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研究要旨 

本研究事業で初年度に開発したステリグマトシスチン（STC）の迅速簡易測定法である ELISA法

をさらに高感度かつ安定的に改良し、実態調査に適応できる方法として確立した。 

STC の分析は精度の高い方法として LC-MS/MS 等の機器分析によって行われているが、食品や

飼料等のスクリーニング等多検体を扱う検査には、高コストであり実用的ではない。初年度に開発

した ELISAは、感度的には良好であるが、標準曲線の安定性においてやや問題があった。そのため、

今年度は、さらなる高感度と標準曲線の安定化を目標として ELISA法を確立した。さらに本研究で

確立した ELISAを用い、回収率による妥当性評価と実態調査への応用のための前処理方法を検討し

た。その結果、標準品および試料を 100%メタノールで溶解し保存しておくことで ELISAにアプラ

イ前の析出を防止することができ、安定した標準曲線と汚染実態に則した 50% 阻害濃度を得ること

ができた。また、実態調査の試料は多機能カラムによる前処理を行うことで LC/MS-MSの測定値と

相関性の高い値を得ることができた。  
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A. 研究目的 

 ステリグマトシスチン（STC）はアフラト

キシン（AF）とともに遺伝毒性のあるマイ

コトキシンに分類されている。FAO/WHO食

品添加物専門家会議（JECFA）では、2016

年にリスク評価が行われ、ベンチマークドー

ズレベル BMDL10は 160 µg/kg/day とされた

1)。アフラトキシン B1（AFB1）と比較すると

約 1/1000程度の発がん性と評価されている。

構造的には AF と類似しているが、AF 産生

菌 と は 異 な る 菌 種 、 Aspergillus 属 の

A.versicolor、A.nidulans などにより産生され

る 2)-3)。 

JECFAでの評価が行われたことから、今後

国内外での規格基準が定められる可能性が

あるため、STCの汚染実態データーの蓄積が

喫緊に求められている。そのため実態調査を

円滑にスピーディに行うには信頼性の高い

分析法、スクリーニング法が求められており、

本研究では初年度得られた知見を基に、さら

に高感度、安定化を目指し、実態調査に対応

できる STCの ELISAを確立することとした。

マイコトキシンは分子量が小さいため、

ELISA法では、間接競合法および直接競合法

が用られることが多い。間接競合法では、プ

レートに STC-キャリアたんぱく質のコンジ

ュゲートを固相化して、対象物質に対する抗

特異抗体サブクラス抗体を測定サンプルと

コーティングした STC-キャリアたんぱく質

とで競合させる手法である。一方直接競合法

は、特異抗体を固相化し、測定サンプルと

STC―酵素コンジュゲートを競合させる方

法である。 

我々はSTCとAFが構造的に似ていることに

注目し両方を認識できる抗体を特異抗体と

して用いて、玄米および小麦粉を対象とした

直接競合法 ELISA の確立を試みた。初年度

は、10%メタノールにあらかじめ溶解させた

標準品および試料を用いて測定法を確立し

たが、測定者によって標準曲線と 50% 

inhibitory concentration（IC50）のばらつきが

大きいという結果が出ることがわかった。そ

こで、安定した標準曲線が得られ、実態汚染

量に則した高感度 ELISA を目指し、最終年

度は、酵素―マイコトキシンコンジュゲート

の検討および実態試料の前処理方法の検討

を行った。本年度確立した方法を用いて、実

態調査を行い、LC-MS/MS での測定結果との

比較検討も行った。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

1-1. 玄米 

2021 年度の実態調査で使用した国産玄米

（神奈川県で購入した市販品）の中で

LC-MS/MS で測定した結果、STCが検出され

なかったものを非汚染米として添加回収試

験に用いた。玄米は、500gを粉砕機で 5～10

秒×2 回粉砕を行った後、4℃で保存した。自

然汚染玄米として、2021 年度実態調査に用

いた神奈川県で購入した市販品を用いた。 

1-2. 小麦粉 

2021年度の実態調査で使用した小麦粉（神

奈川県で購入した市販品）の中で LC-MS/MS
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で測定した結果 STC が検出されなかったも

