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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 26-28 年度 総合研究報告書 

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． 

 (2)含有成分解析と成分規格試験法の検討                                               

既存添加物名簿に収載されている生コーヒー豆抽出物，ゲンチアナ抽出物，モウソウチ

ク抽出物，カキ色素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

て精査した．各種カラムクロマトグラフィーによる分離精製を繰り返し，生コーヒー豆抽

出物から 19 種の化合物を単離，構造解析し，主検出成分を明らかにした．また DPPH ラ

ジカル消去活性を指標に有効成分について考察した．ゲンチアナ抽出物からは 17 種の化合

物を単離，構造解析し，主成分，定性試験，定量分析について提案した．モウソウチク抽

出物からは 12 種の化合物を単離，構造解析し，主検出成分について考察した．カキ色素に

ついては，縮合型タンニン高分子画分の存在が示唆されため，製品中の平均分子量につい

て検討した．これら結果に基づき，各添加物製品含有成分について，化学的特徴を考察す

ることができた． 

既存添加物等の成分規格試験法を設定あるいは改正するために必要な情報を得る目的

で，一般飲食物添加物「チコリ色素」の指標成分の探索，既存添加物「クチナシ青色素」

の色素生成メカニズムの解明，未指定添加物「耐酸性カルミン」の主色素成分の化学構造

の完全帰属，今後流通が懸念される未指定添加物「耐酸性ラック色素」の主色素成分の合

成を行った． 

第 8 版食品添加物公定書または日本食品添加物協会「既存添加物自主規格（第 4 版）」

に収載されている既存添加物について，成分規格作成を実施した．対象物質は，ムラサキ

イモ色素・ムラサキヤマイモ色素，クチナシ黄色素，ゴマ油不けん化物，ベニコウジ色素・

ベニコウジ黄色素である．結果として，ムラサキイモ色素，クチナシ黄色素，ゴマ油不け

ん化合物，ベニコウジ黄色素については，本分析法により含有成分の評価が可能であると

考えられる．その他については異なる分析法の再検討が必要であると考えられた． 

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．「ヤマモモ抽出物」「グルコサミン」「クローブ抽出物」「ベニバナ赤色素」，「ベ

ニバナ黄色素」に関する適用条件を探索した．「ヤマモモ抽出物」中の myricitrin の純度は，
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認証標準物質として PHP，仲介物質として HMD を用い，methanol- d4 中で測定したスペク

トルの６位または８位の水素シグナル面積から測定可能可能であることを示した．「グルコ

サミン」中の glucosamine の純度は，DSS-d6 を直接内部標準として用い，D2O 中で測定し

たスペクトルの２つのアノマーの２位の水素シグナル面積の和から測定可能であることを

示した．「クローブ抽出物」中の eugenol の定量では，「クローブ抽出物」の acetone-d6 懸濁

液上清に認証標準物質である1,4-BTMSB-d4のDMSO-d6溶液を加えて測定し，1,4-BTMSB-d4

のトリメチルシリル基のシグナルと eugenol の 2 位の H シグナルのシグナル面積を比較す

ることで定量可能であることを確認した．「ベニバナ赤色素」，「べニバナ黄色素」では，定

量用標準品が手に入らないことから，まずそれらの本体である carthamin および safflor 

yellow 類の個々の化合物の単離精製から行っている． 

(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      

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た．DPPH 法と酸素ラジカル吸収能 (Oxygen 

radical absorbance capacity: ORAC) 法との比較を行うとともに，DPPH 法に基づく一般

試験法案を作成し，その適用性，ならびに再現性に関する確認を行った．試験の結果より，

酸化防止剤中の主要抗酸化成分の基本構造により DPPH 法と ORAC 法に対する応答が異

なることが判明した．また，DPPH 法に基づく一般試験法案のトロロックス，及び酸化防

止剤への適用性，ならびに再現性に問題がないことを確認した． 

(4) 日持ち向上剤や増粘剤等の規格試験法の検討  

既存添加物の有効成分に関する研究として，「ジャマイカカッシア抽出物」の有効成分の新

規定量分析法の検討，「クエルセチン」の定量法確立のための検討，粘度測定法に関する検

討，「カンゾウ油性抽出物」の抗酸化成分の分離，解析及び単離・同定に関する研究，「カ

ワラヨモギ抽出物」の有効成分である抗菌活性成分の定量法の開発に関する研究を行った． 

(5) 酵素の基原の解析法の確立 既存添加物の基原に由来する遺伝子の塩基配列情報を指標

にして，国際塩基配列データベースとの照合結果から種を同定あるいは推定する方法につ

いて検討した．既存添加物酵素 67 品目の微生物由来の基原について，指標となる遺伝子が

国際塩基配列データベースに登録されているかどうか調査し情報を整理した．また既存添

加物酵素「アルギン酸リアーゼ」の生産菌 Flavobacterium multivorumについて，検討した

DNA を指標にした同定法を実施したところ，Flavibacterium属の新種の可能性が高い

Flavobacterium sp.と推定された． 

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 



3 
 

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 

大槻 崇   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  

河﨑裕美    国立医薬品食品衛生研究所 

加藤智久    国立医薬品食品衛生研究所 

松田 諭    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

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
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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，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，チコリ色素，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，ベ

ニバナ赤色素，ベニバナ黄色素）について機

器分析を用いて含有成分を解析した．有効成

分(指標成分)の標準品設定のため，定量NMR

（quantitative NMR: qNMR）を利用した純度

検定等を行った． 

 

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： 

既存添加物カワラヨモギ抽出物流通製品を

用い，乾燥減量試験法の開発,LC/UV 及び

LC/MS による定量法の開発を行った．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： 

既存添加物アルギン酸リアーゼの生産菌で

ある細菌 Sphingobacterium multivorum の 71/58

株から抽出した DNA を鋳型として,16S rDNA

塩基配列解析を行った．DB-BA11.0（㈱テクノ

スルガ・ラボ）や国際塩基配列データベースを

用いて相同性解析を行った． 

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,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

の有無についてアンケート調査を実施した． 
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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から,19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,vanillin,3-O-tr

ans- 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〕を単離した.本検討か

ら,主検出成分は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. 

ゲンチアナ抽出物からは,17 種の化合物

〔anofinic acid,2-methoxyanofinic 

acid,5-hydroxymethyl-2-furfural,2,3-dihydroxyb

enzoic acid,furan-2-carboxylic acid,loganic acid, 

gentiopicroside,isovitexin,sweroside,vanillic 

acid, 

gentisin,isogentisin,6'-O-glucosylgentiopicroside

,gentisin 7-O-primeveroside,isogentisin 3-O- 

primeveroside,swertiajaposide D,loganic acid 

7-(2'-hydroxy-3'-O--D-glucopyranosyl)benzoat

e〕を単離し,確認試験として HPLC 及び TLC

による定性,定量分析につい

て,gentiopicroside 及び amarogentin を指標成

分として分析する方法を提案した. 

モウソウチク抽出物からは,11 種の化合物 

〔5-hydroxymethyl-2-furfural,4-hydroxybenzoi

c acid,p-coumaric acid,trans-ferulic 

acid,N,N'-diferuloylputrescine,arbutin,tachioside

,isotachioside,3,4'-dihydroxypropiophenone 

3-O-glucoside, koaburaside, lyoniresinol 9'-O- 

glucoside,propiophenone 4'-O-primeveroside〕を

単離し,その構造を明らかにした.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,主成分として p-coumaric acid,3,4'- 

dihydroxypropiophenone 

3-O-glucoside,lyoniresinol 9'-O-glucoside を検

出した一方,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.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が,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ず,製品の同

等性確保のためにも指標成分の提案が示唆

された. 

カキ色素については,製品の分離精製を繰

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,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,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. 



6 
 

一般飲食物添加物「チコリ色素」の指標成

分の探索 

 一般飲食物添加物は一般に飲食される食

品等の抽出物であることから安全性に問題

がないと考えられ，早急な成分規格設定は必

要ないと考えられている．このため，一般飲

食物添加物 106品目のうち 3品目について規

格設定されているのみであり，規格設定が遅

れている．そこで，本研究では一般飲食物添

加物のうち，「チコリ色素」について，成分

規格を設定するための基礎情報を得るため

に，指標成分となる特有の成分が含有されて

いるかどうか検討した． 

 LC/MS により，チコリ色素製品中に観察

された化合物 1 及び 2 を単離精製し，NMR

によりその化学構造を決定した結果，化合物

1 が 5-(hydroxymethyl) furfural，化合物 2 が

4- hydroxyl -2-(hydroxymethyl)-5- 

methylfuran-3(2H)-one であり，いずれもチコ

リ色素製品を製造する際，焙煎の過程におい

て糖類が変性し生じたと考えられる化合物

であった．これらは，製造過程において焙煎

処理を伴う他の添加物においても含有され

ると予想されることから，チコリ色素の指標

成分としては不適当と考えられた．また，チ

コリ色素に特有な成分であるチコリ酸

(chicoric acid)，加水分解後のカフェ酸を定量

分析した結果，加水分解後のカフェ酸の有無

がチコリ色素の確認に応用可能と考えられ

た． 

INADEQUATE によるカルミン酸，耐酸性

カルミン(4-アミノカルミン酸)の 13C-NMR

スペクトルの完全帰属 

 既存添加物「コチニール色素」は「本品は，

エンジムシ(Dactylopius coccus Costa (Coccus 

cacti Linnaeus))から得られた，カルミン酸

(carminic acid (C22H20O13))を主成分とするも

のである．」と記載されており，わが国では，

コチニール色素は食品への使用が許可され

ているが，コチニール色素の主色素成分カル

ミン酸を原料として化学的処理により構造

を改変した色素はすべて化学的合成品扱い

となり，食品への使用は現在認められていな

い．  

 耐酸性カルミン(acid-stable carmine)と呼ば

れるカルミン酸をアンモニアと反応させて

生成したものと考えられる pH に依存せず，

酸・アルカリ性条件下でも赤色を保つ色素が

2000 年頃から流通し始めた．この色素は化

学的な構造改変を伴うものであり，世界的に

も食品への使用は認められていない．このた

め，2002 年，我々の研究グループは，耐酸

性カルミンの主色素の化学構造について検

討し，カルミン酸の 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．し

かし，この報告では，カルミン酸とカルミン

酸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

成分が 4-aminocarminic acid であると推定し

たものであり，完全帰属に至っていない． 

 そこで本研究では，未指定添加物である耐

酸性カルミンの主色素の化学構造が

4-aminocarminic acid であることを完全証明

することを目的とした．13C−13C 間の直接結

合，すなわち，有機化合物の炭素骨格のつな

がりを完全に確認することができる

INADEQUATE (Incredible Natural Abundance 

DoublE QUAntum Transfer Experiment)を

4-aminocarminic acid の構造解析に適用した．

また，安定同位体 15N を導入した

4-aminocarminic acid の合成を行い， 1D-1H，
13C，15N-NMR 及び 2D-HMQC，HMBC，

INADEQUATE の解析結果より，NH2 基の置
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換位置を特定し，耐酸性カルミンの主色素の

化学構造が 4-aminocarminic acid であること

の確証を得ることができた． 

既存添加物クチナシ青色素の色素生成メカ

ニズムの解明 

 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．LC/MS により

経時的に反応液中の生成物を観察したとこ

ろ，青色素が生成するまでに前駆体と考えら

れる黄色の化合物 Y1 及び Y2 が生成するこ

とが確認された．化合物 Y1 及び Y2 を分取

HPLC により単離し，NMR 等により構造解

析したところ，化合物 Y1 及び Y2 は，ゲニ

ピンが反応液中でジアルデヒド構造に開裂

し，ベンジルアミンのアミノ基とカルボニル

-アミノ反応を起こした後に閉環したもので

あった．また，単離した化合物 Y1 及び Y2

を再溶解した溶液を観察したところ，青色に

経時的に変化することから，青色素の前駆体

であることが確認された．したがって，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．次

に，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．以上のことから，既存添

加物クチナシ青色素の青色素成分は，ゲニピ

ンと一級アミンが重合的に反応して生成し

た化合物であると推定された． 

ラック色素のアンモニア処理および構造解

析 

 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．C-2)で述べたように，carminic acid をア

ンモニア処理することで， 4 位ヒドロキシ

基（–OH）がアミノ基（–NH2）に容易に置

換され，4-aminocarminic acid が合成される．

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，laccaic acid に対して普遍的に

起こりうると想像できる．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． 

 そこで本研究では，ラック色素をアンモニ

ア処理し，その色素成分について LC/MS お

よび NMR を用いて解析を行った．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．LC/MS 分析によ

り，アンモニア処理後のラック色素には，ラ

ック色素の主色素成分 laccaic acid A，B，C

および 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 および E が主色素成分として含まれる

ことが示唆された．また，単離精製した

laccaic acid C をアンモニア処理して得られ

た化合物についてNMR解析を行ったところ， 

4-aminolaccaic acid C であることが確認され

た．  

ムラサキイモ色素・ムラサキヤマイモ色素 
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１．HPLC による分離分析 

8 版公定法（515～535 nm）および 4 版自

主規格（525～545 nm）に検出波長を設定し，

逆相分配モードによる成分分析を実施した．

移動相の条件を検討した結果，ギ酸濃度を

1.0%以上でないと良好な分離が達成できな

った．また，トリフルオロ酢酸では，0.5%

でも十分に良好な分離ができた．そのような

結果より，LC-MSへの連結を想定して，1.0%

ギ酸水溶液/アセトニトリル系を用いること

にした．ムラサキイモに関するクロマトグラ

ムは，既報のピークパターンと類似しており，

ほぼ良好な分離分析が達成できたと推定さ

れる．一方で，ムラサキヤマイモでは，ムラ

サキイモとは全く異なるピークパターンを

示した．本クロマトグラムと比較検討できる

研究報告はなく，各成分の比較同定などが必

要と考えられる．これらのピークはいずれも

8 版公定法（515～535 nm）および 4 版自主

規格（525～545 nm）の確認試験を示す由来

成分である．そのため，これらの比較を行う

ことで，今後の規格試験へ応用できるものと

考える．そこで，各成分の LC-MS 分析を行

うこととした． 

２．LC-MS による同定分析 

HPLC の分離条件を利用して，LC-MS に

よる同定分析を実施した．検出波長 513～

535 nm による主な検出は，14 ピーク観察さ

れ，いずれも ESI-Positive モード（m/z 200

～2000）でマススペクトルを得ることがで

きた．また，いずれも既報とのピークパター

ン，質量数（理論値），フラグメントイオン

より，同定することが可能であった．ピーク

1 は，[M+H]+ m/z 773.212（理論値：m/z 

773.2135，C33H41O21）となり，MS/MS で

は，m/z 611, 499, 287 が検出され，cyanidin 

3-sophoroside-5-glucoside と同定できた．ピ

ーク 2 は，[M+H]+ m/z 787.229（理論値：

m/z 787.2291，C34H43O21）となり，MS/MS

では，m/z 625, 436, 301が検出され，penidin 

3-sophoroside-5-glucoside と同定できた．ピ

ーク 3 は，[M+H]+ m/z 893.234（理論値：

m/z 893.2346，C40H45O23）となり，MS/MS

では，m/z 731, 449, 287 が検出され，

cyanidin 

3-p-hydroxybenzoylsophoroside-5-glucosid

e と同定できた．ピーク 4 は，[M+H]+ m/z 

935.244（理論値：m/z 935.2452，C42H47O24）

となり，MS/MS では，m/z 773, 449, 287 が

検出され，cyanidin 

3-(6''-caffeolylsophoroside)-5-glucoside と

同定できた．ピーク 5 は，[M+H]+ m/z 

907.249（理論値：m/z 907.2503，C41H47O23）

となり，MS/MS では，m/z 745, 463, 301 が

検出され，peonidin 

3-p-hydroxybenzoylsophoroside-5-glucosid

e と同定できた．ピーク 6 は，[M+H]+ m/z 

949.260（理論値：m/z 949.2608，C43H49O24）

となり，MS/MS では，m/z 787, 463, 301 が

検出され，peonidin 

3-(6'''-caffeolylsophoroside)-5-glucoside と

同定できた．ピーク 7 は，[M+H]+ m/z 

949.260（理論値：m/z 949.2608，C43H49O24）

となり，MS/MS では，m/z 787, 449, 287 が

検出され，cyanidin 

3-feruloylsophoroside-5-glucoside と同定で

きた．ピーク 8 は，[M+H]+ m/z 963.275（理

論値：m/z 963.2765，C44H51O24）となり，

MS/MSでは，m/z 801, 463, 301が検出され，

peonidin 3-ferulyolsophoroside-5-glucoside

と同定できた．ピーク 9 は，[M+H]+ m/z 

933.264（理論値：m/z 933.2659，C43H49O23）

となり，MS/MS では，m/z 771, 433, 271 が

検出され，pelargonidin 

3-feruloylsophoroside-5-glucoside と同定で

きた．ピーク 10 は，[M+H]+ m/z 1097.275
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（理論値：m/z 1097.2769，C51H53O27）とな

り，MS/MS では，m/z 935, 499, 287 が検出

され，cyanidin 

3-(6'',6'''-dicaffeoylsophoroside)-5-glucoside

と同定できた．ピーク 11 は，[M+H]+ m/z 

949.260（理論値：m/z 949.2608，C43H49O24）

となり，MS/MS では，m/z 787, 463, 301 が

検出され，peonidin 

3-caffeoylsophoroside-5-glucoside と同定で

きた．ピーク 12 は，[M+H]+ m/z 1111.290

（理論値：m/z 1111.2925，C52H55O27）とな

り，MS/MS では，m/z 949, 463, 301 が検出

され，peonidin 

3-dicaffeoylsophoroside-5-glucoside と同定

できた．ピーク 13 は，[M+H]+ m/z 1125.306

（理論値：m/z 1125.3082，C53H57O27）とな

り，MS/MS では，m/z 963, 463, 301 が検出

され，peonidin 

3-caffeoyl-feruloylsophoroside-5-glucoside

と同定できた．ピーク 14 は，[M+H]+ m/z 

1095.297（理論値：m/z 1095.2976，

C52H55O26）となり，MS/MS では，m/z 933, 

583, 433 が検出され，pelargonidin 

3-caffeoyl-p-coumaroylsophoroside-5-gluco

side と同定できた． 

一方で，ムラサキヤマモの LC-MS クロマ

トグラムより，検出波長 523～545 nm にお

ける主な検出は，8 ピーク観察され，いずれ

も ESI-Positive モード（m/z 200～2000）

でマススペクトルを得ることができた．しか

しながら，ムラサキイモのような報告例がな

く，同定することはできなかった．しかしな

がら，いずれの MS スペクトルは良好に取得

することができ，今後，本ピークを同定する

ことが必要と思われる．  

本研究では，8 版公定法および 4 版自主規

格にて，ムラサキイモおよびムラサキヤマイ

モの区別は不可能であったため，HPLC によ

るクロマトグラムパターンを比較した．その

結果，最大吸収波長（ムラサキイモ：515～

535 nm，ムラサキヤマイモ： 525～545 nm）

によるピークが全く異なっていた．つまり，

各規格基準に準じるが，その由来成分は全く

異なることが分かった．ゆえに，各ピークの

成分を同定し，新たな規格基準指標をタンク

する必要性がある．そのため，LC-MS によ

って，各ピークの同定を実施することとした．

Table 1 にムラサキイモ色素の吸収極大波長

および同定された物質名をまとめた．いずれ

も報告されている既知の物質であり，いずれ

も有効な指標物質になりえると考えられる．

一方で，ムラサキヤマイモに関しては，いず

れも良好な MS スペクトルを取得すること

ができたが，各ピークから物質を同定するこ

とができなった．今後の比較検討で各成分の

同定は重要な情報となるため，早急に NMR

などを利用して，確認する必要がある． 

 

