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研究要旨  

1) 既存添加物の成分規格に関する研究

食品添加物公定書に収載されていない品目について自主規格の作成を進めた．また，流

通実態，使用実態及び安全性情報を調査した．更に，製品情報及び流通実態の有無により，

規格化の可能性が低いものとして55品目をリストアップした．  

2) 既存添加物の有効成分の解明，試験法及び分析法の開発

昨年度，ヒマワリ種子抽出物，ショウガ抽出物，香辛料抽出物（コショウ，シナモン，オ

ールスパイス），クチナシ色素，シタン色素，ウコン色素，キトサン，酵素処理ナリンジン

等の 8 品目の成分組成及び有効成分を検討したが，本年度は，アナトー色素，オリゴガラ

クチュロン酸，ニガヨモギ抽出物，香辛料抽出物（ローズマリー）等を加え 12 品目 16 基

原について継続して検討した．また，昨年度に引き続き，qNMR 及び RMS を利用した信頼

性の高い SI にトレーサブルな分析法の開発，次いで規格試験法への応用を主に検討した

オリゴガラクチュロン酸については，1H-qNMR，HPLC 及びカルバゾール-硫酸法による

定量法を検討した結果，カルバゾール-硫酸法が現時点では最良な試験法であることを確認

した．アナトー色素については，主成分の HPLC 分析条件を検討した．ニガヨモギ抽出物

については，LC/MS 分析等の結果より苦味成分が同定され，本品目の成分規格においては

TLC による確認試験の設定が妥当であると考えられた．更に，有効性を指標とする試験法

として DPPH を用いた酸化防止剤の抗酸化能評価法の妥当性評価を行った． 

qNMR の応用では，香辛料抽出物(シナモン，ローズマリー)の主成分が定量可能であるこ

とが確認できた．RMS を利用した分析法では，酵素処理ナリンジンの成分規格試験への応

用を試み，酵素加水分解により生成するナリンゲニン 7-O-グルコシドをそれとは別の基準

物質を用いて原理的に精確に定量可能であることを明らかとした．また，酵素加水分解反

応の反応効率を検証し，条件を規定することによって安定した結果が得られることを確認

した．RMS を利用した HPLC/PDA 分析において，装置依存なく精確な定量値が得られるよ

うに，PDA 検出器の校正物質の設計及び全合成を検討した． 

微生物由来基原の酵素品目の同定法の構築のため，タンパク質アミノ配列を指標とした

MALDI-TOF-MS による同定手法を引き続き検討し，Mascot サーチ以外に NCBIデータベー

スから取得した配列データを比較し同定精度を検証した．
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A. 研究目的 

令和 2 年度に引き続き，本研究では，(1) 既

存添加物の成分規格に関する研究：基原・製

法・本質の調査及び自主規格，流通実態及び

安全性評価状況等の調査．(2) 既存添加物の

有効成分の解明：最新の知見及び技術により

詳細な成分解析による成分規格設定に必要

な指標成分の同定．(3) 試験法及び分析法の

開発：従来法では試験法が設定困難なものに

ついては，指標成分又は代替物質の合成によ

る定量用標品の供給体制の確立または定量

用標品を必要としない相対モル感度(RMS)

を用いた SI へのトレーサビリティを確保し

た定量法，分子生物学的手法を応用した試験

法，等を検討した． 

現在，既存添加物 357 品目(枝番込み 374 品

目，但し，香辛料抽出物を 1 品目(73 基原)と

する)の内，222 品目(枝番品目込み)の成分規

格が設定済であるが，残り 151 品目(枝番込

み)と香辛料抽出物 1 品目の成分規格が未設

定である(令和 2 年 12 月現在)．成分規格が
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未設定である理由として， 1.基原・製法・本

質が曖昧，2.有効成分が解明できていない，

3.現時点の科学技術で妥当な規格試験法が

設定できない，4.流通確認が取れない，が挙

げられる．すなわち，1〜3 に係る情報の収

集，技術開発等が既存添加物の成分規格設定

において必要である．更に，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いて

成分規格のアップデートが必要である．  

以上のことから，本研究では，既存添加物

の成分規格の設定又は改正を迅速化するた

めの基礎情報を得ることを目的に，前述の

(1)〜(3)について検討した．  

 

B. 研究方法 

1. 既存添加物の成分規格に関する研究 

1) 既存添加物の成分規格に関する調査研究

(委託調査) 

第９版食品添加物公定書及び追補１への

未収載品目について，2021 年 12月時点で

の日本食品添加物協会内の成分規格検討

状況及び流通実態をまとめた．流通実態

については，生産量統計調査等によりま

とめた． 安全性評価の状況については，

安全性評価が完了していない品目（H８年

に「基原，製法，本質からみて，現段階に

おいて安全性の検討を早急に行う必要は

ない」と判断された品目（消除された「骨

炭色素」及び「フェリチン」を除いた 107

品目）のうちの安全性評価が未報告の品

目及びこれまでに報告の無かった２品目

（「グレープフルーツ種子抽出物」及び

「ミルラ」）について，海外評価機関等に

おける安全性評価の状況を調査した． 

これらの検討・調査は日本食品添加物協

会の自主規格専門委員会，規格専門委員

会と部会担当のメンバー及び安全性委員

長で実施した． 

 

2. 既存添加物の有効成分の解明 

1) 既存添加物オリゴガラクチュロン酸の分

析法の検討 

既存添加物「ペクチン」及び「ペクチン分

解物」があり，それぞれ公的な成分規格が

既に設定されている．一方，類似品目であ

るオリゴガラクチュロン酸については流

通実態が確認できなかったため成分組成

が不明であった．そこで，構成成分と考え

られるガラクツロン酸，ジガラクツロン

酸，トリガラクツロン酸，グルコースの同

定及び定量法を NMR，HPLC 及びカルバ

ツール-硫酸法を用いて検討した．  

2) ヒマワリ種子抽出物の成分解析 

ヒマワリ種子抽出物の添加物製品自体の

実データは乏しい．そこで，本添加物の成

分データの集積を目的に，添加物製品間

の成分比較について検討を行った．成分

分析には逆相 HPLC を用いた．また，酸

化防止能については， 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl（DPPH）ラジカル消去活性

を評価した． 

3) ショウガ抽出物の成分解析 

ショウガ抽出物の成分データの集積を目

的に，添加物製品間の成分比較について

HPLC を用いて検討した． 

4) アナトー色素の定量評価の基礎検討 

アナトー色素の主成分であるノルビキシ

ン及びビキシンは不安定な化合物である

ため，逆相 HPLC を用いて正確に定量す

る必要である．そこで，アナトー色素の主

成分を明確にし，分析条件を基礎検討し
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た． 

5) DPPH を用いた酸化防止剤の抗酸化能評

価法の妥当性評価 

DPPH 法を既存添加物の抗酸化評価とし

て一般試験法化が望まれている．そこで，

DPPH 法における実験手技や環境を軸に，

汎用性や再現性を評価した． 

6) qNMR を用いた既存添加物の成分規格試

験法に関する研究 

「香辛料抽出物」の規格試験法への 1H-

qNMR 法の適用可能性を検討とした．「香

辛料抽出物」の原料生薬の中から，ローズ

マ リ ー に つ い て 主 要 成 分 と な る

rosmarinic acid と，シナモンや生薬ケイヒ

に つ い て 主 要 な 精 油 成 分 と な る

cinnamaldehyde のそれぞれの定量方法の

検討を行なった．なお，cinnamaldehyde に

ついては，HPLC での定量値が不安定で 
1H-qNMR 法との比較が不十分だったた

め再検討した．  

7) 既存添加物ニガヨモギ抽出物の成分分析 

既既存添加物ニガヨモギ抽出物は食品添

加物公定書に未収載の品目であることか

ら，成分規格の設定のため，LC/HR-MSを
⽤いて検出される化合物の精密質量 MS

を明らかにし，主要成分の同定を⾏った． 
 

3. 試験法及び分析法の開発 

1) 1H-qNMRに基づく相対モル感度を用いた

酵素処理ナリンジンの分析手法に関する

研究 

昨年度に引き続き，酵素処理ナリンジン

の成分規格の設定のため，1H-qNMR に基

づ く 相 対 モ ル 感 度 (relative molar 

sensitivity: RMS)を用いたシングルリファ

レンス HPLC 法(SR-HPLC)の応用を検討

した．基準物質としてカフェイン及び 4-

ヒドロキシ安息香酸メチル(MHB)を選択

し，これらに対するナリンゲニン 7-O-グ

ルコシドの RMS を各検量線式の傾きの

比より算出した．また，酵素加水分解の反

応効率の検討では，反応時間(60 分，90 分，

120分)及び酵素の添加量(規定量の最大量

及び規定量の最大量 2倍)の両面で，その

反応効率を検証した．  

2) PDA 検出器の校正化合物創出のための基

礎検討 

PDA 検出器の校正物質を設計した．UV吸

収を示す化合物を複数連結させることで，

広範囲の波長域に吸収を示す分子を設計

するコンセプトを考案した．UV吸収を示

す化合物としては合成の容易さや構造の

多様性の観点からビスアリールマレイミ

ド骨格の化合物を設計した． 

3) 真菌基原の添加物の分析法の開発 

微生物由来基原の既存添加物酵素品目の

同定法の構築を目的に，タンパク質アミ

ノ配列を指標とした同定手法を検討した．

既存添加物酵素の質量分析には MALDI-

TOF-MS を，試料には過去の研究で分析し

た添加物酵素 9 種を用いた．SDS-PAGE で

泳動精製後，MALDI-TOF-MS で測定し，

得られたマススペクトルを Mascot サー

チで解析し同定した．同定できなかった

試料については，NCBIデータベースの検

索により該当する菌種のタンパク質のア

ミノ酸配列を得て，酵素消化後のペプチ

ド配列の in silico での予測と，TOF-MS 分

析によって得たマススペクトルと照合す

ることで同定した． 

 

C. D. 研究結果及び考察 
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1. 既存添加物の成分規格に関する研究  

1) 既存添加物の成分規格に関する調査研究

(委託調査) 

既存添加物の成分規格の作成状況をま

とめた．第９版食品添加物公定書に収載

されていない品目のうち，既存添加物 102

成分規格について自主規格の作成を進め，

「第５版既存添加物自主規格」に収載し

た．一方，第 10版成分規格案や業界自主

規格等がない品目が 55 となった．流通状

況の観点で分類した場合，生産量流通調

査 3 回で報告がなく，技術委員会の調査

でも流通情報が取得できなかった成分規

格数は 74 であった．これらのうち，規格

がなく流通の報告がない成分規格数は 39

であった． 

次に，既存添加物の安全性評価が完了

していない品目（H８年に「基原，製法，

本質からみて，現段階において安全性の

検討を早急に行う必要はない」と判断さ

れた品目）のうちの安全性評価が未報告

の品目に関して，海外評価機関等の安全

性の評価報告を調べた．その結果，安全性

評価報告のあったものは，「アスコルビン

酸オキシダーゼ」，「Ｌ－アラビノース」，

「酵素処理ヘスペリジン」，「植物性ステ

ロール」，「微小繊維状セルロース（微結晶

セルロースとして）」の５品目であった． 

 

2. 既存添加物の有効成分の解明 

1) 既存添加物オリゴガラクチュロン酸の分

析法の検討 

HPLC による分析法を検討した結果，製品

中にガラクツロン酸の 1~3 量体が存在す

ることが確認された．1H-qNMR による分

析の結果，ガラクツロン酸の 1~3 量体の

他にグルコースが 10%程度含まれること

が確認された．HPLC による定量法を構築

するため，ガラクツロン酸の 1~3 量体の

市販試薬の純度を 1H-qNMR により確認

したところ，シグナルにばらつきがあり

精確な値を算出することが困難であり，

またその純度は 70%〜80%程度と推定さ

れた．よって，HPLC による定量法の設定

は困難であると結論した．次に，カルバゾ

ール-硫酸法による定量を試みた．ガラク

ツロン酸の1~3量体の市販試薬を用いて，

本法の妥当性を確認した結果，概ね定量

できていると考えられた．しかし，共存す

るグルコースやきょう雑物の影響により，

定量値が大きめに算出されていることが

否定できない結果となった．  

2) ヒマワリ種子抽出物の成分解析 

HPLC による製品分析の結果，両製品とも

chlorogenic acid（5-O-caffeoylquinic acid），

4-O-caffeoylquinic acid，3-O-caffeoylquinic 

acid 及び caffeic acid を主とするピークが

検 出 さ れ た ． ま た ， 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl（DPPH）ラジカル消去能を

酸化防止活性の指標とし，分画した画分

の活性評価と成分分析を行った結果，上

述した成分に活性が認められ，本添加物

活性への寄与が示された． 

3) ショウガ抽出物の成分解析 

ショウガ抽出物 12 製品(既存添加物及び

香辛料抽出物として流通しているもの)に

ついて，逆相 HPLC による成分比較を行

った結果，3 グループ（①[6]-gingerol が

主検出，②[6]-gingerol 及び[6]-shogaol い

ずれも検出，③いずれも検出せず）に分

類された．①は香辛料抽出物及び既存添

加物ショウガ抽出物，②は既存添加物シ
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ョウガ抽出物，③は香辛料抽出物が該当

し，両者で成分分布が異なることが確認

された．よって，既存添加物ショウガ抽出

物の場合，[6]-gingerol 及び[6]-shogaol を

いずれかまたはどちらかを確認する確認

試験の設定が望ましいと考えられた． 

4) アナトー色素の定量評価の基礎検討 

ノルビキシン及びビキシンの分析条件を

検討した結果，移動相としてメタノール/

水（90/10, V/V）混液，カラムを TSKgel 

ODS-100Z を用いた条件とした．本手法を

用いて，6 種類のアナトー色素関連製剤に

応用することができた． 

5) DPPH を用いた酸化防止剤の抗酸化能評

価法の妥当性評価 

市販の抗酸化能測定 DPPH キットを用い

て，7 種類の既存添加物製品を用いて抗酸

化能評価をした結果，希釈液や実験者間

における差は殆どなかった．しかしなが

ら，低極性の化合物では抗酸化評価が困

難であった．従って，低極性の化合物を本

体とする既存添加物に対しては，希釈溶

媒を検討し，その適用性を調査する必要

がある． 

6) qNMR を用いた既存添加物の成分規格試

験法に関する研究  

ローズマリー葉末と既存添加物の水溶性

ローズマリー抽出物を試料とした

rosmarinic acid の定量の検討では，acetone

抽出→methanol-d4 で測定という条件で

1H-qNMR 法を用いた定量が可能で，既存

の HPLC 法との同等性も確認できた．一

方，水溶性ローズマリー抽出物中の含有

率の結果はばらつきが大きく，スペクト

ルの状況から精密さという観点で HPLC

の利用の方が優位であると考えられた．

ケイヒ末を試料とした cinnamaldehyde の

定量の検討では、methanol-d4での抽出・測

定で 1H-qNMR 法を用いた定量が可能で，

積分値と濃度との直線性や添加回収率も

良好，0.1 mg/mL程度の濃度まで測定可能

なことを確認した．また，HPLC 法の条件

では cinnamaldehyde が不安定なことが確

認され，1H-qNMR 法が HPLC 法よりも安

定した定量法であることが示唆された． 

7) 既存添加物ニガヨモギ抽出物の成分分析   

ニガヨモギ抽出物は苦味成分として

absinthin，anabsin 及び anabsinthin を含ん

でいた．その他の成分としてフラボノイ

ドである artemetin，またリグナンである

yangambin，epiyangambin，diayangambin，

sesartemin，episesartemin A，episesartemin B

及び diasesartemin の 7 成分が確認された．

また，標品が市販されている苦味成分

absinthin を本抽出物の指標成分とした

HPLC による定量法が有効であることを

確認した．また同様に，TLC による確認

試験も成立することを確認した． 

 

3. 試験法及び分析法の開発 

1) 1H-qNMRに基づく相対モル感度を用いた

酵素処理ナリンジンの分析手法に関する

研究 

測定対象物質であるナリンゲニン 7-O-グ

ルコシドの MHB 及びカフェインに対す

る RMS は 1.13 (MHB)，1.87 (カフェイン，

検出波長 274 nm)，0.87 (カフェイン，検

出波長 205 nm)であることが明らかとな

った．また，成分規格試験法（案）におけ

る酵素加水分解反応の反応効率を検証し

た結果，反応時間，酵素の添加量について

種々変更しても，成分規格試験法（案）に
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おいて規定されている条件で得られる定

量値と大きな違いは認められなかった．

また，酵素処理ナリンジンの実試料を用

いた検討において，SR-HPLC により得ら

れたナリンジン及び α－モノグルコシル

ナリンジンの定量値は，従来の HPLC に

よる定量値と大きな違いは認められなか

った．  

2) PDA 検出器の校正化合物創出のための基

礎検討 

ビスアリールマレイミド誘導体の合成に

おいては，共通の中間体に対して芳香環

の導入を行うことで合成した．この時に

複数の芳香環ユニットをカップリング反

応で一度に導入することで，多種の誘導

体を同時に得ることができた．得られた

ビスアリール化合物の吸収スペクトルを

測定した結果，芳香環の置換基として電

子供与基を導入することで吸収スペクト

ルの長波長化が認められた．これらの分

子をビルディングユニットに複数個導入

することで，さらに広範囲の波長域の吸

収をカバーできる分子の開発が期待され

る． 

3) 真菌基原の添加物の分析法の開発 

5 種の酵素製品が Mascot サーチを用いた

検索により，1 種が NCBI のデータべース

から取得したアミノ酸配列との比較によ

り同定できた．その他の 3 種は，基原菌

種のタンパク質情報がデータベースに含

まれていないため同定できなかった．今

後は，同定対象のタンパク質アミノ酸配

列の種内多型の有無の確認，および本解

析法の適用範囲を調べ，改善点を検証す

る予定である． 

 

E. 結論 

1. 既存添加物の成分規格に関する研究 

1) 既存添加物の成分規格に関する調査研究

(委託調査) 

第 10 版食品添加物公定書成分規格案及

び自主規格はないものは 55成分規格であ

り，それらは規格設定が困難な品目と考

えられる．規格設定が困難な品目につい

ては，流通情報の把握，添加物としての品

質・有効性の明確化，有効成分の明確化な

どが課題であり，成分規格案の作成作業

に伴う負担もかなり大きいため，この状

況の改善をはかることを目的とした思い

切った対策を講じる必要があると考えら

れる．また，自主規格の食品添加物公定書

成分規格への収載を促進するためには，

成分規格設定による事業者のメリットの

明確化，基原設定ルールの改善，試験法の

設定に関するさらなる支援などが必要と

考えられる． 

 

2. 既存添加物の有効成分の解明 

1) 既存添加物オリゴガラクチュロン酸の分
析法の検討 

入手できた製品中の成分組成を確認し

た結果，主に mGA, dGA, tGA より構成さ

れ Glu が含まれるものであることがわか

った．したがって，「オリゴガラクチュロ

ン酸」は，既存添加物収載品目リストの

基原・製法・本質に「「ペクチン」をペク

チナーゼで酵素分解し，限外ろ過して得

られたものであって，ガラクチュロン酸

の 1~9 量体の混合物からなる．」とされ

ているが，今回試験に供した添加物製品

oGA によれば，「・・・・ガラクチュロン

酸 1~3 量体の混合物からなる．」に修正
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すべきと考えられた．成分規格に適用で

きる定量法を検討した結果，純度既知の

標品の入手が困難であることから，現状

ではカルバゾール-硫酸法以外に選択肢

はないと結論した． 

2) ヒマワリ種子抽出物の成分解析 

逆相HPLCによる成分比較を行った結果，

資料として用いた 2 製品とも chlorogenic 

acid （ 5-O-caffeoylquinic acid ）， 4-O-

caffeoylquinic acid，3-O-caffeoylquinic acid

及び caffeic acid によるピークが主検出し

て観察され，有効成分の一つとされるイ

ソクロロゲン酸は主検出されなかった．

また，酸化防止活性に寄与する活性本体

を検討する目的で，DPPH ラジカル消去能

を酸化防止活性の指標として分画した画

分の活性評価と成分分析を行った結果，

上述した成分に活性が認められ，本添加

物活性への寄与が示された．一方で，これ

ら成分を検出しない画分において強い活

性が認められたことから，他の成分の活

性も示唆された． 

3) ショウガ抽出物の成分解析 

既存添加物ショウガ抽出物及び香辛料抽

出物(基原物質：ショウガ)製品について成

分比較を行った結果，既存添加物ショウ

ガ抽出物は [6]-gingerol 及び[6]-shogaol を

いずれかまたはどちらかを含有すること

が確認され，これを指標として判別でき

ると考えられた．また，原料となるショウ

ガでは，[6]-gingerol が主検出され，同じ

基原を原料とする生薬のショウキョウ，

カンキョウは[6]-gingerol 及び[6]-shogaol

が検出され，生薬は日本薬局方における

指標成分が観察された．従って，既存添加

物ショウガ抽出物についても成分規格を

示し，一定の同等性を確認する必要性が

示唆された． 

4) アナトー色素の定量評価の基礎検討 

アナトー色素におけるノルビキシン及び

ビキシンの逆相系 HPLC 分析法の検討及

び MS スペクトル解析を実施した結果，

分析時間 10分にて良好なピーク形状及び

分離を可能とする最適な条件を決定する

ことができた．今後，ノルビキシン及びビ

キシンを効率的に単離精製した後，正確

な定量法を構築するため，シングルリフ

ァレンス HPLC を応用する予定である． 

5) DPPH を用いた酸化防止剤の抗酸化能評

価法の妥当性評価 

抗酸化能評価法として DPPH 法を検討し

た結果，極性の高い又は中程度の化合物

であれば，適応可能であり，その再現性も

高かった．今後は希釈溶媒による溶解性

の検討や簡潔なマニュアルの作成をする

ことにより，実験者間の誤差を減らして

いく予定である． 

6) qNMR を用いた既存添加物の成分規格試

験法に関する研究 

ローズマリー葉中及び既存添加物の⽔溶
性ローズマリー抽出物中の rosmarinic acid

の 1H-qNMR 法を⽤いた定量条件を確⽴
した． ケイヒ中の cinnamaldehyde の 1H-

qNMR 法を⽤いた定量条件を確⽴した．
定量の安定性という観点で HPLC 法より
も 1H-qNMR 法が優位であると考えられ
た． 

7) 既存添加物ニガヨモギ抽出物の成分分析 

LC/HR-MS による本抽出物製品の成分分

析の結果，7 成分が確認された．この内，

苦味成分 absinthin を指標とした HPLC に

よる定量法，TLC による確認試験が本品
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目の成分規格設定において有効であると

考えられた．ただし，HPLC による定量法

を設定する場合には，absinthin標品の規格

化が課題となると考えられた．今後，本研

究成果を根拠とし，ニガヨモギ抽出物の

成分規格案の作成を進める予定である． 

 

3. 試験法及び分析法の開発 

1) 1H-qNMR に基づく相対モル感度を用い

た酵素処理ナリンジンの分析手法に関

する研究 

酵素処理ナリンジンは，公的な成分規格

が設定されていない．定量用標品の入手

が期待できないことから，分析対象物質

とは別の物質を基準物質とした SR-

HPLC による定量分析法を昨年度に引き

続き検討した．また，精確な定量値を得

るため，試料調製に必要な酵素加水分解

反応の反応効率が条件によって変化し

ないことを追加検証した．その結果，本

法が酵素処理ナリンジンの成分規格の

定量法として有効であることが確認で

きた．今後，本研究成果を根拠とし，本

品の成分規格案を作成し，第 3 者検証試

験を行う予定である． 

2) PDA 検出器の校正化合物創出のための

基礎検討 

フォトダイオードアレイ(PDA)は広範囲

の波長域における吸収を検出できるこ

とから，HPLC における検出器として，

広く利用されている．HPLC での定量の

ための装置間校正においては通常，測定

対象とする分子に合わせた基準物質を

使用する必要がある．実際には PDA のカ

バーする広範囲の波長域において一種

の化合物を使用して校正を実施できる

ことが望ましいと考えられる．しかしな

がら現状，PDA の校正用化合物として汎

用的に使用されているような化合物は

無い．そこで，広範囲の波長域に吸収を

もつ化合物の設計･合成を検討した．合

成したビスアリールマレイミド化合物

の吸収スペクトルを測定した結果，芳香

環への電子供与基の導入によって吸収

スペクトルの長波長化が可能であるこ

とが分かった．  

3) 真菌基原の添加物の分析法の開発 

微生物由来基原の品目の同定精度の向

上を目的とし，SDS-PAGE と MALDI-

TOF-MS を組み合わせた微生物由来酵素

の基原の同定法について，真菌由来の 9

種の製品の解析を行った．検討した解析

法は，簡便に精度高く多様な添加物酵素

の同定に対して適用可能であるが，同定

の可否は検索用データベースの情報量

に依存することが示された．今後は，同

定対象のタンパク質アミノ酸配列の種

内多型の有無の確認，および本解析法の

適用範囲を調べ，改善点を検証する予定

である． 

 

F. 健康危機情報 

 なし 
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オキシビス(2-ナフタレンスルホン酸) 二

ナトリウムの定量法の検討．食品化学学

会第 27回総会・学術大会(2021.6.10) (川崎

市(Web))． 

3) 髙木映里，高橋未来，増本直子，西﨑雄三，

杉本直樹，佐藤恭子，井之上浩一：高速向

流クロマトグラフィーによる既存添加物

シタン色素の成分解析．食品化学学会第

27 回総会・学術大会(2021.6.10) (川崎市

(Web))．  

4) 日置冬子，多田敦子，西﨑雄三，古庄紀子，

石附京子，久保田浩樹，建部千絵，杉本直

樹，佐藤恭子：食品添加物ジフェノコナゾ

ールの規格試験法の検討及び異性体組成

分析．食品化学学会第 27回総会・学術大

会(2021.6.10) (川崎市(Web))． 

5) 酒井有希，大槻崇，松藤寛：Single-reference 

HPLC 法によるアントシアニンの定量に

関する研究，日本食品化学学会 第 27 回

学術大会．食品化学学会第 27回総会・学

術大会(2021.6.10) (川崎市(Web))． 

6) 酒井有希，大槻崇，松藤寛：定量 NMR に
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基づいた相対モル感度を用いたアントシ

アニンの定量に関する研究，日本食品科

学工学会第 68回大会 (2022.8.26-28) (東京

(Web)). 

7) Uchiyama N, Hosoe J, Sugimoto N, Ishizuki 

K, Koide T, Murabayashi M, Miyashita N, 

Kobayashi K, Fujimine Y, Yokose T, Ofuji T, 

Shimizu H, Hasebe T, Asai Y, Ena E, Kikuchi 

J, Kiyota K, Fujita K, Makino Y, Miura T, 

Iwamoto Y, Yoshiaki Asakura K, Suematsu T, 

Muto H, Kohama A, Goto T, Yasuda M, Ueda 

T, Goda Y: Absolute determination of an 

organophosphorus pharmaceutical, auranofin, 

using quantitative 31P-NMR. The 31st 

International Symposium on Pharmaceutical 

and Biomedical Analysis (PBA2021) 

(2021.8.29-9.1) (Kyoto). 

8) 内山奈穂子，細江潤子，石附京子，杉本直

樹，丸山剛史，浅野龍二，三浦亨，岩本芳

明，末松孝子，小松功典，日向野太郎，嶋

田典基，合田幸広：定量 NMR を用いた日

本薬局方・定量用試薬の規格化を目的と

した生薬等の定量指標成分アミグダリン

及びアルブチンの絶対純度の測定．日本

生薬学会第 67 回年会(2021.9.19-20) (東京

(Web))． 

9) 長井理夏子，内倉崇，好村守生，増本直子，

西﨑雄三，杉本直樹，佐藤恭子，天倉吉章，

既存添加物ショウガ抽出物の成分解析，

第 60回日本薬学会・日本薬剤師会・日本

病院薬剤師会 中国四国支部学術大会

(2021.11.8-21) (Web).  

10) 廣瀬昌平，渡辺麻衣子，多田敦子，

杉本直樹，佐藤恭子，工藤由起子：第９版

食品添加物公定書における微生物限度試

験法の大腸菌試験に関する検討,第 57 回

全国衛生化学技術協議会年会(2021.11.25-

26) (Web). 

11) 多田敦子，堀江正一，内山陽介，栗

田史子，中村理奈，杉浦潤，井原紗弥香，

櫻井光，久保田浩樹，建部千絵，寺見祥子，

杉本直樹，佐藤恭子：食品中の食品添加物

分析法改正に向けた検討(令和 2 年度), 第

57 回全国衛生化学技術協議会年会

(2021.11.25-26) (Web). 

12) 酒井有希，大槻崇，松藤寛：相対モ

ル感度(RMS)を用いたアントシアニンの

定量に関する研究，第 3回日本定量 NMR

研究会(2021.12.3) (Web). 

13) 加納優奈，今川真由香，福本帆花，

永津明人，西崎雄三，増本直子，杉本直樹，

佐藤恭子：定量 NMR (1H-qNMR)を用いた

生薬中の精油成分の定量〜オールスパイ

ス 中 の eugenol 及 び ケ イ ヒ 中 の

cinnamaldehyde の定量〜，日本薬学会第

142 年会(2022.3.27) (名古屋市)． 

 

2-2. シンポジウム等 

1) 杉本直樹：LC/MS を用いた定量分析にお

ける課題と解決事例 2021～定量のものさ

しである標準物質について～．日本質量

分析総合討論会(2021.5.21) (Web, 約 200

名)． 

 

H. 知的財産の出願・登録状況(予定を含む) 

 なし
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和３年度研究分担報告書 
既存添加物の成分規格に関する研究 

〜既存添加物の成分規格に関する調査研究(委託調査)〜 
業務受託者 背黒 勝也 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 357 品目の成分規格については，なお，147 品目（163 成分規格）が未設

定の状況で残っている． 
当協会は，既存添加物について食品添加物公定書への新規収載を目標に，これまで成分規格の

策定を進めてきた．また，自主規格の策定及び見直しに関する検討を継続してきた． 
しかしながら，成分規格が設定されていない既存添加物の 147 品目（163 成分規格）について

は規格設定が困難な品目であるが，本年度は，食品添加物公定書に収載されていない品目につい

て，既存添加物 102 成分規格について自主規格の作成を進め，「第５版既存添加物自主規格」に

収載した（暫定規格のうち 2 成分規格は未収載）．公定書の成分規格又は成分規格案はないが自

主規格がある 58 成分規格については，今後も着実な成分規格案の作成検討が必要である．一方，

規格設定が困難な品目は 55 成分規格と考えられた． 
流通実態については，第５～７回生産量統計調査の結果及び当協会技術委員会での調査によ

り，流通情報が取得できた品目は 279（成分規格としては 290）であった． 
使用実態については，既存添加物原体の製品名と用途及び事業者について調査した結果，既

存添加物原体の使用状況が確認できたのは 259 品目（成分規格数としては 290）であった． 
さらに，既既存添加物の安全性評価が完了していない品目のうちの安全性評価が未報告の品目

及びこれまでに報告の無かった２品目に関して，海外評価機関等の安全性の評価報告を調べた結

果，５品目について情報が得られた． 
これらの活動について，本研究報告書にまとめて報告する． 

研究協力者  
等々力博志 (一社)日本食品添加物協会  

常務理事 
京極泰久 (一社)日本食品添加物協会  

参事 
 

A. 研究方法 
（1）既存添加物の成分規格の整備と流通の状

況 
第９版食品添加物公定書および追補１への

未収載品目について，2021 年 12 月時点での

当協会内の検討状況を８項目（①第 10 版成

分規格案を作成済の規格，②第 10 版成分規

格案を第５版自主規格として作成した規格，

③第５版自主規格を作成した規格，④第４版

自主規格で作成していた規格，⑤成分規格案

の作成における参考事項，⑥第三者検証を実

施した年度及び項目，⑦自社検証を実施した

年度及び項目，⑧成分規格の制定において課

題がある品目）でまとめた．さらに，成分規

格の制定状況，流通の状況について調査した

結果を付記した． 

（2）流通実態 
流通実態については，第５～７回生産量統

計調査（平成 23 年，平成 26 年及び平成 29 年

度対象）の結果及び当協会技術委員会に流通

の報告のあった品目について，成分規格（公

定規格，公定規格案または自主規格）の制定

状況とともにまとめた． 

（3）使用実態 
既存添加物原体について，成分規格の制定

状況，流通の状況とともにまとめた． 

（4）安全性評価の状況調査 
安全性評価が完了していない品目（H８年

に「基原，製法，本質からみて，現段階にお

いて安全性の検討を早急に行う必要はない」

と判断された品目（消除された「骨炭色素」

及び「フェリチン」を除いた 107 品目）のう
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ちの安全性評価が未報告の品目及びこれまで

に報告の無かった２品目（「グレープフルーツ

種子抽出物」及び「ミルラ」）について，海外

評価機関等における安全性評価の状況を調査

した． 

調査においては，厚生労働省ホームページ

既存添加物リストの英名を以下の各サイトに

入力した．ヒットしない場合は，別名を調

べ，別名（英語）を以下の各サイトに入力し

た．別名でもヒットしない場合は表３－１に 

”－”と記入した． 

ＥＦＳＡ： 

https://www.efsa.europa.eu/en/publications 

ＪＥＣＦＡ： 

http://www.fao.org/food-

safety/resources/publications/en/ 

ＦＤＡ： 

https://www.cfsanappsexternal.fda.gov/scripts/

fdcc/?set=GRASNotices 

ＦＳＡＮＺＡ： 

https://www.foodstandards.gov.au/publication

s/Pages/default.aspx 

 
（5）第 10 版食品添加物公定書成分規格案を

検討した品目 
１）作成・検討中の品目 

７品目の作成状況について，５項目（①担
当部会，②コード番号，③既存添加物番号，

④用途，⑤品目名でまとめた． 

２）第 10 版食品添加物公定書成分規格案に位

置付けて第５版自主規格を作成した品目 

７品目の作成状況について，５項目（①担
当部会，②コード番号，③既存添加物番号，

④用途，⑤品目名でまとめた． 

（6）調査研究者 
(1）～(5）の検討・調査は当協会の自主規格

専門委員会，規格専門委員会と部会担当のメ

ンバー及び安全性委員長で実施した． 

B. 研究結果 
（1）既存添加物の成分規格の整備と流通の状

況 
2021 年 12 月時点での弊会内の検討状況につ

いて，まとめた結果を表１（その１～８）に記

した． 

検討状況を分類した８項目について成分規

格数を以下に示した．調査においては，「アウ

レオバシジウム培養液（液体品）」及び「アウレ

オバシジウム培養液（粉末品）」，「オゾン」，「オ

ゾン水」をそれぞれ１つの成分規格として取り

扱った．また，小分類のある規格については，

「カラギナン」，「ユーケマ藻末」，「ルチン（抽

出物）」，「アズキ全草抽出物」，「ソバ全草抽出

物」，「シェラック」，「くん液」，「木酢液」，「リ

キッドスモーク」，「焼成カルシウム」，「うに殻

焼成カルシウム」，「造礁サンゴ焼成カルシウ

ム」，「タンニン（抽出物）」，「柿タンニン」，「ミ

モザタンニン」，「未焼成カルシウム」，「貝殻未

焼成カルシウム」，「骨未焼成カルシウム」，「真

珠層未焼成カルシウム」，「卵殻未焼成カルシウ

ム」をそれぞれ１つの成分規格として取り扱っ

た．これにより，本研究の対象である未設定の

成分規格は 163 成分規格（147 品目）となった． 

その成分規格の内容（分類）を以下に記す． 

①第 10 版成分規格案を作成済： 58 

②第 10 版成分規格案を第５版自主規格として

作成： 11 

③第５版自主規格を作成： 122 

（内訳－既存添加物：102（暫定規格：８，第４

版から削除した暫定規格：４），一般飲食物添

加物：20） 

④第４版自主規格で作成していた規格： 79

（暫定規格：４） 

⑤成分規格案の作成における参考事項： 52 

⑥第３者検証を実施した年度及び項目： 65 

⑦自社検証を実施した年度及び項目： 27 

⑧営業許可，食品衛生管理者の設置において

問題あり：19 

また，公定規格案（検討会で審議済みの規格

案）及び自主規格の作成状況の観点で分類する

と，成分規格数は， 

ⅱ：公定規格案があるが自主規格はない：６ 

ⅲ：公定規格案があり自主規格もある：44 

ⅳ：公定規格・公定規格案はないが自主規格が

ある：58 

ⅴ：規格がない：55 

であった． 

今年度は，第９版食品添加物公定書に収載さ

れていない品目のうち，既存添加物 102 成分規
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格について自主規格の作成を進め，「第５版既

存添加物自主規格」に収載した（暫定規格のう

ち 2 成分規格は未収載）．ⅲ：公定の成分規格又

は成分規格案はないが自主規格がある 58 成分

規格については，今後も着実な成分規格案の作

成検討が必要である． 

また，流通状況の観点で分類した場合，成分

規格が未設定の 163 成分規格のうち，生産量流

通調査 3 回で報告がある，または技術委員会の

調査により流通情報の取得できた成分規格数

（Ａ）は 89，生産量流通調査 3 回で報告がな

く，技術委員会の調査でも流通情報が取得でき

なかった成分規格数（Ｂ）は 74 であった． 

それらのうち，大分類であり流通実態は確認

できないが小分類の品目に流通実態のある成

分規格数は６，規格がなく流通の報告がない成

分規格数は 39 であった． 

（2）流通実態 
既存添加物 357 品目（成分規格数は 402），

の流通状況について，第５～７回生産量統計

調査結果及び今回の調査で当協会技術委員会

に報告のあった品目を規格の制定状況ととも

に，表２（その１～13）にまとめた． 

流通状況について，今回の調査により流通情

報が取得できた成分規格数（Ａ）は 296（品目

数としては 279）であった．その内訳は生産量

統計調査３回により確認できた成分規格数が

269，技術委員会の調査により確認した成分規

格数が 21，小分類において流通が確認できた大

分類の規格は５であった． 

一方，生産量流通調査３回で報告がなく，技

術委員会の調査でも流通情報が取得できなか

った成分規格数（Ｂ）は 87（品目数としては 78），

流通状況が把握できていない小分類の成分規

格数は 19 であった． 

それら 402 成分規格における規格の制定状

況は，いずれも成分規格数としての集計となる

が， 

ⅰ：公定規格がある：239 

ⅱ：公定規格案があるが自主規格はない：６ 

ⅲ：公定規格案があり自主規格もある：44 

ⅳ：公定規格，公定規格案はないが自主規格

がある：58 

ⅴ：規格がない：55 

であった． 

なお，それらのうち大分類であり規格がない

が，小分類の品目に公定規格，公定規格案また

は自主規格がある成分規格数は６であった． 

（3）使用実態 
既存添加物原体の製品名，用途又は事業者

が確認できた品目（成分規格）について，成

分規格の制定状況，流通の状況とともに表２

（その１～13）に記した． 

既存添加物原体の使用状況が確認できたの

は 259 品目（成分規格数としては 290）であ

った． 

（4）安全性評価の状況調査 
既存添加物の安全性評価が完了していない

品目（H８年に「基原，製法，本質からみ

て，現段階において安全性の検討を早急に行

う必要はない」と判断された品目）のうちの

安全性評価が未報告の品目及びこれまでに報

告の無かった２品目に関して，海外評価機関

等の安全性の評価報告を調べた結果を表３－

１（その１～11）に，安全性の評価報告の収

載先リンクを表３－２（その１～３）に記し

た．安全性評価報告のあったものは，「アスコ

ルビン酸オキシダーゼ」，「Ｌ－アラビノー

ス」，「酵素処理ヘスペリジン」，「植物性ステ

ロール」，「微小繊維状セルロース（微結晶セ

ルロースとして）」の５品目であった． 

（5）第 10 版食品添加物公定書成分規格案を検

討した品目 

今後の検討会に提出するために８品目の成

分規格案の検討を行った． 

１）作成・検討中の規格 

１規格（「貝殻未焼成カルシウム」）について

作成検討を行った．現在の状況については表４

－１にまとめた． 

２）第 10 版食品添加物公定書成分規格案に位

置付けて第５版自主規格を作成した規格 

該当する規格は７となった．作成状況および課

題（第３者検証における課題など）への対応に

ついては表４－２にまとめた． 

 

（6）調査研究者    
既存添加物の成分規格案の検討，実態調査を

行った自主規格専門委員会，規格専門委員会と
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部会担当，及び既存添加物の安全性を調査した

