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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、令和5年度から7年度において、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（梶原研究分担）では、ホウレンソウ及び玄米粉を基材としてスプレードラ

イヤを用いた残留農薬検査試料を作製し、鶏むねパウダーを用いスプレードライヤで重金属

及び残留動物薬検査用試料を作製した。器具・容器包装の材料試験としてABS及びAS作製の

最適条件がわかりパイロットスタディを実施し、微生物検査については、一般細菌数測定検

査用コメ基材の実運用とサルモネラ属菌検査における硫化水素非産生菌を用いたパイロッ

トスタディの実施及びウェルシュ菌検査のパイロットスタディの実施を、2．食品添加物試

験法及び動物用医薬品試験法の開発に関する研究（今井研究分担）では、サイクラミン酸検

査用たくあん漬け基材の開発、均質性・安定性確認、パイロットスタディの実施及び新規誘

導体化を用いた分析法の改良を、また、動物用医薬品4種（スルファジミジン、スルファメ

トキサゾ―ル、エンロフロキサシン及びオキソリン酸）検査用鶏肉スプレードライ試料の均

質性・安定性確認及びパイロットスタディの実施を、3．重金属類試験法の改良と妥当性評

価に関する研究（新矢研究分担）では、分析法の検討と精度管理用試料作製に資する基材の

検討を、4．下痢性貝毒検査の試験所間比較に関する研究（鎗田研究分担）では、貝毒成分の
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精確な分析法や試験所間比較試験のための調査試料の調製及び評価方法等の検討を、 

5．残留農薬分析の外部精度管理に関する研究（大竹研究分担）では、課題1で作製した試

料を、IDMSを用いて正確に評価するとともに外部精度管理のパイロットスタディを実施し

た。 

 

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）、今井浩一

（埼玉衛生研究所副所長）、新矢将尚（（地

独）大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食

品安全課課長）、鎗田 孝（茨城大学農学部

教授）、大竹貴光（（国研）産業技術総合研究

所研究グループ長） 

 

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。これら

の試料は課題 2、3及び 5に供与し連携をと

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。また、器具・容

器包装では試料作製の最適条件を検討する。

さらに、食品添加物、残留動物薬、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 
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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（梶原研究分

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： 

1．試料基材および試薬 

残留農薬検査用基材としてホウレンソ

ウパウダー及び自家製玄米粉（宮城ひと

めぼれを粉砕した）を用いた。また、重

金属検査用基材及び残留動物薬検査用基

材には日本加工食品株式会社製無添加国

産鶏肉パウダー100及び鶏むねパウダー

100を使用した。重金属（1000ppmヒ素標

準品、1000ppmカドミウム標準品、

1000ppm鉛標準品）にはいずれも関東化

学製を使用した。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、ク

ロチアニジン標準品、チアメトキサム標

準品、チアクロプリド標準品）はいずれ

も Dr.Ehrenstorfer 製を用いた。また、残留

動物薬（動物用医薬品混合標準液（20μ

g/mL メタノール溶液）、動物用医薬品混合

標準品（キノロン剤 20μg/mL））はいずれも

富士フイルム和光純薬製を用いた。溶解、抽

出にアセトニトリル（HPLC 用、富士フイルム

和光純薬）および精製水（日本薬局方、小堺

製薬）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。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スプレードライ

ヤ L-8i または OC-16 を用いた。アトマイ

ザにはロータリー式を用い、ディスクは

MC-50 型または MC-65 型を使用した。平

均粒子径はマイクロトラックベル社製マ

イクロトラック MT3200 を用い測定し

た。 

3．懸濁溶液の調製 

 残留農薬検査用試料はホウレンソウパ

ウダー及び玄米粉を用い、20％懸濁溶液

は、試料 1 kgを精製水 4 Lに懸濁させた

ものを 2回作製し、合わせてスプレード

ライヤに供した。また、重金属検査用試

料は鶏肉パウダーを用い、10％懸濁溶液

は、鶏肉パウダー0.5 kgを精製水 4.5 L

に懸濁させたものを 2回作製し合わせて

スプレードライヤに供した。また、鶏肉

むねパウダーは 10％懸濁溶液としてスプ

レードライヤに供した。さらに、残留動

物薬検査用試料は鶏肉パウダーを用い、

20％懸濁溶液は鶏肉パウダー1 kgを精製

水 4 Lに懸濁させたものを 2回作製し合

わせてスプレードライヤに供した。ま

た、鶏肉むねパウダーは装置に OC-16を

用いて作製を行った。4kg の鶏肉むねパ

ウダーは 20％懸濁溶液 20Lを精製水で 2

倍に希釈し 10％懸濁溶液 40Lとしてスプ

レードライヤに供した。 

4．スプレードライヤによる残留農薬検査

用玄米粉試料作製 

これまで研究開発用窒素ガス密閉循環

型スプレードライヤ CL-8i を用いて作製

したが、本装置を用いて大量の試料を作

製するためには多大な時間を要する。そ

こで、大量の試料作製が可能である水系

の開放型の装置での作製検討を行った。

農薬は水に溶けにくいことからこれまで

有機溶媒を用い、入口温度 100℃で粉体

作製を行ってきた。水が媒体となること

から入口温度は 160℃とし、出口温度
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80℃とし、玄米粉懸濁溶液は事前にホモ

ミキサーで撹拌し、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 2.1 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 とした。得られ

た玄米粉は平均粒子径を測定し、顕微鏡

下で粒子の観察を行った。得られた玄米

粉は課題 5 に供与し、各農薬の濃度測定

を行い、回収率から適正な作製条件を設

定する。 

 

5．スプレードライヤによる重金属検査用

鶏肉パウダー試料作製 

重金属検査用試料として、これまで玄

米粉を基材として食品衛生外部精度管理

調査に実運用されている。今回、鶏肉パ

ウダーを入手することができたので、

CODEXの基準を加味して、カドミウム、

鉛、ヒ素を添加した試料の作製検討を行

た。水が媒体となることから入口温度は

180℃とし、出口温度 100℃とし、鶏肉パ

ウダー懸濁溶液は事前にホモミキサーで

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 1.7 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

30000 rpm または 25000rpm とした。得ら

れた鶏肉パウダーは平均粒子径を測定

し、顕微鏡下で粒子の観察を行った。得

られた鶏肉パウダーは課題 3 に供与し、

各重金属の濃度測定を行い、回収率から

適正な作製条件を設定する。 

 

6．スプレードライヤによる残留動物用医

薬品検査用鶏肉パウダー試料作製 

 食品衛生外部精度管理調査では、現

在鶏肉（むね）ペーストを基材としてサ

ルファ剤を添加して実施している。今

回、鶏肉パウダーを入手することができ

たので、動物用医薬品標準溶液 37物質を

添加した試料の作製検討を行った。水が

媒体となることから入口温度は 180℃と

し、出口温度 100℃とし、鶏肉パウダー

懸濁溶液は事前にホモミキサーで撹拌

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 1.8 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 25000 

rpm とした。得られた鶏肉パウダーは平

均粒子径を測定し、顕微鏡下で粒子の観

察を行った。得られた鶏肉パウダーは課

題 2 に供与し、各残留動物用医薬品の濃

度測定を行い、回収率から適正な作製条

件を設定する。上記の装置 L-8i での作製

に加えて、スケールアップするために

OC-16 を用いた。アトマイザへの送液は

L-8i の約十倍の 13.3kg/h で行った。ディ

スクは MC-65 を用いた。 

 

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： 

「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、

食品衛生法において合成樹脂一般を対象と

した一般規格の材質試験として、試料基材

には ABS ペレット及び AS 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
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ート状の試料作製を行った。作製容器の材

質の検討としては、テフロンコーティング

バット及びステンレス製バットを用いた。

添加に用いる標準品は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

マー質量に対して目的となるポリマー含量 

(10w/w%) に相当する容量の溶解溶媒に、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、ポリマーを

十分に溶解した (ポリマー溶液)。これを各

作製容器に流し入れた後、自然乾燥により

溶解溶媒を揮発させ、更に室温下、減圧乾燥

を行いシート状の試料を得た。得られたシ

ート状試料につき、カドミウム及び鉛の濃

度確認を行い、併せて溶解溶媒 (ジクロロ

メタン) の残存率についても検討した。 

令和 6 年度は前年度の検討結果から、試

料基材に ABS ペレット、作製容器にステン

レス製バットを用いてカドミウム及び鉛の

調査試料を作製し、作製容器内 (1シート)

の均質性確認試験及び作製容器間(10 シー

ト) の均質性及び安定性確認試験を実施し

た (理論作製濃度：カドミウム及び鉛    

50 µg/g、基準値：カドミウム及び鉛ともに

100 µg/g)。また、作製容器間の均質性及び

安定性確認試験に用いた試料については溶

解溶媒 (ジクロロメタン) の残存率につい

ても確認した。さらにそれらを用いて、公的

検査機関等 (自治体及び登録検査機関) 25

機関を対象に当該試料の外部精度管理調査

用試料としての妥当性を確認するため、食

品衛生法において合成樹脂一般を対象とす

る一般規格の材質試験であるカドミウム及

び鉛の定量検査として試験室間共同試験 

(パイロットスタディ) を実施した。 

令和 7 年度は理論作製濃度をカドミウム

80 µg/g 及び鉛 120 µg/g に変えて前年度と

同様に試料を作製し、これらのカドミウム

及び鉛の均質性ならびに安定性の確認試験

を行い、本試料を用いたパイロットスタデ

ィとして試験室間共同試験を行った。なお、

理論作製濃度を基準値付近のカドミウム及

び鉛で異なる高濃度に設定したことから、

前年度と同様に、調査試料の品質評価とし

て 1個の作製容器内 (1シート) のカドミ

ウム及び鉛の均質性確認試験、また、10個

の作製容器間 (10シート) のカドミウム及

び鉛の均質性ならびに安定性確認試験を行

うと同時にジクロロメタンの残留溶媒測定

を実施した。均質性および安定性確認試験 

(硫酸を用いた乾式灰化後、ICP-OESによる

測定)ならびに残留溶媒測定 (N,N-ジメチ

ルホルムアミドで溶解後、GC による測定) 

はいずれも外部委託とした。また、パイロッ

トスタディにおける解析・評価は、当財団が

実施する食品衛生外部精度管理調査で採用

している従来方式 (算術平均値及び標準偏

差を用いた評価方法) により行った (𝑋̅ −

𝑅管理図を代用する方法及びｚ－スコアに

よる方法の 2法)。これとは別に、参考とし

てロバスト方式による解析でｚ－スコアの

評価を行った。また、経過記録およびアンケ

ートについてもとりまとめ、解析を行った。 

1.3 アレルギー物質技能試験プログラム

に関わる検討： 

基材のイチゴジャムは、ELISA 法により、

標的タンパク質である卵が検出限界 (基材

中 0.31 µg/g) 以下であることを確認した。 

乾燥全卵を精製水と 1：3 で合わせ、均一

になるよう十分懸濁し、これを添加用卵タ

ンパク質調製液とした。また、基材として市
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販のとうもろこしペースト (新進) および

具たっぷりグーグーキッチン 鮭の豆乳リ

ゾット (以下ベビーフード 、和光堂)を使用

した。基材に添加する特定原材料は乳とし

て、スキムミルク粉末 (生化学用、富士フイ

ルム和光純薬)を使用した。 

作製した卵タンパク質調製液のタンパク

質含量は、2-D Quant Kit により測定した。

測定値から調製液中のタンパク質量及び基

材への添加量を算出した。また、作製した添

加用乳タンパク質調製液は、TaKaRa BCA 

Protein Assay Kitによりタンパク質含量を

測定した。測定値から調製液中のタンパク

質量及び基材への添加量を算出した。 

1. 外部精度管理調査試料の調製 (従来法

による卵試料) 

基材に卵タンパク質を加え、ることで、従

来法による試料を作製した。基材であるイ

チゴジャム中のタンパク質量が卵総タンパ

ク質相当で 10.0 µg/g となるように添加用

卵タンパク質調製液を添加し、ロボ・クープ

ブリクサー5 プラス（エフ・エム・アイ）を

用いて均質化した。 

作製した試料は小分けにし、-20℃で凍結

保存して、パイロットスタディ用試料とし

た。また、この試料について均質性および安

定性の確認を行った。 

 

2．市販品から調製した外部精度管理調査

試料 (卵実試料)  

外部精度管理調査試料として供試する市

販品から調製した実試料には、昨年度の厚

労科研費で卵含有ドレッシングから調製し

た試料 1) を用いた。 

品質評価試験として均質性についてはす

でに確認済みであったことから、本年度は

安定性試験のみを行った。 

3. 外部精度管理調査試料の調製（乳試料） 

基材に乳タンパク質を加えることで、調

査試料を作製した。基材であるとうもろこ

しペーストまたはベビーフードにタンパク

質量が乳総タンパク質相当で 10.0 µg/g と

なるように添加用乳タンパク質調製液を添

加し、ロボ・クープブリクサー5 プラス（エ

フ・エム・アイ）を用いて均質化した。 

作製した試料は小分けにし、-20℃で凍結

保存して、パイロットスタディ用試料とし

た。また、この試料について均質性および安

定性の確認を行った。 

4．品質評価方法 

品質評価として従来法による試料につい

ては均質性および安定性の確認を、実試料

については安定性の確認を行った。均質性

試験および安定性試験は「2. ELISA 法」に

記載の卵検出用キット 3 種類を用いて実施

した。 

従来法による試料の均質性確認は、試料

送付前 (試料作製後 1 か月以内) に行った。

調製した試料のうち 10 容器からサンプリ

ングを行い、各サンプルについて n=2 で

ELISA 法により卵タンパク質濃度を測定

した。均質性の評価は IUPAC に従った 2)。

使用した 3 キット中 2 キットで均質であっ

た場合に試料が均質である、と判断した。 

安定性試験については従来法による試料

では調査期間終了後に 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卵タ

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。実試料については調査期

間の前後に各 n=4 で試料を測定し、各キッ

トについて調査期間前の卵タンパク質含有

量に対する調査期間後の数値を計算し、安
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定性を評価した。 

なお、使用したキットはすべて使用期限

内であり、従来法による試料の均質性試験

と安定性試験および実試料の安定性試験で

はメーカーごとに同じロットを用いた。 

5．外部精度管理調査の実施 

卵試料調査に参加した 22 機関には調査

試料 [実試料 (ドレッシング)：試料 1、従来

法による試料 (イチゴジャム)：試料 2] と

実施要領を宅配便（冷凍）で送付した。 

測定は、通知法に従い、「2. ELISA 法」

に記載の卵検出用 3 キットのうち、任意の

2 種類を使用することとした。また、乳試料

調査に参加した機関には調査試料 [試料 1：

とうもろこしペースト、試料 2：ベビーフー

ド] と実施要領を宅配便（冷凍）で送付した。 

各機関においては通知法準拠の 3 キット

のうちモリナガキットと日本ハムキットの

2 種類を測定に使用することとした。 

試験操作は通知法及び各機関の標準操作

手順書 (SOP) に従うこととした。試験は 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。各機関の試験結

果は試料送付後、約 1 か月後を提出期限と

した。 

5．外部精度管理調査結果の解析 

通知法の別添「アレルゲンを含む食品の

検査方法」、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」には

異なるキットを評価する場合、「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」と述べ

られている。したがって、参加機関からの報

告値は、試料別、測定キット別に前出のロバ

スト方式による平均値、標準偏差(SD) およ

び相対標準偏差 (RSD) を算出した後、こ

れらを付与値として解析を行った。 

データ解析は、1）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)、2）Huber の proposal 2 2,3) 

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] による、各種統計

量の算出、3）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た評価、の

3 ステップを実施した。 

また、Xbar 管理図の管理限界線の値は 

[ロバスト平均値±ロバスト平均値の 30 %] 

とした。z-スコアはロバスト方式による平

均値および SD を用いて算出した。 

また、参加機関から回収したアンケート

結果のまとめも行った。 

 

1.4 微生物学調査用調査試料の開発： 

1.4.1 一般細菌数測定検査用調査試料の

開発 

初年度に実施した。前年度までに開発した

調査試料 (白飯、見立て食材：冷凍食品)を

用いて2023年度外部精度管理調査を実施

し、改善点を検討した。 

1) 試料基材および添加菌 

試料基材は、白飯 (アルファ米、市販品) 

を用いた。 

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。 

2) 培地等 

精製水 (日本薬局方) (小堺製薬)、標準寒
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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)、

滅菌希釈水 90mL (栄研化学)、0.04w/v% フ

ェノールレッド溶液 (富士フイルム和光

純薬)を用いた。 

3) 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。 

4) 準拠する試験法 

一般細菌数測定検査は、「食品、添加物等の

規格基準」 (昭和34年厚生省告示第370号) 

に準拠して実施した。調査試料25 gを滅菌

希釈水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22-26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。 

5) 調査試料の作製 

基材は、アルファ米40 gをレトルトパウチ

に秤量し、121℃60分間の高圧蒸気滅菌し

て作製した。無菌的に乾燥させた後、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菌液希

釈用溶液で希釈し、約1.7×106 cfu/mLに希

釈して作製した。なお0.04% (w/v) フェノ

ールレッド溶液と40% (w/v) 相当のNaClを

等量混合した溶液を菌液希釈用溶液とし

た。 

調査試料は、基材に20% (w/v) NaCl溶液68 

mLと添加菌液1 mLを添加し、均質になるよ

う十分に攪拌して作製した。調査試料は使

用、または配付するまで冷凍保存した。 

6) 調査試料品質評価 

均質性確認試験は、配付用調査試料から系

統的に抽出した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、相対標準偏差の算出およ

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

た平均値は外部精度管理調査の暫定値と

して使用した。 

安定性確認試験は、系統的に抽出した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10回の生菌数 (実数) か

ら平均値の算出を行った。 

7) 外部精度管理調査の実施 

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、389機関を対

象に外部精度管理調査を実施した。 

検査機関には調査試料を1個ずつ配付した。

見立て食材を「加熱後摂取冷凍食品 (凍結

直前加熱)」とし、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。 
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回収した報告値の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 (3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

𝑋̅-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𝑋̅-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。なお、倫理面への配慮とし

て、参加機関に配布する結果報告書では検

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。 

 

1.4.2 硫化水素非産生株を用いたサルモ

ネラ属菌検査用調査試料の開発 

初年度、次年度で実施した。 

1) 試料基材および添加菌 

試料基材は、液卵希釈液 (市販の液卵を希

釈液で1/5希釈した溶液)を用いた。 

添加菌は、① Proteus mirabilis HIC 

210396 (サルモネラ陰性)、②Salmonella 

sp. HIC 210393 (サルモネラ陽性：H2S産

生)、③Salmonella sp. HIC 230403 (サル

モネラ陽性：H2S非産生)、④Salmonella sp. 