のを非汚染小麦粉として添加回収試験に用

いた。 

1-3. STC-biotinの作成 

STCとグリコール酸を強酸性溶液中で反応

させ、グリコール酸誘導体（STC-GA）を調

製した。STC-GAと N’-ヒドロキシスクシニ

ド（Thermo Scientific社製）をジメチルホル

ムアミド中で反応させ、中間体を作成後、

Ezlink Pentylamine Biotin（Thermo Scientific

社製）を加えた。生成物を HPLC で分取し、

STC-biotin を得た。 

2. 直接競合 ELISA 

2-1. AflatoxinB2-Horse Radish Peroxidase 

conjugate（AFB2-HRP）を用いた直接競合

ELISA 

初年度に開発した方法で行った。96 穴プ

レート（Nunc-Immuno
TM

Plate Ⅱ、サーモフィ

ッシャーサイエンティフィック株）の各ウェ

ルにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で希釈し

たマウス抗 IgG ヤギ抗体（Scientif 社製、4 

µg/mL）を 100 µLずつ加え、4℃で一晩静置

した。抗体を除いた後、PBS に溶解した 0.4% 

ウシ血清アルブミン（BSA、和光純薬工業株

式会社）を各ウェルに 300 µLずつ加え、4℃

で一晩または室温で 1 時間静置した。0.4% 

BSA を除いた後、各ウェルに PBS に溶解し

た 0.2% BSA で希釈したマウス抗 AF 抗体

（MoAb2-3、HORIBA 社から提供）（100 

ng/mL）を 100 µLずつ加え、室温で 1 時間静

置した。静置後 0.02% tween 20-PBSで 1回洗

浄を行い、45 µLずつ 0.2% BSAを各ウェル

にいれ、STC標準品（MAKOR CHEMICALS 

LTD）を最終濃度で 0.1～30 ng/mL（6段階）

になるように 100%メタノールで 10 倍濃度

に溶解したものを 5 µLずつ加えよく攪拌し

た。さらに各ウェルに AFB2-HRP、（HORIBA

社から提供、最終濃度 150 ng/mL）を 50 µL

ずつ加え一時間静置し競合反応させた。その

後 0.02% Tween 20-PBSで 3回洗浄を行い、

TMB Substrate Reagent（BD社）を 100 µLず

つ加え、10分間静置した。0.5 N H2SO4を 100 

µL ずつ加え反応を止め、マイクロプレート

リ ー ダ ー （ Powerscan-HT, DS Phama 

Biomedical 社、USA）で 450 nmおよび 630 nm

における吸光度を測定した。 

2-2. STC-biotinを用いた直接競合 ELISA 

 2-1.の方法でマウス抗 AF 抗体までの反応

は同様に行い、 AFB2-HRP の代わりに

STC-biotin を用い 1時間反応させた後、HRP 

conjugated Streptavidin（proteintech Inc., USA）

を 1 時間反応させ、酵素反応を行った。2-1.

と同様に吸光度の測定を行った。 

2-3. STC-HRPを用いた直接競合 ELISA 

 2-1.の方法でマウス抗 AF 抗体までの反応

は同様に行い、 AFB2-HRP の代わりに

STC-HRP（Creative Diagnostics, NY., USA）を

用い, 

1時間反応させた後、酵素反応および吸光度

の測定は、2-1.と同様である。 

3. 玄米および小麦粉の前処理の検討 

 添加回収および実態調査の対象となる玄

米および小麦粉検体の前処理を、以下の 3 つ

の方法で検討した。 
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3-1. Autoprep MF-Aによる検討 

