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Abstract

　Previously reported DEA solid phase extraction column method for the determination of ochratoxin A （OTA） and 
B（OTB） by Akiyama et al （1997） have some advantages over other methods in low cost, simple, and unnecessary 
toxic organic solvent, but low recoveries from green coffee and cereals. For improvement, in Akiyama’s method, the 
extraction solvent and the HPLC column were changed to acetonitrile: 0.1%H3PO4（90＋1） and a Capcell Pak C18 
（MG 4.6 mm i.d. x 250 mm）, respectively. In this improved method, the averaged recoveries from samples spiked 
with 1, 2 and 5 ng OTA and OTB/g in green coffee, brown rice, wheat and corn were 100.5 and 88.9%, 95.3 and 
83.6%, 90.5 and 89.7%, and 96.7 and 101.2%, respectively. The limit of detection was 0.2 ng of OTA and OTB/g in 
green coffee and cereals. The improved DEA method was applied to the determination of OTA and B in roasted cof-
fee. But concomitant matrices in roasted coffee were not adequately clean-upped. The limit of detection was only 2 
ng of OTA/g.
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緒 言

はじめに
　オクラトキシンA（OTA，Fig. 1）は，Aspergillus ochra-
ceus, Penicillium verrucosum などによって生産されるマ
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イコトキシンで，肝臓・腎臓障害，催奇形性，尿路系発
がんなどを有し，麦類，トウモロコシ，米，これらの
加工品，ワイン，ビール，コーヒー，乾燥果実，肉類
など 広範囲な食品を汚染している（1, 2）。国内でも，小麦
製品，トウモロコシ製品やライ麦粉，コーヒーやワイ

Fig.1.　The structures of Ochratoxin A and B
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ン（3），ビール（3，4），豚血清（5）などの汚染が報告されてお
り，日本人血中からも低濃度ながら高頻度に検出されて
いる（6）．また，OTAよりは毒性が弱いながら同様な毒性
を有しているオクラトキシンB（OTB，Fig.1）も知られ
ている（7，8，9）．OTAおよびBの分析法としては液-液分配
法，固相抽出法，イムノアフィニティーカラム（IAC）
などでクリーンアップを行い，蛍光HPLCで分析されて
いる（10，11）。また，最近では多機能カラム（12）を用いる方
法も開発された．しかし，液-液分配法は操作が煩雑で
あり，IACや多機能カラムではコスト面で問題がある．
そこで，OTAおよびBを両方測定可能であるジエチルア
ミノプロピルシリル化シリカゲル（DEA）カラム用い
るAkiyamaらの固相抽出法（13）に着目した。Akiyamaらの
方法は，毒性の強いクロロホルムなどを使用せず，簡便
であり，衛生試験法・注解2000（日本薬学会編，金原出
版）と食品衛生検査指針理化学編2005（日本衛生協会）
に収載されている方法の原法である．しかし，我々が添
加回収実験を行った結果，試料抽出ろ液にOTAを添加し
た回収率は良好であったが（Table 1），粉末試料にOTA
およびBを添加し，回収実験を行った結果，回収率はい
ずれの試料においても低く十分とは言えなかった（Table 
2）．そこで，抽出溶媒に問題があるのではないかと考
え，抽出溶媒の組成を検討し，１～５ng/gのOTAおよび
Bの添加回収実験を行い，改良DEAの適用性について検
討した．

材料および方法

材料とその調製
　分析試料は，すべて市販の玄米，全粒小麦粉，コーン
フラワー，生コーヒー豆および焙煎コーヒー豆を使用し
た．玄米，生コーヒー豆および焙煎コーヒー豆は，粉砕
後１mmのメッシュを通過するものを用いた．カビ培養
生コーヒー豆は，名古屋市衛生研究所中嶋正博博士より
譲渡していただいた．人工汚染生コーヒー豆は，粉砕し
たカビ培養生コーヒー豆と粉砕した非汚染生コーヒー豆
を段階的に混ぜ合わせ調製した．