HIC 240414 (サルモネラ陽性：H2S非産生)、

⑤Salmonella sp. HIC 240430 (サルモネ

ラ 陽 性 ： H2S 非 産 生 ) 、 ⑥ Morganella 

morganii HIC 240415 (サルモネラ陰性) 

を用いた。HICは当財団の菌株管理番号を

示す。①から③は初年度、④から⑥は次年

度の研究で使用した。①②は従来の食品衛

生外部精度管理で使用している菌株、③⑤

は管理番号が異なるが同一菌株である。 

2) 培地等 

精製水 日本薬局方 (小堺製薬)、標準寒天

培地 [SA] (島津ダイアグノスティクス)、

SCD培地 [SCDB] (塩谷エムエス)、NaCl (試

薬特級、富士フイルム和光純薬)、Tween 80 

(東京化成工業)、0.04w/v% フェノールレ

ッド溶液 (富士フイルム和光純薬)、緩衝

ペプトン水 (ISO組成) [BPW] (島津ダイア

グノスティクス)、ラパポート・バシリアジ

ス・サルモネラ増菌液体培地 [RVB] (塩谷
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エムエス)、テトラチオネート培地 [TTB] 

(島津ダイアグノスティクス)、よう化カリ

ウム (試薬特級) (富士フイルム和光純薬) 

(TTBに添加)、よう素 (試薬特級) (富士フ

イルム和光純薬) (TTBに添加)、DHL寒天培

地 [DHLA] (島津ダイアグノスティクス)、

XLD (キシロース・リジン・デソキシコール

酸) 寒天培地 [XLDA] (塩谷エムエス)、

MLCB寒天培地 [MLCBA] (島津ダイアグノス

ティクス)、ブリリアントグリーン寒天培

地 (栄研化学) 滅菌後にスルファピリジ

ン添加 [BGSA]、Sulfapyridine (東京化成

特級) (東京化成工業) (BGSAに添加)、N,N-

Dimethylformamide (東京化成特級) (東京

化成工業 ) (BGSAに添加 )、 CHROMagar 

Salmonella [CHS] (CHROMagar)、ESサルモ

ネラ寒天培地Ⅱ [ESⅡA] (栄研化学)、

chromID Salmonella agar [SM2A] (ビオメ

リュー) TSI寒天培地 [TSIA] (島津ダイア

グノスティクス)、LIM培地 [LIMA] (島津

ダイアグノスティクス)、Kovacs reagent 

(ビオメリュー)、サルモネラ免疫血清「生

研」１号セット (デンカ)、API 20E (ビオ

メリュー)を使用した。なお[ ] 内に培地

の略称を示した。 

3) 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

は恒温槽または恒温水槽を使用した。 

4) 準拠する試験法 

「食品、添加物等の規格基準に定めるサル

モネラ属菌及び黄色ブドウ球菌の試験法

の改正について」 (平成27年食安発0729第

4号) に準拠して実施した。 

調査試料25 gをBPW (ISO組成) 225 mLで10

倍希釈したものを試験溶液とした。これを

37.0℃設定の恒温槽で20-24時間培養した。

培養後のBPWから0.1 mLをRVBに、1 mLをTTB

に移植し、42.0℃設定の恒温水槽で20-24

時間培養した。培養後、各培養液からDHLA、

XLDA、MLCBA、BGSA、CHS、ESⅡA、SM2Aに移

植し、37.0℃設定の恒温槽で20-24時間培

養した。培養後の発育集落の一部をTSIA 

(斜面培地) に画線、穿刺し、LIMA (高層培

地)に穿刺した後、37.0℃設定の恒温槽で

20-24時間培養した。LIMAは培養後の観察

後にKovacs reagentを重層し、インドール

反応を確認した。TSIAの発育集落の一部を

SAに移植し、37.0℃設定の恒温槽で18時間

以上培養し、その発育集落を用いてO血清

群別試験を実施した。なお、H2S非産生サル

モネラ属菌はO血清群別試験と並行して簡

易同定キット (API 20E) およびSC培地に

供し、オキシダーゼ試験、クエン酸利用能

試験、VP試験、ONPG試験を実施した。 

一連の試験においてサルモネラの定型反

応を示す場合に陽性、示さない場合に陰性

と判定した。 

なお、生菌数測定を要する場合は試験溶液

をBPWで10倍段階希釈し、各希釈段から1 mL

を2枚のシャーレに分取してSAで混釈平板

培地にしたものを37.0℃設定の恒温槽で

18時間以上培養し、計測した集落数をもと
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に生菌数を算出した。 

5) 調査試料の作製 

基材は、NaCl 153 g、Tween80 180 g、精製

水 12.6 L、グリセリン 1800 gを均質化し、

80 mLずつ樹脂製容器 (100 mL) に分注後、

121℃30分で高圧蒸気滅菌して作製した。 

添加菌液は、凍結保存菌株をSAに移植し、

35.0℃設定の恒温槽で24時間培養し、発育

集落をSCD培地100 mLに1白耳移植し、

35.0℃設定の恒温槽で24時間培養した後、

この培養液を生理食塩液で100倍希釈して

フェノールレッド含有生食で10倍希釈し

て作製した。なおフェノールレッド含有生

食は1.8% NaCl溶液と0.04% (w/v) フェノ

ールレッド溶液を等量混和して作製した。 

調査試料は、基材に市販の無菌卵黄液20 mL

および添加菌液1 mLを添加し、均質になる

よう十分に攪拌して作製した。なお添加菌

は参加機関には開示せず、調査試料No.1、

No.2、No.3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。 

6) 性能評価試験 

調査試料の保存条件は、冷蔵保存 (以下、

「冷蔵試料」という)、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。 

生菌数測定試験は、冷蔵試料は添加菌の添

加直後、保存開始から10、13 (または14)、

28日後、常温試料は保存開始から13 (また

は14)、28日後に実施した。各ポイントで調

査試料を1個使用した。 

定性試験は、添加菌①②は分離培地の選択

においてXLD寒天培地とESサルモネラ寒天

培地Ⅱを使用した。③から⑥は全工程で全

ての培地を使用した。なお定性試験は添加

菌の添加直後、保存開始から13 (または14)、

28日後に行った。 

7) 品質評価試験 

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。 

均質性確認試験は、添加菌ごとに配付用調

査試料から系統的に抽出した5個の配付用

調査試料を用いて生菌数試験を行い、その

平均値を添加濃度とした。また、5個の配付

用調査試料のうち2個を用いて定性試験を

行った。なお分離培地はXLDAとESⅡAを使

用した。 

安定性確認試験は、添加菌ごとに系統的に

抽出した1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

様の定性試験および生菌数測定を行った。 

8) パイロットスタディ (室間共同試験) 

50機関の参加機関に対して配付用調査試

料を冷蔵便で発送し、参加機関から検査結

果を回収した。見立て食材を「殺菌液卵」

とし、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1回とし

た。検査機関からの報告期限は発送から約

1か月後とした。なお、倫理面への配慮とし

て、参加機関に配付する結果報告書では検

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。 
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1.4.3 ウェルシュ菌検査用調査試料の開

発 

本研究は最終年度に実施した。 

1) 試料基材および添加菌 

試料基材は、野菜のポタージュを使用した。 

添加菌は、陰性菌として Clostridium 

sporogenes (以降Cs、①HIC 220400、②HIC 

220401、③HIC 220402)、陽性菌として

Clostridium perfringens (以降Cp、④HIC 

250431、⑤HIC 250432、⑥HIC 250433) を

使用した。なお性能評価では①～⑥の6菌

株を使用し、スクリーニングを行った。パ

イロットスタディでは②および⑤の2菌株

を使用した。 

2) 培地等 

精製水 (日本薬局方) (小堺製薬)、標準寒

天培地 [SA] (島津ダイアグノスティクス)、

強化クロストリジア培地 [RCM培地] (塩谷

エムエス)、強化クロストリジア寒天培地 

(強化クロストリジア培地100mLに1.5 gの

寒天を添加した培地) [RCM寒天培地]、寒

天,粉末 (富士フイルム和光純薬)、NaCl 

(富士フイルム和光純薬)、グリセリン (富

士フイルム和光純薬)、Bacto Peptone 

(Thermo Fisher Scientific)、緩衝ペプト

ン水 (BPW ISO組成) [BPW] (島津ダイアグ

ノスティクス)、マッシュポテト (カルビ

ーポテト)、ニンジンペースト (新進)、カ

ナマイシン含有卵黄加CW培地 (極東製薬

工業)、ハンドフォード改良培地 (栄研化

学)、Tryptose sulfite cycloserine寒天

培地 [TSC寒天培地] (Merck)、 TGC培地 

(島津ダイアグノスティクス)、Lactose 

sulfite培地 [LS培地]、(Solabia Biokar 

Diagnostics)、 Motility Nitrate培地 [NM

培地] (Sigma-Aldrich)、 Lactose Gelatin

培地 [LG培地] (Sigma-Aldrich)、豚皮ゼ

ラチン (Aタイプ) (新田ゼラチン)、嫌気

性パウチ (嫌気性芽胞菌 (ウェルシュ菌

等）培養用) (スギヤマゲン) を使用した。

なお [ ] 内に培地の略称を示した。 

3) 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

ト内で行い、培養には恒温槽または恒温水

槽を使用した。嫌気培養には嫌気ジャー 

(スギヤマゲン) およびアネロパック・ケ

ンキを使用した。 

4) 準拠する試験方法 

ウェルシュ菌検査は、「ウェルシュ菌標準

試験法 (集落数計数法) [ステージ1；原案]」 

(NIHSJ-24-ST1) および「食品衛生検査指

針 微生物編 改訂第2版 2018」 (公益

社団法人日本食品衛生協会、2018) を参考

にして実施した。 

流水 (約20℃の水道水) に30分浸し、半解

凍した調査試料を十分に混和して25 gを秤

量した後、BPW 225 mLを加えて1分間のス

トマッカー処理を実施したものを試験溶

液 (10倍希釈溶液) とした。 

ウェルシュ菌標準試験法 (集落数計数法) 

[ステージ1；原案] (NIHSJ-24-ST1) を参

考にした定性試験 (以降、NIHSJ法) は、試

験溶液を10倍段階希釈してTSC寒天培地で
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混釈平板培地を作製し、37.0℃で18～24時

間嫌気培養した。その後確認試験A、確認試

験Bを実施した。確認試験AはTSC寒天培地

上の黒色集落を 1集落釣菌して Fluid 

Thioglycollate (TGC) 培地 10 mLに移植

し、37.0℃で18～24時間嫌気培養した。培

養液0.1 mLをダーラム管を入れたLS培地 8 

mLに移植し、46.0℃で18～24時間嫌気培養

した。LS培地まで増殖を認め、LS培地の黒

変とダーラム管内の1/4以上のガス産生を

認めた場合にウェルシュ菌陽性とした。確

認試験BはTSC寒天培地上の黒色集落を1集

落釣菌してTSC寒天培地に画線し、同培地

10 mLを重層後37.0℃で18～24時間嫌気培

養した。増殖集落をNM培地 10 mLおよびLG

培地 10 mLに移植し、37.0℃で24時間嫌気

培養した。LG培地は5℃で1時間の冷却後、

培地の固化が認められた場合は37.0℃で

24時間の嫌気培養を追加実施した。NM培地

が運動性陰性、亜硝酸塩還元陽性、さらに

LG培地でガス産生、培地の黄変およびゼラ

チンの液状化を認めた場合にウェルシュ

菌陽性と判定した。 

食品衛生検査指針 微生物編 改訂第2版 

2018：卵黄加CW培地 (以降CW培地法) は、

試験溶液およびその10倍段階希釈液をそ

れぞれカナマイシン含有卵黄加CW培地2枚

に0.1 mLずつ塗抹し、37.0℃で18～24時間

嫌気培養した。培地上に真珠様の光沢、白

色ハローを伴う白色集落を認めた場合に

ウェルシュ菌陽性と判定した。 

食品衛生検査指針 微生物編 改訂第2版 

2018：パウチ法 (以降パウチ法) は、試験

溶液10 mLおよびハンドフォード改良培地

15 mLをパウチ袋に添加して素早く混和し、

薄く固化させた後、開口部をシールして

46.0℃で24時間好気培養した。1～3 mmの

黒色集落を認めた場合にクロストリジウ

ム陽性と判定した。さらにNIHSJ法、CW培地

法の定性試験における典型反応をもって

ウェルシュ菌陽性の判定を実施した。 

5) 調査試料の作製 

基材は、ニンジンペースト (市販品) に対

し、等量のマッシュポテト粉末 (市販品)

を安定化剤で10倍希釈したものを加えて

十分撹拌し、50 gずつガラス製容器 (100 

mL) に分注後、121℃30分で高圧蒸気滅菌

をして作製した。基材は無菌性確認後に-

20℃以下で冷凍保存した。 

基材の無菌性の確認は、基材10 gを秤量し、

BPW 90 mLで10倍希釈した溶液を試験溶液

として実施した。試験溶液 1 mLを4枚のシ

ャーレに、10 mLを1枚のパウチ袋に分取し、

前者はTSC寒天培地およびSA 20 mLで2枚ず

つ混釈寒天平板培地とした。後者はハンド

フォード改良培地 15 mLで混釈し、開口部

をシールして固化させた。TSC寒天培地は

37℃で24時間嫌気培養、標準寒天培地は

37℃で24時間好気培養、ハンドフォード改

良培地は46℃で24時間好気培養し、全ての

培地に発育集落を認めない場合に無菌性

適合と判定した。 

添加菌液は、凍結保存菌株をRCM培地 10 mL

に接種し、37.0℃で20～28時間嫌気培養後、
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RCM培地で適宜希釈して添加菌液を調製し

た。 

冷凍保存した基材に添加菌液 0.5 mLを添

加し、調査試料とした。なお添加菌は参加

機関には開示せず、調査試料No.1、No.2と

して作製した。 

調査試料は使用、または配付するまで-

20℃以下で冷凍保存した。 

6) 性能評価試験 

事前確認として、パイロットスタディに使

用する添加菌株のスクリーニングおよび

基材の性能評価を実施した。 

添加菌液の調製法の検討として、Cs 3菌株

およびCp 3菌株の凍結保存菌株をそれぞれ

RCM培地 10 mLに接種し、37℃で24時間ま

たは48時間嫌気培養した。培養液をBPWで

10倍段階希釈し、希釈段ごとに2枚のシャ

ーレでRCM寒天培地を用いて混釈平板培地

を作製した。RCM寒天培地は37℃24時間嫌

気培養後に生菌数測定を実施した。生菌数

測定の結果から、調査試料の最終濃度が103 

cfu/g程度になるように性能評価に使用す

る添加菌の調製方法を決定した。 

調査試料は、決定した調製法に従い調製し

た添加菌液0.5 mLを、冷凍保存した基材に

添加して作製した。添加後は速やかに-

20℃以下で冷凍保存した。 

生菌数測定は、保存0日目/12日目/28日目

の3ポイントで実施した。試験溶液を適宜

BPWで10倍段階希釈し、希釈段ごとに2枚の

シャーレに1 mL分取した。これをRCM寒天

培地で混釈平板培地にした後、37℃で24時

間嫌気培養した。 

定性試験は、保存12日目/28日目の2ポイン

トにおいて実施した。なおTSC寒天培地 

(NIHSJ法) およびハンドフォード改良培

地 (パウチ法) は典型集落の生菌数測定

を並行して実施した。卵黄加CW培地は28日

目のみ実施した。 

生菌数測定結果および定性試験の反応を

総合的に評価し、パイロットスタディに使

用する添加菌を決定した。 

7) 品質評価試験 

均質性確認試験は、添加菌ごとに、系統的

に抽出した5個の配付用調査試料を用いて

実施した。すべての調査試料を用いて生菌

数試験を行い、その平均値を添加濃度とし

た。また5個のうち2個を用いて定性試験を

行った。なお生菌数測定はCpではTSC寒天

培地、CsではRCM寒天培地を用い、試験溶液

をBPWで10倍段階希釈した各希釈液を2枚

のシャーレに分取し、各培地で混釈平板培

地を作製したのち37℃で24時間嫌気培養

した。 

安定性確認試験は、添加菌ごとに、系統的

に抽出した1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

様の生菌数測定および定性試験を行った。 

8) パイロットスタディ (室間共同試験) 

50機関の参加機関に対して配付用調査試

料を冷凍便 (ヤマト運輸、クール宅急便、

冷凍タイプ、-15℃以下) で発送し、参加機

関から検査結果を回収した。調査試料は

「野菜のポタージュ」として配付し、試料
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処理および測定操作は各機関の方法で実

施した。なお、繰り返し試験数は1回とした。

検査機関からの報告期限は2026年1月6日

とした。なお、倫理面への配慮として、参

加機関に配付する結果報告書では検査機

関をコード番号化し、調査に関する秘密保

持を図った。 

 

2 食品添加物試験法及び動物用医薬品試

験法の開発に関する研究（今井研究分担） 

2.1 食品添加物試験法の開発に関する研

究 

2.1.1 パイロットスタディ調査の実施 

調査用試料の作製方法の検討について、

たくあん漬けを基材として用い、最適な浸

漬期間を検討した。本結果を基に調査用試

料を作製し、均質性と安定性を評価した。 

 精度管理調査のパイロットスタディは、

12の参加機関に調査用試料等を配布し、分

析結果の報告を受けた。報告結果は、一般

財団法人食品薬品安全センター秦野研究

所が実施している食品衛生外部精度管理

調査に倣い、従来方式（算術平均値および

標準偏差を用いた評価方法)とロバスト方

式（Huberのproposal 2による方法）で統計

解析した。 

2.1.2 通知試験法における誘導体化時間

に関する検討 

 通知試験法における誘導体化時間につ

いて検討するため、誘導体化における各工

程において試料を静置する時間を設け、そ

の回収率への影響を比較した。 

2.1.3 新規誘導体化法の改良に関する検

討 

新規誘導体化を用いた分析法について、

試料採取量、誘導体化する溶出液の量、液

-液分配の回数及び減圧乾固による濃縮に

ついて検討し、改良を図った。検討した試

験法を評価するため、試料としてオレンジ

ジュース、ブルーベリージャム、りんごゼ

リー及びビスケットの4試料を用い、5併行

の添加回収試験を実施した。 

2.2 動物用医薬品試験法の開発に関する

研究 

2.2.1 三層分離抽出法を用いた分析法の

検討 

 三層分離抽出法を用いた動物用医薬品

分析法について、測定対象成分、LC-MS/MS

条件及び前処理法について検討した。測定

対象成分は、過去の報告及び他地方衛生研

究所の検査実績を参考に選定し、各成分の

ピーク感度（S/N）等を確認した。LC-MS/MS

条件は、SRM条件、分析カラム及び移動相条

件を検討した。前処理法は、三層分離抽出

法に基づき、抽出時のギ酸の有無、抽出液

へのpH緩衝液の添加の有無、抽出回数、抽

出液の濃縮条件、及び精製に用いる固相ミ

ニカラム等について検討した。検討した試

験法について、鶏肉ペースト試料を用いて

5併行の添加回収試験を実施した。 

2.2.2 パイロットスタディ調査用試料の

作製と分析法の検討 

 パイロットスタディ調査用試料に添加

する動物用医薬品ついては、秦野研究所が

現在実施している外部精度管理調査（残留

動物用医薬品検査）の状況や、近年の検疫

所における違反事例を参考に選定した。そ

の後、秦野研究所に対し、パウダー状の鶏

肉試料に選定した動物用医薬品を浸漬に

より添加し、スプレードライしたパイロッ

トスタディ調査用試料の作製を依頼した。 
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パイロットスタディ調査用試料を分析

