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既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2年度〜令和4年度(令和元年度) 総合研究報告書 
研究代表者 杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 部長 

研究要旨  既存添加物について，流通実態及び基原・製法・本質，海外規格及び自主規

格，安全性情報の調査を行うと共に，入手できた製品を用いて有効成分又は指標成分の同

定，成分組成の確認，分析法の開発を行った．すなわち，流通実態，規格情報及び安全性情

報から製品としての品質を，実際の分析結果から各品目の公的な成分規格設定に資する根

拠情報を，両面から総合的に収集した．成分規格が未設定，あるいは成分規格が設定されて

いたとしても技術的に改良可能な品目(「キトサン」，「オリゴガラクチュロン酸」，「キハダ

抽出物」，「ショウガ抽出物」，「ヒマワリ種子抽出物」，「酵素処理ナリンジン」，「ニガヨモギ

抽出物」，「木酢液」，「チャ乾留物」，「モウソウチク乾留物」，「ウコン色素」，「シタン色素」，

「アナトー色素」，「香辛料抽出物(コショウ，オールスパイス，フェンネル，バニラ，ケイ

ヒ，ローズマリー等)」，「アミラーゼ」，「ガラクトシダーゼ」，「セルラーゼ」，「ヘミセルラ

ーゼ」，「プロテアーゼ」)を成分分析及び分析法の開発対象とし，各種NMR測定，qNMR，

HPLC，分取HPLC，RMS(相対モル感度)を用いた定量法，LC/MS，GC/MS，TLC，HSCCC，

DPPHアッセイ，MALDI-ToF MS，微生物限度試験等により検討した． 

「キトサン」の脱アセチル化度の測定法として13C-CP/MAS-NMR及び滴定法を検討した．

「オリゴガラクチュロン酸」の成分組成及び含量を1H-qNMR及び滴定法を用いて検討した．

「キハダ抽出物」についてUPLC/PDA/MSにより分析し，TLCによる確認試験法が設定可能

であることを確認した．「ショウガ抽出物」については，成分分析の結果，流通製品として

既存添加物と考えられる「ショウガ抽出物」製品と天然香料と考えられる製品が混在して

いることを明らかとした．「ヒマワリ種子抽出物」については，成分分析の結果，モノカフ

ェオイルキナ酸の他にジカフェオイルキナ酸等から構成され，更にDPPHアッセイによる抗

酸化能の評価により，これらが有効成分であることを明らかとした．「酵素処理ナリンジ

ン」については，分析対象物質の定量用標品を必要としないRMSを用いたSR-HPLCが定量

法として十分に機能し，成分規格作成に応用できると考えられた．「ウコン色素」及び「ア

ナトー色素」についてもRMSを用いたSR-HPLCが適用可能であると考えられた．「シタン

色素」について主色素成分2種以外に未知の色素が検出され更に検討が必要であった．「ニ

ガヨモギ抽出物」については苦味成分と考えられるセスキテルペンラクトンの他にフラボ

ノイド等が含有されることを確認すると共にTLCによる確認試験が設定可能であると考え

られた．「木酢液」，「チャ乾留物」，「モウソウチク乾留物」についてはGC/MS分析により熱

分解に由来するカルボニル化合物，フラン類，ピラン類，フェノール類及び含窒素化合物の

存在が示唆されたが，最大で0.5%，合算で1~4%であることがわかった．香辛料抽出物につ 

LC/MSにより成分組成を類りその結果，両法によりほぼ等しい値が求められたことから，

滴定法が規格試験法として十分に機能することの分析手法によりた．指標成分又は代替物

質の合成による定量用標品の供給体制の確立又は定量用標品を必要としない相対モル感度

(RMS)を用いたSIへのトレーサビリティを確保した定量法，分子生物学的手法を応用した試

験法，等を検討した．すなわち，本研究では，公的な成分規格設定のための情報を収集し，
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短時間非常勤職員 

いては，1H-qNMRによりそれぞれの指標成分が十分な精度で定量可能であることが確認で

きた．更に，分析法の開発として以下について検討した．外部標準法定量NMR (EC-qNMR)

の自動測定スクリプトの開発を行った結果，本法は測定対象物質を回収可能であるだけでな

く，試料液はそのまま濃度既知の標準液として利用できる点においても実用化の意義がある

と考えられた．また，PDA検出器とするHPLC装置でRMSを用いたSR-HPLCを実施するとき，

PDAの校正法の確立は利便性の向上及び高精度化を目指す上で避けて通れないため，校正に

利用可能な化合物を数種デザインした．これらは校正物質以外にSR-HPLCの基準物質とし

ても利用可能であることが示唆された．酵素品目については，MALDI-ToF MSによる分析を

行うPMF解析を用いた基原菌種の特定を検討した結果，有効な手段の一つとなり得ることが

示唆された．食品添加物公定書の微生物限度試験で規定されている試験条件を，その他試験

条件と比較し集落の生育性をもって真菌数計測の正確性と効率を評価した結果，場合によっ

ては，代替法として寒天培地の種類の変更や，接種試験液の希釈，培養日数の短縮も検討する

必要があることが示された． 
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船江元子  国立医薬品食品衛生研究所  

短時間非常勤職員 

 

A. 研究目的 

 既存添加物 357 品目(枝番込み 374 品目，但

し，香辛料抽出物を 1 品目(74 基原)とする)の

内，222 品目(枝番品目込み)の成分規格が設定済

であるが，残り 151 品目(枝番込み)と香辛料抽

出物 1 品目(74 基原)の成分規格が未設定である

(令和 2 年 12月現在)．成分規格が未設定である

理由として，1.流通確認が取れないもの，2.基

原・製法・本質が曖昧なもの，3.有効成分が解明

できていないもの，4.現時点の科学技術で妥当

な規格試験法が設定できないもの，が挙げられ

る．すなわち，少なくとも 1 に該当するものを

除き，2〜4 の問題を解決することが必要である．

また，成分規格が設定されていても古い，若し

くは国際的に認められていないものも多く残

されており，国外への輸出の障害となっている．

従って，流通量が多いあるいは国外においても

利用価値が高いと考えられる既存添加物につ

いても海外動向及び最新技術に基づく成分規

格のアップデートが必要である． 

本研究では，このような問題を解決すること

に焦点を絞り，(1) 既存添加物の成分規格に関

する研究：流通実態及び基原・製法・本質の調

査，海外規格及び自主規格等の調査を行う．(2) 

既存添加物の有効成分の解明：最新の知見及び

技術により詳細な成分解析を行い，成分規格の

設定に必要な指標成分を明らかとする．(3) 試

験法及び分析法の開発：従来法では試験法が設

定困難なものについては，指標成分又は代替物

質の合成による定量用標品の供給体制の確立

又は定量用標品を必要としない相対モル感度

(RMS)を用いたSIへのトレーサビリティを確保

した定量法，分子生物学的手法を応用した試験

法，等を検討した．すなわち，本研究では，公

的な成分規格設定のための情報を収集し，且つ，

科学技術の発展に繋がる成果を得た． 

 

B. 研究方法 

1. 既存添加物の成分規格に関する研究 

1) 既存添加物の公的な成分規格設定を目的に，

主に第 9 版食品添加物公定書に未収載品に

ついて，検証用規格及び自主規格を含めた成

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，流通実態等を調査した．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の

調査した．酵素品目について，基原種の同定

及び分類，成分規格の定義の学名の設定方法

等について考え方をまとめた． 

 

2. 既存添加物の有効成分の解明，試験法及び分

析法の開発 

1) 流通が確認されサンプルが入手できた品目

について有効成分の探索，必要に応じて分析

法及び試験法の開発を行った．すなわち，既

存添加物の内，「キトサン」，「オリゴガラク

チュロン酸」，「キハダ抽出物」，「ショウガ抽

出物」，「ヒマワリ種子抽出物」，「酵素処理ナ

リンジン」，「ニガヨモギ抽出物」，「木酢液」，

「チャ乾留物」，「モウソウチク乾留物」，「ウ

コン色素」，「シタン色素」，「アナトー色素」，

「香辛料抽出物(コショウ，オールスパイス，

フェンネル，バニラ，ケイヒ，ローズマリー

等)」，「アミラーゼ」，「ガラクトシダーゼ」，

「セルラーゼ」，「ヘミセルラーゼ」，「プロテ

アーゼ」について検討した．  

2) 1)に示した品目に対して，有効成分や指標成
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分等の単離精製，構造決定，定性分析，定量

分析等を行った．各品目に適した分析法を選

択しそれを適用した．適した分析法がない場

合は，分析法を開発しそれを適用した．本研

究で用いた分析法及び試験法は， 各種 NMR

測定，qNMR，HPLC，分取 HPLC，RMS(相

対モル感度)を用いた定量法，LC/MS，GC/MS，

TLC，HSCCC，DPPH アッセイ，MALDI-ToF 

MS，微生物限度試験等である．  

 

C. 研究結果及び考察 

1. 既存添加物の成分規格に関する研究 

1) 主に第 9 版食品添加物公定書未収載品につ

いて，①自主規格（案）及び第１０版食品添

加物公定書成分規格案の作成状況，②試験

法に関する第３者及び自社検証実施状況，

③国内外の規格，④流通実態，⑤安全性評

価の実施状況，等について調査結果をまとめ

た．これらの調査結果は，既存添加物の成分

規格設定の優先順位だけでなく，消除対象の

選出の指標とする予定である． 

成分規格や流通実態の調査において，当該

添加物の製造又は輸入に携わる事業者が見

つからず，成分規格案の策定が困難な品目が

あった．自主規格がある品目に関しても，成

分規格案の作成作業に伴う事業者の負担が

小さくないこと等の理由で，公的に規格化を

審議する上で必要な検証データが集まらな

い例もあった．したがって，引き続き，既存

添加物に関わる事業者を調査すると共に，公

的な成分規格の設定のメリット，あるいは設

定しない場合のデメリットを明確化する等，

既存添加物の規格化について更に別の方策

を講じる必要があると考えられた．  

 

2. 既存添加物の有効成分の解明，試験法及び分

析法の開発 

1) 既存添加物「キトサン」の脱アセチル化度の

測定法について検討した．成分規格の試験法

としては滴定法を設定する予定であるが，滴

定法が正しい値を求めているかどうか不明

であったため，固体 NMR による手法(13C-

CP/MAS-NMR)を用いて検証した．その結果，

両法によりほぼ等しい値が求められたこと

から，滴定法が規格試験法として十分に機能

することが確認できた． 

 

2) 既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」の成

分規格の設定のための基礎情報を得ること

を目的として，入手できた製品中の成分組成

を 1H-qNMR, HPLC 及びカルバゾール-硫酸

法で確認した．モノガラクツロン酸(mGA)，

ジガラクツロン酸(dGA)及びトリガラクツロ

ン酸(tGA)の合算として，HPLC では 31.8%，

1H-qNMR では 31.1%とほぼ等しい値を示し

た．一方，カルバゾール-硫酸法では，製品中

の含量を mGA として求めたところ，43.4%

と算出され，HPLC 又は 1H-qNMR で求めた

値と 10%程度異なった．これは，カルバゾー

ル-硫酸法では，反応する成分全てが mGA と

して求められることから，HPLC 又は 1H 

qNMR ではピーク又はシグナルとして検出

されず定量できない成分も合算されている

ためと考えられた．しかし， mGA, dGA 及

び tGA の純度既知の定量用標品の供給は困

難であると考えられることから，成分規格に

適用できる試験法は，現状ではカルバゾール

-硫酸法以外に選択肢はないと思われた． 

 

3) キハダ抽出物の成分規格設定のための基礎
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情報を得る目的で成分分析を行った．

UPLC/PDA/MSより，ベルベリン，パルマチ

ン，ジャトリジン，フェロデンドリン，マグ

ノフロリン，3-フェルロイルキナ酸及び 5-フ

ェルロイルキナ酸の存在が示唆された．また，

1H-qNMR により，製品中のベルベリン含量

は 2.83%と算出された．更に，日本薬局方の

オウバクの成分規格を参考に TLC による確

認試験を実施したところ，適用できることが

わかった．「キハダ抽出物」としては 1 製品

しか流通が確認できなかったため，異なる製

品においても成分組成が一定であるか確認

できていない．また，本製品はベルベリンを

含有することから，食薬区分についても考慮

して成分規格を設定するべきと考えられた． 

 

4) 既存添加物「ショウガ抽出物」について成分

規格設定の基礎情報を得る目的で成分分析

を行った．その結果，① [6]-gingerol が主検

出，② [6]-gingerol 及び[6]-shogaol いずれも

検出，③ いずれも検出せず，の 3グループ

に分類され，主成分がいずれも顕著に検出さ

れない製品も認められた．その他の成分につ

いても，検出は製品により一定ではなかった．

ショウガ由来の添加物には，ショウガ抽出物

及び香辛料抽出物がある．①は香辛料抽出

物及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出

物，③は香辛料抽出物，とするもので用途に

より成分分布が異なることが確認された．よ

って，[6]-gingerol 及び[6]-shogaol をいずれか

又はどちらかを検出することでショウガ抽

出物であることを確認できると考えられた．  

 

5) 既存添加物「ヒマワリ種子抽出物」の有効成

分の確認のため，成分分析及び有効性評価を

行った．構造解析の結果，モノカフェオイル

キナ酸類（ chlorogenic acid ， 3-O-caffeoyl 

quinic acid，4-O-caffeoylquinic acid）と同定し

た．その他に，ジカフェオイルキナ酸類（イ

ソクロロゲン酸類：3,5-di-O-caffeoylquinic 

acid，3,4-di-O-caffeoylquinic acid，3,5-di-O-

caffeoylquinic acid）を同定した．また，文献

未記載の化合物 2 種を単離し，化合物 1 はキ

ナ酸の 5位にカフェオイル基，3位に 2-oxo-

3-hydroxy-indole-3-acetic acidユニットがエス

テル結合した構造と決定した．化合物 2 はキ

ナ酸の 5位にカフェオイル基，4位に 2-oxo-

3-hydroxy-indole-3-acetic acidユニットがエス

テル結合したものと構造決定した． 

DPPH ラジカル消去活性を指標に活性画分

について検討した結果，主検出する 3 種のモ

ノカフェオイルキナ酸類の他，その他の同定

した化合物の寄与が示唆され，これらが有効

成分であると考えられた． 

 

6) 既存添加物「酵素処理ナリンジン」について

定量法を検討した．RMS を用いた SR-HPLC

の当該分析への応用に関する検討を実施し，

基準物質である4－ヒドロキシ安息香酸メチ

ル及びカフェインに対するナリンギン，α－

モノグルコシルナリンジン及びナリンゲニ

ン 7-O-グルコシドの RMS を明らかにした．

また，実試料を用いた検討において，SR-

HPLC 法により得られたナリンギン及び α－

モノグルコシルナリンジンの定量値は従来

法と大きな違いは認められなかった．従って，

今回求められた各基準物質に対する測定対

象物質の RMS を用いた SR-HPLC 法より，

酵素処理ナリンジン中の総ナリンゲニン配

糖体量を求める際に必要なナリンギン及び
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α－モノグルコシルナリンジンの含量を正確

に定量可能であることが判明した．  

 

7) 既存添加物「ウコン色素」について，RMS を

用いた SR-HPLC の適用を検討した．高純度

な主成分の入手法には HSCCC を用いた．ま

た，SR はクルクミンからデザインすること

により検出器の感度差や保持時間の影響を

最小限にしたものを用いた．1H-qNMR に基

づいた定量値を用いて RMS を算出し，ウコ

ン色素製品を SR-HPLC 定量法で分析した結

果，従来の絶対検量線法と同等の定量性を示

した．SR の濃度や他社装置に変更しても再

現性に影響しなかったことから本法がウコ

ン色素の定量法に適用できると結論した．今

後，成分規格の定量法とするため，様々な条

件下（研究室間，日間，カラムなど）におけ

る定量値の再現性を確認する必要がある． 

8) 既存添加物「シタン色素」の主成分の分析法

を検討した．HSCCC を用いて，主成分であ

るサンタリン A 及び B の単離精製した．同

時に未知の色素成分が得られたが，分析が困

難であり同定に至らなかった．次に，TLC に

よる分析を行い, その結果, シタン色素に含

まれる成分の Rf値を求めることができた. 

