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研究成果の概要（和文）： 
 イネを、Cd を含む土耕で栽培し、1.7kg の Cd 含有米を得た。金属分析からはこのコメには
Cd が 3.9 ppm 含まれていることが分った。Cd 米における Cd の化学形態を HPLC-ICP/MS で解析
すると、高分子量画分に Cd に基づくピークが 4 個確認された。マウスへの投与実験から、Cd
ならびに Cd-グルタチオン錯体では Cd 蓄積に変化が認められなかったが、Cd 米では肝と腎への
Cd 蓄積が増加することが認められた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Rice plants were grown in soil culture that contained Cd and 1.7 kg of rice grains 
were obtained. In the grains Cd was found to be at a concentration of 3.9 ppm. 
HPLC-ICP/MS analysis was undertaken for the grain and revealed that 4 peaks were 
responsible for the chemical forms of Cd. From the feeding experiment against mouse, 
no difference in levels of Cd accumulation was found. However, a much greater 
accumulation was seen when Cd-containing rice grains were fed. 
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研究分野：農学 
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１．研究開始当初の背景 
Cd は重金属に分類される金属で、その中で

も比較的溶解度が高いこと、土壌粒子に対す
る吸着性が低いこと、ならびに、多くの高等
植物が高い耐性能を有することから、高等植
物に高濃度存在する可能性が考えられる。し

たがって、このような植物体を食餌とする動
物やヒトでは、Cd による健康被害を誘起する
可能性が高い。 
 イネは Cd に対して比較的強い耐性を有し
そのためにコメに蓄積しやすい。わが国では、
コメを主食とするために、コメからの Cd 蓄



 

積は深刻な問題である。食の安全という観点
から、コーデックス委員会は精米に対して
0.2 mg/kg の値を国際基準として設けている
が、この基準は無機 Cd の濃度という観点か
ら得られたものであり、その化学形態に関し
ては不問に付されている。つまり、食餌にお
ける Cdの化学形態が実際の Cd吸収にどのよ
うな影響を与えるかは全く知られていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、食餌中の Cd の化学形態
が、動物個体における Cd の体内動態に及ぼ
す影響を解明する点にある。食糧中の Cd の
化学形態を明らかにし、その動物個体に対す
る影響を正確に評価することは、食餌由来の
Cd の毒性リスクを正確に見積もるための必
要不可欠の工程である。このような過程を経
ることにより、本研究は食の安全の確保に貢
献することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）Cd 特異的に結合する物質の検出システ
ムの開発 
5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23H-porphi

ne tetrasulfonic acid (TPPS)は 414 nm で
吸収極大を示し Cd と結合することにより吸
収波長を 434 nm に変化させることを見出し
（図１）、これを用いた Cd 結合物質の特異
的な検出法の開発を行った。すなわち、
Cd-TPPS錯体をHPLCのポストカラム溶液とし、
414 nm の吸収をモニターすることにより、Cd
結合物質の検出法の開発を目指した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ TPPS とその Cd 錯体の吸収スペクトル 
（２）Cd 含有米の作成 
 イネはポットを用いた土耕で栽培した。ポ
ットに水を張り、水田とし、ここにイネ（ト
チオトメ）を栽培した。土の中には Cd を添
加したもの（Cd 区）と添加しないもの（コン
トロール区）とした。栽培は通常の水田と同
時期に、播種と植え付けを行い、天然光下で
行った。種子を収穫後は、ICP 発光分析で Cd
含有量の測定を行った。20 ポットから約 1.7 
kg の Cd 米を収穫した。 
（３）コメ中 Cd 化学形態の解析 
① コメ試料から Cd 結合物質の抽出 

粉末状のコメサンプル 2.0 g に 20 mL のバ
ッファーを加え、スターラーで攪拌を行った。
その後遠心で上清を 15 mL 回収し、0.45 μm
フィルターで濾過したものをコメ抽出液と
した。抽出バッファー・攪拌・遠心条件など
について検討を行った(表１)。それぞれの抽
出液について、Cd濃度をICP-AESで測定した。 
② HPLC-ICP/MS によるコメ中 Cd の化学形態
の解析 
カラムにはゲル濾過カラム（YMC Diol- 

