
（２）JCCLS CRM-001 の認証値設定手順（Ver.1.9） 
Applied Procedure for Certified Value on Reference Standard for Enzyme of JSCC 

Method (Ver.1.9) 
 
  序  論 
 ISO Guide 35１-２）に基づき、常用参照標準物質：JSCC 常用酵素（JCCLS CRM-001）
の認証値の設定手順を規定する。なお、ロット更新における特性値の継続性に関する検討

を加える。 
 
１．適用範囲 
 常用参照標準物質の候補品について、酵素活性の認証値とその不確かさを定める方法を

規定する。試験室間の合意による標準物質の認証の手順に従い、候補品の均質性の確認を

含めて実施する。 
 
２．認証の原則 
  室間共同試験により標準物質を認証する。その際、標準物質の特性値の決定に、容認で

きる精確さで結果が提供できる、同等の能力のある試験室（群）の存在を前提とし、各試

験室の平均値が物質の特性の不偏推定値であるとみなす。 
  用いる測定法は、JSCC/JCCLS 常用基準法あるいはそれと同等の値を得ることが事前に

確認された JSCC/JCCLS 自動化法（以下、自動化法）とする３－５）。また、IFCC 勧告法

による場合も同様の手順を適用する。なお、基準測定操作法（SOP）は別に定める。 
 
３．手順の概要 
  室間共同試験により標準物質を認証する手順は、p 箇所の試験室の各々が、ｑ個の単位

体（バイアル）のそれぞれについてｎ回の反復測定を行い、全体でｐ×ｑ×ｎ個の測定結

果を得る、二段枝分かれ実験を実施する。事前に実験の指針を明確化し、目標期間、単位

体の数、単位体当たりの反復測定回数、測定方法などを確認する。望ましい参加試験室数

は 15 個所以上であり、単位体数と反復測定の最小数は２である。 
  JSCC/JCCLS 常用基準法による認証実験の場合、試験室数はｐ=6 個所以上、試料バイ

アル数はｑ=3 以上、反復測定数はｎ=2 以上が望ましい。 
  自動化法による認証実験の場合、試験室数はｐ=15 個所以上（最小の場合でも 10 個所

以上）、試料バイアル数はｑ=3 以上、反復測定数はｎ=2 以上とする。 
  試験室は、測定プロセスを含めて一つ一つの結果のすべてを報告し、一括してデータ処

理を行う。 
  統計解析は、まず技術的に説明できる外れ値と、結果の度数分布を確認し、分布の山が

一つの場合に合意値を推定し、二つ以上ある場合は合意値を決められない。次に、統計的

外れ値をチェックした後、二段枝分かれ分散分析法を適用し、単位体間分散、試験室間分

散の有意性を検定し、合意値の不確かさを求める。 
  なお、物質の均質性が事前に確認されている場合は、各試験室で反復実施した測定結果

に対して、統計解析は一元配置となる。 
  本実験計画に基づく一回目の試験結果から認証値を決定できない場合は、誤差要因を検

討した後に二回目の試験を実施する（図１）。 
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図 1  室間共同試験における合意による標準物質の調製と認証過程の概要 
                （ISO Guide 35 より引用） 
 
４．分散分析 
  データの解析に二段枝別れ分散分析法を適用する。 
測定結果は、次式のモデルによって表わされる。 
  Xijk = μ＋αi＋βij＋εijk   （i=1,…,p；j＝1,…,q；k＝1,…,n） 
ここで、Xijkは i 試験室におけるバイアルｊのｋ番目の測定結果、μは総平均で特性の期待

値、αi は i 試験室の室間誤差、βij はｊバイアルによる誤差、εijk は試験室内の反復測定

誤差である。 
  また、室間誤差の分散をσA2、バイアル間誤差の分散をσB2、試験室内の測定誤差の分

散をσE2とする。 
  計算は、まずバイアル単位の合計 Tijと平均値 XBij、試験室単位の合計 Tiと平均値 XBi、

総合計 T と総平均値 XB を求める。 
  Tij＝ΣkXijk、 Ti＝ΣjTij、 T＝ΣiTi 
  XBij＝(Tij)/n、 XBi＝(Ti)/(qn)、 XB＝T/(pqn) 



