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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． 

既存添加物である「ベニバナ赤色素」が成分

定量の方法を確立されておらず，規格基準が決

められていないことから，色素本体の化合物で

ある carthamin(Fig. 1)を直接 1H-qNMR 法で，

あるいは標準品溶液を 1H-qNMR 法で定量したの

ち HPLC 法で既存添加物の定量を行う方法で管

理法が確立できるかの検討を行った．合わせて，
1H-qNMR 法で純度を測定したcarthamin の UVス

ペクトルを測定して吸光係数の算出を試みた．

吸光度からの絶対定量も可能になると考えら

れる．まず，これまでの文献値が，1H-qNMR 法に

よる絶対定量で算出した吸光係数と一致する

かも検討した．これらを通じて，高純度での単

離が難しく，試薬としても入手できない

carthamin の正確で簡便な定量法の確立を目指

した． 

「香辛料抽出物」も規格基準が決められてい

ないが，そもそも多くの素材が材料として規定

されていて，その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．今回は素材

に上げられているもののうち，生薬として市販

されているものの抽出物を作成し，1H-qNMR 法

での測定が可能かどうかの検討を行った．その

う ち ス タ ー ア ニ ス で は ， 含 有 さ れ る

anisaldehyde(Fig. 2)を定量できる可能性があ

ることから，スターアニスを主な基原とする

「香辛料抽出物」について 1H-qNMR 法を用いた

anisaldehyde の定量が適用できるかの検討を

行うことにした．クミンの種子の抽出物のスペ

クトルでは，1H-qNMR に適用できるシグナルが

が含有される cuminaldehyde (Fig. 3)のもの

で，その cuminaldehyde を定量できる可能性が

あることから，クミンを主な基原とする「香辛

料抽出物」について 1H-qNMR 法を用いた

cuminaldehyde の定量が適用できるかの検討を

行うことにした．フェネグリーク種子に関して

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)
が試験法として適用可能であるか明らかにする目的で，「ベニバナ赤色素」，「香辛料抽出物」

の規格試験法への適用の可能性を検討した．「ベニバナ赤色素」では，赤色本体のcarthtaminの
1H-qNMR法を用いた定量と，その値付けをした溶液を用いてのHPLC定量を用いた実際の試

料の定量の条件の検討を行った．また，1H-qNMR法で純度を明らかにしたcarthaminのUVスペ

クトルを測定して吸光係数を算出した．「香辛料抽出物」は実態がわからないものも多いが，

「香辛料抽出物」の基原に上がっているもののうち，スターアニスではanisaldehydeを，クミ

ンではcuminaldehydeを，フェヌグリークではtrigonellineを，それぞれ指標成分として1H-qNMR
の測定条件を確立し，実際に1H-qNMR法を用いた定量が実施できることを確認した．コショ

ウでのpiperineの1H-qNMR法での定量条件についても検討を行なった． 
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は，trigonelline (Fig. 4)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．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. 5)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 BTMSB-d4 (Fig. 6)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）「ベニバナ赤色素」中の carthamin の定量 

 既存添加物の「ベニバナ赤色素」は「ベニバ

ナの花から得られた，カルタミンを主成分とす

るものをいう．」と定義され，その本質は「ベニ

バナ（Carthamus tinctorius Linne）の花から

得られた，カルタミンを主成分とするものであ

る．デキストリン又は乳糖を含むことがある．」

とされるもので，赤色の着色料として用いられ

る．純度の高い carthamin は市販されていない

ため，まず，水上らの方法 [1]に従い，市販既

存添加物からの carthamin の単離を行った．得

られた carthamin の 1H-qNMR の測定を行って純

度を決定し，その carthamin を carthamin 標準

品，またその 1H-qNMR の測定を行った溶液を標

準液として定量の基準とすることにした． 

 

B−3-a) 1H-qNMR スペクトルの測定 

単離した carthamin 約 5 mg を精秤して 1.00 

ml の pyridine-d5に溶かした．この溶液 0.50 m

Ｌと，先に調製した 1,4-BTMSB-d4(Fig. 6)の溶

液(2.00 mg/mL, pyridine-d5) 0.10 mL を NMR

試料管にとり，混和して 1H-qNMR の測定に供し

た．  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(Fig. 7)から，carthamin の

16 位 H のシグナル(d 9.15 ppm)と 0.00 ppm とし

た 1,4-BTMSB-d4 のシグナルの面積を比較して，

式 1に従って carthamin の濃度を算出した． 

 (1) 

