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業務受託者 上田要一 一般社団法人日本食品添加物協会 専務理事 
研究要旨 既存添加物 365 品目（既存添加物名簿改正（令和 2 年 2 月 26 日）以前の品目数）

の成分規格については，第９版食品添加物公定書に 89 品目が収載されたが，なお約 150 品目

（約 160 規格）が未設定となっている． 
当協会は，これまでも既存添加物の食品添加物公定書への新規収載を目標に，自主規格の策定

及び及び見直しの検討を継続してきた． 
しかしながら，国の成分規格が設定されていない既存添加物については， 
・業界自主規格がない，またはあっても質が不十分 
・添加物としての有効性と有効成分自体が不明確 
・食品添加物としての流通実態が不明確 
・正しい基原の原材料が使用されていることの確認が不十分 
といった品目が多いことが指摘されている．これまでは，国が業界自主規格を技術的に検証し

た上で国の成分規格として整備してきた．上述の約 150 品目については規格設定が困難な品目

が残ったと言えるが，今後も着実な成分規格の作成が必要である． 
本研究では，平成 29～31 年度（令和元年度）において，既存添加物名簿及び既存添加物収載

品目リストの基原・製法・本質に記載されている基原種について，削除，変更又は拡大の必要

性が生じているものの有無を確認した． 
また，国の成分規格と日添協自主規格の整備状況，国内外の規格の有無等の調査及び厚生労働

省による安全性評価の実施状況について公表されている内容を調査しまとめた．さらに，酵素

品目については基原種の同定，分類の考え方について調査し，分類学および同定技術の進歩に

より生じた呼称変更への対応及び基原の追加に関する検討事項等についてもまとめた． 

 

研究協力者  
樋口彰 (一社)日本食品添加物協会  
   常務理事 
林 清 東洋大学 

食環境科学部食環境科学科  
教授 

卯津羅健作 (一社)日本食品添加物協会  
      第７(酵素)部会長 
 
A. 研究方法 
（１）既存添加物の成分規格の整備状況，国内

外規格の有無等,安全性試験実施状況の調査 
第９版食品添加物公定書未収載品について，

検証用規格および自主規格を含めた成分規格

の整備状況，安全性試験実施状況，国内外規格

の有無等を調査した． 
 
（２）第１０版収載既存添加物候補品目定義

及び製法・本質の基原生物の調査 
第１０版収載既存添加物候補品目の基原・製

法・本質に記載されている基原種について，削

除，変更又は拡大の必要性の有無の調査を継続

実施した．また，各品目の基原種については， 
Tropicos（https://www.tropicos.org/home）， 
YList（http://www.ylist.info/index.html）， 
NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/） 
の各データベースにより，植物基原，和名，

学名等を確認した． 
 
（３）酵素品目に関する調査 
食品添加物として用いられる酵素品目につい

て，基原種の同定，分類，考え方について調査

を行なうとともに，酵素基原生物の分類学およ

び同定技術の進歩により生じた呼称変更への

対応及び学術情報に沿った確認等の実施につ

いて説明した．さらに最終年度では，食品添加
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物公定書に収載された添加物酵素の定義への

