
合がある。これらの特徴を有するグラム陰性樟菌の集落が見出された場合は白金線を用い   

てTSI斜面寒天培地の深部と斜面に疑われる集落を接種し，35～37℃で18～24時間培養   

する。サルモネラが存在する場合，深部は黄色となり，斜面部は赤色のまま変化しない。   

通常，深部でガスの産生が見られるが，硫化水素は産生される場合とされない場合がある。   

キット使用を含む，更に詳細な生化学的試験と血清学的試験を併用することで，サルモネ   

ラの同定，型別試験を行うことが望ましい。  

堵地の性能試験  

試験には，非病原性又は病原性の弱いサルモネラ菌株を，乳糖ブイヨン培地を用い，30～   

35℃で18～24時間培養して使用する。次に，ペプトン食塩緩衝液，リン酸緩衝液，乳糖ブイ   

ヨン培地等を用いて，1ml当たり約1，000個の生菌を含む菌液を調製する。約1．000個／mlの生   

菌を含むサルモネラの菌液0．1mlを混和して培地の有効性を試験する。  

再試験  

不確定な結果やあいまいな結果が得られた場合は，初回の2．5倍量の試料を用いて再試験を   

行う。方法は最初の試験法と同じであるが，試料の増加に比例して，培地などの量を増加さ   

せて行う。  

培地  

（i）テトラチオネート液体培地  

カゼイン製ペプトン  

肉製ペプトン  

デソキシコール酸ナトリウム  

炭酸カルシウム  

チオ硫酸ナトリウム5水和物  

水   

2．5g   

2．5g   

l．Og  

lO．Og   

30．Og  

l，000ml   

全成分を煮沸して溶かす。使用当日に水20mlにヨウ化カリウム5g及びヨウ素6gを   

溶かした液を加える。更に滅菌ブリリアントグリーン溶液（1→1，000）10mlを加え，   

混和する。その後は培地に熱を加えてはならない。  

（辻）ラバポート液体培地  

ダイズ製ペプトン  

塩化ナトリウム  

リン酸二水素カリウム  

マラカイトグリーンシュウ酸塩  

塩化マグネシウム6水和物  

水   

5．Og   

8．Og   

l．6g   

O．12g   

40．Og  

l，000ml   

マラカイトグリーンシュウ酸塩と塩化マグネシウム6水和物及び残りの成分をそれ  

ぞれ別々に水に溶かして，121℃で15～20分間高圧蒸気滅菌する。滅菌後，混和して   

使用する。液性はpH5．4～5．8。  

（iii）ブリリアントグリーン寒天培地  

ペプトン（肉製及びカゼイン製）  

酵母エキス  

塩化ナトリウム  
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乳糖1水和物  

白糖  

フェノールレッド  

ブリリアントグリーン  

寒天  

水  

10．Og  

lO，Og  

O．080g  

O．0125g   

20．Og  

l，000ml   

全成分を混和し，1分間煮沸する。使用直前に121℃で15～20分間高圧蒸気滅菌す  

る。滅菌後の液性はpH6．7～7．1。約50℃に冷却してベトリ皿に分注する。  

（iv）ⅩLD（キシロース  リジン・デソキシコール酸）寒天培地  

D・キシロース  

塩酸L－リジン  

乳糖1水和物  

白糖  

塩化ナトリウム  

酵母エキス  

フェノールレッド  

デソキシコール酸ナトリウム  

チオ硫酸ナトリウム5水和物  

クエン酸アンモニウム鉄（Ⅲ）  

寒天  

水   

3．5g   

5．Og   

7．5g   

7．5g   

5．Og   

3．Og  

O．080g   

2．5g   

6．8g   

O．80g  

13．5g  

l，000皿1  

全成分を混和し，煮沸して溶かす。煮沸後の液性はpH7．2～7．6。高圧蒸気滅菌をし   

てはならない。過剰な加熱は避ける。約50℃に冷却してベトリ皿に分注する。  

b）TSI（トリプルシュガーアイアン）寒天培地  

カゼイン製ペプトン  10．Og  

肉製ペプトン  10．Og  

乳糖1水和物  10．Og  

白糖  10．Og  

ブドウ糖  1．Og  

硫酸アンモニウム鉄（Ⅱ）6水和物   0．20g  

塩化ナトリウム  5．Og  

チオ硫酸ナトリウム5水和物  0．20g  

フェノールレッド  0．025g  

寒天  13．Og  

水  1，000ml  

全成分を混和し，煮沸して溶かした後，小試験管に分注して，121℃で15～20分間   

高圧蒸気滅菌する。滅菌後の液性はpH7．1～7．5。斜面寒天培地として使用する。なお，   

上記の組み合わせに加えて，肉エキスや酵母エキス3gを含むものや，硫酸アンモニウ   

ム鉄（Ⅱ）6水和物の代わりにクエン酸アンモニウム鉄（Ⅲ）を含むものも使用して差し支   

えない。  
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定量法（1）力価  

穿孔寒天平板を用いて得られる試験菌の発育阻止円の大きさを指標として，抗菌活性を測   

定する。水，試薬・試液及び計器・器具は，必要に応じ，滅菌したものを用いる。   

G）試験菌 鳳払汀WUSIzLteUS（ATCClO240，NCIMB8166）を用いる。  

（揖 培地 培地の遮蛙は水酸化ナトリウム試液又は埠酸（1→10）を用いて調整し，滅菌後の塵  

■  盤が規定の値になるようにする。なお，規定の培地と類似の成分を有し，同等又はより優   

れた菌の発育を示す他の培地を用いることができる。滅菌は高圧蒸気法で行う。  

