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平成 28 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

 

検査機関の信頼性確保に関する研究 

 

総括研究報告書 

 

研究代表者 渡辺 卓穂  一般財団法人食品薬品安全センター 秦野研究所 部長 

 

研究要旨 

輸入食品及び国内の流通食品が急増する中、多種多様な食品を対象とした食品衛生検査が

実施されている。食品の安全性を確保するためには、重金属、残留農薬、病原微生物、動物

用医薬品、遺伝子組み換え食品、アレルギー性物質、カビ毒などの汚染物質を含む多くの検

査項目について、どの検査機関で実施しても正確で同等の結果が得られることが必要であ

る。そのためには、検査結果の信頼性を確保する必要性があり、このひとつとして精度管理

が挙げられる。特に外部精度管理は、共通試料を各検査機関に配布した後、各検査機関で検

査を実施し、この結果を解析することにより、評価を行う。そのため、共通試料として用い

る外部精度管理調査試料における均一性や安定性の担保、さらにはより実際の食材に近い調

査試料の提供が求められる。すなわち、精度管理実施体制の整備や適正な精度管理用調査試

料の開発と、これに付随した精度管理の実施は、検査機関における検査精度の確認や信頼性

の確保に大きな役割を果たすこととなり、結果として食品の安全性の確保に対して大きく貢

献するものと考える。そこで本年度は、1. 残留分析の測定値に与える食品成分の影響に関

する研究（梶村研究分担）、2. 食品中に残留するマイコトキシン分析に関する精度管理体

制の構築に関する研究（斉藤研究分担）、3. 同位体希釈質量分析法による残留農薬の高信

頼性分析に関する研究（鎗田研究分担）、4. 食品衛生外部精度管理調査用適正試料（理化

学検査、微生物学検査、アレルギー物質検査）の作製検討と信頼性確保に関する研究（渡

辺研究分担）の4課題について実施した。 

 

 

研究分担者名＝梶村計志（大阪府立公衆衛

生研究所副所長）、斉藤貢一（星薬科大学教

授）、鎗田孝（（国研）産業技術総合研究所

上級主任研究員）、渡辺卓穂（（一財）食品

薬品安全センター秦野研究所食品衛生事業

部長） 

 

A. 研究目的 

輸入食品や国内食品の流通段階において、

ヒトの健康に悪影響を与える恐れのある

様々な危害物質等を行政検査により検査、

確認して国民の食生活に安全と安心を提供

することは国民に対する食品安全確認行政

の重要な課題である。その一貫として食品

衛生に関わる検査施設の検査精度や検査成

績の信頼性を確保することは必要不可欠で
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ある。特に食品衛生検査機関から提出され

る検査成績の信頼性を確保するためには、

継続的にその検査精度を確認することが求

められる。精度管理体制の充実を図ること

は極めて重要であり、加えて農薬のポジテ

ィブリスト制の導入、残留農薬検査におけ

る試験法の妥当性確認ガイドラインが設定

されるなど、一層の体制強化が求められて

いる。 

食品衛生法の一部改正に伴い導入された

食品衛生検査機関および食品衛生登録検査

機関に対する理化学的検査ならびに微生物

学的検査の外部精度管理調査について、そ

の進め方や得られた結果の基本的な評価方

法を構築してきたが、いまだ十分とは言え

ず、とりわけ新規項目の検討や新規基材の

選択と高品質な調査試料の作製などについ

ては、継続した検討が必要である。 

他方、輸入食品の急増に伴い、検疫所を

はじめとする輸出入関連の食品衛生検査機

関において ISO/IEC17025 試験所認定取得

のために技能試験（外部精度管理）への参

加が必須となり、外部精度管理調査のより

一層の充実が求められている。また、環太

平洋パートナーシップ協定（TPP）の締結に

より輸出入に係る食品検査がなお一層拡大

すると考えられる。近年、残留農薬検査に

はGC/MSやLC-MS/MSなど質量分析が多用さ

れる一方で、食品マトリックスが測定系に

影響を与えることが知られている。これら

の検査対象物質を定量するにあたり、複雑

な食品マトリックスの影響をどのように評

価するかは、より正確な検査結果を得るう

えでも非常に重要である。また、高信頼性

分析により、外部精度管理で用いるマトリ

ックスに依存しない絶対的な評価指標を得

ることも必要である。 

アレルギー関連物質検査については 7 品

目が指定されており、精度管理調査もさら

に充実を図る必要がある。 

食品衛生検査に関わる精度管理体制の構

築は、食品の広範囲な流通により国内外を

問わず、その分析精度を確認するうえでま

すます重要な課題として認識されている。

食品衛生検査に関わる精度管理用調査試料

の作製に加えて、アレルギー物質検査にお

ける精度管理体制の構築、マイコトキシン

の分析法と精度管理体制の整備については、

信頼性確保の面からも急務である。 

これらの検討結果は、精度管理システム

の整備ならびに精度管理のための適正調査

試料の作製検討とその提供に生かされ、食

品衛生に関する検査機関から提出される検

査成績の信頼性確保を一層充実させ、円滑

な行政活動に資することが当研究班の目的

である。 

 

B. 研究方法 

1 残留分析の測定値に与える食品成分の

影響に関する研究（梶村研究分担） 

 共同研究に先立ち、事前検討を行った。

まず、事前検討 1 は、大阪府の検査条件に

おけるマトリックス効果の傾向を把握する

ため、大阪府の標準作業書の前処理法に従

って処理した鶏卵及び一般的な牛乳のマト

リックス溶液と 10%メタノール水溶液を用

いて、同じ濃度範囲の希釈系列を各々作製

し、LC-MS/MS で測定、検量線の傾きを比較

した。以後、マトリックス溶液を用いて調

整した希釈系列をマトリックス標準溶液、

10%メタノール水溶液を用いて調整した希

釈系列を溶媒標準溶液とする。 
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 マトリックス溶液の調製は、2.0 g の食

品試料をポリプロピレン製（PP製）試験管

に秤取し、8 mL のヘキサン飽和アセトニト

リル、2%ぎ酸含有ヘキサン飽和アセトニト

リルで 2回に分けて抽出した。新しい PP製

試験管に上清を合わせ、ヘキサン飽和アセ

トニトリルで 20 mL に定容した。その後、

ヘキサン 10 mL を積層し、攪拌後遠心分離

した。アセトニトリル層（抽出液）を 500 μ

L 採取し、ジメチルスルホキシド 25 μL を

加え、遠心濃縮したものをマトリックス溶

液とした。マトリックス溶液を用いて、最

終標準品濃度が 1、5、10、20 ppb となるよ

う標準溶液を添加し、10%メタノール溶液で

500 μL に調製したものをマトリックス標

準溶液とした。なお、最終液中の食品試料

濃度は 0.1 g/mL であった。鶏卵に関しては、

別にアセトニトリル層を 2.5 mL 採取し、最

終的に 500 μL に調製した最終食品試料濃

度 0.5 g/mL のマトリックス標準溶液も作製

した。 

 測定に際しては、最終濃度 1、5、10、20 

ppb となるように調製したマトリックス標

準溶液を各 5 μL 注入した場合（以後、注

入量一定）と、牛乳のみ最終濃度 20 ppb の

マトリックス標準溶液を用いて LC-MS/MS

への注入量を変化させて濃度勾配を作ると

同時に機器へのマトリックスの負荷絶対量

を変化させた場合（以後、注入濃度一定）

を実施し、得られた 2 種類の検量線につい

て、マトリックス量が検量線の傾きに与え

る影響を観察した。 

 以後すべての検討において、マトリック

ス標準溶液の測定と同時に用時調製した溶

媒標準溶液の測定も行った。 

 事前検討 2 では、食品中の成分組成の違

いがマトリックス検量線に与える影響を評

価した。食品成分組成の異なる魚介類とし

て、ブリ、サケ、カレイ、エビを選択した。

また乳脂肪分の異なる乳として無脂肪乳

（乳脂肪分 0.1%）と特濃乳(乳脂肪分 4.2%)

を選択した。 

 魚介 4 種類について、事前検討 1 の方法

でマトリックス標準溶液を作製し、検量線

を作成した。乳 2 種類も同様に検量線を作

成した。魚介類については、サルファ剤、

キノロン剤、葉酸拮抗剤を、乳はサルファ

剤と葉酸拮抗剤を分析した。また、乳に限

り注入量一定と注入濃度一定の測定を実施

した。 

 事前検討 3 として、共同試験に使用する

試料の調製法を検討した。また、事前に実

施したアンケートの結果から、実施機関及

び全ての協力機関において検査が実施され

ているサルファ剤を測定対象物質とした。

共同試験における共通食品試料としては均

一な検体の調製が容易な牛乳と鶏卵を選択

した。 

 冷凍での配送が必要なため、試料の凍結

融解が検量線の傾きへ及ぼす影響を評価し

た。事前検討 1 で使用した鶏卵と市販の牛

乳を使用し、未凍結の状態で事前検討 1 と

同様に前処理したもの、2.0 g を PP 製試験

管に秤取した後、一晩-20 ℃で凍結させた

試料を、融解させた後に前処理したもの、

複数回凍結融解を繰り返した後に前処理し

たものの 3 種類でマトリックス標準溶液を

作製し、検量線の傾きを比較した。 

 さらに、マトリックス溶液を冷凍保存し

た際の安定性を確認した。事前検討 1 で示

した方法でマトリックス溶液を調製し、PP

製試験管で冷凍保存した（-20 ℃）。調製直
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後、1週間後、2週間後、4 週間後にマトリ

ックス標準溶液を調製し、検量線を作成し

て傾きを比較した。なお、それぞれの再測

定時には、凍結保存マトリックス溶液に加

え未凍結の同一食品試料から再調製したマ

トリックス標準溶液も並行して測定し凍結

マトリックス溶液と比較した。 

共同試験は以下の 2種類を実施した。 

1) 実施機関で前処理したマトリックス溶

液（共通マトリックス溶液）を用いて検

量線を作成し溶媒検量線と傾きを比較

した。 

2) 同一食品検体を、協力機関の合成抗菌剤

検査標準作業書に沿って前処理したマ

トリックス溶液（独自マトリックス溶液）

を用いて検量線を作成し溶媒検量線、1)

