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デオキシニバレノール（Deoxynivalenol，DON）は
ムギ・トウモロコシ類などの禾穀類が一般的な土壌
感染性の菌である Fusariumに汚染された時に産生さ
れるカビ毒の 1種である1） 2）．DON の汚染は，穀類の
収量・品質低下を招くばかりでなく，汚染穀物を摂
取したヒトや動物に嘔吐，下痢，頭痛などの重大な有
害作用を示すため3） 4），世界中で重大な問題となって
いる5）～ 7）．わが国でも，近年になって倒伏したコメか

ら DON 汚染が報告されるなど，DON 汚染拡大が益々 

深刻さを増しており8），2002 年 5 月に厚生労働省は，
ムギ類を代表として DON に関しての暫定基準値を 

1.1ppm として定めた9）．
しかしながら，DON の検出に関する研究は少なく，
これまでの DON 検出には，複雑な前処理が必要な 

UV 検 出 器 付 き 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィー
（HPLC‒UV）や電子捕獲検出器付きガスクロマトグ 
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フィー（GC‒ECD）または酵素免疫測定吸着法（ELISA）
などが採用されており10）～12），測定結果を出すまでに
時間を要すること，高価な分析機材や試薬を必要とす
ることなどが問題となっている．
そこで本研究では，比較的操作性のよい蛍光分光光

度計13）に着目し，DON の励起蛍光マトリクス（Ex‒
citation‒Emission Matrix, EEM）の計測を行うこととし
た．EEM とは任意の励起波長ごとに計測された蛍光
スペクトルの変化を励起波長，蛍光波長，蛍光強度の 

3 つの直行軸からなる空間座標に示したものである
14）～17）．このとき蛍光強度の等しい点を結ぶことによ
り，空間座標に等高線が描かれる．この等高線は成分
固有の蛍光特性を特徴的なパターンとして示すため，
あらかじめ目標成分の EEM を計測することで物質の
同定が可能となる．このため様々な物質の混在系にお
ける特定物質の同定や食品中の異物の検出などに応用
されている 14） 15）．また，数百次元に及ぶ膨大な情報
をもつ EEM のデータ解析により，数波長のデータし
か得られない蛍光計測で見落とされる情報の収集も可
能となる 16） 17）．これらの知見から，EEM による識別は，
様々な物質が混在する穀粒や植物体でのカビ毒検出に
適していると考えられた．また EEM 計測によって，
これまで無色で蛍光も微弱とされる DON を光計測学
的手法により簡便に検出することも可能になると予測
された．本研究では，蛍光分光光度計を用いて DON 

の EEM を計測・解析することで，DON の新規検出方
法の検討を試み，カビ毒の簡便な非破壊計測法開発に
資する基礎的な知見を得ることを目的とした．

材料および方法

1．試薬および調整
DON標準試薬にはマイコトキシン試 験 用 試 薬

（Wako Pure Chemical Industries,Ltd,Japan）を用い，純
水にはMilli‒Qシステム（MILLIPORE Biocel A10，日
本ミリポア株式会社）を用いた．

DON 標準試薬は純水で 0, 4, 8, 125,250,500 及び
1000 ppm の 7段階に希釈し，撹拌後 1.5 mLの遠沈
チューブに分注し，超音波洗浄機 US‒4（株式会社エ
スエヌディ，Japan）で 15 分脱気を行い，サンプルと
した．

2．蛍光分光光度計および解析ソフト
2.1　蛍光分光光度計

EEMの計測には，蛍光分光光度計に LS45（Per‒
kinElmer Ltd., USA）を用い，付属ソフトの FL Win‒
Lab （PerkinElmer Ltd., USA）を用いてデータ取得を
行った．光源にはパルスキセノンランプ（20 kW，半 

値 幅 10μs），セ ル に は 0.35ml のミクロセル（FM20‒
SQ‒1, GL Sciences Inc., Japan）を用いた．
2.2　解析ソフト
取得データの等高線図作製には計測に用いた FL 

WinLab を用いた．データの前処理には表計算ソフト
Excel 2003（Microsoft Co., Ltd., Japan）を用い，デー
タの解析 に は，統 計 解 析 ソ フ ト JMP 5.1（SAS 

