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緒　　　　　言

食品添加物は、原則として、厚生労働大臣が安全性と有
効性を確認して指定した「指定添加物」以外は使用するこ
とができず、さらに、これらには使用してよい食品や使用
量などの基準が定められている1）。合成着色料であるター
ル色素は加工食品に広く使用されており、現在、指定添加
物として赤色 3 号、青色 1 号など 12 種類（以下、指定色素）
が認められている。しかし、輸入食品においては、指定色
素の使用が認められていない食品からの検出、海外では食
品添加物として許可されているが日本では許可されていな
いタール色素（以下、指定外色素）の検出といった違反事
例が報告されている2）。

指定色素の試験法3）は国から通知されているが、たらこ
等の高タンパク食品ではキサンテン系色素（赤色 3 号、赤
色 104 号及び赤色 105 号）の検出が困難であることから、
その対処法が検討されており4-7）、筆者らも古賀らの方法7）

を参考とした固相抽出カラムを用いた食用タール色素試験
法を報告した8）。しかし、本法で測定対象としたのは指定
色素のみであり、指定外色素は対象としていない。国産、
輸入を問わず、食品中の食用タール色素を試験するには、
指定色素に加え、指定外色素も同時に試験可能な試験法が
有用であることから、今回、前報8）の試験法を改良し、測
定対象を指定色素 12 種類及び違反事例の多い指定外色素
6 種類とする試験法を開発したので報告する。

方　　　　　法

１．試料
札幌市内でタール色素使用の表示がない 13 食品（アイ

スクリーム（ラクトアイス）、厚揚げかまぼこ、いちご、
ウインナー、オレンジゼリー、魚肉ソーセージ、すじこ、
タコ燻製、たらこ、漬物（セロリ）、生ラーメン、ビーフ
ジャーキー、焼き菓子）及び赤色 102 号使用の表示がある
鯨ベーコンの計 14 食品を購入した。アイスクリーム（ラ
クトアイス）はそのまま、その他の食品はフードプロセッ
サーで均一化し、試料とした。
２．色素標準品

指定色素 12 種類：青色 1 号（B1）、青色 2 号（B2）、赤
色 2 号（R2）、赤色 3 号（R3）、赤色 102 号（R102）、赤色
104 号（R104）、赤色 105 号（R105）、赤色 106 号（R106）、
黄色 4 号（Y4）、黄色 5 号（Y5）及び緑色 3 号（G3）は三
栄化学工業（株）製、赤色 40 号（R40）は和光純薬工業（株）
製を用いた。

指定外色素 6 種類：アゾルビン（AZO）及びオレンジⅡ
（OR Ⅱ）は和光純薬工業（株）製、キノリンイエロー（QY）
は SIGMA-ALDRICH 社製、パテントブルー V（PBV）、
ファストレッド E（FR）及びブラック PN（BPN）は東京
化成工業（株）製を用いた。
３．標準溶液

各標準品 10 mg を正確にはかり採り、 水に溶解して 
1,000 mg/L としたものを標準原液とした。各標準原液 1 mL
を採り、混合した後、水で希釈して 50 mg/L としたものを
混合標準原液とした。混合標準原液を水で希釈し、5 mg/L 
としたものを添加用混合標準溶液とした。添加用混合標
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準溶液を水で適宜希釈して、0.25 mg/L、0. 5 mg/L 及び
0.75 mg/L としたものを検量線作成用標準溶液とした。
４．試薬等

試薬：アンモニア水（28％）及び酢酸アンモニウムは富
士フイルム和光純薬（株）製特級、水は関東化学（株）製高速
液体クロマトグラフィー用、アセトニトリル、エタノール
及びメタノールは関東化学（株）製残留農薬試験用を用いた。

固相抽出カラム：Agilent Technologies 社製 Mega BE-
C18（1 g/6 mL）（以下、C18 ミニカラム）をアセトニト
リル 5 mL、次いでアセトニトリル - エタノール - 水

