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食品衛生基準科学研究費補助金(食品安全科学研究事業) 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究

(23KA1012) 

令和7年度 総括研究報告書 
研究代表者 杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 部長

研究要旨  

1) 既存添加物の成分規格に関する研究

既存添加物の国内外の安全性評価情報について調査した．「既存添加物 安全性評価検討

中品目リスト(消費者庁食品衛生基準審議会添加物部会資料 令和 7 年 2 月 18 日)に収載さ

れている 50 品目から，「令和 6 年度既存添加物の安全性評価に関する調査研究」で安全性

に問題なしと判断された 8 品目を除外した計 42 品目を調査対象とした．この内 28 品目は，

EFSA, JECFA, FDA 及び FSANZA の機関で安全性評価関連情報が報告されていないことが

わかった．

2) 既存添加物の成分組成に関する研究

昨年度に引き続き，カロブ色素，スピルリナ色素，香辛料抽出物について検討した．カロ

ブ色素については，β-グルコシダーゼにより schaftoside 配糖体を加水分解し，schaftoside に

収束させた後に rutin を基準物質として RMS 法により定量可能であることが確認できた．

スピルリナ色素については，フィコシアノビリンを発色団とするフィコシアニンが色素成

分であることが酵素処理法により確認された．香辛料抽出物(コリアンダーオイル，セロリ

ーシードオイル)については，1H-qNMR により，主成分を直接定量可能であった． 

3) 分析法及び試験法開発に関する研究

ムラサキヤマイモ色素中のアントシアニン，カシアガム中のアントラキノンの定量法，ア

ントシアニンの qNMR による純度評価法，PDA 検出器の校正法の検討及び校正用化合物の

開発，エネルギー分散型蛍光 X 線分析装置(EDX)を利用した Pb 及び As の定量法への適用，

酵素の基原同定法等について検討した．ムラサキヤマイモ色素については，色素成分シア

ニジンアシルグルコシドの結合様式を明らかとするため，HSCCC による単離精製条件を検

討した．カシアガム中のアントラキノンについては，前処理法を検討し JECFA 規格の基準

値に適用且つクロロホルムを使用したい方法が確立できた．アントシアニンの純度評価に

1H-qNMR以外の方法として，イオンクロマトグラフィーを用いた塩化物量に基づく換算法

を別法として検討したが，過剰の Cl⁻が影響により 1H-qNMR と同等の精度で純度評価でき

ないことがわかった．PDA 検出器については，装置間差の補正方法について検討すると共

に校正用化合物の合成を行った．EDX については，Pb 及び As のスクリーニング法として

十分有用であることがわかった．酵素については，二次元電気泳動と MALDI-TOF MS によ

る PMF 法の組合せ，マトリクスの変更や消化酵素の併用により，Coverage が上昇すること

が確認できた． 
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短時間非常勤職員

A. 研究目的

令和 6 年(2024 年)2 月に第 10版食品添加物

公定書(以下，第 10版公定書)が告示され，成

分規格が未設定の既存添加物は全 357 品目

中99品目となった(枝番品目は一部でも設定

済のとき，その品目の成分規格は設定済とし

た場合)．更に，令和 7 年(2025 年)に既存添

加物の第 5次消除が実施され，全 327 品目中

67 品目の成分規格が未設定となっている． 

これら成分規格が未設定の品目については， 

1. 基原・製法・本質，2. 有効成分又は指標

成分，3. 分析法，等の調査及び検討を行い，

成分規格設定のための基礎情報の収集が急

がれている．

令和 7 年度は，令和 6 年度に引き続き，(1) 

既存添加物の成分規格に関する研究：国内外

の安全性評価情報の調査．(2) 既存添加物の

成分組成に関する研究：色素品目の成分組成

の解明及び定量法の検討，1H-定量 NMR (1H-

qNMR)による香辛料抽出物の有効成分の同

定及び直接定量．(3) 分析法及び試験法の開

発に関する研究：1H-qNMR によるアントシ
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アニンの純度評価，相対モル感度(RMS)を利

用した定量法に用いるフォトダイオードア

レイ(PDA)検出器の装置間差の補正法，アン

トラキノン類の定量法，校正用化合物の合成，

エネルギー分散型蛍光X線分析装置(EDX)の

Pb 及び As 定量法への応用，MALDI-ToF MS

によるペプチドフィンガープリント(PMF)

法による酵素基原の同定法，等を検討した．

特に，(2)及び(3)については，情報に乏しく従

来の分析法では試験法が成立しない品目に

対して，新たに分析法を開発し，その有効性

や実用性を確認することを目的とした．いず

れにしても本研究で得られた成果は既存添

加物の公的な試験法の設定において基礎情

報として活用される予定である．  

 

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 10 版公定書に未収載の既存添加物につ

いて，成分規格の設定の実現可能性や優先度

を総合的に検討するため，本研究では，１．

既存添加物の成分規格(公定書案，自主規格

案，自社規格等)，２．既存添加物の流通・使

用実態，３．既存添加物の国内外の安全性評

価情報，について 3 年間を 1 サイクルとして

調査を行っている．令和 7 年度は国内外の安

全性評価状況について調査した．  

 

2. 既存添加物の成分組成に関する研究 

1) カロブ色素の成分解析 

昨年度に引き続き，定量法について検討し

た． schaftoside を直接分析する方法と，

schaftoside 配糖体をβ-グルコシダーゼによ

る酵素分解で schaftoside に誘導して分析す

る方法を検討した．すなわち，カロブ色素製

品中の schaftoside について，グラジエント溶

出の HPLC 条件下における rutin 3 水和物を

基準物質とした相対モル感度(RMS)を算出

し，この RMS を利用した定量法の実用性に

ついて検討した．  

 

2) 既存添加物の基準策定のための 1H-

qNMR を用いた成分定量 
1H-qNMR 法により，香辛料抽出物の有効成

分の直接定量を検討した．また，HPLC よる

絶対検量線法と 1H-qNMR 法による定量値を

比較し，1H-qNMR 法の有効性を評価した．

具体的には，コリアンダーオイル等の linalol，

セロリーシードオイル等の butylphthalide に

ついて含有率を検討した． 

 

3) 既存添加物スピルリナ色素の定量評価の

基礎検討 

昨年度に引き続き，スピルリナ色素の主色

素成分であるタンパク質フィコシアニンの

定量的分析法の開発に向け，各種基礎検討を

実施した．スピルリナ色素製品について，酵

素(Tryosib)による消化後の生成物を LC-PDA

及び LC-QTof/MS を用いてその構造を解析

した．  

 

3. 分析法及び試験法の開発に関する研究 

1) 定量 NMR によるアントシアニンの純度

評価 

昨年度に引き続き，1H-qNMR によるアン

トシアニンの純度評価法について検討した．

市販シアニジン 3-グルコシド塩化物(Cy3G・

Cl) 7 試薬を試料として用いた．5%TFA-d を含む

重メタノール／重水(9:1，v/v)を測定溶媒として，

qNMR を実施した．外部標準にはジメチルスルホ
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ンを用いた．得られた qNMR 純度値の妥当性を

評価するため，別途イオンクロマトグラフィーを実

施した．具体的には，イオンクロマトグラフィーによ

り定量した Cl⁻量から算出した Cy3G・Cl 純度値と

の比較を行った．さらに，HPLC 分析における

Cy3G・Clの絶対検量線の傾きと qNMR純度値と

の関連性を検討した．

2) 相対モル感度(RMS)を利用した定量法の

検討 -検出器としてフォトダイオードア

レイ(PDA)を用いた際の測定値のばらつ

きの原因-

PDA 検出器の吸収特性調査のため，本研究

では，5社 6台の PDA 検出器（HPLC 用，装

置 A〜F）及び 1社 1台の分光光度計を用い

た．PDA 検出器(測定波長：190〜900 nm 又

は 190〜510 nm (装置のスペックによる)，波

長記録間隔：0.5 nm)については，HPLC カラ

ムは排除し，HPLC のポンプから直接 PDA 検

出器を接続する構成(流速：1.0 mL/min)とし，

試料注入のためマニュアルインジェクタ（レ

オダイン）をポンプと検出器の間に設置した

ものを用いた．

試験液として，カフェイン溶液(測定波長：

273 nm)及び 3 色素混合液(測定波長：418 nm，

522 nm，及び 629 nm)を調製し用いた．これ

ら試験液は，測定波長での吸光度が約 0.6AU

となる濃度を相対濃度 1.0 とし，これに加え

て，相対濃度 0.10，0.25，0.50，0.75，1.5，

2.0，及び 3.0 を作製した．これら試験液の測

定はすべて同一日に実施した．測定は，1 試

験液につき濃度ごとに 2回ずつ実施した． 

3) ムラサキヤマイモに含まれるアントシア

ニン化合物の定量的分析法の開発

ムラサキヤマイモ色素の主成分であるアン

トシアニン類の定量分析法の開発のため，構

造解析及び定量用標品作成に向けて，高速向

流クロマトグラフィー(HSCCC)による単離

精製条件の最適化を行った．ムラサキヤマイ

モ色素の原体を試料として用いた．また，分

取精製物について，HPLC-HRMSにより，組成

を確認した．

4) カシアガム中のアントラキノンの分析手

法に関する研究

昨年度に引き続き，カシアガム中のアント

ラキノンの分析法について検討した．本年度

は，有害試薬の使用低減の観点から，前処理

における抽出溶媒として規定されているク

ロロホルムに代わる抽出溶媒として，ジクロ

ロメタン及び酢酸エチルを選択し，これらの

適用性について，各溶媒を単独で使用する場

合及びジクロロメタンと酢酸エチルを段階

的に使用する場合で検討し，添加回収試験に

より評価した．

5) PDA 検出器の校正用化合物創出のための

基礎検討

昨年度に引き続き，RMS を利用した HPLC

定量法に必要な基準物質(シングルリファレ

ンス分子：SR 分子)の効率的な合成法の確立

を検討した．これまでに，1,4-ナフトキノン

誘導体の 2 位における置換基導入を検討し

ていた．今年度は 2位に加えて 5位に置換基

を有する分子について検討した．合成した化

合物のUV-VisスペクトルはDMSO溶液とし

て測定を行った．SR 分子については，アナ

トー色素の色素成分ビキシンを定量対象と

想定して設計した．具体的にはこれまでの検

討で複数合成した分子の中から，ビキシンと

類似の UV 吸収帯を示す骨格としてビスイ
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ンドリルマレイミドを選択した．この分子の

HPLC クロマトグラム上の保持時間の調整

は，炭化水素側鎖を種々導入することで行っ

た． 

 

6) 食品添加物中の鉛及びヒ素のスクリーニ

ング法へのエネルギー分散型蛍光 X 線分

析装置（EDX）の適用 

食品添加物中の鉛（Pb）及びヒ素（As）の

スクリーニング法として，前処理が不要で測

定が簡便なエネルギー分散型蛍光 X 線分析

装置（EDX）を用いて検討した．既存添加物

「カンデリラロウ」，「カルナウバロウ」，「ト

ウガラシ色素」など計 20種類を試料とした．

いずれも Pb 及び As の規格値以下の含量で

あることが確認されたものを用いた．これら

の試料に Pb 及び As を規格値の 0 倍（無添

加），0.5倍，1倍，1.2倍，2倍添加した添加

試料を調製した．また，対照用標準溶液を規

格値の 0倍（水），0.5倍，1倍及び 2倍とな

るように水で調製した．これらを蛍光Ｘ線分

析装置（株式会社島津製作所製，EDX-8100）

で測定し，その強度又は散乱線内標準補正に

よる強度比を比較した． 

 

7) 真菌基原の添加物酵素の基原種同定法の

開発及び基原種に関する分類学的情報の

収集 
今年度は，マトリクスの変更や消化酵素の

併用により，同定精度の指標となる Coverage

を上げることを目的とした検討を行った．ま

た，基原菌種を，遺伝子塩基配列を指標とし

て再同定した際，従来同定され登録されてい

た基原種と異なる種として同定されるケー

スがしばしば発生し，問題となっている．そ

の理由として，形態学的または生化学的手法

のみによって同定されていたため分類指標

の誤認識等が起こったことによる誤同定や，

近年の微生物分類体系の再構築に伴う学名

変更などがある．基原微生物の学名について，

国際整合を考慮した生物種の最新の分類情

報を常に収集する必要がある．今年度は，ア

スペルギルステレウス糖たん白質の基原で

あるアスペルギルステレウス（Aspergillus 

terreus）について，従来の A. terreus（広義の

A. terreus）の分類情報を整理することを目的

とした検討を行った． 

 

C. D. 研究結果及び考察 

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) 

令和 7 年(2025 年) 2 月 18 日に開催された令

和 6 年度の第 3回添加物部会において，『既

存添加物の安全性については，これまでに確

認の必要性が高いと思われるものから，食品

安全委員会が定める「添加物に関する食品健

康影轡評価指針」に従い，国内外の急性毒性

試験，90 日反復投与毒性試験，遺伝毒性試験

の結果を収集し，順次，確認を行い，また，

安全性に関する既存の情報が入手できない

場合には，国立医薬品食品衛生研究所に毒性

試験を委託し，新規に試験を実施し，それら

の評価を進めてきたところであり，これらの

取組により，消除予定品目を除いた収載品目

326 品目のうち 276 品目については安全性の

確認が完了してきたところであること．さら

に，一方で残り 50 品目については，安全性

に関する既存の情報もなく，かつ試験試料の

入手が困難であること等により，毒性試験の

実施が実質的に不可能であると思われる品

目も多くある』ことが事務局から報告された． 
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さらに，令和 7 年(2025 年) 11 月 18 日に開

催された令和 7 年度の第２回添加物部会で

は，「令和 6 年度既存添加物の安全性評価に

関する調査研究」として，8 品目（塩水湖水

低塩化ナトリウム液，海藻灰抽出物，活性白

土，酵素処理ナリンジン，サトウキビロウ，

L-ラムノース，単糖・アミノ酸複合物，ツヤ

プリシン（抽出物））の評価結果ならびに未

評価の既存添加物が 42 品目が報告された．

よって，この 42 品目について国外の安全性

評価状況を調査した．その結果，この内 28 品

目は，EFSA, JECFA, FDA 及び FSANZA の機

関で安全性評価関連情報が報告されていな

いことがわかった．  

 

2. 既存添加物の成分組成に関する研究 

1) カロブ色素の成分解析 

カロブ色素中の schaftoside について，HPLC

による定量法を検討した．検出波長は，

schaftoside の極大吸収を参考に 340 nm に設

定した．メタノール(MeOH)，エタノール

(EtOH)，50%MeOH，50%EtOH，H2O の 5種

類の抽出溶媒を検討した結果，H2O が最も高

い定量値を与えたことから，試料溶液の調製

には H2O が抽出溶媒として適していること

がわかった．  

次に，schaftoside の市販試薬が非常に高価

であり，フラボノイド C 配糖体で回転異性

体による立体障害から 1H-NMR による構造

確認も困難であることから，他の安価で入手

しやすい化合物を基準物質とした RMS を利

用した定量法を検討した．基準物質には，

schaftoside と同じフラボノイドで，食品添加

物試験用として市販試薬が販売されている

rutin 3 水和物を用いることとした．

Schaftoside と同じグラジエント溶出条件で

HPLC 分析し， rutin 3 水和物に対する

schaftoside の RMS 値を算出したところ，

1.1326 であった．この RMS値を用いて，rutin 

3 水和物を基準物質としてカロブ色素中

schaftosideの定量分析を行った結果，4.7 mg/g

となり，絶対検量線法による定量値とほぼ近

い値を求めることができた．今後，他の化合

物を基準物質とし，さらにアイソクラティッ

ク溶出における HPLC 分析条件を検討する

予定であり，RMS を利用したカロブ色素中

schaftosideの定量法の確立を検討する予定で

ある． 

 

2) 既存添加物の基準策定のための 1H-

qNMR を用いた成分定量 
1H-qNMR を用いて測定した市販試薬 linalol

の含有率は 89.47%であった．一方，コリア

ンダーオイル中の含有率は 69.33％，コリア

ンダー種子２試料は 0.15 と 0.17%であった．

これらの値は，HPLC による定量分析の結果

と等しいことから，1H-qNMR による linalol

の直接定量法がコリアンダーオイル等の関

連製品の品質管理に有効である可能性が示

された． 

同様にして，セロリシードオイル及びセロ

リ種子中の butylphthlide の定量分析を 1H-

qNMR により実施した．Butylphthlide の 7-H

のシグナルの積分値を用いて各試料の含有

率を算出した結果，市販試薬 butylphthlide の

含有率は 89.86%，セロリシードオイルは

2.14％，セロリ種子 4 試料のうち，栽培用が

0.24%と 0.10%，食品用が 0.50%と 0.38%であ

った．HPLC による定量分析でも同様の値が

測定されたが，含有率が 1％未満の低含油率

のオイル（液体）製品での定量は困難である

ことがわかった．  
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3) 既存添加物スピルリナ色素の定量評価の

基礎検討 

昨年度までの研究において，主成分である

フィコシアニンに着目し，その発色団の構造

を酵素消化法によって解析した．設定した消

化法により，スピルリナ色素製品から良好な

ピークが認められた一方で，その精密質量は

フィコシアノビリンとは約 2 Da異なる分子

量であった．この差違が，分析前処理時に生

じた構造変換によるものか，試料の特性に起

因するものかを検討する目的で，本年度は

Trypsin による温和な酵素消化条件を検討し

た．その結果，フィコシアニンのα鎖及びβ

鎖において，発色団であるフィコシアノビリ

ンの結合ペプチド (それぞれ，CAR 及び

MAACLR)が，PDA 検出でも Tof-MS 分析に

おいても良好に検出された．なお，酵素消化

効率は還元的アルキル化の有無によって大

きく影響しなかった．さらに，MS/MS 解析

により，ペプチドシーケンスは結合位に断定

された上，フィコシアノビリンのフラグメン

トイオンである m/z 587.2851 が，両ペプチド

より明確に観測できた． 

 

3. 試験法及び分析法の開発に関する研究 

1) 定量 NMR によるアントシアニンの純度

評価 

Cy3G・Cl 試薬 7製品の純度値は 61.4%～

93.7%と製造元により大きく異なっていた．

また，試薬ラベルに表示された HPLC 純度と

一致するものはなく，いずれも qNMR 純度

より高値に見積もられていた．各試薬を用い

て HPLC絶対検量線を作成したところ，検量

線傾きのばらつきは RSD 15%であった．一

方，qNMR 純度で補正した濃度に基づき再作

成した絶対検量線では，傾きのばらつきは

RSD 2%まで収束した．qNMR 法以外の方法

として，イオンクロマトグラフィーにより塩

化物量を定量し，Cy3G・Cl の純度へ換算す

る手法についても検討した．しかし，本法は

Cy3G+と Cl⁻が等量で塩化物化されている場

合に限り成立するものであり，塩化物化過程

において過剰の Cl⁻が残存する場合には，純

度が実際よりも大きく見積もられる結果と

なった． 

 

2) 相対モル感度(RMS)を利用した定量法の

検討 -検出器としてフォトダイオードア

レイ(PDA)を用いた際の測定値のばらつ

きの原因- 

本研究では，分光光度計測定により得られ

る吸収スペクトルが真，すなわち「標準スペ

クトル」と仮定して，各 PDA 装置における

吸収スペクトルと比較した．  

まず，検出器によって直線性に特徴がある

かを確認するため，各試験液の吸収スペクト

ルから各測定波長（273 nm，418 nm，522 nm，

及び 629 nm）における吸光度を得た．試験液

の相対濃度を横軸に，分光光度計またはPDA

検出器の吸光度を縦軸にとった検量線を作

成した．その結果，分光光度計では，273 nm，

418 nm，522 nm，及び 629 nm のすべての波

長において，濃度 0.10～3.0 の範囲で良好な

直線性を，PDA 検出器では，直線性が不良と

なる装置があった． 吸光度は，Lambert-Beer

の理論上，溶液中の物質濃度に比例するため，

入射光強度が一定である場合，高濃度溶液に

なるほど光の吸収が大きくなり，透過光強度

は低下する．直線性が不良となった装置は，

微弱な透過光を強制的に検出するような特

殊機能が影響したと考えられた．また，装置
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の光源である重水素ランプとタングステン

ランプの重水素ランプの強度や安定性も影

響していると考えられた． 

また，分光光度計との吸光度比が，同一装

置内において検出波長ごとに比較しどのよ

うに異なるか比較したところ，すべての装置

において，分光光度計に対する吸光度比の濃

度による遷移パターンが，273 nm で測定し

たときと，418 nm，522 nm，または 629 nm

で測定したときの 2 つのパターンに大別さ

れた．分光光度計との吸光度比の差には，光

源ランプの違い（消耗度等を含む）が大きく

寄与すると考えられ，検量線の傾きの比で求

められる RMS値への影響が大きいことが示

唆された． 

装置間差を小さくするため，同一試料を両

装置で分析した際の吸光度から補正係数を

算出し，分析者の装置における補正 RMS を

求めるものである．すでに報告されている論

文のデータをもとにこの補正方法を実践し

たところ，装置間差は補正前より小さくなっ

た．  

 

3) ムラサキヤマイモ色素に含まれるアント

シアニン化合物の定量的分析法の開発 

市販ムラサキヤマイモ色素原体を試料とし

て，HSCCC を用いて色素成分の単離精製を

行った．昨年度の検討から，3種のシアニジ

ンあるいはペオニジンアシルグルコシドが

主色素成分であると考えられたため，主にこ

れらの単離を目標とした．小カラム(75 mL

容)を用いて，本精製の前段階の検討を実施

したところ，HPLC上で主色素成分として確

認されたピーク 1 及びその副成分であるピ

ーク 2 がそれぞれ別の溶出時間に溶出した．

本精製として注入量を 20 倍に増加させ，大

カラム(350 mL 容)にスケールアップしたと

ころ，小カラムと同様の分離が可能であった

が，ピーク 3 の精製には至らなかった．以上

のことから，現段階では HPLC上に観察され

る主色素成分のピーク 1 及び 2 が HSCCC に

より単離精製が可能と考えられた． 

 

4) カシアガム中のアントラキノンの分析手

法に関する研究 
 カシアガム製品に JECFA 規格におけるア

ントラキノン類 6 種添加したものを試料と

して用い添加回収試験を行った．その結果，

JECFA 法で規定されているクロロホルムを

用いた場合，概ね 70%以上の回収率が得られ

た．  

一方，ジクロロメタンを用いた場合，すべて

の化合物で回収率 70%以上を示したものの，

アロエエモジンや 1,8-DAQ ではクロロホル

ムを用いた場合と比較してばらつきが増大

する傾向が認められた．次に，酢酸エチルを

用いた場合，アロエエモジンのみ良好な回収

率と精度が得られなかった．これらの問題を

解決するため，ジクロロメタンと酢酸エチル

を段階的に使用する抽出法について，同試料

を用いた添加回収試験によりその妥当性を

評価した．その結果，すべての化合物におい

て良好な回収率と精度が得られることが判

明した．  

 

5) PDA 検出器の校正用化合物創出のための

基礎検討 

 2位および 5位にアミノ基を導入した 1,4-

ナフトキノン誘導体については，ベースとし

た分子と比較して顕著な長波長化は観測さ

れなかった．一方で 500-700 nm 付近におけ

るスペクトル強度の増加が確認された．これ
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は 2 位および 5 位にアミノ基を導入したこ

とでアミノ基水素とカルボニル酸素間の分

子内水素結合の寄与と推察された．この点は

青色 3 号の吸収スペクトル形状との比較か

らも示唆された．  

 SR 分子の開発については，ビスインドリ

ルマレイミドを母骨格とし，C5～C12までの

長さの直鎖炭化水素基を導入して疎水性を

変化させることで，HPLCクロマトグラム上

における保持時間をある程度の範囲内で制

御することができた．これらの分子は 1 度の

合成で一挙に得ることも可能であるため，

HPLC クロマトグラム上で定量対象と重な

らない位置に溶出する分子をスクリーニン

グ的に見つけることが可能であった． 

 

6) 食品添加物中の鉛及びヒ素のスクリーニ

ング法へのエネルギー分散型蛍光 X 線分

析装置（EDX）の適用 

分析条件は，散乱線内標準補正の効果が認

められたため補正ありとすることとした．試

料を測定したところ，無添加試料において

As が含有すると判断されたものがあった．

そこでプロファイル（スペクトルのようなも

の）を確認したところ，共存元素である Br の

影響であることが確認された．隣接ピーク分

離処理を行ったが完全に取り除くことはで

きなかった．また主成分が無機物の場合や平

均原子番号が 9.0 を超える場合，感度低下が

起きることが確認された．一方，規格値の 1/2

相当濃度の対象標準溶液を基準とすること

で，規格値相当濃度を含有する試料を見逃す

ことなく確実に選抜することができ，また，

含有していない試料を含有すると誤って判

断することもないことが確認された． 

 

7) 真菌基原の添加物酵素の基原種同定法の

開発及び基原種に関する分類学的情報の

収集 

今年度は，複数種のマトリクスの変更や消

化酵素の併用により，同定精度の指標となる

Coverage を上げることができるかどうか検

討した．これまでにマトリクスとして用いて

いた 4-クロロ-α-シアノケイ皮酸(ClCCA)に

加え，9種のマトリクスを用いることにより

検出ペプチド数が増えるかどうかを検討し

た結果，一部の製品の分析結果において，

ClCCA では検出されなかったペプチドが 5

種のマトリクスをそれぞれ用いた場合に検

出された．また，消化酵素であるトリプシン

と Lys-C を併用することにより，検出ペプチ

ド数が増えることが明らかとなった．これら

の結果を踏まえ，複数のマトリクスを用い，

トリプシンと Lys-C を併用して PMF 法を行

うことで，Coverage が上昇するかを調べたと

ころ，3種の酵素製品の解析において，マト

リクスに ClCCA のみ，消化酵素にトリプシ

ンのみを用いた過去の結果より Coverage が

上昇した． 

 A. terreus に関する分類の変遷について文

献情報を精査したところ，2011 年以降，広義

の A. terreus は，狭義の A. terreus ， A. 

pseudoterreus ， A. floccosus， A. hortai ， A. 

alabamensis，A. citrinoterreus 等に細分化され

たため，これ以前に A. terreus と同定された

基原菌株はこれらの菌種に再同定される可

能性があり，注意が必要であることを確認し

た． 

 

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
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(委託調査) 

第 10 版食品添加物公定書に未収載の既存

添加物については，日本食品添加物協会と協

力して成分規格(自主規格，検証情報等)，流

通実態，安全性情報の収集が必要である．本

年度は，安全性評価状況について調査した．

国内で安全性評価情報が得られていない 42

品目の内， 28品目については，EFSA, JECFA, 

FDA 及び FSANZA の機関においてもで報告

された情報はなかったため，これらについて

は流通状況を確認し，入手可能と判断される

者場合は評価を進める必要がある．一方，入

手困難な品目については，安全性評価が事実

上が不可能であり，化学的安全性が担保でき

ない以上，消除を含めた対応を検討する必要

があると結論した．  

 

2. 既存添加物の成分組成に関する研究 

1) カロブ色素の成分解析 

カロブ色素の色素成分の定量法を検討し， 

schaftosideを直接分析する方法と，酵素分解に

よ り schaftoside 配糖体を加水分解して

schaftoside として分析する方法を考案した．し

かしながら，schaftosideの市販試薬が非常に高

価であることから，これを定量用標品とした定量

法の設定は困難であると考えられた．この問題

を回避するため，rutin 3 水和物を基準物質とし

た RMS を利用した定量法を検討した結果，

schaftoside の市販試薬を定量用標品とした絶

対検量線法とほぼ同じ定量値が得られ，RMS

を利用した定量法が十分機能することが確認で

きた．以上のことから，より定量分析に適した基

準物質，HPLC条件を検討することにより，公的

な定量法が設定可能であると結論した．  

 

2) 既存添加物の基準策定のための 1H-

qNMR を用いた成分定量 

香辛料抽出物コリアンダーオイルをはじめとし

たコリアンダー種子由来の製品中の linalolの含

有率を，1H-qNMRにより，溶媒として acetone-d6， 

linalol の 2-H の積分値を用いて直接定量でき

ることが確認できた．また， 香辛料抽出物セロ

リシードオイルをはじめとしたセロリ種子由来の

製品中の butylphthlideの含有率を，11H-qNMR

により，溶媒として acetone-d6，butylphthlide の

7-H の積分値を用いて直接定量できることが確

認できた． 

 