 

9) 既存添加物「アナトー色素」の主成分である

ノルビキシン(NBx)及びビキシン(Bx)の定量

法を検討した．市販の NBx は純度が 91.1%

であり Bx の混入が確認され，定量用標品と

して不適であったため，HSCCC により NBx

の単離精製する必要があった． NBx 及び Bx

に対し新たに SR をデザインし，保持時間等

を確認した結果，n-C9及び n-C11の側鎖を持

つ誘導体が SR候補物質として有効と考えら

れた．NBx，Bx 及び SR候補物質について検

量線を作成した結果，相関係数 0.997以上と

良好な結果が得られた．よって，SR 候補物

質に対する RMS を求めることで SR-HPLC

による定量分析が可能と考えられた．今後，

trans体のNBx及びBxの精製等を行い，RMS

の算出を行う予定である． 

 

10) 既存添加物「ニガヨモギ抽出物」の成

分規格の基礎情報を得る目的で，入手できた

製品について分析した．LC/MS分析の結果，

製品中にセスキテルペンラクトンである

absinthin，anabsin 及び anabsinthin が同定さ

れ，これらが本抽出物の本質，すなわち苦味

成分であり，成分規格試験の指標成分として

有用と考えられた．その他の成分としてはフ

ラボノイドである artemetin，またリグナンで

ある yangambin，epiyangambin，diayangambin，

sesartemin，episesartemin A，episesartemin B 及

びdiasesarteminの7成分が確認された．HPLC

分析が，absinthin の定量法及び確認試験とし

て期待できたが，別に純度既知の定量用標品

の規格化が問題となると考えられた．TLC 分

析では順相条件及び逆相条件共に absinthin

の濃度に比例した明瞭なスポットが確認さ

れ，TLC による Rf値を規定した確認試験が

設定できると考えられた． 

 

11) 乾留抽出物添加物(木酢液，チャ乾留

物，モウソウチク乾留物)について成分分析

を行った．GC/MS クロマトグラム上に多数

のピークが観察され，NIST ライブラリと照

合した結果，原料の熱分解に由来するカルボ

ニル化合物，フラン類，ピラン類，フェノー

ル類及び含窒素化合物の存在が示唆された．
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これらの成分について，製品中の含量を算出

したところ，最大で 0.5%，合算で 1～4%程

度と微量であった．これらの品目の成分規格

設定の根拠データとする予定である．  

 

12) 1H-qNMR により，香辛料抽出物中の

指標成分の直接定量を検討した．コショウ種

子は piperine，オールスパイスは eugenol，フ

ェンネルは anethole，バニラは vanilline，

ethylvanillin，ケイヒは cinnamualdehyde，ロー

ズマリーは rosemarinic acid を指標成分とし，

1H-qNMR を用いた定量を試みた結果，十分

な精度で含量を算出することが可能であっ

た．また，ケイヒ中の cinnamualdehyde は

HPLC による定量時に不安定であることが

示唆され，直接且つ短時間で測定できる 1H-

qNMR が優れた定量法であることが示され

た． 

 

13) DPPH を用いた抗酸化能の評価法

(DPPH 法)が既存添加物の規格試験に適用で

きるかどうか検討した．DPPH 法は，過去の

本研究班においてバリデーションを行い，標

準的手法として提案している．また，一般試

験法への導入も検討されている．本手法は，

吸光度測定(検出波長：517 nm)によりトロロ

ックス(基準物質)と相対的に抗酸化能を評

価する(トロロックス等価活性値，TEAC)た

め，簡便且つ迅速な試験法である．しかしな

がら，96 ウェルプレートを用いた試験キッ

トの妥当性評価が十分に検討されていない

ため，実験手技や実験環境を軸に DPPH 法の

再現性や汎用性を評価した．没食子酸（酸化

防止剤）を用いて試薬や調製溶媒を変更して

DPPH 法を実施した結果，いずれもバラつき

の少なく TEAC を得ることができた．しかし

ながら，様々な既存添加物に応用した際，特

に低極性の化合物に関して試験溶液が白濁

し，測定が困難であり，限定的に適用できる

と考えられた． 

 

14) 分析法の開発として，外部標準法定量

NMR (EC-qNMR)の自動測定スクリプトの開

発に取り組んだ．既存添加物に含まれる成分

は希少なものが多く，これらの試薬又は標品

は一般的に高価である．EC-qNMR の場合，

その試料液は，内部標準の汚染もなく，純度

又は含量の測定後は，濃度既知の標準液とし

て検量線の作成に利用できるのも魅力的で

ある．今後は，EC-qNMR の社会実装に取り

組んでいく予定である． 

 

15) 既存添加物の有効成分又は指標成分

の定量法を設定する上で定量用標品の供給

問題がある．このため，分析対象物質の定量

用標品を必要としない定量分析法の開発が

求められている．PDA は広範囲の波長域に

おける吸収を検出できるため，HPLC などの

分析機器の検出器として汎用されている．

PDA 検出器を用いた定量分析においては，

正確な校正が可能となれば，飛躍的に利便性

が向上する．そこで本研究では，PDA の校正

に利用可能な化合物，また， RMS を用いた

HPLC による定量法にも利用できる化合物

を探索した．導入する官能基やビルディング

ブロックの変更によって物理的特性の調整

し，目的に適した化合物を合成した． 誘導

体化の容易さやスペクトルの長波長化の観

点からビスアリールマレイミド誘導体や

1,4-ナフトキノン誘導体を選択した．これら
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分子においては，共通の中間体に対して，そ

れぞれ種々の芳香族化合物や様々なアミン

やフェノール化合物を一段階で導入可能で

あるため，多種類の化合物を効率的に合成す

ることができた．合成した誘導体の UV-Vis

スペクトルを測定した結果，長波長域におけ

る吸収にはジメチルアミノ基の導入が有効

であることが分かった．また，ビスアリール

マレイミド誘導体においてはイミドの側鎖

として，1,4-ナフトキノン誘導体においては

クロロ基の置換によるポリエチレングリコ

ール分子などの導入によって水溶性の向上

などさらなる機能化を図ることもできる．カ

ロテノイド類の HPLC を用いた定量に利用

可能な SR については，ビスインドリルマレ

イミド分子を母骨格として同時に複数種類

の分子を合成し，それらを逆相 HPLC 上で分

離することで，HPLC 上での保持時間の異な

る他種類の化合物をスクリーニング的に得

ることができた．今回検討した手法を発展さ

せることで様々な SR を簡便に設計できると

考えられる． 

 

16) 入手できた酵素製品を用いて，SDS-

PAGE によって添加物酵素に含まれる個々

のタンパク質を分離した後に，それぞれのタ

ンパク質について MALDI-ToF MS による分

析を行う PMF 解析を用いて，基原菌種の特

定を行った．36 製品中 30 製品の基原が特定

できたことから，PMF 解析は酵素品目の生

物基原を調べるための有効な手段であるこ

とが明らかになった．しかしながら，近縁種

のタンパク質も候補として提示してしまう

ことや，SwissProt に登録の無い生物種由来

の製品については対応できないとう問題点

が認められた．複数種の消化酵素を用い，ペ

プチドのパターンを増やすことで同定の精

度を高める等の改良を行い，より精度の高い

基原種同定法の構築を今後検討する． 

 

17) 食品添加物公定書の微生物限度試験

で規定されている試験条件を，その他試験条

件と比較し，集落の生育性をもって真菌数計

測の正確性と効率を評価した．その結果，公

定書で規定の DG-18 寒天培地を用いて，規

定の菌濃度を接種し 4晩の培養後，集落の発

育が過剰となり集落数の計測が不可能とな

る真菌群があった．ここには公定法に記載さ

れた Aspergillus  brasilliensis も含まれた．ま

た，同条件の培養条件で発育速度が遅く小さ

な集落が発育するため，最低 5晩の培養が必

要となる真菌群もあった．ここには公定法に

記載された Candida albicans も含まれた．こ

れらの群は両方とも環境中に高い頻度で分

布するため，食品添加物に混入することは十

分に考えられた．添加物公定書では，規定法

と同等以上の検出感度及び精度を有する場

合には，代替法の適用も可能であるとされて

いるため，検出が予測される菌種によっては，

代替法として寒天培地の種類の変更や，接種

試験液の一層の希釈，培養日数の短縮も検討

する必要があることが示された．  

 

D. 健康危機情報 

 なし 

 

E. 研究発表 

E-1) 学会発表 

E-1-1) 学会 

1) 西﨑雄三，石附京子，増本直子，杉本直
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2年度～令和4年度 総合分担研究報告書 
既存添加物の成分規格に関する研究 

〜既存添加物の成分規格に関する調査研究(委託調査)〜 
業務受託者 背黒 勝也 一般社団法人日本食品添加物協会 専務理事 

研究要旨 令和２年度から令和４年度にかけて，既存添加物の品質向上に資する研究として既

存添加物の成分規格に関する各種調査に取り組んだ．各年度の実施内容を以下に示す． 
令和２年度 
・既存添加物成分規格案の整備状況 
・第 10 版食品添加物公定書成分規格案を検討した品目 
・第５版既存添加物自主規格 

令和３年度 
・既存添加物の成分規格の整備と流通の状況 
・流通実態，使用実態 
・今後（第５次）の消除に向けた調査 
・安全性評価の状況調査 
・第 10 版食品添加物公定書成分規格案を検討した品目 

令和４年度 
・既存添加物の国内外の安全性評価情報について 
・酵素の規格の業界の考え方について（微生物の基原に関する研究） 
・既存添加物の成分規格の整備と流通の状況 
・既存添加物の品目ごとの基原生物（植物）の調査 

これらの活動について報告する． 

 

研究協力者  

藤井結花  (一社)日本食品添加物協会 

 常務理事 

等々力博志 元(一社)日本食品添加物協会 

 常務理事 

京極泰久  (一社)日本食品添加物協会 

 参事 
 

A. 研究方法 
既存添加物の成分規格の作成状況，安全性

評価状況，流通実態を調査した．また，酵素

品目の規格について業界の考え方をまとめ

た．既存添加物の基原生物の調査を行った．

詳細については，各年度の報告書に記載し

たとおりである． 

 

B. 研究結果 
各年度の報告書に詳細を示したので参照し

ていただきたい．  

 
C. 考察 
令和 2 年度から令和 4 年度までの検討を振

り返ると，成分規格が設定（告示）されてい

ない既存添加物は 164 成分規格（品目として

は 146）が存在しており，うち 54 品目は，公

定規格案及び自主規格がないものであった．

多くは当該添加物の製造又は輸入に携わる事

業者が協会会員の中に見つからず，公定書収

載に向けた規格案の策定が困難と言える．自

主規格が有る添加物に関しても，公定書成分

規格案の作成作業に伴う事業者の負担が小さ
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くないことなどから公定書収載を要請に至ら

ない例もある． 
地道な事業者探索活動とともに，成分規格

設定による事業者のメリットの明確化など現

状の改善をはかることを目的とした思い切っ

た対策を講じる必要があると考えられる． 
 
D. 謝辞 

各年度の調査研究に際して，国立医薬品食品

衛生研究所食品添加物部の部長杉本直樹先生，

前部長佐藤恭子先生をはじめとする諸先生方

に多大なるご指導をいただいた．心より感謝

申し上げる次第である． 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2年度〜令和4年度 総合分担研究報告書 

既存添加物の有効成分の解明 

既存添加物の成分分析と分析法の検討 

分担研究者 杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 部長 

 
研究協力者 

石附京子 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部 研究員 

中島 馨 国立医薬品食品衛生研究所 
食品添加物部 研究員 

増本直子 国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部 主任研究官 
西﨑雄三 国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部 主任研究官 
 
A. 研究目的 
 既存添加物 357 品目(枝番込み 374 品目，但し，

香辛料抽出物を 1品目(74基原)とする)の内，222
品目(枝番品目込み)の成分規格が設定済であり，

食品添加物公定書に収載されている(令和 4 年

12 月現在)．残り 151 品目(枝番込み)と香辛料抽

出物 1 品目(74 基原)の内，約 50 品目について

は，令和元年~令和 3 年に開催された食品添加

物公定書作成検討会(全 12 回)において，公的な

成分規格案が作成され，令和 5 年度に刊行予定

の第 10 版食品添加物公定書に収載される見込

みとなっている． 
食品添加物公定書作成検討会では，既存添加

物の成分規格案の設定根拠が要求される．すな

わち，1.基原や有効成分又は指標成分に関する

基礎情報，2.分析法又は試験法に関する情報，3.
設定する試験法の妥当性が要求される．しかし，

既存添加物には，有効成分や指標成分が明らか

でない品目，従来法では分析できない品目，有

効成分や指標成分が明らかであっても標品の

不在から試験法が設定できない品目がある．こ

のため，既存添加物に関する本研究は，流通が

確認されサンプルが入手できた品目について

検討，必要に応じて分析法の開発を行うことを

目的としている．また，これまでの研究成果は，

食品添加物公定書作成検討会に提出される成

分規格案及びその設定根拠の基礎情報として

用いられている．  
 本研究では，サンプルが入手できた既存添加

物の内，「キトサン」，「オリゴガラクチュロン酸」

及び「キハダ抽出物」について，分析法の検討

及び成分確認を行った．  
 
B. 研究方法 
B-1) 13C-CP/MAS-NMR による既存添加物キト

サンの脱アセチル化度の測定 

研究要旨 既存添加物の品質確保のためには，それぞれの品目に対して成分規格の設定が

必要である．しかし，既存添加物の多くは複雑な混合物であり，有効成分又は指標成分が不

明，且つ従来法では成分規格が設定できないものも多い．本研究では，既存添加物の成分規

格を設定する上で必要な基礎情報を得ることを目的として，「キトサン」，「オリゴガラクチ

ュロン酸」及び「キハダ抽出物」について検討した．「キトサン」については，固体 NMR
により，従来法のポリビニル硫酸カリウム(PVS-K)によるコロイド滴定が脱アセチル化度を

算出するための試験法として，「オリゴガラクチュロン酸」については，1H-qNMR により，

従来法のカルバゾール-硫酸法がガラクルロン酸の定量法として，十分機能することが確認

できた．また，「キハダ抽出物」については，UPLC/PDA/MS により，ベルベリン等のアル

カロイドが含まれること，1H-qNMR によりベルベリン含量を明らかとした． 
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B-1-1) 固体 NMR による定量 
キチン製品は国内で入手可能な試薬 7製品

(CN1-7)及び別に入手した食品添加物原料 1製
品(CN8)，キトサン製品は食品添加物 5製品

(CS1-5)を試料として用いた．CP/MAS (Cross 
Polarization / Magic Angle Spinning)法で固体

NMR を測定するとき，検出感度を優先してい

ることから，定量性に乏しいが，同一条件で

測定すればシグナル強度比は一定に測定でき

る．試料を 4 mm 固体 NMR 試料管に詰め，室

温条件下，1H，13C の 2 つの核種を測定した．

キトサンは，キチンを脱アセチル化したもの

であり，その脱アセチル化度はおよそ 70%と

されており，グルコサミン(GU)とアセチルグ

ルコサミン (AGU)から構成される多量体であ

る．そこで，試薬キチンが完全にアセチル化

されていると仮定し，これを基準として，観

察されるシグナル比からキトサン製品中のア

セチルグルコサミン(AGU)含量を相対的な量と

して求めた．また，脱アセチル化度は，脱ア

セチル化度(mol%)＝GU含量(mol%)＝100－
AGU含量(mol%)で求めた． 
 
B-1-2) コロイド滴定による NH2基の定量 
キトサンの脱アセチル化度を測定する方法と

してポリビニル硫酸カリウム(PVS-K)によるコ

ロイド滴定が知られている．そこで本滴定法

により，NH2基の含量＝GU含量(mol%)を求

め，脱アセチル化度を算出した． 
 
B-2) 既存添加物オリゴガラクチュロン酸の分

析法の検討 
オリゴガラクチュロン酸は国内で入手した

食品添加物 1製品(液体)(oGA) (C2218)を試料と

して用いた．また，比較試料として，食品添加

物として流通しているペクチン 1 製品(PT) 
(A108)及びペクチン分解物 3 製品(PD1, PD2, 
PD3) (A38, A446, A558)を用いた．市販のガラク

