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HR、アドゾルブジールー1およびバイオジールーAは、  

厚さ0．25mmにと布ののち、またメルク．プレコート・シ  

リカゲル60についても1100、1時間活性化して使用し  

たっ  一＼   

3）有機溶剤 メタノール、ヘキサン、クロロホルム、  

アセトン、2－プロパノール、ベンゼン 、エタノール、  

エチルエーテル等は、いずれも和光純薬㈱の特級品を、  

またフユニルヒドラジンおよびヒドラジンヒドレートは、  

東京化成㈱の試薬を用いた）   

3．実験操作  

1）供試料 昭和56年初期～57年後期にかけて輸入、  

製造されたコーヒー豆およびインスタントコーヒー各々  

10検体ずつ、計20検体について調査した。   

2）抽出・分離 コーヒー豆は粉砕・混和を充分に行  

SdnlPlt－（試k）  

Ⅰ はじめに  

強力発癌性かび毒であるアフラトキシンが、非常に高  

い割合で建康人の血清中より検出されたとする報告りが  

出されて以降、国公立の研究機関を中心に、その原因と  

思われる日常食品の検索が行なわれてきた。とりわけ輸  

入コーヒー豆については、当初から推定汚染食品として  

の疑問も持たれていたので、著者らも市販のインスタン  

トコーヒーおよびコーヒー豆について、アフラトキシン  

の汚染調査を行なった。その際分析法として公定法に準  

じた分析操作を行なったところ、多数の検体からアフラ  

トキシン類似のけい光物質が確認された。この物質は、  

薄層クロマトによる検出の際にアフラトキシンB2とき  

わめて判別困難な性質を有するので、これらを誤まりな  

く判定するため、種々の検討を行なった。  

Ⅱ 実験方法  

1．装置   

1）けい光自記濃度計 島津クロマトスキャナーCS－  

910形（けい光付属装置付）   

2）分光けい光光度計 日立けい光光度計MPF【4  

形（キセノンランプ付）   

3）分光光度計 日立自記分光光度計320形   

4）赤外分光光度計 日立赤外分光光度計260－30形   

2．試薬   

1）マイコトキシン標準溶液 アフラトキシンBl、  

B2、Gl、G2を各々1mg精秤し、メタノールに溶  

解し、0．1mg／ml溶液とした。   

2）薄層クロマト用プレート MN－シリカゲルG－  

」  

八Jd2（氾mln－hビXane√lTIJ250ml  
トl←l）トト】％N」l（二1（55十45）  

b山1J5 mlnと1t2500rpm  

n－Il〔lXJlneとInJ  
∧q，M〔▲01tlこ1yer（50ml）  

reS’‘ニ＿」1加山  

人q．MeoトIC‖C131ayer  

wlth CllC王3餌l¶t X 2  

1〕ry wlth anhyd・NazS（）4  

Ev且P．SOIv．to50mIunder reduced press  

CHC13 layer 
l  

Column chromatography（SillC8gellOg）  

Wash wlth】50mln－hcxane and  
150mle【hyle山er  

Elute、Vith200mlCHC13・MeoH（97＋3）  

Remove soJv．under reduced press．  

IPltate                        丁恵器nlmlMeol－  Prec  
Remol・e SOlv．  

DiSSOlvein500函CトIC13  

Prep8ratlVe TLC（sllicElgelplate）  

Hvap・eluLed CHCI3  

Add狛）jLIC6［16・CH3CN（98＋2）  

Tpst solu110n  

t  

Determination by TLC  

Fig．1Procedure for extraction and determination  

of aflatoxinsin green coffee beans and  

instant coffee   
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ない、インスタントコーヒーは粉体のまま、Fig．1の方   

