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は じ め に 

わが国の食品市場は輸入食品の占める割合が増大し，平

成 16 年ではその依存率が 60％になっている．輸入食品に

使用される添加物は，輸入元と法規制が異なることから，

食品衛生法により食品添加物として指定されていない色素，

いわゆる指定外色素が検出事例としてしばしば報告されて

いる１）．このような状況の下，食品の安全性を確保するた

めには，輸入食品をはじめとした多数の検体を正確かつ迅

速に試験して，法遵守を判断する必要がある． 
着色料の試験はペーパークロマトグラフィー（PC）ある

いは薄層クロマトグラフィー（TLC）でスクリーニング試

験を行っているところが多い．現行の衛生試験法ではTLC
が，食品衛生検査指針では許可色素に限って個々にHPLC
が試験法として示されている．PCは経済性に優れているが，

分離能が劣る点や展開に長時間を要するなどの難点がある．

一方，TLCはPCの難点を改善し、かつ操作が簡便であるこ

とや全体像が一覧して把握できることなどスクリーニング

試験として優れている．しかし，指定外色素の添加が疑わ

れる場合や検出感度に問題が生じた場合には確実性がやや

不十分で，HPLCさらにはLC/MSなどのより高度な分析法

で精査することが必要になってくる．そこで，HPLCを用

いて，指定外色素を含めた45種類の合成着色料の簡易な一

斉分析法の検討を行った．併せて従来のTLCスクリーニン

グ法を併用して系統的分析法を確立したので報告する． 
 

実 験 方 法 

１．色素標準品 
許可色素12種類及び指定外色素33種類を対象とした．表1

に供試色素名，Color Index Number（C.I.No.）等について示

した．今回は，許可着色料のうちR40は和光純薬工業（株）

製，その他は東京化成工業（株）製，指定外着色料のうち1
～3，5～8，10，13～15，19，22，24～29は東京化成工業（株）

製，9は和光純薬工業（株）製，33は関東化学（株）製，4，
12，16，17，20，30～32はSIGMA製，11，18，23はCHROMA
製，21は三栄化学工業（株）製を使用した． 

 

２．試薬  

ポリアミドは和光純薬工業（株）製カラムクロマトグラ

フ用ポリアミド C-100を，イオンペアー試薬の臭化テトラ

ブチルアンモニウム（以下TBABと略す）は東京化成工業

（株）製 IPC-TBA-Bｒを使用した．硫酸ナトリウム，酢酸

アンモニウム，アセトニトリル，メタノールは市販試薬特

級を用いた． 
 

３．色素溶液の調製 

 各色素の0.1%水溶液を色素原液とし，これを50 %エタノ

ールで適宜希釈した．TLC用には0.05 %溶液を用いた．

HPLC用には10 μg/mL溶液としたものを用いた．ただし，

27は50 μg/mL溶液を使用した． 
 

４．TLC分析 
装置：展開槽はガラス製（D5×W12×H12 cm）を使用し

た．薄層板はMERCK製TLCアルミニウムシートRP-18 

F254S（20 cm×20 cm）を，使用時に10 cm幅に切断して用

いた． 
測定条件：展開溶媒はアセトニトリル/メタノール/5 %硫

酸ナトリウム溶液（3：3：10）を用時調製し，使用した．

展開溶媒は展開槽中に少なくとも１時間以上放置して槽内

を飽和させた後，展開を行った．約7 cmまで展開したのち

風乾し，展開距離と各スポットの移動距離を測定しRf 値を

求めた． 
 

５．HPLC分析 
装置：ポンプは880-PU，検出器は870-UV，カラムオーブ

ンは865-CO，オートサンプラーはAS-2057 Plus，以上は 
日本分光（株）製，デガッサーはジーエルサイエンス（株）

製DG660B，データ処理装置は（株）島津製作所製

CHROMATOPAC C-R6Aを用いた． 
測定条件Ⅰ カラム：COSMOSIL 5C18-AR-Ⅱ（4.6 ｍｍ 

i.d.×150 ｍｍ，5 μm，ナカライテスク（株）製），カラム 
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温度：40℃，検出波長：254 nm，移動相：0.025 mol/L酢酸