ツロン酸(mGA)，ジガラクツロン酸(dGA)，トリ

ガラクツロン酸(tGA)及びグルコース(Glu)の純
度を 1H-qNMR (DSS-d6 in D2O)により求め，

HPLC 分析の標品として用いた．添加物製品

(oGA)中の各成分の含量を，直接 1H-qNMR によ

り直接，HPLC により間接に定量した． また，

第 9 版食品添加物公定書収載の「ペクチン分解

物」の成分規格の定量法に倣い，カルバゾール

-硫酸法により定量した． 
 
B-3) 既存添加物キハダ抽出物の成分分析 
キハダ抽出物製品として，市場に流通してい

るオウバクエキス製品(C2221)を用いた．この製

品を溶解したものについて UPLC/PDA/MSによ

り分析した．製品中のベルベリン含量は，1H-
qNMR により算出した． 
  
C. 結果及び考察  
C-1) 13C-CP/MAS-NMR によるキトサンの脱ア

セチル化度の測定 
C-1-1) 固体 NMR による定量 
固体 NMR は固体試料を溶媒に溶解する必要

がないため，難溶性の物質や溶解させることに

より構造が変化する物質をそのまま測定する

ことが可能である．固体 NMR ではシグナルの

分離能及び検出感度を向上させるため，MAS 
(Magic Angle Spinning)と呼ばれる技法が用いら

れ る ． さ ら に 励 起 の た め に DP (Direct 
Polarization)又は CP (Cross Polarization)という方

法と組み合わされて用いられる．DP/MAS では

シグナル面積強度比から各成分の比率を算出

することが可能だが CP と比べ感度が低く，長

時間の測定が必要である．一方，CP/MAS は磁

気回転比の大きい核，すなわち，感度の高い核

(1H，19F等)から磁気回転比の小さい核，すなわ

ち，感度の低い核(13C等)への分極移動を利用し

て測定する手法であり，分子運動性が低く，且

つ，磁気回転比の高い核と低い核の空間的距離

が近い試料の場合，高感度で測定できる．よっ

て，本研究では，CP/MAS を用いることにした． 
キチンとキトサンの 1Hの縦緩和時間T1Hを測

定した結果，最長でも 2.4 s であった．シグナル

を飽和させないためには，12 s以上の繰り返し

時間が適当ではあるが，同一条件で測定する限

り，積算効率を優先し多少短くしても定量結果

に影響を与えない．次に，キチンについて 13C の

縦緩和時間 T1Cを測定したところ，C1位が最長

で約 100 s であった．よって，キトサン中の AGU
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含量の測定にはCP/MASが妥当であると判断し

た． 
処理条件及び解析条件を検討し最適化した後

に同一条件でキチン製品及びキトサン製品に

ついて測定した．キチン製品 CN1 を基準物質と

し，キトサンの AGU 含量及び脱アセチル化度

(各 n1 測定)を算出した．その結果，AGU含量は

製品によって異なり，4～22%であった．  
 
C-1-2) 滴定による NH2基の定量 
キトサンの脱アセチル化度は，一定の品質・性

質を担保する上で重要な指標である．キトサン

は，キチンを 70%脱アセチル化したものとされ

ていることから，成分規格には脱アセチル化度 

70.0%以上と規定し，その試験法としては安価

な滴定法が適当であると考えられる．滴定法は，

試料中の GUの-NH2基を滴定して GU含量を求

め，残りを AGU と見なすものである．一方，今

回検討した固体 NMR 法は，AGU 含量を求め，

残りを GU と見なすものとなっている．すなわ

ち，直接的に定量する対象が異なるが，いずれ

も正しく測定できていれば，求められる脱アセ

チル化度は一致する． 
滴定 法 と今回 検 討 し た固体 NMR (13C-

CP/MAS)によって求めたキトサン(CS1-4)の脱

アセチル化度を比較すると 3~5%程度の差でほ

ぼ同じ値を示し，いずれの試料においても滴定

法が大きめの値を示した．滴定法では，試料中

に存在する-NH2 基を測定していることから，

GU以外の-NH2基を合算して測定している可能

性があると考えられる． 
13C-CP/MAS-NMR による方法は，試料を前処

理することなく測定可能である点において優

れているが，高価な NMR装置を用いる必要が

あり，現時点では実用性は低い．一方，滴定法

は操作が若干複雑であるが特別な装置を必要

としない点において優れている．今回，原理の

異なる二つの測定法においてほぼ同様な結果

が算出されたことから，既存添加物キトサンの

脱アセチル化度の試験法として滴定法を設定

しても問題ないと判断できた． 
 

C-2) オリゴガラクチュロン酸の分析 

ピラノースは他の糖とグルコシド結合してい

ない 1位のα及びβ異性体が存在する．α及び

β異性体のプロトンシグナルが観察される複

雑なスペクトルとなる．1H-qNMR において各シ

グナルの帰属情報は正確に定量するために必

須であることから，2D NMR (COSY)測定により

mGA，dGA，tGA，Glu のシグナルを可能な限り

帰属した．市販の mGA 試薬のα及びβ異性体

のシグナルから求めた両異性体の含量は

78.05%となった．mGA試薬が一水和物とされて

いるものがあること，食品添加物公定書の試薬

の項には「Ｄ-ガラクツロン酸，定量用」の化学

式が一水和物で表されていることを考慮し，一

水和物で再計算した場合は 85.29%となった．し

たがって，試薬の mGA の純度は，無水物換算

で 78.05%であり，純度が低いことがわかった．

(ただし，二水和物換算で 92.54%，酸水和物換

算で 99.78%となることから，mGA は実際には

三水和物として流通している可能性がある．) 
同様にして 1H-qNMR により，dGA が 69.84%，

tGA が 73.50%，Glu が 99.50%と算出された．よ

って，mGA，dGA 及び tGA は純度が低く，定量

用標品として用いることは不適切であると考

えられた． 
次に，mGA, dGA, tGA, Glu のシグナル帰属情

報を元に，oGA 製品中の各成分の含量を 1H-
qNMR により算出した．ガラクツロン酸類はそ

れ自身が酸であるため，調製濃度，成分組成に

より pH が変化し，それぞれのシグナルの化学

シフトが移動してしまう場合がある．そのため

Glu 及び mGA のシグナルについてはそれぞれ

を標準添加することによって強度が増すシグ

ナルを確認し帰属した．また，dGA 及び tGA の

シグナルについては，それぞれのスペクトルと

の比較により推測した．それぞれのシグナル積

分値から添加物製品(oGA)中の成分の含量を求

めた結果，mGA が 5.26%，dGA が 8.58%，tGA
が 17.3%で 3 種の合計が 31.1%であり，Glu が

10.3%とかなりの量含まれることがわかった．

「オリゴガラクチュロン酸」は，既存添加物収

載品目リストの基原・製法・本質に「「ペクチン」

をペクチナーゼで酵素分解し，限外ろ過して得

られたものであって，ガラクチュロン酸の 1~9
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量体の混合物からなる．」 とされており，Glu が

含まれるとは記載されていない．基原・製法・

本質のこの記載中の「ペクチン」は既存添加物

のペクチンを指す．第 9 版食品添加物公定書の

「ペクチン」の成分規格によれば，「本品は，か

んきつ類，リンゴ等から得られた，部分的にメ

チルエステル化されたポリガラクツロン酸等

の水溶性多糖類を成分とするものである．ショ

糖，ブドウ糖，乳糖又はデキストリンを含むこ

とがある．」と定義されている．したがって，シ

ョ糖，ブドウ糖，乳糖又はデキストリンを含ん

だ「ペクチン」を原料としてを製造したとすれ

ば，「オリゴガラクチュロン酸」製品<C2218>に
Glu が含まれているとの説明ができる． 
次に，HPLC により，オリゴガラクチュロン酸

の内容物の分析を行った．既存添加物「オリゴ

ガラクチュロン酸」の基原・製法・本質には「ガ

ラクチチュロン酸の 1～9 量体の混合物からな

る」とされているが，HPLC の結果から，今回

入手した oGA 製品はガラクツロン酸の 3 量体
までで構成されているものと判断された．更に，

mGA, dGA, tGA の検量線(1H-qNMR により純度

を補正)を用い，添加物製品(oGA)中の各成分の

含量を求めた結果，mGA 5.25%，dGA 8.81%，

tGA 17.8%で合算すると 31.8%となった．この結

果は 1H qNMR による定量結果とよく一致した 
次に，第 9 版食品添加物公定書のペクチン分

解物の定量法を参考に，カルバゾール-硫酸法に

よるガラクツロン酸の定量を検討した．mGA の

検量線(1H-qNMRにより純度を補正)から定量値

を求めた結果，添加物製品 oGA 中の濃度は

mGA として 43.4%と算出された．カルバゾール

-硫酸法による定量値は，HPLC のそれよりも大

きい値となったが，これは Glu の存在だけでは

説明できず，HPLC では検出できていない 4量
体以上のオリゴマーの存在を示唆するもので

あったが，これ以上の情報を得ることはできな

かった． 
 
C-3) 既存添加物キハダ抽出物の成分分析 
キハダ抽出物製品の分析に先立ち，溶媒への

溶解性を確認した．まず，5 mg/mL となるよう

に，水，水/メタノール(50/50)混液，メタノール

または DMSO を加え，超音波下で溶解しようと

試みたが，いずれの溶媒でも微細なゼリー状の

溶け残りが生じた．さらに溶媒を加え 2 mg/mL
としたが，完全に溶けなかった．日本薬局方に

収載されているオウバクはキハダの樹皮であ

り，確認試験に「本品の粉末に水を加えてかき

混ぜるとき，液は粘液のためゲル状を呈する」

とある．キハダ抽出物製品を水などの溶媒に溶

かした際に生じたゼリー状の溶け残りはこの

粘液と考えられる． 
次に，それぞれの溶媒で調製した試料溶液及

びその上澄みを UPLC/PDA /MS に付し，クロマ

トグラムを比較したところ，差違は観察されな

かった．よって，UPLC/PDA /MS で確認できる

成分は十分に溶解していると判断した．DMSO
が最も溶け残りが少なく，透明度も高かったこ

とから，1H-qNMR によるベルベリンの定量には

DMSO-d6を用いることとした． 
 UPLC/PDA /MS により，キハダ抽出物製品に

もオウバク同様，パルマチンが含まれており，

ベルベリンの直前にパルマチン(m/z 352)のピー
クが観察された．また，ベルベリン及びパルマ

チン以外に観察された各ピークは，MS スペク

トルより，ジャトリジン(m/z 338)，フェロデン

ドリン(m/z 342)，マグノフロリン(m/z 342)，3-フ
ェルロイルキナ酸(m/z 368)，5-フェルロイルキ

ナ酸(m/z 368)と推定された．一方，オウバクの

成分とされているオバクノン及びリモニンは

確認できなかった． 
 「キハダ抽出物」製品をDMSO-d6に溶解し，
1H-qNMR測定に付し，製品中のベルベリンの含

量を求めた．δ0 ppm付近のDSS-d6のシグナル

(9H)を基準とし，δ6.170 ppm (-OCH2O-，2H) の

ベルベリンのシグナルの定量用とした．その結

果，「キハダ抽出物」製品中のベルベリン含有量

は2.83%と算出された．  
 
D. 結論 
本研究では，キトサン，オリゴガラクチュ

ロン酸及びキハダ抽出物について，成分規格

設定に資する基礎情報を得る目的で分析を行

った． 
キトサンの脱アセチル化度の測定法につい
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て検討した．成分規格の試験法として滴定法

を設定する予定であるが，滴定法が正しい値

を求めているかどうか不明であったため，固

体 NMR による手法(13C-CP/MAS-NMR)を用い

て検証した．その結果，両法によりほぼ等し

い値が求められたことから，滴定法が規格試

験法として十分に機能することが確認でき

た． 
オリゴガラクチュロン酸の成分規格の設定の

ための基礎情報を得るために，入手できた添加

物製品 oGA中の成分組成を 1H-qNMR, HPLC及

びカルバゾール-硫酸法で確認した．カルバゾー

ル-硫酸法で添加物製品 oGA 中の含量を mGA
として求めたところ，43.4%と算出され，HPLC
又は 1H-qNMRで求めた値と 10%程度異なった．

カルバゾール-硫酸法では，反応する成分全てが

mGAとして求められることから，HPLC又は 1H 
qNMRではピーク又はシグナルとして検出され

ず定量できない成分も合算されていると考え

られた．しかし， mGA, dGA 及び tGA の純度既

知の定量用標品の供給は困難であると考えら

れることから，成分規格に適用できる試験法は，

現状ではカルバゾール-硫酸法以外に選択肢は

ないと思われた． 
キハダ抽出物の成分規格設定のための基礎情

報 を 得 る 目 的 で 成 分 分 析 を 行 っ た ．

UPLC/PDA/MS より，ベルベリン，パルマチン，

ジャトリジン，フェロデンドリン，マグノフロ

リン，3-フェルロイルキナ酸及び 5-フェルロイ

ルキナ酸の存在が示唆された．また，1H-qNMR
により，製品中のベルベリン含量は 2.83%と算

出された．しかしながら，これまでに 1製品し

か流通が確認できておらず，異なる製品におい

ても成分組成が一定であるか確認できていな

い．また，本製品はベルベリンを含有すること

から，食薬区分についても考慮して成分規格を

設定するべきと考えられた． 
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中村理奈，杉浦潤，井原紗弥香，櫻井光，久
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量～オールスパイス中のeugenolおよびケイ

ヒ中のcinnamaldehydeの定量～．日本薬学会

第142年会(2022.3). 
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26) 増本直子，中島馨，西﨑雄三，石附京子，

杉本直樹，佐藤恭子：クロロゲン酸類縁体の

構造と相対モル感度の関係．日本食品化学学

会第28回総会・学術大会(2022.5). 
27) 田村夏希，高橋未来，西﨑雄三，増本直子，

杉本直樹，佐藤恭子，井之上浩一：DPPH 
Antioxidant assay の技能向上に関する基礎検
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28) 加藤菜帆，西﨑雄三，増本直子，石附京子，
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31) 内山奈穂子，細江潤子，石附京子，杉本直

樹，鈴木梓，浅野龍二，五十嵐靖，三浦亨，

末松孝子，小松功典，日向野太郎，古川茶勲，
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定自動化とその定量精度について．第61回
NMR討論会(2022.11). 

35) 石附京子，西﨑雄三，増本直子，杉本直樹，

佐藤恭子：乾留抽出により得られる既存添加

物の成分比較(木酢液・チャ乾留物・モウソウ
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定量NMR研究会年会(2022.12). 
38) 内山奈穂子，清田浩平，細江潤子，小松功
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菊池純子，藤田和弘，武藤仁美，小浜亜以，

五島隆志，安田万寿，植田知彦，合田幸広：
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ブビルブシモノエステルアルカロイドの相

対モル感度(RMS)を用いた日本薬局方定量

法の検討．第4回日本定量NMR研究会年会

(2022.12). 
39) 伊藤遥菜，永津明人，西崎雄三，増本直子，
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～，日本薬学会第143年会(2023.3).  
40) 二村佳音，永津明人，西崎雄三，増本直子，
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薬中の精油成分の定量～ウイキョウおよび
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験法の比較検討．日本農芸化学会2023年度大

会(2023.3). 
43) 吉成知也，関根葵，小林直樹，西﨑雄三，
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sensitivity using the combination of qNMR and 
chromatography from the viewpoint of regulatory 
science. Virtual workshop, Emerging 
Technologies: Quantitative NMR and digital 
data-overview and perspectives.  (2020.11)(USP 
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NMRの実装とこれから．定量NMRの標準化

と実用化．日本薬学会第143年会一般シンポ

ジウム(2023.3). 
 