法に従って分析した。すなわち、公定法に準拠して処理  

を行なったのち、メタノール抽出によりワックス性爽雑   

分を除去し、さらにメタノール溶解成分をプレバレイテ   

ィブ薄層クロマトグラフィーにより精製した、  

3）検出・同定 精製した試料は、薄層クロマトグラ   

フィー（TLC）で確認することとし、TLC条件は、   

Table2に記載した展開溶媒系ならびに担体を使用した。  

4）吸光分光分析法による確認 試料から単離精製し   

たアフラトキシン様けい尤物質ならびにアフラトキシン  

B2標準品のメタノール溶液について、けい光光度計を   

用いて励起、けい光波長を求めると共に、分光光度計に   

より紫外部吸収スペクトルの比較も行なった。さらにク  

J一口ホルム溶液法により、赤外吸収スペクトル（IR）   

u計測した。   

5）誘導体調整反尉こよる比較 試料10〟gをエタノー   

ル1mlに溶かし、これにヒドラジン・ヒドレート10〟′1   

と氷酢酸1滴を加え、還流冷去口器をつけて水浴上、1時   

間半加熱した。フユニルヒドラジンの反応についても同   

様な操作を行なったが、反応時間は30分とした。反応終   

了の後、生成物をTLCプレート上にスポットし、クロ   

ロホルムアセトン（9十1）溶媒系で約12cm展開して   

から、365nm紫外線煩下で、誘導体生成物のRr値、な   

らびにけい光色の比較確認を行なった。   

6）酵素免疫測定法（ELISA）による確認2）今回   

用いたELISAによる操作法をFig．2に示す。すなわ  

ちマイクロプレートに抗アフラトキシンBl血清（ウサ   

ギ血清IgG）を吸着させ、そこにアフラトキシンBi   

標識パーオキシダーゼおよびアフラトキシンを同時に加   

え、反応を十分に行なう。その後プレートを良く洗浄し、   

余分な酵素を除去してから基質を加え，一定時間反応を   

行なうと、酵素量に比例しアフラトキシン量に反比例し   

た発色が得られた。   

l）－）I）′叫・「州▲rnl「r＝いSS11r▲〔し直ur・（、1l～1t（、W－th96、V川s 50〃】‖rO．020‘】iS′1  

50LLloro・2O6gIutnr吊d（、hydePllし）SPh油bu｛rml（js砧■一e（pZ［7．5）  
H〔】dし－d to（－（lぐh しl′tさ1】  

Kf－Pt rり「30n川＝1t rOt」【T－km町甘山川  

肌’（－1ls 肌・＝Shl、d w＝h wJlter  

∧■r－drl軋卜肌・PrTl嗜ht  

50〟lor廿吊・ノ＼FIリg〔；（X】000d－lutpd）add。．1レ，。a。h、V州  

′＼lr－（lrl〔ゝJ  

∧nLi－∧F町g（ニーCUこ－tぐ－】m－rrnWP】1H  

帆’ashぐd 3 tlm－ゝS W山一005q‘1、w什－－20in phn叩hこ－tP bu什p作d sn】111P  
（p【Ⅰ7．5）   

● ‥ －    ■    －  
ヽ           ■  

】00ノバ〔）†2・5hl！12S（）4f－d心11  

Sp（、ttrりPh口LoTn－】Lry～l1492rlr†l  

Fig・2 Procedures of Enzyme－1inked  

Immunosorbent Assay  

Ⅲ 結果および考察  

1．試料のアフラトキシン分析  

コーヒー豆のアフラトキシン分析法としては、従来か   
5）  らLevi3もよびSc。tt4らによる A．0．A．C法  

aflatoxln arlatoxin B－1ike  
SamPle  country found  compound  

（〟g／kg）  

green coffee beans Guatemala  
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regular・co［fee  

instant coffee  
USA  

Brazil  

USA  

Netheralands，Brazll  
CO汀ee beans  

Tablel・Analiticalresults of aflatoxinsin  

green coffee beans andinstant coffee  
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Fig・4・UV Spectrum of Aflatoxin B2and Aflatoxin B2－1ike Compound  
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Fig・5・IR spectrum of Aflatoxin B2－1ike Compound  
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が知られているが、著者らの追試験によると、多量の油   

