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Ⅰ.はじめに 

鶏卵は古くから人間に食されてきた食品であり，良質な蛋白質・カルシウム・鉄分など人間にとって必要

とされる栄養素をほとんど満遍なく含有している非常に優良な食品である。近年，この鶏卵中にある特定の

栄養素を強化したいわゆる「特殊卵」が世間に広く流通している。産卵鶏飼料中に海草や無機ヨードを添加

することによって鶏卵中のヨード(I)含有量を強化した，「ヨード強化卵（以下，ヨード卵）」も特殊卵の一つ

である。このヨード卵の摂取によって，血中コレステロール改善作用・抗炎症作用・抗アレルギー作用・抗

老化作用などの様々な有効効果がもたらされると報告されている。しかし一方で，このような効果をもたら

している I 物質は現在まで完全に明らかにはされておらず，その有効物質を明らかにすることが望まれてい

る。その有効物質を明らかにするための基礎的な検討として，普通卵産卵鶏および I 強化卵産卵鶏の鶏卵・

臓器・鶏飼料中の I およびその他各種微量元素の含有量を明らかにしておくことは非常に有用なことである

と考えられる。そこで本研究ではヨード卵および普通鶏卵・産卵鶏の臓器・および鶏飼料中 I 含量の PIXE 分析に

よる測定を試みた。今回は特に，これらの試料中の I 含有量を PIXE 分析法によって測定する際の最適な試料調製法

および PIXE 分析法における I の添加回収率について検討した。 
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Ⅱ.材料と方法 

1. 使用試料 

 PIXE 分析用試料として使用した試料はすべて日本農産工業株式会社にて採取・凍結乾燥処理されたものを

用いた。これらの試料は予め液体窒素にて試料を完全に凍結させ，薬局方乳鉢および乳棒を用いて十分に均

一化を行った。 
 

1.1 ヨード測定のための最適な試料調製法の検討 

測定に供した試料は鶏卵の試料として高濃度ヨード卵黄，産卵鶏臓器の試料として対照鶏臓器（甲状腺） 
を，産卵鶏用飼料の試料としてヨード卵生産用飼料を使用した。 

  
1.2 PIXE 分析法における I添加回収率の検討 

 PIXE 分析法における I の検出限界の検討には，高濃度Ｉ含有試料として高濃度Ｉ強化卵黄，その対照試 
料として水処理において I 含有量が 10ppm 以下と判断された普通卵黄試料を使用した。 
 

2. 試料調製法の検討 

本研究ではホモジナイズ法，粉末内部標準法，硝酸灰化法，水処理法，アルカリ処理法（ＮａＯＨ処理法，

ＫＯＨ処理法）の 6 つの方法を実施した。 
 
2.1 ホモジナイズ法 

  ホモジナイズ法(Homogenized method；HO)は，試料 50mg を瑪瑙乳鉢に量りとり，超純水 200μl を加えて

よく混合した。これに内部標準としてパラジウム（Pd）標準液（原子吸光測定用標準液：1,000ppm / 1N HCl ，
Factor 1.004，和光純薬工業株式会社，大阪）50μl を加え，均一になるまで十分に混合した（終濃度：約

1,000ppm）。この調製試料 5μl を，マイラー製ターゲットホルダーに貼付したポリプロピレンフィルム上に

滴下し，自然乾燥後，PIXE 照射ターゲットとした。 
 

2.2. 粉末内部標準法 

 試料適量を薬局方乳鉢に取り，適量の液体窒素を加えて試料を完全に凍結後，乳棒を用いて細かくすり

つぶし，微粉末試料を作成した。この微粉末試料 100 ㎎に粉末内部標準として 5%パラジウムカーボン

（Palladium Carbon；5%，和光純薬工業株式会社，大阪）20 ㎎を添加して十分均一になるまで混合した。

この試料から 100μg を量りとり，ポリプロピレンフィルムに載せた。これにアルコールで 10%に希釈した

コロジオン（Collodion，和光純薬工業株式会社，大阪）1 滴を滴下し，微粉末試料をポリプロピレンフィル

ム上に固定し，これを PIXE 照射ターゲットとした。 
 
2.3. 硝酸灰化法 

 硝酸灰化法(Nitric acid Ashing method；NA)は試料 50 ㎎を量りとり，これに硝酸（Nitric Acid，特級，1.38，
関東化学株式会社，東京）250μｌを加え，これに内部標準として Pd標準液 50μlを加え（終濃度：約 1,000ppm），

均一になるまで十分混合し，硝酸湿式灰化処理を行った。この調製試料 5μl を，マイラー製ターゲットホ

ルダーに貼付したポリプロピレンフィルム上に滴下し，自然乾燥後，PIXE 照射ターゲットとした。 
 

 
2.4. 水処理法 

硝酸灰化法(Nitric acid Ashing method；NA)は試料 50 ㎎を量りとり，これに硝酸（Nitric Acid，特級，1.38，
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関東化学株式会社，東京）250μｌを加え，これに内部標準として Pd標準液 50μlを加え（終濃度：約 1,000ppm），

均一になるまで十分混合し，硝酸湿式灰化処理を行った。この調製試料 5μl を，マイラー製ターゲットホ

ルダーに貼付したポリプロピレンフィルム上に滴下し，自然乾燥後，PIXE 照射ターゲットとした。 
水処理法(Dissolve Water method；DW)では NA 法で用いたものと同試料を 50mg 量り取り，超純水 250μl

のみで調製した。この調製試料 5μl を，マイラー製ターゲットホルダーに貼付したポリプロピレンフィル

ム上に滴下し，自然乾燥後，PIXE 照射ターゲットとした。 
上述の２つの方法を組み合わせるには，まず NA 法にて調製を行ったものから濃度の安定である元素（Fe

