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A．研究目的（緒言） 
1997 年に香港で高病原性鳥インフルエン
ザ（H5N1 型）が流行した際、はじめてヒト
への感染が確認されたが、その後もヒトへの
感染のほか、東南アジアや東アジアの養鶏場
を中心に散発的な流行が報告されている。鳥
インフルエンザはニワトリ、ウズラ、アヒル
などの家禽やカモやガンなどの渡り鳥がも
っている A 型インフルエンザウイルスによ
る感染症であり、鳥インフルエンザウイルス
の宿主である鳥は繁殖やエサを求めて長距
離を移動するため、養鶏場などへの感染が広
域化する可能性がある。ヒトへ感染する可能
性は極めて低いとされており、ヒトからヒト
への感染例は確認されていない。しかし、感
染した場合、豚などの家畜やヒトの体内で突
然変異を起こし、鳥インフルエンザが新型ヒ
トインフルエンザとして流行することが危
惧されており、免疫を獲得していないヒトに
対しての危険性が指摘されている。 
鳥インフルエンザは日本においても、過去、
京都府京丹波町、宮崎県新富町や日向市、岡
山県高梁市、佐賀県有田町などの養鶏場で発
生し、周辺養鶏場への伝播が懸念されたが迅
速な殺処分により被害の拡大が防止された。
このように鳥インフルエンザが発生した場
合、通常は殺処分によって感染を局限し、よ
って周囲への伝播を阻止するという対応が
最も一般的に行われる。また、治療や感染防
止対策の１つとしてワクチンを投与して免
疫を獲得させ、これによって感染の予防に役
立てようという対応策もある。実際に 2005
～6年に中国で大々的に鶏などにワクチンを
投与して大きな効果を上げたといわれてい
る 1)。さらに抗ウイルス剤を用いて治療を行
う方法も実施されている。事実、中国ではワ
クチン投与とほぼ同じ頃、H5N1 ウイルスに
効くとされた抗ウイルス剤のアマンタジン
を餌に混ぜ込み広く使用された 2)。2012 年に
は実際に中国産鶏肉から抗ウイルス剤であ
るアマンタジンとリバビリンが検出され、わ
が国でも社会的な問題となった。しかし、こ
れらの薬剤はわが国において動物用医薬品
として指定されておらず、その残留の有無は
食品衛生上大きな問題である。 
抗ウイルス剤はインフルエンザウイルス

の細胞内での複製の過程を阻害することに
より効果を発揮する。すなわち、ウイルスが
細胞に侵入後、細胞内への RNA の放出を行う
脱殻過程を阻害する、いわゆる、M2 プロト
ンチャンネル阻害剤としてのアマンタジン、
複製されたウイルスの細胞外への遊離を促
進する酵素であるノイラミニダーゼを阻害
するオセルタミビルやラニナミビルなどが
ある。また、細胞内でのウイルスの核酸複製
を妨害する RNA ポリメラーゼ阻害剤として
リバビリンがあるが、インフルエンザ薬とし
ては実用化されず、C型肝炎用として実用化
された 3)。中国産鶏肉から 2種の抗ウイルス
剤が検出された事例は、作用機序の異なる薬
剤を組み合わせることで効果の拡大を狙っ
たものと考えられる。このように複数の抗ウ
イルス剤が用いられた事例もあり、また、ア
マンタジンやリバビリン以外の抗ウイルス
剤が使用される可能性も否定できない。その
ため、これらの抗ウイルス剤を網羅的に分析
できる方法の開発が望まれている。 
抗ウイルス剤の分析は、これまでは生体内
の薬物の挙動に関しての研究が中心であり、
ヒトや動物の血清 4),5)、血漿 6)～10)、尿 6)､8)､9)､
11)、唾液 9)、肝臓 12)などからの分析がほとん
どであり、また、単品もしくは２，３剤の投
与による実験が主体である。食品からの分析
法としては、Chan ら 14)による LC-MS/MS によ
る分析法や Berendsen ら 15)による LC-MS/MS
による複数の抗ウイルス剤を対象にした分
析法が報告されているが、いずれも鶏筋肉の
みを対象としており、加工品の唐揚げやわが
国で好まれる焼き鳥などで使用される鶏の
内臓部や鶏卵などは対象にしていない。国内
の報告例では、著者ら 16)が 2013 年 11 月に第
106回日本食品衛生学会(沖縄)において鶏肉
中のアマンタジンとリバビリンの分析法に
ついて報告したのが最初であり、その後、鶴
岡ら 17)、前田ら 18)により、鶏肉中のアマン
タジンの分析法が報告されているのみであ
る。 
そこで、我々は平成 26 年度に鶏肉及びそ
の加工品について、抗ウイルス剤として鶏肉
からの検出事例のあるアマンダジンおよび
リバビリンに加え、人の抗インフルエンザ薬
として汎用されるオセルタミビルおよびザ
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ナミビル、近年開発されたペラミビルおよび
ラニナミビル、諸外国で使用実績のあるリマ
ンダジンおよびアルビドール、さらに、その
他の抗ウイルス剤として、アシクロビルおよ
びイミキモドの 10 種の抗ウイルス剤を対象
に LC-MS/MS を用いた一斉分析法の作成を行
った。 
平成 27 年度は作成した分析法の実用性に
ついて検証することとした。すなわち、地方
衛生研究所や登録検査機関の協力を得て、外
部機関評価を行い、分析精度の検証を行った。
これに先立ち、本試験法ではマトリックス効
果が顕著に現れる場合があり、用いる
LC-MS/MS の機器の感度や特性によって妨害
や回収率に影響を及ぼす可能性も考えられ
たため、代表的な機器メーカーに標準溶液と
抽出試料を提供し測定をお願いし、機器の違
いによる測定値の変動について検証した。 
 
