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A. 研究目的 
食品添加物は、原則として、人の健康

を損なうおそれのない場合として厚生

労働大臣が定める場合に限り、その使

研究要旨 
食品添加物公定書一般試験法の改良に向けた検討を行うため、 Joint 

FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA）規格や米国の Food 
Chemicals Codex（FCC）等に記載があり、一般試験法に優先的に追加検討す

べき試験法として、質量分析計を用いる試験法について検討を行っている。令

和元年度に、液体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）を用いる試験法の妥

当性を検討するため、ステビオール配糖体の JECFA 規格として記載されてい

る LC/MS のグラジェント条件を参照し、絶対検量線法及び内標準法により分

析を行い、分析精度について調べた。今年度は、同様にしてアイソクラティッ

ク条件での検討を行った。その結果、LC/MS では選択性が高く S/N 比も良好

であり、σ値を基にして求めた検出限界や定量下限値も、LC/MS の方が LC/UV
より 4～6 倍検出感度が高い結果となった。また、グラジェント条件での定量

結果と比較したところ、LC/UV では、精度は許容範囲ではあるものの低く、定

量値も低かった。LC/MS の場合は、精度は同程度か少し良好であったが、定量

値はグラジェント条件より低い傾向が見られ、特定のイオンを用いた場合のみ

同程度の定量値となった。アイソクラティック条件での分析は、多検体の迅速

分析に有用であるが、高い真度や精度を求める場合は、適切なイオンや適切な

濃度範囲の検量線等を用い、ピーク分離、精度及び定量値をグラジェント条件

の場合と比較し、より良好な条件を選択すべきであることが示唆された。 
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用が認められ（指定）、その品質を担保

するために純度や成分について遵守す

べき項目（成分規格）が設定されている。

成分規格に記載の各試験に用いられる

試験法は、食品添加物公定書（公定書）

の一般試験法の項にまとめられている。

そのため、一般試験法の改良は、規格試

験の質の向上ならびに規格基準の精度

向上に貢献するものである。また、近年、

欧米で認められている食品添加物等の

指定要請が増加しており、その手続き

の迅速化が求められているが、成分規

格設定の迅速化のためには分析法の進

歩に対応して一般試験法を改良するだ

けでなく、国際整合化を図ることが必

須であると考えられる。 
食品添加物規格設定時に用いる試験

法の国際整合性を確保するため、国際

的な食品添加物規格の一般試験法には

設定されているものの公定書の一般試

験法には設定されていない試験法を新

たに導入することを目標とし、平成 28
年度に、国際的な食品添加物規格の一

般試験法と日本の食品添加物公定書に

おける一般試験法とを比較した。その

結果、今後公定書に優先的に追加すべ

き試験法として質量分析（MS）を用い

る試験法が挙げられた。MS を用いる試

験法を導入する場合を想定し、平成 29
年度及び平成 30 年度にガスクロマト

グラフィー質量分析（GC/MS）を用い

る試験法による定量法の注意点につい

て検討を行った。令和元年度には、

LC/MS を用いる定量法の精度につい

て調べるため、具体的な試験法として

食 品 添 加 物 ス テ ビ オ ー ル 配 糖 体

（ Steviol glycosides from Stevia 
rebaudiana Bertoni）の JECFA（the 
Joint FAO/WHO Expert Committee 
on Food Additives）規格 1)の Method 
of assay（定量法）として記載されてい

る溶媒グラジェントによる LC/MS条件

を参照し、LC/MS による絶対検量線法

及び内標準法による分析精度について

調べた。今年度は、同様にしてステビオ

ール配糖体のアイソクラティック

LC/MS 条件による絶対検量線法及び内

標準法による分析精度について調べた。 
 
B. 研究方法 

本研究では、ステビア抽出物のアイ

ソクラティック LC/MS 定量条件によ

り得られたピーク面積から、絶対検量

線法及び内標準法で定量計算を行い、

液体クロマトグラフィー紫外吸光光度

検出（LC/UV）によるピーク面積を用い

た場合と比較した。また、令和元年度に

実施した溶媒グラジェントによる

LC/MS 条件での検討結果と比較した。 
 
1. 試料及び試薬 
 ステビオール配糖体の食品添加物製

品は、主にステビオシド又はレバウジ

オシド A を含有するが、本研究では、

主にレバウジオシド A を含有する（成

績書記載レバウジオシド A：97.6%、

乾燥減量 0.5%）1 社 1 製品を用い

た。 
 ステビオール配糖体標品として、レ

バウジオシド A 及びステビオシドの市

販試薬（富士フイルム和光純薬製の［食

品分析用］を用いた。ステビオシド市販
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試薬は内標準物質としても用いた。 
 標準原液及び標準液の調製にはアセ