ただし，CB， Ccaはそれぞれ 1,4-BTMSB-d4

及び carthamin のモル濃度(mol/ml)， IB， 

Ica は そ れ ぞ れ 1,4-BTMSB-d4 及 び

carthamin の水素 1 個あたりのシグナル

面積． 

 

B−3-b)HPLC による carthamin の定量 

 市販添加物や生薬中の carthamin 含有量は極

めて少ないことが推定されることから，

carthamin の絶対定量では標準品溶液の値付け

→標準品溶液を使った HPLC 分析という手順と

った．HPLC の条件は，昨年度までの研究で確立

した条件で，カラムに YMC-Pack ODS-AL s-5 250 

mm x 4.6 mm i.d.， 温度 37℃で，溶媒として

0.5%酢酸-MeOH溶液と0.5%酢酸水溶液のグラジ

エント(0 min: 50:50→20 min 80:20)を流速

1.0 ml/min で溶出し，520 nm での吸収で検出

した． 

 1H-qNMR の測定に用いた溶液を５倍ずつ４段階

に希釈し，それぞれから得られたクロマトグラ

ム(Fig. 8)のピーク面積から，検量線を作成し

た． 

 各試料の調製は，「ベニバナ赤色素」の場合は

約 5 mg，生薬粉末では約 100 mg を精秤し，こ

れに溶媒（Me0H-水）1.0 mL を加えて超音波下

30 分で抽出，遠沈後その上清をフィルター濾過

し，HPLC 用の溶液とした．各クロマトグラムの

Cca =
Ica

IB

CBx
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ピーク面積と検量線から各試料のcarthaminの

含有率を算出した． 

 

B-3-c）carthamin の吸光係数 

 吸光係数の書かれた文献値では EtOH 中 [2]

と DMF 中 [3]で測定されているものが報告され

ている．定量 NMR 法での carthamin の定量

pyridine 中での測定で確立しているが，

pyridine は塩基性であり，この溶液を EtOH ま

たは DMF で希釈してもポリフェノリックな

carthaminの極大波長と吸光係数はpyridineの

存在による pH の変化に敏感に反応して変化す

ることが考えられる．ゆえに，定量 NMR 法での

carthaminの定量がethanol-d6とDMF-d7中でも

可能かの検討をした．可能であれば，その時の

溶液を元に希釈してUVスペクトルを測定して，

極大吸収波長での吸光係数を求めることにし

た．UV スペクトルは 23℃で測定した． 

 

B-4）1H-qNMR 法を用いた「香辛料抽出物」

中の成分定量 

 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．

多様な基原が含まれており，かつどの部位を用

いたかも決められていないという，つかみどこ

ろのない基原の既存添加物である．しかしなが

らどれかは用いられているはずで，特定の基原

を用いているものごとに規格基準を策定する

ことは可能である．そこで，生薬として流通し

ている基原を中心に検討をすることにした．す

なわち，生薬として入手できた 20 種類の粉末

生薬の MeOH 抽出物を作成し，それぞれの 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．その中でスターアニスの抽

出物のスペクトルで独立したシグナルが観測

された．この独立しシグナルがスターアニスに

特徴的な精油成分である anisaldehyde のホル

ミル基由来のプロトンと容易に特定できたこ

とから，まず，anisaldehyde の 1H-qNMR スペク

トルの実施の条件検討と，スターアニスを主な

基原とする「香辛料抽出物」中の anisaldehyde

の定量，さらに粉末生薬中の anisaldehyde の

定量も合わせて行うことにした． 

 

B-4-a）「香辛料抽出物」の基原から 1H-qNMR 法

が適用できる生薬のスクリーニング 

 「香辛料抽出物」の基原のうち，市販で入手

が容易であった，ウコン，オールスパイス，カ

ルダモン，クミン，ケシノミ，コショウ，コリ

アンダー，シナモン（桂皮），ショウガ，スター

アニス，タイム，ディル，トウガラシ，ナツメ

グ，フェネグリーク，ニンニクの 16 種類の MeOH

抽出物を作成し，1H-NMRスペクトルを測定した．

すなわち，各粉末 100 mg に MeOH（１mL）を加

えて超音波下 30 分抽出を行い，遠沈してその

上清を得た．この操作を３回繰り返し，集めた

上清を濃縮乾固，これを methanol-d4 に溶かし

て 1H-NMR スペクトルを測定した． 

 