修正項 CF と、平方和 SA、SB、SE、及びそれらの自由度ｆA、ｆB、ｆEを求める。 
  CF＝(ΣiΣjΣkXijk)2/(pqn)＝T2/(pqn) 
  ST＝ΣiΣjΣk(Xijk－XB)2＝ΣiΣjΣkXijk2－CF、    ｆT＝pqn－1 
  SA＝qnΣi(XBi－XB)2＝(ΣiTi2)/(qn)－CF、       ｆA＝p－1 
  SB＝nΣiΣj(XBij－XBi)2＝(ΣiΣjTij2)/n－CF－SA、 ｆB＝p(q－1) 
  SE＝ΣiΣjΣk(Xijk－XBij)2＝ST－SA－SB 、        ｆE＝pq(n－1) 
それぞれの分散を求める。 
   VA＝SA／ｆA、  VB＝SB／ｆB、  VE＝SE／ｆE  
以上の結果を、分散分析表にまとめる。 
 
  要    因      平方和    自由度    平均平方    平均平方の期待値 
 
  試験室間        SA      p－1        VA      σE2＋nσB2＋qnσA2 
  単位体間        SB      p(q－1)      VB      σE2＋nσB2 
  測定誤差        SE      pq(n－1)     VE      σE2 
 
モデルのそれぞれのパラメータは次のように推定できる。(I)は推定値を示す。 
  μ(I)＝XB、  σA2(I)＝(VA－VB)/(qn)、  σB2(I)＝(VB－VE)/ｎ、  σE2(I)＝VE 
なお、σA2(I) あるいはσB2(I) の数値が負となった場合は、ゼロとする。 

１）単位体間分散の検定：F ＝ VB / VE 
    を自由度 p(q－1)と pq(n－1)の F 分布の値と比較する。なお、検定の結果、有意でな 
    い場合は単位体間の項を測定誤差項にプールして処理する。 
２）試験室間分散の検定：F ＝ VA / VB 
    を自由度(p－1)と p(q－1)の F 分布の値と比較する。 
３）合意値 XB の分散{V(XB)}は、各要因が有意な場合 V(XB)＝VA/(pqn) で推定される。 
    総平均 XB に基づくμの有意水準α％に対する信頼区間の限界値は次のようになる。 
    XB±ｔ1－α／２(p－1){VA/(pqn)}1/2 
ここで、ｔ1－α／２(p－1)は自由度(p－1)のｔ分布の(1－α/2)パーセント点の数値である。 
４）測定データの総平均 XB の A タイプの標準不確かさは次のようになる。 
    uA(XB)＝{V(XB)}１／２＝{σA2(I)/p+σB2(I)/(pq)+σE2(I)/(pqn)}１／２ 
    なお、要因の検定結果によってはそれに対応する項を無視できる場合がある。 
 
５．ロット更新における継続性の検討 
  常用参照標準物質の候補品に対するJSCC/JCCLS常用基準法による認証試験において、

前ロットの常用参照標準物質を、今回の候補品と同様に測定し、全試験室による平均値XB0

を求める。得られた平均値 XB0が常用基準法による安定性を含めた不確かさの範囲内であ

れば、前ロットの安定性と測定法の精確さは検証されたものとみなす。 
この場合、前ロットの常用参照標準物質をキャリブレータとして用い、JSCC/JCCLS

自動化法により、新ロットとなる候補品を測定し、特性値を求める。そのときの測定手順

は、「３．手順の概要」と同様とし、自動化法による平均値を XBA とする。ここで、常用

基準法で求めた候補品の不確かさの範囲内に XBAがあれば、前ロットの認証値との継続性

を考慮し、XBAを認証値とする。 



  ①前ロットの常用参照標準物質を対象試料とした、今回得られた常用基準法による平均

値 XB0が、常用基準法による安定性を含めた不確かさの範囲に含まれない場合、②不確か

さの範囲内であっても保存期間中に測定値が継続して低下傾向を示した場合、③不確かさ

の範囲内であっても認証値に対して同一方向のかたよりが連続して認められた場合、ある

いは④新ロットとなる常用参照標準物質候補品の常用基準法による値の不確かさの範囲内

に、前ロット常用参照標準物質で校正した自動化法による候補品の測定平均値 XBAが含ま

れない場合は、その原因を追求し、必要があれば再度試験を行う。原因が不明の場合は、

常用参照標準物質候補品の認証値は、今回新たに実施した常用基準法による測定値から求

める。 
 
６．常用参照標準物質の更新および認証値の決め方の分類 
  常用参照標準物質の更新および認証値の決め方は、常用参照標準物質の前ロットが存在

する場合と、存在しない場合に分類されるが、その概要を示すフローチャートは文献５）を

参照されたい。 
 
７．認証値の不確かさ 
  認証値の不確かさの成分として、認証試験による不確かさの成分の他に、バイアル間差

や保存安定性による不確かさの成分を見積もり６, ７ )、合成標準不確かさと拡張不確かさを

求める。 
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