トニトリル［高速液体クロマトグラフ

ィー用］（富士フイルム和光純薬製）を

用いた。 
 
2. 装置 

グラジェント条件での研究と同じ装

置を用いた。 
島津製作所製 LCMS-2020 システ

ム（送液ユニット：LC20AD、オンライ

ンデガッサ：DGU-20A3R、カラムオー

ブン：CTO-20AC、オートサンプラー：

SIL-20ACHT、システムコントローラ：

CBM-20A、フォトダイオードアレイ検

出器：SPD-M20A、MS：LCMS-2020） 
 
3. 標準原液、標準液及び内標準液の調製 

グラジェント条件での研究と同じ方

法で調製した。具体的には下記の通り

である。 
標準原液：レバウジオシド A 及びス

テビオシドの標品を約 50 mg ずつ精密

に量りとり、それぞれ水・アセトニトリ

ル混液（7：3）で 100 mL に定容し、

各標準原液とした（500 µg/mL）。 
標準液：レバウジオシド A 及びステ

ビオシドの標準原液 1 mL ずつを正確

に量り、水・アセトニトリル混液（7：
3）を加えて 25 mL に定容し、混合標

準液とした（20 µg/mL）。 
検量線用標準液：混合標準液を正確

に量り、各標品の濃度が 1、5、10 及び

20 µg/mL になるようにそれぞれ水・ア

セトニトリル混液（7：3）を加えて正

確に希釈し、濃度 4 点の検量線用標準

液を調製した。 
内標準液：ステビオシドの標準原液 1 

mL を正確に量り、水・アセトニトリル

混液（7：3）を加えて 25 mL に定容し、

内標準液とした（20 µg/mL）。 
試料原液：試料約 10 mg をビーカー

に精密に量り、約 15 mL の水・アセト

ニトリル混液（7：3）を加え、超音波処

理により試料を溶解した後、20mL メ

スフラスコに移し、ビーカーの内壁を

水・アセトニトリル混液（7：3）で洗っ

て合わせた後定容した（試料 500 
µg/mL）。この液 1 mL を正確に量り、

水・アセトニトリル混液（7：3）を加え

て 25 mL に定容し、試料原液とした（試

料 20 µg/mL）。 
試料液：試料原液 5.0 mL と内標準液

5.0 mL をそれぞれ正確に量り、混合し

た液を試料液とした（試料 10 µg/mL）。 
 
4. LC/MS の条件 

ステビア抽出物のアイソクラティッ

ク LC/MS 定量条件として、適切な条件

を検討し、最終的に以下の条件で行っ

た。注入量は、予備検討により検量線で

直線性が得られる範囲及びレバウジオ

シドＡとステビオシドのピーク分離を

考慮し、グラジェント条件の 2 µL から

1 µL に変更した。また、SIM での選択

イオンはスキャン測定結果に基づき選

択した。 
LC 条件 
・カラム Inertsil ODS-3（150 mm×

2.1 mm、3 µm、GL Sciences 製） 
・カラム温度 40℃ 
・流速 0.3 mL/分 
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・注入量 1 µL 
・移動相：0.1 vol%ぎ酸水溶液／0.1 
vol%ぎ酸含有アセトニトリル溶液（7：
3） 
検出条件 
MS： 
・イオン化法 ESI(-) 
・測定モード スキャン（確認時、m/z 
500～1050）及び SIM（定量時、表 1） 
 スキャン測定により得られた MS ス

ペクトル（図１）を基に SIM に用いる

イオンを選択した。m/z 803 はレバウ

ジオシド A とステビオシド両方で認め

られ、アイソクラティック条件で両化

合物のピーク保持時間が近い本研究で

は、SIM に使用しないこととした。 
UV :210 nm 
 同一測定について MS と UV での検

出を行った。試料液は、各６回の繰返し

測定を行った。 

 