や Ca）を定め濃度を求める。その後，この元素を内部標準とみなし DW 法についての元素の定量分析を行

った。 
 
 2.5. アルカリ処理法 

  アルカリ処理法は試料 50 ㎎を量りとり，これにアルカリ溶液を加え，これに内部標準として Pd 標準液

50μl を加え，均一になるまで十分混合した（終濃度：約 1,000ppm）。この調製試料 5μl を，マイラー製ター

ゲットホルダーに貼付したポリプロピレンフィルム上に滴下し，自然乾燥後，PIXE 照射ターゲットとした。

アルカリ溶液として NaOH 溶液（Sodium  Hydroxide，特級，和光純薬工業株式会社，大阪）および KOH
溶液（Potassium  Hydroxide，特級，和光純薬工業株式会社，大阪）を添加した。これらの溶液は，６規定

のものおよび３規定のものを作成し，試料がより均一になる濃度のアルカリ溶液をそれぞれの試料に添加

した。 
   
3. PIXE 分析法におけるヨード添加回収率の検討 

本研究ではホモジナイズ法，水処理法，アルカリ処理法（ＫＯＨ処理法）の 3 つの方法を実施した。ホモ

ジナイズ法，アルカリ処理法（ＫＯＨ処理法）で高濃度Ｉ含有試料として高濃度Ｉ強化卵黄に対する添加回

収率を検討し，ホモジナイズ法，水処理法，アルカリ処理法（ＫＯＨ処理法）で I 含有量が 10ppm 以下と判

断された普通卵黄試料に対する添加回収率を検討した。 
 
3.1 ホモジナイズ法 

ホモジナイズ法（HO）において試料に，各濃度に調整したヨウ化カリウム(KI)溶液を添加し，内部標準

として Pd 標準原液(原子吸光測定用標準液:1000ppm/1NHCl，factor=1.01)を添加したものについて PIXE 分析

を行い，I 含有量を測定した。 
KI 溶液は I の濃度としてそれぞれ 100000，50000，10000，5000，1000，500，100，50，10，5ppm に調

整したものを用いた。 
 
3.2 水処理法 

水処理法（DW）では普通卵黄試料において，まず NA 法にて調製を行った。試料 50 ㎎を量りとり，こ

れに硝酸（Nitric Acid，特級，1.38，関東化学株式会社，東京）200μｌを加え，これに内部標準として Pd
標準液 50μl を加え（終濃度：約 1,000ppm），均一になるまで十分混合し，硝酸湿式灰化処理を行った。こ

の調製試料 5μl を，マイラー製ターゲットホルダーに貼付したポリプロピレンフィルム上に滴下し，自然

乾燥後，PIXE 照射ターゲットとした。 
次に DW 法として，NA 法で用いたものと同試料を 50mg 量り取り，超純水 200μl 加え，各濃度に調整し

たヨウ化カリウム(KI)溶液を添加した。この調製試料 5μl を，マイラー製ターゲットホルダーに貼付したポ

リプロピレンフィルム上に滴下し，自然乾燥後，PIXE 照射ターゲットとした。 
これらについて，NA 法にて調製を行ったものから濃度の安定である元素（Fe や Ca）を定め濃度を求め

る。その後，この元素を内部標準とみなし DW 法についての元素の定量分析を行い，I 含有量を測定した。

KI 溶液は I の濃度としてそれぞれ 200，100，80，50，0ppm に調整したものを用いた。 
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3.3 アルカリ処理法（KOH 法） 

アルカリ処理法において高濃度 I 強化卵試料，普通卵黄試料に，各濃度に調整したヨウ化カリウム(KI)
溶液を添加し，内部標準として Pd 標準原液(原子吸光測定用標準液:1000ppm/1NHCl，factor=1.01)を添加し

たものについて PIXE 分析を行い，I 含有量を測定した。 
アルカリ溶液として NaOH 溶液（Sodium  Hydroxide，特級，和光純薬工業株式会社，大阪）および KOH

溶液（Potassium  Hydroxide，特級，和光純薬工業株式会社，大阪）を添加した。これらの溶液は，6 規定

のものおよび 3 規定のものを作成し，試料がより均一になる濃度のアルカリ溶液をそれぞれの試料に添加

した。高濃度 I 強化卵黄には 6 規定の NaOH を，普通卵には 3 規定の NaOH を添加した。KI 溶液は I の濃

度としてそれぞれ 200，100，80，50，0ppm に調整したものを用いた。 
 

Ⅲ 結果と考察 

1. ヨード測定のための最適な試料調製法の検討  

 

 1.1 使用する内部標準元素の比較 

  In・Pd・Fe を内部標準とした場合，Br・Fe・Zn の 3 元素は，In 群・Pd 群・Fe 群の 3 群全てにおいて同

程度の測定値が得られた(図 1・表 1)。しかし，Pd 群および Fe 群の I 測定値と比べ，In 群の I 測定値は Pd
群の 45%，Fe 群の 37%と過小評価される結果となった。また Fe 群における I 測定値は，In 群や Pd 群より

も高値を示した。In 群の I 測定値は，CV 値および MEAN に対する SE の割合が共に 35%となったが，その

他の結果は In 群・Pd 群・Fe 群の全てで CV 値および MEAN に対する SE の割合が 30%を超えるものは認

められず，最大でも 20%の範囲内であった。(表 1) 
 

 
(表 1) 内部標準元素の違いにおける測定値の比較(高濃度 I 強化卵) 

 
元素 IS(n) MEAN(ppm) SE SD CV(%) SE/MEAN×100(％) 

In(4) 130 45 46 35 35 
Pd(6) 287 25 41.8 14.6 9 I 
Fe(4) 351 49 20 6 14 
In(4) 18 2 3 17 9 
Pd(6) 26 1.2 1.8 6.8 5 Br 
Fe(4) 26 2 3 13 6 
In(4) 145 9 13 9 6 
Pd(6) 130 5 4.3 3.3 4 Fe 
Fe(4) 144 5 11 7 3 
In(4) 89 6 6 7 7 
Pd(6) 90 3 3.0 3.4 3 Zn 
Fe(4) 104 4 11 10 4 

IS;Internal Standard    SE;Standard Error     
SD;Standard Deviation    CV;CoefficientofVariation 
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図 1  内部標準元素の違いにおける測定値の比較(高濃度 I強化卵) 

 

 

