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緒言
　平成 14 年より施行された食品表示制度におけるア
レルギー物質検査 1）の信頼性を確保するため，神奈
川県内の行政検査機関である川崎市，横浜市，神奈川
県の 3機関が共同で精度管理について検討を行い，そ
の結果を既報 2）において報告した．既報では，県内 3
機関の ELISA 法における手法や技量が同等であるこ
とを確認し，室内精度が確保されていることを示すこ
とができたが，標準品が公開されていないことや食品
によりその抽出効率が大きく異なるなど，精度管理を
行うにあたり安定した試料の確保や実サンプルの真度
の把握などの課題が明らかとなった．
　一方，検査法においては食品加工によるタンパク質
の変性により，使用した原材料の抽出効率が低下する
状況を受けて，平成 17 年に ELISA 抽出液に変性剤等
を用いた検査法 3，4）への改訂が行われた．しかし，改
訂後の検査法においても，その精度管理においては従

来法と同様の課題が残こされたままとなった．ゆえに，
改訂される検査法の特定原材料検知法開発者 5）（日本
ハム（株），（株）森永生科学研究所）が行う試験室間
バリデーションに共同参画し，各機関における定量・
定性室間バリデーションを把握し，検査の信頼性の確
認を行った．

方法
1．試料の調製
　試料は，特定原材料検知法開発者が作製した加工食
品を用いた．加工食品には各特定原材料の一次標準粉
末をタンパク質濃度として 10 μ g/g 添加している．
定性では特定原材料タンパク質を含まない陰性サンプ
ルについても分析を行った．

2．試薬および機器
　ELISA 法による定量には，㈱森永生科学研究所製
モリナガ FASPEK 落花生測定キット，そば測定キッ
ト，日本ハム㈱製 FASTKIT エライザ Ver. Ⅱ卵キッ
ト，同牛乳キット，同小麦キット，同落花生キット，
同そばキットを用いた．
　ウエスタンブロット法による定性には， （株）森永
生科学研究所製モリナガ FASPEK 卵ウエスタンブ
ロットキット（オボアルブミン（以下 OVA）および
オボムコイド（以下OVM）），同牛乳ウエスタンブロッ
トキット（カゼイン（以下 CN）およびβ - ラクトグ
ロブリン（以下β -LAG）），その他の試薬は，すべて
試薬特級を用いた．水は超純水を用いた．
　抽出操作には，振とう機 TAITEC　SR-2 ｓを
用いた．ELISA 法には，マイクロプレートウオッ
シャー　バイオラッド㈱製モデル 1575 及びマイクロ
プレートリーダー　バイオラッド㈱製モデル 680（主
波長　450 nm，副波長 630 nm）を用いた．ウエスタ
ンブロット法には，電気泳動装置　テフコ製セイフ
ティーセルミニ，パワーサプライ　インビトロジェン
製MP250，転写装置　バイオラッド㈱製トランスブ
ロット SD セルおよびアトー製　AE6110 を用いた．
ｐHの測定には東亜電波工業社製HM-30G を用いた．

3．特定原材料の定量
　試験溶液の調製はキットのプロトコールに従い，均
質化されたサンプル 1g にキット付属の抽出用緩衝
液を 19ml 加えた後，攪拌し，pH6 ～ 8 に調整する．
その後，15 時間振とう抽出を行い，3000 × g，室温
で 20 分間遠心分離し，上清を採取した．ELISA 法は
既報 6）-10）およびキット付属のプロトコールに従い行っ
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た．検量線はマイクロプレートマネージャー 5.2 PC
データ解析ソフトウエアを用いて，4 係数 logistic 解
析により作成した．試験は 2回繰り返しで行った．

4．特定原材料の定性
　試験溶液の調製は ELISA 法と同様に行い，ウエス
タンブロット法は既報 6）と同様に行った．結果の判
定には卵および乳の標準品 10，1，0.5 μ g/g のバン
ドを確認し，サンプルのバンドの有無を判定した．試
験は 2回繰り返しで行った．