3) 既存添加物スピルリナ色素の定量評価の

基礎検討 

本研究により，スピルリナ色素に存在する

フィコシアニンがフィコシアノビリンを発

色団にもつものであることが明らかとなっ

た．昨年度の検討で検出された，当該断片に

おける約 2 Da の変化は，過激な酵素消化条

件によって生じたものと考えられた．本法は

カートリッジ型の MonoSpin Trypsin により

簡便かつ迅速に完結でき，m/z 587 が PCB特

徴的断片として得られるため，定性分析とし

て十分に適用可能である．フィコシアニンは

生物性タンパク質であるが，上記特徴的断片

を用いることで，種や株の差の判定にも対応

可能と考えられた． 

 

3. 分析法及び試験法の開発に関する研究 

1) 定量 NMR によるアントシアニンの純度

評価 

Cy3G・Cl市販試薬製品の純度は製造元によ

り大きく異なり，ラベル表示値に基づく定量では

試薬間差に起因する誤差が生じることが明らか

となった．また，イオンクロマトグラフィーを用い

た塩化物量に基づく換算法は過剰 Cl⁻の影響
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を受け，純度を過大評価する場合があった．以

上より，アントシアニンの正確な純度評価には

qNMR による絶対定量が最も信頼性の高い手

法であると結論づけられる．さらに，本研究で確

立した純度評価法は，アントシアニンを主成分

とする食品添加物公定書収載品の HPLC 成分

規格試験及び RMS 法の構築に有用な基礎資

料となるものである． 

 

2) 相対モル感度(RMS)を利用した定量法の

検討 -検出器としてフォトダイオードア

レイ(PDA)を用いた際の測定値のばらつ

きの原因- 

本研究では，UV-Vis や PDA 検出器を用い

た RMS 法の課題のひとつである，基準物質

と分析対象物質の測定波長が異なる場合に

おける装置間差の原因探索を目的とした． 

PDA 検出器のスペクトル検出特性を調査す

るため，同一試料の 273 nm，418 nm，522 nm，

629 nm における吸光度を測定し，分光光度

計の値を基準として比較した．その結果，装

置によって直線性の範囲が異なること，直線

性が見られる範囲内であっても分光光度計

の値からは最大で 15%ほどズレがある場合

があること，分光光度計とのズレ方は波長や

装置によって異なっており一定ではないこ

となどが明らかとなった．とくに，光源とし

ている重水素ランプとタングステンランプ

が切り替わると，基準とのズレ方に大きな変

化が見られる傾向があった． 

次に，装置間差を小さくするために，同一

試料を両装置で分析した際の吸光度から補

正係数を算出し，分析者の装置における補正

RMS を求める感度補正を検討した．本補正

の検討結果により，装置間差に PDA 検出器

における波長ごとの感度差が大きく寄与し

ていることが裏付けられた．また，RMS 法

における基準物質の選定においては，必ずし

も分析対象物質の検出波長と同一にする必

要はないが，光源ランプの切り替わり付近や

離れすぎた波長は避ける方が，装置間差を考

慮すると望ましいと考えられた． 

 

 

3) ムラサキヤマイモ色素に含まれるアン

トシアニン化合物の定量的分析法の開

発 

本研究では，ムラサキヤマイモ色素の主色

素成分であるアントシアニン類の HPLC 定

量法の構築を目指し，各種検討を実施した．

主要な 3 つの色素成分の構造推定を実施し

た結果，既報とは配糖体の数は異なっていた

が，類似した構造を持つものであると推定さ

れた．一方，LC/MS 分析では，糖の配置やア

シル部分の詳細構造に関する情報が得られ

ないため，完全な構造決定のためには NMR

糖を用いた構造解析が必要であった．このた

め，HSCCC 条件を検討した結果，2 成分の

単離精製条件が確立できた．今後，構造決定

を行い，定量用標品を供給できるようになる

予定である．本研究から得られた結果は，ム

ラサキヤマイモ色素の規格試験に活用され

るものと考えられる． 

 

4) カシアガム中のアントラキノンの分析

手法に関する研究 

本研究では，カシアガム中のアントラキノ

ン類分析法の確立を目的として，JECFA 規格

の分析法を基盤とした前処理法の改良を検

討した．具体的には，クロロホルムの代替抽

出溶媒としてジクロロメタン及び酢酸エチ

ルを候補溶媒として選定し，添加回収試験に
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よりその適用性を評価した．その結果，各溶

媒を単独で使用した場合，測定対象物質の一

部において真度または精度の面で問題が認

められたため，ジクロロメタン及び酢酸エチ

ルを段階的に使用する抽出法(段階抽出法)

を新たに考案した．JECFA 規格の残留上限値

の 10倍相当(添加濃度 5 mg/kg)及び残留上限

値(0.5 mg/kg)相当の添加濃度での検討にお

いて，対象とする全化合物ついて良好な抽出

性能が示された．また，本段階抽出法の適用

においては，ジクロロメタン層及び酢酸エチ

ル層の抽出液を統合せずにそれぞれ独立し

て減圧濃縮し，試験溶液を調製することが，

アロエエモジンの定量における真度及び精

度の確保のために不可欠であることが確認

された．以上より，本段階抽出法は，クロロ

ホルムを使用せず，カシアガム中のアントラ

キノン類を良好な真度及び精度をもって抽

出が可能な有効な手法であることが実証で

きた．本研究結果は，カシアガム中のアント

ラキノンの試験法の基礎情報として活用さ

れ，今後，第三者による検証を行い公的な規

格化を目指す予定である． 

 

5) PDA 検出器の校正化合物創出のための

基礎検討 

PDA 校正用の標準物質の開発として，1,4-

ナフトキノン誘導体の置換基位置の違いが

およぼす UV-Vis スペクトルの変化について

検討した．合成した誘導体 1’は結果としては

図らずしも既存の色素分子である青色 3 号

の分子構造に共通した構造を有しており，

UVスペクトルの類似性もこの部分に起因す

ることが示唆された．今後はこの化合物構造

をベースとし，構造情報を蓄積するとともに，

理論的に吸収スペクトルが制御できる設計

指針を立てることが重要と考えられた． 

既存添加物の SR 分子の開発については，

「1) 比較対象と類似の UV 吸収を示す構造

を選択し，2) 導入する炭化水素基で HPLC

クロマトグラム上の保持時間を調整する」と

いう方針のもと，複数の誘導体の一斉合成法

を確立した．HPLC 法によって定量を行うこ

とを想定した場合のデザインとしては，設計

コンセプトの成立がなされたと考えている．

今後は定量対象であるアナトー色素類との

HPLC クロマトグラム上における保持時間

を比較して候補となる誘導体を選定，定量

NMR による候補化合物の純度の値付けを行

い，定量への応用に向けた検討を進める予定

である． 

 

6) 食品添加物中の鉛及びヒ素のスクリー

ニング法へのエネルギー分散型蛍光 X

線分析装置（EDX）の適用 

EDX を公定書における食品添加物中の Pb

及び As のスクリーニング法へ適用できるか

どうかを検討した．その結果，散乱線内標準

補正を行うことでより正確な判断が可能と

なることが示され，さらに，規格値の 1/2 の

濃度の対照用標準溶液を基準として用いる

ことで，規格値相当濃度含まれる Pbや As を

見逃すことなく確実に選抜することができ

るうえ，これらを含有しない試料を誤って判

定する可能性も極めて低いことが示された．

EDX による分析は試薬を使用しないうえ，

前処理は不要でさらに測定時間も短い．つま

り環境や試験者への負荷も小さい分析法で

あるといえ，今後さらなる対象拡大へ向けて

引き続き検討を行う予定である． 

 

7) 真菌基原の添加物酵素の基原種同定法
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の開発及び基原種に関する分類学的情

報の収集 

電気泳動法と MALDI-TOF MS を組み合わ

せた添加物酵素の基原の解析法について，一

昨年，昨年に引き続き改良を行った．検出さ

れるペプチドの種類を増やすために，2種の

酵素による消化法と複数種のマトリクスを

用いた検出法を組み合わせたことにより，

Mascot サーチの結果における Coverage の向

上が認められた．この方法を用いることで，

より精度高く基原種の同定が可能となるこ

とが期待される． 

また，2011 年以降に A. terreus と同定され

た基原菌株は異なる学名に再同定される可

能性があり，注意が必要であることを確認し

た．基原菌種の分類情報は今後も継続的に変

遷すると予想されることから，基原微生物の

学名について，国際整合を考慮した生物種の

最新の分類情報を常に収集し，データベース

や酵素製品の付帯情報での登録情報を継続

して更新する必要があると考えられた． 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表等 

1-1. 論文 

1) Masumoto N, Yamazaki T, Miura T, 
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Akagi M, Ohtsuki T, Koyama K, Mizumoto 

T, Miyashita T, Kawashima S, Saito T, 

Sugimoto N: Development of a Standard-

Free Analytical Quantitative Method based 

on Liquid Chromatography Using Relative 

Molar Sensitivity for Chlorogenic Acid in 

Apple Juice. Chem. Pharm. Bull., 2025; 

73(7): 650-657. 

2) Miura T, Liu Y, Bzhelyansky A, Ohtsuki T, 

Matsufuji H:  Development of 1H qNMR 

analytical procedure for purity determination 
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1) 杉本直樹：既存添加物の取扱いに関する

今後の方針について．月刊フードケミカ
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2) 杉本直樹：定量分析値の SI トレーサビリ

テ ィ の 確 保 ： qNMR/Chromatography 

(Ensuring SI traceability of quantitative 

analytical values: qNMR/Chromatography)．

ソフト・ドリンク技術資料，2025: 207(3); 

63-73. 

 

2. 学会発表等 

2-1. 学会 

1) Yuzo Nishizaki: A Case Study on Validation 

of External Calibration qNMR (EC-qNMR). 

qNMR summit 2025 (2025.6). 

2) 梶本りおん，宮崎真奈，伊藤遥菜，西崎

雄三，阿部裕，杉本直樹，永津明人：定

量 NMR (1H-qNMR)を用いた生薬バニラ

及 び バ ニ ラ 香 料 中 の vanillin ，

ethylvanillin 及び p-hydroxybenzaldehyde

の定量．日本食品化学学会第 31回総会・

学術大会 (2025.6). 

3) 石附京子，川末慎葉，阿部裕，杉本直樹：

キラヤ抽出物の定量法への RMS 導入

に向けた検討（第１報）．日本食品化学学

会第 31回総会・学術大会 (2025.6). 

4) 瀬川ひかり，永津明人，西﨑雄三，阿部

裕，杉本直樹：定量 NMR 法を用いたブ
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ラ ッ ク ペ ッ パ ー オ イ ル 中 の β-

Caryophylleneの定量．日本生薬学会第 71

回年会 (2025.9)． 

5) 高田翔平，日置冬子，丸田知枝，建部千

絵，久保田浩樹，多田敦子，杉本直樹：

HPLCにおける相対モル感度法を応用し

た食品添加物中のソルビン酸異性体含

量の評価．第 121回日本食品衛生学会学

術講演会(2025.10). 

6) 中島馨，川末慎葉，阿部裕，杉本直樹：

相対モル感度を用いたステビオール配

糖体の定量法の検討(第 1 報)．第 121回

日本食品衛生学会学術講演会(2025.10). 

7) 西川拓海，阿部裕，杉本直樹，西崎雄三：

卓上 NMR を用いた 1H スピン情報に基

づく qNMR によるカラシ抽出物の定量

法の検討．第 7回日本定量 NMR 研究会

年会 (2025.11). 

8) 藤原由美子，建部千絵，高田翔平，久保

田浩樹，多田敦子，杉本直樹：相対モル

感度(RMS)を用いた食用緑色 3号中の未

反応原料及び反応中間体の定量法に関

する検討．第 7回日本定量 NMR 研究会

年会 (2025.11). 

9) 山﨑太一，Yang Liu，Carlos Amezcua，大

槻崇，加藤毅，神山和夫，高岡信也，水

本俊行，杉本直樹：相対モル感度（RMS）

を用いた定量分析法の国際規格（ISO）

化のための国際共同試験．第 7回日本定

量 NMR 研究会年会 (2025.11). 

10) 石附京子，川末慎葉，阿部裕，杉本直樹：

TRAQ-Chrom (Transmission-Referenced 

Absolute Quantification Chromatography)

の検討．第 7回日本定量 NMR 研究会年

会 (2025.11). 

11) 今岡美史，高田翔平，黒原崇，藤原由美

子，建部千絵，窪崎敦隆，大槻崇，多田

敦子，松藤寛，杉本直樹：タール色素不

純物の NMR スペクトルに与える無機成

分の影響．第 7回日本定量 NMR 研究会

年会 (2025.11). 

12) 梶本りおん，西崎雄三，阿部裕，杉本直

樹，永津明人：定量 NMR (1H-qNMR)を

用いたコリアンダーオイル及びコリア

ンダー種子中の linalool の定量．日本薬

学会第 146 年会 (2026.3)． 

13) 高松さくら，鬼嶋七海，内倉崇，好村守

生，阿部裕，杉本直樹，天倉吉章：食品

添 加 物 カ ロ ブ 色 素 中 に含有す る

schaftoside の定量分析に関する検討．日

本薬学会第 146 年会(2026.3)． 

14) 田中誠司，西崎雄三，細江潤子，増本直

子，伊藤美千穂，内山奈穂子，石附京子，

杉本直樹，鈴木梓，浅野龍二，三浦亨，

武藤康弘，朝倉克夫，末松孝子，小松功

典，古川茶勲，合田幸広：1H スピン情報

に基づいた参照 NMR スペクトルによる

「定量用ヘスペリジン」の確認試験につ

いて．日本薬学会第 146 年会(2026.3)． 

 

2-2. 講演等 

1) 阿部裕：天然由来の食品添加物のリスク

管理～これまでとこれから～，日本薬学

会第 146 年会，日本薬学会・日本食品化

学学会ジョイントシンポジウム(2026.3)． 

 

H. 知的財産の出願・登録状況(予定を含む) 

 なし
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食品衛生基準科学研究費補助金(食品安全科学研究事業) 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

(23KA1012) 

令和7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 

〜既存添加物の国内外の安全性評価情報に関する調査研究〜 
 

業務受託者 松村雅彦 一般社団法人日本食品添加物協会 専務理事 
 

研究要旨 本研究は，既存添加物の品質確保に資する分析法開発のため，１．既存添加物の

成分規格（公定書案，自主規格案，自社規格等），２．既存添加物の流通・使用実態，３．

既存添加物の国内外の安全性評価情報，について３年間を１サイクルとして調査を行うもの

であり，初年度に１，２年目に２，３年目に３について調査し，３年目に総合報告書を作成

するものである． 
本年度は，「３．既存添加物の国内外の安全性評価情報」の調査を実施した．結果を，本研

究報告書にまとめて報告する． 
安全性評価情報の調査については，「既存添加物 安全性評価検討中品目リスト（消費者

庁食品衛生基準審議会添加物部会資料 令和７年２月 18 日）に収載されている 50 品目か

ら，「令和６年度既存添加物の安全性評価に関する調査研究」で安全性に問題なしと判断さ

れた８品目を除外した計 42 品目を対象とした． 
 

研究協力者 
木戸啓之 (一社)日本食品添加物協会 

常務理事 
藤井結花 (一社)日本食品添加物協会 

常務理事 
 

A. 研究方法 
令和７年２月から 11 月に開催された食品

衛生基準審議会添加物部会（以下“添加物部

会”という）の報告等に基づき，令和７年 12
月 1 日時点で，わが国において安全性確認が

完了していない既存添加物を 42 品目と特定

した． 
令和７年２月 18 日に開催された令和６年

度の第３回となる添加物部会では，『既存添

加物の安全性については，これまでに確認の

必要性が高いと思われるものから，食品安全

委員会が定める「添加物に関する食品健康影

轡評価指針」に従い，国内外の急性毒性試験，

90 日反復投与毒性試験，遺伝毒性試験の結果

を収集し，順次，確認を行い，また，安全性

に関する既存の情報が入手できない場合に

は，国立医薬品食品衛生研究所に毒性試験を

委託し，新規に試験を実施し，それらの評価

を進めてきたところであり，これらの取組に

より，消除予定品目を除いた収載品目 326 品

目のうち 276 品目については安全性の確認

が完了してきたところであること．さらに，

一方で残り 50 品目については，安全性に関

する既存の情報もなく，かつ試験試料の入手

が困難であること等により，毒性試験の実施

が実質的に不可能であると思われる品目も

多くある』ことが事務局から報告され，50 品

目については参考資料２に示された． 
さらに，令和７年 11 月 18 日に開催された

令和７年度の第２回となる添加物部会では，

「令和６年度既存添加物の安全性評価に関

する調査研究」として，資料 4-1「既存添加

物の安全性の確認について」に沿って，８品

目（塩水湖水低塩化ナトリウム液，海藻灰抽

出物，活性白土，酵素処理ナリンジン，サト

ウキビロウ，L-ラムノース，単糖・アミノ酸

複合物，ツヤプリシン（抽出物））の評価結果
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ならびに未評価の既存添加物が 42 品目であ

ることが報告された． 
これらを踏まえ，本研究では，令和６年度

第３回添加物部会の参考資料２収載 50 品目

から，令和７年度第２回添加物部会の資料 4-
1 収載の８品目を除外した 42 品目を対象と

して，海外評価機関等における安全性評価状

況を調査した． 
調査には，消費者庁 Web サイトから遷移

する日本食品化学研究振興財団 Web サイト

「既存添加物名簿収載品目リスト」に収載

されている英名を用い，以下の各サイトで

実施した．ヒットしない場合は英名の別名

で調査し，英名の別名でもヒットしない場

合は，“安全性評価の報告がないもの”とす

る． 
ＥＦＳＡ：

https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/search/a
dvanced 
ＪＥＣＦＡ： 

https://apps.who.int/food-additives-
contaminants-jecfa-database/ 
ＦＤＡ： 

https://hfpappexternal.fda.gov/scripts/fdcc/i
ndex.cfm?set=GRASNotices 
ＦＳＡＮＺＡ： 

https://www.foodstandards.gov.au/publicati
ons/Pages/default.aspx 

https://www.foodstandards.gov.au/food-
standards-code/applications 

https://www.foodstandards.gov.au/food-
standards-code/proposals 

 
Ｂ. 研究結果 
調査結果を表１－１に，安全性の評価報

告の収載先リンクを表１－２に記した．ま

た，調査対象外とした８品目を表１－３に

記した． 
今回の調査で新たに「酸素」，「パラジウ

ム」の２品に安全性評価の報告が加わり，

過去に報告済みの「アスコルビン酸オキシ

ダーゼ」を含め，海外の安全性評価報告が

有る添加物は３品であった． 
また，４つのサイトいずれかにおいて，

直接的ではないが安全性評価に関連する報

告が，新たに７つの添加物について９件確

認された． 
前回報告では，安全性データでなく物理

データのみのもの，記載はあるが安全性に

言及していないものを報告したが，今回

は，それらに該当するものはない． 
 

C. 考察 
４つの評価機関のサイトで安全性評価報

告のあった添加物が３品目，関連情報の報告

があるものが 11 品目あるが，全体の２／３

にあたる 28 品目は，いずれの機関でも安全

性評価関連情報が報告されていない．このこ

とは，添加物部会で報告された「安全性に関

する既存の情報が入手できない場合」として，

新たに原体を入手し，試験を実施したうえで

評価を進める必要のある添加物の割合が多

いことを示しており，既存添加物の安全性評

価の完遂には，時間，労力，費用面での負担

が大きく，また，事業者からの原体提供も重

要であることが，改めて確認された． 
 
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部長である杉本

直樹先生，第二室長である阿部裕先生をはじ

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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既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

(23KA1012) 

令和7年度 研究分担報告書 
 既存添加物の成分組成に関する研究 

〜カロブ色素の成分解析〜 

研究代表者 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 
内倉 崇 松山大学薬学部 
杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部  
阿部 裕 国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部  
 

A. 研究目的 
カロブ色素は第 10 版食品添加物公定書 1)に

収載され，「イナゴマメ(Ceratonia siliqua L.)の
種子の胚芽を粉砕して得られたものである．

デキストリン又は乳糖を含むことがある」と

定義される着色料である．性状は，「淡黄～淡

黄褐色の粉末又は粒で，わずかに特異なにお

いがある」とされ，主成分はフラボノイドで，

かん水を含む弱アルカリ性の麺類に添加する

と黄色を呈することが知られている．イナゴ

マメの胚乳部は多糖類を豊富に含んでおり，

カロブビーンガムとしてガムベースにも利用

されている． 
食品添加物公定書におけるカロブ色素の確

認試験は，色調の確認の他，呈色反応による

確認試験のみで，品質評価のための指標成分

は示されていない．成分はフラボノイドとさ

れており．これまで LC/TOF-MS 分析及び成分

の変換反応に基づき，主要成分としてフラボ

ノ イ ド (apigenin) C-配 糖 体(isoschaftoside，
schaftoside，neoschaftoside)が明らかにされ，
1H-qNMR で純度検定した apigenin 標品の絶対

検量線を作成して UPLCで定量分析する結果が

報告されている．2) 

本研究では，カロブ色素の HPLCにおける主

検出成分を解明し，確認試験に適用できる含

有成分の提案を目的に検討を実施しており，

今年度はカロブ色素製品中の schaftoside の定量

分析法について，グラジエント溶出における

HPLC 分析での検討を行った． 

研究要旨  
カロブ色素は第 10 版食品添加物公定書に収載されている着色料であるが，確認試験は呈色を

確認する定性試験のみであり，本添加物の特徴成分を具体的に確認する試験法の提案がのぞ

まれる．本研究では，カロブ色素の主要成分を解明することで，高度な品質保証のための試

験法の提案につなげることを目的に検討を行った．これまでの検討で，カロブ色素製品の

HPLC 分析から主ピークを検出し，それらが schaftoside 及び schaftoside 配糖体であることを明

らかにし，指標成分候補として schaftosideを見出した．また，schaftosideを指標とした TLC分

析による確認試験法について提案した．定量分析としては，schaftoside を直接分析する方法

と，schaftoside 配糖体をβ-グルコシダーゼによる酵素分解で schaftoside に誘導して分析する

方法を検討し，いずれにおいても定量値を算出することができた．今年度はその続きとし

て，カロブ色素製品中の schaftosideの定量分析法について，グラジエント溶出のHPLCによる

相対モル感度（RMS）法について検討し，rutin 標準品によるカロブ色素中 schaftoside の定量

分析を行った結果，絶対検量線法による定量データとほぼ近い値となることを示すことがで

きた． 
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B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
カロブ色素製品として，市場に流通してい

るカロブ色素(管理番号 C2250)を用いた．

Schaftoside は一般試薬(富士フィルム和光純薬

製，MedChemExpress)を用い，rutin は食品添加

物試験用ルチン標準品(3水和物，富士フィルム

和光純薬製)を使用した．その他の試薬は，特

級または高速液体クロマトグラフ用を用いた． 
 
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．測定条件を以下に示

す．カラム：L-column ODS (2.1 I.D. × 150 
mm)(化学物質評価研究機構製)，カラム温度：

40℃，流速：0.3 mL/min，測定波長：340 nm，

移動相：(A) 0.1%ギ酸 in 蒸留水及び(B) 0.1%ギ
酸 in アセトニトリル(溶媒はいずれもナカライ

テスク製)〔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→90%)，50→55 min (90
→100%)，55→60 min (100%)〕． 
 
B-3) 試料溶液の調製 

Schaftoside は 4濃度(1.0，0.5，0.1，0.01 
mg/mL)で検量線を作成した．また，製品の抽

出溶媒を検討するため，メタノール(MeOH)，
エタノール(EtOH)，50%MeOH，50%EtOH，

H2O の 5 種類で抽出し，各試料溶液について

schaftoside 量を絶対検量線法により算出した．

Rutin 3 水和物に対する schaftoside の RMS値
は，それぞれの標準溶液(1.0，0.5，0.1，0.01 
mg/mL)を調製し，得られた面積値を用いてそ

れぞれの検量線を作成し，その傾きの比から

決定した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 抽出溶媒の検討 
カロブ色素製品中の schaftoside 量について，

これまで分析してきた条件(グラジエント溶出

条件)で予試験的に検討した．検出波長はこれ

までの 280 nmから，schaftosideの極大吸収を参

考に 340 nm に設定した．Schaftoside は 4濃度

(1.0，0.5，0.1，0.01 mg/mL)で検量線を作成し

た(図 1)．また，製品の抽出溶媒を検討するた

め ，MeOH，EtOH，50%MeOH，50%EtOH，

H2O の 5 種類で抽出し，各試料溶液について

schaftoside 量を絶対検量線法により算出した．

その結果，H2O が最も定量値が高い結果(5.0 
mg/g)と な っ た(MeOH，EtOH，50%MeOH，

50%EtOH； そ れ ぞ れ ，2.3，0.65，4.8，4.8 
mg/g)(図 2)．昨年度，酵素処理による定量分析

法について，アイソクラティック溶出で絶対

検量線法による定量値を報告していたが，そ

の値とほぼ同じ結果であった． 
 
C-2) 相対モル感度(RMS)を利用した分析法の

検討 
Schaftoside は試薬が高価であり，さらにフラ

ボノイドC配糖体で回転異性体による立体障害

から，通常の分析条件では 1H-NMR解析が困難

なこともあり 3)，他の化合物を標準品とする相

対モル感度(RMS)を利用した分析法について予

備検討を実施することとした．標準品は

schaftoside と同じフラボノイドで，食品添加物

試験用として試薬が販売されているルチン標

準品(rutin 3 水和物)を用いることとした．同じ

グラジエント溶出条件で HPLC 分析し，rutin 3
水和物に対する RMS 値を算出したところ，

1.1326 であった(図 3)．この RMS値を用いて，

ルチン標準品によるカロブ色素中 schaftoside の
定量分析を行った結果，4.7 mg/g となり，絶対

検量線法による定量データ(5.0 mg/g)とほぼ近
い値を求めることができた．このように，グ

ラジエント溶出条件の予試験で分析可能であ

ることが示唆されたことから，今後，他の化

合物についても標準品としての適用を検討し，

さらにアイソクラティック溶出における HPLC
分析条件を検討する予定であり，RMS を利用

したカロブ色素中 schaftoside の定量分析の設定

を目指す． 
 

D. 結論 
食品添加物カロブ色素製品に含有する

schaftoside の定量分析に関する検討として，

H2O，50%MeOH，50%EtOH，MeOH，EtOH で
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それぞれ抽出したものを試料溶液とし，HPLC
による絶対検量線法により schaftoside の定量分

析を行った結果，抽出溶媒としては H2O の抽

出効率がよく，次いで 50%MeOH，50%EtOH
で，含水の方の抽出量が高い傾向が示唆され

た．また，RMS 法による分析について，ルチ

ン標準品を使用した方法について検討した結

果，絶対検量線法による定量データとほぼ近

い値となり，グラジエント溶出条件の試験で

分析可能であることが示唆された． 
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図 1. Schaftoside の HPLC クロマトグラム及び検量線 
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図 3．Rutin の HPLC クロマトグラム及び RMS 値 
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食品衛生基準科学研究費補助金(食品安全科学研究事業) 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

(23KA1012) 

令和7年度 研究分担報告書 
既存添加物の成分組成に関する研究 

〜既存添加物の基準策定のための 1H-qNMR を用いた成分定量〜 

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．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．それゆえ，既存

添加物「香辛料抽出物」の原料の規格試験法

として，定量 NMR (1H-qNMR)法が適切ある

いは適用可能なものがあるかの検討を行っ

ている．令和 7 年度も引き続き既存添加物

「香辛料抽出物」に着目し，「香辛料抽出物」

の規格試験法への適用の可能性を検討した．

「香辛料抽出物」の一つである「コリアンダ

ーオイル」中の linalol (Fig. 1)の定量を，コリ

アンダー種子，食用の種子の粉末中の定量と

併せて行った．また，同じく「香辛料抽出物」

の一つである「セロリシードオイル」の指標

成分として butylphthalide (Fig. 2)を選択し，原

料となるセロリ種子，香粧品用のセロリシードオ

イルと併せて，1H-qNMR 法を用いてその含有

率の定量を検討した．  

 