研究方法 

 
１．機器の機種の違いによる評価 
 LC-MS/MS を販売してる 5 社に分析を依頼
して機種による感度の差や特異性を検証し
た。 
 本検討に使用した機種とメーカーは以下
のとおりである。 
① QTrap® 4500 システム（AB サイエック
ス社） 
② Xevo TQ-S micro（waters 社） 
③ Agilent  6460（Agilent 社） 
④ TSQ Endura（Thrmo Fisher Scientific
社） 
⑤ LCMS-8050 システム（島津製作所㈱） 
  
２．外部機関評価 
 地方衛生試験所及び登録検査機関に対し
て抗ウイルス剤の評価試験を依頼した。試料
は、各機関で購入した鶏筋肉を用い、提示し
た試験方法にのっとり添加回収試験を行う。
得られた添加回収試験結果を用い、作成した
試験方法の妥当性を確認した。参加機関と各
機関が使用した機器は以下のとおりである。 
① 一般財団法人石川県予防医学協会 
API-3200(AB SCIEX 社製) 
② 一般財団法人食品分析開発センター

SUNATEC API-4000 QTRP(AB SCIEX 社製) 
③ 埼玉県衛生研究所 QTRAP 4500(AB 
SCIEX 社製) 
④  さ いたま市衛生研究所  QTRAP 
5500(AB SCIEX 社製) 
⑤  奈良県衛生研究所 6430 Triple 
Quad(Agilent 社製) 
⑥ 一般財団法人東京顕微鏡院 QTRAP 
5500(AB SCIEX 社製)及び 8060(島津製作所
製) 

(五十音順) 
 

３．試験法プロトコル 
 前年度作製した分析法により試験を実施
するよう依頼した。外部機関評価で提示した
分析法は以下のとおりである。なお、メーカ
ー評価にあたってはあらかじめ鶏筋肉と鶏
卵を用い、鶏筋肉については 0.01 及び 0.1 
mg/kg、鶏卵については 0.1 mg/kg となるよ
うに混合標準溶液を添加し、本分析法に従っ
て調製した試験溶液を提供し、LC-MS/MS に
よる測定のみ依頼した。 
 1)試料溶液の調製 
試料をフードプロセッサーを用いて粉砕
して均一化したのち、その 5.00 g を 100 mL
の遠心管に採取し、これに 0.1vol％塩酸・
メタノールを 50 mL 加え、ホモジナイザーで
撹拌後、3,000 rpm で 5 分間遠心分離を行っ
た。得られた上清を 100 mL メスフラスコに
採取したのち、さらに残渣に 0.1vol％塩酸・
メタノールを25 mL加えてホモジナイザーで
撹拌後、同様に遠心分離を行った。得られた
上清をメスフラスコに合わせ、0.1vol％塩
酸・メタノールを用いて正確に 100 mL に定
容したものを試料溶液とした。 
2)試験溶液の調製 
試料溶液の10 mLをあらかじめメタノール
-水（9：1）10 mL でコンディショニングし
た ODS ミニカラムに負荷し、その溶出液を
50 mL ナスフラスコに集めた。さらにメタノ
ール-水（9：1）混液 10 mL、メタノール 10 mL
を流し、溶出液を先の 50 mL ナスフラスコに
集め、減圧濃縮した。得られた残留物を
0.5vol ％ギ酸･メタノール 5 mL で溶解し、
予め 0.5vol％ギ酸･メタノール 10 mL でコン
ディショニングした MCX ミニカラムに全量
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負荷した。0.5vol％ギ酸･メタノール 10 mL
で洗浄後、25％アンモニア水-メタノール
（1：19）混液 20 mL で溶出したものを溶出
液Ａとした。また、先の 0.5vol％ギ酸・メ
タノールでの負荷液と洗浄液を集め、これに
25％アンモニア水 500 µL を加えよく混和し
たのち、予め 25％アンモニア水-メタノール
(1:19)混液10 mLでコンディショニングした
PBA ミニカラムに負荷した。25％アンモニア
水-メタノール(1:19)混液 10 mL で洗浄後、
0.5vol％ギ酸・メタノール 10 mL で溶出した
ものを溶出液Ｂとした。溶出液ＡとＢを合わ
せ、減圧で溶媒を留去したのち、残渣をアセ
トニトリル-メタノール-ギ酸(8:1:1)混液 1 
mLで溶解したものをLC-MS/MS用の試験溶液
とした。 
3)標準溶液 
標準品等は第一部に示したものを使用し、
標準溶液についても第一部に従って調製し
たものを各機関に提供した。メーカー評価に
あたっては、10 µg/mL の混合標準溶液を提
供し、これを用いて添加用の標準溶液とする
と共に適宜希釈して検量線用標準溶液とし
た。外部機関評価にあたっては、2.5 nｇ/mL
～100 ng/mL の混合標準溶液 7点を検量線用
標準溶液として提供した。また、マトリック
ス検量線は各機関で調製を行った。 
 