（4：3：3）混液 5 mL でコンディショニングした後、用いた。
ジーエルサイエンス（株）製InertSep MA-2（500 mg/6 mL）

（以下、MA-2 ミニカラム）をメタノール 5 mL、次いで水
5 mL でコンディショニングした後、用いた。
５．HPLC 条件

HPLC は（株）島津製作所製 SPD-20A 紫外可視分光光度
計付き LC-20AB 高圧グラジエントシステムを用い、分析
カラムはジャスコエンジニアリング（株）製J-Pak Wrapsil 
C18（4.6 × 250 mm、5μm）を用いた。カラム温度は
40℃、移動相は 10 mmol/L 酢酸アンモニウム溶液（A 液）
及びアセトニトリル（B 液）のグラジエント溶出とし、グ
ラジエント条件は B 濃度 4％（0 min）→ 23％（38 min）
→ 54 ％（65 min） → 95 ％（66 min） → 95 ％（76 min）、
流速は 1 mL/min、サンプルクーラーは 20℃、注入量は
20μL に設定した。測定波長は、430 nm（Y4、Y5、OR Ⅱ、
QY）、530 nm（R2、R3、R40、R102、R104、R105、R106、
AZO、FR）、580 nm（BPN）、630 nm（B1、B2、G3、
PBV）とした。
６．試験溶液の調製

試験溶液調製法を図 1 に示した。
１）抽出
ａ）アイスクリーム（ラクトアイス）以外の場合

試料 5 g をはかり採り、エタノール - 水（6：4）混液
30 mL を加え、70℃の水浴中で時々かくはんしながら 15 分
間加温した後、遠心分離（3,000 rpm、5 分間）し、上澄液
を採った。残留物にアンモニア水 - エタノール - 水

（1：60：39）混液 30 mL を加え、70℃の水浴中で時々か
くはんしながら 15 分間加温した後、遠心分離（3,000 rpm、
5 分間）し、上澄液を採る操作を 2 回繰り返した。得られ
た各上澄液を合わせ、水で 100 mL に定容し、抽出液とした。
ｂ）アイスクリーム（ラクトアイス）の場合

試料 5 g をはかり採り、エタノール - 水（9：1）混液
30 mL を加え、70℃の水浴中で時々かくはんしながら 15 分
間加温した後、アンモニア水 - エタノール - 水（1：90：9）
混液で 100 mL に定容し、抽出液とした。
２）精製

抽出液 20 mL を採り、アセトニトリル - 水（4：1）混
液 20 mL（生ラーメンはアセトニトリル 20 mL）を加えて
1 分間激しく振とうした後、遠心分離（3,000 rpm、5 分
間）した。得られた上澄液を C18 ミニカラムに負荷した後、

アセトニトリル - エタノール - 水（4：3：3）混液 5 mL
を注入し、負荷液を含む全溶出液を採った。溶出液を約
15 mL まで減圧下濃縮した後、MA-2 ミニカラムに負荷し、
水 5 mL、次いでメタノール 5 mL を注入し、流出液は捨
てた。アンモニア水 - メタノール（1：9）混液 6 mL を注
入し、溶出液をあらかじめ水 1.5 mL 加えた容器に採った
後、溶出液を減圧下濃縮し、水で 2 mL としたものを試験
溶液とした。
７．定量

各検量線作成用標準溶液 20μL を HPLC に注入し、得ら
れたピーク面積により検量線を作成した。試験溶液も同様
に HPLC に注入し、得られたピーク面積から絶対検量線
法により各色素の回収率を算出した。
８．添加回収試験

試料に添加用混合標準溶液 1 mL（各色素 1 mg/kg 相当
濃度）を添加し、30 分間放置したものについて回収試験
を行った。試行回数は、無添加試料 1 回及び添加試料 3 回
で行った。

図１　試験溶液調製法
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結 果 と 考 察

１．HPLC 条件の検討
18 種類の色素を測定するための HPLC 条件を検討した。

移動相は、通知法3）で使用されている 10 mmol/L 酢酸アン
モニウム溶液（A 液）及びアセトニトリル（B 液）のグラ
ジエント溶出とし、分析カラムについてジャスコエンジニ
アリング（株）製J-Pak Wrapsil C18（4.6 × 250 mm、5μm）
及び関東化学（株）製Mightysil RP-18GP（4.6 × 250 mm、
5μm）を比較検討した。その結果、各色素の分離がより良
好であった J-Pak Wrapsil C18 を選択した。グラジエント

