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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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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



 

 - 11 - 

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。 
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