で得られた検量線と傾きを比較した。 

 1)の試験では、同一組成で構成されてい

るマトリックス溶液を異なる分析機器条件

で測定することで、機器や分析条件（LCグ

ラジエント条件や MS/MS のパラメーター）

の違いがマトリックス効果に及ぼす影響に

ついて調査した。また、2)の試験では同一

検体から異なる方法で得たマトリックス溶

液に由来するマトリックス効果について評

価し、前処理法の違いがもたらす影響の観

察を狙いとした。共通のマトリックス溶液

を用いて異なる実験室、異なる分析条件で

マトリックス効果を評価した例はほとんど

見当たらず、新たな知見が得られることが

期待された。食品試料としては、ロット管

理された食品試料で均一化が容易なこと、

事前のアンケート結果から、ほとんどの協

力機関においていずれかは検査を実施して

いることを理由に鶏卵と牛乳を選択した。

分析対象とする動物用医薬品は実施機関及

び全ての協力機関で検査を実施している

（標準作業書が作成されている）サルファ

剤を選択した。 

 実施機関による共通マトリックス溶液の

調製は、事前検討 1 で示した方法に従い、

牛乳と鶏卵からマトリックス溶液を調製し

た。その後、PP 製 15 mL 試験管に 150 μL

のマトリックス溶液を分注し、凍結後送付

した。 

 実施機関及び協力機関において、標準品

を常温に戻したのち 50%メタノール水溶液

を用いて検査で使用する検量線範囲等に応

じて濃度を 4 点以上設定し、最終測定濃度

の 10 倍の濃度になるよう希釈系列を作製

した（溶液イ）。また、送付したマトリック

ス溶液を常温に戻し、10%メタノール水溶液

を 2550 μL 加えて溶液ロを調整した。そし

て、溶液イを溶液ロで 10倍希釈し、試料濃

度 0.1 g/mL のマトリックス標準溶液を調製

し、検量線を作成した。以上の調製は可能

な限り PP製の容器で行い、測定まで同一日

に行うよう依頼した。分析対象のサルファ

剤は、配布した標準品に含まれる薬剤のう

ち、良好な選択性をもって測定できるもの

のみを測定することとした。実施機関は協

力機関に17種類の代表的なMRM条件を例示

したが、他の条件も可とした。また、事前

検討 2 と同様に分析の際には、注入量一定

と注入濃度一定の 2 パターンの測定を実施

した。その後、結果を実施機関が送付した

ワークシートに記入し返送した。 

 なお、実施機関及び協力機関は分析の実

施まで標準品及びマトリックス溶液を冷凍

保管した。分析は試料到着後 1 ヶ月以内に

実施することとした。 

 協力機関による独自マトリックス溶液の
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調製において、協力機関 A、B、C には牛乳

を、協力機関 D、E、Fには鶏卵を送付した。

試料は各協力機関で通常サルファ剤の検査

に運用されている検査標準作業書の前処理

法に従って処理した。なお、牛乳や鶏卵を

検査対象食品としていない場合は他の畜水

産食品のサルファ剤の残留検査に用いる標

準作業書に従って調製することとした。こ

のとき、マトリックス標準溶液を作製する

ために、通常の最終液量の 0.9 倍の容量に

調製し、共通マトリックス溶液の調製と同

様に溶液イと 1：9 の割合で混合して独自マ

トリックス標準溶液を作製した。その後、

共通マトリックス溶液の調製と同じ条件で

分析し、結果を実施機関が送付したワーク

シートに記入し返送した。以上の調製から

分析は可能な限り共通マトリックス溶液の

調製も含めて同一日に実施するよう依頼し

た。さらに、協力機関には、可能であれば

分析時間中のスキャンデータの取得を依頼

した。すべての協力機関において使用機器

は LC-MS/MS、イオン化法は ESI 法（ポジデ

ィブ）であった。 

 結果の評価として、事前検討及び共同試

験において得られた検量線データは表計算

ソフト上でその傾き値を算出した。マトリ

ックス効果は溶媒標準溶液による検量線の

傾き値を 100%とした際のマトリックス検量

線の傾きのパーセント比（傾き比）を用い

て評価した。 

 

2 食品中に残留するマイコトキシン分析

に係る精度管理体制の構築に関する研究

（斉藤研究分担） 

総 AFs および AF-M1の分析方法としては、

抽出過程が異なるものの、SPDE を用いたク

リーンアップと蛍光誘導体化はほぼ同様に

行った。本年度は、その外部精度管理試験

を実施した。香辛料としては、市販の白コ

ショウに AFs を添加し、精度管理試験用の

標準試料を添加して、高濃度試料 A（20 ng/g）

と低濃度試料 B（2 ng/g）の 2 種類を調製

した。 

チーズについては、市販の固形チーズに

予め試料と同重量の抽出液を添加して，軽

くホモジナイズして“泥状(スラリー状)”

としたものに精度管理試験用の標準試料を

添加して、高濃度試料（1 ng/g）と低濃度

試料（0.1 ng/g）の 2種類を調製した。 

本試験に参加協力してもらう検査機関(8

機関)に当該試料と実験に必要な試薬類を

配布し、また操作プロトコールを指定して

分析を依頼した。室間精度管理のデータ解

析には一元配置分散分析を行って相対標準

偏差を算出し、更に HorRat(Horwitz ratio)

値も合わせて算出した。 

 

3 同位体希釈質量分析法による残留農薬

の高信頼性分析に関する研究（鎗田研究分

担） 

QuEChERS 法を評価するために、大豆粉

末 CRM (7509-a) およびリンゴ粉末 CRM 

(7510-a) を試料とし、QuEChERS 法によっ

て分析を行った。得られた結果は、CRM に

付与されている認証値と比較した。抽出前

に分析対象農薬の標識体を添加する IDMS

を適用することにより、各分析法の正確さ

を精密に比較した。STQ 法の評価では、対

象農薬が残留した玄米粉末を STQ 法によ

って分析し、昨年度本研究で得られた一斉

試験法および QuEChERS 法による分析値と

比較した。QuEChERS 法と同様に、IDMS を
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適用することにより、各分析法の正確さを

精密に比較した。 

 QuEChERS 法の評価では、分析法 1 を用

いて大豆およびリンゴ中の農薬を分析し

た。また、STQ 法の評価においては玄米中

の農薬を分析法 2 によって分析した。STQ

法の結果と比較するために、一斉試験法と

QuEChERS 法でも玄米中農薬を分析した。 

分析法 1（QuEChERS 法：大豆とリンゴに

適用）は、大豆試料の場合は 2 g、リンゴ

試料の場合は 1 g を採取し、それぞれ内標

準溶液 A または B の 0.4 mL を加えて静置

した。水 10 mL を加えてさらに 15 分間静

置し、AN10 mL を加えて 1分間振とう（手

振り）した。これに 4 g の MgSO4、1 g の

NaCl を加え、セラミックホモジナイザー

を用いて 1分間振とう（手振り）した。こ

の抽出液を3500 rpmで 5分間遠心分離し、

上澄み液（6 mL）に固相剤を添加して 1

分間振とう（手振り）した。このとき固相

剤として、大豆には 300 mg の PSA、45 mg

のグラファイトカーボンブラック、300 mg

の C18、900 mg の MgSO4を、リンゴには 150 

mg の PSA、45 mg のグラファイトカーボン

ブラック、900 mg の MgSO4を加えた。再び

3500 rpm で 5 分間遠心分離した後、上澄

み液を窒素により乾固した。シリンジスパ

イク溶液AまたはBの 0.5 mLを添加して、

GC/MS 測定用の試料溶液とした。 

 試料溶液中の対象農薬を、GC/MS によっ

て測定した。大豆では、ダイアジノン、フ

ェニトロチオン、クロルピリホス、ペルメ

トリンを、リンゴではダイアジノン、フェ

ニトロチオン、ペルメトリン、シペルメト

リンを対象とした。 

分析法 2（STQ 法：玄米に適用）は玄米試

料の 5 g を採取し、内標準溶液 C または D

の 0.4 mL を加えて静置した。水 10 mL を加

えてさらに 15分間静置し、AN10 mL を加え

てホモジナイザーを用いて 2 分間細砕した。

これに 4 g の MgSO4、1 g の NaCl、1 g のク

エン酸 3Na2 水和物、0.5 g のクエン酸水素

2Na1.5 水和物を加え、1 分間振とう（手振

り）した。この抽出液を 3500 rpm で 5 分間

遠心分離し、上澄み液（1 mL）を精製した。

すなわち、アイスティサイエンス製 C18-50 

mg 固相ミニカートリッジ（Smart-SPE）を

Ac2 mL および AN2 mL でそれぞれコンディ

ショニングした後、前述の上澄み液を負荷

し、さらに AN0.2 mL を注入した。溶出液に

は、Tol0.4 mL を添加した。アイスティサ

イエンス製 GCS-20 mg と PSA-30 mg の固相

ミニカートリッジ（Smart-SPE）を連結させ、

ここに0.3 gのMgSO4を積層させたものによ

り、試料液をさらに精製した：Ac2 mL と

AN/Tol（3:1）混液 2 mL で、それぞれコン

ディショニングした後、試料液を負荷し、

さらに AN/Tol（3:1）混液 0.6 mL を添加し

た。得られた溶出液を窒素により乾固し、

シリンジスパイク溶液 Cまたは Dの 0.5 mL

を添加して、GC/MS 測定用および LC/MS 測

定用の試料溶液とした。 

農薬濃度の算出は、3で示した分析方法

で得られた結果を基に、以下の式によって

農薬濃度を算出した。 

 

                          

(1) 

 

ただし、C：試料中の農薬濃度、Fe：前処

理の精度に関わる係数(= 1)、Rs：試料溶

液測定における分析対象農薬の標識体に

sp(c)s

sp(s)ccc

c

s
e MM

MPCMF

R
R

FC




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対する面積比、Rc：検量線溶液の測定にお

ける分析対象農薬の標識体に対する面積

比、Fc：検量線溶液の調製ばらつきに関わ

る係数(= 1)、Mc：検量線溶液中の農薬混

合液の質量、C：農薬混合液中の測定対象

農薬の高純度標準品の濃度、P：分析対象

農薬の高純度標準品の純度、Msp(s)：試料に

添加した内標準溶液の質量、Ms：試料量、

Msp(c)：検量線溶液中の内標準溶液の質量、

である。 

QuEChERS 法の評価は、(1)式に準じて

QuEChERS 法（分析法 1）による分析値を算

出した。得られた結果を、大豆粉末 CRM 

(7509-a) およびリンゴ粉末 CRM (7510-a)

の認証値と比較することにより、QuEChERS

法の正確さを評価した。なお、マトリック

スマッチ検量線溶液 A およびマトリック

スマッチ検量線溶液 B を用いた測定結果

により評価を行ったが、比較のために、検

量線溶液Aおよび検量線溶液Bを用いた測

定結果も算出した。 

STQ 法の評価は、(1)式に準じて STQ 法

（分析法 2）による玄米中農薬の分析値を

算出した。本結果と、昨年度の本研究によ

る一斉試験法および QuEChERS 法で得られ

た結果を比較することにより、STQ 法の正

確さを評価した。 

 

