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1　分析法バリデーションとその目的

分析法が開発された場合，ただ 1～2回，上手く分析
できただけでは，別日に同様の分析が可能か，どのよう
な試料にも適用できるのか，等は不明である．またあら
ゆる分析法には，その結果に誤差が存在する．この誤差
には，分析機器の校正における誤差，共存物質による妨
害などに起因する誤差などの系統誤差と，分析を行うご
とに生じるランダムな誤差（偶然誤差）がある．また別
の角度から見ると，分析対象物質の分解やマトリックス
中に含まれる共存物質の相違等の分析対象試料に基づく
誤差と，分析時に用いる試薬やカラムのロットの相違，
使用する溶媒の調製時の相違等の分析に基づく誤差，等
が考えられる．
分析法はある目的を持って開発されるのが通常であ
り，「分析法バリデーション（analytical procedure vali-

dation）」は，その分析法が使用される意図にふさわし
いことを立証するために行うものである．言い換える
と，その分析法で得られた測定値の誤差により生じる試
験の判定の誤りの確率が，その試験の目的に鑑みて許容
できる程度であることを科学的に示すことである．分析
法の開発は，その誤差を許容できる範囲に低減すること
が必要であり，分析法のバリデーションは，その誤差が
許容できることを立証することと，それぞれの遂行目的
をまとめることができる．
なお，本稿では，筆者らの専門分野である医薬品の分
析法バリデーションを例に記載させていただくことをお
許しいただきたい．

2　分析法の開発

分析する目的を達成できる分析法を開発して，これを
バリデーションすることが必要となる．このため，分析
法の開発時には，1） 分析対象物質の特性を十分把握し，
2） これに基づき適切な分析技術（装置や器具を含む）
を選択すると共に，分析目的に沿った分析能パラメータ
（performance characteristics, 次節で紹介する真度，精

度，範囲等）を選択し，これを評価するための分析条件
の検討，を行うこととなる．
少し進んだ方法となるが，さらに分析法の変更を含め
た分析法のライフサイクルを想定して分析法を開発する
ことが，適切な分析法の管理・運用に重要という考え方
が最近主流になってきている．この考え方では，1） 目
的及び要求される性能基準から導かれる分析能パラメー
タをまとめた「目標分析プロファイル（analytical target 

profile）」を設定し，2） 次に，分析法の性能に影響を与
えうる分析法操作要因（分析法操作パラメータ：液体ク
ロマトグラフィーでは，例えば流量，溶媒濃度，温度
等）を特定するためのリスクアセスメントを実施すると
共に，その影響の範囲を明らかにして，3）分析法の必
要な性能基準を満たすことを保証するための，分析法操
作パラメータの範囲を含む「分析法管理戦略」の設定を
行い，さらに 4） 変更しても分析性能に影響しない各分
析法操作パラメータの許容範囲や複数の当該パラメータ
の組み合わせ範囲の設定，等を行うことができれば，分
析法のライフサイクルを通して頑健性が高く，かつ分析
条件の変更にも柔軟に対応できるため，有用である．医
薬品の原薬及び製剤の分野では，このような「より進ん
だ手法（enhanced approach）」が推奨されている1）．そ
の概念図を図 1に示す．
「目標分析プロファイル」は，具体的には，使用目的，
測定される分析対象物質の特性に関する詳細情報，評価
を行う分析能パラメータとその性能基準，を設定する．
「目標分析プロファイル」は，分析法のライフサイクル
全体にわたって維持される．ただし，製品の品質特性に
関する追加情報が得られた場合などは，「目標分析プロ
ファイル」の再評価が必要になる．
また分析法操作パラメータを意図的に変動させて，分
析能パラメータへの影響を評価することにより，頑健性
を評価する．単独の分析法操作パラメータを変動させ，
他のパラメータを一定とした状態で，分析能パラメータ
への影響を評価することが，一般的になされるが，その
際，性能基準を満たす範囲内を「立証された許容範囲
（proven acceptable range）」と言う．さらに分析法の性
能基準及び測定結果の品質を確保することが立証されてAnalytical Procedure Vali dation.
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いる分析法操作パラメータの組み合わせ範囲を，「分析
法デザインスペース（method operating design region）」
と言う．これら確立された範囲内であれば，分析法操作
パラメータの条件を変更しても，「目標分析プロファイ
ル」を達成でき，目的とする測定結果の信頼性は確保で
きる．
「分析法管理戦略」は，開発時のデータ，リスクアセ
スメント，及び頑健性を含む分析法に関する情報により
設定され，分析法がライフサイクルを通じて，日常の分
析で期待される性能を維持できることを保証するために
作成される．管理が必要な分析法操作パラメータやシス
テム適合性（第 5項）が含まれ，分析の実施手順も記
載される．実施手順には，分析対象試料，標準物質や試
薬・試液，装置，検量線の作成方法，報告値の算出方
法，等が該当する．
以上の分析法開発における新しい戦略の実施により，
分析法に対する理解が進み，その後のバリデーションを
含め，ライフサイクルを通じた分析法の信頼性確保に有
用であるため，是非，可能な範囲で，その採用の検討を
いただきたい．

