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大阪府における 2021 年の感染症発生動向 
 
 

山中靖貴 a，皐月由香 a，西田陽子 a，柿本健作 a，鵜飼友彦 a， 
西尾孝之 a，三山豪士 b, 入谷展弘 a，本村和嗣 c 

 
 
新型コロナウイルス感染症が世界中で流行している中で、わが国では、感染拡大防止に向けて、緊急事態

宣言等が発出され、人々の行動制限ないし自粛が図られた。ワクチン 3回接種率の上昇に伴い、新規陽性者

数は徐々に落ち着きつつあり、コロナ禍における行動制限や感染予防対策の緩和措置が段階的に講じられて

いる。その中で、2020、2021 年、大阪府における定点把握感染症の発生動向について検討した。定点把握感

染症のうち、多くの感染症でその報告数が 2020 年と比べて 2021 年は少なくなった、または変化がなかった

一方で、RS ウイルス感染症、感染性胃腸炎及び手足口病は報告数が大きく増加した。行動緩和措置が進む

中で、他の感染症の動向にも変化が認められており、今後も、その発生動向に注視する必要がある。 
 
 
キーワード：感染症発生動向調査、新型コロナウイルス感染症、2021 年、RS ウイルス感染症、感染性胃腸    

炎、手足口病 
 
 
感染症発生動向調査は 1)、1981 年から開始され、

1999 年 4 月に施行された「感染症の予防及び感染

症の患者に対する医療に関する法律」（感染症法）

による施策として位置付けられた調査である。その

目的は、感染症の発生情報を把握、分析し、その結

果を国民や医療関係者へ迅速に提供・公開すること

により、感染症に対する有効かつ的確な予防・診断・

治療に係る対策を図り、多様な感染症の発生及び蔓

延を防止するとともに、病原体情報を収集、分析す

ることで、流行している病原体の検出状況及び特性

を確認し、適切な感染症対策を立案・実施すること

である。 
同調査における感染症の発生情報については、感

染症発生動向調査事業実施要綱により対象とする

感染症が定められており、全数を把握する感染症

（全数把握感染症）と指定された医療機関（定点医

療機関）からの報告数を把握する感染症（定点把握

感染症）がある。全数把握感染症は、周囲への感染

拡大防止を図ることが必要な場合及び発生数が希

少な場合であり、定点把握感染症は発生動向の把握

が必要なもののうち、患者数が多数で全数を把握す

る必要がない場合である 1)。これらは、国が定める

届出基準に基づいて、診断した医師等から保健所に

届けられる。保健所が届け出内容を感染症発生動向

調査システム (National Epidemiological Surveillance 
of Infectious Disease : NESID) に登録することにより、

都道府県を通じて厚生労働省に報告される。 
新型コロナウイルス感染症は、2019 年 12月に中

華人民共和国湖北省武漢市にて確認され、2020年 3
月 11 日に、世界保健機関 (WHO) は、世界的大流

行（パンデミック）と宣言した。新型コロナウイル

ス感染症は、飛沫、エアロゾル、接触により感染す

るため、その感染防止対策として、国内では、マス

ク着用、身体的距離の確保、手洗い・手指消毒、三

密（密閉、密集、密接）を避ける等の「新しい生活

様式」の実践が求められている。また、緊急事態宣

言・まん延防止等重点措置や渡航制限措置により、

人々の行動制限や自粛が図られた。このような経緯

の中で、2020 年は大阪府のみならず国内外で、新型

コロナウイルス感染症以外の感染症の報告数が減

 
a 大阪健康安全基盤研究所公衆衛生部健康危機管理課 
b 大阪健康安全基盤研究所公衆衛生部疫学解析研究課 
c 大阪健康安全基盤研究所公衆衛生部
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少するなど例年と異なる傾向が認められた 2-4)。一

方で、2021 年 2 月に新型コロナワクチンが国内で

初めて特例承認され、ワクチン接種が進み、ま

た、治療用モノクローナル抗体、抗ウイルス薬が

開発・承認された。今後は、感染拡大を防止しな

がら、社会経済活動を両立する取組みが進むと予

想される。 
2021 年の大阪府における新型コロナウイルス感

染症の新規陽性者数について、第 4 波が第 1 週（1
月 4日～10日）、第 5波が第 17 週（4月 26 日～5月
2 日）及び第 6波は第 34週（8月 23 日～29日）に

それぞれピークに達した（図 1）5,6)。2021 年に大阪

府では 3度の緊急事態宣言が発令され、大阪府新型

コロナ警戒信号（大阪モデル）の赤信号も 2度点灯

した。また、9月 26日時点で、大阪府のワクチン 2
回接種率が 12歳以上人口で 53.1%、11月 21日時点

で 79.3%に達した 7,8)。 
我々は、コロナ禍における 2020 年の大阪府及び

全国の感染症発生動向を調査しており 2)、2021 年の

大阪府における感染症の発生動向について、新型コ

ロナウイルス感染症流行以前の過去 5 年（2015～
2019 年）および 2020 年と比較検討した。 

方 法 
 

調査期間は 2015年から 2021年までとして、2015
～2019 年の過去 5年間を平年とした。 
対象疾患は感染症発生動向調査実施要綱に定める

定点把握感染症のうち、小児科定点・インフルエン

ザ定点・眼科定点疾患（小児科・インフルエンザ・

眼科定点）とした。 
NESID より大阪府における各年の感染症報告数

情報を収集した。NESID の感染症報告数情報には、

週別の報告者数と定点あたり報告者数（週別の報告

者数を定点数で除したもの）が含まれる。各年の週

別定点あたり報告数の合計を年別の定点あたり報

告数とし解析に用いた。各感染症における平年の年

別定点あたり報告数の平均［average、Avg（本稿で

は平年 Avg と称す）］及びその標準偏差 (standard 
deviation、SD) を算出した。2020、2021 年の報告数

と平年 Avgを比較して、表 1 の通り分類するととも

に、定点あたり報告数について、週ごとの傾向を確

認し、コロナ禍における感染症発生動向について検

討した。 

 
図 1 大阪府における新型コロナウイルス感染症週別新規陽者数・累積数とワクチン接種状況 

（大阪府感染症情報センター 新型コロナウイルス感染症 http://www.iph.pref.osaka.jp/infection/disease
/corona.html を改変） 
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表 1 2020、2021年の報告数と平年との比較表現 

*12015～2019 年までの年別定点あたり報告数の平

均［average、Avg（本稿では平年 Avgと称す）］ 
*22015～2019 年までの年別定点あたり報告数の標

準偏差 (standard deviation、SD) 
 

結 果 
 

2020、2021 年の大阪府における定点把握感染症の

定点あたり報告数及び平年との比較を表 2 に示し

た。 
2020、2021 年について小児科・インフルエンザ・

眼科定点に指定された大阪府の医療機関からの報

告数の総計はそれぞれ88,662、76,119例であり、2021
年は 2020 年と比較して 14.1%減少していた。しか

しながら、RS ウイルス感染症、感染性胃腸炎及び

手足口病の累積報告数については、2020 年よりも

2021 年は増加した（図 2）。特に RS ウイルス感染症

は、平年と比べても大幅に増加し、大阪府において

過去 10 年で最多の報告数が確認された 9)。定点あ

たり報告数は、2015～2019 年において第 29～41週
（7～10月）で 1を超えるようになり、第 35～49週
（8 月～12 月）でピークに到達する傾向であった
9,10)。一方、2021 年は、第 10 週（3 月 8 日～14 日）

で 1を超え、第 21週（5月 24 日～30日）でピーク

に到達した（図 3-1）。特に、2021 年第 21週の 5.05
は、2012～2020 年で最大であった 2019 年第 37 週

（9月 9日～15日）の 4.55 より増加した。 
感染性胃腸炎について、報告数のピークは、平年

の流行年と同様に 2021年も第 50～52週（12月）で

あった（図 3-2）11)。2021 年の定点あたり累積報告

数は、平年と比べ少ないが、2021 年の第 50～52週

表 2 2020、2021年の大阪府における定点把握感染症の年別定点あたり報告数及び平年との比較

2020、2021 年の累積報告数 平年との比較 
平年 Avg*1＋3SD*2以上 多い（+ + +） 
平年 Avg＋2SD 以上 
平年 Avg＋3SD 未満 

多い（+ +） 

平年 Avg＋SD 以上 
平年 Avg＋2SD 未満 

多い（+） 

平年 Avg－SD 以上 
平年 Avg＋SD 未満 

平年並み 

平年 Avg－2SD 以上 
平年 Avg－SD 未満 

少ない（−） 

平年 Avg－3SD 以上 
平年 Avg－2SD 未満 

少ない（− −） 

平年 Avg－3SD 未満 少ない（− − −） 

インフルエンザ 272.70 60.49 143.69 少ない(---) 0.32 少ない(---)

ＲＳウイルス感染症 53.87 7.81 5.76 少ない(---) 81.93 多い(+++)

咽頭結膜熱 25.66 1.31 10.45 少ない(---) 11.41 少ない(---)

Ａ群溶血性レンサ球菌咽頭炎 110.89 3.93 47.89 少ない(---) 24.77 少ない(---)

感染性胃腸炎 304.24 42.55 120.88 少ない(---) 190.58 少ない(--)

水痘 21.10 4.16 9.06 少ない(--) 4.90 少ない(---)

手足口病 78.84 55.87 3.17 少ない(-) 40.06 平年並み

伝染性紅斑 16.57 13.67 3.85 平年並み 0.57 少ない(-)

突発性発しん 23.43 2.87 19.43 少ない(-) 16.87 少ない(--)

ヘルパンギーナ 29.87 7.42 7.93 少ない(--) 12.84 少ない(--)

流行性耳下腺炎 25.39 27.73 2.85 平年並み 2.44 平年並み

急性出血性結膜炎 0.71 0.19 0.22 少ない(--) 0.29 少ない(--)

流行性角結膜炎 22.57 4.38 7.04 少ない(---) 5.42 少ない(---)

*
平年との比較は、表1に従い分類した。

2021年
平年と2021年の

比較

小
児
科
・
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ

眼科

感染症
Avg SD 2020年

平年と2020年の

比較*
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図 2 2015～2021年大阪府における RS ウイルス感染症、感染性胃腸炎及び手足口病の年別累積報告数の 
推移 

図 3 2015～2021年大阪府における RS ウイルス感染症（図 3-1）、感染性胃腸炎（図 3-2）及び手足口病（図 
3-3）の週別定点あたり報告数の推移 

 
の定点あたり報告数は、ノロウイルス Group II の 2
型 (GII.2) 新変異株による流行が起きた 2016 年 12)

に次ぐ報告数となった（表 2、図 3-2）11)。 
手足口病については、流行年であった 2015、2017

及び 2019 年において、第 15～17週（4 月）で 1を

超えるようになり、第 24～29週（6 月～7月）でい

ずれも 5以上となり、ピークに到達する傾向であっ

た。一方 2021 年は、第 39 週（9 月 27 日～10 月 3
日）で 1を超えるようになり、第 44週（11月 1日
～11 月 7 日）で 4.27 となりピークに到達した（図
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3-3）13)。 
インフルエンザ、水痘、伝染性紅斑及び突発性発

しんは 2021 年の方が少なくなった。その他は 2020
年と 2021 年で大きな変化がなかった（表 2）。なお、

インフルエンザについては、2019/20 シーズンの流

行として、2020 年第 1～5週（1月）と第 6～9 週（2
月）の累積報告数がそれぞれ 26,042 例、13,259 例で

あったが、2020/21 および 2021/22 シーズンは流行

が認められなかった。 
 

考 察 
 

新型コロナウイルス感染症が流行している中で、

大阪府における定点把握感染症の小児科・インフル

エンザ・眼科定点からの報告数は 2020 年に引き続

き 2021 年も減少したが、RS ウイルス感染症、感染

性胃腸炎及び手足口病の累積報告数は大きく増加

した。 
RS ウイルス感染症は、生後 1 歳までに 50%以上

が、2歳までにほぼ 100%の人が RS ウイルスに感染

する 14)。大阪府における 0～5 歳児の年齢別感染者

割合について、平年、2020 年と比べて 2021 年は 0
歳の占める割合は減少し、2～5 歳の各割合は増加

し、1歳は大きな変化がなかった（図 4）。また、全

国においても大阪府と同様に2021年第1〜29週で、

0 歳の占める割合が減少し、2、3及び 4 歳以上の各

割合が増加した 15)。2020 年に新型コロナウイルス

感染症の感染防止対策が徹底されたことに加えて、

全国的に保育園・保育所等の休園が増加し 16)、子供

の人との接触機会が減少したことで、その当時 1～
4 歳の年齢であった子供の感染者が減少したと考え

られる。また 2021 年も、2020 年と同様の理由で子

供の接触機会は減少していると考えられるが、流行

が生じた。これは 2020 年から 2021 年に感染が持ち

越されたことで感受性個体数が大きく増加した影

響が接触機会減少による影響より上回ったことが

原因ではないかと推察される。また江川らは、2021
年大阪市で認められたRS ウイルスの遺伝子型が、

近年国内で優勢を示す型であったことを報告して

おり、RS ウイルス感受性者の蓄積は、季節的流行

を認める従来の遺伝子型の RS ウイルスが季節に関

わりなく流行する原因になりうると述べている 17)。 
2021 年の感染性胃腸炎については、平年の同時期

に報告数の増加が認められた。緊急事態宣言及び大

阪モデル赤信号の解除により、秋～冬にかけての人

流抑制緩和措置がとられ、人々の活動が活発になっ

たことが、感染性胃腸炎の秋～冬の報告数が増加し

た一因と考えられる。 
手足口病については、平年では 2015、2017 及び

2019 年の隔年おきにコクサッキーウイルス A6 
(Coxsackievirus A6 : CA6) が主な原因となり 18,19)、夏

に流行した 20)。2021 年もこれまでの傾向と同様に 
 

図 4 2015～2021年大阪府における RS ウイルス感染症の年齢階級別発生状況
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CA6 による流行が確認されたが 21)、過去と異なり、

秋～冬にかけて流行した。原因の 1つとして、感染

性胃腸炎と同様に、秋以降からの人流抑制の緩和措

置が影響したのではないかと考えられた。 
2020 年と比較した 2021 年の報告数について、変

化がなかった、または少なくなった感染症は、イン

フルエンザ、咽頭結膜熱、A群溶血性レンサ球菌咽

頭炎、伝染性紅斑、ヘルパンギーナ、流行性耳下腺

炎、急性出血性結膜炎、流行性角結膜炎があげられ

る。これらの感染症の感染経路は飛沫、接触または

経口であるため、既報の通り、行動様式の変化、感

染予防対策、渡航制限による影響を受けたと考えら

れた 2)。またこれらの感染症について、感受性個体

数が増加していると考えられるが、流行が起きなか

った詳細な原因は不明であった。 
水痘については 2020 年に引き続き 2021年も少

なくなっており、新型コロナウイルス感染症対策

に加えて、2014 年に定められたワクチン定期接種

による効果と考えられる 22)。 
 

総 括 
 

コロナ禍では、報告数及び流行時期が平年と異

なる挙動を示す感染症が確認されており、今後も

新型コロナウイルス感染症対策と社会経済活動の

両立が進む中で、個々の感染症発生動向に注視す

る必要があると考えられた。 
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Surveillance of infectious diseases in Osaka Prefecture in 2021 
 
 

Yasutaka YAMANAKAa, Yuka SATSUKIa, Yoko NISHIDAa, Kensaku KAKIMOTOa, Tomohiko UKAIa, 
Takayuki NISHIOa, Takeshi MIYAMAb, Nobuhiro IRITANIa and Kazushi MOTOMURAc 

 
 
Coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has 

spread all over the world. The Japanese government declared a state of emergency to regulate the spread of COVID-19 
for the first time in April 2020, and first approved a vaccine against SARS-CoV-2 in February 2021. The vaccination rate 
reached almost 80% in Osaka prefecture in November 2021. As the rate increases, the number of deaths and severe cases 
have decreased, and behavioral restriction or infection prevention measures are moderated in a graded manner. In this 
study, we surveyed infectious diseases other than COVID-19 in Osaka Prefecture in 2021 in comparison to 2020. The 
number of patients with many infectious diseases reported by sentinel medical faculties were lower or unchanged. 
However, the number of patients with RS virus infection, infectious gastroenteritis, and hand-foot-and-mouth disease 
significantly increased. We found that the trend of individual infectious diseases in COVID-19 pandemic is divergent. 
Thus, continuous monitoring of infectious disease trends is required. 
 
 
Key words: surveillance of infectious diseases, coronavirus disease 2019, 2021, RS virus infection, infectious 

gastroenteritis, hand-foot-and-mouth disease 
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全ゲノム配列情報に基づく大阪府内の 

severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 の分子疫学解析 

 

 

若林友騎，河原隆二，柿本健作，山口貴弘，梅川奈央，西嶋駿弥，森川佐依子，廣井 聡，池森 亮， 

白井達哉，阪野文哉，前田和穂，岐部亜子，平井佑治，岡田和真，永吉晴奈，徳永佑亮，上野 亮， 

村野晃一，北口大毅，田上貴臣，安達史恵，森 治代，本村和嗣，小笠原準 

 

 

2021 年 1 月 1 日から 2021 年 12 月 31 日までに大阪府内で採取され、全ゲノム配列が解読された severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2 について、全ゲノム配列情報に基づく分子疫学解析を実施した。第 3

波（2020 年 10 月 10 日～2021 年 2 月 28 日）では PANGO 系統の B.1.1.214、第 4 波（2021 年 3 月 1 日～

2021 年 6 月 20 日）では B.1.1.7、第 5 波（2021 年 6 月 21 日～2021 年 12 月 16 日）では AY.29 が主に検出

された。大阪府内における懸念される変異株（アルファ株およびデルタ株）の PANGO 系統あるいは各亜系

統の推移を調査したところ、各遺伝子系統の検出割合は感染拡大の波ごとに異なっていた。全ゲノム配列

情報に基づく系統解析は、極めて高い感度で病原体の異同を判断できることから、現行のサーベイランス

に効果的に活用することで、感染症対策の高精度化につながることが期待される。 

 

 

キーワード：severe acute respiratory syndrome coronavirus 2、分子疫学解析、全ゲノム配列解析 

 

 

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

（SARS-CoV-2）は新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）の原因ウイルスである。2019 年末に

中国で初めて検出された SARS-CoV-2 は、急速に世

界中に拡散し、2020 年 3 月 11 日に世界保健機関

（WHO）はCOVID-19 のパンデミック（世界的大流

行）を宣言した 1)。以来、2022 年 5 月末現在まで全

世界的なCOVID-19 の流行が継続している。 

29.9 kbの一本鎖RNAゲノムを有するSARS-CoV-

2 は、そのゲノム複製の過程で少しずつゲノム上に

変異を蓄積する。Nextstrain による初期の解析では、

その変異蓄積速度は 8×10-4塩基置換/サイト/年、す

なわち年間でゲノム上に概ね 24 塩基置換が生じる

と推定された 2)。一般に、このような変異の多くは

ウイルスの病原性や複製能力に影響を与えないが、

一部の変異は、タンパク質の構造変化等を伴って、

ウイルスの性質を変化させる 3)。感染伝播力の増強

やワクチン効果の変化にかかわる変異を獲得した

ウイルスは、懸念される変異株（Variants of Concern, 

VOC）として各国でゲノムサーベイランス等の監視

対象に定められている。国立感染症研究所（感染研）

がこれまでにVOC に指定した変異株（現在はVOC

と指定されていない変異株を含む）には、Alpha（ア

ルファ株）、Delta（デルタ株）、Omicron（オミクロン

株）等があり、それぞれ PANGO 系統のB.1.1.7 およ

びQ 系統、B.1.617.2 およびAY 系統、B.1.1.529 およ

びBA 系統が含まれる（表 1）。 

 

表 1 これまでに感染研が VOC に指定した変異株の

一部（本文中で取り上げるものを抜粋） 

大阪健康安全基盤研究所  

WHO 名称 
PANGO 

系統 
Nextclade clade 

Alpha B.1.1.7, Q 20I 

Delta 
B.1.617.2, 

AY 
21A, 21I, 21J 

Gamma P.1 20J 

Omicron 
B.1.1.529, 

BA 

21K, 21L, 21M, 22A, 

22B, 22C 
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本研究では大阪府内における SARS-CoV-2 の流

行動態を明らかにする目的で、2021 年の大阪府内

における SARS-CoV-2 検出株について、全ゲノム配

列情報に基づく分子疫学解析を実施し、VOC を中

心とする大阪府内の SARS-CoV-2 変異株の推移に

ついて調査した。 

 

調 査 方 法 

 

1. 全ゲノム配列の解読 

SARS-CoV-2 の全ゲノム配列は、感染研が公開す

るプロトコールに準じて解読した 4)。シーケンスに

は、iSeq 100（Illumina）あるいは MinION Mk1b

（Oxford Nanopore）を使用した。配列の構築には、

感染研が提供する解析サーバーを使用した。 

 

2. データセットの構築 

大阪健康安全基盤研究所において解読した全ゲ

ノム配列に加え、Global Initiative on Sharing All 

Influenza Data（GISAID）からダウンロードした配列

データ（fasta 形式）を解析に使用した 5)。2021 年 1

月 1 日から 2021 年 12 月 31 日までに大阪府内で採

取された SARS-CoV-2 ゲノムを解析対象とした。 

 

3. PANGO 系統および Clade 判定 

SARS-CoV-2 の系統の判定には、PANGOLIN

（version 4.0.6）および Nextclade CLI（version 1.5.1）

プログラムを使用し、それぞれ PANGO 系統および

Clade を決定した 6,7)。 

 

4. 分子系統解析 

分子系統解析には、Nextstrain CLI（version 3.0.6）

および Auspice（version 2.29.1）を使用した 8)。系統

樹の annotation には iTOL（version 6）を使用した 9)。 

 

5. COVID-19 感染拡大の波の定義 

本研究では、大阪府における COVID-19 の感染拡

大の波について、2020 年 10 月 10 日～2021 年 2 月

28 日を第 3 波、2021 年 3 月 1 日～2021 年 6 月 20

日を第 4 波、2021 年 6 月 21 日～2021 年 12 月 16 日

を第 5 波、2021 年 12 月 17 日以降を第 6 波とそれ

ぞれ定義した 10)。 

 

結 果 

 

大阪健康安全基盤研究所において、554 株の良質

な全ゲノム配列を新規に解読した。これにデータベ

ースからダウンロードした 14,927 株分のゲノムデ

ータを加えた、合計 15,481 株分の全ゲノム配列を

データセットとして、PANGO 系統および Clade 判

定、並びに分子系統解析を実施した。当該期間に大

阪府が発表した新規陽性者数の合計が 173,775 人

（2022 年 5 月 12 日時点）であることから、これは

新規陽性者数の 8.9%に該当する。新規陽性者数の

推移と SARS-CoV-2 の Clade 判定結果の推移を図 1

に示す。また、各PANGO系統の割合を図2に示す。 

第 3 波においては、Clade 20B、PANGO 系統の

B.1.1.214に分類されるウイルスが主に検出された。

また、第 4 波では Clade 20I、PANGO 系統の B.1.1.7

に分類されるアルファ株、第 5 波では Clade 21J、

PANGO系統のAY.29およびその子孫系統（AY.29.1、

AY.29.2）に分類されるデルタ株が主に検出された。

第 6 波の始まりにあたる第 51 週には、Clade 21K、

PANGO 系統のBA.1 およびその子孫系統（BA.1.1、

BA.1.1.1、BA.1.1.2、BA.1.15）に分類されるオミク

ロン株が検出された。 

2021 年の第 4 週以降、スパイクタンパク質の

E484K のアミノ酸置換を有する変異株である

PANGO 系統の R.1 が検出され、第 11 週には解析し

た SARS-CoV-2 の 19%を占めた（図 2）。その後、

R.1 の検出割合は減少し、第 25 週以降は大阪府内

において検出されていない。また、Gamma（ガンマ

株、Clade 20J、PANGO 系統 P.1）および Kappa（カ

ッパ株、Clade 21B、PANGO 系統 B.1.617.1）が、そ

れぞれ第 12 週および第 17 週に 1 株ずつ検出され

た。 

 

大阪府内で検出されたアルファ株の全ゲノム配

列情報に基づく時間系統樹を図 3 に示す。本研究で

は、特定の塩基置換の有無に基づいて 5 つのアルフ

ァ株 sublineageを定義した。すなわち、nuc:C2842T、

および nuc:C11173T の塩基置換を特徴的に有する

系統をそれぞれ α-sublineage I および α-sublineage II

とした。また、nuc:G17019T の塩基置換を特徴的に

有する系統を α-sublineage IIIa とし、そこからさら

に 2 つの特徴的な塩基置換（nuc:T23659C、

nuc:C26464T）を獲得した系統をα-sublineage IIIbに、

α-sublineage IIIb からさらに 2 つの特徴的な塩基置

換（nuc:C19813T、nuc:A24538G）を獲得した系統を

α-sublineage IIIc とした。また、どの塩基置換も有し
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図 3 大阪府内で検出されたアルファ株の時間系統樹。各節の先端を赤丸で示した。各 sublineage は色付け

背景で示した。 

 

 
図 4 2021 年に大阪府内で検出されたアルファ株における各系統の割合。グラフ中に記載の数値は、各系統

に分類されたゲノム数を示す。 
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ないアルファ株をその他とした。各感染拡大の波に

おいて、各系統に分類されたゲノムの検出割合の推

移を図 4 に示した。 

第 3 波において検出されたアルファ株は、α-

sublineage I が 70%以上を占めていた（図 3、図 4）。

第 4 波では、α-sublineage I とは遺伝子系統の異なる

α-sublineage IIIa および α-sublineage IIIb が 58%を占

めた。第 5 波においては、第 3 波、第 4 波でほとん

ど検出されなかった α-sublineage II が最も多くなり、

33%を占めた。加えて第 5 波では、α-sublineage IIIb

から派生した α-sublineage IIIc が新たに出現し、第 5

波におけるアルファ株全体の 13%を占めた。 

 

大阪府内で検出されたデルタ株の全ゲノム配列

情報に基づく時間系統樹を図 5A に示す。また、こ

の系統樹においてPANGO系統のAY.29に該当する

枝を集約した系統樹を図 5B に示す。大阪府内で検

出されたデルタ株の 99%は、PANGO 系統の AY.29

およびその子孫系統であった。AY.29 は 2 つの特徴

的な塩基置換（nuc:C5365T、nuc:C28170T）を有す

る系統（AY.29-sublineage I）と、この 2 つの塩基置

換を有しない系統（AY.29-sublineage II）に大きく分

類された（図 5A）。PANGO 系統の AY.29.1（スパイ

クタンパク質の Q173H のアミノ酸置換を有する

AY.29 系統）および AY.29.2（スパイクタンパク質の

Q414R のアミノ酸置換を有する AY.29 系統）は、そ

れぞれ AY.29-sublineage II および AY.29-sublineage I

に分類された。各感染拡大の波において、各系統に

分類されたゲノムの検出割合の推移を図 6 に示し

た。 

第 4 波で検出されたデルタ株は、Clade 21A、

PANGO 系統の B.1.617.2 に分類されるウイルスが

88%を占めた（図 5B、図 6）。一方、第 5 波では

PANGO 系統AY.29 がデルタ株全体の 99%以上を占

め、AY.29.2を含むAY.29-sublineage Iが46%、AY.29.1

を含む AY.29-sublineage II が 54%であった（図 5A、

図 6）。2021 年第 32 週に初めて検出された AY.29.2

は（図 2）、第 38 週以降、新規陽性者数が減少する

中で、デルタ株に占める検出割合が経時的に増加し、

第 49 週でピークに達した（図 2、図 5A）。第 6 波

においては、AY.29.2 を含む AY.29-sublineage I がデ

ルタ株全体の 70%を占めた（図 6）。 

 

考 察 

 

本研究では、大阪府で検出された SARS-CoV-2 の

全ゲノム配列情報に基づく系統解析を実施し、

VOC を中心に各感染拡大の波におけるウイルス系

統の推移を解析した。その結果、第 3 波では

B.1.1.214、第 4 波では B.1.1.7、第 5 波では AY.29 が

それぞれ感染拡大に寄与したことが明らかになっ

た。第 4 波および第 5 波においては、第 3 波以前と

比較して新規陽性者数が増加したが、より感染伝播

力の高い変異株の出現が影響したと考えられた。ま

た、第 3 波から第 4 波初期には、R.1 の検出割合が

一時的に増加した。R.1 は、2021 年 1 月以降に関東

地方や東北地方において急速に拡散したことが報

告されている 11)。大阪府内において B.1.1.7 の検出

割合が急激に増加する中で、全国的な R.1 の拡散の

影響が大阪府にも及んでいたことが示唆された。 

アルファ株およびデルタ株について、感染拡大の

波ごとに検出された遺伝子系統を比較すると、興味

深いことに同じ VOC であっても、異なる遺伝子系

統株が検出されていた。例えば、第 4 波に検出され

たデルタ株は、B.1.617.2 が 9 割近くを占めたが、第

5 波において、大規模な感染拡大を引き起こした系

統は、AY.29 であった（図 1、図 5、図 6）。第 4 波

で検出された B.1.617.2 と同じ遺伝子系統のウイル

スは、2021 年 6 月 28 日を最後に 7 月以降は大阪府

内で確認されていない（図 5B）。このことは、大阪

府内における B.1.617.2 による感染の連鎖が 6 月で

途切れたことを意味しており、保健所等による早期

の感染者の囲い込みが有効に機能したことを示唆

している。ただし、本研究では、大阪府内で発生し

た SARS-CoV-2 陽性症例の 1 割程度しか解析でき

なかったため、水面下で感染の連鎖が継続していた

可能性は否定できない。アルファ株についても同様

に、第 3 波で主に検出された α-sublineage I の検出

割合は、第 4 波以降では 1 割程度に抑えられてお

り、保健所等による初動対応が有効に機能し、α-

sublineage I の感染拡大が抑制された可能性が考え

られた。 

第 5 波では、大阪府内の 1 日の新規陽性者数が最

大で 3,000 人を超えるなど、これまでにない規模で

感染が拡大した。これは、感染伝播力の高いデルタ

株の影響と考えられている。一方で、第 5 波の初期

にはアルファ株が主に検出されていた（図 1）。この

時期は、大阪府内における第 3 回緊急事態宣言

（2021 年 4 月 25 日から 6 月 20 日）が解除され、

まん延防止等重点措置（2021 年 6 月 21 日から 8 月
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図 5 大阪府内で検出されたデルタ株の時間系統樹。各節の先端は赤丸で示した。（A）AY.29 を含む全デル

タ株の系統樹。各 sublineage および AY.29.1、AY29.2 は色付け背景で示した。矢頭は図 B において、系統樹

を集約した位置。（B）AY.29 系統を集約した系統樹。系統樹の色は Clade を表し、Clade 21A は青、Clade 21I

は赤、Clade 21J は黄色でそれぞれ色付けした。 
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図 6 2021 年に大阪府内で検出されたデルタ株における各系統の割合。グラフ中に記載の数値は、各系統に

分類されたゲノム数を示す。 

 

1 日）へ移行したタイミングに該当する。まん延

防止等重点措置へ移行後に人流が増加したとい

うデータを踏まえると 12)、第 5 波の初期において

は、デルタ株の影響、すなわちウイルス側の要因

だけでなく、社会活動の活発化による影響が感染

拡大に寄与した可能性が考えられた。 

第5波のピークを過ぎて新規陽性者数が減少す

る中で、AY.29.2 の検出割合は増加した。AY.29.2

の検出割合の増加が認められる 2021 年 10 月は、

大阪府内におけるSARS-CoV-2ワクチンの 2回目

接種が一定程度完了した時期であり 13)、AY.29.2が

その他の AY.29 系統と比較して、免疫逃避に有利

な変異を有している可能性が考えられた。AY.29.2

はスパイクタンパク質の Q414R のアミノ酸置換

を有している。しかし、これまでに Q414R の変異

が免疫逃避に有利に働くことを示唆する実験デ

ータは報告されておらず、第 5波の後半にAY.29.2

の検出割合が増加した要因についての明確な根

拠はない。本研究では、塩基配列情報のみに基づ

いて解析を実施したが、塩基配列の変異が表現型

に与える影響を評価する「Genotype to Phenotype」

のアプローチを組み合わせることが、より実効性

の高い感染症対策につながると期待される。例え

ば、AY.29-sublineage I と AY.29.2 の中和抗体との

結合性等を比較することで、大阪府内で AY.29.2

の検出割合が増加した要因について、ウイルス学

的な視点から評価できると考えられる。 

全ゲノム配列情報に基づく系統解析は、SARS-

CoV-2 のみならず病原体全般について、1 塩基置

換レベルの極めて高い精度で病原体の異同ある

いは系統関係を判定できる。このようにして得ら

れた高精度な病原体情報から、感染症がどのよう

に拡散・拡大したかを推測し、行政機関・保健所

へ情報還元することで、感染症拡大防止に活用で

きると期待される。一方で、コストや多検体処理

能力の面では課題が残されており、現状では解析

できる症例はごく一部に限られている。また、

SARS-CoV-2 以外の病原体については、国内では

全ゲノム配列情報を活用したサーベイランスが

ほとんど実施されていない。全ゲノム配列情報を

効率的かつ効果的に活用できる病原体サーベイ

ランス体制の構築が必要である。 
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Wakae, Makoto Kuroda, Masanori Hashino, Masatomo 

Morita, Masumichi Saito, Midori Nakamura-Hoshi, 

Minoru Nagi, Motohiko Ogawa, Naomi Nojiri, Nobuo 

Koizumi, Nozomu Hanaoka, Rina Tanaka, Sana 

Uchikoba, Sayuri Seki, Shigeru Kusagawa, Shigeru 

Tajima, Shigeru Tanjima, Sho Miyamoto, Shouji 

Yamamoto, Shun Iida, Sunao Iyoda, Tadaki Suzuki, 

Takahiro Maeki, Takanobu Kato, Takashi Sakudoh, 

Tsuguto Fujimoto, Tsuyoshi Sekizuka, Yasutaka 

Hoshino, Yoshihiro Kaku, Yuichiro Hirata） 

また、大阪健康安全基盤研究所で SARS-CoV-2

の全ゲノム配列を解読するにあたり、技術的な支

援をいただきました国立感染症研究所病原体ゲ

ノム解析研究センターの黒田誠先生、関塚剛先生、

糸川健太郎先生に感謝申し上げます。 
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We conducted a phylogenetic analysis of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) genomes 

sampled in Osaka Prefecture in 2021. In total, 15,481 genomes were analyzed. We found that the third wave of SARS-

CoV-2 infection was mainly caused by PANGO lineage B.1.1.214, while the fourth and the fifth waves were caused by 

PANGO lineage B.1.1.7 and AY.29, respectively. Intriguingly, major lineages and/or sub-lineages of Alpha or Delta 

variants differed in each wave of infections. Whole genome sequencing reveals the phylogenetic relationships of 

pathogens in high resolution, and is a powerful tool for surveillance to prevent the spread of infectious diseases. 

 

 

Key words：severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, molecular epidemiology, whole-genome sequencing 
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大阪府におけるエンテロウイルス感染症の流行状況と分子疫学的解析 

（2021 年度） 

 

 

中田恵子，森 治代 

 

 

2021 年度の無菌性髄膜炎、手足口病またはヘルパンギーナ患者から検出されたエンテロウイルスはそれ

ぞれ、エコーウイルス 6 型（1 名）、コクサッキーウイルス A6 型（13 名）とコクサッキーウイルス A16 型

（2 名）、コクサッキーウイルス A4 型（1 名）であった。コクサッキーウイルス A6 型の分離株の Viral Protein 

1 領域を用いた系統樹解析の結果、2021 年度の 11 株全てが同じクラスターに分類され、遺伝子型は D であ

った。また、2021 年度の株は、2019 年度の大阪健康安全基盤研究所森ノ宮センター分離株および 2017 年、

2018 年、2019 年に中国で検出された株と同じクラスターを形成した。2021 年度のコクサッキーウイルス

A6 は、2019 年度以前に国内に流入した後、国内で循環していた可能性が考えられた。各疾患の原因ウイル

スの遺伝子型およびその系統樹解析から得られるウイルス株の遺伝子情報の傾向が毎年異なることから、

今後も引き続き動向を調査する必要がある。 

 

 

キーワード：無菌性髄膜炎、手足口病、ヘルパンギーナ、エンテロウイルス  

 

 

毎年夏季に小児の患者数が増加するエンテロウ

イルス（Enterovirus; EV）感染症の中で、無菌性髄

膜炎、手足口病およびヘルパンギーナは「感染症の

予防及び感染症の患者に対する医療に関する法律」

（以下、感染症法）において 5 類感染症の定点把握

疾患に指定されている。各疾患の原因となるウイル

スの型は年毎に変動があり、患者から検出されるウ

イルスは疾患ごとに特徴がある 1）。また、ウイルス

の型によっては中枢神経症状を引き起こす等、重症

化との関連が疑われる 2）ことや、流行するウイルス

型が一定の周期で繰り返される傾向が認められる

ため 3）、流行を予測する観点から毎年の流行解析は

重要である。本稿では、2021 年 4 月 1 日から 2022

年 3 月 31 日の間に無菌性髄膜炎、手足口病または

ヘルパンギーナと診断された患者検体から検出さ

れたウイルスと患者の疫学情報を集約し、EV の流

行状況とウイルスの分子疫学的解析を実施したの

で報告する。 

 

 

 

調 査 方 法 

 

1. 検体及び情報収集 

2021 年 4 月 1 日から 2022 年 3 月 31 日の期間

に、大阪府内（ただし大阪市および堺市を除く）

の定点医療機関から当センターに搬入された無菌

性髄膜炎、手足口病またはヘルパンギーナと診断

された36名から採取された48検体を対象とした。

検体種別の内訳は髄液が 11 検体、咽頭ぬぐい液が

26 検体、便が 9 検体、その他が 2 検体（血液が 1

検体、唾液が 1 検体）であった。患者情報（患者

の年齢、性別、診断名、発症日）は感染症法に基

づく感染症発生動向調査事業によって得られた調

査票より収集した。 

 

2. 培養細胞によるウイルス分離 

培養細胞によるウイルス分離にはウシ胎児血清

を 10％の濃度で添加したイーグル MEM 培地（日

水製薬株式会社）で培養し、48 ウェルプレートに

播種した RD-A、VeroE6、FL、Caco-2 細胞を用いた。

咽頭ぬぐい液は、綿棒で咽頭を擦過後、検体輸送用 

大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
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培地に浸漬した溶液（検体溶液）を、髄液は無処理

でそれぞれ 100 μL ずつを各細胞に接種した。便は、

緩衝液（ラクトアルブミン水解物溶解液）で 10％

懸濁液（便乳剤）を作製し、15,000 rpm で 5 分間遠

心分離後、その上清を同緩衝液で 10 倍希釈し、0.45 

μmシリンジフィルターでろ過した溶液から 100 μL

を各細胞に接種した。各細胞への検体接種後、CO2

濃度5％、37℃のインキュベーターで1週間培養し、

細胞変性効果（cytopathic effect; CPE）を観察した。

CPE が出現した場合に陽性と判定し、培養上清を

回収した。なお、3 代盲継代を繰り返し、CPE が出

現しなかった場合を陰性と判定した。 

 

3. 検体および培養上清からのウイルス遺伝子検出

および遺伝子型別 

便乳剤の遠心上清およびその他の全ての検体か

らそれぞれ 200 μL を採取し、ウイルス RNA 抽出

用検体とした。ウイルス RNA 抽出は、Magtration®-

MagaZorb RNA Common Kit（PSS 社）を用いて、全

自動核酸抽出装置 Magtration® System 6GC または

12GC（PSS 社）で行った。EV の Viral Protein （VP） 

4-2 領域に対する seminested RT-PCR4)を実施後、増

幅産物のダイレクトシークエンスを実施し、

BLAST 解析にて遺伝子型を決定した。また、培養

細胞によるウイルス分離の結果、CPE が認められ

た場合は、培養上清から 200 μL を採取し、上述の

方法でウイルス RNA を抽出した。培養上清から抽

出したウイルスRNAを用いてEVのVP1領域に対

する RT-PCR5)を実施した。得られた増幅産物に対

し、ダイレクトシークエンスを行い、BLAST 解析

により遺伝子型別を実施した。  

 

4. 哺乳マウスによるウイルス分離および系統樹解

析 

 手足口病およびヘルパンギーナの患者由来検体

については哺乳マウスを用いたウイルス分離を実

施した。生後 72 時間以内の哺乳マウス 3 匹を 1 群

とし、ウイルス分離用に上述のように処理した検体

を頸部皮下に 5-10 μL 接種した。その後、1 週間観

察し、麻痺を呈した個体から筋肉部分を回収した。

回収した筋肉を緩衝液と混和後、ホモジナイズし、

15,000 rpm で 5 分間遠心分離した。その上清から

200 μL を採取し、上述の方法でウイルス RNA を抽

出した。抽出したウイルスRNAを用いてEVのVP1

領域に対する RT-PCR5)を実施した。得られた増幅

産物に対し、ダイレクトシークエンスを行い、近隣

結合法を用いた系統樹解析を実施した。なお、麻痺

を起こさなかった場合、陰性とした。 

 本研究は、地方独立行政法人大阪健康安全基盤研

究所倫理審査委員会の承認を得て（承認番号 1310-

05-6）、「人を対象とする医学系研究に関する倫理指

針」を遵守して実施したものである。 

本研究における動物実験は、地方独立行政法人大

阪健康安全基盤研究所動物実験委員会に承認され

た動物実験計画書に沿って、適切に実施した（承認

番号 D-H30-2-4）。 

 

結 果 

 

1. 患者情報およびウイルスの検出状況 

検体が採取された患者 36 名のうち、無菌性髄膜

炎と診断されたのは 15 名で、年齢の中央値は 1 か

月（範囲：0 か月-37 歳）、性別は男性 8 名、女性 7

名であった。手足口病と診断された患者は 18 名で、

年齢の中央値が 1 歳 9 か月（1 歳 1 か月-3 歳 11 か

月）、性別は男性 12 名、女性 6 名であった。ヘルパ

ンギーナと診断された患者は 3 名で、年齢の中央値

は 1 歳 7 か月（1 歳 2 か月-7 歳 5 か月）、性別は男

性 2 名、女性 1 名であった。 

無菌性髄膜炎、手足口病あるいはヘルパンギーナ

と診断された合計 36名分、48検体のうち 17名分、

18 検体で EV が陽性となった。無菌性髄膜炎患者

の 15 名中 1 名の咽頭ぬぐい液と便からエコーウイ

ルス 6 型（Echovirus 6 ; E6）の遺伝子が検出された

（表 1）。手足口病では 18 名中 13 名からコクサッ

キーウイルス A6 型（Coxsackievirus A6 ; CV-A6）、

2 名から CV-A16 の遺伝子が検出された。CV-A6 遺

伝子陽性検体の 13 検体中、ウイルス分離が可能で

あったのは、培養細胞（RD-A）では 1 株のみであ

ったが、哺乳マウスでは 11 株であった（表 2）。ヘ

ルパンギーナでは 3 名中 1 名から CV-A4 遺伝子が

検出された（表 3）。 

 

2. 疾患別月別の検出 EV の遺伝子型 

無菌性髄膜炎患者からは 10 月に 1 名から E6 が

検出された。手足口病の患者からは 8月から CV-A6

の検出が始まり 11 月まで続き、12 月には CV-A16

が検出された（図 1）。ヘルパンギーナ患者からは 9

月に CV-A4 が 1 名より検出された。 
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3. 哺乳マウスによる CV-A6 分離株の VP1 領域に

対する系統樹解析 

CV-A6 の哺乳マウス分離株 11 株について、ウイ

ルス抗原決定領域である VP1 領域（915 塩基中、解

析が可能であった 656 塩基）の系統樹解析を実施し

た。その結果、2021 年度の 11 株は、2019 年度の当

センター分離株 2 株および 2017、2018、2019 年の

中国株と同じクラスターを形成した。また、2021 年

度株は、過去の当センター分離株と同様に、全て遺

伝子型 D（サブジェノグループ D3）であった（図

2）。 

 

表 1 無菌性髄膜炎患者由来検体におけるウイルス検出結果 

 
 

表 2 手足口病患者由来検体におけるウイルス検出結果 

 

表 3 ヘルパンギーナ患者由来検体におけるウイルス検出結果 

 

 

図 1 手足口病患者からの EV 検出状況 

 

遺伝子検査 分離培養 遺伝子検査 分離培養 遺伝子検査 分離培養 遺伝子検査 分離培養

E6 1 1 1 1 0 0 0 0

合計（％） 1（20） 1（20） 1（11） 1（11） 0 0 0 0

*その他：血液1，唾液1

咽頭ぬぐい液（n=5) 便（n=9) 髄液（n=11) その他*（n=2)

遺伝子検査 分離培養（細胞） 分離培養（哺乳マウス）

CV-A6 13 1 11

CV-A16 2 0 0

合計（％） 15（83） 1（6） 11（61）

咽頭ぬぐい液（n=18)

遺伝子検査 分離培養（細胞） 分離培養（哺乳マウス）

CV-A4 1 1 0

合計（％） 1（33） 1（33） 0

咽頭ぬぐい液（n=3)
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図 2 CV-A6 の VP1 領域に対する系統樹解析（656 塩基） 

 

考 察 

 

2021 年度の EV 感染症の流行状況は 2020 年度に

引き続き低調であった。未だ警戒が必要な COVID-

19 への感染対策が継続されたことが要因として考

えられる。このような状況下であっても、無菌性髄

膜炎患者から E6 が検出された。E6 は 2016 年度以

降、当センター搬入の無菌性髄膜炎疑い患者由来検

体から検出されておらず 6-15)、5 年ぶりの検出とな

った。EVによる無菌性髄膜炎の全国規模の流行は、

1983 年、1989-1991 年、1997-1998 年に発生した E30

によるものが知られているが、その後は E9、E13、

E30 などによる集団発生事例が地域的に報告され

ている 16)。当センターでは 2013 年度に無菌性髄膜

炎疑いの患者検体よりE6の検出数の増加が認めら

れたが、散発的な検出であった 8)。国内では長期間、

EVによる無菌性髄膜炎の大規模な流行が発生して

いないため、E6 を含めて無菌性髄膜炎の原因とな

る EV に対する抗体を保有していない感受性者の

増加による大規模な流行が懸念される。引き続き、
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KP143077China2006（D2）

JQ364888China2008（D2）
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赤：2021年度
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B
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患者から検出されるウイルスの動向を注視する必

要がある。 

手足口病では、8 月から 11 月まで CV-A6 が、12

月に CV-A16 が検出された。シーズン全体としては

CV-A6 が主流であった。大阪府では 2011 年度以降、

CV-A6 は隔年で検出の増加が認められており、

COVID-19 感染防止対策下においても、このサイク

ルは維持された。 

CV-A6は、培養細胞では分離が困難であるため、

古くから哺乳マウスによる分離が実施されてきた。

2021 年度においても、培養細胞では 1 株であった

が、哺乳マウスでは 11 株と高率に分離された（表

2）。今後も CV-A6 の流行時には哺乳マウスによる

分離培養を併用する必要があると考えられた。2021

年度、哺乳マウスにより分離した CV-A6 、11 株の

VP1 領域の分子系統樹解析の結果、2019 年度の当

センター分離株および 2017 年、2018 年、2019 年に

検出された中国株と同じクラスターを形成した。そ

のため、2021 年度の株は、2019 年度以前に国外よ

り流入した後に、国内で循環した可能性が考えられ

た。また、当センターの 2011 年度以降の株全てが

遺伝子型は D（サブジェノグループ D3）であった。

遺伝子型 D（サブジェノグループ D3）は、中国を

中心に近隣諸国でも主流な遺伝子型であることか

ら 17)、2011 年以降、隔年で検出数の増加が認めら

れた CV-A6 は、近隣諸国と日本の間で相互に循環

している可能性が推察された。 

CV-A6 が手足口病で主流となった過去のシーズ

ンでは、ヘルパンギーナ疑い患者からも CV-A6 が

検出されたが、2021 年度は CV-A4 が 1 株検出され

たのみであった。これは、CV-A6 による手足口病の

流行規模が小さかったことが原因の一つと考えら

れた。 

2021 年度は 2020 年度に引き続き、COVID-19 感

染防止対策下で EV 感染症の患者数報告は少なか

った。しかし、無菌性髄膜炎、手足口病では 2020 年

度に検出されていた EV とは異なる遺伝子型のウ

イルスが検出された。EV 感染症は流行規模に関わ

らず、各ウイルスの型の検出増加には特有の周期性

が認められる。また、EV 感染症は、流行するウイ

ルスの型によって症状や疫学的動向も異なり、抗体

保有状況によっては大規模な流行も懸念される。今

後も引き続き、国内の流行解析に加えて世界的な

EV感染症の動向を注視する必要があると考えられ

た。また、流行状況に合わせた検査情報を発信し、

流行予測および流行拡大の防止のための啓発に役

立てる必要があると考えられた。 
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Epidemic situation and molecular-epidemiological analysis of enterovirus infection in Osaka Prefecture  

(Fiscal 2021 Report) 

 

 

Keiko NAKATA and Haruyo MORI 

 

 

From April 2021 to March 2022, multiple types of enteroviruses were detected in specimens obtained from patients 

with aseptic meningitis, hand-foot-and-mouth disease, and herpangina. Echovirus 6 was detected from a patient with 

aseptic meningitis, Coxsackievirus (CV) A6 and CV-A16 were detected in 13 and 2 patients, respectively, with hand-

foot-and-mouth disease, and CV-A4 was detected in a patient with herpangina. The phylogenetic trees constructed using 

partial sequences at the viral protein 1 region showed that the CV-A6 isolates of the 2021 epidemic formed a single 

cluster, all isolates were classified as genotype D. The 2021 epidemic strains of CV-A6 were closely related to the 2019 

Osaka strains and 2017, 2018, and 2019 China strains. The origin of the CV-A6 isolates of the 2021 epidemic might have 

been imported before 2019, and then circulated domestically. As the changes in the dynamics of the epidemic viruses 

can be elucidated by analyzing viral genomes, it is necessary to continue pathogen surveillance. 

