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A. 研究目的 
	ゴマ油不けん化物(Sesame Seed Oil Unsaponified 
Matter)は日本食品添加物協会「第 4版	 既存添
加物自主規格」（以下, 4版自主規格）に規定さ
れている . ゴマ油不けん化物の定義は , ゴマ
（Sesamum indicum Linné）の種子から得られた, 
セサモリンを主成分とするものである 1). 確認
試験では, 順相系液体クロマトグラフィーによ
る測定であったが, 逆相系液体クロマトグラフ
ィーにおいても分離分析が可能であった. また, 
成分解析では, セサミンおよびセサモリンが主
成分であり, セサモールは本品の不純物である
ことが確認できた. 以前では, 逆相系液体クロマ
トグラフィーを用いた成分規格の設定を行い，

その評価を実施したが, 分析を行う上で高純度
な標準品が必要となった. しかし, セサミンおよ
びセサモリンの標準品は高額であり, 入手困難
となっている. そこで, 簡便かつ効率的な高速向
流クロマトグラフィー（high-speed countercurrent 
chromatography, HSCCC）による単離精製を試み

た 2-3). 二相溶媒系にはヘキサン/酢酸エチル/メ
タノール/水溶液（7/3/7/3, v/v/v/v）を用いた結
果, 高純度のセサミンおよびセサモリンを単離
精製することができた 4).  
	 本年度では, ゴマ油不けん化物だけでなく, 
様々なゴマ関連食品に応用できる定量評価法

を検討した. その方法として, 相対モル感度係数
（Relative Molar Sensitivity, RMS）を用いたシン
グルリファレンス HPLC定量法を構築すること
とした. 本手法は, RMS とピーク面積比により
分析対象物質を間接的に定量することが可能

である. つまり, RMSを設定することにより, 分
析対象物質の標準品に頼らず定量可能な簡便

かつ迅速な方法といえる 5). 本研究における分
析対象は，ゴマリグナン類のセサモール, セサ
ミン , エピセサミンおよびセサモリンとした
（Fig. 1）. さらに, ゴマリグナン類と同等の極大
吸収波長を持つ化合物をシングルリファレン

スとして採用するため, ゴマリグナン類と共通
構造を持つ類似化合物を有機合成にてデザイ

ンすることを試みた 6). デザインした 4種類のシ

研究要旨	昨年度に引き続き, 日本食品添加物協会「既存添加物自主規格（第4版）」に収載さ
れているゴマ油不けん化物の成分規格の検討を実施した．ゴマ油不けん化物は , ゴマ
（Sesamum indicum Linné）の種子から得られた, セサミン及びセサモリンを主成分であると定
義された. しかし,これらの標準品は高価格であり, 定量評価が困難である. そこで, 相対モル感
度係数を用いたシングルリファレンスHPLC定量法を構築した. さらに, 本手法をゴマ油不け
ん化物の試験法のみならず, 様々なゴマ油由来製品に関する定量評価へ応用するため, 分析対
象をセサモール, セサミン, エピセサミン及びセサモリンとした. 本手法では, ゴマリグナン類
と極大吸収波長が類似であるシングルリファレンス（ピペロナール, セサモールのメチル誘導
体, ブチル誘導体及びヘキシル誘導体）をデザインし, 定量の妥当性を検討した. その結果, ピ
ペロナール, セサモールのメチル誘導体及びブチル誘導体において, 絶対検量線法と同等の定
量性を示し, 異なる分析条件でも高い再現性を保証することが確認された. 	
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ングルリファレンスを用いて, 保持時間や定量
の妥当性を比較し, ゴマリグナン類の最適なシ
ングルリファレンス定量法を検討することと

した.  
 
B. 研究方法 
ゴマ油不けん化物は国内で市販されているも

のを用いた． ゴマ油はかどや製油社製, セサミ
ン EXはサントリーウエルネス社製を購入した． 
電子天秤：メトラー製 METTLER ML303/52 
LC 装 置 ： 島 津 製 作 所 社 製

LC-20AD/SIL-20AC/CBM-20A/SPD-M20A/CTO-
10ASシステム 
定量 NMR 装置：日本電子社製  JMM-ECA 
600MHz 
 
ゴマリグナン類のおよびシングルリファレン

ス LC分離分析：対象試料はアセトニトリル/メ
タノール混液（50/50， V/V）により調製した．
移動相には，0.1% ギ酸水溶液（A）/0.1%ギ酸ア
セトニトリル（B）を使用し，A/B：55/45 のア
イソクラティック分析を行った． 
カラム：TSKgel ODS-100V column (4.6×150 mm， 
3 µm， 東ソー社製) 
カラム温度：40℃ 
流速：1.0 mL/min 
検出波長：190-800 nm (定量：290 nm) 
注入量：10 µL 
 
ゴマリグナン類に対するシングルリファレン

スのデザイン：セサモールにヨードメタン, 1-
ブロモブタン, 1-ブロモヘキサンを反応させ, メ
チル誘導体, ブチル誘導体およびヘキシル誘導
体を合成した. 触媒として, 炭酸カリウムを使用
した. また, 流通されているゴマリグナン類の類
似化合物として, ピペロナールも用いた.  
 
定量 NMRによる純度評価：試料として, セサモ
ール, セサミンおよびピペロナールは和光純薬
社製, エピセサミンおよびセサモリンはナカラ
イテスク社製, メチル誘導体, ブチル誘導体およ
びヘキシル誘導体は本研究にて合成したもの

を用いた.  

データ数：60,000 
パルス角：90° 
遅延時間：60秒 
繰り返し回数：8〜16回 
観測幅：-5〜15 ppm 
溶媒：重クロロホルム 
 
RMSの算出：4種のゴマリグナン類および 4種
のデザインしたシングルリファレンスについ

て, 0〜100 µMで絶対検量線を作成した. 各シン
グルリファレンスに対するゴマリグナン類の

検量線の傾きの比より, RMSを算出した.  
 
