
緒 言

近年, 短時間で多点数分析可能なELISA (酵素免疫法)

を利用した分析キットが順次開発されている｡ ELISA

法は抗原抗体反応を利用して定量的に分析する方法であ

り, 基本的に１キットで１成分しか分析できない｡ しか

し通常のガスクロマトグラフなどの機器分析より前処理

(精製操作) が簡略化できることから２～３時間で測定

結果が得られるとともに, １日に数100点レベルの分析

も可能であることが優点として挙げられる｡ また, ガス

クロマトグラフ等と比較して分析機器への初期投資が圧

倒的に低いことも利点である｡

現在のところELISAキットによる測定可能な農薬は

国内メーカー品では十数種類程度と少ないが, その種類

は順次増加している｡ 前処理が簡略化できる分, ELIS

Aキットの測定精度には農産物中の多様な成分が影響す

ると考えられるが, 農産物は品目数が多く, ELISAキッ

トへの適用性に関する情報は十分とはいえない｡

先行する研究事例として, 高度化事業 ｢残留農薬評価

のための地域特産作物の分類法及び迅速検出法の開発｣１)２)

などが存在する｡ 同事業では農業環境技術研究所や他県

の農業試験場においてもELISAキットと農産物の組み

合わせで適用性等が検討された｡ 農業環境技術研究所で

はイミダクロプリド測定キットとリンゴ, キュウリ, な

す, レタス, ピーマンの組み合わせで検討し, 簡易迅速

にほぼ定量的に分析できることを示している３)４)５)｡ 埼

玉県農試ではネギ, ホウレンソウを中心に数種のELISA

キットに分析精度や抽出溶媒を検討し, ネギにおいて分

析精度がやや低いことを認め, 硫化ジアリルが要因と考

えられること, メタノール抽出が一般的であることなど

を示している６)｡

このように先行する研究事例はいくつか存在するが,

県農試での研究事例はいずれもそれぞれの特産農産物を

対象とした試験が多く, ダイコン, アスパラガス, ブロッ

コリー, カボチャなどのような道内における生産量の多

い農産物や特産物の検討例は少ない｡

本報告では, 農産物の残留農薬の出荷前検査への活用

を目的に, ８種の市販ELISAキットについて, 道内で

生産量の多い各種農産物への適用性を添加回収試験によ

り検討した｡

方 法

１. 適用性の検討方法について

本試験では, 測定対象農薬が不検出の農産物磨砕物を

供試し, 農薬標準品を添加した後, ELISAキットの標

準的な分析手順に沿って分析した (図１)｡ 添加量から

算出される理論値とELISAキットによる測定値の割合

である回収率を算出し, ELISAキットの適用性の指標

とした (添加回収試験)｡ 同時に, 農薬標準品を添加し

ていない試料 (ブランク) についても測定を行った｡
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ELISA (酵素免疫法) を利用した８種の農薬分析キットについて, 各種農産物の残留農薬検査への適用性

を検討した｡ 残留農薬基準値 (以下, ｢基準値｣ と略記) 内の濃度水準における添加回収試験を行った結果,

ELISAキット分析による回収率は農薬成分と農産物の組み合わせによって異なった｡ 全体的には回収率が

100％より高めとなる事例が多く認められたが, 70％を下回る事例も小数認められた｡ またELISAキットの

測定範囲より農産物の基準値が高い場合にはネギとタマネギの事例を除いては回収率は100％に近く, 良好

な結果が得られた｡ これはキットの測定範囲まで抽出液を希釈したことにより, 農産物に含まれる妨害成分

も同時に希釈されたためと考えられた｡ ELISAキットのこのような特性を認識するとともに, 基準値より

十分低い自主規制値を設定すれば, ELISAキットによる残留農薬分析は安全性を確認するためのスクリー

ニング検査に有効と考えられる｡
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２. 供試ELISAキット

