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研究要旨  既存添加物について，流通実態及び基原・製法・本質，海外規格及び自主規

格，安全性情報の調査を行うと共に，入手できた製品を用いて有効成分又は指標成分の同

定，成分組成の確認，分析法の開発を行った．すなわち，流通実態，規格情報及び安全性情

報から製品としての品質を，実際の分析結果から各品目の公的な成分規格設定に資する根

拠情報を，両面から総合的に収集した．成分規格が未設定，あるいは成分規格が設定されて

いたとしても技術的に改良可能な品目(「キトサン」，「オリゴガラクチュロン酸」，「キハダ

抽出物」，「ショウガ抽出物」，「ヒマワリ種子抽出物」，「酵素処理ナリンジン」，「ニガヨモギ

抽出物」，「木酢液」，「チャ乾留物」，「モウソウチク乾留物」，「ウコン色素」，「シタン色素」，

「アナトー色素」，「香辛料抽出物(コショウ，オールスパイス，フェンネル，バニラ，ケイ

ヒ，ローズマリー等)」，「アミラーゼ」，「ガラクトシダーゼ」，「セルラーゼ」，「ヘミセルラ

ーゼ」，「プロテアーゼ」)を成分分析及び分析法の開発対象とし，各種NMR測定，qNMR，

HPLC，分取HPLC，RMS(相対モル感度)を用いた定量法，LC/MS，GC/MS，TLC，HSCCC，

DPPHアッセイ，MALDI-ToF MS，微生物限度試験等により検討した． 

「キトサン」の脱アセチル化度の測定法として13C-CP/MAS-NMR及び滴定法を検討した．

「オリゴガラクチュロン酸」の成分組成及び含量を1H-qNMR及び滴定法を用いて検討した．

「キハダ抽出物」についてUPLC/PDA/MSにより分析し，TLCによる確認試験法が設定可能

であることを確認した．「ショウガ抽出物」については，成分分析の結果，流通製品として

既存添加物と考えられる「ショウガ抽出物」製品と天然香料と考えられる製品が混在して

いることを明らかとした．「ヒマワリ種子抽出物」については，成分分析の結果，モノカフ

ェオイルキナ酸の他にジカフェオイルキナ酸等から構成され，更にDPPHアッセイによる抗

酸化能の評価により，これらが有効成分であることを明らかとした．「酵素処理ナリンジ

ン」については，分析対象物質の定量用標品を必要としないRMSを用いたSR-HPLCが定量

法として十分に機能し，成分規格作成に応用できると考えられた．「ウコン色素」及び「ア

ナトー色素」についてもRMSを用いたSR-HPLCが適用可能であると考えられた．「シタン

色素」について主色素成分2種以外に未知の色素が検出され更に検討が必要であった．「ニ

ガヨモギ抽出物」については苦味成分と考えられるセスキテルペンラクトンの他にフラボ

ノイド等が含有されることを確認すると共にTLCによる確認試験が設定可能であると考え

られた．「木酢液」，「チャ乾留物」，「モウソウチク乾留物」についてはGC/MS分析により熱

分解に由来するカルボニル化合物，フラン類，ピラン類，フェノール類及び含窒素化合物の

存在が示唆されたが，最大で0.5%，合算で1~4%であることがわかった．香辛料抽出物につ 

LC/MSにより成分組成を類りその結果，両法によりほぼ等しい値が求められたことから，

滴定法が規格試験法として十分に機能することの分析手法によりた．指標成分又は代替物

質の合成による定量用標品の供給体制の確立又は定量用標品を必要としない相対モル感度

(RMS)を用いたSIへのトレーサビリティを確保した定量法，分子生物学的手法を応用した試

験法，等を検討した．すなわち，本研究では，公的な成分規格設定のための情報を収集し，
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いては，1H-qNMRによりそれぞれの指標成分が十分な精度で定量可能であることが確認で

きた．更に，分析法の開発として以下について検討した．外部標準法定量NMR (EC-qNMR)

