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研究要旨   

1) 既存添加物の成分規格に関する研究 

 既存添加物の流通・使用実態及び成分規格について調査した．流通・使用実態について

は，既存添加物357品目(成分規格数として402)の生産量流通調査3回で報告がなく流通情報

が得られなかった成分規格数は102品目，使用状況が確認できなかった成分規格数は160品

目であった．第10版食品添加物公定書の公示時点で未収載の既存添加物約100品目の内，既

存添加物自主規格収載の成分規格に基づき第３者検証が実施された30品目で昨年度と変わ

りなく，第11版食品添加物公定書には多く見積もって20余品目の収載が見込まれる． 

2) 既存添加物の成分組成に関する研究 

カロブ色素，スピルリナ色素，香辛料抽出物(バジル，ブラックペッパーオイル，コショウ)

について検討した．カロブ色素については，昨年度に引き続き色素成分の同定を行った結

果，β-グルコシダーゼにより shaftoside 配糖体を加水分解することによって，主成分の

schaftoside に収束させることができた．スピルリナ色素については，酵素消化によりフィコ

シアノビリンの前駆物質であるジヒドロビルベルジンと考えられる物質が生成され，この

物質が確認試験の指標となると考えられた．香辛料抽出物については，1H-qNMRにより，主

成分を直接定量することが可能であった． 

3) 分析法及び試験法開発に関する研究 

アントシアニン，メナキノン，フィトナジオン及びアントラキノンの分析法，RMS を利用

した定量法とその校正物質の開発，元素分析法を利用した窒素定量法の優位性，真菌基原

の酵素の分析法について検討した．その結果，アントシアニンについては，1H-qNMR によ

る定量条件(測定条件及び溶媒条件)を Cy3G・Cl をモデル化合物として確立した．メナキノン

及びフィトナジオンについては，RMS 法が有効であることを明らかとした．アントラキノ

ンについては，JECFA 法を参考に RMS を利用した方法に改良可能であることがわかった．

また，RMS 法に必要な校正物質の候補を合成した結果，1,4-ナフトキノン骨格の 5 位にニ

トロ基を持つものが吸収波長の長波長化がみられたことから，更に置換基を検討すること

により校正物質として適したものを開発可能と考えられた．窒素定量法については，ケル

ダール法等の一般的な方法と元素分析法を比較したところ，元素分析法が試験者や環境へ

の負荷低減のため有効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 法を組合せることによって，同定結果の正確性を向上させることがで

きた． 
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A. 研究目的 

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)．

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を引き続き

収集する必要がある． 

令和 6 年度は，令和 5 年度に引き続き，(1) 
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既存添加物の成分規格に関する研究：流通・

使用実態及び成分規格整備状況の調査．(2) 

既存添加物の成分組成に関する研究：1H-

qNMR による同定及び直接定量，RMS を用

いた定量法の有効性．(3) 分析法及び試験法

の開発に関する研究：RMS を用いた定量分

析法の応用範囲の拡張のための基礎情報の

収集，XRF を用いた無機物の定量，MALDI-

ToF MS によるペプチドフィンガープリント

(PMF)法の酵素の基原の同定法，等を検討し

た．なお，(2)及び(3)については，従来法では

試験法が設定できない品目に対して，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ており，得られた成果は

公的な試験法の設定において基礎情報とし

て利用されるものである．  

 

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 6 年度は 2 につい

て，すなわち，流通／使用実態について調査

すると共に，令和 5 年度に引き続き，成分規

格の策定状況について整理した．  

 

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，カロブ色素の成分組成

を明らかとすると共に，確認試験及び定量法

について検討した．Diaion HP-20 の他，各種

カラムクロマトグラフィーによる分離，精製

を繰り返し，化合物を単離した．単離した化

合物については HPLC における標品との直

接比較，あるいは文献値と NMRデータ等の

比較によって同定した．また，食品添加物公

定書に記載されている確認試験をルチンを

比較対象として行った．HPLC による定量分

析は，β-グルコシダーゼにより shaftoside 配

糖体を加水分解し，主成分の schaftoside に収

束させたものについて検討した．さらに，

TLC による確認試験を検討した．  

 

