
日本農林規格（案） 

魚類の鮮度（K値）試験方法 

― 高速液体クロマトグラフ法
Testing method of K-value as a freshness index for fish 
― High performance liquid chromatographic method 

警告 この規格に基づいて試験を行う者は，通常の実験室での作業に精通していることを前提とする。この規格は，

その使用に関連して起こる全ての安全上の問題を取り扱おうとするものではない。この規格の利用者は，各自

の責任において安全及び健康に対する適切な処置をとり，法令等を遵守する。 

1 適用範囲

この規格は，生鮮魚類（硬骨魚類に限定し，かつ，解凍したものを除く。）中の ATP 関連物質の含有量を高速液体

クロマトグラフ法によって測定し，その含有量から鮮度指標であるK 値を算出するための試験方法について規定する。 

2 引用規格

次に掲げる規格は，その内容の一部又は全てが，この規格に引用されることによって，この規格の規定の一部を構

成する。これらの引用規格は，最新版（追補を含む。）を適用する。 
JIS K 0115 吸光光度分析通則 
JIS K 0124 高速液体クロマトグラフィー通則 
JIS K 0557 用水・排水の試験に用いる水 
JIS K 8223 過塩素酸（試薬） 
JIS K 9005 りん酸（試薬） 
JIS K 9009 りん酸二水素ナトリウム二水和物（試薬） 
JIS K 9020 りん酸水素二ナトリウム（試薬） 
JIS Z 8802 pH測定方法 
ISO 648 Laboratory glassware — Single-volume pipettes 
注記1 対応日本産業規格：JIS R 3505 ガラス製体積計（MOD） 

ISO 1042 Laboratory glassware — One-mark volumetric flasks 
注記2 対応日本産業規格：JIS R 3505 ガラス製体積計（MOD） 

ISO 8655-2 Piston-operated volumetric apparatus — Part2:Piston pipettes 
注記3 対応日本産業規格：JIS K 0970 ピストン式ピペット（MOD） 

3 用語及び定義

この規格で用いる主な用語及び定義は，次による。 

3.1 
ATP関連物質
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アデノシン 5'-三りん酸（ATP），アデノシン 5'-二りん酸（ADP），アデノシン 5'-一りん酸（AMP），イノシン 5'-
一りん酸（IMP），イノシン（HxR）及びヒポキサンチン（Hx）の各物質

3.2 
K値

試験用試料中のATP関連物質の含有量の総和に対し，HxR及びHxの含有量の和の比率を百分率で表した値[1]
注釈1 9.2.3の式(3)参照。

4 原理

試験用試料に過塩素酸希釈液を加え，ATP関連物質を分解する内因性酵素を失活させるとともにATP関連物質を抽

出する。紫外可視吸光光度検出器付き高速液体クロマトグラフ（以下，HPLC という。）を用いて試料溶液中の ATP
関連物質の含有量を測定する。その含有量からK値を算出する[1]，[2]。 

5 試薬

他に規定のない限り，分析用と認められた試薬を使用する。 
警告 試薬の使用に関して，法律上の規制を遵守することは，この規格の利用者の責任である。 

5.1 水 

JIS K 0557 に規定するA3 以上の品質のもの。 

5.2 過塩素酸

JIS K 8223に規定する特級又は同等以上の品質のもので，過塩素酸の質量分率が60 %のもの。 

5.3 りん酸 

HPLC用のもの若しくはJIS K 9005に規定する特級又は同等以上の品質のもの。 

5.4 りん酸二水素ナトリウム二水和物 

JIS K 9009に規定する特級又は同等以上の品質のもの。 

5.5 りん酸水素二ナトリウム 

JIS K 9020に規定する特級又は同等以上の品質のもの。 

5.6 ATP関連物質の標準物質 

表 1 に示すATP 関連物質ごとに規定した標準物質のうち，標準物質に対する不純物（他のATP 関連物質を含む。）

の比率が HPLC によって確認されているもの。純度の確認は標準物質の供給者によるほか，この規格の利用者が行っ

てもよい。 
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表1－ATP関連物質の標準物質 
ATP関連物質 標準物質 CAS番号 純度 