5. 標準液の分析におけるピーク形状、

ピークの選択性、検出感度 
 LC/MS 及び LC/UV の混合標準液の

測定結果で観察されるレバウジオシド

A とステビオシドのピーク形状、ピー

クの選択性及び検出感度について調べ

た。 
 
6. 試料中のレバウジオシド A の定量 

データの解析は、グラジェント条件

での研究と同様にして行った。 
試料中のレバウジオシド A の定量は、

LC/MS 及び LC/UV の測定結果で得ら

れるピーク面積を基に、絶対検量線法

及び内標準法で行った。 
絶対検量線法では、検量線用標準液

の濃度４点の内、直線性の得られる範

囲の濃度を用いて検量線を作成した。

試料液におけるレバウジオシド A のピ

ーク面積と検量線の式とから、試料液

中のレバウジオシド A の濃度を求め、

乾燥物換算を行い、試料中のレバウジ

オシド A 含量を算出した。 
内標準法では、検量線用標準液にお

けるピーク面積から、内標準ステビオ

シドのピーク面積に対するレバウジオ

シド A の面積の比を求め、関係線を作

成した。検量線用標準液の濃度４点の

内、直線性示す範囲の濃度少なくとも

３点を用いて関係線を作成した。試料

液における内標準ステビオシドに対す

るレバウジオシド A のピーク面積比と

関係線の式とから、試料液中のレバウ

ジオシド A の濃度を求め、乾燥物換算

を行い、試料中のレバウジオシド A 含

量を算出した。 
 
7. 定量精度 

レバウジオシド A の定量法として

LC/MS での絶対検量線法、内標準法、

LC/UV での絶対検量線法、内標準法を

実施し、各方法での６回繰り返し測定

時のレバウジオシド A 含量の相対標準

偏差（RSD）（％）を求め、精度につい

て調べた。 
 
C. 結果及び考察 
1. 標準液の分析におけるピーク形状、

ピークの選択性及び検出感度 
LC/MS の絶対検量線法、内標準法、
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LC/UV の絶対検量線法、内標準法で標

準液を分析し、各方法でのレバウジオ

シド A 及びステビオシドの検出結果か

ら、ピーク形状、ピークの選択性、検出

感度について調べた。 
図 2 に結果を示すように、ピーク形

状は、レバウジオシド A 及びステビオ

シド共に、LC/UV より LC/MS の方が

シャープであり、良好であった。 
ピークの選択性は、LC/UV では、ス

テビオシドとレバウジオシド A の様に

保持時間が近い場合は、ピークの分離

が重要となる。一方、LC/MS では、m/z 
803 では両化合物が検出されるため分

離が重要となるが、レバウジオシド A
は m/z 965、ステビオシドは m/z 641
で検出した場合は、それぞれ対象化合

物のピークのみが検出され、選択性は

良好であった。 
検出感度として S/N 比（5 及び 10 

µg/mL（試料導入量がグラジェント条

件の場合は 2 倍の 2 µL であったため、

試料導入総量としては、それぞれグラ

ジェント条件での 2.5 及び 5 µg/mL に

相当））を求めたところ、LC/MS では、

レバウジオシド A（m/z 965）で 332 及

び 662、ステビオシド（m/z 641）で 256
及び 542 であった。また、レバウジオ

シド A（m/z 1011、[M + HCOO]-）で

392 及び 918、ステビオシド（m/z 849、
[M + HCOO]-）で 793 及び 1380 であ

った。一方、LC/ UV では、レバウジオ

シド A（210 nm）で 0.2 及び 1.7、ス

テビオシド（210 nm）で 0.3 及び 2.1
であった。LC/MS での S/N 比は LC/UV
での S/N 比の 250 倍以上であった。

LC/MS での S/N 比は、グラジェント条

件の場合と同程度であったが、LC/UV
での S/N 比は、グラジェント条件の場

合の約 7 分の 1 であり、そのため、ア

イソクラティック条件では LC/MS と

LC/UV での S/N 比の差がより大きか

った。 
各分析方法での測定時の検出限界及

び定量下限の値を算出した結果を表 2
に示す。検出限界及び定量下限を S/N
比の値を基に S/N=3 及び S/N=10 相当

として求めたところ、 LC/MS では

LC/UV の 250 分の１以下の値となっ

た。一方、6 回繰り返し測定を行い、日

本産業規格（JIS）高速液体クロマトグ

ラフィー通則 2)及び高速液体クロマト

グラフィー質量分析計通則 3）の確率的

手法を参考に、測定値の標準偏差（σ）

に倍率 t（4.03）を掛け、濃度に換算し

た値を検出限界とし、定量下限を検出

限界の 3 倍として求めたところ、

LC/MS では LC/UV より低値となり、

LC/UV の 4 分の１以下となった。今回

の分析法で、LC/MS は LC/UV より S/N
比が 250 倍以上と非常に良好であった

が、精度を考慮した検出限界、定量下限

の差は LC/MS と LC/UV で 4～6 倍で

あった。 
 

2. 試料中のレバウジオシド A の定量 
LC/MS での検量線（m/z 965）及び

関係線（m/z 965/ m/z 641）はレバウジ

オシド A 標品の濃度 3 点（1~10 µg/mL
及び 5~20 µg/mL）により、LC/UV で

の検量線及び関係線はレバウジオシド

A 標品の濃度 3 点（5~20 µg/mL）によ
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り直線性が得られ、それぞれ R2 は