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，バジル粉末及び栽培品

中の rosmarinic acid，ブラックペッパーオイ

ル，コショウ末中の β-caryophyllene を直接

定量した．また，HPLC 法により，rosmarinic 

acid 標品を用い絶対検量線を作成して定量

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．発色団の同定のため，スピルリナ色素

2 製品(A 及び B)，対照としてクチナシ青色

素 1 製品(C)及びバタフライピー色素 1 製品

(D))について，酵素による消化後の生成物を

LC-QTof/MS を用いてその組成を分析した．  

 

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
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評価 

定量 NMR (qNMR)によるアントシアニン

の絶対量算出方法について検討した．シアニ

ジン 3-グルコシド塩化物(Cy3G・Cl)をモデル

試料として，強酸性測定溶媒中での qNMR用

基準物質：DMSO2と DSS-d6の安定性，Cy3G・

Cl の濃度依存性，及び内部標準法 qNMR (IC-

qNMR)と外部標準法 qNMR (EC-qNMR)の比

較を行った。具体的には以下の方法で測定を

行い，得られた結果より評価した．qNMR は

EC-qNMR 及び IC-qNMR を用いて実施した．

外部標準には DMSO2 (認証純度：99.9%)，内

部標準には DSS-d6(認証純度：92.3%)を使用

した．Cy3G・Cl の定量には，4 位のシグナル

(約 9 ppm付近)を利用した．測定溶媒として，

5% TFA-d 含有重メタノール／重水(9:1)を用

いた．この溶媒は，5% TFA-d 含有重メタノ

ールと 5% TFA-d 含有重水を事前に調製し，

それらを 9:1の比率で混合することで調製し

た． 

 

2) 相対モル感度(RMS)を利用したメナキノ

ン及びフィトナジオンの定量法の検討 

「メナキノン(抽出物)」は、既存添加物とし

て第 10 版食品添加物公定書に収載されおり，

成分規格に有効成分の定量法として定量用

のメナキノン-4 (MK-4)試薬を標品とし高速

液体クロマトグラフィー (HPLC)が設定さ

れている．しかし、標品として用いる市販の

MK-4試薬の正確な純度は不明であることか

ら，標品を用いない定量法を検討した．分析

条件は、「メナキノン (抽出物)」の定量法に

準じた。ナフトキノン骨格に由来する λmaxを

既報の文献から調査し、実際に測定した分析

種 (MK-4、メナキノン-7 (MK-7)、フィトナ

ジオン(K1)) の UV 吸収スペクトルから、

RMS 法での検出波長を決定した。次に、基

準物質 4-ヒドロキシ安息⾹酸ドデシル
(D4HB)に対する分析種の RMS を決定した。

すなわち，各化合物の標準溶液を調製し 2台

の HPLC/PDA にて測定し、各化合物のピー

ク面積(応答値)を得，検量線の傾きから 3種

の分析種のRMSを算出した。更に，このRMS

を用いて「メナキノン(抽出物)」の定量を行

い、検量線法の定量値と比較した。 

 

3) ムラサキヤマイモに含まれる案とシア

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，

LC-QTof/MS により，色素製品に含まれる成

分のプロファイリングを実施した．また，各

アントシアニン類の単離精製に向けて高速

向流クロマトグラフィーの条件最適化を行

った． 

 

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(測定対象 5 種：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)の分

析法について検討した．JECFA 規格における

前処理法の検証では，昨年度の検討において

未解決であった液-液抽出時のエマルジョン

形成という課題に着目し検討を実施した．ま

た，規定の HPLC条件の適用性について検討

した．さらに，1H-qNMR に基づく RMS を用

いたアントラキノン分析法の適用性の検討

として，測定対象 5 種及び基準物質 3 種(ダ

ントロン(1,8-DAQ)，カフェイン，メチルパラ

ベン)の標準溶液(6～8点濃度)を 1H-qNMRに

よる純度値または認証値に基づき調製した．

6



 

得られた測定対象及び基準物質の検量線式

の傾きの比(測定対象/基準物質)から基準物

質に対する測定対象の RMS をそれぞれ算出

した．併せて，モデル溶液を用いた検証によ

り，算出された RMS の正確性を評価した． 

 

5) PDA 検出器の校正用化合物創出のため

の基礎検討 

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，UV-Vis スペ

クトルを取得している．今年度は他の置換位

置として 5 位についても検討した．入手容易

な市販試薬から，置換基位置の異なる誘導体

合成に必要な中間体を合成した．これらを組

み合わせることで短工程にて複数の誘導体

を合成できる経路を計画し，化合物を調製し

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． 

 

