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イムノクロマトキットを利用した作物の Cd 濃度簡易測定手順書 
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１ はじめに 

現状のカドミウム(Cd)分析法は、酸分解・有機溶媒抽出等煩雑な操作、ICP発光や原子吸

光などの高額な精密分析機械、分析法に精通した人材等を必要とし、多くの時間と費用を

要する。このため、実際の生産・流通現場において、多大な負担なく必要な検査体制を整

備する上で、操作に熟練を要さず、かつ迅速に検査結果が得られる分析法の開発は重要で

ある。 

近年、免疫測定法の一つであるイムノクロマトグラフィーによるカドミウム測定キット

が関西電力、電力中央研究所および住化分析センターにより開発され、市販されている。

このキットは、試験紙タイプで、Cd-EDTA錯体とこれに特異的に反応する抗Cd-EDTA抗体

による抗原抗体反応を利用し、発色値を専用の安価な機器で読みとり、カドミウム濃度を

測定するもので、測定精度は機器分析に劣るが、簡易・迅速な測定が可能である。キット

の取り扱いにそれほどの熟練は必要としないため、農業指導機関や農業者団体などが、現

地近傍で出荷物のCd濃度を簡易判定するのに適していると考えられる。 

農業環境技術研究所では、本キットを利用し、様々な作物について、国際基準付近の濃

度帯に対応したCd濃度測定手法の開発および評価を行ってきた。本手順書では、その成果

に基づき、イムノクロマトキットを用いた、コメ、コムギ、ダイズ、ホウレンソウ、サト

イモおよび、ナスの可食部のCd濃度測定手順について説明する。 

 

２ イムノクロマトによる Cd 検出の原理の概要 

イムノクロマトによる Cd 検出の原理を図１に示した。Cd- EDTA をマウスに接種して作成
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した抗 Cd- EDTA モノクローナル抗体が金コロイドで標識され、肉眼で観察できるようにな

っている。Cd を含む試料に EDTA と抗 Cd-EDTA 抗体を加えると、Cd-EDTA が抗 Cd-EDTA 抗体

と結合した抗原-抗体複合体を生成する。試料中の Cd 量が多いと抗原-抗体複合体の量は多

くなり、少ないと複合体の量は少なくなる。 

イムノクロマトキットはニトロセルロース製のろ紙をプラスチックの枠で固定したもの

で、ろ紙上の測定ラインには抗原である Cd-EDTA が細い線状に固定してある。反応液をろ

紙の一端に滴下すると、溶液はしみこんで毛管現象によって測定ライン方向に浸透してい

く。測定ラインに達すると抗原と結合していない抗体はライン上に固定された抗原と結合

してライン上に捕捉されるが、すでに抗原-抗体複合体になっているものは測定ラインに捕

捉されず素通りする。したがって、測定試料中に Cd が多いとすでに多くの抗体が抗原と結

合し抗原-抗体複合体となっているので、測定ラインで捕捉される未反応の抗体量が少なく

色が薄くなる。逆に試料中に Cd が少ないと補足される抗体の量が多く色（赤色）が濃くな

る。その発色の濃淡を比色定量することでカドミウム濃度が測定できる。 

 

３ イムノクロマトキットによる測定手順 

作物体中の Cd は 0.1 mol L-1塩酸溶液でほぼ抽出できる。抽出液中には Cd 以外にイムノ

クロマト反応に影響をおよぼす程度の大量の重金属が含まれる可能性があるため、Cd 分離

カラムにより Cd を選択的に捕捉し、これをカラムから溶出した精製液に対しイムノクロマ

トを実施して Cd 濃度を測定する。Cd 分離カラムによる共存重金属の除去とイムノクロマ

トにおける各重金属の反応性を図 2 に示す。抗 Cd 抗体に対し交差反応性を示す Cu、Mn、

Zn などの重金属は、コムギやナスや抽出液中には Cd の 100-1000 倍濃度で存在する。抽出

液を Cd 分離カラムにより精製することで、イムノクロマトに影響しないレベルまで除去す

ることができる。 

測定の基本フローは以下のとおりである（図 1、3 参照）。 

１． 作物体を粉砕（コメ、コムギ、ダイズ）または磨さい（ホウレンソウ、サトイモ、

ナス）する。 

２． 0.1 mol L-1塩酸溶液により作物体中の Cd を抽出（抽出率 A 倍）して静置する。 

３． 上澄み液をろ過する。 

４． ろ液を、Cd 分離カラム（キットに付属）で精製する。 

５． 精製液を、展開液（キットに付属）で希釈する（希釈率 B 倍）。標準液も同様に展

開液で希釈する。 

６． キットの説明書に従い、イムノクロマトを実施。 

７． クロマトリーダーで発色値を読む。 

 

