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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

平成 28年度 総括研究報告書 

既存添加物の安全性確保のための規格基準設定に関する研究 

研究代表者 穐山浩  国立医薬品食品衛生研究所 食品部長 

研究要旨  

(1) 既存添加物の成分規格作成の技術的実現性に関する調査 

第 9版食品添加物公定書に未収載の既存添加物の中から，第 10 版公定書の作成に備え検証規格

の作成を実施した．既存添加物の中から第 10 版食品添加物公定書収載をめざし，いままでに作

成した検証用規格案，関連資料を見直し，改正した．また，検証用規格案の妥当性検討の為，

裏付け試験を実施した．残された既存添加物については第 5版自主規格の作成を目指して検討

を行った．また成分規格案の作成及び裏付け試験を実施した． 

(2)含有成分解析と成分規格試験法の検討 

1）「生コーヒー豆抽出物」：生コーヒー豆抽出物の製品中から 19種の化合物が単離・同定され

た．DPPH ラジカル消去活性を指標に酸化防止効果を検討した結果，カフェー酸誘導体が添加物

活性への寄与に大きく影響していることが示唆された． 

2）「モウソウチク抽出物」：昨年までに含有成分として 11 種の既知化合物を明らかにしてい

る．本年度は他の製品を分析し製品間における成分比較を行った結果，3製品間で共通の

成分が観察され，本研究で明らかにした成分が指標成分の候補となり得ることが考察され

た．  

3）「カキ色素」: カキ色素の品質規格作成のための化学的検討として，構造不特定の縮合型タ

ンニン類が豊富に含まれることが示唆されたことから，高分子領域の分子量について GPC によ

り測定したところ，重量平均分子量約 20 万であることが明らかとなった． 

4）「ゴマ油不けん化物」： 既存添加物ゴマ油不けん化物の定量分析用セサミンおよびセサモ

リンは，HSCCC により簡便かつ安価に単離精製できることが判明した．本標準品は，ゴマ

油不けん化物の確認試験のみならず，様々なゴマ油由来の製品に応用可能と考えられる． 

5）「ベニコウジ色素」：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． 

6）「クチナシ青色素」：クチナシ青色素の色素生成メカニズムを明らかとするため，モデル実

験下，色調変化の観察と共に青色素 B1及び B2 を単離し，その構造を推定した．生成した青色

素成分の混合物より青色素 B1及び B2 を精製し，その化学構造を LC/TOF-MS 及び NMR により解

析した結果，Y2 の 6 位と 10 位が脱水結合して共役二重結合を形成し，更に繰り返し結合した

重合物であると推定された．  

7）「クローブ抽出物」・「ベニバナ赤色素」：「クローブ抽出物」では eugenol の定量条

件が既存測定条件である HPLC 法と矛盾なく測定できることを確認した．「ベニバナ赤色素」

では，定量用標準品が手に入らないことから，まずその単離精製から行い，赤色の化合物

である carthamin の単離と 1H-qNMR 法に応用可能な溶媒の選択，HPLC での測定条件を確立

した．「べニバナ黄色素」も黄色の本体とされる safflor yellow 類の個々の化合物の標準

品が手に入らないことから，単離精製を行った．  
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8）「カンゾウ油性抽出物」：カンゾウ油性抽出物の抗酸化活性に glabridin だけではなく，

licochalcone B，kanzonol X，hispaglabridin A，3’-hydroxy-4’- methoxyglabridin

および glabrene 等多数の化合物が関与していることが示された． 

(3) 天然酸化防止剤の抗酸化活性規格試験法開発に関する研究 

既存添加物に分類される酸化防止剤の抗酸化力価評価に関する一般試験法案を作成し, DPPH

法に基づく一般試験法案が酸化防止剤の力価評価において広い適用性と高い再現性を示す

ことが明らかとなった．今後は，各種酸化防止剤に関する個別の手順の作成を目指す． 

(4)日持ち向上剤や増粘剤等の規格試験法の検討カワラヨモギ抽出物の有効成分であるカピ

リンの定量法を検討した．本研究で算出されたヘプチルパラベンに対するカピリンの RRF

を適用して HPLC/PDA によるカワラヨモギ抽出物中のカピリンの定量を行なった．算出され

た定量値は，純度 99．5%のカピリンの量値と殆ど差はなく（0.002%以下），検量線から求

めた値を真値とすると，RRF を用いた定量法の真度は 91～94%であった．本研究において確

立した RRF を適用した定量法は，カピリンの定量用標準品を必要とせず，カワラヨモギ抽

出物の規格試験法として有用であることが明らかとなった． 

 (5) 酵素の基原の解析法の確立 第 9版公定書に収載される既存添加物酵素の微生物由来の

基原について，16S rDNA または ITS 配列が国際塩基配列データベース GenBank に登録されてい

るのか調査した．その結果，「細菌」52/56 基原，「放線菌」17/19 基原，「酵母」6/6 基原，「糸

状菌」57/65 基原，「担子菌」6/6 基原の配列が登録されていた．NCBI Taxonomy から得られる

旧名と現行名を確認することで，基原の使用の是非を判断するなど，今後，一定の判断基準を

設定しておく必要があると思われる． 

研究分担者 

天倉 吉章 松山大学薬学部 教授 

多田 敦子 国立医薬品食品衛生研究所 

室長 

杉本 直樹  国立医薬品食品衛生研究所 

室長 

受田 浩之 高知大学教育研究部自然科学

系生命環境医学部門 教授 

井之上 浩一 立命館大学薬学部 准教授 

永津 明人 金城学院大学薬学部 教授 

研究協力者 

上田 要一 日本食品添加物協会 専務理

事 

森 將人 日本食品添加物協会 常務理

事 

佐藤 恭子  国立医薬品食品衛生研究所 

部長 

建部 千絵  国立医薬品食品衛生研究所 

主任研究官 

西﨑 雄三  国立医薬品食品衛生研究所 

研究員 

石附 京子 国立医薬品食品衛生研究所  

好村 守生  松山大学薬学部 講師 

杉脇 秀美  松山大学薬学部 嘱託職員 

島村 智子 高知大学教育研究部総合科学

系生命環境医学部門 准教授 

細谷 孝博 静岡県立大学食品栄養科学部 

助教 

小出 知己  株式会社テクノスルガ・ラボ 

卯津羅健作 ナガセケムテックス株式会社 

 

A． 研究目的 

既存添加物 365 品目のうち，国の成分規格

設定済は約 130 品目にとどまっている．現在

検討中の第 9版公定書には酵素 62品目を含

む 87品目が新規既存添加物として収載され
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る予定である．しかし依然として約 140 品目

の成分規格が未設定である．また自主規格が

定められている品目に関しても規格の内容

が不十分で信頼性が低いと考えられ，さらに

添加物としての有効性と有効成分自体が明

確でない品目や流通実態が不明確な品目が

ある．これは成分分析や基原等の解析におい

て高度な科学的解析手法が必要な場合があ

る故に規格設定が困難であると考えられる． 

本研究では，国の成分規格が設定されてい

ない既存添加物約 140 品目について，流通実

態や今後の成分規格作成の技術的実現性を

調査研究し，今後の成分規格作成の優先順序

を判断する．また今後の規格設定が可能と考

えられる品目については，含有成分の解析と

基原確認及び成分規格試験法の検討を進め

る．また規格試験として，酸化防止剤には抗

酸化活性測定法の導入を検討し，酸化防止剤

の規格試験法素案を作成する．また苦味料や

増粘剤等，複雑な混合物の品目に関しても特

性値を指標とした規格試験法の開発を模索

する．また第 9版公定書に収載予定の酵素の

基原に関しては，種の同定に至っていない菌

種があることから，種の同定を解析する方法

を確立する． 

 

B． 研究方法 

1．成分規格未設定の既存添加物の現状整
理： 
1）既存添加物の成分規格の整備状況，安全

性試験実施状況，国内外規格の有無等の調

査 

第 9版食品添加物公定書未収載品について，

本年度作成する検証用規格及び自主規格を

含め成分規格の整備状況，安全性試験実施状

況，国内外規格の有無等を調査した． 

2）10版公定書に向けた検証用規格の見直し

及び裏付け試験 

既存添加物 365品目中，第 8版食品添加物

公定書に収載されている 128品目，第 9版食

品添加物公定書に収載される予定の 87品目

を除く残りの品目について，昨年度までに作

成した成分規格検証用規格案について，一部

見直しあるいは裏付け試験を実施した． 

3）既存添加物の第 5版自主規格に向けた 

成分規格の検討 

検証用できなかった品目について，成分規

格が設定可能なものから自主規格案を作成

するとともに，規格設定の根拠となる関連情

報（海外規格を含む各種規格との対比）を調

査した． 

4）既存添加物の品目ごとの基原生物の調査 

既存添加物名簿収載品目リストの基原・製

法・本質に記載されている基原種について，

削除，変更又は拡大の必要性の有無を調査し

た． 

2．含有成分解析と成分規格試験法の検討： 
成分規格未設定の品目（生コーヒー豆抽 

出物，カキ色素，モウソウチク抽出物，クチ

ナシ青色色素，ムラサキイモ色素，クエルセ

チン，グルコサミン，ヤマモモ抽出物，生コ

ーヒー豆抽出物，モウソウチク抽出物）につ

いて機器分析を用いて含有成分を解析した． 

3．天然酸化防止剤の抗酸化活性規格試験法開

発に関する研究： 

抗酸化活性測定法は，酸化防止剤の抗酸化活

性を測定する方法である．DPPHラジカル消

去率を求め，(±)-6-ヒドロキシ-2,5,7,8-テトラ

メチルクロマン-2-カルボン酸 (トロロックス) 

等価活性 (TEAC) で表した． 

4．日持ち向上剤や増粘剤等の規格試験法の検

討： 

カワラヨモギ抽出物製品は，日本食品添加物

協会を通じて入手した A社製品 1 (暗褐色)，製

品 2 (黄褐色) 及び製品 3 (黄褐色)計 3製品を用

いた．既存添加物カワラヨモギ抽出物流通製品

3種類を用い，乾燥減量試験法の開発，LC/UV
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及び LC/MSによる定量法の開発を行った．A

社標品 (非売品) である 1H-qNMR純度 99．5%

のカピリン単離・精製品は，日本食品添加物協

会を通じて入手し，カピリン標準品として使用

した．qNMRを応用し，カピリン単離標品の正

確な純度を求め，また添加物製品についても，

カピリン標品を使用しない qNMRによる直接

定量を行った． 

5．酵素の基原の解析法の確立： 

第 9版公定書に収載される既存添加物酵素

の微生物由来の基原について，「細菌」，「放線

菌」，「酵母」，「糸状菌」，「担子菌」の 5つの群

に分類した．GenBank上の 16S rDNAまたは

ITS1塩基配列情報の登録の有無の確認を行っ

た． 

倫理面への配慮 

特になし 

C・D 研究結果及び考察 

1）既存添加物の成分規格の整備状況，安全

性試験実施状況，国内外規格の有無等の調

査 第 10版食品添加物公定書収載成分規格

（案）及び第 5版既存添加物自主規格成分規

格（案）の整備状況，安全性試験実施状況，

国内外の規格の有無について調査を行っ

た． 

2）10版公定書に向けた検証用成分規格の見

直しび裏付け試験 

第 10版公定書に向けて昨年度までに作成

した成分規格検証用の規格案，関連資料を見

直し，改正した．また，検証用規格案の妥当

性検討の為，セイヨウワサビ抽出物，カンゾ

ウ油性抽出物等について裏付け試験を実施

した． 

3）第 5版自主規格案の作成 

第 9版食品添加物公定書後に残ると考え

られる既存添加物から，第 10版公定書に向

けた検証用規格を作成したものを除き，使用

実態の再調査及び第 5版自主規格の作成を

検討した． 

4）既存添加物の品目ごとの基原生物等の調

査 

第 9版食品添加物公定書未収載品目の基原
植物，微生物等で既存添加物名簿収載品目リ

ストの基原・製法・本質に記載されている基

原種等について，削除，変更又は拡大の必要

性の有無について昨年度に引き続きアンケー

ト調査を実施した． 
2．含有成分解析と成分規格試験法の検討： 

[生コーヒー豆抽出物] 

1． 化合物の単離 

生コーヒー豆抽出物の濃縮物について，カ

ラムクロマトグラフィーによる分離精製を

繰り返し，これまで単離，同定した 14種の

化合物に加え，vanillin (1) (1．0 mg)，

3-O-caffeoyl-4-O-feruloylquinic acid (2) (4．5 

mg)，4-O-caffeoyl-5-O-feruloylquinic acid (3) 

(55．3 mg)，trans-feruloyl-L-tryptophan (4) (5．

1 mg)，trans-caffeoyl-L-tryptophan methyl ester 

(5) (1．8 mg) の 5種を新たに単離した．こ

のうち，化合物 4，5については LC/MSによ

る分析等に関する報告はあるが，単離報告は

見あたらない． 

2． 生コーヒー豆抽出物の HPLC分析 

新たに単離した各化合物を標品として

HPLC分析を行い，5化合物のデータを加え

た． 

3． DPPHラジカル消去活性の評価 

単離した 5化合物について，DPPHラジカ

ル消去活性を評価した．5-O-Caffeoylquinic 

acid（chlorogenic acid）をはじめとするカフ

ェー酸誘導体の活性が強いことを示唆した． 

4． SOD様活性の評価 

これまで単離した 19化合物について，

SOD様活性を評価した．DPPHラジカル消

去活性と同様，カフェー酸誘導体の活性が顕

著であった． 



5 
 

既存添加物名簿に生コーヒー抽出物の有

効成分は，「クロロゲン酸及びポリフェノー

ルである」と記載されている．これまでの検

討で，DPPHラジカル消去活性を指標に酸化

防止能を評価した結果，活性の強かった画分

には 5-O-caffeoylquinic acid（クロロゲン酸），

4-O-caffeoylquinic acid，3-O-caffeoylquinic 

acid が主検出され，これらの添加物活性へ

の寄与が大きいことを考察していた．今回の

結果を加え，これまでの考察がさらに支持さ

れた．また，単離した 19化合物について，

DPPHラジカル消去活性及び SOD様活性を

評価した結果，いずれの評価法においてもカ

フェー酸誘導体が顕著な活性を示した．よっ

て，本添加物の活性への寄与はカフェー酸誘

導体であることがあげられ，caffeoyl基が活

性に大きく影響していることが示唆された． 

[カキ色素] 

1． 化合物の分離精製 

カキ色素製品（47．4 g）に蒸留水 1 Lを

加えて溶解させた後，酢酸エチル（1 L×3），

n-ブタノール（1 L×3）で順次分配を行い，

各分画物 [酢酸エチル分画物（129．4 mg），

n-ブタノール分画物（773．6 mg），水分画物

（45．4g）] を得た．得られた水分画物のう

ち 20 gを Sephadex LH-20カラムクロマトグ

ラフィーに付し，8画分を得た．このうち，

Fr． 38-52（1．0 g）について，さらにMCI-gel 

CHP-20Pカラムクロマトグラフィーに付し，

8画分を得た．さらにこのうち，Fr． 8（47．

2 mg）について，Chromatorex ODSカラムク

ロマトグラフィーに付し，6画分を得た．得

られた 1画分（Fr． 13-17（9．7 mg））につ

いて，1H-NMRを測定したところ，高磁場

側に夾雑物由来と思われるシグナルが観察

され，さらに精製が必要であることが示唆さ

れた． 

2． GPC分析 

カキ色素製品中成分の分子量分布につい

て，GPCにより検討した結果，重量平均分

子量約 20万であった．今後これらの構造的

特徴について検討が必要である． 

[モウソウチク抽出物] 

1． 添加物製品の分析  

モウソウチク抽出物製品について HPLC

分析を行った結果，単離した各化合物を標品

として同条件で分析比較を行った．その結果，

製品 Aと同様のピークが 2製品（E，F）か

ら観察されたが，その他の 3製品はほとんど

ピークが検出されなかった．また，既存添加

物名簿記載の主成分とされる 2,6-dimethoxy 

-1,4-benzoquinoneは他の製品からもほとん

ど検出されなかった． 

モウソウチク抽出物の 3製品（A，E，F）

間で共通の成分が観察されたことから，今回

明らかにした成分が指標成分の候補となり

得ることが考察される．一方で，今回の条件

でピークが検出されない製品もあり，製品間

でのばらつきが認められた．また，既存添加

物名簿において主成分とされる 2,6- 

dimethoxy-1,4- benzoquinoneは今回の測定条

件ではいずれの製品中にもほとんど検出さ

れておらず，製品の同等性を確保のための明

瞭な指標成分の設定と，その分析実施の提案

が示唆される． 

[ゴマ油不けん化物] 

ゴマ油不けん化物中のセサミン，セサモリン

およびセサモールの紫外可視吸光光度におけ

る極大吸収波長を調べた．いずれも，290 nm

付近で吸収極大波長（セサモールλmax = 296 

nm， セサミンλmax = 286 nm， セサモリン

λmax = 289 nm）が観察され，HSCCCなどの

モニタリングに用いることとした．それらの条

件のもと，LCによる分離分析も達成でき，

HSCCC分配係数の算出などに応用した． 
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 LC法を用いて，セサミンおよびセサモリン

の HSCCC用 2相溶媒の分配係数および分離

度の検討を行った．セサミンの分配係数 0．

84±0．18およびセサモリンの分配係数 1．

36±0．34であり，分離度 1．61±0．05の条

件，ヘキサン/酢酸エチル/メタノール/水

(7:3:7:3, V/V/V/V)を採用することとした． 

 本条件を用いて，HSCCCによる単離精製の

分析を行った際のクロマトグラムより，

Fraction Aおよび Fraction Bを単離精製する

ことができた．いずれも，絶対検量線法により

定量した結果，Fraction Aにおいて，7．37 mg

および Fraction Bにおいて，5．17 mgとなっ

た．また，MS/MSスペクトルにより，Fraction 

Aおよび Fraction Bは，セサミンおよびセサ

モリンであると同定できた．本試料を LC-フォ

トダイオードアレー分析（検出波長 200-400 

nm）した結果，それぞれの純度が 99%以上と

なり，良好に単離精製できたものと考えられる． 

本研究では，ゴマ油不けん化物の新たな確認

試験法の基礎的な検討を実施した．昨年度報告

した定義や定量法において，安価なセサミンお

よびセサモリンの標準品が必要となった．そこ

で，本年度では，HSCCCによるセサミンおよ

びセサモリンの効率的な単離精製法の検討を

行った．今回，HSCCCを用いて，ゴマ油不け

ん化物からセサミンおよびセサモリンを単離

精製するため，2相溶媒系の比較した結果，ヘ

キサン/酢酸エチル/メタノール/水(7:3:7:3, 

V/V/V/V)が最適であるとの判断になった．本溶

媒系を用いて，HSCCCによる分離を行った結

果，主に 2つの Fractionを得ることができ，

LC分析の結果，Fraction Aにおいてセサミン，

Fraction Bにおいてセサモリンが高純度（LC

評価：99%以上）の標準品を得ることができた．

いずれも，セミ分取スケールで 1回の操作で，

数 mgから数十 mg程度は同時に単離精製で

きることが判明した．しかしながら，ゴマ油不

けん化物含有濃度が低いため，今回では，数 

mg程度の単離精製となった． 

本標準試料は，ゴマ油不けん化物の確認試験

のみならず，様々なゴマ油由来の製品に関する

定量評価へ応用できるものと思われる．また，

定量 NMR/LC分析法との組み合わせにより，

今後は，モル吸光度係数比による定量評価へ応

用できるものと考えている． 

[ベニコウジ色素] 

ベニコウジ色素およびベニコウジ黄色素は，

いずれも国内で流通している試料を用いた．そ

こで，各試料について，第 8版食品添加物公定

書および 4版自主規格の確認試験を実施した．

その結果，国内流通品は，いずれも現在の規格

基準に従うことが明らかになった．次に，

HPLCによる分離分析を実施した．規格にお

ける色価では，ベニコウジ色素で波長 480～

520 nm，ベニコウジ黄色素では，458～468 nm

とされている．そこで，各モニタリングをいず

れも規格基準内波長である 500 nm（ベニコウ

ジ色素）および 460 nm（ベニコウジ黄色素）

を含むフォトダイオードアレーにて検出した．

ベニコウジ色素は，各検体により，全く異なる

クロマトグラムパターンを示し，いずれも培養

技術やベニコウジカビの種類などが異なり，得

られている成分が異なることが疑われた．また，

種別により HPLCによる分離分析は非常に困

難であるとも判断された．そのなかでも，試料

119において，比較的明確な 4つピークが観察

された．それぞれの吸光光度スペクトルを測定

した結果，いずれも 500 nm付近に吸収極大波

長をもつため，いずれもベニコウジ色素の成分

であることが判明した．一方で，ベニコウジ黄

色素は，明確な 2つのピークが観察され，いず

れも色素成分である可能性が示唆された．それ

らの吸光光度スペクトルにおいても，吸収極大

波長が 400 nm付近であり，ベニコウジ黄色の

色素成分であることが示唆された． 
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HPLC法では，ベニコウジ色素の成分など

が固定相カラムに吸着してしまい，良好な分離

分析達成できなかったと推定される．また，ベ

ニコウジ黄色素も同様に吸着成分が存在して

いる可能性も否定できない．そこで，吸着など

の影響を受けず，回収率が 100%の分離手法で

ある高速向流クロマトグラフィー（HSCCC）

を用いて，成分解析を実施することとした．

HSCCCによる分離検討を実施するためには，

2相溶媒系を決定しなければならない．そこで，

ベニコウジ色素では，試料 119のクロマトグ

ラムで示される 4ピーク（A～D）を用いて，

分配係数を算出し，2相溶媒を検討した．また，

ベニコウジ黄色素では，明確に検出されている

2ピークを用いて実施した．その結果，ベニコ

ウジ色素およびベニコウジ黄色素のいずれも

分配係数 0．2～1．5の間であり，分離度も 1．

0以上のものを選択し，各分離の 2相溶媒とし

て決定した． 

 2相溶媒系の検討条件を用いて，HSCCCの

分離分析を実施した．ベニコウジ色素について

は，主な色素成分（赤色素）が，ソルベント付

近に検出され，色彩より主成分である可能性が

示された（色彩成分 X）．また，その後，色彩

のある成分が溶出し，それをまとめて獲得した

（色彩成分 Y）．色彩成分 Xおよび Yを HPLC

で分析した結果，色彩成分 Xでは，試料 119

のクロマトグラムで観察されたピーク Aおよ

び Bが検出されているが，明らかに大きなブ

ロードの溶出成分が存在し，良好に評価できな

いことが判明した．また，色彩成分 Yでは，

試料 119で観察されたピーク Cおよび Dが観

察された．一方で，ベニコウジ黄色素は，我々

の既報において，良好に各成分を単離精製する

ことができた．各成分を 1H-NMRおよび

LC-MS/MS（エレクトロスプレーイオン化法，

ポジティブモードを採用した）を用いて，解析

した結果，フラクション Aが，キサントモナ

シン Aおよびフラクション Bがキサントモナ

シン Bであることが判明した． 

本研究では，ベニコウジカビ（Monascus 

purpureus）から生成されるベニコウジ色素お

よびベニコウジ黄色素について，成分規格に伴

う解析を実施した．ベニコウジカビは，育成す

る培地条件により様々な色彩成分を生成する

ことや抽出条件により成分が異なることなど

が報告されているため，国内流通品に関して，

成分規格を定める必要性がある．そこで，一般

的に入手可能なベニコウジ色素およびベニコ

ウジ黄色素の解析することとした．第 8版食品

添加物公定書および 4版自主規格の確認試験

では，主に色彩を評価するものであり，流通品

ではすべて規格内であった．それらの製品を用

いて，HPLCによる色彩成分の評価を実施し

た．その結果，ベニコウジ色素の製品間におい

て異なるクロマトグラムパターンを示し，色彩

成分の違いなどが示唆された．そのうえ，様々

な分離条件を検討したが，すべてに対して，良

好なピーク分離が得られず，HPLCによる評

価は難しいことが判明した．一方で，ベニコウ

ジ黄色素では，明確な 2本のピークが観察され

た．しかしながら，それ自体が色彩の主成分と

は断定することは難しく，色彩成分の回収率が

100%であるHSCCCによる分離評価が必要で

あることが分かった．HSCCCでは，分配係数

を算出しなければならず，ベニコウジ色素（ピ

ーク A～D）およびベニコウジ黄色素（ピーク

E，F）の HPLC分析によるピークを基準に 2

相溶媒系を決定した．その結果，HSCCCの評

価により，ベニコウジ色素において，色彩成分

はフロント付近に大きく検出され，分配係数か

ら想定される色彩ピークは後ろに溶出してき

た．しかしながら，それを HPLCにより評価

した結果，主な色彩成分のピークを定めること

ができなかった．一方で，ベニコウジ黄色素は，

HSCCCにより，良好に単離精製することでき，
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それぞれをキサントモナシン Aおよびキサン

トモナシン Bと同定することができた． 

[クチナシ青色] 

1) LCによる Y1及び Y2の経時的観察 

 ゲニピンとベンジルアミンを混合した場合，

その溶液中には黄色化合物 Y1及び Y2が生成

し，次に溶液が青色に変化するに伴い，Y2が

減少することを昨年度報告した．このことから，

黄色化合物 Y1及び Y2は青色素の前駆体であ

ると考えられた．本年度は引き続き，溶液が青

くなってからの挙動を観察した． 

 ゲニピン及びベンジルアミン1:1の混液では，

液色が緑色となったとき，保持時間 16．5分付

近にピークが出現し，液色が青色に変化したと

きには，保持時間 10〜20分の幅広いピークと

ともに，15～17分付近に数本飛び出たピーク

が生じた．さらに時間経過させると保持時間

10～20分にわたる幅広いピークになることが

確認された． 

 次に，Siオープンカラムにより精製した黄

色化合物Y1及びY2画分をMeOHに再溶解し，

同条件の LCに付し，液色の変化及びピークの

出現を経時的に観察した．Y1の溶液は薄い黄

色溶液であったが，時間と共に色調が変化し，

薄い水色に変化した．PDA(190-800 nm)により，

保持時間 12分に観察される Y1のピーク面積

の経時的な変化を確認したところ，ほとんど変

化しなかった．一方，検出波長 600 nmのクロ

マトグラムでは保持時間 16分付近に小さな幅

広いピークが時間経過と共に出現した．したが

って，黄色化合物 Y1は青色素の前駆体ではあ

るが非常に反応速度が遅いと考えられた．一方，

Y2の溶液は橙色の溶液であったが，時間経過

と共に青色に変色し，最終的に黒色に近い青色

になった．別に PDA(190-800 nm)により，保持

時間 14分に観察される Y2ピークの経時的な

変化を確認したところ，完全に消失した．また，

検出波長 600 nmにおけるクロマトグラムの経

時的な変化は，ゲニピン及びベンジルアミン

1:1の混液の挙動と類似していた．したがって，

黄色化合物 Y2は青色素の前駆体であり，生成

後，直ちに青色素成分に変化するものと考えら

れた． 

 いずれの経時的な観察においても，検出波長

600 nmのクロマトグラム上には青色素成分に

由来すると考えられるピークが幅広く観察さ

れたことから，前駆体である Y1及び Y2が複

雑に重合することによって青色素成分に変化

していると考えられた． 

2) NMRによる Y1及び Y2の経時的観察 

 Y1及び Y2は青色素成分の前駆物質である

ことは明らかである．そこで，その化学構造の

変化を追跡するために NMR測定を行った．予

めゲニピンのみをMeOH-d4に溶解し，

1H-qNMR及び 13C-NMR測定した後，当モル

量のベンジルアミンを添加し，混合直後からの

経時変化を観察した．なお，生成物の濃度変化

がわかるように内標（1．4-BTMSB-d4）を添加

し，1H-qNMRと 13C-NMRを１セットとして

繰り返し測定を行った．その結果，時間の経過

と共に NMR試験液は赤褐色に変化し，ゲニピ

ン由来のシグナルは消失し，Y2由来のシグナ

ルと考えられるものと共に非常に小さなシグ

ナルが観察されるのみであった．更に 1.8ヶ月

後に測定してもスペクトルパターンに変化は

なく，内標（1,4-BTMSB-d4）に対するシグナ

ル強度が低下しただけであった．この反応液の

NMR試験管を傾けると溶液は赤褐色であるが，

ガラス壁面が青色に着色していたことから，沈

殿あるいはガラス面への吸着のために，NMR

試験液中に青色素成分はほとんど溶解して存

在しておらず，NMR測定によりシグナルとし

て観察できなかったと考えられた．この NMR

測定の結果とのLC分析の結果を合わせて考え

ると，生成する青色素成分は溶解度が非常に低
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く，また，分子サイズの大きい複雑な重合物で

あることが推測された． 

3) 青色素 B1及び B2の化学構造 

 ゲニピン及びベンジルアミンを当モル量反

応させた溶液を LC分析したとき，保持時間 10

～20分付近に青色素成分に由来する幅広いピ

ークが観察される．この幅広いピークには，鋭

いピークがいくつか含まれており，更に反応を

継続するとこの鋭いピークは徐々に小さくな

る．したがって，この鋭いピークはある程度重

合したものでそれ以降重合反応が進みにくく

なった化合物であると推定した．そこで，この

ピークに由来する青色素成分の単離を試みた． 

 ゲニピン及びベンジルアミンの反応液を水

で希釈し，HCl酸性にして酢酸エチルで液-液

抽出したところ，酢酸エチル層に溶解する青色

素画分が得られた．この画分を Siオープンカ

ラムに付して更に精製した後，prepLCに付し，

青色素成分 B1及び B2を得た．得られた青色

素成分 B1及び B2を LC/MSに付し，その精製

度を確認した．その結果，青色素成分 B1は保

持時間 16．0分にシャープなピークを与え，極

大吸収波長 604．9 nm，ESI positiveモードにお

いて m/z 541．2のイオンを与えるものであっ

た．また，青色素成分 B2は保持時間 16.4分に

シャープなピークを与え，極大吸収波長 617．

9 nm，ESI positiveモードにおいて m/z 555.2の

イオンを与えるものであった．更に，青色素成

分 B1及び B2について，UPLC/TOF-MSにより

精密質量を測定したところ，ESI positiveモー

ドにおいて，B1がm/z 541．2119，B2がm/z 555．

2299を与え，B1に由来する positiveイオンの

組成式が C35H29N2O4 (calcd. m/z 541.2127)，

B2に由来する positiveイオンの組成式が

C36H31N2O4 (calcd.m/z 555.2284)と推定され

た．前駆物質 Y2の組成式 C18H19NO3と比較

すると，B1が(Y2+Y2)-CH10O2，B2が

(Y2+Y2)-H8O2 に相当し，いずれも Y2が 2分

子脱水結合し，更に共役二重結合を形成した化

合物であると推定された． 

 次に，B1及び B2をMeOH-d4に溶解し

1H-NMRを測定したところ，ベンジル基に由

来するシグナルがδ 7．4 ppm及びδ 5．7 ppm

付近に，メチルエステル基に由来するシグナル

がδ 3．9 ppm付近に観察されたが，いずれも

Y2の 5， 6位のシグナルが消失し，更に 1， 3， 

7， 10位のシグナルがδ 7〜9 ppmに低磁場シ

フトしていると考えられるスペクトルを示し

た．また，13C-NMRでは，ベンジル基に由来

するシグナルがδ 128〜135 ppm及びδ 63 

ppm付近に，メチルエステル基に由来するシグ

ナルがδ 52 ppm及び 164 ppm付近に観察され

たが，いずれも Y2の 5， 6位のシグナルが消

失し，低磁場領域にシフトしていると考えられ

るスペクトルを示した．次に，B1について

HMQC及び HMBC測定を行い，その相関より

化学構造を推定したところ，部分構造が推定さ

れた．このように B1は 2つの Y2が 6位と 10

位で脱水縮合後，更に酸化され水素が脱離し，

共役二重結合が生成し，共役系が延長された構

造をとっていると考えられた．この推定部分構

造では 2位の N基の電子が化合物全体に非局

在化するため，深色化し青色を示す可能性が高

く，B1の部分構造として妥当であると考えら

れる．また，UPLC/TOF-MSによりB1はm/z 541．

2119を与え，C35H29N2O4の positiveイオンの

組成式が推定され，この結果は B1の部分構造

のイオンに由来すると考えられる．更に B1の

NMRスペクトルが単純であることから，同じ

立体配座の繰り返し構造をとっていると考え

られる．一方，B2は B1に比べて複雑なスペ

クトルパターンを示すことから，B1とは部分

的に立体配座が異なる異性体であると推定さ

れる． 

 モデル実験により得られた結果より，青色素

成分の生成機構をまとめた．すなわち，前駆体
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Y2より中間体モノマーM2及びM3が生成した

後，M2とM3が重合を繰り返し，B1や B2の

ような重合体が形成されると考えられる．重合

を繰り返すことによって分子量は大きくなり

溶解性は低下すると考えられることから，最終

的にはある一定の範囲の重合度で反応が停止

すると思われる． 

[アンモニア処理ラック色素] 

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． 

 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)．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．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． 

 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．これは，既に杉本らが報告したように，

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． 

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．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．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，δ
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H 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． 

 NMR分析及び LC/MS分析の結果から，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)． 

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．

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．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． 

 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． 

 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．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
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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． 

「カンゾウ油性抽出物」： 

1）Licochalcone Bの同定 

 物理化学的性状は，乾燥状態で yellow で

あった． LC/MS では，KZ34 frc11-22b と保持

時間（R．T．），UVおよびMSスペクトルが一

致した．その分析値は，C30 分析カラム，移

動相が 0．1% ギ酸を含む 25% CH3CN (1．0 

mL/min)で，R．T．; 20．22 min，UV; λmax 368 nm，

MS; m/z 285 [M+H]+，m/z 287 [M－H]－であった． 

NMR 測定は，acetone-d6 および methanol-d4

に溶解させて行った．また，既報 1)の文献値(溶

媒：methanol-d4)をもとに帰属し licochalcone B

と同定した ． 

2）Glabridinの同定 

 物理化学的性状は，乾燥状態で pearl であっ

た．LC/MS では，KZ34 frc37-22bと R．T．，

UVおよびMSスペクトルが一致した．その分

析値は，C30 分析カラム，移動相が 0．1% ギ

酸を含む 50% CH3CN (1．0 mL/min)で，R．T．; 

23．42 min，UV; λmax 228，281 nm，MS; m/z 325 

[M+H]+，m/z 323 [M－H]－であった． 

NMR測定は，acetone-d6に溶解させて行った．

市販標品のシフト値と比較し帰属した． 

3）Kanzonol Xの同定 

 物理化学的性状は，乾燥状態で brown であ

った． LC/MSでは，KZ34 frc44， 45-29bと R．

T．，UVおよびMSスペクトルが一致した．そ

の分析値は，C30 分析カラム，移動相が 0．1% 

ギ酸を含む 50% CH3CN (1．0 mL/min)で，R．

T．; 49．52 min，UV; λmax 207，283 nm，MS; m/z 

395 [M+H]+，m/z 393 [M－H]－であった． 

NMR 測定は，acetone-d6 に溶解させて行った． 

また，既報の文献値(溶媒：acetone-d6)をもとに

帰属した ． 

4）Hispaglabridin Aの同定 

物理化学的性状は，乾燥状態で brown であっ

た．LC/MS では，KZ34 frc54-24c と R．T．，

UVおよびMSスペクトルが一致した．その分

析値は，C30 分析カラム，移動相が 0．1% ギ

酸を含む 55% CH3CN (1．0 mL/min)で，R．T．; 