基原の追加を想定し調査を行った． 
 
B. 研究結果 
（１）既存添加物の成分規格の整備状況，国内

外規格の有無等，安全性試験実施状況の調査 
第 9 版食品添加物公定書未収載品について次

の事項について調査を行い，部会別および品目

順に Table 1（下記①，②，③），Table 2（下記

④）にまとめた． 
①自主規格（案）及び第１０版食品添加

物公定書成分規格案の作成状況 
②試験法に関する第３者及び自社検証

実施状況 
③国内外規格の有無 
④安全性評価の実施状況 

なお，Table 1 に示した第 10 版食品添加物公

定書規格案作成品目のうち，公定書作成検討会

に規格案を提出し審議された品目は，第 1 回か

ら第 6回までで累計 29品目（35規格）であり，

このうちの 2 品目が食品，添加物等の規格基準

に加えられた（平成 31 年度（令和元年度）末

時点）．これらの品目（規格）は，第 10 版食品

添加物公定書が作成されるまでは，第 9 版食品

添加物公定書追補に相当するものと考えられ

る． 
 

（２）第１０版収載既存添加物候補品目定義

及び製法・本質の基原生物の調査 
過去 5 年間のまとめを，その理由・根拠を含

め一覧表にした． 
所定のデータベース検索により，和名・一般

名，標準和名・別名，標準学名・別名を調査し，

既存添加物名簿及び既存添加物収載品目リス

トの基原・製法・本質の記載と比較した結果，

見直し等を要すると考えられる事項について

Table 3 にまとめた． 
 

（３）添加物酵素の基原種の同定，分類の考え

方について（最終年度まとめ） 
酵素は，生体内で起こる種々の化学反応を触

媒するタンパク質で多種多様な生物種に分布

しており，その多様性，および温和な条件（温

度，圧力，ｐＨなど）で高い特異性（基質や反

応）が発揮される特長があることにより，様々

な分野において広く利用されている．また，そ

の安全性の高さより食品分野においても幅広

く利用されている． 
酵素を食品添加物として使用する場合，食品

添加物公定書に規定された規格への適合が必

要となり，特にその基原は，食品添加物公定書

の D．成分規格・保存基準各条にある各々の酵

素の定義に記載されたものに限定される． 
ここにおいて，食品添加物公定書の規定に従

って酵素の事業使用を円滑に行うため，以下の

２点につき，対応の検討が必要であると思われ

た．本調査においてその対応策案の策定を行っ

た． 
生物種，特に微生物においては，分類学，お

よび同定の技術・手法の進歩により，基原の呼

称が改正/変更されることが少なからず発生す

ることがあるが，その際の食品添加物公定書収

載の基原名の整備． 
事業使用に際し，種々の課題の克服のための

改良・開発は重要であり，広く自然界からより

有用な酵素（およびその生産菌株）の探索が行

われているが，発掘された酵素は食品添加物酵

素に収載されているものであるが，その基原微

生物が収載されていない場合の対応． 
 

本調査の概要を以下に示す． 
１） 酵素生産菌の基原名の呼称改正(変更)に

際する対応策案 
・微生物の場合 
当該微生物につき，細胞の形態観察，生理･生

化学的試験に加え，最新の分類同定技術（例え

ば下記の解析）により同定を行う．なお，分類

同定技術の進歩により適宜，同定法を最新のも

のに更新する． 
（同定の指標となる遺伝子の配列解析） 
細菌類：16S rDNA 解析など 
糸状菌：ITS rDNA 解析，28S rDNA-D1/D2 解

析，β-tubulin 遺伝子解析，calmodulin 遺

伝子解析，TEF-1α（transcribed elongation 
factor 1-alpfa）遺伝子解析など 

   酵 母：ITS rDNA 解析，26S rDNA-
D1/D2 解析など 

（当該遺伝子配列を用いた相同性検索） 
上記の解析で得られた DNA 塩基配列を国際

塩基配列データベース（DDBJ/ENA（EMBL）
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/GenBank）に対して相同性検索を行い，同定を

行う． 
（上記外の手法による解析） 
細菌類，糸状菌，酵母につき，必要に応じ，

MALDI-TOF MS 法（※）も並行して行う． 
（※）タンパク質マススペクトルパターン

をデータベースと照合することで同定を行

う手法．第 17 改正日本薬局方参考情報にも

掲載されている． 
 また，当該微生物の同定において，必要に応

じて，他の適切な最新技術も適用することが可

能． 
（学名について） 
学名については，以下の情報源で用いられて

いるものによることとする．なお，他の出典元

とする 場合はその根拠を示すこととする． 
NCBI 
①http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
②https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Brows
er/wwwtax.cgi 
 