4 食品衛生外部精度管理調査用適正試料

（理化学検査、微生物学検査、アレルギー

物質検査）の作製検討と信頼性確保に関す

る研究（渡辺研究分担） 

4.1 理化学検査のための適正調査試料の

作製検討： 

試料基材として市販の玄米及び精米の

それぞれ古米（平成 27年産）、以下、米類、

枝豆ペースト（新進）を用いた。 

冷凍及び冷蔵保存における長期安定性

（回収率）の評価について平成 27 年度から

引き続き、基材に玄米及び精米それぞれの

古米を用い、冷凍及び冷蔵保存における添

加農薬の安定性（回収率）を検討し、比較

評価した。 

基材である米類をそれぞれ遠心粉砕機

で粉砕し、粉末化後、直ちに 10 g をそれ

ぞれ量り採り、添加用農薬混合標準液（ダ

イアジノン、クロルピリホス及びマラチオ

ン 1 µg/mL、フェニトロチオン 2 µg/mL、

アセトン溶液）1 mL を正確に加え、試料

に十分浸潤させた（理論値：ダイアジノン、

クロルピリホス及びマラチオン 0.1 µg/g、

フェニトロチオン 0.2 µg/g）。また、同様

に粉砕、粉末化した米類それぞれに、添加

用農薬混合標準液の代わりにアセトン 1 

mL を添加し、ブランク試料とした。併せ

て、アセトンを添加しない米類粉末試料を

アセトン無添加ブランク試料とした。 

これらの試料について、各農薬の回収

率、冷凍及び冷蔵保存（180、270 及び 360

日間）における安定性（回収率）を検討し

た（各 n=3）。 

浸漬用溶媒の検討については粉体撹拌

用フラスコ（2L容）に各溶媒（ヘキサン、

アセトン及び酢酸エチル）をそれぞれ 590 

mL とり、これに添加用農薬混合標準液（ダ

イアジノン、クロルピリホス及びマラチオ

ン 5 µg/mL、フェニトロチオン 10 µg/mL、

アセトン溶液）10 mL を正確に加え、ロー

タリーエバポレーターに取り付け、室温

下、常圧で 5分間回転混合し、予め均質な

浸漬用農薬混合標準液を調製した。これ

に、遠心粉砕機により粉砕・粉末化した玄
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米 (古米）500 g を量り入れ、同様に 5分

間回転混合した後、室温で遮光下 24 時間

静置による浸漬を行った。浸漬後、浸漬溶

媒を留去し、内容物をテフロンシート上に

広げ、室温下で 3日間乾燥し、浸漬溶媒検

討用作製試料とした(溶媒留去後理論値：

ダイアジノン、クロルピリホス及びマラチ

オン 0.1 µg/g、フェニトロチオン 0.2 

µg/g）。この時の、溶媒留去の様子及び浸

漬溶媒検討用作製試料の乾燥状態等を目

視で観察し、浸漬用溶媒として適用可能な

溶媒について検討した。なお、溶媒留去に

おいて、減圧濃縮装置のロータリーエバポ

レーターに球形ガラスフィルターあるい

はロータリージョイントを接続し、粉体の

冷却部への吸い込みを防止した。 

バッチ内の均質性の検討（回転・揺動混

合無し）については粉体撹拌用フラスコ

（2L容）1個にアセトンを 710 mL とり、

これに添加用農薬混合標準液（ダイアジノ

ン、クロルピリホス及びマラチオン 6 

µg/mL、フェニトロチオン 12 µg/mL、アセ

トン溶液） 10 mL を正確に加え、ロータ

リーエバポレーターに取り付け、室温下、

常圧で 5分間回転混合し、予め均質な浸漬

用農薬混合標準液を調製した。これに、遠

心粉砕機により粉砕・粉末化した玄米 (古

米）600 g を量り入れ、以下、浸漬用溶媒

の検討と同様に操作し、1個のバッチ内均

質性の検討用作製試料（回転・揺動混合無

し）とした(溶媒留去後理論値：ダイアジ

ノン、クロルピリホス及びマラチオン 0.1 

µg/g、フェニトロチオン 0.2 µg/g）。作

製した試料は、約 25 g ずつ分取しジッパ

ー付袋に入れ、均質性試験は、無作為に選

んだ 10 袋について行った。 

バッチ内の均質性の検討 （回転・揺動

混合有り）についてはバッチ内の均質性の

検討（回転・揺動混合有）と同様にして得

られた乾燥試料すべてをロッキングミキ

サーにより回転・揺動混合し、1個のバッ

チ内均質性の検討用作製試料（回転・揺動

混合有り）とした（溶媒留去後理論値：ダ

イアジノン、クロルピリホス及びマラチオ

ン 0.1 µg/g、フェニトロチオン 0.2 µg/g）。

作製した試料は、約 25 g ずつ分取しジッ

パー付袋に入れ、均質性試験は、無作為に

選んだ 10袋について行った。なお、浸漬

溶媒を留去後、内容物を取り出した後の粉

体撹拌用フラスコ内壁面の残渣をヘキサ

ン 50 mL で 3 回洗い込み、これらを合わせ

て減圧濃縮し、5 mL とした溶液について

各農薬濃度を測定し、粉体撹拌用フラスコ

内壁面への農薬残存率を算出した。 

バッチ間の均質性の検討は、粉体撹拌用

フラスコ（2L容）10 個に各々アセトンを

710 mL とり、これに添加用農薬混合標準

液（ダイアジノン、クロルピリホス及びマ

ラチオン 6 µg/mL、フェニトロチオン 12 

µg/mL、アセトン溶液） 10 mL を各々正確

に加え、ロータリーエバポレーターに取り

付け、室温下、常圧で 5分間回転混合した。

これに、遠心粉砕機により粉砕・粉末化し

た玄米 (古米）600 g を各々量り入れ、同

様に 5分間、回転混合した後、以下、バッ

チ内均質性の検討用作製試料 (混合)と同

様に行い、10個のバッチ間均質性の検討

用作製試料とした（溶媒留去後理論値：ダ

イアジノン、クロルピリホス及びマラチオ

ン 0.1 µg/g、フェニトロチオン 0.2 µg/g）。

なお、ロッキングミキサーによる混合は、

各バッチ毎に行った。作製した試料は、約
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25 g ずつ分取しジッパー付袋に入れ、均

質性試験は、1 バッチにつき無作為に選ん

だ1袋についてn=2で測定を行った。また、

バッチ内均質性の検討用作製試料 （回

転・揺動混合有り）と同様に、各粉体撹拌

用フラスコ内壁面残存農薬の残存率につ

いて測定した。 

次に枝豆については、昨年度までの検討

結果より、冷凍保存における凍結融解 3

回及び融解後冷蔵保存 (14 日間) の安定

性を確認した結果、枝豆ペーストに水 10%

の添加が最も有効であることが明らかと

なった。そこで今年度は、水 10%添加の条

件により、外部精度管理調査の実配付量で

ある作製プロセスの確立の一環として、ブ

リクサー5プラスを用いて複数バッチを

作製し、バッチ間の均質（同等）性を検討

した。 

ブリクサーを用いて均質化した枝豆ペ

ースト 1.8 kg に、水分添加量が 10%とな

るように水を加え、さらにブリクサーを用

いて均質化した。これに添加用農薬混合標

準液（ダイアジノン 2 µg/mL、クロルピリ

ホス 60 µg/mL、マラチオン及びフェニト

ロチオン 100 µg/mL、アセトン溶液）10 mL

を正確に加え、ブリクサーを用いて混合し

た（理論値：ダイアジノン 0.01 µg/g、ク

ロルピリホス 0.3 µg/g、マラチオン及び

フェニトロチオン 0.5 µg/g）。更に、同様

の操作をそれぞれ別のブリクサー容器を

用いて 4回繰り返し行い、合計 5バッチを

作製した。次に、各容器内作製ペースト試

料の上層部と下層部の各々を 4分割し、計

8分割とし冷凍した。これらのペースト試

料から、1バッチにつき 4分画をそれぞれ

5バッチについて採取し、5バッチ間の均

質（同等）性を確認した。別に、枝豆ペー

ストに、水分添加量が 10%となるように水

を加え、添加用農薬混合標準液の代わりに

同量のアセトンを添加し、同様に操作して

得られた試料を、水 10%ブランク試料とし

た。 

試験方法として、測定操作は、「食品衛

生検査指針 残留農薬編（2003）」に準じ

た。試料 10.0 g を量り採り、オムニミキ

サーを用い、アセトン 100 mL で 1回、更

に50 mLで 2回抽出した。抽出液を合わせ、

40°C 以下でアセトンを留去した。濃縮物

に飽和塩化ナトリウム溶液 100 mL を合わ

せ、これに n-ヘキサン 100 mL を加え振と

うした。n-ヘキサン層をとり、残った水層

に酢酸エチル/n-ヘキサン（1：4） 100 mL

を加え振とう後、酢酸エチル/n-ヘキサン

（1：4）層を先の n-ヘキサン層に合わせ

た。上記の操作を 2回繰り返した。得られ

た溶液に適量の無水硫酸ナトリウムを加

え、時々振り混ぜながら 15 分間放置後、

ろ過し、得られたろ液を 40°C 以下で酢酸

エチル/n-ヘキサンを留去した。残留物を

アセトニトリル飽和 n-ヘキサン 30 mL に

溶解し、n-ヘキサン飽和アセトニトリル

30 mL を加えて振とうした。アセトニトリ

ル層をとり、残った n-ヘキサン層に n-ヘ

キサン飽和アセトニトリル 30 mL を加え、

上記の操作を 2回繰り返し、アセトニトリ

ル層を合わせた後、アセトニトリルを留去

した。残留物に n-ヘキサンを加えて溶解

させ、正確に 10 mL とした後、GC(FPD)で

測定した。 

なお、玄米及び精米試料の測定におい

ては、試料採取後、水 20 mL を加え 2時間

膨潤させた後、アセトンによる抽出操作を
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行った。各農薬の定量には絶対検量線を用

いた。 

 