 

 

Key words：Aseptic meningitis, Hand-foot-and-mouth disease, Herpangina, Enterovirus. 
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大阪府の食中毒事例で検出されたノロウイルス流行状況と分子疫学的解析 

（2021 年度） 

 

 

白井達哉，左近直美，森 治代 

 

 

2021 年度、当所で検査したノロウイルス陽性の食中毒及び有症苦情事例 10 事例から数検体を選択し、

ORF1 のRdRp コード領域とORF2 のVP1 コード領域の部分遺伝子解析を行い、遺伝子型を決定した。2021

年度には 4 種類が検出され、最も多く検出された遺伝子型は GII.2[P16]（5 事例、50%）、次いで GII.4[P31]

（3 事例、30%）であった。Dual typing により全事例を解析している 2019 年度以降の遺伝子型では、GII.2[P16]

が最も多く検出されていた。2019～2021 年度のGII.2[P16]について RdRp コード領域（1530 塩基）及びVP1

コード領域（1623 塩基）の各領域の全長を解析したところ、系統樹解析ではそれぞれの領域で共に、すべて

の株が 2016 年度の GII.2[P16]流行以降に検出された株と同じクラスターに分類された。RdRp アミノ酸配列

（510 アミノ酸）を解析したところ、GII.2[P16]の 2016 年以降の流行株に特徴的な 5 つのアミノ酸は保存さ

れていたが、その他の部位で複数のアミノ酸変異を有する株が存在した。一方、VP1 アミノ酸配列（542 ア

ミノ酸）では T399I の変異が 2020 年度以降の 7 株中 5 株で検出された。ORF1/2 間の遺伝子組換えと点変異

による流行への影響を解明するために、継続した遺伝子解析が必要である。 

 

 

キーワード：ノロウイルス、食中毒、RdRp、GII.2[P16] 

 

 

ノロウイルスは冬季を中心に流行し嘔吐や下

痢などを引き起こす、すべての年齢層における

感染性胃腸炎の起因ウイルスである 1)。例年世界

中の 5 歳以下の小児の約 7 万人が死亡し、社会

経済的損失は 6 兆円に達すると推計される 2)。食

中毒の原因として患者が最も多い病原体の一つ

であり 3)、流行状況の把握は食品衛生管理におい

て重要である。 

ノロウイルスはカリシウイルス科に分類され、

エンベロープはなく、約 7.5kb のプラス一本鎖

RNA ゲノムを持つ。ゲノムは 3 つの ORF（Open-

Reading-Frame）で構成されており、ORF1はRNA-

dependent-RNA-polymerase（RdRp）などの非構造

タンパク、ORF2 及び ORF3 はそれぞれ構造タン

パクViral protein（VP）1 及びVP2 をコードする。

ノロウイルスは VP1 のアミノ酸配列により大き

く 10 種（GI-GX）の遺伝子群（Genogroup）に分

類され（VP1 typing）、さらに 48 以上の Genotype

に分類される 4)。人に感染する主な Genogroup は

Genogroup I（GI）と Genogroup II（GII）である。

また、ORF1 の 3’端に位置する RdRp のアミノ酸

配列に基づき、P-groupに分けられ（RdRp typing）、

60 以上の P-type に分類される。ORF1 とORF2 の

間では遺伝子組換えが起こることが知られてお

り、これが大きな流行につながる要因と考えら

れているため 5 ,6)、 Genotype と P-type 両方の解

析（Dual typing）による遺伝子型別が推奨されて

おり 4)、「Genotype が GII.2、P-type が GII.P16」の

場合は GII.2[P16]と表現する。 

日本では近年、多数の Genotype の中でも GII.2

と GII.4 が検出数で上位を占めている 7)。このう

ち、GII.4 は世界的なパンデミックを何度も起こ

してきた Genotype であるが 8)、GII.4 の流行拡大

には組換えによる変異だけではなく VP1 のエピ

トープにおけるアミノ酸変異が原因となること

がわかってきた 9)。GII.2[P16]は 2009 年に日本で

出現し 10)、2016 年に日本を含むアジア諸国で大

規模な流行を起こした 11, 12)。系統樹解析および塩

大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課
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基配列解析により、2016年以降のGII.2[P16]はそれ

以前のGII.2と比較してVP1に特徴的なアミ酸変異

がないことから、免疫逃避や組織血液型抗原に対す

る親和性の変化（宿主感受性）以外の要因が流行に

関与している可能性が示唆され、この点でGII.4と

異なっていた13, 14)。一方でRdRp領域には、2016年以

降に報告されたGII.2[P16]に特徴的な5つのアミノ

酸変異（D173E、S293T、V332I、K357Q、T360A）

が見られた13, 15)。この変異はGII.4[P16]でも確認さ

れており、GII.4がGII.2[P16]と組換えを起こしたこ

とが示唆されている13)。 

2021 年度の食中毒及び有症苦情事例において

検出されたノロウイルスのDual typingによる遺伝

子型別結果、及び主要な遺伝子型であった

GII.2[P16]の RdRp 及び VP1 コード領域の塩基配

列解析結果を報告する。 

 

実 験 方 法 

 

1. 検査材料 

2021 年度に当所で検査した食中毒及び有症苦

情事例（他府県依頼分を含む）23 事例のうちノロ

ウイルス遺伝子が検出された 10 事例を対象とし

た。遺伝子の検出は、国立感染症研究所の病原体

検出マニュアル 16)に準拠したリアルタイム PCR

により実施した。 

 また、2019 年度から 2020 年度にかけて発生した

事例について当所で検査し、ノロウイルスが検出さ

れた計 24 事例のデータを解析に使用した 17）。 

 

2. ノロウイルスの遺伝子解析 

各ノロウイルス陽性事例から数検体を選択し、遺

伝子解析を行った。RdRp コード領域及び VP1 コー

ド領域に対し、ノロウイルス GIはMon432/G1-SKR、 

GII は Mon431/G2-SKR のプライマーを用いて Dual 

typing 領域を増幅した 16)（図 1）。目的とする PCR

増幅産物は電気泳動で確認した後、ゲルを切り出し

て遠心しその上清を精製水で希釈して用いた。

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 

biosystems）を用いたダイレクトシークエンス法に

より塩基配列を決定し、Norovirus Typing Tool 

Version 2（http://www.rivm.nl./mpf/typingtool/norovirus 

/）により遺伝子型を決定した。 

 

図 1 ノロウイルスゲノム構造及び解析領域と 

増幅に使用したプライマー 

 

3. ノロウイルスGII.2[P16]のRdRpコード領域及び

VP1 コード領域の解析 

2019 年度から 2021 年度にノロウイルス

GII.2[P16]が検出された検体の一部について、RdRp

コード領域はGII.2_P16_3530F/5132Rのプライマー

セット（GII.2_P16_3530F：ATCTGTGCCACACAGG 

GAAG、GII.2_P16_5132R：GGCTGCACCATCAGT 

AGATG）を、VP1 コード領域は COG2F/TX30SXN

のプライマーセット 18)を用いて PCR を行い、前述

と同様にダイレクトシークエンス法により塩基配

列を決定した（図 1）。RdRp コード領域は 1530 塩

基、VP1 コード領域は 1626 塩基の各領域の全長を

解析対象とした（共に、終止コドンを除く）。解析

には事例ごとに代表株 1 株以上を用いて RdRp 及

び VP1 領域の配列を決定し、検出年度の下 2 桁を

株名の前に付けた。MEGA X を用い、最尤法

（Maximum-Likelihood法）により系統樹解析を実施

した 19)。比較対象とした配列は GII.2[P16] 14 株

（Accession Number（ACN）: KJ407074、KY421121、

LC145786、LC209442、LC209450、LC209451、LC2094 

54、LC209458、LC209467、LC209476、LC213890、

LC213892、LC646333、MN493873）及び、流行以前

に GII.2 の主流であった GII.2[P2]4 株（ACN: 

LC209457、LC209463、LC209464、LC209472）を用

いた。RdRp コード領域の系統樹には GII.4[P16]

（ACN: LC175468、MK073890、MK073885、MK0738 

94）を解析に含めた。これらは、NCBI のデータベ

ースに登録されている塩基配列に RdRp と VP1 の

コード領域がすべて含まれているものを抽出し、各

配列が完全に一致しているデータはそのうちの一

つを代表とした。また、GII.2 と GII.P16 の分類時の

参照配列（ACN: X81879、AY772730）を VP1 及び

RdRp 各コード領域の系統樹に含めた 4)。系統樹の

外群として RdRp コード領域では GII.2[P30]（ACN: 

AY134748）と GII.2[P2]4 株（ACN: LC209457、LC209 
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463、LC209464、LC209472）を、VP1 コード領域で

は GII.13（ACN: AY113106）を使用した。 

 

4. 本研究は、地方独立行政法人大阪健康安全基盤

研究所倫理審査委員会の承認を得て（承認番号

0710-03-4）、「人を対象とする医学系研究に関する

倫理指針」を遵守して実施したものである。  

 

結 果 

 

1. ノロウイルスの検出状況 

解析した 10 事例から検出されたノロウイルスの

遺伝子型別月別の状況を表 1 に示す。2021 年度に

確認された遺伝子型は 4 種類あり、GII.2[P16]が 5

事例（50%）、GII.4[P31]が 3 事例（30%）、GII.17[P17]、

GII.3[P25]、がそれぞれ 1 事例（10%）で検出され

た。2020 年度に引き続いて GI は検出されなかった
17)。 

2021 年 4 月と 2022 年 1 月に複数の事例が発生

し、この 2 か月で 2021 年度の陽性事例の 70%を占

めた。内訳をみると GII.2[P16]は 4 月に 4 事例中 3

事例で検出されたのに対し、1 月は検出されなかっ

た。1 月は 3 事例中 2 事例で GII.4[P31]が検出され

た。また、7 月から 10 月の間はノロウイルスが検

出されなかった。 

 

2. ノロウイルス Dual typing の結果（2019 年度～

2021 年度） 

2019 年度から 2021 年度までの各年度のノロウイ

ルス陽性事例数と、検出ウイルスの Dual typing の

結果について表 2 に示した。対象期間の陽性事例総

数は 34 事例で、最も多く検出された遺伝子型は

GII.2[P16]で 12 事例（35.3%）、次いで GII.4[P31]が

10 事例（29.4%）、GII.17[P17]が 3 事例（8.8%）であ

った。年度別においても GII.2[P16]は主要な遺伝子

型であった。Genotype としては GI.2、GI.4、GI.7、

GII.2、GII.3、GII.4、GII.6、GII.17 の 8 種類、P-type

としては GI.P4、GII.P7、GII.P16、GII.P17、GII.P25、

GII.P31 の 6 種類が検出された。一つの Genotype に

ついて2つのP-typeが確認されたのはGII.4（GII.P16、

GII.P31）のみであった。一つの P-type について 2 つ

の Genotype が確認されたのは GII.P16（GII.2、GII.4）

のみであった。 

 

表 1 月別ノロウイルス遺伝子型検出状況（2021 年度） 

  

 

表 2 ノロウイルス陽性事例数と検出された遺伝子型（2019 年度～2021 年度） 

 



 

- 30 - 

 

3. ノロウイルス GII.2[P16]の系統樹解析 

2019 年度から 2021 年度にかけて検出された

GII.2[P16]12 事例のうち、RdRp コード領域（1530

塩基）及び VP1 コード領域（1626 塩基）の両方の

遺伝子配列を確定できた 10 事例（表 2）10 株につ

いて解析した。2019年度検出の3事例3株（19-020、

19-159、19-225）、2020 年度検出の 2 事例 3 株（20-

094、20-099、 20-108）及び 2021 年度検出の 5 事例

5 株（21-004、21-026、21-029、21-080、21-111）を

用いた。20-099 及び 20-108 は同一事例内の株であ

り、それぞれ VP1 と RdRp の解析の代表とした。 

(1) RdRp コード領域 

 系統樹解析結果を図 2 に示す。解析した 10 株は

一つのクラスターに属し、全ての株は 2016 年以降

に流行した GII.2[P16]もしくは GII.4[P16]から分岐

した。10 株中 8 株は 2020 年に検出された株（ACN: 

LC646333）に近縁とされたが、2019 年度に検出し

た 2 株（19-020、19-159）は 2016 年に検出された株

（ACN: KY421121）に近縁であった。 

(2) VP1 コード領域 

 系統樹解析結果を図 3 に示す。解析した 10 株は

一つのクラスターに属し、2016 年以降に流行した

GII.2[P16]から分岐した。10 株中 8 株は 2020 年に

検出された株（ACN: LC646333）に近縁とされたが、

2019 年度に検出した 2 株（19-020、19-159）は 2016

年に検出された株（ACN: KY421121）に近縁であっ

た。 

 

 

図 2 ノロウイルス GII.P16 の RdRp 塩基配列による分子系統樹（最尤法、1530 塩基） 

●は当所で検出された株を、▲は図 4 で使用した参照配列を示す。外群として、GII.2[P2]、GII.2[P30]の配列を使用した。 
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図 3 ノロウイルス GII.2 の VP1 塩基配列による分子系統樹（最尤法、1626 塩基） 

●は当所で検出された株を、▲は図 5 で使用した参照配列を示す。外群として、GII.13 の配列を使用した。 

 

4. ノロウイルス GII.2[P16]のアミノ酸配列解析 

2019年度から2021年度にかけて当所で検出され

た GII.2[P16]10 株の RdRp 及び VP1 の各アミノ酸

配列について、参照配列（図 2 に▲で示す）と比較

して変異が認められた部位をまとめた（図 4、5）。

比較する参照配列には系統樹解析で用いた 2016 年

以降の GII.2[P16]5 株を選択した。 

(1) RdRp 領域 

当所で検出された 10 株のアミノ酸配列について、

2016 年度以降の GII.2[P16]の特徴とされる D173E、

S293T、V332I、K357Q、T360A の 5 つのアミノ酸

置換は保存されていた 13, 15)。21-026 は今回解析し

た他の9株には見られなかった変異が4か所（G18D、

K68R、H121Y、T464N）あり、解析した株の中で変

異箇所が最も多かった。解析した 10 株間では 510

個のアミノ酸に対して 11 か所（2.2%；第 14、18、

68、81、111、121、175、208、274、386、464 番目）

で差異が認められた（図 4）。 

(2) VP1 領域 

当所で検出された 10 株のアミノ酸配列を確認した

ところ、T399I のアミノ酸置換は参照配列及び 2019

年度に検出された配列で見られなかったのに対し、

2020 年度及び 2021 年度検出の 7 株のうち 5 株で変

異が認められた。解析した 10 株間では 542 個のア

ミノ酸に対して 10 か所（1.8%；第 17、99、130、

193、309、335、342、348、399、410 番目）で差異

が認められた（図 5）。 

 

考 察 

 

2021 年度の食中毒及び有症苦情事例から検出され

たノロウイルスの遺伝子型を解析した。検査した

23 事例中 10 事例からノロウイルスが検出され、過

去 10 年間で 2020 年度に次いで少なかった 17)。こ 
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図 4  GII.2[P16]の RdRp アミノ酸配列の変異部位（510 アミノ酸） 

 

 

図 5  GII.2[P16]の VP1 アミノ酸配列の変異部位（542 アミノ酸） 

 

 

れは、新型コロナウイルス感染症流行により 2020

年 4 月に大阪府で緊急事態宣言が発令されて以降、

緊急事態宣言とまん延防止措置が繰り返され、各人

が大人数での飲食を避け、マスクや手洗いなどの衛

生措置が習慣化したことが影響していると考えら

れる。当所のノロウイルス検出事例数は 2019 年度

以降 2021 年度まで、各年度で 21 事例、3 事例、10

事例となり、2020 年度及び 2021 年度は、新型コロ

ナウイルス流行前の 2019 年度に対してそれぞれ

14.3%、47.6%であった（表 2）。厚労省の統計によ

れば、全国ノロウイルス食中毒事例数は 2019 年度

以降 2021 年度まで、各年度で 183 事例、44 事例、

71 事例となり、2020 年度及び 2021 年度は、2019 年

度に対してそれぞれ 24.0%、38.8%であった 3）。当

所の検出事例数は全国の集計に対して 2020 年度の

落ち込みが大きいものの、2021 年度は同様の増加

傾向を示した。2022 年度以降、新型コロナウイル

スに対する社会的な行動制限等の対策が緩和傾向

になる際は、ノロウイルスの流行に注意する必要が

ある。 
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ノロウイルス GII.2 は大阪府では 2011 年度以前

から小児の集団胃腸炎事例では多く検出されてい

たものの、食中毒もしくは有症苦情事例での検出は

他の遺伝子型と比較して多いものではなかった 20)。

しかし、GII.2[P16]は 2016 年に日本を含むアジア諸

国で大規模な流行を起こして以降、当所で毎年検出

されており、検出数に占める割合も高いものとなっ

ている 17)。 

そこで、2019 年度以降に検出された GII.2[P16]の

遺伝子解析を行った。GII.P16 の系統樹解析ではす

べてが 2016 年以降の GII. P16 に近縁で一つのクラ

スターに含まれた。アミノ酸配列については、2016

年以降の流行株に特徴的な 5 つのアミノ酸置換部

位（D173E、S293T、V332I、K357Q、T360A）は保

存されていたが、2021 年度の 21-026 のように変異

を4か所有する株も存在した。1か所の変異がRdRp

の性質に影響することも報告されており 21)、同様

の変異を持った株が流行していないか今後の注意

が必要である。 

GII.2 VP1 コード領域の系統樹解析においても、

解析した株すべてが 2016 年以降の GII.2[P16]に近

縁で一つのクラスターに含まれた。アミノ酸配列の

解析では、2016 年以降の GII.2[P16]と比較して

T399I の変異が確認された。NCBI の Genbank に登

録されている配列の中から、“Norovirus”“GII.2”

“VP1”のキーワードで抽出される 2016 年以降検

出の 125 株（1200 塩基以上）において T399I の変

異を有するのは 3 株であったが、当所では 2020 年

度以降の 7 株中 5 株で確認されたことから大阪府

で近年優勢となっている可能性が示唆された。

GII.2に関する研究ではVP1のアミノ酸変異が流行

拡大に関わっているとされる報告はなく、これらの

株が検出された 2020 年度から 2021 年度はノロウ

イルスの流行が例年に比べて小さいものであった

ため、今のところ、この変異が大きな流行を引き起

こす可能性は低いと考えられる。しかし、新型コロ

ナウイルス感染症対策の影響でノロウイルスの流

行が小さかったとも考えられるため、今後も VP1

の変異は GII.2 の流行拡大に影響しないのか、引き

続き研究が求められる。 

 本報告ではGII.2[P16]に注目したが、GII.P16は他

にもGII.3、GII.4、GII.12、GII.17などとの組換え株

が報告されている22)。中でもGII.4[P16]は大阪府内

での検出は少なく（表2）、その要因は不明であるが、

世界的な流行株の一つとなっている。GII.2[P16]の

便中のウイルスコピー数がGII.4[P31]やGII.17[P17]

に比して多いことから、GII.P16 RdRpは高い複製活

性を有することが示唆される23)。GII.2とGII.4はこ

の同じGII.P16を有していても、VP1における変異は

GII.4がGII.2に比べて多く、エピトープの変異も複

数見られたのに対し、GII.2では保存されていた14)。

これらのことから、GII.4はGII.2より免疫による選

択圧を受けやすいことが推察される。また、当所で

検出したGII.2[P16]株間でのアミノ酸置換部位の割

合が、VP1がRdRpより高いわけではなかったこと

からも、GII.2は免疫による選択圧の影響を受けに

くいことが示唆される（図4、5）。今後は、RdRpの

複製効率や変異率の違いに関する研究により、

RdRpの性質の違いが各遺伝子型のノロウイルスに

与える影響も明らかにする必要がある。 

新たなORF1/2間の遺伝子組換えを早期に探知す

るための Dual typing、それに加えて、点変異による

ウイルスの変化を見逃さないよう、RdRp や VP1 の

全長の遺伝子解析を行うことが引き続き重要であ

る。 
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The epidemic and molecular epidemiological analysis of norovirus outbreaks in cases of food poisoning in 

Osaka Prefecture (Fiscal 2021 report) 

 

 

Tatsuya SHIRAI, Naomi SAKON and Haruyo MORI 

 

 

In the 2021/2022 season (from April 2021 to March 2022), we detected norovirus in 10 suspected foodborne outbreaks 

in Osaka. A dual-typing (Genotype and P-type) system is proposed for GI and GII noroviruses using partial regions of 

the ORF1 RdRp encoding region and ORF2 VP1 encoding region. Four genotypes were detected in the 2021/2022 

season, with GII.2[P16] (n=5, 50%) being the most frequently detected, followed by GII.4[P31] (n=3, 30%). GI was not 

detected. GII.2[P16] was the most common genotype in the past four seasons. We analyzed the RdRp coding regions 

(1530 bases) and the VP1 coding regions (1623 bases) of GII.2[P16], which were detected from the 2019/2020 season 

to the 2021/2022 season. The phylogenetic tree of each of RdRp and VP1 showed that, in both coding regions, all strains 

form one cluster with GII.2[P16] strains detected since 2016. An amino acid sequences analysis of RdRp (510aa) showed 

that five unique amino acid substitutions sites, mutations that were suspected to be advantageous in GII.2[P16], which 

have spread since 2016, were conserved in all strains. On the other hand, there were strains with multiple amino acid 

mutations at other sites. For the VP1 amino acid sequence (542aa), the T399I mutation was present in five of the seven 

strains detected in 2020–2021. It is important to continue to investigate the association between mutations and outbreaks 

through ongoing genetic analyses. 

 

 

Key words：norovirus, foodborne outbreak, RdRp, GII.2[P16] 
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SARS-CoV-2陰性検体からの呼吸器ウイルスの検出 

—COVID-19流行時の呼吸器ウイルスの動向 2020および 2021年度— 
 
 

森川佐依子 a，大塚真紀 a, b ，廣井 聡 a，中田恵子 a，加瀬哲男 b ，森 治代 a 
 
 

新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の世界的流行となった 2020 年 3 月以降、大阪健康安全基盤研

究所ウイルス課で行っている感染症発生動向調査事業に伴う、ウイルス性呼吸器感染症の検出のための患者

検体の搬入数は著しく減少した 1)。そこで、2020 年度、2021 年度に当所に搬入された新型コロナウイルス

(SARS-CoV-2)検査検体のうち、SARS-CoV-2 遺伝子検査が陰性であった上気道由来検体を用いて A,B 型イ

ンフルエンザウイルス、RS ウイルス、エンテロウイルス、ライノウイルス、アデノウイルス、コロナウイ

ルスOC43、パラインフルエンザウイルス 3 型の遺伝子検出を試みた。上気道由来検体 439 検体のうち、ア

デノウイルスは 3 検体から検出された。エンテロウイルス／ライノウイルス共通領域は 23 検体から検出さ

れた。VP４/2 領域の系統樹解析よる型別を実施した結果、解析可能であった 20 検体のうち、19 検体はライ

ノウイルス、1 検体はエンテロウイルスと同定された。1 検体はアデノウイルスとA 群ライノウイルスの重

複感染例であった。1検体からはパラインフルエンザウイルス3型が検出された。インフルエンザウイルス、

RS ウイルス、コロナウイルスOC43 は全ての検体で陰性であった。 
 
 
キーワード： SARS-CoV-2 陰性、リアルタイム PCR（polymerase chain reaction）法、呼吸器ウイルス、感

染対策 
 
 

大阪健康安全基盤研究所ウイルス課（当課）では、

感染症の予防及び感染症の患者に対する医療に関

する法律（感染症法）に基づき、感染症法に規定さ

れた疾患について、患者由来の臨床検体より原因ウ

イルスの検出および詳細な血清型や遺伝子型の同

定、流行動態の把握を行っている。また、筆者らは

厚生労働行政推進調査事業費補助金 新興・再興感

染症及び予防接種政策推進研究事業「ワクチンの有

効性・安全性と効果的適用に関する疫学研究 」の分
担研究者として、インフルエンザの流行解析に加え、

ワクチンの有効性を低下させる原因である、インフ

ルエンザウイルス以外の原因ウイルスによる「臨床

的インフルエンザ」を検出する目的で、インフルエ

ンザウイルスの陰性検体からは感染症法に規定さ

れた疾患以外の原因ウイルスも含め、呼吸器ウイル

スを網羅的に検出している 2)。 

2019 年 12 月に中国に端を発した新型コロナウイ

ルス感染症（COVID-19）の世界的流行が発生し、

当課においてもウイルス検出のための搬入検体数

は著しく減少した。ウイルス性呼吸器疾患の原因

となるウイルスは多岐にわたっているが、ほとん

どが飛沫感染を主な感染経路としているため、検

体数が減少した理由としては、予防対策の徹底に

よる流行の抑制に加え、重い呼吸器症状を呈した

患者の多くがCOVID-19疑い例となり新型コロナ

ウイルス(SARS-CoV-2)検査のみが実施された事、

また軽症者ではクリニックへの受診控えが起こっ

ていた事も一因として考えられた。そこでCOVID 
-19 を疑う患者の中にCOVID-19 以外のウイルス

性呼吸器感染症患者が紛れ込む可能性を考慮し、

SARS-CoV-2 遺伝子検査が陰性であった上気道由

来検体を用いてインフルエンザウイルスを含めた

主な呼吸器ウイルスの検出を試みた。対象ウイル

スは、COVID-19 患者の年齢層で感染者数が多い

と考えられるA,B 型インフルエンザウイルス、エ

ンテロウイルス、ライノウイルス、アデノウイル

ス、および対象期間中に小児での流行が報告され

た RSウイルス、パラインフルエンザウイルス 3

a 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
b 大阪市立大学大学院医学研究科公衆衛生学
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型、そして新型コロナウイルス出現前から流行が見

られていたヒトコロナウイルスの 4 種類のコロナ

ウイルスのうち、SARS-CoV-2 と同じ β コロナウイ

ルス属に属し、遺伝学的に近縁とされる 3)コロナウ

イルスOC43 とした。 

 
調 査 方 法 

 
1. 対象検体 

2020 年 4 月 1日から 2022 年 3 月 31日までに当

課にて実施された SARS-CoV-2 遺伝子検査が陰性

であったRNA 検体から対象を選出した。同一集団

発生事例と推測された複数検体からは 1 検体のみ

を選択した。 
COVID-19 の流行とその後の民間検査センター

での PCR 検査体制の構築に伴って、搬入検体数、

陰性検体数は変動したが、検体数が多い月は各週 5
検体ずつを 4 週間または 5 週間分選出し、毎月の

上限は 25 検体とした。また、上気道由来検体に該

当しない唾液検体からの抽出RNA は除外し、2020
年度は 265 検体、2021 年度は 174 検体を対象とし

た。 
 

2. ウイルス検出 

 A,B 型インフルエンザウイルス、RS ウイルス、

エンテロウイルス、ライノウイルス、アデノウイル

ス、コロナウイルスOC43、パラインフルエンザウ

イルス 3 型の遺伝子検出を試みた。 
A,B 型インフルエンザウイルス遺伝子の検出は

国立感染症研究所のマニュアルに従い、対象 RNA
を用いたリアルタイムRT-PCR 法を実施した 4)。 
他のウイルスについてはRNA検体をランダムプ

ライマー にて逆転写し、cDNA を作製後、それぞ

れのウイルス特異的なプライマーセットを用いた

リアルタイム PCR 法を実施した 5）。 
エンテロウイルスとライノウイルスについては

リアルタイム PCR 法にて両ウイルスのもつ共通領

域を検出し、陽性となった検体について VP4/2 領

域に対する semi-nested RT-PCR 法を行い、増幅産物

のダイレクトシーケンスにて塩基配列を決定し、各

ウイルス型の代表株の塩基配列とともに系統樹解

析を行い、遺伝子型別を実施した 6)。 
 
本研究は、地方独立行政法人大阪健康安全基盤

研究所倫理審査委員会の承認を得て（承認番号

2107-02）、「人を対象とする医学系研究に関する倫

理指針」を遵守して実施したものである。 
 
 
 

 

 
図 1 大阪府の新型コロナウイルス新規感染者数（日別） 

大阪府オープンデータ（引用文献 7）より作成 
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結 果 

 
研究期間中の大阪府内の COVID-19 流行状況は、

2020年 2月よりSARS-CoV-2陽性者が増加し、2020
年 4 月の中旬をピークとした第 1波、8 月の上旬を

ピークとした第 2波、2021 年 1 月の中旬をピーク

とした第 3 波を経験した。2021 年度も同様の流行

像を示し、4 月の中旬をピークとした第 4波、9 月

の上旬をピークとした第 5波、2022 年 2 月の中旬

をピークとした第 6 波と、おおよそ 4 ヶ月毎に流

行が見られ、流行毎に 1日あたりの感染者数、ピー

ク時の感染者数は増加した。新規感染者数が過去最

大となったのは 2022 年 2 月 11日で、15291名であ

った 7）（図 1）。 
当課への搬入検体数は COVID-19 の流行状況お

よび民間の臨床検査会社での PCR 検査の拡充に伴

い変動した。PCR 検査の対象検体に唾液が採用さ

れることが多くなり、流行の波がピークアウトする

タイミングで、対象となる SARS-CoV-2 遺伝子検査

陰性の上気道由来検体数は一桁に減少した（2021
年 6、10、11 月（図 2））。 
合計 439 検体のうち、何らかの呼吸器ウイルスが

検出されたのは 26 検体（5.9%）であった。月別の

検出率は 0 から 25%と差があった。アデノウイル

スは 3 検体（0.7%）から、パラインフルエンザウイ

ルス 3 型は 1 検体（0.2%）から、エンテロウイルス

／ライノウイルス共通領域は 23 検体（5.2%）から

検出された。そのうちの 1 検体はアデノウイルスと

ライノウイルスの重複感染例であった。インフルエ

ンザウイルス、RS ウイルス、コロナウイルスOC43
は全ての検体で陰性であった。 
アデノウイルス陽性の検体は採取時期が 2020 年

12 月の 2 検体、および 2021 年 8 月の A 群ライノ

ウイルスとの重複感染例 1 検体であった。パライン

フルエンザウイルス 3 型は 2021 年 8 月に 1 検体か

ら検出された（図 2）。 
エンテロウイルス／ライノウイルス共通領域が

検出された 23 検体についてVP4/2 領域のシーケン

スおよび系統樹解析による型別を実施した結果、解

析可能であった 20 検体のうち 19 検体はライノウ

イルス、1 検体はエンテロウイルスD68 型（2021 年

12 月）が検出された。検出されたライノウイルス

の型は A 群ライノウイルス 8 種、B 群ライノウイ

ルス 2 種、C 群ライノウイルス 5 種であった（図 2、
表 1）。

 

 
図 2 月別の対象検体数および検出ウイルス 

（2020 年 4 月〜2022 年 3 月） 
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表 1  検出ライノウイルスの遺伝子型と検出

 

考 察 
 

COVID-19 については 2020 年の国内発生当初は

「指定感染症」に指定され、その後「新型インフル

エンザ等感染症」に分類されているため、医師は患

者の臨床症状や疫学情報から COVID-19 を疑う場

合は、検査にて診断後、直ちに発生届を提出しなけ

ればならない。呼吸器ウイルス感染症の臨床症状の

みからの原因ウイルスの特定は困難で、COVID-19
の市中発生以降は、患者に何らかの呼吸器症状が認

められた場合はCOVID-19 を疑い、検査を実施する

流れとなっている。従って、SARS-CoV-2 以外を原

因とする呼吸器感染症の流行像は把握しづらく、感

染症発生動向調査事業に基づく病原体定点からの

検体搬入数も激減している。そこで SARS-CoV-2 以

外の呼吸器ウイルスの流行状況を把握することを

目的とし、SARS-CoV-2 が陰性であった上気道由来

検体より他の呼吸器ウイルスを検索した。COVID-
19 の国内発生当初は全国の地方衛生研究所のみが

SARS-CoV-2 遺伝子検査を実施しており、多数の検

体が搬入され、当課でも 1日の受入可能検体数を上

回る検体数が搬入された。その後、民間の臨床検査

会社にて SARS-CoV-2 の遺伝子検査体制が整い、検

体搬入先が振り分けられたため、当課の搬入検体数

は減少した。さらに、呼吸器ウイルスを検出するに

あたり、対象検体を上気道由来検体としたため、

SARS-CoV-2 検査において特に研究期間後半に多

く搬入された唾液検体は除外対象となり、2021 年

11 月には対象検体が 0 となった。 
検出された呼吸器ウイルスの主流を占めたのは

ライノウイルスであり、その遺伝子型は A 群ライ

ノウイルス 8 種、B 群ライノウイルス 2 種、C 群ラ

イノウイルス 5 種と多岐にわたっていた。検出時期

は A 群ライノウイルス 58 型が 2021 年の 8 月に 2
検体から検出された以外は、同一月に重複して検出

された型はなく、特定の型により流行が形成されて

いるわけではないと考えられた。我々は以前に、呼

吸器症状を呈した小児から網羅的に呼吸器ウイル

群 型 検出年月（検出数）

A群 47型 2021年10月(1)

58型 2021年8月(2)

59型 2021年8月(1)*アデノウイルスとの重複

60型 2020年6月(1)、2021年1月(1)

61型 2020年5月(1)、 7月(1)

78型 2021年6月(1)

82型 2020年10月(1)

103型 2020年11月(1)

B群 6型 2021年2月(1)

48型 2021年8月(1)

C群 6型 2021年9月(1)

36型 2020年11月(1)

37型 2021年5月(1)

43型 2020年10月(1)

53型 2021年10月(1)
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スを検出し、特に A 群ライノウイルスについては

年間を通じて検出されることを報告している 8)。本

研究でも同様に、ライノウイルスは期間を通じて検

出されており、インフルエンザやRS ウイルス感染

症のように季節性ではないことが窺えた。リアルタ

イム PCR 法にてエンテロウイルス／ライノウイル

ス共通領域が検出されたにもかかわらず、遺伝子型

別ができなかった 3 検体はいずれもリアルタイム

PCR のCt値が比較的高く、検体中のウイルスゲノ

ム量が少なかったために塩基配列の解析に必要な

ゲノムコピー数が得られなかったと考えられた。 
本研究期間においては、大阪府内では 2021 年の

5月中旬よりパラインフルエンザウイルス3型の保

育所での集団発生事例を複数認め（感染症情報解析

委員会委員からの情報および複数保健所からの問

い合わせによる情報）、4 月中旬から 8 月中旬にか

けて RS ウイルスの流行を認めた 9)。全国的にも

2021 年の 5〜8 月にRS ウイルスの流行があり、6〜
7月にはパラインフルエンザウイルス3型の検出報

告が増加したことが報告されている 10,11)。RS ウイ

ルスやパラインフルエンザウイルスと同じく、乳幼

児の下気道炎の原因となる C 型インフルエンザウ

イルスについて、松嵜らは、2021 年 7 月に開催さ

れたインフルエンザウイルス研究者交流の会シン

ポジウムにて、成人血清中の特異抗体の推移から、

小児での流行期に先駆け、非流行期に成人で C 型

インフルエンザウイルスの感染が起こっており、抗

体の選択圧による抗原変異株が小児にもたらされ

て流行が起こっていることを見出し、報告している。 
本研究においては、松嵜らの報告とは異なり、パ

ラインフルエンザウイルス 3 型は小児での流行期

終盤の 8 月に検出されており、先行感染ではなく、

小児からの感染が疑われた。また、RS ウイルスは

全ての検体で陰性であったことより、両ウイルスに

ついては、小児の流行に先行しての成人での流行を

検出する結果ではなかった。さらに、小児での流行

期においては、SARS-CoV-2 の感染者の年齢階層分

布とは異なり、両患者の区別が容易であるため、医

療機関において判断がつきやすく、紛れ込みが低か

ったと考えられた。 
我々はCOVID-19 発生前の 2017 年冬季に、健康

成人のうがい液を定期的に継続して採取し、呼吸器

ウイルスを網羅的に検出することで、健康状態と検

出される呼吸器ウイルスの関連を調査し、無症状の

期間におけるウイルス検出率は個人により差があ

るものの、平均して 9.2%、症状が認められる期間

における検出率は 21.5 %であったことを報告して

いる 12)。また、コロナウイルス OC43 の流行につい

ては、小児および成人の呼吸器感染症患者の臨床検

体から 2.25〜8%の割合で、主に冬から春に検出さ

れている 8,13,14)。本研究では、対象検体から何らか

の呼吸器ウイルスが検出されたのは 5.7%と検出率

は無症状ウイルス保有者の平均よりも低く、インフ

ルエンザウイルス、RS ウイルス、コロナウイルス

OC43については研究期間を通じて検出されなかっ

たこと、感染症発生動向調査においても呼吸器感染

症の患者報告数が全体に激減している 1)ことより、

本研究の対象となった COVID-19 感染を疑う主な

年齢層に該当する成人においては、呼吸器ウイルス

感染症は全体に低流行であったことが推測された。 
従って、COVID-19 流行前から実施されてきた冬

季の呼吸器疾患対策以上に、マスクの着用、アルコ

ールによる手指消毒等の予防策が徹底されている

事、さらに、海外からの感染者の流入を抑える目的

で出入国者の制限、入国時の待機期間等が実施、継

続されている事が他の呼吸器ウイルスの流行抑制

にも効果を発揮していると考えられた。また、本研

究で検出されたアデノウイルス、ライノウイルスは

いずれもエンベロープを持たないウイルスであり、

アルコール消毒に対し抵抗性を持つことからも、特

にエンベロープを持つウイルスであるインフルエ

ンザウイルス、RSウイルス、コロナウイルスOC43、
パラインフルエンザウイルス 3 型については予防

策が流行の抑制に一定の効果をもたらしたと考え

られた。 
一方、小児においては RS ウイルス感染症、パラ

インフルエンザウイルス 3 型感染症が流行したが、

前年からの同ウイルスの流行抑制により感受性個

体が蓄積し、マスク・手指衛生が徹底しにくい小児

にウイルスが持ち込まれたことで大きな流行とな

ったと考えられる。その他の流行が見られていない

ウイルスについても感受性個体は増加しているた

め、地域に流入する事で通常よりも大きな流行とな

る可能性がある。今後も引き続き、呼吸器ウイルス

の動態の把握につとめたい。 
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Detection of respiratory viruses in SARS-CoV-2 negative specimens 
 

- Respiratory virus trends during the COVID-19 epidemic 2020 and 2021- 
 
 

Saeko MORIKAWAa, Maki OTSUKAa,b, Satoshi HIROIa, Keiko NAKATAa, Tetsuo KASEb and Haruyo MORIa 
 
 

Since March 2020, influenza has not been prevalent nationwide for two influenza seasons, 2020/2021 and 2021/2022, 
no clinical specimens have been brought to Osaka Institute of Public Health for virus isolation. It was considered that 
influenza patients were tested for novel coronavirus infection (COVID-19) because each period corresponding to the 
influenza epidemic season was during the third and sixth waves of COVID-19, respectively. Therefore, specimens 
brought into our institute in 2020 and 2021 that were negative for novel coronavirus (SARS-CoV-2) were used to 
investigate influenza A and B viruses, RS viruses, enteroviruses, rhinoviruses and Adenovirus, coronavirus OC43, and 
parainfluenza virus type 3. In total, 439 specimens were tested. Adenovirus was detected in three specimens. Enterovirus 
or rhinovirus was detected in 22 specimens; typing by VP4/2 region sequencing was performed and of the 19 specimens 
available for the analysis, 18 were identified as rhinovirus and one was identified as enterovirus. One specimen collected 
in August 2021 was a dual infection with adenovirus and group A rhinovirus. Parainfluenza virus type 3 was detected in 
one specimen. All specimens were negative for influenza virus, RS virus, and coronavirus OC43. 

 
 

Key words：SARS-CoV-2 negative, real-time PCR method, respiratory viral infection, infection control  
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大阪府における蚊媒介ウイルス感染症に対するサーベイランス調査 

（2021 年度） 
 
 

青山幾子，池森 亮，横田正春，弓指孝博 

 
 

大阪府では 2003 年度より蚊媒介ウイルス感染症の発生を監視する目的で、媒介蚊と死亡カラスに対する

サーベイランス事業を実施している。 
2021 年度は 6 月から 9 月にかけて月に 1 度、府内 24 カ所で蚊の捕集を行った。捕集された雌の蚊（6 種

1559 匹、173 プール）について蚊媒介ウイルス（ウエストナイルウイルス、デングウイルス、日本脳炎ウ

イルス、チクングニアウイルス、ジカウイルス）の検出を試みたところ、ウイルス遺伝子は検出されなか

った。また、死亡カラス 2 羽についてウエストナイルウイルスの検出を試みたが、ウイルス遺伝子は検出

されなかった。 
 
 

キーワード：蚊媒介感染症、媒介蚊、サーベイランス 
 
 

主な蚊媒介感染症には、ウイルス性疾患である日

本脳炎、デング熱、チクングニア熱、ジカウイルス

感染症、ウエストナイル熱および黄熱や、原虫感染

症であるマラリアなどがある。そのうち、現在も日

本に常在する感染症は日本脳炎のみであり、それ以

外は海外からの輸入感染症である。2019 年、デン

グ熱が世界的に大流行し、日本での患者報告数は過

去最高の 461 人となった 1)。同様に、2019 年はチク

ングニア熱も世界的に流行し、国内の患者報告数も

過去最高の 49 人となった 1, 2)。その後、海外ではデ

ング熱の流行は続いているが、新型コロナウイルス

感染症の流行による渡航制限のため、輸入症例がほ

ぼなくなり、国内における蚊媒介感染症の患者数は

激減した。しかし、海外では蚊媒介感染症は現在も

流行しているため、今後渡航制限が解除されると輸

入感染症としての蚊媒介感染症の患者数は再び増

加することが予想される。 
大阪府では蚊が媒介するウイルス性感染症の浸

淫状況を監視するため、2003 年度に蚊のサーベイ

ランス調査を開始した 3, 4, 5)。2004 年にはウエスト

ナイル熱対応指針が策定され、蚊のサーベイランス

調査や、侵入後の対応を速やかに行える体制が整え

られた 6)。サーベイランス調査開始当初はウエスト

ナイル熱、デング熱および日本脳炎を対象としてい

たが、その後海外でのチクングニア熱、ジカウイル

ス感染症の流行に伴い、これらの病原ウイルスも検

出できるよう検査法を改定した 7)。また、カラスは

ウエストナイルウイルス（WNV）の感受性が高く、

WNV 感染による致死率が高いため、モニタリング

調査に利用されている。大阪府においても厚生労働

省の通知に従い 8)、死因が不明であるカラスの死骸

が同地点で 2 羽以上確認された場合、そのカラスに

ついて WNV 検査を実施している。ここでは 2021
年度の調査結果について報告する。 

 
調 査 方 法 

 
1. 蚊の捕集地点および調査実施期間 
大阪府管内、東大阪市内、高槻市内、豊中市内、

枚方市内、八尾市内、寝屋川市内および吹田市内に

計 24 カ所の捕集地点を設定し（図 1）、2021 年 6 月

第 4 週から 9 月第 4 週までの期間、月に 1 回、計 4
回蚊の捕集調査を実施した。 
 
2. 蚊の捕集方法 
蚊の捕集には CDC ミニライトトラップ（John. W. 

大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課
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Hock Company）を使用し、蚊の誘引のためドライ

アイス（1～2kg）を併用した。トラップは調査実施

日の夕刻 16～17 時から翌朝 9～10 時までの約 17
時間設置した。トラップを設置する高さは地上 1.5
～2ｍに設定した。また枚方市の 4 地点では水曜日

の午前中に 8 分間ヒト囮法にて蚊を捕集した。捕集

終了時、いずれの方法でも捕集網から蚊が逃げない

ように注意し、蚊を捕集網ごと約 1 時間冷凍した後

に、蚊を取り出して実体顕微鏡下で形態学的に雌雄

の鑑別と種を同定した 9, 10)。なお Culex pipiens 
pallens（アカイエカ）と Culex pipiens molestus（チ

カイエカ）については形態学的な同定が困難である

ため、それらをまとめて Culex pipiens complex（ア

カイエカ群）とした。蚊は調査日、調査地点、蚊の

種類ごとにプールし、ウイルスを媒介する雌の蚊の

みウイルス検査に用いた。1 地点 1 種類あたりの検

体数が 50 匹を超えた場合は、50 匹ごとに複数のプ

ールに分割した。その後、各検体は遺伝子検査時ま

で－30℃で冷凍保存した。 

 
3. 蚊からのウイルス検出 
 蚊からのウイルス検査は、蚊媒介ウイルスのうち、

フラビウイルス科フラビウイルス属の WNV、日本

脳炎ウイルス（JEV）、デングウイルス（DENV）お

よびジカウイルス（ZIKV）、並びにトガウイルス科

アルファウイルス属のチクングニアウイルス

（CHIKV）を対象として実施した。WNV は多種類

の蚊が媒介種となるため、捕集された全ての種類の

蚊について遺伝子検査を実施し、DENV、CHIKV は

媒介種となるヒトスジシマカについて実施した。

JEV、DENV、ZIKV はフラビウイルス共通領域を用

いて WNV 遺伝子検査の際に同時に検出を試みた。 
蚊の破砕は、2mL のマイクロチューブに検体と

滅菌したステンレス製クラッシャーを入れ、0.2%
ウシ血清アルブミン（BSA）加ハンクス液を 250µL
加えた後、ビーズ式破砕装置（シェイクマスターオ

ート、バイオメディカルサイエンス）で約 1 分間振

とうして行った。破砕後、マイクロチューブをスピ

番号 設置市 担当保健所

北摂 1 池田市 池田

2 吹田市 吹田

3 茨木市 茨木

4 高槻市 高槻市

5 豊中市 豊中市

北河内 6 守口市 守口

7 寝屋川市 寝屋川市

8 大東市 四條畷

9 枚方市(西)

10 枚方市(北)

11 枚方市(東)

12 枚方市(南)

中南河内 13 東大阪市(西)

14 東大阪市(東)

15 八尾市(西)

16 八尾市(東)

17 藤井寺市 藤井寺

18 富田林市 富田林

泉州 19 和泉市

20 泉大津市

21 岸和田市

22 貝塚市

23 泉佐野市

24 阪南市

図1 蚊の捕集地点
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ンダウンしてからクラッシャーを除去し、0.2% 
BSA 加ハンクス液を 1 プール 30 匹未満の場合は

500µL、30 匹～50 匹の場合は 750µL 追加して攪拌

した。それを 4℃13,000×g で 15 分間遠心し、その

上清を0.22μm または0.45μm Millexフィルター（ミ

リポア）で濾過したものを蚊乳剤とした。このうち

200µL を全自動核酸抽出装置 magLEAD 6gC/12gC
（プレシジョンシステムサイエンス）を使用して

RNA 50µL を抽出した。 
フラビウイルス（WNV、JEV、DENV、ZIKV）の

RT-PCR は One step で実施した。RNA 抽 出 液 
2.5µL に EmeraldAmp® PCR Master Mix（TaKaRa）
12.5µL、逆転写酵素（Super Script IV、Thermo Fisher）
0.15µL、25μM Forward プライマー及び Reverse プラ

イマー各 0.2µL、リボヌクレアーゼ阻害剤（40U/µL、
TaKaRa）0.1µL を加え、蒸留水を加えて最終液量 
25µL に調製した。これをサーマルサイクラー

（DICE Touch、TaKaRa）を用いて、53°C10 分間の

逆転写反応後、92°C 1 分、53°C 1 分、72°C 1 分の 
PCR 反応を 40 回繰り返した。反応産物 10µL を 
1.5%アガロースで電気泳動し、エチジウムブロマ

イド染色によりバンドを確認した。 
RT-PCR のプライマーには、フラビウイルス共通

プライマー（FU1/cFD2）11)を用いた。WNV 並びに

DENV は FU1/cFD2 で検出可能であるが、さらに検

出感度の良い WNV 特異的検出プライマー（WNNY 
514/904）12)、及び DENV 特異的検出プライマー

（Dus/Duc）13)も併用した。 
CHIKV については、蚊の核酸を用いた RT-PCR で

非特異バンドを認める場合があるため、リアルタイ

ム RT-PCR を実施した 14)。反応にはQuantiTect Probe 
RT-PCR Kit（QIAGEN）を用い、RNA 抽 出 液 5µL
にキット付属の 2x QuantiTect Probe RT-PCR Master 
Mix12.5µL、QuantiTect RT Mix  0.25µL と、100µM 
Forward プライマー（Taq-Chik607F）及び Reverse プ
ライマー（Taq-Chik638P）各 0.25µL、10µM probe
（Taq-Chik672R）0.5µL、リボヌクレアーゼ阻害剤

（40U/µL、TaKaRa）0.05µL を加え、蒸留水にて最

終液量 25µL に調製した。これをリアルタイム PCR
装置（StepOnePlus、TaKaRa）にて、48°C 30 分間の

逆転写反応、92°C 10 分反応の後、95°C 15 秒、57°C 
1 分の PCR 反応を 45 回繰り返し、Threshold 0.5、
Ct 値 38 未満で増幅が見られた場合に陽性とした。 

 
4. カラスからのウイルス検出 

死因が不明なカラスの死骸が同地点で 2 羽以上

確認され、死骸の回収時に腐乱やウジの発生がなく

新鮮な状態であった場合、WNV 検査を実施した。

死亡カラスは、解剖して採脳した後、0.2%BSA 加

ハンクス液を用いてカラスごとに 10%脳乳剤を作

製し、蚊と同様に RNA 抽出並びに RT-PCR を実施

し、WNV 遺伝子の検出を試みた。 
 

結 果 
 
1. 蚊の捕集結果について 
本年度 24 地点で 4 回実施した、のべ 96 回の調

査により捕集された雌の蚊は 6 種 1,559 匹であっ

た。そのうち 1 匹は破損が大きく種の同定に至らな

かった。もっとも多く捕集された蚊は Aedes 

（Stegomyia） albopictus（ヒトスジシマカ）947 匹

（60.74%）、次にアカイエカ群 570 匹（36.56%）で、

この 2 種で捕集蚊全体の 97.3%を占めた（図 2）。次
いで Culex tritaeniorhynchus（コガタアカイエカ）28
匹、Armigeres subalbatus（オオクロヤブカ）6 匹、

Anopheles sinensis（シナハマダラカ）4匹、Tripteroides 

bambusa（キンパラナガハシカ）3 匹が捕集された。 
調査期間を通じた捕集数の推移をみると（図

3）、ヒトスジシマカは常に捕集され、7 月にピー

クを示した。アカイエカ群も常に捕集され、捕集

数の推移は調査開始時期をピークとして減少した

これは、毎年の捕集結果でも同様の傾向を示して

おり、アカイエカは、秋季の 9 月、10 月に比べて

初夏の 6 月に捕集数が多い傾向にあると考えられ

た。また、ヒトスジシマカはアカイエカよりも遅

れて、初夏の 6 月よりも盛夏の 7 月 8 月に捕集数 
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図3 蚊の捕集数の推移
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が多い傾向にあると考えられた。コガタアカイエカ

は毎回いずれかの地点で捕集されたが、捕集数が少

ないため、ピークは示さなかった。 
また、地点によって捕集数や捕集される種類に大

きな差がみられた（図 4、5）。24 調査地点のうち、

ヒトスジシマカは 23 地点、アカイエカ群は 22 地点

で捕集されたのに対し、コガタアカイエカは 5 地点

（四條畷、東大阪西・東、八尾、富田林、阪南）、

シナハマダラカは 4 地点（東大阪東、八尾、富田林、

和泉）、キンパラナガハシカは 2 地点（富田林、和

泉）、オオクロヤブカは 1 地点（和泉）と捕集地点

が限られていた。守口、寝屋川、四條畷、東大阪西・

東、和泉、泉大津ではヒトスジシマカが多く捕集さ

れ、7 月もしくは 8 月に大きなピークが見られた。

これらの地点での増減が全体のヒトスジシマカの

捕集数にも影響したと考えられた。また、多くの地

点でヒトスジシマカが優占したが、池田、高槻、八

尾（東）、富田林、岸和田、貝塚、泉佐野、阪南で

はアカイエカ群が最も多く捕集された。 
 

2. 蚊のウイルス遺伝子検査結果 
各地点で捕集された蚊を種類別に分け 173 プー

ルの乳剤を作製して RT-PCR 法による遺伝子検査

を実施したところ、すべての検体において WNV、

JEV、DENV、ZIKV 遺伝子は検出されなかった。ま

たヒトスジシマカの 79 プールについても、CHIKV
遺伝子は検出されなかった。 

 
3. 死亡カラスのウイルス遺伝子検査結果 
今年度回収されたカラス 2 羽から、WNV の遺

伝子は検出されなかった。 
 

考 察 
 
新型コロナウイルス感染症のアウトブレイクに

より、保健所業務が逼迫したため、2020 年度は蚊

媒介感染症のサーベイランスを中止し、2021 年度

は予定の半分の回数で実施された。また、調査回数

のみでなく、捕集地点数も減らしての調査となった

ため、29 地点で実施した 2018 年度（のべ 229 回、

7 種 4,939 匹）や 2019 年度（のべ 229 回、9 種 4,648
匹）と比較すると、2021 年度の蚊の捕集数は非常

に少ない結果（のべ 96 回、6 種 1,559 匹）となっ

た。しかし、2019 年度以前のサーベイランス結果

と比較して、捕集した蚊の構成割合（図 6）に大き

な変化はみられておらず、捕集数の減少は、蚊の発

生環境の変化によるものではなく、調査回数の減少

によるところが大きいと考えられた。なお、府内で

蚊媒介感染症が発生した場合は、捕集数の多いヒト

スジマカ、アカイエカ群、コガタアカイエカに注意

が必要と考えられた。 
個々の調査地点において、富田林、和泉は 5 種、

八尾（東）では 4 種の蚊が捕集された。通常、蚊の

種類により、好む生育環境は異なる。これら地点の
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周囲には、水田や池、竹林などが確認されており、

このような環境が多種類の蚊の発生源となり、地点

当たりの捕集蚊の種類が多くなったと考えられた。

泉佐野は毎年ヒトスジシマカが捕集されているが、

今回の調査では全地点で唯一ヒトスジシマカが捕

集されなかった。その一因として、7 月と 8 月の調

査では、トラップの転倒落下による動作不良が考え

られた。 
大阪府では、2025 年に大阪・関西万博の開催が

予定されており、海外からの渡航者の増加と、それ

に伴い蚊媒介感染症のアウトブレイクが起きる可

能性が危惧される。本サーベイランスにより府内の

蚊の生息状況を把握しておくことは、感染症発生時

における蚊の防除対策のうえで重要な資料となる。

また、サーベイランスにおいて定期的に蚊の同定検

査が実施されるため、我々研究員だけでなく、環境

衛生監視員の蚊の同定技術の維持にも本サーベイ

ランスは寄与している。 
国外での蚊媒介感染症による患者数は多く、今後

海外との人の行き来が再び増加すると、これらの感

染症が国内に侵入する危険性は高まると考えられ

る。デング熱やチクングニア熱、ジカウイルス感染

症を媒介するヒトスジシマカは、大阪府内のような

都市環境でも多くの地点で多数捕集された。この蚊

はヒトとの接触・吸血頻度が高い種類であるため、

大阪府内に感染症が浸淫した場合に病原体を媒介

する可能性が高く、府内どの地域でもアウトブレイ

クが起こる可能性がある。今後アウトブレイクが発

生した場合などの緊急時に、迅速に対応するために

は、本調査で実施しているような衛生研究所（大阪

健康安全基盤研究所）、保健所および行政間の連携

が必要不可欠であることから、本サーベイランス事

業は危機管理対策の一つとしても重要と考えられ

る。 
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Mosquito-borne virus surveillance in Osaka prefecture (Fiscal 2021 report) 
 
 

 Ikuko AOYAMA, Ryo IKEMORI, Masaharu YOKOTA and Takahiro YUMISASHI 

 
 

In Osaka Prefecture, mosquito-borne arbovirus surveillance has been conducted since 2003 to monitor the invasion of 
imported infectious diseases caused by arboviruses, such as West Nile virus (WNV) and dengue virus (DENV), together 
with domestic Japanese encephalitis virus (JEV). Monitoring of Chikungunya virus (CHIKV) and Zika virus (ZIKV) 
has also been included in mosquito-based surveillance since 2008 and 2015, respectively. 
In 2021, we performed RT-PCR examinations to detect arboviruses in a total of 173 mosquito pools from 1,559 female 
mosquitoes (6 species) collected at 24 points in Osaka Prefecture from June to October, and for WNV on 2 dead wild 
crows. All mosquito pools were negative for WNV, DENV, JEV, CHIKV, and ZIKV. The crows were negative for WNV. 

 
 

Key words：mosquito-borne infection, vector mosquitoes, surveillance 
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透析–LC/MS法を用いた食品中の甘味料 7種類の一斉分析 

 

 

徳永佑亮，新矢将尚 

 

 

透析–液体クロマトグラフィー/質量分析法による 7 種類（アセスルファムカリウム、サッカリンナトリウ

ム、ネオテーム、アドバンテーム、サイクラミン酸ナトリウム、アリテーム、ズルチン）の甘味料の一斉分

析を検討した。透析液の種類と内液に添加する塩化ナトリウム量について検討した結果、透析内液に塩化ナ

トリウム 0.25 g（5%塩化ナトリウム溶液 5 mL）、透析外液に蒸留水を用いて撹拌子で常時攪拌させながら

10C にて 24 時間透析を行うことで全成分の抽出が可能であった。清涼飲料水、クッキー、イチゴジャム、

漬物および煮豆を用いた添加回収試験では回収率 81～117%、相対標準偏差は 8.9%以下となり、良好な結果

が得られた。 

 

 

キーワード：透析、LC/MS、甘味料 

 

 

近年、甘味料は砂糖の代替として利用され、消費

者のダイエット志向の高まりからカロリー低減を

目的に様々な食品での使用が増えている。わが国で

は、サッカリンおよびそのナトリウム塩とカルシウ

ム塩（SA）、アセスルファムカリウム（AK）、ネオ

テーム（NEM）、アドバンテーム（ADM）等が甘味

料として許可されており、国内で使用されている。

その他に、過去には使用が許可されていたが現在は

禁止されているものとしてズルチン（DU）、サイク

ラミン酸およびそのナトリウム塩とカルシウム塩

（CY）があり、アリテーム（AL）はオーストラリ

アなどで許可されているが、日本では許可されてい

ない。食品の味をショ糖に近づけるため、複数の甘

味料が添加されているケースが多い。そのため、複

数の甘味料を同時に分析することが求められてい

る。 

食品中の甘味料の抽出には透析法 1-3)や溶媒抽出

法 4)が使用されており、抽出後に固相精製を組み合

わせた方法は公定法など 5-7)で採用されている。前

回の報告 7)では、食品中の甘味料を透析–固相抽出–

高速液体クロマトグラフィー–タンデム型質量分析

法を用いて高感度に分析する方法を開発した。この

方法は透析液に0.01 mol/Lの塩酸を用いて常温で常

時振盪しながら透析した後に固相抽出する方法で

あり、食品中の甘味料を 0.00005 g/kgまで定量する

ことができる。実際の検査においては一度に多くの

検体を処理・分析する必要があることから、より簡

便な方法を採用しながら、感度を十分に担保した分

析方法を開発する必要がある。そこで本研究では、

前回の報告 7)で使用している透析法を採用しつつ、

固相精製を使用しない透析–液体クロマトグラフィ

ー/質量分析（LC/MS）法を用いて上記 7種の甘味料

の一斉分析方法について検討を行った。 

 

実 験 方 法 

 

1. 試料  

大阪市内で市販された、甘味料を使用していない

清涼飲料水、クッキー、イチゴジャム、漬物（べっ

たら漬）および煮豆を使用した。 

 

2. 標準品および試薬等 

アセスルファムカリウム（生化学用）、サッカリン

ナトリウム（特級）、サイクラミン酸ナトリウム（特

級）、ズルチン（食品分析用）、アドバンテーム（食

品分析用）は富士フイルム和光純薬（株）製、アリ

テーム（ Reference Standard ）は United States 

Pharmacopeial Convention, Inc 製、ネオテーム

（Analytical standard）はシグマアルドリッチ社製を

用いた。 

大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 1課 
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メタノール（高速液体クロマトグラフ用または

LC/MS 用）、ぎ酸（LC/MS 用）、塩酸（有害金属測

定用）、塩化ナトリウム（特級）、炭酸ナトリウム（無

水、特級）は富士フイルム和光純薬（株）製を使用

した。透析用セルロースチューブは富士フイルム和

光純薬（株）製ダイアライシスメンブラン（サイズ

36、平均ポアサイズ：25-50 Å、分画分子量 14,000、

直径：28 mm）を使用した。精製水にはメルク社製

MiliQ Integral 3で製造した水を、蒸留水にはメルク

社製 Elix Advantage 5で製造した水を用いた。 

 

3. 標準原液および混合標準溶液 

AK、SA、AL、CYは 1000 g/mLになるように精

製水で、NEM、DU、ADMは 1000 g/mLになるよ

うに 80メタノールで調製したものを標準原液と

した。各標準原液 10 mL を採り、精製水を加えて

100 mL としたものを混合標準原液とした（100 

g/mL）。さらに精製水で希釈し、0.01 g/mL～1 

g/mLの濃度系列の混合標準溶液を調製した。 

 

4. 試験液 

透析内液には 10%塩化ナトリウム含有 0.01 mol/L 

塩酸溶液（塩化ナトリウムが 10%および塩酸が 0.01 

mol/Lになるように蒸留水で溶解・希釈）、2.5～10%

塩化ナトリウム溶液（塩化ナトリウムが 2.5、5、10%

になるように蒸留水で溶解）、30%メタノール溶液

（メタノールが 30%になるように蒸留水で希釈）お

よび 10%炭酸ナトリウム溶液（炭酸ナトリウムが

10%になるように蒸留水で溶解）を用いた。透析外

液には 0.01 mol/L 塩酸溶液（塩酸が 0.01 mol/Lにな

るように蒸留水で希釈）、30%メタノール溶液およ

び蒸留水を用いた。 

 

5. 装置および測定条件 

分析に使用した装置および測定条件を表 1に示す。

ここに記していない条件については自動最適化さ

れた条件で行った。低温インキュベーターには（株）

日立製作所製 CR-32、マグネチックスターラーはア

ズワン（株）製HS-360を使用した。 

 

6. 試験操作 

均質化した試料10 gを内容物がすべて入るように

適切な長さに切った透析膜へ透析内液とともに封

入した。これを 500 mL容のガラスビーカーに吊る

し透析外液で全量が 500 mLとなるようにした。撹

拌子を入れ、マグネチックスターラー上で攪拌させ

ながら 10C で 3～48時間透析した。 

透析終了後の外液を 0.45 mメンブレンフィルタ

ーでろ過したのち、LC/MS分析に供した。 

 

7. 添加回収試験 

清涼飲料水、クッキー、イチゴジャム、漬物およ

び煮豆の 5食品試料に 0.002 g/kgおよび 0.02 g/kgに

なるように混合標準液を添加した。すべて 5併行で

添加回収試験を行った。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 定量下限値と検量線 

LC/MS測定において、ALと DUを除く 5成分で

は 0.01 g/mL 以上の濃度で、AL、DU においては

0.02 g/mL 以上の濃度で標準液のピーク面積値の

相対標準偏差は 10未満であった。従って定量下限

値はすべての成分において 0.02 g/mLとした。検量

線は 0.02～1 g/mLの間で決定係数 = 0.999以上の

良好な直線性が得られた。 

装置

　　LC 部 Shimadzu Prominence UFLC

　　MS 部 Shimadzu LCMS-2020

LC 条件

　　カラム Inertsil ODS-4 (2.1x100 mm, 3mm)

　　移動相 A: 0.1%ギ酸 / B: アセトニトリル

　　　グラジエント条件 B: 3% (0-4min) → 90% (18-19.5min)

→ 3% (21min)

　　カラム温度 40C

　　流速 0.2 mL/min

　　注入量 5 L

MS条件

　　測定モード SIM

　　DL温度 250C

　　ネブライザーガス流量 1.5 L/min (N2)

　　ヒートブロック温度 200C

　　ドライイングガス流量 15 L/min (N2)

成分 保持時間 (min)
定量イオン

 (m/z )
イオン化モード

AK 3.9 162 ESI (-)

SA 8.6 182 ESI (-)

NEM 13.6 377 ESI (-)

ADM 12.9 457 ESI (-)

CY 10.8 178 ESI (-)

AL 11.4 330 ESI (-)

DU 11.9 181 ESI (+)

表 1 測定条件 
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2. 透析内液および外液の検討 

甘味料の透析時における内液と外液には様々な

ものが用いられている。一般的には、微生物の繁殖

抑制を目的に透析液に塩酸を添加する方法（HCl法、

内液：10%塩化ナトリウム含有 0.01 mol/L 塩酸溶液 

/ 外液：0.01 mol/L 塩酸溶液）が多く用いられてい

る 1,5,7,8)。その他には水を含むと膨潤する食品や油分

を多く含む試料に対する操作性を改善する目的で

透析液にメタノール溶液を用いる方法（MeOH 法）
9)も使用されている。当課では SA 分析時には内液

に透析補助液（10%炭酸ナトリウム溶液 0.5 mL）を

添加した精製水、外液に精製水を使用する Na2CO3

法、CY 分析時には内液に塩化ナトリウム 2 g を添

加した精製水、外液に精製水を使用する方法 10)を用

いている。そこで、7種甘味料を同時に抽出する際

に適した透析液を検討した。検討には Na2CO3法、

NaCl法（内液：塩化ナトリウム 2 g（10%塩化ナト

リウム溶液 20 mL）、外液：蒸留水）、HCl法、MeOH

法（内液：30%メタノール溶液 20 mL、外液：30%

メタノール溶液）を用いた。食品試料には清涼飲料

水を使用して、透析開始から 3、6、16、24、48時間

後の各成分の回収率を算出した。 

3～48時間後の各成分の回収結果を図1に示した。

NaCl法、HCl法においては、透析開始後 16時間で

すべての成分で回収率が 80%以上となり透析外液

中に十分に溶出していることが確認できた。MeOH

法においては、CYの溶出が遅く、48時間において

他の方法がほぼ 100%溶出していたのに対して 80%

程度しか溶出しなかった。Na2CO3 法においては、

NEM と ADM の回収率が常時 80%以下でばらつき

も大きかった。NEM と ADM は強酸性やアルカリ

性で不安定なアスパルテームを由来とするジペプ

チド型甘味料であり 6) 、透析液がアルカリ性である

Na2CO3 法においては透析液中で不安定になり、一

図 1 異なる透析液における清涼飲料水へ添加した 7種甘味料の回収率の経時的変化 

（●: NaCl法、△: HCl法、□: MeOH法、◇: Na2CO3法、n = 5） 
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部分解されていることが考えられる。 

NaCl 法と HCl 法を詳細に比較するため、16、24

時間後の回収結果を表 2 に示した。NaCl 法と HCl

法共に 24 時間後の回収率が高い傾向にあり、ほぼ

同様の結果となった。従って、透析溶液作成の簡単

な NaCl 法を採用し以降の検討に用いた。通常、塩

酸は微生物の繁殖を抑えるために透析液に用いら

れるが、本法では 10C で透析を行うため、塩酸を

使用しなくても 24 時間程度では微生物が繁殖する

可能性は低いと判断した。 

 

3. 透析時における透析内液への塩添加量の検討 

甘味料の透析においては、内液に塩化ナトリウム

を添加する場合、過去には 2.5溶液が用いられて

いたが、AKと SAにおいて 10溶液を用いたとこ

ろ、回収率が向上した 11)ことから現在は 10溶液が

用いられている。今回の検討においては、500 mLガ

ラスビーカーを使用して透析を行っており、撹拌子

と透析膜との接触を防ぐために長い透析膜を使用

するのが難しい。そのため、内液として添加する液

量を少なくする必要がある。そこで、操作性の改善

のため、かつ塩化ナトリウムによる LC/MS への影

響を少なくするために添加する塩化ナトリウム量

と溶液量の検討を行った。透析内液に塩化ナトリウ

ム 2 g（10塩化ナトリウム溶液 20 mL）、塩化ナト

リウム 1 g（10%塩化ナトリウム溶液 10 mL）、塩化

ナトリウム 0.5 g（5%塩化ナトリウム溶液 10 mL）、

塩化ナトリウム 0.25 g（5%塩化ナトリウム溶液 5 

mL）、外液には蒸留水を用いて 24 時間透析を行っ

た。また、透析膜に封をする際に空気を入れないた

めに、添加する内液量が少ない場合には適量の蒸留

水を透析内液に添加した。そのため、添加する塩化

ナトリウム量に着目して評価を行った。食品試料に

は操作性のいい清涼飲料水と操作性が悪く透析の

平衡に時間がかかり膨潤性のあるクッキーを用い

た。 

各塩化ナトリウム添加量における回収率を表 3に

示す。どの塩化ナトリウム量・透析内液量において

も回収率は 91～120%の範囲内であり、大きな差は

見られなかった。低塩化ナトリウム添加量における

回収率が低いと報告 11)のある AK、SA においても

回収率の低下は見られなかった。公定法 5)では時々

揺り動かしながら透析するのに対して、今回は攪拌

子を用いて常時攪拌されていることから回収率が

向上していると考えられる。また、透析内液量が少

ない場合においては、透析膜を通して透析外液が流

入してくるため、透析内液量の変化が回収率に大き

な影響を与えなかったことが考えられる。従って、

内液に塩化ナトリウム 0.25 g（5%塩化ナトリウム

溶液 5 mL）を用いて以降の検討を行った。 

 

4. 添加回収試験 

甘味料が使用されていない 5種類の食品試料を用

いて添加回収試験を行った。0.002 g/kgと 0.02 g/kg

になるように混合標準溶液を食品に添加して試験

を行った。 

結果を表 4に示す。いずれの成分もすべての食品

試料において、二段階の添加濃度ともに回収率は 81

～117%の範囲内であり、相対標準偏差も 8.9%以下

とばらつきも小さかったため、本法の有効性が示さ

れた。 

また、本法における 7種類の甘味料の定量下限値

は 0.001 g/kg であった。これは、指定外甘味料 CY

分析の公定法 12)の定量下限値 0.005 g/kg を下回り、

指定甘味料の中で最も低い使用基準値である SAの

0.10 g/kg未満（菓子）を測定することができる十分

な検出感度であると考えられる。 

 

透析時間

(hr)

16 91 (3.2) 105 (5.5)

24 95 (4.9) 113 (7.0)

16 99 (4.6) 110 (4.6)

24 106 (6.4) 114 (8.1)

16 89 (1.0) 97 (5.8)

24 95 (3.3) 107 (3.2)

16 90 (1.6) 96 (3.7)

24 96 (3.1) 105 (5.9)

16 97 (4.9) 98 (3.6)

24 103 (5.2) 110 (7.9)

16 95 (1.1) 102 (3.5)

24 98 (2.5) 110 (3.6)

16 88 (1.0) 94 (2.6)

24 95 (0.8) 103 (4.3)

回収率(％) (相対標準偏差(％)) (n  = 5)

CY

DU

ADM

成分

AK

SA

NEM

AL

NaCl 法 HCl 法

表 2 各透析時間における各甘味料の回収率 
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0.002 90 (4.4) 94 (3.2) 100 (5.0) 90 (5.2) 104 (3.3)

0.02 104 (1.1) 108 (1.4) 115 (1.2) 117 (2.1) 107 (3.0)

0.002 100 (6.0) 108 (6.3) 110 (2.4) 100 (3.7) 116 (3.5)

0.02 105 (2.0) 114 (3.0) 114 (1.1) 115 (3.1) 112 (2.7)

0.002 103 (3.6) 105 (4.4) 85 (2.2) 90 (8.7) 91 (2.9)

0.02 116 (1.7) 105 (3.1) 97 (2.0) 96 (2.2) 93 (4.1)

0.002 102 (3.2) 108 (3.0) 88 (1.3) 81 (2.5) 85 (4.2)

0.02 98 (1.5) 105 (4.1) 94 (1.9) 99 (1.0) 91 (2.6)

0.002 100 (3.7) 105 (3.5) 94 (3.7) 90 (2.9) 104 (2.5)

0.02 100 (2.8) 103 (2.3) 100 (1.6) 104 (3.5) 98 (2.9)

0.002 105 (2.3) 103 (2.9) 82 (8.9) 98 (2.1) 108 (3.2)

0.02 106 (1.5) 99 (3.3) 103 (0.4) 109 (2.2) 108 (1.7)

0.002 105 (2.4) 102 (5.1) 83 (3.6) 87 (3.9) 86 (3.0)

0.02 108 (2.1) 97 (5.4) 94 (3.2) 81 (3.3) 90 (1.7)

回収率(％) (相対標準偏差(％)) (n  = 5)

DU

ADM

添加濃度
 (g/kg)

AK

SA

NEM

AL

CY

成分 清涼飲料水 クッキー イチゴジャム 漬物 煮豆

2 1 0.5 0.25

清涼飲料水 92 (2.1) 98 (2.3) 101 (2.1) 104 (1.1)

クッキー 99 (3.0) 99 (3.0) 103 (3.1) 108 (1.5)

清涼飲料水 98 (2.9) 103 (1.1) 103 (1.4) 105 (0.3)

クッキー 110 (1.5) 114 (1.2) 109 (2.3) 114 (3.5)

清涼飲料水 117 (2.0) 120 (2.2) 116 (1.9) 116 (2.0)

クッキー 112 (3.9) 114 (2.6) 102 (2.1) 105 (3.2)

清涼飲料水 97 (2.4) 98 (1.1) 98 (3.2) 98 (1.5)

クッキー 98 (1.8) 103 (1.9) 100 (3.1) 105 (4.3)

清涼飲料水 101 (2.2) 100 (2.5) 100 (1.9) 100 (2.8)

クッキー 103 (1.9) 104 (2.0) 103 (3.0) 103 (2.3)

清涼飲料水 103 (0.4) 104 (2.2) 105 (2.7) 106 (1.5)

クッキー 99 (1.9) 102 (2.0) 98 (2.1) 99 (3.3)

清涼飲料水 110 (1.7) 110 (3.7) 106 (3.7) 108 (2.3)

クッキー 101 (1.8) 104 (2.1) 91 (2.6) 97 (5.2)

回収率(％) (相対標準偏差(％)) (n  = 5)

ADM

塩化ナトリウム量 (g)

AK

SA

NEM

AL

CY

DU

成分 試料

表 3 透析内液への各塩化ナトリウム添加量における各甘味料の回収率 

表 4 添加回収試験結果 
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ま と め 

 

7種類の甘味料の LC/MSによる分析において、抽

出のための透析液について検討を行った。透析内液

に塩化ナトリウム 0.25 g（5%塩化ナトリウム溶液 

5 mL）、透析外液に蒸留水を用いて 10C下で 24時

間常時攪拌させて透析することで、良好な回収率が

得られた。また、食品試料 5種への添加回収試験の

結果はすべての成分で良好であった。本法は、1) 微

生物の繁殖抑制を目的として低温で透析を行って

いること、2) 内液は塩化ナトリウム溶液、外液は精

製水を使用するため試薬調製が簡単なこと、3) 固

相精製を使用せず分析できることを特徴としてお

り、従来の方法と比較して簡便に食品中の甘味料一

斉分析でき、日常的な検査への寄与が期待される。 
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開示すべき利益相反はない。 
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Simultaneous analysis of seven artificial sweeteners in foods by dialysis and LC/MS 

 

 

Yusuke TOKUNAGA and Masanao SHINYA 

 

 

A simultaneous analysis was performed for seven sweeteners (acesulfame K, saccharin Na, neotame, advantame, Na 

cyclamate, alitame, dulcin) in various foods by liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS) after dialysis. All 

sweeteners were extracted by dialyzing for 24 hours at 10C with 5 mL of 5% NaCl (0.25 g NaCl) as the inner dialysate 

under constant stirring with a stirring device. The results of spike recovery tests using soft drink, cookie, strawberry jam, 

pickles, and boiled beans showed satisfactory recovery within the range of 81–117%, and the relative standard deviations 

were <8.9%. 