3　分析法バリデーション
3・1　バリデーションの種類と適用
「分析法バリデーション」は，新たに分析法を開発し
た時に実施する必要がある．
一方，再バリデーション（revalidation）は，分析法
を変更したり，測定対象物質の製品や工程が変更になっ
た場合に，その分析法が引き続き目的にかなった性能を
維持していることを立証する際に必要となる．再バリ
デーションは，その変更の度合いと付随するリスクに応

じて，次節で示す分析能パラメータに関し，すべての評
価を実施（フル再バリデーション）する必要がある場合
と，部分的な分析能パラメータの項目について評価を実
施する場合（部分的再バリデーション）がある．具体的
には，フル再バリデーションは，既存の分析法を新たな
分析対象物質に対して適用する場合や，原理が異なる測
定機器に変更する場合等に適用される．一方，部分的再
バリデーションは，使用するカラムの変更，溶媒の変
更，グラジエントの変更など，相対的にマイナーな変更
時に行う．なお，部分的バリデーションは，パーシャル
バリデーション（partial validation）と英語表記で呼ば
れることもある．部分的再バリデーションで再評価対象
とする分析能パラメータは，その変更により影響を受け
るパラメータを選択する．
さらに，複数の分析法が同一の性能基準を満たすこと
や分析を行う施設・実験室を変更した場合に同一の性能
基準を満たすこと示す際には，クロスバリデーション
（cross validation）を行う．これは複数の分析法による
分析値を，一つの目的に使用する場合に行われる評価で
ある．
共同バリデーション（co-validation）は，複数の施設
において，その分析法による分析値が，事前に設定した
基準を満たすことを示すために行われ，すべての分析能
パラメータを評価するか，試験室の違いによって影響を
受けると考えられる分析能パラメータ（例えば，標準物
質のロットの相違に基づく，真度・精度や検量線範囲の
評価等）を選択して評価することが可能である．
なお，各バリデーションは，主に標準物質を用いて複
数濃度に調製した quality control（QC）試料を用いて
行われるが，分析対象物質を含む生体試料を分析する場

図 1　分析法のライフサイクル
ICH Q14案の図 1を改変
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合には，その実試料を用いて行う項目（平行性等）もあ
る．

3・2　分析機器のバリデーション
次節に述べる分析法におけるバリデーションのほか
に，分析機器のバリデーション（適格性評価）も重要で
あるため，ここで簡単に触れておきたい．「適格性確認」
は，good manufacturing practice（GMP）等の際に必要
となるもので，分析機器に対して行われる意味でよく用
いられ，設計時適格性評価（design qualification：使用
する設備等の用途が，使用目的に合致していること）か
ら始まり，据付時適格性評価（installation qualification：
装置等が正しく据え付けられていることを確認するこ
と），運転時適格性評価（operational qualification：設
置機器等が正しく動作し，試験等を実施して良いか確認
すること）を経て，稼働性能適格性評価（performance 

qualification：対象機器が分析時（使用時）に必要な性
能を維持しているか確認すること）の 4ステップがあ
る．

4　分析能パラメータの種類と特徴

分析能パラメータは，分析法バリデーションで実際に
評価される項目であり，測定結果の品質を確保するため
の技術非依存的な要素と定義される．各パラメータは，
それぞれ特徴的な分析性能を評価する指標であり，典型
的には，「真度」「精度」「特異性／選択性」及び「範囲」
であるが，分析の目的に応じて設定される．各パラメー
タに関して，以下に説明する．