するため、厚生労働省の発出したHPLCによ

る動物用医薬品等の一斉試験法Ⅲ（畜水産

物）を基に、試料採取量や、吸引ろ過にお

けるけいそう土の効果等について検討し

た。検討した分析法の妥当性は、「食品中に

残留する農薬等に関する試験法の妥当性

ガイドライン」に準じて確認した。 

2.2.3 パイロットスタディ調査の実施 

作製した調査用試料の均質性は、調査用

試料を作製・発送するまでの間に全調査用

試料から無作為に10容器を抽出し、各容器

2部位を測定し、一元分散分析して判断し

た。なお、均質性試験の結果を安定性試験

の0日間のものとした。調査用試料の安定

性については、報告期限日以降である109

日目に残存試料10容器を分析し、0日間結

果と比較して判定した。パイロットスタデ

ィは、14機関の参加機関に対して実施した。

報告は、スルファジミジン、スルファメト

キサゾール、エンロフロキサシン及びオキ

ソリン酸の4項目のうち、スルファジミジ

ンを含む1項目以上とした。報告結果は、算

術平均値、標準偏差及び相関図等を用いて

評価した。 

2.2.4 パイロットスタディ調査用試料に

おける浸漬効果の検討 

調査用試料の浸漬効果を検証するため、

調査用試料1 gから試験溶液を調製し、ピ

ーク面積を比較した（n=2）。条件は、①非

浸漬で抽出、②水4 mLで15分浸漬後に抽出、

③抽出溶媒4 mLで15分浸漬後に抽出の3パ

ターンとした。抽出は、抽出溶媒10 mLで2

回抽出して濃縮・定容した溶媒抽出液を作

製し、残渣を同条件でさらに2回抽出して2

次・3次抽出液も作製した。抽出溶媒は水、

メタノール、アセトニトリル、各種混液、

ヘキサン飽和アセトニトリル、酢酸エチル

等、計8種を用いた。 

 

3 重金属類試験法の改良と妥当性評価に

関する研究（新矢研究分担） 

3.1 マイクロウェーブ分解－ICP 質量分

析による試験法の妥当性評価 

3.1.1 試料 

食品中の重金属類試験において、迅速か

つ多元素分析可能なマイクロウェーブ分解

－ICP 質量分析法を適用するために、まず

マトリックスの異なる 3 種の認証標準物質

を用いて、その最適条件の検討を行った。認

証標準物質には、水分、脂質とも相応に含む

試料として Crab Paste（LGC 製 LGC7164）

を、脂質の多い試料として Peanut Butter

（NIST 製 SRM2387）を、脂質をほとんど含

まず水分が多い試料として Baby Food 

Composite（NIST 製 SRM2383a）を用いた。 

次に、近年輸出実績が増大傾向にある畜

産肉を対象として、Bovine Liver（NIST 製

SRM1577c）、Pig Kidney（IRMM 製 ERM-

BB186）、Bovine Muscle（IRMM 製 ERM-

BB184）の 3 種の肉由来認証標準物質を用

いた。 

3.1.2 分析方法 

試料 0.5～2 g をテフロン製分解容器に採

り、硝酸 7 mL および過酸化水素水 1 mL を

加えてマイクロウェーブ分解装置（アント

ンパールジャパン社製 Multiwave Pro）に

より加熱分解した。加熱プログラムは、800 

W (Ramp:10 min) – 800 W (Hold:40 min)

とした。試料分解液を室温まで冷却後、超純

水を加えて 50 mLに定容したものを試験原

液とし、適宜希釈して測定液とした。ICP-
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MS（アジレントテクノジー社製 Agilent 

7850 ICP-MS）による定量は内標準法で行

い、標準モード（No Gas モード）、コリジ

ョンモード（He モード）、およびリアクシ

ョンモード（H2 モード）で検討した。 

3.1.3 妥当性評価 

分析者 2 名が併行数 2 で 3 日間の枝分か

れ試験で実施した。「食品中の金属に関する

試験法の妥当性評価ガイドライン」に従っ

て、一元配置の分散分析により真度、併行精

度および室内再現精度を求めた。 

3.2 肉試料の外部精度管理調査への適用

性の検討 

3.2.1 試料 

市販されている、牛肉、豚肉、鶏肉および

鶏むね肉のそれぞれ無添加パウダー食品を

用いた。 

3.2.2 肉試料の重金属類含有量調査 

それぞれの粉末肉を、マイクロウェーブ

分解－ICP 質量分析法により分析した。分

析に供した試料量は 0.5 g とした。また、牛

肉粉末を用いて添加回収試験（n=5）を行い、

回収率を算出した。添加濃度は、Pb につい

てはCODEX等の規制値である 0.10 mg/kg、

Cd については EU 等の規制値である 0.05 

mg/kg、As については香港の規制値である

0.50 mg/kg に設定した。 

3.2.3 パイロットスタディ用検討試料の作

製 

鶏肉パウダーおよび鶏むね肉パウダーを

基材とし、スプレードライヤ（大川原化工

機）を用いてパイロットスタディ用試料を

作製した。試料には Pb、Cd、As を添加し、

設定濃度はそれぞれ 0.10 mg/kg、0.05 

mg/kg、0.50 mg/kg とした。これらの作製

試料は、課題１より供与された。試料の均質

性確認試験は一元配置分散分析により評価

した。 

 

4 下痢性貝毒検査の試験所間比較に関す

る研究（鎗田研究分担） 

4.1 精確な分析法の検討 

4.1.1 材料・試薬 

ホタテガイ試料には青森産のホタテガイ

と、令和 4 年度に実施した試験所間比較試

験におけるホタテガイ調査試料を用いた。 

1 ppm OA溶液と 1 ppm ジノフィシストキ

シン-1（DTX1）溶液は産業技術総合研究所か

ら入手した。ジノフィシストキシン-2（DTX2）

認 証 標 準 物 質 は National Research 

Council から入手した。試料調製や LC-

MS/MSの移動相には超純水を使用した。他の

試薬は、LC-MS用または試薬特級品を用いた。 

 

4.1.2 前処理方法 

ブレンダーで処理したホタテガイ 2 g を

遠沈管にとり、必要に応じて OA と DTX1 添

加溶液や内部標準物質（DTX2）溶液を添加し

た。この試料にメタノール 9 mLを加えてホ

モジナイズした後に遠心分離し、上清をと

った。沈殿物に 90 %(v/v)メタノール 9 mL

を加えてホモジナイズした後に遠心分離し、

上清をとった。得られた上清を合一し、さら

に 90 %(v/v)メタノールを加えて正確に 20 

mLとした。 

得られた抽出液の 2 mLに 2.5 mol/L水酸

化ナトリウム水溶液 250 µL を加え、76 ℃

で 40分間加水分解した。その後、2.5 mol/L

塩酸を 250 µL または 300 µL 加え中和し、

n-ヘキサン 2.5 mLによる脱脂処理を 2回行

った。 

得られた処理液を次の固相抽出（SPE）2
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条件のいずれかで処理した。 

A.HLBカートリッジを用いた SPE 

脱脂した処理液に水 2.5 mLを加えて攪拌し

た溶液を HLB カートリッジ（Waters 社製

Oasis PRiME HLB 200 mg）に注入し、その

流出液は捨てた。次に、アセトニトリル/メ

タノール（4：1）5 mL をカートリッジに注

入し、流出液を回収した。その際、溶液の一

部を用いて加水分解を行った試験管の内壁

を洗った。その後、回収した溶液を窒素下で

2 mLに濃縮した。 

B.ODSカートリッジを用いた SPE 

脱脂した処理液に水 2.5 mL を加え攪拌し

た。この溶液を、あらかじめメタノール 5 mL

と水を 5 mLを順次注入してコンディショニ

ングした ODS カートリッジ（ジーエルサイ

エンス社製 Inert-Sep C18 200 mg）に注入

し、その流出液は捨てた。次に、加水分解を

行った試験管に 40 %（V/V）メタノール 2 mL

を加えて攪拌し、得られた溶液をカートリ

ッジに注入し、その流出液は捨てる操作を 2

回行った。さらに、カートリッジに水 3 mL、

40 %（V/V）メタノール 3 mLを順次注入し、

各流出液は捨てた。次いで、90 %（V/V）メ

タノール 3 mLをカートリッジに注入し、得

られた流出液を回収し、窒素下で 2 mLまで

濃縮した。 

 

4.1.3 LC/MS/MS測定 

島津製作所の UFLC 高速液体クロマトグ

ラフと、質量分析計（Applied Biosystems 

3200 Q TRAP）を用いた。カラムには Cadenza 

CD-C18カラム（内径：2 mm、長さ：100 mm、

粒子径：3 µm）他を用いた。移動相として、

次の 4条件を検討した。 

［条件 I］ A液：水（2 mMギ酸アンモニウ

ムおよび 50 mMギ酸含有）、B液：95 %アセ

トニトリル（2 mMギ酸アンモニウムおよび

50 mMギ酸含有）、グラジエント：B：40 % 

(0 min)→40 % (2.5 min)→100 % (7.5 min)

→100 % (14 min) 

［条件 II］ A液：水（2 mM ギ酸アンモニウ

ムおよび 50 mM ギ酸含有）、B液：95 %メタ

ノール（2 mM ギ酸アンモニウムおよび 50 mM

ギ酸含有）、グラジエント：B：40 % (0 min)

→100 % (10 min)→100 % (15 min)→40 % 

(15.5 min) 

［条件 III］ A液：2 mM 炭酸水素アンモニウ

ム水溶液、B 液：アセトニトリル、グラジエ

ント：B：B：30 % (0 min)→95 % (8 min)→

95 % (14 min)→30 % (15 min) 

［条件 IV］ A液：水（0.05 %アンモニア）、

B液：90 %アセトニトリル（0.05 %アンモニ

ア）、グラジエント：30 % (0 min)→30 % (1 

min)→100 % (8 min)→100 % (14 min) 

SRM 測定におけるプリカーサーイオンと

プロダクトイオンは、OA・DTX2：m/z 803→

255（定量用）、803→113（確認用）、DTX1：

m/z 817→255（定量用）、817→113（確認用）

とした。 

 

4.2 抽出方法の簡易化の検討 

4.2.1 材料・試薬 

 4.1.1と同じ材料・試薬を用いた。 

 

4.2.2 分析法 

 ホタテガイ試料 2 g を遠沈管にとり、ア

セトニトリル 9 mLを加えた。これをホモジ

ナイズし、遠心分離によって上清を得た。沈

殿物に 90 %アセトニトリル 9 mL を加えて

ホモジナイズした後に遠心分離し、上清を

とった。得られた上清を合一し、さらに 90 %
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アセトニトリルを加えて正確に 20 mL とし

た。 

得られた抽出液の 2 mLに 2.5 mol/L水酸

化ナトリウム水溶液 250 µL を加え、76 ℃

で 40分間加水分解した。その後、2.5 mol/L

塩酸を 250 µL 加え中和した。 

得られた処理液に塩化ナトリウムを 3 g

加えてから液/液分配し、有機層をとった。

水層にアセトニトリルを 9 mL加えてから液

/液分配し、有機層をとった。得られた有機

層を合わせ、アセトニトリルによって適当

倍率に希釈し、試料溶液とした。 

 

4.2.3 LC/MS/MS測定 

 4.1.3 と同じ装置及び測定条件を適用し

た。移動相には 4.1.3の条件 Iを適用した。 

 

4.3 試験所間比較試験 

4.3.1 調査試料の調製 

(1)材料・試薬 

調査試料の調製には、ホタテガイ可食部

（北海道産）と、OAおよび DTX1が含有する

ホタテガイ中腸腺試料（均質化済み）、OA標

準品（富士フイルム和光純薬、生化学用）お

よび 1 µg/mLDTX1 溶液（産業技術総合研究

所）を用いた。他の試薬等は 4.1.1 に準じ

た。 

(2)調製方法 

ホタテガイの可食部をブレンダーで細断

し、裏ごし器（1.4 mm）で裏ごしを行った。

得られた試料をポリ製広口瓶に入れ、混合

した。このポリ製広口瓶をポットミル機で

約 1.5時間回転混合させた。 

 7個のガラス瓶を用意し、1 個のガラス瓶

につきホタテガイ中腸腺試料 20 g を入れ

た。それぞれのガラス瓶に中腸腺の 9 倍量

のホタテガイ可食部を加えた。さらに、あら

かじめ OA標準品と1 µg/mLDTX1溶液を混合

した溶液を適量添加した。それぞれのガラ

ス瓶の内容物をスパチュラで混ぜ合わせた

後、ポットミル機を用いて約 30分回転混合

した。得られた内容物を 1 つのポリ製広口

瓶にあわせ、ポットミル機を用いた 2.5 時

間回転混合した。 

 回転混合させた試料をおおよそ 5 等分に

分け、各瓶の内容物を混合した。さらに各瓶

の内容物を約 20 gを取り出し、別のガラス

瓶に入れ、混合した。この操作を 10瓶につ

いて行った。その後、ガラス瓶の内容物をポ

リ製遠沈管に 5gずつ小分けした。 

 

4.3.2 均質性評価 

調製した調査試料から 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。 

分析における試料前処理は、4.1.2の通り

に行った。その際、内部標準として DTX2の

メタノール溶液 500 µＬを加えた。また、

SPEには方法 Aを適用した。また、得られた

試料溶液の LC-MS/MS測定は、4.1.3記載の

装置及び測定条件（移動相：条件 I）によっ

て行った。 

 

4.3.3 安定性評価 

参加機関における検査試料の保存条件は、

-20 ℃～-30 ℃とした。参加機関における

比較試料の分析期間の前後、及び、分析期間

中の 2回（合計 4回）、試料の安定性評価試

験を行った。適用した分析法は 4.3.2 に準

拠した。ただし、標準添加法を行うために、

試料前処理時に、既知量の OA・DTX1混合溶

液を添加した。 
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4.3.4 パイロットスタディ 

(1)実施方法 

パイロットスタディの参加募集は令和 7

年 1 月から令和 7 年 3 月に行った。参加機

関による分析期間は、令和 7年 7～9月とし

た。7 月 8 日に調査試料 3 瓶を各参加機関

に送付した。9月 12日までに全ての参加機

関から分析結果を受領した。 

(2)解析方法 

参加機関から報告された分析結果は、JIS 

Z8405（ISO 13528）及び AOACガイドライン

(AOAC Int.、2005)に準じて統計解析した。 

(3)茨城大学における調査試料の分析 

 茨城大学でも調査試料中の OA と DTX1 を

定量した。適用した分析法は 4.3.3 の通り

である。 

 

5 残留農薬分析の外部精度管理に関する

研究（大竹研究分担） 

5.1 スプレードライヤ条件決定のための、

ほうれんそう試料中残留農薬分析 

(1)添加回収試験による一斉試験法の評価

（ほうれんそう試料） 

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ほうれん

そう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:0.1 mg/kg, ダイアジノン:0.4 mg/kg,

フェニトロチオン、マラチオン :0.2 

mg/kg）になるように添加した。本試料を、

同位体希釈質量分析法（IDMS）を適用した

一斉試験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) 残留農薬検査用ほうれんそう試料の

分析によるスプレードライヤ条件決定へ

の寄与 

一斉試験法と超臨界流体抽出法（SFE）

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

留農薬検査用ほうれんそう試料中の対象

農薬を分析した。一斉試験法では Lot 1 

(100 ℃, アセトニトリル 20 %)および 2 

(80 ℃, アセトニトリル 20 %)の 2種（温

度は噴霧温度を示す）、SFE では Lot 1 

(100 ℃, アセトニトリル 20 %)の試料を

分析した。また、噴霧温度は同じで、アセ

トニトリルを 20 %から 30 %にして調製し

た試料（Lot 3: 100 ℃, アセトニトリル

30 %, Lot 4: 80 ℃, アセトニトリル

30 %）も、一斉試験法によって分析した。

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。 

5.2 残留農薬分析のための玄米を用い

た外部精度管理のパイロットスタディ 

(1)パイロットスタディに用いる玄米試料

の均質性評価 

 ISO Guide35（標準物質－認証のための

一般的及び統計的な原則）に基づき、食品

薬品安全センター秦野研究所が調製した

117本から無作為に選んだ 10本について、

2回ずつ農薬濃度を分析した。分析法は、

IDMSを適用した QuEChERS 法を用いた。 

(2)パイロットスタディに用いる玄米試料

中の農薬の安定性評価 

 昨年度、本研究で分析を行った玄米試料

中農薬（スプレードライヤの噴霧温度は

100 ℃の試料）を、約 1 年後に分析するこ

とで、長期安定性を評価した。分析には、
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IDMSを適用した一斉試験法を用いた。 

(3)パイロットスタディ用玄米試料中農薬

の値付け 

 5.2(1)で均質性が確認された玄米試料

中の対象農薬の濃度を分析した。分析に

は、IDMSを適用した一斉試験法、QuEChERS

法、STQ法を用い、不確かさの算出も行っ

た。 

(4)残留農薬含有の玄米試料を用いた外部

精度管理調査のパイロットスタディ 

 23 機関から参加申し込みがあった。こ

れらの機関に対して、2024 年 2 月 16 日

に、食品薬品安全センター秦野研究所よ

り、試験試料を冷凍便により送付した

（2024 年 2 月 19 日着とした）。参加機関

は、独立した分析（試料の抽出及び精製、

GC/MS等による機器測定等）を 2回行い、

得られた結果と、適用した分析方法（機器

の校正に用いた校正用標準、抽出・精製法、

測定法等）を報告することが求められた。

最終的に 22機関が、分析結果を報告した。 

5.3 玄米試料中農薬の長期安定性評価 

(1) 玄米中農薬の長期安定性評価 

 2022年度及び 2023 年度に、本研究で分

析を行った玄米試料中農薬（スプレードラ

イヤの噴霧温度は 100 ℃の試料）を約 1

年後に分析することで、長期安定性を評価

した（今回で 3年目）。分析には、IDMSを

適用した一斉試験法を用いた。 

5.4 スプレードライヤ条件決定のため

の、ほうれんそう試料中残留農薬分析 

(1) 試料調製の条件検討のための残留農

薬検査用ほうれんそう試料の分析 

IDMS を適用した一斉試験法を用いて、

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

査用ほうれんそう試料中の対象農薬を分

析した。試料の調製条件は、噴霧温度: 