アンモニウム/アセトニトリル/メタノール(7：3：1)混液に

TBAB を0.006 mol/Lの濃度となるよう加えた溶液，流速：

1.0 ｍL/min，注入量：10 μL． 
 測定条件Ⅱ 移動相：0.025 mol/L酢酸アンモニウム/アセ

トニトリル/メタノール(5：4：1)混液にTBABを0.006 mol/L
の濃度となるよう加えた溶液．その他の条件はⅠと同様と

した． 
 

６．食品中からの色素抽出及び試験溶液の調製  

衛生試験法・注解2005２）に準拠し，ポリアミド染色法に

より試験溶液を調製した．50%エタノールに溶かした溶液

をTLC及びHPLCに供した． 
 

結果及び考察 

１．TLC分析 
 スクリーニング試験として簡便性と取り扱い易さを第一

義として，薄層板は逆相系シリカゲル（RP-18）のアルミ

ニウムプレートを，展開溶媒はメタノール/アセトニトリル

/5％硫酸ナトリウム溶液(3：3：10)を用いて行うこととした．

試験は衛生試験法に記載してある方法に準じて行った．た

だし，展開距離は約7 cm，展開溶媒浸漬は約1 cmとした．

12種の許可色素溶液を用いてRf 値の室内再現精度を求め

たところ，相対標準偏差はいずれも2％以下（n=4）であり，

再現性は良好であることを確認した．ただし，展開溶媒は1
日以上放置するとRf 値が低下し，良好な再現性が得られな

かったので，調製し展開槽内を飽和後，直ちに使用する必

要があった．キサンチン系色素はこの条件では原点に留ま

り分離しないが，一次スクリーニングとしては差し支えな

いと考えた．必要時には他の条件，例えばメチルエチルケ

トン/メタノール/硫酸ナトリウム溶液の展開溶媒などで行

えばこれらは良好に分離し，確認することができる． 
 許可色素の良好な再現性の結果をうけて，指定外色素33
種について同様に試験を行った．対照としてR2，R102，R106，
Y4，Y5，B1及びG3を同時に展開した．その結果，許可色

素と指定外色素との分離は一部を除いて良好であり，スク

リーニング試験として指定外色素の添加の有無を確認する

ことが可能であると考えられた．色調及びRf 値が近似で区

別が困難だったものは，R40と4及びG3と25であった．Rf
値の結果を表2に，クロマトグラムを図1に示した． 
 

２．HPLC分析 

汎用性のある簡便で迅速な試験法の確立を目的に，測定

条件を検討することとした．また，TLCのスクリーニング

試験結果から，着色料添加の有無及びRf 値と共に色調の判

別が可能であるので，HPLCの検討はRed系，Yellow系及び 
Green/Blue系の3グループに分けて行うこととした． 

着色料のHPLC分析は，許可色素だけを対象としたもの３） 
や，指定外着色料も含めてグラジェントで一斉分析してい

るものがほとんどである４，５）．今回，簡便性と保持時間の 

表２．合成着色料の分析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
再現性に優れたアイソクラティックで検討を行った．アイ

ソクラティックで一斉分析を行うには固定相への分離選択

性の付与を増大させる必要があり，そのためにイオンペア

ー試薬を用いることが有効である．種々のイオンペアー試

薬を用いた検討が行われているが３，６，７），今回は石川ら

の報告７）を参考に，TBABを用いることとした． 

カラムは，環状多環芳香族の立体異性体分離に有効とい

われているポリメリックODSカラムが適当と考え，

Cosmosil 5C-18 AR-Ⅱ及びInertsil ODS-2を用いて比較検討

した．その結果，Inertsil ODS-2は保持が強く分析に長時間

許可 TLCの
着色料 Rf値 条件Ⅰ 条件Ⅱ

Red R2 0.86 8.9
R102 0.70 16.4

R3 0 > 60 ** 5.9
R104 0 - 13.7
R105 0 - 26.0
R106 0.06 20.8 3.5
R40 0.46 7.2

Yellow Y4 0.96 6.6
Y5 0.59 5.8

Green/Blue G3 0.23 10.3
B1 0.18 13.8(+13.2) *
B2 0.80 3.7

指定外 TLCの
 着色料 Rf値 条件Ⅰ 条件Ⅱ

Red 1 0.26 25.5
2 0.33 14.7
3 0.11 39.8 3.7 ***
4 0.45 13.1
5 0.97 15.6
6 0.28 29.2
7 0.21 46.4 4.0 ***
8 0.26 33.2
9 0.51 11.3