5．データ解析
　県内 3機関のデータ解析はバリデーション参加機関

全体のデータと比較するため，データ数は満たないが
全体のデータ解析と同様にAOAC の室間共同試験ガ
イドライン 11） および JIS　Z8402-2 の手順に従い，添
加回収率の平均値（%），併行精度（%）および室間
精度（%）を求めた．さらに 3 機関の変動係数（%）
を求めた．　　
　なお，比較データとして用いた機関全体のデータは
特定原材料検知法開発者が解析したデータを参照し
た．データ解析はAOAC の室間共同試験ガイドライ
ンおよび JIS　Z8402-2 の手順に従い，外れ値を除外
するために Cochrankan 検定および Grubbs 検定（両
者とも有意水準 2.5%）を行っている．

表１　FASTKIT エライザVer. Ⅱ卵キットのバリデーション結果

表２　FASTKIT エライザVer. Ⅱ牛乳キットのバリデーション結果

表３　FASTKIT エライザVer. Ⅱ小麦キットのバリデーション結果

表４　FASTKIT エライザVer. Ⅱそばキットのバリデーション結果
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表５　FASTKIT エライザVer. Ⅱ落花生キットのバリデーション結果

表６　モリナガFASPEK　小麦測定キットのバリデーション結果

表７　モリナガFASPEK　落花生測定キットのバリデーション結果

表８　モリナガFASPEK　ウエスタンブロットキットのバリデーション結果

図１　FASTKITエライザVer. Ⅱそばキットのバリデーション結果
（かまぼこ）度数分布

図２　FASTKIT エライザVer. Ⅱそばキットのバリデーション結果
（白がゆ）度数分布
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結果及び考察
1．ELISA 法による定量
　平成 17 年に行われた検査法の一部改正において，
「アレルギー物質を含む食品の検査方法を評価するガ
イドライン」が参考として示された 5）．定量法の試験
室間バリデーションは試験室数 8以上，試料数 5以上
としている．また，試料はタンパク質濃度レベルの一
つに 10 μ g/g を含んだ特定原材料を添加し，加熱等
の製造方法で作製したモデル加工品としている．本バ
リデーションはその基準を満たすべく行われた．
　定量結果は県 3機関の結果とバリデーションに参加
した全体の機関の結果（日本ハムキットでは 13 機関，
モリナガキットは 10 あるいは 12 機関）を比較し，表
1～ 7 に示した．ELISA 法の性能として，ガイドライ
ンでは添加回収率は 50% 以上 150% 以下であること，
併行精度は吸光度 1付近の同一試験溶液の繰り返し測
定では，5%を大きく超えるような場合には措置が必
要とされ，室間精度は 25% 以下であることが提言さ
れている 5）．
　FASTKIT エライザVer. Ⅱ（表 1 ～ 5）では 3機関
におけるデータ解析の結果，添加回収率，併行精度，
室間精度ともにすべて基準を満たした．また，3機関
の変動係数においても，試験結果の採用の基準である
20% 以下を満たし 1），データの信頼性が確保されてい
ることが確認された．
　13 機関全体のデータでは，乳キットの白がゆ，お
しるこ，コーヒーゼリーで 1機関，かまぼこで 2機関
のデータが棄却され，小麦キットではかまぼこで 2機
関，落花生キットではおしるこで 1機関のデータが棄
却された．その結果，添加回収率，併行精度，室間精
度ともに特定原材料 5 品目の ELISA キットの全体の
結果はバリデーションの基準を満たした． 
　5 種類のキット間の性能を併行精度および室間精度
の平均値で比較すると，卵の併行精度は 3.5%，室間
精度 9.0％，牛乳 3.6%，6.1%，小麦 4.7%，8.8%，そば
6.0%，13.0%，落花生 3.0%，9.7% となり，牛乳が最も
よく，そばが最もばらつきが大きかった．特に室間
精度はそばが牛乳の 2倍の値を示した．一方，精度管
理に用いる食品サンプルの選定も重要であることを
既報 2）で課題として挙げた．試料によるデータのば
らつきを示す例として，そばキットのかまぼこと白
がゆの結果を度数分布（図 1，2）で示した．かまぼ
こは 26 データのうち 18 データと全体の 69% が 11 ～
12.5ppm にほぼ正規分布しているが，白がゆでは 10
～ 10.5ppm を中心とした分布と 12.0ppm 以上に散漫
な分布がみられる．このように食品試料によってデー