ATP アデノシン 5'-三りん酸二ナトリウム塩水和物 34369-07-8 98 %以上 
ADP アデノシン 5'-二りん酸一カリウム塩二水和物 72696-48-1 95 %以上 
AMP アデノシン 5'-一りん酸ナトリウム塩水和物 149022-20-8 98 %以上 
IMP イノシン 5'-一りん酸二ナトリウム塩水和物 352195-40-5 98 %以上 
HxR イノシン 58-63-9 98 %以上 
Hx ヒポキサンチン 68-94-0 98 %以上 

5.7  過塩素酸希釈液

水440 mLに過塩素酸40.0 gを加えて混合する。 

5.8  水酸化ナトリウム溶液

水中に水酸化ナトリウムを 1 mol/L～5 mol/L 程度の濃度で含む溶液を調製する。同濃度の市販の水酸化ナトリウム

溶液を使用してもよい。 

5.9  希塩酸

水中に塩酸を1 mol/L程度の濃度で含む溶液を調製する。同濃度の市販の希塩酸を使用してもよい。 

5.10  りん酸緩衝液 

5.10.1 0.25 mol/Lりん酸緩衝液（pH7.0） 

水中にりん酸水素二ナトリウムを 0.25 mol/L の濃度で含む溶液を調製し，0.25 mol/L りん酸水素二ナトリウム溶液

とする。水中にりん酸二水素ナトリウム二水和物を0.25 mol/Lの濃度で含む溶液を調製し，0.25 mol/Lりん酸二水素ナ

トリウム溶液とする。0.25 mol/Lりん酸水素二ナトリウム溶液に0.25 mol/Lりん酸二水素ナトリウム溶液をpH7.0とな

るまで加える。 

注記 6.1.2 a)に規定する基材にシリカゲルを使用したカラムを利用する場合に用いる。

5.10.2 0.05 mol/Lりん酸緩衝液（pH7.0） 

水中にりん酸水素二ナトリウムを 0.05 mol/L の濃度で含む溶液を調製し，0.05 mol/L りん酸水素二ナトリウム溶液

とする。水中にりん酸二水素ナトリウム二水和物を0.05 mol/Lの濃度で含む溶液を調製し，0.05 mol/Lりん酸二水素ナ

トリウム溶液とする。0.05 mol/Lりん酸水素二ナトリウム溶液に0.05 mol/Lりん酸二水素ナトリウム溶液をpH7.0とな

るまで加える。 

5.10.3 1 mol/Lりん酸緩衝液（pH2.9） 

水中にりん酸二水素ナトリウム二水和物を1 mol/Lの濃度で含む溶液を調製し，1 mol/Lりん酸二水素ナトリウム溶

液とする。水中にりん酸を1 mol/Lの濃度で含む溶液を調製し，1 mol/Lりん酸溶液とする。1 mol/Lりん酸二水素ナト

リウム溶液に1 mol/Lりん酸溶液をpH2.9となるまで加える。

注記 6.1.2 b)に規定する基材にポリマーを使用したカラムを利用する場合に用いる。

5.10.4 0.2 mol/Lりん酸緩衝液（pH2.9） 
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水中にりん酸二水素ナトリウム二水和物を0.2 mol/Lの濃度で含む溶液を調製し，0.2 mol/Lりん酸二水素ナトリウム

