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Summary

The VICH Steering Committee released four guidelines concerning “ Studies to evaluate the metabolism

and residue kinetics of veterinary drugs in food-producing animals” for implementation in the regions in February

2011. One of these guidelines is called “ Validation of analytical methods used in residue depletion studies” . The

guideline includes examples for calculating the validation parameters using hypothetical data in the annexes.

However, these examples are eliminated from the Japanese validation guideline. Therefore, this paper provides

examples using hypothetical data and describes a part of the calculation procedures of the validation parameters

using Microsoft Excel.

要旨

「食用動物における動物用医薬品の代謝及び残留動態を評価するための試験」に関す

る４つのガイドラインが、 2011年２月に VICH の運営委員会から公表された。これらのガイ

ドラインの一つが「残留試験において使用される分析方法のバリデーション」である。本

ガイドラインの付表には、仮想データを用いたバリデーションのパラメータの計算例が示

されているが、日本での通知においては、計算例が省略されている。そこで、本資料では、
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省略された計算例を示すとともに、計算例の一部についてエクセルを用いた計算手順を示

した。

Ⅰ 緒言

動物用医薬品の残留試験法については、

日 本 、 EU 及 び 米 国 で ガ イ ド ラ イ ン が 異 な

っていたことから、動物用医薬品の承認審

査 資 料 の 調 和 に 関 す る 国 際 協 力 （ VICH）

に「代謝と残留動態作業部会」が設置され、

動物用医薬品の残留試験法に関する一連の

ガイドラインが作成された。

ガイドラインは、以下の４つで構成され

ている。

① 残 留 物 の 定 性 及 び 定 量 の た め の 代

謝試験（ VICH GL46）

② 実 験 動 物 に よ る 比 較 代 謝 試 験

（ VICH GL47）

③ 製 剤 の 休 薬 期 間 確 立 の た め の 指 標

残留減衰試験（ VICH GL48）

④ 残 留 試 験 に お い て 使 用 さ れ る 分 析

方法のバリデーション（ VICH GL49）

これらのガイドラインを日本で施行する

ため、「薬事法関係事務の取扱いについて」

（平成12年3月31日 付け 12 動薬 A 第418号 農林

水産省動物医薬品検査所長通知）（以下「通

知」という。）の別添８の「 14 動物用医薬

品のための残留試験法ガイドライン」が改

正された。

し か し 、「 残 留 試 験 に お い て 使 用 さ れ る

分析方法のバリデーション」（ VICH GL49）

の付表に示されている仮想データを用いた

バリデーションのパラメータの計算例につ

いては、通知で省略されていることから、

通知を補完するため、本資料で省略された

計算例を紹介する。

また、計算例の一部について、表計算ソ

フ ト と し て 多 用 さ れ て い る Microsoft Office

Excel（ エクセル）を用いて計算する手順を

紹介する。エクセルに関する説明は省略し

たので、他のエクセルの解説書を参考とさ

れたい。

なお、本資料は通知を補完するためのも

のであることから、本資料を利用する際に

は、通知の内容を十分把握した上で、適宜、

通知を参照する必要がある。以下の計算例

では分析機器の反応として、ピーク高さの

みを用いたが、ピーク面積を用いることも

可能である。

Ⅱ 計算例

１ 付 表 ２ LOD 及 び LOQ 決 定 の た め の

米国環境保護庁の方法の解説例

第１段階：

評価する分析方法の検量線を作成する。

本例では、分析対象成分について、以下の

濃度の緩衝液又は水による標準溶液を準備

した。

濃度 機器の反応

（ µg/mL） （ピーク高さ）

0.100 206,493

0.050 125,162

0.020 58,748

0.010 32,668

0.005 17,552

試験範囲内の直線性を確認するために、

濃度に対する分析機器の反応をプロットす

る。グラフ及び付随する統計解析（回帰分
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析）の結果を図１に示す。これらの結果か