  Br，Fe，Zn の測定結果は In 群，Pd 群，Fe 群の全てでほぼ同程度の測定結果が得られたが，I の測定結

果は In 群が Pd 群・Fe 群よりも過小評価される結果となった(図 1・表 1)。原因としては I-Kα線と In-Kβ線
のエネルギースペクトルが類似しているため，I の解析が阻害された結果と考えられた。よって試料中の I
を測定するための内部標準元素に In を使用することは不適であると判断され，I 測定のためには I とエネル

ギースペクトルが類似せず，I の解析を阻害しないと考えられる元素(Pd，Ag，Y など)の使用が望ましいと

考えられた。ただし Ag を内部標準元素として使用する場合，試料中の元素と反応し，吸着・沈殿などの反

応を起こす場合があるとも報告されており，Ag 使用時のこれら反応について検討する必要がある。 
  In は通常，生体試料に含まれることが少なく，また，発生する特性 X 線のエネルギーの大きさが適当で

あることから，PIXE 分析に使用する内部標準元素として頻繁に用いられている元素である。今回，In 添加

試料から求めた Fe 濃度を内部標準とみなして測定を行った。その結果は Pd を内部標準とした場合の結果

と同程度となり，CV 値は最大でも 15%，MEAN に対する SE の割合は 14%という良好な測定精度が得られ

た(表 1)。したがって In を使用して I を測定する場合，今回の実験で行ったように，In 添加試料と In 未添

加試料の 2 種類を作成し，In 添加試料から Fe，カリウム(K)，カルシウム(Ca)などの含有量を求め，これら

を内部標準とみなして In 未添加試料から I の測定を行うことも可能であると考えられた。 
 
1.2.  試料調製法の比較 

  

1.2.1.  高濃度 I強化卵黄 

高濃度 I 強化卵黄の測定結果おいて，水処理法(DW)の測定値を 100%とした場合，硝酸灰化法(NA) の I
および Br の測定値は，それぞれ 9.7%(I)，40%(Br)となり，ハロゲン元素の含有量が過少評価された。ホモジ

ナイズ法(HO)および水処理法(DW)，アルカリ処理法(KOH)の I 測定値は HO 法で 287ppm，DW 法で 529ppm，

KOH 法で 484ppm となり，DW 法が高値を示した(表 2・図 2-A)。また粉末内部標準法(PI)およびアルカリ処

理法(NaOH)の I 測定値は，SD が他の調製法と比べ PI 法で最大で約 10 倍高い値，NaOH 法に至っては最大で

約 38 倍高い値を示した(表 2・図 2-A)。変動係数(CV)は全ての調製法で 30%を超える結果は認められなかっ

た(表 2・図 2-B)。また MEAN に対する SE の割合は，NA 法および PI 法，NaOH 法の I 測定値で 30%を超え

たが，その他の結果では 30%を超えるものは認められなかった(表 2・図 2-C)。 
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表 2 各調製法における測定値の比較 
 
元素 調製法(n) MEAN；ppm SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%)

NA(4) 51.4  29.1  11.8  23.0  56.6  

HO(6) 287  25.0  41.8  14.6  8.7  

PI(4) 435  148  93.3  21.5  34  

DW(4) 529  50.1  26.5  5.0  9.5  

NaOH(2) 2655  868  352  13.2 32.7 

I 

KOH(3) 484  37.6 9.2  1.9 7.8 

NA(4) 13.4  1.1  0.1  0.8  8.2  

HO(6) 26.3  1.2 1.8  6.8  4.6  

PI(4) 18.0  1.9  2.3  13.0  10  

DW(4) 33.1  1.6  5.2  15.8  4.9  

NaOH(2) 112  13 6.0  5.4  11.6 

Br 

KOH(3) 33.0 1.8  0.3 1.0 5.5 

NA(4) 158  1.1  31.6  20.0  4.1  

HO(6) 130  4.7  4.3  3.3  3.6  

PI(4) 197  7.0  14.3  7.2  3.5  

DW(4) 212  6.9  18.0  8.5  3.2  

NaOH(2) 552  24.5 12.5 2.3 4.4 

Fe 

KOH(3) 125 4.8 7.9 6.3 3.8 

NA(4) 123  5.1  17.2  14.0  4.1  

HO(6) 89.7  3.0  3.0  3.4  3.3  

PI(4) 109  4.2  8.5  7.8  3.9  

DW(4) 156  5.2  19.2  12.3  3.4  

NaOH(2) 464  20.5 12.5  2.7 4.4  

Zn 

KOH(3) 105  3.9 2.5 2.4 3.7 

NA；硝酸灰化法 HO；ホモジナイズ法 P I；粉末内部標準法 DW；水処理法  

NaOH;アルカリ処理法（NaOH) KOH;アルカリ処理法（KOH) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2－A  各調製法における測定値の比較（MEAN±SE） 
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図 2－B 各調製法における測定値の変動係数(CV) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２－C 各調製法における測定値の MEAN に対する SE の割合 

  

 1.2.2.  I 強化卵生産用飼料 

  I 強化卵生産用飼料の測定結果において，NA 法では I が検出されず，Br は DW 法の測定値と比べ約 78%
低い値を示し，高濃度 I 強化卵黄の結果と同様にハロゲン元素の含有量が過小評価された(表 3・図 3-A)。ま

た PI 法における I 測定値は DW 法の測定値と比べ約 80%低い値を示した(表 3・図 3-A)。I の測定値は KOH
法で最も高い値 173.5ppm を示した(表 3・図 3-A)。CV 値は Br，Fe，Zn で 30%を下回ったが，I では KOH 法

以外の全ての調製法で 30%を超える結果となり，HO 法で 56.7%，PI 法で 47%，DW 法で 45.9%，NaOH 法で

50%と測定精度の低下が認められた(表 3・図 3-B)。一方，MEAN に対する SE の割合は，大部分の結果で 30%
を下回ったが，PI 法では 30%をはるかに超えた 379.5%，NaOH 法では 69.3%と高値を示した(表 3・図 3-C)。
アルカリ処理法(NaOH)では I 測定結果において I，Br，Fe，Zn の４元素とも他のすべての調製法より大幅に