4.2 微生物学検査のための適正調査試料

の作製検討： 

試験菌株は、市販の枯草菌芽胞液（栄研

化学）を使用した。ゼラチン試料の濃度は、

冷蔵、固形の状態から 24℃前後（室温を想

定）で 1 時間程度で完全に溶解し、液体に

なる濃度を検討した。 

 ゼラチン濃度を1%から5%まで5段階に振

り、寒天試料の寒天をゼラチンに代えて調

製した。これを 121℃40 分間で高圧蒸気滅

菌処理した後、5℃以下で 1 晩以上冷蔵した。 

 冷蔵後、完全に固化したゼラチンを 24℃

前後の室温に放置し、1 時間ごとに基材形

状の経過観察を実施した。 

 最適なゼラチン濃度で試料を 10 本作製

し、寒天試料と同様に、最終濃度が 2×104

～3×104 CFU/mL相当となるように試験菌を

接種した。接種後、ゼラチン試料の生菌数

の経時的変化を観察し、接種直後からの増

減を確認した。なお、経時変化は接種から

28 週間後（約 4ヶ月）とした。 

なお、ゼラチン試料は室温で溶解したこ

とを確認してから 10mL をフィルターなし

の検体袋に秤量し、ペプトン食塩緩衝液で

10 倍段階希釈して生菌数測定に供した。 

つぎに、試料を 10 本作製し、試験菌を接

種したゼラチン試料を用いて、フィルター

なしの検体袋およびフィルター付き検体袋

で生菌数測定を実施した。フィルター付き

検体袋は、これまでの外部精度管理調査結

果からばらつきが比較的少ないもの（A 社

製）と多いもの（B 社製）の 2 種を使用し

た。 

また、フィルター付き検体袋については、

ストマッカー1 分処理の後、検体とペプト

ン食塩緩衝液を投入した側（フィルター外

部）とピペットを挿入する側（フィルター

内部）の 2 点について生菌数測定を実施し

た。 

 2017年度の食品衛生外部精度管理調査で

実際にゼラチン試料を運用し、前年度の寒

天試料との比較および参加機関からのアン

ケート集計を実施した。これらの結果から、

改善点を考察した。 

 

4.3 アレルギー関連物質検査のための適

正調査試料の作製検討： 

かぼちゃペースト (市販品) および特定原

材料を含まないとして市販されているベビーフ

ードの 2 種類を卵タンパク質添加用基材として

使用した。添加用卵タンパク質溶液の調製で

は、全卵または鶏卵加工品として市販されて

いる乾燥全卵粉末を注射用水 (光製薬) で希

釈し、添加用卵タンパク質溶液とした。 

通 知 法 改 正 前 お よ び 通 知 法 改 正 後 の

ELISA キットにおける適用性確認用試料の調

製は、全卵添加試料および乾燥全卵添加試

料の 2 種類を各基材について作製した。各基

材を 50 mL 遠沈管に 1 g ずつ秤量し、添加用

卵タンパク質溶液をそれぞれ10 µg/gとなるよう

に加えた。パラフィルムを巻いた後、使用する

まで-20℃で凍結保存した。外部精度管理調

査試料の調製は、乾燥全卵添加試料を各基

材について作製した。各基材に添加用卵タン

パク質溶液をそれぞれ 10 µg/g となるように加

え、ロボ・クープブリクサー5 プラス（エフ・エム・

アイ）で均質化して試料を作製した（2 kg）。そ

れぞれの試料はいずれも遠沈管 80 本に約 10 

g ずつ分注し、パラフィルムを巻いた後、-20℃
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で凍結保存した。ベビーフード試料を試料 1、

かぼちゃペースト試料を試料 2 とし、均質性お

よび安定性はこれらの試料を用いて確認を行

った。 

通知法改正前および通知法改正後 ELISA

キットにおける卵タンパク質添加試料の適用性

評価では、通知法改正前の ELISA キットによ

る回収率のデータは平成 24 年度に行った外

部精度管理調査における均質性の結果を示

した。各測定データは以下の ELISA キットを使

用して測定したものであり、通知法改正前と通

知法改正後の ELISA キットにおける各試料の

回収率を比較し、両者にどの程度の乖離が見

られるかを確認することで評価した。 

均質性の確認は、試料の作製直後と発送

前の 2 時点について行った。調査試料のそれ

ぞれについて 10 容器から n=1 でサンプリング

して、ELISA 法による卵タンパク質濃度の測定

を行い、平均値、標準偏差、変動係数を算出

した後、濃度平均値から添加量に対する回収

率を求め、2 時点におけるそれらの値をそれぞ

れ比較することで均質かどうかを判断した。ま

た、試料作製から調査期間終了までに定期的

に試料を測定し (0 日目、34 日目、69 日目、

92 日目、126 日目および 194 日目、0 日目およ

び 92 日目は n=10、その他は n=4) 、安定性を

0 日目における濃度に対する割合として算出し

確認した。なお、均質性および安定性はモリナ

ガキット、日本ハムキットおよびプリマハムキット

の 3 種類の ELISA キットについて測定した結

果を示した。使用キットの使用期限の関係でロ

ットが切り替わる際には、古いロットと新しいロ

ットのキットを用いて同一試料の回収率を比較

し、問題が無いことを確認した後使用した。ま

た、吸光度測定および濃度計算にはマイクロ

プレートリーダーEL 808IU、および計算ソフト

ウ ェ ア DeltaSoft JV Ver.1.80 (Bio-Tek 

Instruments, Inc.) を使用した。 

外部精度管理調査の実施として、平成 24

年度に実施した外部精度管理調査の参加機

関を対象に、地方衛生研究所を中心とした 29

機関に外部精度管理調査への参加を募った

結果、18 機関が参加の意向を示した。そのた

め、平成 28 年 11 月 8 日にこれら 18 機関に対

して 2 種類の試料と報告書書式を宅配便（冷

凍）にて送付した。なお測定には、消費者庁食

品表示課事務連絡「アレルギー物質を含む食

品の検査方法について（参考）」に収載されて

いる卵測定用キット 3 種 (FASPEK エライザ II 

卵、FASTKIT エライザ Ver. IIIシリーズ卵、アレ

ルゲンアイ ELISA II シリーズ卵) のうち、任意

の 2 種類を使用し、測定法は測定キットのプロ

トコール通り、サンプリング数は 1 試料につき 2

抽出、ELISA 測定は 1 抽出につき 3 ウェル併

行とした。また、報告書の回収期限は平成 28

年 12 月 9 日とした。 

参加機関から回収した報告値は、消費者庁

次長通知「アレルギー物質を含む食品の検査

方法について」の別紙 5「アレルギー物質を含

む食品の検査方法を評価するガイドライン」の

4．「特定原材料検知法開発者が公表すべき

検査方法の性能とその範囲に関する提言」に

「免疫化学反応に基づく定量法では、用いる

抗体により定量値が異なることが予想される」と

あることから、試料別、測定キット別に集計した。

次にこのデータを統計解析システム JMP（SAS 

Institute Japan 株式会社） を用い、Xbar-R 管

理図を代用した解析を実施した。なお、Xbar

管理図の管理限界線の値は (ロバスト平均値

±ロバスト平均値×50％) とした。これは、前述

したガイドラインの 4．の提言にタンパク質の回

収率が「50％以上、150％以下であること」と記
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載されていることから、キットの測定誤差の範

囲についてもこれ以下と考えられることによるも

のである。なお、添加回収率についてはこれま

での経験上、用いるキットにより異なる可能性

があることから、各試料およびキットごとに算出

したロバスト平均値を付与値とした解析を行う

こととした。 

ロバスト方式の統計は、Huber の proposal 2

の推定方式による統計をエクセル・マクロによ

るプログラム 〔作成：システムサポート、大隅

昇〕 により行い、得られたロバスト平均値およ

びロバスト標準偏差を用いて z-スコアを算出し

た。さらに、アンケート結果についてもとりまと

め、検討を加えた。なお、今回の外部精度管

理調査でモリナガキットを使用した機関は 18

機関、日本ハムキットを使用した機関は 18 機

関、プリマハムキットを使用した機関は 0 機関

であった。 

 

C.D. 研究結果および考察 

1 梶村研究分担  

 事前検討 1 では、鶏卵マトリックス溶液

を用いて最終食品試料濃度を 0.1 g/mL 又は

0.5 g/mL とした場合の検量線の傾き比を検

討した。それぞれ同一の抽出液から調製し、

溶媒標準溶液で得られた検量線の傾きを

100%としたときのパーセント比（傾き比）

を算出した。その結果、全体的な傾向とし

てサルファ剤と葉酸拮抗剤でイオン化抑制

を確認した。さらに、食品試料濃度が 0.1 

g/mL と比較すると 0.5 g/mL のほうがより

大きなマトリックス効果を受けており、鶏

卵分析時に観察されるマトリックス効果は

食品抽出物由来であることが示唆された。 

 次に、牛乳マトリックス溶液を測定した

際の検量線の傾き比を検討した。牛乳の場

合にはサルファ剤と葉酸拮抗剤に加えてキ

ノロン剤についても傾き比を算出した。ま

た、マトリックス効果を強く受けたスルフ

ァジアジン（溶出時間 3.16 分）、スルファ

ジミジン（溶出時間 8.33 分）と受けなかっ

たスルファメトキサゾール（溶出時間 9.17

分）の散布図において、鶏卵の場合と同じ

く、牛乳でもサルファ剤分析時にはイオン

化抑制効果が確認された。一方、キノロン

剤に関しては、イオン化促進効果を観察し

た。また、牛乳に関しては注入量一定と注

入濃度一定の 2 つの検量線を作成した。ど

ちらの場合も観察されるマトリックス効果

は同じで、傾き比にも大きな変化は見られ

なかった。しかし、散布図ではスルファジ

アジンにおいて注入濃度一定の低濃度領域

で注入量一定より溶媒標準に近づく傾向が

見られた。すなわち、牛乳においても鶏卵

と同様にマトリックス負荷量の減少がマト

リックス効果の改善につながる可能性があ

る。 

 マトリックス効果を受けやすい時間帯と

して、溶出時間 3～5分と 8分あたりが抽出

された。大阪府の分析条件では、3～5分に

おける移動相の有機溶媒濃度は 10%、8 分で

は 25%強と比較的高極性の物質が溶出する

時間帯であった。近年、動物用医薬品分析

時のマトリックス成分として疑われている

りん脂質は、極性の基質であるりん酸基を

含む脂質であり、脂肪酸とアルコールから

なる単純脂質より極性が高い。そのため、

この時間帯のマトリックス効果の原因物質

としてりん脂質の影響が疑われる。りん脂

質は血漿などの臨床試料を分析する際のマ

トリックス効果の原因とされており、その

除去ツールが各社より販売されている。こ
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れらのツールを利用することで効果的なマ