メンバーを表５に記した． 

C. 考察 
今年度までの検討を振り返ると，成分規格が

設定（告示）されていない既存添加物は 163 成

分規格（品目としては 147）が存在している．

それらの内，公定規格案あるいは自主規格のあ

るものは 108 成分規格である．一方，公定規格

案及び自主規格はないものは 55 成分規格であ

り，それらは規格設定が困難な品目と言える． 

規格設定が困難な品目については，流通情報

の把握，添加物としての品質・有効性の明確化，

有効成分の明確化などが課題であり，成分規格

案の作成作業に伴う負担もかなり大きいため，

この状況の改善をはかることを目的とした思

い切った対策を講じる必要があると考えられ

る． 

また，自主規格の食品添加物公定書成分規格へ

の収載を促進するためには，成分規格設定によ

る事業者のメリットの明確化，基原設定ルール

の改善，試験法の設定に関するさらなる支援な

どが必要と考えられる． 

 

D. 謝辞 
本年度の調査研究に際して，国立医薬品食品

衛生研究所食品添加物部の佐藤部長，杉本第二

室長をはじめとする諸先生方に多大なるご指

導をいただいた．心より感謝申し上げる次第で

ある． 
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○
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○
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○
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○
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－
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○
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版
自

主
規

格
と

し
て

作
成

 

第
５
版
 

第
４
版
 

第
三
者
 

自
社
 

6 
ｶﾞ
ﾑ/
光
沢
 

35
 

E0
00
36
 

ウ
ル
シ
ロ
ウ
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
0
全
項
目
 

H
3
1
（

酸
化

，
融

点
）
 

 
3 

 
A 

 
－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

41
 

E0
00
42
 

オ
ゾ
ケ
ラ
イ
ト
 

 
 

暫
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

B 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

92
 

E0
00
98
 

グ
ア
ヤ
ク
樹
脂
 

 
 

○
 

 
 

 
 

 
4 

 
B 

 
－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

97
 

E0
01
03
 

グ
ッ
タ
ハ
ン
カ
ン
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

B 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

98
 

E0
01
04
 

グ
ッ
タ
ペ
ル
カ
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

B 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

13
4 

E0
01
42
 

ゴ
ム
 

△
 

 
○
 

○
 

 
H3
1
全
項
目
 

 
 

4 
 

A 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

13
5 

E0
01
43
 

ゴ
ム
分
解
樹
脂
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
 

B 
 

○
 

6 
ｶﾞ
ﾑ/
光
沢
 

13
8 

E0
01
46
 

コ
メ
ヌ
カ
ロ
ウ
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
9
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑ/
光
沢
 

14
0 

E0
01
48
 

サ
ト
ウ
キ
ビ
ロ
ウ
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
0
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑ/
光
沢
 

14
6 

E0
01
55
 

シ
ェ
ラ
ッ
ク
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
◇
 

A 
☆
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑ/
光
沢
 

14
7 

E0
01
58
 

シ
ェ
ラ
ッ
ク
ロ
ウ
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
1
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

14
9 

E0
01
60
 

ジ
ェ
ル
ト
ン
 

○
 

 
○
 

○
 

案
見
直
し
 

H3
1
全
項
目
 

H2
9
全
項
目
 

 
3 

 
A 

 
－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

18
0 

E0
01
96
 

ソ
ル
バ
 

 
 

除
 

暫
 

規
格
削
除
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

18
1 

E0
01
97
 

ソ
ル
ビ
ン
ハ
 

 
 

除
 

暫
 

規
格
削
除
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

19
4 

E0
02
13
 

チ
ク
ル
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
1
全
項
目
 

H2
9
全
項
目
 

 
3 

 
B 

 
－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

19
8 

E0
02
17
 

チ
ル
テ
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
 

B 
 

○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

20
0 

E0
02
19
 

ツ
ヌ
ー
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

20
3 

E0
02
22
 

低
分
子
ゴ
ム
 

 
 

除
 

暫
 

規
格
削
除
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

23
0 

E0
02
49
 

ニ
ガ
ー
グ
ッ
タ
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

27
5 

E0
02
94
 

粉
末
モ
ミ
ガ
ラ
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
A 

 
－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

28
8 

E0
03
08
 

ベ
ネ
ズ
エ
ラ
チ
ク
ル
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

30
0 

E0
03
20
 

ホ
ホ
バ
ロ
ウ
 

 
 

○
 

○
 

 
R2

全
項
目
 

 
 

4 
 

B 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

30
5 

E0
03
25
 

マ
ス
チ
ッ
ク
 

 
 

暫
 

○
 

 
H3
1
全
項
目
 

 
 

4 
 

B 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

30
6 

E0
03
26
 

マ
ッ

サ
ラ

ン
ド

バ
チ

ョ
コ

レ
ー

ト
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
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表
１
 
既
存
添
加
物
の
成
分
規
格
の
整
備
と
流
通
の
状
況
 
そ
の
５
 

部
 

 会
 

用
途
分
類
 

既 存
 

添 加 物
 

番 号
 

コ
ー
ド
 

番
号
 

規
格
名
称
 

成
分
規
格
の
整
備
状
況
 

（
〇

：
対

応
済

，
●

：
規

格
案

作
成

済
・

課
題

あ
り

，
△

：
検

討
・

対
応

中
，

▲
：

規
格

案
再

検
討

，
 

暫
：

暫
定

規
格

，
除

：
削

除
し

た
暫

定
規

格
）
）
 

課 題 の 分 類
 

*1
 

規
 

格
 

の
 

制
 

定
 

状
 

況
 

*2
 

流
 

通
 

の
 

状
 

況
 

*3
 

規
格

及

び
流

通

の
報

告

が
無

い

品
目

 

*6
 

第
10

版
成
分
規
格

案
の
作
成
 

自
主
規
格
 

参
考
事
項
 

検
証
項
目
 

作
成
済
 

第
５

版
自

主
規

格
と

し
て

作
成

 

第
５
版
 

第
４
版
 

 
第
三
者
 

自
社
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

30
7 

E0
03
27
 

マ
ッ
サ
ラ
ン
ド
バ
バ
ラ
タ
 

 
 

除
 

暫
 

規
格
削
除
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

31
4 

E0
03
39
 

ミ
ル
ラ
 

○
 

 
○
 

 
 

H3
1
全
項
目
 

H2
9
全
項
目
 

 
3 

 
B 

 
－
 

6 
ｶﾞ
ﾑ/
光
沢
 

32
6 

E0
03
51
 

モ
ク
ロ
ウ
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
0
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

35
1 

E0
03
78
 

レ
ッ
チ
ュ
デ
バ
カ
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

35
5 

E0
03
83
 

ロ
シ
デ
ィ
ン
ハ
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

6 
ｶﾞ
ﾑﾍ
ﾞｰ
ｽ 

35
6 

E0
03
84
 

ロ
シ
ン
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
0
全
項
目
 

H2
9
全
項
目
 

 
3 

 
A 

 
－
 

9 
調
味
料
 

40
 

E0
00
41
 

塩
水

湖
水

低
塩

化
ナ

ト
リ

ウ
ム

液
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
9
全
項
目
 

H2
9
全
項
目
 

 
3 

 
A 

 
－
 

9 
苦
味
料
等
 

84
 

E0
00
89
 

キ
ナ
抽
出
物
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

9 
苦
味
料
等
 

85
 

E0
00
90
 

キ
ハ
ダ
抽
出
物
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

9 
苦
味
料
等
 

11
7 

E0
01
26
 

ゲ
ン
チ
ア
ナ
抽
出
物
 

○
 

 
○
 

 
 

H2
9
全
項
目
 

H2
9・

30
全
項

目
 

 
3 

 
A 

 
－
 

9 
苦
味
料
等
 

12
1 

E0
01
30
 

酵
素
処
理
ナ
リ
ン
ジ
ン
 

△
 

○
 

○
 

○
 

 
R2

全
項
目
 

（
基

原
は

グ
レ

ー
プ

フ
ル

ー
ツ

の
み

）
 

R2
全
項
目

（
基

原
は

グ
レ

ー
プ

フ

ル
ー

ツ
の

み
）
 

 
4 

 
A 

 
－
 

9 
苦
味
料
等
 

15
6 

E0
01
67
 

ジ
ャ
マ
イ
カ
カ
ッ
シ
ア
抽
出
物
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
8
全
項
目
 

H2
8
全
項
目
 

 
3 

 
A 

 
－
 

9 
調
味
料
 

17
7 

E0
01
93
 

粗
製
海
水
塩
化
カ
リ
ウ
ム
 

○
 

 
○
 

○
 

 
Ｒ
2
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

9 
苦
味
料
等
 

20
4 

E0
02
23
 

テ
オ
ブ
ロ
ミ
ン
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

9 
苦
味
料
等
 

23
1 

E0
02
50
 

ニ
ガ
ヨ
モ
ギ
抽
出
物
 

 
 

暫
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

B 
 

－
 

9 
苦
味
料
等
 

35
0 

E0
03
77
 

レ
イ
シ
抽
出
物
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
0
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

10
 

乳
化
剤
 

12
4 

E0
03
86
 

酵
素
処
理
レ
シ
チ
ン
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
6
全
項
目
 

 
 

3 
 

B 
 

－
 

10
 

乳
化
剤
 

16
7 

E0
01
83
 

ス
フ
ィ
ン
ゴ
脂
質
 

 
 

○
 

 
 

 
 

 
4 

 
B 

 
－
 

10
 

乳
化
剤
 

18
2 

E0
01
98
 

ダ
イ
ズ
サ
ポ
ニ
ン
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

A 
 

－
 

10
 

乳
化
剤
 

19
0 

E0
02
06
 

胆
汁
末
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

B 
 

－
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表
１
 
既
存
添
加
物
の
成
分
規
格
の
整
備
と
流
通
の
状
況
 
そ
の
６
 

部
 

 会
 

用
途
分
類
 

既 存
 

添 加 物
 

番 号
 

コ
ー
ド
 

番
号
 

規
格
名
称
 

成
分
規
格
の
整
備
状
況
 

（
〇

：
対

応
済

，
●

：
規

格
案

作
成

済
・

課
題

あ
り

，
△

：
検

討
・

対
応

中
，

▲
：

規
格

案
再

検
討

，
 

暫
：

暫
定

規
格

，
除

：
削

除
し

た
暫

定
規

格
）
）
 

課 題 の 分 類
 

*1
 

規
 

格
 

の
 

制
 

定
 

状
 

況
 

*2
 

流
 

通
 

の
 

状
 

況
 

*3
 

規
格

及

び
流

通

の
報

告

が
無

い

品
目

 

*6
 

第
10

版
成
分
規
格

案
の
作
成
 

自
主
規
格
 

参
考
事
項
 

検
証
項
目
 

作
成
済
 

第
５

版
自

主
規

格
と

し
て

作
成

 

第
５
版
 

第
４
版
 

 
第
三
者
 

自
社
 

13
 

製
造
用
剤
 

9 
E0
00
09
 

ア
ス

ペ
ル

ギ
ル

ス
テ

レ
ウ

ス
糖

た
ん
白
質
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
1
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

29
 

E0
00
30
 

イ
ナ
ワ
ラ
灰
抽
出
物
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

42
 

E0
00
43
 

オ
ゾ
ン
水
 

 
 

○
 

 
 

 
 

①
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

42
 

E0
00
43
 

オ
ゾ
ン
 

 
 

○
 

 
 

 
 

①
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

43
 

E0
00
44
 

オ
リ
ゴ
ガ
ラ
ク
チ
ュ
ロ
ン
酸
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

45
 

E0
00
47
 

オ
レ
ガ
ノ
抽
出
物
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
A 

 
－
 

13
 

製
造
用
剤
 

47
 

E0
00
49
 

海
藻
灰
抽
出
物
 

 
 

○
 

 
 

 
 

 
4 

 
A 

 
－
 

13
 

製
造
用
剤
 

51
 

E0
00
53
 

花
こ
う
斑
岩
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
②
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

99
 

E0
01
05
 

ク
リ
ス
ト
バ
ル
石
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

11
5 

E0
01
22
 

く
ん
液
 

○
 

○
 

○
 

○
 

 
H3
1
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

11
5 

E0
01
23
 

木
酢
液
 

○
 

 
 

 
 

 
 

 
2 

 
B 

 
－
 

13
 

製
造
用
剤
 

11
5 

E0
01
24
 

リ
キ
ッ
ド
ス
モ
ー
ク
 

○
 

 
 

 
 

 
 

 
2 

 
B 

 
－
 

13
 

製
造
用
剤
 

11
8 

E0
01
27
 

高
級
脂
肪
酸
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

13
3 

E0
01
41
 

ゴ
マ
柄
灰
抽
出
物
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
 

B 
 

○
 

13
 

製
造
用
剤
 

14
4 

E0
01
52
 

酸
素
 

 
 

○
 

 
 

 
 

②
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

15
0 

E0
01
61

D 
分
岐
シ
ク
ロ
デ
キ
ス
ト
リ
ン
 

○
 

 
○
 

○
 

 
Ｒ
2
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

15
3 

E0
01
64
 

シ
ソ
抽
出
物
 

 
 

○
 

 
 

 
 

 
4 

 
A 

 
－
 

13
 
製
造
用
剤
 

15
8 

E0
01
69
 
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
◇
 

A 
☆
 

－
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤

 
15
8 

E0
01
70
 

う
に
殻
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

○
 

 
 

 
規
格
情
報
無
 

H2
7
全
項
目
 

 
 

2 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤

 
15
8 

E0
01
73
 

造
礁
サ
ン
ゴ
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

○
 

 
 

 
規
格
情
報
無
 

H2
7
全
項
目
 

 
 

2 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤

 
15
8 

E0
01
74
 

乳
清
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

○
 

 
○
 

 
 

H2
7
全
項
目
 

H2
5,
26
,2
7

全
項
目
 

 
3 

 
A 

 
－
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表
１
 
既
存
添
加
物
の
成
分
規
格
の
整
備
と
流
通
の
状
況
 
そ
の
７
 

部
 

 会
 

用
途
分
類
 

既 存
 

添 加 物
 

番 号
 

コ
ー
ド
 

番
号
 

規
格
名
称
 

成
分
規
格
の
整
備
状
況
 

（
〇

：
対

応
済

，
●

：
規

格
案

作
成

済
・

課
題

あ
り

，
△

：
検

討
・

対
応

中
，

▲
：

規
格

案
再

検
討

，
 

暫
：

暫
定

規
格

，
除

：
削

除
し

た
暫

定
規

格
）
）
 

課 題 の 分 類
 

*1
 

規
 

格
 

の
 

制
 

定
 

状
 

況
 

*2
 

流
 

通
 

の
 

状
 

況
 

*3
 

規
格

及

び
流

通

の
報

告

が
無

い

品
目

 

*6
 

第
10

版
成
分
規
格

案
の
作
成
 

自
主
規
格
 

参
考
事
項
 

検
証
項
目
 

作
成
済
 

第
５

版
自

主
規

格
と

し
て

作
成

 

第
５
版
 

第
４
版
 

 
第
三
者
 

自
社
 

13
 

製
造
用
剤
 

16
3 

E0
01
79
 

水
素
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

■
 

5 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

17
1 

E0
01
87
 

ゼ
イ
ン
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

Ｒ
2
全
項
目
 

 
 

5 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

17
2 

E0
01
88
 

ゼ
オ
ラ
イ
ト
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

17
4 

E0
01
90
 

セ
ピ
オ
ラ
イ
ト
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

17
9 

E0
01
95
 

ソ
バ
柄
灰
抽
出
物
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

19
3 

E0
02
09
 

タ
ン
ニ
ン
（
抽
出
物
）
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
◇
 

A 
☆
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

19
3 

E0
02
10
 

柿
タ
ン
ニ
ン
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
②
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

19
3 

E0
02
12
 

ミ
モ
ザ
タ
ン
ニ
ン
 

 
 

○
 

 
 

 
 

 
4 

 
B 

 
－
 

13
 

製
造
用
剤
 

19
5 

E0
02
14
 

窒
素
 

 
 

○
 

 
 

 
 

②
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

19
6 

E0
02
15
 

チ
ャ
乾
留
物
 

 
○
 

○
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤

 
20
7 

E0
02
26
 

鉄
 

 
 

○
 

 
 

 
 

②
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

20
9 

E0
02
28
 

銅
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

■
 

5 
 

B 
 

○
 

13
 

製
造
用
剤
 

22
2 

E0
02
41
 

ト
レ
ハ
ロ
ー
ス
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
7
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

22
6 

E0
02
45
 

ナ
フ
サ
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
 

B 
 

○
 

13
 

製
造
用
剤
 

23
2 

E0
02
51
 

ニ
ッ
ケ
ル
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

23
4 

E0
02
53
 

ば
い
煎
コ
メ
ヌ
カ
抽
出
物
 

▲
 

 
○
 

 
規
格
案
 

再
検
討
 

H3
0
全
項
目
 

H3
1
全
項
目
 

 
4 

 
B 

 
－
 

13
 

製
造
用
剤
 

23
5 

E0
02
54
 

ば
い
煎
ダ
イ
ズ
抽
出
物
 

▲
 

 
○
 

 
規
格
案
 

再
検
討
 

H3
0
全
項
目
 

H3
1
全
項
目
 

 
4 

 
B 

 
－
 

13
 

製
造
用
剤
 

23
7 

E0
02
56
 

白
金
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

24
1 

E0
02
60
 

パ
ラ
ジ
ウ
ム
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
 

B 
 

○
 

13
 

製
造
用
剤
 

24
4 

E0
02
63
 

ヒ
ア
ル
ロ
ン
酸
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
8
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

25
1 

E0
02
70
 

ひ
る
石
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

25
7 

E0
02
76
 

フ
ィ
チ
ン
（
抽
出
物
）
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H3
0
全
項
目
 

 
 

3 
 

A 
 

－
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表
１
 
既
存
添
加
物
の
成
分
規
格
の
整
備
と
流
通
の
状
況
 
そ
の
８
 

部
 

 会
 

用
途
分
類
 

既 存
 

添 加 物
 

番 号
 

コ
ー
ド
 

番
号
 

規
格
名
称
 

成
分
規
格
の
整
備
状
況
 

（
〇

：
対

応
済

，
●

：
規

格
案

作
成

済
・

課
題

あ
り

，
△

：
検

討
・

対
応

中
，

▲
：

規
格

案
再

検
討

，
 

暫
：

暫
定

規
格

，
除

：
削

除
し

た
暫

定
規

格
）
）
 

課 題 の 分 類
 

*1
 

規
 

格
 

の
 

制
 

定
 

状
 

況
 

*2
 

流
 

通
 

の
 

状
 

況
 

*3
 

規
格

及

び
流

通

の
報

告

が
無

い

品
目

 

*6
 

第
10

版
成
分
規
格

案
の
作
成
 

自
主
規
格
 

参
考
事
項
 

検
証
項
目
 

作
成
済
 

第
５

版
自

主
規

格
と

し
て

作
成

 

第
５
版
 

第
４
版
 

 
第
三
者
 

自
社
 

13
 

製
造
用
剤
 

26
0 

E0
02
80
 

ブ
タ
ン
 

 
 

○
 

 
 

 
 

②
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

26
9 

E0
02
89
 

プ
ロ
パ
ン
 

 
 

○
 

 
 

 
 

②
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

29
0 

E0
03
10
 

ヘ
プ
タ
ン
 

●
 

 
○
 

 
 

H2
6
全
項
目
 

 
②
 

3 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

29
5 

E0
03
15
 

ヘ
リ
ウ
ム
 

 
 

○
 

 
 

 
 

②
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

31
1 

E0
03
31
 

未
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
◇
 

A 
☆
 

－
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤

 
31
1 

E0
03
32
 

貝
殻
未
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
7
全
項
目
 

 
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤

 
31
1 

E0
03
33
 

骨
未
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤

 
31
1 

E0
03
35
 

真
珠
層
未
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

 
 

 
 

 
 

 
 

5 
 

B 
 

○
 

13
 

製
造

用
剤

/
強

化
剤
 

31
1 

E0
03
36
 

卵
殻
未
焼
成
カ
ル
シ
ウ
ム
 

 
 

○
 

○
 

 
 

 
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

32
0 

E0
03
45
 

メ
バ
ロ
ン
酸
 

○
 

 
○
 

○
 

 
H2
8
全
項
目
 

 
 

3 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

32
4 

E0
03
49
 

木
材
チ
ッ
プ
 

 
 

○
 

 
規
格
情
報
無
 

 
 

③
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

32
5 

E0
03
50
 

木
炭
 

 
 

○
 

 
 

 
 

②
 

4 
 

A 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

32
7 

E0
03
52
 

木
灰
 

 
 

○
 

 
 

 
 

③
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

32
8 

E0
03
53
 

木
灰
抽
出
物
 

 
 

○
 

 
 

 
 

③
 

4 
 

B 
 

－
 

13
 

製
造
用
剤
 

34
6 

E0
03
70
 

リ
ン
タ
ー
セ
ル
ロ
ー
ス
 

 
 

 
 

規
格
情
報
無
 

 
 

 
5 

 
B 

 
○
 

13
 

製
造
用
剤
 

34
9 

E0
03
76
 

ル
テ
ニ
ウ
ム
 

 
 

○
 

 
 

 
 

 
4 

 
A 

 
－
 

14
 

香
辛
料
抽
出
物
 

11
9 

E0
01
28
 

香
辛
料
抽
出
物
 

○
 

 
 

 
 

 
 

 
2 

 
A 

 
－
 

 
 

 
 

成
分
規
格
数
：
16
3 

58
 

11
 

10
2 

79
 

52
 

65
 

27
 

19
 

 
 

 
 

39
 

表
中
の
記
号
に
つ
い
て
 

＊
１
 
課
題
の
分
類
 

①
：
営
業
許
可
問
題
（
食
品
衛
生
法
第

13
条
第
１
項
の
規
定
に
よ
り
規
格
が
定
め
ら
れ
た
時
に
は
自
家
消
費
分
等
に
つ
い
て
営
業
許
可
の
問
題
が
あ
る
．）
（
成
分
規
格
数
 
：
2）

 

②
：
食
品
衛
生
管
理
者
問
題
（
食
品
衛
生
法
第

13
条
第

1
項
の
規
定
に
よ
り
規
格
が
定
め
ら
れ
た
時
に
は
食
品
衛
生
管
理
者
設
置
の
問
題
が
あ
る
．）

 
 
（
成
分
規
格
：
12
）
 

③
：
管
理
者
営
業
許
可
両
問
題
：（

食
品
衛
生
法
第

13
条
第

1
項
の
規
定
に
よ
り
規
格
が
定
め
ら
れ
た
時
に
は
，
食
品
衛
生
管
理
者
設
置
の
問
題
及
び
，
自
家
消
費
分
等
に
つ
い
て
営
業
許

可
の
問
題
が
あ
る
．）

 
（
成
分
規
格
数
：
3）
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■
：
上
記
い
ず
れ
か
の
課
題
が
あ
る
と
見
込
ま
れ
る
も
の
 
（
成
分
規
格
数
：
2）

 

 ＊
２
 
規
格
の
制
定
状
況
 

1：
公
定
規
格
が
あ
る
品
目
（
成
分
規
格
）
 

2：
公
定
規
格
案
が
あ
る
が
，
自
主
規
格
は
な
い
品
目
（
成
分
規
格
）
 

：
 6
 

3：
公
定
規
格
案
が
あ
り
，
自
主
規
格
も
あ
る
品
目
（
成
分
規
格
）
 

：
44
 

4：
公
定
規
格
，
公
定
規
格
案
は
な
い
が
，
自
主
規
格
が
あ
る
品
目
（
成
分
規
格
）
 
：
58
 

5：
規
格
が
な
い
品
目
（
成
分
規
格
）
 

：
55
 

◇
：
大
分
類
で
あ
り
規
格
が
な
い
が
，
小
分
類
の
品
目
に
公
定
規
格
，
公
定
規
格
案
ま
た
は
自
主
規
格
が
あ
る
品
目
 
：
 
６
 

 ＊
３
 
流
通
の
状
況
 

A：
生
産
量
流
通
調
査

3
回
で
報
告
が
あ
る
，
ま
た
は
技
術
委
員
会
の
調
査
に
よ
り
流
通
情
報
の
取
得
で
き
た
品
目
（
成
分
規
格
）
 ：

89
 

☆
：
A
の
う
ち
大
分
類
で
あ
り
流
通
実
態
は
確
認
で
き
な
い
が
，
小
分
類
の
品
目
に
流
通
実
態
の
あ
る
品
目
（
成
分
規
格
）
 

：
 6
 

B：
生
産
量
流
通
調
査

3
回
で
報
告
が
な
く
，
技
術
委
員
会
の
調
査
で
も
流
通
情
報
が
取
得
で
き
な
か
っ
た
品
目
（
成
分
規
格
）
 

：
74
 

 

＊
６
 
規
格
が
な
く
，
流
通
の
報
告
が
な
い
品
目
 

：
 3
9 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その１ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

1 甘味料 20 FA004800 E00020 Ｌ－アラビノース   1    ○   A   － ○ 

1 甘味料 74 FA015600 E00079 カンゾウ抽出物 
カンゾウ抽出

物（粗製物） 
1    

○ 
  

A 
  

－ 
○ 

1 甘味料 74 FA015700 E00079B カンゾウ抽出物 
カンゾウ抽出

物（精製物） 
1        ○ 

1 甘味料 79 FA016600 E00084 Ｄ－キシロース   1    ○   A   － ○ 

1 甘味料 106 FA019400 E00112 
α－グルコシル

トランスフェラー

ゼ処理ステビア 

α－グルコシル

トランスフェラー

ゼ処理ステビア 
1    

○ 

  

A 

  

－ 

○ 

1 甘味料 106 FA019500 E00112B 
α－グルコシル

トランスフェラー

ゼ処理ステビア 

α-グルコシルト

ランスフェラー

ゼ処理ステビオ

ール配糖体 

1        ○ 

1 甘味料 125 FA023000 E00133 
酵素分解カンゾ

ウ 
  1        B   － ○ 

1 甘味料 164 FA035200 E00180 ステビア抽出物 
ステビア抽出

物 
1    

○ 
  

A 
  － ○ 

1 甘味料 164 FA035300 E00180B ステビア抽出物 
ステビオール

配糖体 
1        － ○ 

1 甘味料 165   E00181 ステビア末   5        B   ○  

1 甘味料 183 FA036500 E00199 タウマチン   1    ○   A   － ○ 

1 甘味料 264   E00284 
ブラジルカンゾ

ウ抽出物 
  4        B   －  

1 甘味料 332 FA062200 E00357 ラカンカ抽出物   1    ○   A   － ○ 

1 甘味料 338 FA063300 E00363 Ｌ－ラムノース   1    ○   A   － ○ 

1 甘味料 344 FA064400 E00368 Ｄ－リボース   1    ○   A   －  

2 着色料 12 FA003400 E00012 アナトー色素 
アナトー色素
（ノルビキシン） 

1    

○ 
  

A 
  － ○ 

2 着色料 12 FA003500 E00012B アナトー色素 
アナトー色素
（ビキシン） 1        － ○ 

2 着色料 24   E00024 アルミニウム   4        B   －  

2 着色料 34 FA008900 E00035 ウコン色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 46   E00048 オレンジ色素   4        B   －  

2 着色料 49 FA012600 E00051 カカオ色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 50 FA012650 E00052 カキ色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 64 FA014000 E00069 カラメルⅠ  1  ○  A  － ○ 

2 着色料 65 FA014100 E00070 カラメルⅡ   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 66 FA014200 E00071 カラメルⅢ   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 67 FA014300 E00072 カラメルⅣ   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 71 FA015100 E00076 カロブ色素   1    ○   A   － ○ 

2 
着色料/

製造用剤 87   E00093 金   3    ○   A   － ○ 

2 
着色料/

製造用剤 88   E00094 銀   3    ○   A   － ○ 

2 着色料 94 FA018100 E00100 クチナシ青色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 95 FA018200 E00101 クチナシ赤色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 96 FA018300 E00102 クチナシ黄色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 113   E00120 クロロフィリン   5    ○   A   －  

2 着色料 114 FA021500 E00121 クロロフィル   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 129 FA023400 E00136 コウリャン色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 130 FA023500 E00137 コチニール色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 154   E00165 シタン色素   3        B   －  

2 着色料 160   E00177 植物炭末色素   3    ○   A   － ○ 

2 着色料 166 FA035400 E00182 スピルリナ色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 185 FA036700 E00201 タマネギ色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 186 FA036800 E00202 タマリンド色素   1    ○   A   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その２ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

2 着色料 208 FA040100 E00227 
デュナリエラカロ

テン 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 210 FA040400 E00229 トウガラシ色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 217 FA041500 E00236 トマト色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 233 FA044300 E00252 
ニンジンカロテ

ン 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 239 FA044900 E00258 
パーム油カロテ

ン 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 248 FA047100 E00267 ビートレッド   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 253   E00272 ファフィア色素   3    ○   A   － ○ 

2 着色料 261 FA051600 E00281 ブドウ果皮色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 276   E00295 
ペカンナッツ色

素 
  4        B   － ○ 

2 着色料 284 FA055100 E00304 
ベニコウジ黄色

素 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 285 FA055200 E00305 ベニコウジ色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 286 FA055300 E00306 ベニバナ赤色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 287 FA055400 E00307 ベニバナ黄色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 292 FA055800 E00312 
ヘマトコッカス藻

色素 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 308 FA058700 E00328 
マリーゴールド

色素 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 315 FA059400 E00340 
ムラサキイモ色

素 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 316 FA059500 E00341 
ムラサキトウモロ

コシ色素 
  1    ○   A   － ○ 

2 着色料 317   E00342 
ムラサキヤマイ

モ色素 
  4    ○   A   －  

2 着色料 335 FA063000 E00360 ラック色素   1    ○   A   － ○ 

2 着色料 354   E00382 ログウッド色素   5        B   ○  

3 
製造用

剤/日持 63 FA013900 E00068 カラシ抽出物   1    ○   A   － ○ 

3 保存料 73   E00078 
カワラヨモギ抽

出物 
  3      ○ A   － ○ 

3 
製造用
剤/日持 

111   E00117 
グレープフルー

ツ種子抽出物 
  5    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
157   E00168 ショウガ抽出物   5    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
162 FA033600 E00178 

しらこたん白抽

出物 
  1    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
170   E00186 

セイヨウワサビ抽

出物 
  3    ○   A   －  

3 保存料 201 FA038900 E00220 
ツヤプリシン（抽

出物） 
  1      ○ A   － ○ 

3 
製造用

剤/日持 
211   E00230 

トウガラシ水性

抽出物 
  3    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
262   E00282 

ブドウ果皮抽出

物 
  4    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
263 FA051700 E00283 

ブドウ種子抽出

物 
  1    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
280 FA054700 E00299 ペクチン分解物   1    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
302 FA058100 E00322 ε－ポリリシン   1    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
322   E00347 

モウソウチク乾

留物 
  4    ○   A   －  

3 
製造用

剤/日持 
323   E00348 

モウソウチク抽

出物 
  4    ○   A   －  

4 
増粘安

定剤 
1   E00001 

アウレオバシジ

ウム培養液（液

体品） 

  4      ○ A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
1   E00001 

アウレオバシジ

ウム培養液（粉

末品） 

  5      ○ A   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その３ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

4 
増粘安

定剤 
4   E00004 

アグロバクテリウ

ムスクシノグリカ

ン 

  3    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
13   E00013 アマシードガム   4    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
18 FA004700 E00018 アラビアガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
19   E00019 

アラビノガラクタ

ン 
  4      ○ A   －  

4 
増粘安

定剤 
22 FA005400 E00022 アルギン酸   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
33 FA008800 E00034 ウェランガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安定

剤/ガム

ベース 
39   E00040 エレミ樹脂   3    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
52   E00054 カシアガム   4    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
56 FA013400 E00058 ガティガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
58 FA013500 E00060 カードラン   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
60   E00062 

カラギナン  
  5  ◇     A ☆ － ○ 

4 
増粘安

定剤 
60 FA012700 E00063 

加工ユーケマ藻

類 
  1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
60 FA035500 E00064 精製カラギナン   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
60   E00065 ユーケマ藻末   5        B   ○  

4 
増粘安

定剤 
68 FA014400 E00073 カラヤガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
72 FA015200 E00077 

カロブビーンガ

ム 
  1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
77 FA016200 E00082 キサンタンガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
81   E00086 キチン   4    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤/製

造用剤 
83   E00088 キトサン   4    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
89 FA017000 E00095 グァーガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
90   E00096 

グァーガム酵素

分解物 
  3    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
102   E00108 グルコサミン   3    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
128 FA023300 E00135 酵母細胞壁   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
139 FA024400 E00147 

サイリウムシード

ガム 
  1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤/製

造用剤 
141   E00149 

サバクヨモギシ

ードガム 
  3    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
148 FA028000 E00159 ジェランガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
187 FA036900 E00203 

タマリンドシード

ガム 
  1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
188 FA037000 E00204 タラガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
206 FA039600 E00225 デキストラン   1    ○   A   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その４ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

4 
増粘安

定剤 
218 FA041600 E00237 トラガントガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
224   E00243 トロロアオイ   4    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
225 FA042900 E00244 納豆菌ガム   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
246 FA046500 E00265 

微小繊維状セル

ロース 
  1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
252   E00271 ファーセレラン   4    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
259 FA051100 E00279 フクロノリ抽出物   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
267 FA052400 E00287 プルラン   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
279 FA054600 E00298 ペクチン   1    ○   A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
304 FA058600 E00324 

マクロホモプシス

ガム 
  1        B   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
329   E00354 モモ樹脂   4      ○ A   － ○ 

4 
増粘安

定剤 
337 FA063200 E00362 ラムザンガム   1        B   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
31 FA008400 E00032 イノシトール   1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
44 FA012000 E00045 

γ－オリザノー

ル 
  1        B   －  

5 
酸化防

止剤 
57   E00059 カテキン   4    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤/日

持 
75   E00080 

カンゾウ油性抽

出物 
  3    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
91   E00097 グアヤク脂   4        B   －  

5 
酸化防

止剤 
93   E00099 クエルセチン   3    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤/

日持 
112   E00119 クローブ抽出物   4        B   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
120 FA022700 E00129 

酵素処理イソク

エルシトリン 
  1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
122 FA022800 E00131 

酵素処理ヘスペ

リジン 
  1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
123 FA022900 E00132 

酵素処理ルチン

（抽出物） 
  1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
126   E00134 

酵素分解リンゴ

抽出物 
  5        B   ○  

5 
酸化防

止剤 
132   E00140 

ゴマ油不けん化

物 
  4      ○ A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
136 FA024100 E00144 

コメヌカ油抽出

物 
  1        B   －  

5 
酸化防

止剤 
137   E00145 

コメヌカ酵素分

解物 
  5        B   ○  

5 
酸化防

止剤 
145 FA027500 E00154 シアノコバラミン   1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
169   E00185 

精油除去ウイキ

ョウ抽出物 
  2      ○ A   －  

5 
酸化防

止剤 
173   E00189 セージ抽出物   5        B   ○  

5 
酸化防

止剤 
191   E00207 

単糖・アミノ酸複

合物 
  4    ○   A   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その５ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

5 
酸化防

止剤 
197   E00216 チャ抽出物   3    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
213 FA040800 E00232 トコトリエノール   1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
214 FA040900 E00233 

ｄ －α－トコフ

ェロール 
  1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
215 FA041000 E00234 

ｄ －γ－トコフ

ェロール 
  1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
216 FA041100 E00235 

ｄ －δ－トコフ

ェロール 
  1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
227   E00246 

生コーヒー豆抽

出物 
  3    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
250   E00269 

ヒマワリ種子抽

出物 
  3    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
258 FA050700 E00278 フェルラ酸   1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
270   E00290 

プロポリス抽出

物 
  5    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
282 FA054900 E00302 ヘスペリジン   1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
299   E00319 没食子酸   3    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
312 FA059200 E00337 

ミックストコフェロ

ール 
  1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
319 FA061500 E00344 

メナキノン（抽出

物） 
  1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
321   E00346 メラロイカ精油   5        B   ○  

5 
酸化防

止剤 
330 FA061900 E00355 ヤマモモ抽出物   1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
347 FA068100 E00371 

ルチン酵素分解

物 
  1    ○   A   －  

5 
酸化防

止剤 
348   E00372 ルチン（抽出物）   5  ◇    A ☆ － ○ 

5 
酸化防

止剤 
348 FA011500 E00373 エンジュ抽出物   1    ○   A   － ○ 

5 
酸化防

止剤 
348   E00374 

アズキ全草抽出

物   5        B   ○  

5 
酸化防

止剤 
348   E00375 

ソバ全草抽出物 
  5        B   ○  

5 
酸化防

止剤 
357   E00385 

ローズマリー抽

出物 
  3    ○   A   － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
35   E00036 ウルシロウ   3    ○   A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 41   E00042 オゾケライト   4        B   －  

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
69 FA014600 E00074 カルナウバロウ   1    ○   A   － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
76 FA015800 E00081 カンデリラロウ   1    ○   A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 92   E00098 グアヤク樹脂   4        B   －  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 97   E00103 グッタハンカン   4        B   －  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 98   E00104 グッタペルカ   4        B   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 134   E00142 ゴム   4      ○ A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 135   E00143 ゴム分解樹脂   5        B   ○  

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
138   E00146 コメヌカロウ   3    ○   A   － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
140   E00148 サトウキビロウ   3    ○   A   － ○ 

 

31



 

表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その６ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添添加物

原体の使用

実態が確認

できた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
146   E00155 シェラック    5  ◇     A ☆ － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
146 FA027800 E00156 白シェラック   1    ○   A   － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
146 FA027900 E00157 精製シェラック   1    ○   A   － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
147   E00158 シェラックロウ   3    ○   A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 149   E00160 ジェルトン   3    ○   A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 180   E00196 ソルバ   5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 181   E00197 ソルビンハ   5        B   ○  

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
189 FA037100 E00205 タルク   1    ○   A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 194   E00213 チクル   3        B   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 198   E00217 チルテ   5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 200   E00219 ツヌー   5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 203   E00222 低分子ゴム   5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 230   E00249 ニガーグッタ   5        B   ○  

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
242 FA045600 E00261 

パラフィンワック

ス 
  1        B   －  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 275   E00294 粉末モミガラ   5    ○   A   －  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 288   E00308 
ベネズエラチク

ル 
  5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 300   E00320 ホホバロウ   4        B   －  

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
303 FA058500 E00323 

マイクロクリスタリ

ンワックス 
  1    ○   A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 305   E00325 マスチック   4        B   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 306   E00326 
マッサランドバチ

ョコレート 
  5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 307   E00327 
マッサランドババ

ラタ 
  5        B   ○  

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
313 FA059300 E00338 ミツロウ   1    ○   A   － ○ 

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 314   E00339 ミルラ   3        B   － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
326   E00351 モクロウ   3    ○   A   － ○ 

6 
ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ

/光沢剤 
336 FA063100 E00361 ラノリン   1        B   －  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 351   E00378 レッチュデバカ   5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 355   E00383 ロシディンハ   5        B   ○  

6 ｶﾞﾑﾍﾞｰｽ 356   E00384 ロシン   3    ○   A   － ○ 

7 酵素 2 FA000500 E00002 アガラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 3 FA000600 E00003 アクチニジン   1      ○ A   － ○ 

7 酵素 5 FA001000 E00005 アシラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 6 FA001200 E00006 
アスコルビン酸

オキシダーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 10 FA002900 E00010 
α－アセトラクタ

ートデカルボキ

シラーゼ 

  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 14 FA003900 E00014 
アミノペプチダ

ーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 15 FA004000 E00015 α－アミラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 16 FA004100 E00016 β－アミラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 23 FA006000 E00023 
アルギン酸リア

ーゼ 
  1    ○ 

 
A   － ○ 

7 酵素 25 FA006300 E00025 
アントシアナー

ゼ 
  1        B   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その 7 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

7 酵素 26 FA007000 E00026 イソアミラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 28 FA008150 E00028 
イソマルトデキス

トラナーゼ 
  1      ○ A   － ○ 

7 酵素 30 FA008300 E00031 イヌリナーゼ   1      ○ A   － ○ 

7 酵素 32 FA008700 E00033 インベルターゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 36 FA009100 E00037 ウレアーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 37 FA009300 E00038 
エキソマルトテト

ラオヒドロラーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 38 FA009400 E00039 エステラーゼ   1      ○ A   － ○ 

7 酵素 53 FA013100 E00055 カタラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 61 FA013700 E00066 
α－ガラクトシダ

ーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 62 FA013800 E00067 
β－ガラクトシダ

ーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 70 FA014700 E00075 
カルボキシペプ

チダーゼ 
  1      ○ A   － ○ 

7 酵素 78 FA016400 E00083 キシラナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 80 FA016700 E00085 キチナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 82 FA016800 E00087 キトサナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 100 FA018900 E00106 グルカナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 101 FA019000 E00107 グルコアミラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 103 FA019100 E00109 
α－グルコシダ

ーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 104 FA019200 E00110 
β－グルコシダ

ーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 105 FA019300 E00111 
α－グルコシル

トランスフェラー

ゼ 

  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 107 FA019600 E00113 
グルコースイソメ

ラーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 108 FA019700 E00114 
グルコースオキ

シダーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 109 FA020600 E00115 グルタミナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 143 FA027100 E00151 
酸性ホスファタ

ーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 151 FA028400 E00162 
シクロデキストリ

ングルカノトラン

スフェラーゼ 

  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 176 FA035700 E00192 セルラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 192 FA038000 E00208 タンナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 202 FA039100 E00221 
５’－デアミナー

ゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 205 FA039500 E00224 
デキストラナー

ゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 219 FA041700 E00238 
トランスグルコシ

ダーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 220 FA041800 E00239 
トランスグルタミ

ナーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 221 FA041900 E00240 トリプシン   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 223 FA042600 E00242 
トレハロースホス

ホリラーゼ 
  1      ○ A   － ○ 

7 酵素 228 FA043100 E00247 ナリンジナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 236 FA044600 E00255 
パーオキシダー

ゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 238 FA044800 E00257 パパイン   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 243 FA046000 E00262 パンクレアチン   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 255 FA049800 E00274 フィターゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 254 FA049700 E00273 フィシン   1        B   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その８ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

7 酵素 265 FA052100 E00285 
フルクトシルトラ

ンスフェラーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 266 FA052300 E00286 プルラナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 268 FA052500 E00288 プロテアーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 271 FA053600 E00291 ブロメライン   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 278 FA054500 E00297 ペクチナーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 281 FA054800 E00301 
ヘスペリジナー

ゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 289 FA055500 E00309 ペプシン   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 291 FA055700 E00311 ペプチダーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 293 FA055900 E00313 ヘミセルラーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 297 FA056800 E00317 
ホスホジエステラ

ーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 298 FA056900 E00318 ホスホリパーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 301 FA057900 E00321 
ポリフェノールオ

キシダーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 309 FA058800 E00329 
マルトースホスホ

リラーゼ 
  1      ○ A   － ○ 

7 酵素 310 FA058900 E00330 
マルトトリオヒドロ

ラーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 318 FA059600 E00343 ムラミダーゼ   1      ○ A   － ○ 

7 酵素 333 FA062800 E00358 
ラクトパーオキシ

ダーゼ 
  1    ○   A   － ○ 

7 酵素 341 FA064000 E00365 リゾチーム   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 342 FA064200 E00366 リパーゼ   1    ○   A   － ○ 

7 酵素 343 FA064300 E00367 
リポキシゲナー

ゼ 
  1      ○ A   － ○ 

7 酵素 352 FA068300 E00380 レンネット   1    ○   A   － ○ 

8 酸味料 256 FA049900 E00275 フィチン酸 
フィチン酸

（液体） 
1    

○ 
  

A 
  － ○ 

8 酸味料 256 FA050000 E00275B フィチン酸 
フィチン酸

（粉末） 
1        － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
7 FA001800 E00007 Ｌ－アスパラギン   1        B   －  

9 
調味料/

強化剤 
8 FA001900 E00008 

Ｌ－アスパラギン

酸 
  1    ○   A   －  

9 
調味料/

強化剤 
17 FA004500 E00017 Ｌ－アラニン   1    

○ 
  

A 
  － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
17 FA004600 E00017B Ｌ－アラニン 

L－アラニン

液 
1        －  

9 
調味料/

強化剤 
21 FA005200 E00021 Ｌ－アルギニン   1    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
27 FA007150 E00027 

イソアルファー

苦味酸 
  1    ○   A   － ○ 

9 調味料 40   E00041 
塩水湖水低塩

化ナトリウム液 
  3    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
59 FA013600 E00061 

カフェイン（抽出

物） 
  1    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
84   E00089 キナ抽出物   5        B   ○  

9 
苦味料

等 
85   E00090 キハダ抽出物   5        B   ○  

9 
調味料/

強化剤 
110 FA020800 E00116 Ｌ－グルタミン   1    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
117   E00126 

ゲンチアナ抽出

物 
  3    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
121   E00130 

酵素処理ナリン

ジン 
  4    ○   A   － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
152 FA028600 E00163 Ｌ－シスチン   1    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
156   E00167 

ジャマイカカッシ

ア抽出物 
  3    ○   A   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その９ 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

9 
調味料/

強化剤 175 FA035600 E00191 Ｌ－セリン   1    ○   A   － ○ 

9 調味料 177   E00193 
粗製海水塩化カ

リウム 
  3    ○   A   － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
184 FA036600 E00200 

タウリン（抽出

物） 
  1    ○   A   － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
199 FA038800 E00218 Ｌ－チロシン   1    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
204   E00223 テオブロミン   5        B   ○  

9 
調味料/

苦味料 
229 FA043200 E00248 ナリンジン   1    ○   A   － ○ 

9 
苦味料

等 
231   E00250 

ニガヨモギ抽出

物 
  4        B   －  

9 
調味料/

強化剤 
247 FA046600 E00266 Ｌ－ヒスチジン   1    ○   A   － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
249 FA047800 E00268 

Ｌ－ヒドロキシプ

ロリン 
  1        B   －  

9 
調味料/

強化剤 
272 FA053700 E00292 Ｌ－プロリン L－プロリン 1    

○ 
  

A 
  － ○ 

9 
調味料/

強化剤 272 FA053800 E00292B Ｌ－プロリン 
L－プロリン

液 
1        －  

9 調味料 283 FA055000 E00303 ベタイン   1    ○   A   － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
340 FA063500 E00364 Ｌ－リシン 

L－リシン 
1    

○ 
  

A 
  －  

9 
調味料/

強化剤 
340 FA063600 E00364B Ｌ－リシン 

L－リシン液 
1        －  

9 
苦味料

等 
350   E00377 レイシ抽出物 

2020 年 8 月

意見募集 
3    ○   A   － ○ 

9 
調味料/

強化剤 
353 FA068400 E00381 Ｌ－ロイシン   1    ○   A   － ○ 

10 乳化剤 86 FA016900 E00092 キラヤ抽出物   1    ○   A   － ○ 

10 乳化剤 124   E00386 
酵素処理レシチ

ン 
  3        B   － ○ 

10 乳化剤 127 FA023100 E00387 
酵素分解レシチ

ン 
  1    ○   A   － ○ 

10 乳化剤 159 FA031200 E00176 
植物性ステロー

ル 

植物性ステロ

ール（遊離体

高濃度品） 
1    

○ 

  

A 

  － ○ 

10 乳化剤 159 FA031300 E00176B 
植物性ステロー

ル 

植物性ステロ

ール（遊離体

低濃度品） 
1        －  

10 乳化剤 161 FA068200 E00388 植物レシチン   1    ○   A   － ○ 

10 乳化剤 167   E00183 スフィンゴ脂質   4        B   － ○ 

10 乳化剤 182   E00198 ダイズサポニン   4    ○   A   －  

10 乳化剤 190   E00206 胆汁末   4        B   －  

10 乳化剤 212 FA040700 E00231 
動物性ステロー

ル 
  1    ○   A   －  

10 乳化剤 273 FA068200 E00389 分別レシチン   1    ○   A   － ○ 

10 乳化剤 331 FA062000 E00356 
ユッカフォーム

抽出物 
  1    ○   A   － ○ 

10 乳化剤 339 FA068200 E00390 卵黄レシチン   1        B   －  

13 
製造用

剤 
9   E00009 

アスペルギルス

テレウス糖たん

白質 

  3    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
11 FA003200 E00011 ５’－アデニル酸   1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
29   E00030 

イナワラ灰抽出

物 
  5        B   ○  

13 
製造用

剤 
42   E00043 オゾン   4        B   － ○ 

13 
製造用

剤 
42   E00043 オゾン水   4        B   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その 10 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

13 
製造用

剤 
43   E00044 

オリゴガラクチュ

ロン酸 
  5        B   ○ ○ 

13 
製造用

剤 
45   E00047 オレガノ抽出物   5    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
47   E00049 海藻灰抽出物   4    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
48 FA012500 E00050 カオリン   1        B   － ○ 

13 
製造用

剤 
51   E00053 花こう斑岩   4        B   － ○ 

13 
製造用

剤 
54 FA013200 E00056 活性炭   1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
55 FA013300 E00057 活性白土   1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
99   E00105 クリストバル石   5        B   ○ ○ 

13 
製造用

剤 
115   E00122 くん液    3    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
115   E00123 

木酢液 
  2        B   －  

13 
製造用

剤 
115   E00124 

リキッドスモー

ク   2        B   －  

13 
製造用

剤 
116 FA021800 E00125 ケイソウ土   1    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
118   E00127 高級脂肪酸   5    

○ 

  

A 

  － ○ 

13 
製造用

剤 
118 FA022310 E00127A 高級脂肪酸 

高級脂肪酸

（カプリル酸） 1        － ○ 

13 
製造用

剤 
118 FA022320 E00127B 高級脂肪酸 

高級脂肪酸

（カプリン酸） 1        － ○ 

13 
製造用

剤 
118 FA022330 E00127C 高級脂肪酸 

高級脂肪酸

（ステアリン

酸） 
1        － ○ 

13 
製造用

剤 
118 FA022340 E00127D 高級脂肪酸 

高級脂肪酸

（パルミチン

酸） 
1        － ○ 

13 
製造用

剤 
118 FA022350 E00127E 高級脂肪酸 

高級脂肪酸

（ベヘニン

酸） 
1        － ○ 

13 
製造用

剤 
118 FA022360 E00127F 高級脂肪酸 

高級脂肪酸

（ミリスチン

酸） 
1        － ○ 

13 
製造用

剤 
118 FA022370 E00127G 高級脂肪酸 

高級脂肪酸

（ラウリル酸） 1        － ○ 

13 
製造用

剤 
131 FA023700 E00138 骨炭   1    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
133   E00141 ゴマ柄灰抽出物   5        B   ○ ○ 

13 
製造用

剤 
142 FA027000 E00150 酸性白土   1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
144   E00152 酸素   4    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
150 FA028100 E00161 

シクロデキストリ

ン 

α－シクロデ

キストリン 1    

○ 

  

A 

  － ○ 

13 
製造用

剤 
150 FA028200 E00161B 

シクロデキストリ

ン 

β－シクロデ

キストリン 1        － ○ 

13 
製造用

剤 
150 FA028300 E00161C 

シクロデキストリ

ン 

γ－シクロデ

キストリン 1        － ○ 

13 
製造用

剤 
150 

  
E00161D 

シクロデキストリ

ン 

分岐シクロデ

キストリン 3        － ○ 

 

 

36



 

表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その 11 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

13 
製造用

剤 
153   E00164 シソ抽出物   4    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
155 FA028800 E00166 ５’－シチジル酸   1    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
158   E00169 焼成カルシウム   5  ◇     A ☆ － ○ 

13 
製造用

剤/強化

剤 
158   E00170 

うに殻焼成カル

シウム 
  2      ○ A   － ○ 

13 
製造用

剤/強化

剤 
158 FA012400 E00171 

貝殻焼成カルシ

ウム 
  1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤/強化

剤 
158 FA023600 E00172 

骨焼成カルシウ

ム 
  1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤/強化

剤 
158   E00173 

造礁サンゴ焼成

カルシウム 
  2    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤/強化

剤 
158   E00174 

乳清焼成カルシ

ウム 
  3    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
158 FA063400 E00175 

卵殻焼成カルシ

ウム 
  1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
163   E00179 水素   5    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
168 FA035550 E00184 生石灰   1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
171   E00187 ゼイン   5    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
172   E00188 ゼオライト   5        B   ○ ○ 

13 
製造用

剤 
174   E00190 セピオライト   5        B   ○  

13 
製造用

剤 
178 FA035800 E00194 

粗製海水塩化マ

グネシウム 
  1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
179   E00195 ソバ柄灰抽出物   5        B   ○ ○ 

13 
製造用

剤 
193   E00209 

タンニン（抽出

物）   5  ◇     A ☆ － ○ 

13 
製造用

剤 
193   E00210 柿タンニン   4    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
193 FA031400 E00211 植物タンニン   1    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
193   E00212 ミモザタンニン   4        B   －  

13 
製造用

剤 
195   E00214 窒素   4    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
196   E00215 チャ乾留物   4    ○   A   － ○ 

13 
製造用剤

/強化剤 207   E00226 鉄   4        B   －  

13 
製造用

剤 
209   E00228 銅   5        B   ○  

13 
製造用
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13 
製造用

剤 
226   E00245 ナフサ   5        B   ○  

13 
製造用

剤 
232   E00251 ニッケル   4    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
234   E00253 

ばい煎コメヌカ

抽出物 
  4        B   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その 12 

部 
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用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

*7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員
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*5 
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製造用

剤 
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13 
製造用

剤 
237   E00256 白金   5        B   ○  

13 
製造用
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製造用

剤 
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13 
製造用

剤 
245 FA046400 E00264 

微結晶セルロー

ス 
  1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
251   E00270 ひる石   5        B   ○  

13 
製造用

剤 
257   E00276 

フィチン（抽出

物） 
  3    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
260   E00280 ブタン   4        B   －  

13 
製造用

剤 
269   E00289 プロパン   4        B   －  

13 
製造用

剤 
274 FA053900 E00293 粉末セルロース   1    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
277 FA054100 E00296 ヘキサン   1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
290   E00310 ヘプタン   3      ○ A   －  

13 
製造用

剤 
294 FA056000 E00314 ヘム鉄   1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
295   E00315 ヘリウム   4        B   －  

13 
製造用

剤 
296 FA056700 E00316 ベントナイト   1    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
311   E00331 

未焼成カルシウ

ム   5  ◇     A ☆ － ○ 

13 
製造用剤

/強化剤 311   E00332 
貝殻未焼成カル

シウム 
  4    ○   A   － ○ 
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製造用剤

/強化剤 311   E00333 
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  5        B   ○ ○ 
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製造用剤
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/強化剤 311   E00335 
真珠層未焼成カ
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  5        B   ○ ○ 
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製造用剤

/強化剤 311   E00336 
卵殻未焼成カル

シウム 
  4    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
320   E00345 メバロン酸   3        B   － ○ 

13 
製造用

剤 
324   E00349 木材チップ   4        B   －  

13 
製造用

剤 
325   E00350 木炭   4    ○   A   －  

13 
製造用

剤 
327   E00352 木灰   4        B   －  

13 
製造用

剤 
328   E00353 木灰抽出物   4        B   －  

13 
製造用

剤 
334 FA062900 E00359 

ラクトフェリン濃

縮物 
  1    ○   A   － ○ 

13 
製造用

剤 
345 FA066100 E00369 流動パラフィン   1    ○   A   － ○ 
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表２ 既存添加物の流通実態及び使用実態の調査結果 その 13 

部 

会 

用途

分類 

既

存

添

加

物

番

号 

コード番号 

品目名称 規格名称 

規格 

の 

制定 

状況 

*2 

確認 

品目 
流通 

の 

状況 

*3 

規格がなく， 

流通の報告

がない 

品目 

*6 

添加物原

体の使用実

態が確認で

きた規格 

＊7 
全体 既存 

統

計

調

査 

*4 

委

員

会 

*5 

13 
製造用

剤 
346   E00370 

リンターセルロー

ス 
  5        B   ○  

13 
製造用

剤 
349   E00376 ルテニウム   4      ○ A   － ○ 

14 
香辛料

抽出物 
119   E00128 香辛料抽出物   2    ○   A   － ○ 

             39 295 

 

表中の記号について 

＊２ 規格の制定状況 

1：公定規格がある品目（成分規格数） ：239 

2：公定規格案があるが，自主規格はない品目（成分規格数） ：  6 

3：公定規格案があり，自主規格もある品目（成分規格数） ： 44 

4：公定規格，公定規格案はないが，自主規格がある品目（成分規数格） ： 58 

5：規格がない品目（成分規格） ： 55 

◇：大分類であり規格がないが，小分類の品目に公定規格， 

公定規格案または自主規格がある品目（成分規格数） ：  6 

 

＊３ 流通の状況 

A：生産量流通調査 3回で報告がある，または技術委員会の調査により流通情報の取得できた品目 

 ：279（成分規格数：296） 

☆：A のうち大分類であり流通実態は確認できないが，小分類の品目に流通実態のある品目（成分規格数） 

 ：  6 

B：生産量流通調査 3回で報告がなく，技術委員会の調査でも流通情報が取得できなかった品目 

 ： 78（成分規格数： 87） 

（流通実態が把握できていない小分類の成分規格数 ： 19） 

 

＊４ 確認品目－統計調査：生産量統計調査による確認品目（成分規格数） ：269 

 

＊５ 確認品目－委員会：技術委員会の調査による確認品目（成分規格数） ： 21 

 

＊６ 規格がなく，流通の報告がない品目 ： 39 

 

＊７ 添加物原体の使用実態が確認できた規格 ：259（成分規格数：290） 
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e
と

し

て
の
掲
載

は
な
か
っ

た
．

 

- 
△

 

L
ys

oz
ym

e
の
報
告

は
あ

る

が
，

M
ur

am
id

as
e

と
し

て

の
掲
載

は
な
か
っ

た
．

 

- 
20

21
/8

/2
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表
３
－
１
 
既
存
添
加
物
に
関
す
る
海
外
評
価
機
関
等
に
お
け
る
安
全
性
評
価
の
調
査
結
果
 
そ
の
９
 

N
o.

 
部

 

会
 

用
途

分
類

 

既
存

 

添
加

物
 

番
号

 

整
理

番
号

 
品

目
名

称
 

 
 

安
全

性
 

評
価

 

報
告

 

*
8
 

海
外

評
価

機
関

 
*9

 
調

 

査
 

日
 

全
体

 

コ
ー

ド
 

既
存

 

コ
ー

ド
 

E
F
SA

 
JE

C
F
A

 
F
D

A
 

F
SA

N
Z
A

 

65
 

5 
酸

化
防

止
剤

 
32

1 
 

 
E
0
0
3
4
6
 
メ

ラ
ロ

イ
カ
精
油

 
H

8
基

 
- 

- 
- 

- 
20

21
/8

/2
 

66
 

3 

製
造

用
剤

/

日
持

 

32
2 

 
 

E
0
0
3
4
7
 
モ

ウ
ソ

ウ
チ

ク

乾
留

物
 

H
8

基
 

- 
- 

- 
- 

20
21

/8
/2

 

67
 

13
 

製
造

用
剤

 
32

4 
 

 
E
0
0
3
4
9
 
木
材

チ
ッ
プ

 
H

8
基

 

△
 

U
pd

at
e 

of
 t

he
 r

is
k 

as
se

ss
m

en
t 

of
 ‘
w
oo

d 

flo
ur

 a
nd

 f
ib

re
s,

 

un
tr

ea
te

d’
 (

F
C

M
 N

o 

96
) 
fo

r 
us

e 
in

 f
oo

d 

co
nt

ac
t 

m
at

er
ia

ls
, 
an

d 

cr
it
er

ia
 f
or

 f
ut

ur
e 

ap
pl

ic
at

io
ns

 o
f 

m
at

er
ia

ls
 f
ro

m
 p

la
nt

 

or
ig

in
 a

s 
ad

di
ti
ve

s 
fo

r 

pl
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c 
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od

 c
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ta
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m
at

er
ia

ls
 

- 
- 

- 
20

21
/8

/2
 

68
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製
造

用
剤

 
32

7 
 

 
E
0
0
3
5
2
 
木

灰
 

H
8

基
 

- 
- 

- 
- 

20
21

/8
/2

 

69
 

13
 

製
造

用
剤

 
32

8 
 

 
E
0
0
3
5
3
 
木

灰
抽

出
物

 
H

8
基

 
- 

- 
- 

- 
20

21
/8

/2
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表
３
－
１
 
既
存
添
加
物
に
関
す
る
海
外
評
価
機
関
等
に
お
け
る
安
全
性
評
価
の
調
査
結
果
 
そ
の

10
 

N
o.

 
部

 

会
 

用
途

分
類

 

既
存

 

添
加

物
 

番
号

 

整
理

番
号

 
品

目
名

称
 

 
 

安
全

性
 

評
価

 

報
告

 

*
8
 

海
外

評
価

機
関
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調

 

査
 

日
 

全
体

 

コ
ー

ド
 

既
存

 

コ
ー

ド
 

E
F
SA

 
JE

C
F
A

 
F
D

A
 

F
SA

N
Z
A
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7 
酵

素
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3 

F
A

0
6
2
8
0
0
 

E
0
0
3
5
8
 

ラ
ク

ト
パ

ー
オ

キ

シ
ダ

ー
ゼ

 
H

8
基

H
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－
 

△
 

L
A

C
T

O
P
E
R
O

X
ID

A
S

E
/ 

T
H

IO
C

Y
A

N
A

T
E
/ 

H
Y

D
R
O

G
E
N

 

P
E
R
O

X
ID

E
 S

Y
ST

E
M

 

F
O

R
 M

IL
K

 

P
R
E
SE

R
V

A
T

IO
N

 

P
E
R
O

X
Y

A
C

ID
 

A
N

T
IM

IC
R
O

B
IA

L
 

SO
L
U

T
IO

N
S 

C
O

N
T

A
IN

IN
G

 1
-

H
Y

D
R
O

X
Y

E
T

H
Y

L
ID

E
N

E
-1

,1
-

D
IP

H
O

SP
H

O
N

IC
 

A
C

ID
 (
H

E
D

P
) 
A

N
D

 

T
H

R
E
E
 O

R
 M

O
R
E
 

O
F
 T

H
E
 

F
O

L
L
O
W

IN
G

 

C
O

M
P
O

N
E
N

T
S:

 

P
E
R
O

X
A

C
E
T

IC
 

A
C

ID
, 
A

C
E
T

IC
 

A
C

ID
, 
H

Y
D

R
O

G
E
N

 

P
E
R
O

X
ID

E
, 

O
C

T
A

N
O

IC
 A

C
ID

 

A
N

D
 

P
E
R
O

X
Y

O
C

T
A

N
O

IC
 

A
C

ID
（2

00
4）

混
合

物

の
評

価
の

た
め

 

△
 

G
R
N

 N
o.

 6
65

 

L
ac

to
pe

ro
xi

da
se

 s
ys

te
m

 

G
R
N

 N
o.

 6
12

 

F
ra

ct
io

na
te

d 
w
he

y 

pr
ot

ei
n 

is
ol

at
e 
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nt
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ni

ng
 c

ow
s 

m
ilk
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ve

d 
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ct
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er
ri
n,
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ct

op
er

ox
id

as
e,

 a
nd

 

tr
an

sf
or

m
in

g 
gr

ow
th

 

fa
ct

or
 β

2 

F
D

A
評

価
中
止

 

 
 

20
21

/8
/2

 

71
 

4 
増

粘
安

定
剤

 
33

7 
F
A

0
6
3
2
0
0
 

E
0
0
3
6
2
 

ラ
ム
ザ

ン
ガ

ム
 

H
8

基
R
1 

- 
- 

- 
- 

20
21

/8
/2

 

72
 

1 
甘

味
料

 
33

8 
F
A

0
6
3
3
0
0
 

E
0
0
3
6
3
 

Ｌ
－

ラ
ム

ノ
ー

ス
 

H
8

基
R
1 

- 
- 

- 
- 

20
21

/8
/2

 

73
 

7 
酵

素
 

34
3 

F
A

0
6
4
3
0
0
 

E
0
0
3
6
7
 

リ
ポ

キ
シ
ゲ

ナ

ー
ゼ

 
H

8
基

 
- 

- 
- 

- 
20

21
/8

/2
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表
３
－
１
 
既
存
添
加
物
に
関
す
る
海
外
評
価
機
関
等
に
お
け
る
安
全
性
評
価
の
調
査
結
果
 
そ
の

11
 

N
o.

 
部

 

会
 

用
途

分
類

 

既
存

 

添
加

物
 

番
号

 

整
理

番
号

 
品

目
名

称
 

 
 

安
全

性
 

評
価

 

報
告

 

*
8
 

海
外

評
価

機
関

 
*9

 
調

 

査
 

日
 

全
体

 

コ
ー

ド
 

既
存

 

コ
ー

ド
 

E
F
SA

 
JE

C
F
A

 
F
D

A
 

F
SA

N
Z
A

 

74
 

13
 

製
造

用
剤

 
34

6 
 

 
E
0
0
3
7
0
 

リ
ン

タ
ー

セ
ル

ロ

ー
ス

 
H

8
基

 

- 
△

 

R
e-

ev
al

ua
ti
on

 o
f 

ce
llu

lo
se

s 
E
 4

60
(i
),
 E

 

46
0(

ii)
, 
E
 4

61
, 
E
 4

62
, 

E
 4

63
, 
E
 4

64
, 
E
 4

65
, 

E
 4

66
, 
E
 4

68
 a

nd
 E

 

46
9 

as
 f
oo

d 
ad

di
ti
ve

s  

- 
- 

20
21

/8
/2

 

75
 

13
 

製
造

用
剤

 
34

9 
 

 
E
0
0
3
7
6
 

ル
テ

ニ
ウ

ム
 

H
8

基
 

- 
- 

- 
- 

20
21

/8
/2

 

76
 

3 

製
造

用
剤

/

日
持

 

11
1 

 
 

E
0
0
1
1
7
 

グ
レ

ー
プ

フ
ル

ー

ツ
種

子
抽

出
物

 

- 
- 

- 
- 

- 
20

21
/9

/2
2 

77
 

6 
ｶ
ﾞﾑ

ﾍ
ﾞ

ｰ
ｽ
 

31
4 

 
 

E
0
0
3
3
9
 
ミ
ル

ラ
 

- 
- 

- 
21

C
F
R
17

2.
51

0 
- 

20
21

/9
/2

2 

 ＊
８
 
安
全
性
評
価
報
告
 

H○
：
確
認
さ
れ
た
年
度
 
 

 

H8
基
：
基
原
，
製
法
，
本
質
か
ら
み
て
，
現
段
階
に
お
い
て
安
全
性
の
検
討
を
早
急
に
行
う
必
要
は
な
い
も
の
と
分
類
さ
れ
た
品
目
 

 

＊
９
 
海
外
評
価
機
関
の
報
告
 

○
：
安
全
性
評
価
報
告
の
あ
る
も
の
 

－
：
安
全
性
評
価
の
報
告
が
な
い
も
の
 

△
：
関
連
は
あ
り
安
全
性
評
価
の
報
告
は
あ
る
が
直
接
的
で
は
な
い
も
の
 

□
：
安
全
性
デ
ー
タ
な
く
物
理
デ
ー
タ
の
み
の
も
の
 

記
号
無
：
記
載
が
あ
る
が
安
全
性
に
言
及
し
て
い
な
い
も
の
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表
３
－
２
 
既
存
添
加
物
に
関
す
る
海
外
評
価
機
関
等
に
お
け
る
安
全
性
評
価
の
調
査
結
果
－
安
全
性
報
告
の
収
載
先
リ
ン
ク
 
そ
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１
 

部
 

会
 

用
途
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類
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存

 

添
加
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番
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整
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番
号
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目
名
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全

性
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告
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収
載

先
リ

ン
ク

 
全

体
 

コ
ー

ド
 

既
存

 

コ
ー

ド
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酵

素
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F
A

00
12

00
 

E
00

00
6 

ア
ス

コ
ル

ビ
ン

酸
オ

キ
シ

ダ

ー
ゼ

 
ht
tp
s:
//
ef
sa
.o
nl
in
el
ib
ra
ry
.w
ile
y.
co
m
/d
o
i/
pd
f/
10
.2
90
3/
j.e
fs
a.
20
19
.5
74
0 

7 
酵

素
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F
A

00
29

00
 

E
00

01
0 

α
－

ア
セ

ト
ラ

ク
タ

ー
ト
デ

カ

ル
ボ

キ
シ

ラ
ー

ゼ
 

ht
tp
s:
//
ef
sa
.o
nl
in
el
ib
ra
ry
.w
ile
y.
co
m
/d
o
i/
ep
df
/1
0.
29
03
/j
.e
fs
a.
20
18
.5
47
6 

4 

増
粘

安
定 剤
 

19
 

 
 

E
00

01
9 

ア
ラ

ビ
ノ

ガ
ラ

ク
タ

ン
 

ht
tp
:/
/w
ay
ba
ck
.a
rc
hi
ve
-

it
.o
rg
/7
99
3/
20
17
10
31
05
35
19
/h
tt
ps
:/
/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
do
w
nl
o
ad
s/
F
o
o
d/
In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
ka
gi
ng
L
ab
el
in
g/
G
R
A
S
/N
o
ti
ce
In
ve
nt
o
r

y/
U
C
M
26
67
29
.p
df

 

ht
tp
:/
/w
ay
ba
ck
.a
rc
hi
ve
-

it
.o
rg
/7
99
3/
20
17
10
31
05
42
21
/h
tt
ps
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/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
do
w
nl
o
ad
s/
F
o
o
d/
In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
ka
gi
ng
L
ab
el
in
g/
G
R
A
S
/N
o
ti
ce
In
ve
nt
o
r

y/
U
C
M
26
62
00
.p
df

 

1 
甘

味 料
 

20
 

F
A

00
48

00
 

E
00

02
0 

Ｌ
－

ア
ラ

ビ
ノ

ー
ス

 
ht
tp
s:
//
w
w
w
.f
da
.g
o
v/
m
ed
ia
/1
31
84
6/
do
w
nl
o
ad

 

7 
酵

素
 

80
 

F
A

01
67

00
 

E
00

08
5 

キ
チ

ナ
ー

ゼ
 

ht
tp
s:
//
ef
sa
.o
nl
in
el
ib
ra
ry
.w
ile
y.
co
m
/d
o
i/
ep
df
/1
0.
29
03
/j
.e
fs
a.
20
19
.5
76
7 

7 
酵

素
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3 

F
A

01
91

00
 

E
00

10
9 

α
－

グ
ル

コ
シ

ダ
ー

ゼ
 

ht
tp
s:
//
w
w
w
.f
da
.g
o
v/
m
ed
ia
/1
09
10
7/
do
w
nl
o
ad

 

7 
酵

素
 

10
4 

F
A

01
92

00
 

E
00

11
0 

β
－

グ
ル

コ
シ

ダ
ー

ゼ
 

ht
tp
s:
//
w
w
w
.f
da
.g
o
v/
m
ed
ia
/1
17
18
1/
do
w
nl
o
ad

 

ht
tp
s:
//
w
w
w
.f
da
.g
o
v/
m
ed
ia
/1
17
43
0/
do
w
nl
o
ad

 

ht
tp
s:
//
w
w
w
.f
da
.g
o
v/
m
ed
ia
/1
17
43
2/
do
w
nl
o
ad

 

7 
酵

素
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5 

F
A

01
93

00
 

E
00

11
1 

α
－

グ
ル

コ
シ

ル
ト
ラ

ン
ス

フ

ェ
ラ

ー
ゼ

 
ht
tp
s:
//
ef
sa
.o
nl
in
el
ib
ra
ry
.w
ile
y.
co
m
/d
o
i/
ep
df
/1
0.
29
03
/j
.e
fs
a.
20
19
.5
68
3 

13
 

製
造

用
剤

 
11

6 
F
A

02
18

00
 

E
00

12
5 

ケ
イ

ソ
ウ

土
 

ht
tp
:/
/w
ay
ba
ck
.a
rc
hi
ve
-

it
.o
rg
/7
99
3/
20
17
10
31
05
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00
/h
tt
ps
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/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
do
w
nl
o
ad
s/
F
o
o
d/
In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
ka
gi
ng
L
ab
el
in
g/
G
R
A
S
/N
o
ti
ce
In
ve
nt
o
r

y/
U
C
M
26
16
73
.p
df

 

5 

酸
化

防
止 剤
 

12
2 

F
A

02
28

00
 

E
00

13
1 

酵
素
処

理
ヘ

ス
ペ

リ
ジ

ン
 
ht
tp
s:
//
w
w
w
.f
da
.g
o
v/
m
ed
ia
/1
39
25
4/
do
w
nl
o
ad

 

ht
tp
s:
//
w
w
w
.f
da
.g
o
v/
m
ed
ia
/1
43
88
4/
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w
nl
o
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表
３
－
２
 
既
存
添
加
物
に
関
す
る
海
外
評
価
機
関
等
に
お
け
る
安
全
性
評
価
の
調
査
結
果
－
安
全
性
報
告
の
収
載
先
リ
ン
ク
 
そ
の
２

 

部
 

会
 

用
途

 

分
類

 

既
存

 

添
加

物
 

番
号

 

整
理

番
号

 
品

目
名

称
 

安
全

性
報

告
の

収
載

先
リ

ン
ク

 
全

体
 

コ
ー

ド
 

既
存

 

コ
ー

ド
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乳
化 剤
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9 

F
A
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00
 

E
00

17
6 
植

物
性

ス
テ

ロ
ー

ル
 

ht
tp
s:
//
ef
sa
.o
nl
in
el
ib
ra
ry
.w
ile
y.
co
m
/d
o
i/
ep
df
/1
0.
29
03
/j
.e
fs
a.
20
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.2
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9 

ht
tp
s:
//
ef
sa
.o
nl
in
el
ib
ra
ry
.w
ile
y.
co
m
/d
o
i/
ep
df
/1
0.
29
03
/j
.e
fs
a.
20
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13
5 

ht
tp
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/w
ay
ba
ck
.a
rc
hi
ve
-

it
.o
rg
/7
99
3/
20
17
10
31
03
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16
/h
tt
ps
:/
/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
do
w
nl
o
ad
s/
F
o
o
d/
In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
ka
gi
ng
L
ab
el
in
g/
G
R
A
S
/N
o
ti
ce
In
ve
nt
o
r

y/
U
C
M
38
67
98
.p
df

 

ht
tp
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/w
ay
ba
ck
.a
rc
hi
ve
-

it
.o
rg
/7
99
3/
20
17
10
31
04
52
19
/h
tt
ps
:/
/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
do
w
nl
o
ad
s/
F
o
o
d/
In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
ka
gi
ng
L
ab
el
in
g/
G
R
A
S
/N
o
ti
ce
In
ve
nt
o
r

y/
U
C
M
27
71
95
.p
df

 

ht
tp
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/w
ay
ba
ck
.a
rc
hi
ve
-

it
.o
rg
/7
99
3/
20
17
10
31
05
16
27
/h
tt
ps
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/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
do
w
nl
o
ad
s/
F
o
o
d/
In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
ka
gi
ng
L
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el
in
g/
G
R
A
S
/N
o
ti
ce
In
ve
nt
o
r
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U
C
M
26
91
34
.p
df

 

ht
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/w
ay
ba
ck
.a
rc
hi
ve
-

it
.o
rg
/7
99
3/
20
17
10
31
05
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/h
tt
ps
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/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
do
w
nl
o
ad
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F
o
o
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In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
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L
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G
R
A
S
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o
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ve
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o
r
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U
C
M
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.p
df

 

ht
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ba
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.a
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-

it
.o
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/7
99
3/
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17
10
31
05
23
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/h
tt
ps
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/w
w
w
.f
da
.g
o
v/
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w
nl
o
ad
s/
F
o
o
d/
In
gr
ed
ie
n
ts
P
ac
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gi
ng
L
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G
R
A
S
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ve
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U
C
M
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.p
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/7
99
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31
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/h
tt
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w
w
.f
da
.g
o
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w
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o
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F
o
o
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n
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P
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L
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G
R
A
S
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o
ti
ce
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ve
nt
o
r
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U
C
M
26
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14
.p
df
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表４－１ 作成・検討中の食品添加物公定書成分規格案 

部会 コード番号 

既存 

添加物 

番号 

用途 品目名 

13 E00332 311 製造用剤・強化剤 貝殻未焼成カルシウム 

 

 

表４－２ 第５版自主規格として作成した食品添加物公定書規格案 

部会 コード番号 

既存 

添加物 

番号 

用途 品目名 

4 E00019 19 増粘安定剤 アラビノガラクタン 

4 E00054 52 増粘安定剤 カシアガム 

4 E00086 81 増粘安定剤 キチン 

4 E00088 83 
増粘安定剤 

・製造用剤 
キトサン 

4 E00271 252 増粘安定剤 ファーセレラン 

4 E00354 329 増粘安定剤 モモ樹脂 

13 E00215 196 製造用剤 チャ乾留物 
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表５ 調査研究者 

 

日本食品添加物協会における役職 氏  名 企 業 名 

技術委員長 等々力 博志 一般社団法人日本食品添加物協会 

安全性委員長 松村 雅彦 一般社団法人日本食品添加物協会 

自主規格・規格専門委員長，部会長・部会担当 西宮 隆 株式会社タイショーテクノス 

技術情報評価専門委員長 山田 益己 理研ビタミン株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 竹村 優子 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 大野 裕和 丸善製薬株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 西野 雅之 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 北村  智 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 廣﨑 貴義 ＤＳＰ五協フード&ケミカル株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 西川 秀二 太陽化学株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 深沢 徹也 三菱ケミカル株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 岸森 好明 株式会社ロッテ 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 卯津羅健作 ナガセケムテックス株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 小川 知成 天野エンザイム株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 植田実木生 扶桑化学工業株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 香村 正徳 味の素株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 伊勢 啓弘 花王株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 大石 政樹 大宮糧食工業株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 坂井 昭浩 オルガノフードテック株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 村上 和也 富田製薬株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 深尾  正 日本新薬株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 関谷 史子 高砂香料工業株式会社 

自主規格・規格専門委員，部会長・部会担当 稲井 隆之 長谷川香料株式会社 

自主規格・規格専門委員 栗山 義顕 株式会社ウエノフードテクノ 

自主規格・規格・技術情報評価専門委員 阿部 貴宏 三菱ケミカル株式会社 

自主規格・規格専門委員 酒井 正典 ダイワ化成株式会社 

規格・技術情報評価専門委員 小笠原 正志 三菱商事ライフサイエンス株式会社 

技術委員，自主規格・規格・技術情報評価専門委員 原田 健一 理研ビタミン株式会社 

技術委員，技術情報評価専門委員 大橋 篤志 小川香料株式会社 

技術委員，技術情報評価専門委員 加藤  茂 株式会社武蔵野化学研究所 

技術委員，技術情報評価専門委員 岡本 隆広 三菱ケミカル株式会社 

技術委員，技術情報評価専門委員 日俣 克一 山崎製パン株式会社 

技術委員 近藤 直樹 太陽化学株式会社 

技術委員 米山 明美 三菱商事ライフサイエンス株式会社 

技術情報評価専門委員 梅原 静代 BASF ジャパン株式会社 

技術情報評価専門委員 芝田 美穂 第一工業製薬株式会社 

部会長・部会担当 西山 浩司 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

技術特任アドバイザー 村田 義文 一般社団法人日本食品添加物協会 

参事 京極 泰久 一般社団法人日本食品添加物協会 

参事 藤井 結花 一般社団法人日本食品添加物協会 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
既存添加物の有効成分の解明 

〜既存添加物オリゴガラクチュロン酸の分析法の検討〜 

研究分担者 杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 室長 

 
 

研究協力者 

石附京子 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部  

中島馨 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部 

増本直子 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部  

西﨑雄三 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部  

 
A. 研究目的 

既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」は，現

在，第 9 版食品添加物公定書に成分規格が未収

載の品目の一つであり，その品質及び化学的安

全性を確保するために成分規格の設定が急務

とされている．「オリゴガラクチュロン酸」は，

既存添加物収載品目リストの基原・製法・本質

に「「ペクチン」をペクチナーゼで酵素分解し，

限外ろ過して得られたものであって，ガラクチ

ュロン酸の 1~9 量体の混合物からなる．」 とさ

れている．一方，「オリゴガラクチュロン酸」と

関連あるいは類似品目としては，既存添加物

「ペクチン」及び「ペクチン分解物」があり，

第 9 版食品添加物公定書に成分規格がそれぞれ

既に収載されている．「ペクチン」の成分規格に

おいて，「本品は，かんきつ類，リンゴ等から得

られた，部分的にメチルエステル化されたポリ

ガラクツロン酸等の水溶性多糖類を成分とす

るものである．ショ糖，ブドウ糖，乳糖又はデ

キストリンを含むことがある．」と定義されて

研究要旨 既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」(oGA)の成分規格設定に必要な基礎情報を

得る目的で，市場より入手できた 1 製品について，1H qNMR 及び HPLC により成分分析及び内

容物の定量を行った．1H qNMR により，本製品は主にモノ，ジ及びトリガラクツロン酸(mGA, 
dGA, tGA)より構成され Glu が含まれるものであることがわかった．「オリゴガラクチュロン