4・1　真度（accuracy）
「真度」は，真値（正しい値）として認証又は合意さ
れた値（理論値等）と，実測値との間の一致の程度のこ
とで，下記の計算式のように比で算出される場合は，真
度が 100 ％ に近いほど，優れた分析法と言える．

真度（％）＝（測定値／理論値）×1002）

一方で，真度は，理論値と測定値の総平均との差で表
される場合もあることに留意すべきである（日本薬局方
参考情報「分析法バリデーション〈G1-1-130〉」3）等）．
真度は以下の方法によって評価できる．

4・1・1　標準物質が利用可能な場合
（1） 標準物質（即ち，濃度既知の分析対象物質）に対
して，バリデートする分析法を適用し，実測値と理論値
を比較評価する．標準物質中の分析対象物質の濃度が
100 ％ でないときは，純度も勘案して算出する．
（2） 特にマトリックスの影響（共存する物質による測
定値への妨害）を評価する場合，空のマトリックス（分
析対象物質以外のすべての成分が含まれるマトリック

ス）に，標準物質を一定量，添加して測定し，その実測
値と添加量から算出される理論値を比較する．一般に添
加回収実験と呼ばれ，その真度は添加回収率とも言う．
なお，標準物質が分解等を起こしていると，真度の評
価に大きな影響を与えるので，標準物質の安定性は重要
な要因である．

4・1・2　標準物質が利用できない場合
（1） 他の真度既知のバリデートされた方法による分析
値を真の値として，その比較により真度を求めることが
できる．その場合，マトリックス等の影響が異なると想
定されるため，バリデートする分析法とは全く原理が違
う分析法（直交する分析法という）を用いることが望ま
しい．
（2） 他にバリデートされた方法がない場合，過去に測
定された値等の関係者間で合意された値を真値とし，こ
れと評価対象の分析法による実測値と比較することで，
真度とする場合もある．しかし，この方法は一般に医薬
品等の指針（下記の ICH Q2改正案4）等）には掲載され
ておらず，受け入れることが困難なケースが多いと思わ
れる．

4・1・3　真度を算出する際のデータ
分析の目的により，必要とされる分析法全操作の繰り
返し回数や測定すべき濃度の種類数は異なることから，
いわゆる fit-for-purpose（使用される意図・目的に沿う
こと）にて決定することが必要である．一方で，医薬品
の分析法バリデーションガイドラインでは，その回数が
規定されている．例えば，市販用の原薬及び製剤（化学
薬品及びバイオテクノロジー応用医薬品／生物起源由来
医薬品）の出荷試験及び安定性試験に用いられる分析法
に適用される ICH Q2ガイドライン（分析法バリデー
ションガイドライン）の改正案4）では，「報告値範囲を
含む適切な数の濃度水準について分析法の全操作を適切
な回数繰り返して測定（例えば，3 濃度について分析法
の全操作を各濃度 3 回ずつ繰り返して測定）した結果
から評価される」と記載されている．また，生体試料中
薬物濃度分析法に適用される ICH M102）では，クロマト
グラフィーをベースにした方法の場合，「真度及び精度
を評価する分析単位に用いる QC試料は，検量線の範囲
内の少なくとも 4濃度で，調製すべきである．4濃度と
は，定量下限，定量下限の 3倍以内（低濃度 QC試料），
検量線の範囲の約 30～50 ％（中濃度 QC試料），及び
定量上限の少なくとも 75 ％ 以上（高濃度 QC試料）と
する．（中略）分析単位内の真度及び精度は，各 QC濃
度あたり少なくとも 5回の繰り返し分析をすることに
より評価する．分析単位間の真度及び精度は，各濃度の
QC試料を少なくとも 2日をかけ 3分析単位以上で分析
し評価する必要がある．」と記載されている．
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4・1・4　真度の変動要因
真度は真値からの一定方向への偏りを評価するため，
その評価に当たっては，均質な試料を分析に供する必要
がある．また真度に影響を与える要因としては，例えば
クロマトグラフィーにおけるカラムへの吸着やその漏
出，検出器の校正不良，マトリックス中の吸着物質等の
存在，等多くの要因が考えられる．分析法の開発段階で
十分要因を検討すると共に，真度が期待される範囲内か
ら逸脱する場合には，その原因を明らかにして改善する
必要がある．

