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(54)【発明の名称】 ダイオキシン類の検出または定量方法

(57)【要約】
【課題】ダイオキシン類を、簡便な方法で且つ低コスト
で測定する方法を提供する。
【解決手段】試料に対して、抗８塩化ダイオキシン抗体
を用いるイムノアッセイを行い、その結果に基づき試料
中のダイオキシン類の存在を検出するか、またはダイオ
キシン類の量を算出することからなるダイオキシン類の
検出または定量方法、土壌または底質試料に有機溶媒を
加え、２０分間以上超音波をかけることによりダイオキ
シン類を抽出し、抽出されたダイオキシン類をダイオキ
シン類に対する抗体を用いるイムノアッセイにより分析
することを特徴とする土壌または底質試料中のダイオキ
シン類の検出または定量方法、並びに該方法を実施する
ための土壌または底質試料中のダイオキシン類の検出ま
たは定量用キットまたは検出器具。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】試料に対して、抗８塩化ダイオキシン抗体
を用いるイムノアッセイを行い、その結果に基づき試料
中のダイオキシン類の存在を検出するか、またはダイオ
キシン類の量を算出することからなるダイオキシン類の
検出または定量方法。
【請求項２】試料を有機溶媒で処理した後、抗８塩化ダ
イオキシン抗体を用いるイムノアッセイを行い、その結
果に基づき試料中のダイオキシン類の存在を検出する
か、またはダイオキシン類の量を算出することからなる
ダイオキシン類の検出または定量方法。
【請求項３】試料を複数に分け、その各々を異なる有機
溶媒で処理した後、抗８塩化ダイオキシン抗体を用いる
イムノアッセイを行い、各有機溶媒で処理した各試料に
ついての結果から、試料中のダイオキシン類の総量また
は各ダイオキシン類の量を算出することを特徴とするダ
イオキシン類の検出または定量方法。
【請求項４】検出または定量されるダイオキシン類が、
６塩化ダイオキシン、７塩化ダイオキシン、８塩化ダイ
オキシン、６塩化ジベンゾフラン、７塩化ジベンゾフラ
ン及び８塩化ジベンゾフランからなる群より選択される
１種または２種以上のダイオキシン類である請求項１～
３のいずれか１項に記載のダイオキシン類の検出または
定量方法。
【請求項５】前記抗８塩化ダイオキシン抗体がポリクロ
ーナル抗体である請求項１～４のいずれか１項に記載の
ダイオキシン類の検出または定量方法。
【請求項６】前記イムノアッセイが、競合法により行わ
れる請求項１～５のいずれか１項に記載のダイオキシン
類の検出または定量方法。
【請求項７】前記イムノアッセイが、サンドイッチ法に
より行われる請求項１～５のいずれか１項に記載のダイ
オキシン類の検出または定量方法。
【請求項８】請求項１～７のいずれか１項に記載のダイ
オキシン類の検出または定量方法に使用される標識また
は非標識抗８塩化ダイオキシン抗体。
【請求項９】８塩化ダイオキシンと反応し、且つ少なく
とも６塩化ダイオキシン、７塩化ダイオキシン、６塩化
ジベンゾフラン、７塩化ジベンゾフラン及び８塩化ジベ
ンゾフランからなる群より選択されるダイオキシン類の
１種またはそれ以上と０．０１％以上の交差反応性を有
する請求項８記載の抗体。
【請求項１０】標識剤と、試料中のダイオキシン類を抗
８塩化ダイオキシン抗体との免疫特異的反応を利用して
該標識剤と結合させる手段と該標識剤の活性を測定する
ための手段を含む、ダイオキシン類の検出または定量の
ためのキットまたは検出器具。
【請求項１１】土壌または底質試料に有機溶媒を加え、
２０分間以上超音波をかけることによりダイオキシン類
を抽出し、抽出されたダイオキシン類をダイオキシン類*
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*に対する抗体を用いるイムノアッセイにより分析するこ
とを特徴とする土壌または底質試料中のダイオキシン類
の検出または定量方法。
【請求項１２】前記有機溶媒が、炭素原子数１～５のア
ルコール、炭素原子数３～８のケトン、ジメチルスルホ
キシド、ジメチルホルムアミドからなる群より選択され
る請求項１１に記載のダイオキシン類の検出または定量
方法。
【請求項１３】前記ダイオキシン類を、前記有機溶媒
中、常圧下、１０～８０℃の温度で、２０～１８０分間
超音波をかけることにより抽出することを特徴とする請
求項１１または１２記載のダイオキシン類の検出または
定量方法。
【請求項１４】前記有機溶媒で抽出されたダイオキシン
類を、前記イムノアッセイを行う前に緩衝液で希釈する
ことを特徴とする請求項１１～１３のいずれか１項に記
載のダイオキシン類の検出または定量方法。
【請求項１５】前記緩衝液による希釈を、前記有機溶媒
の濃度として１．０容量％未満、ダイオキシン濃度とし
て０．７ng／ml以上となるように行うことを特徴とする
請求項１４に記載のダイオキシン類の検出または定量方
法。
【請求項１６】前記試料を、該試料１ｍｇあたり１～１
００μｌの量の前記有機溶媒に入れることを特徴とする
請求項１１～１５のいずれか１項に記載のダイオキシン
類の検出または定量方法。
【請求項１７】前記ダイオキシン類に対する抗体が、抗
４塩化ダイオキシン抗体及び／または抗８塩化ダイオキ
シン抗体である請求項１１～１６のいずれか１項に記載
のダイオキシン類の検出または定量方法。
【請求項１８】前記ダイオキシン類に対する抗体が、抗
８塩化ダイオキシン抗体である請求項１１～１６のいず
れか１項に記載のダイオキシン類の検出または定量方
法。
【請求項１９】８塩化ダイオキシンまたは８塩化ジベン
ゾフランの検出または定量のための請求項１８記載のダ
イオキシン類の検出または定量方法。
【請求項２０】請求項１１～１９のいずれか１項に記載
の方法を実施するための、少なくとも抗ダイオキシン類
抗体を含む、土壌または底質試料中のダイオキシン類の
検出または定量用キットまたは検出器具。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明が属する技術分野】本発明はダイオキシン類の検
出または定量方法及びこれに使用される抗体に関する。
【０００２】
【従来の技術】ダイオキシン類の測定方法としては、Ｇ
Ｃ－ＭＳによる方法、ＥＬＩＳＡによる簡易法等が知ら
れている。
【０００３】
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【発明が解決しようとする課題】ＧＣ－ＭＳ法では、前
処理として、測定前にサンプルに対して濃縮や、ピュー
リフィケーションを手作業で繰り返し行う必要がある。
あるいは、この簡便法である、高温・高圧条件下での溶
媒抽出を行う必要がある。また、前処理後の測定にも高
価な機器を要する。ＥＬＩＳＡ法は、これに比べて簡便
であるが、現在、４塩化ダイオキシンに対する抗体しか
得られておらず、この抗体では、塩素置換が８個のダイ
オキシン類は測定することができない。また、土壌・底
質試料中のダイオキシンの測定をイムノアッセイで行う*
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*方法は確立されていなかった。ダイオキシン類は、ポリ
塩化ジベンゾパラダイオキシンとポリ塩化ジベンゾフラ
ンの異性体の総称であり、これらには、各々７５種類及
び１３５種類の異性体が含まれる。また、コプラナー構
造を有するものを含む場合もある。これらのうち、現
在、毒性のあるダイオキシン類とされているのは、下記
の表に示す化合物である。
【０００４】
【表１】