各作物の Cd の国際基準値に応じ、適切な抽出倍率（A）と希釈倍率（B）を選ぶ（図 2 下

表参照）。 
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図 1 イムノクロマトによる Cd 測定手順と測定原理 

 

 

 
図 2 Cd 分離カラムによる共存重金属の除去とイムノクロマトにおける各重金属の反応性 
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図 3 イムノクロマトにおける各作物の前処理（抽出・精製など） 

(ダイズ子実の国際基準値はないが、0.5 mg kg-1の場合の数値) 

 

 

４ イムノクロマト発色読み取り値から Cd 濃度の算出 

作物体からの抽出・精製液および Cd 標準液の Cd 濃度とクロマトリーダー読みとり値の

関係を図 4 に示す。Cd 濃度に対する発色の読み取り値は抗原抗体反応に一般的であるシグ

モイド曲線となるが、中央部分は Cd 濃度の対数値と読みとり値間に良好な直線関係が認め

られる（コメ：0.01～0.06 mg L-1、コムギ：0.005～0.03 mg L-1、ナス：0.0025～0.015 mg 

L-1）。 

そこで、一般的な表計算ソフトで計算できる指数式検量線を用い、発色読み取り値から、

抽出・精製液の Cd 濃度を算出し、作物体あたりの濃度に換算する。 

検量線式： C = b･ea・I   C：抽出・精製液中の Cd 濃度、 I：発色読み取り値 

標準液 3 濃度につきイムノクロマトを 2 連で行い、係数 a、b を求める。 

展開液で希釈した液に対する検出キットの Cd 定量範囲は、0.0005～0.003 mg L-1（0.5

～3 μg L-1）である。国際基準値相当の Cd を含む作物から抽出精製し、展開液で希釈した

後の液の Cd 濃度が、上記範囲に入るよう、適切な抽出倍率と希釈倍率を選ぶ必要がある。

図 3 下表の「抽出倍率 A」と「希釈倍率 B」にはその推奨値を示してある。 

0.1 mol L-1塩酸A倍抽出→濾過→Cd分離カラム処理→緩衝液B倍希釈
→イムノクロマト

ダイズ：焼成135 ℃3時間後抽出
または抽出後濾過促進剤添加濾過

サトイモ：抽出液を90 ℃で湯煎約30分
または抽出液をメンブレンフィルター処理など

抽出倍率A 希釈倍率B A×B 時間

コメ １０ ２０ ２００ 2-3

コムギ １０ １０ １００ 2-3

ダイズ １０ ２０ ２００ 2-5

ホウレンソウ ５ ２０ １００ 2

サトイモ ５ １０ ５０ 2-2.5

ナス・ネギ ５ ５ ２５ 2

追加的前処理

コメ、コムギ、ホウレンソウ、ナスなど

抽出希釈倍率の設定
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図 4 イムノクロマト発色読み取り値と作物抽出・精製液の ICP 発光測定による Cd 濃度の

関係 

 

