のスクリーニング法を検

討した。 

 本研究で使用したバイオアッセイキット

の特性を、表１に示した。魚試料を前処理

分画後、モノオルト分画を PCB ELISA によ

り、ノンオルト PCBs 及び PCDD/Fs 分画を Ah
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イムノアッセイにより測定するスクリーニン

グ法を検討した。なお、Ah イムノアッセイ

は Ah レセプターを介した毒性発現機構に

基づきダイオキシン類を定量するため、モ

ノオルト PCBs 分画の測定も当初は可能で

あると考えられた。しかし定量値が低く抑

えられる結果が予備的な実験で得られたた

め、本研究ではモノオルト PCBs 分画の測定

に PCB ELISA を適用した。 

 

 

B.研究方法 

1.試薬 

溶媒は全てダイオキシン類分析用（関東化

学（株））を使用した。シリカゲルは PCB 分析

用（和光純薬工業（株））、10%硝酸シリカゲル

はダイオキシン分析用（和光純薬工業（株））、

22%及び 44%硫酸シリカゲルはダイオキシン

クリーンアップ用（ジーエルサイエンス（株））、

アルミナはダイオキシン分析用（ICN 社）を

使用した。多層シリカゲルカラムはガラス製

カラム（内径 15 mm、長さ 300 mm）に無水硫

酸ナトリウム（2 g）、シリカゲル（0.9 g）、

44%硫酸シリカゲル（4.5 g）、22%硫酸シリカ

ゲル（6 g）、シリカゲル（0.9 g）、10%硝酸シ

リカゲル（3 g）、無水硫酸ナトリウム（6 g）

を順次、充填し作製した。アルミナカラム及

び硫酸シリカゲルカラムは既報３）に従い作製

した。ダイオキシン類標準品は和光純薬工業

（株）又は Wellington 社製を使用した。 

 

2.試料 

魚試料は、東京都内のスーパーマーケッ

トで購入したものを、ホモジナイザーで均

一化し使用した。 

 

3.装置 

ホモジナイザーは（株）日本精機製作所

製マルチブレンダーミルを用いた。また、

マイクロプレート分光光度計は Wallac 社

製 1420victor2 及び和光純薬工業（株）製

スペクトラクラシックを、高分解能ガスク

ロマトグラフ質量分析計（HRGC/HRMS）は日

本電子製（JMS-700）を使用した。 

 

4.前処理 

均一化した試料（20 g）を採取し、2 mol/L

水酸化カリウム水溶液(100 ml)を加え、室

温で一晩放置（約 16 時間）しアルカリ分解

処理を行った。アルカリ分解液はメタノー

ル（150 ml）を加えた後、ヘキサン（100 ml）

で振とう抽出（10 分×3 回）を行った。抽

出液は 2%（w/v）塩化ナトリウム水溶液（150 

ml）で 2 回洗浄後、濃硫酸を加え硫酸処理

を行った。硫酸層の着色が薄くなるまで数

回繰り返し洗浄した後、2%塩化ナトリウム

水溶液（50 ml）で 2回洗浄し、さらにヘキ

サン洗浄水（50 ml）で 1 回洗浄した。その

後、多層シリカゲルカラムに負荷し、ヘキ

サン（200 ml）により溶出した。溶出液は、

さらにアルミナカラムに添加し、ヘキサン

（150 ml）で洗浄後、2%（v/v）ジクロロメ

タン/ヘキサン（150 ml）により第１分画（モ

ノオルト PCBs）を溶出、60%（v/v）ジクロ

ロメタン/ヘキサン（200 ml）により第２分

画（ノンオルト PCBs 及び PCDD/Fs）を溶出

した。第１分画は濃縮後、DMSO（100 μl）

に置換し ELISA に供した。第２分画は、さ

らに硫酸シリカゲルゲルカラムに添加し、

ヘキサン（100 ml）により溶出した。溶出

液は濃縮後、DMSO（20 μl）に置換し、Ah

イムノアッセイに供した。図 1 には本前処

理法のフローチャートを示した。本前処理

法におけるダイオキシン類異性体の回収率

を HRGC/HRMS 分析で測定したところ、80%

以上であった（データ未掲載）。 

 

5.PCB ELISA 

PCB ELISA キット（（株）エンバイオテッ

ク・ラボラトリーズ製）を購入し、添付の
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マニュアルに従い測定した。 

 

6.Ah イムノアッセイ 

Ah イムノアッセイキット（パラセルシア

ン社製）を購入し、添付のマニュアルに従

い測定した。 

 