E-2) 論文発表等 
E-2-1) 論文等 
1) 西﨑雄三，石附京子，増本直子，杉本直樹，

佐藤恭子：既存添加物である精油除去ウイキ
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4) Uchiyama N, Hosoe J, Sugimoto N, Ishizuki K, 
Koide T, Murabayashi M, Ono M, Kobayashi K, 
Fujimine Y, Yokose T, Ofuji K, Shimizu H, 
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学雑誌，2020; 140: 1063-1069. 
6) Nishizaki Y, Ishizuki K, Masumoto N, Tada A, 

Sugimoto N, Sato K: HPLC determination of 
quercetin using relative molar sensitivity to 
methylparaben as a single reference. Jpn. J. Food 
Chem. Safety 2020; 27: 42-52.  

7) Ohtsuki T, Matsuoka K, Fuji Y, Nishizaki Y, 
Masumoto N, Sugimoto N, Sato K, Matsufuji H: 
Development of an HPLC method with relative 
molar sensitivity based on 1H-qNMR to 
determine acteoside and pedaliin in dried sesame 
leaf powders and processed foods. PLoS ONE, 
2020; 15(12): e0243175. 

8) Takahashi M, Nishizaki Y, Masumoto N, 
Sugimoto N, Sato K, Inoue K: Quantification of 
tea‐derived catechins without the requirement for 

029



respective calibration curves by single reference 
liquid chromatography based on relative molar 
sensitivity. J. Sci. Food Agric., 2020; DOI 
10.1002/jsfa.11013 

9) Miura T, Sugimoto N, Bhavaraju S, Yamazaki 
T, Nishizaki Y, Liu Y, Bzhelyansky A, Amezcua 
C, Joseph Ray, Zailer E, Diehl B, Gallo 
V, Todisco S, Ofuji K, Fujita K, Higano 
K, Geletneky C, Hausler T, Singh N, Yamamoto 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2年度〜令和4年度 総合分担研究報告書 
既存添加物の有効成分の解明 

既存添加物の有効成分の探索 

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 准教授 
内倉 崇 松山大学薬学部 特任助教 
杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 
        食品添加物部 部長 
西﨑雄三 国立医薬品食品衛生研究所 
        食品添加物部 主任研究員 
増本直子 国立医薬品食品衛生研究所 
        食品添加物部 主任研究員 
 
A. 研究目的 

1) ショウガ抽出物は，既存添加物名簿 1) に収載

され，ショウガの根茎から得られた，ショウガ

オール及びジンゲロールを主成分とするもの

をいう．基原・製法・本質は，ショウガ科ショ

ウガ（Zingiber officinale ROSC.）の根茎より，室

温時エタノール，アセトン又はヘキサンで抽出

して得られたものである．主成分はジンゲロー

ル類及びショーガオール類であるとされ，製造

用剤を用途とする．基原となるショウガは食品

であり，第十八改正日本薬局方（局方）2) 収載の

生薬〔ショウキョウ（生姜），カンキョウ（乾姜）〕

の原料でもあり，食品添加物としても含めその

用途は広い．一方で，局方には確認試験が規定

されているが，本添加物は，日本食品添加物協

会発行の第 5 版既存添加物自主規格 3) にも収載

されておらず，品質管理に向けた科学データの

集積が課題とされる．そこで本研究では，本添

加物の成分データの集積を目的に，添加物製品

間の成分比較について検討を行った． 

研究要旨 1) ショウガ抽出物について，添加物12製品のHPLCによる成分比較を行った結果，

ピークパターンから3グループ（①[6]-gingerolが主検出，②[6]-gingerol及び[6]-shogaolいずれも

検出，③いずれも検出せず）に分類されることが明らかとなった．製品用途からみると，①は

香辛料抽出物及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出物，③は香辛料抽出物で，用途により成

分分布が異なることが確認された．それゆえ，ショウガ抽出物を用途とする場合，[6]-gingerol
及び[6]-shogaolのいずれも又はいずれかを確認することで対応できることが考察された．2) ヒ
マワリ種子抽出物について，添加物3製品のHPLC分析により主検出される3ピークについて成

分精査を行い，モノカフェオイルキナ酸類〔chlorogenic acid（5-O-caffeoylquinic acid），4-O-
caffeoylquinic acid，3-O-caffeoylquinic acid〕とともにcaffeic acidを単離，同定した．また主検出

ピーク以外の成分についてさらに成分精査を進め，ジカフェオイルキナ酸類（3,5-di-O-
caffeoylquinic acid，3,4-di-O-caffeoylquinic acid，3,5-di-O-caffeoylquinic acid）を単離，同定した．

さらに文献未記載である2-oxo-3-hydroxy-indole-3-acetic acidユニットを含むカフェオイルキナ

酸2種を単離，構造決定した．単離した化合物について，DPPHラジカル消去活性を評価した結

果，いずれも高い活性値を示し，活性への寄与が考察され，モノ及びジカフェオイルキナ酸が

有効成分として示唆された．3) キハダ抽出物について，添加物製品のTLC分析を日本薬局方（局

方）のオウバクの確認試験を準用して行った結果，オウバクと同様にberberine，palmatineのス
ポットが観察され，berberineが主検出して認められた．それゆえ，局方と同じTLC試験法で対

応可能であることが示唆された． 
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2) ヒマワリ種子抽出物は，既存添加物名簿に収

載され，ヒマワリの種子から得られた，イソク

ロロゲン酸及びクロロゲン酸を主成分とする．

基原・製法・本質は，キク科ヒマワリ（Helianthus 
annuus LINNE）の種子又は種子の搾油相より，

熱時水又は含水エタノールで抽出して得られ

たものである．有効成分はイソクロロゲン酸及

びクロロゲン酸であるとされ，酸化防止剤を用

途とする．本添加物は，日本食品添加物協会発

行の第 5 版既存添加物自主規格に収載され，イ

ソクロロゲン酸及びクロロゲン酸の定量法が

記載されているが，種子中にはネオクロロゲン

酸やカフェー酸も含まれるとされ，実データに

乏しい．そこで本研究では，本添加物の成分デ

ータの集積を目的に，添加物製品の成分解析に

ついて検討を行った．  
3) キハダ抽出物は，既存添加物名簿に収載され，

「ミカン科キハダ（Phellodendron amurense 
RUPR）の樹皮より水又はエタノールで抽出し

て得たものである．主成分はベルベリンである」

と定義される苦味料等である．局方には，同じ

基原を原料とする生薬オウバクが収載されて

おり，その中で TLC を用いた確認試験が規定さ

れているが，本添加物については成分情報が乏

しい．そこで本研究では添加物製品の TLC 分析

を行った． 
 

B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
1) ショウガ抽出物の添加物製品（1～12）は，日

本食品添加物協会を通じて入手した．化合物の

同定，成分解析に標品として用いた[6]-gingerol，
[8]-gingerol，[10]-gingerol，[6]-shogaol，[8]-shogaol，
zingiberene，citral は，富士フィルム和光純薬株

式会社製，フナコシ製，またはコスモバイオ製

を用いた．試薬はすべて特級または HPLC 用を

用いた。 
2) ヒマワリ種子抽出物の添加物製品〔1 （管理

番号 A1089），2（管理番号 A1090），3（管理番

号 A2241）〕は，日本食品添加物協会を通じて入

手した．標品として用いた chlorogenic acid (5-O-
caffeoylquinic acid），4-O-caffeoylquinic acid，3-O-
caffeoylquinic acid は長良サイエンス株式会社製，

3,4-di-O-caffeoylquinic acid，4,5-di-O-caffeoyl 
quinic acid，3,5-di-O-caffeoylquinic acid は

MedChemExpress 製，caffeic acid は東京化成製を

用いた．活性評価については，DPPH Antioxidant 
Assay Kit（同人化学）を用いて測定した． 
3) キハダ抽出物の添加物製品は，日本食品添加

物協会を通じて入手した．標品として用いた

berberine，palmatine，coptisine，jateorrhizine，
magnoflorine は富士フィルム和光純薬株式会社

製を用いた．試薬はすべて特級を用いた． 
 
B-2) 装置及び測定条件 
1) ショウガ抽出物：逆相 HPLC は Shimadzu 
Prominenceシステム（島津製作所）を使用した．

カラムに L-column ODS（150 × 2.1 mm i.d., CERI）
を使用し，移動相に（A）0.1%ぎ酸-蒸留水，（B）
0.1vol%ぎ酸-アセトニトリル〔濃度勾配条件（B 
in A）：0→5 min（50→85%），5→10 min（85%），

10→20 min（85→100%），20→40 min（100%）〕

の溶出条件〕，流速 0.3 mL/min（40℃），検出波

長 254，280 nm で測定した．NMR は Bruker 
AVANCE500（ブルカー・バイオスピン社製）（1H-
NMR: 500 MHz，13C-NMR: 126 MHz）を使用し，

測定溶媒としてメタノール（MeOH）-d4を用い

た．ケミカルシフトは溶媒由来ピーク〔MeOH-
d4（

1H: 3.30 ppm，13C: 49.0 ppm）〕を基準とした．

高分解能（HR）ESI-MS は micrOTOF-Q（ブルカ

ー・ダルトニクス社製）を使用した． 
2) ヒマワリ種子抽出物：逆相 HPLC は Shimadzu 
Prominenceシステム（島津製作所）を使用した．

カラムに L-column ODS（150 × 2.1 mm i.d., CERI）
を使用し，移動相に（A）5% 酢酸，（B）アセト

ニトリル〔濃度勾配条件（B in A）: 0→30 min（B: 
0→50%）, 30→35 min（B: 50→85%）, 35→40 min
（B: 85%）, 40→50 min（B: 85→100%）の溶出

条件〕，流速 0.3 mL/min（40℃），検出波長 280 
nm で測定した．NMR は Bruker AVANCE500（1H-
NMR: 500 MHz，13C-NMR: 126 MHz）を使用し，

測定溶媒として MeOH-d4を用いた．HR-ESI-MS
は micrOTOF-Q を使用した． 
3) キハダ抽出物：TLC は，HPTLC Silica gel 60F254 
Glass plate（Merck社製）を用いた．展開溶媒は

n-ブタノール/酢酸/水（7：1：2），注入量は 5 μL
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で行った． 
 
B-3) 試料調製 
1) ショウガ抽出物：各試料について，1 mg/mL
になるよう MeOH で溶解し，試料溶液とした．

調製した各試料溶液について，逆相 HPLC 分析

に用いた．ショウガ，ショウキョウ，カンキョ

ウについて，エタノール，アセトン，n-ヘキサ

ンエキスを調製し，添加物製品と含有成分の比

較検討を行った．ショウガ抽出物（4.1 g）に水

（50 mL）を加え，n-ヘキサン（50 mL×3）で液

液分配した．得られた n-ヘキサンエキス（1.0 g）
を各種カラムクロマトグラフィー（YMC gel 
ODS-AQ，Chromatorex ODS，分取 TLC）による

分離精製を繰り返し，化合物の単離を試みた．

単離した化合物については標品の分析データ

との直接比較，あるいは文献値と比較すること

により行った． 
2) ヒマワリ種子抽出物：各添加物試料について，

10 mg/mL になるよう蒸留水で溶解し，試料溶液

とした．調製した各試料溶液について，逆相

HPLC 分析に供した．分離精製は，試料（100 g）
を水に溶解し， Diaion HP-20 カラムクロマトグ

ラフィーにより分画し，3 画分〔① 水溶出部

（62.5 g），② 30%MeOH 溶出部（20.8 g），③ 
MeOH溶出部（1.4 g）〕を得た．MeOH溶出部に

ついて，Sephadex LH-20 カラムクロマトグラフ

ィーにより 3画分〔④ 50%MeOH溶出部（976.7 
mg），⑤ 80%MeOH溶出部（546.4 mg），⑥ 70% 
acetone溶出部（70.4 mg)〕に分画し，カラムク

ロマトグラフィーに供した．酸化防止の評価に

ついては，2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl（DPPH）

ラジカル消去活性を DPPH Antioxidant Assay Kit
を用いて測定した．コントロールの吸光度に対

する試料添加時の吸光度の減少の割合から阻

害率（%）を算出し，50%阻害濃度（IC50）を求

めた．また，Trolox の IC50を求め，TEAC（Trolox
の IC50/試料の IC50）を算出した. 
3) キハダ抽出物：添加物試料 15 mg に MeOH 1 
mL を加えて溶解し，試料溶液とした．また各生

薬末（オウレン及びオウバク）100 mg に MeOH 
10 mL を加えて 5 分間超音波処理後，遠心分離

した上澄みを生薬の試料溶液とした．標品とし

た化合物（5 成分）については，1 mg/mL（MeOH）

に調製し，標準溶液とした．  
C. 結果及び考察 
C-1) ショウガ抽出物 
ショウガ抽出物（4.1 g）について，液液分配，

次いで各種カラムクロマトグラフィーによる

分離精製の結果，[6]-gingerol（63.8 mg），[8]-
gingerol（3.4 mg），[10]-gingerol（7.0 mg），[6]-
shogaol（13.6 mg）を単離，同定した．得られた

化合物は，NMR，MS の機器分析データに基づ

き解析し，これらも標品として用いた． ショウ

ガ抽出物の主成分とされる[6]-gingerol，[6]-
shogaol，その他の化学構造について図 1に示す． 
試料溶液について HPLC 分析を行った結果，

2 成分（[6]-gingero，[6]-shogaol）のピークが主

検出されて観察され，それ以外のピークについ

て標品と直接比較した結果，citral（neral，geranial
の 混 合 物 ），[8]-shogaol，zingiberene， b-
phellandrene のピークを同定した（図 2）．HPLC
結果からわかるように，主成分とされる 2 成分

以外の成分についても，製品により検出は一定

ではないことが示された．ピークパターンから

製品間の違いを検討した結果，① [6]-gingerol が
主検出（製品 1～3），② [6]-gingerol 及び[6]-
shogaol いずれも検出（製品 7～9），③ いずれも

検出せず（製品 4～6，10～12）の 3 グループに

分類され，主成分がいずれも顕著に検出されな

い製品が 6 検体確認された．①は香辛料抽出物

及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出物，③

は香辛料抽出物とするもので，用途により成分

分布が異なることが分析データからも確認さ

れた（図 2）．よって，用途をショウガ抽出物と

する場合，[6]-gingerol 及び[6]-shogaol をどちら

かあるいはいずれも検出することを確認する

等で対応できることが考察された． 
食品のショウガ，生薬のショウキョウ，カン

キョウについて，それぞれについて調製したア

セトンエキス，酢酸エチルエキス，n-ヘキサン

エキスについて HPLC 分析を行った．いずれの

エキスについても，ショウガは[6]-gingerol が主

検出され，ショウキョウ，カンキョウは[6]-
gingerol 及び[6]-shogaol が検出され，生薬は日本

薬局方において規定されている指標成分が観
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察された（図 3）．  
 

C-2) ヒマワリ種子抽出物 
添加物 3 製品について逆相 HPLC で分析した

結果，共通して主検出する 3 つのピークを確認

した（図 4）．製品のうちの一つについて，Diaion 
HP-20 カラムクロマトグラフィーにより 3画分

（①～③）に分画し，さらに③MeOH溶出部に

ついて，Sephadex LH-20 カラムクロマトグラフ

ィーにより 3画分（④～⑥）に分画した．各画

分の HPLC クロマトグラムを図 5 に示す．成分

精査を目的に，②30%MeOH 溶出部について

YMC GEL ODS カラムクロマトグラフィーを行

っ た 結 果 ， 3-O-caffeoylquinic acid， 4-O-
caffeoylquinic acid，5-O-caffeoylquinic acid
（chlorogenic acid）及び caffeic acid を単離，同

定した．さらに，④～⑥について YMC GEL ODS
カラムクロマトグラフィーによる分離精製を

繰り返した結果，イソクロロゲン酸類（3,5-di-O-
caffeoylquinic acid，3,4-di-O-caffeoylquinic acid，
3,5-di-O-caffeoylquinic acid）とともに，文献未記