Institute Inc., USA）および Excel 2003 を用いた．また
主成分負荷量の散布図の作製には画像処理ソフト AV 

似非（Free software）を用いた．

3．実験方法
3.1　予備実験

DONの EEM計測を行うのは本研究が初めてとな
るため，純水および DON 溶液の EEM を計測し，最
適な励起蛍光波長の計測範囲の検討を行った．LS45

では蛍光側計測波長間隔（0.5nm）, 励起側スリット
幅（10 nm）, 蛍光側スリット幅（10 nm）は固定であ
る．本実験では，励起波長間隔および蛍光波長範囲
は，LS45 で測定できる最大限範囲である励起波長範
囲：200～ 800 nm,蛍光波長範囲：200～ 894.5 nm に
設定した．また，励起波長間隔：10 nm，波長走査速
度は S /N 比を高めるために 500 nm /min とした．この
際の各試料は 300μLであり，得られた各 DON 溶液
の EEM の等高線図から純水と DON の蛍光が見られ
る波長範囲の特定を行った．
3.2　EEM 計測
前述の予備実験により，計測範囲およびスキャンス
ピードなどを決定し，各サンプルの EEM を計測し
た．励起蛍光計測は 1 サンプルあたり 300μL，各濃
度 3 反復で行い，各励起蛍光波長の組み合わせ条件時
の蛍光強度を EEM データとした．
3.3　EEM データの前処理および主成分分析
取得データに以下 3 つの前処理を適用し分析に供し
た（図 1）．
1）本実験での解析対象は励起光よりも長波長側の

EEM データである．取得 EEM データには励起光より
も短波長側のデータも含まれるため，取得データから
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励起光（各照射励起光± 20 nm）よりも短波長範囲の
データを除外した．
2）また取得データは，励起波長間隔（10 nm）と蛍
光波長間隔（0.5 nm）が異なっている．蛍光波長間隔
を励起波長間隔と等しくするために，蛍光波長データ
に平滑化処理を適用した上で，10 nm 毎にデータを抽
出した．平滑化には 2 次・3 次多項式適合による平滑

化重み係数を用いた 21 点の Savitzky‒Golay法 18）を適
用した．
3）さらに，平滑化処理を行ったデータには励起光

の 2 次光，3 次光，4 次光などのデータ処理上の外乱
となる各波長条件が含まれる．そのため，平滑化処理
を行ったデータからそれら範囲のデータ（2 次光：励
起光× 2± 35 nm ；3 次 光：励 起 光× 3± 35 nm ；4 
次光：励起光× 4± 45 nm）の除去を行った．
3.4　主成分分析
波長毎にデータの標準化を行い，主成分分析によっ
て主成分得点を算出した．算出した全主成分得点は，
JMP5.1 にてヒストグラムおよび箱ひげ図を用いて異
常値を削除した20）．異常値削除後に再度主成分分析を
行い，励起・蛍光波長軸よりなる空間上に主成分負荷
量をプロットし，DON の判別・定量に有効な波長の
特定を試みた．

4．結果および考察
4.1　予備実験

DON 溶液に特異的な励起蛍光波長を検出するため
の最適な計測範囲の検討を予備実験として行った．
1000 ppm DON 溶液と対照区である純水の EEM を等
高線図として図 2 に示した．図 2 中において，励起波
長 200 nm 時の蛍光波長 200，400，600 及び 800 nm を
基点として長波長側に斜めに走る強度の強い発光は励
起光の散乱光および散乱光の 2 次光，3 次光，4 次光
であり，それ以外で短波長から長波長側に斜めに走る
発光はラマン散乱光である13）．
図 2 において，サンプル由来の蛍光が見られた範
囲は励起波長 200～ 340 nm 付近の範囲であった．ま
た等高線図上で視覚的に DON 溶液と純水の蛍光ピー
クを識別できた箇所は主に 2 箇所であり（図 2a, b），