溶液とする。水中にりん酸を 0.2 mol/L の濃度で含む溶液を調製し，0.2 mol/L りん酸溶液とする。0.2 mol/L りん酸二

水素ナトリウム溶液に0.2 mol/Lりん酸溶液をpH2.9となるまで加える。

注記 6.1.2 b)に規定する基材にポリマーを使用したカラムを利用する場合に用いる。

5.11 ATP関連物質の標準原液 

ATP関連物質が約5 mmol/Lとなるように，5.6に規定する標準物質ごとに水に溶解し，ATP標準原液，ADP標準原

液，AMP標準原液，IMP標準原液，HxR標準原液及びHx標準原液を調製する。標準物質のうち，ヒポキサンチンは

70 ℃程度に加温した水に溶解し，かつ，放冷し，Hx標準原液を調製してもよい。 
注記 この細分箇条で示した濃度において，ヒポキサンチンは冷水に溶けにくいことが確認されている。 

5.12 標準液 

5.12.1  濃度測定用溶液 

全量ピペット又はピストン式ピペット及び全量フラスコを用いて，ATP 関連物質の標準原液ごとに 0.05 mol/L りん

酸緩衝液（pH7.0）（5.10.2 参照）で 100 倍に希釈し，それぞれ ATP 濃度測定用溶液，ADP 濃度測定用溶液，AMP 濃

度測定用溶液，IMP濃度測定用溶液，HxR濃度測定用溶液及びHx濃度測定用溶液とする。 
注記 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，標準原液1 mLを全量ピペットではかりとり，100 mLの全量

フラスコに移して，0.05 mol/Lりん酸緩衝液（pH7.0）で定容した。 

装置の説明書等に従って，分光光度計（6.2 参照）の条件設定及び操作を行う。0.05 mol/L りん酸緩衝液（pH7.0）
を対照液として，濃度測定用溶液の吸光度を表2に示す波長で測定する。次の式によって各標準原液中のATP関連物

質Xの濃度 cX,stdを求める。 

cX,std=
A(λX)
εX

×106×
V1

V2
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・(1) 

ここで，   cX,std ： 各標準原液中のATP関連物質Xの濃度（µmol/L） 
A(λX)： ATP 関連物質 X の濃度測定用溶液を表 2 の測定波長 λXで測定した際の

吸光度 
εX ： ATP関連物質Xのモル吸光係数（mol-1 L cm-1）（表2参照） 
V1 ： 使用した全量フラスコの容量（mL） 
V2 ： 採取した各標準原液の容量（mL） 

表2－ATP関連物質の測定波長及びモル吸光係数[3]
ATP関連物質 測定波長（nm） モル吸光係数（mol-1 L cm-1） 

ATP 259 15400 
ADP 259 15400 
AMP 259 15400 
IMP 249 12700 
HxR 249 12300 
Hx 250 10700 

注記 pH7.0におけるHxRのモル吸光係数に関する検討結果を附属書Bに示す。

5.12.2  一連の検量線用標準液

全量ピペット又はピストン式ピペットを用いて，ATP 標準原液，ADP 標準原液，AMP 標準原液，IMP 標準原液，

HxR 標準原液及びHx 標準原液を同一の全量フラスコにはかりとり，水で希釈して検量線用混合原液とする。6.1.2 に
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規定するカラムの種類に応じて，次のいずれかの方法で，検量線用混合原液から 4 段階以上の濃度の一連の検量線用

標準液を調製する。 
a) 基材にシリカゲルを使用したカラムを用いる場合 全量ピペット又はピストン式ピペットを用いて，検量線用

混合原液を水で希釈する。この希釈液と 0.25 mol/L りん酸緩衝液（pH7.0）（5.10.1 参照）とを，4：1（体積比）

で混合し，検量線用標準液とする。 
b) 基材にポリマーを使用したカラムを用いる場合 全量ピペット又はピストン式ピペットを用いて，検量線用

混合原液を水で希釈する。この希釈液と1 mol/Lりん酸緩衝液（pH2.9）（5.10.3参照）とを，4：1（体積比）で混

合し，検量線用標準液とする。 
注記1 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，約0.8 µmol/L，約3.2 µmol/L，約8 µmol/L，約32 µmol/L，

