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A. 研究目的 

 既存添加物「ラック色素」は，天然由来の着

色料であり，コチニール色素と同様にアントラ

キノン骨格を有する色素を主成分とするが，コ

チニール色素が carminic acid の 1 成分からなる

のに対し 1)，ラック色素は，laccaic acid A，B，
C，E 等複数の成分から構成される(Fig. 1)  2), 3)．

また，コチニール色素の主色素成分の carminic 
acid のレーキ化合物はカルミンと呼ばれ，我が

国を除いた多くの国で食品に着色料として使

用されている．さらに，その名称から混同され

やすいが，carminic acid をアンモニアと反応さ

せて得られる耐酸性カルミンと呼ばれる世界

的にも使用が許可されていない着色料が 2000
年頃から流通し始めた 4)．これらカルミン及び

耐酸性カルミンは carminic acidに対して化学的

構造改変を伴うものであることから，我が国で

は既存添加物とは見なせず，食品への使用は共

に認められていない． 
 耐酸性カルミンの特徴として，carminic acidが
酸性溶液では橙色，中性溶液で赤色，アルカリ

性溶液で赤紫色を示すのに対して，pH に依存せ

ず，酸・アルカリ条件下でも赤色を示すことが

挙げられる．2002 年，我々の研究グループは，

carminic acid と carminic acid のアントラキノン

部の kermesic acid に類似した構造を持つ

purprinの両者についてアミノ化，次いでメチル

化を行い，両者の化学シフトの比較から，耐酸

性カルミンの主色素の化学構造が carminic acid
の 4位の水酸基がアミノ基に置換した 4-アミノ

カルミン酸(4-aminocarminic acid)であると報告

した(Fig. 1) 5)．この報告以降，欧州を中心に，

実際に4-aminocarminic acidが食品に添加された

ことを示す分析結果が報告されている 6), 7), 8), 9)． 
 4-Aminocarminic acidは，carminic acidをアン
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モニア処理することで，carminic acid の 4 位ヒ