56．95 min，UV; λmax 229，280，293 nm，MS; m/z 

393 [M+H]+，m/z 391 [M－H]－であった． 

NMR 測定は，acetone-d6 に溶解させて行った．

また，chloroform-dに再溶解させて測定した．

chloroform-d中では，難溶であり，C-7，C-9，

C-2’，C-4’の 4級炭素が検出されなかったもの

の，既報の文献値(溶媒： chloroform-d)をもと

に帰属し hispaglabridin Aと同定した ．  

5）MW 354の化合物の同定 

LC/MS では，KZ34 frc44， 45-21bと R．T．，

UVおよびMSスペクトルが一致した．その分

析値は，MS; m/z 355 [M+H]+，m/z 353 [M－H]
－であった．         

NMR測定は，acetone-d6および chloroform-d

にそれぞれ溶解させて行った．また，既報の文

献値(溶媒：chloroform-d)をもとに帰属し

3’-hydroxy-4’- methoxyglabridinと同定した ． 

6）MW 322の化合物の同定 

 物理化学的性状は，乾燥状態で white であっ

た．LC/MS では，KZ34 frc32-33b と R．T．，

UVおよびMSスペクトルが一致した．その分

析値は，C30 分析カラム，移動相が 0．1% ギ

酸を含む 30% CH3CN (1．0 mL/min)で，R．T．; 

181．13 min，UV; λmax 214，248，284，295，

324 nm，MS; m/z 323 [M+H]+，m/z 321 [M－H]
－であった． 

Glabrene は，既報の文献値(溶媒：

methanol-d4 : chloroform-d=1:1)をもとに NMR 

測定を行った．その結果，1H NMR で-0．07 ppm 
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の誤差，13C NMR で 0．8 ppm の誤差で帰属

できた．なお，2次元 NMR による帰属も一致

し glabrenec（cas no． 60008-03-9）と同定した ． 

7）MW 358の化合物の同定 

物理化学的性状は，乾燥状態で brown であ

った．LC/MS は，KZ34 frc25-28b と R．T．，

UVおよびMSスペクトル が一致した．その

分析値は，C30 分析カラム，移動相が 0．1% ギ

酸を含む 35% CH3CN (1．0 mL/min)で，R．T．; 

37．65 min，UV; λmax 230，290 nm，MS; m/z 359 

[M+H]+，m/z 357 [M－H]－であった． 

NMR 測定は chloroform-d に不溶であったた

め，methanol-d4および acetone-d6に溶解させて

行った．その結果，既知化合物であったため，

既報の文献値(溶媒：acetone-d6)をもとに帰属し

cas no. 938190-35-3の化合物であると同定し

た ． 

8）MW 370の化合物の同定 

物理化学的性状は，乾燥状態で yellow であっ

た．LC/MS の分析値は，πNAP カラム，移動

相が 0.1% ギ酸を含む 25% CH3CN (1．0 

mL/min)で，R．T．; 114．07 min，UV; λmax 255， 

364 nm，MS; m/z 371 [M+H]+，m/z 369 [M－H]
－であった．なお，この分析値は，既報の LC/MS

の UVおよびMSの 値と一致した． 

NMR 測定は chloroform-dに難溶であったため， 

methanol-d4および acetone-d6 に溶解させて行

った．以上の結果，既知化合物であった．よっ

て，既報の文献値(溶媒：acetone-d6)をもとに帰

属し cas no. 905708-40-9の化合物であると同定

した ． 

9）単離・精製画分の抗酸化活性(DPPHラジカ

ル消去活性) 

 単離・精製画分の抗酸化活性(DPPHラジカ

ル消去活性)測定の結果では，いずれの画分も

活性が認められた． 

 今後，各画分に含まれる単離成分の純度を
1H-qNMR等の手法により確認することで，各

成分の単位量当たりの活性（比活性）を算出す

ることができると考えられる． 

「クローブ抽出物」中の eugenolの定量 

昨年度確立した内部標準を DMSO-d6溶液と

して加えて測定する方法で，eugenolの 6位H

シグナル（δ 6．33 ppm）は独立しており，

「クローブ抽出物」のスペクトルにおいても他

の夾雑物のシグナルとの重なりも観測されず，

このプロトコールで eugenolが測定できるこ

とを改めて確認した．  

 試料中の eugenolの含有量の測定では，まず，

eugenol標準品の純度を測定したところ 92％

程度であった．「クローブ抽出物」の eugenol

の含有率は 26．56％，28．81％だった． 

 次に，HPLCでの定量では，今回の条件で

eugenolが 280 nmにおいて良好なピークとし

て検出できることを確認した．1H-qNMR法を

用いて求められた純度をもとに eugenol溶液

を順次希釈し HPLCのピーク面積を求めて検

量線を作成した．その検量線も極めて良い直線

性を示した．前年度に確立した 1H-qNMRによ

る eugenolの定量法で，試料の eugenolを含

む試料は acetone-d6に溶解し，認証標準物質

の 1,4-BTMSB-d4は DMSO-d6に 2.5 mg/mL

で溶解し，両者を 5 : 1で混合して測定に供す

るという方法で問題なく簡便に eugenolの 6

位 Hのシグナル面積の測定ができた．よって，

この測定法が利用できることを改めて確認し

た． 

HPLCにおいては，1H-qNMRで値付けをし

た eugenol標準品溶液を用いた定量が可能で

あることも確認できた．また，「クローブ抽出

物」中の eugenolの定量値が 1H-qNMRにお

ける定量値と HPLCの定量値との比較では，

HPLCでの値がやや低かったが，ほぼ一致し

ていることから，1H-qNMRが既存の定量法に

置き換えることのできる簡便な手段であるこ

とを確認できた．同時に，万が一，測定試料の
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1H-NMRスペクトルで eugenolの 6位Hにオ

ーバーラップするシグナルがある場合，

1H-qNMRによって標準溶液の純度の値付け

を行い，その標準溶液を用いて HPLC法によ

る定量をすることで，間接的な絶対定量が可能

なことも確認できた． 

 1H-qNMR法は，このように揮発性で標準品

の純度管理が難しい eugenolの定量を行う「ク

ローブ抽出物」の品質管理でも極めて有効な手

段であることを改めて確認した． 

「ベニバナ赤色素」中の carthaminの定量 

Carthamin の単離では，「ベニバナ赤色素」

に相当する製品からTLC上で 1 spotの状態の

carthaminを単離することができた．その

NMRスペクトルを先の文献と比較して

carthaminであることを確認した． 

 また，HPLCの条件検討では，酢酸を添加

したMeOH-水のグラジエントの条件で，

carthaminが良好なピークを与えることを確

認した．まだ定量方法の確立には至っていない

が，標準試料の単離方法を確立できた．標準試

料として正確に秤量できるだけの物質量の確

保を行っている． 

 定量方法の確立に先立って HPLCの条件設

定を行ったが，carthaminのピークを良好に検

出できる条件を見つけることができたので，少

なくとも 1H-qNMRによる標準品溶液の値付

け→その標準溶液を基準とした HPLC分析と

いうプロトコールの実施に目処をつけたと言

える．Carthamin標準溶液の 1H-qNMRによ

る値付けは先行例があるので，純度が極めて低

く 1H-qNMRでは直接定量が困難な試料での

定量も目処をつけた． 

「ベニバナ黄色素」中の safflor yellow 類の定

量 

文献記載の方法で生薬コウカから safflor 

yellow 類の単離を試みたが，純度が低いと思

われる粉末が得られたのみであった． 

 操作が簡便すぎることから，花弁に含まれる

糖類などがまだ多く残っていることが考えら

れる．現在精製途上で単離には至っていない．

Safflor yellow 類には幾つかの化合物がある

ので，どの化合物を定量の対象とすべきかにつ

いても，今後考える必要がある． 

3．天然酸化防止剤の抗酸化活性規格試験法開

発に関する研究 

1)トロロックスの IC50 

酸化防止剤の抗酸化力価評価においてトロロ

ックスの IC50は TEAC算出の基礎となる重要

な値である．そこで，一般試験法案に基づき，

トロロックスの IC50の算出に関する手順につ

いて繰り返し試験 (n = 8) を実施し，その再現

性を調べた．その結果，トロロックスの IC50

の平均は 59.3±0.77 g/mL であり，変動係数

は 1.3% となった．この結果より，一般試験法

案によるトロロックスの IC50の算出に関して

の再現性は問題ないと判断した． 

2) 酸化防止剤チャ抽出物の力価評価 

酸化防止剤 19種類 (サンフェノン EGCg，

サンフェノン 90S，サンフェノン BG-3，カメ

リアエキス 30S，チャ抽出物，茶抽出物 40，

茶抽出物 70，ポリフェノン PF，ポリフェノン

70S，ポリフェノン G，サンフード 100，テア

ビゴ，カメリア 50EX，d--トコフェロール，

生コーヒー豆抽出物，ローズマリー抽出物，ヤ

マモモ抽出物，酵素処理イソクエルシトリン，

酵素処理ルチン) を試料とし，上記の一般試験

法案の手順に従い測定を行った．いずれの試料

もエタノール (99.5) に溶解し，希釈もエタノ

ール (99.5) で行った． 

測定の結果，19種類の酸化防止剤全てにつ

いて IC50と TEACを求めることが可能であっ

た．このことから，一般試験法案の酸化防止剤

への適用性は問題ないと判断した．また，

TEACの変動係数は 0.28～7.1%となった．特

に，サンフェノン EGCgを除く 18試料ではそ
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の変動係数が 4．3%以下となり非常に高い再

現性を示した． 

4．日持ち向上剤や増粘剤等の規格試験法の検

討： 

1）カピリン定量用内標準物質の選択 

 HPLC/PDA分析条件下におけるカピリン定

量用内標準物質を選択した．定量用内標準物質

としては，安価でコンスタントに入手可能で，

試薬メーカーが記載する純度値と 1H-qNMRで

の純度値に大きな差がないと予想されるもの

を考慮して，計 13種の市販試薬を候補に挙げ

た．これらの市販試薬を，HPLC/PDA分析条

件に付し，得られた HPLCクロマトグラムを，

カワラヨモギ抽出物のそれと比較したところ，

ヘプチルパラベンはカワラヨモギ抽出物中の

カピリンおよび夾雑物との分離が良好であっ

た．次に，ヘプチルパラベンの市販試薬がカピ

リンの定量用内標準物質として適しているの

か検証を行なった．4社 4製品のヘプチルパラ

ベン市販試薬を 1H-qNMRに付し，得られた純

度値を各試薬のラベルに記載されている純度

値と比較したところ，4製品全てにおいて
1H-qNMRでの純度値とラベル記載の純度値に

大きな差がなく (1.4 %未満) ，このことから，

市販のヘプチルパラベンを購入して用いれば，

メーカー間純度の差や表示純度との差をあま

り気にせずに定量用内標準物質として使用で

きることが明らかとなった． 

2）ヘプチルパラベンに対するカピリンの RRF

の算出 

ヘプチルパラベンとカピリンを混合した

RRF算出用試料液を 1H-qNMRに付したところ，

ヘプチルパラベンに由来するH-2 + H-6および

H-3 + H-5の 2つのプロトンシグナルは，カピ

リンの H-2 + H-6，H-4および H-3 + H-5の 3つ

のプロトンシグナルと良好に分離しており，こ

れらのプロトンシグナルから相対積分値を算

出した後，各シグナルが由来するプロトン数で

除し，ヘプチルパラベンに対するカピリンのモ

ル比の平均を求め，式 1に代入した．各 RRF

算出用試料液中の平均モル比の値の相対標準

偏差（RSD）は 0.56%以下であり良好であった． 

 次に RRF算出用試料液を移動相で希釈し

HPLC/PDAに付した．ヘプチルパラベンおよ

びカピリンの極大吸収波長は，256 nmおよび

284 nmを示したため，ヘプチルパラベンのピ

ーク面積を 256 nmで求め，カピリンのピーク

面積は 284nmで求めることにした．ピーク面

積は，3社 3製品のカラムを用いて求め，式 1

に代入することでヘプチルパラベンに対する

カピリンの RRFを算出した．3社 3製品のカ

ラム（各カラム測定 n = 3）での平均 RRFは 1.31，

RSD 1.25%であり，カラムの影響を受けにくい

堅牢な値であることが明らかとなった．したが

って，RRFを適用したカピリン定量法には，

ヘプチルパラベンに対するカピリンの RRF値

として 1.31を用いることとした． 

3）RRFを適用した HPLC/PDAによるカピリン

の定量 

ヘプチルパラベンと製品 1~3を精密に秤量

した HPLC/PDA分析用試料液を HPLC/PDAに

付し，カワラヨモギ抽出物製品中のカピリンの

定量を行なった．秤量値およびピーク面積を求

め，式 2に代入することでカピリンの含量を算

出した．また，算出された含量について，昨年

度報告された，カピリン標準品 (非売品) の検

量線（1H-qNMR純度で校正）から算出された

含量と比較し，本研究で定めた RRFの評価を

行なった．両定量法で算出された含量は，概ね

一致しており，その差は 0.002%以下であった

ため，本法で用いた RRF値が適切であるもの

と判断された． 

5．酵素の基原の解析法の確立： 

1）「細菌」及び「放線菌」に属す基原 

 第 9版公定書には，「細菌」由来の既存添加

物酵素として 86基原が収載されている．基原



16 
 

別による品目数を見てみると，Bacillus属 16

品目，次いで Bacillus subtilisが 11品目で最

も多かった．冒頭で述べたように，Bacillus

属で定義されると，セレウス菌（B． cereus）

や炭疽菌（B． anthracis）なども基原として

使用可能と解釈されることが懸念されるため，

種まで明確にする必要がある．「放線菌」（広義

には細菌）由来の既存添加物酵素では，25基

原が収載されている．基原別による品目数を見

てみると，Streptomyces thermoviolaceusと

Streptomyces violaceoruberが共に 19品目で

最も多かった．「細菌」及び「放線菌」は

DNA-DNA分子交雑試験による相同値が 70%

以上を示す菌株同士を 1つの菌種と定義して

いる 2)．16S rDNAの全長配列（約 1,500 bp）

の相同値が 98．7%以上の場合には，

DNA-DNA分子交雑試験の相同値が 70%以上

を示す可能性，つまり同種の可能性があるとさ

れている．なお薬局方では 16S rDNAの上流

約 800 bpまたは下流 800 bpの配列を指標に

して，データベースと照合し，90%以上合致す

る上位にランクされた菌種を同一種又は近縁

種と判定する．そこで，属及び sp．で定義さ

れた基原を除く「細菌」56基原と「放線菌」

19基原について，16S rDNA配列が国際塩基

配列データベース GenBankに登録されてい

るのか調査した．「細菌」では，56基原中 52

基原の 16S rDNA配列が登録されていた．16S 

rDNA配列が登録されていなかった 4基原の

うち，Bacillus coagulans J4は，株レベルで

の定義となっていた．16S rDNA配列を指標に

した同定法では株レベルでの分類には，分解能

が低く対応できない．従って，トレーサビリテ

ィの得られない学名と判断し，「グルコースイ

ソメラーゼ」の基原 Bacillus coagulansと同

様に，種レベルまでの定義とするのが望ましい．

「放線菌」についても GenBankに 16S rDNA

が登録されているのか調査したところ，19基

原中 17基原が登録されていた．16S rDNA配

列が登録されていなかった 2基原のうち，「ア

スコルビン酸オキシダーゼ」の基原

Eupenicillium brefeldianumは「放線菌」で

はなく，「糸状菌」に分類されるため，第 9版

公定書の「アスコルビン酸オキシダーゼ」の定

義を一部修正する必要がある．

Thermomonospora viridisはトレーサビリテ

ィの得られない学名であった． 

2）「酵母」に属す基原 

 第 9版公定書には，「酵母」（広義には真菌）

由来の既存添加物酵素として 10基原が収載さ

れている．薬局方では ITS1配列を指標にして，

データベースと照合し，90%以上合致する上位

にランクされた菌種を同一種又は近縁種と判

定する ．また，日本薬学会協定衛生試験法で

は，26S rDNAの部分塩基配列（D1/D2領域）

を指標にして，99%以上の類似度を示した菌種

を同一種と同定する 4)．杉田らは，「酵母」

Trichosporon属（17種 5変種）を用いて，同

種の場合，DNA-DNA分子交雑試験による相

同値が 80%以上であり，その際に与えられる

ITS1及び ITS2領域（5．8S rDNAと 26S 

rDNA間のスペーサー領域）の相同値が 99%

以上であることを報告している．衛生試験法で

は，杉田らの報告を引用し，ITS領域を指標に

しても同等の結果が得られるとしている．そこ

で，属で定義された基原を除く 6基原について，

ITS領域の配列（ITS1及び ITS2を含む）が

GenBankに登録されているのか調査した．そ

の結果，6基原の ITS配列が登録されているこ

とを確認できた． 

3）「糸状菌」及び「担子菌」に属す基原 

 第 9版公定書には，「糸状菌」由来の既存添

加物酵素として 80基原が収載されている．基

原別による品目数を見てみると，Aspergillus 

nigerが 25品目，次いで Aspergillus oryzae

が 16品目で最も多かった．「担子菌」由来の
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既存添加物酵素では，11基原が収載されてい

る．「糸状菌」及び「担子菌」は，広義には真

菌にあたり，同種間における任意の指標遺伝子

の相同値についての知見は少ないが，多くの実

験データに基づき，「D1/D2領域又は ITS領域

の相同値が 99%以上のとき，同種とみなす」

ことが支持されている．そこで，属及び sp．

で定義された基原を除く「糸状菌」65基原と

「担子菌」6基原について，ITS配列が

GenBankに登録されているのか調査した．「糸

状菌」では 65基原中 57基原の ITS配列が登

録されていた．ITS配列が登録されていなかっ

た 8基原のうち，4基原は D1/D2領域の配列

も登録されていなかった．また残る 4基原はト

レーサビリティの得られない学名であった．

「担子菌」では 6基原中 6基原の ITS配列の

登録が確認できた． 

4）16S rDNA，ITS配列以外の指標遺伝子 

 16S rDNAまたは ITS配列を指標とした場

合でも一義的に微生物種を同定することがで

きないことも報告されている．特に「糸状菌」

の Aspergillus属，Penicillium属では，異な

る種間でも ITSの相同値が 99%以上となるこ

ともあることから，ITS配列は種の絞り込みと

して利用し，実際の同定は，別のタンパク質遺

伝子を利用する．Aspergillus属，Penicillium

属ではβ-チューブリン遺伝子やカルモジュリ

ン遺伝子が有効とされており，データベースも

拡充されている．このことから，DNAを用い

た種の再同定を実施するにあたり，合理性があ

れば，16S rDNA，ITS配列以外の遺伝子も指

標とするのが科学的に妥当である． 

5） 相同値の目安及び学名変更後の基原の使用

是非の判断基準 

 日本薬局方「遺伝子解析による微生物の迅速

同定法」を参考に，「DNAを指標にした既存添

加物酵素の基原同定法（仮称）」を酵素の基原

の判断基準の仮案として別紙に示した．「細菌」

「放線菌」については，16S rDNAの全長配列

を指標として，データベース上の塩基配列と

98．7%以上の相同値を示したとき，その塩基

配列に由来する微生物種と同種と見なす．「酵

母」「糸状菌」「担子菌」については，ITS1配

列を指標としてデータベース上の塩基配列と

99%以上の相同値を示したとき，その塩基配列

に由来する微生物種と同種と見なす．なお，合

理性があれば，16S rDNA及び ITS1以外の遺

伝子配列も指標にして良いものとする． 

 既存添加物名簿作成から 20年が経過してい

るが，本研究で提示した案，すなわち，DNA

を指標にした同定法により，現時点での科学的

に妥当と考えられる基原の学名を第 10版公定

書に反映可能であると考えられる．学名の設定

根拠は，指標遺伝子配列及び国際塩基配列デー

タべースをよりどころとするため，例えば，第

10版公定書で学名を Aと設定したが，最新の

研究により学名が Bとなった場合でも，国際

塩基配列データベースとリンクする NCBI 

TaxonomyからAとBの関係を確認できれば，

トレーサビリティを確保していると判断し，そ

の菌株の使用を認めるということが説明でき，

そして，必要に応じて，学名 Bは第 11版公定

書に反映することができるように整理した案

である．ここで示した案には議論されるべきこ

とが多く残されており，今後も検討が必要であ

る． 

 

E． 結論 

2．含有成分解析と成分規格試験法の検討： 

既存添加物名簿収載の酸化防止剤生コーヒ

ー豆抽出物製品中の含有成分について検討し

た結果，これまで明らかにした 14化合物に加

え，新たに 5種の化合物〔vanillin，

3-O-trans-caffeoyl- 

4-O-trans-feruloylquinic acid，

4-O-trans-caffeoyl- 
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5-O-trans-feruloylquinic acid，

trans-feruloyl-L- tryptophan，

trans-caffeoyl-L-tryptophan methyl ester〕を

単離することができた．今回の結果を加えたこ

れまでの検討から，本添加物の主成分は

caffeine及び chlorogenic acidであり，また

DPPHラジカル消去活性及びSOD様活性を指

標とした酸化防止能の結果から，有効成分は

chlorogenic acidをはじめとするカフェー酸誘

導体であることが示唆された． 

 カキ色素の品質規格作成に供する化学的検

討として，製品中の成分精査を行った．HPLC

でほぼ 1ピークのフラクションを得ることが

できたが，機器分析による構造解析を行ったと

ころ夾雑物が認められ，今後さらなる精製を計

画する．一方，本製品には構造不特定の縮合型

タンニン類が豊富に含まれることが示唆され

たことから，高分子領域の分子量について

GPCにより測定したところ，重量平均分子量

約 20万であることが明らかとなった．今後こ

れらの構造的特徴についても検討が必要であ

る． 

 モウソウチク抽出物製品について HPLC分

析を行った結果，3製品間で共通の成分が観察

され，今回明らかにした成分が指標成分の候補

となり得ることが示唆された．一方で，今回の

条件でピークが検出されない製品もあり，製品

間でのばらつきが認められた．また，既存添加

物名簿において主成分とされる

2,6-dimethoxy-1,4- benzoquinoneは今回の測

定条件ではいずれの製品中にもほとんど検出

されなかった． 

既存添加物ゴマ油不けん化物の定量分析用

セサミンおよびセサモリンは，HSCCCにより

簡便かつ安価に単離精製できることが判明し

た．本標準品は，ゴマ油不けん化物の確認試験

のみならず，様々なゴマ油由来の製品に応用可

能と考えられる． 

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．ベ

ニコウジ色素およびベニコウジ黄色素は，培地

条件や抽出条件により，全く色彩成分が異なり，

明確な主成分を同定し，それに基づく規格基準

が必要と考えられた． 

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，今後，その含量分析に関して，検討する必

要性がある． 

既存添加物クチナシ青色素は，ゲニピンと一

級アミンの反応生成物が主色素成分とされる

がその構造は未だ不明である．この主色素成分

の生成過程および構造についての知見を得る

ため，ゲニピンとベンジルアミンを用いたモデ

ル実験を行った．昨年度は，青色素の前駆体と

考えられる黄色素 Y1及び Y2の構造を明らか

とした．本年度は引き続き，クチナシ青色素の

色素生成メカニズムを明らかとするため，モデ

ル実験下，色調変化の観察と共に青色素 B1及

び B2を単離し，その構造を推定した．その結

果，ゲニピンは，ベンジルアミンの 1級アミン

と反応し閉環した後，黄色素 Y1とその異性体

Y1'が生成した．次に，1位の OH基と 9位の

プロトンが cis配置した異性体 Y1'は，速やか

に脱水し黄色素 Y2となった後，青色素成分へ

変化または重合していくと考えられた．生成し

た青色素成分の混合物より青色素 B1及び B2

を精製し，その化学構造を LC/TOF-MS及び

NMRにより解析した結果，Y2の 6位と 10位
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が脱水結合して共役二重結合を形成し，更に繰

り返し結合した重合物であると推定された． 

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． 

「クローブ抽出物」中の eugenol定量では，認

証標準物質の DSS-d6を内部標準として用い，

この DMSO-d6溶液を測定試料の acetone-d6

溶液とを混合してNMRを測定し，eugenolの

6位 Hのシグナル（δ 6．33 ppm）を利用す

ることで測定試料中の eugenolが定量できる

ことがわかった．この数値は，既存の定量法で

ある HPLC法と良い一致を示した．これらの

ことから 1H-qNMR法が，既存の方法に変わり

うる，簡便で迅速な「クローブ抽出物」の品質

管理法になりうることを示すことができた． 

「ベニバナ赤色素」の本体である carthamin

の HPLC定量条件の設定ができたため，
1H-qNMRでは定量が困難な場合の代替手段

として標準溶液の値付け→HPLC法を用いた

定量という組み合わせでの絶対定量法の確立

の目処をつけた．Carthaminの標準試料の測

定に関しては先行例もあることから，引き続き，

実際に 1H-qNMRで「ベニバナ赤色素」が定量

可能か，「ベニバナ赤色素」中の carthaminの

定量には HPLCとの組み合わせが必要かにつ

いて検討を行う． 

「ベニバナ黄色素」に関しては，個々の

safflor yellow類の単離を引き続き行い，それ

ぞれの 1H-NMRスペクトルにおいて，独立し

たシグナルが得られるか，すなわち，1H-qNMR

の実施が可能かの確認をとりあえずの目標と

する． 

G． glabra由来のカンゾウ油性抽出物流通

製品において抗酸化活性寄与率の高かった 8

成分の単離・精製を行った．これらの単離・精

製物は，LC/MS分析で，各抗酸化活性物質の

指標となる分画物試料と R．T．, UVおよび

MSスペクトルが一致した．各単離・精製物構

造解析結果から，未同定であった 4成分の同定

を行った．その結果，4成分（MW 322, 354, 358, 

370）の化合物を同定した．なお，これらの同

定成分の内， MW 370およびMW 358の化合

物は，これまでの報告において DPPHラジカ

ル消去活性を有することは報告されていない

が，今回のこれらの単離画分は抗酸化活性を示

した．また，既に市販標品や単離標品との比較

や LC/MS/MSにより同定していた 4種の抗酸

化成分（glabridin，licochalcone B，kanzonol 

Xおよび hispaglabridin A）相当画分について

も単離・精製を行い，NMR測定を行ったとこ

ろ，同定に問題ないことが確認された． 
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カンゾウ油性抽出物の抗酸化活性に

glabridinだけではなく，licochalcone B，

kanzonol X，hispaglabridin A，3’-hydroxy-4’- 

methoxyglabridinおよびglabrene等多数の化

合物が関与していることが示された． 

3．天然酸化防止剤の抗酸化活性規格試験法開

発に関する研究 

DPPH法に基づく一般試験法案が酸化防止

剤の力価評価において広い適用性と高い再現

性を示すことが明らかとなった．今後は，各種

酸化防止剤に関する個別の手順の作成を目指

す． 

4．日持ち向上剤や増粘剤等の規格試験法の検

討 

本研究では，カワラヨモギ抽出物の有効成分

であるカピリンの定量法を検討した．本研究で

算出されたヘプチルパラベンに対するカピリ

ンの RRFを適用して HPLC/PDAによるカワ

ラヨモギ抽出物中のカピリンの定量を行なっ

た．算出された定量値は，純度 99．5%のカピ

リンの量値と殆ど差はなく（0．002%以下），

検量線から求めた値を真値とすると，RRFを

用いた定量法の真度は 91～94%であった．本

研究において確立した RRFを適用した定量法

は，カピリンの定量用標準品を必要とせず，カ

ワラヨモギ抽出物の規格試験法として有用で

あることが明らかとなった． 

5．酵素の基原の解析法の確立： 

第 9版公定書に収載される既存添加物酵素

の微生物由来の基原について，16S rDNAまた

は ITS配列が国際塩基配列データベース

GenBankに登録されているのか調査した．そ

の結果，「細菌」52/56基原，「放線菌」17/19

基原，「酵母」6/6基原，「糸状菌」57/65基原，

「担子菌」6/6基原の配列が登録されていた．

配列が登録されていなかった基原の中には，ト

レーサビリティの得られない学名，すなわち公

定書に記載する基原としてふさわしくない学

名であるものが散見された． 

 微生物などの学名が流動的である基原に対

して規格を整備するためには，統一された方法，

指針に基づいて情報を整理する必要がある．本

研究で提示する同定法を実施すると，第 10版

で基原の大幅な改正が求められ，さらにその後

も最新の研究により学名が変更となる基原も

でてくることが予想されるが，これについては

NCBI Taxonomyから得られる旧名と現行名

を確認することで，基原の使用の是非を判断す

るなど，今後，一定の判断基準を設定しておく

必要があると思われる． 
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薬成分の定量」第 45回生薬分析シンポジウ

ム， 2016 年 11 月（大阪） 

15) 高橋未来， 多田敦子， 西﨑雄三， 杉本

直樹， 竹内弘明， 中川一弥， 穐山 浩， 井

之上浩一：高速向流クロマトグラフィーに

よるゴマ油不けん化物からの高純度セサミ

ンおよびセサモリンの単離精製 日本食品

化学学会第 22回総会・学術大会（高知），

2016 年 6月 

I． 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む）

なし 
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研究報告書 

 
平成２８年度 「既存添加物の安全性確保のための規格基準設定に関する研究」 

―既存添加物の成分規格の設定に関する調査研究― 

 

業務受託者   上田 要一       所属  一般社団法人日本食品添加物協会    役職  専務理事 

研 究 者   森  將 人       所属  一般社団法人日本食品添加物協会    役職  常務理事 

 

［はじめに］ 
既存添加物３６５品目中,成分規格の定められているものは１２８品目（１３０規格）にすぎず,約２４０
品目（約２５０規格）については,未設定の状況にある.第９版食品添加物公定書は８９品目が収載され
る予定であるが,なお,約１５０品目（約１６０規格）が未設定の状況で残る. 
当協会は,これまでも既存添加物の食品添加物公定書への新規収載を目標に,自主規格の策定を
進めてきた. 
平成２０年度は,第８版食品添加物公定書の公表を機に,既存添加物等の自主規格案の策定・蓄積
結果の集大成及び既収載規格の見直しを実施し,「第４版既存添加物自主規格」を刊行し,既収載の１
４２品目（既存添加物１２３品目及び一般飲食物添加物１９品目）に加えて７８品目を新規収載した. 
また,既存添加物について自主規格案の策定検討及び見直し検討を推進してきた. 
しかしながら, 国の成分規格が設定されていない既存添加物については, 
・業界自主規格がない,またはあっても質が不十分 
・添加物としての有効性と有効成分自体が不明確 
・食品添加物としての流通実態が不明確 
・正しい基原の原材料が使用されていることの確認が不十分 
といった品目が多いことが指摘されている.これまでは,国が業界自主規格を技術的に検証した上で国
の成分規格として整備してきた.上述の約1５0品目については規格設定が困難な品目が残ったと言え
るが,今後も着実な成分規格の作成が必要である. 
本年度は,平成２７年度までに作成した第１０版食品添加物公定書に向けた検証用規格案及び第５
版自主規格案の一部品目について,見直しあるいは裏付け試験を実施した.また,残された品目の中か
ら情報の集まり,環境の整ったものについて新たに第５版自主規格案として成分規格案を作成した.更
に,昨年度に引き続き,既存添加物名簿収載品目リストの基原・製法・本質に記載されている基原種に
ついて,削除,変更又は拡大の必要性の有無を調査した. 

 

 

研究結果の概要と考察 
 

 

１． 研究方法 

（１） 既存添加物の成分規格の整備状況,安全性試験実施状況,国内外規格の有無等の調査 

第９版食品添加物公定書未収載品について,本年度作成する検証用規格および自主規格を含め

成分規格の整備状況,安全性試験実施状況,国内外規格の有無等を調査した. 

 

（２） 第１０版食品添加物公定書に向けた検証用規格の見直し及び裏付け試験 

既存添加物３６５品目中,第８版食品添加物公定書に収載されている１２８品目,第９版食品添加物

公定書に収載される予定の８７品目を除く残りの品目について,昨年度までに作成した成分規格検

証用規格案について,一部見直しを実施した. 
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（３） 第５版既存添加物自主規格に向けた成分規格の検討 

昨年度に引き続き,前項の検証用とできなかった品目について,成分規格が設定可能なものから

新規に自主規格案を作成するとともに,規格設定の根拠となる関連情報（海外規格を含む各種規格

との対比）を調査する. 

また,昨年度までに作成した自主規格案について,一部見直しあるいは裏付け試験を実施した. 

 

（４） 既存添加物の品目ごとの基原生物の調査 

既存添加物名簿収載品目リストの基原・製法・本質に記載されている基原種について,削除,変更

又は拡大の必要性の有無を調査した. 

 

 

２． 調査研究者 

これら評価・検討を行った自主規格専門委員会,規格専門委員会及び部会担当のメンバーは別

紙に記したとおりである. 

 

 

３． 研究結果の概要 

（１） 既存添加物の成分規格の整備状況,安全性試験実施状況,国内外規格の有無等の調査 

第９版食品添加物公定書未収載品について次の事項について調査を行い,部会別および品目

順にまとめた. 

① 既存添加物の成分規格（案）の整備状況ならびに及び国内外の規格の有無. 

本年度を含む過去３年間における第１０版食品添加物公定書収載成分規格（案）及び第５版

既存添加物自主規格成分規格（案）の整備状況を年度毎に整理し,別紙資料１に収載した. 

自社内裏付け試験のデータが取得できている品目については,報告年度及び報告書記載ペ

ージを記載した.また,各品目における国内外の規格の有無についても合わせて記載した. 

なお,参考までに平成２５年度の規格作成状況も記載した. 

② 既存添加物の安全性試験実施状況 

 各品目に関して実施された安全性試験及び実施年度等を別紙資料２に収載した. 

 

（２） 第１０版食品添加物公定書に向けた検証用成分規格の見直し 

本年度は,第１０版食品添加物公定書に向けて,新たに２品目（表１）について成分規格検証用

の規格案を作成した.また,昨年度までに作成した規格案のうち,１２品目（表２）について規格案,関

連資料を見直し,改正した.新規作成及び改正後の規格案については関連資料とともに部会別に

整理して別紙資料３に収載した. 

 

表１ 第 10版食品添加物公定書第4次検証品目 

部会 
既存
No※ 

用途 既存添加物名簿名称 

4 359 増粘安定剤 レバン 

6 364 ガムベース ロシン 
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表２ 第 10版食品添加物公定書 検証用成分規格見直し品目 

部会 
既存
No※ 

用途 既存添加物名簿名称 

4 040 増粘安定剤/ガムベース エレミ樹脂 

4 145 増粘安定剤・製造用剤 サバクヨモギシードガム 

4 229 増粘安定剤 トロロアオイ 

5 076 酸化防止剤 カンゾウ油性抽出物 

5 091 酸化防止剤 カテキン 

5 202 酸化防止剤 チャ抽出物 

5 255 酸化防止剤 ヒマワリ種子抽出物 

9 027 苦味料 イソアルファー苦味酸 
9 120 苦味料 ゲンチアナ抽出物 
9 161 苦味料 ジャマイカカッシア抽出物 
10 127 乳化剤 酵素処理レシチン 

10 172 乳化剤 スフィンゴ脂質 

※：既添No：数字は既存添加物番号 

 

本年度を含む３年間における第１０版食品添加物公定書に向けた成分規格検証用の新規規格

案作成状況について表３にまとめた.増粘安定剤,製造用剤をはじめ３年間の合計で３０品目につ

いて新たに規格案を作成することができた. 

現時点では,平成２５年度に作成済みの３５品目（うち９品目は一般飲食物添加物）と合わせて

合計で６５品目について検証用規格案の作成が終了している. 

 

 
表３ 第１０版食品添加物公定書 新規規格案作成状況 

部会 用途 H26年度 H27年度 H28年度 合計 

2 着色料 1 － － 1 

4 増粘安定剤 10 － 1 11 
5 酸化防止剤 5 － － 5 
6 ガムベース・光沢剤 1 － 1 2 
9 調味料・苦味料 2 － － 2 
10 乳化剤 1 － － 1 
13 製造用剤・ミネラル 8 － － 8 
  合計 28 0 2 30 

 

 

（３） 第５版既存添加物自主規格案の作成と見直し 

第９版食品添加物公定書後に残ると考えられる既存添加物から,前述の第１０版食品添加物公定

書に向けた検証用規格を作成したものを除き,使用実態の再調査及び第５版既存添加物自主規格

の作成を検討している. 