の自動測定スクリプトの開発を行った結果，本法は測定対象物質を回収可能であるだけでな

く，試料液はそのまま濃度既知の標準液として利用できる点においても実用化の意義がある

と考えられた．また，PDA検出器とするHPLC装置でRMSを用いたSR-HPLCを実施するとき，

PDAの校正法の確立は利便性の向上及び高精度化を目指す上で避けて通れないため，校正に

利用可能な化合物を数種デザインした．これらは校正物質以外にSR-HPLCの基準物質とし

ても利用可能であることが示唆された．酵素品目については，MALDI-ToF MSによる分析を

行うPMF解析を用いた基原菌種の特定を検討した結果，有効な手段の一つとなり得ることが

示唆された．食品添加物公定書の微生物限度試験で規定されている試験条件を，その他試験

条件と比較し集落の生育性をもって真菌数計測の正確性と効率を評価した結果，場合によっ

ては，代替法として寒天培地の種類の変更や，接種試験液の希釈，培養日数の短縮も検討する

必要があることが示された． 
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A. 研究目的 

 既存添加物 357 品目(枝番込み 374 品目，但

し，香辛料抽出物を 1 品目(74 基原)とする)の

内，222 品目(枝番品目込み)の成分規格が設定済

であるが，残り 151 品目(枝番込み)と香辛料抽

出物 1 品目(74 基原)の成分規格が未設定である

(令和 2 年 12月現在)．成分規格が未設定である

理由として，1.流通確認が取れないもの，2.基

原・製法・本質が曖昧なもの，3.有効成分が解明

できていないもの，4.現時点の科学技術で妥当

な規格試験法が設定できないもの，が挙げられ

る．すなわち，少なくとも 1 に該当するものを

除き，2〜4 の問題を解決することが必要である．

また，成分規格が設定されていても古い，若し

くは国際的に認められていないものも多く残

されており，国外への輸出の障害となっている．

従って，流通量が多いあるいは国外においても

利用価値が高いと考えられる既存添加物につ

いても海外動向及び最新技術に基づく成分規

格のアップデートが必要である． 

本研究では，このような問題を解決すること

に焦点を絞り，(1) 既存添加物の成分規格に関

する研究：流通実態及び基原・製法・本質の調

査，海外規格及び自主規格等の調査を行う．(2) 

既存添加物の有効成分の解明：最新の知見及び

技術により詳細な成分解析を行い，成分規格の

設定に必要な指標成分を明らかとする．(3) 試

験法及び分析法の開発：従来法では試験法が設

定困難なものについては，指標成分又は代替物

質の合成による定量用標品の供給体制の確立

又は定量用標品を必要としない相対モル感度

(RMS)を用いたSIへのトレーサビリティを確保

した定量法，分子生物学的手法を応用した試験

法，等を検討した．すなわち，本研究では，公

的な成分規格設定のための情報を収集し，且つ，

科学技術の発展に繋がる成果を得た． 

 

B. 研究方法 

1. 既存添加物の成分規格に関する研究 

1) 既存添加物の公的な成分規格設定を目的に，

主に第 9 版食品添加物公定書に未収載品に

ついて，検証用規格及び自主規格を含めた成

分規格の整備状況，安全性試験実施状況，国

内外規格の有無，流通実態等を調査した．基

原・製法・本質に記載されている基原種につ

いて，削除，変更又は拡大の必要性の有無の

調査した．酵素品目について，基原種の同定

及び分類，成分規格の定義の学名の設定方法

等について考え方をまとめた． 

 

2. 既存添加物の有効成分の解明，試験法及び分

析法の開発 

1) 流通が確認されサンプルが入手できた品目

について有効成分の探索，必要に応じて分析

法及び試験法の開発を行った．すなわち，既

存添加物の内，「キトサン」，「オリゴガラク

チュロン酸」，「キハダ抽出物」，「ショウガ抽

出物」，「ヒマワリ種子抽出物」，「酵素処理ナ

リンジン」，「ニガヨモギ抽出物」，「木酢液」，

「チャ乾留物」，「モウソウチク乾留物」，「ウ

コン色素」，「シタン色素」，「アナトー色素」，

「香辛料抽出物(コショウ，オールスパイス，

フェンネル，バニラ，ケイヒ，ローズマリー

等)」，「アミラーゼ」，「ガラクトシダーゼ」，

「セルラーゼ」，「ヘミセルラーゼ」，「プロテ

アーゼ」について検討した．  

2) 1)に示した品目に対して，有効成分や指標成
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分等の単離精製，構造決定，定性分析，定量

