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令和 3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） 

 

食品衛生検査施設等の検査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 副所長 

 

研究要旨 

輸入食品や国内食品の流通段階で健康危害リスクを及ぼすような種々の有害物質等を監

視するために、行政検査は国民の食生活の安全を担保している。検査において、誤判定を避

けるために、各検査機関では分析値の信頼性確保が必須である。現在、食品の輸出の促進と

輸入の増加により、誤判定の回避は輸出入国間での係争を回避するためにも重要である。こ

れまで我々は、検査の信頼性を確保するために外部精度管理調査を検査施設に提供してお

り、ISO/IEC 17043認定取得をできたことで国際的にも認められた技能試験提供者となった。

この外部精度管理調査（技能試験）を継続的に検査施設に提供することで、各検査機関の検

査結果において信頼性の維持に寄与することができる。外部精度管理プログラムは、検査さ

れているすべての項目に対して開発されていることが理想であるが、調査試料作製の困難さ

から、一部の検査項目についてしか開発されていない。新規の外部精度管理調査の開発を困

難にしている要因は試料の安定性や均質性を担保することの技術的課題にある。本研究で

は、外部精度管理調査プログラムの改善と開発を目的に、これまで、均質で安定な外部精度

管理調査試料の開発にスプレードライヤを用いることが有用であることを見出した。そこ

で、今年度は、1．外部精度管理調査プログラム用適正試料の改善と開発に関する研究（渡

辺研究分担）では、スプレードライヤを用いた残留農薬検査試料作製の検討及び器具・容器

包装の検査項目の基礎検討及び微生物検査については、新規の定性検査の開発を、2．微生

物定性試験法における検出下限値の推定及び食品添加物の妥当性評価に関する研究（石井研

究分担）では、黄色ブドウ球菌試験法についてLODの推定を試みた。また、「ソルビン酸試験

法」及び「二酸化硫黄及び亜硫酸塩類試験法」について、室間共同試験により真度、併行精

度及び室間精度等を検討したところ、対象としたすべての食品種で良好な結果が得られた。

さらに、サイクラミン酸試験法については令和２年度の単一試験室での検討結果で良好な真

度及び精度が得られなかった５種類の食品種について規定分析法の改良法を検討した。3．

アレルギー物質検査の改良と開発に関する研究（村上研究分担）では、精度管理用試料の作

製のために適正資材の安定性の検討を、4．下痢性貝毒検査の外部精度管理に関する研究（鎗

田研究分担）では、検査試料の均質性評価と分析法の検討を、5．分析法の開発及び高精度

化と外部精度管理試料への適用（大竹研究分担）では、課題1で作製した試料をIDMSを用い

て分析値を付与し、5課題を実施した。 
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研究分担者名＝渡辺卓穂（（一財）食品薬品

安全センター秦野研究所副所長）、石井里枝

（埼玉衛生研究所副所長）、村上太郎（（地

独）大阪健康安全基盤研究所主任研究員）、

鎗田 孝（茨城大学農学部准教授、大竹貴光

（（国研）産業技術総合研究所主任研究員） 

 

A. 研究目的 

輸入食品や国内食品の流通段階で健康危

害リスクを及ぼすような種々の有害物質等

を監視するために、行政検査は国民の食生

活の安全を担保している。検査において、誤

判定を避けるために、各検査機関では分析

値の信頼性確保が必須である。現在、食品の

輸出の促進と輸入の増加より、誤判定の回

避は輸出入国間での係争を回避するために

も重要である。これまで申請者は、検査の信

頼性を確保するために外部精度管理調査を

検査施設に提供しており、ISO/IEC 17043認

定取得をできたことで国際的にも認められ

た技能試験提供者となった。この外部精度

管理調査（技能試験）を継続的に検査施設に

提供することで、各検査機関の検査結果に

おいて信頼性の維持に寄与することができ

る。 

外部精度管理調査プログラムは、検査さ

れているすべての検査項目に対して開発さ

れていることが理想であるが、調査試料作

製の困難さから、一部の検査項目について

しか開発されていない。新規の外部精度管

理調査の開発を困難にしている要因は、試

料の安定性や均質性を担保することの技術

的課題にある。本研究では、外部精度管理調

査プログラムの改善と開発を目的に、これ

まで、均質で安定な外部精度管理調査用試

料の開発にスプレードライヤを用いること

が有用であることを見出した。この粉体工

学技術を残留農薬検査用試料作製に応用検

討し、新規の基材開発を 1～3年を通して行

い、学術的に有用な方法を確立する。微生物

学検査では、基材の改善を行い、新規の検査

項目を開発すると共に対象菌の検出下限値

を掌握する。また、新たに、調査項目になか

った器具・容器包装の検査項目の基礎検討

を行う。さらに、食品添加物、貝毒及びアレ

ルギー物質検査試料を検討し、開発された

これらの調査試料は研究分担において外部

精度管理調査パイロットスタディとして最

終年までに実施し、実行可能性を検討する。 

これらの研究は、リスク管理をより堅実

なものとし、健康危害の未然防止や食品の

輸出入の係争回避に直結する成果が期待で

き、検査機関においては、ISO/IEC 17025認

定取得の補助となる。従って、現在の食品流

通において必要かつ早急に着手すべきであ

る。実施する 5 つの研究課題は、互いに密

接に連携し、相互に研究成果をフィードバ

ックし進行することが特色である。 

 

B. 研究方法 

1 外部精度管理調査プログラム用適正試

料の改善と開発に関する研究（渡辺研究分

担） 

1.1 スプレードライヤを用いた残留農薬

検査用試料の開発： 

残留農薬用試料は基材に自家製玄米粉を用

い、玄米粉 1 kg をアセトニトリル/水 4 L

に懸濁させ、20％アセトニトリル懸濁液と

しスプレードライヤに供した。作製検討に

用いたスプレードライヤは大川原化工機株
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式会社製研究開発用窒素ガス密閉循環型ス

プレードライヤ CL-8i を用いた。玄米粉懸

濁溶液は事前に撹拌し、均一な懸濁溶液と

し、原液タンクに移し、撹拌しながらペリス

タポンプでアトマイザに 2 kg/h で送液し

た。アトマイザにはロータリー式を用い、デ

ィスクは MC-50 型を使用した。回転数は

20000 rpmに設定した。また、入り口温度は

120℃、100℃、80℃で作製温度を検討した。

得られた玄米粉はマイクロトラックベル社

製マイクロトラック MT3200 を用い平均粒

子径を測定した。また、得られた玄米粉はガ

スクロマトグラフ質量分析計で 4 種の農薬

（ダイアジノン、フェニトロチオン、マラチ

オン、クロルピリホス）を測定した。また、

作製した玄米粉は顕微鏡下で粒子の観察を

行った。 

1.2 器具・容器包装の原材料の材質別規格

に関する調査試料作製検討： 

食品衛生法において個別規格があるプラス

チックの材質ポリマーについて、作製上の

必要要件である有機溶媒への溶解性を検討

した。その結果、試料基材にはポリスチレン

ペレットを選択し、試験対象物質をカドミ

ウム及び鉛として、溶解溶媒にジクロロメ

タンを用いてシート状の試料作製を行った。

これらのシート状試料は、試験対象物質の

良好な均質性が得られたが、ポリスチレン

ペレットの溶解溶媒に用いたジクロロメタ

ンの残留が認められた。また、残留溶媒除去

法の確立が困難だったことから、今年度は

新たな作製法としてスプレードライヤを用

いて粉体の試料作製を試みた。添加に用い

る標準品はシート状試料と同様に有機溶媒

に溶解する SPEX 製カドミウム及び鉛 (い

ずれも 5000 µg/g、Base Oil 75) を用いた。

ポリマー質量に対して 10 倍容量のジクロ

ロメタンに、この標準品を添加して均質な

溶液とし、これにポリマーを添加して混合

し、十分にポリマーを溶解した (ポリマー

溶液)。これをスプレードライヤに供し、粉

体状の試料を得て、これらのカドミウム及

び鉛含量を測定し、理論作製濃度 (50 

µg/g) への回収率及び均質性ならびに残留

溶媒について検討した。 

1.3 特定原材料検査（乳）技能試験プログ

ラムのパイロットスタデイ： 

本年度の外部精度管理調査に関するパイ

ロットスタディでは、検討の結果安定性が

確認されたとうもろこしペースト及びイチ

ゴジャムを基材としてスキムミルクより調

製した乳タンパク質を 9.0 µg/g添加した試

料を作製した。参加機関は公定法及び各機

関の標準操作手順書に従い、消費者庁から

提示されている 3キット（モリナガキット、

日本ハムキット、プリマハムキット）中、2

種類を用いて測定を行い、結果を提出する

よう要請した。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。 

回収した結果は、測定キット、試料ごとに

解析を行った。測定値についてメジアン・ク

リーニング（MC）を行った後、ロバスト方式

により統計値を算出した。結果は Xbar-R管

理図および z-スコアにより評価を行った。 

1.4 一般細菌数測定検査用調査試料の開

発： 

食品衛生外部精度管理調査、微生物学調

査では主に一般細菌数測定検査に用いる基

材開発を行った。 

一般細菌数測定検査の新規基材として白

飯 (見立て食材：弁当) を用い、妥当性確
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認として①性能評価、②品質評価、③パイ

ロットスタディの実施による運用確認を行

った。 

性能評価では冷蔵試料 (0～10℃)と冷蔵

保存 10日後に 22.5℃へ移送した試料 (常

温試料)の 2通りの調査試料について、最

大 84日間保存までの生菌数の挙動を観察

した。 

品質評価ではパイロットスタディ用に作

製した調査試料から採取した 10個の調査

試料を 2名の検査員でそれぞれ生菌数測定

を行い、配付前の品質評価 (均質性確認試

験 ) および報告期間後までの品質評価 

(安定性確認試験) を行った。なお均質性

確認試験では公表する暫定値の算出に加え

て ISO/TS 19036：2006 Microbiology of 

food and animal feeding stuffs — 

Guidelines for the estimation of 

measurement uncertainty for 

quantitative determinations を用いた標

準不確かさの算出を行った。 

パイロットスタディでは 49機関の参加

機関に対して調査試料を配付し、報告値を

回収して解析を行った。 

  

2 微生物定性試験法における検出下限値

の推定及び食品添加物試験法の妥当性に関

する研究（石井研究分担） 

微生物定性試験法における検出下限値の推

定 

 黄色ブドウ球菌定性試験を対象として実

施試験の 50%が陽性となる菌量である LOD50

（level of detection）の推定を行った。

ブランク試料を用いた繰り返し試験を行い

手技による LOD50のバラツキを評価した。ま

た６種の食品試料（チャーハン、カレー、チ

ーズケーキ、エッグタルト、生うどん、ソー

セージ）について LOD50を推定した。２倍段

階希釈した Staphylococcus aureus 菌液を

試料に接種し、黄色ブドウ球菌定性試験法

を各濃度 n=６で実施し、陽性と判定された

試料数から LOD50を算出した。黄色ブドウ球

菌試験法は、食品衛生法における食品、添加

物等の規格基準に定められている食肉製品

の黄色ブドウ球菌試験法に準じた。LOD50の

算出方法は ISO 16140-2:2016およびその引

用元である Wilrichら（J AOAC Int., 92(6), 

1763-72 (2009).）の手法に準じて LOD50を

推定した。 

食品添加物試験法の妥当性に関する研究 

 「ソルビン酸試験法」については6機関で

10食品種を、「二酸化硫黄及び亜硫酸塩類

試験法」については8機関で6食品種を対象

に室間共同試験を実施した。 

 同一ロットの食品を配布し、通知試験法

に従って、基準値が設定されている場合に

は基準値濃度に、基準値が設定されていな

い場合には定量下限値濃度になるように

添加して１食品当たり２試料を定量した。 

 それぞれの機関から提出された定量値

についてCochran検定、single Grubbs検定

及びpaired Grubbs検定によって外れ値検

定を行い、一元配置分散分析によって平均

値、併行相対標準偏差、室間再現相対標準

偏差及びHorRat値等を求めた。サイクラミ

ン酸試験法については、ビスケット、チョ

コレート、米酢、らっきょう漬け及びたく

わん漬けの５食品を対象食品として、100 

µg/g濃度にサイクラミン酸を添加し、１日

２併行にて改良法を検討した。 
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3 アレルギー物質検査の改良と開発に関

する研究（村上研究分担） 

本研究では、これまでに特定原材料（小

麦・落花生）の定量で影響が確認されてきた

ポ リ フ ェ ノ ー ル の 一 種 で あ る

Proanthocyanidin (PAC) を含む試料につい

て、特定原材料を正確に定量することを目

的として、分析法の改良について検討を行

った。今年度は特定原材料の検査における

試験室内における不確かさについて評価を

行った。当研究所で検査と併行して分析し

た管理試料と添加回収試験の測定結果を元

に、特定原材料の測定における不確かさに

ついて推定を行った。また、改良抽出法の試

験室間における評価のために精度管理用試

料を作成し、試料の安定性について評価し

た。 

 

4 下痢性貝毒検査の外部精度管理に関す

る研究（鎗田研究分担） 

4.1 均質性評価のための分析法の開発 

(1) 材料・試薬 

ホタテガイは市販の殻付きホタテガイを

使用した。1 ppm OA溶液（溶媒：メタノー

ル）と 1 ppm DTX1溶液（溶媒：メタノール）

は産業技術総合研究所から入手した。DTX2

認 証 標 準 物 質 は National Research 

Council Canadaから入手した。他の試薬は

LC-MS用、HPLC用または特級を用いた。 

(2) ホタテガイ試料の前処理方法 

ホタテガイを開殻した後、可食部をブレ

ンダーで細かく刻んだ。この試料 2 gを食

安基発 0306 第 4 号・食安監発 0306 第 2 号

の別紙 2 に従って前処理した。ただし、固

相抽出による精製は、本件研究で開発した

方法（後述）で行った。 

(3) 固相抽出条件の検討方法 

ODSカートリッジ（ジーエルサイエンス社

製 Inert-Sep C18 500 mg）を用いた方法 2

法と、HLBカートリッジ（Waters社製 Oasis 

PRiME HLB 200 mg）を用いた方法 2法を検

討した。各法の詳細は分担報告書に記載す

るが、ここでは最も良好な結果を示した方

法（Ｄ法）の手順を示す。 

 Ｄ法：(2)に従って調製したヘキサン洗浄

液 2.5 mL、水 2.5 mL、OA群混合標準溶液

100 µL の混合液をカートリッジに注入し、

溶出液を Fr.D1 とした。次に、試料が入っ

ていたねじ口試験管にアセトニトリル/メ

タノール（4：1）1.0 mL を加えて攪拌し、

カートリッジに注入した。この操作を繰り

返した。さらにアセトニトリル/メタノール

（4：1）3.0 mL をカートリッジに注入し、

これらによって得られた溶液を合わせて

Fr.D2とした。さらにアセトニトリル/メタ

ノール（4：1）3.0 mLをカートリッジに注

入し、得られた溶液を Fr.D3 とした。 

(4) LC-MS/MS測定 

 LC-MS/MS測定には、島津製作所のUFLC高

速液体クロマトグラフ（ポンプ：LC-20AD、

デガッサー：DGU-20A3、オートサンプラー：

SIL-20ACHT、カラムオーブン：CTO-20AC、シ

ステムコントローラ：CBM-20A）と、質量分

析計（Applied Biosystems 3200 Q TRAP）

を用いた。カラムはCadenza CD-C18カラム

（内径：2 mm、長さ：100 mm、粒子径：3 µm）

を用いた。LC-MS/MSの測定条件は、食安基発

0306第4号・食安監発0306第2号の別紙2に準

拠した。 

4.2 検査試料の均質性評価 

(1) 材料・試薬 
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検査試料は、昨年度の本事業で調製した

ものを使用した。試薬類は 4.1(1)と同じも

のを使用した。 

(2)均質性評価試験の方法 

 検査試料 10本を無作為に選択し、各瓶に

ついて 2回ずつ、合計 20サブサンプルを分

析した。 

4.3 液体クロマトグラフィー蛍光検出法の

検討 

(1)材料・試薬 

 HPLC用または特級試薬を用いた。 

(2)誘導体化法 

 9-Anthryldiazomethane（ADAM） 2 mgに

アセトン 100 µL とメタノール 900 µL を順

次加えた。インサート付 200 µL バイアルに

試料 100 µLをとり、窒素気流下で乾固した。

これに前述の ADAM溶液 200 µL を加え、室

温、暗所で 1時間反応させた。 

(3)カラムスイッチング HPLC装置 

 島津製作所製のポンプ2台、デガッサー、

カラムオーブン、蛍光検出器、およびレオダ

イン製インジェクターと6方切換えバルブ2

個より構成させた。第1カラムにはジーエル

サイエンス製Inertsil diol 5 µm (4.6 

mmi.d.×250 mm)を、第2カラム（トラップ

カラム）にはジーエルサイエンス製

Inertsil C4 5 µm (3.0 mmi.d.×150 mm)

を、第3カラムには野村化学製Develosil 

C30-UG-5 (3.0 mmi.d.×250 mm)を用いた。 

 

5 分析法の開発及び高精度化と外部精度

管理試料への適用（大竹研究分担） 

対象農薬が検出下限以下であることを

確認した、市場流通品のブランク玄米を粉

砕したものを試料とし、そこに対象農薬で

あるクロルピリホス、ダイアジノン、フェ

ニトロチオン、マラチオンをポジティブリ

ストの基準濃度値（クロルピリホス、ダイ

アジノン、マラチオン: 0.1 mg/kg, フェ

ニトロチオン: 0.2 mg/kg）になるように

添加した。本試料を、IDMSを適用した一斉

試験法および SFE法によって分析を行い、

得られた結果を解析して各分析法の正確

さを精密に評価・比較した。さらに、食品

薬品安全センター秦野研究所がスプレー

ドライヤにより開発した残留農薬検査用

玄米試料（Lot 1 (120 ℃), 2 (100 ℃), 

3 (80 ℃) の 3種, 温度は噴霧温度を示

す）中の対象農薬を分析した。得られた結

果は、試料調製における農薬の添加濃度等

と比較した。 

試薬は、アセトニトリル（AN）、アセト

ン（Ac）、トルエン（Tol）、メタノール（Me）、

無水 Na2SO4 は関東化学製ポリ塩化ビフェ

ニル･残留農薬分析用を用いた。他の試薬

は試薬グレードを用い、水は超純水を用い

た。 

 質量比混合法によって標準液を調製し

た。クロルピリホス-d10、ダイアジノン-

d10、フェニトロチオン-d6、マラチオン-d6

を含む Ac 溶液を調製し、内標準溶液とし

た。アラクロールを Ac に溶解した溶液を

調製し、さらにこの一部を Ac に希釈して

シリンジスパイク溶液を調製した。一方、

クロルピリホス、ダイアジノン、フェニト

ロチオン、マラチオンを Ac に溶解させ農

薬混合溶液を調製した。さらに、農薬混合

溶液、内標準溶液、アラクロール溶液、Ac

を混合することにより、検量線溶液を調製

した。次に、あらかじめ分析対象農薬とそ

の標識体を含有しないことを確認した玄

米試料を後述の前処理法によって処理し
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た。得られたブランク溶液を窒素気流で乾

固し、前述の検量線溶液に溶解させること

により、マトリックスマッチ検量線溶液を

調製した。 

分析法 1（一斉試験法）では、玄米試料

3 gに農薬混合溶液 0.4 mL（添加回収試験

の場合のみ）および内標準溶液 0.4 mLを

加えて静置した。これに水 10 mLを加えて

15 分静置した後、AN25 mL を加えて細砕

し、吸引ろ過した。ろ紙上の残留物に AN10 

mL を加えて細砕した後、吸引ろ過した。こ

れに NaCl10ｇと 0.5 mol/L リン酸緩衝液

（pＨ7.0）20 mLを加え、10分間振とうし

た。その後、あらかじめ AN10 mLでコンデ

ィショニングした Agilent Technologies

製 Bond Elut C18 固相抽出カートリッジ

（1 g）を用いて、振とうによって得られ

た AN 層と AN2 mL を通液する処理を行っ

た。得られた処理液を無水 Na2SO4によって

脱水し濃縮・乾固した後、AN/Tol（3:1）

混液 2 mL に溶解した。Supelco製 ENVI-

Carb/LC-NH2 固相抽出カートリッジ（500 

mg/500 mg）を AN/Tol（3:1）混液 10 mLで

コンディショニングした後、前述の抽出液

を注入し、さらに AN/Tol（3:1）混液 20 mL

を注入した。全溶出液を乾固して得られた

残さをアラクロール溶液 0.5 mLに溶解さ

せ、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。測定条件は以下の通りであ

る。装置：7890/5975c GC/MS システム

（Agilent Technologies製）、カラム：DB-

5ms（30 m×0.25 mm、膜厚 0.25 µm、Agilent 

Technologies製）、カラム温度：50 ℃で 2

分間保持した後、＋20 ℃/分で 160 ℃ま

で昇温し、さらに＋7 ℃/分で 300 ℃まで

昇温し、10分間保持、注入口温度：250 ℃、

検出器温度：230 ℃（イオン源）、注入方

式：スプリットレス、キャリアガス：ヘリ

ウム、注入量：1 µL、イオン化条件：EI、

定量に用いた m/z：314（クロルピリホス）、

324（クロルピリホス-d10）、304（ダイアジ

ノン）、314（ダイアジノン-d10）、277（フ

ェニトロチオン）、283（フェニトロチオン

-d6）、285（マラチオン）、291（マラチオン

-d6）、188（アラクロール）。 

分析法 2（SFE法）では、玄米試料 1 gに

農薬混合溶液 0.15 mL（添加回収試験の場

合のみ）および内標準溶液 0.15 mLを加え

て静置した。これに約 10 gの NagSO4を加

え、ステンレス製の 15 mL 抽出管（日本分

光製）に試料を導入し、日本分光製の超臨

界抽出装置（ポンプ 1：PU-2080-CO2、ポン

プ 2：PU-2080 Plus、ミキサー：MX-2080-

32、オーブン：CO-2065 Plus、背圧調整弁：

BP-2080 Plus）を用いて抽出を行った。抽

出条件は以下の通りである；溶媒：

25%(v/v)Me／超臨界二酸化炭素、温度：

80 ℃、圧力：25 MPa、溶媒流量：2.5 

mL/min、抽出時間：20 min。抽出液を、抽

出装置出口に接続した ODS カラム（日本分

光製、PES-10-1/16）に通液した後、ナス

型フラスコに回収した。回収した抽出液

を、あらかじめ AN/Tol（3:1）混液 10 mL

でコンディショニングした Supelco 製

ENVI-Carb/LC-NH2 固相抽出カートリッジ

（500 mg/500 mg）に注入し、さらに AN/Tol

（3:1）混液 20 ｍLを注入した。全溶出液

を乾固して得られた残さをアラクロール

溶液 0.2 mLに溶解させ、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。測定条件は、分析法 1 と同じ
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である。 

分析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、

Mc：検量線溶液中の農薬混合液の質量、Cc：

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。 

添加回収試験においては、式(1)に準じ

て算出した一斉試験法（分析法 1）および

SFE 法（分析法 2）の分析値を、玄米試料

への添加濃度（クロルピリホス、ダイアジ

ノン、マラチオン: 0.1 mg/kg, フェニト

ロチオン: 0.2 mg/kg）と比較することに

より、正確さを評価した。残留農薬検査用

玄米試料の分析においては、式(1)に準じ

て算出した一斉試験法（分析法 1）および

SFE 法（分析法 2）による分析値を、試料

調製における農薬の添加濃度等と比較し

た。 

 

C.D. 研究結果および考察 

1 渡辺研究分担  

1.1 スプレードライヤを用いた残留農薬

検査用試料の開発： 

前年度に、80％アセトニトリル懸濁液に

4 種農薬（ダイアジノン、フェニトロチ

オン、マラチオン、クロルピリホス）を

添加し、同一条件で作製した。その結

果、それぞれの農薬の回収率は噴霧温度

80％で 25％～40％となり、噴霧温度を下

げることで回収率は改善した。さらに

40％アセトニトリル懸濁液の場合、さら

に回収率は高くなった。これらの結果を

踏まえ、今年度はさらに水の添加を増や

し 20％アセトニトリル懸濁液を用い検討

を行った。検討条件はこれまでと同様の

条件で行った。すなわち、アトマイザの

回転数：20000rpm、処理量 2kg/h、噴霧

温度（入口温度）を 120℃、100℃、80℃

で検討した。今回はさらに水を加えたた

めに、大きな粒子の玄米粉の沈降が少な

かった。また、各噴霧温度においても

40％アセトニトリルを用いた時と比べて

回収率は高くなり改善した。農薬の回収

率は噴霧温度が下がるほど高くなった。

これは、温度により農薬が分解または気

散している可能性が示唆された。これも

前回と同様の傾向が認められた。ダイア

ジノンは沸点が 120℃で添加農薬の中で

一番沸点が低く、回収率も一番低かっ

た。噴霧温度が 120℃のとき回収率は

47.5％となり、80℃では 69.8％と回収率

は劇的に改善した。一方、他の 3農薬の

回収率の挙動は、沸点がいずれも 140℃

以上であることからほぼ同じとなった。

これは前回と同様の傾向であった。噴霧

温度が 80℃のとき回収率は 70％～75％程

になり、これまでで最も回収率が良好で

あった。以上のように、水の添加量を増

やすことで回収率が改善したが、これ以

上の水の添加は農薬の水の溶解性を考え

ると限界であると考えられた。何か溶解
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を補助するものを添加することでさらに

水の添加量を増やすことも可能であるが

実験系が複雑になることから本条件が最

適であると考えられた。 

 以上より、作製溶媒の水の比率が大きく

なると回収率も高くなり、また、噴霧温度を

下げることで、さらに回収率が高くなるこ

とが分かった。さらに水の比率を高くする

ことは農薬の溶解性によるので、本条件が

適正であると思われる。今後は本条件での

再現性を確認する必要がある。 

1.2 器具・容器包装の原材料の材質別規格

に関する調査試料作製検討： 

シート状試料作製と同ポリマー含量 10 

w/v%で作製した結果、試料の外観は糸状と

なり、均質な粉体試料が得られなかった。

新たに希釈溶媒として酢酸ブチルを用い

て調製したポリマー含量 1 w/v%及び 5 

w/v%溶液から得られた試料は、5 w/v%では

一部糸状試料が観察されたが、1 w/v%では

均質な球状粒子の試料が得られた。しか

し、球状粒子は非常に微細で帯電しやす

く、試験操作上の観点から不適切であると

考えられた。 

シート状試料ではジクロロメタンが部

位により約 1～3%残留する可能性が示唆

されたが、スプレードライヤを用いて試料

を作製した結果、いずれの部位も定量下限

未満の良好な結果が得られた。しかしなが

ら希釈溶媒として使用した酢酸ブチルは

約 2%残留しており、スプレードライヤに

おける入口温度 100℃が溶媒沸点 126℃よ

りも低いことが原因の 1 つとして考えら

れた。 

カドミウム及び鉛含量において、ポリマ

ー含量 10 w/v%及び 5 w/v%溶液から得ら

れたいずれの試料もカドミウム及び鉛の

理論作製濃度に対していずれの部位でも

回収率 85～105%と均質で良好な結果が得

られた。 

スプレードライヤに供するポリマー溶

液やスプレードライヤ装置の設定条件を

変えることで外観上は均質な粉体試料が

得られたが、これらは帯電しやすく調査試

料としての適用はできないため、これらを

用いた加工等更なる検討が必要であると

考える。今後は更に前回の研究報告で良好

な溶解性が確認できた他の基材について

も同様の検討を行う。 

1.3 特定原材料検査（乳）技能試験プログ

ラムのパイロットスタデイ： 

パイロットスタディに先立ち、基材検討を

行った。とうもろこしペースト及びイチゴ

ジャムに乳タンパク質を添加し、小スケー

ルで作製した試料について 1 か月、3.5 か

月及び 8 か月の安定性を確認した。その結

果、両試料とも試験結果回収までを想定し

た作製後 3.5 か月を超え、8 か月まで安定

である結果が得られた。上記 2 基材を用い

た調査試料を用いてパイロットスタディを

実施した。 

パイロットスタディへの参加機関は 36 機

関で、すべての機関がモリナガキット及び

日本ハムキットを使用したことから、これ

ら 2 キットについて統計解析を行った。プ

リマハムキットとモリナガ（βLG）キットに

ついては使用が各 1 機関と少なかったため、

解析を行わなかった。 

その結果、MC で除外された機関は認めら

れなかった。Xbar管理図では管理限界線の

範囲を超える機関は 1 機関、R 管理図で管

理限界線を超えた機関は全体でのべ 5 機関
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認められた。Xbar管理図で外れたデータは、

z-スコアの絶対値も 3 以上となり、外れ値

を示した。 

以上の結果からほとんどの機関で、十分に

コントロールされた試験が行われているこ

とが推察された。 

1.4 一般細菌数測定検査用調査試料の開

発： 

調査試料の性能評価において、冷蔵試

料の生菌数測定を添加菌の添加直後、保

存開始から 10、14、28、84日後の 5回実

施した。また常温試料の生菌数測定を保

存開始から 14、28日後の 2回実施した。

いずれも 1個の調査試料を使用し、秤量

回数 2回とした 。冷蔵試料は保存開始か

ら 84日後まで非常に安定した生菌数を維

持し、各実施日の生菌数の差も±0.5 log 

cfu/g の範囲内であった。また添加菌添

加直後と 28日後の生菌数平均値差は

0.03 log cfu/gであった。参考情報とし

て実施した常温試料も、保存開始 14，28

日後のいずれも冷蔵試料とほぼ同等の生

菌数を維持していた。 

調査試料の品質評価では、パイロット

スタディ用の調査試料は冷蔵保存し、そ

の中から均質性確認試験および安定性確

認用に無作為に各 10 個の調査試料を抽出

した。均質性確認試験は 2名の検査員が

各 1回ずつ生菌数測定を行い、実数の平

均値、標準偏差、変動係数および一元分

散分析を行った。また均質性確認試験で

は試験結果をもとに標準不確かさを算出

した。標準不確かさは 0.05 log cfu/g 

と非常に小さい数値であり、調査試料と

して問題ないと評価した。安定性確認試

験は調査試料の作製から約 2カ月後に均

質性確認試験と同様に試験を実施した

後、実数の平均値を算出した。 

パイロットスタディでは、対象とした

全 49機関から結果を回収した。実数解析

では、データ・クリーニングにより除外

される機関はなく、2シグマ処理は実施

しなかった。正規確率プロットを確認し

たところ、概ね直線状にデータが分布し

ており、正規分布に従っていると考えら

れた。また管理限界外となった機関は�̅�

管理図においては 0機関、𝑅管理図にお

いては 2機関であった。𝑧 −スコアによる

解析では、2≦｜𝑧 −スコア｜＜3に該当

する機関が 1機関、3≦｜𝑧 −スコア｜に

該当する機関が 1機関であった。相対標

準偏差は 15.65 %であり、ゼラチン基材

を調査試料とする食品衛生外部精度管理

調査 一般細菌数測定検査における過去 5

年間 (2017年度～2021年度) の相対標準

偏差 (11～18 %) と大差のないものであ

った。対数解析では、データ・クリーニ

ングにより除外される機関はなく、2シ

グマ処理は実施しなかった。 

正規確率プロットを確認したところ、

概ね直線状にデータが分布しており、正

規分布に従っていると考えられた。ま

た、𝑧 −スコアによる解析では、 

2≦｜𝑧 −スコア｜＜3に該当する機関が 2

機関、3≦｜𝑧 −スコア｜に該当する機関

はなかった。相対標準偏差は 1.52 %であ

り、ゼラチン基材を調査試料とする食品

衛生外部精度管理調査 一般細菌数測定検

査における過去 5年間 (2017 年度～2021

年度) の相対標準偏差 (1.0～2.3 %) と

大差のないものであった。 

なお、実数解析と対数解析を比較した
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ところ、対数解析のほうがより正規分布

に従っていた。一般的に微生物学的技能

試験は対数解析を行っているものが多

く、国際的に見ても今後の外部精度管理

調査では対数解析を採用したほうがよい

と考えられた。 

 

2 石井研究分担 

微生物定性試験法における検出下限値の推

定 

 手技によるバラツキの評価における黄色

ブドウ球菌定性試験法の LOD50 は 29～49 

CFU/mL であった。また、食品試料ごとの

LOD50 は 25～48 CFU/g であり、手技による

バラツキと比較しても食品試料による検出

感度の低下は認められなかった。 

 食品試料ごとの LOD50 を培地への試料接

種量である 0.02 g 中の菌量に換算すると

0.50～0.96 CFUとなる。すなわち、１個以

上の菌が培地中に接種されれば検出された

と考えられ、試験性能としては十分な検出

感度を有していると推察された。 

 今後複数の試験室による共同試験を行い、

推定した LOD50を評価する予定である。 

食品添加物試験法の妥当性に関する研究 

 「ソルビン酸試験法」で検討対象とした

10 種類の食品及び「二酸化硫黄及び亜硫

酸塩試験法」で検討対象とした 6種の食品

はすべて室間共同試験で真度及び精度良く

測定が可能であったことから、妥当性評価

の対象食品として適当であると考えられ

た。 

 サイクラミン酸規定分析法改良の検討で

はビスケット試料は加水量を増やし、適宜

混和・攪拌することにより、チョコレート

では上澄液を２倍程度希釈することによ

り、たくわん漬けでは固相抽出カートリッ

ジへの負荷液のｐH調整では顕著な回収率

向上の効果は認められなかったが、米酢及

びらっきょう漬けではｐH６～７に調整す

ることにより回収率の改善が図られた。 

 

3 村上研究分担 

当研究所で検査と併行して分析した管理

試料と添加回収試験の測定結果を元に、

特定原材料の測定における不確かさにつ

いて推定を行った。評価の結果、両キッ

トの測定間と抽出間の精度は全ての項目

で 10 %以下となり、良好な結果を示し

た。一方で、室内再現精度については使

用する試料とキットによって差異が確認

された。室間共同試験用の試料の調製法

について検討した結果、試料は調製後 84

日まで安定であり、測定阻害と改良抽出

法の評価に適用できることが確認でき

た。このため、最終年度は試験室数を増

やして改良抽出法の試験室間共同試験を

実施する予定である。 

 

4 鎗田研究分担 

4.1 均質性評価のための分析法の開発 

(1) 固相抽出条件の最適化 

検討した4法で得た各フラクションをLC-

MS/MSで測定した。このうちＤ法については、

すべてのOA群がFr.D2に溶出したことを確

認した。 

(2) マトリックス効果の評価 

Ｄ法による処理液（Fr.D2）について、LC-

MS/MSにおけるマトリックス効果の影響を

評価した。その結果、OA群の感度は標準液測

定における感度と同等であり、顕著なマト

リックス効果は認められなかった。一方、他
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の固相抽出条件によって得たフラクション

では、マトリックス効果を除去することは

できなかった。これより、検討した固相抽出

条件の中ではＤ法が精確な測定のために最

も有効であると考えられた。 

(3) 正確さと再現性の評価 

確立した分析法によって添加回収試験

を行った。添加濃度は、ホタテガイ試料中

濃度として各 0.05 mg/kgとした。その結

果、OA群の回収率はほぼ 100 %であり、下

痢性貝毒検査法における正確さの要求基

準である 70～120 %に十分適合しているこ

とが示された。 

各日2回の分析を3日間行うことにより、

室内精度を評価した。その結果、得られた室

内精度は相対値として5.8～8.3 %であり、

下痢性貝毒検査法における精度の要求基準

（20 %以下）を十分満たしていた。 

4.2 検査試料の均質性評価 

調製した検査試料から10本を無作為に選

びだし、各瓶から異なる2か所を採取して分

析した。得られた結果を一元配置分散分析

によって評価したところ、瓶間のばらつき

は有意ではない（P値>0.05）ことが確認され

た。 

認証標準物質の生産に関する国際基準で

あるISO Guide 35に則り、均質性に関する

不確かさを評価した。その結果、相対標準偏

差として、OA：5.6 %、DTX1：5.9 %と算出

された。この結果は、試験所間の分析結果の

ばらつきの予測値（検査試料の予備分析結

果をHorwitzの修正式に代入することによ

って算出）よりも十分小さかった。すなわ

ち、昨年度調製した検査試料は、試験所間比

較試験での使用のために十分な均質性を有

することが示された。 

4.3  液体クロマトグラフィー蛍光検出法

の検討 

第 1カラム、第 2カラム及び第 3カラム

における OA 群の保持挙動を検討し、その

結果を基にカラムスイッチング条件を確

立した。この条件において、まず、第 1カ

ラムの 4～6 分をハートカットして、トラ

ップカラムへ導入した。その後、切換えバ

ルブを操作し、この分画を第 3カラムに導

入したところ、OA 蛍光誘導体化物は約 13

分に、DTX-1 蛍光誘導体化物は約 16 分に

溶出した。ADAM を用いた誘導体化におい

ては、誘導体試薬由来の成分と分析対象成

分との分離が困難である場合があるが、本

法ではこれらを良好に分離することがで

きた。 

 

5 大竹研究分担 

添加回収試験において、分析法 1で得ら

れた定量値と調製値の比を比較した結果、

クロルピリホスが 100 、ダイアジノンが

100 %、フェニトロチオンが 97 %、マラチ

オンが 99 %となり、本方法によって調製

値通りの分析値が得られることが示され

た。また各農薬の標識体の回収率も、95～

101 %と良好であった。なお、マトリック

スマッチングを行っていない検量線溶液

を用いた場合の算出結果は、クロルピリホ

スが 102 、ダイアジノンが 96 %、フェ

ニトロチオンが 89 %、マラチオンが 98 %

であり、マトリックスマッチ検量線溶液と

の結果と比べてフェニトロチオンの測定

結果に偏りが生じることが確認された。よ

って、マトリックスマッチ検量線を用いて

定量することが適切であると考えられた。 

 同様に、分析法 2の SFE法で得られた定
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量値と調製値の比は、クロルピリホスが

100 %、ダイアジノンが 100 %、フェニト

ロチオンが 99 %、マラチオンが 99 %とな

り、SFE法によっても調製値通りの分析値

が得られることが示された。さらに、各農

薬の標識体の回収率も、72～83 %と良好で

あった。これより、本研究で対象とした玄

米中の農薬に対して、SFE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。なお一斉試験法と

同様に、マトリックスマッチングしていな

い検量線を用いた場合の比も算出した。計

算の結果、クロルピリホスが 103 、ダイ

アジノンが 99 %、フェニトロチオンが

96 %、マラチオンが 96 %であり、マトリ

ックスマッチ検量線溶液との結果と比べ

てクロルピリホスとフェニトロチオンの

測定結果に若干の偏りが生じることが確

認された。結果的には一斉試験法と大きな

差は見られず、SFE法においてもマトリッ

クスマッチ検量線を用いて定量すること

が適切であるという結果が得られた。 

 食品薬品安全センター秦野研究所より提

供された残留農薬検査用玄米試料の、Lot 1 

(120 ℃), 2 (100 ℃), 3 (80 ℃) （温度

は噴霧温度を示す）の 3 種類に含まれる対

象農薬を、一斉試験法および SFE 法によっ

て分析した。得られた結果より、クロマトグ

ラムにおいて対象農薬のピークに夾雑物に

よる妨害が見られず、一斉試験法と SFE 法

の定量結果もよく一致していた。食品薬品

安全センター秦野研究所によると、添加濃

度はクロルピリホス: 0.1, ダイアジノン: 

0.4, フェニトロチオン: 0.2, マラチオ

ン: 0.2（単位は mg/kg）であり、調製時の

回収率は 45～75 %程度と予想されるという

ことであった（農薬の種類によって回収率

は異なる）。本研究で得られた結果を用いて、

調製時の回収率を計算した結果、46.5 %～

71.6 %となった。これより、一斉試験法お

よび SFE 法の分析結果が、添加濃度と調製

時の回収率から予測される濃度の範囲とよ

く一致していたことが示された。以上より、

玄米中の対象農薬について、本研究で検討

した方法により信頼性が高い分析値が得ら

れたと考えられる。 

 

E. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

1) 千葉雄介、藤原 茜、高瀬冴子、島田慎

一、石井里枝：E. coli 定性試験法におけ

る検出下限値の推定、第 42 回日本食品微

生物学会学術総会、Web開催（岡山）2021 

2) 千葉雄介、金井美樹、藤原 茜、荒島麻

実、土井りえ、島田慎一、石井里枝：黄色

ブドウ球菌定性試験法における検出下限

値の推定、第 117回日本食品衛生学会学術

講演会、Web開催（東京）2021 

3）村上太郎、工藤鮎子、村野晃一、高取聡、

角谷直哉、若栗忍、渡辺卓穂：ELISA 法に

よる特定原材料（落花生）の測定における

阻害因子の解析と改良抽出法の検討：日本

食品化学学会 第 27回総会・学術大会，WEB

開催，2021.  