7.HRGC/HRMS 分析 

 既報２）に従い、ダイオキシン類を定量し

た。 

 

 

C.研究結果及び考察 

１.魚試料における定量下限値の設定 

魚試料における定量下限値を設定するた

め、前処理操作における操作ブランクの有

無を検討した。ブランク試料（魚試料を含

まない試料）の前処理を異なった日に行い、

得られた最終検液をPCB ELISA及び Ahイム

ノアッセイにより測定した（表 2）。PCB 

ELISA では操作ブランクは認められず、前

処理操作後の定量下限値は 125 pg/well と

なった。一方、Ah イムノアッセイでは若干

の操作ブランク値が認められた。そのため、

操作ブランク値の標準偏差の 8 倍に相当す

る 2.0 pg-DEQ/well を、前処理操作後の定

量下限値とした。20 g の魚試料を使用した

場合の試料における定量下限値は、PCB 

ELISA で 50 pg PCB/g、Ah イムノアッセイ

で 1.0 pg DEQ/g に相当した。 

 

2. 希釈直線性試験 

前処理操作後のマトリックスの影響を検

討するため、希釈直線性試験を行った。ダ

イオキシン類汚染が認められる魚試料の前

処理済み溶液を DMSO で段階希釈し、希釈測

定時の定量値を初期濃度と比較した（図 2）。

その結果、PCB ELISA では希釈操作による

定量値の大きな変化は認められず、マトリ

ックスの影響は小さいと考えられた。一方、

Ah イムノアッセイでは希釈操作により得

られる定量値が 2 倍程度増加する場合があ

り、マトリックスの影響が疑われた。従っ

て、Ah イムノアッセイにおいては、希釈系

列をとり測定し、最大の定量値を試料の最

終濃度とした。 

 

3. 添加回収試験 

 前処理済みの抽出液に対し添加回収試験

を行い、本法が前処理後のダイオキシン類

を正確に定量できるか検討した。最終検液

に既知量の PCB118 あるいは 2,3,7,8-TCDD

を添加し、PCB ELISA あるいは Ah イムノア

ッセイにより測定した（表 3）。その結果、

PCB ELISA では 92.0～114.7%、Ah イムノア

ッセイでは 90.4～99.4%の良好な回収率が

得られた。従って、本法は前処理後の魚試

料中のダイオキシン類を正確に定量できる

ことが示唆された。 

 

4. 再現性試験 

本法のダイオキシン類測定の再現性につ

いて検討するため、同一の魚試料の分析を

複数回行った。前処理操作から測定までの

一連の操作を異なった日に行った結果、PCB 

ELISA では 0.5～4.9%の変動係数、Ah イム

ノアッセイでは 19.9～23.4%の変動係数が

得られた（図 3）。変動係数は許容範囲内の

値であり、本法の繰り返し測定の精度は良

好であった。 

 

5. HRGC/HRMS 分析との比較試験 

 本法の測定値と従来法（HRGC/HRMS 分析）

のダイオキシン毒性等量値を比較するため、

市販魚試料（20 試料）について比較試験を

行った。PCB ELISA の測定濃度と、従来法

のモノオルト PCBs 毒性等量濃度の比較を

行った結果、良好な相関係数（r = 0.99）

が得られた（図 4(a)）。なお、極端に高濃

度であった 2 試料を除いた場合も相関係数
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は良好であった（r = 0.98）。また、Ah イ