① 種層用寒天培地  

トリプトン  

肉汁  

塩化ナトリウム  

酵母エキス  

ショ糖  

寒天  

水  

全成分を混和し，121℃，  

10g  

3g  

3g  

l．5g  

lg  

15g  

l，000ml  

15分間滅菌する。滅菌後の液性はpH7．4～7．6とする。滅  

菌後，培地と同温度の50％ポリソルベ－ト20溶液を2ml添加する。   

② 試験菌移植用斜面寒天培地  

プレインハートインフュージョン寒天 52g  

水  1，000ml  

全成分を混和し，121℃，15分間滅菌する。滅菌後の液性はpH7．2～7．6とする。この   

寒天培地9mlを内径約16mmの試験管に分注して斜面とする。  

（i追 試験菌液の調製 試験菌を試験菌移植用斜面寒天培地を用いて30℃で48時間培養する。   

この菌を滅菌した生理食塩水7mlに懸濁させ，試験菌液とする。菌を移植した試験菌移植   

用斜面寒天培地は4℃で最大14日間保存することができる。  

Gv）嘩層寒天培地の調製 試験菌液を生理食塩水で希釈した液（1→10）2mlを亜～51℃に   

保った種層用寒天培地100血lに加え，十分に混合し，種層寒天培地とする。  

（d 穿孔寒天平板の調製 内径90mmで高さ20mmのベトリ皿に釣棚種層寒天培地   

を入れ，寒天が水平になるように広げて室温にて圃化させたものを種層寒天平板とする。   

種層寒天平板上の半径約25～錆mmの円周上に，円筒をその中心間の距離が30mm以上   

となるように一定間隔で4個並べる。円筒を置いた状態で種層寒天培地20mlを分注し，   

固化させた後，4℃にて30～闘分保持し，滅菌したピンセット等を用いて培地より円筒を   

静かに抜き，穿孔寒天平板とする。円筒は，外径7．9～8．1mm，内径5．9～6．1mm，高さ   

9．9～10．1Ⅱ1mのステンレス製のもので，試験に支障をきたさないものを用いる。穿孔寒天   

平板は用時調製する。  

（d）ナイシン標準液の調製 ナイシン標準品約0．1Eを精密に量り，塩酸rl→600180mlに懸   

濁する。2時間室温に置き，塩酸‖→600）を加えて100mlとし，これを標準原液とする。   

更にl．25，2．5，5．0，10．0，20．0（単位／ml）となるよう，標準原液を塩酸rl→600）を用い   

て希釈し，標準液とする。ナイシン標準液は用時調製する。  
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hi）ナイシン標準曲線の作成 穿孔寒天平板5枚を1組として用いる。ナイシン標準液を   

濃度ごとに異なる穿孔寒天平板へ0．2mlずつ4箇所の穴に入れる。標準液分往復，プレー  

トに蓋をし，30℃で18時間培養する。培養後，形成された阻止円の直径をノギスを用いて   

0・1m皿単位で測定する。ナイシン濃度Ⅹ（単位／ml）の常用対数値logxを横軸に，阻止円   

の直径y（m皿）を縦軸にとり，ナイシン標準曲線（y＝αlogx＋β）を作成し，定数α   

及びβを求める。  

（vi迅 検液の調製 本品約0．1gを精密に量り，塩酸（1→60助狛血に懸濁する。2時間室温   

に置き，更に塩酸（1→600）を加えて100mlとし，試料液とする。試料液1mlを正確に量   

り，塩酸（1→600）を用いて200mlとし，検液とする。検液は用時調製する。  

（撼 力価の算出 標準曲線卿検液の阻止円の直径を測定し，以下の式   
により，本品の力価を求める。  

阻止円の直径（mm）－β  
Ⅰ＝   

α   

検液の力価＝10Ⅰ（単位／m♪  

検液の力価（単位／mDx20  

ユ料の採取量（E）  
本品の力価＝  （単位／mg）  

（2）塩化ナトリウムの定量   

本品約0・1gを精密に量り，水100mlを加えて溶かし，さらに硝酸を加えて酸性とし，指   

示電極に銀電極，参照電極に銀・塩化銀電極を用い，0．lmol几硝酸銀溶液で滴定する。別   

に空試験を行い補正して消費量amlを求め，次式により含量を求める  

aX5．85  
塩化ナトリウム（NaCl）の含量＝   

（％）  

試料の採取量（g）×10  

J   

試薬・試液  

生理食塩水 日本薬局方生理食塩液を用いる。  

プレインハートインフュージョン寒天 微生物試験用に製造したもの。  

トリプトン 微生物試験用に製造したもの  

50％ポリソルベ－ト20溶液 ポリソルベ－ト20と水を1：1の割合で混合し，121℃で15分  

間高圧蒸気滅菌を行う。  

マラカイトグリーンシュウ酸塩 C52H鋸N4012〔マラカイトグリーン（しゆう酸塩），K8878〕  

リトマス〔K8940：1961〕本品は，青～帯紫青色の粉末又は塊で，水又はエタノールに溶け，   

その溶液は青～紫青色を呈する。   

確認試験 本品0．5gを温水50mlに溶かし，赤色を呈するまで希硫酸を滴加し，10分間煮沸   

する。この間青色を呈するときは赤色となるまで希硫酸を清加する。さらに，紫色を呈す  

るまで水酸化バリウム飽和溶液を加えてろ過し，A液とする。煮沸して冷却した水10伽1  

にA液0．知1及び塩酸（1→120）0．05mlを加えるとき，赤色を呈する。また，煮沸して冷却  

した水100mlにA液0・5山及び水酸化ナトリウム（1→250）0川5mlを加えるとき，青色を呈  

する。  
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リトマスミルク 脱脂粉乳出，リトマス生旦亘g＿及び無水硫酸ナトリウム旦L嬰且に水適塾⊥を   