本年度は成分規格案を作成するために必要な情報が揃った１４品目（表４）について規格案を作

成しするとともに,昨年度までに作成した１２品目の自主規格案（表５）について見直しあるいは裏付

け試験を実施した.いずれも部会別に整理し別紙資料４に収載した. 
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表５ 第５版既存添加物自主規格案見直し・裏付け試験実施品目 

部会 
規格 
見直し 
裏付け 
試験 
既存 
No※ 

用途 既存添加物名簿名称 

4 ○ － 001 増粘安定剤 アウレオバシジウム培養液 

5 ○ － 196 酸化防止剤 単糖・アミノ酸複合物 

6 ○  042 ガムベース オゾケライト※※ 

6 ○ － 099 ガムベース グッタハンカン※※ 

6 － ○ 100 ガムベース グッタペルカ 

6 － ○ 138 ガムベース ゴム 

6 ○ － 152 ガムベース／光沢剤 シェラックロウ 

6 ○ － 307 ガムベース ホホバロウ※※ 

9 ○ － 041 調味料 塩水湖水低塩化ナトリウム液 
9 ○ － 357 苦味料 レイシ抽出物 
10 ○ － 187 乳化剤 ダイズサポニン 

10 ○ － 195 乳化剤 胆汁末※※ 
※：既添No：数字は既存添加物番号 
※※：暫定規格 

 

なお,第１４部会においては,昨年度に引き続き基原別の香辛料抽出物について,自主規格設定

のために必要な使用実態や関連規格などの調査を実施した. 

以上,新規作成及び見直した自主規格案とその関連資料並びに調査結果については,部会別に

整理して別紙資料４に収載した. 

 

本年度を含む３年間における第５版既存添加物自主規格の新規規格案の作成状況は,表６にまと

めた通りである.最も多い製造用剤２５品目を含め３年間の合計で４４品目（うち５品目については暫

定規格）について新たに規格案を作成しすることができた. 

第５版既存添加物自主規格の刊行に向けた中間取りまとめで後述するように,現時点での自主規

表４ 第５版既存添加物自主規格案新規作成品目 

部会 
既存 
No※ 

用途 既存添加物名簿名称 

2 159 着色料 シタン色素 

6 036 ガムベース／光沢剤 ウルシロウ 

6 094 ガムベース グアヤク樹脂 

6 142 ガムベース／光沢剤 コメヌカロウ 

6 144 ガムベース／光沢剤 サトウキビロウ 

6 333 ガムベース／光沢剤 モクロウ 

13 043 製造用剤 オゾン 
13 168 製造用剤 水素 
13 176 製造用剤 ゼイン 
13 214 製造用剤 銅 
13 242 製造用剤 白金 
13 246 製造用剤 パラジウム 
13 266 製造用剤 ブタン 
13 275 製造用剤 プロパン 
※：既添No：数字は既存添加物番号 
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格案は合計で１３６品目となる. 

 

 
表６ 第５版既存添加物自主規格 新規規格案作成状況 

部会 分野 H26年度 H27年度 H28年度 合計 

2 着色料 － 1 1 2 
4 増粘安定剤 － － － － 
5 酸化防止剤 4(2) － － 4(2) 
6 ガムベース・光沢剤 3 － 5 8 
9 調味料・苦味料 3(2) － － 3(2) 
10 乳化剤 2(1) － － 2(1) 
13 製造用剤・ミネラル 16 1 8 25 
 合計 28(5) 2 14 44(5) 

カッコ内は暫定規格数 
 

 

 

（４） 既存添加物の品目ごとの基原生物等の調査 

第９版食品添加物公定書未収載品目の基原植物,微生物等で既存添加物名簿収載品目リストの

基原・製法・本質に記載されている基原種等について,削除,変更又は拡大の必要性の有無につい

て昨年度に引き続きアンケート調査を実施した結果,チャ抽出物について改正要望が寄せられた.

詳細資料を別紙資料５に収載した. 

本年度を含め３年間では,上記のチャ抽出物に加え,グルコサミン,キチン,キトサン,スフィンゴ脂質,

ファフィア色素,トウガラシ水性抽出物,トウガラシ色素,生コーヒー豆抽出物,アグロバクテリウムスクシ

ノグリカン及びローズマリー抽出物の計１１品目の改正要望が寄せられた.これらの一覧表も別紙資

料５に収載した. 

基原生物等の調査については,規格案の完成度の高いものを優先して実施していることから,全て

の品目において精査できていない為,今後も引き続き調査する必要があると考える. 

 

（５） 第５版既存添加物自主規格の刊行に向けた中間取りまとめ 

第１０食品添加物公定書の検討に先立ち,今後,第５版既存添加物自主規格の刊行を予定してい

る.収載する規格は,第５版既存添加物自主規格及び第１０版食品添加物公定書に向けて作成した

成分規格検証用の規格案を反映させた自主規格となる. 

今年度は,これまでに作成した自主規格１３６品目（表７）を取りまとめ,別添資料６に収載した. 

なお,参考規格を含め,今後見直しが予定されている品目の規格案については収載しなかった. 

また,今回収載した規格についても,新たな情報や裏付け試験の結果により,今後も改正する予定

である. 

 
 表７ 第５版既存添加物自主規格収載予定品目 
通し 
No. 
部会 
既存 
No※ 

用途 既存添加物名簿名称 

1 1 270 甘味料 ブラジルカンゾウ抽出物※※ 

2 1 飲食 甘味料 カンゾウ末 

3 2 024 着色料 アルミニウム※※ 

4 2 047 着色料 オレンジ色素※※ 

5 2 051 着色料 カキ色素 

6 2 087 着色料 魚鱗箔※※ 
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7 2 089 着色料・製造用剤 金 

8 2 090 着色料・製造用剤 銀 

9 2 114 着色料 クーロー色素※※ 

10 2 135 着色料 骨炭色素 

11 2 149 着色料 シアナット色素※※ 

12 2 159 着色料 シタン色素    

13 2 165 着色料 植物炭末色素 

14 2 258 着色料 ファフィア色素 

15 2 282 着色料 ペカンナッツ色素※※ 

16 2 324 着色料 ムラサキヤマイモ色素 

17 2 飲食 着色料 アカゴメ色素※※ 

18 2 飲食 着色料 アカダイコン色素 

19 2 飲食 着色料 イカスミ色素 

20 2 飲食 着色料 エルダーベリー色素 

21 2 飲食 着色料 クランベリー色素※※ 

22 2 飲食 着色料 サフラン色素 

23 2 飲食 着色料 シソ色素 

24 2 飲食 着色料 ストロベリー色素※※ 

25 2 飲食 着色料 チコリ色素 

26 2 飲食 着色料 ノリ色素※※ 

27 2 飲食 着色料 ハイビスカス色素 

28 2 飲食 着色料 ブドウ果汁色素 

29 2 飲食 着色料 ブラックベリー色素※※ 

30 2 飲食 着色料 ブルーベリー色素※※ 

31 2 飲食 着色料 ボイセンベリー色素※※ 

32 2 飲食 着色料 ホワートルベリー色素※※ 

33 2 飲食 着色料 ラズベリー色素※※ 

34 2 飲食 着色料 レッドカーラント色素※※ 

35 2 飲食 着色料 パープルキャロット色素 

36 2 飲食 着色料 アカジャガイモ色素 

37 3 074 保存料 カワラヨモギ抽出物 

38 3 175 製造用剤／日持向上剤 セイヨウワサビ抽出物 

39 3 216 製造用剤／日持向上剤 トウガラシ水性抽出物 

40 3 329 製造用剤／日持向上剤 モウソウチク乾留物 

41 3 330 製造用剤／日持向上剤 モウソウチク抽出物 

42 4 001 増粘安定剤 アウレオバシジウム培養液 

43 4 004 増粘安定剤 アグロバクテリウムスクシノグリカン 

44 4 013 増粘安定剤 アマシードガム 

45 4 019 増粘安定剤 アラビノガラクタン 

46 4 040 増粘安定剤/ガムベース エレミ樹脂 

47 4 053 増粘安定剤 カシアガム 

48 4 062 増粘安定剤 キチン 

49 4 064 増粘安定剤・製造用剤 キトサン 

50 4 104 増粘安定剤 グルコサミン 

51 4 92 増粘安定剤 グァーガム酵素分解物 

52 4 145 増粘安定剤・製造用剤 サバクヨモギシードガム 

53 4 229 増粘安定剤 トロロアオイ 
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54 4 257 増粘安定剤 ファーセレラン 

55 4 336 増粘安定剤 モモ樹脂 

56 4 359 増粘安定剤 レバン 

57 5 076 酸化防止剤/日持 カンゾウ油性抽出物 

58 5 091 酸化防止剤 カテキン 

59 5 093 酸化防止剤 グアヤク脂 

60 5 095 酸化防止剤 クエルセチン 

61 5 115 酸化防止剤/日持 クローブ抽出物※※ 

62 5 136 酸化防止剤 ゴマ油不けん化物 

63 5 196 酸化防止剤 単糖・アミノ酸複合物 

64 5 202 酸化防止剤 チャ抽出物 

65 5 232 酸化防止剤 生コーヒー豆抽出物 

66 5 255 酸化防止剤 ヒマワリ種子抽出物 

67 5 306 酸化防止剤 没食子酸 

68 5 365 酸化防止剤 ローズマリー抽出物 

69 6 036 ガムベース／光沢剤 ウルシロウ 

70 6 042 ガムベース オゾケライト※※ 

71 6 094 ガムベース グアヤク樹脂 

72 6 099 ガムベース グッタハンカン※※ 

73 6 100 ガムベース グッタペルカ 

74 6 138 ガムベース ゴム 

75 6 142 ガムベース／光沢剤 コメヌカロウ 

76 6 144 ガムベース／光沢剤 サトウキビロウ 

77 6 152 ガムベース／光沢剤 シェラックロウ 

78 6 154 ガムベース ジェルトン 

79 6 199 ガムベース チクル 

80 6 307 ガムベース ホホバロウ※※ 

81 6 321 ガムベース ミルラ 

82 6 333 ガムベース／光沢剤 モクロウ 

83 6 364 ガムベース ロシン 

84 7 028 酵素 イソマルトデキストラナーゼ 

85 8 029 酸味料 イタコン酸※※ 

86 9 027 苦味料 イソアルファー苦味酸 

87 9 041 調味料 塩水湖水低塩化ナトリウム液 

88 9 120 苦味料 ゲンチアナ抽出物 

89 9 124 苦味料 酵素処理ナリンジン※※ 

90 9 161 苦味料 ジャマイカカッシア抽出物 

91 9 182 調味料 粗製海水塩化カリウム 

92 9 236 苦味料 ニガヨモギ抽出物※※ 

93 9 357 苦味料 レイシ抽出物 

94 10 127 乳化剤 酵素処理レシチン 

95 10 172 乳化剤 スフィンゴ脂質 

96 10 187 乳化剤 ダイズサポニン 

97 10 195 乳化剤 胆汁末※※ 

98 13 009 製造用剤 アスペルギルステレウス糖たん白質 

99 13 043 製造用剤 オゾン 

100 13 048 製造用剤 海藻灰抽出物 
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101 13 052 製造用剤 花こう斑岩 

102 13 118 製造用剤 くん液 

103 13 120 製造用剤 高級脂肪酸（ステアリン酸） 

104 13 120 製造用剤 高級脂肪酸（ベヘニン酸） 

105 13 120 製造用剤 高級脂肪酸（パルミチン酸） 

106 13 120 製造用剤 高級脂肪酸（ラウリン酸） 

107 13 120 製造用剤 高級脂肪酸（カプリル酸） 

108 13 120 製造用剤 高級脂肪酸（カプリン酸） 

109 13 120 製造用剤 高級脂肪酸（ミリスチン酸） 

110 13 148 製造用剤 酸素 

111 13 155 製造用剤 分岐 シクロデキストリン 

112 13 158 製造用剤 シソ抽出物 

113 13 163 製造用剤 乳清焼成カルシウム 

114 13 173 製造用剤 生石灰 

115 13 198 製造用剤 柿タンニン 

116 13 198 製造用剤 ミモザタンニン 

117 13 200 製造用剤 窒素 

118 13 201 製造用剤 チャ乾留物 

119 13 212 製造用剤 鉄 

120 13 214 製造用剤 銅 

121 13 227 製造用剤 トレハロース 

122 13 237 製造用剤 ニッケル 

123 13 239 製造用剤 ばい煎コメヌカ抽出物 

124 13 240 製造用剤 ばい煎ダイズ抽出物 

125 13 249 製造用剤 ヒアルロン酸 

126 13 262 製造用剤 フィチン（抽出物） 

127 13 266 製造用剤 ブタン 

128 13 275 製造用剤 プロパン 

129 13 297 製造用剤 ヘプタン 

130 13 302 製造用剤 ヘリウム 

131 13 318 製造用剤 貝殻未焼成カルシウム 

132 13 318 製造用剤 卵殻未焼成カルシウム 

133 13 327 製造用剤 メバロン酸 

134 13 331 製造用剤 木材チップ 

135 13 332 製造用剤 木炭 

136 13 356 製造用剤 ルテニウム 
 ※：既添No：数字は既存添加物番号 
※※：暫定規格 
下線：第10版食品添加物公定書の検証用規格あり 

 

 

（６） 食品添加物公定書既収載品目の見直し 

① コチニール色素公定規格見直しの検討 

海外でコチニール色素を化学反応させた 4-アミノカルミン酸（日本では未指定）が流通して

おり,日本においても 4-アミノカルミン酸で着色された食品の輸入が確認されている.一方,現状

のコチニール色素の公定書規格では 4-アミノカルミン酸 100%品（原体）であれば,確認試験で

不適となるが,配合量により適となる可能性がある. 
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今年度は,上記を改善すべく第２部会において検討したコチニール色素規格の改定案を報

告する. 

② ピロ亜硫酸ナトリウムに関する公定書の別名見直しの検討 

食品衛生法施行規則の別表第一において,ピロ亜硫酸ナトリウムの別名として亜硫酸水素ナ

トリウム,メタ重亜硫酸ナトリウム及び酸性亜硫酸ソーダが設定されている.一方,ピロ亜硫酸ナトリ

ウムの公定書規格の別名には亜硫酸水素ナトリウムが含まれていない.現状のままでは公定書

規格に適合しない亜硫酸水素ナトリウムであっても指定添加物として使用可能である. 

ピロ亜硫酸ナトリウムは指定添加物であり,本研究の対象ではないが,安全性確保の観点から,

今年度,ピロ亜硫酸ナトリウムに関する日本薬局方等の他の規格との比較検討を行った.その結

果,公定書の別名として亜硫酸水素ナトリウムを加えるだけで規格値を変更する必要はないこと

が判明した. 

以上,①,②の詳細資料については,別紙資料７に収載した. 

 

 

４． 考察 

本年度は,第１０版食品添加物公定書収載に向け,新たに２品目について検証用規格案を作成す

るとともに,昨年度までに作成した検証用規格のうち１２品目について規格案,関連資料を見直し,改

正した. 

本年度を含む３年間の合計で３０品目について新たに検証用規格案を作成することができた.現

時点では,平成２５年度に作成済みの３５品目（うち９品目は一般飲食物添加物）と合わせて合計で,

６５品目について検証用規格案の作成が終了している. 

作成した検証用規格案については,裏付けデータが取得できていない品目もあることから,今後も

規格の妥当性を検証する為に,環境の整った品目から裏付け試験を行う等,規格の完成度向上に向

け更なる検討が必要と考える. 

残された既存添加物についても,昨年度に引き続き第５版既存添加物自主規格の作成を目指し

て検討を行った.１４品目について新たに自主規格を作成し,昨年までに作成した自主規格のうち１２

品目について成分規格案の見直しあるいは裏付け試験を実施した. 

本年度を含む３年間の合計で４４品目（うち５品目については暫定規格）について新たに自主規

格案を作成することができた. 

本年度は,第５版既存添加物自主規格の刊行に向け,現時点で収載予定の１３６品目の自主規格

を取りまとめたが,裏づけ試験等により見直しが必要な品目も含まれている.また,来年度に規格化が

予定されている品目も含め,現時点で残された品目については,今後も必要な情報を得るために更

なる工夫が必要であるとともに,流通実態の有無についても見極め,規格作成の優先順位を明確に

する必要がある.また,残された規格設定が困難な品目に関する今後の取扱いについても検討を開

始する必要がある. 

本年度の調査研究に際しては,国立医薬品食品衛生研究所食品部の穐山部長をはじめとする諸

先生方には多大なるご指導をいただいた.この場をお借りし心より感謝申し上げる次第である. 

 

以上 

 



 

別  紙  

調査研究者名簿 

 

 

 

 

 
氏 名 企  業  名 

技術委員長 森  將人 一般社団法人日本食品添加物協会 

自主規格専門委員長,部会長・部会担当 西宮  隆 株式会社タイショーテクノス 

規格専門委員長 斎藤知明 ＭＣフードスペシャリティーズ株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 山本正次 丸善製薬株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 中島光一 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 北村  智 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 義平邦周 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 橋本成久 太陽化学株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 松岡賢一 ＤＳＰ五協フード＆ケミカル株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 増田哲也 エーザイフード・ケミカル株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 植田実木生 扶桑化学工業株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 尾崎史浩 株式会社ロッテ 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 卯津羅健作 ナガセケムテックス株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 香村正徳 味の素株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 北川剛司 理研ビタミン株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 小野茂一 大宮糧食工業株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 坂井昭浩 オルガノフードテック株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 村上和也 富田製薬株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 深尾  正 日本新薬株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 関谷史子 高砂香料工業株式会社 

自主規格・規格専門委員,部会長・部会担当 稲井隆之 長谷川香料株式会社 

技  術  顧  問 山田  隆 一般社団法人日本食品添加物協会 

技  術  顧  問 高橋仁一 一般社団法人日本食品添加物協会 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の安全性確保のための規格基準設定に関する研究 

（H26-食品-一般-001） 

平成28年度研究分担報告書 
 

研究分担課題：既存添加物の含有成分の構造解析に関する研究 
研究分担者 天倉 吉章 松山大学薬学部 教授 

 
既存添加物 生コーヒー豆抽出物の成分研究 

 
研究協力者  
好村 守生 松山大学薬学部 講師 
杉脇 秀美 松山大学薬学部 嘱託職員 
 

A. 研究目的 
生コーヒー豆抽出物は,酸化防止剤,製造用剤
を用途に既存添加物名簿に収載されている.既
存添加物名簿に生コーヒー豆抽出物は,「アカネ
科コーヒー（Coffea arabica LINNE）の種子より,
温時アスコルビン酸又はクエン酸酸性水溶液

で抽出して得られたものである.有効成分は,ク
ロロゲン酸及びポリフェノールである」と記載

されている.既存添加物の多くは植物抽出物で
あり,多数の成分が含まれているため,その品質
管理には詳細な成分解析に基づいた規格作成

が必要であるが,本添加物については未検討で
あるため,その精査が求められる. 
本研究では,生コーヒー豆抽出物製品中の含
有成分を精査し,品質規格作成のための基礎的
データの集積を目的とした検討を実施してお

り,今年度も引き続き製品中の成分精査と,単離
成分についてDPPHラジカル消去活性を検討し
た.また,単離成分については,酸化防止能の別の
評価法として,superoxide dismutase（SOD）様活
性についても併せて検討した. 
 

B. 研究方法 
1．試料及び試薬 

試料とした生コーヒー豆抽出物は,日本食品
添加物協会を通じて入手した.分離,精製にはカ

要旨 既存添加物名簿収載の酸化防止剤生コーヒー豆抽出物は,「アカネ科コーヒー（Coffea 
arabica LINNE）の種子より,温時アスコルビン酸又はクエン酸酸性水溶液で抽出して得られた
ものである．有効成分は，クロロゲン酸及びポリフェノールである」と記載されている.本研
究では,生コーヒー豆抽出物の品質規格作成のための化学的検討として,製品中の含有成分に
ついて検討を行っており,平成26,27年度の検討から,14種の化合物〔3-O-trans-caffeoylquinic 
acid,4-O-trans-caffeoylquinic acid,5-O-trans-caffeoylquinic acid（chlorogenic 
acid）,3-O-trans-feruloylquinic acid,4-O-trans-feruloylquinic acid,5-O-trans- feruloylquinic 
acid,caffeine,3,4-di-O-trans-caffeoylquinic acid,4,5-di-O-trans-caffeoylquinic 
acid,trans-p-coumaroyl-L-tryptophan,3,5-di-O-trans-caffeoylquinic acid,ethyl chlorogenate,3-O-trans- 
feluroyl-5-O-trans-caffeoylquinic acid,trans-caffeoyl-L-tryptophan〕を単離,同定し報告している.
今 年 度 は 新 た に,5種 の 化 合 物 〔vanillin,3-O-trans-caffeoyl-4-O-trans-feruloylquinic 
acid,4-O-trans-caffeoyl-5-O-trans-feruloylquinic acid,trans-feruloyl-L-tryptophan,trans-caffeoyl-L- 
tryptophan methyl ester〕を単離,同定することができた.これまでの検討から,本添加物の主成分
はcaffeine及びchlorogenic acidであり,またDPPHラジカル消去活性を指標とした酸化防止能の
結果から,有効成分はchlorogenic acidをはじめとするカフェー酸誘導体であることが示唆され
た. 
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ラ ム 充 填 剤 と し て YMC GEL ODS-AQ 
(AQ12S50)（ワイエムシィ）,Chromatorex ODS（富
（富士シリシア）,MCI-gel CHP-20P（三菱化学）
を用いた.1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl はアルド
リッチ製を,また trolox は和光純薬製を用い
た.SOD様活性は SOD assay kit-WST（同仁化学
研究所）を用いた.その他の試薬はすべて特級又
は高速液体クロマトグラフィー用を使用した. 
 

2. 装置及び測定条件 

逆相 HPLCは,Shimadzu Prominenceシステム
（島津製作所）を使用した.測定条件を下記に記
す.カラム：L-column ODS（2.1 i.d. × 150 mm）（化
学物質評価研究機構）,カラム温度：40°C,流速：
0.3 mL/min,測定波長：200～400 nm,移動相：（A）
5%酢酸,及び（B）アセトニトリル〔濃度勾配条
件（B in A）：0→30 min（0→50%）,30→35 min
（50→85%）,35→40 min（85%）,40→50 min
（85→90%）,50→55 min（90→100%）,55→60 min
（100%）〕.NMRは Bruker AVANCE500（ブルカ
ー・ バイオス ピン社製 ）（1H-NMR: 500 
MHz,13C-NMR: 126 MHz）を使用し,測定溶媒と
してメタノール-d4を用いた.ケミカルシフトは
それぞれの溶媒由来ピーク〔メタノール-d4（1H: 
3.30 ppm,13C: 49.0 ppm）〕を基準とした.高分解能
（HR）ESI-MS は micrOTOF-Q（ブルカー・ダ
ルトニクス社製）を使用し,測定溶媒にはアセト
ニトリルを用いた.分光光度計は Shimadzu UV 
mini-1240（島津製作所製）及び JASCO V-530
（日本分光製）を使用した.旋光計は JASCO 
P-1020（日本分光製）を用いた. 
 

3. 分画物の調製及び化合物の単離 

生コーヒー豆抽出物（150 g）を減圧濃縮後,
凍結乾燥し,濃縮物（64.1 g）を得た.濃縮物（1
回目：30 g,2回目：21.5 g）をカラムクロマトグ
ラ フ ィ ー （YMC gel ODS-AQ,Sephadex 
LH-20,Chromatorex ODS,MCI-gel CHP 20P）によ
る分離・精製を繰り返し,化合物の単離を行っ
た.単離した化合物については標品の分析デー
タとの直接比較,あるいは文献値と比較するこ
とにより同定した. 

 
4. DPPH ラジカル消去活性の評価 

試料溶液（200 μL）に 100 mM Tris-HCl緩衝
液（pH7.4）（800 μL）,0.2 mM 1,1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl（DPPH）エタノール溶液（1 mL）
を加え,10 秒間振とう後,暗所で 30 分間放置し,
吸光度（517 nm）を測定した.試料溶液のかわり
にエタノールを添加した時の吸光度をコント

ロールとし,DPPH溶液のかわりにエタノールを
添加したものをブランクとした.コントロール
の吸光度に対する試料添加時の吸光度の減少

の割合から阻害率（%）を算出した. 
 
5. SOD 様活性の評価 

SOD様活性は,SOD assay kit-WST （同仁化学）
を用いて測定した.試料溶液（20 µL）に WST 
working solution（200 µL）を加えて攪拌後,さら
に Enzyme working solution（20 µL）を加え,37℃
にて 20分間インキュベートし,450 nmにおける
吸光度（As）を測定した.得られた吸光度の数値
から阻害率を算出した. 

 
C. 研究結果 
1. 化合物の単離 

生コーヒー豆抽出物の濃縮物について,カラ
ムクロマトグラフィーによる分離精製を繰り

返し,これまで単離,同定した 14種の化合物に加
え,vanillin (1) (1.0 
mg),3-O-caffeoyl-4-O-feruloylquinic acid (2) (4.5 
mg),4-O-caffeoyl-5-O-feruloylquinic acid (3) (55.3 
mg),trans-feruloyl-L-tryptophan (4) (5.1 
mg),trans-caffeoyl-L-tryptophan methyl ester (5) 
(1.8 mg) の 5種を新たに単離した.このうち,化合
物 4,5についてはLC/MSによる分析等に関する
報告 1)-3) はあるが,単離報告は見あたらない.化
合物の NMRデータを以下に記す. 

 
Vanillin (1): HR-ESI-MS: m/z 151.0411 [M-H]- 

(Calcd for C8H8O3-H, 151.0401). 1H-NMR (500 

MHz, MeOH-d4): 9.74 (1H, s, H-7), 7.43 (1H, dd, 
J=2, 8 Hz, H-6), 7.41 (1H, d, J=8 Hz, H-2), 6.93 
(1H, d, J=8 Hz, H-5), 3.91 (3H, s, 3-OMe). 
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3-O-trans-Caffeoyl-4-O-trans-feruloylquinic acid 
(2): HR-ESI-MS: m/z 529.1379 [M-H]-  (Calcd for 
C26H26O12-H, 529.1352). 1H-NMR (500 MHz, 

MeOH-d4): 7.61 (1H, d, J=15.5 Hz, H-7′), 7.53 
(1H, d, J=15.5 Hz, H-7″), 7.12 (1H, brd, J=2 Hz, 
H-2′), 7.04 (1H, brdd, J=2, 8.5 Hz, H-6′), 7.01 (1H, 
brd, J=2 Hz, H-2″), 6.89 (1H, brdd, J=2, 8 Hz, 
H-6″), 6.77 (1H, d, J=8.5 Hz, H-5′), 6.74 (1H, d, 
J=8Hz, H-5″), 6.37 (1H, d, J=16 Hz, H-8′), 6.26 
(1H, d, J=16 Hz, H-8″), 5.63 (1H, m, H-3), 5.11 
(1H, m, H-4), 4.21 (1H, brd, J=12 Hz, H-5), 3.82 
(3H, brs, 3″-OMe), 2.12 (4H, m, H-2, 6). 13C-NMR 

(126 MHz, MeOH-d4): 168.4 (C-9′), 168.4 
(C-9″), 150.6 (C-4′) 149.6 (C-4″), 149.4 (C-3′), 
147.2 (C-7′) 147.1 (C-7″), 146.8 (C-3″) 127.8 
(C-1″), 127.7 (C-1′), 124.1 (C-6′) 123.1 (C-6), 
116.5 (C-5″), 115.4 and 115.3 (C-8′, 8″), 115.1 
(C-2″) 111.9 (C-2′), 75.4 (C-4), 70.1 (C-3), 67.0 
(C-5), 56.4 (3″-OMe), 37.7 (C-2, 6). 

4-O-trans-Caffeoyl-5-O-trans-feruloylquinic acid 
(3): HR-ESI-MS: m/z 529.1351 [M-H]- (Calcd for 
C26H26O12-H, 529.135). 1H-NMR (500 MHz, 
MeOH-d4):  7.58 (1H, d, J=16.5 Hz, H-7′), 7.52 
(1H, d, J=16.5 Hz, H-7″) , 7.08 (1H, brs, H-2′), 7.00 
(1H, brs, H-6″), 6.99 (1H, brs, H-2′), 6.89 (1H, brd, 
J=3 Hz, H-6′), 6.75 (1H, brd, J=8 Hz, H-5″), 6.73 
(1H, brd, J=8 Hz, H-5′), 6.27 (2H, d, H-8′, 8″), 5.65 
(1H, brs, H-5), 5.11 (1H, brdd, J=3, 8.5 Hz, H-4), 
4.37 (1H, brs, H-3), 3.81 (3H, brs, 3″-OMe), 2.16 
(4H, m, H-2, 6). 

trans-Feruloyl-L-tryptophan (4): []D -25°(c=0.1 

MeOH). UVλmax MeOH nm (log ) : 324.5 
(3.82),290.5 (3.80),220.5 (4.22). HR-ESI-MS: m/z 
379.1296 [M-H]- (Calcd for C21H20O5N2-H, 

379.1300). 1H-NMR (500 MHz, MeOH-d4): 7.57 
(1H, d, J=8 Hz, H-4), 7.39 (1H, d, J=16 Hz, H-7′), 
7.29 (1H, d, J=8 Hz, H-5′), 7.09 (2H, brs, H-2, 2′), 
7.04 (1H, dt, J=1, 6 Hz, H-5), 6.98 (2H, m, H-6, 6′), 
6.77 (1H, d, J=8 Hz, H-7), 6.44 (1H, d, J=16 Hz, 
H-8′), 5.79 (1H, d, J=16 Hz, H-11), 3.86 (3H, s, 
3′-OMe), 3.37 (2H, m, H-10). 13C-NMR (126 MHz, 

MeOH-d4): 175.7 (C-12), 168.9 (C-9′), 149.9 

(C-3′), 149.3 (C-4′), 142.2 (C-7′), 138.0 and 138.8 
(C-8, 2′), 130.7 (C-6′), 129.0 (C-9), 1247.7 (C-1′), 
124.3 (C-2), 122.3 (C-5), 119.7 (C-6), 119.4 (C-4), 
118.2 (C-8′), 116.7 (C-5′), 115.9 (C-7), 111.2 (C-3), 
56.4 (3′-OMe), 55.1 (C-11), 28.7 (C-10). 

trans-Caffeoyl-L-tryptophan methyl ester (5): []D 
-22°(c=0.1 MeOH). UVλmax MeOH nm (log ) : 
311 (4.17),291 (4.23),222 (4.49). HR-ESI-MS: m/z 
379.1297 [M-H]- (Calcd for C21H20O5N2-H, 

379.1299). 1H-NMR (500 MHz, MeOH-d4): 7.52 
(1H, d, J=8 Hz, H-4), 7.36 (1H, d, J=16 Hz, H-7′), 
7.31 (1H, brdd, J=2, 8 Hz, H-7), 7.07 (1H, s, H-2), 
7.06 (1H, brt, J=2 Hz, H-5), 6.99 (1H, brs, H-6), 
6.98 (1H, d, J=2 Hz, H-2′), 6.89 (1H, dd, J=2, 8 Hz, 
H-6′), 6.74 (1H, d, J=8 Hz, H-5′), 6.39 (1H, d, J=16 
Hz, H-8′), 4.87 (1H, dd, J=5, 7.5 Hz, H-11), 3.40 
(1H, dd, J=5, 14.5 Hz) and 3.23 (1H, dd, J=8, 15 
Hz) (H-10). 13C-NMR (126 MHz, MeOH-d4): 

174.1 (C-12), 169.1 (C-9′), 148.9 (C-4′), 146.7 
(C-3′), 142.9 (C-7′), 138.1 (C-8), 128.8 (C-1′), 
128.2 (C-9), 124.4 (C-2), 122.4 (C-5), 122.2 (C-6′), 
119.8 (C-6), 119.1 (C-4), 117.8 (C-8′), 116.4 (C-5′), 
115.1 (C-2′), 112.3 (C-7), 110.8 (C-3), 55.1 (C-11), 
52.7 (12-OMe), 28.7 (C-10). 

 

2. 生コーヒー豆抽出物の HPLC 分析 

新たに単離した各化合物を標品としてHPLC
分析を行い,5化合物のデータを加えた.図 1に新
たな HPLC 成分プロファイリングデータを示
す. 
 
3. DPPH ラジカル消去活性の評価 

単離した 5化合物について,DPPHラジカル消
去活性を評価した.これまでの結果とあわせた
ものを表 1 に示す.5-O-Caffeoylquinic acid
（chlorogenic acid）をはじめとするカフェー酸
誘導体の活性が強いことがわかる. 
 
4. SOD 様活性の評価 

これまで単離した 19化合物について,SOD様
活性を評価した.結果を表2に示す.DPPHラジカ
ル消去活性と同様,カフェー酸誘導体の活性が
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顕著であった. 
 

D. 考察 
既存添加物名簿に生コーヒー抽出物の有効

成分は,「クロロゲン酸及びポリフェノールであ
る」と記載されている.これまでの検討で,DPPH
ラジカル消去活性を指標に酸化防止能を評価

し た 結 果,活 性 の 強 か っ た 画 分 に は
5-O-caffeoylquinic acid（ ク ロ ロ ゲ ン
酸 ）,4-O-caffeoylquinic acid,3-O-caffeoylquinic 
acid が主検出され,これらの添加物活性への寄
与が大きいことを考察していた.今回の結果を
加え,これまでの考察がさらに支持された.また,
単離した 19 化合物について,DPPH ラジカル消
去活性及び SOD様活性を評価した結果,いずれ
の評価法においてもカフェー酸誘導体が顕著

な活性を示した.よって,本添加物の活性への寄
与はカフェー酸誘導体であることがあげら

れ,caffeoyl 基が活性に大きく影響していること
が示唆された. 
 