トリックス効果低減策となる可能性がある。

一方、この時間帯以外では傾き比が 90%を

超える物質も見られ、これらの物質に限れ

ば溶媒検量線による定量が十分可能である

と推察された。 

 事前検討 2 で、組成の異なる魚介類のマ

トリックス効果への影響においては、マト

リックス検量線を用いて検査を実施する場

合、マトリックス溶液にはできる限り検体

となる食品と成分組成の類似する食品を用

いる必要がある。しかし、実際の検査の現

場においては、明らかに成分組成の異なる

食品を同時に検査することがしばしばある。

その際、ある 1 種類の食品由来のマトリッ

クス検量線の異なる組成の食品への適用可

否を検討することは重要である。そこで、

複数種の魚介類によるマトリックス効果の

違いを評価した。 

 ブリ、サケ、カレイ、エビの検量線の傾

き比を検討した。概ね牛乳の場合と同様に、

サルファ剤でイオン化抑制効果を、キノロ

ン剤でイオン化促進効果を認めた。一方で、

魚種によるマトリックス効果の程度は医薬

品の種類によって大きく異なった。スルフ

ァジアジン等のサルファ剤については、4

種類の魚介類で同程度の抑制を受けており、

異なる魚種で作成したマトリックス検量線

でも十分定量可能であると判断できる。一

方、キノロン剤では、魚種により効果が大

きく異なり、特にダノフロキサシン（溶出

時間 9.37 分）では溶媒標準を中心に上下に

散布図が分布した。すなわち、キノロン剤

の検査では異なる魚種で作成したマトリッ

クス検量線による定量は、真値を過小もし

くは過大に見積もる可能性があるため、可

能な限り同じ魚種で作成したマトリックス

検量線を用いるべきであろう。 

 組成の異なる乳のマトリックス効果への

影響では、乳は一般的な牛乳であれば多少

の差はあれ、食品成分組成はほぼ同一であ

ると考えられる。一方、無脂肪乳や加工乳

など成分の調製を行って商品化されている

ものが多種存在する。加工を施された乳は

成分組成が異なることが想定されるため、

今回、乳脂肪分を除去した無脂肪乳と脂肪

分を上乗せした特濃乳を用いて検量線の傾

き比を比較した。事前検討 1 と同様、3～5

分と 8～9 分にマトリックス効果を比較的

強く受ける時間帯が存在した。また、3～5

分では乳の種類による差はほとんど見られ

なかったのに対し、溶出時間 8～9分におい

ては無脂肪乳より特濃乳のほうがより強く

マトリックス効果を受けた。この結果より

溶出時間 8～9 分のマトリックス効果には、

試料に含まれる脂質量が影響していること

が示唆された。注入濃度一定で分析したス

ルファジアジン（溶出時間 3.16 分）、スル

ファジミジン（溶出時間 8.33 分）及びスル

ファメトキサゾール（溶出時間 9.17 分）の

散布図から、高濃度になるほど分析時のマ

トリックス負荷量が増大することになるが、

スルファジアジンよりも後に溶出するスル

ファジミジンとスルファメトキサゾールに

マトリックス負荷量増大に伴って線分の傾

きが緩やかになる傾向を認めた。すなわち、

この時間帯に溶出する動物用医薬品には、

共溶出する脂質が影響することが推測され

る。しかし、マトリックス効果の差は前述

した魚介類の場合に比べるとわずかであり、

脂質量の異なる乳で作成したマトリックス

検量線による定量結果への影響は無視でき
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るだろう。 

 これまで鶏卵・牛乳・魚介類と種類の異

なる食品試料から作成したマトリックス検

量線の傾きを評価してきたが、サルファ剤

に関してはいずれもイオン化抑制の傾向が

観察された。反して、キノロン剤では、魚

介類でイオン化促進効果が認められ、デー

タは示さないが他の食品試料についてもキ

ノロン剤はイオン化促進効果を受けること

を経験しており、動物用医薬品分析時のマ

トリックス効果は食品よりも、医薬品の種

類に依存することが推察された。 

 事前検討 3 の凍結保存によるマトリック

ス効果への影響では、畜水産食品のような

たんぱく質や脂質の含量が多い食品を凍結

融解すると、たんぱく質の変性等により外

見が変化していることがある。そこで凍結

融解による外見上の変化がマトリックス標

準溶液の検量線の傾きへ及ぼす影響を評価

した。 

 同一検体から 2.0 g を秤量し、一方は秤

量直後に、もう一方は一晩-20 ℃で保存後

に完全に融解して、マトリックス標準溶液

を調製した。さらに、複数回凍結融解を繰

り返した食品も使用してマトリックス検量

線を作成し、鶏卵と牛乳の検量線傾き比を

比較した。いずれも凍結による顕著な影響

は見られず、サルファ剤分析においては試

料の凍結は検量線に影響しないと考えられ

た。本項の結果より、鶏卵及び牛乳の検査

時には事前に陰性を確認し、凍結保存した

試料でマトリックス検量線を作成できるこ

とが確認された。 

 共通マトリックスの傾き比を検討した結

果、共通マトリックスを用いて調製したマ

トリックス検量線と溶媒検量線の傾きの比

率を比較すると、同じマトリックス抽出液

を測定しているにもかかわらず、イオン化

抑制を示した機関（機関 B、E）とイオン化

促進を示した機関（機関 A、C）が存在した。

また機関 D、Fでは溶媒検量線との乖離は少

なかった。 

 次に注入量一定と注入濃度一定の二種類

の検量線を比較すると、鶏卵では大阪府と

機関 A、Bに注入量一定の場合、マトリック

ス効果の改善傾向が認められた。一方、機

関 C では注入濃度一定のほうがマトリック

ス効果に改善傾向が認められた。牛乳に関

しては機関 C で注入濃度一定の場合にマト

リックス効果の改善傾向が見られたほかは

目立った変化はなかった。 

 注入量一定の場合と注入濃度一定の場合

で回帰直線の決定係数（R2値）を比較した。

全ての分析で R2値は良好な結果を示したが、

注入濃度一定と注入量一定の場合を比較す

ると、鶏卵では大阪府と機関 B、E、F で注

入量一定の場合に検量線の直線性に改善傾

向が見られ、機関 C で注入濃度一定の場合

により良好な R2値を示した。機関 C では注

入濃度を一定にすることでマトリックス効

果が減少し、結果として直線性も改善した

と推察した。牛乳に関しては、大阪府と機

関 D、E、F に注入量一定の場合、マトリッ

クス効果の減少が認められた。 

 また、マトリックス効果を大きく受ける

時間帯は共通して分析できた 9 種類のサル

ファ剤には認められなかったが、機関 B が

報告したスルファグアニジン（溶出時間

1.35 分）は強いイオン化抑制効果を受け、

溶媒検量線と比較して鶏卵で 19%、牛乳で

は 32%の傾き比であった（データは示さな

い）。その他、極性の高い条件で速やかに溶
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出するサルファ剤に関してもスルファグア

ニジンと同様の傾向を認め、マトリックス

溶液に混在する水溶性の妨害物質が強く影

響することが推察された。さらに、共通マ

トリックス溶液の分析において、イオン化

抑制とイオン化促進両方の効果が認められ

たことから、今回の実験条件では、マトリ

ックス効果の受け方は動物用医薬品の種類

ではなく、分析条件(機器の種類、グラジエ

ント条件など)により強く依存することが

考えられた。 

 協力機関で独自に調製したマトリックス

標準溶液の溶媒検量線に対する傾き比を検

討した。また、同一食品由来の共通マトリ

ックス溶液と独自マトリックス溶液の検量

線の傾き比を比較した。なお、機関 A、B、

C は牛乳を、機関 D、E、F では鶏卵を分析

した。さらに、機関 A 及び C において強く

マトリックス効果を受けた物質の散布図を

検討した。 

 共通マトリックスの分析時にイオン化促

進効果を受けていた機関 A 及び機関 C につ

いては、より強いイオン化促進効果を受け

た。これら二つの機関では、共通マトリッ

クスよりも濃い食品試料濃度（ともに 1 

g/mL）の溶液を使用していた。その結果、

分析時のマトリックス負荷量が増大し、よ

り強くマトリックス効果を受けたものと推

察された。また、共通マトリックスにおい

て良好な結果を示したD及びFについては、

同じく良好な結果を示した。これら 2 機関

では、分析機器の条件やグラジエント条件

が妨害物質の影響を十分排除できるもので

あったと推察された。  

 一方、比較的強いイオン化抑制効果を受

けていた機関 B 及び機関 E では検量線の傾

き比が大幅に改善した。良好な結果を示し

た機関の前処理条件では抽出時における脱

水剤の添加が共通していた。機関 B の共通

マトリックス及び独自マトリックス分析時

のスキャンデータを、変化がなかった機関

D の共通マトリックス及び独自マトリック

ス分析時のスキャンデータを示す。共通マ

トリックスと独自マトリックスで効果に差

がなかった機関 D ではトータルイオンクロ

マトグラフに大きな変化は認められなかっ

たが、大幅に改善した機関 B については、

独自マトリックスで特に早い溶出時間の総

イオン量が減少している。機関 B において

溶出時間の早いスルファグアニジンが水溶

性の妨害物質による強いマトリックス効果

を受けていたことや共通マトリックスと独

自マトリックス共にマトリックス効果の影

響が少なかった機関 D、Fについても前処理

過程で脱水剤を使用していたことを勘案す

ると、脱水剤を添加することで水溶性の妨

害物質の試験液への溶出を防いだことが良

好な結果につながったと考えられた。機関

E は、サルファ剤に特化した通知法を採用

しており、抽出溶媒にアセトニトリルやメ

タノールよりも極性が低く、水溶性物質を

抽出しづらい酢酸エチルを使用していた。

こちらの場合も抽出液への水溶性妨害物質

の溶出を防いだことが良好な結果につなが

った可能性がある。 

 

2 斉藤研究分担 

香辛料中総 AFs 分析の室間再現精度は、

昨年度までの本研究事業において開発した

分析方法について、操作性および検出感度

向上を目指して若干の改良を行うと共に、

精度管理用の試料(香辛料)を作製し、複数
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の外部検査機関(8 機関)に配布して分析法

の室間再現精度を評価するための試験を実

施した。 

その結果、真度の評価として、全体的な

回収率は、試料Aおよび試料B共に概ね70％

程度であった。また、アフラトキシンの種

類では、AF-G2と B2ではやや低め(61～71％)