4）村上太郎、村野晃一、工藤鮎子、清田恭

平、昌山敦、高取聡、山野哲夫：特定原材

料検査の内部品質管理における課題と不

確かさの推定：第 58 回全国衛生化学技術

協議会年会，WEB開催，2021. 
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5) 上原由理香，鳥居塚南，鎗田 孝：LC-

MS/MSによるホタテガイ中下痢性貝毒(オカ

ダ酸群)分析における固相抽出法とマトリ

ックス効果に関する検討，第 27回 LC&LC/MS

テクノプラザ（Web開催）2022． 

6) 中村圭介、大竹貴光、羽成修康：ネギ中

のネオニコチノイド系農薬分析における超

臨界流体抽出法の評価、日本食品衛生学会

第 117回学術講演会、Web開催、2021 

7) 中村圭介、大竹貴光、羽成修康：

Evaluation of the automatic extraction 

techniques for the determination of 

neonicotinoid pesticides in green onion、

The 2021 International Chemical 

Congress of Pacific Basin Societies 

(Pacifichem2021)、Web開催、2021 

 

F. 知的所有権の取得状況 

 なし 

 

 

 

 

 

 

 



- 15 - 

令和 3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） 

 

食品衛生検査施設等の検査の信頼性確保に関する研究 

 

研究分担報告書 

 

外部精度管理調査プログラム用適正試料の改善と開発に関する研究 

－スプレードライヤを用いた残留農薬用試料の開発(1)－ 

 

研究代表者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 副所長 

研究協力者 高坂 典子 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 室長 

 平林 尚之 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

  久保田佳子 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

  池田 真季 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

 

研究要旨 

初年度、玄米粉中の残留農薬については、100％アセトニトリルにダイアジノン、

フェニトロチオン、マラチオン及びクロルピリホスを溶解させ、玄米粉を加え懸濁撹

拌させ、スプレードライヤの噴霧温度（入口温度）を120℃、100℃、80℃で比較検討

したが、回収率は5％～25％と非常に低くかったことから、昨年度は、水を加え、

80％アセトニトリル溶液、40％アセトニトリル溶液を検討した結果、水の量を増やす

ことで回収率が改善できることが分かった。今年度は、さらに水の量を増やし20％ア

セトニトリル溶液で作製検討した。作製条件は、これまでと同様に行い回収率を比較

した。回収率は改善され、入り口温度が80℃のとき、いずれの農薬も回収率は70％以

上であった。作製された試料は、課題5に供与した。 

 

A． 研究目的 

 これまで技能試験プログラム用試料は

実試料に近い湿試料を開発し作成してい

た。湿試料の場合、長時間にわたる安定

性を維持することは非常に困難であっ

た。野菜ペースト中の残留農薬や豚肉ペ

ースト中の残留動物用医薬品などはその

基材由来の成分や酵素などにより分解を

受け易く、安定性を担保することが課題

である。これら技能試験プログラム用試

料は、安定性ばかりではなく、均質性も

求められ、両者を満たされなければ試料

として用いることができない。一方、湿

試料に比べ乾試料は安定性が良いことは

知られており、安定性を期待する試料と

して紛体の乾試料を用いて技能試験も行

われている。そこで、紛体の技能試験プ

ログラム用試料の開発を目的とした。 

 乾燥した紛体の作製には、試料の分解

を考慮すると凍結乾燥法が有力である
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が、多量の試料を作製するためには向か

ない。また、紛体と紛体を混合しても、

粒子径が同じでなければ均質なものはで

きない。そこで、液体原料を熱風中に噴

霧して液滴の比表面積を増加させ短時間

で水分を蒸発させる乾燥法であるスプレ

ードライヤ（噴霧乾燥法）をこの技能試

験プログラム用試料作製に応用できない

か検討した。スプレードライヤは 20 世紀

初めに脱脂粉乳の乾燥に用いられ発達し

た技術であり、種々の食品に応用されて

いる。通常は液体原料に適用された技術

であるが、我々は、玄米粉を用い、カド

ミウム溶液に懸濁させて作製条件の検討

を行い、技能試験用試料として用いるこ

とができることを示した。今年度は、同

一の玄米粉を用い、残留農薬用試料作製

に応用し、基礎的検討を行った。 

 

B． 方法 

1．試料基材および試薬 

試料基材として自家製玄米粉（宮城ひ

とめぼれを粉砕した）を用いた。農薬

（ダイアジノン標準品、フェニトロチオ

ン標準品、マラチオン標準品、クロルピ

リホス標準品）はいずれも

Dr.Ehrenstorfer 製を用いた。また、溶解、抽

出にアセトニトリル（HPLC 用、富士フイルム

和光純薬）、トルエン（富士フイルム和光純

薬）、ヘキサン（残留農薬用、富士フイルム

和光純薬）、アセトン（残留農薬用、富士フイ

ルム和光純薬）および水（HPLC 用、富士フ

イルム和光純薬）を用いた。 

2．使用機器および測定条件 

 残留農薬標準品の秤量にはザルトリウ

ス社製電子天秤 (MSA225S100DI)を用い

た。農薬の測定には島津製作所社製

GC/MS-QP2010 を使用した。カラムは DB-

5MS（Agilent J&W）を用い、以下の測定条

件で行った。 

GC/MS 測定条件 

カラムオーブン温度：50℃ 

気化室温度：250℃ 

注入モード：スプリットレス 

サンプリング時間：1.5 分 

線速度：47.2 cm/秒 

スプリット比：15:1 

温度プログラム：50℃（1 分）⇒125℃

（25℃/分）⇒300℃（10℃/分）10分 

3．標準溶液の調製 

 農薬の標準原液は、ダイアジノン、フ

ェニトロチオン、マラチオンおよびクロ

ルピリホスについて、それぞれの農薬標

準原液を調製した。すなわち、各標準品

を当該成績書の純度に基づき換算し、

100.0 mg となるよう精密に量りとり、

これにアセトンを加えて溶かし、正確に

100 mL として各農薬の標準原液 (1000 

µg/mL) とした。 

4．試料溶液の調製 

 GC/MS 用試料 

試料 10.0 g に水 20 mL 加え、15分間

放置し、アセトニトリル 40 mL 添加し、

3 分間ホモジナイズした。ホモジナイザ

ー (GLH-115) のシャフトを少量のアセ

トニトリルで洗い、ホモジナイズした試

料と合わせ、ホモジナイズした試料を吸

引ろ過した (受器：100 mL 容メスフラ

スコ、桐山ロート、No.5A ろ紙)。残渣

をろ紙ごと回収 (スパーテル、ピンセッ

ト等を用いて抽出容器に戻した) し、ア

セトニトリル 20 mL を添加、撹拌後、再
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度 3 分間ホモジナイズした。シャフトを

少量のアセトニトリルで洗い、ホモジナ

イズした試料と合わせ、吸引ろ過し、抽

出容器内及び残渣をアセトニトリルで洗

い込み、ろ液を全て合わせ、アセトニト

リルで正確に 100 mL とした。分液ロー

トに抽出液 20 mL を正確にとり、振とう

機で 10分間振とうした。30 分以上静置

した後、分離した下層 (水) を除去し、

予め C18ミニカラムをアセトニトリル

10 mL でコンディショニングした。この

カラムを吸引マニホールドにセットし、

分離したアセトニトリル層を注入した。 

さらに、アセトニトリル 2 mL を注入

し、全溶出液を回収した。脱水後 (15

分間放置、この間 3 回程度振り混ぜ

た)、無水硫酸ナトリウムを綿栓ろ過に

よりろ別した (受器：100 mL 容ナス型

フラスコ)。得られたろ液を 40°C 以下 

(設定 35°C) で濃縮乾固した。残留物

にアセトニトリル及びトルエン (3：1) 

混液 2 mL に溶解後、超音波処理した。 

精製には、予め GC/NH2 ミニカラムをア

セトニトリル及びトルエン (3：1) 混液

10 mL でコンディショニングした。抽出

液全量 (約 2 mL)を GC/NH2 カラムに負

荷し(受器：50 mL 容ナシ型フラスコ)、

ナス型フラスコ内をアセトニトリル及び

トルエン (3：1) 混液 10 mL で洗い、こ

の液を GC/NH2 カラムに負荷することを

2 回繰り返した (10 mL×2 回)。次に溶

出液を 40°C 以下（35°C 設定）で 1 mL

以下に濃縮し、これにアセトン 10 mL を

加えて 40°C 以下 (35°C 設定) で 1 mL

以下に濃縮、再度アセトン 5 mL を加え

て濃縮した溶媒を除去した。残留物に

A/H 混液 2 mL を正確に加えて溶解後、

超音波処理して試験溶液及び空試験溶液

とし(試料基材 1 g/mL 相当)し、試料溶

液及び空試料溶液は共栓試験管(10 mL

容)に移し、測定日まで冷蔵庫で保管し

た。 

 

5．試料の作製 

残留農薬用試料は自家製玄米粉を用

い、玄米粉 1 kgをアセトニトリルまたは

アセトニトリル/水 4 Lに懸濁させ、スプ

レードライヤに供した。 

5．スプレードライヤによる玄米粉試料

作製条件 

作製検討に用いたスプレードライヤ

は大川原化工機株式会社製研究開発用窒

素ガス密閉循環型スプレードライヤCL-

8iを用いた。玄米粉懸濁溶液は事前に撹

拌し、均一な懸濁溶液とし、原液タンク

に移し、撹拌しながらペリスタポンプで

アトマイザに2 kg/hで送液した。アトマ

イザにはロータリー式を用い、ディスク

はMC-50型を使用した。回転数は20000 

rpmに設定した。また、入り口温度は

120℃、100℃、80℃で作製温度を検討し

た。得られた玄米粉はマイクロトラック

ベル社製マイクロトラックMT3200を用

い平均粒子径を測定した。また、得られ

た玄米粉はガスクロマトグラフ質量分析

計で4種の農薬を測定した。また、作製

した玄米粉は顕微鏡下で粒子の観察を行

った。 

 

(倫理面への配慮) 

食品の安全に関する研究であり、倫理面

への配慮をする必要はなかった。 
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C．D． 研究結果および考察 

1. スプレードライヤによる玄米粉試料

作製検討 

 技能試験用試料として残留農薬検査に

ついて検討した。残留農薬は水溶性のも

のは少なく、有機溶媒を用いた作製の検

討となった。これまで用いたスプレード

ライヤはいずれも水溶液用であり、有機

溶媒を用いる場合は、窒素ガス密閉循環

型スプレードライヤがその作製には有効

の装置である。本装置 CL-8i は予備検討

に使用した L-8i の密閉系の装置であ

り、難水溶性物質の乾燥、造粒が可能で

あり、窒素循環させていることから酸化

防止にもなり、残留農薬検査用試料作製

には適した装置であると考えられた。そ

こで、前回まで基材としては重金属と同

様の自家製玄米粉を用い、4 種の農薬を

図 1 に示すように試料作製した。図 2に

は用いたスプレードライヤ CL-8i の外観

を示す。本装置を用い、アトマイザーの

回転数は 20000rpm とし、処理量は

2kg/h に設定し、入口温度を 120℃、

100℃、80℃の 3条件で検討を行った。

前回用いた溶媒はアセトニトリルであ

り、玄米粉と懸濁させたとき玄米粉の沈

降速度が速くぺリスタポンプで上方へ送

液中に玄米粉粒子が沈降するスピードが

速く、微細な粒子が先に導入されて、大

きな粒子が遅れて導入されることがわか

った。また、吸い込み口を下げると、大

きな粒子も導入されるため、回収量が多

くなることも確認された。よって、撹拌

や導入口の位置など検討する必要がある

ことがわかった。重金属の作製において

は水を溶媒として用いたのに対して、農

薬は有機溶媒を使用していることから玄

米粉への溶媒の浸透度の違いがあり、農

薬は玄米粉中への浸透は少なく、回収率

が低くなったと考えられた。そこで、前

年度は水を添加することで回収率が改善

するか検討した。すなわち、80％アセト

ニトリル懸濁液に 4種農薬（ダイアジノ

ン、フェニトロチオン、マラチオン、ク

ロルピリホス）を添加し、昨年度作製し

た条件で行った。その結果、それぞれの

農薬の回収率は噴霧温度 80％で 25％～

40％となり、噴霧温度を下げることで回

収率は改善した。さらに 40％アセトニ

トリル懸濁液の場合、さらに回収率は高

くなった。これらの結果を踏まえ、今年

度はさらに水の添加を増やし 20％アセ

トニトリル懸濁液を用い検討を行った。

検討条件はこれまでと同様の条件で行っ

た。すなわち、アトマイザの回転数：

20000rpm、処理量 2kg/h、噴霧温度（入

口温度）を 120℃、100℃、80℃で検討

した。表 1～4に各農薬の回収率の変化

を示す。また、図 3に噴霧温度と玄米粉

中農薬の回収率を示す。今回はさらに水

を加えたために、大きな粒子の玄米粉の

沈降が少なかった。また、各噴霧温度に

おいても 40％アセトニトリルを用いた

時と比べて回収率は高くなり改善した。

農薬の回収率は噴霧温度が下がるほど高

くなった。これは、温度により農薬が分

解または気散している可能性が示唆され

た。これも前回と同様の傾向が認められ

た。ダイアジノンは沸点が 120℃で添加

農薬の中で一番沸点が低く、回収率も一

番低かった。噴霧温度が 120℃のとき回
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収率は 47.5％となり、80℃では 69.8％

と回収率は劇的に改善した。一方、他の

3 農薬の回収率の挙動は、沸点がいずれ

も 140℃以上であることからほぼ同じと

なった。これは前回と同様の傾向であっ

た。噴霧温度が 80℃のとき回収率は

70％～75％程になり、これまでで最も回

収率が良好であった。以上のように、水

の添加量を増やすことで回収率が改善し

たが、これ以上の水の添加は農薬の水の

溶解性を考えると限界であると考えられ

た。何か溶解を補助するものを添加する

ことでさらに水の添加量を増やすことも

可能であるが実験系が複雑になることか

ら本条件が最適であると考えられた。図

4 には自家製玄米粉の粒度分布と顕微鏡

写真を示す。図 5～7には噴霧温度を

120℃から 80℃まで変化させたときの粒

度分布と顕微鏡写真を示す。前回の条件

では、噴霧温度が下がるにつれて平均粒

子径が小さくなったが、今回はほぼ同じ

であった。 

 以上より、作製溶媒の水の比率が大き

くなると回収率も高くなり、また、噴霧

温度を下げることで、さらに回収率が高

くなることが分かった。さらに水の比率

を高くすることは農薬の溶解性によるの

で、本条件が適正であると思われる。今

後は本条件での再現性を確認する必要が

ある。 

 

E．研究発表 

1. 論文発表 

  なし 

2. 学会発表 

  なし 
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表1 噴霧温度によるダイアジノンの回収率の変化（20％アセトニトリル） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b c d e f

試験溶液中濃度 試料採取量 試料溶液定容量 試料溶液採取量 最終試験溶液量 希釈率

(ng/mL) (g) (mL) (mL) (mL)

1-1 92.90323 10.027 100 20 2 2 0.185306133 0.185

1-2 94.82663 10.035 100 20 2 2 0.188991789 0.188

1-3 99.34631 10.043 100 20 2 2 0.1978419 0.197

0.006244998

0.00624

3.2842105

3.3

2-1* 139.26679 10.002 100 20 2 2 0.278477884 0.278

2-2* 129.61868 10.005 100 20 2 2 0.259107806 0.259

2-3* 129.97713 10.043 100 20 2 2 0.258841243 0.258

0.011269428

0.0113

4.2641509

4.3

3-1* 135.54152 10.043 100 20 2 2 0.269922374 0.269

3-2* 143.41026 10.038 100 20 2 2 0.285734728 0.285

3-3* 141.99973 10.020 100 20 2 2 0.283432595 0.283

0.008717798

0.00872

3.125448

3.1

調査試料中濃度 (g )
*1

g  = a *f *e /d *c /b /1000

(μg/g)

SD (μg/g)

RSD (%)

3
(80°C)

Lot No.
試料溶液

番号

1
(120°C)

SD (μg/g)

RSD (%)

2
(100°C)

SD (μg/g)

RSD (%)



- 21 - 

 

 

 

 

 

表2 噴霧温度によるフェニトロチオンの回収率の変化（20％アセトニトリル） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b c d e f

試験溶液中濃度 試料採取量 試料溶液定容量 試料溶液採取量 最終試験溶液量 希釈率

(ng/mL) (g) (mL) (mL) (mL)

1-1 58.22484 10.027 100 20 2 2 0.116136112 0.116

1-2 59.55646 10.035 100 20 2 2 0.118697479 0.118

1-3 63.21035 10.043 100 20 2 2 0.125879419 0.125

0.004725816

0.00473

3.9416667

3.9

2-1* 79.11733 10.002 100 20 2 2 0.158203019 0.158

2-2 73.68078 10.005 100 20 2 2 0.147287916 0.147

2-3 72.45477 10.043 100 20 2 2 0.144289097 0.144

0.007371115

0.00737

4.9133333

4.9

3-1 72.48685 10.043 100 20 2 2 0.144352982 0.144

3-2* 76.00201 10.038 100 20 2 2 0.151428591 0.151

3-3* 76.70595 10.020 100 20 2 2 0.153105689 0.153

0.004725816

0.00473

3.1744966

3.2

1
(120°C)

3
(80°C)

2
(100°C)

SD (μg/g)

g  = a *f *e /d *c /b /1000

(μg/g)

Lot No.
試料溶液

番号

調査試料中濃度 (g )
*1

RSD (%)

SD (μg/g)

RSD (%)

SD (μg/g)

RSD (%)
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表3 噴霧温度によるマラチオンの回収率の変化（20％アセトニトリル） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b c d e f

試験溶液中濃度 試料採取量 試料溶液定容量 試料溶液採取量 最終試験溶液量 希釈率

(ng/mL) (g) (mL) (mL) (mL)

1-1 52.11532 10.027 100 20 2 2 0.103949975 0.103

1-2 53.78666 10.035 100 20 2 2 0.107198127 0.107

1-3 56.92402 10.043 100 20 2 2 0.113360589 0.113

0.005033223

0.00503

4.6574074

4.7

2-1* 75.86752 10.002 100 20 2 2 0.151704699 0.151

2-2 69.86697 10.005 100 20 2 2 0.139664108 0.139

2-3 68.96018 10.043 100 20 2 2 0.137329842 0.137

0.007571878

0.00757

5.3309859

5.3

3-1 70.73012 10.043 100 20 2 2 0.140854565 0.140

3-2 73.47464 10.038 100 20 2 2 0.146392987 0.146

3-3 74.81082 10.020 100 20 2 2 0.149322994 0.149

0.004582576

0.00458

3.1586207

3.2

RSD (%)

Lot No.
試料溶液

番号

調査試料中濃度 (g )
*1

1
(120°C)

SD (μg/g)

g  = a *f *e /d *c /b /1000

(μg/g)

SD (μg/g)

RSD (%)

SD (μg/g)

RSD (%)

2
(100°C)

3
(80°C)
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表4 噴霧温度によるクロルピリホスの回収率の変化（20％アセトニトリル） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b c d e f

試験溶液中濃度 試料採取量 試料溶液定容量 試料溶液採取量 最終試験溶液量 希釈率

(ng/mL) (g) (mL) (mL) (mL)

1-1 28.50415 10.027 100 20 2 2 0.056854792 0.0568

1-2 29.62863 10.035 100 20 2 2 0.059050583 0.0590

1-3 30.96518 10.043 100 20 2 2 0.0616652 0.0616

0.0024028

0.00240

4.0609137

4.1

2-1 38.07941 10.002 100 20 2 2 0.076143591 0.0761

2-2 35.63433 10.005 100 20 2 2 0.071233043 0.0712

2-3 35.50728 10.043 100 20 2 2 0.070710505 0.0707

0.0029838

0.00298

4.0990371

4.1

3-1 35.90524 10.043 100 20 2 2 0.071503017 0.0715

3-2 36.86035 10.038 100 20 2 2 0.073441622 0.0734

3-3 36.50188 10.020 100 20 2 2 0.072858044 0.0729

0.0009849

0.000985

1.3567493

1.4

g  = a *f *e /d *c /b /1000

(μg/g)

3
(80°C)

調査試料中濃度 (g )
*1

SD (μg/g)

RSD (%)

SD (μg/g)

RSD (%)

SD (μg/g)

RSD (%)

Lot No.
試料溶液

番号
(Lot No.)

1
(120°C)

2
(100°C)
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図1 スプレードライヤによる技能試験用残留農薬検査試料作製スキーム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 作製例

溶媒 (アセトニトリル)  ダイアジノン 0.4 µｇ

農薬混合標準溶液  フェニトロチオン 0.2 µｇ

　転倒混和  マラチオン 0.2 µｇ

 クロルピリホス 0.1 µｇ

 溶媒 4 L (約80%)

試料基材 (玄米粉)

　転倒混和  試料基材 1000 g (約20%)

　静置 (浸漬)

　撹拌混和

　スプレードライヤ 試料中濃度 (理論値)

 ダイアジノン 0.4 µｇ/g

 フェニトロチオン 0.2 µｇ/g

 マラチオン 0.2 µｇ/g

 クロルピリホス 0.1 µｇ/g

分注

試料

浸漬用農薬混合標準溶液の調製

試料基材の浸漬

試料作製
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図2 窒素ガス密閉循環型スプレードライヤCL-8iの外観 
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   図3 噴霧温度と玄米粉中農薬の回収率の比較（20％アセトニトリル） 

      Lot1:120℃、Lot2:100℃、Lot3:80℃ 
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  図4 自家製玄米粉の粒度分布と顕微鏡写真 
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   図5 120℃で噴霧したときの粒度分布と顕微鏡写真 
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   図6 100℃で噴霧したときの粒度分布と顕微鏡写真 
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   図7 80℃で噴霧したときの粒度分布と顕微鏡写真 
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令和 3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） 

 

食品衛生検査施設等の検査の信頼性確保に関する研究 

 

研究分担報告書 

 

外部精度管理調査プログラム用適正試料の改善と開発に関する研究 

－器具・容器包装の原材料の材料別規格に関する調査試料作製検討(2)－ 

 

研究代表者 渡辺 卓穂   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 副所長 

研究分担者 渡辺 卓穂   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 副所長 

研究協力者 高坂 典子   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 室長 

  平林 尚之   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

  久保田佳子   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

 西垣 嘉人   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

 池田 真季   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

  

研究要旨 

食品衛生法第 4 条 6 項に、食品衛生とは、食品、添加物、器具及び容器包装を対

象とする飲食に関する衛生をいうと定義されており、器具・容器包装は食品衛生の

3 本柱の 1 つと言える。これまでは、この食品衛生法第 7 条 1 項及び第 10 条の規定

に基づき制定される「食品、添加物等の規格基準 (昭和34年厚生省告示第370号)」

で定める食品中の残留農薬基準や添加物の使用 (残留) 基準を参考に外部精度管理

調査のための実施プログラムを検討してきた。昨年度「器具・容器包装」を対象に

新たな外部精度管理調査プログラムの実施を試みるべく調査試料作製の基礎的検討

を開始し、食品衛生法において個別規格があるプラスチックの材質ポリマーについ

て、作製上の必要要件である有機溶媒への溶解性を検討した。その結果、試料基材

にはポリスチレンペレットを選択し、試験対象物質をカドミウム及び鉛として、溶

解溶媒にジクロロメタンを用いてシート状の試料作製を行った。これらのシート状

試料は、試験対象物質の良好な均質性が得られたが、ポリスチレンペレットの溶解

溶媒に用いたジクロロメタンの残留が認められた。また、残留溶媒除去法の確立が

困難だったことから、今年度は新たな作製法としてスプレードライヤを用いて粉体

の試料作製を試みた。添加に用いる標準品はシート状試料と同様に有機溶媒に溶解

する SPEX 製カドミウム及び鉛 (いずれも 5000 µg/g、Base Oil 75) を用いた。ポリ

マー質量に対して 10 倍容量のジクロロメタンに、この標準品を添加して均質な溶液

とし、これにポリマーを添加して混合し、十分にポリマーを溶解した (ポリマー溶

液)。これをスプレードライヤに供し、粉体状の試料を得て、これらのカドミウム及

び鉛含量を測定し、理論作製濃度 (50 µg/g) への回収率及び均質性ならびに残留溶

媒について検討した。シート状試料と同ポリマー含量 (10 w/v%) では、スプレード

ライヤによる試料は糸状となり、均質な粉体試料が得られなかった。そこで、均質
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な粉体試料を得るためにポリマー含量やスプレードライヤに供する際のポリマー溶

液の希釈溶媒についても検討した。その結果、新たに希釈溶媒として酢酸ブチルを

用いて調製したポリマー含量 1 w/v%及び 5 w/v%溶液から得られた試料は、5 w/v%で

は一部糸状試料が観察されたが、1 w/v%では均質な球状粒子の試料が得られた。し

かし、球状粒子は非常に微細で帯電しやすく、試験操作上の観点から不適切である

と考えられた。残留溶媒については、シート状試料ではジクロロメタンが部位によ

り約 1～3%残留する可能性が示唆されたが、スプレードライヤを用いて作製した結

果、いずれの部位も定量下限未満の良好な結果が得られた。しかしながら酢酸ブチ

ルは約 2%残留しており、スプレードライヤにおける入口温度 100℃が溶媒沸点 126℃

よりも低いことが原因の 1 つとして考えられた。カドミウム及び鉛含量において、

いずれの作製条件で得られた試料もカドミウム及び鉛の理論作製濃度に対していず

れの部位でも回収率 85～105%と均質で良好な結果が得られた。スプレードライヤに

供するポリマー溶液のポリマー含量や溶液の種類、またスプレードライヤ装置の設

定条件を変えることで外観上は均質な粉体試料が得られたが、調査試料としての適

用はできないため、これらを用いた加工等更なる検討が必要であると考えられた。 

A． 研究目的 

厚生省告示第370号で規定される器具及

び容器包装に関する規格基準には、「A 器

具若しくは容器包装又はこれらの原材料

一般の規格」、「D 器具若しくは容器包装

又はこれらの原材料の材質別規格」、「E 

器具又は容器包装の用途別規格」及び「F 

器具及び容器包装の製造基準」があり、

この中でも「D 器具若しくは容器包装又

はこれらの原材料の材質別規格」の合成

樹脂製器具・容器包装の全合成樹脂に共

通して規定される材質試験としてのカド

ミウム及び鉛の規格に着目した。昨年度

の検討において、ポリスチレンペレット

の溶解溶媒として用いたジクロロメタン

の作製シートへの残留が約1%でほぼ一定

となり、これ以上の除去が困難なことか

ら、調査試料の作製検討として新たにス

プレードライヤを用いたポリスチレン粉

体の作製を試みた。各作製条件で得られ

た試料中の残留溶媒、カドミウム及び鉛

の含量を測定し、品質評価を行った。 

 

B． 方法 

1． 試料基材、器材、試薬及び標準品 

ポリスチレン (以下、PS) ペレットとし

て PSJ-ポリスチレン (PS ジャパン) を用

いた。 

調査試料作製用器材に、ガラス製の 5 L

メデューム瓶 (蓋：PP製) を用いた。 

試料基材溶解溶媒 (以下、溶解溶媒) と

して、ジクロロメタン (試薬特級、富士フ

イルム和光純薬)、酢酸ブチル (試薬特級、

富士フイルム和光純薬 ) を用いた。     

10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン溶液

の希釈溶媒の検討として、メタノール 

(試薬特級、富士フイルム和光純薬)、ヘ

キサン (試薬特級、富士フイルム和光純

薬)、アセトン (試薬特級、富士フイルム

和光純薬)、メチルシクロヘキサン (和光
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特級、富士フイルム和光純薬)、2,2,4-ト

リメチルペンタン (イソオクタン、試薬

特級、富士フイルム和光純薬)、シクロヘ

キサン (和光特級、富士フイルム和光純

薬)、ヘプタン (試薬特級、富士フイルム

和光純薬)、酢酸ブチル (試薬特級、富士

フイルム和光純薬)、クロロホルム (試薬

特級、富士フイルム和光純薬)、トルエン 

(試薬特級、富士フイルム和光純薬)、4-

メチル-2-ペンタノン (メチルイソブチル

ケトン、試薬特級、富士フイルム和光純

薬) 及び 2-ブタノン (メチルエチルケト

ン、試薬特級、富士フイルム和光純薬)を

用いた。 

ポリマーに添加する標準品として、カド

ミウムは 5000 µg/g Cadmium (Base Oil 75、

SPEX CertiPrep)、鉛は 5000 µg/g Lead 

(Base Oil 75、SPEX CertiPrep) を用いた。 

 

2． 使用機器 

調査試料作製用機器として、 Fisher 

Scientific製マグネチックスターラー 

(Isotemp) を、秤量には、メトラー・ト

レド製電子天秤 (PR803) を用いた。 

10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン溶

液の希釈溶媒の検討には、ボルテックス

ミキサーを用いた。 

試料中のジクロロメタン及び酢酸ブチ

ルの残留溶媒、カドミウム及び鉛の測定

は外部委託にて実施した。ジクロロメタ

ン及び酢酸ブチルの残留溶媒測定は、島

津 製 作 所 製 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ 

(GC2010Plus)、カドミウム及び鉛の測定

は、アジレント・テクノロジー製誘導結

合プラズマ発光分析装置 (Agilent 5800 

ICPE-OES)用いた。 

スプレードライヤ試料の作製には、大

川原化工機株式会社製研究開発用窒素ガ

ス密閉循環型スプレードライヤCL-8iを用

いた。また、得られたスプレードライヤ

試料の観察に、デジタル顕微鏡を用い

た。 

 

3． 作製条件の検討 

1) 10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン

溶液の希釈溶媒の検討 

スプレードライヤに供する際の10 w/v%

ポリマー含有ジクロロメタン溶液を希釈

するための溶媒の検討を行った。検討に

は、B．1．試料基材、器材、試薬及び標

準品に示した溶媒を用い、それぞれ    

10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン溶液

と等倍及び3倍希釈を行い、溶解性を目視

観察した。希釈後、分離した溶媒につい

ては以後の希釈操作及び観察を行わず、3

倍希釈直後において溶解した溶媒のみ5日

後の溶解性についても観察をした。 

2) スプレードライヤに供するポリマー含

量の検討 

ポリマー含量の検討を以下のとおりに

行った。 

10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン溶

液及び10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタ

ン溶液と、B. 3. 1) より選択した溶媒 

(以下、希釈溶媒) を、ポリマー含量が     

1 w/v %及び5 w/v %となるよう混合し、

スプレードライヤに供して、得られた試

料を観察した。 

3) スプレードライヤを用いた試料の作

製条件 

作製法の概略を図1に、スプレードライ

ヤ運転条件を表2に示す。 
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試料基材のポリマー質量に対して10倍