【０００５】表中、ＴＥＦは１９９７年にＷＨＯにより
提案された毒性等価係数であり、最も毒性の強い２，
３，７，８－テトラクロロジベンゾパラダイオキシンの
毒性を１とした場合の相対的な毒性の強さを表す。この
係数を各ダイオキシン類に乗じて、合計した値を、毒性
等量（ＴＥＱ）という。従って、ダイオキシンによる環
境汚染の程度を調べる場合には、このＴＥＱの値を求め
ている。従って、正確なＴＥＱ値を得るためには、ダイ
オキシン類の各化合物を定量し、これに毒性等価係数を
乗じる必要があるが、現在、得られているダイオキシン
抗体は、８塩化ダイオキシン（８塩化ジベンゾパラダイ
オキシン、以下、場合によりOCDDと記す）に対して交差
反応性を有しないため、正確な値を求めることはできな
かった。７塩化ダイオキシン（７塩化ジベンゾパラダイ
オキシン、以下、場合によりHpCDDと記す）、８塩化ダ
イオキシンは、特に土壌や底質に多く含まれているた

め、これらの量を測定することは、土壌及び底質中のダ
イオキシンの毒性を知る場合には特に重要である。本発
明において、８塩化ダイオキシンに対する抗体の製造に
成功した。また、本発明者らはこのダイオキシンが７個
以下の塩素置換を有するダイオキシン及び８個以下の塩
素置換を有するジベンゾフランに対して交差反応性を有
することを見出し、本発明を完成させた。また、本発明
において有機溶媒を用いた簡便な前処理を行うことによ
り、土壌・底質試料中のダイオキシンを検出または定量
し得ることが見出された。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明は、下記のダイオ
キシン類の検出または定量方法に関する。
（１）試料に対して、抗８塩化ダイオキシン抗体を用い
るイムノアッセイを行い、その結果に基づき試料中のダ
イオキシン類の存在を検出するか、またはダイオキシン
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類の量を算出することからなるダイオキシン類の検出ま
たは定量方法。
（２）試料を有機溶媒で処理した後、抗８塩化ダイオキ
シン抗体を用いるイムノアッセイを行い、その結果に基
づき試料中のダイオキシン類の存在を検出するか、また
はダイオキシン類の量を算出することからなるダイオキ
シン類の検出または定量方法。
（３）試料を複数に分け、その各々を異なる有機溶媒で
処理した後、抗８塩化ダイオキシン抗体を用いるイムノ
アッセイを行い、各有機溶媒で処理した各試料について
の結果から、試料中のダイオキシン類の総量または各ダ
イオキシン類の量を算出することを特徴とするダイオキ
シン類の検出または定量方法。
（４）検出または定量されるダイオキシン類が、６塩化
ダイオキシン、７塩化ダイオキシン、８塩化ダイオキシ
ン、６塩化ジベンゾフラン、７塩化ジベンゾフラン及び
８塩化ジベンゾフランからなる群より選択される１種ま
たは２種以上のダイオキシン類である（１）～（３）の
いずれかに記載のダイオキシン類の検出または定量方
法。
（５）前記抗８塩化ダイオキシン抗体がポリクローナル
抗体である請求項１～４のいずれか１項に記載のダイオ
キシン類の検出または定量方法。
（６）前記イムノアッセイが、競合法により行われる
（１）～（５）のいずれかに記載のダイオキシン類の検
出または定量方法。
（７）前記イムノアッセイが、サンドイッチ法により行
われる（１）～（５）のいずれかに記載のダイオキシン
類の検出または定量方法。
【０００７】また、本発明は下記の抗体に関する。
（８）（１）～（７）のいずれかに記載のダイオキシン
類の検出または定量方法に使用される標識または非標識
抗８塩化ダイオキシン抗体。
（９）８塩化ダイオキシンと反応し、且つ少なくとも６
塩化ダイオキシン、７塩化ダイオキシン、６塩化ジベン
ゾフラン、７塩化ジベンゾフラン及び８塩化ジベンゾフ
ランからなる群より選択されるダイオキシン類の１種ま
たはそれ以上と０．０１％以上、好ましくは１％以上、
特に１０％以上の交差反応性を有する（８）の抗体。
また、本発明は下記のキットまたは検出器具に関する。
標識剤と、試料中のダイオキシン類を抗８塩化ダイオキ
シン抗体との免疫特異的反応を利用して該標識剤と結合
させる手段と該標識剤の活性を測定するための手段を含
む、ダイオキシン類の検出または定量のためのキットま
たは検出器具。さらに、本発明は、上記ダイオキシン類
の検出または定量方法により求められた値から、１９９
７年にＷＨＯで規定された毒性等量を求める方法を提供
する。さらに、本発明は、試料を複数に分け、その各々
を異なる有機溶媒で処理した後、ダイオキシン類に対す
る抗体を用いるイムノアッセイを行い、各有機溶媒で処