 

 

Key words：dialysis, LC/MS, sweetener 
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食品中の亜硝酸根検査法の妥当性評価 

 

 

野村千枝，粟津 薫，紀 雅美，新矢将尚 

 

 

 亜硝酸根の検査法において、これまでガラス製のメスフラスコの汚染と試験溶液の濁りを防ぐため

に試料をホモジナイズ後に残渣を入れずに定容していた。今回、ディスポーザブル遠心管を用いて、残

渣ごと定容することにした。検査方法について、3種類の食品を用いて「食品中に残留する農薬等に関

する試験法の妥当性評価ガイドライン」に準拠した妥当性評価試験を行ったところ、良好な結果が得

られた。 

 

 

キーワード：食品、亜硝酸根、比色法、妥当性評価 

 

 

 亜硝酸ナトリウムは食肉製品や魚卵等に発色

剤の用途で使用が認められている発色剤である。

使用基準は亜硝酸根（亜硝酸イオン NO2
-）とし

ての最大残存量で、いくらやすじこ、たらこでは

0.0050 g/kg 以下、魚肉ソーセージおよび魚肉ハム

では 0.050 g/kg、食肉製品では 0.070 g/kg 以下と

定められている 1）。 

 食品衛生検査指針 2）（以下指針）では、食品中

の亜硝酸根分析は、弱アルカリ条件下で抽出し、

除タンパク処理後、ジアゾ化による発色を利用し

た比色法が記載されている。当所においても、指

針に記載された亜硝酸根定量法を基にして著者

らが一部改良を加えた検査法 3, 4）を実施してきた。

従来の検査において、ガラス製のメスフラスコの

汚染と試験溶液の濁りを防ぐため、ろ液を定容し

ていた。今回、ガラス製のメスフラスコに替えて

ディスポーザブル遠心管を用いて、指針 2）と同様

に残渣ごと定容することにした。また 5A と 5C

ろ紙を重ねてろ過を行い試験液の濁りを防ぐこ

とにした。 

 我が国では、食品中の食品添加物を対象とした

検査法に対する妥当性評価の指針がないことか

ら、本法について「食品中に残留する農薬等に関

する試験法の妥当性評価ガイドライン」5）（以下

ガイドライン）に基づく妥当性評価試験を行った

ところ良好な結果が得られたので報告する。 

 

実 験 方 法 

 

1. 試料 

 亜硝酸根（発色剤）の使用表示のないたらこ、

魚肉ソーセージ、ベーコンを用いた。 

 

2. 試薬および標準溶液 

 標準品は試薬特級の亜硝酸ナトリウム（富士フ

ィルム和光純薬製）を用いた。ろ紙は定量ろ紙

No.5Aおよび No.5C（アドバンテック製）をヒダ

折りにして用いた。水は Elix または Milli-Q 製造

装置（メルク製）により精製したものを用いた。

0.5%水酸化ナトリウム水溶液、9%酢酸亜鉛水溶

液、0.5%スルファニルアミドの 50%塩酸溶液、

0.12%ナフチルエチレンジアミン水溶液はいずれ

も試薬特級の試薬を用いて調製した。 

(1)標準原液 

 亜硝酸ナトリウム 150 mg を正確に量り水に溶

解して 100 mL とした（亜硝酸根として 1,000 

μg/mLを含む）。これを標準原液とした。 

(2)標準溶液 

 標準原液を適宜水で希釈して 0.5 μg/mL標準溶

液を調製した。この 1〜20 mLを検量線作成に用

いた。 

(3)添加用標準溶液 

魚肉ソーセージ添加用（250 μg/mL）：標準原液を

25 mL採り水で 100 mLに定容した。
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たらこ添加用（25 μg/mL）：上記 250 μg/mL標準

溶液を 10 mL採り水で 100 mL に定容した。 

ベーコン添加用（350 μg/mL）：亜硝酸ナトリウム

52.5 mg を正確に量り水に溶解して 100 mL とし

た。 

 

3. 器具および装置 

 遠心管は容量 50 mL のポリプロピレン（PP）

製（IWAKI 製）を用いた。フードプロセッサーは

MK-K61（パナソニック製）を用いた。高速ホモ

ジナイザーはポリトロン PT10（KINEMATICA製）

を使用し、シャフトは PT10S を用いた。高速冷却

遠心機は、KUBOTA5922（久保田製作所製）を使

用し、ローターは RA-410M3 を用いた。恒温振と

う槽は BW100（ヤマト科学製）を用いた。分光光

度計は UV-3600（島津製作所製）を用いた。 

 

4. 試験溶液の調製 

 操作フローを図に示した。均質化した試料 2.5 

gを遠心管に量り、約 80℃の温水 20 mLを加え、

ホモジナイズした。シャフトに付着した残渣は温

水約 2.5 mL を用いて 5 回洗浄し、洗液を遠心管

にあわせた。さらに 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム

水溶液 5 mLおよび 9%酢酸亜鉛水溶液 5 mLを加

えてよく振り混ぜた後、時々振り混ぜながら

80℃の水浴中で 15 分間加温した。次に氷中で 30

分間冷却した後、水で定容した。4℃で 20 分間、

遠心分離（5,000 rpm）した。上清をろ紙（No.5A

の下に No.5Cを重ねたもの）で遠心管にろ過し、

試験溶液とした。 

 

5. 発色操作 

 試験溶液（たらこは 10 mL、魚肉ソーセージと

ベーコンは 2 mL）を 25 mL容のメスフラスコに

正確に採取し、0.5%スルファニルアミドの 50%

塩酸溶液 1 mLを加えよく混和した。次に、0.12%

ナフチルエチレンジアミン水溶液 1 mLを加えて

よく混和した。これに水を加えて正確に 25 mLと

した後、室温で 20 分間静置した。 

 同時に 0.5 μg/mL標準溶液を 25 mL容のメスフ

ラスコに 1、2、5、10、15、20 mL正確に採取し

同様の操作を行い、検量線を作成した。 

 

6. 定量 

 静置後、分光光度計を用いて波長 540 nmの吸

光度を測定し、予め作成した検量線より亜硝酸根

濃度を求めた。試料 2.5 g を採取し本法に従い試

料液 20 mL を発色させた場合の定量下限値は

0.0005 g/kg である。 

 

7. 妥当性確認 

 食品添加物の分析法は、「食品、添加物等の規

格基準（昭和 34 年厚生省告示第 370 号）の第 2

添加物 通則 81）において、「規定の方法に代わる

方法で、それが規定の方法以上の精度のある場合

には、その方法を用いることができる。ただし、

その結果について疑いのある場合には、規定の方

法で最終判定を行う。」と定められているため、

公定法以外で検査を実施することが可能である

が、妥当性評価の手法については示されていない。

そこで、食品添加物と検査の目的や分析対象の性

質も比較的近い農薬等の妥当性評価手法（ガイド

ライン）5）に準拠し、妥当性評価を行った。本法

について、たらこ、魚肉ソーセージ、ベーコンを

図 操作フロー 
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用いた。添加回収試験は基準値濃度（たらこは

0.005 g/kg、魚肉ソーセージは 0.05 g/kg、ベーコ

ンは 0.07 g/kg）を添加した。試料 2.5 g に添加用

標準溶液（たらこは 25 μg/mL、魚肉ソーセージは

250 μg/mL、ベーコンは 350 μg/mL）0.5 mLを添

加し、30分間静置したものを用いた。同時に標準

を添加しない試料（ブランク試料）の分析も行っ

た。分析者 2名が、1日 1回（2 併行）、3日間の

枝分かれ実験を行い、真度、併行精度および室内

精度を評価した。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 試験溶液の調製 

 ガラス製のメスフラスコを用いた定容では、試

料の種類によっては、容器の内壁が白濁し、洗浄

が困難となる場合があった。ディスポーザブルの

遠心管を使用することにより、容器の汚染を考慮

する必要がなくなり、指針 2）と同様に残渣ごと定

容が可能となった。 

 また、ろ過において、No.5Aろ紙のみを使用し

た場合、一部の魚卵製品のブランク試料において

定量下限値を超えて検出することがあった（無添

加いくら 0.0065 g/kgなど）。しかし、No.5C ろ紙

を重ねて使用することにより妨害物質が除去さ

れ定量下限値未満となった。そこで本法では

No.5A の下に No.5C のろ紙を重ねてろ過を行う

こととした。 

 

2. 妥当性評価試験 

 7. 妥当性確認方法に従い妥当性評価試験を行

なった。 

(1)検量線 

 5. 発色操作および 6. 定量に従い検量線を作

成した。分析者 2 名が 3 日間で各 1 回、計 6 回作

成した検量線の決定係数（R2）は 0.9998〜1.0000

であった。 

(2)選択性 

 ブランク試料を本法に従って分析したところ、

定量下限値（0.0005 g/kg）を超えて検出しないこ

とを確認した。  

(3)真度、併行精度および室内精度 

 表に示すとおり、ガイドラインの目標値（添加

濃度 0.1 μg/g のとき：真度 70〜120%、併行精度

＜10%、室内精度＜15%）を満たす良好な結果が

得られた。検査に適応可能と考える。 
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表 妥当性評価結果 

試料 
添加濃度 

(g/kg） 

真度 

（％） 

併行精度 

RSD(％) 

室内精度 

RSD(％) 

たらこ 0.005 92 1.0 1.5 

魚肉ソーセージ 0.050 99 1.0 1.0 

ベーコン 0.070 96 1.1 2.3 
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Results of validity study of a nitrite inspection method for food 

 

 

Chie NOMURA, Kaoru AWAZU, Masami KI and Masanao SHINYA 

 

 

In the test method used to detect nitrite in food at our laboratory, the test solution has been prepared after removing 

the residue of sample homogenization in order to prevent turbidity of the test solution. However, this method was 

problematic due to low recovery rates. In the present study, as a result of a modification in which the test solution 

was prepared without removing the residue, the recovery rate was improved. Good results were obtained in a 

validation test of the present method with three types of food in accordance with the “Guidelines for the validation 

of analytical methods for testing agricultural chemical residues in food.” 

 

 

Key words：food, nitrite, colorimetric method, validation study 
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畜水産物中の有機塩素系農薬分析法の改良と妥当性評価 

 

 

國頭茉莉，山口瑞香，粟津 薫，永吉晴奈，福井直樹，新矢将尚 

 

 

畜水産物中に残留する有機塩素系農薬の分析法を検討した。試料からの抽出はヘキサン/アセトン混

液で 2 回繰り返し、精製には酸化ジルコニウムを化学結合させたシリカゲルおよびエチレンジアミン-

N-プロピルシリル化シリカゲルカラムを用いた。測定にはガスクロマトグラフ-タンデム質量分析計

(GC-MS/MS)を使用した。牛乳、牛肉、豚肉、鶏肉および魚(鮭)を試料として添加回収試験を行ったと

ころ、魚試料中の一成分を除き、妥当性評価ガイドラインの目標値を満たした。 

 

 

キーワード：畜水産物、有機塩素系農薬、ガスクロマトグラフ-タンデム質量分析計、妥当性評価 

 

 

有機塩素系農薬である BHC(α-BHC、β-BHC、γ-

BHC、δ-BHC)、アルドリン、ディルドリン、エン

ドリン、ヘプタクロル(ヘプタクロル、ヘプタクロ

ルエポキサイド)、DDT(4,4’-DDT、4,4’-DDE、4,4’-

DDD、2,4’-DDT)、クロルデン(cis-クロルデン、

trans-クロルデン、オキシクロルデン)、ヘキサク

ロロベンゼンは難分解性のため自然環境中に残

留し、生物に様々な影響を及ぼしていることが明

らかになっている。そのため、これらの大部分が

「残留性有機汚染物質に関するストックホルム

条約」(POPs 条約)において規制されている。それ

に伴い、これらの化学物質は我が国でも「化学物

質の審査及び製造等の規制に関する法律」におい

て第一種特定化学物質に指定されており、製造や

輸入が原則禁止され、また食品中の残留基準が設

定されている。当所では従来食肉、牛乳試料中の

分析を行ってきた。しかし、従来法 1)では内標準

物質の一つである 13C-アルドリンの回収率が

40%近傍となることが度々見受けられた。妥当性

評価ガイドライン 2)では、サロゲートを使用した

場合には、サロゲートの回収率が 40%以上である

ことが求められている。分析時には常にサロゲー

トの回収率が 40%以上となるよう分析法の改良

が求められた。 

そこで今回、従来法の改良を行った。すなわち、

試料からの溶媒による抽出回数を 1 回から 2 回

に増やし、アセトニトリル/ヘキサン分配工程を

廃止し、精製には酸化ジルコニウムを化学結合さ

せたシリカゲルとエチレンジアミン-N-プロピル

シリル化シリカゲルカラム(PSA)を採用した。こ

れにより良好な結果が得られたので報告する。 

 

実 験 方 法 

 

1. 試料および試薬等 

(1)試料：市販の牛乳、牛肉、豚肉、鶏肉、鮭を用

いた。 

(2)標準品：BHC類は富士フイルム和光純薬工業

(株)製、安定同位体(13C)で標識された13C-δ-BHC、
13C-2,4’-DDEおよび13C-アルドリンは、Cambridge 

Isotope Laboratory社製、その他の標準品(アルドリ

ン、ディルドリン、エンドリン、ヘプタクロル、

ヘプタクロルエポキサイド、4,4’-DDT、4,4’-DDE、

4,4’-DDD、2,4’-DDT、cis-クロルデン、trans-クロ

ルデン、オキシクロルデン、ヘキサクロロベンゼ

ン)はDr.Ehrenstorfer社製を用いた。 

(3)精製用固相：酸化ジルコニウムを化学結合さ

せたシリカゲルを使用する酸化ジルコニウム剤

には、以下の①～③を使用した。いずれもSigma-

Aldrich社製を用いた。 

①Z-Sep分散固相：HybridSPE-Phospholipid dSPE 

500 mg 

②Z-Sep固相抽出カラム：HybridSPE Phospholipid 

500 mg/6 mL
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③Z-Sep/C18分散固相：Supel QuE Z-sep/Discovery 

DSC-18 dSPE 120 mg/300 mg 

エチレンジアミン-N-プロピルシリル化シリカゲ

ルカラム(PSAミニカラム500 mg)は、Agilent社製

を用いた。 

(4)試薬等：残留農薬試験用アセトン、ヘキサン、

無水硫酸ナトリウム、アセトニトリルは富士フイ

ルム和光純薬工業(株)製を使用した。 

 

2. 装置および測定条件 

(1)装置 

高速ホモジナイザーは KINEMATICA 社製ポリ

トロン PT3100、遠心機は日立工機(株)製 himac 

CF7D2、エバポレーターは東京理化器械(株)製

DPE-2130、GC-MS/MS は Agilent 社製 7010GC-

MS/MS、高速振とう器は東京理科器械(株)製 CM-

1000 を使用した。 

(2)GC-MS/MS 測定条件 

分析カラム：VF5-MS(30 m×0.25 mm. 膜厚 0.25 

μm)(Agilent 社製) 

昇 温 ： 50℃(1 min)-25℃/min-120℃-10℃/min-

280℃(9 min) 

キャリアーガス：ヘリウム 

流量：1.5 mL/min 

注入量：1 μL または 0.5 μL 

イオン化モード：EI 

測定モード：選択反応モニタリング(SRM) 

イオン源温度：280℃ 

モニターイオン：化合物ごとの条件は表 1 に示し

た。 

 

3. 試験溶液の調製 

(1)抽出 

牛肉、豚肉、鶏肉および鮭の筋肉試料は細切後、

フードプロセッサーで均一化し、牛乳はそのまま

試験に供した。試料 5 g を 50 mL 容遠沈管に秤取

し、内標準物質(50 ng)およびヘキサン/アセトン

混液(2:1)15 mL を加えて高速ホモジナイザーで

30 秒以上混合粉砕した(試験品が牛乳の場合は 5

分間振とう混合)後、これを 3,000 rpm で 5 分間遠

心分離した。上清を、無水硫酸ナトリウムを半分

程度充填したフィルターロートでろ過し 100 mL 

容ナス型フラスコに捕集した。さらに残渣にヘキ

サン/アセトン混液(2:1)15 mL を加えて高速振と

う器で 5 分間振とうし、これを 3,000 rpm で 5 分

間遠心分離した。上清を 1 回目と同様にろ過し、

ナス型フラスコに捕集して 1 回目のろ液と合わ

せた。ろ液をロータリーエバポレーターおよび窒

素吹付を用いて溶媒留去し、アセトニトリルで

10 mL に定容した(抽出液)。 

(2)酸化ジルコニウム剤による精製 

抽出液 10 mL のうち 6 mL(試料 3 g 相当)を、酸

化ジルコニウム剤 500 mg をあらかじめ分注した

遠沈管に採取し、5 分間振とう後 3,000 rpm で 5

分間遠心分離した。上清 4 mL(試料 2 g 相当)をナ

ス型フラスコに採取しロータリーエバポレータ

ーおよび窒素吹付を用いて溶媒留去した。溶媒留

去後ヘキサン/アセトン混液(1:1)2 mL に再溶解し

た(酸化ジルコニウム精製液)。 

(3)PSA による精製 

ヘキサン/アセトン混液(1:1)10 mL でコンディ

ショニングした PSA ミニカラム(500 mg)に、酸化

ジルコニウム精製液全量を負荷し、さらにヘキサ

ン/アセトン混液(1:1)20 mL を注入し、ナス型フラ

スコに溶出液を全量採取した。溶出液をロータリ

ーエバポレーターで 2 mL 以下に濃縮し、ヘキサ

ン/アセトン混液(1:1)で 2 mL に定容したものを

GC-MS/MS 用の試験溶液(試料 1 g/mL 相当)とし

た。 

 

4. 検量線の作成 

内標準物質(13C-δ-BHC、13C-2,4'-DDE および 13C-

プリカーサ
イオン
(m/z )

プロダクト
イオン
(m/z )

プリカーサ
イオン
(m/z )

プロダクト
イオン
(m/z )

α-BHC 181 145 219 183 13
C-δ-BHC

β-BHC 181 145 219 183 13
C-δ-BHC

γ-BHC 181 145 219 183 13
C-δ-BHC

δ-BHC 181 145 219 183 13
C-δ-BHC

Heptachlor 272 237 274 239 13
C-δ-BHC

Heptachlor epoxide A 217 182 253 218 13
C-2,4'-DDE

Heptachlor epoxide B 353 263 355 265 13
C-2,4'-DDE

Aldrin 263 193 257 222 13
C-Aldrin

Dieldrin 277 206 279 243 13
C-2,4'-DDE

Endrin 263 193 265 230 13
C-2,4'-DDE

4,4'-DDE 246 176 248 176 13
C-2,4'-DDE

4,4'-DDD 235 165 237 165 13
C-δ-BHC

2,4'-DDT 235 165 237 165 13
C-2,4'-DDE

4,4'-DDT 235 165 237 165 13
C-2,4'-DDE

cis -Chlordane 375 266 373 266 13
C-2,4'-DDE

trans -Chlordane 375 266 373 266 13
C-2,4'-DDE

Oxy-chlordane 185 149 187 151 13
C-2,4'-DDE

HCB 284 249 284 214 13
C-δ-BHC

13
C-δ-BHC 187 151 225 189 -

13
C-2,4'-DDE 258 188 260 188 -

13
C-Aldrin 270 200 305 270 -

トランジション1 (定量) トランジション2 (定性)

内標準物質

表 1 SRM トランジションおよび内標準物質 
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アルドリン)を含むマトリックス入り標準溶液を

試料ごとに調製した。各標準溶液は、ブランク試

料から調製した試験溶液に各農薬を 0.001～6 

ppm になるように添加し、いずれの濃度において

も、内標準物質を各 0.01 ppm 含むように調製し

た。定量は、添加濃度にあわせて、マトリックス

入り標準溶液による内標準法(検量線 4 点以上)に

より実施した。 

 

5. 酸化ジルコニウム剤を用いた精製の検討 

分散固相の Z-Sep と Z-Sep/C18 を用いて標準品

および内標準物質の回収率の比較を行った。標準

品と内標準物質を各 0.01 ppm 含むよう調製した

アセトニトリル溶液 10 mL を各分散固相と混合

し 5 分間振とう後、3000 rpm で 5 分間遠心分離

した。上清 2 mL をろ過して N2 吹付でヘキサン

に溶媒を置換したものを試験液とし、GC-MS/MS

で測定した。Z-Sep の分散固相と固相抽出カラム

の比較については、カレイを試料とし、前述の試

験溶液の調製の通りに操作を行った。 

 

6. 抽出方法の検討 

(1)抽出溶媒の検討 

牛乳を試料として添加回収試験を行った。アセ

トニトリル 10 mLとQuEChERS抽出塩(Restek社)

で抽出した。酸化ジルコニウム剤を用いた精製の

工程で、分散固相の Z-Sep を使用する代わりに、

固相抽出カラムの Z-Sep を使用したことを除い

て、前述の試験溶液の調製の通りに操作を行った。 

(2)抽出回数の検討 

ヘキサン/アセトン混液(2:1)30 mL で 1 回抽出す

る方法と、ヘキサン/アセトン混液(2:1)15 mL で 2

回抽出する方法を比較した。抽出以降の工程は、

6.(1)の検討同様に操作を行った。 

 

7. 妥当性評価の実施 

妥当性評価ガイドライン 2)に従って実施した。 

(1)牛乳および牛肉 

分析者 5 名が 2 併行で 1 日間、枝分かれ試験を

実施した。各試料(牛乳、牛肉)に 0.005 ppm およ

び食品中に設定されている残留基準値となるよ

う標準溶液を添加(以降、基準値添加)した。 

 

(2)豚肉、鶏肉および鮭 

基準値添加では、分析者 5名が 2併行で1日間、

枝分かれ試験を実施した。0.005 ppm 添加では、

分析者 1 名が 6 併行で 1 日間実施した。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 分析法の改良 

(1)酸化ジルコニウム剤を用いた検討 

従来法の前処理では、脱脂を目的としてアセト

ニトリル/ヘキサン分配を行っていた。しかし、脂

質と共に廃棄するヘキサン層にはアルドリンお

よび 13C-アルドリンの一部が移行しており、これ

が回収率の低下の一因と推察された。そこで、ア

セトニトリル/ヘキサン分配の工程を省略し、酸

化ジルコニウム剤と PSA ミニカラムの組合せに

限定した精製方法の検討を行った。 
分散固相による内標準物質の回収率の結果を

表 2 に示した。いずれも回収率は 70%以上であ

り、Z-Sep での回収率は Z-Sep/C18 よりも良好で

あった。Z-Sep/C18 では内標準物質が吸着するこ

とで回収率が低下すると考えられるため、Z-Sep

を採用することとした。 

続いて、Z-Sep の分散固相と固相抽出カラムに

ついて検討を行った。内標準物質の回収率の結果

を表 3 に示した。Z-Sep の分散固相での回収率は

固相抽出カラムより高いことから、分散固相を採

用することとした。アセトニトリル/ヘキサン分

配を省略し、酸化ジルコニウム剤(Z-Sep 分散固

相)と PSA ミニカラムの組合せに限定した精製工

程に改めることにより、内標準物質の回収率の低

下を回避できる可能性が示唆された。また、今回

改良した方法で作成したマトリックス検量線と

Z-Sep Z-Sep/C18

13
C-δ-BHC 89 73

13
C-2,4'-DDE 109 88

13
C-Aldrin 95 76

分散固相 固相抽出カラム

13
C-δ-BHC 96 82

13
C-2,4'-DDE 80 73

13
C-Aldrin 71 66

表 2 Z-Sep および Z-Sep/C18 での回収率(%) 

表 3 Z-Sep 分散固相および固相抽出カラ

ムでの回収率(%) 
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従来法のそれとを比較して、マトリックス効果に

大きな差は見受けられなかった。そのため、アセ

トニトリル/ヘキサン分配を省略しても、脱脂に

問題はないと考えられた。 

(2)抽出方法の検討 

牛 乳を 試料 とし て、ア セト ニト リル と

QuEChERS 抽出塩またはヘキサン/アセトン混液

(2:1)を用いて抽出した場合の内標準物質の回収

率の結果を表 4 に示した。アセトニトリルと

QuEChERS 抽出塩による抽出方法では 13C-アル

ドリンの回収率が 47%と低い結果となった。この

方法では内標準物質の回収率が改善されないこ

とがわかったため、抽出溶媒は従来通り、通知の

一斉試験法の抽出溶媒であるヘキサン/アセトン

混液(2:1)を採用することとした。 

次に、抽出溶媒を一定(30 mL)にして抽出回数を

1 回から 2 回に増やし、抽出率が向上するか検討

した。ヘキサン/アセトン混液(2:1)30 mL で 1 回

抽出した方法と 15 mL で 2 回抽出した結果を比

較した。表 5 に添加回収試験の結果を示した。す

べての物質で同等か 2 回抽出の方が良好な結果

が得られた。また、1 回抽出では回収率が 79 %に

留まった 4,4'-DDT においても、2 回抽出にするこ

とで 87%に向上した。また、内標準物質の回収率

も概ね 100%であった。これらの結果、ヘキサン

/アセトン混液(2:1)15 mL で 2 回抽出する方法を

採用した。 

以上の検討結果から、ヘキサン/アセトン混液に

よる 2 回抽出を行った後、精製には酸化ジルコニ

ウム剤(Z-Sep 分散固相)および PSA ミニカラムを

活用した方法を構築した。構築した前処理スキー

ムを図 1 に示した。この方法を用いて、妥当性評

価を実施することとした。 

 

 

図 1 前処理スキーム 

 

アセトニトリル
/QuEChERS抽出塩

ヘキサン/アセトン
混液 1回抽出

ヘキサン/アセトン
混液 2回抽出

α-BHC 89 95 101

β-BHC 94 94 101

γ-BHC 90 94 99

δ-BHC 92 94 99

Heptachlor 96 91 101

Heptachlor epoxide A 116 96 102

Heptachlor epoxide B 116 95 103

Aldrin 97 95 101

Dieldrin 114 97 104

Endrin 102 102 102

4,4'-DDE 87 96 102

4,4'-DDD 77 98 104

2,4'-DDT 87 89 96

4,4'-DDT 82 79 87

cis -Chlordane - 98 103

trans -Chlordane - 97 103

Oxy-chlordane - 95 100

HCB - 91 93

回収率(%)

アセトニトリル
/QuEChERS抽出塩

ヘキサン/アセトン
混液

13
C-δ-BHC 74 107

13
C-2,4'-DDE 53 106

13
C-Aldrin 47 106

回収率(%)

表 5 各農薬の回収率(%) 

表 4 内標準物質の回収率(%) 
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2. 妥当性評価 

妥当性評価結果を表 6 および表 7 に示した。

HCB 以外の農薬(17 成分)についてはいずれの添

加濃度においても、真度、併行精度、室内精度と

もにガイドラインの目標値を満たす良好な結果

が得られた。牛乳、牛肉、豚肉および鶏肉に関し

ては、今回検討した農薬(18 成分)全てで真度、併

行精度、室内精度ともにガイドラインの目標値を

満たす結果が得られた。しかし、鮭に関しては

0.005 ppm および基準値濃度(0.1 ppm)の双方の添

加濃度において、HCB の回収率が 50%台と目標

値を満たさない結果となった。HCB の回収率は、

他の内部標準物質で補正して算出した場合にお

いても同程度であった。 

さらに、内標準物質の回収率の結果を表 8 に示

した。いずれの結果においても、目標値の 40%を

超える結果で、鮭の一部(基準値添加の 13C-アル

ドリン)を除いて、50%以上に改善することがで

添加
濃度

真度
併行
精度

室内
精度

添加
濃度

真度
併行
精度

室内
精度

添加
濃度

真度
併行
精度

室内
精度

添加
濃度

真度
併行
精度

室内
精度

添加
濃度

真度
併行
精度

室内
精度

α-BHC 0.01 96 2.1 3.1 0.01 100 1.4 1.8 0.01 105 2.1 2.3 0.01 102 1.6 1.6 0.01 103 2.0 2.5

β-BHC 0.01 100 2.4 2.4 0.01 100 1.1 1.7 0.01 106 1.4 1.5 0.01 101 2.3 2.8 0.01 101 1.2 7.5

γ-BHC 0.01 95 2.5 2.8 0.02 102 1.1 1.3 0.02 108 1.6 2.1 0.7 104 0.5 1.3 1 103 2.4 3.7

δ-BHC 0.01 101 1.8 2.1 0.01 101 0.7 1.8 0.01 106 1.7 1.7 0.01 102 1.9 1.9 0.01 103 1.0 2.2

Heptachlor 0.006 90 3.2 4.0 0.01 102 3.3 3.4 0.01 112 2.7 4.2 0.01 104 1.1 2.0 0.01 104 1.6 1.9

Heptachlor epoxide A 0.006 104 2.8 3.4 0.01 104 2.2 3.9 0.01 108 3.5 6.5 0.01 105 0.7 1.5 0.01 110 2.1 2.1

Heptachlor epoxide B 0.006 105 2.6 3.5 0.01 106 2.2 2.2 0.01 108 3.7 4.9 0.01 107 1.1 1.4 0.01 116 1.3 1.3

Aldrin 0.006 99 2.7 2.9 0.01 101 1.3 2.1 0.01 105 2.3 3.0 0.01 102 1.2 1.3 0.01 104 2.1 3.8

Dieldrin 0.006 106 3.2 5.2 0.01 103 2.6 2.6 0.01 110 2.7 4.2 0.01 105 2.9 2.9 0.01 111 2.0 2.7

Endrin 0.01 109 2.8 5.8 0.05 101 2.3 3.1 0.05 108 3.7 3.8 0.05 103 1.6 1.6 0.01 108 1.2 1.8

4,4'-DDE 0.02 107 4.2 6.8 1 109 2.9 2.9 1 111 2.8 4.5 0.3 109 1.7 2.2 3 91 4.3 4.3

4,4'-DDD 0.02 114 2.6 3.5 1 103 3.4 5.1 1 104 5.0 6.1 0.3 102 2.5 5.6 3 90 2.9 4.8

2,4'-DDT 0.02 97 1.5 10.8 1 99 3.7 7.6 1 104 7.4 8.4 0.3 98 2.3 5.4 3 96 2.7 5.7

4,4'-DDT 0.02 83 1.8 1.9 1 93 6.2 11.3 1 103 9.6 9.9 0.3 94 3.5 5.1 3 95 3.3 6.8

cis -Chlordane 0.002 108 3.8 5.7 0.08 105 2.3 2.3 0.08 110 3.0 5.1 0.08 107 0.8 1.6 0.05 108 1.4 1.5

trans -Chlordane 0.002 106 3.4 4.8 0.08 104 1.5 1.5 0.08 108 3.3 4.4 0.08 105 0.8 1.3 0.05 109 1.8 1.8

Oxy-chlordane 0.002 83 3.0 6.5 0.08 104 2.0 2.0 0.08 109 3.2 4.8 0.08 106 0.3 0.9 0.05 110 2.0 2.0

HCB 0.01 88 2.1 5.7 0.2 99 1.9 1.9 0.2 98 4.2 5.5 0.2 103 0.8 1.5 0.1 54 10.4 10.4

*添加濃度の単位:ppm、真度・併行精度・室内精度の単位:%

魚(鮭)鶏肉豚肉牛肉牛乳

真度
併行
精度

室内
精度

真度
併行
精度

室内
精度

真度
併行
精度

真度
併行
精度

真度
併行
精度

α-BHC 95 3.3 3.3 96 3.0 3.9 100 1.7 106 1.4 100 1.6

β-BHC 96 2.8 3.0 94 4.2 5.9 100 2.3 104 1.3 100 1.1

γ-BHC 94 2.5 2.8 97 2.5 3.3 100 1.4 105 1.2 101 1.6

δ-BHC 96 3.3 3.3 97 3.2 3.3 100 2.3 103 1.6 97 1.5

Heptachlor 95 5.0 5.9 94 2.0 4.8 102 1.0 104 1.5 98 2.4

Heptachlor epoxide A 94 3.9 7.1 107 4.1 6.2 102 2.5 105 1.5 115 1.2

Heptachlor epoxide B 97 5.3 5.5 106 3.0 5.8 101 2.0 106 1.8 115 1.8

Aldrin 96 2.3 3.9 96 3.4 4.7 98 0.8 102 2.3 96 1.8

Dieldrin 96 6.1 7.4 101 5.1 7.6 104 3.6 106 2.9 111 3.3

Endrin 92 3.5 7.2 112 5.2 5.2 102 1.7 108 1.4 103 3.6

4,4'-DDE 96 6.9 6.9 91 2.9 5.4 100 1.7 105 1.4 98 3.7

4,4'-DDD 91 4.3 6.8 94 5.4 5.4 98 3.0 99 1.1 79 3.9

2,4'-DDT 97 2.5 6.1 96 3.9 5.5 99 2.5 98 2.9 82 3.5

4,4'-DDT 103 4.0 7.1 90 5.7 7.2 101 4.9 93 3.4 83 6.9

cis -Chlordane 97 3.5 3.8 100 4.6 6.2 101 2.7 106 1.4 101 1.9

trans -Chlordane 97 3.8 4.0 100 3.4 5.5 100 1.4 104 1.1 101 3.1

Oxy-chlordane 94 3.0 5.3 100 5.4 10.1 100 2.5 100 2.1 103 4.2

HCB 87 3.0 4.8 75 4.3 4.3 94 3.2 104 1.9 52 9.8

*真度・併行精度・室内精度の単位:%

魚(鮭)鶏肉豚肉牛肉牛乳

表 6 妥当性評価の結果(0.005 ppm 添加) 

 

 

 

表 7 妥当性評価の結果(基準値添加) 
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きた。 

魚(鮭)については HCB の回収率が低いので、他

の魚種においても同様の傾向が確認されるかど

うか、今後さらなる検討を行い改善が必要と考え

られる。 

 

ま と め 

 

GC-MS/MS を用いた畜水産物中の有機塩素系

農薬一斉分析法について、ヘキサン/アセトン混

液による 2 回抽出を行った後、精製に酸化ジルコ

ニウム剤(Z-Sep 分散固相)および PSA ミニカラム

を活用した方法を構築した。牛乳、牛肉、豚肉、

鶏肉および鮭を対象に妥当性評価を実施した結

果、鮭の HCB を除き妥当性評価ガイドラインの

要求を満たした。従来法で問題となっていた内標

準物質の回収率について改善することができた。 

 

利 益 相 反 

 

開示すべき利益相反はない。 
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0.005ppm 基準値添加 0.005ppm 基準値添加 0.005ppm 基準値添加 0.005ppm 基準値添加 0.005ppm 基準値添加

13
C-δ-BHC 80 64 75 74 85 78 66 69 94 72

13
C-2,4'-DDE 78 64 68 71 84 74 66 67 63 53

13
C-Aldrin 75 60 62 70 83 74 66 67 53 43

牛乳 牛肉 豚肉 鶏肉 魚(鮭)

表 8 妥当性評価時の内標準物質の回収率(%) 
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Improvement and validation of a method for the analysis of organochlorine pesticides in livestock and 

fishery products by GC-MS/MS 

 

 

Mari KUNITOU, Mizuka YAMAGUCHI, Kaoru AWAZU, Haruna NAGAYOSHI, Naoki FUKUI  

and Masanao SHINYA 

 

 

A method for the analysis of organochlorine pesticides in livestock, fishery products, and milk using GC-MS/MS 

was improved. Pesticides were extracted twice with acetone/hexane, and purified by Z-Sep and an 

ethylenediamine-N-propyl bonded silica column. The method was validated according to the method validation 

guidelines of the Ministry of Health, Labour and Welfare of Japan; recovery tests were performed on beef, pork, 

chicken, salmon and milk by spike of 18 organochlorine pesticides at a concentration of 0.01 ppm. The trueness 

of the method for 17 organochlorine pesticides in all commodities was 70-120% with satisfactory repeatability 

and within-run reproducibility. This method could be applicable for the analysis of organochlorine pesticides in a 

variety of livestock, fishery products and milk. 

 

 

Key words：animal livestock and fishery product, organochlorine pesticide, GC-MS/MS, validation study 
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畜産物中のホルモン剤一斉分析法の妥当性評価 

 

 

山口瑞香，粟津 薫，白川育子，野村千枝，永吉晴奈，福井直樹，新矢将尚 

 

 

牛乳、牛肉および豚肉中の残留ホルモン剤の一斉分析法の妥当性評価を行った。抽出には QuEChERS 法、

精製には分散固相および固相抽出遠心カラムを使用し、液体クロマトグラフ-タンデム質量分析計(LC-

MS/MS)にて測定を行った。添加回収試験の結果、妥当性評価ガイドラインの目標値を満たした。 

 

 

キーワード：液体クロマトグラフ-タンデム質量分析計(LC-MS/MS)、ホルモン剤、分散固相、固相抽出遠心カ

ラム、妥当性評価 

 

 

当所では以前より牛乳および牛肉中の残留ホ

ルモン剤の分析を行っており、一斉分析法を用い

てきた。既報 1)の報告以降、いくつかのホルモン

剤で残留基準値が見直され、基準値が引き下げら

れた。そのため従来の方法では基準値が定量下限

値を下回り分析が不可能となった。しかし、LC-

MS/MS を更新したことより検出感度が向上した。

そこで感度不足となったホルモン剤の分析がで

きるよう方法を検討した。この方法を用いて、ホ

ルモン剤分析法の妥当性評価を行なったので報

告する。 

 

実 験 方 法 

 

1. 試料および試薬等 

(1) 試料：市販の牛乳、牛肉および豚肉を用いた。 

(2) 標準品：混合標準溶液は、富士フィルム和光

純薬(株)製動物用医薬品混合標準液ホルモン剤

を 用 い た 。 Betamethasone 、 Clenbuterol 

hydrochloride、Dexamethasone、Hydrocortisone、

Melengestrol acetate、Ractopamine は富士フィルム

和光純薬(株)製、Chlormadinone acetate は関東化

学(株)製、Megestrol acetate は MP Biomedicals 社

製を用いた。 

(3) 試薬等：QuEChERS 抽出塩は RESTEK 社製

Q-sep QuEChERS 抽出塩 EN法 15662(硫酸マグネ

シウム 4 g、塩化ナトリウム 1 g、クエン酸三ナト

リウム 1 g、クエン酸二ナトリウム 1.5 水和物 0.5 

g、以下 Q-sep 塩)、分散固相チューブは Merck 社

製 Z-Sep/C18 dSPE CLEAN-UP TUBE、固相抽出遠

心カラムは GL Science 社製 MonoSpin L NH2、メ

ンブランフィルターはアドバンテック東洋(株)

製 DISMIC(親水性 PTFE, 13 mmφ, 0.2 µm)、残留

農薬試験用ヘキサン、LC/MS 用アセトニトリル

およびぎ酸、試薬特級ぎ酸およびジメチルスルホ

キシドは富士フィルム和光純薬(株)製を使用し

た。水は富士フィルム和光純薬(株) 製 LC/MS 用

超純水またはMerckmillipore社製Milli-Q Integral3

により精製して用いた。 

 

2. 装置および測定条件 

(1) 装置：高速ホモジナイザーはポリトロン 

PT3100 (KINEMATICA 社製)、遠心分離器は himac 

CF7D2 (日立工機 (株 )製 )、高速振とう機は

CM−1000(東京理化器械(株)製)、遠心エバポレー

ターは CYE-3110 型(東京理化器械(株)製)、LC-

MS/MS は  AQUITY UPLC I-Class PLUS / Xevo 

TQ-XS (Waters 社製)を使用した。 

(2) LC-MS/MS 測定条件 

分析カラム：Waters CORTECS UPLC C18 (100×2.1 

mm i.d., 1.6 µm)、カラム温度：50℃、流速：0.2 

mL/min、注入量：1 µL、移動相：A 液；0.1%ぎ酸

水溶液 B 液；アセトニトリル、グラジエント条

件；B%:5-40%(0-12 min), 40-90% (12-15 min), 90% 

(15-17 min)、イオン化モード：ESI(+/-)、測定モー

ド：SRM、イオン源温度：150℃、コーンガス(窒 

大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 1 課
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素)流量：200 L/h、脱溶媒ガス(窒素)温度および流

量：600℃および 1000 L/h。物質ごとの条件は表

1 に示した。 

表 1 LC-MS/MS 測定条件 

 

3. 試験溶液の調製 

(1) 抽出:筋肉試料は細切均一化し、牛乳はそのま

ま試験に供した。試料 5 g を 50 mL 遠沈管に計

り採り、0.5 %ぎ酸含有ヘキサン飽和アセトニト

リルを 10 mL 加え、高速ホモジナイザーで混合

粉砕した。QuEChERS 抽出塩を加えて 1 分間激し

く振とう後、3,000 rpm で 5 分間遠心分離し、上

清を新しい 50 mL 遠沈管に分取した。ここにヘ

キサン 4 mL を加えて高速振とう器で約 5 分間振

とう後、3,000 rpm で 5 分間遠心分離した下層を

抽出液とした。 

(2) 精製: 分散固相チューブに抽出液 6 mL を加

え、高速振とう器で約 5 分間振とう後、3,000 rpm

で 5 分間遠心分離して上清を採取した。この上清

2 mL を、固相抽出遠心カラムを付けた 15 mL 遠

沈管に負荷し、3,000 rpm で約 5 分間遠心分離し

た。ここに 0.5 %ぎ酸含有ヘキサン飽和アセトニ

トリル 1 mL を加え、同様に遠心分離した。固相

抽出遠心カラムを外してジメチルスルホキシド

を 25 µL 加え、遠心エバポレーターで濃縮した。

これに 20%アセトニトリル溶液を加えて 1 mL と

し、メンブランフィルターでろ過したものを試験

溶液とした。 

 

4. 検量線の作成 

マトリックス入り標準溶液は各試料の種類に

応じて調製した。添加試料と同様に抽出および精

製を行なったブランク溶液に標準溶液を添加し、

0.02〜20 ng/mL となるように調製した。 

 

5. 妥当性評価 

「食品中に残留する農薬等に関する試験法の

妥当性評価ガイドライン」2)に基づき、牛乳およ

び牛肉について妥当性評価試験（分析者 5 名、2

併行×1 日間）を行なった。豚肉については併行

精度評価（6 併行）のみを行なった。各試料に

0.00005、0.0005、0.01 µg/g となるよう標準溶液

を添加し、上記方法にて実施した。 

 

結 果 及 び 考 察 

 

1.  測定条件の検討 

2017 年の報告 1)の後、いくつかのホルモン剤

について、残留基準値の改正が行われた。これ

によって、従来の方法では基準値濃度の分析がで

きなくなった。そこで、2020 年に質量分析計を

Waters 社製の Xevo TQ-S から Xevo TQ-XS への

更新を機に残留基準値が分析できる方法を検討

した。 

まず、定量下限の確認のために複数のホルモン

剤の標準溶液を測定した。その結果、既報の対象

物質に加え、ベタメタゾン、酢酸クロルマジノン、

クレンブテロール、酢酸メゲステロールおよびラ

クトパミンが基準値付近まで測定できることが

分かった。 

また、ベタメタゾンとデキサメタゾンは異性体

であるため LC 条件での分離が必要であった。過

去の報告 3)を参考に移動相をアセトニトリルと

した。以上の検討の結果、14 種類のホルモン剤に

ついて、残留基準値濃度の測定が可能となった。 

 

2. 試験法の検討 

ホルモン剤は残留基準値が低いものが多く、試

験溶液を希釈して分析することが難しい。そこで、

近年農薬分析に多く活用されている QuEChERS

法を検討した。抽出法は既報の抽出溶媒を参考に

ぎ酸または酢酸含有ヘキサン飽和アセトニトニ

トリルを用い、QuEChERS 抽出塩は Q-sep 塩また

は塩化ナトリウム 1 g と無水硫酸ナトリウム 4 g

を比較した。豚肉を試料として添加回収試験をし

た結果、対象物質は全てアセトニトリル相に抽出

されたが、酢酸よりぎ酸、塩化ナトリウムと無水

硫酸ナトリウムより Q-sep 塩の方が良好な回収

率であった(表 2)。そのため、ぎ酸含有ヘキサン

飽和アセトニトニトリルおよび Q-sep 塩を使用

することとした。 

精製方法については、Merk 社製 Supel QuE Z- 

mode Precursor ion Product ion1 Product ion2 Retention time

+/- (m/z ) (m/z ) (m/z ) (min)

α-trenbolone + 271 253 199 12.4

β-trenbolone + 271 199 253 11.8

betamethazone − 437 361 307 11.1

chlormadinone acetate + 405 309 345 15.3

clenbuterol + 277 203 168 5.8

clostebol + 323 143 131 14.6

dexamethasone − 437 361 307 11.3

hydrocortisone + 363 121 327 9.7

megesterol acetate + 385 224 267 15.2

melengesterol acetate + 397 337 279 15.3

methylprednisolone − 419 343 309 11.0

prednisolone − 405 329 295 9.6

ractopamine + 302 164 284 4.9

zeranol − 321 277 303 13.2

Compound
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表 2 抽出方法の比較 

Sep を使用していたが、一部の物質で回収率が低

下する傾向があった。そこで、脱脂ができる他の

分散固相を検討した。豚肉を試料として Z-Sep と

Z-Sep/C18 で比較したところ、クレンブテロール、

メチルプレドニゾロンおよびプレドニゾロンの

回収率が改善した(表 3)。しかし、試料由来の濁

りと着色が十分に除去できなかったため、合成抗

菌剤の分析で使用しているアミノプロピルカラ

ムを通過させることにより、着色を除去すること

とした 4)。 

表 3 Z-Sep と Z-Sep/C18 の比較 

 

3. マトリックス効果の検証 

マトリックス添加標準溶液と溶媒標準で検量

線を作成し、検量線の傾きを比較することにより、

各試料のマトリックス効果について検証した。牛

乳、牛肉および豚肉について検量線を比較した結

果、マトリックス添加標準溶液と溶媒標準の検量

線の傾き比は、58〜116%であった(表 4)。牛肉お

よび豚肉で保持時間が長い物質においてマトリ

ックスによるイオン化抑制効果が大きいことが

分かった。これらの物質は添加回収率が低下する

ことがあり、マトリックスの影響を軽減するさら

なる検討が必要と考えられた。 

表 4 検量線の傾き比(%) 

 

4. 妥当性評価結果 

上記方法にて妥当性評価を実施した結果を表 5

に示した。真度が 72〜113%、併行精度が 11%以

下、室内精度が 11%以下であり、概ね良好な結果

であった。 

 

ま と め  

 

LC-MS/MS を使用した畜水産物中のホルモン

剤一斉分析法を確立した。添加回収試験の結果は、

概ね妥当性評価ガイドラインを満たすものであ

り、日常の検査に利用できると考えられた。 
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Compound
ぎ酸+

Q-Sep塩

ぎ酸+

Na2SO4,NaCl

酢酸+

Q-Sep塩

酢酸+

Na2SO4,NaCl

α-trenbolone 93 94 90 96

β-trenbolone 92 93 91 97

betamethazone 91 96 86 98

chlormadinone acetate 83 86 84 73

clenbuterol 84 89 85 91

clostebol 87 88 86 82

dexamethasone 94 96 89 99

hydrocortisone 89 86 81 90

megesterol acetate 82 83 83 70

melengesterol acetate 80 82 82 67

methylprednisolone 85 89 81 93

prednisolone 86 86 77 91

ractopamine 71 71 72 69

zeranol 97 100 95 101

回収率(%)

Compound milk beef pork

α-trenbolone 96 91 95

β-trenbolone 96 89 92

betamethazone 98 113 102

chlormadinone acetate 80 75 66

clenbuterol 88 98 98

clostebol 84 86 72

dexamethasone 95 113 97

hydrocortisone 94 116 92

megesterol acetate 80 65 66

melengesterol acetate 81 68 58

methylprednisolone 98 112 99

prednisolone 95 101 96

ractopamine 78 93 90

zeranol 93 80 94

Compound Z-Sep Z-Sep/C18

α-trenbolone 98 96

β-trenbolone 92 96

betamethazone 76 98

chlormadinone acetate 86 93

clenbuterol 62 82

clostebol 88 92

dexamethasone 82 94

megesterol acetate 90 96

melengesterol acetate 80 89

methylprednisolone 68 94

prednisolone 66 89

ractopamine 47 68

zeranol 96 105
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表 5 妥当性評価結果   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

MRLs

rec repeat rec repeat rec repeat (ppm)

α-trenbolone 96 3.1 104 1.3

β-trenbolone 94 3.2 103 1.5

betamethazone 90 6.5 99 2.0 106 2.0 ND(0.00005)

chlormadinone acetate 77 3.5 75 8.8 UL

clenbuterol 84 1.0 89 1.7 97 1.2 ND(0.00005)

clostebol 84 3.2 87 4.0 0.005

dexamethasone 102 5.9 99 0.6 108 2.4 0.001

hydrocortisone 106 2.5 UL

megesterol acetate 73 2.8 74 8.4 UL

melengesterol acetate 77 4.6 72 7.0 ND(0.0005)

methylprednisolone 91 3.3 99 2.1 UL

prednisolone 84 5.7 100 4.1 0.001

ractopamine 75 2.8 77 5.3 0.01

zeranol 99 1.8 108 1.1 0.002

rec; recovery (%) MRLs:Maximum Residue Limits of Agricultural Chemicals in Foods

repeat; repeatability (%) ND:Not detected, is placed as MRL

Inter.Pre; intermeditate precision (%) UL:Uniform limit, is set at 0.01 ppm

Compound
Spiked level: 0.00005 µg/g

ND(0.002)

Spiked level: 0.005 µg/g Spiked level: 0.01 µg/g

pork

MRLs

rec repeat Inter.Pre rec repeat Inter.Pre rec repeat Inter.Pre (ppm)

α-trenbolone 97 6.5 7.1 94 1.8 1.8

β-trenbolone 101 4.9 5.5 94 0.5 1.4

betamethazone 91 3.7 3.9 95 4.2 5.0 91 1.6 1.6 ND(0.00005)

chlormadinone acetate 112 4.0 5.9 98 1.5 1.6 UL

clenbuterol 91 2.2 2.6 97 3.6 3.8 91 1.6 1.6 0.00005

clostebol 102 2.5 3.6 96 1.1 1.1 0.005

dexamethasone 95 4.1 4.1 97 5.0 5.3 93 1.6 1.6 0.0003

hydrocortisone 83 10.6 10.6 86 2.3 2.4 0.01

megesterol acetate 109 6.6 6.6 97 1.0 1.2 UL

melengesterol acetate 107 3.5 5.8 97 1.4 1.5 ND(0.0005)

methylprednisolone 92 6.8 6.8 86 1.7 1.9 UL

prednisolone 91 5.2 5.7 85 1.5 1.6 UL

ractopamine 86 4.0 4.0 84 1.2 1.2 UL

zeranol 104 3.0 3.0 97 1.3 1.4 0.002

MRLs

rec repeat Inter.Pre rec repeat Inter.Pre rec repeat Inter.Pre (ppm)

α-trenbolone 96 7.5 9.8 102 3.7 3.7 UL

β-trenbolone 110 2.8 4.6 99 2.2 2.8 0.002

betamethazone 96 4.0 6.5 112 3.1 3.1 106 2.0 2.8 ND(0.00005)

chlormadinone acetate 103 7.2 7.7 79 1.3 4.7 UL

clenbuterol 86 3.6 3.6 102 1.7 3.1 97 1.4 2.0 0.002

clostebol 107 4.6 4.6 88 1.8 3.4 0.005

dexamethasone 92 6.8 7.0 111 0.7 4.1 109 1.5 2.5 0.001

hydrocortisone 93 1.5 2.6 UL

megesterol acetate 109 3.1 6.0 82 1.8 4.5 UL

melengesterol acetate 106 3.6 5.7 77 1.9 5.1 0.001

methylprednisolone 113 1.7 5.6 101 2.1 2.7 UL

prednisolone 110 1.4 5.6 98 1.2 1.9 0.004

ractopamine 85 1.0 4.8 80 2.3 2.8 0.01

zeranol 110 4.0 4.3 108 3.0 3.4 0.002

bovine milk

ND(0.002)

Spiked level: 0.00005 µg/g Spiked level: 0.0005 µg/g Spiked level:0.01 µg/g
Compound

beef

Compound
Spiked level: 0.00005 µg/g Spiked level: 0.0005 µg/g Spiked level:0.01 µg/g
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Validation study of an analytical method for the detection of hormones in livestock products 

 

 

Mizuka YAMAGUCHI, Kaoru AWAZU, Ikuko SHIRAKAWA, Haruna NAGAYOSHI, Chie NOMURA, Naoki 

FUKUI and Masanao SHINYA 

 

 

A method for simultaneously analyzing hormones in livestock products was validated. The QuEChERS method is 

used for extraction, and dispersed solid-phase and solid-phase extraction spin centrifuge columns are used for 

purification. Measurements were performed with a liquid chromatograph-tandem mass spectrometer (LC-MS/MS). 