酸」は，既存添加物収載品目リストの基原・製法・本質に「「ペクチン」をペクチナーゼで酵素

分解し，限外ろ過して得られたものであって，ガラクチュロン酸の 1~9 量体の混合物からな

る．」とされているが，今回の試験によれば，「・・・・ガラクチュロン酸 1~3 量体の混合物か

らなる．」に修正すべきと考えられた． 1H qNMR により定量用標品として用いる市販試薬の

mGA, dGA, tGA について純度を求めた結果，いずれの試薬も 70%〜80%程度であり，定量用標

品として用いるには十分に高い純度を持つものはなかった．また，1H qNMR 及び HPLC によ

り添加物製品 oGA 中の各成分を直接定量したところ， 3種の合計が約 30%であった．別にカ

ルバゾール-硫酸法により定量したところ，mGA として 43.4%と算出され，HPLC 又は 1H qNMR
で求めた値と 10%程度異なった．カルバゾール-硫酸法では，反応する成分全てが mGA として

求められることから，1H qNMR 又は HPLC ではピーク又はシグナルとして検出されず定量で

きない成分も合算されていると考えられた．いずれにしても，mGA, dGA 及び tGA の純度既知

の定量用標品の供給は困難であると考えられるので，成分規格に適用できる試験法は，現状で

はカルバゾール-硫酸法以外に選択肢はないと考えられる． 
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いる．一方，「ペクチン分解物」は，「本品は，

ペクチン(サトウダイコン(Beta vulgaris L. var. 
rapa Dum.)，ヒマワリ(Helianthus annuus L.)，ア
マダイダイ(Citrus sinensis (L.) Osbeck)，グレー

プフルーツ(Citrus × paradisi Macfad.)，ライム

(Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle)，レモン

(Citrus limon (L.) Burm. f.)又はリンゴ(Malus 
pumila Mill.)から，水若しくは酸性水溶液で抽出

したものから得られたもの又はこれをアルカ

リ性水溶液若しくは酵素で分解したものから

得られたメチル化ポリガラクツロン酸等の多

糖類を成分とするものをいう．）を酵素で分解

して得られた，ガラクツロン酸を主成分とする

ものである．」と定義されている(galacturonic 
acid =ガラクチュロン酸又はガラクツロン酸で

あり，現在は後者の呼称が一般的である．)．す

なわち，「ペクチン」がポリガラクツロン酸，「ペ

クチン分解物」がガラクツロン酸から主に構成

され，「オリゴガラクチュロン酸」はその中間の

オリゴマーから構成される添加物であると推

定される．しかしながら，「オリゴガラクチュロ

ン酸」の食品添加物として流通している製品の

実態がつかめなかったため，本品の成分組成に

関する情報を得ることができなかった． 
そこで本研究では，食品添加物として流通し

ている「オリゴガラクチュロン酸」を入手し，

その成分組成の分析を試みたので報告する．  
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
オリゴガラクチュロン酸は国内で入手した食

品添加物 1 製品(液体)(oGA) <C2218>を試料と

して用いた．また，比較試料として，食品添加

物として流通しているペクチン 1 製品(PT) 
<A108>及びペクチン分解物 3 製品(PD1, PD2, 
PD3) <A38, A446, A558>を用いた． 
また，本研究において以下の試薬等を試験に

用いた．D(+)-ガラクツロン酸一水和物(Wako, 
326-50341, Lot: AWP0789) <09-38a>，D-ガラク

ツロン酸(ChromaDex, ASB-00007026-250, Lot: 
00007026-474) <22100020>，D(+)-ガラクツロン

酸 一 水 和 物(Supelco, 92478-25mg, Lot: 
BCCD9630) <22100019>，ジガラクツロン酸

(Sigma, D4288, Lot: SLBT8808) <22100017>，ト

リ ガ ラ ク ツ ロ ン 酸(Sigma, T7407, Lot: 
SLBJ2704V) <22100018>，α-D-グルコー ス 

(Aldrich, 特級, 07-0680-2-25G-J, Lot: U1830) <05-
03b>，DSS-d6 標準物質(富士フイルム和光, 
TraceSure, 040-31671, Lot: APL6177, 純度(質量分

率)92.4%) <23-39c>，重水(D2O)(ISOTEC, NMR用, 
151882-1KG, Lot: SZ1188) <08-99a>，リン酸二水

素ナトリウム二水和物(SIGMA, JIS 特級, 28-
3790-5, Lot: A2344) <03-35a>，カルバゾール

(Wako, 035-01192, Lot: CDG0771) <04-51b>，硫酸

(Wako, 192-04696, Lot: TWP1706) <13-20b>，四ほ
う酸ナトリウム十水和物(Wako, 194-01415, Lot: 
ASF2531) <2T93>，エタノール(99.5)(富士フィル

ム和光, 052-03343, Lot: ESR3705) <22000009>．
水はオルガノ製超純水製造装置ピューリック

ωにより製造された超純水を用いた．なお，<>
は当部管理番号を示す．  
 
B-2) 1H qNMR による試薬純度測定及び添加物

製品中の各成分の定量 
ガラクツロン酸(mGA)，ジガラクツロン酸

(dGA)，トリガラクツロン酸(tGA)及びグルコー

ス(Glu)の純度を 1H qNMR により求めた．装置

は JNM-ECA600 (JEOL 製)を用い，試料濃度約

10 mg/mL になるように D2O に溶解し，DSS-d6

を qNMR 基準物質として定量条件で測定した．

シグナルの化学シフト値は，DSS-d6 を基準(0 
ppm)とし，各シグナルは各種 2D-NMR測定によ

り帰属した． 
添加物製品(oGA)中の各成分の含量を直接 1H 

qNMR により測定した．すなわち，先に測定し

た試薬 mGA, dGA, tGA 及び Glu に由来するシ

グナルの化学シフト値との比較，又は標準添加

(mGA, Glu)により添加物製品(oGA)中の各成分

のシグナルを帰属し，mGA，dGA，tGA 及び Glu
の含量を算出した． 
 
B-3) HPLC による添加物製品中の各成分の定

量 
B-2) の 1H qNMR測定に用いた mGA, dGA及び

tGA の溶液(約 10 mg/mL)を水で 2.5, 1.25, 0.25, 
0.125 mg/mL に希釈し，絶対検量線用標準液と
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した．なお，それぞれの標準液の濃度は 1H 
qNMRで求めた純度値で補正したものを用いた．

添加物製品(oGA) 約 1 g を精密に量りとり，100 
mL に水で定容した後，0.45 µm メンブランフィ

ルターを通したものを検液とした．絶対検量線

法により各成分の定量を行った．また，同デー

タを用い，重合度(Dp)を計算した． 
HPLC条件：装置 ,  HPLCprominence シリーズ

(LC-20AT/SPD-20A/SIL-20AC/CBM-20A/CTO-
20AC)(島津製作所製); カラム, Shodex NH2-P50 
4E (4.6 x 250 mm, 5 µm); カラム温度,  40℃; 移動
相,  0.3 mol/L NaH2PO4; 流速,  0.8 mL/min; 検出波
長,   UV 210 nm; 注入量,  10 µL． 
 

𝐷𝑝 =
(𝐴!"# + 𝐴$"# × 2 + 𝐴%"# × 3)

(𝐴!"# + 𝐴$"# + 𝐴%"#)
 

 
ただし，Dp：重合度，A : ピーク面積． 

 
B-4) カルバゾール-硫酸法による定量 
添加物製品(oGA)中のオリゴガラクツロン酸

の含量をガラクツロン酸濃度として求めた．す

なわち，第 9 版食品添加物公定書収載の「ペク

チン分解物」の成分規格の定量法に倣い，カル

バゾール硫酸法により定量した．以下に，ペク

チン分解物の規格を引用する．本品をオリゴガ

ラクチュロン酸製品とし，乾燥物換算のみ除外

し定量した． 
『定量法 本品約 1 g を精密に量り，水に溶か

して正確に 100 mL とする．この液 1 mL を正確

に量り，水を加えて正確に 100 mL とし，試料

液とする．試験管に四ホウ酸ナトリウム・硫酸

試液 5 mL を正確にとって氷冷し，試料液 1 mL
を正確に加え，試験管に蓋をして水浴中で 10 分

間加熱した後，直ちに氷上で５分間冷却する．

この液にカルバゾール・エタノール試液 0.2 mL
を加えて水浴中で 15 分間加熱し，氷上で 5 分

間冷却して検液とする．別に定量用ガラクツロ

ン酸を無水物として，0.01 mg/mL，0.05 mg/mL，
0.1 mg/mL 及び 0.2 mg/mL となるよう水に溶か

し，検液の調製と同様に操作し，標準液とする．

検液と各標準液の 530 nm における吸光度を測

定する．標準液の吸光度から検量線を作成する．

検液中のガラクツロン酸濃度を検量線から求

め，更に乾燥物換算を行う．』 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 1H qNMR測定 
mGA，dGA，tGA，Glu の構造式と 1H NMR ス

ペクトルを Fig. 1, 2 に示した．ピラノースは他

の糖とグルコシド結合していない 1位のα及び

β異性体が存在する．α及びβ異性体のプロト

ンシグナルが観察される複雑なスペクトルと

なる．1H qNMR において各シグナルの帰属情報

は正確に定量するために必須であることから，

2D NMR (COSY)測定により可能な限り帰属し

た(Fig. 2)． 
mGA のプロトンシグナルは，Fig. 2a に示すと

おり，α1～α5位，β1～β5位のいずれもほぼ

独立していたが，β4 とβ5位のシグナルの近傍

に不純物が重なっていた．不純物を除くよう積

分範囲を狭め，定量した結果を Table 1a に示し

た(調製 n=1，測定 n3)．α及びβ異性体に由来

するシグナルから算出したα及びβ異性体そ

れぞれの含量値はほぼ同じであったことから，

1位から 5位のシグナルより算出した値を平均

し，両異性体の含量を合算した 78.05%を mGA
純度とした．試験に用いた試薬が一水和物とさ

れているものがあること，食品添加物公定書の

試薬の項には「Ｄ-ガラクツロン酸，定量用」の

化学式が一水和物で表されていることを考慮

し，一水和物で再計算した場合は 85.29%となっ

た．したがって，試薬の mGA の純度は，無水

物換算で 78.05%であり，純度が低いことがわか

った．(ただし，二水和物換算で 92.54%，酸水和

物換算で 99.78%となることから，mGA は実際

には三水和物として流通している可能性があ

る．) 
dGA，tGA は，2D NMR (COSY)スペクトルに

よると，Fig. 1 に示した構造式のように 2環目

以降はα結合していることがわかった．Table 1b, 
1c には重複したシグナルも含めたすべての計

算結果を表示したが，この中から独立したシグ

ナルを選択し，dGA はα1，α3，α4，β2，β
4 を，tGA はα1，β4，β5 を定量シグナルとし

て含量を算出し，α及びβ異性体の含量の平均
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を合算して純度としたところ，dGAは 69.84%，

tGA は 73.50%であった． 
Glu も同様にして純度を算出したところ，

99.50%であった(Table 1d)． 
 次に，mGA, dGA, tGA, Glu のシグナル帰属情

報を元に，oGA 製品中の各成分の含量を 1H 
qNMR により算出した．まず，oGA 製品に観察

されるシグナルを帰属する必要があるが，Fig. 2
からわかるように，3.4～4.0 ppm付近のシグナ

ルは重複しており帰属は不可能であった．この

ため，1 位のプロトンシグナルのみ帰属するこ

ととした．ガラクツロン酸類はそれ自身が酸で

あるため，調製濃度，成分組成により pH が変

化し，それぞれのシグナルの化学シフトが移動

してしまう場合がある．そのため Glu 及び mGA
のシグナルについてはそれぞれを標準添加す

ることによって強度が増すシグナルを確認す

ることによって帰属した(Fig. 3)．dGA 及び tGA
のシグナルについては，それぞれのスペクトル

との比較により推測した． 
その結果，Fig. 3a の oGA スペクトルでは，Glu 

1位(5.22，4.64 ppm)，mGA 1位(5.28，4.56 ppm)，
dGA＋tGA 1位(5.31，4.61 ppm)，dGA 1'位(5.08 
ppm)，tGA 1' 又は 1''位(5.10 又は 5.05 ppm)と帰
属した．なお，oGA のシグナルには 4.8 ppm付
近に巨大な水シグナルが観察されたことから，

液体試料ではかなりの量の水分を含むと推定

された．Fig. 3d の水シグナルの近傍には 3 本の

シグナルが見えているが，mGA を添加すること

によって pH が変化したことにより dGA，tGA
の 5'，5''位のシグナルがシフトして観察された

ものと考えられた． 
 Fig. 4 の○□△×でマークしたシグナルを定

量に用いた．それぞれのシグナル積分値から添

加物製品(oGA)中の成分の含量を求めた結果

(調製 n=1，測定 n=1)，mGA 5.26%，dGA 8.58%，

tGA 17.3%で 3種の合計が 31.1%であった．一方

で，Glu が 10.3%とかなりの量含まれることが

わかった．「オリゴガラクチュロン酸」は，既存

添加物収載品目リストの基原・製法・本質に

「「ペクチン」をペクチナーゼで酵素分解し，限

外ろ過して得られたものであって，ガラクチュ

ロン酸の 1~9 量体の混合物からなる．」 とされ

ており，Glu が含まれるとは記載されていない．

基原・製法・本質のこの記載中の「ペクチン」

は既存添加物のペクチンを指す．第 9 版食品添

加物公定書の「ペクチン」の成分規格によれば，

「本品は，かんきつ類，リンゴ等から得られた，

部分的にメチルエステル化されたポリガラク

ツロン酸等の水溶性多糖類を成分とするもの

である．ショ糖，ブドウ糖，乳糖又はデキスト

リンを含むことがある．」と定義されている．し

たがって，ショ糖，ブドウ糖，乳糖又はデキス

トリンを含んだ「ペクチン」を原料としてを製

造したとすれば，「オリゴガラクチュロン酸」製

品<C2218>に Glu が含まれているとの説明がで

きる． 
そこで，「オリゴガラクチュロン酸」製品の原

料であるとされる「ペクチン」製品<A108>，「ペ

クチン」を原料として製造されるする「ペクチ

ン分解物」製品<A38>の 1H qNMR スペクトルを

比較した(Fig. 5)．その結果，これら 3 製品から

は Glu 由来のシグナルが検出された．「ペクチ

ン」製品<A108>及び「ペクチン分解物」製品

<A38>のスペクトルからは Glu に由来するシグ

ナル以外にガラクツロン酸あるいは重合体に

由来するシグナルが観察されなかったことか

ら，両者は Glu で殆ど構成される製品であると

考えられた． 
 

C-2) HPLC による添加物製品中の各成分の定

量 
C-2-1) HPLC条件 
Fig. 6a～d は，当部が保有する 3 つの異なるロ

ットの Shodex NH2-P50 4E (4.6 x 250 mm, 5 µm)
カラムを用いて測定した HPLCクロマトグラム

である．同一条件下(a), b), d)は流速0.8 mL/min，
c) のみ流速 1 mL/min)で測定したものであるが，

カラムのロットにより mGA, dGA, tGA の保持

時間に差が観察された．比較に用いた 3 ロット

は購入後からの使用時間が異なり，d) は新品の

カラムである d) が一番保持時間が長かった．今

回用いたアミノカラムは劣化が早いため，a)及
び b)のカラムが多少劣化しており保持時間が

短くなったと考えられる．したがって，仮に

HPLC での各成分の確認又は定量を規格化する
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とすれば，カラムの使用中の劣化による保持時

間の短縮化と夾雑物との分離を考慮すると，例

えば，「mGA のピークが 5 min に検出されるよ

うに流速を調整する．」等の分析条件の規定が

必要であると思われる． 
今回の分析結果では，新品のカラムを用いた

Fig. 6d では保持時間 40 分に 4 量体らしきピー

クが観察されたが，3 量体の tGA までしかはっ

きりと観察されなかった．また，4 量体以上の

標品の入手は困難であるため，それが 4 量体で

あるかどうかの確認はできなかった．以上のこ

とから， 既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」

の基原・製法・本質には「ガラクチチュロン酸

の 1～9 量体の混合物からなる」とされている

が，HPLC の結果から，今回入手した oGA 製品

はガラクツロン酸の 3 量体までで構成されてい

るものと判断された． 
次に，HPLC による定量値から重合度を計算し

た．積分ベースラインをどのように設定するか

によって変化するが，ベースラインの盛り上が

りを切り捨てて，ピークの立ち上がりから終わ

りをピークとしたとき，oGA 製品の重合度(Dp)
は 2.33 となった． 

1H qNMR による分析結果(C-1))では，oGA 製品

中に Gluが 10%程度含まれることが確認されて

いる．この Glu が mGA, dGA, tGA のピーク面積

の測定に影響しないかどうかを確認するため，

同一条件下で標準添加した Glu を測定した．そ

の結果，Fig. 7 に示すように，Glu はかなり高濃

度でないと検出されず，また，その保持時間は

インジェクションショックと重なる 3.3 分であ

ったことから， Gluの存在は HPLCによる mGA, 
dGA, tGA の分析に影響しないことが確認され

た． 
 
C-2-2) 検量線 

C-1) 1H qNMR測定に用いた mGA，dGA，tGA
の D2O 溶液をそれぞれ水で希釈して絶対検量

線作成用標準液とし，HPLC に付した(Fig. 8)．
なお，新品のカラム Shodex NH2-P50 4E (4.6 x 
250 mm, 5 µm) <LCc404>を試験に使用した． 

1H qNMR により試薬の純度が 80%以下であ

ることが既に明らかであったが，HPLC クロマ

トグラム上でも，不純物のピークが検出された．

mGA は 5.7 分にピークが検出されたが，その後

20 分付近にもピークが検出された．dGA は 8.2
分にピークが検出されたが，6 分付近にピーク

が観察された．tGA は 14.7 分に検出され，クロ

マトグラム上に殆ど不純物のピークが観察さ

れなかった．いずれにしても，これらを混合し

3 種混合標準液とする不純物が各成分のピーク

と重なり面積が変化するため，それぞれ単品に

ついて絶対検量線作成用標準液を調製し，それ

らを測定し(調製 n=1，測定 n=3)，1H qNMR で

求めた純度で補正した濃度とピーク面積から

絶対検量線を作成した(Fig. 9)．mGA が重合し

dGA, tGA となると分子量も 2倍，3倍になるた

め，同じ重量濃度での吸光度はほぼ同じになる

と予想される．この予想通り，これら 3 化合物

の重量濃度と吸光度(ピーク面積)の傾きはほぼ

同じとなった．傾きが多少異なった理由として

は， 1H qNMR により求めた dGA 及び tGA の純

度が正確に測定できていない可能性があげら

れる．mGA と異なり，dGA，tGA では定量に用

いたシグナルにより算出された純度値にばら

つきが観察され，これは不純物が定量シグナル

に重なっているためと推定される． 
 

C-2-3) 定量 
Fig. 9 の mGA, dGA, tGA の検量線を用い，添

加物製品 oGA 中の各成分の含量を求めた(調製

n=3，測定各 n=1)(Table 2a)．その結果，mGA 
5.25%，dGA 8.81%，tGA 17.8%で合算すると

31.8%となった(Table 2b①)．この結果はの 1H 
qNMR による定量結果とよく一致した(Fig. 4)． 

 
C-2-4) 定量用標品(市販試薬)について 
今回，絶対検量線の作成に用いた定量用標品

(市販試薬)は，mGA が約 8,000円/5g，dGA が

約 45,000円/25mg，tGA が 約 40,000円/25mg で

あり，mGA以外は非常に高価である．また，C-
1) 1H qNMR 測定で示したようにそれぞれの純

度は 70%〜80%程度であった．mGA の純度につ

いては 1H qNMR によりシグナル毎にばらつき

の小さい値を示したため信頼性が高いと考え

られるが，dGA 及び tGA についてはシグナル毎
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に大きなばらつきが観察されたことから 1H 
qNMR による純度には疑問が残る．すなわち，

mGA，dGA，tGA の絶対検量線を用いてそれぞ

れの定量値を求め，それらを合算しても dGA 及

び tGA の純度の信頼性が低い以上，添加物製品

oGA 中の成分が精確に求められているとは言

い難い．例えば，dGA 及び tGA の絶対検量線の

傾きを mGA の傾きから分子量換算すると，Fig. 
9 の分子量換算の傾きのセルに示したように，

実測の傾きよりも大きくなる．更に，その値で

定量した場合，それぞれの含量はdGA が8.40%，

tGAが 15.29%，合計 28.94%となる(Table 2b②)．
更に簡略化して mGA の絶対検量線だけを用い

て，mGA としての含量を求めた場合，dGA が
8.01%，tGA が 14.35%，合計 27.60%となる(Table 
2b③)． 
また，mGA の純度についても問題が残る．一

水和物として 100%(無水物として 91.51%)と思
って絶対検量線を作成する場合と，1H qNMR で

純度を求めた後に，無水物として 78.05%として

定量する場合では，定量値が大きく変わってし

まう．更に，Table 2b④に示したように，無水物

91.51%と仮定し，3 成分を mGA 換算した定量

値は，mGA が 6.15%，dGA が 9.39%，tGA が 
16.82%，合計 32.37%となり，1H qNMR で各定

量用標品の純度を求めて補正して求めた Table 
2b①に近い値となった．しかしながら，この結

果は様々な偶然が重なり合っただけに過ぎな

いため，純度の問題が解決されない． 
更に，メーカー間の試薬の純度，吸湿の程度

に違いがあるか確認する必要がある．このため，

mGA の試薬として Wako社製の他，ChromaDex
社製と Supelco社製について，1H qNMR により

純度を求めた．保管中の吸湿をキャンセルする

ため，乾燥してから秤量することにした． 
第 9 版食品添加物公定書の乾燥減量を確認し

たところ，ペクチンが 12.0％以下(105℃，2 時
間)，ペクチン分解物が 70％以下(105℃，3時間)
とされていたため，これを参考に mGA を 105℃，

3 時間乾燥したところ，褐色に焦げた(Fig. 10)．
念のため，焦げた mGA について 1H qNMR を測

定したところ，mGA のシグナルが小さくなり，

別にシグナルが増えていることが確認された

(Fig. 11c)．更に，残存する mGA のシグナルよ

り含量を算出したところ，α及びβ異性体の合

計で約 10％程度に低下しており，このことから

105℃，3 時間乾燥は，mGA を分解することが

わかった(Table 3c)． 
そこで，乾燥なし(室温保管の状態)での純度

(Table  3a)と，室温でシリカゲルデシケーター内，

24時間乾燥後の純度(Table 3b)を 1H qNMR によ

り求めた． mGA の 3社の試薬の純度に大きな

違いは見られず，デシケーター内で乾燥しても

純度が低下しなかったことから，通常の保管状

態の各社の試薬を標品として用いても大きな

差が生じないと考えられた． 
以上のことから，市販試薬の mGA を標品と

して HPLC 法による 1点検量でも比較的ばらつ

きの少ない一定の値を算出できると予想され，

オリゴガラクチュロン酸の品質管理には利用

できると考えられる．ただし，dGA 及び tGA の

同定のために両者の試薬は必要である． 
 

C-3) カルバゾール-硫酸法による定量 
第 9 版食品添加物公定書のペクチン分解物の

定量法を参考に，カルバゾール-硫酸法によるガ

ラクツロン酸の定量を検討した． 
まず，mGA，dGA，tGA，Glu の検量線を作成

した．すなわち，それぞれの市販試薬を標品と

して用い，乾燥なし，1H qNMR による濃度補正

なしで，mGA (無水物として) 0.01～0.2 mg/mL
の 7 段階(n=3)，dGA 及び tGA が 0.01～0.05 
mg/mL の 5段階(n=1)，Glu が 0.02～0.4 mg/mL
の 5段階(n=3)の溶液を調製し，反応操作を行い

標準液とし，波長 530 nm で吸光度を測定した．

対照液に超純水を用い，超純水を用いて同様に

反応させた液を blank とした．Fig. 12a は mGA 
(無水物として) 0.01～0.2 mg/mL の全濃度から

作成した検量線であるが，最大濃度の吸光度が

3以上となった．第 9 版食品添加物公定書の一

般試験法の「17.紫外可視吸光度測定法」による

と，『溶液の濃度は，単光束吸光光度法で測定を

行う場合には，測定で得た吸光度が 0.2～0.7 の

範囲，複光束吸光光度法で測定を行う場合には，

0.4～1.4 の範囲となるものが適当で，…』とさ

れており，これを考慮し mGA 検量線の濃度範
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囲は 0.05 mg/mL以下が適当であると判断した．

Fig. 12b は，mGA (無水物として)が～0.05 mg/mL，
dGA 及び tGA が～0.06 mg/mL の検量線である

が，ほぼ同じ傾きの良好な直線を示した．した

がって，試料中にオリゴマーが混在していても，

mGA (無水物として)の検量線を用いて定量値

を算出しても問題ないと考えられた．ただし，

カルバゾール-硫酸法は，糖から生成したフルフ

ラール及びその誘導体とカルバゾールが反応

して発色することを原理としていることから，

mGA，dGA 及び tGA のようなカルボキシル基

を持つウロン酸を特異的に検出するものでは

ない．Fig. 12c には Glu の検量線を示したが，検

量線の傾きが mGA に比べて 6 分の 1 であるこ

とからわかるとおり，Glu の重量当たりの呈色

は mGA に比べて小さいが濃度依存的に呈色す

ることが明らかである．したがって，製品中に

Glu 等の糖類が含まれる場合は，その量に応じ

て mGA の定量値が大きく見積もられると考え

られる． 
次に，添加物製品 oGA の試料液(0.1 mg/mL)

を反応操作し，検液の吸光度を測定した．Fig. 
12b の mGA (無水物として)の検量線(0～0.05 
mg/mL)を用い，mGA濃度を求めた．その結果，

添加物製品 oGA 中の mGA濃度は 43.4%と算出

された(Table 4)．この結果は，HPLC による定量

値 32.37% (Table 2b④)と比べるとかなり大きく，

添加物製品 oGA 中の Glu やその他の不純物が

寄与していると考えられる． 
Table 4b には，添加物製品(oGA)試料液(0.1 

mg/mL)中に Glu を 0.04，0.10，0.20 mg/mL 添加

したとき，カルバゾール-硫酸法で得られる

mGA としての定量値がどのように変化するか

調べたものである．Glu 添加量と算出した含量

をプロットすると，Glu 添加量に比例して含量

が増加していることがわかる．添加物製品 oGA
の 1H qNMR により，製品中に Glu が約 10%存

在すると算出されている．このことを考慮する

と添加物製品(oGA)試料液(0.1 mg/mL)中には，

Gluが 0.01 mg/mL相当含まれることになる．Fig. 
12c の Glu の検量線から，吸光度が 0.078 上乗せ

されており，これは試料中の mGA 含量に換算

すると約 2%多く見積もられていることになる

が，これだけで定量値の増大を説明できない．

4 量体以上の HPLC 上にピークとして検出でき

ないオリゴマーや Glu以外のきょう雑物が発色

している可能性があるが，これ以上の情報を得

ることができなかった． 
 
D. 結論 
 既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」の成

分規格案を設定するために，入手できた添加物

製品 oGA 中の成分組成を確認した．1H qNMR
により，本製品は主に mGA, dGA, tGA より構成

され Glu が含まれるものであることがわかった．

したがって，「オリゴガラクチュロン酸」は，既

存添加物収載品目リストの基原・製法・本質に

「「ペクチン」をペクチナーゼで酵素分解し，限

外ろ過して得られたものであって，ガラクチュ

ロン酸の 1~9 量体の混合物からなる．」とされ

ているが，今回試験に供した添加物製品 oGA に

よれば，「・・・・ガラクチュロン酸 1~3 量体の

混合物からなる．」に修正すべきと考えられた． 
次に，1H qNMR 及び HPLC による各成分の定

量を試みた．1H qNMR により定量用標品として

用いる市販試薬の mGA, dGA, tGA について純

度を求めた結果，いずれの試薬も 70%〜80%程
度であり，定量用標品として用いるには十分に

高い純度を持つものはなかった．また，1H 
qNMR により添加物製品 oGA 中の各成分を直

接定量したところ，mGA 5.26%，dGA 8.58%，

tGA 17.3%で 3 種の合計が 31.1%であった．更

に，1H qNMR により純度を算出した市販試薬を

定量用標品として絶対検量線法により，各成分

の含量を求めた．その結果，3種の合計が 31.84%
であり 1H qNMR による直接定量の結果と一致

した．ただし，dGA 及び tGA の試薬の 1H qNMR 
ではシグナルにより定量値のばらつきがあり，

正確に純度を算出できているかどうかは不明

である． 
一方，カルバゾール-硫酸法で添加物製品 oGA
中の含量を mGA として求めたところ，43.4%と

算出され，HPLC 又は 1H qNMR で求めた値と

10%程度異なった．カルバゾール-硫酸法では，

反応する成分全てが mGA として求められるこ

とから，HPLC 又は 1H qNMR ではピーク又はシ
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グナルとして検出されず定量できない成分も

合算されていると考えられる． 
いずれにしても，mGA, dGA 及び tGA の純度

既知の定量用標品の供給は困難であると考え

られるので，成分規格に適用できる試験法は，

現状ではカルバゾール-硫酸法以外に選択肢は

ないと思われる． 
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Fig. 1 ガラクツロン酸(mGA)，ジガラクツロン酸(dGA)，トリガラクツロン酸(tGA)及びグルコ

ース(Glu)の構造式 
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Fig. 2 1H-qNMRスペクトル (in D2O) 
   a) mGA (Wako) 10 mg/mL, b) dGA 10 mg/mL, c) tGA 10 mg/mL, d) Glu 13 mg/mL, e) oGA 
40 mg/mL  
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Fig. 3 添加物製品oGAに試薬Glu又はmGAを添加した1H qNMRスペクトル(in D2O) 

a) oGA, b) oGA+Glu, c) Glu, d) oGA+mGA, e) mGA 
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Fig. 4 添加物製品oGAの1H qNMRスペクトル(in D2O)と各成分の定量値 
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Fig. 5 ペクチン由来の添加物製品の1H qNMRスペクトル(in D2O)の比較 

a) オリゴガラクチュロン酸製品<C2218>, b) ペクチン製品<A108>, c) ペクチン分解物製品
<A38> 
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Fig. 6 異なるロットのカラムを用いたときのHPLCクロマトグラム 

a) <LCa110>, b) <LCa153>, c) <LCc404> (※流速1 mL/min), d) <LCc404>． 
カラム, Shodex NH2-P50 4E (4.6 x 250 mm, 5 µm); カラム温度,  40℃; 移動相,  0.3 
mol/L NaH2PO4; 流速,  0.8 mL/min; 検出波長,   UV 210 nm; 注入量,  10 µL．ただし，

<>内は当部カラム管理番号． 
 

 
Fig. 7 添加物製品oGA及び試薬GluのHPLCクロマトグラム 
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Fig. 8 試薬mGA，dGA，tGAと添加物製品oGAのHPLCクロマトグラム 
   試料液の濃度：試薬, 約1 mg/mL; oGA, 10 mg/mL 
 

 
Fig. 9 mGA, dGA及びtGAの絶対検量線 
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Fig. 10 乾燥前後の試薬mGA，添加物製品oGA <C2218>及びペクチン分解物<A38>の外観の変

化 
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Fig. 11 3社の試薬mGAの1H qNMRスペクトル(in D2O) 
 a) mGA (Wako) 乾燥なし，b) mGA (Wako) シリカゲルデシケータ乾燥，c) mGA (Wako) 
105℃乾燥，d) mGA (ChromaDex) 乾燥なし，e) mGA (Supelco) 乾燥なし 
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Fig. 12 カルバゾール-硫酸法による検量線 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1 1H qNMRにより求めた各試薬の純度(%) 
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   ※赤枠及び青枠内を平均し，合計値を純度とした． 
   ※灰色網掛け部分はシグナルが混在していてH数の設定ができない領域． 
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Table 2 HPLCによる添加物製品oGA中のmGA, dGA及びtGAの定量結果 

    
   a) 各成分の絶対検量線を用いたときの定量(1H qNMRで濃度補正済み) 
   b) 定量に用いる絶対検量線を変えたときの定量値の変化 
 
 
Table 3 3社の試薬mGAの乾燥前後の1H qNMRによる純度 

 
 
 
 
 
Table 4 添加物製品oGA中の含量(ガラクツロン酸(mGA)として) 
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（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
既存添加物の有効成分の解明 

～ヒマワリ種子抽出物の成分解析～ 

研究分担者 天倉吉章 松山大学薬学部 教授 

 
 

研究協力者 

好村守生 松山大学薬学部 准教授 
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A. 研究目的 

ヒマワリ種子抽出物は，既存添加物名簿 1) に

収載され，ヒマワリの種子から得られた，イソ

クロロゲン酸及びクロロゲン酸を主成分とす

る．基原・製法・本質は，キク科ヒマワリ

（Helianthus annuus LINNE）の種子又は種子の

搾油相より，熱時水又は含水エタノールで抽出

して得られたものである．有効成分はイソクロ

ロゲン酸及びクロロゲン酸であるとされ，酸化

防止剤を用途とする．本添加物は，日本食品添

加物協会発行の第 4 版既存添加物自主規格 2) に

収載され，イソクロロゲン酸，クロロゲン酸，

ネオクロロゲン酸，カフェー酸を検出する定量

法が記載されているが，添加物自体の実データ

は乏しい．そこで，本研究では，本添加物の成

分データの集積を目的に，添加物製品間の成分

比較について検討を行った． 
 

B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
ヒマワリ種子抽出物の添加物製品〔1 （管理

番号 C1089），2（管理番号 C1090）〕は，日本食

品添加物協会を通じて入手した．製品の外観は

黄褐色の粉末（図 1）であり，いずれもわずか

ににおいがある．標品として用いた chlorogenic 
acid（5-O-caffeoylquinic acid），4-O-caffeoylquinic 
acid，3-O-caffeoylquinic acid（図 2）は長良サイ

エンス株式会社より入手したものを用いた．試

薬はすべて特級または HPLC 用を用いた。活性

評価については，DPPH Antioxidant Assay Kit（同

研究要旨 ヒマワリ種子抽出物は既存添加物名簿に収載され，「キク科ヒマワリ（Helianthus 
annuus LINNE）の種子又は種子の搾油相より，熱時水又は含水エタノールで抽出して得られた

ものである．有効成分はイソクロロゲン酸及びクロロゲン酸である」と定義される酸化防止剤

である．本研究では，本添加物2製品の逆相HPLCによる成分比較を行い，両製品ともchlorogenic 
acid（5-O-caffeoylquinic acid），4-O-caffeoylquinic acid，3-O-caffeoylquinic acid及びcaffeic acidを主

とするピークが観察され，有効成分の一つとされるイソクロロゲン酸は検出されなかった．ま

た，酸化防止活性に寄与する活性本体を検討する目的で，2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl（DPPH）

ラジカル消去能を酸化防止活性の指標とし，分画した画分の活性評価と成分分析を行った．そ

の結果，上述した成分に活性が認められ，本添加物活性への寄与が示された．一方で，これら

成分を検出しない画分において強い活性が認められたことから，他の成分の活性も示唆され

た．本結果から，本添加物を確認する指標成分としては，明瞭に検出されるこれら3成分を指

標とすることが考察される． 
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人化学）を用いて測定した． 
 

B-2) 装置及び測定条件 
逆相 HPLC は Shimadzu Prominenceシステム

（島津製作所）を使用した．測定条件を以下に

記す．カラム：L-column ODS（2.1 i.d. × 150 mm）

（化学物質評価研究機構），カラム温度：40°C，
流速：0.3 mL/min，測定波長：280 nm，移動相：

（A）0.1%ぎ酸-蒸留水及び（B）0.1vol%ぎ酸-ア
セトニトリル〔濃度勾配条件（B in A）：0→30 
min（0→50%），30→35 min（50%→85%），35→
40 min（85%），40→50 min（85%→100%）〕． 

NMR は Bruker AVANCE500（ブルカー・バイ

オスピン社製）（1H-NMR: 500 MHz，13C-NMR: 
126 MHz）を使用し，測定溶媒としてメタノー

ル（MeOH）-d4を用いた．ケミカルシフトは溶

媒由来ピーク〔MeOH-d4（
1H: 3.30 ppm，13C: 49.0 

ppm）〕を基準とした．高分解能（HR）ESI-MS
は micrOTOF-Q（ブルカー・ダルトニクス社製）

を使用した． 
 
B-3) 試料調製 
各添加物試料について，10 mg/mL になるよう

蒸留水で溶解し，試料溶液とした．調製した各

試料溶液について，逆相HPLC分析に供した． 
 
B-4) 分画物の調製 
ヒマワリ種子抽出物（5.0 g）を水に溶解し， 

YMC gel ODS-AQ カラムクロマトグラフィーに

より分画し，7 画分〔①水溶出部（1.1 g）、②
10%MeOH溶出部（1.5 g）、③20%MeOH溶出部

（1.6 g）、④30%MeOH溶出部（105.8 mg）、⑤
40%MeOH溶出物（30.4mg）、⑥50%MeOH溶出

部（8.2 mg）、⑦MeOH溶出部（17.0 mg）〕を得

た． 
 
B-5) DPPHラジカル消去活性の評価 
酸化防止能の評価については，2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl（DPPH）ラジカル消去活性を

DPPH Antioxidant Assay Kit（同人化学）を用い

て測定した．コントロールの吸光度に対する試

料添加時の吸光度の減少の割合から阻害率（%）

を算出し，50%阻害濃度（IC50）を求めた。また、

trolox の IC50 を求め，TEAC（Trolox-Equivalent 
Antioxidant Capacity）を算出した。 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 分画物の逆相 HPLC 分析 
前年度，分析対象としたヒマワリ種子抽出物

の有効成分とされるクロロゲン酸〔chlorogenic 
acid（5-O-caffeoylquinic acid）〕，イソクロロゲン

酸 〔di-O-caffeoylquinic acid 類 （3,4-di-O-
caffeoylquinic acid，4,5-di-O-caffeoylquinic acid，
3,5-di-O-caffeoylquinic acid）〕， 及 び 4-O-
caffeoylquinic acid，3-O-caffeoylquinic acid を標品

として HPLC 分析を行い，保持時間 17，19，20
分付近に顕著なピークが共通して観察され，3-
O-caffeoylquinic acid ，chlorogenic acid，4-O-
caffeoylquinic acid と同定し報告している．今年

度は，添加物試料を 7画分（①～⑦）に分画し，

各分画物について HPLC 分析を行った．その結

果，10%～30%MeOH（②～④）溶出部に 3 成分

によるピークが認められた．10%MeOH 溶出部

（②）について，カラムクロマトグラフィーに

よる分離精製を試みたところ 3-O-caffeoylquinic 
acid 及び 3 成分以外の caffeic acid を同定した．

20%MeOH 溶出部（③）については 3-O-
caffeoylquinic acid ，chlorogenic acid，4-O-
caffeoylquinic acid，30%MeOH溶出部（④）につ

いては chlorogenic acid を同定した（図 3）． 
 
C-2) DPPHラジカル消去活性の評価 
ヒマワリ種子抽出物より得られた分画物①

～⑦について，DPPH ラジカル消去活性を評価

した．また，各分画物の添加物への寄与度を考

察するため，各分画物の TEAC を求めた．各分

画物の活性（IC50 及び TEAC）を表 1 に示す。

IC50，TEAC を見ると，水溶出部以外は活性が認

められたが，特に分画物④～⑦が強い活性を示

した．添加物における活性寄与度を検討するた

め，TEAC に収量を乗じて活性寄与値としてみ

ると，分画物③（活性寄与度 42.1），②（27.9），
④（21.9）の順に大きいことが示された．よっ

て，HPLC 分析の結果，4 成分（3-O-caffeoylquinic 
acid ，chlorogenic acid，4-O-caffeoylquinic acid，
caffeic acid）が認められた画分の寄与が示唆さ
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れた．そこで，これら 4 成分の DPPHラジカル

消去活性を評価したところ，3 成分（3-O-
caffeoylquinic acid ，chlorogenic acid，4-O-
caffeoylquinic acid）はほぼ同等の DPPHラジカ

ル消去活性を示し，いずれの化合物においても

活性が認められた（表 2）．それゆえ，これら

caffeoylquinic acid類が活性成分として示唆され

た． 
一方で，収量が少ない分画物⑤～⑦について

も強い活性が認められ，このフラクションには

4 化合物が殆ど検出されておらず，それゆえ，

その他成分の活性への寄与も考察される． 
 

D. 結論 
既存添加物ヒマワリ種子抽出物について，添

加物製品2検体の逆相HPLCによる成分比較を

行った結果，両製品ともchlorogenic acid（5-O-
caffeoylquinic acid），4-O-caffeoylquinic acid，3-O-
caffeoylquinic acid及びcaffeic acidによるピーク

が観察され，有効成分の一つとされるイソクロ

ロゲン酸は検出されなかった．また，酸化防止

活性に寄与する活性本体を検討する目的で， 
DPPHラジカル消去能を酸化防止活性の指標と

して分画した画分の活性評価と成分分析を行

った．その結果，上述した成分に活性が認めら

れ，本添加物活性への寄与が示された．一方で，

これら成分を検出しない画分において強い活

性が認められたことから，他の成分の活性も示

唆された．  
 
E. 参考文献 
1) 厚生労働省告示第 120 号 (1996) “既存添加

物名簿” 平成 8 年 4月 16 日 
2) 第 4 版既存添加物自主規格，平成 20 年 10
月，日本食品添加物協会 
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図 1．ヒマワリ種子抽出物 
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図 3．HPLCクロマトグラム（at 280 nm） 
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表 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-O-Caffeoylquinic acid