100 ℃、懸濁液濃度: 20 %、溶媒のアセト

ニトリル濃度: 30 vol%であった。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。 

5.5 残留農薬分析のための、ほうれんそ

う試料を用いた外部精度管理のパイロッ

トスタディ 

(1)パイロットスタディに用いるほうれん

そう試料の均質性評価 

 ISO Guide35（標準物質－認証のための

一般的及び統計的な原則）に基づき、食品

薬品安全センター秦野研究所が調製した

150本から無作為に選んだ 10本について、

2回ずつ農薬濃度を分析した。分析法は、

IDMSを適用した一斉試験法を用いた。 

(2)パイロットスタディに用いるほうれん

そう試料中の農薬の安定性評価 

 パイロットスタディの試験期間前後に

おける農薬の安定性を評価した。分析に

は、IDMSを適用した一斉試験法を用いた。 

(3)パイロットスタディ用ほうれんそう試

料中農薬の値付け 

 5.5(1)で均質性が確認されたほうれん

そう試料中の対象農薬の濃度を分析した。

分析には、IDMS を適用した一斉試験法、

STQ法を用い、不確かさの算出も行った。 

(4) 残留農薬含有のほうれんそう試料を

用いた外部精度管理調査のパイロットス

タディ 

 30 機関から参加申し込みがあった。こ

れらの機関に対して、2025 年 2 月 17 日

に、食品薬品安全センター秦野研究所よ

り、試験試料を冷凍便により送付した

（2025 年 2 月 19 日着とした）。参加機関
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は、独立した分析（試料の抽出及び精製、

GC/MS等による機器測定等）を 2回行い、

得られた結果と、適用した分析方法（機器

の校正に用いた校正用標準、抽出・精製法、

測定法等）を報告することが求められた。

最終的に 30機関が、分析結果を報告した。 

5.6 スケールアップを目的とした試料

調製の条件検討 

(1)残留農薬検査用玄米試料の分析 

IDMS を適用した一斉試験法を用いて、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。 

 

C.D. 研究結果および考察 

1 渡辺研究分担  

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 

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： 

これまで玄米粉を基材とした残留農薬検

査用試料の作製について種々検討した。

特に玄米粉を懸濁させるアセトニトリル

溶液の濃度について検討した結果、20％

の時添加した 4種農薬が最も回収率が良

かったため、パイロットスタディ用残留

農薬検査用試料として 20％アセトニトリ

ル溶液に懸濁させスプレードライヤに供

した。基材となる玄米粉の一次粒子径は

10μm～500μmと幅広く、平均粒子径は

221.5μmでさらに 500μm付近にもピー

クが認められた。一方、スプレードライ

ヤにより作製した玄米粉試料の顕微鏡写

真から造粒した数ミクロンの粒子も多数

認められ、平均粒子径は 188.6μmと基材

の玄米粉試料よりやや平均粒子径は小さ

くなり、500μm付近のピークは消失し

た。作製した試料は課題 5に供し、均質

性と安定性の確認のもとパイロットスタ

ディに供した。 

 玄米粉を基材として残留農薬検査用試

料作製を検討し、添加した 4種の農薬の

回収率が良好な条件を見出した。その条

件を参考に野菜を基材として適用するた

めにホウレンソウパウダーを用いた。こ

のホウレンソウパウダーは玄米粉より粒

子径は小さく均質なパウダーであり数μm

～200μmの粒度分布で平均粒子径は

26.76μmであり、玄米粉において噴霧温

度を低く設定したほうが各農薬の回収率

は高くなることから、噴霧温度（入口温

度）を 100℃と 80℃で比較検討した。懸

濁溶媒には 20％アセトニトリル溶液を用

い、比較検討を行った。玄米粉の場合は

20％懸濁液としたが、ホウレンソウパウ

ダーは平均粒子径が小さく、懸濁液とし

たとき粘性が高く作製に支障をきたす可

能性があったため、10％懸濁液とした。

その他の作製条件は玄米粉の場合と同様

とした。基材のホウレンソウパウダーは

数ミクロンの微細な粒子が多数認められ

たのに対して、噴霧温度 100℃の場合は

平均粒子径が 45.51μm、80℃の場合は

63.02μmと噴霧温度を下げると平均粒子

径が大きくなることが分かった。しかし

ながら、温度を下げることで、乾燥が不

十分となり、ホウレンソウパウダーが内

壁に固着し、ホウレンソウの回収が悪く

なった。そこで、水分量を減らすこと

で、乾燥を促進させることを考え、20％
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アセトニトリル溶液からさらに、30％ア

セトニトリル溶液とし、噴霧温度

100℃、80℃で比較検討を行った。アセト

ニトリル量を増やしても各パラメーター

に変動は見られなかったが、20％アセト

ニトリルのとき、80℃の残留溶媒は

12.2％であったのに対して、30％アセト

ニトリルでは 8.3％と 100℃のときの残留

溶媒に近い値を示した。このことよりア

セトニトリル量を多くすることで低い入

口温度でも残留溶媒を低くすることがで

きた。スプレードライヤで作製した試料

の回収は 20％に比べ改善された。4種農

薬の回収率を課題 5で評価した上で最適

条件を決定した。これらを 20％アセトニ

トリルの結果と比較すると、平均粒子径

については同様の結果となり、アセトニ

トリル量の変化ではこれらの造粒には影

響しないことが分かった。これらの結果

を受け、課題 5で最適条件を決定し、パ

イロットスタディ用試料として供した。 

昨年度残留農薬検査用野菜試料として

ホウレンソウパウダーを使用し、作製条

件を検討した。ホウレンソウパウダーは

粘張度が高いことから 10％懸濁液として

検討した。しかし、処理量が少ないこと

から、最終的に玄米粉と同様に 20％懸濁

溶液を用い検討した。昨年度、噴霧温度

（入口温度）を 100℃、懸濁溶媒には

30％アセトニトリル溶液を用い良好な結

果が得られた。すなわち、昨年度最適化

した条件の 20％懸濁液で再度作製した。

20％懸濁液は粘性が高くまた、粒子径の

大きなホウレンソウパウダーは乾燥が不

完全でありアトマイザから噴霧されると

装置の壁に線状に付着した。得られたホ

ウレンソウパウダーの平均粒子径は 54μ

mであり 30μm～100μmの微細な粉体が

得られた。しかし、粉体の回収率は約

60％であり、パイロットスタディを行う

必要量には達しなかった。そこで、再度

2倍量の作製を行うこととした。パイロ

ットスタディの必要量である 1.2 kg以上

作製を目標とした。20％懸濁液は粘性が

高く前回は回収率が約 60％であったが、

今回はそれを下回る 56％であり、得られ

た粉体は 660gと低かった。この原因とし

ては、前回のホウレンソウパウダーに比

べ今回用いたパウダーは粘性がやや高

く、処理量が前回の 1.7kg/h に対して

1.1kg/hと低いかったためと考えられ

た。平均粒子径は 50μmであり、前回作

製した時とほぼ同様の粒子径であった。 

これまでの結果から、20％懸濁液では収

量は期待できるが、粘性が高いことから

処理量を低くする必要があり結局得られ

る粉体の回収が低く必要量に達しなかっ

た。そこで、粘性を加味して 15％懸濁液

を用いることとした。基本的な条件はこ

れまでの条件と同一であるが、処理量は

2kg/hが達成できた。それにより回収さ

れた粉体は 1267gであり、回収率は 90％

と良好であり、必要量は確保できた。得

られた粉体の平均粒子径は 46μmとな

り、20％懸濁液の場合と同様の粒子径が

得られた。得られたホウレンソウパウダ

ーは、課題 5に供与し、パイロットスタ

ディのために、均質性、安定性試験に供

した。 

これまで玄米粉を基材として残留農薬

検査用試料作製を検討し、添加した 4種

の農薬の回収率が良好な条件を見出して
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きた。試料の作製には有機溶媒を用いる

ために窒素ガス密閉循環型スプレードラ

イヤを用い残留農薬の分解等を考慮し、

入口温度 100℃で作製した。本作製法だ

と装置にかけるパワーには制限があり、

大量の試料作製にはコストと時間がかか

る。そこで、大量生産を目標に有機溶媒

を用いず水系での作製を検討した。作製

に用いるスプレードライヤは研究開発用

の L-8iを用いた。試料は 20％懸濁溶液

とし、有機リン系を４種類とネオニコチ

ノイド系農薬を 3種類最終濃度 0.4ppmで

添加した。用いた玄米粉の粒子径は 500

μm程で大きく、アトマイザ－の接続部

につまりが生じ一時中断した。やはり粒

子径が大きいことと入口温度が高かった

ためと考えた。そこで、大きい粒子を小

さくするためにホモミキサーで約 1時間

攪拌した。ホモミキサーで分散させるこ

とで粒子径が小さくなったのが確認され

た。そこで、入口温度 160℃、出口温度

80℃で運転を再開した。処理量は

2.1kg/hrであった。最終的に回収された

玄米粉は本体回収で 622.5g、サイクロン

回収で 125.5gであった。本体回収の平均

粒子径は 211μmであり、サイクロン回収

の平均粒子径は 16μmと微細であった。

これまでは、本体回収のみであり、サイ

クロン回収は本体回収に含まれていた。

次回は、本体回収のみで行うこととし

た。 

 重金属検査用試料として、これまでカ

ドミウムの基準がある玄米粉を基材とし

た試料を作製しており、食品衛生外部精

度管理調査の実運用に供している。現

在、農産物の輸出を促進しており、肉類

の重金属検査用の試料作製を CODEXの基

準に合わせて、カドミウム、鉛、ヒ素を

添加した試料作製を検討した。基材とし

て鶏肉パウダーを用いて作製検討した。

全体的に一時粒子は玄米粉に比べて大き

かった。そこで、10％懸濁溶液として作

製検討した。大半の粒子径が 1000μm以

上であることから、装置にかける前に 30

分間分散させることとした。しかしなが

ら、ホモミキサーでの分散はあまり効果

がなく、送液を容易にするためにペリス

タポンプを変更した。その結果、送液で

のつまりはなくアトマイザに送液するこ

とができた。入口温度 180℃、出口温度

100℃で噴霧し、粉体を作製した。スプレ

ードライヤで作製した粉体の粒子は不定

形で粒度分布測定はできなかった。粒子

はかなり粘着度が高く、装置の内壁に付

着して回収は困難であった。回収率は約

30％であり、粉体は内壁に付着したもの

を回収した。先に用いた鶏肉パウダーは

皮を含む鶏全体からのものであり、油分

が多く乾燥せず装置の壁面に付着しやす

かった。そこで、油分が少なく一時粒子

径が小さい鶏むねパウダーを基材として

用いた。前回と同様にまず 20％懸濁溶液

として噴霧を行った。しかし、ペリスタ

ポンプでつまりが発生したため、懸濁溶

液を希釈し、10％懸濁溶液として噴霧を

再開した。その結果、つまりは解消され

粉体は回収された。スプレードライヤで

作製したサイクロン捕集の鶏肉パウダー

に見られた棒状の繊維質は認められず平

均粒子径は 148μmとなった。得られた鶏

むねパウダーは課題 3に供与した。 

 先に重金属検査用鶏肉パウダー試料作
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製を行い、一時粒子径が大きいことを確

認し、事前に大きい粒子と油分を除き極

力小さい粒子とし、今回は 20％懸濁溶液

で作製検討した。添加した動物薬は試薬

スタンダードミックスを用い、37種の動

物薬を最終濃度 0.2ppmで調製した。事前

にホモミキサーで攪拌してから粉体を作

製した。しかし、20％懸濁液からつまり

が生じ、10％懸濁液として噴霧を再開し

た。その結果、つまりは発生することな

く、送液ができた。やはり、先に行った

重金属検査用試料と同様に装置壁面に粉

体が固着して回収は思わしくなかった。

元の鶏肉パウダーに比べ不定形であるが

繊維状のものはあまり見られなかった。

回収率は前回より悪い約 10％であった。

そこで、内壁に固着し、回収したものを

試料とした。 

 先に重金属検査用試料として作製検討

した鶏肉むねパウダーは鶏肉パウダーに

比べ油分が少なく一時粒子径も小さく基

材として適していると考えられた。ただ

し、処理できる濃度が 10％で L-8iでの

作製では回収できる量が数百グラムと少

ないことから、処理量が約十倍の OC-16

を用いた。送液の配管も L-8iに比べ 1mm

太いことから、つまりの心配はなくさら

に処理量が多いことからパイロットスタ

ディで用いる試料量の回収が可能であ

る。今回、鶏肉むねパウダーは 4kg用

い、回収は約 3.3kg得られた。特につま

り等も問題はなく順調に試料が回収され

た。先の重金属検査用試料と同様で、か

つ平均粒子径もほぼ同様であった。得ら

れた鶏むねパウダーは課題 2に供与し

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： 

令和 5年度は、基準値の 1/2濃度を理論

作製濃度としてシート状試料を作製し、カ

ドミウム及び鉛の濃度確認を行った結果、

1 シート内は部位による濃度差はほとん

ど見られなかった。ABS シートと比較して

AS シートの方が濃度のばらつきは小さか

ったが、いずれのポリマーも 80%以上の回

収が得られ、全体的に良好な結果が得られ

た。残留溶媒測定では、ABS シートでは

1.32～2.14%であり、ASシートでは 6.60～

8.19%とやや高めの結果であった。また、

いずれのポリマーにおいてもステンレス

バットで作製したシート状試料の方が低

い残存率を示す傾向が見られた。 

以上より、ポリマーは ABSペレット、ポ

リマー含量は 10w/w%、作製に用いる容器

はステンレスバットとし、パイロットスタ

ディのための試料必要量スケールでの作

製実現性及び溶解溶媒を自然乾燥後さら

に室温下で減圧乾燥して作製したシート

状試料について作製容器間の濃度のばら

つきを検討する必要があると考えられた。

またこれらの均質性及び安定性確認を統

計学的手法により行い、本調査試料を用い

たパイロットスタディとして試験室間共

同試験を行った。なお、調査試料の品質評

価として 1個の作製容器内 (1シート) の

カドミウム及び鉛の均質性確認試験を、ま

た、10個の作製容器間 (10 シート)のカド

ミウム及び鉛の均質性及び安定性確認試

験を行うと同時にジクロロメタンの残留

溶媒測定を実施した。作製した試料は、1

個の作製容器内及び 10 個の作製容器間の

いずれでもカドミウム及び鉛で良好な均
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質性及び安定性が得られた。作製直後に行

った均質性確認試験で得られた各濃度 

(平均値) は理論作製濃度に対し、いずれ

も回収率 80%以上であり、作製濃度のコン

トロールも可能であると考えられた。残留

溶媒測定では、均質性確認試験時の 10 試

料は 2.17～3.13%とばらつきは小さく、い

ずれのシートも 95%以上の溶媒は揮散し

たと考えられた。安定性確認試験時の 3試

料 (均質性確認試験で用いた 10試料から

ランダムに選択) も 1.65～1.99%であり、

経時変化によって安定性確認試験時の測

定結果ではより低い残存率となった。これ

ら 3試料間の残留溶媒量は、均質性確認試

験時の結果と同様の傾向が見られた。この

方法で作製した調査試料を用いて試験室

間共同試験を実施した結果、正規確率プロ

ット中のデータ分布においてもいずれの

測定対象物質でも概ね直線状に分布して

おり、妥当な結果が得られた。また、試料

採取量が 0.1 g以上 0.3 g未満で 3機関、

0.5 g以上 0.7 g未満で 3機関あり、公定

法の 1 gより少量であったが、いずれの機

関でもカドミウム及び鉛ともに n=5 のば

らつきに問題なく、n=5 の平均値も妥当な

結果であった。全体 25 機関中、1 機関が

エネルギー分散型蛍光 X 線装置による定

量値を報告しており、特に鉛において理論

作製濃度とよく一致していた。カドミウム

においても全体で見ると高濃度側の測定

値を報告しており、理論作製濃度に近似す

る傾向があった。この傾向は 1機関のみの

データであり、今後も蛍光 X線装置による

データの蓄積は必要である。全体 25 機関

で使用された測定装置は原子吸光分光光

度計 (フレーム方式) が 12機関で最も多

く、次いで、ICP-OESが 9機関、ICP-MSが

3機関、蛍光 X線装置が 1機関であった。

データ数は異なるが本調査研究結果では、

原子吸光分光光度計、ICP-OESおよび ICP-

MS の装置において、報告値に明らかな差

は認められなかった。これらの結果より、

本作製による調査試料は外部精度管理用

調査試料として各機関が一般的に用いる

各種試験法に対応可能な堅牢性を有し、十

分に適用できることが示唆されたため、令

和 7 年度は理論作製濃度を変えて前年度

と同様に試料を作製し、これらのカドミウ

ム及び鉛の均質性ならびに安定性確認試

験を行い、本試料を用いたパイロットスタ

ディとして試験室間共同試験を行った。な

お、理論作製濃度を基準値付近の異なる高

濃度に設定したことから、前年度と同様

に、調査試料の品質評価として 1個の作製

容器内 (1シート) 及び 10個の作製容器

間 (10シート) のカドミウム及び鉛の均

質性ならびに安定性確認試験を行った。ま

たこれらの試験と同時にジクロロメタン

の残留溶媒測定を実施した。その結果、1

個の作製容器内及び 10 個の作製容器間の

いずれでもカドミウム及び鉛で良好な均

質性ならびに安定性が得られた。作製直後

に行った均質性確認試験で得られた各濃

度 (平均値) は理論作製濃度に対し、い

ずれも回収率 80%以上であり、高濃度にお

いても作製濃度のコントロールが可能で

あると考えられた。この方法で作製した調

査試料を用いて試験室間共同試験を実施

した結果、正規確率プロット中のデータ分

布においても昨年度と同様であり、妥当な

結果が得られた。また、カドミウムでは試

料採取量が 0.1 g 以上 0.3 g 未満で 1 機
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関、 0.5 g以上 0.7 g未満で 3機関、1 g

以上で 21機関であった。なお、25機関中

1 機関が、カドミウムでは 1 g以上であっ

たが、鉛では 0.1 g～0.3 g と回答し、元

素によって異なる試料採取量を採用して

いた。𝑋̅管理図で管理限界外となった機関

はカドミウムで 25 機関中 2 機関 (8%)、

鉛で 3機関 (12%) あり、いずれも低値側

であった。最も低値を示した機関の機関別

平均値はカドミウムで 55.9%、鉛で 40.8%

であり、「器具及び容器包装に係る規格基

準に関する試験法等の取扱いについて」

(消食基第 362号、令和 7年 5月 30日、消

費者庁食品衛生基準審査課長)(以下、通

知) に示されるカドミウムおよび鉛の性

能評価パラメータの目標値である真度 

(%) 85%～110%からはいずれの元素も低

く、50%程度であった。𝑅管理図で管理限界

外となった機関はカドミウムで 25 機関中

4 機関 (16%)、鉛で 3機関 (12%) あり、

最も n=5 のばらつきが大きかった機関の

n=5の相対標準偏差 (%) は、カドミウム

で 11%、鉛で 10%であり、通知に示される

カドミウムおよび鉛の性能評価パラメー

タの目標値である併行精度 (RSD%) 10%以

下を満たさない機関があった。 

全体 25機関中、1機関がエネルギー分散

型蛍光 X 線装置による定量値を報告して

いた。当機関は、前年度エネルギー分散型

蛍光 X線装置を使用した機関とは異なり、

装置の原理は同様であるが簡易型の異な

る装置であった。当該結果は、特にカドミ

ウムにおいて n=5 の平均値は理論作製濃

度とよく一致していたが、𝑅管理図では管

理限界外であり他機関と比較してばらつ

きが大きかった。鉛においては、全体で見

ると n=5 の平均値は高濃度側の測定値を

報告しており、ばらつきは問題なかった。

この結果は本調査研究では 1 機関のみの

データであり、今後も蛍光 X線装置による

データの蓄積は必要である。全体 25 機関

で使用された測定装置は原子吸光分光光

度計 (フレーム方式) が 13機関で最も多

く、次いで、ICP-OESが 9機関、ICP-MSが

2機関、蛍光 X線装置が 1機関であり、前

年度と参加機関が異なるものの同様の傾

向であった。本調査研究結果では、データ

数は異なるが、原子吸光分光光度計、ICP-

OES および ICP-MS の装置において、報告

値に明らかな差は認められなかった。これ

らの結果より、本作製による調査試料は外

部精度管理用調査試料として各機関が一

般的に用いる各種試験法に対応可能な堅

牢性を有し、十分に適用できることが示唆

された。 

1.3アレルギー物質技能試験プログラムに

関わる検討： 

当該 3 か年で、毎年 24～36 機関がパイ

ロットスタディに参加した。 

キットごと及び試料ごとの解析結果に

おいていずれの年度でも z-スコアの絶対

値が 3 以上となる機関が数機関認められ

た。また、回収率を指標とした Xbar 管理

図では、最終年度で外れ機関が認められ

た。R 管理図では、1 回の解析で 2 機関が

管理限界線を越えていたが、そのほかの解

析においては。3年を通して、管理限界線

を超えた機関は各解析結果ごとに 0～1 機

関であり、すべての解析において安定した

結果が得られた。したがって、初年度、次

年度で調製した乳添加試料、および、最終

年度に調製した複数の特定原材料添加試
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料は、外部精度管理調査試料として適切で