加えて混和するn 用時調製する。  

リン酸一カリウム リン酸二水素カリウムを見よ  

リン酸二水素カリウム甜2PO。〔りん酸二水素カリウム，K9007〕  

リン酸三ナトリウム12水和物 Na3PO4・12H20 〔りん酸三ナトリウム・12水，K9012〕  

ナイシン標準品 厚生労働大臣の登録を受けた者が製造する標準品  
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（別紙2）  

ナイシンの規格設定の根拠   

主に，JECFA規格及びFCC規格を参考とし，EUの食品添加物規格も参考に成分規格  

案を設定した。なお，本品は，原体としてではなく，塩化ナトリウムを含む製剤としてのみ  

流通するため，ナイシンの製剤として規格を設定した。  

名称，構造式，分子式及び分子量   

名称は，JECFA規格及びFCC規格ではNisinPreparation，EUではNisin（製剤規格）と  

されている。製剤としてのみ流通することから，製剤の文字を省略し，単に「ナイシン」とし  

た。今回の指定の対象となっているのはナイシンAであるため，構造式，分子式及び分子量に  

ついては，NisinAのものを採用した。なお，分子量は，JECFAでは約3354，FCCでは～3348，  

EUでは3354．12としているが，2005年の原子量表に基づき，3354．07とした。  

定義  

JECFAにおいて，ナイシンは，LacttmαUShc由subsp．hcbbが産生する関連性が高い抗  

菌性ポリペプチドの混合物であり，括量調整のために添加される塩化ナトリウム，及び無脂肪  

乳固形分又はその他の発酵源由来の固形分を含むことが定義されていろ。FCCでは  

エβCねのα打β血c由餌b町血c由菌株が産生する関連性が高いポリペプチドの混合物であり，活  

量調整のために，塩化ナトリウム及び固形無脂肪乳を加えると記載されている。EUにおいては，  

勒わ〝α打g血c由（ム旧知胱仇胤血血新和bsp．ム飢兜由の旧菌株名）から産生される数種の関  

連性の高いポリペプチドから成ると定義されている。本規格案では，菌名は，JECFA及びFCC  

に準拠した。また，抗菌活性の本質はナイシンAであることから，明確に定義する為，「主た  

る抗菌性ポリペプチドはナイシンAである。」と記載した。また，培地（乳培地又は糖培地）  

由来の成分を含むことから，そのことを記載した。  

含  量  

JECFA，FCC及びEUともに，900国際単位／mg以上と設定されており，これらの規格に準  

拠し，単位当たりのナイシン量を明確に示した。また，本品は塩化ナトリウムを加えて，活性  

を調整した製剤であり，JECFA，FCC及びEUにおいて，塩化ナトリウムの含量を規定してい  

るため，本規格案でも採用した。  

性  状  

JECFAにおいては白～淡褐色の微粉末，FCCでは白色の流動性粉末（free・flowingpowder）  

とされている。色については劇S色名帳（刀SZ8102）に準拠した。  

確認試験  

JECFA及びFCC ともに他の抗菌剤との識別を確認する為，酸に対する安定性及び  
LactocoαuShc由のナイシンに対する耐性試験を設定している。JECFA，FCCに準拠して設  