以上の同定により得られた結果を下記の情報

と照合し，その呼称改正(変更)の正当性を確認

する． 
- 分類学の成書等（例：Bergey's Manual of    

Systematic Bacteriology ， Index Fungorum ，

MycoBank など）の呼称変更情報． 
-  査読のある分類学分野の学術誌での呼称

変更情報． 
-  公的な菌株の保存機関（例：American Type 

Culture Collection など）の菌株情報にある呼称

変更情報． 
- 海外の主要国（参）の食品用酵素のポジテ

ィブリスト等おける基原生物の属種に関する

情報． 
（参）米国 GRAS，カナダ，オーストラリア･

ニュージーランド，フランスなど 
- その他，科学的に妥当と判断できる公的

情報． 
 

ただし，下述のような事由により，直接，学

術情報に沿った呼称変更の確認ができない場

合は，従前からの製造記録等の客観的情報等に

基づき，生産菌株の変更がないことを示し，最

新の同定技術による最新の学名を正当な基原

名とすることもできる，とする運用が妥当と考

えられる． 
・同定された時期が古く明確な呼称変更の確

認ができない場合． 
・他の機関・事業者からの譲渡等の菌株で確固

とした同定記録がない場合． 
 
また，動植物由来の酵素の場合，その基原と

なる生物種の分類，学術名の呼称変更などにつ

いては，学術情報（分類学の成書，査読のある

学術誌など）に従い学名の確認・変更を行うこ

とが妥当と考えられる．なお，学術名について

は，第９版食品添加物公定書の規格策定の際に

よりどころとされた下記の URL で用いられて

いるものによることとする．なお，他の出典元

とする場合はその根拠を示すこととする． 
学名： 

Tropicos http://www.tropicos.org 
和名： 

YList http://ylist.info/index.html 
 
２）有用酵素の探索の結果，発掘された酵素は

食品添加物酵素に収載されているものである

が，その基 原微生物が収載されていない場合

の対応． 
当該微生物が，「非病原性の培養株以外のも

の」，また「微生物の菌株として毒素を産生す

る可能性のある培養株を用いる場合，精製の過

程で毒素を除去すること」は大前提となるが，

食品添加物公定書に収載された添加物酵素の

定義への基原の追加についての具体的な評価

案として，「遺伝子組換え微生物を利用して製

造された添加物の安全性評価基準」において検

討される「宿主に関する事項」をベースとした

以下の考え方を対応策案として提示する． 
 
【基原の追加に際する検討事項案】 
1．分類学上の位置付け(種名(学名)・株名等)等
に関する事項 
学名，株名等が明らかであり，その微生物が

添加物製造に安全に利用されてきた経験，食用

に利用されてきた歴史(食文化)又は産業上の

使用経験等が明らかであること．例えば，第９

版食品添加物公定書に収載されている添加物

酵素の基原として収載されているものなど． 
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2．病原性及び有害生理活性物質等の生産に関

する事項 
非病原性であること．また，有害生理活性物

質を産生する場合，その種類，作用及び量が明

らかであること．必要に応じて，当該菌株のア

レルギー誘発性に関する知見が明らかである

こと．なお，病原性等に関しては，以下の情報

等をベースにして確認する． 
 ⇒国立感染症研究所病原体安全管理規定（病   

原体等の BSL 分類） 
https://www.niid.go.jp/niid/ja/from-
biosafe/8136-biosafe-kanritaikei.html 

 ⇒ATCC（American Type Culture Collection）        

の Biosafety Level  
⇒EFSA の QPS（the Qualified Presumption of 

Safety） 
https://www.efsa.europa.eu/en/topics/ 

topic/qualified-presumption-safety-qps 
   など 
 
3．寄生性及び定着性に関する事項 
当該微生物が，ヒトや他の生物に寄生又は定

着するか否かが明らかであり，寄生・定着する

場合，ヒトや他の生物に悪い影響を与えるか否

かが明らかであること． 
 
4．病原性の外来因子(ウイルス等)に汚染され

ていないことに関する事項 
当該微生物が病原性の外来因子(ウイルス

等)に汚染されていないこと． 
 
5．当該微生物の近縁株の病原性及び有害生理

活性物質の生産に関する事項 
近縁の株において，病原性がある場合や有害

生理活性物質を産生するものがある場合，添加

物の製造に用いた当該微生物においては，同様

の病原性や有害生理活性物質の産生等の有無

について明らかであること．なお，有害生理活

性物質等の産生が認められる場合には，当該微

生物を用いた製造に安全性上の問題がないと

判断できる合理的な理由があること． 
 
6．なお，以下の事項は，議論の進み具合によ

り必要となった際に提示する． 

当該酵素およびその基原が，海外の主要国

（※）の酵素リストに収載されていること． 
（※）EU（仏国），米国（GRAS），オーストラ

リア・ニュージーランド（FSANZ）それぞれの

URL を以下に示す． 
 
（仏国：加工助剤に関するリスト） 

https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.
do?cidTexte=LEGITEXT000020667468 

（米国：GRAS Notice） 
https://www.accessdata.fda.gov/script  

s/fdcc/?set=GRASNotices 
（米国：21CFR Chapter I Subchapter-B） 

https://www.law.cornell.edu/cfr/text/21/cha
pter-I/subchapter-B 
（FSANZ：Food Standards Code Schedule 18） 

https://www.legislation.gov.au/Series 
/F2015L00452 
 
C. 考察 
この度の調査研究により，今後の成分規格作

成候補品目の定義及び製法・本質の基原生物に

ついては，名簿の定義を基本としつつ，より現

実的な規格案としていくことも留意すべきと

考えられた．添加物酵素の基原種の同定，分類

については，基原微生物の追加も視野に，調査

結果を活用し公定書規格の質的向上を図って

いきたい． 
 
D. 謝辞 
本調査研究に際しては，国立医薬品食品衛生

研究所食品部の佐藤部長をはじめとする諸先

生方には多大なるご指導をいただいた．この場
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A. 研究目的 
 食品添加物の品質確保のため，各品目につい