条件については、各色素の分離状況を考慮してB濃度が4％
～54％の濃度勾配を 65 分間で行い、その後 95％でカラム
を洗浄する条件とした。また、測定波長については、各色
素の紫外可視吸収スペクトルから、430 nm で黄色系色素

（Y4、Y5、OR Ⅱ、QY）、530 nm で赤色系色素（R2、R3、
R40、R102、R104、R105、R106、AZO、FR）、580 nm で
黒色系色素（BPN）、630 nm で青色系色素（B1、B2、G3、
PBV）を測定することとした。色素 18 種類の HPLC クロ
マトグラムを図 2 に示した。なお、各色素の検量線はいず
れも相関係数 0.997 以上が得られ、検出下限値は 10 ng で
あった。

図２　色素 18 種類の HPLC クロマトグラム
標準溶液濃度：0.5 mg/L
注入量：20μL
430 nm、530 nm、580 nm、630 nm：測定波長
QY1、QY2、QY3、QY4：QY の 4 異性体の各ピーク
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２．抽出条件の検討
試料から各色素を抽出する方法について、各色素 100μg

を添加したたらこ試料 5 g を用いて検討した。前報8）では、
抽出溶媒として 0.3％アンモニア含有 60％エタノールを用 
い、70℃の水溶中で時々かくはんしながら 20 分間加温す
る操作を 2 回繰り返して抽出している。そこで、この操作
法を参考にしてアンモニア水 - エタノール - 水（1：60：39）
混液を用いて 70℃の水浴中で時々かくはんしながら 15 分
間加温して抽出する操作を 3 回繰り返し、回収率を確認し
た。その結果を図 3 に示した（抽出条件 A）。3 回の合計
回収率は、R102 が 45％、BPN が 5％と低回収率であった
が、他の色素は 70％以上であった。次に、溶媒をエタノー
ル - 水（6：4）混液に替えて同様に操作したところ、R102
及び BPN の回収率は各々 83％及び 70％と向上したが、
R105 が 38％と低かった（図 3 抽出条件 B）。そこで、上
記両抽出溶媒を組み合わせて抽出する方法を検討した。 
1 回目の抽出にアンモニア水 - エタノール - 水（1：60：39） 
混液を用いたところ、2 回目及び 3 回目をエタノール - 水

（6：4）混液としても R102 の回収率は 48％、BPN は 7％
と低く、1 回目の溶媒としてアンモニア水 - エタノール -

水（1：60：39）混液は適していないと思われた（図 3 抽出

条件 C）。R105 は抽出条件 A、B 及び C の結果から、ア
ンモニア水 - エタノール - 水（1：60：39）混液での抽出
が必須であるが、1 回では不十分で 2 回以上の抽出が必要
と考えられた。そこで、1 回目の溶媒としてエタノール -

水（6：4）混液、2 回目及び 3 回目にアンモニア水 - エタ
ノール - 水（1：60：39）混液を用いて抽出を行ったとこ
ろ、すべての色素について 80％以上の回収率を得ること
ができた（図 3 抽出条件 D）。以上の結果から、抽出条件 D
を採用した。しかし、アイスクリーム（ラクトアイス）試
料を抽出条件 D で抽出すると前報8）同様に抽出液が乳濁
し、固相抽出カラム精製で目詰まりして精製困難となった。 
そこで、1 回目の抽出溶媒をエタノール - 水（9：1）混液、 
2回目及び3回目をアンモニア水-エタノール-水（1：90：9） 
混液として検討した。その結果、抽出液は乳濁せず、精製
操作についても問題なく行うことが可能であった。また、
添加回収試験の結果も各色素の回収率は 79％以上と良好
であった。色素は 1 回目の抽出操作で目視上すべて抽出さ
れていたことから、実際の操作は、エタノール - 水（9：1）
混液 30 mL で抽出し、2 回目及び 3 回目の抽出溶媒である
アンモニア水 - エタノール - 水（1：90：9）混液により定
容する方法を採用した。

