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水水溶溶性性食食物物繊繊維維ののHPLC-RI分分析析ににおおけけるる代代替替内内部部標標準準物物質質のの検検討討

飯田 憲司a，貞升 友紀a

 
食物繊維の分析法で用いられる酵素が通知法上変更され，水溶性食物繊維のHPLC-RI分析において従前から内部標

準物質として用いていたグリセリンでは正確な測定値が得られない懸念が生じた．そこでグリセリンに替わる内部標

準物質として各糖類，糖アルコール類，低級アルコール計19種を検討した．その結果，目的物質及び夾雑物質と分離

ができるジエチレングリコールおよびエチレングリコールのうち，さらに分離度の高いジエチレングリコールを内部

標準物質として選択した．難消化性デキストリンの測定を行い，旧酵素でグリセリンを内部標準物質としたときの規

格基準法との測定結果の同等性を確認した．次に，清涼飲料水中における妥当性を確認した．その結果，1 g/100 mL
（食物繊維として0.876 g/100mL）となるように調製した時の真度92.0–96.2％，併行精度7.0–7.1％，および室内精

度7.0–7.1％とガイドラインの目標値を満たしていた．水溶性食物繊維の測定においては，内部標準物質にジエチレン

グリコールを使用することが適切であることを示唆した． 
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はは じじ めめ にに

平成27年4月1日の食品表示法施行に伴い，熱量，たんぱ

く質，脂質等の栄養成分表示が義務づけられ，食物繊維に

ついては摂取量が不足していることを理由に推奨表示とさ

れた1）．食物繊維は血糖値上昇抑制，体脂肪低減作用，血

圧上昇抑制等様々な機能が報告2）されており，近年特別用

途食品や機能性表示食品として種々の商品が販売されてい

る．

食物繊維の測定法は食品表示基準3）別表9の第3欄4）およ

び食品表示基準についての別添栄養成分等の分析方法等5）

（以下，公定法）に示されており，水溶性食物繊維を含む

場合はAOAC Method 2001.036）に準拠した方法を用いるこ

ととされている．その中で，低分子水溶性食物繊維を

HPLC-RIで測定する際はグリセリンを内部標準物質として

用いると記述されている．

その後公定法で指定されている酵素のうちプロテアーゼ

中にβ-グルカンを分解する酵素が混入して定量値が減少

する恐れのあることが判明し，平成28年の通知7）にて示さ

れた酵素が変更された．しかし，新たに指定されたプロテ

アーゼ酵素溶液にはグリセリンが安定剤として含まれてい

るとの報告があった8）．よって，新たな酵素溶液を使用す

ると，酵素溶液中のグリセリン量が内部標準物質として添

加したグリセリン量に加算されて定量値を低く見積もる影

響があるため，グリセリンに替わる内部標準物質が必要と

なる．過去に内部標準物質としてジエチレングリコールを

用い大麦中の食物繊維を測定した事例8）がある．そこで，

これを含む19種の糖やアルコール類について，内部標準物

質として用いることが可能かどうか検討を行った．また，

清涼飲料水における妥当性の確認を行ったので併せて報告

する．

実実 験験 方方 法法

1. 試試料料  

難消化性デキストリン：大塚製薬㈱製品を用いた．

2. 試試薬薬

酵素：Megazyme社製 総食物繊維測定キットK-TDFR
（耐熱性アミラーゼ，プロテアーゼ，アミログルコシター

ゼ．以下，新酵素）およびSigma-Aldrich社製No.TDF-100A
（耐熱性アミラーゼ，プロテアーゼ，アミログルコシター

ゼ．以下，旧酵素）を用いた．

イオン交換樹脂：オルガノ㈱製 アンバーライトIRA-67
型（OH型）および200CT型（H型）を用いた．

グリセリン，ジエチレングリコール，エチレングリコー

ル，プロピレングリコール：富士フィルム和光純薬㈱製

特級を用いた．

フルクトース，ガラクトース，アラビノース，キシロー

ス，フコース，マンノース，スクロース，マルトース，ラ

クトース，トレハロース，エリスリトール，ソルビトール，

マンニトール，キシリトール，ラクチトール，アラビトー

ル：特級又は生化学用を用いた．

3. 装装置置おおよよびび測測定定条条件件

分解装置：VELP社製 GDE酵素分解装置

HPLC：島津製作所㈱製 LC-20シリーズ，示差屈折率

検出器：RID-20A 
カラム：東ソー製 TSK-GEL G2500PWXL（7.8 mm i.d. 