国内で市販されている農薬分析用のELISAキットは

EnviroGard残留農薬キット (SDI社, 米国), RaPIDA

ssay残留農薬キット (SDI社, 米国), Tube Kit残留農

薬キット (Beacon社, 米国) などである｡ しかしこれ

らは製造工程の関係から, まとまった数の発注を経なけ

れば製造されない (例えばEnviroGardは全世界から10

セット以上の発注で製造を開始する)｡ そのため本報告

においては１セットから購入可能なELISAキット, 具

体的にはHORIBA SmartAssay (堀場製作所) シリー

ズを供試した｡ すなわち同シリーズの内から, アセタミ

プリド測定キット, マラチオン測定キット, イソキサチ

オン測定キット, TPN (クロロタロニル) 測定キット,

高感度フェニトロチオン測定キット, イミダクロプリド

測定キット, チアメトキサム測定キット, クロチアニジ

ン測定キットを使用した｡

３. 供試試薬

水は蒸留水をYamato Millipore WQ500 Auto Pure

で精製したものを使用した｡ メタノールは高速液体クロ

マトグラフ用 (和光純薬) を使用した｡ 農薬標準品はア

セタミプリド, マラチオン, イミダクロプリド, フェニ

トロチオンは純度98％, イソキサチオン, TPN, チア

メトキサム, クロチアニジンは純度99％の試薬 (いずれ

も和光純薬) を使用した｡

４. 分析対象農産物

道内において生産量が多く, かつ収穫から出荷までの

時間が短い野菜を中心として以下の作物で試験を行った｡

ダイコン (根部, 葉部), キャベツ, ハクサイ, コマツ

ナ, ブロッコリー, レタス, タマネギ, ネギ, アスパラ

ガス, セルリー, トマト, キュウリ, カボチャ, ホウレ

ンソウ, リンゴ, イチゴ, 玄米｡

試料は中央農試で採取したもの (ホウレンソウ, タマ

ネギ), 道内の農家圃場で採取したもの (玄米) および

市販品 (その他) を使用した｡ いずれの試料も－40℃で

保存し, 試験直前に解凍して使用した｡

５. 農薬標準品の添加濃度

磨砕した農産物試料に農薬標準品を添加するにあたっ

て, 添加濃度は原則として各農産物における各農薬の基

準値と同程度になるようにした｡ ただし, 一部の農薬で

はさらに低い濃度についても回収率を検討した｡ また,

農薬標準品を添加する時に用いるメタノール溶液の添加

量は0.25mLを超えない範囲とした｡

６. ELISAキットの分析方法

分析方法はELISAキット添付の説明書に記載された

方法で行った｡ 標準的な分析手順は図１のとおりである｡

この場合, 試料新鮮物に対する希釈率は51倍となる｡ 添

加回収試験時の農薬添加濃度によってはキットの測定範

囲を超える場合があるが, その際は抽出液希釈の段階で

キットの分析方法に従って測定範囲に入るように希釈操

作を行った｡ また, 抗原抗体反応を阻害させないため,

希釈液中のメタノール含有率は10％となるように調製し

た｡ 測定の反復数は２反復とし平均値を測定値とした｡

なお, 各ELISAキットにおける測定可能範囲であるキッ

トの検量線範囲およびこれを標準的な分析手順 (図１)

での希釈率で算出した農産物中の測定範囲を表１に示し

た｡
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図１ ELISAキットの標準的な分析手順
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７. 分析の実施例