B-4-b）1H-qNMR 法を用いたスターアニス由

来「香辛料抽出物」およびスターアニス種子

中の anisaldehydeの定量 

 スターアニスを主な基原とする「香辛料抽出

物」について 1H-qNMR 法を用いた anisaldehyde

の定量が適用できるかの検討を行うことにし

た．また，あわせて，生薬として入手できるス

ターアニス種子中の anisaldehyde の定量も行

なった． 

B-4-b-1）1H-qNMR 法に用いる試料の調製 

 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 2.00 ml の

methanol-d4に溶かし内部標準用溶液とした． 

 Anisaldehyde 標準品を用いた 1H-qNMR は次の

ように行った．Anisaldehyde は揮発性成分でも

あるので，減圧下での乾燥などは行なわず，こ

の anisaldehyde 標準品の製品を開封してその

まま用いた．anisaldehyde 標準品を約 5 mg を

精秤して 1.00 ml の methanol-d4に溶かした．

この溶液 0.50 mＬと，先に調製した 1,4-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． 

 入手できた既存添加物「香辛料抽出物」のうち

4 種類は水蒸気蒸留で得られた水を含む液体で

あることから，乾燥などの特段の操作は行わず，
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そのままを試験に供した．約 20 mg（20 μL）

を精秤して methanol-d4 (1.00 mL)を加え，10

分間超音波下においたのち 3分間遠沈し，わず

かに存在する固形物を除去した．この上清 0.50 

mＬと，先に調製した 1,4-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． 

 粉末で入手された既存添加物「香辛料抽出物」

１種と粉末生薬の場合は，まずこれらの粉末を

シケータ中で一晩乾燥させた．これらの約

200mg を精秤して 1.00 ml の methanol-d4に懸

濁し，超音波下 30 分抽出を行い，遠沈した．そ

の上清 0.50 mＬと，先に調製した 1,4-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． 

 

B-4-b-2) 1H-qNMR スペクトルの測定 

Anisaldehyde とスターアニス由来の「香辛料

抽出物」，スターアニス生薬粉末の 1H-NMR を測

定し，anisaldehyde のホルミル基 Hのシグナル

がδ9.82 ppm に現れることを確認した．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回とした．測定によ

って得られたスペクトルから，anisaldehyde の

ホルミル基 H のシグナルと 0.00 ppm とした

1,4-BTMSB-d4のシグナルの面積を比較して，式

2に従って anisaldehyde の濃度を算出した． 

 (2) 

ただし，CB， Canはそれぞれ 1,4-BTMSB-d4

及び anisaldehyde l のモル濃度(mol/ml)， 

IB， Ian はそれぞれ 1,4-BTMSB-d4 及び

anisaldehyde の水素 1 個あたりのシグナ

ル面積． 

 
B-4-c）1H-qNMR 法を用いたクミン種子中の

cuminaldehydeの定量 

今年度は，クミン種子抽出物で観測された独立

したシグナルが，クミン種子に含有される特徴

的な精油成分であるcuminaldehydeのホルミル

基プロトン由来と推定された．市販の

cuminaldehydeの 1H-NMRスペクトルと比較した

ところ，ホルミル基プロトンと特定できたこと

から，まず，cuminaldehyde の 1H-qNMR スペクト

ルの実施の条件検討と，粉末生薬中の

cuminaldehyde の定量を行うことにした． 

B-4-c-1）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 2.00 ml の methanol-

d4に溶かして内部標準用溶液とした． 

 Cuminaldehyde 標準品を用いた 1H-qNMR は次

のように行った．Cuminaldehyde は揮発性成分

でもあるので，減圧下での乾燥などは行なわず，

このcuminaldehyde標準品の製品を開封してそ

のまま用いた．cuminaldehyde 標準品を約 5 mg

を精秤して1.00 mlの methanol-d4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． 

 クミン種子粉末は，まずデシケータ中で一晩

乾燥させた．これらの約 100mg を精秤して 1.00 

ml の methanol-d３に懸濁し，超音波下 30 分抽

出を行い，遠沈した．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．クミ

ン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ができなか

った． 

B-4-c-2) 1H-qNMR スペクトルの測定 

Cuminaldehyde とクミン種子粉末抽出液の 

1H-NMR を測定し，cuminaldehyde のホルミル基

Hのシグナルがδ9.92 ppm に現れることを確認

した．(Fig. 3) 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，cuminaldehyde のホルミル基 H 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cuminaldehydeの濃