×300 mm）を2本直列に接続，カラム温度：80℃，流速：

0.5 mL/min，移動相：水，注入量：20 µL 
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4. 分分析析方方法法

1) 内内部部標標準準物物質質のの調調製製

各種糖類，糖アルコール類および低級アルコールを水で

10 mg/mLとなるように調製した溶液を「３．装置および

測定条件」に示した条件で測定した．

2) 水水溶溶性性食食物物繊繊維維のの分分析析法法

公定法，および特定保健用食品の表示許可等について別

添３ 特定保健用食品（規格基準型）制度における規格基

準10）の定量法（以下，規格基準法）に準じた．すなわち，

3種類の酵素による一連の処理をした溶液に対し，不溶性

食物繊維の分析で行うエタノール添加による沈殿生成は省

略し，エタノール添加の替わりに酵素を失活させる目的で

沸騰水浴中の加熱工程を追加した．分析方法のフローチャ

ートを図1に示す．マルトトリオースより前のピークを水

溶性食物繊維画分とした(図2)．
3) 性性能能のの確確認認

難消化性デキストリン1 gを用い，旧酵素を用いた規格

基準法と新酵素を用いた本法で分析し，性能を比較した．

また，難消化性デキストリンが1 g/100 mLとなるように調

製したコーラ飲料および烏龍茶について妥当性評価を実施

した．

結結  果果  おお  よよ  びび  考考  察察

1. 内内部部標標準準物物質質のの検検討討

公定法による水溶性食物繊維の測定は，ゲルろ過カラム

または配位子交換カラムを用いて分子量順に溶出させ，三

糖類の1つであるマルトトリオースのピーク溶出位置を指

標とし，これと同じかこれより前に溶出するものを食物繊

維画分として，グルコースとの面積比およびグルコース量

から計算して低分子水溶性食物繊維量を求める．しかし，  

グルコースの保持時間近辺には夾雑ピークが重なることが

多いため，通常は内部標準物質を添加して測定し，グルコ

ースとの比率を求め補正換算して定量する．よって，新た

な内部標準物質には食物繊維画分の指標とされるマルトト

リオース，内部標準物質として用いてきたグリセリン，お

よび食品中の糖類等のピークと分離する物質を選ぶ必要が

ある．また，酵素由来のピークと分離することも必要にな

図1. 水溶性食物繊維分析法のフローチャート

試料

0.08 mol/Lリン酸緩衝液（pH6.0） 50 mL
熱安定α-アミラーゼ溶液 100 μL
沸騰水浴中，30分

0.275 mol/L NaOH 約10 mL（pH7.5に調整）
プロテアーゼ溶液 100 μL

60℃，30分

0.325 mol/L HCl 約 10mL（pH4.3に調整）
アミログルコシターゼ溶液 100 μL

60℃，30分

沸騰水浴中，10分

内部標準物質 添加（5%ジエチレングリコール，2 mL）

水で100 mLに定容

抽出液100 mL

オープンカラム（ガラス管，20 mm×300 mm, イオン交換樹脂50 mL）

カラムクロマトグラフィー（50 mL/1H）

溶出 （水 150 mL）

溶出液

減圧濃縮乾固

20 mLに定容

0.45 μｍメンブランフィルター ろ過

HPLC-RI

抽出液50 mL
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る．以上の条件を満たす内部標準物質を探索するため，ま