高い値を示した(表 3・図 3-A)。これはアルカリ溶液として添加した NaOH 溶液中の Na 成分がヨードの特性

X 線に干渉したため過大評価された可能性があると考えられた。アルカリ処理法(KOH)では I 測定結果におい

て，測定値が DW 法よりも 39.8ppm 高く，かつ CV 値が 23.9%，MEAN に対する SE の割合が 8.3%低い値と

どの調製法よりも良好な結果が得られた(表 3・図 3-A-C)。 
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表 3 各調製法における測定値の比較 
 

元素 調製法(n) MEAN；ppm SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%)

NA(4) ND - - - - 

HO(6) 96.2 23.7 54.5 56.7 24.6 

PI(4) 26.2 99.3 12.3 47.0 379.5 

DW(4) 133.7 25.9 61.4 45.9 19.4 

NaOH(2) 398.0 276.0 199.0 50.0 69.3 

I 

KOH(3) 173.5 19.3 38.2 22.0 11.1 

NA(4) 10.7 1.2 2.1 19.6 11.1 

HO(6) 23.7 1.5 1.6 6.8 6.2 

PI(4) 36.3 3.4 5.2 14.3 9.3 

DW(4) 48.7 2.0 1.9 3.9 4.1 

NaOH(2) 36.4 4.4 5.8 15.9 12.1 

Br 

KOH(3) 28.1 1.4 0.9 3.1 5.0 

NA(4) 180.3 7.6 34.2 19.0 4.2 

HO(6) 140.8 5.3 14.8 10.5 3.8 

PI(4) 213.3 8.1 18.8 8.8 3.8 

DW(4) 305.0 9.3 10.3 3.4 3.1 

NaOH(2) 165.0 7.6 18.0 10.9 4.6 

Fe 

KOH(3) 137.2 5.0 14.0 10.2 3.6 

NA(4) 84.5 3.7 2.1 2.4 4.4 

HO(6) 74.7 3.2 7.2 9.6 4.2 

PI(4) 114.1 5.1 32.7 28.7 4.4 

DW(4) 188.5 5.9 8.7 4.6 3.1 

NaOH(2) 127.0 5.7 20.0 15.7 4.5 

Br 

KOH(3) 88.1 3.2 0.8 0.9 3.6 

NA；硝酸灰化法 HO；ホモジナイズ法 P I；粉末内部標準法 DW；水処理法 

  NaOH;アルカリ処理法（NaOH) KOH;アルカリ処理法（KOH) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－A 各調製法における測定値の比較（MEAN±SE） 
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図 3－B 各調製法における測定値の変動係数(CV) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3－C 各調製法における測定値の MEAN に対する SE の割合 

 

 

 

 

1.2.3. 対照鶏甲状腺 

  対照鶏甲状腺の測定結果において，PI 法では測定不可能であった。NA 法では高濃度 I 強化卵黄や I 強化

卵生産用飼料の結果と同様，ハロゲン元素の含有量が過小評価され，DW 法の測定値よりも約 78%(I)，約

34%(Br)低い値を示した(表 4・図 4-A)。一方，Fe および Zn は，HO 法および DW 法と同程度の結果が得られ

た(表 4・図 4-A)。また I の測定値は DW 法で最高値を示した(表 4・図 4-A)。CV 値は大部分の結果で 30%以

下となったが，HO 法の Br と Fe で 30%を超える結果となった(表 4・図 4-B)。MEAN に対する SE の割合で

30%を超える結果は認められなかった(表 4・図 4-C)。NaOH 法と KOH 法での調製について今回はサンプル不

足であったため，実施できていない。 
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表 4 各調製法における測定値の比較 
 

元素 調製法(n) MEAN；ppm SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%)

NA(4) 4955  271  303  6.1  5.5  

HO(6) 21886  967  1448 6.6  4.4  

PI ＊ - - - - 
I 

DW(4) 22469  1399  2582 11.5 6.2  

NA(4) 15.9  1.3  1.6  10.1 8.5  

HO(6) 21.9  1.6  8.6  39.2 7.1  

PI ＊ - - - - 
Br 

DW(4) 24.1  2.4  3.0  12.4 10.2  

NA(4) 66.0  3.0  2.6  4.0  4.6  

HO(6) 82.3  3.5  40.3 49.0 4.2  

PI ＊ - - - - 
Fe 

DW(4) 109  6.5  24.0 22.0 5.9  

NA(4) 35.2  1.9  2.7  7.6  5.3  

HO(6) 29.2  1.6  6.6  22.4 5.4  

PI ＊ - - - - 
Zn 

DW(4) 66.8  4.5  8.1  12.2 6.7  

NA；硝酸灰化法 HO；ホモジナイズ法 P I；粉末内部標準法 DW；水処理法 ＊調製不良により未測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4－A 各調製法における測定値の比較（MEAN±SE） 
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図 4－B 各調製法における測定値の変動係数(CV) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4－C 各調製法における測定値の MEAN に対する SE の割合 

 

 

試料調製を硝酸灰化法(NA)で行った場合，今回使用した試料全てでハロゲン元素の含有量が過小評価され

た。ハロゲン元素は揮発性の元素であり，酸によって分解・飛散する性質がある。今回の実験でも濃硝酸に

よる湿式灰化処理によって試料中の I や Br 等のハロゲン元素が飛散した事は容易に想像され，これが試料中

のハロゲン元素含有量の過小評価につながったと判断された。生体試料を取り扱う Bio-PIXE では，取り扱う

試料が血液や尿などのような液体試料であれば，試料と内部標準物質とを均一に混合させることは容易であ

る。一方，取り扱う試料が臓器などの固体試料である場合，試料と内部標準物質の均一化は困難となる。NA
法はこのような臓器などの固体試料を均一化した溶解液の状態として PIXE 照射ターゲットとすることを可
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法の最大の利点は S/N 比が向上することであり，これによって測定精度・感度を高めることができ，より信