 2.5 gの玄米又は小麦粉にアセトニトリ

ル：水（85:15）10 mLを加え 30分間振とう

し、遠心分離（3,000rpm 5 分）したものを抽

出液とした。Autoprep MF-A（昭和電工（株））

をメモリのついた試験管に入れ、抽出液 3 

mLを加え、自然落下させた。メモリを見て 

1mLまで流出液が到達したら、別の試験管に

カラムを移し 1.2-1.4 mL の流出液を得た。流

出液 1.0 mLをガラス製の試験管に移し、窒

素気流で乾固し、100 µLのメタノールで溶

解し、ELISAに供した。 

3-2. HLB Oasis の検討 

 HLB Oasis（6 cc/200mg, Waters, MA, USA）

のコンディショニングは、メタノール及び水

で行った。抽出液を窒素乾固したのち 20%

アセトニトリルで再溶解し、HLB Oasisに供

した。その後 70% メタノールで洗浄し、

100%アセトニトリルで流出させ、窒素気流

で乾固し、100 µLのメタノールで溶解しの

ち、ELISAに供した。 

3-3. 限外ろ過 

 90%メタノールで抽出した試料抽出液を

Nanosep®centrifugal Devices with Omega 10K

（Pall life science MI,USA）に入れ、12,000 

rpm 10分遠心したろ液を窒素乾固し、試料 1 

g/mL 相当になるようにメタノールで溶解し

ELISAに供した。 

4. 玄米および小麦粉を用いた添加回収実験 

4-1. 玄米を用いた添加回収試験 

 添加回収試験は STC原液（50 mg/L in ア

セトニトリル）をメタノールで希釈し、0.25 

mg/L（添加液 1）、0.075 mg/L（添加液 2）及

び 0.025 mg/L（添加液 3）の溶液を 1 mLず

つ調製した。STC 非汚染玄米を 2.5g 量りと

り、添加液 1,2,3 をそれぞれ 200 µLずつ添加

し、一時間静置したのち、それぞれの前処理

試料とした。STCの最終添加濃度は、それぞ

れ 20、6、2 µg/kgとなる。添加回収液および

自然汚染米の測定も Autoprep MF-A を前処

理に用いた。 

4-2. 小麦粉を用いた添加回収実験 

 4-1.の玄米と同様の方法で添加回収試験を

行った。 

5.統計処理 

ELISAによる濃度計算は、統計処理のソフ

トGEN 5（Version 2.0, Biotek, Vermont, USA）

を用いた。 

 

C. 研究結果 

1. 直接競合 ELISA の改良 

初年度検討した直接競合 ELISA の問題点と

して１）標準曲線が測定者によりばらつきがで

る、２）玄米の添加回収および自然汚染の測定

値が玄米の種類による影響をうける、３）自然

汚染玄米の汚染濃度に適応できていない、の３

つが挙げられた。そのため、今年度はこれらの

問題を解決するため、それぞれの検討を行った。 

1.1 標準品および試料のメタノール濃度の検

討 

初年度のプロトコールでは 10％メタノール

に標準品および試料をあらかじめ溶解して、

ELISA のウェルに入れる方法であったが、10％

メタノールでは、STCが十分に溶けない可能性

が指摘された。そのため、標準品および試料を
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溶解するメタノールの濃度を上げることによ