約160 µmol/L，約320 µmol/L及び約480 µmol/Lの検量線用標準液をそれぞれ1.25 mL調製した。 
注記2 10 ℃で保存された検量線用標準液は，少なくとも7日間安定した状態を保つことが確認されている。 

6 装置及び器具 

通常の実験器具及び装置のほか，次による。 

6.1  HPLC装置

6.1.1 HPLC

JIS K 0124 に規定する送液ポンプ，温度制御機能をもつカラム槽（カラムオーブン），260 nm における吸光度を測

定できる紫外可視吸光光度検出器及びデータ処理装置を備えているもの。移動相送液部に脱気装置を備え，かつ，試

料導入装置に冷却機能を備えているものが望ましい。 

6.1.2  カラム

一連の検量線用標準液の最低濃度を8.6に従い測定した場合， ATP関連物質のピークが60分以内に出現し，かつ，

JIS K 0124 に規定する分離度が 1.5 以上であるものとし，基材にシリカゲル又はポリマーを使用しているもの。保護

カラムを使用する場合は，測定に用いるカラムと同じ充填剤を充填したものを使用する。a)及び b)に示す仕様のもの

が利用可能である。 
a) 基材にシリカゲルを使用したカラム

－ 充填剤：アダマンチル基を導入したシリカゲル 
－ クロマトグラフィー管の材質：ステンレス 
－ 長さ：250 mm 
－ 内径：4.6 mm 
－ 粒子径：5 µm 

注記 オクタデシル基を導入した一部のシリカゲルカラムでには，試料溶液を測定した場合に HxR，Hx のピーク

と きょう雑ピークが重なり，K値が実際よりも高く算出される事例ものが確認されている。 
b) 基材にポリマーを使用したカラム 

－ 充填剤：ポアサイズ40 nmのポリビニルアルコール基材のゲル 
－ クロマトグラフィー管の材質：ステンレス 
－ 長さ：300 mm 
－ 内径：7.5 mm 
－ 粒子径：6 µm 

注記 オクタデシル基を導入した一部のシリカゲルカラムでは，試料溶液を測定した場合に HxR，Hx のピークと 
きょう雑ピークが重なり，K値が実際よりも高く算出される事例が確認されている。 

6.2  分光光度計
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JIS K 0115に規定するもので，光路長が1 cmの吸収セルを固定できる吸収セルホルダーを備え，測定波長249 nm，

250 nm及び259 nmにおける吸光度を測定できるもの。 

6.3  吸収セル

石英製で，光路長が1 cmのもの。 

6.4  全量フラスコ

ISO 1042に規定するクラスAのもの，又はそれと同等以上の精度を持つもので，調製する溶液の量に応じた容量の

もの。 

6.5  全量ピペット

ISO 648に規定するクラスAのもの，又はそれと同等以上の精度を持つもの。

6.6  ピストン式ピペット

ISO 8655-2に規定するもので，標準溶液の希釈の操作等に適したもの。

6.7 抽出用容器 

抽出（8.2参照）の操作に用いることができるもので，用いる溶液に対する耐性のあるもの。

6.8 メンブランフィルター 

フィルターが酸性溶液のろ過に適した親水性 PTFE 製のもので，孔径が 0.45 µm 以下のもの。フィルターとハウジ

ングが一体であり，ハウジングの材質が酸性溶液に耐性のあるもの。シリンジを取り付けて使用できるもの。 

6.9  電子天びん

10 mgの桁の精度ではかる機能をもつもので，ひょう量が200 gより大きいもの。 

6.10  ホモジナイザー 

抽出（8.2参照）操作で試験用試料及び試薬をかき混ぜ，懸濁させることができるもの。

6.11  pH計

JIS Z 8802に規定するもの。 

6.12  pH試験紙

pH2.5～pH3.5を識別できるもの。 

7 試験用試料の調製 
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頭，骨，内臓，表皮，ひれなどが認められる場合は，それらを除き，体側筋を得る。さらに血合い肉を除き，普通