シングルリファレンス HPLC定量法の妥当性評
価：求めた RMSを用いて, 絶対検量線法との定
量値を比較した.また, 異なる分析条件（カラム
や移動相）でのシングルリファレンス HPLC定
量法での定量性を検討した . 用いたカラムは
TSKgel ODS-100V（東ソー社製）, XBridge C18
（Waters社製）, Inertsil ODS-2（GLサイエンス
社製）, YMC-Pack Pro C18（YMC社製）および
KINETEX（Phenpmex社製）である. さらに, 添
加するシングルリファレンスを 25 µM,  
50 µMと 100 µMの 3種類の異なる濃度におい
て定量値の再現性を確認した.  
 
C. 研究結果 

HPLC による分離分析を実施した．各モニタ
リングする波長を決定するため, ゴマリグナン
類をフォトダイオードアレーにて検出した．そ

の結果の HPLCクロマトグラムをおよび紫外可
視吸収スペクトルを Fig. 2および 3に示した.  

 
ゴマリグナン類に対するシングルリファレ

ンスをデザインし，有機合成を実施した. セサ
モールをアルキル化し,メチル誘導体, ブチル誘
導体やヘキシル誘導体を合成した（Fig. 4）. さ
らに, セサモールの類似化合物としてピペロナ
ールもシングルリファレンスとして検討する

こととした. なお, デザインしたシングルリファ
レンスにおいても, LC の分離分析を行い, 各
HPLC クロマトグラムおよび紫外吸収スペクト
ルを得た（Fig.5および 6）.  
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ゴマリグナン類およびシングルリファレン

スを定量 NMR にて純度評価した. その結果を
Fig.7および Table 1に示し, いずれも 97％以上
の高純度であることが確認された.  
定量 NMRによって得られた定量値をもとに, 

各ゴマリグナン類およびシングルリファレン

スの0～100 µMの絶対検量線を作成した（Fig.8）.
各シングルリファレンスに対するゴマリグナ

ン類の検量線の傾きの比より, RMS を算出し
Table 2に示した. なお, セサモールのヘキシル誘
導体は感度が低く, 20～100 µMの範囲でしか検
量線を作成できなかった.  

 
次に,シングルリファレンス定量法で得られ

たゴマリグナン類の定量値と従来の絶対検量

線法による定量値を比較し, 本手法の妥当性を
検討した結果を Table 3に示す. ヘキシル誘導体
はゴマリグナン類と大幅に保持時間がずれて

おり, 定量性に乏しく, シングルリファレンスと
して不適合であると判断した.  
また, 5 種の異なるカラムや移動相を用いて, 

各ゴマリグナン類の定量値を算出した. 各カラ
ムでの HPLC クロマトグラムと各定量値を
Fig.9〜13と Table 4〜7に記した. その結果, どの
カラムを用いても, 再現性の高い定量値が得ら
れた. 特に, セサモールのブチル誘導体が最もシ
ングルリファレンスの中で RSD％の小さく良
好な値を示した.  
 
D. 考察 
本研究では，ゴマ油不けん化物(Sesame Seed 

Oil Unsaponified Matter)に含まれるセサミンお
よびセサモリンの規格試験の検討, それらに加
えて, ゴマ関連製品に含まれる他のゴマリグナ
ン類であるセサモールおよびエピセサミンに

おいて新たな定量評価法を構築した. ゴマリグ
ナン類は標準品の価格が高く, 入手困難であり, 
簡便かつ安価な定量法が求められていた. そこ
で, 分析対象の標準品を用いない, RMS を用い
たシングルリファレンス HPLC定量法を新たに
構築した. 本研究では, ゴマリグナン類に類似構
造をもつシングルリファレンスを得るために, 
セサモールのアルキル化によりデザインした. 

それにより, シングルリファレンスとして, セサ
モールのメチル誘導体, ブチル誘導体, ヘキシル
誘導体およびピペロナール（セサモールの類似

化合物）を検討した. 4種のゴマリグナンおよび
シングルリファレンスに関して, 絶対検量線の
傾きの比より RMSを求めた結果, どの濃度幅に
おいても再現性の高い RMSが得られた. 算出し
た RMSを用いて絶対検量線法と比較した結果, 
ヘキシル誘導体での定量値はばらつきが大き

く, ピペロナールは最も定量性が高いことが確
認された. また, カラムや移動相の条件を変更し, 
シングルリファレンス HPLC定量法を検討した
結果, いずれも RSD 5%以下のゴマリグナン類
の定量値が得られ, その中でセサモールのブチ
ル誘導体が最も RSDの低い定量値を示した. ゆ
えに, 本手法により, シングルリファレンスを用
いることで, 4 種類のゴマリグナン類を標準品
なしで一斉定量することができた. 本結果より，
吸収極大も同じであるブチル誘導体が最適な

ゴマリグナン類のシングルリファレンスであ

るといえる.  
 
E. 結論 
本結果より，ゴマリグナン類（セサモール, セ

サミン , エピセサミンおよびセサモリン）は
RMS によるシングルリファレンス HPLC 定量
法により既存添加物ゴマ油不けん化物だけで

なく, ゴマ関連製品において安価かつ簡便に定
量することができることが確認された. 下記に
その条件を示す. しかし, ゴマ油不けん化物やゴ
マ関連製品に唯一セサモールが含まれておら

ず, こちらの定量評価を実施する必要があると
考えている.  
 
