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Abstract 
For the estimation of measurement uncertainty and following internal quality control (IQC) in food 

allergen analysis (egg, milk, and wheat), reference materials (RMs) mainly used in Europe and incurred 
materials spiked with allergic proteins were analyzed. Analysis was performed by two-laboratory trials using 
two validated ELISA kits in Japan. Results of RM for milk showed that relative standard deviations (RSDs) 
among laboratories, plates, samples and wells in the notified methods were below 10%. However, results of 
RMs for egg and wheat showed a broad range of RSDs and high measurement values compared to certified 
values.   In recovery experiments with incurred materials, intra-laboratory evaluation showed low RSD values, 
whereas between laboratory RSD showed higher values of 8-34%. When the recovery rate was corrected with 
added standard concentration measured in the same plate, both trueness and measurement uncertainty were 
improved and fell into acceptable ranges with respect to all combinations of allergens and ELISA kits. Thus, 
corrected recovery rate could be useful for uncertainty estimation and IQC of food allergen analysis with ELISA. 
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I 緒言 

特定の食品に対してアレルギー体質を持つ消費者の

健康危害発生を防止する観点から、食品衛生法に基づ

き、平成 13 年 4 月よりアレルギー物質を含む食品の表

示が義務化された[1]。現在では特定原材料 7 品目（卵、

乳、小麦、落花生、そば、えび、かに）の表示が義務化さ

れ、特定原材料に準ずるものとして 20 品目の表示が奨

励されている[2]。大阪市においても、市内で製造・流通

する食品の表示監視や検査を実施することにより不適正

表示食品の排除に努めている。 
食品に含まれる特定原材料 7 品目の検査は、平成 22

年 9 月 10 日消食表第 286 号「アレルギー物質を含む食

品の検査方法について」消費者庁次長通知（以下、通知

法）に基づいて行われる。検査方法の一つとして、抗原

抗 体 反 応 を 利 用 し た ELISA （ Enzyme-linked 
immunosorbent assay）法が用いられ、同通知の別添 1、5
および 6 に基づいて性能が確認された市販検査キットを

用いて定量的な評価を行っている。検査結果は、試料中

の特定原材料等由来タンパク質含有量 10 µg/g を基準

値として判断される。しかしながら、本検査方法は食品試

料中の夾雑物の影響を受けることがあり、偽陽性や偽陰

性を示す場合もある。通知法の別添 4 において「標準品

規格」が示されているが、高濃度標準溶液は販売されて

いないため、分析法の真度・精度を確認し、測定の信頼

性を確保することが課題とされている。 
食品分野における業務管理要領[3]では、「測定の不

確かさの評価の検討に努めること」とされている。不確か

さは分析システム全体の信頼性を表す非常に重要な数

字であるが、標準品の課題などもあり、特定原材料の

ELISA 分析に関しての検討は従来あまりなされていない。

本研究では、大阪市立環境科学研究所と大阪府立公衆

衛生研究所の 2 試験室において市販の管理試料や標

準品添加試料の繰り返し測定を行い、特定原材料の

ELISA 分析における不確かさの推定を試みた。また、得

られた不確かさを指標としての内部品質管理（IQC）手法

について検討した。 
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II 実験方法 

1） 試料 
Food Allergen Laboratory社製アレルギー原材料分析

管理試料（以下、管理試料）（卵、乳、小麦を含有）を（株）

プラクティカルより購入して用いた。含有する原材料濃度

は 10 µg/g のものを使用した。添加回収試験に用いた卵

と乳の標準品は、通知法の別添 4 にならって調製した。

小麦の標準品は Working Group for Prolamin Analysis 
and Toxicity より入手した PWG-Gliadin を使用した[4]。
陰性試料としてはビーフン（米粉のみを含む）を用いた。 