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 1,4-bis(trimethylsilyl)benzene-d4 (BTMSB-

d4, Fig. 3)は富士フィルム和光純薬の Trace 

Sure®規格のものを用いた．NMR 測定用溶媒

の acetone-d6 は Cambridge Isotope Lablatories 

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 7 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した．既存添加物の「コリアンダーオイル」中の linalol の定量をコ

リアンダー種子，食用の種子の粉末中の定量と併せて行った．また，「香辛料抽出物」由来

の既存添加物「セロリーシードオイル」の指標成分として butylphthalide を選択し，原料とな

るセロリ種子，香粧品用のセロリシードオイルと併せてその含有率の 1H-qNMR 法での定量を検

討した． 
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Inc.の 99.9 atom %D を用いた．Linalol と

butylphthalide はどちらも東京化成から購入

の試薬を用いた．コリアンダーオイル(管理

番号 C2300)とセロリシードオイル(管理番号

C2304)は 2023 年 8 月に国立医薬品食品衛生

研究所より供与を受けたものを用いた．コリ

アンダー種子は食用として市販されている

製品 2 種を，セロリ種子はセロリ栽培用とし

て園芸店で市販されているもの 2 種と食用

として市販されているもの 2 種を，セロリー

シードオイルのもう１種の試料は香粧品用

として市販されているものを，それぞれ2025

年 4 月に購入し，用いた．  

 

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．試料の粉末化には大阪

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-ECZL600

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法を用いたコリアンダーオイ

ル及びコリアンダー種子中の linalol の定量  

まず，linalol の 1H-qNMR スペクトルの実施

の条件検討と，試料中の 1H-qNMR 法による

linalol 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 

 BTMSB-d4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 acetone-d6に 溶かして内部標準溶液と

した． 

 Linalol 標準品とコリアンダーオイルは，約

10 mg を精秤して 5.00 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．  

市販のコリアンダー種子は粉末化して用い

た．粉末化した種子及び粉末を購入した試料

は，約  100 mg を精秤して内部標準溶液 

(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 

各試料から調製した測定試料の 1H-NMR を

測定し，linalol (Fig. 1)の 2位のオレフィンプ

ロトンシグナルが 5.66 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，linalol の 2位のプロトン

シグナルと 0.00 ppm とした BTMSB-d4 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 linalol の濃度を算出した．  

 

Cl = ( Il / IB ) x CB 

 

ただし，CB，Cl はそれぞれ BTMSB-d4 及び

linalol のモル濃度(mol/mL)，ID，IR はそれぞ

れ BTMSB-d4 及び linalol の水素 1 個あたり

のシグナル面積． 
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B-3-c) HPLC を用いたコリアンダーオイル

及びコリアンダー種子中の linalol の定量  

 HPLC は YMC-Triart C18 s-5 250 mm x 4.6 

mm i.d.のカラムを用い，40℃で MeCN :  

0.1%リン酸-H2O = 55 : 45，注入量 10 µL，流

速 1.0 mL/min で溶出，210 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 a) 

 1H-qNMR 法で定量した linalol 標準品の溶

液を適宜段階希釈した液を標準液として検

量線を作成した．(Fig. 6) 試料溶液として，

1H-qNMR スペクトルの測定溶液を HPLC の

展開溶媒で 10 倍に希釈した液を用いた．試

料溶液のクロマトグラムの linalol のピーク

面積と検量線の関係から，試料中の linalol を

定量した．(Fig. 5) 

 

B-4) 1H-qNMR法を用いたセロリシードオイ

ル及びセロリ種子中の butylphthride の定量  

セロリシードオイルに多く含まれる成分と

して limonen が文献的 1)に示されている．し

かしながら香辛料抽出物のセロリシードオ

イル（以下，C2304）の 1H-NMR スペクトル

では，特徴的なシグナルがどの化合物に由来

するかすぐに予測を立てることが困難であ

った．C2304 の TLC を展開したところ，比

較的はっきりとした UV 吸収を持つスポッ

トが見られたことから，このスポットを示す

化合物の単離同定するところから着手した． 

 

B-4-a) C2304 中の化合物の単離同定 

C2304 (約 100 mg)をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー（n-hexane-ethylacetate = 4 : 1）

で分離した．n-Hexane-ethylacetate = 4 : 1 で展

開した TLC で Rf＝0.4付近に UV吸収が見ら

れた画分を集めて濃縮乾固した．得られた化

合物の各種NMRスペクトルを測定したとこ

ろ butylphthlide と推定され，市販試薬の

butylphthlide とも 1H-NMR スペクトルが一致

したことから，この化合物を butylphthlide と

同定した．(Fig. 7) また，butylphthlide の 1H-

NMR スペクトル（CDCl3 中）と C2304 のそ

れを比較したところ，7.3〜7.9 ppm で一致す

るシグナルが独立して観測されることから，

このbutylphthlideを指標成分にできる可能性

が示された．ところで，1H-qNMR の測定の

際に CDCl3を用いると，溶媒の密度が大きい

ために固形試料の抽出時に遠沈して上清を

得るという操作が成り立たなくなる．そこで，

溶媒を acetone-d6として C2304 の 1H-NMR ス

ペクトルを測定したところ，butylphthlide の

芳香族プロトン 4 種類は 7.3〜7.6 ppm にそ

れぞれ独立したシグナルとして観測され，

1H-qNMR 法での定量が可能と判断された．

（Fig. 8 a,b） 

 

B-4-b) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 

BTMSB-d4 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 acetone-d6 に 溶かして内部標準

溶液とした． 

 Butylphthlide 試薬は，約 10 mg を精秤して

5.00 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 1H-

qNMR の測定に供した．  

C2304 と香粧品用のセロリシードオイル

（以下，香粧品オイル）は約 20 mg を精秤し

て内部標準溶液に溶かして 2.00 mL とし，こ

の溶液 0.600 mL を NMR 試料管にとり 1H-

qNMR の測定に供した．セロリ種子は粉末化

してデシケータ中で乾燥させたのち，約 100 
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mg を精秤して内部標準溶液 (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-c) 1H-qNMR スペクトルの測定 

Butylphthlide 試薬と C2304 とセロリ種子末

の抽出液の 1H-qNMR を測定したところ，芳

香族水素のシグナル（4-H: 7.42 ppm，5-H: 7.52 

ppm，6-H: 7.35 ppm，7-H: 7.58 ppm）が独立

して観測された． (Fig. 8) 積分値は，

butylphthlide 試薬とセロリ種子末の抽出液の

スペクトルではどのシグナルもほぼ同じ値

を示したが，C2304 では 7.35 ppm のシグナ

ル方のシグナルの約 1.3倍となっており，他

のシグナルとの重なりが推定された．一方，

香粧品オイル試料の 1H-qNMR を測定した．

ところ，5-H と 7-H は他のシグナルとオーバ

ーラップしていた．4-H と 6-H は独立したシ

グナルでほぼ同じ値の積分値を示したが，こ

の濃度において s/n は７程度で非常に低く，

定量は困難であると判断された．以上を勘案

し，積分値が取りやすく，値のばらつきが一

番小さかった一番低磁場側の 7-H（7.58 ppm）

シグナルを用いて定量することにした． 
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，

butylphthlide の 7 位のシグナルと 0.00 ppm 

とした BTMSB-d4 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

butylphthlide の濃度を算出した．  

 

CP = ( IP / IB ) x CB 

 

ただし，CB，CPはそれぞれ BTMSB-d4及び 

butylphthlide のモル濃度(mol/mL)，IB，IPはそ

れぞれ BTMSB-d4 及び butylphthlide の水素 1

個あたりのシグナル面積． 

 

B-4-d) HPLC を用いたセロリシードオイル

及びセロリ種子中の butylphthlide の定量  

 HPLC は YMC-Triart C18 s-5 250 mm x 4.6 

mm i.d.のカラムを用い，40℃で MeCN :  

0.1%リン酸-H2O = 0 min 50 : 50 → 30 min 70 : 

30，注入量 10 µL，流速 1.0 mL/min で溶出，

274 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. 9) 

 1H-qNMR 法で定量した butylphthlide 標準

品の溶液を適宜段階希釈した液を標準液と

して検量線を作成した．(Fig.10) セロリシー

ドオイルの試料溶液は，1H-qNMR スペクト

ルの測定溶液を HPLC の展開溶媒で 5 倍に

希釈，セロリ種子の試料溶液では同様にして

10 倍に希釈したものを用いた．それぞれの

試料溶液のクロマトグラムのbutylphthlideの

ピ ー ク の 面 積 と 検 量 線 の 関 係 か ら

butylphthlide の含量を求めた．(Fig. 9) 

 

C. 結果及び考察 

C-1) コリアンダーオイル及びコリアンダー

種子中の linalol の定量  
1H-qNMR を用いて測定した試薬中の linalol

の含有率は 89.47%だった．またコリアンダ

ーオイル中の含有率は 69.33％，種子中の２

試料は 0.15 と 0.17%であった．(Table 2)  

HPLC での測定結果でも同様の数値が観測

された．いずれの試料でも 1H-qNMR のスペ

クトルにおいて 2-H のシグナルが独立して

綺麗に観測され，積分値も取りやすい状況で

あったことから，1H-qNMR 法による linalol
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の定量がコリアンダーオイルなどコリアン

ダー関連製品の品質管理に有効である可能

性が示された． 

 

C-2) セロリシードオイル及びセロリ種子中

の butylphthlide の定量 
1H-qNMR 法において，butylphthlide の 7-H

のシグナルの積分値を用いて各試料の含有

率を算出した．試薬中の含有率は 89.86%だ

った．セロリシードオイル(C2304)中の含有

率は 2.14％，種子中の 4 試料のうち，栽培用

は 0.24 と 0.10%，食品用のものは 0.50 と

0.38%であった．(Table 3) いずれのスペクト

ルでも s/n は 100程度以上が確保され，定量

に十分なシグナル強度が示された．HPLC で

の測定結果でも同様の数値が観測された． 

香粧品オイル試料では，butylphthlide の 4-H

または 6-H のシグナルの積分値を用いて定

量することも不可能ではなかったが，今回の

条件では十分な s/n は得られなかった．なお，

Table 3 には 6-H のシグナルから仮に算出し

た含有率を記載した．HPLC から求めた含有

率よりも小さな値となった．  

以上 の よ う に ， 11H-qNMR 法 に よ る

butylphthlide の定量がセロリシードオイルな

どセロリ種子関連製品の品質管理に有効で

ある可能性が示された．一方，含有率が 1％

を切るような低含油率のオイル（液体）製品

での定量は困難であることもわかった． 

 

D. 結論 

D-1) 1H-qNMR法をコリアンダーオイル及び

コリアンダー種子中の linalol の定量 

香辛料抽出物コリアンダーオイルをはじめ

としたコリアンダー種子由来の製品中の

linalol の含有率を，1H-qNMR 法を利用し，溶

媒として acetone-d6，
 linalol の 2-H の積分値

を用いて定量できることを確認した． 

 

D-2) 1H-qNMR法を用いたセロリシードオイ

ル及びセロリ種子中の butylphthlide の定量 

香辛料抽出物セロリシードオイルをはじめ

としたセロリ種子由来製品中の butylphthlide

の含有率を，1H-qNMR 法を利用し，溶媒と

して acetone-d6，
 butylphthlide の 7-H の積分

値を用いて定量できることを確認した． 
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Fig. 1 Linalol の構造 

2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  Butylphthlide の構造 

7位のプロトンが 1H-qNMR 法において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（BTMSB-d4） 
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Fig. 4  Linalol 試薬，既存添加物のコリアンダーオイル (b)と市販コリアンダー種⼦ A (c), B 

(d)の各試料の 1H-qNMR スペクトル (in acetone-d6, 600 MHz)   

拡⼤図のシグナルが 2 位のプロトンシグナル． 
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Fig. 5  Linalol試薬，既存添加物のコリアンダーオイル (b)と市販コリアンダー種⼦ A (c), B (d)の

各試料の HPLC クロマトグラグラム  
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Fig. 6   HPLC における Linalolの検量線 
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Fig. 8  既存添加物セロリシードオイル (a) ，単離された化合物(b) ，Butylphthlide 試薬 

(c)，の 1H-qNMR スペクトル (in CDCl3, 600 MHz)  
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Fig. 8  Butylphthlide 試薬 (a)，既存添加物セロリシードオイル (b) ，栽培⽤セロリ種⼦試料 

(c) ，⾷⽤セロリ種⼦試料 (d) ，⾹粧品⽤セロリシードオイル (e)の各試料の 1H-

qNMR スペクトル (in acetone-d6, 600 MHz)   

拡⼤図は芳⾹族のプロトンシグナル． 
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Fig. 9  Butylphthlide 試薬 (a)，既存添加物セロリシードオイル (b) ，栽培⽤セロリ種⼦試料 

(c) ，⾷⽤セロリ種⼦試料 (d) ，⾹粧品⽤セロリシードオイル (e)の各試料の HPLC 

クロマトグラム  

矢印の保持時間 13.3 分付近のピークが butylphthlide のピーク 
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Fig. 10   HPLC における Butylphthlideの検量線 
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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 ECZL600 

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  1H-qNMR 及び HPLC を用いて測定した linalol の含有率 

 含有率(％)  

 1H-qNMR HPLC 

linalool試薬 89.47 ±1.45   

コリアンダーオイル (C2300) 69.33 ±0.29 68.45 ±2.78 

市販コリアンダー種子(CoS-H) 0.17 ±0.01 0.14 ±0.01 

市販コリアンダー種子(CoS-Sb) 0.15 ±0.00 0.14 ±0.01 
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Table 3  1H-qNMR 及び HPLC を用いて測定した butylphthalide の含有率 

 

 含有率(％)  

 1H-qNMR HPLC 

Butylphthalide試薬 89.86 ±0.63   

セロリシードオイル（既存添加物）(C2304) 2.14 ±0.03 2.28 ±0.01 

セロリ種子（栽培用）(CeSP-25T) 0.24 ±0.01 0.25 ±0.01 

セロリ種子（栽培用）(CeSP-25Sa) 0.10 ±0.00 0.11 ±0.00 

セロリ種子（食品）(CeSF-25Sb) 0.50 ±0.01 0.51 ±0.00 

セロリ種子（食品）(CeSF-25G) 0.38 ±0.02 0.39 ±0.01 

セロリシードオイル（香粧品）(CO2504) (0.28 ±0.06) (0.36 ±0.02) 
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食品衛生基準科学研究費補助金(食品安全科学研究事業) 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

(23KA1012) 

令和7年度 研究分担報告書 
既存添加物の成分組成に関する研究 

既存添加物スピルリナ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 

高山卓大 立命館大学薬学部 助教 
 
A. 研究目的 

スピルリナ色素（Spirulina color）は，第 10 版

食品添加物公定書（以降、公定書）において「本

品は，スピルリナ（Arthrospira platensis (Spirulina 
platensis)）の全藻から得られた，フィコシアニ

ン（PYC）を主成分とするものである．デキス

トリン又は乳糖を含むことがある．」と定義さ

れている 1)．PYC は青色の発色団を分子内に有

するタンパク質（分子量 30 kDa）で，発色団は

分子量 600 Da 程度の低分子フィコシアノビリ

ン（PCB）である 2)．スピルリナ色素は食用色素

として用いられる他，近年，PYC が抗酸化作用，

神経保護作用さらには抗がん作用を有するこ

とが報告され 3, 4)，スピルリナ色素を含有する製

品がスーパーフードとしても商業的に注目さ

れている．公定書にはスピルリナ色素の確認試

験として，定性試験法に規格が存在する．一方

で，その含有量評価は色価測定に留まっており，

より正確な定量評価法が求められる． 
そこで本研究では，定性・定量分析可能な理

化学機器である高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）に基づくスピルリナ色素の測定法の

開発を目指した．定性・定量の対象物質として

は，スピルリナ色素の主成分である PYC とし

た．令和 6 年度の検討において，4 種（スピル

リナ色素 2 種、クチナシ青色素及びバタフライ

ピー色素(チョウマメ色素)）の市販青色素に関

して，アミノ酸 1 残基レベルまで酵素消化を行

う手法を検討した．すなわち，PCB結合型 Cys
レベルまで酵素消化を行い，そのピークの吸収

波長と精密質量を計測した．その結果，スピル

リナ色素製品 1 種において検出波長 620 nm 
（PYC の極大吸収領域）で選択的に検出される

研究要旨 スピルリナ色素は，第10版食品添加物公定書においてスピルリナ（Arthrospira 
platensis (Spirulina platensis)）の全藻から得られた，フィコシアニンを主成分とするものと

定義されている．フィコシアニンは青色の発色団を分子内に有するタンパク質で，食用色

素として用いられ，その抗酸化活性や神経保護作用からスーパーフードとしても近年着目

されており，今後，安全性確保のため，より適切な成分規格を策定していく必要がある．

公定書には確認試験として，定性手法が定められている．昨年度の研究において，主成分

であるフィコシアニンに着目し，その発色団の構造を酵素消化法によって解析した．本消

化法により，スピルリナ色素で良好なピークを認めた一方で，その精密質量を計測した場

合、フィコシアノビリンとは約2 Da異なる分子量となり、正確な構造同定までには至らな

かった．本年度の研究では，この違いが測定処理時に発生したものか，サンプル自体の特

性かを解析する目的で，トリプシン消化による消化を試みた．得られた試料は液体クロマ

トグラフィー-高分解能質量分析装置で測定し，フィコシアノビリン結合シーケンスを確

認することができた． 
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ピークが観測され，特に保持時間 6 分付近に高

強度なピークを得た．この成分のものアイソト

ピックな m/z は 706.2921[M+H+]であり，PCB で

予測される m/z 708.3066よりも約 2 Da小さく検

出された．PCB はジヒドロビリベルジンを経て，

不飽和炭素が還元されて得られるものとされ

ており，上記の結果からは処理中に酸化が生じ

た可能性が示唆され，その判別が付けられなか

った．そこで今年度の検討としては，PYC 含有

製剤について，温和な条件下でトリプシン消化

を行い，LC-四重極飛行時間型質量分析計

（QTof/MS）を用いてペプチドシーケンス解析

を実施した．PYC の配列情報と照らし合わせ，

PCB 結合断片の配列について詳細に解析した． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

スピルリナ色素には市場より購入したもの

を用いた． 
アセトニトリル(HPLC 用)，メタノール(HPLC

用)，ギ酸(LC/MS 用，約 99%)，トリフルオロ酢

酸(TFA，LC/MS 用)，尿素(試薬特級)及び重炭酸

アンモニウム(試薬特級)，Tris HCl(試薬特級)は
富士フイルム和光純薬社製のものを用いた．ジ

チオスレイトール(DTT, 試薬特級)及びヨード

アセトアミド(IAA, 試薬特級)はナカライテクス

社製のものを用いた．トリプシン消化にはカー

トリッジ製である MonoSpin Trypsinを採用し，

GL Sciences 社から購入した．消化後の脱塩には

同社製の MonoSpin C18 を用いた．本研究に用

いた超純水は，全て Milli-Q EQ7000 system 
(Merck社製)にて精製したものを用いた．  

 
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： 
Waters社製 ACQUITY UPLC H-Class plus 
ポンプ：Quaternary Solvent Manager 
オートサンプラー：Sample Manager FTN-H 

フォトダイオードアレイ検出器：PDA eλ 
Detector 

QTof/MS装置： 
Waters社製 Xevo G2 XS 
イオン化条件：エレクトロスプレーイオン化

ポジティブモード 
測定モード：MSEモード 

 
B-3) 酵素消化法 
還元的アルキル化に用いる試薬の調製 
溶解溶液 1：50 mmol/L重炭酸アンモニウム-

2 mol/L 尿素溶液を超純水により調製した． 
DTT 溶液：溶解溶液 1 を用いて DTT の 50 

mmol/L溶液を調製した． 
IAA 溶液：溶解溶液 1 を用いて IAA の 50 

mmol/L溶液を調製した． 
還元的アルキル化未実施検体（未還元）：1 

mg/mL の PYC溶液（50 mmol/L重炭酸アンモニ

ウム-2 mol/L 尿素にて溶解）を調製し，400 µL
を消化に供した． 
還元的アルキル化実施検体（還元）：4 mg/mL

の PYC溶液（溶解溶液 1 にて溶解）を調製し，

100 µL を分取した．そこに DTT溶液 25 µL を

加えて，37℃で 30 分間反応させた．その後，

IAA溶液の 75 µL を加えて，遮光下で 37℃，30
分間反応させた．得られた溶液を 50 mmol/L の

重炭酸アンモニウム溶液で希釈し，全量を消化

に供した． 
酵素消化条件 

 MonoSpin Trypsin にて下記のプロトコールに

従い実施 
平衡化：50 mmol/L の重炭酸アンモニウム溶

液 500 µL を通液（2000×g, 1 分間） 
 試料ロード：2000×g, 1 分間 
 反応：37℃で 60 分間 
 溶出：50 mmol/L の重炭酸アンモニウム溶液 
500 µL（サンプル溶液）を通液（2000×g, 1 分

間） 
 MonoSpin C18 にて脱塩 
 脱塩条件 
平衡化：アセトニトリル 200 µL 及び 0.1％TFA 
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200 µL を通液（各 2300×g, 1 分間） 
保持：サンプル溶液 200 µL に 0.1％TFA を 600 
µL 添加して全量をチャージ（2300×g, 2 分

間） 
洗浄：0.1％TFA の 200 µL を通液（2300×g, 3
分間） 
溶出：60％アセトニトリル溶液の 200 µL を通

液（2300×g, 2 分間） 
溶出液を濃縮乾固し，5％アセトニトリル溶液

の 100 µL で再溶解し，測定サンプルとした． 
 
B-4) HPLC 分離分析 
粉末の対象試料は超純水により溶解し，400 

µg/mL までアセトニトリル/超純水（10/90, V/V）
にて希釈した．移動相には，A 液：0.1 vol%ギ酸

水溶液/B 液：0.1 vol% ギ酸アセトニトリルを使

用し，以下に示すグラジエント条件にて，18.5
分の分析を行った． 
カラム： Accura Triart Bio C18(2.1×100 mm，1.9 
μm，YMC社製) 
カラム温度：40℃ 
流速：0.4 mL/min 
還元的脱アルキル化の必要性に係る検討時の

グラジエント条件 B% (min)：10(0)-10(0.5)-
80(15)-98(15.1)-98(16)-10(16.1)-10(18.5) 
本解析時のグラジエント条件 B% (min)：5(0)-
5(0.5)-40(45)-98(45.1)-98(46.5)-5(46.6)-5(50) 
検出波長：620 nm  
注入量：5 μL 
 
C. 結果及び考察 
C-1) トリプシン消化断片の LC-MS解析 
スピルリナ色素含有製品 A を用いて，酵素消

化に関する検討を行った．PCB はシステイン

(Cys)に結合した状態で PYC 中に保持されてい

ると知られている（図 1）．図 2 に，Arthrospira 
platensis由来のPYCに関するアミノ酸配列を示

した（UniProt より取得）．PYC のアミノ酸配列

の中には，PCB非結合型 Cys がα鎖で 1個，β

鎖で 2個存在することが分かる．これらがジス

ルフィド結合を形成している可能性が考えら

れたため，還元的アルキル化の必要性を検討す

る目的でその有無を比較した．結果，得られた

HPLC-UV 及びトータルイオンクロマトグラム

を図 3-(a)及び(b)に示す．また，図 3-(c)には検出

されたペプチド断片に関して，その絶対イオン

強度の相関を還元的アルキル化の有無でまと

めた．いずれにおいても大きくクロマトグラム

のパターンは変わっておらず，各イオンのイオ

ン強度は R2=0.97 でほぼ相関していた．また，

未消化の PYC はその溶出位置にピークを認め

なかった．以上の結果から，還元的アルキル化

の有無は消化効率に大きな影響を及ぼさない

と考えられた．従って，サンプル固有の特性を

検出することを期待し，次の解析を実施した． 
図 4-(a)及び(b)には，保持を増加させた系にて

LC-PDA 及び LC-QTof/MS 分析を行った結果を

示す．検出波長 620 nm において溶出時間 25 分

及び 30 分周辺に二つの主ピークを認め，それ

ぞれ対応する位置に MS クロマトグラム上のピ

ークを検出した．これの関連イオンの抽出クロ

マトグラム及びMSスペクトルを図5-(a)及び(b)
に示す．25 分周辺のイオンは[M+H+]のモノアイ

ソトピック m/z で 935.4476 に検出された．30 分

周辺のイオンは[M+H+]のモノアイソトピック

m/z で 1250.6126 に検出された．いずれのイオン

種も 3 価までのイオンが良好に検出された．そ

れぞれのピークをデコンボリューションし，

MS/MS解析を行った結果を図 6-(a)及び(b)に示
す．これらのペプチドには，共通して m/z 
587.2851 のフラグメントイオンが認められ，こ

れは PCBに由来するフラグメントイオンの m/z
に相当すると考えられた．アミノ酸配列の b/y
帰属を行った結果を図 7-(a)及び(b)に示す． 
以上の結果から，昨年度の検討で考えられた

ジヒドロビリベルジンは，強酸性を含む過激な

タンパク消化条件による前処理において生じ

た可能性が考えられた．一方で，本年度開発し

た温和なトリプシン消化による方法では，既報

にそぐわない結合位置に PCB として検出され

ることが明らかとなった． 
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D. 結論 
 本研究では，市販のスピルリナ色素に含まれ

る色素タンパク質が PYC であり，その発色団が

PCB の構造をとっていることを確認する目的

でトリプシン消化による解析を実施した．その

結果，LC 分析においては検出波長 620 nm で 2
本の特徴的なピークが観察され，ESI -positiveモ
ードで m/z 935.4476及び m/z 1250.6126のイオン

を与えた．発色団のフラグメントイオンは m/z 
587.2851 として認められ，これは PCB の理論値

と近似した値をとった．以上から，昨年度認め

られたジヒドロビリベルジンに由来すると考

えられるピークは，強酸性を含む過激なタンパ

ク消化条件による前処理において生じた可能

性が考えられた．以上から，これらの断片を指

標とすることで，スピルリナ色素含有製品に関

する高度な定性分析が可能と考えられる． 
 一方で，以下の課題は依然として解決する必

要がある． 
 
①PYC は生物性タンパク質であるため，その種

や株の差によっては PCB 結合領域周辺のアミ

ノ酸配列が異なる可能性がある．現状のターゲ

ット同定では，これらの差に対応することが出

来ない． 
②市販のスピルリナ含有製品は，ビタミン類を

はじめとして他にも多数の成分を含む．これら

が混入している状態で，PYC由来断片を高感度

に測定できるか不明である． 
 
以上を検証する目的で，①m/z 587 を識別イオ

ンとしたプロダクトイオンスキャンによるス

クリーニング解析法の開発，②市販のスピルリ

ナ含有製品への適用可否及び高感度化に向け

た前処理条件最適化を引き続き実施していく

予定である． 
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図 1. 分析対象物質 PYC の構造 
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図 2. PYC のアミノ酸配列 

(a)α鎖(Q6RX70)，(b)β鎖(P72508)．いずれも Arthrospira platensis由来．*：PCB結合

が知られている Cys 残基，青ハイライト：トリプシン消化の対象アミノ酸，赤字：

PCB結合位を含む消化ペプチド 
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図 3. トリプシン消化断片のトータルイオンクロマトグラム及び MS解析結果 

(a)還元的アルキル化ありのクロマトグラム 

(b) 還元的アルキル化未実施のクロマトグラム 

(c) ピーク強度の相関性図 
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図 4. ペプチドシーケンス解析に供したクロマトグラム 

(a) HPLC-UV のクロマトグラム（検出波長 620 nm） 

(b) トータルイオンクロマトグラム 
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図 5. PCB結合断片の抽出イオンクロマトグラム及び MS スペクトル 

(a) CPCBLR配列の結果 

(b) MAACPCBLR配列の結果 
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図 6. PCB結合断片の MS/MS スペクトル 