クチナシ黄色素 

１．HPLC によるクロシン，クロセチンお

よびゲニポシドの一斉分析 

8 版公定法により，評価したクロシン，ク

ロセチンおよびゲニポシドの一斉分析法を

検討した．A694 からは，各種クロシンの異

性体が検出され，一部にクロセチンも確認さ

れた．一方で，A694 のアルカリ加水分解お

よび A12 では，クロセチンのみが観察され

た． Fig. 2-[A] に示す主な3つのピークは，

trans-crocetin di(-D-gentiobiosyl) ester

（ピーク 1; 最大吸収波長: 442 nm， 保持時

間: 7.8 min）， trans-crocetin 

-D-gentiobiosyl ester（ピーク 2; 最大吸収

波長: 434 nm， 保持時間: 11.2 min）および

cis-crocetin di(-D-gentiobiosyl) ester（ピ

ーク 3; 最大吸収波長: 442 nm， 保持時間 

11.7 min）であった．それらの TOF/MS ス
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ペクトルでは，ピーク 1 は，m/z 999.283 

[M+Na]+，ピーク 2 は， m/z 837.522 

[M+Na]+ そして，ピーク 3 は，m/z 999.282 

[M+Na]+ が検出され，いずれも既報を参考

として確認できた. アルカリ加水分解およ

びクチナシ黄色素 A12 製品におけるクロマ

トグラムでは，主に 2 つのピーク 4 および 5

が検出された．それらの 2 つのピークは，

trans および cis-crocetins（ピーク 4; 最大

吸収波長: 422 nm， 保持時間：14.4 min）

および（ピーク 5; 最大吸収波長: 422 nm， 

保持時間：15.9 min）であった．本ピークは，

いずれも TOF/MS において，m/z 329.441 

[M+H]+が検出されている. 

同一条件において，ゲニポシドおよびその

分解物であるゲニピン（m/z 226.929, 

[M+H]+）も測定することができた． 

本手法を用いて，8 版公定法で用いるアル

カリ加水分解の条件検討を実施した．0.02 

mol/L 水酸化ナトリウム溶液（50oC）におい

て，クチナシ黄色素 A694 を用いて，加水分

解した結果，ピーク 1（保持時間：7.8 min）

および 4（保持時間：14.4 min）の経時変化

を示すことができた．その結果，クロシンは，

5 分程度で加水分解され，クロシンは，20～

30 分程度で一定量を示すことが分かった．

その一方で，不純物質であるゲニポシドは，

120 分程度の経時により，ゲニピンへ分解す

ることも判明した． 

２．クロセチンの単離精製 

クロセチンを指標としたクチナシ黄色素の

定量評価を行うため，アルカリ分解試料より，

クロセチンの単離精製を行った．まずは，固

相抽出法により抽出を行った．クチナシ黄色

素製剤 0.1 g から，加水分解および固相抽出

による濃縮精製により，得られた成分 8.4 

mgを HSCCCに注入することとした．また，

同時に HSCCC の 2 相溶媒系を検討するこ

ととした結果，ヘキサン／酢酸エチル／メタ

ノール／0.1% ギ酸水溶液（7/3/5/5）を最適

として利用することとした．本条件により，

固定相の保持率は 88%となり，単離精製に

は，8 時間を費やした．クロマトグラムより，

Fraction A および B をそれぞれ 2.0 および

1.2 mg 得ることができた．Fraction A を

HPLC で測定した結果，クロセチン標準試料

として利用できる成分が単離できた．しかし

ながら，trans 型クロセチンに対して，cis

型が 15%の割合で，異性化反応が生じるこ

とが分かった．いずれも HPLC で単離精製

を行っても同様の反応（変換効率）が起こり，

常に 15%程度の混合物となってしまった．

しかしながら，他の不純物なども観察されず，

安定なクロマトグラムを示したため，本試料

を指標として，クチナシ黄色素の定量評価に

用いることとした． 

３．クロセチン指標によるクチナシ黄色素の

定量評価 

２で開発した HPLC 法を用いて，３で得

た標準試料により，検量線を作成した結果，

trans 型クロセチンにおいて，y=549.7x + 

7374.6（相関係数 r2=0.998）の検量線を得

ることができた．本検量線を利用して，アル

カリ分解後のクロセチン含有量は，A694 で

は 67.6%，A12 では 45.5%およびサフラン色

素では 42.3%となった． 

 本研究では，8 版公定法を基盤に国内で

流通するクチナシ黄色素 2 製品およびサフ

ラン色素 1 製品の評価および新たな HPLC

による一斉分析法の検討を実施し，試験法の

妥当性および新たな問題点を検証した． 8

版公定法に基づく評価では，サフラン色素と

クチナシ黄色素を区別することが不可能で

あった． 

そこで，HPLC によるクロシン，クロセチ

ンおよびゲニポシドの一斉分析法を開発し，
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アルカリ加水分解前後の評価を行った．逆相

系グラジエントモードおよびDAD検出法を

利用することで，各成分の分離分析が達成で

きた．本試験法を用いて，クチナシ黄色素

A694 製品を分析した結果，様々なクロシン

異性体が検出された．そのため，クロシン異

性体を用いたクチナシ黄色素の指標とする

ことは，複数存在するため困難であると判断

した．そこで，アルカリ分解後の A694 およ

び A12 製品を測定した結果，ほぼ同様のク

ロマトグラムを得ることができ，trans 型ク

ロセチンが最も有効に検出することができ，

本化合物を指標とすることとした．そこで，

HSCCCによる trans型クロセチンの単離精

製を試みた．その結果，Fraction A として，

trans 型クロセチンを得ることができた．し

かしながら，trans 型クロセチンは，容易に

cis 型へ 15%程度変換してしまうことが判明

した．その一方で，HSCCC を利用すること

で，他の不純物質なども含まず，trans 型

85%純度で定量を行うこととした．その結果，

アルカリ分解後のクロセチン含有量は，

A694 では 67.6%，A12 では 45.5%およびサ

フラン色素では 42.3%となった．いずれにお

いても，殆どその差は，見出すことができな

かった．つまり，アルカリ分解の製剤に存在

するクロセチン含量だけでは，クチナシ黄色

素とサフラン色素を識別することが不可能

であった． 

また，ゲニポシドにおいては，クチナシ黄

色素から僅かであるが検出することができ

た．その一方で，アルカリ加水分解すると，

ゲニポシドのピークは減少し，新たにゲニピ

ンのピークが検出された．つまり，加水分解

過程において，ゲニポシドは，ゲニピンに変

化することが判明した．ゲニピンは，アポト

ーシスの誘導や免疫系への影響など薬理活

性を有しており，安全性からもモニタリング

が必要な物質である．8 版公定法では，不純

物質として，ゲニポシドのみ規格となってい

る．その一方で，加水分解処理されているク

チナシ黄色素製品では，ゲニポシドが適合

（0.5%以下）であったとしても，そのすべ

てもしくは一部がゲニピンに分解されてい

る可能性が予想される．しかし，現在の 8

版公定法では，その点について，判断するこ

とはできない．今後，ゲニピンを含めた不純

物質試験が要求されるものと思われる．本研

究より，以下の新たな問題点および提案がで

きると思われる． 

ゴマ油不けん化物 

ゴマ油不けん化物中のセサモール，セサミ

ン，セサモリン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，定量などの評

価に用いることとした．本設定波長により，

逆相系 LC の各種パラメータを用いて，条件

検討を実施した．その結果，セサモールのシ

ンメトリー係数は僅かに低値を示し，他の値

は殆ど同等であった．いずれも，15 分以内

に良好なピークを得ることができた．そのた

め，移動相には汎用性などを考慮して，0.1% 

ギ酸水/アセトニトリル混合液を用いること

とした．本最適条件において，検出限界

（LOD）および定量限界（LOQ）は，セサ

モール（LOD:0.04 ppm，LOQ: 0.15 ppm），

セサミン（LOD: 0.02 ppm，LOQ: 0.08 ppm）

およびセサモリン（LOD: 0.04 ppm，LOQ: 

0.15 ppm）となった．各検量線においても，

LOQ～5 ppm の範囲において，相関係数（r）

0.999 以上を示した．本手法を用いて，ゴマ

油不けん化物の 50 倍希釈（希釈溶媒：アセ

トニトリル/メタノール，50/50）のクロマト

グラムを Fig. 4 に示す．その際の定量値は，
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セサモール：不検出（7.5 mg/kg 以下），セ

サミン（12.8 g/kg）およびセサモリン（9.4 

g/kg）となった．本結果は，既報にあるゴマ

油中の濃度よりも高含有存在していること

が判明した． 

 本分析法は，逆相系LCを用いているため，

直接 MS に導入することも可能である．MS

によるスペクトル情報があることで，飛躍的

に同定能が向上する．そのため，本研究では，

ESI-ポジティブモードを採用して，スペクト

ル解析を実施した．LC/MS には，逆相系 LC

条件をそのまま利用した．ESI-ポジティブモ

ードにおいて，セサモール m/z 139，セサミ

ン m/z 337 およびセサモリン m/z 233 が最

も強度が高く検出された．それらをプレカー

サーイオンとして採用し，プロダクトイオン

スキャンにより，MS スペクトルを得た．い

ずれも，特異的なスペクトルを得ることがで

き，化合物同定に有益な情報を得ることがで

きた．本手法を用いて，実際に検出されたゴ

マ油不けん化物からのピーク同定を試みた．

その結果，標準溶液と同じスペクトルが検出

され，確実な化合物の同定が達成できた．本

結果より，順相系 LC では実施することがで

きなかった MS による情報も同時に入手で

きる逆相系LCの構築が達成できたものと判

断できる． 

 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． 

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．

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．試験法

としては，逆相系 LC により，検出波長を

290 nm に設定して，セサモール，セサミン

およびセサモリンを分析するものである．本

結果より，いずれもゴマ油不けん化物からの

測定が可能であり，定量も達成できた．また，

確実な同定を目指して直接 MS 分析するこ

ともでき，有効な MS スペクトルを得ること

ができた．以上より，今後は本手法と自主規

格案を比較する必要もあり，様々な流通品や

製品にも汎用できることを示す必要がある． 

また，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． 
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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・ベニコウジ黄色素 

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． 

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． 

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，Fraction A が，キサントモナ

シン A および Fraction B がキサントモナシ

ン B であることが判明した． 
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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． 

「ヤマモモ抽出物」中の myricitrin の定量 

 今回,2 ロットの試料についての測定を行

った.積分値をとったシグナルごとで多少の

ばらつきが見られ,また,２試料で共通して大

きめの値が算出されるシグナルと小さめの

値が算出されるシグナルがあるという特徴

も示唆された.YM４は 85％程度,YM７は

87%程度の純度であることがわかった.「ヤマ

モモ抽出物」においては,観測されたシグナ

ルを精査すると,ベースライン上にも雑音が

少なく,比較的シャープなシグナルとして観

測される myricitrinの６位,８位のシグナルの

積分値を定量時の算出に用いるのが好適で

はないかと考えられる.今後,今回の各シグナ

ル間での定量値の違いが,常にこの傾向であ

るのか否か,それぞれのシグナルの積分値の

ばらつきを,同じ試料の繰り返し測定で見極

めるとともに,多種の試料の測定でも確認す

る必要があると思われる. 

「グルコサミン」中の glucosamine の定量 

内部標準の認証標準物質 DSS-d6 のシグナ

ルは他のシグナルが全くない 0 ppm 付近に

現れ,定量に用いた２つの配座異性体の 2 位

H のシグナル面積の合計で問題なく測定が

できることを確認した.これらを用いて入手

した 5 種類の市場品の「グルコサミン」中の

glucosamine の定量をおこない,その結果を

Table 3 に示した.表示に「グルコサミン」と

書かれたものに関しては,glucosamine の分子

量(C6H13NO5, MW: 179)で,塩酸塩とか書かれ

ていたものは塩酸塩としての分子量

(C6H13NO5 ・HCl, MW: 215.5)と合せて含有率

を算出した.いずれの試料も glucosamineとし

ての含有率は 80％程度であった.塩酸塩に関

しては,塩の分子量で計算すると 95％以上と

いう数字となった.「グルコサミン」におい
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ては,得られたスペクトルを精査すると,１位

の水素のシグナルのうち βアノマーの１位

と帰属される水素（δ4.82 ppm）が D2O の残

留水素のシグナルの裾に若干重なっている

可能性が観察された.このため,2 位の水素シ

グナル（δ2.89 ppm と δ3.18 ppm）の面積の和

を純度算出に用いた方がよいと考えられる.

「グルコサミン」中の glucosamine としての

含有率は 80％程度であったが,塩酸塩とする

とその純度は 95％以上と非常に高いものに

なる.塩酸塩の表記がなかった製品に関して

も,塩酸塩として計算すれば 95〜99％という

純度になることから,これらも全て塩酸塩と

して流通しているものと推定される. 

 この条件での glucosamine での定量は極め

て簡便である.Glucosamine は紫外吸収を持

たない分子であるためにHPLCでUV検出器

での検出が困難で,HPLC を用いた分析をす

るには誘導体化か,検出の安定化に手間のか

かる示差屈折計を用いる必要がある.この

「グルコサミン」の glucosamine 純度の測定

に関しては 1H-qNMR 法が極めて有利な方法

と考えられる.ところで,水という表面張力の

強い溶媒を用いるため,細い NMR 試料管に

測定溶液を注入するときするには,多少のコ

ツが必要である. 

「クローブ抽出物」中の eugenol の定量 

 まず,「クローブ抽出物」の acetone-d6 中で

のスペクトルにおいて eugenol の 6 位 H の位

置（δ 6.33 ppm）には他のシグナルは観測さ

れなかった.また,内部標準を DMSO-d6 溶液

として加えて測定しても eugenol の 6 位 H シ

グナルは独立しており,「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できなかった.検量線

を作製した結果,少なくとも 0.5 〜20 mg/mL

の間では極めて高い直線性が示された. 

  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」に関

しては,いずれも eugenol の含有率が 30％程

度だった.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 標準品の溶液を順次希釈し 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.両法

の比較に用いた「クローブ抽出物」の

eugenol の含有率は 26.56％,28.81％だった

が,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 の定量値はそれ

ぞれ 24.94％,26.20％だった. 

「クローブ抽出物」には eugenol 以外にも

フェニルプロパンの精油成分が存在するの

で,芳香族領域は多くのシグナルの存在が懸

念されたが,このシグナルが定量に好都合で

あることがわかった.検量線も極めてよい直

線性を示し,特に検量線を引くことなく定量

ができることも確認ができた. 

 今回,操作の簡便のために予め認証標準物

質の濃度既知の溶液を作っておき,測定の際

に測定溶液に標準物質の溶液を一定量加え

るという方法を考えた.ストックの際に溶媒

が揮発して濃度が変化しないよう,難揮発性

のDMSOにに溶解した.1,4-BTMSB-d4はカタ

ログ上で DMSO に難溶と表記されているが,

今回用いた 2.5 mg/mL という濃度であれば

十分に溶解することがわかった.ま

た,1H-qNMRの測定時は acetone - DMSO = 5 : 

1 という混合溶媒で実施することになる.こ

れも測定の結果,この混合溶媒でも eugenol

の 6 位 H が独立したシグナルで観測され,問

題なくシグナル面積の測定ができた.よっ

て,1,4-BTMSB-d4 を DMSO-d6 溶液として用
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いることで操作の簡便化も実現できた.ま

た,eugenol は揮発性の精油で標準品の純度が

変化しやすいことから,そのような化合物で

も 1H-qNMR を用いれば絶対定量が可能にな

ることを示すことができた. 

 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.また,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. 

「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 スペクトルを水上ら

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）酸化防止剤の力価評価における DPPH 法

と ORAC 法の比較 

 ORAC 法は農産物・食品の抗酸化評価法

として共同試験が近年実施され,この共同試

験結果を受けて標準作業手順書が作成され

た.そこで,酸化防止剤の力価評価を ORAC

法,ならびに同じく複数試験機関による共同

試験にてプロトコールの評価を行った

DPPH 法とで行い,その結果について比較し

た. 

チャ抽出物 5 種類,トコフェロール類 5 種

類,ローズマリー抽出物 2 種類,単糖・アミノ

酸複合物,生コーヒー豆抽出物,コメヌカ酵素

分解物,フェルラ酸,ヤマモモ抽出物,エンジ

ュ抽出物,酵素処理イソクエルシトリン,ルチ

ン,酵素処理ルチン,ルチン酵素分解物の計

22 種類の酸化防止剤について測定を行った

ところ,DPPH 法では 20 種類,ORAC 法では

22 種類の抗酸化力価を求めることが可能で

あった. 
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 また,DPPH法とORAC法の測定結果の相

関を調べたところ,両者の間の相関係数は

0.460 (n = 20) となった.相関関係は有意で

あったが (p < 0.05),直線性は高いものでは

なかった.同時に,酸化防止剤に含まれる主要

抗酸化成分の種類により DPPH 法,及び

ORAC 法に対する挙動が大きく異なること

が判明した.具体的には,カテキン類を主要抗

酸化成分とするチャ抽出物では DPPH 法と

ORAC 法の測定結果の間に高い直線性が認

められたのに対し (r = 0.775,n = 5),ケルセ

チン配糖体,及びその類縁化合物が主要抗酸

化成分であるヤマモモ抽出物,エンジュ抽出

物,ルチン類の場合,DPPH 法と ORAC 法の

測定結果の間に相関は認められなかった (r 

= -0.239,n = 7).このことから,主要抗酸化成

分の基本構造がフラバノール,フラボン,ある

いはその配糖体であるか否かにより,DPPH

法,及び ORAC 法に対する挙動が異なること

が判明した. 

