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A. 研究目的 
  1H-qNMR 法は，SI トレーサブルな認証標準物

質を内部標準として NMR スペクトルの測定す

ることで，測定対象サンプルの絶対定量ができ

る方法である．対象化合物の標準品がなくても

絶対定量が可能であることから，標準品が手に

入りにくい天然物の定量に好適な測定法であ

る．すなわち，対象物質の 1H−NMR スペクトル

においてシグナルが独立して観測される条件

さえ設定できれば，動植物の抽出物を用いる既

存添加物の品質管理において非常に有用な品

質管理手段となりうる． 
 31 年度も引き続き既存添加物である「香辛料

抽出物」に着目して研究を行った． 既存添加

物の「香辛料抽出物」は，アサノミ以下 73 種類

の植物から「抽出しまたはこれを水蒸気蒸留し

て得られたもの」とされている．基原が多様な

上，用部も明確には書かれておらず，規格基準

は定められていない既存添加物である．企画基

準を決めるには素材ごとに基準物質を定めて

基準の策定をしていく必要がある．29 年度には

20 種類の粉末生薬の MeOH 抽出物の 1H-NMR
スペクトルを測定して 1H-qNMR に適用できる

独立したシグナルを持つスペクトルを与える

ものを選抜した．31 年度はその中からフェネグ

リーク種子に関して trigonelline (Fig. 1)が指標成

分になりうると考え，その定量方法に関しての

検討を行なった．また，31 年度はコショウを原

材料とした既存添加物の規格試験法へのアプ

ローチとしてコショウの辛味成分でもある

piperine (Fig. 2)の定量を 1H-qNMRでも適用でき

るか否かについても検討を行なった． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試薬等 
 DSS-d6 と 1,4-BTMSB-d4 (Fig. 3)は和光純薬の

Trace Sure®規格のものを用いた．NMR 測定用

溶媒の dimethylsulfoxide (DMSO)-d6，methano-d4，

pyridine-d5，chloroform-d はそれぞれ Isotec Inc.の
99.9，99.8，99.5，99.8 atom %D を用いた．抽出

用の methanol は HPLC グレードのものを用い

た．Piperine は和光純薬の生化学用試薬を用い

研究要旨 規格試験法が確立されていない既存添加物に対して，1H-qNMR法(定量1H-NMR法)
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が可能かの検討を行った．31年度は，フェネグリーク種子を原材料とした既存添加物の規格試
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なりうるかの検討を行なった． 
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た． 

 

B-2) 装置等 
秤量には島津製作所の精密電子天秤 AUW120D
を用いた．分注操作で用いる電動ピペッターは

Eppendorf Multipett E3x を使用した．超音波抽出

は超音波洗浄器 Sharp UT-105S で，遠沈操作は

遠心器 TOMY PMC-060 を用いた．NMR 装置は

日本電子 JNM-ECA500 を使用した． 
 

 

B-3）1H-qNMR 法を用いたフェネグリーク

種子中の trigonelline の定量 
30 年度の実験では，フェネグリーク種子抽出物

で観測された独立したシグナルが，フェネグリ

ーク種子に含有される trigonelline（Fig. 1）の 2
位のプロトンシグナルと特定できたことから，

まず，trigonelline の 1H-qNMR スペクトルの実施

の条件検討と，粉末生薬中の trigonelline の定量

を行うことにした． 
 

B-3-a）1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 DSS-d6 はデシケーター中で over night 乾燥さ

せた．約 5 mg を精秤して 1.00 ml の DMSO-d6に

溶かして内部標準用溶液とした． 
 Trigonelline 標準品としてはフェネグリーク種

子から単離したものを用いた．デシケータ中で

一晩乾燥させた．約 5 mg を精秤して 1.00 mL の

DMSO-d6に溶かした．この溶液 0.50 mL と，先

に調製した DSS-d6溶液 0.10 mL を NMR 試料管

にとり，混和して 1H-qNMR の測定に供した． 
 フェネグリーク種子粉末中の trigonelline の抽

出は２通りの方法で行なった．方法１として，

まず粉末をデシケータ中で一晩乾燥させた．こ

れらの約 100 mg を精秤して methanol（1.0 mL）
に懸濁し，超音波下 30 分抽出を行い，遠沈し, 
その上清を取り出した．この操作をさらに２回