載の化合物 1 及び 2 を単離した．各化合物の構

造を図 6 に示す． 
化合物 1 は，淡黄色無晶形粉末として得られ，

高分解能マススペクトルから，分子式

C26H25NO12であることが示された．各種NMRデ

ータを解析した結果，キナ酸及びカフェオイル

基各 1個に特徴的なシグナルが観察された．そ

の他のシグナルをみると，2-oxo-3-hydroxy-
indole-3-acetic acid に特徴的なシグナルが観察

された．HMBCスペクトルにより各ユニットの

結合位置について確認した結果，キナ酸の 5位
にカフェオイル基，3 位に 2-oxo-3-hydroxy-
indole-3-acetic acid ユニットがエステル結合し

た構造であることが確認された．また，CDスペ
クトルの結果から 2-oxo-3-hydroxy-indole-3-
acetic acidユニットの 3位は S配置であると構

造決定した． 
化合物 2 の NMRスペクトルデータは，化合

物 1 と同様に，キナ酸，カフェオイル基及び 2-
oxo-3-hydroxy-indole-3-acetic acid ユニットに特

徴的なシグナルが観察されたことから，これら

を部分構造として構成される構造が推定され

た．各ユニットのつながりを明らかにするため，

HMBCスペクトルを測定したところ，キナ酸の

5位にカフェオイル基，4位に 2-oxo-3-hydroxy-
indole-3-acetic acid ユニットがエステル結合し

た構造であることが確認された．化合物 1 と同

様に，2-oxo-3-hydroxy-indole-3-acetic acidユニッ
トの 3 位については，CD スペクトルの結果か

ら S配置であると構造決定した． 
本添加物の活性本体を検討する目的で，添加

物 3 製品及び添加物の Diaion HP-20 カラムクロ

マトグラフィーによる分画物①～③の DPPHラ
ジカル消去活性について評価した．各分画物に

ついては，算出した TEAC値に収量を乗じて全

体の寄与度として求めた．結果を表 1 に示す．

その結果，ヒマワリ種子抽出物の活性への寄与

は，①H2O溶出部，②30%MeOH溶出部が大き

いことが示唆された．一方，③MeOH溶出部の

収量は少量であるが TEAC値は高く，本画分も

活性に寄与していることが考察された．①及び

②画分の含有成分について HPLCの結果をみる

と，モノカフェオイルキナ酸類〔chlorogenic acid 
(5-O-caffeoylquinic acid），4-O-caffeoylquinic acid，
3-O-caffeoylquinic acid〕の含有が認められる．ま

た，③画分からはジカフェオイルキナ酸〔イソ

クロロゲン酸：3,5-di-O-caffeoylquinic acid，3,4-
di-O-caffeoylquinic acid，3,5-di-O-caffeoylquinic 
acid〕が単離された．よって，これら化合物が活

性へ寄与することが考察される．そこで単離同

定した各化合物の DPPHラジカル消去活性を評

価した．その結果を表 2 に示す．モノカフェオ

イルキナ酸類は IC50：12.3～14.2 μM，ジカフェ

オイルキナ酸類は IC50：6.1～7.0 μM で，いずれ

も Trolox（IC50: 24.1 μM）よりも強い活性を示

し，caffeoyl 基の数により，活性が高くなる傾向

が認められた．化合物 1 及び 2 については，③

画分から単離された．同様に，各化合物につい

て DPPHラジカル消去活性を評価した結果，化

合物 1は IC50: 33.5 μM，化合物 2は 28.5 μMで，

Trolox とほぼ同等の値を示し，これらも本添加

物の有効成分の一つとして考察された． 
 

C-3) キハダ抽出物 
局方のオウバクの確認試験を準用し，生薬オ
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ウバク，オウレンとキハダ抽出物の TLC 分析を

行ったところ，キハダ抽出物はオウバクと同様

のスポットを示し，berberine，palmatine を認め

られ，berberine が主検出して認められた（図 7）．
それゆえ，局方と同じ試験法で対応可能である

ことが示唆された． 
 
D. 結論 
1) 既存添加物ショウガ抽出物について，添加物

製品12検体の逆相HPLCによる成分比較を行っ

た結果，① [6]-gingerolが主検出，② [6]-gingerol
及び[6]-shogaolいずれも検出，③ いずれも検出

せずの3グループに分類され，主成分がいずれ

も顕著に検出されない試料も認められた．その

他の成分についても，検出は製品により一定で

はなかった．製品用途からみると，①は香辛料

抽出物及びショウガ抽出物，②はショウガ抽出

物，③は香辛料抽出物とするもので，用途によ

り成分分布が異なることが確認された．よって，

ショウガ抽出物を用途とする場合，[6]-gingerol
及び[6]-shogaolをいずれかまたはどちらかを確

認することで対応できることが考察された．ま

た，原料となるショウガは[6]-gingerolが主検出

され，同じ基原を原料とする生薬のショウキョ

ウ，カンキョウは[6]-gingerol及び[6]-shogaolが
検出され，生薬は日本薬局方における指標成分

が観察された．それゆえ，添加物についても成

分規格を示し，一定の同等性を確認する必要性

が考察された． 
2) 既存添加物ヒマワリ種子抽出物の含有成分

について精査した結果，共通して主検出する3
成分が認められ，構造解析の結果，モノカフェ

オイルキナ酸類（chlorogenic acid，3-O-caffeoyl 
quinic acid，4-O-caffeoylquinic acid）と同定した．

その他の成分についても精査した結果，ジカフ

ェオイルキナ酸類（イソクロロゲン酸類：3,5-di-
O-caffeoylquinic acid，3,4-di-O-caffeoylquinic acid，
3,5-di-O-caffeoylquinic acid）を単離同定した．ま

た，文献未記載の化合物2種を単離し，化合物1
はキナ酸の5位にカフェオイル基，3位に2-oxo-
3-hydroxy-indole-3-acetic acidユニットがエステ

ル結合した構造と決定した．化合物2はキナ酸

の5位にカフェオイル基，4位に2-oxo-3-hydroxy-

indole-3-acetic acidユニットがエステル結合した

ものと構造決定した．活性に寄与する成分を明

らかするため，添加物試料溶液を分画し，DPPH
ラジカル消去活性を指標に活性画分について

検討した結果， 3種のモノカフェオイルキナ酸

類の寄与が示唆された．また，収量の少ない画

分に認められる3種のジカフェオイルキナ酸類

も高い活性値を示し，これら成分も活性への寄

与が考察され，モノ及びジカフェオイルキナ酸

が有効成分として示唆された．また，化合物1及
び2はTroloxとほぼ同等の活性値を示し，本添加

物の有効成分の一つとして考察された． 
3) 既存添加物キハダ抽出物の TLC 分析につい

て，局方のオウバクの確認試験を準用して検討

した結果，キハダ抽出物はオウバクと同様に

berberine，palmatine のスポットを認め，berberine
が主検出して確認された． 
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3) 第 5 版既存添加物自主規格，2021 年 4月，

一般社団法人日本食品添加物協会 
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図 1．ショウガ抽出物含有成分の化学構造 
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図 2．ショウガ抽出物の HPLCクロマトグラム 

 

 

ショウガ
 

Acetone EXT.

EtOH EXT.

n-Hexane EXT.

Acetone EXT.

EtOH EXT.

n-Hexane EXT.

Acetone EXT.

EtOH EXT.

n-Hexane EXT.

[6]-Gingerol

ショウキョウ

カンキョウ

[6]-Gingerol [6]-Shogaol
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図 4．ヒマワリ種子抽出物の HPLCクロマトグラム 
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図 6．ヒマワリ種子抽出物含有成分の化学構造 
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図 7．キハダ抽出物の TLC分析 
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表 1．ヒマワリ種子抽出物及び分画物の DPPHラジカル消去活性 

 

 

 

 

表 2．ヒマワリ種子抽出物含有成分の DPPHラジカル消去活性 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

添加物（A1089）
添加物（A1090)
添加物（A2241)

229.5
152.9
136.4

0.028
0.039
0.047

TEACIC50 (μg/mL)

①H2O溶出部
②30%MeOH溶出部
③MeOH溶出物

115.6
97.8
23.5

0.054
0.065
0.268

収量（寄与度）

62.5（3.38)
20.8（1.35)
1.4（0.38）

3-O-Caffeoylquinic acid
4-O-Caffeoylquinic acid
Chlorogenic acid
Caffeic acid

14.2
12.3
13.8
32.1

1.27
1.46
1.30
1.05

TEACIC50 (μM)

3,4-Di-O-caffeoylquinic acid
3,5-Di-O-caffeoylquinic acid
4,5-Di-O-caffeoylquinic acid

7.0
6.1
6.2

1.75
1.99
1.96
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2～4年度総合分担報告書 
 

試験法及び分析法の開発 

〜酵素処理ナリンジン及びヒマワリ種子抽出物の規格試験法の確立に関する検討〜 

分担研究者 大槻 崇 日本大学生物資源科学部 食品生命学科 准教授 

 

 
 
A. 研究目的 
酵素処理ナリンジンは，既存添加物名簿収載

品目リストに収載されている既存添加物の 1 つ

であり，苦味料等として，チューイングガムや

清涼飲料水のアクセントとして使用される 1．

この食品添加物は，食品衛生法第１１条第１項

の定めにより告示される「食品，添加物等の規

格基準」に基づく成分規格が制定されておらず，

現在は，日本食品添加物協会が作成した第 4 版

既存添加物自主規格 2 に基づいて製造，使用，

流通している．一方で，平成７年以降，既存添

加物の安全性確保を求める国会の附帯決議も

踏まえ，既存添加物については，その品質を確

保し，食の安全に寄与するため，個々の成分規

格を設定した上，食品添加物公定書への収載が

進められており，この酵素処理ナリンジンに関

して「食品，添加物等の規格基準」の策定及び

食品添加物公定書への収載に向けた検討が進

められている．このうち，成分規格（案）に関

して，「本品を乾燥物換算したものは，総ナリン

ゲニン配糖体として 30.0％以上を含む」とされ

ており，この総ナリンゲニン配糖体含量は，酵

素処理ナリンジンのグルコアミラーゼ及びα

－グルコシダーゼ処理後の「ナリンジン」，「モ

ノグルコシルナリンジン」，「ナリンゲニン 7-O-

研究要旨 本研究では， 既存添加物の成分規格試験法の効率化，精度の向上ならびに試験法

が未設定である既存添加物の分析法の確立を目的に，酵素処理ナリンジンおよびヒマワリ種

子抽出物を対象に検討を行った．酵素処理ナリンジンの検討では，1H-qNMRに基づく相対モ

ル感度（RMS）を用いたシングルリファレンスHPLC法の当該分析への応用に関する検討を実

施し，基準物質である4－ヒドロキシ安息香酸メチル及びカフェインに対するナリンギン，α

－モノグルコシルナリンジンおよびナリンゲニン 7-O-グルコシドのRMSを明らかにするとと

もに，実試料を用いた検討によりシングルリファレンスHPLC法から測定対象物質の正確な定

量が可能であることが判明した．また，成分規格試験法（案）における前処理時のグルコア

ミラーゼ及びα－グルコシダーゼを用いた酵素加水分解の反応効率について検討した結果，

規定された反応時間，各酵素の添加量に問題は無いと考えられた． 
ヒマワリ種子抽出物の検討では，DPPHを用いた抽出物製品の抗酸化性を指標とした定量法で

は，試料採取量を変更する必要ことで，精油除去ウイキョウ抽出物（酸化防止剤）における

確認試験法（案）で採用されている 方法を準用可能であることが判明した．また，イソクロ

ロゲン酸及びクロロゲン酸が含まれていることを確認するためのHPLC分析法については，確

認試験法（案）で規定されている測定条件のうち，移動相の組成比を変更する必要がること

が明らかとなった．なお，ヒマワリ種子抽出物1製品を分析したところ，有効成分とされてい

るイソクロロゲン酸は検出されず，主要成分であるクロロゲン酸類およびカフェ酸の抗酸化

性への寄与率は86.6%であることが明らかとなった． 
. 
 
 
また，成分規格試験法（案）における前処理時のグルコアミラーゼ及びα－グルコシダーゼ

を用いた酵素加水分解の反応効率について検討した結果，規定された反応時間，各酵素の添

加量に問題は無いと考えられた． 
 
主成分であるモグロシドVの定量では， 1H-qNMRとLCを組み合わせた相対モル感度（RMS）
法によりカフェインからモグロシドVの含量を正確かつ安価に定量できることが明らかとな

った．また，酵素処理ナリンジンでは，RMS法により，酵素処理ナリンジン製品中のナリン

ジンや糖転位ナリンジン（Naringin-G，Naringin-2G，Naringin-3G，Naringin-4G）の含量を正確

かつ安価に定量できることが判明した．さらに，グルコアミラーゼによる前処理を伴う方法

により，ナリンジンおよびNaringin-Gの含量およびα-グルコシル残基量から正確な酵素処理

ナリンジン製品中の総ナリンゲニン配糖体の含量の算出が可能であることが明らかとなっ

た． 
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グルコシド」及び「遊離するα－グルコシル残

基」の各含量の合計値から算出することが規定

されている．現在，分担研究者は，既存添加物

の成分規格試験法の向上を目指した研究の一

環として，この酵素処理ナリンジンの規格試験

法における 1H-qNMR に基づく相対モル感度

（Relative Molar Sensitivity：RMS）を用いたシン

グルリファレンス HPLC 法 3-5 の応用に関する

検討をすすめている．そこで，本研究では RMS
の正確性や HPLC分析における測定対象物質並

びに基準物質の検出波長の整合 7などを考慮し，

グルコアミラーゼ処理により得られるナリン

ジンおよびα－モノグルコシルナリンジンお

よびナリンゲニン 7-O-グルコシドの定量分析

における 1H-qNMR に基づくシングルリファレ

ンス HPLC 法の性能を評価した．また，成分規

格試験法（案）に規定されている前処理におけ

るグルコアミラーゼ及びα－グルコシダーゼ

を用いた酵素加水分解の反応効率について併

せて検討した． 
一方で，ヒマワリ種子抽出物は天然系の酸化防

止剤として利用されている既存添加物であり，既存

添加物名簿収載品目リスト注釈書では，基原・製

法・本質において「キク科ヒマワリ（Helianthus 
annuus LINNE）の種子又は種子の搾油相より，熱
時水又は含水エタノールで抽出して得られたもの

である．有効成分はイソクロロゲン酸及びクロロゲ

ン酸)である．」と記載されている 8．現在，この添加

物について，食品添加物公定書への収載へ向け

て，成分規格や使用基準等の策定が進められて

いる． そこで，規格試験法（確認試験法）の確

立，最適化に向けた検討として，① DPPH を用

いた抽出物製品の抗酸化性を指標とした定量

法および②抽出物製品にイソクロロゲン酸及

びクロロゲン酸が含まれていることを確認す

るための HPLC分析法に関する検討を実施した．

さらに，ヒマワリ種子抽出物に含まれる主要成

分を明らかにし，これらの成分のヒマワリ種子

抽出物における抗酸化性への活性寄与率を求

め，当該添加物の定義の適格性を評価した． 
 

B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

酵素処理ナリンジン（食品添加物製品）（名

称：糖転位ナリンジン A-172 および管理番

号：C2204），グルコアミラーゼ（アミログル

コシダーゼ，SIGMA社製，Cat.No. 10113-1G，

力価：103 U/mg（表示値）），α－グルコシダ

ーゼ（トランスグルコシダーゼ L「アマノ」S 
Lot.No.TGUS1152301LS，力価：317000 U/mg
（提供情報）），ヒマワリ種子抽出物（Code：
A1091, LOT：160223）は，国立医薬品食品衛

生研究所 食品添加物部よりご供与いただい

た．ナリンジンは，Acros Organics社製

（Cat.No. 10236-47-2，Lot No.A0407598），シグ

マアルドリッチ（株）製（Cat.No.10236-47-2，
Lot No. BCCB6611），東京化成工業（株）製

（Cat.No. 10236-47-2，Lot No.IFV8M-OC），富
士フイルム和光純薬（株）製（Cat.No. 10236-
47-2，Lot No. LKE0701 および SKN5454）を用