As a result of the recovery test, the target values of the validity evaluation guidelines were satisfied. 

 

 

Key words：LC-MS/MS, hormones, dispersed solid-phase, solid-phase extraction spin centrifuge column, 

validation study 
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大阪市で発生した牛乳の苦情事例について 
 
 

北口大毅，岸 映里，中村実沙子，昌山 敦，宮本伊織，水口智晴，平田祥太郎，柿本幸子， 
仲谷 正，尾崎麻子，高取 聡 

 
 

令和 3 年度に牛乳に関する苦情事例が発生した。本事例は学校給食において提供された牛乳が異味異臭

を呈し、喫食した一部の児童が腹痛等の体調不良を訴えたものである。苦情品および当該牛乳供給事業者

において製造した牛乳を試料とし、pH、ナトリウム、牛乳の成分規格試験を行い、原因究明を行った。さ

らに、製造ラインの洗浄に使用されている洗浄剤を用いて模擬試験を行った。その結果、洗浄ラインの洗

浄剤として使用されているアルカリ性洗浄剤が牛乳に混入した可能性が示された。 
 
 

キーワード： 苦情、牛乳、異味異臭、洗浄剤 
 
 

大阪市における食品への異物混入や苦情相談は

大阪市保健所および各保健福祉センターに届けら

れ、その内容により検査が必要と認められた場合

には当研究所に搬入され原因究明のための検査が

行われる。これらの原因を究明することは、今後

の事故防止対策を行ううえで非常に重要である。

著者らが所属する食品化学 2 課では理化学検査を

行っており、その中で令和 3 年度に対応した牛乳

の苦情事例について報告する。牛乳に関する異物

苦情、食中毒事例に関して、過去に「令和 3 年富

山市内の小・中学校等で発生した給食で提供され

た牛乳を原因とする食中毒事例 1）」がある。富山

市内の小中学校等において、学校給食で提供され

た牛乳を原因食品とする食中毒が発生し、調査の

結果、機器の不調による殺菌の不足が原因と判明

した。本事例は、牛乳中に下痢原性大腸菌が増殖

したことによる集団食中毒事例と断定され、患者

数は 1896 名に上った。以上の例のように学校給食

における異物苦情、食中毒による有症事例は、大

人数かつ広範囲に及ぶ可能性が高い。 
令和 3 年 12 月 8 日、大阪市内の小・中・支援学

校の学校給食において提供された牛乳に異味異臭

があり、一部の児童が腹痛等の体調不良を訴えた

との報告が大阪市教育委員会事務局にあった。大

阪市保健所による調査が行われ、原因究明のため

に当研究所に試料が搬入された。苦情品試料につ

いて、微生物検査を行った結果、食中毒菌は陰性

であった。理化学検査のうち、pH を測定したとこ

ろ強アルカリ性（pH 約 11）を示したことから、

pH の測定に加えて牛乳の規格試験等を実施し、原

因究明を行った。 
本牛乳の製造業者では、生乳タンクと製造ライ

ンにおいて、Cleaning In Place (CIP) 洗浄が実施さ

れていた。CIP 洗浄とは、定置洗浄と訳され、こ

こでは製造設備に洗浄機能が組み込まれており、

製造設備を解体せずに内部を洗浄することが可能

である。本洗浄システムを用いて、アルカリ性洗

浄剤と酸性洗浄剤の粉末を装置に投入し、自動的

に溶解、その後希釈処理されラインの洗浄が行わ

れている。洗浄工程は、アルカリ洗浄、酸洗浄、

浄水洗浄、温水洗浄、残存確認の順で行われる。

洗浄剤の残存は、フェノールフタレインを用いて

pH を指標に確認され、pH が正常であれば生乳タ

ンクや製造ラインに洗浄剤が残存しないと判断さ

れる。そのため、洗浄工程における洗浄剤の残存

確認の不備等や製造工程における操作ミスによ

り、牛乳に洗浄剤が混入した可能性が考えられ

た。そこで、当該牛乳供給事業者において製造ラ

インの洗浄に使用している洗浄剤が牛乳に混入し

た可能性を検証するために、模擬試験も併せて実

施した。 

大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2 課
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本論文では、今般の苦情事例における理化学検査お

よび洗浄剤を用いた模擬試験の結果について報告

する。 
 

調 査 方 法 
 

1. 試料  
苦情品および苦情品を製造した当該牛乳供給事

業者において、苦情品が製造された時間およびその

前後に同ラインで製造された牛乳のうち、表１に示

した15試料を試験に供した（内容量は全て200 mL）。
また、製造ラインの洗浄に用いられている 4 種類の

洗浄剤（アルカリ性洗浄剤 A または B および酸性

洗浄剤 C または D）も、当該牛乳供給事業者から

併せて入手した。なお、アルカリ性洗浄剤 A は、水

酸化ナトリウム（約 80％）および他成分（約 20％）

から成り、アルカリ性洗浄剤 B は、水酸化ナトリ

ウム（約 100％）から成る。また、酸性洗浄剤 C は、

有機硝酸化合物から成り、酸性洗浄剤 D は、酢酸

等から成る（詳細および一部配合率は省略）。対照

品として、別事業者において製造された牛乳を入手

した。 
 
2. 試薬等 
超純水：超純水製造装置で 18.2 MΩ/cm まで精製し

たもの 
pH 試験紙：アドバンテック東洋（株）製 
標準緩衝液（pH メーター校正用）：pH4.01、pH6.86、
pH9.18、ナカライテスク（株）製 
ナトリウム（Na）標準溶液：1000 µg/mL、関東化学

（株）製 
塩酸：有害金属測定用、富士フイルム和光純薬（株）

製 
硫酸：検乳用、米山薬品工業（株）製 
水酸化ナトリウム：特級、富士フイルム和光純薬（株）

製 
0.1 mol/L 水酸化ナトリウム溶液：容量分析用、富士

フイルム和光純薬（株）製 
1 %フェノールフタレイン：中和滴定用、富士フイ

ルム和光純薬（株）製 
3-メチル-1-ブタノール（イソアミルアルコール）：

富士フイルム和光純薬（株）製 
海砂：富士フイルム和光純薬（株）製 
 
3. 装置および器具 

天秤：ME204T/00、メトラー・トレド（株）社製 
超純水製造装置：Milli-Q IQ7003、メルクミリポア

社製 
pH メーター：F52S、堀場製作所製 
誘導結合プラズマ発光分析装置（ICP-OES）：
SPECTROBLUE TI、SPECTRO 社製 
遠心分離機：H-155、コクサン（株）製 
恒温乾燥機：DRYING OVEN、SANYO（株）製 
メンブランフィルター：DISMIC、親水性 PTFE、φ25 
mm、0.45 µm、アドバンテック東洋（株）製 
ゲルベル乳脂計：柴田科学（株）製、アズワン（株）

製、Cherry 社製 
比重計：日本計量器工業（株）製 
 
4. pH の測定法 
食品衛生検査指針 2）を一部変更した方法により

測定した。すなわち、試料 10 g をコニカルビーカ

ーに採取し、脱気した炭酸ガスを含まない超純水

10 mL を加えて希釈後、pH メーターで測定した。

なお、洗浄剤や水酸化ナトリウム溶液等の pHは pH
試験紙を用いて測定した。 
 
5. Na の定量法 
消費者庁より示された方法 3）を一部変更した方

法により測定した。すなわち、試料 0.10 g を 50 mL
容プラスチックチューブに採取し、1％塩酸溶液で

50 mL に定容した。よく混合したのち、1％塩酸溶

液を用いて 4 倍に希釈した。メンブランフィルター

でろ過したものを ICP-OES 用の試験溶液とした。

ICP-OES における測定波長は 589.5 nm とした。な

お、対照の牛乳を用いて添加回収試験を行った。添

加濃度は牛乳から検出される Na の約 10 倍である

400 mg/100 g に設定し、試料 0.10 g に 1000 μg/mL
の Na 標準溶液を 0.4 mL（各 400 μg）加えて実施し

た。 
 
6. 牛乳の成分規格試験 
 乳及び乳製品の成分規格等に関する省令の方法 4）

により試験した。 
すなわち、酸度は、試料 10 g をコニカルビーカー

に採取し、脱気した超純水 10 mL を加えて希釈後、

フェノールフタレイン溶液を、0.5 mL 添加した。

0.1 mol/L 水酸化ナトリウム溶液で滴定し、微紅色

が 30 秒間消失しない点を終点とした。 
 乳脂肪分は、ゲルベル乳脂計に硫酸 10 mL を注
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入し、試料 11 mL を層積後 3-メチル-1-ブタノール

を 1 mL 添加した。ゴム栓を装着し、静かに転倒混

和し、65 ℃で 15 分間静置後、65 ℃で 
1000 rpm の条件で遠心分離した。5 分間静置後、析

出した脂肪層の度数を読み取った。 
 無脂乳固形分は、乳固形分の値から乳脂肪分の値

を差し引いて求めた。具体的には次の操作による。

フタ付きアルミ製秤量皿に海砂 10 g を入れ、フタ

を開いた状態で 100 ℃で 1 時間乾燥させ、デシケ

ーター内で 1 時間放冷後、秤量した（W0）。秤量後、

試料を 2.75 g 採取して精秤した後（W1）、100 ℃で

2 時間乾燥し、デシケーター内で 1 時間放冷し、精

秤した。この操作を恒量（W2）になるまで繰り返

した。次の計算式から乳固形分を算出した。 
乳固形分（％）＝（W2－W0）/ W1×100 
得られた乳固形分の値から、乳脂肪分の値を差し引

いて無脂乳固形分とした。 
 比重は、常温にした試料 200 mL をメスシリンダ

ーに採取し、比重計を浮かべ、比重計度数と試料液

温を計測した。 
 
7. 官能試験 
 透明プラスチック製容器内の試料に対して、色

調・性状・臭気を確認した。流動性の低下は、容器

を手で振とうした際における、試料が壁面から流れ

落ちる様子について、対照の牛乳との比較から視覚

的に判断した。 
 
8. 牛乳と洗浄剤を混和した際の模擬試験 
 苦情品の状況を再現するために模擬試験を行っ

た。模擬試験では対照の牛乳に 1％もしくは 5％洗

浄剤溶液、1％もしくは 5％水酸化ナトリウム溶液

または 1％塩酸溶液を添加した。1％および 5％洗浄

剤溶液は、粉末の洗浄剤 1 g もしくは 5 g をそれぞ

れ超純水 100 mL に溶解して調製した。模擬試験試

料については、適宜、上記試験を実施した。 
 

結 果 お よ び 考 察 
 
1. 苦情品等の牛乳の試験結果 
初めに性状の異常（異臭およびヨーグルト状の固

化・流動性の低下）を認める試料について、腐敗し

ているか確認するため、牛乳の成分規格試験の酸度

の測定を試みた。その結果、指示薬のフェノールフ

タレイン溶液を試料に添加した段階で赤紫色を示

した。この状況では、試料は既にアルカリ性である

ことを示唆しており、滴定が不可能のため酸度が測

定不能となった。当該試料の pH を pH メーターで

確認したところ、pH は 11.5 と一般的な牛乳の pH
（6.5~6.7）5）と比較して、明らかなアルカリ性を示

した。そのため、牛乳にアルカリ性物質が混入した

可能性が考えられた。製造所では、水酸化ナトリウ

ムを含む複数のアルカリ性の洗浄剤を使用してお

り、これらには Na が含まれることから、pH と Na
含有量を測定し、官能試験は全ての試料について実

施した。牛乳の成分規格試験は、複数の未開封品を

入手したサンプル No. 2、3、6~15 について実施し

た。 
表 1 に性状の異常を認める試料（サンプル

No.6~12）を含む、一連の試料（サンプル No.1~15）
の検査結果を示した。一連の試料は、同一の製造ラ

インで充填されており、充填時間の順に No.1 から

No.15 としている（試料は検査用として入手できた

ものであり、その結果として、試料から読み取るこ

とができる充填時間の間隔は製造時の充填時間の

間隔ではない）。表では、pH、Na、牛乳の成分規格

の検査結果に加えて異味異臭や凝固等の性状異常

の有無についても示した。なお、一般的な牛乳にお

ける pH は 6.5~6.75）、Na 含有量は 41 mg/100 g（日

本食品標準成分表 2020 年版 6））であり、Na につい

て添加回収試験を行った結果（n=3）は、回収率は

99.3％、相対標準偏差は 0.84％と良好であった。牛

乳の成分規格は、基準値が無脂肪固形分 8.0 %以上、

乳脂肪分 3.0 %以上、比重 1.028 以上、酸度 0.18 %
以下と定められている。 
サンプル No. 6~12 において、pH がアルカリ性か

つ Na 含有量が高値を示した。特に、サンプル No. 
7~9 における pH は、11.9~12.2 と極めて高い値であ

り、Na 含有量も、257~345 mg/100 g と一般的な牛

乳の 6 倍以上の値であった。牛乳の成分規格試験

は、サンプル No. 7 において、規格をいずれも満た

さず、無脂肪固形分 7.1 %（規格：8.0 %以上）、乳

脂肪分 2.7 %（規格：3.0 %以上）、比重 1.023（規格：

1.028 以上）であった。サンプル No.7 の試料はアル

カリ性であるため、酸度試験においてフェノールフ

タレイン溶液を加えた時点で紅色を示し、測定不能

であった。サンプル No. 6 および 8~12 においても

同様にアルカリ性を示し、酸度は、測定不能であっ

た。すなわち、サンプル No.6~12 のサンプルにおい

て、牛乳の成分規格のすべてを満たしきるものはな
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かった。なお、サンプル No.7 および 8 は、充填時

間が同一であるが、異なるパックである。当該サン

プル間では pH および Na 含有量に差があることか

ら、アルカリ性物質は牛乳にやや不均一に混入した

状態で充填されている可能性もあると考えられた。 
これら pH が高値でかつ、Na 含有量 100 mg/100 g
以上を示したサンプル No. 6~12 は、いずれも官能

試験において異臭が確認され、ほとんどのサンプル

で性状異常も確認された。具体的には、魚臭様の異

臭が確認されたものや、黄色への変色が確認された

ものがみられた。 
 

これら pH に高値が認められたサンプル No.6~12
は Na 含有量も高値を示すことから、牛乳に Na を

含むアルカリ性物質が混入した可能性が示唆され

た。加えて、異臭、性状異常が確認されたことから、

異臭および性状異常は、混入したアルカリ性物質に

より生じた可能性が考えられた。なお、異常を示し

たサンプル No.6~12 は、13 時 34 分から 13 時 52 分

の間に充填されたものであり、この間に限りアルカ

リ性物質が混入した可能性が考えられた。 
 
 

表 1 牛乳の検査結果一覧 

*日本食品標準成分表 2020 年版（八訂）: 41 mg/100 g 
**規格を満たさなかったものについて下線（太字）で示した 

無脂肪
固形分
（％）

乳脂肪分
（％） 比重

酸度
（乳酸として）

（％）

規格：
8.0%以上

規格：
3.0%以上

規格：
1.028以上

規格：
0.18%以下

1 12:02 6.9 37 ― ― ― ― 特に異常は認められず

2 12:26 7.0 33 8.8 4.0 1.032 0.09 特に異常は認められず

3 13:13 6.9 32 ― ― ― 0.06 特に異常は認められず

4 13:15 7.0 40 ― ― ― ― 特に異常は認められず

5 13:32 7.0 40 ― ― ― ― 特に異常は認められず

6 13:34 10.8 114 ― 2.8 ― 測定不能 有（異臭、性状異常）

7 13:45 12.2 334 7.1 2.7 1.023 測定不能 有（異臭、性状異常）

8 13:45 11.9 257 ― ― ― 測定不能 有（異臭、性状異常）

9 13:47 12.2 345 ― 2.8 ― 測定不能 有（異臭、性状異常）

10 13:50 11.5 221 ― ― ― 測定不能 有（異臭（魚臭様）、ヨーグルト状）

11 13:51 10.3 129 ― 3.6 ― 測定不能 有（異臭、液色：黄）

12 13:52 9.8 102 8.4 3.7 1.032 測定不能 有（異臭）

13 13:54 7.6 62 ― ― ― 0.03 特に異常は認められず

14 14:00 7.1 33 ― ― ― 0.09 特に異常は認められず

15 14:25 6.9 43 8.8 4.1 1.032 0.09 特に異常は認められず

サンプル
No. 充填時間 pH Na含有量*

（mg/100 g）

成分規格**

性状異常の有無
（異味異臭、凝固等）
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2. 牛乳と洗浄剤を混和した際の模擬試験 
(1) pH、Na および官能検査 
 上記のとおり、苦情品等の牛乳の試験において一

部の牛乳が高い pH および Na 含有量を示した。模

擬試験における牛乳に添加する洗浄剤の量は、苦情

品等から検出された Na の最大量を参考にした。す

なわち、今回試験した苦情品等において、最も高い

Na含有量を示したのはサンプルNo.9の345 mg/100 
g であった。牛乳に元々含まれている Na（41 mg/100 
g 6））を差し引くと約 300 mg/100 g の Na が混入し

たことになる。これは、アルカリ性洗浄剤の主成分

である水酸化ナトリウムとして 522 mg/100 g 相当

となり、牛乳 1 mL あたり水酸化ナトリウムが

5220μg 混入したことになる（牛乳の比重を 1.0 とす

る）。 
模擬試験では、製造ラインの洗浄には 1％洗浄剤

溶液を使用することを想定した。1％洗浄剤溶液で

あれば、上記の Na 量に基づいて勘案すると牛乳 5 
mLに対する 1％洗浄剤溶液の添加量は 2.6 mL相当

となる。そこで、模擬試験ではアルカリ性洗浄剤お

よび水酸化ナトリウムについては牛乳 5 mL に対し

て 1％洗浄剤溶液および 1％水酸化ナトリウム溶液

を 0.5、1.0、2.0 mL 添加して模擬試験を行った。ま

た、当該牛乳事業者では製造ラインをアルカリ洗浄

の後、酸洗浄が行われている。苦情品は、アルカリ

性であることから酸性洗浄剤の混入を疑う状況で

はないが、参考として、酸性洗浄剤が混入した場合

についても模擬試験を行った。試験では、牛乳 5 mL
に 1％酸性洗浄剤溶液または 1％塩酸溶液を 2.0 mL
添加した。 
牛乳と各洗浄剤溶液の混和直後の測定および官

能検査の結果を表 2 に示した。アルカリ性洗浄剤 A
および B の 1％溶液、また水酸化ナトリウムの 1％
溶液のいずれも、その pH は 14 であった。一方、

酸性洗浄剤の 1％溶液では、C の pH は 1、D の pH
は 3 であり、1%塩酸溶液の pH は 1 であった。牛

乳 5mL に洗浄剤 A、B の 1％溶液を 2.0 mL 混合し

た際の液性は、pH がそれぞれ 11.9 および 12.0 であ

り、1％水酸化ナトリウム溶液と混合した場合

（pH11.7）と同等の結果が得られた。Na 含有量に

関しても、洗浄剤 A、B の 1％溶液を混合した際に

共に 196 mg /100g であり、1％水酸化ナトリウム溶

液と混合した場合（199 mg/100 g）と同等の結果が

得られた。加えて、アルカリ性洗浄剤溶液および水

酸化ナトリウム溶液を混合した牛乳の全てにおい

て、魚臭が確認された。官能検査については、混和

翌日以降も継続し、そこでは、牛乳 5 mL に対して

水酸化ナトリウム、洗浄剤 A もしくは洗浄剤 B の

各 1 ％溶液 2.0 mL を加えた試料において、対照の

牛乳と比較して流動性の低下が認められた。洗浄剤

C もしくは洗浄剤Dの各 1 ％溶液 2.0 mLを加えた

試料においては、洗浄剤 D で酢のような臭いが認

められたが、流動性の低下は認められなかった。な

お、1％塩酸溶液を添加した場合は、一部に固化（だ

まの生成）が認められたが、アルカリ性洗浄剤溶液

を添加した際の流動性の低下とは異なるものであ

った。 
模擬試験において、牛乳にアルカリ性洗浄剤 A、

B の 1％溶液を添加した際の pH および Na 含有量

は、牛乳に 1％水酸化ナトリウム溶液を添加した結

果と同等であったこと、本試験に用いたアルカリ性

洗浄剤 A、B は、共に水酸化ナトリウムが主成分と

するものであり、これらアルカリ性洗浄剤溶液およ

び水酸化ナトリウム溶液を添加した牛乳は、全て魚

臭を呈したことにより、実際の苦情品と同様の現象

が再現された。以上の結果から、本苦情品において、

製造ラインの洗浄に使用されているアルカリ性洗

浄剤が牛乳に混入した可能性が考えられた。 
(2) 乳脂肪分 
苦情品等の牛乳の試験において一部の牛乳の乳

脂肪分が低かったことから、洗浄剤が牛乳に混入し

た場合に乳脂肪分に影響を及ぼした可能性を検証

するために、別途、模擬試験を実施した。上記の「2 
(1) pH、Na および官能検査」においては 1％洗浄

剤溶液を用いて模擬試験を行ったが、その後、当該

牛乳供給事業者において約 5％の洗浄剤溶液が用

いられていたことが判明したことから、1％および

5％洗浄剤溶液を用いて模擬試験を行った。洗浄剤

溶液の添加量は、上記と同様に検出された Na 含有

量に準じて、牛乳 100 mL に対して 1％洗浄剤溶液

の場合は 40 および 60 mL とし、5％洗浄剤溶液の

場合は 8 および 12 mL とした。なお、試験はアル

カリ性洗浄剤溶液および水酸化ナトリウム溶液に

ついてのみ行い、対照品として同量の超純水を用い

た。なお、1％洗浄剤溶液 40 mL および 5％洗浄剤

溶液 8 mL が「2 (1) pH、Na および官能検査」に

おいて牛乳 5mLに対して 2.0 mL添加した水酸化ナ

トリウム量に相当する。 
結果を表 3 に示す。アルカリ性洗浄剤 A、B や水

酸化ナトリウムの 1％および 5％溶液と牛乳を混合
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表 2 牛乳と洗浄剤溶液を混和した際の模擬試験結果（pH および Na 含有量） 

 
*1%溶液を用いた（超純水を除く） 
**pH 試験紙により測定 
 

表 3 牛乳と洗浄剤溶液を混和した際の模擬試験結果（乳脂肪分および pH） 

 

― : 試験を実施せず 
*括弧内に pH を示した 

-
した結果、対照品の牛乳と比較して全ての試料で乳

脂肪分の低下が認められた。例として、アルカリ性

洗浄剤 A の 1 ％溶液を 40 mL 添加した際、乳脂肪

分は4.2 %から3.0 %、60 mL添加したした際は4.2 %
から 2.6 %へ低下した。また、5 ％溶液を 8 mL 添

加した際、乳脂肪分は 4.2 %から 3.8 %に低下した。

しかし、洗浄剤溶液と同量の超純水を加えたものと

比較したところ、洗浄剤溶液の結果と差は認められ

なかった。洗浄剤 B や水酸化ナトリウムの 1％およ

び 5％溶液を添加した際も、洗浄剤 A 溶液と同様に

乳脂肪分の低下を認めたが、超純水と混合したもの

との差は見られなかった。すなわち、乳脂肪分の低

下は、アルカリ性洗浄剤の作用に由来するものでは

なく、洗浄剤溶液の混入による体積の増加（希釈）

によるものと推察された。 
 これを検証するために、牛乳の乳脂肪分を 4.0 %
と仮定し、洗浄剤 A、B および水酸化ナトリウム各

溶液や、超純水をそれぞれの添加量で混合した際の

希釈率から、単純に希釈の際の乳脂肪分の理論値を

試算した。その結果を表 3 に合わせて示した。試算

した乳脂肪分の理論値は、実測値とよく近似した。

すなわち、確認された乳脂肪分の低下は、アルカリ

性洗浄剤との混合により乳脂肪分が変性、分解等に

起因しておらず、単純に希釈により乳脂肪分が低下

したと考えられた。 
さらに、牛乳とアルカリ性洗浄剤の混合による乳

脂肪分および性状の変化の検証のため、牛乳が製造

されてから児童に提供されるまでの時間（概ね 1 日）

混合量
（mL;牛乳5ｍLに対し） pH Na含有量

（mg/100 g)

2.0 11.9 196 やや魚臭

1.0 11.0 130 やや魚臭

0.5 9.6 86 やや魚臭

2.0 12.0 196 やや魚臭

1.0 11.1 138 やや魚臭

0.5 9.7 88 やや魚臭

2.0 11.7 199 やや魚臭

1.0 11.0 128 やや魚臭

0.5 9.6 87 やや魚臭

洗浄剤C 0 1 2.0 5.7 28 特徴なし

洗浄剤D 0 3 2.0 6.1 28 酢のような匂い

塩酸 0 1 2.0 2.1 28 少しだまができる

0 7 2.0 6.8 28 変化なし

液性 洗浄剤等* pH**

超純水

水酸化ナトリウム 14

酸性

97

アルカリ性

牛乳との混和時
性状異常の有無

（異味異臭、凝固等）

14

洗浄剤B 14

水酸化ナトリウム
含有量（％）

（SDS等による）

80

100

洗浄剤A

5%溶液 1%溶液 5%溶液 1%溶液 5%溶液 1%溶液 5%溶液 1%溶液 5%溶液 1%溶液
12 60 89 63 3.6 2.5 ― 2.6（12.1） ― 2.7（12.0）
8 40 93 71 3.7 2.9 3.8（11.7） 3.0（11.7） 3.9（11.6） 3.1（11.6）
12 60 89 63 3.6 2.5 ― ― ― ―
8 40 93 71 3.7 2.9 3.9（11.8） ― 3.8（11.7） ―
12 60 89 63 3.8 2.6 ― ― ― ―
8 40 93 71 3.7 2.9 3.8（11.8） 3.0（11.8） 3.8（11.7） 3.1（11.7）
12 60 89 63 3.6 2.5 ― 2.7（　6.9） ― 2.6（　7.0）
8 40 93 71 3.7 2.9 3.9（　6.8） 2.9（　6.9） 3.9（　7.0） 3.0（　6.9）
0 0 100 100 4.0 4.0 4.2（　6.8） 4.2（　6.8） 4.2（　6.9） 4.2（　6.9）

乳脂肪分の実測値（％）*

超純水

牛乳（対照品）

液性

アルカリ性

混合量
（mL;牛乳100 ｍLに対し） 希釈率（％） 乳脂肪分の理論値（％）

洗浄剤等

洗浄剤A

洗浄剤B

水酸化ナトリウム

混合直後 24時間後
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が経過していることを考慮して、牛乳とアルカリ性

洗浄剤溶液および水酸化ナトリウム溶液を混合し

た後、24 時間経過したサンプルについても同様に

乳脂肪分を測定した。その結果、混合直後に測定し

た数値との差は認められなかった。これより、アル

カリ性洗浄剤と牛乳の混合後 24 時間において、乳

脂肪分の低下は、乳脂肪分の分解・変性に起因しな

いことが考えられた。 
苦情品において認められた乳脂肪分の低下は、酸

度の異常、Na の高値あるいは異臭・性状異常とは

異なり、アルカリ性洗浄剤の成分に特異的な現象で

なく、牛乳に溶液が混入したことによる体積の増加

（希釈）によるものであると考えられる。すなわち、

苦情品では希釈による乳脂肪分の低下が認められ

たことから、アルカリ性洗浄剤は、溶液として製品

に混入した可能性が示唆された。 
 

ま と め 
 
本件の苦情事例において、異味異臭および性状異

常が認められた試料では、pH の高値が認められ、

牛乳の成分規格に対しては酸度の異常（測定不能）

が認められた。当該苦情品では、pH の高値と関連

して Na 含有量においても高値が認められた。製造

所では牛乳の製造ラインの洗浄にアルカリ性洗浄

剤を使用しており、これらはいずれも Na を高度に

含むことから、苦情品においては、アルカリ性洗浄

剤が一過性に混入したと推察された。これを検証す

るための模擬実験では、苦情品と同様の現象を再現

することができた。 
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Complaint Case Report on Milk in Osaka City 
 
 

Daiki KITAGUCHI, Eri KISHI, Misako NAKAMURA, Atsushi MASAYAMA, Iori MIYAMOTO,  
Chiharu MIZUGUCHI, Shotaro HIRATA, Sachiko KAKIMOTO, Tadashi NAKATANI, 

 Asako OZAKI and Satoshi TAKATORI 
 
 

A case involving the contamination of milk with alkaline detergent was investigated. The milk was served for school 
lunches. The pH of milk which showed unusual conditions (odor, taste, color and decline in liquidity) was >9.8. The 
acidity of milk notified by “Ministerial Ordinance Concerning Compositional Standards, etc. for Milk and Milk Products” 
in Japan could not be examined in these milk. The sodium concentration of the milk was >102 mg/100 mL which is at 
least 2.5-fold higher than that of normal milk (41 mg/100 mL). Alkaline detergents used for the maintenance of the 
production system contain sodium hydroxide. Thus, the unusual conditions (pH and sodium content) of the milk may 
have been caused by contamination with alkaline detergent(s). Model studies of contamination of milk with these alkaline 
detergents were also conducted and the results supported the hypothesis. 
 
 
Key words: complaint, milk, off-flavor, detergent 
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フォトダイオードアレイ検出器付き HPLCを用いた 

牛の多様な食用部分を対象とした抗寄生虫薬一斉分析法の検討 
 
 

平田祥太郎 a, b, 昌山 敦 a, 仲谷 正 a, 星 英之 b, 髙取 聡 a 
 
 
本研究ではフォトダイオードアレイ検出器付き HPLC を用いて、牛の多様な食用部分を対象とした抗寄

生虫薬一斉分析法を検討した。抗寄生虫薬はアセトニトリル-メタノール混液および EDTA 含有クエン酸リ

ン酸緩衝液(マッキルベン緩衝液)で抽出した。試料由来の夾雑成分についてはアセトニトリル/ヘキサン分

配および固相カラム精製により除去した。溶媒を除去し、40%アセトニトリル溶液で溶解して試験溶液を調

製した。HPLC 条件については分離カラムとして Inertsil ODS-3(3.0×150 mm、粒子径 3.0 µm)、移動相とし

てトリフルオロ酢酸およびアセトニトリルによるグラジエント溶出を採用した。この条件において、抗寄

生虫薬 16 成分を良好に分析可能であった。評価対象の抗寄生虫薬を含まない畜産物試料から試験溶液を調

製したところ、測定を妨害する夾雑ピークは確認されなかった。加えて、添加回収試験では牛の多様な食用

部分において良好な真度/併行精度を示した。本法は、広く普及しているフォトダイオードアレイ検出器付

きHPLC で実施できることから多くの検査機関での適用が期待できる。 
 

 
キーワード：畜産物、抗寄生虫薬、残留分析、高速液体クロマトグラフィー、フォトダイオードアレイ検

出器 
 
 

家畜感染症の予防・治療を目的として動物用医

薬品が家畜に投与されている 1)。我が国において

は、家畜感染症の中でも寄生虫(原虫、吸虫、線虫

および外部寄生虫)による疾患が多く発生してお

り、これを予防・治療するためにアンプロリウム

等の抗寄生虫薬が投与されている 1)。一方、抗寄

生虫薬が過度に残留した食品を摂取した場合、健

康危害が懸念される。このため食品に残留する抗

寄生虫薬についても、食品衛生法においてポジテ

ィブリスト制度に基づき各基準が設けられてお

り、地方衛生研究所等の検査機関では基準値適合

性の検査が実施されている 2)。 
厚生労働省からは牛の筋肉や肝臓等を対象とし

た抗寄生虫薬の一斉分析法が通知されており、

LC-MS/MS を用いた手法が多い 3, 4)。しかしなが

ら、検査機関においては LC-MS/MS は保守費用を

含めて高額であることから、設置台数に制約があ

る。そのため、汎用性の高いフォトダイオードア 
a大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学2課 
b大阪公立大学現代システム科学研究科 

レイ検出器付きHPLC(以下HPLC-PDA)を用いた抗

寄生虫薬の一斉分析法は検査する上で有用である。 
HPLC-PDA を用いた抗寄生虫薬の一斉分析法と

しては「HPLC による動物用医薬品等の一斉試験法

II(畜水産物)3)」等に一部成分が対象とされている程

度である。また、これまでの分析法は筋肉や肝臓の

みの限られた畜産物を対象としている 3-5)。我が国

の食文化において筋肉や肝臓以外の畜産物につい

ても摂食量が多い。例えば牛の舌(タン)や第一胃(ミ
ノ)は食されることが多いが、これらを対象にした

抗寄生虫薬一斉分析法は見受けられない。 
そこで本研究では、HPLC-PDA を用いて牛の多様

な食用部分を対象に抗寄生虫薬一斉分析法を検討

した。抗寄生虫薬としては畜産業で汎用されている

物質を選択した。試験溶液調製法については、著者

らが以前確立した抗菌性物質分析法 6)を基に検討

を行った。これは食品から対象物質をアセトニトリ

ル/メタノール混液およびマッキルベン緩衝液で抽 
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出し、抽出液をアセトニトリル/ヘキサン分配およ

び固相カラムによって精製し、HPLC-PDA で測定

する方法である。これは汎用性の高い分析法であり、

多くの検査機関で実施可能な手法である。検討の結

果、牛の畜産物(筋肉、脂肪、肝臓、腎臓、舌、心臓、

第一胃、尻尾)を対象に抗寄生虫薬 16 成分の一斉分

析法を確立できたので報告する。 
 

実 験 方 法 
 

1. 試料 
大阪市内で販売されていた牛の筋肉、脂肪、肝臓、

腎臓、舌、心臓、第一胃、尻尾を用いた。筋肉の場

合は可能な限り脂肪層を除き、脂肪の場合は可能な

限り筋肉層を除いた。試料はいずれもフードプロセ

ッサーで細切均一化し、使用時まで－30℃で凍結保

存した。 
 

2. 試薬等 
標準品：抗原虫薬、抗吸虫薬、抗線虫薬、外部寄

生虫駆除剤の中から、牛の養畜において使用される

物質を選定した。高速液体クロマトグラフ用あるい

は残留農薬試験用のアンプロリウム、チアベンダゾ

ール、5-ヒドロキシチアベンダゾール、クロピドー

ル、スルファチアゾール、スルファジミジン、モラ

ンテル、オクスフェンダゾール、フェンベンダゾー

ル、フェバンテル、ニトロキシニル、ケト-トリクラ

ベンダゾール、トリクラベンダゾール、デコキネー

ト、ペルメトリン、メトプレンを富士フイルム和光

純薬工業株式会社から購入した。 
標準原液：各標準品をメタノールに溶解して 100 

µg/mL に調製し、標準原液とした。混合標準溶液を

調製する際には、各標準原液を混合した後、40%ア

セトニトリル溶液で2.0 µg/mLになるように希釈し

た。これを適宜40%アセトニトリル溶液で希釈し、

添加回収試験および検量線の作成に用いた。 
試薬等：n-ヘキサン、アセトニトリル、メタノー

ル、クエン酸一水和物、リン酸二ナトリウム十二水

和物は富士フイルム和光純薬工業株式会社製を用

いた。EDTA二ナトリウム二水和物はナカライテス

ク株式会社製を用いた。 
除タンパク抽出溶媒：アセトニトリルとメタノー

ルを 1：1 の割合で混合したものを用いた。 
EDTA 含有マッキルベン緩衝液： EDTA 二ナト

リウム二水和物 1.86 g に第 1 液 307 mL と第 2 液

193 mL を混和したものを加えて溶かした。第 1 液

としてクエン酸一水和物 21.0 g を超純水に溶かし

て 1,000 mL とした溶液、第 2 液としてリン酸二ナ

トリウム十二水和物 71.6 g を超純水に溶かして

1,000 mL とした溶液を作成した。 
飽和 EDTA 溶液：超純水に EDTA二ナトリウム

二水和物を飽和状態になるまで溶解させ、一晩静置

後、上澄みを用いた。 
スチレンジビニルベンゼン共重合体ミニカラム：

ジーエルサイエンス社製の InertSep PLS-2(265 
mg/20 mL)を用いた。 
 セラミックホモジナイザー：Agilent Technologies
社製の 50 mL 遠心管用セラミックホモジナイザー

を用いた。 
 
3. 装置 
振とう機：HMV-1000W(東京理化器械株式会社

製) 
遠心分離機およびローター：himacCR22F および

R12A5(日立工機株式会社製) 
HPLC-PDA ： 1260 Infinity II LC- Diode Array 

Detector HS(Agilent Technologies社製) 
 
4. 測定条件 
カラム：Inertsil® ODS-3、3.0×150 mm、3.0 µm(ジ

ーエルサイエンス社製) 
カラム温度：40℃ 

 移動相：(A)0.05%トリフルオロ酢酸、(B)アセトニ

トリル 
グラジエント条件：(B)1%→100%(35 min、リニア)
→100%(5 min、保持) 
流速：0.3 mL/min 
注入量：40 µL 
測定波長：260 nm、275 nm および 300 nm 

 
5. 試験溶液の調製 
 試験溶液の調製は既報に準じて実施した 6)。 
均一化した試料 5.0 g をポリプロピレン(PP)製遠
心管に採取し、セラミックホモジナイザーを加えた。

除タンパク抽出溶媒を 20 mL 添加し、振とう機で

混和(縦振り 300 rpm、5 分間、以下同様)した。遠心

分離(8,000 rpm、10 分間、以下同様)後、除タンパク

抽出溶媒層を別の PP 製遠心管に分取した。除タン

パク抽出溶媒層にはアセトニトリル飽和ヘキサン

を 20 mL 添加し、振とう機で混和した。遠心分離
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後、ヘキサン層(上層)を除去した。 
抽出後の残渣について、EDTA 含有マッキルベン

緩衝液を 20 mL 添加し、振とう機で混和した。遠心

分離後、液層を PP 製遠心管に分取した。その後、

残渣について EDTA 含有マッキルベン緩衝液を 15 
mL 添加し、振とう機で混和した。遠心分離後、液

層を先に分取した抽出液と合わせた。このEDTA含

有マッキルベン緩衝液による抽出液全量にアセト

ニトリル飽和ヘキサンを 15 mL 添加し、振とう機

で混和した。遠心分離後、ヘキサン層(上層)を除去

した。 
ヘキサン層除去後の抽出液(下層)を InertSep PLS-

2(メタノール 10 mL、超純水 10 mL、飽和 EDTA 溶

液 10 mL でコンディショニング済み)に負荷した。

超純水 20 mL で洗浄した後、メタノール 10 mL で

溶出し、先に調製した脱脂済みの除タンパク抽出溶

媒層と混和した。この混和液をナス型フラスコに回

収し、減圧濃縮した。濃縮液をメタノールで 10 
mL(試料 0.5 g/mL 相当)に定容した。この溶液 10 mL
のうち 2 mL を試験管に採取し、窒素気流下で乾固

後、40%アセトニトリル溶液で 0.5 mL に正確に定

容した(試料 2.0 g/mL 相当)。 
 
6. 検量線の作成 
 各抗寄生虫薬について0.02-2.0 µg/mLの範囲で標

準溶液を調製し、クロマトグラムのピーク面積より

検量線を作成した。 
 
7. 分析法の性能評価 
(1)選択性および定量下限 
ブランク試験溶液(試料2.0 g/mL相当)から測定を

妨害する夾雑ピークの有無を確認した。ブランク試

験溶液に標準溶液を添加して作成したマトリクス

標準溶液から定量下限(µg/g)を評価した。マトリク

ス標準溶液(0.01、0.02、0.05、0.1 µg/g)において、各

抗寄生虫薬のピークのシグナルノイズ比を評価し、

その値が 10以上となった濃度を各定量下限と規定

した。 
(2)添加回収試験 
対象抗寄生虫薬の残留基準を表 1 に示した。残留

基準が 0.1 ppm以上であるため、0.1 µg/g を添加濃

度とした。試料 5.0 g に 1.0 µg/mL 混合標準溶液を

0.5 mL 添加後、30 分間放置してから操作を開始し

た。添加試料(n=3)について分析を行い、平均回収率

(真度)(%)と併行精度(%)を求め、真度が 70%以上

120%以下かつ併行精度が 10%以下を良好と判定し

た。 
表 1 対象抗寄生虫薬の残留基準 

 
1)2022年 9月 1日時点における残留基準 
2)チアベンダゾール及び 5−ヒドロキシチアベンダゾール
の和 
3)オクスフェンダゾール、フェンベンダゾール及びフェバ

ンテルの和 
4)トリクラベンダゾール及び酸性条件下でケト-トリクラ
ベンダゾールに変換される代謝物をトリクラベンダゾー

ルに換算したものの和 
 

結 果 お よ び 考 察 
 

1. 測定条件の検討 
(1)HPLC 条件および保持時間 
対象物質を良好に分離できる HPLC 条件を検討

した。本研究では厚生労働省から過去に通知されて

いた「HPLC による動物用医薬品等の一斉試験法

I(畜水産物)1)」の条件を準用した。これはカラムに

オクタデシルシリル(ODS)カラムを採用し、移動相

としてアセトニトリルおよび 0.05%トリフルオロ

酢酸をグラジエント溶出する条件である。この条件

は動物用医薬品とその一部代謝物を含む 107 成分

を分離可能な手法であり、本研究で対象としている

抗寄生虫薬の一部(チアベンダゾール等)も含まれ
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ている。そのため、本研究の対象 16 成分の分離に

も適するのではないかと考えた。また、既報 1, 3, 5, 7)

での測定波長を参考に本法の測定波長は 260、275、
300 nm の 3波長を選択した。本条件を用いて、ピ

ーク分離および保持時間の評価を行った結果、各測

定波長における対象成分ピークはそれぞれ分離し

ており、保持時間が 40 分以内であることが確認さ

れた(図 1 および表 2)。また全ての測定波長におい

て各成分のピークと隣接ピークとの分離度を評価

したところ、一部の成分間（5-ヒドロキシチアベン

ダゾールとクロピドール間等）では幾らか重なりは

あるものの、分離度は 1.0以上であった。これらの

結果より適切に定量が可能であることが確認され

た。 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
図 1 0.1 µg/mL 混合標準溶液のクロマトグラム 

a)測定波長 300 nm 
b)測定波長 275 nm 
c)測定波長 260 nm 
数字は対象物質のピークを示している。 
1：チアベンダゾール、2：5-ヒドロキシチアベンダゾー
ル、3：モランテル、4：ケト-トリクラベンダゾール、
5：トリクラベンダゾール、6：クロピドール、7：スル
ファチアゾール、8：スルファジミジン、9：オクスフェ
ンダゾール、10：フェンベンダゾール、11：フェバンテ
ル、12：ペルメトリン、13：アンプロリウム、14：ニト
ロキシニル、15：デコキネート、16：メトプレン 

表 2 測定波長、保持時間、検量線の直線性 

(2)検量線の直線性 
各抗寄生虫薬の検量線を作成したところ、16 成分

全てにおいて0.02-2.0 µg/mLの範囲で良好な直線性

(r2≧0.99)が得られた(表 2)。 
 

2. 試験溶液調製法の検討 
これまで、著者らは豚肉等を対象に抗菌性物質分

析法を報告してきた(以下、既存法)6)。既存法は様々

な物理化学的性状の抗菌性物質を抽出できるため、

抗寄生虫薬 16 成分の抽出にも準用可能ではないか

と考え、その可否を検証した。 
(1)選択性の評価 
既存法で調製した試験溶液を用いて測定を妨害

する夾雑ピークの有無を評価した。図 2 に代表的な

クロマトグラムとして測定波長 300 nm における筋

肉ブランク試料、筋肉を用いたマトリクス標準溶液、

肝臓ブランク試料、舌ブランク試料、尻尾ブランク

試料のクロマトグラムを示した。各クロマトグラム

を評価すると、一部畜産物由来の夾雑ピークが認め

られたが、対象成分の測定を妨害する夾雑ピークは

認められなかった。心臓、脂肪、第一胃、腎臓にお

いても同様に評価を行ったところ、対象成分の測定

を妨害する夾雑ピークは認められなかった。また、
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測定波長 275 nm および 260 nm においても同様に

評価を行ったところ、対象成分の測定を妨害する夾

雑ピークは認められなかった。これらの結果から、

既存法は十分な選択性を有していることが示され

た。 
 

 
 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 2 畜産物クロマトグラム（測定波長 300 nm） 

a)筋肉ブランク試料 
b)筋肉マトリクス 0.1 µg/mL標準溶液 
c)肝臓ブランク試料 
d)舌ブランク試料 
e)尻尾ブランク試料 
＊クロマトグラム中の数字は測定波長 300 nm における
対象物質のピークを示している。 
1：チアベンダゾール、2：5-ヒドロキシチアベンダゾール、
3：モランテル、4：ケト-トリクラベンダゾール、5：トリ
クラベンダゾール 

(2)定量下限の評価 
既存法で調製したブランク試験溶液と標準溶液

を混合してマトリクス標準溶液を調製し、定量下限

を評価した(表 3)。 
アンプロリウムやクロピドール等の単独で残留

基準が設定されている抗寄生虫薬については、定量

下限が残留基準を下回っている必要がある。評価し

たところ、いずれの成分も定量下限が残留基準以下

であることが確認された。「チアベンダゾールおよ

び 5-ヒドロキシチアベンダゾール」については、両

物質の和で残留基準が設定されており、少なくとも

その 1/2 に相当する定量下限(0.05 µg/g)が必要であ

る。両物質の定量下限は 0.05 µg/g以下であり、基

準適合性を判定するために必要な定量下限を有し

ていることが確認された。「オクスフェンダゾール、

フェバンテルおよびフェンベンダゾール」について

は、三物質の和で残留基準が設定されており、少な

くともその 1/3 に相当する定量下限(0.03 µg/g)が必
要である。両物質の定量下限は 0.03 µg/g以下であ

り、基準適合性を判定するために必要な定量下限を

有していることが確認された 
 

表 3 定量下限の評価結果 

以上より、既存法は基準適合性を判定するために

必要な定量下限を有していることが示された。 
 

(3)添加回収試験による真度/併行精度の評価 

a)                  b)                   c)                
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図 2 畜産物試料クロマトグラム（測定波長 300 nm） 
a)筋肉ブランク試料 

b)筋肉マトリクス 0.1 µg/mL 標準溶液 

c)肝臓ブランク試料 
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図 2 畜産物試料クロマトグラム（測定波長 300 nm） 
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図 2 畜産物試料クロマトグラム（測定波長 300 nm） 
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添加回収試験(添加濃度 0.1 µg/g、n=3)の結果を表 
4 および表 5 に示した。いずれの抗寄生虫薬におい

ても真度(%)は 70-120%の範囲内であり、併行精度

(%)については 10%以下であった。これらの結果か

ら、既存法は良好な真度/併行精度を有しているこ

とが示された。 
 
表 4 添加回収試験(筋肉、脂肪、肝臓、腎臓) 

添加濃度0.1 µg/g、試行数n=3 

 
表5 添加回収試験(その他食用部分) 

添加濃度0.1 µg/g、試行数n=3 

考 察 
 
本研究ではHPLC-PDAを用いて牛の多様な食用

部分を対象に抗寄生虫薬16成分の一斉分析法を検

討した。検討により以下の結果を得た。 
1. 一般的なODSカラムと移動相としてアセトニ

トリルおよび0.05%トリフルオロ酢酸の組み合わ 
せにより、HPLC-PDAで抗寄生虫薬16成分の分析条

件を確立した。 
2. 本法は基準適合性を判定するために必要な選

択性/定量下限を有しており、良好な真度/併行精度

を有していた。 
本法は筋肉や肝臓だけでなく、心臓や第一胃等の

幅広い畜産物の残留抗寄生虫薬検査に適用可能で

あると考えられた。本法は簡便な操作および汎用的 
分析機器を用いて十分な感度と精度が得られる分

析法であり、検査機関における日常的な検査の中で

十分運用できるものと考えられた。 
なお、トリクラベンダゾールの残留基準は「トリ

クラベンダゾール及び酸性条件下でケト-トリクラ

ベンダゾールに変換される代謝物をトリクラベン

ダゾールに換算したものの和」と規定されているこ

とから、トリクラベンダゾールが検出された場合は

別途、通知法に基づいて確認が必要である。本研究

では牛の畜産物を対象としたが、今後は鶏卵や魚介

類といった他の畜水産物を対象に本法の有効性を

検討していく予定である。分析が困難な畜水産物や

抗寄生虫薬が確認された場合は、他の試験法7, 8)で

示される抽出法や精製法との比較を行い、分析法を

更に改良していく必要がある。 
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Simultaneous determination of residual anthelmintics in cattle livestock products  
using HPLC with a photo-diode array detector 

 
 

Shotaro HIRATAa,b, Astushi MASAYAMAa, Tadashi NAKATANIa, Hidenobu HOSHIb and Satoshi TAKATORIa 
 
 

A rapid and easy method for simultaneous determination of anthelmintics in cattle livestock products using a high-
performance liquid chromatograph with a photo-diode array detector (HPLC-PDA) has been developed. Residual 
anthelmintics were extracted with a mixture of acetonitrile/methanol and McIlvaine buffer containing EDTA. The 
impurities including lipids were removed from the extract by an acetonitrile-hexane partition and a solid-phase column. 
After removal of the solvent, the extract was resolved in 40% acetonitrile solution and analyzed using HPLC-PDA. 
These anthelmintics were separated on Inertsil ODS-3 column (3.0 mm i.d.×150 mm, 5 µm) with a gradient system with 
0.05% trifluoroacetic acid-acetonitrile as the mobile phase. No interfering peak was found on the chromatograms of 
cattle livestock products. Recovery tests of 16 anthelmintics from livestock products were performed, and all substances 
exhibited acceptable recovery (70-120%) with low relative standard deviations. This method could be useful for the 
simultaneous determination of residual anthelmintics in cattle livestock products. 
 
