
資料1－2－3  

平成L8年度 食品・添加物等規格規準に関する試験検査報告書  

「食品添加物の規格基準の設定及び改良並びに製造基準の改良等」について  

下記表題で検討したので報告する  

表 題  

食用赤色104号及び105号中のヘキサクロロベンゼン規格の設定に関する検討  

国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部  

佐藤恭子  

建部千絵  

古庄紀子  

棚元憲一  

薬事／食品衛生審議会食品衛生分科会添加物部会（平成】9年1月16日）における指摘により，－一部修正  

を行った．  
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概要   

指定添加物として使用が認められている食用赤色104号（R104）及び食用赤色105号（RlO5）は，  

テトラクロロ無水フタル酸とレゾルシンから合成される．テトラクロロ無水フタル酸（TCPA）は，不  

純物としてヘキサクロロベンゼン（HCB）を含み，RlO4及びR105にHCBが残留する可能性があるた  

め，RlO4及びR105中のHCBの含有量についての規格限度値の設定が必要とされた．   

そこで，R104及びRlO5中の純度試験としてのヘキサクロロベンゼンの試験法について検討し左．ま  

た，HCB摂取量について試算した結果，R104及びRlO5にHCBが10FLg／g混入すると仮定した場合，  

RlO4及びR105からのHCBの摂取量は，0．0004FLg／人／日であり，IPCS指針値の0．005％に相当し，直ち  

に問題となる量ではないと考えられた．さらに，過去のHCB測定結果をもとに，規格限度値を試算し  

た結果，R】04では5．0〃釘g，RlO5では6．5〃釘gが適当と考えられた．   



はじめに   

指定添加物として使用が認められている食用赤色104号（RlO4，プロキシン，Fig．り 及び食用赤色  

105号（RlO5，ローズベンガル，Fig．2）は，有機塩素系化合物であるテトラクロロ無水フタル酸（TCPA  

Fig．3）とレゾルシンから合成される1）・TCPAは，不純物として，第一種特定化学物質及びPOPs＊に指  

定されているヘキサクロロベンゼン＊＊（HCB Fig．4）を含んでいるため，RlO4及びRlO5にHCBが混  

入する可能性がある，旧国立医薬品食品衛生研究所大阪支所食品試験部（大阪支所）は，平成13年度  

に，R104及びR105中のHCB含有量実態調査を行い，①平成10～13年度製品検査合格検体（R104，  

Rl（I5）の計32検体全てからHCBが検出されたが，平成13年度の1検体を除き，HCB含有量は減少し，  

②色素由来のHCB一日摂取量を，水質基準に基づいて算出した飲料水由来のHCB摂取量と比較したと  

ころ，非常に少ない量であったと報告した2）．これを受け，厚生労働省医薬局食品保健部基準課より平  

成14年4月に，事業者に対し，R104及びRlO5について，不純物HCBによる健康被害の発現の懸念は  

ないものと考えられるが，製品へのHCBの混入率低下へ向けての対策につき留意するよう事務連絡が  

出された．そのため，タール色素製造業者は，自主基準（限度値20ppm）を設け，HCBの低減化を図っ  

てきた．一方，化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律（化審法）関係では，厚生労働省，経済  

産業省，環境省は，平成18年3月に，「化学物質審査規制法第一種特定化学物質ヘキサクロロベンゼン  

の副生に係る対応について」を発表し，環境への影響を最小限にとどめるために，化審法に基づき「利  

用可能な最良の技術（BAT：BestAvailableTechnology）」の観点に立った削減レベルの設定を行い，HCB  

の排出削減の徹底を図ることとされた．これを受け，専門家からなる合同委員会が設置され，l1月に報  

告書がまとめられた．以上の経緯を考慮しつつ，RlO4及びR105中のHCB限度規格を設定するため，  

HCB試験法の開発等を行ったので報告する．  

実験方法  

1．試料   

市販食用赤色104号（R104）1検体及び同105号（R105）1検体．  

2．試薬・試液   

ヘキサンは，残留溶媒試験用を，ヘキサクロロベンゼン（HCB）は，純度98％以上のものを用いた．  

その他の試薬は試薬特級を用いた．  

3．装置   

電子捕獲型検出器付きガスクロマトグラフ（GC－ECD）：Agilent社製6890N（Fl－ECD）を用いた．  

4．GC－ECD測定条件   

カラム：InertCap5MS凧P（ジーエルサイエンス社製），内径0，25mm，長さ30m，膜厚0・2511m   

カラム温度：60℃（2min）→20℃／min→150℃（10min）→20℃／min→280℃（5min）   

注入口温度：260℃   

検出器温度：300℃   

キャリヤーガス：窒素ガス コンスタントプレスモード（25psi）  
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注入方式：スプリットレス（30sec）  