6) 窒素定量法の違いによる定量値及び操

作性等の比較 

食品添加物公定書の収載された窒素定量法

の違いによる定量値，操作性，設備点での課

題等を比較した．試料には，試験実施ができ

ない可能性がある「L-シスチン(Cys)」及び

「コンドロイチン硫酸ナトリウム(CSNa)」を

用いた．窒素定量法は，① 公定法(ケルダー

ル法)，② 公定法改法(ケルダール法)，③ セ

ミミクロケルダール法，④ 元素分析法(改良

デュマ法)及び ⑤ 元素分析法(CHN コーダ

ー法)とした． 

 

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 

食品添加物のうち微生物を基原とする酵素

について，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）を組み合わせた基原同定法の開発

を実施した．今回，ポリアクリルアミド電気

泳動（SDS-PAGE）の代わりに二次元電気泳

動法を用いることにより，タンパク質をより

高い分解能で分離し，同定の精度の向上が可

能となるかを検討した．電気泳動法と PMF

法を組み合わせた基原同定については，日本

食品添加物協会から分与された製品の， 

Aspergillus niger 由来のヘミセルラーゼ

(B651)， Trichoderma longibrachiatum 由来の

ヘミセルラーゼ，Niallia circulans由来のb-ガ

ラクトシダーゼ及び Triyticum aestivum(パン

コムギ)由来の b-アミラーゼを供試した．試

料を標準細胞溶解バッファーに溶解し，タン

パク質 10 µg 相当を Immobiline DryStrip pH 

3-10 NL に添加し，Ettan IPGphor II を用いて

1次元目の等電点電気泳動を行った．電気泳

動後の Immobiline Drystrip を 10%アクリルア

ミドゲルの上部に乗せ，二次元目の電気泳動

を行った．主要なスポットを切り出し，脱染，

システイン残基の還元，カルバミドメチル化

反応を行った後，トリプシンでペプチド化し，

MALDI-TOF MS を用いて質量分析を行った．

得られたペプチドの質量を指標として，

Matrix Science のウェブ上のプログラム

Peptide Mass Fingerprint search，または Mascot

データベースを用いてタンパク質の同定を

行った．  

基原真菌種の最新の分類情報を把握につい

ては，添加物基原としての使用頻度が高い

Trichoderma属菌について，PubMed から分類

体系に関する論文を検索し，入手した． 

 

C. D. 研究結果及び考察 
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1. 既存添加物の成分規格に関する研究 

1) 既存添加物の成分規格に関する調査研

究(委託調査) 

既存添加物357品目(成分規格数402)の内，

⽣産量流通調査 3回(平成 26年，平成 29年
及び令和 2 年)で報告がなく，流通情報が取
得できなかった成分規格数は 102 品⽬であ
った．使⽤状況が確認できた成分規格は 245

品⽬，確認できなかった成分規格は 160品⽬
であった．また，令和 6 年(2024 年) 2月に第

10 版食品添加物公定書が公示された時点で，

公定書に未収載の既存添加物は，全 357 品目

中約 100 品目(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)となっているが，この内，67 品目(自主規

格 67 品目+暫定規格 6 品目)が第 6 版既存添

加物自主規格に収載された．第 6 版又は第 5

版既存添加物自主規格収載の成分規格に基

づいて第 3 者検証を実施した添加物が 30 品

目であった．第 11 版食品添加物公定書作成

検討会へ成分規格を提出した添加物は 8 品

目，第 5 回作業部会へ提出予定の添加物は 10

品目程度であった． 

 

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 

食品添加物公定書におけるカロブ色素の確

認試験について，フラボノイドのルチンを比

較試料として改めて試験を実施した．確認試

験 1～5 の項目について試験した結果，いず

れも同様の呈色，波長を示し，呈色による確

認は曖昧さが否定できなかった．よって，カ

ロブ色素に特徴的な指標成分候補を明らか

にし，それに基づいた試験法の改良の必要性

が示唆された． 

Schaftoside の他，その配糖体である 2 種の

schaftoside glucoside を単離同定されたこと

から，成分規格の指標成分は schaftoside が適

していると考えられた．β-グルコシダーゼに

より，本色素を酵素分解したところ，HPLC

分析において観察された配糖体のピークが

schaftosideのピークのみに収束することが確

認された．Schaftoside の含量について，HPLC

による定量分析を行ったところ， 酵素分解

前が 5.0 mg/g，酵素分解後が 8.6 mg/g と算出

された．HPLC による定量分析が容易になる

ことから，β-グルコシダーゼによる酵素分解

後の schaftoside の含量測定がカロブ色素の

品質管理として適当であると考えられた．ま

た，TLC により schaftoside が明瞭に観察で

きたことから，確認試験として機能すると考

えられた． 

 