ずは糖類10種および糖アルコール類6種を測定したところ，

測定した糖類および糖アルコール類全てがマルトトリオー

スとグリセリンとの両ピーク間で溶出し，グルコースやグ

リセリン，夾雑成分等とピークが重なるため内部標準物質

として用いるには不適切であった．続いて低級アルコール

のジエチレングリコール，エチレングリコール，プロピレ

ングリコールを測定した結果，今回の分析条件ではジエチ

レングリコールおよびエチレングリコールが先に述べた内

部標準物質としての条件を満たすことが判明した．クロマ

トグラムを図2に示す．ただし，分離度を計算したところ

ジエチレングリコールとグリセリンの分離度は2.3，エチ

レングリコールとグリセリンの分離度は1.2であり，ジエ

チレングリコールの方がグリセリンとの分離度が高く内部

標準物質として適切であった．よって，以下の妥当性確認

にはジエチレングリコールを用いることとした．

2. 性性能能のの確確認認

水溶性食物繊維の中で，特定保健用食品や機能性表示食

品によく利用され9），かつ規格基準が定められており10）

評価が可能な難消化性デキストリンについて，新法の適用

性を評価した．規格基準法は旧酵素を用い，内部標準物質

としてグリセリンを用いると定められている．まず，今回

用いた難消化性デキストリンを規格基準法で測定したとこ

ろ，食物繊維として85.6％であり，規格基準（食物繊維と

して85.0-95.0％）を満たしていることを確認した．次に，

新酵素および内部標準物質としてジエチレングリコールを

用いて測定を行った（図3）．その結果，表1に示したよう

に平均値87.6％，変動係数1.68％と規格基準を満たす良好

な結果が得られた．規格基準法との値を比較した11）とこ

ろ，F検定およびt検定で測定値の有意差はみられなかった

（有意水準α=0.01）．よって，新酵素および内部標準物

質にジエチレングリコールを用いた分析でも，水溶性食物

繊維は規格基準法と同等の測定が可能であることが示され

た．

水溶性食物繊維の公定法においては妥当性評価に関する

記述が設けられていないため，今回は「食品中に残留する

農薬等に関する試験法の妥当性評価ガイドライン」12）に

従った．サンプリング量は5 mLとし，1試行者2併行5日間

で実施した．その結果，選択性，真度，併行精度，室内精

度について妥当性評価ガイドラインの目標値を満たした．

（表2）

 なお，新酵素中のグリセリン含有の課題解決のため，令

和4年プロテアーゼおよびアミログルコシターゼは基本グ

リセリンを含まない酵素への変更が示された13)．しかし，

注釈には今回の検討で新酵素としたキットも未だ同等の扱

いで記述されており，このキットにグリセリンが安定剤と

して含まれているにも関わらず，注意喚起等の記載はない．

また，グリセリンは食品添加物であり，添加された食品で

は定量値に影響が出る可能性が高い．そのため，特にグリ

セリンが含まれる食品の水溶性食物繊維の測定においては，

内部標準物質にジエチレングリコールを使用する本法を応

用することが適切であると考える．

まま とと めめ

消費者庁通知による食物繊維の分析法で用いる酵素の変

更に伴い，従来水溶性食物繊維の分析において内部標準物

質としていたグリセリンの使用が困難となった．代替の内

部標準物質を検討したところ，目的及び夾雑物質との分離

度が高いジエチレングリコールおよびエチレングリコール

が使用できることが判明した．そのうち，より他の成分と

の分離が良好なジエチレングリコールを内部標準物質とし

て用いることとした．難消化性デキストリンの測定を実施

したところ，旧酵素を適用した方法と同等であった．また，

水溶性食物繊維含量
＊
（％）

規格基準法による

水溶性食物繊維含量
＊＊

（％）

1回目 87.2 85.0

2回目 89.5 85.7

3回目 85.7 85.0

4回目 87.0 86.0

5回目 88.7 86.3

平均値 87.6 85.6

変動係数 1.68 0.68

＊　：酵素は新酵素，内部標準物質はジエチレングリコールを用いた

＊＊：酵素は旧酵素，内部標準物質はグリセリンを用いた

表1. 水溶性食物繊維の測定結果

試料 真度（％） 併行精度（％） 室内精度（％）
コーラ飲料 96.2 7.1 7.1
烏龍茶 92.0 7.0 7.0

表2. 妥当性評価

難消化性デキストリンが1 g/100 mLとなるように調製

（食物繊維として0.876 g/100 mL）
1試行者, 2併行・5日間, サンプリング量：5 mL
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清涼飲料水中の分析における妥当性評価し基準を満たして

いることを確認できた．本検討による内部標準物質の代替

により，酵素キットの添加剤の影響を解決するとともに，

加工食品中水溶性食物繊維分析に応用する際の糸口も提示

することができた．

（本研究の概要は第54回全国衛生化学技術協議会年会，

2017年11月，にて発表した．）
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Investigation of Alternative Internal Standard for HPLC–RI Analysis of Soluble Dietary Fiber

Kenji IIDAa and Yuki SADAMASUa

A concern arises that the use of glycerol as an internal standard in the HPLC–RI analysis of soluble dietary fiber may cause inaccurate 
results due to changes in the enzymes used in the official method for dietary fiber analysis. We investigated 19 types of sugars, sugar 
alcohols, and lower alcohols as internal standard substances to replace glycerol. The results, revealed that diethylene glycol and
ethylene glycol could be separated from the target substance and contaminants. Indigestible dextrin was measured with diethylene
glycol, which demonstrated a higher resolution than ethylene glycol. This study confirmed the equivalence of the measurement results
with the standard method using the old enzyme and glycerol. The method for measuring indigestible dextrin in soft drinks using 
diethylene glycol was validated. The trueness, repeatability, and reproducibility ranges were 92.0–96.2, 7.0–7.1, and 7.0%–7.1%,
respectively, when adjusted to 1 g/100 mL (0.876 g/100 mL as dietary fiber). These achieved the Japanese guideline criteria. We
indicated that the use of diethylene glycol, as an internal standard, is appropriate for measuring soluble dietary fiber. 

Keywords: dietary fiber, soluble dietary fiber, internal standard, diethylene glycol, indigestible dextrin, HPLC–RI 
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