4．測定条件 
 LC-MS/MS の測定条件は本分析法の条件を
参考に提示したが、条件は各メーカー及び各
試験検査機関所有の機器で最適化して測定
してもらうこととした。LCMS-8050 システム
（島津製作所㈱）でのクロマトグラムを図 1
に示す。 
 
測定条件（参考） 
 <LC 部> 
 カラム：Triart Diol-HILIC plus（内径
2.1 ㎜，長さ 150 ㎜，粒子径 3µm，YMC 社製）， 
 カラム温度：40℃，注入量：10 µL，移動
相 A：0.1vol％ギ酸含有アセトニトリル，移
動相 B：0.1vol％ギ酸溶液，グラジエント条
件：0～5 分(A：B＝90：10)→5～25 分(A：B
＝10：90)→25～30 分(A：B＝10：90)，流速：
0.2 mL/min. 

<MS 部>  
 イオン化法：ESI-positive，イオン化温
度：350℃，測定モード：SRM，各抗ウイルス
剤の SRM の条件はⅠ部のとおり。 
 
５. 妥当性を評価するための試験プラン 
外部機関評価につては鶏筋肉を用いて分
析法の妥当性を評価することとした。評価す
るための各抗ウイルス剤の添加濃度は、0.01 
mg/kg（定量限界濃度）および 0.1 mg/kg（定
量限界濃度の 10 倍）とした。定量限界濃度
は，各抗ウイルス剤とも一律基準である0.01 
mg/kg とした。試験は３箇所の地方衛生研究
所、２箇所の登録検査機関及び当院の 2名の
試験者（別々の実験室において異なるロット
の試料を用いる）によって当院が示した試験
法に従って操作を行うこととした。すなわち、
各試験所及び試験者が1日に試料1種類につ
き 2濃度の添加量の添加試料を 2併行，合計
4回の分析を実施した。なお，各試験所及び
試験者が分析を実施する際に，無添加の該当
試料を 1回分析した。精製に用いたミニカラ
ム及び測定に用いた LC カラムは、試験法に
提示したものを各機関に提供した。 
 
６．分析法の妥当性評価 
本法の妥当性を評価するための試験プラ
ンに従って添加回収試験が各機関で実施さ
れ、その結果が当院に送付された。各機関か
らの測定値を解析し，推定された真度（回収
率），併行精度，室間精度を算出し、目標値
を満たすか評価した。定量に用いた検量線は、
絶対検量線法、内部標準法、マトリックス検
量線法の 3 種類の検量線で定量を行うこと
とした。 
妥当性評価については、厚生労働省通知 19)

を参考にした。真度は、定量限界濃度で添加
回収試験を行い、回収率が 70～120％である
こと。併行精度は、室内精度として 20％未
満あること。室間精度について明記されてい
ないので、AOAC のガイドラインに記載され
ている 20)-23)、Thompson の式（修正 Horwitz
の式）より、定量限界 0.01 mg/㎏の場合で
ある標準偏差 22％未満とした。 
 
