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研究要旨 

厚生労働省は、食品の安全の担保と品質の向上に加えて食品による健康危害リスクを

管理することを目的に、有害物質等の上限濃度を規定した食品規格を策定し、その実効

のために検査を実施している。多くの検査においては、有害物質の定量結果を規格に定

められた値（基準値）と比較することによって、検査対象となった食品ロットの適合を

判定している。従って、誤った判定を避けるためには、検査に携わる試験所が正しい分

析結果を得ることが必要である。消費者からの検査への信頼性を確保するため、また国

際的な食品の輸出入にあっては、検査の結果が正しいことを示すためには、分析結果の

品質保証が必須である。 

試験所間比較による技能試験は、分析結果の品質保証において必須である。それぞれ

の試験所が実施する試験のアナライトと食品の組合せによる技能試験に参加できること

が理想であるが、現実には、限られた組合せの技能試験スキームが提供されているに過

ぎない。新規技能試験プログラムの開発を困難にしている大きな要因は、技能試験での

使用に耐えうる均質性と安定性を備えた試料開発の困難さが挙げられる。また、分析を

実施している試験所が少なく、参加者数が限られると予想される場合には、通常の評価

方法が適用できないことも新規技能試験プログラム開発を困難にしている。 

本分担課題では、実際の汚染試料を模した技能試験用試料の開発をすることで、より

実践的な技能試験プログラムが行えることを目的とした。課題 4の技能試験プログラム

の開発と協力して、本年度は、新たに基準値が設定された二枚貝中の下痢性貝毒である

オカダ酸群の技能試験用試料の開発を行った。また、次年度に実際に動物用医薬品を投
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A．研究目的 

厚生労働省は、食品の安全の担保と

向上に加えて食品による健康危害リ

スクを管理することを目的に、有害物

質等の上限濃度を規定した食品規格

を策定し、その実効のために検査を実

施している。多くの検査においては、

有害物質の定量結果を規格に定めら

れた値（基準値）と比較することによ

って、検査対象となった食品ロットの

適合を判定している。従って、誤った

判定を避けるためには、検査に携わる

試験所が正しい分析結果を得ること

が必要である。消費者からの検査への

信頼性を確保するため、また国際的な

食品の輸出入にあっては、検査の結果

が正しいことを示すためには、分析結

果の品質保証が必須である。 

分析結果の品質保証では、妥当性を

確認（validation）した分析法を採用

すること、それが正しく実施できるこ

とを確認（verification）すること、

試験に関わる手順の文書化、手順通り

に行われたことの確認と記録が必要で

ある。これらの結果として、分析結果

が一定の範囲に納まるような管理状態

を達成する。さらに管理状態にあるこ

とは、内部品質管理によって確認され

る。これらは試験所内において実施さ

れるが、分析結果の妥当性を客観的に

評価するためには、試験所間比較によ

る技能試験への参加が必須である。 

技能試験スキームの計画では、技能

試験の対象となるアナライト、食品だ

けではなく、予想される参加者数、技

能試験試料の作製法、試料の均質性お

よび安定性、参加試験所の報告結果処

理に使用する統計方法とパフォーマン

ス評価方法を考慮しなくてはならない。

それぞれの試験所が実施する試験のア

ナライトと食品の組合せによる技能試

験に参加できることが理想であるが、

現実には、限られた組合せの技能試験

スキームが提供されているに過ぎない。 

新規技能試験プログラムの開発を困

難にしている大きな要因は、技能試験

での使用に耐えうる均質性と安定性を

備えた試料開発の困難さが挙げられる。 

本分担課題では、本研究で実施され

ている課題「新規技能試験プログラム

開発及び統計学的評価に関する研究」

と連携して、新規技能試験を行うに際

し、必要な試験試料の開発を行うこと

を目的とした。 

最初のパイロットスタディは、平成

27 年 3 月に機器分析が導入され新たな

与した畜肉の技能試験を実施できるように、薬剤の選択や屠殺までの時間等、試料開発

に必要な条件の検討に着手した。 
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基準値が設定された、二枚貝中の下痢