(a) CPCBLR配列の MS/MS スペクトル 

(b) MAACPCBLR配列の MS/MS スペクトル 

MSDIAL (ver 230923.01)によりデコンボリューションを行い出力 
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図 7. PCB結合断片のペプチドシーケンス解析 

(a) CPCBLR配列 

(b) MAACPCBLR配列 

点線は PCB フラグメントに相当し，理論値は 587.2869 
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分析法及び試験法の開発に関する研究  

〜定量 NMR によるアントシアンの純度評価〜 

研究分担者 西崎雄三 東洋大学 食環境科学部 食環境科学科 准教授 

 

 
 

A. 研究目的 
アントシアニンは，アグリコン(母核)であ

るアントシアニジンに糖や有機酸が修飾され

た化合物の総称であり，フラボノイド系の植

物色素に分類される．アントシアニンは橙か

ら赤，紫色の色調を呈し，食品添加物として

も利用されている．食品添加物公定書に収載

されている「ブドウ果皮色素」，「ムラサキイ

モ色素」，「ムラサキトウモロコシ色素」，「赤

キャベツ色素」の主成分はいずれもアントシ

アニンである． 
アントシアニンの特徴の一つは，溶液中の

水素イオン濃度(pH)に依存して色調が変化す

る点である．これは，アントシアニジンの分

子構造が pH に応じて変化するためである．

中性からアルカリ性条件下では徐々に分解し

て退色するが，酸性条件下ではフラビリウム

イオン型構造をとり，最も安定となる．その

ため，アントシアニンの市販標準品は，フラ

ビリウムイオン型(カチオン)に対して塩化物

イオン(アニオン)が対イオンとして存在する

塩化物の形で販売されている(図 1)． 
これらの市販標準品のラベルに記載されて

いる純度は，クロマトグラフ法によるピーク

面積百分率から算出された相対純度であるこ

とが多く，絶対純度が付与された市販標準品

は流通していない．そこで本研究では，定量

NMR(qNMR)を用いたアントシアニンの絶対

純度測定法の確立を目的とした． 
アントシアニンは溶液の pH に応じて構造

が変化するため，qNMR による純度評価にお

いては，測定溶媒を強酸性とし，アントシア

ニンを安定なフラビリウムイオン型へ完全に

シフトさせることが重要である． 
1 年目は，シアニジン 3-グルコシド塩化物

(Cy3G・Cl)をモデル化合物として用い，重溶

媒の種類と酸濃度の組み合わせにおける定量

値の関係を調査した．その結果，測定溶媒に

酸を添加するだけでなく，添加した酸が溶媒

中で解離するための一定量の重水の添加も重

要であることが明らかになった．そして，

研究要旨 本研究はシアニジン 3-グルコシド塩化物(Cy3G・Cl)をモデル化合物として，

アントシアニンの qNMR純度測定法を確立することを目的に 3年計画で実施した．昨年度

までに検討した推奨測定溶媒を用いて市販 Cy3G・Cl 7 試薬の qNMR 純度を算出したとこ

ろ，試薬間で純度は 61.4%～93.7%と大きく異なっていた．また，試薬ラベルに表示され

たHPLC純度と一致するものはなく，いずれも qNMR純度より高値に見積もられていた．

各試薬を用いて HPLC 絶対検量線を作成したところ，検量線傾きのばらつきは RSD 15%
であった．一方，qNMR純度で補正した濃度に基づき再作成した絶対検量線では，傾きの

ばらつきは RSD 2%まで収束した．qNMR 法以外の方法として，イオンクロマトグラフィ

ーにより塩化物量を定量し，Cy3G・Cl 純度へ換算する手法についても検討した．しか

し，本法は Cy3G+と Cl⁻が等量で塩化物化されている場合に限り成立するものであり，塩

化物化過程において過剰の Cl⁻が残存する場合には，純度が実際よりも大きく見積もられ

る結果となった．以上より，qNMRはアントシアニンの純度評価に有用であることが示さ

れた． 
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5%TFA-d 含有重メタノール／重水(9：1)が，

Cy3G・Cl にとって最適な測定溶媒であるこ

とを見出した．2年目は，推奨溶媒に Cy3G・
Cl を溶解し，qNMR 測定を実施した．外部標

準法(EC-qNMR)及び内部標準法(IC-qNMR)の
両手法で得られた Cy3G・Cl の純度値はほぼ

同等であった．この結果から，推奨溶媒中に

おいて qNMR 用基準物質として用いたジメチ

ルスルホン(DMSO2)が分解する可能性は低く，

qNMR で Cy3G・Cl の正確な純度値を算出で

きると判断した． 
本年度は，これまでに得られた知見を基に， 

Cy3G・Cl市販試薬を対象として EC-qNMRに

よる純度評価を実施することとした． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
試料として用いた Cy3G・Cl 市販試薬 7 種

は，7社の試薬会社から購入した． 
外部標準(EC:External Calibrant)には，CRM

であるジメチルスルホン(DMSO2)(Cat No 048-
33271，99.9%mass fraction，富士フイルム和

光純薬)を用いた．NMR 用重溶媒には，重水

(D2O)(Cat No 047-34243，富士フイルム和光純

薬)，重メタノール(CD3OD)(Cat No 138-18703，
富士フイルム和光純薬)，重トリフルオロ酢

酸(TFA-d)(Cat No DLM-46-10×0.75，CIL)を用

いた．塩化物イオン標準液は，富士フイルム

和光純薬製(Cat No 038-16153(1004mg/L(20℃))
を用いた． 
その他の試薬及び溶媒は，特級または高速

液体クロマトグラフ用を使用した． 
 

B-2) EC-qNMR 測定 
NMR 装置は日本電子製 JNM-ECZ600R/S1 

(1H共鳴周波数 600.1723 MHz)を用いた． 
あらかじめ試料，試薬，容器を秤量環境に

なじませるため，秤量操作の 1 時間前に秤量

環境に静置した．5%TFA-d 含有 CD3OD と

5%TFA-d 含有 D2O を 9:1 で混合した液を

qNMR 用重溶媒とした． 
ウルトラミクロ天秤を用いて，白金ボート

に試料約 5 mgを精密に量り取り，qNMR用重

溶媒 1.0 mL を加えて溶解させたものを NMR
用試料液とした．別に，白金ボートに

DMSO2約 2 mg を精密に量り取り，qNMR 用

重溶媒 2.0 mL を加えて溶解させたものを外部

標準液(EC1)とした．EC1 1.0mLと qNMR用重

溶媒 1.0mLを混合して EC2 とし，さらに EC2 
1.0mL と qNMR 用重溶媒 1.0mL を混合して

EC3 とした． 
NMR 用試料液及び外部標準液 0.6 mL をそ

れぞれ 5 mm NMR 試料管に移し，トーチバー

ナーで封管して qNMR 分析に付した．NMR
試料管をプローブに挿入し，25℃で10分間平
衡化した．シムを自動調整し，1H 及び 13C に

対するプローブのチューニングとマッチング

(T&M)を行った後，パルス幅を変化させるア

レイ測定を行った．アレイ測定データに対し

て非線形最小二乗法によるカーブフィッティ

ングを行い，NMR 試料管ごとに固有の

90PW(1H)を算出し，この 90PW を以下の

qNMR 測定条件に反映させて測定を行った． 
レシーバーゲイン: 30，照射中心: 5ppm，観

測幅: 15ppm，取り込み時間: 4.5 s，遅延時間: 
60 s，積算回数: 8回，ダミースキャン: 2回，

サンプル回転: なし，13C デカップリング: 
MPF8(取り込み時間のみ)． 
取得した FID に対して窓関数の設定を外し，

ゼロフィルによりポイント数を 4 倍に増やし

た．フーリエ変換後，位相及びベースライン

を補正し，1H qNMRスペクトルとした．この

スペクトル上のシグナルを積分し，式 1 及び

式 2 を用いて Cy3G 塩化物の絶対純度を算出

した．定量には 4位のシグナルを用いた． 
𝑚𝑜𝑙𝐶! = 𝑚𝑜𝑙𝐶" × 𝐼!/𝐼" × 𝐻"/𝐻! 式1 
𝑃! = 𝑚𝑜𝑙𝐶! ×𝑀𝑊!/𝑚𝑎𝑠𝑠𝐶# × 100% 式2 
ここで，𝑚𝑜𝑙𝐶: モル濃度(mol/L)，𝐼: シグナ

ル面積，𝐻: プロトン数，𝑃: 純度(%)，𝑀𝑊: 
分子量(g/mol)，𝑚𝑎𝑠𝑠𝐶: 濃度(mg/mL)，A: 分析

種(Cy3G・Cl)，B: DMSO2 (EC1～EC3)，𝑆：
Cy3G・Clの試料採取量。 
 

B-3) イオンクロマトグラフィー電気伝導度検

出(IC-CD)分析 
NMR 用 試料液 の残り か ら Eppendorf 
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Multipette を用いて 0.1 mL を正確に量り取り，

100 mLメスフラスコに入れ，超純水で定容し，

IC-CD 測定用試料液とした． 
塩化物イオン標準液(1000 ppm)を Eppendorf 

Multipette を用いて 1.0 mL 正確に量り取り，

500 mLメスフラスコに入れ，超純水で定容し，

2000 ng/mL検量線用標準液とした．順次，超

純水を用いて 1:1希釈を繰り返し，1000，500，
250，125 ng/mL 標準液を調製した．試料液及

び標準液は定容後速やかにプラスチック製専

用バイアルに共液洗いして移し，以下の条件

に従って分析を行った． 
装置:電気伝導度検出器イオンクロマトグラ

フ(DionexTM IntegrionTM RFIC，Thermo 
Scientific 製)，トラップカラム: Dionex™ 
IonPac™ ATC-HC 500，溶離液ジェネレーター

カ ー ト リ ッ ジ: Dionex™ EGC 500 KOH 
Cartridge，カラム: Dionex™ IonPac™ AS17-C 
RFIC™(2 mm×250 mm)， サ プ レ ッ サ ー: 
Dionex™ DRS 600(2 mm)，カラム温度: 35℃，

流速: 0.25 mL/min，注入量: 25 μL (フルループ

注入)，サンプラー温度: 10℃，分離条件: 
KOH 1 mM (0–3 min)→12 mM (10 min)→35 mM 
(14–20 min)，サプレッサー電流: 22 mA，Cl⁻
検 量 線 濃 度: 125，250，500，1000，2000 
ng/mL． 

 
B-4) 高速液体クロマトグラフィーフォトダイ

オードアレイ検出(LC-PDA)分析 
調製した NMR 用試料液の残液から

Eppendorf Multipette を用いて 0.1 mL を正確に

量り取り，20 mLメスフラスコに入れ，5%ギ
酸/5%ギ酸含有アセトニトリル混液(9:1)で定

容した(200倍希釈)．順次，5%ギ酸/5%ギ酸含

有アセトニトリル混液(9:1)を用いて 1:1 希釈
を行い，400 倍，800 倍希釈液を調製し，

LC/PDA 測定用試料液とした．以下の条件に

従って分析を行った． 
装置: ACQUITY UPLC-PDAシステム(Waters社
製)，カラム: ACQUITY UPLC BEH C18(2.1 
mm×100 mm，1.7 μm)，流速: 0.2 mL/min，カ

ラム温度:40 ℃，移動相: 5%ギ酸/5%ギ酸含有

アセト ニ ト リ ル ， 分離条 件: 95:5 (0–1 

min)→60:40 (10 min)→20:80 (12 min)→95:5 
(12.1–15 min)，注入量: 2 μL，測定波長: 520 
nm． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) Cy3G・Cl 試薬の qNMR 及び IC-CD 純

度 
アントシアニンを qNMR 測定するための推

奨溶媒として，5%TFA-d 含有 CD3OD／D2O 
(9:1)を用い，市販Cy3G・Cl 7試薬の純度評価

を実施した．その結果，Cy3G・Cl 7 試薬の

qNMR純度値は 61.4%～93.7%と製造元により

大きく異なっていた(表 1)．なお，試薬 1，3，
5，7 については HPLC 純度値がラベル表示さ

れていたが，いずれの試薬においても qNMR
純度値と HPLC 純度値は一致しなかった． 
次に，IC-CD を用いて Cy3G・Cl 中の Cl⁻含

量を定量し(図 2)，この Cl⁻含量を Cy3G・Cl
として換算した含量(以下，IC-CD純度)を表 1
に示した．その結果，試薬 2～4及び 7につい

ては qNMR純度と IC-CD純度との間に良好な

一致が確認できた． 一方，試薬 1 及び 6 では，

IC-CD 純度値が qNMR 純度値よりもそれぞれ

14.7%，69.3%高い値を示した．一般に，アン

トシアニン試薬はフラビリウムイオン型で精

製された後に塩化物化されるが，これらの試

薬では塩化物化の過程において過剰の Cl⁻が
残存した可能性が考えられた．すなわち，Cl⁻
含量に基づく換算値が実際の Cy3G 含量を過

大評価している可能性がある．また，試薬 5
については IC-CD純度値が 2.0%と著しく低値

であった．本試薬は塩化物として市販されて

いるものの，Cl⁻がほとんど検出されなかった

ことから，実際には十分に塩化物化されてお

らず，フラビリウムイオン型のまま，あるい

は別形態で存在している可能性が示唆された． 
 
C-2) Cy3G・Cl 試薬の LC-PDA 絶対検量線 

LC-PDA における絶対検量線の傾きを求め

たところ(図 3)，試薬間の検量線傾きのばら

つきは RSD 14.9%であった(表 2)．これらの傾

きに対して先に算出した qNMR 純度値で補正

を行った結果，試薬間の検量線傾きのばらつ
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きは RSD 2.1%と大幅に収束した．以上のこ

とから，qNMR によりアントシアニンの純度

値が正確に求められていることが強く支持さ

れた． 
 
D. 結論 
市販 Cy3G・Cl 試薬の純度は製造元により

大きく異なり，ラベル表示値に基づく定量で

は試薬間差に起因する誤差が生じることが明

らかとなった．また，IC-CD を用いた塩化物

量に基づく換算法は過剰 Cl⁻の影響を受け，

純度を過大評価する場合があった．以上より，

アントシアニンの正確な純度評価には qNMR
による絶対定量が最も信頼性の高い手法であ

ると結論づけられる．さらに，本研究で確立

した純度評価法は，アントシアニンを主成分

とする食品添加物公定書収載品の HPLC 成分

規格試験及び RMS 法の構築に有用な基礎資

料となるものである． 
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図1 Cy3G·Cl 
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図2 IC-CDクロマトグラム 
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図3 LC-PDAクロマトグラム 
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表2 Cy3G・ClのHPLC検量線の傾き 

 絶対検量線の傾き 

試薬 qNMR補正無し qNMR補正有り R2 

1 1052 1185 0.99997 

2 1103 1188 0.99998 

3 1105 1198 0.99998 

4 1134 1223 0.99998 

5 941 1241 0.99996 

6 704 1165 0.99998 

7 1079 1191 0.99998 

RSD (%) 14.9% 2.1%  

縦軸をAU，横軸をCy3G・Cl濃度 (µg/mL)とし，原点を通る検量線を作成した． 
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食品衛生基準科学研究費補助金(食品安全科学研究事業) 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

(23KA1012) 

令和7年度 研究分担報告書 

分析法及び試験法の開発に関する研究 

相対モル感度(RMS)を利用した定量法の検討 

―検出器としてフォトダイオードアレイ(PDA)を用いた際の測定値ばらつきの原因― 

研究分担者 増本直子 国立医薬品食品衛生研究所 生薬部 第二室長 

 
研究協力者 
中島 馨  国立医薬品食品衛生研究所 
西崎 雄三 東洋大学食環境科学部 准教授 
 
A. 研究目的 
近年，標準物質の入手が困難な物質の定量

において，代わりに他の物質を基準として設

定 (基準物質) し，それに対する分析対象物質

の相対モル感度 (relative molar sensitivity, RMS) 
を利用する定量法 (以下，RMS 法) が注目され

ている．我々はこれまでに食品添加物をはじ

め，天然物由来製品に含まれる有効成分や機

能性成分の RMS 法を報告している． 
RMS 法での定量には，基準物質に対する分

析対象の RMS 値が必要である．通常，RMS 値

は定量 NMR (1H-qNMR)と HPLC などのクロ

マトグラフィーを用い，分析対象物質と基準

物質の正確な純度や応答値を求めたうえで算

出する． 
RMS 法が採用可能な検出器としては，分析

種の量とその応答量とに直線性があることが

大前提として挙げられる．現在，最も RMS 法

の報告が多いクロマトグラフィー及び検出器

は，汎用性が高く，広いダイナミックレンジを

有し良好な定量性を示すフォトダイオードア

レイ (PDA) 検出器及び紫外可視分光計 (UV-
Vis) の 2 種である．両検出器はともに Lambert-
Beer の法則を基本原理としているが，検出器

の光学系が異なっている．PDA 検出器は連続

した UV スペクトルを測定可能であるという

利点があるが，RMS 法を両検出器に適用した

際には，UV-Vis 検出器の方がわずかに装置間

差が小さいというデータが報告されている 
(統計学的な有意差はない)1)． 

UV-Vis や PDA 検出器を RMS 法に適用する

場合，RMS の算出には基準物質及び分析対象

物質それぞれの吸収極大波長 (λmax) における

応答量を用いる．これは，とくに PDA 検出器

ではスペクトル検出特性の装置間差の影響が

無視できないと考えられるためである 2)．さら

に，可能であれば分析対象物質と同一の吸収

極大波長 (λmax) をもつ物質を基準物質とし，

その波長における応答量を用いる方が装置間

差が小さくなる．しかし，分析対象物質と同一

研究要旨 
UV-Vis や PDA 検出器を用いた RMS 法では，基準物質と分析対象物質の測定波長が異

なる場合，装置間差が大きくなるという課題がある．本研究では，PDA 検出器のスペクト

ル検出特性を調査するため，複数の装置を用いて，同一試料における吸光度を 4 つの検出

波長にて測定し比較した．その結果，装置間の吸光度のズレは最大で 15%ほどあり，その

ズレ方は波長や装置によって異なっており一定ではないことなどが明らかとなった．ま

た，光源ランプ種の切り替わりも装置間差への寄与が大きいことが示唆された．装置間差

を小さくするための補正方法を検討し，装置間差に PDA 検出器における波長ごとの感度

差が大きく寄与していることを示した． 
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のλmax をもつ基準物質を探すのは困難である． 
本研究では，λmax が異なる基準物質を用い

た精度の高い定量法を確立するため，装置間

での RMS 値のばらつき，すなわち応答比のば

らつきが大きくなる原因を探索することを目

的とし，PDA 検出器の特性を調査した． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
「黄色4号 (国立衛研食品添加物部内管理番

号：Y-4)」，「赤色 2号 (国立衛研食品添加物部

内管理番号：R-2)」及び「青色 1号 (国立衛研

食品添加物部内管理番号：B-1)」は，日本食品

添加物協会から入手した．カフェイン(国立衛

研食品添加物部内管理番号：02-53a) は，Alfa 
Aesar社のものを用いた． 
試薬の溶解溶媒として，超純水を用いた． 
 

B-2) 測定装置 
表 1 に示す検出器（HPLC 用）及び分光光度

計を本研究に用いた．なお，用いた測定装置の

メーカーは表の通りだが，項 C で示す PDA 検

出器についての結果は，メーカーを伏せて示

す．なお，分光光度計に用いた測定用セルの光

路長は 10 mm，HPLC装置用 PDA 検出器のフ

ローセルの光路長は 1台を除いて 10 mm であ

った．残りの 1台は光路長が 7 mm であり，検

出器間で比較する際には，10 mm であると仮

定した補正を行ったうえで比較した（表 1）． 
 
B-3) 試験液調製 
以下 2 種の試験液を調製した． 
カフェイン溶液：12.2 mg/L になるよう試薬を

とり，超純水に溶解させた．この溶液を相対濃

度 1.0 とし，これに加えて，相対濃度 0.10，
0.25，0.50，0.75，1.5，2.0，及び 3.0 となるよ

う超純水にて希釈または調製した．なお，本研

究で用いたカフェイン溶液の吸収極大は 273 
nm であった． 
3色素混合液：黄色 4号，赤色 2号及び青色 1
号をひとつの容器にはかりとり，超純水にて

溶解させ混合液とした．混合液においては，そ

れぞれの化合物濃度が，10.0 mg/L，15.0 mg/L，

及び 4.1 mg/mL となるように調製し，このも

のを相対濃度 1.0 とした．この濃度を基準と

し，相対濃度 1.0 のほか，相対濃度 0.10，0.25，
0.50，0.75，1.5，2.0，及び 3.0 となるような混

合液を，超純水にて希釈または調製した．なお，

本研究で用いた 3 色素混合液の吸収極大は

418 nm，522 nm，及び 629 nm であった． 
 
B-4) 測定方法及び条件 
本研究はPDA検出器の装置間差を調査する

ためのものであるため，HPLCカラムは排除し，

HPLC のポンプから直接 PDA 検出器を接続す

る構成とし，試料注入のためマニュアルイン

ジェクタ（レオダイン）をポンプと検出器の間

に設置したものを用いた（図 1）．レオダイン

には 2 mL のサンプルループを接続した． 
測定条件は以下のとおり 

HPLC-PDA 
測定波長：190〜700nm または 190〜510 nm 

（装置のスペックによる） 
移動相：超純水 
流速：1.0 mL/min 
セル音調：なし（実験室温度） 
分光光度計 
測定波長：190〜900 nm 
波長記録間隔：0.5 nm 
 
B-5) 測定手順 

B-3) に示す試料液は測定当日調製し，表 1
に示す装置での測定はすべて同一日に実施し

た．分光光度計は，測定の 1 時間前に起動さ

せ，安定化させた．各試験液は超純水を対照と

して用い，各濃度について 2 回ずつ測定しデ

ータを得た． 
HPLC-PDA は，最低でも測定の 1時間前に

PDA 検出器のランプを起動させ，超純水を 1.0 
mL/min送液させた．試験液をマニュアルイン

ジェクション用のシリンジに 6〜7 mL とり，

サンプルループ内を試験液でしっかり満たし

た．HPLC-PDA の測定は手動により開始し，

開始 1 分後に試験液を流路に注入した．これ

を，1 試験液につき濃度ごとに 2回ずつ実施し

た．HPLC-PDA で得られたデータはすべて

71



CSV形式に変換し解析した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) PDA 検出器における吸収スペクトルの

取得と装置間比較の考え方 
本研究における試験液の測定は，すべて表 1

に示す分光光度計及び HPLC-PDAにて実施し

た．なお，分光光度計は表 1 に示す 1台を，

HPLC-PDA は表 1 に示す 6台（メーカーは 5
社，装置 A〜F，ただし装置 D 及び E は，同一

メーカーで装置構成もほぼ同一）を用いた． 
本研究では，分光光度計測定により得られ

る吸収スペクトルが真，すなわち「標準スペク

トル」と仮定して，各 PDA装置における吸収

スペクトルと比較した．装置間比較に用いる

試験液の吸収スペクトルの測定波長は，カフ

ェイン溶液及び 3 色素混合液の吸収極大から

選択した．各試験液における「相対濃度 1.0」
は，分光光度計で得られた吸収極大波長（273 
nm，418 nm，522 nm，及び 629 nm）における

分光光度計での吸光度が 0.6AU となる濃度と

定義した． 
HPLC-PDA での測定において，試験液を分

析したときに得られるクロマトグラムを図 2
に示す．図 2 に示すように，PDA 検出器のフ

ローセルが完全に試験液で満たされると，ク

ロマトグラム上では飽和したピークが観察さ

れる．飽和したピークの中央付近では，移動相

の流れはあるものの常に同一濃度の溶液が満

ちていると考えられるため，分光光度計のセ

ルによる測定と同等の状態であると見なすこ

ととが可能である．各試験液の代表的な吸収

スペクトルを図 3 に示す． 
 
C-2) 各検出器の直線性 
まず，検出器によって直線性に特徴がある

かを確認するため，各試験液の吸収スペクト

ルから各測定波長（273 nm，418 nm，522 nm，

及び 629 nm）における吸光度を得た．試験液

の相対濃度を横軸に，分光光度計または PDA
検出器の吸光度を縦軸にとった検量線を図 4
に示す． 
図 4に示すように，分光光度計では，273 nm，

418 nm，522 nm，及び 629 nm のすべての波長

において，濃度 0.10～3.0 の範囲で良好な直線

性を示した．PDA 検出器は，装置 A，B 及び

C は，分光光度計同様 4 波長すべてにおいて

濃度0.10～3.0の範囲で良好な直線性を示した．

装置 D 及び E では，273 nm で測定した場合は

濃度0.10～3.0の範囲で良好な直線性を示した．

しかし， 418 nm，522 nm，及び 629 nm の 3波
長における吸光度は，濃度 0.10〜2.0 の範囲で

は直線性が見られたものの，濃度 3.0 で極端に

大きな値を示し，濃度 0.10～3.0 の範囲での直

線性は不良であった．また，装置 F では，522 
nmおよび 629 nmにおける濃度 0.10～3.0の範
囲で良好な直線性が確認されたが，273 nm お

よび 418 nm の吸光度は，装置 D 及び E と同

様に低濃度域では直線性が認められたものの，

濃度が高くなるにつれて低濃度域で作成した

直線の外挿から逸脱し，濃度 0.10～3.0 の範囲

における直線性は不良であった． 
そこで，想定より極端に大きな吸光度を示

した装置 D における濃度 3.0 の 3色素混合液
の吸収スペクトルを，分光光度計のものと重

ねた（図 5）．その結果，直線性の確認に用い

た測定波長（図 5 における赤矢印）において，

装置 D では分光光度計と比較して信号強度

（吸光度）が増強されていることが明らかと

なった．一方で，信号強度がある一定以下であ

る波長域では，装置 D と分光光度計の吸収ス

ペクトルに大きな違いはなかった．直線性が

不良であった装置 E 及び D でも同様の現象が

確認された． 
吸光度は，Lambert-Beer の理論上，溶液中の

物質濃度に比例するため，入射光強度が一定

である場合，高濃度溶液になるほど光の吸収

が大きくなり，透過光強度は低下する．検出器

は，透過光強度を検出することで吸光度を算

出しているため，あまりに高濃度の溶液の吸

光度は透過光強度が弱くなりすぎ，正確に算

出できない．したがって，装置 D〜F でみられ

た高濃度域における吸光度の増強は，微弱な

透過光を検出するための何らかの機能が検出

器に搭載されていることを示唆している．ま

た，直線性が不良であった領域が，装置 D，E
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（同メーカー）では高波長側，装置 F では低