ムノアッセイの測定濃度と、ノンオルト

PCBs及びPCDD/Fsの毒性等量濃度を比較し

た結果も、良好な相関係数（r = 0.97）が

得られた（図 4b)）。従って、本法は市販魚

中のダイオキシン類毒性等量濃度のスクリ

ーニング法として有用であると考えられる。 

 魚試料から得られた前処理済み検液には

種々の化合物が含まれる。そこで、比較試

験検体における PCB ELISA の特異性につい

て考察するため、ELISA の測定濃度と

HRGC/HRMS の PCB 118 濃度の比較を行った

（図 5）。直線回帰を行った結果、傾きが 1

に近い直線が得られ、相関係数も良好であ

った（r = 0.98）。従って、ELISA の定量値

は概ね PCB 118 に対する反応性を反映して

いると考えられた。回帰直線の傾きが 1 よ

り若干大きくなる理由としては、本 ELISA

が PCB 118以外のPCBs異性体に交差反応性

を示すことが考えられる。本 ELISA は PCB 

31、PCB 66、PCB 70、PCB 77 及び PCB 156

に対して若干の交差反応性（5-20% of PCB 

118）を示す４）。本研究では Co-PCBs に分類

されない PCB 31、PCB 66 及び PCB 70 の

HRGC/HRMS 分析は行っていないため、これ

らの異性体の試料中濃度は不明である。し

かし、仮にこれらの異性体が最終検液に多

量に含まれた場合、ELISA の定量値に加算

されることになる。 

また、比較試験検体における Ah イムノア

ッセイの特異性についても考察した。各比

較検体について、HRGC/HRMS 分析で得られ

たノンオルト PCBs 及び PCDD/Fs 異性体

（WHO-TEF を有する 21 異性体）の濃度に、

対応する Ah イムノアッセイの公差反応値
５）を掛けて合計したダイオキシン類予測値

を算出した。これらの予測値を Ah イムノア

ッセイの定量値と比較した結果（図 6）、傾

きがおおよそ 1 の回帰直線が得られ、相関

係数も良好であった（r = 0.95）。従って、

Ah イムノアッセイの定量値は概ね WHO-TEF

が定められているダイオキシン類異性体の

反応性を反映していると考えられた。回帰

直線の傾きが 1 より若干大きくなる理由と

しては、Ah レセプター結合能を有するダイ

オキシン様化合物の共存が示唆される。こ

のような化合物として、塩素・臭素化ダイ

オキシン類や臭素化ダイオキシン類などが

考えられる６）。 

 

6. スクリーニング法としての利用 

 比較試験の結果を使用して、毒性等量濃

度に対するスクリーニング法としての本法

の利用について検討した。図 7 は比較試験

で得られた毒性等量濃度との相関関係を示

しており、図中の点線は回帰直線の 95%予

測区間を示している。例えば、モノオルト

PCBs 毒性等量濃度が 0.5 pg-TEQ/g の検体

は、PCB ELISA で 2,300～3,800 pg/g に相

当することが予測される（図 7(a)）。また、

ノンオルトPCBs及びPCDD/Fs毒性等量濃度

が 3 pg-TEQ/g の検体は Ah イムノアッセイ

で6.7～13 pg-DEQ/gに相当することが予測

される（図 7(b)）。従って、これらの予測

範囲の下限値をバイオアッセイにおけるカ

ットオフ値に設定することで、数 pg-TEQ/g

以上に汚染された魚試料のスクリーニング

に利用することが可能であると考えられる。

今後はより多数の比較検体の測定を行い、

本法の実用性を高めていく必要がある。 

 

 

D.結論 

1) PCB ELISA と Ah イムノアッセイの組み

合わせにより、市販魚中のダイオキシン類

を良好に測定することが可能であった。 

2) 従来法（HRGC/HRMS 分析）と良い相関が

得られたことから、魚中のダイオキシン類

の毒性等量濃度を推測することが可能であ

ると考えられる。 
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3) 従来法と比較すると、安価で迅速に定

量結果が得られることから、スクリーニン

グ法として有用である。 
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表2　魚試料における定量下限値の設定

PCB ELISA - 1) 125 pg/well 50 pg/g

Ahイムノアッセイ 1.5 ± 0.25 pg-DEQ/well 2.0 pg-DEQ/well 1.0 pg-DEQ/g

1）定量下限値（125 pg/well）以下
2）20 gの魚試料を用いた場合

魚試料の

定量下限値2)

ブランクテスト

(n  = 4)

前処理後の

定量下限値

表3　前処理済みの魚抽出液に対する添加回収試験

(a) PCB ELISA (モノオルトPCBs分画) (b) Ahイムノアッセイ (ノンオルトPCBs+PCDD/Fs分画)

サンプル 添加PCB 118濃度 添加回収率 サンプル 添加TCDD濃度 添加回収率
(pg/well) (%) (pg/well) (%)

スズキ 190 114.7
500 92.0 サケ・ブリ混合 10 90.4

1,250 96.2
サバ・マグロ混合 190 101.7

500 103.6 スズキ・ブリ混合 10 99.4
1,250 93.3

表1　PCB ELSIAとAhイムノアッセイの性能特性

PCB ELISA Ahイムノアッセイ

測定原理
モノクローナル抗体を使用した競合
ELISA

芳香族炭化水素レセプターを介した毒
性発現機構に基づくイムノアッセイ

特異性 PCB 118に高い反応性 ダイオキシン様化合物

定量範囲 125 - 3,100 pg/well for PCB 118 1 - 64 pg/well for 2,3,7,8-TCDD

処理検体数 40検体/プレート 16検体/プレート

測定時間 約1.5時間 約6時間
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