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 により，市販バジル末中の

rosmarinic acid の含有率は 4 製品中，2 製品

ではそれぞれ 1.51％と 0.70％であったが，残

りの 2 製品ではシグナルが観測されず測定

不能だった．また，栽培した 5 品種では，葉

における含有率が 0.83〜1.90%であったのに

対して，茎では 4 品種でシグナルが観測でき

ず，１品種でわずかに含有されている程度で

あった．HPLC による測定結果が 1H-qNMR

とほぼ等しいことから，バジル由来の製品の

rosmarinic acid の定量が 1H-qNMR を用いて

容易に行えるとともに，rosmarinic acid の有

無がバジルのどの用部かの判断材料になる

ことがわかった． 

ブ ラ ッ ク ペ ッ パ ー オ イ ル 中 の β-

caryophyllene を 1H-qNMR を用いて測定で

きることがわかった．ただし，試料の 1H-
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qNMR スペクトルには，定量用のシグナルの

近傍に別のシグナルが観察されることから，

精度の高い定量値が算出できるものではな

いと考えられた．また，原料のコショウ中に

は β-caryophyllene が観察できなかった．ブ

ラックペッパーオイル製品の管理の手段と

しては活用できるものの，原料の品質の管理

指標として β-caryophyllene を用いることは

困難と考えられた． 

 

3) 既存添加物スピルリナ色素の定量評価

の基礎検討 

4種類の市販青色素製品(バタフライピー色

素 1製品，クチナシ青色素 1製品，及びスピ

ルリナ色素 2 製品)を対象として，昨年度の

研究結果より課題となった構成成分に由来

するピークの複雑性を解決すべく検討を行

った．タンパク質の酵素消化法を用いて得ら

れた消化断片を LC-QTof/MS により分析し

た結果，スペルリナ色素製品においてのみ，

フィコシアニンの発色団であるフィコシア

ノビリンのシステイン結合体に類似した精

密質量の化合物がピークとして検出された．

本ピークに由来する化合物は 620 nm周辺に

吸収極大を有することも明らかとなった． 

 

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 

qNMR 用基準物質の安定性確認のため，

5% TFA-d 含有重メタノール／重水(9:1)中に

おける DMSO2 及び DSS-d6 のシグナル強度

の変化を EC-qNMR で確認した．3日間にわ

たって両物質の 1 プロトン当たりの感度係

数を記録した結果，分解物のシグナルは観察

されず，感度係数は 1%以内の範囲で安定し

ていた．このことから、DMSO2 及び DSS-d6

は酸性条件下でも安定で qNMR 用基準物質

として利用可能であることが確認された．次

に Cy3G・Cl の濃度依存性を確認するため，

5，10，20，40 mg/mL となるように、5% TFA-

d含有重メタノール／重水(9:1)に溶解し，そ

れぞれ EC-qNMR で純度を測定した．その結

果，20 mg/mL を超える濃度では Cy3G・Cl が

完全に溶解していない可能性が示唆された．

特に，アントシアニンのような色素化合物の

場合，完全に溶解しているかを目視で確認す

ることが困難であるため，定量分析において

試料濃度には十分な注意が必要であること

がわかった．更に，IC-qNMR と EC-qNMR の

精度を検証した．EC-qNMRで得られたCy3G

の純度は 92.7 ± 0.9%，IC-qNMR では 93.5 ± 

0.4%であった．IC-qNMR の方がより安定し

た結果が得られたものの，EC-qNMR の結果

も標準偏差(SD)の範囲内で IC-qNMR と一致

していたことからほぼ同等の精度であると

結論した． 

 

2) 相対モル感度(RMS)を利用したメナキノ

ン及びフィトナジオンの定量法の検討 

ビタミン K の共通構造 (ナフトキノン骨

格) に由来し，かつ側鎖に存在する二重結合

の吸収波長の影響を受けない λmax を検出波

長とすれば，この骨格をもつ他のビタミン K

類でも同一の RMS を用いた定量が可能であ

ると仮説を立て検証した．すなわち，分析種

3種(K1，MK-4 及び MK-7)の UV吸収スペク

トルを確認したところ，λmaxをはじめとした

スペクトル形状が一致したため，これら 3種

の分析種は同じ検出波長での定量が可能で

あると考えられた．次に，基準物質 D4HB の

検出波長を 256 nm、3種の分析種(K1, MK-4
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及び MK-7)の検出波長を 247 nm として RMS