５ イムノクロマト法の精度 

13 機関・研究室の参加により、国際的なガイドライン（AOAC）に従い、コメ、コムギ、

ダイズ試料について、イムノクロマトによる Cd 測定の妥当性に関する室間共同試験を実施

した。その結果、室間再現相対標準偏差の平均は 20.8 ％ (16.7～27.6 ％)、併行（繰り返

し）相対標準偏差の平均は 11.9 ％（9.6～14.2 %）、付与値（ICP-MS 分析値）に対する回

収率の平均は 102.6 ％ (87.7～125.1 ％)であった。（室間共同試験のガイドラインなどに

ついては、文献 11）食糧その科学と技術 を参照。） 

イムノクロマトは、農協、普及所などで、Cd 濃度のレベルを素早く手軽に知るための利

用のほか、基準値を超える疑いが高く精密分析に回すべきサンプルとそうでないサンプル

を選別する初期スクリーニングへの利用が想定される。室間再現相対標準偏差が約 20 %で

あることから、1試料に付き1回測定する場合は、イムノクロマト測定値が正規分布に従い、

回収率が 100 %の場合には、自主管理基準値を基準値の 75 %とすれば片側 5%の危険率で、

72 %とすれば片側 2.5 %の危険率で、基準値を超える試料の判別が可能と考えられる。 

自主管理基準値を高めに設定すると、基準値を超えた試料を見逃す確率が高まる。逆に、

自主管理基準値を低めに設定すると、基準値を超えた試料を見逃す確率は減るが、実際は
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基準値より低いのに基準値以上と判定されてしまう確率が高まる。また、基準値付近の濃

度の試料がほとんどであるような母集団の場合は、実際は基準値以下でも基準値以上と判

定されてしまう可能性が高くなる。そこで、スクリーニングへの利用に当たっては、目的

や母集団の構成などを勘案して、自主管理基準値を妥当に設定する必要がある。 

 
図 5 イムノクロマト測定値と基準値の関係（基準値を 0.2 mg kg-1と仮定した場合） 

室間再現標準偏差 20 %のとき、イムノクロマト測定値が 0.15 mg kg-1以下なら
片側危険率 5 %で規制値以下と考えられる。 

 

６ 具体的な測定手順例及び留意点 

作物別の具体的な測定手順例及び留意点についてそれぞれ以下に示す。 

６－１  コメ、コムギ、ダイズ 

(1) 作物体の粉砕 

○コメ、コムギ、ダイズは卓上ミルなどで粉砕する。 

コムギの玄麦は外皮の Cd 濃度が高いため、篩別式の粉砕器では篩を通らない部分（篩の

上に残った試料）も全て粉砕・回収する必要がある。 

(2) 作物からの Cd 抽出 

○粉砕試料を 2 ｇ秤量する。 

ダイズは、アルミカップなどに秤量し、135-150 ℃で 2-3 時間きつね色になるまで焼成す

ると以後のろ過やカラム処理がうまくいく。（また、豆の状態で焼成や電子レンジ処理をし

てから粉砕・秤量以降の操作をする方法も有効である。詳しくは、文献 12）東北農業研究

成果情報参照。） 

○容器に粉砕試料を入れ 0.1 mol L-1塩酸溶液 20 mL を加え、振とうする。 

コメ： １分（手振とう可）。コムギ・ダイズ： 30 分。 

(3) ろ過 

○10-20 分静置後、上澄み液を 10 mL 程度、No.2 のろ紙でろ過する。 

ダイズは、焼成しないでろ過促進剤（住化分析センター）を利用してろ過することもで

きる。 

不確かさ

イムノクロマト測定値

0.2 mgkg-1
0.15

コムギの場合
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(4) Cd 分離カラムによる精製 

○キットに付属の Cd 分離カラムで Cd を選択的に分離する。 

詳しくはキットの説明書を参照のこと。 

(操作：参考) 

・ろ液 1mL を Cd 分離カラムに流入させ自然流下。（試料ろ液ごとにピペットチップは取り替える。）自然

落下し終わったら、付属の押し出し器で軽くカラム樹脂内の液を押し出す。流出液は捨てる 

・洗浄液 2mL をカラムに流入 

自然落下し終わったら、付属の押し出し器で軽くカラム樹脂内の液を押し出す。流出液は捨てる。 

・溶出液（蒸留水）1 mL をカラムに流入 

自然落下し終わったら、ピストンでカラム樹脂内の液を押し出し、回収容器で 1 mL になるよう測りな

がら回収する。（1 mL に満たない場合、蒸留水定容する。回収後十分撹拌する。） 

 

(5) 展開液で希釈 

○カラム精製液をキット付属の展開液（EDTＡを含む緩衝液）で希釈し、よく混合する。

検量線作成用 Cd の標準液も同様に処理する。 

検液ごとにピペットチップは取り替える。 

希釈倍率は、図 3 の表を参照する。たとえば 20 倍希釈の場合、20 μL の精製液に 380 μL

の展開液を加える。 

○Cd 標準液の濃度は作物により適切な濃度を用いる。 

表１ コメなどに用いる標準液 Cd 濃度 

作物 標準液 Cd 濃度 (μg L-1) 