試薬および標準溶液の調製
　OTAとOTBはシグマアルドリッチジャパン社より購
入した．ＤＥＡ固相抽出カラムはBOUND ELUT LRC-
DEA, 500 mg（バリアント社製）をHPLCの移動相は和
光純薬社製のHPLC用をそれぞれ用いた．その他の試薬
はすべて和光純薬社製特級を用いた。
　OTAは10μg/mLになるようにメタノールに溶解し，吸
光度を測定し，333 nmのモル吸光係数6,400（14）から正確
な濃度を算出した．また，OTBも同様にエタノールに溶
解し，吸光度を測定し，318 nmのモル吸光係数6,900（14）

から正確な濃度を算出した．OTAとOTB溶液を希釈混
合し，それぞれが１μgになるように小試験管に分注し，
溶媒を完全に留去し，－20℃で保存した．必要に応じ
て，メタノールまたはアセトニトリル：水（40＋60）に
１μg/mLになるように溶解し，－20℃で保存（１ヶ月以
内）した．使用直前にこの溶液を希釈して実験に用い
た．

機　　　器
　粉砕器はABS-W（大阪ケミカル）を振盪機はAS-1（ア
ズワン）をそれぞれ用いた．遠心濃縮装置は，いずれも
東京理化学器械社製のCYE-3100遠心エバポレーター，
UT-1000冷却トラップ，TC-21ダイアフラムポンプを用
いた．HPLCはいずれも島津製作所製でLC-10ADvpポン
プ，SIL-10ADvpオートインジェクター，CTO-10ADvp
カラムオーブン，RF-10ADXL蛍光検出器を使用した．

抽出とクリーンアップ
　Akiyamaらの方法（13）に準じ，一部改変して，抽出と
クリーンアップを行った．すなわち，粉砕試料５gを
100 mLのガラス製サンプル瓶に秤り取り，抽出溶媒を
50 mL加え，15分間，約200回/分の速度で振盪した．抽
出液をろ紙（ADVANTEC 5C, 125 mm）で濾過した．ろ
液5 ｍＬをあらかじめ蒸留水，メタノール，抽出溶媒の

Table 1.  Recovery of Ochratoxin A from the Spiked Extract 
with Acetonitrile：1% Phosphoric Acid （99＋1） 
from Roasted and Green Coffee and Cereals

The extract from
Recovery （%）

Means±SD （n＝3）
Roasted coffee 92.4±0.7
Green coffee 95.6±2.1
Browm rice 96.6±3.6
Wheat 94.6±0.8
Corn 98.3±3.8

Table 2. Recovery of Ochratoxin A and B from the Spiked 
Roasted and Greeen Coffee and Cereals Extracted 
with Acetonitrile：1% Phosphoric Acid （99＋1）

Samples
Recovery （%, Means±SD, n＝3）

Ochratoxin A Ochratoxin B

Roasted coffee 42.2±5.6 52.6±3.5
Green coffee 10.7±1.9  9.5±1.0
Brown rice 64.6±2.9 60.7±9.2
Wheat 27.9±9.9 16.4±1.6
Corn 62.8±8.0 52.9±5.8
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クリーンアップを行った結果，いずれの試料抽出液で回
収率は90％以上で良好であった（Table 1）．しかし，各
粉砕試料に５ng/g汚染相当のOTAとOTBを添加し，回収
実験を行った．その結果（Table 2），焙煎コーヒー豆で
はOTAとOTBの平均回収率は，それぞれ42.2％と52.6％
で，生コーヒー豆では10.7％と9.5％，玄米では64.6％と
60.7％，小麦で27.9％と16.4％，トウモロコシで62.8％と
52.9％といずれの試料においても低値であった．アセト
ニトリル：１％リン酸（99＋1）では，蛋白質変性作用
が強く，炭水化物や糖類をほとんど溶解しないアセトニ
トリルがほとんどであり，粉砕試料内部まで充分抽出溶
媒が浸潤しないのではと考えられた．抽出溶媒に問題
がある可能性が示唆された。なお，Akiyamaらの報告（13）