4-O-Caffeoylquinic acid

5-O-Caffeoylquinic acid

Caffeic acid

IC50

156.4 μM

146.4 μM

146.7 μM

688.8 μM

TEAC

1.55

1.66

1.62

0.35

5000 μg/mL <

3917.6 μg/mL

0.0186 (27.9)

2483.9 μg/mL

0.0263 (42.1)

297.6 μg/mL

0.207 (21.9)

109.1 μg/mL

0.567 (17.2)

280.2 μg/mL

0.216 (1.8)

267.1 μg/mL

0.230 (3.9)

IC50：2363.2 μg/mL

TEAC：0.0247
ヒマワリ種子抽出物

①YMC水溶出部

②YMC10%MeOH溶出部

③YMC20%MeOH溶出部

④YMC30%MeOH溶出部

⑤YMC40%MeOH溶出部

⑥YMC50%MeOH溶出部

⑦YMCMeOH溶出部
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（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
既存添加物の有効成分の解明 

～ショウガ抽出物の成分解析～ 

研究分担者 天倉吉章 松山大学薬学部 教授 

 
 

研究協力者 

好村守生 松山大学薬学部 准教授 
内倉 崇 松山大学薬学部 特任助教 
杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 
         食品添加物 室長 
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         食品添加物 研究員 
増本直子 国立医薬品食品衛生研究所 
         食品添加物 研究員 
 
A. 研究目的 

ショウガ抽出物は，既存添加物名簿 1) に収載

され，ショウガの根茎から得られた，ショウガ

オール及びジンゲロールを主成分とするもの

をいう．基原・製法・本質は，ショウガ科ショ

ウガ（Zingiber officinale ROSC.）の根茎より，室

温時エタノール，アセトン又はヘキサンで抽出

して得られたものである．主成分はジンゲロー

ル類及びショーガオール類であるとされ，製造

用剤を用途とする．基原となるショウガは食品

であり，第十八改正日本薬局方（局方）2) 収載の

生薬〔ショウキョウ（生姜），カンキョウ（乾姜）〕

の原料でもあり，食品添加物としても含め，そ

の用途は広い．一方で，局方には確認試験が規

定されているが，本添加物は，日本食品添加物

協会発行の第 4 版既存添加物自主規格 3) にも収

載されておらず，品質管理に向けた科学データ

の集積が課題とされる．そこで本研究では，本

添加物の成分データの集積を目的に，添加物製

品間の成分比較について検討を行った． 
 

B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
ショウガ抽出物の添加物製品（1～12）は，日

研究要旨 ショウガ抽出物は既存添加物名簿に収載され，「ショウガ科ショウガ（Zingiber 
officinale ROSC.）の根茎より，室温時エタノール，アセトン又はヘキサンで抽出して得られた

ものである．主成分はジンゲロール類及びショーガオール類である」と定義される製造用剤で

ある．本添加物については成分情報が乏しいことから，本研究では本添加物12製品の逆相HPLC
による成分比較を行った．今年度は新たに[8]-gingerol，[10]-gingerol，[8]-shogaol，citral，
zingiberene，b-phellandreneを解析し，それらの分布も製品間で一定ではなかった．逆相HPLCに
よるピークパターンから製品間の違いをまとめると，3グループ（①[6]-gingerolが主検出，②[6]-
gingerol及び[6]-shogaolいずれも検出，③いずれも検出せず）に分類された．製品用途からみる

と，①は香辛料抽出物及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出物，③は香辛料抽出物とするも

ので，用途により成分分布が異なることが確認された．よって，ショウガ抽出物を用途とする

場合，[6]-gingerol及び[6]-shogaolのいずれかまたはどちらかを確認することで対応できること

が考察された．一方で，原料となるショウガは[6]-gingerolが主検出され，同じ基原を原料とす

る生薬のショウキョウ，カンキョウは[6]-gingerol及び[6]-shogaolが検出され，生薬は日本薬局

方における指標成分が観察された．添加物についても成分規格を示し，一定の同等性を確認し

て品質管理する必要性が示唆された． 
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本食品添加物協会を通じて入手した（表 1）．製

品の外観は淡黄～茶褐色のペースト又は液体

で，図 1 に示すような 3パターン〔(a: 製品 1～
3，7～9，b: 製品 10～12，c: 製品 4～6 ) 〕あり，

いずれもショウガ特有のにおいがある．化合物

の同定，成分解析に標品として用いた[6]-
gingerol，[8]-gingerol，[10]-gingerol，[6]-shogaol，
[8]-shogaol，zingiberene，citral は，富士フイルム

和光純薬株式会社製，フナコシ製，またはコス

モバイオ製を用いた．試薬はすべて特級または

HPLC 用を用いた。 
 
B-2) 装置及び測定条件 
逆相 HPLC は Shimadzu Prominence システム

（島津製作所）を使用した．測定条件を以下に

記す．カラム：L-column ODS（2.1 i.d. × 150 mm）

（化学物質評価研究機構），カラム温度：40°C，
流速：0.3 mL/min，測定波長：254，280 nm，移

動相：（A）0.1%ぎ酸-蒸留水及び（B）0.1vol%ぎ
酸-アセトニトリル〔濃度勾配条件（B in A）：0
→5 min（50→85%），5→10 min（85%），10→20 
min（85→100%），20→40 min（100%）〕． 

NMR は Bruker AVANCE500（ブルカー・バイ

オスピン社製）（1H-NMR: 500 MHz，13C-NMR: 
126 MHz）を使用し，測定溶媒としてメタノー

ル（MeOH）-d4を用いた．ケミカルシフトは溶

媒由来ピーク〔MeOH-d4（
1H: 3.30 ppm，13C: 49.0 

ppm）〕を基準とした．高分解能（HR）ESI-MS
は micrOTOF-Q（ブルカー・ダルトニクス社製）

を使用した． 
 
B-3) 試料調製 
各試料について，1 mg/mL になるようメタノ

ールで溶解し，試料溶液とした．調製した各試

料溶液について，逆相 HPLC 分析に用いた． 
ショウガ（長崎県産），ショウキョウ，カンキ

ョウ（ウチダ和漢薬製）（図 1）について，エタ

ノール，アセトン，n-ヘキサンエキスを調製し，

添加物製品と含有成分の比較検討を行った．具

体的には，粉砕した各試料（1 g）に各溶媒（シ

ョウガ/5 mL，ショウキョウ，カンキョウ/10 mL）
を加え，超音波処理（5 分間）後，遠心分離し，

その上澄みを濃縮して各試料エキスとした． 

 
B-4) 分離精製 
ショウガ抽出物（製品 1）（4.1 g）に水（50 mL）

を加え，n-ヘキサン（50 mL×3）で液液分配し

た．得られた n-ヘキサンエキス（1.0 g）を各種

カラムクロマトグラフィー（YMC gel ODS-AQ，

Chromatorex ODS，分取 TLC）による分離精製

を繰り返し，化合物の単離を試みた．単離した

化合物については標品の分析データとの直接

比較，あるいは文献値と比較することにより行

った． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 製品の分離精製 
ショウガ抽出物（4.1 g）について，液液分配，

次いで各種カラムクロマトグラフィーによる

分離精製の結果，[6]-gingerol（63.8 mg），[8]-
gingerol（3.4 mg），[10]-gingerol（7.0 mg），[6]-
shogaol（13.6 mg）を単離，同定した．得られた

化合物は，NMR，MS の機器分析データに基づ

き解析し，これらも標品として用いた．  
 
C-2) 試料の逆相 HPLC 分析 
ショウガ抽出物の主成分とされる[6]-gingerol，

[6]-shogaol，その他成分の化学構造について図 2
に示す．各試料溶液及び [6]-gingerol，[6]-shogaol 
について HPLC 分析を行った．その結果を図 3
（検出 254，280 nm）に示す．本条件において

は，[6]-gingerol が保持時間 4.5 分付近，[6]-
shogaol が 11 分付近に検出された．また，各試

料においては，主成分とされる 2 成分以外のピ

ークも観察され，標品と直接比較した結果，

citral（neral，geranial の混合物），[8]-shogaol，
zingiberene，b-phellandrene のピークを同定した．

HPLC 結果からわかるように，主成分とされる

2 成分以外の成分についても，製品により検出

は一定ではないことが示された． 
ピークパターンから製品間の違いを検討し

た結果，① [6]-gingerol が主検出（製品 1～3），
② [6]-gingerol 及び[6]-shogaol いずれも検出（製

品 7～9），③ いずれも検出せず（製品 4～6，10
～12）の 3グループに分類され，主成分がいず

れも顕著に検出されない製品が 6 検体確認され
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た．製品用途（表 1）からみると，①は香辛料

抽出物及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出

物，③は香辛料抽出物とするもので，用途によ

り成分分布が異なることが分析データからも

確認された．よって，用途をショウガ抽出物と

する場合，[6]-gingerol 及び[6]-shogaol をどちら

かあるいはいずれも検出することを確認する

等で対応できることが考察された． 
 

C-3) 食品（ショウガ），生薬（ショウキョウ，カ

ンキョウ）の逆相 HPLC 分析 
ショウガ，ショウキョウ，カンキョウについ

て，調製したアセトンエキス，酢酸エチルエキ

ス，n-ヘキサンエキスについて HPLC 分析を行

った．いずれのエキスについても，ショウガは

[6]-gingerol が主検出され，ショウキョウ，カン

キョウは[6]-gingerol 及び[6]-shogaol が検出され，

生薬は日本薬局方において規定されている指

標成分が観察された．  
 

D. 結論 
既存添加物ショウガ抽出物について，添加物

製品12検体の逆相HPLCによる成分比較を行っ

た結果，① [6]-gingerolが主検出，② [6]-gingerol
及び[6]-shogaolいずれも検出，③ いずれも検出

せずの3グループに分類され，主成分がいずれ

も顕著に検出されない試料も認められた．その

他の成分についても，検出は製品により一定で

はなかった．製品用途からみると，①は香辛料

抽出物及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出

物，③は香辛料抽出物とするもので，用途によ

り成分分布が異なることが確認された．よって，

ショウガ抽出物を用途とする場合，[6]-gingerol
及び[6]-shogaolをいずれかまたはどちらかを確

認することで対応できることが考察された． 
また，原料となるショウガは[6]-gingerolが主

検出され，同じ基原を原料とする生薬のショウ

キ ョ ウ ， カ ン キ ョ ウ は[6]-gingerol及 び[6]-
shogaolが検出され，生薬は日本薬局方における

指標成分が観察された．それゆえ，添加物につ

いても成分規格を示し，一定の同等性を確認す

る必要性が示唆された． 
 

E. 参考文献 
1) 厚生労働省告示第 120号 (1996) “既存添加

物名簿” 平成 8 年 4月 16 日 
2) 第十八改正日本薬局方，p.1907，1964，厚生

労働省(2021)． 
3) 第 4 版既存添加物自主規格，p.418，日本食

品添加物協会(2008)． 
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図 1．供試した試料 

(a)～(c) 添加物試料の例，(d) ショウガ，(e) ショウキョウ，(f) カンキョウ 
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図 2．含有成分の化学構造 
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図 3．逆相 HPLC クロマトグラム 
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表 1．供試した添加物試料 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

添加物名称

1～3：ショウガ抽出物（しょうがオイル，用途：天然香料，香辛料抽出物，ショウガ抽出物）

（管理番号 1; C2185, 2; C2186, 3; C2187）

4～6：ショウガ抽出物（GINGER OIL，用途：香辛料抽出物）

（管理番号 4; C2194, 5; C2195, 6; C2196）

7～9：ショウガ抽出物（GINGER EXTRACT，用途：ショウガ抽出物）

（管理番号 7; C2197, 8; C2198, 9; C2199）

10：香辛料抽出物（ショウガ）（GINGER OIL，用途：香辛料抽出物）

（管理番号 10; B801）

11：香辛料抽出物（ショウガ）（ショウガ基原香辛料抽出物，用途：香辛料抽出物）

（管理番号 11; B803）

12：香辛料抽出物（ショウガ）（ジンジャーオイル，用途：香辛料抽出物）

（管理番号 12; B804）

91



 
 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
既存添加物の成分規格に関する研究 

〜アナトー色素の定量評価の基礎検討〜 

研究分担者 井之上浩一 立命館大学薬学部 臨床分析化学研究室 教授 

 
 

研究協力者 
高橋未来 立命館大学薬学部 助教 
 
A. 研究目的 

アナトー色素（Annatto Extract）は第 9 版食

品添加物公定書（以下，公定書）において，

ベニノキ（Bixa orellana L. ）の種子の被覆物か

ら得られたものである．なお，ノルビキシン

（Norbixin, NBx）を主成分とするもの及びビ

キシン（Bixin, Bx）を主成分とするものがあり，

それぞれをノルビキシン及びビキシンと定義

されている 1）．なお，ノルビキシン及びビキシ

ンの構造式を図 1 に示した．アナトー色素は

黄〜黄みのオレンジ色の天然カロテノイド色

素であり，バターやチーズなどの高脂肪乳製

品，スナック，アイスクリーム，菓子類やソ

フトドリンクなどの食品に対して着色料とし

て用いられている 2-4)．アナトー色素にはカロ

テノイド（ノルビキシン及びビキシン）だけ

でなく，フェノール化合物（ケルセチン及び

ルチン等）も含まれており，いずれもフリー

ラジカルの消去作用による抗酸化能が報告さ

れている 5)．そのため，アナトー色素は抗炎症，

心血管疾患，白内障や黄斑変性症などの様々

な慢性変性疾患における発症リスクの抑制に

関与していると言われている 5)．しかしながら，

アナトー色素の主成分であるノルビキシン及

びビキシンは物理的な環境要因（光，温度，

空気，pH）による影響を受けやすいことが報

告されている 6）．それゆえに，ノルビキシン

及びビキシンの成分規格を設定し，天然着色

料として品質を確保していくことが求められ

る． 
アナトー色素中のノルビキシン及びビキシ

ンは，これまで高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）を中心に紫外可視吸光光度計（UV-
Vis），フォトダイオードアレイ（PDA）及び

質量分析（MS）などの検出器と組み合わせた

分析法が開発されてきた 5)．現在，公定法にお

ける確認試験では，本品を逆相系 HPLC によ

研究要旨 アナトー色素は，第9版食品添加物公定書においてベニノキ（Bixa orellana 
L. ）の種子の被覆物から得られたものであり，ノルビキシンを主成分とするもの及びビ

キシンを主成分とするものと定義されている．確認試験では，逆相系高速液体クロマト

グラフィー（HPLC）により測定し，標準液のノルビキシン及びビキシンのピークの保

持時間と一致することにより評価している．しかしながら，定量法では，逆相系HPLC
ではなく，色価測定法によりノルビキシン及びビキシンの含量を求めている．そのた

め，HPLCを用いた正確かつ汎用性のある定量法を開発する必要がある．そこで，本年

度では，ノルビキシン及びビキシンの分析法の構築を試みた．その結果，分析時間10分
にて良好な分離及びピーク形状を示す最適な条件を決定することができた．さらに，検

出波長460 nmにおいて絶対検量線を作成した結果，定量限界が0.06 ppmと高感度に定量

可能であることも確認できた．また，本条件を用いて6種類のアナトー色素関連製剤を分

析した．その結果，いずれの製剤もノルビキシン又はビキシンが検出された． 
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り測定し，標準液のノルビキシン及びビキシ

ンのピークの保持時間と一致することにより

評価している 1)．しかしながら，定量法では，

逆相系 HPLC ではなく，色価測定法によりノ

ルビキシン及びビキシンの含量を求めている．

ゆえに，本規格において，正確なノルビキシ

ン及びビキシンの定量分析や純度評価が十分

に実施されていない．以上より，本年度では，

ノルビキシン及びビキシンの逆相系 HPLC を

基盤とした汎用性かつ高精度な定量分析法の

構築及び MS スペクトルによる成分解析など基

礎検討することとした． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

アナトー色素製剤は，ノルビキシン（A社
製；粉末），ビキシン（A社製；粉末）アナト

ー色素 B（水溶性アナトー, B社製；液状），ア

ナトー色素 C（水溶性アナトー, C社製；液状），

アナトー色素 D（水溶性アナトー, D社製；液

状）及びアナトー色素 E（水溶性アナトー, E
社製；液状）を入手した．なお，水溶性アナ

トーはノルビキシンをアルカリ処理したアル

カリ塩（カリウム塩，ナトリウム塩）である

ため，指定添加物として規格基準が定められ

ている． 
アセトニトリル（HPLC 用），アセトン（特

級），メタノール（HPLC 用），ギ酸（LC/MS
用，約 99%）及び酢酸（LC/MS 用，約 99%）

は富士フイルム和光純薬社製を用いた．ジメ

チルスルホキシド（DMSO）はナカライテスク

社製を用いた．超純水は PURELAB flex5 
system（ELGA社製）を用いて得た．  
 
B-2) 装置 
電子天秤：メトラー製 METTLER ML303/52 
遠心分離機：日立工機社製 Himac CF15RN 
HPLC装置：島津製作所社製 HPLC-20AD/SIL-
20AC/RF-10AXL/CBM-20A/SPD-M20A/CTO-
10AS  

LC-MS装置：Waters社製 Acquity H Class/PDA 
eλ/Xevo TQD 
 
B-2) 確認試験（第 9 版食品添加物公定書） 
ノルビキシン 
(1) 本品の表示量から，ノルビキシン含量

15%に換算して 0.1 g に相当する量を量り，

水 50 mL を加えて振り混ぜて溶解性を確

認した． 
(2) 本品を水酸化カリウム（1→200）に溶かし

た液の極大吸収部を確認した 
 

ビキシン 
(1) 本品の表示量から，ビキシン含量 25%に

換算して 40 mg に相当する量を量り，水

50 mL を加えて振り混ぜて溶解性を確認し

た． 
(2) 本品をアセトンに溶かした液の極大吸収部

を確認した． 
 
B-3) HPLC 分離分析 
粉末の対象試料は DMSO により溶解し，メ

タノール/水（90/10, V/V）混液を用いて希釈し

た．移動相には，0.1 vol%酢酸メタノール/0.1 
vol% 酢酸水溶液を使用し，90/10 をアイソクラ

ティック条件により，10 分の分析を行った． 
カラム： TSKgel ODS-100Z column （4.6×150 
mm，5 μm，東ソー社製） 
カラム温度：40℃ 
流速：1.0 mL/min 
検出波長：460 nm  
注入量：10 μL 
 
B-4) LC-MS によるスペクトル解析 
Ion mode：ESI（＋） 
Capillary voltage：2.0 kV 
Extractor voltage：3.0 V 
RF lens voltage：2.5 V 
Source temperature：150℃ 
Desolvation temperature：400℃ 
Cone/desolvation gas flows：50/800 L/hr 
MS scan range：m/z 200 to 500 
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Daughter scan range：m/z 50 to 500 
Cone voltage：10-40 V 
Collision energy：10-40 eV 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 確認試験 
国内で流通しているアナトー色素を用いて，

第 9 版食品添加物公定書の確認試験を実施し

た．実試料を調製し，確認試験を実施した結

果，いずれのアナトー色素製品も規格基準に

従うことが確認できた． 
(1) 本品に水 50 mL を加えて振り混ぜた結果，

いずれもほとんど溶けなかった（図 2）． 
 

(2) いずれも検液は橙色の色彩を示した．規格

基準においてビキシンは波長 452〜460 nm
及び 482〜490 nm，ノルビキシンは波長

448〜456 nm 及び 476〜484 nm に極大吸収

部が確認された（図 3）． 
 
C-2) HPLC の単離分析 
ノルビキシン及びビキシンは低極性な化合

物であると考えられるため，溶解性を確認し

た．メタノール，アセトニトリル，アセトン，

DMSO 及び水を用いた結果，DMSO が最も容

易に溶解した．なお，メタノール及びアセト

ンにおいても溶解したが，完全溶解すること

は困難であった（図 4）．そのため，DMSO を

標準原液の溶媒として用いて，最終的な移動

相の組成比であるメタノール/水（90/10, V/V）
混液を希釈液として用いることとした．また，

保土谷工業社製の水分散性アナトー及び水溶

性アナトーに関しても溶解試験を実施した結

果，水分散性アナトー色素ではエタノール，

メタノール，アセトニトリル及びアセトンに

おいて不溶解物が生じた（図 5）．水溶性アナ

トー色素ではエタノール，アセトニトリル及

びアセトンにおいて不溶解物が生じた（図 6）． 
ノルビアナトー及びビキシンの紫外可視吸

収スペクトルによる極大吸収波長を確認した．

確認試験（2）におけるスペクトルより，いず

れも 460 nm 付近にて吸収極大波長が確認され

たため，定量及び定性分析する際のモニタリ

ング波長として設定することとした（図 3）し

かしながら，アナトー色素製剤の色素成分以

外もモニタリングするため，254 nm も設定す

ることとした． 
ノルビキシン及びビキシンの逆相系 HPLC

の分離分析について検討した．まず，移動相

条件（アイソクラティック）を比較した．ま

ず，有機溶媒系についてメタノール又はアセ

トニトリルを用いた際の保持時間や不純物ピ

ークとの分離や汎用性などを考慮した結果，

メタノールを用いることとした（図 7）．次い

で，移動相に添加する酢酸濃度を検討した．

ノルビキシン及びビキシンは酸性物質である

こと，メタノールはギ酸と反応してしまうこ

とより，酢酸を移動相に添加することとした．

酢酸濃度を 0 vol%，0.1 vol%及び 0.5 vol％を用

いてノルビキシン及びビキシンのピーク形状

（シンメトリー係数及び理論段数）や分離度

を比較した（表 1）．その結果，0 vol％ではノ

ルビキシン及びビキシンのピークが完全分離

しなかった．0.1 vol％及び 0.5 vol％では，ピー

ク形状や分離に関して大きな差が見られなか

ったが，カラムへの負担や水溶性アナトー色

素は酸性領域にて析出する可能性があること

を考え，0.1 vol%が最適であると考えた． 
次いで，逆相系 HPLC カラムを検討した．

東ソー社製の TSKgel ODS-100V，TSKgel ODS-
100Z 及び TSKgel ODS-80Ts においても同様に

ピーク形状や分離を比較した．なお，いずれ

のカラムはサイズ 4.6 mm×150 cm，粒子系 5 
µm に統一し，同じ移動相を用いた．各カラム

におけるノルビキシン及びビキシン標準品の

HPLC クロマトグラムを図 8 に示した．その結

果，TSKgel ODS-100Z が最も夾雑ピークと分

離・ピーク形状が良好であった．以上より，

最適化したノルビキシン及びビキシン標準品

の HPLC クロマトグラムを図 9（460 nm 検出）

及び図 10（254 nm 検出）に示した． 
本条件により，定量限界（LOQ）から 10 

ppm までのノルビキシン及びビキシンの絶対

検量線を作成し，図 11 に示した．絶対検量線
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法において，相関係数（r2）は 0.999 以上の良

好な直線性を示し，いずれも LOQ は 0.063 
ppm 及び検出限界（LOD）は 0.031 ppm であっ

た．本手法により，国内に流通しているアナ

トー色素製剤の HPLC クロマトグラムを図 12
（460 nm 検出）及び図 13（254 nm 検出）に示

した．なお，図 13 より，不純物とノルビキシ

ン及びビキシンは良好な分離を示し，アンナ

トー色素（粉末又は水分散性）よりも水溶性

アナトーの方では不純物ピークが小さいとい

う特徴がみられた． 
 

C-3) LC-MS によるスペクトル解析 
さらに，アナトー色素製剤中のノルビキシ

ン及びビキシンを高精度に同定するために，

質量分析装置（MS）を用いたスペクトル情報

を収集した．本研究では，HPLC と同様の移動

相条件において，Waters社製の直接的に MSへ
繋げることによりスペクトル解析を実施した．

MS scan モードにおいて，ビキシン m/z 395
（[M+H]+）及びノルビキシン m/z 381（[M+H]+）

が最も強度が高く観察された（図 14）．そのた

め，それらをプリカーサーイオンとして設定

した．なお，ESI（—）モードでは検出ピーク

が確認されなかった．次いで，Daughters scan
モードにより，MS/MS スペクトルを確認した

（図 15）．その結果，ノルビキシン及びビキシ

ン由来の特異的な MS/MS スペクトル m/z 145
が得られた．さらに，ノルビキシン及びビキ

シン標準品やアナトー色素製剤における不純

物ピークの MS スペクトルを確認した（図 16）．
その結果，不純物Ⅰ及びⅡはノルビキシン，

不純物Ⅲ及びⅣはビキシンの分子イオンが検

出したため，これら不純物はノルビキシン又

はビキシンのシス-トランス異性体の可能性が

示唆された．これらスペクトル情報をもとに，

各アナトー色素製剤中の Daughters scan結果，

いずれの製剤もノルビキシン又はビキシン標

準品と同様のモニタリングイオンにおいてピ

ークが検出され，より確実な含有成分の同定

が可能となったといえる（図 17 及び図 18）． 
 

D. 結論 
 本研究では，アナトー色素におけるノルビ

キシン及びビキシンの HPLC 分析法の基礎検

討及び MS スペクトル解析を実施した．その結

果，分析時間 10 分で，良好なピーク形状及び

分離を可能とする最適な条件を決定すること

ができた．今後は，ノルビキシン及びビキシ

ンの効率的に単離精製し，迅速かつ簡便な

HPLC 定量法を構築していく． 
 
E. 参考文献 
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図 1. 分析対象物質の構造式 

(a) ノルビキシン，(b) ビキシン 
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図 2. A社製ノルビキシンおよびビキシンの確認試験  (1)  

(a) ノルビキシン，(b) ビキシン  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. A社製ノルビキシンおよびビキシンの確認試験  (2)  

(a) ノルビキシン，(b) ビキシン  

  

(b)(a)

200 300 400 500 nm

0

10

20

30

mAU

200 300 400 500 nm

0.0

5.0

10.0

15.0

mAU

458
486

459
486

(a)

(b)

98



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. ノルビキシン及びビキシン標準品の溶解性試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール, (d)アセトニトリル, (e) アセトン, (f) DMSO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. 水分散性アナトー（アンナット EXG）の溶解性試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール, (d)アセトニトリル, (e) アセトン, (f) DMSO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. 水溶性アナトー（アンナット A-200）の溶解性試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール, (d)アセトニトリル, (e) アセトン, (f) DMSO 
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図 7. ノルビキシン及びビキシン混合標準品を用いた移動相溶媒の検討 

(a) 0.1 vol%酢酸アセトニトリル/0.1 vol%酢酸水溶液（80/20, V/V） 

(b) 0.1 vol%酢酸メタノール/0.1 vol%酢酸水溶液（90/10, V/V） 
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表 1. ノルビキシン及びビキシン混合標準品を用いた 

移動相中の酢酸濃度の検討（n=3） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. ノルビキシン及びビキシン混合標準品を用いた分析カラムの検討 

(a) TSKgel ODS-100V（サイズ 4.6 mm×150 mm, 粒子径 5.0 µm） 

(b) TSKgel ODS-100Z（サイズ 4.6 mm×150 mm, 粒子径 5.0 µm） 

(c) TSKgel ODS-80Ts（サイズ 4.6 mm×150 mm, 粒子径 5.0 µm） 
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図 9. ノルビキシン又はビキシン標準品の HPLC クロマトグラム（検出波長 460 nm） 

(b) ノルビキシン，(b) ビキシン  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10. ノルビキシン又はビキシン標準品の HPLC クロマトグラム（検出波長 254 nm） 

(c) ノルビキシン，(b) ビキシン  
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図 11. ノルビキシン及びビキシンの絶対検量線（LOQ～10 ppm） 

(a)ノルビキシン（y = 085108x-7656, 相関係数 0.999, LOQ = 0.063 ppm） 

(b) ビキシン（y = 85108x-76556, 相関係数 0.999, LOQ = 0.063 ppm） 
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図 12. アナトー色素製剤の HPLC クロマトグラム（検出波長 460 nm） 

(a) 10 ppm ノルビキシン及びビキシン混合標準品 (b) ビキシン（A社製）(c) ノルビキ

シン（A社製）(d) アナトー色素（B社製）(e) アナトー色素（C社製）(f) アナトー色

素（D社製）(g) アナトー色素（E社製） 
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図 13. アナトー色素製剤の HPLC クロマトグラム（検出波長 254 nm） 

(a) 10 ppm ノルビキシン及びビキシン混合標準品 (b) ビキシン（A社製）(c) ノルビキ

シン（A社製）(d) アナトー色素（B社製）(e) アナトー色素（C社製）(f) アナトー色

素（D社製）(g) アナトー色素（E社製） 
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図 14. 標準品の MS スペクトル  

(a) ノルビキシン，(b) ビキシン  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15.標準品の MS/MS スペクトル  

(a) ノルビキシン，(b) ビキシン  
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図 16. ノルビキシン及びビキシン混合標準品の HPHPLC クロマトグラム 

（検出波長 460 nm）及び不純物ピークの MS スペクトル 

(a) 10 ppm ノルビキシン及びビキシン混合標準品 

(b) 不純物Ⅰ, (c) 不純物Ⅱ, (d) 不純物Ⅲ, (e) 不純物Ⅳ 
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図 17. アナトー色素製剤を用いたノルビキシンの Daughters scan 

(a) 10 ppm ノルビキシン及びビキシン混合標準品 (b) ビキシン（A社製）(c) ノルビキ

シン（A社製）(d) アナトー色素（B社製）(e) アナトー色素（C社製）(f) アナトー色

素（D社製）(g) アナトー色素（E社製） 
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図 18. アナトー色素製剤を用いたノルビキシンの Daughters scan 

(a) 10 ppm ノルビキシン及びビキシン混合標準品 (b) ビキシン（A社製）(c) ノルビキ

シン（A社製）(d) アナトー色素（B社製）(e) アナトー色素（C社製）(f) アナトー色

素（D社製）(g) アナトー色素（E社製） 
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（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
既存添加物の成分規格に関する研究 

〜DPPH 法を用いた酸化防止剤の抗酸化能評価法の妥当性評価〜 

研究分担者 井之上浩一 立命館大学薬学部 臨床分析化学研究室 教授 

 
 

研究協力者 

高橋未来 立命館大学薬学部 助教 
 
A. 研究目的 

既存添加物の規格基準について，これまで有

効成分や構成成分の同定，各成分の分析法の開

発をすることにより，成分規格試験を設定して

きた 1)．しかしながら，酸化防止剤として使用

されている既存添加物では，様々な成分が抗酸

化能に関与しているため，既存添加物中の全て

の抗酸化物質を同定及び分析法を開発するこ

とは困難である．それゆえに，抗酸化能を持つ

既存添加物に関して，主成分などの成分解析だ

けでなく，酸化防止剤としての抗酸化能の一般

試験法化の設定が求められている．そこで，本

年度では，高い再現性かつ汎用性のある抗酸化

能測定法として，1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
free radical（DPPH）法の基礎検討を試みた． 

DPPH は紫色の安定なラジカル化合物であり，

抗酸化物質により還元されることにより無色

に変化する（図 1）．そのため，DPPH 法はラジ

カルの消去活性を利用した簡便な抗酸化能の

評価法として様々な分野で用いられている．さ

らに，DPPH 法は吸光度測定（検出波長：517 nm）

により実施されるため，マイクロプレートを用

いた簡便かつ迅速な多検体の測定も可能であ

る．しかしながら，DPPH 法による抗酸化能は

50%阻害濃度（IC50）により評価されるが，その

値の再現性の乏しさが課題として挙げられて

いた．そこで，既報において，トロロックスを

基準物質として補正したトロロックス等価活

性 値 （Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity, 
TEAC）による DPPH 法が報告されている 2)．さ

らに，DPPH 法による TEAC 評価法はキット化

（抗酸化能測定キット）されており，異なる試

験機関における測定誤差がさらに少なくなる

と期待されている．そこで，本研究では，抗酸

化能測定キットの手順や同封されている試薬

類を用いて様々な既存添加物に応用すること

より，その抗酸化能の再現性や適応性を評価す

研究要旨 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical (DPPH)法は抗酸化能の評価法として，

一般試験法の規格化が期待されている．本手法は，96ウェルを用いた吸光度測定（検出波

長：517 nm）によりトロロックス（基準物質）と相対的に抗酸化能を評価する（トロロッ

クス等価活性値，TEAC）ため，簡便かつ迅速な試験法が可能となる．しかしながら，規

格化に向けた妥当性評価が十分に検討されていないため，本年度では抗酸化能測定キット

の内容に基づいて，実験手技や実験環境を軸に DPPH 法の再現性や汎用性を評価するこ

ととした．没食子酸（酸化防止剤）を用いて試薬や調製溶媒を変更して DPPH 法を実施し

た結果，いずれもバラつきの少なく TEAC を得ることができた．しかしながら，様々な既

存添加物に応用した際，低極性の化合物に関して試験溶液が白濁し，正常に DPPH 法を実

施することが困難であった．それゆえに，使用溶媒による溶解性を検討し，既存添加物へ

の適応性を拡大することが求められる．さらに，マニュアルの簡易化や明確さにもさらに

改良することにより，その汎用性も増すと考えられる． 
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ることとした． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
抗酸化能測定キット（DPPH Antioxidant Assay 

Kit）は同仁化学社製を用い，DPPH 試薬，トロ

ロックス標準品及びアッセイバッファーがキ

ットに同封されていたものを用いた．チャ抽出

物，ターメリック色素，赤キャベツ色素，クチ

ナシ黄色素，ベニバナ赤色素及びマリーゴール

ド色素は三栄源エフ・エフ・アイ社製を用いた．

DPPH は Cayman Chemical社製を用いた．没食

子酸水物，トロロックス標準品，エタノール（特

級），メタノール（HPLC 用），アセトニトリル

（HPLC 用）及びアセトン（特級）は富士フイ

ルム和光純薬社製を用いた．ジメチルスルホキ

シド（DMSO）はナカライテスク社製を用いた．

また，超純水は PURELAB flex 5 system（ELGA
社製）で精製したものを使用した．0.1 M Tris-
HCl緩衝液（pH7.5）は，株式会社ニッポン・ジ

ーン製 1M Tris-HCl緩衝液（pH7.5）を用いて調

製した． 
 
B-2) 装置 
電子天秤：メトラー製METTLER ML303/52 
遠心分離機：日立工機社製 Himac CF15RN 
吸光度計：コロナ電気株式会社製コロナマル

チグレーティングマイクロプレートリーダー

SH9000Lab 
 
B-2) DPPH ラジカル消去活性試験法 
試料が溶解可能である溶媒にてストック溶液

を調製し，攪拌及び遠心分離（3,000 rpm, 5 分）

した後，上清を測定試料として用いた．また，

トロロックス溶液及び DPPH溶液は，エタノー

ルで溶解及び希釈することにより調製した．そ

して，96穴マイクロプレートに既存添加物又は

80，60，40，0 µg/mL の各濃度に希釈したトロロ

ックス溶液20 µL，0.1 M Tris-HCl緩衝液（ph7.5）
80 µL，0.2 mM DPPH溶液 100 µL を加え，暗室

でインキュベート（25 ℃，30 分間）した．本溶

液を吸光度計（コロナ電気株式会社製コロナマ

ルチグレーティングマイクロプレートリーダ

ーSH9000Lab）により 517 nm の吸光度を測定し

た．さらに，ラジカル消去率を以下の式で求め

た． 
ラジカル消去率（%）=（ACS-AS）/ACS×100 

Acs: 試料ブランク吸光度 
As: 試料吸光度 

 
B-3) TEAC算出 
試料及びトロロックス溶液をエタノールで希

釈し，検量線を作成した．また，50%のラジカ

ル消去率を含む範囲で，回帰直線を引き，算出

された直線式より，IC50となる濃度を求めた．3
回の操作により，TEAC の平均値及び標準偏差

（S.D.）を算出した． 
 
TEAC ＝ Trolox の IC50（µg/mL）/試料の IC50
（µg/mL） 
 
C. 結果及び考察 
 まず，抗酸化能測定キット試薬と自ら調製し

た試薬の両方を用いて，酸化防止剤である没食

子酸の TEAC を確認した（表 1）．その結果，全

て調製した試薬を用いた場合においてもキッ

ト試薬と同等な抗酸化能を測定できる（RSD 
3.3%以下）ことを確認した．以上より，それ以

降の DPPH法の検討に関して調製した試薬を用

いることとした． 
次に，7種類の既存添加物を用いて，DPPH 法

による抗酸化能を評価した．これら試料を没食

子酸と同様に，DPPH ラジカル消去活性試験法

を実施し，TEAC を算出した結果を表 2 にまと

めた．その結果，没食子酸及びチャ抽出物の

TEAC はそれぞれ 3.70 及び 2.78 であったが，タ

ーメリック色素及び赤キャベツ色素のTEACは

0.016 及び 0.013 であり，ほとんど抗酸化能が確

認されなかった．さらに，マリーゴールド色素，

クチナシ黄色素及びベニバナ赤色素では，ウェ

ル内の試験溶液が白濁し，正常に吸光度を測定

することができなかった．これら既存添加物が
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DPPH 法の測定が困難であった要因は，使用す

る溶媒への溶解性が低かったためであると考

えられる．マリーゴールド色素，クチナシ黄色

素及びベニバナ赤色素の溶解試験を実施した

際，エタノール，メタノール，アセトン，アセ

トニトリル及び水に溶解せず，いずれも DMSO
のみ溶解可能であった（図 2）．そのため，既存

添加物の試料溶液をウェルに入れ，他の試薬を

添加した後，白濁してしまい，IC50 が算出でき

なかった．このように，抗酸化能測定キットの

手順では，実試料の希釈溶媒がエタノールであ

ったため，没食子酸を用いて他の溶媒における

TEAC と比較した．比較溶媒は，水，エタノー

ル，メタノール及び DMSO を用いた．各溶媒に

おける TEAC を図 3 に示した．その結果，没食

子酸では，いずれの溶媒を用いて希釈しても

TEAC の結果に影響しない（RSD; 6.5% ）が，極

性の低い化合物の場合は溶解性が影響するこ

とが判明した．そのため，DPPH 法は極性が高

いもしくは中程度の化合物に適応可能である

と考えられる． 
 次に，実験者間における DPPH 法の測定結果

の誤差を評価した．本研究では，DPPH 法の一

般試験法としての標準化を検討しているため，

実験室環境下における複数の実験者による

DPPH 法の再現性を調査した．3名の実験者（実

験者 A〜C）に対して，キットに同封している

手順書を確認し，没食子酸の DPPH ラジカル消

去活性試験法を実施し，TEAC を算出した．次

いで，実験者 A〜C に，手順内容を図示化した

プロトコール（図 4）を確認してもらい，同様

に没食子酸の DPPH 法を実施した（図 5）．その

結果，実験者 A 及び B において，1回目及び 2
回目の TEAC はほとんど同じであった．それら

に対して，実験者 C は，1回目では他の実験者

と TEAC が大きく異なっていたが，2 回目の

TEAC は殆ど同等の値が得られた．2 回目にお

ける全実験者による TEAC の RSD は 10%以下
であり，良好な再現性がみられた．これらの結

果より，実験環境下における高い再現性を得る

ために，簡易かつ明確なマニュアルの工夫化が

必要であると考えられる． 
 
D. 結論 
 本研究では，既存添加物における酸化防止剤

の抗酸化能評価法として DPPH法の適応を目指

して，再現性や汎用性など基礎検討した．その

結果，極性の高い又は中程度の化合物であれば，

適応可能であり，その再現性も高かった．更な

る適応拡大のために，使用溶媒による溶解性の

検討が必要であると考えられる．さらに，異な

る実験者における再現性の比較した結果，簡潔

なマニュアルの作成をすることにより，実験者

間の誤差を軽減することが可能であった． 
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図 1. DPPH 法の反応式 

 

 

 

表 1. 抗酸化能測定キットの各試薬を調製した場合の TEAC（n=3） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2. DPPH 法を用いた各既存添加物の TEAC（n=3） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

抗酸化物質

DPPHラジカル DPPH

試薬類 TEAC±S.D.
トロロックス溶液 DPPH溶液 0.1M Tris-HCl緩衝液

① キット キット キット 3.42 ± 0.04
② 調製した試料 キット キット 3.73 ± 0.05
③ キット 調製した試料 キット 3.63 ± 0.18
④ キット キット 調製した試料 3.56 ± 0.09
⑤ 調製した試料 調製した試料 調製した試料 3.67 ± 0.21