て成分規格が設定される．第 9 版食品添加物公

定書には，指定添加物及び既存添加物の各品目

の成分規格が記載されているが，既存添加物

365 品目(枝番込み 382 品目，但し，香辛料抽出

物を 1 品目(74 基原)とする(令和 2 年 2 月 26 日

以前の品目数))については，217 品目(枝番品目

込み)の成分規格が設定済である．残り 164 品目

(枝番込み)と香辛料抽出物 1 品目(74 基原)の成

分規格が未設定である．これらの品目の成分規

格設定が急務とされている． 

成分規格が未設定である品目は，1.流通確認が

取れないもの，2.基原・製法・本質が曖昧なも

の，3.有効成分が解明できていないもの，4.現時

点の科学技術で妥当な規格試験法が設定でき

ないもの，に分類される．すなわち， 1 に該当

するものを除き，2〜4 の問題を解決することが

成分規格設定に必要である．また，既存添加物

は様々な加工食品に使用されているが，成分規

格が設定されていても古い，若しくは国際的に

認められていないものも多く残されており，国

外への輸出の障害となっている．よって，流通

量が多いあるいは国外においても利用価値が

高いと考えられる既存添加物については海外

動向及び最新技術に基づく成分規格のアップ

デートが必要となっている． 
前述の 4 に相当する現時点の科学技術の限界

により成分規格が未設定の品目，国外において

も使用される品目，成分規格が古い品目につい

ては，新規分析手法の導入による成分規格設定

の可能性を検討する必要がある．また，近年，

あらゆる分析値に対して国際単位系(SI)への計

量計測トレーサビリィーの確保が求められる

研究要旨 既存添加物の品質確保のためには，それぞれの品目に対して適した成分規格の

設定が必要である．しかし，既存添加物は様々な生物や鉱物を基原としており，且つ，複雑

な混合物であることも多く，従来の分析手法では成分規格を設定できない品目が多く残され

ている．本研究では，既存添加物の成分規格試験法の確立を目的に，新規分析法の開発，応

用，導入を検討した．トマト色素及びアナトー色素については，主成分の市販標準品が流通

していないため，別の安価な物質を標準とし，相対モル感度(RMS)を利用した HPLC による

手法を検討した．その結果，成分規格試験法として十分な定量精度を有し，本法が導入可能

であると考えられた．また，これまで我々は 1H-qNMR を積極的に導入してきたが，新たに
13C-qNMR の開発のための基礎的検討を行った．その結果，13C-qNMR は 1H-qNMR に比べて

定量精度は劣るが，分解能が高く，混合物中の成分の直接定量が対応する標準品なしで可能

であり，既存添加物の成分分析に有用な分析手法となり得ることがわかった． 
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ようになってきていることから，食品添加物だ