分析等を行った．各品目に適した分析法を選

択しそれを適用した．適した分析法がない場

合は，分析法を開発しそれを適用した．本研

究で用いた分析法及び試験法は， 各種 NMR

測定，qNMR，HPLC，分取 HPLC，RMS(相

対モル感度)を用いた定量法，LC/MS，GC/MS，

TLC，HSCCC，DPPH アッセイ，MALDI-ToF 

MS，微生物限度試験等である．  

 

C. 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) 主に第 9 版食品添加物公定書未収載品につ

いて，①自主規格（案）及び第１０版食品添

加物公定書成分規格案の作成状況，②試験

法に関する第３者及び自社検証実施状況，

③国内外の規格，④流通実態，⑤安全性評

価の実施状況，等について調査結果をまとめ

た．これらの調査結果は，既存添加物の成分

規格設定の優先順位だけでなく，消除対象の

選出の指標とする予定である． 

成分規格や流通実態の調査において，当該

添加物の製造又は輸入に携わる事業者が見

つからず，成分規格案の策定が困難な品目が

あった．自主規格がある品目に関しても，成

分規格案の作成作業に伴う事業者の負担が

小さくないこと等の理由で，公的に規格化を

審議する上で必要な検証データが集まらな

い例もあった．したがって，引き続き，既存

添加物に関わる事業者を調査すると共に，公

的な成分規格の設定のメリット，あるいは設

定しない場合のデメリットを明確化する等，

既存添加物の規格化について更に別の方策

を講じる必要があると考えられた．  

 

2. 既存添加物の有効成分の解明，試験法及び分

析法の開発 

1) 既存添加物「キトサン」の脱アセチル化度の

測定法について検討した．成分規格の試験法

としては滴定法を設定する予定であるが，滴

定法が正しい値を求めているかどうか不明

であったため，固体 NMR による手法(13C-

CP/MAS-NMR)を用いて検証した．その結果，

両法によりほぼ等しい値が求められたこと

から，滴定法が規格試験法として十分に機能

することが確認できた． 

 

2) 既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」の成

分規格の設定のための基礎情報を得ること

を目的として，入手できた製品中の成分組成

を 1H-qNMR, HPLC 及びカルバゾール-硫酸

法で確認した．モノガラクツロン酸(mGA)，

ジガラクツロン酸(dGA)及びトリガラクツロ

ン酸(tGA)の合算として，HPLC では 31.8%，

1H-qNMR では 31.1%とほぼ等しい値を示し

た．一方，カルバゾール-硫酸法では，製品中

の含量を mGA として求めたところ，43.4%

と算出され，HPLC 又は 1H-qNMR で求めた

値と 10%程度異なった．これは，カルバゾー

ル-硫酸法では，反応する成分全てが mGA と

して求められることから，HPLC 又は 1H 

qNMR ではピーク又はシグナルとして検出

されず定量できない成分も合算されている

ためと考えられた．しかし， mGA, dGA 及

び tGA の純度既知の定量用標品の供給は困

難であると考えられることから，成分規格に

適用できる試験法は，現状ではカルバゾール

-硫酸法以外に選択肢はないと思われた． 

 

3) キハダ抽出物の成分規格設定のための基礎
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情報を得る目的で成分分析を行った．

UPLC/PDA/MSより，ベルベリン，パルマチ

ン，ジャトリジン，フェロデンドリン，マグ

ノフロリン，3-フェルロイルキナ酸及び 5-フ

ェルロイルキナ酸の存在が示唆された．また，

1H-qNMR により，製品中のベルベリン含量

は 2.83%と算出された．更に，日本薬局方の

オウバクの成分規格を参考に TLC による確

認試験を実施したところ，適用できることが

わかった．「キハダ抽出物」としては 1 製品

しか流通が確認できなかったため，異なる製

品においても成分組成が一定であるか確認

できていない．また，本製品はベルベリンを

含有することから，食薬区分についても考慮

して成分規格を設定するべきと考えられた． 

 