容量のジクロロメタンをとり、これにカ

ドミウム及び鉛標準液を添加し、均質な

標準溶液添加溶解溶媒を調製した。これ

にポリマーを添加し、混合溶解して均質

なポリマー溶液を調製した。このポリマ

ー溶液 (ポリマー含有10 w/v%) またはス

プレードライヤに供する前に希釈溶媒

で、ポリマー含量が1 w/v%及び   5 w/v%

となるよう混合したものを原液タンクに

移し、撹拌しながら3.5 ～     3.7 kg/h

で送液した。運転条件はディスク型また

はノズル式を用い、ディスク型の場合は

MC-50型、回転数25000 rpm、ノズル式の

場合はRJ-10型、噴霧ガス圧力0.10～0.20 

Mpaとした。入口温度は100℃または140℃

で検討した。また、得られた試料につい

て、ジクロロメタン及び酢酸ブチル含量

とカドミウム及び鉛の含量 (理論作製濃

度50 µg/g) を測定した。作製した試料は

顕微鏡下で粒子の観察も行った。 

 

4． 試料の品質評価 

1) 試料中残留溶媒の測定 

スプレードライヤを用いて作製した試

料について、溶解に使用した溶媒として

ジクロロメタンおよび酢酸ブチルの残留

量 (含量) を確認した。測定は、スプレ

ードライヤにより生成されたおおよその

時系列に従い、6～7分画とした6～7試験

部位について、スプレードライ試料中の

残留溶媒含量について評価した。なお、

ジクロロメタン及び酢酸ブチル含量測定

については、食品衛生法上の登録検査機

関に外部委託した。 

2) 試料の均質性評価 

スプレードライヤを用いて作製した試

料について、カドミウム及び鉛の含量を、

残留溶媒の測定に用いた同様の試験部位

について測定を行い、試験部位の違いに

よるばらつきと回収率について評価した。

なお、カドミウム及び鉛含量の測定につ

いては、食品衛生法上の登録検査機関に

外部委託した。 

 

(倫理面への配慮) 

特定化学物質 (第2類分類) の使用に際

し、使用者への暴露、発散及び漏洩の防

止に努めた。 

 

C．D． 研究結果および考察 

1. 作製条件の検討 

1) 10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン

溶液の希釈溶媒の検討 

10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン溶

液及び希釈溶媒として12種類の有機溶媒

について検討した結果を表1に示す。 

等倍希釈を行ったところ、メタノール

では混合後直ちに分離し、ポリマーが沈

降した。また、ヘキサン、アセトン、メ

チルシクロヘキサン、2,2,4-トリメチル

ペンタン (イソオクタン)、シクロヘキサ

ン及びヘプタンは混合後白濁したが、ボ

ルテックスミキサーで混合することによ

り溶解した。酢酸ブチル、クロロホルム、

トルエン、4-メチル-2-ペンタノン (メチ

ルイソブチルケトン) 及び2-ブタノン 

(メチルエチルケトン) ではいずれも混合

後直ちに溶解した。混合後、溶解した11

種について更に3倍希釈したところ、希釈

直後の観察でヘキサン、2,2,4-トリメチ

ルペンタン (イソオクタン) 及びヘプタ
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ンで分離が認められた。スプレードライ

ヤに供するまでの日数を調製後最大5日間

と仮定し、その間の溶解性の確認を行っ

たところ、3倍希釈した溶媒のうち、アセ

トンを除いたすべての溶媒で溶解性に問

題ないことが確認できた。スプレードラ

イヤに供することから沸点、溶媒の取り

扱い等を踏まえ、希釈後混合溶媒の沸点

が最も高いと推定される酢酸ブチルを選

択した。 

以上の結果より、今年度は試料基材と

してPSペレットを、溶解溶媒としてジク

ロロメタン、希釈溶媒として酢酸ブチル

を用いてスプレードライヤを用いた試料

の作製検討を行った。 

2) スプレードライヤに供するポリマー含

量の検討 

B.3.1)に示す方法を用いてスプレード

ライヤに供した。 

3) スプレードライヤを用いた試料の作製

検討 

材質試験 (器具・容器包装) の調査試

料作製としてスプレードライヤに供する

ポリマー溶液について検討した。昨年度

までは PSシートを作製し、残留溶媒測

定 (ジクロロメタン含量)、PSシート内

の均質性確認試験 (カドミウム及び鉛含

量の測定) 及び溶解溶媒除去法について

検討を実施した。今年度は重金属検査、

残留農薬検査の試料作製として検討を実

施していたスプレードライヤを用いた試

料作製の検討を行った。残留農薬検査の

試料作製と同様、有機溶媒を用いる場合

は、窒素ガス密閉循環型スプレードライ

ヤがその作製には有効の装置である。本

装置 CL-8iは密閉系の装置であり、難水

溶性物質の乾燥、造粒が可能であり、窒

素循環させていることから酸化防止にも

なり、ポリマー溶液を用いた試料作製に

も適した装置であると考えられた。試料

基材として PSペレットを、添加物質と

してカドミウム及び鉛を用い、図1に示

すように試料を作製した。図2には用い

たスプレードライヤ CL-8i の外観を示

す。本装置を使用することで、溶媒も回

収でき、ジクロロメタンの沸点が低いた

め入口温度は低く設定できる。そこで、

ディスク型の場合はアトマイザーの回転

数は25000 rpmとし、重金属検査及び残

留農薬検査の条件を参考にして処理量は

3.5～3.7 kg/h に設定し、入口温度

100℃または140℃で検討を行った。ノズ

ル式の場合は、噴霧ガス圧力0.10～ 

0.20 Mpa に設定し、入口温度100℃また

は140℃で検討を行った。 

①10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン

溶液 

ディスク型及びノズル式の運転条件を

用いて試料を作製した。ディスク型は、

処理量3.7 kg/h、回転数25000 Mpa、入

口温度140℃で検討を行った。ノズル式

は2条件を検討し、1条件目は処理量  

3.6 kg/h、噴霧ガス圧力0.10 Mpa、入口

温度140℃で検討を行い、2条件目は処理

量3.7 kg/h、噴霧ガス圧力0.10 Mpa、入

口温度100℃で検討を行った。その結

果、ディスク型は噴霧開始直後に糸状と

なった。ノズル式の1条件目もディスク

型と同様に糸が凝集し綿状となり、2条

件目も粒子形状に変化は認められなかっ

た。これら運転条件のうち、より効率的

に試料を回収することができたノズル式
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の2条件目の試料について品質評価を実

施した。 

②5 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン/

酢酸ブチル混液 (1:1) 

ディスク型及びノズル式の運転条件を

用いて試料を作製した。ディスク型は、

処理量3.5 kg/h、回転数25000 Mpa、入

口温度100℃で検討を行い、ノズル式

は、処理量3.6 kg/h、噴霧ガス圧力      

0.20 Mpa、入口温度100℃で検討を行っ

た。その結果、5 w/v%は一部糸状部分が

残る試料となったが、5 w/v%、10 w/v%

では溶媒が早くに揮散するため糸状の乾

物試料となったことが考えられた。ま

た、2つの運転条件のうち、より効率的

に試料を回収することができたノズル式

の試料について品質評価を実施した。 

③1 w/v%ジクロロメタン/酢酸ブチル混

液 (1:9) 

ノズル式の運転条件を用いて、処理量

3.6 kg/h、噴霧ガス圧力0.20 Mpa、入口温

度100℃で検討を行った。その結果、ポリ

マー含量5 w/v%、10 w/v%時に見られた試

料が糸状となる現象は改善され、球状粒

子の試料が得られた。しかし、ポリマー

溶液12.88 kgを用いて得られた試料は4.8 

gと少量であり、用いたポリマー溶液のほ

とんどがバグフィルターから回収された。 

 

3． 試料の品質評価 

ジクロロメタン及び酢酸ブチル含量とカ

ドミウム及び鉛含量の測定 

①10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン溶

液 

結果を表3に示す。 

ジクロロメタン含量は、スプレードラ

イヤにより生成されたおおよその時系列

に従い、6分画とした6試験部位について

各n=1で測定した結果、いずれの試験部位

においても定量下限未満 (0.1%未満) で

あり、昨年度検討したPSシートにおける

ジクロロメタン含量 (1.29～3.41%) より

大幅に減少できた。 

一方、カドミウム含量は、6試験部位に

つ い て 各 n=1で測 定し た 結 果は 47～     

48 µg/gであり、ばらつきは小さかった。

また、鉛含量については45～46 µg/gであ

り、カドミウムと同様にばらつきは小さ

かった。 

カドミウム及び鉛含量については、い

ずれの試験部位においても理論作製濃度

50 µg/gに対して、カドミウムが94～96%、

鉛は90～92%の良好な回収率であった。 

②5 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン/酢

酸ブチル混液 (1:1) 

結果を表4に示す。 

ジクロロメタン含量は、スプレードラ

イヤにより生成されたおおよその時系列

に従い、7分画とした7試験部位について

各n=2で測定した結果、いずれの試験部位

においても定量下限未満 (0.2%未満) で

あり、酢酸ブチル含量は、2.32～2.77%で

あった。 

一方、カドミウム含量は、7試験部位に

つ い て 各 n=2で測 定し た 結 果は 42～     

57 µg/gであり、10 w/v%の結果よりもばら

つきが大きかった。また、鉛含量につい

て測定した結果は41～60 µg/gであり、カ

ドミウムと同様に10 w/v%の結果よりもば

らつきが大きかった。 

カドミウム及び鉛含量については、い

ずれの試験部位においても理論作製濃度
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50 µg/gに対して、カドミウムが88～102%、

鉛は85～105%の回収率であった。 

以上の結果より、ポリマー含量5 w/v%

の試験部位と比較して10 w/v%の試験部位

のほうが、ジクロロメタン含量、カドミ

ウム及び鉛含量のすべてにおいて良好な

結果が得られた。5 w/v%では希釈溶媒と

して酢酸ブチルを添加したが、溶媒の沸

点が126℃と高いため酢酸ブチルが残留し

たと考えられた。一方でカドミウム及び

鉛含量はポリマー含量が低くなると試験

部位間でのばらつきが大きくなる傾向が

認められた。 

③1 w/v%ジクロロメタン/酢酸ブチル混

液 (1:9) 

得られた試料が細かい球状粒子のため

帯電しやすく、試験操作上の汚染等が考

えられることから、品質評価は実施しな

いこととした。 

 

F． 健康危険情報 

ポリマーの溶解溶媒にジクロロメタン

等の特定化学物質 (第2類物質) を使用し

たが、安全保護具を着用の上、局所排気

装置内で操作を行った。 

 

G． 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

なし 

 

H． 知的所有権の取得状況 

1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 

なし 

3. その他 

なし 
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溶解溶媒 (ジクロロメタン)

試料基材 (PS)
スターラーを用いて混合

ポリマー含量1w/v%及び5w/v%の場合は
希釈溶媒 (酢酸ブチル)

図1　スプレードライヤ試料作製法概要

10w/v% ポリマー含有ジクロロメタン溶液の調製

スターラーを用いて混合

試料

ポリマー溶液の調製

カドミウム標準液
鉛標準液

または

スプレードライヤ

1w/v%及び5w/v% ポリマー含有
ジクロロメタン/酢酸ブチル混液 (1:1または1:9) の調製
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図2　窒素ガス密閉循環型スプレードライヤCL-8iの外観
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10 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン溶液 (回収品)

5 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン/酢酸ブチル混液 (1:1) 1 w/v%ポリマー含有ジクロロメタン/酢酸ブチル混液 (1:9)

図3　各スプレードライ試料の回収品または顕微鏡写真
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表2　スプレードライヤ条件

③

型式 MC-50 ― ― MC-50 ― ―
回転数 (rpm) 25000 ― ― 25000 ― ―
型式 ― RJ-10 RJ-10 ― RJ-10 RJ-10
噴霧ガス圧力 (MPa) ― 0.10 0.10 ― 0.20 0.20

140 140 100 100 100 100
94 89 77 73 63 64

①　10 w/v% ポリマー含有ジクロロメタン溶液
②　5 w/v%ジクロロメタン/酢酸ブチル混液 (1:1)
③　1 w/v%ジクロロメタン/酢酸ブチル混液 (1:9)

出口温度 (℃)

ディスク型

②

ノズル式

入口温度 (℃)

①運転条件
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令和 3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） 

 

食品衛生検査施設等の検査の信頼性確保に関する研究 

 

研究分担報告書 

 

外部精度管理調査プログラム用適正試料の改善と開発に関する研究 

－特定原材料検査（乳）技能試験プログラムのパイロットスタディ(3)－ 

 

研究代表者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 副所長 

研究分担者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 副所長 

研究協力者 若栗 忍   （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

  

  

 研究要旨 

本来、健康を支える食物を摂取することにより重篤な反応を起こす食物アレルギ

ーは摂取量や体調、運動などで、突発的に発症する場合がある。過去に食物アレル

ギー反応を起こしている場合は、各自が何を摂取するかを選択することで危険を回

避することが可能であるが、予期せぬ混入等により、必ずしも正しい表示が行われ

ていない場合もあり、食品衛生検査施設等における検査業務は健康被害防止の重要

な要因である。特定原材料のスクリーニング法である ELISA 法の精度管理は、予期

せぬ食物アレルギー防止のために重要な課題であり、そのため、外部精度管理調査

を行う上での適切な試料の供給することは必須である。 

本年度はパイロットスタディには乳タンパク質を 9.0 µg/g 添加した試料（基

材：とうもろこしペースト及びイチゴジャム）を用い、定量試験法である ELISA 法

について外部精度管理調査研究を実施した。参加機関は 36機関で、公定法と各機関

の標準操作手順書に則り試験を行うこととした。参加機関からの結果は試料、およ

び測定キットごとにまとめ、メジアン・クリーニン（MC）後、ロバスト方式を用い

て統計値を算出し、それらの数値から z-スコアを算出した。また、Xbar-R管理図に

よる解析も同時に行った。 

その結果、MC により除外された機関はなく、また、z-スコアの絶対値が 3以上と

なる機関は各解析ごとに 0～1 機関認められた。Xbar 管理図では管理限界線の範囲を

超える機関はなく、R 管理図では管理限界線を超える機関は各解析ごとに 1～2機関

認められた。 

また、パイロットスタディの試料作製に先立ち、試料作製に関する予備検討を行

った。 
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A． 研究目的 

本来、健康を支える食物摂取により重

篤な反応を起こす食物アレルギーは摂取

量や体調、運動などで、突発的に発症す

る場合がある。過去に食物アレルギー反

応を起こしている場合は、各自が何を摂

取するかを選択することで危険を回避で

きることが多い。しかしながら、加工食

品においては実際に何が入っているか、

外見から判断することはほぼ不可能であ

る。 

アレルギーを引き起こす食物を全て網

羅することは難しいが、疫学調査によ

り、国民の健康への影響が大きいものに

ついては特定原材料及び特定原材料に準

ずるものとして指定され、表示の義務化

や推奨が行われている。また、これらは

適宜見直しが行われて、変化する国民の

食生活に合わせ、適切な更新がなされて

いる。 

しかしながら、原材料管理時や加工時

における予期せぬ混入等により、必ずし

も正しい表示が行われていない場合もあ

る。このため、食品衛生検査施設等にお

いて検査が行われているが、この検査業

務は健康被害防止の重要な要因である。 

表示義務がある特定原材料の加工食品

中の検査法としてスクリーニング法であ

るELISA法による定量試験及び確認試験で

あるPCR法またはウェスタンブロッティン

グ法による定性試験が消費者庁次長通知

「食品表示基準について」(平成27年3月

30日消食表第139号) (以下、通知法)、別

添「アレルゲンを含む食品の検査方法」に記

載されており、その試験に際しては精度管理

の一般ガイドラインに準じ、適切に業務管理

を実施することが求められている。 

スクリーニング試験では取りこぼしがないこ

とが求められ、ELISA法の精度を管理すること

は、予期せぬ食物摂取によるアレルギー発症

を防止するための重要な課題の一つである。

また、試験技能を確認する方法として外部精

度管理調査を行うこと、そして、そのための適

切な試料を安定供給することは必須である。 

本年度は、外部精度管理調査に関するパ

イロットスタディにおいて、昨年度に続き、特

定原材料は乳を用いて試料の作製を行い、

参加機関から回収したデータの解析を行っ

た。 

 

B． 方法 

1．基材 

基材にはとうもろこしペースト (新

進)、ファミリーカップイチゴジャム (以

下イチゴジャム、ソントン)を使用した。 

これら基材は、ELISA法を用いて、標的

タンパク質である乳が検出限界 (基材中

0.31 µg/g) 以下であることを確認した。

ELISA法に使用したキットについては「4. 

ELISA法」参照。 

2．各種添加溶液の調製 

1) 添加用乳タンパク質の調製 

特定原材料の乳検出用試料作製を行っ

た。 

添加用の乳タンパク質にはスキムミル

ク（富士フイルム和光純薬工業）を使用

した。 

スキムミルクを50-mLチューブに0.2 g

分取後、0.6% SDS, 0.1 mol/L 亜硫酸ナ

トリウム含有PBS（pH 7.4）を20 mL添加

し、室温下で1晩振盪した。懸濁液は遠心

（10,000×g、30 min）後、上清を0.8 µm
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フィルターを用いてろ過し、添加用乳タ

ンパク質調製液とした。 

2)タンパク質量の測定 

乳タンパク質調製液のタンパク質含量

は、2-D Quant Kit (Cytiva)を用いて測

定した。得られたタンパク質含量から調

製液濃度及び添加量を計算し、適当量を

各基材に添加した。添加量は総乳タンパ

ク質量相当とした。 

3．試料調製 

1) 外部精度管理調査試料の予備検討 

外部精度管理調査試料の予備検討とし

て300 g 程度の小スケールで試料を作製

し、安定性を確認した。 

乳タンパク質としてスキムミルクを用

い、とうもろこしペースト及びイチゴジ

ャムを基材として検討用の試料を作製し

た。 

添加用乳タンパク質調製液を10 µg/gと

なるように添加量を計算後、各基材に加

えた後、フードプロセッサー（MK-K58、

National）を用いて均質化し、試料を作

製した。各試料を小分けにし、-20℃で凍

結保存した。 

3) 外部精度管理調査試料の調製 

外部精度管理調査試料には、検討済み

のとうもろこしペースト及びイチゴジャ

ムを基材に使用し、これにそれぞれ総乳

タンパク量で9.0 µg/gとなるように添加

用乳タンパク質溶液を添加した。 

基材は、ロボ・クープブリクサー5プラ

ス（エフ・エム・アイ）で均質化後、添

加用乳タンパク質溶液を添加した。 

作製した試料は約10 gずつ小分けに

し、-20℃で凍結保存した。とうもろこし

ペースト試料を試料1、イチゴジャム試料

を試料2とし、調査研究試料とした。ま

た、これらの試料について均質性および

安定性の確認を行った。 

4．ELISA法 

特定原材料の乳タンパク質検出には、

通知法のバリデーション要件を満たす

ELISAキットを使用した。また、バリデー

ション要件を満たしていないが、森永生

科学研究所のβ-ラクトグロブリン検出キ

ットも使用した。 

1)乳タンパク質検出用キット 

⚫ FASTKITエライザVer. III牛乳(日本

ハム) (以下、日本ハムキット)  

⚫ モリナガFASPEK エライザII 牛乳(カ

ゼイン)(森永生科学研究所)(以下、

モリナガキット)  

⚫ モリナガFASPEK エライザII 牛乳

(β-ラクトグロブリン)(森永生科学

研究所) (以下、モリナガ（βLG）キ

ット) 

⚫ アレルゲンアイELISA II牛乳(β-ラ

クトグロブリン)(プリマハム)(以

下、プリマハムキット) 

2) 外部精度管理調査試料の予備検討 

「3.試料調製」「1) 外部精度管理調査

試料の予備検討」で作製した試料は作製

後1か月、3.5か月及び8か月に「1）乳タ

ンパク質検出キット」に記載の4種キット

を用い、ELISA法による測定を行い、安定

性を確認した。 

5．外部精度管理調査試料の均質性およ

び安定性 

外部精度管理調査用試料の品質評価と

して均質性および安定性の確認を行っ

た。 

均質性の確認は、試料送付前 (試料作
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製後1か月以内) に行った。各試料つき、

それぞれn=10でサンプリングを行い、

ELISA法による乳タンパク質濃度を測定し

た。平均値、標準偏差、変動係数を算出

した後、均質性を判断した。 

また、安定性は調査期間後である、試

料作製後3.5か月にn=4で試料を測定し、

各キットについて均質性試験における乳

タンパク質含有量に対する数値を計算

し、安定性を評価した。 

均質性試験および安定性試験は日本ハ

ムキット、プリマハムキット、モリナガ

キット、およびモリナガ（βLG）キットの

4種類のELISAキットを用いて測定した。

使用したキットはすべて使用期限内であ

り、均質性と安定性で同ロットを使用し

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 (Bio-Tek 

Instruments, Inc.) 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。 

6．外部精度管理調査の実施 

調査に参加した36機関へは調査試料と

実施要領を宅配便（冷凍）にて送付し

た。 

測定は、公定法に従い原則として、日

本ハムキット、プリマハムキット、モリ

ナガキットのうち、任意の2種類を使用す

ることとした。また、通知法に未収載で

あるが、モリナガ(βLG)キットの測定につ

いても任意での提出を依頼した。 

試験操作は公定法及び各機関の標準操

作手順書 (SOP) に従い、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

の回収期限は試料送付後、約1か月とし

た。 

7．外部精度管理調査結果の解析 

異なるキットで評価する場合の注意と

して通知法の別添「アレルゲンを含む食

品の検査方法」中、別添4「アレルゲンを

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」との記載があ

る。したがって、参加機関から提出され

た測定値は、試料別、測定キット別に算

出したロバスト平均値を付与値として解

析を行った。 

データ解析として、最初に、メジアン

±50%の範囲を超える報告値を除外するメ

ジアン・クリーニング (MC) を行った。

次にHuberのproposal 2 1,2)に基づいたロ

バスト方式の統計である、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、各種統計量

を算出した。 

また、Xbar-R管理図を代用した方法と

z-スコアによる方法を用いて評価を行っ

た。 

Xbar管理図の管理限界線の値はこれま

での結果より [ロバスト平均値±ロバス

ト平均値の30%] とした。 

また、z-スコアはロバスト平均値およ

びロバスト標準偏差を用いて算出した。 

更に、アンケート結果をとりまとめ、

検討を加えた。 

参加36機関全ての機関で、モリナガキ

ット及び日本ハムキットを使用してい
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た。さらに、プリマハムキット及びモリ

ナガ(βLG)キットを使用した機関はそれぞ

れ1機関と使用機関数が少なかったことか

らキットごとの統計解析を行わなかっ

た。 

 

(倫理面への配慮) 

基材、添加特定原材料ともい食材であ

るが、調査試料であることから、試料の

残余や廃棄物は速やかに焼却処分とし

た。 

各機関へ送付した外部精度管理調査試

料については、検査終了後の保管および

廃棄は、各機関のSOPに従って実施するこ

ととした。 

 

C．D．研究結果および考察 

1．外部精度管理調査のパイロットスタデ

ィ 

1) 外部精度管理調査試料の均質性 

均質性試験の結果を表1に示した。 

試料1はモリナガキットと日本ハムキッ

トで約10.6～12.1 µg/gと高値、プリマキ

ットとモリナガ (βLG) キットでは約6～

7 µg/g程度と低値となった。また、モリ

ナガキットは日本ハムキットよりも

1.5 µg/g高い値を示した。 

試料2ではモリナガと日本ハムキットで

は測定値が約13 µg/gと高値、プリマキッ

トとモリナガ (βLG) キットでは約7.5～

8.5 µg/g程度と低値を示した。 

カゼインを標的とするモリナガキット

と、カゼインを含む複合抗原を標的とす

る日本ハムキット3)では、測定で高値が、

βLGを標的抗原とするプリマキット及びモ

リナガ (βLG) キットは低値が得られた。

これはこれまでに得られている結果と同

次であった。 

また、どのキットにおいても試料2の値

が高めを示したが、モリナガキット及び

プリマキットでは差は1 µg/g未満であっ

たのに対し、日本ハムキット及びモリナ

ガ(βLG)キットでは2 µg/g以上の差が認め

られた。このことから基材によってはキ

ットの反応に若干お影響を与えたことが

示唆された。 

相対標準偏差は試料1で2.5～4.5%、試

料2では3.8～4.6% と、すべて5%以下であ

り、キット間、試料間ともに大きな差は

認められなかった。 

異常の結果より、試料1、2ともに全て

のキットにおいて均質と判断した。 

 

2) 外部精度管理調査試料の安定性 

安定性は、調査期間後(作製後約3.5か

月)に行った(表2)。均質性試験での結果

を100%として安定性を算出したところ、

試料1および試料2ではそれぞれ92～104%

および91～106%の範囲内であり、両試料

とも調査期間中、安定であったと判定し

た。 

また、それぞれの試料のおける各キッ

トの反応性は均質性試験の結果とほぼ等

しかった。 

3) 外部精度管理調査結果（回収データの

集計結果） 

参加機関の報告値を集計した結果につ

いては表3に示した。また、データ分布を

図1に示した。全36機関がモリナガキット

及び日本ハムキットを使用しており、こ

の2キットの結果については、キットごと、

試料ごとに統計解析を行った。プリマハ
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ムキットおよびモリナガ (βLG) キットを

使用した機関はそれぞれ1機関であったこ

とから統計解析を行わず、参考値として

扱うこととした。 

全体の結果を見ると、当センターにお

ける品質評価試験に類似した結果とな

り、モリナガキットでは2試料でほぼ等し

い値を示したのに対して、日本ハムキッ

トでは2 µg/g以上の差が認められ、試料2

で高値を示した。 

各1機関が使用したプリマキット及びモ

リナガ(βLG)キットでは差は1 µg/g未満及

び1.5 µg/g以上とこちらも品質評価試験と

同様の傾向を示した 

相対標準偏差は全体で7.38～9.40%とキ

ット、試料の違いによる顕著な差は認め

られなかった。 

4) キット別集計結果 

(1) モリナガキット 

モリナガキットを使用した36機関のデ

ータから算出した統計量を表4に示した。

また、報告値のヒストグラムおよび正規

確率プロットを図2に、試料1および試料2

の結果および評価一覧を表5および表6に

記載した。 

a) 試料1の解析結果 

モリナガキットを使用した36機関にお

いて、MCで除外された機関はなかった。

36機関の平均値±標準偏差は 12.74± 

0.94 µg/g (相対標準偏差7.38%) であっ

た。Xbar管理図では管理限界線外の機関

は認められなかったが、R管理図で上部管

理限界線を超えた機関は1機関存在した 

(図3)。 

また、z-スコアの絶対値が3以上の機関

は認められなかった [図5、a)]。 

b) 試料2の解析結果 

モリナガキットを使用した36機関にお

いて、MCで除外された機関はなかった。

全機関の平均値±標準偏差は12.75±1.03 

µg/g (相対標準偏差8.08%) であった。

Xbar管理図では管理限界線外の機関は認

められなかったが、R管理図で上部管理限

界線を超えた機関は1機関存在した (図4)。 

また、z-スコアの絶対値が3以上の機関

は認められなかった [図5、b)]。 

(2) 日本ハムキット 

日本ハムキットを使用した36機関のデ

ータから算出した統計量を表7に示した。

また、報告値のヒストグラムおよび正規

確率プロットを図6に、試料1および試料2

の結果および評価一覧を表8および表9に

記載した。 

a) 試料1の解析結果 

日本ハムキットを使用した36機関にお

いて、MCで除外された機関は存在せず、

全機関の平均値±標準偏差は 10.18± 

0.90 µg/g(相対標準偏差8.84%)であった。

Xbar管理図では管理限界線外の機関は認

められなかったが、R管理図で上部管理限

界線を超えた機関は2機関存在した (図7)。 

また、z-スコアの絶対値が3以上の機関

は認められなかった [図9、a)]。 

b) 試料2の解析結果 

日本ハムキット使用した36機関におい

て、MCで除外された機関は存在せず、全

期 間 の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 は 12.45± 

1.17 µg/g (相対標準偏差9.40%) であっ

た。Xbar管理図では管理限界線外の機関

は1機関認められた。R管理図で上部管理

限界線を超えた機関は1機関存在した (図

8)。  
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また、z-スコアの絶対値が3以上の機関

は1機関認められた [図9、b)]。 

(3) プリマハムキット 

プリマハムキットを用いて測定した機

関は1機関であった。したがって、統計解

析は行わず、当該機関のデータのみを列

挙した (表10)。 

(4) モリナガ (βLG)キット 

モリナガ(βLG)キットを用いて測定した

機関は1機関であった。したがって、統計

解析は行わず、当該機関のデータのみを

列挙した (表11)。 

(5) キットのロットと測定値について 

各機関が使用したロットと報告値の関

連について図10に示した。本パイロット

スタディにおいて、使用するキットのロ

ット制限はなく、各機関が、適当なロッ

トを使用した。その結果、モリナガキッ

トでは8ロット、日本ハムキットでは5ロ

ットと、それぞれ複数のロットが使用さ

れていた。また、プリマハムキット及び

モリナガ (βLG) キットのデータはそれぞ

れ1機関、1ロットであった。全ての機関

はキットの使用期限内に試験を実施して

いた。 

モリナガキット [図10 a)] では1機関

だけが使用したロットは3ロット、2機関

および3機関が使用したロットは各1ロッ

トであった。全体の分布からは明確なロ

ット差は認められなかった。また、ほと

んどの機関において試料1と試料2の報告

値に大きな差は認められなかった。 

日本ハムキット [図10 b)] では1機関

のみ使用したロットはなく、2機関と3機

関が使用したロットが各1ロットであった。

また、報告値の明確なロット差は認めら

れなかったが、全ての機関において試料1

よりも試料2の報告値が明らかに高値を示

し、基材の違いによる施設間再現性は良

好であることが示唆された。今回、z-ス

コアで3以上となったのは日本ハムキット

で末尾2桁が「66」のロットを使用した機

関番号10の試料2のみで、同機関の試料1

のz-スコアは1未満で、また、同ロットを

使用した他機関の報告値は他のロットと

比べて大きな差が認められないことから、

機関番号10の外れ値は使用したキットに

由来するものではないと考えられた。 

プリマハムキット [図10 c)] およびモ

リナガ (βLG) キット [図10 d)] につい

てはデータ提出機関が各1機関、使用され

たロットは各1ロットであった。これら2

キットについては試験機関が少なかった

ことから、参考として、当センターの品

質評価試験で得られた、2データを追加し

た。どちらのキットにおいても、各試料

ごとの測定値は3データでほぼ同じであり、

安定した結果が得られた。 

また、モリナガ (βLG) キットでは日

本ハムキット同様、試料1で試料2よりも

低値が認められた。 

(6) 検量線とz-スコアについて 

前述の通り、本年度はモリナガキット

および日本ハムキットでは、それぞれ8ロ

ットおよび5ロットが、プリマハムキット

およびモリナガ (βLG) キットでは各1機

関、1ロットが使用された。 

モリナガキットおよび日本ハムキット

の全検量線は図11および図12に示した。

[総平均±2SD] から外れた検量線はモリ

ナガキットで1機関、日本ハムキットで2

機関認められた。 
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また、プリマハムキットおよびモリナ

ガ (βLG) キットの検量線と使用したロッ

トの情報は、それぞれ図13と表12および

図14と表13に示した。これらのキットで

は参加機関のデータ数が少なかった事か

ら、当センターで品質評価試験より得ら

れた検量線をともに示した。それぞれの

キットにおける3つのデータの線形から、

どちらのキットにおいても機関差はない

ことが推察された。 

モリナガキットと日本ハムキットにつ

いてはロットの情報とロット別の検量線

のグラフをそれぞれ表14と図15、および

表15と図16に示した。 

モリナガキットでは使用機関数の多か

った3ロット (ロットの下2桁が「00～02」、

使用機関数8～11) [図15 c)～e)] では、

検量線の傾向に若干の差が認められた。

ロット「00」では1機関を除いて総平均よ

りも下方に、ロット「01」では1検体を除

いて総平均付近から上方へ、ロット「02」

については、ほぼ総平均付近に集まって

いた。しかしながら、測定値については、

図10 a) のように、ロット間差は認めら

れなかった。したがって、各ロットの使

用機関数が十分ではなかったが、ロット

毎に検量線の傾向が若干変わるが、測定

に影響のあるものではないことが推察さ

れた。 

日本ハムキットの検量線についてはロ

ット間差は特には認められなかった。 

個別のデータでは、両キットで検量線

が上方に外れていた機関番号16では、試

験時の試薬または抽出溶液の溶解性が不

良であったとの報告があり、いずれのキ

ットまたは試料においても全ての参加機

関中で下から2～4番目の測定値を示して

いた [図15 c)、図16 a)]。しかしながら、

当該機関のz-スコアの絶対値は、2未満と

良好であった。その他、モリナガキット

では [総平均±2SD] の上限とほぼ同じ位

置を示した機関が1機関認められた。また、

日本ハムキットでは上限とほぼ同じ位置

を示した機関及び下方へ外れた機関がそ

れぞれ1機関認められた。これらの機関に

おいてz-スコアはすべて範囲内であった。 

検量線の異常が認められた機関でz-ス

コアに問題が認められる場合がある。し

たがって、z-スコアに偏りが認められる

機関の検量線について検討した。 

機関番号12は、いずれのキットまたは

試料においても全ての参加機関中で下か

ら1～2番目の報告値 (z-スコア:-1.821～

-2.126) を示しており、全機関中で恒常

的に低値を出していることが考えられた。

しかしながら、検量線はほぼ総平均と同

じ位置を示していた [図15 e)、図16 e)]。 

機関番号21は、モリナガキットによる

試料1の報告値 (z-スコア:0.426) 以外は、

全ての参加機関中で下から3～5目の報告

値 (z-スコア:-1.450～-1.379) を示して

いた。しかしながら、検量線は総平均に

近い位置を示していた [図15 d)、図16 

c)]。このことから、当該機関は恒常的に

低値を出しているが、モリナガキットに

よる試料1の測定時にやや不安定な個別操

作があった可能性も考えられた。 

機関番号26ではいずれのキットまたは

試料においても全ての参加機関中で上か

ら1～3番目の報告値 (z-スコア:1.468～

2.126) を示し検量線は、ほぼ総平均と同

じ位置を示していた [図15 d)、図16 b)]。
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当該機関は全体と比較して恒常的に高値

を出していることが考えられた。 

今までに複数回、外部精度管理調査に

参加しており、全体と比較して、常に低

値または高値を示している機関は、精度

管理の一助として全体の作業手順の再検

討を適宜行うことも必要だろう。 

また、日本ハムキットにおいて試料2の

z-スコアが上方へ外れ値を示した機関番

号10ではモリナガキット、日本ハムキッ

トのいずれにおいても検量線は総平均よ

りも上方に認められたが、[総平均±2SD] 