試料 IC50（µg/mL） TEAC
没食子酸 18.6 3.70
チャ抽出物 24.8 2.78

ターメリック色素 4138 0.016
赤キャベツ色素 4903 0.013
マリーゴールド色素 - -
クチナシ黄色素 - -
ベニバナ赤色素 - -
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図 2. マリーゴールド色素，ベニバナ赤色素及びクチナシ黄色素の溶解試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール, (d) ジクロロメタン, (e) アセトン,  

(f)アセトニトリル, (g) DMSO 

 

 

 

 

 

（a） （b） （c） （d） （e） （f） （g）
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図 3. 各溶媒を用いて溶解及び希釈した際の没食子酸の TEAC（n=3） 
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図 4. 実験者が DPPH 法を実施する際に渡したマニュアル 

 

 

DPPH 4 mmol/L 500 µL

エタノール 9.5 mL

DPPH 0.2 mmol/L 10 mL

Trolox 1000 µg/mL 100 µL

エタノール 900 mL

Trolox 100 µg/mL 1000 µL

80 µg/mL 60 µg/mL 40 µg/mL 0 µg/mL

400 µL 300 µL 200 µL 0 µL

100 µL 200 µL 300 µL 100 µLエタノール

Trolox 100 µg/mL

DPPH

Trolox
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図 5. 実験者 A～C における没食子酸の TEAC 

（黄色：1回目，青：2回目） 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
既存添加物の有効成分の解明 

〜qNMR を用いた既存添加物の成分規格試験法に関する研究〜 

研究分担者 永津明人 金城学院大学薬学部 教授 

 
A. 研究目的 

1H-qNMR 法は，SI トレーサブルな認証標準物

質を内部標準として NMR スペクトルの測定す

ることで，測定対象サンプルの絶対定量ができ

る方法である．1,2) 対象化合物の標準品の存在が

HPLC 法などの従来法では必須であるのにたい

して，それらがなくても絶対定量が可能である

ことから，標準品が手に入りにくい天然物の定

量に好適な測定法である．すなわち，対象物質

の 1H−NMR スペクトルにおいてシグナルが独

立して観測される条件さえ設定できれば，動植

物の抽出物を用いる既存添加物の品質管理に

おいて非常に有用な品質管理手段となりうる． 
 令和 3 年度も引き続き既存添加物である「香

辛料抽出物」に着目して研究を行った．既存添

加物の「香辛料抽出物」は，アサノミ以下 73 種

類の植物から「抽出しまたはこれを水蒸気蒸留

して得られたもの」とされている．基原が多様

な上，用部も明確には書かれておらず，現時点

では規格基準は定められていない既存添加物

である．規格基準を決めるには素材ごとに基準

物質を定めて基準の策定をしていく必要があ

る．特に，基準物質が精油成分である場合，た

とえ市販標準物質があっても揮発性であるが

ゆえにその純度が変化しやすく，正確な純度を

得にくいため，その正確な純度を得るには 1H-
qNMR 法が適していると考えられる．令和 3 年

度はその中から香辛料抽出物以外にもローズ

マリー抽出物として既存添加物名簿に名前が

上がっているローズマリーをピックアップし，

rosmarinic acid (Fig. 1)が主要成分となると考え

て，ローズマリーの葉に含まれる rosmarinic acid
の定量方法の検討を行った．また，精油成分の

含有量が要点となる素材のうち，既存添加物で

はシナモンとして収載され，生薬としても重要

なケイヒでは cinnamaldehyde (Fig. 2)が指標成分

になりうると考え，この cinnamaldehyde の定量

方法に関しての検討を行なった．ケイヒ中の

cinnamaldehyde の定量は，昨年度も検討を行っ

ていたが，HPLC を用いた定量値が不安定で，

研究要旨 規格試験法が確立されていない既存添加物に対して，1H-qNMR法(定量1H-NMR法)
が試験法として適用可能であるか可能性を検討した上で，適用の可能性があるものに関して，

実際に適用する場合の測定条件の確立，あるいはそれを応用した正確な定量法の検討を目的と

して研究を行なった．令和３年度も引き続き「香辛料抽出物」の規格試験法への適用の可能性

を検討とした．「香辛料抽出物」は実態がわからないものも多いが，令和３年度はその中から

ローズマリーとケイヒを1H-qNMR法での定量が可能かの検討を行った．ローズマリーの検討で

は，指標成分として適切であろうrosmarinic acidの1H-qNMR法を用いた定量の検討を行い， 1H-
qNMR法で定量可能であることを示し，既存のHPLC法との同等性を確認できた．ケイヒについ

ては令和2年度にも検討を行ったが，HPLCとの比較において，HPLCでの定量でばらつきが大

きかったこと，及び生薬としても重要な物であることから，追試として検討を行った．ケイヒ

の検討では，指標成分として適切であろうcinnamaldehydeの1H-qNMR法を用いた定量の検討を

行い， 1H-qNMR法で定量可能であることを示し，また， 1H-qNMR法がHPLCよりも優位な

cinnamaldehydeの定量法になりうることを示した． 

118



 

HPLC 値と 1H-qNMR 法での測定値とどちらが

信頼できるかという点で不安を残していた．そ

のため，その追試という位置付けも兼ねて今年

度再度検討した． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

1H-qNMR 測定時の内部標準物質として用いる

3-(trimethylsilyl)-1-propanesulfonic acid sodium 
salt-d6 (DSS-d6, Fig. 3)は和光純薬の Trace Sure®
規格のものを用いた．NMR 測定用溶媒の

dimethylsulfoxide (DMSO)-d6 ， methanol-d4 ，

pyridine-d5，acetone-d6 はそれぞれ Isotec Inc.の
99.9，99.8，99.5, 99.9 atom %D を用いた．

Rosmarinic acid は富士フィルム和光純薬の生化

学用試薬を，cinnamaldehyde は東京化成 trans-
cinnamaldehyde（試薬 A），富士フィルム和光純

の(E)-cinnamaldehyde 薬局方生薬試験用（試薬 B）
と cinnamaldehyde 和光特級（試薬 C）を用いた．

ローズマリーは，スパイスとして市販されてい

るローズマリー葉の粉末及び乾燥生薬を令和 3
年 8月に購入した．既存添加物として流通して

いる水溶性ローズマリー抽出物及び非水溶性

ローズマリー抽出物も国立医薬品食品衛生研

究所に保管中のものの供与を受けた．ケイヒは，

スパイスとして市販されている粉末を令和 3 年

10月に購入したもの(ケイヒ末 A)と，切断生薬

として令和 2 年 4月と令和 3 年 4月に購入した

ものを実験前に粉末化(それぞれケイヒ末 B, C)
して使用した．  
 
B-2) 装置等  
秤量 に は島津製作所の 精密電子天秤 

AUW120D を用いた．生薬の粉末化には大阪ケ

ミカル WB-1，分注操作用の電動ピペッターは 
Eppendorf Multipett E3x，超音波抽出 は超音波洗
浄器 Sharp UT-105S，遠沈操作は 遠心器 AS One 
Mini Centrifuge をそれぞれ用いた．NMR 装置は 
日本電子 JNM-ECA500 を使用した． HPLC は，

ポンプとして JASCO PU-4180，カラムオーブン

に Shimadzu CTO-20AC，検出器はフォトダイオ

ードアレイ検出器 JASCO MD-4010 を用いた．

メンブランフィルターは Cosmonice Filter W 
0.45 μm φ13 mm を用いた． 
 
B-3)1H-qNMR 法を用いたローズマリー葉中及

び既存添加物ローズマリー中の rosmarinic acid
の定量  
まず，rosmarinic acid の 1H-qNMR スペクトル

の実施の条件検討と，生薬中あるいは既存添加

物中の rosmarinic acid の定量 を行うことにした．

また，HPLC を用いた定量との比較も行うこと

にした． 
B-3-a) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 DSS-d6 はデシケーター中で保管乾燥させたも

のを用いた．約 10 mg を精秤して 20.00 mL の

methanol-d4 に 溶かして内部標準用溶液とした． 
 Rosmarinic acid 標準品はデシケータ中で 一晩
乾燥させ，約 5 mg を精秤して 2.50 mL の 内部

標準用溶液に溶かした．この溶液 0.600 mL を 
NMR 試料管 にとり qNMR の測定に供した．  
ローズマリー葉粉末中及び既存添加物中の

rosmarinic acid の測定用試料の調製は，次のよ

うに行った．乾燥させた粉末生薬または既存添

加物試料の約 100mg を精秤して acetone (1.00 
mL)に懸濁し，超音波下 30 分抽出を行 い，遠沈

し, その上清をとって濃縮乾固した．この操作

を 3回繰り返した．集めた抽出物に 内部標準用

溶液(1.00 mL)を加えて完全に溶解したのち，メ

ンブランフィルターを用いて濾過し，濾液から

0.600 mL を NMR 試料管にとり， 1H-qNMR の
測定に供した．  
B-3-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
Rosmarinic acid とローズマリー葉粉末中及び

既存添加物の水溶性の抽出液 の 1H-NMR を測

定し，rosmarinic acid (Fig. 1)の 8 位のプロトンシ

グナルが 6.25 ppm に現れることを確認した．

(Fig. 4) 1H-qNMR スペクトルの 測定条件は

Table 1 に示した条件で測定した.積算回数は 8 
回とした．測定によって得られたスペクトルか

ら，rosmarinic acid の 3位のシグナルと 0.00 ppm 
とした DSS-d6 のメチル基プロトンのシグナル

の面積を比較して次式に従って rosmarinic acid
の濃度を算 
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CR = ( IR / ID ) x CD 

 
ただし，CD，  CR はそれぞれ DSS-d6 及び 

rosmarinic acid のモル濃度(mol/mL)， ID， IR は

それぞれ DSS-d6及び rosmarinic acid の水素 1個
あたりのシグナル面積． 
B-3-c) HPLC を用いたローズマリー葉中及び既

存添加物ローズマリー中の rosmarinic acid の
定量  
 HPLC は YMC-Triart C18 250 mm x 4.6 mm i.d.
のカラムを用い，40℃で MeCN：0.1％リン酸-
H2O の 20 : 80，流速 1.0 mL/min で溶出，330 nm
における吸光度で検出するという条件で測定

を行った．(Fig. 5) 
 1H-qNMR 法で定量した rosmarinic acid 標準品

の溶液を標準液として検量線を作成した．(Fig. 
6)それぞれの生薬試料は，1H-qNMR スペクトル

の 測定溶液を HPLC の展開溶媒で 10倍に希釈

し，その試料溶液を 10μL 注入して得られたク

ロマトグラムの rosmarinic acid のピークの面積

からその定量を行った． 
 
B-4)1H-qNMR 法 を 用 い た ケ イ ヒ 中 の

cinnamaldehyde の定量  
まず，cinnamaldehyde の 1H-qNMR スペクトル

の 実 施 の 条 件 検 討 と ， ケ イ ヒ 中 の 
cinnamaldehyde の定量 を行うことにした．また，

HPLC を用いた定量との比較も行うことにした． 
B-3-a) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 Rosmarinic acid の測定に用いたものと同じ

く，DSS-d6約 10 mg を精秤して 20.00 mL の

methanol-d4 に 溶かした内部標準溶液を調製し

た． 
 各試薬の cinnamaldehyde は液体であるため

特に前処理は行わず，各約 5 mg を精秤して

1.00 mL の 内部標準溶液に溶かした．この溶液 
0.600 mL を NMR 試料管 にとり qNMR の測定

に供した．  
ケイヒは市販の食品用(ケイヒ末 A)の粉末は

そのまま，切断生薬として入手したケイヒは粉

末化して用いた(ケイヒ末 B, C)．粉末中の

cinnamaldehyde の測定用試料の調製は，次のよ

うに行った．乾燥させた粉末生薬の約 100 mg を

精秤して内部標準用溶液 (1.00 mL)に懸濁し，超

音波下 30 分抽出を行 い，遠沈し, その上清をと

ってメンブランフィルターを用いて濾過し，濾

液から 0.600 mL を NMR 試料管にとり， 1H-
qNMR の測定に供した．  
B-4-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
Cinnamaldehyde とケイヒ末の抽出液 の 1H-

NMR を測定し，cinnamaldehyde (Fig. 1)の アル

デヒド基のプロトンシグナルが 9.65 ppm に現

れることを確認した．(Fig. 7) 1H-qNMR スペク

トルの 測定条件は Table 1 に示した条件で測定

した．積算回数は 8 回とした．測定によって得

られたスペクトルから，cinnamaldehyde のアル

デヒド基のシグナルと 0.00 ppm とした DSS-d6 
のメチル基プロトンのシグナルの面積を比較

して次式に従って cinnamaldehyde の濃度を算出

し た．  
 

CC = ( IC / ID ) x CD 

 
ただし，CD，  CC はそれぞれ DSS-d6 及び 

cinnamaldehyde のモル濃度(mol/mL)， ID， IC は

それぞれ DSS-d6及び cinnamaldehyde の水素 1
個あたりのシグナル面積． 
また，試薬の cinnamaldehyde のうち，試薬 A
の溶液を内部標準溶液で順次希釈し，各希釈液

の 1H-qNMR スペクトルを測定して，検量線を

作成した． 
また，添加回収実験を次のように行なった．ケ

イヒ末 C約 100 mg を精秤し，cinnamaldehyde(試
薬 A)約 5 mg を精秤して内部標準用溶液(1.00 
mL)に溶解した溶液 1.00 mL に懸濁し，超音波

下 30 分抽出，遠沈した．その上清をとってメン

ブランフィルターを用いて濾過し，濾液から

0.600 mL を NMR 試料管にとり， 1H-qNMR の
測定に供した．この時の積分値(X)と，ケイヒ末 

C約 100 mg を内部標準用溶液(1.00 mL)から同

様に試料を調製して 1H-qNMR の測定した時の

積分値(Y)，cinnamaldehyde(試薬 A)約 5 mg を精

秤して内部標準用溶液(1.00 mL)に溶解した溶

液から調製した試料の 1H-qNMR 測定から得ら

れた積分値(Z)から，次式に従って添加回収率を

算出した． 
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添加回収率 =  [ X / (Y + Z) ] x 100 (%) 

 
B-4-c) HPLC を 用 い た ケ イ ヒ 中 の

cinnamaldehyde の定量   
 HPLC は COSMOSIL 5C18-MS-Ⅱあるいは

COSMOSIL 5C18-AR-Ⅱのそれぞれ 4.6 ID × 250 
mm のカラムを用い，40℃で MeCN-H2O または

MeOH-H2O の溶媒系で初期条件 40 : 60 →20 min
に 55：45 →25 min に 90：10 というグラジエン

ト，流速 1.0 mL/min で溶出，280 nm における

吸光度で検出するという条件で測定を行った． 
 1H-qNMR 法で定量した試薬の cinnamaldehyde
うち，試薬 A の溶液を標準液として検量線を作

成することを試みたが，結果で述べるように

cinnamaldehyde のピークの形が時間経過ととも

に崩れてくる現象が観察された．(Fig. 8) 他の

試薬でも同様であったため，HPLC における定

量は断念した． 
 
C. 結果及び考察 
C−1）ローズマリー葉中及び既存添加物ローズ

マリー中の rosmarinic acid の定量  
 Rosmarinic acid 標準品中の rosmarinic acid の

定量を 1H-qNMR 法で行った結果，89.2±1.0％と

見積もられ，試薬の純度表示(96％以上)よりも

小さな値となった． 
非水溶性ローズマリー抽出物では rosmarinic 

acid のシグナルは観測できなかったので，この

試料での検討は行わなかった．ローズマリー葉

中及び既存添加物の水溶性ローズマリー抽出

物中の rosmarinic acid では，抽出溶媒を acetone, 
methanol, ethylacetate, DMSO, chloroform, 
pyridine で検討，測定溶媒を (DMSO)-d6 ，

methanol-d4，pyridine-d5，acetone-d4 で検討した．

その結果，ローズマリー葉の粉末及び水溶性ロ

ーズマリー抽出物では，rosmarinic acid のシグ

ナルが観測され，そのシグナルの大きさから，

抽出効率という点では各抽出溶媒で大きな違

いは見られなかったものの，acetone 抽出を行う

と 8-H周辺で観測されるシグナルが少なくなり，

さらに測定を methanol-d4 で行うと 8-H の付近

の小さなシグナルも 8-H から離れて観測される

状況となった．よって，この acetone で抽出

→methanol-d4 で測定という組み合わせにして

行うことにした．1H-qNMR 測定の結果、ローズ

マリー葉の粉末中の rosmarinic acid 含有率は

0.35±0.03％，水溶性ローズマリー抽出物中では

0.60±0.11％という結果を得た．(Table 2) HPLC 
で rosmarinic acid の検量線を作成したところ，

良好な相関の検量線を得ることができた．この

検量線からローズマリー葉中及び既存添加物

の水溶性ローズマリー抽出物中の rosmarinic 
acid の含有率を算出したところ，ローズマリー

葉中では 0.34±0.03％，水溶性ローズマリー抽出

物中では 0.60±0.13％という結果が得られ， 1H-
qNMR 法での数値に極めて近似した値が得ら

れた．1H-qNMR 法が HPLC の代わりにとり得る

方法であることが確認できた． 
一方，水溶性ローズマリーでは両測定法とも

に測定値に対するばらつきが大きいと考える

こともできる．特に 1H-qNMR 方でのばらつき

の大きさは，8-H のシグナルの裾に小さなシグ

ナルが存在するようにも見えるため，このシグ

ナルと積分値の取り方との関係で、人為的なば

らつきが出やすい状況になっているとも考え

られる．Rosmarinic acid に関しては，標準品の

rosmarinic acid溶液を 1H-qNMR 法で値づけをし

て，その溶液を基に HPLC で定量するという方

法が確立されている．3,4)  1H-qNMR 法を用いて

の水溶性ローズマリー抽出物中の rosmarinic 
acid も不可能ではないが，精密さという観点か

らはHPLC の利用の方が優位であると考えられ

た． 
 
C−2）ケイヒ中の cinnamaldehyde の定量  
 Cinnamaldehyde 試 薬 A, B, C 中 の

cinnamaldehyde の定量を 1H-qNMR 法で行った

結果，それぞれ 99.43±2.57％，92.04±1.03％，

97.94±1.17％と見積もられた．ケイヒ末 A, B, C
中の cinnamaldehyde の 1H-qNMR 法を用いた定

量では，それぞれ 3.46±0.04％，2.39±0.06％，

2.72±0.04％と見積もられた．(Table 3)  
次に，HPLC で cinnamaldehyde の測定を試みた

が，上述のように cinnamaldehyde のピークの形

が時間経過とともに崩れてくる現象が観察さ
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れた．Cinnamaldehyde を MeOH-H2O または

CH3CN-H2O に希釈して inject するが，MeOH-
H2O系の溶媒で展開するとメインのピークの後

に分離しきらない形で小さな緩やかなピーク

が連なり始める状態となり，CH3CN-H2O系の溶

媒で展開すると，メインのピークに鋭い小さな

ピークがついてくるという形になった．(Fig. 8) 
溶液として保存している過程または展開中に

cinnamaldehyde が変化していることを示唆して

いる．この変化がどのような条件で起こり，何

が生成しているかについては今後検討したい．  
 HPLC での定量は信頼性が低いと考えて，

HPLC における定量と 1H-qNMR を用いた定量

との比較をすることは断念した．1H-qNMR 法を

用いることの信頼性の確認のため，積分値と濃

度の相関，添加回収率，定量の限界についての

確認も行った．Fig. 9 に示すように，積分値と

濃度との間には極めて良い相関があることが

確認できた．添加回収実験の結果、添加回収率

は 96.3％で，極めて良好な回収率だった。また，

濃度を変えながら純度測定を行った結果，0.1 
mg/mL程度の濃度までは誤差 1％程度に抑えら

れていることがわかった．故に 0.1 mg/mL程度

の濃度までは 1H-qNMR 法で測定が可能である

ことがわかった． 
ところで，試薬の純度測定において試薬 B だ
けが表示の規格と大きく異なっていたが，この

試薬 B は純度を HPLC で検査している旨の記

載がされていた．Cinnamaldehyde の定量を

HPLC で行っている報告は多数あるが，上記の

ようにHPLC による定量の信頼性が低い可能性

がある．試薬 B の純度だけが表示と大きく異な

ったのはこのようなことも関連しているかも

しれない．他の試薬は GC で検証したとされて

いる．この GC での検証の元となった標準物質

の純度の検証については不明である．1H-qNMR
の特色を考えると，1H-qNMR が cinnamaldehyde
の唯一の正確な定量手段となる可能性が考え

られる． 
 
D. 結論 
１）ローズマリー葉中，及び既存添加物の水溶

性ローズマリー抽出物中のrosmarinic acidの1H-

qNMR 法を用いた定量条件を確立した．  
２）ケイヒ中のcinnamaldehydeの1H-qNMR 法を

用いた定量条件を確立した．この過程で、HPLC
を 用 い た cinnamaldehyde の 定 量 時 に

cinnamaldehydeが不安定であるかことを示唆す

る現象が観察され，定量の信頼性という観点で

も1H-qNMR 法がcinnamaldehydeの定量において

優れた方法であることが示された．既存添加物

の規格を定める場合とともに，生薬ケイヒの品

質管理にも適応できる可能性を示した． 
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Fig. 1  Rosmarinic acid の構造 

8位のプロトンが 1H-qNMR 法を適用する際の積分値を測定したプロトン 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2  Cinnamaldehyde の構造 

アルデヒド基の H と書かれたプロトンが 1H-qNMR 法を適用する

際の積分値を測定したプロトン 
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Fig. 3 定量用の認証標準物質: DSS-d6 
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Fig. 4  Rosmarinic acid 試薬(A)，ローズマリー葉(B)及び既存添加物のローズマリー水性

抽出物(C) の 1H-qNMR スペクトル (in methanol-d4, 500 MHz)   

拡大図は rosmarinic acid の 8-H のシグナル． 
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Fig. 5  Rosmarinic acid 試薬(A)，ローズマリー葉(B)及び既存添加物のローズマリー水性

抽出物(C) の HPCL クロマトグラム   

矢印は rosmarinic acid のピーク． 
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Fig. 6  HPLC における rosmarinic acid の検量線 
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Fig. 7  Cinnamaldehyde 試薬 A (A)とケイヒ末 C (B)の 1H-qNMR スペクトル (in methanol-

d4, 500 MHz)   

拡大図は cinnamaldehyde のアルデヒド基プロトンのシグナル． 
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Fig. 8  Cinnamaldehyde 試薬の HPCL クロマトグラム 

A は MeOH-H2O系の溶媒で展開したときのクロマトグラム，B は CH3CN-H2O系の溶

媒で展開したときのクロマトグラム． 
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Fig.9  1H-qNMR 法での定量における cinnamaldehyde濃度と積分値との相関 
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Table 1  1H-qNMR スペクトルの測定条件 

分光計 日本電子 ECA500 

観測範囲 −5 〜 15 ppm 

データポイント数 32000 

フリップアングル 90° 

パルス待ち時間 60秒 

積算回数 8回 

スピン なし 

プローブ温度 25℃ 
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Table 2 Rosmarinic acid 試薬，ローズマリー葉中及び既存添加物のローズマリー水性抽

出物中の rosmarinic acid の含有率 

samples 1H-qNMR での含有率(％) HPLC での含有率(％) 

 平均±SEM 平均±SEM 

試薬＃ 89.18 ±1.06 （n = 3）   
ローズマリー葉末 0.35 ±0.03 （n = 3） 0.34 ±0.03 （n = 3） 

ローズマリー水性抽出物 0.60 ±0.11 （n = 3） 0.60 ±0.13 （n = 3） 

# 試薬の純度表示は>96％ 
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Table 3 Cinnamaldehyde 試薬とケイヒ末中の cinnamaldehyde の含有率 

samples 1H-qNMR での含有率(％) 

 試薬の表示純度 平均±SEM 

Cinnamaldehyde 試薬 A >98% (GC) 98.51 ±0.10 （n = 3） 
試薬 B >98% (HPLC) 92.04 ±1.03 （n = 3） 
試薬 C >98% (Capillary GC) 97.94 ±1.17 （n = 3） 

ケイヒ末 A  3.46 ±0.04 （n = 3） 
ケイヒ末 B  2.39 ±0.06 （n = 3） 

ケイヒ末 C  2.72 ±0.04 （n = 3） 
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Table 4  Cinnamaldehyde（試薬 A）の各濃度での 1H-qNMR 測定から算出された純度 
濃度（mg/mL） 純度（％） 

14.74 98.51±0.10 
9.16 100.68±0.04 
3.00 100.09±0.17 
1.81 99.80±0.02 
0.60 100.85±0.55 
0.37 100.81±1.00 
0.12 102.87±6.96 
0.07 98.55±1.04 
0.02 91.82±3.16 
0.01 94.93±6.78 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
既存添加物の有効成分の解明 

〜既存添加物ニガヨモギ抽出物の成分分析〜 

研究分担者 西﨑雄三 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 主任研究官 

 
 

研究協力者 

加藤菜帆 日本大学 
生物資源科学部  

石附京子 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部  

中島 馨 国立医薬品食品衛生研究所 
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増本直子 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部  

杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部  

 
A. 研究目的 

ニガヨモギは，ヨーロッパとアジアのさま

ざまな地域に分布する黄色い花を咲かせるキ

ク科に属する多年生植物で，ワームウッドと

して知られており，駆虫効果，食欲不振及び

消化不良の治療として古くから使用されてい

る．その抽出液は特異な苦味と香りを有する

ことから，一時製造禁止となったが，ブラン

デーにニガヨモギを浸したお酒，アブサン酒

などのアルコール飲料にも含まれている． 
日本ではニガヨモギを基原とする天然由来

の苦味料としてニガヨモギ抽出物がある．し

かしながら，本抽出物は第 9 版食品添加物公

定書に成分規格が未設定のままであり，その

品質及び化学的安全性を確保するための成分

規格の設定が急務とされている．ニガヨモギ

抽出物は，既存添加物名簿収載品目リストの

基原・製法・本質において，「キク科ニガヨモ

ギ（Artemisia absinthium LINNE）の全草より，

水又は室温時エタノールで抽出して得られた

ものである．主成分はセスキテルペン（アブ

シンチン等）である．」と記載されている．ニ

ガヨモギそのものの含有成分については，い

くつかの論文により報告されており，例え

研究要旨  

天然由来の苦味料ニガヨモギ抽出物の成分規格を設定するために，本抽出物の含有成分に

ついて LC/MS を用いて検討した．観察された主要ピークの精密質量 MS から成分の同定を試

みたところ，本抽出物は苦味成分として absinthin，anabsin 及び anabsinthin を含んでいた．そ

の他の成分としてフラボノイドである artemetin，またリグナンである yangambin，
epiyangambin，diayangambin，sesartemin，episesartemin A，episesartemin B 及び diasesartemin の

7成分が確認された．標品が市販されている苦味成分 absinthinを本抽出物の指標成分として，

HPLC 分析及び TLC 分析を検討した．HPLC 分析では，absinthin の絶対検量線が良好な直線性

を示すことから，成分規格試験の定量法及び確認試験としての運用が期待できたが，別に

absinthin標品の規格化が必要であり，その際，absinthin標品の価格や絶対純度について考慮す

る必要があった．TLC 分析では順相条件及び逆相条件について検討した．両条件とも

absinthin の濃度に比例した明瞭なスポットが確認できたことから，標品を用いずとも Rf 値を

規定することにより，absinthin の確認試験を設定できると考えられた．本研究成果をもとに

ニガヨモギ抽出物の成分規格試験の作成を進めていくこととした． 
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ば，特徴的な苦味成分としてセスキテルペン

ラクトンの absinthin，anabsin，ketopelenolide 
b，anabsinthin が含まれている（Fig. 1）1)．ま

た，この他にリグナン類である sesartemin，
epiyangambin がマウスに投与すると自発運動と

隔離誘発性の攻撃性を低下させると報告され
2)，このうち，epiyangambin は抗血小血凝集活

性を示すことが報告されている 3, 4)．さらに，

フラボノイド類も含有成分として確認されて

おり，artemetin は高い抗炎症，抗腫瘍及び抗

増殖活性を示したと報告されている 5, 6)． 
このようにニガヨモギにはセスキテルペン

ラクトンの absinthin をはじめとする複数の成

分が含まれており，これまで多くの研究がな

されている．一方，食品添加物の成分組成に

関する情報としては，absinthin と anabsin の 2
成分が報告されているのみで 7)，その他の含有

成分についての報告はない． 
 そこで本研究では，ニガヨモギ抽出物の品

質を明らかにし成分規格及び規格試験法を設

定するための基礎的データを得るために，ニ

ガヨモギ抽出物の成分分析を行うこととし

た．さらに同定した成分につき，HPLC による

定量分析や TLC による定性分析を実施し，ニ

ガヨモギの品質を確保するための公定分析法

として運用可能か評価した．  
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
ニガヨモギ抽出物（A650，A657 及び C2232

の計 3試料（英数字は当部管理番号））は，日

本食品添加物協会を通じて入手した．これら

の性状は，黄褐～暗褐色の液体であった．ま

た，生薬として流通しているニガヨモギ（以

下，クガイ（苦艾）（C2229，C2230 及び

C2235）（英数字は当部管理番号））は，（株）

ツムラを通じて入手した． 
Absinthin（Cat No A111600），1,4-BTMSB-d4

（Cat No 024-17031，100% mass fraction），エタ
ノール（99.5）（エタノール；Cat No 055-
00457），硫酸（Cat No 22100038）及びバニリ

ン（Cat No 228-00685）は富士フィルム和光純

薬（株）より購入した．メタノール（Cat No 

25183-2B）は関東化学（株）製の HPLC 用を

使用した．重ジメチルスルホキシド（DMSO-
d6；Cat No 151874）は ISOTEC社製のものを使

用した． 
水は，ピューリック ω（オルガノ（株）製）

により精製した超純水を用いた．その他の溶

媒はすべて市販の特級品あるいは HPLC 用を

用いた． 
 
B-2) LC/MS 分析 
セミミクロ天秤を用いて，よく攪拌させた

ニガヨモギ抽出物製品約 20 mg と 200 mg を精

密に量りとり，50%エタノール水溶液を加えて

2 mL に定容したものを LC/MS 用試料液とした

（それぞれ 10 mg/mL と 100 mg/mL に相当）． 
クガイについては，約 5 g を量りとり，50%
エタノール水溶液 100 mL を加えて 4℃で 41 時

間静置し，ろ過した（Cat No. 80621102 ，東洋
濾紙（株）製）．このろ液 20 mL をホールピペ

ットで正確に量りとり，減圧乾固し，残さに

対して水 10 mL 及び酢酸エチル 10 mL を加え

てふり混ぜ，遠心分離機（H-80R，（株）コク

サン）で 3,000 rpm，10 分間の遠心を行った．

酢酸エチル層を取り出して減圧乾固し，残さ

に 50 %エタノール水溶液 1 mL を正確に加えて

溶解させたものを 100 μL取り出し，50 %エタ
ノール 900 μL 加えて LC/MS 用試料液とした

（100 mg/mL に相当）． 
LC条件：装置，ACQUITY UPLC H-CLASS
（Waters社製）；カラム，ACQUITY UPLC 
BEH C18（2.1×100 mm，1.7μm，Waters社
製）；カラム温度，40℃；A 液，10 %メタノー

ル水溶液；B 液，メタノール；グラジエント，

0.0 min（60：40）→20.0 min（60：40）→50 
min（30：70）→60 min（0：100）；流速，0.2 
mL/min；測定波長，210 nm；注入量，2 μL． 
MS条件：装置，Xevo G2 QTof（Waters社
製）；ソース温度，120℃；脱溶媒温度，

450 ℃；脱溶媒ガス流量，800 L/hr；コーンガ

ス流量，50 L/hr；キャピラリー電圧，2.5 kV；
コーン電圧，30 V；走査範囲，m/z 100～
1000；イオン化モード，ESI（pos.）． 
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B-3) 成分 11 の単離・精製 
 クガイ（C2229）400 g に 50%エタノール水

溶液 8 L を加えて 4℃で 48 時間抽出した後，

濾紙でろ過した．ろ液を約 4 L以下まで減圧濃

縮した後，酢酸エチル 4 L を加えて抽出した．

静置後，酢酸エチル可溶部を取り出し減圧乾

固して，残さ 12.56 g を得た．この残さをエタ

ノール 70 mL に溶解し，サンプレット（Sfär 
Silica Samplet 60 μm 35 g，Cat No SAS-04450350 
Biotage社製）に負荷した．このサンプレット

をフラッシュ自動精製システム（Isolera One，
Biotage社製）にのせて，シリカゲルカラム

（Sfär Silica HC D 350 g，Cat No FSUD-0443-
0350，Biotage社製）上で，ヘキサン／酢酸エ

チル混液（1：1）及びエタノールを用いて，

ステップワイズに溶出させ，約 500 mLずつ 11
のフラクションに分画した．LC/MS で確認を

行い，成分 11 が溶出した画分を集めて減圧乾

固し，粗成分 11（0.63 g）を得た．さらにシリ

カゲルカラム（Sfär Silica HC D 10 g，Cat No 
FSUD-0443-0010，Biotage社製）に負荷し，ク

ロロホルム／アセトン混液（15：1）を用い

て，成分 2 を含む画分を集めた後，分取 LC
（（株）島津製作所製）を用いて成分 11 を精製

した． 
 精製物は DMSO-d6に溶解させた後，NMR
（Royalプローブ付 JNM-ECA600（600 MHz）
（日本電子（株）製））を用いて，分子構造を

確認した． 
 
B-4) HPLC による Absinthin の定量 

Absinthin約 1 mg を精密に量りとり，エタノ

ールを加えて 5 mL に定容したものを検量線用

標準原液とした（200 μg/mL）．この標準原液

に対して，50%エタノール水溶液を加えて，5
濃度の検量線用標準液（12.5，25，50，75，
100 μg/mL）を調製し，HPLC に付した． 

Absinthin のピーク面積と標準液濃度

（μg/mL）の関係から絶対検量線を作成し，

「B-2) LC/MS 分析」で調製した試料液中の

absinthin の濃度を求めた後，式（2）に示すよ

うに，ニガヨモギ抽出物中の absinthin 含量

（Cont.A）を求めた． 

𝐶𝑜𝑛𝑡.!=
"#$%.!×(
)"#$%&'

  式（2） 

ここで，Conc.，絶対検量線から求めた試料液

中の absinthin濃度（μg/mL）；V，試料液量；

W，採取量． 
 
B-5) TLC を用いた absinthin の確認試験の検討 
薄層板に負荷する試料液は「B-2) LC/MS 分

析」で調製した 7種類（検量線標準原液，添

加物製品は 200mg で調製した 3試料及びクガ

イ 3試料）のものを用いて 5 μLずつ負荷し，

以下の逆相条件と順相条件に従って展開し

た．なお，薄層板はあらかじめ 110 ℃で 1 時

間以上乾燥させたものを用いた． 
逆相条件：薄層板，TLC ガラスプレート RP-18 
F₂₅₄s（Cat No 1.15389.0009，Merck社製）；展開

溶媒，メタノール／水混液（3：2）．風乾後，

10 %硫酸溶液を噴霧し，110 ℃に設定したホッ

トプレート（Fisher Scientific社製）に乗せ呈色

を観察した． 
順相条件：薄層板，TLC ガラスプレート シリ

カゲル 60 F₂₅₄（Cat No 1.05715.0009，Merck社
製）；展開溶媒，酢酸エチル／トルエン混液

（5：4）．風乾後，バニリン・硫酸溶液

（1→10）を噴霧し，２分間静置した後に呈色

を観察した．呈色が観察できなかった場合，

110 ℃に設定したホットプレートに乗せ呈色を

観察した．本順相条件は，第 5 版自主規格に

記載のニガヨモギ抽出物（暫定規格）の方法

を採用している． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) ニガヨモギ抽出物及びクガイの LC/MS 分

析 
ニガヨモギ抽出物 3試料（A650，A657 及び

C2232）の含有成分を確認するため，クガイ 3
試料（C2229，C2230 及び C2235）とあわせ

て，LC/MS による分析を行った（Fig. 2）．
LC/MS による分析の結果，6試料のクロマトグ

ラムは類似しており，ニガヨモギに特有のク

ロマトパターンと考えられた．クロマトグラ

ム上には 1～11 の主要なピークが観察され，こ

れらの PDA スペクトル及び MS スペクトルは
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試料間で一致した．このことから，成分 1～11
はニガヨモギに共通した成分と考えられた．

また，A650 と C2232 の入手年は，それぞれ

2005 年と 2021 年であるが，クロマトパターン

に大きな差異がなかったことから，2005 年か

ら現在にかけて，ニガヨモギ抽出物の基原・

製法・本質は変わっていないが支持された． 
 

C-2) ニガヨモギ抽出物製品の成分解析 
LC/MS 分析で得られた m/z の値から成分 1～

11 の同定を試みた． 
成分 1 は m/z 519.2721 を与えた．元素組成分

析の結果，分子式として C30H40O6Na が考えら

れ，観測された m/z は absinthin C30H40O6の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた．

別に absinthin標品を用いて，保持時間，PDA
スペクトル及び MS スペクトルの比較を行った

ところ，すべて一致し，成分 1 を absinthin と

同定した． 
成分 2 は m/z 535.2667 を与えた．元素組成分

析の結果，分子式として C30H40O7Na が考えら

れた．観測された m/z は anabsin C30H40O7の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた． 
成分 3 は m/z 519.2721 を与えた．元素組成分

析の結果，分子式として C30H40O6Na が考えら

れた．観測された m/z は anabsinthin C30H40O6の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた． 
成分 4～6 はいずれも m/z 469.1821 を与え

た．分子式として C24H30O8Na，また互いに異

性体と考えられたことから，観測された m/z は
C24H30O8の [M+Na]+ に相当する分子イオン，す

なわち，yangambin，epiyangambin 及び

diayangambin と考えられた． 
 成分 7～10 は m/z 453.1529 を与えた．分子式

として C23H26O8Na，また互いに異性体と考え

られたことから，観測された m/z は C23H26O8の 
[M+Na]+ に相当する分子イオン，すなわち

sesartemin，episesartemin A，episesartemin B 及

び diasesartemin と考えられた．このうち，

Sesartemin はニガヨモギから単離された報告が

あり 8)，すべての成分がニガヨモギ属で報告さ

れている 9)． 
成分 11 は m/z 411.1055 を与えた．元素組成

分析の結果，分子式として C20H21O8が考えら

れ，観測された m/z は artemetin C20H20O8の 
[M+H]+ に相当する分子イオンと考えられた．

別に，この成分を単離・精製して NMR に付し

たところ，artemetin に由来する 1Hシグナルを

確認できたことから（Fig. 5），成分 11 を

artemetin と同定した． 
以上の同定及び推定の結果から，ニガヨモ

ギ抽出物はセスキテルペンラクトンである

absinthin，anabsin 及び anabsinthin を含んでお

り，これらが本抽出物の本質，すなわち苦味

成分であり，成分規格試験の指標成分として

有用と考えられた．その他の成分としてはフ

ラボノイドである artemetin，またリグナンで

ある yangambin，epiyangambin，
diayangambin，sesartemin，episesartemin A，

episesartemin B 及び diasesartemin の 7 成分が確

認された． 
 

C-3) ニガヨモギ抽出物中の absinthin 含量 
ここまでの結果から，ニガヨモギ抽出物は

はセスキテルペンラクトン，フラボノイド及

びリグナンの複数の成分が混在する多成分系

であることが分かった．添加物製品の品質を

確保する上で、添加物の本質を担う成分のモ

ニタリングは重要な試験項目である．今回確

認された成分の情報からニガヨモギ抽出物の

指標成分として，標品が購入可能かつ PDA 検
出においてクロマトグラムにピークが分離良

く観察された absinthinが適当と考えられた．そ

こで，成分規格試験として absinthinの HPLC定

量法を検討することとした． 
absinthin標品の濃度とピーク面積の関係を示

す絶対検量線を HPLC 上で作成したところ，

12.5-100 μg/mL の範囲で R2 = 0.9994 と良好な直

線性を示した（Fig. 3）．作成した絶対検量線か

らニガヨモギ抽出物中の absinthin含量を算出し

たところ，約 0.23%～0.78%であった（Table 1）．
ただし，今回HPLC分析に付した添加物製品は

全て液体製品であることから，absintrhin の含

量を規定する場合は，別に乾燥減量試験を実

施する必要がある． 
C-4) TLC を用いたニガヨモギ抽出物中の
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absinthin の確認試験 
成分規格試験を作成するにあたり，極力，