度を算出した． 

  

ただし，CD， Ccaはそれぞれ DSS-d6及び

cuminaldehyde のモル濃度(mol/ml)， ID， Ica

はそれぞれ DSS-d6及び cuminaldehyde の水素

Can =
Ian

IB

CBx

Cca =               x CD

Ica

ID
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1 個あたりのシグナル面積． 

 

B-4-d）1H-qNMR 法を用いたフェネグリーク

種子中の trigonellineの定量 
 フェヌグリークの種子粉末抽出液の 1H-NMR ス

ペクトルで，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（Fig. 15a）

が，これを示す化合物が不明であった．そこで

まず，この化合物の単離と同定を行なった． 

 フェヌグリークの種子 50 g を MeOH で抽出し

て5.2gの抽出物を得た．この抽出物をn-hexane

と 80％MeOH—水で分配し，80％MeOH—水画分を乾

固後，n-BuOH と水で分配し，それぞれを乾固し

て n-BuOH 画分 2.81 g，水画分 1.45g を得た．

この水画分うちの 500 mg を順相シリカゲルク

ロマトグラフィー（CHCl3-MeOH—水＝6 ; 4 ; 1）

を用いて分画，さらに逆相 ODS カラムクロマト

グラフィー(MeOH-水 = 4 : 1) で分画したとこ

ろ，目的のシグナルを持つ化合物を 35.5 mg 得

た．この化合物の構造を解析した結果(Table 5)，

この化合物は trigonelline（Fig. 4）であると

同定された． 

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. 4）の 2位のプロトン

シグナルと特定できたことから， 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-4-d-1）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[4]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-4-d-2) 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. 4）

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. 15) 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-e）1H-qNMR 法を用いた piperine の定量 

 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

CT =               x CD

IT

ID
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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回とした．

測定によって得られたスペクトルから，

piperine の 7.31 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. 結果および考察 
C-1) 「ベニバナ赤色素」中の carthamin の定