あると考えられた。 

乳検出系においては、カゼインまたは複

合抗原を標的とした ELISA キットにおけ

る測定値は、β-ラクトグロブリン(βLG)

を標的とした 2 キットと明らかに差が認

められ、βLGを標的としたキットは、他の

2 キットと比較して明らかな低値を示し

た。任意のキットの使用を認めた初年度、

次年度ではβLG 検出用キットを用いた機

関はほとんどなかった。また、実務では通

知法準拠の ELIISA キット 3 種中 2種のキ

ットを使用することとなっており、βLG

検出用の通知法に準拠したキットは 1 種

類のため、実際の検査業務においては、キ

ットによる偽陰性となることはほとんど

ないと考えられる。基材によっては、キッ

ト間差が認められる場合もあったが、これ

も「2キット使用する」という通知法に従

えば、食物アレルゲンの検出には大きな影

響はないと考えられる。 

このように、パイロットスタディの結果

から、参加機関では実際の検査業務におい

ても実際の試料について適切な評価が行

われているだろうことが推察された。 

最終年度には、卵または乳を含有した市販

加工食品を用いて、実際の検査試料に近い

incurred sampleの調製を行った。それぞれ

の試料は、2施設間において、卵、乳ともに

モリナガキットによる ELISA 法で再現性の

良い結果が得られたこと、両試料で均質性

が確認できたことから、より実際の業務に

則した外部精度管理調査用試料として使用

できる可能性が考えられた。 

 

1.4 一微生物学調査用調査試料の開発： 

1.4.1 一般細菌数測定検査用調査試料の

開発 

1) 品質評価試験 

調査試料は冷凍保存し、その中から均質性

確認試験および安定性確認試験用に系統的

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、相対標準偏差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 か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。 

2) 外部精度管路調査の実施 

対象とした全 389 機関から結果を回収した。 

実数解析において、データ・クリーニングに

より除外された機関は 3 機関、2 シグマ処

理で除外された機関は 1 機関であった。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𝑋̅管理図においては 1 機関、

R 管理図においては 9 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 13 機関、3≦｜z-スコア

｜に該当する機関が 5 機関であった。デー

タ・クリーニングにより除外された 3 機関

はそれぞれ報告時の転記ミス、標準操作手

順書に従って実施した結果検出限度値未満 

(<3.00×104 /g) になった、フィルム培地

の液状化により菌数の計測ができなかった

ことが原因であった。前者は添加菌 (市販) 

の濃度とコストを考慮して設定した調査試
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料の濃度が見立て食材 (冷凍食品) の基準

値の 1/10 程度であったことが要因であり、

後者は枯草菌によるフィルム培地の液状化

現象が起きたことが要因である。フィルム

培地の液状化現象に関してはメーカー側で

も把握しており、対応製品も販売されてい

る。 

対数解析において、データ・クリーニングに

より除外された機関は 2 機関、2 シグマ処

理で除外された機関は 1機関であった。 

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 4機関、3≦｜z-スコア｜に該

当する機関が 3機関であった。 

なお、実数解析と対数解析を比較したとこ

ろ、いずれも概ね正規分布に従っていた。 

 

1.4.2 硫化水素非産生株を用いたサルモ

ネラ属菌検査用調査試料の開発 

1) 性能評価試験 

初年度において、添加菌①、②、③の接種直

後の濃度はそれぞれ 4.1×103、3.1×104、

7.0×103 cfu/gであった。冷蔵試料では保

管開始から 28 日後まで大きな菌数の増減

は観察されなかった。また、10日後に冷蔵

から 22.5℃に移管した常温試料でも 28 日

目まで生菌数を算出でき、定性試験におい

ても添加菌①が陰性、添加菌②が陽性 (H2S

産生+)、添加菌③が陽性 (H2S非産生-) と

判定され、調査試料の品質に問題ないと評

価した。 

次年度において、添加菌④、⑤、⑥の接種直

後の濃度はそれぞれ 9.8×103、7.5×103、

9.9×103 cfu/gであった。冷蔵試料では保

管開始から 28 日後まで大きな菌数の増減

は観察されなかった。また、10日後に冷蔵

から 22.5℃に移管した常温試料でも添加菌

⑥以外は 28 日目まで生菌数を算出できた。

定性試験においては添加菌④⑤が陽性 

(H2S産生-、O血清群別試験結果④O9群、⑤

O7群)、添加菌⑥が陰性と判定されたことか

ら、添加菌濃度を調整することで添加 28日

後でも定性試験は確実に実施可能と判断し、

調査試料の品質に影響は生じないと評価し

た。 

2) 品質評価試験 

初年度において、均質性確認試験における

添加菌①、②、③の配付用調査試料の生菌数

平均値 (添加濃度) はそれぞれ 3.9×103、

1.9×104、4.3×103 cfu/gであった。また、

定性試験でも性能評価と同様の結果が得ら

れたことから、配付用調査試料は均質であ

ると評価した。配付から約 2 か月後に実施

した安定性確認における添加菌①、②、③の

生菌数は 3.0×102、3.5×102、7.1×102 

cfu/gであった。均質性確認時の 1/10程度

に減少したが、定性試験の結果は均質性確

認試験と同様の結果となったことから、定

性試験を実施する上で影響がないと判断し、

パイロットスタディ実施期間中の調査試料

は安定であったと評価した。 

次年度において、均質性確認における添加

菌④、⑤、⑥の配付用調査試料の生菌数平均

値 (添加濃度) はそれぞれ 9.9×103、6.2×

103、2.8×105 cfu/gであった。また、定性

試験でも分離培地などで増殖能に若干の差

があったものの、性能評価と同様の判定結

果が得られたことから、配付用調査試料は

均質であると評価した。配付から約 2 か月

後に実施した安定性確認における添加菌④、
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⑤、⑥の生菌数は 5.4×103、4.6×103、1.8

×102 cfu/gであった。④、⑤は均質性確認

時と同等、⑥は均質性確認時の 1/100 程度

に減少したが、定性試験の結果は均質性確

認試験と同様の判定結果となったことから、

定性試験を実施する上で影響がないと判断

し、パイロットスタディ実施期間中の調査

試料は安定であったと評価した。 

3) パイロットスタディ (室間共同試験) 

(1) 結果報告 

初年度は 51機関が参加した。定性試験にお

いて通常の外部精度管理調査で使用してい

る添加菌①、②は 51機関全てが正しく報告

した。しかし、添加菌③は 51機関中 3機関

がサルモネラ属菌陰性と判定した。添加菌

③を誤判定した 3 機関のうち 2 機関は、ク

エン酸利用能陰性のためサルモネラ陰性と

報告した。うち 1機関は API20E実施により

サルモネラ陽性であったが当該機関の手順

書に従った判定でサルモネラ陰性と報告し

た。残り 1 機関はクエン酸利用能およびマ

ロン酸利用能試験を実施し、非定型反応で

あることからサルモネラ陰性と報告した。 

次年度は 50 機関が参加した。35 機関が正

しく判定し、14 機関が No.1 を陰性と誤判

定、1 機関が No.2 を陰性と誤判定、1 機関

が No.3を陽性と誤判定した。さらに 3種と

も陰性、3種とも陽性と判定した機関がそれ

ぞれ 1 機関、3 種とも誤判定した機関はな

かった。 

(2) 経過記録書の集計結果 

初年度は、前増菌培地では BPW が多く、増

菌培地では RVB と TTB の組み合わせでの使

用が多かった。また、分離培地では DHLAと

CHSを採用する検査機関が多く、2 種類の分

離培地を採用している検査機関が多かった。

この他、H2Sの産生により判定する分離用寒

天培地として MLCBA、H2Sの産生によらない

分離培地として ESⅡA を採用している検査

機関も比較的多かった。また、生化学的性状

試験において 36 機関がクエン酸利用能試

験を実施し、クエン酸利用能試験を実施し

ていない 15 機関のうち 10 機関は簡易同定

キットでクエン酸利用能を確認していた。 

次年度は、緩衝ペプトン水 (前増菌培地)、

ラパポート・バシリアディス培地/テトラチ

オン酸塩培地の組み合わせ (増菌培地)、

DHL寒天培地/クロモアガーサルモネラの組

み合わせ (分離培地)、TSI 培地/LIM培地の

組み合わせ (確認用培地)、O血清群別試験、

生化学的性状試験 (オキシダーゼ試験、ク

エン酸利用能確認試験、VP試験、ONPG試験

の 4種；簡易同定キットによる確認を含む) 

を採用する検査機関が多く、推定を含め 17

機関がこの工程および培地で実施した。こ

のほか、硫化水素の産生により判定する分

離用寒天培地として MLCB寒天培地、硫化水

素の産生によらない分離培地として ES サ

ルモネラ寒天培地Ⅱを採用している検査機

関も比較的多かった。また、生化学的性状試

験において 33 機関がクエン酸利用能試験

を実施し、クエン酸利用能試験を実施して

いない 17 機関のうち 13 機関は簡易同定キ

ットでクエン酸利用能を確認していた。3菌

種とも陽性と判定した 1 機関は、侵入性因

子関連遺伝子 invA の検出陽性を理由にサ

ルモネラ属菌であることを判定していた。

当財団では、当該試験の実績がないため確

証はないが、No.3はコンタミネーションに

よる誤判定の可能性が高いと考えられたが、

当該機関が使用したキットを使用したとこ

ろ、インターナルコントロール DNA (ROX) 
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の結果を陽性と誤判定した可能性も示唆さ

れた。3菌種とも陰性と判定した 1機関は、

緩衝ペプトン水 (前増菌培地)、ラパポー

ト・バシリアディス培地/テトラチオン酸塩

培地の組み合わせ (増菌培地)、MLCB培地/

ブリリアントグリーン寒天培地の組み合わ

せ (分離培地)、TSI 培地/LIM培地の組み合

わせ (確認用培地) の工程で試験を実施し、

各試験結果は他の参加検査機関と大きな差

は認められなかったが、通常のサルモネラ

属菌の定型反応ではないことを理由に陰性

と判定していた。当該検査機関の判定基準

では、硫化水素非産生性のサルモネラ属菌

の検出は困難であると考えられる。本調査

研究において TSI 培地でガス産生が認めら

れないことを理由に陰性と判定した機関が

一定数存在していた。これらの機関におい

ては硫化水素非産生サルモネラ属菌を検出

できないリスクを含んでいる可能性が示唆

された。食品衛生上の硫化水素非産生サル

モネラ属菌が原因となる事故割合は不明で

あるが、公定法の求める水準に対し、サルモ

ネラ属菌検査に対する知見が不足している

検査機関が想定より多いことが懸念される

結果となった。また、O血清群別試験を実施

した機関のうち 1機関は No.1を O7群、No.2

を O9群と報告しており、最終判定では陽性

/陰性の誤判定はなかったが、検体の取り違

えやラベルミスなどの誤操作が発生してい

た可能性が示唆された。O血清群別試験を実

施し、正誤を問わず O 群別結果が得られた

機関のうち、2機関が No.1を陰性と誤答し

ていた。2 機関とも確認用培地 (TSI 培地

/LIM培地) などの結果からサルモネラ属菌

陰性と判定していたが、「食品、添加物等の

規格基準に定めるサルモネラ属菌 及び黄

色ブドウ球菌の試験法の改正について」 

(平成 27年 7月 29日、食安発 0729第 4号) 

に記載の通り、O血清群別試験にて凝集が認

められたものは陽性と判定したほうがよい

と考えられる。硫化水素非産生サルモネラ

属菌 2菌株 (添加菌④：No.1および添加菌

⑤：No.2)、サルモネラ以外の 1菌株 (添加

菌⑥：No.3) を採用し、No.2は初年度の調

査研究でも採用した菌株である。No.1は当

財団においてクエン酸利用能を判定しやす

い硫化水素非産生サルモネラ属菌株をスク

リーニングして採用した。しかし、当財団の

事前試験において No.1 は No.2 より途中工

程の選択寒天培地に対する増殖が弱いこと

を確認しており、本調査研究においても

No.1を誤判定した機関が全体の約 3割であ

ったため、実運用に適さないことを裏付け

る結果となった。 

(3) アンケート調査 

初年度は、外部精度管理調査事業で今後 H2S

産生/非産生サルモネラ属菌および陰性菌

の 3 種のうち 2 種の組み合わせで実施する

場合の調査を行ったところ、「どの組み合わ

せでもよい」が半数以上 (58.8%) となった。

また、「陽性菌と陰性菌の組み合わせであれ

ばよい」(27.5%) を含めると 80%以上が H2S

非産生サルモネラ属菌の調査試料に前向き

な回答であった。また、パイロットスタディ

に対するコメントとして、H2S非産生サルモ

ネラ属菌のクエン酸利用能の定型反応が弱

いといったコメントが散見された。本試験

に使用するシモンズクエン酸培地はメーカ

ーによる反応差や菌の接種量による偽陰性

/偽陽性が出やすく、検査員の経験や技量が

大きく影響する可能性が示唆された。 

次年度は、外部精度管理調査事業の今後の
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運用として、H2S 産生/非産生サルモネラ属

菌および陰性菌の 3 種のうち 2 種の組み合

わせで実施する場合のアンケート調査を行

ったところ、「どの組み合わせでもよい」「陽

性菌と陰性菌の組み合わせであればよい」

を合わせると 94%が H2S 非産生サルモネラ

属菌の調査試料に前向きな回答であった。

また、パイロットスタディに対するコメン

トとして、H2S非産生サルモネラ属菌のクエ

ン酸利用能の定型反応が弱いといったコメ

ントが散見された。本試験に使用するシモ

ンズクエン酸培地はメーカーによる反応差

や菌の接種量による偽陰性/偽陽性が出や

すく、検査員の経験や技量が大きく影響す

る可能性が示唆された。 

 

1.4.3 ウェルシュ菌検査用調査試料の開

発 

1) 性能評価試験 

添加溶液の調製法の検討において、添加菌 6

菌株を RCM 培地で 37℃、24 時間または 48

時間嫌気培養した培養液の生菌数を RCM 寒

天培地で測定し、添加菌液の培養時間と希

釈率を決定した。Cs の HIC 22402以外の 5

菌株は 24 時間培養で十分な生菌数を得ら

れたため、この 5 菌株を用いて性能評価試

験を実施した。また本結果より培養液の希

釈率を 1～1000 倍の間でそれぞれ決定した。

なお培養液の希釈は RCM培地を使用した。 

無菌性が確認された冷凍基材を使用して調

査試料を作製した。Cs2菌株、Cp3菌株の添

加菌液を作製後、冷凍基材に添加菌液 0.5 

mL を個別に添加して調査試料を作製した。

調査試料は各菌 3 本作製し、菌を添加した

のち速やかに-20℃以下で冷凍保存した。 

保存 0日目/12日目/28日目の 3ポイントで

生菌数測定を実施した。パイロットスタデ

ィで使用することを想定し、保存 0 日目と

12 日目の生菌数の対数値差が±1.0 log 

cfu/g 以内であることを評価基準としたと

ころ、Cs の HIC 220400 は評価基準を下回

り、それ以外の 4 菌株は評価基準に適合し

た。ただし Cpの HIC 250431 は保存 28日目

の生菌数が検出限界を下回ったため、安定

性が疑わしいことからパイロットスタディ

への使用は不適切と判断した。 

保存12日目/28日目にNIHSJ法、パウチ法、

CW 培地法を実施した。CW 培地法は保存 28

日目のみ実施した。 

NIHSJ 法において、Cs の HIC 220400、HIC 

220401は TSC寒天培地で増殖を認めず、最

初の培地でウェルシュ菌陰性の判定が確定

した。Cpの 3菌株はすべての培地で典型反

応を認め、陽性と判定した。Csは 12日目の

試験において TSC 寒天培地以降の確認試験

を生菌数測定の発育集落を移植して継続し

た。確認試験 Aでは TGC培地に増殖を認め、

LS 培地の黒変と微弱なガス産生を認めた。

確認試験 B では TSC 寒天培地による純粋培

養で増殖を認めなかったため、以降の試験

を実施しなかった。Cs2菌株において確認試

験 A、Bからウェルシュ菌陽性と誤判定され

る可能性は低いと示唆されたことから、28

日目では最初の TSC 寒天培地で増殖を認め

ない場合はウェルシュ菌陰性と判定し、試

験終了とした。 

パウチ法において、Cs の HIC 220400 は発

育を認めなかった。HIC 250401はおおよそ

RCM寒天培地の 1/100、Cpの 3菌株は RCM寒

天培地と同程度か 1/10 以下の生菌数を認

めた。培地が若干液状化し、集落の計測が困

難であったことも集落が減少した要因と考
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えられる。 

CW 培地法において、Csの 2菌株は発育集落

を認めなかった。Cp の HIC 250431 でも発

育集落を認めなかった。Cpの HIC 250432お

よび HIC 250433は典型反応を伴う発育集落

を認めたが、平板培地 1 枚につき平均 2 集

落程度と非常に少ない集落数であった。 

生菌数試験および定性試験の結果から、Cs

は安定した生菌数を示した HIC 220401、Cp

は TSC 寒天培地で高い生菌数を維持し、定

性試験も明瞭な典型反応を示した HIC 

250432を使用することとした。 

2) 品質評価試験 

均質性確認試験において調査試料 No.1 

(HIC 220401)、No.2 (HIC 250432) の配付

用調査試料の生菌数平均値 (添加濃度) は

それぞれ 1.8×102、4.7×103 cfu/gであっ

た。また、定性試験でも分離培地などで増殖

能に若干の差があったものの、性能評価と

同様の判定結果が得られたことから、配付

用調査試料は均質であると評価した。 

報告期限後 (配付から約 2か月後) に実施

した安定性確認試験において調査試料 No.1、

No.2の生菌数は 1.0×102、2.8×103 cfu/g

であり、均質性確認試験と同等の結果とな

った。定性試験の結果も均質性確認試験と

同様の判定結果となったことから、パイロ

ットスタディ実施期間中の調査試料は安定

であったと評価した。 

3) パイロットスタディ (室間共同試験) 