シングルリファレンス HPLC定量法の条件 
移動相：A/B＝0.1%ギ酸メタノール/0.1%ギ酸

水溶液 
流速：1.0 mL/min 
対象化合物：セサモール, セサミン, エピセサ

ミン, セサモリン 
シングルリファレンス：セサモールのブチル

誘導体 
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F. 研究発表 
1. 論文発表 
特になし 

	  
2. 学会発表 
高橋未来, 西﨑雄三, 杉本直樹, 佐藤恭子, 井之

上浩一：シングルリファレンス定量分析:相対モ
ル感度係数に基づく新たな HPLC定量法の開発
とゴマリグナンへの応用	 日本薬学会第 138年
会（金沢）, 2018年 3月 
 
G. 知的財産権の出願，登録状況 
特になし 

 
H. 健康危機情報 
特になし 
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Fig.1	ゴマリグナン類の構造	
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Fig.2	ゴマリグナン類の HPLC クロマトグラム（検出波長：290	nm）	

Fig.3	ゴマリグナン類の紫外可視吸収スペクトル	
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Fig.4	シングルリファレンスの有機合成デザイン	
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Fig.5	シングルリファレンスの HPLC クロマトグラム（検出波長：290	nm）	
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Fig.6	シングルリファレンスの紫外可視吸収スペクトル	
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Fig.7	デザインしたシングルリファレンスの NMR スペクトル	

 

Table	1	定量 NMR における純度評価	
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Fig.8	絶対検量線（0〜100	μM）	
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Table	2 各シングルリファレンスに対する RMS の算出	

 
シングルリファレンス 分析対象物質 1.25-12.5μM 20-100μM 0-100μM 平均±SD

ピペロナール

セサモール 0.74 0.73 0.73 0.73±0.01
セサミン 1.55 1.54 1.54 1.54±0.01
エピセサミン 1.54 1.52 1.52 1.53±0.01
セサモリン 1.56 1.54 1.54 1.55±0.01

メチル誘導体

セサモール 0.94 0.92 0.92 0.93±0.01
セサミン 1.97 1.94 1.94 1.95±0.02
エピセサミン 1.97 1.92 1.92 1.94±0.03
セサモリン 1.99 1.95 1.95 1.96±0.02

ブチル誘導体

セサモール 1.06 1.07 1.07 1.07±0.01
セサミン 2.23 2.25 2.25 2.25±0.01
エピセサミン 2.23 2.23 2.23 2.23±0.00
セサモリン 2.25 2.26 2.26 2.26±0.01

ヘキシル誘導体

セサモール N.D. 0.47 N.D. N.D.
セサミン N.D. 1.00 N.D. N.D.
エピセサミン N.D. 0.99 N.D. N.D.
セサモリン N.D. 1.00 N.D. N.D.
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Table	3	絶対検量線法とシングルリファレンス HPLC 定量法の定量値の比較	

 

絶対検量線法 定量値

m M ±SD

RMS法 定量値

ピペロナール

m M ±SD
メチル誘導体

m M ±SD
ブチル誘導体

m M ±SD
ヘキシル誘導体

m M ±SD

ゴマ油
セサミン 15.7±0.12 15.9±0.21 16.9±0.28 14.7±0.16 30.7±0.67
セサモリン 5.7±0.14 5.9±0.15 6.3±0.18 5.5±0.16 11.5±0.47

セサミンEX セサミン 21.4±0.03 21.9±0.31 22.5±0.42 21.1±0.23 44.6±0.23
エピセサミン 21.0±0.07 21.8±0.32 22.3±0.45 20.9±0.26 44.8±0.29

ゴマ油
不けん化物

セサミン 42.7±1.05 42.2±0.55 44.1±0.77 44.9±0.88 91.0±1.91
セサモリン 17.6±0.15 17.7±0.29 18.5±0.25 18.9±0.22 38.5±1.47
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Table	4	異なる分析条件でのゴマリグナン類の定量結果（ピペロナール）	

 

Table	5	異なる分析条件でのゴマリグナン類の定量結果（メチル誘導体）	

 

ピペロナール ゴマ油 セサミンEX ゴマ油不けん化物
SR添加濃度
μM±SD

セサミン
m M±SD

セサモリン
,m M ±SD

セサミン
m M±SD

エピセサミン
m M±SD

セサミン
m M±SD

セサモリン
M±SD

TSKgelO DS-100V
（東ソー社製）

25 17.5±0.1 6.2±0.8 24.4±0.1 24.4±0.3 42.1±1.2 17.7±0.3
50 17.8±0.2 6.6±0.2 24.2±0.2 23.7±0.3 41.8±0.5 17.1±0.1
100 17.0±0.2 6.0±0.3 22.4±0.5 21.9±0.5 42.4±0.4 17.7±0.1

Xbridge C 18
（W aters社製）

25 17.6±0.2 6.5±0.2 24.4±0.3 24.1±0.3 47.5±0.2 19.5±0.3
50 17.8±0.2 6.4±0.2 23.7±0.2 23.3±0.3 44.9±0.5 18.7±0.5
100 16.7±0.1 6.1±0.0 22.3±0.5 21.9±0.4 44.1±0.2 18.0±0.5

YM C -Pack Pro C 18 RS
（YM C社製）

25 17.9±0.0 6.8±0.1 25.2±0.4 24.8±0.5 46.5±1.1 19.1±0.5
50 18.0±0.1 6.7±0.0 24.6±0.1 24.4±0.2 44.0±1.0 18.6±0.6
100 17.2±0.1 6.2±0.5 22.8±0.5 22.3±0.5 43.4±0.7 18.1±0.7

KINETEX
（Phenom enex社製）

25 17.7±0.0 6.4±0.0 24.6±0.2 24.1±0.5 41.3±0.5 17.2±0.2
50 17.8±0.1 6.6±0.1 24.2±0.1 23.7±0.2 41.8±0.5 17.4±0.2
100 16.9±0.2 6.1±0.0 22.7±0.1 23.3±0.2 42.7±0.4 17.7±0.2