今後,DPPH 法の適用が困難な酸化防止剤

の力価評価標準法を適宜検討する場合は,主

要抗酸化成分の各種抗酸化活性測定法への

応答の特徴を考慮する必要があると考えら

れた. 

2）DPPH 法に基づく一般試験法案の適用性

と再現性の検討 

トロロックス,及び酸化防止剤 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) を分析試料

として用い,一般試験法案の適用性と再現性

を確認した.いずれの酸化防止剤もエタノー

ル (99.5) に溶解し,希釈もエタノール 

(99.5) で行った. 

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,作成した一般試験

法案に基づき,トロロックスの IC50算出に関

する手順について繰り返し試験を実施した 

(n = 8).その結果,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

のことから,一般試験法案に基づくトロロッ

クスの IC50の算出に関する再現性は問題な

いと判断した. 

続いて,酸化防止剤19種類の抗酸化力価評

価を行った.その結果,測定に用いたすべての

酸化防止剤の TEAC を求めることが可能で

あり,その変動係数 (n = 3) は 0.28～7.1%と

なった.特に,サンフェノン EGCg を除く 18

試料の変動係数は 4.3%以下の範囲内となり

高い再現性を示すことが判明した. 

4.日持ち向上剤や増粘剤等の規格試験法の検

討： 

1) 既存添加物ジャマイカカッシア抽出物と

天然香料クワッシャ中におけるクアシン，ネ

オクアシンの新規定量分析法の検討 

 「ジャマイカッシア抽出物」は天然由来の

苦味料，「クワッシャ」は天然由来の香料と

して使用され，それぞれ既存添加物と天然香

料に分類される食品添加物である．両品目の

有効成分はいずれもクアシン及びネオクア

シンとされているが，これら有効成分の定量

用標準品は市販されていない．そこで，安価

で入手しやすく，純度も高いと予想される

4-ヒドロキシ安息香酸（4HBA）を両有効成

分の定量用内標準物質として選定し，クアシ

ン及びネオクアシンそのものの定量用標準

品を必要としない HPLC/PDA による定量法

を確立することを目的とした．1H-qNMR か

ら求めた 4HBA 市販試薬の純度は，試薬に記
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載された純度値と殆ど差異はなく 100.43%

であった．このことから，市販の 4HBA を購

入して用いれば，表示純度との差を気にせず

に定量用内標準として使用できると考えら

れた．そこで，4HBA とクアシン及びネオク

アシンの混合液を用い，1H-qNMR により正

確なモル比を求め，HPLC/PDA により吸光度

比を求め，これら得られた値を元に 4HBA に

対するクアシン及びネオクアシンのモル吸

光係数比を算出したところ，0.84 及び 0.85

であることが明らかとなった．純度既知の

4HBA を内標準として，モル吸光係数比を適

用した HPLC/PDA により添加物製品中のク

アシン及びネオクアシンを定量したところ，

国際単位系（SI）にトレーサブルな

1,4-BTMSB-d4を内標準とした 1H-qNMRによ

り求めたクアシン及びネオクアシンの定量

値と殆ど差異はなかった（1.2 %以下）．モル

吸光係数比を適用した定量法は，クアシン及

びネオクアシンそのものの定量用標準品を

必要とせず,これらの製品中の含量を求めら

れる試験法として有用であることが明らか

となった． 

2) 既存添加物クエルセチンの定量法確立の

ための qNMR を応用した検討 

 天然由来の酸化防止剤である既存添加物

クエルセチンは，食品添加物公定書未収載で

あり，成分規格案の作成を行う上で定量法の

確立が必要である．そこで本研究では，
1H-NMR による定量 NMR(quantitative NMR: 

qNMR)を適用し，試薬や添加物の正確な

quercetin 含量を求めることにより，既存添加

物クエルセチンの定量法確立のための基礎

的検討を行った．本研究により，既存添加物

クエルセチンの成分規格作成に有用な基礎

データを得ることができた．また，これらの

結果より，標準試薬(qNMR 純度適用)を用い

た LC/UV による quercetin の定量が最も適切

であることが示唆された． 

3) 粘度測定法に関する検討 

 物質の粘度を測定する手法として，様々な

粘度計が存在する．食品添加物公定書におい

て粘度測定法は，毛細管粘度計法（第 1 法）

と回転粘度計法（第 2 法）が規定されている．

一方，日本工業規格（JIS）における粘度測

定法としては，細管粘度計，落球粘度計，共

軸二重円筒形回転粘度計，単一円筒形回転粘

度計，円すい－平板形回転粘度計の他，近年，

振動粘度計が追加されている．本報告では，

食品添加物公定書，日本薬局方，JECFA，EU，

FCC，JIS， JCSS 等における粘度測定法を調

査し，比較整理したので報告する．また，JIS

における振動粘度計の原理と各測定計との

相違について調べ，考察した． 

4) 既存添加物カンゾウ油性抽出物の抗酸化

成分の分離 

 カンゾウ油性抽出物製品には，主要成分以

外にも抗酸化活性寄与率が比較的高い成分

が存在することが強く示唆され，ODS カラ

ムを用いた分取HPLCによる2段階の分離及

び分離画分の抗酸化活性測定を行い，活性画

分の探索研究を行ってきた．今年度は，これ

までの分離により抗酸化活性が認められた

Glycyrrhiza inflata 由来製品の 7 画分及び

Glycyrrhiza glabra 由来製品の 8 画分につき，

ODS とは異なる分離特性を有するカラムを

用いてさらに HPLC による分離・分画を行い，

抗酸化活性測定を行った．本研究により，各

カンゾウ油性抽出物製品の活性ピークを分

離・特定することができた． 

5) 既存添加物カンゾウ油性抽出物の抗酸化

成分の LC/TOF-MS による解析 

 カンゾウ油性抽出物製品の主要成分によ

る全体の抗酸化力価への寄与率は高くない

ことが明らかとなり，HPLC による分離・分
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画後，各画分の活性測定を行い，他の抗酸化

成分を分離・特定した．さらに研究を進め，

Glycyrrhiza inflata 由来製品及び Glycyrrhiza 

glabra 由来製品より単離した活性成分につ

き，LC/TOF-MS(/MS)を用いて分析し，精密

質量による組成解析から含有成分の推定を

行い，市販試薬及び供与された単離標品との

解析結果と比較した．その結果，カンゾウ油

性抽出物製品中の 6 種の抗酸化活性成分及

び 2 種の非活性成分を同定した． 

6) 既存添加物カンゾウ油性抽出物の抗酸化

成分の単離・同定 

 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 で同定し

たが，残りの 4成分については，分子量（MW）

370，358，322 および 354 の化合物と推定さ

れたが，同定はできていなかった．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．その結果，4 成分は

glabrene，3’-hydroxy-4’- methoxyglabridin

等の化合物であると同定した．なお， MW 

370 および MW 358 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

単離画分は DPPH ラジカル消去活性を示し

た． 

7) 既存添加物カワラヨモギ抽出物の乾燥減

量試験法と qNMR を応用した定量法の開発 

 既存添加物製品の規格の設定は，品質や安

全性確保の上から極めて重要である．既存添

加物カワラヨモギ抽出物は，天然由来の保存

料であり，抗菌作用があるとされている．本

研究では，既存添加物カワラヨモギ抽出物の

公的成分規格作成のため，本品目に適した乾

燥減量試験法及び定量 NMR を応用した LC

定量法の開発を行った．その結果，溶液状態

のカワラヨモギ抽出物製品に適した乾燥減

量試験法を確立することができた．また，

LC/UV 及び LC/MS によるカピリン定量条件

を最適化し，qNMR を応用してカピリン標品

の正確な純度値を付けて定量に用いること

で，信頼性の高い LC 定量法を開発できた．

さらに，カピリン標品を必要としない qNMR

での直接定量法が，比較的カピリン含量の高

いカワラヨモギ抽出物製品では，有用な定量

法の 1 つとして選択可能であることを示し

た． 

8) Relative response factor を用いた

HPLC/PDA によるカワラヨモギ抽出物中の

カピリン定量法の開発解析 

 既存添加物名簿に収載されている保存料

「カワラヨモギ抽出物」中の抗菌成分カピリ

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，別の化合物をカピリンの基準物質と

して選定し，カピリンの定量用標準品を必要

としない HPLC/PDA 定量法を確立すること

を目的とした． 1H-qNMR を利用してモル吸

光係数比を算出し，定量法に用いた．このよ

うに内標準物質と定量対象化合物の検出感

度の違いを係数として求めて定量法に応用

する手法は，吸光度に限らず，他の検出方法

でも適用可能であると考え，本項では，相対

感度係数（Relative response factor；RRF）と

いう語を用いて報告した．カピリンの定量用

内標準物質として，1H-qNMR スペクトル及

び HPLC クロマトグラム上で，カピリンと良

好に分離したヘプチルパラベンを選定した．

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
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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

ー間の純度差や表示純度との差を気にせず

に定量用内標準として使用できると考えら

れた．ヘプチルパラベン及びカピリンの混合

液を調製し，ヘプチルパラベンに対するカピ

リンのRRFを算出したところ 1.31であった．

この値を適用して HPLC/PDA による添加物

製品中のカピリン含量を算出したところ，カ

ピリン標準品を用いて作成した検量線

（1H-qNMR による純度値を適用）から求め

た含量と殆ど差はなかったため，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： 

1) 既存添加物酵素の基原由来塩基配列情報

の取得 

 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」，「糸状菌」，「酵母」，

「担子菌」の 5 つの群に分類し，各群に適し

た指標遺伝子について考察した．種々の公定

法や文献を参考にして，「細菌」及び「放線

菌」は，16S rDNA 塩基配列を指標とし，「糸

状菌」，「酵母」及び「担子菌」は ITS1 塩基

配列を指標とした．属及び sp.で定義された

以外の基原について，国際塩基配列データベ

ース GenBank に指標遺伝子が登録されてい

るかどうか調査した．その結果，「細菌」52/56

基原，「放線菌」17/19 基原，「糸状菌」57/65

基原，「酵母」6/6 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． 

2) アルギン酸リアーゼ生産菌 71/58 株の種

の同定 

 細菌に属すアルギン酸リアーゼの生産菌

71/58 株の 16S rDNA 塩基配列を決定し，国

際塩基配列データベースに対してblastnによ

る相同性検索を行った．検索結果の上位 20

配列中には Flavobacterum属由来の塩基配列

が占めた．一方で，細菌において，同種の目

安とされる相同値が 98.7%以上の 16S rDNA

塩基配列は，存在しなかった． 

 次に，Flavobacterum属各種の 16S rDNA

塩基配列と 71/58 株の 16S rDNA 塩基配列を

用いて分子系統解析を行った．その結果，

71/58 株は Flavobacterum属の種で形成され

るクラスター内に含まれたが，いずれの既知

種とも異なる分子系統学的位置を示し（Fig. 

1），Flavobacterum属の新種を構成する可能

性が高いと考えられ，71/58 株を

Flavobacterum sp.と同定した． 

 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．検討した DNA を指標にした同定法を

実施した場合，アルギン酸リアーゼ生産菌

71/58 株のように，第 9 版公定書に記された

基原の学名について，第 10 版で大幅な改正

が求められる可能性がある．このような問題

も含めて，今後 DNA を指標にした同定法に

ついて深く議論していく必要がある． 

 

E. 結論 

「ヤマモモ抽出物」では,methanol-d4 中,認証

標準物質として PHP を用い,仲介物質として

HMD を介することで,myricitrin の６位また

は８位の水素シグナル面積から含有される

myricitrin の定量が可能であることを示した. 

「グルコサミン」では,D2O 中,認証標準物質

の DSS-d6 を直接内部標準として用

い,glucosamine の２つの配座異性体の２位の

水素シグナル（δ2.89 ppm と δ3.18 ppm）の面
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積の和から,含有される glucosamineの定量が

可能であることを示した. 

「クローブ抽出物」中の eugenol の定量では

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.また,定量値

は,HPLC 法と良い一致を示したことから
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」では,その色素本体であ

る carthamin の単離と 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. 

「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次のとりあえずの目標

とする. 

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． 

既存添加物に分類される酸化防止剤の力

価評価標準法として,DPPH 法に基づく一般

試験法案を作成し,その適用性,及び再現性に

問題ないことが確認できた. 
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総合研究報告書 

 
平成２６-２８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年度には,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１４２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. 

本研究では作成した第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,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,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,成分規格検証用規格について見直

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 

前項の検証用規格ができていない品目について,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

査した.また,作成した自主規格案について,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. 

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資料に収載した. 

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.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資料に収載した. 

 

（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 

平成２８年度に第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,平成２６年度及び平成 27 年度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資料に収載した. 

 

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 

 

 

 

 



3 
 

 
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 

 

本研究の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

てアンケート調査を実施した. 

３年間では,チャ抽出物,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.これらの一覧表も資料に収載した. 

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. 

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

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※※ 

7 2 089 着色料・製造用剤 金 

8 2 090 着色料・製造用剤 銀 
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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 

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 
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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 

101 13 052 製造用剤 花こう斑岩 

102 13 118 製造用剤 くん液 
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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. 

 

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 
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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,

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. 

 

４． 考察 

本研究の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,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.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. 

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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平成26～28年度分担総合研究報告書 
 

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 

 

 
 
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 
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,未検討なものについては,その精査が求

められる.本研究では,成分規格が設定されてい

ない生コーヒー豆抽出物,ゲンチアナ抽出物,モ
ウソウチク抽出物,カキ色素について,品質規格

作成のための基礎的データの集積を目的に,製
品中の含有成分について検討した. 
 

B. 研究方法 
生コーヒー豆抽出物,ゲンチアナ抽出物,モウ

ソウチク抽出物,カキ色素について,それぞれ各

種カラムクロマトグラフィー（YMC gel 
ODS-AQ, Sephadex LH-20, Chromatorex ODS 等） 
による分離・精製を繰り返し,化合物の単離を行

った.単離した各化合物については,機器分析デ

ータの標品との直接比較あるいは文献値との

比較によって化合物の同定,構造解析を行った.
高分子画分の分析はゲル浸透クロマトグラフ

ィー（GPC）により行った. 
 

C. 研究結果及び考察 
生コーヒー豆抽出物から,19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,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〕を単離した.本検討から,主検出成分

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

要旨 既存添加物名簿に収載されている生コーヒー豆抽出物,ゲンチアナ抽出物,モウソウチ

ク抽出物,カキ色素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精

査した.各種カラムクロマトグラフィーによる分離精製を繰り返し,生コーヒー豆抽出物から

19種の化合物を単離,構造解析し,主検出成分を明らかにした.またDPPHラジカル消去活性を

指標に有効成分について考察した.ゲンチアナ抽出物からは17種の化合物を単離,構造解析

し,主成分,定性試験,定量分析について提案した.モウソウチク抽出物からは12種の化合物を

単離,構造解析し,主検出成分について考察した.カキ色素については,縮合型タンニン高分子

画分の存在が示唆されため,製品中の平均分子量について検討した.これら結果に基づき,各

添加物製品含有成分について,化学的特徴を考察することができた． 
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するカフェー酸誘導体であることが示唆され

た. 
ゲンチアナ抽出物からは,17 種の化合物

〔anofinic acid,2-methoxyanofinic 
acid,5-hydroxymethyl-2-furfural,2,3-dihydroxybenz
oic acid,furan-2-carboxylic acid,loganic acid, 
gentiopicroside,isovitexin,sweroside,vanillic acid, 
gentisin,isogentisin,6'-O-glucosylgentiopicroside,ge
ntisin 7-O-primeveroside,isogentisin 3-O- 
primeveroside,swertiajaposide D,loganic acid 
7-(2'-hydroxy-3'-O--D-glucopyranosyl)benzoate〕
を単離し,確認試験として HPLC 及び TLC によ

る定性,定量分析について,gentiopicroside 及び

amarogentin を指標成分として分析する方法を

提案した. 
モウソウチク抽出物からは,11 種の化合物 

〔5-hydroxymethyl-2-furfural,4-hydroxybenzoic 
acid,p-coumaric acid,trans-ferulic 
acid,N,N'-diferuloylputrescine,arbutin,tachioside,iso
tachioside,3,4'-dihydroxypropiophenone 
3-O-glucoside, koaburaside, lyoniresinol 9'-O- 

glucoside,propiophenone 4'-O-primeveroside〕を単

離し,その構造を明らかにした.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 成 分 と し て p-coumaric acid,3,4'- 
dihydroxypropiophenone 
3-O-glucoside,lyoniresinol 9'-O-glucoside を検出

し 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.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が,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

ず,製品の同等性確保のためにも指標成分の提

案が示唆された. 
カキ色素については,製品の分離精製を繰り

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,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,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. 
 

F. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Amakura Y, Yoshimura M, Yoshida T, Tada A, Ito 
Y, Yamazaki T, Sugimoto N, Akiyama H, 
“Chromatographic evaluation of the components of 
grape skin extract used as food additives”, Jpn. J. 
Food Chem. Safety, 22, 108-114 (2015) . 
2) Amakura Y, Yoshimura M, Morimoto S, Yoshida 
T, Tada A, Ito Y, Yamazaki T, Sugimoto N, Akiyama 
H, “Chromatographic evaluation and 
characterization of components of gentian root 
extract used as food additives”, Chem. Pharm. Bull., 
64, 78-82 (2016). 