を求めたところ，いずれも 1.06 であった。次

に、得られた RMS値を用いて「メナキノン 

(抽出物)」中に含まれる MK-4 を測定し、従

来の検量線法と比較したところ、ほぼ同等の

定量値が得られた。 

 

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 

2 種類のロットの異なるムラサキヤマイモ

色素原体(C2352 及び C2375)を検討対象とし

て，成分解析に向けて吸光光度計により吸光

スペクトルを取得した．その結果，いずれの

色素製剤においても極大吸収波長は 520 nm

周辺にあることが分かった．LC-QTof/MS に

よる成分プロファイリングを，最適化した汎

用的な逆相系カラムを用いて実施したとこ

ろ，533 nm 付近に極大吸収を有する 3 つの

主要ピークが検出された．これらは両ロット

において検出されていたため，色素主要な成

分であると判断し，構造推定を実施した結果，

シアニジンあるいはペオニジンのアシル化2

配糖体化合物である可能性が示された．また，

高速向流クロマトグラフィーの条件最適化

として，分配係数の検討を実施し，最適溶媒

系を決定できた． 

 

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 
 まず，JECFA 規格における前処理法の検証

を行った．抽出操作における上層と下層(ク

ロロホルム層)の分離を著しく遅延させ，分

析効率を低下させる要因となっていた液-液

抽出時のエマルジョン形成について，新たに

供与された 3 種のカシアガム試料において

昨年度と同様に安定なエマルジョンが生成

し，24 時間の静置後も層分離は達成されな

かった．この問題を解決するため，遠心分離

操作(400×g，5 分，20℃)を適用したところ，

上層と下層(クロロホルム層)の完全な二層

分離が達成され，その有効性が実証された． 

HPLC条件の検証では，規定されている条件

では測定対象の一部のピークの近傍に試料

由来の内在性成分(夾雑成分)のピークが検

出され，十分なベースライン分離が得られな

いことが判明した．この分離不良を改善する

ため，①カラムを粒子径が 3 µm である

Unison UK-C18 (4.6 mm×250 mm)への変更，

②グラジエント条件の変更など測定条件の

最適化を行い，測定対象 5種と夾雑成分との

間で良好なベースライン分離が達成された． 

次に，1H-qNMR に基づく RMS を用いたアン

トラキノン分析法の適用性を検討した．各検

量線の直線性を評価したところ，測定対象 5

種及び基準物質 3 種の全ての検量線の決定

係数は 0.999～1.000 と良好であることが確

認された．また，化合物ごとに 3併行の検量

線の傾きの平均値の相対標準偏差は 0.1～

2.4％であり，検量線の決定係数(直線性)と併

せて評価すると，これらの検量線の傾きの各

平均値は RMS の算出に適していることが明

らかとなった．得られた検量線の傾きに基づ

き，3 種の基準物質に対する各測定対象の

RMS を決定した．さらに，濃度の異なるモ

デル溶液 2 種を用いた検証において，RMS

法及び従来定量法の一つである絶対検量線

法により得られる定量値を比較したところ，

両法の定量値はほぼ同等であった．また，

RSD は最大で 5.5%と精度も良好であった．

以上の結果より，基準物質及びこれに対応す

る RMS は正確であり，RMS 法によるアント
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ラキノン類 5 種の精確な定量が可能である

ことが実証された． 

 

5) PDA 検出器の校正用化合物創出のため

の基礎検討 

 中間体化合物及び 1,4-ナフトキノン誘導

体の合成は計画通り実施できたものの，設計

した誘導体の置換基位置によっては，望みの

構造からさらに反応(複数の置換もしくは分

子内環化)が進行することで異なる構造へと

変換されてしまうことが明らかとなった．こ

れは導入した置換基の電子的もしくは立体

的な効果が反応性に影響したものであると

考えられた．得られた誘導体の UV-Vis スペ

クトル測定の結果，1,4-ナフトキノン骨格の

5位にニトロ基をもつ誘導体では吸収波長の

長波長化が観測され，800 nm 以上にも吸収

を示すことが分かった．この結果から，5 位

への置換基導入が吸収波長に影響を与える

ことが示唆されたため，この位置におけるさ

らなる置換基の検討(種類及び個数)が必要

と考えられる． 

 