 
Keywords: cattle livestock products, anthelmintics, residual analysis, high-performance liquid chromatograph, 
photodiode array detector 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a Osaka Institute of Public Health, Division of Hygienic Chemistry 
b Osaka Metropolitan University, Graduate School of Sustainable System Sciences 



報 文 地方独立行政法人大阪健康安全基盤研究所研究年報 Ann. Rep. Osaka. Inst. Pub. Health, 6, 91-103 (2022) 

- 91 - 

 

畜水産物中における残留動物用医薬品一斉分析法の検討 

 

 

昌山敦，平田祥太郎，高取聡 

 

 

残留動物用医薬品の分析において、対象化合物の様々な性質を網羅するために有機性抽出液と水性抽出

液を合わせて試料溶液を調製することは一斉分析法として非常に有効である。今回我々は従来法の改良を

目的とし、従来法における抽出液の一部を利用することで操作工程の迅速化を可能とした。また、試料溶

液の調製法を改良するに伴い、分析対象化合物の追加を検討した。測定は液体クロマトグラフ-タンデム質

量分析計（LC-MS/MS）を使用し、試料には基準値相当濃度（基本濃度 0.01 µg/g）を添加し回収試験を実

施した。様々なマトリクスを有する 10試料全てに対して、60化合物が妥当性評価ガイドラインの目標値

を満たす結果が得られた。 

 

 

キーワード：残留動物用医薬品、一斉分析法、液体クロマトグラフ-タンデム質量分析計 

 

 

我々は畜水産物中の残留動物用医薬品分析にお

いて、厚生労働省通知の「HPLCによる動物用医

薬品の一斉分析法 III（畜水産物）」1）、厚生労働省

通知の個別試験法「オキシテトラサイクリン、ク

ロルテトラサイクリン及びテトラサイクリン試験

法（畜水産物）」2）、および山口らの方法 3）を参考

にした一斉分析法の確立に取り組み 4）、行政検査

に活用してきた（従来法）。 

今回、従来法からの操作時間短縮、および分析

対象化合物の追加を目的とした新規分析法を検討

するため、添加回収試験を実施した。基準値相当

濃度（基本濃度 0.01 µg/g）を添加した添加回収試

験を行い、平成 22年 12月に通知された試験法の

妥当性評価ガイドラインの一部改正 5, 6）に基づき

分析法の評価を行ったので報告する。 

 

実 験 方 法 

 

1. 試料および試薬等 

（1）試料：大阪市内に流通するサーモン、ヒラメ、

エビ、アサリ、牛肉、豚肉、鶏肉、牛肝臓、牛腎臓、

牛乳を用いた。牛肉、豚肉および鶏肉はいずれも脂

肪をできるだけ取り除いた筋肉部を試料とした。 

（2）標準品：混合標準溶液として、林純薬工業(株)

製食品分析用動物薬混合標準溶液 PL 動物薬

LC/MS Mix1（サルファ剤＋葉酸拮抗剤）、PL 動物

薬 LC/MS Mix2（キノロン剤）を使用した。個々の

標準品は富士フイルム和光純薬(株)製、あるいは関

東化学(株)製を使用した。 

（3）試薬等：アセトニトリル（LC/MS用または残

留農薬・PCB試験用）、メタノール（LC/MS 

用または残留農薬・PCB試験用）、ぎ酸（LC/MS用）、

クエン酸一水和物（特級）、リン酸水素二 

ナトリウム十二水和物（特級）は富士フイルム和光

純薬(株)製を使用した。エチレンジアミン四酢酸

（EDTA）二ナトリウム二水和物（特級）はナカラ

イテスク(株)製を使用した。ろ過助剤はメルク（株）

製ハイフロスーパーセルを使用した。固相抽出カラ

ムには GL サイエンス(株)製 InertSep PLS-2 265 

mg/20 mLを使用した。メンブランフィルターはア

ドバンテック東洋(株)製 DISMIC（親水性 PTFE、13 

mm、孔径 0.2 µm）を使用した。 

（4）試液：EDTA含有クエン酸緩衝液は、EDTA二

ナトリウム二水和物 3.72 g、リン酸水素二ナトリ 

ウム十二水和物 27.63 g、クエン酸一水和物 12.89 g

を蒸留水で溶解して 1,000 mL に定容した。飽和

EDTA溶液は、EDTA二ナトリウム二水和物を飽和

状態になるまで蒸留水で溶解し，上澄みを用いた。 
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2. 装置および測定条件 

（1）装置振とう機は東京理化社製MV-1100、遠心

機は日立工機(株)製 CR22F、LC-MS/MS は SCIEX

社製 QTRAP4500、分析カラムは GL サイエンス社

製 InertSustain C18 HP（3 µm、2.1×150 mm）を使用

した。 

（2）LC-MS/MS測定条件 

移動相：0.01% ぎ酸水溶液（A）、0.01% ぎ酸含有ア

セトニトリル溶液（B） 

溶出条件（B%）： 5%（0-1 min）、5-25%（1-3 min）、

25-30%（3-7 min）、30-50%（7-10 min）、50-95%（10- 

13 min）、95%（13-16 min）、5%（16-16.2 min） 

流速：0.2 mL/min 

カラム温度：40℃ 

注入量：5 µL 

イオン化モード：ESI（+/－） 

測定モード：選択反応モニタリング（Selected 

reaction monitoring；SRM） 

イオン源電圧：4500 Vおよび – 4500 V 

イオン源温度：550℃ 

各化合物の測定条件は表 1に示した。 

 

表 1 各化合物のMS/MSパラメーター 

 

 

  

No. Compounds
Retention time

(min)

Precursor ion

(m/z )

Product ion

(m/z ) 
*1

Declustering

Potential (V) 
*2

Collision Energy

(eV) 
*1, 2

Collision Exit

Potential (V) 
*1, 2

1 5-Hydroxythiabendazole 5.7 218.0 191.0（146.9） 86 35（45） 8（12）

2
5-Propylsulfonyl-1H-

   benzimidazole-2-amine
5.9 240.0 132.9（197.9） 56 39（27） 10（14）

3 Amoxicillin 4.5 366.0 114.0（348.9） 41 27（13） 10（6）

4 Ampicillin 5.7 350.0 106.0（159.9） 61 21（17） 8（12）

5 Benzylpenicillin 11.4 335.0 160.0（176.2） 6 17（21） 12（8）

6 Cefalexin 5.7 348.0 158.0（106.0） 46 13（43） 8（8）

7 Cefalonium 6.0 459.0 336.9（151.9） 41 15（27） 16（8）

8 Cephapirin 5.4 424.0 292.0（123.9） 26 21（65） 12（10）

9 Cefazolin 6.3 455.0 322.9（155.9） 56 15（23） 14（8）

10 Chlortetracycline 8.0 479.2 443.9（154.0） 71 31（37） 18（8）

11 Ciprofloxacin 6.1 331.9 288.0（245.1） 56 25（33） 12（10）

12 Cloxacillin 13.0 436.1 277.0（159.8） 76 21（19） 10（10）

13 Danofloxacin 6.2 358.0 314.0（340.2） 86 25（33） 14（12）

14 Diaveridine 5.9 261.0 122.9（80.9） 61 31（55） 10（8）

15 Dicloxacillin 13.5 470.0 159.9（310.7） 76 19（21） 12（16）

16 Difloxacin 7.2 400.1 355.9（298.9） 66 27（39） 12（16）

17 Doxycycline 8.3 445.1 428.2（410.0） 26 27（35） 12（18）

18 Enrofloxacin 6.4 360.1 315.9（245.0） 71 27（37） 10（10）

19 Erythromycin 10.9 734.4 576.2（158.0） 26 27（37） 14（14）

20 Ethopabate 10.9 238.0 206.0（136.0） 11 15（37） 8（10）

21 Fenbendazole 13.4 300.0 159.0（267.9） 1 47（31） 12（12）

22 Florfenicol 9.5 355.7 184.9（119.0） -75 -26（-44） -5（-7）

23 Flubendazole 12.5 313.9 282.0（122.9） 26 31（47） 12（10）

24 Flumequine 12.4 262.0 202.0（244.0） 66 45（25） 6（6）

25 Hydrocortisone 11.1 363.1 121.0（90.9） 86 31（85） 12（8）

26 Josamycin 12.6 828.4 109.1（174.1） 16 79（41） 10（14）

27 Kitasamycin 11.9 772.4 109.0（173.9） 1 77（41） 10（12）

28 Levamisole 5.9 205.0 178.0（90.9） 71 29（53） 10（8）

29 Lincomycin 5.7 407.2 125.9（359.1） 51 35（25） 10（16）

30 Marbofloxacin 5.9 363.2 72.1（345.3） 81 43（25） 6（6）

31 Mecillinam 6.2 326.0 167.0（139.1） 56 31（41） 12（12）

32 Miloxacin 10.2 263.9 214.9（231.0） 16 33（29） 12（10）

33 Mirosamycin 10.4 728.3 158.0（115.9） 126 33（67） 12（10）

34 Nafcillin 13.2 415.2 199.1（171.0） 56 19（49） 8（14）

35 Nalidixic acid 12.2 233.0 186.9（158.9） 51 35（43） 10（12）
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表 1 各化合物のMS/MSパラメーター（続き） 

 
*1 括弧内の数値は参照イオンの条件 

*2 数値が正の場合は ESI(+)、負の場合は ESI(-)のイオン化モードで測定 

 

 

 

No. Compounds
Retention time

(min)

Precursor ion

(m/z )

Product ion

(m/z ) 
*1

Declustering

Potential (V) 
*2

Collision Energy

(eV) 
*1, 2

Collision Exit

Potential (V) 
*1, 2

36 Neospiramycin(II) 5.7 350.2 160.1（174.0） 71 17（21） 12（12）

37 Norfloxacin 6.0 319.9 276.1（233.0） 101 25（33） 12（14）

38 Ofloxacin 6.0 362.4 318.0（261.0） 86 27（37） 14（14）

39 Oleandomycin 10.4 688.3 544.2（158.0） 86 25（35） 14（8）

40 Orbifloxacin 6.6 396.0 352.1（294.8） 61 25（33） 16（12）

41 Ormetoprim 6.2 275.0 123.0（81.0） 11 33（59） 12（8）

42 Oxacillin 12.6 402.0 159.9（243.1） 66 21（19） 12（10）

43 Oxfendazole sulfone 11.6 331.9 299.9（158.9） 86 33（51） 12（12）

44 Oxolinic acid 10.4 262.1 244.1（216.1） 70 25（37） 6（6）

45 Oxytetracycline 6.2 461.1 426.0（200.9） 76 27（47） 14（8）

46 Phenoxymethylpenicillin 12.1 350.9 160.0（114.0） 71 17（45） 10（8）

47 Pirlimycin 7.4 411.1 112.0（363.0） 86 33（25） 10（16）

48 Piromidic acid 13.1 288.9 243.0（200.9） 51 41（53） 12（14）

49 Praziquantel 13.5 313.0 203.0（83.0） 61 23（39） 14（8）

50 Pyrantel 6.4 207.0 150.0（136.0） 16 39（41） 8（10）

51 Pyrimethamine 8.6 249.1 177.0（198.0） 76 39（53） 12（14）

52 Ractopamine 6.2 302.0 106.9（120.9） 16 51（31） 10（10）

53 Sarafloxacin 7.0 386.1 342.0（299.0） 61 25（41） 14（16）

54 Spiramycin(II) 6.8 422.3 174.1（101.0） 61 27（21） 12（10）

55 Sulfabenzamide 11.0 277.0 155.9（91.9） 51 17（37） 12（8）

56 Sulfabromomethazine 12.6 357.0 263.8（155.9） 81 27（27） 12（8）

57 Sulfacetamide 6.0 215.0 156.0（91.9） 51 19（31） 12（8）

58 Sulfachlorpyridazine 8.8 284.9 155.9（91.9） 71 21（39） 12（8）

59 Sulfadiazine 6.2 251.0 155.9（108.0） 6 29（39） 4（8）

60 Sulfadimethoxine 11.2 310.9 155.9（107.9） 76 27（37） 10（10）

61 Sulfadimidine 7.5 278.9 124.0（186.0） 46 29（23） 10（10）

62 Sulfadoxine 9.4 310.9 155.9（107.9） 76 27（37） 12（8）

63 Sulfaethoxypyridazine 9.6 294.8 155.9（91.9） 1 25（41） 10（10）

64 Sulfamerazine 6.9 264.9 155.9（108.0） 66 23（35） 10（8）

65 Sulfamethoxazole 9.5 253.9 156.0（91.9） 51 23（39） 8（8）

66 Sulfamethoxypyridazine 7.5 280.9 156.0（92.0） 71 23（41） 8（8）

67 Sulfamonomethoxine 8.2 280.9 155.9（91.9） 66 23（39） 10（8）

68 Sulfamoyldapsone 8.0 327.9 108.0（80.0） 21 27（69） 10（8）

69 Sulfanitran 12.5 336.2 155.8（293.9） 61 19（17） 10（22）

70 Sulfapyridine 6.6 250.2 155.9（92.0） 66 23（37） 12（8）

71 Sulfaquinoxaline 11.2 301.0 156.2（92.3） 66 27（51） 6（6）

72 Sulfathiazole 6.3 255.9 156.0（92.0） 46 21（35） 12（8）

73 Sulfatroxazole 9.7 268.0 155.8（92.0） 116 23（39） 12（8）

74 Sulfisomidine 5.8 278.9 124.0（185.9） 61 29（23） 10（12）

75 Sulfisozole 7.9 240.0 155.9（91.9） 46 21（35） 12（8）

76 Tetracycline 6.5 445.2 409.9（154.0） 16 27（35） 18（10）

77 Thiabendazole 6.5 201.9 174.9（130.9） 31 35（45） 12（12）

78 Thiamphenicol 6.9 353.7 184.8（289.8） -75 -28（-18） -9（-11）

79 Tiamulin 11.8 494.3 192.0（119.0） 31 27（57） 8（10）

80 Trimethoprim 6.0 290.9 230.0（260.9） 61 33（35） 10（10）

81 Tulathromycin 5.7 403.8 577.3（72.0） 66 21（59） 14（8）

82 Tylosin 11.3 916.5 173.9（772.1） 61 45（43） 14（18）

83 Valnemulin 12.3 565.2 263.0（164） 16 23（43） 10（12）
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3. 測定溶液の調製 

（1）抽出および精製：試料 5 gを 50 mL容のポリ

プロピレン（PP）製遠沈管に秤量し、アセトニトリ

ル-メタノール（1:1）溶液 18 mL（牛乳は 23 mL）、

およびセラミックホモジナイザー1 個を加えた。5

分間振とうした後、8,000 rpmで 10分間遠心分離し

た。上清を別の遠沈管に分取し、アセトニトリル-

メタノール（1:1）溶液にて 20 mL（牛乳は 30 mL）

に定容した（有機性抽出液）。 

残渣に EDTA含有クエン酸緩衝液 15 mLを加え、5

分間振とうした後、8,000 rpmで 10分間遠心分離し

た。上清は別の遠沈管に分取した（上清①）。再度、

残渣に EDTA 含有クエン酸緩衝液 8 mL を加え、5

分間振とうした後、8,000 rpmで 10分間遠心分離し

た（上清②）。上清①と②を合わせ、EDTA 含有ク

エン酸緩衝液で 25 mL に定容した（水性抽出液）。

ろ過助剤 0.5 gを積層したフィルター付きシリンジ

にて水性抽出液 10 mL をろ過した後、固相カラム

InertSep PLS-2 265 mg/20 mLに通液（固相カラムを

通過した液は廃棄）し、メタノール 10 mLで溶出し

た。 

固相カラムの溶出液に有機性抽出液 8 mL（牛乳

は 12 mL）、およびアセトニトリル飽和ヘキサン 20 

mL を加えた。5分間振とう後、8,000 rpmで 10分

間遠心分離し、ヘキサン層（上層）を除去した。下

層をメタノールで 20 mL（牛乳は 30 mL）に定容し

た。 

試験溶液 1 mL（牛乳は 1.5 mL）を窒素気流下で濃

縮乾固し、20%アセトニトリル溶液 1 mLで溶解後、

メンブレンフィルターでろ過したものを測定溶液

（試料 0.1 g/mL相当）とした。魚介類および食肉に

対する測定溶液の調製法を図 1に示した。 

 

4. 検量線の作成 

定量値は、測定化合物のピーク面積からマトリク

ス検量線法により算出した。マトリクス入り標準溶

液は試料毎に調製した。添加試料と同様に抽出およ

び精製したブランク溶液に標準溶液を添加し、0.2 - 

2.0 ng/mLの濃度範囲で 3点以上を調製した。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

従来法 4）では、測定溶液の調製に抽出液の全量

（試料 5 g相当）を使用していたことから、固相精 

 

製後の濃縮工程に長時間を要していた。また、最終

段階の測定溶液中の試料濃度は、基準値が 0.01 µg/g

を下回る一部のホルモン剤等を測定するために 1 

g/mLとされていたことから、LC-MS/MS に対する

負荷も大きいと考えられた。これらを解消するため、

本法では、抽出工程において、有機性抽出液および

水性抽出液のそれぞれを一旦定容して、その一部

（試料 2 g相当）に減じて以後の精製工程に活用し

た。さらに最終段階の測定溶液中の試料濃度を 0.1 

g/mL とすることで濃縮工程を大幅に簡略化した。

一方で、液体試料である牛乳の場合、試料 5 gに対

して抽出用溶液 18 mLでは有機性抽出液として 20 

mLに定容することが困難なため、抽出液量を増や

した。これに伴い、最終段階で濃縮する液量は牛乳

のみ 1.5 mLとした。本法は、ホルモン剤等の一部

は測定が不可能となったが、LC-MS/MSに対する負

荷を軽減しつつ、より迅速な方法として確立された。 

 

 

 

 

図 1 測定溶液の調整方法 

牛乳では（*1）23 mL、（*2）30 mL、（*3）12 mL、

（*4）30 mL、（*5）1.5 mLで実施した 

 

試料 5 g  

セラミックホモジナイザー 1個 

アセトニトリル-メタノール（1:1）溶液 18 mL（*1） 

振とう 5分間、遠心分離 8,000 rpm 10分間  

 

上清     残渣 

        EDTA含有クエン酸緩衝液 15 mL 

20 mLに定容（*2）      振とう 5分間、 

（有機性抽出液）       遠心分離 8,000 rpm 10分間 

   上清①  残渣   

        EDTA含有クエン酸緩衝液 8 mL 

8 mL（*3）       振とう 5分間、 

        遠心分離 8,000 rpm 10分間 

     上清②  

       

   25 mLに定容（水性抽出液） 

     

   水性抽出液 10 mL 

ろ過助剤でろ過 

      固相カラム精製 

メタノール 10 mL 

   溶出液 

混合（試料 2 g相当） 

アセトニトリル飽和ヘキサン 20 mL 

振とう 5分間、遠心分離 8,000 rpm 10分間 

下層 

メタノールで 20 mLに定容（*4） 

1 mL（*5）を窒素気流下で濃縮乾固 

20％アセトニトリル溶液 1 mLで溶解 

メンブレンフィルターでろ過 

測定溶液（試料 0.1ｇ/ｍL相当） 

分析、解析 
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表
2
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に
お
け
る
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収
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果
（
続
き
）
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表
3
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表4 牛乳における添加回収試験結果 

 

 

  

真度
（％）

併行精度
（RSD％）

室内精度
（RSD％）

1 5-Hydroxythiabendazole 0.01 99 4 4

2
5-Propylsulfonyl-1H-

   benzimidazole-2-amine
0.01 98 4 4

3 Amoxicillin 0.004 96 3 6
4 Ampicillin 0.01 96 4 4
5 Benzylpenicillin 0.004 91 4 9
6 Cefalexin 0.01 76 6 14
7 Cefalonium 0.01 43 22 46

8 Cephapirin 0.01 89 4 5
9 Cefazolin 0.01 80 14 16
10 Chlortetracycline 0.01 88 9 9
11 Ciprofloxacin 0.01 83 7 8
12 Cloxacillin 0.01 95 8 8
13 Danofloxacin 0.01 84 10 10
14 Diaveridine 0.01 92 4 5
15 Dicloxacillin 0.01 95 4 5
16 Difloxacin 0.01 97 3 6
17 Doxycycline 0.01 95 5 8
18 Enrofloxacin 0.01 97 2 5
19 Erythromycin 0.01 88 5 11
20 Ethopabate 0.01 96 4 6
21 Fenbendazole 0.01 92 5 5
22 Florfenicol 0.01 100 4 5
23 Flubendazole 0.01 95 2 3
24 Flumequine 0.01 96 2 3
25 Hydrocortisone 0.01 90 7 7
26 Josamycin 0.01 99 3 8
27 Kitasamycin 0.01 88 4 10
28 Levamisole 0.01 97 3 3
29 Lincomycin 0.01 95 5 6
30 Marbofloxacin 0.01 84 4 6
31 Mecillinam 0.01 91 4 6
32 Miloxacin 0.01 31 11 54

33 Mirosamycin 0.01 79 5 7
34 Nafcillin 0.005 94 6 7
35 Nalidixic acid 0.01 95 3 7
36 Neospiramycin(II) 0.01 94 3 8
37 Norfloxacin 0.01 82 6 7
38 Ofloxacin 0.01 94 8 11
39 Oleandomycin 0.01 80 7 16
40 Orbifloxacin 0.01 93 4 4
41 Ormetoprim 0.01 92 4 8
42 Oxacillin 0.01 95 5 8
43 Oxfendazole sulfone 0.01 99 33 33

No. 化合物名
添加濃度
（µg/g）

牛乳
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表4 牛乳における添加回収試験結果（続き） 

 
妥当性評価ガイドラインの目標値（真度 70～120%、併行精度（RSD%）25%未満、室内精度（RSD%）30%

未満）を満たさない値に下線を引いた 

 

  

真度
（％）

併行精度
（RSD％）

室内精度
（RSD％）

44 Oxolinic acid 0.01 92 4 6
45 Oxytetracycline 0.01 96 4 10
46 Phenoxymethylpenicillin 0.01 95 7 7
47 Pirlimycin 0.01 85 3 4
48 Piromidic acid 0.01 94 5 5
49 Praziquantel 0.01 94 2 4
50 Pyrantel 0.01 88 6 6
51 Pyrimethamine 0.01 93 6 6
52 Ractopamine 0.01 89 6 7
53 Sarafloxacin 0.01 86 5 6
54 Spiramycin(II) 0.01 95 6 10
55 Sulfabenzamide 0.01 84 10 10
56 Sulfabromomethazine 0.01 88 6 10
57 Sulfacetamide 0.01 96 4 6
58 Sulfachlorpyridazine 0.01 91 8 8
59 Sulfadiazine 0.01 93 9 9
60 Sulfadimethoxine 0.01 89 6 6
61 Sulfadimidine 0.01 93 6 6
62 Sulfadoxine 0.01 97 1 5
63 Sulfaethoxypyridazine 0.01 84 7 11
64 Sulfamerazine 0.01 93 4 5
65 Sulfamethoxazole 0.01 96 3 5
66 Sulfamethoxypyridazine 0.01 86 3 7
67 Sulfamonomethoxine 0.01 98 6 8
68 Sulfamoyldapsone 0.01 99 8 8
69 Sulfanitran 0.01 93 7 7
70 Sulfapyridine 0.01 85 5 5
71 Sulfaquinoxaline 0.01 90 3 3
72 Sulfathiazole 0.01 95 9 9
73 Sulfatroxazole 0.01 98 7 11
74 Sulfisomidine 0.01 93 6 6
75 Sulfisozole 0.01 99 6 7
76 Tetracycline 0.01 90 6 6
77 Thiabendazole 0.01 97 3 5
78 Thiamphenicol 0.01 101 4 6
79 Tiamulin 0.01 95 4 6
80 Trimethoprim 0.01 94 5 6
81 Tulathromycin 0.01 45 21 32

82 Tylosin 0.01 80 12 12
83 Valnemulin 0.01 100 4 7

添加濃度
（µg/g）

牛乳

No. 化合物名
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本法を用いて、妥当性評価ガイドライン 5, 6）に従

い、分析者 1 名が 2 併行で 5 日間、あるいは分析者

2 名が 2 併行で 3 日間、枝分かれ試験を実施した。

様々なマトリクスによる影響を調べるため、試料は

魚介類としてサーモン、ヒラメ、エビ、アサリ、食

肉として牛肉、豚肉、鶏肉、牛肝臓、牛腎臓、乳と

して牛乳を使用した。 

各試料には 0.004 –0.01 µg/g となるよう標準溶液

を添加し、添加回収試験による分析法の評価を行っ

た。添加濃度は試料および化合物の基準値から判断

した。83 化合物（抗生物質 30、合成抗菌剤 42、寄

生虫駆除剤 9、ホルモン剤 2）に対して真度（回収

率）、併行精度、室内精度の評価を行い、得られた

結果を表 2、表 3、表 4 に示した。 

妥当性評価ガイドラインの目標値を満たした化

合物を試料別で比較したところ、最も多かったアサ

リで 81 化合物、最も少なかった牛肝臓で 67 化合物

であった（表 5）。マトリクスの異なる試料では真

度に大きく影響を受ける化合物があり、アモキシシ

リンは牛乳では良好な結果を得た一方、魚介類や食

肉では真度が 70%未満であり、目標値を満たすこ

とができなかった。タイロシンは、ヒラメのみが真

度 70%を満たすことができず、サーモンとヒラメ

にもマトリクスの影響に若干差異のあることが示

唆された。牛肝臓や牛腎臓では著しく測定感度が低

下して測定不能となる化合物もあった。 

牛肉などでは基準値として「オキシテトラサイク

リン、クロルテトラサイクリン及びテトラサイクリ

ンの総和」が求められるが、本法ではアサリ、鶏肉、

牛乳を除く試料においてクロルテトラサイクリン

の真度は 70%未満であった。他にも、複数化合物あ

るいは代謝物との合算値により基準値判定をする

化合物（オクスフェンダゾール、フルベンダゾール、

ツラスロマイシンなど）に対して課題は残っており、

こうした化合物には必要に応じて個別分析法を含

めた対応が求められる。 

様々な試料を用いた本法では、10 試料全てにおい

て 60 化合物が妥当性評価ガイドラインの目標値

（真度、併行精度、室内精度）を満たす結果が得ら

れた。本法に適さない化合物が一部存在するものの、

多成分一斉分析法として非常に有効であることが

示唆された。 

 

 

 

表 5 試料別の妥当性確認に適合した化合物数 

 

 

ま と め 

 

LC-MS/MS を用いた畜産物中の残留動物用医薬

品一斉分析法の検討を行った。様々なマトリクスを

有する試料で添加回収試験を行った結果、10 試料

全てにおいて 60 化合物が真度、併行精度、室内精

度において妥当性評価ガイドラインの目標値を満

たす結果が得られた。本法が多成分一斉分析法とし

て有効であることを示唆した。 

 

利 益 相 反 

開示すべき利益相反はない。 

 

文 献 

1) 厚生労働省. LC/MS による農薬等の一斉試験法

Ⅲ（畜水産物）.  

https://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-

11130500-Shokuhinanzenbu/0000203685.pdf 

2) 厚生労働省. オキシテトラサイクリン、クロル

テトラサイクリン及びテトラサイクリン試験法. 

https://www.mhlw.go.jp/topics/bukyoku/iyaku/syoku

-anzen/zanryu3/2-038.html 

3) 山口貴弘，柿本健作，永吉晴奈，山口瑞香，起橋

雅浩，梶村計志，山本容正. 分散固相および固相

カートリッジカラムを用いた LC-MS/MS による

食肉中の動物用医薬品一斉分析法. 日本食品衛

生学雑誌 2013；54（4）：290-297. 

4) 上村聖子，先山孝則，浅川大地，山野哲夫. 有機

溶媒および緩衝液を用いた二段階抽出による畜

水産物中の残留動物用医薬品一斉試験法. 第112

回日本食品衛生学会要旨集 2016 

5) 厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知. 食品

中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評

価ガイドラインについて. 平成 19 年 11 月 15 日 

食安発 1115001 号 

試料 抗生物質
合成
抗菌剤

寄生虫
駆除剤など

合計

魚介類
　サーモン 23 41 10 74
　ヒラメ 23 40 11 74
　エビ 25 41 11 77
　アサリ 29 42 10 81
牛肉 27 41 10 78
豚肉 26 42 9 77
鶏肉 26 42 11 79
牛肝臓 18 38 11 67
牛腎臓 22 39 10 71
牛乳 28 41 10 79



 

- 102 - 

 

6) 厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知. 食品

中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評

価ガイドラインの一部改正について. 平成 22 年

12 月 24 日 食安発 1224 第 1 号 

WEB サイトの内容は 2022 年 8 月 3 日に確認した。 

 

 



Annual Report of Osaka Institute of Public Health, 6, 2022 

- 103 - 

 

Simultaneous analysis of veterinary drugs in seafood, livestock products and milk 

 

 

Atsushi MASAYAMA, Shotaro HIRATA, and Satoshi TAKATORI 

 

 

A method for the determination of veterinary drugs in various foods using LC-MS/MS was developed by 

improving our former method. Samples were extracted consecutively using acetonitrile/methanol (1:1; v/v) and 

EDTA-McIlvaine buffer. The latter extract was processed with a styrene-divinylbenzene polymer gel column. 

Aliquots of the two extracts were combined and washed with hexane-saturated acetonitrile to remove lipids. After 

solvent removal, the extract was reconstituted with 20% of acetonitrile containing aqueous solution as a test 

solution and analyzed by LC-MS/MS. The method was validated according to the method validation guidelines of 

the Ministry of Health, Labour and Welfare of Japan. Recovery tests were performed on 10 kinds of foods, 

including seafood, livestock and milk, by fortification of 83 veterinary drugs at concentrations 0.004-0.01 μg/g. 

The trueness of the method for 60 veterinary drugs in all 10 commodities was 70-120%, with satisfactory 

repeatability and within-run reproducibility. This method could be applicable for the determination of veterinary 

drugs in various types of seafood, livestock and milk. 

 

 

Key words：veterinary drugs, simultaneous analysis, LC-MS/MS 
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公衆浴場の浴槽水等における過マンガン酸カリウム消費量 

および TOCの関係 

 

 

安達史恵 a，小池真生子 a，枝川亜希子 a，足立伸一 b  

 

 

公衆浴場における水質基準は、令和元年 9月 19日生食発 0919第 8号厚生労働省通知により、「公衆浴場

における水質基準等に関する指針」が改正され、有機物の指標が「過マンガン酸カリウム消費量（KMnO4

消費量）」から「TOCまたは KMnO4消費量」に変更された。そこで、大阪府内公衆浴場浴槽水および遊泳

場採暖槽水についてKMnO4消費量および TOCを測定し、その関係性について解析した。 

 また、KMnO4 消費量の測定において、高濃度の遊離残留塩素が影響を与えていることが示唆されたた

め、遊離残留塩素の影響について模擬試料を用いて検討を行った。その結果、遊離残留塩素が高濃度の検体

では、KMnO4消費量の測定値が実際より低値となることが明らかとなった。 

遊離残留塩素の影響を考慮し、現在の公衆浴場における浴槽水の KMnO4消費量の基準値である 25 mg/L

に相当する TOCを算出すると 15 mg/Lとなり、基準値である 8 mg/Lと大きく乖離していた。そのため、今

後有機物の基準として TOCを用いると、基準値を超過する施設が増加することが予想された。これらのこ

とから TOC の基準に関しては、KMnO4 消費量における基準との乖離を小さくするよう再考する余地があ

ると考えられた。 

 

 

キーワード：公衆浴場、過マンガン酸カリウム（KMnO4）消費量、全有機炭素（TOC）の量 

 

 

わが国においては、水中の有機物濃度の指標とし

て、過マンガン酸カリウム消費量（以下、KMnO4消

費量）が用いられてきた。しかし、水中に存在する

還元性のある無機物質の影響や、有機物質の形態に

より消費量が異なること、また、分析者の手技によ

り誤差が生じやすい分析法であること等が指摘さ

れていた。そのため、平成 15 年の水道水質基準の

見直しに際し、新たな指標として精度、感度が高い

「有機物（全有機炭素（TOC）の量）」（以下 TOC）

が導入された。一方、公衆浴場における水質基準に

おいては、令和元年 9 月 19 日生食発 0919 第 8 号

厚生労働省通知により、「公衆浴場における水質基

準等に関する指針」が改正され、有機物の指標は

「TOCまたは KMnO4消費量」に変更された 1)。し

かし、学校環境衛生基準をはじめとする各遊泳用プ

ールにおける有機物の指標は、現在もKMnO4消費

量が用いられている。 

 大阪府においては、公衆浴場における水質基準

に TOC が導入されたことを受け、大阪府公衆浴場

法施行細則を一部改正し、有機物の指標として

KMnO4消費量を TOCに変更し、令和 2年 4月 1日

から施行されている 2)。また府内中核市においても、

同様の対応がなされている 3)。今回、府内中核市に

おける公衆浴場浴槽水等についてKMnO4消費量お

よび TOCを同時に測定し、その関係について解析

した。 

これまでの当所における KMnO4消費量の測定に

おいて、硫酸酸性下で過マンガン酸カリウム溶液を

加え 5分煮沸後、当量のシュウ酸ナトリウムを加え

た後も脱色せず、測定不能となる検体が年に数件あ

り、今回の調査においても 6 件あった。KMnO4消

費量KMnO4消費量の測定原理は酸化還元反応であ

るため、種々の物質に影響を受け、塩化物イオンに

より正の妨害、塩素酸、臭素酸により負の妨害を受

a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 

b 日本建築衛生管理教育センター
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けることが報告されている 4)。しかし、塩素酸、臭

素酸がKMnO4消費量に影響を与えるほど高濃度で

はない場合においても脱色せず、測定不能となる検

体があった。そこで、その原因について検討したと

ころ、いずれの検体も遊離残留塩素が高値であった

ことから、その影響が疑われた。そのため、KMnO4

消費量に与える遊離残留塩素の影響について検討

した。さらに、遊離残留塩素の影響を考慮して調査

結果を再解析し、現在の TOC の基準値について考

察した。 

 

方 法 

 

1. 分析 

(1) 試薬 

 試薬は全て株式会社富士フイルム和光純薬製を

使用した。0.002 mol/L 過マンガン酸カリウム溶液

および 0.005 mol/Lシュウ酸ナトリウム溶液は容量

分析用、硝酸銀は COD測定用、サリチル酸、ピル

ビン酸、ジクロロイソシアヌル酸ナトリウム、塩化

アンモニウム、硫酸アンモニウムおよび硫酸は試薬

特級を用いた。また、塩素酸は塩素酸イオン標準液

（JCSS）、臭素酸は臭素酸イオン標準液（JCSS）を

使用した。フタル酸水素カリウムは容量分析用標準

物質を使用した。 

(2) 分析装置 

 TOC装置は島津製作所製 TOC-Vcsh、液体クロマ

トグラフは島津製作所製 Nexera、質量分析計は

ABsciex 3200 Qtrap、イオンクロマトグラフはメト

ローム社製 761 Compact IC を用いた。 

(3) 分析方法 

 KMnO4 消費量の検査方法は水質管理目標設定項

目の検査方法、目標 22の滴定法とした。TOCの検

査方法は告示法の別表第 30 の全有機炭素計測定法、

塩素酸および臭素酸の検査方法はそれぞれ告示法

の別表第 13 イオンクロマトグラフ（陰イオン）に

よる一斉分析法および別表第 32 液体クロマトグラ

フ-質量分析法とした。残留塩素の検査方法は水道

法施行規則第十七条第二項の規定に基づき厚生労

働大臣が定める遊離残留塩素及び結合残留塩素の

検査方法、別表第 1 のジエチル-p-フェニレンジア

ミン法とした。 

 

2. 調査方法 

(1) 調査 

 調査は令和元年度に大阪府内の公衆浴場浴槽水、

遊泳場採暖槽水の 80 施設を対象に実施した。公衆

浴場における水質基準等に関する指針には、「塩素

化イソシアヌル酸又はその塩を用いて消毒してい

る等の理由により有機物（全有機炭素（TOC）の量）

の測定結果を適用することが不適切と考えられる

場合は、過マンガン酸カリウム消費量の測定で、25 

mg/L 以下であることとする。」、また「温泉水又は

井戸水を使用するものであるため、この基準により

難く、かつ、衛生上危害を生じるおそれがないとき

は、水質基準の一部又は全部を適用しないことがで

きる」とも記載されている。そこで、調査対象 80施

設のうち、消毒剤にイソシアヌル酸等を用いている

施設および薬湯の施設は TOC および KMnO4消費

量が正確に測定できていない恐れがあるため、除外

して解析した。 

(2) KMnO4消費量に及ぼす臭素酸、塩素酸の影響 

模擬試料の有機物質としてサリチル酸を用い、浴

槽水の KMnO4消費量の基準である 25 mg/L付近と

なるように調製した。その模擬試料を用いて、臭素

酸、塩素酸を段階的に添加し、KMnO4 消費量を測

定し、その影響を調べた。 

(3) 塩素添加実験 

塩素として、プールで汎用されているジクロロイ

ソシアヌル酸を用い、遊離残留塩素が 0〜20 mg/L

となるよう模擬試料に段階的に添加し、KMnO4 消

費量を測定し、その影響を調べた。また同様の実験

を有機物質としてピルビン酸を用いて実施した。 

(4) アミン添加実験 

遊離残留塩素の影響除去のために、遊離残留塩素

と無機アミン類を反応させ結合残留塩素とした後、

模擬試料を測定した。添加量は、理論上の必要な添

加量を求めた後、遊離残留塩素が結合残留塩素に完

全に変換されるよう、やや過量に設定した。無機ア

ミン類として硫酸アンモニウム、アンモニア水、塩

化アンモニウムを用いた。 

(5) 再解析 

塩素添加実験結果から算出した残留塩素による

KMnO4 消費量の減少率を用いて、調査結果の

KMnO4消費量を再計算し、KMnO4消費量とTOCの

関係について解析した。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 調査結果 
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イソシアヌル酸等および薬湯の試料のデータを除

いた 69 施設のうち、さらに KMnO4消費量および

TOC のいずれかが定量下限値以下あるいは測定不

能であったデータを除いた 60 施設の KMnO4消費

量および TOCの関係を図 1に示した。検定の結果

p<0.05 で有意となり、相関係数は 0.56 で、KMnO4

消費量および TOCに相関が見られた。 

 

 

 

 

2. 測定不能検体の原因の検討 

(1) 臭素酸、塩素酸の影響 

 消毒剤である次亜塩素酸ナトリウム溶液は非常

に不安定で、分解する過程で、亜塩素酸ナトリウム

および塩素酸ナトリウムを生成する。また、製造時

の不純物として臭素酸が含まれている。そのため、

浴槽水等には原水として使用された水道水および

消毒剤由来の塩素酸および臭素酸が含まれること

があると考えられるが、水道水質基準と同様な基準

は規定されていない。しかし、維持管理によっては

高濃度となることもあり、KMnO4 消費量の測定値

に大きく影響を与えると考えられる。そこで、本調

査で脱色しなかった 6検体について、塩素酸、臭素

酸の濃度を測定した。検体の概要および測定結果を

表 1に示した。 

塩素酸および臭素酸の水道水質基準はそれぞれ

0.6 mg/Lおよび 0.01 mg/Lであるが、塩素酸は全て

の検体で、臭素酸は 6 検体中 3 検体で水質基準を

上回っていた。 

次に、塩素酸、臭素酸が KMnO4消費量の測定値に

与える影響について、模擬試料を用いて検討した。

模擬試料に塩素酸、臭素酸を段階的に添加した際の

KMnO4消費量の減少率を図 2 に示した。塩素酸に

おいては添加濃度 10 mg/L までは影響がなく、15 

mg/Lで 8%、50 mg/Lで 17%の減少率となった。一

方、臭素酸は 0.1 mg/Lから影響があり、1 mg/Lで

11%、5 mg/Lで 40%の影響があった。以上より、塩

素酸と比較して臭素酸は低濃度でKMnO4消費量の

測定値に大きく影響を与えることが明らかとなっ

た。この傾向は吉川らの報告 4)と同様であった。実

試料では多種の有機物が含まれているため、本結果

から得られたデータとは多少ずれると予想はされ

るが、測定不能となった 6検体において、塩素酸は

すべて 10 mg/L未満であったため、塩素酸の影響を

受けたとは考えにくい。一方、臭素酸は検体 NO.6

において 0.51 mg/L 検出され、約 7%程度負の影響

を受けたと考えられたが、その他の検体は、0.1 

図 1 KMnO4消費量および TOCの関係(n=60) 

表 1 測定不能検体の概要 

図 2 塩素酸および臭素酸添加によるKMnO4消費量の減少率 
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mg/L 未満であり、ほとんど影響を受けていないと

考えられた。一方、TOCとKMnO4消費量が一定の

相関があるとすると、検体 NO. 1, 3, 5 については

TOCが 3 mg/L以上であったため、ある程度の有機

物量があったと考えられた。しかし、シュウ酸ナト

リウム溶液を添加しても脱色せず、測定不能となっ

た原因として、塩素酸および臭素酸以外の影響が考

えられた。測定不能となった 6 検体の全てにおい

て、遊離残留塩素濃度が 10 mg/L以上と高濃度であ

ったことから、残留塩素の影響が疑われた。 

(2) 塩素添加実験 

 模擬試料に段階的に塩素を添加した結果を図 3

に示した。遊離残留塩素 0 mg/Lと比較し、1 mg/L

では KMnO4消費量は 8%、10 mg/L では 60%減少

し、15 mg/Lでは 88%まで減少した。さらに 20 mg/L

では、シュウ酸ナトリウムを加えても脱色せず測定

不能となった。この原因として、加熱後も遊離残留

塩素が残り、酸化剤としてシュウ酸ナトリウムを消

費してしまうことにより、未反応の過マンガン酸カ

リウムが残留してしまうためと考えられた。したが

って、遊離残留塩素が高濃度になると、その影響に

よりKMnO4消費量の測定値がかなり低値となる可

能性が示唆された。本調査においてKMnO4消費量

が測定できなかった 6 検体は、遊離残留塩素が 10 

mg/L以上と高濃度であったため（表 1）、その影響

を大きく受けたと考えられた。また有機物としてピ

ルビン酸を用いた場合も、同様の結果となった（図

4）。 

(3) アミン添加実験 

 次に、KMnO4 消費量の測定に影響を与えている

のが遊離残留塩素であることを確認するため、遊離

残留塩素の除去を目的とし、アミン添加実験を実施

した。すなわち、アミンとして無機アミン類である

硫酸アンモニウム、アンモニア水、塩化アンモニウ

ムを、塩素を添加した模擬試料に段階的に添加し、

遊離塩素を結合塩素とした後、KMnO4 消費量を測

定した。その結果、硫酸アンモニウムおよびアンモ

ニア水においては、塩素添加によるKMnO4消費量

の減少を除去できるものの、添加量を増加させると

KMnO4 消費量がさらに増加した。また、その増加

分は添加量と比例していなかった。 

 一方、塩化アンモニウムを用いた場合においては、

添加量を増加させるとKMnO4消費量が増加したが、

その増加は添加量と比例していた。これは、塩化ア

ンモニウム中の塩化物イオンがKMnO4消費量に影

響を与えているためと考えられた。そこで、添加し

た塩化アンモニウム中の塩化物イオンの妨害を除

くため、当量の硝酸銀を添加し測定した。その結果、

遊離残留塩素によるKMnO4消費量の減少は、塩化

アンモニウムを添加することで除去可能であり、さ

らに、添加した塩化アンモニウム中の塩化物イオン

に伴うKMnO4消費量の増加を硝酸銀の添加により

除去可能であった。すなわち、試料に塩化アンモニ

ウムと硝酸銀を適量添加することで、遊離残留塩素

の濃度によらず、ほぼ一定の KMnO4消費量が得ら

れた（図 5）。 

 以上のことから、KMnO4 消費量の測定に影響を

与えているのは遊離残留塩素であり、遊離残留塩素

が高濃度である試料のKMnO4消費量は、実際より

低値となることが明らかとなった。 

 

3. データ再解析 

 2.(2)塩素添加実験で算出した残留塩素による減

少率（サリチル酸）を用いて、減少前の KMnO4消 

図 3 塩素添加によるKMnO4消費量の減少率 

（サリチル酸） 

図 4 塩素添加によるKMnO4消費量の減少率 

（ピルビン酸） 
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図 6 【KMnO4消費量】calおよび TOCの関係（浴槽水）(n=37) 

図 7 【KMnO4消費量】calおよび TOCの関係（採暖槽水）(n=17) 

図 5 塩化アンモニウムおよび硝酸銀添加によるKMnO4消費量の変化 
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費量として【KMnO4消費量】calを求め、その値を用

いて TOCとの関係を検証した（図 6）。ただし、よ

り正確に検証するため、KMnO4 消費量の測定前に

残留塩素を測定した浴槽水 37 検査値のみを用いた。

その結果、相関係数は 0.81 となり、【KMnO4 消費

量】calおよび TOCには高い相関が見られた。 

遊離残留塩素の影響を考慮しなかった場合（図 1）

と考慮した場合（図 6）について、KMnO4消費量の

基準である 25 mg/Lに対し、それぞれの回帰式から

TOCを算出した。その結果、それぞれ 18, 15 mg/L

となり、いずれにおいても、現在の基準である 8 

mg/Lと大きく差が見られた。調査結果では、TOC8 

mg/Lとした場合、対象とした浴槽水の検体（薬湯、

消毒剤がイソシアヌル酸である検体を除く）のうち、

8 検体が基準超過となり、KMnO4 消費量の超過件

数 1と比較し大きな乖離がみられた。一方、図 6の

回帰式から算出した 15 mg/Lとした場合、超過件数

は 4となった。したがって、現在の TOCの基準で

ある 8 mg/L は、KMnO4消費量の基準値と比較し、

やや厳しい基準であると考えられた。他の報告にお

いても、公衆浴場の浴槽水等の TOCおよび KMnO4

消費量を測定し、基準超過件数を比較しているが、

本研究と同様にKMnO4消費量と比較し、TOCの超

過件数が多い結果となっている 4,5)。 

 一方、TOC が未導入である遊泳場採暖槽水にお

いて、残留塩素を考慮したKMnO4消費量の計算値

と TOCの関係を求めたところ、相関係数は 0.98と

なり、かなり高い相関が見られた（図 7）。また、遊

泳場水のKMnO4消費量の基準である 12 mg/L に対

応する TOC を回帰式から算出すると 8 mg/L とな

った。本調査結果で、両値を超過しているのはいず

れ TOC の基準である 8 mg/L は、KMnO4消費も 1

検体であり、この値を採用すると KMnO4消費量と

TOCで乖離のない結果となると考えられた。 

以上のことから、今後、有機物の基準として TOC

を用いると、基準値を超過する施設が増加すること

が予想される。TOCの基準に関してはKMnO4消費

量における基準と乖離を小さくするよう再考の余

地があると考えられた。 

 

ま と め 

 

 KMnO4 消費量の測定における遊離残留塩素の影

響について検討を行った。その結果、遊離残留塩素

が高濃度になると、KMnO4 消費量の測定値が実際

より低値となることが明らかとなった。KMnO4 消

費量の検査においては、遊離残留塩素濃度が 10 

mg/L 以上の高値であることは稀ではあるが、濃度

を正確に把握し、その影響を事前に周知し、適切な

維持管理を促す必要があると考えられた。 

 また、KMnO4消費量と TOCの結果を比較したと

ころ、高い相関が見られた。しかし、現在の公衆浴

場における浴槽水のKMnO4消費量の基準値である

25 mg/Lに相当するTOCを回帰式から算出すると、

基準である 8 mg/Lと大きく乖離していた。そのた

め、今後有機物の基準として TOC を採用すると、

基準値を超過する施設が増加することが予想され

た。これらのことから、TOC の基準に関しては

KMnO4 消費量における基準との乖離を小さくする

よう再検討する余地があると考えられた。 
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Relationship between potassium permanganate consumption and TOC in bath water from public bathhouses 

 

 

Fumie ADACHIa, Maoko KOIKEa, Akiko EDAGAWAa and Shin-ichi ADACHIb 

 

 

In the water quality standards for public bathhouses, the "Guidelines for Water Quality Standards in Public Bathhouses" 

were revised by the Ministry of Health, Labor and Welfare, and the indicator of organic substances was changed to "total 

organic carbons (TOC) or potassium permanganate consumption (KMnO4 consumption)". Therefore, we measured both 

KMnO4 consumption and TOC in bath water from public bathhouses in Osaka, and analyzed their relationship. 

Since it was suggested that high concentrations of free residual chlorine had an influence on the measurement of KMnO4 

consumption, the influence of free residual chlorine was examined using simulated samples. As a result, it was revealed 

that the measured value of KMnO4 consumption was lower than the actual value in the sample with a high concentration 

of free residual chlorine. 

Considering the influence of free residual chlorine, the TOC corresponding to 25 mg/L, the current standard value for 

KMnO4 consumption in public bathhouses, was calculated and found to deviate significantly from the standard value of 

8 mg/L. Thus, if TOC is applied as a standard for organic substances, more facilities are expected to exceed the standard. 

Therefore, there is room to reconsider the standard for TOC so that it does not deviate from the standard for KMnO4 

consumption. 

 

 

Key words：KMnO4 consumption, total organic carbons, public bathhouses 
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水質検査における外部精度管理（2020 年度） 

—セレン及びその化合物— 

 

 

安達史恵 a，中島孝江 b 

 

 

水道水質検査精度の向上を図ることを目的に、水質検査を実施している大阪府水道事業者、保健所及び公

的研究機関を対象に、セレン及びその化合物を添加した水質検査用模擬試料を配付し、各機関が水道水質

検査法に従って測定した検査結果を回収した。各機関の検査値を解析した結果、20 検査値中 2 検査値が真

値に対する誤差率及び z スコアの許容範囲を超過した。この機関を対象に定量精度に関するフォローアッ

プ調査を行ったところ、分析機器の性能が低下及び前処理時の操作ミスが定量値に影響を及ぼしたことが

示唆された。 

 

 

キーワード：水道水、セレン及びその化合物、水道水質検査、定量精度、外部精度管理 

 

 

（地独）大阪健康安全基盤研究所では、大阪府健

康医療部生活衛生室環境衛生課と協力して、水道水

質検査精度の向上を図ることを目的に、水質検査を

実施している大阪府内水道事業者、保健所及び公的

研究機関（以下、水道事業者等）を対象に外部精度

管理を実施している 1～7)。 

2020 年度の対象項目は、無機項目として「セレン

及びその化合物」を選定した。セレンは古くからガ

ラス、窯業で使用されてきたが、その他に、赤色顔

料の原料、有機化学合成の酸化剤、触媒等さまざま

な用途に使用されている 8)。近年では、光伝導性（光

があたると電気を通しやすくなる性質）を利用し、

カメラの他、コピー機の感光ドラム、太陽電池等に

も使用されている 9)。セレンは、自然水中に含まれ

ることがあるが、その多くは鉱山排水、工場排水な

どの混入によるものである。 

 ヒトにおいて、セレンは微量必須元素であり、

体内で生成する有害な過酸化物の代謝に関与して

いる。穀物、肉、海産物などの食品に多く含まれて

おり 8)、通常の食生活では欠乏することはないが、

病気により栄養剤を長期投与されている場合に、セ

レン欠乏となることがあり、心筋症、不整脈等を引

き起こす 3)。一方、過剰となっても、胃腸障害、神

経障害等を起こすことが報告されている。また、職

業上の暴露により、気管支炎、高熱、嘔吐などがみ

られることもある 10)。 

 日本においては、セレンを含有する工場排水等

による水道水源の汚染はほとんどなく、基準は定め

ないこととされていたが、海外においてセレンへの

関心が高かったことから、導入の検討が行われ、昭

和 53 年に指導基準値 0.01 mg/L が設定された。そ

の後、1992 年に水質基準項目に定められ、前述の

0.01 mg/L がそのまま基準値となっている 8)。 

前回の大阪府の外部精度管理から 10 年以上経過

したため、今回の対象項目とした。 

 

方 法 

 

1. 参加機関 

 本研究に参加した水道事業者等は 20 機関であっ

た。その内訳は水道事業者 18 機関、保健所 1 機関

及び公的研究機関 1 機関であった。 

 

2. 実施方法 

(1) 精度管理試料の調製方法 

2020 年 9 月 25 日に精製水約 40 L をポリタンク                   

a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 

b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 元研究員
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に採水した。硝酸（1.42）（富士フイルム和光純薬、

超微量分析用）を濃度が 1%となるよう添加後、セ

レン標準液（富士フイルム和光純薬 1008 mg/L、保

証期限 2021 年 9 月、ロット番号 KCJ5512）を 2000

倍希釈した溶液を 280 mL 添加し、よく撹拌した。

1L のポリエチレン製容器に分注して冷蔵保存し、

9 月 30 日に（地独）大阪健康安全基盤研究所上水

試験室において各検査実施機関に配付した。なお、

精製水中のセレン及びその化合物は 0.0005 mg/L未

満であった。 

(2) 検査方法および報告方法 

 検査方法は「水質基準に関する省令の規定に基づ

き厚生労働大臣が定める方法」（以下、告示法）の

フレームレス－原子吸光光度計による一斉分析法、

誘導結合プラズマ－質量分析装置による一斉分析

法（以下、ICP-MS 法）、水素化物発生－原子吸光光

度法及び水素化物発生－誘導結合プラズマ発光分

光分析法とした 11)。配付試料については前処理を含

めて 5 回の測定を行い、測定結果を有効数字 3 桁

で「外部精度管理結果報告書」に記入し、5 つの測

定結果の平均値を検査値とした。また、各検査機関

が実施した分析法の分析条件等を「外部精度管理結

果報告書」に記入し、検査に使用した機器のデータ

やチャート等と合わせて提出することとした。各検

査実施機関から送付された「外部精度管理結果報告

書」を取りまとめた後、検査結果及び検査方法等に

関する評価を実施した。そして、「外れ値」に該当

した機関に対してフォローアップ調査を実施した。 

(3) 評価の検証方法 

 はじめに、各機関内で測定された精度管理試料の

5 つの測定値の変動係数が 10％を超過した機関は

評価対象外とした。 

 検査結果は「真値」に対する誤差率（以下、誤差

率）及び zスコアで評価を行い、両方の評価方法に

おいて許容範囲を超過した検査値を「外れ値」とし

た。 

「真値」は、各機関からの検査値を用いて、有意水

準を 5％として Grubbs の棄却検定 12)を行い、棄却

された検査値を除いた検査値から平均を求め、これ

を「真値」とした。誤差率は、（1）の式から算出し、

±10％以内を許容範囲とした。 

 

誤差率(%) =
(各機関の検査値－「真値」)

「真値」 
× 100 ……（1） 

 

 zスコアは四分位数法 13)で算出し、zスコアの絶

対値 3 未満を許容範囲とした。誤差率及び変動係数

の許容範囲を 10％とした根拠は、水質基準項目の

測定精度におけるセレン及びその化合物の変動係

数の目標が 10％であるためである 14)。なお、変動

係数、誤差率及び zスコアについては、検査値を計

算過程で丸めずに算出した。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 精度管理試料の均一性及び安定性 

 外部精度管理用配付試料の均一性を確認するた

め、試料を分注順に等間隔で 5 本抜き取り、試料 1

本につき 2 回測定した。得られた測定結果を元に一

元配置分散分析を行った。その結果、p 値は 0.82 で

試料間の変動は有意とならず、均一性に問題がない

ことが確認された。また、配付後 1、5、8、14、21

日目に、試料 1 本につき 5 回測定した結果を図 1 に

示した。平均値の変動係数は 2.9%となり、外部精

度管理配付用試料の安定性に問題はないと判断し

た。 

 

2. 分析方法 

 すべての参加機関が ICP-MS 法を用いていた。 

 

3. 検査結果の検証 

(1) 誤差率、zスコア及び「外れ値」 

 水道事業者等 20 機関から報告された各検査値、

変動係数、誤差率及び zスコアを表 1 に、検査値の

ヒストグラムを図 2 に示した。 

 機関内変動係数が 10％を超過した検査値は存在

しなかったため（表 1）、すべての検査値を評価対

象とした。「真値」を算出するため、検査値を有意

水準 5%で Grubbs の棄却検定を行った。その結果、

図 1 精度管理試料の安定性（n=5、平均±標準偏差） 
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棄却された機関はなかったため、20 検査値を平均

した 0.00340 mg/L を「真値」とした。「真値」に対

する誤差率の許容範囲を越えたのは 2 機関（A-1、

A-20）であった。次に、zスコアを求めた結果、zス

コアの範囲は-3.69～3.98 となり、許容範囲を超えた

のは 2 機関（A-1、A-20）であった。 

 誤差率と z スコアとの両方の許容範囲を超えた

検査値を「外れ値」と評価したが、この「外れ値」

に該当する機関は 2 機関（A-1、A-20）であった。

したがって、誤差率及び zスコアの両方の許容範囲

を超えた「外れ値」に該当する機関は 2 機関で、全

体の 10.0％（2/20）となった。 

検査方法

検査値

（平均値）

(mg/L)

変動係数

(%)

真値に対する

誤差率

(%)

Zスコア

A‐1＊ ICP‐MS 0.00293 2.19 -13.86 -3.69

A‐2 ICP‐MS 0.00310 3.33 -8.91 -2.38

A‐3 ICP‐MS 0.00325 1.81 -4.44 -1.19

A‐4 ICP‐MS 0.00330 2.21 -2.97 -0.80

A‐5 ICP‐MS 0.00331 0.84 -2.56 -0.69

A‐6 ICP‐MS 0.00332 1.91 -2.44 -0.66

A‐7 ICP‐MS 0.00334 0.78 -1.62 -0.44

A‐8 ICP‐MS 0.00335 2.58 -1.44 -0.40

A‐9 ICP‐MS 0.00338 1.11 -0.56 -0.16

A‐10 ICP‐MS 0.00339 2.72 -0.15 -0.05

A‐11 ICP‐MS 0.00341 1.46 0.26 0.05

A‐12 ICP‐MS 0.00345 0.78 1.62 0.41

A‐13 ICP‐MS 0.00346 0.70 1.91 0.49

A‐14 ICP‐MS 0.00347 0.61 2.09 0.54

A‐15 ICP‐MS 0.00348 1.38 2.44 0.63

A‐16 ICP‐MS 0.00351 1.93 3.15 0.82

A‐17 ICP‐MS 0.00351 1.09 3.32 0.87

A‐18 ICP‐MS 0.00353 1.07 3.97 1.04

A‐19 ICP‐MS 0.00357 0.83 5.09 1.33

A‐20＊ ICP‐MS 0.00391 2.02 15.09 3.98

平均値 0.00340

最大値 0.00391

最小値 0.00293

標準偏差 0.00019

変動係数(%) 5.7

n 20

真値：0.00340 mg/L

＊：真値に対する誤差率が±10%を超え、Zスコアの絶対値が3以上の機関（外れ値）

機関番号

表 1  検査値の概要  

図 2  検査値の度数分布図(＊外れ値)  



 - 115 - 

(2) フォローアップ調査 

「外れ値」となった 2 機関（A-1、A-20）に対して

原因究明のフォローアップ調査を行った。 

① 機関 A-1 

 機関 A-1 は、検査値は 0.00293 mg/L、zスコアは

-3.69、「真値」に対する誤差率は-13.86%であった。

提出された資料からは、特に外れ値の原因となる点

はみられなかった。検査担当者に問い合わせたとこ

ろ、精度管理結果返却後、原因究明をすでに実施済

みであった。分析機器メーカーと相談後、以下 a〜

c を実施し、精度管理試料を再測定したところ、検

査値が 0.00343 mg/L（n=5）となり、精度管理時の

真値（0.00340 mg/L）に対する誤差率は 0.91％と良

好な値となった。 

a. ICP-MS の部品（スキマーコーン、スキマーコー

ンインサート、サンプルコーン、ネブライザー

及び試料導入ポンプチューブ）を新品に交換 

b. トーチ他、ガラス器具を精製水で洗浄 

c. 機器調整（マス校正、検出器セットアップ） 

 以上、機関 A-1 においては精度管理実施時に、機

器のいずれかの部品あるいは検出器に不具合が生

じ、セレンの濃度が正確に測定できない状態であっ

たと推測された。分析機器については、自らあるい

はメーカーによる保守点検等を行い、その性能が維

持されていることを定期的に確認することが必要

である。 

② 機関 A-20 

 機関 A-20 は、検査値は 0.00391 mg/L、zスコアは

3.98、「真値」に対する誤差率は 15.09%であった。

提出された資料からは、特に外れ値の原因となる点

はみられなかった。検査担当者に問い合わせたとこ

ろ、今回の精度管理時においては、検量線用の標準

液を SOP に記載されている混合標準溶液を用いず

に、セレン標準液を用いて調製したとのことであっ

た。しかし、同じ試料を混合標準溶液で作成した検

量線で定量しても、同様に高い値であったことを確

認していた。したがって、標準溶液に問題はないと

考えられた。器具等の不具合が考えられたため、マ

イクロピペット等の点検を実施したが、問題はなか

った。また、残りの精度管理試料を再度測定してみ

たところ、0.00334 mg/L（n=1）となり、精度管理時

の値（0.00391 mg/L）は再現できないとのことであ

った。さらに、装置の安定性を確認するため、同じ

試料を数日間測定したが、併行精度に問題はなかっ

た。 

 以上、今回の外れ値の原因を究明するには至らず、

精度管理時の試料の前処理で何らかのミスが起こ

り、高値となったと推測するにとどまった。 

(3) 全体的な留意点 

① 検量線及び空試験 

 告示法では別表に記載された濃度範囲内でブラ

ンク試料を含めない 4 段階以上の標準液を用いて

検量線を作成するように記載されている 11)。今回参

加したすべての機関は検量点を 4 点以上用いて検

量線を作成していた。しかし、告示及び妥当性ガイ

ドラインにおいては原則、検量線の点に 0 mg/L を

用いないこととなっているが、A-10 では検量線の

点に 0 mg/L を用いていた。また、すべての機関は

1 次式を用いて検量線を算出しており、原点強制通

過を行った機関は存在せず、決定係数（R2）の範囲

は 0.9990～1.0000 であった。 

 告示法では金属類の一斉分析においては、元素ご

との濃度範囲が提示され、検量線はその範囲を超え

てはならないとしている。ICP-MS 法のセレン及び

その化合物の濃度範囲は 0.0004〜0.1 mg/L で上限

は 0.1 であるが、この値を超えている機関はなく、

すべての機関において適切な濃度範囲で検量線の

濃度設定が行われていた。また、参加したすべての

機関が空試験を実施しており、検量線の下限値以下

であることを確認していた。 

② 前処理及び標準液 

 ICP-MS 法における告示法には「検水を採り、試

料採取のときに加えた量を含めて硝酸を検水 100 

mL に対して 1mL の割合となるように加え、静か

に加熱する。液量が検水 100 mL に対して 90 mL の

割合以下になったら加熱をやめ、更に精製水を加え

て一定量とし、これを試験溶液とする。」とある。

加熱を実施していない機関が 1 機関（A-7）あった。

A-7 においては、SOP が未整備の状態であり、加熱

に関する記載もなかった。ICP-MS による金属類の

一斉分析においては、対象とする金属によって、酸

による加熱分解を行わないと正確に測定できない

ため、告示法通りに酸添加後の加熱が必要である。

A-7においては SOPを早急に整備する必要がある。 

告示法では、標準原液、標準液または混合標準液は

原体から自己調製したもの、もしくは計量法（平成

4 年法律第 51 号）第 136 条若しくは第 144 条の規

定に基づく証明書又はこれらに相当する証明書が

添付され、かつ、告示法の標準原液と同濃度のもの

又は告示法の標準液若しくは混合標準液と同濃度
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のものの使用が認められている。なお、告示法の標

準液若しくは混合標準液と同濃度のものは開封後

速やかに使用することとし、開封後保存したものを

使用してはならないとされている 11)。ただし、別表

第 6 の ICP-MS 法においては、標準溶液等は冷暗所

に保存可能である。今回、すべての機関で認証付き

の市販標準原液もしくは混合標準液を使用してお

り、その開封時期については、すべての機関が 1 年

未満であり、検量線作成用標準液は用時調製してい

た。 

③ 妥当性評価 

 水道水質検査における妥当性ガイドラインは、平

成 29 年 10 月に改正され、検量線及び添加試料の評

価を行うことが求められている 15)。本調査では機

関 A-7 を除くすべての機関で妥当性評価を実施し

ていた。妥当性評価は、検査精度を客観的に評価で

きる方法であり、検査結果の信頼性に繋がるもので

あるため、未実施の機関は早急に実施すべきである。 

 評価方法として、4 機関において精製水を用いて

評価を行っていた。ガイドラインにおいては、添加

を行う水の種類として、原則として検査を行う水道

水等とし、検査対象物質を含まない水道水等を得る

ことが困難な場合は精製水等を用いてよいとされ

ている。今回の対象物質は、水道水中の常在成分に

は該当しないため、可能な限り水道水で行うことが

望ましい。 

 

ま と め 

  

 令和 2 年度大阪府水道水質検査外部精度管理と

して、セレン及びその化合物の検査結果を「真値」

に対する誤差率±10％以内と zスコア±3未満を許容

範囲とする 2 つの方法で評価を行った。報告された

20 機関の検査値のうち、変動係数が 10％を超えた

機関は存在しなかった。「真値」に対する誤差率

±10％を超えたのは 2 機関であった。また、z スコ

ア±3 以上となったのは 2 機関であった。両方法で

許容範囲を超えた検査値を「外れ値」と評価したが、

この「外れ値」に該当したのは 2 機関であった。｢外

れ値｣の存在率は、10.0%（2/20）であった。 

 

 検証の結果、検査精度を向上するためには、以下

の留意点が考えられた。 

(1) 告示法に基づいた SOP を作成する。 

(2) 妥当性試験を実施し、SOP の検査精度を確認し

ておく。 

(3) 分析機器については、保守点検等を行いその性

能を維持すること。 

(4) 内部精度管理等を定期的に行い、精度の確認を

行うこと。 
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厚生労働省健康局水道課長通知 別添 5. 

https://www.mhlw.go.jp/content/10900000/0006159

32.pdf 

15）厚生労働省. 「水道水質検査方法の妥当性評価

ガイドラインについて」（平成 24 年 9 月 6 日付

け健水発 0906 第 1~4 号〔最終改正 平成 29 年

10 月 18 日付け薬生水発 1018 第 1~4 号〕）. 

https://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-

10900000-Kenkoukyoku/0000181618_2.pdf 

WEB サイトの内容は 2022 年 5 月 6 日に確認した。 
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Results of external quality control for the analytical method for the measurement of anionic surfactant in 

tap water, performed in Osaka Prefecture in 2020 

 

 

Fumie ADACHIa and Takae NAKAJIMAb 

 

 

In order to improve the accuracy of water quality measurements, we implemented external quality control for the 

analytical method for the measurement of anionic surfactant in tap water with water supply utilities, public health 

centers and public research institutes in Osaka Prefecture. As a result, 1 of 16 examination values was evaluated 

as an outlier. Therefore, we executed a follow-up survey for this utility. The result suggested that the process of 

preparing the standard solution affected the test value. 