図３　各抽出条件における色素の回収率の比較
試料：たらこ 5 g
色素の添加濃度：20μg/g
抽出温度及び時間：70℃、各 15 分間
抽出溶媒：アンモニア有；アンモニア水 - エタノール - 水（1：60：39）混液
　　　　　アンモニア無；エタノール - 水（6：4）混液
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３．除タンパク質の検討
たらこ試料の抽出液をそのままミニカラム精製すると目

詰まりが生じ、精製が困難となった。最初、抽出液は含水
エタノールであることから、析出した低極性夾雑物が目詰
まりを起こすと考え、ジエチルエーテル - 石油エーテル

（1：1）混液で抽出液を洗浄して低極性夾雑物を除去した
が、目詰まりは解消されなかった。そこで次に、抽出液中
に含まれるタンパク質等の夾雑物に注目し、有機溶媒を加
えてタンパク質を変性、沈殿させて精製する方法6）を検討
した。抽出液 20 mL を遠沈管に採り、等量のアセトニト
リルを加えて 1 分間振とうした後、遠心分離（3,000 rpm、
5 分間）したところ、沈殿物が認められた。この沈殿物に
色素の沈着はほとんど認められず、抽出液は操作前より
も透明となった。得られた上澄液を C18 ミニカラム、引
き続き MA-2 ミニカラムで精製したところ、目詰まりせ
ず、自然落下による精製が可能であったことから、アセト
ニトリルによる除タンパク操作を行うこととした。しか
し、焼き菓子など試料によっては目詰まりが生じたことか
ら、各試料を用い、除タンパク操作で加える溶媒を検討し
た。血しょうに対する除タンパク操作では、有機溶媒を試
料に対して 1 倍から 4 倍容、すなわち、最終有機溶媒濃度
が 50％～80％となるように加えるが、血しょう 1 mL あた
り有機溶媒 2 mL（最終有機溶媒濃度 67％）以上を加える
とほぼ 100％の除タンパク効果を示すと報告されている9）。
そこで、加える溶媒としてアセトニトリル（最終有機溶媒
濃度約 80％）及びアセトニトリル - 水（4：1）混液（同
約 70％）について比較した。その結果、アセトニトリル -

水（4：1）混液は生ラーメンを除いてミニカラムの目詰ま
りを生じることがなく、生ラーメンについては、アセトニ
トリルでは目詰まりが認められなかった。これらのことか
ら、アセトニトリル - 水（4：1）混液を除タンパク操作の
溶媒として選択し、生ラーメンについてはアセトニトリル
とすることで、すべての試料で自然落下によるミニカラム
精製が可能となった。
４．固相抽出カラムによる精製の検討

前報8）では、脂質の少ない食品については抽出液を減圧
下濃縮した後に、脂質の多い食品に対してはジエチルエー
テル - 石油エーテル（1：1）混液による脱脂操作を行い、
減圧下濃縮した後に弱陰イオン交換性である MA-2 ミニ
カラムによる精製を行っていた。しかし、脱脂操作におい
て、抽出液とジエチルエーテル - 石油エーテル（1：1）混
液との分離を良くするために抽出溶媒に応じた水の添加が
必要であり、また、抽出液を減圧下濃縮する際には泡立ち
の発生や突沸が起きやすいことから、濃縮操作に時間を要
していた。そこで今回は、脱脂及び低極性夾雑物の除去を
C18 ミニカラムで行うこととした。カラム精製することに
より、抽出液を減圧下濃縮する際の突沸抑制効果10-12）も
期待できた。抽出溶媒であるエタノール - 水（6：4）混液
30 mL 及びアンモニア水 - エタノール - 水（1：60：39）
混液 60 mL を混合し、水で 100 mL に定容した後、20 mL

採り、アセトニトリル - 水（4：1）混液 20 mL を加えて
混和した。この溶液に混合標準原液 1 mL（各色素 50μg）
を添加し、C18 ミニカラムに負荷した後、負荷液の溶媒
組成とほぼ同じ組成のアセトニトリル - エタノール - 水