 

2. 学会発表 
1) 天倉吉章，好村守生，森本沙羅，吉田隆志，

多田敦子，伊藤裕才，杉本直樹，山﨑壮，穐山

浩，既存添加物ゲンチアナ抽出物の成分研究，

日本食品化学学会第 20回総会・学術大会，2014

年 5 月（東京） 

2) 好村 守生，越智 啓介，多田 敦子，杉本 直

樹，穐山  浩，天倉 吉章，既存添加物「モウ

ソウチク抽出物」の成分研究，日本生薬学会第

62 回年会，2015 年 9月 11 日（岐阜） 

3) 吉田晴菜，杉脇秀美，好村守生，島村智子，

受田浩之，多田敦子，西﨑雄三，杉本直樹，穐

山 浩，佐藤恭子，天倉吉章，既存添加物「生

コーヒー豆抽出物」活性画分の成分解析，第 54

回日本薬学会・日本薬剤師会・日本病院薬剤師

会中国四国支部学術大会，2015年10月31日（高

知） 

4) 天倉吉章，吉田晴菜，杉脇秀美，好村守生，

多田敦子，西﨑雄三，杉本直樹，佐藤恭子，穐
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山 浩，既存添加物「生コーヒー豆抽出物」の

成分研究，日本食品化学学会第 22 回総会・学

術大会，2016 年 6 月 3日（高知） 

 
G. 知的財産権の出願，登録状況 
なし 

 

H. 健康危機情報 
なし 
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（H26-食品-一般-001） 

平成26～28年度分担総合研究報告書 
既存添加物の有効成分に関する研究 

 
分担研究者 多田敦子 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 室長 

 
研究協力者 

杉本直樹  国立医薬品食品衛生研究所 

西﨑雄三  国立医薬品食品衛生研究所 
石附京子  国立医薬品食品衛生研究所 

受田浩之  高知大学 

島村智子  高知大学 

田邊思帆里 国立医薬品食品衛生研究所 

佐藤恭子  国立医薬品食品衛生研究所 
建部千絵  国立医薬品食品衛生研究所 

河﨑裕美  国立医薬品食品衛生研究所 

加藤智久  国立医薬品食品衛生研究所 
松田 諭  国立医薬品食品衛生研究所 

 
A. 研究目的 

第 8 版公定書以降，既存添加物品目では，添

加物としての有効性や正しい基原の原材料が

使用されていること，有効成分の確認及びその

含量が正しく測定できることが特に重要と考

え，規格設定が行われてきた．しかしながら，

既存添加物品目によっては，有効成分やその寄

与率が明確でないものや，有効成分が明らかで

あっても，それを正確に定量する方法が確立さ

れていないものが多数残されている．また，

HPLC 等による分析手法では，化合物により検

出感度が固有であり異なることから，測定対象

と同一の化合物の標準品を用い，これを基準に

定量計算を行う方法が一般的である．しかしな

がら，既存添加物の有効成分に関しては，市販

試薬の入手が困難かつ高価な場合があり，一般

的なクロマトグラフィーによる定量法の適用

が困難であり，検討が必要とされている．本研

究では，既存添加物の有効成分に関するこれら

の課題を解決すべく，様々な手法を用いた研究

を行うことを目的とした．  
 

B. 研究方法 
 各既存添加物品目およびその有効成分の標準

品について，国際単位系（SI）にトレーサブル

な内標準物質を用いて定量 NMR を実施し，含

有成分の正確な純度を求め，各研究に応用した．

LC/MS(/MS)を活用し，各成分の定性に用いた．

また，有効成分そのものの標準品の入手が困難

な場合は，別に汎用性の高い分析用の内標準物

質を定量用標準として立て，検出感度の正確な

比を別に求め，両者を適用することで，相対感

度係数を用いた定量を新たに検討した． 
 

C. 結果及び考察 
C-1) 既存添加物ジャマイカカッシア抽出物と

天然香料クワッシャ中におけるクアシン，ネオ

クアシンの新規定量分析法の検討 
 「ジャマイカッシア抽出物」は天然由来の苦

味料，「クワッシャ」は天然由来の香料として

使用され，それぞれ既存添加物と天然香料に分

類される食品添加物である．両品目の有効成分

はいずれもクアシン及びネオクアシンとされ

ているが，これら有効成分の定量用標準品は市

販されていない．そこで，安価で入手しやすく，

要旨 既存添加物の有効成分に関する研究として，「ジャマイカカッシア抽出物」の有効成分

の新規定量分析法の検討，「クエルセチン」の定量法確立のための検討，粘度測定法に関する

検討，「カンゾウ油性抽出物」の抗酸化成分の分離，解析及び単離・同定に関する研究，「カ

ワラヨモギ抽出物」の有効成分である抗菌活性成分の定量法の開発に関する研究を行った． 



純度も高いと予想される 4-ヒドロキシ安息香

酸（4HBA）を両有効成分の定量用内標準物質

として選定し，クアシン及びネオクアシンその

ものの定量用標準品を必要としない

HPLC/PDAによる定量法を確立することを目的

とした．1H-qNMR から求めた 4HBA 市販試薬の

純度は，試薬に記載された純度値と殆ど差異は

なく 100.43%であった．このことから，市販の

4HBA を購入して用いれば，表示純度との差を

気にせずに定量用内標準として使用できると

考えられた．そこで，4HBA とクアシン及びネ

オクアシンの混合液を用い，1H-qNMR により正

確なモル比を求め，HPLC/PDA により吸光度比

を求め，これら得られた値を元に 4HBA に対す

るクアシン及びネオクアシンのモル吸光係数

比を算出したところ，0.84 及び 0.85 であること

が明らかとなった．純度既知の 4HBA を内標準

として，モル吸光係数比を適用した HPLC/PDA
により添加物製品中のクアシン及びネオクア

シンを定量したところ，国際単位系（SI）にト

レーサブルな 1,4-BTMSB-d4を内標準とした
1H-qNMR により求めたクアシン及びネオクア

シンの定量値と殆ど差異はなかった（1.2 %以

下）．モル吸光係数比を適用した定量法は，ク

アシン及びネオクアシンそのものの定量用標

準品を必要とせず,これらの製品中の含量を求

められる試験法として有用であることが明ら

かとなった． 
 
C-2) 既存添加物クエルセチンの定量法確立の

ための qNMR を応用した検討 
 天然由来の酸化防止剤である既存添加物クエ

ルセチンは，食品添加物公定書未収載であり，

成分規格案の作成を行う上で定量法の確立が

必要である．そこで本研究では，1H-NMR によ

る定量 NMR(quantitative NMR: qNMR)を適用し，

試薬や添加物の正確な quercetin 含量を求める

ことにより，既存添加物クエルセチンの定量法

確立のための基礎的検討を行った．本研究によ

り，既存添加物クエルセチンの成分規格作成に

有用な基礎データを得ることができた．また，

これらの結果より，標準試薬(qNMR 純度適用)
を用いた LC/UV による quercetin の定量が最も

適切であることが示唆された． 
 
C-3) 粘度測定法に関する検討 
 物質の粘度を測定する手法として，様々な粘

度計が存在する．食品添加物公定書において粘

度測定法は，毛細管粘度計法（第 1 法）と回転

粘度計法（第 2 法）が規定されている．一方，

日本工業規格（JIS）における粘度測定法として

は，細管粘度計，落球粘度計，共軸二重円筒形

回転粘度計，単一円筒形回転粘度計，円すい－

平板形回転粘度計の他，近年，振動粘度計が追

加されている．本報告では，食品添加物公定書，

日本薬局方，JECFA，EU，FCC，JIS， JCSS 等

における粘度測定法を調査し，比較整理したの

で報告する．また，JIS における振動粘度計の

原理と各測定計との相違について調べ，考察し

た． 
  

C-4) 既存添加物カンゾウ油性抽出物の抗酸化

成分の分離 
 カンゾウ油性抽出物製品には，主要成分以外

にも抗酸化活性寄与率が比較的高い成分が存

在することが強く示唆され，ODS カラムを用い

た分取 HPLC による 2 段階の分離及び分離画分

の抗酸化活性測定を行い，活性画分の探索研究

を行ってきた．今年度は，これまでの分離によ

り抗酸化活性が認められたGlycyrrhiza inflata 由
来製品の 7画分及び Glycyrrhiza glabra 由来製品

の 8 画分につき，ODS とは異なる分離特性を有

するカラムを用いてさらに HPLC による分離・

分画を行い，抗酸化活性測定を行った．本研究

により，各カンゾウ油性抽出物製品の活性ピー

クを分離・特定することができた． 
  
C-5) 既存添加物カンゾウ油性抽出物の抗酸化

成分の LC/TOF-MS による解析 
 カンゾウ油性抽出物製品の主要成分による全

体の抗酸化力価への寄与率は高くないことが

明らかとなり，HPLC による分離・分画後，各

画分の活性測定を行い，他の抗酸化成分を分

離・特定した．さらに研究を進め，Glycyrrhiza 
inflata 由来製品及び Glycyrrhiza glabra 由来製品

よ り 単 離 し た 活 性 成 分 に つ き ，



LC/TOF-MS(/MS)を用いて分析し，精密質量に

よる組成解析から含有成分の推定を行い，市販

試薬及び供与された単離標品との解析結果と

比較した．その結果，カンゾウ油性抽出物製品

中の 6 種の抗酸化活性成分及び 2 種の非活性成

分を同定した． 
 
C-6) 既存添加物カンゾウ油性抽出物の抗酸化

成分の単離・同定 
 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 で同定したが，残りの 4
成分については，分子量（MW）370，358，322
および 354の化合物と推定されたが，同定はで

きていなかった．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．

その結果，4 成分は glabrene，3’-hydroxy-4’- 
methoxyglabridin 等の化合物であると同定した．

なお， MW 370および MW 358 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

単離画分は DPPH ラジカル消去活性を示した． 
 
C-7) 既存添加物カワラヨモギ抽出物の乾燥減

量試験法と qNMR を応用した定量法の開発 
 既存添加物製品の規格の設定は，品質や安全

性確保の上から極めて重要である．既存添加物

カワラヨモギ抽出物は，天然由来の保存料であ

り，抗菌作用があるとされている．本研究では，

既存添加物カワラヨモギ抽出物の公的成分規

格作成のため，本品目に適した乾燥減量試験法

及び定量 NMR を応用した LC 定量法の開発を

行った．その結果，溶液状態のカワラヨモギ抽

出物製品に適した乾燥減量試験法を確立する

ことができた．また，LC/UV 及び LC/MS によ

るカピリン定量条件を最適化し，qNMR を応用

してカピリン標品の正確な純度値を付けて定

量に用いることで，信頼性の高い LC 定量法を

開発できた．さらに，カピリン標品を必要とし

ない qNMR での直接定量法が，比較的カピリン

含量の高いカワラヨモギ抽出物製品では，有用

な定量法の 1 つとして選択可能であることを示

した． 
 

C-4) Relative response factorを用いたHPLC/PDA
によるカワラヨモギ抽出物中のカピリン定量

法の開発解析 
 既存添加物名簿に収載されている保存料「カ

ワラヨモギ抽出物」中の抗菌成分カピリンの

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，別の

化合物をカピリンの基準物質として選定し，カ

ピリンの定量用標準品を必要としない

HPLC/PDA定量法を確立することを目的とした． 
1H-qNMR を利用してモル吸光係数比を算出し，

定量法に用いた．このように内標準物質と定量

対象化合物の検出感度の違いを係数として求

めて定量法に応用する手法は，吸光度に限らず，

他の検出方法でも適用可能であると考え，本項

では，相対感度係数（Relative response factor；
RRF）という語を用いて報告した．カピリンの

定量用内標準物質として，1H-qNMR スペクトル

及び HPLC クロマトグラム上で，カピリンと良

好に分離したヘプチルパラベンを選定した．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，メーカー間の純度差や表示

純度との差を気にせずに定量用内標準として

使用できると考えられた．ヘプチルパラベン及

びカピリンの混合液を調製し，ヘプチルパラベ

ンに対するカピリンの RRF を算出したところ 
1.31 であった．この値を適用して HPLC/PDA に

よる添加物製品中のカピリン含量を算出した

ところ，カピリン標準品を用いて作成した検量

線（1H-qNMR による純度値を適用）から求めた

含量と殆ど差はなかったため，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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A. 研究目的 

天然添加物は，平成 7 年（1995 年）に食品衛

生法が改正されるまでは，有害でない限り一般

の食品と同様の扱いであり，添加物としての法

的規制を受けていなかった．平成 7 年の食品衛

生法改正によって天然添加物にも指定制度が

導入された際，その時点で流通実態（製造，販

売，使用，輸入）のあった天然添加物（法的に

は「化学的合成品以外の添加物」といった．）

を既存添加物，天然香料，一般飲食物添加物の

3 グループに分類した．これらは指定制度の適

用除外として引き続き使用が認められた．  
 このような歴史的経緯から，食品添加物は，

法規制上次の 4 つに分類される． 
 
① 指定添加物 
②  既存添加物 
③ 天然香料 
④ 一般飲食物添加物 

 
指定添加物は指定制度に基づく添加物であ

り，国が有効性と安全性を審査した上で使用を

許可しており，公的な成分規格がそれぞれ設定

されている．一方，現在流通している既存添加

物は国による事前の有効性・安全性審査を行っ

た上で使用を認めたものではない．このため，

既存添加物については，国の責任で安全性情報

を収集して安全性を確認して公的な規格基準

を設定することとなっている．しかし，指定添

加物以外の添加物について公的な規格基準の

設定は進んでいない．天然由来の既存添加物及

び一般飲食物添加物は，ほとんどが天然物から

の抽出物であり多成分からなり製品の成分が

未解明なものが多い．また，近年，天然由来の

成分の化学構造を化学的に一部改変した，いわ

ゆる未指定添加物の流通も確認されており，こ

れらの化学構造を明らかとすると共に分析法

(試験法)の開発が望まれている．したがって，

天然由来の添加物の成分規格設定には，不足し

ている化学的データの収集が必要とされてい

る． 
このような背景から，本研究では，成分規格

試験法の開発を目的に，既存添加物及び未指定

添加物等について以下の検討を行ったので報

告する．  
① 一般飲食物添加物「チコリ色素」の指標

成分の探索 
② INADEQUATE によるカルミン酸，耐酸性

カ ル ミ ン (4- ア ミ ノ カ ル ミ ン 酸 ) の
13C-NMR スペクトルの完全帰属 

③ 既存添加物クチナシ青色素の色素生成メ

要旨 既存添加物等の成分規格試験法を設定あるいは改正するために必要な情報を得る目的

で，一般飲食物添加物「チコリ色素」の指標成分の探索，既存添加物「クチナシ青色素」の

色素生成メカニズムの解明，未指定添加物「耐酸性カルミン」の主色素成分の化学構造の完

全帰属，今後流通が懸念される未指定添加物「耐酸性ラック色素」の主色素成分の合成を行

った． 



カニズムの解明 
④ ラック色素のアンモニア処理および構造

解析 
 

B. 研究方法 
B-1) 一般飲食物添加物「チコリ色素」の指標成

分の探索 
 チコリ色素製品を LC/MS に付し，成分組成

を確認した．次に，常法に従い分画し，LC/MS
上で主ピークとして確認された化合物 1 及び 2
を分取 HPLC により単離精製した．得られた化

合物 1及び 2の化学構造について，LC/TOF-MS
及び NMR により解析した． 
 
B-2) INADEQUATE によるカルミン酸，耐酸性

カルミン(4-アミノカルミン酸)の 13C-NMR スペ

クトルの完全帰属 
 カルミン酸を 28%アンモニア水(14NH3または
15NH3 水溶液)中で加熱し，生成した耐酸性カル

ミン(4-アミノカルミン酸)を単離精製した．精

製した化合物について，1H-NMR, 13C-NMR, 
COSY ， HMQC ， HMBC ， INADEQUATE 
(Incredible Natural Abundance DoublE QUAntum 
Transfer Experiment)測定を行った．また，アミ

ノ基の置換位置を特定するために 1D-15N-NMR
測定を行い，得られたスペクトル情報を帰属し

た． 
 
B-3) 既存添加物クチナシ青色素の色素生成メ

カニズムの解明 
 クチナシ青色素のモデル合成実験として，ゲ

ニピンとベンジルアミンを反応させた．LC/MS
により，反応液中の生成物を経時的に観察し，

反応中間体である黄色素 Y1 及び Y2，最終生成

物である青色素B1及びB2を各種クロマトグラ

フィーにより精製した．得られた化合物につい

て，LC/TOF-MS 及び NMR 測定を行い，その化

学構造を解析した． 
 

B-4) ラック色素のアンモニア処理および構造

解析 
 ラック色素(粉末状)を 10%アンモニア水中で

加熱し，アンモニア処理ラック色素を得た．こ

れを LC/MS に付し，生成した色素を観察した．

また，分取 LC/MS を用いてラック色素より

laccaic acid Cを単離し，さらに，アンモニア処

理し，4-aminolaccaic acid C を得た．精製した化

合物について， 1H-NMR, 13C-NMR, COSY，

HMQC，HMBC，INADEQUATE 測定を行い，

得られたスペクトル情報よりその構造を確認

した． 
 

C. 結果及び考察 
C-1) 一般飲食物添加物「チコリ色素」の指標成

分の探索 
 一般飲食物添加物は一般に飲食される食品等

の抽出物であることから安全性に問題がない

と考えられ，早急な成分規格設定は必要ないと

考えられている．このため，一般飲食物添加物

106 品目のうち 3 品目について規格設定されて

いるのみであり，規格設定が遅れている．そこ

で，本研究では一般飲食物添加物のうち，「チ

コリ色素」について，成分規格を設定するため

の基礎情報を得るために，指標成分となる特有

の成分が含有されているかどうか検討した．  
 LC/MS により，チコリ色素製品中に観察され

た化合物 1及び 2を単離精製し，NMR によりそ

の化学構造を決定した結果，化合物 1が

5-(hydroxymethyl) furfural，化合物2が 4- hydroxyl 
-2-(hydroxymethyl)-5- methylfuran-3(2H)-oneであ