肉を採取して，フードプロセッサー等で破砕したものを試験用試料とする。直ちに 8.1 の操作を行う。凍結された試

料は，半解凍又は解凍して直ちにこの箇条の操作を行う。 

8 手順 

8.1 一般事項 

ATP 関連物質の分解を避けるため，8.4 の操作を行うまで，実験操作時以外は試料及び抽出液は氷冷し，低温状態

が保たれるようにする。 

8.2 抽出 

試験用試料（箇条7参照）約2.0 gを10 mgの桁まで抽出用容器にはかりとり，あらかじめ氷冷した過塩素酸希釈液

を加える。ホモジナイザーを用いてかき混ぜ，過塩素酸希釈液中に懸濁させる。ホモジナイザーに懸濁液の付着が見

られる場合には，あらかじめ氷冷した過塩素酸希釈液で洗い流し，両液を混合して懸濁抽出液とする。利用する過塩

素酸希釈液は合計で約30 mLとする。 
注記 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，試料の入った50 mL容量のポリプロピレン製チューブにあら

かじめ 氷冷した過塩素酸希釈液20 mLを加え，ローターステーター式ホモジナイザーで回転数10 000 min-

1で30 秒間かき混ぜた。続いてホモジナイザーシャフトをあらかじめ氷冷した過塩素酸希釈液10 mL で洗浄

し，両液を混合して懸濁抽出液とした。 

8.3  pH調整[4] 

8.3.1 懸濁抽出液（8.2 参照）に水酸化ナトリウム溶液及び希塩酸を加えて混合し，pH を 2.5～3.5 となるように調整

する。pHは，pH計又はpH試験紙で確認する。 
注記 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，懸濁抽出液に5 mol/L水酸化ナトリウム溶液2.7 mLを加えて

ガラス棒で混合した。この液の少量を取り出し，pH 試験紙にてpH を測定した。pHが2.5 以下の場合には1 
mol/L 水酸化ナトリウム溶液100 µL を加え，混合した後に再度，pH を測定し，pH が2.5～3.5 となるまでこ

の操作を繰り返した。pHが3.5以上となった場合には，希塩酸100 µLを加えてpHを測定し，pHが2.5～3.5
となるまでこの操作を繰り返した。 

8.3.2 pHを確認した懸濁抽出液（8.3.1参照）の全量を水を用いて全量フラスコに移す。水で定容し，振り混ぜる。 
注記 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，50 mLの全量フラスコを使用した。 

8.3.3 全量フラスコの内容物（8.3.2参照）の全量又は一部を採取して30分以上氷冷する。これをpH調整抽出液とす

る。 

8.4  たんぱく質の除去

pH調整抽出液（8.3.3参照）の上澄み液の一部を採取し，メンブランフィルターでろ過してろ液を得る。 

8.5  試料溶液の調製

全量ピペット又はピストン式ピペットを用いて，ろ液（8.4 参照）とりん酸緩衝液とを，4：1（体積比）で混合し，

これを試料溶液とする。りん酸緩衝液は，以下のいずれかを用いる。 
a) 基材にシリカゲルを使用したカラムを用いる場合 0.25 mol/Lりん酸緩衝液（pH7.0）（5.10.1参照） 
b) 基材にポリマーを使用したカラムを用いる場合 1 mol/Lりん酸緩衝液（pH2.9）（5.10.3参照） 
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注記 10 ℃で保存された試料溶液は，少なくとも3日間安定した状態を保つことが確認されている。

8.6  測定

8.6.1 測定条件の設定

装置の取扱説明書に従って，HPLC装置の条件を次のいずれかのように設定する。 
注記 1 移動相に多量のカリウムイオンが含まれていると，試料溶液に含まれる過塩素酸イオンと反応して沈殿が