ドロキシ基(–OH)がアミノ基(–NH2)に容易に置

換し合成される．このような置換反応は，アン

トラキノン骨格を持つ化合物，ラック色素の主

色素成分である laccaic acidに対しても同様に起

こりうると予想される．現時点では，ラック色

素をアンモニア処理して合成された，いわゆる

耐酸性ラック色素の報告例はないが，今後，流

通が確認されたとき，これについても，耐酸性

カルミンと同様に未指定添加物となることか

ら，その分析法の確立が望まれる．  
 本研究では，既報に従い 4), 5)，ラック色素を

アンモニア処理し， LC/MS 及び NMR を用いて

生成する色素成分の構造解析を行ったので報

告する． 
 
B. 研究方法 

B-1) 試料及び試薬 
 ラック色素(粉末状)は，日本シェラック工業

(株)から購入した．14N アンモニア水(14NH4OH，

Cat. No 016-03146)は，和光純薬工業(株)，15N ア

ンモニア水(15NH4OH，Cat. No 609390)は，シグ

マアルドリッチ社より購入した．NMR 用溶媒

dimethyl sulfoxide-d6 (DMSO-d6)は，ISOTEC 社よ

り購入した． 
 
B-2) ラック色素のアンモニア処理 
 ラック色素 300 mg を，100 mL の 10%アンモ

ニア水を加えて溶解した後，スクリューキャッ

プ付きのテストチューブに移し，ブロックヒー

ターで 120ºC・2h 加熱した．ブロックヒーター

のスイッチを切り，一晩静置した後，溶媒を減

圧留去して得られた残渣をアンモニア処理ラ

ック色素とした． 
 アンモニア処理ラック色素の色調は，残渣約

300 mg に 200 mL の 0.05%炭酸ナトリウム水溶

液を加えて溶解した後，0.1%ギ酸水溶液(pH 2)，
10 mM ギ酸アンモニウム水溶液(pH 6)または

0.05%炭酸ナトリウム水溶液(pH 10)を加えて

100 倍希釈し，各々を白色蛍光灯で確認した． 
 アンモニア処理ラック色素中の成分は，上述

の残渣 300 mg に 200 mL の 0.05%炭酸ナトリウ

ム水溶液を加えて溶解した後，0.1%ギ酸含有

20%メタノールを加えて 10 倍希釈し，この溶液

を 0.2 μm メンブレンフィルターでろ過したも

のを LC/MS 用試料液とした． 
 LC 条件：装置，ACQUITY UPLC/SQD system 
(Waters社製)；カラム，XTerra MS C18 (2.1 mm 
i.d.×150 mm，3.5 μm，Waters 社製)；カラム温度，

40ºC；移動相 A，1%ギ酸含有水；移動相 B，1%
ギ酸含有メタノール；溶出，A：B＝80：20 (0-10 
min)→75：25 (10-35 min)；注入量，10 μL；流速，

0.3 mL/min；PDA 検出器，200～500 nm；検出

波長，280 nm． 
 MS 条件：キャピラリー電圧，3.0 kV；コーン

電圧，30 V；ソース温度，120ºC；脱溶媒温度，

350ºC；脱溶媒ガス流量，600 L/hr；コーンガス，

50 L/hr；スキャン範囲，m/z = 200～700 (ESI neg.)． 
 

B-3) Laccaic acid C 及び 4-aminolaccaic acid C の

単離 
 ラック色素 2.5 g を 0.05%炭酸ナトリウム溶液

500 mL に溶解させ，ろ紙ろ過(FILTER PAPER 
QUALITATIVE ADVANTEC No.2，直径 15 cm，

東洋濾紙(株)製)した。このろ液を，あらかじめ

0.1%ギ酸含有 30%メタノールで平衡化してお

いた ODS オープンカラム(Chromatorex ODS，富
士シリシア化学(株)製，Cat. No DM1020T，4.0 
mm i.d.×400 mm)に負荷し，200 mL の 0.1%ギ酸

含有 30%メタノールと 200 mL の 0.1%ギ酸含有

40%メタノールで段階的に溶出させた．得られ

た 20 画分(それぞれ 20 mL)を上述の LC/MS に

付し，laccaic acid Cを含む画分をまとめて，溶

媒を減圧留去した．この操作を 20 回行い，ラ

ック色素合計 50 gから laccaic acid C粗分離画分

とした．次に得られた粗分離画分を再度300 mL
の 0.05%炭酸ナトリウム水溶液に溶解し，下述

の LC/MS 条件で分取を繰り返し，1,700 mg の

laccaic acid Cを得た． 
 次に単離精製した laccaic acid Cに対して，B-2
項に示したように 14NH4OH または 15NH4OH を

加えて反応させて，下述の LC/MS 条件で分取

を繰り返し，600 mg の 14N-4-aminolaccaic acid C
及び 50 mg の 15N-4-aminolaccaic acid C を得た． 
 分取 LC/MS：カラム，XTerra Prep RP18 (19 mm 
i.d.×100 mm，5 μm，Waters 社製)；カラム温度，



40ºC；移動相 A，0.1%ギ酸含有水；移動相 B，
0.1%ギ酸含有メタノール；溶出(laccaic acid C)，
A：B＝75：25 (0-15 min)；溶出(4-aminolaccaic acid 
C)，A：B＝75：25→40：60 (0-10 min)；注入量，

700 μL；流速，8 mL/min；分取トリガー，m/z 538 
[M-H]- (laccaic acid C及び 15N-4-aminolaccaic acid 
C)；分取トリガー(14N-4-aminolaccaic acid C)，m/z 
537 [M-H]-． 
 