タのばらつきに違いがあることがわかる．白がゆの場
合，3機関の室間精度および変動係数をみると，デー
タの採用の基準である室間精度 25%，変動係数 20%
に近い値を示している．ゆえに，ばらつきの大きい場
合はデータ数が少ないとその室間のばらつきが試料に
よるものか，キットの性能に起因するものか，あるい
は検査技能によるものか判断できないため，できるだ
け多くのデータを取る必要があると考えられた．ゆえ
に，日常の精度管理では安定した効率の良い方法が必
要とされることから，試料によるばらつきについても
考慮する必要があると考えられた．
　モリナガFASPEKキットの結果を表 6，7に示した．
3機関の結果は，回収率，併行精度，室間精度のいず
れも基準を満たし，FASTKIT エライザ Ver. Ⅱキッ
トと同様にデータの信頼性が確保されていることを確
認した．
　全体の結果では，落花生キットの鶏肉団子とオレン
ジジュースで 1機関のデータが棄却され，その結果モ
リナガキットにおいても同様にガイドラインの基準を
満たした．キットの性能では小麦キットと落花生キッ
トの室間精度の平均がそれぞれ 12.3% と 5.5% と大き
く異なり，さらに小麦の寄せ鍋では 3機関の室間精度，
変動係数がそれぞれ 19.8%，18.1% と精度管理の基準
に近い値を示したことから，モリナガキットにおいて
も同様に食品とキットの組み合わせによるばらつきの
違いを把握することが精度管理において重要と考えら
れた。

2．ウエスタンブロット法による定性
　定性法のガイドラインでは 5），試験室数 6以上，試
料数5以上としている．試料の条件は定量と同様とし，
同一の試料・濃度のサンプルを各試験室ごとに 2サン
プル以上について判定率を評価するとしている．判定
基準は陽性率が 90％以上，ブランク試料の陰性率も
90%以上とし，95％以上が望ましいとされている．
　卵・乳の定性におけるウエスタンブロットキット
のバリデーションの結果を表 8 に示した．ELISA 法
において陽性の判定基準である 10 μ g/g 添加され
た 5 食品の判定結果は，3 機関および 10 機関いずれ
も OVA，OM，CN，β -LAG の陽性率 100％，陰性
率 100％となり，判定基準を満たす良好な結果となっ
た．アレルギー物質検査では定性検査法として，現
在 PCR 法とウエスタンブロット法が示されている．
ガイドライン 5）ではこれらの定性法に対し，特定原材
料検知法開発者の試験室において，少なくとも 20 種
類以上の性質・加工程度の異なるマトリクスの中での
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誤判定率を確認し，誤判定率が 50％以上となると推
定される濃度を判定限界として示すことが望ましいと
されている．今後，これらのデータを蓄積し，判定限
界の基準を明確に定義することが必要と考えられた．

まとめ
　以上，特定原材料検知法開発者によるバリデーショ
ン結果から，ELISA 法による定量およびウエスタン
ブロット法による定性法について，神奈川県内の 3機
関の検査精度が確保されていることを確認することが
できた．しかし，多様な市販食品に対する日常の検査
においては製品間のデータのばらつきや定性での判定
限界など課題も多く，今後もデータを蓄積して検査精
度の向上に努めていきたい．

（平成 22 年 8 月 20 日受理）
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