(1) 結果報告 

50 機関が参加し、49機関は正しく判定した

が、1機関が試料 No.1 を陽性、試料 No.2を

陰性と判定した。この原因は不明であるが、

調査試料の取り違え、または誤記入が原因

である可能性が考えられた。 

調査試料は 12月 1日午後に当財団から発送

し、12 月 2 日または 12 月 3 日に各参加機

関に到着した。参加機関での到着日時とド

ライアイスの残存状況を確認したところ、

12月 3日の到着を含め、45機関 (90%) の

機関でドライアイスの残存を確認できた。

ドライアイスの残存が確認できなかった機

関、特に 12月 2日に到着した機関において

は、輸送会社の取扱い不備や同梱したドラ

イアイスのサイズのばらつきが影響した可

能性のほか、機関に到着した時点ではドラ

イアイスが残存しており、担当者が確認す

るまでに調査試料のみ取り出され、ドライ

アイス残存確認まで室温で放置されていた

などの扱いが影響した可能性が考えられた。 

50 機関から 10 機関を抽出して輸送中の温

度変化をデータロガーで確認した結果、輸

送中の温度は概ね -20℃以下の範囲で推移

していた。1機関については当該検査機関が

報告した到着日時 (12月 2日 16時) まで

に 30℃を超える温度上昇が認められたが、

配送業者の配達記録 (12月 2日 10時 22分) 

より、温度上昇より前に到着していたと考

えられる。なお、配送業者の記録した配達日

時における温度は-28.2℃であった。 

また、本調査研究においては、逆に回答した

1 機関を含めて全ての参加機関がウェルシ

ュ菌の発育を確認できていたことから、輸

送上の問題はなかったと判断した。 

(2) 経過報告書の集計結果 

ウェルシュ菌検査法について、全体の 86%に

おいて SOP がある (31 機関)、または通常

実施している試験法がある (12機関) と回

答し、ペプトン加生理食塩水等の希釈水で

10倍希釈したのち、CW培地法 (40機関) ま

たはパウチ法 (9機関) による試験を実施
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し、確認試験や同定試験で最終判定した。そ

の他、1機関が同定キットでの試験法を採用

した。 

CW培地法をベースにした試験法を採用した

40 機関のうち、26機関は TGC 培地と卵黄加

CW 寒天培地 （または CW寒天培地） を併用

し、半数以上がグラム染色や同定キットに

よる確認試験を実施し、うち 8 機関は特定

遺伝子の検出キットによりウェルシュ菌を

判定した。 

パウチ法をベースにした試験法を採用した

9 機関のうち、6機関がハンドフォード改良

培地、3機関がクロストリジア測定用培地を

用い、検出菌を卵黄加 CW 寒天培地、NM 培

地、LG培地などに移植して確認試験を実施

してウェルシュ菌を判定した。さらにグラ

ム染色や同定キットを併用した機関もあっ

た。 

本調査研究で、国内で採用されるウェルシ

ュ菌検査の試験法が主に 2 通りであること、

および採用する試験法による検出限界に大

きな差があることが明確になった。アンケ

ートで調査試料 No.2 の接種菌数が少ない、

または多いという意見が散見されたが、CW

培地法を使用した機関では発育集落が少な

く判定が困難となり、一方パウチ法を採用

した機関では菌が多すぎるため単離が困難

となったことからの意見である。食品衛生

検査指針に準拠した試験法を参照すると、

CW 寒天培地では調査試料中の菌数の 1/100、

パウチ法では等倍の集落数の発育が想定さ

れる。今回の調査試料の菌数からは、CW寒

天培地で 1平板当たり約 50 cfu、ハンドフ

ォード改良培地で 1 パウチ当たり約 5000 

cfuの集落が得られると見込まれた。しかし

実際には、各培地の選択性が強く作用し、ウ

ェルシュ菌の増殖も抑制されたため、各培

地上の集落数は CW 寒天培地では約 5 cfu、

ハンドフォード改良培地では約 500 cfuの

集落数にとどまったものと推察される。培

地特性により集落数に大きな差が生じるこ

とは当財団でも事前確認で把握しており、

両培地で検出できる中間濃度として今回の

濃度設定を決定したが、想定通りに両試験

法で問題が生じる結果となった。 

通常、ウェルシュ菌は食中毒発生後の検査

が多く、定性試験を実施する場合は増菌培

養を実施しているケースが多いと考えられ、

CW培地法はその観点から考えれば特に問題

ない。一方、パウチ法は特別な機器等を必要

としないため簡便、低コストであるが、培養

後の単離には一定の手技が求められる。小

型の嫌気培養キットが開発された現代にお

いて、パウチ法は将来的に参照法の扱いに

なることが予想され、ウェルシュ菌検査用

調査試料は CW 寒天培地などの塗抹を前提

とした試験法を想定して設計できるように

なる可能性が高い。 

なお、本調査研究では食品衛生検査指針に

掲載されている NM 培地や LG 培地等を用い

た確認試験が多数実施されていたが、本試

験法の引用元である ISO 7973: 2004はすで

に廃止され、ISO/TS 15213-2:2023に継承さ

れるとともに、大幅な改正が行われている。

また、ウェルシュ菌の定性試験ガイドライ

ンとして ISO 15213 -3:2024 が発行されて

おり、国際標準としてはこれらのガイドラ

インを意識していく必要もあると考えられ

る。ステージ 4 まで進んだ国内微生物標準

試験法 (ウェルシュ菌：定量) [NIHSJ-24] 

は、ISO 7973:2004をベースに作成されてい

たが、最終案は公開されておらず、今後の動
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向は不明である。 

(3) アンケート調査 

外部精度管理調査事業の今後の運用として、

ウェルシュ菌検査を実施する場合のアンケ

ート調査を行ったところ、「参加したい」「公

定法となった場合は参加したい」を合わせ

ると 92%がウェルシュ菌検査の調査試料に

前向きな回答であった。 

 

2 今井研究分担 

2.1 食品添加物試験法及び動物用医薬品

試験法の開発に関する研究 

食品添加物試験法の開発に関する研究 

2.1.1 パイロットスタディ調査の実施 

たくあん漬けを基材としてサイクラミ

ン酸の精度管理調査用試料を作製するた

め、試作品による検討を実施した。たくあ

ん漬けの浸漬期間によるサイクラミン酸

濃度の経時変化について、浸漬期間1日目

では、外皮、外皮を除く外表面、中心部に

おけるサイクラミン酸濃度には差があり、

たくあん漬けを取り出した後の浸漬液に

おける濃度より大幅に低かった。その後、

3部位の濃度は経時的に増加し、浸漬期間7

日間において、いずれの部位にも均等にサ

イクラミン酸が浸透し、たくあん漬けを取

り出した後の浸漬液の濃度とほぼ同濃度

となった。以上の結果より、調査用試料の

作製にあっては、浸漬期間を7日間とする

こととした。 

また、試作品の安定性について、作製0日

目におけるCY濃度を100%として28日目、56

日目及び84日目での安定性を算出したと

ころ、それぞれ98.1%、97.8%、98.1%となっ

た。以上の結果より、冷凍保管84日間にお

ける安定性は保持されていると判断した

ため、パイロットスタディを実施すること

とした。 

精度管理調査のパイロットスタディ調

査用試料の均質性試験の結果（0日目）を一

元配置分散分析によって評価したところ、

測定値が0.0980±0.00215 g/kg、相対標準

偏差（RSD(%)）が2.2であり、容器間のばら

つきは有意ではなく（p値>0.05）、調査用試

料は十分に均質と判断した。そして、安定

性試験の結果（82日目）は、測定値が0.0971

±0.00212 g/kgであり、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、

99.1%となった。このため、調査用試料は、

調査期間中安定であったと判断した。 

また、参加機関の報告値は、従来方式およ

びロバスト方式で解析した。従来方式では

平均値±標準偏差が 0.0947± 0.00875 

g/kg(RSD : 9.2%)、z -スコアが-1.92～1.84

であった。  管理図では全参加機関が管理

限界線内であったが、R 管理図では 1 機関

が UCL を超えた。一方、ロバスト方式では

メジアン・クリーニングで除外された機関

はなく、ロバスト平均値±ロバスト標準偏

差が 0.0948±0.00823 g/kg(RSD : 8.7%)、

z -スコアが-2.05～1.95であった。 

2.1.2 通知試験法における誘導体化時間

に関する検討 

 サイクラミン酸の誘導体化については、

室温では、「次亜塩素酸ナトリウム試薬を

入れた後」から「遠心分離した後水層を除

去した後」までにおける静置では、経時的

に回収率が低下していた。最も回収率を低

下させたのは「1分間激しく振とうした後」

の静置であり、10分では77.9%、30分では

48.7%であった。また、静置時間が長いほど

回収率のばらつきも大きくなった。一方、
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「水層を除去した後」以降の静置は回収率

にほとんど影響を与えなかった。 

また、冷蔵での静置について、いずれの

段階においても回収率に影響はみられな

かった。 

2.1.3 新規誘導体化法の改良に関する検

討 

2022年度報告の方法と比較し、検体採取

量を半分に抑える一方で、誘導体化に使用

するシクロヘキシルアミンの量を5倍に増

加させ、さらに誘導体化後の液量を2倍に

濃縮した。その結果、HPLCクロマトグラム

におけるピーク面積は既報の約5倍に増加

した。また、液-液分配工程を設けたことに

より、夾雑ピークを大幅に低減した。 

添加回収試験における真度及び併行精

度の検討結果について、オレンジジュース、

ブルーベリージャム、りんごゼリー及びビ

スケットの4試料の真度は、それぞれ96.9%、

93.2%、103.9%及び94.5%、併行精度はそれ

ぞれ4.1%、0.3%、1.8%及び4.3%であり、す

べての試料において良好な結果であった。 

2.2 動物用医薬品試験法の開発に関する

研究 

2.2.1 三層分離抽出法を用いた分析法の

検討 

前処理法について、三層離抽出法を用い

た方法について検討した。ギ酸を加えずに

抽出したところ、酸性条件下で分解しやす

いベンジルペニシリンやエリスロマイシ

ン等の成分の抽出率は良好であったが、テ

トラサイクリン系等の成分の抽出率が目

標値に適合しなかった。次いで1回目の抽

出ではギ酸を添加せず、2回目の抽出でギ

酸を添加したところ、ベンジルペニシリン

等が抽出液中で分解した。そこで1回目の

抽出液にpH緩衝液として酢酸アンモニウ

ム溶液を加えた後2回目の抽出液をあわせ

たところ、ベンジルペニシリン等は分解し

なかったが、テトラサイクリン系の抽出率

が目標値に適合しなかった。最終的に、3回

目の抽出操作を追加し、抽出液を合わせる

こととした。 

この抽出液を窒素気流下で濃縮した後、

固相精製ミニカラムを用いて精製するこ

ととした。濃縮は、5 mLの抽出液を2 mLま

で実施することとした。固相精製に用いる

固相ミニカラムは、4種類から検討し、

Oasis PRiME HLB（60mg/3㏄、Waters製）が

最も多くの成分で良好な回収率であった

ため採用した。 

検討した試験法について鶏肉ペースト

試料を用いて添加回収試験を実施した結

果、真度70～120%及び併行精度(RSD%)＜15

を満たしたものは129成分中97成分であっ

た。一方、酸性条件下で分解しやすい成分

であるベンジルペニシリン及びエリスロ

マイシンの真度は51.5%及び55.8%と検討

前に比べ大幅に改善されたが、引き続き改

良が必要と考えられた。 

2.2.2 パイロットスタディ調査用試料の

作製と分析法の検討 

パイロットスタディ調査用試料に添加

する動物用医薬品ついては、秦野研究所が

現在スルファジミジンの外部精度管理調

査（残留動物用医薬品検査）を実施してい

ることから、スルファジミジンをはじめと

するサルファ剤を含む市販の混合標準液

を選定した。さらに、サルファ剤がスプレ

ードライ工程に対して適用不良である可

能性に備え、近年検疫所における違反事例

で件数が多いエンロフロキサシンを含む
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キノロン剤混合標準液も選定した。そのう

えで、秦野研究所に対し、パウダー状の鶏

肉試料に動物用医薬品37成分を浸漬によ

り添加したスプレードライ試料の作製を

依頼した。 

分析法については、一斉試験法Ⅲを基に、

まず、試料採取量について検討した。試料

採取量を一斉試験法Ⅲの5 gから1 gに水4 

mLを加えて15分浸漬させることで、添加回

収試験における回収率が良好となった。次

に、吸引ろ過におけるけいそう土の有無に

よる効果について検討したところ、今回の

添加対象項目に限定すれば、添加回収試験

の結果がほぼ同等であったことから、けい

そう土を使用しないこととした。これらの

検討を実施した分析法を「食品中に残留す

る農薬等に関する試験法の妥当性ガイド

ライン」に準じて妥当性を確認したところ、

36項目が基準を満たすことが確認された。 

2.2.3 パイロットスタディ調査の実施 

調査用試料については、スルファジミジ

ン、スルファメトキサゾール、エンロフロ

キサシン及びオキソリン酸の平均濃度±

標準偏差（µg/g）は、それぞれ0.128±0.003、

0.142±0.002、0.153±0.004及び0.153±

0.003（µg/g）であった。均質性については、

一元配置分散分析により評価した結果、F

値＜F境界値（3.020）、かつp値＞0.05を満

たしたことから、均質と判断した。安定性

については、均質性における平均濃度と比

較して、それぞれ100.0%、99.6%、97.0%及

び99.7%であり、調査期間中の安定性に問

題はなかったと判断した。 

パイロットスタディについては、参加機

関の試験溶液作製における抽出方法によ

って報告値に大きな幅が生じた。そのため、

14機関の参加機関を抽出方法に基づき、①

水またはメタノールを用いない「非水抽出

G（グループ）」、②抽出に水またはメタノー

ルを用い、かつ試料を水で浸漬しない「水

/メタノール含有抽出G」、③試料を水で浸

漬した「浸漬G」に分類し、比較した。その

結果、すべての調査対象項目において、各

グループの平均値及び中央値は非水抽出G

＜水/メタノール含有抽出G＜浸漬Gとなっ

ていた。また、参加機関の3回測定の平均値

を用い、Welchの2標本t検定（両側検定）を

実施し、多重比較についてはHolm補正を適

用してグループ間の差を検討したところ、

オキソリン酸では、水/メタノール含有抽

出G - 浸漬Gは有意水準5%では有意差が認

められなかったが（Holm補正後p値=0.13）、

非水抽出G - 水/メタノール含有抽出G及び

非水抽出G - 浸漬Gの各比較が有意であっ

た（Holm補正後p値＜0.05）。これらの結果

より、調査用試料は「水の存在により抽出

回収が改善する」という特性を有すると判

断した。 

2.2.4 パイロットスタディ調査用試料に

おける浸漬効果の検討 

調査用試料の浸漬効果を検証するため、

調査用試料1 gから試験溶液を調製し、B 2

のとおりに、溶媒抽出液、2次抽出液及び3

次抽出液を調製・測定し、確認した。その

結果、溶媒としてアセトニトリル、ヘキサ

ン飽和アセトニトリル及び酢酸エチルを

用いた場合は、浸漬しない場合及び溶媒で

浸漬した場合、十分に抽出されない傾向が

確認された。一方、水で浸漬した場合であ

れば、酢酸エチルを用いた場合のキノロン

系の一部の項目（シプロフロキサシン等）

を除き、回収率が大幅に向上する傾向が確
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認された。 

 

3 新矢研究分担 

重金属類試験法の改良と妥当性評価に関す

る研究 

3.1 マイクロウェーブ分解－ICP質量分析

による試験法の妥当性評価 

使用した認証標準物質（Crab Paste、

Peanut Butter、Baby Food Composite）の

いずれにおいても、Na、Mg、K、Mn、Fe、

Co、Cu、Zn、Sr、Cd、Ba、Pb の 12 元素

は、検討したいずれの測定条件でも認証値

とよく一致し、真度、併行精度および室内再

現精度は目標値（0.01＜濃度(mg/kg)≦0.1

の場合：真度 80～120%、併行精度＜15%、

室内精度＜20％、0.1＜濃度(mg/kg)≦10 の

場合：真度 80～110%、併行精度＜10%、室

内精度＜15％、10＜濃度(mg/kg) の場合：

真度 90～110%、併行精度＜10%、室内精度

＜15％）を満たしていた。また、重み付け

検量線を用いる方が検量線範囲は拡大し、

妥当性も向上したこと、さらに希釈等によ

る労力も低減されることから、本法では有

効であると考えられた。一方、P については

No Gas モードのみ、P の He モードおよび

Ca の H2 モードでは、Peanut Butter と

Baby Food Composite で分析妥当性が確認

された。これら 2 元素はマトリックスの影

響を受けやすいと考えられた。 

肉由来の認証標準物質（Bovine Liver、

Pig Kidney、Bovine Muscle）のいずれにお

いても、測定した元素濃度は認証値とほぼ

一致し、真度、併行精度および室内再現精度

は目標値を満たしていた。ただし、Bovine 

Liver 中の K においては認証値（1.023±

0.064 %）が高く、Bovine Muscle 中の Cd

においては認証値（0.0022±0.0004 mg/kg）

が低かったことから、検討した条件では妥

当性を確認できなかった。外部精度管理に

おいて多元素を設定する場合には、それぞ

れの濃度範囲に留意して、引き続き検討を

行う必要があると考えられた。 

3.2 肉試料の外部精度管理調査への適用

性の検討 

海外で規制値が設定されている Pb、Cd、

As については、牛、豚、鶏のいずれの粉末

肉においても定量下限未満であり、これら

重金属類を対象とした精度管理調査におけ

るブランク試料として有効であることが示

唆された。また添加回収試験（n=5）の結果

は、Pb について 104±1.3 %、Cd について

99.2±3.9 %、As について 103±2.5 %と良好

な回収率が得られ、これら 3 元素の海外規

制値レベルでの精度管理試料への適用可能

性が確認された。 

パイロットスタディ用検討試料には、比

較的大量に入手しやすい鶏肉のパウダー食

品を使用した。鶏肉パウダーを基材とした

作製試料は、含まれる脂質によりスプレー

ドライヤに供する懸濁液の粘性が高く、粒

子径が不安定であり、噴霧された試料の乾

燥が不完全であった。このため試料の大半

は装置の壁に付着して回収量が少なくなり、

また作製時の画分間で濃度のばらつきが大

きかったことから、鶏肉パウダーはパイロ

ットスタディには不適と考えられた。 

一方、脂肪分の少ないむね肉を原料とす

る鶏むね肉パウダーを基材とした作製試料

は、比較的安定して作製され、360 g を回収

した。回収した試料を約 10 g ずつ 35 本に

分注して、パイロットスタディ用検討試料

とした。試料の均質性を確認するために、作
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製数量 35 を 10 で除し、得られた数の倍数