定した。  
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純度試験  

（1）鉛JECFAでは1mg／kg以下，FCCでは2mg／kg以下，EUでは，5mgIkgと設定さ  

れている。JECFAに準拠し，1．Opg／gと設定した。  

（2）ヒ素JECFA，FCCともに設定されていないが，EUにAsとして1mg／kgと設定され  

ている。本規格案ではEUの規格を踏まえ，As203として2．Op．g佃とした。  

乾燥減量  

JECFA，FCC及びEUともに3．0％で設定されている。これらの規格に準拠し，設定した。  

微生物限度  

JECFA及びFCCにおいて，微生物限度が設定されていることから，本規格案でも，採用し  

た。JECFAでは，サルモネラ陰性（試料25g），大腸菌群30／g，大腸菌陰性（試料25g）が規定さ  

れ，一方，FCCでは，生菌数10cfuJg，大腸菌陰性（試料25g），サルモネラ陰性（試料25g）が規  

定されている。本規格案では，FCC規格に準じ，生菌数，大腸菌及びサルモネラを設定し，試  

験法は，一般試験法及び日本薬局方に準拠した。ただし，生菌数試験では発育阻止が認められ  

たため，試験液濃度を1mg／mlとし，100mlを試験に用い，メンブランフィルターの材質を規  

定した。また，大腸菌試験では，本品の抗菌性を考慮し，「本品1gを量り，乳糖ブイヨン培地  

と混和して100mlとし，30～35℃で24～72時間培養する。」とした。サルモネラ試験では，  

本品の抗菌性を考慮し，前培養にはソイピーン・カゼイン・ダイジェスト培地500mlを用いる  

こととし，選択培地は試験法の検討に用いたものに限定した。  

定量法  

（1）力価  

JECFAでは試験菌にLactococcushc由＄ubsp．c把辺OLiiを用い，比色法による力価測定法を採  

用している。JECFAの比色法では目視により検液と標準液を比較し，計算を行っているため，L半  

定量的である。一方，FCCでは，伽αCぴβ血ゎびgを試験菌として用い，穿孔平板法により得  

られる発育阻止円の大きさを指標として力価測定を採用している。FCCの方法は，発育阻止円の  

標準曲線に基づき定量的に力価測定ができる。本規格では，FCCの規格に準拠した。ただし，培  

地の調製方法は，より感度が高く，検量線の直線性が良好となる方法を採用した。  

（2）塩化ナトリウム  

JECFAでは及びFCCでは，指示薬を用いて滴定を行っているが，いずれも操作が煩雑であ  

るため，本規格案では，電位差滴定を採用した。  

蜘割こ設定され，本規格では採用しなかった項目  

JECFAでは，「溶解性」として，「水に可溶，無極性溶媒に不溶」としているが，確認試験と  

して，溶解性の項を設定する必要はないと考えられるため，本規格案では溶解性に係る規格は  

採用しないこととした。  
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他の規格との対比  

本規格案   JECFA   FCC   EU   

品名   ナイシン   NisinPreparation   NisinPreparation   Nisin   

CASNo 1414－45－5   1414－45－5   1414－45－5  

EinecsNo 215－807－5   

化学式   C川3H2き。N■203TS7   C143H23DN42037ST   C川3日2300ユーN42S7   C－1ユH23。N4之037S7   

分子圭   3354．07   約3354   ～3348   3354．12   

本品は，⊥∂βね¢∂¢¢〟∫血¢ぬ  ⊥∂¢お¢OC¢〟∫血c晦subsp．血dおによ  成長に適した培養液中で，ラン  ナイシンはランスフィールド分類  
sub印．血¢ぬの培養液から得ら  り産生される関連性の高い抗菌性ポ  スフィールド分類N群の   N群の乱呵血跡刑且血血の  
れた抗菌性ポリペプチドの塩化  リベプチドの混合物．ナイシンは固形  ム∂ごねco∝Uβ血c〟βSub印．  

血ef應により産生される関連性   

脂肪乳培地又は糖培地由来の 成分 
を含む。主たる抗菌性ポリ ペプA 

定義  
チドはナイシンである。   

塩化ナトリウムからなり，900IU／mg以 上の藩主を持つ 
。活王は．塩化ナトリ ウムの添加によって調整する 

。製剤 には 
，固形無糖乳又はその他の発酵 源が存在する 

。ナイシン製剤は室温  
及び酸性下での加熱に安定である。   

含王   ナイシン 900単位／mg以上  ナイシン 900ル／mg以上   ナイシン900IU／mg以上   ナイシン 900IU／mg以上  

塩化ナトリウム 50％以上   塩化ナトリウム 50％以上   】基化ナトリウム50．0，i以上 （R朗 
uirelnentS））   

本品は白－うすい貫赤色の粉  
性状  未でにおいがないか又はわずか  白色．什eeイlowingpowder 白色粉末   

に梅里なにおいがある   
確認試験   

・酸に対する安定性   ・酸に対する安定性   ・酸lこ対する安定性  
他の抗菌物質と  の区別           ・高濃度ナイシンに対する   ・高濃度ナイシンに対する   ・高濃度ナイシンに対する  