り，いずれもチコリ色素製品を製造する際，焙

煎の過程において糖類が変性し生じたと考え

られる化合物であった(Fig. 1)．これらは，製造

過程において焙煎処理を伴う他の添加物にお

いても含有されると予想されることから，チコ

リ色素の指標成分としては不適当と考えられ

た．また，チコリ色素に特有な成分であるチコ

リ酸(chicoric acid)，加水分解後のカフェ酸を定

量分析した結果，加水分解後のカフェ酸の有無

がチコリ色素の確認に応用可能と考えられた

(Fig. 2)． 
 

C-2) INADEQUATE によるカルミン酸，耐酸性

カルミン(4-アミノカルミン酸)の 13C-NMR スペ

クトルの完全帰属 
 既存添加物「コチニール色素」は「本品は，



エンジムシ (Dactylopius coccus Costa (Coccus 
cacti Linnaeus))から得られた，カルミン酸

(carminic acid (C22H20O13))を主成分とするもので

ある．」と記載されており，わが国では，コチ

ニール色素は食品への使用が許可されている

が，コチニール色素の主色素成分カルミン酸を

原料として化学的処理により構造を改変した

色素はすべて化学的合成品扱いとなり，食品へ

の使用は現在認められていない．  
 耐酸性カルミン(acid-stable carmine)と呼ばれ

るカルミン酸をアンモニアと反応させて生成

したものと考えられる pH に依存せず，酸・ア

ルカリ性条件下でも赤色を保つ色素が 2000 年

頃から流通し始めた．この色素は化学的な構造

改変を伴うものであり，世界的にも食品への使

用は認められていない．このため，2002 年，我々

の研究グループは，耐酸性カルミンの主色素の

化学構造について検討し，カルミン酸の 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

(Sugimoto, N. et al. J. Food Hyg. Soc. Japan, 

43,18-23 (2002)．しかし，この報告では，カル

ミン酸とカルミン酸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

の主色素成分が4-aminocarminic acidであると推

定したものであり，完全帰属に至っていない． 
 そこで本研究では，未指定添加物である耐酸

性 カ ル ミ ン の 主 色 素 の 化 学 構 造 が

4-aminocarminic acid であることを完全証明する

ことを目的とした．13C−13C 間の直接結合，すな

わち，有機化合物の炭素骨格のつながりを完全

に 確 認 す る こ と が で き る INADEQUATE 
(Incredible Natural Abundance DoublE QUAntum 
Transfer Experiment)を 4-aminocarminic acid の構

造解析に適用した．また，安定同位体 15N を導

入した 4-aminocarminic acid の合成を行い， 
1D-1H，13C，15N-NMR 及び 2D-HMQC，HMBC，
INADEQUATE の解析結果より，NH2 基の置換

位置を特定し，耐酸性カルミンの主色素の化学

構造が4-aminocarminic acidであることの確証を

得ることができた(Fig. 3)． 

 

C-4) 既存添加物クチナシ青色素の色素生成
メカニズムの解明 
 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．LC/MS により経時的に反応液

中の生成物を観察したところ，青色素が生成す

るまでに前駆体と考えられる黄色の化合物 Y1
及び Y2 が生成することが確認された．化合物

Y1 及び Y2 を分取 HPLC により単離し，NMR
等により構造解析したところ，化合物 Y1 及び

Y2 は，ゲニピンが反応液中でジアルデヒド構造

に開裂し，ベンジルアミンのアミノ基とカルボ

ニル-アミノ反応を起こした後に閉環したもの

であった．また，単離した化合物 Y1 及び Y2
を再溶解した溶液を観察したところ，青色に経

時的に変化することから，青色素の前駆体であ

ることが確認された．したがって，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(Fig. 4)．次に，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．以上のことから，既

存添加物クチナシ青色素の青色素成分は，ゲニ

ピンと一級アミンが重合的に反応して生成し

た化合物であると推定された． 
 

C-4) ラック色素のアンモニア処理および構造

解析 
 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．C-2)で述べた

ように，carminic acid をアンモニア処理するこ

とで， 4 位ヒドロキシ基（–OH）がアミノ基（–
NH2）に容易に置換され，4-aminocarminic acid
が合成される．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，laccaic acidに対し

て普遍的に起こりうると想像できる．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． 
 そこで本研究では，ラック色素をアンモニア

処理し，その色素成分について LC/MS および

NMR を用いて解析を行った．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．LC/MS分析により，アンモニア

処理後のラック色素には，ラック色素の主色素

成分 laccaic acid A，B，C および 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 および E が主色素

成分として含まれることが示唆された．また，

単離精製した laccaic acid C をアンモニア処理し

て得られた化合物について NMR 解析を行った

ところ， 4-aminolaccaic acid C であることが確認

された．  
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Fig. 1 Structures of compound 1 and 2 isolated from Chicori color product 

 

 

 

Fig. 2 Structure of chicoric acid 

 

 
Fig. 3  Structure of carminic acid and 4-aminocarminic acid 
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Fig. 4  Estimated reaction pathway of blue compound generation from genipin and benzylamine 
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A. 研究目的 
 平成 7 年に食品衛生法が改正された際に流通

実態のあった天然添加物のうち，一般飲食物添

加物及び天然香料以外のものを，既存添加物と

呼ぶ．長い食経験があり，一般に安全と見なさ

れている既存添加物の規格を整備する上で，基

原（由来）を明確に設定することは，想定外の

原料，すなわち食品衛生法改正時に使用されて

いなかった原料が使用されることを防ぐ目的

があり，食の安全を保障する上で重要である． 
 既存添加物のうち，第 9 版公定書に収載され

る酵素 67 品目の基原のほとんどは，微生物由

来であり，また属までしか明らかにされていな

いものも見受けられる．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．

そこで，微生物の分類において，必須の項目と

なりつつある，遺伝子を指標にした分類法につ

いて，既存添加物酵素の微生物基原の同定に応

用可能か検討することにした． 

 遺伝子を指標にした同定法では，基原に由来

する任意の指標遺伝子の塩基配列情報を取得

した後，国際塩基配列データベースと照合する．

米国生物工学情報センター（NCBI; National 
Center of Biotechnology Information）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

する生物種の学名の旧名と現行名を管理して

いるため，遺伝子を指標にした同定法を実施す

れば，NCBI Taxonomy を参考にして，流動的で

ある微生物の学名に付随する成分規格上の齟

齬の問題を解消できる．さらに，従来法である

形態観察及び生理・生化学性状試験では種を特

定できなかった基原についても，塩基配列情報

という，客観的かつ再現性の高い情報を指標に

すれば，一義的に種を同定することも期待でき

る． 
 そこで，本研究では既存添加物酵素 67 品目

の微生物由来の基原について，指標となる遺伝

子が国際塩基配列データベースに登録されて

いるかどうか調査し情報を整理した．また既存

添加物酵素「アルギン酸リアーゼ」の生産菌

Flavobacterium multivorum について，検討した

同定法を実施したので報告する． 

 
B. 研究方法 
B-1) 国際塩基配列データベース上の既存添加

要旨 既存添加物の基原に由来する遺伝子の塩基配列情報を指標にして，国際塩基配列デー

タベースとの照合結果から種を同定あるいは推定する方法について検討した．既存添加物酵

素67品目の微生物由来の基原について，指標となる遺伝子が国際塩基配列データベースに登

録されているかどうか調査し情報を整理した．また既存添加物酵素「アルギン酸リアーゼ」

の生産菌Flavobacterium multivorumについて，検討したDNAを指標にした同定法を実施したと

ころ，Flavibacterium属の新種の可能性が高いFlavobacterium sp.と推定された． 



物の基原由来の塩基配列情報の取得 
 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，公定書に記された

学名を NCBI が提供する塩基配列データベース

GenBank（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）
に入力し，16S rDNA または ITS1 配列の登録の

有無を確認した． 
B-2) アルギン酸リアーゼ生産菌の 16S rDNA 塩

基配列情報の取得 
 日本食品添加物協会から供与されたアルギン

酸リアーゼ生産菌 71/58 株から抽出した DNA
を鋳型として，ユニバーサルプライマーを用い

て 1,439 bpの 16S rDNA を増幅し，シークエン

スし，塩基配列を決定した． 
 

C. 研究及び考察 
C-1) 既存添加物酵素の基原由来塩基配列情報

の取得 
 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」，「糸状菌」，「酵母」，「担子

菌」の 5 つの群に分類し，各群に適した指標遺

伝子について考察した．種々の公定法や文献を

参考にして，「細菌」及び「放線菌」は，16S rDNA
塩基配列を指標とし，「糸状菌」，「酵母」及び

「担子菌」は ITS1 塩基配列を指標とした．属

及び sp.で定義された以外の基原について，国際

塩基配列データベース GenBank に指標遺伝子

が登録されているかどうか調査した．その結果，

「細菌」52/56基原，「放線菌」17/19基原，「糸

状菌」57/65 基原，「酵母」6/6 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． 
 

C-2) アルギン酸リアーゼ生産菌 71/58株の種の

同定 
 細菌に属すアルギン酸リアーゼの生産菌 71/58
株の 16S rDNA 塩基配列を決定し，国際塩基配

列データベースに対して blastn による相同性検

索を行った．検索結果の上位 20 配列中には

Flavobacterum属由来の塩基配列が占めた．一方

で，細菌において，同種の目安とされる相同値

が 98.7%以上の 16S rDNA 塩基配列は，存在し

なかった． 
 次に，Flavobacterum属各種の 16S rDNA 塩基

配列と 71/58 株の 16S rDNA 塩基配列を用いて

分子系統解析を行った．その結果，71/58 株は

Flavobacterum 属の種で形成されるクラスター

内に含まれたが，いずれの既知種とも異なる分

子系統学的位置を示し（Fig. 1），Flavobacterum
属の新種を構成する可能性が高いと考えられ，

71/58株を Flavobacterum sp.と同定した． 
 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．検

討した DNA を指標にした同定法を実施した場

合，アルギン酸リアーゼ生産菌 71/58 株のよう

に，第 9 版公定書に記された基原の学名につい

て，第 10 版で大幅な改正が求められる可能性

がある．このような問題も含めて，今後 DNA
を指標にした同定法について深く議論してい

く必要がある． 
 

D. 研究発表 
 1. 論文発表 
なし 

 2. 学会発表 
なし 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

 
Fig. 1 BLAST検索により近縁と考えられた Flavobacterum属の既知種上位 20種と 71/58株の 16S rDNAに基づく分
子系統樹． 
左上の線はスケールバー、系統枝の分岐に位置する数字はブートストラップ値、株名の末尾の Tはその種の基準株 
(Type strain)、BSLはバイオセーフティレベル (BSL1*(日和見病原体)以上を表記) を示す. 

 

Flavobacterium phragmitis  BLN2 T (GU564236)
Flavobacterium arsenitoxidans  S2-3H T (JX001187)

78

Flavobacterium johnsoniae  DSM2064 T (AM230489) BSL1*
Flavobacterium defluvii  EMB117 T (DQ372986)

65

63

Flavobacterium compostarboris  15C3 T (GQ281769)

41

Strain 71/58

18

Flavobacterium banpakuense  15F3 T (GQ281770)
Flavobacterium chungbukense  CS100 T (HM627539)

73

67

Flavobacterium palustre  S44 T (KJ150599)
Flavobacterium flevense  NBRC14960 T (AB680723)

46

48

Flavobacterium reichenbachii  WB3.2-61 T (AM177616)
Flavobacterium limicola  ST-82 T (AB075230)

94

Flavobacterium resistens  BD-b365 T (EF575563)

40

25

Flavobacterium tructae  435-08 T (HE612100)
Flavobacterium aquidurense  WB_1.1-56 T (AM177392)

55

Flavobacterium plurextorum  1126-1H-08 T (HE612094)

25

Flavobacterium pectinovorum  DSM6368 T (AM230490)
Flavobacterium piscis  412R-09 T (HE612101)

78

16

Flavobacterium hercynium  WB_4.2-33 T (AM265623)
Flavobacterium saccharophilum  NBRC15944 T (AB473208)

39

38

59

Flavobacterium succinicans  DSM4002 T (AM230492)
Flavobacterium aquatile  NBRC15052 T (AB517711)

0.01
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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26～28年度分担総合研究報告書 
 

研究分担課題：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 
 

研究分担者 受田浩之 高知大学教育研究部総合科学系 教授 
 

 
研究協力者  
杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 食品添

加物部第二室 室長 
島村智子 高知大学教育研究部総合科学系 准

教授 

 
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

候補として選出した.H26～28 年度において

は,DPPH 法と酸素ラジカル吸収能 (Oxygen 

radical absorbance capacity: ORAC) 法との

比較を行うとともに,DPPH 法に基づく一般試験

法案を作成し,その適用性,ならびに再現性に

関する確認を行った. 

 

B. 研究方法 
1. DPPH 法一般試験法案 

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. 

 

1-1.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

要旨 これまでの研究において,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た.本研究期間においては,DPPH法と酸素

ラジカル吸収能 (Oxygen radical absorbance capacity: ORAC) 法との比較を行うととも

に,DPPH 法に基づく一般試験法案を作成し,その適用性,ならびに再現性に関する確認を行っ

た.試験の結果より,酸化防止剤中の主要抗酸化成分の基本構造により DPPH 法と ORAC 法に対

する応答が異なることが判明した.また,DPPH 法に基づく一般試験法案のトロロックス,及び

酸化防止剤への適用性,ならびに再現性に問題がないことを確認した. 
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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

し,40 g/mL,60 µg/mL,80µg/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. 
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1-2. 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

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. 

 

2. ORAC 法 

 農業・食品産業技術総合研究機構より配布さ

れている標準作業手順書,ならびに測定計算用

テンプレートファイルを用いて測定を行った. 

単糖・アミノ酸複合物,生コーヒー豆抽出物,

コメヌカ酵素分解物,酵素処理イソクエルシト

リンは 75 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.4) 

に溶解した.その他の酸化防止剤はメタノー

ル：水：酢酸 (90：9.5：0.5) 混合溶液に溶解

した. 

蛍光用マイクロプレートに試料溶液 35 

µL,110.7 nM フルオレセイン溶液 115 µL を添

加した後,37℃で10分間のプレインキュベーシ

ョンを行った.その後,蛍光強度 (励起波長 485 

nm,蛍光波長 530 nm) を測定した.その後,31.7 

mM AAPH 溶液 50 µL を加え,2 分間隔で 90 分間

蛍光強度 (励起波長 485 nm,蛍光波長 530 nm) 

を測定した.各測定前にマイクロプレートの撹

拌を行った.標準物質にはトロロックスを用い

た.試料溶液,及びトロロックス添加時の net 

AUC (Area Under Curve) を算出した後,20 µM 

トロロックスの net AUC を基準として,各試料

の ORAC 値 (µmol TE/g) を算出した. 

 

C. 研究結果と考察 
1. 酸化防止剤の力価評価における DPPH 法と

ORAC 法の比較 

 ORAC 法は農産物・食品の抗酸化評価法として

共同試験が近年実施され,この共同試験結果を

受けて標準作業手順書が作成された.そこで,

酸化防止剤の力価評価をORAC法,ならびに同じ

く複数試験機関による共同試験にてプロトコ

ールの評価を行ったDPPH法とで行い,その結果

について比較した. 

チャ抽出物 5種類,トコフェロール類 5種類,

ローズマリー抽出物 2 種類,単糖・アミノ酸複

合物,生コーヒー豆抽出物,コメヌカ酵素分解

物,フェルラ酸,ヤマモモ抽出物,エンジュ抽出

物,酵素処理イソクエルシトリン,ルチン,酵素

処理ルチン,ルチン酵素分解物の計22種類の酸

化防止剤について測定を行ったところ,DPPH 法

では 20 種類,ORAC 法では 22 種類の抗酸化力価
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を求めることが可能であった. 

 また,DPPH 法と ORAC 法の測定結果の相関を調

べたところ,両者の間の相関係数は 0.460 (n = 

20) となった.相関関係は有意であったが (p < 

0.05),直線性は高いものではなかった.同時に,

酸化防止剤に含まれる主要抗酸化成分の種類

により DPPH 法,及び ORAC 法に対する挙動が大

きく異なることが判明した.具体的には,カテ

キン類を主要抗酸化成分とするチャ抽出物で

は DPPH法と ORAC法の測定結果の間に高い直線

性が認められたのに対し (r = 0.775,n = 5),

ケルセチン配糖体,及びその類縁化合物が主要

抗酸化成分であるヤマモモ抽出物,エンジュ抽

出物,ルチン類の場合,DPPH 法と ORAC 法の測定

結果の間に相関は認められなかった (r = -

0.239,n = 7).このことから,主要抗酸化成分の

基本構造がフラバノール,フラボン,あるいは

その配糖体であるか否かにより,DPPH 法,及び

ORAC 法に対する挙動が異なることが判明した. 

今後,DPPH 法の適用が困難な酸化防止剤の力

価評価標準法を適宜検討する場合は,主要抗酸

化成分の各種抗酸化活性測定法への応答の特

徴を考慮する必要があると考えられた. 

 

2. DPPH 法に基づく一般試験法案の適用性と再

現性の検討 

トロロックス,及び酸化防止剤 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) を分析試料として用い,一般試験

法案の適用性と再現性を確認した.いずれの酸

化防止剤もエタノール (99.5) に溶解し,希釈

もエタノール (99.5) で行った. 

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,作成した一般試験法案に

基づき,トロロックスの IC50 算出に関する手順

について繰り返し試験を実施した (n = 8).そ

の結果,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.このことから,一般

試験法案に基づくトロロックスのIC50の算出に

関する再現性は問題ないと判断した. 

続いて,酸化防止剤19種類の抗酸化力価評価

を行った.その結果,測定に用いたすべての酸

化防止剤のTEACを求めることが可能であり,そ

の変動係数 (n = 3) は 0.28～7.1%となった.

特に,サンフェノン EGCg を除く 18 試料の変動

係数は 4.3%以下の範囲内となり高い再現性を

示すことが判明した. 