生成し，HPLC による測定に支障が生じるため，この規格においては移動相にナトリウム塩が用いられて

いる。 
a) 基材にシリカゲルを使用したカラムを用いる場合

1) 移動相：0.05 mol/Lりん酸緩衝液（pH7.0）（5.10.2参照） 
2) カラム温度：40 ℃ 
3) 測定波長：260 nm 
4) 注入量：10 µL 

注記2 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，流量は1.0 mL/min に設定した。 
b) 基材にポリマーを使用したカラムを用いる場合 

1) 移動相：0.2 mol/Lりん酸緩衝液（pH2.9）（5.10.4参照） 
2) カラム温度：40 ℃ 
3) 測定波長：260 nm 
4) 注入量：20 µL 

注記3 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，流量は0.6 mL/min に設定した。 

8.6.2  HPLC測定

全体のシステムを安定化する。設定した HPLC 条件（8.6.1 参照）で作動させた際，ベースラインの変動が ATP 関

連物質の測定に支障がないことを確認する。一連の検量線用標準液と試料溶液（8.5 参照）を任意の順番でカラムに

注入する。順番は無作為が望ましい。 

8.6.3  同定

試料溶液について，同じ HPLC 条件（8.6.1 参照）下での標準液のクロマトグラムから得られた ATP 関連物質の保

持時間と一致したピークを，それぞれの成分と同定する。 
注記 ATP関連物質の典型的なHPLCクロマトグラムを附属書Cに示す。 

9 計算 

9.1  一般事項 

ATP 関連物質の量は，ピーク面積から検量線によって分析成分の量を求める絶対検量線法を用いて算出する。きょ

う雑ピークに対しては，JIS K 0124が規定する垂線法又は接線法に従って適切に対処する。 

9.2   K値の算出 

9.2.1  一連の検量線用標準液中の ATP 関連物質のピーク面積を得る。各標準液の ATP 関連物質濃度に対してピーク

面積を一次回帰して，ATP 関連物質ごとに検量線を作成する。作成した検量線の相関係数は 0.998 以上であるものと

する。 

注記 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，一般的な硬骨魚類中のATP関連物質の含有量を参考に，
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ATP関連物質ごとに以下の濃度の検量線用標準液を用いた。 
－ ATP：約0.8 µmol/L，約3.2 µmol/L，約8 µmol/L，約32 µmol/L，約160 µmol/L及び約320 µmol/L 
－ ADP：約0.8 µmol/L，約3.2 µmol/L，約8 µmol/L，約32 µmol/L及び約160 µmol/L 
－ AMP：約0.8 µmol/L，約3.2 µmol/L，約8 µmol/L及び約32 µmol/L 
－ IMP：約0.8 µmol/L，約3.2 µmol/L，約8 µmol/L，約32 µmol/L，約160 µmol/L，約320 µmol/L及び約

480 µmol/L 
－ HxR：約0.8 µmol/L，約3.2 µmol/L，約8 µmol/L，約32 µmol/L，約160 µmol/L及び約320 µmol/L 
－ Hx：約0.8 µmol/L，約3.2 µmol/L，約8 µmol/L，約32 µmol/L，約160 µmol/L及び約320 µmol/L 

9.2.2  各試料溶液中のATP関連物質のピーク面積から検量線を用いてATP関連物質の濃度を算出する。次の式によっ

て試験用試料中のATP関連物質Xの含有量bXを求める。 

bX＝cX,sp×
V3×10-3

m
×

V4+V5

V4
÷103・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・(2) 

ここで，    bX ： 試験用試料中のATP関連物質Xの含有量（µmol/g） 
cX,sp ： 試料溶液中のXの濃度（µmol/L） 
V3 ： 8.3.2における定容量（mL） 
m ： 試験用試料採取質量（g） 
V4 ： 8.5におけるろ液採取量（µL） 
V5 ： 8.5におけるりん酸緩衝液採取量（µL） 

