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序 論 

 

ケモメトリックスは、1970 年代に誕生した化学（chemistry)と計量学（metrics)

からなる合成語であり、数学的、統計的手法を活用し、最適な分析手順や実験の企

画・選択を行うとともに、化学データから得られる化学情報量の最大化を行う学問

分野である（Massart ら、1998）。ケモメトリックスは、探索データ解析、実験計

画およびモデル化に用いられ、分析装置から得られる多変量データ中の隠された情

報を見つけだすために使われる。また、装置の制御や多変量較正に用いられた例も

ある（Voncina 2009）。ケモメトリックスで新しい手法開発が盛んに行なわれてい

るのが、パターン認識であり、スペクトルやクロマトグラムパターンから試料を客

観的に分類、識別および帰属するために適用される。食品の産地や等級を、産地や

等級という直接的な情報を与えず成分パターンの異同から客観的にそれらを判別し

たり、血液成分や尿成分パターンから病名を推定する目的で適用される（相島 1991）。

探索データ解析で多く使われる手法は、主成分分析（PCA）およびクラスター解析で

ある。一方、パターン認識で多く使われる手法は、線形判別関数（LDA）、Ｋ近傍法

(KNN)および人工神経回路網（ANN）などである（Voncina 2009）。 

近年では、コンピュータと情報化技術を用いて、化学領域の問題に適用を目指す

ケモインフォマテックス（Begam ら、2012; Xu ら、2002; Bajorath 2009）や医薬品

分子設計分野（Begam ら、2012; Xu ら、2002; Bajorath 2009）との融合も行なわれ、

本手法の利用が拡大化している。同様に、生物学の分野においても、生物情報科学

と呼ばれるバイオインフォマテックスが導入され、生物学的なデータを情報科学の

手法によって解析し、生物学上の種々な問題を解くことを目的としている。 

バイオインフォマテックスの対象情報は、遺伝子領域（ゲノム）から始まって転

写領域（トランスクリプトーム）、タンパク領域（プロテオーム）、代謝産物領域

（メタボローム）および病態など表現型領域（フェノーム）まである。1980 年代の

爆発的なゲノム研究技術の発展に引き続き、ポストゲノムの研究対象として、トラ
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ンスクリプトームおよびプロテオーム研究が盛んになった。これらの研究は、現在

に至るまでの技術の進歩により、より高度かつ高速の研究が進展しつつある。さら

には、数十万といわれる地球上の代謝産物に目を向けたメタボローム研究も現在降

盛期に入りつつある。その主要分析技術は、代謝産物中の質量分析や核磁気共鳴ス

ペクトル分析である。これらは、従来の各代謝産物の厳密な分離と精密な定量を行

なうのではなく、血液、尿、組織および細胞試料を混合物のまま一斉分析する方法

をとる。得られた混合物のスペクトルデータを多変量解析することで、変動要因や

差異となる代謝産物を抽出・同定していく。実験動物以外の動物を対象としたメタ

ボローム研究が始まったのは、比較的最近である。これまでに、犬の肝臓病と門脈

シャントを区別する代謝産物マーカーの探索研究（Whitfield ら、2005）や、飼料

を制限して飼育したウシやニワトリの食餌後の代謝産物マーカーの探索研究

（Katayama ら、2012）などを初め、ここ数年で急増してきている。他方、元素を分

析する汎用機器として原子吸光光度計（AAS）や誘導結合プラズマ発光分析装置

（ICP-AES）などがあげられるが、バイオインフォマテックスの分野では、誘導結合

プラズマ質量分析計（ICP-MS）を使用した報告が多い。その理由として、ICP-MS は、

1）多元素同時分析が可能であり、短時間でリチウム（Li）からウラン（U)までの広

い質量範囲の元素濃度の情報を得る事ができること、2）1）の特徴から、試料量が

非常に少ない場合（＜0.1 ml）でも、一定量の無機元素情報を得ることが可能であ

ること、3）低費用、簡便な操作が可能なこと、などがあげられる。従って、大量の

データを必要とするケモメトリックス解析には、有益な手法の一つであると考えら

れる。Baxter ら（1997）はワイン中の無機元素を ICP-MS を用いて測定し、得られ

た元素濃度組成を用いることで地理的起源を分類できることを示した。同様の研究

は、Coetzee ら（2005）でも報告されている。これらの研究で用いられる膨大な多

変量データ群は、ICP-MS による定量分析から得られたものである。 

他方、ICP-MS における測定方法には、定量法と半定量法があるが、これまで分析

の大部分は定量法で実施されてきた。定量法は、伝統的な測定方法であり、測定元
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素すべての標準液を用いて、複数のプロットによる検量線を作成後、試料溶液中の

元素濃度を求める手法である。一方、半定量法は、複数の元素を含む較正標準液と

試料溶液を測定し、得られた較正標準液中元素のイオン強度から各元素の補正係数

を算出し、これを用いて全質量範囲の元素濃度を算出する手法である。従って、半

定量法は定量法に比べて、すべての測定元素の標準液を用意する必要がなく、較正

標準液の濃度は１点で、試料溶液の希釈も必要としない。 

ICP-MS による半定量法導入初期の目的は、ICP-MS 装置で定量分析をする場合、検

量線の範囲や試料溶液の希釈率を決めるための事前測定としての活用であった。飲

料水（Amarasiriwardena ら、1997、1990; Soldevila ら、1998）、ムラサキガイ、

牛肝臓、無脂肪ミルク粉末、小麦、トマト葉および松葉（Amarasiriwardena ら、1997）

などの標準試料を用いて、半定量法での較正標準液の包含元素や元素濃度の条件検

討、並びにその評価の研究が多数行われた。同様に日常的な食事由来の元素の摂取

量の推定に用いられるトータルダイエットの標準物質においても報告がなされてい

る（Amarasiriwardena ら、1997）。これらの研究では、半定量法での真度は概ね 70%

以上であると報告されている。他方、ICP-MS による半定量測定データと定量測定デ

ータから算出した各元素濃度の比較検討の研究も行われており、ワイン（Coetzee

ら、2005）や米（Laursen ら、2009a）に対する両測定法の分析結果は、ほぼ同等で

あることが報告されている。以上のように半定量法の有用性が示唆されたことから、

現在では、植物（Leng ら、2011; Zuluaga ら、2011）、農作物や農産加工品（Castillo

ら、1999; Almedia ら、2002; Catarino ら、2006; Jakubowski ら、1991;Gomez ら、

2004）、河川水や堆積物（Bayon ら、1998; Balaram ら 2003; Chen ら、2008; Entwistle

ら、1997; Hu ら、1997）、医薬品（Moreton ら、1999; Wang ら、2000）およびラッ

ト肝臓（Kim ら、2011）などの多種多様な試料中元素分析の例が報告されるようにな

ってきた。 

また、報告例は少ないが、ICP-MS による半定量測定は、多量の情報を必要とする

ケモメトリックス解析と組み合わせたとき、その優位性をより発揮できる可能性が
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ある。実践的な取り組みとして、Laursen ら（2009ab）は、3 つの遺伝子型の異なる

米に対し、ICP-MS 半定量分析データを用いた主成分分析を行った結果、ICP-MS 定量

分析データでの主成分分析よりも試料群を判別する力量は高いと報告している。同

様の取り組みは、小麦、大麦、ソラマメおよびポテトにおける無機元素組成を用い

て、従来の栽培方法と有機農法を識別する手法が報告されている（Laursenら、2011）。

Coetzee ら（2005）は、地域が異なる 3 つのワイン中の無機元素を ICP-MS による半

定量法にて測定し、得られた多変量データから判別関数を作成し、この関数の活用

により、100%の確率で地域を判別できることを示した。これは、ICP-MS 半定量デー

タのケモメトリックス解析への適用の高さを示すものである。しかし、血清、血液

および臓器などの生物材料の分析に関して、ICP-MS 半定量分析の精度を検討した報

告は未だ少ないのが現状である。 

そこで本研究では、ICP-MS 半定量分析での精度確認、次いで、様々な種類の餌を

与えた動物や疾患のある動物の血液を用いて、元素濃度によりそれらの条件を分類

することが可能であるか検討を行った。  
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第 1章 生物材料に対する ICP-MS半定量法での分析およびケモメトリックス

解析での適用検討 

 

1-1 緒言 

多元素同時分析が可能である ICP-AES や ICP-MS を用いることで、少量の試料で多

元素の情報を得ることが可能となり、多種多様な試料中元素に関する報告がなされ

ている。両装置共に、AAS と比較した場合、多元素同時分析が可能であること、検量

線の直線域が広いこと、フレームが高温であることを理由として化学干渉が少ない

ことなどの利点があるが、ICP-MS は、感度の点で ICP-AES よりも優れていることが

指摘されている。他方、ICP-MS では、目的とした元素と同じ質量数のイオンや分子

イオンのスペクトルが重なることで、干渉が起こるスペクトル干渉の問題が指摘さ

れている。ICP-MS による分析では、試料中の共存元素によるマトリックス干渉の問

題も指摘されており、特に塩類による干渉の問題は、塩類の含有量が比較的高い生

物材料の分析では問題となることが考えられた。他方、このような生物材料を ICP-MS

で分析した事例では、分析対象元素の全てに対して検量線を作成する従来の定量法

によるものが多く、本研究の一つの課題としている半定量による分析事例は、ウシ

肝臓（Amarasiriwardena ら、1997 ）、ラット肝臓（Kim ら、2011）およびヒト血清

（Zhao ら、2009）などで行われたものが存在するが、その数は未だ少ないのが現状

である。特にヒト以外での、血漿や血清を対象とした研究を見出すことはできなか

った。従って本章の目的として、全ての元素を 1 つの較正標準液で補正し、それに

より精度のある分析が可能であるかを、ヒツジの血漿とイヌの血清を用いて検討を

した。 

 他方、本研究では、ICP-MS で得られた元素に関する成績を用いて、対象とした動

物の生息域、疾患の有無、餌の違いなどによる各種分類を目的としている。しかし、

ICP-MS により得られた元素の情報を用いたケモメトリックス解析例が少なく、選択

した試料に依っては、分類がうまくいかないことも考えられる。 

5 



以上、本章を今後の研究の予備実験と位置づけ、1）ICP-MS 半定量法により分析が

可能であるか、2）得られた分析値を用いて、ヒツジ血漿から異なる餌を与えたヒツ

ジ群の分類、また、イヌ血清から脱毛疾患の分類が可能であるか検討を行った。 

 

 

1-2 材料および方法 

1-2-1 試料 

生後 1年未満のロムニー種ヒツジから集めた全 30血漿試料を用いた。血漿試料は、

3 つの異なった肥育条件で適宜食餌を与えたヒツジから集めた（Golding ら、2011)。

その内訳は、チコリ、アカツメクサ、シロツメクサおよびオオバコを含むハーブ－

クローバー混合(N=10)、オオバコ、ライグラスおよびシロツメクサを含むプラント-

グラス混合(N=10)、ライグラスおよびホワイトクローバーを含むグラス混合(N=10)

である。この実験は 2007 年 2 月 15 日にはじまり、3 月 29 日で終了した。ヒツジに

対する実験は、ニュージーランドマッセイ大学の倫理規定に沿って行われた。血漿

試料はエッペンドルフチューブに入れられて、マッセイ大学が発行した動物の健康

に関する証明書を付け、冷凍下で日本獣医生命科学大学に移送された。試料の移送

はニュージーランドと日本の保健局により許可された。 

脱毛疾患犬 45 頭、正常犬 100 頭から得た計 145 頭分の血清を用いた。脱毛疾患犬

は、雄 13 頭、雌 32 頭、年齢 6 ヶ月～2 歳、体重 7.70～13.30kg であり、個々の個体

により異なるが、体の一部に脱毛箇所が見られた。一方、正常犬は、雄 50 頭、雌 50

頭、全 100 頭において犬種はビーグル、年齢は 8 ヶ月であった。 

 

1-2-2 試薬 

硝酸 1.42（超高純度試薬：関東化学製）を希釈して、5%硝酸および 1%硝酸を作成

し、試料および標準液の溶解に用いた。リチウム（Li），マグネシウム（Mg)、イッ

トリウム（Y）、セリウム（Ce）、コバルト（Co）およびタリウム（Tl）標準液(関
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東化学製)を希釈し、1 µg/L 混合較正標準液を作成、ICP-MS 半定量分析に用いた。 

 

1-2-3 分析方法 

使用する容器からの元素の汚染を防ぐため，分析前に１%硝酸で洗浄したエッペン

ドルフチューブにヒツジ血漿 0.1 mL，またはイヌ血清 0.05 mL を入れ、1%硝酸で 10 

mL にした（硝酸は比重 1.42 硝酸：関東化学製を希釈して用いた）。Milli-Q Element 

A-10（日本ミリポア製）で作成した超純水は、酸の希釈や分析に用いた。 

ICP-MS（7500ce;アジレントテクノロジー製）に より、37 元素同時測定した。選

択した 37 元素は、Li、ホウ素（B）、ナトリウム（Na）、Mg、アルミニウム（Al)、

ケイ素（Si）、リン（P）、塩素（Cl）、カリウム（K）、カルシウム（Ca）、チタ

ン（Ti）、バナジウム（V）、クロム（Cr)、マンガン（Mn）、鉄（Fe）、Co、ニッ

ケル（Ni）、銅（Cu）、亜鉛（Zn）、ガリウム（Ga)、ゲルマニウム（Ge）、ヒ素（As）、

セレン（Se）、臭素（Br）、ルビジウム（Rb）、ストロンチウム（Sr）、ジルコニ

ウム（Zr）、モリブデン（Mo）、銀（Ag)、カドミウム（Cd）、スズ（Sn）、アンチ

モン（Sb）、ヨウ素（I）、セシウム（Cs）、バリウム（Ba）、タングステン（W）

および鉛（Pb）。37 元素のうち、含有量が 0.01μg/mL 以上の元素を対象とした。分

析条件の一覧と選択した元素は表 1 に示した。 

元素の測定は半定量分析を用いて行った。1μg/L の Li、Mg、Y、Ce、Co および Tl

含有較正標準液は半定量分析に対しての補正力価として用いた。ICP-MS 測定データ

の抽出には、ChemStation software (アジレントテクノロジー製)を用いた。 
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表 1 ICP-MS の測定条件と選択した元素の質量数 