けでなく医薬品等の公的な成分規格について

も今後対応が必要とされることは明らかであ

る． 
本研究では，これまでも 1H-qNMR (quantitative 

Nuclear Magnetic Resonance)の規格試験への積

極的導入を行ってきたが，新たに 13C-qNMR の

開発のための基礎的検討を行った．また，相対

モル感度(RMS (Relative Molar Sensitivity))を利

用した新規分析手法の導入を検討した．  
 
B. 研究方法 
B-1) RMS を用いた分析法の導入 
B-1-1) トマト色素中のリコペンの定量 
分析に用いたリコペン及び定量用内標準物質

としたスダン I は，現時点では共に純度既知の

市販標準品の流通が確認できなかったため，

該当する試薬を 1H-qNMR で値付けして用いた

(Fig. 1)．これらを HPLC に付し，検出波長 475 
nm のクロマトグラム上に観察されたリコペン

とスダン I のピーク面積を求めた(Table 1)．1H-
qNMR により得られた調製時の純度からリコ

ペンとスダン I の正確なモル濃度を算出し，原

点を通る絶対検量線をそれぞれ作成した．絶

対検量線の(リコペンの傾き)÷(スダン I の傾き)
から相対モル感度係数(RMS)を求めた． 
次に，トマト色素製品を溶かした試料液を調

製し，別に調製したスダン I を溶解した定量用

内標準液を精密に加え，LC 定量用検液とし

た．LC 定量用検液を HPLC に付し，RMS を求

めた条件と同一の条件で分析し，リコペンと

スダン I のピーク面積，RMS の関係からリコ

ペンの含量を求めた． 
 

B-1-2) アナトー色素中の主色素成分の定量 
アナトー色素中の主色素成分であるビキシン

(Bx)及びノルビキシン(Nb)の高純度の市販試薬

は流通していないため，日本食品添加物協会

を通じて得たアナトー色素製品の内，Bx 及び

Nb を主成分とする製品 Bx1 及び Nb1 を 1H-
qNMR で値付けして代用とした(Fig. 2)．ま

た，分析に用いた定量用内標準物質としたス

ダン I (S1)及びスダン II (S2)は，現時点では共

に純度既知の市販標準品の流通が確認できな

かったため，該当する試薬を 1H-qNMR で値付

けして用いた． 
1H-qNMR による値付けを行う際に調製した試

料液の残液を正確に混合し，ビキシン混合標

準液及びノルビキシン混合標準液を調製し

た．混合標準液を希釈し，HPLC に付し，検出

波長 460 nm のクロマトグラム上に観察された

Bx，Nb，S1 及び S2 のそれぞれのピーク面積

を求めた(Table 2)．それぞれの原点を通る絶対

検量線の傾きの比から対応する RMS を求め

た． 
次に，アナトー色素製品を溶かした試料液と

別に調製した S1 及び S2 を一定量精密に溶解

した定量用内標準液を正確に混合し，LC 定量

用検液とした．LC 定量用検液を HPLC に付

し，RMS を求めた条件と同一の条件で分析

し，それぞれのピーク面積，RMS の関係から

Bx 及び Nb の含量を求めた． 
 
B-2) 13C-qNMR に関する基礎的検討 
核磁気共鳴装置(NMR)にはオートサンプラ

ー付き JNM-ECZ600 (CH UltraCOOL probe)，オ

ートサンプラー付き JNM-ECA800 (CH probe)を
用いた． 

qNMR 標準物質は SI にトレーサブルに純度

が値づけされた 1,4-BTMSB-d4 標準物質(純度

99.9±0.5 %)，DMSO2 標準物質(純度 99.7±
0.7 %)を用いた．qNMR 測定溶媒には acetone-d6 
及び DMSO-d6 を用いた．試料には diethyl 
phthalate (DEP)標準物質(純度 99.98±0.01 %)，
benzoic acid (BA)，rutin trihydrate (Rutin) (1H-
qNMR より anhydrate としての純度 90.2±
0.3 %1))，quercetin xH2O (Quercetin) (1H-qNMR よ

り anhydrateとしての純度 92.8±0.02 %1))を用い

た．これら純度既知の物質を用い調製した試料

液を NMR に付し，13C-qNMR の定量性に関係す

ると考えられる各種パラメータを変化させ，そ

の影響を観察した． 
 
C. 結果及び考察  
C-1) RMS を用いた分析法の導入 
C-1-1) トマト色素中のリコペンの定量 
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相対モル感度係数(RMS)に利用する定量用内