B-4) NMR分析 
 NMR スペクトルは，重溶媒に DMSO-d6を用

いて，JEOL 製 JNM-ECA800 を使用して測定し

た．プローブに JEOL CH UltraCOOL probeを用

いて，1H-，13C-NMR スペクトル及び COrelation 
SpectroscopY (COSY)，1H-detected Multiple 
Quantum Coherence (HMQC)，1H-detected 
Multi-Bond heteronuclear quantum Coherence 
(HMBC)，Incredible Natural Abundance DoublE 
QUAntum Transfer Experiment (INADEQUATE)測
定した．  
 INADEQUATE 測定条件：probe temperature，
50ºC；relaxation delay，1 s；J constant，70 Hz；
X points，8192；Y points，128；scan times，
320000(laccaic acid C (4 days))及 び

486400(aminolaccaic acid C (6 days))． 
 15N-NMR 測定条件：probe temperature，50ºC；
relaxation delay，2 s；Spectral width，-50～650；
X points，32768；scan times，880；NOE，false． 
 

C. 結果及び考察 

C-1) アンモニア処理ラック色素の LC/MS分析 
 ラック色素及びアンモニア処理ラック色素に

ついて色調の pH 依存性について検討したとこ

ろ，ラック色素は pH が高くなるにつれて，橙

色から紫色に変化した．一方，アンモニア処理

ラック色素は pH に依存せず，紫色だった(Table 
1)． 
 次に LC/MS 分析を実施したところ，ラック

色素及びアンモニア処理ラック色素において，

それぞれ 5つのピークが確認された(ピーク 1～
5，ラック色素；ピーク 1′～5′，アンモニア処理

ラック色素)(Fig. 2)．ピーク 1～5 の吸収スペク

トルが 490 nm 付近に極大吸収波長を示したの

に対して，ピーク 1′～5′のそれは，550 nm付近

に二つの極大吸収波長を示した． 
 各ピークに由来するマススペクトルを確認し

た結果，ピーク 1，2，4 及び 5 は，それぞれ m/z 
494，538，495 及び m/z 536 を与える脱プロトン

分子 [M-H]- のピークが強く観測され，それぞれ

を laccaic acid E，C，B 及び A と同定した(Table 
2) 2), 3), 10), 11), 12), 13), 14)．ピーク 3 に由来するマスス

ペクトルには，m/z 359，315 及び m/z 271 を与え

るピークが観測された．これは，岡らがラック

色素を LC/MS/MS 分析した際に観測した，

anthraquinonedicarboxylic acid誘導体に由来する

m/z 359 [M-H]-，315 [M-H-CO2]- 及び m/z 271 
[M-H-2CO2]-と一致していることから，ピーク 3
は anthraquinonedicarboxylic acid誘導体と推定し