注入量1J⊥1  

5．検液の調製   

試料0．0：Zgを，50mlの遠心管に入れ，水30mlを加えて溶かし，ヘキサン】Omlを正確に加え，5分間  

機械振とうを行った・ヘキサン層を栓付試験管にとり，無水硫酸ナトリウム0．5gを加えて振り混ぜ，ヘ  

キサン層をとり，検液とした．  

6．検量線用標準液の調製   

HCBO．Olgを精密に量り，ヘキサンを加えて正確に100mlとし，この液5mlを正確に量り，ヘキサン  

を加えて正確に50mlとし，標準原液とした．標準原液1mlを正確に量り，ヘキサンを加えて正確に100ml  

とした．この液1ml，4ml及び8mlを正確に量り，ヘキサンを加えてそれぞれ正確に10mlとし，検量線  

用標準液とした（10，40，80ng／ml）．さらに，10ng／m）の検量線用標準液1，2mlを正確に量り，ヘキサ  

ンを加えてそれぞれ正確に20mlとし，検量線用標準液（0．5，1ng／ml）とした．  

7．添加匡収試験  

1）添加用標準液の作製   

標準原液2mlを正確に量り，ヘキサンを加えて正確に50mlとし，添加用標準液③とした（③400ng／ml）．   

さらに，添加用標準液③1及び2．5mlを正確に量り，ヘキサンを加えて正確に10mlとし，添加用標準   

液①及び②とする（①40ng／mi，②100ng／ml）．   

2）添加回収試験用検液の調製   

色素約0．02gを精密に量り，50mlの遠心管に入れ，水30mlを加えて溶かし，添加用標準液1mlを正   

確に加え，l分間振り混ぜた．さらに，ヘキサン9m】を正確に加えた後，5．検液の調製にしたがって   

操作し，添加回収試験用検寺夜とした．   

3）検量線の範囲   

HCB添カロ濃度2〃g庖及び5FLg庖の場合には，検量線の範囲を0．5～20ng／mlとし，20FLg／gについて   

は0．5～81）ng／mlとした．  

8．共同試験による分析法の評価  

5分析機関で，RlO4とR105についてHCBの添加回収試験を行った．試料は国立医薬品食品衛生研究   

所が配布したものを用いた．5機関の分析値（n＝3）を用いて平均値，併行再現性（RSDr）及び室間   

再現性（RSDR）を算出した．  

結果及び考察  

1．試験法の検討   

大阪支所の試験法2）では，色素を水に溶解し，ヘキサン抽出を行い，ヘキサン層を濃縮し，分析を行  

っている．Jかし，HCBはPOPs（その多くは半揮発性有機塩素化合物のため，空気中に蒸発し拡散す  

る）の中でも樺発性が高いため，減圧濃縮の際に揮発する可能性があると考えられた．そこで，近年，  

検出器の感度が向上していることを考慮し，濃縮操作を省いた試験法を検討することとした．また，抽  

出には，501nlの遠心管が扱い易いことから，試料量及び抽出溶媒量を大阪支所の試験法のl／5とした．  
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さらに，抽出溶媒，抽出回数等について検討を加え，最終的に，検液の調製を実験方法5．に示す方法  