  
2） ELISA 法による特定原材料由来タンパク質の定量 

定量検査には、日本ハム社製 FASTKIT エライザ Ver. 
III シリーズ（卵、乳、小麦）と森永生科学研究所社製モリ

ナガ FASPEK エライザ II（卵（卵白アルブミン）、乳（カゼ

イン）、小麦（グリアジン））の 2 つの日本製検査キットを用

い、操作は各検査キットに添付された説明書に従って行

った。 
試料は 3 点を併行して抽出し、1 試料分の抽出液を 3

ウェルで測定した。この操作を 2 試験室において、2 つの

検査キットで 2 回ずつ行った。本論文中では、2 つの試

験室および 2つの検査キットを各々試験室 I、IIおよびキ

ット A、Bとする。 
マイクロプレートリーダーは MTP300 あるいは SH-

1200Lab（コロナ電気（株）製）を用い、主波長 450 nm、副

波長 620 nm にて吸光度を測定した。検査キットに付属

する標準溶液を用いて検量線を 4 係数 logistic 解析で

作成し、測定溶液中のタンパク質濃度（ng/mL）を算出し

た。得られたタンパク質濃度に測定溶液調製時の希釈倍

率を乗じて試料中タンパク質濃度（µg/g）を求めた。 
 

3） 試料測定における精度および不確かさの推定 
試験室（× 2）、プレート（× 2）、サンプル（× 3）を 3 要

因とする枝分かれ実験計画を用いて各要因における分

散を推定し、各要因における精度の相対標準偏差（試験

室間、RSDL； プレート間、RSDP； サンプル間、RSDS； ウ
ェル間、RSDW）を算出した。 
また、得られた RSD より測定値の不確かさを以下の式

で算出した。 
① 1 プレート、1 サンプル、3 ウェル測定の平均値の

不確かさ（u1） 

u1 = �𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑃𝑃2

1
+ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑆𝑆2

1
+ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑊𝑊2

3
   （式 1） 

 

② 1 試験室、1 プレート、1 サンプル、3 ウェル測定の

総平均値の不確かさ（u2） 

u2 = �𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝐿𝐿2

1
+ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑃𝑃2

1
+ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑆𝑆2

1
+ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑊𝑊2

3
   （式 2） 

 
③ 1 プレート、3 サンプルを併行で測定した平均値の

不確かさ（u3） 

u3 = �𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑃𝑃2

1
+ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑆𝑆2

3
+ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑊𝑊2

3×3
   （式 3） 

 
III 結果と考察 

1) 管理試料を用いた測定の真度と精度 
分析法の性能を確認する方法として認証値が決めら

れている認証標準物質を利用する方法がある[5]。しかし

ながら、国内における特定原材料の検査に対応した認証

標準物質は現時点で販売されていない。そのため、我々

は Food Allergen Laboratory 社製の管理試料（卵、乳、

小麦）を用い、本試料が検査における不確かさを推定す

るための試料として適しているか否かを検討した。本試料

は特定原材料由来タンパク質濃度を海外製 ELISA キッ

トにより値付けされており、欧米ではアレルゲン分析にお

ける品質管理用試料として用いられている。 
 
 

 

(A) 卵 

 
(B) 乳 

 
図 1 管理試料の測定における平均回収率と各要因

の変動 

2 試験室において 2 プレート、1 プレートにつき 3 サン

プル、1 サンプルにつき 3 ウェルで測定し、平均回収

率および 3 要因の分散分析により要因別の精度を相

対標準偏差で求めた。(A) 卵、(B) 乳 
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図 1に示すように、卵および乳の管理試料では平均回