6
理した各試料についての結果から、試料中のダイオキシ
ン類の総量または各ダイオキシン類の量を算出すること
を特徴とするダイオキシン類の検出または定量方法にも
関する。該方法においては、異なるダイオキシン類に対
する抗体を用いるイムノアッセイを組み合わせて行って
もよい。
【０００８】さらに、本発明は、下記のダイオキシン類
の検出または定量方法に関する。
（１１）土壌または底質試料に有機溶媒を加え、２０分
間以上超音波をかけることによりダイオキシン類を抽出
し、抽出されたダイオキシン類をダイオキシン類に対す
る抗体を用いるイムノアッセイにより分析することを特
徴とする土壌または底質試料中のダイオキシン類の検出
または定量方法。
（１２）前記有機溶媒が、炭素原子数１～５のアルコー
ル、炭素原子数３～８のケトン、ジメチルスルホキシ
ド、ジメチルホルムアミドからなる群より選択される
（１１）のダイオキシン類の検出または定量方法。
（１３）前記ダイオキシン類を、前記有機溶媒中、常圧
下、１０～８０℃の温度で、２０～１８０分間超音波を
かけることにより抽出することを特徴とする（１１）ま
たは（１２）のダイオキシン類の検出または定量方法。
（１４）前記有機溶媒で抽出されたダイオキシン類を、
前記イムノアッセイを行う前に緩衝液で希釈することを
特徴とする（１１）～（１３）のダイオキシン類の検出
または定量方法。
（１５）前記緩衝液による希釈を、前記有機溶媒の濃度
として１．０容量％未満、好ましくは０．５容量％未
満、ダイオキシン濃度として０．７ng／ml以上となるよ
うに行うことを特徴とする（１４）のダイオキシン類の
検出または定量方法。
（１６）前記試料を、該試料１ｍｇあたり１～１００μ
ｌ、好ましくは５～２５μｌの量の前記有機溶媒に入れ
ることを特徴とする（１１）～（１５）のダイオキシン
類の検出または定量方法。
（１７）前記ダイオキシン類に対する抗体が、抗４塩化
ダイオキシン抗体及び／または抗８塩化ダイオキシン抗
体である（１１）～（１６）のダイオキシン類の検出ま
たは定量方法。
（１８）前記ダイオキシン類に対する抗体が、抗８塩化
ダイオキシン抗体である（１１）～（１６）のダイオキ
シン類の検出または定量方法。
（１９）８塩化ダイオキシンまたは８塩化ジベンゾフラ
ンの検出または定量のための（１８）のダイオキシン類
の検出または定量方法。
また、本発明は、上記（１１）～（１９）のいずれかに
記載の方法を実施するための、少なくとも抗ダイオキシ
ン類抗体、例えば抗４塩化ダイオキシン抗体及び／また
は抗８塩化ダイオキシン抗体を含む、土壌または底質試
料中のダイオキシン類の検出または定量用キットまたは
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7
検出器具に関する。本明細書において、「ダイオキシン
類」とは、ポリ塩化ジベンゾパラダイオキシン（下記式
I）、ポリ塩化ジベンゾフラン（下記式II）及びコプラ
ナＰＣＢ（下記式III）のうち、毒性を有することが知
られている物質を意味する。より具体的には、前記の表
１に示した物質を意味する。
【０００９】
【化１】