波長側と異なっていた．どの装置も光源に重

水素ランプとタングステンランプのふたつを

搭載しており，装置 D，E はタングステンラン

プ，装置 F は重水素ランプの影響がある領域

でそれぞれ直線性が不良であったと思われる． 
 
C-3) 分光光度計における吸光度を基準とした

ときの各 PDA 検出器の実測値比較 
前項 C-2) にて，濃度範囲 0.10〜1.0 ではい

ずれの装置 A〜F（PDA 検出器）においても良

好な直線性があることが示された．そこで，こ

の濃度範囲内の 4波長（273 nm，418 nm，522 
nm，及び 629 nm）における各装置の吸光度が，

分光光度計にて得られた吸光度と比較してど

のように異なっているかを調査した．分光光

度計における吸光度を 1 としたときの各装置

の吸光度比を算出し，横軸に相対濃度（範囲

0.10〜1.0）を，縦軸に各装置の吸光度比をとっ

たグラフを作成した（図 6）．グラフでは，分

光光度計を基準としたときの吸光度比 1 を赤

線で示しており，この線に近い装置の吸光度

ほど分光光度計の吸光度と近いということと

なる．PDA 検出器の吸光度を分光光度計と比

較したとき，大きい装置では 15%程度の差が

みられた（吸光度比 1.15付近）． 
分光光度計やPDA検出器などの吸光度測定

において，装置の光学系構成にもよるが，概ね

吸光度が 0.3〜0.7AU（0.5AU 前後）となる範

囲で測定することが，慣用的に望ましいとさ

れている．本研究でも，吸光度 0.3〜0.7AU付
近では，他の吸光度範囲と比較していずれの

装置も分光光度計での吸光度に近かった．し

かし，装置によっては 0.5AU付近でも分光光

度計との測定値に 10%程度の差が見られるも

のもあった（図 6）． 
また，図 6から，同一装置であっても，分光

光度計との吸光度比の大小パターンは波長ご

とに異なっており，一見して法則性を見いだ

すことが困難であった．そこで，同じく濃度範

囲 0.10〜1.0 を対象とし，分光光度計における

吸光度を 1 としたときの各装置の吸光度を，

同一装置内において検出波長ごとに比較しど

のように異なるか調査した（図 7）．その結果，

装置 A〜F のすべてにおいて，分光光度計に対

する吸光度比の濃度による遷移パターンが，

273 nm で測定したときと，418 nm，522 nm，

または 629 nmで測定したときの 2つのパター

ンに大別された．先述の通り，どの装置も光源

に重水素ランプとタングステンランプのふた

つを搭載しており，380〜400nm付近でこのふ

たつのランプを切り替えている．切り替え手

法は，メーカーごとにそれぞれ多少の違いは

あると思われるが，装置 D 及び E は同一メー

カーの異なる個体であるため光学系はほぼ同

一と見なせるが，分光光度計に対する吸光度

比は装置 D・E間で大きく異なっている．この

ため，分光光度計との吸光度比の差には，光源

ランプの違い（消耗度等を含む）が大きく寄与

すると考えられた．しかし，同一の光源ランプ

種である場合でも，測定波長によって分光光

度計に対する吸光度比は一定ではなかった．

さらに，分光光度計に対する吸光度比を装置

B と C とで比較すると，装置 B では 418 nm > 
522 nm > 629 nm の順に吸光度比が小さくなる

が，装置 C では 522 nm > 418 nm > 629 nm の

順に小さくなっており，同一の光源ランプ種

内でも装置間で必ずしも同様の強度比とはな

らなかった．これは，濃度に対する検出器の応

答値をとった検量線の傾きが装置間で逆転す

ることを示しており，検量線の傾きの比で求

められる RMS 値への影響が大きいことが示

唆された． 
 
C-4) 異なるふたつのλmax を測定波長として

求めた RMS 値の装置間差の補正 
RMS法の定量値における装置間差を小さく

するには，測定波長は基準物質及び分析対象

物質のλmax とすることが重要である．このと

き，可能な限り分析対象物質と同一のλmax を

もつ物質を基準物質とし，その波長における

応答量を用いる方が良いことが報告されてい

る 2) ．この理由としては，本研究結果からも明

らかなように，同一試料を同様に測定した場

合においても，測定装置及び波長によって，吸

光度が大きく異なることが挙げられる．基準
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物質と分析対象物質を同一波長で測定すれば，

このようなズレは相殺されるが，λmax が異な

るとき，とくに紫外領域と可視領域のように

使用するランプが異なる場合や波長差が大き

い場合には，装置間でのズレの影響が大きく

なると考えられる． 
このような現象が，ふたつの測定波長によ

り RMS 値を決定する場合にその装置間差に

大きく影響していると仮定すると， RMS 値の

装置間差をある程度補正可能であると考えら

れた．そこで，既報の結果 2)を用いて上記の仮

定と補正方法を検証した．既報では，基準物質

としてカフェイン（CAF）を設定し，これに対

する分析対象物質 4-アミノカルミン酸（4-
ACA）の RMS 値を決定した．このときの検出

器は PDA 検出器であり，図 8 に両物質の吸収

スペクトルを示す． 
 
既報 1)では，2 種の RMS 値を求めており，

ひとつは 4-ACA の検出波長をそのλmax のひ

とつである 273 nm としたもの（以下，

RMS273/273），もうひとつは同じくλmax のひと

つである 525 nm としたもの（以下，RMS525/273）

である．基準物質である CAF はどちらの場合

もそのλmax である 273 nm で測定したため，

RMS273/273 は検出波長がひとつの場合，

RMS525/273は検出波長がふたつの場合として単

純に比較可能である．既報のうち，本研究と全

く同一の PDA 検出器を用いて決定した RMS
値を抜粋し，表 2 に示す．表 2からも明らか

なように，測定波長が 2 つある RMS525/273の装

置間の RSD (%) は RMS273/273 と比較して大き

い． 
 

RMS 法では，通常，どのようなメーカーの

検出器でも適用可能な RMS 値を提示するが，

その RMS 値は複数装置で算出した RMS の平

均値であることが多い．このとき，RSD (%) が
大きいほど，RMS 法によって得られる定量値

がばらつく要因となる．そこで，RMS 値の装

置間差の補正を，ある基準となるような検出

器を想定することで試みた．基準となる検出

器と分析者の検出器とで，どの程度の“差”が

あるか，すなわち補正係数を求めることがで

きれば，基準となる検出器における提示され

た RMS 値から，分析者自身の装置で得られる

であろう補正 RMS 値を予測することが可能

となる． 
HPLC/PDA を用いた RMS 法を確立しよう

とするとき，基準物質に対する分析対象物質

の RMS 値を求める際に必要なのは，基準物質

及び分析対象物質の検出波長における HPLC
クロマトグラムのピーク面積である．同一試

料を分析したときのピーク面積値は吸光度に

比例するため，2台の装置におけるピーク面積

比は，同一の試料を分析したときに得られる

吸光度比にほぼ等しい．例えば，カラムも装着

した一般的な HPLC-PDA を用いて，ある検出

波長αにおける同一試料を分析したときのピ

ークが，基準となる装置 S と装置 X とで，図

9 のようであったとする． 
 
装置 S の吸光度が a である試料では，装置 X
の吸光度は b であるとき，装置 S のピーク面

積を ASαとすると，装置 X のピーク面積 AXα

は以下のように近似される． 

𝐴!α = 𝐴"α ×
𝑏
𝑎
  (1) 

同様に，ある検出波長βにおいて，装置 S の

吸光度が c である試料では，装置 X の吸光度

は d であるとき，装置 X のピーク面積 AXβは

装置 S のピーク面積を ASβを用いて以下のよ

うに表される． 

𝐴!β = 𝐴"β ×
𝑑
𝑐
  (2) 

ここで，検出波長αで基準物質を，検出波長β

で分析対象物質を測定するような RMS の値

を考える．このときの RMS 値は，検出波長β

で測定した分析対象物質のピーク面積を検出

波長αで測定した基準物質のピーク面積で除

したものに比例する．すなわち，装置 S で測

定した RMSSは， 

𝑅𝑀𝑆" =
#!β
#!α

× 𝑅$  (3). 

ただし，Rn は基準物質に対する分析対象物質

の物質量比である．以上の式(1)〜(3)から，感

74



度の違いを考慮して得られる装置 X の RMSX

は，  

𝑅𝑀𝑆! = 𝑅𝑀𝑆" ×
%
&
× '
(
  (4). 

以上のように，基準となる検出器と実際に分

析者が使用する検出器の吸光度比が，RMS 値

の補正係数になる．本検討では，RMS 法にて

提示される RMS が装置 A で求めた場合を想

定し，装置 A に対する装置 B〜D との補正係

数を，273 nm と 522 nm のときの各装置の吸光

度の実測値を用いて求めた（表 3）．図 7 に示

すように，装置間の吸光度比は試料の相対濃

度により異なるが，ここでは既報での吸光度

にあわせ，相対濃度 0.25 のときの吸光度

（0.15AU付近）を採用することとした．装置

A を基準の検出器とする場合，RMS525/273 は

0.492 として定量法に示される．仮に，

RMS525/273が 0.516 であった装置 D を用いて， 
RMS 法（0.492 が RMS 値として提示されたも

の）を実施した場合，得られる定量値に 4.9%
の差が生じる可能性がある．各装置の実測値

が真の RMS525/273の値であると仮定し，提示値

（装置 A の値）との差（%）と，補正係数を用

いて求めた補正値との差（％）をそれぞれ比較

した（表 3）．その結果，差が広がった装置も

縮んだ装置もあったが，最も大きな差が 4.9か
ら 3.5へと 1.4ポイント小さくなった．これは，

得られる定量値の装置間のばらつきが小さく

なることを示している． 
 
D. 結論 
本研究では，UV-Vis や PDA 検出器を用いた

RMS 法の課題のひとつである，基準物質と分

析対象物質の測定波長が異なる場合における

装置間差の原因探索を目的とした． PDA 検出

器のスペクトル検出特性を調査するため，

様々なメーカーの複数装置にて，同一試料の

273 nm，418 nm，522 nm，629 nm における吸

光度を測定し，分光光度計の値を基準として

比較した．その結果，装置によって直線性の範

囲が異なること，直線性が見られる範囲内で

あっても分光光度計の値からは最大で 15%ほ
どズレがある場合があること，分光光度計と

のズレ方は波長や装置によって異なっており

一定ではないことなどが明らかとなった．と

くに，光源としている重水素ランプとタング

ステンランプが切り替わると，基準とのズレ

方に大きな変化が見られる傾向があった． 
そこで，装置間差を小さくするために，RMS

法にて提示された RMS を求めた装置と分析

者との装置との間での感度補正の方法のひと

つを提案した．具体的には，同一試料を両装置

で分析した際の吸光度から補正係数を算出し，

分析者の装置における補正 RMS を求めるも

のである．この補正方法の実装には複数波長

での標準物質を用意し，その際の吸光度をあ

わせて提示する等のひと手間が必要となる．

しかし，本補正の検討結果により，装置間差に

PDA 検出器における波長ごとの感度差が大き

く寄与していることが裏付けられたといえる． 
一方で，RMS 法における測定波長が 2波長

であっても，光源ランプ種の変更がなく，数十

nm の違い程度であれば，それほど装置間差が

大きくならないとも思われた．既報 2)にて

RMS525/273がRMS273/273より装置間差が大

きかった要因のひとつとしては，検出に用い

られる光源ランプ種の切り替わりが寄与して

いると考えられる．RMS 法における基準物質

の選定においては，必ずしも分析対象物質の

検出波長と同一にする必要はないが，光源ラ

ンプの切り替わり付近や離れすぎた波長は避

ける方が，装置間差を考慮すると望ましいと

いえる． 
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表 1 本研究で用いた測定装置 
 検出器の型番 メーカー 解析ソフト 

分光光度計 V-650 日本分光 スペクトルマネ―ジャー 

HPLC-PDA Series1200 G1315B Agilent OpenLab CDS 

Ultimate 3000 DADa) Thermo Xcalibur 

2996 Waters MassLynx 

SPD-M20A 島津製作所 LabSolution 

MD-4010 日本分光 ChromNAV 

a) 光路長が 7 mm（そのほかはすべて光路長 10 mm） 
 
 

表 2 CAF に対する 4-ACA の RMS 値 2) 
検出器 RMS525/273 RMS273/273 
装置 A 0.492 1.29 
装置 B 0.475 1.27 
装置 Ca) 0.498 1.31 
装置 C a) 0.491 1.30 
装置 D a) 0.499 1.25 
装置 D a) 0.516 1.29 
RSD (%) 2.7 1.5 

a) カラム構成が異なる 
 
 

表 3 装置 A の RMS 値を基準としたときの装置 B〜C の補正 RMS 値 

装置 

吸光度 
(相対濃度 0.25) 

補正係数 
RMS525/273 

実測の RMSとの差 
(%) 

522 nm 273 nm 実測値 補正値 提示値 補正値 
A 0.144 0.149 1.00 0.492 0.492 - - 
B 0.144 0.149 1.00 0.475 0.492 -3.5 -3.5 

C 0.147 0.151 1.01 0.498 0.496 1.2 0.5 
0.491 0.496 -0.2 -0.9 

D 0.154 0.153 1.04 0.499 0.512 1.4 -2.6 
0.516 0.512 4.9 0.7 
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図 1 PDA 検出器装置間差調査のための装置構成． 

 

 
図 2 HPLC-PDA クロマトグラム． 

ピークが飽和しているあいだは，フローセルが試験液で満たされていると見なし，赤矢印で示

す保持時間付近の吸収スペクトルを切り出し，PDA 検出器における各試験液の吸収スペクトル

を得た． 
 

 
図 3 相対濃度 1.0 における(A) カフェイン溶液及び(B) 3色素混合液の代表的な吸収スペクトル．

吸収極大波長を矢印で，吸光度 0.6AU を点線で，それぞれ示している． 
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図 4 試験液の 273 nm，418 nm，522 nm，及び 629 nm における相対濃度に対する吸光度． 
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図 5 3色素混合液（濃度 3.0）の吸光スペクトル． 

分光光度計（―）及び装置 D（…）で測定したときのものを重ね書きした．赤矢印で示す波長に

おける吸光度を，直線性の確認に用いた． 
 

 

 
 

図 6 分光光度計の吸光度を 1 としたときの，装置 A〜F で得られた吸光度との比． 
グラフ中の赤い線は吸光度比が 1 を示しており，この線に近いほど PDA 検出器の吸光度が分

光光度計と近いことを示唆している． 
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図 7 分光光度計の吸光度を 1 としたときの装置 A〜F で得られた吸光度との比を，同一装置内

で検出波長をごとに比較した結果． 
検出波長は，緑色：273 nm，黄色：418 nm，赤色：522 nm，青色：629 nm．吸光度比が 1（分

光光度計と同一吸光度のライン）を黒色点線で示している． 
 

 
図 8 カフェイン（CAF）及び 4-アミノカルミン酸（4-ACA）の吸収スペクトル 

 

 
図 9 同一試料を分析したときの装置 S と装置 X のクロマトグラムのピークイメージ． 
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A. 研究目的 

ムラサキヤマイモ色素（Purple yam color）は，

「本品は，ヤマイモ(Dioscorea alata L.)の塊根か

ら得られた，シアニジンアシルグルコシド

(CAG)を主成分とするものである．」と定義され

ている 1)．ジャム，ジュースやアイスクリーム

等の食品の着色の他，化粧品や医薬品にも使用

されることがある．類似品にムラサキイモ色素

（基原植物が異なる）があるが，ムラサキヤマ

イモ色素の方がやや紫味が少ない．耐光性はほ

ぼ同等であるが，耐熱性に優れており，80℃で

2 時間加熱してもほとんど退色や色調の変化が

ない．そのため加熱工程を含む食品の着色に適

している．また，アントシアニン成分に基づく

抗酸化活性も期待されており，市場流通する可

能性は十分に考えられる 2)．一方で，現在，正

式な規格基準が設定されていない（第 6 版自主

規格のみ）ため，定性及び定量法について基礎

検討を実施する必要がある． 
そこで本研究では，汎用される定性及び定量

分析可能な理化学機器である高速液体クロマ

トグラフィー（HPLC）に基づくムラサキヤマイ

モ色素の定性および定量法の開発を目指した．

定量分析の対象物質は主成分である CAG とす

るのが適切であると考えた．一方で，CAG は糖

部分の構造やアシル基の種類に応じて種類が

存在する．昨年度の検討では，これらを HPLC-
高分解能質量分析計（HRMS）にてプロファイ

リングし，これらはシアニジンあるいはペオニ

ジンをアグリコンとする配糖体であることが

明らかとなった．また，これらのピークに対し

研究要旨 ムラサキヤマイモ色素（Purple yam color）は，ヤマイモ（Dioscorea alata L.)の
塊根から得られた，シアニジンアシルグルコシド等を主成分とするものである．ジャム，

ジュース，アイスクリーム等の食品の着色の他，化粧品や医薬品にも使用されることがあ

る．一方で，現段階での規格基準が設定されていない（第6版自主規格のみ）ため，定性

及び定量のための基礎検討を実施する必要がある．シアニジンアシルグルコシドは，アン

トシアニン配糖体の一種であり，糖の形態やアシル基の種類に応じて様々な種類がある．

昨年度の研究において，ムラサキヤマイモ色素に含まれるアントシアニンのプロファイリ

ングを高速液体クロマトグラフィー-質量分析計を用いて行った．結果，3種の相対的に高

強度なピークが認められ，これらのアグリコン及び配糖体を決定できた．一方で，その糖

の結合様式に関しては決定するには至らず，定性能の高い測定による追加解析の必要が考

えられた．今年度の検討では，この追加解析に向け高純度の成分を獲得するべく，高速向

流クロマトグラフィー（HSCCC）を用いて単離精製することを目指した．昨年度に決定し

た，分配係数が1周辺を得られる溶媒条件において，75 mLカラムでのHSCCCによる単離

が確認できた．さらに，350 mLカラムでのHSCCCによる本精製を行った． 
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て高速向流クロマトグラフィー（HSCCC）を用

いた標準品の獲得を行うべく，分配係数の算出

を通じて最適溶媒条件を設定した． 
今年度の研究では，設定した最適溶媒条件に

て，CAG の単離精製を実施した．まず初めに，

HSCCC の成立を確認するために，小カラム（75 
mL容）での小規模な単離を実施した． 分離が

確認されたため，続いて大カラム（350 mL容）

を用いて本精製を実施した． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

ムラサキヤマイモ色素の原体 1 ロット(国立

医薬品食品衛生研究所食品添加物部保存番号：

C2375)を試験に用いた．  
メタノール(HPLC 用)，ギ酸(LC/MS 用，約

99%)，tert-ブトキシメチルエーテル(試薬特級)，
1-ブタノール(試薬特級)，アセトニトリル(HPLC
用)，クエン酸一水和物及びトリフルオロ酢酸

(試薬特級)は富士フイルム和光純薬社製のもの

を用いた．本研究に用いた超純水は，全て Milli-
Q EQ7000 system (Merck社製)にて精製したもの

を用いた．  
 

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 
ポンプ：LC-20AD 
オートサンプラー：SIL-20AC 
コントローター：CBM-20A 
フォトダイオードアレイ検出器：SPD-M20A 
カラムオーブン：CTO-10A 

HSCCC装置：クツワ産業社製 Easy-PREP H型 
ポンプ：PU 714M pump (GL Sciences社製) 
コントローター：SC 762 system controller  
(GL Sciences社製) 
UV-vis 検出器：UV 702 (GL Sciences社製) 
フラクションコレクター：PLC 761 fraction 
collector (GL Sciences社製) 

 
HPLC-HRMS装置： 
HPLC装置部： 
Waters社製 ACQUITY UPLC H-Class plus 
ポンプ：Quaternary Solvent Manager 
オートサンプラー：Sample Manager FTN-H 
フォトダイオードアレイ検出器：PDA eλ 
Detector 

QTof/MS装置部： 
Waters社製 Xevo G2 XS 
イオン化条件：エレクトロスプレーイオン化

ポジティブモード 
測定モード：MSE モード 

 
B-3) 測定対象の原体あるいは精製後溶液の調

製 
測定対象の原体の 1 mL を取り，9 mLメタノ

ールを加えて 10倍希釈物を調製した．この 100 
µL を取り，400 µL の水/メタノール＝1/1混合溶

液により希釈して，合計で 50 倍希釈物として

測定に供した．HSCCCの単離精製品については

5 mL を分取し遠心エバポレーターにより濃縮

後，1 mL の移動相初期粗製溶媒にて再溶解し，

測定試料とした． 
 
B-4) HPLC 分離分析 
移動相には，A 液：0.1 vol%ギ酸水溶液/B 液：

0.1 vol% ギ酸含有メタノールを使用し，以下に

示すグラジエント条件にて，30 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) 
LC-MS測定においては，MS 分析に適切な流速

に 設 定 で き る よ う に TSKgel ODS-100Z 
column (2.0×150 mm, 3 µm, 東ソー社製)を用い

た． 
カラム温度：40℃ 
流速：HPLC測定時；1.0 mL/min，LC-MS測定

時；0.3 mL/min 
グラジエント条件 B% (min)：20(0)-40(20)-
95(20.1)-95(25.1)-20(25.2)-20(30) 

83



 

 

 

検出波長：200-800 nm 
注入量：10 μL 
 
B-5) HSCCC による単離精製 
有機系溶媒としては，tert-ブトキシメチルエ

ーテル，1-ブタノール，アセトニトリルを水系

溶媒として水を選択し，トリフルオロ酢酸を添

加したものを用いた．溶媒の混合比率は次の通

りとした：tert-ブトキシメチルエーテル / 1-ブタ
ノール / アセトニトリル / 水 / トリフルオロ酢

酸 = 2.25/3.25/1.5/4.5/0.01 (V/V/V/V)．合計量で 2 
L 分調製し，2 時間静置することで完全に分配

させた．回転数 1000 rpm，検出波長 530 nm，流

速を 2 mL/min あるいは 4.0 mL/min として，

HSCCC を実施した．小カラム（75 mL容）での

検討には 0.1 mg/mL に調製した色素原体の再溶

解溶液を用い，4 mL注入した．大カラム（350 
mL容）での本精製には 2 mg/mL に調製した色

素原体の再溶解溶液を用い，4 mL注入した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 小カラムを用いた単離精製の確認 
まず，最適化した溶媒系において，HSCCC に

よる分離が可能なのかを確認する目的で，小カ

ラムを用いた予備検討を実施した．本溶媒系に

おける HSCCCへの固定相保持率は 20%であっ

た．図 1 に原体の HPLC測定結果を示す．また，

図 2 には HSCCC クロマトグラムを示す．530 
nm の検出波長において，4 つのピークを取得す

ることが出来た．これらを分取し，HPLC によ

り分析した結果を図 3-(a)～(d)に示す．フラクシ

ョン No. 3 には主成分と考えられるピーク 1 が

溶出した．一方でフラクション No. 1 及び 2 に

はピーク 1よりも遅く溶出する成分が認められ

た．このことは，HSCCC による分離は，必ずし

も逆相HPLCと同様の溶出傾向をとるわけでは

ないことを示唆した．フラクション No. 4 には

ピーク 1よりも HPLC溶出の遅いピーク 2 と考

えられる成分が検出された．一方で，原体に認

められた副成分ピーク 3 は，これらのフラクシ

ョンには含まれておらず，固定相への残存が考

えられた．続いて，獲得量を増加するために大

カラムを用いた単離精製に関して検討を行っ

た． 
 
C-2) CAG標準品の本精製 

C-1 の検討結果から本系において，効率的な

単離精製が可能と考えられたため，続いて大カ

ラムを用いた単離精製を実施した．本条件にお

ける固定相保持率は 67%であった．注入溶液の

濃度を 20 倍とし，カラムサイズを変更して同

条件で HSCCC を実施した結果，顕著なピーク

は 1 つのみしか確認できず，固定相に高い濃度

の色素が残存した．そこで，カラム容積の増加

に対する流速が遅いことを踏まえ，流速を 4 
mL/min に増加し再度精製を行った．この時，固

定相保持率は 57%であった．結果の HSCCC ク

ロマトグラムを図 4 に示す．小カラムの結果と

同様に 4 本のピークを得た．これらを分取して

HPLC-HRMS により分析した結果を図 5-(a)～
(d)に示す．小カラムの結果と比較した時，同様

の傾向となっていることが分かった．流速 4 
mL/min においてもピーク 3 の固定相への残存

が考えられたため，固定相を濃縮して HPLC-
HRMS 分析した．一方で，図 7 に示す様に当該

ピーク 3以外の成分が残存していることが確認

された．このことから，ピーク 3 は既に溶出て

済みであり，現状の注入量では検出感度が不足

している可能性が示唆された． 
 
D. 結論 
 本研究では，昨年度に決定した HSCCC によ

る単離精製の条件を用いて，実際に CAG 標準

品の獲得を試みた．初めに小カラムを用いて検

討を行った結果，4 本のピークを認めたが，こ

れらは HPLC の溶出とは別の傾向にあった．続

いて，大カラムを用いて大量精製を試みた．流

速を 4 mL/min とした時，小カラムと同様の溶出

傾向を得て，主成分であるピーク 1 及び 2 につ

いては高純度品が獲得できることが示唆され

た．一方で，ピーク 3 については現状の注入量

では検出感度が不足している可能性が考えら
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れた．今後は下記の計画で研究を進めていく． 
 
・CAG純品（ピーク 1，2）の獲得及び NMR 等

による構造決定． 
・CAG純品（ピーク 3）の単離精製条件の見直

し． 
 
以上を検討していくことで，正確かつ信頼性

のあるムラサキヤマイモ色素の定性及び定量

的評価法が構築できると考える． 
 
E. 参考文献 
1)   第 6 版既存添加物自主規格，日本食品添加

物協会 (2025)． 
2) Qiu P, Chen J, Wu J, Wang Q, Hu Y, Li X, Shi 

H, Wang X. The effect of anthocyanin from 
Dioscorea alata L. after purification, 
identification on antioxidant capacity in mice. 
Food Sci Nutr., 2023; 11: 6106-6115.  
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図 1. 色素原体の HPLC測定クロマトグラム 

検出波長は 530 nm 

  

!"#$

"

"#$

"#%

$" $% $& $' $( %" %%

)*+*,+-.,/+-0*10-,2

)*34.,3*

1!$"R2 R6"/,0!