図 1 EEM の前処理工程

図 2　1000 ppm DON 溶液と 0 ppm 溶液における全波
長領域の励起蛍光マトリクス
図中の蛍光波長領域にそれぞれ (a)(b)の円周を示した．
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ともに励起波長 200～ 340 nm の範囲内であった．
これらから，DON と純水の識別には励起波長 200～
340nm の領域だけで良いことが示唆された．
加えて，測定時間が長引くことによるサンプルの蛍

光強度の減少が懸念された 21）．測定時間はスキャン
スピードと励起および蛍光波長範囲の幅に依存する．
本実験では全波長領域の計測時間に約 120分を要した
が，波長範囲を狭めて計測時間を短縮することで，
サンプルの蛍光の減少を防ぐだけでなく作業効率を
向上させられると考えられた．また図 2aにおいて，
1000ppm溶液では蛍光のピークが蛍光波長 300 nmで
あるのに対し純水では 320 nmとわずかに長波長にず
れていた．加えて，図 2b においては，純水では明確
なピークが見られなかったのに対し DON 溶液では励
起波長 250～ 300 nmの領域に蛍光ピークが観察され
た．このことから，識別可能な蛍光ピークを中心に 

EEM計測を行うこととした．

4.2　DON 溶液の励起蛍光マトリクス計測
サンプル間で最も顕著な差が観察された励起波長

200～ 340 nm，蛍光波長 200～ 900 nm の範囲で計測
を行った（表 1）．各サンプルの EEM は等高線図とし
て図 3 にまとめた．等高線図では主に 6 箇所に視覚的
に識別可能な蛍光ピークが観察され，これら 6 箇所に
便宜的な印をつけた（図 3a ～ f）．
これまでの EEM 計測による定性的な研究では，そ

の 蛍 光 ピ ー ク 位 置 や 形 状 で 識 別 が な さ れ て い
る14） 15）．こ れ ら か ら，図 3 に お け る 蛍 光 ピ ー ク 

がDON 識別に重要な情報を持つと考えられた．また，
図 3a，b は，その波長条件から図 2 上の a, b と同一の
蛍光ピークであると推察された．このことから，より
狭い領域を詳細に観察することにより，新たに 4 箇所
の蛍光ピークの識別が可能になることが示された．
図 3b， c， dでは，明らかな等高線ピークが見られた．

これらは DON 濃度と反比例的に蛍光強度が高まる傾
向があったことから，図 3b，c， d は純水由来の蛍光
ピークであると考えられた．しかし図 3b においては，
DON の濃度が高まるにつれて蛍光が観察される励起
波長範囲が広がる傾向が見られた．このため，DON 

濃度の識別は蛍光ピークの強度だけではなく，蛍光の
観察される励起波長範囲のデータも有効であると考え
られた．

Scan speed
Excitation Slit
Emission Slit
Excitation Range
Emission Range

500 nm /min
10 nm
10 nm
200 ～ 340 .0 nm
200 ～ 894 .5 nm

表 1 　測定条件

図 3　DON の濃度別にみた励起蛍光マトリクスの俯瞰図
図中の（a）～（f）の円周には，観察された蛍光波長領域を示した．（b, c, d）は蛍光ピークであり，（a, e, f）には
蛍光ピークの裾野が見られた．
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一方図 3a， e， f で示された等高線では，蛍光ピーク
の裾野は観察されたものの，そのピークは測定範囲外
にあり，その形状およびピーク位置を確認することが
できず， DON および純水との関係を見出すことがで
きなかった．また図 3c では，その範囲が 2 次光と重
なるためにピークの識別もできなかった．
このように，等高線図では多くの蛍光ピークを視察

することができたが，明確なピークの識別までは不可
能であり，DON の判別および濃度と明確に相関のあ
る箇所の検出は困難であると考えられた．そこで，等
高線図の観察では識別不可能であった相違点を明らか
にするために，主成分分析を用いてデータの解析をお
こなった．
4.3　励起蛍光マトリクスデータの主成分分析
4.3.1　主成分分析
前処理後の各サンプルの EEM は，667 の励起・蛍
光波長条件下で得られた蛍光強度のデータより成っ
ている．そこで，各サンプルの EEM を 667 次元の蛍
光強度データとみなし，主成分分析に供した．その結
果，第 1 主成分の寄与率は 46.1 ％，第 2 主成分の寄
与率は 37.4 ％であった．また累積寄与率が 95 ％以上
となる第 5 主成分までの主成分得点を算出した（表
2）．
図 4 は縦軸を第 1 主成分，横軸を第 2 主成分とした