E. 結論 
既存添加物名簿収載の酸化防止剤生コーヒ

ー豆抽出物製品中の含有成分について検討し

た結果,これまで明らかにした14化合物に加え,
新たに5種の化合物〔vanillin,3-O-trans-caffeoyl- 
4-O-trans-feruloylquinic acid,4-O-trans-caffeoyl- 
5-O-trans-feruloylquinic acid,trans-feruloyl-L- 
tryptophan,trans-caffeoyl-L-tryptophan methyl 
ester〕を単離することができた.今回の結果を加
えたこれまでの検討から,本添加物の主成分は
caffeine及びchlorogenic acidであり,またDPPHラ
ジカル消去活性及びSOD様活性を指標とした
酸化防止能の結果から,有効成分はchlorogenic 
acidをはじめとするカフェー酸誘導体であるこ
とが示唆された. 
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1: 3-O-trans-Feruloylquinic acid

2: 5-O-trans-Caffeoylquinic acid

3: 4-O-trans-Caffeoylquinic acid

4: 3-O-trans-Feruloylquinic acid

5: Caffeine

6: Vanillin (1)

7: 4-O-trans-Feruloylquinic acid

8: 5-O-trans-Feruloylquinic acid

9: 3,4-Di-O-trans-caffeoylquinic acid

10: 3,5-Di-O-trans-caffeoylquinic acid

11: Chlorogenic acid ethyl ester

12: 4,5-Di-O-trans-caffeoylquinic acid

13: 3-O-trans-Caffeoyl-4-O-trans-feruloylquinic acid (2)

14: 3-O-trans-Feruloyl-5-O-trans-caffeoylquinic acid

15: 4-O-trans-Caffeoyl-5-O-trans-feruloylquinic acid (3)

16: trans-Caffeoyl-L-tryptophan

17: trans-p-Coumaroyl-L-tryptophan

18: trans-Feruloyl-L-tryptophan (4)

19: trans-Caffeoyltryptophan methyl ester (5)

(a) 

(b) 

図 1．生コーヒー豆抽出物の HPLC 成分プロファイリング 

(a)HPLC クロマトグラム（at 280 nm），(b)3D-HPLC クロマトグラム（200～400 nm） 
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表 1．単離化合物の DPPH ラジカル消去活性 

表 2．単離化合物の SOD 様活性 

IC50（μM）

3-O-Caffeoylquinic acid

5-O-Caffeoylquinic acid

4-O-Caffeoylquinic acid

3-O-Feruloylquinic acid
Caffeine

Vanillin (1)

4-O-Feruloylquinic acid

5-O-Feruloylquinic acid

3,4-Di-O-caffeoylquinic acid

3,5-Di-O-caffeoylquinic acid

Chlorogenic acid ethyl ester

4,5-Di-O-caffeoylquinic acid

3-O-Caffeoyl-4-O-feruloylquinic acid (2)

3-O-Feruloyl-5-O-caffeoylquinic acid

4-O-Caffeoyl-5-O-feruloylquinic acid (3)

Caffeoyltryptophan

p-Coumaroyltryptophan

Feruloyltryptophan (4)

Caffeoyltryptophan methyl ester (5)

88.6

80.1

123.4

973.6

>1000

>1000

788.9

>1000

56.1

36.1

46.3

37.9

99.0         

105.1

68.1

33.1

414.3

856.7

100.9

IC50（μM）

3-O-Caffeoylquinic acid
5-O-Caffeoylquinic acid

4-O-Caffeoylquinic acid

3-O-Feruloylquinic acid

Caffeine

Vanillin (1)

4-O-Feruloylquinic acid 

5-O-Feruloylquinic acid 

3,4-Di-O-caffeoylquinic acid

3,5-Di-O-caffeoylquinic acid

Chlorogenic acid ethyl ester

4,5-Di-O-caffeoylquinic acid

3-O-Caffeoyl-4-O-feruloylquinic acid (2)

3-O-Feruloyl-5-O-caffeoylquinic acid

4-O-Caffeoyl-5-O-feruloylquinic acid (3)

Caffeoyltryptophan

p-Coumaroyltryptophan

Feruloyltryptophan (4)

Caffeoyltryptophan methyl ester (5)

83.5

88.3

84.7

1094.2

>5000

>5000

1052.1

995.1

69.7

54.8

65.4

66.4

98.1

71.7

83.0

83.7

1041.4

537.1

149.6
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A. 研究目的 
既存添加物名簿収載のカキ色素は、「カキの

果実から得られた、フラボノイドを主成分とす

るもの」とされ、着色料として用いられる。ま

た、その基原・製法・本質は、「カキノキ科カ

キ（Diospyros kaki THUNB.）の果実を発酵後、
焙焼したものより、温時含水エタノールで抽出

して得られたもの、又は温時弱アルカリ性水溶

液で抽出し、中和して得られたものである。主

色素はフラボノイドである。赤褐色を呈する」

とされる。既存添加物の多くは植物抽出物であ

り、多数の成分が含まれているため、その品質

管理には詳細な成分解析に基づいた規格作成

が必要である。カキ色素については製品の詳細

な分析に関する報告はなく、検討対象の一つと

してあげられる。そこで本研究では、カキ色素 
 

製品中の含有成分を精査することによる品質

規格作成のための基礎的な化学データの集積

を目的に検討を行い、昨年度は HPLCにおいて
複数のピークとともに縮合型タンニンと考え

られるブロードピークを確認している。これら

結果を踏まえ、今年度はそれらの単離精製を試

みた。 
 

B. 研究方法 
1．試料及び試薬 

試料となるカキ色素製品は日本食品添加物

協会を通じて入手した。分離，精製にはカラム

充填剤として Diaion HP-20（三菱化学）、
Sephadex LH-20（GEヘルスケア・ジャパン）、
MCI-gel CHP-20P（三菱化学）、Chromatorex ODS
（富士シリシア化学）を用いた。その他試薬は

すべて特級または高速液体クロマトグラフィ

ー用を使用した。 
 

2. 装置及び測定条件 

逆相 HPLC は Shimadzu LC-10Avp システム

要旨 既存添加物名簿収載のカキ色素は、「カキノキ科カキ（Diospyros kaki THUNB.）の果実
を発酵後、焙焼したものより、温時含水エタノールで抽出して得られたもの、又は温時弱ア

ルカリ性水溶液で抽出し、中和して得られたものである。主色素はフラボノイドである。赤

褐色を呈する」とされる。本研究では、カキ色素の品質規格作成のための化学的検討として、

本製品の含有成分の解明を行っており、昨年度は予備検討として本製品をHPLC分析し、数ピ
ークの検出について報告している。本年度はそれら成分の詳細を明らかにする目的で、製品

エキスの分離精製を繰り返し、HPLCでほぼ1ピークのフラクションを得ることができたが、
機器分析により構造解析を試みたところ、夾雑物が認められさらなる精製を計画中である。

一方、本製品には構造不特定の縮合型タンニン類が含まれることが示唆されたことから、高

分子領域の分子量についてGPCにより測定した。その結果、重量平均分子量約20万であるこ
とが明らかとなった。今後これらの構造的特徴についても検討を要する。 



（島津製作所）を使用した。測定条件は以下の

とおり。カラム: YMC-pack ODS AQ-3C2（2.0 I.D. 
× 150 mm）（ワイエムシィ）、カラム温度: 40℃、
流速: 0.25 mL/min、測定波長: 280 nm、試料注入
量: 3 μL、移動相: (A) 0.01 M H3PO4; 0.01 M 
KH2PO4 (1: 1) 及び(B)メタノール[濃度勾配条件: 
0→30 min (B: 0→50%)、30→50 min (B: 50→60%)、
50→75 min (B: 0%)]。GPCの測定条件は以下の
とおり。カラム: TSK-gel Super AW4000（6.0 
I.D.×150 mm）（東ソー）、カラム温度：35℃、流
速：0.3 mL/min、測定波長：280 nm、移動相：
N,N-dimethylformamide + 3M HCOONH4 （0.5%）、
標品：ポリスチレン（PS）標準試料（Shodex）。 

 
3. 分離精製 

カキ色素製品に蒸留水を加えて溶解させた

後、酢酸エチル、n-ブタノールを順次加えて分
配し、各分画物を得た。そのうち水分画物につ

いて Sephadex LH-20 カラムクロマトグラフィ
ーに付し、さらにMCI-gel CHP-20P、Chromatorex 
ODSを用いて分離精製を試みた。 
 

4. カキ色素の HPLC及び GPC分析 
カキ色素製品を水に溶解させ、上記条件で

HPLC及び GPC分析を行った。また、分離した
各分画物についても同条件で分析を行った。 
 

C.D 研究結果・考察 
1. 化合物の分離精製 

カキ色素製品（47.4 g）に蒸留水 1 Lを加えて
溶解させた後、酢酸エチル（1 L×3）、n-ブタノ
ール（1 L×3）で順次分配を行い、各分画物 [酢
酸エチル分画物（129.4 mg）、n-ブタノール分画
物（773.6 mg）、水分画物（45.4g）] を得た。得
られた水分画物のうち 20 gを Sephadex LH-20
カラムクロマトグラフィーに付し、8 画分を得
た（図 1）。このうち、Fr. 38-52（1.0 g）につい
て，さらにMCI-gel CHP-20Pカラムクロマトグ
ラフィーに付し、8画分を得た（図 2a）。さらに
このうち、Fr. 8（47.2 mg）について、Chromatorex 
ODSカラムクロマトグラフィーに付し、6画分
を得た（図 2b）。得られた 1画分（Fr. 13-17（9.7 
mg））について，1H-NMR を測定したところ、

高磁場側に夾雑物由来と思われるシグナルが

観察され（図 3）、さらに精製が必要であること
が示唆された。 

 
2. GPC 分析 

カキ色素製品中成分の分子量分布について、

GPCにより検討した結果、重量平均分子量約20
万であった（図4）。今後これらの構造的特徴に
ついて検討が必要である。 
 

E. 結論 
カキ色素の品質規格作成に供する化学的検

討として、製品中の成分精査を行った。HPLC
でほぼ1ピークのフラクションを得ることがで
きたが、機器分析による構造解析を行ったとこ

ろ夾雑物が認められ、今後さらなる精製を計画

する。一方、本製品には構造不特定の縮合型タ

ンニン類が豊富に含まれることが示唆された

ことから、高分子領域の分子量についてGPCに
より測定したところ、重量平均分子量約20万で
あることが明らかとなった。今後これらの構造

的特徴についても検討が必要である。 
 

F. 研究発表 
1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

なし 

 
G. 知的財産権の出願，登録状況 
なし 

 
H. 健康危機情報 
なし 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 1. 水分画物の分離精製１ 
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図 2. 水分画物の分離精製 2 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

図 3. fr. 13-17 の 1H-NMR スペクトル 

図 4.カキ色素の GPC 分析 
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A. 研究目的 
既存添加物名簿収載のモウソウチク抽出物

は「モウソウチクの茎の表皮から得られた,2,6-
ジメトキシ-1,4-ベンゾキノンを主成分とするも
の」とされ,製造用剤として用いられる.また,そ
の基原・製法・本質は,「イネ科モウソウチク
（Phyllostachys heterocycla MITF.）の茎の表皮を,
粉砕したものより,微温時エタノールで抽 
 

出して得られたもの」とされる.既存添加物の多
くは植物抽出物であり,多数の成分が含まれて
いるため,その品質管理には詳細な成分解析に
基づいた規格作成が必要である.本研究では,モ
ウソウチク抽出物製品中の含有成分を精査す

ることによる品質規格作成のための基礎的な

化学データの集積を目的として検討を実施し,
含有成分として 11 種も化合物を明らかにする
とともに,1種の新規化合物について構造解析を
行い報告している.今年度はこれまでの結果を
踏まえ,他製品間との成分比較を行った. 

B. 研究方法 
1．試料及び試薬 

要旨 既存添加物名簿収載のモウソウチク抽出物は「イネ科モウソウチク（Phyllostachys 
heterocycla MITF.）の茎の表皮を、粉砕したものより、微温時エタノールで抽出して得られた
もの」であり、2,6-ジメトキシ-1,4-ベンゾキノンを主成分とするものとされる.本研究では、
モウソウチク抽出物の品質規格作成のための化学的検討として、平成26，27年度の検討にお
いて製品含有成分として11種の既知化合物 [5-hydroxymethyl-2-furfural、4-hydroxybenzoic acid、
p-coumaric acid、trans-ferulic acid、N,N′-diferuloylputrescine、arbutin、tachioside、isotachioside、
3,4′-dihydroxypropiophenone 3-O-glucoside, koaburaside, lyoniresinol 9′-O-glucoside] とともに、新
規化合物である propiophenone 4'-O-primeveroside [propiophenone 4'-O-(6-O--D-xylopyranosyl)- 
-D-glucopyranoside] を単離し、その構造を明らかにしている.また、単離した化合物を標準品
としてHPLC分析を行った結果、主検出成分としてp-coumaric acid、3,4′- dihydroxypropiophenone 
3-O-glucoside、lyoniresinol 9′-O-glucosideを認めた一方、本製品中の主成分とされる
2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinoneはマイナー成分として観察されるのみであったことを報告し
ている.本年度はこれら結果を踏まえ、他の製品を分析し製品間における成分比較を行った結
果、3製品間で共通の成分が観察され、本研究で明らかにした成分が指標成分の候補となり得
ることが考察された.一方で、今回の条件でピークが検出されない製品もあり、製品間でのば
ら つ き が 認 め ら れ た.ま た 、 既 存 添 加 物 名 簿 に お い て 主 成 分 と さ れ る
2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinoneは今回の測定条件ではいずれの製品中にもほとんど検出され
ておらず、製品の同等性を確保のための明瞭な指標成分の設定と、その分析実施の提案が示

唆された. 



試料となるモウソウチク抽出物は日本食品

添加物協会を通じて入手した.試薬はすべて特
級または高速液体クロマトグラフィー用を使

用した.また, 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone の
標準品は和光純薬工業社製 (046-27081) を用い
た. 
 

2. 装置及び測定条件 

逆相 HPLC は Shimadzu LC-10Avp システム
（島津製作所）を使用した.測定条件は以下のと
おり.カラム: YMC-pack ODS AQ-3C2（2.0 I.D. × 
150 mm）（ワイエムシィ）,カラム温度: 40℃,流
速: 0.25 mL/min,測定波長: 280 nm,試料注入量: 3 
μL,移動相: (A) 0.01 M H3PO4; 0.01 M KH2PO4 (1: 
1) 及び(B)メタノール[濃度勾配条件: 0→30 min 
(B: 0→50%),30→50 min (B: 50→60%),50→75 
min (B: 0%)]. 
 

3. HPLC 分析 

モウソウチク抽出物製品を上記条件で分析

した.また,単離した各化合物についても同条件
で分析を行った. 
 

C. 研究結果 
1. 添加物製品の分析  

モウソウチク抽出物製品についてHPLC分析
を行った結果,図 1 に示すチャートが得られた.
単離した各化合物（化学構造は図 2）を標品と
して同条件で分析比較を行った（成分精査した

試料は製品 A）.その結果,製品 Aと同様のピー
クが 2製品（E,F）から観察されたが,その他の 3
製品はほとんどピークが検出されなかった.ま
た,既存添加物名簿記載の主成分とされる
2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone は他の製品から
もほとんど検出されなかった. 
 

D. 考察 
モウソウチク抽出物の 3製品（A,E,F）間で共
通の成分が観察されたことから,今回明らかに
した成分が指標成分の候補となり得ることが

考察される.一方で,今回の条件でピークが検出
されない製品もあり,製品間でのばらつきが認
められた.また,既存添加物名簿において主成分

とされる 2,6-dimethoxy-1,4- benzoquinoneは今回
の測定条件ではいずれの製品中にもほとんど

検出されておらず,製品の同等性を確保のため
の明瞭な指標成分の設定と,その分析実施の提
案が示唆される. 

 

E. 結論 
モウソウチク抽出物製品についてHPLC分析
を行った結果,3 製品間で共通の成分が観察さ
れ,今回明らかにした成分が指標成分の候補と
なり得ることが示唆された.一方で,今回の条件
でピークが検出されない製品もあり,製品間で
のばらつきが認められた.また,既存添加物名簿
において主成分とされる 2,6-dimethoxy-1,4- 
benzoquinone は今回の測定条件ではいずれの製
品中にもほとんど検出されなかった 

 
F. 研究発表 
1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

 なし 
G. 知的財産権の出願，登録状況 
なし 

 
H. 健康危機情報 
なし 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．モウソウチク抽出物製品の HPLCクロマトグラム (UV at 280 nm) 

（製品 A～F，Aは本研究で使用したもの．試料 Lot. A: A289，B: A420，C: A422，D: 

A425，E: A427，F: A442） 

1: propiophenone 4'-O-primeveroside, 2: 5-hydroxymethyl-2-furfural, 3: 4-hydroxybenzoic 

acid, 4: p-coumaric acid, 5: trans-ferulic acid, 6: N,N'-diferuloylputrescine, 7: 

4'-hydroxypropiophenone, 8: -arbutin, 9: tachioside, 10: isotachioside, 11: 

3,4'-dihydroxypropiophenone 3-O-glucoside, 12: koaburaside, 13: lyoniresinol 

9'-O-glucoside, a: 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone 
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図 2．単離した成分の化学構造 

1: propiophenone 4'-O-primeveroside, 2: 5-hydroxymethyl-2-furfural, 3: 4-hydroxybenzoic 

acid, 4: p-coumaric acid, 5: trans-ferulic acid, 6: N,N'-diferuloylputrescine, 7: 

4'-hydroxypropiophenone, 8: -arbutin, 9: tachioside, 10: isotachioside, 11: 

3,4'-dihydroxypropiophenone 3-O-glucoside, 12: koaburaside, 13: lyoniresinol 

9'-O-glucoside 
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A. 研究目的 
 既存添加物カワラヨモギ抽出物は，既存添加

物名簿 1) に収載されている保存料の 1つで，そ
の定義は，『カワラヨモギの全草から得られた，

カピリンを主成分とするものをいう．』と記載

されている (Fig. 1)．また，既存添加物名簿収載
品目リスト 2) の基原・製法・本質には，『キク

科カワラヨモギ（Artemisia capillaris THUNB.）
の全草より，室温時エタノール若しくは含水エ

タノールで抽出して得られたもの，又は水蒸気

蒸留して得られたものである．有効成分はカピ

リン等である．』と記載されている．カワラヨ

モギ抽出物は，食品添加物公定書 3) 未収載であ

るため，有効成分カピリンの定量法を規定した

成分規格案を作成する必要がある．カピリンの

定量法としては，HPLC/PDAによる分析が有用
と考えられる．しかし，PDA検出器における感

度は，化合物ごとに固有であるため，純度既知

のカピリン標準品を設定する必要があるが，カ

ピリンの標準品は市販されていない．この問題

を解決するために，別の化合物の標準品をカピ

リンの定量用内標準物質として設定し，カピリ

ンの標準品を必要としない定量法を確立する

ことを考案した．そこで本研究では，定量用内

標準物質に適した化合物を探索し，HPLC/PDA
分析条件下での候補化合物ヘプチルパラベン 
(Fig. 1) に対するカピリンの正確な相対感度係
数 (Relative response factor (RRF)) を，定量 NMR 
(1H-qNMR) を応用して算出した．また，得られ
た RRFを適用し，カピリン標準品を必要としな
い定量法を検討した． 

 

B. 研究方法 
B－1．試料 
 カワラヨモギ抽出物製品は，日本食品添加物

協会を通じて入手した A社製品 1 (暗褐色)，製
品 2 (黄褐色) 及び製品 3 (黄褐色)計 3製品を用
いた (Table 1)． 

要旨 カワラヨモギ抽出物中の有効成分カピリンのHPLC/PDA定量法について検討した．カ
ピリンの定量用標準品は市販されていないため，HPLC/PDA分析条件下におけるカピリン定
量用内標準物質を設定することとした．PDA検出器における感度は化合物ごとに固有である
ため，内標準物質に対するカピリンの相対感度係数 (Relative Response Factor：RRF) を求め，
定量計算に適用する必要がある．そこで，本研究では定量用内標準物質としてヘプチルパラ

ベンを選択し，1H-qNMRとHPLC/PDAを組合せて，ヘプチルパラベンに対するカピリンのRRF
を算出した．HPLC/PDAにより測定し，ヘプチルパラベンに対するRRFを適用して添加物中
のカピリン含量を算出したところ，カピリン標準品の検量線（純度値適用）から算出した含

量と殆ど差はなかった（0.002%以下）．RRFを適用した定量法は，カピリンの定量用標準品を
必要とせず，カワラヨモギ抽出物の規格試験法として有用であることが明らかとなった． 



B－2．試薬 
A 社標品 (非売品) である 1H-qNMR 純度

99.5%のカピリン単離・精製品は，日本食品添
加物協会を通じて入手し，カピリン標準品とし

て使用した． 
 ヘプチルパラベン試薬は４社（a～d社）計４
製品を購入して用いた． 

NMR 測 定 用 重 溶 媒 は 重 メ タ ノ ー ル 
(MeOH-d4) (Isotec社，型番 151947) を用いた．
1H-qNMR 基準物質は 1,4-BTMSB-d4 (1,4-bis 
(trimethylsilyl) benzene-d4) (和光純薬工業 (株)，
99.8 ± 0.5%，型番 024-17031) およびフタル酸ジ
エチル (DEP) (国立研究開発法人 産業技術総合
研究所，99.98 ± 0.01%，型番 639-10081) を用い
た． 
 上記以外の試薬・溶媒はすべて市販特級品あ

るいは HPLC用を使用した． 
 

B－3．RRFの算出 
 ヘプチルパラベンに対するカピリンの RRF
は以下の式 (1) から求めた． 
式 (1) 
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Cap

Cap

Hep

Hep

Cap

Cap

Hep

A

A
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H

S

S
RRF

 

 

 

 

 

 

 

   

S，プロトンシグナルの積分値；H，Sに由来す
るプロトン数；M，分子量；A，ピーク面積；Cap，
カピリン；Hep，ヘプチルパラベン． 
カピリンとヘプチルパラベンの秤量比が約

1：5，2：7，2：10 (合計約 6 mg，9 mg，12 mg) 
になるように秤量した 3 検体に 1.0 mL の
MeOH-d4を加えて溶解した．これらの各溶液 0.6 
mL をそれぞれ NMR 試験管に封入したものを
RRF 算出用試料液とし，Table 2 に示した
1H-qNMR条件に付した．カピリンとヘプチルパ
ラベンに由来するプロトンシグナルの積分値 
(S) (カピリン：H-2 + H-6，H-3 + H-5，H-4；ヘ
プチルパラベン：H-2 + H-6，H-3 + H-5) を求め 
(Fig. 2)，由来するプロトン数 (H) と共に，式 1
に代入した． 
次に 1H-qNMRに付したRRF算出用試料液 10 

μLをHPLC/PDA分析条件下の移動相を用いて，
6.5 mLで希釈し，Table 3に示した HPLC/PDA分

析条件に付した．クロマトグラム上に観察され

たカピリンおよびヘプチルパラベンのピーク

面積 (A) を求め，式 1に代入した． 
 
B－4．RRFを適用した HPLC/PDAによる定量 
製品 1～3と B－5．1H-qNMRによる純度測定
により値付けされた a～d 社のヘプチルパラベ
ン試薬を，製品はセミミクロ天秤 (BM-252，(株) 
AND製) を，ヘプチルパラベンはウルトラミク
ロ天秤 (XP2U，METTLER TOLEDO社製) を用
いて精密に量りとり，Table 4に示す量で混合し
た（調製各 n=1）．この混合試料を移動相 (水：
アセトニトリル：ギ酸 = 500：500：1) を用いて
100 mLに定容し，HPLC/PDA分析用試料液とし
た．HPLC/PDA分析用試料液は，Table 3に示し
た HPLC/PDA分析条件に付した．なお，カラム
は Inertsil ODS-4 (2.1 × 150 mm，3 μm，GL science) 
のみを用いた．カピリンの含量は，以下の式 (2) 
から求めた． 

式 (2) 

100
1

%).(  

 

 

ample 

 Hep

Hep

Cap

S

Hep P

RRFA

A

W

W
wtCont   

W，採取量；A，ピーク面積；RRF，1.31；P，
純度；Cap，カピリン；Sample，添加物製品． 
 
B－5．1H-qNMRによる純度測定 
B－5－1．1H-qNMR標準液調製 
 1H-qNMR基準物質 1,4-BTMSB-d4約 10 mgを
精密に量り，MeOH-d4 を用いて 50 mLに定容し
たものを 1H-qNMR 標準液とした．また，認証
標準物質フタル酸ジエチル (DEP) を用い，測定
用 に 調 製 し た 1H-qNMR 標 準 液 中 の
1,4-BTMSB-d4濃度を随時確認して使用した． 
 
B－5－2．ヘプチルパラベンの純度測定 
 4社 4製品 (粉末状) のヘプチルパラベンを，
それぞれ約 5.0 mg となるように精密に量りと
り，B－5－1 項で調製した 1H-qNMR 標準液各
1.0 mLを加えて溶解した（調製各 n = 1）．これ
らの各溶液 0.6 mLをそれぞれNMR試験管に封
入したものを 1H-qNMR用試料溶液とし，Table 
2に示した 1H-qNMR条件に付した（測定各 n = 



3）．1H-qNMRにおける 1,4-BTMSB-d4のプロト

ンシグナル積分値とヘプチルパラベンに由来

する特定プロトンシグナル積分値の比を基に，

各 1H-qNMR 用試料溶液中のヘプチルパラベン
の純度を算出した． 
 

C. 結果及び考察 
C－1．カピリン定量用内標準物質の選択 
 HPLC/PDA分析条件下におけるカピリン定量
用内標準物質を選択した．定量用内標準物質と

しては，安価でコンスタントに入手可能で，試

薬メーカーが記載する純度値と 1H-qNMR での
純度値に大きな差がないと予想されるものを

考慮して，Table 5に示す計 13種の市販試薬を
候補に挙げた．これらの市販試薬を，Table 3に
示した HPLC/PDA 分析条件に付し，得られた
HPLC クロマトグラムを，カワラヨモギ抽出物
のそれと比較したところ，ヘプチルパラベンは

カワラヨモギ抽出物中のカピリンおよび夾雑

物との分離が良好であった (Fig. 3)． 
 次に，ヘプチルパラベンの市販試薬がカピリ

ンの定量用内標準物質として適しているのか

検証を行なった．4社 4製品のヘプチルパラベ
ン市販試薬を 1H-qNMR に付し，得られた純度
値を各試薬のラベルに記載されている純度値

と比較したところ，4 製品全てにおいて
1H-qNMR での純度値とラベル記載の純度値に
大きな差がなく (1.4 %未満) (Table 6)，このこと
から，市販のヘプチルパラベンを購入して用い

れば，メーカー間純度の差や表示純度との差を

あまり気にせずに定量用内標準物質として使

用できることが明らかとなった． 
 

C－2．ヘプチルパラベンに対するカピリンの
RRFの算出 
ヘプチルパラベンとカピリンを混合した

RRF算出用試料液を 1H-qNMRに付したところ，
ヘプチルパラベンに由来する H-2 + H-6および
H-3 + H-5の 2つのプロトンシグナルは，カピリ
ンの H-2 + H-6，H-4および H-3 + H-5の 3つの
プロトンシグナルと良好に分離しており (Fig. 
2)，これらのプロトンシグナルから相対積分値
を算出した後，各シグナルが由来するプロトン

数で除し，ヘプチルパラベンに対するカピリン

のモル比の平均を求め，式 1 に代入した．各
RRF 算出用試料液中の平均モル比の値の相対
標準偏差（RSD）は 0.56%以下であり良好であ
った (Table 7)． 
 次に RRF 算出用試料液を移動相で希釈し
HPLC/PDAに付した．ヘプチルパラベンおよび
カピリンの極大吸収波長は，256 nmおよび 284 
nm を示したため，ヘプチルパラベンのピーク
面積を 256 nm で求め，カピリンのピーク面積
は 284nmで求めることにした (Fig. 4)．ピーク
面積は，3社 3製品のカラムを用いて求め，式 1
に代入することでヘプチルパラベンに対する

カピリンの RRFを算出した (Table 8)．3社 3製
品のカラム（各カラム測定 n = 3）での平均 RRF
は 1.31，RSD 1.25%であり，カラムの影響を受
けにくい堅牢な値であることが明らかとなっ

た．したがって，RRFを適用したカピリン定量
法には，ヘプチルパラベンに対するカピリンの

RRF値として 1.31を用いることとした． 
 

C－3．RRF を適用した HPLC/PDA によるカピ
リンの定量 
 ヘプチルパラベンと製品 1~3 を精密に秤量 
(Table 4) した HPLC/PDA 分析用試料液を
HPLC/PDAに付し，カワラヨモギ抽出物製品中
のカピリンの定量を行なった．秤量値およびピ

ーク面積を求め，式 2に代入することでカピリ
ンの含量を算出した．また，算出された含量に

ついて，昨年度報告された 4)，カピリン標準品 
(非売品) の検量線（1H-qNMR純度で校正）から
算出された含量と比較し，本研究で定めた RRF
の評価を行なった (Table 9)．両定量法で算出さ
れた含量は，概ね一致しており，その差は

0.002%以下であったため，本法で用いた RRF
値が適切であるものと判断された． 
 
 
D．結論 
 本研究では，カワラヨモギ抽出物の有効成分

であるカピリンの定量法を検討した．本研究で

算出されたヘプチルパラベンに対するカピリ

ンの RRFを適用して HPLC/PDAによるカワラ



ヨモギ抽出物中のカピリンの定量を行なった．

算出された定量値は，純度 99.5%のカピリンの
単離・精製標品の検量線から直接算出された定

量値と殆ど差はなく（0.002%以下），検量線か
ら求めた値を真値とすると，RRFを用いた定量
法の真度は 91～94%であった．本研究において
確立した RRFを適用した定量法は，カピリンの
定量用標準品を必要とせず，カワラヨモギ抽出

物の規格試験法として有用であることが明ら

かとなった． 
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Table 2 qNMR測定条件 

Spectrometer ECZ600 (JEOL Ltd) 

Spectral width －5～15 ppm 

Data points 48014 

Auto filter on 

Flip angle 90º 

Pluse delay 60 s 

Scan times 8 

Sample spin no spin 

Probe temperature 25ºC 

Solvent MeOH-d4 

Reference material 1,4-BTMSB-d4 

 
Table 3 HPLC/PDA分析条件 
装置 Alliance 2695 separation module-2996 photodiode array (Waters) 
カラム Inertsil ODS-4 (2.1 × 150 mm，3 μm，GL science) 

 Atlantis dC18 (2.1 × 150 mm，3 μm，Waters) 

 TSKgel ODS-80TsQA (2.0 × 150 mm，5 μm，TOSOH) 
移動相 水：アセトニトリル：ギ酸 = 500：500：1 
カラム温度 40ºC 
流速 0.15 mL/min 
PDA 190-600 nm 
検出波長 カピリン：284 nm；ヘプチルパラベン：256 nm 
注入量 10 μL 

 
Table 4 HPLC/PDA分析用試料液中の製品とヘプチルパラベンの採取量 (mg) 

製品 1 製品 2 製品 3 ヘプチルパラベン 

122.2   0.4919 

 1803.3  2.3904 

  950.2 1.9311 

 

  

Table 1 カワラヨモギ抽出物試料情報 

 製造元 状態 色 
製品 1 A社 Lot. 1 液体 暗褐色 
製品 2 A社 Lot. 2 液体 黄褐色 
製品 3 A社 Lot. 3 液体 黄褐色 



Table 5 カピリン定量法の検討に用いた内標準物質候補市販試薬 
試薬名 保持時間 製造元 
4-ヒドロキシ安息香酸 3.2 min 東京化成工業，Cat No.99-96-7，Lot No.44CWL-ST 
メチルパラベン 4.7 min 和光純薬工業，Cat No.99-76-3，Lot No. STN0409 
エチルパラベン 5.6 min 和光純薬工業，Cat No.120-47-8，Lot No. SDK4955 
プロピルパラベン 7.3 min 東京化成工業，Cat No.94-13-3，Lot No.AJ01 
ブチルパラベン 9.8 min 和光純薬工業，Cat No.94-26-8，Lot No. SDP7282 
アミルパラベン 13.9 min 東京化成工業，Cat No.6521-29-5，Lot No.FIF01 
ヘキシルパラベン 20.1 min 東京化成工業，Cat No.1083-27-8，Lot No.PCX01 
ヘプチルパラベン 31.5 min 和光純薬工業，Cat No.1085-12-7，Lot No. KPG0950 
イソプロピルパラベン 7.0 min 東京化成工業，Cat No.4191-73-5，Lot No.GH01 
イソブチルパラベン 10.0 min 東京化成工業，Cat No.4247-02-3，Lot No.AU01 
ベンジルパラベン 10.0 min 東京化成工業，Cat No.94-18-8，Lot No.PCX01 
4-ビフェニルカルボン酸メチル 26.1 min 和光純薬工業，Cat No.720-75-2，Lot No. KPK0210 
安息香酸 2-ナフチル 46.2 min 和光純薬工業，Cat No.93-44-7，Lot No. TLH0334 

 
Table 6 ヘプチルパラベン市販試薬の qNMR純度値 

 a社 b社 c社 d社 
qNMR純度 (%) 97.0 ± 3.3 96.6 ± 3.5 97.2 ± 3.4 97.4 ± 3.5 
メーカー記載純度(%) 97 (HPLC) 98 (HPLC) 98 (T) 98 (GC) 

 
Table 7  RRF算出用試料液中のヘプチルパラベンに対するカピリンの平均モル比 

 *Average ± SD RSD (%) 
1 : 5 0.28 ± 0.00 0.47 
2 : 7 0.41 ± 0.00 0.20 
2 : 10 0.30 ± 0.00 0.56 
*n = 3． 

 
Table 8 ヘプチルパラベンに対するカピリンの RRF 

 1 : 5 2 : 7 2 : 10 Average SD RSD (%) 
Inertsil ODS-4 1.32 1.30 1.32 1.31 0.01 1.11 
Atlantis dC18 1.29 1.29 1.29 1.29 0.00 0.24 
TSKgel ODS-80TsQA 1.32 1.30 1.32 1.31 0.01 1.11 
Average 1.31 1.29 1.31 1.31   
SD 0.02 0.01 0.02  0.02  RSD (%) 1.43 0.52 1.34   1.25 

 
Table 9 添加物製品中のカピリン含量 (%) 

  製品 1 製品 2 製品 3 

RRF法 
平均 0.033 0.010 0.015 
SD 0.0008 0.0000 0.0001 

RSD (%) 2.3 0.1 0.5 

検量線法 
平均 0.035 0.011 0.016 
SD 0.0007 0.0001 0.0007 

RSD (%) 2.0 1.4 4.6 

 

  



 

Fig. 1 カピリンとヘプチルパラベンの化学構造式 

 

 

Fig. 2 RRF算出用試料液のプロトン qNMRスペクトル 

下段は，上段の枠を拡大したスペクトル．カピリンとヘプチルパラベンの重量比は約 2：7． 
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Fig. 3 ヘプチルパラベンとカワラヨモギ抽出物の HPLC/PDAクロマトグラム 

(a) 190-600 nmにおける PDAクロマトグラム．(b) (a) の拡大図． 

 

 

Fig. 4 ヘプチルパラベンとカピリンの UV吸収スペクトル 
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A. 研究目的 
 カンゾウ油性抽出物は，既存添加物名簿に収

載されている酸化防止剤であるが，その成分規

格は第８版食品添加物公定書には未だ収載さ

れていない．公的規格を作成する上で，流通製

品における主有効成分の把握が必要であり，こ

れまでにDPPHラジカル消去活性測定法により，
抗酸化活性画分の探索を行った．その結果，G. 
glabra 由来のカンゾウ油性抽出物製品(KZ34)で
は，主に抗酸化活性を示す 8成分が確認された．
この内，1 成分は市販標品との各種測定結果の
比較により glabidinであると同定された．また，
2 成分は単離標品との各種測定結果の比較およ
び LC/MS/MS により licochalcone B および
hispaglabridin Aと同定され，また他の 1成分 は
LC/MS/MSにより kanzonol Xと同定された．し
かしながら，残り 4成分については分子量（MW）
322，354，358および 370の化合物と推定され

たものの，化合物は特定できていなかった． 
本研究では，G. glabra由来のカンゾウ油性抽
出物流通製品において抗酸化活性寄与率の高

かった 8成分の内，未同定の 4成分の構造を明
らかにする目的で，これら成分の単離・精製を

行い，構造解析結果から化合物の同定を行った．

また，既に標品との比較や LC/MS/MSにより同
定していた 4成分についても単離・精製を行い，
構造解析結果から化合物の確認を行った．  

 

B. 研究方法 
B－1．試料 
 日本食品添加物協会を通じて供与されたカン

ゾウ油性抽出物KZ34 (G. glabra由来と記載され
ている製品，褐色塊)を使用した． 
 
B－2．試薬およびカラム樹脂 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)は，B－4
の TLC-DPPHではWako 社製の試薬を，B－14
の DPPHラジカル消去活性測定では Sigma社製
の試薬を使用した．また，6-hydroxy-2,5,7,8- 
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) は
Aldrich製の試薬を使用した．  

NMR 測定用重溶媒は，methanol-d4，acetone-d6，

要旨 前年度までの研究において，G. glabra由来のカンゾウ油性抽出物製品では，主に抗酸
化活性を示す8成分が確認された．この内，4成分については，市販標品や単離標品との比較
やLC/MS/MSで同定できたが，残りの4成分については，分子量（MW）322，354，358および
370の化合物と推定されたが，化合物の特定はできていなかった．本研究では，未同定の4成
分の構造を明らかにする目的で，これら成分の単離・精製を行い，構造解析結果から4成分の
化合物同定を行った．なお， MW 358およびMW 370の化合物は，これまでDPPHラジカル消
去活性を有することは報告されていないが，本研究におけるこれらの単離画分ではDPPHラジ
カル消去活性を示した． 



chloroform-dを使用した (Isotec社製)． 上記以外
の試薬・溶媒はすべて市販一級品，市販特級品

または HPLC 用を使用した． 
ゲル濾過樹脂は，Sephadex LH-20を使用した 

(GE Healthcare社製)．ODS 樹脂は，YMC*GEL 
ODS-A (細孔径 12 nm，粒子径 150 µm，AA12SA5
を使用した(YMC社製)． 
 