"
#

86



 

 

 

 

図 2. HSCCC による分離の予備検討結果 

使用したカラムは 75 mL容，回転速度は 1000 rpm，流速は 2 mL/min。この時の固定相

保持率は 20%．検出波長は 530 nm とし，吸光が認められた区間（No. 1, 2, 3, 4）を分

取した． 

  

! " ! "
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図 3. 単離精製のフラクションの HPLC 分析結果 

(a) No. 1, (b) No. 2, (c) No. 3, (d) No. 4．検出波長は 530 nm． 
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図 4. HSCCC によるムラサキヤマイモ色素の本精製 

使用したカラムは 350 mL容，回転速度は 1000 rpm，流速は 4 mL/min。この時の固定

相保持率は 57%．検出波長は 530 nm とし，吸光が認められた区間（No. 1, 2, 3, 4）を

分取した． 
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図 5. 分取したフラクションの HPLC-HRMS クロマトグラム 

(a) No. 1, (b) No. 2, (c) No. 3, (d) No. 4．ノイズの影響を排除するためベースピークイオ

ンクロマトグラムにて表示． 
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図 6. HSCCC 分取後の固定相濃縮物の HPLC-HRMS クロマトグラム 

ノイズの影響を排除するためベースピークイオンクロマトグラムにて表示．*：530 nm

に吸収無しであり，CAG 類ではないと考えられる． 
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食品衛生基準科学研究費補助金(食品安全科学研究事業) 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

(23KA1012) 

令和7年度 研究分担報告書 
分析法及び試験法の開発に関する研究 

 
カシアガム中のアントラキノ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 食品開発学科 准教授 
 

 
A. 研究目的 
カシアガム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一つであり，

増粘安定剤として食品産業において広く使用

されている 1．一方，本添加物は食品衛生法第

13 条の規定により告示される「食品，添加物等

の規格基準」における成分規格が未制定であり，

現状では日本食品添加物協会が作成した第 5 版

既存添加物自主規格に準拠して製造された製

品が流通している 2．近年，既存添加物の品質確

保及び食の安全性向上を目的として，個々の既

存添加物に関する成分規格の設定並びに食品

添加物公定書への収載が進められており，カシ

アガムについても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行われて

いる． 
カシアガムの基原・製法・本質について，既

存添加物名簿収載品目リストには「マメ科エビ

スグサモドキ(Cassia tora LINNE)の種子の胚乳

部を粉砕して得られたものである．主成分は多

糖類である．」と記載されている 1．しかし，基

原植物の種子由来不純物としてアントラキノ

ン類が含まれ得ることが知られており，製造工

程によっては製品中にアントラキノン類が微

量残留する可能性がある．実際，JECFA の化学・

技術評価(Chemical and Technical Assessment; 
CTA)では，カシア種子中のアントラキノン類が

主要な懸念不純物であること及び精製工程に

よりアントラキノン類が低減されることが示

されている 3．このような毒性が懸念される化

合物を含有し得る食品添加物については，安全

性確保の観点から，適切な残留基準値の設定と

それを担保し得る分析法の整備が不可欠であ

る． 
FAO/WHO 食品添加物専門家会議(JECFA)に

おけるカシアガムの規格では，アントラキノン

類(エモジン，アロエエモジン，レイン，クリソ

ファン酸，フィシオン)の総含有量を 0.5 mg/kg
以下と規定している 4(図 1)．同規格の試験法で

は，アントラキノン類をクロロホルムで抽出し，

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向上を目的とし，成分

規格が未制定であるカシアガムを対象に，成分規格におけるアントラキノン分析法の確立に関

する検討を行った．今年度は昨年度に引きつづき，前処理法の改良，特に，有害試薬の使用低

減の観点から，抽出溶媒として規定されているクロロホルムに代わる抽出溶媒(ジクロロメタ

ン，酢酸エチル)の適用性を添加回収試験により評価した．その結果，各溶媒を単独で用いた場

合，酢酸エチルではアロエエモジンの回収率が著しく低く，ジクロロメタンではフィシオンの

回収率が相対的に低値を示すとともに，一部の測定対象物質でRSDが増大することが確認され

た．そこでジクロロメタンで抽出後，酢酸エチルで抽出し，各有機層を統合せずに個別に濃縮

して試験溶液を調製する段階抽出法を考案した．本抽出法により，カシアガム中のアントラキ

ノン類を良好な真度及び精度をもって抽出可能であることが実証され，JECFA規格の基準値

(0.5 mg/kg)に適用可能かつクロロホルムを使用しない前処理法が確立された． 
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内 標 準 物 質 と し て ダ ン ト ロ ン(1,8-
dihydroxyanthraquinone; 1,8-DAQ)を 用 い る

HPLC 法により定量し，フォトダイオードアレ

イ検出器を用いて 435 nm で検出することとさ

れている 4．したがって，国内規格の策定に向け

ては，当該基準値(0.5 mg/kg)を確実に評価可能

な分析法の確立が重要な課題となる． 
一方，国内規格の策定に向けた過年度の検討

において，JECFA 法は前処理及び HPLC 条件に

課題を有することが明らかとなり，既報 5, 6も参

考に改良に向けた検討を進めてきた．未検討の

課題としては，前処理で用いられるクロロホル

ムの使用が挙げられる．クロロホルムは，作業

者の安全性及び環境負荷の観点から，代替溶媒

への変更を検討することが重要である．そこで

本研究では，カシアガム中のアントラキノン類

分析法の確立を目的とし，JECFA 規格の分析法

を基盤とした前処理工程の改良を検討した．具

体的には，有害試薬の使用低減の観点から代替

抽出溶媒(ジクロロメタン，酢酸エチル等)の適

用性を評価し，JECFA 規格の基準値(0.5 mg/kg)
に適用可能な前処理法の確立について検討し

た． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
カシアガム(管理番号：C2395)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．エモジン，アロエエモジン，レイン，ク

リソファン酸，フィシオンは，東京化成工業(株)
製を用いた．ダントロン(1,8-DAQ)は，富士フイ

ルム和光純薬(株)製を用いた．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 
分析用 HPLC ポンプ：LC-20AD(高圧グラジ

エント)，オートサンプラ：SIL-20A，カラム恒

温槽：CTO-20AC，多波長検出器：SPD-M20A，

脱気装置：DGU-20A3R，システムコントローラ：

CBM-20A， 分 析 デ ー タ 処 理 シ ス テ ム ：

LabSolutions((株)島津製作所製)． 
ミクロ天秤： BM-20((株)エー・アンド・デイ

製) 
セ ミ ミ ク ロ 天 秤 ：AUW220D 及 び

AP125WD((株)島津製作所製) 
遠心分離機：5220(久保田商事(株)製)及び

MiniSpin(エッペンドルフ製) 
オーブン： DR-22(ヤマト科学(株)製) 
 

B-3) JECFA 法における前処理法の改良 
B-3-1) 試験溶液の調製(1)(抽出溶媒としてクロロ

ホルムまたはジクロロメタンを単独で使用する

場合) 
過年度の検討に基づき，JECFA Monographs に

おけるカシアガム規格で規定されているアン

トラキノン類分析法の試験溶液の調製手順

(Sample preparation)(図 2)を一部改変して用いた．

すなわち，試料 4.0ｇを正確に量りとり，2 mol/L
硫酸 100 mL を加えて軽く振り混ぜた後，103℃
で 1 時間加熱した. 室温まで冷却後，内容物を

分液ろう斗に移し，クロロホルム 100 mL を加

えて液液分配を行った．静置後，生じたエマル

ションを低減するため，全量を 50 mL容遠沈管
に分注して遠心分離(400×g，5 分，20℃)を行い，

下層(クロロホルム層)を採取した．上層に再度

クロロホルムを加え，同様の抽出操作をさらに

二回繰り返した後，得られたすべての下層(クロ
ロホルム層)を合わせて減圧下で溶媒を留去し

た．残留物にメタノールを加え超音波処理し，

不溶物を遠心分離(10000×g，2 分，20℃)により

除去した後，上清をメタノールで 2 mL に定容

したものを試験溶液とした．なお，ジクロロメ

タンを抽出溶媒として使用する場合は，上記の

記述のクロロホルムをジクロロメタンに置き

換え，同様の抽出操作を行った(図 3)． 
 
B-3-2) 試験溶液の調製(2)(抽出溶媒として酢酸エ

チルを単独で使用する場合) 
 試験溶液の調製は，前項 B-3-1 の操作手順に

準じて行った．ただし，抽出溶媒をクロロホル

ム(比重約 1.48 g/mL，20℃)から酢酸エチル(比重
約 0.90，20℃)に変更したことに伴い，有機層が

下層から上層となるため，抽出操作を以下のと

おり変更した．すなわち，試料 4.0ｇを正確に量

りとり，2 mol/L硫酸 100 mL を加えて軽く振り
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混ぜた後，103℃で 1時間加熱した. 室温まで冷

却後，内容物を分液ろう斗に移し，酢酸エチル

100 mL を加えて液液分配を行った．静置後，生

じたエマルションを低減するため，全量を 50 
mL容遠沈管に分注して遠心分離(400×g，5分，

20℃)を行い，上層(酢酸エチル層)を採取した．

下層に再度酢酸エチルを加え，同様の抽出操作

をさらに二回繰り返した後，得られたすべての

上層(酢酸エチル層)を合わせて減圧下で溶媒を

留去した．残留物にメタノールを加え超音波処

理し，不溶物を遠心分離(10000×g，2 分，20℃)
により除去した後，上清をメタノールで 2 mLに

定容したものを試験溶液とした(図 4)． 
 
B-3-3) 試験溶液の調製(3)(抽出溶媒としてジクロ

ロメタン及び酢酸エチルを段階的に使用 
する場合) 
 抽出溶媒としてジクロロメタン及び酢酸エチ

ルを併用する場合，ジクロロメタン，次いで酢

酸エチルの順で段階的に液液分配を行い，各溶

媒による抽出液は統合せず，それぞれ独立した

試験溶液として調製した．すなわち，試料 4.0ｇ
を正確に量りとり，2 mol/L硫酸 100 mL を加え

て軽く振り混ぜた後，103℃で 1 時間加熱した. 
室温まで冷却後，内容物を分液ろう斗に移し，

ジクロロメタン 100 mL を加えて液液分配を行

った．静置後，生じたエマルションを解消する

ため，全量を 50 mL容遠沈管に分注して遠心分

離(400×g，5 分，20℃)を行い，下層(ジクロロメ

タン層)を採取した．上層に再度ジクロロメタン

を加え，同様の抽出操作をさらに 1回繰り返し，

得られたすべての下層(ジクロロメタン層)を合

わせて減圧下で溶媒を濃縮した．残留物にメタ

ノールを加え超音波処理し，不溶物を遠心分離

(10000×g，2 分，20℃)により除去した後，上清

をメタノールで 2 mL に定容し， 
これを試験溶液 1 とした． 
 次に，ジクロロメタンによる液液分配後の上

層について，酢酸エチル 100 mL を加えて液液

分配を行った．静置後，生じたエマルションを

解消するため，全量を 50 mL容遠沈管に分注し

て遠心分離(400×g，5 分，20℃)を行い，上層(酢
酸エチル層)を採取した．下層に再度酢酸エチル

を加え，同様の抽出操作をさらに 1回繰り返し，

得られたすべての上層(酢酸エチル層)を合わせ

て減圧下で溶媒を濃縮した．残留物にメタノー

ルを加え超音波処理し，不溶物を遠心分離

(10000×g，2 分，20℃)により除去した後，上清

をメタノールで 2 mL に定容し，これを試験溶

液 2 とした(図 5)． 
 

B-3-4) 試験溶液の HPLC 分析 
調製した試験溶液について，次の測定条件を

用い HPLC 分析を行った． 
カラム：Unison UK-C18 (4.6 ×250 mm，粒子径 
3 µm，インタクト(株))，カラム温度：40℃，

検出波長： 435 nm，流速：1.0 mL/min，移動
相 A：0.1 % トリフルオロ酢酸水溶液，移動相

B：アセトニトリル，グラジエント条件：0 
min(10%B)→ 60 min(100%B)→ 65 min 
(100%B)→65.01 min (10%B)→ 75 min (10%B) 
【60 min以降はカラム洗浄及び平衡化】，注入

量：20 μL 
 
C. 結果及び考察 
昨年度までの検討において，JECFA 法で規定

されている前処理では，加熱時間の短縮(3.5 時
間から 1時間)，抽出回数の増加(1回から 3回)，
遠心分離操作の追加(エマルジョンの解消)の必
要性が明らかとなった(図 6)．今年度は，有害試

薬の使用低減の観点から，JECFA 法で規定され

ている抽出溶媒クロロホルムの代替溶媒を検

討することを目的とし，ジクロロメタン及び酢

酸エチルを候補溶媒として，その性能を添加回

収試験より評価した． 
 
C-1)各抽出溶媒を単独で使用した場合の抽出

効率の検討 
B-3-1 及び B-3-2 の操作手順に準じ，測定対象

物質 5 種(アロエエモジン，レイン，エモジン，

クリソファン酸，フィシオン)及び JECFA 法で

は内標準物質として規定されている 1,8-DAQ
を，カシアガム製品に添加し，添加回収試験

(n=3)を行った．添加濃度は，JECFA 規格におけ

るアントラキノン類の残留上限値(0.5 mg/kg)の
10倍に相当する濃度(5 mg/kg)で検討した．なお，
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回収率及び相対標準偏差(RSD)は n=3 の測定結

果に基づき算出した．その結果を表 1 に示す． 
クロロホルムを用いた場合，アロエエモジン

の回収率は 87.4%(RSD： 1.1%)，レインは

84.1%(RSD： 3.2%)，エモジンは 83.7%(RSD： 
2.9%)，1,8-DAQ は 82.8%(RSD： 0.7%)，クリソ

ファン酸は 76.8%(RSD： 0.7%)であり，これら

5 化合物はいずれも回収率が 70%以上を満たし

た．一方，フィシオンは 67.4%(RSD： 2.8%)に
とどまり，回収率が 70%を下回った．したがっ

て，JECFA 法で規定されているクロロホルムを

用いる条件ではフィシオンの回収率が他の化

合物に比べ低下することが示された． 
ジクロロメタンを用いた場合，すべての化合

物で回収率 70%以上を示したものの，フィシオ

ンは 73.1%と他の化合物と比較して低値であっ

た．また，アロエエモジンや 1,8-DAQ では RSD
が 6%を超え，クロロホルムを用いた場合と比

較してばらつきが増大する傾向が認められた． 
 酢酸エチルを用いた場合，アロエエモジンを

除く 5 種の化合物は良好な回収率及び併行精度

を示した．一方，アロエエモジンは回収率が

41.7%，RSD が 22.3%と著しく低く，真度及び精

度の観点から問題が認められた．以上より，代

替溶媒の選定にあたっては，(i) 酢酸エチルを用

いた条件にて，低回収かつ高い RSD を示したア

ロエエモジンについて回収率の向上と精度の

改善を図ること，(ii) ジクロロメタンを用いた条

件にて，相対的に低回収であったフィシオンの

回収率を改善すること，(iii) ジクロロメタンを

用いた条件にて，ジクロロメタンを抽出溶媒と

した場合に 一部測定対象物質で認められたば

らつき(RSD)の低減をすべて満たすよう，操作

条件のさらなる最適化が必要であること 
が示唆された． 
 
C-2) ジクロロメタン及び酢酸エチルを段階的

に使用した場合の抽出効率の検討 
前項での検討により，抽出溶媒として酢酸エ

チルを単独で使用した場合にはアロエエモジ

ンの回収率が著しく低く，ジクロロメタンを単

独で使用した場合にはフィシオンの回収率が

相対的に低値を示すとともに，一部の測定対象

物質で RSD が増大することが問題として確認

された．これらの問題を解決するため，ジクロ

ロメタンと酢酸エチルを段階的に使用する抽

出法について，添加回収試験によりその妥当性

を評価した．なお，カシアガム製品へのアント

ラキノン類の添加濃度は，前項と同様に 5 mg/kg
とし，B-3-3 の操作手順に従い各試験溶液を調

製した．試験溶液 1 及び試験溶液 2 のクロマト

グラムを図 7 に示す．また，表 2 に示すように，

各化合物の回収率及び RSD は，アロエエモジン

は 92.2%(RSD : 2.2%)，レインは 90.2%(RSD： 
2.1%)，エモジンは 94.3%(RSD ：1.8%)，1,8-DAQ
は 96.4%(RSD ：2.4%)，クリソファン酸は

95.1%(RSD ：3.6%)，フィシオンは 90.0%(RSD ：
4.8%)であり，検討したすべての化合物において

回収率は 90%以上，RSD が 4.8％以下と真度，

精度ともに良好であることが判明した． 
本段階抽出法は，測定対象物質の物性差(極性

など)により，有機相への分配挙動が化合物ごと

に異なる点に着目した操作である．すなわち，

まずジクロロメタンによって比較的疎水性が

高くジクロロメタン層へ移行しやすい化合物

を優先的に回収し，その後，ジクロロメタン抽

出後も水層に残存する化合物を，酢酸エチルに

よる再抽出で回収することにより，単独溶媒で

は回収が不十分となりやすい化合物を補完的

に抽出できる点が本法の特徴である．以上より，

ジクロロメタン及び酢酸エチルの段階的な抽

出は，酢酸エチルの単独使用で問題となったア

ロエエモジンの低回収率及び精度の低下並び

にジクロロメタンの単独使用で問題となった

フィシオンの相対的な回収率の低下及び一部

化合物におけるばらつき増大を同時に改善で

き る こ と が 示 さ れ た ． 
  次に，各アントラキノン類を JECFA 規格に

おける残留上限値(0.5 mg/kg)で添加したカシア

ガム製品を用い，本段階抽出法の妥当性をさら

に評価した．試験溶液 1 及び試験溶液 2 のクロ

マトグラムを図 8，添加回収試験の結果を表 2
に 示 す ． ア ロ エ エ モ ジ ン の 回 収 率 は

78.0%(RSD：2.9%)，レインは 85.6%(RSD：3.2%)，
エモジンは 84.1%(RSD：2.1%)，1,8-DAQ は

88.5%(RSD：2.5%)， ク リ ソ フ ァ ン 酸 は

95



88.6%(RSD：0.6%)，フィシオンは 81.5%(RSD：
3.2%)であり，検討したすべての化合物において

回収率 78%以上，RSD 3.2%以下と，真度及び併

行精度ともに良好であることが判明した．以上

の結果から，本段階抽出法は JECFA 規格におけ

る残留上限値相当の濃度を含む試料において

も，アントラキノン類を良好な精度で抽出可能

であることが明らかとなった． 
 なお，本段階抽出法では，ジクロロメタン層

及び酢酸エチル層から得られた抽出溶液は統

合せずに減圧濃縮し，試験溶液を調製した後，

HPLC 分析に供した．この操作の根拠として，

両溶媒の抽出液を統合して減圧濃縮し試験溶

液を調製した場合，表 3 に示すようにアロエエ

モジンの回収率が 43.2%に大幅に低下し，また，

RSDも 27.8%と著しく増大することが確認され

たことが挙げられる．この回収率の低下及び

RSD の増大は，抽出溶液の統合や濃縮過程にお

ける何らかの影響により損失を受けることに

起因するものと推察される．したがって，本段

階抽出法の適用にあたっては，各有機層からそ

れぞれ独立した試験溶液を調製することが，分

析精度の確保の点で，不可欠であることが確認

された． 
 

D. 結論 
 本研究では，カシアガム中のアントラキノン

類分析法の確立を目的として，JECFA 規格の分

析法を基盤とした前処理法の改良を検討した．

具体的には，クロロホルムの代替抽出溶媒とし

てジクロロメタン及び酢酸エチルを候補溶媒

として選定し，添加回収試験によりその適用性

を評価した．その結果，各溶媒を単独で使用し

た場合，測定対象物質の一部において真度また

は精度の面で問題が認められた．これらの問題

を解決するため，ジクロロメタン及び酢酸エチ

ルを段階的に使用する抽出法(段階抽出法)を新
たに考案し，添加回収試験によってその妥当性

を評価した．添加濃度 5 mg/kg(JECFA 残留上限

値の 10倍相当)での検討において，本段階抽出

法により調製した試験溶液では，検討した全 6
化合物(測定対象物質 5 種及び内標準物質 1 種)
の回収率が 90%以上，RSDが 4.8%以下となり，

真度及び精度ともに良好であることが明らか

となった．さらに，JECFA 規格の残留上限値(0.5 
mg/kg)相当の添加濃度での検討においても，全

化合物の回収率は 78%以上，RSD は 3.2%以下
であり，当該濃度域における良好な抽出性能が

示された．また，本段階抽出法の適用において

は，ジクロロメタン層及び酢酸エチル層の抽出

液を統合せずにそれぞれ独立して減圧濃縮し，

試験溶液を調製することが，アロエエモジンの

定量における真度及び精度の確保のために不

可欠であることが確認された．以上より，本段

階抽出法は，クロロホルムを使用せず，カシア

ガム中のアントラキノン類を良好な真度及び

精度をもって抽出が可能な有効な手法である 
ことが実証された． 
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図 1  JECFA 規格で規定されている分析法の測定対象物質(5 種)及び内標準物質  
   の化学構造 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  試験溶液の調製法(抽出溶媒としてクロロホルムを単独で使用する場合) 
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図 3  試験溶液の調製法(抽出溶媒としてジクロロメタンを単独で使用する場合) 
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図 4  試験溶液の調製法(抽出溶媒として酢酸エチルを単独で使用する場合) 
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図 5  試験溶液の調製法 

(抽出溶媒としてジクロロメタン及び酢酸エチルを段階的に使用する場合) 
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図 6   JECFA Monographs におけるカシアガム規格で規定されているアントラキノン 

   類分析法の試験溶液の調製法並びに昨年度までの検討において改善した点 
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図 7   アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：5.0 mg/kg)より 

   段階抽出法により調製した試験溶液のクロマトグラム 

(a)：試験溶液 1(ジクロロメタン層由来)，(b)：試験溶液 2(酢酸エチル層由来) 

1. Aloe-emodin，2. Rhein，3. Emodin，4. Chrysophanic acid，5. Physcion, * 1,8-DAQ 
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(a)               (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8  アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：0.5 mg/kg)より 

   段階抽出法により調製した試験溶液のクロマトグラム 

(a)：試験溶液 1(ジクロロメタン層由来)，(b)：試験溶液 2(酢酸エチル層由来) 

1. Aloe-emodin，2. Rhein，3. Emodin，4. Chrysophanic acid，5. Physcion, * 1,8-DAQ 

 

表 1 各抽出溶媒を単独で使用した場合のアントラキノン類の添加回収試験の 

   結果(n=3) 

 

 

Extraction solvent 

Chloroform  Dichloromethane  Ethyl acetate 

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

 Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

 Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Aloe-emodin 87.4 1.1  83.2 6.6  41.7 22.3 

Rein 84.1 3.2  84.9 6.0  95.9 0.9 

Emodin 83.7 2.9  88.2 3.4  96.5 1.6 

1,8-DAQ 82.8 0.7  94.4 7.8  99.6 0.4 

Chrysophanic acid 76.8 0.7  85.1 2.8  98.1 0.7 

Physcion 67.4 2.8  73.1 5.6  94.6 1.9 

 

試料：アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：5.0 mg/kg) 
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表 2 ジクロロメタン及び酢酸エチルを段階的に使用した場合のアントラキノン類 

           の添加回収試験の結果(n=3) 

 

  
0.5 mg/kg spiked    5.0 mg/kg spiked  

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

 Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Aloe-emodin 78.0 2.9  92.2 2.2 

Rein 85.6 3.2  90.2 2.1 

Emodin 84.1 2.1  94.3 1.8 

1,8-DAQ 88.5 2.5  96.4 2.4 

Chrysophanic acid 88.6 0.6  95.1 3.6 

Physcion 81.5 3.2   90.0 4.8 

 

 

表 3 ジクロロメタン層及び酢酸エチル層を統合して試験溶液を調製した場合の 

           アントラキノン類の添加回収試験の結果(n=3) 

 

  Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Aloe-emodin 43.2 27.8 

Rein 91.5 2.4 

Emodin 93.2 2.1 

1,8-DAQ 92.1 3.0 

Chrysophanic acid 91.8 1.8 

Physcion 85.6 3.9 

 

試料：アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：0.5 mg/kg) 
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食品衛生基準科学研究費補助金（食品安全科学研究事業） 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

（23KA1012） 

令和7年度 研究分担報告書 

分析法及び試験法の開発に関する研究 
PDA 検出器の校正用化合物創出のための基礎検討 

 
研究分担者 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 
食品添加物の成分規格に設定される試験に

は，HPLC を利用し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)検出器は広範囲の波長

域の吸収を一度の分析で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．先述したように，

PDA検出器を利用したHPLCでの定量分析にお

いて正確さを担保するためには，検出器の装

置間校正ができることが重要となる．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 (SR))を個別に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

施できることがより望ましい．しかしながら，

そのような化合物は現状設定されていない．

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を行う．

本年度は広範囲の波長域に UV 吸収を示す化合

物の開発として，既報の 1,4-ナフトキノン誘導

体 1 (図 1)についてその誘導体の UV 吸収の波

長変化を確認した．また，アナトー色素の一

種であるビキシンの SR 化合物について，

HPLC クロマトグラム上における溶出位置を制

御するための誘導体を合成した． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
化合物の合成や分析には下記のものを使用

した．2,3-ジクロロ-5-ニトロ-1,4-ナフトキノン 
(TCI, D2428)，N,N-ジメチル-1,4-フェニレンジ

アミン (TCI, D0779)，アミルアミン (TCI, 
A0445), ヘキシルアミン (TCI, H0134), ヘプチル

アミン (Sigma-Aldrich, 126802), (TCI, O0045), n-
オクチルアミン (TCI, O0045), ノニルアミン 
(TCI, N0297), 1-アミノデカン (TCI, D0033), 1-ア
ミノウンデカン (TCI, A0761), ドデシルアミン 
(FUJIFILM 和光純薬, 129-00243), 分光分析用ジ

メチルスルホキシド：FUJIFILM和光純薬，Cat. 
045-28335．重クロロホルム (CDCl3) ：関東化

学，Cat. 07663-23．その他，溶媒類，塩酸，水

酸化ナトリウム，無水硫酸ナトリウムはすべ

て市販特級品を用いた． 

研究要旨  

本研究において研究分担者は，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．具体的には，HPLC の検出器として汎用される PDA の校正用化合物や既存添加物の定量

法に利用可能なシングルリファレンス (SR)用化合物の探索を行い，有望な化合物を見出すこ

とを目的とする．本年度は，広範囲の波長域に UV スペクトル吸収を有する化合物として，

1,4-ナフトキノン誘導体の置換基導入による吸収波長の変化を確認した．また，アナトー色素

の定量用 SR候補化合物の誘導体の設計・合成を行った． 
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B-2) 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，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． 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，ECZ600R 
spectrometer (JEOL)にて測定した．化学シフト

値 d  (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: 77.16 for 
13C-NMR; DMSO-d6: 2.50 for 1H-NMR, 39.52 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)，double of 
doublets (dd)，doublet of doublets of doublets (ddd), 
multiplet (m), broad (br))．質量分析は LCMS-
9050 （Shimadzu）を使用し，エレクトロスプ

レーイオン化法にて測定した．合成した化合

物の NMR スペクトルを図 4－19 に示した． 
 
B-3) 装置・測定条件 

UV-Vis スペクトル測定のための紫外可視吸

光光度計には V-730 (日本分光)を使用した．化

合物は 50 µM の DMSO 溶液とし，光路長 10 
mm の石英セルを用いて測定した．青色 3 号 
(Disperse Blue 3)は Aldrich 社製 (21,565-1, Dye 
content ~20%)を使用した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 1,4-ナフトキノン誘導体の UV スペクトル 
本研究ではこれまでに既報 1 の 1,4-ナフトキ

ノン誘導体 1 の構造中の 2 位の置換基を変更し

た誘導体の合成および UV スペクトルの比較を

行っており，様々な構造の導入が容易に行え

ること，構造の変更によりスペクトルの波長

域が変化することを確認している．この 1,4-ナ
フトキノン誘導体 1を基とし，UV-Visスペクト

ルの長波長化を目的として，各種置換基の導

入や置換位置の違いによる吸収波長域の変化

を確認した．本研究においては，これまで 1,4-
ナフトキノン誘導体の UV 吸収の長波長に寄与

していると考えられた構造を組み合わせた構

造として 1’の分子 (Scheme 1)について UV スペ

クトルを測定した．図 1 に基となる化合物 1 と

比較した UV スペクトルを示している．1’にお

いては 1 と比較して顕著な UV 吸収の長波長化

は観察されなかったが，長波長域における吸

収強度は増加しており，特に 500－700 nm付近
における吸収強度が増加していることが分か

った．この点について，参照物質として青色 3
号 (DB3)の UV スペクトルを比較として測定し

たところ，500－700 nm付近におけるスペクト

ルの形状に類似性がみられた．これらの化合

物の分子構造の共通点として，5 位および 8 位

にアミノ基を有している．この位置のアミノ

基上の水素原子は 1,4-ナフトキノンの 2 つのカ

ルボニル酸素と分子内で水素結合を形成でき

るため，おそらくこの構造が両化合物の UV ス

ペクトルの類似性に寄与しているものと考え

られた． 
 
C-2) アナトー色素用 SR 化合物の合成 
本研究にて，これまでにビスアリールマレイ

ミド分子の芳香環置換誘導体を合成している

中で，2 つのインドールを芳香環として導入し

たビスインドリルマレイミド誘導体の吸収波

長がビキシンに対する SR 化合物として有望で

あることが示唆された．図 2 にビスインドリル

マレイミド誘導体 (赤色化合物)の UV-Vis スペ

クトルとビキシンの UV-Vis スペクトルを重ね

合わせたものを示している．吸光度の強度に

差はあるが，吸収波長域は類似しており，ビ

キシンに対する SR 化合物として適した性質を

有することが示唆された．また，この誘導体

ついては、インドール環の窒素原子をアルキ

ル基で置換しても吸収波長の変化が軽微であ

るため，さらなる分子修飾による構造展開や

高機能化が可能であると期待される．このビ
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スインドリルマレイミド骨格の分子について，

HPLC クロマトグラム上における保持時間を変

化させるための官能基として，直鎖炭化水素

アミンを導入した誘導体 (C5－C12)を合成した．

化合物の合成については各鎖長に対応するア

ミンを個別に反応させて調製することが可能

である (例：C-1-1 の項；化合物 C11)．一方で，

各鎖長に対応するアミンの混合物と化合物 3 を

反応させることで複数種類の化合物を一挙に

合成することも可能である (例：C-1-2 の項)．
この混合物は順相シリカゲル上における極性

はそれほど差がないためにそれぞれを分離す

ることは困難であるが，逆相の充填剤 (C18)に
おいては，その疎水性の違いによって容易に

分離できる (図 3)．そのため，複数化合物の混

合物として調製し，逆相HPLCによって分離す

るという方法によって，多種の分子を一挙に

合成することが可能である．この方法によっ

てスクリーニング的に SR 候補分子を合成し，

その HPLCクロマトグラム上における溶出位置

を確認・比較することが可能であった． 
 

C-1-1) SR候補分子の個別合成例 
化合物 3 の合成 
化合物 2 (Bn)(417 mg, 1.0 mmol)のエタノール懸

濁液 (4 mL)に 4M 水酸化カリウム水溶液 (2 mL)
を加えて，60℃にて 3時間攪拌した．反応液を

0℃に冷却し，10%塩酸 (8 mL)を加えて液性を

酸性 (pH 1~2)とした後，ジクロロメタン（20 
mL x 2）で抽出した．有機層を無水硫酸ナトリ

ウム上で乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮する

ことで化合物 3 を暗赤色固体として得た (275 
mg)．この化合物はこれ以上精製せずに次の反

応に使用した． 
 
化合物 C11 の合成 
化合物 3 (200 mg, 0.609 mmol)のトルエン (5.5 

mL)/酢酸溶液 (0.6 mL)に，室温にて 1-アミノウ

ンデカン (156 µL, 0.73 mmol)を加え，反応液を

110℃にて 14時間攪拌した．反応液を室温まで

冷却し，酢酸エチル (40 mL)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上で乾燥，

濾過し，濾液を減圧濃縮した．残渣をシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーで精製 (ヘキサ

ン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 4 : 6)することで，化

合物 C11 を赤色無定形固体として得た (115 mg, 
60%)． 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 8.60 (s, 2H), 7.67 (d, 
J = 2.4 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.06 (dd, J 
= 8.1, 7.8 Hz, 2H), 6.98 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.74 (dd, 
J = 8.1, 7.8 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.74–
1.70 (m, 2H), 1.40–1.32 (m, 4H), 1.29–1.24 (m, 
12H), 0.86 (t, J = 7.2 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, 
CDCl3) δ 172.5, 135.8, 128.3, 127.5, 125.4, 122.6, 
121.9, 120.3, 111.2, 107.2, 38.4, 31.9, 29.6, 29.6, 
29.5, 29.3, 29.3, 28.8, 27.0, 22.7, 14.1. HRMS (ESI): 
m/z calcd. for C31H36N3O2 482.2802, found 482.2807 
[M+H]+. 
 