InertstilO DS-2
（G Lサイエンス社製）

25 17.7±0.1 6.6±0.2 24.4±0.1 23.9±0.1 41.2±0.4 17.2±0.2
50 18.2±0.1 6.6±0.1 24.2±0.4 23.8±0.3 42.2±0.5 17.7±0.2
100 17.1±0.1 6.2±0.3 22.2±0.4 22.0±0.3 42.2±0.3 17.6±0.1

平均 m M ±SD 17.5±0.43 6.4±0.24 23.8±0.96 23.4±0.94 43.3±1.86 18.0±0.7

RSD% 2.4 3.8 4.0 4.0 4.3 3.9 

メチル誘導体 ゴマ油 セサミンEX ゴマ油不けん化物
SR添加濃度
μM±SD

セサミン
m M±SD

セサモリン
m M±SD

セサミン
m M±SD

エピセサミン
m M±SD

セサミン
m M±SD

セサモリン
m M±SD

TSKgelO DS-100V
（東ソー社製）

25 17.5±0.1 6.1±0.8 23.5±0.0 23.4±0.3 46.0±1.1 19.3±0.2
50 18.1±0.3 6.6±0.3 23.1±0.3 22.8±0.4 41.4±0.8 17.7±0.1
100 17.4±0.2 6.2±0.3 22.4±0.6 21.8±0.6 43.2±0.3 18.0±0.1

Xbridge C 18
（W aters社製）

25 17.7±0.3 6.6±0.2 23.7±0.2 23.4±0.2 43.7±0.5 17.9±0.3
50 18.2±0.3 6.6±0.3 23.0±0.2 22.6±0.3 40.7±0.4 16.9±0.4
100 17.1±0.2 6.3±0.0 22.4±0.6 22.0±0.5 43.0±0.1 17.5±0.4

YM C -Pack Pro C 18 RS
（YM C社製）

25 17.8±0.0 6.7±0.1 24.3±0.6 23.9±0.8 44.7±0.3 18.3±0.2
50 18.3±0.1 6.8±0.1 23.7±0.1 23.4±0.2 41.0±0.8 16.9±0.4
100 17.5±0.1 6.3±0.5 22.8±0.5 22.3±0.6 42.7±0.8 17.8±0.7

KINETEX
（Phenom enex社製）

25 17.7±0.1 6.4±0.0 22.8±0.5 23.4±0.4 45.6±0.1 19.0±0.2
50 18.2±0.1 6.7±0.1 23.5±0.2 22.9±0.2 41.5±0.7 17.2±0.3
100 17.3±0.2 6.3±0.1 22.8±0.2 22.4±0.3 44.0±0.4 18.2±0.2

InertstilO DS-2
（G Lサイエンス社製）

25 17.8±0.1 6.6±0.2 23.4±0.2 22.9±0.1 44.6±0.7 18.5±0.3
50 18.5±0.1 6.7±0.1 23.2±0.5 22.9±0.4 41.2±0.2 17.2±0.0

100.0 17.4±0.1 6.3±0.3 22.1±0.5 21.7±0.4 43.2±0.6 18.0±0.2

平均 m M ±SD 17.8±0.40 6.5±0.21 23.1±0.57 22.8±0.63 43.1±1.63 17.9±0.68

RSD% 2.2 3.2 2.5 2.8 3.8 3.8 
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Table	6	異なる分析条件でのゴマリグナン類の定量結果（ブチル誘導体）	

 ブチル誘導体 ゴマ油 セサミンEX ゴマ油不けん化物
SR添加濃度
μM±SD

セサミン
m M±SD

セサモリン
m M±SD

セサミン
m M±SD

エピセサミン
m M±SD

セサミン
m M±SD

セサモリン
m M±SD

TSKgelO DS-100V
（東ソー社製）

25 17.0±1.0 5.9±0.5 22.0±0.2 21.9±0.2 43.5±1.1 18.2±0.5
50 15.8±0.1 5.9±0.2 21.7±0.2 21.3±0.3 41.4±0.8 16.7±0.2
100 16.2±0.2 5.8±0.2 22.5±0.2 21.9±0.2 41.8±0.6 17.5±0.2

Xbridge C 18
（W aters社製）

25 16.2±0.2 6.0±0.1 22.2±0.3 21.9±0.3 43.7±0.2 17.9±0.2
50 16.0±0.1 5.8±0.2 21.3±0.2 21.0±0.3 41.4±0.5 17.3±0.5
100 16.0±0.0 5.9±0.0 22.2±0.1 21.8±0.2 41.3±0.1 16.8±0.4

YM C -Pack Pro C 18 RS
（YM C社製）

25 16.0±0.3 6.1±0.2 22.6±0.3 22.2±0.3 44.4±0.2 18.2±0.0
50 16.0±0.0 6.0±0.0 22.0±0.1 21.8±0.2 41.4±0.2 17.1±0.2
100 16.3±0.1 5.9±0.4 22.5±0.1 22.0±0.2 41.5±0.7 17.3±0.6

KINETEX
（Phenom enex社製）

25 16.4±0.2 5.9±0.0 22.9±0.2 22.4±0.2 44.6±0.1 18.6±0.2
50 16.0±0.1 5.9±0.1 21.7±0.1 21.3±0.2 41.2±0.3 17.1±0.2
100 16.2±0.2 5.9±0.0 22.7±0.2 22.3±0.1 41.5±0.1 17.2±0.1

InertstilO DS-2
（G Lサイエンス社製）

25 16.3±0.2 6.1±0.2 22.4±0.4 22.0±0.6 44.6±0.2 18.6±0.1
50 16.3±0.2 5.9±0.2 22.2±0.4 21.8±0.3 40.6±0.2 17.0±0.1
100 16.5±0.1 6.0±0.2 22.4±0.1 22.2±0.2 41.4±0.2 17.3±0.1