ずつに系統的に 10 本を抽出し、それぞれ分

析（n=2）に供した。分析結果は、Pb につい

て 0.100±0.002 mg/L、Cd について 0.051±

0.001 mg/L、As について 0.507±0.009 mg/L

であり、いずれも試料濃度の分布は設定濃

度（Pb、Cd、As についてそれぞれ 0.10 mg/kg、

0.05 mg/kg、0.50 mg/kg）付近に集中してお

り、ばらつきも小さかった。均質性の確認を

一元配置分散分析により評価した結果、Pb、

Cd、As の試料中濃度は、評価基準である F

値（分散比）＜F 境界値かつ P 値＞0.05 を

満たし、いずれの元素においても良好な均

質性が得られた。これらの結果より、パイロ

ットスタディ用試料の基材には鶏むね肉パ

ウダーが適していると考えられた。ただし、

As 測定時の内標準元素に用いるイットリ

ウム（Y）がスプレードライ操作中に混入し

ていたことが疑われたため、内標準元素を

ロジウム（Rh）に変えることで作製試料の

品質評価は満足された。 

 

4. 鎗田研究分担 

下痢性貝毒検査の試験所間比較に関する

研究 

4.1 精確な分析法の検討 

4.1.1 LC-MS/MS条件の比較 

(1)分離及び感度 

下痢性貝毒分析における一般的な LC-

MS/MS では、酸性の水/アセトニトリルが

移動相に用いられている（条件 I）。一方、

アセトニトリルの代替にメタノールを用

いることにより、感度が上昇したという報

告がある（条件 II）。また、塩基性の移動

相を用いることにより、測定感度が上昇し

たとする報告もある（条件 IIIおよび IV）。

そこで、これらの 4条件によって OA、DTX1

および DTX2 の混合標準液を測定した。OA

と DTX2 との分離に関しては条件 I が最も

良好であった一方、条件 II ではベースラ

イン分離することができなかった。一方、

測定感度については、OA、DTX1、DTX2のす

べてについて、条件 III が最も感度に優

れ、条件 Iもほぼ同等の感度を示した。 

(2)マトリックス効果 

SPE条件 Aおよび Bで調製した溶液に OA

群を添加した溶液を用いて、マトリックス

効果を評価した。すなわち、それぞれによ

って SPE 処理したホタテガイのブランク

処理液に既知量の OA 群を添加し、同濃度

のOA群を含む標準液とともにLC\MS/MS測

定に供し、得られた面積を次式によって評

価した。 

ME = [試料溶液の OA 群の面積]  

/ [標準液の OA群の面積] 

その結果、測定条件 IIIでは、HLBカー

トリッジを用いた SPE 処理と ODS カート

リッジを用いた SPE 処理の両方において

ME値は 0.8～1.2の範囲内となり、顕著な

マトリックス効果の影響は認められなか

った。 

(3)添加回収試験 

SPE条件 Aを適用し、添加回収試験を行

った。添加濃度は、ホタテガイ試料中の相

当量として各 0.05 ppmとした。OA群のい

ずれについても、下痢性貝毒の機器分析法

に求められる性能基準である正確さ：70 %

～120 %、及び併行精度：15 %以下を満た

しており、精確さは良好であることが確認

できた。 

 

4.1.2 酸添加－加熱抽出法の検討 
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最近、ホタテガイ試料からの OA 群の抽

出において、酸を添加したメタノールを用

い、さらに抽出液を加熱することによって

高効率に抽出できることが報告された。そ

こで本研究においても、この酸添加－加熱

抽出法を 4.2.2 記載の試料前処理法に適

用した。酸としては、0.5 %酢酸をメタノ

ール溶液 9 mL に加え、これを 60 ℃で 5

分間加熱した後に、OA群の抽出を行った。 

その結果、本法では酸の添加による OA

群の分解は認められなかった一方、添加回

収試験の結果を 4.2.2 記載の試料前処理

法による結果と比較したところ、添加回収

試験では実試料と比較して比較的容易に

OA 群の抽出が可能であることもあり、酸

添加及び加熱の効果は明確には認められ

なかった。 

そこで、OA 群の抽出がより困難と考え

られる試料として、令和 4年度に実施した

ホタテガイ中 OA 群の試験所間比較試験の

調査試料も分析した。なお、この調査試料

には DTX2 は含まれていないため、OA と

DTX1のみを測定対象とした。ここで、この

試料の OA はそのほとんどが標準試料を添

加して濃度調整されたものであるのに対

し、ODTX1は自然に毒化されたものである

ため、より高い抽出力が必要と考えられ

た。しかしながら、この比較においても両

法による分析値に大きな違いは認められ

なかった。 

 

4.2 抽出方法の簡易化の検討 

一般的な下痢性貝毒分析ではメタノール

を抽出溶媒に用いる。これに対し、残留農薬

分析ではアセトニトリルを抽出溶媒に利用

し、塩析をすることによって精製を行う方

法が適用されている。そこで、下痢性貝毒分

析においてもアセトニトリルを抽出溶媒に

することで、抽出後の精製過程を簡略化す

ることを検討した。 

はじめに、アセトニトリルを抽出溶媒と

した場合でも OA 群の加水分解が進むかを

検証した。令和 4 年度に実施したホタテガ

イ中 OA 群の試験所間比較試験の調査試料

には DTX1 の誘導体化物が含有されている。

そこで、この調査試料を加水分解処理する

分析法と、しない分析法で分析し DTX1を定

量した。ここで、加水分解処理なしの分析値

は遊離型の DTX1の濃度を示し、加水分解処

理ありの分析値は遊離型＋エステル型の

DTX1の濃度を示す。両分析結果の比較から、

アセトニトリル中での加水分解によっても

誘導体化物が DTX1 に分解されたことが示

され、アセトニトリルを用いた場合でも従

来法と比較可能な分析値を得ることが可能

と考えられた。 

次に、この方法によって調製した試料溶

液の精製度合いを、前述の ME 値を指標とし

て評価した。その結果、得られた処理液の

ME 値は 0.8～1.2の基準をわずかに超えた。

ただし、この試料処理液をアセトニトリル

で 10 倍に希釈した場合に、ME 値は 1.12～

1.18の範囲になった。 

以上から、ここで検討したアセトニトリ

ルを抽出溶媒に使用した分析法は、試料溶

液の希釈が可能な残留濃度が比較的高い

ホタテガイ試料の分析において、従来必要

とされている固相抽出処理を必要としな

い簡易な分析を可能とすることが示され

た。 

 

4.3 試験所間比較試験 
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4.3.1 調査試料の調製 

調製する調査試料に含有する OAと DTX1

の濃度を調整するために、市販のホタテガ

イ可食部に、OAと DTX1 が含有されたホタ

テガイ中腸腺試料と、OAおよび DTX1の混

合溶液を適量混合することにした。その

際、OAは生化学用の標準品を用いたため、

あらかじめその希釈溶液を LC-MS/MS で測

定し、不純物を確認した。その結果、下痢

性貝毒の機器分析における一般的な測定

条件では、OAや DTX1の溶出時間付近に不

純物が認められないことを確認した。 

調査試料の調製には、ホタテガイ可食部

約 1.7 kgを用いた。これをブレンダーで

細断した後に裏ごしし、繊維質分等を除去

した試料約 1.4 kgを得た。一方、OA標準

品適当量と 1 µg/mLDTX1 溶液適当量を混

合し、添加用の混合溶液を得た。 

均質化したホタテガイ可食部、ホタテガ

イ中腸腺試料、及び添加用の混合溶液は、

最終的に得られる試料中のOA及びDTX1が

できるだけ均質に分布されるように、2段

階に分けて混合した。すなわち、ホタテガ

イ中腸腺試料 20 g を精秤し、その 9倍量

のホタテガイ可食部と、それぞれの比に応

じた混合溶液適当量を加えて混合し、得ら

れた 7つの混合物をさらに混合した。さら

に、各瓶の内容物を合わせ、約 30 分回転

混合することで、混合試料約 1.25 kgを得

た。回転混合させた試料を 5等分に分けて

内容物を混合した後、各瓶の内容物約 20 

g ずつを別の瓶 10 本に合一した。各瓶か

ら内容物 5 gずつを 16本のポリ製遠沈管

に小分けした。 

 以上によって、調査試料 160本を調製す

ることができた。これらは約-60 ℃で保管

した。 

 

4.3.2 均質性評価 

(1)均質性評価試験の結果 

調製した調査試料から 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。合計 20回の定量値のばらつき

は、相対標準偏差として 4.2 %（OA）及び

6.4 %であった。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、OAについ

ては瓶間のばらつきは有意ではなかったが、

DTX1は有意であることが示された（P：0.05）。

ただし、均質性の有意性は適用した分析法

の精度にも影響されるため、次の検討にお

いて、均質性に関する不確かさを評価する

ことにした。 

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。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


）を算出し、両者

のうちの大きい方を均質性に関する不確か

さとした。結果として、OAについては ubb = 

5.6 %、DTX1については sbb = 2.0 %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

る調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。 

Ss ≦ 0.3σ 

今回均質性を評価した調査試料を用いた

試験所間比較試験は、本研究の最終年度で
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ある 2025 年度に実施した。そのため、均

質性を評価した時点では、技能試験の結果

として得られるσは未知であった。そこ

で、調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。その結

果、調製した調査試料は、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、本調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。 

 

4.3.3 安定性評価 

試験所間比較試験のパイロットスタディ

における調査試料の分析期間中及び前後

に、茨城大学において調査試料中の OA と

DTX1濃度を定期的に定量した。OAと DTX1

の濃度変化に関する数学的モデルがない

ため、単純な直線回帰を仮定して定量値の

変化を評価した。その結果、得られた回帰

式の傾きは経過時間に対して有意とはい

えなかった（p：0.05）。また、類似試料の

安定性に関するデータからもOAとDTX1は

この温度で十分に安定であると考えられ

た。そこで、4 回の定量結果の相対標準偏

差（OA：4.8 %、DTX1：1.2 %）を安定性に

関する不確かさとした。 

 

4.3.4 パイロットスタディ 

(1)参加機関の結果 

試験所間比較試験のパイロットスタデ

ィには 22 機関が参加した。各参加機関に

は、異なる試料瓶を用いることにより、独

立した 3 回の分析を行うことを求めた。

参加機関にはクロマトグラムの提出を求

めたが、標準液と試験溶液（試験試料を前

処理した処理液）の両方において、明らか

な妨害ピークが認められた機関はなかっ

た。 

AOAC ガイドライン(2005)に基づき、参

加機関の報告値の外れ値検定を行った。

Cochran検定と Grubbs 検定を行ったとこ

ろ、Grubbs 検定によって 1機関の OA の

報告値が棄却された。そこで、これら以外

の報告値を用いて総平均（平均値の平均）

を求めた。さらに、一元配置分散分析の結

果から、併行相対標準偏差（併行精度）RSDr 

として 4.6 %（OA）および 4.2 %（DTX1）、

室間再現相対標準偏差（室間精度）RSDRと

して 17.4 %（OA）および 22.4 %（DTX1）

を算出した。RSDR 値は Horwitz の修正式

(Thompson, 2000）から求めた予測値 PRSDR 

に対して 79 %（OA）及び 102 %（DTX1）で

あり、本試験結果のばらつきは妥当と考え

られた。 

(2)付与値の算出 

参加機関の報告値の中央値を本比較試

験の付与値とした。外れ値を除いた参加機

関の報告値の中央値を求めたところ、OA：

0.0263 mg/kg、DTX1：0.0359 mg/kgだっ

た。一方、報告値のばらつきを表す正規四

分位範囲は OA：13.5 %、DTX1：20.4 %（中

央値に対する相対値）であった。4.3.3で

算出した OA の安定性に関する不確かさ

が、正規四分位範囲の 0.3 倍を上回った

ため、JIS Z8415（ISO 13528）を参考にし

て、各物質における正規四分位範囲と、安

定性に関する不確かさを合成して技能評

価のための標準偏差を算出した。その結果

は、OA：0.0038 mg/kg、DTX1：0.0074 mg/kg

だった。 
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(3)技能評価 

JIS Z8415（ISO 13528）に基づき、次式

より参加機関のパフォーマンスの指標で

ある zスコアを算出した。その結果、OAに

ついて 2 機関の z スコアが 3.0 以上とな

り、OA について 1 機関、DTX1 については

2機関の zスコアが 2から 3の範囲であっ

た。zスコアが 3以上の機関の分析方法や

結果を精査したが、定量計算における計算

ミスや、LC-MS/MS におけるクロマトグラ

ムに異常は認められず、原因の解明には至

らなかった。 

(4)付与値の評価 

茨城大学において、標準添加法と内部標準

法を組み合わせた定量法により調査試料

を分析した。さらに、この方法による分析

値を、付与値及び調査試料の調製値（ただ

し、ホタテガイ試料に添加した OA の純度

等は評価していない）と比較した。本法に

よる定量値は調製値とおおむね一致して

いたのに対して、付与値はこれらの値より

も小さかった。参加機関による分析では

OAや DTX1の回収率が補正されないことが

原因の一つと考えられた。ただし、原因の

特定にはさらなる検討が必要であった。 

 

5. 大竹研究分担 

残留農薬分析の外部精度管理に関する研究 

5.1 スプレードライヤ条件決定のための、

ほうれんそう試料中残留農薬分析 

(1)添加回収試験による一斉試験法の評価

（ほうれんそう試料） 

一斉試験法による分析結果から、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、91～94 %と良好であった（マトリ

ックスマッチ検量線を使用）。よって、本

方法によって残留農薬検査用ほうれんそ

う試料を用いた、農薬の噴霧条件検討のた

めの分析を行っても問題ないことが示さ

れた。 

(2) 残留農薬検査用ほうれんそう試料の

分析によるスプレードライヤ条件決定へ

の寄与 

 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ほうれんそう

試料の、Lot 1 (100 ℃, AN20 %), 2 

(80 ℃, AN20 %), 3（100 ℃, AN30 %）, 

4（80 ℃, AN30 %）（温度は噴霧温度を示

す）の 4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

（SFE法では、Lot 1の試料のみ分析）。分

析結果より、一斉試験法と SFE法の定量結

果はよく一致しており、(1)での添加回収

試験に加えて一斉試験法の妥当性を確認

できた。 

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 

mg/kg, ダイアジノン:0.4 mg/kg,フェニ

トロチオン、マラチオン:0.2 mg/kg であ

った。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より、スプレ

ードライヤの添加濃度に対する回収率の

範囲は、80 ℃（AN20 %）で 61 %から 78 %、

100 ℃（AN20 %）で 57 %から 74 %、80 ℃

（AN30 %）で 58 %から 76 %、100 ℃

（AN30 %）で 54 %から 74 %であった。昨

年度までに、玄米試料でもスプレードライ

ヤの条件検討を行ったが、玄米（AN20 %）

とほうれんそう（AN20 %）の結果の類似点

は、以下の通りであった。①対象農薬のう

ち、フェニトロチオンの回収率が一番高か
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った。②各農薬において、100 ℃よりも

80 ℃の方が良い回収率が得られた。また、

玄米（AN20 %）とほうれんそう（AN20 %）

の結果で異なる点は、以下の通りであっ

た。①ほうれんそうでは、80 ℃でのダイ

アジノンの回収率がクロルピリホスより

も高く（マラチオンと同程度であった）、

クロルピリホスの回収率が一番低かった。

②ほうれんそうでは、玄米に比べて多くの

場合で回収率が上昇した（例えば、80 ℃

ではフェニトロチオンとダイアジノンで

約 10 %上昇した）。さらに、ほうれんそう

試料において AN を 30 %とした場合、

AN20 %のときと比較すると、マラチオンを

除いて AN20 %の回収率がやや高くなった。

噴霧温度や AN 濃度を確定させるために

は、以上の結果を用い、他の条件も考慮し

て（試料調製時に用いる装置の壁面に粉末

試料が付いてしまう等の作業面での条件

も含む）、課題 1 において最終的に決定す

る。 

5.2 残留農薬分析のための玄米を用い

た外部精度管理のパイロットスタディ 

(1)パイロットスタディに用いる玄米試料

の均質性評価 

 得られた分析結果を分散分析したとこ

ろ、すべての対象農薬の瓶間濃度に統計的

な有意差は見られず、試料が均質であるこ

とが示された。また、分散分析の結果を基

に 、 瓶 間 均 質 性 標 準 偏 差 sbb

（=
𝑀𝑆among−𝑀𝑆within

𝑛
）と測定のばらつきに由

来する ubb（=√
𝑀𝑆

𝑤𝑖𝑡ℎ𝑖𝑛

𝑛 √
2

𝜈𝑀𝑆within

4 ）を求めた。

その結果、均質性試験の不確かさは 0.58 %

から 0.78 %と十分に小さく、パイロット

スタディに用いるためには問題ない品質

であることが示された。 

(2)パイロットスタディに用いる玄米試料

中の農薬の安定性評価 

 分析を行って得られた結果より、今回対

象としたすべての農薬に対して、有意な濃

度減少は見られなかった。よって、約 1年

間の安定性に問題ないことが示された。 

(3)パイロットスタディ用玄米試料中農薬

の値付け 

 各分析法によって得られた結果を用い

て、IDMS による精確な参照値と拡張不確

かさを求めた。その結果、クロルピリホス: 

(0.065±0.004) mg/kg, ダイアジノン：

（0.217±0.012）mg/kg, フェニトロチオ

ン：（0.138±0.008）mg/kg, マラチオン：

（0.138±0.008）mg/kg（参照値の不確か

さは、合成標準不確かさと包含係数 k=2か

ら決定された拡張不確かさであり、約 95 %

の信頼の水準をもつと推定される区間を

示す）となった。これらの値と、参加者の

中央値を用いて算出された参照値の比較

を、以下の(4)で行う。 

(4)残留農薬含有の玄米試料を用いた外部

精度管理調査のパイロットスタディ 

参加者の中央値を用いて算出された参

照値は、以下のようになった。すなわち、

クロルピリホス: (0.067±0.007) mg/kg, 

ダイアジノン：（0.209±0.021）mg/kg, フ

ェニトロチオン：（0.140±0.016）mg/kg, 

マラチオン：（0.141±0.021）mg/kgとなっ

た。この結果と、IDMSによって得られた参

照値（上記(3)）を比較すると、よく一致

していた。 

5.3 玄米試料中農薬の長期安定性評価 

(1) 玄米中農薬の長期安定性評価 
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2022年度及び 2023年度に得られた結果

と比較すると、ダイアジノンとクロルピリ

ホスは濃度が減少傾向であり、フェニトロ

チオンは今年度に特に濃度が減少したこ

とがわかった。一方、マラチオンも濃度が

減少しているようにも思える結果であっ

たが、分析のバラツキの範囲内である可能

性もあり、これまでの結果からは濃度減少

しているかどうかを明確に判断できない

と考えられる。以上から、もし技能試験後

に玄米試料を精度管理用試料として使用

する場合、例えば分析値の保証はせずに均

質な精度管理試料として使用してもらう

等であれば、使用可能であると考えられ

る。 

5.4 スプレードライヤ条件決定のため

の、ほうれんそう試料中残留農薬分析 

(1) 試料調製の条件検討のための残留農

薬検査用ほうれんそう試料の分析 

 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ほうれんそう

試料（試料の調製条件は、噴霧温度: 