高価な試薬や装置を用いず，食品添加物事業

者や検査機関で簡便に実施できるように配慮

することも重要である． 
これまでの結果からニガヨモギ抽出物は多

成分系であり，さらには異性体をもつ成分が

複数含まれていることから，分離能に特化し

た HPLCによる absinthinの定量は，成分規格試

験として有用である．一方，absinthin 標品は

20,000 円/mg と非常に高価であり，さらに

absinthin をはじめとするセスキテルペンラクト

ンは配座異性平衡や骨格転位を起こすことか

ら純度コントロールが難しい物質であり，定

量用標品や同定用標品としての規格化が困難

と考えられる． 
これに対して TLC は，適当な固定相で作ら

れた薄層を用い，混合物をそれぞれの成分に

分離する方法であり，薄層板さえ用意できれ

ば，誰もが簡便に実施できる試験である．ま

た Rf 値を規定することにより，目的の標品が

なくとも，物質の確認試験として運用するこ

とができる．そこで，ニガヨモギ抽出物中の

absinthinについて，TLC を用いた確認試験を検

討することとした．TLC 条件は，逆相条件と

順相条件を検討することとした．逆相条件で

は展開溶媒にメタノール／水混液（3：2），順
相条件では酢酸エチル/トルエン混液（5：4）
を検討することとした（第 5 版既存添加物自主

規格に採用されている条件）．先の「C-3) ニガ

ヨモギ抽出物中の absinthin 含量」で，

Absinthin 濃度が明らかとなった LC/MS 分析試

料液を用いて検討した． 
逆相条件では Rf値 0.14 に absinthin に由来す

る茶色のスポットが確認された（Fig. 4）．順相
条件では，バニリン・硫酸を噴霧したあと，2
分間静置してスポットを観察したが，スポッ

トが肉眼では確認できなかった．そこで，

110℃に設定したホットプレートに乗せ呈色を

観察したところ，Rf値 0.19 に absinthin のスポ

ットが確認された（Fig. 4）．両条件とも，各試

料の absinthinのスポットの濃さは，薄層板に負

荷した試料の absinthin濃度と相関しており，他

の夾雑成分の影響を受けていないと考えられ

た． 
 
D. 結論 
本研究はニガヨモギ抽出物の成分規格設定

を念頭に，本抽出物中の成分分析を行った．

LC/MS 分析の結果，ニガヨモギ抽出物はセス

キテルペンラクトンである absinthin，フラボノ

イドの artemetin及び yangambinをはじめとする

リグナン類を主要な成分として含むことを明

らかとした．このうち苦味成分である absinthin
を指標として HPLC による定量分析及び TLC
による確認試験を検討したところ、両手法と

も他の夾雑成分の影響を受けることなく

absinthin をモニタリングできることを明らかに

した．本研究成果をもとにニガヨモギ抽出物

の成分規格及び試験法を進めていく予定であ

る． 
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Fig. 1. ニガヨモギ抽出物中の主要成分 
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Fig. 2. ニガヨモギ抽出物およびクガイのHPLCクロマトグラム 

A650，A657，C2232：添加物製品．C2229，C2230，C2235：クガイ．クロマトグラ
ム：210 nm ± 4 nm． 
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Fig. 3. Abisnthin標品の絶対検量線 

検出は210 nm ± 4 nm．△：n1，○：n2，□：n3． 
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Fig. 4. 逆相及び順相条件によるabsinthinのTLC分析結果 

逆相条件はRf値0.14，順相条件ではRf値0.19にabsinthinのスポットが確認された．試料
に記載された濃度（µg/mL）はabsinthinの濃度． 
  

順相条件逆相条件
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Table 1．Absinthin 定量結果（wt%） 
  ニガヨモギ抽出物 クガイ 

含量 0.66% 0.78% 0.23% 0.01% 0.05% 0.17% 

RSD 1.9% 1.1% 2.0% 5.9% 2.0% 0.7% 

試料調整 1 回，測定は非連続に 3 回行った． 
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既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
試験法及び分析法の開発 

〜1H-qNMR 基づく相対モル感度を用いた酵素処理ナリンジンの分析手法に関する研究〜 

分担研究者 大槻 崇 日本大学 生物資源科学部 食品生命学科 専任講師 

 

 
 

A. 研究目的 

酵素処理ナリンジンは，既存添加物名簿収載

品目リストに収載されている既存添加物の 1 つ

であり，苦味料等として，チューイングガムや

清涼飲料水のアクセントとして使用される 1．

この食品添加物は，食品衛生法第１１条第１項

の定めにより告示される「食品，添加物等の規

格基準」に基づく成分規格が制定されておらず，

現在は，日本食品添加物協会が作成した第 4 版

既存添加物自主規格 2 に基づいて製造，使用，

流通している．一方で，平成７年以降，既存添

加物の安全性確保を求める国会の附帯決議も

踏まえ，既存添加物については，その品質を確

保し，食の安全に寄与するため，個々の成分規

格を設定した上，食品添加物公定書への収載が

進められており，この酵素処理ナリンジンに関

して「食品，添加物等の規格基準」の策定及び

食品添加物公定書への収載に向けた検討が進

められている．このうち，成分規格（案）に関

して，「本品を乾燥物換算したものは，総ナリン

ゲニン配糖体として 30.0％以上を含む」とされ

ており，この総ナリンゲニン配糖体含量は，酵

素処理ナリンジンのグルコアミラーゼ及びα

－グルコシダーゼ処理後の「ナリンジン」，「モ

ノグルコシルナリンジン」，「ナリンゲニン 7-O-
グルコシド」及び「遊離するα－グルコシル残

基」の各含量の合計値から算出することが規定

されている．現在，分担研究者は，既存添加物

の成分規格試験法の向上を目指した研究の一

環として，この酵素処理ナリンジンの規格試験

法における 1H-qNMR に基づく相対モル感度

（Relative Molar Sensitivity：RMS）を用いたシン

グルリファレンス HPLC 法 3-5 の応用に関する

検討をすすめている．これまでに，基準物質に

対するナリンジン及びモノグルコシルナリン

ジンの RMS を明確にするとともに実試料を用

い検討において，シングルリファレンス HPLC
法と従来法で前処理後のナリンジン及びモノ

グルコシルナリンジンの含量に大きな違いは

認められず，この RMS を用いることにより，シ

ングルリファレンス HPLC 法からこれら 2種の

正確な定量が可能であることを明らかにした．

今年度は，シングルリファレンス HPLC 法の応

用に関する検討の一環として，基準物質に対す

研究要旨  本研究では，既存添加物の成分規格試験法の効率化及び精度の向上を目指して，

現状，成分規格が未設定である酵素処理ナリンジンを対象に，その成分規格（案）における定

量法の確立に関する検討を行った．今年度は，昨年度に引き続き， 1H-qNMR に基づく相対モ

ル感度（RMS）を用いたシングルリファレンス HPLC 法の当該分析への応用に関する検討を実

施し，基準物質である 4－ヒドロキシ安息香酸メチル及びカフェインに対するナリンゲニン 7-
O-グルコシドの RMS が 1.13（MHB），1.87（カフェイン，検出波長 274 nm），0.87（カフェイ

ン，検出波長 205 nm）であることが明らかとなった．また，成分規格試験法（案）における前

処理時のグルコアミラーゼ及びα－グルコシダーゼを用いた酵素加水分解の反応効率につい

て検討した結果，規定された反応時間，各酵素の添加量に問題は無いと考えられた． 

147



るナリンゲニン 7-O-グルコシドの RMS につい

て検討した． 
また，成分規格試験法（案）に規定されてい

る前処理におけるグルコアミラーゼ及びα－

グルコシダーゼを用いた酵素加水分解の反応

効率について併せて検討した． 
 
B. 研究方法 

B-1) 試料及び試薬 
酵素処理ナリンジン（食品添加物製品）（管

理番号：C2204），グルコアミラーゼ（アミロ

グルコシダーゼ，SIGMA社製，Cat.No. 10113-
1G，力価：103 U/mg（表示値）），α－グルコ

シダーゼ（トランスグルコシダーゼ L「アマ

ノ」S，Lot.No.TGUS1152301LS，力価：317000 
U/mg（提供情報））は，国立医薬品食品衛生研

究所 食品添加物部よりご供与いただいた．

ナリンジンは，Acros Organics社製の一般試薬

（Cat.No. 10236-47-2，Lot No.A0407598），ナリ

ンゲニン 7-O-グルコシドは，Extrasynthese社
製の一般試薬（Cat.No.1160S, Batch: 07，ID：
0507/0），4－ヒドロキシ安息香酸メチル（メチ

ルパラベン，MHB）は，シグマアルドリッチ

（株）製の認証標準物質（Cat. No. 99-79-3，
Lot No. BCBX5970，認証値： 99.8 %，拡張

不確かさ：0.3%），カフェインはシグマアル

ドリッチ（株）製の認証標準物質（Cat. No. 
58-08-2，Lot No. BCCC1661，認証値： 
99.9 %，拡張不確かさ：0.2%）をぞれぞれ用

いた．2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate-d6 
sodium salt （DSS-d6）は富士フイルム和光純薬

（株）製の認証標準物質（Code. No044-
31671， Lot.No.ESH6525，認証値：92.3%，拡

張不確かさ：0.8%）を用いた．重ジメチルス

ルホキシド（DMSO-d6）は関東化学（株）製

を用いた．D-グルコース定量用発色試薬は富士

フイルム和光純薬（株）製グルコース CII-テス

トワコーを使用した．その他の溶媒は，高速

液体クロマトグラフィー用または特級を用い

た． 
 
B-2） 装置 
核磁気共鳴装置（NMR）： ECA500（プロトン

共鳴周波数：500 MHz）（日本電子（株）製） 
分析用 HPLC ポンプ：LC-20AD（低圧グラ

ジエントユニット内蔵），オートサンプラ：

SIL-20AC，カラム恒温槽：CTO-10ASVP，多波

長検出器：SPD-M10AVP，システムコントロー

ラ：CBM-20Alite，分析データ処理システム：

LabSolutions（以上（株）島津製作所製），脱気

装置：AG-34（（株）フロム製）． 
ミクロ天秤： BM-20（（株）エー・アンド・デ

イ製） 
セミミクロ天秤：AUW220D（（株）島津製作

所製） 
 
B-3）相対モル感度（RMS）を用いたシングル

リファレンス HPLC 法よるナリンゲニン 7-O-
グルコシドの定量 
 
B-3-1）1H-qNMR によるナリンゲニン 7-O-グ
ルコシドの純度測定 
ナリンゲニン 7-O-グルコシド約 10 mgを精密

に量り，サンプル管に入れた．別に DSS-d6約 5 
mg を精密に量り，先程のサンプル管に入れた

後，DMSO-d6 約 1 g に溶解し 1H-qNMR 用試験

溶液とした． 3併行で試験溶液を調製し，この

溶液を外径 5 mm の NMR試料管に入れ密閉し，

表 1 に示す条件を用いて 1H-qNMR測定を行っ

た． DSS-d6のシグナル面積強度を 9.000 とした

ときの各化合物に由来する特定基のシグナル

面積強度，分子量，濃度等を次の式に代入し，

各試料の含量（純度，%）を算出した． 
 

 
ただし， 
Isample= 測定対象物質の特定基のシグナル面積強

度 Istd=内標準物質のシグナル面積強度（DSS-d6：   
9.000） 

Hsample=測定対象物質の特定基の水素数 
Hstd=内標準物質の特定基の水素数（DSS-

d6:CH3×3=9） 
Msample=測定対象物質の分子量 

Purity (%) =
Isample/ Hsample

Istd/ Hstd
×

Msample/ Wsample

Mstd/ Cstd

× 100
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Mstd=内標準物質の分子量（DSS-d6：224.36）
Wsample=測定対象物質の秤取量（mg） 
Cstd= 1H-qNMR標準溶液の DSS-d6濃度 
なお，1H-qNMR の化学シフト値は，DSS-d6の

プロトンシグナルを基準（δ 0 ppm）とし，δ値
を ppm単位で表した．また，データの解析は，

Delta（Ver.5.3.0）（日本電子（株））を用いた． 
 
B-3-2）基準物質（MHB 及びカフェイン）に

対するナリンゲニン 7-O-グルコシドの RMS の

算出 
ナリンゲニン 7-O-グルコシドでは，溶液濃

度が約 500 μmol/L となるようにナリンゲニン 
7-O-グルコシドの各 1H-qNMR 用試験溶液を 20 
mL容メスフラスコへ必要量入れ，20 %アセト

ニトリルを加え調製した．その後，20 %アセ

トニトリルを用いて公比 2 で順次希釈し，約

1.0～500 μmol/L の間で 10濃度の HPLC 用試験

溶液を作製した． 
MHB 及びカフェインでは，認証値（純度）を

考慮し，MHB及びカフェインを正確に量りとり，

約 1.0 μmol/L～約 500 μmol/L の間で 10点の濃

度の HPLC 用試験溶液（溶媒：20 %アセトニト

リル）を各試料 3併行で作製した．  
作製された各試験溶液について，次の HPLC

条件で分析した． 
カラム：Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ （4.6 ×250 mm，

粒子径 5 µm，ナカライテスク（株）製），カラ

ム温度：40℃，検出波長：283 nm（ナリンゲ

ニン 7-O-グルコシド），255 nm（MHB），カフ
ェイン（205 及び 274 nm），流速：1.0 
mL/min，移動相：水／アセトニトリル／酢酸

混液（8000：2000：1），注入量：10 μL 
 
各溶液のモル濃度を X軸に，検出器の応答値

（ピーク面積値）を Y軸にプロットし，Excel
を用いて原点を通る（X：0，Y：0）回帰直線
を作成し，これを検量線とした．なお，各溶

液におけるクロマトグラム上のピークの S/N
が 10 以上となる濃度範囲で検量線を作成し

た． 
得られた測定対象物質及び基準物質の検量

線の検量線式の傾きの比（測定対象物質/基準

物質）から基準物質に対する測定対象物質の

RMS を算出した． 
 

B-4）酵素処理ナリンジン製品中の総ナリンゲ

ニン配糖体含量の定量における酵素処理の反

応効率の検討 
 
B-4-1）酵素処理後のナリンゲニン配糖体（ナリ

ンジン，モノグルコシルナリンジン，ナリンゲ

ニン 7-O-グルコシド）の量 
105℃で 3 時間乾燥させた酵素処理ナリンジ

ン 0.5 g を精密に量り，水 50 mL に溶解させた．

その後，アクリル酸エステル系吸着用樹脂（ア

ンバーライト XAD7HP）50 mL が充填されたガ

ラス管（内径 約 2.5 cm，長さ：55 cm）に酵素

処理ナリンジン溶液を注ぎ，1 分間に 2.5 mL 以

下の速さで流出させた後，水 250 mL で洗浄し

た．次に，80％エタノール 200mL を 1 分間に 2.5 
mL 以下の速さで流し，吸着画分を溶出させた．

この溶出液を濃縮して全量を約 40 mLとした後， 
この液 20 mL にグルコアミラーゼ 2500単位及

びα－グルコシダーゼ 30000 単位を添加し，

55 ℃で 60 分間放置した．さらに 95 ℃で 30 分

加熱した後，室温まで冷却し，水を加えて正確

に 50 mL とし，A液とした．この A液 5 mL を

正確に量り，水／アセトニトリル／酢酸混液

（8000：2000：1）（移動相）を加え正確に 50 mL
とし，HPLC 用試験溶液とした．この HPLC 用

試験溶液を B-3-2 に示した HPLC 条件で分析し

た． 
各試験溶液中のナリンジンについて，その

ピーク面積値を別に作成したナリンジン（1H-
qNMR により求められた純度に基づく標準溶

液を使用．ナリンジン純度：85.2%）の検量線

式に代入し，試験溶液中のナリンジン濃度

（μmol/L）を求め，次の式より試料中の含量

を算出した． 
 
ナリンジンの量（％）= 

＝
(C × M) × V
W× 10!

×
50
5
× 100 

 
ただし， 
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C： HPLC 用試験溶液中の測定対象物質の 
濃度［µmol/L］ 

V:：試験溶液の量［L］（0.05 L） 
M：測定対象物質の分子量（ナリンジン= 

580.54） 
106：試料の秤量値の単位［g］から［µg］ 

への単位の変換係数 
W：試料の摂取量（g） 
 
試験溶液中のモノグルコシルナリンジン及

びナリンゲニン 7-O-グルコシドについては，

そのピーク面積値を上記のナリンジン標準溶

液の検量線式に代入し，1H-qNMR 基づく各

RMS（モノグルコシルナリンジン/ナリンジン

= 1.07，ナリンゲニン 7-O-グルコシド/ナリン

ジン= 0.98）を用いて試験溶液中のモノグルコ

シルナリンジンまたはナリンゲニン 7-O-グル

コシド濃度（µmol/L）を求め，次の式より試

料中の含量を算出した． 
 

モノグルコシルナリンジンまたはナリンゲニ

ン 7-O-グルコシドの量（％）= 

＝
(C × M) × V
W× 10!

×
50
5
× 100 

 
ただし， 
C： HPLC 用試験溶液中の測定対象物質の 
濃度［µmol/L］ 

V:：試験溶液の量［L］（0.05 L） 
M：測定対象物質の分子量（モノグルコシ

ルナリンジン= 742.70，ナリンゲニン 7-
O-グルコシド= 434.40） 

106：試料の秤量値の単位［g］から［µg］ 
への単位の変換係数 

W：試料の摂取量（g） 
 

B-4-2）酵素処理後のα－グルコシル残基の量 
B-4-1 の項で得られたＡ液 20 μL を量り，D

－グルコース定量用発色試液 3mL を正確に加

えて振り混ぜた後，37℃で正確に 5 分間放置

した．室温まで冷却したものを試験溶液と

し，波長 505 nm における吸光度を測定した．

対照には，水 20 μL を用いて試験溶液と同様に

操作した液を用いた．また，別に空試験を行

い，補正した．ただし，空試験溶液は，水約

20 mL にグルコアミラーゼ 2500単位及びα－

グルコシダーゼ 30000単位を添加し，55℃で

60 分間放置した後，95℃で約 30 分間加熱し

た．室温まで冷却した後，水を加えて正確に

50 mL とし，空試験溶液を試験溶液と同様に操

作して吸光度を測定した．別に，各濃度のグ

ルコース標準溶液（0.5 mg/mL，1.0 mg/mL，
2.0 mg/mL，3.0 mg/mL，5.0 mg/mL）について

試験溶液と同様に操作して吸光度を測定し，

検量線を作成した．この検量線と補正した検

液の吸光度から試験溶液中の D（＋）－グル

コース濃度を求め，次式によりグルコアミラ

ーゼ処理により遊離する α－グルコシル残基の

量を算出した． 

α－グルコシル残基の量	(%) 

=	
C × 100
W × 1000

×
162
180

× 100		 

ただし， 

C：試験溶液 1 mL あたりの D（＋）－グルコー

スの量（µg） 

W：試料の採取量（mg）である． 
 

B-4-3）総ナリンゲニン配糖体含量の算出 
次の計算式により，総ナリンゲニン配糖体

の含量を求めた． 
総ナリンゲニン配糖体含量（%） 
＝酵素処理後のナリンゲニン配糖体（ナリン

ジン，モノグルコシルナリンジン，ナリンゲ

ニン 7-O-グルコシド）の量（%）＋酵素処理

により遊離したα－グルコシル残基の量（%） 
 

 
C. 結果及び考察 
C-1）相対モル感度（RMS）を用いたシングル

リファレンス HPLC 法よるナリンゲニン 7-O-
グルコシドの定量 
 
C-1-1）1H-qNMR によるナリンゲニン 7-O-グ
ルコシドの純度測定 
正確な RMS の算出にあたり，測定対象物質
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の一般試薬の正確な純度を明らかにすること

は非常に重要である．そこで，この純度を明

らかにするため，1H-qNMR を用いることとし

た． 1H-qNMR は，スペクトル上に観察される

標準物質と測定対象物質のシグナル面積強度

とモル濃度の関係から，測定対象物質の濃度

を絶対定量することが可能である．また，計

量計測トレーサビリティが確保された標準物

質を用いることにより，得られる定量値の信

頼性が大幅に向上した方法である．そこで，

表 1 に示す測定条件を用いて，一般試薬のナ

リンゲニン 7-O-グルコシドについて 1H-qNMR
を行った．なお，化学シフト値は，内標準物

質のメチルプロトンシグナルを基準（DSS-
d6：δ 0 ppm）とし，δ値を ppm単位で表し

た．図 1 に示すように， 1H NMR スペクトル

上，δ 2.70～5.60 ppm にアグリコン（ナリンゲ

ニン）の 2位，3位及び糖部に由来するシグナ

ル，δ 6.00～7.50 ppm にアグリコン（ナリンゲ

ニン）に由来するシグナルがそれぞれ観察さ

れた．これらのうち，δ 7.28 ppm に観察された

ナリンゲニンの 2’位及び 6’位の水素に由来す

るシグナルは，他の分子内並びに夾雑成分に

由来するシグナルと十分に分離されていたた

め，ナリンゲニン 7-O-グルコシドの定量用シ

グナルとして適当と考えられた．そこで，こ

のシグナルより 3併行で調製されたナリンゲ

ニン 7-O-グルコシド試薬の純度を算出したと

ころ，90.5 ± 0.5 %であることが判明した．  
 

C-1-2）基準物質（MHB 及びカフェイン）に

対するナリンゲニン 7-O-グルコシドの RMS の

算出 

基準物質に対するナリンゲニン 7-O-グルコ

シドの RMS を算出するため， 1H-qNMR による

純度に基づいて調製されたナリンゲニン 7-O-
グルコシド試験溶液並びに認証値（純度）に基

づき調製された MHB 及びカフェイン試験溶液

を用いて，B-3-2 に示す HPLC 条件より PDA 検

出器が接続されたHPLCで分析を行った（図2）．
そして，得られた原点を通る各検量線の検量線

式の傾きの比（測定対象物質/基準物質）から基

準物質に対する測定対象物質の RMS を算出し

た．まず，各検量線の直線性を評価したところ，

ナリンゲニン 7-O-グルコシド，MHB，カフェイ

ンの全ての検体の検量線の決定係数は 0.9991～
1.00 と良好であることが確認された（なお，

MHB及びカフェインについては，昨年度の報告

書で報告済みである．）．ナリンゲニン 7-O-グル

コシド及び基準物質の代表的な検量線を図 3 に

示す．以上の結果より，これらの検量線は RMS
の算出に利用可能と判明した． 
そこで，化合物ごとに 3 併行の検量線の傾き

の平均値を算出したところ，ナリンゲニン 7-O-
グルコシドでは 10047（検出波長：283 nm），MHB
では 8931 （検出波長：255 nm），カフェイン：

5388 (検出波長：274 nm)及び 11598 (検出波長：
205 nm）であることが判明した（MHB 及びカフ

ェインについては，昨年度の報告書で報告済み

である．）．得られたこれらのデータより，基準

物質に対するナリンゲニン 7-O-グルコシドの

RMS を算出したところ，表 2 に示す値であるこ

とが判明した．  
 
C-2）酵素処理ナリンジン製品中の総ナリンゲ

ニン配糖体含量の定量における酵素処理の反

応効率の検討 
成分規格試験法（案）における総ナリンゲ

ニン配糖体含量は，酵素処理ナリンジンのグ

ルコアミラーゼ（500～2500単位）及びα－グ

ルコシダーゼ（15000～30000単位）処理後の

「ナリンジンの量」，「モノグルコシルナリン

ジンの量」，「ナリンゲニン 7-O-グルコシドの

量」及び「遊離するα－グルコシル残基の

量」の合計値から求めることが規定されてい

る．この成分規格試験法（案）における検証

を他機関が実施したところ，酵素処理ナリン

ジン製品 1種（C2204）において，① 総ナリン

ゲニン配糖体含量が 30.0％を下まわること及

び②定量値の再現性が良好ではないことが判

明した．この原因として，酵素処理ナリンジ

ン類の酵素加水分解反応が十分ではないこと

が示唆されたことから，本研究では，酵素加

水分解の反応条件の最適化に向け，反応時間

及び酵素の添加量の両面で，その反応効率を

検証した．なお，前処理において，アクリル
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酸エステル系吸着用樹脂による複数回のカラ

ム精製により得られる各溶出液（40 mL）は，

すべて混ぜ合わせ，均一にした後，その 20 mL
を採取し酵素加水分解反応に供した．また，

反応時間については，成分規格試験法（案）

で示された 60 分に加え，90 分，120 分，グル

コアミラーゼ及びα－グルコシダーゼの添加

量を規定量の最大量で酵素加水分解を行い，

① 酵素処理後のナリンゲニン配糖体の量，② 
酵素処理後のα－グルコシル残基の量及び③ 
総ナリンゲニン配糖体含量を算出した．各試

験溶液のクロマトグラムを図 4 に示す．その

結果，表 3 に示すように，反応時間の違いに

より，①，②，③に大きな違いは認められな

かった．そこで，グルコアミラーゼ及びα－

グルコシダーゼの添加量を規定量の最大量の 2
倍として同様の検討を行った．各試験溶液の

クロマトグラムを図 4 に示す． 表 4 に示すよ

うに，反応時間の違いにより，各種含量に大

きな差はなく，また，表 3 に示す定量値とほ

ぼ同等の結果であった．なお，これらのクロ

マトグラムを確認すると，保持時間が 5～6.5
分付近に， グルコシルナリンジン類と考えら

れるピークが検出されたが（付録 1），これら

は S/N が 10 またはそれを下まわっており，ナ

リンゲニン配糖体の定量値に影響は及ぼさな

いものと考えられた．また，検討したすべて

の試験溶液では，ナリンゲニン 7-O-グルコシ

ドの量は定量下限（S/N 10）である 0.1%以下

であった（表 3，表 4，付録 1）． 
 
D. 結論 

本研究では，既存添加物の成分規格試験法

の効率化及び精度の向上を目指して，昨年度

に引き続き，酵素処理ナリンジンの規格試験

法における 1H-qNMR に基づく RMS を用いた

シングルリファレンス HPLC 法の応用に関す

る検討を行った．その結果，測定対象物質で

あるナリンゲニン 7-O-グルコシドの MHB 及び

カフェインに対する RMS が明らかとなるとと

もに，昨年度の結果を含めて，成分規格試験

法（案）における測定対象物質 3種の基準物

質に対する RMS が明確となった．また，成分

規格試験法（案）におけるグルコアミラーゼ

及びα－グルコシダーゼによる酵素加水分解

反応の最適化に向け，その反応効率を検証し

た．その結果，反応時間及び添加する酵素量

ともに規定値の 2倍としても，定量値に大き

な違いは認められなかった．なお，本研究に

おいて使用した酵素処理ナリンジン製品

（C2204）の総ナリンゲニン配糖体含量は，規

格値を満たしていない．この原因は不明では

あるが，前処理におけるカラム精製時の洗浄

液へのナリンジン配糖体の溶出は認められな

いこと（図 4）から，この操作での損失はない

ものといえる．また，酵素処理後の試験溶液

に残存するグルコシルナリンジン類の含量は

非常に少ないこと（付録 1），ナリンゲニン 7-
O-グルコシドの量は定量下限である 0.1%以下

であること並びに他機関の検証における総ナ

リンゲニン配糖体含量と本研究で明らかにし

た各種反応条件における同含量は近似したこ

とを考え合わせると，成分規格試験法（案）

において規定されている酵素加水分解の反応

条件について，反応時間，酵素添加量には問

題はないものと考えられた．  
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図 1  ナリンゲニン 7-O-グルコシドの化学構造及び 1H-qNMR スペクトル 

測定溶媒：DMSO-d6，*：定量用シグナル (H-2’ and H-6’) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PPM

8 7 6 5 4 3 2 1 0

PPM

8 7 6 5 4 3 2 1 0

H-2’, 6’
(dH 7.28）

*

2’

6’

DSS-d6

Solvent residual
signal

Water

154



(a)                                                              (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(c)                                (d) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2   ナリンゲニン 7-O-グルコシド（a）， MHB（b），カフェイン（c 及び d）の HPLC

クロマトグラム 
 
HPLC 条件 
カラム：COSMASIL 5C18-MS-Ⅱ (4.6×250 mm，粒子径 5 µm)（（株）ナカライテスク製），カラム温度：40 ℃， 
検出波長：283 nm（ナリンゲニン 7-O-グルコシド(a)），255 nm（MHB (b)），274 nm （カフェイン (c)），205 nm （カ

フェイン (d)），移動相：水／アセトニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），流速：1.0 mL/min  
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図 3   ナリンゲニン 7-O-グルコシド（a）， MHB（b），カフェイン（c 及び d）の 

代表的な検量線 

(c)：274 nm のデータより作成した検量線，(d)：205 nm のデータより作成した検量線 
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図 4  各試験溶液及び標準溶液の HPLC クロマトグラム 
1. モノグルコシルナリンジン，2. ナリンジン，3. ナリンゲニン 7-O-グルコシド 
HPLC 条件 
カラム：COSMASIL 5C18-MS-Ⅱ (4.6×250 mm，粒子径 5 µm)（（株）ナカライテスク製），カラム温度：40 ℃， 
検出波長：283 nm，移動相：水／アセトニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），流速：1.0 mL/min  
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〇 図 4 のクロマトグラムについて 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  酵素 

  反応時間 添加量 

(a) 60 規定量の最大量 
(b) 90 規定量の最大量 
(c) 120 規定量の最大量 
(d) 60 規定量の最大量の 2倍 
(e) 90 規定量の最大量の 2倍 
(f) 120 規定量の最大量の 2倍 
   

(g) 溶出液（酵素未処理） 
(h) 洗浄液（酵素処理） 
(i) ナリンジン 
(j) モノグルコシルナリンジン 
(k) ナリンゲニン 7-O-グルコシド 
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表 1 ナリンジン及び α－モノグルコシルナリンジンの純度測定における 
1H-qNMR 条件 

 

装置   JEOL ECA 500 spectrometer 

スペクトル幅  15 ppm（-2.5－12.5 ppm） 

データポイント数  32768 

オートフィルター  on（eight times） 

取り込み期間  4.37 秒 

フリップ角  90° 

取り込み待ち時間  60 秒 

スキャン回数  8 

スピニング  off 
13Ｃデカップリング  Multi-pulse decoupling with phase and frequency switching 

（MPF-8） 

―――――――――――――――――――――――――――――――― 
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表 2 各基準物質に対するナリンゲニン 7-O-グルコシドの RMS 

 

  基準物質 

 
MHB 

  カフェイン 

     検出波長 
274 nm 

 検出波長 
205 nm 

ナリンゲニン 7-O-グルコシド 1.13   1.87 0.87 
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表 3 酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量（グルコアミラーゼ：2500 単位，α-グルコシダーゼ：30000 単位） 

 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.3 0.1 3.3 0.01 3.4 0.03 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
7.1 0.2 7 0.02 7.2 0.1 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       

酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
10.5 0.3 10.2 0.02 10.6 0.1 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.7 0.5 14.5 0.6 14.0 0.3 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 25.2 0.3 24.7 0.6 24.6 0.4 

 

定量では，1H-qNMRの結果に基づいて調製されたナリンジン標準溶液を使用した 
（純度：85.2%） 
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表 4 酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量の 2 倍（グルコアミラーゼ：5000 単位，α-グルコシダーゼ：60000 単位） 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.2 0.1 3.1 0.03 3.2 0.2 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
7.0 0.1 6.8 0.1 7.1 0.3 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       

酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
10.2 0.2 9.9 0.2 10.3 0.5 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.0 0.4 14.5 0.5 14.0 0.9 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 24.1 0.5 24.4 0.7 24.4 0.4 

 
定量では，1H-qNMRの結果に基づいて調製されたナリンジン標準溶液を使用した 
（純度：85.2%） 
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付録 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

試験溶液(図 4 (a))の HPLCクロマトグラム，拡大図等 

1. モノグルコシルナリンジン，2. ナリンジン，3. ナリンゲニン 7-O-グルコシド 
 
HPLC 条件 
カラム：COSMASIL 5C18-MS-Ⅱ (4.6×250 mm，粒子径 5 µm)（（株）ナカライテスク製），カラム温度：40 ℃， 
検出波長：283 nm，移動相：水／アセトニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），流速：1.0 mL/min  
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付録 2 

 

酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量（グルコアミラーゼ：2500 単位，α-グルコシダーゼ：30000 単位） 

（ナリンジン定量用標品の純度を 100%として計算） 

 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.9 0.1 3.8 0.01 3.9 0.04 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
8.4 0.2 8.2 0.03 8.5 0.1 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       
酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
12.3 0.3 12.0 0.04 12.4 0.1 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.7 0.5 14.5 0.6 14.0 0.3 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 27 0.3 26.5 0.6 26.4 0.4 
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付録 3 

 

酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量の 2 倍（グルコアミラーゼ：5000 単位，α-グルコシダーゼ：60000 単位） 

（ナリンジン定量用標品の純度を 100%として計算） 

 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.8 0.1 3.7 0.04 3.8 0.2 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
8.2 0.2 8.0 0.1 8.3 0.4 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       

酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
12.0 0.3 11.7 0.2 12.1 0.6 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.0 0.4 14.5 0.5 14.0 0.9 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 26.6 0.3 26.1 0.8 26.2 0.6 
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付録 4  

 

(a)                                                         (b) 

 

 

 

 

 

ナリンジン (a)及びモノグルコシルナリンジン（b）の化学構造 

n
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 
試験法及び分析法の開発 

〜PDA 検出器の校正化合物創出のための基礎検討〜 

研究分担者 出水庸介 国立医薬品食品衛生研究所 有機化学部 部長 

 
 

研究協力者 

辻厳一郎 国立医薬品食品衛生研究所 
有機化学部 主任研究官 

 
A. 研究目的 

食品添加物の試験では，HPLC を用いた分析法

が設定されているものが多く，異なる装置間で

の分析における正確さを担保することは重要

である．フォトダイオードアレイ（PDA）は広

範囲の波長域の吸収を一度に検出できること

から，HPLC をはじめとした分析機器の検出器

として汎用的に利用されている．PDA 検出器を

利用した HPLCでの定量分析においては装置間

における校正を行う際に基準となる化合物が

必要となる．特定波長の吸収における装置間校

正は，対象とする波長に対して適切な基準物質 
（シングルリファレンス）を設定することで対

応が可能であるが， PDA のカバーする広範囲の

波長域において一種の化合物を使用して校正

を実施できることが望ましい．しかしながら，

現状，そのような化合物は設定されていない． 
本研究では， PDA の校正用化合物として利用可

能な分子創出を目的とし，広範囲の波長域にお

いて UV 吸収を示す化合物の開発について検討

した．異なる波長領域に吸収を持つ複数分子を

連結する分子設計を考案した． 今年度は引き続

き吸収を示す化合物の開発として，ビスアリー

ルマレイミド誘導体の合成について検討した． 
 

B. 研究方法 
B-1) 分子設計・合成経路 
昨年度は複数分子を連結可能なビルディング

ブロック部の合成を行い，UV 吸収を示す化合

物として，ビスアリールマレイミド化合物を合

成した．ビスアリールマレイミド誘導体は共通

の合成前駆体 5 に対して，クロスカップリング

反応によって種々の官能基を導入することが

可能であるため，様々な構造の誘導体を合成す

るのに適している．この合成経路によって幅広

い波長を示す化合物の探索のための方法につ

研究要旨 研究分担者らは，既存添加物の有効成分または指標成分の定量用標品の供給問題を

解消するため，分析対象物質の標準物質を必要としない定量分析法の開発を行っている．フォ

トダイオードアレイ(PDA)は広範囲の波長域における吸収を検出できるため，HPLCなどの分析

機器の検出器として汎用されている．PDAで検出されるシグナルを用いた定量においては装置

間，また長波長域における誤差が大きいことが問題点となる．この問題点については，広範囲

に吸収をもつ基準物質となる化合物を利用して校正を行うことが望ましいが，現状，PDA校正

用として汎用的に使用されている化合物は無い．本研究では，PDA検出器の校正に利用可能な

性質，すなわち広範囲における吸収や水溶性といった物理的性質を有する分子の探索を目的と

した．本年度は，広波長範囲において吸収を有する分子として複数のビスアリールマレイミド

化合物の効率的な合成と吸収スペクトルの長波長化について検討した．その結果，複数種類の

ビスアリールマレイミド誘導体の同時合成が可能であること，また芳香環部位の置換基として

電子供与基を導入することで吸収スペクトルが長波長化できることが分かった． 
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いて検討した． 
ビスアリールマレイミド誘導体およびその合

成に必要なボロン酸エステルは Scheme 1 に示

すルートで合成する計画を立てた．以下，本研

究において使用した市販試薬等の情報を示す． 
 
B-2) 試料及び試薬 
Boc-Amino-PEG3-Amine： 東京化成工業，Cat. 