コメ 10、30、60 

コムギ 5、15、30 

（ダイズ） （10、30、60） 

 (ダイズ子実の国際基準値は無いが、0.5 mg kg-1の場合の数値) 

(6) イムノクロマト 

キットの説明書に従いイムノクロマトを行う。イムノクロマトによる発色は、10 ℃以下

の低温や 30 ℃以上の高温条件下では発色に影響が現れるため、検出操作は通常の空調設備

のある室内で行う。また、ロットにより発色が微妙に異なるため、一連の測定は同一ロッ

トのキットを用いて行う。 

(操作：参考) 

・(5)の混合液から 100 μL を採取し、金コロイド標識抗体入りビン（キットに付属）に入れ、良く混合す

る。検液ごとにピペットチップは取り替える。注）金コロイド標識抗体がはがれてビンのふたに付着し

ていることがあるので、注意。検液を入れる前にビンの底で机を軽くたたくようにするとよい。 

・このうち 75 μL をイムノクロマト検出デバイスに滴下する。検液ごとにピペットチップは取り替える 

(7) 発色の測定 

発色が安定したら（30 分後：キットの取説参照）に測定ラインの発色強度をクロマトリ

ーダーで測定する。 
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(8) Cd 濃度の算出 

４に示したように、Cd 標準液の発色読みとり値から検量線(指数式)を作成し、試料液（抽

出・精製液）の Cd 濃度を算出し、作物体当たりの濃度に換算する。 

 

６－２ 野菜（ホウレンソウ、サトイモ、ネギ、ナス） 

(1) 作物体の磨さい 

●生の野菜を家庭用のミキサーなどで磨さいし、ジュース状にする。試料のみでは磨さい

しづらい場合は、試料と同じ重量の水を加え、磨さいする。 

(2) 野菜からの Cd 抽出 

●磨さい物に、溶液中の塩酸濃度が 0.1 mol L-1となるように塩酸溶液と蒸留水を加え、

最終的に試料の 5 倍量となるように良く混和する。表 2 参照。 

●野菜は 90 %以上水分のため、水分を考慮して、全量が試料（磨さい時に加えた水を差

し引いた量）の 5 倍(w/v)となるように加える。（試料：塩酸溶液＝1：4、試料に同量の

水を加えて磨さいした場合（試料+水）：塩酸溶液＝1：2） 

表２ 野菜類の抽出操作の例 

 磨さい試料の秤量(g) 塩酸溶液等の添加量 

そのまま試料を磨さいした場合 10 40mL（0.5 molL-1HCl 10 mL+蒸留水 30 mL）

同量の水を加えて磨さいした場合 20 30mL（0.5 molL-1HCl 10 mL+蒸留水 20 mL）

(3) ろ過 
●10-20 分静置後、上澄み液を 10 mL 程度、No2 のろ紙でろ過する。 

サトイモは微粒子がろ紙を通過してしまうので、以後のカラム処理を良好に行うために

微粒子を除くための処理が必要である。上澄みを採り 90℃で約 30 分（液が透明に近くなる

まで）湯煎した後、ろ過する、または遠心分離後ディスクフィルター（0.2～0.45 μm）で

ろ過するなどが有効である。 

(4) カラムによる精製 

キットに付属のカラムで Cd を選択的に分離する。 

(5) 展開液で希釈 

●カラム精製液をキット付属の展開液（EDTA を含む緩衝液）で希釈する。検量線作成用

Cd の標準液も同様に処理する。 
希釈倍率は、図 2 の表を参照する。たとえば 5 倍希釈の場合、80 μL の精製液に 320 μL

の展開液を加える。 

●Cd 標準液は作物により適切な濃度を用いる。 

表３ 野菜に用いる標準液 Cd 濃度 

作物 標準液 Cd 濃度(μg L-1) 

ホウレンソウ 10、30、60 

サトイモ 5、15、30 

ナス、ネギ 2.5、7.5、15 
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(6) イムノクロマト 

キットの説明書に従いイムノクロマトを行う。６－１(6) 参照。 

(7) 発色の測定 

６－１(7) 参照。 

(8) Cd 濃度の算出 

６－１(8) 参照。 
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