た 15)． 
 一方，ピーク 1′～5′に由来する m/z は，それ

ぞれピーク 1～5 に対して 1 少ない値を示した

(Table 2)．これは，既に杉本らが報告したよう

に 5)，カルミン酸をアンモニア処理した際，ア

ントラキノン骨格の 4 位ヒドロキシ基(–OH)が
アミノ基(–NH2)に置換し，分子量が 1Da 減少す

る結果と一致し，すなわち，ピーク 1′～5′は，

laccaic acid A，B，C，E 及 び

anthraquinonedicarboxylic acid誘導体の 4 位ヒド

ロキシ基(–OH)がアミノ基(–NH2)に置換した色

素化合物と推測された． 
 

C-2) Laccaic acid C の構造解析 
 Laccaic acid 及びアンモニア処理を施して得ら

れる誘導体の化学構造を明らかにすることに

した．しかし，現在は laccaic acid A，B，C，E
の標準試薬は市販されていない．そこで本研究

では，ラック色素から laccaic acid を単離・精製

した後，そのアンモニア処理誘導体を NMR 分

析に付すことで構造を明らかにする． 
 ラック色素を ODS オープンカラムに付し，

メタノールの濃度をステップワイズに上げて

溶出した際，laccaic acid C が他の laccaic acidと
容易に分離した．そこで，laccaic acid C を含む

画分を集めた後，分取 LC/MS でさらに精製し

たところ，1,700 mg の laccaic acid Cが得られた．

500 mg の laccaic acid C を 600 µL の DMSO-d6に



溶解し，NMR 分析に付した．1H-NMR スペクト

ルには，芳香環に由来する δH 6.92，7.04，7.13
及び δH 7.56 のプロトンシグナルと δH 3.11 及び

δH 4.12 のプロトンシグナルが観測された(Table 
3)．13C-NMR スペクトルには，25 のカーボンシ

グナルが観測された(Fig. 3)(Table 3)．HMQC 分

析において，δH 3.11，4.12，6.92，7.04，7.13 及

び δH 7.56 は，それぞれ，δC 35.36，54.05，116.48，
132.83，130.82 及び δC 115.86 との相関が観測さ

れた．また，HMBC 分析では，δH 6.92 と δC 119.36
及び δC 125.0，δH 7.04 と δC 35.36，125.55，130.82
及び δC 155.00，δH 7.13 と δC 132.83及び δC 155.00，
δH 7.56 と δC 118.32，121.23，168.54，183.12 及

び δC 186.75の相関が観測された．いずれのプロ

トンと相関が得られなかった 10 個のカーボン

シグナルについては，2D-INADEQUATE 分析で
13C-13C の相関を観測し，帰属することにした．

その結果，次に示す 13C-13C の相関が観測された． 
 δC121.23-140.17-(169.53)-118.32-136.53- (115.86) 
-(169.65)-186.75-118.83-(104.90)-(183.12)-148.50-
153.12-122.55-(158.93)-(104.90)-119.36-(155.00)- 

(116.48)-132.83-125.04-130.82 及び δC 54.05 - 
170.76 (Fig. 4)． 
 NMR 分析及び LC/MS 分析の結果から，Fig. 4
に示した化学構造が導かれ，既に報告されてい

る laccaic acid C の化学構造と矛盾のない結果が

得られた 13)． 
 

C-3) 4-Aminolaccaic acid C の構造解析 
 C-2で単離した laccaic acid C 800 mg をアンモ

ニア処理し，LC/MS分析に付した結果，その保

持時間，吸収スペクトル及びマススペクトルは，

ピーク 2′のそれと一致した．次に，アンモニア

処理 laccaic acid C を NMR 分析に付した．
1H-NMR スペクトルには，芳香環に由来する δH 
6.81，7.05，7.32 及び δH 7.57 のプロトンシグナ

ルと δH 2.99，3.11 及び δH 3.83 のプロトンシグ

ナルが観測された(Table 3)．13C-NMR スペクト

ルには，25 のカーボンシグナルが観測された

(Fig. 3)(Table 3)．HMQC 分析において，δH 3.83，
6.81，7.05，7.32，及び δH 7.57 は，それぞれ，δC 
54.99，118.12，129.06，133.78及び δC 113.88 と

の相関が観測された．また，δH 2.99 及び δH 3.11

は δC 35.78との相関が観測された．HMBC 分析

では，δH 6.81と δC 122.59，124.83及び δC 155.85，
δH 7.05 と δC 35.78，125.59，133.78及び δC 155.85，
δH 7.32 と δC 35.78，116.08，129.06及び δC 155.85，
δH 7.57 と δC 119.62，138.33，167.20，169.41，
177.15 及び δC 180.00 の相関が観測された．

2D-INADEQUATE 分析では次に示す 13C-13C の

相関が観測された． 
δC 138.66-119.99-167.20-113.88-138.33-119.62- 

138.66，δC 180.00-104.76-(144.11)-102.00-177.15，
δC 116.08-122.59-133.78-124.83 及 び δC 
129.06-118.12-155.85 (Fig. 5)． 
 残りの 4 つのカーボンシグナル(δC 162.84, 
164.43, 170.59及び δC 171.07)については，laccaic 
acid C のケミカルシフトから推定して，帰属し