以下にイソキサチオン測定キットを用いたハクサイの

添加回収試験の実施例を示す｡

磨砕均一化したハクサイ5.0gを50mLポリプロピレン

製ディスポーザブル遠沈管に秤取し, ２ppmのイソキ

サチオン メタノール溶液0.25mLを添加し0.1ppm (基

準値と同値) の試料を調製した｡ メタノール25mLを加

え密栓をして振とう機で30分間振とう抽出した｡ 遠沈管を

遠心分離 (3,000回転, 10分間) して固形物を沈下させた｡

抽出液１mLを試験管に取り水7.5mLを加え, ハクサイ

試料の51.4倍希釈液を調製した｡

ELISAキット内の酵素標識物は冷蔵庫から取り出した

直後に水６mLを加えて内容物を溶解させ室温で約１時間

放置した｡ ELISAキット内のその他の試薬は抗原抗体反

応の開始１時間前に冷蔵庫から取り出し室温に戻した｡

希釈液150μLを試験管に取り, 酵素標識物の水溶液1

50μLを加え混合液を調製した｡ 混合液から100μLを取

り抗体プレートのウェル (穴) に分注した｡ 室温で約１

時間放置し抗原抗体反応を進行させた｡

抗体プレートを逆さにして混合液を捨て, これをペー

パータオルの上に逆さに置き, ウェル内に残った混合液

をペーパータオルに吸収させた｡ さらに次の洗浄操作を

３回繰り返した｡ すなわち, キットに付属する洗浄液300

μLをウェルに分注し, プレートを逆さにして洗浄液を

捨てた後, プレートをペーパータオルの上に逆さに置き,

ウェル内に残った洗浄液をペーパータオルに吸収させた｡

洗浄後, 発色試薬100μLをウェル内に分注し, 正確に

10分後に反応停止薬100μLを加えた｡

検量線はイソキサチオン標準品をメタノールおよび水

で希釈調製した標準液で作成し, 試料と共にマイクロプ

レートリーダーを用い波長450nmで吸光度を測定した｡

添加回収試験試料の定量を行ったところ0.119ppmであっ

たため, 理論値0.1ppmから回収率は119％と算出された｡

結 果

１. 添加回収試験の結果

各キットにおける添加回収試験の結果を以下に述べる｡

なお, 農薬標準品を添加していない試料 (ブランク) 全

てにおいて, 測定結果は検出下限未満であった｡

� アセタミプリド測定キット

農産物中の測定範囲は0.015～0.2ppm (表１) であり,

キャベツ, イチゴの基準値はこれより高い５ppmであ

る｡ このため, 適宜希釈操作を行って分析した｡ 添加濃

度で0.05ppmまでの回収率は100％に近かった｡ 測定範

囲の下限の0.015ppmでは回収率は100％を下回る傾向で

あった (表２)｡

� イソキサチオン測定キット

供試農産物の基準値は, 測定範囲 (0.05～１ppm) 内

である｡ ハクサイ, イチゴにおける回収率は100％に近

かったが, キャベツ, レタス, ホウレンソウでは回収率

が160～179％と高い傾向であった (表３)｡
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� マラチオン測定キット

供試農産物の基準値は, 測定範囲 (0.75～12.5ppm)