となったが、AF-G1と B1では約 69～77%と良

好であった。これは、使用したイムノアフ

ィニティーゲルが、4 種類に交差反応を示

すことが製品上で謳われているが、食品衛

生上、特に問題となる AF-B1に強く反応する

ようになっていたため、構造式が類似した

B1とG1の回収率がG2とB2に比べて高い値を

示したものと推察された。 

なお、B1と G1に関しては、今回の測定方

法において“固相蛍光誘導体化法”を行っ

たが、良好な回収率が示されたことから、

この手法も実用性の観点から問題ないこと

が示されたと考える。 

精度の評価として、8 検査機関の室間精

度を相対標準偏差（RSDR）で算出したとこ

ろ、試料 A(高濃度添加)では 26％未満、他

方、試料 B（低濃度添加）では 29％未満で

あった。更に、室間再現精度については

HorRat 値で評価することとした。なお、そ

の評価として国際食品規格委員会(Codex 

Alimentarius Commission：CAC)では、許容

範囲を 2 以内と定めている。その結果、試

料Aでは1.13～1.18、他方、試料Bでは1.22

～1.31 であり、CAC での許容範囲以内であ

った。この結果から、本試験法の室間再現

精度は良好であることが確認された。 

また、各検査機関の実測データを評価す

ると、8 機関中 7 機関は、同一試料 2 回ト

ライアルの平均値が 4 種類の AFs 全てにお

いて、“全検査機関の平均値 ± SD” に

ほぼ入っていた。残りの 1 機関も平均値± 

2SD 以内にほぼ入っていた。検査機関の出

す分析値の信頼性を評価するための、いわ

ゆる「技能試験」において、JIS では付与

された値（assigned value）からの偏りを

表す z スコアの絶対値が、２以内であれば

その分析結果は「満足」と判断される。こ

のことから、今回の外部精度管理試験に参

加した各検査機関は、いずれも技能的に問

題が無いことも確認された。 

チーズ中 AF-M1分析の室間精度管理は、昨

年度までの本研究事業において開発した分

析方法について、その有用性・有効性を検

証することを目的として、精度管理用の試

料(チーズ)を作製し、複数の外部検査機関

(8 機関)に配布して分析法の室間精度管理

試験を実施した。 

その結果、真度の評価として、試料 A お

よび試料 B の回収率は、概ね 93％および

104％程度であった。このことから、本研究

で使用したイムノアフィニティーゲルは、

総 AFs と同様に AF-M1 にも十分な交差反応

を示し、且つ本試験法にて開発した SPDE お

よび固相蛍光誘導体化法が有効であること

が確認された。 

精度の評価として、8 検査機関の室間精

度を相対標準偏差で算出したところ、試料

A(高濃度添加)では 20％未満、他方、試料 B

（低濃度添加）では 31％未満であった。こ

れらを HorRat 値で算出すると試料 A では

0.90、他方、試料 Bでは 1.41 であり、いず

れも CAC で規定した HorRat 値の許容範囲

（≦ 2）内であった。 

また、各検査機関の実測データを評価す

ると、8 機関中 5 機関は、高濃度試料測定
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の平均値が “全検査機関の平均値 ± SD” 

にほぼ入っており、残りの 3 機関もわずか

に“平均値 ± SD”からはみ出してはいた

が、“平均値 ± 2SD”には十分に入ってい

た。また、低濃度試料においても、8 機関

中 6 機関は、“平均値 ± SD”にほぼ入っ

ており、残りの 2機関も“平均値 ± 2SD”

に十分に入っていた。以上の結果から、チ

ーズ中 AF-M1 分析における本試験法の精度

も良好であることが推察された。 

 

3 鎗田研究分担 

 QuEChERS 法は、食品中の残留農薬一斉

分析法として開発され、操作が迅速・簡便

であることから、現在では食品試料のみな

らず、環境試料や生体試料などを対象とし

て、世界中で使用されている。本研究にお

いては、食品中の正確な農薬分析の検討に

用いており、上述の通り今年度は大豆とリ

ンゴを対象とした。QuEChERS 法（分析法 1）

で得られた定量値と認証値との比較を行

った。この結果から、大豆およびリンゴ試

料の両方に対して、QuEChERS 法の定量値

が認証値の不確かさの範囲内であること

が示された。これより、本研究で対象とし

た大豆およびリンゴ中の農薬に対して、簡

易分析法にもかかわらず、QuEChERS 法に

よって十分に対象農薬が抽出され、正確な

分析値が得られることが示された。これ

は、昨年度報告した玄米の結果と同様であ

った。なお、マトリックスマッチングして

いない検量線 A（大豆用）および検量線 B

（リンゴ用）を用いた場合、大豆のダイア

ジノンおよびフェニトロチオンで各々

7.7 %と 11.1 %、リンゴのフェニトロチオ

ンで 11.2 %、定量値が低くなった。

QuEChERS 法は一斉試験法よりも精製効果

が低いと考えられため、IDMS においても

マトリックス効果の影響をより強く受け

る可能性がある。QuEChERS 法によってよ

り精確な IDMS 分析を行うためは、今後マ

トリックス効果に関するより詳細な確認

が必要である。 

 STQ 法は、QuEChERS 法と固相抽出法を組

み合わせた残留農薬一斉分析法であり、株

式会社アイスティサイエンスによって開

発された QuEChERS の改良法である。操作

が迅速・簡便であり、QuEChERS 法に比べ

て精製力がさらに優れていることから、日

本国内の分析ラボにおいて、近年非常に多

く使用されている。本法には、分析対象に

応じて GC-A 法、GC-B 法、LC 法、MG 法が

存在するが、今回は GC-A 法に IDMS 法を適

用し、玄米試料中の農薬を対象として本法

の正確さを精密に評価した（分析法 2）。

その結果、玄米中のすべての対象農薬にお

いて、STQ 法の分析値は一斉試験法および

QuEChERS 法とよく一致していた。これは、

STQ 法により玄米中の対象農薬が十分に

抽出され、また精製されていたことを示し

ており、STQ 法を正確な分析に適用できる

可能性が示された。今後は、より多くの食

品や農薬を対象として、マトリックス効果

の影響も含めた評価が必要であろう。 

 

4 渡辺研究分担 

4.1 理化学検査のための適正調査試料の

作製検討： 

玄米及び精米の冷凍及び冷蔵保存にお

ける長期安定性（回収率）の評価について

は、平成 27 年度から引き続き、基材自体

の農薬添加試料としての適用性の確認と
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して、粉砕・粉末化した米類（精米及び玄

米のそれぞれ古米）に農薬を添加し冷凍及

び冷蔵保存条件下での経日的安定性（平成

27 年度の農薬添加後 0、14、34、60、90

及び 120 日間に加え、本年度は 180、270

及び 360 日間）を検討したところ、精米及

び玄米ともに明らかに冷蔵よりも冷凍保

存の方が高い安定性を示し、さらに精米よ

り玄米の方が良好な安定性が得られた。精

米においては特にマラチオン及びフェニ

トロチオンの 2農薬が冷凍と冷蔵保存で

顕著な差が認められた。玄米の冷凍保存に

おいては、4種農薬とも 270 日間経過時点

で 80%以上の回収率を示しており、また、

マラチオン及びフェニトロチオンは冷凍

保存 360 日間でも、90%以上の安定した回

収率を示していた。このことから、玄米の

冷凍保存においては、外部精度管理調査実

施後の余剰試料を内部精度管理試料とし

て活用できる可能性があると考えられた。 

なお、それぞれの測定時点及び米の種類

に応じてブランク試料についても同時に

測定を行ったところ、一部の時点及び農薬

において基材由来のピークが出現したた

め、それらを差し引いて回収率の算出を行

った。またアセトンを添加しない米類ブラ

ンク試料と比較したところ、差は認められ

ず、アセトンを添加後、長期冷凍保存する

ことの影響はないと考えられた。 

実作製における作製プロセスの確立及

びその検証について浸漬用溶媒の検討を

行った。昨年度までは、米を粒状で浸漬用

農薬混合標準液に浸漬し、溶媒留去後乾

燥・粉砕し、粉砕物を混合する方法で調製

したが、今年度は、米を予め粉砕し粉末化

した試料を用いて調製する方法を試みた。

調製に先立ち、浸漬用農薬混合標準液に用

いる溶媒の検討を行った。玄米 (古米）を

3種の浸漬用溶媒（ヘキサン、アセトン及

び酢酸エチル）に浸漬した後、ロータリー

エバポレーターにより浸漬溶媒を留去し、

自然乾燥させた時の、得られた作製試料の

乾燥状態等について、目視により観察を行

った。その結果、アセトンに浸漬した試料

が最も溶媒の除去状態が良好であり、ヘキ

サン及び酢酸エチルによる試料は、溶媒の

除去が不完全となる傾向があった。溶媒の

一部が残留することは、溶液部分が濃縮さ

れているため高濃度の農薬が一部の試料

と接触し農薬が偏在する可能性が高く、ま

た、アセトン浸漬試料と比べ、ヘキサン及

び酢酸エチル浸漬試料は、溶媒留去時に突

沸しやすいなど細心の注意と時間を要し

たため、実試料作製には不適と判断した。 

以上の結果より、玄米粉体試料作製に用

いる溶媒は、アセトンを採用することとし

た。 

なお、溶媒留去において、減圧濃縮装置

のロータリーエバポレーターに球形ガラ

スフィルターあるいはロータリージョイ

ントを接続し、粉体の冷却部への吸い込み

を防止した。その結果、溶媒の留去速度が

低下するものの、粉末の飛散防止に高い効

果があることがわかり、採用することで農

薬の粉体試料への添加が可能となった。 

バッチ内の均質性の検討（回転・揺動混

合無し）については、粉砕・粉末化した玄

米 (古米) に農薬 (アセトン溶液) を添

加し、乾燥した試料につき、1バッチ内の

均質性について評価した。 

一元配置の分散分析の結果、いずれの農

薬においても得られた F値は有意水準 5%
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点よりも大きく、1 バッチ内の均質性は得