化合物 C5－C12 (C11 を除く)の一斉合成 
化合物 3 (120 mg, 0.365 mmol)のトルエン (3.3 

mL)/酢酸溶液 (0.34 mL)に，室温にてアミルアミ

ン, ヘキシルアミン, ヘプチルアミン, n-オクチ

ルアミン, ノニルアミン, 1-アミノデカンおよび

ドデシルアミン (それぞれ 0.052 mmol)を加え，

反応液を 110℃にて 12時間攪拌した．反応液を

室温まで冷却し，酢酸エチル (40 mL)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

上で乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．残

渣をシリカゲルカラムパッド (F = 2 cm, h = 2 
cm, ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 2 : 1)に付
し，ろ液を濃縮して回収した．得られた残渣

を逆相HPLC (Column : XBridge BEH C18 OBD™ 
(19 I.D x 250 mm, 5 µm)(Waters), Flow rate : 10 
mL/min, Detection : UV254 nm, Column temp. : rt, 
Mobile phase : 90% MeOH aq. (isocratic))で分離精

製することで，目的化合物をそれぞれ赤色無

定形固体として得た（C5: 7 mg, 4.8%; C6: 6.8 
mg, 4.5%, C7: 6 mg, 3.9%; C8: 9 mg, 5.6%; C9: 7.5 
mg, 4.5%, C10: 7 mg, 4.2%; C12: 7.5 mg, 4.1%）． 
 
化合物 C5  
1H NMR (600 MHz, CDCl3) d 8.56 (s, 2H), 7.72 (d, 
J = 3.0 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.08 (dd, J 
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= 8.4, 7.8 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.75 (dd, 
J = 8.4, 7.8 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.72 (t, 
J = 7.2 Hz, 2H), 1.39–1.38 (m, 4H), 0.91 (t, J = 6.9 
Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) d 172.4, 135.8, 
128.2, 127.4, 125.5, 122.6, 121.9, 120.3, 111.1, 
107.3, 38.3, 29.1, 28.5, 22.3, 14.0. HRMS (ESI): m/z 
calcd. for C25H24N3O2 398.1863, found 398.1859 
[M+H]+. 
 
化合物 C6  
1H NMR (600 MHz, CDCl3) d 8.55 (s, 2H), 7.73 (d, 
J = 2.8 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.08 (dd, J 
= 8.4, 7.8 Hz, 2H),  6.99 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.76 (dd, 
J = 8.4, 7.8 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.74–
1.69 (m, 2H), 1.41–1.31 (m, 6H), 0.89 (t, J = 7.2 Hz, 
3H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) d 172.4, 135.8, 
128.2, 127.4, 125.5, 122.6, 121.9, 120.3, 111.1, 
107.3, 38.4, 31.4, 28.8, 26.6, 22.5, 14.1. HRMS 
(ESI): m/z calcd. for C26H26N3O2 412.2020, found 
412.2017 [M+H]+. 
 
化合物 C7  
1H NMR (600 MHz, CDCl3) d 8.54 (s, 2H), 7.74 (d, 
J = 2.4 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.08 (dd, J 
= 7.8, 7.8 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.76 (dd, 
J = 7.8, 7.8 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.74–
1.69 (m, 2H), 1.40–1.33 (m, 4H), 1.32–1.27 (m, 4H), 
0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) 
d 172.4, 135.8, 128.2, 127.4, 125.5, 122.6, 122.0, 
120.3, 111.1, 107.3, 38.4, 31.7, 28.9, 28.8, 26.9, 22.6, 
14.1. HRMS (ESI): m/z calcd. for C27H28N3O2 
426.2176, found 426.2179 [M+H]+. 
 
化合物 C8 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) d 8.56 (s, 2H), 7.72 (d, 
J = 2.4 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 7.8, 7.8 Hz, 2H), 7.07 
(dd, J = 7.8, 7.8 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 
6.76 (dd, J = 7.8, 7.8 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 7.4 Hz, 
2H), 1.74–1.69 (m, 2H), 1.37–1.31 (m, 4H), 1.32–
1.27 (m, 6H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C NMR (151 
MHz, CDCl3) δ 172.4, 135.8, 128.2, 127.5, 125.5, 
122.6, 121.9, 120.3, 111.1, 107.3, 38.4, 31.8, 29.2, 
29.2, 28.8, 27.0, 22.6, 14.1. HRMS (ESI): m/z calcd. 

for C28H30N3O2 440.2333, found 440.2329 [M+H]+. 
 
化合物 C9 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) d 8.55 (s, 2H), 7.73 (d, 
J = 3.0 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.07 (dd, J 
= 8.1, 7.8 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.75 (dd, 
J = 7.8, 7.8 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.74–
1.69 (m, 2H), 1.41–1.33 (m, 4H), 1.30–1.22 (m, 8H), 
0.87 (t, J = 7.2 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, 
CDCl3) δ 172.4, 135.8, 128.2, 127.4, 125.5, 122.6, 
121.9, 120.3, 111.1, 107.3, 38.4, 31.8, 29.5, 29.3, 
29.3, 28.8, 27.0, 22.6, 14.1. HRMS (ESI): m/z calcd. 
for C29H32N3O2 454.2489, found 454.2482 [M+H]+. 
 
化合物 C10 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 8.55 (s, 2H), 7.74 (d, 
J = 2.4 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.07 (dd, J 
= 8.1, 7.2 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.76 (dd, 
J = 8.1, 7.2 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.74–
1.69 (m, 2H), 1.41–1.32 (m, 4H), 1.30–1.22 (m, 
10H), 0.87 (t, J = 7.2 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz, 
CDCl3) δ 172.4, 135.8, 128.2, 127.4, 125.5, 122.6, 
121.9, 120.3, 111.1, 107.3, 38.4, 31.9, 29.6, 29.5, 
29.3, 29.3, 28.8, 27.0, 22.7, 14.1. HRMS (ESI): m/z 
calcd. for C30H34N3O2 468.2646, found 468.2650 
[M+H]+. 
 
化合物 C12 
1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 8.55 (s, 2H), 7.73 (d, 
J = 2.4 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.07 (ddd, 
J = 8.4, 7.8, 1.2 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 
6.76 (ddd, J = 8.4, 7.8, 1.2 Hz, 2H), 3.68 (t, J = 7.5 
Hz, 2H), 1.74–1.69 (m, 2H), 1.40–1.32 (m, 4H), 
1.30–1.25 (m, 14H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C 
NMR (151 MHz, CDCl3) δ 172.4, 135.8, 128.2, 
127.4, 125.5, 122.6, 121.9, 120.3, 111.1, 107.3, 38.4, 
31.9, 29.6, 29.6, 29.5, 29.3, 29.3, 28.8, 27.0, 22.7, 
14.1. HRMS (ESI): m/z calcd. for C32H38N3O2 
496.2959, found 496.2954 [M+H]+. 
 
 
D. 結論 

PDA 校正用の標準物質の開発として，1,4-ナ
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フトキノン誘導体の置換基位置の違いがおよ

ぼす UV-Vis スペクトルの変化について検討し

た．今回の検討では複数の置換基を組み合わ

せた誘導体 1’について UV-Vis スペクトルを測

定した．誘導体 1’は基の分子である 1と比較し

て顕著な長波長化は観測されなかった．誘導体

1’は結果としては図らずしも既存の色素分子で

ある青色 3号の分子構造に共通した構造を有し

ており，UV スペクトルの類似性もこの部分に

起因することが示唆された．今後はこの化合

物構造をベースとし，構造情報を蓄積すると

ともに偶然や経験に頼るだけでなく，理論的

に吸収スペクトルの制御できる設計指針を立

てることが重要と考えられる． 
既存添加物の SR 候補化合物の開発について

は，「1) 比較対象と類似の UV 吸収を示す構造

を選択し，2) 導入する炭化水素基で HPLCクロ

マトグラム上の保持時間を調整する」という

方針のもと，複数の誘導体の一斉合成法を確

立した．HPLC 法によって定量を行うことを想

定した場合のデザインとしては，設計コンセ

プトの成立がなされたと考えている．今後は

定量対象であるアナトー色素類との HPLCクロ

マトグラム上における保持時間を比較して候

補となる誘導体を選定，定量 NMR による候補

化合物の純度の値付けを行い，定量への応用

に向けた検討を進める予定である． 
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Scheme 1.  1,4-ナフトキノン誘導体 1’の合成  

 

 

図 1.  1,4-ナフトキノン誘導体および青色 3 号（DB3）の UV-Vis スペクトル  
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図 2.  ビキシンと SR 化合物との UV スペクトルの重ね合わせ 

 

 

Scheme 2.  ビスインドリルマレイミド誘導体の合成 

 

 

図 3.  SR 化合物（Bn, C5～C12）の HPLC による一斉分析  
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図4. 化合物C5の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 

 
図5. 化合物C5の13C NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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図6. 化合物C6の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 

 
図7. 化合物C6の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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図8. 化合物C7の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 

 
図9. 化合物C7の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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図10. 化合物C8の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 

 
図11. 化合物C8の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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図12. 化合物C9の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 

 
図13. 化合物C9の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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図14. 化合物C10の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 

 
図15. 化合物C10の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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図16. 化合物C11の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 
図17. 化合物C11の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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図18. 化合物C12の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 

 

 
図19. 化合物C112の1H NMRスペクトル (CDCｌ3) 
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令和7年度 研究分担報告書 
分析法及び試験法の開発に関する研究 

食品添加物中の鉛及びヒ素のスクリーニング法への 
エネルギー分散型蛍光 X 線分析装置（EDX）の適用 

研究分担者 阿部 裕 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 第二室長 

 
研究協力者 

石附京子 国立医薬品食品衛生研究所 
 

A. 研究目的 
我が国では，原則として厚生労働大臣が使

用を認めた食品添加物しか使用できないこと

とされている．また，その安全性及び品質を

確保するため成分規格や保存基準等の規格基

準が設定され 1)，表示基準と合わせて食品添加

物公定書（公定書）2)に収載される． 
現在，公定書は第 10 版まで発出されており，

この中の D 成分規格・保存基準各条には約 720
品目の食品添加物が収載されている．成分規

格には，各食品添加物に応じて，定義，含量，

性状，確認試験，純度試験等の項目が定めら

れている．このうち純度試験は食品添加物中

の不純物の試験であり，その不純物の限度値

やその試験法が規定されている．純度試験の

項目には，酸価，塩化物，鉛（Pb），ヒ素

（As），残留溶媒等がある．これらの項目のう

ち，Pb 及び As については，非常に多くの食品

添加物に設定されている． 
Pb 及び As の試験法は B 一般試験法に規定さ

れている．Pb の場合は，試料を灰化等によっ

て分解して検液を調製したのち，原子吸光光

度計を用いて測定し，規格値相当の比較液の

吸光度と比較して判定される．As の場合は，

検液を調製した後，亜ヒ酸をヒ化水素として

揮発させ，ヒ化水素吸収液に吸収させて発色

した色を，同様に反応させた標準液の色と比

較して判定される．いずれも，古くから用い

られてきた方法であるが，灰化等に長時間を

要する場合があったり，As の場合には有害試

薬であるピリジンを用いたり，試験者や環境

研究要旨  
食品添加物中の鉛（Pb）及びヒ素（As）のスクリーニング法について，前処理が不要で測定

が簡便なエネルギー分散型蛍光 X 線分析装置（EDX）を用いて検討した．対照用標準溶液と

の比較により，試料に添加した量が検出可能かどうか調べた．添加試料の調製は溶液又はあ

らかじめ Pb 及び As を含むように調製したセルロース粉末を添加した．測定後のデータは散

乱線内標準補正によって精度が向上することを確認した．一方，臭素（Br）を含む試料にお

いては，Br の分析線と As の分析線の一部が重複してしまい，誤判定（False Positive）となる

ケースがあったが，プロファイルを確認することで改善されることを確認した．また，平均

原子番号が大きい試料では含量が多いものを少ないと判断してしまう場合があった．しかし

いずれの場合においても，規格値の 1/2濃度の対照用標準溶液と比較することで，Pb 及び As
を規格値相当濃度含まれる試料を確実に選抜することができ，また，これらを含まない試料

は全て正しく判定することができた．スクリーニング法において最も重要なことは，含有し

ているものを確実に選抜することと，迅速かつ簡便に行えることである．したがって，本法

は Pb 及び As のスクリーニング法として非常に有用であると期待された． 

120



への負担が大きい試験法である． 
物質に X 線を照射すると，物質内の原子か

ら固有の X 線が発生し試料外に放出される．

この放出された X 線は蛍光 X 線と呼ばれ，各

元素固有の波長（エネルギー）をもつため，

蛍光 X 線分析装置（XRF）を用いて蛍光 X 線

のエネルギーを測定することで，含有されて

いる元素が同定でき，また，その強度から物

質中の各元素の量を計算することができる．

多元素同時分析・非破壊分析が可能なうえ，

様々な形態の試料の測定も可能であり，検量

線を用いた定量及びファンダメンタルパラメ

ーター（FP）法による定量も可能である． 
我々は令和 5 年度の本研究において，装置が

小型かつ安価で操作が簡便なエネルギー分散

型蛍光 X 線分析装置（EDX）を用いて，標準

添加法により添加物を試料として用いた，Pb
及び As の定量法を検討した 3)．その結果，試

料調製が煩雑であること，また試料によって

は適用できないことなどが示唆された．そこ

で本年度は，食品添加物中の Pb及び Asのスク

リーニング法への適用が可能かどうか検証し

た． 
 

B. 研究方法 
B-1）試薬及び標準原液 
① 試薬 
水：ピューリックΩ（オルガノ株式会社製）

で製造した超純水 
セルロー ス粉末：MP Biomedicals 社製

（CN：191499，Lot：YD01017）<22400031> 
L-アルギニン：Caca（CN：58050-17，食品

添加物グレード，Lot：602K1408）＜22400037
＞ 
② 標準原液 

Pb 標準原液：Lead Standard for ICP, 1000 mg/L，
SIGMA-ALDRICH 製 （CN：41318，Lot：
BCCD0986）＜32200739＞ 

As 標準原液：Arsenic Standard for ICP， 1000 

mg/L，SIGMA-ALDRICH 製 （CN：01969，
Lot：BCCC2631）＜32100283＞ 
ただし，＜＞は当部管理番号を示す． 

 
B-2）試料 
本研究に用いた添加物試料を Pb及び Asの規

格値，添加試料調製法，平均原子番号，主成

分とともに表１に示した．なお，試料は平均

原子番号順とした．これらは一般社団法人日

本食品添加物協会（日添協）を通じて市場流

通品を入手した．なお，「卵殻焼成カルシウム」

以外は Pb及び Asの含量が規格値以下であるこ

とが確認されたものを用いた． 
 

B-3）装置・器具 
① 装置 

EDX 装置 EDX-8100（ターレット付き）

（（株）島津製作所製） 
② 器具 

EDX 試料容器，一般用フタなし P/N 219-
85000-55（島津製作所製），容量 10mL 
ポリプロピレン（PP）フィルム P/N 219-

82019-05（島津製作所製），厚さ 5µm 
マイクロポーラスフィルム  CAT.No.325

（Chemplex社製），気孔率５５％ 
メノウ乳鉢・乳棒 SBU-110（外径 110×内
径 90×深さ 40） （野中理化） 
 
B-4）対照用標準溶液 
 Pb 標準原液及び As 標準原液を混合し，以下

の濃度になるように水で希釈した． 
① Pb・As：1.0 µg/mL・1.5 µg/mL 
② 2.0 µg/mL・3.0 µg/mL 
③ 3.0 µg/mL・4.5 µg/mL 
④ 4.0 µg/mL・6.0 µg/mL 
 
B-5）添加試料の調製 
(1) 溶液を添加する場合 
 試料を PP 製遠沈管に量りとり，目標濃度と
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なるようできるだけ少量の PbAs 混合標準液を

加えた．本研究で用いた試料の Pbと Asの規格

値はほぼ全てがそれぞれ 2 及び 3µg/g であった

ことから，目標濃度は Pb・As が 1・1.5µg/g
（0.5倍），2・3（1倍），2.4・3.6µg/g（1.2倍）

又は 3・4.5µg/g（1.5 倍）とした．ただし，L-
アルギニンと「卵殻焼成カルシウム」は，

Pb・As が 1・1.5µg/g（0.5 倍），2・3（1 倍），

3・4.5µg/g（1.5倍）又は 4・6µg/g（2.0倍）と

した．例えば，試料量が 6g 必要な場合は，試

料 6g に PbAs混合標準液（Pb:100µg/mL・As：
150µg/mL）を 0.06，0.144，0.18µL を加えた．

その後，ドラフト内で蓋を開けた状態で 40℃
（As が揮散する可能性を考慮し 40℃とした）

で約 4 時間乾燥して水分を除いたのち，メノウ

製乳鉢を用いてすり潰しながら混ぜ，均一化

した． 
(2) 標準粉末を添加する場合（カロブビーン

ガム及びグァーガム） 
標準粉末は，セルロース粉末 3gを PP製遠沈

管に量りとり，Pb 及び As 標準原液（各

1000µg/mL）を Pb 0.18mL，As 0.27mL添加した

のち，40℃で約 4 時間加温し水分を飛ばした．

メノウ乳鉢で擂り混ぜて均一化し，標準粉末

（Pb：60，As：90µg/g）を調製した． 
添加試料の調製は，対象とする試料を PP 製

遠沈管に量りとり，その量を 95％相当とし，

それに対して標準粉末とセルロース粉末を合

わせて 5％相当になるように加えて，メノウ乳

鉢で均一化した．例えば，試料量が 6g 必要な

場合は，試料 5.7g に PbAs 標準粉末（Pb：60，
As：90µg/g） と セ ル ロ ー ス 粉 末 を ，

（0.1g+0.2g），(0.24g+0.06g)，（0.3g+0g）加え，

0.5倍，1.2倍，1.5倍の添加試料を調製した． 
 
B-6）測定サンプルの調製 
(1) 溶液の試料を測定する場合 

PPフィルムを張った EDX 試料容器に試料を

8mL いれ，蒸発防止のため上部も PPフィルム

を張った． 
(2) 粉末の試料を測定する場合 

EDX 試料容器の底部に PPフィルムを張り，

その上に試料を入れ，タッピングにより表面

を押し詰め，厚さ 1cm 程度に詰めた．上部に

は飛散防止のためマイクロポーラスフィルム

を張った． 
 

B-7）EDX 測定条件 
測定条件は表２にまとめた．なお，散乱線

内標準補正をするかしないかは，解析時に選

択した． 
 

C. 結果及び考察 
C-1）添加試料の調製法の検討 
添加試料の調製は操作が簡便な溶液を添加

する方法検討した． 
試料に少量の混合標準液を添加し，40℃で約

4 時間乾燥させた．その結果，ほとんどの試料

は図１の「5.L-ロイシン」のようになり，標準

液を滴下した部分は乳棒で触れるだけで簡単

に崩れるような状態であり，その後の操作も

容易であった．一方，多糖類である「14.グァ
ーガム」，「16.カロブビーンガム」，「1.キサン

タンガム」及び「17.カラヤガム」は強固に固

まってしまい（図１），メノウ乳鉢ですりつぶ

せなかったり，跳ねて飛びだしてしまったり

した．また，メノウ乳鉢ですり混ぜたあとは，

大部分は図２の「19.卵殻焼成カルシウム」の

ように乳鉢からきれいに回収することができ

たが，L-アルギニン，「18.L-シスチン」，「6.ウ
コン色素」などは乳鉢に固着しまい，物理的

に剥離できないものもあった． 
また，予備的な測定結果において多糖類に

ついてはデータに不備が見られたため，「14.グ
ァーガム」及び「16.カロブビーンガム」の２

製品のみは代表として標準粉末を用いて添加

試料を調製した． 
一方「2.カルナウバロウ」及び「1.カンデリ
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ラロウ」はロウであるためその性質から溶液

やセルロース粉末を添加しても均一化は不可

能であると考えられたため無添加試料のみを

対象とした．また，「4.マリーゴールド色素」

及び「3.トウガラシ色素」はロウほどではなか

ったが粘土のように固く，また疎水性であっ

たことから，これらも無添加試料のみとした． 
 

C-2）Pb 及び As のプロファイルの確認 
 Pb と As のプロファイルを図３に示した．Pb
及び Asの XRF分析においては，Pbの Lα線と

As の Kα線が重複するが，Pb は Lβ線及び As
は Kβ線を測定することで分別測定可能である

ことが確認できた． 
 
C-3）散乱線内標準補正の有無の比較 

EDX における測定においては，主成分の違

い，X 線源の強度変動，表面の凹凸等の影響を

補正する内標準補正が効果的であることが知

られている．一般的な内標準補正は試料に内

標準物質を添加する方法があるが，EDX の場

合，X線管球から照射されたX線が試料に当た

って発生する散乱線（バックグラウンド）を

用いた補正が可能である．そこで，散乱線内

標準補正（以降，BG 補正とする）の効果を検

証するため，対照用標準溶液及び試薬の L-ア
ルギニンを用いて添加試料を調製し，BG 補正

の有無での強度（ただし BG 補正の場合は強度

比）を比較した．なお，標準溶液は 5回繰り返

し測定し，添加試料は 3ロット調製し各 3回繰
り返し測定した． 
その結果を図４に示した．BG 補正がない場

合，特に規格値相当（Pb：2，As：3µg/g）以
上の濃度において Pb及び Asの両元素とも対照

用標準溶液に比べ強度が大きくなる場合が多

かった．一方 BG 補正有の場合，両元素とも対

照用標準溶液とほぼ同等の数字が得られた． 
以上の結果から，本研究においては BG 補正

を行うこととした． 

 
C-4）試料の測定  
 BG 補正ありで測定した結果を図５に示した．

ただし，L-アルギニンは C-3）の結果を再掲し

た． 
 Pb では，規格値相当である三角・緑色（▲，

Pb：2µg/g）のラインを丸・黄緑色（●，Pb：
2.4µg/g）及び丸・赤色（●，Pb：3µg/g）が

「卵殻焼成カルシウム」を除いて全て上回り，

かつ，丸・紫色（●，Pb：無添加）が全て下

回っていることが確認された．さらに，丸・

薄オレンジ色（●，Pb：1µg/g）も全て下回っ

ていた．つまり，標準溶液を基準として，Pb
の含有量がそれを上回るか下回るか概ね判断

可能であることが示された． 
 As においても，ほとんどの試料において規

格値相当である三角・緑色（▲，As：3µg/g）
のラインを丸・黄緑色（●，As：3.6µg/g），
丸・赤色（●，As：4.5µg/g）が上回り，かつ，

丸・紫色（●，As：無添加）が全て下回って

いることが確認され，さらに，丸・薄オレン

ジ色（●，As：1.5µg/g）も全て下回っていた．

以上の結果から，As の含有量についても標準

溶液を基準としてそれを上回るか下回るか概

ね判断可能であることが示された．一方，「ブ

ドウ果皮色素」及び「グァーガム」において

は，無添加の丸・紫色（●）においても三

角・赤色（▲，As：4.5µg/mL）を大きく超え

た．反対に，「卵殻焼成カルシウム」について

は，AsだけではなくPbにおいても規格値の1.5
倍添加の丸・赤色（●，Pb：3µg/g & As：
4.5µg/g）において三角・緑色（▲，As：3µg/g）
のラインを下回ることがあった．また，Pb に

おいては，2 倍添加の丸・青（●，Pb：4µg/g 
& As：6µg/g）の一部も下回っていた． 
 そこで，これらの原因を次項において考察

した． 
 
C-5）プロファイルの確認 
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 C-4）の As において「10.ブドウ果皮色素」

及び「14.グァーガム」の無添加試料が規格値

のラインを超えたことから，全ての無添加試

料の 9.5～15keV のプロファイルを確認した

（図６-１～４）． 
無添加試料が規格値のラインを超えた「10.
ブドウ果皮色素」及び「14.グァーガム」のう

ち，「14.グァーガム」については，Br の Kα線

（約 11.9KeV）と Kβ線（約 13.3keV）の位置

におよそ5：1のピークが確認された．Kα線と

Kβ線の強度比はおよそ 5:1 であることが知ら

れていること，PbLβ線及び AsKα+PbLα線の

位置にピークが検出されていないことから，

これらは Asではなく Brに由来するピークであ

ると考えられた．つまり，本研究で用いた

「14.グァーガム」は Br を含んでおり，この Br
の Kα線を As の Kβ線として誤って検出され

た可能性が考えられた．一方，「10.ブドウ果皮
色素」においても Br の影響によると考えられ

た．Pb の Lβ線及び AsKα+PbLα線の位置に

ピークが検出されていないことから，As 由来
ではないと考えられる．しかし，BrのKβ線と

Kα線のピーク強度は約 1:1 で検出されたこと

から，Br の Kβ線の位置に検出されているピ

ークには他の元素に由来するピークが重なっ

ており，本来はもう少し小さいと考えらえた．

ルビジウム（Rb）の Kα線が約 13.4keVに検出

されるため，本研究で用いた「ブドウ果皮色

素」は Rb を含む可能性もあった． 
また，無添加試料における As の強度比がわ

ずかに原点付近を超えた「1.カンデリラロウ」，

「2.カルナウバロウ」及び「3.トウガラシ色素」

についても，わずかではあったが Br の Kα線

付近（約 11.9keV）においてピークが検出され

ていたため，これらについても Br の影響で As
と誤判定されたと考えられた．「4.マリーゴー

ルド色素」については，AsKα+PbLαの位置

にピークがあり，As の Kβ線にわずかにピー

クが見られた．一方，Pb の Lβ線及び Br の K

β線にピークが検出されなかったことから，

規格値未満で As が含有されている可能性が示

唆された． 
さらに Pb の強度比が原点付近を超えた

「18.L-シスチン」については，Se の Kα線

（約 11.2keV）の位置にわずかにピークが検出

された．Seの Kβ線と Pbの Lβ線（約 12.6keV）

は近接して検出されることから，これは Se の

影響であると考えられた． 
このように，プロファイルを確認すること

で，他の元素の影響を受けているかどうかを

ある程度判断可能であることが示唆され，判

定精度を高めることができると考えられた． 
 また，他に Asや Pbのプロファイルを妨害す

る可能性がある元素として，Ga（Kβ：約

10.3keV），Cr（Kα+Kα（SUM）：約 10.8keV），

Bi（Lα ： 約 10.8keV） ，Mn（Kα+Kα
（SUM）：11.8keV）などが考えられたため，

これらが共存する可能性がある場合はプロフ

ァイルによる確認が必要である． 
 
C-6）隣接ピーク分離 

EDX 分析においては解析ソフトが自動的に

カーブフィッティングを行い，重複している

ピークを分離してそれぞれ別々のピークとし

て認識する．いわゆるデコンボリューション

のような処理が行われている．今回用いた装

置でも自動でピーク分離する機能があり，「10.
ブドウ果皮色素」（無添加試料）における自動

フィッティングによるピーク分離例を図７ 1)
に示した．As の Kβ線（約 11.7keV）と Br の
Kα線（約 11.9keV）を分離し，As の Kβ線と