10 0.08 > 60 ** 4.2
11 0.36 21.5
12 0.57(+0.20) * 5.7
13 0.21 37.0
14 0 - 7.9

Yellow 15 0.54 18.2
16 0.47 9.0
17 0.16 10.6
18 0.64+0.43 * 4.3+10.7 *
19 0.07 31.7 4.8 ***
20 0.08 31.7 4.7 ***
21 0.56 7.1
22 0.18 10.3
23 0.55 11.2
24 0.45+0.38 * 4.5(+6.3)*

Green/Blue 25 0.24 5.0
26 0.01 39.9 3.7
27 0.21(+0.07) * 3.0(+9.0) *
28 0.01 > 60 ** 3.8
29 0 - 4.9
30 0.09 14.6 3.1 ***
31 0.05 31.3 4.1 ***
32 0.64 26.5
33 0.07 > 60 ** 6.2

     **　60分でも溶離しない．
    ***　クロマトグラムは示していない．

HPLCの保持時間（分）

HPLCの保持時間（分）
番号

略号

      *　スポットまたはピークが複数認められたものを表す．



東 京 健 安 研 セ 年 報 56, 2005 

 

149

を要したので，Cosmosil 5C-18 AR-Ⅱを用いて以下検討す

ることとした．移動相は，まず初めに，TBAB含有酢酸ア

ンモニウム溶液/アセトニトリル系で，その割合を7：3と7
：4で比較したところ，前者は分離に長時間かかり，後者は

逆に十分な分離が得られなかった．そこで，この系にさら

にメタノールを加えて検討を行ったところ，TBAB含有酢

酸アンモニウム溶液/アセトニトリル/メタノールが7：4：1
では分離は改善されなかったが，7：3：1で良好な分離が得

られた．TBABの濃度は0.006から0.007 mol/Lまでで比較し

たところ，0.006 mol/L で十分な分離を得ることができたの

で，TBAB濃度は0.006 mol/Lとした．以上の検討結果から

得られた測定条件での保持時間を表2に，クロマトグラムを

図2に示した．保持時間は許可色素は4回の平均値，指定外

色素は2回の平均値で示した． 
検出は紫外部吸収検出器を用い検出波長254 nmを選択

した．一斉分析では254 nmが適当と考えられたが，青色系

色素，特に27は50 μg/mL以上の濃度を必要とした．しかし，

検出波長を可視部630 nmに設定すると5倍以上感度は上昇

し，十分な検出感度を得ることができた．特に青色系では，

波長を変えることが有効であった． 
 

３．TLCとHPLCの併用による確認試験 
 TLCとHPLCを組み合わせて試験することは定性試験の

精度を上げることにもつながり有効であると考え，検討を

行った．その結果，TLCでRf が近接して判別確認できない

ものでも，HPLCで分離が可能であり確認試験として良好

な結果が得られた．逆にHPLCで保持時間が近接している

もの，例えば2と5及び17と22と23はTLCのRf 値やスポット

の色により判別することが出来た．このようにTLCとHPLC
を併用することにより，より確実な同定が可能となった． 

HPLC条件Ⅰで行ったとき，TLCで確認し難かったもの，

Red系ではR40と4，1と6と8，2と11及び7と13，Yellow系で

は16と24及び15と21と23，Green/Blue系ではG3と25と27，
B1と27，30と33及び31と33は，いずれも良く分離し，保持

時間（tR）の比較により確認試験が可能であった．TLCの
Rf 値が0.1以下のものは，条件Ⅰでは溶出に長時間かかる

か，あるいは溶出しないので，条件Ⅱで行うこととした．

キサンチン系のR3，R104，R105，R106と14は条件Ⅱで良

好な分離を示した．26と28はTLCのRf 値がいずれも0.01で
あり，HPLCの条件Ⅱで試験を行ったが，両者は完全には

分離しなかった．しかし，条件Ⅰで26はtR が39.9分である

のに対し28は60分以上かかることから，両者の判別は可能

であった． 
キノリンイエロー（17及び18）はキノリルインダンジオ