いた．ナリンゲニン 7-O-グルコシドは，

Extrasynthese社製の一般試薬（Cat.No.1160S, 
Batch: 07，ID：0507/0），4－ヒドロキシ安息香

酸メチル（MHB）は，シグマアルドリッチ

（株）製の認証標準物質（Cat. No. 99-79-3，
Lot No. BCBX5970，認証値： 99.8 %，拡張

不確かさ：0.3%），カフェインはシグマアル

ドリッチ（株）製の認証標準物質（Cat. No. 
58-08-2，Lot No. BCCC1661，認証値： 
99.9 %，拡張不確かさ：0.2%）をぞれぞれ用

いた．2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate-d6 
sodium salt （DSS-d6）は富士フイルム和光純薬

（株）標準物質（Cat. No.284664-85-3， 
Lot.No.KCF6177，認証値：92.4%，拡張不確か

さ：0.5%）を用いた．重ジメチルスルホキシ

ド（DMSO-d6）は関東化学（株）製または

Eurisotop社製を用いた．D-グルコース定量用

発色試薬は富士フイルム和光純薬（株）製グ

ルコース CII-テストワコーを使用した． 
5-O-カフェオイルキナ酸は東京化成工業製

（Cat.No. C0181,  Lot.LFDJC-BW），3-O-カフェ
オイルキナ酸は東京化成工業製（Cat.No. 
N1155， Lot.CGLVE-Y2），4-O-カフェオイルキ

ナ酸は長良サイエンス株式会社製

（Code.NS430202， Lot.0002），カフェ酸は富

士フィルム和光純薬工業製（Cat.No. 040-
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20982， Lot.SDE2297）を使用した．1,1-
Diphenyl-2picrylhydrazyl（DPPH）は富士フィ

ルム和光純薬工業製（Cat.No. 047-04051， 
Lot.KWM6401）を使用した．6-Hydroxy-2,5,7,8 
tetrathylchroman-2-calboxylic acid（Trolox）は東

京化成工業製（Cat.No. H0726， Lot.CYPYL-
JS）を使用した． 
その他の溶媒は高速液体クロマトグラフィ

ー用または特級を用いた． 
 
B-2） 装置 
核磁気共鳴装置（NMR）： ECA500（プロトン

共鳴周波数 500 MHz）（日本電子（株）製） 
分析用 HPLC① ポンプ：LC-20AD（低圧グ

ラジエントユニット内蔵），オートサンプラ：

SIL-20AC，カラム恒温槽：CTO-1010ASVP，多

波長検出器：SPD-M10AVP，システムコントロ

ーラ：CBM-20Alite，分析データ処理システ

ム：LabSolutions（以上（株）島津製作所製），

脱気装置：AG-34（（株）フロム製）． 
分析用 HPLC② ポンプ：LC-10ADVP（低圧

グラジエントユニット内蔵），オートサンプ

ラ：SIL-10AP，カラム恒温槽：CTO-10ASVP，

紫外可視分光検出器：SPD-10AVP，システムコ

ントローラ：CBM-20A，分析データ処理シス

テム：LabSolutions（以上（株）島津製作所

製），脱気装置：AG-34（（株）フロム製）． 
分取用 HPLC ポンプ：LC-10AD，低圧グラ

ジエントユニット：FCV-10AL，オートサンプ

ラ：SIL-20A，カラム恒温槽：CTO-10ASVP，

紫外可視分光検出器：SPD-10AVVP：システム

コントローラ：SCL-10AVP，フラクションコレ

クタ：FRC-10A，分析データ処理システム：

LabSolutions（以上（株）島津製作所製），脱気

装置：AG-34（（株）フロム製）． 
ミクロ天秤： BM-20（（株）エー・アンド・デ

イ製） 
セミミクロ天秤：AUW220Dおよび AP125WD

（（株）島津製作所製） 
 
【酵素処理ナリンジン】 
B-3）相対モル感度（RMS）を利用したシング

ルリファレンス LC 法よるナリンジンおよびα

－モノグルコシルナリンジンの定量 
 
B-3-1）α－モノグルコシルナリンジンの単離 
α－モノグルコシルナリンジンは定量用標

品や試薬が市販されていないため，酵素処理ナ

リンジン（食品添加物製品）より調製すること

とした．すなわち，本品約 4 g について分取

HPLC 条件 1 を用いて分画を行い（図 1），得ら

れた Fr.A について，分取 HPLC 条件 2 を用いて

さらに分画を行い，Fr.A-1 よりα－モノグルコ

シルナリンジン（24.2 mg）を単離した（図 2）． 
 
・分取 HPLC 条件 1 
カラム：Develosil ODS-UG-5 （10 × 250 mm，

粒子径 5 µm，野村化学株式会社製），カラム温

度：45℃，検出波長：283 nm，流速：3.0 
mL/min，移動相：水／アセトニトリル混液

（85：15） 
・分取 HPLC 条件 2 
カラム：Develosil ODS-UG-5 （4.6 × 250 mm，

粒子径 5 µm，野村化学（株）製），カラム温

度：40℃，検出波長：283 nm，流速：1.0 
mL/min，移動相：水／アセトニトリル混液

（85：15） 
 
B-3-2）1H-qNMR によるナリンジンおよびα

－モノグルコシルナリンジンの純度測定 
4 メーカーのナリンジン試薬は約 10 mg，α

－モノグルコシルナリンジン約 5 mg を精密に

量り，それぞれサンプル管に入れた．別に DSS-
d6約 5 mg を精密に量り，先程のサンプル管に

入れた後，DMSO-d6 約 1 g に溶解し 1H-qNMR
用試験溶液とした．各測定対象物質につき 3併
行で試験溶液を調製し，この溶液を外径 5 mm
の NMR 試料管に入れ密閉し，表 1 に示す条件

を用い 1H-qNMR測定を行った． DSS-d6のシグ

ナル面積強度を 9.000 としたときの各化合物に

由来する特定基のシグナル面積強度，分子量，

濃度等を次の式に代入し，各試料の含量（純

度，%）を算出した． 
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ただし， 
Isample= 測定対象物質の特定基のシグナル面積強

度 Istd=内標準物質のシグナル面積強度（DSS-d6：   
9.000） 

Hsample=測定対象物質の特定基の水素数 
Hstd=内標準物質の特定基の水素数（DSS-

d6:CH3×3=9） 
Msample=測定対象物質の分子量 
Mstd=内標準物質の分子量（DSS-d6：224.36）
Wsample=測定対象物質の秤取量（mg） 
Cstd= 1H-qNMR標準溶液の DSS-d6濃度 
なお，1H-qNMR の化学シフト値は，DSS-d6の

プロトンシグナルを基準（δ 0 ppm）とし，δ値
を ppm単位で表した．また，データの解析は，

Delta（Ver.5.3.0）（日本電子（株））を用いた． 
 
B-3-3）基準物質（MHB およびカフェイン）

に対するナリンジンおよびα－モノグルコシ

ルナリンジンの RMS の算出 
ナリンジン，α－モノグルコシルナリンジ

ンでは各 1H-qNMR 用試験溶液を濃度が約 500 
μmol/L となるように 20 mL容メスフラスコへ

必要量を入れ，20 %アセトニトリルを加え調

製した．その後 20 %アセトニトリルを用いて

公比 2 で希釈を行い，約 1.0～500 μmol/L の間

で 10濃度の HPLC 用試験溶液を作製した． 
MHBおよびカフェインでは，認証標準表に記

載の純度を考慮し，MHBおよびカフェインを正

確に量りとり，約 1.0 μmol/L～約 500 μmol/L の

間で 10 点の濃度の HPLC 用試験溶液（溶媒：

20 %アセトニトリル）を各試料 3併行で作製し

た．  
作製された各試験溶液について，次の HPLC

条件で分析した． 
 
カラム：Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ （4.6 ×250 mm，

粒子径 5 µm，ナカライテスク（株）製），カラ

ム温度：40℃，検出波長：283 nm（ナリンジ

ンおよびα－モノグルコシルナリンジン），

255 nm（MHB），カフェイン（205 および 274 
nm），流速：1.0 mL/min，移動相：水／アセト

ニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），注入
量：10 μL 
 
各溶液のモル濃度を X軸に，検出器の応答値

（ピーク面積値）を Y軸にプロットし，Excel
を用いて原点を通る（X：0，Y：0）回帰直線
を作成し，これを検量線とした．なお，各溶

液におけるクロマトグラム上のピークの S/N
が 10 以上，シンメトリ係数が 0.8～1.8 となる

濃度範囲で検量線を作成した． 
得られた測定対象物質および基準物質の検

量線の検量線式の傾き（モル吸光係数）の比

（測定対象物質/基準物質）から基準物質に対

する測定対象物質の RMS を算出した． 
 

B-3-4）ナリンジンに対するα－モノグルコシ

ルナリンジンの RMS の算出 
B-3-3 の項に示した各試料の回帰直線の傾き

を基に，ナリンジンに対するα－モノグルコ

シルナリンジンの RMS を算出した． 
 
B-3-5）グルコアミラーゼを用いた酵素処理ナ

リンジン製品中の総ナリンゲニン配糖体含量

の定量 
「酵素処理ヘスペリジン」の定量法 5）を参考

に試験溶液等の調製を行い，グルコアミラー

ゼ処理後のナリンジン，α－モノグルコシル

ナリンジンおよびα－グルコシル残基量を定

量し，その合計から総ナリンゲニン配糖体の

含量を求めた． 
 
B-3-5-1）シングルリファレンス HPLC 法を用い

たグルコアミラーゼ処理後のナリンジンおよ

びα－モノグルコシルナリンジンの定量 
乾燥した酵素処理ナリンジン（食品添加物製

品）1 g を精密に量り取り，水 100 mL に溶解さ

せた．その後，アクリル酸エステル系吸着用樹

脂（アンバーライト XAD7HP）50 mL が充填さ

れたガラス管（内径 約 2.5 cm，長さ：55 cm）

にこの溶液を注ぎ，1 分間に 2.5 mL 以下の速さ

で流出させた後，水 250 mL で洗浄した．次に，

Purity (%) =
Isample/ Hsample

Istd/ Hstd
×

Msample/ Wsample

Mstd/ Cstd

× 100
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50％エタノール 200mL を 1 分間に 2.5 mL 以下

の速さで流し，吸着画分を溶出させた．この溶

出液を濃縮して全量を約 40 mL とし，この液に

グルコアミラーゼ 10000単位を約 3 g 添加した

後，振とうしながら 55 ℃で約 30 分放置した．

さらに 95 ℃で 30 分加熱した後，室温まで冷却

し，水を加えて正確に 50 mL とし，A液とした．

この A 液 3 mL を正確に量り，0.1％酢酸含有

20％アセトニトリル（移動相）を加え正確に 50 
mL とし，HPLC 用試験溶液とした．この HPLC
用試験溶液を B-3-3 に示した HPLC 条件で分析

した． 
各試験溶液中のナリンジンおよびα－モノグ

ルコシルナリンジンのピーク面積値を別に作

成した基準物質の検量線式に代入し，試験溶

液中のナリンジンおよびα－モノグルコシル

ナリンジンの濃度（μmol/L）を求め，次の式

より各測定対象物質の含量を算出した． 
 
ナリンジンまたはα－モノグルコシルナリン

ジン含量（％）= 

＝
(C × M) × V
W× 10!

×
50
3
× 100 

 
ただし， 
C： HPLC 用試験溶液中の測定対象物質の 
濃度［µmol/L］ 

V:：試験溶液の量［L］（0.05 L） 
M：測定対象物質の分子量（ナリンジン= 

580.54，α－モノグルコシルナリンジン

= 742.70） 
106：試料の秤量値の単位［g］から［µg］ 

への単位の変換係数 
W：試料の摂取量（g） 
 
なお，別にナリンジンおよびα－モノグル

コシルナリンジンについて，従来法用の検量

線を作成し，RMS 法の比較対照とした． 
 

B-3-5-2）グルコアミラーゼ処理後のα－グルコ

シル残基量の定量 
B-3-5-1 の項で得られたＡ液 20 μL を量り，D

－グルコース定量用発色試液３mL を正確に加

えて振り混ぜた後，37℃で正確に５分間放置

した．室温まで冷却したものを試験溶液と

し，波長 505 nm における吸光度を測定した．

対照には，水 20 μL を用いて試験溶液と同様に

操作した液を用いた．別に空試験を行い，補

正した．ただし，空試験溶液は，水約 40 mL
にグルコアミラーゼ 10000単位を添加し，

55℃で 30 分間放置した後，95℃で約 30 分間

加熱した．室温まで冷却した後，水を加えて

正確に 50 mL とし，空試験溶液を試験溶液と

同様に操作して吸光度を測定した．別に，各

濃度のグルコース標準溶液（0.5 mg/mL，1.0 
mg/mL，2.0 mg/mL，5.0 mg/mL）について試験

溶液と同様に操作して吸光度を測定し，検量

線を作成した．この検量線と補正した検液の

吸光度から試験溶液中の D（＋）－グルコー

ス濃度を求め，次式によりグルコアミラーゼ

処理により遊離する α－グルコシル残基量を算

出した． 

Content	(%) =
C × V

W× 1000
×
162
180

× 100		 

ただし， 

C：試験溶液 1 mL あたりの D（＋）－グルコー

スの量（µg） 

V：試験溶液の量（50 mL） 

W：試料の採取量（mg）である． 
 

B-3-5-3）総ナリンゲニン配糖体含量の算出 
次の計算式により，総ナリンゲニン配糖体の

含量を求めた． 
総ナリンゲニン配糖体含量（%） 
＝グルコアミラーゼ処理後のナリンゲニン配

糖体（ナリンジン+α－モノグルコシルナリン

ジン）（%）＋グルコアミラーゼ処理により遊

離したα－グルコシル残基量（%） 
 

 
B-4）相対モル感度（RMS）を利用したシング

ルリファレンス LC 法よるナリンジンおよびα

－モノグルコシルナリンジンの定量 
相対モル感度（RMS）を用いたシングルリフ

ァレンス HPLC 法よるナリンゲニン 7-O-グル
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コシドの定量 
 
B-4-1）1H-qNMR によるナリンゲニン 7-O-グ
ルコシドの純度測定 
ナリンゲニン 7-O-グルコシド約 10 mgを精密

に量り，サンプル管に入れた．別に DSS-d6約 5 
mg を精密に量り，先程のサンプル管に入れた

後，DMSO-d6 約 1 g に溶解し 1H-qNMR 用試験

溶液とした． 3併行で試験溶液を調製し，この

溶液を外径 5 mm の NMR 試料管に入れ密閉し，

表 1 に示す条件を用いて 1H-qNMR測定を行っ

た． DSS-d6のシグナル面積強度を 9.000 とした

ときの各化合物に由来する特定基のシグナル

面積強度，分子量，濃度等を次の式に代入し，

各試料の含量（純度，%）を算出した． 
 

 
ただし， 
Isample= 測定対象物質の特定基のシグナル面積強

度 Istd=内標準物質のシグナル面積強度（DSS-d6：   
9.000） 

Hsample=測定対象物質の特定基の水素数 
Hstd=内標準物質の特定基の水素数（DSS-

d6:CH3×3=9） 
Msample=測定対象物質の分子量 
Mstd=内標準物質の分子量（DSS-d6：224.36）
Wsample=測定対象物質の秤取量（mg） 
Cstd= 1H-qNMR標準溶液の DSS-d6濃度 
なお，1H-qNMR の化学シフト値は，DSS-d6の

プロトンシグナルを基準（δ 0 ppm）とし，δ値
を ppm単位で表した．また，データの解析は，

Delta（Ver.5.3.0）（日本電子（株））を用いた． 
 
B-4-2）基準物質（MHB 及びカフェイン）に

対するナリンゲニン 7-O-グルコシドの RMS の

算出 
ナリンゲニン 7-O-グルコシドでは，溶液濃

度が約 500 μmol/L となるようにナリンゲニン 
7-O-グルコシドの各 1H-qNMR 用試験溶液を 20 
mL容メスフラスコへ必要量入れ，20 %アセト