100 ℃、懸濁液濃度: 20 %、溶媒のアセト

ニトリル濃度: 30 vol%）の 4種類に含ま

れる対象農薬を、一斉試験法によって分析

した。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 

mg/kg, ダイアジノン:0.4 mg/kg,フェニ

トロチオン、マラチオン:0.2 mg/kg であ

った。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より、スプレ

ードライヤの添加濃度に対する回収率の

範囲は、51 %から 67 %であった。昨年度

も、スプレードライヤの条件検討を行った

が、回収率に多少の差は見られたものの、

問題になるような低い回収率となる結果

はなかった。そこで、試料のハンドリング

や収量が良い条件を優先に選択するのが

適切であると考え、パイロットスタディに

用いる試料は、噴霧温度: 100 ℃、懸濁液

濃度: 15 %、溶媒のアセトニトリル濃度: 

30 vol%の条件で調製することとした。 

5.5 残留農薬分析のための、ほうれんそ

う試料を用いた外部精度管理のパイロッ

トスタディ 

(1)パイロットスタディに用いるほうれん

そう試料の均質性評価 

 得られた分析結果を分散分析したとこ

ろ、すべての対象農薬の瓶間濃度に統計的

な有意差は見られず、試料が均質であるこ

とが示された。また、分散分析の結果を基

から、均質性試験の不確かさは 0.49 %か

ら 1.38 %と十分に小さく、パイロットス

タディに用いるためには問題ない品質で

あることが示された。 

(2)パイロットスタディに用いるほうれん

そう試料中の農薬の安定性評価 

 得られた結果より、今回対象としたすべ

ての農薬に対して、有意な濃度減少は見ら

れなかった。よって、試験期間中の安定性

に問題ないことが示された。 

(3)パイロットスタディ用ほうれんそう試

料中農薬の値付け 

 各分析法によって得られた結果を用い

て、IDMS による精確な参照値と拡張不確

かさを算出した。この値と、参加者の中央

値を用いて算出された参照値の比較を、以

下の(4)で行う。 

(4) 残留農薬含有のほうれんそう試料を

用いた外部精度管理調査のパイロットス

タディ 

 参加者の中央値を用いて算出された参
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照値と、IDMS によって得られた参照値を

比較すると、マラチオンを除きおおよそ一

致していた。マラチオンの分析値の差の原

因は、マトリックス効果や校正用標準溶液

の種類の違い等が考えられたが、詳細は今

後の検討が必要である。参加者の中央値を

用いた参照値だけでなく、われわれが

IDMS による精確な分析値も参照値として

付与したことにより、より信頼性が高い参

加者の技能評価を行うことができた。 

5.6 スケールアップを目的とした試料

調製の条件検討 

(1)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（チ

ャンバー部とサイクロン部）に含まれる対

象農薬を、一斉試験法および STQ法によっ

て分析した。食品薬品安全センター秦野研

究所によると、添加濃度はすべての対象農

薬について 0.4 mg/kg であった。本研究で

得られた結果より、サイクロン部における

ネオニコチノイド系農薬を除き、スプレー

ドライヤの添加濃度に対する回収率の範

囲は、チャンバー部で 37 %から 61 %、サ

イクロン部で 29 %から 48 %であった。こ

れまでも、スプレードライヤの条件検討を

行ってきたが、回収率に多少の差は見られ

たものの、今回も問題になるような低い回

収率ではなく想定内であったと考えられ

る。一方でサイクロン部におけるネオニコ

チノイド系農薬では、回収率が 258 %から

294 %となった。同じ試料を複数回分析し

ても同様の結果となったため、分析の問題

ではなく、元々の試料に何らかの問題があ

ったと考える（調製過程でのコンタミや濃

縮が考えられるが、詳細は不明である）。

そもそも、サイクロン部の試料は抽出・精

製操作がやりづらく、精製後も脂成分が残

ったことから、上記の回収率の問題がなく

ても技能試験試料に用いるには不向きで

あると考えられた。今回の結果からは、こ

れまでと同様の回収率であり、ハンドリン

グにも優れるチャンバー部の試料が技能

試験試料として適していると結論される。 

 

E. 結論 

1 梶原研究分担 

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 

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： 

スプレードライヤで作製するために玄米粉

を基材とした残留農薬検査用試料は 20％ア

セトニトリル溶液で懸濁させ、スプレード

ライヤの噴霧温度を 100℃に設定する こ

とで、添加した農薬の回収率が最も高くな

ることが確認された。この条件でパイロッ

トスタディ用試料を課題 5 に供与した。ま

た、残留農薬検査用野菜試料としてホウレ

ンソウパウダーを使用し、作製条件を検討

した。その結果、ホウレンソウパウダーは粘

張度が高いことから 10％懸濁液として検討

した。最終的に玄米粉と同様に溶媒は 20％

アセトニトリル溶液を用い、噴霧温度は

100℃に設定し今後の研究に供することと

した。 

パイロットスタディを行うためにホウレ

ンソウパウダーを基材とした残留農薬検査

用試料を作製した。ホウレンソウパウダー

は懸濁させた場合粘性が高いことから 10％

懸濁液で作製を試みたが、回収量が少ない

ことから 20％懸濁液で再度作製した。しか
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しながら、粘性が高いことから処理量が少

なく満足できる回収が得られなかった。そ

こで、懸濁液の粘性を考慮して 15％懸濁液

を用いることとした。その結果、パイロット

スタディに必要な量は確保でき、平均粒子

径 46μmの微細な粉体が作製できた。また、 

これまで残留農薬検査用試料の作製には、

有機溶媒を用いていたため、窒素ガス密閉

循環型スプレードライヤを用いていたが、

大量に作製するためには水系の開放系スプ

レードライヤを用いる必要がある。そこで、

水系での作製を検討した。残留農薬検査用

試料の作製には玄米粉を基材として、ネオ

ニコチノイド系及び有機リン系農薬を添加

し、装置に L-8iを使用して作製した。また、

重金属検査用及び残留動物薬検査用として

基材に鶏肉パウダーを用い検討した。鶏肉

パウダーは一次粒子径が大きく、鶏肉由来

の大きな繊維状の粒子が多数混在しており、

10％懸濁溶液として噴霧し粉体を回収した

が、油分が多くスプレードライヤ本体の内

壁に付着し、回収率は 30％ほどであった。

そこで、油分の少ないむね肉のみを材料と

した鶏むねパウダーを用い、重金属検査用

及び残留動物検査用試料の回収率が改善さ

れ容易に作製が行えるようになった。さら

に、大量作製をするために大型のスプレー

ドライヤ OC-16 を用いて残留動物薬検査の

パイロットスタディ用試料の必要量を得る

ことができた。 

 

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、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「器具・容器

包装」の規格として、本研究では「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、食品衛生

法において一般あるいは個別規格となるプ

ラスチックの材質ポリマーについて、全合

成樹脂に共通して規定される材質試験にお

けるカドミウム及び鉛の定量試験としての

調査試料作製検討を行った。 

試料基材に ABS ペレット及び AS ペレット

を、また試料基材の溶解溶媒にジクロロメ

タンを用い、オイル系の標準品を添加し、作

製容器にテフロンバット及びステンレスバ

ットを用いてシート状試料を作製した。ポ

リマー含量はいずれも 10w/w%とした。 

作製したシート状試料のカドミウム及び鉛

の濃度確認を行った結果、1容器（1シート）

及び 10容器（10シート）間で均質性を確認

したところ、いずれのポリマーも良好な均

質性が得られた。しかしながら、残留溶媒測

定では、ABS シート（約 1～2%）より AS シ

ート（約 7～8%）は高い残存率を示し、適用

は難しいと考えられた。また、いずれのポリ

マーにおいてもステンレスバットで作製し

たシート状試料の方が低い溶媒残存率を示

す傾向が見られた。以上より、試料作製は、

ポリマーは ABS ペレット、ポリマー含量は

10w/w%、作製に用いる容器はステンレスバ

ットとし、パイロットスタディを実施する

際の試料必要量のスケールも考慮して作製

の実現性を検討した。理論作製濃度を基準

値の 1/2 濃度としたカドミウム及び鉛が同

濃度の作製、ならびに基準値付近のカドミ

ウム及び鉛で異なる高濃度の作製を 2 年に

亘り実施し、それぞれ均質性及び安定性確

認試験を行った後、当該試料を用いてパイ

ロットスタディとして試験室間共同試験を

行った。異なる調査試料で、いずれも許容範
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囲内の溶媒残存率であり、均質性及び安定

性も良好であった。また均質性確認試験で

得られた各濃度 (平均値) は理論作製濃度

に対し、いずれも回収率 80%以上であり、作

製濃度のコントロールも可能であると考え

られた。これらの調査試料を用いて行った 2

回のパイロットスタディではいずれも正規

確率プロット中のデータ分布においても両

元素とも概ね直線状に分布しており、妥当

な結果が得られた。各検査機関が採用した

方法では、試料採取量が 0.1 g以上 0.3 g

未満、0.5 g以上 0.7 g 未満ならびに 1 g以

上（最多）と多様であり、また、使用された

測定装置は原子吸光分光光度計、ICP-OES、

ICP-MS及び蛍光 X線装置と多種に及んだが、

本作製による調査試料は外部精度管理用調

査試料として各機関が一般的に用いる各種

試験法に対応可能な堅牢性を有し、十分に

適用できることが示唆された。𝑋̅-𝑅管理図

で管理限界外となった機関は両元素で 10～

15%程度あったが、作製した 1容器（1シー

ト）及び 10容器（10 シート）間で良好な均

質性が得られていることから、いずれも参

加検査機関の試料の前処理から定量までの

プロセスに問題があった可能性が示唆され

た。本調査研究では、通知に示されるカドミ

ウム及び鉛の性能評価パラメータの目標値

を満たさない機関があった。器具及び容器

包装の規格基準に係る試験検査を実施する

機関においては、本通知に示される性能評

価パラメータの目標値を参考に試験が行わ

れていると考えられるが、本通知は、発出さ

れて 1 年も経過しておらず、各検査機関で

は十分な管理体制が整っていない可能性が

考えられる。精度管理の一環としても本研

究で行った調査試料の作製及び試験室間共

同試験は意義のあるものと考える。 

以上の結果より、本研究で作製した調査試

料の当該項目における外部精度管理調査へ

の適用は問題ないと考えられるが、作製量

の拡大や、より効率的な作製方法の検討、さ

らには新たな器具・容器包装検査項目の検

討を行い、より多くの検査機関が継続して

参加できるよう本調査研究を引続き行って

いくことが必要と考えられる。 

1.3 アレルギー物質技能試験プログラムに

関わる検討： 

当該 3 か年で毎年行ったパイロットスタ

ディでは特定原材料、牛乳について計 5 種

の基材において均質性や安定性が良好であ

ったことから、その品質が保証され、かつ、

多検査施設において安定した結果が得られ

ることが示された。したがって、これらの試

料については、実際の外部精度管理調査に

おいて使用可能であるとの結論に至った。 

また、複数の特定原材料に汚染された食

品を想定した、2種の特定原材料を含有した

試料についても、品質に問題がないこと、ま

た、多施設でのパイロットスタディにおい

ても、良好な結果が得られ、今後の外部精度

管理調査での供試が考えられた。 

市販加工食品から調製した incurred 

samples は 2 施設間における再現性および

品質評価試験が良好であったことから、実

際の検査業務試料を想定するものとしてパ

イロットスタディへの適用を考えている。 

特定原材料の外部精度管理調査はそのま

ま、国民の健康被害防止につながる。このた

め、品質の安定した試料を安定に供給する

ことは重要であるが、加工食品を基材とし

た調製では、メーカーによる加工食品の予

期せぬ変更や、販売中止等の事態が起こる
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ため、多数の試験試料を確保することは、非

常に重要な課題である。本研究においては、

必要とされている試料の確保の一端を担う

ことができたと考える。 

今後は他の特定原材料についても試料の

確保を行う必要があるだろう。 

1.4 一微生物学調査用調査試料の開発： 

1.4.1 一般細菌数測定検査用調査試料の

開発 

外部精度管理調査への実運用の結果、2機関

において生菌数を報告できない事例が発生

した。枯草菌によるフィルム培地の液状化

現象に関してはメーカー側でも把握してお

り、対応製品も販売されている。枯草菌は生

菌数測定で検出する一般的な菌でもあるこ

とから、参加機関への危機管理啓蒙の意味

も含め、菌株の変更は検討しない方針とす

る。一方、基準値を考慮した標準操作手順書

で実施した機関で検出限度値未満となった

件に関しては、対応として調査試料の生菌

数の濃度を基準値以上に設定することが望

まれるが、国内の市販芽胞菌液では高濃度

芽胞液がないため、海外の芽胞液製品も含

めた再検討を実施する。 

 

1.4.2 硫化水素非産生株を用いたサルモ

ネラ属菌検査用調査試料の開発 

初年度では、H2S非産生株を用いたサルモネ

ラ属菌検査用調査試料の開発では、ほとん

どの参加機関で正しく報告したが、51機関

中 3機関 (全体の約 6%) が添加菌③におい

てクエン酸利用能試験陽性の判定ができず

誤回答となった。調査試料としてはほぼ問

題ないと考えられる結果であったが、クエ

ン酸利用能試験で陽性となる H2S 非産生株

の再検討を行うことを次年度の課題とした。 

次年度は H2S 非産生株を用いたサルモネラ

属菌検査のパイロットスタディでは、50機

関中 15機関 (全体の 30%) が何らかの理由

で誤判定した。特に添加菌④については誤

答率が高く、調査試料には適さないと考え

られたが、添加菌⑤⑥は調査試料としては

ほぼ問題ないと考えられる結果であった。

ただし、一部の機関の操作手順では、O血清

群別試験の結果でサルモネラ陽性を示して

も生化学的性状試験で定型反応を示さない

場合に陰性と判定することとなっている。

これが見直されない限り、H2S非産生サルモ

ネラを用いた外部精度管理を実施した場合

にこれらの機関は正答できない可能性が高

い。なお、判定基準に関しては公定法の記載

順にも誤解を招く要因があると考えられ、

当該箇所が改善されれば本調査試料を外部

精度管理試料に適用することが可能になる

と示唆された。 

 

1.4.3 ウェルシュ菌検査用調査試料の開

発 

ウェルシュ菌検査のパイロットスタディで

は、50機関中 1機関が何らかの理由で誤判

定した。採用した試験法は食品衛生検査指

針に掲載されている CW 寒天培地を用いる

方法とパウチ法の 2 通りが多く、これらの

方法を採用した機関ではウェルシュ菌を疑

う場合に追加試験を実施していた。2通りの

試験法は検出限度値に大きな差があるため、

現状では外部精度管理調査での運用は難し

いことが明確となった。外部精度管理調査

事業にウェルシュ菌を適用するためには、

国際標準法 (NIHSJ法) などで国内の公定

法が定められることが最低条件であると考

えられる。 
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2 今井研究分担 

食品添加物試験法及び動物用医薬品試験法

の開発に関する研究： 

食品添加物試験法の開発に関する研究 

 たくあん漬けを基材としたサイクラミン

酸の精度管理調査用試料は、均質性及び安

定性が良好であった。12機関が参加したパ

イロットスタディの結果、全機関が従来方

式およびロバスト方式で満足できるパフォ

ーマンスであった。また、新規誘導体化分析

法を 2022年度の検討から改良し、夾雑ピー

クの低減、HPLCピーク面積の増大及び良好

な添加回収試験結果を得た。 

動物用医薬品試験法の開発に関する研究 

 三層分離抽出法において、抽出時の pH緩

衝液添加等について検討した結果、鶏肉ペ

ーストを用いた添加回収試験で 97 成分が

良好であった。また、動物用医薬品を添加し

た鶏肉スプレードライ試料の分析方法を検

討し、36成分の妥当性を確認した。スルフ

ァジミジン等 4 成分を対象としてパイロッ

トスタディを実施し、均質性及び安定性は

良好であり、参加機関数は 14であった。検

討の結果、「水の存在により抽出回収が改善

する」と示唆されたため、報告値を抽出方法

別に評価した。次回は、試料への一律の浸漬

処理後に測定実施する方針を検討している。 

 

3 新矢研究分担 

重金属類試験法の改良と妥当性評価に関す

る研究 

水分や油分を考慮したマトリックスの異

なる食品 3 種の認証標準物質および肉由来

の 3 種の認証標準物質を用いて、マイクロ

ウェーブ分解－ICP 質量分析法による最適

分析条件の検討と、分析妥当性の評価を行

った。いずれの認証標準物質においても、測

定した元素濃度は認証値とほぼ一致し、真

度、併行精度および室内再現精度は目標値

を満たしていた。本法により市販粉末肉の

重金属類を調査した結果、海外で規制値が

設定されている Pb、Cd、As は定量下限未

満であり、精度管理調査のブランク試料と

して適用可能であることが確認された。鶏

むね肉パウダーを基材として Pb、Cd、As

を添加し、スプレードライヤで作製したパ

イロットスタディ用検討試料は、Pb、Cd、

As のいずれも設定された濃度を示してお

り、良好な均質性が確認された。今後はパイ

ロットスタディの実施に向けて、スケール

アップした体系の確立と、試料の均質性お

よび安定性の評価が求められる 

 

4. 鎗田研究分担 

下痢性貝毒検査の試験所間比較に関する

研究 

下痢性貝毒検査に関する試験所間比較試

験を実施するために必要な分析方法を開発

するとともに、実際にパイロットスタディ

を実施した。 

精確な分析方法として、HLBカートリッジ

による固相抽出が有効であることを示すと

ともに、その後に行う LC-MS/MS条件も比較

検討し、感度や分離に優れた測定条件を考

察した。一方、簡便な前処理を行うために

は、従来法で用いるメタノールの代替とし

て、アセトニトリルを抽出溶媒に用いる方

法が有効であることを示した。これらの検

討を受けて、試験所間比較試験のパイロッ

トスタディにおいては、内部標準法や標準

添加法を適用することで、分析精度をさら
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に向上させた。 

試験所間比較試験のパイロットスタディ

の実施においては、本研究で検討した調査

試料の調製方法や均質性評価方法や安定性

評価方法、付与値の算出方法、分析結果の解

析方法に特段の問題がないことが確認され

た。ただし、安定性の評価結果が付与値の不

確かさに影響を与えたことから、今後より

高精度な分析法の開発が望まれた。 

 

5 大竹研究分担 

残留農薬分析の外部精度管理に関する研究 

 IDMSを用いて高精度化した一斉試験法や

簡易分析法によって、スプレードライヤの

噴霧条件を決定するための玄米およびほう

れんそう試料中農薬分析や、玄米試料中農

薬の長期安定性の評価を行った。玄米試料

および、ほうれんそう試料を用いた外部精

度管理のパイロットスタディでは、試料中

農薬の均質性と安定性を評価し、試料が十

分優れた品質であったことを示した上で実

施し、われわれが IDMS による精確な分析値

も参照値として付与した。これにより、より

信頼性が高い参加者の技能評価を行うこと

ができた。 
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