 

D. 結論 
 H26～28 年度の試験結果より,既存添加物に分

類される酸化防止剤の力価評価標準法とし

て,DPPH 法に基づく一般試験法案を作成し,そ

の適用性,及び再現性に問題ないことが確認で

きた. 
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A. 研究目的 

本研究では，既存添加物の含有成分解析に関

する分析およびその化学物質の評価を実施し

た．具体的には，ムラサキイモ色素・ムラサキ

ヤマイモ色素，クチナシ黄色素，ゴマ油不けん

化物，ベニコウジ色素・ベニコウジ黄色素につ

いてである． 

 

ムラサキイモ色素・ムラサキヤマイモ色素 

ムラサキイモ色素は，サツマイモ（Ipomoea 

batatas P.）の塊根から得られ，シアニジンア

シルグルコシドおよびペオニジンアシルグル

コシドを主成分とする．また，ムラサキヤマイ

モ色素は，ヤマノイモ科ヤマイモ（Dioscorea 

alata L.）の塊根より，水もしくは含有エタノ

ールで抽出したものであり，ムラサキイモ色素

と同じくシアニジンアシルグルコシドなどを

主色素成分としている．いずれの色素も酸性溶

液において，赤～暗赤紫色であり，アルカリ溶

液では，暗緑色を呈する．これらの色素の確認

試験は，第 8 版食品添加物公定書（以下，8 版

公定法）および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．ムラサキイモ色素は，8 版公

定法により，確認試験が記載され，ムラサキヤ

マイモ色素は，4 版自主規格により確認試験が

ある．その一方で，ムラサキイモ色素およびム

ラサキヤマイモ色素の主成分は，シアニジンア

シルグルコシドなどと示されているが，詳細な

比較検討は実施されていない．つまり，今後の

規格試験では，2 種類の色素を比較しながら，

指標となる成分の探索や試験法の検討を実施

する必要性がある．そこで，本研究では，高速

液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いた各成

分比較を実施することとした．  

 

クチナシ黄色素 

クチナシ黄色素は，アカネ科クチナシ

（Garden augusta Merrill もしくは，Gardenia 

jasminoides Ellis）の果実を水または，エタ

ノールで抽出，若しくは加水分解を経て得られ

る色素であり，クロシンおよびクロセチンを主

成分とする．また，一般的には，クチナシ黄色

素は非色素成分としてゲニポシドも含まれて

いる．本着色料製剤は，黄～暗赤色の粉末，塊，

ペースト又は液体で，わずかに特異なにおいが

ある．現在， 8 版公定法では，クチナシ黄色素

の確認試験，ゲニポシド純度試験，色価測定法

が規定されている．特に，確認試験や色価測定

法では，アルカリ条件下により，クロシンを加

要旨 第8版食品添加物公定書または日本食品添加物協会「既存添加物自主規格（第4版）」

に収載されている既存添加物について，成分規格作成を実施した．対象物質は，ムラサキイ

モ色素・ムラサキヤマイモ色素，クチナシ黄色素，ゴマ油不けん化物，ベニコウジ色素・ベ

ニコウジ黄色素である．結果として，ムラサキイモ色素，クチナシ黄色素，ゴマ油不けん化

合物，ベニコウジ黄色素については，本分析法により含有成分の評価が可能であると考えら

れる．その他については異なる分析法の再検討が必要であり，今後進めていくこととなる． 



水分解し，その殆どをクロセチンにしたものを

分析対象としている．これは，クロセチン高含

量（殆どクロシンを含有しない）製品が国内に

流通していることから，本試験はクロシンおよ

びクロセチンのいずれかを主成分とする製品

に対応するための規格としている．また，純度

試験には，ゲニポシドを 0.5%以下（色価 100 に

換算）として，HPLC による定量法が規格されて

いる．さらに，サフラン色素（Saffron Color）

は，欧米を中心に食品の着色に利用されており，

クチナシ黄色素同様にクロシンおよびクロセ

チンを主成分としている．サフラン色素は，ア

ヤメ科サフラン（Crocus sativus Line）の雌

芯頭から，エタノールで抽出され，ゲニポシド

は含有していない．サフラン色素は，国内では

一般飲食物添加物リストに記載されており， 4

版自主規格に成分規格が示されている．クチナ

シ黄色素の分析については，色素成分（クロシ

ン）またはゲニポシドを確認試験とする分析法

が報告されている．しかしながら，クチナシ黄

色素やサフラン色素製剤の成分は類似してお

り，色素成分およびゲニポシドのみの評価では

限界があることが示唆されている． そこで，

本研究では， 8版公定法に準じて， HPLC を用

いた成分規格分析法の検討を実施した．また，

その定量評価を目的として，クロセチンの単離

精製を高速向流クロマトグラフィー（HSCCC）

により実施し，その指標による製剤分析評価も

行った． 

 

ゴマ油不けん化物 

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．4 版自主規格

の確認試験では，本品を直接順相系 HPLC によ

り測定し，保持時間 8～23 分の間に認められる

5 本以上のピーク評価を行っている．しかしな

がら，条件にはセサミンの保持時間を 12 分に

流速を調整する以外は，具体的な主成分の同定

や定量分析は実施されていない．その規格は，

「5 本以上検出されるピークのうち，最大ピー

ク面積を 100 とするとき，その他の 4本のピー

ク面積比はいずれも 30 以上である」としてい

る．つまり，複数のピークは面積比で主成分（セ

サモリン）に対して，30%以上の異なる物質含

有を認めている．本自主規格案では，正確なセ

サモリンの評価は実施されておらず，具体的な

定量や純度確認ではない．さらに，順相系 HPLC

として移動相にヘキサン/酢酸エチルを用いて

いるため，廃液処理などの観点からも汎用性に

欠け，さらなる改良が必要と考えられる．そこ

で，本研究では，セサモリンやセサミンの分析

法を基盤に逆相系 LC の検討を実施することと

した．また，各成分の単離精製には，HSCCC を

用いることとした． 

 

ベニコウジ色素・ベニコウジ黄色素 

ベニコウジ色素およびベニコウジ黄色素は，

ベニコウジカビ（Monascus purpureus）から得

られ，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．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，モナスコルブリンを色

素の主成分としている．ベニコウジ黄色素は，

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とし，

主色素はキサントモナシン類とされている．8

版公定法には，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，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．そ

こで，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 

 

ムラサキイモ色素・ムラサキヤマイモ色素 

１. 試料 

平成 26 年度内に国内入手可能な 4 種類のム

ラサキイモ色素（①株式会社パイオニア企画：

アヤ紫さつま芋，②三笠産業株式会社：ムラサ

キイモファインパウダー，③藤元商店：紫芋パ

ウダー，④サンレッド YM 粉末ムラサキイモ色

素）を試料とした．また，ムラサキイモ（千葉

県産）およびムラサキヤマイモ（沖縄県産およ

び自家栽培[静岡県立大学薬草園]）塊根を用い

た． 

 

２. 装置 

電子天秤：メトラー製 METTLER AE 100 

遠心分離：クボタ製 KUBOTA 2410 および日立製

作所社製 HITACHI CF16RX2 

恒温振盪水槽：NTS-400A，HU-M，東京理化器械

(株)製 

紫外可視分光光度計：日立製作所社製 U-2010  

HPLC 装置：Waters 社製 Waters Acquity H Class 

MS 装置： Thermo Fisher Scientific 社製

Accela/Q-Exactive 

 

３．塊根からの色素成分の抽出 

対象試料を水／エタノールによるミキサー

で粉砕し，超音波抽出を行う．その後，遠心分

離を行い，上清を 1 mL 採取し，精製水で 10 倍

希釈する．本試料を固相抽出 Sep-Pak で精製し

たものを試料とした． 

 

4．HPLC による分離分析 

対象色素および塊根から抽出物は水/アセト

ニトリル混液（50/50， V/V）により調製した．

移動相には，1.0% ギ酸水溶液/アセトニトリル

を使用し，0分から 30 分かけて組成比 90/10 か

ら 75/25まで，グラジュエントを行い，その後，

10/90 で 5 分間送液した． 

 

カラム：TSKgel ODS column (2.0×150 mm， 3 

μm， 東ソー社製) 

カラム温度：40℃ 

移動相：1.0%ギ酸水溶液/1.0%ギ酸アセトニト

リル（A/B:90/10（0-1 min）→40/60%（40 min）） 

流速：0.2 mL/min 

検出波長：210-600 nm  

注入量：5 μL 

 

５．LC-MS による構造解析 

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． 

  

MS 条件 

 Scan range: m/z 200−2000 

 Resolution: 70,000 

 Sheath gas flow rate: 40 

 Aux gas flow rate: 10 

 Spray voltage 3.80 kV 

 Capillary temperature: 350oC 

 Heater temperature: 300oC 

 

MS/MS 条件 

 Scan range: m/z 150−150 

 Resolution: 70,000 

 Polarity: Positive 

 Sheath gas flow rate: 40 

 Aux gas flow rate: 10 

 Spray voltage 3.80 kV 

 Capillary temperature: 350oC 

 Heater temperature: 300oC 

 NCE: 15 eV 

 

クチナシ黄色素 

１. 試料 

平成 26 年度内に国内入手可能なクチナシ黄

色素製品（A694: 水もしくは，エタノールで抽

出，A12: 加水分解を経て得られる色素）およ

びサフラン色素を試料とした． 

 

２. 装置 

電子天秤：メトラー製 METTLER AE 100 

遠心分離：クボタ製 KUBOTA 2410 および日立製



作所社製 HITACHI CF16RX2 

恒温振盪水槽：NTS-400A，HU-M，東京理化器械

(株)製 

紫外可視分光光度計：日立製作所社製 U-2010  

HPLC 装置：Waters 社製 Waters Acquity H Class 

MS 装 置 ： Waters 社 製  LCT Premier XE 

time-of-flight mass spectrometer（TOF-MS） 

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 

 

３． HPLC によるクロシン，クロセチンおよび

ゲニポシドの一斉分析 

対象試料及びゲニポシド溶液は水/メタノー

ル混液（50/50， V/V）により調製した．分析

装置は上記のものを使用した．移動相には，

0.1% ギ酸水溶液/メタノールを使用し，5 分間

まで 80/20 で送液し，その後，15分間で 10/90

にグラジュエントした．その後，17分まで10/90

とした後，初期条件で安定化を行った． 

 

カラム：Acquity UPLC BEH C18 column (2.1×100 

mm， 1.7 μm， Waters 社製) 

カラム温度：40℃ 

移動相：0.1%ギ酸水溶液/0.1%ギ酸メタノール 

流速：0.3 mL/min 

検出波長：210-500 nm 

注入量：10 μL 

 

4. クロセチンの単離精製 

クロセチンの単離精製には， HSCCCを用いた． 

2 相溶媒系には，ヘキサン/酢酸エチル/メタノ

ール/0.1% ギ酸水溶液（7/3/5/5， V/V/V/V）

を用いた．HSCCC 用試料は，8版公定法に従い，

加水分解したクチナシ黄色素溶液を固相抽出

（Waters 社製 OASIS-HLB， 200 mg/6 mL）によ

り，精製したものを用いた．固相抽出カートリ

ッジの洗浄には，メタノールおよび精製水 5 mL

で行い，試料を精製水で 2倍希釈したものを負

荷した．その後，精製水 1 mL で洗浄後，メタ

ノール 1 mL で溶出し，濃縮乾固したもの（8.4 

mg）を 2 相溶媒 1 mL にて，再溶解したものを

用いた．カラム回転数は，1000 rpm として，2

相溶媒の上層を固定相として，下層を移動相と

した．流速は，1.2 mL/min とした．本条件によ

り，得られた分画は，それぞれ HPLC により純

度など測定を行った． 

 

５．質量分析による構造解析 

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：3.0 kV， 

Cone voltage：50V， 

Source temperature：120℃， 

Desolvation temperature：350℃， 

Cone/desolvation gas flows：50/650 L/hr 

Scan ranges ：m/z 100 to 1000 

 

ゴマ油不けん化物 

１．試料 

ゴマ油不けん化物は長岡香料社製（B478）を用

いた．セサモールおよびセサミンは，和光純薬

社製を用いた．セサモリンは，長良サイエンス

社製を使用した． 

 

２．装置 

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 

 

３．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 

 

4．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． 

 

ベニコウジ色素・ベニコウジ黄色素 

１．試料 

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． 

 

２．装置 

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 

 

３．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 

 

4．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 

 

５．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． 



 

６．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 

 

ムラサキイモ色素・ムラサキヤマイモ色素 

１．HPLC による分離分析 

8 版公定法（515～535 nm）および 4版自主規

格（525～545 nm）に検出波長を設定し，逆相

分配モードによる成分分析を実施した．移動相

の条件を検討した結果，ギ酸濃度を 1.0%以上で

ないと良好な分離が達成できなった．また，ト

リフルオロ酢酸では，0.5%でも十分に良好な分

離ができた．そのような結果より，LC-MS への

連結を想定して，1.0%ギ酸水溶液/アセトニト

リル系を用いることにした．ムラサキイモに関

するクロマトグラムは，既報のピークパターン

と類似しており，ほぼ良好な分離分析が達成で

きたと推定される．一方で，ムラサキヤマイモ

では，ムラサキイモとは全く異なるピークパタ

ーンを示した．本クロマトグラムと比較検討で

きる研究報告はなく，各成分の比較同定などが

必要と考えられる．これらのピークはいずれも

8版公定法（515～535 nm）および 4 版自主規格

（525～545 nm）の確認試験を示す由来成分で

ある．そのため，これらの比較を行うことで，

今後の規格試験へ応用できるものと考える．そ

こで，各成分の LC-MS 分析を行うこととした． 

 

２．LC-MS による同定分析 

HPLC の分離条件を利用して，LC-MS による同

定分析を実施した．ムラサキイモの LC-MS クロ

マトグラムを Fig. 1 に示す．検出波長 513～535 

nm による主な検出は，14 ピーク観察され，い

ずれも ESI-Positive モード（m/z 200～2000）

でマススペクトルを得ることができた．また，

いずれも既報とのピークパターン，質量数（理

論値），フラグメントイオンより，同定するこ

とが可能であった．ピーク 1 は，[M+H]+ m/z 

773.212（理論値：m/z 773.2135，C33H41O21）と

なり，MS/MS では，m/z 611, 499, 287 が検出

され，cyanidin 3-sophoroside-5-glucoside と

同定できた．ピーク 2 は，[M+H]+ m/z 787.229

（理論値：m/z 787.2291，C34H43O21）となり，MS/MS

では，m/z 625, 436, 301 が検出され，penidin 

3-sophoroside-5-glucoside と同定できた．ピ

ーク 3 は，[M+H]+ m/z 893.234（理論値：m/z 

893.2346，C40H45O23）となり，MS/MS では，m/z 731, 

449, 287 が 検 出 さ れ ， cyanidin 

3-p-hydroxybenzoylsophoroside-5-glucoside

と同定できた．ピーク 4は，[M+H]+ m/z 935.244

（理論値：m/z 935.2452，C42H47O24）となり，MS/MS

では，m/z 773, 449, 287 が検出され，cyanidin 

3-(6''-caffeolylsophoroside)-5-glucoside

と同定できた．ピーク 5は，[M+H]+ m/z 907.249

（理論値：m/z 907.2503，C41H47O23）となり，MS/MS

では，m/z 745, 463, 301 が検出され，peonidin 

3-p-hydroxybenzoylsophoroside-5-glucoside

と同定できた．ピーク 6は，[M+H]+ m/z 949.260

（理論値：m/z 949.2608，C43H49O24）となり，MS/MS

では，m/z 787, 463, 301 が検出され，peonidin 

3-(6'''-caffeolylsophoroside)-5-glucoside

と同定できた．ピーク 7は，[M+H]+ m/z 949.260

（理論値：m/z 949.2608，C43H49O24）となり，MS/MS

では，m/z 787, 449, 287 が検出され，cyanidin 

3-feruloylsophoroside-5-glucoside と同定で

きた．ピーク 8 は，[M+H]+ m/z 963.275（理論

値：m/z 963.2765，C44H51O24）となり，MS/MS で

は，m/z 801, 463, 301 が検出され，peonidin 

3-ferulyolsophoroside-5-glucoside と同定で

きた．ピーク 9 は，[M+H]+ m/z 933.264（理論

値：m/z 933.2659，C43H49O23）となり，MS/MS で

は，m/z 771, 433, 271が検出され，pelargonidin 

3-feruloylsophoroside-5-glucoside と同定で

きた．ピーク 10 は，[M+H]+ m/z 1097.275（理

論値：m/z 1097.2769，C51H53O27）となり，MS/MS

では，m/z 935, 499, 287 が検出され，cyanidin 

3-(6'',6'''-dicaffeoylsophoroside)-5-gluc



oside と同定できた．ピーク 11 は，[M+H]+ m/z 

949.260（理論値：m/z 949.2608，C43H49O24）と

なり，MS/MS では，m/z 787, 463, 301 が検出

さ れ ， peonidin 

3-caffeoylsophoroside-5-glucoside と同定で

きた．ピーク 12 は，[M+H]+ m/z 1111.290（理

論値：m/z 1111.2925，C52H55O27）となり，MS/MS

では，m/z 949, 463, 301 が検出され，peonidin 

3-dicaffeoylsophoroside-5-glucoside と同定

できた．ピーク 13 は，[M+H]+ m/z 1125.306（理

論値：m/z 1125.3082，C53H57O27）となり，MS/MS

では，m/z 963, 463, 301 が検出され，peonidin 

3-caffeoyl-feruloylsophoroside-5-glucosid

e と同定できた．ピーク 14 は，[M+H]+ m/z 

1095.297（理論値：m/z 1095.2976，C52H55O26）

となり，MS/MS では，m/z 933, 583, 433 が検

出 さ れ ， pelargonidin 

3-caffeoyl-p-coumaroylsophoroside-5-gluco

side と同定できた． 

一方で，ムラサキヤマモの LC-MS クロマトグ

ラムより，検出波長 523～545 nm における主な

検出は， 8 ピ ーク観察 され，い ずれも

ESI-Positive モード（m/z 200～2000）でマス

スペクトルを得ることができた．しかしながら，

ムラサキイモのような報告例がなく，同定する

ことはできなかった．しかしながら，いずれの

MS スペクトルは良好に取得することができ，今

後，本ピークを同定することが必要と思われる．  

 

クチナシ黄色素 

１．HPLC によるクロシン，クロセチンおよびゲ

ニポシドの一斉分析 

8 版公定法により，評価したクロシン，クロセ

チンおよびゲニポシドの一斉分析法を検討し

た．その際のクロマトグラムを Fig. 2 に示す．

A694 からは，各種クロシンの異性体が検出され，

一部にクロセチンも確認された．一方で，A694

のアルカリ加水分解および A12 では，クロセチ

ンのみが観察された． Fig. 2-[A] に示す主な

3 つ の ピ ー ク は ， trans-crocetin 

di(-D-gentiobiosyl) ester（ピーク 1; 最大

吸収波長: 442 nm， 保持時間: 7.8 min）， 

trans-crocetin -D-gentiobiosyl ester（ピ

ーク 2; 最大吸収波長: 434 nm， 保持時間: 11.2 

min ） お よ び cis-crocetin 

di(-D-gentiobiosyl) ester（ピーク 3; 最大

吸収波長: 442 nm， 保持時間 11.7 min）であ

った．それらの TOF/MS スペクトルでは，ピー

ク 1は，m/z 999.283 [M+Na]+，ピーク 2は， m/z 

837.522 [M+Na]+ そして，ピーク 3 は，m/z 

999.282 [M+Na]+ が検出され，いずれも既報を

参考として確認できた. アルカリ加水分解およ

びクチナシ黄色素A12製品におけるクロマトグ

ラムでは，主に 2つのピーク 4および 5が検出

された．それらの 2 つのピークは，trans およ

び cis-crocetins（ピーク4; 最大吸収波長: 422 

nm， 保持時間：14.4 min）および（ピーク 5; 最

大吸収波長: 422 nm， 保持時間：15.9 min）

であった．本ピークは，いずれも TOF/MS にお

いて，m/z 329.441 [M+H]+が検出されている. 