る ELISA の感度への影響を検討した。図 1 で

示されるように最も感度が良かったのは 10%

メタノールであり、メタノール濃度を上げるに

つれて感度が低下した。このことから 10%メタ

ノールにあらかじめ溶解することをせず、10

倍濃度で 100%メタノールに溶解したものをウ

ェル内で 0.2%BSA-PBS と混合し、最終濃度

10% メタノールにする方法を行った。その結

果、測定者の違いによる標準曲線および IC50

の値のばらつきが少なくなり、安定して 1.2-1.5 

ng/mL の IC50が得られるようになった（図 2、

表 1）。 

1.2 試料の前処理の検討 

玄米や小麦粉はタンパク質や脂質を含むた

め、ELISA において非特異的発色または発色

阻害を引き起こすことがある。実態調査では、

多種の玄米や小麦粉を使用することから、その

品種の違いによらず、安定した測定結果を得る

ために、前処理の効果を検討した。検討方法と

しては 3通り用いた。 

Autoprep MF-A 多機能カラムを用いた場合

は、回収率が良好であったが、HLB Oasis SPE

カラムおよび限外ろ過法では、発色が阻害され、

回収率の計算ができなかった。この結果から、

汚染試料は Autoprep MF-A 多機能カラムによ

る前処理を行って測定することとした。 

1.3 酵素―マイコトキシンコンジュゲートの

検討と高感度化 

 高感度化を目的に 2 種類の酵素―マイコト

キシンコンジュゲートを使ったプロトコール

を 検 討 し た 。 STC-HRP と STC-biotin ＋

Streptoavidin-HRP の組み合わせである。しかし、

2種類とも特異抗体への結合が見られず、用量

依存性のある結果は得られなかった。この原因

として、STCに他のタンパク質またはビオチン

を結合させることにより、STCが、抗 AF抗体

に結合しにくくなるのではないかと考えられ

た。もし、これらのコンジュゲートを使うなら、

STC に対する抗体を、2次抗体として用いてい

る抗 AF 抗体の代わりに独自の抗 STC 抗体を

作成する必要があろう。 

2. 回収率と汚染試料の測定結果 

表 2 に、今年度確立した ELISA を用いての

添加回収と汚染試料の測定結果を示した。玄米

では 6 回行った回収率の平均と標準偏差は 2 

μg/kg STC添加では 114.5 ± 25.8%、6 μg/kg STC

添加では 94.6 ± 17.3%、20 μg/kg STC 添加では

121.2 ± 11.6%と 2 μg/kg STC 添加においてはや

やばらつきが大きい結果であったが、いずれも

90%以上という高水準を示した。汚染玄米を用

いた測定結果では 1 μg/kg 付近の汚染米でも

LC-MS/MSでの測定値とほぼ同等であり、5.67 

μg/kg の汚染濃度の玄米ではやや高めに出たも

のの、スクリーニングとしては充分信頼性のお

ける結果が得られることがわかった（図 3）。 

小麦粉では自然汚染試料がなかったことか

ら、添加回収率のみの測定であったが、6回行

った平均と標準偏差は 2 μg/kg STC 添加では

117.9 ± 11.1%, 6 μg/kg STC 添加では 96.0 ± 

7.5%, 20 μg/kg STC添加では 91.5±3.9%であり、

良好な回収率であると言える（表 3）。 

 

D. 考察 

本研究の初年度に開発したSTC用ELISA で

は、測定可能範囲は 0.59～13.34 ng/mLであり、

IC50は 2.3 ng/mLであった。今年度改良した結
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果、測定可能範囲は 0.1～10.0 ng/mL、IC50 は

1.2 ng/mLとなり、より高感度の系を確立する

ことができた。汚染実態調査で検出された試料

を使った実態調査への応用においても、1.17 

μg/kg の STC 汚染玄米から ELISA で検出され

たことは実用化に向けて大きな進歩である。 

STC の ELISA は、論文上、モノクローナル

抗体を用いた間接競合 ELISA
4)や直接競合

ELISA
5)、ポリクローナル抗体を用いた直接競

合 ELISA
6)

 など報告例があるが、市販されて

いる種類は少なく、また品質に問題がある。本

研究では、AFと交差性を持つモノクローナル

抗体を用いた ELISA ではあるが、国産の米や

小麦粉ではAFの汚染例は報告されていないの

で 7)、この研究で確立した ELISA 法は国産玄

米と小麦粉のスクリーニングに適用できると

考えられた。 

前処理については Oplatowska-Stachowiak ら

が米、トウモロコシ、及び小麦を対象とした

ELISAを報告した時に QuEChERS （quick, easy, 

cheap, effective, rugged and safe）法を用いて前

処理法を行っている 5)。本研究では、QuEChERS

より工程数の少ない Autoprep MF-A 多機能カ

ラム法を用いて良好な結果が得られた。STC

は 85%アセトニトリルで抽出するが、ウェルに

添加するときに 10%メタノール溶液を使用す

ることから玄米、小麦粉の成分が混入する可能

性は非常に高い。Autoprep MF-A 多機能カラム

は、試料の 85% アセトニトリル抽出液から AF

を選択する one step カラムとして開発された

ものである 8)。STC の精製にも有効であること、

玄米、小麦粉の不純物の除去にも使用できるこ

とは、本研究で初めて実証された。 

 