頼性のある測定結果を得ること可能となる点である。また短時間で多種類の試料調製が可能であり，加える

試薬が精密分析用硝酸と原子吸光測定用標準液のみであるため，不純物元素で汚染される可能性が少なくな

ることも利点として挙げられる。一方，最大の欠点は揮発性元素が飛散する点であり，今回の実験結果もこ

れを裏付ける結果となった。したがって I や Br などのハロゲン元素を測定する場合に，NA 法単独による調

製では正確な I の定量は不可能であると判断された。 
 粉末内部標準法(PI)における I の測定結果は不良なものとなり，高濃度 I 強化卵黄では SD および MEAN に

対する SE の割合の増加，I 強化卵生産用飼料では SE および MEAN に対する SE の割合の増加が認められ，

また対照鶏甲状腺では調製不良のため測定不能となった(表 2,3,4)。PI 法は微粉末化した試料と粉末内部標準

を均一化し，粉末状態のまま測定するものである。 
Bio-PIXE に供される生体試料は凍結乾燥処理によって粉末状態にすることが可能であり，水と内部標準液

を混合するホモジナイズ法が適用できないような試料に対して有効な調製法となる可能性がある。しかし生

体試料の多くには特有の粘性があり，また試料によっては脂肪が多く含有している場合がある。これらが試

料中の粉末内部標準の不均一性を招く要因となる。今回の実験でも試料調製時において試料に粘性が認めら

れ，特に対照鶏甲状腺では頑固な粘性によって試料中の粉末内部標準の均一化が困難となり，調製不良とな

ってしまった。したがってこのような要因が SE および SD の増加や MEAN に対する SE の割合の増加などの

ような測定精度の低下を引き起こしたと考えられた。このような結果から，PI 法は鶏卵・鶏臓器・鶏飼料中

I の測定には適していないと考えられた。 
ホモジナイズ法(HO)および水処理法(DW)では高濃度 I 強化卵黄および対照鶏甲状腺の測定結果において I，

Br，Fe，Zn の４元素とも良好な CV 値および MEAN に対する SE の割合が認められたが(表 2,4)，I 強化卵生

産用飼料においては I の測定結果で CV 値が高値を示した。このような結果が生じた原因としては試料のホモ

ジナイズの容易さの違いが考えられた。今回の実験における試料調製の際，高濃度 I 強化卵黄と対照鶏甲状

腺は水となじみやすく，試料自体の均一化も容易であった。一方，I 強化卵生産用飼料は粒子が粗く，試料自

体を均一化することが困難な上，水になじみにくいという印象も受けた。この性質の違いが測定精度の低下

を招き，I 強化卵生産用飼料で CV 値が高くなったと考えられた(表 3)。したがって，高濃度 I 強化卵黄や対照

鶏甲状腺のような水と均一になじみやすい（易溶性）試料の測定には HO 法や DW 法による調製で信頼性の

高い測定値を得ることが可能であると考えられた。一方で，I 強化卵生産用飼料のような水となじみにくい（難

溶性）試料では，調製時にさらに細かく粉末化させることで試料自体の均一化を改善する必要があり，また

添加する水の量を増やすことによって水と試料の均一化を向上させる必要があると考えられた。HO 法や DW
法は PIXE 分析における試料調製に広く一般的に用いられている方法であり，その調製手順も HO 法では水を

加えてよく混合し内部標準液を加える，NA 法では硝酸を用いて湿式灰化し内部標準液を加えるといった非常

に簡便なものである。しかし PIXE 分析に最適な試料調製を行うためにはある程度の熟練した技術を必要とし，

水(もしくは硝酸)を用いて試料と内部標準を十分均一に混合し，ペースト状にさせたものをポリプロピレンフ

ィルム上に薄く，さらに均一に塗布しなければ信頼性のある結果を得ることは困難なものとなる。HO 法と

DW 法における I 測定結果を比較すると，今回使用した 3 試料全てで DW 法の結果が HO 法よりも高い測定

値を示した(表 2-4)。さらに前述した内部標準元素の検討結果では，Fe を内部標準とした場合の I 測定値が最

も高い値を示した(表 1)。HO 法は水と内部標準液を加え調製を行ったものである。一方，DW 法および Fe を
内部標準とする方法では，I の測定に供した試料には内部標準液を加えずに調製を行っている。内部標準液中

には 1N の硝酸もしくは塩酸が含まれており，今回の結果はこの内部標準液中の酸によって I が飛散し，HO
法による I 測定結果が過小評価された可能性が考えられた。 
アルカリ処理法(NaOH)では高濃度 I 強化卵黄および I 強化卵産生飼料の I 測定結果において I 含有量は他の

すべての調製法より大幅に高い値を示した(表 2,3)。これはアルカリ溶液として添加した NaOH 溶液中の Na
成分がヨードの特性 X 線に干渉したため過大評価された可能性があると考えられた。スペクトルグラフにお

いて I のピークに着目してみても，Na による高エネルギー即発γ線によって高エネルギー領域の BG が非常
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に高くなり，ヨードのピークは埋もれてしまった。その中で I の含有量を無理に算出したものであり，測定

誤差についてもかなり高く調製法として信頼性はかなり低いものとなった。これらのことより，NaOH 法に

よって I 測定を行うことは不可能であると考えられた。 
アルカリ処理法(KOH)では高濃度 I 強化卵黄の I 測定結果において，測定値は DW 法よりも 45ppm 低い値

であったが，CV 値は 1.9%，MEAN に対する SE の割合は 7.8%とどの調製法よりも良好な結果が得られ(表 2)，
I 強化卵産生用飼料の I 測定結果においても測定値が DW 法よりも 39.8ppm 高く，かつ CV 値が 23.9%，MEAN
に対する SE の割合が 8.3%低い値とどの調製法よりも良好な結果が得られた(表 4)。また，KOH 法はアルカ

リ処理を行った後，内部標準液を加えるため内部標準における酸の影響を受けない方法であり，I の測定結果

が過小評価されてしまう可能性はないと考えられた。 
以上の結果から，鶏卵・鶏臓器中の I の測定には，今回測定に供した試料において良好な CV 値および MEAN