6) 窒素定量法の違いによる定量値及び操

作性等の比較 

Cys の定量値の平均値(n=3)は 98.7～99.4%

であり，公定法とその他の定量法の定量値の

比(その他の定量法／公定法)は 0.99～1.00 で

あった．また，相対標準偏差は 0.07～0.55%

であった．CSNa では，定量値の平均値(n=3)

は 3.08～3.19%，公定法とその他の定量法の

定量値の比(その他の定量法／公定法)は 0.98

～1.02，相対標準偏差は 0.21～2.27%であっ

た．このように，いずれの定量法においても

ほぼ同程度の定量値が得られること，かつい

ずれの定量法においても精度よく測定可能

であることが確認された．ただし，CSNa は

吸湿性があったため，⑤ CHN コーダー法に

おける採取量 2 mg は極めて微量なため正確

な秤量が困難であった．そのため本検討から

は除外した． 

操作性の特徴として，ケルダール法は分析

に長時間を要し，また試験者や環境への負荷

が大きいことが改めて示された．一方元素分

析法においては，装置が高価であり初期投資

が大きいというデメリットがあったが，測定

時間や操作性は明らかに迅速で簡便であり，

試験者や環境負担の小さい分析法であると

考えられた． 

 

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 

それぞれの試料を二次元電気泳動で展開し

て得られた主要なスポットを PMF 法で解析

した結果，A. niger由来のヘミセルラーゼ及

び N. circulans 由来のb-ガラクトシダーゼに

ついては，通常の SDS-PAGE による解析で

同定不能であったタンパク質が同定された．

また，本手法では等電点の情報も得られるこ

とから，同定結果の正確性を向上させること

ができた．しかし，タンパク質同定の際デー

タベースサーチ時，決定配列の登録配列に対

するカバー率は通常の SDS-PAGE とほぼ同

等で，Mascotサーチでヒットする生物種を限

定するには至らなかった．以上の結果より，

二次元電気泳動法による解析はタンパク質

の同定率を向上させるために有用であるこ

とが明らかとなったが，本手法による基原同

定の精度を高めるためには，手法の更なる改

良や他の手法との組み合わせが必要である

と考えられた．  
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 Trichoderma 属を基原にもつ既存添加物

10 品目の基原菌種 7菌種のゲノムにおいて，

特定の遺伝子アミノ酸配列での異種間配列

一致率は，近縁菌種間では最高で 99.5％が一

致することが判明した．このことから，アミ

ノ酸配列を指標として，基原菌種をその近縁

種と区別して識別するためには，0.5％程度

の差違を認識できる精度で分析する必要が

あることが示唆された．加えて Trichoderma

属はその有性世代は Hypocrea 属であること

から，塩基配列やアミノ酸配列を決定し公共

データベースで検索した際にはHypocrea spp.

としてヒットする場合が有り，このことに注

意が必要である．  

 

 

E. 結論 

1. 既存添加物の成分規格に関する研究 

1) 既存添加物の成分規格に関する調査研

究(委託調査) 

第 10 版食品添加物公定書に未収載の既存

添加物約 100 品目については，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，流通・使用実態及び成分

規格について情報を収集した．流通又は仕様

情報が得られない品目が多く見られ，これら

については消除も含めた対応を今後検討す

べきと考えられた．また，67 品目が第 6 版

既存添加物自主規格に収載されたが，未だ成

分規格が設定されていないものもあった．第

3 者検証が実施され，その結果に基づき公的

な成分規格が設定できると考えられるもの

は 20 余品目であり，昨年度の調査と変化は

なかった．これらの品目については，引き続

き成分規格の設定を進めるが，使用基準や製

造基準を設定することによって安全性が確

保する方法も今後検討する予定である．いず

れの方法によっても，品質或いは安全性が確

保できないと判断される品目については消

除対象としての再調査の必要性を検討する．  

 