内である｡ 各農産物の回収率は, カボチャ, アスパラガ

スでは131,135％と概ね良好であったが, キャベツやホ

ウレンソウなどでは200％を超え, 他の農産物も回収率

は高めになる傾向がみられた (表４)｡

� イミダクロプリド測定キット

供試農産物の基準値は, 測定範囲 (0.1～５ppm) 内

である｡ 各農産物における回収率はキャベツ, ハクサイ,

キュウリなどでは149～185％と高くなる傾向であったが,

レタス, ダイコン葉, ホウレンソウでは56～69％と低く

なった｡ なお, 玄米では359％とかなり高かった (表５)｡

� TPN測定キット

測定範囲 (0.0075～0.075ppm) は, 供試した農産物

すべての基準値を下回る｡ このため, 基準値と0.01ppm

の２水準の添加で検討した｡ 基準値では多くの農産物で

回収率が100％に概ね近かったが, これに比べて0.01pp

mでは高くなる傾向であった｡ なお, ネギでは基準値で

も回収率が54％と低かった (表６)｡

� 高感度フェニトロチオン測定キット

測定範囲 (0.0075～0.1ppm) は, 供試した農産物す

べての基準値を下回る｡ 各農産物の回収率は128～169％

であり, レタス以外では150％を下回った (表７)｡

� チアメトキサム測定キット

測定範囲 (0.015～0.15ppm) の下限は, 供試した農

産物すべての基準値を下回る｡ 各農産物の回収率は118

～130％のものが多かったが, タマネギでは174％と高かっ

た (表８)｡
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� クロチアニジン測定キット

測定範囲 (0.075～0.75ppm) の下限は, ホウレンソ

ウ以外の供試農産物の基準値を下回る｡ ホウレンソウで

は基準値が0.02ppmと測定範囲より低かったが, 他の農

産物と同様に基準値に合わせた添加で試験を行った｡ キャ

ベツやレタス, キュウリなどでは回収率が106～137％で

あったが, 測定範囲外のホウレンソウでは350％と極め

て高く, また, ネギも237％と高かった (表９)｡

２. 反復測定値のばらつき

分析反復間のばらつきは, おおむね実用上十分な程度

に小さかった｡ ただし一般的な機器分析と同様に, 測定

範囲の下限に近い農薬添加濃度の測定の際には, ばらつ

きが大きくなる傾向が見られた｡

このことについて, 横軸に農薬添加濃度／測定範囲の

下限値の比を, 縦軸に分析反復間の変動係数を取ったも

のを図２に示した｡

農薬添加濃度が測定範囲の下限値のごく近傍では分析

反復間の変動係数は大きいが, 下限値からおおむね３～

４倍程度から急激に変動係数は小さくなり, 下限値から

５倍の農薬添加濃度では, ほぼ全ての事例で変動係数は

10％未満となった｡

ただし例外的にネギでは測定範囲の下限値より十分大

きな農薬添加濃度でも変動係数が大きくなる場合があっ

た｡
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考 察

各ELISAキットの添加回収試験の結果を表10にまと

めた｡

試験を行ったELISAキットと農産物の組み合わせで

は, 回収率は100％を超えて農薬添加濃度より高い実測

値が得られる場合が多く, 本分析法の傾向を示すものと

考えられた｡ この傾向は既往の文献でも報告されており,

夾雑物の影響が示唆されている１)２)｡ 本報告においては

特にマラチオン測定キットは回収率が高くなる傾向が強

かった｡

アセタミプリド測定キットなどのように農産物中の基

準値が高く, 比較的高濃度域の試料では回収率が100％

に近い値になる場合が多かった｡ また, TPN測定キッ

トなどのように農産物中の基準値に比較してELISAキッ

トにおける農産物中の測定範囲が低い場合には希釈操作

の追加が必要であるが, 回収率は100％に近い値になる

傾向が認められた｡ これは希釈することによって農産物

由来の夾雑物の濃度が相対的に下がり, 分析への影響が

低下することによるものと考えられた｡

これらのことから, ELISAキットは検査対象農産物

の残留農薬が基準値より低いことをチェックするような

１次検査としての使用法に適用しやすいと考えられた｡

ただし, イミダクロプリド測定キットと一部農産物のよ

うに理論値より低い実測値が得られる農産物との組み合

わせもみられた｡ また, 農産物別にみると ネギ, タマ

ネギは回収率がやや不良となる傾向がみられたが, 他の

農産物においては一定の傾向は認められなかった｡

以上のように, ELISAキットは簡易迅速な分析法で

あり, 多くの農産物で定量あるいは半定量分析が可能と

いう長所を有する｡ したがって, 本試験で検討したよう

に, 信頼性の高い農産物とELISAキットの組み合わせ

を確認するとともに, 基準値より十分低い自主規制値を

設定した上でのスクリーニング検査に有効と考えられる｡
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邊栄喜主任研究員にはご助言およびELISAの分析指導

を頂いた｡ 元埼玉県農林総合研究センター茶業特産研究

所 中村幸二所長 (現 社団法人日本植物防疫協会 技
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術顧問), 岐阜県農業技術研究所 天野昭子専門研究員,

株式会社ホリバ・バイオテクノロジー (現 堀場製作所)

三宅司郎氏には貴重なご助言を頂いた｡ 併せて御礼申し

上げます｡
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Applicability of 8 Commercially Available ELISA Kits for
Analyzing Pesticide Residue in Agricultural Products.

Tohru UENO＊１ and Hiroshi NAKAMOTO＊２

Summary

The applicability of 8 commercially available ELISA kits was evaluated for analyzing pesticide residue in

agricultural products. The ELISA kits (�SmartAssay� series) for acetamiprid, isoxathion, malathion,

imidacloprid, TPN(chlorothalonil), fenitrothion, thiamethoxiam and clothianidin were provided by HORIBA,

Ltd. (Kyoto, Japan). The agricultural products for the evaluation were following; Japanese radish root and

its leaf, cabbage, napa cabbage, komatsuna(Japanese mustard spinach), broccoli, lettuce, onion, welsh onion,

asparagus, celery, tomato, cucumber, squash, spinach, apple, strawberry and brown rice. The accuracy of the

ELISA kits was investigated by performing recovery test. The recovery of the analytes depended on the com-

bination of ELISA kit and agricultural product. Approximately half of the case showed the recovery rate

higher than 130％, and only a few case showed the rate lower than 70％. In case of the measuring range of

the ELISA kit is sufficiently lower than the maximum residue limit of analyte in agricultural products, the

recovery rate were around 100％ except for onion and welsh onion. It was supposed to be caused by the de-

crease of matrix interference by sample dilution. The ELISA kits may be useful for an on-the-spot pesticide

residue screening on the condition that the tendency of the kits above are considered.
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