⊥∂Cわ¢○¢C〟5血¢始の耐性   由仁わβ○¢¢〟∫血c由の耐性   ⊥きCわ印CC〟∫血¢ぬの耐性   

溶解性   設定しない   
水に可溶．  
無極性溶媒に不溶  

鉛   1．OJJg／g以下   1mg／kg以下   2mg／kg以下   5m〆kg以下   

ヒ素   2．0〃g／g以下  
（1g．筈3王墓．装置B）  

1mg／kg以下   

重金属（Pbとし  設定しない  10mg／kg以下   

水銀   設定しない  1mg／kg以下   

乾燥滅王   
3．0！i以下   3．0％以下   3．0，i以下   3！i以下  

（105℃，2時間）   （105℃，2時間）   （105℃．2時間）   （102′－103℃，恒王）   

放生物限度  

細菌数   1gにつき100以下  10CFU／g  

大腸菌   陰性（拭料1g中）   陰性（試料25g中）   陰性（試料25g中）  

サルモネラ菌  陰性（試料10g中）   陰性（試料25g中）   陛性（試料25g中）  

大腸菌群   設定しない   30以下／g  

（1）力価   
備付¢○β¢〟ざを用いた発育阻止  ⊥∂¢わCOCC〟∫を用いた比色法による  他作¢ロC¢〟∫を用いた発育阻止  

円サイズによる力価の測定  力価の測定   円サイズによる力価の測定   

0．1mot／L硝酸銀溶液で滴定（電  過剰の硝酸銀を0．2Nチオシアン  
（2）塩化ナトリウ   位豊満定）   

セイン）  
酸アンモニウム溶液で滴定（硫  

酸アンモニウム鉄恵【≡連）  
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（参考）  

これまでの経緯  

厚生労働大臣から食品安全委員会委員長あてに添加物の  

指定に係る食品健康影響評価について依頼  

第15回食品安全委員会（依頼事項説明）  

第7回食品安全委員会添加物専門調査会  

第14回食品安全委員会添加物専門調査会  

第17回食品安全委員会添加物専門調査会  

第46回食品安全委員会添加物専門調査会  

第47回食品安全委員会添加物専門調査会  

第204回食品安全委員会（報告）  

食品安全委員会における国民からの意見聴取  

薬事・食品衛生審議会へ諮問  

薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会添加物部会  

薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会添加物部会  

第224．回食品安全委員会（報告）  

食品安全委員会より食品健康影響評価が通知  

薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会添加物部会  

薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会  

国際貿易機関への通報（WTO通報）  

平成15年10月 20 日  

平成15年10月 23 日  

平成16年4月 9 日  

平成16年11月16 日  

平成17年1月 26 日  

平成19年7月 30 日  

平成19年8月 27 日  

平成19年8月 30 日   

～平成19年9月・28 日  

平成19年9月13 日  

平成19年9月 26 日  

平成19年10月 24 日  

平成20年1月 31日  

平成20年2月 28 日  

平成20年4月 21日  

平成20年5月 20 日   

～平成20年7月18 日  

平成20年5月 20 日   

～平成20年7月 ⅩⅩ 日  

平成20年9月 24 日  

平成20年10月10 日  

国民からの意見聴取  

薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会添加物部会  

薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会  
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● 薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会添加物部会  

（平成19年9月26日、平成19年10月24日、平成20年2月28日開催）  

［委員］  

石田 裕美   女子栄養大学教授   

井手 達雄   東邦大学薬学部教授   

井部 明広   東京都健康安全研究センター   

北田 善三   畿央大学健康科学部教授   

佐藤 恭子   国立医薬品食品衛生研究所食品添加物部第一室長   

棚元 憲一   国立医薬品食品衛生研究所食品添加物部長   

長尾 美奈子   共立薬科大学客員教1受   

堀江 正一   埼玉県衛生研究所水・食品担当部長   

米谷 民雄   国立医薬品食品衛生研究所食品部長   

山内 明子   日本生活協同組合連合会組織推進本都 本部長   

山川 隆   東京大学大学院農学生命科学研究科准教授   

山添 康   東北大学大学院薬学研究科教授   

吉池 信男   独立行政法人国立健康・栄養研究所研究企画評価主幹   

（○：部会長）   

（平成20年9月24日開催）  

【委員】  

石田 裕美   女子栄養大学教授   

井手 速雄   東邦大学薬学部教授   

井部 明広   東京都健康安全研究センター   

北田 善三   畿央大学健康科学部教授   

佐藤 恭子   国立医薬品食品衛生研究所食品添加物部第一室長   

棚元 憲一   国立医薬品食品衛生研究所食品添加物部長   

長尾 美奈子   慶鷹義塾大学薬学部客員教授   

堀江．正一   埼玉県衛生研究所水・食品担当部長   

米谷 民雄   静岡県立大学食品栄養科学部客員教授   

山内 明子   日本生活協同組合連合会組織推進本部 本部長   

山川 隆   東京大学大学院農学生命科学研究科准教授   

山添 康   東北大学大学院薬学研究科教授   

吉池 信男   青森県立保健大学健康科学部栄養学科長 公衆栄養学教授   

由田寛士   独立行政法人国立健康・栄養研究所栄養疫学プログラム国民健  

康・栄養調査プロジェクトリーダー   

（○：部会長）  
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食品添加物の規格基準（ナイシン）に係わるご意見の募集結果について（回答案）  

ご意見・情報の概要   回答案   

口  （成分規格（定量法（り力価について））   ナイシンは，国際汎用添加物であるとともに企  
①（v）穿孔寒天平板の調製法が日本薬局方に  業からの指定要請品目であったため．規格試験  
記載されている方法と比較して．複雑なのですが，  法は，国際規格も踏まえたうえで、基本的には要  
8本薬局方のとおりでは，問題があるのでしよう  請書から提出された方法を採用しました．  
か？  ①日本案局方の穿孔寒天平板の調製法は，穿  

孔装置が必要なため，規格に採用しませんでし  
②（Vi）ナイシン標準液の調製において，0．02  た．また、本法は措定要請暑から提出された調製  
mol／L塩酸80mLに懸濁する。とあるのですが，実  法ですが、FCC規格の方法に比べて、感度が高  
際は溶解すると思いますが，いかがでしようか？ま  く．良好な標準曲線が得られたために採用しまし  
た，その後の操作で2時間室温に置くとあるのです  た。同等性が確保できれば，日本薬局方に記載  
が，この操作は必要なのでしようか？   されている方法を用いても差し支えありません．  

③ナイシン標準液は用時調製と記載があります  （診，⑤FCCの試演法に準拠したものです．ナイシ  
が，標準原液の保存条件及び使用期限は設定さ  ンI；は，製造時に用いられた培地の成分も含ま  
れているのでしようか？  れており，試料によっては溶け残りがみられるこ  

とがあるため．「懸濁」としました．「2時間室温に  
④（vii）ナイシン標準曲線の作成ですが，同一平    置く」操作は，乾燥したナイシンを溶液にした時  
板で同一の標準液を注入しているようですが．平  に．しばらくは活性が十分とならない場合がある  
板闇の補正は必要ないのでしょうか？l日日本抗生  ことから適切な状態にするために行うものです。  
物質医薬品基準に記載されている標準曲線法で  FCCの試験法にも規定されており，必要な操件と  
は，中心濃度の棲準液を用いて，平板間の誤差を  
補正して標準曲線を作成しております。培養器内  
の温度分布を考慮すると．補正をしたほうが誤差   
がないように思いますがいかがでしようか？  たものであり、ナイシン標準原液も含め、用時調  