繰り返し，集めた methanol 抽出液を濃縮乾固し

た．この抽出物を 1.00 mL の DMSO-d6 に溶か

し，この溶液 0.50 mＬと先に調製した DSS-d6溶

液 0.10 mL を NMR 試料管にとり，混和して 1H-
qNMR の測定に供した．方法２として，乾燥さ

せた粉末生薬約 100mg を精秤して DMSO-d6

（1.00 mL）に懸濁し，超音波下 30 分抽出を行

い，遠沈し, その上清 0.50 mL と，先に調製した

DSS-d6溶液 0.10 mL を NMR 試料管にとり，混

和して 1H-qNMR の測定に供した．方法２は操

作の簡便化が可能かの検討のため行なった． 
 ところで，フェネグリークから製造された既

存添加物の「香辛料抽出物」は入手できず，既

存添加物での試験はできなかった．一方，コー

ヒーの種子（いわゆるコーヒー豆）にも

trigonelline が含まれている[1]ことから，コーヒ

ーの種子についても同様の実験を試みた． 
 
B-3-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 

trigonelline とフェネグリーク種子粉末抽出液

の 1H-NMR を測定し，trigonelline（Fig. 1）の 2
位のプロトンシグナルが 9.16 ppm に現れるこ

とを確認した．(Fig. 4) 1H-qNMR スペクトルの

測定条件は Table 1 に示した条件で測定した．積

算回数は 8 回とした．測定によって得られたス

ペクトルから，trigonelline の２位のシグナルと

0.00 ppm とした DSS-d6 のシグナルの面積を比

較して次式に従って trigonellineの濃度を算出し

た． 

  
ただし，CD， CT はそれぞれ DSS-d6 及び

trigonelline のモル濃度(mol/mL)， ID， ITはそれ

ぞれ DSS-d6 及び trigonelline の水素 1 個あたり

のシグナル面積． 
 

B-4）1H-qNMR 法を用いた piperine の定量 
 1,4-BTMSB-d4 はデシケーター中で over night
乾燥させた．約 5 mg を精秤して 1.00 mL の

pyridine-d5に溶かして内部標準用溶液とした． 
 市販試薬の piperine を用いた 1H-qNMR は次の

ように行った．Piperine をデシケータ中で一晩

乾燥させたのち，約 10 mg を精秤して 1.00 mL
の pyridine-d5に溶かした．この溶液 0.50 mLと，

先に調製した BTMSB-d4 溶液 0.10 mL を NMR
試料管にとり，混和して 1H-qNMR の測定に供

した．1H-qNMR スペクトルの測定条件は Table 
1 に示した条件で測定した．積算回数は 8 回と

CT =               x CD

IT

ID
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した．測定によって得られたスペクトルから，

piperine の 7.52 ppm のシグナルと 0.00 ppm とし

た BTMSB-d4のシグナルの面積を比較して次式

に従って piperine の濃度を算出した． 

   
ただし，CB， CP はそれぞれ BTMSB-d4 及び

piperine のモル濃度(mol/mL)， IB， IPはそれぞれ

BTMSB-d4 及び piperine の水素 1 個あたりのシ

グナル面積． 
 コショウ種子粉末、ヒハツ種子粉末に含有さ

れる piperine の検出では，それぞれの乾燥させ

た粉末生薬約100mgを精秤してpyridine-d5（1.00 
mL）に懸濁し，超音波下 30 分抽出を行い，遠

沈し, その上清 0.50 mL と，先に調製した

BTMSB-d4溶液 0.10 mL を NMR 試料管にとり，

混和して 1H-qNMR の測定に供した． 
 
C.結果及び考察 
C−1）実験結果 
C-1-a）フェネグリーク種子中の trigonelline の
定量 
 単離によって得られた trigonelline 標準品中の

trigonelline の定量を 1H-qNMR 法でおこなった

結果，71.3±0.3％と見積もられた． 
 生薬粉末中の trigonelline の 1H-qNMR 法を用

いた定量では，フェネグリーク種子１サンプル

とコーヒー種子２サンプルについて方法１と

方法２を比較した．その結果，方法１ではフェ

ネグリーク種子中の trigonelline が 0.39±0.03％，

コーヒー種子中では 0.27±0.02％と 0.39±0.04％，

方法２ではフェネグリーク種子中の trigonelline 
が 0.38±0.00％，コーヒー種子中では 0.29±0.02％
と 0.39±0.01％という結果を得た．（Table 2）方