88Sr53Cr

85Rb51V

206Pb79Br47Ti

182W82Se43Ca1 繰返し回数

137Ba75As39K0.1 秒/点積分時間

133Cs72Ge35Clスペクトルピークホッピング取得方式

127I71Ga31Pデータ採取条件

121Sb66Zn29Si0.1 rpsポンプ回転速度

118Sn63Cu27Al8.0 mmサンプリング位置

111Cd60Ni24Mg0.7 L/分キャリアガス流量

107Ag59Co23Na15.0 L/分プラズマガス流量

95Mo57Fe11B1600 WRF パワー

90Zr55Mn7Liプラズマ条件

選択した元素（m/z）操作条件

88Sr53Cr

85Rb51V

206Pb79Br47Ti

182W82Se43Ca1 繰返し回数

137Ba75As39K0.1 秒/点積分時間

133Cs72Ge35Clスペクトルピークホッピング取得方式

127I71Ga31Pデータ採取条件

121Sb66Zn29Si0.1 rpsポンプ回転速度

118Sn63Cu27Al8.0 mmサンプリング位置

111Cd60Ni24Mg0.7 L/分キャリアガス流量

107Ag59Co23Na15.0 L/分プラズマガス流量

95Mo57Fe11B1600 WRF パワー

90Zr55Mn7Liプラズマ条件

選択した元素（m/z）操作条件

 

   

 

1-2-4 統計解析 

ヒツジ血漿およびイヌ血清から得られた元素情報は、エクセル 2003（マイクロソ

フト製）を用いて解析した。各群での元素濃度は平均値および標準誤差として表し

た。有意差の算出はｔ検定を用いた。 

ヒツジ血漿およびイヌ血清中の元素情報を活用することで、食餌条件や疾患の有

無の分類ができるか調べるために、主成分分析（Principal Component Analysis:PCA）

および偏最小 2 乗判別分析（Partial Least Square-Discriminant Analysis: PLS-DA）

を行った（SIMCA user's Guide 2008）。ICP-MS で算出された試料中の各々の元素濃

度は、多変量解析に用いた。主成分分析および偏最小 2 乗判別分析は SIMCA-P+ 

(Umetrics AB, Umeå, Sweden）を用いて実施した。主成分分析および偏最小 2 乗判

別分析のスコアプロットとローディングプロットは標準化した情報を用いた。主成

分分析は、説明変数（元素濃度）の情報のみから探索的に傾向を導き出し、視覚的
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に結果を得る手法であるが、偏最小 2 乗判別分析は、目的変数（試料群）を適切に

説明できるように説明変数を選択して重み付けをする手法である（相島、1992）。

算出された寄与率は、各主成分での情報の吸収量（反映量）を表し、寄与率の合計

は累積寄与率、最大 1 となる。また、固有値は各主成分での寄与率に 100 を乗じ、

試料数で除することで算出、１以上が有効な情報量の目安となる（涌井ら、2008）。 

マハラノビスの汎距離(観測値と各群の重心との距離)を用いた線形判別関数は、

MULSEL 解析ソフトを用いて実施した。判別関数を構成する変数（元素）は、変数増

加法を用い選択した。係数の有意差検定（P＜0.01）と判別の有意性検定（P＜0.01）

のあと、変数選択の基準値をヒツジ血漿は 7.8、イヌ血清では 12 と設定した（柳井 

2008: 杉山 1983: 田中ら、1984）。 

ヒツジ血漿 30 試料を食餌の種類に基づき 3 つの群にわけ、10-ホールドクロスバ

リデーション法により、判別関数の妥当性確認を行った（永田ら、2007）。各々の

群から 1 つの試料を除き、残りの 27 試料を用いて判別関数を作成した。除いた試料

の情報は 27 試料から作成した判別関数に挿入し、判別関数の妥当性を調査した。こ

の操作を除いた試料をかえ、計 10 回行った。 

 

 

1-3 成績と小括 

1-3-1 ヒツジ血漿およびイヌ血清に対する ICP-MS 半定量分析での適用検討 

異なる食餌試料を与えた 3 つのヒツジ群から得られた血漿中の 20 元素を、ICP-MS

での半定量法により測定した（表 2）。マメ科の種では、Mg、Fe、Cu、Zn 同様、Ca

や K を含有していることは良く知られている（Underwood 1981）。このように、異

なる食餌試料でのヒツジ血漿中元素濃度は、食餌の種類に依存して影響を受けると

考えられた。しかしながら、表 2 に示した通り、それらの元素での有意差は観察さ

れなかった。また、Cl、Na、P および K などの多量元素の群間の有意差もなかった。

これらの元素は動物の生命を維持するのに必要であるため、これらの元素濃度は一
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定に保たれていると考えられた。一方、Br、Se、Rb および Sr などの微量元素の群間

においては、有意差が得られた。Se を除いたこれらの元素の機能は、動物組織では

明らかになっていないため、この研究の目的を元素濃度による動物の分類とした。

従って、これらの微量元素は群間を分類する重要な変数となると考えられた。 

 

 

表 2  3 つの異なる餌の種類を与えたヒツジ血漿中の 20 元素の分析結果

0.0040.1510.0080.2090.0040.142Ba

0.00120.00680.00090.00480.00460.0245I

0.0040.1790.0090.250b0.0060.249bSra

0.0080.1670.0140.4200.0110.380Rba

0.726.70.836.30.217.4Bra

0.0030.1280.0030.1070.00240.0597Sea

0.0170.5220.0320.6010.0120.638Zn

0.071.010.0570.9720.0670.959Cu

0.211.530.141.500.081.30Fe

0.00030.01750.00030.01670.00040.0140Cr

0.00100.03280.00420.04090.00120.0388Ti

0.045.460.055.470.055.75Ca

0.212.60.312.20.312.7K

135923723376Cl

0.185.640.196.220.156.54P

0.085.580.115.560.085.56Si

0.021.300.031.340.021.32Mg

123412341240Na

0.00110.02360.00680.09390.0050.142B

0.357.111.052.080.307.29Li

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

グラス群
(n = 10)

プラント-グラス群
(n = 10)

ハーブ-クローバー群
(n = 10)

0.0040.1510.0080.2090.0040.142Ba

0.00120.00680.00090.00480.00460.0245I

0.0040.1790.0090.250b0.0060.249bSra

0.0080.1670.0140.4200.0110.380Rba

0.726.70.836.30.217.4Bra

0.0030.1280.0030.1070.00240.0597Sea

0.0170.5220.0320.6010.0120.638Zn

0.071.010.0570.9720.0670.959Cu

0.211.530.141.500.081.30Fe

0.00030.01750.00030.01670.00040.0140Cr

0.00100.03280.00420.04090.00120.0388Ti

0.045.460.055.470.055.75Ca

0.212.60.312.20.312.7K

135923723376Cl

0.185.640.196.220.156.54P

0.085.580.115.560.085.56Si

0.021.300.031.340.021.32Mg

123412341240Na

0.00110.02360.00680.09390.0050.142B

0.357.111.052.080.307.29Li

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

グラス群
(n = 10)

プラント-グラス群
(n = 10)

ハーブ-クローバー群
(n = 10)

 

a 3 群間の有意差:P<0.05、b ハーブ-クローバー群とプラント-グラス群間の有意差:P>0.05 
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一方、脱毛疾患群と正常群から得られたイヌ血清中の 14 元素について、ICP-MS 半

定量法により測定を行い、その結果を表 3 に示した。2 群の分析結果において、有意

差（P<0.05）が見られた 10 元素は、Na、P、Cl、K、Fe、Cu、Zn、Se、Rb および Sr

であった。ただし、2 群において、極端に元素濃度に差がある元素は見られなかった。 

 

 

表 3  脱毛疾患群と正常群でのイヌ血清中の 14 元素の分析結果 

0.00040.0250.00040.024Ba

0.0060.3600.0070.303Sra

0.0030.2540.0070.314Rba

0.0060.3160.0110.408Sea

0.0170.9070.0431.04Zna

0.0100.7820.0210.837Cua

0.0561.740.0631.49Fea

0.0777.440.1367.47Ca

0.1815.00.2512.8Ka

6.54736.9443Cla

0.1911.70.3312.5Pa

0.2434.940.164.62Si

0.0311.820.0371.79Mg

5.93675.8339Naa

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

正常群 (N = 100)脱毛疾患群(N = 45)

元素

0.00040.0250.00040.024Ba

0.0060.3600.0070.303Sra

0.0030.2540.0070.314Rba

0.0060.3160.0110.408Sea

0.0170.9070.0431.04Zna

0.0100.7820.0210.837Cua

0.0561.740.0631.49Fea

0.0777.440.1367.47Ca

0.1815.00.2512.8Ka

6.54736.9443Cla

0.1911.70.3312.5Pa

0.2434.940.164.62Si

0.0311.820.0371.79Mg

5.93675.8339Naa

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

正常群 (N = 100)脱毛疾患群(N = 45)

元素

 

     a 2 つの群間の有意差: P<0.05  
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1-3-1-1 小活 

ヒツジ血漿およびイヌ血清において、ICP-MS 半定量法から得られた Na、K および

Ca などの多量元素濃度は、通常の動物の正常値より低い結果であった。今回の研究

において、多量元素の真度を確認するための適当な標準試料を見つけることができ

なかった。ただし、微量元素である Se と Zn の 2 元素の認証値（Se；0.133±0.012 μ

g/mL、Zn；2.36±0.14 μg/mL）がある標準試料 BCR-639 (ヒト血清；European 

Commission、Joint Research Centre)の測定を行ったところ、Se は 0.125±0.005μ

g/mL、Zn は 2.28±0.04μg/mL と、標準試料の認証値と我々の分析結果に有意差は見

られなかった。また、Fe および Cu など他の微量元素は、通常の動物の正常値であっ

たことから、多量元素の分析結果が主に低値になっていると考えられた（Takahashi

ら、2013）。 

今回の測定は、ICP-MS による半定量法を用いている。すべての元素の標準溶液を

用意し、検量線法を用いる定量法に対し、半定量法は簡便、迅速に多くの元素情報

を得るという測定手法の特徴から、数種類の元素からなる較正標準液のみを測定す

る。今回用いた ICP-MS 半定量法において、多量元素の分析結果が低い理由は、使用

する較正標準液濃度に対し、多量元素の含有量が高く、較正標準液の適用濃度範囲

を超えているためとの報告がある（Laursen ら、2009a）。また、生物材料中には様々

な濃度レベルの元素が存在するため、ICP-AES や ICP-MS を用いた生物材料の分析に

対して、元素組成を原因とした干渉の問題が指摘された報告（Mochizuki ら、2002）

もある。このことから、この手法を用いて研究を進めていくには、半定量法の真度

の確認や多量元素の低い分析結果の改善が必要であると考えられた。 

 

 

1-3-2 ICP-MS 半定量法データを用いたケモメトリックス解析での適用検討 

1-3-2-1 ヒツジ血漿中無機元素情報を用いた食餌条件の分類 

ICP-MS 半定量分析を用いた血漿からの情報は、主成分分析により再度算出した。
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主成分分析は、説明変数（元素濃度）の情報のみから探索的に傾向を導き出し、視

覚的に結果を得る方法の１つであり、分散が最大になるような合成変量を求める手

法である（宮下ら、1995: 涌井ら、2008）。その結果、第 1 主成分(PC1)-第 2 主成

分(PC2)の固有値は 1 より大きく、各主成分での情報の吸収量の指標となる第 1 主成

分の寄与率は 30.6%、第 2 主成分 17.6%であり、累積寄与率は 48.2%であった。図 1

に示したように、血漿から得られた情報の分布は、食餌の種類に依存した 3 つの区

分に分類された。この結果は、血漿中の元素濃度により動物の食餌の種類識別が可

能であることを示している。主成分分析から得られたローディングプロットを図 2

に示した。その結果として、ハーブ-クローバー群では Ca 濃度が高く、プラント-グ

ラス群では Brと Ba濃度が高かった。グラス群では特に濃度が高い元素は見られず、

逆に他の群より低い濃度の元素は Rb と Sr であった。 

 

 

 

図 1 3 つの異なる餌の種類を与えたヒツジ血漿から得られた 30 試料のスコアプロ

ット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。（■：ハーブ-クローバー群、○：

プラント-グラス群、◇:グラス群） 
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図 2 3 つの異なる餌の種類を与えたヒツジ血漿から得られた 30 試料のローディン

グプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

 

 

異なった食餌条件でのヒツジ 3群の測定結果を用いて、線形判別関数を行なった。

その結果、Br と Rb からなる判別関数を作成した。 

 

ハーブ-クローバー群 = 3.377 [Br] + 262.531 [Rb] − 79.261 (A) 

プラント-グラス群 = 7.392 [Br] + 274.243 [Rb] − 191.773 (B) 

グラス群     = 5.570 [Br] + 97.600 [Rb] − 82.511  (C) 

 

[Br]および[Rb]は各々の元素濃度(μg/mL)を表している。判別得点は、判別関数に

元素濃度を代入して得られた数値として算出された。食餌の種類に影響をうけた

各々の試料での最も高い判別得点を調べるため、30 試料の変数（Br および Rb）の結

果を A、B、C へ同様に代入した。その結果、この研究において、判別関数により群

の分類を達成することができた（表 4）。 
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作成した判別関数は妥当性確認により、その有効性を確認する必要がある。妥当

性確認では、一定の基準を設けて、判別関数作成のためのモデリング試料と判別関

数を検定するための予測試料に分け、作成した関数を用いて予測用試料を予測する

ことで、判別精度の検証を行う（宮下ら、1995）。今回の研究では、試料を 10 群に

分け検証する 10-ホールドクロスバリデーション法により評価した。その結果、作成

された判別関数は各々由来の試料を 100%分類することができた（表 4）。 

 

 

表 4 異なる餌の種類を与えたヒツジ血漿から得られた 3 群判別モデルによる分類と 

クロスバリデーションでの判別率 

群名 試料数 分類(%) クロスバリデーション a) (%) 

ハーブ-クローバー群 10 100 100 

プラント-グラス群 10 100 100 

グラス群 10 100 100 

a) 10-ホールドクロスバリデーション 

 

 

1-3-2-2 イヌ血清中無機元素情報を用いた脱毛疾患の分類 

脱毛疾患群と正常群の血清濃度について、主成分分析を行い、そのスコアプロッ

トを図 3 に示した。その結果、脱毛疾患群と正常群から得られた情報の分布は、症

状の相違に依存した 2 つの区分に明確に分類することが出来なかった。続いて、主

成分分析と同じ測定データを用いて、偏最小 2 乗判別分析を行ったところ(図 4）、

図 4 のスコアプロットでは一部重なりはあるが、概ね 2 つの区分に分ける事が出来

た。また、偏最小 2 乗判別分析でのローディングプロットを図 5 に示した。脱毛疾

患群に多い元素は、Se および Rb、正常群に多い元素は Sr であった。 
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図 3 脱毛疾患群と正常群のイヌ血清中無機元素情報での主成分分析のスコアプロッ

ト。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。(■: 脱毛疾患群，○:正常群) 

 

 

 

図 4 脱毛疾患群と正常群のイヌ血清中無機元素での偏最小 2 乗判別分析のスコアプ

ロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。(■: 脱毛疾患群，○:正常群) 
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図 5 脱毛疾患群と正常群のイヌ血清中無機元素情報での偏最小 2 乗判別分析のロー

ディングプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

 

 

脱毛疾患群と正常群のイヌ血清の測定結果を用いて、線形判別分析を行い、Rb お

よび Sr からなる判別関数を得た。 

 

脱毛疾患群 ＝ 201.260 [Rb] + 19.195 [Sr] − 34.529 

正常群 ＝ 115.972 [Rb] + 71.106 [Sr] − 27.529 

：[Rb]および[Sr]は各々の元素濃度(μg/mL)を代入する。 

 

判別関数の作成に用いた全 145 試料の変数（Rb および Sr）の結果をそれぞれの式

に代入したところ、脱毛疾患群由来のイヌ血清試料を疾患群とした判別率は 88.9% 

（40/45 試料）、正常群由来の試料を正常群とした判別率は 94.0% （94/100 試料）

であり、脱毛疾患群の判別率が 90%を下回った。 
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1-3-2-3 小括 

ともに多量元素の低い分析結果を持つデータ群からの主成分分析において、ヒツ

ジ血漿中無機元素から得られたスコアプロット上では、3 群の区分が可能であったが、

イヌ血清では、2 群の区分けができなかった。また、それぞれのデータ群から作成し

た判別関数においても、主成分分析の傾向と同様、ヒツジ血漿の判別率は 3 群とも

100%であったが、イヌ血清では 90％を下回った。 

ヒツジ血漿とイヌ血清の分析における相違点として、分析に用いた試料量が、イ

ヌ血清はヒツジ血漿の半分の量であった。そのため、イヌ血清のケモメトリックス

解析対象元素が 14 元素とヒツジ血漿の 20 元素に比べて少なかった。生物材料の例

ではないが、無機元素組成によるケモメトリックス解析を用いた遺伝子型の異なる

米の判別（Laursen ら、2009a）、乾シイタケおよび黒大豆の原産地の判別（Kadokura

ら、2006；Homura ら、2006）では、ケモメトリックス解析に用いる元素数を増やす

と、判別率が向上すると報告されている。前述の Laursen らの報告では、ICP-MS 半

定量法から得られた 30 元素を解析に用いることで、主成分分析において米の種類に

依存した 3 つの区分に分類が可能であった。この 30 元素は、真度が優れた(真度 70%

以上）14 元素、真度が低い（真度 70%以下）16 元素と分けることができるが、それ

ぞれ真度で分けた 14元素または 16元素群でのデータ情報を用いた主成分分析では、

どちらもスコアプロット上において明確な区分けができなかった。このことから、

イヌ血清を用いた脱毛疾患の分類において判別率が低かった理由として、解析に用

いた元素数が少なかったことが要因の一つである可能性が考えられた。このことは、

無機元素の測定に対し、ICP-MS より測定感度が低い吸光光度法、AAS 法や ICP-AES

法などを選択していれば、測定可能な元素数が減り、判別率がさらに下がった可能

性も考えられた。 

健康な生体は一定の無機元素のバランスを保ち、正常な生理機能を維持している

が、いったんそのバランスがくずれ恒常性が失われると、それぞれの無機元素の過

剰蓄積や欠乏に由来する特有の疾病が引き起こされることが知られている（荒川ら、
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2009）。イヌ血清での判別率が低かった 2 つ目の理由として、前述の疾病による無

機元素の血液中濃度への影響と経口による飼料中の無機元素の血液への反映におけ

る代謝過程の相違が考えられた。また、疾病の進行状況も重要な要素である可能性

が推察された。 

ヒツジ血漿中多量元素の低い分析結果でも食餌条件が分類できたことから、各元

素の真度が分類手法の成否に 100%関与している訳ではないと推察されるが、真度不

足の元素の改善により、目的とする分類の判別精度が向上する可能性があること、

また、種々の生物材料に対して汎用性のある手法とするには、真度の把握と改善は

重要であると考えられた。以上より、次章において、生物材料中無機元素に対する

ICP-MS 半定量法での真度の検証を行なうこととした。 
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第 2 章 ICP-MS 半定量法での真度の評価とケモメトリックス解析での 

適用評価 

 

2-1 緒言 

Kirchhoff らの研究により、原子には固有のスペクトル線が観測されることが分か

り、その後の多くの実験により、それぞれの原子にはそのエネルギー準位に基づい

た多数のスペクトル線があることが実証された。原子のスペクトル分析法は、主に

原子吸光分析法と原子発光分析法とに分けられる（日本薬学会 2010）。原子吸光分

析法は、1955 年にオーストラリアの Walsh らによって、新しい分光化学分析法とし

て提唱された。特にフレーム温度（3000Ｋ以下）では基底状態の原子が多いことが

分かってからは、フレーム法を中心に発展、装置の開発も進み、1960 年ごろから急

速に普及した。一方、原子発光分析法、特にアルゴンプラズマを用いた ICP-AES は、

1960 年代から研究が始められ、1970 年後半には、ほぼ現在の装置の形が完成、1980

年代に入り、市販機が数多く市場に出回り、一気に普及した。ICP-AES は、5000～6000

Ｋに及ぶ高温のアルゴンプラズマで生成した励起原子および励起イオンからの共鳴

発光線を測定する手法である。この方法の特徴として、多元素同時分析が可能であ

ること、検量線の直線範囲が広いこと、高温の励起源によるマトリックス干渉が抑

制されることなどが挙げられる（上本ら、2009）。 

ICP-MS は、1980 年代に Houk らによって最初の装置が報告され、従来の原子吸光

分析法や ICP-AES などの光学的な分析法にかわる微量元素の分析法として普及しつ

つある。ICP-AES と同じアルゴンプラズマを用い、プラズマ中で生成したイオンを質

量分析部に導入して、その質量数およびイオン強度を測定する手法である（上本ら、

2009）。ICP-MS の利点として、元素の検出下限値が ppt レベルから ppq オ－ダ－で

あることから、高感度分析かつ多元素同時分析が可能であること、定性および定量

分析ができること、検量線の直線域が広いこと、同位体比の測定が可能であること

が挙げられる。従って、微量元素や超微量元素を含む多くの元素情報を迅速に得る
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ことが出来ることから、食品試料（Millour ら、2011; Rose ら、2010; Noel ら、2003）、

生物学的試料（Fujimori ら、1998; Hasegawa ら、2001;Matuura ら、2001;Smith ら、

2010）、地質学的試料（Rong ら、1999; Ealciani ら、2000）や環境試料（Lee ら、

2000）など幅広い分野の試料の分析に用いられている。しかし、ICP-MS では、目的

元素と同じ質量数のイオンや分子イオンのスペクトルが重なり干渉を及ぼすスペク

トル干渉の問題が指摘されている。また、試料中の共存元素によるマトリックス干

渉の問題も指摘されており、特に塩類による干渉の問題も大きいとされており、こ

れらの干渉の問題が、AAS や ICP-AES など他の元素分析装置に比べ、精度に大きな影

響を与える場合もあることが指摘されている。 

ICP-MS を用いた半定量法は、高感度、分析操作の簡便さ、多元素一斉分析などの

測定手法の特徴から、血液など場合によっては大量に入手することが難しい生物材

料の測定に適している。また、得られる情報量が多いため、多変量解析への適用の

高さも示唆される。しかし、この手法での生物材料での測定例はほとんど報告がな

い。 

第 1 章からの問題提起を受け、本研究の目的として、生物材料に対し、半定量法

を用いた無機元素測定データは真度の点などに問題がないのか評価することとした。

そこで、ウシ血清を用いて、半定量法と実績が十分ある定量法との測定データの比

較、半定量法での真度の評価を試みた。 

 

 

2-2 材料および方法 

2-2-1 試料 

ICP-MS 半定量分析と定量分析による測定結果の比較、半定量分析での測定条件の

検討および添加回収試験のための試料として、細胞培養用牛血清（Code：12183650、 

KOHJIN BIO 製 東京、日本）を用いた。 
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2-2-2 試薬 

硝酸 1.42（超高純度試薬：関東化学製）を希釈して、5%硝酸および 1%硝酸を作成

し、試料および標準液の溶解に用いた。Milli-Q Element A-10（日本ミリポア製）

で作成した超純水は、酸の希釈や分析に用いた。Li、Mg、Y、Ce、Co、Tl 標準液(関

東化学製)を希釈し、1 ng/mL 混合較正標準液を作成、ICP-MS 半定量分析に用いた。

カリウム標準液(関東化学製)およびカルシウム標準液(関東化学製)を希釈し、較正

標準液に添加、K および Ca の測定に用いた。Custom Assurance Standard（XSTC-622B; 

SPEX CertiPrep 製）、各々の元素標準液は希釈し、ICP-MS 定量分析および添加回収

試験に用いた。ロジウム(Rh)標準液(関東化学製)は希釈し、定量分析での内標準元

素として用いた。 

 

2-2-3 分析方法 

選択した元素の種類と半定量と定量法の比較 

ICP-MS 定量分析では、試料 1.25 mL を 1%硝酸で 50mL に希釈後、試料濃度に応じ

て希釈し、内標準元素として Rh を添加後、34 元素同時測定した。選択した 34 元素

は、質量の小さい順に、Li、B、Na、Mg、Al、Si、P、K、Ca、Ti、V、Cr、Mn、Fe、

Co、Ni、Cu、Zn、Ga、Ge、As、Se、Rb、Sr、Zr、Mo、Ag、Cd、Sn、Sb、Cs、Ba、W

および Pb である。半定量の分析ではこれら 34 元素に Cl、Br および I の 3 元素を加

え 37 元素を対象とした。定量分析においては、検量線が必要となるが、今回の検討

では 4～5 点よりなる検量線を用いた。分析条件の一覧と選択した各元素の質量数は

表 5 に示した。ICP-MS 測定データの抽出には、ChemStation software (Agilent 

Technologies)を用いた。 
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表 5 ICP-MS の測定条件と選択した元素の質量数 

Li-7,B-11,Na-23,Mg-24,
Al-27,Si-29,P-31,K-39,
Ca-44,Ti-47,V-51,Cr-53,
Mn-55,Fe-57,Co-59,Ni-60,
Cu-63,Zn-66,Ga-71,Ge-72,
As-75,Se-82,Rb-85,Sr-88,
Zr-90,Mo-95,Ag-107,Cd-111,
Sn-118,Sb-121,Cs-133,
Ba-137,W-182,Pb-206

6～238質量数範囲

3 1 繰返し回数

0.5 秒/点0.1 秒/点積分時間

スペクトルピークホッピングスペクトルピークホッピング取得方式

データ採取条件

0.1 rps0.1 rpsポンプ回転速度

8.0 mm8.0 mmサンプリング位置

0.7 L/分0.7 L/分キャリアガス流量

15.0 L/分15.0 L/分プラズマガス流量

1600 W1600 WRF パワー

定量法半定量法プラズマ条件

Li-7,B-11,Na-23,Mg-24,
Al-27,Si-29,P-31,K-39,
Ca-44,Ti-47,V-51,Cr-53,
Mn-55,Fe-57,Co-59,Ni-60,
Cu-63,Zn-66,Ga-71,Ge-72,
As-75,Se-82,Rb-85,Sr-88,
Zr-90,Mo-95,Ag-107,Cd-111,
Sn-118,Sb-121,Cs-133,
Ba-137,W-182,Pb-206

6～238質量数範囲

3 1 繰返し回数

0.5 秒/点0.1 秒/点積分時間

スペクトルピークホッピングスペクトルピークホッピング取得方式

データ採取条件

0.1 rps0.1 rpsポンプ回転速度

8.0 mm8.0 mmサンプリング位置

0.7 L/分0.7 L/分キャリアガス流量

15.0 L/分15.0 L/分プラズマガス流量

1600 W1600 WRF パワー

定量法半定量法プラズマ条件

 

 

 

添加回収試験 

添加回収試験では、試料 0.625 mL を採取し、Custom Assurance Standard 又は各々

の標準液を濃度に依存して添加、１%硝酸で 25 mL に希釈した。それぞれの溶液につ

いて半定量 ICP-MS 分析を行った。各元素の添加量は、2.5 ng:Mn、Co、Ge、Zr、Ag、

Cd、Sn、Sb、Cs、W および Pb、6.25 ng:V、Ni、Ga、As および Mo、12.5 ng:Li、62.5 

ng:Al、 Ti、Cr、Se および Sr、250 ng:I、500 ng:Cu、Zn、Rb および Ba、2.5 mg:B

および Fe、25 mg:Mg、P、K、Ca および Br、250 mg:Na、Si および Cl とした。 

 

2-2-4 統計解析 

ウシ血清から得られたデータはエクセル 2003 を用いて計算した。ウシ血清の元素
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濃度および添加回収率は、平均値および標準偏差として表した。有意差の算出は t

検定を用いた。相関係数の有意水準は、IBM SPSS Statistic 19 (IBM, Japan)を用

いて計算した。 

 

 

2-3 成績と小括 

2-3-1 ICP-MS 半定量法と ICP-MS 定量法での測定結果の比較 

ウシ血清に対し、ICP-MS 半定量法と ICP-MS 定量法の 2 法で測定、その測定結果を

表 6 に示した。なお，半定量法と定量法において、濃度が 0.004 µg/ml 以下の元素

に対しては、有意差の検定および濃度比を算出しなかった。 
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表 6 ICP-MS半定量法および ICP-MS定量法によるウシ血清中の無機元素測定結果 

<0.004<0.004Pb

<0.004<0.004W

○○1050.190±0.0060.200±0.006Ba

<0.004<0.004Cs

0.118±0.005I

<0.004<0.004Sb

<0.004<0.004Sn

<0.004<0.004Cd

<0.004<0.004Ag

○×850.010±0.00020.0085±0.0008Mo

<0.004<0.004Zr

○○1040.097±0.0030.101±0.004Sr

○○1010.334±0.0100.339±0.008Rb

18.8±1.9Br

○○1100.111±0.0030.122±0.015Se

○○1120.0057±0.00060.0064±0.0016As

<0.004<0.004Ge

<0.0040.0068±0.0003Ga

○○93.20.837±0.0260.780±0.04Zn

○○99.30.685±0.020.680±0.046Cu

○○93.50.0077±0.00080.0072±0.0017Ni

<0.004<0.004Co

○×91.12.35±0.092.14±0.10Fe

<0.004<0.004Mn

○○97.40.038±0.0040.037±0.001Cr

○○1060.0066±0.00110.0070±0.0005V

○○1040.153±0.0180.159±0.032Ti

××44.187.6±2.438.6±0.8Ca

××66.1236±9156±3K

3670±50Cl

○×93.1101±494.0±2.3P

××11838.2±0.545.0±2.0Si

○○85.70.028±0.0070.024±0.009Al

○○10318.0±0.518.5±0.4Mg

○×1043160±383050±60Na

○○97.30.187±0.0070.182±0.012B

○×87.50.024±0.00070.021±0.001Li

有意差
検定*2

α＝0.01

有意差
検定*2

α＝0.05
①/②×100(%)