（4：3：3）混液 5 mL を注入した。負荷液を含む全溶出液
を採り、各色素の回収率を算出した結果、AZO は 80％で
あったが、他の色素は 89％～105％であり、良好な回収率
が得られた。また、同様に、アイスクリーム（ラクトアイス）
試料の抽出溶媒であるエタノール - 水（9：1）混液 30 mL
にアンモニア水 - エタノール - 水（1：90：9）混液を加え
て 100 mL に定容し、その後の操作を上記と同様に行った
場合の回収率は、BPN が 84％であったが他の色素は 92％
～100％と良好であった。試料抽出液を C18 ミニカラムで
精製すると、カラム上部には夾雑物が保持されていること
が目視で確認できたことから、本操作は低極性夾雑物の除
去に有効であると考えられた。また、溶出液の減圧下濃縮
時には、泡立ちの発生や突沸が起こりにくく、濃縮操作の
時間短縮につながった。以上の結果から、除タンパク操作
の上澄液を C18 ミニカラムに負荷し、引き続きアセトニト
リル - エタノール - 水（4：3：3）混液 5 mL で溶出する
こととした。

次に、指定外色素の MA-2 ミニカラムからの溶出状況
を確認した。前報 8）では、MA-2 ミニカラムの溶出液を 1％
アンモニア含有メタノールとしているが、予備検討におい
て溶出が遅い色素が認められたことからアンモニア水 - メ
タノール（1：9）混液を用いることとした。そこで、指定
色素についても併せて溶出状況を確認した。MA-2 ミニカ
ラムに混合標準原液 1 mL を負荷した後、水 5 mL、メタ
ノール 5 mL を注入し、その後、アンモニア水 - メタノー
ル（1：9）混液 1 mL ずつを注入して各画分中の色素を確
認した。その結果、水画分及びメタノール画分には各色素
の溶出は認められず、アンモニア水 - メタノール（1：9）
混液の 6 mL 画分までに各色素が 85％～108％溶出した。以
上の検討結果から、MA-2 ミニカラム精製法として、C18
ミニカラムの溶出液を約 15 mL まで減圧下濃縮して有機溶
媒を除去した後、MA-2 ミニカラムに負荷し、水 5 mL、次
いでメタノール 5 mL で洗浄した後、アンモニア水 - メタ
ノール（1：9）混液 6 mL で溶出することとした。なお、
MA-2 ミニカラム溶出液を減圧下濃縮すると、液量が少
量になったときに R105 などの色素が一部析出して再溶解
せず、回収率が低下する事例が確認された。そこで、濃
縮時の液量確保のため、溶出液を受けるガラス器具に水
を 1.5 mL 加えておき、色素析出防止策とした。
５．試験法の性能評価

14 試料に 1 mg/kg 相当濃度の色素を添加した後、開発
した試験法により試験溶液を調製し、回収率を求めた結果
を表1に示した。回収率が60％未満であったのは、魚肉ソー
セージの B2（58％）、鯨ベーコンの B2（52％）及びたら
この B2（49％）、60％～70％はすじこの B2（63％）、R3

（68％）及び R105（64％）、たらこの BPN（68％）、漬物（セ
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ロリ）の R105（68％）、生ラーメンの B2（61％）、ビーフ
ジャーキーの R105（62％）及び BPN（60％）であり、他
は 70％以上の回収率を示した。アルカリ性の溶液中では
比較的不安定な B213）において回収率 50％程度の試料も認

められたものの、本法は食用タール色素を検出するのに十
分な性能を有していると考えられ、対象とする指定色素及
び指定外色素の一斉試験法として有用であると判断できた。

表１　食品毎におけるタール色素の添加回収試験結果

試料名
添加
濃度

（mg/kg）

回収率（％）（RSD（％））　n ＝ 3

B1 B2 R2 R3 R40 R102 R104 R105 R106

アイスクリーム
（ラクトアイス） 1 94 （1） 76（16） 95 （4） 84 （6） 94 （3） 102 （1） 88 （2） 72（11） 104 （3）