法１と２でほぼ同じ数値が得られた．方法２で

フェネグリーク種子をもう１サンプル測定し

たところ，0.36±0.01％という結果が得られた． 
 
C-1-b）1H-qNMR 法を用いた piperine の定

量 
Piperine（Fig. 2）の NMR を各種溶媒で測定した

ところ，いずれの溶媒でもいくつかのプロトン

シグナルが独立したシグナルとして観測され

た．その中でも，特に pyridine-d5中で測定した

場合， 7.52 ppm に観測された 3 位 にあたるカ

ルボニル基b位のオレフィンプロトンシグナル

[2]が piperine，コショウ種子粉末，ヒハツ種子

粉末のいずれのスペクトルでも他のシグナル

と離れて観測された．このシグナルを用いて定

量を行った結果，市販の試薬の純度は 98.4％と

見積もられた． 

 

C−2）考察 
 フェネグリーク種子を素材とする既存添加物

での試験はできなかったが，フェネグリーク種

子の抽出物での試験結果，trigonelline を指標と

してフェネグリーク種子由来の品質の確認が

できることがわかった．また，methnol で抽出し

た上清を集めて作成した抽出物で定量した方

法１の結果と，DMSO で抽出した上清で定量し

た方法２の結果とがほぼ同じであったことか

ら，より簡便な方法２でも十分定量が可能であ

ることがわかった．HPLC との同等性について

は検討を始めたところであるので，今後，HPLC
法での結果との比較を確認し，1H-qNMR 法が

HPLC より簡便で同等の結果が得られる方法で

あることを確かめる． 
 Piperine の定量では，試薬としての piperine を
1H-qNMR 法で定量できることは確認できた．生

薬としてのコショウ粉末の抽出物の NMR を測

定したところでは，piperine の 3 位シグナルを独

立したシグナルとして観測することができた．

また，既存添加物の素材ではないが，健康食品

などに用いられる香辛料であるヒハツ種子の

抽出物でも 3 位シグナルを独立したシグナルと

して観測され，1H-qNMR 法で定量可能であるこ

とが示唆された．いずれもまだ実験回数が足り

ないため、今後，ばらつきなどのチェックと，

さらに HPLCとの同等性について検討を行う予

定である． 
 
D. 結論 
１）フェネグリーク種子粉末中の trigonelline の
定量条件を確立した．「香辛料抽出物」のうちフ

ェネグリークを主な基原とする「香辛料抽出物」

CP =               x CB

IP

IB
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中の規格基準を策定する場合の指標成分とし

て trigonelline を対象として，その 1H-qNMR 法
を用いた定量で規格を定められる可能性を示

した． 
２）コショウなどの辛味成分である piperine の

定量が 3 位プロトン(pyridine-d5 中で 7.52 ppm)
を用いて可能であることを示した．コショウを

基原とする「香辛料抽出物」の規格基準の策定

ができる可能性を示した． 
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G. 知的財産権の出願．登録状況 
 なし 
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Fig. 1 trigonelline の構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2 piperine の構造 
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Fig. 3 定量用の認証標準物質 

a) DSS-d6 , b) 1,4-BTMSB-d4 
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Fig. 4  a) trigonelline と b)フェネグリーク種子抽出物と c)コーヒー種子抽出物の 1H-

qNMR スペクトル (in DMSO-d6) 

       矢印は trigonelline の 2 位プロトンのシグナル． 

  

a)

b)

c)
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Fig. 4  a) piperine と b)コショウ種子抽出物と c)ヒハツ種子抽出物の 1H-qNMR スペクト

ル (in pyridine-d5) 

       矢印は piperine の 3 位プロトンのシグナル． 
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Table 1  1H-qNMR スペクトルの測定条件 

分光計 日本電子 ECA500 

観測範囲 −5 〜 15 ppm 

データポイント数 32000 

フリップアングル 90° 

パルス待ち時間 60 秒 

積算回数 8 回 

スピン なし 

プローブ温度 25℃ 
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Table 2   1H-qNMR 法で定量された trigonelline の含有率 

 

samples   含有率(％)±SD 

単離した trigonelline   （n=3） 71.3 ±0.3   

   方法１ 方法２ 

フェネグリーク種子粉末 １ （n=3） 0.39 ±0.03 0.38 ±0.00 

 ２ （n=3）   0.36 ±0.01 

コーヒー種子粉末 １ （n=3） 0.27 ±0.02 0.29 ±0.02 

 ２ （n=3） 0.39 ±0.04 0.39 ±0.01 
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