B－3．使用機器 
 高速液体クロマトグラフ/四重極型質量分析計 
(LC/MS)は，alliance Waters 2695 (HPLC)，Waters 
2996 (PDA)，Micromass Quattro MicroTM (MS)を
使用した (Waters社製)．分取HPLC は，CBM-20A 
(システムコントローラ)，LC-20AD (ポンプ，2
台)，DGU-20A3R (デガッサー)，SPD-M20 (PDA)，
CTO-20AC (カラムオーブン)，FRC-10A (フラク
ションコレクター)，LC solution (ソフトウェア)
を使用した (SHIMADZU社製)．NMR は，オー
トサンプラー付 JNM-ECA600 を使用した 
(JEOL社製)．NMR のケミカルシフト値は，各
重溶媒のピークを基準とした． 
 
B－4．TLC-DPPH法による活性画分のスクリー
ニング 

TLC プレートは，UNIPLATES SILICA GEL GF 
250 microns を使用した (ANALTECH社製)．展
開溶媒には，butanol/ acetone/ 5% ammonia water / 
water (11/3/3/3)を調製して用いた． DPPH 40 mg
を ethanol 100 mLに溶解し，DPPH 溶液を調製
した．分画試料を TLCプレートで展開後，DPPH 
溶液を噴霧し，分画試料中の成分との反応によ

り DPPH の色が消失あるいは薄くなる画分を
DPPHラジカル消去活性画分と判断した． 

 
B－5．LC/MSによる活性画分のスクリーニング 

HPLC カラムは，Inertsil ODS-3，1.5  × 150 mm
を使用した (GL science社製)．または，C30 
deverosil UG-5，4.6 × 250 mm (C30分析カラム) 
(野村化学製)を使用した．移動相溶媒には，0.1% 
ギ酸および 0.1% ギ酸を含むCH3CNの混合溶液 
を用い，送液は，liner gradient で行った．検出
は m/z 100-1000，PDA 200-600 nm で行った． 
抗酸化活性画分の単離・精製の際に指標として

用いた分画物試料は，次に示す通りである．

KZ34の frc11-22b，frc37-22b，frc44, 45-29b，frc44,  
45-21b， frc54-24c， frc25-28b， frc25-25c， 
fr32-33C． 
 
B－6．液々分配 

KZ34 (15.07 g) を ethyl acetate (EtOAc) / 40% 
methanol溶液(AqMeOH) (1:1， 計 1.0 L)で液々分
配を行った．次いで，40% AqMeOH層を EtOAc
で 3回抽出した．得られた EtOAc層は，無水硫
酸ナトリウムを加え，一晩脱水した後，エバポ

レーターで濃縮した． 
EtOAc 層および 40% aqMeOH 層につき

TLC-DPPH および LC/MS により確認した．そ
の結果，EtOAc 層において，DPPH ラジカル消
去活性が確認され，かつ LC/MS による解析で
は，glabridin が顕著に検出された． 
 

B－7．Sephadex LH-20 による EtOAc 層の分画 
EtOAc 層は，MeOH に溶解させた後，Sephadex 

LH-20によるゲル濾過カラムクロマトグラフィ
ーを行った．分画は，1 つの画分(fr)につき 15
～20 mLで溶出を行い，fr1～fr96 までを得た．
なお，移動相には，methanol (MeOH) を用いた． 
得られた画分について TLC-DPPH を行った
結果，fr5～fr6，fr10～fr45 に強い活性が認めら
れた．次いで，TLC-DPPH と LC/MS の結果を
もとに，fr1～fr10 (fr 0)，fr11～fr17 (fr 1)，fr18
～fr27 (fr 2)，fr28～fr37 (fr 3)，fr38～fr45 (fr 4)，
fr46～(fr 5)としてそれぞれの画分を合わせ，エ
バポレーターで濃縮した．さらに LC/MS で再
測定した結果，目的の活性成分は fr  2 に含まれ
ていた． 
 
B－8．YMC*GEL ODS-A による fr  2 の分画 

fr 2 をMeOH で完全に溶解させ，ODS を加え
て，エバポレーターで濃縮し，ODS-fr2 粉末と
した．ODS-fr2 粉末は，逆相カラムにスラリー
として 1/3量を負荷し，逆相カラムクロマトグ
ラフィーを，計 3回繰り返した．30% aqMeOH，
40% aqMeOH，60% aqMeOH，80% aqMeOHの
順で各 500 mL づつを用いて溶出し，次いで，
MeOH 1000 mL，CH3CN 500 mL を順に用いて溶



出した．分画は，1つの画分につき 15～20 mL で
行った (1回目を fra2-，2回目を frb2-，3回目を
frc2-と表記する)．得られた画分はTLC-DPPH お
よび LC/MS で分析した． 

1 回目の逆相クロマトグラフィーの結果，
fra2-50，fra2-65～fra2-70，fra2-80～fra2-85 付近
にラジカル消去活性が認められた．詳細な成分

分布を確認する目的で，TLC-DPPH の結果をも
とに fra2-45～fra2-100 までの LC/MS 分析を行
った．LC/MS と TLC-DPPH データを合わて検
討すると，主に fra2-50 付近は，licochalcone B，
fra2-65～fra2-70 は，glabridin，fra2-80～fra2-85 は，
推定分子量(MW) 354 の抗酸化活性成分を含有
していた．各画分は，上記分析データをもとに

エバポレーターで濃縮した． 
2回目の分画は，1回目と同様の方法で行った．
ただし，30% aqMeOH，40% aqMeOH での溶出
は行わず，60% aqMeOH での溶出から始め，
frb2-1～frb2-70 を得た．そのうち，frb2-1～
frb2-60 までを LC/MS で分析した．その結果，
各活性成分の溶出は，1回目の ODS 画分とほぼ
同じ挙動を示した．よって，frb2-10～frb2-16，
frb2-17～frb2-26，frb2-27，frb2-28，frb2-29，
frb2-30，frb2-31，frb2-32，frb2-33，frb2-34，frb2-35，
frb2-36，frb2-37，frb2-38，frb2-39，frb2-40，frb2-41，
frb2-42，frb2-43，frb2-44，frb2-45，frb2-46，frb2-47，
frb2-48，frb2-49，frb2-50～frb2-60 となるよう一
部の画分は合わせた．3回目の分画は 2回目と
同様の方法で行った (frc2-1～frc2-70)． 
 

B－9．Licochalcone B の単離・精製 
frb2-10～16 に含まれる licochalcone B を単
離・精製した．分取 HPLC 条件は，C30 deverosil 
UG-5，10.0 × 250 mm (C30カラム) (野村化学)，
移動相が 0.1% ギ酸を含む 25% CH3CN (4.0 
mL/min)とした．単離収量は，156.0 mg であっ
た． 
 
B－10．Glabridinおよび kanzonol Xの単離・精
製 

frb2-38～42 39～42 に含まれる glabridin，
kanzonol Xを単離・精製した．分取 HPLC 条件
は，C30 カラム，移動相が 0.1% ギ酸を含む 50% 

CH3CN (4.0 mL/min)とした．単離収量は，
glabridin が 1035.7 mg，kanzonol X が 134.0 mg
であった． 
 
B－11．MW 354 の抗酸化活性成分および
hispaglabridin A の単離・精製 

frb2-45に含まれるMW 354の抗酸化活性成分
と hispaglabridin A を単離・精製した．分取HPLC
条件は，C30 カラム，移動相が 0.1% ギ酸を含
む 55% CH3CN (4.0 mL/min)とした．単離収量は，
hispaglabridin A が 231.5 mg であった． 

MW 354の抗酸化活性成分を含む画分は，別
の物質も含んでいたため，再度精製した．分取

HPLC 条件は，C30 カラム，移動相が 0.1% ギ酸
を含む 42% CH3CN (4.0mL/min)とした．単離収
量は，59.5 mg であった． 
 
B－12．MW 322 の抗酸化活性成分の単離・精
製 

frb2-31 に含まれる MW 322 の抗酸化活性成
分を単離・精製した．分取 HPLC 条件は，C30 カ
ラム，移動相が 0.1% ギ酸を含む 40% CH3CN 
(4.0 mL/min)とした． 

MW 322の抗酸化活性成分を含む画分には別
の物質も含まれていたため，再度，分取HPLC を
行った．その条件は，C30 カラム，移動相が 0.1% 
ギ酸を含む 30% CH3CN (4.0 mL/min)とした．単
離収量は 133.3 mg であった． 
 
B－13．MW 358およびMW 370 の抗酸化活性
成分の単離・精製 

frb2-30 に含まれるMW 358およびMW 370 の
抗酸化活性成分を単離・精製した．分取 HPLC
条件は，C30 カラム，移動相が 0.1% ギ酸を含
む 35% CH3CN (4.0 mL/min)とした． 

C30カラムでは，MW 358およびMW 370の
抗酸化活性成分は分離しなかったので， 
COSMOSIL PACKED COLUMN πNAP，4.6 × 
250 mm (πNAPカラム) (ナカライテスク株式会
社製)を用いて単離・精製した．その分取 HPLC
条件は，移動相が 0.1% ギ酸を含む 25% CH3CN 
(1.0 mL/min)で行った．単離収量は，MW 370 の
成分は 27.2 mg，MW 358 の成分は 26.0 mg であ



った． 
MW358 は夾雑物を含んでいたため，さらに
分取 HPLC を行った．その条件は，C30 カラム，
移動相が 0.1% ギ酸を含む 35% CH3CN (4.0 
mL/min)で精製した． 
なお，MW 358，MW 370は，単離収量が少な
かったため，frc2-30より，上記と同様の方法で
単離・精製した． 
 

B－14．DPPHラジカル消去活性測定 
 試験管，またはサンプリングチューブに試料

溶液 200 µL と0.1 M Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.4) 800 
µL を添加して混合し，そこに DPPH溶液 1 mL 
を加え，直ちに試験管ミキサーで 10 秒間撹拌
した．その後，室温暗所にて静置した．DPPH
溶液の添加から正確に 30分後に 517 nmの吸光
度を測定した．吸光度測定のブランク溶液には

99.5% エタノール 1.2 mLと 0.1 M Tris-HCl 緩衝
液 (pH 7.4) 800 µLの混合液を用いた． 
 試料溶液添加時の吸光度を As，試料溶液の代
わりに 99.5%エタノールを添加した際の吸光度
を Acとし，次の計算式から阻害率 (%) を求め
た． 
阻害率 (%) = (Ac-As) / Ac × 100 

 
C. 結果及び考察 
C－1．抗酸化活性成分の単離・精製 
 図１に単離・精製のスキームを示す． 
 
C－2．Licochalcone Bの同定 
 物理化学的性状は，乾燥状態で yellow であ
った． LC/MS では，KZ34 frc11-22b と保持時間
（R.T.），UVおよびMSスペクトルが一致した．
その分析値は，C30 分析カラム，移動相が 0.1% 
ギ酸を含む 25% CH3CN (1.0 mL/min)で，R.T.; 
20.22 min，UV; λmax 368 nm，MS; m/z 285 [M+H]+，

m/z 287 [M－H]－であった． 
NMR 測定は，acetone-d6 および methanol-d4

に溶解させて行った．また，既報 1)の文献値(溶
媒：methanol-d4)をもとに帰属し licochalcone B
と同定した ． 
 

 C－3．Glabridinの同定 

 物理化学的性状は，乾燥状態で pearl であ
った．LC/MS では，KZ34 frc37-22bと R.T.，UV
および MSスペクトルが一致した．その分析値
は，C30 分析カラム，移動相が 0.1% ギ酸を含
む 50% CH3CN (1.0 mL/min)で，R.T.; 23.42 min，
UV; λmax 228，281 nm，MS; m/z 325 [M+H]+，m/z 
323 [M－H]－であった． 

NMR測定は，acetone-d6に溶解させて行った．

市販標品のシフト値と比較し帰属した． 
 
C－4．Kanzonol Xの同定 
 物理化学的性状は，乾燥状態で brown であ
った． LC/MSでは，KZ34 frc44, 45-29bと R.T.，
UV および MS スペクトルが一致した．その分
析値は，C30 分析カラム，移動相が 0.1% ギ酸
を含む 50% CH3CN (1.0 mL/min)で，R.T.; 49.52 
min，UV; λmax 207，283 nm，MS; m/z 395 [M+H]+，

m/z 393 [M－H]－であった． 
NMR 測定は，acetone-d6 に溶解させて行った． 
また，既報 2) の文献値(溶媒：acetone-d6)をもと
に帰属した ． 
 

C－5．Hispaglabridin Aの同定 
 物理化学的性状は，乾燥状態で brown であ
った．LC/MS では，KZ34 frc54-24c と R.T.，UV
および MSスペクトルが一致した．その分析値
は，C30 分析カラム，移動相が 0.1% ギ酸を含
む 55% CH3CN (1.0 mL/min)で，R.T.; 56.95 min，
UV; λmax 229，280，293 nm，MS; m/z 393 [M+H]+，

m/z 391 [M－H]－であった． 
NMR 測定は，acetone-d6 に溶解させて行った．
また，chloroform-d に再溶解させて測定した．
chloroform-d中では，難溶であり，C-7，C-9，C-2’，
C-4’の 4級炭素が検出されなかったものの，既
報 3) の文献値(溶媒： chloroform-d)をもとに帰属
し hispaglabridin Aと同定した ．  
 

C－6．MW 354の化合物の同定 
LC/MS では，KZ34 frc44,  45-21bと R.T.，UV
および MSスペクトルが一致した．その分析値
は， MS; m/z 355 [M+H]+，m/z 353 [M－H]－であ
った．         

NMR 測定は，acetone-d6および chloroform-d



にそれぞれ溶解させて行った．また，既報 3) の
文献値(溶媒：chloroform-d)をもとに帰属し
3’-hydroxy-4’- methoxyglabridinと同定した ． 
 
C－7．MW 322の化合物の同定 
 物理化学的性状は，乾燥状態で white であっ
た．LC/MS では，KZ34 frc32-33b と R.T.，UV
および MSスペクトルが一致した．その分析値
は，C30 分析カラム，移動相が 0.1% ギ酸を含
む 30% CH3CN (1.0 mL/min)で，R.T.; 181.13 min，
UV; λmax 214，248，284，295，324 nm，MS; m/z 
323 [M+H]+，m/z 321 [M－H]－であった． 

Glabrene は，既報 4) の文献値(溶媒：
methanol-d4 : chloroform-d=1:1)をもとに NMR 測
定を行った．その結果，1H NMR で-0.07 ppm の
誤差，13C NMR で 0.8 ppm の誤差で帰属できた．
なお，2次元NMR による帰属も一致し glabrenec
（cas no. 60008-03-9）と同定した ． 
 
C－8．MW 358の化合物の同定 
 物理化学的性状は，乾燥状態で brown であ
った．LC/MS は，KZ34 frc25-28b と R.T.，UV
およびMSスペクトル が一致した．その分析値
は，C30 分析カラム，移動相が 0.1% ギ酸を含
む 35% CH3CN (1.0 mL/min)で，R.T.; 37.65 min，
UV; λmax 230，290 nm，MS; m/z 359 [M+H]+，m/z 
357 [M－H]－であった． 

NMR 測定は chloroform-d に不溶であったた

め，methanol-d4および acetone-d6に溶解させて

行った．その結果，既知化合物であったため，

既報 5) の文献値(溶媒：acetone-d6)をもとに帰属
し cas no. 938190-35-3の化合物であると同定し
た ． 
 
C－9．MW 370の化合物の同定 
 物理化学的性状は，乾燥状態で yellow であ
った．LC/MS の分析値は，πNAP カラム，移
動相が 0.1% ギ酸を含む 25% CH3CN (1.0 
mL/min)で，R.T.; 114.07 min，UV; λmax 255, 364 nm，
MS; m/z 371 [M+H]+，m/z 369 [M－H]－であった．
なお，この分析値は，既報 6)の LC/MSの UVお
よびMSの 値と一致した． 

NMR 測定は chloroform-d に難溶であったた

め， methanol-d4および acetone-d6 に溶解させて
行った．以上の結果，既知化合物であった．よ

って，既報 5) の文献値(溶媒：acetone-d6)をもと
に帰属し cas no. 905708-40-9の化合物であると
同定した ． 

 
C－10．単離・精製画分の抗酸化活性(DPPH ラ
ジカル消去活性) 
 単離・精製画分の抗酸化活性(DPPHラジカル
消去活性)測定の結果を，表１に示す．いずれの
画分も活性が認められた． 
 今後，各画分に含まれる単離成分の純度を
1H-qNMR等の手法により確認することで，各成
分の単位量当たりの活性（比活性）を算出する

ことができると考えられる． 
 
D．結論 
本研究では，G. glabra由来のカンゾウ油性抽
出物流通製品において抗酸化活性寄与率の高

かった 8成分の単離・精製を行った．これらの
単離・精製物は，LC/MS分析で，各抗酸化活性
物質の指標となる分画物試料と R.T.，UV およ
び MSスペクトルが一致した．各単離・精製物
構造解析結果から，未同定であった 4成分の同
定を行った．その結果，4成分（MW 322, 354, 358, 
370）の化合物を同定した．なお，これらの同
定成分の内， MW 370およびMW 358の化合物
は，これまでの報告 5）において DPPHラジカル
消去活性を有することは報告されていないが，

今回のこれらの単離画分は抗酸化活性を示し

た．また，既に市販標品や単離標品との比較や

LC/MS/MSにより同定していた 4種の抗酸化成
分（glabridin，licochalcone B，kanzonol Xおよび
hispaglabridin A）相当画分についても単離・精
製を行い，NMR 測定を行ったところ，同定に
問題ないことが確認された． 
本研究より，カンゾウ油性抽出物の抗酸化活

性に glabridin だけではなく，licochalcone B，
kanzonol X，hispaglabridin A，3’-hydroxy-4’- 
methoxyglabridinおよびglabrene等多数の化合物
が関与していることが示された． 
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図１  カンゾウ油性抽出物における単離・精製のスキーム 

 

 

表１  単離・精製画分の DPPH ラジカル消去活性測定結果 

 

サンプル重量
 (mg)

原液濃度
(mg/mL)

IC50
(mg/mL)

IC50
 (µg/mL)

TEAC
(µg TE/µg
sample)

Licochalcone B 3.18 1.590 0.0444 44.36 1.65
Glabridin 2.55 1.275 0.2857 285.71 0.26
Hispaglabridin A 1.91 0.955 0.0937 93.72 0.78
Kanzonol 1.90 0.950 0.1493 149.25 0.49
MW 354 2.20 1.100 0.6320 631.95 0.12
MW 358 1.91 0.955 0.1910 190.99 0.38
MW 370 2.01 1.005 0.1824 182.37 0.40
MW 322 5.52 2.760 0.2214 221.42 0.33

Trolox IC50 = 72.99 µg/mL
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A. 研究目的 

 既存添加物収載品目リストに収載されるクチ

ナシ青色素は，「クチナシの果実から得られた

イリドイド配糖体とタンパク質分解物の混合

物に β—グルコシダーゼを添加して得られたも
のである．デキストリン又は乳糖を含むことが

ある．」と定義されている．青色素成分は，イ

リドイド配糖体のゲニポシド(geniposide)を原
料としてアミノ酸が反応して生成するものと

考えられているが，その主色素成分の化学構造

及び色素生成メカニズムは明らかとされてい

ない． 
 そこで，我々はクチナシ青色素の主色素成分

の生成過程及び反応生成物の化学構造を明ら

かとするため，反応出発原料となるゲニピン

(genipin)とベンジルアミン(benzylamine)を用い
たモデル実験を行った．モデル実験の結果，Fig. 
1に示す反応機構が示唆された． 
 ゲニピンは，ベンジルアミンの 1級アミンと
反応し，閉環した後，黄色化合物 Y1とその異
性体（Y1'）を生成する．次に，1位の OH基と
9位のプロトンが cis配置した Y1'は，速やかに
脱水し黄色化合物 Y2となり，その後，青色素
成分へ変化または重合していくものと考えら

れた．また，Y1から Y2への脱水反応は遅く，
一方，Y2から青色素成分への変化または重合は
早いと考えられた(Fig.1)．すなわち，単離した
黄色化合物 Y1及び Y2は，共に青色素成分の前
駆体であると考えられた． 
 本年度は，既存添加物クチナシ青色素の主色

素成分の化学構造及び青色素生成メカニズム

を明らかとするため，昨年度に引き続き，モデ

ル実験を行い，前駆物質である黄色化合物 Y1
及び Y2より生成する青色素の化学構造を検討
すると共にその生成機構について考察したの

研究要旨  既存添加物クチナシ青色素は，ゲニピンと一級アミンの反応生成物が主色素成分

とされるがその構造は未だ不明である．この主色素成分の生成過程および構造についての知見

を得るため，ゲニピンとベンジルアミンを用いたモデル実験を行った．ゲニピンは，ベンジル

アミンの1級アミンと反応し閉環した後，黄色素Y1とその異性体Y1'を生成する．次に，1位のOH
基と9位のプロトンがcis配置した異性体Y1'は，速やかに脱水し黄色素Y2となった後，青色素成
分へ変化または重合していくと考えられた．昨年度は，青色素の前駆体と考えられる黄色素Y1
及びY2の構造を明らかとした．本年度は引き続き，クチナシ青色素の色素生成メカニズムを明
らかとするため，モデル実験下，色調変化の観察と共に青色素B1及びB2を単離し，その構造
を推定した．その結果，青色素B1及びB2は，前駆体である黄色素Y1及びY2が繰り返し重合し
た化合物であると推定された． 



で報告する． 
 
B. 研究方法 

B-1) 試薬等 

 本研究では，クチナシ青色素のモデル合成実

験のため，以下の市販試薬を用いた． 
 ゲニピン(Wako，078-03021，Lot：CTF5047)，
ベンジルアミン(Wako，029-05273，Lot：
CTP1798)，1,4-BTMSB-d4標準物質(Wako，
024-17031，Lot：DCL1923)，MeOH-d4 (ISOTEC，
151947，Lot：IY2101)，TLCプレート：Silicagel60 
F254 (MERCK, #5715, 20x20cm, 250um，1×5cmに
カットして使用)，シリカゲル充填剤： シリカ
ゲル 60 (MERCK, 1.07734.1009，0.063-0.200mm) 
 その他溶媒は HPLCグレード，または特級を
使用した． 
 

B-2) 装置 

 モデル実験により得られた生成物の分析には

以下の装置を用いた． 
 LC/MS，UPLC/TOF-MS及び prepLC装置・測
定条件は，Table 1〜3に示した．NMR測定には，
JEOL製 JNM-ECZ600（JEOL CH UltraCOOL 
probe）を使用した．スペクトルの化学シフトは
すべて native scale のまま δ値を ppm単位で表示
した． 
 

B-3) ゲニピンとベンジルアミンの反応追跡(LC

による追跡) 

 昨年度の報告において，出発原料のゲニピン

とベンジルアミンはモル比 1：1で反応するこ
とが示された．そこで，各 0.1 mmol/20 mL
（MeOH溶液）で調製し，混合直後から青変後
まで波長 600 nmにおける LC/PDAクロマトグ
ラムの変化を観察した(LC分析条件：Table 1)．
別にY1及びY2画分を昨年度の方法で予め単離
し，減圧乾固後，MeOHに再溶解した溶液につ
いてその経時変化を同 LC条件により観察した． 
 

B-4) ゲニピンとベンジルアミンの反応追跡

(NMR による追跡) 

 ゲニピン 0.4 mmolを，0.2 mg/mLの
1,4-BTMSB-d4（NMR基準物質）/MeOH-d4溶液 

0.6 mLに溶かし，5 mm φ NMR試料管に封入し，
ゲニピンのみのスペクトルを測定した．次に，

ゲニピンと当モル量になるようにベンジルア

ミン（40 uL）を試料管に直接添加し，混合直後
からの一次元 NMRスペクトルの変化を観察し
た．NMRスペクトルは，1H-qNMR（測定時間 7
分）と 13C-NMR（測定時間 12分）を１セット
とし，次の条件で測定した．1H-qNMR：測定温
度 = 室温，RG = 20，scan = 4回，プロトンシグ
ナル強度に定量性を持たせるため繰り返し時

間を 64 s（＞T1×5倍）とした． 
13C-NMR：測定温度 = 室温，RG = 56，scan = 256
回，定性条件下で繰り返し測定した． 
 

B-5) 青色素成分の単離精製 

 ゲニピン及びベンジルアミン各 0.1 mmolを
MeOH 5 mLに溶かし，封管中，80℃で 5時間反
応させた．反応液に水(50 mL)を加え，HClで弱
酸性にした後，酢酸エチル(50 mL)で 3回液-液
抽出し，酢酸エチル層に溶解する青画分を得た．

減圧下，酢酸エチルを留去後，少量の展開溶媒

に再溶解したものを精製用の試料溶液とし，Si
オープンカラム（展開溶媒：クロロホルム：

MeOH =10：1，φ20 mm×140 mm充填）に付し
た．得られた青色素成分画分をまとめ，減圧下，

溶媒を留去し，70% MeOH溶液に再溶解し，
Table 3に示す条件の prepLCに付し，青色素成
分 B1(保持時間 22分)及び B2(保持時間 28分)を
精製した．それぞれ減圧乾固後，重溶媒に溶か

し，NMR（1H，13C，COSY，1H-13C-HMQC，
1H-13C-HMBC）及び UPLC/TOF-MS(分析条件，
Table 2)測定を行い，得られたスペクトルデータ
より化学構造を推定した． 
 

C. 結果及び考察 

C-1) LC による Y1 及び Y2 の経時的観察 

 ゲニピンとベンジルアミンを混合した場合，

その溶液中には黄色化合物Y1及びY2が生成し，
次に溶液が青色に変化するに伴い，Y2が減少す
ることを昨年度報告した．このことから，黄色

化合物Y1及びY2は青色素の前駆体であると考
えられた．本年度は引き続き，溶液が青くなっ

てからの挙動を観察した． 



 Fig.2には，Table 1の LC条件下，検出波長 600 
nmで青色素成分のピークが時間の経過と共に
どのように変化するか観察した結果を示した．

なお，この LC分析条件では，黄色化合物 Y1
及び Y2は保持時間 12分及び 14分にそれぞれ
観察される．ゲニピン及びベンジルアミン 1:1
の混液では，液色が緑色となったとき，保持時

間 16.5分付近にピークが出現し，液色が青色に
変化したときには，保持時間 10〜20分の幅広
いピークとともに，15～17分付近に数本飛び出
たピークが生じた．さらに時間経過させると保

持時間 10～20分にわたる幅広いピークになる
ことが確認された(Fig. 2a)． 
 次に，Siオープンカラムにより精製した黄色
化合物 Y1及び Y2画分をMeOHに再溶解し，
同条件の LCに付し，液色の変化及びピークの
出現を経時的に観察した（Fig. 2b, 2c）．Y1の溶
液は薄い黄色溶液であったが，時間と共に色調

が変化し，薄い水色に変化した．Fig. 2bには示
していないが，PDA(190-800 nm)により，保持
時間 12分に観察されるY1のピーク面積の経時
的な変化を確認したところ，ほとんど変化しな

かった．一方，検出波長 600 nmのクロマトグ
ラムでは保持時間 16分付近に小さな幅広いピ
ークが時間経過と共に出現した．したがって，

黄色化合物 Y1は青色素の前駆体ではあるが非
常に反応速度が遅いと考えられた．一方，Y2
の溶液は橙色の溶液であったが，時間経過と共

に青色に変色し，最終的に黒色に近い青色にな

った．別に PDA(190-800 nm)により，保持時間
14分に観察される Y2ピークの経時的な変化を
確認したところ，完全に消失した．また，検出

波長 600 nmにおけるクロマトグラムの経時的
な変化は，ゲニピン及びベンジルアミン 1:1の
混液の挙動と類似していた．したがって，黄色

化合物 Y2は青色素の前駆体であり，生成後，
直ちに青色素成分に変化するものと考えられ

た． 
 いずれの経時的な観察においても，検出波長

600 nmのクロマトグラム上には青色素成分に
由来すると考えられるピークが幅広く観察さ

れたことから，前駆体である Y1及び Y2が複雑
に重合することによって青色素成分に変化し

ていると考えられた． 
 

C-2) NMR による Y1 及び Y2 の経時的観察 

 C-1)で示したとおり，Y1及び Y2は青色素成
分の前駆物質であることは明らかである．そこ

で，その化学構造の変化を追跡するために

NMR測定を行った．予めゲニピンのみを
MeOH-d4に溶解し，1H-qNMR及び 13C-NMR測
定した後，当モル量のベンジルアミンを添加し，

混合直後からの経時変化を観察した．なお，生

成物の濃度変化がわかるように内標

（1,4-BTMSB-d4）を添加し，1H-qNMRと
13C-NMRを１セットとして繰り返し測定を行
った(Fig. 3, 4)．その結果，時間の経過と共に
NMR試験液は赤褐色に変化し，ゲニピン由来
のシグナルは消失し，Y2由来のシグナルと考え
られるものと共に非常に小さなシグナルが観

察されるのみであった．Fig. 3, 4には反応開始
後 2020分までの NMRスペクトルを示したが，
更に 1.8ヶ月後に測定してもスペクトルパター
ンに変化はなく，内標（1,4-BTMSB-d4）に対す

るシグナル強度が低下しただけであった．この

反応液の NMR試験管を傾けると溶液は赤褐色
であるが，ガラス壁面が青色に着色していたこ

とから，沈殿あるいはガラス面への吸着のため

に，NMR試験液中に青色素成分はほとんど溶
解して存在しておらず，NMR測定によりシグ
ナルとして観察できなかったと考えられた．こ

の NMR測定の結果と C-1)の LC分析の結果を
合わせて考えると，生成する青色素成分は溶解

度が非常に低く，また，分子サイズの大きい複

雑な重合物であることが推測された． 
 

C-3) 青色素 B1 及び B2 の化学構造 

 Fig. 2に示したとおり，ゲニピン及びベンジ
ルアミンを当モル量反応させた溶液を LC分析
したとき，保持時間 10～20分付近に青色素成
分に由来する幅広いピークが観察される．この

幅広いピークには，鋭いピークがいくつか含ま

れており，更に反応を継続するとこの鋭いピー

クは徐々に小さくなる．したがって，この鋭い

ピークはある程度重合したものでそれ以降重

合反応が進みにくくなった化合物であると推



定した．そこで，このピークに由来する青色素

成分の単離を試みた． 
 ゲニピン及びベンジルアミンの反応液を水で

希釈し，HCl酸性にして酢酸エチルで液-液抽出
したところ，酢酸エチル層に溶解する青色素画

分が得られた．この画分を Siオープンカラムに
付して更に精製した後，Table 3に示す条件の
prepLCに付し，青色素成分 B1及び B2を得た．
得られた青色素成分 B1及び B2を Table 1に示
す条件の LC/MSに付し，その精製度を確認し
た（Fig. 5）．その結果，青色素成分 B1は保持
時間 16.0分にシャープなピークを与え，極大吸
収波長 604.9 nm，ESI positiveモードにおいてm/z 
541.2のイオンを与えるものであった．また，
青色素成分 B2は保持時間 16.4分にシャープな
ピークを与え，極大吸収波長 617.9 nm，ESI 
positiveモードにおいて m/z 555.2のイオンを与
えるものであった．更に，青色素成分B1及びB2
について，Table 2に示す条件で UPLC/TOF-MS
により精密質量を測定したところ，ESI positive
モードにおいて，B1が m/z 541.2119，B2が m/z 
555.2299を与え，B1に由来する positiveイオン
の組成式が C35H29N2O4 (calcd. m/z 541.2127)，B2
に由来する positiveイオンの組成式が
C36H31N2O4 (calcd. m/z 555.2284)と推定された．
前駆物質Y2の組成式 C18H19NO3と比較すると，

B1が(Y2+Y2)-CH10O2，B2が(Y2+Y2)-H8O2 に相
当し，いずれも Y2が 2分子脱水結合し，更に
共役二重結合を形成した化合物であると推定

された． 
 次に，B1及びB2をMeOH-d4に溶解し 1H-NMR
を測定したところ，ベンジル基に由来するシグ

ナルが δ 7.4 ppm及び δ 5.7 ppm付近に，メチル
エステル基に由来するシグナルが δ 3.9 ppm付
近に観察されたが，いずれも Y2の 5, 6位のシ
グナルが消失し，更に 1, 3, 7, 10位のシグナル
が δ 7〜9 ppmに低磁場シフトしていると考えら
れるスペクトルを示した(Fig. 6, 7, Table 4)．ま
た，13C-NMRでは，ベンジル基に由来するシグ
ナルが δ 128〜135 ppm及び δ 63 ppm付近に，メ
チルエステル基に由来するシグナルが δ 52 
ppm及び 164 ppm付近に観察されたが，いずれ
も Y2の 5, 6位のシグナルが消失し，低磁場領

域にシフトしていると考えられるスペクトル

を示した．次に，B1についてHMQC及びHMBC
測定を行い，その相関より化学構造を推定した

ところ，Fig. 8に示すような部分構造が推定さ
れた．このように B1は 2つの Y2が 6位と 10
位で脱水縮合後，更に酸化され水素が脱離し，

共役二重結合が生成し，共役系が延長された構

造をとっていると考えられた．この推定部分構

造では 2位のN基の電子が化合物全体に非局在
化するため，深色化し青色を示す可能性が高く，

B1の部分構造として妥当であると考えられる．
また，UPLC/TOF-MSにより B1は m/z 541.2119
を与え，C35H29N2O4の positiveイオンの組成式
が推定され，この結果は B1の部分構造のイオ
ンに由来すると考えられる．更に B1の NMR
スペクトルが単純であることから，同じ立体配

座の繰り返し構造をとっていると考えられる．

一方，B2は B1に比べて複雑なスペクトルパタ
ーンを示すことから，B1とは部分的に立体配座
が異なる異性体であると推定される． 
 Fig. 9にモデル実験により得られた結果より，
青色素成分の生成機構をまとめた．すなわち，

前駆体Y2より中間体モノマーM2及びM3が生
成した後，M2とM3が重合を繰り返し，B1や
B2のような重合体が形成されると考えられる．
重合を繰り返すことによって分子量は大きく

なり溶解性は低下すると考えられることから，

最終的にはある一定の範囲の重合度で反応が

停止すると思われる． 
 

D. 結論 

 既存添加物クチナシ青色素は，ゲニピンと一

級アミンの反応生成物が主色素成分とされる

がその構造は未だ不明である．この主色素成分

の生成過程および構造についての知見を得る

ため，ゲニピンとベンジルアミンを用いたモデ

ル実験を行った．昨年度は，青色素の前駆体と

考えられる黄色素Y1及びY2の構造を明らかと
した．本年度は引き続き，クチナシ青色素の色

素生成メカニズムを明らかとするため，モデル

実験下，色調変化の観察と共に青色素 B1及び
B2を単離し，その構造を推定した．その結果，
ゲニピンは，ベンジルアミンの 1級アミンと反



応し閉環した後，黄色素 Y1とその異性体 Y1'
が生成し．次に，1位の OH基と 9位のプロト
ンが cis配置した異性体 Y1'は，速やかに脱水し
黄色素 Y2となった後，青色素成分へ変化また
は重合していくと考えられた．生成した青色素

成分の混合物より青色素 B1及び B2を精製し，
その化学構造をLC/TOF-MS及びNMRにより解
析した結果，Y2の 6位と 10位が脱水結合して
共役二重結合を形成し，更に繰り返し結合した

重合物であると推定された． 
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Fig. 1  Estimated reaction pathway of blue compound generation from genipin and benzylamine 

 

 

 

 

 



 

 

Fig. 2  Changes of LC profiles of reaction mixture (genipin : benzylamine = 1 : 1) and 

fractionated solutions of compound Y1 and Y2 

The LC profiles were recorded on LC conditions shown in Table 1. a) Reaction mixture (genipin : 

benzylamine = 1 : 1). b) Fractionated solution of Y1. c) Fractionated solution of Y2.  