内にあり、問題ないと考えられた。さら

に、機関番号10のモリナガキットの試料1

と試料2、および日本ハムキットの試料1

のz-スコアは0.096、0.286および-0.056

と十分に小さく、日本ハムキットにおけ

る測定では片方の試料でのみ外れている

ことから、個別操作に問題があったので

はないかと考えられた。 

今回は、検量線が[総平均±2SD]から外

れた機関においてz-スコアは「満足」と

判定された。また、検量線における若干

のロット差は、メーカーにより管理され

ている範囲と考え、報告値に影響はない

と推察された。しかしながら、得られた

検量線が背景データから明らかに異なっ

た場合は注意が必要だろう。 

(7) 測定値の相関性 

a) 同一キットにおける試料間の測定値の

相関性 

複数機関が使用したモリナガキットお

よび日本ハムキットについて、試料1と試

料2の報告値の相関を図17に示した。その

結果、相関係数はモリナガキットで0.701

と強い相関が、日本ハムキットでは0.684

と中程度の相関が認められた。また、モ

リナガキットでは確率楕円がほぼy=x上に

伸びており、各機関における試料1と試料

2の報告値がほぼ等しかったと考えられる。

日本ハムキットでは、すべての機関がy=x

よりも下方であり、全ての機関で試料1の

報告値が試料2の報告値よりも低値となっ

た。したがって、キットのロットに関わ

らず、試料1はモリナガキットで日本ハム

キットよりも高値を出すことが確認され

た。 

b) 同一試料におけるキット間の測定値の

相関性 

各試料におけるモリナガキットと日本

ハムキット間の報告値の相関を図18に示

した。試料1では相関係数が0.337と弱い

相関を、試料2では0.410と中程度の相関

を示した。試料1では各点は、比較的まと

まってプロットされており、これは、ど

ちらのキットにおいても、ほとんどの機

関で近い報告値を得たためと考えられる。

また、試料1ではすべての機関においてモ

リナガキットが高値を示した。 

試料2ではモリナガキットの報告値と日

本ハムキットの報告値はy=x線を中心に広

がった楕円を示し、また2機関が95%確率

楕円から大きく外れていた。全体的には2

キットの報告値は近い値であった。 

5) 回収データの確認 

各参加機関からデータを回収後、提出

された生データと報告書のデータ確認を

行った。報告書のデータの記載ミスが数

件認められた。各参加機関においては、

正しいデータを提出することも外部精度

管理であることを再度認識し、本調査研

究をきっかけに日常的に正しいデータを
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提出するための体制を見直していただけ

れば、と考える。 

6) 検査手法のまとめ 

各参加機関が検査に用いた方法を表16

および表17に示した。担当者の経験年数

は2年以内が6割程度であり、これまでの

パイロットスタディ同様、経験年数の少

ない担当者の積極的な外部精度管理調査

への参加がうかがわれた。また、複数の

担当者により試験を行っている旨の記載

が5機関で認められた。 

検査手法では全機関が振とう機による

抽出および遠心分離を実施、ろ過は27機

関が実施していた。抽出液等の希釈操作

は1機関が自動で行っていたが他の35機関

は手動で作業を行っていた。また、プレ

ートへの試薬の添加も35機関が手動で行

っており、その際、ほとんどの機関 (28

機関) でマルチチャンネルピペットを使

用していた。プレートの洗浄方法は、手

動が14機関、自動が21機関、手動と自動

の両方を使用している機関が1機関と、自

動洗浄を行っている機関が半数以上を占

めた。検量線の近似曲線の計算は全ての

機関が推奨されている4パラメーターロジ

スティック (4PL) を使用していた。 

個々のキットの操作方法では、複数機

関が使用したモリナガキットと日本ハム

キットの操作方法に大きな違いはなく、

抽出から測定までの期間はいずれも0日 

(抽出当日使用) がほとんどで、次に1日

保存となっていた。抽出日に試験を行わ

なかった機関では、提出された記録から、

2キット分の抽出を同時に行い、測定はキ

ットごとに日にちをずらして行っている

機関が認められた。使用時まで抽出液を

保存する際の条件は、どちらのキットで

も冷蔵が多く、室温保存した機関はいな

かった。更に5日以上保存後に使用した機

関は、すべて冷凍保存を行っており、z-

スコアも |z-スコア| < 2であったことか

ら、各機関は抽出から測定まで抽出液を

適切に管理していたと考えられる。 

操作法全般を通して、Xbar値、R値およ

びz-スコアが外れる要因となるような操

作は認められなかった。 

7) 検査実績のまとめ 

参考として参加機関における検査実績 

(2020年度) を表18および表19に示した。 

検査項目については、卵、乳、小麦、

そば、落花生、甲殻類 (えび、かに) の

特定原材料6種中、昨年度の実績が0種類

から全種類 (6種類) の機関数は3～6機関

と、試験項目数の極端な偏りは認められ

なかった。 

ELISA法では、29機関の総実施件数は

20,000件ほどで、うち卵、乳、小麦がそ

れぞれ全体の21～24%程度、続いてそば、

落花生が12～13%、甲殻類は7%程度であっ

た。例年通り、卵、乳、小麦は残りの3種

よりも検査数が多く、これは加工食品中

での使用頻度が高いためと考えられる。 

ELISA法による試験中、陽性と判定され

た試験数は1649試験 (8.0%) であった。

また、実施された確認試験75試験におい

て陽性は17試験 (22.7%) であった。他の

特定原材料と比べて小麦、落花生は確認

試験数は多かったが、陽性となった検体

数は他の特定原材料と大きな違いは認め

られなかった。 

2．試料用基材の検討 

乳検出のための試料作製を行うに際し、
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試料用基材の検討を行った。 

乳タンパク質には安定している試薬の

スキムミルクを使用した。 

新規基材としてとうもろこしペースト

及びイチゴジャムを用い、乳タンパク質

を添加し、試料を作製後、4種類の乳タン

パク質用ELISAキットにより安定性の検討

を行った。 

作製後1か月、3.5か月及び8か月に測定

を行い、安定性について経時的に測定し

た。結果は図19に示す。 

とうもろこしペースト、イチゴジャム

ともに、モリナガキット及び日本ハムキ

ットにおいては高値を、プリマハムキッ

ト及びモリナガ (βLG) キットでは低値を

示した。これはこれまでの結果と同様で

あり、標的抗体の違いによるものと考え

られた。 

個別の基材については日本ハムキット

及びモリナガ (βLG) キットにおいて、と

うもろこしペーストはイチゴジャムより

も2 µg/g程度低値を示し、モリナガキッ

トにおいては1 µg/g程度低値を示した。

プリマキットでは両試料は、ほぼ同じ値

を示した。 

安定性については両試料ともすべての

キットで8か月後に88％以上であったこと

から、十分に安定しており、調査試料と

して使用可能であると結論し、本年度の

調査試料基材とした。 

一般的に基材特異的な検出力の違いは

知られており、公定法が示す通り、複数

のキットを用いてのスクリーニングは実

使用において重要である。今回の調査試

料に供試した2基材は、参加機関が用いた

モリナガキットと日本ハムキットで試料

検討と同様にキット間差のある結果 (試

料1において日本ハムキットで差が認めら

れ、試料2では両キットでほぼ同じであっ

た) が得られており、参加機関の技能を

調査するには優れた試料であったと考え

る。 

 

E． 結論 

本年度の外部精度管理調査に関するパ

イロットスタディは、乳タンパク質を添

加した2試料を用いて36機関を対象に実施

した。 

パイロットスタディの試料に用いる基

材中での乳タンパク質の安定性を検討し

た。その結果、基材であるとうもろこし

ペースト及びイチゴジャム中で乳タンパ

ク質は安定であったことから、試料基材

として採用した。 

パイロットスタディでは参加機関から

回収したデータをMC後、統計解析した。

いずれの解析においてもMCによる除外機

関は認められなかった。 

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、ま

た、Xbar-R管理図を代用した方法により

評価を行った。 

解析は各キットおよび試料ごとに行っ

たところ、z-スコアの絶対値が3以上とな

った機関は全体で1機関であった。 

また、Xbar管理図では管理限界線の範

囲を超える機関は1機関、R管理図で管理

限界線を超えた機関は全体でのべ5機関認

められた。 
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表1 外部精度管理調査試料の均質性試験における各キットの結果 

 

(n=10) 

 

 

 

表2 外部精度管理調査研究試料の安定性試験の結果 

(n=4) 

 

 

 

 

 

 

 

キット 

メーカー 

含有量 (µg/g) 

試料1  試料2 

平均 ± SD 相対標準偏差(%)  平均 ± SD 相対標準偏差(%) 

モリナガ 12.08 ± 0.48 4.0  12.80 ± 0.52 4.1 

日本ハム 10.58 ± 0.48 4.5  13.00 ± 0.60 4.6 

プリマハム 7.08 ± 0.30 4.2  7.63 ± 0.31 4.1 

[参考] 

モリナガ 

 (βLG) 
6.42 ± 0.16 2.5  8.50 ± 0.32 3.8 

キット 

メーカー 

試料1  試料2 

含有量 (µg/g) 安定性 (%)  含有量 (μg/g) 安定性 (%) 

平均 ± SD 平均 ± SD  平均 ± SD 平均 ± SD 

モリナガ 12.56 ± 0.09 104.0 ± 0.8  13.04 ± 0.20 101.9 ± 1.5 

日本ハム 11.57 ± 0.36 109.4 ± 3.4  13.75 ± 0.06 105.8 ± 0.5 

プリマハム 6.56 ± 0.25 92.6 ± 3.4  6.96 ± 0.33 91.2 ± 4.3 

[参考] 

モリナガ 

 (βLG) 
6.22 ± 0.05 96.9 ± 0.8  8.58 ± 0.17 101.0 ± 2.1 
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表3 外部精度管理調査研究報告結果のロバスト解析による結果 

1) 試料1 

 
モリナガ 日本ハム プリマハム* 

 [参考] 

モリナガ 

(βLG)* 

データ数 

(有効機関数) 
36 36 ( 1 )  [ 1 ] 

平均値 (µg/g) 12.74 10.18 ( 6.96 )  [ 6.25 ] 

標準偏差 (µg/g) 0.94 0.90 ―  ― 

相対標準偏差 (%) 7.38 8.84 ―  ― 

添加量 (µg/g) 9.0 

* プリマハムおよびモリナガ (βLG) キットは1機関のため統計解析は行わなかった。 

 数値は参考データ 

 

 

2) 試料2 

 
モリナガ 日本ハム プリマハム* 

 [参考] 

モリナガ 

(βLG)* 

データ数 

(有効機関数) 
36 36 ( 1 )  [ 1 ] 

平均値 (µg/g) 12.75 12.45 ( 7.56 )  [ 8.09 ] 

標準偏差 (µg/g) 1.03 1.17 ―  ― 

相対標準偏差 (%) 8.08 9.40 ―  ― 

添加量 (µg/g) 9.0 

* プリマハムおよびモリナガ (βLG) キットは1機関のため統計解析は行わなかった。 

 数値は参考データ 
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a) 試料1 

 

 

 

 

                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 試料2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1 外部精度管理調査研究試料におけるキットごとのデータ分布 
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表4 モリナガキットによる測定結果の統計量一覧 

 

試料名 試料1 試料2 

統計量の種類 ロバスト方式 ロバスト方式 

MCによる除外機関 0 0 

データ (有効機関) 数 36 36 

測定の 

統計量* 

平均値 12.74 12.75 

標準偏差 0.94 1.03 

相対標準偏差 7.38 8.08 

第1四分位数 (Q1) 12.13875 12.06375 

中央値 (メジアン) 12.7275 12.66 

第3四分位数 (Q3) 13.42 13.33 

最大値 14.185 15.805 

最小値 10.865 10.56 

範囲 3.32 5.245 

四分位範囲 1.28125 1.26625 

測定の

差* 

Rの平均 0.31 0.29 

上部管理限界 1.01 0.95 

*：単位は相対標準偏差では%、それ以外ではµg/g 
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a) 試料1 b) 試料2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(機関数 36) 

 

 

図2 モリナガキットを用いた測定によるヒストグラムおよび正規確率プロット 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

報告値平均 (µg/g) 報告値平均 (µg/g) 
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表5-1 モリナガキットによる試料1の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (8.918)≦Xbar≦UCL (16.562) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (1.01) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

機関 

番号 

試料1の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

12 11.55 10.18  10.865 満足  1.37 不満足  -1.995 満足 

16 11.10 11.30  11.200 満足  0.20 満足  -1.638 満足 

14 11.69 11.10  11.395 満足  0.59 満足  -1.431 満足 

13 11.56 11.50  11.530 満足  0.06 満足  -1.287 満足 

27 12.01 11.16  11.585 満足  0.85 満足  -1.229 満足 

6 11.80 11.62  11.710 満足  0.18 満足  -1.096 満足 

5 11.72 11.93  11.825 満足  0.21 満足  -0.973 満足 

17 11.82 11.83  11.825 満足  0.01 満足  -0.973 満足 

8 12.21 12.06  12.135 満足  0.15 満足  -0.644 満足 

2 12.20 12.10  12.150 満足  0.10 満足  -0.628 満足 

25 12.55 12.16  12.355 満足  0.39 満足  -0.410 満足 

19 12.69 12.14  12.415 満足  0.55 満足  -0.346 満足 

23 12.49 12.44  12.465 満足  0.05 満足  -0.293 満足 

32 12.51 12.44  12.475 満足  0.07 満足  -0.282 満足 

30 12.69 12.40  12.545 満足  0.29 満足  -0.207 満足 

35 12.55 12.61  12.580 満足  0.06 満足  -0.170 満足 

18 12.75 12.54  12.645 満足  0.21 満足  -0.101 満足 

20 12.75 12.57  12.660 満足  0.18 満足  -0.085 満足 

28 12.88 12.71  12.795 満足  0.17 満足  0.059 満足 

10 12.57 13.09  12.830 満足  0.52 満足  0.096 満足 

31 13.23 12.86  13.045 満足  0.37 満足  0.324 満足 

33 13.10 13.00  13.050 満足  0.10 満足  0.330 満足 

7 13.15 13.06  13.105 満足  0.09 満足  0.388 満足 

9 13.23 12.99  13.110 満足  0.24 満足  0.394 満足 

21 13.04 13.24  13.140 満足  0.20 満足  0.426 満足 

1 13.19 13.14  13.165 満足  0.05 満足  0.452 満足 

4 13.37 13.23  13.300 満足  0.14 満足  0.596 満足 

22 13.07 13.85  13.460 満足  0.78 満足  0.766 満足 

24 13.86 13.31  13.585 満足  0.55 満足  0.899 満足 

15 13.69 13.59  13.640 満足  0.10 満足  0.957 満足 
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表5-2 モリナガキットによる試料1の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (8.918)≦Xbar≦UCL (16.562) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (1.01) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

機関 

番号 

試料1の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

11 13.78 13.57  13.675 満足  0.21 満足  0.995 満足 

29 13.61 13.75  13.680 満足  0.14 満足  1.000 満足 

34 14.39 13.46  13.925 満足  0.93 満足  1.261 満足 

36 14.15 13.77  13.960 満足  0.38 満足  1.298 満足 

26 14.23 14.01  14.120 満足  0.22 満足  1.468 満足 

3 14.40 13.97  14.185 満足  0.43 満足  1.537 満足 
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表6-1 モリナガキットによる試料2の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (8.925)≦Xbar≦UCL (16.575) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (0.95) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

機関 

番号 

試料2の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

12 10.39 10.73  10.560 満足  0.34 満足  -2.126 満足 

14 11.21 11.35  11.280 満足  0.14 満足  -1.427 満足 

21 11.71 10.95  11.330 満足  0.76 満足  -1.379 満足 

16 11.38 11.51  11.445 満足  0.13 満足  -1.267 満足 

27 11.78 11.59  11.685 満足  0.19 満足  -1.034 満足 

29 12.15 11.45  11.800 満足  0.70 満足  -0.922 満足 

32 12.08 11.69  11.885 満足  0.39 満足  -0.840 満足 

23 12.18 11.82  12.000 満足  0.36 満足  -0.728 満足 

13 12.01 12.11  12.060 満足  0.10 満足  -0.670 満足 

25 12.03 12.12  12.075 満足  0.09 満足  -0.655 満足 

4 12.43 12.14  12.285 満足  0.29 満足  -0.451 満足 

20 12.48 12.18  12.330 満足  0.30 満足  -0.408 満足 

6 12.21 12.47  12.340 満足  0.26 満足  -0.398 満足 

5 12.28 12.46  12.370 満足  0.18 満足  -0.369 満足 

19 12.53 12.60  12.565 満足  0.07 満足  -0.180 満足 

8 12.64 12.49  12.565 満足  0.15 満足  -0.180 満足 

30 12.71 12.50  12.605 満足  0.21 満足  -0.141 満足 

9 12.70 12.61  12.655 満足  0.09 満足  -0.092 満足 

28 12.64 12.69  12.665 満足  0.05 満足  -0.083 満足 

17 12.34 13.40  12.870 満足  1.06 不満足  0.117 満足 

34 13.07 12.74  12.905 満足  0.33 満足  0.150 満足 

35 12.89 12.96  12.925 満足  0.07 満足  0.170 満足 

31 13.18 12.82  13.000 満足  0.36 満足  0.243 満足 

2 13.05 13.00  13.025 満足  0.05 満足  0.267 満足 

10 13.37 12.72  13.045 満足  0.65 満足  0.286 満足 

15 13.28 12.94  13.110 満足  0.34 満足  0.350 満足 

18 13.35 12.92  13.135 満足  0.43 満足  0.374 満足 

7 13.38 13.41  13.395 満足  0.03 満足  0.626 満足 

33 13.40 13.42  13.410 満足  0.02 満足  0.641 満足 

11 13.52 13.55  13.535 満足  0.03 満足  0.762 満足 
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表6-2 モリナガキットによる試料2の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (8.925)≦Xbar≦UCL (16.575) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (0.95) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

機関 

番号 

試料2の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

3 14.34 14.01  14.175 満足  0.33 満足  1.383 満足 

22 14.16 14.74  14.450 満足  0.58 満足  1.650 満足 

1 14.73 15.10  14.915 満足  0.37 満足  2.102 満足 

26 14.90 14.98  14.940 満足  0.08 満足  2.126 満足 

24 14.98 14.96  14.970 満足  0.02 満足  2.155 満足 

36 16.23 15.38  15.805 満足  0.85 満足  2.966 満足 
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a) Xbar管理図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) R管理図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (機関数 36) 

 

図3 試料1のモリナガキットを用いた測定によるXbar-R管理図 

 

Xbar管理図 (a) の上部管理限界線 (UCL) および下部管理限界線 (LCL) はロバスト平均±30% 

R管理図 (b) のUCLおよびLCLはRの平均値とJISハンドブックの係数D4 (=3.267) から算出 
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a) Xbar管理図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) R管理図  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (機関数 36) 

 

図4 試料2のモリナガキットを用いた測定によるXbar-R管理図 

 

Xbar管理図 (a) の上部管理限界線 (UCL) および下部管理限界線 (LCL) はロバスト平均±30% 

R管理図 (b) のUCLおよびLCLはRの平均値とJISハンドブックの係数D4 (=3.267) から算出 
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a) 試料1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 試料2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(機関数 36) 

  

図5 モリナガキットを用いた測定によるz-スコア 
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表7 日本ハムキットによる測定結果の統計量一覧 

 

試料名 試料1 試料2 

統計量の種類 ロバスト方式 ロバスト方式 

MCによる除外機関 0 0 

データ (有効機関) 数        36 36 

測定の 

統計量* 

平均値 10.18 12.45 

標準偏差 0.90 1.17 

相対標準偏差 8.84 9.40 

第1四分位数 (Q1) 9.5975 11.90875 

中央値 (メジアン) 10.21 12.365 

第3四分位数 (Q3) 10.7 12.96375 

最大値 11.715 17.245 

最小値 7.635 10.32 

範囲 4.08 6.925 

四分位範囲 1.1025 1.055 

測定の

差* 

Rの平均 0.50 0.40 

上部管理限界 1.63 1.31 

*：単位は相対標準偏差では%、それ以外ではµg/g 
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a) 試料1 b) 試料2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(機関数 36) 

 

 

図6 日本ハムキットを用いた測定によるヒストグラムおよび正規確率プロット 
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表8-1 日本ハムキットによる試料1の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (7.126)≦Xbar≦UCL (13.234) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (1.63) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

機関 

番号 

試料1の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

35 7.78 7.49  7.635 満足  0.29 満足  -2.828 満足 

12 8.10 8.60  8.350 満足  0.50 満足  -2.033 満足 

16 8.53 8.38  8.455 満足  0.15 満足  -1.917 満足 

5 8.32 8.96  8.640 満足  0.64 満足  -1.711 満足 

21 8.41 9.34  8.875 満足  0.93 満足  -1.450 満足 

28 8.70 9.47  9.085 満足  0.77 満足  -1.217 満足 

19 9.79 9.17  9.480 満足  0.62 満足  -0.778 満足 

34 9.22 9.78  9.500 満足  0.56 満足  -0.756 満足 

36 8.75 10.36  9.555 満足  1.61 満足  -0.694 満足 

14 9.94 9.51  9.725 満足  0.43 満足  -0.506 満足 

9 9.73 9.80  9.765 満足  0.07 満足  -0.461 満足 

18 9.87 9.96  9.915 満足  0.09 満足  -0.294 満足 

27 9.82 10.07  9.945 満足  0.25 満足  -0.261 満足 

33 10.06 10.03  10.045 満足  0.03 満足  -0.150 満足 

29 11.40 8.70  10.050 満足  2.70 不満足  -0.144 満足 

20 9.84 10.36  10.100 満足  0.52 満足  -0.089 満足 

10 10.21 10.05  10.130 満足  0.16 満足  -0.056 満足 

30 10.04 10.29  10.165 満足  0.25 満足  -0.017 満足 

6 10.09 10.42  10.255 満足  0.33 満足  0.083 満足 

4 10.21 10.56  10.385 満足  0.35 満足  0.228 満足 

17 11.32 9.50  10.410 満足  1.82 不満足  0.256 満足 

3 10.33 10.57  10.450 満足  0.24 満足  0.300 満足 

2 10.46 10.45  10.455 満足  0.01 満足  0.306 満足 

7 10.50 10.47  10.485 満足  0.03 満足  0.339 満足 

24 10.40 10.60  10.500 満足  0.20 満足  0.356 満足 

31 10.54 10.49  10.515 満足  0.05 満足  0.372 満足 

32 10.49 10.67  10.580 満足  0.18 満足  0.444 満足 

23 10.65 10.83  10.740 満足  0.18 満足  0.622 満足 

1 11.07 10.71  10.890 満足  0.36 満足  0.789 満足 

22 11.58 10.46  11.020 満足  1.12 満足  0.933 満足 
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表8-2 日本ハムキットによる試料1の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (7.126)≦Xbar≦UCL (13.234) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (1.63) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関 

番号 

試料1の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

25 10.69 11.48  11.085 満足  0.79 満足  1.006 満足 

8 11.34 10.94  11.140 満足  0.40 満足  1.067 満足 

11 11.29 11.35  11.320 満足  0.06 満足  1.267 満足 

15 11.36 11.48  11.420 満足  0.12 満足  1.378 満足 

13 11.50 11.43  11.465 満足  0.07 満足  1.428 満足 

26 11.19 12.24  11.715 満足  1.05 満足  1.706 満足 
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表9-1 日本ハムキットによる試料2の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (8.715)≦Xbar≦UCL (16.185) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (1.31) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

機関 

番号 

試料2の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

12 10.21 10.43  10.320 満足  0.22 満足  -1.821 満足 

35 10.20 10.48  10.340 満足  0.28 満足  -1.803 満足 

16 10.57 10.41  10.490 満足  0.16 満足  -1.675 満足 

21 10.83 10.70  10.765 満足  0.13 満足  -1.440 満足 

19 10.97 11.13  11.050 満足  0.16 満足  -1.197 満足 

27 11.40 10.98  11.190 満足  0.42 満足  -1.077 満足 

14 11.75 10.92  11.335 満足  0.83 満足  -0.953 満足 

5 11.38 11.92  11.650 満足  0.54 満足  -0.684 満足 

36 11.59 12.21  11.900 満足  0.62 満足  -0.470 満足 

28 11.53 12.34  11.935 満足  0.81 満足  -0.440 満足 

30 12.02 11.91  11.965 満足  0.11 満足  -0.415 満足 

4 12.43 11.70  12.065 満足  0.73 満足  -0.329 満足 

6 12.23 12.04  12.135 満足  0.19 満足  -0.269 満足 

23 12.35 12.01  12.180 満足  0.34 満足  -0.231 満足 

34 12.08 12.33  12.205 満足  0.25 満足  -0.209 満足 

31 12.14 12.29  12.215 満足  0.15 満足  -0.201 満足 

9 12.08 12.47  12.275 満足  0.39 満足  -0.150 満足 

20 12.21 12.42  12.315 満足  0.21 満足  -0.115 満足 

29 12.04 12.79  12.415 満足  0.75 満足  -0.030 満足 

18 12.52 12.37  12.445 満足  0.15 満足  -0.004 満足 

24 12.56 12.70  12.630 満足  0.14 満足  0.154 満足 

33 12.83 12.60  12.715 満足  0.23 満足  0.226 満足 

13 13.12 12.55  12.835 満足  0.57 満足  0.329 満足 

7 12.95 12.84  12.895 満足  0.11 満足  0.380 満足 

11 13.00 12.83  12.915 満足  0.17 満足  0.397 満足 

32 12.66 13.20  12.930 満足  0.54 満足  0.410 満足 

3 13.10 12.82  12.960 満足  0.28 満足  0.436 満足 

17 13.29 12.64  12.965 満足  0.65 満足  0.440 満足 

15 13.51 13.37  13.440 満足  0.14 満足  0.846 満足 

22 13.51 13.76  13.635 満足  0.25 満足  1.013 満足 
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表9-2 日本ハムキットによる試料2の結果および評価一覧 

*：単位 μg/g 

評価基準 

Xbar 管理図 満足： LCL (8.715)≦Xbar≦UCL (16.185) 不満足：Xbar＜LCL または UCL＜Xbar 
R 管理図 満足： 0≦R≦UCL (1.31) 不満足：UCL＜R 

z-スコア 満足：｜z-スコア｜＜3 不満足：3≦｜z-スコア｜ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

機関 

番号 

試料2の報告値 *  Xbar管理図  R管理図  z-スコア 

1 2  Xbar * 評価  R * 評価  z-スコア 評価 

1 13.64 13.66  13.650 満足  0.02 満足  1.026 満足 

2 13.48 13.82  13.650 満足  0.34 満足  1.026 満足 

25 13.42 15.01  14.215 満足  1.59 不満足  1.509 満足 

26 14.60 13.84  14.220 満足  0.76 満足  1.513 満足 

8 14.88 13.89  14.385 満足  0.99 満足  1.654 満足 

10 17.19 17.30  17.245 不満足  0.11 満足  4.098 不満足 
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a) Xbar管理図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) R管理図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(機関数 36) 

 

 

図7 試料1の日本ハムキットを用いた測定によるXbar-R管理図 

 

Xbar管理図 (a) の上部管理限界線 (UCL) および下部管理限界線 (LCL) はロバスト平均±30% 

R管理図 (b) のUCLおよびLCLはRの平均値とJISハンドブックの係数D4 (=3.267) から算出 
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a) Xbar管理図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) R管理図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(機関数 36) 

 

 

図8 試料2の日本ハムキットを用いた測定によるXbar-R管理図 

 

Xbar管理図 (a) の上部管理限界線 (UCL) および下部管理限界線 (LCL) はロバスト平均±30% 

R管理図 (b) のUCLおよびLCLはRの平均値とJISハンドブックの係数D4 (=3.267) から算出 
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a) 試料1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 試料2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(機関数 36) 

 

図9 日本ハムキットを用いた測定によるz-スコア 
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表10 プリマハムキットによる結果一覧 

 

 

 

 

 
*：単位 μg/g 

 

 

 

 

 

表11 モリナガ (βLG) キットによる結果一覧 

 

 

 

 

 
*：単位 μg/g 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

機関番号 試料番号 
報告値 * 

Xbar * R * 
1 2 

6 
試料1 7.09 6.83 6.960 0.26 

試料2 7.59 7.52 7.555 0.07 

機関番号 試料番号 
報告値 * 

Xbar * R * 
1 2 

A 
試料1 6.40 6.09 6.245 0.31 

試料2 8.05 8.13 8.090 0.08 
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a) モリナガキット 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

b) 日本ハムキット 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) プリマハムキット d) モリナガ (βLG) キット 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図10 各キットで得られた報告値のロット間比較 
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図11 モリナガキットを用いた測定における検量線 (36機関) 

 ロット別検量線は図1615を参照 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図12 日本ハムキットを用いた測定における検量線 (36機関) 

 ロット別検量線は図1716を参照 
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図13 プリマハムキットを用いた測定における検量線 

 (Lot: 2103WHS, 1機関および食薬センター2試験) 

 

 

 

 

表12 外部精度管理調査研究で使用されたプリマハムキットのロットおよび使用機関数 
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図14 モリナガ (βLG) キットを用いた測定における検量線 

(1機関 [lot: 21MASFBL040] および食薬センター2試験 [lot: 21MYSFBL041]) 

 

 

 

 

表13 外部精度管理調査研究で使用されたモリナガ(βLG)キットのロットおよび 

 使用機関数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ロット 使用期限 使用機関数 

21MASFBL040 2022/3/10 1 

タンパク質量 (ng/mL) 

吸
光
度

 
(O

D
4
5
0
–
O

D
re

f) 

機関番号A       食薬センター1       食薬センター2  

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

2.0 

0 10 20 30 40 50 



 

 - 83 - 

表14 外部精度管理調査研究で使用されたモリナガキットの 

 ロットおよび使用機関数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ロット 使用期限 使用機関数 

21JASFCS093 2022/1/21 1 

21APSFCS097 2022/4/1 2 

21APSFCS098 2022/4/14 1 

21MYSFCS099 2022/5/7 3 

21MYSFCS100 2022/5/17 9 

21JUSFCS101 2022/6/3 11 

21JUSFCS102 2022/6/3 8 

21OCSFCS105 2022/9/30 1 
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a) 21JASFCS093, 21APSFCS097,  b) 21MYSFCS099 
21APSFCS098, 21OCSFCS105 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) 21MYSFCS100 d) 21JUSFCS101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

e) 21JUSFCS102  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図15 モリナガキットを用いた測定におけるロット別検量線 
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表15 外部精度管理調査研究で使用された日本ハムキットのロットおよび使用機関数 

 

ロット 使用期限 使用機関数 

FKEM2160 2021/10 2 

FKEM2161 2021/12 8 

FKEM2162 2022/4 11 

FKEM2163 2022/6 3 

FKEM2166 2022/4 12 
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a) FKEM2160 b) FKEM2161 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) FKEM2162 d) FKEM2163 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

e) FKEM2166 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図16 日本ハムキットを用いた測定におけるロット別検量線 
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a) モリナガキット (36機関) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 日本ハムキット (36機関) 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

図17 同一キットにおける試料間の相関性 

図中の楕円は95%の確率楕円を示す。点線は𝑦 = 𝑥 
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a) 試料1 (36機関) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 試料2 (36機関)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図18 同一試料におけるキット間の相関性 

図中の楕円は95%の確率楕円を示す。点線は𝑦 = 𝑥 
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表16  令和3年度 外部精度管理調査研究における各機関の採用手法 (全般) 

a 複数回答有 (36機関) 

b 4PL: 4パラメーターロジスティック 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

項目   1 2 3 4 5 6 
        

経験年数 a 
 0 1 2 3 - 5 6 - 10 10超 

  11 6 6 11 2 3 

抽出方法 
 振とう その他     

  36 0        

振とう時間 

(h) 

 12未満 12 - 16未満 16 - 20未満 20以上 その他  

  0 5 27 3 1  

振とう速度 

(rpm) 

 90未満 90 - 110 110超    

  1 34 1    

ろ過 
 実施 実施せず     

  27 9     

遠心分離 
 実施 実施せず     

  36 0     

抽出液等 

の希釈操作 

 手動 自動     

  35 1      

 試薬のプレート

への添加 

  手動 電動 

連続分注 

シングルch 

自動  連続分注 
マルチch シングルch 

 マルチch シングルch 
 2 2 28 2 1 1 

洗浄方法 
 手動 自動 手動/自動    

  14 21 1     

マイクロプレート 

リーダのメーカー 

 TECAN ThermoFisher Corona Bio-Rad Bio Tek  

  7 11 8 7 3  

検量線の 

回帰法 

 4PLb その他     

  36 0     

ピペット校正 
 年1回以上 2-3年に1回程度 不定期 行わない   

  20 1 7 8   

天びん校正 
 年1回以上 2-3年に1回程度 不定期 行わない   

 31 1 3 1   
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表17  令和2年度 外部精度管理調査研究における各機関の操作手法 (キット別) 

a) モリナガキット (36機関)、使用ロット数 8ロット 

 

b) 日本ハムキット (36機関)、使用ロット数 5ロット 

 

c) プリマハムキット (1機関)、使用ロット数 1ロット 

 

d) モリナガ (βLG) キット (1機関)、使用ロット数 1ロット 

項目 
回答区分 

1 2 3 4 5 

抽出液の 0 1 2 3-7 > 7 

保存期間 (日) 28 5 1 1 1 

抽出液の 室温 冷蔵 冷凍(-50℃以上) 冷凍(-50℃未満)  

保存条件 0 6 2 0   

試料添加時間 10以内 10-20以内 20-30以内 30超  

(分) 28 5 2 1  

操作中の室温 20ºC未満 20-30ºC 30ºC超   

(範囲） 0 36 0   

項目 
  回答区分   

1 2 3 4 5 

抽出液の 0 1 2 3-7 > 7 

保存期間 (日) 24 8 0 4 0 

抽出液の 室温 冷蔵 冷凍(-50℃以上) 冷凍(-50℃未満)  

保存条件 0 8 3 1   

試料添加時間 10以内 10-20以内 20-30以内 30超  

(分) 30 4 1 1  

操作中の室温 20ºC未満 20-25ºC 25ºCをはさむ上下 25-30ºC 30ºC超 

(範囲） 0 26 6 4 0 

項目 
  回答区分   

1 2 3 4 5 

抽出液の 0 1 2 3-7 > 7 

保存期間 (日) 1 0 0 0 0 

抽出液の 室温 冷蔵 冷凍(-50℃以上) 冷凍(-50℃未満)  

保存条件 ― ― ― ―   

試料添加時間 10以内 10-20以内 20-30以内 30超  

(分) 1 0 0 0  

操作中の室温 20ºC未満 20-25ºC 25ºCをはさむ上下 25-30ºC 30ºC超 

(範囲） 0 1 0 0 0 

項目 
  回答区分   

1 2 3 4 5 

抽出液の 0 1 2 3-7 > 7 

保存期間 (日) 0 0 0 0 1 

抽出液の 室温 冷蔵 冷凍(-50℃以上) 冷凍(-50℃未満)  

保存条件 0 0 1 0   

試料添加時間 10以内 10-20以内 20-30以内 30超  

(分) 1 0 0 0  

操作中の室温 20ºC未満 20-30ºC 30ºC超   

(範囲） 0 1 0   
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表18 2020年度の特定原材料6種 (卵、乳、小麦、そば、落花生、甲殻類) の検査実績 

 種類数 

(回答29機関) 

 

表19 2020年度の参加機関の検査実績および使用キット 

 

 

 

 

 

 

 

 特定原材料6種中の実施種類数 

0 1 2 3 4 5 6 

実施機関数 4 3 3 5 6 3 5 

試験区分 
 特定原材料 

 卵 乳 小麦 そば 落花生 甲殻類 

ELISA法 実施機関 (29機関) 20 22 14 12 10 15 

総試験数 

 

4793 

(23.3 %) 

4631 

(22.5 %) 

4403 

(21.4 %) 

2642 

(12.8 %) 

2624 

(12.7 %) 