平均 m M ±SD 16.1±0.18 5.9±0.09 22.2±0.42 21.9±0.39 42.2±1.38 17.5±0.60

RSD% 1.1 1.5 1.9 1.8 3.3 3.4 
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Fig.9	シングルリファレンス HPLC 定量法での HPLC クロマトグラム	

（TSKgel	ODS-100V,	東ソー社製）	
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Fig.10	シングルリファレンス HPLC 定量法での HPLC クロマトグラム	

（XBridge	C18,	Waters 社製）	
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Fig.11	シングルリファレンス HPLC 定量法での HPLC クロマトグラム	

（YMC-Pack	Pro	C18,YMC 社製）	
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Fig.12	シングルリファレンス HPLC 定量法での HPLC クロマトグラム	

（KINETEX,Phenomenex 社製）	
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Fig.13	シングルリファレンス HPLC 定量法での HPLC クロマトグラム	

（Inertsil	ODS-2,GL サイエンス社製）	
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既存添加物の含有成分解析に関する研究	

〜既存添加物ベニコウジ色素の成分規格の検討〜	

研究分担者	 井之上	 浩一	 立命館大学薬学部	 准教授	

	

	

A. 研究目的 
ベニコウジ色素（Monascus Color）は, 第 8版

食品添加物公定書に収載されており, 主成分は
アンカフラビン類およびモナスコルブリン類

が記載されている 1）．一方, ベニコウジ黄色素
（Monascus Yellow）は，第 9版食品添加物公定
書より収載され，主成分はキサントモナシン類

と示されている . いずれもベニコウジカビ
（Monascus purpureus）が生成している色素であ
るため, 培地条件や抽出方法により異なる成分
が含有する可能性がある 2). それゆえに, 本研究
では, 国内流通品のベニコウジ色素およびベニ
コウジ黄色素の成分規格を検討することとし

た.  
	 以前では, ベニコウジ色素の赤色の主成分は, 
HPLCによる評価は困難であった. そのため, 高
速向流クロマトグラフィー(HSCCC)などを利
用した主成分の同定を試み, 品質評価への展開
を実施した. HSCCCは、液-液抽出に基づく液体

クロマトグラフィーであるため、サンプルの不

可逆的吸着がなく、簡便かつ効率的な分離分析

できる方法である 3-4). ゆえに, ベニコウジ色素
を HSCCC により成分評価を行い, 規格の検討
をすることとした. 一方で、ベニコウジ黄色素
の主成分は, HSCCCによりキサントモナシン A
およびキサントモナシンBが主成分と想定され
たが, いずれの標準品が入手困難であった. そこ
で、簡便かつ汎用性の高い規格基準を設定する

ため,分析対象物質の標準品に頼らない, 相対モ
ル感度係数(Relative Molar Sensitivity, RMS)によ
るシングルリファレンス HPLC定量法を構築・
検討することとした 5).  
 
B. 研究方法 
ベニコウジ色素およびベニコウジ黄色素は，

三栄源エフエフアイ社製などの国内で入手可

能なものを用いた．なお、キサントモナシン A
および Bのシングルリファレンスとして、 和光
純薬社製のカルバゾクロムスルホン酸ナトリ

研究要旨	 第8版食品添加物公定書には，ベニコウジ色素（Monascus Color）が収載されてい
る．また，第9版食品添加物公定書より，ベニコウジ黄色素（Monascus Yellow）が収載されて
いる．いずれも，主成分は，アンカフラビン類，モナスコルブリン類，キサントモナシン類

とされているが，確認試験などでは，色彩の評価のみである．そこで，本研究では，それぞ

れの主成分を明確にし，それに基づく成分規格を検討することとした．ベニコウジ色素およ

びベニコウジ黄色素において，HPLC分析を実施した．その結果，ベニコウジ黄色素では，明
確な2つのピークが検出されたが，ベニコウジ色素は，製品間により，明確なピークが検出さ
れなかった．その後，HSCCCによる評価を行った結果，ベニコウジ黄色素では，キサントモ
ナシンAおよびBが主成分として単離精製および同定が可能であった．一方で，ベニコウジ色
素は，主な成分がフロント付近に溶出し，それらはHPLCによる評価も達成できなかった．今
後は，ベニコウジ色素の明確な成分解析を進めることとする． 
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ウム三水和物を用いた.  
電子天秤：メトラー製 METTLER ML303/52 
LC 装 置 ： 島 津 製 作 所 社 製

LC-20AD/SIL-20AC/CBM-20A/SPD-M20A/CTO-
10ASシステム 
HSCCC 装置：クツワ産業社製 Easy-Prep CCC 
(multi-layer coil planet centrifuge)，GLサイエンス
社製 PU714M LC/UV702/SC762/PLC761 システ
ム 
NMR 装置：日本電子社製 JNM ECA MHz 
spectrum 
 
ベニコウジ色素の LC分離分析：対象試料はア
セトニトリル/メタノール混液（50/50， V/V）
により調製した．移動相には，0.1% ギ酸水溶液
（A）/0.1%ギ酸メタノール（B）を使用し，A/B：
45/55を 1.5分間維持し，その後，15分にて A/B：
2/98のグラジエント分析を行った． 
カラム：TSKgel ODS-100V column (4.6×150 mm， 
3 µm， 東ソー社製) 
カラム温度：40℃ 
流速：1.0 mL/min 
検出波長：200-550 nm (定量：500 nm) 
注入量：10 µL 
 
ベニコウジ黄色素の LC分離分析：対象試料は
水/メタノール混液（30/70， V/V）により調製
した．移動相には，0.1% ギ酸水溶液（A）/0.1%
ギ酸メタノール（B）を使用し，A/B：70/30 を
アイソクラティックにより，10分間の分析を行
った． 
カラム：TSKgel ODS-100V column (4.6×150 mm， 
3 µm， 東ソー社製) 
カラム温度：40℃ 
流速：1.0 mL/min 
検出波長：200-500 nm (定量：460 nm) 
注入量：10 µL 
 