②ICP-MS
定量法*1

(μg/mL)

①ICP-MS
半定量法*1

(μg/mL)
元素

<0.004<0.004Pb

<0.004<0.004W

○○1050.190±0.0060.200±0.006Ba

<0.004<0.004Cs

0.118±0.005I

<0.004<0.004Sb

<0.004<0.004Sn

<0.004<0.004Cd

<0.004<0.004Ag

○×850.010±0.00020.0085±0.0008Mo

<0.004<0.004Zr

○○1040.097±0.0030.101±0.004Sr

○○1010.334±0.0100.339±0.008Rb

18.8±1.9Br

○○1100.111±0.0030.122±0.015Se

○○1120.0057±0.00060.0064±0.0016As

<0.004<0.004Ge

<0.0040.0068±0.0003Ga

○○93.20.837±0.0260.780±0.04Zn

○○99.30.685±0.020.680±0.046Cu

○○93.50.0077±0.00080.0072±0.0017Ni

<0.004<0.004Co

○×91.12.35±0.092.14±0.10Fe

<0.004<0.004Mn

○○97.40.038±0.0040.037±0.001Cr

○○1060.0066±0.00110.0070±0.0005V

○○1040.153±0.0180.159±0.032Ti

××44.187.6±2.438.6±0.8Ca

××66.1236±9156±3K

3670±50Cl

○×93.1101±494.0±2.3P

××11838.2±0.545.0±2.0Si

○○85.70.028±0.0070.024±0.009Al

○○10318.0±0.518.5±0.4Mg

○×1043160±383050±60Na

○○97.30.187±0.0070.182±0.012B

○×87.50.024±0.00070.021±0.001Li

有意差
検定*2

α＝0.01

有意差
検定*2

α＝0.05
①/②×100(%)

②ICP-MS
定量法*1

(μg/mL)

①ICP-MS
半定量法*1

(μg/mL)
元素

 

*1 平均値±標準偏差として算出 

*2 ○：p>0.05 or 0.01、×：p<0.05 or 0.01 
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半定量と定量の成績において、有意な差があった元素は、Li、Na、Si、P、Cl、K、

Ca、Fe および Mo の 9 元素であった(有意水準 0.05 で検定）。有意水準 0.01 で検定

した場合には、Si、K および Ca の 3 元素で有意差が観察された。半定量と定量の比

較として、両者の濃度比（%）も検討した。結果、全 37 元素の濃度比は K および Ca

以外の元素では、85.0～118%であった。K および Ca は、半定量法での濃度が低かっ

たことを原因として、定量法に対する濃度比は、それぞれ 66.1%と 44.1%であった。

以上の成績に関して、詳細に観察してみると、例えば、有意水準 0.05 および 0.01

の両方で有意差が得られ、半定量と定量の濃度比が 118%であった Si であっても、半

定量と定量で得られた成績はそれぞれ、45 と 38.2 µg/mL であった。従って、K およ

び Ca 以外の元素では、今後のケモメトリックス分析に大きな支障がでるような違い

は観察されていないと考えられた。他方、K および Ca の問題は、全 37 元素の半定量

と定量で得られた成績間の相関を示した図においても明らかとなった。図 6 は、横

軸と縦軸に、それぞれ半定量と定量の成績をあてはめたものである。全 37 元素で得

られた半定量と定量の成績における相関係数は R=0.999（p＜0.01）であった。半定

量と定量結果の成績の間には、有意な相関が観察されたことから、半定量法が定量

法に比べて遜色がないことが示唆されたが、K および Ca の値は図 6 に示したように

大きく逸脱していた。 
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図 6  ICP-MS 半定量法と定量法による牛血清中の無機元素データのプロット図 

 

ICP-MS 半定量法での米の分析において、多量元素の測定結果が低い理由は、使用

する較正標準液濃度に対し、多量元素の含有量が高く、較正標準液の適用濃度範囲

を超えているためとの報告がある（Laursen ら、2009a）。今回、ウシ血清中の元素

濃度範囲が、0.004 µg/mL 以下の重金属類から、4000 µg/mL の Na までと広かった。

そのため、使用した較正標準液における Kおよび Caの適用濃度範囲を超えてしまい、

両元素の濃度が低い結果になったと推察された。多量元素が、使用した較正標準液

での適用濃度範囲を超えてしまった場合の対処方法がいくつか報告されている。河

川水や植物の標準物質の測定において、試料溶液の希釈が必要であるとの報告

（Amarasiriwardena ら、1997）や、米の測定では、較正標準液濃度を高い濃度に変

更すると改善するとの報告（Laursen ら、2009a）がある。また、土壌や堆積物の測
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定においては、多量元素の含有量が半定量法での適用濃度範囲を超えているため、

測定感度が低い原子吸光法での測定が適切との報告（Entwistle ら、1997）がある。 

そこで、上記の報告を参考として、ウシ血清中の Kおよび Caの測定条件の検討を、

1)試料の希釈、2)異なる較正標準液の濃度の設定および 3)較正標準液への K および

Ca の添加を行った。この 3 つの対処法により、K および Ca 半定量における改善が可

能であるかを次の章で検討した。 

 

 

2-3-2 ICP-MS 半定量法での K および Ca 測定条件検討 

ICP-MS 半定量法での K および Ca の真度改善のための 3 つの取り組みを行った。1

つ目の取り組みとして、試料溶液中の K および Ca 濃度が較正標準液に比べ高いこと

（1000 倍以上）による影響が考えられたため、試料溶液を 5、20 及び 200 倍と希釈

した後、測定を行った。その結果、K での 5～200 倍希釈液の測定結果はかわらず、

低い結果の改善はできなかった。また、Ca においても、20 倍希釈液での結果は上が

ったが、定量分析での結果には届かず、大幅な改善には至らなかった（データは示

さず）。このことから、試料溶液の希釈は、測定結果の改善に対し効果がないこと

が分かった。 

2 つ目の取り組みとして、今回，1 ng/mL（Li、Mg、Y、Ce、Co および Tl）較正標

準液を使用したが、試料溶液中の K および Ca 濃度に比べ、較正標準液の濃度が低い

ことが考えられたため、較正標準液の濃度を 1 ng/mL から、10 ng/mL または 100 ng/mL

とかえ測定を行った。その結果、K および Ca の測定結果は、1 ng/mL 較正標準液を

用いた結果と変わらなかった(データは示さず)。このことから、高い濃度の較正標

準液の使用は、半定量分析での測定結果の改善に対し、効果がないことが分かった。 

較正標準液の構成元素(Li、Mg、Y、Ce、Co および Tl)に K 及び Ca を使用していな

いことによる影響が考えられた。そこで，3 番目の検討として、1 ng/mL 較正標準液

に K および Ca を 1、10 および 100 ng/mL と 3 条件で添加し、測定を行った(図 7)。3
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条件での K および Ca の測定結果は、ICP-MS 定量分析データとの濃度比が K では 91.9

～106%、Ca では 93.6～98.2%であった。このことから、較正標準液の構成元素に K

および Ca を加えることで、半定量分析での両元素の測定結果が改善されることが示

唆された。3 つのどの添加濃度でも濃度比は両元素とも良好であったが、100 ng/mL

添加での精度が一番良いことから、較正標準液への K 及び Caの添加濃度は 100 ng/mL

と決定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 K と Ca を 3 条件で添加した較正標準液を用いた ICP-MS 半定量分析でのウシ血

清中の K と Ca 測定結果。平均値±標準偏差(N=6)で示した。黒棒および白棒は

それぞれ、定量法および半定量法での結果。0：K と Ca 標準液の添加なし。1～

100：K と Ca 濃度がともに 1～100 ng/mL となるように標準液を添加。 
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一方，較正標準液として通常使用しない K および Ca を添加したため、両元素に近

い質量数を持つ元素においては、高い測定結果になる傾向があった。この現象は、1

～100 ng/mL 添加すべての条件で見られ、特に Ti、V および Cr は 150%程度、高い測

定結果となった。この標準液を用いた測定は、いくつかの元素の真度に影響を与え

るため、この条件では K および Ca のみを測定すると決定した。試料の種類により無

機元素組成は異なっているため、最適な較正標準液の構成元素や濃度も試料種ごと

に異なると推察され、その試料種での測定対象元素の真度を担保できる較正標準液

（場合によっては複数）を用意する必要があると考えられた。 

 

 

2-3-3 ICP-MS 半定量法での添加回収試験 

次の検討として、添加回収試験を表 7 に示した 37 元素に対し実施した。K および

Ca の測定では、1 ng/mL 較正標準液に 100 ng/mL  K および Ca を添加した標準液を

用いた。K および Ca の回収率はそれぞれ 103±5.8%、96.6±5.8%と良好であり、こ

の条件での測定の有効性が示された。また、別の 2 つの濃度条件で同様に回収率を

求めたが、K は 89.3～99.0 %、Ca は 90.0～99.2 %と良好であった(データ示さず)。

これらのことより、K および Ca に対する半定量分析では，較正標準液に両元素を添

加することで、真度の改善を達成することができた。K および Ca 以外の元素の測定

では、試料は 1 ng/mL 較正標準液を用いて測定を行った。その結果を表 7 に示した。

濃度が 0.004 µg/mL 以下の元素に対しては、0.004 µg/mL 濃度相当の元素を添加した

が、回収率の範囲は 88.6～108%であった。濃度が 0.004 µg/mL 以上の元素に対して

は、試料に元素濃度に依存した量をそれぞれ添加した。その結果、B 以外の元素の結

果は 91.2～118%となった。B は添加量を増やすと回収率が改善されることから、低

い濃度帯での真度不足の可能性が示唆された。厚生労働省が出している食品衛生検

査の検査指針での適正な添加回収率を、70-120％としていることから、半定量法が

生物材料の分析に使用可能である手法であることが示唆された。 
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表 7 ICP-MS 半定量法によるウシ血清中の無機元素の回収率 

105±2.9Zn

95.0±10.0Pb112±2.9Cu

96.1±0.6W105±12.2Ni

96.5±2.9Ba100±5.8Co

93.4±5.8Cs116±5.8Fe

92.0±5.8I111±5.8Mn

97.6±5.8Sb101±4.0Cr

105±5.8Sn104±8.3V

88.6±10.5Cd97.4±2.3Ti

92.2±5.5Ag96.6±5.8Ca

101±4.6Mo103±5.8K

98.7±5.8Zr104±3.7Cl

101±2.3Sr113±11.5P

100±0.6Rb103±5.8Si

105±5.8Br91.2±6.1Al

94.7±6.9Se103±2.9Mg

118±12.2As91.7±1.0Na

93.3±17.3Ge161±5.8B

103±4.0Ga103±2.9Li

回収率a)(%)元素回収率a)(%)元素

105±2.9Zn

95.0±10.0Pb112±2.9Cu

96.1±0.6W105±12.2Ni

96.5±2.9Ba100±5.8Co

93.4±5.8Cs116±5.8Fe

92.0±5.8I111±5.8Mn

97.6±5.8Sb101±4.0Cr

105±5.8Sn104±8.3V

88.6±10.5Cd97.4±2.3Ti

92.2±5.5Ag96.6±5.8Ca

101±4.6Mo103±5.8K

98.7±5.8Zr104±3.7Cl

101±2.3Sr113±11.5P

100±0.6Rb103±5.8Si

105±5.8Br91.2±6.1Al

94.7±6.9Se103±2.9Mg

118±12.2As91.7±1.0Na

93.3±17.3Ge161±5.8B

103±4.0Ga103±2.9Li

回収率a)(%)元素回収率a)(%)元素

 

試料には 2.5mg～250mg までの濃度に依存した元素量を添加した。 

a)3 点の回収率の平均値±標準偏差 

  

 

2-3-4 小括 

この章において、第 1 章の課題であった ICP-MS 測定における真度の評価と、較正

標準液の追加により、多量元素の低い結果を改善することができた。較正標準液を

構成する元素やその元素濃度は、対象とする検体種の元素濃度レベルや元素組成に

より、種々のものが検討され用いられている（Amarasiriwardena ら、1997; Soldevila
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ら、1998）。ただし、ICP-MS の多元素一斉測定では、検体種によっては多量元素と

微量元素が共存し各種の干渉を受ける可能性があり、別の測定原理を持つ ICP-AES

や AAS での測定結果と比較し、結果の妥当性を検証した報告もある（Almeida ら、

2002; Catarino ら、2006）。この研究においても結果は示していないが、ウシ血清

に対し、ICP-AES、AAS、イオンクロマトグラフおよび電位差滴定法を用いて含有量

が多い 14 元素について測定し、ICP-MS 半定量法の結果と比較、結果に差がないこと

を確認している。 

第 3 章では、この章で検証した ICP-MS 測定方法を用いて、ウシ血清中無機元素情

報により、肥育条件（食餌試料および肥育場所）の分類が可能か検討を行うことと

した。 
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第 3 章 ウシ血清を用いた肥育条件および肥育時期の分類 

 

3-1 緒言 

牛肉の判別手法として、品種間で異なる DNA 領域を判別マーカーとして利用する

DNA 解析を用いた品種判別があり、黒毛和種とホルスタイン種、およびその交雑種の

識別が可能であると報告されている（Sasazaki ら、2004; Hara ら、2010; Suekawa

ら、2010）。また、この手法は日本産と外国産を識別する牛肉の産地判別にも活用さ

れている（Sasazaki ら、2007、2011）。DNA 解析を用いた手法は他に、牛肉の雌雄判

別（Numabe ら、1995; Yamanaka ら、1999）や、加工肉に対する原材料表示の適合性の

検証のために開発された肉種判別（対象：牛、豚、鶏、馬および羊）がある(Tanabe

ら、2007)。これらの手法は、様々な畜産物の産地偽装を受け開発された技術であり、

いくつかの民間の分析受託機関では、検査メニューとして受託を請け負っている。 

一方、安定同位体比質量分析法を用いて、日本国内に流通している牛肉の産地と

外国産とを判別する手法も開発されている（Nakashita ら、2009）。この分析は、炭

素、窒素、水素および酸素などの軽元素の安定同位体比値を用いて解析される。飼

料の相違（稲わら、配合飼料の違いなど）が炭素に、飼料中のタンパク質の相違が

窒素に、飲料水の相違（地域の水の安定同位体比は、牛の組織の安定同位体比に反

映）が酸素および水素に反映され、牛肉中のこれらの元素の安定同位体比の違いを

もとに分類する。特に有力銘柄ほど生産地が限定され、配合飼料に特徴を有するた

め、判別の対象となりうることができる。これまで安定同位体比分析は、生活環境

の情報の履歴を活用するという特徴から、環境物質循環の解明や動物の食性の研究

などに用いられてきた（Hobson 1999; Kelly 2000）。この手法の確立は、DNA 解析

同様、牛肉の産地偽装の理化学的検証手法として強く求められている。 

また、試料に原子炉からの中性子線を照射して、比較的半減期の長い放射性核種

から放出される放射線を測定する放射化分析法があり、まだ研究段階であるが、こ

の手法を用いて国産と外国産牛肉の判別の検討が行われている（Saito ら、2008）。
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この手法の利点は、試料の前処理が不要で非破壊で測定ができることだが、原子炉