 



 
Fig. 3  Changes of 1H-NMR profiles of reaction mixture (genipin : benzylamine = 1 : 1) 

 

 

 

 

 

 

 



 
Fig. 4  Changes of 13C-NMR profiles of reaction mixture (genipin : benzylamine = 1 : 1) 

  



 
Fig. 5  HPLC profiles of purified fractions, and mass and UV spectra of peak B1 and B2 

 

 

Fig. 6  NMR spectra of B1 in MeOH-d4 

 



 
Fig. 7  NMR spectra of B2 in MeOH-d4 

 

 

 

 

Fig. 8  Estimated segment structure of B1 

  



 
Fig. 9  Estimated reaction pathway of blue compound generation from Y2 



Table 1  LC/MS conditions 

 

 

 

Table 2  UPLC/TOF-MS conditions 

 

  

LC /M S  system
W aters LC : A lliance 2695, P D A : 2996 photodiode array detector,

M S : Q uattro m icro T M

C olum n A tlantis T 3  (2.1×150 m m , 3μm , W aters)

C olum n tem p. 40℃

S olvent
A : 0.1% H C O O H /H 2O 　B : 0.1% H C O O H /M eO H
gradient: B  50% (0-3 m in) → 95% (15-25 m in)

F low  rate 0.2 m L/m in

P D A  scan 190-800 nm

C apillary voltage 3.0 kV  (P os.), 2.5 kV  (N eg.)

C one voltage 20 V  (P os.), 30 V  (N eg.)

S ource tem p. 120℃

D esolvation tem p. 350℃

D esolvation gas flow 400 L/hr

C one gas flow 50 L/hr

Ion m ode E S I

M S  scan m /z  100-1000

LC /M S  system
W aters U P LC : A C Q U IT Y  H -C LA S S , P D A : A C Q U IT Y  eλ,
T O F -M S : X evo-G 2 Q T of

C olum n A C Q U IT Y  U P LC  B E H  C 18 (2.1×50 m m , 1.7μm , W aters)

C olum n tem p. 40℃

S olvent
A : 0.1% H C O O H /H 2O 　B : 0.1% H C O O H /M eO H
gradient: B  50% (0 m in) → 95% (9-11 m in)

F low  rate 0.2 m L/m in

P D A  scan 210-800 nm

C apillary voltage 0.5～4.0 kV

C one voltage 10～100 V

S ource tem p. 120℃

D esolvation tem p. 450℃

D esolvation gas flow 800 L/hr

C one gas flow 50 L/hr

Ion m ode E S I (R esolution m ode)

M S  scan m /z  100-4000



Table 3  Prep LC conditions for compound B1 and B2 

 

 

Table 4  1H- and 13C-NMR assignments of B1 

 
 

LC  system
S H IM A D Z U : prom inence LC (LC -20A T , S IL-20A C , C T O -20A C ), P D A
(S P D -M 20A ), F R A C T IO N  C O LLE C T O R (F R C -10A )

C olum n A tlantis P rep T 3  (10×250 m m , 5μm , W aters)

C olum n tem p. 40℃

S olvent
A : 0.1% H C O O H /H 2O 　B : 0.1% H C O O H /M eO H
isocratic: B  66%

F low  rate 2.5 m L/m in

P D A  scan 190-800 nm  (detect : 600 nm )

Injection volum e 200～800 uL
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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

研究要旨  ラック色素の主成分ラッカイン酸類とコチニール色素の主成分カルミン酸は，ア

ントラキノン骨格を持った水溶性の色素化合物で，その色調は酸性溶液では橙色，中性溶液で

赤色，アルカリ性溶液で紫色を示す．一方，耐酸性カルミンと呼ばれる未指定添加物は，カル

ミン酸をアンモニア処理して得られる4-アミノカルミン酸を主色素成分とし，酸性条件下でも
赤紫色を示すことが知られており，食品に添加される違反事例が報告されている．本研究はこ

の報告を元に，ラック色素をアンモニア処理し，酸性条件下での色調の確認とその主色素成分

の構造解析を行なった．主色素成分として，4-アミノラッカイン酸Cを同定すると共に，LC/MS
分析の結果，アンモニア処理ラック色素は4位のヒドロキシ基にアミノ基が置換した4-アミノ
ラッカイン酸類を主色素成分とすることが確認された．現時点では，耐酸性カルミンと同様な

いわゆる耐酸性ラック色素の報告はないが，容易に合成可能であることが確認されたことか

ら，今後，未指定添加物として監視する必要があると考えられた． 



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.
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A. 研究目的 
 既存添加物酵素の品目名は，その添加物の酵

素活性に基づいた名前が付けられており，基原

に関しては，ひとつの生物種に指定されていな

い．例えば，異なる生物種に由来する製品でも，

酵素活性が同じであれば，同一の品目と見なさ

れる．既存添加物酵素は，細菌，放線菌，酵母，

糸状菌，担子菌などの微生物を基原とするもの

が殆どである．微生物の中には，ヒトに対して

病原性をもつものも存在するため，既存添加物

酵素の基原が「何者」であるかを同定すること

は，食の安全を保障する上で，非常に重要であ

る．極端な例ではあるが，Bacillus 属等の定義
となれば，セレウス菌（B. cereus）や炭疽菌（B. 
anthracis）なども基原として使用可能と解釈さ
れてしまう危険性がある．微生物は，動植物と

は異なり，人の目では確認できず，さらに種の

数が増加の一途であることから，公的な同定法

に基づいて，一義的に微生物種を特定する必要

がある． 

 現在までに，既存添加物酵素 68品目のうち，
5品目が第 8版食品添加物公定書（以下，公定
書）に収載され，第 9版公定書には，62品目の
既存添加物酵素が収載予定である．これにより

イソマルトデキストラナーゼ 1品目を除く全て
の酵素 67 品目が公定書に収載される運びとな
ったが，基原については，属までしか明らかに

されていない品目も数多く見受けられる．この

理由として，平成 8年に作成した既存添加物名
簿に収載された酵素品目の基原の多くが，従来

の形態観察及び生理・生化学性状試験により同

定され，それらの特徴が乏しい場合は，種まで

特定することが難しかったことが挙げられる．

一方，これらの指標は現在でも一部の微生物種

に対しては，同定の際の重要な項目となってい

る．そのため，種まで特定された基原もあるも

のの，上述の表現形質のみに基づいた同定は，

実験者の習熟度，菌株の継代条件等の人為的，

生物学的要因の影響を受けやすく，例えば，試

験機関での同定結果の比較は困難であり，高い

再現性が得られる同定法とは言い難い．さらに，

特に微生物の学名は，専門家による最新の研究

によって見解が変わることも多く，流動的であ

るため，法的拘束力をもつ公定書を運用する上

では，学名の変更履歴をたどれるようなトレー

要旨 第9版公定書に収載される既存添加物酵素の微生物由来の基原について，DNAを指標に

した種の再同定を実施するに先立ち，指標とする遺伝子16S rDNA及びITS配列が国際塩基配列

データベースGenBankに登録されているかどうか調査した．また種々の公定法や文献を参考に

して，塩化配列データベースとの相同性検索を行った際，同種とみなす目安，学名が変更と

なった際の基原の使用是非についての判断基準について示した．本研究で示した仮案をもと

に，既存添加物酵素の基原について，今後さらに検討していく必要がある． 



サビリティを有した情報に基づいて，同定を行

うことが望ましい． 
 既存添加物名簿が平成 8 年に作成されて 20
年が経過したが，その当時は従来の形態観察お

よび生理・生化学性状試験が同定法として用い

られていたのに対して，近年では，DNA塩基配
列を指標にした同定法が一般的で，学術分野に

留まらず企業の品質管理の現場でも頻繁に用

いられている．当該同定法は，以下の利点を有

している；①表現形質のみでは判別できない種

の同定が可能，②同定結果（塩基配列）の情報

共有が容易（トレーサビリティの確保），③人

為的，生物学的要因の影響を受けず，データが

客観的，④再現性に優れる．DNAを用いた微生
物種の同定法は，既に日本薬局方「遺伝子解析

による微生物の迅速同定法」として収載されて

おり 1)，ひろく認知された同定法といえる．微

生物の進化の歴史は rDNAに記録されていると
されており，第十七改正日本薬局方（以下，薬

局方，参考情報，G4. 微生物関連，遺伝子解析
による微生物の迅速同定法）では，細菌で 16S 
rDNA，真菌については 18S rDNAと 5.8S rDNA
間のスペーサー領域（ITS1）を指標としている
（Fig. 1）．両遺伝子とも，すべての微生物種に
有効なユニバーサルプライマーが設計可能で，

薬局方には，それぞれのプライマー配列セット

が記載されている 1)．ユニバーサルプライマー

を用いて，任意の微生物種由来の 16S rDNAま
たは ITS1を PCR増幅し，シークエンスにより
塩基配列を決定し，この配列情報を国際塩基配

列データベースと照合することで，種または属

レベルで同定できる．現在では，データベース

上に様々な微生物種由来の 16S rDNA及び ITS1
配列情報が登録されており，本法は表現形質を

指標にした従来法の代替法として大いに期待

できる．また，NCBIが提供する Taxonomyデー
タベースでは，国際塩基配列データベースに登

録されている塩基配列に由来する生物種名の

管理をしており，学名変更後の現行名を確認す

ることができる．DNAを指標にした種の同定法
を利用し，現在流通している既存添加物酵素の

微生物由来の基原を再同定すれば，トレーサビ

リティを確保した同定結果が得られるため，そ

の同定結果を，公定書成分規格中の定義（基原）

に反映すれば，既存添加物酵素の透明性が今ま

で以上に確保される．法的拘束力をもつ公定書

を運用する際，微生物由来の基原の学名が変更

となった際，学名の齟齬が生じ，既存添加物酵

素の基原として使用可能かの是非が問われる

が，DNA を指標にした再同定後は，NCBI 
Taxonomyを判断基準とすることが可能であり，
上述の問い合わせに対する行政対応の迅速化

を図る上でも望ましい． 
 そこで，本研究では，日本薬局方に準じた DNA
を用いた種の再同定の手法を応用するに先立

ち，既存添加物酵素の微生物由来の基原を対象

に，第 9版公定書に収載される微生物由来の基
原の16S rDNA及び ITS配列情報についてNCBI
が提供する塩基配列データベース GenBank に
登録されているかどうかを確認し，その情報を

整理した．また，DNAを用いた種の再同定を実
施した後，流動的な微生物の学名によって生じ

る基原の齟齬の問題に対して，使用の是非の判

断基準について考察したので報告する． 
 

B. 研究方法 
B-1. 既存添加物酵素の微生物由来の基原の
分類 
 第 9版公定書に収載される既存添加物酵素の
微生物由来の基原について，「細菌」，「放線菌」，

「酵母」，「糸状菌」，「担子菌」の 5つの群に分
類し，それぞれ Table 1～5に示した． 

B-2. GenBank上の 16S rDNAまたは ITS1塩
基配列情報の登録の有無の確認 
 以下の手順により，確認した． 
1. 米国生物工学情報センター（NCBI; National 

Center for Biotechnology Information）が提供
している塩基配列データベース GenBank
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）に
学名を入力し，その学名に由来する 16S 
rDNAまたは ITS1塩基配列の登録の有無を
確認し，確認できた場合は「〇」として

Tableに記入した． 
2. 1 で，入力した学名に由来する遺伝子が何
もヒットしない場合は，NCBI Taxonomy
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy）で



現行名を確認した．NCBI Taxonomyで現行
名が確認できない場合は，MycoBank 
Database （http://www.mycobank.org/），LPSN
（http://www.bacterio.net/）で現行名を確認
した．現行名を GenBankに入力し再度検索
を行い，入力した学名に由来する 16S 
rDNAまたは ITS1塩基配列の有無を確認し，
確認できた場合は「△」として Table に記
入し，備考欄に現行名を記入した．16S 
rDNAまたは ITS1塩基配列が確認できない
場合は「×」とした． 

3. 現行名が確認できなかった場合は，「■」と
して，トレーサビリティが得られない学名

と判断した． 
 

C. 研究結果及び考察 
C-1.「細菌」及び「放線菌」に属す基原 
 第 9 版公定書には，「細菌」由来の既存添加
物酵素として 86 基原が収載されている．基原
別による品目数を見てみると，Bacillus属 16品
目，次いで Bacillus subtilisが 11品目で最も多か
った（Table 1）．冒頭で述べたように，Bacillus属
で定義されると，セレウス菌（B. cereus）や炭
疽菌（B. anthracis）なども基原として使用可能
と解釈されることが懸念されるため，種まで明

確にする必要がある．「放線菌」（広義には細菌）

由来の既存添加物酵素では，25基原が収載され
ている．基原別による品目数を見てみると，

Streptomyces thermoviolaceus と Streptomyces 
violaceoruber が共に 19 品目で最も多かった
（Table 2）．「細菌」及び「放線菌」は DNA-DNA
分子交雑試験による相同値が 70%以上を示す
菌株同士を 1 つの菌種と定義している 2)．16S 
rDNAの全長配列（約1,500 bp）の相同値が98.7%
以上の場合には，DNA-DNA分子交雑試験の相
同値が 70%以上を示す可能性，つまり同種の可
能性があるとされている 3)．なお薬局方では 16S 
rDNAの上流約 800 bpまたは下流 800 bpの配列
を指標にして，データベースと照合し，90%以
上合致する上位にランクされた菌種を同一種

又は近縁種と判定する 1)．そこで，属及び sp.
で定義された基原を除く「細菌」56基原と「放
線菌」19基原について，16S rDNA配列が国際

塩基配列データベース GenBank に登録されて
いるのか調査した．「細菌」では，56基原中 52
基原の 16S rDNA配列が登録されていた（Table 
1）．16S rDNA 配列が登録されていなかった 4
基原のうち，Bacillus coagulans J4は，株レベル
での定義となっていた．16S rDNA 配列を指標
にした同定法では株レベルでの分類には，分解

能が低く対応できない．従って，トレーサビリ

ティの得られない学名と判断し，「グルコース

イソメラーゼ」の基原 Bacillus coagulansと同様
に，種レベルまでの定義とするのが望ましい．

「放線菌」についても GenBankに 16S rDNAが
登録されているのか調査したところ，19基原中
17基原が登録されていた（Table 2）．16S rDNA
配列が登録されていなかった 2基原のうち，「ア
ス コ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 」 の 基 原

Eupenicillium brefeldianumは「放線菌」ではなく，
「糸状菌」に分類されるため，第 9版公定書の
「アスコルビン酸オキシダーゼ」の定義を一部

修正する必要がある．Thermomonospora viridis
はトレーサビリティの得られない学名であっ

た． 
 

C-2.「酵母」に属す基原 
 第 9 版公定書には，「酵母」（広義には真菌）
由来の既存添加物酵素として 10 基原が収載さ
れている．薬局方では ITS1配列を指標にして，
データベースと照合し，90%以上合致する上位
にランクされた菌種を同一種又は近縁種と判

定する 1)．また，日本薬学会協定衛生試験法で

は，26S rDNAの部分塩基配列（D1/D2領域）を
指標にして，99%以上の類似度を示した菌種を
同一種と同定する 4)．杉田らは，「酵母」

Trichosporon属（17種 5変種）を用いて，同種
の場合，DNA-DNA分子交雑試験による相同値
が 80%以上であり，その際に与えられる ITS1及
び ITS2領域（5.8S rDNAと 26S rDNA間のスペ
ーサー領域）の相同値が 99%以上であることを
報告している 5)．衛生試験法では，杉田らの報

告を引用し，ITS 領域を指標にしても同等の結
果が得られるとしている．そこで，属で定義さ

れた基原を除く 6基原について，ITS領域の配
列（ITS1及び ITS2を含む）が GenBankに登録



されているのか調査した．その結果，6 基原の
ITS 配列が登録されていることを確認できた
（Table 3） 
 

C-3.「糸状菌」及び「担子菌」に属す基原 
 第 9 版公定書には，「糸状菌」由来の既存添
加物酵素として 80 基原が収載されている．基
原別による品目数を見てみると，Aspergillus 
nigerが 25品目，次いで Aspergillus oryzaeが 16
品目で最も多かった（Table 4）．「担子菌」由来
の既存添加物酵素では，11基原が収載されてい
る（Table 5）．「糸状菌」及び「担子菌」は，広
義には真菌にあたり，同種間における任意の指

標遺伝子の相同値についての知見は少ないが，

多くの実験データに基づき，「D1/D2 領域又は
ITS領域の相同値が 99%以上のとき，同種とみ
なす」ことが支持されている 1), 4), 6)．そこで，属

及び sp.で定義された基原を除く「糸状菌」65
基原と「担子菌」6 基原について，ITS 配列が
GenBank に登録されているのか調査した．「糸
状菌」では 65基原中 57基原の ITS配列が登録
されていた．ITS 配列が登録されていなかった
8基原のうち，4基原は D1/D2領域の配列も登
録されていなかった．また残る 4基原はトレー
サビリティの得られない学名であった．「担子

菌」では 6基原中 6基原の ITS配列の登録が確
認できた． 
 

C-4. 16S rDNA，ITS配列以外の指標遺伝子 
 16S rDNAまたは ITS 配列を指標とした場合
でも一義的に微生物種を同定することができ

ないことも報告されている．特に「糸状菌」の

Aspergillus 属，Penicillium 属では，異なる種間
でも ITSの相同値が 99%以上となることもある
ことから，ITS 配列は種の絞り込みとして利用
し，実際の同定は，別のタンパク質遺伝子を利

用する．Aspergillus属 7)，Penicillium属 8)ではβ-
チューブリン遺伝子やカルモジュリン遺伝子

が有効とされており，データベースも拡充され

ている．このことから，DNAを用いた種の再同
定を実施するにあたり，合理性があれば，16S 
rDNA，ITS配列以外の遺伝子も指標とするのが
科学的に妥当である． 

 

C-5. 相同値の目安及び学名変更後の基原の
使用是非の判断基準 
 日本薬局方「遺伝子解析による微生物の迅速

同定法」を参考に，「DNAを指標にした既存添
加物酵素の基原同定法（仮称）」を酵素の基原

の判断基準の仮案として別紙に示した．「細菌」

「放線菌」については，16S rDNA の全長配列
を指標として，データベース上の塩基配列と

98.7%以上の相同値を示したとき，その塩基配
列に由来する微生物種と同種と見なす．「酵母」

「糸状菌」「担子菌」については，ITS1 配列を
指標としてデータベース上の塩基配列と 99%
以上の相同値を示したとき，その塩基配列に由

来する微生物種と同種と見なす．なお，合理性

があれば，16S rDNA及び ITS1以外の遺伝子配
列も指標にして良いものとする． 
 Fig. 2には，「DNAを指標にした既存添加物酵
素の基原同定法（仮称）」を第 9 版公定書に収
載される既存添加物酵素の微生物由来の基原

に対して実施後，種名を管理する体制の案を示

した．既存添加物名簿作成から 20 年が経過し
ているが，本研究で提示した案，すなわち，DNA
を指標にした同定法により，現時点での科学的

に妥当と考えられる基原の学名を第 10 版公定
書に反映可能であると考えられる．学名の設定

根拠は，指標遺伝子配列及び国際塩基配列デー

タべースをよりどころとするため，例えば，第

10版公定書で学名を Aと設定したが，最新の研
究により学名が Bとなった場合でも，国際塩基
配列データベースとリンクする NCBI 
Taxonomyから Aと Bの関係を確認できれば，
トレーサビリティを確保していると判断し，そ

の菌株の使用を認めるということが説明でき，

そして，必要に応じて，学名 Bは第 11版公定
書に反映することができるように整理した案

である．ここで示した案には議論されるべきこ

とが多く残されており，今後も検討が必要であ

る． 
 

D. 結論 
 第 9版公定書に収載される既存添加物酵素の
微生物由来の基原について，16S rDNA または



ITS配列が国際塩基配列データベース GenBank
に登録されているのか調査した．その結果，「細

菌」52/56 基原，「放線菌」17/19 基原，「酵母」
6/6 基原，「糸状菌」57/65 基原，「担子菌」6/6
基原の配列が登録されていた．配列が登録され

ていなかった基原の中には，トレーサビリティ

の得られない学名，すなわち公定書に記載する

基原としてふさわしくない学名であるものが

散見された． 
 微生物などの学名が流動的である基原に対し

て規格を整備するためには，統一された方法，

指針に基づいて情報を整理する必要がある．本

研究で提示する同定法を実施すると，第 10 版
で基原の大幅な改正が求められ，さらにその後

も最新の研究により学名が変更となる基原も

でてくることが予想されるが，これについては

NCBI Taxonomy から得られる旧名と現行名を
確認することで，基原の使用の是非を判断する

など，今後，一定の判断基準を設定しておく必

要があると思われる． 
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Table 1. 細菌群における既存添加物酵素の基原種（77基原） 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Aeromonas caviae アミノペプチダーゼ 1 ○   
Aeromonas属 キチナーゼ、キトサナーゼ 2 ー   
Agrobacterium radiobacter α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ○   
Alcaligenes latus α-アミラーゼ 1 ○   
Alcaligenes属 リパーゼ 1 ー   
Alteromonas macleodii アルギン酸リアーゼ 1 ○   
Anoxybacillus caldiproteolyticus シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ 1 ○   
Arthrobacter属 α-アミラーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、インベルターゼ、ウレアーゼ、グルカナーゼ、フルクトシル

トランスフェラーゼ、リパーゼ 
7 ー   

Bacillus amyloliquefaciens α-アミラーゼ、β-アミラーゼ、グルカナーゼ、グルタミナーゼ、プロテアーゼ 5 ○   
Bacillus cereus レンネット 1 ○   
Bacillus circulans α-アミラーゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルタミナーゼ、セルラーゼ 4 ○   
Bacillus clausii プロテアーゼ 1 ○   
Bacillus coagulans グルコースイソメラーゼ 1 ○   
Bacillus coagulans J4 プロテアーゼ 1 ■   
Bacillus flexus β-アミラーゼ 1 ○   
Bacillus halodurans プロテアーゼ、ヘミセルラーゼ 2 ○   
Bacillus lentus プロテアーゼ 1 ○   
Bacillus licheniformis α-アセトラクタートデカルボキシラーゼ、α-アミラーゼ、アミノペプチダーゼ、プロテアーゼ 4 ○   
Bacillus mannanilyticus ヘミセルラーゼ 1 ○   
Bacillus polymyxa β-アミラーゼ、プロテアーゼ 2 △ Paenibacillus 

polymyxa(NCBI 
Taxonomy) 

Bacillus stearothermophilus α-アミラーゼ、α-ガラクトシダーゼ、プロテアーゼ 3 △ Geobacillus 
stearothermophilus 
(NCBI Taxonomy) 

Bacillus subtilis α-アセトラクタートデカルボキシラーゼ、α-アミラーゼ、β-アミラーゼ、グルカナーゼ、グルタミナーゼ、プロ
テアーゼ、ペクチナーゼ、ヘミセルラーゼ、マルトトリオヒドロラーゼ、リパーゼ、セルラーゼ 

11 ○   

Table 1. 細菌群における既存添加物酵素の基原種（77基原）-続き- 



学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Bacillus thermoproteolyticus プロテアーゼ 1 ×  
Bacillus属 アガラーゼ、α-グルコシダーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、β-グルコシダーゼ、イソアミラーゼ、イン

ベルターゼ、キトサナーゼ、グルコアミラーゼ、シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ、トランスグル
タミナーゼ、パーオキシダーゼ、フルクトシルトランスフェラーゼ、プルラナーゼ、ペプチダーゼ、ホスホリパ
ーゼ、ムラミダーゼ 

16 ー   

Brevibacterium属 シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ 1 ー   
Burkholderia ginsengisoli α-グルコシダーゼ 1 〇   
Burkholderia plantarii リパーゼ 1 〇   
Burkholderia pyrrocinia リパーゼ 1 〇   
Burkholderia ubonensis リパーゼ 1 〇   
Cellulosimicrobium cellulans α-アミラーゼ、グルカナーゼ、マルトトリオヒドロラーゼ 3 〇   
Chromobacterium viscosum リパーゼ 1 ×  
Corynebacterium属 シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ 1 ー   
Erwinia属 α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ー   
Escherichia coli レンネット 1 〇   
Flavobacterium multivorum アルギン酸リアーゼ 1 △ Sphingobacterium 

multivorum (NCBI 
Taxonomy) 

Flavobacterium odoratum イソアミラーゼ 1 △ Myroides odoratus(NCBI 
Taxonomy) 

Flavobacterium sp. アルギン酸リアーゼ 1 ー   
Geobacillus caldoproteolyticus プロテアーゼ 1 〇   
Geobacillus pallidus α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 △ Aeribacillus pallidus 

(NCBI Taxonomy) 
Geobacillus stearothermophilus α-グルコシルトランスフェラーゼ、シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ、プロテアーゼ 3 ○   
Geobacillus thermocatenulatus リパーゼ 1 ○   
Gluconobacter oxydans α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ○   
Halomonas aquamarina α-グルコシダーゼ 1 ○   
Table 1. 細菌群における既存添加物酵素の基原種（77基原）-続き- 
 



学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Klebsiella属 プルラナーゼ 1 ー   
Lactobacillus casei アミノペプチダーゼ 1 ○   
Lactobacillus fermentum ウレアーゼ 1 ○   
Lactococcus lactis アミノペプチダーゼ、ペプチダーゼ 2 ○   
Leuconostoc mesenteroides α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ○   
Lysobacter enzymogenesis グルカナーゼ、プロテアーゼ 2 ○   
Microbacterium imperiale α-アミラーゼ 1 ○   
Microbacterium saccharophilum フルクトシルトランスフェラーゼ 1 ○   
Microbacterium属 マルトトリオヒドロラーゼ 1 ー   
Micrococcus luteus カタラーゼ 1 ○   
Micrococcus lysodeikticus カタラーゼ 1 △ Micrococcus luteus (NCBI 

Taxonomy) 
Naxibacter sp. イソアミラーゼ 1 ー   
Paenibacillus alginolyticus α-アミラーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ 2 ○   
Paenibacillus campinasensis シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ 1 ○   
Paenibacillus curdlanolyticus グルカナーゼ 1 ○   
Paenibacillus macerans シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ 1 ○   
Paenibacillus sp. トレハロースホスホリラーゼ、マルトースホスホリラーゼ 2 ー   
Paenibacillus taichungensis キチナーゼ 1 ○   
Pimelobacter属 α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ー   
Plesiomonas属 トレハロースホスホリラーゼ、マルトースホスホリラーゼ 2 ー   
Protaminobacter属 α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ー   
Pseudomonas amyloderamosa イソアミラーゼ 1 ×  
Pseudomonas paucimobilis グルカナーゼ、プロテアーゼ 2 △ Sphingomonas 

paucimobilis (NCBI 
Taxonomy) 

Pseudomonas stutzeri エキソマルトテトラオヒドロラーゼ 1 ○   
     
Table 1. 細菌群における既存添加物酵素の基原種（77基原）-続き- 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 



Pseudomonas属 アガラーゼ、α-グルコシダーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、アルギン酸リアーゼ、エステラーゼ、グ
ルコアミラーゼ、リパーゼ 

7 ー   

Pullulanibacillus naganoensis プルラナーゼ 1 ○   
Serratia marcescens リパーゼ 1 ○   
Serratia属 α-アセトラクタートデカルボキシラーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ 2 ー   
Sporosarcina globispora α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ○   
Streptococcus属 β-ガラクトシダーゼ 1 ー   
Sulfolobus solfataricus α-アミラーゼ、トランスグルコシダーゼ、プルラナーゼ 3 ○   
Thermus属 α-グルコシルトランスフェラーゼ 1 ー   
Xanthomonas属 アルギン酸リアーゼ 1 ー   
Zymomonas mobilis フルクトシルトランスフェラーゼ 1 ○   
〇，GeneBank 上に 16S rDNA 配列が登録されている；△，GeneBank 上に 16S rDNA 配列が登録されているが，基原の学名が現行名と異なる；×，GenBank 上に 16S rDNA 配列が登
録されていない；■，基原の学名がトレーサビリティの得られない学名であり，16S rDNA 配列の登録の有無が確認できない． 

 

  



Table 2. 放線菌群における既存添加物酵素の基原種（25基原） 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Actinomadura属 ホスホリパーゼ 1 ー   
Actinomyces属 セルラーゼ、ムラミダーゼ 2 ー   
Actinoplanes missouriensis グルコースイソメラーゼ 1 ○   
Amycolatopsis orientalis キチナーゼ 1 ○   
Eupenicillium brefeldianum アスコルビン酸オキシダーゼ 1 ー 糸状菌 
Kitasatospora sp. ホスホリパーゼ 1 ー   
Nocardiopsis 属 ホスホリパーゼ 1 ー   
Saccharomonospora viridis α-アミラーゼ 1 ○   
Streptomyces aureus 5'-デアミナーゼ、ホスホジエステラーゼ 2 ○   
Streptomyces avermitilis 5'-デアミナーゼ、α-アミラーゼ、α-グルコシダーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、β-グルコシダー

ゼ、アミノペプチダーゼ、カルボキシペプチダーゼ、キシラナーゼ、キトサナーゼ、グルカナーゼ、ペプチダ
ーゼ、ヘミセルラーゼ、ホスホジエステラーゼ、ホスホリパーゼ、ポリフェノールオキシダーゼ、マルトトリオ
ヒドロラーゼ 

16 ○   

Streptomyces cinnamonensis マルトトリオヒドロラーゼ 1 ○   
Streptomyces cinnamoneus 5'-デアミナーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、アスコルビン酸オキシダーゼ、アミノペプチダーゼ、カ

ルボキシペプチダーゼ、キトサナーゼ、ペプチダーゼ、ホスホジエステラーゼ、ホスホリパーゼ 
9 ○   

Streptomyces griseofuscus グルコースイソメラーゼ 1 ○   
Streptomyces griseus 5'-デアミナーゼ、α-アミラーゼ、α-グルコシダーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、β-グルコシダー

ゼ、アミノペプチダーゼ、カルボキシペプチダーゼ、キトサナーゼ、グルカナーゼ、グルコースイソメラーゼ、
ペプチダーゼ、ホスホジエステラーゼ、ホスホリパーゼ、マルトトリオヒドロラーゼ 

14 ○   

Streptomyces lividans ホスホリパーゼ 1 ○   
Streptomyces murinus 5'-デアミナーゼ、グルコースイソメラーゼ 2 ○   
Streptomyces 
phaeochromogenes 

グルコースイソメラーゼ 1 ○   

Streptomyces polychromogenes ホスホリパーゼ 1 ○   
Streptomyces rubiginosus グルコースイソメラーゼ 1 ○   
Streptomyces sp. グルコースイソメラーゼ 1 ー   
     
     



Table 2. 放線菌群における既存添加物酵素の基原種（25基原）-続き- 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Streptomyces thermoviolaceus 5'-デアミナーゼ、α-アミラーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、β-グルコシダーゼ、アミノペプチダー

ゼ、エキソマルトテトラオヒドロラーゼ、カルボキシペプチダーゼ、キシラナーゼ、キトサナーゼ、グルカナ
ーゼ、グルコースイソメラーゼ、シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ、パーオキシダーゼ、ペクチ
ナーゼ、ペプチダーゼ、ヘミセルラーゼ、ホスホジエステラーゼ、ホスホリパーゼ、マルトトリオヒドロラーゼ 

19 ○   

Streptomyces violaceoruber 5'-デアミナーゼ、α-アミラーゼ、α-グルコシダーゼ、α-グルコシルトランスフェラーゼ、アスコルビン酸オキ
シダーゼ、アミノペプチダーゼ、エキソマルトテトラオヒドロラーゼ、カルボキシペプチダーゼ、キシラナー
ゼ、キトサナーゼ、グルカナーゼ、グルコースイソメラーゼ、パーオキシダーゼ、ペクチナーゼ、ペプチダー
ゼ、ヘミセルラーゼ、ホスホジエステラーゼ、ホスホリパーゼ、マルトトリオヒドロラーゼ 

19 ○   

Streptomyces属 β-アミラーゼ、キチナーゼ、セルラーゼ、トランスグルタミナーゼ、プロテアーゼ、ムラミダーゼ、リパーゼ 7 ー   
Streptoverticillium mobaraense トランスグルタミナーゼ 1 ○   
Thermomonospora viridis α-アミラーゼ 1 ■   
〇，GeneBank 上に 16S rDNA 配列が登録されている；△，GeneBank 上に 16S rDNA 配列が登録されているが，基原の学名が現行名と異なる；×，GenBank 上に 16S rDNA 配列が登
録されていない；■，基原の学名がトレーサビリティの得られない学名であり，16S rDNA 配列の登録の有無が確認できない． 

 

  



Table 3. 酵母群における既存添加物酵素の基原種（10基原） 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 

Candida属 エステラーゼ、グルタミナーゼ、リパーゼ 3 ー   
Geotrichum klebahnii ペクチナーゼ 1 ○   
Kluyveromyces fragillus β-ガラクトシダーゼ 1 △ Kluyveromyces 

marxianus (NCBI 
Taxonomy) 

Kluyveromyces lactis インベルターゼ、β-ガラクトシダーゼ、レンネット 3 ○   
Pseudozyma hubeiensis アミノペプチダーゼ、カルボキシペプチダーゼ 2 ○   
Saccharomyces cerevisiae インベルターゼ、カルボキシペプチダーゼ 2 〇   
Saccharomyces属 カタラーゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルカナーゼ、グルコアミラーゼ、α-グルコシダーゼ、プロテアーゼ 6 ー   
Sporobolomyces singularis β-ガラクトシダーゼ 1 ○   
Torulopsis属 エステラーゼ 1 ー   
Trichosporon属 ペクチナーゼ 1 ー   
〇，GeneBank上に ITS 配列が登録されている；△，GeneBank上に ITS 配列が登録されているが，基原の学名が現行名と異なる；×，GenBank上に ITS 配列が登録されていない；■，基
原の学名がトレーサビリティの得られない学名であり，ITS 配列の登録の有無が確認できない． 

 

  



Table 4. 糸状菌群における既存添加物酵素の基原種（78基原） 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Absidia属 α-グルコシダーゼ 1 ー   
Acremonium cellulolyticus セルラーゼ 1 〇   
Acremonium chrysogenum グルコースオキシダーゼ 1 〇   
Acremonium属 α-グルコシダーゼ、グルコアミラーゼ 2 ー   
Alternaria属 パーオキシダーゼ、ポリフェノールオキシダーゼ 2 ー   
Aspergillus aculeatus α-ガラクトシダーゼ、β-グルコシダーゼ、イヌリナーゼ、インベルターゼ、カタラーゼ、キシラナーゼ、グルカ

ナーゼ、グルコースオキシダーゼ、セルラーゼ、ペクチナーゼ、ヘミセルラーゼ 
11 ○   

Aspergillus alliaceus ペクチナーゼ 1 ○   
Aspergillus aureus α-アミラーゼ 1 ×  
Aspergillus awamori α-ガラクトシダーゼ、インベルターゼ、カタラーゼ、キシラナーゼ、セルラーゼ、ペクチナーゼ、ヘミセルラ

ーゼ、リパーゼ 
8 ○   

Aspergillus carbonarius ペクチナーゼ 1 ○   
Aspergillus foetidus α-アミラーゼ、カタラーゼ 2 ○   
Aspergillus japonicus インベルターゼ、ペクチナーゼ、リパーゼ 3 ○   
Aspergillus melleus 5'-デアミナーゼ、アシラーゼ、プロテアーゼ 3 ○   
Aspergillus niger α-アミラーゼ、α-ガラクトシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、β-グルコシダーゼ、アントシアナーゼ、イヌリナ