収率が 78-120%であったが、小麦管理試料では測定時

の吸光度値が 3.0 以上となり検量線範囲を大きく外れた。

すなわち、今回使用した日本製の検査キットでは高感度

に反応してしまうことが示唆された。精度においては、乳

の測定ではいずれの項目も RSD として 10%未満であり、

良好な再現性が得られた。しかし、卵ではサンプル間精

度 RSDsが 10%以上の値を示した（13-15%）。サンプル

間精度の変動は試料の均一性によるのではないかと考

えたが、ミルサーによる均一化を行っても精度のばらつき

に変化はなかった。 
以上のことから、今回用いた市販の管理試料を卵およ

び小麦測定における不確かさの推定および IQC に用い

ることは困難であると判断した。 
 

2） 添加試料を用いた測定の真度と精度 
前述のように、本検査方法では添加回収試験に利用

可能な高濃度標準溶液が販売されていない。そこで、通

知法の規格にならって卵および乳の標準品を調製し、2
試験室において測定を行った。小麦の標準品は、調製

に必要な小麦 14 銘柄を入手することが困難であったた

め、EU で販売されている標準品を購入して使用した。各

標準品を総タンパク質濃度として終濃度 10 µg/g となるよ

うに陰性試料であるビーフンへ添加し、一連の操作にて

測定を行った。 
図 2 に示すように、卵および乳の平均回収率は 94-

134%であったが、小麦の平均回収率は 257-373%であっ

た。小麦測定時の吸光度値は検量線範囲を大きく外れ

たため、キットの検量線範囲内で測定するために測定溶

液を 2 倍に希釈して測定した。今回使用した PWG-
Gliadin は海外において標準物質（reference material）と
して利用されているが、キットに付属する抗体の種類によ

って反応性が異なると報告されている[6]。本研究では

PWG-Gliadin に対して日本製のキットが高感度に反応し

たため、回収率が 200%以上になったと考えられた。添加

試料を用いた測定では、卵、乳、小麦の全てにおいて試

験室内では概ね安定した精度が保たれていたが、室間

精度に大きな変動が示された。複数社から販売される

ELISA キットで測定を行う場合、キットに用いられる抗体

が異なるためにキット間で定量値が若干異なる。また、同

一社から購入した検査キットでもロット（プレート）間によっ

て吸光度や測定値が変化することも報告されている[7]。
そうした条件下では、使用する検査キットにおいて、調製

あるいは購入した標準品に含まれる特定原材料等由来

タンパク質の測定値（濃度）を使用の都度に確認し、補正

する必要があると考えた。そのため、我々は測定の都度、

抽出液（抽出用溶液）に標準品を総タンパク質濃度として

終濃度 10µg/g 添加したものを併行して分析することにし

た。陰性試料への添加回収試験から得られる測定値を

以下の式により補正計算を行い、補正回収率を算出した。 
 

補正回収率（%）  

= 
標準品を陰性試料へ添加して得られるタンパク質濃度（µg/g）
標準品を抽出液に添加して得られるタンパク質濃度（µg/g）

× 100 

 
その結果、卵、乳、小麦の全てにおいて各要因での変

動は軽減され、特に試験室間精度のばらつきが大幅に

軽減された（図 3）。補正計算により、キットにおけるプレ

ート間の変動だけでなく、ロット間および日間の変動を全

て包括することができる。そのため、補正計算を利用する

ことで試験室間の精度を大幅に軽減することができた。

補正計算の利用は IQC 法として最も適していることが示

唆された。 

(A) 卵 

 
(B) 乳 

 
(C) 小麦 

 
図 2 添加試料の測定における平均回収率と各要

因の変動 
2 試験室において 2 プレート、1 プレートにつき 3 サン

プル、1 サンプルにつき 3 ウェルで測定し、平均回収

率および 3 要因の分散分析により要因別の精度を相

対標準偏差で求めた。(A) 卵、(B) 乳、(C) 小麦 
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(A) 卵 

 
(B) 乳 

 
(C) 小麦 

 
図 3 添加試料の測定と補正計算から得られる平均補

正回収率と各要因の変動 
2 試験室において 2 プレート、1 プレートにつき 3 サン

プル、1 サンプルにつき 3 ウェルで測定し、平均補正

回収率および 3 要因の分散分析により要因別の精度

を相対標準偏差で求めた。(A) 卵、(B) 乳、(C) 小

麦 
 

 