性貝毒が計画されているので、市販の

ホタテガイむき身に下痢性貝毒である

オカダ酸を添加し、長期間常温で保管

可能な試料の開発を行った。また、次

年度に、実際に動物用医薬品を投与し

た動物の筋肉から調製した試料を用い

た技能試験のパイロットスタディを行

えるよう、投与する薬剤の選択、投与

後屠殺までの時間および試料均質化の

検討を行った。以下、これら 2 つの内

容を分けて報告する。 

 

二枚貝中オカダ酸群分析技能試験のパ

イロットスダディに供する試料開発 

B．研究方法 

試料作製 

技能試験に供する試料に求められる

要件は、均質性に加えて長期の安定性、

望ましくは常温での保管・管理が可能

な事である。従って、本研究では少な

くとも１年間常温で保管できる試料の

開発を行った。 

オカダ酸の熱安定性試験 

高圧化におけるオカダ酸の熱安定性

を確認するために、121℃で 5 分、10

分、15 分間加熱を行い加熱履歴によっ

てオカダ酸がどのような挙動を示すの

か、確認を行った。オカダ酸群により

自然汚染した貝の入手が困難であった

ため、試料の作製には市販されている

ホタテガイむき身（全体）とオカダ酸

（和光純薬工業株式会社製（code No. 

158-03273））を用いた。冷凍状態のホ

タテガイむき身 1059.7g をサイレント

カッター（KILIA 社製）にて粗く粉砕し、

そこにあらかじめ 1 mL のメタノールに

溶解したオカダ酸 200 g を添加し、サ

イレントカッターを用いて均質化処理

を行った。均質化した試料を平 3 号缶

に約 85g ずつ小分けし、ミニシーマ

MS4S（木村エンジニアリング株式会社

製）を用いて製缶した。製缶した缶詰

を熱水循環式レトルト殺菌装置

UHR-W70（藤森工業株式会社製）を用い

て、121℃で 5 分、10 分、15 分間加熱

殺菌を行った。 

試料中のオカダ酸の測定 

5 分、10 分、15 分間それぞれの加熱時

間で2缶ずつオカダ酸濃度を測定した。

オカダ酸測定法を以下に示す。 

装置：LC-MS/MS  Waters 社製 Xevo 

TQ(R-006-03) 

カラム：ODS 

測定質量数：803.5→255.0 

測定溶液作製：試料 2 g から 90 ％メタ

ノールでオカダ酸を抽出し、2.5 M 水酸

化ナトリウムを加え 76 ℃で加水分解

した。加水分解後の溶液を ODS カート

リッジカラムにより精製し、LC-MS/MS

により定量した。 

分析は一般社団法人青森県薬剤師会衛

生検査センターで実施した。 

パイロットスタディ用試料の作製 
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均質性評価、安定性評価、パイロッ

トスタディ 3 つの用途に用いるため試

料の作製は 40 缶を目途とした。予備検

討の結果より、加熱時間は 15 分間とし

た。予備試験用試料と同様に試料の作

製には市販されているホタテガイむき

身（全体）とオカダ酸（和光純薬工業

株式会社製（code No. 158-03273））を

用いた。冷凍状態のホタテガイむき身

5167.0g をサイレントカッター（KILIA

社製）にて粗く粉砕し、そこにあらか

じめ 5 mL のメタノールに溶解したオカ

ダ酸 1000 g を添加し、サイレントカ

ッターを用いて均質化処理を行った。

均質化した試料を平 3 号缶に約 85g ず

つ小分けし、ミニシーマ MS4S（木村エ

ンジニアリング株式会社製）を用いて

製缶した。製缶した缶詰をレトルト殺

菌装置 UHR-W70（藤森工業株式会社製）

を用いて、121℃で 15 分間加熱殺菌を

行った。得られた試料は50缶であった。

試料の均質性の確認は、本研究の分担

課題である「新規技能試験プログラム

の開発及び統計学的評価に関する研究」

により行われた。 

均質性評価の概略 

作製した 50 缶の試料からランダムに

10 缶を抜き取り、それぞれの内容物を

均質化し、2 試験試料を採取し、オカダ

酸濃度を測定した。 

安定性試験は、試料作製 1 か月後, 3

か月後に2缶のオカダ酸濃度を測定し、

経時的な変化がないか確認を行った。 

パイロットスタディは、本研究の分担

課題である「新規技能試験プログラム

の開発及び統計学的評価に関する研究」

により行われた。 

 