【００１０】（式中、Ｘは各々独立に水素原子または塩
素原子を表す。）
【００１１】
【化２】

【００１２】（式中、Ｘは各々独立に水素原子または塩
素原子を表す。）
【００１３】
【化３】

【００１４】（式中、Ｘは各々独立に水素原子または塩
素原子を表す。）
本明細書において、「検出」とは、ダイオキシン類を全
体として検出すること、及び各ダイオキシン類を個別に
検出することの両方を意味する。本明細書において、
「定量」は、各成分の正確な量を求めることだけでな
く、各成分のおおよその量を調べることも意味する。
【００１５】
【発明の実施の形態】本発明において、８塩化ダイオキ
シンに対するポリクローナル抗体が得られ、これが、６
塩化ダイオキシン、６塩化ジベンゾフラン（以下、場合
によりHeCDFと記す）、７塩化ダイオキシン、７塩化ジ
ベンゾフラン（以下、場合によりHpCDFと記す）、８塩
化ジベンゾフラン（以下、場合によりOCDFと記す）とも
交差反応性を有し、これを用いたイムノアッセイにより
これらのダイオキシン類の測定が可能であることが明ら
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かとなった。さらに、試料を予め特定の有機溶媒で処理
すると、使用する溶媒により、各抗原の抗体との反応性
が異なることを見出した。これにより、試料を複数に分
け、異なる溶媒で処理した後、イムノアッセイを行うこ
とにより、試料中に多く含まれるダイオキシン類を特定
すること、各ダイオキシン類の量を算出すること、ダイ
オキシン類の総量を算出することが可能となった。この
ような検出または定量は、本発明において初めて見出さ
れた、ダイオキシン類のイムノアッセイにおける抽出率
が前処理に用いる溶媒によって異なるという事実に基づ
いている。４塩化ダイオキシンのＧＣ／ＭＳによる抽出
率は、メタノール、ジメチルスルホキシドでは７０％程
度とほとんど一致している（表３参照）。イムノアッセ
イキットを用いた場合の抽出率（メタノール、ジメチル
スルホキシド）を考慮したのち、ジメチルスルホキシド
で抽出したサンプルの測定値が、メタノールで抽出し、
測定した値よりも高い場合には、６塩化ダイオキシンが
存在する場合が多い。８塩化ダイオキシン抗体を用いる
イムノアッセイにおいても、６塩化ダイオキシンが応答
することから、ジメチルスルホキシドで抽出し測定した
値が、メタノールで抽出した結果よりも高い場合には６
塩化ダイオキシンが存在する可能性が高い。ただし、こ
の場合、表３に示すＧＣ／ＭＳの抽出率を考慮する必要
がある。
【００１６】また、本発明の抗８塩化ダイオキシン抗体
を用いる方法を抗４塩化ダイオキシン抗体を用い、所望
により異なる溶媒による前処理を行うイムノアッセイと
組み合わせて行うこともできる。これまでの４塩化ダイ
オキシン抗体では、ほとんど８塩化ダイオキシンを検出
することができないことから、この方法により、４塩化
ダイオキシン、８塩化ダイオキシンを分けて検出できる
可能性が高い。また、８塩化ダイオキシンと８塩化ジベ
ンゾフランは、ジメチルスルホキシド（以下、場合によ
りＤＭＦと記載する）に対する溶解度により区別するこ
とができる。
【００１７】さらに、本発明は、上記方法により、試料
中に多く含まれるダイオキシン類を特定し、ダイオキシ
ンの由来を予測する方法にも関する。例えば、８塩化ダ
イオキシンが多く含まれる場合、ダイオキシンは土壌中
の農薬由来である可能性が高く、４塩化ダイオキシンが
多く含まれる場合、ダイオキシンは焼却炉等からの飛灰
由来である可能性が高く、６塩化ダイオキシンが多く含
まれる場合、ダイオキシンはパルプ工場等の処理排水由
来である可能性が高い。
【００１８】本明細書において、「イムノアッセイにお
ける抽出率」、「ＧＣ／ＭＳにおける抽出率」という場
合、各々イムノアッセイ、ＧＣ／ＭＳにより定量された
量の、試料中に実際に含有される量に対する割合を、百
分率で表したものをいう。この値は、各化合物の各溶媒
に対する溶解度とは必ずしも関連がない。有機溶媒は、
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9
１種類または２種類以上のダイオキシン類の溶解性が高
く、抗原抗体反応に影響を与えにくい有機溶媒である。
好ましくはダイオキシン類によってイムノアッセイによ
る抽出率が異なる溶媒を組み合わせて用いる。例えばジ
メチルホルムアミド（ＤＭＦ）、ジメチルスルホキシド
（ＤＭＳＯ）、メタノール等を組み合わせて用いること
ができる。
【００１９】〔試料〕本発明の測定方法の対象となる試
料は、土壌、底質、灰、農作物、食品、排水、血液、大
気、環境水等であり得る。測定は、試料の種類、状態等
によるが、特に土壌、底質、農作物の場合は、好ましく
は粉砕、篩過、乾燥等の処理を行った後に行われる。乾
燥は、例えば４０％以下の水分率まで行う。有機溶媒に
よる処理は、例えば試料に溶媒を添加し、所望により超
音波をかけながら抽出することにより行われる。好まし
くは、試料１ｍｇ当たり５～１００μｌの溶媒を添加
し、所望により１０～１００ｋｈｚの超音波をかけなが
ら、２０～１８０分間、溶媒が蒸発により測定に影響与
えるほどに減少しないようにして、抽出することにより
行われる。抽出中は、所望により、１～１０分間毎に５
～２０秒間振とうする。
【００２０】〔抗８塩化ダイオキシン抗体〕本発明で使
用される抗８塩化ダイオキシン抗体は、モノクローナル
抗体またはポリクローナル抗体であるが、好ましくはポ
リクローナル抗体である。例えば、８塩化ダイオキシン
で免疫した動物から採取したポリクローナル抗体であり
得る。より具体的には、８塩化ダイオキシンと反応し、
且つ７個以下の塩素により置換されたジベンゾパラダイ
オキシン、特に６塩化ダイオキシン及び７塩化ダイオキ
シン、並びに８個以下の塩素により置換されたジベンゾ
フラン、特に６～８塩化ジベンゾフランのうち１種類以
上のダイオキシン類と交差反応性を有する抗体である。
例として、８塩化ダイオキシンとの反応性を１００％と
して、８塩化ジベンゾフランとの交差反応率が３０～１
３０％、１，２，３，４，６，７，８－ヘプタクロロジ
ベンゾフランとの交差反応率が０．０１～７０％、より
具体的には１～５０％、１，２，３，７，８，９－ヘキ
サクロロジベンゾパラダイオキシンとの交差反応率が
０．０１～９０％、より具体的には、１０～７０％であ
るポリクローナル抗体が挙げられる。８塩化ダイオキシ
ンに対するポリクローナル抗体は、例えば下記の方法に
より製造したものである。
【００２１】〔ポリクローナル抗体の製法〕８塩化ダイ
オキシンをタンパク質やポリペプチドと結合したものを
免疫原として一定期間温血動物に投与した後、その腹
水、血液等を採取したものから精製して、８塩化ダイオ
キシンに対するポリクローナル抗体を得る。８塩化ダイ
オキシンと結合させる物質は、好ましくは  ポリリジン
である。温血動物は、例えば、ウサギ、ヤギ、ウシ、ヒ
ツジ、ラット、マウス、モルモット、ウマ、ブタ等の哺
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乳類、ニワトリ、ハト、アヒル、ガチョウ、ウズラ等の
鳥類である。投与間隔は、例えば、５～３０日である。
投与量は、抗体産生に有効な量でよく、例えばウサギの
場合、１回に約０．０１～１．０ｍｇを約１～５mlの生
理食塩水およびフロイントの完全アジュバントで乳化し
て、皮下に投与する。投与回数は、例えば５～３０回で
ある。温血動物中に形成された抗体は、例えばウサギで
は、通常最終接種後７～12日の間に耳静脈から採取され
る。
【００２２】８塩化ダイオキシン抗体の血清からの精製
は、免疫グロブリンの分離精製法、例えば、塩折法、ア
ルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イオン交
換体による吸脱着法、超遠心法、ゲルろ過法、抗原抗体
結合物あるいはプロテインＡあるいはプロテインＧなど
の活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合を解離させ
て抗体を得る特異的精製法により行われる。より具体的
には、リガンドとしてアルブミン結合領域を欠失した組
換えProteinGを用いたクロマトグラフィで分離すること
ができる。この場合、ベース担体は、好ましくは高度架
橋球状のセファロースであり、精製時間は例えば５～２
０分間、最大流速は、例えば１～１０ｍｌ／分である。
本発明の抗８塩化ダイオキシンポリクローナル抗体の分
子量は、例えば約１００～２００キロダルトンであり、
例えばＩｇＧ抗体である。
【００２３】〔モノクローナル抗体〕本発明の測定方法
において使用される抗体はモノクローナル抗体であって
もよい。モノクローナル抗体は例えば下記の方法により
製造される。モノクローナル抗体は、例えばケーラーと
ミルステインの方法〔ネイチャー（Nature），第256巻
（1975）、第495頁〕に記載の方法と同様の方法により
得られる。すなわち、上記のポリクローナル抗体の調製
法と同様に免疫された温血動物の脾臓またはリンパ節を
採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と
融合させることにより、モノクローナル抗体産生ハイブ
リドーマを得ることができる。モノクローナル抗体は、
ラット、マウスを用いて得るのが好ましい。例えばマウ
スを免疫する場合、皮下、腹腔内、静脈内に注入するの
が好ましい。例えば２週間の免疫間隔で約２～６回免役
し、最終免疫後、約１～５日、好ましくは約２～４日後
に摘出した脾臓細胞を用いる方法が一般的である。投与
量はマウス当り例えば約0.1μｇ以上、好ましくは約10
μｇ～300μｇである。また、脾臓を摘出する前に、部
分採血を行い、血中の抗体価の上昇を確認し、抗体価の
上昇した個体の脾臓を摘出する。
【００２４】融合操作は既知の方法、例えば上記ケーラ
ーとミルスタインの方法またはこれに準じた方法により
行うことができる。骨髄腫細胞としてはたとえばNS－
１、P3U1、SP2/0などが挙げられる。抗体産生細胞（脾
臓細胞）数と骨髄細胞数との好ましい比率は約1:1～約2
0:1である。融合促進剤としてはポリエチレングリコー
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ル（PEG）やセンダイウィルスなどが挙げられるが、好
ましくはPEGが用いられる。PEGの重合度は、ふつう約1,
000～6,000、濃度は約10％～80％等で用いられる。融合
時間は約0.5～30分、融合温度は例えば２０～４０℃、
好ましくは３０～７０℃である。好ましい条件の一例と
して、PEG6,000を約35～55％で約４～１０分間処理する
ことにより、効率よく融合させることが出来る。融合細
胞は、ヒポキサンチン－アミノプテリン－チミジン培地