3） ELISA 分析によるアレルゲン測定の不確かさの推定 
近年、分析の信頼性を確保するため、分析値には不

確かさを付随させることが求められ、食品分析においても

報告が求められる傾向にある[8, 9, 10]。食品分析におけ

る測定の不確かさを推定するとき、試験室間共同試験に

よって得られる標準偏差を不確かさとして用いること（top-
down 法）が妥当であると考えられている[11, 12]。本研究

の 2 試験室において繰り返し測定された結果を補正計

算し、得られる不確かさを用いた IQC について検討した

（表 1）。 
通常、ある試験室において試料を 1 サンプル、3 ウェ

ルで測定すると、その不確かさは u1として算出される。さ

らに、試験室の違いを加えると、その不確かさは u2となる。

表１に添加回収試験における補正回収率の不確かさを

示した。試験室の違いを加えることで不確かさは大きな値

を示す。 
通知法の別添 5 では、「導入時のバイアス、室内精度

などの能力が保持されていることの証拠を示すためにも、

適切な管理試料を用いて内部精度管理を実施すること

が望ましい」とされている。今回、標準添加試験における

補正回収率は、いずれの試料とキットの組み合わせにお

いても良好な真度と精度が得られることを明らかとした。し

たがって、毎回の検査において検体と併行して標準品添

加試料を測定することにより、導入時の性能維持を評価

することは可能である。 
 例えば、添加試料を 3併行で測定した場合、下記の式

で測定値の Z 値を算出し、これを指標として特定原材料

検査の品質管理を行うことができると考えられる。 
 

Z = � 目標平均回収率−測定平均値

目標標準不確かさ
 � 

 

表 2に示すように、本研究により 1 試験室における IQC
の目標値（目標平均回収率および目標標準不確かさ）を

示すことができた。現時点では結果の積み重ねが十分と

は言えないが、特定原材料検査の ELISA 法における

IQC 手法として補正回収率を Z 値で評価することが今後

は期待できる。  

表 1 添加試料の測定における補正回収率と測定の不確かさ 

特定 
原材料 

キット A 
 

B 
試験室 Ia IIa I&IIb Ia IIa I&IIb 

卵 
補正回収率(%) 100 87 94 

 
108 105 106 

測定の不確かさ(%) 1.6 3.2 9.5 2.2 1.9 2.8 

乳 
補正回収率(%) 84 99 91 

 
97 99 98 

測定の不確かさ(%) 3.0 2.3 10.5 1.8 6.1 4.5 

小麦 
補正回収率(%) 99 105 102 

 
107 115 111 

測定の不確かさ(%) 4.6 3.1 5.8 3.4 5.6 6.8 
a試験室 I、II における測定の不確かさは（式 1）より算出した。 
b試験室 I & II における測定の不確かさは（式 2）より算出した。 
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IV 結論 

 特定原材料の検査法における不確かさの推定および

IQC 手法について、欧米製の値付けされた管理試料や

標準品添加試料を用いて検討した。 

 複数試験室における繰り返し測定の結果から不確かさ

を推定したところ、標準添加試験の補正値を用いることに

よって適正な真度と不確かさが得られ、補正回収率を Z
値で評価することにより試験室における分析値の品質管

理を行える可能性を示唆した。 
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表 2 試験室における目標平均回収率と目標標準不確かさ 

特定 
原材料 

 試験室 I 
 

試験室 II 

キット 目標平均 
回収率(%) 

目標標準 
不確かさ(%)a 

目標平均 
回収率(%) 

目標標準 
不確かさ(%)a 

卵 A 100 0.9  87 1.9 
B 108 1.3 105 1.3 

乳 A 84 2.8  99 1.6 
B 97 1.3 99 4.4 

小麦 A 99 4.0  105 2.4 
B 107 3.0 115 3.0 

a試験室 I、II における目標標準不確かさは（式 3）より算出した。 
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