製とします。（参考情報：FCC規格では，標準原液  
⑤（浦）ナイシン濃度測定についても，上記②．④    は4℃で7日間まで保存，または用時調製とされて  
と同様のことが言えないでしようか？   います。）  

⑥（ix）力価の算出において．中心濃度の標準液  ④，⑤，⑥規格試験法で問題ないことを確認して  
で補正するのでれば．旧日本抗生物質医薬品基  
準の手法を適用すべきと思います。   

2  （成分規格等）   ナイシンの成分規格については、JECFA、米国  
①「ナイシン」としての指定の対象は「ナイシンAJで  及びEUの成分規格との整合性にも配慮したうえ  

あるが、規格においてナイシンZの混入について規  で、その品質確保を図るうえで必要な項目を規格  
定されていない。このため、規格に「その他の抗菌  として設定しており、ナイシンZの混入について規  
性ポリペプチド」の項目を設け、規制対象とする抗  定する項目を設定することは考えておりません。  
菌性ポリペプチドとその上限を定める必要がある。  

ンAとナイシンZを分離同定する方法も含め、国立  
②わが国と中国とで使用基準が異なり、使用でき   
る品目や最大使用量に相違がある。このため、定  イシンの添加物指定に合わせて当該分析法の通  
量分析を含めた検査法を確立する必要がある。ま  
た、ナイシンZが使用される可能性があるため、こ  
れを同定する方法も確立する必要がある。  

③指定要請においては、「食品添加物の指定及び  
使用基準改正に関する指針」（「ガイドライン」）に  

従い、食品中の食品添加物の分析法を国立医薬  
晶食品衛生研究所が／くリデーションチェックをした  

上で、食品添加物部会で審議する必要があるので  
はないか。また、「ガイドライン」には、「同様の目的  
を持つ他の食品添加物との分離定量に留意する  

こと。」と記載されているので、食品中のナイシンA  
とナイシンZの分離定量法を確立する必要がある。   
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3  （表示）   添加物の表示については、食品衛生法第19条  
味噌の製造工程においてナイシンが人為的に使  に基づき、原則として食品に使用した添加物は、  
用された場合には、製造用剤であっても適切に表  加工助剤等の一部例外を除いては全て表示する  
示がなされるようにしていただきたい。   ことが義務づけられており、これらの表示基準に  

合致しない者の販売等は禁止されております。な 
お、加工助剤と見なされるためには、次の条件を  
満たす必要があります。  

4  （表示）  「食品の加エの際に添加されたが、①最終食品  
ナイシンの用途については、既存添加物と－ポリ  として包装する前に食品から除去されるもの、②  
リシンとの整合性を保つために、保存料のみとし、  食品中に通常存在する成分に変えられ、食品中  
製造用剤とすることを認めず、表示免除させては  に天然に存在するその成分の量を有意に増加さ  
ならない。公衆衛生上の見地のみでなく、消費者  せないもの、③最終食品中にごくわずかなレベル  
の選択に資するために明確に表示させるべきであ  でしか存在せず、その食品になんら影響を及ぼさ  
る。   ないもの、のいずれかに該当すること。」  

ナイシンを味噌等の製造工程において製造用  

剤として使用した場合においても、その他の添加  
物の取扱いと同様、加工助剤の定義に該当する  
場合を除いては、食品への添加物表示が必要と  
なります。   

5  （その他）   ナイシンは、国際基準であるコーデックス規格  
①使用実績の具体的データを示してください、味  に収載されている添加物であり、既に欧米等で  
噌などに使用許可しないでください。   は、クリーム製品、チーズ、小麦粉製品、食肉製  
②抗生物質を食品添加物として指定しないで下さ  晶、液卵製品等での使用が認められています。  
い   ナイシンを添加物として指定するにあたっては  

③ナイシン耐性菌に関してのモニタリングを行なっ                ヽ 食品安全委員会における食品健康影響評価とし  

てください。   て、食品安全委員会添加物専門調査会におい  
て、微生物の専門家からご意見を伺い、耐性菌  
出現による医療上の問題についても検討が行わ  

れるなど十分な審議が行われたものと考えており  

ます。なお、ナイシンの指定にあたっては、耐性  
菌に関する情報を収集し、問題となるような新た  
な知見があれば速やかに報告するよう事業者等  

に対して周知を図るとともに、必要に応じて再評  
価を検討する等、適切に対処していきたいと考え  
ております。   

6  （その他）   国際汎用添加物として指定の評価・検討を行っ  

「国際汎用添加物」の「ナイシン」はナイシンAに限  たrナイシン」は、米国、EU及びJECFAでも評価  
定されるものではないため、ナイシンZとの関係を  がなされているナイシンAであり、成分規格おいて  
明確にする必要がある。   も「主たる抗菌性ポリペプチドはナイシンAであ  

る。」と規定しています。ナイシンZを添加物として  
使用する場合には、新たに指定要請を行ってい  
ただく必要があります。   
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薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会添加物部会報告書及び答申の修正について（ナイシンの成分規格）  