C. 結果及び考察 

オカダ酸の熱安定性試験 

121℃で5分、10分、15分間加熱した試

料中のオカダ酸群の分析をした。分析は

各加熱時間において2缶、それぞれの内容

物を均質化し、1試験試料を採取し、オカ

ダ酸濃度を測定した。あわせて未加熱の

試料を1缶分析した結果を表 1に示す。未

加熱試料中のオカダ酸が0.121 mg/kg、ジ

ノフィシストキシン-Iが0.012 mg/kgであ

った。5分加熱時のオカダ酸が0.149 mg/kg、

ジノフィシストキシン-Iが0.013 mg/kg、

10分加熱時のオカダ酸が0.144 mg/kg、ジ

ノフィシストキシン-Iが0.013 mg/kg、15

分加熱時のオカダ酸が0.129 mg/kg、ジノ

フィシストキシン-Iが0.012 mg/kgであっ

た。添加していないジノフィシストキシ

ン-Iが検出されたのは、試料作製に用い

たホタテガイむき身の自然汚染によるも

のと考えられた。加熱によりオカダ酸が

減少する傾向が確認されたが、15分間の

加熱後も技能試験を実施するにあたり十

分な残存が確認されたことから、パイロ

ットスタディ用の試料作製時の加熱条件

は15分間とした。 
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試料の安定性評価 

 作製した試料から、製造後1ヶ月目と3

ヶ月目にランダムに2缶を抜き取り、それ

ぞれの内容物を均質化し、2試験試料を採

取し、オカダ酸濃度を測定した。均質性

評価の結果とともに表 2に示す。1ヶ月目

は0.147 mg/kg、0.147 mg/kg、3ヶ月目は

0.152 mg/kg、0.156 mg/kgであった。 

 

D. 考察 

パイロットスタディ用試料の作製 

パイロットスタディ用試料の作製に際

し、オカダ酸の添加濃度は平成27年3月に

変更された機器分析法による規制値0.16 

mg/kgを目安にした。高圧下での加熱によ

るオカダ酸群の減少も鑑みて、0.2 mg/kg

の濃度で試料配合を行った。予備試験と

して実施した加熱時間の検討において、

15分間の加熱後では配合濃度の64.5%に

あたる0.129 mg/kgであった。一方で、同

時に試験をした未加熱試料は配合濃度の

60.5%にあたる0.121 mg/kgであった。こ

れらから15分間加熱後の試料において配

合濃度より低い結果が得られたのは、加

熱による減少よりも混合時の作業におい

てロスしたものと示唆された。 

パイロットスタディ用の試料作成におい

ては、試料の内在性酵素等による分解に

も配慮し、混合時に試料のマトリクスで

あるホタテガイむき身とアナライトであ

るオカダ酸の常温での接触時間を短くし、

混合後直ぐにレトルト殺菌を行った。

5167.0 gの試料原料から50缶の試料を得、

このうちランダムに10缶を抜取り均質性

の評価を実施した。均質性の評価は、本

研究の分担課題である「新規技能試験プ

ログラムの開発及び統計学的評価に関す

る研究」により評価され、技能試験に供

するのに適切であると評価された。安定

性に関しては、1ヶ月目は0.147 mg/kg、

0.147 mg/kg、3ヶ月目は0.152 mg/kg、

0.156 mg/kgであった。3ヶ月目の2試料は

高い値側に寄っていることが確認された

が、均質性評価時の10試料の2併行試験の

総平均0.146 mg/kg±0.00491 mg/kgから

95%の信頼区間を計算すると0.136 mg/kg

～0.156 mg/kgであり、95%の信頼区間内

に納まっており、t検定の結果からも有意

な変動は確認されなかった。 

 