ら 、 試 験 さ れ た 濃 度 の 範 囲 （ 0.005 ～ 0.100

µg/mL） 内 で は 、 濃 度 に 対 す る 分 析 機 器 の

反応に直線関係が認められ、二乗平均平方

根 誤 差 は 8987 で あ る （ 図 1 の 「 概 要」 を

参 照 ）。 この 関 係 を 示 し た 式 は 、 以 下 の と

おりである（図 1 の「パラメータの評価」

の計数を参照） :

Y = 15,120 + 1,973,098 × （濃度）

Y は、分析機器の反応（ピーク高さ）で

ある。

装 置 検 出 下 限 値 （ IDL） 及 び 装 置 定 量 下

限値（ IQL)は、これらの値をブランクの反

応 の 標 準 偏 差 の そ れ ぞ れ ３ 倍 及 び 10 倍 と

した場合、以下のように算出される。

① IDL で のピーク高さ（ YIDL） を、標

準偏差（二乗平均平方根誤差を標準偏

差 と し て 用 い る 。） の ３ 倍 と し て 計 算

し、 IQL で の ピーク高さ（ YIQL） を、

標準偏差の 10 倍として計算する。

YIDL = 15120 + 3 × （ 8987） = 42,081

YIQL = 15120 + 10 × （ 8987） = 104,990

② これらの値（ YIDL 及び YIQL）から、

関 連 し た 濃 度 を 以 下 の よ う に 算 出 す

る。

Y = 15,120 + 1,973,098 × （濃度）

これを変換すると、

濃度 =（ Y － 15,120） ÷ 1,973,098

従って、

IDL = （ YLOD － 15,120） ÷ 1,973,098

=（ 42,081 － 15,120） ÷ 1,973,098

= 0.014 µg/mL

IQL = （ YLOQ － 15,120） ÷ 1,973,098

=（ 104,990 － 15,120） ÷ 1,973,098

= 0.046 µg/mL

以上から、IDL 及び IQL は、それぞれ 0.014

及び 0.046µg/mL で ある。

これらの IDL 及び IQL は、溶液の濃度と

して示し、基質中の濃度ではない。その後、

溶 液 の 濃 度 （ µg/mL 溶 液 ） か ら 基 質 中 の 濃

度 （ 例 え ば µg/g 基 質 ） に 換 算 し 、 基 質 中

の予備的な LOD 及び予備的な LOQ とする。

第２段階：

第２段階では、第１段階で算出された予

備的な LOD（又は IDL）及び予備的な LOQ

（又は IQL） 並びに検証された検量線を用

いて、分析対象成分を添加した基質試料で

の LOQ 及 び LOD を 算出する必要がある。

ここでは、分析機器の IDL 及び 40 CFR Part

136, Appendix B4 で 詳述される LOQ を 算出す

るための方法を使用し、分析方法の回収率

が許容されることを検証する。

この方法では、未処理のブランクの基質

試料に、基質中の濃度が IQL から換算した

基 質 中 で の 予 備 的 な LOQ と な る よ う 分 析

対象成分を添加した７以上の試料が必要で

ある。これらの試料の検出濃度の標準偏差

から以下のように LOD 及び LOQ を 決定す

る。

LOD = t0.99 × S

LOQ = 3 × LOD
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t0.99 は 、 n-1 で の 片 側 99%信 頼 区 間 と な

る値（片側で有意水準 1 ％）である。

S は、予備的な LOQ となるよう分析対象

成分を添加した n 個の試料の検出濃度の標

準偏差である。

図１ 第１段階における統計結果

パラメータの評価

係数 標準誤差 t P値 下限 95.0% 上限 95.0%
切片 15119.954 5834.672 2.59 0.0810 -3448.891 33688.799
濃度 1973098.5 114317.5 17.26 0.0004 1609283.2 2336913.9
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概要