脂状東経物による妨害が見られ、分析は困難であった。   

そこで環食128号の抽出法に準じた分析を行なったが、   

操作中に多量に析出するカフェイン等のワックス分を除   

去するため、メタノールによる溶解度差を利用した抽出   

段階を追加した。  

そして、MN－シリカゲルG－HRならびにクロロホ   

ルムーアセトン（9＋1）を用いたプレバレイティブ   

TLCにより、単離精製を行なった。今回調査した検体   

については、アフラトキシンは検出されていないが、   

Tablelに示すように多数の検体からアフラトキシン   

B2様けい光物質が認められた。薄層デンシトメトリー   

によると、これらはコーヒー豆10検体中7件より7～255  

J■りb、またインスタントコーヒー10検休中6件より、11   

～39ppbの濃度であった。本物質は、従来使われている   

シルカゲルTLCでは、アフラトキシンB2との判別が   

きわめて困難なため、以下に記載するように各種の機器   

分析、誘導体化反応、酵素免疫法等により検索を進めた。  

2．スペクトルによる同定  

本けい光物質をスペクトル解析するため、特に高い値   

を示すインドネシア産コーヒー豆の抽出物について、精   

製を行ない微量の単一物質を得た。この物質およびアフ   

ラトキシンB2に関するけい光、紫外部、赤外部吸収ス   

ペクトルをFig．3～Fig．5に示す。本けい光物質の励起   

波長はEx348nm、けい光波長はEm422nmに極大吸収を持   

ち、いずれもアフラトキシン標準品のEx365nm、Em425   

nmとは明らかに相違している。さらに紫外部吸収につい   

ても、本物質の入max275nm、341nmに対してアフラトキ   

シンB2は入max265nm、362nmなど、一致しない値を示  

l■たc   

⊥dスペクトルはレミ㌘ヲ13cm－13020、2400、1525、1440、  

1215、1050、940、790に吸収を示し、オレフィン系化   

合物が推測された。とりわけ2400。。「1の鋭いピークは、   

三重結合性炭素の伸縮振動に特有な吸収であり、アルキ   

ンあるいはニトリルが含まれることが分った。  

3．誘導体調整化反応   

誘導体作成は、アフラトキシンB2がビスフラン環の   

2、3位に二重結合を持たないため、無水トリフルオロ   

酢酸、あるいは塩化チオニルーギ酸などの通常の試薬に   

よる確認は困難であり、また本けい光物質もこれらの試   

薬とは反応しなかった。そこで著者らは、カルポニル試   

薬による反応を種々検討し、ヒドラジンまたはフユニル   

ヒドラジンにより、TLCプレート上単一スポットとし  

Table 2．Approximate Rf values on TLC♯  

sillcagel plate for derivatization reagents 

Hr、・alues or products  
Substance  

1iydrazlne  l）－1enylhyかazir】e  
●●  

ArlとItOXln上う2  0・03（Iilue－green）  0．65（VlO】ビt）  

ArIdtOXlnトi2－11ke  
conlPOl】nd  O．35（Yc11o、V－green）  Unreact】Ve  

＋TI－CぐOndltLりn：Merck prc－COflted sユ11CagしI160  

Devel．soIv．CIIC13－ilCet（〉ne（9十1）  

UV．3650 A  

＝ Rrvalueofarlatoxln B2‥025  

て誘導体化する条件を見い出した。その結果をTable2  

に示した。アフラトキシンB2は、反応前Rr O．25に青  

色けい光スポットとして認められるが、ヒドラジンとの  

反応後はRf O．03に青緑色けい光の生成物を与える。し  

かしながら本けい光物質の場合、同一の反応による生成  

物はRrO．35の位置に黄緑色けい光のスポットを示した。  

同様に試薬としてフユニルヒドラジンを使用した場合、  

アフラトキシンB2はRf O．65に紫色のけい光スポット  

が現れるのに対し、本けい光物質については反応しな  

かった。   

4．酵素免疫法による検定   

今回の実験でELISAに用いた抗体は、抗アフラト  

キシンBlタイプであったが、抗体に対する特異性およ  