実際に動物薬を投与した畜肉を試料とし

て用いる技能試験のための試料開発 

 動物用医薬品、農薬等の有害物質で自

然汚染された標準物質は、その性質から

開発されているものが少なく、多くの場

合試験機関は汚染していないマトリクス

にアナライトを添加、混合した試料を用

いて試験の精度を担保している。しかし、

抽出から測定まで一連の試験の精度を評

価するには、添加・混合された標準物質

では十分ではない。そこで本分担研究で

は、実際の農場で使用されている動物用

医薬品によって汚染された標準物質の開

発を行った。 
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B．研究方法 

動物用医薬品により汚染された豚肉試

料の作製 

 豚の飼育、屠殺は茨城県内の契約農

場へ委託した。投与する動物用医薬品

は、通常の飼育に用いているエンロフ

ロキサシン製剤およびセフチオフル製

剤とした。豚へのエンロフロキサシン

の投与用量、用法は体重1kgに2.5～5.0 

mg、頸部の筋肉内に注射すると定めら

れているので、今回は約 100 kg の豚に

対して 300 mg の量を頸部筋肉中に注射

した。セフチオフルに関しては投与用

量、用法は体重 1kg に 1～3 mg、頸部の

筋肉内に注射すると定められているの

で、今回は約100 kgの豚に対して200 mg

の量を頸部筋肉中に注射した。エンロ

フロキサシンとセフチオフルは 1 頭の

個体に対して同時に投与した。 

技能試験に適した均質な試料を得る

には、薬剤投与からの時間を十分にと

り、薬剤を生体中に十分に拡散させる

必要がある。一方で、過剰な時間をと

ると薬剤は代謝・排出され、技能試験

に用いる試料を得ることができない。

そこで、今回は薬剤投与からの時間が

異なる 2 つの区で試験を実施した。投

与から屠殺までの時間が約 24時間の区

を試験区 1、約 6 時間の区を試験区 2 と

した。研究用に薬剤を投与した豚は休

薬期間を遵守せず屠畜をするので、肉

が市場に出回らないよう屠畜場の通常

作業が全て終了した後屠畜し、屠体に

は識別用の札を付し、二頭とも全量を

買い上げた。 

 

投与した動物用医薬品の各部位への分

布および残留量の確認 

薬剤投与からの適切な経過時間を検

討するために、薬剤投与の 6 時間後に屠

殺した試験区 2 の半身から、ウデ、ロー

ス、モモを切り出した（図 1, 2）。切り

出した 3 つの部位から約 200g のサンプ

リングを 2 ヶ所行い、動物用医薬品の測

定を行った。測定対象項目はエンロフロ

キサシン、セフチオフルとし、それぞれ

の代謝物は含めなかった。測定法を以下

に示す。 

測定は、公定法である「食品に残留す

る農薬，飼料添加物又は動物用医薬品の

成分である物質の試験法 第 2 章 HPLC

による動物用医薬品等の一斉試験法Ⅰ

（畜水産物）」に準じた。 

試験方法の概略 

試料 5.00 g を量り採りアセトニトリル

20 mL、アセトニトリル飽和ヘキサン 20 

mL、無水硫酸ナトリウム 10 g を加え、

ホモジナイズした。これを毎分 3,000 回

転で 5 分間遠心分離し、有機層を採取し

た。得られた有機層からアセトニトリル

層を分取し、残った n-ヘキサン層を遠心

分離した残留物に加え、さらにアセトニ

トリル 20 mL を加えて激しく振り混ぜた

後、毎分 3,000回転で 5分間遠心分離し、

有機層を採取した。得られた有機層から
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アセトニトリル層を分取し先のアセト

ニトリル層と合わせ、アセトニトリルで

50 mL に定容した。定容した溶液 0.5 mL

を採取し、蒸留水を加えて1mLに定容し、

この溶液にアセトニトリル飽和ヘキサ

ン 0.5 mL を積層して振り混ぜた後、毎

分 3,000 回転で 5 分間遠心分離した。ア

セトニトリル-水層を試験溶液とし、

LC-MS/MS にて測定を行った。本法による

定量限界は 0.01 ppm であった。 

測定は公益社団法人日本食品衛生協

会 化学試験部で実施した。 

 