には，明確に粉砕試料へのOTAの添加方法は記載され
ていなかった．

抽出溶媒の含水率の違いによる回収率の比較
　そこで，最も回収率が低かった生コーヒー豆で抽出溶
媒の含水率を変え添加回収実験を行った．抽出溶媒の含
水率を上げた場合，抽出される夾雑物の量も増え，特
に5.5分付近のOTBのピークと夾雑物のピークの重なり
が大きかった（Fig. 2（A））．そこで，HPLCのカラムを
カプセルパックC8 UG120内径4.6 mm×150 mmから，カ
プセルパックC18 MG内径4.6 mm×250 mmに変更した．
その結果（Fig. 2（B）），OTBとOTAのピークはそれぞれ
13分付近と25分付近に移行し，10分以前の大きな夾雑
物のピークと分離することができた．以下の実験では，
カプセルパックC18 MG内径4.6 mm×250 mmを用いて，
HPLCを行った．抽出溶媒の含水率を変え添加回収実験
の結果（Table 3），含水率が 1～10％までは，含水率が
上昇するに従って，回収率は上昇し，アセトニトリル：

順番でそれぞれ10 mL流しコンデショニングを行ったＤ
ＥＡ固相抽出カラムに負荷した．次にアセトニトリル：
アセトン（1＋1），80％メタノール：酢酸（99＋1）各10 
mLで洗浄後，10 mLの80％アセトニトリル：TFA（99＋1）
で溶出した．流速は，ろ液負荷時と溶出時は1.5 mL/分
でコンデショニングと洗浄時は３mL/分で行った．溶出
液は，遠心濃縮装置を用い40℃で減圧乾固した．残渣
をアセトニトリル：水（4＋6，0.5 mL）に溶解し，20 
μLをHPLCで分析した．

OTAおよびOTBの試料への添加
　抽出ろ液への添加は，各試料からの抽出ろ液５mLに
250ng/mLのOTAメタノール溶液を100μL（５ng/g汚染に
相当）ずつ添加した．各粉砕試料への添加は，各粉砕試
料5 gを110 mL容のガラス製スクリュー管瓶（アズワン）
に秤取り，これにOTAとBの濃度がそれぞれ50，100，
250，500ng/mLになるように調整したメタノール溶液を
各100μL（それぞれ1，2，5，10ng/g汚染に相当）を添
加した．添加後，口をキムワイプで覆い，遮光してドラ
フト内で一晩（12～16時間）静置し，メタノールを蒸発
させた後，抽出を行った．

抽出溶媒の比較
　抽出溶媒はAkiyamaら（13）と同じアセトニトリル：１％
リン酸（99＋1）と１％リン酸の比率を変えず，含水量
を変化させたアセトニトリル：水：１％リン酸（94＋4
＋1），同（90＋9＋1），同（85＋14＋1），同（80＋19＋1）
について比較した。

HPLCの条件
　Akiyamaら（13）のとほぼ同様に行った．すなわち，移動
相はアセトニトリル：水：酢酸（40＋58＋2）を用い，
カラムオーブン40℃，流速１mL/分，蛍光検出は励起波
長335nm，蛍光波長465nmで行った．カラムはカプセル
パックC8 UG120内径4.6mm×150mm（資生堂）を用いた．
また，抽出溶媒の含水率が増えると抽出される夾雑物の
量も増え特に5.5分付近のOTBのピークの検出が困難と
なったので，抽出溶媒を変更した後の実験では，カプセ
ルパックC18 MG内径 4.6mm×250mm（資生堂）を使用
した．なお，ガードカラムは使用しなかった．

結果及び考察

抽出溶媒アセトニトリル：１％リン酸（99＋1）での回
収率
　各試料からの抽出ろ液にOTAを５ng/g相当量添加し，

Fig.2. The HPLC chromatograms of the extract from green 
coffee spiked ochratoxin A and B （5 ng/g） with aceto-
nitrile : water: 1% phosphoric acid （90＋9＋1） using 
the different columns