 

 

Key words：tap water, external quality, selenium, follow-up survey 
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水質検査における外部精度管理（2020 年度） 

—陰イオン界面活性剤— 

 

 

安達史恵 a，中島孝江 b 

 

 

 水道水質検査精度の向上を図ることを目的に、水質検査を実施している大阪府水道事業者、保健所及び

公的研究機関を対象に、陰イオン界面活性剤を添加した水質検査用模擬試料を配付し、各機関が水道水質

検査法に従って測定した検査結果を回収した。各機関の検査値を解析した結果、16 検査値中 1 検査値が真

値に対する誤差率及び z スコアの許容範囲を超過した。この機関を対象に定量精度に関するフォローアッ

プ調査を行ったところ、検量線作成用の標準液濃度が設定値より低くなっていたことが定量値に影響を及

ぼしたと示唆された。 

 

 

キーワード：水道水、陰イオン界面活性剤、水道水質検査、定量精度、外部精度管理 

 

 

（地独）大阪健康安全基盤研究所では、大阪府健

康医療部生活衛生室環境衛生課と協力して、水道水

質検査精度の向上を図ることを目的に、水質検査を

実施している大阪府内水道事業者、保健所及び公的

研究機関（以下、水道事業者等）を対象に外部精度

管理を実施している 1～7)。 

2020 年度の対象項目は、有機項目として「陰イオ

ン界面活性剤」を選定した。陰イオン界面活性剤は、

水溶液中でイオン解離してアニオン部分が界面活

性を示す物質であり、カルボン酸塩（石鹸）、側鎖

アルキルベンゼンスルホン酸塩（ABS）、直鎖アル

キルベンゼンスルホン酸塩（LAS）、硫酸エステル

塩、リン酸エステル塩がある 8,9)。主な用途は石け

ん、洗剤、シャンプー等の洗浄剤である。1950年代

から洗濯機の普及により合成洗剤の主成分であっ

たABSの使用が急速に増加したが、初期のABSは

生分解性が悪かったため、浄水場での泡問題や環境

への影響が懸念された。しかし、1965 年より生分

解性の良い LASに切り換えられ、ABSは現在では

ほとんど使用されていない 10)。2016 年の陰イオン

界面活性剤の販売量は約 30万トンとなっている 11)。

水道水中の陰イオン界面活性剤は、主に工場排水、

家庭下水などの混入に由来し 8)、発泡の原因となる。 

水質基準項目としては、1966年に陰イオン活性剤

として追加され、泡立ち抑制の観点から基準値は

0.5 mg/L と定められた。1978 年に項目名が陰イオ

ン界面活性剤に変更され、1992 年に泡立ちの抑制

を確実にするために基準値が 0.2 mg/Lに強化され、

現在に至っている。試験方法については、メチレン

ブルー法が用いられていたが、妨害物質が多く、測

定される物質がすべて陰イオン界面活性剤である

とは限らないため、2003 年に C10～C14 の LAS の

みを測定できる固相抽出―高速液体クロマトグラ

フ法に変更された 12)。 

 

方 法 

 

1. 参加機関 

 本研究に参加した水道事業者等は 16 機関であっ

た。その内訳は水道事業者 13 機関、保健所 1 機関

及び公的研究機関 2 機関であった。 

 

2. 実施方法 

(1) 精度管理試料の調製方法 

 2020 年 9 月 9 日～17 日にかけて精製水約 120 L

をステンレス製タンクに採水した精製水中の陰イ

a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 

b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 元研究員 
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オン界面活性剤は 0.002 mg/L未満であった。9月 28

日にデシルベンゼンスルホン酸ナトリウム（C10-

LAS）標準液（富士フイルム和光純薬：1000 mg/L）

を 3.0 mL、ウンデシルベンゼンスルホン酸ナトリ

ウム（C11-LAS）標準液（富士フイルム和光純薬：

1000 mg/L) を 3.5 mL、ドデシルベンゼンスルホン

酸ナトリウム（C12-LAS）標準液（富士フイルム和

光純薬：1000 mg/L) を 4.0 mL、トリデシルベンゼ

ンスルホン酸ナトリウム（C13-LAS）標準液（富士

フイルム和光純薬：1000 mg/L）を 4.3 mL、テトラ

デシルベンゼンスルホン酸ナトリウム（C14-LAS） 

標準液（富士フイルム和光純薬：1000 mg/L) を 4.3 

mL 添加して撹拌した（調製設定濃度 C10-LAS：

0.0250 mg/L、C11-LAS：0.0292 mg/L、C12-LAS：

0.0333 mg/L、C13-LAS：0.0358 mg/L、C14-LAS：

0.0358 mg/L）。3L のガラス容器に分注して冷蔵保存

し、9 月 30 日に（地独）大阪健康安全基盤研究所

上水試験室において各検査実施機関に配付した。 

(2) 試料の測定方法 

 検査方法は「水質基準に関する省令の規定に基づ

き厚生労働大臣が定める方法」（以下、告示法）の

固相抽出―高速液体クロマトグラフ法とした 13)。

配付試料については前処理を含めて 5 回の測定を

行い、測定結果を有効数字 3桁で「外部精度管理結

果報告書」に記入し、5 つの測定結果の平均値を検

査値とした。また、各検査機関が実施した分析法の

分析条件等を「外部精度管理結果報告書」に記入し、

検査に使用した機器のデータやチャート等と合わ

せて提出することとした。各検査実施機関から送付

された「外部精度管理結果報告書」を取りまとめた

後、検査結果及び検査方法等に関する評価を実施し

た。そして、「外れ値」に該当した機関に対してフ

ォローアップ調査を実施した。 

(3) 評価の検証方法 

はじめに、各機関内で測定された精度管理試料の

5 つの測定値の変動係数が 20％を超過した機関は

評価対象外とした。 

検査結果は「真値」に対する誤差率（以下、誤差率）

及び z スコアで評価を行い、両方の評価方法にお

いて許容範囲を超過した検査値を「外れ値」とした。 

「真値」は、各機関からの検査値を用いて、有意水

準を 5％として Grubbs の棄却検定 14)を行い、棄却

された検査値を除いた検査値から平均を求め、これ

を「真値」とした。誤差率は、（1）の式から算出し、

±20％以内を許容範囲とした。 

 

誤差率(%) =
(各機関の検査値－「真値」)

「真値」 
× 100 ……（1） 

 

 z スコアは四分位数法 13)で算出し、z スコアの絶

対値 3 未満を許容範囲とした。誤差率及び変動係数

の許容範囲を 10％とした根拠は、水質基準項目の

測定精度におけるセレン及びその化合物の変動係

数の目標が 10％であるためである 14)。なお、変動

係数、誤差率及び zスコアについては、検査値を計

算過程で丸めずに算出した。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 精度管理試料の均一性及び安定性 

 外部精度管理用配付試料の均一性を確認するた

め、2020 年 9 月 28 日に試料を分注順に等間隔で 5

本抜き取り、試料 1 本につき 2 回測定した。得られ

た測定結果を元に一元配置分散分析を行った。その

結果、p 値はすべて 0.05 以上（C10-LAS：p=0.20、

C11-LAS：p=0.15、C12-LAS：p=0.21、C13-LAS：

p=0.26、C14-LAS：p=0.29、C10～C14-LAS 合計：

p=0.22）で、試料間の変動は有意とならず、均一性

に問題がないことを確認した。また、配付日および

配付後 1、2、5、8、14、22 日目に試料 1 本につき

5 回測定した結果を図 1 に示す。各測定日の平均値

の変動係数はC10-LASが 1.22%、C11-LASが 0.96%、

C12-LAS が 1.29%、C13-LASが 1.09%、C14-LAS が

1.06%、C10～C14-LAS 合計が 1.09%であり、ばら

つきは小さかった。また、近似直線の傾きはいずれ

もほぼ 0 となり、外部精度管理用配付試料の安定性

に問題はないと判断した。 

 

2. 分析方法 

 すべての参加機関が固相抽出―高速液体クロマ

トグラフ法を用いていた。 

 

3. 検査結果の検証 

(1) 誤差率、zスコア及び「外れ値」 

 水道事業者等 16 機関から報告された C10-LAS、

C11-LAS、C12-LAS、C13-LAS、C14-LAS 及び C10

～C14-LAS合計の各検査値、変動係数、誤差率及び 

zスコアを表 1〜6 に、検査値のヒストグラムを図 2

〜7 に示した。 
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図 1 精度管理試料の安定性（n=5、平均±標準偏差） 

 

①  C10-LAS 

機関内変動係数が 20％を超過した検査値は存在

しなかったため（表 1）、すべての検査値を評価対

象とした。「真値」を算出するため、検査値を有意

水準 5%でGrubbsの棄却検定を行った。その結果、

1 検査値（B-16）が棄却され、残りの 15 検査値を

平均した 0.0269 mg/L を「真値」とした。誤差率の

許容範囲を越えたのは 1 機関（B-16）であり、誤差

率は 22.87％であった。次に、16 検査値を用いて z

スコアを求めた結果、その範囲は-1.92～4.12となり、

許容範囲を超えたのは 1 機関（B-16）であり、 zス

コアは 4.12 であった。 

 誤差率と z スコアとの両方の許容範囲を超えた

検査値を「外れ値」と評価したが、この「外れ値」

に該当する機関は 1 機関（B-16）であった。 

② C11-LAS 

 機関内変動係数が 20％を超過した検査値は存在

しなかったため（表 2）、すべての検査値を評価対

象とした。「真値」を算出するため、検査値を有意

水準 5%でGrubbsの棄却検定を行った。その結果、

棄却された検査値はなかったので、すべての検査値

を平均した 0.0305 mg/L を「真値」とした。誤差率

の許容範囲を越えた機関はなかった。次に、16 検

査値を用いて z スコアを求めた結果、その範囲は-

1.71～2.96 となり、 z スコアが許容範囲を超えた機

関はなかった。したがって、「外れ値」に該当する

機関はなかった。 

③ C12-LAS 

 機関内変動係数が 20％を超過した検査値は存在

しなかったため（表 3）、すべての検査値を評価対

象とした。「真値」を算出するため、検査値を有意

水準 5%でGrubbsの棄却検定を行った。その結果、

1 検査値（B-16）が棄却され、残りの 15 検査値を

平均した 0.0347 mg/L を「真値」とした。誤差率の

許容範囲を越えたのは 1 機関（B-16）であり、誤差

率は 21.42％であった。次に、16 検査値を用いて z 

スコアを求めた結果、その範囲は-2.02～3.23となり、

許容範囲を超えたのは 1 機関（B-16）であり、 zス

コアは 3.23 であった。したがって、「外れ値」に該

当する機関は 1 機関（B-16）であった。 

④ C13-LAS 

 機関内変動係数が 20％を超過した検査値は存在

しなかったため（表 4）、すべての検査値を評価対

象とした。「真値」を算出するため、検査値を有意

水準 5%でGrubbsの棄却検定を行った。その結果、

棄却された検査値はなかったので、すべての検査値

を平均した 0.0365 mg/L を「真値」とした。誤差率

の許容範囲を越えた機関はなかった。次に、16 検

査値を用いて z スコアを求めた結果、その範囲は-

2.24～2.58 となり、許容範囲を超えた機関はなかっ

た。したがって、「外れ値」に該当する機関はなか

った。 

⑤ C14-LAS 

 機関内変動係数が 20％を超過した検査値は存在

しなかったため（表 5）、すべての検査値を評価対

象とした。「真値」を算出するため、検査値を有意

水準 5%でGrubbsの棄却検定を行った。その結果、

棄却された検査値はなかったので、すべての検査値

を平均した 0.0338 mg/L を「真値」とした。誤差率

の許容範囲を越えた機関はなかった。次に、16 検

査値を用いて z スコアを求めた結果、その範囲は-

1.63～1.44 となり、許容範囲を超えた機関はなかっ

た。したがって、「外れ値」に該当する機関はなか

った。 

⑥ C10～C14-LAS 合計 

 機関内変動係数が 20％を超過した検査値は存在

しなかったが（表 6）、機関 B-16 は C10-LAS と C12-  
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表 1  検査値の概要（C10-LAS） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  検査値の度数分布図（C10-LAS） 

 

 

 

 

 

 

表 2  検査値の概要（C11-LAS） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  検査値の度数分布図（C11-LAS） 

 

 

 

 

B-1 0.0239 2.36 -11.14 -1.92

B-2 0.0254 5.58 -5.48 -0.92

B-3 0.0259 4.08 -3.70 -0.60

B-8 0.0260 2.18 -3.25 -0.52

B-4 0.0261 2.03 -2.80 -0.44

B-7 0.0264 3.16 -1.76 -0.26

B-9 0.0265 2.22 -1.46 -0.20

B-5 0.0266 0.57 -0.87 -0.10

B-11 0.0269 4.86 0.25 0.10

B-6 0.0270 2.20 0.32 0.11

B-10 0.0279 1.59 3.75 0.72

B-12 0.0281 1.75 4.64 0.88

B-13 0.0282 3.00 4.79 0.91

B-14 0.0287 4.45 6.65 1.24

B-15 0.0296 6.77 10.07 1.84

B-16** 0.0330 1.54 22.87 4.12

平均値 0.0273

最大値 0.0330

最小値 0.0239

標準偏差 0.0021

変動係数
(％)

7.58

ｎ 16

真値 : 0.0269 mg/L

* : 検査値(n=5の平均値)を丸めずに算出

** : 真値に対する誤差率が±20％を超え、zスコアの絶対値が3以上の機関

機関番号

検査値
(平均値)

(mg/L)

変動係数*

(％)

真値に対する

誤差率*

(％)

zスコア*

B-1 0.0270 2.34 -11.41 -1.71

B-2 0.0275 4.63 -9.64 -1.42

B-3 0.0286 2.93 -6.16 -0.85

B-4 0.0289 2.51 -5.04 -0.67

B-8 0.0292 3.02 -4.06 -0.50

B-9 0.0298 3.67 -2.29 -0.21

B-6 0.0300 2.96 -1.44 -0.07

B-7 0.0300 3.36 -1.44 -0.07

B-5 0.0303 0.23 -0.58 0.07

B-11 0.0308 4.66 0.99 0.33

B-10 0.0309 1.81 1.26 0.37

B-12 0.0315 1.80 3.49 0.74

B-14 0.0320 3.80 5.06 1.00

B-13 0.0323 2.58 6.11 1.17

B-15 0.0330 6.69 8.21 1.52

B-16 0.0356 2.31 16.94 2.96

平均値 0.0305

最大値 0.0356

最小値 0.0270

標準偏差 0.0021

変動係数
(％)

7.05

ｎ 16

真値 : 0.0305 mg/L

* : 検査値(n=5の平均値)を丸めずに算出

機関番号

検査値
(平均値)

(mg/L)

変動係数*

(％)

真値に対する

誤差率*

(％)

Zスコア*
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表 3  検査値の概要（C12-LAS） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  検査値の度数分布図（C12-LAS） 

 

 

 

 

 

表 4  検査値の概要（C13-LAS）  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  検査値の度数分布図（C13-LAS） 

 

 

 

B-1 0.0309 2.38 -10.89 -2.02

B-2 0.0319 4.65 -8.13 -1.57

B-3 0.0327 3.60 -5.88 -1.20

B-4 0.0328 3.35 -5.59 -1.15

B-8 0.0337 3.08 -2.83 -0.71

B-5 0.0347 0.77 -0.12 -0.27

B-10 0.0351 1.93 0.97 -0.09

B-9 0.0352 4.50 1.32 -0.03

B-7 0.0353 2.68 1.72 0.03

B-11 0.0354 4.47 1.95 0.07

B-6 0.0354 4.45 1.95 0.07

B-12 0.0363 1.80 4.54 0.49

B-14 0.0366 3.91 5.52 0.65

B-13 0.0372 2.69 7.25 0.93

B-15 0.0376 6.72 8.23 1.09

B-16** 0.0422 2.59 21.42 3.23

平均値 0.0352

最大値 0.0422

最小値 0.0309

標準偏差 0.0026

変動係数
(％)

7.53

ｎ 16

真値 : 0.0347 mg/L

* : 検査値(n=5の平均値)を丸めずに算出

** : 真値に対する誤差率が±20％を超え、zスコアの絶対値が3以上の機関

機関番号

検査値
(平均値)

(mg/L)

変動係数*

(％)

真値に対する

誤差率*

(％)

zスコア*

B-1 0.0318 2.48 -13.03 -2.24

B-3 0.0331 3.83 -9.30 -1.60

B-2 0.0338 3.72 -7.50 -1.30

B-4 0.0338 4.34 -7.39 -1.28

B-5 0.0355 1.96 -2.85 -0.50

B-6 0.0359 2.04 -1.81 -0.33

B-10 0.0364 2.11 -0.49 -0.10

B-8 0.0366 3.46 0.05 -0.01

B-7 0.0366 3.16 0.16 0.01

B-14 0.0379 4.62 3.72 0.62

B-12 0.0377 4.26 3.23 0.53

B-11 0.0379 4.03 3.83 0.63

B-9 0.0381 4.93 4.27 0.71

B-13 0.0384 3.36 4.98 0.83

B-15 0.0390 7.08 6.84 1.15

B-16 0.0421 3.63 15.27 2.58

平均値 0.0365

最大値 0.0421

最小値 0.0318

標準偏差 0.0026

変動係数
(％)

7.03

ｎ 16

真値 : 0.0365 mg/L

* : 検査値(n=5の平均値)を丸めずに算出

機関番号

検査値
(平均値)

(mg/L)

変動係数*

(％)

真値に対する

誤差率*

(％)

Zスコア*



 

 - 124 - 

 

 

表 5  検査値の概要（C14-LAS） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6  検査値の度数分布図（C14-LAS） 

 

 

 

 

 

 

表 6  検査値の概要（C10～C14-LASの合計） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7  検査値の度数分布図 

（C10～C14-LAS 合計） 

 

 

 

B-1 0.0288 2.82 -14.87 -1.63

B-4 0.0313 3.93 -7.29 -0.73

B-6 0.0319 2.36 -5.57 -0.53

B-3 0.0320 3.65 -5.22 -0.49

B-2 0.0321 4.95 -5.04 -0.47

B-5 0.0322 1.09 -4.57 -0.41

B-10 0.0332 2.42 -1.84 -0.09

B-7 0.0332 4.83 -1.72 -0.07

B-9 0.0336 2.76 -0.48 0.07

B-13 0.0340 3.40 0.76 0.22

B-12 0.0349 7.84 3.31 0.52

B-14 0.0357 3.24 5.79 0.82

B-15 0.0364 7.82 7.81 1.06

B-16 0.0365 1.93 8.04 1.08

B-11 0.0371 3.87 9.82 1.29

B-8 0.0375 7.82 11.06 1.44

平均値 0.0338

最大値 0.0375

最小値 0.0288

標準偏差 0.0024

変動係数
(％)

7.19

ｎ 16

真値 : 0.0338 mg/L

* : 検査値(n=5の平均値)を丸めずに算出

機関番号

検査値
(平均値)

(mg/L)

変動係数*

(％)

真値に対する

誤差率*

(％)

zスコア*

B-1 0.142 2.46 -11.85 -2.29

B-2 0.151 4.24 -6.67 -1.37

B-3 0.152 3.56 -5.68 -1.19

B-4 0.153 3.19 -5.26 -1.11

B-5 0.159 0.92 -1.32 -0.41

B-6 0.160 2.75 -0.82 -0.32

B-7 0.162 3.25 0.04 -0.17

B-8 0.163 2.80 0.97 0.00

B-9 0.163 3.47 1.03 0.01

B-10 0.163 1.92 1.13 0.03

B-11 0.168 4.30 4.12 0.56

B-12 0.169 2.73 4.38 0.61

B-13 0.170 2.75 5.35 0.78

B-14 0.171 3.95 5.86 0.87

B-15 0.176 7.02 8.73 1.39

B-16** 0.189 2.14 - -

平均値 0.163

最大値 0.189

最小値 0.142

標準偏差 0.011

変動係数
(％)

6.79

n 16

真値 : 0.161 mg/L

* : 検査値(n=5の平均値)を丸めずに算出

機関番号

検査値
(平均値)

(mg/L)

変動係数*

(％)

真値に対する

誤差率*

(％)

zスコア*
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LAS が「外れ値」であったので評価の対象外とし、

残りの 15 の検査値を評価対象とした。 

「真値」を算出するため、検査値を有意水準 5%で

Grubbsの棄却検定を行った。その結果、棄却された

検査値はなかったので、15検査値を平均した 0.161 

mg/L を「真値」とした。誤差率の許容範囲を越え

た機関はなかった。次に、15 検査値を用いて z ス

コアを求めた結果、その範囲は-2.29～1.39 となり、

許容範囲を超えた機関はなかった。したがって、「外

れ値」に該当する機関はなかった。 

 以上より、機関 B-16 が C10-LAS と C12-LAS で

外れ値となったのみで、各機関は概ね精度良く水質

検査が実施できていると考えられた。 

(2) フォローアップ調査 

 C10-LASと C12-LAS が「外れ値」に該当した機

関 B-16 に対して、原因追及のためにフォローアッ

プ調査を行った。 

機関 B-16 は C10-LAS の検査値は 0.0330 mg/L、誤

差率は 22.87％、 zスコアは 4.12、C12-LAS の検査

値 0.0422 mg/L、誤差率は 21.42％、 zスコアは 3.23

であった。「外れ値」に該当しなかった C11-LAS、

C13-LAS、C14-LAS の誤差率もそれぞれ 16.94％、

15.27%、8.04％と高い傾向であった。 

この機関では検量線用標準液の調製に、マイクロピ

ペットを使用していたが、チップとしてガラス製の

自製チップを用いていた。そこで、採取量の正確性

が危惧されたので確認を行った。メタノールと精製

水について設定量 10 µL と 100 µL の重量を 5 回秤

量し、密度で除して採取量を求め、平均値の設定量

に対する比率を求めたところ、10 µL では精製水

103%、メタノール 90%、100 µL では精製水 99%、

メタノール 94%となり、メタノールで採取量が少

ない結果となった。同様の確認を市販のポリプロピ

レン製チップを用いて行ったところ、設定量100 µL

で精製水 100%、メタノール 100%となり、採取量

は適正であった。したがって、マイクロピペットの

操作には問題はなく、メタノール採取量の低下は自

製のガラスチップの使用が原因であると考えられ

た。また、検量線用標準液の調製時に、10～100 µL

を 2 mL にする工程があった。この時の希釈率は最

大 200倍と大きい上、調製量が 2 mLと少ないため、

正確な調製ができていない可能性があると考えら

れた。そこで、チップは市販のポリプロピレン製を

用い、調製量を 10 mL、採取量を 100 µL 以上とし、

希釈率が最大 100 倍となるよう標準液調製工程を

変更し、再度測定を行った。 

変更した方法で調製した標準液を用いて測定した

検査値は C10-LAS が 0.0280 mg/L、C11-LAS が

0.0311 mg/L、C12-LAS が 0.0351 mg/L、C13-LAS が

0.0358 mg/L、C14-LAS が 0.0320 mg/L、C10-LAS～

C14-LAS 合計が 0.162 mg/L で「真値」に対する誤

差率は、C10-LAS が 4.24% 、C11-LAS が 2.00%、

C12-LAS が 1.05%、C13-LAS が-2.00%、C14-LAS が

-5.23%、C10～C14-LAS合計が 0.32%と、すべて 20%

以下で良好な結果となった。 

 以上、「外れ値」の原因は、マイクロピペットで

不適切なチップを使用していたことにより、検量線

用標準液の濃度が設定より低くなったことである

と考えられた。マイクロピペットの使用時には使用

溶媒を用いて採取量を確認することが必要である。 

(3) 全体的な留意点 

① 検量線及び空試験 

 告示法では別表に記載された濃度範囲内でブラ

ンク試料を含めない 4 段階以上の標準液を用いて

検量線を作成するように記載されている 13)。今回

参加したすべての機関は検量点を 4 点以上用いて

検量線を作成していた。また、すべての機関は 1 次

式を用いて検量線を作成しており、原点強制通過を

行った機関は存在せず、決定係数（R2）の範囲は、

0.9970～1.0000であった。 

 検量線作成用標準液の調製方法について、告示法

では調製量は 100 mL となっているが、200 mL が 1

機関、100 mL が 1 機関、20 mL が 2 機関、10 mL が

10 機関、2 mL が 2 機関であった。また、標準液調

製時に 100 倍を超える希釈倍率を用いている機関

が 8 機関あり、これについては濃度が不正確になる

可能性が高くなるので 100 倍以内にすることが望

ましい。また、標準液調製時の採取量が 100 µL 未

満の機関が 8機関あり、メタノールを採取する場合

は精製水と比較して不正確になる可能性が高いの

で、100 µL 以上にすることが望ましい。 

 一方、精製水に標準溶液を添加し、試料と同様の

操作を行い、検量線を作成した機関が 1 機関あっ

た。この機関は妥当性評価 17)は実施していたが告

示法と異なる方法であるため、告示法に従った方法

で行うべきである。 

また、SOPの設定濃度と異なる濃度の検量点で実

施している機関があったが、検査は SOP に従って

実施する必要がある。参加したすべての機関が空試

験を実施しており、検量線の下限値以下であること
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を確認していた。 

② 前処理及び標準液 

 告示法 13)に規定される検水量（500 mL）と異な

る検水量（100 mL）の機関が 1 機関あり、この機関

では告示法に従った検水量で実施すべきである。 

また、固相抽出後の固相の乾燥について、告示法に

記載はないが、乾燥を実施した機関が 9 機関あっ

た。乾燥有と乾燥無の検査値の平均値は、C10-LAS

が 0.0263 mg/L と 0.0285 mg/L、C11-LAS が 0.0295 

mg/L と 0.0318 mg/L、C12-LAS が 0.0340 mg/L と

0.0367 mg/L、C13-LASが 0.0354 mg/Lと 0.0380 mg/L、

C14-LASが 0.0326 mg/L と 0.0353 mg/L、C10～C14-

LAS 合計が 0.158 mg/L と 0.170 mg/L で、いずれも

乾燥無が高値であった。平均値の有意差検定（t 検

定）のｐ値はC10-LASが0.0248、C11-LASが0.0294、

C12-LAS が 0.0412、C13-LAS が 0.0335、C14-LAS

が 0.0167、C10～C14-LAS 合計が 0.0174 で、いずれ

も 0.05 未満で有意な差が認められた。 

しかしながら、前述の有意差が乾燥工程の有無によ

るものかは同一機関での乾燥工程の有無による検

証が必要である。そこで、乾燥工程の有無で検査値

に差が生じるかどうか当所で確認を行った。固相抽

出後の乾燥無は、ガラス製注射器による空気 30 mL

の注入による脱水のみ、乾燥有はさらに窒素通気

20 分とし、同一試料各 5 回の分析を行った。乾燥

有と乾燥無の検査値の平均値は、C10-LASが 0.0251 

mg/L と 0.0249 mg/L、C11-LAS が 0.0289 mg/L と

0.0286 mg/L、C12-LASが 0.0335 mg/Lと 0.0330 mg/L、

C13-LAS が 0.0359 mg/L と 0.0355 mg/L、C14-LAS

が 0.0343 mg/L と 0.0340 mg/L、C10～C14-LAS合計

が 0.158 mg/L と 0.156 mg/L で、平均値の有意差検

定（t 検定）のｐ値は C10-LAS が 0.4355、C11-LAS

が 0.3800、C12-LAS が 0.1834、C13-LAS が 0.3807、

C14-LAS が 0.3190、C10～C14-LAS 合計が 0.3012

で、いずれも 0.05 以上で有意な差があるとはいえ

ない結果であった。このことから乾燥工程の有無に

よる検査結果への影響はなかったと考えられるが、

検査は告示法に従い、乾燥工程無しで実施すべきで

ある。 

 告示法では、標準原液、標準液または混合標準液

は原体から自己調製したもの、もしくは計量法（平

成 4 年法律第 51 号）第 136 条若しくは第 144 条の

規定に基づく証明書又はこれらに相当する証明書

が添付され、かつ、告示法の標準原液と同濃度のも

の又は告示法の標準液若しくは混合標準液と同濃

度のものの使用が認められている。なお、告示法の

標準液若しくは混合標準液と同濃度のものは開封

後速やかに使用することとし、開封後保存したもの

を使用してはならない 13)。今回、すべての機関で市

販の標準原液を使用していたが、陰イオン界面活性

剤は認証付きの製品が市販されていないので、認証

付きの標準原液を使用している機関はなかった。標

準原液は、すべての機関で保証期限内のものであり、

開封してから使用までの期間は、当日が 12 機関、

1 週間未満、6 か月未満、1年未満、1 年以上が各 1

機関であった。標準原液は保証期限内の使用が認め

られているが、アンプルの場合、開封後の保存には

密閉性等に注意が必要である。 

③ 妥当性評価 

 水道水質検査における妥当性ガイドラインは、平

成 29 年 10 月に改正され、検量線及び添加試料の評

価を行うことが求められている 17)。今回、他機関の

機器を用いて精度管理試料を分析した機関 B-13 が

妥当性評価を実施していなかったが、当該機関では

通常行っている分析法で実施する必要がある。 

 

ま と め 

 

 令和 2 年度大阪府水道水質検査外部精度管理と

して、陰イオン界面活性剤の検査結果を「真値」に

対する誤差率±20%と zスコア±3を許容範囲とす

る 2 つの方法で評価を行った。報告された 16 機関

の検査値のうち、変動係数が 20%を超えた機関は

存在しなかった。「真値」に対する誤差率±20%を

超えたのは C10-LAS と C12-LAS の各 1 機関で、同

一機関であった。また、 z スコア±3 以上は C10-

LAS と C12-LAS の各 1 機関で同一機関であった。

両方法で許容範囲を超えた検査値を「外れ値」と評

価したが、この「外れ値」に該当したのは C10-LAS

と C12-LASの各 1 機関で同一機関であった。｢外れ

値｣の存在率は、6.3%（1/16）であった。C10-LAS と

C12-LAS で｢外れ値｣となった 1 機関は C10～C14-

LAS 合計では評価の対象外とした。 

 検証の結果、検査精度を向上するためには、以下

の留意点が考えられた。 

（1）告示法に基づいた SOPを作成する。 

（2）分析操作は SOP から逸脱しないようにする。 

（3）妥当性試験を実施し、SOPの検査精度を確認

しておく。 

（4）マイクロピペットを使用する場合、使用溶媒
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を用いて採取量の確認を行う。 

（5）誤差を防ぐため、マイクロピペットでの採取

量は100 µL以上にし、調製時の希釈倍率は100

倍以内にする。 
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Annual Report of Osaka Institute of Public Health, 6, 2022 

 - 128 -   

Results of external quality control for the analytical method for the measurement of anionic surfactant in tap 

water, performed in Osaka Prefecture in 2020 

 

 

Fumie ADACHIa and Takae NAKAJIMAb 

 

 

In order to improve the accuracy of water quality measurements, we implemented external quality control for the 

analytical method for the measurement of anionic surfactant in tap water with water supply utilities, public health centers 

and public research institutes in Osaka Prefecture. As a result, 1 of 16 examination values was evaluated as an outlier. 

Therefore, we executed a follow-up survey for this utility. The result suggested that the process of preparing the standard 

solution affected the test value. 

 

Key words：tap water, external quality, anionic surfactant, follow-up survey 
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水質検査における定量精度に影響を及ぼす因子の解明（2021年度） 

—大阪府建築物飲料水水質検査業— 

 

 

長谷川有紀 a，中島孝江 b，小泉義彦 a 

 

 

 当所では、大阪府知事登録を受けている「建築物飲料水水質検査業」の事業者に向けて、水道水質検査に

おける定量精度に影響を与える因子を抽出し、分析法改良の提案を行うことを目的として、外部精度管理

を実施している。2021年度は対象項目として、「シアン化物イオン及び塩化シアン」および「クロロホルム」

を選定した。参加機関数は、シアン化物イオン及び塩化シアンでは 13 機関、クロロホルムでは 16 機関で

あった。各参加機関から報告された検査値を「真値」に対する誤差率およびＺスコアの 2 つの方法で評価

をした。その結果、シアン化物イオン及び塩化シアンにおいては 1 機関、クロロホルムにおいても 1 機関

が外れ値となった。外れ値となった機関に対して、フォローアップ調査を行ったところ、コンタミネーショ

ンに注意し、告示法および妥当性評価ガイドラインに準拠した濃度範囲および検量点数の検量線を作成す

ること、標準液の調製時において適切な器具を使用することが重要であることがわかった。 

 

 

キーワード：水道水、シアン化物イオン及び塩化シアン、クロロホルム、外部精度管理、建築物飲料水水

質検査業 

 

 

当所では、2015 年度より一般社団法人 大阪ビル

メンテナンス協会からの受託研究として、外部精度

管理を実施している 1-6)。目的は、水道水質検査に

おける定量精度に影響を与える因子を抽出し、分析

法改良の提案を行うことであり、「建築物における

衛生的環境の確保に関する法律」第 12 条の 2 第 1

項に規定の「建築物飲料水水質検査業」の大阪府知

事登録を受けている事業者を対象としている。2021

年度は対象項目として、「シアン化物イオン及び塩

化シアン」および「クロロホルム」を選定した。 

シアン化物イオン及び塩化シアンは、水道水中に

はほとんど含まれていないが、メッキ工場、選鉱精

錬所などからの排水流入によって含まれることが

ある 7）。塩化シアンは、塩素処理をすると生成され、

さらにアンモニウムイオン、有機前駆体と残留塩素

の反応によって生成される 7）。通常の浄水方法（塩

素による酸化処理）のほか、逆浸透、イオン交換膜

により除去が可能である 7）。毒性評価において、ラ 

ットでの試験（National Toxicology Program（1993）） 

のシアンとしての無毒性量 4.5 mg/kg/day を用い、

耐容 1 日摂取量 4.5 µg/kg/day が求められ、飲料水

に対する寄与率を 10%、体重 50 kgのヒトが 1日 2 

L飲むと仮定して、シアンの評価値は 0.01 mg/Lと

算出されている 7)。 

クロロホルムは、医薬品、溶剤、有機合成の原

料などとして用いられる 8）。水道水中のクロロホ

ルムは、水中のフミン質等の有機物質と消毒剤の

塩素が反応して生成される、トリハロメタンの主

要構成物質である 9）。浄水処理において、クロロ

ホルムはエアレーションにより除去可能である。

また、その前駆物質は、凝集沈殿およびろ過、膜

ろ過、オゾン処理、活性炭処理等により除去され

る 9）。毒性について、クロロホルムは International 

Agency for Research on Cancer（IARC）により、

Group2B（ヒトに対する発がん性があるかもしれ

ない）に分類されている 10）。水道水質基準値は、

TDI=12.9 µg/kg/dayに対する飲料水の寄与率を

20%とし、体重 50kgのヒトが 1日 2L飲むと仮定

a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 

b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 元研究員
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して、0.06 mg/L以下と定められている 8）。 

 

方 法 

 

1. 参加機関 

(1) シアン化物イオン及び塩化シアン 

本外部精度管理に 13機関が参加した。 

(2) クロロホルム 

本外部精度管理に 16機関が参加した。 

 

2. 実施方法 

(1) 精度管理試料の調製方法 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

シアン化カリウム（富士フイルム和光純薬：試薬

特級、ロット番号AWP6748）2.51gを精製水に溶か

してシアン化物イオン標準原液（980 mg/L）を調製

した。さらに、試料調製用にシアン混合標準液（シ

アン化物イオン0.196 mg/L、塩化シアン0.098 mg/L）

を調製した。シアン化物イオン標準原液およびシア

ン混合標準液の調製方法は、「水質基準に関する省

令の規定に基づき厚生労働大臣が定める方法」（平

成 15 年 7 月 22 日厚生労働省告示第 261 号〔最終

改正令和 4年 3月 31日厚生労働省告示第 134号〕）
9）（告示法）のイオンクロマトグラフ―ポストカラ

ム吸光光度法（別表第 12）に準拠した。 

2021年 9月 27日に精製水約 16 L をポリタンク

に採水し、そこにリン酸緩衝液（1 mol/L）を 160 mL

添加し撹拌した。ポリタンクから１L 採水した後、

シアン混合標準液を 300 mL採り、ポリタンクに添

加して撹拌した後、250 mLのガラス製瓶に満水と

なるように分注した（設定濃度：シアン化物イオン

0.00380 mg/L、塩化シアン 0.00190 mg/L）。 

② クロロホルム 

 2021年 9月 27日にステンレス製タンクに精製水

約 60 L を採水し、塩酸（和光純薬工業：有害金属

測定用）27 mLおよびクロロホルム標準液（富士フ

イルム和光純薬：水質試験用 1000 mg/L、保証期限

2023 年 10 月末、ロット番号 ESG1079）を 1.8 mL

添加し、攪拌した。500 mLガラス製瓶に分注した

（設定濃度：0.0300 mg/L）ものを精度管理試料とし

た。 

精度管理試料は、2021年 9月 28日に各参加機関

にチルド便にて送付した。 

(2) 精度管理試料の均一性及び安定性 

「シアン化物イオン及び塩化シアン」および「ク

ロロホルム」の測定方法は、告示法のイオンクロマ

トグラフ―ポストカラム吸光光度法（別表第 12）

およびパージ・トラップ―ガスクロマトグラフ―質

量分析計による一斉分析法（別表第 14）を用いた
11）。精度管理試料の対象物質濃度の均一性の確認を

するため、精度管理試料を分注順に等間隔で 5本抜

き取り、試料 1本につき 2回測定を行った。また、

安定性を確認するため、試料 1 本につき 5 回測定

した。測定日は、シアン化物イオン及び塩化シアン

については配付日、配付後 1、2、5、9、15日目、

クロロホルムについては配付日、配付後 2、5、7、

14日目とした。 

(3) 参加機関による精度管理試料の検査方法 

シアン化物イオン及び塩化シアンについては、告

示法のイオンクロマトグラフ－ポストカラム吸光

光度法（IC-PC法）（別表第 12）とした 11）。クロロ

ホルムについては、告示法のパージ・トラップ―ガ

スクロマトグラフ－質量分析計による一斉分析法

（PT法）（別表第 14）、ヘッドスペース－ガスクロ

マトグラフ－質量分析計による一斉分析法（HS法）

（別表第 15）とした 11）。 

1試料について 5回測定した値を平均し、有効数

字 3桁としたものを検査値とした。「外部精度管理

検査結果報告書」に検査値および測定条件等の記入、

標準作業手順書（SOP）、分析チャート、検量線、分

析に係るメモ等の資料も合わせて報告を依頼した。 

(4) 評価の検証方法およびフォローアップ 

各参加機関から報告された検査値の評価を行っ

た。参加機関が報告した検査値（n=5）の変動係数

は、シアン化物イオン及び塩化シアンについては

10%、クロロホルムについては 20%を許容範囲とし、

許容範囲を超えた機関については外部精度管理の

評価の対象外とした。次に、検査値を「真値」に対

する誤差率（誤差率）およびＺスコアの 2つの方法

で評価をした。 

「真値」は、参加機関の検査値を用いて、有意水

準を 5%として、Grubbs の棄却検定 12）を行い、棄

却された検査値を除いた検査値から平均を求めた

ものである。誤差率は、（a）の式から算出し、真値

に対してシアン化物イオン及び塩化シアンは±10%

以内、クロロホルムは±20%以内を許容範囲とした。 

 

 

Ｚスコアは、四分位数法 13）で算出し、絶対値 3

未満を許容範囲とした。 

誤差率（％）＝｛（各機関の検査値－真値）/ 真値×100｝・・・ (a) 
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誤差率およびＺスコアの 2つの方法を用いて、2つ

とも許容範囲を超えた検査値を「外れ値」と評価し

た。評価の対象外および外れ値となった機関につい

ては、報告書及び分析チャート等から原因を追究し、

ヒアリングの実施、再測定の依頼等によりフォロー

アップ調査を行った。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 精度管理試料の均一性及び安定性 

(1) 均一性 

精度管理試料を調製した日に、試料を分注順に等

間隔で 5 本抜き取り、試料 1 本につき 2 回測定を

行った。その測定結果を元に一元配置分散分析を行

ったところ、試料間の変動は p 値が 0.05 以上で有

意とはならず（シアン化物イオン：p=0.07、塩化シ

アン：p=0.14、シアン化物イオン及び塩化シアン：

p=0.11、クロロホルム：p=0.28）均一性に問題ない

ことを確認した。標準液添加前の精製水に存在する

シアン化物イオン及び塩化シアンは、いずれも定量

下限値 0.0005 mg/L未満であり、試料調製用の精製

水として問題ないと判断した。また、クロロホルム

も定量下限値 0.0001 mg/L未満であり、試料調製用

の精製水として問題ないことを確認した。 

(2) 安定性 

シアン化物イオン及び塩化シアンでは試料配布

後 15日目までの 6回分、クロロホルムでは試料配

布後 14日目までの 5回分、試料 1本につき 5回測

定をおこなった。5回の測定値を平均し、その平均

値から近似直線および変動係数を求めた（図 1、図

2）。シアン化物イオン及び塩化シアン、クロロホル

ムにおける近似直線の傾きは、ほぼ 0となり、精度

管理試料の安定性に問題ないと判断した。変動係数

についてもシアン化物イオンが 0.48%、塩化シアン

が 2.53%、シアン化物イオン及び塩化シアンが

1.05%であったため、安定性に問題ないことが確認

された。また、クロロホルムにおいて、変動係数は

1.51%であったため、安定性に問題ないことが確認

された。 

 

2. 参加機関の分析方法 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

参加した 13機関全てが IC-PC法を用いていた。 

② クロロホルム 

参加した 16機関のうち 5機関が PT法、11機関

がHS法を用いていた。 

3.外部精度管理結果の検証 

(1) 誤差率、Zスコア及び「外れ値」 

① シアン化物イオン 

 各参加機関のシアン化物イオンの検査値、変動係

数、誤差率および Z スコアを表 1 に示す。変動係

数が 10%を超えた機関は 1機関（A-1）存在し、評

価の対象外とした。1 機関を除いた 12 機関の検査

値を用いて、Grubbs の棄却検定により棄却された

機関は存在しなかった。次に、12検査値を用いて、

真値、誤差率および Zスコアの評価を行った。真値

は、0.00386 mg/Lとなり、誤差率の範囲は-14.85～

17.61%、Zスコアの範囲は、-1.79～2.72であった。

誤差率の許容範囲を超えた機関は 4機関（A-2、A-

5、A-11、A-13）、Zスコアの許容範囲を超えた機関

は存在しなかった。 

上記の結果より、評価の対象外となったのは 1機関

（A-1）であり、外れ値に該当する機関は存在しな

かった。 

② 塩化シアン 

各参加機関の塩化シアンの検査値、変動係数、誤

差率およびZスコアを表 2に示す。変動係数が 10% 

を超えた機関は存在しなかった。13 機関の検査値

図 1 シアン化物イオン及び塩化シアンの安定

性 

図 2 クロロホルムの安定性 
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を用いて、真値、誤差率および Zスコアの評価を行

った。真値は、Grubbsの棄却検定により棄却された

1機関（A-1）を除いて算出され、0.00178 mg/Lとな

った。誤差率の範囲は-20.64～68.49%、Zスコアの

範囲は、-1.65～4.92であった。誤差率の許容範囲を

超えた機関は 5機関（A-1、A-3、A-4、A-9、A-12）、

Zスコアの許容範囲を超えた機関は 1機関（A-1）

であった。 

 上記の結果より、誤差率および Z スコアの両方

の許容範囲を超えた「外れ値」に該当したのは 1機

関（A-1）であった。 

③ シアン化物イオン及び塩化シアン 

各参加機関のシアン化物イオン及び塩化シアン

の検査値、変動係数、誤差率および Zスコアを表 3

に示す。シアン化物イオンにおいて評価の対象外で 

あった機関 A-1 を評価の対象外とし、12 機関の検

査値を用いて評価を行った。1 機関を除いた 12 機

関の検査値を用いて、真値、誤差率および Zスコア

の評価を行った。Grubbsの棄却検定により棄却さ 

れた機関は存在しなかった。真値は、0.00564 mg/L

となり、誤差率の範囲は-13.17～14.50%、Zスコア

の範囲は、-1.52～1.74であった。誤差率の許容範囲

を超えた機関は 2機関（A-2、A-13）、Zスコアの許

容範囲を超えた機関は存在しなかった。 

上記の結果より、1機関（A-1）が評価の対象外と

なった。また、誤差率および Zスコアの両方の許容

範囲を超えた「外れ値」に該当する機関は存在しな

かった。よって、機関A-1に対してフォローアップ

調査を行った。 

④クロロホルム 

各参加機関のクロロホルムの検査値、変動係数、

誤差率および Z スコアを表 4 に示す。変動係数が

20%を超えた機関は存在しなかった。16 機関の検

査値を用いて、真値、誤差率および Zスコアの評価

を行った。真値は、Grubbsの棄却検定により棄却さ

れた 1機関（B-16）を除いて算出し、0.0267 mg/Lと

なった。誤差率の範囲は-21.98～292.35%、Zスコア

の範囲は、-2.49～30.32であった。誤差率の許容範

囲を超えた機関は 3機関（B-1、B-15、B-16）、Zス

コアの許容範囲を超えた機関は 1機関（B-16）であ

った。 

上記の結果より、誤差率と Z スコアの両方の許

容範囲を超えた「外れ値」に該当する機関は 1機関

（B-16）であった。外れ値となった機関 B-16に対

して、フォローアップ調査を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

真値：0.00386 mg/L（評価の対象外の機関を除いた平均） 

#：変動係数が 10%を超えたため、評価の対象外となった機関 

*：真値に対する誤差率が±10％を超えた機関 

 

表 1. 各参加機関から報告されたシアン化物イオンの検査値の概要 

機関番号 
検査値 

(mg/L) 

変動係数 

（％） 

真値に対する 

誤差率(％) 
Zスコア 

A-1# 0.000703  26.31  - - 

A-2* 0.00328  2.07  -14.85  -1.79  

A-5* 0.00340  1.71  -11.89  -1.38  

A-6 0.00366  0.15  -5.20  -0.45  

A-9 0.00367  2.09  -4.74  -0.39  

A-3 0.00371  1.07  -3.85  -0.27  

A-7 0.00376  0.73  -2.51  -0.08  

A-4 0.00380  0.61  -1.37  0.08  

A-8 0.00388  1.53  0.71  0.37  

A-12 0.00404  0.64  4.86  0.94  

A-10 0.00404  3.12  4.86  0.94  

A-11* 0.00449  2.35  16.37  2.54  

A-13* 0.00454  0.30  17.61  2.72  

平均値 0.00361      

最大値 0.00454      

最小値 0.000703     

標準偏差 0.00095      

変動係数

（％） 
26.2      

n 13        

 1 

表 2. 各参加機関から報告された塩化シアンの検査値の概要 

真値：0.00178 mg/L（Grubbs棄却検定で棄却された機関を除いた平均） 

⁺：Grubbs棄却検定で棄却された機関 

*：真値に対する誤差率が±10％を超えた機関 

**：真値に対する誤差率が±10％を超え、 

かつ Zスコアの絶対値が 3以上の機関（外れ値） 

 

機関番号 
検査値 

(mg/L) 

変動係数 

（％） 

真値に対する 

誤差率(％) 
Zスコア 

A-3* 0.00141  3.11  -20.64  -1.65  

A-4* 0.00153  0.80  -14.13  -1.17  

A-11 0.00160  0.84  -9.97  -0.86  

A-2 0.00161  0.81  -9.52  -0.83  

A-6 0.00177  1.26  -0.65  -0.17  

A-8 0.00179  0.61  0.58  -0.08  

A-7 0.00181  0.99  1.70  0.00  

A-10 0.00190  7.23  6.53  0.36  

A-13 0.00192  2.05  7.76  0.45  

A-5 0.00194  5.35  8.77  0.52  

A-9* 0.00203  1.92  13.83  0.89  

A-12* 0.00206  1.26  15.73  1.03  

A-1⁺** 0.00300  5.15  68.49  4.92  

平均値 0.00188      

最大値 0.00300      

最小値 0.00141      

標準偏差 0.00039      

変動係数

（％） 
20.8      

n 13        

 1 
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(2) フォローアップ調査 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

機関 A-1 の検査値は、シアン化物イオンが

0.000703 mg/L、塩化シアンが 0.00300 mg/L、シアン

化物イオン及び塩化シアンが 0.00371 mg/L であっ

た。 

シアン化物イオンの検査値が真値と比べて非常

に低く、塩化シアンの誤差率は 68.49%と高かった。

シアン化物イオン及び塩化シアンの濃度に対する

塩化シアンの濃度の比率を計算すると、機関 A-1

（81％）以外は約 30％であった。また、塩化シアン

において、機関A-1は13機関のうち最大であった。

これらの結果は、機関 A-1 のシアン化物イオンが

塩素化された結果を反映していると考えられた。こ

の原因として、前処理過程で塩素化剤が試料へ混入

したことにより、シアン化物イオンが塩化シアンに

なったためであると推測された。機関A-1は、標準

原液および検量線の作成に改善すべき点があった

が、まず試料への混入がないように測定をできるよ

うにすることを優先し、外れ値の原因を究明するこ

ととした。塩素化剤が試料に混入する可能性がある

のは、試料を測定用バイアルに入れる時であると仮

定した。そこで、機関 A-1には、バイアルを精製水

でよく洗浄した後乾燥してから使用し、操作中の塩

素化剤のコンタミネーションに注意して再測定を

行うよう依頼した。再測定する試料は新たに当所で

調製し、機関 A-1 および当所において同日に測定

した。再測定の結果、シアン化物イオン、塩化シア

ン、シアン化物イオン及び塩化シアンの濃度は、

0.00410 mg/L、0.00382 mg/L、0.00792 mg/Lとなり、

当所で測定した値（0.00318 mg/L、0.00301 mg/L、

0.00619 mg/L）を真値と仮定した場合、誤差率はそ

れぞれ 28.93%、26.91%、27.95%であった。シアン

化物イオンは評価の対象外とならず、塩化シアンの

誤差率は小さくなり、塩素化剤の混入は疑われる結

果とはならず、改善が認められた。しかし、誤差率

はいずれも 10%を超えているため、さらに改善が

必要と考えられた。 

そこで、次の 5点についての変更および再々測定

を依頼した。（Ⅰ）原体から自己調製した標準原液

の濃度を測定せずに使用していたため、当所で使用

していた濃度測定済みの標準原液を使用、（Ⅱ）標

準溶液調製用の容器をバイアルから 100 mLメスフ

ラスコに変更、（Ⅲ）計量器をマイクロピペットか

らホールピペットに変更、（Ⅳ）検量線の検量点を

真値：0.00564 mg/L（評価の対象外の機関を除いた平均） 

#：シアン化物イオンが評価の対象外、塩化シアンが外れ値で 

あったため評価の対象外とした機関 

*：真値に対する誤差率が±10％を超えた機関 

 

表 3. 各参加機関から報告されたシアン化物イオン及び 

塩化シアンの検査値の概要 

機関番号 
検査値 

(mg/L) 

変動係数 

（％） 

真値に対する

誤差率(％) 
Zスコア 

A-1# 0.00371  6.30  - - 

A-2* 0.00490  1.30  -13.17  -1.52  

A-3 0.00512  1.34  -9.16  -1.05  

A-4 0.00533  0.62  -5.40  -0.61  

A-5 0.00534  1.73  -5.36  -0.60  

A-6 0.00543  0.40  -3.77  -0.41  

A-7 0.00557  0.64  -1.18  -0.11  

A-8 0.00568  1.22  0.67  0.11  

A-9 0.00570  1.00  1.13  0.16  

A-10 0.00594  4.31  5.39  0.67  

A-11 0.00609  1.60  8.05  0.98  

A-12 0.00611  0.68  8.29  1.01  

A-13* 0.00646  0.55  14.50  1.74  

平均値 0.00549      

最大値 0.00646      

最小値 0.00371      

標準偏差 0.00069      

変動係数

（％） 
12.5      

n 13        

 1 

機関番号 検査方法 
検査値 

(mg/L) 

変動係数 

(%) 

真値に対する 

誤差率(%) 
Zスコア 

B-1* HS法 0.0208 6.08 -21.98 -2.49 

B-2 HS法 0.0222 2.86 -16.88 -1.96 

B-3 HS法 0.0223 3.59 -16.28 -1.90 

B-4 PT法 0.0231 2.74 -13.20 -1.58 

B-5 HS法 0.0257 1.82 -3.75 -0.59 

B-6 HS法 0.0260 1.98 -2.63 -0.47 

B-7 PT法 0.0263 1.57 -1.35 -0.34 

B-8 PT法 0.0267 0.79 0.15 -0.18 

B-9 HS法 0.0276 1.19 3.68 0.18 

B-10 HS法 0.0279 2.34 4.73 0.29 

B-11 HS法 0.0280 2.34 4.88 0.31 

B-12 PT法 0.0280 1.95 4.95 0.32 

B-13 PT法 0.0300 1.49 12.38 1.09 

B-14 HS法 0.0317 3.96 18.75 1.76 

B-15* HS法 0.0337 10.13 26.56 2.57 

B-16⁺ ** HS法 0.105 2.30 292.35 30.32 

平均値 0.0315    

最大値 0.105    

最小値 0.0208    

標準偏差 0.0198    

変動係数（%） 62.8    

 n 16    

 1 

表 4. 各参加機関から報告されたクロロホルムの検査値の概要 

真値：0.0267mg/L（Grubbsの棄却検定で棄却された機関を除いた平均） 

⁺：Grubbsの棄却検定で棄却された機関 

*：真値に対する誤差率が±20％を超えた機関 

**：真値に対する誤差率が±20％を超え、かつ Zスコアの絶対値が 

3以上の機関（外れ値） 
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3 点から 4 点に変更、（Ⅴ）検量点濃度間の公比を

最大 16.75から 4以内に変更、とした。上記の 5点

を変更した方法で、機関 A-1 が行った再々測定の

結果、シアン化物イオン、塩化シアン、シアン化物

イオン及び塩化シアンの濃度は、0.00368 mg/L、

0.00343 mg/L、0.00711 mg/Lとなり、同日に当所で

測定した値（0.00319 mg/L、0.00290 mg/L、0.00609 

mg/L）を真値と仮定した場合、誤差率はそれぞれ

15.36%、18.28%、16.75%であった。誤差率は、再測

定の結果より改善した。 

今回のフォローアップでは、塩素化剤の混入に注

意して操作することが、より良い検査結果を得るた

めに重要であることが確認された。注意点として、

器具を十分に洗浄することおよび塩素化剤と試料

の取り扱う場所と時間を分けることが有効である

と考えられる。また、適切な標準原液を使用するこ

と、標準液を正確に調製すること、検量点数は 4点

以上とすること、告示法に準拠した適切な検量線を

作成することが、より良い検査結果を得るために重

要である。 

② クロロホルム 

機関 B-16は、HS法を用いており、検査値は 0.105 

mg/L、誤差率は 292.35%、Zスコアは 30.32であっ

た。 

当所において、機関 B-16が提出した資料を精査

したところ、検量線の最大濃度が告示法の濃度範囲

（0.0001～0.1 mg/L）より 10倍高く、検量点数が 0 

mg/Lを除いて 4点未満であり、検量線の各濃度点

の公比が 4以内ではなかった。さらに、標準原液の

希釈時にバイアルを用いて定容していたことが原

因であると考えられた。そこで、再測定における注

意点として、（Ⅰ）検量線の濃度を告示法の濃度範

囲内にする、（Ⅱ）検量点数は 0 mg/Lを含めずに 4

点以上とする、（Ⅲ）検量線の各濃度点の公比を 4

以内にする、（Ⅳ）標準原液の定容はホールピペッ

トおよびメスフラスコを用いることを、機関 B-16

に依頼した。再測定用試料は、当所で新たに調製し

た。機関 B-16の再測定日と同日に、当所でも測定

を実施した。その結果、クロロホルムの濃度は

0.0324 mg/L、当所で測定した値（0.0376 mg/L）を真

値と仮定した場合、誤差率は-13.78%となり、再測

定によって改善が認められた。 

フォローアップにおいて、告示法および水道水質

検査方法の妥当性評価ガイドライン 14）（妥当性評

価ガイドライン）に準拠した濃度範囲および検量点

数の検量線を作成すること、標準液の調製時におい

て適切な器具を使用することが重要であることが

確認された。 

 