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 

カロブ色素の成分精査を行った結果，5 つの

化合物(dihydrophaseic acid β-D-glucoside, 2種

の schaftoside 配 糖 体 , schaftoside ，

isoschaftoside)を単離同定した．HPLC分析によ

り ，主成分の schaftoside 以外に複数の

schaftoside 配糖体の含有が認められた．これら

配糖体は天然物である原料によって含有量に

ばらつきが生じることも考察されたため，定量分

析として，schaftoside を直接分析する方法と，

酵素分解により 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．指標成分候補とした

schaftoside について，TLC 分析を検討した結

果，明瞭なスポットを確認することができ，確認

試験として応用可能であると考えられた． 

 

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 

バジル中の rosmarinic acid について 1H-

qNMR 法及びHPLC法による定量分析を検討

した結果，1H-qNMR を用いた定量条件を確立

することができた．さらに本法により，バジル由

来の製品中の rosmarinic acidの有無によって，

その原料にバジルの葉と茎のどちらを用いたか

を明らかとできることがわかった．また，ブラック

ペッパーオイル中の β-caryophyllene を 1H-

qNMRを用いて測定できることがわかった． 
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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 

フィコシアニンを指標として，スピルリナ

色素のLCによる定量的分析法が構築可能で

あることが示された．特に，今年度の解析に

よって，測定対象としたタンパク質成分がフ

ィコシアノビリンの類似構造を有すること

が実験的に示された．また，酵素消化を組み

合わせた LC 分析により，ピークの形状が改

善されると共に構成成分が単純化され，本法

は定性確認の手法として有効と考えられた．

一方で，感度に直結する消化の効率や前処理

時間に課題が残り，更なる検討が必要であっ

た．また，ジヒドロビリベルジンの完全構造

解析は，MS のみでは不可能であるため，

NMRやX線構造解析法等による手法の応用

も検討する予定である．加えて，引き続き，

スピルリナ色素の直接分析法についても検

討を重ねていく予定である． 

 

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 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ための検

討を行った．強酸性条件のアントシアニン測定

溶媒(5% TFA-d 含有重メタノール／重水(9：1))

中で，qNMR 用基準物質である DMSO2 及び

DSS-d6 の安定性を確認した結果，両物質は分

解せず，感度係数も安定していた．これにより、

酸性条件下でも qNMR 用基準物質として使用

可能であることが示された．Cy3G・Cl の濃度依

存性については，20 mg/mL を超える場合には

完全に溶解していない可能性が示唆されたた

め，5 mg/mL が最適な濃度であると判断された．

IC-qNMR 及び EC-qNMR による Cy3G・Cl の

純度測定結果は，標準偏差の範囲内で一致し

ていた．以上の結果から，酸性条件下でも

DMSO2及び DSS-d6を IC または EC として使

用し，アントシアニンを適切な濃度で qNMR 測

定することで，正確な純度が求められることを明

らかにした．本研究成果は，アントシアニンをは

じめとする天然由来色素の絶対定量法を確立

する上で重要な知見である． 

 

2) 相対モル感度(RMS)を利用したメナキ

ノン及びフィトナジオンの定量法の検

討 

本研究では，既存添加物「メナキノン(抽出

物)」の有効成分である MK-4 の定量法につ

いて，RMS 法が代替法として実用可能か検

討した．さらに，同一の発色団を持つ K1 や

MK-4 同様に栄養上重要視される MK-7 をは

じめとしたほかのビタミン K でも，同一の

RMS 値で定量可能か検証した．その結果，

基準物質として D4HB を用いた系では，ビタ

ミン K類の RMS は一律 1.06 であった．RMS

を用いた定量法と標品を用いた絶対検量線

法の定量結果と比較したところ，数%のばら

つきはみられるものの，品質モニタリング等

に用いる程度の精度であれば十分運用可能

であることが示された．他方，食品中のビタ

ミン K 含量の定量を，ポストカラムとして

還元カラムを用いて実施した．還元カラムの

有無により検出されたピーク面積は変化す

るが，その比は一定となるため，還元カラム

を用いない場合の RMS から予測可能である

ことが示唆された．これは，標品が入手困難

な化合物であっても，還元カラム等で変化さ

せて得られる場合，RMS を推定することが

可能であると考えられた． 
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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におけ