などの特殊な装置を使うことが難点となっている。 

他方、産地偽装の理化学的検証法と同様に、牛の月齢判別も畜産学の分野におい

て重要な課題の一つである。国内産の牛肉に関しては、全頭検査とトレーサビリテ

ィ導入の結果、消費者の国産牛肉に対する信頼は回復してきたと考えられる。しか

し、牛肉の個体識別の情報管理が完備されていない米国においては、骨格の成熟度

（骨の骨化）や赤身度から判断する手法を用いて牛の月齢判別をおこなっている

（Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries、2004）。しかし、この手法

は検査官が目視で行う方法であり、理化学的な手法はまだ開発されていないことか

ら、食の安全という観点からも理化学的な牛の月齢判別は重要と考えられる。そこ

で本研究では、異なる餌で飼育されたウシの血清中の無機元素データを用いること

で、肥育場所と食餌試料の違いが識別できるか、また、ウシの肥育時期の識別が可

能か検討を行った。 

 

 

3-2 材料および方法 

3-2-1 試料 

16.3～21.3 ヵ月齢去勢ホルスタインから集めた 116 頭分の血清を用いた。これら

の血清は、肥育場所と食餌試料が異なるハーブ牛（N=58）および開拓牛（N=58）か

ら集められた。それぞれのウシ群（N=58）は、肥育時期の違いにより、肥育中期（N=39）

と肥育後期（N=19）の分類で構成された。ハーブ牛は、麦わらとジンジャー、シナ

モン、オレガノ、ガーリックなど 4 種類の天然ハーブとビタミン E を強化した原料

を配合した飼料を与え育てた。開拓牛は、乾燥飼料に焼酎の濃縮液を添加したもの

で肥育した。 

各ウシ個体から 30 mL 採血後、凝固するまで室温におき、4000rpm、15 分の条件で

遠心分離した後、得られた血清をマイクロチューブに入れ-20℃の冷凍庫で保存した。 
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3-2-2 試薬 

第 2 章と同様に調製した。 

 

3-2-3 分析方法 

第 2 章と同様に実施した。 

 

3-2-4 統計解析 

ウシ血清から得られた元素情報は、エクセル 2003（マイクロソフト製）を用いて

解析した。各々のウシ群での元素濃度は平均値および標準誤差として表した。有意

差の算出はｔ検定を用いた。 

血清中の元素情報を活用することで、肥育場所と食餌試料の相違、また肥育時期

の区別ができるかどうかを調べるために主成分分析（ Principal Component 

Analysis:PCA）および偏最小 2 乗判別分析（Partial Least Square-Discriminant 

Analysis: PLS-DA）を行った。ICP-MS で算出された試料中の各々の元素濃度は、多

変量解析に用いた。主成分分析および偏最小 2 乗判別分析は SIMCA-P+ (Umetrics 

AB, Umeå, Sweden)を用いて実施した。主成分分析および偏最小 2 乗判別分析のスコ

アプロットとローディングプロットは標準化した情報を用いた。 

マハラノビスの汎距離を用いた線形判別関数は、MULSEL 解析ソフトを用いて実施

した。判別関数を構成する変数（元素）は、変数増加法を用い選択した。係数の有

意差検定（P<0.01）と判別の有意性検定（P<0.01）のあと、変数選択の基準値を肥

育場所と食餌試料の相違の判別では 33、肥育時期の判別では 12 と設定した。 

この研究で作成した判別関数に対し、全 116 試料それぞれの結果を判別関数に代

入し、分類の割合を算出した。また、10-ホールドクロスバリデーション法により、

判別関数の妥当性確認を行った。各々の群から計 11 または 12 試料を除き、残りの

試料（105 または 104 試料）を用いてバリデーション用判別関数を作成した。除いた

試料の情報は、残りの試料で作成した判別関数に挿入し、判別関数の判別率を調査
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した。この操作を除いた試料をかえ、計 10 回行い、合計の判別率を算出した。 

 

 

3-3 成績と小括 

3-3-1 肥育場所と食餌試料（肥育条件）の判別 

今回の研究において、肥育場所と食餌試料（以下、肥育条件）が異なる 2 つのウ

シ群から得られた血清中の 24 元素について、ICP-MS での半定量法により測定を行い、

その結果を表 8 に示した。2 群の分析結果において、有意差（P<0.05）が見られた元

素は、24 元素中 19 元素であった。逆に有意差が見られなかった元素は、Mg、P、K、

Ca および Cu であった。食餌試料として与えた麦わらや稲わらには、Mg、K、Cl、Fe、

Cu、Zn および Mn が多く含まれている（National Agriculture and Food Research 

Organization 2009）。また、配合飼料には、P および Ca が多く含まれている。有意

差がなかった 5 元素は、今回与えた飼料中には多く含まれていたが、2 群での有意差

という点では、顕著な差は見られなかった。これら 5 元素の濃度は、血清中の濃度

が高く、生体内の代謝において濃度レベルが一定に保たれていることの要因が考え

られた。一方、微量元素は、生体内の代謝よりも他の要因により変動が起こること

が予想され、群間を分類する重要な変数となることが推察された。 
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表 8 肥育条件が異なる 2 群でのウシ血清中の 24 元素の分析結果 

0.00060.01840.00080.0236Baa

0.00240.1260.00230.0770Ia

0.00020.00740.00060.0149Moa

0.00120.05270.00190.0670Sra

0.00330.2030.00350.173Rba

0.6938.62.4460.3Bra

0.00410.1390.00830.176Sea

0.00020.00380.00020.0024Asa

0.00020.00330.00010.0026Gea

0.01620.9950.0211.08Zna

0.02230.8290.01720.797Cu

0.0552.580.0562.25Fea

0.00030.00540.00020.0037Mna

0.00100.03250.00060.0266Cra

0.00020.00690.00010.0056Va

0.00480.1710.00500.156Tia

2.8087.21.4683.9Ca

1.71461.6145K

41.2495032.94810Cla

2.61102.5107P

0.3022.10.3920.0Sia

0.4422.50.5421.8Mg

27.7339026.13280Naa

0.000090.00240.000080.0018Lia

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

開拓牛群 (N = 58)ハーブ牛群 (N = 58)

元素

0.00060.01840.00080.0236Baa

0.00240.1260.00230.0770Ia

0.00020.00740.00060.0149Moa

0.00120.05270.00190.0670Sra

0.00330.2030.00350.173Rba

0.6938.62.4460.3Bra

0.00410.1390.00830.176Sea

0.00020.00380.00020.0024Asa

0.00020.00330.00010.0026Gea

0.01620.9950.0211.08Zna

0.02230.8290.01720.797Cu

0.0552.580.0562.25Fea

0.00030.00540.00020.0037Mna

0.00100.03250.00060.0266Cra

0.00020.00690.00010.0056Va

0.00480.1710.00500.156Tia

2.8087.21.4683.9Ca

1.71461.6145K

41.2495032.94810Cla

2.61102.5107P

0.3022.10.3920.0Sia

0.4422.50.5421.8Mg

27.7339026.13280Naa

0.000090.00240.000080.0018Lia

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

開拓牛群 (N = 58)ハーブ牛群 (N = 58)

元素

 

a 2 つの群間の有意差: P<0.05  
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肥育条件が異なる 2 群のウシ血清濃度について、主成分分析を行い、そのスコア

プロットを図 8 に示した。その結果、第 1-第 2 主成分の固有値は 1 より大きく、第

2 主成分までの累積寄与率は 47.1%であった。図 8 に示したように、ウシ血清から得

られた情報の分布は、肥育条件の相違に依存した 2 つの区分に分類された。この結

果から、ウシ血清中の元素濃度により肥育条件の識別が可能であることが示唆され

た。続いて、主成分分析と同じ測定データを用いて、偏最小 2 乗判別分析を行い、

そのスコアプロットを図 9 に示した。このモデルでの評価指標として、R2Y、Q2Y を

用いた。R2Y (最大 1）はモデル条件(寄与率)が良いかの指標、Q2Y は新しいデータ

に対する予測率（0.5 以上であれば優れている）の指標である（SIMCA user's Guide 

2008）。PLS モデルでの第 2 主成分までの R2Y（モデル寄与率）は 0.87、Q2Y（予測

率）は 0.86 とどちらも 0.5 を超え、優れたモデルであることが判明した。また、偏

最小 2 乗判別分析でのローディングプロットを図 10 に示した。その結果、ハーブ牛

群に多い元素は、Br、Sr、Mo および Ba、開拓牛群に多い元素は、Li および I であっ

た。ハーブ牛群には、食餌試料として 4 種のハーブを添加した配合飼料を与えてい

るが、ハーブ類には Mo が多く含まれており（Kagawa 2011）、食餌試料へのハーブ

の添加が Mo 濃度増加につながったと考えられた。また、Br は土壌や海水に一定量含

まれるため、肥育場所での土壌や環境水の相違が影響している可能性が示唆された。 
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図 8 肥育条件が異なる 2 群(116 試料)のウシ血清中無機元素情報での主成分分析

のスコアプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

(■:ハーブ牛，○:開拓牛) 
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図 9 肥育条件が異なる 2 群(116試料)のウシ血清中無機元素情報での偏最小 2乗判

別分析のスコアプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

(■:ハーブ牛，○:開拓牛) 
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図 10 肥育条件が異なる 2 群(116 試料)のウシ血清中無機元素情報での偏最小 2 乗

判別分析のローディングプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

 

 

最後に、肥育条件が異なる 2 群のウシ血清の測定結果を用いて、線形判別分析を行

った。その結果、Br、Mo および I からなる判別関数を作成した。 

 

 ハーブ牛群 = 0.230[Br] + 1012.312[Mo] + 146.439[I] − 20.149 

 開拓牛群   = 0.048[Br] + 236.432[Mo] + 368.750[I] − 24.989 

 

[Br]、[Mo]および[I]は各々の元素濃度（µg/mL）を表している。判別得点は，判別

関数に元素濃度を代入して得られた数値として算出した。各々の血清試料での高い

判別得点を調べるため，116 試料の変数（Br、Mo および I）の結果をそれぞれの式に

代入した。その結果，ハーブ牛群由来の血清試料をハーブ牛群とした判別率は 96.6% 

(56/58試料)、開拓牛群由来の血清試料を開拓牛群とした判別率は 100% (58/58試料)

であり、判別関数により 2 群の分類が可能であることが示された（表 9）。また、作
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成した判別関数の有効性を確認するために，10-ホールドクロスバリデーションによ

り評価を行った。その結果，各群の分類はそれぞれ、96.6% (56/58 試料)、100% (58/58

試料)の判別率であった。 

 

 

表 9 肥育条件が異なるウシ血清（N=116）から作成した判別関数での分類とクロス

バリデーションでの判別率 

群名 試料数 分類(%) クロスバリデーション a) (%) 

ハーブ牛群 58 96.6 (56/58) 96.6 (56/58) 

開拓牛群 58 100 (58/58) 100 (58/58) 

 a) 10-ホールドクロスバリデーション 

 

 

安定同位体比分析による牛肉の銘柄牛（ブランド牛）の識別のような分析手法の

確立には、複数の銘柄（ブランド）を明確に分ける無機元素情報が必要である。1

つの変数で判別する場合，各群での変数の有意差がかなり大きくないと，正確な判

別が難しい。安定同位体比分析が複数の変数を用いるように、複数の無機元素の情

報を活用する本手法は、判別手法の確立につながるものと考えられた。 

 

 

3-3-2 肥育時期の判別 

二つ目の研究として、ウシの肥育時期の判別が可能かどうか調べるため、肥育条

件の判別で用いた試料とその分析結果を、肥育後期群（N=38）と肥育中期群（N=78）

とに分類し直し、表 10 に示した。2 群の分析結果において、有意差（P<0.05）が見

られた元素は、24 元素中 17 元素であった。逆に有意差が見られなかった 7 元素は、

Na、K、Fe、Rb、Mo、I および Ba であった。肥育条件が異なる 2 群（表 10）では、
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微量元素すべてに有意差がみられたが、肥育時期の相違では Rb、Ba、特に肥育条件

の相違での判別関数の変数として選択された Mo と I にも有意差が見られなかった。

このことから、肥育条件の相違での元素と肥育時期の相違での元素の挙動は、まっ

たく異なることが示唆された。また、肥育中期群と比べ、肥育後期群に多い元素は P、

Cl および Ca であった。どちらの群のウシに対しても、食餌試料として与えたわらに

は Cl、配合飼料には P や Ca が多く含まれていることから、肥育時期が進むにつれ、

食餌試料由来のこれらの元素濃度が増加したと推察された。Ti は土壌中に 0.5%程度

含まれ、また、飼料中の Se 含有量は、生育場所での土壌中の Se 含有量を反映する

との報告（Kamata 2003）があり、この両元素の相違は、肥育場所もしくは与えた飼

料の生育場所での土壌由来であると考えられた。 
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表 10 肥育後期群(N=38)と肥育中期群(N=78)でのウシ血清中の 24 元素の分析結果 

0.00070.02090.00100.0212Ba

0.00280.1010.00650.103I

0.00050.01140.00090.0107Mo

0.00160.06200.00210.0555Sra

0.00360.1880.00440.187Rb

1.8856.80.6834.3Bra

0.00540.1810.00370.109Sea

0.00020.00250.00030.0042Asa

0.00010.00320.00020.0024Gea

0.0161.070.02230.958Zna

0.01510.7840.02760.874Cua

0.0462.410.0882.43Fe

0.00020.00530.00020.0031Mna

0.00060.02760.00120.0336Cra

0.00010.00580.00030.0071Va

0.00330.1820.00430.127Tia

2.1183.31.9790.3Caa

1.31462.2144K

27.0483058.74980Cla

1.91033.4119Pa

0.2421.70.5719.6Sia

0.3523.10.7020.3Mga

18.3335046.33290Na

0.000070.00240.000070.0015Lia

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

肥育中期群（N=78）肥育後期群（N=38）

元素

0.00070.02090.00100.0212Ba

0.00280.1010.00650.103I

0.00050.01140.00090.0107Mo

0.00160.06200.00210.0555Sra

0.00360.1880.00440.187Rb

1.8856.80.6834.3Bra

0.00540.1810.00370.109Sea

0.00020.00250.00030.0042Asa

0.00010.00320.00020.0024Gea

0.0161.070.02230.958Zna

0.01510.7840.02760.874Cua

0.0462.410.0882.43Fe

0.00020.00530.00020.0031Mna

0.00060.02760.00120.0336Cra

0.00010.00580.00030.0071Va

0.00330.1820.00430.127Tia

2.1183.31.9790.3Caa

1.31462.2144K

27.0483058.74980Cla

1.91033.4119Pa

0.2421.70.5719.6Sia

0.3523.10.7020.3Mga

18.3335046.33290Na

0.000070.00240.000070.0015Lia

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

標準誤差

(μg/mL)