 （A） Capcell pack C8 UG120 （4.6 x 150 mm）, （B） 
Capcell pack C18 MG （4.6 x 250 mm）
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水：1％リン酸（90＋9＋1）では，OTAとOTBの平均回
収率はそれぞれ96.8％と92.4％と高かった．しかし，含
水率が15％と20％では，回収率は低下した．含水率が
15％と20％の溶媒にOTAを溶解しDEA固相抽出を行っ
た結果，DEAカラムへのOTAの結合率が低下すること
を確認できたので，これが回収率の低下の原因であると
考えられた．アセトニトリル：水：1％リン酸（90＋9＋1）
で抽出を行えば，高回収率でOTAとOTBの測定が可能で
あることが示された．

モデル汚染生コーヒー豆での測定値の比較
　添加回収実験の結果，抽出溶媒としてアセトニトリ
ル：水：1％リン酸（90＋9＋1）を用いると高回収率で
OTAとOTBの測定が可能であったが，このことを確認す
るために，カビ培養生コーヒー豆を非汚染生コーヒー豆
と混同し調整した人工染生コーヒー豆で，抽出溶媒ア
セトニトリル：水：1％リン酸（99＋0＋1）と同（90＋
9＋1）での測定値を比較した．その結果（Table 4），ア
セトニトリル：水：1％リン酸（99＋0＋1）を用いた場
合，低濃度試料では，OTAとOTB はいずれも検出され
ず，高濃度試料で平均0.25 ng/gのOTAのみが検出され
た．一方，アセトニトリル：水：１％リン酸（90＋9＋1）
を用いた場合，低濃度試料では，OTAとOTBはそれぞれ
平均1.34と0.34ng/g検出された．また，高濃度試料では，
OTAとOTBはそれぞれ平均4.91と1.94ng/gが検出された．
高濃度試料でのOTAの測定値を比較するとアセトニトリ

ル：水：１％リン酸（90＋9＋1）を用いた場合，約20倍
程度高い測定値であり，生コーヒー豆でのアセトニトリ
ル：水：１％リン酸（99＋0＋1）の回収率が約10％程度
であったことと，おおむね一致していた．以上の結果か
ら，アセトニトリル：水：１％リン酸（90＋9＋1）を抽
出溶媒として用いれば，高い回収率でOTAとOTBの測
定が可能であることが示された．

生コーヒー豆，焙煎コーヒー豆及び穀物での回収率
　そこで，EUでの穀物およびその加工品の規制値がそ
れぞれ５ng/gと３ng/gである（15）ことを考慮して，玄米，
小麦，トウモロコシ，生および焙煎コーヒー豆のそれぞ
れ1，2と５ng/g（焙煎コーヒー豆では1，2，5と10ng/g）
のOTAとOTBの添加回収実験を行った．その結果（Table 
5），OTAとOTBの添加回収は，それぞれ，玄米では89.1
～98.3と85.0～91.8％，小麦で89.5～91.1と87.0～93.8％，
トウモロコシでは101.7～88.1と86.2～108.7％，生コー
ヒー豆では96.3～104.6と85.7～92.4％であり，バラツキ
も１ppb添加群で若干高めであるがほぼ満足のいく値で
あった．また，穀物及び生コーヒー豆での測定感度は
0.2 ppbであった．一方，焙煎コーヒーでは，本法での
クリーンアップは十分に行えず，１～10 ppb添加におい
ていずれにおいてもOTBのピークは確認できなかった．
OTAに関しても，1 ppb添加では回収率は50％以下であ
り，バラツキも大きかったが，２～10ppb添加でのOTA
の回収率は83.2～95.6％であり，本方法で２ppb以上の

Table 4. Determination of Ochratoxin A and B from the Artificial Contaminated Green Coffee Samples 
Extracted with Acetonitrile:Water:1% Phosphoric Acid （99＋0＋1） or （90＋9＋1）

The extracte solvent
acetonitrile:water:1% phosphoric acid Samples*

ng/g  （Means±SD, n=3）
Ochratoxin A Ochratoxin B

99＋0＋1 low level ND ND
high level 0.25±0.03 ND

90＋9＋1 low level 1.34±0.14 0.34±0.09
high level 4.91±0.32 1.09±0.14

*The artificial contaminated green coffee samples were prepared that the ground green coffee inoculated with ochra-
toxin-producing fungus was diluted with non-contaminated ground green coffee. Low level and high level were diluted  
50,000 and 10,000 times, respectively. 