た(Table 3)． 
 Laccaic acid C と同じく，アンモニア処理 laccaic 
acid C もカーボンと隣接する 7 つのプロトン及

び 25 のカーボンを有していた．このことから，

laccaic acid C と比べてアンモニア処理 laccaic 
acid C が 1Da 少ない分子量を示すことは，アン

モニア処理により，laccaic acid C のヒドロキシ

基(–OH)がアミノ基(–NH2)に置換したためと推

測された．そこで，アミノ基(–NH2)の置換位置

を明らかにする目的で，laccaic acid C を
15NH4OH を用いてアンモニア処理し，NMR に

付した．14Nのスピン量子数が 1なのに対して，
15N のそれは 1/2 であるため，13C-15N のカップ

リングが生じる 16)．実際に，13C-NMR スペクト

ルには 25 のカーボンシグナルが観測され，そ

のうち 4 位のカーボンシグナルは，ダブレット

(JCN＝15.41 Hz)のシグナルとして観測された

(Fig. 6)．以上の結果から laccaic acid C をアンモ

ニア処理して得られる誘導体は，4-aminolaccaic 
acid Cであることを明らかにした． 
 Laccaic acid A，B 及び E のアントラキノン骨

格に結合したヒドロキシ基の位置は，laccaic 
acid C のそれと同じである．また，LC/MS 分析

から推定された anthraquinonedicarboxylic acid誘
導体も，アンモニア処理により laccaic acid(A，

B，C 及び E)と同様に，分子量が 1 少なくなる

こと，極大吸収波長が長波長側にシフトするこ

とから，laccaic acid(A，B，C 及び E)と同じア



ントラキノン骨格を持つと推測される．以上の

理由から，本研究ではピーク 1′，3′，4′及び 5′
を ， そ れ ぞ れ ，4-aminolaccaic acid E，
4-aminoanthraquinonedicarboxylic acid 誘導体，

4-aminolaccaic acid B 及び 4-aminolaccaic acid A
と結論した(Table 2)． 
 

D. 結論 

 既存添加物「ラック色素」は，天然由来の着

色料であり，コチニール色素と同様にアントラ

キノン骨格を有する色素を主成分とするが，コ

チニール色素が carminic acidの 1 成分からなる

のに対し，ラック色素は，laccaic acid A，B，C，
E 等複数の成分から構成される．ラック色素を

アンモニア処理することで，pH に依存しない色

調が確認された．これは，ラック色素中の主色

素成分 laccaic acid A，B，C 及び E の 4 位ヒドロ

キシ基(–OH)がアミノ基(–NH2)に置換した

4-aminolaccaic acid A，B，C 及び E に起因する

ことを明らかにした．現時点では，ラック色素

をアンモニア処理して合成された，いわゆる耐

酸性ラック色素の報告例はないが，今後，流通

が確認されたとき，これについても，耐酸性カ

ルミンと同様に未指定添加物となることから，

その分析法の確立が必要と考えられた．また， 
食品の製造過程において，ラック色素から意図

せずに 4-aminolaccaic acid 類が産生される可能

性は否定できない．この点については，耐酸性

カルミン(4-aminocarminic acid)と同様に注意が

必 要 で あ り ，4-aminolaccaic acid 及 び

4-aminocarminic acidが食品または添加物から検

出された際，それらが意図せず産生されたもの

なのかの判断基準を整理しておく必要がある

と思われる． 
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Fig. 1 Structures of anthraquinone derivatives in this study. 

 

 

 



 

Fig. 2. LC/MS analysis of lac dye and ammonia-treated lac dye. 