ーゼ、インベルターゼ、カタラーゼ、キシラナーゼ、キチナーゼ、キトサナーゼ、グルカナーゼ、グルコース
オキシダーゼ、酸性ホスファターゼ、セルラーゼ、トランスグルコシダーゼ、フィターゼ、プロテアーゼ、ペク
チナーゼ、ペプチダーゼ、ヘミセルラーゼ、ホスホジエステラーゼ、ホスホリパーゼ、ポリフェノールオキシダ
ーゼ、リパーゼ 

25 ○   

Aspergillus niger var. awamori タンナーゼ 1 ○   
Aspergillus ochraceus アシラーゼ 1 ○   
Aspergillus oryzae 5'-デアミナーゼ、α-アミラーゼ、β-アミラーゼ、β-ガラクトシダーゼ、β-グルコシダーゼ、アミノペプチダー

ゼ、アントシアナーゼ、キチナーゼ、酸性ホスファターゼ、タンナーゼ、パーオキシダーゼ、プロテアーゼ、
ペプチダーゼ、ヘミセルラーゼ、ホスホリパーゼ、リパーゼ 

16 ○   

Aspergillus phoenicis α-ガラクトシダーゼ、イヌリナーゼ、カタラーゼ、プロテアーゼ、リパーゼ 5 ○   
Aspergillus pulverulentus β-グルコシダーゼ、ペクチナーゼ 2 ○   
Aspergillus saitoi プロテアーゼ 1 ○   
Table 4. 糸状菌群における既存添加物酵素の基原種（78基原）-続き- 



学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Aspergillus sojae プロテアーゼ、ペプチダーゼ 2 ○   
Aspergillus usamii トランスグルコシダーゼ、ナリンジナーゼ、ペクチナーゼ、ヘミセルラーゼ、リパーゼ 5 〇   
Aspergillus属 α-グルコシダーゼ、エステラーゼ、カルボキシペプチダーゼ、グルコアミラーゼ、グルコースイソメラーゼ、グ

ルタミナーゼ、フルクトシルトランスフェラーゼ、ヘスペリジナーゼ 
8 ー   

Chaetomium erraticum デキストラナーゼ 1 ×   
Chaetomium gracile デキストラナーゼ 1 〇   
Coriolus属 ポリフェノールオキシダーゼ 1 ー   
Cryphonectria parasitica レンネット 1 〇   
Disporotrichum 
dimorphosporum 

キシラナーゼ 1 ■   

Geosmithia emersonii グルカナーゼ １ △ Rasamsonia emersonii 
(NCBI Taxonomy) 

Geotrichum candidum リパーゼ 1 〇   
Humicola grisea グルコアミラーゼ 1 〇   
Humicola insolens キシラナーゼ、グルカナーゼ、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ 4 〇   
Humicola属 リパーゼ 1 ー   
Leptographium procerum ホスホジエステラーゼ 1 〇   
Monascus pilosus プロテアーゼ 1 〇   
Monascus purpureus プロテアーゼ 1 〇   
Mortierella属 α-ガラクトシダーゼ 1 ー   
Mucor circinelloides プロテアーゼ 1 〇   
Mucor circinelloides f. 
circinelloides 

リパーゼ 1 〇   

Mucor javanicus プロテアーゼ、リパーゼ 2 ×  
Mucor miehei プロテアーゼ、リパーゼ、レンネット 3 〇   
Mucor pusillus Lindt レンネット 1 △ Rhizomucor pusillus 

(NCBI Taxonomy) 
Mucor rouxii プロテアーゼ 1 〇   
Table 4. 糸状菌群における既存添加物酵素の基原種（78基原）-続き- 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 



Mucor spp. レンネット 1 ー   
Myrothecium verrucaria ポリフェノールオキシダーゼ 1 〇   
Oidiodendron属 パーオキシダーゼ 1 ー   
Penicillium amagasakiense カタラーゼ 1 ×  
Penicillium camembertii リパーゼ 1 〇   
Penicillium chrysogenum リパーゼ 1 〇   
Penicillium citrinum プロテアーゼ、ホスホジエステラーゼ 2 〇   
Penicillium decumbens β-グルコシダーゼ、アントシアナーゼ、ナリンジナーゼ、ヘスペリジナーゼ 4 〇   
Penicillium duponti プロテアーゼ 1 ■   
Penicillium funiculosum グルカナーゼ、セルラーゼ 2 〇   
Penicillium lilacinum デキストラナーゼ 1 〇   
Penicillium multicolor β-ガラクトシダーゼ、β-グルコシダーゼ、ヘミセルラーゼ 3 〇   
Penicillium purpurogenum イヌリナーゼ 1 〇   
Penicillium roqueforti フルクトシルトランスフェラーゼ、リパーゼ 2 〇   
Penicillium属 グルコースオキシダーゼ、マルトトリオヒドロラーゼ 2 ー   
Rasamsonia emersonii キシラナーゼ、グルカナーゼ 2 〇   
Rhizomucor miehei プロテアーゼ、リパーゼ、レンネット 3 〇   
Rhizomucor pusillus レンネット 1 〇   
Rhizopus arrhizus リパーゼ 1 〇   
Rhizopus chinensis プロテアーゼ 1 △ Rhizopus microsporus 

var. chinensis (NCBI 
Taxonomy) 

Rhizopus delemar グルカナーゼ、グルコアミラーゼ、プロテアーゼ、リパーゼ 4 〇   
Rhizopus japonicus リパーゼ 1 〇   
Rhizopus miehei リパーゼ 1 ■   
Rhizopus niveus グルコアミラーゼ、プロテアーゼ、リパーゼ 3 〇   
Rhizopus oryzae β-ガラクトシダーゼ、アミノペプチダーゼ、グルコアミラーゼ、プロテアーゼ、ペクチナーゼ、ペプチダーゼ、

リパーゼ 
7 〇   

Table 4. 糸状菌群における既存添加物酵素の基原種（78基原）-続き- 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Rhizopus属 リポキシゲナーゼ 1 ー   



Trichoderma harzianum β-グルコシダーゼ、キチナーゼ、グルカナーゼ、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ 5 〇   
Trichoderma insolens セルラーゼ 1 ■   
Trichoderma koningii キシラナーゼ、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ 3 〇   
Trichoderma lignorum 

アスコルビン酸オキシダーゼ 1 △ 
Trichoderma viride 
(NCBI Taxonomy) 

Trichoderma longibrachiatum β-グルコシダーゼ、キシラナーゼ、グルカナーゼ、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ 5 〇   
Trichoderma reesei β-グルコシダーゼ、キシラナーゼ、キチナーゼ、キトサナーゼ、グルカナーゼ、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ 7 〇   
Trichoderma viride キシラナーゼ、キトサナーゼ、グルカナーゼ、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ 5 〇   
Trichoderma属 イヌリナーゼ、ペクチナーゼ 2 ー   
Verticillium属 キトサナーゼ 1 ー   
〇，GeneBank上に ITS 配列が登録されている；△，GeneBank上に ITS 配列が登録されているが，基原の学名が現行名と異なる；×，GenBank上に ITS 配列が登録されていない；■，基
原の学名がトレーサビリティの得られない学名であり，ITS 配列の登録の有無が確認できない． 

 

  



Table 5. 担子菌群における既存添加物酵素の基原種（11基原） 
学名 酵素品目 品目数 GenBank 備考 
Coliolus属 アガラーゼ 1 ー   
Coprinus cinereus パーオキシダーゼ 1 〇   
Corticium rolfsii グルコアミラーゼ 1 △ Athelia rolfsiit (NCBI 

Taxonomy) 
Corticium属 セルラーゼ、ペクチナーゼ、ヘミセルラーゼ、ホスホリパーゼ 4 ー   
Cyathus属 ポリフェノールオキシダーゼ 1 ー   
Irpex lacteus レンネット 1 〇   
Irpex属 セルラーゼ 1 ー   
Polyporus cinereus ポリフェノールオキシダーゼ 1 △ Trametes hirsuta 

(Mycobank→NCBI 
Taxonomy) 

Polyporus versicolor ポリフェノールオキシダーゼ 1 △ Trametes versicolor 
(Mycobank→NCBI 
Taxonomy) 

Pycnoporus coccineus グルカナーゼ、セルラーゼ、プロテアーゼ、ヘミセルラーゼ、ポリフェノールオキシダーゼ 5 〇   
Trametes属 ポリフェノールオキシダーゼ 1 ー   
〇，GeneBank上に ITS 配列が登録されている；△，GeneBank上に ITS 配列が登録されているが，基原の学名が現行名と異なる；×，GenBank上に ITS 配列が登録されていない；■，基
原の学名がトレーサビリティの得られない学名であり，ITS 配列の登録の有無が確認できない． 

 

 



 

 

 
Fig. 1．日本薬局方における細菌及び真菌の指標遺伝子 

 

 

Fig. 2．DNAを指標にした既存添加物酵素の基原の再同定実施後の種名管理体制（案） 
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別紙 

 

ここに記載された内容は，日本薬局方「遺伝子解析による微生物の迅速同定法」を参考にして作成

したものであり，今後さらに検討していくものである． 

 

DNAを指標にした既存添加物酵素の基原同定法（仮称） 

 
 本法は，既存添加物酵素の微生物由来の基原を遺伝子解析法によって種又は属レベルで同定又は

推定する手法を示す．微生物の同定法は，微生物固有の形態や生理・生化学性状，菌体成分の解析

等を組み合わせて，分類階級の上位から下位に進めていく表現形質解析法が広く用いられてきた．

表現形質による微生物同定用キットも数多く市販されているが，既存添加物酵素の微生物の中には，

同定できないものも多い．また，表現形質による同定法は，一般に専門知識が必要な上，結果の判

定が客観性に欠ける恐れがある． 

 微生物の進化の歴史はリボソームRNA（rRNA）に記録されているとされており，近年の微生物

分類学ではこの記録をもとに，系統発生的に区分する手法が採用されている．本法は，「細菌」「放

線菌」については，16S rRNAの高度可変領域の一部，「糸状菌」「酵母」「担子菌」については18S 

rRNAと5.8S rRNA間のスペーサー領域（ITS1）の遺伝子配列を自動解析し，データベースと照合す

ることによって微生物を迅速に同定又は推定する手法を示す．なお，本法は他の同定法にとって代

わるものではない．また，本法に示した方法は，用いる装置や材料，実施者の経験などによって変

更可能である．また，本法に示した以外の遺伝子領域も合理性があれば使用可能である． 

 

装置 

（1） DNA自動解析装置 

 DNAの塩基配列を読み取る（シークエンスする）装置で，ゲル板法やキャピラリー法など，

種々の機種がある． 

（2） DNA増幅装置 

 被検菌の標的 DNAの増幅（PCR）に用いる．また，PCR産物をシークエンシング試薬で標

識するためにも用いる． 

操作法 

 以下，操作法の一例を示す． 

1. 鋳型 DNAの調製 

 同定対象とする微生物は純培養されていることが重要である．被検菌が集落の場合は，1.5 mL

遠心チューブに被検菌処理液を 0.3 mL入れ，これに滅菌竹串などで集落の一部（カビの場合は，

ごく少量）をとり懸濁させる．被検菌が液体培養物の場合は，1.5 mL遠心チューブに培養物を

0.5 mLとり，10000 rpmで 10分間遠心後，上清を除去し，残留物に被検菌処理液を 0.3mL入れ



て懸濁させる．ヒーターを用いて懸濁液を 100℃で 10分間加熱する．細菌，酵母類は一般に，

加熱処理物でも PCRはかかるが，カビの中には集落を用いると PCR反応を阻害するものもあ 

る．その場合には，液体培養物から DNA抽出を行った方が良い． 

2. PCR 

 PCR反応液に加熱処理した菌液の上清又は DNA抽出物を 2mL加え，「細菌」「放線菌」の場

合は 10F/1500Rプライマーセット，「糸状菌」「酵母」「担子菌」の場合は ITS1F/ITS1Rプライ

マーセットを添加して以下の条件で PCRを行う．94℃，30秒→55℃，60秒→72℃，60秒の反

応を 30サイクル．「細菌」「放線菌」の場合は約 1500 bp，「糸状菌」「酵母」「担子菌」の場合

は菌種により約 150～470 bpの DNA 断片が増幅生成する．PCRを行う際には，陰性対照（菌

液の代わりに水）を置くこと． 

3. PCR 産物の検出 

 反応終了後の PCR液 5 µLを 1 µLのローディング緩衝液と混合し，1.5 w/v%アガロースゲル

のウェルに添加し，1倍 TAE緩衝液を用いて電気泳動する．この際，適当な DNAサイズマー

カーも並行して泳動する．泳動後，トランスイルミネーター（主波長：312 nm）で観察し，鮮

明な 1本の標的サイズバンドが得られていることを確認する．複数のバンドが確認された場合

には，標的バンドを切り出し，適当な市販 DNA抽出キットを用いて DNAの抽出を行う． 

4. PCR 産物の精製 

 未反応物（dNTPやプライマーなど）を除去するための方法としてはいろいろある．採用す

る方法のプロトコルに従って精製する． 

5. 精製 DNA の定量 

 精製 DNA量を分光光度計で測定する場合には，OD260 nm ＝ 50 mg/mLで換算する． 

6. 精製 PCR 産物の標識 

 DNA解析装置又はそのプログラムに合った蛍光標識シークエンシング試薬を用い，PCR産

物を標識する． 

7. シークエンシング反応物の精製 

 1.5 mL遠心チューブに薄めたエタノール（7→10）を 75 µL入れ，反応終了物を移す．氷中

に 20分間放置後，15000 rpmで 20分間遠心する．遠心終了後，上清を除去し，薄めたエタノ

ール（7→10）250 µLを加え，15000 rpmで 5分間遠心する．上清を除去し，乾燥させる． 

8. 塩基配列の解析 

 DNA解析装置やシークエンス試薬に合った方法で処理した試料を DNA解析装置にセットし，

塩基配列を読み取る．得られた塩基配列を BLAST検索によりデータベースと照合する． 

判 定 

 「細菌」「放線菌」の場合，得られた塩基配列とデータベースとが 98.7%以上合致した場合，「糸

状菌」「酵母」「担子菌」の場合，99%以上合致した場合，以下のように判定できる． 



1. 「細菌」「放線菌」の場合は，10Fプライマー及び 1500Rプライマーで読み取った塩基を BLAST

を用いて検索し，上位にランクされた菌種を被検菌と同一種又は近縁種と判定する． 

2. 真菌の場合は，ITS1Fプライマーで読み取った領域を BLASTを用いて検索し，上位にランクさ

れた菌種を被検菌と同一種又は近縁種と判定する． 

試薬・試液 

（1） エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム試液，0.5 mol/L 

エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム二水和物 18.6 gを水に溶かし，100 mLとする． 

（2） トリス緩衝液，1 mol/L，pH 8.0 

2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール 24.2 gを水に溶かし，0.2 mol/L塩酸試液を

加えて pH8.0に調整した後，水を加えて 200 mLとする． 

（3） TE 緩衝液 

pH 8.0の 1 mol/Lトリス緩衝液 1.0 mLに 0.5 mol/Lエチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム

試液 0.2 mLを加えた後，水を加えて 100 mLとする． 

（4） 被検菌処理液 

ポリオキシエチレン(10)オクチルフェニルエーテルを 1 vol%含む TE緩衝液を小分けし，使用

時まで凍結保存する． 

た後，水を加えて 100 mLとする． 

（5） PCR 反応液 

10倍緩衝液*    35 µL 

dNTP 溶液**（各 2.5 mmol/L）  34 µL 

10 mmol/L センスプライマー  31 µL 

10 mmol/L アンチセンスプライマー 31 µL 

耐熱性 DNA ポリメラーゼ（1 U/mL） 31 µL 

水     36 µL 

*10倍緩衝液 

2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3- 

プロパンジオール・塩酸（pH 8.4）  100 mmol/L 

塩化カリウム    500 mmol/L 

塩化マグネシウム      20 mmol/L 

ゼラチン              0.1 g/L 

**dNTP溶液（dGTP，dATP，dCTP，dTTPの等モル混合液） 

dGTP（2'-デオキシグアノシン 5'-トリフォス 

フェート，ナトリウム塩）   2.5 mmol/L 

dATP（2'-デオキシアデノシン 5'-トリフォス 

フェート，ナトリウム塩）   2.5 mmol/L 



dCTP（2'-デオキシシチジン 5'-トリフォス 

フェート，ナトリウム塩）   2.5 mmol/L 

dTTP（2'-デオキシチミジン 5'-トリフォス 

フェート，ナトリウム塩）   2.5 mmol/L 

 なお，これらの成分を有する適当な製品を記載に従って用いてもよい． 

（6） シークエンシング試薬 

 シークエンシング方式には，プライマーを標識するダイプライマー（dye-primer）法，dNTPター

ミネーターを標識するダイターミネーター（dye-terminator）法など，種々の方法がある．DNA自動

解析装置やプログラムに合った適切な試薬キットを使用する． 

（7） TAE緩衝液，50倍濃縮 

 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール 242 gに酢酸（100）57.1 mL，0.5 mol/Lエチ

レンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム試液 100 mL及び水を加えて溶かし，1000 mLとする． 

（8） 1 倍 TAE緩衝液 

 使用時，50倍濃縮 TAE緩衝液を水で 50倍に希釈したものを 1倍 TAE緩衝液という． 

（9） アガロースゲル 

 ア ガ ロ ー ス 1.5 g に 50 倍 濃 縮 TAE 緩 衝 液 2.0 mL， 臭 化 エ チ ジ ウ ム

（3,8-diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromide）溶液（1→100）10 mL，及び水 100 mLを加

えて加熱して溶かした後，60℃に冷却し，アガロースゲルを調製する． 

（10） ローディング緩衝液，6倍濃縮 

 ブロモフェノールブルー0.25g，キシレンシアノール FF0.25 g及びエチレンジアミン四酢酸二水

素二ナトリウム二水和物 1.63 gを水 50 mLに溶かし，グリセリン 30 mLを加え，水を加えて 100 mL

とする． 

（11） PCR用プライマー 

微生物 プライマー 塩基配列 
細菌，放線菌 10F 5'-GTTTGATCCTGGCTCA-3' 

1500R 5'-TACCTTGTTACGACTT-3' 
糸状菌，酵母，担子菌 ITS1F 5'-GTAACAAGGT(T/C)TCCGT-3' 

ITS1R 5'-CGTTCTTCATCGATG-3' 

（12） ポリオキシエチレン(10)オクチルフェニルエーテル 

 本品は微黄色の粘性の液体である． 
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A. 研究目的 
既存添加物は 1995 年の食品衛生法の改正に

伴い,経過措置的にその使用が認められている

主に天然由来の添加物である.既存添加物につ

いては規格基準設定を目的として,成分組成の

分析,有効成分の同定,及び定量法の開発が行

われている.しかし,酸化防止用途の一部の既

存添加物は多種類の成分が抗酸化力価に関与

しており,すべての抗酸化物質の分析・同定を

行うことが困難である.このような既存添加物

では,成分組成に基づく規格が設定できないこ

とから,品質確保のためには主要な成分組成と

抗酸化力価の確認の組み合わせにより,規格設

定することが望まれている.そのため,抗酸化

力価の標準法の確立が必要と考えられる.この

ような状況のもと,これまでに各種抗酸化活性

測定法の既存添加物の抗酸化力価評価への適

用 性 を 検 討 し ,1,1-diphenyl-2- 

picrylhydrazyl (DPPH) 法に関する複数機関で

の評価研究を行い,最終的にDPPH法を標準法の

候補として選出し,DPPH 法に基づく一般試験法

案を作成した. 

今年度は作成した一般試験法案に基づき,実

際にトロロックス,及び酸化防止剤19種類の抗

酸化力価評価を行い,適用性,及び再現性の確

認を行った. 

 

B. 一般試験法案 
 抗酸化活性測定法は,酸化防止剤の抗酸化活
性を測定する方法である.DPPH ラジカル消去率

を求め,(±)-6-ヒドロキシ-2,5,7,8-テトラメ

チルクロマン-2-カルボン酸 (トロロックス) 

等価活性 (TEAC) で表す. 

 

1.操作法 

(1) トロロックスの DPPH ラジカル消去率の測

定 

 トロロックス 100 mg を精密に量りとり,エタ

ノール (99.5) を加えて 100 mL とする.この液

50 mL を正確に量りとり,エタノール (99.5) を

加え 500 mL とし,トロロックス標準原液とする.

標準原液をエタノール (99.5) を加えて希釈

要旨 既存添加物に分類される酸化防止剤の抗酸化力価に基づく基準値の設定を目的と

し,1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 法による一般試験法案を作成した.本研究では,

作成した一般試験法案に基づき,実際にトロロックス,及び酸化防止剤19種類の抗酸化力価評

価を行い,適用性,及び再現性の確認を行った.その結果,試験に用いた酸化防止剤19種類全て

について抗酸化力価の指標であるトロロックス等価活性 (TEAC) を求めることが可能であっ

たことから,一般試験法案の適用性については問題ないと判断した.また,トロロックスの

IC50,及び酸化防止剤のTEACを求めた際の変動係数は概ね5.0%以下であり,一般試験法案の手

順に従うことにより,再現性の高い抗酸化力価評価が可能であることが判明した. 
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し,40 g/mL,60 µg/mL,80µg/mL のトロロック
ス標準液を調製する※1.試験管にトロロックス

標準液 200 µL を量りとり,抗酸化活性測定法

用トリス緩衝液 (0.1 mol/L, pH 7.4) 800 µL を

加えて混合する.この液に DPPH 試液 (0.2 

mmol/L) 1000 µL を加え,直ちに 10秒間撹拌後,

室温暗所で 30 分間静置し,検液とする.別に標

準液の代わりにエタノール (99.5) を用いて検

液の調製と同様に操作し,比較液とする.エタ

ノール(99.5) 1200 µL に抗酸化活性測定法用ト

リス緩衝液 (0.1 mol/L, pH 7.4)  800 µL を

加え,混合したものを対照液とし,波長 517 nm

における検液の吸光度 AR及び比較液 ACを測定

し,次式により DPPH ラジカルの消去率 (%) を

求める.  

                         

トロロックスの DPPH の消去率 (%) = 

                          (AC-AR)/AC×100 

   
※1 トロロックス試薬の純度は 97%であるため,

実際の試験に用いるトロロックス標準液の濃

度については純度を考慮した補正を行う. 

  

(2) トロロックスの 50%阻害濃度 (IC50) の算出 

横軸に消去率 50%を挟む 2 点のトロロックス

標準液の濃度 (40 g/mL と 60 g/mL,あるいは
60 g/mL と 80 g/mL),縦軸に DPPH の消去率 
(%) をとり,グラフにそれぞれの値をプロット

する※2. この2点を通る回帰線から,トロロック

スの 50%阻害濃度 (IC50) を求める.ただし,3 回

の繰り返し測定を行い,その平均値をトロロッ

クスの 50%阻害濃度 (IC50) とする.  

 
※2 2点の間に消去率50%があることを確認する.

いずれの濃度でも消去率 50%を挟まない場合は

標準液の調製からやり直す. 

 

(3) 試料の DPPH ラジカル消去率の測定 

 別に規定する量の試料を試験管に量りとり,

別に規定する量の希釈溶媒を加えて希釈し,5

種以上の異なる濃度の試料液を調製する.試験

管に試料液 200 µL を量りとり,抗酸化活性測

定法用トリス緩衝液 (0.1 mol/L,pH 7.4)  800 

µL を加えて混合する.この液に DPPH 試液 (0.2 

mmol/L) 1000 µL を加え,直ちに 10秒間撹拌後,

室温暗所で 30 分間静置し,検液とする.別に試

験液の代わりに希釈溶媒を用いて検液の調製

と同様に操作し,比較液とする.エタノール 

(99.5) 1200 µL に抗酸化活性測定法用トリス

緩衝液 (0.1 mol/L, pH 7.4) 800 µL を加え,

混合したものを対照液とし,波長 517 nm におけ

る検液の吸光度 AS及び比較液 ACを測定し,次式

により DPPH ラジカルの消去率 (%) を求める. 

                         

DPPH の消去率 (%) = (AC-As)/AC×100 

  

(4) 酸化防止剤試料の 50%阻害濃度 (IC50) の算

出 

 横軸に酸化防止剤試料液の濃度,縦軸に DPPH

の消去率(%)をとり,グラフにそれぞれの値を

プロットする.DPPH の消去率 50%を挟む酸化防

止剤試料液の濃度 2 点を通る回帰線から,トロ

ロックスの 50%阻害濃度 (IC50) を求める.ただ

し,3 回の繰り返し測定を行い,その平均値をト

ロロックスの 50%阻害濃度 (IC50)とする. 

 

(5)トロロックス等価活性 (TEAC) の算出 

 酸化防止剤試料液とのトロロックス標準液の

IC50 が同一の活性を有しているとみなし,酸化

防止剤の抗酸化活性をトロロックス等価活性 

(TEAC) で表す.酸化防止剤のトロロックス等価

活性は次式により求める. 

 

酸化防止剤のトロロックス等価活性 (TEAC: 

g/g) ※3 = トロロックスの IC50 (g/mL)/酸
化防止剤試料液の IC50 (g/mL) 
 
※3同一日に測定した酸化防止剤試験溶液の IC50
とトロロックスの IC50の値を用いて TEAC を求

めることが望ましい. 

  

2. 試薬,試液,標準品 

(1) トロロックス標準溶液 

  (±)-6-ヒドロキシ-2,5,7,8-テトラメチル
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クロマン-2-カルボン酸, Aldrich 製,233813,

純度 97% 

 

(2)トリス緩衝液 (0.1 mol/L,pH 7.4),抗酸化

活性測定法用 

 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパン

ジオール※4 12.1 g を量り,水を加えて溶かし,

塩酸試液（1 mol／L）で pH 7.4 に調整し,水を

加えて 1000 mL とする. 

 
※4 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパ

ンジオール,和光純薬工業 特級,207-06275,純

度 99.0% 

 

(3) DPPH 試液 (0.2 mmol/L) 

  DPPH※5 17 mg を精密に量りとり,エタノール

(99.5) を加えて溶かし,200 mL とし,遮光して

吸光度が定常状態に達するまで2時間放置する
※6.この液 1000 µL を試験管に正確に量りとり,

エタノール (99.5) 200 µL と抗酸化活性測定法

用トリス緩衝液 (0.1 mol/L,pH 7.4)  800 µL を

正確に加えて混合し検液とする.エタノール 

(99.5) 1200 µL に抗酸化活性測定法用トリス緩

衝液 (0.1 mol/L,pH 7.4) 800 µL を加え,混合

したものを対照液とする.検液につき 517 nm に

おける吸光度を測定し,検液の吸光度が

1.00±0.05 の範囲内であることを確認する.検

液の吸光度が 1.05 を超える場合はエタノール 

(99.5) を加えて希釈し,検液の吸光度が

1.00±0.05 の範囲内に入るように調整する.用

事調製とする. 

 
※5 DPPH,Aldrich 製,D9132  

 
※6 DPPH 溶液は,調製直後から 1 時間程度まで

時間と共に吸光度が低下する.2 時間放置する

ことで吸光度が定常状態に達する. 

 

C. 研究結果と考察 
(1) トロロックスの IC50 

酸化防止剤の抗酸化力価評価においてトロ

ロックスの IC50は TEAC 算出の基礎となる重要

な値である.そこで,一般試験法案に基づき,ト

ロロックスのIC50の算出に関する手順について

繰り返し試験 (n = 8) を実施し,その再現性を

調べた.その結果,トロロックスのIC50の平均は

59.3±0.77 g/mL であり,変動係数は 1.30% と
なった.この結果より,一般試験法案によるト

ロロックスのIC50の算出に関しての再現性は問

題ないと判断した. 
 
(2) 酸化防止剤チャ抽出物の力価評価 

酸化防止剤 19種類 (サンフェノン EGCg,サン

フェノン90S,サンフェノンBG-3,カメリアエキ

ス 30S,チャ抽出物,茶抽出物 40,茶抽出物 70,

ポリフェノンPF,ポリフェノン70S,ポリフェノ

ン G,サンフード 100,テアビゴ,カメリア

50EX,d--トコフェロール,生コーヒー豆抽出
物,ローズマリー抽出物,ヤマモモ抽出物,酵素

処理イソクエルシトリン,酵素処理ルチン) を

試料とし,上記の一般試験法案の手順に従い測

定を行った.いずれの試料もエタノール (99.5) 

に溶解し,希釈もエタノール (99.5) で行った.

各酸化防止剤のIC50濃度,TEAC,TEACの標準偏差 

(SD),TEAC の変動係数 (CV) を表 1に示した. 

測定の結果,19 種類の酸化防止剤全てについ

て IC50と TEACを求めることが可能であった.こ

のことから,一般試験法案の酸化防止剤への適

用性は問題ないと判断した.また,TEAC の変動

係数は 0.28～7.1%となった.特に,サンフェノ

ンEGCgを除く18試料ではその変動係数が4.3%

以下となり非常に高い再現性を示した. 

 

E. 結論 
 本試験の結果より,DPPH 法に基づく一般試験

法案が酸化防止剤の力価評価において広い適

用性と高い再現性を示すことが明らかとなっ

た.今後は,各種酸化防止剤に関する個別の手

順の作成を目指す. 
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表１ 一般試験法案に基づく酸化防止剤の抗酸化力価評価 (n =3) 

製品名
IC50
(µg/mL)

TEAC
(µg/µg)

TEAC
SD

TEAC
CV(%)

サンフェノンEGCｇ 26.5 2.21 0.16 7.1

サンフェノン90S 28.6 2.05 0.03 1.6

サンフェノンBG-3 24.3 2.51 0.14 5.6

カメリアエキス30S 62.3 0.94 0.04 4.3

チャ抽出物 29.3 2.03 0.04 2.2

茶抽出物－40 55.9 1.06 0.01 1.0

茶抽出物－70 33.9 1.73 0.07 4.0

ポリフェノンPF 127 0.47 0.01 2.6

ポリフェノン70S 24.5 2.39 0.08 3.3

ポリフェノンG 64.5 0.91 0.02 1.7

サンフード100 49.9 1.18 0.003 0.28

テアビゴ 22.0 2.68 0.02 0.87

カメリア50EX 88.6 0.67 0.01 1.8

d-δ-トコフェノール 113 0.53 0.01 2.0

生コーヒー豆抽出物 180 0.33 0.01 3.6

ローズマリー抽出物 175 0.34 0.006 1.7

ヤマモモ抽出物 50.4 1.18 0.04 3.2

酵素処理イソクエルシトリン 89.2 0.67 0.006 0.92

酵素処理ルチン 85.6 0.69 0.02 2.5
 

 



厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の安全性確保のための規格基準設定に関する研究 

（H26-食品-一般-001） 

平成28年度研究分担報告書 
 

研究分担課題：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 

ベニコウジカビ（Monascus purpureus）は糸

状菌であり，昔から沖縄などで，紅酒や豆腐よ

うの発酵食品として利用されてきた．この菌が

生産する赤色素は，既存添加物としても利用さ

れており，主にかまぼこなどの練り製品に用い

られている．ベニコウジ色素は，培養した紅麹

カビをプロピレングリコールやエタノールな

ど水溶性の溶剤で抽出し，一般的にはアンカフ

ラビン，モナスコルブリン（図 1）を色素の主

成分としている．一方で，近縁種のカビはシト

リニンという哺乳類に対し毒性を示す物質を

生産するため，その含有量の検討が必須として

挙げられる．一方で，同様のベニコウジカビを

微温時弱塩酸酸性エタノールで抽出し，中和し

て得られたものをベニコウジ黄色素としてい

る．主色素はキサントモナシン類（図 1：キサ

ントモナシン A およびキサントモナシン B）と

され，黄色を呈する． 

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．確認

試験では，主に色彩の評価のみであり，明確に

主成分を定性し，分析するものとなっていない．

また，純度試験では，シトリニンを 0.2 μg/g

以下と定め，HPLC 法が規格化されている．主成

分の定義は，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．ベニコウジ黄色

素（Monascus Yellow）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）に規格されているが，確認試験で

は色彩の評価のみである．シトリニンの純度評

価に関しては，示されていない．主成分では，

キサントモナシン類と示されている．以上より，

いずれも同じベニコウジカビから生成される

色素成分であるが，培地条件や抽出方法により，

異なる成分が含有することが考えられ，早急に

主成分の規格などを示す必要がある． 

 ベニコウジ色素を対象とした成分規格の評価

法については，殆ど報告がない．Shi らは，

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，日本食品添加物協会「既存添加物自主規格（第4版）」においては，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．そのため，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． 



pH-sensitive UV-Vis absorption 法により，色

彩を簡便に評価する方法を示している 1)．また，

分離技術による評価では，Watanabe らが，ミセ

ル動電クロマトグラフィーにより，ベニコウジ

色 素 の 分 解 物 で あ る

3-hydroxyamino-1-methyl-5H-pyrido[4, 

3-b]indole (Trp-P-2(NHOH))を分析している 2)．

一方で，培地に添加するアミノ酸の種類により，

ベニコウジカビから生産される色素成分が異

なることを示す研究報告もある 3)．さらに，近

年では，新たなベニコウジカビから生成される

色素成分も報告され，明確な成分解析が求めら

れるようになってきた 4)．そこで，本研究では，

国内流通品であるベニコウジ色素およびベニ

コウジ黄色素に関する色彩の成分規格および

主成分の確定を検討することとした． 

 

B. 研究方法 

ベニコウジ色素は，ヤエガキ発酵技研社製，

グリコ栄養食品社製，三栄源エフエフアイ社製

を用いた．ベニコウジ黄色素は，三栄源エフエ

フアイ社製を用いた． 

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-10A

S 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 

 

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． 

 

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，酢酸エチル/n-ブタ

ノール/水(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． 

 

C. 研究結果 

ベニコウジ色素およびベニコウジ黄色素は，

いずれも国内で流通している試料を用いた．そ

こで，各試料について，第 8版食品添加物公定

書および 4 版自主規格の確認試験を実施した．

その結果，国内流通品は，いずれも現在の規格

基準に従うことが分かった（図 2：ベニコウジ

色素の確認試験（１）のみ示す，図 3：ベニコ

ウジ黄色素の確認試験（１）のみ示す）． 

次に，HPLC による分離分析を実施した．規格



における色価では，ベニコウジ色素で波長 480

～520 nm，ベニコウジ黄色素では，458～468 nm

とされている．そこで，各モニタリングをいず

れも規格基準内波長である 500 nm（ベニコウジ

色素）および 460 nm（ベニコウジ黄色素）を含

むフォトダイオードアレーにて検出した．その

結果の HPLC クロマトグラムを図 4（ベニコウジ

色素）および図 5（ベニコウジ黄色素）に示す．

ベニコウジ色素は，各検体により，全く異なる

クロマトグラムパターン（図 4）を示し，いず

れも培養技術やベニコウジカビの種類などが

異なり，得られている成分が異なることが疑わ

れた．また，種別により HPLC による分離分析

は非常に困難であるとも判断された．そのなか

でも，試料 119 において，比較的明確な 4つピ

ークが観察された．それぞれの吸光光度スペク

トルを測定した結果，いずれも 500 nm 付近に

吸収極大波長をもつため，いずれもベニコウジ

色素の成分であることが判明した（図 6）．一方

で，ベニコウジ黄色素は，明確な 2つのピーク

が観察され，いずれも色素成分である可能性が

示唆された（図 5）．それらの吸光光度スペクト

ルにおいても，吸収極大波長が 400 nm 付近で

あり，ベニコウジ黄色の色素成分であることが

示唆された（図 7）． 

HPLC 法では，ベニコウジ色素の成分などが固

定相カラムに吸着してしまい，良好な分離分析

達成できなかったと推定される．また，ベニコ

ウジ黄色素も同様に吸着成分が存在している

可能性も否定できない．そこで，吸着などの影

響を受けず，回収率が 100%の分離手法である高

速向流クロマトグラフィー（HSCCC）を用いて，

成分解析を実施することとした．HSCCC による

分離検討を実施するためには，2 相溶媒系を決

定しなければならない．そこで，ベニコウジ色

素では，試料 119 のクロマトグラムで示される

4ピーク（A～D）を用いて，分配係数を算出し，

2 相溶媒を検討した．また，ベニコウジ黄色素

では，明確に検出されている 2ピークを用いて

実施した．その結果，表 1ではベニコウジ色素

および表2ではベニコウジ黄色素の分配係数と

分離度を示す．いずれも，分配係数 0.2～1.5

の間であり，分離度も1.0以上のものを選択し，

各分離の 2相溶媒として決定した． 

 2 相溶媒系の検討条件を用いて，HSCCC の分

離分析を実施した．その結果，図 8（ベニコウ

ジ色素）および図 9（ベニコウジ黄色素）にそ

れぞれのクロマトグラムを示す．ベニコウジ色

素については，主な色素成分（赤色素）が，ソ

ルベント付近に検出され，色彩より主成分であ

る可能性が示された（図 8：色彩成分 X）．また，

その後，色彩のある成分が溶出し，それをまと

めて獲得した（図 8：色彩成分 Y）．色彩成分 X

および Y を HPLC で分析した結果，色彩成分 X

では，試料 119 のクロマトグラムで観察された

ピーク Aおよび Bが検出されているが，明らか

に大きなブロードの溶出成分が存在し，良好に

評価できないことが判明した（図 10）．また，

色彩成分 Yでは，試料 119 で観察されたピーク

C および D が観察された（図 10）．一方で，ベ

ニコウジ黄色素は，我々の既報 5)において，良

好に各成分を単離精製することができた（図

11）．各成分を 1H-NMR および LC-MS/MS（エレク

トロスプレーイオン化法，ポジティブモードを

採用した）を用いて，解析した結果，フラクシ

ョン Aが，キサントモナシン Aおよびフラクシ

ョン Bがキサントモナシン Bであることが判明

した（図 12）． 

 