4・2　精度（precision）
「精度」は，均質な試料から採取した複数の測定試料
を繰り返し分析した場合の一連の測定値のバラツキの程
度（互いに一致する程度）であり，一般に標準偏差を算
術平均で割った値である相対標準偏差（又は変動係数と
いう）で表される．

％RSD（CV）＝（標準偏差／平均値）×100

なお，測定値の分散，標準偏差で表される場合もあ
る．分析する際の繰り返し方法により，併行精度，室内
再現精度，室間再現精度に分類される．

4・2・1　併行精度（repeatability）
短時間の間に同一条件下で，均質な試料から採取した
複数の試料を繰り返し測定する場合の精度のことであ
る．その条件としては，一般に測定機器，溶媒等の試薬
のロット，カラム等の器具等，試験者，試験室，その他
試験環境が該当し，通常は 1回の分析バッチ（同じ検
量線を用いる）として同一日に分析される．多くの条件
をそろえているため，3種の精度評価では，最も小さい
値になることが期待される．

4・2・2　室内再現精度（intermediate precision）
同一室内において，均質な試料から採取した複数の試
料を繰り返し測定する際の精度のことである．評価の際
には，機器，試薬及び器具（但し，分析法に変更がない
範囲で），試験担当者，試験日，その他の試験環境の一
部あるいは全部の条件を変えて，繰り返し分析する．各
種条件が異なるため，一般に併行精度よりも大きな値を
とることが多い．

4・2・3　室間再現精度（reproducibility）
異なった試験室において，均質な試料から採取した複
数の試料を繰り返し測定する場合の精度のことであり，
分析法を標準化する際に複数施設で同一分析法を用いて
評価する際などに行われる．3種の精度評価の中では，
一般に最も大きな値をとることが多い．

4・2・4　精度を算出する際のデータ
真度と同様，fit-for-purposeで何濃度について何回繰

り返して分析するかを決定する．前述の ICH Q2改正案4）

では，併行精度は「報告範囲を含む濃度について，分析
法の全操作を 3濃度について各濃度 3回ずつ繰り返す」，
又は「試験濃度の 100 ％ に相当する濃度で，分析法の
全操作を少なくとも 6回繰り返す」と記載されている．
また同ガイドライン案では，室内再現精度は，まず精度
に及ぼす要因の影響を確認し，検討が必要と判断した要
因に関して，評価することとなっている．個々の要因は
別々に評価する必要はない．また，ICH M102）では，ク
ロマトグラフィーをベースにした方法の場合，真度と同
様に検量線の範囲内の少なくとも 4濃度の QC試料を用
いて，併行精度の場合は各 QC濃度あたり少なくとも 5

回の繰り返し分析をすることにより評価する．室内再現
精度は，各濃度の QC試料を少なくとも 2日をかけ 3分
析単位以上で分析し評価する必要がある．
なお，室内再現精度の検討方法には，異なる試験日間
のすべての変動要因を一括して一つの因子と見なし，そ
れ以外を残差として一元配置分散分析を行うことで，そ
の残差（偶然誤差となる）を併行精度とする方法もあ
る．具体的な例を以下に示す．
試験実施者，溶媒及びカラムが最も精度に影響を及ぼ
すことが分析法開発の段階にて既知であった場合，これ
らの要因を各 2水準（aと b）についてランダムになる
ように割り付け，6回（基本的には 6試験日）にて 2回
ずつ測定する場合，組み合わせとして，a-a-a, a-a-b, 

a-b-a, b-b-b, b-b-a, b-a-b（各々 aと bを 3回ずつ）とする
（表 1）．これらの測定値が表 1であった場合，

表 1　室内再現精度の 6試験日における割り付けと添加回収率

試験 割り付け 添加回収率（％）
番号 試験実施者 溶　媒 カラム 1回目 2回目

1

2

3

4

5

6

a

a

a

b

b

b

a

a

b

b

b

a

a

b

a

b

a

b

 97.4

 99.5

100.8

 98.7

 99.5

 96.9

 99.8

101.9

102.2

 99.7

102.3

 98.5

平　 均 　値
標 準 偏 差
相対標準偏差

99.8

1.78

1.8

表 2　一元配置分散分析の結果

要　因 平方和 自由度 分　散 分散比
室内再現精度分（水準間）
併行精度分（水準内）

22.44

12.44

 5

 6

4.49

2.07
2.16

全　　体 34.88 11 ─ ─
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1） まずデータ全体の平均値と各測定値の差の二乗の
合計（平方和）を求める（＝全体）（表 2）．この時の自
由度は，全測定回数 12から 1を引いた 11となる．