ン骨格にスルホン酸基（ナトリウム塩）が付加したもので，

その数が１個から3個までのものの混合物であることは既

に知られている８，９）．今回，色素標準品にシグマ社製のも

の（17）とクロマ社製のもの（18）を使用した．条件Ⅰで

HPLCを行ったとき，シグマ社のキノリンイエローはtR が

10.6分にピークが出現したのに対し，クロマ社のキノリン

イエローは4.3分と10.7分にピークが検出された．また，東

京化成工業（株）製のキノリンイエローもシグマ社のもの

と同一パターンを示した．これらのことについて伊藤らは，

東京化成工業（株）のキノリンイエローは，アルドリッチ

社製や米国のキノリンイエロー標準色素D&C Yellow 
No.10と同様，モノスルホン化体が主体であると言及してい

る９）．キノリンイエローの添加が疑われる場合には標準品

に注意が必要である．なおHPLCのクロマトグラム（図2）
はシグマ社製のものを示した． 

19と20については，TLCとHPLCいずれでも，両者を分離

確認することが出来なかった．19と20のHPLCについては， 
移動相を変えて行う１０）か，あるいはフォトダイオードア

レイ検出器を用いて両者のスペクトルの差異により確認す

る１１）ことが必要である． 
なお，14（ローダミンB）は，塩基性タール色素である

が，最近違反事例として挙がっている１）ので標準色素溶液

を用いたTLC及びHPLCを示した． 
 

４．市販製品への適用  

日常業務において，表示違反検体の再試験としての対応

や，添加量が少量なためTLCでは検出できなかった表示色

素の確認試験に本法を活用し，良好な結果を得ることがで

きた．また，平成16年度の外部精度管理試験（清涼飲料水

中のR102，Y4及びB1）や都区精度管理試験（醤油中のR40，
R104及び指定外色素グリーンS）に適用したところ，適正

かつ迅速に試験を行うことができ，本法が有用であること

を確認した． 
 

ま と め 

TLCとHPLCを併用して，指定外色素を含めた45種類の合

成着色料の一斉分析法を検討した．その結果，TLCでスク

リーニングを行い，Rf と色調をパターン化し，それを基に

HPLC一斉分析法を行い，その保持時間を比較することに

より効率よく確認する方法を確立した．HPLCは最もシン

プルな装置を用いて行ったが，保持時間の再現精度は，イ

オンペアーを使ったアイソクラティックHPLC法で行えば

良好であり，確認試験に有効であった． 
日常業務のなかで指定外色素の混入が疑われたときに，

TLCのRf 値とHPLCでの保持時間を既知値として把握して

おくことは試験の迅速化にとって重要である．また本法を

もとに，検出器にフォトダイオードアレイを用いる方法に

発展させることは容易であり，スペクトルの波形で確認す

れば試験はより確実になる．行政試験には，試験結果の正

確性と迅速性が必要である．特に違反色素が検出された場

合は，再分析やLC/MSによる確認も必要になることもある．

このようなときにおいても分析時間の短縮が期待でき，本

法は効率化に寄与できると考える．また，本法から得られ

た結果を既知数としてデータベース化しておくことは，今

後の試験の効率化に有効であり，さらにまた今回取り上げ

られなかった色素化合物の確認試験が生じた時にも予測し
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易く，本法は有用と考える． 
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図１．合成着色料のTLCパターン 
色素名の略号または番号は表1に示した． 
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図２．合成着色料の液体クロマトグラム 

    
                          測定条件：Ⅰ-R,Ⅰ-Y 及びⅠ-B はⅠ, Ⅱ-R 及びⅡ-B はⅡ 
                          ピーク：略号又は番号の色素名は表１に示した． 
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