ニトリルを加え調製した．その後，20 %アセ

トニトリルを用いて公比 2 で順次希釈し，約

1.0～500 μmol/L の間で 10濃度の HPLC 用試験

溶液を作製した． 
MHB 及びカフェインでは，認証値（純度）を

考慮し，MHB及びカフェインを正確に量りとり，

約 1.0 μmol/L～約 500 μmol/L の間で 10点の濃

度の HPLC 用試験溶液（溶媒：20 %アセトニト

リル）を各試料 3併行で作製した．  
作製された各試験溶液について，次の HPLC

条件で分析した． 
カラム：Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ （4.6 ×250 mm，

粒子径 5 µm，ナカライテスク（株）製），カラ

ム温度：40℃，検出波長：283 nm（ナリンゲ

ニン 7-O-グルコシド），255 nm（MHB），カフ
ェイン（205 及び 274 nm），流速：1.0 
mL/min，移動相：水／アセトニトリル／酢酸

混液（8000：2000：1），注入量：10 μL 
 
各溶液のモル濃度を X軸に，検出器の応答値

（ピーク面積値）を Y軸にプロットし，Excel
を用いて原点を通る（X：0，Y：0）回帰直線
を作成し，これを検量線とした．なお，各溶

液におけるクロマトグラム上のピークの S/N
が 10 以上となる濃度範囲で検量線を作成し

た． 
得られた測定対象物質及び基準物質の検量

線の検量線式の傾きの比（測定対象物質/基準

物質）から基準物質に対する測定対象物質の

RMS を算出した． 
 

B-4-3）酵素処理ナリンジン製品中の総ナリン

ゲニン配糖体含量の定量における酵素処理の

反応効率の検討 
 
B-4-3-1）酵素処理後のナリンゲニン配糖体（ナ

リンジン，モノグルコシルナリンジン，ナリン

ゲニン 7-O-グルコシド）の量 
105℃で 3 時間乾燥させた酵素処理ナリンジ

ン 0.5 g を精密に量り，水 50 mL に溶解させた．

その後，アクリル酸エステル系吸着用樹脂（ア

ンバーライト XAD7HP）50 mL が充填されたガ

ラス管（内径 約 2.5 cm，長さ：55 cm）に酵素

Purity (%) =
Isample/ Hsample

Istd/ Hstd
×

Msample/ Wsample

Mstd/ Cstd

× 100
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処理ナリンジン溶液を注ぎ，1 分間に 2.5 mL 以

下の速さで流出させた後，水 250 mL で洗浄し

た．次に，80％エタノール 200mL を 1 分間に 2.5 
mL 以下の速さで流し，吸着画分を溶出させた．

この溶出液を濃縮して全量を約 40 mLとした後， 
この液 20 mL にグルコアミラーゼ 2500単位及

びα－グルコシダーゼ 30000 単位を添加し，

55 ℃で 60 分間放置した．さらに 95 ℃で 30 分

加熱した後，室温まで冷却し，水を加えて正確

に 50 mL とし，A液とした．この A液 5 mL を

正確に量り，水／アセトニトリル／酢酸混液

（8000：2000：1）（移動相）を加え正確に 50 mL
とし，HPLC 用試験溶液とした．この HPLC 用

試験溶液を B-4-2 に示した HPLC 条件で分析し

た． 
各試験溶液中のナリンジンについて，その

ピーク面積値を別に作成したナリンジン（1H-
qNMR により求められた純度に基づく標準溶

液を使用．ナリンジン純度：85.2%）の検量線

式に代入し，試験溶液中のナリンジン濃度

（μmol/L）を求め，次の式より試料中の含量

を算出した． 
 
ナリンジンの量（％）= 

＝
(C × M) × V
W× 10!

×
50
5
× 100 

 
ただし， 
C： HPLC 用試験溶液中の測定対象物質の 
濃度［µmol/L］ 

V:：試験溶液の量［L］（0.05 L） 
M：測定対象物質の分子量（ナリンジン= 

580.54） 
106：試料の秤量値の単位［g］から［µg］ 

への単位の変換係数 
W：試料の摂取量（g） 
 
試験溶液中のモノグルコシルナリンジン及

びナリンゲニン 7-O-グルコシドについては，

そのピーク面積値を上記のナリンジン標準溶

液の検量線式に代入し，1H-qNMR 基づく各

RMS（モノグルコシルナリンジン/ナリンジン

= 1.07，ナリンゲニン 7-O-グルコシド/ナリン

ジン= 0.98）を用いて試験溶液中のモノグルコ

シルナリンジンまたはナリンゲニン 7-O-グル

コシド濃度（µmol/L）を求め，次の式より試

料中の含量を算出した． 
 
モノグルコシルナリンジンまたはナリンゲニ

ン 7-O-グルコシドの量（％）= 

＝
(C × M) × V
W× 10!

×
50
5
× 100 

 
ただし， 
C： HPLC 用試験溶液中の測定対象物質の 
濃度［µmol/L］ 

V:：試験溶液の量［L］（0.05 L） 
M：測定対象物質の分子量（モノグルコシ

ルナリンジン= 742.70，ナリンゲニン 7-
O-グルコシド= 434.40） 

106：試料の秤量値の単位［g］から［µg］ 
への単位の変換係数 

W：試料の摂取量（g） 
 

B-4-3-2）酵素処理後のα－グルコシル残基の量 
B-4-1 の項で得られたＡ液 20 μL を量り，D

－グルコース定量用発色試液 3mL を正確に加

えて振り混ぜた後，37℃で正確に 5 分間放置

した．室温まで冷却したものを試験溶液と

し，波長 505 nm における吸光度を測定した．

対照には，水 20 μL を用いて試験溶液と同様に

操作した液を用いた．また，別に空試験を行

い，補正した．ただし，空試験溶液は，水約

20 mL にグルコアミラーゼ 2500単位及びα－

グルコシダーゼ 30000単位を添加し，55℃で

60 分間放置した後，95℃で約 30 分間加熱し

た．室温まで冷却した後，水を加えて正確に

50 mL とし，空試験溶液を試験溶液と同様に操

作して吸光度を測定した．別に，各濃度のグ

ルコース標準溶液（0.5 mg/mL，1.0 mg/mL，
2.0 mg/mL，3.0 mg/mL，5.0 mg/mL）について

試験溶液と同様に操作して吸光度を測定し，

検量線を作成した．この検量線と補正した検

液の吸光度から試験溶液中の D（＋）－グル

コース濃度を求め，次式によりグルコアミラ

ーゼ処理により遊離する α－グルコシル残基の
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量を算出した． 

α－グルコシル残基の量	(%) 

=	
C × 100
W × 1000

×
162
180

× 100		 

ただし， 

C：試験溶液 1 mL あたりの D（＋）－グルコー

スの量（µg） 

W：試料の採取量（mg）である． 
 

B-4-3-3）総ナリンゲニン配糖体含量の算出 
次の計算式により，総ナリンゲニン配糖体

の含量を求めた． 
総ナリンゲニン配糖体含量（%） 
＝酵素処理後のナリンゲニン配糖体（ナリン

ジン，モノグルコシルナリンジン，ナリンゲ

ニン 7-O-グルコシド）の量（%）＋酵素処理

により遊離したα－グルコシル残基の量（%） 
 
 

【ヒマワリ種子抽出物】 
B-5）ヒマワリ種子抽出物の DPPH ラジカル消

去活性に関する検討 
DPPH ラジカル消去活性は，精油除去ウイキ

ョウ抽出物（用途：酸化防止剤）の成分規格

（案）にて示されている方法に準じて行っ

た． 
 

B-5-1）DPPH溶液の調製 
DPPH 17 mg を秤量し，エタノール （99.5） 

に溶解後，200 mL に定容したものを DPPH溶
液とした（濃度：0.2 mmol/L）．DPPH溶液
は，調製直後から 1時間程度までは時間とと

もに吸光度が低下することが知られている．

そこで，遮光して 2時間放置し，吸光度が安

定してから DPPH ラジカル消去活性の測定に

使用した． 
 
B-5-2）DPPH ラジカル消去率の算出 
ヒマワリ種子抽出物 10，20，30，40 および

50㎎をそれぞれ精密に量りとり，水を加えて

20 mL としたものを試料溶液①～⑤（濃度：

0.5，1.0，1.5，2.0，2.5㎎/mL）とした．な

お，これら試料溶液は，1濃度あたり 3併行で

作製した．調製された各試料溶液 0.5 mL を試

験管に入れ，，100 mM Tris-HCl buffer 
（pH7.4） 2.0 mL を加えて混合した．DPPH 試

液（0.2 mmol/L）2.5 mL を加え，直ちに攪拌し

た後，暗所に 30 分間放置したものを試験溶液

とし，吸光度（波長：517 nm）を測定した． 
試料溶液添加時の吸光度を As，試料溶液の

代わりにエタノール（99.5）を添加した際の吸

光度を Ac とし，次の計算式からヒマワリ種子

抽出物試料溶液の各濃度における DPPH ラジ

カル消去率（％）を求めた． 
 
DPPH ラジカル消去率（％） 

＝
(Ac − As)

Ac
× 100 

 
B-5-3）ヒマワリ種子抽出物の DPPH ラジカ

ル消去活性（IC50）の算出 
１つの標準液群（濃度：0.5，1.0，1.5，2.0

および 2.5㎎/mL）の各試料濃度（x）に対する

DPPH ラジカル消去率（y）をプロットし，回

帰直線（y = ax + b）を作成した．これらを標

準液群ごと（計 3 種）に作成し，得られた各

回帰式の y に 50 を代入したときの x（試料濃

度）の平均値を DPPH ラジカル消去活性

（IC50，µg/mL）とした． 
 

B-6）HPLC による確認試験法の確立に向けた

ヒマワリ種子抽出物分析における測定条件の

検討 
ヒマワリ種子抽出物の成分規格（案）に示

されている方法に準じて行った．すなわち，

ヒマワリ種子抽出物 10㎎を精密に量り，0.1%
ギ酸を加え，溶解し，1mL に定容したものを

試験溶液とした（濃度：10mg/mL）．この試験

溶液を以下に示す条件で HPLC 分析を行っ

た． 
 
【HPLC 条件】 
カラム：ナカライテスク（株）製 COSMOSIL 
5C18-MS-Ⅱ，ナカライテスク（株）製 COSMOSIL 
5C18-AR-Ⅱ，関東化学（株）製 Separar C18G，
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STAR 製 Mightysil RP-18 GP Ⅱ（すべて内径：4.6 
mm，長さ：250 mm，粒子径 ：5 µm），移動相： 
0.1％ギ酸/メタノール＝75/25，流速：1.0 mL/min，
カラム温度：40℃，検出波長：320 nm，注入量：

10 µL 
 
B-7）ヒマワリ種子抽出物中の抗酸化性に対す

る主要成分の寄与率の検討 
ヒマワリ種子抽出物の抗酸化性に対する中

の主要な含有成分（クロロゲン酸，カフェ酸，

4-O-カフェオイルキナ酸，3-O-カフェオイルキ

ナ酸）の寄与率を算出するため，「4 成分および

ヒマワリ種子抽出物の DPPH ラジカル消去活

性」，「4 成分およびヒマワリ種子抽出物のトロ

ロックス等価活性（TEAC）」および「ヒマワリ

種子抽出物中の 4 成分の含量（％）」をそれぞれ

求めた． 
 
B-7-1）ヒマワリ種子抽出物中の各主要成分の含

量（％） 
 
B-7-1-1）ヒマワリ種子抽出物の試験溶液の調製 
ヒマワリ種子抽出物 10㎎を精密に量り，0.1%
ギ酸を加え，溶解し，10mL に定容したものを試

験溶液とした（濃度：1 mg/mL）． 
 
B-7-1-2）クロロゲン酸検量線用標準溶液の調製 
本化合物を精密に量りとり，0.1％ギ酸で完全

に溶解したものを検量線用標準溶液①とした

（濃度：200 µg/mL，濃度は 1H-qNMRに基づく）．

この溶液を公比 2 で 0.1％ギ酸を用いて希釈し，

検量線用標準溶液②～⑤とした（濃度：100, 50, 
25, 12.5 µg/mL）． 
 
B-7-1-3）カフェ酸検量線用標準溶液の調製 
本化合物を精密に量りとり，10%メタノール

で完全に溶解したものを検量線用標準溶液①

とした（濃度：120 µg/mL，濃度は 1H-qNMR に

基づく）．この溶液を公比 2 で 10%メタノール

を用いて希釈し，検量線用標準溶液②～⑤とし

た（濃度：60, 30, 15, 7.5 µg/mL）． 
 
B-7-1-4）3-O-カフェオイルキナ酸検量線用標準

溶液の調製 
1H-qNMR により濃度を求めた標準原液（50 

mg/mL in DMSO-d6）を 40 µL採り，0.1%ギ酸を

加え 10 mLに定容したものを検量線用標準溶液

①とした（濃度：200 µg/mL）．この溶液を公比

2 で 0.1%ギ酸を用いて希釈し，検量線用標準溶

液②～⑤とした（濃度：100, 50, 25, 12.5 µg/mL）． 
 
B-7-1-5）4-O-カフェオイルキナ酸検量線用標準

溶液の調製 
 1H-qNMR により濃度を求めた標準原液（5 

mg/mL in DMSO-d6）を 80 µL採り，0.1%ギ酸を

加え 2 mL に定容したものを検量線用標準溶液

①とした（濃度：200 µg/mL）．この溶液を公比

2 で 0.1%ギ酸を用いて希釈し，検量線用標準溶

液②～⑤とした（濃度：100, 50, 25, 12.5 µg/mL）． 
 
B-7-1-6）ヒマワリ種子抽出物中の各主要成分の

含量（mg/g）の算出 
得られたヒマワリ種子抽出物中の各主要成

分のピーク面積を，該当する標準溶液の検量線

式に代入し試験溶液中の濃度（C）を求め，以下

の計算式からヒマワリ種子抽出物中の各主要

の含量（mg/g）を求めた 
 
各主要成分の含量 （mg/g） 

＝
C × V
W

 

C：試験溶液の指標成分の濃度（µg/mL） 
V：試験溶液の液量（mL） 
W：ヒマワリ種子抽出物の秤取量（mg） 

 
B-7-2）ヒマワリ種子抽出物および各指標成分の

DPPH ラジカル消去活性 
 
DPPH溶液の調製は B-5-1，ヒマワリ種子抽出物

の DPPH ラジカル消去率の算出（％）は B-5-2
に示す手順でそれぞれ行った． 
 
B-7-2-1）各主要成分の DPPH ラジカル消去率の

算出（％） 
クロロゲン酸は，当該化合物 10 mg を精密

に量り，0.1％ギ酸を加えて 50 mL としたもの
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（200 µg/mL）から希釈し，試料溶液①～④

（濃度：5，10，20，40 µg/mL）とした．これ

らの溶液は定量用試薬の 1H-qNMR の結果に基

づき調製した． 
カフェ酸では，試薬の 1H-qNMR の結果に基

づき当該化合物を精密に量り，10%メタノール

を加えて完全に溶解したもの（濃度：120 
µg/mL）から希釈し，試料溶液①～④（濃度：

3，6，12，24 µg/mL）とした． 
3-O-カフェオイルキナ酸では，1H-qNMR 用

試験溶液（50 mg/mL in DMSO-d6）を 20 µL採
り，0.1%ギ酸を加え 5 mL に定容したものを検

量線用標準溶液①とした（濃度：200 µg/mL） 
から希釈し，試料溶液①～④（濃度：10，
20，40，50 µg/mL）とした． 

4-O-カフェオイルキナ酸では，1H-qNMR 用

試験溶液（5 mg/mL in DMSO-d6）を 80 µL採
り，0.1%ギ酸を加え 2 mL に定容したものを検

量線用標準溶液①とした（濃度：200 µg/mL） 
から希釈し，試料溶液①～④（濃度：10，
20，40，50 µg/mL）とした． 
トロロックスでは，本化合物 20mg を正確に