4. 全体的な留意点 

(1) SOPおよび妥当性評価 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

SOPの不備について、次のとおり確認された。 

・精製水を含む試薬類および器具・装置の規格等の   

記載が不十分な機関：12機関 

・試料の採取および保存に関する記載がなかった、 

あるいは不十分な機関：6機関 

・試験開始までの時間が記載されていなかった機 

関：3機関 

・試料の前処理について記載がなかった、あるいは 

不十分な機関：6機関 

・試料保存用緩衝液は 2010年にリン酸緩衝液に変 

更されたが、変更前の酒石酸ナトリウム緩衝液を 

使用していた機関：1機関 

・標準液の調製方法はすべての機関が記載してい 

たが、調製時の冷却や反応時間等が不十分な機 

関：8機関 

・検量線の濃度と点数について、点数及び濃度が不 

適切な機関：1機関 

・空試験に関する記載がなかった、あるいは不十分 

な機関：8機関 

・連続試験を実施する場合の措置に関する記載が 

なかった機関：1機関 

・濃度計算において、試料に添加するリン酸緩衝液 

による濃度補正について記載していなかった機 

関：8機関 

・定量下限値についての記載がなかった機関：5機  

 関 

妥当性評価については、検量線の妥当性評価を実

施していなかった機関が 4機関、添加試料の妥当性

評価を実施していなかった機関が 6機関、水道水で

の添加試料の妥当性評価を実施していなかった機

関が 1機関存在した。 

② クロロホルム 

 SOPの不備について、次のとおり確認された。 

・フロー図のみ等で SOPの体をなしていない未整 

備の機関：3機関 

・試薬のメーカー名、規格等の記載がなかった、あ 

るいは不十分な機関：8機関 

・精製水について製造に使用した装置名、製品名も 
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しくは規格等の記載がなかった、あるいは不十分 

な機関：13機関 

・試料の採取及び保存について記載がなかった、あ 

るいは不十分な機関：8機関 

・試験開始までの時間が 24時間以内と記載してい  

なかった機関：1機関 

・空試験について記載がなかった、あるいは不十分 

な機関：7機関 

・連続試験を実施する場合の措置について記載が 

なかった、あるいは記載に不備があった機関：4  

機関 

・定量下限値について記載がなかった機関：8機関 

妥当性評価において、検量線の妥当性評価を実施

していた機関は 9機関、添加試料の妥当性評価を実

施していた機関は 9機関存在した。 

SOP は精度良く検査を実施するために必要なも

のであり、SOP 通りに行えば検査担当者全員が検

査可能となるものを整備する必要がある。妥当性評

価は、SOPに従って行い、自社の検査法の精度を客

観的に評価できるものであるため、検査結果の信頼

性に繋がるものである。未実施の機関においては、

妥当性評価の重要性を認識する必要があると考え

られた。 

(2) 検査開始までの時間 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

告示法では検査開始までの時間は 24時間以内と

定められている 11）が、3機関が 24時間を超えて検

査を開始していた。 

② クロロホルム 

告示法では検査開始までの時間は 24時間以内と

定められている 11）が、3機関が 24時間を超えて検

査を開始していた。3機関のうち 1機関が、シアン

化物イオン及び塩化シアンにおいて検査開始時間

が遅れた機関と同じ機関であった。 

24 時間を超えて検査をした機関は、通常業務の

都合により、24 時間以内に開始できなかった可能

性が考えられる。しかし、通常の検査において、速

やかに分析できない場合は告示法に従い、冷暗所に

保存し、24時間以内に前処理しなければならない。

また、SOPに検査開始までの時間を明記し、それに

従って検査をする必要がある。 

(3) 検量線 

告示法では、シアン化物イオン及び塩化シアン、

およびクロロホルムの濃度範囲は、0.001～0.1 mg/L

および 0.0001～0.1 mg/L である 11）。告示法および

妥当性評価ガイドラインにおいて、検量線はそれぞ

れの濃度範囲内で、ブランク試料を含めず 4点以上

の標準液を用いて作成するように記載されている
11）14）。また、検量線の各濃度点の公比を原則 4以内

としている 14）。 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

すべての機関において、検量線が濃度範囲を逸脱

することなく、検量線の範囲外で測定した機関もな

かった。 

改善が必要な内容とその機関数は次のとおりで

あった。 

・原点を強制的に通過させていた機関：1機関 

・0 mg/Lを検量点としていた機関：1機関 

・0 mg/Lを除いた検量点数が 4点未満だった機関： 

1機関 

・検量点の公比が 4以内でなかった機関：1機関 

② クロロホルム 

すべての機関において、検量線を強制的に原点通

過させている機関はなかった。 

改善が必要な内容とその機関数は次のとおりで

あった。 

・検量点に 0 mg/Lを使用していた機関：1機関 

・検量線の範囲が告示の濃度範囲から逸脱してい 

た機関：1機関 

・検量点数が告示と異なる（4点未満）機関：1機 

 関 

・検量点間の公比が 4以内ではなかった機関：1機 

 関 

(4) 前処理 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

告示法では、「検水をメンブランフィルターろ過

装置でろ過し、初めのろ液約 10mlは捨て、次のろ

液を試験溶液とする。」と記載されている 11）。また、

メンブランフィルターの孔径は、約 0.2 μm と規定

されている 11）。3機関がメンブランフィルターでろ

過していなかったため、改善が必要である。 

② クロロホルム 

告示法において、PT 法による測定では「検水を

パージ容器に採り、内部標準液を試験溶液の内部標

準物質濃度がフルオロベンゼン又は 4-ブロモフル

オロベンゼンがおおむね 0.005～0.5 mg/Ｌ及び 1,4-

ジオキサン-d8 がおおむね 0.004～0.4 mg/Ｌとなる

よう一定量注入する。」と記載されている 11）。PT法

を用いた機関において、告示法と異なる前処理をし

た機関は存在しなかった。 
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HS法では、告示法において「バイアルに塩化ナ

トリウムを検水量 10 mL に対して 3g を入れた後、

検水をバイアル容量に対して 0.40～0.85 となるよ

うに採り、内部標準液を試験溶液の内部標準物質濃

度がフルオロベンゼン又は 4-ブロモフルオロベン

ゼンがおおむね 0.0025～0.25 mg/Ｌ及び 1,4-ジオキ

サン-d8 がおおむね 0.002～0.2 mg/Ｌとなるよう一

定量注入する。直ちにポリテトラフルオロエチレン

シート、セプタム、アルミキャップをのせ、アルミ

キャップ締め器で密閉する。次いで、バイアルを振

り混ぜた後、恒温槽で 30分間以上加温し、これを

試験溶液とする。」と記載されている 11）。加温時間

が 30分未満であった機関が 2機関、加温条件の記

載がなかった機関が 1機関存在した。加温は、告示

法を遵守した上で検査をする必要がある。 

(5) 空試験 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

告示法では精製水 100 mLにつきリン酸緩衝液（1 

mol/L）を 1 mL加え、検水と同様の方法により空試

験を実施することとなっている 11）。また、その値が

検量線の濃度範囲の下限値を下回ることを確認す

る必要がある 11）。空試験が未実施の機関はなく、す

べての機関が検量線の下限値を下回ることを確認

した。 

② クロロホルム 

告示法では、精製水を検水と同様の方法により空

試験を実施することとなっており、検量線の濃度範

囲の下限値を下回ることを確認する必要がある 11）。

参加機関の中で、空試験を実施していなかった機関

は存在しなかった。しかし、空試験が検量線の下限

値未満であることを確認できなかった機関が 1 機

関存在した。空試験は告示法において必要となる試

験のため、今後の検査においても必ず実施する必要

がある。 

(6) 標準液 

告示法では、標準原液、標準液または混合標準液

は原体から自己調製したもの、もしくは計量法（平

成 4年法律第 51号）第 136条若しくは第 144条の

規定に基づく証明書又はこれらに相当する証明書

が添付され、かつ、告示法の標準原液と同濃度のも

の又は告示法の標準液若しくは混合標準液と同濃

度のものの使用が認められている。なお、告示法の

標準液若しくは混合標準液と同濃度のものは開封

後速やかに使用することとし、開封後保存したもの

を使用してはならない 11）。 

① シアン化物イオン及び塩化シアン 

本精度管理では、原体から標準原液を調製した機

関が 2 機関であった。そのうちの 1 機関はシアン

化物イオン濃度の測定を実施しておらず、他の 1機

関は濃度測定の時期が 1年以上前であった。標準原

液を自己調製する場合、使用時に滴定による濃度測

定を実施する必要がある。また、市販の標準原液を

使用した機関は 11 機関であったが、1 機関が値付

け証明書の付いていないものを使用していた。市販

の標準原液を使用する場合は値付け証明書が付い

ている必要がある。シアン混合標準液を使用してい

た機関は 2機関であった。 

② クロロホルム 

参加した全機関が、市販品の標準原液を使用して

いた。市販標準原液を 1回限りの使用にしていなか

った機関が 2機関存在した。告示法と同じ標準原液

の濃度のものは除き、市販標準原液を開封後に保存

したものを使用してはいけないため、1回限りの使

用にすることが必要である。さらに、標準液を都度

調製していなかった機関が 1機関、値付け証明書が

ついていなかった機関が 2 機関存在した。標準液

は、使用の都度調製する必要があり、市販の標準原

液を使用する場合は値付け証明書が付いている必

要がある。 

(7) 内部標準液 

クロロホルム測定時の PT法及び HS法ではどち

らも内部標準物質を用いることとなっている。告示

法では、「内部標準原液をメチルアルコールで 4～

400倍に薄めたもの。この溶液は、使用の都度調製

する。」と記載されている 11）。内部標準物質を使用

していなかった機関が 1機関、内部標準液を都度調

製していなかった機関が 2機関存在した。告示法通

り、内部標準物質を使用し、使用の都度調製する必

要がある。 

 

ま と め 

 

 2021 年度において、大阪府知事登録を受けてい

る建築物飲料水水質検査業の事業者を対象とした

外部精度管理を実施した。対象項目は、「シアン化

物イオン及び塩化シアン」および「クロロホルム」

とした。参加機関から報告された検査結果を「真値」

に対する誤差率と Z スコアの 2 つの方法で評価し

た。 
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1. シアン化物イオン及び塩化シアン 

本外部精度管理に 13機関が参加した。シアン化

物イオンにおいて変動係数が 10%を超えていたた

め、1機関（A-1）を評価の対象外とした。1機関（A-

1）を除いた 12 機関の検査値を用いて、Grubbs の

棄却検定により棄却された検査値はなかった。12

機関の検査値を平均した真値は、0.00564 mg/Lとな

り、誤差率の範囲は-13.17～14.50%、Zスコアの範

囲は、-1.52～1.74であった。誤差率の許容範囲を超

えた機関は 2機関、Zスコアの許容範囲を超えた機

関は存在しなかった。外れ値となった機関は存在せ

ず、評価の対象外となったのは機関A-1であった。

機関 A-1 に対して、外れ値の原因究明を行った結

果、検査精度を向上するうえで次の留意点が考えら

れた。 

1) 塩素化剤の混入に注意して操作する。 

2) 適切な標準原液を使用する。 

3) 標準液を正確に調製する。 

4) 告示法に準拠した検量線濃度範囲内で検量点

数は 4 点以上、公比 4 以内など適切な検量線

を作成する。 

5) 告示法に準拠した SOPを整備する。 

6) 分析操作は告示法を遵守し、SOP から逸脱し

ないようにする。 

7) 妥当性評価の試験を実施する。 

 

2. クロロホルム 

本外部精度管理に 16機関が参加した。変動係数

が20%を超えた機関は存在しなかったが、Grubbsの

棄却検定により 1機関（B-16）が棄却された。1機

関（B-16）を除いた 15機関の検査値を用いて真値

を算出したところ、0.0267 mg/Lとなった。誤差率

の範囲は-21.98～292.35%、Zスコアの範囲は、-2.49

～30.32 であった。誤差率の許容範囲を超えた機関

は 3機関、Zスコアの許容範囲を超えた機関は 1機

関であった。外れ値となった機関 B-16に対して、

外れ値の原因究明を行った結果、検査精度を向上す

るうえで次の留意点が考えられた。 

1) 適切な濃度範囲および検量点数の検量線を作

成する。 

2) 標準液の調製時において、適切な器具を使用

する。 

3) 告示法に準拠した SOPを整備する。 

4) 検量線の調製および前処理方法は告示法を遵

守し、SOPから逸脱しないようにする。 

5) 妥当性評価の試験を実施する。 
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Elucidation of factors affecting quantitative accuracy in water quality measurements, 

performed in Osaka Prefecture in 2021 

 

 

Yuki HASEGAWAa, Takae NAKAJIMAb and Yoshihiko KOIZUMIa 

 

 

We conducted external quality control as commissioned research from the Osaka Building Maintenance Association. 

This external quality control was carried out for the purpose of suggesting improvements to the analytical method and 

extracting factors that affect the quantitative accuracy in water quality measurements. In 2021, cyanide ion and cyanogen 

chloride and chloroform were selected as object substances. The test values of each participating institution were 

evaluated by two methods: the error rate and the Z score. The two institutions exceeded the error rate of ±20%, and was 

out of the Z score (≥3).This suggests the importance of paying attentions to contamination, and to creating a calibration 

curve in accordance with the adequacy evaluation guidelines, and notification law.  

 

 

Key words：tap water, cyanide ion and cyanogen chloride, chloroform, external quality control 
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大阪府における環境および食品中放射能調査（令和 3 年度報告） 

 

 

小泉義彦 a，肥塚利江 a，大山正幸 a，小池真生子 a，山口進康 a 

 

 

令和 3 年度の原子力規制庁委託により実施した、大阪府における環境および各種食品中放射能調査結果

を報告する。調査は、降水中の全ベータ放射能測定、環境試料（降下物、大気浮遊じん、上水、海水、土

壌、海底土）および食品試料（タマネギ、キャベツ）中のガンマ線核種分析および空間放射線量率（モニ

タリングポスト）について実施した。その結果、令和 3 年度の環境および各種食品中の放射能および放射

線のレベルは、過去の値と同様であり、人工放射性物質の環境への新たな放出はなかったことが確認され

た 

 

 

キーワード：環境放射能、全ベータ放射能、ガンマ線核種分析、空間放射線量率 

 

 

大阪健康安全基盤研究所（当所）では、昭和 35

年（1960 年）度より大阪府における環境および食

品中の放射能測定調査を実施している。この調査

は、人工放射性降下物および原子力施設等からの

放射性物質の漏洩による環境汚染の有無およびそ

のレベルを明らかにする目的で行っており、原子

力規制庁の委託によるものである。 

 降水については全ベータ放射能測定、その他

の環境試料および食品試料についてはガンマ線核

種分析［セシウム 134（134Cs）、 セシウム 137

（137Cs）、ヨウ素 131（131I）、カリウム 40（40K）

等］を行い、モニタリングポストによる空間放射

線量率の調査を行った。 

 ガンマ線核種分析に関しては、測定値の信頼

性確保のため、（公財）日本分析センターとの間

で、既知量の放射性核種を添加した試料 5 検体に

ついて、精度管理（標準試料法による分析比較）

を行った。 

本報告では、令和 3 年度に実施した上記の放射

能調査結果を、過去の測定結果との比較も含め報

告する。 

 

実 験 方 法 

 

試料の採取、処理および測定は、「環境放射能水

準調査委託実施計画書（令和 3 年度）」に基づいて

行った。表 1 に調査項目および試料等を示す。 

 

1. 全ベータ放射能測定 

(1) 降水試料 

当所（大阪市東成区）本館南側屋上（地上約 15 m）

に設置したデポジットゲージ（表面積 1000 cm2）

で降水を集めた。毎朝 9 時 30 分に採取し、100 mL 

（1 mm）以上の降水があった場合には 100 mL を

測定試料とした。 

(2) 測定方法 

 蒸発皿に試料 100 mL とヨウ素担体（1 mg I-/mL）

1 mL、0.1 mol/L 硝酸銀 1 mL および 10%硝酸 1 mL

を加えて加熱濃縮させた。濃縮物を直径 25 mm の

ステンレス製試料皿に移して蒸発乾固させ、測定用

試料とした。測定は低バックグラウンド放射能自動

測定装置（日立製作所製 LBC450）で行った。比較

試料は、酸化ウラン（U3O8：日本アイソトープ協会

製、35.3 dps）を用いた。測定は試料採取から 6 時

間後に行った。測定時間は、比較試料 5 分、降水試

料 30 分とした。 

 

2. ガンマ線核種分析 

(1) 測定試料 

① 大気浮遊じん：当所本館北側駐車場に設置した

ハイボリウム・エアサンプラー（柴田科学株式会社

製、HV-1000R）を用いて、ろ紙（東洋濾紙、HE-40T）

a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
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表 1 放射能調査項目および試料等 

 

 

上に大気浮遊じんを捕集した。毎月 3 回、午前 10

時から翌日の午前 10 時までの 24 時間捕集を行っ 

た。3 ヶ月分のろ紙試料（測定に供した吸引量：約

10000 m3）をカッターで円形（直径 50 mm）に切り

取り、ポリプロピレン製容器（U-8 容器）に詰め測

定用試料とした。 

② 降下物（雨水・ちり）：当所本館南側屋上（地上

約 15 m）に設置した水盤（表面積 5000 cm2）に降

下した雨水およびちりを 1 ヶ月間採取し、採取した

試料全量を、上水自動濃縮装置（柴田理化器械製）

を用いて蒸発濃縮させた。濃縮物を蒸発皿に移して

蒸発乾固させた後、残留物を U-8 容器に移し測定

用試料とした。 

③ 上水：原水（淀川河川水）は大阪広域水道企業

団 庭窪浄水場（守口市）原水取水口から、蛇口水

は当所本館 1 階の実験室内蛇口から採取した。採取

試料各 100 L を、上水自動濃縮装置を用いて蒸発濃

縮させた。濃縮物を蒸発皿に移して蒸発乾固させた

後、残留物をそれぞれ U-8 容器に移し測定用試料

とした（時期および測定数は表 1 を参照）。 

④ 食品：野菜類（タマネギおよびキャベツ）の食

用部約 4 kg を 65℃の乾燥器（Panasonic 社製、MOV-

212-PJ）で乾燥させた後に、石英製容器に移して電

気マッフル炉（ADVANTEC 社製、FUW263PA）で

450℃、24 時間灰化した。それぞれの灰試料は 0.35 

mm メッシュのふるいに通し、U-8 容器に移して測

定用試料とした（試料採取場所、時期および測定数

は表 1 を参照）。 

⑤ 海水、土壌、海底土：海水は 2 Ｌをマリネリ容

器（2 L 容）に入れ、測定用試料とした。土壌およ

び海底土は、採取後に 105℃の乾燥器で乾燥させた

後、2 mm メッシュのふるいに通して得られた乾燥

細土約 100 g を U-8 容器に入れ、測定用試料とした

（試料採取場所、時期および測定数は表 1 を参照）。 

⑥ 精度管理用分析比較試料：（公財）日本分析セン

ターが調製した分析比較試料である「模擬牛乳」

（131I、137Cs および 40K を添加したイオン交換水）、

「模擬土壌」（ガンマ線放出核種を添加したアルミ

ナ）および「粉末試料」（環境試料をもとに調製し

た固体試料）について、「模擬牛乳」（1 試料）はマ

リネリ容器（2 L 容）に容器の標線まで入れ、模擬

土壌（U-8 容器：3 試料）は U-8 容器のまま、「粉末

調査項目 試　料　名 種　別 採　取　場　所 採取回数等 件数

全ベータ放射能 定時降水 降　水 大阪市東成区　当所本館南側屋上 降水毎 84

ガンマ線核種分析 大気浮遊じん 大阪市東成区　当所本館北側駐車場 3ヶ月毎 4

降下物 雨水・ちり 大阪市東成区　当所本館南側屋上 毎月 12

上　水 原　水 守口市大庭町　大阪府庭窪浄水場 年1回(令和3年6月) 1

蛇口水 大阪市東成区 当所本館1Ｆ 年1回(令和3年6月) 1

海　水 表面水 大阪港入口 年1回(令和3年7月) 1

海底土 表　層 大阪港入口 年1回(令和3年7月) 1

土　壌 0～5cm 大阪市中央区 大阪城公園内 年1回(令和3年7月) 1

 5～20cm 大阪市中央区 大阪城公園内 年1回(令和3年7月) 1

野  菜 タマネギ(生産地) 大阪府泉南郡熊取町 年1回(令和3年6月) 1

キャベツ(生産地) 大阪府泉南郡熊取町 年1回(令和3年12月) 1

模擬牛乳 （公財）日本分析センターで調製 年1回(令和3年7月) 1

模擬土壌 （公財）日本分析センターで調製 年1回(令和3年8月) 3

粉末試料 （公財）日本分析センターで調製 年1回(令和3年8月) 1

空間線量率 大阪市東成区 当所本館北側駐車場 毎日／年間 365

茨木市大住町　茨木保健所 毎日／年間 365

寝屋川市八坂町　寝屋川保健所 毎日／年間 365

東大阪市西岩田
東大阪市環境衛生検査センター

毎日／年間 365

富田林市寿町　富田林保健所 毎日／年間 365

泉佐野市羽倉崎　市立佐野中学校 毎日／年間 365

分析比較試料
（標準試料法）

モニタリングポスト
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試料」（1 試料）は U-8 容器に入れ測定を行った。 

測定結果については、（公財）日本分析センターに

おいて付与値と比較し評価を行った。評価は、当所

（分析機関）の分析値と付与値およびそれらの拡張

不確かさ（U）から En 数を算出し、|En|≦1 を満足

とした。なお、En 数は下記の式により求められる。 

 

（分析値分析機関－付与値） 

U２
分析機関＋U２

付与値 

 

(2) 測定方法 

 あらかじめエネルギーの異なる核種を含んだ標

準線源を用いてエネルギー校正および検出効率校

正を行ったゲルマニウム半導体検出器（キャンベラ

製、GC2018）を用い、試料中の核種より放出され

るガンマ線量を測定した。測定時間は 80000 秒とし

た。得られた計測結果をバックグラウンド補正した

後、エネルギー補正および検出効率補正を行ない、

測定試料中の核種（134Cs、137Cs、131I および 40K等）

の定性定量分析を行った。 

 

3. 空間放射線量率測定 

 モニタリングポスト（NaI シンチレーション式、

エネルギー補償型、アロカ製 MAR-22 型）による空

間放射線量率の測定は、当所、茨木市、寝屋川市、

東大阪市、富田林市、泉佐野市に設置した 6 基（地

上 1m）で連続測定を行った（設置場所は表 1 を参

照）。結果は 1 時間平均値による 1 日の変動をメモ

リーカードから読み取った。 

モニタリングポスト 6 基の測定結果は、自動測定・

配信システムにより 10 分間の平均値が原子力規制

委員会のホームページにリアルタイムで公表され

ている 1)。 

 

結 果 お よ び 考 察 

 

1. 全ベータ放射能 

表 2 に降水中の全ベータ放射能測定結果を示す。 

 降水中の全ベータ放射能は、84 試料中 15 例から

検出されたが、異常値は検出されなかった。 

 

2. 核種分析 

 環境試料および食品試料中の 134Cs、137Cs、131I お

よび 40Kの分析結果を表 3 に示す。 

(1) 134Cs および 137Cs：今年度も例年同様、137Cs が

土壌および海底土の各試料から検出されたが、その

レベルは過去の値と同程度であった。その他の試料

では例年同様 137Csの検出はなかった。134Csは、例

年同様どの試料からも検出されなかった。 

(2) 131Ｉ：131Ｉは、上水原水試料から微量（2.2 mBq/L）

検出された。他の環境試料および食品試料からは検

出されなかった。上水中の 131Ｉについては、原水が

平成元年度から、蛇口水が平成 2 年度から検出され

ており、そのレベルも過去の値（原水：ND ～ 4.9、

蛇口水：ND ～ 1.4 mBq/L）2)と同程度であること

や他の環境試料等から検出されていないこと、半減

期が 8 日と短いことなどから、既報 3)に述べたよう

に、その起源は医学利用によるものであろうと推定

される。 

  上水中に存在する 131I による府民への健康影響

については、既報 3)でも論じたように、そのレベル

は飲食物摂取制限の基準 4)（飲料水中の放射性ヨウ

素：300 Bq/kg）の 10 万分の 1 程度の低値であり、

問題はないと考えられる。 

(3) 40K：天然放射性核種である 40Kは多くの試料で

検出されたが、そのレベルは過去の値と同程度であ

り、特に異常値は認められなかった。 

(4) 環境試料の放射能測定における精度管理：（公

財）日本分析センターの報告書によると、当所の分

析結果は付与値とよく一致しており、かつ、En 数

の絶対値も「1」以下であることから、ガンマ線核

種分析の精度は確保されていることが認められた。 

 

3. 空間放射線量率 

 モニタリングポストによる空間放射線量率調査

結果（1 時間平均値に基づく変動範囲を 1 月毎にま

とめたもの）を表 4-1 から表 4-6 に示す。 

令和 3 年度の大阪市の空間放射線量率値（表 4-1）

の1時間平均値は、61～100 nGy/hの範囲であった。

この結果は、モニタリングポストの設置場所が当研

究所敷地内の地上 20 m の場所から地上 1m の場所

に変更された平成 30年の 10月以降（62～104 nGy/h）

と類似の範囲であった。なお、モニタリングポスト

から約 10m の距離で建設工事が行われているが、

構造物の外観が目視できる前（令和 3 年 4 月～令

和 3 年 11 月）と後（令和 3 年 12 月～令和 4 年 3

月）の間で数値の違いは認めなかった。 

また、表 4-2 から表 4-6 に示したその他の地上 

1m に設置されている 5 ヶ所の空間放射線量率値

は、茨木市（表 4-2）が 52～82nGy/h、寝屋川市（表

En数＝ En数 ＝ 
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4-3）が 63～94 nGy/h、東大阪市（表 4-4）が 73～

112 nGy/h、富田林市（表 4-5）が 58～83 nGy/h およ

び泉佐野市（表 4-6）が 47～96 nGy/h の範囲であっ

た。すべての地点で、最高値は、過去 3 年間に観測

した値の範囲内であった。 

 

 

 

表 2 降水中全ベータ放射能測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

降水量 濃度 月間降下量

mm Bq/L MBq/km
2

令和3年       4月 224 6 (1) ND～0.46 1.3

令和3年       5月 337 12 (0) ND ND

令和3年       6月 126 8 (2) ND～0.78 3.8

令和3年       7月 302 9 (1) ND～0.33 33.6

令和3年       8月 332 11 (1) ND～1.01 3.4

令和3年       9月 173 9 (1) ND～0.24 2.9

令和3年      10月 66 5 (2) ND～0.67 2.1

令和3年      11月 80 7 (3) ND～0.31 6.8

令和3年      12月 98 5 (1) ND～0.36 2.1

令和4年       1月 22 2 (0) ND ND

令和4年       2月 18 2 (0) ND ND

令和4年       3月 94 8 (3) ND～0.62 7.1

令和3年度 1872 84 (15) ND～1.01 63.1

過去3年間の値

　　平成30年度 1478 77 (23) ND～1.63 56.9

　　平成31年度 1270 78 (18) ND～0.91 69.3

　　令和  2年度 1581 76 (17) ND～1.26 76.6

ND：計数値がその計数誤差の3倍を下回るもの

年　月
件数

（検出数）
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表 3 環境および食品試料中の 134Cs、137Cs、131I および 40K 濃度 

 

 

 

単位

大気浮遊じん

令和3年 4月～6月 R3.4.5 ～R3.6.16 mBq/m
3

7月～9月 R3.7.5 ～R3.9.22 〃

10月～12月 R3.10.4 ～R3.12.14 〃

令和4年  1月～3月 R4.1.5 ～R4.3.17 〃

令和3年度 mBq/m
3

過去3年間の値 mBq/m
3

令和3年 4月 R3.3.31 ～R3.5.6 MBq/km
2

5月 R3.5.6 ～R3.6.1 〃

6月 R3.6.1 ～R3.7.1 〃

7月 R3.7.1 ～R3.8.2 〃

8月 R3.8.2 ～R3.8.31 〃

9月 R3.8.31 ～R3.9.30 〃

10月 R3.9.30 ～R3.11.1 〃

11月 R3.11.1 ～R3.12.1 〃

12月 R3.12.1 ～R4.1.4 〃

令和4年 1月 R4.1.4 ～R4.2.1 〃

2月 R4.2.1 ～R4.3.1 〃

3月 R4.3.1 ～R4.3.31 〃

令和3年度 MBq/km
2

過去3年間の値 MBq/km
2

mBq/L

mBq/L

mBq/L

mBq/L

海水 Bq/L

Bq/L

海底土 Bq/kg dry

Bq/kg dry

Bq/kg dry

0～5cm層 (MBq/km
2
)

Bq/kg dry

(MBq/km
2
)

土壌 Bq/kg dry

5～20cm層 (MBq/km
2
)

Bq/kg dry

(MBq/km
2
)

農産物 タマネギ Bq/kg生

Bq/kg生

農産物 キャベツ Bq/kg生

Bq/kg生

 ND : 計数値がその計数誤差の3倍を下回るもの

ND

ND

ND

R3.7.15 ND ND

(32000～38000)

640～680

ND ND ND

(110000～120000）

0.8～0.9

(96000±1500)(ND)

6.0±0.42

610±10

ND

ND

ND

ND

R3.6.7

R3.6.16

ND

ND

ND

ND

ND

ND

137
Cs

40
K

ND

ND

ND

131
I

ND

ND

ND

ND

過去3年間の値

(120～150)

(ND) (ND～73) (ND)

(ND)(ND)

ND

ND

ND

ND

NDND

ND

ND

ND

1.0±0.21

   試料 採取年月日

ND

134
Cs

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND～0.14

ND

ND

ND

ND ND 1.0±0.20

ND ND ND

ND

ND ND ND

ND ND ND

ND

ND ND ND

ND ND ND

ND ND ND

ND ND ND

ND ND ND

ND ND ND ND～1.0

ND

62～79

ND ND ND ND～1.4

上水・蛇口水 89±2.7

上水・原水

過去3年間の値 ND～1.1

過去3年間の値

ND ND 2.2±0.15 63±2.3

ND ND

ND ND ND

ND ND ND～0.68 80～94

R3.7.1

過去3年間の値 ND ND ND 3.9～5.2

過去3年間の値 ND 1.5～1.8 ND 620～650

ND 2.5±0.25 ND 610±11

ND

(ND) (41±8.9) (ND) (27000±460)

ND～1.3 ND

R3.7.15

R3.7.1

0.91±0.20 ND

63～68

R3.12.10 ND ND ND

ND ND ND 42±0.33

63±0.42

ND

(ND)

ND

44～53

過去3年間の値 ND ND ND

ND ND過去3年間の値 ND

降下物

(ND)

680～710

ND

R3.6.11

土壌

過去3年間の値 ND

660±10
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最高値 最低値 平均値 最高値 最低値 平均値
令和 3年  4月 30 76 62 64 令和 3年  4月 30 65 53 55

 5月 31 84 61 64  5月 31 73 52 55
 6月 30 91 62 64  6月 30 82 53 56
 7月 31 88 62 64  7月 31 74 52 55
 8月 31 81 62 64  8月 31 70 52 55
 9月 30 84 62 64  9月 30 73 53 55
10月 31 82 61 64 10月 31 68 54 57
11月 30 100 63 64 11月 30 81 55 56
12月 31 92 62 64 12月 31 78 53 56

令和 4年  1月 31 82 62 64 令和 4年  1月 31 76 53 55
 2月 28 74 63 65  2月 28 63 54 55
 3月 31 89 63 65  3月 31 76 53 55

365 100 61 64 365 82 52 55

平成30年度 (地上20m) 205 65 40 42 365 86 52 57
(地上1m)*2 160 99 72 76 366 77 52 57

平成31年度 366 104 62 71 363* 84 52 56

令和  2年度 355* 105 61 66 　　　　　* :令和 3年 1月機器更新のため欠測

　　　　　* :令和 3年 1月機器更新のため欠測

　　　　　*2:平成30年10月地上1mに移設

最高値 最低値 平均値 最高値 最低値 平均値
令和 3年  4月 30 75 64 66 令和 3年  4月 30 87 74 77

 5月 31 86 63 66  5月 31 98 74 77
 6月 30 94 64 66  6月 30 107 73 77
 7月 31 81 63 65  7月 31 102 73 76
 8月 31 78 63 65  8月 31 89 73 76
 9月 30 83 63 65  9月 30 97 74 76
10月 31 79 64 66 10月 31 102 75 77
11月 30 92 64 66 11月 30 112 75 77
12月 31 92 64 66 12月 31 102 75 77

令和 4年  1月 31 94 63 65 令和 4年  1月 31 97 74 76
 2月 28 74 64 66  2月 28 86 75 76
 3月 31 88 64 66  3月 31 102 73 76

365 94 63 65 365 112 73 77

365 98 68 71 365 108 72 77
366 90 62 67 366 105 73 77

361* 102 63 66 356* 115 73 77
　　　　　* :令和 3年 1月機器更新のため欠測 　　　　　* :令和 3年 1月機器更新のため欠測

最高値 最低値 平均値 最高値 最低値 平均値
令和 3年  4月 30 67 59 60 令和 3年  4月 30 69 48 50

 5月 31 68 58 60  5月 31 73 47 50
 6月 30 70 59 60  6月 30 69 48 50
 7月 31 69 58 60  7月 31 67 47 50
 8月 31 66 58 60  8月 31 61 47 49
 9月 30 73 58 60  9月 30 70 47 50
10月 31 73 58 60 10月 31 79 48 50
11月 30 80 59 60 11月 30 96 48 50
12月 31 76 59 60 12月 31 79 48 50

令和 4年  1月 31 79 59 60 令和 4年  1月 31 84 48 50
 2月 28 72 59 60  2月 28 64 49 50
 3月 31 83 59 60  3月 31 83 48 50

365 83 58 60 365 96 47 50

365 90 60 62 365 91 48 51
366 85 60 62 366 77 48 51
359* 91 59 62 362* 98 48 51

　　　　　* :令和 3年 1月機器更新のため欠測 　　　　　* :令和 3年 1月機器更新のため欠測

平成31年度

　表4-1 大阪市 大阪健康安全基盤研究所：地上1 m 表4-2 茨木市 茨木保健所：地上1 m

測　定　年　月 測定回数

モニタリングポスト(nGy/h)

測　定　年　月 測定回数

モニタリングポスト(nGy/h)

（所在地：大阪市） （所在地：茨木市）

令和　3年度 令和　3年度
過去3年間の値 過去3年間の値

平成30年度

平成30年度

令和  2年度

表4-3 寝屋川市 寝屋川市保健所：地上1 m 表4-4 東大阪市 東大阪市環境衛生検査センター：地上1 m

測　定　年　月 測定回数

モニタリングポスト(nGy/h)

測　定　年　月 測定回数

モニタリングポスト(nGy/h)

（所在地：寝屋川市） （所在地：東大阪市）

令和　3年度 令和　3年度
過去3年間の値 過去3年間の値

モニタリングポスト(nGy/h)

（所在地：富田林市） （所在地：泉佐野市）

平成31年度 平成31年度
令和 2年度 令和 2年度

表4-5 富田林市 富田林保健所：地上1 m 表4-6 泉佐野市 佐野中学校：地上1 m

測　定　年　月 測定回数

モニタリングポスト(nGy/h)

測　定　年　月 測定回数

平成30年度

平成31年度 平成31年度
令和 2年度 令和 2年度

令和　3年度 令和　3年度
過去3年間の値 過去3年間の値
平成30年度 平成30年度
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ま と め 

 

ガンマ線核種分析により人工放射性核種である
131I および 137Cs が検出された。医学利用等に由来

すると考えられる 131I は上水（原水および蛇口水）

に極低レベルで検出された。137Cs は土壌や海底土

から例年同様検出されたが、そのレベルは低値であ

った。また、他の人工放射性核種はいずれの試料か

らも検出されなかった。空間放射線量率では、大阪

市のモニタリングポストでは移設に伴う地上高の

影響と思われる僅かな測定値の上昇が継続して認

められたが、平常値の範囲内であった。また、すべ

てのモニタリングポストで、観測値は過去 3 年間に

観測した値の範囲内であった。 

 

謝 辞 

 

本調査の遂行にあたり、調査試料の採取にご協力

いただきました大阪城パークセンター、熊取町役場、

大阪広域水道企業団庭窪浄水場の各機関に感謝致

します。また調査実施にあたり、ご指導をいただき

ました原子力規制庁監視情報課放射線環境対策室、

日本分析センターの皆様に謝意を表します。 

注：本報告は、電源開発促進対策特別会計法に基づ

く原子力規制庁からの受託事業として、大阪健康安

全基盤研究所が実施した令和 3 年度「環境放射能水

準調査」の成果である。 
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Survey of environmental and food radioactivity in Osaka Prefecture (Fiscal 2021 Report) 

 

 

Yoshihiko KOIZUMI a, Toshie HIZUKA a, Masayuki OHYAMA a, Maoko KOIKE a and Nobuyasu YAMAGUCHI a 

 

 

We investigated environmental and food radioactivity in Osaka Prefecture by commission from the Nuclear Regulatory 

Agency in fiscal year 2021. The gross beta radioactivity in precipitation and the gamma ray radiation nuclides in various 

food and environmental samples, such as fallout, airborne dust, tap water, sea water, soil, and sea sediment, were 

measured. In addition, the air radiation dose rates at six sites in Osaka Prefecture were monitored. An artificial 

radionuclide, 131I, was detected in source water at extremely low levels, as it had been in the past. 137Cs, an artificial 

radionuclide, was also detected in soil and sea sediment at low levels, as it had been in the past. No other artificial 

radionuclides were detected in any of the samples. 

 

 

Key words：environmental radioactivity, gross beta activity, radionuclide analysis, environmental gamma activity 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Osaka Institute of Public Health 



抄 録 

 
 

- 148 - 

Phenomenological and mechanistic models for 
predicting early transmission data of COVID-19 

 
T. MIYAMAa,,b, SM. JUNGb,,c, K. HAYASHIb, A. 

ANZAIb, R. KINOSHITAb, T. KOBAYASHIb, NM. 
LINTONb, c, A. SUZUKIb, Y. YANGc, B. YUANc, T. 

KAYANOb, AR. AKHMETZHANOVc, H. NISHIURAb 
 

Mathematical Biosciences and Engineering, 19, 2043-
2055 (2022) 

doi: 10.3934/mbe.2022096 
 

現象的モデルである①Richardsモデル及び②

Susceptible-Infected-Recovered（SIR）モデルの流行曲

線近似解(SIR近似解モデル)、強力な介入である都市

封鎖の効果を反映した機構的モデル(③指数関数モ

デル及び④SIRモデル)を用いて中国での新型コロ

ナウイルス感染症の報告数を当てはめ、予測精度に

ついてモデル間の比較を行った。中華人民共和国の

流行データを用いた本研究において、都市封鎖の効

果のみを考慮した機構的モデルは、現象的モデルに

比べ二乗平均平方根誤差（予測精度を示す指標であ

り、値が小さいほど高い予測精度を示す）が小さく、

高い予測精度を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所公衆衛生部疫学解析研究課 
b 京都大学大学院医学研究科 
c 北海道大学大学院医学研究院 

現象的モデル及び機構的モデルを用いた新型コロナウイ

ルス感染症の流行初期における予測 

 

Relationship between biochemical markers and measles 
viral load in patients with immunologically naive cases 

and secondary vaccine failure 
 

T. KURATAa, D. KANBAYASHIa, J. KOMANOb,  
and K. MOTOMURAa 

 
Microbiology and Immunology, 65(7), 265 - 272 (2021) 
 
麻疹患者では血清中の乳酸脱水素酵素（LDH: 

lactate dehydrogenase）が有意に増加することが知ら

れているが、その評価は入院症例が中心の典型麻

疹を対象とした検討に基づいており、入院を要し

ない麻疹症例および Secondary Vaccine Failure
（SVF）による修飾麻疹症例では検討されていな

い。そこで近年国内の麻疹患者に多くみられる

SVF と免疫学的に naive な典型麻疹患者における

LDH の動態と麻疹ウイルス特異的 IgG 抗体および

麻疹ウイルスゲノム量との相関を検討した。対象

は核酸検査で麻疹ウイルスが検出された麻疹患者

38 名で、SVF の選定は麻疹特異的 IgG 抗体価が有

症時に確認され、抗体の結合力（Relative Avidity 
Index）が 60%以上とした。他の疾患による影響を

評価するためAST (Aspartate Aminotransferas), ALT 
(Alanine Aminotransferase), CRP (C-reactive protein)の
4 項目も合わせて検討した。AST, ALT は naive 群の

方が SVF 群よりも有意に高かったが、それぞれ約

85%以上の検体で正常値の範囲内であり、肝機能

障害の可能性は低いと考えられた。CRP は 75%以

上の検体で基準値より高かったが、両群において

統計学的な差はなかった。ウイルスゲノム量は

naive 群で有意に高く、麻疹特異的 IgG 抗体価は

SVF 群で有意に高かった。麻疹ウイルスゲノムコ

ピー数は、麻疹特異的 IgG 濃度（Pearson’s product-
moment correlation coefficient, −0.562; p ＜0.001）お

よびLDH 値（Spearman’s correlation coefficient, 0.36; 
p ＜ 0.05）と有意な相関を示した。したがって、

血清LDH 値は、典型麻疹患者と SVF 患者を区別

するための補助的な指標となり得ると考えられ

た。 
 

a 大阪健康安全基盤研究所 
b 大阪医科薬科大学 
修飾麻疹患者と典型麻疹患者における血液生化学マーカ

ーとウイルス量の関係性 
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大阪府内における麻疹特異的抗体の保有状況と 

麻疹発生動向 
 

倉田貴子 a，上林大起 b，森治代 b，本村和嗣 c 
 

病原微生物検出情報, 42(9), 184-185 (2021) 
 

現在、大阪府内のMRワクチンの第 1期接種率は概

ね 95%に達しているが、第２期接種率は 2006 年の

制度開始当初（89%）から年々上昇しており、2008
年以降 90％以上が維持されている。 
 この状況を受けて、毎年実施されている感染症流

行予測調査事業麻疹 PA 抗体価調査では、大阪府内

の健常人の麻疹抗体陽性率（PA 抗体価≥16倍）は定

期 2 回接種導入以降、2 歳以上の全ての年齢群で

95％以上が達成、維持されている。しかし、抗体保

有者における幾何平均抗体価は 2 回接種導入前

（2003〜2006 年）より麻疹排除後（2015〜2020 年）

で低下しており、特に 10 歳以上の全ての年齢区分

で有意な低下がみられた。 
 大阪府内の麻疹患者数は、全数把握が開始された

2008 年に 392 人が報告されて以降、大きく減少し、

2015 年には日本国内からの麻疹排除が達成された。

しかし達成以降も、府内での麻疹患者数は増減を繰

り返しており、海外からの輸入症例や、ワクチン接

種歴を有し典型的な臨床症状を見ない成人修飾麻

疹患者の占める割合が増加している。特に修飾麻疹

の割合は、麻疹排除達成前は 0〜38%で推移してい

たが、排除後は 44〜100%で推移しており、顕著な

増加が見られた。これらの状況は、麻疹患者数の減

少に伴い、野生株麻疹ウイルスによるブースター効

果が得られなくなったことによる、ワクチン獲得免

疫の減弱が原因として考えられている。修飾麻疹患

者はウイルス排泄量が少なく感染伝播リスクは低

いが、感受性者への伝播は報告されており、今後も

修飾麻疹、典型麻疹にかかわらず、麻疹患者発生時

の現場対応は継続する必要があると考えられた。 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所企画部精度管理室 
b 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
c 大阪健康安全基盤研究所公衆衛生部 
Measles epidemiology and seroprevalence in Osaka prefecture 

 

Multilocus variable-number tandem-repeat analysis of 
enterohemorrhagic Escherichia coli serogroups O157, 

O26, and O111 based on a de novo look-up table 
constructed by regression analysis 

 
Y. WAKABAYASHIa, T. HARADAa, T. KAWAIa, Y. 

TAKAHASHIa, N. UMEKAWAa, H. IZUMIYAb and K. 
KAWATSUa 

 
Foodborne Pathogens and Disease, 18(9), 647-654 

(2021) 
 

Multilocus variable-number tandem-repeat analysis
（MLVA；反復配列多型解析法）は腸管出血性大腸

菌（EHEC）の分子疫学的型別手法として広く活用

されている。しかし、複数の検査室で得られた結果

を比較する際の信頼性確保が課題である。我々は、

MLVA の結果判定に必要な調整済み変換表を新規

作成する方法を考案した。この方法では、各検査室

で 24株の所内標準株のMLVA を実施し、その電気

泳動データの回帰分析結果に基づいて変換表を作

成する。本研究では、回帰分析に 95%あるいは 99%
予測区間を採用した。51株のEHEC O157 について

MLVA を実施したところ、回帰分析に 99%予測区間

を採用した場合、作成した変換表を用いて 46 株の

リピート数を正確に決定でき、33株のリピート数を

決定できた 95%予測区間を採用した場合よりも優

れていた。リピート数を決定できなかった 5株につ

いては、電気泳動サイズが変換表の範囲外ではあっ

たものの、外挿あるいは変換表の近似値からリピー

ト数を推定できた。本方法は従来の非調整の変換表

を用いる方法よりも、より正確なMLVA判定結果を

得ることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課 
b 国立感染症研究所細菌第一部 
回帰分析によって新規構築した変換表に基づく腸管出血

性大腸菌血清群O157, O26, O111の反復配列多型解析法 
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Proposal of a novel selective enrichment broth, NCT-
mTSB, for isolation of Escherichia albertii from poultry 

samples 
 

Y. WAKABAYASHIa, K. SETOb, c, M. KANKIa, T. 
HARADAa and K. KAWATSUa 

 
Journal of Applied Microbiology, 132(3), 2121-2130 

(2022) 
 

Escherichia albertii は人に食中毒あるいは水系感染

症を引き起こす新興の下痢症起因菌である。しかし、

本菌の選択的増菌培地はこれまでに報告されてい

ない。そこで、基礎培地や選択剤の種類、培養条件

等を検討することで、E. albertii の選択的増菌培地の

開発を目指した。本研究では、ノボビオシン－セフ

ェキシム－亜テルル酸カリウム添加変法トリプト

ソイブロス（NCT-mTSB）を新規の選択的増菌培地

として開発した。NCT-mTSB は本研究で供試したす

べての E. albertii 株の発育を支持したが、大腸菌と

赤痢菌を除く腸内細菌目細菌の発育を抑制した。ま

た、大腸菌と赤痢菌の一部の菌株は 44℃で発育が抑

制されたが、E. albertii の発育は抑制されなかった。

キシロース－ラムノース添加 deoxycholate hydrogen 
sulphide培地（XR-DH）とNCT-mTSB を併用した場

合、鶏肉 1 g あたり少なくとも 1 CFU の E. albertii
が存在する場合に、本菌を分離できた。また、NCT-
mTSB を用いた増菌培養法は、緩衝ペプトン水、変

法EC培地、あるいはノボビオシン添加mTSB を用

いた方法よりも有意に E. albertii 分離陽性率が高か

った。我々が知る限り、これは鶏肉からE. albertii を
分離するための選択的増菌培地に関する初めての

報告である。 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課 
b 大阪健康安全基盤研究所企画部精度管理室 
c 国立感染症研究所（現所属） 
鶏肉からのEscherichia albertii分離のための新規の選択的
増菌培地（NCT-mTSB）の提案 
 

Isolation and characterization of Staphylococcus 
argenteus strains from retail foods and slaughterhouses in 

Japan 
 

Y. WAKABAYASHIa, b, K. TAKEMOTOc, S. 
IWASAKIc, T. YAJIMAc, A. KIDOc, A. YAMAUCHIc, 

K. KUROIWAc, Y. KUMAIc, S. YOSHIHARAd, H. 
TOKUMOTOd, K. KAWATSUa, M. YASUGIb and M. 

MIYAKEb 
 

International Journal of Food Microbiology, 363, 109503 
(2022) 

 
Staphylococcus argenteus は、近年分類学的な位置付

けが確立された S. aureus complex の新種であり、ブ

ドウ球菌食中毒の原因菌になることが知られてい

る。しかし、本菌が食品を汚染する経路は明らかに

されていない。本研究では、日本の市販生鮮食品お

よび食鳥処理場における S. argenteus の分布状況を

調査した。市販食品 642 検体を調査したところ、鶏

肉 151 検体中 21 検体（13.9%）から S. argenteus が
分離されたが、豚肉、牛肉、魚介類、野菜類からは

分離されなかった。Multi locus sequence typing の結

果、21株は 4 つの sequence type（ST）に型別され、

これらは spa-typingによってさらに14種類の spa型
に型別された。大阪府内の 2 か所の食鳥処理場で、

本菌の汚染状況を調査したところ、1 か所の処理場

から 14株の S. argenteus が分離された。S. argenteus
は複数の検体採取日に分離された。このうち 13 株
は同じ ST かつ同じ spa 型であった。分離株の全ゲ

ノム配列を解読したところ、13株のコアゲノム上に

検出された一塩基変異（SNV）の数は、0～17個で

あった。さらに、鶏肉から分離した 1株と食鳥処理

場由来株の間で検出されたコアゲノム SNV は最大

で 15 個であり、遺伝的に極めて近縁であった。こ

れらの結果は、S. argenteus が食鳥処理場に一定期間

定着していること、そして、鶏肉は食鳥処理場内で

S. argenteus に汚染される可能性があることを示唆

している。 
a 大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課 
b 大阪府立大学生命環境科学研究科 
c 大阪府食鳥検査センター 
d 大阪府立大学理学系研究科 
日本の食品および食鳥処理場からの Staphylococcus 
argenteusの分離と分離菌株の性状解析 
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Analysis of the complete genome sequences of 
Clostridium perfringens strains harbouring the binary 
enterotoxin BEC gene and comparative genomics of 

pCP13-like family plasmids 
 

K. UEDAa, K. KAWAHARAa, N. KIMOTO a., Y 
YAMAGUCHIa, K. YAMADAb, H. OKI c, T. 

YOSHIDAa, S. MATSUDA c, Y. MATSUMOTO c, D. 
MOTOOKA c, K. KAWATSU d, T. IIDA c, e, S. 

NAKAMURA c, e, T. OHKUBOa and S. YONOGI c, d. 
 

BMC Genomics, 23, 226 (2022) 
https://doi.org/10.1186/s12864-022-08453-4 

 
 ウエルシュ菌 (Clostridium perfringens)が産生する

2成分エンテロトキシンBEC は 2014 年に当所等か

ら同定を報告した食中毒の原因毒素である。これま

でに BEC 遺伝子保有菌は本邦と英国から分離が報

告されており、2018 年には愛知県において本菌によ

る新たな食中毒事例が確認された。一方で、英国株

の他に次世代シークエンサーによる解析はなされ

ていない。本論文では本菌を分子疫学的に詳細に解

析するために、国内で分離された 5株の BEC遺伝
子保有菌の完全ゲノムを解読して、英国株とともに

比較ゲノム解析を実施した。 
 英国株を含む 6株の BEC遺伝子は、2019 年に新

たに実験室的に接合伝達性が確認された pCP13 フ
ァミリープラスミドにコードされており、これら 6
株のプラスミドはほとんど同様であった。また、染

色体とプラスミドそれぞれについて詳細な SNP 解

析を実施し、自然環境下でも水平伝搬していること

を世界で初めて示した。さらに、pCP13ファミリー

プラスミドはこれまで 3.3% (7/211株)のウエルシュ

菌のみで確認されていたが、26.9% (58/216 株)のウ

エルシュ菌が保有する一般的な接合伝達性プラス

ミドであることを明らかにして、病原プラスミドと

して注視する必要性を提言した。 
a 大阪大学大学院薬学研究科 

b 愛知県衛生研究所 
c 大阪大学微生物病研究所 
d 大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課 
e 大阪大学感染症総合教育研究拠点 
2成分エンテロトキシンBEC遺伝子保有ウエルシュ菌の
完全ゲノム解析と pCP13ファミリープラスミドに関する
比較ゲノム解析  

環境水から高頻度に分離された IS1151プラスミド

型エンテロトキシン（CPE）遺伝子保有ウエルシ

ュ菌の人口集中地区への局在 
 

下中晶子 a, b，余野木伸哉 a，川津健太郎 a， 
枝川亜希子 c 

 
日本防菌防黴学会誌, 49(8), 369-374 (2021) 

 
ウエルシュ菌 (Clostridium perfringens) の一部はエ

ンテロトキシン (CPE) を産生し、食中毒や感染症

の原因となる。CPE遺伝子保有ウエルシュ菌はヒト

の糞便検体から分離されることが多いが、人口分布

との関連を調査した報告はこれまでにない。本研究

では環境水（大阪府内 17箇所の河川水等 33試料）

から嫌気性芽胞菌を分離しその菌種を同定した。ウ

エルシュ菌と同定された菌について CPE 遺伝子の

保有とその存在部位を調べた。さらに、地理情報シ

ステムを用いて採水場所の周囲人口を算出し、人口

分布とCPE遺伝子保有株との関連性を調査した。 
上水試験方法のハンドフォード改良寒天培地法に

よって、嫌気性芽胞菌は 1503株検出され、427株に

ついて菌種同定した。このうち 94.8%がウエルシュ

菌であった。その他の菌種として C. baratii/C. 
sardiniense が 21 株  (4.9%) 、C. subterminale/C. 
sulfidigenes が 1株 (0.2%) 分離された。CPE遺伝子
保有ウエルシュ菌は 10箇所 19試料から 62株分離
され、その 96.8%はプラスミド上 IS1151配列の上流

に CPE 遺伝子が存在していた (IS1151 型)。IS1151
型の CPE遺伝子保有ウエルシュ菌が検出された 10
箇所は、採水場所から半径 1km 内の人口が 9,000 人

を超える都市的地域であった。 
本研究では IS1151 型の CPE 遺伝子保有ウエルシ

ュ菌が大阪府に位置する流域の異なる河川や湖沼

に広く分布することを明らかにした。IS1151 型の菌

は都市的地域に局在することを明らかにし、都市活

動によって拡散することが示唆された。 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課 
b 大阪府泉佐野保健所検査課（現所属） 
c 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
IS1151-cpe-positive Clostridium perfringens frequently isolated 
from environmental surface water samples and localized in 
urban areas in Osaka, Japan 
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Global trends in norovirus genotype distribution among 
children with acute gastroenteritis  

 
JL CANNONa, MC CHANb, S GIRIc, N SAKONd,  

J VINJÉa, (他 16 名) 
 

Emerging Infectious Diseases, 27(5), 1438-1445 (2021) 
https://doi.org/10.3201/eid2705.204756 

 

 ノロウイルスは、世界中の成人及び小児における

急性胃腸炎の主要な原因である。NoroSurv は 5歳未
満の急性胃腸炎を発症した小児を対象としたノロ

ウイルスサーベイランスのためのグローバルネッ

トワークである。6 大陸 16カ国の参加者は標準化さ

れたプロトコルを用いてジェノタイプとポリメラ

ーゼタイプの両方のタイピング（デュアルタイプ）

を行った。2016 年から 2020 年の間に 1,325 の配列

データがNoroSurvのウェブポータルに集約された。

提出された配列の 50%以上がGII4 Sydney[P16]株ま
たはGII.4 Sydney[P31]株であった。その他の一般的

な遺伝子型は GII.2[P16]、GII.3[P12]、GII.6[P7]、
GI.3[P3]であった。これまでにポリメラーゼタイプ

の報告が少なかった GII.3や GII.20 を含む 22 のジ

ェノタイプにおいて 36 のデュアルタイプが検出さ

れ、ノロウイルスの多様性が示された。NoroSurv で

取得したサーベイランスデータにより、世界中の小

児急性胃腸炎に関連するノロウイルスの動向をほ

ぼリアルタイムで監視することが可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 米国疾病対策センター 
b 香港中文大学 
c クリスチャン医科大学ベッロール 
d 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
他 15機関 
小児の急性胃腸炎におけるノロウイルス遺伝子型の世界

動向 

感染性胃腸炎の発生動向の変化 
 

左近直美 
 

臨床と微生物, 49(2), 137-143 (2022) 
 
特集タイトル「新型コロナウイルス感染症の流行

でその他の感染症の発生動向はどう変化したか？」

において、感染性胃腸炎の発生動向について報告し

た。 
小児を中心とした感染性胃腸炎の発生数は 2020

年 9週目以降例年に比して低値が続き、例年患者報

告数が増加する冬季においても流行ピークは観察

されなかった。しかし、2021 年 10月以降は増加傾

向にある。ウイルス性の食中毒についても緊急事態

宣言の影響による飲食店利用の減少と連動する形

で発生数が減少した。コロナ対策が感染性胃腸炎の

流行抑制に一定の効果があったほか、緊急事態宣言

の発令時期がノロウイルスの流行期と重なったこ

とも大きな要因と考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
Impact of COVID-19 on infectious gastroenteritis 
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A longitudinal study on respiratory viral infection for 
healthy volunteers 

 
S. MORIKAWAa, M. OTSUKAa,b, T. YUMISASHIa and 

K. MOTOMURAc 

 
Health Science Reports, 4(4), e413 (2021) 

https://doi.org/10.1002/hsr2.413  
  

背景：呼吸器ウイルス感染症の感染経路は、飛沫感

染が主要であることから、不顕性もしくは症状の軽

度な感染者の行動に伴って流行が拡大すると考え

られる。成人は小児に比較して行動範囲が広いため、

他の地域へのウイルスの持ち込みを担っている可

能性が高い。そこで、2017 年の 45週から 2018 年の

12 週まで、11 人の対象者から毎週うがい液を採取

し、リアルタイム PCR 法を用いた呼吸器ウイルス

の網羅的検出を行った。併せて健康状態の聞き取り、

不顕性感染の重要度について検討した。  
結果：合計 226 検体を検査した。全員から何らかの

呼吸器ウイルスが検出された。それぞれのウイルス

検出数は 1〜9回であった。226 検体のうち 34 検体

（15.0％）から 36 ウイルスが検出された（2 検体は

二重感染であった）。ウイルス検出前後の 1 週間に

本人が無症状であったのは 11 検体であった。 4 人

はライノウイルス（RV）の持続感染と考えられた。 
無症候性の条件下で、パレコウイルス、C 群RV 11
型、コロナウイルス 229E、およびアデノウイルスが

それぞれ 1 検体、1 検体、2 検体、および 3 検体か

ら検出された。 
結論：健常成人を対象に 20 週間連続して毎週うが

い液を採取し、症状と検出ウイルスとの関連をみた。

その結果、健康な（無症候性の）成人でもウイルス

感染により呼吸器ウイルスを拡散させたり、長期間

にわたってウイルスを排出する事が明らかとなっ

た。このように無症状の呼吸器ウイルス感染者は、

ヒト集団のウイルス循環に重要な役割を果たして

いると考えられた。 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
b 大阪公立大学大学院医学研究科公衆衛生学 
c 大阪健康安全基盤研究所公衆衛生部 
健康ボランティアにおける呼吸器ウイルス感染実態に関