〔HAT培地；ネイチャー（Nature），256,495（1975）〕
等を用いて、選択的に増殖させることが出来る。
【００２５】増殖した細胞の培養上清は、目的とする抗
体産生があるか否かについてスクリーニングを行うこと
ができるが、抗体価のスクリーニングは次の様に行うこ
とが出来る。即ち、この場合には、まず第１段階として
免疫原に対する抗体産生の有無を、ラジオイムノアッセ
イ（RIA）法またはエンザイムイムノアッセイ（EIA）法
等の方法で調べることが出来るが、これらの方法につい
ても種々の変法が可能である。好ましい測定法の一例と
して、EIAを用いる一つの方法について述べる。セルロ
ースビーズ等の担体に、例えばウサギ抗マウスイムノグ
ロブリン抗体を常法に従ってカプリングさせておき、こ
れに測定したい培養上清や、マウスの血清を加え、一定
時間、一定温度（約４～４０℃）で反応させる。この
後、反応物をよく洗った後、酵素で標識した免疫原を加
え、一定時間、一定温度（約４～４０℃）で反応させ
る。反応物をよく洗った後、酵素基質を加え、一定時
間、一定温度（約４～４０℃）で反応させ、その後、生
成発色物を吸光度または蛍光度等で測定することが出来
る。選択培地で増殖を示し、かつ免疫原に対する抗体活
性のみられたウエルの細胞は、限界希釈法等によりクロ
ーニングを行うことが望ましい。クローン化された細胞
の上清について同様にスクリーニングを行い抗体価の高
いウエルの細胞を増やすことにより、モノクローナル抗
体産生ハイブリドーマクローンが得られる。
【００２６】このようにしてクローン化されたハイブリ
ドーマを、液体培地中で増殖させる。具体的には例え
ば、液体培地、例えばRPMI－1640〔Moore,G.E.ら、ジャ
ーナル・オブ・アメリカン・メディカル・アソシエーシ
ョン（J.Am.Med.Assoc.）199,549（1967）〕に約0.1～4
0％の牛血清を加えた培地等で約２～１０日間、好まし
くは約３～５日間培養することにより、培養液から該モ
ノクローナル抗体を得ることができる。また哺乳動物の
腹腔内に接種し、細胞を増殖させ、腹水を採取すること
により抗体を得ることができる。このためには、例えば
マウスの場合、ミネラルオイル等を前もって接種したBA
LB/c等のマウスに約１×10４～１×10７個、好ましくは
約５×10５～２×10６個のハイブリドーマを腹腔内に接
種し、約７～20日後、好ましくは約10～14日後に腹水液
を採取する。腹水に生成蓄積した抗体は、例えば硫安分
画、DEAE－セルロースカラムクロマトグラフィー等によ
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り、容易にモノクローナル抗体を純粋な免疫グロブリン
として単離することが出来る。
〔抗体の固定化〕抗体は、例えば96穴プラスチックプレ
ート（例えばヌンク社、デンマークのイムノプレー
ト）、ガラスビーズ、プラスチックビーズなどの担体に
固定する。固定は、プラスチックの場合約４℃で１０～
２０時間または室温～４０℃で約0.5～４時間反応させ
ることにより行われる。ガラスの場合、例えばプロシー
ジングス ナショナル オブ ザ アカデミー オブ サイエ
ンス（Proc.Natl.Acad.Sci.USA），第80巻、第3513～35
16頁（1983年）に記載したような方法で固定する。その
他、抗体固定のための各種プレート（前述、ヌンク社
等）として市販されているものを使用することもでき
る。
【００２７】〔イムノアッセイ〕イムノアッセイは、例
えば、ラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノアッセ
イ、蛍光イムノアッセイである。イムノアッセイの標識
には、放射性同位元素、酵素、蛍光物質、発光物質、金
コロイドなどが用いられるが、酵素、または金コロイド
等のいわゆる直接標識を用いるのが好ましい。また、表
面プラズモン共鳴法（以下、ＳＰＲ法と記す）や、水晶
振動子による方法で抗原抗体反応を定量的または定性的
に検出することもできる。ＳＰＲ法とは、同一金属膜上
に、抗体を固定化した面と、抗体を固定化しない面を作
製し、両方の面で得られる共鳴波長を比較することで抗
原抗体反応を測定する方法である。水晶振動子による方
法は、水晶振動子上に抗原または抗体を固定化させ、こ
れに抗体または抗原が結合した時の振動の減少により抗
原抗体反応を検出する方法である。エンザイムイムノア
ッセイとしては、ＥＬＩＳＡ法が特に好ましい。酵素と
しては、安定で比活性の大きなものが好ましく、ペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラク
トシダーゼ、グルコースオキシダーゼ等を用いることが
できるが、ペルオキシダーゼが好ましい。ペルオキシダ
ーゼとしては、種々の起源のものを用いることができる
が、その例としてはたとえば西洋わさび、パイナップ
ル、イチジク、甘諸、ソラマメ、トウモロコシなどから
得られるペルオキシダーゼが挙げられ、特に西洋わさび
から抽出されたホースラディッシュ ペルオキシダーゼ
（horseradish peroxidase）（HRP）が好ましい。より
具体的には、未知量のダイオキシン類を含むサンプル
を、必要であれば溶媒で処理しその抽出液あるいは未処
理のサンプルを、一定量の標識８塩化ダイオキシンと混
合する。その混合物を８塩化ダイオキシンの抗体を固定
化した支持体に接触させ、洗浄する。その後ＴＭＢなど
の発色性の基質と接触させて反応し、反応を停止させた
後の吸光度を測定し、８個以下の塩素で置換されたダイ
オキシン類の量を測定する。この反応は蛍光反応でもよ
い。ここで得られた値から８個以下の塩素で置換された
ダイオキシン類の総量、あるいは個々のダイオキシン類
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の量を算出することができる。
【００２８】〔キットまたは検査器具〕本発明は、標識
剤と、試料中のダイオキシン類を抗８塩化ダイオキシン
抗体との免疫特異的反応を利用して該標識剤と結合させ
る手段と、該標識剤の活性を測定するための手段を含
む、ダイオキシン類の検出または定量のためのキットま
たは検出器具にも関する。標識剤は、「イムノアッセ
イ」の項で例示したものであり得る。標識剤と結合させ
る手段は、標識または非標識抗８塩化ダイオキシン抗
体、標識または非標識８塩化ダイオキシンから、イムノ
アッセイの種類によって適宜選択される。上記抗８塩化
ダイオキシン抗体及び上記８塩化ダイオキシンは、イム
ノアッセイの種類によって、固相に固定化されたものま
たは固定化されていないものであり得る。即ち、標識剤
と結合する手段は、試料及び場合により８塩化ダイオキ
シンまたは抗８塩化ダイオキシン抗体のいずれかが移動
可能であり、且ついずれかが固定化された固相を含んで
いてもよい。標識剤の活性を測定するための手段は、例
えば標識剤が酵素の場合はその基質及び反応停止剤等で
ある。固相は、例えば、ポリスチレン製のビーズ、プレ
ート、管等のほか、ナイロン、ニトロセルロース、酢酸
セルロース、ガラス繊維、または他の多孔性ポリマーで
ありうる。固相は、ディップスティックの形態であって
もよい。キットの場合は、上記手段、例えば抗８塩化ダ
イオキシン、８塩化ダイオキシン、基質等に加えて、溶
媒、洗浄剤、標準物質等を含んでいても良い。検査器具
は、例えば、抗８塩化ダイオキシン抗体が固定され、標
識化抗８塩化ダイオキシン抗体が湿潤時に移動可能な状
態で担持された多孔性材料よりなる固相と、該固相を、
該固相の一部を試料に接触させ得るように収納したケー
シングからなる検出器具であり得る。
【００２９】〔土壌試料中のダイオキシン類の検出また
は定量〕本発明は、特に、上記（１１）～（１９）に記
載した土壌試料中のダイオキシン類の検出または定量方
法、並びにこれを実施するためのキットまたは検出器具
に関する。この場合、ダイオキシン類の抽出は、１０～
８０℃、特に１０～４０℃で行うのが好ましい。例えば
常温で行うことができる。前記有機溶媒は、土壌試料１
ｍｇに対して１～１００μｌ、好ましくは５～２５μｌ
の量である。抽出時間は、２０分間以上、好ましくは２
０～１８０分間、特に６０～１２０分間である。前記緩
衝液による希釈は、前記有機溶媒の濃度として１．０容
量％未満、好ましくは０．５容量％未満、ダイオキシン
濃度として０．７ng／ml以上となるように行うのが好ま
しい。測定において、ダイオキシン濃度は未知である
が、予想されるダイオキシン濃度に基づいて、ダイオキ
シン濃度が上記範囲となるように添加する緩衝液の量を
調整するのが好ましい。なお、通常の環境レベルのダイ
オキシン濃度であれば、希釈、濃縮等の操作を要するこ
となく、溶媒により抽出した抽出液をそのままイムノア
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ッセイにかけることもできる。抗ダイオキシン類抗体
は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体であ
る。イムノアッセイの方法、及びキットまたは検出器具
は、上記の各項目で説明したものであり得るが、抗体と
しては、抗８塩化ダイオキシン抗体のほか、抗４塩化ダ
イオキシン抗体、その他の抗ダイオキシン類抗体を使用
することができる。これらの抗体はモノクローナル抗体
でもポリクローナル抗体でもよく、いずれも市販されて
いるものを使用するか、上記で抗８塩化ダイオキシン抗
体について記載した方法に準じて製造することができ
る。
【００３０】
【実施例】実施例１：抗体の製造
1-1  試薬
本実施例においては、1,2,3,4,6,7,8,9-オクタクロロベ
ンゾ-p-ダイオキシン（OCDD）粉末、HRP (20,000 Unit 
EIA用)は和光純薬社製、Peroxidase-conjugated Goat I
gG Fraction to Rabbit IgG(H+L)はICN Pharmaceutical
s,Inc(CAPPEL)製、TMBはDAKO社製（substrate-chromoge
n, CA, USA)、ブロッキング剤 としてのBlock Aceは大
日本製薬社製のものを用いた。その他の試薬は全て和光
純薬社製の特級試薬を用いた。
【００３１】1-2  装置
Microplate reader は BIO-RAD社製(Model 550（日本バ
イオラッド））のものを用いて450 nmで測定した。96穴
EIAプレートとしてはCORNING9018(Corning, NY, USA)を
用いた。抗体精製用キットとしてはMAbTrapＴＭG「キッ
ト（アマシャム・ファルマシアバイオテック株式会社
製）を用いた。
【００３２】1-3  ８塩化ダイオキシン標識物の作製
以下の方法にてOCDDをBSAあるいはHRPで標識した。
（１） p-アミノ安息香酸にHCl, NaNO