ベニコウジ色素の HSCCCの分離分析：対象試
料を上層および下層混合溶液（50/50, V/V）に
溶解した．二相溶媒系は，ヘキサン/酢酸エチル
/メタノール/0.1%ギ酸水溶液(4/5/4/5，V/V/V)を
用いた．分離部は，Type-Jコイルを用い，遠心

スピードを 1000 rpmとした．また，コイル容量
は，350 mLであり，固定相には，上層を充填し
た．移動相には下層を用い，流速 2.0 mL/minで
送液した．なお、分析パターンを検討する際は、

コイル容量は 75 mL, 流速は 1.0 mL/minで送液
した． 
 
ベニコウジ黄色素の HSCCCの分離分析：対象
試料を上層および下層混合溶液（50/50, V/V）
に溶解した．二相溶媒系は，ヘキサン/酢酸エチ
ル/メタノール/0.1%ギ酸水溶液(1/5/1/5，V/V/V)
を用いた．分離部は，Type-Jコイルを用い，遠
心スピードを 1000 rpmとした．また，コイル容
量は，350 mLであり，固定相には，上層を充填
した．移動相には下層を用い，流速 1.5 mL/min
で送液した． 
 
単離したキサントモナシン A および B の定量
NMR：単離したキサントモナシン A および B
を 0.2 mg/mL 1,4-BTMSB-d4を含む重メタノール 
1.0 mLで溶解し, そのうち 0.8 mLを NMR菅チ
ューブに移した.  
データ数：60,000 
パルス角：90° 
遅延時間：60秒 
繰り返し回数：8〜16回 
観測幅：-5〜15 ppm  
 
RMSの算出：キサントモナシン Aおよび Bと
シングルリファレンスについて,絶対検量線を
作成した. シングルリファレンス（カルバゾク
ロムスルホン酸ナトリウム三水和物の分子量

からカルバゾクロムの重量を算出してフリー

体とした）に対するキサントモナシン Aおよび
Bの検量線の傾きの比より, RMSを算出した.  
 
シングルリファレンス HPLC定量法の妥当性評
価：求めた RMSを用いて, 絶対検量線法との定
量値を比較した. なお, 絶対検量線法で用いた標
準品には, HSCCCにて単離精製したキサントモ
ナシンAおよびBを用いた. また, 異なる分析条
件（カラムや移動相）でのシングルリファレン

ス HPLC 定量法での定量性を検討した. 用いた
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カラムは TSKgel ODS-100V（東ソー社製） , 
XBridge C18（Waters社製）, Inertsil ODS-2（GL
サイエンス社製）, YMC-Pack Pro C18（YMC社
製）および KINETEX（Phenpmex社製）である. 
さらに, 添加するシングルリファレンスを 25 
µM, 50 µMと 100 µMの 3種類の異なる濃度にお
いて定量値の再現性を確認した.  
 
C. 研究結果 
	 本研究では, 国内で流通している 6 種類のベ
ニコウジ色素をサンプルとして用いた. それら
のHPLCクロマトグラムを Fig. 1に示す. その結
果, A 社のサンプルでは明確な 4 つのピークが
確認されたが、他社のサンプルでは全く異なる

クロマトグラムのパターンを示し、明確な判別

ができなかった.そこで、ベニコウジ色素の基礎
的な HSCCC 検討には, A 社のサンプルを用い
た. 
 

A社のサンプルを用いて, MS分析により分子
イオンピークを検出した.そのときのピーク aか
ら dのMSスペクトルを Fig. 2に示した. 分析結
果より, ピーク aと b, ピーク cと dはそれぞれ
分子イオンピークが一致したため、構造異性体

の可能性が示唆された.  
  
次に, HPLC により, A 社のピーク a から d の
HSCCC で用いる最適な二層溶媒系を検討した. 
その二層溶媒系の分配係数および分離係数の

結果を Table	1に示した. その結果, ベニコウジ
色素のピーク a から d の分配係数がそれぞれ
0.29, 0.26, 0.77, 0.72, 分離係数が A/C 2.66, B/Dが 
2.77 であるヘキサン /酢酸エチル /メタノール
/0.1%ギ酸水溶液（4/5/4/5, v/v/v/v）を採用する
こととした.  
 
	本条件を用いて, HSCCCによる単離精製を実
施した. そのときに得られた HSCCC クロマト
グラムを Fig. 3に示した. HSCCC分析結果によ
り, 固定相の保持率は 70 %, 分析時間は約 150分
であった. HSCCCクロマトグラムに置いて, 3つ
のピークが確認されたため, FractionⅠからⅢに
分取した. また, メタノール置換によって, 全て

の色彩成分が回収できた（Fig. 4）.  
 
	 HSCCCで分取した FractionⅠからⅢをそれぞ
れ HPLC で分析した結果を Fig. 5 に示した. 
FractionⅠでは, 明確なピークが確認されなかっ
たが, FractionⅡおよびⅢではそれぞれ 2本のピ
ークが確認された. しかし, HSCCCの結果より, 
FractionⅠが最も赤色の吸収が強い 500 nmでの
ピーク強度が強く, 赤色成分を多く含有してい
たため, FractionⅠが主成分であると判断した.  
	 HSCCC による国内流通品ベニコウジ色素の
分析を検討した. HPLCで分析が困難であった 6
種類のベニコウジ色素を用いて, HSCCCでの分
離パターンを検討した. 今回は, 容易に高極性物
質を分配可能な二相溶媒系であるブタノー

ル：酢酸エチル：水溶液（4/1/5, v/v/v）に変更
し, HSCCC による分析を行うこととした. その
HSCCC分析結果を Fig. 6および 7に示した. 保
持率は 40%であり, 分析時間は 50 分であった. 
その結果より, サンプル Aから Fは分離パター
ンがわずかに異なり, 各サンプルによって含有
する成分は異なった.  
 