E. 結論 

本研究で改良した ELISA 法は、測定可能範

囲は 0.1～10.0 ng/mLであり、IC50は 1.2 ng/mL

であった。玄米、小麦粉とも 2.0 µg/kg以上で

は 90%以上の回収率を示し、汚染玄米を用いた

測定でも LC-MS/MS との相関性が取れている

ことが明らかになった。このことから、国産玄

米および小麦粉の STC 汚染食品のスクリーニ

ングには充分に対応できる方法であると考え

られた。 
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図 1. ELISAに供する試料および標準品のメタノール溶液濃度の検討 

 

STC: ステリグマトシスチン 
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図 2．改良した ELISAによる標準曲線 

50 % Inhibitory Concentration=1.19 ng/mL 
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図 3. 汚染玄米における ELISAと LC-MS/MSの相関性 
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表 1．改良した STC ELISAのプロトコール 

 

1. 96 well ELISA用 plateに Goat anti-mouse IgG (H+L) Secondary antibodyを 5-10µg/ 

mL in PBSに調製し、100 µL/ウェルでまく。 

2. 4℃下一晩インキュベート後、ウェル内の液を捨てる。 

3. 0.4 %BSAを 300 µL /ウェル入れ、1時間室温で放置後、ウェル内の液を捨てる。 

4. Mouse anti- AFs antibody (50 ng/mL) in 0.2% BSA in PBS を 100 µL/ウェル入れ、1時

間室温で放置する。 

7. 0.02% Tween 20 in PBS 350 µL/well 洗浄 1回 

8. well に 0.2% BSA in PBS を 45 µL / well いれ、STC standard または試料 in 100 % 

methanolを各 wellに 5 µL /well入れて、よく攪拌する。 

9.すぐ AFB2-HRP in 0.2% BSA in PBS(最終濃度 150 ng/mL)を、50 µL /well入れる. 

10. 1hr. RT 

11. 0.05% Tween 20 in PBS 350 µL/well 洗浄 3回 

12.TMB 基質溶液（BD製、A＋Bを等量混合）を作成して 100 µL /well 入れる。 

13. 0.5N H2SO4を 100 µL /well 入れる。 

14. ELISA reader 450 nm（バックグラウンド 630 nm）で測定 
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表 2. 玄米における回収率と汚染試料の測定値 

 

A) 添加回収試験 
 

添加量 測定値 (ng/g) 回収率 (%) 平均±標準偏差 (%) 

2 μg/kg 2.63  131.6  114.5±25.8 

2.83  141.5  

2.79  139.3  

1.99  99.3  

1.70  84.9  

1.81  90.5  

6 μg/kg 6.09  101.4  94.6±17.3 

5.71  95.2  

6.98  116.3  

5.40  90.1  

3.86  64.3  

6.03  100.5  

20 μg/kg 21.14  105.7  121.2±11.6 

21.58  107.9  

25.28  126.4  

26.79  133.9  

25.02  125.1  

25.64  128.2  

 

B) 自然汚染検体 

 

玄米検体 ELISA 測定値 (ng/g) LC-MS/MS 測定値 (ng/g) 

自然汚染① 1.40 1.34 

自然汚染② 1.08 1.25 

自然汚染③ 6.92 5.67 

自然汚染④ 1.46 1.17 
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表 3. 小麦粉における回収率 

 

添加量 
測定値

（ng/mg） 
回収率（%） 平均±標準偏差（%） 

2 μg/kg 

2.10  105.1  

117.9±11.1 

2.19  109.7  

2.48  124.0  

2.44  121.9  

2.70  135.1  

2.23  111.5  

6 μg/kg 

6.19  103.2  

96.0±7.5 

5.73  95.6  

5.50  91.6  

5.66  94.4  

5.14  85.6  

6.35  105.9  

20 μg/kg 

17.56  87.8  

91.5±3.9 

18.01  90.1  

18.09  90.5  

17.77  88.8  

18.73  93.6  

19.69  98.4  

 