び検出感度は、アフラトキシンB2についても十分なこ  

Table 3．ELISA of aflatoxin B2－1ike compound  

isolated from green coffee beans  

0誌2（×1／5）average blndlnglnhlbltlOn  

B，G OOO2 0．0010．004 0．002  
0 0．477 0．469 0．537 0．494  

こ刑atoxln H2  40 0．519 0．527 0，443 0．496  
（pg／w）132 0▲428 0．4230．446 0．432  

400 0．345 0．313 0．353 0，337  
1320 0．250 0．274 0．299 0．274  

500 0．446 0．500 0．487 0．478  
sample  1000 0・4810・466 0．4710▲466  

鬼  ％  
100  

101  

89  

68  

55  

∩
）
 
0
 
1
2
5
 
 
3
 
4
 
0
 
5
 
 

1
 
3
 
▲
▲
q
 
 7

 
6
 
2
 
〔
J
 
 

9
 
9
0
 
9
 
 5000 0．500 0517 0．5010．506  

10000 0．479 0．487 0．435 0．467  
（pg／w）  

とを確認の上使用した。Table3に見られる通り、アフ  

ラトキシンB2は1320pg／wellで45％の阻害が認められ  

るが、本けい光物質では500pg～10ng／wellの濃度範囲  

においても、有意な阻害は見られなかった。   

5．TLCを用いた識別法の検討   

これらの実験結果により、コーヒー豆に含まれる本け  

光物質は、アフラトキシンB2とは全く別の物質である  

ことが判明したので、最後に出来るだけ簡便に識別する  

－19－   
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方法を見い出すため、TLCによる検討を試みた。すな  

わち、アフラトキシン分析について従来から文献上に頻  

出するTLC条件の主なものを選び、本けい光物質との  

比較を詳細に行なったものがTable4である。公定法で  

Table 4．Rf values of aflatoxins and sample  

under various TLC conditlOnS  

て、環食128号の方法に準じて分析したところ、多くの  

検休からアフラトキシンB2様物質が検出された。これ  

らのけい光物質を分離・精製ののち、各種スペクトルに  

よる同定、誘導体調整化反応による確認ならびに酵素免  

疫測定法などにより、アフラトキシンと全く別物質であ  

ることを確めた。さらに分析に際してのTLC条件を検  

討し、担体ならびに展開溶媒に特定の組合せを導入する  

ことにより、本けい光物質はアフラトキシンに対して明  

確に識別された。  

稿の終りに際し終始多大なご援助および貴重な文献を  

賜わった国立予防衛生研究所 棄飯原景昭部長、国立衛  

生試験所 一戸正勝博士、倉田 浩部長に深謝致します。  
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（one spot）  

Platビ：lilO－SllA   

C：ChlororりrTn．M：meLhanol．A＝ aし・UtUntl．f）：2rpr〔）PanOl．   

B：btlnZene，E：ethanol．W：Water，Et：ethyIether  

使用されるクロロホルムーアセトン（9＋1）混合溶媒  

に、バイオジールAあるいはメルク・プレコート・シリ  

カゲル60などの担体を組合わせた場合、向物質のけい光  

スポットは判別が難しくなり、またMN－シリカゲルG－  

HRやアドソルブジールー1担体に関しても、きわめて  

わずかな差異しか認め得なかった。しかしながら、特別  

なTLC条件の選択により、アフラトキシンとこれらの  

疑似物質は明確に異なる様相を呈した。すなわちエチル  

エーテルーメタノールー水（96＋3＋1）の溶媒系に、  

MN－シリカゲルG－HR、アドソルブジpルrlおよ  

びバイオジールAなどの担体を組合わすことにより、こ  

れら似かよった物質は確実に識別が可能となった。  

Ⅳ まとめ  

市販のコーヒー豆およびインスタントコーヒーについ  

－20－   