平均値

(μg/mL)

肥育中期群（N=78）肥育後期群（N=38）

元素

 
a 2 つの群間の有意差: P<0.05 
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肥育時期の異なる 2 群のウシ血清濃度について、主成分分析を行い、そのスコア

プロットを図 11 に示した。その結果、第 1-第 2 主成分の固有値は 1 より大きく、累

積寄与率は 47.1%であった。図 11 に示したように、ウシ血清から得られた情報の分

布は、肥育時期に依存し、一部重なりがあるものの 2 つの区分に分類することがで

きた。続いて、主成分分析と同じ測定データを用いて、偏最小 2 乗判別分析を行っ

た。そのスコアプロットおよびローディングプロットを図 12および図 13に示した。

モデルでの評価指標である第 2 主成分までの R2Y は 0.89、Q2Y は 0.88 とどちらも 0.5

を超え、偏最小 2 乗判別分析では優れたモデルであることが判明した。 
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図 11 肥育後期群（N=38）と肥育中期群（N=78）のウシ血清中無機元素情報での主

成分分析のスコアプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

(■: 肥育後期群，○:肥育中期群) 
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図 12 肥育後期群（N=38）と肥育中期群（N=78）のウシ血清中無機元素情報での偏

最小 2 乗判別分析のスコアプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

(■: 肥育後期群，○:肥育中期群) 

 

 

図 13 肥育後期群（N=38）と肥育中期群（N=78）のウシ血清中無機元素での偏最小

2乗判別分析のローディングプロット。データは第 1-第 2主成分に基づいた。 
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肥育時期が異なる 2 群の牛血清の測定結果を用いて、線形判別分析を行った。そ

の結果、P、Ca、Ti および Se からなる判別関数を作成した。 

 

 肥育後期群 = 0.358[P] + 0.244[Ca] − 64.441[Ti] + 8.539[Se] − 28.726 

 肥育中期群 = 0.00088[P] + 0.118[Ca] + 200.313[Ti] + 102.522[Se] − 32.436 

 

[P]、[Ca]、[Ti]および[Se]は各々の元素濃度（µg/ml）を表している。判別得点は，

判別関数に元素濃度を代入して得られた数値として算出した。各々の血清試料での

高い判別得点を調べるため、116 試料の変数（P、Ca、Ti および Se）の結果をそれぞ

れの式に代入した。その結果，肥育後期群由来の牛血清試料を肥育後期群とした判

別率は 100%（38/38 試料）、肥育中期群由来の試料を肥育中期群とした判別率は 100%

（78/78 試料）であり、判別関数により肥育時期の分類が可能であることが示された

（表 11）。また、作成した判別関数の有効性を確認するために，10-ホールドクロス

バリデーションにより評価を行った。その結果，各群の分類はともに 100%の判別率

であった。 

 

 

表 11  肥育後期群（N=38）と肥育中期群（N=78）ウシ血清から作成した判別関数    

での分類とクロスバリデーションでの判別率 

群名 試料数 分類(%) クロスバリデーション a) (%) 

肥育後期群 38 100 (38/38) 100 (38/38) 

肥育中期群 78 100 (78/78) 100 (78/78) 

  a) 10-ホールドクロスバリデーション 
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今回、判別関数の変数として P と Ca が選択されたが、この両元素は、配合飼料中

に多く含有していること、血清中の濃度が高く、生体内の代謝において濃度レベル

が一定に保たれていることを考えあわせると、汎用的、かつ明確な指標とはなりに

くい可能性がある。主成分分析での 2 群の区分けが明確ではなかったことに対して

も、これらの要因が関係している可能性がある。一方、現在の月齢判別は、骨格の

成熟度（骨の骨化）や赤身度から目視で判別する手法であることから、今回の研究

手法と目視での判別をお互いの補完の目的で組み合わせることで、精度向上につな

げることができると考えられた。 

以上、本研究ではウシを 2 群に分け、餌と肥育時期の違いを判別できるかをそれ

ぞれ検討し、ウシ血清中の無機元素情報を用いることで、肥育条件の相違とウシの

肥育時期の相違に関して、判別手法の開発手順を示すことができた。さらに頑健な

判別手法の確立には、血清中の無機元素以外の成分との組み合わせによる判別、複

数の分析手法を組み合わせた判別が、各種識別に有効であると考えられる。また、

本研究では、既に ICP-MS 半定量法の分析精度を確認した血清を用いて各種判別を行

ったが、食品という観点から考えると、肉における元素含量を基にした判別を可能

とするのが実際的である。今回の研究を踏まえて、今後は肉片など血清以外の分析

対象部位での判別を検討していく必要があると思われる。 
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第 4 章 線形判別関数を用いた肥育条件分類における変数(元素)の選択検討 

 

4-1 緒言 

 農作物などの産地判別では、すでに産地の分かっている試料の分析データを用い

て判別モデルを作成し、そのモデルにより未知試料を判別する手法が用いられてい

る。この手法の代表的なものに線形判別分析があるが、作成する判別関数が一次関

数と簡易で理解しやすく、関数作成に使用した試料以外を予測した場合の精度と安

定性の面で優れている。また、一度判別関数を作成すれば、表計算ソフトなどで未

知試料の判別を行うこともできる（永田ら、2007）。 

判別関数に用いる変数の数と変数の組み合わせは非常に重要である。測定したす

べての変数を用いて判別関数を作成することも可能だが、その場合関数作成に使用

した試料に対する判別率は高くなるが、未知試料の判別率が大きく下がる。一方、

変数の数が少ないほど、未知試料の安定性は増すが、関数作成に使用した試料につ

いての判別率は下がる（日本食品科学工学会、1996: 相島、1992）。また、採用す

る変数の数は、判別関数の作成に用いた試料数の 1/3 以下に収めることが望ましい

と報告されている（宮下ら、1995）。このように、最適な変数の数と変数の組み合

わせが判別率向上のポイントであり、選択する変数の数により、変数のデータを得

るための分析に係る負担も大きく異なってくる。 

 そこでこの章では、第 3 章の肥育条件の分類の作成で用いた変数の有効性を調べ

るため、新たなウシ群の血清を測定し、3 群のウシ群の判別率を検証した。併せて、

汎用性のある変数の組み合わせを決める事はできないか検討を行った。 

 

 

4-2 材料および方法 

4-2-1 試料 

日本獣医生命科学大学付属牧場富士アニマルファームで飼育されている 27頭分の
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乳牛血清を用いた（以下、日獣大ウシ）。各ウシ個体から採血後、凝固するまで室

温におき、4000rpm、15 分の条件で遠心分離した後、得られた血清をマイクロチュー

ブに入れ-20℃の冷凍庫で保存した。 

ウマ血清は日本の 9つの地区で育てられた 90頭から集めた。試料を集めた地域は、

千葉、埼玉、東京、静岡および福島であり、試料を集めた時期は 2011 年 12 月から

2012 年 12 月であった。 

静岡で収集された血液試料は静岡理工科大学に、その他の地域で収集された試料

は日本獣医生命科学大学に冷蔵下で輸送され、20 分間 3000rpm で遠心分離を行った。

血清試料は、エッペンドルフチューブに移され、-20℃で分析まで保管した。研究は、

日本獣医生命科学大学の実験動物に対する倫理規定に従った実施した。 

 第 2 章で用いた細胞培養用ウシ血清を室内再現精度の検討で使用した。 

 

4-2-2 試薬 

第 2 章と同様に調製した。 

 

4-2-3 分析方法 

第 2 章と同様に実施した。 

  

4-2-4 統計解析 

ウシ血清およびウマ血清から得られた元素情報は、エクセル 2003（マイクロソフ

ト製）を用いて解析した。ウシ群およびウマ群での元素濃度は、平均値および標準

誤差として表した。 

ICP-MS で測定し算出した試料中の各々の元素濃度は、多変量解析に用いた。主成

分分析および偏最小 2 乗判別分析は SIMCA-P+ (Umetrics AB, Umeå, Sweden)を用い

て実施した。主成分分析および偏最小 2 乗判別分析のスコアプロットとローディン

グプロットは標準化した情報を用いた。 
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マハラノビスの汎距離を用いた線形判別関数は、MULSEL 解析ソフトを用いて実施

した。判別関数を構成する変数（元素）は、変数増加法を用い選択した。 

室内再現精度の算出は、エクセル 2003（マイクロソフト製）を用いた。ウシ血清

中元素濃度から平均値および標準偏差を算出した後、相対標準偏差を求めた。 

 

 

4-3 成績と小括 

4-3-1 第 3 章での肥育条件の分類で用いた変数の有効性の検証 

今回の研究において、日獣大ウシから得られた血清中の 24 元素について、ICP-MS

での半定量法により測定を行い、その結果を表 12 に示した。 
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表 12 日獣大ウシ血清中無機元素（24 元素）の分析結果 

0.0010.029Ba

0.0110.146I

0.00080.015Mo

0.0020.077Sr

0.0030.138Rb

0.311.1Br

0.0030.076Se

0.00030.010As

0.00050.005Ge

0.0210.790Zn

0.0210.703Cu

0.141.79Fe

0.00020.003Mn

0.0020.055Cr

0.00050.014V

0.0090.225Ti

0.696.4Ca

3159K

364900Cl

4108P

0.742.8Si

0.420.1Mg

222870Na

0.00070.012Li

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

元素

0.0010.029Ba

0.0110.146I

0.00080.015Mo

0.0020.077Sr

0.0030.138Rb

0.311.1Br

0.0030.076Se

0.00030.010As

0.00050.005Ge

0.0210.790Zn

0.0210.703Cu

0.141.79Fe

0.00020.003Mn

0.0020.055Cr

0.00050.014V

0.0090.225Ti

0.696.4Ca

3159K

364900Cl

4108P

0.742.8Si

0.420.1Mg

222870Na

0.00070.012Li

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

元素
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今回得られた日獣大ウシ群と第 3 章で測定した 2 つのウシ群、計 3 群から得られ

たウシ血清濃度について偏最小 2 乗判別分析を行い、そのスコアプロットを図 14 に

示した。その結果、第 1-第 2 主成分の固有値は 1 より大きく、第 2 主成分までの累

積寄与率は 81.0%であった。このモデルでの第 2 主成分までの R2Y（モデル寄与率）

は 0.81、Q2Y（予測率）は 0.80 とどちらも 0.5 を超え、ウシ血清中の元素濃度によ

り 3 群の肥育条件の識別が可能であることが示唆された。また、偏最小 2 乗判別分

析でのローディングプロットを図 15 に示した。 

 

 

図 14 肥育条件が異なる 3 群（135 試料）のウシ血清中無機元素情報での偏最小 2

乗判別分析のスコアプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

（■：ハーブ牛、○：開拓牛、●：日獣大ウシ） 
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図 15 肥育条件が異なる 3 群（135 試料）のウシ血清中無機元素情報での偏最小 2

乗判別分析のローディングプロット。データは第 1-第 2 主成分に基づいた。 

 

 

まず、第 3 章の肥育条件の分類で選択された変数、Br、Mo 及び I の 3 元素の有効

性の検証のため、今回の日獣大ウシ群を加えた 3 群に対する 3 元素の分析データを

用いて判別関数を作成した（表 13）。その結果、作成された判別関数は各々由来の

試料を表 13 に示すとおり、90％以上の確率で分類することが可能であった。この 3

元素は、第 3 章での 2 群の肥育条件分類のため選択された変数であったが、日獣大

のウシ群を加えた 3 群の判別に対しても、判別精度は全試料合計 96.5％と高いレベ

ルであった。 

一方、ウシ 3 群の全測定元素データを用いて、改めて 3 元素からなる判別関数を

作成したところ（表 14）、Na、Si および Br が選択された。この判別関数での判別

率は全試料合計 90.9％と、第 3 章の肥育条件の分類で選択された元素（Br、Mo 及び

I）での判別関数より、判別精度が劣っていた（表 14）。 
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表 13  第 3 章の肥育条件の分類で選択された元素（Br、Mo 及び I）から作成した

判別関数と判別率 

群名 試料数 判別率(%) 判別関数 

ハーブ牛 58 93.1% (54/58) 0.325[Br] + 1084[Mo] + 82.8[I] – 21.1  

開拓牛 58 100% (58/58) 0.171[Br] +  619[Mo] + 148[I] – 14.9 

日獣大ウシ 27 96.3% (26/27) -0.054[Br] + 1339[Mo] + 199[I] – 24.3 

計 143 96.5%（138/143） － 

   

 

 

表 14  3 群のウシ血清中無機元素から作成した判別関数と判別率 

群名 試料数 判別率(%) 判別関数 

ハーブ牛 58 77.6% (45/58) -2.35[Si] + 0.108[Na] + 0.134[Br] – 158 

開拓牛 58 100% (58/58) -1.75[Si] + 0.110[Na] – 0.075[Br] – 165 

日獣大ウシ 27 100% (27/27) 4.29[Si] + 0.049[Na] - 0.587[Br] – 159 

計 143 90.9%（130/143） － 

    

 

4-3-2 肥育条件分類における汎用性のある変数の組み合わせ検討 

Na、Si および Br から作成した判別関数の判別精度が悪い理由として、Na などの

多量元素は生命を維持するのに必要なため、生体内の元素濃度が一定に保たれてお

り、食餌試料や肥育場所での影響を受けにくいと考えられた。 

他方、Si は ICP-MS 分析での再現精度が悪いことの要因が考えられた。そこで、

第 2 章の精度確認で用いたウシ血清を測定し、ICP-MS 測定での各元素の室内再現精

度を算出した（表 15）。 

Association of Official Analytical Chemists ガイドライン（2002）によると、
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室内再現精度（相対標準偏差）の目安は、対象濃度 10μg/mL で 6%、1μg/mL で 8%、

0.01μg/mL で 15%である。表 15 に示した結果は、Si 以外の元素は基準を満たしてい

たが、同じ濃度レベルでも、元素により精度に差が見られることが分かった。また、

ガイドライン内であっても、再現精度が優れた元素を変数として用いた方が、より

判別での精度も上がることが予想された。 

 