して認識していることが分かる．しかし，本

来「10.ブドウ果皮色素」には As が含有されて

いないが，その強度比から推定される含量は

6µg/g 相当と高い値であった（図８）．これは

機械的に処理しただけであり Asと Brを特に認

識したものではなく，そこまで正確に分離が

できていなかったためと考えられた．そこで，
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As と Br をそれぞれ認識して分離するような設

定を加えて改めて隣接ピーク分離を行ったと

ころ，図７ 2)のようになり，またピーク強度

比は機械的な処理に比べて 1/3以下まで低減し

た（図８）．しかしそれでも強度比はゼロには

ならなかった．これは，As と Br を無理やり認

識してしまったためと考えられた．このよう

に，カーブフィッティングによってピーク認

識の精度を高めることができる可能性が示唆

されたが，それだけでは十分ではなく，前項

で示したようにプロファイルの確認結果と合

わせて本当に含有されているかされていない

かを判断すべきだと考えらえた． 
 
C-7）「卵殻焼成カルシウム」における強度低

減の要因の推定 
 続いて，「19.卵殻焼成カルシウム」において，

Pb と As のいずれにおいても規格値の 1.5倍又
は 2倍の含量のものが規格値の対照用標準溶液

の強度比よりも小さい値になった理由を考察

した． 
 マトリックスが無機物の場合，試料中の

Pb・As から発生した蛍光 X 線はマトリックス

（無機物）に一部吸収される．一方，本研究

では対照用標準溶液は水を用いて調製してお

り，この場合蛍光 X 線はマトリックスにほと

んど吸収されない．つまり，「19.卵殻焼成カル

シウム」における Pbと Asの強度比が対照用標

準溶液よりも小さい値となっていたのはマト

リックスの影響であったと考えられた．坂本

らによれば，平均原子番号*が 9.0を下回る有機

物であれば，水溶液検量線の適用が可能であ

るとしている 4)．「19.卵殻焼成カルシウム」は

酸化カルシウム（CaO）であり，その平均原子

番号は 16.58 となり，9.0 を大きく上回った． 
また，本研究で対象とした添加物の平均原

子番号を表１に示した．ただし，既存添加物

は混合物であるため平均原子番号の計算は主

成分を用いた．平均原子番号が 9.0 を超えたの

は「18.L－シスチン」のみであり，9.07 であっ

た．図５の「18.L－シスチン」の添加試料の測

定結果を改めて確認すると，As の Kβ線の結

果において，対象用標準溶液の強度を下回る

傾向が確認された．なお，PbのLβ線の結果は

対照用標準溶液よりも高めに出ていたが，こ

れはC-5）で述べたとおりSeの影響によるもの

であった． 
一方，規格値の 1/2 相当（丸・薄オレンジ色

（●））の試料は「19.卵殻焼成カルシウム」及

び「18.L-シスチン」のいずれにおいても原点

を超えて検出されており，入っているかいな

いか，という確認は可能であると考えられた． 
 

C-8）最適なスクリーニング条件の検討 
 スクリーニングにおいて最も重要なことは，

対象物質を含む試料を見逃さないことである．

つまり，偽陰性（False negative，実際は含有し

ているのに含有していないと判定されること）

と判断してはならない．一方で，その判断基

準を厳しくし過ぎると，偽陽性（False positive，
実際には含有していないのに含有していると

判定されること）と判断される試料が増える

こととなり，スクリーニングをする意味がな

くなってしまう．そこでこれまでの結果を踏

まえ，適切なスクリーニング条件を検討した． 
図５に示した無添加試料（●）を対象に，

対照用標準溶液の Pb及びAs：0µg/mL（▲）を

基準とした場合，偽陽性と判定されたのは Pb

＊平均原子番号とは 2種類以上の元素からなる化合物の平均的な原子番号であり，Zavはそれぞれの元素の原子番号を
Zi，質量濃度を Ci（0<Ci<1）とすると，Zav=ΣCiZiで表される．例えば H2O の場合は，次式によって表される． 
H2O の分子量＝18.015 
H2O のうちの H の重量比＝1.0080×2/18.015＝0.11191 
H2O のうち O の重量比＝15.999×1/18.015＝0.88809 
H2O の平均原子番号＝｛H の原子番号（1）×0.11191｝＋｛O の原子番号（12）×0.88809｝＝7.2166 となる． 
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及び Asで約 20検体あった．つまりおよそ半分

は含有されていると誤って判断されてしまい，

スクリーニング効果は得られなかった．続い

て，対照用標準溶液の Pb：1，As：1.5µg/mL
（▲）を基準とした場合，Pb においては全て

含有していないと正しく判定された（いわゆる

True negative）．一方，As においては Br の影響
があった「10.ブドウ果皮色素」及び「14.グァ
ーガム」を除き含有していないと正しく判定

された（True negative）．ただし，「10.ブドウ果
皮色素」及び「グァーガム」についてもプロ

ファイルを確認すれば As を含有していないと

正しく判断できた． 
次に規格値相当含有している試料（●又は

●）を対象とした．Pb 及び As：0µg/mL（▲）

と Pb：1，As：1.5µg/mL（▲）の強度比が一番

高い値を基準とした場合，Pb 及び As のいずれ

も含有している試料であると正しく判定され

た（いわゆる True positive）．しかし，規格値相

当の対照用標準溶液 Pb：2，As：3µg/mL（▲）

を基準とした場合，特に平均原子番号が高い

試料において偽陽性と判定される場合があっ

た． 
以上の結果から，規格値の 1/2 相当（▲，

Pb：1及びAs：1.5µg/mL）の対照用標準溶液を

基準とすることで，Pb 及び As を規格値相当濃

度含有する試料を確実に選抜することができ，

また Pb及び Asを含有しない試料を含有すると

判断することもほとんどないと考えられ，ス

クリーニング法として適用可能であると期待

された．  
 
D. 結論 

EDX を公定書における食品添加物中の鉛

（Pb）及びヒ素（As）のスクリーニング法へ

適用できるかどうかを検討した． 
初めに散乱線内標準補正の有無による効果

を検証した．その結果，散乱線内標準補正を

行うことで対照液の強度との比較判定をより

正確に行うことができ，ある程度含量の予想

も可能であることが示された．また，臭素

（Br）などの共存元素の影響によって，含量

を多く見積もってしまう場合があったが，プ

ロファイルを確認したり，ピーク分離処理を

行うことで実際に含有しているのか含有して

いないのか正しく判断が可能であった．一方，

平均原子番号が 9.0 を超える試料や主成分が無

機物である試料においては蛍光 X 線の感度が

低下するため，水で調製した対象用標準溶液

の強度比よりも低く見積もられる可能性があ

った．しかし，規格値の 1/2 の濃度の対照用標

準溶液を基準として用いることで，規格値相

当濃度含まれる Pbや Asを見逃すことなく確実

に選抜することができるうえ，これらを含有

しない試料を誤って判定する可能性を低減で

きることがわかった． 
以上のように EDX を用いて Pb 及び As を規

格値相当含有するかしないかのスクリーニン

グは可能であることが示された．EDX による

分析は試薬を使用しないうえ，前処理は不要

でさらに測定時間も短い．つまり環境や試験

者への負荷も小さい分析法である．今後さら

なる対象拡大へ向けて引き続き検討を行う予

定である． 
 

E. 参考文献 
1) 食品，添加物等の規格基準 第２ 添加物，
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2) 第 10 版食品添加物公定書，厚生労働省，

消費者庁（2024） 
3) 阿部 裕，令和 5 年度 厚生労働科学研

究費補助金 既存添加物の品質確保に資す

る分析法開発のための研究 研究分担報告

書 分析法及び試験法の開発に関する研究 

エネルギー分散型蛍光 X 線分析装置（EDX）

を用いた食品添加物中の鉛及びヒ素の定量

法の検討（2024） 
4)  坂本 知昭，寺下 衛作，鈴木 桂次郎，正田 
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卓司，大田 昌弘：令和 5 年度「日本薬局方

の試験法等に関する研究」研究報告 EDXRF 
による ICH-Q3D 元素不純物分析（第 3 報） 
―ICH-Q3D に基づく日本薬局方医薬品の元

素不純物管理の効率化を目指した蛍光 X 線
分析法を用いた元素不純物スクリーニング

手法の標準化に関する研究―，医薬品医療

機器レギュラトリーサイエンス，OMDRS，
56，251-265（2025） 
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表２ EDX 測定条件  

X 線管球 Rh ターゲット 
管電圧 50 [kV] 
管電流 最大 100 [µA]、自動 
デッドタイム 30 [%] 
コリメータ 10 [mmφ] 
スピン なし 
雰囲気 大気 
検出器 SSD 
   
測定元素 Pb、As 
 処理 定量 
 1 次フィルタ  #4 
 積分時間 1800 [秒] 
 エネルギー範囲 PbLb1 12.38-12.88keV 
  AsKa+PbLa 10.30-10.80keV 
  AsKb 11.48-11.98 keV 
   
測定元素 BG 
 処理 補正 
 1 次フィルタ なし 
 積分時間 100 [秒] 
  エネルギー範囲 13-14 keV 

129



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

130



 

 

 

 

 

 

 

131



 

 

132



 

 

 

 

133



 

 

 

 

 

 

 

134



食品衛生基準科学研究費補助金(食品安全科学研究事業) 

既存添加物の品質確保に資する分析法開発のための研究 

(23KA1012) 

令和7年度研究分担報告書 

分析法及び試験法の開発に関する研究 
～真菌基原の添加物酵素の基原種同定法の開発及び基原種に関する分類学的情報の収集～ 

 
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 第三室長 

 
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  

杉本直樹 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 
  生薬部  

中西早苗 国立医薬品食品衛生研究所 
      衛生微生物部 
船江元子 国立医薬品食品衛生研究所 

   衛生微生物部 
西﨑雄三 東洋大学 
 

A. 研究目的 
既存添加物酵素は，微生物を基原とするも

のが多く，用いられる微生物種は細菌，真菌，

放線菌など多分類群かつ他菌種にわたる．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，酵素の品質確保のため，基原菌種の同定

研究要旨 既存添加物酵素の微生物由来品目の同定法として，質量分析を用いたアミノ酸解析

による基原菌種の同定法の開発を行ってきた．これまで，電気泳動法と MALDI-TOF MS によ

るペプチドマスフィンガープリンティング(PMF)法を組み合わせての基原同定法の検討を行っ

た．その結果，独自データベースの作成や二次元電気泳動法を用いて，一部の酵素の基原同定

が可能であることを示したが，さらなる同定精度の向上が望まれる．それらの課題を解決する

ため，これまでデータベースの改良や二次元電気泳動法を用いた検討，国際整合を考慮した最

新の基原微生物種の分類情報の収集を行ってきた．今年度は，複数種のマトリクスの変更や消

化酵素の併用により，同定精度の指標となる Coverage を上げることができるかどうか検討し

た．予備検討の結果，これまでにマトリクスとして用いていた 4-クロロ-a-シアノケイ皮酸

(ClCCA)に加え，9 種のマトリクスを用いることにより検出ペプチド数が増えるかどうかを検討

した．その結果，一部の製品の分析結果において，ClCCA では検出されなかったペプチドが 5
種のマトリクスをそれぞれ用いた場合に検出された．また，これまで用いていた消化酵素であ

るトリプシンと Lys-C を併用することにより，検出ペプチド数が増えることが明らかとなっ

た．これらの結果を踏まえ，複数のマトリクスを用い，トリプシンと Lys-C を併用して PMF 法

を行うことで，Coverage が上昇するかを調べたところ，3 種の酵素製品の解析において，マト

リクスに ClCCA のみ，消化酵素にトリプシンのみを用いた過去の結果より Coverage が上昇し

た．本年度検討した手法を用いることで，より精度高く基原種の同定が可能となることが期待

される．さらに，アスペルギルステレウス糖たん白質の基原である Aspergillus terreus の最新の

分類体系について文献調査を行った．その結果，2011年以降に A. terreusと同定された基原菌株

は異なる学名に再同定される可能性があり，注意が必要であることを確認した．基原菌種の分

類情報は今後も継続的に変遷すると予想されることから，基原微生物の学名について，国際整

合を考慮した生物種の最新の分類情報を常に収集し，データベースや酵素製品の付帯情報での

登録情報を継続して更新する必要があると考えられた． 
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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

い品目が多いことが知られている．微生物由

来基原の品目の同定法として，分子生物学的

手法を応用した試験法の開発が望まれる． 
本研究では，タンパク質アミノ酸配列を指

標とする質量分析法に基づくペプチドマスフ

ィンガープリンティング（PMF）法に着目し，

基原種同定法の検討を行ってきた．これまで

に，複数の酵素製品を対象としてSDS-PAGEと

PMF を組み合わせた解析を実施し，構成成分

の少ない添加物酵素については基原情報を取

得できることを示した 1)．さらに，より正確な

同定を目的として独自構築データベースによる

Mascot サーチを行い，オンライン検索では同

定困難であったタンパク質の同定に成功した．

また，複数種の消化酵素を用いる手法を導入

することで，トリプシン単独では同定できな

かったタンパク質の同定も可能となった．こ

れらの改良は基原同定精度の向上に有効であ

ったが，その効果は一部の添加物酵素に限ら

れていた．  
そこで，より多くの製品の基原種を正確に

同定するために，2023 年度にはデータベース

の改良や用いる消化酵素の検討を，2024 年度

には二次元電気泳動法によりタンパク質の分

離能を上げることにより，タンパク質同定の

精度が向上するかを検討した．本年度は，①

マトリクスの検討，②2 種の消化酵素の同時使

用の検討，③複数のマトリクスの使用と 2 種の

消化酵素の同時使用の検討を実施した．精度

の目安として，タンパク質全体のアミノ酸数

に対する検出されたペプチドに含まれるアミ

ノ酸の割合である Coverage を用いた．なお，

以降は分子量の違いのみで分離を行う通常の

電気泳動法を SDS-PAGE と称する． 
 また，これまでの検討結果から，より良い

分析手法によって基原微生物の同定指標にお

ける特徴を効果的に認識できたとしても，同

定するにあたりその微生物菌株の特徴を照合

するデータベースにおける学名に問題があっ

た場合，誤同定が発生したり，再同定した際

に従来登録されていた基原種と異なる種とし

て同定されるケースがしばしばあることを把

握していた．基原微生物の学名について，国

際整合を考慮した生物種の最新の分類情報を

継続的に収集する必要があり，文献調査を続

けている． 
今年度は，アスペルギルステレウス糖たん

白質に着目した調査を実施した．本酵素は，

公定書の成分規格・保存基準各条で，アスペ

ルギルステレウス（Aspergillus terreus）の培養

液から得ると定義されている．A. terreus は分

子系統分類学的手法によって 2011 年以降に再

分類が頻繁に行われたことから，本菌種から

新種が独立的に定義され，真菌分類学分野で

は現在，12 菌種以上がここに内包されると認

識されている．このことから，従来“A. terreus”
と扱われていた菌株を再同定した場合に，異

なる種として同定される可能性が十分にある．

そこで，従来の A. terreus（広義の A. terreus）
に関する分類情報を整理することを目的とし

た調査を行った． 
 
B. 研究方法 
B-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 
B-1-1) 分析機器 

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-1-2) 試料 
 既存添加物試料は，日本食品添加物協会か

ら分与された製品を用いた．a-アミラーゼは

B583，B641 及び B643，ヘミセルラーゼは

B653，プロテアーゼは B590 を用いた． 
 
B-1-3) 質量分析用検体の調製 
各試料は，タンパク質含有量に応じて 5～

100 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．今回

用いた試料の電気泳動像を図 1 に示す．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
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25 mM 重炭酸アンモニウム水溶液) 150 µL を加

え，10 分間振盪(1,000 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又
はリシルエンドペプチダーゼ(質量分析グレー

ド，Lys-C)10 µg/mL を併用し，37°C 一晩イン

キュベートした．0.1%トリフロオロ酢酸(TFA)
を含む 50%アセトニトリル水溶液 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%TFA 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)に酵素消化

産物を吸着させ，0.1%TFA 水溶液で洗浄後，

0.1%TFA と 10 mg/mL のマトリクスを含む 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． 
マトリクスは以下の化合物を用いた．4-クロ
ロ-α-シアノケイ皮酸(ClCCA：シグマアルドリ

ッチ），6-アザ-2-チオチミン(ATT：サーモフィ

ッシャーサイエンティフィック），カフェイン

酸(CA：東京化成工業)，α-シアノ-4-ヒドロキ

シけい皮酸(CHCA：富士フイルム和光純薬)，
2,5-ジヒドロキシ安息香酸(DHBA：東京化成工

業)，trans-フェルラ酸(FA：東京化成工業)，2-
ヒドロキシ-5-メトキシ安息香酸(MSA，東京化

成工業)，nor-harman(東京化成工業)，シナピン

酸(SA：富士フイルム和光純薬)，2',4',6'-トリヒ

ドロキシアセトフェノン一水和物(THAP：東

京化成工業)をそれぞれ終濃度 10 mg/mL となる

よう 0.1%TFA を含む 50% アセトニトリル水溶

液に溶解して用いた．各マトリクスの化学構

造を図 2 に示す． 
 

B-1-4) ペプチドの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の質

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 Peptide Mass 
Fingerprint search，または 2024 年度に構築した

Mascot データベースを用いて行った．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，
Enzyme：トリプシン，Allow up to：1，Fixed 
modification：Carbamydomethyl(C)，Peptide tol
±: 15～50 ppm，Mass values: MH+． 

 
B-2) 真菌基原種に関する分類学的情報の収集 
 アスペルギルステレウス糖たん白質の基原

として使用されており，かつ頻繁に分類体系

の再構築に伴う菌名の変更が繰り返され学名

の細分化が進むことが知られる A. terreus につ

いて，広義の A. terreus に内包する複数の近縁

種に関する文献をPubMedおよびGoogle Scholar
を用いて検索し，主に遺伝子塩基配列の解析

手法を取り入れた分類体系に関する論文を入

手した 2-4)．これらの文献の内容を調査し，整

理した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1-1) マトリクスによる Coverage への影響の

解析 
これまでに実施した PMF 解析においては，

マトリクスとして ClCCA を用いた．ClCCA以
外のマトリクスを用いることにより，検出可

能なペプチドが増える可能性が考えられたた

め，9 種のマトリクスを入手し，a-アミラーゼ
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(DFA B643)とヘミセルラーゼ(DFA B653)の
SDS-PAGE 上の主要バンドの PMF 解析に用い

た．B643 の結果では，ClCCA を用いた際に最

も多くペプチド(14 種)が検出された．ATT，
CA，FA，MSA及びTHAPを用いた際にClCCA
では検出されなかったペプチドが計 3 種検出さ

れた．それらをまとめて Mascot データべース

サーチを行った結果，Coverage が ClCCA のみ

の 29%から 31%に向上した(表 1)．一方で B653
の結果では，ClCCAを用いた際に 9種のペプチ

ドが検出され，他のマトリクスを用いても新

たなペプチドは検出されなかった(表 2)．以上

の結果より，解析するタンパク質によっては

マトリクスを複数種用いることにより検出さ

れるペプチドの種類が増え，Coverageを上がる

こと明らかとなった． 
 

C-1-2) 2 種の消化酵素の同時使用による

Coverage への影響の解析 
これまでに実施した PMF 解析においては，

消化酵素としてトリプシンを用いた．トリプ

シンはリジンとアルギニンのC末端側を切断す

るが，切れ残りが生じることが知られている．

そこでリジンの C末端側を切断する LysC を併

用することで切れ残りが減り，Coverageの向上

が期待された．a-アミラーゼ 2 種(DFA B583 と

B643)，b-アミラーゼ(DFA B659)及びヘミセル

ラーゼ(DFA B653)の SDS-PAGE上の主要バンド

を PMF 解析に用いた．それぞれトリプシンの

み又はトリプシンと LysC を併用して得られた

結果を表 3～6 に示した．B583，B643 及び

B659 においては，LysC を併用することにより

検出されるペプチドのパターンが変化し，

Coverage がそれぞれ 2%，8%及び 1%上昇した．

B653 については，検出されるペプチドのパタ

ーンに変化はなかった．以上の結果より，解

析するタンパク質によっては LysC をトリプシ

ンと併用することにより，Coverageが上がるこ

と明らかとなった． 
 

C-1-3) 複数のマトリクスの使用と 2 種の酵素を

用いた同時消化による Coverage への影響の解

析 

上述の解析結果より，ClCCA 以外のマトリ

クスも使用すること，又はトリプシンと LysC
を併用することにより，Coverageが上昇するこ

とが明らかとなった．そこでその両手法を併

用することにより，さらに Coverage が上がる

かを検討した．a-アミラーゼ(DFA B641)，プロ

テアーゼ(DFA B590)とヘミセルラーゼ(DFA 
B653)の SDS-PAGE 上の主要バンドを切り出し，

トリプシンと LysC で同時消化後，ClCCA，

ATT，FA 及び THAP それぞれをマトリクスと

して用い，ペプチドを検出した．得られたぺ

プチドの質量数を統合して Mascot データベー

スサーチを行い，Coverageを求めた．過去の文

献 1)を参照し，トリプシンと ClCCA を用いて

解析を行った結果と比較したところ，Coverage
が B641では 28%から 33%に，B590では 27%か

ら 32%に，B653 では 17%から 19%に向上した

(表 7～9)．以上の結果より，トリプシンと

LysC を併用し，マトリクスを複数用いる方法

は PMF 解析の結果の精度を向上させることに

有効であると示された． 
 
C-2) 真菌基原種に関する分類学的情報の収集 
 広義の A. terreus の分類について，Samson ら

（2011）は，b-tubulin（b-tub）およびカルモジ

ュリン（CaM）遺伝子などを指標とした

multilocus の分子系統解析と形態学的特徴，二

次代謝産物プロファイルを統合することによ

って再評価を行い，広義の A. terreus には複数

の明確な系統群が内包されることを明らかに

した．各系統群は新種として記載または既存

種として再定義された．これが起こった主な

理由は，広義の A. terreus 内部にはゲノムレベ

ルでは明確に独立した系統群が存在するが，

これらの群間の形態学的差異は軽微であった

ため，従来の形態観察中心の同定では識別困

難であったことによるものである．それらの

系統が隠ぺい種として認識された．その後，

Houbrakenら（2020）およびVisagieら（2024）
は，Aspergillus，Penicillium，Talaromyces 属菌

などの分類においては，従来多用されてきた

rDNA-ITS 領域単独での系統解析では分解能が

不十分であることを強調し，b-tub，CaM，
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RPB2 などを組み合わせた multilocus の分子系

統解析による分類を推奨した．また，近年再

定義された A. terreus（狭義の A. terreus）とそ

れ と 近 縁 な 隠 ぺ い 種 を 含 む グ ル ー プ

「Aspergillus section Terrei における series Terrei」
内の種境界を一層厳密に定義した．さらに近

年でも，series Terreiの種多様性は継続的に評価

されており，今後さらに学術的に許容された

菌種は増加すると考えられた． 
以上の現行の分類体系（Houbraken et al. 

2020；Visagie et al. 2024）に基づくと，広義の

A. terreus は，狭義の A. terreus，Aspergillus 
pseudoterreus，Aspergillus aureoterreus，
Aspergillus floccosus，Aspergillus neoafricanus，
A. alabamensis，Aspergillus citrinoterreus，
Aspergillus heldtiae，Aspergillus jilinensis，
Aspergillus montoensis，Aspergillus neoterreus お
よび Aspergillus pseudoalabamensis の 12 種に細

分化される（表 10）．したがって，2011 年以前

に「A. terreus」と同定された添加物酵素の基原

菌株は，series Terrei 内の別種として再同定さ

れる可能性あり，狭義の A. terreus とその近縁

種を網羅した参照配列と比較したうえでの

multilocus の分子系統解析に基づく再同定が必

要である． 
A. terreus の例と同様に，基原菌種の分類情

報は今後も継続的に変遷すると予想されるこ

とから，基原微生物の学名について，国際整

合を考慮した生物種の最新の分類情報を常に

収集し，データベースや酵素製品の付帯情報

での登録情報を継続して更新する必要がある

と考えられた． 
 
D. 結論 
 電気泳動法と MALDI-TOF MS を組み合わせ

た添加物酵素の基原の解析法について，より

多くの製品の基原種を正確に同定するために，

一昨年，昨年に引き続き改良を行った．検出

されるペプチドの種類を増やすために，2 種の

酵素による消化法と複数種のマトリクスを用

いた検出法を組み合わせたことにより，

Mascot サーチの結果における Coverage の向上

が認められた．この方法を用いることで，よ

り精度高く基原種の同定が可能となることが

期待される．また，2011 年以降に A. terreus と
同定された基原菌株は異なる学名に再同定さ

れる可能性があり，注意が必要であることを

確認した．基原菌種の分類情報は今後も継続

的に変遷すると予想されることから，基原微

生物の学名について，国際整合を考慮した生

物種の最新の分類情報を常に収集し，データ

ベースや酵素製品の付帯情報での登録情報を

継続して更新する必要があると考えられた． 
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図1 PMF解析に用いた添加物酵素のSDS-PAGE像 
赤色の矢印のバンドを切り出して解析に用いた． 
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図2 本研究で使用したマトリクスの化学構造 
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表3 a-アミラーゼ(DFA B583)のトリプシン又はトリプシンとLysC併用による 
消化物をMALDI-TOF MSにより検出した際のペプチドの数， 

Coverage及び質量電荷比(m/z) 
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表4 a-アミラーゼ(DFA B643)のトリプシン又はトリプシンとLysC併用による 
消化物をMALDI-TOF MSにより検出した際のペプチドの数， 

Coverage及び質量電荷比(m/z) 
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表5 b-アミラーゼ(DFA B659)のトリプシン又はトリプシンとLysC併用による 
消化物をMALDI-TOF MSにより検出した際のペプチドの数， 

Coverage及び質量電荷比(m/z) 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

!"#$%&' !"#$%!"#$%C

()*#+,- '' '(
C)*+,-.+./0 (L (0

!"# (123 (123
'45L '45L
'4L6 '4L6
'341 '341
'L4' 'L4'
'L(4 'L(4
'1'4 '1'4
'11L '11L
66L

220
2L2 2L2

2L(
21( 21(

1234

146



 
 
 
 
 

 
 
 
 

表6 ヘミセルラーゼ(DFA B653)のトリプシン又はトリプシンとLysC併用による 
消化物をMALDI-TOF MSにより検出した際のペプチドの数， 

Coverage及び質量電荷比(m/z) 
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表7 a-アミラーゼ(DFA B641)のトリプシンとLysC併用による消化物を4種のマトリクスを

それぞれ用いてMALDI-TOF MSにより検出した際のペプチドの数， 
Coverage及び質量電荷比(m/z) 

 

 
* 各マトリクスを用いて検出されたペプチドの質量電荷比をまとめて 

Mascotサーチを行った結果 
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表8 プロテアーゼ(DFA B590)のトリプシンとLysC併用による消化物を4種のマトリクスを

それぞれ用いてMALDI-TOF MSにより検出した際のペプチドの数， 
Coverage及び質量電荷比(m/z) 

 

 
* 各マトリクスを用いて検出されたペプチドの質量電荷比をまとめて 

Mascotサーチを行った結果 
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表9 ヘミセルラーゼ(DFA B653)のトリプシンとLysC併用による消化物を4種のマトリクス

をそれぞれ用いてMALDI-TOF MSにより検出した際のペプチドの数， 
Coverage及び質量電荷比(m/z) 

 

 
* 各マトリクスを用いて検出されたペプチドの質量電荷比をまとめて 

Mascotサーチを行った結果 
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表10 最新の分類体系においてAspergillus section Terrei series Terreiに含められる 
菌種の一覧 
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!"#$%#&'"(,-34567?)*+Iβ,$"-I./0HJ

=>!K/0JLMNOJPQRSTUVWX
,-. (/0#%A#-1"#23))

!"#S(%'7/A%&&%'( 23))
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