られなかった。しかし、各農薬の添加濃度

(理論値)（ダイアジノン、クロルピリホス

及びマラチオン 0.1 µg/g、フェニトロチ

オン 0.2 µg/g）に対する回収率は 89～97%

であり、添加した農薬は、バッチ内におい

ては良好に玄米試料に移行したと考えら

れた。 

バッチ内の均質性の検討 （回転・揺動

混合有り）については、バッチ内の均質性

の検討（回転・揺動混合無）の結果よりバ

ッチ内において、玄米試料に対する添加農

薬の濃度にばらつきが生じていることが

明らかとなったため、これを均質にするた

めに、農薬添加後の乾燥試料をロッキング

ミキサーにより回転・揺動を混合し、1バ

ッチ内を均質とし、評価を行った。 

その結果、いずれの農薬においても得ら

れた F値は有意水準 5%点よりも小さく、

ロッキングミキサーによる混合により、1

バッチ内の試料は良好な均質性を得られ

ることが明らかとなった。また、農薬の添

加濃度(理論値)（ダイアジノン、クロルピ

リホス及びマラチオン 0.1 µg/g、フェニ

トロチオン 0.2 µg/g）に対する回収率は

88～101%であり、粉体撹拌用フラスコ内壁

面への農薬残存率は 1%であることから、

いずれの農薬も玄米試料に良好に移行し

添加されたと考えられた。 

バッチ間の均質性の検討については、バ

ッチ内の均質性の検討（回転・揺動混合有）

の方法で１バッチ内の均質性が確認でき

たため、さらに複数バッチを同様の方法で

作製した場合のバッチ間の均質（同等）性

を検討した。10 個の粉体撹拌用フラスコ

を用いて繰り返し 10 回の操作により農薬

添加粉末玄米試料を作製した。その結果、

いずれの農薬においても得られた F値は

有意水準 5%点よりも小さく、10 バッチの

試料について良好な均質性が得られ、バッ

チ間の同等性が明らかとなった。また、農

薬の添加濃度(理論値)（ダイアジノン、ク

ロルピリホス及びマラチオン 0.1 µg/g、

フェニトロチオン 0.2 µg/g）に対する回

収率は 89～98%であり、粉体撹拌用フラス

コ内壁面への農薬残存率はいずれの粉体

撹拌用フラスコ及び農薬で約 1%以下であ

ることから、添加農薬は 10 バッチにおい

て玄米試料に良好に移行し高い再現性で

添加されたと考えられた。 

作製試料の各農薬測定結果は、いずれの

バッチにおいても回収率に同様の傾向が

みられ、バッチ間で玄米試料への農薬添加

の状態に差異は認められなかった。 

一方、枝豆では、水 10%を添加した枝豆

ペーストに農薬混合標準液を添加し、ブリ

クサー5プラスを用いて混合した時の、1

バッチ内の均質性及び 5バッチ間の均質

（同等）性を評価した。 

各バッチ内の均質性について評価した

結果、作製試料の各農薬測定結果は、バッ

チ (容器) 内のいずれのサンプリング部

位においても、回収率に同様の傾向がみら

れ、バッチ内の作製試料は均質であること

が明らかとなった。 

5 バッチ間の均質性について評価した

結果、いずれの農薬においても得られた F

値は有意水準 5%点よりも小さく、5バッチ

の試料について良好な均質性が得られ同

等であることが明らかとなった。また、ダ

イアジノンについては基材由来の夾雑物

の影響があり、ブランク試料を差し引いて
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算出したことから、他の農薬と比較して部

位の違いによる回収率にばらつきがみら

れたが、農薬の添加濃度(理論値)（ダイア

ジノン 0.01 µg/g、クロルピリホス及びマ

ラチオン 0.3 µg/g、フェニトロチオン 0.5 

µg/g）に対する回収率は 82～104%であり、

満足できる結果であった。今回の 5バッチ

による合計作製量は 10 kg であるが、本

作製操作を繰り返し行うことで、外部精度

管理調査の実配付量を作製することが可

能であると考えられた。 

 

4.2 微生物学検査のための適性調査試料

の作製検討： 

 5 種のゼラチンの濃度で調製したゼラチ

ン試料を冷蔵後、室温（24℃前後）にて放

置し経過観察した結果、ゼラチン 1%および

2%では冷蔵しても固形にならなかった。ま

た、4%では 1時間後に溶解しているものの、

若干粘土が高い状態であり、5%では 1 時間

後では半固形の状態であったことから、1

時間後に液状化している条件に当てはまら

ないと判断した。 

 以上のことから、ゼラチン濃度は 3%とし

て以降の検討を実施することとした。 

 ゼラチン試料 10 本の生菌数平均値の経

時的変化、併せて各測定時の標準偏差、変

動係数および冷蔵から取り出した直後の外

観を検討した結果、生菌数は接種直後（0

週）から 28週目まで殆ど変動することがな

かったため、安定であると判定した。また、

変動係数も 0.05 から 0.07 の間にあり、検

体間のばらつきも非常に少ないと考えられ

た。 

 併せて、冷蔵保管中にゼラチンが変性し

て液状に変化することもなかったことから、

安定性に特に問題はないと考えられた。 

 ゼラチン試料 10 本についてフィルター

なし検体袋、2 社のフィルター付き検体袋

を用いて生菌数測定を実施した結果、フィ

ルターなし検体袋の生菌数平均値を 100%と

した場合のフィルター付き検体袋の各生菌

数測定値の比率は 80%以上であり、フィル

ターなし検体袋の生菌数とほぼ同等である

と評価できた。 

 また、各項目の変動係数も 0.1 以下と低

い数値であることから、フィルター付き検

体袋を用いることによる生菌数への影響は

低減化できると示唆された。 

 2015 年度および 2016 年度の食品衛生外

部精度管理調査の統計結果を比較した結果、

フィルター付き検体袋を使用する参加機関

が大半である状況は 2015、2016 年度とも変

わらないにもかかわらず、2016 年度の方が

変動係数が低くなったことから、実際の運

用からもゼラチン試料の方がフィルター付

き検体袋の影響が生菌数結果に反映されに

くいことが明らかとなった。 

 しかしながら、アンケート結果を集計し

たところ、ゼラチン試料を氷菓と同様に溶

解操作できると明言されていなかったため、

半固体の状態で無理やりピペットで 10mL

秤量した、試験中にだんだん液体になって

操作しにくかった、氷菓は液状での操作と

なっているが固体なので仕方なく重量で秤

量した、などの意見が見られた。氷菓と同

じ操作で試験ができるので良い、といった

意見もあったことから、溶解操作について

明文化することで混乱を避ける必要がある

と考えられた。 

 

4.3 アレルギー物質検査のための適正試
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料の作製検討： 

通 知 法 改 正 前 お よ び 通 知 法 改 正 後 の

ELISA キットによる卵タンパク質添加試料の回

収率の結果から全卵添加試料について、ベビ

ーフード試料およびカボチャペースト試料共

に、通知法改正前のデータは各社キット間で

ばらつきがあるものの、約 90～105%と良好な

回収率が得られた。これに対し、通知法改正

後のデータは改正前よりも測定値が低いもの

の 80%前後の良好な回収率が得られた。但し、

各社キット間でばらつきがほとんどなかった点

では改正前におけるデータと異なった。 

また、通知法改正後のキットについては、全

卵添加試料だけでなく、卵タンパク質を乾燥

全卵粉末に変更した試料の回収率についても

検討した。これは、乾燥全卵粉末は全卵よりも

扱いやすく、長期保存が可能なため、安定し

た品質の外部精度管理調査試料を作製でき

ると考えたためである。その結果、乾燥全卵添

加試料は全卵添加試料よりも高い回収率が得

られ、約 85～105%と良好であった。ただし、全

卵添加試料は 3 種類のキット間で回収率がほ

とんど変わらなかったのに対し、乾燥全卵添加

試料ではプリマハムキットの回収率が他の 2 種

類のキットよりも高めに得られた。この傾向は、

ベビーフード試料およびかぼちゃペースト試

料のいずれでも同じであった。 

以上より、通知法改正後の ELISA キットで

測定した卵タンパク質添加試料の回収率は、

全卵添加試料および乾燥全卵粉末添加試料

共に 80～110%の範囲内と良好であり、検討に

用いた試料が同一でないため単純比較するこ

とはできないものの、通知法改正前の回収率

と大きく乖離しなかったことから、通知法改正

後の ELISA キットでもこれまで作製してきた卵

タンパク質添加試料が適用可能であることが

示された。なお、これ以降の検討はより高い回

収率が得られた乾燥全卵粉末添加試料につ

いて行った。 

調査試料の均質性の結果で試料作製直後 

(0 日目) と発送前 (92 日目) の添加量に対す

る回収率および変動係数をキットの種類ごとに

比較すると、回収率、変動係数共に大きな相

違は認められず、回収率では最大で 6.7%、変

動係数では最大で 0.023 の変動幅であった。

これらの変動幅は測定誤差の範囲内と考えら

れたために、作製した試料は均質であると判

断した。ただし、測定値は測定キットごとに特

徴的な回収率を示した。プリマハムキットでは

約 110%台と高めの値を示したのに対し、モリ

ナガキットでは約 80~90%、日本ハムキットでは

約 75~85%と低めの回収率を示し、この傾向は

試料が異なっても同様であった。 

外部精度管理調査試料の安定性について

は、試料作製から調査期間終了までに定期的

に試料を測定し (0 日目、34 日目、69 日目、

92 日目、126 日目および 194 日目、0 日目およ

び 92 日目は n=10、その他は n=4 で測定)、特

に、外部精度管理調査試料発送前の安定性

は 92 日目、調査期間終了後の安定性は 194

日目に確認した。その結果、試料 1 および試

料 2 の安定性は共に変動はあるものの 90%～

110%の範囲内であった。特に試料配付前と調

査期間終了後では若干の低下がみられたもの

の、試料 1 および試料 2 のいずれにおいても

全てのキットで安定性の変化率が 10%以内で

あったことから測定誤差の範囲内と考えられた。

従って、卵タンパク質添加試料 1 および試料 2

については194 日目までの長期安定性が確認

できた。なお、これらの結果から今回作製した

試料は安定であり、外部精度管理試料として

採用できるものと判断した。 
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外部精度管理調査結果において、参加機