表 15 ウシ血清中無機元素（24 元素）の室内再現精度結果 

2.1Ba

4.6I

6.4Mo

2.5Sr

1.8Rb

2.4Br

8.1Se

14.2As

(19.3)*Ge

2.2Zn

3.3Cu

2.6Fe

(9.8)*Mn

12.2Cr

10.1V

10.3Ti

3.5Ca

1.3K

3.5Cl

1.8P

10.3Si

2.0Mg

3.4Na

3.7Li

相対標準偏差（％）元素

2.1Ba

4.6I

6.4Mo

2.5Sr

1.8Rb

2.4Br

8.1Se

14.2As

(19.3)*Ge

2.2Zn

3.3Cu

2.6Fe

(9.8)*Mn

12.2Cr

10.1V

10.3Ti

3.5Ca

1.3K

3.5Cl

1.8P

10.3Si

2.0Mg

3.4Na

3.7Li

相対標準偏差（％）元素

 

*：定量下限以下のため、参考値。 
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農作物などの産地判別において、農作物中無機元素濃度は生産地での土壌の元素

組成を反映し、土壌に含まれる成分は産地を判別する変数として選択される場合が

多い。表 16 には、農作物の産地判別に用いられる変数（元素）を示した（Ariyama

ら、2004: Ariyama ら、2007: Homura ら、2006: Kadokura ら、2010: Kadokura ら、

2006: 門倉ら、2007a: 門倉ら、2007b: Hattori ら 2009: 鈴木ら、2007: Yasui 2009）。

表 16 に示した元素は、地殻中に比較的多く含まれる元素と一致しており、生物材料

においても群を分ける重要な変数になると考えられた。このことは、第 1 章のヒツ

ジ血漿での分類の変数に Rbが選択されたことも裏付けの 1つとなっている。ただし、

Si は地殻中に一番多い元素であるが、1 品目も変数として選択されず、多量元素も

変数として選択される割合が少なかった。 

そこで、表 16 で 5 つ以上の品目で選択されている Mn、Rb、Sr、Mo および Ba が変

数候補として有力であることが推察された。ただし、Mn の含有量は農作物中では多

いが、血清中では少ないため検討対象から除外した。 
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表 16 農作物の産地判別に用いられる変数（元素）の例 

5●●●●●Ba

0I

5●●●●●Mo

7●●●●●●●Sr

7●●●●●●●Rb

0Br

0Se

0As

0Ge

4●●●●Zn

2●●Cu

2●●Fe

6●●●●●●Mn

0Cr

0V

0Ti

3●●●Ca

4●●●●K

0Cl

3●●●P

0Si

4●●●●Mg

3●●●Na

1●Li

計
アスパラガ

ス
乾しいたけそば一番茶ショウガカボチャタマネギ黒大豆ネギ

5●●●●●Ba

0I

5●●●●●Mo

7●●●●●●●Sr

7●●●●●●●Rb

0Br

0Se

0As

0Ge

4●●●●Zn

2●●Cu

2●●Fe

6●●●●●●Mn

0Cr

0V

0Ti

3●●●Ca

4●●●●K

0Cl

3●●●P

0Si

4●●●●Mg

3●●●Na

1●Li

計
アスパラガ

ス
乾しいたけそば一番茶ショウガカボチャタマネギ黒大豆ネギ

 

 

 

第 3 章でのウシ 2 群の分類では、ハロゲン類として Br および I、第 1 章のヒツジ

3 群の分類では Br が変数として選択されている。 

Br は地殻中で 3 番目、海水中に 2 番目に多い元素であることから、土壌や環境水

中にも多く含まれ、また、穀類中にも多く含有している（Sakurai、2006）。一方、

一部の海藻類では、臭化物イオンから有機臭素化合物を合成する酵素を持っている

との報告があるが、哺乳動物においては、Bｒを含む酵素やタンパク質の存在の報告

はまだされていない（桜井、2005）。 

 I は母岩に比べ土壌中濃度は高いとの報告があるが、その理由として、長い年月の

57 



間に雨水を通じて大気中の I が土壌に蓄積、また大気から植物に沈着した I が植物

の枯れるのに伴い、土壌に移行したためと考えられている（桜井、2006）。氷河や

洪水によって水で土壌が洗われた地域や降雨や昇華によって Iが失われた地域では、

土壌やそこで収穫される作物の I 濃度が低くなり、I 欠乏症発生の原因となる（糸川、

2000）。農業活動では、主に動物の排泄、I を含有する肥料および農薬の使用により、

I が土壌中に付加されると報告されている（World Health Organization、2009）。 

このように、ウシ血清中 Br および I 濃度は土壌や環境からの影響を直接、または

農作物由来の飼料を通して間接的に受け、その結果、判別関数での分類に寄与する

変数となることが推察される。 

以上のことから、以下の 4条件を満たす変数の選択および組み合わせを検討した。 

①多量元素を除外する（生体内において恒常性が保たれているため） 

②室内再現精度が優れた元素を選択する 

③土壌中に一定量含まれ農作物の分類変数として活用されている元素を選択する 

④Br および I を選択する 

 

その結果、Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba の 6 元素を用いた判別関数がもっとも判

別精度が高く、全試料合計の判別率は 99.3％であった（表 17）。 

 

 

    表 17 Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba から作成した判別関数の判別率 

群名 試料数 判別率(%) 

ハーブ牛 58 98.3% (57/58) 

開拓牛 58 100% (58/58) 

日獣大ウシ 27 100% (27/27) 

計 143 99.3%（142/143） 
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この判別率は、表 13 に示した第 3 章の肥育条件の分類で選択された元素（Br、Mo

及び I）での判別関数の判別率 96.5％を上回った。さらに、改めて 6 変数からなる

判別関数を作成した場合の判別率 97.2％をも上回った。 

興味深いのは、農作物の産地判別では、Br および I などのハロゲン類が変数とし

て選択されている品目がないことである。一方、ウシ血清の分類では Br 及び I を除

いて判別関数を作成すると、表 17 に示した判別率が 83.9％と大きく下がってしまう。

このことは、ウシ血清などの生物材料の分類では、農作物の無機元素を用いる場合

と異なり、Br と I を加えることが非常に重要な点であることが示唆された。 

 

 

4-3-3 Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba の 6 元素を用いた判別関数での他の動物種へ

の適用検討 

この 6 元素を用いた判別関数が他の動物種へ適用できれば、動物種を超えた肥育

条件分類の汎用的な手法として活用でき、動物種ごとの開発検討の負担が少なくな

る。また、分析する元素も絞られるため、分析の負担を軽減でき、現場の検査体制

も迅速に整える事が可能となる。そこで、6 元素を用いた判別関数の汎用性を検討す

るため、ウシ以外の動物種として、90試料のウマ血清中無機元素を測定した（表 18）。

続いてその分析データを用いて、ウマ群と前述のウシ 3 群の計 4 群に対する判別関

数を作成し、判別関数による判別精度を調べた。 

その結果（表 19）、96.6％以上の判別率でウマ群を含めた 4 群をそれぞれ分類す

ることができ、全試料合計では 98.3％であった。6 元素から Br または I を除くと、

判別率はそれぞれ、94.0、90.6％と下がることから、Br および I の重要性も再度検

証することができた。 
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表 18 ウマ血清中無機元素の分析結果 

0.0010.008Ba

0.00090.022I

0.0010.013Mo

0.0090.258Sr

0.0100.157Rb

2.525.3Br

0.0050.131Se

0.00030.008Ge

0.0110.521Zn

0.0220.998Cu

0.062.51Fe

0.0010.040Cr

0.00040.009V

0.0060.119Ti

1118Ca

3167K

435030Cl

2.285.8P

0.831.6Si

0.423.7Mg

403500Na

0.0110.201B

0.0020.020Li

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

元素

0.0010.008Ba

0.00090.022I

0.0010.013Mo

0.0090.258Sr

0.0100.157Rb

2.525.3Br

0.0050.131Se

0.00030.008Ge

0.0110.521Zn

0.0220.998Cu

0.062.51Fe

0.0010.040Cr

0.00040.009V

0.0060.119Ti

1118Ca

3167K

435030Cl

2.285.8P

0.831.6Si

0.423.7Mg

403500Na

0.0110.201B

0.0020.020Li

標準誤差
(μg/mL)

平均値
(μg/mL)

元素
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表 19  Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba の 6 元素を用いた判別関数での判別率 

群名 試料数 判別率(%) 

ハーブ牛 58 96.6% (56/58) 

開拓牛 58 100% (58/58) 

日獣大ウシ 27 100% (27/27) 

ウマ 90 97.8%（88/90） 

計 233 98.3%（229/233） 

   

 

次に、ウマ群 90 試料は、9 つの異なる地域由来であるため、ウマ群を地域ごとに

分類し、ウシ群と合わせ判別が可能か検証を行った。ただし、判別関数を作成する

にあたり、各群由来の試料が 6 試料以上ないと使用するソフトでは分類できないた

め、5 群計 80 試料に対して検証を行った。その結果(表 20）、全試料合計 96.9％の

判別率で 8 群をそれぞれ分類することができた。誤判別の割合はウシ群よりウマ群

の方が高く、ウシ群全体での判別率は 99.3％（142/143）、ウマ群全体では 92.5％

（74/80）であった。この理由として、ウシ群全体の試料数がウマ群よりかなり多く、

ウシ群の情報がより反映された判別関数になっていることが考えられた。このこと

は、ウマ 5 群のみで作成した判別関数での判別率が 95.0％と上がることからも示唆

された（データは示さず）。さらに、6 元素から Br または I を除くと、判別率はそ

れぞれ、92.8、89.2％と下がり、ハロゲン類の重要性が再度確認できた。 
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表 20  Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba の 6 元素を用いた判別関数での判別率 

群名 試料数 判別率(%) 

ハーブ牛 58 98.3% (57/58) 

開拓牛 58 100% (58/58) 

日獣大ウシ 27 100% (27/27) 

ウマ A 15 86.7%（13/15） 

ウマ C 12 100%（12/12） 

ウマ E 15 100%（15/15） 

ウマ H 31 93.5%（29/31） 

ウマ I 7 71.4%（5/7） 

計 223 96.9%（216/223） 

   

 

データは示していないが、ウシ 3 群とウマ 1 群（90 試料）の計 4 群での主成分分

析、ウシ 3 群とウマ 9 群の計 12 群での主成分分析において、どちらのスコアプロッ

ト上でも各群の分離が明瞭ではなく、一部重なりが見られた。同じ分析結果を用い

て PLS-DA 分析を行ったが、各群の分離の改善は見られなかった。特に、12 群の分類

では、群の数が多すぎるのと、3 試料以下の群が 4 つもあったことが、スコアプロッ

ト上の分離の低下につながったと考えられた。 

一方、6 元素を用いた判別関数による分類は、ウマ群を地域で分けた場合でも 96%

の確率で判別が可能であり、非常に優れた分類ツールであると考えられた。 

以上のことより、Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba の 6 元素を用いた判別関数は、ウ

シ 3 群とウマ群の高い精度での肥育条件分類が可能であり、異なる動物種でも分類

への活用が可能な汎用性のある手法であることが示された。今後は、ウシやウマ以

外の動物種の血液を用いて、この 6 元素を用いた判別関数での分類手法の検証を行

っていきたい。
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                  総 括 

 

誘導結合プラズマ質量分析法（ICP-MS）は、低費用、簡便な操作かつ短時間でリ

チウム（Li）からウラン（U)までの広い質量範囲の元素濃度の情報を得る事ができ

ること、試料量が非常に少ない場合（＜0.1 mL）でも、一定量の無機元素情報を得

ることができ、大量のデータを必要とするケモメトリックス解析には、有益な手法

の一つであると考えられる。今回、ICP-MS の測定方式の一つである半定量法を用い

て、迅速無機分析法の開発に関する研究を行った。 

本研究では、この手法を複数の生物材料に対して適用し、分類・判別の解析を行

い、食餌や疾患に依存した分類が可能か検証を行った。これらの手法の新たな開発

を通し、獣医学分野へ貢献することを最終的な目標とした。 

 

第 1章 生物材料に対する ICP-MS半定量法での分析およびケモメトリックス解析で

の適用検討 

本章は研究の予備実験と位置づけ、1）ICP-MS 半定量法により分析が可能であるか、

2）得られた分析値を用いて、ヒツジ血漿から異なる餌を与えたヒツジ群の分類、ま

た、イヌ血清から脱毛疾患の分類が可能であるか検討を行った。ICP-MS 半定量法を

用いヒツジ血漿中の 20 元素を測定し，得られた無機元素の多変量データについて主

成分分析を行った結果，データの分布には食餌条件ごとの傾向が認められ，食餌条

件を判別できる可能性が示唆された。次に，線形判別分析を行い，変数増加法によ

り Br および Rb からなる判別関数を作成した。10-ホールドクロスバリデーションに

より妥当性確認を行い，今回作成した判別関数は有効であることが確認できた。 

他方、脱毛疾患犬と正常犬血清中の無機元素情報から、疾患群の判別が可能か検

討した。その結果、主成分分析において疾患に依存した 2 つの区分に明確に分類す

ることが出来なかった。また、線形判別分析を行い，Rb および Sr からなる判別関数

を作成したが、一部判別率が 90%を下回った。得られた Na、K および Ca などの多量
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元素濃度は、通常の動物の正常値より低い結果であったことから、今回用いた ICP-MS

半定量法の真度確認や多量元素の低い結果の改善が必要であると考えられた。そこ

で、第 2 章において、生物材料中無機元素に対する ICP-MS 半定量法での真度の検証

を行なうこととした。 

 

第 2 章 生物材料に対する ICP-MS 半定量法での真度の評価 

 生物材料としてウシ血清を用いて、半定量法と実績が十分ある定量法との測定デ

ータの比較、半定量法での真度の評価を行った。ウシ血清に対し、ICP-MS 半定量法

と定量法の 2 法で測定、両方法での濃度比（%）を比較した結果、全 37 元素の濃度

比は K および Ca 以外の元素では、85.0～118%であった。K および Ca は、半定量法で

の濃度が低く、定量法に対する濃度比は、それぞれ 66.1%と 44.1%であった。K およ

び Ca に対する半定量法では、較正標準液に両元素を添加することで、真度の改善を

達成することができた（定量法に対する濃度比、K:106%、Ca:95.1%）。ウシ血清に

対する半定量法での真度を検証するため、添加回収試験を行った。その結果、K およ

び Ca ではそれぞれ 103±5.8%、96.6±5.8%、それ以外の元素においても、88.6～118%

であった。定量法との比較と添加回収試験の結果から、ウシ血清に対して ICP-MS 半

定量から得られた測定データは一定の真度を有していることが示された。 

 

第 3 章 ウシ血清を用いた肥育条件および肥育時期の分類 

第 2 章で精度確認した ICP-MS 測定方法を用いて、肥育場所と食餌試料（以下、肥

育条件）が異なる 2 群のウシ（16.3～21.3 ヵ月齢去勢ホルスタイン）から得られた

血清中無機元素情報によって、肥育条件の判別が可能か検討を行った。ICP-MS 半定

量法を用い牛血清中の 24 元素を測定し，得られた無機元素の多変量データについて

主成分分析および偏最小 2 乗判別分析を行った。その結果，データの分布には肥育

条件ごとの傾向が認められた。次に，線形判別分析を行い，変数増加法により Br、

Mo および I からなる判別関数を作成した。この判別関数は関数を作成するのに用い
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た 2つのグループ由来のウシ血清に対して，100%近い確率で判別することができた。 