に対する SE の割合を示した DW 法・KOH 法が最も適していると判断された。 
また調製の際，注意すべき点として次のようなものが考えられる。一般に，PIXE 分析における測定結果を

悪化させる要因としては，試料に照射するビーム自体のムラといった装置側の要因も挙げられるが，特に結

果に大きく影響を与えるものとしては，作成した試料自体の不均一性，試料中の内部標準元素の不均一性，

ポリプロピレンフィルム上に塗布する際の試料の厚さのムラによる特性 X 線の自己吸収など，試料調製時に

生じる手技的要因である。さらに照射ターゲットの乾燥条件によっては試料中の内部標準元素の偏在化を招

き，測定結果を悪化させると報告されている。試料調製時はこれらを念頭に置き，十分慎重に調製を行う必

要がある。 
 
2. I 添加回収率の検討および定量限界の推定 

 

2.1. 高濃度 I強化卵黄における定量限界の推定 

2.1.1 HO 法（高濃度 I強化卵黄） 
HO 法では実測値と回帰直線との間に有意な相関(R２＝0.9996)が認められ，実測値と回帰曲線との間に有

意な相関が認められた(図 5-A)。また CV 値および MEAN に対する SE の割合は，添加 I 濃度全段階で 30%
を超えるものは認められなかった(表 5-A・図 5-B)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 5-A 添加 I 濃度とそれらの測定値および回帰直線（HO 法） 
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図 5-B 試料のばらつき度合い（HO 法） 

 
 
 

表 5-A 各添加 I 濃度における測定値の比較 
 

添加 I 濃度；ppm(n) MEAN SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%)
0(3) 332 24 15 4.4 7.3 
1(3) 229 30 10 4.4 13.0 
2(3) 270 30 48 17.7 11.1 
4(3) 262 35 3 1.1 13.5 
8(3) 319 60 24 7.4 18.9 
10(3) 244 39 34 13.8 15.8 
20(3) 201 46 59 29.2 22.9 
40(3) 266 27 31 11.6 10.2 
80(3) 309 42 25 8.1 13.4 

100(2) 278 28 40 14.2 10.1 
1000(2) 978 79 164 16.8 8.1 

10000(2) 10148 576 21 0.2 5.7 
100000(2) 94337 4691 1618 1.7 5.0 

SE ; Standard Error   SD ; Standard Deviation   CV ; Coefficient of Variation 
 
 
 

2.1.2 KOH 法（高濃度 I卵黄） 

 KOH 法では実測値と回帰直線との間に有意な相関(R２＝0.9727)が認められ，実測値と回帰曲線との間

に有意な相関が認められた(図 5-C)。また CV 値および MEAN に対する SE の割合は，添加 I 濃度全段階

で 30%を超えるものは認められなかった。(表 5-B・図 5－D) 
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図 5-C 添加 I 濃度とそれらの測定値および回帰直線（KOH 法） 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5-D 試料のばらつき度合い（KOH 法） 
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表 5-B 各添加 I 濃度における測定値の比較 

 
添加 I 濃度；ppm(n) MEAN SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%)

0(3) 484 38 9 2 8 
5(3) 435 37 49 11 8 

10(3) 404 40 59 14 10 

50(3) 499 49 42 16 10 
80(3) 522 46 31 6 9 
100(2) 526 52 2 0.5 10 

1000(2) 1499 92 104 7 6 

ND ; Not Detected  SE ; Standard Error  SD ; Standard Deviation   
CV ; Coefficiet of Variation 

 
 
 2.2. 普通卵黄における定量限界の推定 

   2.2.1 HO 法（普通卵） 
HO 法では添加 I 濃度 100ppm 以下となると実測値にばらつきが認められたものの，実測値と回帰直線

との間には有意な相関(R２＝0.9918)が認められた(図 6-A)。各添加 I 濃度における CV 値は，添加 I 濃度

が 80ppm 以上の場合，1-21%と安定した結果が得られたが，添加 I 濃度が 80ppm 未満の場合では 34-69%
となり，検出精度の低下が認められた(表 6-A・図 6-B)。また各添加 I 濃度における MEAN に対する SE
の割合を見ると，添加 I 濃度が 100ppm 以上では 5-21%と安定した結果になったが，添加 I 濃度が 100ppm
未満では 32-634%となり，I 濃度が低濃度になるほど測定精度の低下が認められた(表 6-A・図 6-B)。さら

に添加 I 濃度が 2ppm 以下の場合，I は検出されなかった(表 6-A)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図 6－A 添加 I 濃度とそれらの測定値および回帰直線（HO 法） 
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図 6－B 試料のばらつき度合い（KOH 法） 
 
 
 
 

表 6-A 各添加 I 濃度における測定値の比較 
 

添加 I 濃度；ppm(n) MEAN SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%)
0(4) ND - - - - 
1(4) ND - - - - 
2(4) ND - - - - 

2.5(2) 1.5 10 1 53 634 
4(3) 43 72 23 53 167 
5(7) 13 10 5 34 75 
8(4) 42 57 24 57 136 

10(8) 21 29 14 65 139 
20(8) 23 20 16 69 89 
40(4) 135 90 69 51 67 
50(6) 46 17 17 36 37 
80(3) 192 61 41 21 32 
100(6) 105 22 18 17 21 
500(2) 405 51 24 6 12 

1000(4) 872 87 67 8 10 
5000(2) 4686 289 253 5 6 
10000(4) 9942 644 2013 20 6 
50000(2) 62893 3309 482 1 5 

100000(4) 99830 7251 2974 3 7 
ND ; Not Detected  SE ; Standard Error  SD ; Standard Deviation 
CV ; Coefficiet of Variation 
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2.2.2 DW 法（普通卵黄） 