0.9985 及び 0.9994 と 0.9705 であり、

これら範囲の検量線及び関係線を定量

計算に用いた。R2 は、グラジェント条

件での結果と比較し、LC/MS ではより

高値となったが、LC/UV では低値とな

った。定量の結果（表 3）、LC/MS での

絶対検量線法（m/z 965）、内標準法（m/z 
965/ m/z 641）から算出したレバウジ

オシド A の含量（％）は、1~10 µg/mL
の検量線及び関係線を用いた場合はそ

れぞれ 85.6 及び 90.5%、5~20 µg/mL
の検量線及び関係線を用いた場合はそ

れぞれ 86.7 及び 94.2％であった。表 3
には、LC/MS の m/z 1011/ m/z 849 を

用いた場合の定量値も示したが、

LC/MS の m/z 965/ m/z 641 と定量値

はほぼ同じであり、精度はより良好で

あった。LC/UV での絶対検量線法、内

標準法から算出したレバウジオシド A
の含量（％）は、5~20 µg/mL の検量線

及び関係線（アイソクラティック条件

では、グラジェント条件の場合より感

度が低く 1 µg/mL でのピーク検出がで

きなかったため 5 µg/mL 以上を使用）

を用いて算出し、それぞれ 77.5 及び

63.8%と LC/MS より低い値となった。   
本研究のアイソクラティック条件で

の定量結果を、令和元年度のグラジェ

ント条件での定量結果と比較した。そ

の結果、LC/MS の場合は、グラジェン

ト条件の場合より絶対検量線法と内標

準法との値の差が大きく、絶対検量線

法ではグラジェント条件の場合より低

かった。内標準法の場合はグラジェン

ト条件の場合とおよそ同程度であった

が、検量線等の濃度範囲により 4%程度

値が異なり、適切な濃度範囲の検量線

等を用いることが重要であることが示

された。今回の分析では 5~20 µg/mL の

検量線等を用いれば、グラジェント条

件の LC/UV 内標準法の定量値 95.1%
に近い値となった。今回のアイソクラ

ティック条件の LC/UV の場合は、絶対

検量線法、内標準法での定量値はそれ

ぞれグラジェント条件の場合の 82%及

び 67%と低値となった。 
 

3. 定量精度 
LC/MS での絶対検量線法、内標準法、

LC/UV での絶対検量線法、内標準法で

の６回繰り返し測定時の定量精度とし

て、各方法での相対標準偏差（RSD）

（％）を求めた。その結果（表 3）、
LC/MS の絶対検量線法、内標準法での

RSD は、1~10 µg/mL の検量線（m/z 
965）及び関係線（m/z 965/ m/z 641）
を用いた場合はそれぞれ 1.1 及び 1.8%、

5~20 µg/mL の検量線（m/z 965）及び

関係線（m/z 965/ m/z 641）を用いた場

合はそれぞれ 1.1 及び 2.0％であった。

LC/MS の m/z 1011 を用いた場合の精

度は、絶対検量線法では m/z 965 を用

いた場合とほぼ同じであったが、内標

準法（m/z 1011/ m/z 849）では数倍良

い精度が得られた。LC/UV での絶対検

量線法、内標準法の RSD は、それぞれ

5.9 及び 11.0%であった。 
本研究のアイソクラティック条件で

の結果を、令和元年度のグラジェント

条件での結果と比較した結果、LC/MS
の場合は、精度は同程度か少し良好に
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なった。LC/UV の場合は、精度は許容

範囲ではあるもののグラジェント条件

より低下した。 
 
D. 結論 

食品添加物公定書の一般試験法の 1
つとして、濃度測定を目的とした

LC/MS を導入することを想定し、分析

精度について調べた。今年度は、令和元

年度のグラジェント条件での検討と同

様にして、ステビオール配糖体のアイ

ソクラティック LC/MS 条件での分析

法について、絶対検量線法及び内標準

法により検討を行った。その結果、

LC/MS では選択性が高く S/N 比も良

好であり、σ値を基にして求めた検出

限界や定量下限値も、LC/MS の方が

LC/UV より 4～6 倍検出感度が高い結

果となった。また、グラジェント条件で

の定量結果と比較したところ、LC/UV
では、精度は許容範囲ではあるものの

低く、定量値も低かった。LC/MS の場

合は、精度は同程度か少し良好であっ

たが、定量値はグラジェント条件より

低い傾向が見られ、特定のイオンを用

いた場合のみ同程度の定量値となった。

アイソクラティック条件での分析は、

多検体の迅速分析に有用であるが、高

い真度や精度を求める場合は、適切な

イオンや適切な濃度範囲の検量線等を

用い、ピーク分離、精度及び定量値をグ

ラジェント条件の場合と比較し、より

良好な条件を選択すべきであることが

示唆された。 
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表 1  SIM モード測定時の検出イオン条件 