２
を添加し、pH6

～8に調整し、0℃で２時間反応させた。
（２） 粉末状の８塩化ダイオキシンを60%エタノールで
可溶化し、OCDD溶液にアンモニウム溶液とナトリウムア
ミドを添加した。これにより１、４、６、９位の塩素が
脱離すると考えられ、一時的にベンゼン様になるために
ここに活性基を導入し安定化することができる。
（３） OCDD溶液をエバポレーターにて約1/10量まで減
圧濃縮した。これに（１）の溶液を添加し、２時間反応
させた。
（４） （２）のOCDDに対し１０倍量の活性化HRP/DMF溶
液あるいはBSA/DMF溶液を添加し、２時間反応させた。
この際、エタノールではなくDMF溶液を用いることによ
り、タンパクの変性を防いだ。
（５）グリシンを添加し、反応を停止させた。150mMのN
aClを含む10 mMリン酸緩衝液pH7.5で希釈し、OCDD-HRP,
 OCDD-BSA 濃度0.3 mg / mLを得た。この際の、BSA、HR
PとOCDDの結合比は、モル比(BSAまたはHRP：OCDD）で約
１：１０となる。
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【００３３】1-4  ８塩化ダイオキシン抗体の作製
OCDDにポリリジンを結合し、これを抗原とした。これ
を、OCDD-PLL（PLL：Poly-L-Lysine)と記す。OCDD-PLL
は1-3に示した８塩化ダイオキシン標識物の作製と同様
の方法で作製される。PLLとOCDDの結合比は、モル比（P
LL:OCDD)として約１：２０となる。免疫動物として、健
康な雌の家兎（日本白色種）（体重2.5～3.0 kg）３羽
（KAL-1, 2, 3）を用いた。アジュバント（免疫系の非
特異的強化剤）として初回免疫時にはフロイント完全ア
ジュバント(FCA; Freund's complete adjuvant)、２回
目以降はフロイント不完全アジュバント(FIA; incomple
te adjuvant)を用いた。いずれも免疫部位は皮内とし1
回のOCDD-PLL投与量は0.5 mg / 羽でそのエマルジョン
濃度0.25 mg / mLであった。OCDD-PLLの投与頻度は２週
間間隔で投与回数15回とした。トータル投与濃度は7.5 
mg / 羽であった。初回投与後、２週目と４週目に２回
目、３回目の抗原投与を行った。初回の試験採血日は３
回目の投与の１週間後であった。以降、ほぼ２週間毎に
抗原を投与し、各々の投与後１週間後に採血をした。最
終採血日には全採血を行った。血清は個体別に保存し、
0.05％となるようにNaN