4) 既存添加物「ショウガ抽出物」について成分

規格設定の基礎情報を得る目的で成分分析

を行った．その結果，① [6]-gingerol が主検

出，② [6]-gingerol 及び[6]-shogaol いずれも

検出，③ いずれも検出せず，の 3グループ

に分類され，主成分がいずれも顕著に検出さ

れない製品も認められた．その他の成分につ

いても，検出は製品により一定ではなかった．

ショウガ由来の添加物には，ショウガ抽出物

及び香辛料抽出物がある．①は香辛料抽出

物及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出

物，③は香辛料抽出物，とするもので用途に

より成分分布が異なることが確認された．よ

って，[6]-gingerol 及び[6]-shogaol をいずれか

又はどちらかを検出することでショウガ抽

出物であることを確認できると考えられた．  

 

5) 既存添加物「ヒマワリ種子抽出物」の有効成

分の確認のため，成分分析及び有効性評価を

行った．構造解析の結果，モノカフェオイル

キナ酸類（ chlorogenic acid ， 3-O-caffeoyl 

quinic acid，4-O-caffeoylquinic acid）と同定し

た．その他に，ジカフェオイルキナ酸類（イ

ソクロロゲン酸類：3,5-di-O-caffeoylquinic 

acid，3,4-di-O-caffeoylquinic acid，3,5-di-O-

caffeoylquinic acid）を同定した．また，文献

未記載の化合物 2 種を単離し，化合物 1 はキ

ナ酸の 5位にカフェオイル基，3位に 2-oxo-

3-hydroxy-indole-3-acetic acidユニットがエス

テル結合した構造と決定した．化合物 2 はキ

ナ酸の 5位にカフェオイル基，4位に 2-oxo-

3-hydroxy-indole-3-acetic acidユニットがエス

テル結合したものと構造決定した． 

DPPH ラジカル消去活性を指標に活性画分

について検討した結果，主検出する 3 種のモ

ノカフェオイルキナ酸類の他，その他の同定

した化合物の寄与が示唆され，これらが有効

成分であると考えられた． 

 

6) 既存添加物「酵素処理ナリンジン」について

定量法を検討した．RMS を用いた SR-HPLC

の当該分析への応用に関する検討を実施し，

基準物質である4－ヒドロキシ安息香酸メチ

ル及びカフェインに対するナリンギン，α－

モノグルコシルナリンジン及びナリンゲニ

ン 7-O-グルコシドの RMS を明らかにした．

また，実試料を用いた検討において，SR-

HPLC 法により得られたナリンギン及び α－

モノグルコシルナリンジンの定量値は従来

法と大きな違いは認められなかった．従って，

今回求められた各基準物質に対する測定対

象物質の RMS を用いた SR-HPLC 法より，

酵素処理ナリンジン中の総ナリンゲニン配

糖体量を求める際に必要なナリンギン及び
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α－モノグルコシルナリンジンの含量を正確

に定量可能であることが判明した．  

 

7) 既存添加物「ウコン色素」について，RMS を

用いた SR-HPLC の適用を検討した．高純度

な主成分の入手法には HSCCC を用いた．ま

た，SR はクルクミンからデザインすること

により検出器の感度差や保持時間の影響を

最小限にしたものを用いた．1H-qNMR に基

づいた定量値を用いて RMS を算出し，ウコ

ン色素製品を SR-HPLC 定量法で分析した結

果，従来の絶対検量線法と同等の定量性を示

した．SR の濃度や他社装置に変更しても再

現性に影響しなかったことから本法がウコ

ン色素の定量法に適用できると結論した．今

後，成分規格の定量法とするため，様々な条

件下（研究室間，日間，カラムなど）におけ

る定量値の再現性を確認する必要がある． 

8) 既存添加物「シタン色素」の主成分の分析法

を検討した．HSCCC を用いて，主成分であ

るサンタリン A 及び B の単離精製した．同

時に未知の色素成分が得られたが，分析が困

難であり同定に至らなかった．次に，TLC に

よる分析を行い, その結果, シタン色素に含

まれる成分の Rf値を求めることができた. 