2） 次にデータ全体の平均値と各測定回（各試験日）
の平均値の差の合計（平方和）を求める（＝室内再現精
度分）．なお，この時の自由度は 6（試験日）－1＝5と
なる．

3） 全体（1）から室内再現精度分（2）を引いて，併
行精度分を求める．なお，この時の自由度は 11－5＝6

となる．
4） 室内再現精度分と併行精度分の分散（各平方和を
自由度で割ったもの）を算出する．

5） 分散比（室内再現精度分／併行精度分，F値）を算
出し，F分布表の自由度（6, 5）の有意水準 5 ％ におけ
る F値（4.39）と比較して，有意性を評価する．表 2の
場合，分散比 2.16は 4.39より小さく，有意水準 5 ％ に
おいて室内再現精度分の分散に有意差があるとは言えな
い」と言える．従って，評価した「試験実施者，溶媒及
びカラム」は，室内再現精度に与える効果はないと言え
る .

4・2・5　精度の変動要因
分析値のバラツキは結果の信頼性に直接的に影響する
ため，分析法の開発段階で十分，その要因を検討する必
要がある．バラツキの要因には，試料におけるバラツキ
と分析におけるバラツキがある．試料におけるバラツキ
では，均質な試料を分析に供することが重要である．ま
た，分析におけるバラツキの要因としては，前処理時に
おける試薬や器具のバラツキ，分析時における溶媒やカ
ラムの状態等，多くの要因が考えられる．精度が期待さ
れる範囲内から逸脱する場合には，その原因を明らかに
して改善する必要がある．また，前処理後試料中安定性
は，真度及び精度のいずれにも影響するため，該当する
場合は検討要因に加えるべきである．

4・3　特異性／選択性（specificity/selectivity）
特異性と選択性は，いずれも分析対象物質の測定にお
いて，他の物質による分析値への妨害の程度を示す指標
である．一般に「特異性」は分析対象物質のみを明確に
分けて測定できる能力で，分析法の識別能力を示す指標
である．特に生体試料中薬物濃度分析では，分析対象物
質と構造的に類似した物質（例えば，代謝物，異性体，
不純物等）を区別して検出する分析法の能力をいう2）．
クロマトグラフィー法の場合，ピークの分離度で示され
ることが多い．一方，「選択性」は一般に妨害物質が不
明な場合でも（非特異的妨害），分析対象物質を区別し
て測定することができる分析法の能力である．
特異性／選択性は，1） 保持時間の差等で識別できるこ

とを示す，2） 測定原理の全く異なる直交する分析法に

よる測定結果との比較で妨害を受けないことを示す，3） 
分析法の基本原理から理論的に妨害を受けないことを保
証する（例えば，質量分析装置における質量電荷比の相
違や NMRシグナルにおける化学シフト値の相違），こ
とにより立証できる．

4・4　範　囲
分析法における範囲は，必要な真度及び精度が保証さ
れる下限から上限までの濃度範囲を示す．ICH Q2改正
案4）では，さらに「報告値範囲」と「稼働範囲」に意味
が分けられ，前者は最終的に報告される値の範囲で，後
者はそれと同じかより広く，分析法が意味のある結果を
提供する濃度範囲，即ち定量的な試験の場合は検量線が
成り立つ範囲である．
報告値範囲として求められる範囲は，例えば医薬品に
おける原薬や製剤の定量法の場合，ICH Q2改正案4）に
規定されているように，表示量（又は規格下限値）の
80 ％ を下限とし，表示量（又は規格上限値）の 120 ％ 

を上限とすることが一般的である．

4・4・1　検量線
検量線は分析対象物質の濃度と分析機器のレスポンス
との関係を示すものであり，レスポンスの形状により，
線形（HPLCや LC/MS等）と非線形（ELISA等のリガ
ンド結合法等）に分かれる．
線形の場合は，範囲全体にわたって適切に分布された