３
を防腐剤として添加した。

【００３４】1-5   ８塩化ダイオキシン標識物に対する
抗血清の力価測定
50 mM炭酸塩緩衝液, pH 9.6をコーティングバッファー
として、10 mMリン酸塩緩衝液 (PBS), pH 7.2を希釈用
バッファーとして、0.05% Tween20-PBS pH 7.2を洗浄用
に用いた。
（１） 96 穴プレートに5 μg/ｍｌ OCDD-BSAを 50 μ
ｌ/well となるように添加し、37℃で２時間または4℃
で１５時間放置することによりコーティングした。コー
ティング終了後、各ウェルよりOCDD-BSA を除去し、洗
浄液で３回洗浄した。
（２） 25% Block Aceを100 μｌ/wellの量で添加し、3
7℃で２時間または4℃で１５時間反応させることにより
ブロッキングした後、溶液を除き、洗浄液で３回洗浄し
た。
（３） 抗血清をPBSで2n倍に希釈し（n＝0～10）、各々
の濃度に希釈された抗血清を50 μｌ/wellの量で添加し
た。
（４） 反応後、抗血清を除き、洗浄液で３回洗浄し、
酵素標識抗体Anti-HRPを50 μｌ/wellとなるように添加
し37℃で2時間インキュベートした。
（５）  反応後、酵素標識抗体を除き、洗浄液で３回洗
浄し、発色液を50 μｌ/wellとなるように添加し15分間
反応させた。反応は停止液2M H

２
SO
４
を100 μｌ/well

添加させることにより停止させた。停止後、プレートリ
ーダーで吸光度を測定した（450 nm）。
【００３５】1-6  抗８塩化ダイオキシン抗体の精製
ベース担体としてSepharose（マトリックスとしては高
度架橋球状、平均粒子径は34 μm, pH安定性は短時間2
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～9、長時間3～9）である HPMAbTrap G2キット（アマシ
ャム・ファルマシアバイオテック株式会社）を使用し、
精製を行った。このキットはサブクラスによる反応欠損
が少ないと言うメリットがある。また、リガンドとして
アルブミン結合領域を欠失した組換えPrpteinGが用いら
れており、そのリガンド量は２mg Protein G ／ml担体
以下であり、1回の精製で約20～25mgのIgGが精製可能で
ある。抗血清量では、およそ1 mlに相当し最終的に回収
されるIgG量は、10～15 mgとなる。また、結合容量は25
 mg ヒトIgG／ml担体である。精製時間は10 minで最大
流速は4 ml/minである。このようなキットによる精製で
は、抗血清からのIgG精製において塩析処理などの前精
製なしでワンステップで高純度IgG精製が可能である。
モノクローナル抗体では、溶出時のFc他の変性を考慮す
る必要があるが、本抗体はポリクローナル抗体なので変
性は少ないものと思われる。具体的には、次の方法で精
製を行った。3 mlの結合緩衝液をシリンジで送液しカラ
ムを平衡化後、1-4で得られた抗血清を添加した。その
後、5-10 mlの結合緩衝液で洗浄し、3-5 mlの溶出緩衝
液で溶出させた。さらに、1 mlあたり75 μｌの中和緩
衝液を溶出画分に添加し安定化させた。精製された抗体
は電気泳動（SDS-PAGE ）を行った。すなわち泳動ゲル
として4-20 % Gradientを用いて、サンプルであるanti-
OCDD rb IgG精製品 2μg / lane還元処理した。抗血清
のKAL-1, 2, 3の濃度はそれぞれ1.74 mg /ｍｌ, 1.36 m
g / ｍｌ, 3.14 mg / ｍｌに調整した。また、0.15M Na
Clおよび0.1 % NaN

３
を含む0.1M グリシン緩衝液pH7.5

を泳動用バッファーとして用いた。
【００３６】実施例２：OCDD-HRPと抗体の反応確認
2-1  抗８塩化ダイオキシン抗体またはＢＳＡの固定化
実施例１で得た抗OCDD抗体を０．０５Ｍ炭酸緩衝液（ｐ
Ｈ９．６）で各濃度に希釈し、３００μｌ／wellずつ９
６穴プレートに添加した。ブランクとしてＢＳＡ１００
μｇ／ｍｌを同様にウェルに添加し、４℃で１８時間イ
ンキュベートした。液を除き、0.05％Tween20を含む
０．０１Ｍ PBS緩衝液（ｐＨ７．２）で３分間の洗浄を
２回行い、続いて０．０１ＭPBS緩衝液のみを添加し、
すぐに除去した。
2-2  反応の確認
OCDD-HRPを０．０１ＭPBS（ｐＨ７．２）で０．２９～
４．６９（μｇ／ｍｌ）に希釈し、５０μｌ／wellで３
７℃で４時間反応させた。OCDD-HRP溶液を除き、洗浄
し、ＴＭＢを５０μｌ／wellで添加し、遮光しながら３
７℃で２０分間反応させた。停止液として１ＭのＨ

２
Ｓ

Ｏ
４
５０μｌ／wellを添加しプレートリーダーで吸光度

測定（４５０ｎｍ）を行った。結果を図１のグラフに示
す。これにより、２．７２μg/mlの抗体濃度が最適であ
ることがわかった。また、この抗体濃度におけるOCDD-H
RPの最適濃度を調べた結果を図２のグラフに示す。これ
より、OCDD-HRP濃度が４．７μｇ/ml以下で競合するこ
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とがわかる。
【００３７】実施例３：競合法によるOCDDの測定
OCDD-HRPを０．０１ＭPBS（ｐＨ７．２）で希釈したも
のを用いる代わりに、最終濃度が４．７μｇ/mlとなる
ようにPBSで希釈したOCDD-HRPと最終濃度が０～200ng/m
lとなるようにPBSで希釈したOCDDとの混合液（容量比
１：４）を５０μｌ／wellで添加すること以外は、実施
例２とほぼ同じ手順により、OCDDの測定を行った。結果
を図３のグラフに示す。
【００３８】実施例４：HeCDD、HpCDD、OCDD、OCDFの測
定
OCDD-HRPは、上記と同様にPBSで４．７μｇ／ｍｌに希
釈して使用した。各ダイオキシン類はPBS（終濃度０．
５％ＤＭＳＯを含む）で２５ｎｇ／ｍｌに希釈した。６
塩化ダイオキシン（HeCDD）と７塩化ジベンゾフラン（H
pCDF）は、０．５％ＭｅＯＨ、０．５％ＤＭＳＯを含む
リン酸緩衝液で２５ｎｇ／ｍｌに希釈した。８塩化ダイ
オキシン（OCDD）と８塩化ジベンゾフラン（OCDF）は
０．５％ＤＭＦ、０．５％ＤＭＳＯを含むリン酸緩衝液
で２５ｎｇ／ｍｌに希釈した。各ダイオキシン類とOCDD
-HRPは１：４の容量比で混合し、反応させた。溶媒の影
響をなくすため、吸光度から溶媒の吸光度を差し引き、
８塩化ダイオキシンの反応性を１００とした時のOCDF、
HeCDD、HpCDFの交差率を求めた。結果を表２に示す。
【００３９】
【表２】 *
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*【００４０】実施例５：土壌サンプル中のダイオキシン
の測定
土を採取し、２mmの篩にかけた後、７０℃で２４時間乾
燥させた（水分率約２６％）。得られた乾燥土壌４ｍｇ
に、１ｐｐｍの８塩化ダイオキシン４０μｌ（１０μｇ
／ｇ）を添加し、十分に振とうした後、２晩風乾した。
これを試料として用い、溶媒としてジメチルスルホキシ
ド１００μｌを添加して、周波数４３ｋＨｚの超音波を
かけながら９０分間抽出した。その間、５分毎に１０秒
間振とうし、ＰＢＳでジメチルスルホキシドの濃度が
０．５v/v％となるように希釈して試料溶液を調製し
た。この試料溶液について、上記実施例４の方法により
ダイオキシンの測定を行ったところ、実際の重量に対応
する測定値が得られた。
【００４１】実施例６：前処理に使用される溶媒のイム
ノアッセイに与える影響を調べるために、溶媒として、
表３に列挙するものを使用し、抗４塩化ダイオキシン抗
体を用いたイムノアッセイにより、４塩化ダイオキシン
の抽出率を調べた。結果を表３に示す。なお、参考のた
め、ＧＣ／ＭＳによる抽出率を併記した。表に示すよう
に抽出率はジメチルスルホキシドを用いた場合が一番高
い。
【００４２】
【表３】