B6080．重クロロホルム (CDCl3)，重アセトン 
(Acetone-d6)：関東化学．分光分析用ジメチルス

ルホキシド：FUJIFILM 和光純薬, Cat. 045-28335．
その他，ジクロロメタン，アセトン，1,4-ジオキ

サン，エタノール，N,N-ジメチルホルムアミド 
(DMF)，トルエン，酢酸エチル，ヘキサン，ア

セトン，塩酸，水酸化カリウム (KOH) ，無水硫

酸ナトリウムはすべて市販特級品を用いた． 
 
B-3) 化合物の合成 
特に断りがない限り，全ての試薬は試薬会社

から購入したものをそのまま使用した．反応の

追跡は薄層クロマトグラフィー (TLC)(60 F254, 
Merck社)を使用し，スポットの可視化はハンデ

ィ UVランプ (254/365 nm)(UVP社)による紫外

線照射，およびヨウ素蒸気によって行った．化

合物精製のためのカラムクロマトグラフィー

用のシリカゲルには，関東化学 60N (球状，中

性)，もしくは中圧カラムクロマトグラフィー装

置 (Smart Flash)(山善)、および中圧カラムクロマ

トグラフィー用充填カラム (Hi-Flash column / 
Inject column (山善)を使用した．分取 HPLC の

システムには EXTREMA (日本分光)を使用した．

HPLC 分取条件；カラム: COSMOSIL AR-II (C18, 
20 I.D x 250 mm, 5 µm)(ナカライテスク), 流速: 
10 mL/min, 移動相: A = 0.1% TFA in water, B = 
0.1% TFA in CH3CN, 移動相グラジエント (B%): 
10 to 100 (30 min), 検出波長: 254 nm.  1H および 
13C-NMR スペクトルは NMR測定用の重水素化

溶媒を使用して，ECZ 600 spectrometer (JEOL)に
て測定した．化学シフト値 (ppm)はテトラメチ

ルシラン (TMS) (CDCl3: 0 for 1H-NMR) ，もしく

は残留溶媒のシグナルを内部標準として補正

した (CDCl3: 77.0 for 13C-NMR; Acetone-d6: 2.05 
for 1H-NMR, 29.84 for 13C-NMR)．シグナルの分

裂様式は以下に示す通りである (singlet (s)，
doublet (d)，triplet (t)，double of doublets (dd)，
multiplet (m)，broad (br))．高分解能質量分析 
(HRMS)は Shimadzu IT-TOF MS (島津)にて，エ

レクトロスプレーイオン化法にて測定した． 
 
B-3) 化合物の紫外可視吸光スペクトル 
得られた化合物については UV スペクトルを

取得して，吸収波長を確認した．それぞれの化

合物はジメチルスルホキシド（分光分析用）に

溶解させて 10 mM の溶液としたものをストッ

ク溶液とした．これを段階的に希釈することで

50 µM のジメチルスルホキシド溶液とした．ス

ペクトルの測定には，V-730（日本分光）を使用

し，石英セル（1 x 1 cm）を用いて室温にて測定

を行った．  
 

C. 結果及び考察 
C-1) 化合物の合成 
本研究では，幅広い波長領域に吸収をもつ化

合物の合成においてマレイミド骨格に 2 つの芳

香環（Aryl : アリール）を導入した，ビスアリー

ルマレイミド骨格の化合物を用いた（Scheme 1）．
ビスアリールマレイミド化合物の合成では，既

報 1)に従ってジブロモマレアルデヒド酸（4）か

ら合成した化合物 5 を中間体とした．化合物 5
に対して市販もしくは合成した，種々のアリー

ルボロン酸もしくはボロン酸エステルを鈴木-
宮浦クロスカップリング反応によって導入し

た．2)このカップリング反応によって使用した

アリールボロン酸に対応する同種の芳香環（Ar）
が 2 つ導入された化合物 6 が得られる．6 はア

ルカリ加水分解，続く酸処理により酸無水物へ

変換することでビルディングブロックのアミ

ン部位との反応点とした．ビルディングブロッ

ク部としては様々な構造が利用可能であるが，

合成化合物の HPLCにおける使用を考慮すると，

水溶性やHPLC移動相への溶解性が良好である

ことが望ましい．本研究では繰り返しのエチレ

ングリコールスペーサーの両末端にアミノ基

を有するリンカー8 を選択した．この構造をビ

ルディングブロックとすることで化合物の水

溶性の向上が期待できる．本研究では多種の化
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合物の効率的な合成として，このカップリング

反応の際に複数の異なる種類のアリールボロ

ン酸を用いた合成法を実施した．具体例として

scheme 1 に示すように，アリールボロン酸とし

てフェニルボロン酸，6-メトキシ-2-ナフチルボ

ロン酸，またアリールボロン酸エステルとして

4’-ジメチルアミノアゾベンゼン-4-ボロン酸の

ピナコラートエステル 3 を一つのカップリング

反応の系中に共存させて反応を行った．化合物

5 に対して 3 種のアリールボロン酸を用いたカ

ップリング反応を行うと，それぞれのボロン酸

に対応した，同種の Ar が導入されたホモ-ビス

カップリング体（Ar1 = Ar2）と，異なる Ar が導

入されたヘテロ-ビスカップリング体（Ar1 ≠ Ar2）

が合計で 6 種生成する．予想通り，このカップ

リング反応によって 6 種の異なるビスアリール

マレイミド誘導体の混合物として 6 が得られた

ことが TLC およびシリカゲルカラムクロマト

グラフィー分析によって確認された．このマレ

イミド誘導体はこの時点でそれぞれを単離す

ることなくアルカリ加水分解，続く酸処理によ

って対応する酸無水物とし，ビルディングブロ

ック 8 のアミン部位と反応させることでビスア

リールマレイミド誘導体 10-15 の混合物を得た．

化合物 10-15 は逆相 HPLC（C18）にてそれぞれ

を単離することが可能であり，本研究で行った

複数の異なる種類のアリールボロン酸を用い

たカップリング反応による，多種の分子の同時

合成という戦略の有効性が示唆された（Figure 
1）． 
また，マレイミド部との連結部と逆の末端ア

ミノ基に別の修飾を導入することもできるた

め，化合物構造の多様性を広げることが可能で

ある．例えば 3 種のボロン酸と 5 のカップリン

グで得られた分子 6 種（10-15）の混合物に対し

て，さらに異なる 3 種のボロン酸と 5 のカップ

リングで調製した分子（別の 6 種の化合物）を

掛け合わせることで理論上 36 種類の化合物を

同時に合成できる（Figure 2）． 
 

 
C-1-1)フェニルボロン酸エステル誘導体の合成 
化合物 3 の合成 

4-ブロモアニリン (1)（1.72 g, 10.0 mmol）の 1M
塩酸溶液（20 mL）に 0℃にて，亜硝酸ナトリウ

ム（0.73 g, 10.5 mol）の水溶液（2 mL）を 0℃に

て滴下した．反応液をそのままの温度で 15 分

間攪拌した後，N,N-ジメチルアニリン（1.33 g, 
11.0 mmol），次いで酢酸ナトリウム（1.33 g, 11.0 
mmol の水溶液（10 mL）およびメタノール（5 
mL）を加えた．反応液を室温にて 3時間撹拌し

た後，水（20 mL）およびメタノール（5 mL）を

加えた．生じた沈殿をろ取して水（50 mL），次
いでメタノール（5 mL）で洗浄し真空乾燥する

ことで化合物 2 を橙色粉末として得た（2.58 g, 
85%）．  
1H NMR (600 MHz, CDCl3) d 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 
2H), 7.71 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 9.0 Hz, 
2H), 6.74 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.08 (s, 6H); 13C NMR 
(151 MHz, Acetone-d6) d 152.7, 152.1, 132.2, 125.3,  
123.9, 123.4, 111.6, 40.4. 
化合物 2（1.22 g, 4.0 mmol）の 1,4-ジオキサン溶

液（40 mL）にビス(ピナコラート)ジボロン（1.42 
g, 5.6 mmol）， [1,1'-ビス（ジフェニルホスフィ

ノ）フェロセン]ジクロロパラジウム（II）-ジク

ロロメタン複合体 （0.33 g, 0.4 mmol），酢酸カリ

ウム（0.86 g, 8.8 mmol）を加えた後，90℃にて

14時間撹拌した．室温に冷却後，反応液を酢酸

エチルで希釈し，水，飽和食塩水で順次洗浄後，

無水硫酸ナトリウムで乾燥，濾過し，濾液を減

圧濃縮した．得られた残渣をシリカゲルカラム

クロマトグラフィーで精製（F = 8.5 cm, h = 3 cm, 
ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 4 : 1）すること

で，化合物 3 を 89%（1.23 g）の収率で得た． 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) d 7.91 (d, J = 8.1 Hz, 
2H), 7.89 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.81 (d, J = 8.1 Hz, 
2H), 6.74 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.08 (s, 6H), 1.36 (s, 
12H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) d 155.1, 152.7, 
143.9, 135.7 (3C), 125.3, 121.5, 111.6, 84.0, 40.4, 
25.0. 
 
C-1-2) ビスアリールマレイミド誘導体の合成 
化合物 10-15 の合成 
化合物 5（173 mg, 0.5 mmol），フェニルボロ

ン酸（46 mg, 0.4 mmol），6-メトキシナフチル-2-
ボロン酸（81 mg, 0.4 mmol），化合物 3（140 mg, 
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0.4 mmol），ビス（トリフェニルホスフィン）パ

ラジウム（II）ジクロリド（18 mg, 0.025 mmol），
テトラキス（トリフェニルホスフィン）パラジ

ウム（0）（29 mg, 0.025 mmol），フッ化セシウム

（90%, 405 mg, 2.4 mmol）の 1,4-ジオキサン（4.5 
mL）/水（0.5 mL）溶液を 100℃にて 15時間撹

拌した．室温に冷却後，反応液を酢酸エチルで

希釈し，水，飽和食塩水で順次洗浄後，無水硫

酸ナトリウム上で乾燥，濾過し，濾液を減圧濃

縮した．得られた残渣のエタノール溶液（4 mL）
に 4M 水酸化カリウム水溶液（2 mL）を加え，

40℃にて 4時間撹拌した．0℃に冷却後，反応液

に 10%塩酸を加えて酸性とした（pH ~2）．生じ

た沈殿をろ取して，水で洗浄，真空乾燥するこ

とで暗紫色粉末（300 mg）を得た．この化合物

（150 mg, as 0.25 mmol）と化合物 8（73 mg, 0.25 
mmol）のトルエン（1.9 mL）/DMF（0.1 mL）溶
液（1.9 mL）を 100℃にて 12時間撹拌した．室

温に冷却後，反応液を酢酸エチルで希釈し，1M
塩酸，飽和炭酸水素ナトリウム水溶液飽和食塩

水で順次洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥，

濾過し，濾液を減圧濃縮した．得られた残渣を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサ

ン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 0 : 1）に付すことで，

化合物 9 を得た．この化合物（70 mg, as 0.125 
mmol）を 4M塩酸-ジオキサン溶液（2 mL）/メ
タノール（0.5 mL）に溶解させ，室温にて 12時
間撹拌した．反応液を減圧濃縮し，得られた残

渣を分取HPLCにて精製し化合物10-15を得た．

以下に詳細な合成方法と化合物情報（Figure 4-
19）を記載する． 
 
化合物 10 : 淡黄色固体 (6.5 mg, 6%) 
1H NMR (600 MHz, Acetone-d6) d 7.48-7.46 (m, 
4H), 7.45-7.42 (m, 2H), 7.42-7.39 (m, 4H), 3.94 (t, J 
= 6.4 Hz, 2H), 3.82 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.80 (t, J = 
3.6 Hz, 2H), 3.72 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.66-3.61 (m, 
3H), 3.57-3.56 (m, 5H); 13C NMR (151 MHz, 
Acetone-d6) d 171.2, 137.2, 130.7, 130.5, 129.9, 
129.3, 71.2, 71.1, 71.0, 70.9, 68.4, 68.3, 48.3, 38.5. 
ESI-HRMS calcd for C24H29N2O5 [M+H]+: 425.2071, 
found: 425.2068. 
 

化合物 11 : 紫色固体 (13 mg, 8%) 
1H NMR (600 MHz, Acetone-d6) d 8.13 (s, 1H), 7.83 
(d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.51 (d, 
J = 8.0 Hz, 2H), 7.44-7.43 (m, 1H), 7.40 (d, J = 8.0 
Hz, 2H), 7.35 (dd, J = 8.0, 2.4 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 
2.4 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 3.94 (s, 
3H), 3.90 (t, J = 3.6 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 
3.78 (t, J = 3.6 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 
3.67-3.61 (m, 3H), 3.58-3.56 (m, 5H); 13C NMR 
(151 MHz, Acetone-d6) d 171.4, 171.3, 160.0, 137.1, 
136.3, 136.1, 131.1, 130.8, 130.5, 130.2, 129.3, 
127.8, 127.7, 124.9, 120.3, 106.7, 71.2, 71.0, 71.0, 
70.9, 68.4, 68.3, 55.8, 48.1, 38.5. ESI-HRMS calcd 
for C32H38N5O5 [M+H]+: 572.2867, found: 572.2831. 
 
化合物 12 : 淡橙色固体 (11 mg, 9%) 
1H NMR (600 MHz, Acetone-d6) d 8.17 (s, 2H), 7.83 
(d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.39 
(dd, J = 8.8, 1.6 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 
7.18 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 2H), 3.93 (s, 6H), 3.88-3.86 
(m, 4H), 3.77-3.75 (m, 4H), 3.68-3.62 (m, 3H), 3.58-
3.56 (m, 5H); 13C NMR (151 MHz, Acetone-d6) d 
171.5, 160.0, 136.1, 131.1, 131.1, 129.4, 127.9, 
127.6, 125.2, 120.2, 106.7, 71.2, 71.1, 71.0, 70.9, 
68.4, 68.3, 55.8, 48.1, 38.5. ESI-HRMS calcd for 
C29H33N2O6 [M+H]+: 505.2333, found: 505.2319. 
 
化合物 13 : 橙色固体 (5.6 mg, 4%) 
1H NMR (600 MHz, Acetone-d6) d 7.86 (d, J = 7.2 
Hz, 2H), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 7.2 Hz, 
2H), 7.52 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 2H), 7.46-7.43 (m, 
3H), 6.86 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 
3.84 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.80 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.73 
(t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.65-3.61 (m, 3H), 3.58-3.56 (m, 
5H), 3.12 (s, 6H); 13C NMR (151 MHz, Acetone-d6) 
d 171.2, 171.1, 154.3, 154.0, 144.3, 137.3, 136.5, 
131.8, 130.8, 130.7, 130.6, 130.0, 129.4, 126.0, 
122.8, 112.4, 71.2, 71.1, 71.0, 71.0, 70.9, 68.4, 68.3, 
55.8, 48.1, 40.3, 38.5. ESI-HRMS calcd for 
C34H37N2O2 [M+H]+: 585.2595, found: 585.2574. 
 
化合物 14 : 赤色固体 (14.4 mg, 9%) 
1H NMR (600 MHz, Acetone-d6) d 8.18 (s, 1H), 
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7.86-7.85 (m, 5H), 7.81 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.77 (d, 
J = 8.8 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.41 (dd, J 
= 8.8, 2.4 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.19 (dd, 
J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 3.98 
(t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.94 (s, 3H), 3.87 (t, J = 5.6 Hz, 
2H), 3.81 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.76 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 
3.78-3.62 (m, 3H), 3.60-3.59 (m, 5H), 3.12 (s, 6H); 
13C NMR (151 MHz, Acetone-d6) d 171.4, 171.3, 
160.1, 154.4, 154.0, 144.3, 137.1, 136.2, 135.6, 
131.8, 131.2, 131.2, 131.0, 129.4, 127.9, 127.8, 
126.0, 124.9, 122.8, 120.3, 112.4, 106.8, 71.2, 71.1, 
71.0, 70.9, 68.4, 68.1, 55.8, 48.5, 40.3, 38.6. ESI-
HRMS calcd for C37H42N5O6 [M+H]+: 652.3130, 
found: 652.3118. 
 
化合物 15 : 濃紫色固体 (4.2 mg, 2%) 
1H NMR (600 MHz, Acetone-d6) d 7.86 (d, J = 8.8 
Hz, 4H), 7.85 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 7.69 (d, J = 8.8 Hz, 
4H), 6.86 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 3.98 (d, J = 4.8 Hz, 
2H), 3.86 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.82 (d, J = 5.6 Hz, 
2H), 3.75 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 3.78-3.62 (m, 3H), 
3.60-3.59 (m, 5H), 3.13 (s, 12H); 13C NMR (151 
MHz, Acetone-d6) d 171.1, 154.4, 154.0, 144.3, 
136.5, 131.8, 130.7, 126.0, 122.9, 112.4, 71.2, 71.1, 
71.0, 70.9, 68.4, 68.2, 48.5, 40.3, 38.6. HRMS calcd 
for C40H47N8O5 [M+H]+: 719.3664, found: 652.3118. 
 
C-2) 化合物の紫外可視吸光スペクトル測定 
  合成したビスアリールマレイミドのジメチル

スルホキシド中の紫外可視吸光スペクトルを

取得したところ，化合物に導入した芳香環上の

置換基によってスペクトルが異なることが分

かった（Figure 3）．6-メトキシ-2-ナフチル基を

有する化合物 11や 12 ではビスフェニル置換体

10 やと比較してより長波長側においても吸収

を示した．これはメトキシ基が電子供与基であ

り，マレイミド部のカルボニル基が電子吸引基

として働く，いわゆる push-pull型の電子配置と

なるためと考えられた．特にジメチルアミノ基

が導入されたアゾベンゼンが導入されたマレ

イミド誘導体 13-15 では 550 nm 付近まで吸収

帯が延長していることが分かった．このことか

らビスアリールマレイミド誘導体においては

電子供与基を芳香環に導入することで吸収波

長の長波長化が可能であった．  
 

D. 結論 
本年度は昨年度に引き続いて，HPLC を用い

た定量分析法において，PDA 検出器の装置間で

の校正に利用可能な化合物の開発を目的とし

て検討を行った．本研究の化合物分子設計では，

幅広い領域に UV 吸収を有する化合物の合成法

として，ビルディングブロックとなる構造に，

複数の化合物を連結するという手法を検討し

ている． 
まず広範囲に吸収を示す化合物として，誘導

体化の容易さや置換基効果による吸収スペク

トル変化などからビスアリールマレイミド誘

導体を選択した．この分子においては，複数種

類の芳香環ユニットをカップリング反応によ

り一度に導入することで多種のビスアリール

マレイミド化合物を効率的に合成することが

できた．また，合成したビスアリールマレイミ

ド分子の UV-Vis スペクトルを測定した結果，

芳香環に電子供与基を導入することで紫外可

視吸光スペクトルにおける吸収の長波長化で

きることが分かった．今回検討した合成法によ

って同時に多種類調製することで，広範囲の波

長域に吸収を示す色素分子の効率的な探索が

できると考えられる．今後は見出した分子を複

数個，ビルディングブロックに導入し，より幅

広い波長域をカバーできるような分子の合成

について引き続き検討を行う．化合物を連結す

るビルディングブロック部としては，一例とし

て合成の簡便さ，溶解性などの物性を考慮して，

繰り返しのポリエチレングリコール構造を含

むものを採用した．これにより複数の色素分子

を連結させた場合でも化合物の水中での凝集

等を抑制できることが期待される． 
本研究で開発する分子は PDA の装置間校正

に利用可能な化合物であるが，RMS による

HPLC を用いた定量法などにも利用できる．

RMS を用いた定量法に利用するためには，高純

度，安定供給可能である他，①測定対象と物理

的な特性（極性，極大吸収波長）が類似してい

ること，②HPLC クロマトグラム上で試料中の
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夾雑物や測定対象の化合物と分離すること，等

が要件となる． 本研究で開発を検討する化合物

においては導入する官能基やビルディングブ

ロックの変更によって物理的特性の調整が可

能であるため，①および②の条件を満たすこと

が可能であると考えられる．  
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Scheme. 1 複数のアリールボロン酸のカップリング反応によるビスアリールマレイミド誘導体

の合成 

 

173



 

Fig. 1 本研究の合成法で合成したビスアリールマレイミド誘導体の HPLC 痕跡 

 

 

 

 

 

Fig. 2 多種のビスアリールマレイミド誘導体の同時合成 
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Fig. 3 ビスアリールマレイミド誘導体の UV-Vis 測定（DMSO 中） 
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Fig. 4 化合物 2 の 1H NMR (CDCl3) 

 

Fig. 5 化合物 2 の 13C NMR (CDCl3) 
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Fig. 6 化合物 3 の 1H NMR (CDCl3) 

 

Fig. 7 化合物 3 の 13C NMR (CDCl3) 
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Fig. 8 化合物 10 の 1H NMR (Acetone-d6) 

 

 

Fig. 9 化合物 10 の 13C NMR (Acetone-d6) 
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Fig. 10 化合物 11 の 1H NMR (Acetone-d6) 

 

 

 Fig. 11 化合物 11 の 13C NMR (Acetone-d6) 
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Fig. 12 化合物 12 の 1H NMR (Acetone-d6) 

 

 
Fig. 13 化合物 12 の 13C NMR (Acetone-d6) 
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Fig. 14 化合物 13 の 1H NMR (Acetone-d6) 

 

 

Fig. 15 化合物 13 の 13C NMR (Acetone-d6) 
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Fig. 16 化合物 14 の 1H NMR (Acetone-d6) 

 

 

Fig. 17 化合物 14 の 13C NMR (Acetone-d6) 
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Fig. 18 化合物 15 の 1H NMR (Acetone-d6) 

 

 

Fig. 19 化合物 15 の 13C NMR (Acetone-d6) 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和3年度研究分担報告書 

試験法及び分析法の開発 

〜真菌基原の添加物の分析法の開発〜 

研究分担者 渡辺麻衣子 国立医薬品食品衛生研究所 衛生微生物部 室長 

 
研究協力者 

吉成知也 国立医薬品食品衛生研究所 

  衛生微生物部 室長 

杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 

  食品添加物部 室長 

西﨑雄三 国立医薬品食品衛生研究所 

  食品添加物部 主任研究官 

中西早苗 国立医薬品食品衛生研究所 

   衛生微生物部 短時間非常勤職員 

船江元子 国立医薬品食品衛生研究所 

   衛生微生物部 短時間非常勤職員 

 

A. 研究目的 

既存添加物酵素は，細菌，放線菌，真菌など

の微生物を基原とするものが多い．既存添加物

酵素の基原は一つの微生物種に規定されてお

らず，異なる種に由来する製品であっても，酵

素活性が同じであれば同一の品目とみなされ

る．微生物の中には二次代謝産物としてヒトへ

危害性を有する物質を産生するものがあるこ

とから，基原菌種の同定は重要である．その一

方で，既存添加物の流通製品を分析すると，基

原菌種の同定が難しい品目は多いことが知ら

れている．そこで，微生物由来基原の品目の同

定法の構築を目的とし，タンパク質アミノ配列

を指標とした分子生物学的手法を応用した試

験法に関する検討を行う． 

本研究課題におけるこれまでの研究成果か

ら，既存食品添加物酵素の LC-TOF-MS または

MALDI-TOF-MS を用いた分析でアミノ酸配列

を推定し Mascot サーチで基原菌種を検索する

と，①確からしい検索結果が得られたが製品付

帯情報による基原菌種と一致しなかった，②い

ずれの菌種もヒットせず同定できなかった，

③SDS-PAGE でのバンドパターンが複雑とな

り Mascot サーチの結果の解釈が難しかった，と

いった結果となった添加物が存在したことを

確認した．①については，昨年度，製品情報で

は Aspergillus foetidus 由来とされた α-アミラー

ゼについて，Mascot サーチによって Aspergillus 
shirousami と同定された．これらはシノニム同

士であるため，本研究の分析方法によって正し

く同定できたこと，及びシノニムであることが

認識できなかった場合には正確に同定できな

研究要旨 2020 年度に開発を行った SDS-PAGE と MALDI-TOF-MS による分析を組み合わせた

微生物由来酵素添加物の基原の解析法について，その適用範囲や問題点を明らかにするために

真菌由来の 9 種の製品の解析を行った．5 種の製品が Mascot サーチを用いた検索により，1 種

が NCBI のデータべースから取得したアミノ酸配列と MALDI-TOF-MSスペクトルを比較する

ことにより同定できた．その他の 3 種については，基原の菌種のタンパク質情報がデータベー

スに含まれていないため同定できなかった．検討した解析法は，簡便に精度高く多様な添加物

酵素の同定に対して適用可能であることが明らかになった．その一方で，同定の可否は検索に

用いるデータベースの情報量に依存するという限界も明らかになった．今後は，菌種の同定マ

ーカーの候補となったタンパク質アミノ酸配列の種内多型の有無を確認すること，及び細菌を

基原とした酵素を含めてさらに多くの酵素製品で同様の作業や分析を行い，本解析法の適用範

囲を調べるとともに，問題点を明らかにし，改善点の検証を継続する． 
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かったものと認識される可能性があるが，A. 
foetidus の複数のシノニムを整理することによ

って同一であることが明確となり正しく同定

できたことが示した．②については，データベ

ースに登録された配列の不足と考え，同定精度

は使用するデータベースに大きく依存するた

め，データベースを整備し登録情報の学術的な

正確性を向上させ，登録情報を厚くする必要が

あると考察した．そこで本年度は，Mascot サー

チに搭載されているアミノ酸配列データベー

スである SwissProt 以外から収集した配列デー

タを比較に使用することによって，同定が可能

となるかを確認した．③については，分析した

添加物に，分解や化学的変性や，製造工程に含

まれる別タンパク質の添加，コンタミネーショ

ンなどにより複数種類のタンパク質が含まれ

た状態であったためと考えた． 昨年度は，一昨

年度に同定できなかった酵素添加物を用いて

SDS-PAGE でタンパク質を分離し，個別のタン

パク質を分析し同定する方法の構築を行った．

SDS-PAGE で検出されたバンドを個別に酵素消

化し，得られたペプチドを MALDI-TOF-MS で

解析し，Mascot サーチで同定を行ったところ，

Aspergillus 属真菌を基原とするアミラーゼやガ

ラクトシダーゼの同定に成功した．そこで本年

度は，引き続きこれまでに同定できなかった添

加物を用いて，SDS-PAGE でのタンパク質単離

及び MALDI-TOF-MS 分析を組み合わせた方法

で，真菌基原のセルラーゼ，ヘミセルラーゼ及

びプロテアーゼの同定が可能かどうか検証を

行った．  

 

B. 研究方法 
B-1) 分析機器 

既存添加物の質量分析には，MALDI-TOF-

MS（Spiral TOF-plus JMS-S3000；日本電子株式

会社）を使用した． 

 
B-2) 試料 
 研究対象とした既存添加物試料には，過去の

研究 1)において分析した添加物酵素 9 種（セル

ラーゼ No.52＜B576＞，ヘミセルラーゼ 3 試料

No.101＜B652＞，102＜B653＞及び 103＜B575

＞，プロテアーゼ 5 試料 No.61＜B675＞，No.62

＜B676＞，No.63＜B677＞，No.64＜B678＞及び

No.65＜B679＞を用いた．なお，＜ ＞内は国立

医薬品食品衛生研究所食品添加物部の管理番

号を示す． 

 
B-3) 質量分析用検体の調製 
各試料は，いずれも 20 mg/mL の濃度となる

よう精製水に溶解した．それぞれ等量の

2×laemmli sample buffer（Bio-Rad社）と混合後，

SDS-PAGE に供した．ゲルからバンドを切り出

し，約 1 mm 立方に細かく切り刻み，1.5 mL容

のマイクロチューブに入れた．チューブに脱色

液（50%アセトニトリルを含む 25 mM 重炭酸ア

ンモニウム水溶液）150 µL を加え，10 分間振盪

（1000 rpm）後，溶液を除去した．同じ操作を

もう 1回繰り返した．アセトニトリル 100 µL を

加え，10 分間インキュベートした．アセトニト

リルを除去後，減圧容器を用いて乾燥させた．

還元用バッファー（10 mM DTT を含む 25 mM 

重炭酸アンモニウム水溶液）100 µL を加え，

56°C で 45 分振盪（1000 rpm）した．溶液を除

去後，アルキル化用バッファー（55 mM ヨード

アセトアミドを含む 25 mM 重炭酸アンモニウ

ム水溶液）100 µL を加え，暗所下で 30 分間振

盪（1000 rpm）した．溶液を除去後，チューブ

に脱色液（50%アセトニトリルを含む 25 mM 重

炭酸アンモニウム水溶液）150 µL を加え，10 分

間振盪（1000 rpm）後，溶液を除去した．同じ

操作をもう1回繰り返した．アセトニトリル 100 

µL を加え，10 分間インキュベートした．アセ

トニトリルを除去後，減圧容器を用いて乾燥さ

せた．トリプシン（Trypsin Sequencing Grade, 

modified; Roche Diagnostics社）10 µg/mL を含む

25 mM 重炭酸アンモニウム水溶液）20 µL を加

え，37°C 一晩インキュベートした．0.1% TFA を

100 µL 加え，15 分間インキュベート後に上清を

回収した．同様の操作を合計 3回行い，全ての

上清をまとめて，窒素気流で 20 µL程度まで濃

縮した．0.1% トリフロオロ酢酸を含む 50% ア

セトニトリル水溶液，続いて 0.1%トリフロオロ

酢酸水溶液で平衡化した ZipTip 0.2 µL-C18（ミ

リポア社製）にトリプシン消化産物を吸着させ，
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0.1%トリフロオロ酢酸水溶液で洗浄後，0.1%ト

リフロオロ酢酸と 10 mg/mL のマトリクス（4-

クロロ-α-シアノケイ皮酸；シグマアルドリッチ

社）を含む 50% アセトニトリル水溶液で

MALDI-TOF-MS のサンプルプレート上に直接

溶出した．完全に乾燥させた後，MALDI-TOF-

MS を用いてスパイラルモードでマススペクト

ルを測定した．キャリブレーションには，トリ

プシン由来の 2 種の自己消化ペプチド（m/z 

805.4163 及び 2163.0564）を用いた． 

 

B-4) ペプチド質量を指標としたタンパク質の

同定 
マススペクトルから得られたペプチド質量

を指標としたタンパク質の同定は，Matrix 

Science のウェブ上のプログラム Mascot Search 

Peptide Mass Fingerprint を用いて行った．主要な

ペプチドの質量を入力し，検索条件は以下のよ

うに設定した；Database：SwissProt，Taxonomy：

Other Fungi，Enzyme：Trypsin，Allow up to：1，

Fixed modification：Carbamydomethyl(C)，Peptide 

tol±: 0.5Da，Mass values: MH+．これによって確

からしい菌種とタンパク質が同定できなかっ

た 場 合 ，National Center for Biotechnology 

Information （NCBI；https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

データベースの検索により該当する菌種のタ

ンパク質のアミノ酸配列を得て，酵素消化後の

ペプチド配列の予測ソフトウェア expasy

（https://web.expasy.org/peptide_mass/）によりト

リプシン消化後のペプチドの質量を算出し，こ

れとTOF-MS分析によって得られたマススペク

トルと目視により照合することによって，同定

を行った． 

 

C. 結果及び考察 
C-1) MALDI-TOF-MSによる予測アミノ酸配列

を指標とした基原同定 
Figure 1-3 に各試料の SDS-PAGE像と泳動量，

Figure 4-14 に，各試料由来のペプチドの

MALDI-TOF-MSスペクトル（タンパク質が同定

できたもののみ），Table 1 に各試料の由来，SDS-

PAGE 像から推定した分子量，及び MALDI-

TOF-MS による同定結果（タンパク質名，生物

種，質量，Coverage）を示した． 

試料 52；本試料の基原菌種は，製品の付帯情

報によるとヒイロタケ（Pycnoporus coccineus）
の α-アミラーゼである．SDS-PAGE像において，

35kDa 付近のメインのバンドの他、複数のバン

ドが検出された．3 本のバンドを切り出して解

析した結果，いずれも Mascot サーチにおいてタ

ンパク質が同定されなかった．そこで NCBI の

データベースから P. coccineus のシノニムであ

る Tramets coccinea のセルラーゼ様タンパク質

のアミノ酸配列 172 種を得て，全てのアミノ酸

配列のトリプシン消化後のペプチドの質量を

expasy によりそれぞれ算出した．その結果と

MALDI-TOF-MS 解析で得られたスペクトルを

比較した結果，バンド 52-1 がセルラーゼの 1 種

で あ る glycoside hydrolase family 79 protein 

[Trametes coccinea BRFM310] OSD01894.1 由来

のタンパク質と同定された。Mascot サーチで同

定できなかった原因は，SwissProt のデータベー

スにヒイロタケのタンパク質が登録されてい

ないためと推定された．NCBI のデータベース

には T. coccinea のタンパク質の情報があるため，

今後 SwissProt にも登録されれば，Mascot サー

チで同定可能になると考えられた． 

試料 101-103；101 と 102 の基原菌種は，

Trichoderma longibrachiatum，103 の基原菌種は，

Trichoderma viride である．いずれの酵素も SDS-

PAGE 像において複数のバンドが検出されたた

め，それぞれを切り出して解析を行った．101 に

ついては，5 種のバンドを解析した結果，2 種が

Mascot サーチによって同定され，それぞれ

Trichoderma harzianum 及び Hypocrea jecorina
（Trichoderma reesei の有性世代）のヘミセルラ

ーゼであった．酵素種は製品の付帯情報と一致

したが，菌種が一致しなかったため，同定され

たタンパク質の T. longibrachiatumにおける相同

タンパク質のアミノ酸配列を NCBI からアミノ

酸配列 1 種を得て，これらの全てのアミノ酸配

列のトリプシン消化後のペプチドの質量を

expasy によりそれぞれ算出した．これらと

MALDI-TOF-MSスペクトルを比較した結果，T. 
longibrachiatum の相同タンパク質からは生成さ

れず，T. harzianum のヘミセルラーゼからのみ生
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成されるペプチドがバンド 2 から，H. jecorina
のヘミセルラーゼからのみ生成されるペプチ

ドがバンド 4 から検出されていた．この結果か

ら，試料 101 の基原の菌種は少なくとも現在得

られているデータからは T. longibrachiatumとは

同定できず，T. harzianum または H. jecorina の

可能性もあると考えられた．  

102 については，7 種のバンドを解析した結

果，5 種が Mascot サーチによって同定され，い

ずれも H. jecorina 由来のヘミセルラーゼであっ

た．101 の解析結果と同様に，酵素種は製品の

付帯情報と一致したが，菌種が一致しなかった．

そ こ で ， 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の T. 
longibrachiatum における相同タンパク質のアミ

ノ酸配列をNCBIからアミノ酸配列1種を得て，

これらのアミノ酸配列のトリプシン消化後の

ペプチドの質量を expasy によりそれぞれ算出

した．その情報と MALDI-TOF-MSスペクトル

を比較した結果，T. longibrachiatum の相同タン

パク質からは生成されず，T. harzianum のヘミセ

ルラーゼからのみ生成されるペプチドがバン

ド 2 とバンド 4 から検出されていた．この結果

から，試料 102 の基原の菌種は少なくとも現在

得られているデータからは T. longibrachiatumと

は同定できず，T. harzianum の可能性もあると考

えられた． 

101 及び 102 で確認された現象は，製品の付

帯情報による菌種と，実際の製品で使用された

菌 種 が 異 な っ て い た可能性 の他に ，T. 
longibrachiatum，T. harzianum 及び T. ressei が極
近縁である 2)ことと関連してヘミセルラーゼの

アミノ酸配列に種内多型が生じている可能性

も考えられる．様々な生物種で，近縁な菌種間

では，同一の菌種の異なる菌株間で相同なタン

パク質のアミノ酸配列が異なると同時に，異な

る菌種間でそのタンパク質のアミノ酸配列が

一致している，つまり一部のアミノ酸配列が菌

種内で固定されていない種内多型が生じてい

ることが報告されている 3)．その場合，ヘミセ

ルラーゼのアミノ酸配列が菌種特異的でない

可能性がある．添加物酵素の分析から得たアミ

ノ酸配列が，基原菌種の同定にどの程度有効か

を評価するためには，今後，タンパク質の種類

ごとに，同種の複数菌株から得た配列間の一致

率を複数の近縁種にまたがって確認し，菌種特

異的であるかを評価する必要があることも確

認された．この作業を行うことによって，その

タンパク質のアミノ酸配列を菌種同定のマー

カーとすることが可能となる． 

103 については，5 種のバンドを解析した結

果，いずれも Mascot サーチにより同定すること

ができなかった．101 と 102 の解析結果から，

SwissProtのデータベースには 103の基原の菌種

である T. viride のプロテアーゼタンパクの情報

は登録されていると考えられる．しかし 103 で

だけ 5 種のバンドが同定されなかった原因は，

この製品の基原菌種は T. viride ではなく，真の

基原菌種の情報が SwissProt のデータベースに

登録されていない，または今回単離できたバン

ドのタンパク質は製造過程で培地などから混

入した夾雑物であり，そのアミノ酸配列がデー

タベースに含まれていない，といった理由によ

り同定できないことなどが考えられた．2019 年

度に LC-TOF-MS を用いて行われた解析結果に

おいては，小麦由来の 15kDa前後のアミラーゼ

インヒビターが同定されていた 1)．しかし今回

の MALDI-TOF-MS を用いた解析では小麦由来

のタンパク質は検出されなかった． 

試料 61-65；61 と 62 の基原菌種は Aspergillus 
melleus，63-65 の基原菌種は Aspergillus niger で
ある．SDS-PAGE による解析の結果，いずれも

主要なバンドが 1 種ずつ検出されたため，それ

らを解析した．その結果，61 と 62 のバンドは

いずれも Mascot search で同定できなかった。

SwissProt のデータベース中に A. melleus の情報

が含まれていないためと考えられた．63，64 及

び 65 のバンドについては， A. niger のプロテア

ーゼと同定され，これは製品付帯情報の基原菌

種と一致したことから，正確に同定できたこと

が確認された． 

今後は，これまでの検討において同定が不可

能であったような菌種で示されたように，真菌

を含む多くの添加物の基原となっている微生

物種のタンパクアミノ酸配列を決定し，

SwissProt またはローカルで検索可能なデータ

ベースに収録する作業を進めることが必要で
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あることが確認された．また，分析対象とする

酵素について，菌種の同定マーカーの候補とな

ったタンパク質のアミノ酸配列において種内

多型の有無を確認し，菌種特異的であるかを評

価する必要があることも示された．加えて，細

菌を基原とした酵素を含めて，さらに多くの酵

素製品で同様の作業や分析を行い，添加物の基

原菌種やタンパク質の種類の同定が困難なケ

ースの原因についての情報を蓄積していく必

要があると考えられた．これらを行うことで，

今後，TOF-MS 分析で得られたスペクトルパタ

ーンから，多くの既存添加物酵素基原を正確に

同定することが可能となると考えられた．基原

菌種の解析法の適用範囲を調べるとともに，問

題点を明らかにし，改善点の検証を継続してい

く． 

 
D. 結論 
昨年度に開発したSDS-PAGEによって添加物

に含まれる個々のタンパク質を単離した後に，

それぞれのタンパク質について MALDI-TOF-

MS による分析を行う手法を用い，真菌を基原

としたセルラーゼ及びプロテアーゼ製品の基

原菌種の特定を行った．その結果，いくつかの

酵素製品について基原菌種の特定に成功した．

また，付帯する基原菌種と解析結果が異なる可

能性のある製品が認められた．A. melleus 及び P. 
coccineus では，昨年度構築した SDS-PAGE での

タンパク質単離及び MALDI-TOF-MS での分析

を組み合わせた手法でも，Mascot search で用い

る SwissProt のデータベースに情報が一切含ま

れていないため，登録情報がまったくヒットせ

ず基原菌種もタンパク質の種類の同定も不可

能であった．しかしその場合には，さらに NCBI

データベースから収集したアミノ酸配列との

照合を行うことによって，正確に菌種を同定す

ることが可能となった．SDS-PAGE で分離した

シングルバンド由来のペプチドを MALDI-

TOF-MS で解析する基原菌種の解析法は，簡便

に精度高く多様な添加物酵素に対して適用可

能であることが明らかになった．その一方で，

検索に用いるデータベースの情報量に依存す

るという限界も明らかになった． 今後は，菌種

の同定マーカーの候補となったタンパク質の

アミノ酸配列の種内多型の有無を確認するこ

と，及び細菌を基原とした酵素を含めて，さら

に多くの酵素製品で同様の作業や分析を行い，

基原菌種の解析法の適用範囲を調べるととも

に，問題点を明らかにし，改善点の検証を継続

する． 
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Figure 1.  試料 52 の SDS-PAGE像 

同定できたバンドは赤色の矢印で示した． 
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Figure 2.  試料 101,102 及び 103 の SDS-PAGE像 

同定できたバンドは赤色の矢印で示した． 
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Figure 3.  試料 No.61-65 の SDS-PAGE像 

同定できたバンドは赤色の矢印で示した． 
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Figure 4.  試料 52 バンド 1 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 5.  試料 No.101 のバンド 2 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 6.  試料 No.101 のバンド 4 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 7.  試料 No.102 のバンド 2 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 8.  試料 No.102 のバンド 3 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 9.  試料 No.102 のバンド 4 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 10.  試料 No.102 のバンド 5 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 11.  試料 No.102 のバンド 7 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 12.  試料 No.63 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 13.  試料 No.64 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 14.  試料 No.65 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和４年  ３月 ３１日 
厚生労働大臣                                         

（国立医薬品食品衛生研究所長） 殿 
（国立保健医療科学院長）                                                                        
                                         
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広         
 

   次の職員の令和３年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                                         

２．研究課題名  既存添加物の品質向上に資する研究                                         

３．研究者名  （所属部署・職名） 有機化学部・部長                                 

    （氏名・フリガナ） 出水庸介
ﾃ ﾞ ﾐ ｽ ﾞ ﾖ ｳ ｽ ｹ

                                   

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □ 

 
□ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和４年  ３月 ３１日 
厚生労働大臣 殿                                       

  
                                                                                              
                   
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広       

   次の職員の令和３年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                          

２．研究課題名  既存添加物の品質向上に資する研究（20KA1008）                

３．研究者名  （所属部局・職名） 衛生微生物部 第三室長                      

    （氏名・フリガナ） 渡辺 麻衣子 （ワタナベ マイコ）                 

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 

（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和4年3月30日
厚生労働大臣 殿

機関名 立命館大学

所属研究機関長 職 名 学長

氏 名 仲谷 善雄

次の職員の令和3年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。

1.研究事業名 食品の安全確保推進研究事業

2.研究課題名 既存添加物の品質向上に資する研究(20KAlOO8)

3.研究者名 (所属部局・職名) 薬学部 薬学科・教授

(氏名・フリガナ) 井之上 浩一 ・ イノウエ コウイチ

4.倫理審査の状況

該当性の有無 有無 

左記で該当がある場合のみ記入( ※1) 

審査済み 審査した機関 
未審査(※ 2) 

ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針 口 臆 □ □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 口 獲 □ 口 

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針(※ 
口 臆 □ 口 

3) 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験 
口 鵜 口 口 

等の実施に関する基本指針 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 
□ ■ 口 ロ 

(指針の名称: ) 

(※1)当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、 「審査済み」にチェッ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は「未審査」にチェックすること。

その他(特記事項)

(※2)未審査に場合は、その理由を記載すること。

(※3)廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。

5.厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

研究倫理教育の受講状況 受講音 未受講口

6.利益相反の管理

当研究機関におけるCOIの管理に関する規定の策定 有臆 無口(無の場合はその理由: ) 

当研究機関におけるCOI委員会設置の有無 有臆 無口(無の場合は委託先機関: ) 

当研究に係るCOIについての報告・審査の有無 有臆 無口(無の場合はその理由: ) 

当研究に係るCO工についての指導・管理の有無 有口 無音(有の場合はその内容: ) 

(留意事項)  ・該当する口にチェックを入れること。

・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。





 
令和4年 3月 24日 

厚生労働大臣  殿                                      
                                                                                              
                   
                              機関名 日本大学 生物資源科学部 

 
                      所属研究機関長 職 名 学部長 
                                                                                      
                              氏 名 丸山 総一        

 
   次の職員の令和 3 年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                                         

２．研究課題名  既存添加物の品質向上に資する研究                                         

３．研究者名  （所属部局・職名） 生物資源科学部・専任講師                                 

    （氏名・フリガナ） 大槻 崇（オオツキ タカシ）                  

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針  □   ■ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ■ □  □ 

人を対象とする医学系研究に関する倫理指針（※3）  □   ■ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ■ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ■ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ

クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 

（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ■   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ■ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ■（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



 
令和４年   ３月 ２５日 

厚生労働大臣 殿                                       
  
                                                                                              
                   
                              機関名 金城学院大学 

 
                      所属研究機関長 職 名 学長 
                                                                                      
                              氏 名 小 室 尚 子  

   次の職員の令和３年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                          

２．研究課題名  既存添加物の品質向上に資する研究（20KA1008）                

３．研究者名  （所属部局・職名） 薬学部 教授                         

    （氏名・フリガナ） 永津 明人（ナガツ アキト）                     

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対

象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 