量 

C-1-a）HPLC による carthamin の定量 

 これまでに確立した 1H-qNMR 法を用い，単離し

た carthamin の純度を算出したところ， 

54.5±0.3％と算出された．この溶液を用いて

順次希釈した溶液を用いて検量線を作成した

ところ，直線性のある検量線が得られた． 

（Fig. 9）   

 各試料の調製は，「ベニバナ赤色素」または生

薬粉末のからの抽出溶媒の検討を行った．

Me0H-水の比率を 0％〜100％まで 10％刻みで

MeOH 濃度を変えた溶媒で抽出を行い，ピーク面

積を比較した．その結果，80％Me0H-水の条件の

ときに抽出効率が最大となることがわかった．

そこで，「ベニバナ赤色素」，生薬粉末を精秤し，

これらに 80％Me0H-水（1.0 mL）を加えて抽出

して調製した試料の測定を行ったところ，「ベ

ニバナ赤色素」の carthamin 含有率は 0.31％，

生薬粉末は 0.22％と算出された． 

 このように，  1H-qNMR による単離した

carthamin の定量を行うことにより，高純度で

ない試料でも容易に濃度の標準物質とするこ

とができることがわかった．またそれを基準に

HPLC で検量線を作成することで，微量のサンプ

ルであっても容易に正確な定量ができる方法

を確立した． また，HPLC 用サンプルの調製に

おいて，最も抽出効率の良い溶媒条件（80％

MeOH-水）も見つけることができた．今の所，入

手できた「ベニバナ赤色素」が１ロットだけの

ため，さらに試料を集めて検証したい． 

C-1-b）Carthamin の吸光係数 

 Carthamin の吸光係数は EtOH 中と DMF 中で測

定されているものが報告されていることから，

ethanol-d6と DMF-d7中での 1H-qNMR を試みた．

単離して得た carthamin 標準品 5 mg を秤量し

てそれぞれの溶媒 1 mL に溶解しようとしたが，

全ては溶解しなかった．また，上清を取って 1H-

NMR を測定したが，carthamin の 16 位 H のシグ

ナルを十分な大きさで観測することができず，

これらの溶媒では 1H-qNMR 法を適用するに足る

十分な溶解度がないことがわかった． 

 そこで，まず carthamin 標準品をこれまでと

同様に pyridine-d5 中で 1H-qNMR を測定して純

度を算出，同じロットの carthamin 標準品の

EtOH 中,DMF 中での UVスペクトルの測定を行っ

て吸光係数を算出することにした．すなわち，

carthamin 標準品を約 5 mg を精秤して

pyridine-d5(1.00 mL)に溶解し 1H-qNMR の測定

に用いた．その結果，まず，このとき標準とし

た carthamin の純度は 1H-qNMR の測定より

44.1％と算出された．この標準品を用いてUVス

ペクトル測定に供する DMF 及び EtOH 溶液を調

製しUVスペクトルの測定をした．（Fig. 10, 11）

また，1H-qNMR の測定に供した溶液を通常のス

ペクトル用 pyridine で 1000 倍に希釈して

pyridine 中での carthamin の UV スペクトルの

測定をした．（Fig. 12） 測定の結果，それぞ

CP =               x CB

IP

IB
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れのモル吸光係数は DMF：1.21 x 105(λmax = 

530)，EtOH：1.19 x 105(λmax = 513)，Pyridine：

1.48 x 105 (λmax = 540) と算出された．(Table 

2) Pyridine 中の値は今回初めて測定したもの

だが，DMF 中の値は文献値の 1.3 倍， EtOH 中

は 2.4 倍と，いずれも文献値よりも大きい値と

なった．これは，先行研究における測定の際，

純度を大きく見積もっていたために起こった

こととも考えられる．再結晶を行って得た化合

物の純度は 100％に近いものであるが，HPLC で

精製したものの場合，１ピークを単離したつも

りでもバックグラウンドの夾雑物が無視され

たり，乾燥が十分でなかったりして純度が実は

十分ではないことがある．また，carthamin の

場合，熱や光に不安定でもあるので，保存中の

分解ということもある．精製の仕方，保存の仕

方で純度を高く見積もる要因は多くあり，1H-

qNMR 法が確立されていなかった当時では検証

の方法はほぼない状態であったので，先行研究

における吸光係数は小さく算出されていると

考えられる． 

 1H-qNMR 法での定量値から正確な吸光係数を

算出できたことで，吸光度から濃度を算出する

ことができるようになり，不安定な carthamin

の簡便な定量に大きく貢献できるものと考え

る． 

 

C-2）1H-qNMR 法を用いた「香辛料抽出物」中の

成分定量 

C-2-a）「香辛料抽出物」の基原から 1H-qNMR 法

が適用できる生薬のスクリーニング 

 研究方法の項で述べたように「香辛料抽出物」

の基原のうちの 16種類の MeOH 抽出物を作成し，
1H-NMR スペクトルを測定した結果，スターアニ

スのスペクトルで，1H-qNMR が適用できる独立

したシグナルが 9.82 ppm に観測された．(Fig. 

13A) そのスペクトルを市販の anisaldehyde の

スペクトルと比較したところ一致したので，

9.82 ppm のシグナルは anisaldehyde のホルミ

ル基の Hのものと特定した．(Fig. 13B) 