2 つ目の取り組みとして、ウシの肥育時期の判別が可能か調べるため、肥育条件の

判別で用いた試料とその分析値を、肥育後期群と肥育中期群とに分類し直し、主成

分分析および偏最小 2 乗判別分析を行った。その結果，データの分布には一部重な

りが見られたが、条件ごとの傾向が認められた。次に，線形判別分析を行い，P、Ca、

Ti および Se からなる判別関数を作成した。この判別関数は 100%の精度で、関数を

作成するのに用いた 2 つのグループ由来のウシ血清を判別することができた。 

肥育条件の検討と同じ多変量データを用いたが、グループを分ける条件が異なる

と、グループ間の元素濃度の挙動（変動）も異なり、それぞれの目的に合わせた判

別の活用が可能であることが示された。 

 

第 4 章 線形判別関数を用いた肥育条件分類における変数（元素）の選択検討 

試料が変わる度に最適な変数の選択と変数の組み合わせを開発検討すると負担が

大きいため、汎用性のある固定した変数の組み合わせが可能か検討を行った。新た

にウシ群（計 27 試料）の血清を測定し、前述のウシ 2 群の計 3 群の分類を行ったと

ころ、Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba の 6 元素を用いた判別関数がもっとも判別精度

が高く、判別率は 99.3%であった。ウシ血清などの生物材料の分類では、Br と I な

どのハロゲン類を加えることが非常に重要な点である可能性が示唆された。 

この 6 元素を用いた判別関数が動物種を超えた汎用的な手法として活用できるか

検証するため、ウマ（90 試料）血清中無機元素を測定し、ウマ群と前述のウシ 3 群

の計 4 群に対する判別関数を作成した結果、判別率は 98.3%と非常に高かった。以上

のことより、Br、Mo、Rb、Sr、I および Ba の 6 元素を用いた判別関数は、ウシ 3 群

とウマ群の高い精度での分類が可能であり、異なる動物種でも分類への活用が可能

な汎用性のある手法であることが示された。 

 

第 1 章からの問題提起をうけ、本研究の第 2 章では、まだ実用例が少ない ICP-MS
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半定量法と実績が十分ある定量法において、ウシ血清に対する真度を比較し、半定

量法から得られた測定データの有用性を明らかにすることができた。この手法を用

いることで、簡便・迅速に分類・判別の研究を行なうことができ、より多くの分類

手法の確立につなげることが出来ると考えられる。ただし、生物材料の種類により

無機元素組成は異なっているため、最適な較正標準液の構成元素や濃度も試料種ご

とに異なると推察され、その試料種での測定対象元素の真度を担保できる較正標準

液を用意する必要があると考えられた。 

動物の血漿や血清中の多量元素は、生体内での濃度が高く、生体内の代謝におい

て濃度レベルが一定に保たれているため、判別の指標になりくいことが示された。

一方、微量元素は、生体内の代謝よりも他の要因（肥育条件や環境条件）により変

動が起こることが予想され、群間を分類する重要な変数となることが推察された。

動物に対する元素の検査項目が多量元素に限られる理由は、血液中の多量元素以外

の濃度が低いこと、汎用的な測定方法での測定感度が低い点が挙げられる。ICP-MS

を用いた測定は、今まで測定対象とならなかった微量元素の変動を知ることができ、

頑健な判別手法の開発や微量元素の新たな機能発見につながる可能性を持っている。 

第 3 章では、同じウシ血清中の無機元素データ群を用いて、肥育条件と肥育時期、

2 通りの群分けを行った。肥育条件の分類では、微量元素すべてに有意差がみられた

が、肥育時期の分類では、肥育条件での判別関数の変数として選択された Mo と I に

も有意差が見られなかった。このことから、肥育条件の相違での元素と肥育時期の

相違での元素の挙動は、まったく異なることが示唆され、それぞれの目的に合わせ

た判別の活用が可能であることが示された。 

第 4 章では、土壌中に一定量含有している元素とハロゲン（Br および I）からな

る変数を用いた判別関数での判別は、異なる動物種の肥育条件の分類にも活用でき

ることが示された。汎用性のある変数の活用は、試料ごとまたは動物種ごとの開発

検討の負担を少なくし、迅速な検査手法の導入が可能になると考えられた。 

今後は、迅速無機分析法による生物材料の解析例を増やし、応用・発展させてい

66 



くことにより、愛玩動物や家畜に対して、特別な餌を与えたブランド家畜の判別法、

土壌中無機元素の偏りに起因する風土病や食餌由来の無機元素の偏りに起因する疾患

（代謝病など）などの診断法の確立につなげ、獣医学分野へ貢献していきたい。 
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Summary 

 

The utilization of inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) can be 

obtained information on multiple elements covering the entire mass range from 

lithium (Li) to uranium (U) on the condition of low cost, simple operation and short 

analysis time, which can also be obtained information on the definite amount of 

inorganic elements even if small samples (<0.1mL). Consequently, these methods 

have been assumed one of the useful techniques for chemometric analysis requiring 

a large amount of measurement data. Study on the development of a rapid analytical 

method for inorganic element was performed using semi-quantitative analysis which 

is one of the measurement systems of ICP-MS.  

In this study, this method was applied to plural biological samples, and the 

measuring data obtained from this method was analyzed, it was employed to 

examine whether the type of feed and the type of disease could be classified. As a 

definitive purpose, we would like to lead the novel development of these techniques 

for applications in the fields of veterinary medicine and animal husbandry.  
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1. The analysis of multiple elements for biological samples using 

semi-quantitative analysis by ICP-MS and the investigation of the 

applicability for chemometrics analysis. 

This chapter was placed to the preliminary experiment for this study, it was 

performed to examine whether the biological samples could be measured by using 

semi-quantitative analysis by ICP-MS. Also it was performed to investigate whether 

the type of the feed stuff could be distinguished by the data from multiple elements 

in plasmas obtained from lambs, or whether the difference of depilation disease 

could be distinguished by the data from multiple elements in serum obtained from 

dogs. Multiple elements in plasma obtained from Romney lambs (Ovis aries), 

younger than 1 year old, fed by different feed were simultaneously measured by 

ICP-MS. It was employed to examine whether the type of feeds could be 

distinguished using the multivariate data. Twenty elements in plasma obtained from 

lambs were analyzed by a semi-quantitative method of ICP-MS, obtained data were 

then analyzed by principal component analysis (PCA). As a result, the lambs were 

divided into three groups on a score plots depending on the different conditions, it 

was suggested to be distinguished the fattening conditions. Discriminant analyses of 
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the elements were performed using linear discriminant analysis (LDA) with forward 

stepwise regression, the following discriminant function was made by Br and Rb. 

The accuracy of classification of each group, as shown by 10-fold cross-validation, 

proved the effectiveness of the established discriminant function. 

On the other hand, it was employed to examine whether the disease groups could 

be distinguished using the information of multiple elements in serum obtained from 

depilation disease dog and normal dog. As a result, the distribution of a score plots 

based on PCA was not able to classify clearly to two categories depending on 

disease. Although the discriminant analyses of the elements were performed using 

LDA, and discriminant function was made by Rb and Sr, some discrimination rate 

was less than 90%. Because the concentrations of macroelement such as Na, K and 

Ca were lower than the concentrations of these elements in blood of normal 

mammals, it was thought to be required for the verification of accuracy and the 

improvement of the low result of macroelement by using semi-quantitative ICP-MS 

analysis. Also the differences of classification contribution by each sample were 

seen, it was thought that the quality of data from multivariate analysis was needed to 

investigate the applicability for PCA and discriminant function. In chapter 2, we 
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were performed the verification of accuracy of multiple elements in biological 

samples using semi-quantitative ICP-MS analysis. 

 

2. The verification of the accuracy for multiple elements in biological samples 

using semi-quantitative analysis by ICP-MS.  

The comparison of measurement data for bovine serum by semi-quantitative 

analysis with full-quantitative analysis that was fully utilized as traditional analysis, 

and the verification of analytical results using semi-quantitative ICP-MS were 

performed. Both semi- and full-quantitative analysis by ICP-MS was performed for 

bovine serum. The ratio of concentrations (%) was calculated as a comparison of 

each method against the other. The ratio of the concentrations from a total of 

thirty-seven elements ranged from 85.0% to 118%, except for K and Ca. While the 

analytical results obtained for K and Ca using the semi-quantitative analysis was 

shown low concentrations, each ratio was 65.3% and 44.0% in comparison with the 

ratio of the concentrations from full-quantitative analysis. The accuracy could be 

improved by adding both elements to the calibration standard when performing 

semi-quantitative analysis for K and Ca (the ratio of concentration for 
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full-quantitative analysis, K: 106%, Ca: 95.1%). Additional recovery tests were 

performed to evaluate accuracy by semi-quantitative analysis for bovine serum. The 

results of the recovery test for K and Ca were 103 ± 5.8% and 96.6 ± 5.8%，and the 

results of the recovery test for multiple elements except for K and Ca ranged from 

88.6% to 118%. From additional recovery tests and the comparison with 

full-quantitative analysis, it was shown that the measurement data obtained from 

bovine serum by using semi-quantitative method were accurate. 

 

3. The classification of the fattening condition and the fattening period using the 

bovine serum 

It was performed to investigate whether the fattening region and the feed stuff (the 

following; the fattening condition) could be distinguished by the data from multiple 

elements in serum obtained from cattle (Holsteins, 16.3-21.3 months of age) using 

ICP-MS method evaluated accuracy with chapter 2. Twenty-four elements in serum 

obtained from cattle were analyzed by a semi-quantitative method of ICP-MS. The 

data were then analyzed by PCA and partial least squares discriminant analysis 

(PLS-DA). As a result, the cattle were divided into two groups on a score plots 
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depending on the different conditions. Discriminant analyses of the elements were 

performed using LDA with forward stepwise regression, the following discriminant 

function was made by Br, Mo and I. This discriminant function classified the 

samples from each group for the fattening condition and for the fattening period by 

nearly 100% probability. 

As second approach, to investigate whether the types of the fattening period for 

cattle could be distinguished using the data of elements in the serum, the samples 

and analytical results using in first approach were reclassified as fattening middle 

group (N=38) and fattening final group (N=78). PCA and PLS-DA were carried out 

for data obtained from cattle, the cattle were divided into two groups on a score plots 

depending on the fattening period though the overlap on figure was seen. 

Discriminant analyses of the elements were performed using LDA, the following 

discriminant function was made by P, Ca, Ti and Se. The discriminant function 

classified the bovine serum from each group by 100% probability. 

In this study, same multivariate data was used for the classification of the 

fattening condition and the fattening period. If the condition which divide each 

group differed, the behavior of elemental conditions also differed among each group, 
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it was suggested that the utilization of classification responded to each purpose was 

effective. 

 

4. Selection examination of the variables (elements) in the classification for the 

fattening condition using a linear discriminant function 

Because the development of the selection of the most suitable variables and the 

combination of variables were taken a large burden whenever a sample changes, it 

was performed to investigate whether the combination of fixed flexible variables 

would be possible. When the serum of cattle groups (a total of 27 samples) was 

newly measured, and the measuring data to a total of three groups of a cattle group 

and two cattle above-mentioned groups was classified, the discriminat function 

using Br, Mo, Rb, Sr, I and Ba had the highest distinction accuracy, and the 

distinction rate was 99.3%. By the classification of biological samples such as 

bovine serum, it was suggested that the selection of halogen such as Br and I was a 

very important. 

It was performed to investigate whether discriminant function using 6 elements 

could be used as flexible technique for all animal species, multiple elements in 
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serum from horses (90 samples) were measured. As a result, cleating the 

discriminant function to a total of four groups of a horse group and three cattle 

above-mentioned groups were classified the bovine serum from each group by 

98.3% probability. Discriminat function using Br, Mo, Rb, Sr, I and Ba could be 

classified according to the high accuracy of cattle three groups and a horse group, it 

was shown that this technique was possible to flexibility use even if different 

animals species are classified. 

 

In chapter 2 of this study, for semi-quantitative method that had few performed 

example and full-quantitative that had lots of performed example, the usefulness of 

measurement data obtained from semi-quantitative method can be made clear 

according to evaluate the accuracy in bovine serum. The research of classification 

and discrimination was performed easily and quickly by using this method, which is 

thought to be able to promote the establishment of more classification systems. 

Because the composition of the inorganic elements was different for different types 

of samples, the elements and the concentrations in the optimal calibration standard 

needed to change with the types of samples. Preparation of the calibration standards 
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that were able to ensure the accuracy of measuring elements in the different sample 

types was necessary. 

Since macroelement in plasma and serum of animals are high concentration in 

vivo, and those concentrations should stay constant in metabolism in vivo, it was 

suggested that macroelement were difficult to become the index of discrimination. 

On the other hand, it is expected that the variation of trace elements takes place 

other factor (the fattening condition and the environment condition) rather than 

metabolism in vivo, trace elements was suggested to be important variable quantities 

for the classification of plural groups. As the reason the characteristics to be 

inspected of elements for animals are restricted macroelement, it was thought that 

the elemental concentration except for macroelement in blood is low, and the 

measurement sensitivity with generic method is low. The utilization of ICP-MS was 

taught us the fluctuation of trace elements that did not become measuring objects, 

and which might lead to the development of robust discriminant technique and the 

discovery of novel function for trace elements. 

In chapter 3, two kinds of group divisions such as the fattening conditions and the 

fattening period were performed using multivariate data set from same serum 
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samples. There were significant differences (p<0.05) in all trace elements on the 

fattening condition. But on the fattening period, there were no significant differences 

(p<0.05) in trace elements such as Mo and I which were selected as variables of 

discriminant function in fattening condition. The behavior of multiple elements in 

serum for the fattening condition and for the fattening period was suggested to differ 

completely, it was shown that the utilization of classification system responded to 

each purpose was possible.  

In chapter 4, the discriminant function in the variables that consists of elements 

contained in given quantity in soil could be made clear to be utilizable also for 

distinction of the fattening conditions of different animal species. The utilization of 

flexible valiables could be reduced the burden of the development every samples or 

every animal species, and it was suggested to be rapidly enabled the introduction of 

inspection technique. 

A rapid analytical method for inorganic element using semi-quantitative analysis 

data can be used in studies of pet animals and domestic animals, and a novel disease 

diagnosis and a method for distinguishing domestic animals fed special feeds can be 

developed. As a definitive purpose, we would like to lead the novel development of 
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these techniques for applications in the fields of veterinary medicine and animal 

husbandry.  

92 