とした．また，報告書2）では，GC－ECD及びGC－MSでの結果を報告しているが，GC－ECDが高感度で  

あること及びGC－MSは食品添加物公定書には収載されていないことを考慮し，GC－ECDを用いた試験  

法を作成した．当部で使用したGC－ECD装置において，標準液のクロマトグラムからS／N比が3を示す  

HCB量を求めて得られた検出下限は0．05〃釘gであった．検量線の相関係数は，0．99999と良好な値を示  

した．   

大阪支所の試験法をSchemel，本試験法をScheme2に示す．大阪支所の試験法と本試験法の違いは，  

主に濃縮操作である．そこで，RlO4に5〃釘gのHCBを添加した試料について，濃縮前のヘキサン抽出  

液及び濃縮後のヘキサン抽出液を分析し，濃縮操作による回収率を求めたところ，1もblelに示すように，  

97．4～99．4％であり，両試験法での結果に大きな差はなかった．しかし，ヘキサン抽出液を濃縮乾固し  

た場合には，回収率は59％と減少し（datanotshown），濃縮操作では乾回させないよう注意が必要であ  

ると考えられた．  

2．添加回収試験   

添加回収試験の結果をTable2に示した．各色素に対してHCBを2FLg／g，5FLg／g及び20Jlg／g添加し  

たときの平均回収率は，88．1～104．3％と良好であった．Fig．5にHCBの標準液，HCB無添加のR104及  

びRlO5のクロマトグラムを示した．  

3．HCBの一目摂取量   

次に，安全性を考えるための手がかりとして，R104及びR105からのHCB摂取量について検討した．  

ⅠⅠ）CS（国際化学物質安全性計画）においては，悪性新生物以外の影響を指標とした場合のTDlは，0．17  

Llgn（g体重／日である・一方，悪性新生物を指標とする場合，発ガン性投与量TD5（i．e・，theintakeassociated  

witha5％excessincidenceoftumoursinexperimenta】studiesinanimals．）に基づき，健康についての指針値  

（health－basedguidancevalue）を0．16pg几g体重／日としている．  

「7－ケットバスケット方式による食品添加物の一日摂取量の推定3）（平成15年度）によるとRlO4の  

一目摂取量は0．O15mg／人／目であったが，R105は検出されなかった．札一方，生産量統計を基にした食品  

添加物の摂取量の推定4）（平成14，15年度）によると，R104及びR105の一日摂取量はそれぞれ0．036  

及び0．004mg／人／日となっている．HCBがR104及びR105に10〃釘g混入すると仮定し，生産流通調査  

方式による摂取量をもとにHCB摂取量を求めると，  

（HCBの推定摂取量）＝（0．036＋0．004）（mg／人／日）×10（〃釘g）＝0．0004（〃釘人／日）  

となる．つまり，HCBが5Flg／g混入すると仮定した場合は0．0002〃g／人／目，1〃g／g混入すると仮定し  

た場合は，0．04n釘人／目となる．   

HCBの混入を10〃釘gとし，平均体重を50kgとすると，  

1PCS指針値との比＝0．0004（〃g／人／日）／（0．16（Fl釘kg体重／日）×50（kg／人））×100  

＝0．005（％）   

以上より，RlO4及びR】05にHCBが10〃頭混入すると仮定した場合でも，RlO4及びR105からの  

HCBの摂取量は，IPCS指針値のODO5％に相当し，直ちに問題となる量ではないと考えられる．   

参考のため，食品全体からと色素からのHCB摂取量の比較を行った．  
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国立医薬品食品衛生研究所食品部の報告5）によると，HCBは主に魚介類から摂取されており，2005  