1510 

(7.3 %) 

陽性検出機関 (29機関) 3 4 4 2 2 6 

検出試験数 385 473 726 15 15 35 

陽性率 (%) 8.0 10.2 16.5 0.6 0.6 2.3 

使用キット [複数回答] (33機関) 

日本ハム 23 26 16 16 14 ― 

モリナガ 24 26 18 15 13 ― 

プリマハム 2 2 3 1 1 ― 
       

ニッスイ ― ― ― ― ― 18 

マルハ ― ― ― ― ― 18 

確認試験 実施機関 (29機関) 2 2 3 1 1 3 

総試験数 7 5 32 4 24 3 

陽性検出機関 (29機関) 1 2 2 0 1 2 

検出試験数 4 4 6 0 1 2 
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a) 含量 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 安定性 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図19 外部精度管理調査予備検討用試料の含量及び安定性の経時的変化 
とうもろこしペースト  1か月   3.5か月   8か月 

イチゴジャム  1か月   3.5か月   8か月 
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令和3年度 特定原材料検査外部精度管理調査研究参加機関 

 

青森県環境保健センター 

宮城県保健環境センター 

新潟市衛生環境研究所 

千葉県衛生研究所 

東京都健康安全研究センター 

杉並保健所 

中央区保健所 

川崎市健康安全研究所 

長野県環境保全研究所 

石川県保健環境センター 

岐阜県保健環境研究所 

愛知県衛生研究所 

名古屋市衛生研究所 

豊田市保健所 保健衛生課 衛生試験所 

三重県保健環境研究所 

滋賀県衛生科学センター 

京都市衛生環境研究所 

地方独立行政法人 大阪健康安全基盤研究所 天王寺センター 

神戸市健康科学研究所 

岡山県環境保健センター 

山口県環境保健センター 

香川県環境保健研究センター 

佐賀県衛生薬業センター 

福岡市保健環境研究所 

一般財団法人 食品分析開発センターＳＵＮＡＴＥＣ 

一般財団法人 食品環境検査協会 

日本生活協同組合連合会 商品検査センター 

アスザックフーズ株式会社 

オリエンタル酵母工業株式会社 長浜工場 長浜ライフサイエンスラボラトリー 

株式会社 生活品質科学研究所 

株式会社 つくば食品評価センター 

テーブルマーク株式会社 

日東富士製粉株式会社 
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日東ベスト株式会社 

株式会社ファスマック 

星薬科大学薬学部 
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令和2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） 

 

食品衛生検査施設等の検査の信頼性確保に関する研究 

 

研究分担報告書 

 

外部精度管理調査プログラム用適正試料の改善と開発に関する研究 

－一般細菌数測定検査用調査試料の開発(4)－ 

 

研究代表者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 副所長 

研究分担者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所副所長 

研究協力者 高坂 典子 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 室長 

  梶原 三智香 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

 中阪 聡亮 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

 堀田 実和 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 研究員 

  

研究要旨 

食品衛生外部精度管理調査、微生物学調査では主に一般細菌数測定検査に用いる基

材開発を行った。 

一般細菌数測定検査の新規基材として白飯 (見立て食材：弁当) を用い、妥当性確

認として①性能評価、②品質評価、③パイロットスタディの実施による運用確認を行

った。 

性能評価では冷蔵試料 (0～10℃)と冷蔵保存10日後に22.5℃へ移送した試料 (常温

試料)の2通りの調査試料について、最大84日間保存までの生菌数の挙動を観察した。 

品質評価ではパイロットスタディ用に作製した調査試料から採取した10個の調査試

料を2名の検査員でそれぞれ生菌数測定を行い、配付前の品質評価 (均質性確認試

験 ) および報告期間後までの品質評価 (安定性確認試験) を行った。なお均質性確

認試験では公表する暫定値の算出に加えてISO/TS 19036：2006 Microbiology of 

food and animal feeding stuffs — Guidelines for the estimation of 

measurement uncertainty for quantitative determinations を用いた標準不確かさ

の算出を行った。 

パイロットスタディでは49機関の参加機関に対して調査試料を配付し、報告値を回

収して解析を行った。 

性能評価はポイントごとの2回の生菌数の範囲、および接種日と冷蔵28日目の生菌

数の差をもとに妥当性を評価した。品質評価 (均質性確認試験) の評価基準は算出し

た標準不確かさが0.1以下であることとし、品質評価 (安定性確認試験) の評価基準

は平均値が均質性確認試験の平均値の±20％の範囲であることとした。パイロットス

タディの評価基準は報告値 (実数) の変動係数が30%未満であることとした。 

全ての評価基準を満たしたため、白飯は一般細菌数測定検査の基材として妥当であ

ると評価した。 
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A． 研究目的 

食品衛生管理の外部精度管理事業にお

いて、現在当財団で実施している微生物

学区分の一般細菌数測定検査では現在ゼ

ラチン基材を氷菓と見立てて配付してい

る。公定法に従うと液状にした調査試料

を用いた試験法であることから、参加機

関の報告値はばらつきが小さくなり、結

果として常識的に考えて異常値ではない

報告値でもZスコア±3を超えるという問

題が生じている。見立て食材を固形に変

更することでこの問題は軽減できると推

測できることから、今年度の研究では固

形の基材開発とパイロットスタディによ

る運用上の問題点の洗い出しを目的とし

た。 

 

B． 方法 

1. 試料基材および添加菌 

1) 試料基材 

試料基材は白飯 (アルファ米、市販品)

を用いた。 

2) 添加菌 

添加菌はBacillus subtilis (枯草菌芽

胞液、栄研化学、製品コードNo.LK1000) 

を用いた。 

3) 培地等 

・精製水 (日本薬局方) (小堺製薬) 

・標準寒天培地 (日水製薬) 

・SCD培地 (日本製薬) 

・NaCl (和光特級、富士フイルム和光純

薬) 

 

2. 使用機器 

調査試料、培地等の滅菌にはオートク

レーブを使用した。試験操作は安全キャ

ビネットまたはクリーンベンチ内で行

い、培養には恒温槽を使用した。 

 

3. 準拠する試験法 (一般細菌数測定検

査) 

一般細菌数測定検査は、「弁当及びそう

ざいの衛生規範について」 (第3次改正

〔平成7年10月12日衛食第188号・衛乳第

211号・衛化第119号〕) に準拠して実施

した。以下にその測、ｋｍ定手順を示し

た。なお、この試験法は「食品衛生法等

の一部を改正する法律」(平成30年法律第

46号) の施行に伴い2021年6月1日に廃止

されたものである。 

調査試料25 gを生理食塩水225 mLで10

倍希釈し、以降10倍段階希釈を適宜実施

した。各10倍段階希釈液1 mLを2枚のシャ

ーレに分取して混釈培地にした後、

35.0℃設定の恒温槽で45～51時間培養し

た。集落数30～300 cfu/plate の希釈段

を用いて生菌数を算出した (図1)。 

 

4. 調査試料の作製 

1) 基材の滅菌 

アルファ米30 gをガラス瓶に秤量し、

121℃60分間の高圧蒸気滅菌を行った。品

温が室温程度に下がってから蓋を閉め、

菌を添加するまで室温保存した。 

2) 添加菌液の調製 

市販の枯草菌芽胞液を20% (w/v) NaCl

溶液で約2.5×106 cfu/mLに希釈したもの

を添加菌液とした。 

3) 調査試料の作製 

基材に20% (w/v) NaCl溶液50 mLと添加

菌液1 mLを添加し、均質になるよう十分

に攪拌した。これを調査試料とした。 
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調査試料は使用、または配付するまで

冷蔵保存した (図2)。 

 

5. 調査試料の性能評価 

1) 保存条件 

調査試料の保存条件は①冷蔵保存 (以

下、「冷蔵試料」という)、②冷蔵保存10

日後に22.5℃に移送 (以下、「常温試料」

という)の2条件とした。 

常温試料は実際の調査試料配付を想定

とし、保存中の温度変化を考慮して行う

参考情報とした。 

2) 生菌数測定 

冷蔵試料は添加菌の添加直後、保存開

始から10、14、28、84日後に生菌数測定

を行った。常温試料は保存開始から14、

28日後に生菌数測定を行った。各ポイン

トで調査試料は1個使用し、秤量回数2回

とした (表1)。 

結果をもとに、①冷蔵の測定ポイント

ごとの2つの生菌数の対数値差が±0.5 

log cfu/g以内、②冷蔵保存の添加直後と

28日目の各平均値の差が±1.0 log cfu/g 

以内、の2条件を評価基準とした。 

 

6. 調査試料の品質評価 

1) 配付用調査試料の作製 

4項に示した方法で配付用調査試料を作

製し、その一部を用いて品質評価を行っ

た。 

2) 均質性確認試験 

配付用調査試料から無作為に抽出した

10個の配付用調査試料を用いて2名の検査

員が1回ずつ生菌数測定を行った。計20回

の生菌数 (実数) から平均値、標準偏

差、変動係数の算出および一元配置分散

分析 (Microsoft Excel) を行った。また

併せてISO/TS 19036：2006 Microbiology 

of food and animal feeding stuffs — 

Guidelines for the estimation of 

measurement uncertainty for 

quantitative determinations を参考に

標準不確かさの算出を行った。 

ここで算出した平均値はパイロットス

タディの暫定値として使用した。 

なお、算出した標準不確かさ0.1 log 

cfu/g以内であることを評価基準とした。 

3) 安定性確認試験 

無作為に抽出した10個の配付用調査試

料を用いて、作製から約2か月後に均質性

確認試験と同様の生菌数測定を行った。

計20回の生菌数 (実数) から平均値の算

出を行った。 

安定性確認試験で得られた平均値 (実

数) が均質性確認試験で得られた平均値

(実数) の±20%以内であることを評価基

準とした。 

 

7. パイロットスタディ (室間共同試験) 

1) 調査試料の配付と報告値の回収 

均質性確認で問題がないことを確認で

きた配付用調査試料を使用し、パイロッ

トスタディを実施した。 

一般細菌数測定検査のパイロットスタ

ディとして参加募集を行い、49機関を対

象にパイロットスタディ (以下、室間共

同試験) を実施した。検査機関には調査

試料を1個ずつ配付した ［2021年11月26

日発送、チルドゆうパック]。見立て食材

を「弁当」として試料処理および測定操

作は各機関の方法で実施し、繰り返し試

験数は3回とした。検査機関からの報告値
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提出期限は2021年12月24日とした。 

2) データ解析 

解析は当財団が実施している食品衛生外

部精度管理調査 一般細菌数測定検査で採

用している従来方式 (算術平均値および

標準偏差を用いた評価方法) による手法

を用いて実数での解析を行った。すなわ

ち、各検査機関よりデータを回収後、デ

ータ・クリーニング (暫定値の 1/100以

下および 100倍以上の報告値を除外) を

行い、この範囲外となる報告値および欠

測値のある報告値 (5 個未満) について

は、以後の解析対象から除外した。次い

で各検査機関間、検査機関内の変動を�̅� −

𝑅管理図を代用する方法で観察した後、各

検査機関からの報告値の平均値 (機関別

平均値) について、基本統計量、ヒスト

グラムおよび正規確率プロットを作成す

ることによりデータ全体の様相を把握し

た。分布に極端な歪みや尖りが観察され

た場合には 2シグマ (総平均値±2×標準

偏差) 以上の値を報告した検査機関を除

外した後、同様の処理を行った (2 シグマ

処理)。最終的に各検査機関の𝑧 −スコア

と�̅� − 𝑅管理図に基づいて各検査機関の解

析を行った。さらに、各検査機関より回

収したデータを対数に変換し、実数解析

と同様に𝑧 −スコアに基づいて各検査機関

の解析を行った。なお、実数解析および

対数解析の𝑧 −スコアは参考に留めた。 

また、経過記録書についてもとりまと

め、解析を行った。 

 

(倫理面への配慮) 

倫理面への配慮として、検査機関をコー

ド番号化し、調査に関する秘密保持を図

った。 

 

C．D． 研究結果および考察 

1. 調査試料の作製 

アルファ米 30 gをガラス瓶に秤量

し、121℃60分間の高圧蒸気滅菌を行っ

た。品温が室温程度に下がってから蓋を

閉め、菌を添加するまで室温保存した。 

添加菌液は市販の枯草菌芽胞液を 20% 

(w/v) NaCl 溶液で約 2.5×106 cfu/mL に

調製したものを使用した。基材に 20% 

(w/v) NaCl 溶液 50 mLと添加菌液 1 mL

を添加し、均質になるよう十分に攪拌

し、これを調査試料とした。 

調査試料は使用、または配付するまで

冷蔵保存した。 

 

2. 調査試料の性能評価 

冷蔵試料の生菌数測定を添加菌の添加

直後、保存開始から 10、14、28、84日

後の 5回実施した。また常温試料の生菌

数測定を保存開始から 14、28 日後の 2

回実施した。いずれも 1個の調査試料を

使用し、秤量回数 2回とした (表 1)。 

冷蔵試料は保存開始から 84 日後まで

非常に安定した生菌数を維持し、各実施

日の生菌数の差も±0.5 log cfu/g の範

囲内であった。また添加菌添加直後と

28 日後の生菌数平均値差は 0.03 log 

cfu/g であった(表 2～4、図 3)。 

参考情報として実施した常温試料も、

保存開始 14，28日後のいずれも冷蔵試

料とほぼ同等の生菌数を維持していた

(表 2～3、図 3)。 
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3. 調査試料の品質評価 

パイロットスタディ用の調査試料は冷

蔵保存し、その中から均質性確認試験お

よび安定性確認用に無作為に各 10 個の

調査試料を抽出した。 

均質性確認試験は 2 名の検査員が各 1

回ずつ生菌数測定を行い、実数の平均

値、標準偏差、変動係数および一元分散

分析を行った (表 5～6)。また均質性確

認試験では試験結果をもとに標準不確か

さを算出した (表 7)。標準不確かさは

0.05 log cfu/g と非常に小さい数値で

あり、調査試料として問題ないと評価し

た。安定性確認試験は調査試料の作製か

ら約 2 カ月後に均質性確認試験と同様に

試験を実施した後、実数の平均値を算出

した (表 8～9)。 

 

4. パイロットスタディ (室間共同試験) 

対象とした全 49機関から結果を回収

した。実数解析の結果は表 10 と図 4～

図 6 に、対数解析の結果は表 11と図 7

～図 8 に、経過記録書の集計結果は表

12 に示した。 

① 実数解析 

データ・クリーニングにより除外され

る機関はなく、2シグマ処理は実施しな

かった。 

正規確率プロットを確認したところ、

概ね直線状にデータが分布しており、正

規分布に従っていると考えられた。また

管理限界外となった機関は�̅�管理図にお

いては 0 機関、𝑅管理図においては 2機

関であった。𝑧 −スコアによる解析で

は、2≦｜𝑧 −スコア｜＜3に該当する機

関が 1 機関、3≦｜𝑧 −スコア｜に該当す

る機関が 1機関であった。 

相対標準偏差は 15.65 %であり、ゼラ

チン基材を調査試料とする食品衛生外部

精度管理調査 一般細菌数測定検査にお

ける過去 5年間 (2017 年度～2021 年度) 

の相対標準偏差 (11～18 %) と大差のな

いものであった。 

② 対数解析 

データ・クリーニングにより除外され

る機関はなく、2シグマ処理は実施しな

かった。 

正規確率プロットを確認したところ、

概ね直線状にデータが分布しており、正

規分布に従っていると考えられた。ま

た、𝑧 −スコアによる解析では、 

2≦｜𝑧 −スコア｜＜3に該当する機関が

2 機関、3≦｜𝑧 −スコア｜に該当する機

関はなかった。 

相対標準偏差は 1.52 %であり、ゼラ

チン基材を調査試料とする食品衛生外部

精度管理調査 一般細菌数測定検査にお

ける過去 5年間 (2017 年度～2021 年度) 

の相対標準偏差 (1.0～2.3 %) と大差の

ないものであった。 

なお、実数解析と対数解析を比較した

ところ、対数解析のほうがより正規分布

に従っていた。一般的に微生物学的技能

試験は対数解析を行っているものが多

く、国際的に見ても今後の外部精度管理

調査では対数解析を採用したほうがよい

と考えられた。 

 

F． 健康危険情報 

なし 

 

G． 研究発表 
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1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

なし 

 

H． 知的所有権の取得状況 

1. 特許取得 

なし 

 

2. 実用新案登録 

なし 

 

3. その他 

なし 
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調査試料採取 25 g  

↓  

生理食塩水 225 mL 添加  

↓ストマッカー処理 1分  

10 倍段階希釈 (希釈液 1mL+生理食塩水 9mL) 

↓  

各 10倍段階希釈液 1 mLを標準寒天培地で混釈 (n=2で実施) 

↓35.0℃、45-51 時間培養  

集落数の計測 ・ 生菌数の算出 
30～300 cfu/plate の希釈段を

用いて生菌数を算出 

↓  

判定  

 

図 1 一般細菌数測定検査 試験手順 

 

 

アルファ米 30 g 

↓ 

高圧蒸気滅菌(121℃60min) 

↓←20％ (w/v) NaCl 溶液 50 mL 

↓←枯草菌芽胞液 (約 2.5×106 cfu/mL) 

攪拌 

↓ 

調査試料 (約 3.0×104 cfu/g、冷蔵) 

 

図 2 調査試料 作製手順 
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図 3 調査試料の性能評価 (生菌数の挙動、左図：N1 右図：N2) 

 

 

 

図 4 パイロットスタディ 実数解析のヒストグラムと正規確率プロット 

  

度
数
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図 5 パイロットスタディ 実数解析の�̅� − 𝑅管理図 

 

 

 

図 6 パイロットスタディ 実数解析の𝑧 −スコアの順位 
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図 7 パイロットスタディ 対数解析のヒストグラムと正規確率プロット 

 

 

 

図 8 パイロットスタディ 対数解析の𝑧 −スコアの順位 

  

度
数
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表 1 調査試料の品質評価 保存条件および試験内容 

保存日数 冷蔵試料 
温度変化試験 

(22.5℃ (常温試料) ) 

0 (添加直後) 〇(添加後、冷蔵せずに試験実施) 

10 〇 (冷蔵から 22.5℃に移動) 

14 〇 〇 

28 〇 〇 

84 〇 ― 

各ポイントで調査試料 1 個を使用、秤量回数は 2回とした。 

 

 

表2 調査試料の性能評価 結果 (実数) 

保存日数 N1  N2 

 冷蔵試料 常温試料  冷蔵試料 常温試料 

0 (添加直後) 2.8×104 ―  2.8×104 ― 

10 2.6×104 ―  2.8×104 ― 

14 2.9×104 2.9×104  2.5×104 2.5×104 

28 2.6×104 2.5×104  2.6×104 2.6×104 

84 2.3×104 ―  2.6×104 ― 

生菌数の単位：cfu/g 

N1、N2は秤量n回目を示した。 

 

 

表3 調査試料の性能評価 (対数) 

保存日数 N1  N2 

 冷蔵試料 常温試料  冷蔵試料 常温試料 

0 (添加直後) 4.45 ―  4.45 ― 

10 4.42 ―  4.45 ― 

14 4.46 4.46  4.39 4.39 

28 4.42 4.39  4.42 4.42 

84 4.37 ―  4.41 ― 

生菌数の単位：log cfu/g 

N1、N2は秤量n回目を示した。 
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表4 調査試料の性能評価 (評価結果) 

冷蔵試料 生菌数※1 
|A-B| 平均値※2 評価①※3 評価②※4 

保存日数 A B 

0 (添加直後) 4.45 4.45 0.00 4.45 適合 ― ― 

10 4.42 4.45 0.03 4.44 適合 ― ― 

14 4.46 4.39 0.07 4.43 適合 ― ― 

28 4.42 4.42 0.00 4.42 適合 0.03 適合 

84 4.37 4.41 0.04 4.39 適合 ― ― 

生菌数の単位：log cfu/g 

※1： A、生菌数A、Bは表3の冷蔵試料 N1、N2の数値を転記した。 

※2： A、Bの平均値を示した。 

※3： A、Bの冷蔵の生菌数 (対数値) の差が±0.5 log cfu/g以内である場合に適合とし

た。 

※4： [添加直後の平均値] – [28日目の平均値] を算出し、その数値が±1.0 log cfu/g

以内である場合に適合とした。 

 

 

表 5 調査試料の品質評価 (均質性確認試験 実数) 

調査試料 生菌数 (検査員 A) 生菌数 (検査員 B) 

① 2.5×104 2.9×104 

② 2.5×104 2.6×104 

③ 2.7×104 2.9×104 

④ 2.5×104 2.6×104 

⑤ 2.6×104 2.7×104 

⑥ 2.4×104 3.2×104 

⑦ 2.5×104 2.9×104 

⑧ 2.6×104 3.2×104 

⑨ 2.3×104 2.9×104 

⑩ 2.7×104 2.8×104 

生菌数の単位：cfu/g 

 

 

表 6 調査試料の品質評価 (均質性確認試験 実数 分析値) 

平均値 27000 

標準偏差 2400 

変動係数 0.089 

一元分散分析 F 値 0.303 

一元分散分析 F 値に対する優位確率 0.957 

生菌数の単位：cfu/g  
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表 7 調査試料の品質評価 (均質性確認試験 標準不確かさの算出) 

 検査員 A  検査員 B 
(𝑦𝑖𝐴 − 𝑦𝑖𝐵)

2

2
 調査試料 生菌数 log10(𝑥𝑖𝐴)  生菌数 log10(𝑥𝑖𝐵) 

 (𝑥𝑖𝐴) (𝑦𝑖𝐴)  (𝑥𝑖𝐵) (𝑦𝑖𝐵) 

① 2.5×104 4.40  2.9×104 4.46 0.0021 

② 2.5×104 4.40  2.6×104 4.41 0.0001 

③ 2.7×104 4.43  2.9×104 4.46 0.0005 

④ 2.5×104 4.40  2.6×104 4.41 0.0001 

⑤ 2.6×104 4.41  2.7×104 4.43 0.0001 

⑥ 2.4×104 4.38  3.2×104 4.51 0.0078 

⑦ 2.5×104 4.40  2.9×104 4.46 0.0021 

⑧ 2.6×104 4.41  3.2×104 4.51 0.0041 

⑨ 2.3×104 4.36  2.9×104 4.46 0.0051 

⑩ 2.7×104 4.43  2.8×104 4.45 0.0001 

標準不確かさ※1 0.05  log cfu/g   

均質性確認試験の評価※2 適合     

生菌数の単位：cfu/g (実数)、log cfu/g (対数) 

※1： 標準不確かさ 𝑆𝑅 = √∑
(𝑦𝑖𝐴−𝑦𝑖𝐵)

2 2⁄

10
10
𝑖=1  

※2： 標準不確かさの算出値が 0.1 log cfu/g 以下である時に適合と判定した。 

 

 

表 8 調査試料の品質評価 (安定性確認試験 実数) 

調査試料 生菌数 (検査員 A) 生菌数 (検査員 B) 

① 2.6×104 2.2×104 

② 2.7×104 2.3×104 

③ 2.6×104 2.1×104 

④ 2.9×104 2.5×104 

⑤ 2.7×104 2.2×104 

⑥ 2.6×104 2.7×104 

⑦ 2.8×104 2.3×104 

⑧ 2.6×104 2.5×104 

⑨ 2.8×104 2.2×104 

⑩ 2.6×104 2.5×104 

生菌数の単位：cfu/g 
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表 9 調査試料の品質評価 (安定性確認試験 実数 分析値) 

平均値 25200 

安定性確認試験の評価※1 適合 

生菌数の単位：cfu/g 

※1： 均質性確認試験の平均値 (27000 cfu/g) の±20% (21600～32400 cfu/g)の範囲に

ある時に適合と判定した。 

 

表 10 パイロットスタディ 実数解析の結果 

回収機関数 49 

ﾃﾞｰﾀ・ｸﾘｰﾆﾝｸﾞによる除外 なし 

2シグマ処理による除外 なし 

データ数 (有効機関数) 49 

付与値 (平均値) 26332.65 /g 

標準偏差 4121.36 /g 

相対標準偏差 15.65 % 

�̅�管理図による評価 𝐿𝐶𝐿：7899.80 /g、𝑈𝐶𝐿：78997.96 /g 

 不満足 �̅�＜𝐿𝐶𝐿 0機関 

 満足 𝐿𝐶𝐿≦�̅�≦𝑈𝐶𝐿 49機関 

 不満足 𝑈𝐶𝐿＜�̅� 0機関 

𝑅管理図による評価 𝑈𝐶𝐿：8018.01 /g  

 満足 𝑅≦𝑈𝐶𝐿 47機関 

 不満足 𝑈𝐶𝐿＜𝑅 2機関 

𝑧 −スコアによる評価 満足 ｜𝑧 −スコア｜＜2 47機関 

 疑わしい 2≦｜𝑧 −スコア｜＜3 1機関 

 不満足 3≦｜𝑧 −スコア｜ 1機関 

𝐿𝐶𝐿：下部管理限界線、𝑈𝐶𝐿：上部管理限界線 

 

表 11 パイロットスタディ 対数解析の結果 

回収機関数 49 

ﾃﾞｰﾀ・ｸﾘｰﾆﾝｸﾞによる除外 なし 

2シグマ処理による除外 なし 

データ数 (有効機関数) 49 

付与値 (平均値) 4.415 log/g 

標準偏差 0.067 log/g 

相対標準偏差 1.52 % 

𝑧 −スコアによる評価 満足 ｜𝑧 −スコア｜＜2 47機関 

 疑わしい 2≦｜𝑧 −スコア｜＜3 2機関 

 不満足 3≦｜𝑧 −スコア｜ 0機関 
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表 12 パイロットスタディ 経過記録書の集計結果 

経験年数 1年以下 2年～4年 5年～9年 10年以上   

 8 21 9 11   

試料採取量 10 g 25 g     

 12 37     

希釈液 生理食塩水 
ペプトン加 
生理食塩水 

緩衝ペプトン水 
ペプトン食塩 

緩衝液 
リン酸緩衝 
希釈水 

リン酸緩衝 
生理食塩水 

 5 16 0 0 21 7 

均質化方法 ストマッカー ブレンダー     

 49 0     

ストマッカー袋 
フィルター有無 

フィルター有 フィルター無     

 49 0     

均質化処理時間 30秒 1分 2分 3分   

 0 43 6 0   

使用培地 標準寒天培地 普通寒天培地 SCD寒天培地    

 49 0 0    

使用培地タイプ 粉末培地 生培地 フィルム培地    

 48 1 0    

培養温度 35±1℃      

 49      

培養時間 24時間程度 48時間程度 その他    

 3 46 0    

 



 

- 110 - 

令和 3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） 

 

食品衛生検査施設等の検査の信頼性確保に関する研究 

 

研究分担報告書 

 

微生物定性試験法における検出下限値の推定及び食品添加物試験法の 

妥当性評価法に関する研究 

 

研究代表者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所  

研究分担者 石井 里枝   埼玉県衛生試験所 

研究協力者 成澤 一美   埼玉県衛生研究所 

 島田 慎一   埼玉県衛生研究所 

 今井 浩一   埼玉県衛生研究所 

 千葉 雄介   埼玉県衛生研究所 

        茂呂 茂寛   埼玉県衛生研究所 

 

研究要旨 

 ISO/IEC 17025:2017 では試験法の導入前に試験性能の検証を要求している。黄色

ブドウ球菌試験法は、定量試験法として妥当性確認されているが、定性試験法とし

ての検出下限値は評価されていない。黄色ブドウ球菌定性試験法は手洗い不足等に

よる人的な食品汚染の衛生指標として広く活用されているが、その性能評価をする

ための指標が存在しない。そこで本研究では比較可能な試験性能の指標を求めるこ

とを目的として、黄色ブドウ球菌定性試験法を対象に実施試験の 50%が陽性となる菌

量である LOD50（level of detection）の推定を試みた。食品試料を用いない手技に

よるバラツキの評価における LOD50は 29～49 CFU/mL であった。食品試料としてチャ

ーハン、カレー、チーズケーキ、エッグタルト、生うどん、ソーセージを用い、単

一試験室により食品試料ごとの LOD50を推定した。検討により推定された LOD50は 25

～48 CFU/g であり、手技によるバラツキと比較しても食品試料による検出感度の低

下は認められなかった。食品試料ごとの LOD50を培地への試料接種量である 0.02 g

中の菌量に換算すると 0.50～0.96 CFU となる。すなわち、１個以上の菌が培地中に

接種されれば検出されたと考えられ、試験性能としては十分な検出感度を有してい

ると推察された。 

 食品添加物、残留農薬等については食品衛生法で規格基準が定められており、各

自治体では食の安全を確保するために食品衛生監視指導計画に則り、流通している

食品等について収去検査が行われている。自治体の各試験所では検査対象の食品に

ついて採用している試験法の妥当性を確認する必要がある。現在、厚生労働省でも

食品添加物試験法について妥当性評価ガイドラインの策定について検討がなされて

いる。対象食品は試験所へ搬入される食品を対象として妥当性評価がなされるべき

であるが、食品添加物に関しては使用される加工食品は多種多様であること、ま
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た、同じ食品種であっても製造者ごとに食品のマトリクスが異なることから、妥当

性評価を行う対象食品の選定は難しい。昨年度、「食品中の食品添加物分析法」で通

知されている６つの試験法について単一試験室における添加回収試験を実施し、妥

当性評価の対象とするべき代表的食品種について考察した。今年度はその中で、単

一試験室の検討において、多くの食品で比較的良好な真度及び精度が得られた２つ

の試験法（ソルビン酸試験法、二酸化硫黄及び亜硫酸塩類試験法）について添加回

収試験による室間共同試験によって評価を行った。また、昨年度、多くの食品種で

満足のいく真度及び精度が得られなかったサイクラミン酸試験法について、その原

因を検討し、改良法を考察したので報告する。 

 

微生物定性試験法における検出下限値の

推定 

A． 研究目的 

 得られた試験結果が信頼性の高いこと

を示すためには、科学的根拠のある妥当

性確認が行われている試験法を用いて検

査を行う必要がある。ISO 17468:2016お

よびISO 16140-2:2016において微生物試

験法の妥当性確認には定性試験法で10施

設、定量試験法で8施設以上における共同

試験の必要性が記載されていることか

ら、個々の試験室で妥当性確認を行うこ

とは難しい。したがって妥当性確認され

た試験法とは、公定法や第三者認証を受

けた試験法ということとなる。ISO/IEC 

17025:2017では「試験室が新たな試験法

を導入する際に、その方法を適切に実施

できることを検証すること」とあり、試

験法の導入前に試験性能の検証が求めら

れている。 

 一般に定性試験の性能評価には検出下

限値が使われるが、微生物試験において

は試料中の微生物分布が均一でなく、採

取部位に対象菌が含まれる確率が検出の

可否を決めるため、確実に検出可能な下

限値を求めるのは難しい。ISO 16140-

3:2021では、単一試験室における参照試

験法導入時の検証手順が定められてお

り、微生物定性試験法の性能評価の指標

として、実施試験の50%が陽性となる菌量

であるLOD50（level of detection）を用

いている。妥当性確認時に規定したLOD50

を基に、試験所で検証により算出した

eLOD50（estimated LOD50）を比較すること

で、試験性能を比較することができる。 

 本研究では令和２年度にE. coli定性試

験法についてLOD50の推定を行い報告し

た。今年度は黄色ブドウ球菌試験法を対

象としてLOD50の推定を行った。黄色ブド

ウ球菌試験法は食品からの微生物標準試

験法検討委員会により妥当性確認が行わ

れ、食肉製品の規格基準における公定法

として採用されている。しかし本試験法

は定量試験法として妥当性確認が行われ

ているため、定性試験法としてLOD50につ

いては検討がなされていない。わが国で

は2021年に廃止された衛生規範などで定

性試験法として広く用いられてきた。黄

色ブドウ球菌は健康なヒトの鼻腔、咽

頭、手指、腸管内などに分布している。



 

- 112 - 

そのため、手洗い不足などによる人的な

食品汚染の衛生指標として、黄色ブドウ

球菌定性試験法は今後も活用されると考

えられるが、その性能評価をするための

指標が存在しない。そこで本研究では黄

色ブドウ球菌定性試験法のLOD50を推定す

ることにより、比較可能な試験性能の指

標を求めることを目的とし検討を行っ

た。 

B． 方法 

１．手技によるバラツキの評価 

 食品の代わりに緩衝ペプトン水（BPW）

（ISO処方）（Oxiod）を試料として用い、

手技によるバラツキを評価した。試料へ

の接種菌株は、BioBall HD 10K 

Staphylococcus aureus NCTC10788

（bioMérieux）（使用ロット番号：

B6137、10506.0 CFU)を使用した。本製品

は１粒に約10000 CFUのStaphylococcus 

aureusが含まれており、４粒を滅菌リン

酸緩衝液（PB）（pH 7.2）(LSIメディエン

ス）20 mLに懸濁したものを接種菌原液と

した。接種菌原液をPB10 mLで2倍段階希

釈を繰返し、２、４、８、16倍希釈した

ものを接種菌液とした。滅菌ストマッカ

ー袋に採取した試料25 mLに、接種菌原液

または接種菌液を1.5 mLずつ接種し、菌

接種試料とした。試料中の菌濃度を高い

方からd1～d5（CFU/mL）とした。 

 食肉製品の規格基準に規定された試験

法を用いて、各濃度の菌接種試料につい

てn=６で黄色ブドウ球菌定性試験を実施

した。菌を接種しない試料（ブランク試

料）もn=１で実施した。菌接種試料に

BPW225 mLを加えてストマッキングし10倍

希釈液を調製した。選択分離培地として

3%卵黄加マンニット食塩寒天培地

（MSEYA)（栄研化学、卵黄液は極東製薬

工業）を用い、10倍希釈液を0.1 mLずつ

MSEYA2枚に接種、塗抹し、37.0±1.0℃で

48±2時間培養した。培養後、２枚の

MSEYAのいずれかに1コロニー以上の黄色

ブドウ球菌の定型集落（黄色集落でその

周囲に卵黄反応による白濁帯を示したも

の）が発育した場合黄色ブドウ球菌試験

陽性と判定し、以降の試験は省略した。

一連の操作を１人の検査員で実施し、３

人の検査員で２回ずつ実施した。 

 LOD50の算出方法はISO 16140-2:2016 お

よびその引用元であるWilrich1)らの手法

に準じた。ポアソン分布より導出された

以下の式からLOD50を推定した。 

𝐿𝑂𝐷50 = −
ln0.5

0.02𝐹
 

 ここで、F値は検出感度に影響を与える

食品固有の値であり、食品中の菌濃度di

での黄色ブドウ球菌試験の陽性試料数 

yi を以下の方程式に代入し、その解によ

り F 値を求めた。 

 

∑(
𝑦𝑖𝑑𝑖

exp(0.02𝐹𝑑𝑖) − 1
− (6 − 𝑦𝑖)𝑑𝑖) = 0

5

𝑖=1

 

 

２．食品試料ごとの LOD50の推定 

 対象とした食品試料として、チャーハ 

ン、カレー、チーズケーキ、エッグタル

ト、生うどん、ソーセージを供試した。

無菌的に各試料25 gをストマッカー袋に

採取し、B.方法の１．と同様に菌接種試

料の調製、黄色ブドウ球菌試験および

LOD50の推定をした。事前に食品試料が黄

色ブドウ球菌試験陰性であることを確認
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していたため、MSEYA上の黄色ブドウ球菌