C-2-b）スターアニス及びスターアニス由来の 

「香辛料抽出物」中の anisaldehyde の定量 

 Anisaldehyde 標準品中の anisaldehyde の定

量を 1H-qNMR 法でおこなった結果，94.96±

1.02％と見積もられた． 

 次に「香辛料抽出物」のうちスターアニスを

基原とするとされるもので入手できた５サン

プルの 1H-qNMR 測定を試みた．そのうち２サン

プルは anisaldehyde のホルミル基 H に由来す

るシグナルが観測されなかった．３サンプルに

ついて定量を行った結果，それぞれ含有率が

1.40％，0.24％，0.76％となった．これらの標

準偏差は 0.07％で，含有率が 1％を切る状態に

なると無視できない数字であった．スターアニ

スの生薬粉末中の anisaldehyde の定量では，

これまでに２サンプルについて 1H-qNMR 法を用

いた定量を実施し，0.62±0.03％，0.32±0.04％
という結果を得た．以上の結果は Table 3 に示

した． 

 Anisaldehyde 標準品中の含有率 94.96％はメ

ーカーのラベルに書かれている 97%以上という

数字より若干小さな値となった．メーカーでの

純度測定が GC によるものなので，その時の検

出器で検出できない夾雑物が無視されて高く

見積もられたか，開封後の水蒸気の混入などで

純度が下がったかなどが要因と考えられる． 

 「香辛料抽出物」のうち anisaldehyde が検出

できない（ホルミル基 Hのシグナルがない）も

のがあった．Anisaldehyde が含まれなくても用

途として成り立つのかもしれないが，スターア

ニスが主ではなく，使われていたとしてもごく

わずかしか使われていない「香辛料抽出物」な

のではないかと考えられた．また今回，そのよ

うな実情を明らかにできたと思われる． 

 一方，シグナルを検出，定量が可能であった

「香辛料抽出物」は 0.24〜1.4％という含有率

だった．これらの標準偏差は 0.07％で，含有率

が 1％を切る状態になると無視できない幅の数

字であった．また，生薬粉末も 0.32〜0.62％と

いう含有率だった．いずれも非常に小さな値で，

品質管理という観点から数値のばらつきを考

えると，NMR 測定時の溶液濃度を高める工夫の

余地があると考えられた． 

C-2-c）クミン種子中の cuminaldehyde の定量 

 Cuminaldehyde 標準品中の cuminaldehyde の

定量を 1H-qNMR 法でおこなった結果，92.3±
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1.4％と見積もられた． 

 クミン種子の生薬粉末中の cuminaldehyde の

定量では，４サンプルについて 1H-qNMR 法を用

いた定量を実施し，0.36±0.02％〜1.84±

0.06％という結果を得た．以上の結果は Table 2

に示した． 

 Cuminaldehyde 標準品中の含有率 92.3％はメ

ーカーのラベルに書かれている 97%以上という

数字より若干小さな値となった．精油成分とい

うことで，メーカーでの純度測定が GC でなさ

れており，検出できない夾雑物が無視されて高

く見積もられていると考えられる．また，開封

後の水蒸気の混入や若干の揮発などで純度が

下がったかなども要因と考えられ，従来法での

精油成分の定量の難しさと，定量 NMR 法の優位

性を示すデータと考えられる． 

 生薬粉末に含まれる cuminaldehyde は 0.36〜

1.84％という含有率で品目によって幅が広か

った．購入時期がバラバラで，含有量が一番少

ないクミン粉末は購入後1年以上のものであっ

たこと，さらに cuminaldehyde が精油であるこ

とから，粉末化してからの時間経過により成分

が揮散したことに起因することも考えられた． 

 クミン由来の「香辛料抽出物」が入手できず

に今回測定できなかった．今後何らかの手立て

を用いて入手を試みたい． 

 
C-2-d）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． 

 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． 
C-2-e）1H-qNMR 法を用いた piperine の定量 

Piperine（Fig. 5）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�位のオレフィンプロトンシ

グナル[5]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．(Fig. 15) 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． 

 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． 
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D. 結論 
 １）「ベニバナ赤色素」中の carthamin の定量

では， 1H-qNMR 法で値付けされた標準の

carthamin の溶液を用いて HPLC の検量線を作

成，微量の含有率の carthamin を HPLC にて正

確に定量する方法を確立した．1H-qNMR 法によ

る carthamin の定量は，昨年までの研究で確立

した方法で，認証標準物質の 1,4-BTMSB-d4を内

部 標 準 と し て 用 い ， pyridine-d5 溶 液 と

carthaminの溶液を混合して 1H-qNMRを測定し，

carthamin の 16 位 Hのシグナル（δ 9.15 ppm）

を積分値から算出する方法を有効に活用した．

また，1H-qNMR 法で値付けされた試料をもとに

carthamin の各種溶媒での吸光係数の検証をす

ることができた． 

２）「香辛料抽出物」のうちスターアニスを主な

基原とする「香辛料抽出物」中の anisaldehyde

の 1H-qNMR 法を用いた定量では，anisaldehyde

の 1H-qNMR 法を用いた定量条件を確立した．し

かしながら，入手した既存添加物試料では含有

率が低く，1H-qNMR 法を用いた定量が適用でき

る下限付近であることがわかった．揮発性の成

分でもあることからあまり工程数を増やすこ

とができないが，測定溶液濃度を高める工夫の

余地があると考えられた． 

３）クミン粉末中の cuminaldehyde の定量条件

を確立した．「香辛料抽出物」のうちクミンを主

な基原とする「香辛料抽出物」中の規格基準を

策定する場合の指標成分として cuminaldehyde

を対象とし，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． 

４）フェネグリークの抽出物の NMR スペクトル

において特徴的で定量NMR法適用可能なシグナ

ル示す化合物が trigonelline で，そのシグナ

ルは２位プロトン(DMSO-d6中で 9.16 ppm)のも

のであると帰属した．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」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． 
５）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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Fig. 1  Carthamin の構造 