R2（重決定） 0.99003
補正 R2 0.986707
二乗平均平方根誤差 8986.837
反応の平均 88124.6
観測数 5
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以下は、上式で用いられるｔ値である。

検体数 自由度 t0.99 検体数 自由度 t0.99

（ n） （ n-1） （ n） （ n-1）

3 2 6.965 13 12 2.681

4 3 4.541 14 13 2.650

5 4 3.747 15 14 2.624

6 5 3.365 16 15 2.602

7 6 3.143 17 16 2.583

8 7 2.998 18 17 2.567

9 8 2.896 19 18 2.552

10 9 2.821 20 19 2.539

11 10 2.764 21 20 2.528

12 11 2.718 22 21 2.518

この例では、未処理のブランクの基質試

料 に 、 基 質 中 の 濃 度 が 予 備 的 な LOQ で あ

る 0.05µg/g 以 上となるよう分析対象成分を

添加した７試料を調製し、以下の結果が得

られた。

検出濃度 回収率

（ µg/g） （ %）

0.0397 79.4

0.0403 80.6

0.0400 80.0

0.0360 72.0

0.0498 99.6

0.0379 75.8

0.0388 77.6

平均濃度 ： 0.0404 µg/g

標準偏差 ： 0.0044 µg/g

平均回収率： 80.7%

予備的な LOQ での回収率（平均： 80.7%、

範 囲 ： 72.0 ～ 99.6%） が 十 分 で あ れ ば 、 分

析方法の LOD 及び LOQ を 以下のように算

出する。

LOD = t0.99 × S（自由度 = 7-1 = 6 ）

= 3.143 × 0.0044 µg/g

= 0.0138 µg/g

LOQ = 3 × LOD

= 3 × 0.0138 µg/g

= 0.0414 µg/g

２ 付表３ 残留分析法バリデーションの

プロトコールのデータセット例

LC-MS/MS で の 牛 乳 分 析 に つ い て 、 上 記

方法に基づくバリデーションを行った。６

頭 の 異 な る 牛 か ら 採 材 し た ブ ラ ン ク 牛 乳

に、 0、 4.2、 14.0、 35、 140 及 び 400ng/mL と

なる量の分析対象成分を添加し、全部で 36

試 料 と し た 。 1 日 18 試 料 の 分 析 を ３ 日 間

行う。毎日全ての牛由来の試料がいずれか

の添加濃度で分析され、３日間で全ての牛

由来の試料が全ての添加濃度で分析される

よう、各添加濃度３個の試料をランダムに

選択する。

３ 日 間 で 全 54 個 の 分 析 結 果 を 解 析 し 、

併行精度（分析ラン内精度）、日間精度（分

析ラン間精度）、LOD 及び LOQ、を求めた。

生データ及び統計解析結果を以下に示す。

生データの統計的解析を以下のように実

施した。

回収率を個々の試料の測定濃度と添加濃

度から計算した。

処理（添加濃度）を固定因子とし、分析

ラ ン （ 日 ）、 分析 ラ ン 間 の 試 料 処 理 の 交 互

作用及び残差を変量因子としたモデルを、

最小二乗平均及び変動の推定値を得るため
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に 用いた。 表中の データを得るため、 1/分