D. 考察 

本研究では，ベニコウジカビ（Monascus 

purpureus）から生成されるベニコウジ色素お

よびベニコウジ黄色素について，成分規格に伴

う解析を実施した．ベニコウジカビは，育成す

る培地条件により様々な色彩成分を生成する

ことや抽出条件により成分が異なることなど

が報告されているため，国内流通品に関して，

成分規格を定める必要性がある．そこで，一般

的に入手可能なベニコウジ色素およびベニコ

ウジ黄色素の解析することとした．第 8版食品

添加物公定書および4版自主規格の確認試験で

は，主に色彩を評価するものであり，流通品で

はすべて規格内であった．それらの製品を用い

て，HPLC による色彩成分の評価を実施した．そ

の結果，ベニコウジ色素の製品間において異な

るクロマトグラムパターンを示し，色彩成分の



違いなどが示唆された．そのうえ，様々な分離

条件を検討したが，すべてに対して，良好なピ

ーク分離が得られず，HPLC による評価は難しい

ことが判明した．一方で，ベニコウジ黄色素で

は，明確な 2本のピークが観察された．しかし

ながら，それ自体が色彩の主成分とは断定する

ことは難しく，色彩成分の回収率が 100%である

HSCCC による分離評価が必要であることが分か

った．HSCCC では，分配係数を算出しなければ

ならず，ベニコウジ色素（ピーク A～D）および

ベニコウジ黄色素（ピーク E，F）の HPLC 分析

によるピークを基準に 2 相溶媒系を決定した．

その結果，HSCCC の評価により，ベニコウジ色

素において，色彩成分はフロント付近に大きく

検出され，分配係数から想定される色彩ピーク

は後ろに溶出してきた．しかしながら，それを

HPLC により評価した結果，主な色彩成分のピー

クを定めることができなかった．一方で，ベニ

コウジ黄色素は，HSCCC により，良好に単離精

製することでき，それぞれをキサントモナシン

A およびキサントモナシン B と同定することが

できた． 

 

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． 

 

ベニコウジ色素およびベニコウジ黄色素は，培

地条件や抽出条件により，全く色彩成分が異な

り，明確な主成分を同定し，それに基づく規格

基準が必要と考えられた． 

 

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，今後，その含量分析に関して，検討す

る必要性がある． 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

特になし 

  

2. 学会発表 

特になし 

 

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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図 1 ベニコウジ色素およびベニコウジ黄色素の主成分と定義される化合物 
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図 2 ベニコウジ色素の確認試験 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 ベニコウジ黄色素の確認試験 
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図 4 ベニコウジ色素の HPLC クロマトグラム 
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図 5 ベニコウジ黄色素の HPLC クロマトグラム 
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図 6 ベニコウジ色素（試料 119）の検出ピーク A～Dの紫外可視スペクトル 
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図 7 ベニコウジ黄色素の検出ピークの紫外可視スペクトル 

A：キサントモナシン A 

B：キサントモナシン B 
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図 8 ベニコウジ色素（試料 119）の HSCCC クロマトグラム 
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図 9 ベニコウジ黄色素の HSCCC クロマトグラム 
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図 10 ベニコウジ色素（試料 119）から分取した色彩 Xおよび Yの HPLC

クロマトグラム 
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図 11 ベニコウジ黄色素のキサントモナシン Aおよび Bの 
HPLC クロマトグラム 5) 
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図 12 キサントモナシン Aおよび Bの同定データ（MS/MS および NMR）5) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

酢酸エチル/n-ブタノール/水
Xanthomonasin A Xanthomonasin B

分離度(α)
分配係数(K) 分配係数(K)

5/0/5 0.01(±0.00) 0.10(±0.01) 6.71(±0.11)
4/1/5 0.30(±0.03) 1.62(±0.15) 5.45(±0.06)
3/2/5 2.03(±0.24) 8.94(±1.38) 4.40(±0.17)
2/3/5 5.11(±0.61) 18.92(±1.61) 3.72(±0.14)
1/4/5 8.95(±0.47) 27.13(±0.40) 3.02(±0.40)
5/0/5 11.33(±0.77) 34.21(±2.17) 0.27(±0.10)

Hexane Ethyl Acetate Butanol Methanol Water 0.1% FA in water A B C D A/C B/D

0 5 0 0 5 0 0.21±0.01 0.18±0.01 1.56±0.27 1.38±0.22 7.43 7.67
0 4 1 0 5 0 0.36±0.01 0.32±0.01 2.59±0.08 2.16±0.04 7.19 6.75
0 3 2 0 5 0 0.80±0.01 0.83±0.01 4.64±0.12 3.98±0.11 5.80 4.80
5 5 0 5 0 5 0.06±0.02 0.06±0.02 0.19+±0.05 0.18±0.04 3.17 3.00
4 5 0 4 0 5 0.29±0.03 0.26±0.03 0.77±0.10 0.72±0.09 2.66 2.77

3.5 5 0 3.5 0 5 0.44±0.02 0.40±0.01 1.41±0.07 1.32±0.06 2.59 3.30
3 5 0 3 0 5 1.11±0.04 1.07±0.07 4.34±0.25 4.27±0.21 3.91 3.99

Two-solvent system Ka ± SD Separation factor

表１ ベニコウジ色素の各成分（A～B）における分配係数と分離度 

表２ ベニコウジ黄色素のキサントモナシン Aおよび Bの分配係数と分離度 
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A. 研究目的 

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）に規格されて

いるゴマ油不けん化物（Sesame Seed Oil 

Unsaponified Matter ）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)．現在までの

確認試験では，本品を直接順相系液体クロマト

グラフィー（LC）により測定するものであった

が，昨年度の報告において，順相系 LC におい

ても分析が可能であった．また，定義において

も，主成分がセサミンおよびセサモリンが有用

と考えられ，下記のような変更点を提案した． 

 

定義（原案）：本品は，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． 

定義（改善案）：本品は，ゴマ（Sesamum indicum 

Linné）の種子から得られた，セサミンおよび

セサモリンを主成分とするものである． 

 

確認試験（原案）：順相系 LC によるピーク面

積からの算出方法（試料は 10 μL を量り，直

接注入する） 

確認試験（改善案）：逆相系 LC によるセサモ

ール，セサミンおよびセサモリンの同時定量法

（試料は適時，アセトニトリル/メタノール混

合液（50/50, V/V）にて希釈して注入する） 

 

規格基準（原案）：保持時間 8～23 分間の 5本

以上のピーク面積において，最も大きなピーク

面積よりも 30%大きい 4本のピークを認める． 

規格基準（改善案）：セサミンおよびセサモリ

ンの含有率を提示する．さらに，セサモールは

含まれない（もしくは規定の含有率以下とす

る）． 

 

 本規格基準において，LC 法による成分規格の

設定では，高純度の標準品が必要となってくる．

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作成の検討を実施した．定義において，本品は，ゴマ

（Sesamum indicum Linné）の種子から得られた，セサミンおよびセサモリンを主成分とする

ことを提案した．それに伴い，セサミンおよびセサモリンの定量評価を実施しなければなら

ず，いずれの標準品が必要となった．そこで，高速向流クロマトグラフィーを用いて，ゴマ

油不けん化物から，セサミンおよびセサモリンの高純度単離精製を試みた．2相溶媒系には，

ヘキサン/酢酸エチル/メタノール/水(7:3:7:3, V/V/V/V)を用いたとき，保持率は85%であり，

セサミンおよびセサモリンを純度99%以上で単離精製できた.その際の重量は，セサミンで，

7.37 mgおよびセサモリンで5.17 mg（注入量：0.5 g）であった．本手法により，高純度のセ

サミンおよびセサモリンが単離精製できたため，今後，LC用分析などの定量に用いることが

できると考えられる． 



つまり，セサミンおよびセサモリンの標準品が

必要である．しかしながら，いずれの標準品も

入手困難であり，簡便かつ安価な規格基準とは

言い難い．そこで，本研究では，ゴマ油不けん

化物からセサミンおよびセサモリンを高純度

に単離精製する簡便な方法として，高速向流ク

ロマトグラフィー（HSCCC）を用いた手法を検

討することとした． 

 現在までに，セサミンもしくはセサモリンを

安価に単離精製する場合，ゴマ油などの製品か

らアルミナカラム， macroporous 樹脂，逆相

系 ク ロ マ ト グ ラ フ ， saponification/ 

crystallization 混合法などが利用されてきた
2-4)．また，簡便な技術としては，向流遠心クロ

マトグラフィーもしくは，HSCCC が挙げられる
5, 6)．そこで，本研究では，HSCCC を用いて，ゴ

マ油不けん化物からセサミンおよびセサモリ

ンを同時に単離精製する方法を開発した． 

 

B. 研究方法 

ゴマ油不けん化物は長岡香料社製（B478）を

用いた．  

電子天秤：メトラー製 METTLER ML303/52 

LC 装置：Waters 社製 Acquity H Class/PDAeλ 

MS 装置：Waters 社製 Xevo TQD 

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 

 

LC による分離分析：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）/アセ

トニトリル（B）を使用し，A/B：80/20 を 1 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 (2.0×150 mm， 

3 μm， 東ソー社製) 

カラム温度：40℃ 

流速：0.2 mL/min 

検出波長：200-400 nm (定量：290 nm) 

注入量：5 μL 

 

MS 装置：測定条件は，エレクトロスプレーイオ

ン化法（ESI：ポジティブモード）で行った．

Capillary voltage: 2.0 kV 

Extractor voltage: 3 V 

RF lens voltage: 2.5 V 

Source temperature: 150oC 

Desolvation temperature: 400oC 

Cone/desolvation gas flows: 50/800 L/hr 

MS/daughter scan ranges:  m/z 50 to 400 

Cone voltage: 15-20 V 

Collision energy: 15-25 eV 

 

HSCCC の分離条件：対象試料は，0.5 g を 2 相

溶媒それぞれ 1 mL に溶解し，0.8 μmの LC 用

フィルターを通し，試料溶液とした．2 相溶媒

には，ヘキサン/酢酸エチル/メタノール/水

(7:3:7:3, V/V/V/V)を利用し，上層を固定相と

して，テフロンチューブ内（350 mL）に充填し，

その後，遠心回転（1000 rpm）を行った．下層

は，流速 2.0 mL/min において送液し，安定後，

試料溶液を注入した．モニタリングには，290 nm

を用いて，セサミンおよびセサモリンと想定さ

れるピークをフラクションコレクターにより

単離精製した．その後，エバポレータにより，

濃縮乾固したものを，秤量した．秤量後，LCに

よる分離分析に準じて，純度評価を行った． 

 

 

C. 研究結果 

ゴマ油不けん化物中のセサミン，セサモリン

およびセサモールの紫外可視吸光光度におけ

る極大吸収波長を調べた（Fig. 1）．いずれも，

290 nm 付近で吸収極大波長（セサモールλmax = 

296 nm, セサミン λmax = 286 nm, セサモリン

λmax = 289 nm）が観察され，HSCCC などのモニ

タリングに用いることとした（Fig. 1）．それ

らの条件のもと，LC による分離分析も達成でき，

HSCCC 分配係数の算出などに応用した（Fig. 1

および Table 1）． 

 LC 法を用いて，セサミンおよびセサモリンの

HSCCC 用 2 相溶媒の分配係数および分離度の検

討を行った．その結果，Table 2 に示す．Table 

2 の条件から，セサミンの分配係数 0.84±0.18



およびセサモリンの分配係数 1.36±0.34 であ

り，分離度 1.61±0.05 の条件，ヘキサン/酢酸

エチル/メタノール/水(7:3:7:3, V/V/V/V)を採

用することとした． 

 本条件を用いて，HSCCC による単離精製の分

析を行った際のクロマトグラムを Fig. 2 に示

す．HSCCC クロマトグラムより，Fraction A お

よび Fraction B を単離精製することができた．

いずれも，絶対検量線法により定量した結果，

Fraction A において，7.37 mg および Fraction 

B において，5.17 mg となった（Fig. 3，4）．

また，MS/MS スペクトルにより，Fraction A お

よび Fraction B は，セサミンおよびセサモリ

ンであると同定できた（Fig. 5，6）．本試料を

LC-フォトダイオードアレー分析（検出波長

200-400 nm）した結果，それぞれの純度が 99%

以上となり，良好に単離精製できたものと考え

られる（Fig. 7）． 

 

D. 考察 

本研究では，ゴマ油不けん化物の新たな確認

試験法の基礎的な検討を実施した．昨年度報告

した定義や定量法において，安価なセサミンお

よびセサモリンの標準品が必要となった．そこ

で，本年度では，HSCCC によるセサミンおよび

セサモリンの効率的な単離精製法の検討を行

った．今回，HSCCC を用いて，ゴマ油不けん化

物からセサミンおよびセサモリンを単離精製

するため，2 相溶媒系の比較した結果，ヘキサ

ン/酢酸エチル/メタノール/水(7:3:7:3, 

V/V/V/V)が最適であるとの判断になった．本溶

媒系を用いて，HSCCC による分離を行った結果

（Fig. 2），主に 2つの Fraction を得ることが

でき，LC 分析の結果，Fraction A においてセ

サミン，Fraction B においてセサモリンが高純

度（LC 評価：99%以上， Fig. 3）の標準品を得

ることができた．いずれも，セミ分取スケール

で 1 回の操作で，数 mg から数十 mg 程度は同

時に単離精製できることが判明した．しかしな

がら，ゴマ油不けん化物含有濃度が低いため，

今回では，数 mg 程度の単離精製となった． 

本標準試料は，ゴマ油不けん化物の確認試験

のみならず，様々なゴマ油由来の製品に関する

定量評価へ応用できるものと思われる．また，

定量 NMR/LC 分析法との組み合わせにより，今

後は，モル吸光度係数比による定量評価へ応用

できるものと考えている． 

 

E. 結論 

本結果より，既存添加物ゴマ油不けん化物の

定量分析用セサミンおよびセサモリンは，

HSCCC により簡便かつ安価に単離精製できるこ

とが判明した．下記のその条件を示す．本標準

品は，ゴマ油不けん化物の確認試験のみならず，

様々なゴマ油由来の製品に応用可能と考えら

れる． 

 

HSCCC 条件 

2 相溶媒系：ヘキサン/酢酸エチル/メタノール/

水(7:3:7:3, V/V/V/V) 

固定相：上層 

移動相：下層 

流速：2.0 mL/min 

保持容量:85%程度 

Fraction A：セサミン（純度 99%以上） 

Fraction B：セサモリン（純度 99%以上） 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

Takahashi, M., Nishizaki, Y., Sugimoto, N., 
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purification of sesamin and sesamolin in 

sesame seed oil unsaponified matter using 

reversed-phase liquid chromatography 
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Fig. 1 ゴマ油不けん化物におけるセサモール、セサミンとセサモリンの RPLC クロマトグラムおよび紫

外可視吸収スペクトル 

(a)標準溶液 (5 μg/mL)の RPLC クロマトグラム （290 nm）  

(b)ゴマ油不けん化物の RPLC クロマトグラム （290 nm） 

(c) クロマトグラム(a)におけるセサモール(保持時間 6.9 min) の紫外可視吸収スペクトル 

(d) クロマトグラム(a)におけるセサミン(保持時間 13.1 min) の紫外可視吸収スペクトル  

(e) クロマトグラム(a)におけるセサモリン(保持時間 13.6 min) の紫外可視吸収スペクトル 
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Fig. 2 ゴマ油不けん化物における HSCCC クロマトグラム 

Fraction A （40-90 min）および Fraction B（400-450 min） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 HSCCC を用いて精製した Fractions A と Fractions B の RPLC クロマトグラム 

(a) Fraction A はセサミン（290 nm），(b) Fraction B はセサモリン（290 nm） 
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Fig. 4 セサミン，セサモリン，セサモールの絶対検量線 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 セサモール，セサミン，セサモリンの MS スペクトル 

（ESI：ポジティブモード） 
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Fig. 6 HSCCC を用いて精製した Fractions A と Fractions B の MS スペクトル 

              (a) Fraction A はセサミン，(b) Fraction B はセサモリン 
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Fig. 7 HSCCC を用いて精製した Fractions A と Fractions B の RPLC クロマトグラム 

Fraction A はセサミン，Fraction B はセサモリン（200-400 nm） 
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Table 1 セサミン，セサミン，セサモリンの RPLC による分析パラメーター（PDA 検出） 

Mobile Phase Concentration of FA (%) S1 S2 S3 Rs N

0 0.63±0.02 1.08±0.06 1.03±0.06 4.38±0.21 270585.61±3244

0.1 0.72±0.04 1.01±0.01 1.01±0.02 4.64±0.14 278057.79±143

0.5 0.77±0.02 0.98±0.06 1.05±0.02 4.14±0.23 267973.57±281

0 0.62±0.01 1.07±0.05 1.06±0.07 3.63±0.01 272869.45±284

0.1 0.63±0.01 1.20±0.01 1.24±0.05 3.84±0.05 286477.72±436

0.5 0.69±0.01 1.30±0.09 1.14±0.05 3.74±0.04 276324.12±1429

Water/Acetonitrile

Water/Methanol

S1：セサモールのシンメトリー係数，S2:セサミンのシンメトリー係数，S3:セサモリンのシンメ

トリー係数，Rs：セサミンおよびセサモリンの分離度， N：セサモリンの理論段数 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2 各 2 相溶媒系における分配係数 (K)および分離係数(a) 

Two-phase solvent system

Hexane/ethyl acetate/methanol/ water
Ratio (v/v/v/v) Sesamin Sesamolin

9:1:9:1 0.15 ± 0.02 0.22 ± 0.02 1.39 ± 0.02

8:2:8:2 0.33 ± 0.02 0.51 ± 0.02 1.55 ± 0.01

7:3:7:3 0.84 ± 0.18 1.36 ± 0.34 1.61 ± 0.05

7:3:6:4 2.22 ± 0.19 3.90 ± 0.57 1.75 ± 0.12

6:4:6:4 2.27 ± 0.76 4.04 ± 1.60 4.04 ± 0.23

7:3:5:5 7.21 ± 1.90 14.51 ± 4.46 2.00 ± 0.10

6:4:5:5 9.69 ± 2.13 15.80 ± 1.34 1.67 ± 0.28

Separation factor(α)
±SD (n=3)

Partition Coefficient(K)± SD (n=3)
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の安全性確保のための規格基準設定に関する研究 

（H26-食品-一般-001） 

平成28年度研究分担報告書 
 

研究分担課題：NMR を用いた既存添加物の成分規格試験法に関する研究 
 

研究分担者 永津明人 金城学院大学薬学部 
 

 
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. 
28 年度の研究では既存添加物である「ク

ローブ抽出物」の品質評価方法として

eugenol (Fig. 1)の定量が 1H-qNMR 法で可能

で,既存測定条件である HPLC 法と矛盾なく

測定できることを確認した.また,「ベニバナ

赤色素」「べニバナ黄色素」も成分定量の方

法が確立されておらず,規格基準が決められ

ていないことから,それぞれの色素本体の化

合物である carthamin(Fig. 2)と safflor 

yellow 類(Fig. 3)を直接 1H-qNMR 法で,ある

い標準品溶液を 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. 

 

B. 研究方法 
１）1H-qNMR 法を用いた「クローブ抽出物」

中の eugenol 定量 

 既存添加物の「クローブ抽出物」は,「フ

トモモ科チョウジ(Syzygium aromaticum 

MERRILL et PERRY)のつぼみ,葉又は花より,

エタノール又はアセトンで抽出して得られ

たもの,又は水蒸気蒸留により得られたもの

である.主成分はオイゲノール等である.」と

されるもので,酸化防止剤として用いられる.

今回用いた「クローブ抽出物」は,前年度の

研究時に入手・使用したもので,水蒸気蒸留

をした際の水とオレオレジンなどの炭化水

素の乳濁液に eugenol が含まれているとい

うものであった. 

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研究を行った.すなわち,適用の可能性の有無の

判断と,可能性があるものに関しては実際に適用する場合の測定条件の確立を目的とした.28

年度は「クローブ抽出物」の適用条件の確認と,「ベニバナ赤色素」,「ベニバナ黄色素」の

規格試験法への適用の可能性の検討を行った.「クローブ抽出物」ではeugenolの定量条件が

既存測定条件であるHPLC法と矛盾なく測定できることを確認した.「ベニバナ赤色素」では,

定量用標準品が手に入らないことから,まずその単離精製から行い,赤色の化合物である

carthaminの単離と1H-qNMR法に応用可能な溶媒の選択,HPLCでの測定条件を確立した.「べニバ

ナ黄色素」も黄色の本体とされるsafflor yellow類の個々の化合物の標準品が手に入らない

ことから,単離精製を行った. 
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 Eugenol の 1H-qNMR の測定は,前年度の研究

結果よりacetone-d6中での測定,内部標準と

して用いる認証標準物質としては0 ppm付近

にシグナルが現れ acetone など脂溶性の溶

媒 に 可 溶 な

1,4-(bistrimethylsilyl)benzene-d4 

(1,4-BTMSB-d4, Fig. 4)を DMSO-d6溶液とし

て用いる方法を確立している.今年度もこの

方法を用いて定量を行った. 

 

1-1）1H-qNMR 法に用いる試料の調製 

 測定に利用した 1,4-BTMSB-d4は和光純薬

の Trace Sure®規格のもの,acetone-d6 と
DMSO-d6 はいずれも Isotec Inc.の 99.9 

atom %D を用いた.NMR 測定管は和光純薬 HG

タイプ（φ5 mm）を用いた.秤量には精密電

子天秤 AUW120D（島津製作所）を用いた. 

 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 DMSO-d6 に溶かし内部標準用溶液とし

た.Eugenol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 eugenol 標

準品の製品を開封してそのまま用いた.これ

らの溶液 0.50 m Ｌ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.各試料

とも 3検体ずつ調製して測定を行った. 

 「クローブ抽出物」はもともと水を含むも

のであることから,乾燥などの特段の操作は

行わず,そのままを試験に供した.約10 mgを

精秤して acetone-d6 (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.各試料とも 5 検体

ずつ調製して測定を行った. 

 

1-2) 1H-qNMR スペクトルの測定 

Eugenol と「クローブ抽出物」の 1H-NMR

を測定し,eugenol の 6 位 H のシグナルがδ

6.33 ppm に現れることを確認した.Fig. 5, 6 

にそれぞれのスペクトルを示した.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

クトルから,eugenol の 6 位 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 eugenol の濃

度を算出した. 

 (2) 

た だ し ,CB, CEU は そ れ ぞ れ

1,4-BTMSB-d4及び eugenol のモル濃度

(mol/ml), IB, IEU は そ れ ぞ れ

1,4-BTMSB-d4及び eugenol の水素 1 個

あたりのシグナル面積. 

 

1-3) HPLC を用いた「クローブ抽出物」中の

eugenol の定量 

 HPLC はポンプとして JASCO JASCO PU-2089

を用い,YMC-Pack ODS-AL s-5 250 mm x 4.6 mm 

i.d.のカラムをカラムオーブン Shimadzu 

CTO-20AC 中で 37℃とし,H2O : MeCN : MeOH = 

50 : 40 : 10 の溶媒を流速 1.0 mL/min で溶

出,JASCO MD-2010 を用いて 280 nm における

吸光度で検出するという条件で測定を行っ

た. 

 1H-qNMR 法で定量した eugenol 標準品の溶

液を標準液として検量線を作成した.「クロ

ーブ抽出物」は,HPLC の展開溶媒で希釈し,

その試料溶液を 10μL 注入して定量を行っ

た. 

 

２）「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.市販の carthamin が主成

分として市販されている試薬の NMR スペク

トルを測定した場合,糖類に由来する巨大な

シグナルが観測され,carthamin に由来する

sp2 領域のシグナルは極めて小さく,既存添

加物同様で大部分がデキストリンなどの添
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加物と考えられた.（Fig. 7）純度の高い

carthaminは市販されていないため,まず,あ

る程度の純度とした標準品用の carthamin

を単離して得るということから行い,得られ

た上でHPLCと 1H-NMRによる確認を行うこと

にした. 

 

2−１）Carthamin の単離 

 水上らの方法（Chem, Pharm. Bull., 

61(12),1264-1268(2013)）に従い,市販既存

添加物からの carthamin の単離を行った.す

なわち,「ベニバナ赤色素」を MeOH 中で撹拌,

濾過後,濾液の溶媒を留去,得られた残渣を

ODS を担体としたオープンカラム（MeOH-水

＝60:40）で分離をし,TLC 上で 1 spot の状

態の carthamin を単離した. 

2−2）Carthamin の HPLC 分析法の確立 

市販添加物中の carthamin 含有量が極めて

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

う手順を念頭に,carthaminの HPLC分析の条

件の確立をおこなった. 

 HPLC はポンプとして JASCO PU-2089 を用

い,YMC-Pack ODS-AL s-5 250 mm x 4.6 mm i.d.

のカラムをカラムオーブン Shimadzu 

CTO-20AC 中で 37℃とし,0.5%酢酸-MeOH 溶

液：0.5%酢酸水溶液 1.0 ml/min のグラジエ

ント(0 min: 50:50→20 min 80:20)で溶

出,JASCO MD-2010 を用いて 520 nm における

吸光度で化合物の検出を行うという分析条

件を作った. 

 

３）「ベニバナ黄色素」中の safflor yellow 

類の定量 

 既存添加物の「ベニバナ黄色素」は「ベニ

バナの花から得られた,サフラーイエロー類

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,サフ

ラーイエロー類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,黄色の着色料として用いら

れる.「ベニバナ黄色素」も「ベニバナ赤色

素」と同様で,実際に購入できた製品は,NMR

スペクトルは糖類に由来する巨大なシグナ

ルが観測され,safflor yellow に由来する

sp2領域のシグナルは極めて小さい.（Fig. 8）

純度の高い safflor yellow 類も販売されて

いない.極めて簡便に純度の高い safflor 

yellow を得ることができるとされる方法

(Indian Patent, IN 183773 A1 20000408, 

(2000))が文献上にあったことから,ある程

度の純度の標準品用の safflor yellow 類を

得るべく,生薬コウカからの分離精製を行う

ことにした. 

 

3−１）Safflor yellow 類の分離精製 

 生薬コウカ（35 g）を MeOH で 2 回抽出し

たのち乾燥させた.その乾燥物を水300 mLで

2回抽出,得られた水溶液を凍結乾燥し,凍結

乾燥物を MeOH に懸濁,不溶物（5.06 g）を濾

取した. 文献上ではこれが高純度の safflor 

yellow と記されていたが,TLC 上ではスミア

ーな状態に近い多くのスポットが確認され

た.さらに,ODSカラムクロマトグラフィーな

どを用いて精製を進めている. 

 

C. 研究結果 
１)「クローブ抽出物」中の eugenol 定量 

 昨年度確立した内部標準を DMSO-d6溶液と

して加えて測定する方法で,eugenolの6位H

シグナル（δ 6.33 ppm）は独立しており,

「クローブ抽出物」のスペクトルにおいても

他の夾雑物のシグナルとの重なりも観測さ

れず,このプロトコールで eugenol が測定で

きることを改めて確認した.（Fig. 5,6）  

 試料中の eugenol の含有量の測定では,ま

ず,eugenol 標準品の純度を測定したところ

92％程度であった.「クローブ抽出物」の

eugenol の含有率は 26.56％,28.81％だっ

た. 

 次に,HPLC での定量では,今回の条件で

eugenol が 280 nm において良好なピークと

して検出できることを確認した.（Fig. 9）
1H-qNMR 法を用いて求められた純度をもとに

eugenol 溶液を順次希釈し HPLC のピーク面

積を求めて検量線を作成した.その検量線も
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極めて良い直線性を示した.（Fig. 10） 

この検量線から算出した HPLC 法での「ク

ローブ抽出物」中の eugenol の定量値を

Table ２に示した. 

 

２）「ベニバナ赤色素」中の carthamin の定

量 

 Carthamin の単離では,研究方法の操作で

「ベニバナ赤色素」に相当する製品から TLC

上で 1 spot の状態の carthamin を単離する

ことができた.そのNMRスペクトル（Fig. 11）

を先の文献と比較して carthamin であるこ

とを確認した. 

 また,HPLC の条件検討では,酢酸を添加し

た MeOH- 水 の グ ラ ジ エ ン ト の 条 件

で,carthamin が良好なピークを与えること

を確認した.（Fig. 12） 

 

３）「ベニバナ黄色素」中の safflor yellow 

類の定量 

 文献記載の方法で生薬コウカから safflor 

yellow 類の単離を試みたが,純度が低いと

思われる粉末が得られたのみであった. 

 

 

D. 考察 
１)「クローブ抽出物」中の eugenol 定量 

 前年度に確立した 1H-qNMR による eugenol

の定量法で,試料の eugenol を含む試料は

acetone-d6 に溶解し ,認証標準物質の

1,4-BTMSB-d4は DMSO-d6に 2.5 mg/mL で溶解

し,両者を 5 : 1 で混合して測定に供すると

いう方法で問題なく簡便に eugenolの 6位 H

のシグナル面積の測定ができた.よって,こ

の測定法が利用できることを改めて確認し

た. 

 HPLC においては,1H-qNMR で値付けをした

eugenol標準品溶液を用いた定量が可能であ

ることも確認できた.また,「クローブ抽出物」

中の eugenol の定量値が 1H-qNMR における定

量値と HPLC の定量値との比較では,HPLC で

の値がやや低かったが,ほぼ一致しているこ

とから,1H-qNMR が既存の定量法に置き換え

ることのできる簡便な手段であることを確

認できた.同時に,万が一,測定試料の 1H-NMR

スペクトルでeugenolの6位Hにオーバーラ

ップするシグナルがある場合,1H-qNMR によ

って標準溶液の純度の値付けを行い,その標

準溶液を用いて HPLC 法による定量をするこ

とで,間接的な絶対定量が可能なことも確認

できた. 

 1H-qNMR 法は,このように揮発性で標準品の

純度管理が難しい eugenol の定量を行う「ク

ローブ抽出物」の品質管理でも極めて有効な

手段であることを改めて確認した. 

 

２）「ベニバナ赤色素」中の carthamin の定

量 

 まだ定量方法の確立には至っていないが,

標準試料の単離方法を確立できた.標準試料

として正確に秤量できるだけの物質量の確

保を行っている. 

 定量方法の確立に先立って HPLC の条件設

定を行ったが,carthamin のピークを良好に

検出できる条件を見つけることができたの

で,少なくとも 1H-qNMR による標準品溶液の

値付け→その標準溶液を基準とした HPLC 分

析というプロトコールの実施に目処をつけ

たと言える.Carthamin 標準溶液の 1H-qNMR

による値付けは先行例があるので,純度が極

めて低く 1H-qNMRでは直接定量が困難な試料

での定量も目処をつけた. 

 

３）「ベニバナ黄色素」中の safflor yellow 

類の定量 

 操作が簡便すぎることから,花弁に含まれ

る糖類などがまだ多く残っていることが考

えられる.現在精製途上で単離には至ってい

ない.Safflor yellow 類には Fig.3 に示した

ように幾つかの化合物があるので,どの化合

物を定量の対象とすべきかについても,今後

考える必要がある. 

 

E. 結論 
１）「クローブ抽出物」中の eugenol 定量で

は,認証標準物質の1,4-BTMSB-d4を内部標準

として用い,この DMSO-d6溶液を測定試料の

acetone-d6 溶液とを混合して NMR を測定
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し,eugenolの6位Hのシグナル（δ 6.33 ppm）

を利用することで測定試料中の eugenol が

定量できることがわかった.この数値は,既

存の定量法である HPLC 法と良い一致を示し

た.これらのことから 1H-qNMR法が,既存の方

法に変わりうる,簡便で迅速な「クローブ抽

出物」の品質管理法になりうることを示すこ

とができた. 

 

２）「ベニバナ赤色素」の本体である

carthamin の HPLC 定量条件の設定ができた

ため,1H-qNMR では定量が困難な場合の代替

手段として標準溶液の値付け→HPLC 法を用

いた定量という組み合わせでの絶対定量法

の確立の目処をつけた.Carthamin の標準試

料の測定に関しては先行例もあることから,

引き続き,実際に 1H-qNMR で「ベニバナ赤色

素」が定量可能か,「ベニバナ赤色素」中の

carthamin の定量には HPLC との組み合わせ

が必要かについて検討を行う. 

 

３）「ベニバナ黄色素」に関しては,個々の

safflor yellow 類の単離を引き続き行い,そ

れぞれの 1H-NMRスペクトルにおいて,独立し

たシグナルが得られるか,すなわち,1H-qNMR

の実施が可能かの確認をとりあえずの目標

とする. 
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Fig. 1 Eugenolの構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2   Carthaminの構造  
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Fig. 3   Safflor yellow 類の構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4   1,4-(Bistrimethylsilyl)benzene-d4 (1,4-BTMSB-d4)の構造  
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Fig. 5 Eugenolの 1H-NMRスペクトル (aceton-d6, 500 MHz) 

A: eugenolの 6位 Hのシグナル 
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Fig. 6 「クローブ抽出物」の 1H-NMRスペクトル (aceton-d6, 500 MHz) 

A: eugenolの 6位 Hのシグナル,B: 1,4-BTMSB-d6のメチル基のシグナル 
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Fig. 7 主成分 carthaminとして市販の色素の 1H-NMRスペクトル (pyridine-d5, 500 MHz) 

 

 

 

 

 

 
Fig. 8 「べニバナ黄色素」の 1H-NMRスペクトル(pyridine-d5, 500 MHz) 
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Fig. 9 Eugenol標準品の HPLCクロマトグラム 

A: eugenolのピーク 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10  Eugenol標準品の HPLCにおけるピーク面積から作成した検量線 (γ=0.998) 
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Fig. 11 単離した carthaminの 1H-NMRスペクトル (pyridine-d5, 500 MHz) 

 

 

 

 
Fig.12 単離した 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 
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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法と HPLC法で定量された eugenolの含有率 

 

samples 含有率(％) 

 1H-qNMR HPLCa 

eugenol標準品   

A 92.47  

クローブ抽出物   

B 26.56 24.94 

C 28.81 26.20 

a  1H-qNMR法から得られた eugenol標準品の含有率をもとに算出 
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