項目   旧   新   

本品は，白～ニー   の粉末で，においがないか又はわ  本品は．白～うす い昔赤色の粉末で．においがないか又は  

性状  ずかに特異なにおいがある。   わずかに特異なにおいがある。   

本品0．100gを正確に量り，0．2〟mのフィルターを通して滅菌  本品0．100gを正確に量り．塩酸（1→600）80m‖こ懸濁する。2  
した0．02moレL塩酸80m＝こ懸濁する。2時間室温に置き，更  時間室温に置き．更に塩酸（1→600）を加えて100mlとし．試料  
こ0．02moレL塩酸を加えて100mlする｛この液1m】を正確に昔  液とする∩  

7k浴 り．0．02mo】／L 塩酸を用いて200mlとし．比較液とする∩比較液  （i）書式料液を中で 
1→600）を用いて200mlとし．桧液とする（ 20mlを5分間煮沸L．桧液とする∧検液及び比較液につき．定  正確に量り．塩酸（ 

量法に表す方法により．力価計測愛するとき．桧液の力価   の桧液につき．定量法に示す方法により力価を求めるとき．検  

は．比較液の力価の100±5％であるn別に換液20m‖こ   の力価は．定骨法の検液の力価の 100±5％であるn  

5mol／L水酸化ナトリウムを加え てDHllに調整した後，650c．   （ii）（i）の加熱した書式斜液の残りの液に．水酸化ナトリウム溶  
確認試験（1）  

30分間加熱する∴食後．塩酸を加 えてDH2．0に調整し． 定量  液（1→5）を加えてDHllに調整した後．650c．30分間加熱す  

法に示す方法により，力価を測定するとき．その活性は失わ  るn冷後．塩酸を加えてDH2．0に調整し．この液1mtを量り．塩  
れている。   酸（1→600）を用いて200mはし．検液とするn定量法に示す方  

法により，力価を測定するとき，その活性は失われている。   

滅菌した脱脂粉乳の水盛塵（1→10）中でLactococcuslactis  滅菌した脱脂粉乳の盟温盈（1→10）中でLactococcuslactis  

確認試験（2）  
（ATCCl1454又はNCtMB8586）を300c，18時間培養し，試  （ATCCl1454又はNCtMB8586）を30Oc，18時間培養し，試験  
験菌液とする。‥・   菌液とする。・＝   

Pbとして1．0〟g／g以下   Pbとして1．0〟g／g以下  
本品10．Ogを量り．5mlの硫酸を入れた耐熱性ビーカーに入  本品10．Ogを量り，成藍≡如上を入れた耐熱性ビーカーに入れ，  
れ，徐々に加熱し，更に硫酸少量を加え．できるだけ低温で  徐々に加熱し，更に硫酸少量を加え，できるだけ低温でほとん  
ほとんど灰化する。組500℃で灰化するまで強熱した  ど灰化する。更に500℃で灰化するまで強熟した後，放冷す  

純度試験（1）鉛  後．放冷する。＝■   る。・・・  

‥■酢酸プチル層をとり，検液とする。‥・   …酢酸プチル層をとり．こ也査検液とする。…  



微生物限度試験法により試験を行うとき，本品1gにつき．細  微生物限度試験法（発育阻止物曹の確 認試験を除く）により  

菌数は100以下である。また大腸菌は認めない。＝・   試験を行うとき，本品1gにつき，細菌数は100以下である。・‥  

＝・ソイピーン・カゼイン・ダイジェスト寒天培地の表面に置  ‥・ソイピーン■カゼイン・ダイジェスト寒天培地の表面に置き，  
き．30～35℃で5日間培養する。・・・   30・｝35℃で′ゝな  5日間培養する。‥・  

試験の手順   書式験の手順  

試料10gを量り，乳糖ブイヨンを加えて200mlとし．‥・   壷且10gを量り．ソイピーン・カゼイン・ダイジェスト培地を加  

‾500mlとし，  

微生物限度試験  
培地の性能試験及び発育阻止物皆の確認書式鹸   培地の性能試験  

試験には，非病原性又は病原性の弱いサルモネラ菌株を．  試験には．非病原性又は病原性の弱いサルモネラ菌株を．乳  
乳糖ブイヨン培地を用い．30～35℃で18～24時間培養して使  糖ブイヨン培地を用い．30～35℃で18～24時間培養して使用  
用する。次に．ペプトン食塩緩衝液，リン酸緩衝液，乳糖ブイ  する。次に，、ペプトン食塩緩衝液．リン酸緩衝液，乳糖ブイヨン  
ヨン培地等を用いて，1ml当たり約1，000個の生菌を含む菌液  培地等を用いて，1ml当たり約1，000個の生菌を含む菌液を調  
を調製する。必専に応じて，約1，000個／mlの生菌を含むサル  製する。約1．000個／mlの生菌を含むサルモネラの菌液0．1mtを  
モネラの菌液0．1mlを混和して．試料の存在下及び非存在下  
において．培地の有効性．抗菌性物告の存在等を試験す  
る。   

培地の出は水酸化ナトリウム試液又は1mot／L塩酸を用い  培地の魔性は水酸化ナトリウム試液又は塩酸（1→10）を用い  
て退製し，滅菌後の出が規定の値になるようにする。‥・   て盟整し，滅菌後の盛性が規定の値になるようにする。‥・  