標準物質の条件として，安価，高純度，純度既

知，安定，入手しやすい，測定対象と物理的特

性，極性，極大吸収波長が近く，また，試料そ

のものに含まれず，HPLC で夾雑物及び測定対

象と分離する，などが挙げられる．スダン I は
測定対象であるリコペンの物理的特性に類似

しており，前述の条件にほぼ合致する化合物で

あったため，これを RMS による定量用内標準

物質として用いることとした． 
スダン I 及びリコペンは純度既知の市販標準

品が販売されていない．さらにリコペンは非常

に不安定であるため，調製中の分解や保存中の

濃度低下が懸念される．このため，両物質を混

合した液を調製し，1H qNMR により混合液中の

精確なモル濃度を直ちに求め，その後，混合液

を希釈して HPLC に付し，両物質の絶対検量線

を作成して RMS を決定する手順をとった．  
検出波長 475 nm の HPLC に付し，リコペン

とスダン I のピーク面積を求め，それぞれ原点

を通る絶対検量線を作成し，傾きの比より RMS
＝ 9.857 [mol/mol]を求めた．次に，トマト色素

製品にスダン I を一定量添加した LC 定量用検

液を調製し，HPLC に付し，リコペンとスダン I
のピーク面積を求め， RMS ，LC 定量用検液中

の添加したスダン I の絶対濃度との関係から製

品中のリコペン含有量を計算した(Table 3)．そ

の結果，粉末試料では 69～81%，液状試料で 2
～7%だった．リコペンの絶対検量線から求めた

含有量と比較したところ，ほぼ同等の値が得ら

れ，RMS と絶対検量線の定量値の残差%(＝
(RMS定量値－検量線定量値)／検量線定量値×

100)は 4%以内であることが確認された． 
以上，RMS を利用した HPLC によるリコペン

の定量法が成分規格試験法として機能すると

判断できる結果であった． 
 
C-1-2) アナトー色素中の主色素成分の定量 
絶対検量線法，RMS による方法を用い，アナ

トー色素製品中の Bx 及び Nb 濃度を求めた．絶

対検量線法と RMS による方法から求めた含有

量と比較したところ，同等の値が得られ残

差%(＝(RMS 定量値－検量線定量値)／検量線

定量値×100)は 3%以内であった．また，流速 1.0 
mL/min と 1.4 mL/min での定量値は殆ど等しい

ことから，保持時間の変化は定量値に影響しな

いないことが示唆された(Table 4)． 
今回，内標準物質に S1 及び S2 の 2 種を用い

たが，定量結果は同じであったので，食品添加

物公定書の定量法として採用することを想定

した場合，Bx と Nb の間に溶出する保持時間の

短い S1 が内標準物質として適当であると考え

られた． 
 
C-2) 13C-qNMR に関する基礎的検討 

qNMR では SI にトレーサブルな標準物質を内

標準物質として用いることにより対象物質の

絶対量を求めることが可能である．核種には 1H
核を用いる方法である 1H-qNMR により有機化

合物の精確な定量が可能である．しかし，1H-
qNMR は，混合物の定量を行う場合において，

観測範囲が約 20 ppm と短く，類似化合物に由

来するシグナルが重なるため個々の成分の直

接定量が困難である．  
1H-qNMR のこの欠点を克服する手法として，

1H核以外の核種として 13C核を用いた qNMRの

手法が考えられる．13C-NMR では観測範囲が
1H-NMR と比較して約 20 倍広く，観測されるシ

グナルもプロトンノイズデカップリングによ

りシングレットで検出されるため，類似化合物

が共存した場合においても 1H-NMRに比べてシ

グナルが重なる可能性は低く，個々の化合物を

同時に定量できる可能性が高い．一方，13C-NMR
は 1H-NMR に比べて感度が非常に悪く，通常の

測定条件では定量性に乏しいという問題があ

る．本研究では，13C-NMR に高い定量性を付与

し，13C-qNMR の手法を確立させるための基礎

検討を行った．定量性の向上に関係すると考え

られるパラメータ，すなわち，データポイント

数，パルス繰り返し時間，積算回数，位相及び

ベースライン補正，積分範囲，ゼロフィリング

等について検討した．  
純度既知の標準物質1,4-BTMSB-d4，DMSO2及
びDEPを用い，各種パラメータの最適化を行っ

た．その結果，13C-qNMRでは約5 %のばらつき

を含む定量値が得られるようになった．従って，
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精密な定量分析には化合物の純度決定には適

さないと考えられた． 
一方，13C-qNMR により，Quercetinとその配糖

体であるRutinに定量分析を行った結果から，多

少のばらつきは生じるが類似化合物の混合物

から目的成分を単離せずに直接定量が可能で

あることが証明された．天然由来の添加物の有

効成分または指標成分を迅速に定量する手法

として有用であると考えられた．  
 
D. 結論 
本研究では，今後，新規分析手法を既存添

加物の成分規格試験法に導入していくため

に，RMS の応用及び 13C-qNMR の基礎的検討

を行った．  
RMS の応用では，トマト色素中のリコペ

ン，アナトー色素中のビキシン及びノルビキ

シンが簡便且つ精確に定量可能であることが

確認できた．リコペン，ビキシン及びノルビ

キシンの純度既知の標準品は流通しておら

ず，また将来流通が期待できない．通常の

HPLC 分析に RMS を利用することで，これら

の標準品を必要としない定量試験法が設定で

きる点において非常に優れた方法である． 
13C-qNMR の基礎的検討では，測定条件を最

適化することによって，5%程度のばらつきを

伴った定量値を算出可能となった．精度向上

は今後の課題ではあるが，天然物，類似化合

物等の混合物をそれぞれの標準品を必要とせ

ず直接定量できる．既存添加物の成分にはそ

れに対応する標準品又は試薬が得られないこ

とが多い．このため，成分の含量情報が不足

し，成分規格の設定に関する議論が難航する

ことが多かったが，13C-qNMR を応用すること

によって，この問題が解決できると期待でき

る． 
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Fig. 1 リコペンとスダン I の構造 

 
 

 
Fig. 2 ビキシンとノルビキシンの構造 

 

Table 1 トマト色素製品中のリコペン分析用 HPLC 測定条件 
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5913

all-trans-lycopene
Chemical Formula: C40H56
Exact Mass: 536.438
Molecular Weight: 536.888

sudan I
Chemical Formula: C16H12N2O
Exact Mass: 248.095
Molecular Weight: 248.285

H P LC
W aters LC : A lliance 2695, P D A : 2996 photodiode

array detector

colum n S unF ire C 18 (4.6×150 m m , 5μm , W aters)

colum n tem p. 40℃

solvent isocratic C H 3C N /E tO H  (7:3), 30 m in

flow  rate 0.5 m L/m in

P D A  scan 200-700 nm  (resolution 1.2 nm ), detect 475 nm

sam ple tem p. 4℃

injection volum e 10 µL
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Table 2 アナトー色素製品中のビキシン及びノルビキシン分析用 HPLC 測定条件 

 
 
Table 3 RMS 法，および絶対検量線法により求めたトマト色素製品中のリコペン含有量(%) 

 
*AXXXX = 製品試料番号，-nX = 測定回数  

 
Table 4 RMS 法，および絶対検量線法により求めたアナトー色素製品中のビキシン(Bx)及びノルビキシン(Nb)の含有量(%) 

 
*Bx1~Bx9 = ビキシン(Bx)を主色素成分とする製品，Nb1~Nb18 = ノルビキシン(Nb)を主色素成分とする製品．

リコペン絶対検量線　（std3～5, LV0～LV5, 原点通す）

A1155-n1 31634 11565 78.5650 25 250 100 5.40.E-06 1.500.E-06 6.40 AVR 6.35 1.49E-06 6.38 AVR 6.28 0.45
A1155-n2-2 30427 11535 83.1612 25 250 100 5.40.E-06 1.446.E-06 5.83 STDEV 0.48 1.44E-06 5.79 STDEV 0.45 0.71
A1155-n3 33008 11416 78.2514 25 250 100 5.40.E-06 1.585.E-06 6.80 CV% 7.63 1.56E-06 6.68 CV% 7.16 1.76