	 ベニコウジ黄色素において, 三栄源 FFI（株）
のサンプルを用いた. HPLC によりキサントモ
ナシンAおよびBの最適な二層溶媒系の分配係
数と分離係数を検討した. その結果を Table 2に
示す. その結果, ヘキサン/酢酸エチル/メタノー
ル/0.1%ギ酸水溶液(1/5/1/5,v/v/v/v)を採用した.  
 
	その条件により, HSCCCによる単離を実施し
た. なお, 固定相の保持率は 76%であり, 分析時
間は 450分であった. HSCCCのクロマトグラム
（Fig. 8）より明確な 2つのピーク(Fraction Aお
よび B)が検出され, 単離精製することができた. 
さらに、単離精製した化合物を MSスペクトル
や MS/MS スペクトルによりキサントモナシン
類であると同定された（Fig. 10）. いずれも定量
1H-NMR（Fig. 11）により, NMR菅チューブにキ
サントモナシン Aは 2.94 mg±0.018, キサントモ
ナシン Bは 1.40 mg±0.040であった.  
 
	定量 NMRで得られた定量値に基づき, キサン
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トモナシン Aおよび B, シングルリファレンス
(カルバゾクロム：カルバゾクロムスルホン酸ナ
トリウム三水和物の分子量からカルバゾクロ

ムの重量を算出してフリー体とした)について
絶対検量線を作成し, RMSを求め, Fig. 12およ
び Table 3に示した. その結果より, キサントモ
ナシン Aの RMSは 8.75±0.06, キサントモナシ
ン Bの RMSは 14.8±0.25であり, その値は異な
る濃度幅において再現性の高い値であった.  
 
	 4 種の国内流通しているベニコウジ黄色素製
剤を用いて, 従来の絶対検量線法とシングルリ
ファレンス HPLC定量法にてキサントモナシン
類の定量値を比較した. その結果を Fig. 14 と
Table 4に示した. 新たに開発した本定量法によ
り, 絶対検量線法と同等の定量値が得られ, 正確
な定量性が確認された.  
 
	また, 異なる HPLCの分析条件において, シン
グルリファレンス HPLC定量法での定量値を検
討した. 本研究では, 5種のカラムとその移動相
条件, 添加するシングルリファレンス濃度を変
更し, その結果を Fig. 12と Table5に示した. そ
れぞれのカラムに最適な移動相条件を決定し, 
シングルリファレンス定量法で得られた定量

値はキサントモナシン A では 9.2 µmol/g±0.23
（RSD 2.5%）, キサントモナシン Bでは 
3.2 µmol/g±0.10（RSD 3.0%）であった.  
	  
D. 考察 
	 本研究では, ベニコウジカビが生成するベニ
コウジ色素およびベニコウジ黄色素の新たな

規格試験の検討を実施した. 以前では, ベニコウ
ジ色素は HPLC での分析は困難であった. ゆえ
に, ヘキサン/酢酸エチル/メタノール/0.1%ギ酸
水溶液（4/5/4/5, v/v/v/v）の二相溶媒系を用いて
HSCCCにて単離精製をした結果, 3つのFraction
に分取できた . HPLC 分析を行った結果 , 
FractionⅠは明確なピークが得られなかったが, 
FractionⅡ〜Ⅲにおいて, ピークが観察された. 
以上のことから, HSCCCによりベニコウジ色素
の主成分を単離精製が達成することができた

といえる. また, 高極性物質を容易に分配させる

ことができると考えられる二相溶媒系である

ブタノール：酢酸エチル：水（4/1/5, v/v/v）に
変更し, HSCCCでの分析を行うこととした結果, 
国内流通品のベニコウジ色素にて HSCCC分離
パターンがわずかに異なった. 理由として, 各サ
ンプルの培養条件が異なり, 含有する成分が異
なることが挙げられる.  
	 ベニコウジ黄色素の主成分であるキサントモ

ナシンAおよびBの標準品が入手不可能である
ため, HSCCC にて単離精製を実施した. 二相溶
媒系の検討をした結果, ヘキサン/酢酸エチル/
メタノール/0.1%ギ酸水溶液（1/5/1/5,v/v/v/v）が
最適であると判断した. その条件により主に 2
つの Fractionを得ることができ, LC分析の結果, 
Fraction Aはキサントモナシン A, Fraction Bは
キサントモナシン Bであると同定できた. それ
ぞれ単離したキサントモナシン類を用いて, 定
量 NMRにて絶対量を求め, RMSを算出した. そ
の結果, キサントモナシン Aの RMSは 8.75, キ
サントモナシンBのRMSは 14.8であった. これ
らの RMSを用いて, ベニコウジ黄色素中のキサ
ントモナシン類の定量した結果, 従来の絶対検
量線法から得られる定量値と同等の値を示し, 
さらに HPLCの分析条件（カラムや移動相）を
変更しても高い再現性が確認された.  
 
E. 結論 
本結果より，既存添加物ベニコウジ色素とベ

ニコウジ黄色素の成分規格案について，主成分

も含めて再検討する必要性が挙げられた．その

ためには，今後，他の流通品も含めて，自主規

格案との比較検討を進める必要性があると結

論付けた．本研究からの結論は下記に示す． 
 
ベニコウジ色素：赤色の主な成分は，HPLC に
よる評価は困難であり，今後，HSCCC などを
利用した主成分の同定が必要であり，それに基

づく，試験の提案も求められる． 
 
ベニコウジ黄色素：主にキサントモナシン Aお
よびキサントモナシンBが主成分と想定される．
しかしながら，いずれの標準品も入手困難であ

るため，RMS によるシングルリファレンス
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HPLC定量法を構築した. その結果, 標準品に頼
らず, 簡便で安価なキサントモナシン類の定量
が可能となった.  
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Fig.	1	国内流通品のベニコウジ色素における HPLC クロマトグラム	
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Fig.	2	A 社のベニコウジ色素中のピーク A～Dの MS スペクトル	
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Table	1	ピーク A～Dにおける二相溶媒系の分配係数（K）および分離係数（α）	
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Fig.	3	ベニコウジ色素の HSCCC クロマトグラム（検出波長：500	nm）	