DW 法では計測回数が少ないうえ，実測値にばらつきが認められた。実測値と回帰直線との間には有意

な相関は認められたが，R2 値は低い結果(R2=0.890302)となった(図 6-B)。各添加 I 濃度における CV 値は，

添加 I 濃度が 80ppm 以上の場合，10－24%と安定した結果が得られたが，添加 I 濃度が 80ppm 未満の場合

では 49－54%となり，検出精度の低下が認められた。また各添加 I 濃度における MEAN に対する SE の割

合を見ると，添加 I 濃度が 80ppm 以上では 13－20%と安定した結果になったが，添加 I 濃度が 80ppm 未満

では 59-159%となり，HO 法と同様，I 濃度が低濃度になるほど測定精度の低下が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6-C 添加 I 濃度とそれらの測定値および回帰直線（DW 法） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6-D 試料のばらつき度合い（DW 法） 
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表 6-B 各添加 I 濃度における測定値の比較 
 

添加 I 濃度；ppm(n) MEAN SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%)
0(4) 12  19  6  54  154  
50(4) 42  25  20  49  59 
80(3) 125  24  29  23  19 

100(3) 125  25  25  20  20  
200(3) 273  35  28  10  13  

ND ; Not Detected  SE ; Standard Error  SD ; Standard Deviation   
CV ; Coefficiet of Variation 

 
 
2.2.3. KOH 法（普通卵黄） 

 KOH 法では計測回数が少ないうえ，実測値にばらつきが認められた(図 6-E)。実測値と回帰直線との間に

は有意な相関は認められたが，R2(R2=0.7693)はやや低くなった(図 6-E)。各添加 I 濃度における CV 値は，

添加 I 濃度が 50ppm 以上で，14－25%と安定した結果が得られた(表 6-C・図 6-F)，それ以下の添加 I 濃度

についてはまだ行っていないため不明であるが，各添加 I 濃度における MEAN に対する SE の割合につい

ては，添加 I 濃度が 50ppm 以上では 12－27%と安定した結果になった(表 6-C・図 6-F)。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
図 6-E 添加 I 濃度とそれらの測定値および回帰直線（KOH 法） 
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図 6-F 試料のばらつき度合い（KOH 法） 
 
 

表 6-C 各添加 I 濃度における測定値の比較 
 

 
 

高濃度 I 強化卵黄および普通卵黄のいずれにおいても，実測値と回帰直線との間に有意な相関が認められ

た。以上のことから添加 I 濃度が低濃度の場合(100ppm 未満)，高濃度 I 強化卵黄では得られる実測値のばら

つきは小さいが，普通卵黄では実測値のばらつきが大きくなることが示された。 
高濃度 I 強化卵黄を測定に供した場合，CV 値や MEAN に対する SE の割合が 30%を超えるような結果は認め

られなかった。PIXE 分析により求められた元素の濃度が測定値として有意であると判断されるのは，測定値

に対する誤差の割合が 30%以下の場合とすることが一般的である。今回の高濃度 I 強化卵黄の測定結果にこ

の基準を超えるものは認められなかったため，今回の結果は測定値としては有意な値であると判断された。

したがって試料中に 200ppm 前後の I を含有しているような場合においては，PIXE 分析による I の定量は可

能であることが示された。 
 一方，普通卵黄を測定に供した場合においても，添加 I 濃度 100ppm 以上の場合，CV 値および MEAN に対

する SE の割合が 30%を超える結果は認められなかった。一方，HO 法では添加 I 濃度 80ppm 未満，DW 法で

は添加 I 濃度 50ppm 未満で，CV 値および MEAN に対する SE の割合は 30%を超えるようになり，測定精度

の低下が認められた。したがって I 回収率の結果，各添加 I 濃度における CV 値および MEAN に対する SE の

割合の結果，そして普通卵黄中に元来含有されている I 濃度の推定値の結果の全てを加味して考察すると，

添加 I 濃度；ppm(n) MEAN SE SD CV(%) SE/MEAN×100(%) 
0(3) 10  17  7  71  178  
50(3) 73  20  11  16  27  
80(3) 126  19  18  15  15  
100(3) 89  17  22  25  19  
200(3) 224  26  31  14  12  
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今回の実験において HO 法では PIXE 分析における I 濃度の定量限界は 80-100ppm の間，DW 法では 50-80ppm
の間にあると推定され，これ以上の I 濃度であれば測定精度の高い結果が得られると考えられた。KOH 法で

は 50ppm においても測定精度の低下は見られず，PIXE 分析における I 濃度の定量限界にはまだ 50ppm 以下

の添加回収率について検討の余地があると考えられる。 
一方，添加回収の測定回数を多くとり，それらから回帰直線を求めれば，誤差は大きくなるものの，高濃

度の I を含有するものについてはその I 濃度を推定することも可能であると考えられた。この方法で I 濃度を

推定した場合，高濃度 I 強化卵黄における推定値は，HO 法や KOH 法で求めた値と比較しても約 3%の誤差で

あったが，普通卵黄では添加回収の結果から求めた推定値は測定誤差が非常に大きい結果となった。I 濃度の

推定は低濃度の I濃度の試料について行うことは不可能であるが高濃度の I濃度の飼料に関しては可能である

と考えられた。今回の I 添加回収実験は高濃度 I 強化卵黄，普通卵黄について KOH 法，DW 法で添加 I 濃度

50ppm-200ppm を重点的に行った。したがって定量限界については今後 DW 法，KOH 法を用いて引き続き検

討を行い，さらなる検出限界の低下が期待される。 
 
 

Ⅳ．要約 

鶏飼料中のヨード(I)含量を強化した鶏卵(I 強化卵)はその摂取による様々な有効効果が報告されているが，これら

をもたらす鶏卵中の I 関連物質の存在は未だ明らかにされていない。本研究では I 強化卵および普通鶏卵・産卵鶏の

臓器・鶏飼料中の I および各種微量元素含有量の PIXE による定量分析を試みた。今回は特に I を PIXE 分析する際

の最適な試料処理法と PIXE 分析における I 添加回収率を検討し，可能なものについては I の定量限界を推定した。

また鶏卵・産卵鶏臓器・鶏飼料中 I 濃度の測定を行った。 
試料調製法の検討ではまず使用する内部標準元素について調べた。使用する内部標準元素としては In，Pd，Fe を