７．加工品への適用 
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 1)試料 
 東京都内及び神奈川県内のスーパーで購
入した鶏卵、唐揚げ、焼き鳥(タレ付き胸肉、
レバー及びハツ)を試料とした。 
2)試験溶液の調製 
 3. 試験法プロトコルに準拠して行った。 
 
結果および考察 
 
１．各メーカーに分析を依頼した測定値の評
価 
各メーカーにおける分析結果を表 1 に示
した。安定同位体があるアマンタジン、リマ
ンタジン、オセルタミビル、ザナミビル、ア
シクロビル及びリバビリンの回収率は一部
で不十分なメーカーがあったがほとんどは
70～120％と良好な結果を得ることができた。
安定同位体がなく絶対検量線で定量を行な
ったペラミビル及びラニナミビルでは、特に
ラニナミビルの回収率が4％前後と極めて低
い結果がある一方、140％を示すような機種
もあり、満足な結果を得ることが出来なかっ
た。この部分に限ってみると比較的良かった
メーカーが１社あったが、おしなべてよくな
い結果であった。いずれにしても同一の試料
から得られた試験溶液による分析を依頼し
ており、マトリックスは共通でため、機器の
特性によるものかもしれない。アルビドール
及びイミキモドは一部のメーカーで回収率
が悪かったが、その他のメーカーでは良好な
回収率を得ることができた。絶対検量線での
定量分析については各メーカーで試験溶液
を希釈したり、注入量を減らすなどマトリッ
クスの影響を少なくすることで十分な回収
を得ることができたと考えられた。 
 
２．試験検査機関に分析を依頼した測定値の
評価 
外部機関5機関及び当院で実施した2試行
を加えた 7 試行について室間再現性を確認
した。AOAC INTERNATIONAL においては、有
効試験所数は 10 ヶ所以上，試料は 1 マトリ
ックスあたり 2濃度，1濃度あたり 6試料な
ど細かい規定がある。本検討では参加機関の
所有する機器の感度の差や外部機関評価を
実施する機関への負担を軽減することを考

慮して試料を鶏筋肉の1試料として0.01 mg/
㎏及び 0.1 mg/kgの 2濃度について添加回収
試験を行い、室間精度等の妥当性を確認する
こととした。 
実施された添加回収実験の中で無添加試
料でリバビリンの保持時間付近に大きな妨
害ピークが出現し、リバビリンの測定が出来
ない機関があった。リバビリンについては、
無添加試料でリバビリンの保持時間付近に
妨害ピークが認められるケースがしばしば
ある。機器によって分離できないことも考え
られたが、当院で使用した LCMS-8050 システ
ムでは分離することができた。そのクロマト
グラムを図 2に示す。選択性については、ブ
ランク試料に妨害ピークを認める場合，定量
限界濃度に相当する披検査物質のピークの
面積（又は高さ）の 1/3 未満であることとさ
れている。今回のリバビリンの測定において
定量限界濃度相当の 1/3 以上の高さの妨害
ピークが無添加試料に観察された機関があ
った。提示した分析法はリバビリンと妨害ピ
ークの分離も考慮して作成したつもりであ
ったが、たまたま購入した鶏肉の特性なのか、
LC 条件の僅かな違いによって分離できなか
ったのか確認が必要と思われた。実施機関に
よってはその妨害ピークとリバビリンとの
分離が不十分で測定不能と判断せざるを得
ない場合があった。これらのものは評価の対
象から除いた。 
各抗ウイルス剤の定量は、絶対検量線法、
内部標準添加法、マトリックス検量線法を併
用あるいは選択して行うこととしたが、絶対
検量線法では、マトリックスの影響が大きく
定量することが困難であった。マトリックス
の影響は、ウイルス剤の種類や測定を行った
試験室に依存するものではなく、試料に由来
するものであった。内部標準添加法では、安
定同位体を用いた内部標準による補正であ
り、正確な定量値を得ることができるが、安
定同位体はすべての薬剤について入手でき
ず、これを用いて定量が行える薬剤が限られ
ていた。マトリックス検量線は、決定係数が
0.90～1.00 と対象とした薬剤において良好
な直線性を得ることができた。そこで、今回
の妥当性評価には、マトリックス検量線を用
いて測定した結果を用いた。 
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1）真度(回収率) 
 表 2 に示す通り、定量限界付近での添加回
収率は、8.3～175%であった。また、定量限
界の 10 倍量添加(高濃度)した添加回収率は、
表 3に示す通り、0.9～127.8％であった。ど
ちらの回収試験においてもザナミビル、アル
ビドール及びリバビリンは、良好な結果を得
ることのできた機関と得ることのできなか
った機関に分かれた。これは、夾雑物の影響
を受けたことにより定量値が低くなること
によると考えられた。特に、リバビリンはリ
バビリンの保持時間に近接したところに大
きな夾雑ピークが検出され、このピークとリ
バビリンを分離できた機関では回収率が良
好であったと考えられる。しかし、すべての
機関において全く回収できなかった抗ウイ
ルス剤はなく、最低でも 2 試験室において
70％以上の回収率を得ることができた。 
2）室間精度 
回収率 50％以上得ることができた測定結
果を用いて、併行精度及び室間精度について
評価を行った。表 4に示す通り、定量限界付
近では、アマンタジンにおいて併行精度が
21.3％とバラツキの大きな結果となったが、
他の抗ウイルス剤については 10％以下とそ
れぞれの試験室におけるデータのバラツキ
は小さく良好な結果を得ることができた。室
間再現性については、リマンタジンで36.4％
と 30％を超える結果となった。高濃度にお
ける併行精度は表 5に示す通り、ザナミビル
を除く、すべての抗ウイルス剤において10％
以下と良好な結果を得ることができた。また、
室間再現性においてはラニナミビルが
41.9％，リバビリンが 33.6％とばらつきの
大きな結果となった。コーデックス委員会に
おける再現性は、30％以内とされており他の
抗ウイルス剤については良好な結果であっ
た。また、コーデックスが提示する化学物質
の分析法の性能指標の一つである HorRat 値
は、定量限界付近で 0.5～1.7，高濃度で 0.6
～1.9 と CODEX の評価基準である 0.5～2.0
に適合した。今回の妥当性評価は、回収率が
50％以上得られた結果を使用し、回収が得ら
れなかったデータについては棄却を行った
ためガイドラインの求める数字に適合した
と考えられた。しかし、本法はスクリーニン