散を重みとした重み付き回帰により検量線

を求めた。他の重み（例えば、1/添加濃度、1/

（ 添 加 濃 度 ） ２） も 検 量 線 の 回 帰 式 の 計 算

に適切に使用できるだろう。

日内変動を評価するため、個々の処理及

び処理をまたがる CV の 計算に残差分散を

用いた。残差分散の平方根（標準誤差）を

平均で除し、100 を乗じて、CV を計算した。

日間変動を評価するため、残差分散の合

計、分析ランの分散、分析ラン内の試料及

び処理ごとの分析ランを、個々の処理及び

全体の処理の CV を 算出する際の分散の推

定に用いた。

0, 4.2, 14.0, 35.0, 140 及び 400 ng/mL となる量を添加した

ブランク牛乳中の 3 日間の分析における分析対象の濃度

添加 分析ラン 1 分析ラン 2 分析ラン 3

濃度 動物 ID 測定 動物 ID 測定 動物 ID 測定

ng/mL 濃度 濃度 濃度

ng/mL ng/mL ng/mL

0 B 0.494 A 0.233 B 0.154

F 0.654 C 0.012 E 0.120

D 0.588 C 0.117 F 0.313

4.2 B 4.38 D 4.97 A 3.80

C 4.13 F 3.85 B 4.12

E 4.33 F 4.41 E 3.67

14.0 C 13.2 A 11.1 D 11.8

C 13.5 B 12.0 F 10.5

E 11.9 E 12.8 D 11.7

35.0 A 31.5 A 51.0 B 27.3

B 32.7 C 33.2 E 29.4

E 34.4 D 32.9 F 25.5

140 B 131 C 137 A 118

C 147 E 124 D 106

E 127 F 131 F 118

400 A 396 D 396 A 335

B 394 F 390 C 316

B 384 F 373 E 344
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分析の結果は以下のとおり。

分析ラン内及び分析ラン間精度及び真度の決定

理論濃度 , n 平均回収率 * 95% 信頼区 精度 , %CV

ng/mL % 間 分析ラン 分析ラン

内 間

4.2 9 99.6 87.9 – 111.4 7.8 10.2

14.0 9 86.1 75.0 – 97.2 7.1 7.5

35.0 9 94.6 77.3 – 111.9 19.3 22.6

140 9 90.4 79.5 – 101.3 5.8 9.2

400 9 92.4 82.1 – 102.8 3.0 8.2

LOD 及び LOQ の 決定の図を以下に示す。

LOD = 1.6 ng/mL

LOQ = 3.7 ng/mL

これは、３日間の 1 つの試験で、バリデ

ー シ ョ ン の 精 度 、 真 度 、 LOD 及 び LOQ を

正確に決定するための簡単な方法である。

測
定
濃
度

測
定
濃
度

添加濃度
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Ⅲ エクセルを用いた計算手順

ここでは、Ⅱの１で示した付表２の図１

の「第１段階における統計結果」をエクセ

ルを用いて計算するための手順を示す。Ⅱ

の１のその他の部分は電卓で容易に計算で

きること、また、Ⅱの２で示した付表３の

計算例は、統計解析ソフトであるＳＡＳ等

を用いて計算しており、エクセルではその

計算を容易に再現できないことから、ここ

では触れないこととした。

計算手順

① Ⅱの１の表を入力（ここでは、 A1 ～ A6

に濃度を、 B1 ～ B6 に機器の反応を入力

：図３参照）

② 機 器 の 反 応 の 平 均 は 、 エ ク セ ル 関 数

AVERAGE を 用 い て 算 出 （ こ こ で は

「 =AVERAGE(B2:B6)」）

③ メ ニ ュ ー バ ー か ら 「 ツ ー ル 」 → 「 分 析

ツール」を選択（ 2007 以降の場合には「デ

ータ」→「データ分析」を選択）

④ 起 動 し た 分 析 ツ ー ル か ら 「 回 帰 分 析 」

を選択（図２参照）

⑤ 必 要 な 情 報 を 入 力 し 、「 OK」 を ク リ ッ

ク（図３参照）

⑥ 出 力 さ れ た 概 要 を 確 認 （ 矢 印 の 後 は 対

応する図１の用語。用語が同じものは省

略）

「重決定 R2」→「 R2（重決定）」

「標準誤差」

→「二乗平均平方根誤差」

注意：分析ツールは、統計解析のためのエ

クセルのアドインプログラムで、初期状

態では使用できないことから、マニュア

ル等を参照して組み込む必要がある。

図２ 起動した分析ツール
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図３ エクセルのシート及び起動した回帰分析
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