120；0.8 cm × 30 cm）を使用した。移動相
には 0.2 M ギ酸アンモニウムを含んだ 50 mM
トリス硝酸バッファー(pH 7.4)を用いた。検
出は多波長の吸収を測定するために
photodiode array detector (JASCO MD-2018 
以下PDA検出器)を用いた。検出はUV-VIS吸光
分光器で 280 nmの吸収をモニタリングした。
その後ICP/MS装置に接続し、114Cdの測定を行
った。イオン化はアルゴンプラズマにより行
い、四重極質量アナライザにより質量分析を
行った。 
（４）マウス体内の Cd 分布 
① 無機 Cd および Cd-GSH 錯体 
 投与実験と解剖；AIN93M 組成の粉末飼料を
対照食とし、これに Cd 硫酸塩、またはグル
タチオン錯体（Cd-GSH の１：２錯体, Cd 
complex と記す）を Cd 濃度として、0.05 ま
たは 3 mg/kg 添加した特注飼料を用いた（オ
リエンタル酵母工業）。ICR 系雄性マウス（5w
齢、SPF）を５群（１群 12 匹）に分け、対照
食で１週間予備飼育した後、Cd 含有食を１ま
たは４週間、粉末給餌用のローデンカフェを
用いて与えた。以下、投与群は、[投与化合
物-餌中 Cd 濃度]（例えば、 CdSO4-0.05 群）
で略記する。水は滅菌水道水を与えた。摂食
期間終了時に１群６匹をセボフレン吸入麻
酔下で下大静脈より採血し、頸椎脱臼、等張
液で肝臓を還流後、肝臓および腎臓を摘出し、
-80℃のフリーザーに保管した。スケジュー
ルを図２に示した。 
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図２ 無機 Cd ならびに Cd-GSH 錯体投与マウ
スの飼育スケジュール 
② Cd 含有米 
米を含む餌は、AIN93M組成のコーンスター

チの代わりに米粉を 38.5%添加して作成した。

 



 

Control米飼料（Cd含量 0.2ppm以下）を対照
食（Cont米）とし、Cd米（Cd含量約 1.5ppm）、
Cont米+CdNO3(最終Cd含量約 1.5ppm)、Cont米
+Cd＋Zn＋Cu(最終Cd含量約 1.5ppm)、および
CdSO4（AIN93M組成飼料＋CdSO4(最終Cd含量約
1.5ppm)）を作製した（オリエンタル酵母工
業）。ICR系雄性マウス（5w齢、SPF）を 6群
（１群 6匹）に分け、１週間AIN93M飼料で予
備飼育した後、Cd米等を 4週間、粉末給餌用
のローデンカフェを用いて与えた。なお１群
はCdSO4を 4 週間与え、引き続き 4週間、
Cont(AIN93M組成飼料（Cd濃度 0.1ppm以下）)
を摂食させた。 水は滅菌水道水を自由摂取
させた。摂食期間終了時にマウスをセボフレ
ン吸入麻酔下で下大静脈より採血し、頸椎脱
臼にて安楽死させたのち、等張液で肝臓を還
流後、肝臓および腎臓を摘出し、-80℃のフ
リーザーに保管した。保管した臓器は解凍後、
硝酸＋過酸化水素にてマイクロウェーブ分
解を行い、ICP-MS（ELAN DRC II）にて臓器
中Cd濃度を測定した。投与実験のスケジュー
ル模式図は図３に示した通りである。以下各
群をそれぞれCont米群、Cd米群、Cont米＋
CdNO3 群、Cont米＋Cd＋Zn＋Cu群、CdSO4 群、
およびCdSO4→Cont群とする。 

図３ Cd 含有米投与マウスの飼育スケジュー
ル 
４．研究成果 
（１）Cd 特異的に結合する物質の検出システ
ムの開発 
 新規な Cd キレーター分析法を開発したの
で、その有用性を調べるためにウマ血漿中の
グルタチオン分析に適用した。 
ウマ無菌保存血は日本生物材料センター

から購入したものを遠心 (10000ｘG, 30 min, 
4˚C)し、全血から血球成分を除去した。これ
を 0.45 μm フィルターで濾過したものを液
体窒素で凍結し、ウマ血漿サンプルとして使
用した。サンプルの保存は-80˚C で行った。 
ウマ血漿の HPLC 分析は、TCEP による還元

処理を行った場合と未処理の場合をそれぞ
れ行った。 

GSHと GSSG終濃度それぞれ1mMの標準サン
プルの HPLCクロマトグラムを図４で示した。
本法は Cd キレート能を指標としているので
GSHのほかにGSSGも検出された。ただし、GSSG
は GSH に比べてキレート能が弱いため GSSG 
のピークは GSH の 8%程度しかなかった。 
TCEP 処理を行っていないウマ血漿サンプ
ルの HPLC クロマトグラムからウマ血漿中の
GSH 濃度は 2.3±0.1 mM であった。また、TCEP
により還元処理をしたウマ血しょうサンプ
ルのクロマトグラムではウマ血漿の GSHピー
ク面積は未処理の場合より 8.4% 増加した。
すなわち、ウマ血漿中グルタチオンは還元型
が 92%を占めている計算となる。TCEP 未処理
の結果との差からウマ血漿中 GSSG の濃度を
算出すると、GSSG 濃度は 100±10 μM であっ
た。 

 

 