A1201-n1 33488 11459 6.3519 25 250 100 5.40.E-06 1.602.E-06 84.64 AVR 81.3 1.58E-06 83.49 AVR 81.2 1.38
A1201-n2 28473 11579 5.5922 25 250 100 5.40.E-06 1.348.E-06 80.90 STDEV 3.10 1.34E-06 80.63 STDEV 2.08 0.33
A1201-n3 32149 11758 6.4088 25 250 100 5.40.E-06 1.499.E-06 78.49 CV% 3.81 1.52E-06 79.44 CV% 2.56 -1.20

A1205-n1 43902 11740 10.8550 25 250 100 5.40.E-06 2.050.E-06 63.37 AVR 68.9 2.07E-06 64.05 AVR 68.3 -1.05
A1205-n2 38281 11489 8.7242 25 250 100 5.40.E-06 1.827.E-06 70.26 STDEV 4.96 1.81E-06 69.48 STDEV 3.75 1.11
A1205-n3 42404 11337 9.4262 25 250 100 5.40.E-06 2.050.E-06 72.99 CV% 7.20 2.00E-06 71.24 CV% 5.49 2.46

A1206-n1 30136 11771 76.0766 25 250 100 5.40.E-06 1.404.E-06 6.19 AVR 6.56 1.42E-06 6.27 AVR 6.58 -1.31
A1206-n2 30524 11592 73.1241 25 250 100 5.40.E-06 1.444.E-06 6.62 STDEV 0.34 1.44E-06 6.61 STDEV 0.29 0.22
A1206-n3 32610 11581 75.4481 25 250 100 5.40.E-06 1.544.E-06 6.87 CV% 5.21 1.54E-06 6.84 CV% 4.37 0.31

A1207-n11 18842 11685 161.99 100 62.5 100 5.40.E-06 8.841.E-07 1.83 AVR 1.82 8.89E-07 1.84 AVR 1.82 -0.58
A1207-n12 29448 11544 262.52 100 62.5 100 5.40.E-06 1.399.E-06 1.79 STDEV 0.02 1.39E-06 1.78 STDEV 0.04 0.63
A1207-n13 26705 11633 230.76 100 62.5 100 5.40.E-06 1.258.E-06 1.83 CV% 1.37 1.26E-06 1.83 CV% 1.95 -0.14

A1208-n1 30052 12094 6.9338 25 250 100 5.40.E-06 1.362.E-06 65.93 AVR 79.1 1.42E-06 68.63 AVR 79.4 -3.95
A1208-n2 36374 11740 7.0516 25 250 100 5.40.E-06 1.699.E-06 80.83 STDEV 7.10 1.72E-06 81.68 STDEV 5.76 -1.05
A1208-n3 41766 11687 8.4429 25 250 100 5.40.E-06 1.959.E-06 77.86 CV% 8.97 (n3) 1.97E-06 78.34 CV% 7.25 (n3) -0.60
A1208-n4 31327 11616 6.1065 25 250 100 5.40.E-06 1.478.E-06 81.24 83.4 1.48E-06 81.24 82.5 0.01
A1208-n5 34225 11440 6.3314 25 250 100 5.40.E-06 1.640.E-06 86.93 3.10 1.62E-06 85.60 2.71 1.55
A1208-n6 31158 11431 6.1185 25 250 100 5.40.E-06 1.494.E-06 81.95 3.71 1.47E-06 80.64 3.28 1.63

検液中の
sudan I

CS (m_mol/mL)

検液中の
lycopene

CL (m_mol/mL)

含有量
(%)

検液中の
lycopene濃度

(m_mol/mL)
含有量

(%)

RMS （std3～5, LV0～LV5, 原点通す）　＝　9.857
残差%=
（RMS-検
量線）／検
量線×100

lycopene
area
AL

sudan I
area
AS

採取量
W(mg)

定容量
V(mL)

希釈率
F 単位補正

Content of bixin (Bx) (%) Content of norbixin (Nb) (%) Content of bixin (Bx) (%) Content of norbixin (Nb) (%) Content of bixin (Bx) (%) Content of norbixin (Nb) (%)
AVR STDEV CV% AVR STDEV CV% AVR STDEV CV% AVR STDEV CV% AVR STDEV CV% AVR STDEV CV%