 
 

 

 
Fig. 2    Anisaldehyde の構造 

 
 
 
 

 
Fig. 3    Cuminaldehyde の構造 

 
 

 
Fig. 4   trigonelline の構造 
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Fig. 5 piperine の構造 

 
 
 
 
 

a)  

 

 

b)   

 
Fig. 6 定量用の認証標準物質 

a) DSS-d6 , b) 1,4-BTMSB-d4 
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Fig. 7 単離した carthamin の 1H-NMR スペクトル (pyridine-d5, 500 MHz) 

                                矢印のシグナルが carthamin の 16 位 H のシグナル (d 9.15 ppm) 
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Fig.8  標準とした Carthamin の HPLC クロマトグラム 

A: 検出波長 520 nm における carthamin のピーク 
 
 

  

 
Fig. 9  Carthamin の HPLC クロマトグラムにおける検量線 
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Fig. 10 DMF 中で測定した carthamin の UV スペクトル (c = 5.80 x 10-6 mol/L) 

 
 

 
Fig. 11 EtOH 中で測定した carthamin の UV スペクトル (c = 4.82 x 10-6 mol/L) 
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Fig. 12 Pyridine 中で測定した carthamin の UV スペクトル (c = 2.41 x 10-6 mol/L) 
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Fig.  13     スターアニス粉末の MeOH 抽出物(A)と anisaldehyde（B）の 1H-NMR スペクトル 
    矢印のシグナルが anisaldehyde のホルミル基 H のシグナル (d9.82 ppm) 
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Fig. 14 Cuminaldehyde 標準品(A)とクミン粉末(B)の 1H-NMR スペクトル (methanol-d3, 500 MHz) 

                           矢印のシグナルが cuminaldehyde の アルデヒド基の H シグナル (d 9.92 ppm) 
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Fig. 15  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． 
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Fig. 16  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℃ 

 
 
 
Table 2    1H-qNMR 法で純度決定した carthammin を用いて測定・算出したモル吸光係数 

 

溶媒 今回の値（λmax） 文献値（λmax） 

DMF 1.21 x105 (530 nm) 9.04 x104 (530 nm) 

EtOH 1.19 x105 (513 nm) 4.90 x104 (515 nm) 

Pyridine 1.48 x105 (540 nm) — 
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Table 3   1H-qNMR 法で定量された anisaldehyde の含有率 

 

samples   含有率(％)±SD 

eugenol 標準品  （n=6） 94.96 ±1.02 

「香辛料抽出物」 A （n=5） 1.40 ±0.07 

 B* （n=3） 0.24 ±0.06 

 C （n=4） 0.43 ±0.08 

 D  ND#  

 E  ND#  

生薬粉末 F （n=5） 0.62 ±0.03 

 G （n=5） 0.32 ±0.04 

*「香辛料抽出物」B は粉末の試料． 
# ND：anisaldehyde のシグナルを検出できなかった． 

 
 
 

 
 

Table 4   1H-qNMR 法で定量された cuminaldehyde の含有率 
 

samples   含有率(％)±SD 

cuminaldehyde 標準品  （n=3） 92.3 ±1.4 

生薬粉末 A （n=3） 0.36 ±0.02 

 B （n=3） 0.64 ±0.02 

 C （n=4） 1.06 ±0.02 

 D （n=3） 1.84 ±0.06 
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Table 5  単離した trigonelline の NMR スペクトルデータ 

（in DMSO-d6, dC: 125 MHz, dH: 500 MHz） 
No. dC (ppm) dH  (ppm)    HMBC (H→C) 
2 146.1 9.16 (1H, br-s) 140.6, 144.7, 146.1, 162.3  
3 140.6   
4 144.2 8.72 (1H, br-d, 7 Hz) 126.2, 144.7, 146.3, 162.3 
5 126.9 7.95 (1H, t, 7 Hz) 140.6, 144.2 
6 144.7 8.85 (1H, br-d, 7 Hz) 126.9, 144.2, 146.1 

N-CH3 47.8 4.34 (3H, s) 144.7, 146.1 
CO2H 162.3   

 

 

 

 

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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