グ手法として一定の評価が可能であると考
えれられた。 
3）室内精度   
 厚生労働省の示すガイドラインに従い、本
試験法の妥当性確認を行った。ブランク試料
について操作を行ったところ、リバビリンの
保持時間の付近に夾雑ピークが認められた。
共同試験においてもこのピークが定量を困
難にさせる場合があった。当院においては島
津社製の LC-MS/MS を用いて測定したところ
分離することができ定量に問題は生じなか
った。表 6 に示す通り、真度(回収率)は、
81.30～107.34％で良好な結果を得ることが
できた。併行精度は、0.7～3.5％、室内精度
が 2.8～8.2％であり、ガイドラインの示す
目標値に適合する結果となった。 
  
３．加工品への適用 
 本試験法を鶏卵、唐揚げ、チキンナゲット
及び焼き鳥への適用を行った。表 7に示す通
り、鶏卵、唐揚げ、チキンナゲット及び焼き
鳥(胸肉)は概ね良好な回収率を得ることが
できた。焼き鳥(レバー)及び焼き鳥(ハツ)
は、アルビドール、リバビリン、イミキモド
及びアシクロビルでの回収率が良好であっ
たが、他の抗ウイルス剤での回収率が低かっ
た。たれ付きの焼き鳥であったため、夾雑物
が多く測定の妨害になったと考えられた。し
かし、安定同位体を内部標準として定量を行
うことでリマンタジン、オセルタミビル、ザ
ナミビル及びアマンタジンは良好な回収率
を得ることができた。 
 また、本検討に用いた加工品からは、10
種の抗ウイルス剤は検出しなかった。 
 
 
結論 
 
1． 外部機関を含む 7試験所による妥当性
評価において、10 種の抗ウイルス剤のうち
ザナミビル、アルビドールおよびリバビリン
の回収率についてはマトリックスの影響が
大きく、機関によってバラツキガ生じた。 
2. 室間精度については回収率が 50％以上
のデータを用いて算出したところ、アマンダ
ジンの併行精度が 21.3％とバラつきのある
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結果となったが、他の抗ウイルス剤について
は 10％以下と良好な結果がえられた。 
3) 室間再現性についてはラニナミビルお
よびリバビリンにおいて CODEX 委員会が提
示する 30％を上回る結果となったが、他の
抗ウイルス剤については良好な結果を示し、
スクリーニング手法としては一定の評価が
得られたものと考える。 
4) 厚生労働省の妥当性ガイドラインに従
った妥当性評価では真度、精度共にガイドラ
インの評価基準に適合した。 
5) 今回、化学的性質の大きく異なる物質
を組み合わせたため、マトリックスの影響を
除くことができず、定量性には難があること
が分かった。今後、抗ウイルス剤の種類を整
理し、化学的性質の近い物質を組み合わせた
同時分析法について検討する所存である。 
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