るアントシアニン類を指標としたLC定量法

の構築を目指して各種検討を実施し，入手し

た原体 2 ロットにおける共通主要成分 3 成

分の構造推定を実施した．結果として，既報

とは配糖体の数は異なっていたが，類似した

構造として推定するに至った．一方で，糖の

配置やアシル部分の詳細構造に関しては質

量分析計では情報が得られないため，完全な

構造決定のためにはNMRによる構造解析が

必要であると考えられた．また，定量的評価

法のためには定量用標品を用いた定量が不

可欠である．そのため，高純度品を色素原体

から獲得を目指して高速向流クロマトグラ

フィーによる単離精製の初期検討を実施し

た．今後は，設定した条件を用いて実際に単

離精製を実施し，qNMR等を用いて純度決定

を行う予定である． 

 

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

ン分析法の確立を目的に，JECFA で規定され

る分析法を基に，前処理法の改良，HPLC条

件の最適化及び 1H-qNMR に基づく RMS を

用いたアントラキノン類分析法の確立につ

いて検討した． 

前処理法の改良においては，液-液抽出にお

ける二層分離の遅延という課題に着目した．

特に，エマルジョン形成による分離効率の低

下に関する問題に対し，遠心分離操作の導入

が有効であることを実証した．また，JECFA

規格の HPLC 条件では測定対象と夾雑成分

の分離が不十分であることが判明したため，

粒子径 3 µm のカラムを採用し，グラジエン

ト条件を最適化することで，高分離能を有す

る分析条件を確立した．  
1H-qNMR に基づく RMS を用いたアントラ

キノン類分析法の確立では，正確な標準溶液

の濃度に基づいて作成した各検量線式の傾

きの比(測定対象の傾き/基準物質の傾き)よ

り，基準物質 3種に対する測定対象 5種の各

RMS を明らかにした．これらの RMS の正確

性はモデル溶液を用いた検証により実証さ

れ，本手法が測定対象 5種の効率的かつ高精

度な定量を可能とすることが示された．なお，

前処理におけるクロロホルムの使用は，環境

負荷及び作業者の安全性の観点から重要な

課題として残されている．今後は，環境負荷

が少なく，かつ分析担当者の安全性に配慮し

た代替溶媒の探索を含めた前処理法の改良

が必要である．このような検討を進めること

で，本研究で確立した分析法は，カシアガム

の規格試験における実用的な手法として活

用が可能となることが期待される． 

 

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．複数の誘導体の合成経路を確立し

たが，置換基の位置と種類によっては別の化

合物構造が得られて，望みの構造を得ること

が極めて困難となることが分かった．また，

今回検討したうち，1,4-ナフトキノン誘導体

の 5 位にニトロ基を導入した化合物で UV-

Vis スペクトルの長波長化が観測された．こ

の化合物構造をベースとし，導入する置換基
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の個数や位置を検討することで，さらなる吸

収波長の長波長化が可能と考えられる．合成

予定の化合物として，今回検討した 5 位に加

えて 8 位にアミノ基等の置換基を有する化

合物を設計しており，今後はこれら誘導体の

合成も行い，UV-Vis スペクトルの長波長化

に有用な情報の蓄積を進めていく． 

 

6) 窒素定量法の違いによる定量値及び操

作性等の比較 

窒素定量に課題がある「L-シスチン」及び

「コンドロイチン硫酸ナトリウム」を試料に

用いて，公定法を含む複数の窒素定量法の定

量値及び操作性等を比較した． 

定量値はいずれの定量法でもほぼ同程度の

値が得られた．またいずれの精度も同等であ

った．ケルダール法は試験者や環境への負荷

が大きい分析法であること，一方元素分析法

は迅速かつ簡便ではあるが初期投資の負担

が大きいことが改めて示された．以上の結果

を踏まえると，「L-シスチン」及び「コンドロ

イチン硫酸ナトリウム」に対しては，公定法

の試料量を少なくした公定法改法を導入す

ることが最も簡単であると考えられた．一方，

元素分析法は複数の元素を測定可能な装置

も有ることから，複数部署で共有して使用で

きると考えられる．したがって，将来的には

試験者や環境への負荷低減のため元素分析

法へシフトしていくべきであると考えられ

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 

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，タ

ンパク質の分解能を向上させるために，一般

的な SDS-PAGE に代わり二次元電気泳動法

を用いて添加物酵素を解析した．その結果，

一部の試料において SDS-PAGE による解析

結果と比較して同定可能なタンパク質数が

上昇したことを確認できた．さらに，分析手

法の開発だけに留まらず，データベース登録

情報の菌種に関するアノテーションや，酵素

製品の付帯情報を，真菌分類学的情報を元に

整理して使用していく必要があると考えら

れた． 
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