【００４３】実施例７：３～６塩化ダイオキシンについ て、前処理に用いる溶媒による抽出率をＧＣ／ＭＳにつ



(11) 特開２００３－９８１７３

30

40

50

19
いて調べた。結果を図４に示す。図より、メタノールを
用いた場合の抽出率は３～６塩化ダイオキシンでほぼ一
定であるが、ジメチルスルホキシドを用いた場合の抽出
率は、６塩化ダイオキシンが高かった。
【００４４】実施例８：ポリ塩化ジベンゾフランとポリ
塩化ダイオキシンの抽出率の違いを調べるために、各 *々

20
*についてジメチルスルホキシドを溶媒として前処理を行
った場合と、メタノールを溶媒として前処理を行った場
合について抽出率を調べた。結果を表４及び表５に示
す。
【００４５】
【表４】

【００４６】 * *【表５】

【００４７】実施例９：溶媒が抗８塩化ダイオキシン抗
体に与える影響を調べるために、メタノール、アセト
ン、ジメチルスルホキシド及びジメチルホルムアミドを
溶媒として用いて、抗８塩化ダイオキシン抗体を用いた
イムノアッセイを行った。結果を図５のグラフに示す。
図に示されるように、メタノール以外の溶媒を用いた場
合、０．１％以上で抗体に対する阻害が認められ、メタ
ノールを用いた場合、０．５％以上の濃度で抗体に対す
る阻害が認められた。
【００４８】実施例１０：土を採取し、２mmの篩にかけ
た後、７０℃で２４時間乾燥させた。得られた乾燥土壌
に、８塩化ダイオキシンを、乾燥土壌１ｇあたり８塩化
ダイオキシンが１０μｇとなるように添加し、十分に振
とうした後、２晩風乾した。これを試料として用い、溶
媒としてジメチルホルムアミド１００μｌを添加して、
周波数４３ｋＨｚの超音波をかけながら抽出した。抽出
時間と抽出率との関係を図６に示す。
【００４９】実施例１１：土を採取し、２mmの篩にかけ
た後、７０℃で２４時間乾燥させた。得られた乾燥土壌
に、８塩化ダイオキシン、８塩化ジベンゾフラン、８塩
化ダイオキシンと８塩化ジベンゾフランの１：１混合物
を、各々乾燥土壌１ｇあたりの量が１０μｇとなるよう
に添加し、十分に振とうした後、２晩風乾した。これら
を試料として用い、溶媒としてジメチルホルムアミド１
００μｌを添加して、周波数４３ｋＨｚの超音波をかけ
ながら９０分間抽出した。各抽出液をリン酸緩衝液（１
０ｍＭ，ｐＨ７．２）で、ダイオキシン含有量が３２．
５ng／ml、６５ng／ml、１３０ng／mlとなるように希釈
した。得られた希釈液を用い、抗８塩化ダイオキシン抗

体及びＨＲＰ標識ＯＣＤＤにより、実施例３に記載した
のと同様の方法により競合イムノアッセイを行った。結
果を下記に示す。なお、下記に示した吸光度は、ダイオ
キシンが含まれない土壌試料を用いて同様に測定した吸
光度から、上記で測定された吸光度を差し引いた値であ
る。
【００５０】
【表６】

【００５１】上記表より、抗８塩化ダイオキシン抗体を
用いたイムノアッセイにより、試料中の８塩化ダイオキ
シン及び８塩化ジベンゾフランのおおよその量を知るこ
とができることが明らかである。
【００５２】
【発明の効果】本発明の方法単独で、または抗４塩化ダ
イオキシン抗体を用いるＥＬＩＳＡ法と組み合わせて行
うことにより、試料中のダイオキシン類を定性的にまた
は定量的に分析することができる。これにより、環境上
重要なダイオキシン類を、簡便な方法で且つ低コストで
測定することが可能になる。特に、土壌試料中のダイオ
キシン類については、前処理に、従来必要とされていた
ような複雑な処理や高価な装置を必要とすることなく、
簡単な前処理を行った後にイムノアッセイを行うことに
よりダイオキシン類のおおよその量を知ることができ
る。特に、８塩化ダイオキシンは、土壌や底質に多く含
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まれるダイオキシンであり、これを測定することによ
り、その土壌や底質のダイオキシン汚染状況を把握する
ことが可能である。従って、本発明の方法、キット及び
検出器具は、特に土壌や底質の汚染状況のスクリーニン
グ的な調査に適している。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の抗８塩化ダイオキシンと８塩化ダイオ
キシンの反応性を示すグラフである。
【図２】本発明の抗８塩化ダイオキシンと８塩化ダイオ*

22
*キシンの反応性を示すグラフである。
【図３】８塩化ダイオキシン濃度と吸光度の関係を示す
グラフである。
【図４】溶媒とＧＣ／ＭＳ抽出率の関係を示すグラフで
ある。
【図５】抗体に対する溶媒の影響を示すグラフである。
【図６】８塩化ダイオキシン抽出時間と抽出率の関係を
示すグラフである。

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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