主成分得点の散布図であり，純水と DON 溶液の間お
よびサンプル間でもその分布位置に明らかな差異が
見られた．特に純水は第 1 主成分がマイナス，第 2 主
成分がプラスとなる第 4 象限に分布したのに対し，
DON 溶液では同じ象限に入るサンプルは見られな
かった．これらのことから，第 1 主成分と第 2 主成分
の 2 つの主成分で DON の識別が可能であると考えら
れた．
また濃度に関しては，DON 濃度が高くなるにつれ
サンプルのプロット点が第 2 主成分軸のマイナス方向
に移動する傾向が観察され，特に高濃度のサンプルで
はその傾向は顕著であった．これらから，第 2 主成分
は濃度に関与しており，特に高濃度の DON について
は第 2 主成分により判別が可能になることが示唆され
た．
そこで，第 1，2主成分について主成分負荷量を算
出することで，DON識別および濃度に関与する波長
領域の特定を試みた．なお，今回の主成分分析では，
第 1，2主成分以外による散布図において DON濃度
の違いによる顕著な特徴を確認することができなかっ
た．
4.3.2　主成分負荷量
各主成分負荷量は縦軸を励起波長，横軸を蛍光波長
とした座標空間上に表記した（図 5，6）．また各図に
は図 3に付記した a～ fと同じ箇所に同記号を記入し
た．
第 1主成分では，主成分負荷量の値はプラスに偏っ

ており，その値も大きかった．またマイナスの値を示
す領域はほとんど無く，絶対値も小さかった（図 5）．
特に励起波長 260nm以上の波長領域に強い相関が観
察されており，DON識別には励起波長 260nm以上の
波長領域に着目することが有効であることが示唆され
た．さらに図 3で蛍光ピークの観察された a～ dの箇
所においては，第 1主成分の主成分負荷量の値も大き
いことが明らかとなり，特に bでは両者に強い相関が
示された．一方，励起波長 270～ 340nm/蛍光波長 600
～ 894.5nmなど，図 3では識別できなかった領域が
DON識別に強く関与することも示唆された．

第 1主成分 第 2主成分 第 3主成分 第 4主成分 第 5主成分
固有値 307.5 249.3 34.1 32.2 11.9
寄与率（％） 46.10 37.38 5.11 4.83 1.78
累積寄与率（％） 46.10 83.48 88.59 93.42 95.20

図 4　DONおよび純水の主成分得点
破線による円周はそれぞれ DONと純水のグ
ループを示した．

表 2　主成分分析結果
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第 2 主成分では，正負ともに高い値の主成分負荷量
が示された（図 6）．特に励起波長 200～ 250 nm の領
域では，全体的にプラスに高い値が示され，励起波
長 200～ 230 nm /蛍光波長 250～ 320 nm および励起
波長 200～ 230 nm /蛍光波長 550～ 600 nm では高い
マイナスの値が示された．また，励起波長 320～ 340 
nm /蛍光波長 450～ 550 nm の範囲では最も高いマイ
ナスの値が示された．このように第 2 主成分の主成分
負荷量は様々な波長領域で正負に高い値を示してお
り，DON 濃度の判別に関与する領域が広範囲に点在
することが示唆された．加えて，第 2 主成分で主成分
負荷量の値の高かった箇所は，図 3 での a, f, e で特徴
的な蛍光が観察された範囲と一致しており（図 6），