年度の一日摂取量は0．02111g／人／日であった．食品からのHCB摂取量に対するRlO4及びRlO5中の  

HCBの割合（％）を求めると，   

0．000くL（〃g／人／日）÷0．021（〃g／人／日）×100＝1．9（％）   

RlO4及びRlO5からのHCBの摂取量は，HCBが10〃g／g混入するとした場合，食品からのHCB  

摂取量全体からの1．9％にあたると考えられる．  

4．HCB規格限度値の試算   

大阪支所による平成11～13年度製品検査合格検体のHCB分析結果（GC－ECDの分析結果，平成13  

年度のHC】i含有量24．92〃釘gのl検体を除く15検体）と，事業者から提出された平成13～18年度の  

製品（25検体）のHCB分析結果をTbble3に示す．また，参考のため，Table4に，大阪支所による平  

成10年度製品検査合格検体のHCB分析結果を示す．平成】1年度以降の製品は，平成10年度に比べ，  

HCB含有量とは抑えられている．  

IPCS指針値の0・005％の摂取量に相当する10pg／gよりも製品検査の実測値は低いこと，HCBはPOPs  

であることからできるだけ低く抑えることが必要であることから，HCB規格限度値は，流通実態（検  

査の実測値）を踏まえて定めることが妥当と考えられた．そこで，HCB含有量の高い平成10年を除き，  

平成11年から平成18年の製品中のHCB含有量をもとに，新医薬品（原薬）の純度試験における不純  

物の規格限度値（ICH Q6A）のガイドラインを参考に，HCBの規格限度値を「不純物含量の〔平均値  

＋信頼区間の上限（ロット分析データの標準偏差の3倍）〕」として試算を行った．   

その結果，RlO4のHCBの規格限度値としては5．0〃釘g，R105については6．5〃釘gが適当であると考  

えられた・HCBの基準限度値 5又は6．5〃釘gの場合の試験法を別紙に示す．  

5．共同試験   

本試験法の信頼性を確認する目的から，5試験機関で添加回収試験を実施した．HCB添加濃度2〃釘g  

及び5〃gセの回収率とそれらの平均値，併行再現性の相対標準偏差（RSDr，％），室間再現性の相対標  

準偏差（RSDR，％）を職ble5に示した．また，室間再現精度は濃度の変数になっていることが報告さ  

れていることから6），＝ORRAT値（実測値から求めたRSDRと＝orwizの式（RSDR％（Predicted）＝2C－0▲1505）  

から予測したRSDR（predicted）との比）を7bble5に示した．平均回収率は，98．2％（RlO4，2FLg／g）～  

103・7％（R］05，2pg／g）と良好であった・RSD，は，2・9％（RlO4，5FLg／g）～6．0％（RlO4，2pg／g）で  

あった・RSDRは，4・2％（RlO5，5pg／g）～9．3％（RlO4，2FLg／g）であった．HORRAT値は1未満と室  

間再現性は良好であった．以上から，本分析法の妥当性が確認された．  

まとめ   

旧国立医薬品食品衛生研究所大阪支所食品試験部2）の報告を参考に，より簡便なHCB試験を検討した．  

RlO4及びRlO5中のHCB（添加量2，5，20FLg／g）の平均回収率は88．1～104．3％と良好であった．ま  

た，HCB摂放量について試算したところ，RlO4及びRlO5にHCBが10Jlg／g混入すると仮定した場合，  

RlO4及びRlO5からのHCBの摂取量は，0．0004Jlg／人／日であり，IPCS指針値の0．005％に相当し，直ち  

に問題となる量ではないと考えられた．さらに，これまでのHCB定量結果をもとに規格限度値を試算  
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したところ，R104は5．恥釘g，R105は，6．5〃釘gが適当であると考えられた・また，5分析機関による  

共同試験により試験法の妥当性が確認された．度試験として適用可能と考えられた．  
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と
 
 

振
 
問
 
 層  

無水硫酸ナトリウム0．5g  

ヘキサン層  

J  

ろ過  

タリーエバボレーター   

（40℃，減圧）にて濃縮  

ヘキサン  

層＝検液  

検液（5ml）  

Schernel検液調製法（大阪支所試験法）  Scheme2検液調製法（本試験法）   
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Br  Br  

CI  

Fig．2 食用赤色105号（ローズベンガル）   

CI  

Fi亘．1食用赤色104号（フロキシン）   

…l二…二‡  

Fig．4 ヘキサクロロベンゼン（HCB）   

…二…‾‡  

Fig．3 テトラクロロ無水フタル酸（TCPA）  
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（A）HCB標準液（1ng／ml）  

、．L  

10  15  20  25  

保持時間（mm）   

0  5  

（B）RlO4  

20  25  

保持時間（m皿）  

0  5  

（C）RlO5  

300  

250  

200  

芸150  

100  

50  

0  

20  25  

保持時間（mln）   

10  15  0  5  

Fig．5 GC－ECDクロマトグラム  
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Tablel HCB定量値＊に対する濃縮操作の影響   

濃縮前  濃縮後  回収率  

〃釘g  

5．77  

5．71  

6．25  

6．24  

6．20  

5．62  

5．6S  

6．20  

6．】2  

6．07  

97．4  

99．4  

99．3  

98．2  

98．0  

＊R104約O・02gにHCB添加用標準液（100ng／ml）  
1mlを添加  

Table2 R104及びR105からのHCBの回収率  

添加量  回収率  

試料   （ド釘g）  （％）  

R104  2  88．1土2．6  

5  89．4士3．4  

20  101．2士l．g  

RlO5  2  104．3±9．9  

5  103．8士2．2  

20  99．2士3．6  
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Table3 規格限度値の推定  
RlO4  

HCB含量  

0．56  

0．49  

2．28  

0．71  

0．44  

0．69  

5．19  

RlO5  

HCB含量  

5．83  

、
 
 

‖
 
 

‥
‥
 
 

．
 
 

、
 
 