5濃度（ICH Q2改正案4））又は 6濃度（ICH M102））以
上の検量線用試料により評価することが推奨されてい
る．回帰式としては

y＝ax＋b（aは傾き，bは y切片）

で表され，最小二乗法による回帰直線として算出され
る．他の評価パラメータとしては，相関係数や残差平方
和などがある．なお，最小二乗法では，高濃度側に重点
を置いて検量線が作成されるため，対数等に変換して重
み付け係数を回帰分析に適用することがある．また濃度
0において原点にプロットされるか，残差プロットにお
いて濃度依存性が見られないか，等を検討することも重
要である．
一方，非線形の場合には，関係が S字カーブ等を示

すため，4パラメータや 5パラメータの，より複雑なモ
デルが必要となる．なお，パラメータを増やせばデータ
への当てはまりは良くなるが，検量線作成時の変動誤差
まで当てはめてしまい，濃度の予測性が悪くなることが
あり，注意を要する．モデルの当てはめの程度は，相関
係数を 2乗した決定係数により，元データのどの程度
を説明できるか，から評価することができる．



ぶんせき　2024　3� 91

4・4・2　下限値（検出限界及び定量限界）
検出限界は，分析対象物質の検出が可能な最低濃度

（又は量）であり，定量限界は，分析対象物質の定量が
可能な最低濃度（又は量）で，特に医薬品における純度
試験など，低濃度での評価が重要な試験において，その
評価が必要となる．これら下限値の推定方法として以下
がある．

4・4・2・1　シグナル対ノイズ比から求める方法
HPLCや GC等のベースラインノイズを伴う分析法で
適用できる方法である．具体的には，ブランク試料のシ
グナル（ベースラインノイズ領域であれば，分析対象物
質を含む試料でも許容される場合がある）と既知の低濃
度の分析対象物質を含む試料のシグナルを比較し，その
比から算出する（図 2）．シグナル対ノイズ比の値にお
いて，検出限界としては 3：1が，定量限界としては
10：1が，それぞれ一般に用いられている．なお，この
方法で推定した場合は，実際にその濃度付近の試料を測
定して，推定値の妥当性を示す必要がある．

4・4・2・2　 線形のレスポンスにおいて，標準偏差と検
量線の傾きから求める方法

線形である回帰直線の傾き aと，レスポンスの標準偏
差 σから下記の通り計算する方法である．

検出限界＝3.3σ/a

定量限界＝10σ/a

　なお σは，複数のブランク試料のレスポンスの標準
偏差や，定量限界や検出限界付近の濃度を含む試料を用
いて作成した検量線における回帰直線の残差の標準偏差
を用いる方法がある．

4・4・2・3　 真度と精度から求める方法
真度及び精度の判定基準を満たす検量線用標準試料の
最低濃度を定量下限とする方法で，生体試料中薬物濃度
分析法では一般的に用いられる2）．

5　システム適合性

バリデートされた分析法であっても，実際に試験を行

う運用時には，意図した分析性能が維持されていること
の確認が必要となる．
「システム適合性（system suitability）」は，分析法の
稼働状態を日常的に確認する試験であり，公的な試験に
はおおむね設定されている．例えば，同項目名の日本薬
局方参考情報〈G1-2-181〉5）には「試験法の適用時に目的
に適う試験結果を与えることが検証された分析システム
が，実際に品質試験を行う際にも適切な状態を維持して
いることを確認するための試験方法と適合要件について
規定したものであり，通常，一連の品質試験ごとに適合
性を確認するための試験が行われる．」との記載があり，
機器分析法による多くの規格試験法に不可欠なものであ
る．言い換えると，目的とする分析に対して，装置や操
作が適切であることを立証し，分析上の欠陥があれば検
出するために設定される．

6　お わ り に

分析法バリデーションに関し，医薬品における評価方
法を例に概説した．分析法バリデーションは，分析結果
の信頼性確保において，重要な評価項目の一つであり，
適切に行う必要がある．本稿が読者の理解の一助となれ
ば幸いである．
最後に，より詳しく学習される場合の書籍を巻末に挙
げたので参考としていただきたい6）～8）．
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図 2　シグナル対ノイズ比による下限値の計算
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