これらの箇所で観察されたピークが DON 濃度の判別
に深く関わっていると推察された．
4.4　結言
本研究では数波長のみの情報しか得られない従来の
蛍光分析とは異なり，数百次元に及ぶ膨大な量の情報
をもつ EEM から得られるデータを解析することで，
1 励起蛍光波長では得られないデータ領域や DON の
判別が可能となった．特に DON溶液と純水では
EEM の等高線図に十分な差異がみられ，DON が特有
の EEM を持つことが明らかとなった．このことは光
計測による DON 検知の可能性を示唆する重要な情報
であると考えられた．
またこれまでの EEM を用いた目的物質の定性に関
する報告では，EEM の等高線図におけるその蛍光ピー
クを観察するに留まっている14） 15）．そのため，その応
用は主に目的物質の定性に留まり，絶対的な定量分析
は困難であった．それに対し，今回の実験では主成分
分析などの解析手法を用いることで，定性だけでなく
定量分析の可能性を示唆できた．
しかしながら，本研究は可視領域の波長を用いた

DON 検知および定量に関する初めての試みであるた
めに，試験的な要素を含んでいたことは否めない．そ
のため，計測時間やサンプル調整などの検討項目が課
題として残った．計測時間に関しては，化学分析と比
較して迅速に計測できたものの，1 サンプルに対し 40

分と長く，再検討の余地が残った．さらにサンプル濃
度に関しても，供試した中で最も濃度の低い DON 溶
液は 4 ppm と日本における DON の暫定準値よりも高
い濃度であった．計測時間に関わる計測条件などにつ
いても今現在検討中である．またサンプル濃度に関し
ても，今現在 1 ppm 以下の濃度のデータも取得し，併
せて解析を行っている．これらの検討項目について研
究を進めることで，紫外・可視領域の波長領域におけ
る EEM を用いた DON の定性・定量が可能になると
考えられた．
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図 5　第 1 主成分における主成分負荷量分布
第 1 主成分に関わる各波長の負荷量を示した．
図中の（a）～（f）は図 3 に対応している．

図 6　第 2 主成分における主成分負荷量分布
第 2 主成分に関わる各波長の負荷量を示した．
図中の（a）～（f）は図 3 に対応している．
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要　　約

光計測によるカビ毒検知および定量に関する基礎的
な検討を行った．本研究では 1）デオキシニバレノー
ル（DON）の励起蛍光マトリクス（EEM）計測条件
の設定，2）DON の EEM 計測およびデータ取得，3）
データ解析，の 3 段階で実験を遂行し，以下の知見
を得た．1）これまで蛍光の検知が不可能とされてい
た DON において，励起波長 200～ 340 nm /蛍光波張 

200～ 894.5 nm の範囲で DON 由来の蛍光が観察され
た．特に励起波長 200～ 230 nm /蛍光波長 320 nm，
励起波長 200～ 230 nm /蛍光波長 550～ 600 nm 付近
に観察されたピークは DON 特有の蛍光ピークであ
ると考えられた．2）各波長条件における蛍光強度を
主成分分析で解析した結果，第 1 主成分の寄与率は 

46.1％，第 2 主成分の寄与率は 37.4 ％となり，DON 

溶液における EEM の特徴は第 5 主成分まで（累積寄
与率 95.2 ％）で十分説明することができた．3）第 1 

主成分と第 2 主成分を軸とした主成分得点の散布図に
より，純水と DON 溶液は異なるグループに分類され，
主成分分析によって DON の有無を定性が可能である
ことが示された．また散布図における各サンプルの分
布状況から，第 1 主成分が DON と純水の判別に関与
し，第 2 主成分が DON の濃度に関与することが示唆
された．4）各主成分への負荷量を算出することで各
主成分に影響力の高い波長領域を明らかにした結果，
特 に DON と 水 と の 識 別 に は，励 起 波 長 260～
340nm /蛍 光 波 長 360～ 440 nm，励 起 波 長 250～
340 nm /蛍光波長 360～900 nm の領域が有効であり，
DON 濃度 に は，励 起 波 長 200～ 230 nm /蛍 光 波 

長 250～ 320nm，励起波長 200～ 230 nm /蛍光波長 

550～ 600 nm，励起波長 320～ 340 nm /蛍光波長 400

～ 500 nm の領域が有効であることが示された．これ
らから，EEM 計測における複数の情報と主成分分析
などの解析手法を組み合わせることで DON の定量も
可能になると考えられた．

本研究は文部科学省科学研究費（No. 19780197）に
よった．
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