する縦断研究 

Influence of prior influenza vaccination on current 
influenza vaccine effectiveness in children aged 1 to 5 

years 
 

K. MATSUMOTOa, W. FUKUSHIMAa,b, S. 
MORIKAWAc, M. FUJIOKAd, T. MATSUSHITAe, M. 

KUBOTAf, Y. YAGIg（他 13 名） 
 

Vaccines, 9(12), 1447 (2021) 
https://doi.org/10.3390/vaccines9121447 

 
背景：毎年のインフルエンザワクチン接種は、イン

フルエンザの罹患および関連死を防ぐために使用

される重要な戦略だが、一部の研究では、現在のワ

クチン有効性（VE）に対する過去のワクチン接種に

よる悪影響が報告されている。 
方法：2016/17 および 2017/18 インフルエンザシー

ズン中に国内の 9 つの外来診療所に来院した 1〜5
歳の小児を対象に、テストネガティブデザインを使

用して、現シーズンのVE と前シーズンのワクチン

接種歴との関連を評価した。 
結果：799 例の症例と 1196 例の対照を分析した。被

験者の年齢の中央値は 3歳、男性の割合は 54％であ

った。今シーズンのワクチン 1回および 2回接種の

VE は、以前のワクチン接種状況に関係なく有意で

あった。インフルエンザの亜型/系統によって層別化

した場合でも、結果に差はなかった。 
結論：過去のインフルエンザワクチンの接種は、1〜
5歳の小児における現在の VE を減弱させず、毎年

のワクチン接種戦略を否定するものではなかった。 
 
 
 
 
 
a 大阪公立大学大学院医学研究科公衆衛生学 
b 大阪公立大学大学院医学研究科感染症科学研究センタ 
c 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 

d ふじおか小児科 
e 松下こどもクリニック 
f くぼたこどもクリニック 
g 八木小児科 
1〜5 歳の小児における現在のインフルエンザワクチンの

有効性に対する過去のインフルエンザワクチン接種の影

響 
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Clinical perspectives of Treponema pallidum subsp. 
Endemicum infection in adults, particularly men who 
have sex with men in the Kansai area, Japan: A case 

series 
 

K. SHINOHARAa,b, K. FURUBAYASHIc, Y. KOJIMAd, 
H. MORIe, J. KOMANOf and T. KAWAHATAe 

 
Journal of Infection and Chemotherapy, 28(3), 444-450 

(2022) 
https://doi.org/10.1016/J.JIAC.2021.11.012 

 
我々は推定感染時期に渡航歴のない 5 名の日本人

MSM（男性と性交する男性）の梅毒患者から、風土

病トレポネーマ症の一つである「ベジェル」の病原

体 Treponema pallidum subsp. Endemicum（TEN）を、

東アジア･太平洋地域で初めて検出し報告した

（Takuya Kawahata et al., Emerg. Infect. Dis. 25, 1581–
1582 (2019).）。 
今回、これらの症例シリーズの横断研究と、ベジ

ェルについての文献レビューを行なった。検出され

た菌株のほとんどが、マクロライド耐性を示すとい

われている23S rDNAのA2058G変異を持っていた。

また、TEN の元々の流行地域である乾燥した国や地

域では接触や食器の共用が感染の原因とされてい

るのに対し、今回の症例シリーズも含め、先進国へ

の輸入事例においては、性行為による感染が強く疑

われた。 
この論文は、ベジェルについての重要な臨床的洞

察を提供し、先進国ではめったに同定されないこの

疾患の臨床的検出に貢献する。 
 
 
 
 
 

a 京都大学大学院医学研究科 

b 京都市立病院 

c そねざき古林診療所 

d 大阪健康安全基盤研究所企画部研究企画課 

e 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 

f 大阪医科薬科大学 

梅毒トレポネーマ亜種エンデミカムの、成人、特に関西

地方の男性とセックスする男性の感染における臨床的観

点：症例シリーズでの検討 

High production of egc2-related staphylococcal 
enterotoxins caused a food poisoning outbreak 

 
K. UMEDAa, HK. ONOb, T. WADAc, D. MOTOOKAd, 

S. NAKAMURAd, H. NAKAMURAa and DL. HUb.  

 
International Journal of Food Microbiology,  

357, 109366 (2021) 
 
黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）によって

食品中に産生されたブドウ球菌エンテロトキシン

（Staphylococcal enterotoxins ; SEs）は、嘔吐を主症状

とするブドウ球菌食中毒を引き起こす。近年、我々

を含む複数のグループは、エンテロトキシン遺伝子

クラスター２（egc2）にコードされた新型 SEs遺伝
子群（seg, sei, sem, sen, seo, selu）が関与する食中毒

事例を報告してきた。しかし新型 SEs の産生を証明

した報告はこれまでにない。  
今回、我々は感度および特異性に優れたサンドイ

ッチ ELISA法を用いて、2016 年に大阪市内で発生

したブドウ球菌食中毒事例由来菌株 8株の新型 SEs
産生性および、食品残品 7 検体中に含まれる新型

SEs 量を測定した。食中毒事例由来菌株はすべてき

わめて高い新型 SEs産生性を示し、食品残品の 1 つ

である寿司（ちらし寿司）からは、ブドウ球菌食中

毒を引き起こすのに十分な量の新型 SEs が検出さ

れた。さらに、代表株 1株の全ゲノム解析を実施し

た結果、本株の egc2周辺の遺伝子構造は、Sequence 
Type 45 に属する菌に特異的な構造をもつことが分

かった。 
本研究は、実際に発生した食中毒事例を用いて、

egc2 に関連する新型 SEs の高産生および食中毒起

因性を証明した初めての報告である。 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所 
b 北里大学獣医学部 

c 大阪市立大学生活科学部 
d 大阪大学微生物病研究所 
egc2関連・新型エンテロトキシンの高産生により食中毒

事例が発生した 
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大阪市立小学校での「生き物さがし」事業により

確認された昆虫類 
 

秋田耕佑 a，桝元慶子 a, b，中谷憲一 b，山崎一夫 c 
 

大阪市立環境科学研究センター報告, 4, 31-42 (2021) 
 

大阪市において、2018 年～2020 年に 81校の小学

校の校庭で、小学生に対する環境教育の一環とし

て昆虫相の調査を行った。その結果、410種が記録

され、そのうち 4種（アキアカネ、ナツアカネ、

セスジイトトンボ、ウスアオリンガ）が大阪府に

おける保護上重要な野生生物（大阪府版レッドリ

スト）に掲載されていた。また、31種は外来種で

あった。とくに移動性が高いチョウ目（ヒロヘリ

アオイラガ、ナミアゲハ、ヤマトシジミなど）と

ハチ目（とくにトビイロシワアリ、トビイロケア

リ、ハリブトシリアゲアリなどのアリ科）が高頻

度で観察された。小学校内の緑化区域はさまざま

な昆虫類にとって好適な生息場所を提供する一方

で、外来種の繁殖場所にもなることを示してい

た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪市立環境科学研究センター 
b 大阪市エコボランティア 
c 大阪健康安全基盤研究所微生物部微生物課 
Insect fauna found by the environmental education program of 
biodiversity at elementary schools in Osaka City 
 
 

Microfluidic rapid quantification of Salmonella enterica 
serovar Typhimurium collected from chicken meat using 

immunomagnetic separation after formaldehyde 
treatment 

 
Y. TOKUNAGAa, Y. WAKABAYASHIb, S. YONOGIb, 

M. SAITOc and N. YAMAGUCHId 
 

International Journal of Food Science & Technology, 
56(10), 5402-5408 (2021) 

 
食中毒原因菌の迅速検出にはリアルタイム PCR 
法等が開発されているが、結果を得るまで半日を要

する。一方、マイクロ流路デバイスは幅･深さ数十 
µm の微小流路を刻んだ小型デバイスであり、簡単

な操作で細菌を培養することなく 1~2 時間で検出

ができる。そこで本研究では、免疫磁気分離法とマ

イクロ流路システムを用いて、食品中の危害細菌の

高精度な迅速モニタリング法の構築を図った。 
汚染された食品中の細菌を迅速かつ効果的にマイ

クロ流路デバイスを用いてモニタリングするため

には、複雑な食品マトリックス中の菌の分離が重要

となる。今回は、鶏肉中からサルモネラ属菌 
(Salmonella enterica serovar Typhimurium) を回収す

るために、免疫磁気分離の効果を高めるために、ホ

ルムアルデヒド処理を行った。 
回収したサルモネラ属菌を蛍光顕微鏡で計測した

結果、約 77％の菌を効率的に回収できた。回収した

サルモネラ属菌をマイクロ流路デバイスで測定し

た結果、鶏肉由来夾雑物による測定系への影響は少

なく、サルモネラ属菌数を定量できた。また、回収

液を濃縮することにより 3.3  ́103 cells/g から 1.2 ´ 
106 cells/g の範囲で高精度に定量可能であった（R2

＝0.993）。これらの結果より、免疫磁気分離とマイ

クロ流路デバイスを併せて用いることで、食品中の

危害細菌を 3~4 時間で簡便に検出可能であり、衛

生管理に有用であることが示された。 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 1課 
b 大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課 
c 大阪産業技術研究所 
d 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
ホルムアルデヒド処理後の免疫磁気分離法とマイクロ流

路を用いた鶏肉中の Salmonella enterica serovar 
Typhimuriumの迅速定量 
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Detection of gamma-irradiated red peppers using a 
combination of 5,6-dihydrothymidine and thymidine as 
irradiation indicator  

 
N. FUKUIa, T. FUJIWARAa,c, M. FURUTAc,  

and S. TAKATORIb  
 

Radiation Physics and Chemistry, 191, 109849 (2022) 
https://doi.org/10.1016/j.radphyschem.2021.109849 

 
植物性食品のガンマ線照射履歴の検知法を開発

した。植物性食品のモデル食品として赤唐辛子を使

用した。粉末またはホモジナイズした赤唐辛子を、

緩衝液中で proteinase K、RNase A および cellulase で
分解し粗 DNA を得た。さらに固相抽出カラムを使

用して粗 DNA を精製した。得られた DNA を酵素

消化してヌクレオシドに分解した。試験液中のチミ

ジン（dThd）およびその放射線分解生成物である（5S）
-および（5R）-5,6-ジヒドロチミジン（DHdThd）を

タンデム型質量分析計付き高速液体クロマトグラ

フ（LC-MS/MS）で測定し、dThd に対する total-
DHdThd（（5S）-および（5R）-5,6-DHdThd の和）の

比率（total-DHdThd/dThd）を算出した。ガンマ線照

射した赤唐辛子の total-DHdThd/dThd は、照射した

線量の増加に伴い増加した。また、非照射の乾燥赤

唐辛子は、極微量の total-DHdThd が検出された。こ

れは、赤唐辛子の乾燥工程中に生成したと推定され

た。この乾燥工程中で生成したtotal-DHdThd/dThdは、

約 1kGy で照射された乾燥赤唐辛子の 1/16〜1/4 で

あり、照射履歴の判定を妨げるものではなかった。

本法は、動物性食品に加え植物性食品にも適用でき

たことから、幅広い食品への適用が期待できる。 
 
 
 
 
 
 
a大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 1課 
b大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2課 
c大阪府立大学地域連携研究機構 
赤唐辛子における 5,6-ジヒドロチミジンおよびチミジン

を指標としたガンマ線照射履歴の検知 
 
 

Enzyme-linked immunosorbent assay for pork 
determination in raw and heated meats: combination of 
monoclonal antibodies to denatured porcine myoglobin 

and sodium dodecyl sulfate extraction  
 

T. YAMASAKIa, Y. HIRAKAWAb, K. MOMMAb,  
Y. MURAKAMI-YAMAGUCHIc, S. KOTOURAd,  

S. MIYAKEe and H. NARITAb, c 

 
ACS Food Science & Technology, 2(1), 136-142 (2022) 

 
食肉偽装対策や原材料表示を監視するために食品

中の豚肉量を測定するイムノアッセイがいくつか

開発されているが、食品の調理・加工によるタンパ

ク質の変性や抽出効率の低下の影響を受けるため、

正確な測定が困難だった。本研究では、生肉および

食肉加工品中の豚肉を測定するため、ドデシル硫酸

ナトリウム（SDS）を用いた抽出法と組み合わせた

サンドイッチ ELSIA を構築した。モノクローナル

抗体の作製には、SDS で変性させた豚ミオグロビン

（Mb）と豚 Mb のアミノ酸配列を持つ合成ペプチ

ドを免疫に用いた。構築したサンドイッチELISAは、

牛Mb、鶏Mb、羊肉、ヤギ肉と交差反応せず、豚Mb
を定量的に測定できた。本法における豚Mb の 50％
効果濃度は 90 ng/mL であり、牛肉と鶏肉に添加し

た豚Mb の回収率は、生および添加後に加熱しても

94〜158％であった。また本法は、牛肉に混入した

1％（w/w）の豚肉を生および混入後に加熱されても

検出できた。また、脂肪の多いバラ肉を含むさまざ

まな部位の Mb を定量的に測定でき、HPLC で得ら

れた測定値とも高い相関が得られた。構築したサン

ドイッチ ELISA は、食肉製品の認証や誤表示の防

止への利用が期待できる。 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 1課 
b 京都女子大学 
c 京都栄養医療専門学校 
d 丸大食品(株)中央研究所 
e 麻布大学  
生肉及び食肉加工品中の豚肉の測定に向けたサンドイッ

チELISAの構築 
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食品中のアフラトキシン定量分析における 
改良法の妥当性評価 

 
吉光真人 a，内田耕太郎 a，小阪田正和 a， 
松井啓史 a，上野亮 a，藤原拓也 a， 

阿久津和彦 b，新矢将尚 a 
 

食品衛生学雑誌, 63(1), 43-46 (2022) 
 
食品中のアフラトキシン分析法として、平成 23 年

8 月 16 日付け厚生労働省医薬食品局食品安全部長

通知（通知）に基づく分析法が定められている（以

下、旧分析法）。本研究では、アフラトキシン分析法

の操作性と分析性能を向上させるために、イムノア

フィニティカラム（IAC）の種類と精製条件の最適

化、および旧分析法から IAC 精製後の濃縮乾固の操

作の省略を検討し、改良法の構築を目的とした。改

良法を用いて、9種類の試料にアフラトキシン B1、
B2、G1、G2 の 4種類を 2.5 ng/g の濃度で添加して

添加回収試験を実施したところ、真度は 77.0～
99.7%、室内精度および併行精度はそれぞれ、1.7～
5.6%、0.9～3.6%となり、通知の目標値を達成した。

また、旧分析法と比較して、改良法はアフラトキシ

ン 4種類の回収率が 4.3～10.5%向上し、前処理時間

が約 1.5 時間短縮された。以上から、改良法は 9種
類の食品に適用可能で、食品中のアフラトキシン分

析法として有用であると考えられた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 1課 
b 大阪健康安全基盤研究所企画部精度管理室 
Validation study on an improved quantitative method for 
aflatoxins in foods 
 

Development of a liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry method for simultaneous quantification of 

hen’s egg white allergens Gal d 1–4 in fresh and 
processed eggs 

 
K. KIYOTAa, M. YOSHIMITSUb, 
K. UCHIDAb and K. KAJIMURAc 

 
Food Chemistry, 345, 128022 (2021) 

 
 鶏卵に含まれる一部の成分は、健康に有益で、食

品から化粧品、医薬品等にまで幅広く使用されるが、

食物アレルギーを引き起こす側面を持つ。本研究で

は、生鮮鶏卵や加工鶏卵において、4種類の卵白ア

レルゲン（以下まとめてGal d 1–4）の同時定量が可

能なLC-MS/MS法の開発を目的とした。 
本法では、Gal d 1–4 をそれぞれトリプシン消化し、

得られたペプチドを LC-MS/MS で分析した。Gal d 
1–4 について、本法では、定量下限値が 9.77–39.1 
ng/mL、生鮮鶏卵および加工鶏卵における添加回収

率が 68.3–121.3%、併行精度と室内精度がそれぞれ

1.5–15.7%、2.4–38.1%であった。さらに、27種類の

食品を分析したところ、本法の高い特異性が確認さ

れた。 
以上より、本法は良好な真度、感度、精度および

再現性を示し、定量法として妥当性が確認された。

また、本法で測定した実試料中のGal d 1–4 濃度は、

文献値と概ね合致した。今後、本法は、鶏卵成分の

分析や鶏卵アレルギーの発症防止対策の発展に貢

献することが期待される。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2課 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 1課 
c 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部医薬品課 
生鮮鶏卵と加工鶏卵における 4 種類の卵白アレルゲン

Gal d 1–4に対するLC-MS/MS法の開発 
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Naturally oxidized olive oil promotes active cutaneous 
anaphylaxis and Th2 cytokine production 

 
H. OGINOa, T. OKUNOa, K. MURANOb and H. 

UENOa 

 
Biological and Pharmaceutical Bulletin, 44(6), 838-843 

(2021) 
 

 酸化された油脂の過量摂取は、一部のアレルギー

疾患を悪化させる可能性がある。我々は以前、酸化

オリーブ油が、即時型アレルギー反応の一つである

能動皮膚アナフィラキシー(ACA)を悪化させること

を報告した。本研究は、ACA 時の T細胞応答に及

ぼす酸化オリーブ油の影響を明らかにするために

行った。雌性BALB/cマウスに、オボルブミン（OVA）

/水酸化アルミニウムゲルを感作後、自然酸化オリー

ブ油を 2日に 1回、2週間経口投与し、その後OVA
を耳介に皮内投与して ACA を惹起させた。酸化オ

リーブ油の投与は、新鮮なオリーブ油と比較して、

OVA 感作 2 週間後の抗原特異的免疫グロブリン E
（IgE）抗体価が上昇し、ACA による血管透過性亢

進が認められた。酸化オリーブ油投与マウスでは、

リンパ節中ヘルパーT2（Th2）サイトカインである

インターロイキン（IL）-4、-5、-6、-10 のmRNA発
現量が増加し、脾臓とリンパ節における cluster 
designation（CD）3+CD4+細胞の割合も増加した。  
CD3+CD4+細胞では、IL-4 およびTh2 のマスターレ

ギュレーターであるGATA-binding protein 3（GATA3）
の mRNA 発現量が、酸化オリーブ油投与群で高値

を示し、抗原刺激による特異的な IL-4産生も同様に

促進された。このことから、酸化オリーブ油は、即

時型アレルギー疾患において Th2 優位性を促進す

ることにより、ACA を悪化させることが示唆され

た。 
 
 
 
a 摂南大学薬学部 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2課 
自然酸化オリーブ油は、能動皮膚アナフィラキシーおよ

びTh2 サイトカイン産生を促進する 
 
 
 

Circulation of fibrous microplastic (microfiber) in 
sewage and sewage sludge treatment processes 

 
S. NAKAOa, K. AKITAa, A. OZAKIb,  
K. MASUMOTOc and T. OKUDAd  

 
Science of the Total Environment, 795, 148873 (2021) 

 
 下水処理工程におけるマイクロプラスチック（以

下、MPs）の挙動は世界的に調査されているが、下

水汚泥処理工程における MPs の挙動を明らかにし

た研究は少ない。下水中の MPs の多くは汚泥に移

行するが、一部は汚泥処理工程から下水処理工程に

返流水として戻る。そのため、下水処理場全体では、

汚泥処理工程における対策により、MPs の除去率が

向上する可能性がある。本研究では、下水処理工程

および下水汚泥処理工程から得られた試料を過酸

化水素によって有機物の分解を行った。下水試料中

の粒子は目開き 20 μm のニッケルフィルターに捕

集し、室温で乾燥させた後、顕微 FTIR でMPs を検

出・同定した。なお、汚泥サンプルは過酸化水素で

処理した後、5.3M NaI溶液を用いて比重分離した。

その後、単位体積当たりのMPs 濃度を算出し、下水

と汚泥の流量を用いて MPs の負荷量を推定した。

次に、下水処理場における 20 μm 以上の MPs の挙
動を明らかにした。流入下水のMPs負荷を 100%と

した場合、12%のMPs が汚泥処理工程から返流水と

して下水処理工程に戻ることが確認された。このこ

とから、MPs は下水処理と汚泥処理の各プロセスを

循環していることが示された。返流水に含まれる

MPs は主に汚泥濃縮工程からの排水であり、そのほ

とんどは繊維状のポリエチレンテレフタレート（繊

維状MPs、すなわちマイクロファイバー：MFs）で

あると考えられた。このことから、MFs は下水処理

および汚泥処理工程を循環しており、MPs の除去率
を高めるためには、汚泥処理工程で MFs を除去す

ることが有効であることが示唆された。 
 
a 大阪市立環境科学研究センター 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2課 
c 大阪公立大学大学院工学研究科 
d 龍谷大学先端理工学部環境生態工学課程 
下水・下水汚泥処理工程における繊維状マイクロプラス

チック（マイクロファイバー）の循環 
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HPLC を用いた畜水産物を主原料とした加工食品

中の残留抗菌性物質分析法の検討 
 

平田祥太郎 a,b，昌山 敦 a，仲谷 正 a， 
星 英之 b，髙取 聡 a 

 
日本食品化学学会誌, 28(3), 138-145 (2021) 

 
本研究ではフォトダイオードアレイ検出器付きHPLC
（HPLC-PDA）を用いて畜水産物およびその加工食品を

対象とした迅速かつ簡便な残留抗菌性物質分析法の検討

を行った。 
検討した分析法は以下の通りである。アセトニトリル/

メタノール（1:1）混液およびクエン酸リン酸緩衝液を用

いて加工食品から抗菌性物質の抽出を行った。その後、

抽出液中の脂質等をアセトニトリル/ヘキサン分配および

固相カラムにより除去し、試験溶液をHPLC-PDA で分析

した。 
添加回収試験により分析法の性能評価をした結果、検

討法は良好な真度/精度で加工食品中の 8 種抗菌性物質を

分析可能であることが示された。これより、本法は簡便

な抽出および精製だけで迅速に畜水産物を主原料とした

加工食品中の残留抗菌性物質を評価することが可能であ

り、一次スクリーニング試験に有用な分析法と言える。   
本法では試料量を比較的少量である 5 g でも分析可能で

あった。分析対象がある程度均質化された加工食品であ

るため、試料量を減じることで操作性を高めることが出

来た。 
本法ではHPLCカラムにカラム長さ 50 mm、粒子径 1.8 

µmの高速分析用カラムを用いることで、1検体につき

10分以内で分析値を得ることができた。これより、前処

理から測定まで迅速で簡便な試験法を構築することがで

きたと言える。 
本研究では焼豚やさつま揚げ等の畜水産物を主原料と

した加工食品を対象としたが、それら以外の加工食品に

は多くの形態があり含まれる成分も多様である。今後は

魚介乾製品等の種々の加工食品を対象に本分析法の有効

性を検討していく予定である。 

 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2課 
b 大阪府立大学人間社会システム科学研究科 
Determination of residual antibacterial substances in processed 
foods manufactured from livestock and marine products using 
HPLC 
 

Comparison between mouse bioassay and HILIC-
MS/MS for quantification of paralytic shellfish toxin in 
Japanese basket clams and mussels caught off coastal 

Osaka Bay in Japan 
 

T. NAKATANIa, A. MASAYAMAa, 
K. KIYOTAa, N.KAKUTANIb, 

Y. YAMAGUCHIa and T. YAMANOc 
 

Food Additives & Contaminants: Part A, 38(11), 1969-
1983 (2021) 

 
麻痺性貝毒（PSTs）に毒化されたシジミおよび

イガイ中の PSTs の量について、マウス試験法およ

び親水性相互作用クロマトグラフィー(HILIC)-タ
ンデム質量分析（MS/MS）の両分析系により測定

を行い、結果の比較を行った。その結果、両分析

系間の相関係数（＝r2）は、シジミで 0.98 (n = 23)、
イガイで 0.99 (n = 18)と高い相関を示した。 
また PSTs の組成について解析したところ、シジ

ミおよびイガイ中に含有する PSTs の成分は, 主
に Cトキシン類 （C1 および C2）とゴニオトキシ

ン類（GTX1、GTX2、GTX3、および GTX4）であ

り、これらの成分により毒量の 80%以上が占めら

れていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2課 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部 
c 大阪健康安全基盤研究所総務部管理課 
麻痺性貝毒（PSTs）に毒化されたシジミおよびイガイ

中における毒量のマウス試験法およびHILIC-MS/MS
による分析結果の比較 



抄 録 

 
 

- 160 - 

The development of dual-function solid-phase method as 
extraction and a decomposition reaction media for the 

determination of a formaldehyde releaser, imidazolidinyl 
urea, in cosmetics 

 
T. DOIa, A. TAKEDAa, A. ASADAa,  

K. KIYOTAa, T. TAGAMIa, and T. YAMANOb 
 

Analytica Chimica Acta, 1191, 338891 (2022) 
[Outside Front Cover, Analytica Chimica Acta, 1191, 

339464 (2022)] 
 

イミダゾリジニルウレア(IU)はホルムアルデヒド

遊離型防腐剤の一種であり、日本でも上限を定め

て化粧品への使用が認められている。日本の化粧

品基準におけるイミダゾリジニルウレアの名称は

N,N’’－メチレンビス［N’－(3－ヒドロキシメチル

－2,5－ジオキソ－4－イミダゾリジニル)ウレア］
とされており、海外でも同じ一般名が当該防腐剤

に当てられている。この防腐剤は配合基準がある

にもかかわらず、不安定であり定量分析が困難な

ことが知られている。そこで我々では、イミダゾ

リジニルウレアを分解物として定量する手法の開

発を試みた。 
イミダゾリジニルウレアを Sep-Pak NH2 20 cc Vac 

RC Cartridge (500 mg, Waters製)の固相上で allantoin
及び(4-hydroxymethyl-2,5-dioxo-imidazolidine-4-yl)-
urea (4-HU)の 2化合物に分解することで、HPLC を

用いて定量することが可能であった。添加回収試

験では、回収率が若干低い試料もあったことか

ら、多様な試料での検証が必要であると考えられ

た。IU は信頼できる定量法が無い防腐剤であり、

本法は定量法開発の礎となりうると考えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部医薬品課 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部 
抽出・分解反応場として固相を用いた、化粧品中のホル

ムアルデヒド遊離型防腐剤イミダゾリジニルウレアの定

量法開発 

Human and rat microsomal metabolites of N-tert-
butoxycarbonylmethamphetamine and its urinary 

metabolites in rat 
 

H. KAKEHASHIa, T. DOIb, M. WADAa, T KAMATAa, 
N. SHIMAa, A. MIYAKEa, A NITTAa, R. ASAIa, S. 

FUJIIa, S. MATSUTAa, K. SASAKIa, H KAMATAa, H. 
NISHIOKAa, A. MIKIa, H. HASEGAWAc, and M. 

KATAGIa 
 

Forensic Toxicology, 40(1), 75-87 (2022) 
 

N˗tert˗Butoxycarbonylmethamphetamine (BocMA) 
はメタンフェタミンの誘導体であり、酸処理によ

りメタンフェタミンを生じるため、前駆体として

乱用されるリスクがある。BocMA の代謝・排泄に

ついて明らかにするため、ミクロソームやラット

を用いた代謝実験を実施することとした。 
BocMA をミクロソーム（ヒト、ラット）とイン

キュベートし、経時的に試料を採取した。BocMA
をラットに腹腔内投与し、72 時間後まで経時的に

尿を採取した。液体クロマトグラフタンデム質量

分析装置を用い、標準品と比較するなどして、代

謝物の確認を実施した。 
4OH-BocMAやBoc-norephedrine など、様々な代

謝物がミクロソーム反応溶液から検出された。ラ

ットの投与試験では、３種類の水酸化代謝物のグ

ルクロン酸抱合体が検出された。72 時間後までで

は、投与した用量のわずか 0.3％程度しかBocMA
や代謝物が回収できなかった。ミクロソームによ

る実験、投与実験を通して、メタンフェタミンは

いずれも検出されなかった。 
代謝経路として、水酸化、カルボニル化、N-脱
メチル化などが考えられた。BocMAや第 1 相代謝

物は、尿からはほとんど検出されなかった。本研

究の結果は、MA を検出した生体試料における、

BocMA摂取の可能性について理解する有用な情報

であると考えられる。 
 
 
a 大阪府警科学捜査研究所化学研究室 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部医薬品課 
c 神戸薬科大学衛生化学研究室 
t-Boc メタンフェタミンの、ヒト・ラットマイクロソーム

およびラット尿由来代謝物の解析 
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いわゆる健康食品中に含まれていたタダラフィル

及びタダラフィル類似物質の立体異性体の測定に

ついて 
 

吹譯友秀 a，山﨑 翠 a，髙橋和長 a，土井崇広 b，

川口正美 b，榎本啓吾 a，吉野宏毅 a，内本勝也 a，

西村真紀 a 
 

食品衛生学雑誌, 62(2), 65-72 (2021) 
 

健康食品に含まれていたタダラフィルおよびタダ

ラフィル構造類似物質であるノルタダラフィルお

よびホモタダラフィルの立体配置を確認した．製品

はインターネットで購入し，タダラフィルを検出し

たはちみつ加工品1製品および錠剤1製品ならびに

ノルタダラフィルおよびホモタダラフィルを検出

した飴 1製品を使用し，各製品から各成分を単離精

製した後，円二色性（CD）分散計を用いてCD を測

定した．その結果，各製品より単離精製した成分の

CD スペクトルは 6R,12aR 体標準品の CD スペクト

ルと一致したことから，製品に含まれていた成分は

6R,12aR 体であると確認された．タダラフィルは

6R,12aR 体が立体異性体の中で最もホスホジエステ

ラーゼ5阻害作用が強いという報告があることから，

ノルタダラフィルおよびホモタダラフィルも作用

の強さを期待して，6R,12aR 体を製品に使用した可

能性がある． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 千葉県衛生研究所医薬品研究室 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部医薬品課 
The Configuration of Tadalafil and Tadalafil Analogues Found 
in Dietary Supplements 
 
 
 

Characterization of FRI carbapenemase-producing 
Enterobacter spp. isolated from a hospital and the 

environment in Osaka, Japan 
 

F. ADACHIa, T. SEKIZUKAb, M. YAMATOc, K. 
FUKUOKAc, N. YAMAGUCHIa, M KURODAb  and 

R. KAWAHARAd 

 
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 76(11), 3061–

3062(2021) 
 

FRI 型カルバペネマーゼはヨーロッパにおいて

Enterobacter属菌で発見されたカルバペネマーゼで、

日本においても報告があるが稀である。我々は、大

阪府において、FRIカルバペネマーゼ産生株を環境

から２株、臨床から 1株分離した。これらの 3株に

ついて、詳細を明らかにするため、全ゲノム解析に

より、菌種および FRI遺伝子の同定、その他の薬剤

耐性遺伝子の検索、プラスミドの解析を実施した。 
 解析の結果、2017 から 2018 年にかけて環境検体

および臨床検体から検出された FRI 様カルバペネ

マーゼ産生株のうち、1株は FRI-4 カルバペネマー

ゼ産生 E. asbriae であったが、残りの 2株は新型の

FRI-8カルバペネマーゼ産生Enterobacter sp.、FRI-9
カルバペネマーゼ産生 E. asburiae であり、E. 
asburiae2株は異なる系統の株であった。複数の FRI
カルバペネマーゼが同一地域の環境および臨床か

ら検出されていることから、FRI産生菌が潜在的に

存在している可能性が示唆された。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
b 国立感染症研究所 
c りんくう総合医療センター 
d大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課 
大阪の病院および環境から分離されたFRIカルバペネマ

ーゼを産生するEnterobacter spp.の特性について 
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Microbial contamination of rubber ducks floating in 
bathtubs of bathing facilities, and an evaluation of their 

washing methods 
 

A. EDAGAWAa, N. MATSUDAb, T. OGURAc, 
K. UEZONO c, S. IZUMIYAMA d and A. FUJII b 

 
Biocontrol Science, 26(4), 187-192 (2021) 

https://doi.org/10.4265/bio.26.187 
 

近年、多くの⼊浴施設で「アヒル⾵呂」と称した
多数のゴム製アヒルを浴槽に浮かべるイベントが
実施されている。これらゴム製アヒルの内部は⽔が
溜まりやすい構造になっており、バイオフィルム
（ぬめり）が発⽣しやすい。国外の調査では、ゴム
製アヒル内部からレジオネラを含むヒトに病原性
を有する細菌種が検出されている。 

本研究では、営業中の⼊浴施設の浴槽から湯を機
械室に引き⼊れ、かけ流し式の模擬浴槽を作成した。
そこにゴム製アヒルを浮遊させて内部の微⽣物増
殖を調べると共に、これらの洗浄⽅法について検討
を⾏った。浮遊させたゴム製アヒルは、使⽤ 1 ⽇後
に細菌類の増殖が確認され、5 ⽇⽬にはバイオフィ
ルムの定着が⽰唆された。洗浄法を検討した結果、
次亜塩素酸ナトリウム、微弱酸性電解⽔、⽔道⽔の
うち、次亜塩素酸ナトリウムが最も洗浄効果が⾼く、
微弱酸性電解⽔はゴム製アヒルを⼀晩浸漬する洗
浄⽅法で⼗分な効果が認められた。本研究において、
ゴム製アヒルは適切に洗浄しないと細菌やアメー
バの温床となり、バイオフィルムが定着して微⽣物
汚染が進むことが⽰された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
a ⼤阪健康安全基盤研究所衛⽣化学部⽣活環境課 
b 株式会社ヘルスビューティー 
c 湘南喜彩湯乃市 
d 国⽴感染症研究所寄⽣動物部 
⼊浴施設の浴槽に浮かべて使⽤するゴム製アヒルの微⽣
物汚染とその洗浄⽅法の検討 

Estimating household exposure to pyrethroids and the 
relative contribution of inhalation pathway in a sample of 

Japanese children 
 

T. YOSHIDAa, M. MIMURAa and N. SAKONb 
 

Environmental Science and Pollution Research, 28 (15), 
19310-19324 (2021) 

https://doi.org/10.1007/s11356-020-12060-9 
 

幾つかの合成ピレスロイド剤は、発がん性や生殖

毒性を有することが疑われている。しかし、室内で

殺虫剤や防虫剤として近年広く使用されているピ

レスロイド剤 トランスフルトリン、プロフルトリ

ン、メトフルトリンの住宅における室内空気汚染や

住民の曝露量についてはほとんど知られていない。

本研究では、子どもにおける１日のピレスロイド剤

の摂取量とそれに及ぼす彼らの自宅室内空気質の

影響について把握することを目的とした。 
大阪府内在住の子ども 132 名を対象とし、彼らの

寝室内空気中の19種のピレスロイド剤の24時間平

均濃度と起床直後の尿中に排泄されるこれらの代

謝物量を調べた。 
主なピレスロイド剤の 1日の総摂取量 (吸入のほ

か口や皮膚からの吸収量を含めた総量) は以下の

とおり推定された (中央値、ng/kg/d)。ビフェントリ
ン：56、トランスフルトリン：22、メトフルトリン：

11、プロフルトリン：0.86。また、これらの総摂取

量に対する経気道 (吸入) 吸収量の割合 (中央
値、%) は、プロフルトリン 15、トランスフルトリ

ン 14、メトフルトリン 1、ビフェントリン 0.1 であ

った。トランスフルトリンは、室内空気汚染物質と

して最も着目すべきピレスロイド剤であると考え

られた。本研究より、日本の子どもは、トランスフ

ルトリン、メトフルトリン、プロフルトリンおよび

ビフェントリンに普遍的に曝露されていることが

明らかになった。 
 
 

a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
b 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
子どもにおける住宅内でのピレスロイド剤の曝露と室内

空気質の寄与 
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Estimating household exposure to moth repellents 
p-dichlorobenzene and naphthalene and the relative 

contribution of inhalation pathway in a sample of 
Japanese children 

 
T. YOSHIDAa, M. MIMURAa and N. SAKONb 

 
Science of the Total Environment, 783, 146988 (2021) 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.146988 
 

住宅等室内環境中で主に防虫剤として使用され

る p-ジクロロベンゼ (DCB) とナフタレン  (NP) 
は、共に、発がん性を有することが疑われている。

本研究では、子どもにおけるすべての曝露経路を介

した DCB および NP の 1日総摂取量と総摂取量に

及ぼす彼らの自宅室内空気質の影響について調査

した。 
6〜15歳の調査対象者からの起床直後の排尿試料

と寝室の空気試料とを採取し、空気中 NP および

DCB とそれらの尿中代謝物を測定した。各化合物

の空気中濃度と対応する代謝物の尿中排泄量との

間に有意な相関性が検出された。在宅中の子どもに

おける吸入による DCB および NP の吸収量は、そ

れぞれ 26、2.0 ng/kg/h (中央値) であり、1日総摂取
量は、それぞれ 2.4 および 0.90 μg/kg/d (中央値) と
推定された。DCB およびNP の総摂取量に対する吸

入吸収量の割合 (中央値) は、それぞれ 30％、5％で

あった。これらの化合物の室内空気中濃度がそれぞ

れ各ガイドライン値の半分以上である住宅で暮ら

す子どもでは、主要な曝露経路は室内空気中からの

吸入であると考えられた。DCB の室内濃度は、対象

住宅の 22％で生涯過剰発がんリスクレベル 10-4 を

超過し、住宅の 9％で 10-3を超えた。 
本調査結果より、DCBによる日本の子どもの健康

への悪影響を防ぐためには、住宅内空気中 DCB 濃

度の更なる低減化が必要であることが示唆された。 
 
 
 
 

a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
b 大阪健康安全基盤研究所微生物部ウイルス課 
子どもにおける住宅内での防虫剤 p-ジクロロベンゼンお
よびナフタレンの曝露と室内空気質の寄与 
 

水道水中におけるペルフルオロおよびポリフルオ

ロアルキル化合物の分析法検討 
 

高木総吉 a，吉田 仁 a 
 

水道協会雑誌, 90(6), 2-15 (2021) 
https://doi.org/10.34566/jwwa.90.6_2 

 
水道中の PFOS と PFOA を含むペルフルオロお

よびポリフルオロアルキル化合物（PFASs）を分析

するために、標準品、容器、抽出固相および内部標

準物質の検討を行った。 
その結果、標準品の中には直鎖以外の化合物も含

まれているものがあった。プラスチック製の容器に

は炭素鎖の長い PFASs が吸着した。抽出用の固相

は弱アニオン交換系の固相が最も多種類の PFASs 
を回収できた。内部標準物質の使用により、前処理

時の経路等への吸着による回収率の低下を補正で

きた。水道水を用いて妥当性評価を実施した結果、

妥当性評価のガイドラインの目標を満たした。水道

水に PFOS・PFOA 以外の PFASs も存在しているこ

とがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
Development of an analytical method for per- and 
polyfluoroalkyl substances in drinking water 
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GC/MS ターゲットスクリーニング分析法の水道原

水および浄水への適用 
 

高木総吉 a，長谷川有紀 a，小池真生子 a， 
吉田 仁 a，安達史恵 a，山口進康 a 

 
環境科学会誌, 35(2), 49-58 (2022) 
https://doi.org/10.11353/sesj.35.78 

 
迅速かつ網羅的に濃度把握が可能なターゲットス

クリーニング分析法（スクリーニング分析法）の水

質検査手法としての有用性を検証するために、169
種の農薬について実際の水道原水および浄水試料

を対象に、ガスクロマトグラフ-質量分析計（GC-MS）
を用いたスクリーニング分析法を適用し、その定量

精度を評価した。 
その結果、標準検査法で得られた定量値との濃度

比は 0.14～2.8 となり、検査対象の農薬類の絞り込

みや、検出濃度のオーダーを把握するには十分適用

できる定量精度を持つ方法であることが明らかと

なった。また、分析装置が汚れている場合や検出器

が劣化している場合、その定量値の誤差が大きい農

薬があり、スクリーニング分析法を行う場合には装

置の状態管理が重要であることがわかった。さらに、

スクリーニング分析法で取得したデータをレトロ

スペクティブ分析することにより、データベースに

登録されていない農薬類を同定・定量できることが

わかった。 
このことより、スクリーニング分析法は検査法と

して簡便に農薬類を測定できるだけでなく、そのデ

ータを追加解析することにより、未知の化学物質の

存在状況を把握することにも利用できることが明

らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
Application of GC-MS target screening analysis for raw and 
drinking water samples 
 
 

液体クロマトグラフィー質量分析による水道水中

の陰イオン 6種の一斉分析法の検討と妥当性評価 
 

小林憲弘 a，高木総吉 b，木下輝昭 c，仲野富美 d，

古川浩司 e，粕谷智浩 f，松巾宗平 g，寺中郁夫 h，

山本 剛 i，米久保淳 j，田中誠也 k，丹羽宏之 l，

会田祐司 m，髙原玲華 n，齊藤香織 o，五十嵐良明 a 
 

水環境学会誌, 45(2), 51-66 (2022) 
https://doi.org/10.2965/jswe.45.51 

 
水道水質基準や目標値が設定されている 6 種類

の陰イオンを一斉分析可能な LC/MS あるいは

LC/MS/MS分析条件を検討した。さらに、本研究で

確立した分析条件が、様々な種類の水道水や機種に

適用できるかどうか検証するために、15 機関で分

析法のバリデーション試験を実施した。 
水道水を用いた添加回収試験の結果、臭素酸、塩

素酸、亜塩素酸、過塩素酸の 4 物質は、それぞれ 12 
機関以上が良好な分析精度が得られたことから、本

分析法は水道水に含まれるこれら 4 種類の陰イオ

ンを高精度に一斉分析可能と考えられる。ただし、

チオ硫酸ナトリウムによる亜塩素酸の分解が見ら

れたことから、亜塩素酸を分析する場合には EDA 
で脱塩素処理を行う必要がある。 
 

a 国立医薬品食品衛生研究所生活衛生部第三室 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
c 東京都健康安全研究センター薬事環境科学部 
d 神奈川県衛生研究所理化学部 
e 一般財団法人三重県環境保全事業団 
f 一般財団法人千葉県薬剤師会検査センター 
g 一般財団法人岐阜県公衆衛生検査センター 
h 埼玉県企業局水質管理センター 
i 米子市水道局水質管理課 
j 日本ウォーターズ株式会社 
k アジレント・テクノロジー株式会社 
l 株式会社島津製作所 

m 株式会社エービー・サイエックス 
n ジーエルサイエンス株式会社 
o サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社 
Development and validation of a simultaneous analytical 
method for six anions in drinking water by liquid 
chromatography/mass spectrometry (LC/MS) 
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大阪府内浄水場の水道原水および浄水中における 
イプフェンカルバゾンの存在実態 

 
長谷川有紀 a, 小池真生子 a, 高木総吉 a, 吉田 仁 a,
安達史恵 a, 小泉義彦 a, 中島孝江 a, 竹中凜代 b, 

山口進康 a 
 

環境科学会誌, 35(2), 59-66 (2022) 
https://doi.org/10.11353/sesj.35.70 

 
大阪府内浄水場 10 地点を対象に、水道水質検査

における要検討農薬類であるイプフェンカルバゾ

ンの存在実態を固相抽出－液体クロマトグラフ－

質量分析計による分析法を用いて調査した。その結

果、水道原水中のイプフェンカルバゾンは、夏季に

おいて 6地点から 0.0013～0.14 µg/L、冬季において

4地点から 0.00077～0.0020 µg/L の範囲で検出され

た。水源別にみると表流水および伏流水から検出さ

れた。浄水中では夏季において 5 地点から

0.00066~0.086 µg/L の範囲で、冬季において 2地点
から 0.0014 µg/L および 0.0015 µg/L で検出された。

イプフェンカルバゾンの検出濃度を厚生労働省が

定める目標値（2 µg/L）と比較した結果、目標値を

超過した地点は存在しなかった。浄水場の水道原水

および浄水中の検出濃度から除去率を算出したと

ころ、本研究で対象とした高度浄水処理がイプフェ

ンカルバゾンに対して有効であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
b 大阪府健康医療部生活衛生室環境衛生課 
Ipfencarbazone in raw and finished water at water purification 
plants in the Osaka Prefecture 
 
 

高度浄水処理による臭化物（臭化物イオン） 
およびその消毒副生成物の処理特性 

 
吉田 仁 a, 小泉義彦 a, 高木総吉 a, 安達史恵 a, 中
島孝江 a, 長谷川有紀 a, 小池真生子 a, 中村美沙希 b, 
孝石 健 c, 髙田裕志 c, 小田原光弘 b, 山口進康 a 

 
水道協会雑誌, 91(2), 2-13 (2022) 

 
臭化物（臭化物イオン）およびその消毒副生成物

の高度浄水処理による処理性を調べた。凝集沈殿処

理によりトリハロメタン類およびハロ酢酸類生成

能が減少したため、臭化物イオンによる消毒副生成

物に対して一定の効果があることが示された。オゾ

ンおよび粒状活性炭（GAC）処理では、ジブロモク

ロロメタン、ブロモホルム、総トリハロメタン、ジ

ブロモクロロ酢酸、ジブロモ酢酸およびトリブロモ

酢酸生成能が減少した。一方、臭化物イオン濃度は

減少せず、臭化物イオンとオゾンとの反応で臭素酸

が生成し、GAC では減少しなかった。臭化物イオン

が高度浄水処理施設の水道水源に流入した際は、オ

ゾン注入率の調整等の対策を講じる必要があると

考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 

b 大阪広域水道企業団水質管理センター 
c 大阪広域水道企業団庭久保浄水場 
Advanced water treatment for the removal of bromide ions and 
associated disinfection by-products  
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繊維製品に含まれる防炎加工剤のビス（2,3-ジブロ

モプロピル）ホスフェイト及びトリス（2,3-ジブロ

モプロピル）ホスフェイトのGC-MS分析法 
 

大嶋智子 a，角谷直哉 b，山口之彦 c，河上強志 d 
 

YAKUGAKU ZASSHI, 142 (3), 279-287 (2022)  
https://doi.org/10.1248/yakushi.21-00197 

 
有害物質を含有する家庭用品の規制に関する法

律（昭和 48 年 10月 12日法律第 102号）で規制さ

れる有機リン系防炎加工剤のトリス(2，3-ジブロモ

プロピル)ホスフェイト（TDBPP）及びそのビス体の

BDBPP化合物の分析法は、それぞれ 1978 年、1981
年に規制されて以降、40 年以上が経過しており、現

在の分析水準と乖離している状況にある。そこで、

現在汎用されている GC-MS による微量分析へ対応

させると共に、発がん性のあるベンゼンから、より

安全な酢酸エチルに使用溶剤を変更、さらに、発が

ん性や爆発性の恐れのある自家調製のメチル化試

薬を、市販の安全性の高い試薬へ変更することで、

分析者の健康影響に配慮した分析法を開発した。 
その結果、検量線はBDBPP-Me 及びTDBPP いず

れも 0.5-8.0 μg/mL の範囲で良好な直線性が得られ

た。検出限界は BDBPP-Me 0.05 μg/g 及び TDBPP 
0.3μg/g となり、現行試験法の開発時の検出限界（各

10 及び 8 μg/g）を充分下回った。サロゲート物質を

定量に用いることで、素材の違いにかかわらず良好

な添加回収試験結果が得られた。それを基に開発し

た試験法の妥当性を評価し、十分な真度、併行精度

及び室内再現性が得られたことから、本試験法は家

庭用品規制法における繊維製品中の BDBPP化合物

及び TDBPP の改正試験法案として有効であると考

えられた。内部標準物質を用いた分析についても検

討を行い、スクリーニング法として有用と推察され

た。 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部 
c 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部食品化学 2課 
d 国立医薬品食品衛生研究所 
Analysis of flame retardants bis (2, 3-dibromopropyl) phosphate 
and tris (2,3-dibromopropyl) phosphate in textile products by 
GC-MS 

有害物質を含有する家庭用品の規制に関する法律

（有害物質含有家庭用品規制法）における繊維製

品中防虫加工剤試験法改定に係る検討 
 
西以和貴 a，上村仁 a，大嶋智子 b，菅谷なえ子 c，

印南佳織 d，田畑佳世 e，河上強志 f 
 

YAKUGAKU ZASSHI, 141 (8), 1031-1040 (2021) 
https://doi.org/10.1248/yakushi.21-00058 

 
有害物質を含有する家庭用品の規制に関する法

律（昭和 48 年 10月 12日法律第 102号）において

規制される繊維製品の防虫剤ディルドリン及び 
4,6-ジクロル-7- (2,4,5-トリクロルフェノキシ) -2-ト
リフルオルメチルベンズイミダゾール  [4,6-
dichloro-7-(2,4,5-trichlorophenoxy)-2-trifuoromethyl 
benzimidazole; DTTB] の分析法は，1978 年、1982 年

に導入されてから約 40 年が経過しており，現在の

分析技術水準との乖離が指摘されている。本研究で

は、先行研究において開発された効率性・安全性に

優れた繊維製品中のディルドリン・DTTB改良試験
法の妥当性を複数機関によって検討した。 
妥当性評価試験は、規制値及び規制値の 1/10 に
調製された 2試料、規制導入前に流通していた 3試
料を各機関で分析した。その結果，多くの機関で良

好な真度、併行精度及び室間精度が得られ、開発し

た試験法の有効性が示された。過去に流通していた

3試料の結果は、機関内及び機関間で分析値にばら

つきは少なく、本法が有効であると考えられた。以

上の結果から、本法は改正試験法として妥当である

と考えられた。一方、1 機関で低値を示した。その

一因は、GC-MS 分析におけるマトリックス効果に

よるものと考えられ、マトリックス効果対策に 
PEG を用いたところ、真度の改善が認められた。 

 
 
a 神奈川県衛生研究所 
b 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 

c 横浜市衛生研究所 
d 千葉県衛生研究所 
e 堺市衛生研究所 
f 国立医薬品食品衛生研究所 
Examination of analytical method for mothproofing agents to 
revise the official methods based on ''Act on the control of 
household products containing harmful substances'' 
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医薬品製造施設を想定した室内環境における 
微小粒子の滞留と換気による除去 

 
味村真弓 a，馬場貴志 b，和田匡司 c，古内正美 c，

那須正夫 d 
 

医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス,  
52(8), 657-661 (2021) 

 
細菌の室内環境中での滞留、沈降と換気による除

去に関する基礎的知見を得るため、常温下、気流速

度 0.1 m/s 以下の実験室内に設置した簡易チャンバ

ー内において、粉砕した土壌を充填したプランター

に送風機で送風し、発じんさせた後、滞留させ、換

気を行った。その間、粒径情報を提供する光学式パ

ーティクルカウンターを用いて、0.5～2、2～5、5～
10、10～20、20～30 μm、>30 μm の 6段階の粒径に

ついて室内空間中の浮遊粒子数を連続測定した。5 
m/sで送風直後は0.5～30 μm以上の全ての粒径で発

じんが認められたが、5 μm を超える粒子は、短時間

で経時的に粒子数が減少し、更にその減少速度は粒

径が大きいほど速かった。一方、5 μm 以下の粒子は

長時間にわたって空間中に滞留した。室内環境にお

いて、5 μm 以下の微小粒子を除去するためには、

「気流」すなわち換気による制御が必要となる。 
医薬品製造環境の空気清浄度は 0.5～5.0 μm未満

と 5.0 μm 以上の粒子数（個/ｍ3）で規定されている

が、パーティクルカウンターによるリアルタイムモ

ニタリングに当たっては、粒径情報も得ることがで

きる装置を用い、微小粒子数と粒径分布の関係を元

に微生物汚染を推定することが可能になるものと

考えられた。 
 
 
 
 
 
 
a 大阪健康安全基盤研究所衛生化学部生活環境課 
b 株式会社エーイーエスラボ 
c 金沢大学理工研究域地球社会基盤学系 
d 大阪大谷大学大学院薬学研究科 
Suspension of fine particles in air and their removal by 
ventilation in an indoor environment as a model of a 
pharmaceutical manufacturing facility 
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日本における Staphylococcus argenteusの分布状況調査と 

分離菌株の性状解析 

 

 

若林友騎 

 

 

Isolation and characterization of Staphylococcus argenteus strains in Japan 

 

 

Yuki Wakabayashi 

 

 

I 緒言 

 

Staphylococcus argenteusは、2015年に正式に命名

された S. aureus complexの新種である。S. argenteus

は、皮膚軟部組織感染症や骨関節感染症、敗血症な

ど多様な疾患を引き起こす病原細菌であり、日本を

含む世界各国で臨床検体から分離されている。また、

S. argenteus の一部の菌株は、ブドウ球菌エンテロ

トキシン（SE）を産生し、食中毒の原因菌となるこ

とが知られている。これまでに、2010 年に東京都

で、2014年と 2015年に大阪府で、2018年に秋田県

でそれぞれ S. argenteus による食中毒事例が発生し

ている。いずれの事例からも B 型 SE 産生性の S. 

argenteusが分離されている。 

ヒト臨床検体からの S. argenteus 検出例が数多く

報告されている一方で、食品中や環境中における本

菌の分布状況はほとんど明らかになっていない。本

研究では、食品衛生学的観点から日本における本菌

の汚染実態を調査し、分離菌株の性状を解析した。

これによって、国内における本菌の分布状況を明ら

かにするとともに、国内分離株の遺伝学的な背景を

明らかにすることを目指した。 

 

II 日本における S. argenteus分布状況調査 

 

大阪府内で市販される食品 642 検体について S. 

argenteusの汚染状況を調査した。S. argenteusは鶏

肉 151検体中 21検体（13.9%）から分離されたが、

その他の食品からは分離されなかった。大阪府内

の 2か所の食鳥処理場において、羽や糞便、施設

拭取り検体など合計 357検体を調査したところ、

1 か所の食鳥処理場で採材した 14 検体から S. 

argenteusが分離された。食品および食鳥処理場か

ら分離した 35株の S. argenteus株について全ゲノ

ム配列を解読し、コアゲノム上の一塩基変異（SNV）

に基づく系統解析を実施したところ、食鳥処理場

から分離した13株の間で検出されたpairwise SNV

は、17 SNV以内であった。異なる採材時期に分離

された菌株が互いに近縁なゲノムを有していたこ

とから、食鳥処理場内に同一起源をもつ S. 

argenteusのクローンが、一定期間定着していたこ

とが示唆された。さらに、市販鶏肉から分離した

1株は、食鳥処理場分離株との pairwise SNVが最

大で 15 SNV と、遺伝的に極めて近縁であったこ

とから、鶏肉は食鳥処理場内で S. argenteusに汚染

される可能性が考えられた。 

続いて、調理人手指・調理環境拭取り検体、なら

びに加工食品から分離されたコアグラーゼ陽性ブ

ドウ球菌 191株の菌種を同定した。191株中 14株

（7.3%）が S. argenteus、残りの 177株が S. aureus

と同定された。14株の S. argenteusの内訳は、9株

が手指由来、4株が調理器具由来、1株が食品由来

であった。分離菌株の全ゲノム配列解析の結果、

調理人手指と調理器具から分離された菌株が、同

一クローンに由来することが示唆された。調理現

場においては、調理人手指を介して、調理器具が

S. argenteusに汚染されると考えられた。 

大阪健康安全基盤研究所微生物部細菌課
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最後に、大阪健康安全基盤研究所でこれまでに分

離・保存したブドウ球菌株について、再同定試験を

実施し、S. argenteusの分離実態について調査した。

対象とした 1185株中 67株（5.7%）が S. argenteusと

同定された。 

 

III 分離菌株の性状解析 

 

保有する S. argenteus 95 株について、遺伝子型別、

病原因子保有状況調査、ならびに薬剤感受性試験を

実施した。95株は、multilocus sequence typingによっ

て 13の sequence type（ST）に型別された。ST1223が

31株と最多で、次いで、ST2250が 27株、ST2854が

16株、ST5961が 6株、ST2198が 5株であった。タ

イや中国で実施された研究では、分離株に占める

ST2250の割合が高いことが報告されており、日本の

S. argenteus分離株は国外とは異なる遺伝子型分布で

ある可能性が考えられた。B型 SE遺伝子が 95株中

27株（28.4%）から検出されたのをはじめとして、複

数の型の SE 遺伝子が多くの菌株で検出された。毒

素性ショック症候群毒素-1遺伝子が 1株から検出さ

れたが、Panton-Valentine Leukocidin 遺伝子を有する

株は 1株も検出されなかった。調査した 16薬剤の 1

種類以上に耐性を示した株は 23 株で、分離株の

75.8%にあたる 72株はすべての抗菌薬に感受性であ

った。国内で分離した S. aureus と比較して、S. 

argenteus は薬剤耐性株の割合が有意に低かった。ま

た、国外で実施された調査結果と比較して、薬剤耐

性 S. argenteus の割合が低く、国内の S. argenteus は

薬剤耐性化が進んでいないことが明らかになった。 

 

IV S. argenteusのパンゲノム解析 

 

保有する 71 株の S. argenteus 国内分離株の全ゲノ

ム配列を解読した。また、データベースから 415 株

のS. argenteusの全ゲノム配列情報を取得し、合計486

株のS. argenteusゲノムに基づくパンゲノム解析を実

施した。S. argenteusはオープンパンゲノムを有して

いたが、全遺伝子に占めるコア遺伝子の割合が平均

約 71%と、他菌種と比較して高い割合であった。公

共データベースである virulence factor databaseに登録

されている Staphylococcus 属菌の病原因子遺伝子を

対象として、各菌株の病原因子遺伝子保有状況を

blast 検索したところ、細胞接着に関する遺伝子、菌

体外酵素遺伝子、免疫逃避に関する遺伝子、分泌装

置に関する遺伝子、および鉄獲得に関する遺伝子は、

すべての遺伝系統の株が共通に保有していた。selxを

除く SE 遺伝子については、その多くが各遺伝系統

に特徴的に検出されるアクセサリー遺伝子であり、

可動性遺伝因子上にコードされていた。ペニシリン

耐性に寄与する blaZ保有株からは、blaZ非保有株と

比較して、プラスミドレプリコンタイプ rep5a およ

び rep16 が有意に検出された。日本の分離株は国外

分離株と比較して、blaZ 保有株の割合、ならびに

rep5a および rep16 保有株の割合が有意に低かった。

また、メチシリン耐性に寄与するmecAについて、in 

silicoで SCCmec型別を実施したところ、複数の型の

SCCmec が検出され、同じ SCCmec が遺伝系統をま

たいで検出された。データベースからメタデータが

取得できた株を比較したところ、SCCmec IVcを保有

する株はすべてヨーロッパから分離されていた一方

で、SCCmec Iaを保有する株は、すべてカナダの分離

株であった。 

 

V 結論 

 

S. argenteus が鶏肉および食鳥処理場から分離され

た。また、調理従事者手指および調理器具から S. 

argenteus が分離された。全ゲノム配列解析の結果、

鶏肉由来株と食鳥処理場由来株、ならびに、調理従

事者手指由来株と調理器具由来株は、それぞれ互い

に遺伝的に近縁であった。国内で分離した S. 

argenteus株は、ST1223や ST2250など、国外でも分

離されている系統と同じ遺伝系統に分類されたが、

その検出割合が異なっていた。また、薬剤耐性の傾

向も国外分離 S. argenteus株とは異なっていた。パン

ゲノム解析の結果、多くの病原因子遺伝子がすべて

の S. argenteus株で保存されていた。一方で、薬剤耐

性遺伝子は、遺伝子系統とは無関係に検出され、S. 

argenteus が各国に拡散したのちに、独立して耐性遺

伝子を獲得したと考えられた。 
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