同一条件において，ゲニポシドおよびその分

解物であるゲニピン（m/z 226.929, [M+H]+）も

測定することができた． 

本手法を用いて，8版公定法で用いるアルカリ

加水分解の条件検討を実施した．0.02 mol/L 水

酸化ナトリウム溶液（50oC）において，クチナ

シ黄色素 A694 を用いて，加水分解した結果，

ピーク 1（保持時間：7.8 min）および 4（保持

時間：14.4 min）の経時変化を示すことができ

た．その結果，クロシンは，5 分程度で加水分

解され，クロシンは，20～30 分程度で一定量を

示すことが分かった．その一方で，不純物質で

あるゲニポシドは，120 分程度の経時により，

ゲニピンへ分解することも判明した． 

 

２．クロセチンの単離精製 

クロセチンを指標としたクチナシ黄色素の定

量評価を行うため，アルカリ分解試料より，ク

ロセチンの単離精製を行った．まずは，固相抽

出法により抽出を行った．クチナシ黄色素製剤

0.1 g から，加水分解および固相抽出による濃

縮精製により，得られた成分 8.4 mg を HSCCC

に注入することとした．また，同時に HSCCC の

2 相溶媒系を検討することとした結果，ヘキサ

ン／酢酸エチル／メタノール／0.1% ギ酸水溶

液（7/3/5/5）を最適として利用することとし



た．本条件により，固定相の保持率は 88%とな

り，単離精製には，8 時間を費やした．その際

のクロマトグラムを Fig. 3 に示す．クロマト

グラムより，Fraction A および B をそれぞれ

2.0 および 1.2 mg 得ることができた．Fraction 

A を HPLC で測定した結果，クロセチン標準試料

として利用できる成分が単離できた．しかしな

がら，trans 型クロセチンに対して，cis 型が

15%の割合で，異性化反応が生じることが分か

った．いずれも HPLC で単離精製を行っても同

様の反応（変換効率）が起こり，常に 15%程度

の混合物となってしまった．しかしながら，他

の不純物なども観察されず，安定なクロマトグ

ラムを示したため，本試料を指標として，クチ

ナシ黄色素の定量評価に用いることとした． 

 

３．クロセチン指標によるクチナシ黄色素の定

量評価 

２で開発した HPLC 法を用いて，３で得た標

準試料により，検量線を作成した結果，trans

型クロセチンにおいて，y=549.7x + 7374.6（相

関係数r2=0.998）の検量線を得ることができた．

本検量線を利用して，アルカリ分解後のクロセ

チン含有量は，A694 では 67.6%，A12 では 45.5%

およびサフラン色素では 42.3%となった． 

 

ゴマ油不けん化物 

ゴマ油不けん化物中のセサモール，セサミン，

セサモリン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，定量などの評価に用いることとし

た．本設定波長により，逆相系 LC の各種パラ

メータを用いて，条件検討を実施した．その結

果，セサモールのシンメトリー係数は僅かに低

値を示し，他の値は殆ど同等であった．その際

の逆相系LCのクロマトグラムをFig. 4に示す．

いずれも，15 分以内に良好なピークを得ること

ができた．そのため，移動相には汎用性などを

考慮して，0.1% ギ酸水/アセトニトリル混合液

を用いることとした．本最適条件において，検

出限界（LOD）および定量限界（LOQ）は，セサ

モール（LOD:0.04 ppm，LOQ: 0.15 ppm），セサ

ミン（LOD: 0.02 ppm，LOQ: 0.08 ppm）および

セサモリン（LOD: 0.04 ppm，LOQ: 0.15 ppm）

となった．各検量線においても，LOQ～5 ppm の

範囲において，相関係数（r）0.999 以上を示し

た．本手法を用いて，ゴマ油不けん化物の 50

倍希釈（希釈溶媒：アセトニトリル/メタノー

ル，50/50）のクロマトグラムを Fig. 4 に示す．

その際の定量値は，セサモール：不検出（7.5 

mg/kg 以下），セサミン（12.8 g/kg）およびセ

サモリン（9.4 g/kg）となった．本結果は，既

報にあるゴマ油中の濃度よりも高含有存在し

ていることが判明した． 

 本分析法は，逆相系 LC を用いているため，

直接 MS に導入することも可能である．MS によ

るスペクトル情報があることで，飛躍的に同定

能が向上する．そのため，本研究では，ESI-ポ

ジティブモードを採用して，スペクトル解析を

実施した．LC/MS には，逆相系 LC条件をそのま

ま利用した．ESI-ポジティブモードにおいて，

セサモール m/z 139，セサミン m/z 337 および

セサモリン m/z 233 が最も強度が高く検出され

た．それらをプレカーサーイオンとして採用し，

プロダクトイオンスキャンにより，MS スペクト

ルを得た．いずれも，特異的なスペクトルを得

ることができ，化合物同定に有益な情報を得る

ことができた．本手法を用いて，実際に検出さ

れたゴマ油不けん化物からのピーク同定を試

みた．その結果，標準溶液と同じスペクトルが

検出され，確実な化合物の同定が達成できた．

本結果より，順相系 LC では実施することがで

きなかった MS による情報も同時に入手できる

逆相系 LC の構築が達成できたものと判断でき

る． 

 

 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を Fig. 5 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．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． 

 

ベニコウジ色素・ベニコウジ黄色素 

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． 

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（Fig. 6）．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

（Fig. 7）．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． 

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，Fig. 8（ベニコ

ウジ色素）および Fig.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（Fig. 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（Fig. 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．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 5)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，Fraction A が，キサントモナシ

ン A および Fraction B がキサントモナシン B

であることが判明した． 

 

D. 考察 

ムラサキイモ色素・ムラサキヤマイモ色素 

本研究では，8 版公定法および 4 版自主規格

にて，ムラサキイモおよびムラサキヤマイモの

区別は不可能であったため，HPLC によるクロマ



トグラムパターンを比較した．その結果，最大

吸収波長（ムラサキイモ：515～535 nm，ムラ

サキヤマイモ： 525～545 nm）によるピークが

全く異なっていた．つまり，各規格基準に準じ

るが，その由来成分は全く異なることが分かっ

た．ゆえに，各ピークの成分を同定し，新たな

規格基準指標をタンクする必要性がある．その

ため，LC-MS によって，各ピークの同定を実施

することとした．Table 1 にムラサキイモ色素

の吸収極大波長および同定された物質名をま

とめた．いずれも報告されている既知の物質で

あり，いずれも有効な指標物質になりえると考

えられる．一方で，ムラサキヤマイモに関して

は，いずれも良好な MS スペクトルを取得する

ことができたが，各ピークから物質を同定する

ことができなった．今後の比較検討で各成分の

同定は重要な情報となるため，早急に NMR など

を利用して，確認する必要がある． 

 

クチナシ黄色素 

本研究では，8 版公定法を基盤に国内で流通

するクチナシ黄色素2製品およびサフラン色素

1製品の評価および新たなHPLCによる一斉分析

法の検討を実施し，試験法の妥当性および新た

な問題点を検証した． 8版公定法に基づく評価

では，サフラン色素とクチナシ黄色素を区別す

ることが不可能であった． 

そこで，HPLC によるクロシン，クロセチンお

よびゲニポシドの一斉分析法を開発し，アルカ

リ加水分解前後の評価を行った．逆相系グラジ

エントモードおよびDAD検出法を利用すること

で，各成分の分離分析が達成できた．本試験法

を用いて，クチナシ黄色素 A694 製品を分析し

た結果，様々なクロシン異性体が検出された．

そのため，クロシン異性体を用いたクチナシ黄

色素の指標とすることは，複数存在するため困

難であると判断した．そこで，アルカリ分解後

の A694 および A12 製品を測定した結果，ほぼ

同様のクロマトグラムを得ることができ，

trans 型クロセチンが最も有効に検出すること

ができ，本化合物を指標とすることとした．そ

こで，HSCCC による trans 型クロセチンの単離

精製を試みた．その結果，Fraction A として，

trans 型クロセチンを得ることができた．しか

しながら，trans 型クロセチンは，容易に cis

型へ 15%程度変換してしまうことが判明した．

その一方で，HSCCC を利用することで，他の不

純物質なども含まず，trans 型 85%純度で定量

を行うこととした．その結果，アルカリ分解後

のクロセチン含有量は，A694 では 67.6%，A12

では 45.5%およびサフラン色素では 42.3%とな

った．いずれにおいても，殆どその差は，見出

すことができなかった．つまり，アルカリ分解

の製剤に存在するクロセチン含量だけでは，ク

チナシ黄色素とサフラン色素を識別すること

が不可能であった． 

また，ゲニポシドにおいては，クチナシ黄色

素から僅かであるが検出することができた．そ

の一方で，アルカリ加水分解すると，ゲニポシ

ドのピークは減少し，新たにゲニピンのピーク

が検出された．つまり，加水分解過程において，

ゲニポシドは，ゲニピンに変化することが判明

した．ゲニピンは，アポトーシスの誘導や免疫

系への影響など薬理活性を有しており，安全性

からもモニタリングが必要な物質である．8 版

公定法では，不純物質として，ゲニポシドのみ

規格となっている．その一方で，加水分解処理

されているクチナシ黄色素製品では，ゲニポシ

ドが適合（0.5%以下）であったとしても，その

すべてもしくは一部がゲニピンに分解されて

いる可能性が予想される．しかし，現在の 8版

公定法では，その点について，判断することは

できない．今後，ゲニピンを含めた不純物質試

験が要求されるものと思われる．本研究より，

以下の新たな問題点および提案ができると思

われる． 

 

ゴマ油不けん化物 

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．試験法とし

ては，逆相系 LCにより，検出波長を 290 nm に

設定して，セサモール，セサミンおよびセサモ

リンを分析するものである．本結果より，いず

れもゴマ油不けん化物からの測定が可能であ

り，定量も達成できた．また，確実な同定を目

指して直接 MS 分析することもでき，有効な MS



スペクトルを得ることができた．以上より，今

後は本手法と自主規格案を比較する必要もあ

り，様々な流通品や製品にも汎用できることを

示す必要がある． 

 

また，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. 5），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・ベニコウジ黄色素 

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 

ムラサキイモ色素・ムラサキヤマイモ色素 

国内流通のムラサキイモ色素，ムラサキイモ，

ムラサキヤマイモの判断について，以下に示す． 

  

・ムラサキイモとムラサキヤマイモの識別 

 HPLC 法による規格基準の波長領域において，

各ピークパターンが全く異なり，識別は可能で

あった． 

 

・各成分の同定 

 HPLC 法に準じ，検出されたピークの同定を試

みた．その結果，ムラサキヤマイモについては，

すべて同定することができた．一方で，ムラサ

キヤマイモについては，全く同定することがで

きなかった． 

 



・今後の検討 

 ムラサキヤマイモの成分を同定し，両色素の

識別に有用な成分を探索することが必要であ

る．また，加水分解法なども利用して，アグリ

コンによる簡便な分離分析なども検討する必

要がある． 

 

クチナシ黄色素 

国内流通のクチナシ黄色素製品の判断につ

いて，以下に示す． 

 8 版公定法の確認試験において，両製品（水

もしくはエタノール抽出製品および加水分解

製品）を同一条件において，判断可能である． 

 

・クチナシ黄色素とサフラン色素の識別 

 8 版公定法の確認試験およびクロセチン指標

による HPLC 法では識別不可能である．今後，

クロシンもしくはクロセチン以外の成分を用

いるなど，他の試験法が必要と判断できる． 

 

・純度試験（ゲニポシド）の試験 

 8 版公定法の純度評価としては，クチナシ黄

色素およびサフラン色素では適合と判断でき

た（0.5%以下）．しかし，加水分解の過程でゲ

ニポシドから薬理活性を有するゲニピンへ変

化することが判明した．今後，ゲニピンに対す

る純度試験および国内流通製品での含有調査

が必要だと考えられる． 

 

 

ゴマ油不けん化物 

本結果より，既存添加物ゴマ油不けん化物の

自主規格案について，主成分も含めて再検討す

る必要性が挙げられる．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．本結果か

らの改善点は下記に示す． 

 

定義：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：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：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．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． 

 

 

ベニコウジ色素・ベニコウジ黄色素 

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． 
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Fig. 1 ムラサキイモの LC-MS クロマトグラム 
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Fig. 2 クチナシ黄色素の HPLC クロマトグラム 

 [A] クチナシ黄色素（A694：加水分解なし） 

[B] クチナシ黄色素（A12：加水分解なし） 

 [C] クチナシ黄色素（A694：加水分解あり） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 加水分解クチナシ黄色素の HSCCC クロマトグラム 
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Fig. 4 LC クロマトグラム 
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Fig. 5 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） 
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Fig. 7 ベニコウジ黄色素の HPLC クロマトグラム 
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Fig. 6 ベニコウジ色素の HPLC クロマトグラム 
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Fig. 8 ベニコウジ色素（試料 119）の HSCCC クロマトグラム 
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Fig. 9 ベニコウジ黄色素の HSCCC クロマトグラム 

Table 1 ムラサキイモの色素成分に関する吸収極大および同定物質 
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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26～28年度分担総合研究報告書 
 

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 
 qHNMR 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. 
本研究では,既存添加物のうち,規格基準が決

められていない「ヤマモモ抽出物」,「グルコサ

ミン」,「クロブ抽出物」を選択し,それぞれの

主成分である myricitrin（Fig. 1）,glucosamine（Fig. 

2）,eugenol（Fig.3）の定量に qHNMR 法を応用

し,その定量法の確立を試みた.さらに「ベニバ

ナ赤色素」「べニバナ黄色素」についてもそれ

ぞれの色素本体の化合物である carthamin(Fig. 
4)と safflor yellow 類(Fig. 5)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う目的で,そ
の準備に当たる標準品となりうる化合物の単

離を行った. 
 

B. 研究方法 
1）「ヤマモモ抽出物」中の myricitrin 含有量の

定量 
「ヤマモモ抽出物」は,ヤマモモ(Myrica rubra 
Siebold et Zuccarini)の果実,樹皮または葉から抽

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.26～28年度の間で「ヤマモモ抽出物」「グルコサミン」「クローブ抽出物」「ベニバナ赤色

素」,「ベニバナ黄色素」に関する適用条件を探索した.「ヤマモモ抽出物」中のmyricitrinの純

度は,認証標準物質としてPHP,仲介物質としてHMDを用い,methanol- d4中で測定したスペクト

ルの６位または８位の水素シグナル面積から測定可能可能であることを示した.「グルコサミ

ン」中のglucosamineの純度は,DSS-d6を直接内部標準として用い,D2O中で測定したスペクトル

の２つのアノマーの２位の水素シグナル面積の和から測定可能であることを示した.「クロー

ブ抽出物」中のeugenolの定量では,「クローブ抽出物」のacetone-d6懸濁液上清に認証標準物質

である1,4-BTMSB-d4のDMSO-d6溶液を加えて測定し,1,4-BTMSB-d4のトリメチルシリル基の

シグナルとeugenolの2位のHシグナルのシグナル面積を比較することで定量可能であること

を確認した.「ベニバナ赤色素」,「べニバナ黄色素」では,定量用標準品が手に入らないこと

から,まずそれらの本体であるcarthaminおよびsafflor yellow類の個々の化合物の単離精製から

行っている. 
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出して得られたもので,主成分は myricitrin であ

るとされている.主に酸化防止剤として用いら

れる既存添加物である. 
今回用いた「ヤマモモ抽出物」は myricitrin 含

量が高くほとんどメタノールに溶けるため,そ
のままmethanol-d4の qHNMR用標準液を加えて

溶解させたもので myricitrin の定量を行なうこ

とにした. 
 

1-1）qHNMR 用 標 準 液 の 調 製 と

hexamethyldisilane (HMD)濃度の決定 
定量の基点となる認証標準物質はいくつか

市販されているが,その 1H-NMR におけるシグ

ナルは測定対象の化合物のシグナルなどと重

なり合うことが多い.そのため,報告のある方法

で も 0 ppm 付 近 に シ グ ナ ル を 持 つ

hexamethyldisilane (HMD, Fig. 6)を仲介物質とし

て測定している.今回もこのHMDを仲介物質と

して測定することにした.HMD 5.00 mg を

methanol-d4 に溶解して 20.0 ml としたものを

qHNMR 用標準液(0.200 mg/ml)とした.この溶液

0.50 ml を認証標準物質 potassium hydrogen 
phthalate (PHP, Fig. 6) 12.00 mg を含む methanol- 
d4溶液 2.00 ml に加え,この混合溶液 0.60 ml を
NMR 試料管にとり,qHNMR 用試料とした.7.57 
ppm 及び 7.72 ppm 付近の PHP のシグナル面積

と 0 ppmの HMD のシグナル面積を比較するこ

とにより(Fig．7A),式 1 に従って qHNMR 用標準

液中の HMD の濃度を決定した.NMR の測定条

件については後述する. 

PHP
PHP

HMD
HMD C

I
I

4C    (1) 

ただし,CHMD, CPHPはそれぞれHMD及

び PHP のモル濃度(mol/ml), IHMD, IALK

はそれぞれHMDの 6個のメチル基及

び PHP の芳香族水素１個あたりのシ

グナル面積. 
 

1-2）qHNMR 法に用いる試料の調製 
 市販の「ヤマモモ抽出物」は減圧されたデシ

ケーター中で over night 乾燥させた. 

その後,約 5 mgを精秤して 1.00 ml の qHNMR用

標準液に溶かし,この溶液 0.60 ml を NMR 試料

管にとったものを用いて qHNMR の測定に供し

た. 
 
1-3）qHNMR スペクトルの測定 

1H-NMR を測定し,myricitrin の水素シグナル

が 0.95~6.94 ppmに現れることを確認した.Fig. 
7B にそれぞれのスペクトルを示した.qHNMR
は Table 1 に示した条件で測定した.前述の

qHNMR 用標準液の HMD 濃度の算出のための

測定も同じ条件で行なった.積算回数は,HMD濃

度の算出のための測定,および「ヤマモモ抽出物」

の試料の測定では 8 回とした.測定によって得

られたスペクトルから,myricitrin の水素シグナ

ルと 0.04 ppm の HMD のシグナルの面積を比

較して,式 2 に従って myricitrin の濃度を算出し

た. 