－
 
－
 
 ∴
 
 大阪支所での検査   

平成11年度  

平成12年度  0．67  

0．26  

0．27  

0．21  

平成13年度★  0．36  

0．74  

0．41  

0．47  

事業者（自主検査）   

平成13年  

0．57  

0．26  

0．18  

0．31  

0．09  

0．40  

平成14年  0．40  2．20  

1   〉（定量下限未満）★★  

平成15年  0．52  

0．63  

0．59  

0．50  

0．40  

0．13  

2．95  

0．62  

0．70  

0．5 〉（定量下限未満）★★  

0．40  

1．40  

1．40  

2．10  

1   〉（定量下限未満）★★  

平成16年  

平成17年  

平成18年  

1   〉（定量下限未満）★★  0．18  

0．30  

A 平均値  0．97  

B 信頼区間の上限（3け）  4．03  

規格限度値〔A＋B〕  5．00  

★24．†）2〃g／gは除外  

★★定量下限として計算  
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Table4 大阪支所における平成10年度の色素検体中のHCB含量実態調査  

RlO4（〃g／g） RlO5（〃g／g）  

：i2．12  5．06   

こ；2．36  9．78   

ニi2．73   

こ；0．95   

ニ旧．54   

：Ll．60   

0．72   

1．29   

0．82   

20．24  
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Table5 5機関による共同試験結果  

RlO4  RlO5  

回収率（％）  回収率（％）  

添加濃度  ヱド釘g  5llg／g  2一打g  5一打g  

試験機関  1   2  3  1   2  3  1   2  3  1   2  3  

A
 
B
 
C
 
D
 
E
 
 

90．9101．4115．5  104．1106．4】13．3  107．0104．3 114．5  110．3 99．6105．8  

84．5 87．0 90．1  90．7 84．8 88．4  95．3 99．9 103．7  103．1101．8104．8  

105＿3 107．7107．8  101．0 98．6 100．1 105．6102．1102，1 102．6104．2  96．8  

103．8 98．7 99．8  101．9105．2】01．8   95．6107．0 111．6  100．4109．9106．6  

93．3 92．1 94．9  102．0101．1 98．1 103．2102．1102．0   98．3 96．3100．5  

平均値（％）  98．2  

併行再現性（RSDr，％）  6．0  

室問再現性（RSDR，％）  9．3  

HORRAT値a）  0．6  

99．8   

2．9  

7．7   

0＿7  

102．7   

3．7   

4．2  

0．7  

103．7   

4．7   

5．0  

0．5  

a）HORRAT値＝RSDR％（observed）侃SDR％（predicted）．RSDR％（predlCt．ed）＝2C▼01505，C＝実測値の平均値  
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別紙  

HCB分析法案  

（8）ヘキサクロロベンゼン 5〃釘g以下 又は6．5〃釘g以下   

本品約0．02gを精密に量り，50mlの遠心管に入れ，水30mlを加えて溶かし，ヘキサン10mlを正確に   

加え，5分間振り混ぜる・ヘキサン層を栓付試験管にとり，無水硫酸ナトリウム0．5gを加えて振り混ぜ，   

ヘキサン層をとり，検液とする．別にヘキサクロロベンゼン0．01gを精密に量り，ヘキサンを加えて正   

確に100・mlとし，この液5mlを正確に量り，ヘキサンを加えて正確に100mlとし，この液1mIを正確   

に量り，ヘキサンを加えて正確に100mlとする．この液1ml，1ml，2ml，3ml及び6mlを正確に量   

り，ヘキサンを加えてそれぞれ正確に50ml，10ml，10ml，10ml，10mlとし，標準液とする．検液及び   

標準液をそれぞれ1〃1ずつ量り，次の操作条件でガスクロマトグラフィーを行う．次に標準液のヘキ   

サクロロベンゼンのピー ク面積を測定し，検量線を作成する．この検量線と検液のヘキサクロロベンゼ   

ンのピーク面積から検液中のヘキサクロロベンゼンの量を求める．   

操作条件  

検出器 電子捕獲型検出器  

カラム 内径0．25mm，長さ30mのケイ酸ガラス製の細管に，ガスクロマトグラフィー用5％ジフェ  

ニル95％ジメチルポリシロキサンを0．25J⊥mの厚さで被覆したもの．   

カラム温度 60℃でl分間保持し，その後昇温し，280℃に到達後，5分間保持する．昇温条件は，  

ヘキサクロロベンゼンのピー クが他のピークと分離し，10～15分後に現れるように調整する．  

注入口温度 260℃  

検出器温度 300℃  

注入方式 スプリットレス  

キャリヤーガス 窒素   

流量 ヘキサクロロベンゼンのピークが10～15分後に現れるように調整する．  

【試薬試蔽の項】  

ヘキサクロロベンゼン C6C16 本品はヘキサクロロベンゼン98％以上を含む．  

融点本品の融点は226℃である．  

声）   