注記 附属書Aに示す試験室間共同実験においては，V3は50 mL，V4は1000 µL，V5は250 µLを用いた。 

9.2.3  算出した試験用試料に含まれるATP関連物質含有量を用い，次式により，K値を算出する。

K 値＝
bE+bF

bA+bB+bC+bD+bE+bF
×100・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・(3)

ここで，   bA ： 試験用試料中のATP含有量（µmol⁄g）
bB ： 試験用試料中のADP含有量（µmol⁄g） 
bC ： 試験用試料中のAMP含有量（µmol⁄g） 
bD ： 試験用試料中の IMP含有量（µmol⁄g） 
bE ： 試験用試料中のHxR含有量（µmol⁄g） 
bF ： 試験用試料中のHx含有量（µmol⁄g） 

9.3 結果の表現 

有効数字2桁で結果を表示する。必要に応じて単位（%）を付記する。 

10 精度 

10.1 試験室間共同実験 

この試験方法の精度を判断するための試験室間共同実験が行われ，その結果は附属書A にまとめられている。この

試験室間共同実験から得られた値は，そこで与えられた測定範囲（6.12 %〜83.47 %）及びマトリックス以外では適用

できないこともある。 

10.2 併行精度

同一とみなせる試料で同じ試験者が同じ装置を使って可能な限り短い時間間隔で試験して得られた 2 つの測定結果

の差が，表 A.1 に示す併行許容差（r）[5]を越えるのは，規定の操作を間違いなく行っていれば，平均して 20 回に 1
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回以下であることが見込まれる[6]。 

10.3 室間再現精度

同一とみなせる試料について同じ方法を用い，異なる試験室で，異なる試験者が，異なる装置を用いて得られた測

定結果の差が，表 A.1 に示す再現許容差（R）[5]を越えるのは，規定の操作を間違いなく行っていれば，平均して 20
回に1回以下であることが見込まれる[6]。 

11 品質管理 

試験所は，試験のための内部品質管理手順をもつ。 

12 試験報告書 

試験報告書には少なくとも次の事項を記載する。 
a) この規格の名称又は規格番号 
b) 試験試料を識別する詳細 
c) 試験年月日 
d) 試験結果 
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附属書A 
（参考） 

試験室間共同実験の結果 

試験室間共同実験は，令和3年に IUPAC共同実験ガイドライン[75]に従って日本国内で行われ， ISO 13528:2005[6]
を参考にK値（%）の室間再現性が評価された。この共同実験から，表A.1 に示す統計結果が得られた。市販の生鮮

硬骨魚の体側筋普通肉を採取して細切後，変質を抑えるために液体窒素で凍結し，凍結した状態で粉砕した。粉砕物

を 1 回の試験に供する量である，約 2.0 g ずつに小分けして，その均質性[86]を確認し，試験用試料とした。試験用試

料は，参加試験室に送付するまでの間，－80 ℃で保管された。この試験室間共同実験の主催機関である公益財団法人

函館地域産業振興財団は，手順書，ATP 関連物質の標準原液及び試験用試料を参加試験室に送付するとともに，はか

りとった試料の質量を通知した。各試験室への輸送中及び試験開始までの間の試験用試料の温度は，－20 ℃以下が維

持された。各試験室は，受領後4日以内に，手順書に従って，合計10試験用試料（5種類の非明示試料を各2点）を

試験した。各試験室は，解凍による試料の変質を避けるため，凍結状態の試験用試料全量を用いて試験を行い，K 値

の算出に必要な試料の質量には，主催機関から通知された情報を用いた。 
注記 室間再現性の評価は，ISO 13528:2005を参考に z－スコア(z)を次の式により算出し，実施された。 