厚揚げかまぼこ 1 100 （3） 76（11） 95 （3） 81 （5） 102 （2） 99 （3） 89 （7） 78 （9） 101 （5）
いちご 1 94 （2） 88 （1） 93 （2） 85 （2） 92 （4） 98 （2） 93 （2） 84 （8） 92 （2）
ウインナー 1 101 （1） 89 （2） 103 （1） 89 （3） 102 （2） 106 （2） 91 （3） 89 （5） 105 （1）
オレンジゼリー 1 93 （3） 79（11） 93 （6） 78 （3） 88 （1） 96 （4） 85 （1） 74 （7） 95 （4）
魚肉ソーセージ 1 96 （4） 58（18） 95 （4） 76 （3） 97 （3） 100 （4） 79 （7） 74 （8） 99 （3）
鯨ベーコン 1 96 （3） 52（14） 91 （7） 82 （3） 98 （4） －* 90 （4） 83 （9） 99 （4）
すじこ 1 96 （2） 63（11） 90 （3） 68 （5） 96 （1） 89 （2） 77 （6） 64 （4） 101 （2）
タコ燻製 1 92 （3） 87 （6） 91 （2） 83 （3） 95（12） 88 （8） 87 （2） 82 （2） 96 （2）
たらこ 1 98 （3） 49（23） 93 （6） 73 （1） 94 （6） 96 （1） 75 （1） 72 （4） 102 （4）
漬物（セロリ） 1 93 （2） 70 （6） 98（10） 80 （3） 91 （6） 91 （7） 93 （3） 68（10） 94 （2）
生ラーメン 1 95 （6） 61 （5） 87 （9） 77（10） 101 （7） 88 （2） 77（14） 71（12） 98 （5）
ビーフジャーキー 1 93 （1） 85 （5） 86 （1） 80 （3） 93 （2） 79 （2） 86 （1） 62 （3） 96 （1）
焼き菓子 1 97 （3） 86 （4） 100 （1） 75 （3） 99 （7） 105 （6） 82 （5） 78 （3） 99 （3）

＊　色素使用のため未評価

試料名
添加
濃度

（mg/kg）

回収率（％）（RSD（％））　n ＝ 3

Y4 Y5 G3 AZO OR Ⅱ QY PBV FR BPN

アイスクリーム
（ラクトアイス） 1 95 （5） 96 （1） 95 （1） 95 （6） 107 （2） 95 （4） 98 （3） 92 （6） 84 （1）

厚揚げかまぼこ 1 104 （1） 99 （2） 102 （3） 102 （6） 96 （3） 98 （3） 102 （3） 102 （4） 86 （5）

いちご 1 96 （2） 88 （4） 93 （1） 94 （2） 90 （2） 96 （2） 96 （1） 90 （1） 101 （5）

ウインナー 1 100 （0） 100 （4） 98 （1） 99 （1） 96 （1） 101 （2） 100 （1） 101 （1） 92 （1）

オレンジゼリー 1 95 （4） 91 （1） 93 （4） 90 （6） 89 （4） 88 （4） 97 （4） 89 （6） 92 （3）

魚肉ソーセージ 1 96 （5） 96 （3） 97 （3） 95 （3） 92 （4） 97 （5） 96 （3） 91 （1） 89 （3）

鯨ベーコン 1 99 （3） 96 （3） 97 （4） 93 （5） 93 （3） 94 （3） 97 （2） 100 （3） 81 （4）

すじこ 1 94 （0） 93 （5） 96 （1） 97 （2） 92 （1） 92 （3） 98 （0） 96 （1） 82 （2）

タコ燻製 1 89 （2） 88 （2） 91 （4） 90 （4） 91 （2） 107 （4） 96 （1） 94（11） 79 （3）

たらこ 1 97 （4） 93 （1） 98 （4） 92 （7） 91 （2） 96 （2） 99 （3） 89 （6） 68 （3）

漬物（セロリ） 1 96 （2） 92 （5） 93 （2） 93 （4） 91 （1） 91 （2） 96 （2） 93 （3） 90 （2）

生ラーメン 1 92 （5） 96 （6） 95 （6） 88 （9） 96 （2） 93 （4） 98 （5） 89 （7） 81（15）

ビーフジャーキー 1 91 （1） 103 （2） 95 （1） 103（16） 93 （2） 89 （2） 95 （1） 89 （9） 60 （3）

焼き菓子 1 100 （4） 93 （4） 100 （3） 94 （8） 89 （3） 91 （4） 100 （3） 93 （5） 92 （2）

表１　食品毎におけるタール色素の添加回収試験結果（続き）
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