 

9) 既存添加物「アナトー色素」の主成分である

ノルビキシン(NBx)及びビキシン(Bx)の定量

法を検討した．市販の NBx は純度が 91.1%

であり Bx の混入が確認され，定量用標品と

して不適であったため，HSCCC により NBx

の単離精製する必要があった． NBx 及び Bx

に対し新たに SR をデザインし，保持時間等

を確認した結果，n-C9及び n-C11の側鎖を持

つ誘導体が SR候補物質として有効と考えら

れた．NBx，Bx 及び SR候補物質について検

量線を作成した結果，相関係数 0.997以上と

良好な結果が得られた．よって，SR 候補物

質に対する RMS を求めることで SR-HPLC

による定量分析が可能と考えられた．今後，

trans体のNBx及びBxの精製等を行い，RMS

の算出を行う予定である． 

 

10) 既存添加物「ニガヨモギ抽出物」の成

分規格の基礎情報を得る目的で，入手できた

製品について分析した．LC/MS分析の結果，

製品中にセスキテルペンラクトンである

absinthin，anabsin 及び anabsinthin が同定さ

れ，これらが本抽出物の本質，すなわち苦味

成分であり，成分規格試験の指標成分として

有用と考えられた．その他の成分としてはフ

ラボノイドである artemetin，またリグナンで

ある yangambin，epiyangambin，diayangambin，

sesartemin，episesartemin A，episesartemin B 及

びdiasesarteminの7成分が確認された．HPLC

分析が，absinthin の定量法及び確認試験とし

て期待できたが，別に純度既知の定量用標品

の規格化が問題となると考えられた．TLC 分

析では順相条件及び逆相条件共に absinthin

の濃度に比例した明瞭なスポットが確認さ

れ，TLC による Rf値を規定した確認試験が

設定できると考えられた． 

 

11) 乾留抽出物添加物(木酢液，チャ乾留

物，モウソウチク乾留物)について成分分析

を行った．GC/MS クロマトグラム上に多数

のピークが観察され，NIST ライブラリと照

合した結果，原料の熱分解に由来するカルボ

ニル化合物，フラン類，ピラン類，フェノー

ル類及び含窒素化合物の存在が示唆された．
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これらの成分について，製品中の含量を算出

したところ，最大で 0.5%，合算で 1～4%程

度と微量であった．これらの品目の成分規格

設定の根拠データとする予定である．  

 

12) 1H-qNMR により，香辛料抽出物中の

指標成分の直接定量を検討した．コショウ種

子は piperine，オールスパイスは eugenol，フ

ェンネルは anethole，バニラは vanilline，

ethylvanillin，ケイヒは cinnamualdehyde，ロー

ズマリーは rosemarinic acid を指標成分とし，

1H-qNMR を用いた定量を試みた結果，十分

な精度で含量を算出することが可能であっ

た．また，ケイヒ中の cinnamualdehyde は

HPLC による定量時に不安定であることが

示唆され，直接且つ短時間で測定できる 1H-

qNMR が優れた定量法であることが示され

た． 

 

13) DPPH を用いた抗酸化能の評価法

(DPPH 法)が既存添加物の規格試験に適用で

きるかどうか検討した．DPPH 法は，過去の

本研究班においてバリデーションを行い，標

準的手法として提案している．また，一般試

験法への導入も検討されている．本手法は，

吸光度測定(検出波長：517 nm)によりトロロ

ックス(基準物質)と相対的に抗酸化能を評

価する(トロロックス等価活性値，TEAC)た

め，簡便且つ迅速な試験法である．しかしな

がら，96 ウェルプレートを用いた試験キッ

トの妥当性評価が十分に検討されていない

ため，実験手技や実験環境を軸に DPPH 法の

再現性や汎用性を評価した．没食子酸（酸化

防止剤）を用いて試薬や調製溶媒を変更して

DPPH 法を実施した結果，いずれもバラつき

の少なく TEAC を得ることができた．しかし

ながら，様々な既存添加物に応用した際，特

に低極性の化合物に関して試験溶液が白濁

し，測定が困難であり，限定的に適用できる

と考えられた． 

 

14) 分析法の開発として，外部標準法定量

NMR (EC-qNMR)の自動測定スクリプトの開

発に取り組んだ．既存添加物に含まれる成分

は希少なものが多く，これらの試薬又は標品

は一般的に高価である．EC-qNMR の場合，

その試料液は，内部標準の汚染もなく，純度

又は含量の測定後は，濃度既知の標準液とし

て検量線の作成に利用できるのも魅力的で

ある．今後は，EC-qNMR の社会実装に取り

組んでいく予定である． 

 