薬剤投与から屠殺までの経過時間およ

び試料の粉砕処理による動物用医薬品

の残留確認 

均質化した試料を作製するには、生

体内中に薬剤を十分に拡散させること

に加えて、適切な均質化処理を行う必

要がある。長い時間粉砕を行えば均質

な試料の調整は可能であるが、過剰な

時間をとると試料の均質化の際、内在

性酵素等の働きにより、アナライトが

分解することが考えられる。従って、

技能試験用試料にはできるだけ粉砕の

程度が低いものが望まれる。一方で、

粉砕の程度が低すぎると試料が十分に

均質化されない問題が生じる。そこで

粉砕処理によって薬剤がどのような変

動をするのか確認した。先の筋肉中の

分布を確認した試験においてウデ、ロ

ース、モモへの局在は確認されなかっ

たので、筋繊維が複雑ではないロース

を用いて薬剤投与からの経過時間およ

び粉砕処理による薬剤の残留確認を行

った。薬剤投与の 24 時間後に屠殺した

試験区 1 の半身、6 時間後に屠殺した試

験区 2 の半身から、ロース肉を切り出

し、切り出したロース肉を 20等分し（図

3）、奇数の 10 試料は粉砕せずにそのま

ま 1 試料あたり 2 試験試料採取し動物

用医薬品の測定に、偶数はサイレント

カッター（KILIA 社製）を用いて 3 分間

粉砕したものを 10個に小分けしたもの

を試料とした。試験の総数は、薬剤投

与から屠殺までの時間が異なる 2 つの

区、試料粉砕の有り無しの 2 種と計 4

つの区分において 10 試料 2 試験の 80

試験を実施した。 

エンロフロキサシン及びセフチオフル

の技能試験のための分析法の開発は、本

研究の分担課題である「新規技能試験プ

ログラムの開発及び統計学的評価に関す

る研究」により行われた。 

 

C. 結果及び考察 

投与した動物用医薬品の各部位への分

布および残留量の確認 

投与した動物用医薬品が豚の筋肉中へ

どのように分布したかを確認したところ、

エンロフロキサシンのウデの値は2.4 

mg/kg、2.6 mg/kg、ロースの値は2.6 mg/kg、

2.7 mg/kg、モモの値は2.8 mg/kg、2.7 

mg/kgであった（表3）。試験数は少ないが、

ウデ、ロース、モモの結果から屠殺の約6
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時間前に薬剤を投与した試験区2では、薬

剤が全身に均等に分布していることが確

認された。一方、セフチオフルはすべて

の部位から検出されなかった。これは投

与されたセフチオフルが即時体内で代謝

され、代謝産物のデスフロイルセフチオ

フルの状態で残留しているためと考えら

れた。 

 