(A) Lac dye; (B) Ammonia-treated lac dye. HPLC chromatograms were recorded at 480 nm. PDA 

spectra of peaks 1 to 5 and 1′ to 5′ are shown below. MS analyses of peaks a to e and 1′ to 5′ are 

summarized in Table 2. 



 
 

 

 

Fig. 3. 13C-NMR spectra of laccaic acid C and 4-aminolaccaic acid C. 
13C-15N spin coupling of 15N-4-aminolaccaic acid C was observed at δC 141.44 (15.41 Hz) (Fig. 6).



 
 
 
 

 
 

Fig. 4. 2D-INADEQUATE spectrum of laccaic acid C. 

* indicate carbon skeletons as follows: δC 54.05-170.76 (8′-8′COOH). 

  



 
 
 

 
 

Fig. 5. 2D-INADEQUATE spectrum of 4-aminolaccaic acid C. 



 

 

 

 

Fig. 6. Synthesis of 14N- and 15N-4-aminolaccaic acid C (A) and 13C-NMR spectra of 14N- and 15N-4-aminolaccaic acid C (B). 
 
  



 
 

 

 

Table 1. The color of lac dye and ammonia-treated lac dye at different pH conditions.

Lac dye Ammonia-treated lac dye
pH 2 pH 6 pH 10 pH 2 pH 6 pH 10

orange red purple purple purple purple

The pH solutions consisted of 0.1% formic acid (pH 2), 10 mM ammonium formate (pH 6), 
and 0.05% sodium carbonate solution (pH 10).

Table 2. The observed m/z of peaks 1–5 and 1'–5' in lac dye and ammonia-treated lac dye, respectively, as determined by LC/MS analysis.

Lac dye Ammonia-treated lac dye

peak m/z Compound peak m/z Compound

1 494 laccaic acid E 1' 493 4-aminolaccaic acid E 

2 538 laccaic acid C 2' 537 4-aminolaccaic acid C 

3 359 anthraquinonedicarboxylic acid derivative 3' 358 4-aminoanthraquinonedicarboxylic acid derivative

4 495 laccaic acid B 4' 494 4-aminolaccaic acid B 

5 536 lacciac acid A 5' 535 4-aminolaccaic acid A 

Peaks 1–5 and 1'–5' are shown in Fig. 2.



 

 

 
 

 

Table 3. 1H- and 13C-NMR chemical shifts of laccaic acid C and 4-aminolaccaic acid C 

No.
Laccaic acid C 4-Aminolaccaic acid C

1H 13C 1H 13C
1 - 158.93 - 164.43*
2 - 122.55 - 116.08 
3 - 153.12 - 162.84*
4 - 148.50 - 144.11 
4a - 118.83 - 104.76 
4b - 136.53 - 138.33 
5 7.56 (1H, s) 115.86 7.57 (1H, s) 113.88 
6 - 169.65 - 167.20 
7 - 121.23 - 119.99 
8 - 140.17 - 138.66 
8a - 118.32 - 119.62 
8b - 104.90 - 102.00 
9 - 183.12 - 177.15 

10 - 186.75 - 180.00 
1' - 119.36 - 122.59 
2' 7.04 (1H, s) 132.83 7.32 (1H, s) 133.78 
3' - 125.04 - 124.83 

4' 7.13 (1H, d, J=5.50) 130.82 7.05 (1H, d, J= 5.50) 129.06 

5' 6.92 (1H, d, J=7.34) 116.48 6.81 (1H, d, J=7.34) 118.12 

6' - 155.00 - 155.85 
7-COOH - 168.54 - 169.41 
8-COOH - 169.53 - 170.59**

7' 3.11 (2H, brs) 35.36 
2.99 (1H, s)

35.78 
3.11 (1H, s)

8' 4.12 (1H, s) 54.05 3.83 (1H, s) 54.99 
8'-COOH - 170.76 - 171.07**

Solvent, DMSO-d6. brs, broad singlet; d, doublet; s, singlet. Sets of * and ** indicate interchangeable.