検出イオン（m/z） 検出時間

（分） 
化合物 保持時間  

（分） 
定量用 1 定量用 2 

965 1011 0～20 レバウジオシド A 4.9 

641 849 0～20 ステビオシド 5.2 
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表 2 各化合物の検出限界及び定量下限 
1) 

 検出限界(S/N=3) 定量下限((S/N=10) 
溶液濃度 
(µg /mL) 

溶液濃度 
(µg /mL) 

レバウジオシド A（LC/MS） 
(m/z 965) 

0.045 0.15 

レバウジオシド A（LC/MS） 
(m/z 1011) 

0.33 0.11 

レバウジオシド A（LC/UV） 17 57 
ステビオシド（LC/MS） 

(m/z 641) 
0.055 0.18 

ステビオシド（LC/MS） 
(m/z 849) 

0.022 0.072 

ステビオシド（LC/UV） 15 49 
2) 

 検出限界* 定量下限** 
溶液濃度 
(µg /mL) 

溶液濃度 
(µg /mL) 

レバウジオシド A（LC/MS） 
(m/z 965) 

0.5 1.4 

レバウジオシド A（LC/MS） 
(m/z 1011) 

0.4 1.1 

レバウジオシド A（LC/UV） 2.7 8.1 
ステビオシド（LC/MS） 

(m/z 641) 
0.5 1.6 

ステビオシド（LC/MS） 
(m/z 849) 

0.6 1.8 

ステビオシド（LC/UV） 2.4 7.3 
*検出限界：日本産業規格（JIS）の通則 2), 3)を参考に、６回繰り返し測定値の標準偏差

（σ）に 4.03 を掛け、濃度に換算した。 
**定量下限：検出限界の 3 倍として求めた。 
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表 3  LC/MS を用いたレバウジオシド A 定量値と精度 
 検量線標準液 

採用濃度

(µg/mL) 

1, 5, 10 
(µg/mL) 

5, 10, 20 
(µg/mL) 

 R2 0.9985 0.9994 
 

レバウジオシド A 
（LC/MS(m/z 965), 絶対検量線法） 

定量値 
(%) 

85.6 86.7 

精度 
(RSD%) 

1.1 1.1 

 
レバウジオシド A 

（LC/MS(m/z 965/m/z 641),内標準法） 

定量値 
(%) 

90.5 94.2 

精度 
(RSD%) 

1.8 2.0 

 R2 0.9979 0.9990 
 

レバウジオシド A 
（LC/MS(m/z 1011), 絶対検量線法） 

定量値 
(%) 

85.1 86.4 

精度 
(RSD%) 

0.71 0.71 

 
レバウジオシド A 

（LC/-MS(m/z 1011/ m/z 849),内標準法） 

定量値 
(%) 

91.6 95.9 

精度 
(RSD%) 

0.46 0.50 

 検量線標準液 
採用濃度

(µg/mL) 

 1,5, 10,  
(µg/mL) 

5, 10, 20 
(µg/mL) 

 R2 - 0.9705 
レバウジオシド A 

（LC/UV, 絶対検量線法） 
定量値 

(%) 
- 77.5 

精度 
(RSD%) 

- 5.9 

レバウジオシド A 
（LC/UV,内標準法） 

定量値 
(%) 

- 63.8 

精度 
(RSD%) 

- 11.0 
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1)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                           
2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                           
 

 
図 1 レバウジオシド A 及びステビオシド混合標準液（各 25 µg/mL）の 

レバウジオシド A 及びステビオシドの LC/MS 測定時の MS スペクトル 
1) 保持時間 4.9 分のピーク 1 (レバウジオシド A)  
2) 保持時間 5.2 分のピーク 2 (ステビオシド)  
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1) 
 
 
 
 
 
 
                
2)  
 
 
 
 
 
 
 
3)  
 
 
 
 
 
 
 
4) 
 
 
 
 
 
               保持時間（分） 

図 2 レバウジオシド A 及びステビオシド混合標準液（各 10 µg/mL） 
のクロマトグラム 

1) LC/MS m/z 965（SIM）、2) LC/MSm/z 641（SIM）、 
3) LC/MS m/z 803（SIM）、4) LC/UV 210 nm 

1: レバウジオシド A、2: ステビオシド 
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