の定型集落発育の有無で結果を判定し

た。各試料について日を改め2回実施し

た。 

C．D． 研究結果および考察 

１．手技によるバラツキの評価 

 食品の代わりにBPWを試料として繰返し

試験、異なる検査員間による結果を比較

することで、手技によるバラツキについ

て検討した。３人の検査員で２回ずつ試

験を実施した結果を表１に示した。試料

中の菌量が少ないほど陽性試料数は減少

する傾向を示したが、一部で菌量と陽性

試料数が逆転しているものも認められ

た。菌量が最も多いd1での陽性試料数は５

と６が多く、ほとんどの試料が陽性と判

定された。一方で菌量が少ないd4、d5の陽

性試料数は０～２であり、陰性の試料が

ほとんどであった。d2とd3の陽性試料数で

試験試料数の半分程度である２～４が多

かった。陽性試料数から算出されたLOD50

は29～49 CFU/mL、F値は0.70～1.2であっ

た。F値は検出感度に与える影響の度合い

を示しており、１に近いほどMSEYAへの接

種菌量は理想的なポアソン分布に近づ

く。算出されたF値から判断すると、手技

によるバラツキは微生物検査としては許

容範囲であると考えられた。 

２．食品試料ごとのLOD50の推定 

 各食品試料の菌接種試験の結果および

算出されたLOD50を表２に示した。いずれ

の試料でも試料中の菌濃度に対する陽性

試料数はBPWを試料として用いた場合と同

様で、試料中の菌量が少ないほど陽性試

料数は減少する傾向であった。各食品試

料のLOD50およびF値はチャーハンで48 

CFU/g、0.73、カレーで42 CFU/g、0.83、

チーズケーキで37 CFU/g、0.95、エッグ

タルトで48 CFU/g、0.72、生うどんで37 

CFU/g、0.93、ソーセージで25 CFU/g、

1.4であった。 

 BPWを試料として得られたF値と比較す

ると、食品マトリクスによる検出感度の

低下が認められた試料はなかった。本実

験で用いた食品試料は調製した希釈液が

濁っているものが多く、塗抹後の培地表

面には食品試料の残渣が付着していた。

油分やカレー中の香辛料、エッグタルト

に含まれていたチョコレートの成分など

が菌の発育を抑制することを考えていた

が、検出感度には影響がなかった。一方

で、同一試料であっても１回目と２回目

の試験に差がある試料が多かった。特に

エッグタルトや生うどんのLOD50は１回目

と２回目で２倍近い差があった。また、

チャーハンの２回目の試験ではd1からd4の

陽性試料数はそれぞれ４、６、０、２で

ありd1とd2、d3とd4が逆転していた。接種

菌量に対する陽性試料数の逆転はBPWを試

料とした場合にも認められたことから、

食品試料の影響よりも試験法に原因があ

ると推察された。試料の比重を１とした

場合、MSEYA２枚への接種量である0.2 mL

は10倍希釈液250 mLのわずか0.08%でしか

ない。そのため、本研究のように試料中

の菌量が微量である場合、希釈液中の菌

の均一性、ピペット操作の精度の影響に

より試験結果にバラツキが生じてしまう

のはやむを得ないと考えられた。田中ら

は細菌数試験において、「平均値±拡張不

確かさ」は1/2～２倍と報告している2)。

本研究により個々の試験によって算出さ
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れたF値は0.52～1.5であり、試験法が異

なるものの、細菌数試験でのバラツキと

比較すると許容できる程度であると推察

された。 

E． 結論 

 本研究では黄色ブドウ球菌定性試験法

を対象として、LOD50を推定することによ

り比較可能な試験性能の指標を求めるこ

とを目的とし検討を行った。本研究の結

果から推定された食品試料ごとのLOD50は

25～48 CFU/gであった。黄色ブドウ球菌

定性試験法は調製した試料の10倍希釈液

を２枚のMSEYAに0.1 mLずつ接種すること

から、培地への試料接種量は0.02 gとな

る。食品試料ごとのLOD50を0.02 g中の菌

量に換算すると0.50～0.96 CFUとなる。

すなわち、１個以上の菌が培地中に接種

されれば検出されたと考えられ、試験性

能としては十分な検出感度を有している

と推察された。 

 ISO 16140-3:2021では、参照試験法の

導入時には、妥当性確認時の結果と比較

し、LOD50が４倍未満であることが許容限

界とされている。本研究の結果が、各試

験室における黄色ブドウ球菌定性試験法

の性能評価の指標として活用されること

が期待される。 
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食品添加物試験法の妥当性評価法 

A． 研究目的 

 食品添加物試験法は平成12年3月30日

付け衛化第15号通知「食品中の食品添加

物分析法」（令和元年6月28日改正）で示

されており、別添1 試験 ８には「食品

添加物分析法各条に掲げる食品添加物分

析法（「以下「規定分析法」という。）に

代わる方法で、それが規定分析法以上の

精度のある場合には、その分析法を用い

ることができる。ただし、その結果に疑

いのある場合には、規定分析法で最終の

判定を行う。」と規定されている。現

在、その同等性の判断基準を示す妥当性

評価ガイドラインについて厚生労働省が

検討を進めている。 

 採用している食品添加物試験法の妥当

性を評価しようとする場合、対象とすべ

き食品は試験所へ実際に搬入される食品

について実施されるべきであるが、食品

添加物は多種多様の食品に使用されてお

り、また、同じ食品種であっても製造者

ごとにそのマトリクスも異なる。多種多

品目について収去検査を行っている自治

体の試験所において妥当性評価に用いる

対象食品をどのような基準で選定したら

よいか判断することは難しい。また、検

討中のガイドラインにも対象食品の選定

については言及がない。 

 昨年度、単一試験室での添加回収実験

によって、6種の規定分析法を対象に真

度及び精度のデータから試験法の妥当性

等を確認し、適用可能な食品、適用不可

能な食品、あるいは、個人の技量等によ

ってバラツキが出るような食品種を明ら

かにした。その結果、ソルビン酸試験法

では、10種の食品種に基準値レベル等を

添加した場合の真度は93.2～97.8％、併
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行精度は0.5～3.9％、室内精度は0.5～

4.2％であった。二酸化硫黄及び亜硫酸

塩類試験法では7種の食品種に基準値レ

ベルの添加回収実験を行い、真度は90.4

～97.8％、併行精度は1.2～4.1％、室内

精度は2.2～7.3％と比較的良好な結果が

得られた。選択した食品種は多岐に及ん

でおり通常の収去検査においても搬入の

頻度が多いものと考えられ、これらの食

品種を妥当性評価の際の対象食品として

選択することは妥当であると考えられ

た。今年度は室間共同試験により検証を

試みた。 

 サイクラミン酸は、日本では使用が禁

止されている甘味料である。しかし、諸

外国では甘味料として使用されているた

め、輸入された食品からサイクラミン酸

が検出され、食品衛生法違反となる事例

が報告されている。厚生労働省の違反事

例速報によると、令和3年度では菓子や

健康食品、調味料、漬物等からサイクラ

ミン酸が検出されている1)。 

 サイクラミン酸の検査法ついては、平

成15年8月29日付け食安監発第0829009号

「サイクラミン酸に係る試験法につい

て」の別添（以下「規定分析法」とい

う。）が示されているところである。昨

年度は、規定分析法の妥当性評価のため

の検討として、8種類の食品に対し添加

回収試験を実施した。その結果から「ビ

スケット」、「チョコレート」、「米酢」、

「らっきょう漬け」、「たくわん漬け」の

5食品について、改良法の検討が必要と

考えられた。5食品の問題点は、以下の

とおりである。ビスケットは、加熱時に

餅状となり、抽出が困難であった。チョ

コレートは、併行精度と室内精度に改善

の余地が見られ、原因としてエマルジョ

ンの発生などが考えられた。米酢は、ま

ったく添加回収されず、原因として、山

口2)らが報告したようにサイクラミン酸

がカートリッジに吸着したことなどが考

えられた。らっきょう漬けは平均回収率

が低くバラツキも大きかった。たくわん

漬けは、平均回収率が低値であった。 

 そこで、今年度、先述の問題の原因を

究明し、改良法を検討するため、ビスケ

ットは加熱抽出時の加水量等の調節、チ

ョコレートはエマルジョン対策、米酢、

らっきょう漬け、たくわん漬けはpHの調

整等について検討を行った。 

B． 方法 

１．室間共同試験による検証 

 神奈川県衛生研究所、川口市保健所、

群馬県食品安全検査センター、神戸市健

康科学研究所、名古屋市衛生研究所、奈

良県保健研究センター、横浜市衛生研究

所に御協力をいただき、ソルビン酸試験

法については6機関で10食品種（①チー

ズ、②ちくわ、③さつま揚げ、④ウイン

ナー、⑤マーガリン、⑥らっきょう漬

け、⑦ワイン、⑧オレンジジュース、⑨

イカ燻製及び⑩ビスケット）を、二酸化

硫黄及び亜硫酸塩類試験法については8機

関で6食品種（①干しかんぴょう、②干し

トマト、③干しブドウ、④ワイン、⑤甘

納豆及び⑥冷凍えび）を対象に検討し

た。 

 同一ロットの対象食品を配布し、通知

試験法（令和元年6月28日発 薬生食監発
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06281第1号「食品中の食品添加物分析法

の改正について」通知に記載の「保存料 

安息香酸、ソルビン酸及びそれらの塩類

並びにデヒドロ酢酸ナトリウム ２．分

析法（液体クロマトグラフィー）」及び

「漂白剤 二酸化硫黄及び亜硫酸塩類 

２． 分析法A（アルカリ滴定法）」に従

って、基準値が設定されている場合には

基準値濃度、基準値が設定されていない

場合には定量下限値濃度になるように標

準溶液を添加して各機関１食品について

２試料で濃度を定量した。ソルビン酸に

ついては添加後、30分程度放置してから

分析操作を実施した。二酸化硫黄及び亜

硫酸塩類については揮発しやすいため、

添加後、直ちに操作を開始した。定量下

限値濃度に添加した試料（ソルビン酸試

験法のオレンジジュース及びビスケッ

ト）については通知試験法で示されてい

る濃度範囲の検量線並びに添加濃度付近

の検量点で構成する低濃度用検量線によ

る定量値をそれぞれ求め、併行相対標準

偏差及び室間再現相対標準偏差等を比較

した。 

 それぞれの機関から提出された定量値

についてCochran検定、single Grubbs検

定及びpaired Grubbs検定によって外れ値

検定を行い、一元配置分散分析によって

平均値、併行相対標準偏差、室間再現相

対標準偏差及びHorRat値等を求めた。 

２．サイクラミン酸試験法の検討 

（１）分析方法 

 規定分析法に基づき試験液を調製し

た。規定分析法は、下記概略図のとおり

である。 

 なお、固相抽出カートリッジ（以下

「tC18 カートリッジ」という。）として

Sep-pak Vac tC18 1 g/6 cc（Waters）

を、陰イオン交換カートリッジとして

Sep-Pak Vac Accell QMA 500 mg/6 cc

（Waters）を使用した。 

 また、本報告書ではカートリッジを用

いて精製する方法を「固相抽出法」、用

いない方法を「スクリーニング法」と表

記した。 

（２）添加回収試験 

 試料は、サイクラミン酸が含有されて

いないことを確認した後、昨年度と同じ

食品（別ロット品）を用いた。添加回収

試験は、1人 1日 2回、1 名で 1 日間行

い、必要に応じて追加検討を実施した。

＜概略図＞ 

試料 10 g 

  水 40 mL 

  沸騰水浴中で 15 分間加熱 

  冷却後、水を加えて正確に 100 mL･･･① 

  ①の一部を採取し、3,500 rpm、10 分間遠心分離 

上澄液 10 mL･･･② 

  固相抽出カートリッジ（上部）及び陰イオン交換カートリッジ（下部）を連結し、 

  ②を負荷 

  水 10 mL で洗浄 

  固相抽出カートリッジを除去 

  塩酸（1→100）10 mL で陰イオン交換カートリッジから溶出 

溶出液 全量･ 

  硫酸（1→2） 2 mL 

  n-ヘキサン 5 mL 

  次亜塩素酸ナトリウム試薬 1 mL 

  1 分間振とう  

  水層を除去 

ヘキサン層 

  5%炭酸水素ナトリウム溶液 25 mL 

  1 分間振とう 

ヘキサン層（試験液） 
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添加濃度は、100 µg/g とした。 

C．D． 研究結果および考察 

１．室間共同試験による検証 

 各機関からのソルビン酸の添加回収試

験の分析値を表1に、二酸化硫黄及び亜硫

酸塩類の分析値を表2に示す。 

 これらの結果を元に算出した室間共同

試験結果を表3-1～3に示す。 

 AOAC等では室間共同試験での試験室数

は最低でも8機関以上としているが、ソル

ビン酸試験法では通知試験法（水蒸気蒸

留法）を採用している試験機関が少な

く、直接溶媒抽出法や透析法を採用し、

疑義が生じた時のみ水蒸気蒸留法で確認

するという試験機関が多く、6機関での共

同試験で実施した。 

（１）ソルビン酸試験法 

 ソルビン酸ではビスケット（添加濃

度：0.01g/kg）の通知試験法で示された

検量線濃度範囲で求めた平均回収率は

88.5％であったが、それ以外は93.9～

98.2%と良好な結果であった。併行相対標

準偏差（RSDr）は0.49～2.4％、室間再現

相対標準偏差 （RSDR）は通知試験法で示

された検量線濃度範囲で求めたビスケッ

ト及びオレンジジュース（いずれも添加

濃度：0.01g/kg）がそれぞれ18％及び

14％であった以外は1.8～8.4％であっ

た。通知試験法の濃度範囲の検量線では

高濃度側の検量点の影響を受け、低濃度

の定量値にバラツキが認められたことか

ら、定量下限値付近の定量には低濃度付

近の検量点だけを用いることにより精度

良く定量できるものと考えられた。  

 HorRat値は0.3～1.6であった。AOACガ

イドライン3）では「HorRat 値が0.5＜

HorRat≦1.5は通常、期待される範囲内、

1.5＜HorRat≦2の場合は、通常期待され

るより大きいRSDRが得られた理由について

考察が必要」と記載されている。HorRat

値がマーガリンとチーズでそれぞれ0.3、

及び0.4であり、RSDR が1.8％及び2.0％

とバラツキが小さかったためと考えられ

る。また、ビスケットの通知試験法で示

された濃度範囲の検量線を用いた定量値

でHorRat値が1.6であったが、RSDR も

18％と高値であった。 

（２）二酸化硫黄及び亜硫酸塩類試験法 

 二酸化硫黄及び亜硫酸塩類試験法では

冷凍エビで1か所の試験機関がバラツキが

大きく外れ値となった。平均回収率は

91.0～95.2％、RSDｒは1.0～2.6％、 

RSDｒは3.6～5.4％であった。HorRat値は

0.5～1.2と良好な結果であった。 

２．サイクラミン酸試験法の検討 

（１）ビスケット 

 ビスケットが餅状になったもの（以下

「餅状物質」という。）の生成による回収

率への影響について、混和及び撹拌等の

操作を行わず、上澄液を調製し、試料採

取前後でサイクラミン酸を添加し、その

回収率に差異があるか検討した。ただ

し、冷却し、水で100 mLに定容時の転倒

混和操作については実施した。すなわ

ち、ビスケットが舞わないよう静かに水

40 mLを加え、加水後に混和を行わず、加

熱・放冷中に攪拌を行なわずに試験液を

調製した。サイクラミン酸（下部）に上

から粉砕したビスケットを添加した場

合、餅状物質が生成し、平均回収率は、

固相抽出法が6.0%、スクリーニング法が

5.8%となった。同様に、粉砕したビスケ
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ット（下部）に上からサイクラミン酸を

添加した場合、餅状物質が生成し、平均

回収率は、固相抽出法、スクリーニング

法ともに20.8%となった。餅状物質の生成

により、回収率の低下が認められ、サイ

クラミン酸に粉砕したビスケットを添加

した場合の回収率が著しく低下していた

ことから、餅状物質の影響により、均一

な上澄液が得られていない可能性が考え

られた。以上の結果より、餅状物質の生

成を防止する操作が回収率の改善に有効

であると推察された。 

 次に、混和及び撹拌による餅状物質の

生成抑制効果について検討するため、ビ

スケットにサイクラミン酸を添加し、水

40 mLを加えて転倒混和し、加熱・冷却中

にガラス棒で攪拌を行って試験液を調製

した。その結果、餅状物質の生成は少量

となり、平均回収率は、固相抽出法が

79.0％、スクリーニング法が86.3%まで改

善されていた。  

 しかしながら、規定分析法の加水量40 

mLでは、加熱中にビスケットは固いペー

スト状になり、ガラス棒での攪拌に労力

を要した。そこで、加水量を規定分析法

の2倍量の80 mLとして、混和及び撹拌に

よる餅状物質の生成の有無について検討

した。ビスケットにサイクラミン酸を添

加し、ビスケットが舞わないよう静かに

水80 mLを加え、加水後に混和せず、ま

た、加熱・放冷中に攪拌を行なわずに試

験液を調製した。ただし、冷却し、水で

100 mLに定容時の転倒・混和操作につい

ては実施した。その結果、混和及び撹拌

操作を行わなくても、加水量を80 mLとす

ることで餅状物質が生成したものの、規

定分析法どおり水40 mLで実施した際に生

成した餅状物質と比べると半分程度の量

となった。また、平均回収率は固相抽出

法が74.6％、スクリーニング法が74.2%と

なった。一方、ビスケットにサイクラミ

ン酸を添加し、ビスケットが舞わないよ

う静かに水80 mLを加え、加水後に混和

し、加熱・冷却中に攪拌を実施した。そ

の結果、餅状物質は生成せず、平均回収

率は、固相抽出法が101.9%、スクリーニ

ング法が102.3%と良好な結果となった。

また、加熱中のガラス棒での攪拌も容易

であった。以上の結果より、加水量を規

定分析法の2倍量程度に増やし、混和及び

撹拌することで餅状物質の生成が防止さ

れ、良好な回収率が認められた。 

 加水量を160 mLにしたところ、混和・

攪拌を行なわずとも餅状物質は生成しな

かった。その後、上澄液20 mLを量り取

り、試験液を調製したところ、平均回収

率は、スクリーニング法が97.8%となっ

た。しかし、固相抽出法が59.9%と低値に

なったため、追加で検討を実施した

（n=5）が、平均回収率は49.2％と低値の

ままであった。この点に関しては、カー

トリッジへの通液量が規定分析法の2倍の

20 mLであったことが影響を及ぼしたと考

えられたものの、原因の究明には至らな

かった。 

 以上より、ビスケットの分析では、加

水量を80 mL程度に増やし、混和・攪拌し

ながら上澄液の調製を行うことが回収率

の向上につながるものと考えられた（表

6）。 

（２）チョコレート 

試験液のエマルジョンについて、昨年度
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の検討で生成したエマルジョンは今年度

の検討した固相抽出法ではほぼ認められ

ず、生じた場合も少量であったため測定

に支障はなかった。一方、スクリーニン

グ法ではエマルジョンが生じた。規定分

析法には、「エマルジョン生成により試験

液を採取できない場合は、エマルジョン

部分を遠沈管に採取し、必要な場合は適

量の硫酸ナトリウムを添加し、遠心分離

後、上澄液を採取する。」とある。このた

め、エマルジョン部分を3,500 rpmで遠心

分離し、10分ごとにエマルジョンの消失

を確認したところ、合計60分間遠心分離

したところでエマルジョンの消失を認

め、平均回収率は102.9％となった。ま

た、硫酸ナトリウムを3 g添加し、3,500 

rpmで1分間遠心分離したところ、エマル

ジョンは消失し、平均回収率は108.0％と

なった（表7）。 

 次に、固相抽出法において上澄液に添

加したところ、平均回収率は64.2％とな

り、昨年度の結果に比べて低くなった。

一方、上澄液10 mLをtC18カートリッジ及

び陰イオン交換カートリッジを接続した

ものに負荷した際の流下液（以下「流出

液」という。）からはサイクラミン酸は検

出されず、水10 mLを通過させた際の流下

液（以下「洗浄液」という。）のみ検出さ

れ、その量は、添加量の29.2％であっ

た。この点に関しては、規定分析法で

は、「タール色素等、比較的極性の高い化

合物が多く含まれている場合、陰イオン

交換カートリッジの交換能力を超えてし

まうことがある。このようなときは、遠

心分離して得られた上澄液を適宜、希釈

してからカートリッジに負荷させるよう

にする」とあることから、遠心分離した

上澄液を2倍、5倍希釈して平均回収率を

検討した。その結果、上澄液を2倍希釈ま

たは5倍希釈した平均回収率は、それぞれ

91.2％、84.3％であった。また、上澄液

を希釈した場合、エマルジョンは生じな

かった（表8）。以上より、チョコレート

の分析においては、エマルジョンの発生

を防止することで回収率の改善が認めら

れたことから、上澄液を適宜希釈したう

えで固相抽出法を用いることは、エマル

ジョンの発生防止と回収率の向上につな

がるものと考えられた。 

（３） 米酢 

 固相抽出法では、溶出液にサイクラミ

ン酸を添加したところ、平均回収率は

95.8％であった。続いて、上澄液にサイ

クラミン酸を添加したところ、平均回収

率は32.0％となったことから、tC18カー

トリッジ及び陰イオン交換カートリッジ

による精製段階で著しく損失している可

能性が考えられた（表9）。 

そこで、サイクラミン酸のカートリッジ

精製工程での消失がtC18カートリッジに

よるものであるか否かについて検討し

た。tC18カートリッジにより消失したサ

イクラミン酸を調べるため、tC18カート

リッジのみを用いた検証を実施した。サ

イクラミン酸を上澄液に添加し、tC18カ

ートリッジに負荷した際の負荷液と、水

10 mLで洗浄した洗浄液をあわせた液から

はサイクラミン酸が40.7％回収されてい

た。一方、負荷後のtC18カートリッジを

メタノール10 mLで溶出し、その溶出液を

誘導体化したところ、66.2％あたるサイ

クラミン酸が回収された（表10）。以上の
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結果より、6割程度のサイクラミン酸が

tC18カートリッジに溶出されずに残存し

ていたことが明らかとなった。この点に

関しては、分子型のサイクラミン酸が

tC18カートリッジに吸着した可能性が考

えられた。tC18カートリッジに残存した

サイクラミン酸が分子型であった場合、

上澄液のpHを調整することが回収率の改

善につながる。上澄液のpHが約3であった

ため、水酸化ナトリウム水溶液を用いて

上澄液のpHを4、5、6、7及び8に調整し、

サイクラミン酸を添加し、tC18カートリ

ッジと陰イオン交換カートリッジで精

製、その後誘導体化したところ、平均回

収率は順に72.9％、92.1％、89.0％、

85.0％、89.2％となり、pHを5以上に調整

することで回収率が改善された(表１

１）。 

 以上より、米酢の分析では、上澄液の

pHを5～7に調整することが回収率の向上

につながるものと考えられた。なお、サ

イクラミン酸のpKaは1.714)、上澄液のpH

は約3であった。米酢の影響を無視して単

純に計算すれば、pH 3の水中におけるサ

イクラミン酸の分子型とイオン型の存在

比は約1:20となる。このため、分子型の

サイクラミン酸による影響は小さいもの

と考えられることになり、先述のとおり

pHの調整によって回収率は向上したもの

の、そもそもサイクラミン酸がtC18カー

トリッジに残存した原因の特定には至ら

なかった。 

（４） らっきょう漬け 

 溶出液にサイクラミン酸を添加したと

ころ、平均回収率は90.9％であった。 

続いて、上澄液に添加したところ、平均

回収率は82.7％であった。米酢同様に、

負荷後のtC18カートリッジをメタノール

10 mLで溶出し、その溶出液を誘導体化し

たところ、13.6％にあたるサイクラミン

酸がtC18カートリッジから回収された。

なお、連結したカートリッジの流出液、

洗浄液からは検出されなかった（表１

２）。このため、米酢と同じく上澄み液を

pH調整することとした。上澄液のpHを測

定したところ、約3.3であった。米酢の結

果に基づきpHを5、6及び7に調整し、サイ

クラミン酸の添加回収試験を実施したと

ころ、平均回収率は、順に86.8％、

98.4％98.1％であった（表13）。 

 以上より、らっきょう漬けについて、

上澄液のpHを6～7に調整することが回収

率の向上につながるものと考えられた。 

（５） たくわん漬け 

 スクリーニング法について、試料及び

上澄液に添加したところ、平均回収率

は、それぞれ74.0%、95.0％であった。よ

って、サイクラミン酸は、たくわん漬け

と水中で加熱することによりたくわん漬

け由来のマトリクスに吸着する可能性が

示唆された（表14）。次に、固相抽出法か

らの溶出液にサイクラミン酸を添加した

ところ、平均回収率は100.5％であった。

また、上澄液に添加したところ、平均回

収率は76.4％であった。この結果から、

固相抽出過程においてもサイクラミン酸

の回収が妨げられることが示唆された

（表15）。このため、米酢同様に、上澄液

のpH調整により回収率が改善されるか検

討した。上澄液のpHを測定したところ5程

度であったため、pHを6及び7に調整した

が、平均回収率は、それぞれ85.6％と
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75.3％となり、回収率に大きな変動は認

められなかった（表16）。 

 

E． 結論 

 単一試験室の検討で真度及び精度良く

測定可能であった「ソルビン酸試験法」

で検討対象とした10種類（チーズ、ちく

わ、さつま揚げ、ウインナー、マーガリ

ン、らっきょう漬け、ワイン、オレンジ

ジュース、イカ燻製及びビスケット）の

食品及び「二酸化硫黄及び亜硫酸塩試験

法」で検討対象とした6種（干しかんぴょ

う、干しトマト、干しブドウ、ワイン、

甘納豆及び冷凍えび）の食品について室

間共同試験によって試験法の性能を評価

した。いずれの食品種においても真度及

び精度良く測定が可能であったことか

ら、妥当性評価の対象食品種として適当

であると考えられた。 

 サイクラミン酸規定試験法の改良につ

いては昨年度の検討にて規定分析法にお

ける添加回収率や精度に問題が認められ

ると考えらえた5食品について、改良のた

めの検討を行った。 

 ビスケットについては、規定分析法の

とおりに水40 mLを加えて沸騰水浴中で15

分加熱すると、餅状になり、回収率を低

下させる。このため、固相抽出法、スク

リーニング法ともに加水量を80 mL程度に

し、適宜混和・攪拌することが回収率の

向上につながると考える。 

 チョコレートについては、スクリーニ

ング法ではエマルジョンが生じた。ま

た、固相抽出法では回収率が低く、tC18

カートリッジが詰まる現象も多発した。

このため、上澄液を希釈した後、固相抽

出法で分析することが回収率の向上につ

ながると考える。 

 米酢とらっきょう漬けについては、上

澄液のpHによりサイクラミン酸がtC18カ

ートリッジに保持され、回収率が低下し

たと考えられた。このため、上澄液のpH

を中性付近に調整することにより回収率

の向上が図られた。 

 たくわん漬けについては、現時点では

有効な改善には至らず、更なる検討が必

要であった。 

 今後は、引き続き改良法の検討を行う

とともに、新規分析法の検討も行ってい

く予定である。 
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以下 図表 

 

表１ 食品マトリクス非存在下における黄色ブドウ球菌定性試験の陽性試料数および

LOD50 

*1 試料中の菌量：d1 = 126、d2 = 63、d3 = 32、d4 = 16、d5 = 7.9 CFU/mL 

*2 陽性試料数/試験実施試料数 

 

表２ 食品ごとの黄色ブドウ球菌定性試験の陽性試料数および LOD50 

 試料中の菌量   LOD50 

食品 d1
＊1 d2 d3 d4 d5 ブランク F (CFU/g) 

チャーハン        

 １回目＊2 6/6＊3 3/6 3/6 0/6 1/6 0/1 0.81 43 

 ２回目 4/6 6/6 0/6 2/6 0/6 0/1 0.66 53 

 combined＊4      0.73 48 

カレー         

 １回目 6/6 4/6 3/6 1/6 1/6 0/1 1.0 33 

 ２回目 6/6 3/6 2/6 0/6 0/6 0/1 0.65 53 

 combined       0.83 42 

チーズケーキ        

 １回目 5/6 4/6 2/6 2/6 1/6 0/1 0.83 42 

 ２回目 5/6 5/6 5/6 1/6 0/6 0/1 1.1 32 

 combined       0.95 37 

エッグタルト        

 １回目 5/6 2/6 3/6 0/6 0/6 0/1 0.52 67 

 ２回目 5/6 6/6 2/6 1/6 1/6 0/1 0.99 35 

 combined       0.72 48 

生うどん        

 １回目 5/6 4/6 1/6 2/6 0/6 0/1 0.68 51 

 ２回目 6/6 4/6 5/6 1/6 1/6 0/1 1.3 26 

 combined       0.93 37 

ソーセージ        

 １回目 6/6 6/6 3/6 2/6 0/6 0/1 1.5 24 

 ２回目 6/6 5/6 3/6 2/6 1/6 0/1 1.3 26 

 combined       1.4 25 

試料中の菌量   LOD50 

d1
＊1 d2 d3 d4 d5 ブランク F (CFU/mL) 

5/6＊2 3/6 4/6 2/6 0/6 0/1 0.82 42 

6/6 4/6 3/6 1/6 2/6 0/1 1.1 30 

4/6 4/6 4/6 0/6 1/6 0/1 0.70 49 

5/6 2/6 5/6 1/6 0/6 0/1 0.73 48 

6/6 5/6 2/6 2/6 1/6 0/1 1.2 29 

6/6 4/6 2/6 1/6 1/6 0/1 0.93 37 
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*1 試料中の菌量 d1 = 126、d2 = 63、d3 = 32、d4 = 16、d5 = 7.9 CFU/g 

*2 各食品試料について日を改めて２回試験を実施 

*3 陽性試料数/試験実施試料数 

*4 combined は 2回の試験結果を同一の分布として LOD50を算出 

 

 

表３ ソルビン酸 添加回収試験結果 

 

 

表４ 二酸化硫黄及び亜硫酸塩類 添加回収試験結果 

 

 

 

試料量 添加濃度
(ｇ） （g/kg） 1 2 1 2 1 2 1 2

 干しかんぴょう 0.2 5.0 5.04 5.01 4.67 4.50 4.51 4.49 4.99 4.83

干しトマト 5 2.0 1.88 1.89 1.85 1.91 1.89 1.89 1.79 1.81
干しブドウ 5 1.5 1.37 1.37 1.44 1.41 1.44 1.44 1.39 1.32

ワイン 20 0.35 0.354 0.352 0.327 0.320 0.317 0.318 0.327 0.322
甘納豆 1 0.10 0.0960 0.0960 0.0874 0.0922 0.0959 0.0895 0.0896 0.0896
冷凍えび 1 0.10 0.0928 0.0928 0.0902 0.0960 0.0895 0.0895 0.0832 0.102

試料量 添加濃度
(ｇ） （g/kg） 1 2 1 2 1 2 1 2

 干しかんぴょう 0.2 5.0 5.12 5.13 4.62 4.72 4.42 4.45 4.76 4.83

干しトマト 5 2.0 1.96 1.93 1.91 1.90 1.67 1.68 1.80 1.79
干しブドウ 5 1.5 1.48 1.48 1.40 1.46 1.30 1.30 1.34 1.31

ワイン 20 0.35 0.350 0.350 0.318 0.305 0.315 0.314 0.334 0.334
甘納豆 1 0.10 0.0960 0.0944 0.0928 0.0896 0.0835 0.0803 0.0911 0.0927
冷凍えび 1 0.10 0.0896 0.0944 0.0960 0.0976 0.0835 0.0867 0.0927 0.0911

E機関 F機関 G機関 H機関

食品
分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg）

A機関 B機関 C機関 D機関

食品
分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg）

試料量 添加濃度
(ｇ） （g/kg） 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

チーズ 5 3.0 2.92 2.93 2.97 2.98 2.89 2.93 2.90 2.84 2.93 2.91 2.80 2.82

ちくわ 5 2.0 1.88 1.90 2.02 2.02 1.92 1.96 1.90 1.83 1.88 1.87 1.86 1.84
さつま揚げ 5 2.0 1.86 1.88 2.01 2.04 1.98 1.99 1.97 1.98 1.91 1.93 1.93 1.93
ウインナー 5 2.0 1.99 1.98 2.03 2.05 1.95 1.92 1.98 1.98 1.94 1.93 1.90 1.92
マーガリン 5 1.0 1.01 0.989 0.981 0.982 0.976 0.991 1.01 0.988 0.966 0.960 0.961 0.966

らっきょう漬け 5 0.50 0.472 0.484 0.506 0.509 0.519 0.515 0.513 0.507 0.466 0.468 0.454 0.447
ワイン 5 0.20 0.192 0.202 0.198 0.197 0.192 0.193 0.205 0.193 0.182 0.183 0.196 0.199

オレンジジュース
（低濃度検量線）

5 0.01 0.00965 0.00963 0.0101 0.0101 0.00990 0.00999 0.0111 0.0111 0.00948 0.00960 0.00861 0.00854

オレンジジュース 5 0.01 0.00991 0.00988 0.00967 0.00969 0.00866 0.00875 0.0118 0.0118 0.00931 0.00944 0.00786 0.00791
イカ燻製 5 1.5 1.47 1.44 1.36 1.38 1.46 1.41 1.47 1.47 1.44 1.43 1.44 1.43
ビスケット

（低濃度検量線）
5 0.01 0.00932 0.00931 0.00966 0.00932 0.00977 0.00943 0.0103 0.0102 0.00931 0.00917 0.00837 0.00830

ビスケット 5 0.01 0.00948 0.00946 0.00928 0.00894 0.00853 0.00818 0.0110 0.0109 0.00915 0.00900 0.00602 0.00621

F機関A機関 B機関 C機関 D機関 E機関

食品
分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg） 分析結果（g/kg）
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表５－１ 室間共同試験結果（ソルビン酸） 

 

 

表５－２ 室間共同試験結果（ソルビン酸） 

 

 

表５－３ 室間共同試験結果（二酸化硫黄及び亜硫酸塩類） 

チーズ ちくわ さつま揚げ ウインナー マーガリン らっきょう漬け 　

データ解析に有効な試験室数 6 6 6 6 6 6

外れ値になった試験室数 0 0 0 0 0 0

添加濃度(g/kg） 3.0 2.0 2.0 2.0 1.0 0.5

平均値(g/kg） 2.90 1.91 1.95 1.96 0.98 0.48

併行標準偏差 S r（％） 0.023 0.025 0.013 0.013 0.010 0.0046

併行許容差 2.8Sr（％） 0.064 0.070 0.035 0.035 0.028 0.013

併行相対標準偏差 RSDｒ（％） 0.79 1.3 0.65 0.64 1.0 0.95

室間再現標準偏差 S R（％） 0.058 0.066 0.056 0.048 0.018 0.027

室間再現許容差 2.8S R（％） 0.16 0.18 0.16 0.13 0.049 0.076

室間再現相対標準偏差 RSD R (%) 2.0 3.5 2.9 2.4 1.8 5.6

HorRat 0.4 0.7 0.6 0.5 0.3 0.9

ワイン いか燻製

オレンジ

ジュース

（低濃度検量線）

オレンジ

ジュース

ビスケット

（低濃度検量線）
ビスケット 　

データ解析に有効な試験室数 6 6 6 6 6 6

外れ値になった試験室数 0 0 0 0 0 0

添加濃度(g/kg） 0.20 1.5 0.01 0.01 0.01 0.01

平均値(g/kg） 0.194 1.43 0.0098 0.0096 0.0094 0.0088

併行標準偏差 S r（％） 0.0046 0.018 0.000048 0.000049 0.00016 0.00016

併行許容差 2.8Sr（％） 0.013 0.051 0.00013 0.00014 0.00044 0.00045

併行相対標準偏差 RSDｒ（％） 2.4 1.3 0.49 0.51 1.7 1.8

室間再現標準偏差 S R（％） 0.0070 0.037 0.00082 0.0013 0.0006 0.0016

室間再現許容差 2.8S R（％） 0.020 0.10 0.0023 0.0037 0.0018 0.0045

室間再現相対標準偏差 RSD R (%) 3.6 2.5 8.4 14 6.7 18

HorRat 0.5 0.5 0.7 1.2 0.6 1.6

干しかんぴょう 干しトマト 干しブドウ ワイン 甘納豆 冷凍えび 　

データ解析に有効な試験室数 8 8 8 8 8 7

外れ値になった試験室数 0 0 0 0 0 1

添加濃度(g/kg） 5.0 2.0 1.5 0.35 0.10 0.10

平均値(g/kg） 4.76 1.85 1.39 0.33 0.09 0.091

併行標準偏差 S r（％） 0.067 0.018 0.026 0.0039 0.0024 0.0020

併行許容差 2.8Sr（％） 0.19 0.051 0.073 0.011 0.0066 0.0055

併行相対標準偏差 RSDｒ（％） 1.4 1.0 1.9 1.2 2.6 2.2

室間再現標準偏差 S R（％） 0.25 0.087 0.066 0.016 0.0047 0.0033

室間再現許容差 2.8S R（％） 0.71 0.24 0.18 0.045 0.013 0.0092

室間再現相対標準偏差 RSD R (%) 5.4 4.7 4.7 4.9 5.1 3.6

HorRat 1.2 0.9 0.9 0.7 0.6 0.5
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表６ ビスケット 添加回収試験結果 

n =2 

※n =5 のデータから算出 

 