■‥全成分を混和し，1210c．15分間滅菌する。滅菌後の出  ・・・全成分を混和し，121℃，15分間滅菌する。滅菌後の盈性  
蛙7－4～7．6とする。滅菌後，培地と同温度の50％ポリソル  1去旦那．4～7．6とする。滅菌後．培地と同温度の50％ポリソル  

定量法（1）力価、（ii）培地  ベート20溶液を2ml添加する。   ベート20溶液を2ml添加する。  

‥・全成分を混和し，12lOc．15分間滅菌する。滅菌後の出  ・・・全成分を混和し，12lOc，15分間滅菌する。滅菌後の魔性  
止7．2～7．6とする。この寒天培地9m偉内径約16mmの試験管  脇出7．2～7．6とする。この寒天培地9m摩内径約16mmの試験  
に分注して斜面とする。   管に分注して斜面とする。   
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内径90mmで富さ20mmのベトり皿に約20mtの種層寒天培  シャーレ（内径90mm．志さ20mm）の揚合は約20ml」五里塾  
地を入れ，寒天が水平になるように広げて室温にて固化させ  

定量法（1）力価、（v）穿孔寒天平板  

の調整  ～28mmの円周上に，円筒（ペニシリンカップ）の中心間の距  
離・・■   mmの円周上に，胃 の中心間の距離‥・   

ナイシン標準品0．100gを正確に量り．0．2上1mのフィルターを  ナイシン標準品約0．1gを精密に量り．塩酸（1→600）80m‖こ  
（1→600）を加えて100mは  通して滅菌した0．02mot／L塩酸80m‖こ懸濁する。2時間室温  懸濁する。2時間室温に置き．塩酸 し．これを－～ －とする。更に1．25，2．5，5．0，10．0，20．0（単   に置き．0．02moレL塩酸を加えて100mはし，これを一夕  

定量法（1）力価、（vi）ナイシン標準                 （1．000単位／ml）とする。更に1．25．2．5，5．0，10．0．20．0（単位  位／ml）となるよう，標準原液を塩酸（1→600）を用いて希釈し，   
液の調製   ／mt）となるよう，標準原液を0．02mol／L塩酸を用いて希釈し，  

標準液とするムナイシン標準液は用時調製する。   

定量法（1）力価、（vii）ナイシン標準  
穿孔寒天平板5枚（大型皿穿孔寒天平板の場合はこれに順   

曲線の作成  
を1組として用いる。・・・   

ナイシン濃度測定   検液の調製  
本品0．100gを正確に昔り．0．2〟mのフィルターを通して滅菌  本品約0．1gを精密に量り．塩酸（1→600）80m＝こ懸濁する。2  

した0．02mol／L塩酸80m＝こ懸濁する。2時間室温に置き．更  時間室温に置き．更に塩酸（1→600）を加えて100mt  一式粁  
に0．02moレL塩酸を加えて100mける∩この液1m修正確に量  液とする∩試料液 1mlを正確に量り，塩酸（1→600）を用いて  

り，0．02m01／L塩酸を用いて200mはし，検液とする。′  
定量法（1）力価、（viii）検液の調製                         の作成の手法に従いト榛液の阻止円の測定を行う。検液は  

の測定は間  

用時調製する。また．標準液及び桧液は阻止円 時に吉武鹸を行う云阻止円測定後．得られた値より棲準曲線か  
ら力価（単位／mg）を求める∩   

以下の式により，本品の力価を求める。   造曲線の作成の手法に従い．桧液の阻止円の有径計測定  
」以下の式により，本品の力価を求める。  

定量法（1）力価、（ix）力価の算出  
検液の力価  検液の力価（単位／ml）×20 

本品の力価＝  ×1，000（単位／耶）   本品の力鮎 （単位／mg）  
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エン酸アンモニウムCJl…N，0，rK82841  
試薬一試液、クエン酸アンモニウ  
ム   

・‥0．1mol／L塩酸0．05mlを加えるとき．赤色を呈する。‥・  ＝・塩酸（ 1→120）0月5mlを加えるとき．赤色を呈する。‥・  

試薬・試液、リトマス  
‥・0．1moL／L水酸化ナトリウム0．05mlを加えるとき，青色を呈  ■・・水酸化ナトリウム（1→250）0．05mlを加えるとき，青色を呈す  

する。   る。   

脱脂粉乳ユ旦鮎，リトマス生長g及び無水硫酸ナトリウム皇道gに  脱脂粉乳通．リトマス旦蝕及び無水硫酸ナトリウム鮎迫gに  
水適地壕加えて混和し．115℃．15分闇滅菌する∩   地を加えて混和する∩用賠調製する．   試薬】試液、リトマスミルク  
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答申（案）   

ナイシンについては、食品添加物として人の健康を損なうおそれはないこと  

から、指定することは、差し支えない。   

なお、指定に当たっては、以下のとおり使用基準及び成分規格を設定するこ  

とが適当である。  

使用基準  

使用基準の食品名   
使用基準  

（mg／kg）   

ホイップクリtム類（乳脂肪分を主成分とする食品を   12．5以下   

主要原料として泡立てたものをいう。）   

チーズくプロセスチーズを除く。）   12．5以下   

プロセスチーズ   6∴25以下   

穀類及びでん粉を主原料とする洋生菓子   3．0以下   

洋菓子   6．25以下   

食肉製品   12．5以下   

ソース類、マヨネーズ、ドレッシング   10．0以下   

卵加工品   5．0以下   

味噌   5．0以下   

成分規格   

部会報告書 別紙1（p．21）に記載のとおり。  

⑳   