𝑧𝑧 =
𝑥𝑥 − 𝑋𝑋
𝜎𝜎�

ここで， x ： 各試験室において併行条件で得られたK値の平均値 
X ： 付与された値 
σ� ： 技能評価のための標準偏差 

付与された値(X)は，参加試験所による合意値として，ISO 13528:2005 の附属書 C のアルゴリズム A に従い，ロバ

スト平均とされた。技能評価のための標準偏差(σ�)は，達成期待レベルとして，1.25 %とされた。これは，K 値の許容

できる室間再現標準偏差の4倍が5 %とされたことによる。 

表A.1 — 試験室間共同実験の結果 
試料識別 試料1 試料2 試料3 試料4 試料5 

魚種 ヒラメ 
ブリ 

（天然） 
ブリ 

（養殖） 
マサバ 

タイセイヨウ 
サケ（養殖） 

参加試験室数 11 11 11 11 11 

ロバスト平均, %（K値） 6.12 10.13 26.84 39.34 83.7 

| z | ≦ 2の試験室数 11 11 10 10 10 

IUPAC共同実験ガイドラインによって 
外れ値と判定されなかった試験室採択され

た試験結果の数 
11 10 9 10 11 

平均値，%（K値） 6.12 10.08 26.78 39.25 83.4 

併行標準偏差 sr,， %（K値） 0.10 0.11 0.05 0.11 0.2 

併行相対標準偏差，% 1.6 1.1 0.18 0.28 0.2 

併行許容差 r (r = 2.8sr)，%（K値） 0.27 0.31 0.14 0.31 0.6 

室間再現標準偏差 sR ，%（K値） 0.21 0.23 0.45 0.50 1.2 
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室間再現相対標準偏差，% 3.5 2.3 1.7 1.3 1.4 

室間再現許容差 R (R = 2.8sR)，%（K値） 0.60 0.65 1.3 1.4 3.3 
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附属書B 
（参考） 

分光光度計によるイノシン濃度測定時の pH について

ATP関連物質のモル吸光係数は，ATP，ADP，AMP，IMP及びHxではpH7.0のりん酸緩衝液中の値が ，HxRで

はpH6.0のりん酸緩衝液中の値が利用されている[3]。規格利用者の作業量軽減のため，HxRについても，吸光度測定

時のpHを7.0とするための検討を実施した。 
pH6.0とpH7.0との溶媒の違いによる，HxR溶液の吸光度の差についての評価結果を表B.1に示す。 

表B.1－pH6.0とpH7.0のHxR溶液の吸光度

測定 吸光度 
pH6.0 pH7.0 

1 0.617 0.619 
2 0.617 0.616 
3 0.617 0.617 
4 0.617 0.619 
5 0.618 0.617 

平均値 0.617 0.618 
注記 pH6.0とpH7.0での吸光度について，Welchのt検

定（両側）による有意差は認められなかった。

（p=0.05） 
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附属書C 
（参考） 

典型的なHPLC クロマトグラム

a) 検量線用標準液（ATP関連物質，それぞれ約160 µmol/L） b) 試料溶液（クロマグロ） 
記号説明 

X：保持時間（min） 
Y：レスポンス（mV） 
1：IMP 
2：ATP 
3：ADP 
4：AMP 
5：Hx 

  6：HxR 
注記 HPLC条件は8.6.1 a)によるほか，カラムはCAPCELL PAK ADME-HRTMを用いた。なお，この情報は，この

規格の利用者の便宜のために示しており，この製品を推奨するものではない。 

図C.1－基材にシリカゲルを使用したカラムのクロマトグラム例
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a) 検量線用標準液（ATP関連物質，それぞれ約160 µmol/L） b) 試料溶液（ヒラメ） 
記号説明 

X：保持時間（min） 
Y：レスポンス（mV） 
1：ATP 
2：ADP 
3：AMP 
4：IMP 
5：HxR 

  6：Hx 
注記 HPLC条件は8.6.1 b)によるほか，カラムはAsahipak® GS-320 HQ を用いた。なお，この情報は，この規格

の利用者の便宜のために示しており，この製品を推奨するものではない。 

図C.2－基材にポリマーを使用したカラムのクロマトグラム例 
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