図４ TPPS 法による GSH と GSSG の同時分析 

 
（２）Cd 含有米の作成 
ICP-AES による金属分析結果は図５に示し
た。Cd 汚染米の Cd, Cu, Zn, Fe 濃度は全て
コントロール米より高かった。Cd 汚染米の
Cd濃度はコントロール米の 20倍となる 3.88 
ppm であった。この数値は、日本食品衛生法
の基準値である 1 ppm と比較して約 4倍大き
な値であった。また、Cd 含有米では Cd 以外
にも Cu、Zn、Fe の濃度が高かった。 
 
 
 
 

 



 

  図５ Cd 含有米の金属分析 
 
（３）コメ中 Cd の化学形態の解析 
 それぞれの抽出方法の詳細と、Cdの抽出率
の結果を表１に示す。抽出法③が他と比較し
て約２倍の Cd 抽出率が得られた。そのため
以降の実験では抽出法③を用いることとし
た。 
 

表１ Cdキレーター抽出法の比較 
 抽出法① 抽出法② 抽出法③ 

バッ
ファ
ー 

100 mM 
Na2SO4, 50 
mMHEPES 
pH 7.0 

50 mM 
Tris-HCl Tr

pH 7.5 

50 mM 
is-HNO3 

 
Tris-HNO3 
0.1% SDS 0.1% SDS 
pH7.4 pH7.4 

攪拌
条件 

25 °C 
2時間 

4 °C 
10時間 

4 °C 
18時間 

遠心
条件 

4°C 20000 
G 

20min 

4°C 
20000 G 
60min 

4°C  
10000 G 
10min 

Cd抽
出率 22.5 % 18.4% 43.5% 

 
図６に Cd 米抽出液の HPLC-ICP/MS クロマ

トグラムを示した。RT 6 min に UV280 nm と
Cd 両方のシャープなピークが得られた。また
RT 8-9 min においても Cd 濃度のピークが検
出されたが、こちらは 280 nm のピークとは
多少ずれていた。RT 10.5 min にも Cd のピー
クが得られたが、この時点では 280 nm の吸
光が全般的に高くなっていた。 
 以上の結果から、コメ中で Cd は複数の化
学形態をとっていることが示唆された。 
 
（４）マウス体内の Cd 分布 
① 無機 Cd および Cd-GSH 錯体 
 ２ 体重、摂餌量、臓器重量 
飼育期間を通じて、肉眼的な変化や行動異常
はいずれの群でも認められなかった。体重の
増加抑制は認められず、CdSO4-3 群と Cd 
comple 0.05 群は、投与２週目以降は Cont 群
より体重が増加する傾向があった。摂餌量は、

正確に把握は出来ないが、飼育期間を通して
4～5g/day/mouse であった。肝臓および腎臓
重量は、Cd 投与による変化は認められなかっ
た。 

 

図６ Cd 米抽出液の HPLC-ICP/MS 分析 

d
濃度はCont群と比較して増加した

７ 無機 Cdあるいは Cd-GSH錯体を食餌と

通じて、肉眼的な変化や行動

器内 Cd 濃度  
肝臓中 Cd 濃度を示し

、

 
Cd含有餌摂食により肝臓および腎臓のC

（図 7）。Cd
濃度は、0.05 mg/kg群＜3 mg/kg群、1w群＜
4w群、肝臓＜腎臓であり、CdSO4 とCd complex
の差は認められなかった。なお、図中の * 
は対応する対照群と比較した場合の有意差
を示しており、CdSO4-0.05 の 1w摂食群を除き、
全群で有意に増加した。 
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図
して与えたときのマウス肝ならびに腎の Cd
含量 
② Cd 含有米 
 飼育期間を
異常はいずれの群でも認められなかった。体
重の増加抑制は認められなかった。摂餌量は、
正確に把握は出来ないが、飼育期間を通して
4g/day/mouse であった。肝臓および腎臓重
量は、Cd 投与による変化は認められなかっ
た。 
 
３ 臓
 表２に各群のマウス
た。Cd 米群は Cont 米群に比較し 肝臓中 Cd
濃度が著しく増加した。一方、Cont 米に同程
度の Cd を添加した Cont 米を摂食した Cont
米＋CdNO3 群と Cont 米＋Cd＋Zn＋Cu 群では
Cont 米群に比較し、肝臓中 Cd 濃度が著しく
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増加したが、Cd 米群に比して低く 1/2 以下で
ある。CdSO4 群の Cd 濃度は Cd 米群の 6 割程
度であった。Cont に切り替えると濃度は半減
した。 
 

表２ 肝臓内 Cd 濃度 
（臓器 mg） 

表３に腎臓中Cd濃度を示した。肝臓と同様

表３ 腎臓内 Cd 濃度 
（臓器 mg） 
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