15) 既存添加物の有効成分又は指標成分

の定量法を設定する上で定量用標品の供給

問題がある．このため，分析対象物質の定量

用標品を必要としない定量分析法の開発が

求められている．PDA は広範囲の波長域に

おける吸収を検出できるため，HPLC などの

分析機器の検出器として汎用されている．

PDA 検出器を用いた定量分析においては，

正確な校正が可能となれば，飛躍的に利便性

が向上する．そこで本研究では，PDA の校正

に利用可能な化合物，また， RMS を用いた

HPLC による定量法にも利用できる化合物

を探索した．導入する官能基やビルディング

ブロックの変更によって物理的特性の調整

し，目的に適した化合物を合成した． 誘導

体化の容易さやスペクトルの長波長化の観

点からビスアリールマレイミド誘導体や

1,4-ナフトキノン誘導体を選択した．これら
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分子においては，共通の中間体に対して，そ

れぞれ種々の芳香族化合物や様々なアミン

やフェノール化合物を一段階で導入可能で

あるため，多種類の化合物を効率的に合成す

ることができた．合成した誘導体の UV-Vis

スペクトルを測定した結果，長波長域におけ

る吸収にはジメチルアミノ基の導入が有効

であることが分かった．また，ビスアリール

マレイミド誘導体においてはイミドの側鎖

として，1,4-ナフトキノン誘導体においては

クロロ基の置換によるポリエチレングリコ

ール分子などの導入によって水溶性の向上

などさらなる機能化を図ることもできる．カ

ロテノイド類の HPLC を用いた定量に利用

可能な SR については，ビスインドリルマレ

イミド分子を母骨格として同時に複数種類

の分子を合成し，それらを逆相 HPLC 上で分

離することで，HPLC 上での保持時間の異な

る他種類の化合物をスクリーニング的に得

ることができた．今回検討した手法を発展さ

せることで様々な SR を簡便に設計できると

考えられる． 

 

16) 入手できた酵素製品を用いて，SDS-

PAGE によって添加物酵素に含まれる個々

のタンパク質を分離した後に，それぞれのタ

ンパク質について MALDI-ToF MS による分

析を行う PMF 解析を用いて，基原菌種の特

定を行った．36 製品中 30 製品の基原が特定

できたことから，PMF 解析は酵素品目の生

物基原を調べるための有効な手段であるこ

とが明らかになった．しかしながら，近縁種

のタンパク質も候補として提示してしまう

ことや，SwissProt に登録の無い生物種由来

の製品については対応できないとう問題点

が認められた．複数種の消化酵素を用い，ペ

プチドのパターンを増やすことで同定の精

度を高める等の改良を行い，より精度の高い

基原種同定法の構築を今後検討する． 

 

17) 食品添加物公定書の微生物限度試験

で規定されている試験条件を，その他試験条

件と比較し，集落の生育性をもって真菌数計

測の正確性と効率を評価した．その結果，公

定書で規定の DG-18 寒天培地を用いて，規

定の菌濃度を接種し 4晩の培養後，集落の発

育が過剰となり集落数の計測が不可能とな

る真菌群があった．ここには公定法に記載さ

れた Aspergillus  brasilliensis も含まれた．ま

た，同条件の培養条件で発育速度が遅く小さ

な集落が発育するため，最低 5晩の培養が必

要となる真菌群もあった．ここには公定法に

記載された Candida albicans も含まれた．こ

れらの群は両方とも環境中に高い頻度で分

布するため，食品添加物に混入することは十

分に考えられた．添加物公定書では，規定法

と同等以上の検出感度及び精度を有する場

合には，代替法の適用も可能であるとされて

いるため，検出が予測される菌種によっては，

代替法として寒天培地の種類の変更や，接種

試験液の一層の希釈，培養日数の短縮も検討

する必要があることが示された．  

 

D. 健康危機情報 

 なし 

 

E. 研究発表 

E-1) 学会発表 

E-1-1) 学会 
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