選択し，I の測定結果を比較した。その結果 In を使用した場合，I とエネルギースペクトルが類似しているため I の
解析が阻害され，I 含有量は過小評価された。一方，Pd 群・Fe 群では I とのエネルギースペクトルの類似は認めら

れず，良好な測定結果が得られた。従って I の測定に内部標準として In を使用することは不適であり，Pd や Fe な

どの I とエネルギースペクトルが類似しないと考えられる元素(Pd，Y など)の使用が望ましいと考えられた。 
試料調製法は硝酸灰化法(NA)，ホモジナイズ法(HO)，粉末内部標準法(PI)，水処理法(DW)，アルカリ処理法（NaOH），

アルカリ処理法（KOH）の 6 種類を試み，測定に供した試料は高濃度 I 強化卵黄・I 強化卵生産用飼料・対照鶏甲状

腺を用いた。NA 法では酸による灰化処理によって試料中のハロゲン元素の大部分が飛散してしまい，I 含有量が著

しく過小評価され，NA 法単独での正確な I の定量は困難であると考えられた。また PI 法では生物試料特有の粘性

や試料中の脂肪に起因すると考えられる，試料中の粉末内部標準の分布の不均一性により I の測定精度が低下する結

果となり，NA 法同様，正確な I の定量は困難であると考えられた。一方，HO 法およびDW 法では鶏飼料を除いて，

全般的に測定精度の良好な結果が得られた。また HO 法および DW 法の I 測定結果を比較すると，同程度の測定精

度でありながら，DW 法がより高値を示した。これはHO 法に用いた内部標準液中の酸による試料中 I への影響が考

えられた。NaOH 法ではアルカリ溶液として添加した NaOH 溶液中の Na 成分がヨードの特性 X 線に干渉した

ためヨード含有量の値が過大評価された可能性があると考えられ，正確な I の定量は困難であると考えられた。

KOH 法ではMEAN に対する SE の割合が一番小さく，他のどの調製法よりも測定精度が高い結果となった。以上の

ことから，鶏卵・産卵鶏臓器中の I を PIXE 分析にて測定する際の精度良好な試料調製法はDW 法またはKOH 法で

あると結論づけた。また鶏飼料についても，DW 法または KOH 法で MEAN に対する SE の割合が 30%を下回って

いることから，調製精度の向上を図り，これらの方法にて調製を行えば，測定精度をより向上させることは可能で

あると考えられた。 
I 添加回収率の検討および定量限界の推定には，I を添加する試料に高濃度 I 強化卵黄および普通卵黄を使用し，

調製法は高濃度Ｉ強化卵黄でHO 法，KOH 法の 2 つの方法で，普通卵黄でHO 法，DW 法，KOH 法の 3 つの方法で

行った。高濃度 I 強化卵黄では実測値と回帰直線との間に有意な相関が認められた。一方，普通卵黄においてもＨＯ
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法では実測値と回帰直線との間に有意な相関が認められた。また，DW 法，KOH 法におけるCV 値およびMEAN に

対する SE の割合は，高濃度 I 強化卵黄では 30%を超える結果は認められなかった。しかし普通卵黄では，HO 法の

おいて添加 I 濃度が 80ppm 未満，DW 法では添加 I 濃度が 50ppm 未満となるとCV 値およびMEAN に対する SE の

割合が30%を超える結果となり，測定精度の低下が認められた。これはPIXE分析における Iの定量限界と考えられ，

その定量限界は I 回収率の結果，CV 値および MEAN に対する SE の割合の結果などを考慮すると，HO 法では

80-100ppm の間，DW 法では 50-80ppm の間にあると考えられた。一方，KOH 法においては 50ppm においても CV
値およびMEAN に対する SE の割合が 30％を超えることはなく，未だ 50ppm 以下についての測定を行っていないた

め検討の余地があると考えられた。 
今回の実験のように多くのデータをとり，その回帰直線を求めれば，誤差も小さくが比較的高濃度の I を含有する

ものであれば I を推定することは可能であると考えられ，実際，今回の添加回収結果で推定された I 濃度とHO 法・

KOH 法での I 濃度がほぼ同程度であった。しかし，普通卵黄のような低濃度の I を含有するものでは測定誤差があ

まりにも大きくなってしまうため，回帰直線から I 含有量を推定することは不可能であると考えられた。 
今後は DW 法，KOH 法においてヨード添加量がさらに低濃度の場合の詳細な回収率を検討し，PIXE 分析におけ

るヨードの検出限界を明確にしていきたいと考えている。また，最も測定精度の高いと考えられた調製法において，

飼料から産卵鶏臓器そして卵までのヨードの動態を測定していきたいと考えている。 
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Abstract 

In this study, iodine (I) concentrations from biological samples including iodine enriched eggs, normal eggs, organs and feed of 
laying hens were determined to evaluate the different methods for sample preparation followed by PIXE. Application of internal 
standards (In, Pd, Fe) and recoveries of iodine from iodine spiked samples were also considered. 

As an internal standard, addition of In underestimated I concentration due to the similarity of characteristic peaks of x-ray 
between I and In. Therefore Pd or intrinsic Fe was considered to be the better internal standard. For the sample preparation, 1) 
nitrate ashing (NA), 2) homogenizing (HO), 3) water processing, 4) powdered internal standerd (PI), 5) NaOH processing 
(NaOH), and 6) KOH processing were chosen to evaluate. NA showed much lower concentration due to acid expel of iodine and 
other halogens. PI had the largest standard deviation in the determined values due to non-homogeneity in the micro environment 
of the powdered sample which was most affected by the higher viscosity, especially in fat-rich samples. On the other hands, HO 
and DW had relatively higher accuracy. The NaOH processing appeared to overestimate due to overlapping of the PIXE signal by 
significant amount of Na in samples. However considering overall results obtained, KOH processing had the best accuracy and 
recovery from the samples applied. The quantification limit of I in the samples are appeared to be less than 50 ppm. Therefore, 
further studies are needed to improve the condition of the sample preparation for the better determination of I by usng PIXE. 
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