 (2) 

ただし,CHMD, CMYR はそれぞれ HMD
及び myricitrin のモル濃度(mol/ml), 
IHMD, IMYRはそれぞれHMDの6個のメ

チル基及び myricitrin の水素 1 個あた

りのシグナル面積. 
 各試料とも 3 検体ずつ調製して測定を行った. 
 

2）「グルコサミン」中の glucosamine 含有量の

定量 
 既存添加物の「グルコサミン」は,「キチン」

を塩酸で加水分解し,分離して得られたもので

ある.成分は glucosamineで増粘安定剤,製造用剤

として用いられる. 
 1H-NMR スペクトルを測定したところ,「グル

コサミン」中の成分はほぼ glucosamine である

と推定された.その glucosamine定量にあたり,ま
ず 1H-NMR スペクトルにおいて glucosamine の

各位置の水素シグナルが２ヶ所に別れて現れ

るということが判明した.これは,glucosamine の

α,βそれぞれのアノマーがある割合で平衡と

なって存在するからと考えられた.(Fig. 2)  また,
それぞれのアノマーの存在比はちょっとした
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条件の相違で変化する可能性も考えられた.そ
こで,両アノマー分子中の同じ位置の水素シグ

ナルの積分値の和から算出することにした.候
補として 1 位または 2 位の水素シグナルが挙げ

られる.これらシグナルが独立して観測される

溶 媒 の 検 討 を 行 っ

た.Methanol-d4,pyridine-d5,DMSO-d6 ,DMSO-d6と

D2O の混合溶媒,D2O をそれぞれ溶媒として「グ

ルコサミン」の 1H-NMR スペクトルを比較した

ところ,D2O中で 1位,2位の水素シグナルが他の

シグナルと良好に分離することがわかり,好適

であることがわかった.(Fig. 8)  また,認証標準物

質としては,水溶性でシグナルの化学シフト値

が 0 ppm 付 近 に あ る

3-(Trimethylsilyl)-1-propanesulfonic acid-d6 

sodium salt (DSS-d6, Fig. 6)を用いた.「グルコサ

ミン」の D2O 溶液と DSS-d6の D2O 溶液を混合

して定量することにした. 
 
1-1）1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 市販の「グルコサミン」と DSS-d6は減圧され

たデシケーター中で over night で乾燥させた. 
 「グルコサミン」約 15 mg を精秤して 1.50 ml
の D2O に溶かした溶液と,DSS-d6約 8 mgを精秤

して 1.50 ml の D2O に溶かした溶液を調製した.
この２つの溶液を 0.40 mL ずつ取って混合し,
この溶液 0.60 mlをNMR試料管にとったものを

用いて 1H-qNMR スペクトルの測定に供した. 
 測定に利用した DSS-d6 は和光純薬の Trace 
Sure®規格のもの,D2O は Isotec Inc.の 99.9 
atom %D のもの,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.  
 
2-2）1H-qNMR スペクトルの測定 

1H-qNMRは Table 1に示した条件で測定した.
積算回数は 8 回とした.測定によって得られた

スペクトル(Fig. 8)から,glucosamine の 2 位 H の

シグナル（δ2.89 ppm [Fig. 8 の B のシグナル]と
δ3.18 ppm [Fig. 8の C のシグナル）と DSS-d6の

シグナルの面積を比較して,式 3 に従って

glucosamine の濃度を算出した. 

 (3) 

ただし,CDSS, CGLAはそれぞれ DSS-d6及び

glucosamine のモル濃度(mol/ml), IDSS, IGLA

はそれぞれ DSS-d6 及び glucosamine の水

素 1 個あたりのシグナル面積. 
 各試料とも 3 検体ずつ調製して測定を行った. 
 
3）「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精油として

eugenol を含んでいるという状態のものであっ

た. 
 まず,市販の eugenol 標準品の 1H-NMR スペク

トルを種々の溶媒で測定し,個々のシグナルが

他のシグナルと良い分離を示す条件を検討し

た.溶解度なども加味し,acetone-d6 中での測定が

適当と考えられた.(Fig. 9)  一方,内部標準として

用いる認証標準物質としては汎用性を考え,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. 6)を用いることにした.と
ころでこの 1,4-BTMSB-d4 の溶液だが,これを内

部標準用溶液として調製する場合,測定に供す

る溶媒で調製することが望ましい.しかしなが

ら,今回の測定用の溶媒は揮発性の高い acetone
溶液で,注意深く保存したとしても保存中の濃

度変化のリスクがつきまとう.そこで,これを難

揮発性溶媒である DMSO-d6 溶液として調製し

用いることにした. 
 
3-1）1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 1,4-BTMSB-d4はデシケーター中で over night
乾燥させた.約 5 mg を精秤して 2.00 ml の

DMSO-d6に溶かし内部標準用溶液とした. 
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まず,eugenol の水素のシグナル面積と量とが比

例関係にあるか検量線を作製した.すなわち,市
販 eugenol 標準品 20 mg/mL の acetone-d6溶液を

調 製 し た の ち,こ れ を 段 階 希 釈 し て

0.50,1.25,5.00 mg/mL の各 acetone-d6溶液を調製

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 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 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. 
 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. 
 
3-2) 1H-qNMR スペクトルの測定 

1H-NMR を測定し,eugenol の 6 位 H のシグナ

ルが δ6.33 ppmに現れることを確認した.(Fig. 9
の A のシグナル)  また,「クローブ抽出物」にお

いても eugenol の 6 位 H のシグナルが独立して

観測されることを確認した.（Fig. 10）  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 4 に従って eugenol の濃度を算出した. 

 (4) 

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. 
 

3-3) HPLC を用いた「クローブ抽出物」中の

eugenol の定量 
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する

目的で HPLC を用いた「クローブ抽出物」中の

eugenol の定量も行った. 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,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. 
 

4）「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

添加物と考えられた.（Fig. 11）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. 
 
4−1）Carthamin の単離 
 水 上 ら の 方 法 （Chem, Pharm. Bull., 
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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. 
4−2）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. 
 
5）「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. 12）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. 
 
5−1）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)「ヤマモモ抽出物」中の myricitrin の定量 
 今回,２ロットの試料についての測定を行った.
測定の結果を Table 2に示した.Fig. 7B のスペク

トルでの a~hのシグナルそれぞれについて定量

値を示した.積分値をとったシグナルごとで多

少のばらつきが見られ,また,２試料で共通して

大きめの値が算出されるシグナルと小さめの

値が算出されるシグナルがあるという特徴も

示唆された.YM４は 85％程度,YM７は 87%程度

の純度であることがわかった. 
 

2) 「グルコサミン」中の glucosamineの定量 
内部標準の認証標準物質 DSS-d6 のシグナル

は他のシグナルが全くない 0 ppm 付近に現れ,
定量に用いた２つの配座異性体の 2位Hのシグ

ナル面積の合計で問題なく測定ができること

を確認した.(Fig. 8) これらを用いて入手した 5
種類の市場品の「グルコサミン」中の

glucosamine の定量をおこない,その結果を Table 
3 に示した.表示に「グルコサミン」と書かれた

も の に 関 し て は,glucosamine の 分 子 量

(C6H13NO5, MW: 179)で,塩酸塩とか書かれてい

たものは塩酸塩としての分子量(C6H13NO5 ・
HCl, MW: 215.5)と合せて含有率を算出した.い
ずれの試料も glucosamine としての含有率は

80％程度であった.塩酸塩に関しては,塩の分子

量で計算すると 95％以上という数字となっ

た.(Table 3) 
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3）「クローブ抽出物」中の eugenol の定量 
 まず,「クローブ抽出物」の acetone-d6中でのス

ペクトルにおいて eugenol の 6 位 H の位置（δ 
6.33 ppm）には他のシグナルは観測されなかっ

た.また,内部標準を DMSO-d6溶液として加えて

測定しても eugenol の 6 位 H シグナルは独立し

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

できなかった.（Fig. 10） 検量線を作製した結果,
少なくとも 0.5 〜20 mg/mLの間では極めて高い

直線性が示された. 
 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」に関しては,
いずれも eugenol の含有率が 30％程度だっ

た.(Table 4) 
 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. 13）1H-qNMR 法を用

いて求められた純度をもとに eugenol 標準品の

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.（Fig. 14） 
両法の比較に用いた「クローブ抽出物」の

eugenolの含有率は26.56％,28.81％だったが,

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 の定量値はそれぞれ

24.94％,26.20％だった.(Table 5) 
 
4）「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. 15）を水上らの

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. 16） 
 
5）「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)「ヤマモモ抽出物」中の myricitrin の定量 
「ヤマモモ抽出物」においては,観測されたシ

グナルを精査すると,ベースライン上にも雑音

が少なく,比較的シャープなシグナルとして観

測される myricitrin の６位,８位のシグナル（Fig. 
7 の b,c のシグナル）の積分値を定量時の算出に

用いるのが好適ではないかと考えられる.今後,
今回の各シグナル間での定量値の違いが,常に

この傾向であるのか否か,それぞれのシグナル

の積分値のばらつきを,同じ試料の繰り返し測

定で見極めるとともに,多種の試料の測定でも

確認する必要があると思われる. 
 
2) 「グルコサミン」中の glucosamineの定量 
「グルコサミン」においては,得られたスペクト

ルを精査すると,１位の水素のシグナルのうち

β アノマーの１位と帰属される水素（δ4.82 ppm）

が D2O の残留水素のシグナルの裾に若干重な

っている可能性が観察された.このため,２位の

水素シグナル（δ2.89 ppm と δ3.18 ppm,Fig. 8 の

B, C）の面積の和を純度算出に用いた方がよい

と考えられる.「グルコサミン」中の glucosamine
としての含有率は 80％程度であったが,塩酸塩

とするとその純度は 95％以上と非常に高いも

のになる.塩酸塩の表記がなかった製品に関し

ても,塩酸塩として計算すれば 95〜99％という

純度になることから,これらも全て塩酸塩とし

て流通しているものと推定される. 
 この条件での glucosamine での定量は極めて

簡便である.Glucosamine は紫外吸収を持たない

分子であるために HPLC で UV 検出器での検出

がしにくく,HPLCを用いた分析をするには誘導

体化か,検出の安定化に手間のかかる示差屈折

計を用いる必要がある.この「グルコサミン」の

glucosamine 純度の測定に関しては 1H-qNMR 法

が極めて有利な方法と考えられる.ところで,水
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という表面張力の強い溶媒を用いるため,細い

NMR 試料管に測定溶液を注入するときするに

は,多少のコツが必要である. 

 

3）「クローブ抽出物」中の eugenol 定量 
 「クローブ抽出物」には eugenol 以外にもフェ

ニルプロパンの精油成分が存在するので,芳香

族領域は多くのシグナルの存在が懸念された

が,このシグナルが定量に好都合であることが

わかった.(Fig. 10) 検量線も極めてよい直線性を

示し,特に検量線を引くことなく定量ができる

ことも確認ができた. 
 今回,操作の簡便のために予め認証標準物質の

濃度既知の溶液を作っておき,測定の際に測定

溶液に標準物質の溶液を一定量加えるという

方法を考えた.ストックの際に溶媒が揮発して

濃度が変化しないよう,難揮発性の DMSO にに

溶解した.1,4-BTMSB-d4はカタログ上で DMSO
に難溶と表記されているが,今回用いた 2.5 
mg/mL という濃度であれば十分に溶解するこ

とがわかった.また,1H-qNMRの測定時はacetone 
- DMSO = 5 : 1という混合溶媒で実施すること

になる.これも測定の結果,この混合溶媒でも

eugenol の 6 位 H が独立したシグナルで観測さ

れ,問題なくシグナル面積の測定ができた.よっ

て,1,4-BTMSB-d4を DMSO-d6溶液として用いる

ことで操作の簡便化も実現できた.また,eugenol
は揮発性の精油で標準品の純度が変化しやす

いことから,そのような化合物でも 1H-qNMR を

用いれば絶対定量が可能になることを示すこ

とができた. 
 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

(Table 5),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.また,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. 
 
4）「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. 
 

5）「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）「ヤマモモ抽出物」では,methanol-d4 中,認証

標準物質として PHP を用い,仲介物質として

HMDを介することで,myricitrinの６位または８

位の水素シグナル面積から含有される

myricitrinの定量が可能であることを示した. 
2）「グルコサミン」では,D2O 中,認証標準物質

の DSS-d6 を 直 接 内 部 標 準 と し て 用

い,glucosamine の２つの配座異性体の２位の水

素シグナル（δ2.89 ppmと δ3.18 ppm）の面積の

和から,含有される glucosamine の定量が可能で

あることを示した. 
3）「クローブ抽出物」中の eugenol の定量では

認証標準物質の DSS-d6 を内部標準として用い,
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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.また,定量値は,HPLC 法と良い一致を示した

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. 
4）「ベニバナ赤色素」では,その色素本体である

carthaminの単離と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. 
5）「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

能かの確認を次のとりあえずの目標とする. 
 

F. 研究発表 
 1. 論文発表 
1) Tanaka, Rie; Nitta, Akane; Nagatsu, Akito 
Application of a quantitative 1H-NMR method for 
the determination of amigdalin in Persica semen, 
Armeniaca semen and Mume fructus 
Journal of Natural Medicines (2014), 68(1), 
225-230. 

 
2) Tanaka, Rie; Hasebe, Yuko; Nagatsu, Akito 
Application of a quantitative 1H-NMR method for 
the determination of gentiopicroside in Gentianae 
radix and Gentianae scabrae radix 

Journal of Natural Medicines (2014), 68(3), 
630-635.  
 

3）Tanaka, Rie; Shibata, Hikari; Sugimoto, Naoki; 
Akiyama, Hiroshi; Nagatsu, Akito 
Application of a quantitative 1H-NMR method for 
the determination of paeonol in Moutan cortex, 
Hachimijiogan and Keishibukuryogan 

Journal of Natural Medicines (2016), 70(4), 
797-802.  
 

4）Tanaka, Rie; Inagaki, Risa; Sugimoto, Naoki; 
Akiyama, Hiroshi; Nagatsu, Akito  
Application of a quantitative 1H-NMR (1H-qNMR) 
method for the determination of geniposidic acid and 
acteoside in Plantaginis semen, Journal of Natural 
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Fig. 1 myricitrinの構造 

a,b,c,d,hは Fig. ４の 1H-NMR スペクトルの対応するシグナルの水素 

 

 

 

 

 

 

A  

 
B  

Fig. 2   glucosamine の構造 
A: 一般式, 
B: αアノマーとβアノマーの平衡. 

            Ha~Hd は Fig. 8 の 1H-NMR スペクトルの対応するシグナルの水素 
 
 
 

  



 11 

 
 

Fig. 3  Eugenol の構造 

 

 

 

Fig. 4   Carthamin の構造 
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Fig. 5   Safflor yellow 類の構造 
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                 Potassium hydrogen phthalate (PHP)                  Hexamethyldisilane (HMD) 

 

                                              

3-(Trimethylsilyl)-1-propanesulfonic acid-d6 sodium salt                  1,4-(Bistrimethylsilyl)benzene-d4 

                (DSS-d6)                 (1,4-BTMSB-d4) 

 

Fig. 6  各種基準物質の構造 
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Fig. 7 「ヤマモモ抽出物」中の myricitrin定量時に測定された 1H-NMR スペクトル 
A: qHNMR 用標準液に溶解した PHP のスペクトル. 
B: qHNMR 用標準液に溶解した「ヤマモモ抽出物」のスペクトル. 
a~hは myricitrin由来のシグナル. 
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Fig. 8 Glucosamine の 1H-NMR スペクトル (D2O, 500 MHz) 

A： DSS-d6のメチル基のシグナル,B： Fig. 2 の Ha のシグナル 

C：Fig. 2 の Hb のシグナル,D： Fig. 2 の Hc のシグナル 

E： Fig. 2 の Hd のシグナル 
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Fig. 9 Eugenol の 1H-NMR スペクトル (aceton-d6, 500 MHz) 

A: eugenol の 6 位 H のシグナル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 「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 

  

拡大 

A 

A 

B 

A 
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Fig. 11 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. 12 「べニバナ黄色素」の 1H-NMR スペクトル (pyridine-d5, 500 MHz) 
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Fig. 13 Eugenol 標準品の HPLC クロマトグラム 

A: eugenol のピーク 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14  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. 15 単離した carthamin の 1H-NMR スペクトル (pyridine-d5, 500 MHz) 

 

 

 
Fig.16 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  qHNMR 法における装置と測定条件 

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  

溶媒 methanol-d4(myricitrin) 

D2O (glucosamine) 

Acetone-d6 (eugenol) 

 

 

  



 20 

 

 

 

 

Table 2  qHNMR法で各シグナルから算出される「ヤマモモ抽出物」中の 

myricitrinの純度（平均±S.E.,  n = 3） 

シグナル 純度（％） 
δ（ｐｐｍ） YM7 YM4 

a 6.94  86.61±0.57 82.09±5.18 
b 6.35  88.05±3.27 84.05±4.38 
c 6.19  86.83±2.45 85.96±2.90 
d 5.31  88.92±3.34 86.38±4.50 
e 4.21  88.97±1.49 85.99±4.10 
f 3.77  88.29±1.24 84.60±4.02 
ｇ 3.50  83.09±3.39 81.05±3.65 
ｈ 0.95  87.28±1.11 82.24±3.39 
    

 

 

 

 

 

Table 3   1H-qNMR 法から定量された「グルコサミン」中の glucosamne の含有率 

 含有率（％） 

 グルコサミン a)として 塩酸塩 b)として 

試料 平均±SEM（n=3) 平均 

A 81.38 ±2.21  

B 82.26 ±1.46  

C 81.82 ±1.28  

塩酸塩 79.21 ±1.71 95.36 

塩酸塩粉砕品 81.00 ±1.47 97.52 
a) C6H13NO5 : MW 179 としての算出 
b) C6H13NO5・HCl : MW 215.5 としての算出 
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Table 4    1H-qNMR 法で定量された eugenol の含有率 

samples 含有率(％) 表示 

 平均±SEM（n=5）  

eugenol 標準品    

A 92.47 ±1.31 99.8% 

クローブ抽出物    

B 30.26 ±1.19  

C 30.47 ±1.55 38% 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5    1H-qNMR 法と HPLC 法で定量されたクローブ抽出物の eugenol の含有率 

samples 含有率(％) 

 1H-qNMR HPLCa 

D 26.56 24.94 

E 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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