関の測定値を試料別かつ測定キット別に集計

しその結果とデータ分布から、モリナガキットと

日本ハムキットの測定値の分布について比較

すると、わずかに日本ハムキットのほうが分布

範囲が狭い傾向にあり、変動係数で比較する

とモリナガキットが 0.08～0.1、日本ハムキットが

0.06～0.07 と日本ハムキットのほうがわずかに

小さかった。また、同一試料のキット間差は試

料 2 のほうが大きかった。 

キット別で集計した結果、モリナガキットを用

いて測定した 18 機関の試料 1 において、回収

した報告値のヒストグラム、正規確率プロット及

び Xbar-R 管理図から、Xbar 管理図で管理限

界線の範囲を超えた機関はなかったが、R 管

理図で上部管理限界線を超えた機関が 1 機

関あった。全 18 機関のロバスト平均値±ロバス

ト標準偏差は 9.694±0.963 μg/g であった。これ

に基づき z-スコアを算出したところ、z-スコアの

絶対値が 2 以上の機関は 1 機関であり、絶対

値が 3 以上の機関はなかったことから、明らか

な異常値ではないものと考えられた。 

モリナガキットを用いて測定した 18 機関の

試料 2 において回収した報告値のヒストグラム、

正規確率プロット及び Xbar-R 管理図から Xbar

管理図で管理限界線の範囲を超えたデータ

はなかったが、R 管理図で上部管理限界線を

超えた機関が 1 機関認められた。 

全 18 機関のロバスト平均値±ロバスト標準偏

差は 9.136±0.750 μg/g であった。これに基づき

z-スコアを算出したところ、z-スコアの絶対値が

2 以上の機関は 2 機関であり、絶対値が 3 以

上の機関はなかったことから、明らかな異常値

ではないものと考えられた。 

ELISA 測定における吸光度の変動係数に

ついて、モリナガキットの ELISA 測定の併行精

度を、併行実施した 3 ウェルの吸光度の変動

係数を指標として検討した。その結果、ほとん

どの検査機関で変動係数は 0.05 未満であっ

た。これに対してコード番号 1 の機関では他の

検査機関と比較すると高い変動係数を示した。

また、試料 1 ではコード番号 8、12 および 16

で抽出間での変動係数の差が大きい傾向に

あった。同様に試料 2 ではコード番号 1、8、17

および 18 で抽出間での変動係数の差が大き

い傾向にあった。 

一方、日本ハムキットを用いて測定した 18

機関の試料 1において回収した報告値のヒスト

グラム、正規確率プロット及び Xbar-R 管理図

から Xbar 管理図で管理限界線の範囲を超え

た機関はなかったが、R 管理図で上部管理限

界線を超えた機関が 1 機関認められた。全 18

機関のロバスト平均値±ロバスト標準偏差は

8.893±0.553 μg/g であった。これに基づき z-ス

コアを算出したところ、z-スコアの絶対値が 2 以

上の機関は 2 機関であり、絶対値が 3 以上の

機関はなかったことから、明らかな異常値では

ないものと考えられた。 

日本ハムキットを用いて測定した 18 機関の

試料 2 において回収した報告値のヒストグラム、

正規確率プロット及び Xbar-R 管理図から Xbar

管理図、R 管理図の両者において管理限界線

の範囲を超えた機関は認められなかった。全

18 機関のロバスト平均値±ロバスト標準偏差は

8.003±0.522 μg/g であった。これに基づき z-ス

コアを算出したところ、z-スコアの絶対値が 2 以

上の機関は 1 機関であり、絶対値が 3 以上の

機関はなかったことから、明らかな異常値では

ないと考えられた。 

 日本ハムキットのELISA測定の併行精度を、

併行実施した 3 ウェルの吸光度の変動係数を

指標として検討した。その結果、ほとんどの検



- 23 - 

査機関で変動係数は 0.05 未満であった。これ

に対して試料 1 ではコード番号 4 の抽出 2 に

おいて、試料 2 ではコード番号 2 の抽出 2 に

おいてそれぞれ変動係数が 0.1 を超えていた。

また、試料 1 ではコード番号 4、9、14、15、16

で抽出間の変動係数の差が大きい傾向にあっ

た。同様に試料 2 ではコード番号 2、6、7、9、

12 で抽出間の変動係数の差が大きい傾向に

あった。一方、プリマハムキットを用いて測定し

た機関はいなかったため、統計解析は実施し

なかった。 

キットのロット間の測定値の比較について今

回の外部精度管理調査において、日本ハムキ

ットについては 1 ロットのみであったが、モリナ

ガのキットにおいて合計 6 ロットが外部精度管

理調査に用いられていた。そこで、モリナガキ

ットにおけるロット間差について観察した。その

結果、若干の測定値の変動はあるものの、試

料 1、試料 2 のいずれにおいても明確なロット

間差は認められなかった。 

同一キット内の試料間の測定値の相関性に

ついては試料 1 と試料 2 の各機関における測

定値のモリナガキット内および日本ハムキット

内における相関性を検討した結果、モリナガ

では相関係数が 0.914、日本ハムでは 0.823 と

いずれも非常に高い相関を認めた。 

同様に試料ごとにキット間の相関性を検討

した結果、試料 1 では相関係数が 0.598、試料

2 では 0.619 といずれも高い相関を認めた。 

 

E. 結論 

1 梶村研究分担 

 本研究において畜水産食品中の動物用医

薬品の LC-MS/MS 分析におけるマトリック

ス効果について基礎的知見を得た。LC－

MS/MS 分析ではイオン化抑制が観察される

ことが多いが、実施機関の事前検討では医

薬品の種類によりイオン化抑制及びイオン

化促進が共に観察された。また、比較的極

性の高い物質が溶出する時間帯においてよ

り強くマトリックス効果を受ける傾向が認

められた。これは、畜水産食品分析におけ

るマトリックス効果の原因物質として極性

の高いりん脂質が挙げられるという知見に

沿うものであった。さらに、食品試料の種

類や試料の保存状態を変えても、マトリッ

クス効果はほぼ同程度であった。そのため、

マトリックス効果によってイオン化が抑制

されるか促進されるかは、畜水産食品の種

類よりは、動物用医薬品の種類に依存する

と考えていた。しかし、近畿地区 6 地研と

の共同試験から、共通マトリックス溶液を

異なる分析条件で測定した結果、同じ医薬

品でもイオン化の抑制と促進、どちらも観

察された。さらに、同一食品試料から独自

に調製したマトリックス溶液でも医薬品の

受けるマトリックス効果の傾向は共通マト

リックスと同様だったことから、畜水産食

品中の動物用医薬品分析時のマトリックス

効果は医薬品の種類のみではなく、液体ク

ロマトグラフのグラジエント条件や質量分

析計の各種パラメーターなどの分析条件も

原因となることが示唆された。 

 複数の協力機関において共通マトリック

スより独自に調製したマトリックスでマト

リックス効果の改善が見られたが、いずれ

の機関も前処理時に脱水剤を使用していた。

また、独自に調製したマトリックスの方が

より強くマトリックス効果を受けた機関で

は分析時の最終食品試料濃度が共通マトリ

ックスと比較して 10 倍以上高かった。以上

から、畜水産食品中の動物用医薬品分析に
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おいて、マトリックス効果を低減するには、

前処理で可能な限り水溶性の妨害物質を排

除すること、抽出液の食品試料濃度をでき

るだけ下げることが有用であることが示唆

された。ただし、この対策は比較的極性の

低い医薬品に対して限定的に有効なもので

ある。例えば、β-ラクタム系抗生物質のよ

うな高極性の医薬品の分析には、抽出溶媒

も高極性のものにする必要があることから、

高極性の医薬品を分析する際には今回とは

別の対策を講じる必要があるだろう。 

 最後に、本研究のような動物用医薬品の

LC-MS/MS 分析におけるマトリックス効果に

ついて機関横断的に検討した例はほとんど

なく、本研究で得られた知見が、今後より

精度の高い検査法の開発に寄与することを

期待する。 

 

2 斉藤研究分担 

食品中 AFs の分析に関して、従来の公定

検査法では操作が煩雑であること、実験者

への AFs の曝露が危惧されること、食品の

種類によって夾雑物の種類や量が異なるこ

とから、前処理法を使い分けなければなら

ないといった問題点があった。そこでこれ

らの問題点を克服するために、食品中 AFs

の前処理法としてイムノアフィニティーゲ

ルを用いた SPDE 法および固相蛍光誘導体

化法を構築し、精度管理試験を実施した。

その結果、白コショウ中の総 AFs 分析およ

びチーズ中 AF-M1 分析においていずれも良

好な真度と精度が得られ、残留試験法とし

て十分に実用性があることが示された。 

本研究を実施することにより、現行の公

定法に代わる微量分析が可能な信頼性の高

い AFs および AF-M1 の分析方法を示すこと

が可能となり、食品衛生に大いに寄与する

ことが期待される。 

 

3 鎗田研究分担 

IDMS 法を適用することにより、日本の

検査機関においても広く適用されている

QuEChERS 法と STQ 法の抽出能力を精密に

評価した。その結果、検討した試料及び農

薬について一斉試験法の同等の抽出能力

が認められたことから、同法の正確さが確

認できた。 

 

4 渡辺研究分担 

4.1 理化学検査のための適正調査試料の

作製検討： 

新たに、固体試料である穀類の粉末試料

を基材として、残留農薬検査のための試料

作製を玄米及び精米のそれぞれ新米なら

びに古米を用いて検討したところ、基材に

は玄米を使用し、保存は冷凍条件下で行う

ことで、適用できることが示唆された。ま

た、長期安定性を検討したところ、玄米試

料については冷凍保存により作製後 360

日間でも添加したいずれの農薬で約 80%

以上の回収率が得られ、外部精度管理調査

実施後の余剰試料を内部精度管理試料と

して使用が可能であると考えられた。同一

ロット試料の提供期間は長い方が使用す

る上で管理しやすく、特に内部精度管理用

試料には、長期安定性の確保は重要であ

る。また、粉体撹拌用フラスコ、球形ガラ

スフィルター、ロータリージョイント及び

ロッキングミキサーを用いることで再現

性の高いかつ作製工程で汚染のリスクを

極力低減できる実配付量の作製が可能で

あること示唆された。枝豆ペーストを基材
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として試料作製を試みた結果、基材成分で

ある水分を 10%添加し均質な基材とした

後、農薬を添加混合することで、良好な均

質性が得られ、1バッチで 2 kg の作製を

同様の方法で複数バッチ繰り返し実施す

ることで実配付量の枝豆ペースト試料の

作製が可能であることが示唆された。 

 

4.2 微生物学検査のための適正調査試料

の作製検討： 

ゼラチン試料は安定性に問題なく、参加

機関の使用する器材による試験結果への影

響も少ない点で寒天試料より一般細菌数用

の試料として優れていると考えられた。ま

た、実際の運用時に取扱いについて若干の

補足を加えることで、外部精度管理調査用

の試料としての品質をさらに向上できると

考えられた。 

 

4.3 アレルギー物質検査のための適正試

料の作製検討： 

卵添加試料を作製し、添加回収試験および

安定性確認試験を行ったところ、通知法の改

正後のキットにおいても過去に実施した際と類

似の結果が得られた。また、かぼちゃペースト

およびベビーフードを用いた外部精度管理調

査を試験的に 18 機関を対象に実施した。その

結果、回収率を指標とした Xbar 管理図では管

理限界線の範囲を超える機関は認められなか

ったが、一部の試料において R 管理図で管理

限界線を超える機関が 1 機関認められた。ま

た、ロバスト平均値およびロバスト標準偏差を

用いた z-スコアを算出したところ、z-スコアの絶

対値が 2～3 となる機関が 1 または 2 機関認め

られた。z-スコアは平均値と標準偏差から算出

されるため、そのデータ分布によってある一定

の割合で z-スコアの絶対値が 2 以上となる可

能性を含んでいる。しかし、今回限界外となっ

た機関における z-スコアはいずれも 3未満であ

り、明らかな異常値として判断することはできな

いと考えられる。また、Xbar 管理図における管

理限界線を考慮してもこれらの機関が明らか

な異常値とは判定できないことを示していると

思われる。これに対して、参考として実施した

吸光度の変動係数に基づいた解析では、一

部の検査機関において繰り返し測定のばらつ

きが大きいことを示した。これらの機関が R 管

理図において限界外と判定されたわけではな

いが、内部精度管理の一環としてこれらのパラ

メーターを観察することで、ピペットの取り扱い

を含めてより高い精度での検査の実施のため

の措置を講ずることが可能であると考えられ

た。 
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