 

 

表７ チョコレート 添加回収試験結果（スクリーニング法） 

n =2 

 

 

 

表８ チョコレート 添加回収試験結果（固相抽出法） 

 

 

 

 

 

 

 

 

    n =2 

    ※ n =2、3 回のデータから算出 

 

 

 

                
 

加水量 

(mL) 
混和・攪拌 餅状物質 

平均回収率(%) 標準品添加 

のタイミング 

 

 固相抽出法 スクリーニング法  

 40 なし 生成 20.8 20.8 試料採取後  

 40 なし 生成 6.0 5.8 試料採取前  

 40 あり 生成（少量） 79.0 86.3 試料採取後  

 80 なし 生成 74.6 74.2 試料採取後  

  80 あり なし 101.9 102.3 試料採取後   

 160 なし なし 59.9  試料採取後  

 160 なし なし 49.2※  試料採取後  

         
 添加対象 エマルジョン対策 平均回収率(%)  

 
上澄液 

遠心分離（3500 rpm、60 分間） 102.9  

  硫酸ナトリウム＋遠心分離(3500 rpm、1 分間） 108.0   

           
 添加対象 反応操作対象 平均回収率(%) 備考  

 溶出液 溶出液 88.0   

 

上澄液 

溶出液 64.2※   

 流出液 0.0   

 洗浄液 29.2   

 
試料 溶出液 

91.2 上澄液 2 倍希釈  

  84.3 上澄液 5 倍希釈   
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表９ 米酢 添加回収試験結果（固相抽出法） 

 

 

 

 

 

    n =2 

 

表１０ 米酢 添加回収試験結果（tC18 カートリッジのみ使用） 

 

 

 

 

 

   n =2 

   ※ n =5 のデータから算出 

 

表１１ 米酢 添加回収試験結果（固相抽出法、pH 調整あり） 

 

n =2 

 

表１２ らっきょう漬け 添加回収試験結果（固相抽出法） 

 

n =2 

※ 検量線下限未満の値を含む平均値であるため参考値とする 

           
 添加対象 測定対象 平均回収率(%) 備考  

 溶出液 
試験液 

95.8   

  上澄液 32.0    

           

 添加対象 反応操作対象 
平均回収率

(%) 
備考  

 
上澄液 

流出液＋洗浄液 40.7※   

 tC18 カートリッジからの溶出液 66.2 溶出液：メタノール  

            
 添加対象 測定対象 上澄液の pH 平均回収率(%) 備考  

 

上澄液 試験液 

4 72.9   

 5 92.1   

 6 89.0   

 7 85.0   

  8 89.2    

           
 添加対象 反応操作対象 平均回収率(%) 備考  

 溶出液 溶出液 88.0   

 

上澄液 

溶出液 82.7   

 tC18 カートリッジからの溶出液 13.6※ 溶出液：メタノール  

 流出液 0.0   

  洗浄液 0.0    

 89.2 
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表１３ らっきょう漬け 添加回収試験結果（固相抽出法、pH 調整あり） 

 

n =2 

 

表１４ たくわん漬け 添加回収試験結果（スクリーニング法） 

 

 

 

 

 

    n =2 

 

 

表１５ たくわん漬け 添加回収試験結果（固相抽出法） 

 

 

 

 

 

    n =2 

 

 

表１６ たくわん漬け 添加回収試験結果（固相抽出法、pH 調整あり） 

 

n =2 

 

            
 添加対象 測定対象 上澄液の pH 平均回収率(%) 備考  

 

上澄液 試験液 

5 86.8   

 6 98.4   

  7 98.1    

           
 添加対象 測定対象 平均回収率(%) 備考  

 試料 
試験液 

74.0   

  上澄液 95.0    

           
 添加対象 測定対象 平均回収率(%) 備考  

 溶出液 
試験液 

100.5   

  上澄液 76.4    

            
 添加対象 測定対象 上澄液の pH 平均回収率(%) 備考  

 
上澄液 試験液 

6 85.6   

  7 75.3    
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研究要旨 

アレルギーを引き起こす可能性のあるタンパク質は特定原材料として消費者庁からの

通知（通知法）により、Enzyme-linked Immunosorbent Assay （ELISA） を用いて測定

される。検査対象となる加工食品中の原材料は多種多様であり、その夾雑物によって

測定が影響を受ける場合もある。本研究では、これまでに特定原材料（小麦・落花

生）の定量で影響が確認されてきたポリフェノールの一種であるProanthocyanidin 

（PAC） を含む試料について、特定原材料を正確に定量することを目的として、分析

法の改良について検討を行う。今年度は特定原材料の検査における試験室内における

不確かさについて評価を行った。当研究所で検査と併行して分析した管理試料と添加

回収試験の測定結果を元に、特定原材料の測定における試験室内での不確かさについ

て推定した。評価の結果、特定原材料の測定項目とキットの種類によって、日間変動

が大きくなる場合が確認された。一方で、併行して抽出した管理試料や標準物質によ

って回収率を補正した場合には日間変動は軽減された。次に、改良抽出法の試験室間

における評価のために精度管理用試料を調製して安定性について評価したところ、試

料は冷蔵保存で84日まで安定であった。調製した精度管理用試料を2試験室の各2試験

者で評価を行ったところ、測定者間に有意な変動が確認され、試験室間の変動は有意

ではなかった。測定者間の変動は、測定日ごとの抽出条件の変化に起因する可能性も

あるため、試験室間共同試験の際には抽出条件と測定条件を統一して実施する必要が

あると考えられた。調製した精度管理用試料は測定阻害と改良抽出法の評価に適用で

きることが確認できたため、最終年度は改良抽出法の試験室間共同試験について試験

室数を増やして評価を行うことによって、より信頼性の高い検査法の確立に繋げる。 
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A． 研究目的 

食品表示法による食品表示基準（平成27

年3月30日消食表第139号）では、28品目

の原材料がアレルゲンを含む食品として加

工食品への表示が推奨されている1。28品

目の原材料のうち卵、乳、小麦、そば、落

花生、えび、かに の7品目は特定原材料と

指定され、食品への表示が義務付けられて

いる。 

アレルギーを引き起こす可能性のあるタ

ンパク質の測定には、消費者庁による通知

（以下、通知法）によって、Enzyme- 

linked Immunosorbent Assay（ELISA）

がスクリーニング法として利用されている

1）。ELISAでは検査対象となるタンパク質

に対する抗体の特異性を利用し、多くの原

材料との交差性の有無が確認されているた

め、一般的には信頼性が高い。しかしなが

ら、加工食品には多種多様な原材料が使用

されており、その夾雑物が特定原材料の定

量に影響を与える場合がある。 

本課題では、これまでの研究の中で小麦

と落花生の定量への影響が確認されてきた

ポリフェノールの一種であるプロアントシ

アニジン（Proanthocyanidin：以下PAC）

を含む試料について、特定原材料を正確に

定量することを目的として、分析法の改良

について検討を行う2）。 

今年度は特定原材料の検査における試験

室内における不確かさについて評価を行っ

た。当研究所で検査と併行して分析した管

理試料と添加回収試験の測定結果を元に、

特定原材料の測定における不確かさについ

て推定を行った。また、改良抽出法の試験

室間における評価のために精度管理用試料

を調製し、試料の安定性について評価した。 

 

B． 方法 

1．試料 

1.1. 管理試料 

森永生科学研究所製の多糖類と酒粕を原

料とした精度管理用試料QC Material牛乳、

卵、小麦を管理試料として使用した。 

 

1.2. 測定阻害評価用試料 

 表1に生産国と加工法が異なるカカオを

含む食品10試料（ココアパウダー5 試料、

ローストカカオ豆3試料、カカオニブ2試料）

を示す。試料は量販店もしくはインターネ

ット通信販売サイトから購入し、測定阻害

の評価のために使用した。ローストカカオ

豆などの粉状ではない試料はフードプロセ

ッサー（岩谷産業：IFM-700）によって粉

砕後に冷凍庫で保存した。その他の試料は

室温で保存した。 

 

2 試薬 

 Polyvinylpyrrolidone（以下PVP）K15

は東京化成工業製の試薬を使用した。特定

原材料の分析には日本ハム中央研究所製の

FASTKIT Ver. Ⅲキット（FASTKIT）もしく

は、森永生科学研究所製のFASPEK Ⅱキッ

ト（FASPEK）を使用した。 

 

3 標準品 

通知法に示されている標準品規格に記載

の方法に従って、国産生落花生（千葉半立

種）から調製した標準溶液を添加回収試験

用に使用した。 

 

4．特定原材料の定量  

特定原材料の分析は通知法に従って実施
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した。吸光度の測定はマイクロプレートリ

ーダーMultiskan FC（Thermo）を使用し、

ソフトウェアSkanIt Ver.2.51 （Thermo）

を使用して、試料中のタンパク質濃度を計

算した。 

 

5 特定原材料検査における不確かさの評

価 

5.1 評価対象 

本研究では牛乳、卵、小麦、落花生の4

項目を評価対象とした。管理試料が市販さ

れている牛乳と卵と小麦は森永生科学研究

所製QC Materialを管理試料として使用した。

管理試料が市販されていない落花生につい

ては、添加回収試験によって評価を行った。 

 

5.2. 管理試料による評価 

QC Materialの品質報告書には、FASPEK

による分析値のみが記載されているため、

FASPEKについてはQC Materialの品質報告

書に示されている平均値に対する回収率を

評価し、FASTKITはQC Materialの分析値の

精度のみを評価した。 

 

5.3. 添加回収試験による評価 

管理試料が市販されていない落花生につ

いては、通知法の標準品規格を参考に調製

した標準溶液によって添加回収試験で評価

を行った。添加用の陰性試料としては難消

化性デキストリンを含む健康食品を選定し

た。各試料に標準溶液を5 μg/gとなるよう

に添加し、併行して抽出した標準溶液の濃

度に対する回収率を評価した。 

 

5.4 不確かさの評価 

日常検査値の不確かさの推定ソフト 

（日本臨床検査標準協議会ver. 5.52） に

よって、2段枝分かれ分散分析で各要因の

分散を推定し、相対標準偏差（RSDw； 測

定間、RSDs；  抽出間、RSDd；  日間） 

を推定した3）。また、各要因の不確かさか

ら各検査キットの室内再現精度（RSDL） 

を評価した。 

 

6. 精度管理用試料の調製と評価 

6.1. 測定阻害についての評価 

 QC Material小麦にカカオ含む試料を等量

50 mL遠沈管内で混合した試料について、

通常の抽出液とPVP K15を1 %（w/v）含

む抽出液で抽出を行い、併行して抽出した

QC Material小麦の分析値に対する回収率

を評価した。 

 

6.2. 精度管理用試料の混合比率の最適化 

QC Material小麦に、試料2のココアパウダ

ーを10、25、50、75、90 %（w/w） とな

るように50 mL遠沈管内で混合した試料を

評価に使用した。試料は通常の抽出液によ

って抽出し、併行して抽出したQC Material

小麦の分析値に対する回収率を評価した。 

 

6.3. 精度管理用試料の抽出法比較 

改良法の抽出法の比較のために、あらか

じめPVP K15を抽出液に溶解した場合と

PVP K15を最終濃度が1 %（w/v）となる

ように50 mL遠沈管内に加えた場合の評価

を行った。表2に示す配合割合で各試料を

50 mL遠沈管内で混合した試料について抽

出法ごとの比較を行った。試料1、3、4は

通常の抽出液で、試料2はPVP K15を 1 %

（w/v）となるように溶解した抽出液で抽

出を行った。抽出後の評価試料の分析値は
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併行して抽出したQC Material小麦の分析

値と各評価試料のQC Material小麦の採取

量から回収率を算出して評価した。 

 

6.4. 精度管理用試料の安定性の評価 

試料の安定性の評価のために、表3に示

す配合割合で各試料を50 mL遠沈管内で混

合した試料を冷蔵庫内で保存した。保存時

の温度変動の確認のため、庫内の温度を温

度カードロガー（CHINO：MR5300）に

よって、1時間ごとに記録した。保存後0、

7、28、84日後に精度管理用試料を抽出し、

FASPEKとFASTKITの両キットで分析した。

抽出後の評価試料の分析値は併行して抽出

したQC Material小麦の分析値と各評価試

料のQC Material小麦の採取量から回収率

を算出して評価した。安定性の評価は

FASPEK、FASTKITともに同じロットのキ

ットを使用した。 

 

6.5. 精度管理用試料の試験室間評価 

安定性を確認した精度管理用試料につい

て、当研究所の2試験室で評価を行った。

表4に示す試料について、各試験室2名によ

る評価を行った。試験室間評価はFASPEK、

FASTKITともに同じロットのキットを使用

した。評価結果を2元配置の分散分析によ

って、抽出間、測定者間、試験室間の変動

について評価した 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究では実験動物や生体試料などの取

扱いはないため、倫理面に配慮する研究に

は該当しない。 

C．D． 研究結果および考察 

1.  特定原材料検査における不確かさの

評価 

1.1. 管理試料による評価 

牛乳と卵と小麦のキットごとの回収率と

各要因の相対不確かさを表5-1,2に示す。

FASPEKの回収率についてはいずれの項目

でもアレルゲンを含む食品の検査方法を評

価するガイドラインで示された評価基準の

50–150 %の範囲内に収まった1）。両キット

のRSDwとRSDsは全ての項目で10 %以下

となり、過去の報告における精度と同等の

精度を示した4）, 5）。一方で、RSDdについ

ては特定のタンパク質を測定対象とする

FASPEKと比較して、複数のタンパク質を

測定対象とするFASTKITでの変動が大き

かった。RSDdの要因には測定キットのLot

が異なることに由来する要因も含まれてい

るため、管理試料の品質報告書の分析値に

よって回収率の補正を行ったFASPEKでは

RSDdが軽減されたと推察される。また、

いずれの項目でもRSDLも FASTKITと比

較してFASPEKが低い傾向が確認された。 

 

1.2. 添加回収試験による評価 

落花生では、健康食品を陰性試料に選定

して添加回収試験を実施したところ、回収

率は50–150 %の範囲内に収まった（表5-

1,2）。添加回収試験では試料由来のマトリ

クスが回収率に影響を及ぼす場合もあるた

め、内部品質管理に適した試料を事前に確

認する必要がある。両キットのRSDwと

RSDsは全ての項目で10 %以下となった。

添加回収試験では、併行して抽出した標準

溶液の濃度で回収率の補正を行うことによ

ってLotが異なることに由来する要因が補

正されたため、両キットでRSDdは軽減さ

れた。 RSDLも両キットで20 %以内となり、
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管理試料で評価した場合と同等の精度を示

した。 

 

2.  精度管理用試料の調製と評価 

2.1. 測定阻害についての評価 

図1に示すように、カカオを含む食品に

QC Material小麦を混合して通常の抽出液で

抽出した場合には、いずれの試料でも回収

率の低下が確認された。小麦グリアジンを

対象とするFASPEKでは、10試料中8試料で

小麦が検出されず、カカオの夾雑物による

影響を受けやすい傾向が確認された。一方

で、改良抽出法では両キットの全ての試料

で回収率の上昇が確認された。全ての試料

で回収率の改善が確認されたため、2.2以

降の評価では試料2のオランダ製のココア

パウダーを使用した。 

 

2.2. 精度管理用試料の混合比率の最適化 

 試料2のココアパウダーの比率を変えて

混合した試料について評価を行った結果、

FASPEKでは25 %（w/w）以上混合した試

料で、FASTKITでは90 %（w/w）以上混

合した試料で小麦タンパク質が検出されな

かった。QC Material小麦の採取量を減ら

した場合には試料の均質性によって評価結

果が影響を受ける可能性があるため、2.3

以降の評価ではQC Material小麦とココア

パウダーを等量混合した試料について評価

を行った。 

2.3 精度管理用試料の抽出法の比較 

 改良法の抽出法の比較のために、PVP 

K15をあらかじめ抽出液に溶解した場合と

PVP K15を最終濃度が1 %（w/v）となる

ように50 mL遠沈管内に加えた場合の評価

を行った。図2に示すように、PVP K15を

あらかじめ抽出液に溶解した試料2の回収

率とPVP K15を最終濃度が1 %（w/v）と

なるように50 mL遠沈管内に加えた試料3

の回収率はFASPEKとFASTKITのいずれの

キットでも回収率の差異は確認されなかっ

た。PVP K15は水溶性のポリマーであり、

室温での抽出時に容易に溶解するため、あ

らかじめ抽出液に添加しない場合にも抽出

液に溶解し測定阻害に対する効果が確認さ

れた。このため、安定性評価と試験室間評

価では50 mL遠沈管内でPVP K15を混合し

た試料で検討を行った。 

 

2.4 精度管理用試料の安定性評価 

精度管理用試料の保存後0、7、28、84

日後に精度管理用試料を抽出し、FASPEK、

FASTKITの両キットで評価した結果を図3

に示す。回収率の算出のために使用する

QC Material小麦の分析値は評価期間内に相

対標準偏差として FASPEK で 12.6 ％、

FASTKITで4.3 ％の変動が確認された。QC 

Materialの製造元である森永生科学研究所

での評価では、QC Material卵と乳の安定性

については、4 ℃保管において製造後30カ

月間にわたり，製造後測定値の10％以内の

変動に抑えられていることが報告されてい

る6）。評価期間内のQC Material小麦の変動

は森永生科学研究所による乳と卵での変動

と同程度の変動が確認された。一方で、併

行して分析した精度管理用試料のQC 

Material小麦の分析値に対する回収率は調

製後84日まで低下は確認されなかった。ま

た、冷蔵庫内で試料を保存した際のデータ

ロガーで記録した平均温度は3.3 ºC、最低

温度1.7 ºC、最高温度5.1 ºCであった。調

製した試料は冷蔵で保存することによって
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調製後84日まで評価できることが確認され

た。 

 

2.5 精度管理用試料の試験室間評価 

当研究所の2試験室の各2試験者で、精度

管理用試料を調製後60日以内に抽出して評

価を行った。評価者A, B ,C, Dの評価結果を

図4に示す。各キットの回収率の平均値と

標 準 偏 差 は FASPEK で 10.5 ± 2.1 % 、

FASTKITで19.8 ± 2.8 %と回収率の低下が確

認された。一方で、改良抽出法では

FASPEKで95.7 ± 3.3 %、FASTKITで92.3 ± 

6.6 %と回収率の改善が確認された。評価

結果を2元配置の分散分析によって、抽出

間、測定者間、試験室間の変動について評

価した。評価の結果、測定者間に有意な変

動が確認され、試験室間の変動は有意では

なかった。測定者間の変動は、測定日ごと

の抽出条件の変化に起因する可能性もある

ため、試験室間共同試験の際には抽出条件

と測定条件を統一して実施する必要がある

と考えられた。 

 

E． 結論 

今年度は試験室内での特定原材料の検査

における不確かさを推定し、室間共同試験

用の試料の調製法について検討した。調製

した試料は84日まで安定であり、測定阻害

と改良抽出法の評価に適用できることが確

認できた。このため、最終年度は試験室数

を増やして改良抽出法の試験室間共同試験

を実施する予定である。改良した検査法を

複数機関による室間共同試験で評価するこ

とができれば、改良法の適切な科学的根拠

を示すことに繋がると考える。 
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以下 図表 

 

表1 測定阻害評価用試料  

  試料 生産国 

1 ココアパウダー オランダ 

2 ココアパウダー オランダ 

3 ココアパウダー マレーシア 

4 ココアパウダー マレーシア 

5 ココアパウダー フランス 

6 ローストカカオ豆 タイ 

7 ローストカカオ豆 エクアドル 

8 ローストカカオ豆 インドネシア 

9 カカオニブ トーゴ 

10 カカオニブ コロンビア 
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図1 測定阻害評価用試料の評価 

*1 キットの抽出液によって抽出 

*2 抽出液にPVPを1 %（w/v）添加して抽出 

*3 併行して抽出したQC material小麦の分析値に対する回収率 

*4 試料1, 2, 4, 6-10は検出限界以下のため回収率は算出不可 
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表 2 抽出法比較用試料   

試料 調製方法 抽出 
併行

数 

試料 1 カカオ 0.5 g＋QC Material 小麦 0.5 g 通常法 3 

試料 2 カカオ 0.5 g＋QC Material 小麦 0.5 g 改良法*1 3 

試料 3*2 
カカオ 0.5 g＋QC Material 小麦 0.5 g＋PVP K15 0.19 

g 

通常法 
3 

試料 4 QC Material小麦 1 g 通常法 1 

*1抽出液に PVP K15を 1 % （w/v）添加 

*2抽出液を加えた後の PVP K15の濃度 1 % （w/v） 

  

 

 

図2  精度管理用試料の抽出法比較 

*1 併行して抽出した試料4（QC material小麦）に対する回収率 
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表 3 安定性評価用試料 
 

No. 調製方法 併行数 

試料 1  カカオ 1 g 2 

試料 2 カカオ 0.5 g＋QC Material 0.5 g 2 

試料 3* カカオ 0.5 g＋QC Material 0.5 g＋PVP K15 0.19 g 2 

試料 4 QC Material小麦 1 g 2 

*抽出液を加えた後の PVP K15濃度 1 % （w/v）  

 

図3 精度管理用試料の安定性評価 

*1 試料1は検出限界以下のため回収率は算出不可 

*2 試料2の7日、84日は検出限界以下のため回収率は算出不可 

*3 QC Material小麦の分析値と採取量から算出した各試料の回収率 
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表 4 試験室間評価用試料 
 

No. 調製方法 併行数 

試料 1  カカオ 1 g １ 

試料 2 カカオ 0.5 g＋QC Material小麦 0.5 g 3 

試料 3* カカオ 0.5 g＋QC Material小麦 0.5 g＋PVP K15 0.19 g 3 

試料 4 QC Material小麦 1 g 1 

*抽出液を加えた後の PVP K15濃度 1 % （w/v）  

  

 

 

図 4 精度管理用試料の試験室間評価 

*1 QC Material小麦の分析値と採取量から算出した各試料の回収率 

*2 試料1は検出限界以下のため回収率は算出不可 
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表 5-1 FASPEK での回収率と相対不確かさ 

項目 精度管理 
相対不確かさ （%） 回収率 

（%） RSDw
＊1 RSDs

＊2 RSDd RSDL 

卵 管理試料 3.8 2.7 11.6 12.5 100.8 

乳 管理試料 3.1 0.6 10.1 10.5 97.1 

小麦 管理試料 6.4 1.3 14.4 15.8 96.7 

落花生 添加回収試験 4.0 0.0 16.0 16.5 104.8 

       

表 5-2 FASTKIT での回収率と相対不確かさ 

項目 精度管理 
相対不確かさ （%） 回収率 

（%） RSDw
＊1 RSDs

＊2 RSDd RSDL 

卵 管理試料 3.1 3.2 17.5 18.1 NA 

乳 管理試料 2.2 3.4 19.5 19.9 NA 

小麦 管理試料 5.9 7.7 31.7 33.2 NA 

落花生 添加回収試験 4.7 3.7 18.4 19.3 102.2 
＊1 3 wellの測定から算出     

＊2 3併行もしくは 5併行の抽出から算出   

NA ：品質報告値が入手できないため算出不可   
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令和 3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） 

 

食品衛生検査施設等の検査の信頼性確保に関する研究 

 

研究分担報告書 

 

下痢性貝毒検査の外部精度管理に関する研究 

 

研究代表者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所 副所長 

研究分担者 鎗田 孝  茨城大学農学部  准教授 

研究協力者  

  

  

 研究要旨 

食品に関わる検査機関では、得られる分析値の信頼性を確保するために、分析の

精度管理が必須である。技能試験は試験所間比較試験などの外部精度管理は分析の

精度管理手法の一つであり、Codex CAC/GL 27 の要求事項であるほか、ISO/IEC 17025

では試験結果の妥当性を確保する手順の一つに挙げられている。 

下痢性貝毒は下痢、吐気、嘔吐、腹痛などの症状をともなう食中毒の一種であ

り、オカダ酸（OA）、ジノフィシストキシン-1（DTX1）、ジノフィシストキシン-2

（DTX2）、これらのエステル誘導体（DTX3）を毒素とする。下痢性貝毒の検査法とし

て、わが国では 2015 年 3 月に液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法（LC-

MS/MS）による機器分析法が導入された。しかしながら、現在定常的に実施されてい

る下痢性貝毒検査のための外部精度管理はなく、この検査の信頼性を確保するうえ

での問題点となっている。 

そこで、本研究において、下痢性貝毒検査に関する外部精度管理のパイロットス

タディとして、試験所間比較試験を実施することにした。3 年計画の初年度である令

和 2 年度は、検査試料を調製するとともに、OA 群の LC-MS/MS 測定では分析値がマト

リックス効果の影響を受けることを実証した。これを受けて令和 3年度は、検査用試

料の均質性を評価するための分析法を確立するとともに、その方法によって前年度

調製した検査用試料の均質性を評価した。また、マトリックス効果の影響を受けな

い正確な分析を行うために、液体クロマトグラフィー蛍光検出法（HPLC-FLD）を検

討した。 

 その結果、調製した検査試料がパイロットスタディでの使用のために十分に均質

であることを確認するとともに、カラムスイッチング法を適用した HPLC-FLD を開発

した。 

A． 研究目的 

下痢性貝毒は、有毒渦鞭毛藻で汚染さ

れた二枚貝をヒトが摂取することにより

下痢、吐気、嘔吐、腹痛などの症状が引
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き起こされる食中毒である。主な毒素は、

オカダ酸（OA）、ジノフィシストキシン-1

（ DTX1）、 ジ ノフ ィシ ス ト キシ ン -2

（DTX2）、これらのエステル誘導体（DTX3）

である（以下、これらをOA群と呼ぶ）。 

わが国では、下痢性貝毒の検査にマウ

ス毒性試験が適用されてきた。しかし、

この方法には実験動物を使用することに

対する倫理的な懸念があり、また、OA群

に対する選択性や感度の低さなどの欠点

があった。このような背景のもと、2015

年3月に下痢性貝毒の公定検査法として液

体クロマトグラフィー/タンデム質量分析

法（LC-MS/MS）による機器分析法が導入

された。これと同時に規制値も変更され、

それまでの可食部1 gあたりの毒量が0.05 

MU（マウスユニット）であった規制値が、

可食部につき0.16 mg OA/kgに変更された。 

食品分析で得られる分析値は、分析方

法や分析装置など様々な要因によって正

しい値から偏ってしまう。そのため、各

検査機関では分析値の信頼性確保が必須

である。さらに、食品の輸出が促進され、

輸入量も増加している状況に鑑みれば、

食品分析によって規制値の誤判定を防ぐ

ことは、輸出入国間での係争を回避する

ためにも重要といえる。 

分析精度の管理手法の一つに技能試験

がある。CodexのCAC/GL 27（食品の輸出

入規制にかかわる試験所の能力評価に関

するガイドライン）における要求事項と

して適切な技能試験プログラムへの参加

が挙げられている。また、ISO/IEC 17025

（試験所及び校正機関の能力に関する一

般要求事項）においても、試験結果の妥

当性を確保する手順の一つとして、技能

試験を含む試験所間比較への参加などが

挙げられている。わが国では、外部精度

管理調査プログラムにおいて、残留農薬、

食品添加物、重金属等の技能試験が行わ

れている。これに対し、下痢性貝毒検査

については、現在のところ定常的に実施

されている技能試験はなく、下痢性貝毒

検査の信頼性を確保するうえでの問題点

となっている。 

そこで、本研究において、下痢性貝毒

検査に関する外部精度管理調査パイロッ

トスタディを実施することにした。3年計

画の初年度である令和2年度は、ホタテガ

イを原料として検査試料を調製するとと

もに、OA群のLC-MS/MS測定では分析値が

マトリックス効果の影響を受けることを

実証した。これを受けて令和3年度は、検

査試料の均質性を評価するための分析法

を確立するとともに、その方法によって

前年度調製した検査試料の均質性を評価

した。また、マトリックス効果の影響を

受けない正確な分析を行うために、液体

クロマトグラフィー蛍光検出法（HPLC-

FLD）を検討した。 

 

B． 方法 

1. 均質性評価のための分析法の開発 

(1) 材料・試薬 

ホタテガイは市販の殻付きホタテガイ

を使用した。 

LC-MS用アセトニトリル及びぎ酸、高速

液体クロマトグラフィー用メタノール、

試薬特級ヘキサン、水酸化ナトリウム、

塩酸は富士フイルム和光純薬から入手し

た。 LC-MS用ぎ酸アンモニウムは Sigma 

Aldrichから入手した。1 ppm OA溶液（溶
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媒：メタノール）と1 ppm DTX1溶液（溶

媒：メタノール）は産業技術総合研究所

から入手した。 DTX2認証標準物質は

National Research Council Canadaから入

手した。試料調製やLC-MS/MSの移動相に

は純水製造装置Milli-Q Reference（ミリ

ポア）によって精製した超純水を用いた。 

 

(2) ホタテガイ試料の前処理方法 

ホタテガイを開殻した後、可食部をブ

レンダーで細かく刻んだ。この試料2 gを

食安基発0306第4号・食安監発0306第2号

の別紙2に従って前処理した。ただし、固

相抽出による精製は、本件研究で開発し

た方法（後述）で行った。 

 

(3) 固相抽出条件の検討方法 

ODSカートリッジ（ジーエルサイエンス

社製Inert-Sep C18 500 mg）を用いたＡ法

とＢ法、HLBカートリッジ（Waters社製

Oasis PRiME HLB 200 mg）を用いたＣ法及

びＤ法を検討した（図1）。 

Ａ法：メタノール10 mLと水10 mLによっ

てカートリッジをコンディショニングし

た。(2)に従って調製したヘキサン洗浄液

2.5 mL、水2.5 mL、OA群混合標準溶液100 

µL（1 ppm OA溶液、1 ppm DTX1溶液、DTX2

認証標準物質を混合希釈して調製、各成

分濃度：0.1 µg/mL）の混合液をカートリ

ッジに注入し、溶出液をFr.A1とした。次

に、試料が入っていたねじ口試験管に

40 %メタノール2.0 mLを加えて撹拌し、カ

ートリッジに注入した。この操作を繰り

返し、得られた溶出液をFr.A2とした。さ

らに水4.0 mLをカートリッジに注入し、

得られた溶液をFr.A3とした。次に、40 %

メタノール4.0 mLをカートリッジに注入

し、得られた溶液をFr.A4とした。さらに

90 %メタノール5.0 mLをカートリッジに注

入し、得られた溶液Fr.A5とした。さらに

メタノール3.0 mLをカートリッジに注入

し、得られた溶液をFr.A6とした。 

 Ｂ法：メタノール10 mLと水10 mLによっ

てカートリッジをコンディショニングし

た。(2)に従って調製したヘキサン洗浄液

2.5 mL、水5.0 mL、OA群混合標準溶液100 

µLの混合液をカートリッジに注入し、溶

出液をFr.B1とした。次に、試料が入って

いたねじ口試験管に90 %メタノール1.0 mL

を加えて撹拌し、カートリッジに注入し

た。この操作を繰り返した。さらに90 %

メタノール3.0 mLをカートリッジに注入

し、以上の操作で得られた溶液を合わせ

てFr.B2とした。さらに、メタノール3.0 

mLをカートリッジに注入し、得られた溶

液をFr.B3とした。 

 Ｃ法：(2)に従って調製したヘキサン洗

浄液2.5 mL、水2.5 mL、OA群混合標準溶液

100 µLの混合液をカートリッジに注入し、

溶出液をFr.C1とした。次に、試料が入っ

ていたねじ口試験管に40 %メタノール2.0 

mLを加えて攪拌し、カートリッジに注入

した。この操作を繰り返し、得られた溶

出液をFr.C2とした。さらに5 %メタノー

ル5.0 mLをカートリッジに注入し、得ら

れた溶液をFr.C3とした。さらにアセトニ

トリル/メタノール（4：1）5.0 mLをカー

トリッジに注入し、得られた溶液をFr.C4

とした。さらにアセトニトリル/メタノー

ル（4：1）3.0 mLをカートリッジに注入

し、得られた溶液をFr.C5とした。 

 Ｄ法：(2)に従って調製したヘキサン洗
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浄液2.5 mL、水2.5 mL、OA群混合標準溶液

100 µLの混合液をカートリッジに注入し、

溶出液をFr.D1とした。次に、試料が入っ

ていたねじ口試験管にアセトニトリル/メ

タノール（4：1）1.0 mLを加えて攪拌し、

カートリッジに注入した。この操作を繰

り返した。さらにアセトニトリル/メタノ

ール（4：1）3.0 mLをカートリッジに注

入し、これらによって得られた溶液を合

わせてFr.D2とした。さらにアセトニトリ

ル/メタノール（4：1）3.0 mLをカートリ

ッジに注入し、得られた溶液をFr.D3とし

た。 

 

(4) LC-MS/MS測定 

 LC-MS/MS測定には、島津製作所のUFLC

高速液体クロマトグラフ（ポンプ：LC-

20AD、デガッサー：DGU-20A3、オートサ

ンプラー： SIL-20ACHT、カラムオーブ

ン：CTO-20AC、システムコントローラ：

CBM-20A ） と 、 質 量 分 析 計 （ Applied 

Biosystems 3200 Q TRAP）を用いた。カラ

ムはCadenza CD-C18カラム（内径：2 mm、

長さ：100 mm、粒子径：3 µm）を用いた。

LC-MS/MSの測定条件を表1に示す。 

 

2. 検査試料の均質性評価 

(1)材料・試薬 

 検査試料は、昨年度の本事業で調製し

たものを使用した。試薬類は1(1)と同じ

ものを使用した。 

 

(2)均質性評価試験の方法 

 検査試料10本を無作為に選択し、各瓶

について2回ずつ、合計20サブサンプルを

分析した。分析は「1.均質性評価のため

の分析法の開発」で最適化した分析法を

適用して行った。 

 

3. 液体クロマトグラフィー蛍光検出法の

検討 

(1)材料・試薬 

 誘 導 体 化 試 薬 で あ る 9-

Anthryldiazomethane（ADAM）はフナコシ

から入手した。HPLC用のアセトニトリル

はSigma Aldrichから入手した。試薬特級

ギ酸アンモニウム及びギ酸は富士フイル

ム和光純薬から入手した。その他の試薬

類は1(1)と同じものを使用した。 

 