粉砕処理による動物用医薬品の残留確

認 

薬剤投与からの時間と適切な粉砕条件

を検討した結果を表4に示す。薬剤投与後

24時間の筋肉においては、粉砕処理の有

無に関わらず、セフチオフルは検出され

ない、もしくはごく微量検出された試料

が一部あるのみで均質性の評価までは行

えなかった。一方、エンロフロキサシン

は投与後24時間の試料においても残留が

確認された。その残留量は未粉砕の区で

総平均0.152 mg/kg、3分間粉砕の区で総

平均0.136 mg/kgであった。薬剤投与後6

時間の筋肉においては、未粉砕の区でエ

ンロフロキサシンが総平均2.512 mg/kg、

セフチオフルが総平均0.141 mg/kg、3分

間粉砕の区ではエンロフロキサシンが総

平均2.451 mg/kg、セフチオフルが総平均

0.163 mg/kgであった。 

各試験区の結果を分散分析し、繰り返

し分析の分散と試料間の分散の計算結果

を表5に示した。均質性評価に用いた分析

法の精度および試料の均質性の評価は、

IUPAC に よ り 発 表 さ れ て い る The 

International Harmonized Protocol for 

the Proficiency Testing of Analytical 

Chemistry LaboratorieのRecommendation 

7及び8により行った。Recommendation 7

は、均質性試験に使用された分析法の精

度の評価であり、分析の併行精度 _ が

Horwitz式から予測される室間精度 _ の

0.5倍以下であれば、妥当と評価される。

薬剤投与後6時間、試料未粉砕区のセフチ

オフルのみ分析法は妥当とはならなかっ

た。エンロフロキサシンの分析法はいず

れの試料調製区においても条件を満たし

ており、妥当であると評価した。

Recommendation 8による試料間の均質性

の評価は、試料数10、繰り返し分析数が2

であれば、試料間の分散を 、 =

0.3× とするとき、 

< 1.88× + 1.01×  

を満たすときに試料は均質と判断される。

今回の検討では投与後24時間、6時間の区

においても3分間粉砕した場合のみ均質

と判断され、粉砕試料のみ技能試験に適

切と評価された。 

 

D. 考察 

 豚頸部の筋肉中に投与されたエンロ

フロキサシンおよびセフチオフルは投

与後6時間以内に全身の筋肉中にほぼ均

等に行きわたることが確認された。セフ

チオフルに関しては、投与後 6 時間の試

料からでも、セフチオフルとしては検出

されず、代謝物であるデスフロイロセフ
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チオフルとしてのみ検出された。これは

2015 年 3 月に食品安全員会から報告さ

れている動物用医薬品評価書に記載さ

れている薬物動態試験の結果と一致し

た。筋肉への残留量については、3 mg/kg

の割合で投与したエンロフロキサシン

が 6 時間後で投与量の 82.7%にあたる総

平均 2.482 mg/kg、24 時間後では投与量

の約 9.6%にあたる総平均 0.144 mg/kg

であった。2 mg/kg の割合で投与したセ

フチオフルは 6 時間後で投与量の約

7.6%にあたる総平均 0.152 mg/kg、24 時

間後では検出されなかった。本研究に使

用したエンロフロキサシン、セフチオフ

ルの休薬期間はそれぞれ 14 日間、3 日間

と定められていることからも、残留量に

ついては妥当であると考えられる。今年

度の結果から、技能試験のパイロットス

タディを行うための動物用医薬品の試

料としてはエンロフロキサシン、セフチ

オフルを投与後 6時間で屠殺した個体の

ロース肉を 3分間均質化処理したものが

最適であると考えられた。 

 

D．研究発表   

1. 論文発表 

特になし 

2. 学会発表 

特になし 

 

 

  



 

- 227 - 

表 1  オカダ酸群の熱安定性試験 

  

 

 

表 2 ホタテガイ試料中のオカダ酸の保存安定性 

  
 

0min 5min 10min 15min

オカダ酸（n=1） 0.121 0.155 0.142 0.130

オカダ酸（n=2） 0.142 0.145 0.128

DTX1（n=1） 0.012 0.014 0.011 0.012

DTX1（n=2） 0.012 0.015 0.011

（mg/kg）
DTX-1: ジノフィシストキシン-I
時間は121℃での加熱時間

試料番号
1 2

均質性評価時 1709-05 0.149 0.141
1709-14 0.143 0.142
1709-19 0.142 0.144
1709-20 0.146 0.138
1709-21 0.137 0.138
1709-24 0.148 0.153
1709-28 0.148 0.150
1709-31 0.149 0.149
1709-37 0.155 0.153
1709-44 0.150 0.146

作製1ヶ月後 1709-10 0.145 0.149
1709-36 0.149 0.145

作製3ヶ月後 1709-46 0.146 0.157
1709-49 0.156 0.156

オカダ酸濃度（mg/kg）
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図 1 豚半身 （赤丸部分の筋肉を取り出す） 

 

 

 
図 2 豚筋肉（左：ウデ、中：ロース、右：モモ） 

 

 

表 3 動物用医薬品の筋肉中への分布 

 

部位
1 2 1 2

ウデ 2.4 2.6 ND ND
ロース 2.6 2.7 ND ND
モモ 2.8 2.7 ND ND

エンロフロキサシン（mg/kg） セフチオフル（mg/kg）
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図 3 20分割したロース肉 
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