Fig.	4	回収した各フラクションの色彩成分	

126



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	

	

	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 10 15 20 min0

25

mAU

500 nm 

Fig.	5	分取した各フラクションⅠ～Ⅲの HPLC クロマトグラム	
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Fig.	6	A～C 社におけるベニコウジ色素の HSCCC クロマトグラム	

128



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.	7	D～F 社におけるベニコウジ色素の HSCCC クロマトグラム	
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Fig.	8	HPLC クロマトグラム（検出波長：460	nm）	

上：ベニコウジ黄色素,	中：キサントモナシン A,	下：キサントモナシン B	
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Two-phase solvent system

　Hexane/ethyl acetate
/methanol/0.1% FA in water XA XB

5/5/5/5 NC NC NC

4/5/4/5 NC 0.06 ± 0.01 NC

3/5/3/5 0.01 ± 0.01 0.05 ± 0.01 3.52 ± 0.05

2/5/2/5 0.09 ± 0.01 0.43 ± 0.02 4.78 ± 0.08

1/5/1/5 0.33 ± 0.03 2.02 ± 0.14 6.05 ± 0.14

0/5/0/5 0.72 ± 0.09 9.55 ± 0.70 6.33 ± 0.20

Partition coefficient (K) ± SD (n=3)

Separation factor (α) ± SD (n=3)

Table	2 二相溶媒系におけるキサントモナシン Aおよび Bの分配係数および分離係数	

Fig.	9	ベニコウジ黄色素の HSCCC クロマトグラム（検出波長：460	nm）	
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Fig.	10	単離精製した化合物の MS スペクトルおよび MS/MS スペクトル	

fraction	B	

fraction	B	

fraction	A	

fraction	A	
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Fig.	11	 単離したキサントモナシン Aおよび Bの定量 NMR	
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Fig.	12	 絶対検量線	

（a）キサントモナシン A,	（b）キサントモナシン B,	（c）カルバゾクロム（カ

ルバゾクロムスルホン酸ナトリウム三水和物の分子量からカルバゾクロムの重

量を算出してフリー体とした）	
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XA

Range(μM) 相関係数 RMS
0 -11.1 0.999 8.85 

13.3 - 44.2 0.999 8.68 
53.0 - 177 0.999 8.73 

0 - 177 0.999 8.73 
平均±SD 8.75±0.06

XB 0 - 7.94 0.999 15.0 
9.45 - 31.5 0.998 14.7 
37.8 - 126 0.999 14.4 

0 -126 0.999 15.0 
平均±SD 14.8±0.25

Table	3	検量線の異なる濃度幅における RMS の算出	
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XA 定量値 (μmol/g) ± SD XB 定量値 (μmol/g) ± SD XA 定量値 (μmol/g) ± SD XB 定量値 (μmol/g) ± SD

1 9.7 ± 0.02 3.4 ± 0.01 9.7 ± 0.04 3.3 ± 0.02

2 19.9 ± 0.10 6.9 ± 0.03 20.4 ± 0.03 6.9 ± 0.01

3 9.5 ± 0.05 3.1 ± 0.04 9.9 ± 0.02 3.2 ± 0.01

4 10.0 ± 0.09 3.3 ± 0.04 10.3 ± 0.08 3.3 ± 0.01

シングルリファレンスHPLC定量法 絶対検量線法ベニコウジ黄色素
サンプル

Table	4	絶対検量線法とシングルリファレンス HPLC 定量法との定量値の比較	

Fig.	13	 各メーカーのベニコウジ黄色素でのシングルリファレンス HPLC 定量法	
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HPLC 分析条件 (カラム)

5.0 9.1 ± 0.10 3.3 ± 0.04

7.5 9.3 ± 0.12 3.3 ± 0.06

15.0 9.1 ± 0.04 3.3 ± 0.03

5.0 8.8 ± 0.05 3.0 ± 0.08

7.5 9.0 ± 0.09 3.2 ± 0.01

15.0 8.9 ± 0.10 3.1 ±0.01

5.0 9.1 ± 0.07 3.1 ±0.03

7.5 9.4 ± 0.09 3.3 ± 0.07

15.0 9.2 ± 0.08 3.2 ± 0.03

5.0 9.0 ± 0.18 3.3 ± 0.09

7.5 9.2 ± 0.12 3.3 ± 0.06

15.0 9.2 ± 0.03 3.3 ± 0.05

5.0 9.8 ± 0.15 3.3 ± 0.07

7.5 9.4 ± 0.06 3.2 ± 0.03

15.0 9.1 ± 0.04 3.1 ± 0.03

YMC-Pack Pro C18 RS [YMC, Co.]
A/B: 20/80

KINETEX [Phenomenex, Co.]
A/B: 90/10 (0 min) → 10/90 (10 min)
→ 5/95 (10.1 min) → 5/95 (15 min)

XA 定量値 (μmol/g) ± SD XB 定量値 (μmol/g) ± SD
シングルリファレンス
添加濃度 (μM)

TSKgel ODS-100V [Tosoh, Co.]
A/B: 30/70

Xbridge C18 [Waters, Co.]
A/B: 20/80

Inertsil ODS-2 [GL Science, Co.]
A/B: 15/85

移動相A: 0.1%ギ酸水溶液
移動相 B: 0.1%ギ酸メタノール

Table	5	異なる HPLC 分析条件におけるキサントモナシン類の定量値	
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Fig.	13	 異なるカラムでのベニコウジ黄色素のシングルリファレンス HPLC 定量法	
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