(2)誘導体化法 

 10 mL褐色バイアルにADAM 2 mgをはかり

とり、アセトン100 µLと、メタノール900 

µLを順次加え、0.2 % ADAMメタノール溶液

とした。ADAMのはかりとった量に応じて

アセトンとメタノールの添加量を変えた。  

インサート付200 µLバイアルに試料100 

µLをとり、窒素気流下で乾固した。これ

に0.2 % ADAMメタノール溶液200 µLを加え、

室温、暗所で1時間反応させた。 

 

(3)カラムスイッチングHPLC装置 

 試作したカラムスイッチングHPLC装置

の概略を図2に示す。装置は、いずれも島

津製作所製のポンプ（LC-10ADVP）2台、

デガッサー(DGU-14A)、カラムオーブン

（CTO-10ASVP）、蛍光検出器（RF-10AXL）、

およびレオダイン製インジェクター

（7725i）と6方切換えバルブ（7000）2個

より構成させた。第1カラムにはジーエル

サイエンス製Inertsil diol 5 µm (4.6 

mmi.d.×250 mm)を、第2カラム（トラップ
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カラム）にはジーエルサイエンス製

Inertsil C4 5 µm (3.0 mmi.d.×150 mm)

を、第3カラムには野村化学製Develosil 

C30-UG-5 (3.0 mmi.d.×250 mm)を用いた。 

 

(倫理面への配慮) 

研究に使用した貝毒や化学物質の取り

扱いは、法令を遵守し、特定の区域での

み行った。実験廃棄物は定められた方法

に従い、必要に応じて専門業者に搬出し

た。 

 

C．D． 研究結果および考察 

1. 均質性評価のための分析法の開発 

(1) 固相抽出条件の最適化 

Ａ～Ｄ法の各フラクションを LC-MS/MS

で測定した。各フラクションは液量が異

なるため、得られたピーク面積値は液量

によって補正した。得られたピーク面積

の合計を 100 %としたときの各フラクシ

ョンにおけるピーク面積の割合を表 2～5

に示す。ODS カートリッジを利用した既

往法であるＡ法では、OA群の溶出画分で

あるはずの Fr.A5 だけでなく、Fr.A2～

Fr.A4 においても溶出が確認された。そ

こで、抽出液中のメタノール比を低く

し、40 %メタノールによる洗浄を行わな

かったところ（Ｂ法）、すべての OA 群は

Fr.B2 に溶出した。一方、HLB カートリ

ッジを利用した既往法であるＣ法では、

OA 群の溶出画分であるはずの Fr.C4 だけ

でなく、Fr.C2 と Fr.C3 においても溶出

が確認された。そこで、40 %メタノール

による洗浄等を行わなかったところ（Ｄ

法）、すべての OA 群は Fr.D2 に溶出し

た。以上の結果から、以降の検討はＢ法

とＤ法について行うことにした。 

 

(2) マトリックス効果の評価 

Ｂ法による処理液（Fr.B2）及び D 法

による処理液（Fr.D2）について、LC-

MS/MS におけるマトリックス効果の影響

を評価した。具体的には、まずホタテガ

イ可食部（ブランク）をＢ法及びＤ法に

よって処理するとともに、ヘキサン洗浄

と固相抽出を行わなかった未精製抽出液

を調製した。これらに溶液中の濃度が各

5 ng/mL となるように OA 群を添加し、

LC-MS/MS 測定に供した。得られた OA 群

の面積を、同時に測定した標準溶液（溶

媒：メタノール）による面積と比較し

た。その結果を図 3 に示す。ODS カート

リッジを用いた固相抽出を施したＢ法処

理液の測定では、標準溶液を測定した場

合に比べいずれの OA 群の感度も低かっ

た。すなわち、LC-MS/MSのイオン化にお

いてイオンサプレッションが認められ

た。その程度は、固相抽出を施さなかっ

た未精製抽出液と同程度であったことか

ら、マトリックス効果の低減効果におい

ては、ODS カートリッジは有効ではない

と考えられた。これに対し、HLB カート

リッジを用いた固相抽出を施したＤ法処

理液の測定では、OA群の感度は標準液測

定における感度と同等であり、顕著なマ

トリックス効果は認められなかった。以

上の結果から、検討した固相抽出条件の

中ではＤ法が精確な測定のために最も有

効であると考えられた。そこで、以降の

検討はＤ法による固相抽出を適用して行

った。 
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(3) 正確さと再現性の評価 

確立した分析法によって添加回収試験

を行った。添加濃度は、ホタテガイ試料

中濃度として各 0.05 mg/kgとした。その

結果を表 6 に示す。上段の結果は、加水

分解後の試料に OA 群を添加した試料を

用いた結果であり、「精製工程」だけの

回収率を示す。精製工程における OA 群

の損失が認められないことが示された。

一方、下段の結果は、ホタテガイ試料に

OA群を添加した資料を用いて分析全工程

を行った結果である。その結果もほぼ

100 %であり、下痢性貝毒検査法におけ

る正確さの要求基準である 70～120 %に

十分適合していることが示された。 

各日 2 回の分析を 3 日間行うことによ

り、室内精度も評価した。その結果を表

7 に示す。得られた結果は相対標準偏差

として 5.8～8.3 %であった。なお、この

算出課程において計算されるグループ内

分散は計算上負であった。すなわち、計

算上は併行精度も表 7 と同じ値となる。

下痢性貝毒検査法における精度の要求基

準は併行精度：15 %以下、室内精度：

20 %以下であるが、開発した分析法の精

度はこれらの基準を十分満たしているこ

とが示された。 

外部精度管理で使用する検査試料は十

分均質かつ安定であることが必要であ

る。そして、その均質性や安定性を正確

に評価するためには、試料の不均質さや

不安定さの程度よりも室内精度が十分優

れている分析法が不可欠である。本研究

で調製した検査試料は生物由来の固形試

料であるため、試料の均質性は数%～十

数%であることが予想される。したがっ

て、本研究で開発した分析法は、検査試

料の均質性や安定性を正確に評価するた

めに適当な精度を有していると考えられ

た。 

 

2. 検査試料の均質性評価 

(1) 不確かさの算出 

調製した検査試料から 10 本を無作為

に選びだし、各瓶から異なる 2 か所を採

取して分析した。その結果を図 4 に示

す。得られた結果を一元配置分散分析に

よって評価したところ、瓶間のばらつき

は有意ではない（P値>0.05）ことが確認

された。 

 次に、認証標準物質の生産に関する国

際基準である ISO Guide 35 に則り、均質

性に関する不確かさを評価した。その結

果、分散分析の結果を基に算出した瓶間

均 質 性 標 準 偏 差 sbb （ =

n

MSMS withinamong −
）と、測定のばらつ

きに由来する ubb（= 4

within

2

MS

within

n

MS


）

を表 8に示す。なお、sbbは計算上負の値

となったため 0 とした。両者のうちの大

きい方を均質性に関する不確かさとする

ことから、各 OA 群について、ubb を均質

性に関する不確かさとした。 

 

(2) 算出した不確かさの評価 

 JIS Z 8405 では、外部精度管理に用い

る検査試料の均質性に関して、試料間標

準偏差（Ss）と技能評価のために標準偏

差（σ）が次式を満たすことを求めてい

る。 
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Ss ≦ 0.3σ 

今回均質性を評価した検査試料を用いた

試験所間比較試験は 2022 年度に実施予

定である。そのため、技能試験の結果と

して得られるσは未知である。そこで、

検査試料の予備分析結果を Horwitz の修

正式に代入することによって、試験所の

結果のばらつきの予測値を求めた。検査

試料中の OA 群の予備分析結果を示すこ

とになるために、本報告書では具体的な

予測値の明示は割愛する。結果として、

調製した検査試料は、試験所間比較試験

における試験所の結果のばらつきの予測

値の 0.3 倍以下であることが示された。

すなわち、本検査試料は試験所間比較試

験での使用のために十分な均質性を有す

ることが示された。 

 

3. 液体クロマトグラフィー蛍光検出法

の検討 

 OA と DTX1 は特定の蛍光発色団を持た

ないため、ADAMを用いて蛍光誘導体化し

た。分離カラムとしてカラムスイッチン

グ HPLC の第 3 カラムとして使用する

Develosil C30-UG-5 (3.0 mmi.d.×250 

mm)、移動相として 95 %アセトニトリル

（2 mM ギ酸アンモニウム及び 50 mM ギ酸

含有）を用いて、OA および DTX1 の ADAM

誘導体化物の溶出時間を特定した。 

 次に、第 1 カラムである Inertsil 

diol における OA 群の蛍光誘導体化物の

保持挙動を検討し、移動相中の有機溶媒

濃度が少ないほど溶出時間が増加するこ

とを明らかにした。さらに、第２カラム

である Inertsil C4における OA群の蛍光

誘導体化物の保持容量を検討し、約 10

分間のトラップが可能であることを明ら

かにした。これらの検討結果を基にカラ

ムスイッチング HPLC の分離条件を検討

した結果、図 5 に示すような流路切り替

え法を考案するとともに、その操作条件

として表 9 の装置条件を確立した。この

条件において、まず、第 1カラムの 4～6

分をハートカットして、トラップカラム

へ導入した。その後、切換えバルブを操

作し、この分画を第 3 カラムに導入した

ところ、OA 蛍光誘導体化物は約 13 分

に、DTX-1蛍光誘導体化物は約 16分に溶

出した（図 6）。ADAM を用いた誘導体化

においては、誘導体試薬由来の成分と分

析対象成分との分離が困難である場合が

あるが、本法ではこれらを良好に分離す

ることができた。ただし、その感度は

LC-MS/MSと比較して高くはないため、試

験所間比較で使用する検査試料の均質性

評価のためには、より高感度化が必要で

あると考えられた。 

 

E． 結論 

本研究において、下痢性貝毒検査に関

する外部精度管理調査パイロットスタデ

ィを実施することを最終目的としている。

3年計画の2年目である令和3年度は、ホタ

テガイ中のOA群の精密な分析法を確立す

るとともに、昨年度調製したホタテガイ

検査試料の均質性評価試験に適用した。

その結果、検査試料の均質性は良好であ

ることが示された。一方、一般的なLC-

MS/MS法ではマトリックス効果が分析値の

正確さに影響することから、カラムスイ

ッチング技術を用いたHPLC-蛍光検出法を

検討し、分析条件を確立した。 
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本研究では来年度に、試験所間比較試

験のパイロットスタディを実施する予定

である。本年度までに検査試料の調製と

均質性評価は完了しており、パイロット

スタディは円滑に実施可能である。一方

で、参加機関の分析値の評価を正確に行

うためには、本年度検討した分析法2法を

候補として、さらに正確な分析法の開発

に取り組む必要がある。 
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表 1 LC-MS/MS の測定条件 

パラメータ 操作条件 

移動相 A：水（2 mMギ酸アンモニウム及び50 mMギ酸含

有） 

B：95 %アセトニトリル（2 mM ギ酸アンモニウム及

び 50 mM ギ酸含有） 

グラジエント条件 B: 40 %(2 分)→+5 %/分(14 分)→100 %(20 分)→-

60 %/分(21 分)→40 %(25 分) 

カラム温度 40 ℃ 

流速 0.2 mL/min 

注入量 10 µL 

イオン化法 ESI(－) 

プリカーサーイオンお

よびプロダクトイオン 

OA: 803→255(定量用)、803→113(確認用) 

DTX-1: 817→255(定量用)、817→113(確認用)） 

 

 

 

 

表 2 Ａ法における OA群の溶出挙動 

フラクション 溶出の割合（面積比, %） 

OA DTX1 DTX2 

Fr.A1 

Fr.A2 

Fr.A3 

Fr.A4 

Fr.A5 

Fr.A6 

0 

72 ± 1 

18 ± 2 

10 ± 2 

0 

0 

0 

0 

1 ± 1 

80 ± 3 

20 ± 2 

0 

0 

35 ± 6 

32 ± 4 

33 ± 5 

0 

0 
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表 3 Ｂ法における OA群の溶出挙動 

フラクション 溶出の割合（面積比, %） 

OA DTX1 DTX2 

Fr.B1 

Fr.B2 

Fr.B3 

0 

100 ± 0 

0 

0 

100 ± 0 

0 

0 

100 ± 0 

0 

 

 

 

 

表 4 Ｃ法における OA群の溶出挙動 

フラクション 溶出の割合（面積比, %） 

OA DTX1 DTX2 

Fr.C1 

Fr.C2 

Fr.C3 

Fr.C4 

Fr.C5 

0 

45 ± 23 

8 ± 2 

47 ± 23 

0 

0 

7 ± 9 

3 ± 1 

90 ± 9 

0 

0 

35 ± 24 

8 ± 1 

57 ± 23 

0 

 

 

 

 

表 5 Ｄ法における OA群の溶出挙動 

フラクション 溶出の割合（面積比, %） 

OA DTX1 DTX2 

Fr.D1 

Fr.D2 

Fr.D3 

0 

100 ± 0 

0 

0 

100 ± 0 

0 

0 

100 ± 0 

0 
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表 6 添加回収試験の結果 

評価した工程 回収率（%） 

OA DTX1 DTX2 

精製工程のみ 

分析全工程 

106.3 ± 7.6 

98.0 ± 4.0 

96.9 ± 5.5 

91.5 ± 4.7 

102.4 ± 3.8 

100.7 ± 6.9 

 

 

 

 

表 7 室内精度の評価結果 

 RSD（%） 

OA DTX1 DTX2 

室内精度 5.8 7.1 8.3 

 

 

 

 

表 8 検査試料の均質性に関する不確かさ評価 

不確かさ要因 相対標準不確かさ（%） 

OA DTX1 

sbb 

ubb 

0 

5.6 

0 

5.9 

 

 

 

 

  



 

 - 153 - 

 

 

表 9 カラムスイッチング HPLC の装置条件 

パラメータ 操作条件 

移動相 1（第 1 カラム用） 

  

移動相 2（第 3 カラム用） 

 

 

カラム温度 

流量 

 

注入量 

励起波長 

蛍光波長 

第 2 カラムによるトラップ

時間 

95 %アセトニトリル（2 mM ギ酸アンモニウム及

び 50 

mM ギ酸含有） －水（6：4） 

95 %アセトニトリル（2 mM ギ酸アンモニウム及

び 50 mM ギ酸含有） 

40 ℃ 

0.425 mL/min（移動相 1 及び移動相 2 とも 

 

5 µL 

365 nm 

412 nm 

5 分 
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図 1 固相抽出の操作フロー 

MeOH：メタノール、MeCN：アセトニトリル 
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図 2 カラムスイッチング HPLC 装置の概略図 

 

 

 

 

 

 

図 3 精製法の違いがマトリックス効果に及ぼす影響 
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図 4 検査試料の均質性評価における分析結果 
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図 5 カラムスイッチング HPLC における流路切り替えの概略 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 カラムスイッチング HPLC による OA および DTX1の分離 
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令和 3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） 

 

食品衛生検査施設等の検査の信頼性確保に関する研究 

 

研究分担報告書 

 

分析法の開発及び高精度化と外部精度管理試料への適用 

 

研究代表者 渡辺 卓穂 （一財）食品薬品安全センター秦野研究所副所長 

研究分担者 大竹 貴光 （国研）産業技術総合研究所 主任研究員 

研究協力者 中村 圭介 （国研）産業技術総合研究所 主任研究員 

 

研究要旨 

 食品の安全性を確保するためには、試験・検査等の信頼性の確保が重要であるた

め、食品衛生法に基づく検査機関には外部精度管理調査への参加が求められてい

る。一方、技能試験に関する国際規格である ISO/IEC 17043 では、技能試験の付与値

の不確かさをより小さくする方法として、絶対測定法による決定が挙げられてい

る。そこで、外部精度管理調査試料中農薬の精確な分析法を確立し、同調査の信頼

性をより向上させることを目的として、同位体希釈質量分析法（IDMS）の適用を検

討している。 

 今年度は、食品薬品安全センター秦野研究所がスプレードライヤにより開発した

残留農薬検査用玄米試料中のクロルピリホス、ダイアジノン、フェニトロチオン、

マラチオンを対象とし、同位体希釈質量分析法 (IDMS) を用いて高精度化した「平

成 17 年 1 月 24 日付け食安発第 0124001 号の通知試験法（一斉試験法）」および環境

負荷の低い自動抽出法である超臨界流体抽出法（SFE）を利用した分析法により分析

値を付与した。なお本法を適用するにあたり、添加回収試験により正確さを精密に

評価し、対象農薬について一斉試験法と SFE法で同等の分析値が得られることも確認

した。 

 

A． 研究目的 

食品の安全性を確保するためには、試

験・検査等の信頼性の確保が重要である。

そのため、食品衛生法に基づく検査機関

には様々な分析精度管理が求められてお

り、その一つとして外部精度管理調査へ

の参加が求められている。一方、外部精

度管理調査を含む多くの技能試験では、

付与値として参加機関の分析結果から算

出した合意値を採用し、この値を基準と

して各参加機関の技能評価を行うことが

一般的である。これに対し、技能試験に

関する国際規格であるISO/IEC 17043: 

2010 (JIS Q 17043: 2011) では、付与値

の不確かさをより小さくする方法として、

絶対測定法による決定が挙げられている。

同位体希釈質量分析法（IDMS）は、分析

対象化合物の安定同位体置換化合物（標
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識体）を内標準に用いた定量法であり、

極めて精確な（正確で精度がよい）分析

を行うことができる方法である。そこで

本研究では、同調査の信頼性をより向上

させることを目的として、IDMSによる食

品中農薬の高信頼性分析を検討している。 

 今年度も引き続き、食品薬品安全セン

ター秦野研究所がスプレードライヤによ

り開発した残留農薬検査用玄米試料中の

クロルピリホス、ダイアジノン、フェニ

トロチオン、マラチオンを対象とし、

IDMSを用いて高精度化した「平成17年1

月24日付け食安発第0124001号の通知試

験法（一斉試験法）」により、正確な分

析値を付与することを目的とした。加え

て、環境負荷の低い自動抽出法である超

臨界流体抽出法（SFE）を利用した分析

法の条件検討を行い、SFEでも玄米試料

の分析を行うことを目的とした。また分

析値を付与するにあたり、添加回収試験

により正確さを精密に評価した。食品中

残留農薬分析にIDMSを適用した場合でも、

検量線（傾き）が試料中のマトリックス

に影響されることが過去の研究で明らか

となっているため、この評価において、

マトリックスマッチング法を適用した

IDMSの正確さについても検討した。 

 

B． 研究方法 

(1) 添加回収試験による一斉試験法およ

び SFE法の評価 

対象農薬が検出下限以下であることを

確認した、市場流通品のブランク玄米を

粉砕したものを試料とし、そこに対象農

薬であるクロルピリホス、ダイアジノ

ン、フェニトロチオン、マラチオンをポ

ジティブリストの基準濃度値（クロルピ

リホス、ダイアジノン、マラチオン: 

0.1 mg/kg, フェニトロチオン : 0.2 

mg/kg）になるように添加した。本試料

を、IDMS を適用した一斉試験法および

SFE 法によって分析を行い、得られた結

果を解析して各分析法の正確さを精密に

評価・比較した。 

(2) 残留農薬検査用玄米試料の分析 

 (1)で評価した分析法を用いて、食品

薬品安全センター秦野研究所がスプレー

ドライヤにより開発した残留農薬検査用

玄米試料（Lot 1 (120 ℃), 2 (100 ℃), 

3 (80 ℃) の 3種, 温度は噴霧温度を示

す）中の対象農薬を分析した。得られた

結果は、試料調製における農薬の添加濃

度等と比較した。 

 

1．試料基材および試薬 

(1) 試料 

 添加回収試験による一斉試験法および

SFE 法の評価には、粉砕して粉末とした

市場流通品の玄米を用いた。分析によ

り、当該玄米試料中の対象農薬は検出下

限以下であることを確認した。また、食

品薬品安全センター秦野研究所がスプレ

ードライヤにより開発した残留農薬検査

用 玄 米 試 料 （ Lot 1 (120 ℃ ), 2 

(100 ℃), 3 (80 ℃) の 3 種, 温度は噴

霧温度を示す）も分析対象とした。 

(2) 標準品 

測定対象農薬の高純度標準品として、

富士フイルム和光純薬製ダイアジノン、

フェニトロチオン、マラチオン(以上

TraceSure)、クロルピリホス(Traceable 

Reference Material) を用いた。標識体
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の標準品として、林純薬工業製クロルピ

リホス -d10、フェニトロチオン -d6、

Toronto Research Chemicals 製マラチオ

ン-d6とダイアジノン-d10を用いた。シリ

ンジスパイク標準品としてジーエルサイ

エンス製アラクロールを用いた。 

(3) 試薬 

アセトニトリル（ AN）、アセトン

（Ac）、トルエン（Tol）、メタノール

（Me）、無水 Na2SO4 は関東化学製ポリ塩

化ビフェニル･残留農薬分析用を用い

た。他の試薬は試薬グレードを用い、水

は超純水を用いた。 

 

2． 検量線溶液、内標準溶液、シリンジ

スパイク溶液 

 質量比混合法によって以下の溶液を調

製した。 

(1) 添加回収試験による一斉試験法およ

び SFE法の評価用 

 クロルピリホス-d10、ダイアジノン-

d10、フェニトロチオン-d6、マラチオン-

d6を含む Ac 溶液を調製し、内標準溶液 A

とした。アラクロールを Ac に溶解した

溶液を調製し、さらにこの一部を Ac に

希釈してシリンジスパイク溶液 A を調製

した。一方、クロルピリホス、ダイアジ

ノン、フェニトロチオン、マラチオンを

Ac に溶解させ農薬混合溶液 A を調製し

た。さらに、農薬混合溶液 A、内標準溶

液 A、アラクロール溶液 A、Ac を混合す

ることにより、検量線溶液 A を調製し

た。検量線溶液 A の各成分濃度は、3(1)

および 3(2)に示す前処理法によって玄米

試料を処理して得られる試料溶液中の各

農薬濃度と等しくなるように調製した。 

次に、あらかじめ分析対象農薬とその

標識体を含有しないことを確認した玄米

試料を 3(1) および 3(2)に示す前処理法

によって処理した。得られたブランク溶

液を窒素気流で乾固し、前述の検量線溶

液 A に溶解させることにより、マトリッ

クスマッチ検量線溶液 A-1（一斉試験法

用）および A-2（SFE 法用）を調製し

た。 

(2) 残留農薬検査用玄米試料の分析用 

(1)と同様に、内標準溶液 B、農薬混合

溶液 B、アラクロール溶液 B、検量線溶

液 B、マトリックスマッチ検量線溶液 B-

1（一斉試験法用）および B-2（SFE 法

用）を調製した。なお、検量線溶液 B 中

の各成分濃度は、3(3)および 3(4)に示す

前処理法によって残留農薬検査用玄米試

料を処理して得られる試料溶液中の各農

薬濃度と等しくなるように調製した。 

 

3．分析方法 

 添加回収試験による一斉試験法の評価

では分析法 1 を、SFE 法の評価では分析

法 2 を用いて玄米中の農薬を分析し、各

分析法の評価を行った。また、残留農薬

検査用玄米試料中の農薬分析には分析法

3, 4を用いた。 

(1) 分析法 1（一斉試験法、添加回収試

験） 

玄米試料3 gに農薬混合溶液A0.4 mLおよ

び内標準溶液A0.4 mLを加えて静置した。

これに水10 mLを加えて15分静置した後、

AN25 mLを加えて細砕し、吸引ろ過した。

ろ紙上の残留物にAN10 mLを加えて細砕し

た後、吸引ろ過した。これにNaCl10ｇと

0.5 mol/Lリン酸緩衝液（pＨ7.0）20 mLを
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加え、10分間振とうした。その後、あら

かじめAN10 mLでコンディショニングした

Agilent Technologies製Bond Elut C18 固

相抽出カートリッジ（1 g）を用いて、振

とうによって得られたAN層とAN2 mLを通

液する処理を行った。得られた処理液を

無水Na2SO4によって脱水し濃縮・乾固した

後、AN/Tol（3:1）混液 2 mLに溶解した。

Supelco製ENVI-Carb/LC-NH2固相抽出カー

トリッジ（500 mg/500 mg）をAN/Tol（3:1）

混液10 mLでコンディショニングした後、

前述の抽出液を注入し、さらに AN/Tol

（3:1）混液20 ｍLを注入した。全溶出液

を乾固して得られた残さをアラクロール

溶液A 0.5 mLに溶解させ、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。測定条件は以下の通りで

ある。装置：7890/5975c GC/MS システム

（Agilent Technologies 製）、カラム：

DB-5ms（30 m×0.25 mm、膜厚 0.25 m、

Agilent Technologies 製）、カラム温

度：50 ℃で 2分間保持した後、＋20 ℃

/分で 160 ℃まで昇温し、さらに＋7 ℃/

分で 300 ℃まで昇温し、10 分間保持、

注入口温度： 250 ℃、検出器温度：

230 ℃（イオン源）、注入方式：スプリ

ットレス、キャリアガス：ヘリウム、注

入量：1 L、イオン化条件：EI、定量に

用いた m/z：314（クロルピリホス）、324

（クロルピリホス-d10）、304（ダイアジ

ノン）、314（ダイアジノン-d10）、277

（フェニトロチオン）、283（フェニトロ

チオン-d6）、285（マラチオン）、 291

（マラチオン -d6）、188（アラクロー

ル）。 

(2) 分析法 2（SFE法、添加回収試験） 

 玄米試料 1 gに農薬混合溶液 A0.15 mL

および内標準溶液 A0.15 mLを加えて静置

した。これに約 10 g の NagSO4 を加え、

ステンレス製の 15 mL 抽出管（日本分光

製）に試料を導入し、日本分光製の超臨

界抽出装置（ポンプ 1：PU-2080-CO2、ポ

ンプ 2：PU-2080 Plus、ミキサー：MX-

2080-32、オーブン：CO-2065 Plus、背

圧調整弁：BP-2080 Plus）を用いて抽出

を行った。抽出条件は以下の通りであ

る；溶媒：25%(v/v)Me／超臨界二酸化炭

素、温度：80 ℃、圧力：25 MPa、溶媒

流量：2.5 mL/min、抽出時間：20 min。

抽出液を、抽出装置出口に接続した ODS

カラム（日本分光製、PES-10-1/16）に

通液した後、ナス型フラスコに回収し

た。回収した抽出液を、あらかじめ

AN/Tol（3:1）混液 10 mLでコンディショ

ニングした Supelco 製 ENVI-Carb/LC-NH2

固相抽出カートリッジ（ 500 mg/500 

mg）に注入し、さらに AN/Tol（3:1）混

液 20 ｍL を注入した。全溶出液を乾固

して得られた残さをアラクロール溶液 A 

0.2 mLに溶解させ、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。測定条件は、分析法 1 と同

じである。 

(3) 分析法3（一斉試験法、残留農薬検査

用玄米試料の分析） 

 残留農薬検査用玄米試料3 gに内標準溶

液B0.4 mLを加えて静置した。これより後

の工程は、分析法1と同様に実施した。 

(4) 分析法4（SFE法、残留農薬検査用玄

米試料の分析） 

残留農薬検査用玄米試料1 gに内標準溶

液B0.15 mLを加えて静置した。これより



 

- 162 - 

後の工程は、分析法2と同様に実施した。 

 

4．評価方法 

(1) 農薬濃度の算出 

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、Mc：検量線溶液中の農薬混合液

の質量、Cc：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。 

(2) 添加回収試験による一斉試験法およ

び SFE法の評価 

式(1)に準じて一斉試験法（分析法 1）

および SFE 法（分析法 2）による分析値

を算出した。得られた結果を、玄米試料

への添加濃度（クロルピリホス、ダイア

ジノン、マラチオン: 0.1 mg/kg, フェ

ニトロチオン: 0.2 mg/kg）と比較する

ことにより、各分析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-1（一斉試験法用）および A-2（SFE

法用）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 を

用いた測定結果も算出した。 

(3) 残留農薬検査用玄米試料の分析 

 式(1)に準じて一斉試験法（分析法 3）

および SFE 法（分析法 4）による分析値

を算出した。得られた結果は、試料調製

における農薬の添加濃度等と比較した。 

 

（倫理面への配慮） 

食の安全･安心に係わる研究であり、

特に倫理面への配慮を必要としなかっ

た。実験者および環境への配慮として

は、特に有害な溶媒（ベンゼン等）を使

用しなかった。 

 

C．D． 研究結果および考察 

1. 一斉試験法の評価 

 分析法 1 で得られた定量値と調製値の

比を表 1 に示す。この結果から、本方法

によって調製値通りの分析値が得られる

ことが示された。また各農薬の標識体の

回収率も、95～101 %と良好であった。

なお、マトリックスマッチングを行って

いない検量線溶液 A を用いた場合の算出

結果は、クロルピリホスが 102 、ダイ

アジノンが 96 %、フェニトロチオンが

89 %、マラチオンが 98 %であり、マトリ

ックスマッチ検量線溶液 A-1 との結果と

比べてフェニトロチオンの測定結果に偏

りが生じることが確認された。よって、

マトリックスマッチ検量線を用いて定量

することが適切であると考えられた。 

2. SFE 法の評価 

 SFE 法は、抽出溶媒として超臨界流体

を用いる抽出法であり、抽出操作の自動

化が可能であることから、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、使用されている。また、抽出溶

 

    ×
  
  

×
  ×  × ×      

  ×      
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媒として主に超臨界二酸化炭素を用いる

ため、その他の有機溶媒を用いる抽出法

と比較して環境への負荷が低いという特

徴がある。さらに、同じく超臨界流体を

用いた機器分析法である超臨界流体クロ

マトグラフ-質量分析法とオンライン接

続することで、抽出から測定までを一括

で行えるシステムも開発されており、国

内で今後普及する可能性が高いことか

ら、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た。SFE 法（分析法

2）で得られた定量値と調製値の比を、

表 1 に示す。この結果から、SFE 法によ

っても調製値通りの分析値が得られるこ

とが示された。さらに、各農薬の標識体

の回収率も、72～83 %と良好であった。

これより、本研究で対象とした玄米中の

農薬に対して、SFE 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。なお一斉試験法と

同様に、マトリックスマッチングしてい

ない検量線 A を用いた場合の比も算出し

た。計算の結果、クロルピリホスが 103 

、ダイアジノンが 99 %、フェニトロチ

オンが 96 %、マラチオンが 96 %であり、

マトリックスマッチ検量線溶液 A-2 との

結果と比べてクロルピリホスとフェニト

ロチオンの測定結果に若干の偏りが生じ

ることが確認された。結果的には一斉試

験法と大きな差は見られず、SFE 法にお

いてもマトリックスマッチ検量線を用い

て定量することが適切であるという結果

が得られた。 

3. 残留農薬検査用玄米試料の分析 

 食品薬品安全センター秦野研究所より

提供された残留農薬検査用玄米試料の、

Lot 1 (120 ℃), 2 (100 ℃), 3 (80 ℃) 

（温度は噴霧温度を示す）の 3 種類に含

まれる対象農薬を、一斉試験法および

SFE 法によって分析した。得られた結果

を表 2, 3（マトリックスマッチ検量線を

使用）に、代表的なクロマトグラムを図

1, 2 に示す。これらより、クロマトグラ

ムにおいて対象農薬のピークに夾雑物に

よる妨害が見られず、一斉試験法と SFE

法の定量結果もよく一致していた。食品

薬品安全センター秦野研究所によると、

添加濃度はクロルピリホス: 0.1, ダイ

アジノン: 0.4, フェニトロチオン : 

0.2, マラチオン: 0.2（単位は mg/kg）

であり、調製時の回収率は 45～75 %程度

と予想されるということであった（農薬

の種類によって回収率は異なる）。本研

究で得られた結果（表 2, 3）を用いて、

調製時の回収率を計算した結果を表 4, 5

に示す。これより、一斉試験法および

SFE 法の分析結果が、添加濃度と調製時

の回収率から予測される濃度の範囲とよ

く一致していたことが示された。以上よ

り、玄米中の対象農薬について、本研究

で検討した方法により信頼性が高い分析

値が得られたと考えられる。 

 

E． 結論 

IDMSを用いて高精度化した一斉試験法

と SFE 法の正確さを、添加回収試験によ

り精密に評価し、対象農薬について両方

法で同等の分析値が得られることが確認

できた。このとき、マトリックスマッチ

検量線を用いることが適切であることも

示された。これらの分析法によって、食

品薬品安全センター秦野研究所が調製し
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た玄米試料中農薬に正確な分析値を付与

することができた。 
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表1 一斉試験法およびSFE法による添加回収試験の結果 

対象農薬 
調製値に対する分析値の比（平均値±標準偏差, n=4, %） 

一斉試験法 SFE法  

クロルピリホス 99.6±0.9 100.0±0.6 

ダイアジノン 99.7±0.3 100.2±0.5 

フェニトロチオン 97.3±1.6 99.4±0.6 

マラチオン 98.8±2.8 98.9±1.5 

 

表2 一斉試験法によって得られた残留農薬検査用玄米試料中の農薬濃度（平均値±標準偏差, n=3, mg/kg） 

対象農薬 Lot 1 Lot 2 Lot 3 

クロルピリホス 0.058 ± 0.002 0.068 ± 0.001 0.066 ± 0.001 

ダイアジノン 0.186 ± 0.006 0.250 ± 0.004 0.248 ± 0.002 

フェニトロチオン 0.118 ± 0.003 0.143 ± 0.004 0.137 ± 0.003 

マラチオン 0.108 ± 0.004 0.134 ± 0.002 0.131 ± 0.002 
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表3 SFE法によって得られた残留農薬検査用玄米試料中の農薬濃度（平均値±標準偏差, n=3, mg/kg） 

対象農薬 Lot 1 Lot 2 Lot 3 

クロルピリホス 0.059 ± 0.002 0.069 ± 0.001 0.068 ± 0.002 

ダイアジノン 0.187 ± 0.005 0.248 ± 0.002 0.254 ± 0.008 

フェニトロチオン 0.112 ± 0.003 0.137 ± 0.002 0.137 ± 0.003 

マラチオン 0.103 ± 0.003 0.134 ± 0.004 0.133 ± 0.003 

 

表4 一斉試験法の分析結果を基にした試料調製時の回収率（平均値±標準偏差, n=3, %） 

対象農薬 Lot 1 Lot 2 Lot 3 

クロルピリホス 58.3 ± 2.5 68.8 ± 1.1 65.5 ± 1.5 

ダイアジノン 46.5 ± 1.6 62.6 ± 1.0 62.0 ± 0.4 

フェニトロチオン 59.2 ± 1.6 71.6 ± 2.0 68.4 ± 1.7 

マラチオン 53.8 ± 2.0 67.1 ± 1.1 65.6 ± 0.9 

 

表5 SFE法の分析結果を基にした試料調製時の回収率（平均値±標準偏差, n=3, %） 

対象農薬 Lot 1 Lot 2 Lot 3 

クロルピリホス 59.2 ± 1.5 69.0 ± 0.8 68.2 ± 2.0 

ダイアジノン 46.8 ± 1.2 62.1 ± 0.6 63.5 ± 2.0 

フェニトロチオン 56.2 ± 1.6 68.7 ± 1.0 68.7 ± 1.8 

マラチオン 51.4 ± 1.7 67.1 ± 2.1 66.3 ± 1.7 
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図 1 一斉試験法によって得られた残留農薬検査用玄米試料中の対象農薬の GC/MS クロマ

トグラム 
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図 2 SFE 法によって得られた残留農薬検査用玄米試料中の対象農薬の GC/MS クロマトグ

ラム 
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