Bx1 Bixin Powder 71.95 0.12 0.2 1.39 0.01 0.4 71.80 0.20 0.3 1.39 0.01 0.4 71.40 0.05 0.1 1.38 0.01 0.5
Bx2 Bixin Liquid 6.62 0.02 0.2 0.12 0.00 0.8 6.57 0.02 0.3 0.12 0.00 0.7 6.72 0.01 0.1 0.12 0.00 0.7
Bx3 Bixin Powder 92.40 0.55 0.6 1.72 0.02 1.0 91.88 0.73 0.8 1.71 0.02 1.3 93.75 0.54 0.6 1.75 0.01 0.6
Bx4 (Bixin) Liquid 2.58 0.02 0.7 0.03 0.00 1.4 2.57 0.02 0.9 0.03 0.00 1.6 2.61 0.03 1.3 0.03 0.00 1.7
Bx5 Bixin Powder 14.45 0.07 0.5 0.33 0.03 9.7 14.40 0.07 0.5 0.33 0.03 9.6 14.68 0.08 0.5 0.34 0.03 9.6
Bx6 Bixin Powder 3.86 0.04 1.0 0.04 0.00 1.7 3.86 0.04 1.0 0.04 0.00 1.7 3.93 0.04 1.0 0.04 0.00 1.7
Bx7 Bixin Powder 8.89 0.08 0.9 1.91 0.16 8.6 8.88 0.10 1.1 1.90 0.16 8.6 9.08 0.09 1.0 1.95 0.17 8.7
Bx8 Bixin Powder 83.27 0.98 1.2 1.27 0.00 0.3 83.09 0.99 1.2 1.27 0.00 0.3 82.36 0.78 0.9 1.26 0.00 0.3
Bx9 Bixin Powder 70.71 0.63 0.9 0.69 0.03 3.8 70.67 0.61 0.9 0.69 0.03 3.7 70.12 0.48 0.7 0.69 0.03 3.8

Nb1 Norbixin Powder 1.26 0.11 8.4 71.66 0.47 0.7 1.25 0.11 8.4 71.32 0.38 0.5 1.25 0.10 8.4 71.29 0.53 0.7
Nb2 Norbixin Powder 0.01 0.00 8.4 16.35 0.12 0.7 0.01 0.00 8.5 16.29 0.11 0.7 0.01 0.00 8.6 16.52 0.10 0.6
Nb3 Norbixin Powder ND 19.07 0.76 4.0 ND 19.02 0.76 4.0 ND 19.25 0.79 4.1
Nb4 Norbixin Powder ND 38.29 0.28 0.7 ND 38.15 0.30 0.8 ND 38.54 0.51 1.3
Nb5 Norbixin Powder 0.02 0.00 2.0 23.66 1.01 4.3 0.02 0.00 1.9 23.54 1.03 4.4 0.02 0.00 1.9 24.04 1.05 4.4
Nb6 Norbixin Powder 0.04 0.00 11.3 13.71 0.05 0.3 0.04 0.00 11.3 13.65 0.05 0.3 0.04 0.00 11.7 13.82 0.01 0.1
Nb7 Norbixin Powder ND 19.44 0.19 1.0 ND 19.37 0.20 1.1 ND 19.58 0.18 0.9
Nb8 (Norbixin) Liquid ND 2.02 0.01 0.5 ND 2.02 0.01 0.4 ND 2.05 0.02 1.0
Nb9 Norbixin Powder ND 36.28 1.84 5.1 ND 36.13 1.86 5.1 ND 36.27 1.85 5.1
Nb10 Norbixin Powder 1.10 0.03 2.3 34.02 0.67 2.0 1.09 0.03 2.4 33.92 0.69 2.0 1.10 0.02 2.1 34.20 0.66 1.9
Nb11 Norbixin Powder ND 33.02 0.13 0.4 ND 32.90 0.17 0.5 ND 33.32 0.04 0.1
Nb12 (Norbixin) Powder 0.92 0.00 0.3 33.49 0.17 0.5 0.91 0.00 0.5 33.40 0.11 0.3 0.91 0.00 0.4 33.37 0.16 0.5
Nb13 Norbixin Powder ND 26.36 0.04 0.2 ND 26.30 0.03 0.1 ND 26.43 0.11 0.4
Nb14 Norbixin Powder ND 32.31 0.24 0.7 ND 32.17 0.22 0.7 ND 32.15 0.30 0.9
Nb15 (Norbixin) Powder ND 35.36 0.42 1.2 ND 35.17 0.50 1.4 ND 35.29 0.58 1.6
Nb16 Norbixin Powder 1.09 0.01 0.6 33.24 0.19 0.6 1.09 0.01 0.6 33.18 0.20 0.6 1.09 0.01 0.6 33.20 0.19 0.6
Nb17 Norbixin Powder 4.70 0.03 0.7 56.16 0.24 0.4 4.68 0.03 0.7 55.94 0.24 0.4 4.70 0.03 0.7 56.16 0.22 0.4
Nb18 Norbixin Powder 1.11 0.31 27.9 71.42 0.57 0.8 1.10 0.31 27.9 71.25 0.71 1.0 1.11 0.31 28.0 71.77 0.49 0.7

Absolute calibration curve method
Sample No. Labeled main 

component Property
RMS method with sudan I (S1) RMS method with sudan II (S2)
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