ND; not detected

Table 3. Recovery of Ochratoxin A and B from  Green Coffee, spiked of 5ng/g, Extracted with Various 
Solvent.

The extracte solvent
acetonitrile:water:1% phosphoric acid 

Recovery （%, Means±SD, n＝3）
Ochratoxin A Ochratoxin B

99＋0＋1 10.7±1.9   9.5±1.0
95＋4＋1 66.9±0.6 65.7±3.5
90＋9＋1 96.8±3.2 92.4±4.1
85＋14＋1 64.0±2.8 41.1±1.9
80＋19＋1 33.1±4.4 43.3±1.3
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Fig. 4. The typical HPLC chromatogram of the extract from roasted coffee spiked 
ochratoxin A and B （5 ng/g） 

Table 5. Recovery of Ochratoxin A and B from the Spiked Cereals, Green and Roasted Coffee

Samples Added （ng/g） Recovery （%, Means±SD, n=3）
Ochratoxin A Ochratoxin B

Braown  rice 1 89.1 ±4.9 91.8 ±6.4
2 98.4 ±2.8 85.0 ±3.6
5 98.3 ±3.2 88.2 ±4.1

Average 95.3 88.3

Wheat 1 91.1 ±4.9 93.8 ±2.8
2 90.9 ±1.3 87.0 ±1.7
5 89.5 ±1.0 90.2 ±2.9

Average 90.5 90.3

Corn 1 100.4 ±7.4 108.7 ±0.8
2 101.7 ±2.1 108.6 ±2.1
5 88.1 ±5.4 86.2 ±2.6

Average 96.7 101.2

Green coffee 1 104.6 ±5.7 88.7 ±6.4
2 100.1 ±0.6 85.7 ±2.8
5 96.8 ±3.2 92.4 ±4.1

Average 100.5 88.9

Average 95.8 92.2

Roasted coffee 1 48.2 ±15.3 ND
2 83.2 ±5.3 ND
5 85.6 ±3.9 ND
10 95.5 ±3.1 ND

ND; not detected

Fig. 3. The typical HPLC chromatograms of the extract from wheat （A）, brown rice 
（B） and corn （C） spiked ochratoxin A and B （5 ng/g） 
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OTAの検出は可能であった．以上のことから，本法は玄
米，小麦，トウモロコシなどの穀物や生コーヒー豆の汚
染調査に充分活用しうる方法だと言える．
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要 約

　本改良DEA固相抽出法は，Akiyamaらの方法（13）から
抽出溶媒をアセトニトリル：水：１％リン酸（90＋9＋1）
に，HPLCカラムをカプセルパックC18 MG内径4.6mm×
250mm変更した方法であるが，玄米，小麦，トウモロ
コシ，生コーヒー豆中の0.2ng/gまでのOTAおよびOTB
の検出が可能であった．ただし，焙煎コーヒー豆の場
合は，2 ng/gまでのOTAのみの検出が可能であり，IAC
を用いた場合より劣っていた．また，本法はクロロホル
ムなどの毒性の強い有機溶媒を使用せず，コスト面でも
IACや多機能カラムより有利であった．操作性の面では
IACより若干劣るが，本法で，一人で１日20検体以上の
抽出，クリーンアップ操作が充分可能であった．以上の
ことから．本法は玄米，小麦，ウモロコシなどの穀物や
生コーヒー豆の汚染調査に充分活用しうる方法だと言え
る．
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