量り，エタノール（99.5）を加えて 100 mL と

したもの（200µg/mL）から希釈し，試料溶液

①～⑤（濃度：25，50，80，100µg/mL）とし

た． 
なお，各化合物の試料溶液は，1濃度あたり

3併行で調製した．調製された各試料溶液 0.5 
mL を試験管に入れ，100 mM Tris-HCl buffer 
（pH7.4） 2.0 mL を加えて混合した．DPPH 試

液（0.2 mmol/L）2.5 mL を加え，直ちに攪拌し

た後，暗所に 30 分間放置したものを試験溶液

とし，吸光度（波長：517 nm）を測定した． 
試料溶液添加時の吸光度を As，試料溶液の

代わりにエタノール（99.5）を添加した際の吸

光度を Ac とし，B-5-2 で示した計算式から各

試料溶液の濃度毎の DPPH ラジカル消去率

（％）を求めた． 
 

B-7-2-2）DPPH ラジカル消去活性（IC50）の算

出 
B-5-2-1 で調製した各化合物およびヒマワリ

種子抽出物の試料溶液を用い，B-3-3 と同様の

方法により DPPH ラジカル消去活性（IC50，

µg/mL）を求めた． 
 
B-7-2-3）トロロックス等価活性（TEAC）の算

出 
文献報告に従い，次の計算式から，各主要成

分の TEAC をそれぞれ求めた． 
 
各主要成分の TEAC （µgTE/µg） 

＝
トロロックスの IC50
測定対象の IC50

 

 
B-7-3）各主要成分のヒマワリ種子抽出物の 
抗酸化性に対する寄与率の算出 

B-7-1 および B-7-2 で求められた各データに

基づき，次の式により各成分の寄与率をそれぞ

れ算出した． 
 
寄与率（％） 

＝
成分の TEAC ×抽出物中の含量（%）

ヒマワリ種子抽出物の TEAC
 

 
C. 結果及び考察 
【酵素処理ナリンジン】 
C-1) α－モノグルコシルナリンジンの単離 

RMS の算出にあたり，商業的に入手が困難な

α－モノグルコシルナリンジンについて，酵素

処理ナリンジン（食品添加物製品）より単離す

ることとした．すなわち，酵素処理ナリンジン

4 g について分取 HPLC による分画を行い（図

1），α－モノグルコシルナリンジンおよびナリ

ンジンが集約している Fr. A についてさらに LC
による分画を行い，Fr.A-1 よりα－モノグルコ

シルナリンジンを単離した（図 2）．なお，単離

した当該化合物は，以前に当研究室で単離した

α－モノグルコシルナリンジンとの直接比較

により，その化学構造が同定された． 
 

C-2）1H-qNMR によるナリンジンおよびα－

モノグルコシルナリンジンの純度測定 
正確な RMS の算出にあたり，測定対象物質
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の市販試薬や単離品の正確な純度を明らかに

することは非常に重要である．そこで，これ

らの純度を明らかにするため，1H-qNMR を用

いることとした． 1H-qNMR は，スペクトル上

に観察される標準物質と測定対象物質のシグ

ナル面積強度とモル濃度の関係から，測定対

象物質の濃度を絶対定量することが可能であ

る．また，計量計測トレーサビリティが確保

された標準物質を用いることにより，得られ

る定量値の信頼性が大幅に向上した方法であ

る．そこで，表 1 に示す測定条件を用いてナ

リンジンおよびα－モノグルコシルナリンジ

ンについて 1H-qNMR を行った．なお，化学シ

フト値は，内標準物質のメチルプロトンシグ

ナルを基準（DSS-d6：δ 0 ppm）とし，δ値を

ppm単位で表した．図 3 および 4 に示すよう

に， 1H NMR スペクトル上，δ 1.18 ppm付近に

ラムノースのメチル基に由来するシグナル，δ 
2.70～5.60 ppm にアグリコン（ナリンゲニン）

の 2位，3位および糖部に由来するシグナル，

δ 6.00～7.50 ppm にアグリコン（ナリンゲニ

ン）に由来するシグナルがそれぞれ観察され

た．これらのうち，δ 7.36 ppm に観察されたナ

リンゲニンの 2’位および 6’位の水素に由来す

るシグナルは，他の分子内並びに夾雑成分に

由来するシグナルと十分に分離されていたた

め，ナリンジンおよびα－モノグルコシルナ

リンジンの定量用シグナルとして適当と考え

られた．そこで，このシグナルより 3併行で

調製された 4メーカーのナリンジン試薬およ

び単離したα－モノグルコシルナリンジンの

純度を算出したところ，各検体（1～3）の純

度は表 2 に示す結果であることが判明した．  
 

C-3）基準物質（MHB およびカフェイン）に

対するナリンジンおよびα－モノグルコシル

ナリンジンの RMS の算出 

基準物質に対するナリンジンおよび α－モノ
グルコシルナリンジンのRMSを算出するため，

各検体の 1H-qNMR による純度に基づいて調製

されたナリンジンおよび α―モノグルコシルナ

リンジン標準溶液並びに認証書に記載の認証

値（純度値）に基づき調製された MHB および

カフェイン標準溶液を用いて，B-3-3 に示す

HPLC条件より PDA検出器が接続された HPLC
で分析を行った（図 5）．そして，得られた原点

を通る各検量線の検量線式の傾きの比（測定対

象物質/基準物質）から基準物質に対する測定対

象物質の RMS を算出した．まず，各検量線の直

線性を評価したところ，ナリンジン，α－モノグ

ルコシルナリンジン，MHB，カフェインの全て

の検体の検量線の決定係数は 0.9991～1.00 と良

好であることが確認された．各測定対象物質お

よび基準物質の代表的な検量線を図 6 に示す．

以上の結果より，これらの検量線は RMS の算

出に利用可能であることが明らかとなった． 
そこで，化合物ごとに 3併行の検量線の傾き

の平均値を算出したところ，ナリンジンでは

10284 (4 メーカー（n=3 の平均値）の平均値）

（検出波長：283 nm），α－モノグルコシルナリ

ンジンは 11042（検出波長：283 nm），MHB で

は 8931 （検出波長：255 nm），カフェイン：5388 
(検出波長：274 nm), 11598 (検出波長：205 nm）

であることが判明した．得られたこれらのデー

タより，基準物質に対するナリンジン，α－モノ
グルコシルナリンジンの RMS を算出したとこ

ろ，表 3 に示す値であることが判明した．  
 
C-4）シングルリファレンス HPLC 法を用いた

グルコアミラーゼ処理後のナリンジンおよび

α－モノグルコシルナリンジンの定量および

総ナリンゲニン配糖体含量の算出 
次に，算出した RMS の妥当性を評価するた

め，酵素処理ナリンジン製品を用いて，常法

に従いグルコアミラーゼ処理により得られた

HPLC 用試験溶液を用いて，酵素処理ナリンジ

ンのグルコアミラーゼ処理後のナリンジンお

よび α－モノグルコシルナリンジンの含量につ

いて各基準物質および RMS を用いたシングル

リファレンス HPLC 法で算出し，各測定対象

物質を定量用標品とした絶対検量線法（従来

法）により算出された含量と比較した．試験

溶液のクロマトグラムを図 7 に示す． その結

果，シングルリファレンス HPLC 法において

は，表 4 に示すように基準物質の違いにより

ナリンジンおよびα－モノグルコシルナリン
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ジン含量に大きな違いは認められなかった．

また，シングルリファレンス HPLC 法により

得られた各測定対象物質の定量値は，各測定

対象物質の標品を用いた絶対検量線法（従来

法）の結果と大きな違いは認められなかっ

た．また，シングルリファレンス HPLC 法の

RSD は，すべてのデータにおいて 1.2％以下と

良好であった．以上の結果より，各基準物質

を定量用標品としたシングルリファレンス

HPLC 法は，グルコアミラーゼ処理後のナリン

ジンおよびα－モノグルコシルナリンジンの

定量に有効と考えられた．なお，グルコアミ

ラーゼ処理により遊離するα－グルコシル残

基量を別途定量し，上記の結果と合算して求

めた総ナリンゲニン配糖体量について，表 5
にそれぞれ示した． 
 
C-5）相対モル感度（RMS）を用いたシングル

リファレンス HPLC 法よるナリンゲニン 7-O-
グルコシドの定量 
 
C-5-1）1H-qNMR によるナリンゲニン 7-O-グ
ルコシドの純度測定 
表 1 に示す測定条件を用いて，一般試薬の

ナリンゲニン 7-O-グルコシドについて 1H-
qNMR を行った．なお，化学シフト値は，内

標準物質のメチルプロトンシグナルを基準

（DSS-d6：δ 0 ppm）とし，δ値を ppm単位で

表した．図 8 に示すように， 1H NMR スペクト

ル上，δ 2.70～5.60 ppm にアグリコン（ナリン

ゲニン）の 2位，3位及び糖部に由来するシグ

ナル，δ 6.00～7.50 ppm にアグリコン（ナリン

ゲニン）に由来するシグナルがそれぞれ観察

された．これらのうち，δ 7.28 ppm に観察され

たナリンゲニンの 2’位及び 6’位の水素に由来

するシグナルは，他の分子内並びに夾雑成分

に由来するシグナルと十分に分離されていた

ため，ナリンゲニン 7-O-グルコシドの定量用

シグナルとして適当と考えられた．そこで，

このシグナルより 3併行で調製されたナリン

ゲニン 7-O-グルコシド試薬の純度を算出した

ところ，90.5 ± 0.5 %であることが判明した．  
 

C-5-2）基準物質（MHB 及びカフェイン）に

対するナリンゲニン 7-O-グルコシドの RMS の

算出 

基準物質に対するナリンゲニン 7-O-グルコ

シドの RMS を算出するため， 1H-qNMR による

純度に基づいて調製されたナリンゲニン 7-O-
グルコシド試験溶液並びに認証値（純度）に基

づき調製された MHB 及びカフェイン試験溶液

を用いて，B-4-2 に示す HPLC 条件より PDA 検

出器が接続されたHPLCで分析を行った（図9）．
そして，得られた原点を通る各検量線の検量線

式の傾きの比（測定対象物質/基準物質）から基

準物質に対する測定対象物質の RMS を算出し

た．まず，各検量線の直線性を評価したところ，

ナリンゲニン 7-O-グルコシド，MHB，カフェイ

ンの全ての検体の検量線の決定係数は 0.9991～
1.00 と良好であることが確認された．ナリンゲ

ニン 7-O-グルコシド及び基準物質の代表的な

検量線を図 10 に示す．以上の結果より，これら

の検量線はRMSの算出に利用可能と判明した． 
そこで，化合物ごとに 3 併行の検量線の傾き

の平均値を算出したところ，ナリンゲニン 7-O-
グルコシドでは 10047（検出波長：283 nm），MHB
では 8931 （検出波長：255 nm），カフェイン：

5388 (検出波長：274 nm)及び 11598 (検出波長：

205 nm）であることが判明した．得られたこれ

らのデータより，基準物質に対するナリンゲニ

ン 7-O-グルコシドの RMS を算出したところ，

表 6 に示す値であることが判明した．  
 
C-6）酵素処理ナリンジン製品中の総ナリンゲ

ニン配糖体含量の定量における酵素処理の反

応効率の検討 
C-4 で示した方法とは異なるが，成分規格試

験法（案）における総ナリンゲニン配糖体含

量は，酵素処理ナリンジンのグルコアミラー

ゼ（500～2500単位）及びα－グルコシダーゼ

（15000～30000単位）処理後の「ナリンジン

の量」，「モノグルコシルナリンジンの量」，

「ナリンゲニン 7-O-グルコシドの量」及び

「遊離するα－グルコシル残基の量」の合計

値から求めることが規定されている．この成

分規格試験法（案）における検証を他機関が
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実施したところ，酵素処理ナリンジン製品 1
種（C2204）において，① 総ナリンゲニン配糖

体含量が 30.0％を下まわること及び②定量値

の再現性が良好ではないことが判明した．こ

の原因として，酵素処理ナリンジン類の酵素

加水分解反応が十分ではないことが示唆され

たことから，本研究では，酵素加水分解の反

応条件の最適化に向け，反応時間及び酵素の

添加量の両面で，その反応効率を検証した．

なお，前処理において，アクリル酸エステル

系吸着用樹脂による複数回のカラム精製によ

り得られる各溶出液（40 mL）は，すべて混ぜ

合わせ，均一にした後，その 20 mL を採取し

酵素加水分解反応に供した．また，反応時間

については，成分規格試験法（案）で示され

た 60 分に加え，90 分，120 分，グルコアミラ

ーゼ及びα－グルコシダーゼの添加量を規定

量の最大量で酵素加水分解を行い，① 酵素処

理後のナリンゲニン配糖体の量，② 酵素処理

後のα－グルコシル残基の量及び③ 総ナリン

ゲニン配糖体含量を算出した．各試験溶液の

クロマトグラムを図 11 に示す．その結果，表

7 に示すように，反応時間の違いにより，①，

②，③に大きな違いは認められなかった．そ

こで，グルコアミラーゼ及びα－グルコシダ

ーゼの添加量を規定量の最大量の 2倍として

同様の検討を行った．各試験溶液のクロマト

グラムを図 11 に示す． 表 8 に示すように，反

応時間の違いにより，各種含量に大きな差は

なく，また，表 7 に示す定量値とほぼ同等の

結果であった．なお，これらのクロマトグラ

ムを確認すると，保持時間が 5～6.5 分付近

に， グルコシルナリンジン類と考えられるピ

ークが検出されたが（付録 1），これらは S/N
が 10 またはそれを下まわっており，ナリンゲ

ニン配糖体の定量値に影響は及ぼさないもの

と考えられた．また，検討したすべての試験

溶液では，ナリンゲニン 7-O-グルコシドの量

は定量下限（S/N 10）である 0.1%以下であっ

た（表 7，表 8，付録 1）． 
 
【ヒマワリ種子抽出物】 
C-7）ヒマワリ種子抽出物の DPPH ラジカル 

消去活性に関する検討 
ヒマワリ種子抽出物の成分規格（案）にお

ける確認試験法として，精油除去ウイキョウ

抽出物（酸化防止剤）における確認試験法

（案）で採用されている DPPH 法を参考に，

その適用性を検討した． 
まず，各種濃度のヒマワリ種子抽出物試験

溶液（濃度：0.5，1.0，1.5，2.0 および 2.5㎎
/mL）を用いて，DPPH 法の測定手順および直

線性を評価した．その結果，図 12 に示すよう

に，ヒマワリ種子抽出物の検討した試験溶液

の濃度において，濃度とその DPPH ラジカル

消去活性には良好な直線性が認められ（決定

係数：0.9975），検討した濃度範囲であれば，

DPPH ラジカル消去活性を適切に評価できるこ

とが明らかとなった．なお，この回帰直線か

ら求められる DPPH ラジカル消去活性（IC50）

は，約 2 mg/mL であることが確認された．確

認試験法を規定する場合，活性値がおおよそ

50%となる濃度を試験溶液濃度とすると，今回

のヒマワリ種子抽出物製品の結果より，測定

で用いる試料の秤取量は 40 mg（40 mg（秤量

値）/20 mL（試料溶液量））が適切と考えられた． 
 
C-8）HPLC による確認試験法の確立に向けた

ヒマワリ種子抽出物分析における測定条件の

検討 
次に，ヒマワリ種子抽出物の成分規格

（案）において，指標成分が当該添加物に含

まれていることを確認するために，HPLC を用

いた確認試験法が規定される予定である．そ

こで，この確認試験法（案）で規定されてい

る測定条件の適用性を評価するため，4 種のカ

ラムを使用してヒマワリ種子抽出物製品を分

析した．その結果，図 13に示すように，5分以
降に溶出される主要な 4種のピークが確認され
た．ただし，2種のカラム（Separar C18Gおよび
Mightysil RP-18 GP Ⅱ）において，ピーク 2および
3の分離度が 0.75以下であることが確認された．
そこで，移動相（0.1％ギ酸/メタノール）の組成比を
75/25から 80/20に変更し再度分析を行った．その
結果，図 14に示すようにすべてのカラムにおい
て，ピーク 2および 3の分離度が 1.5以上であり，
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またヒマワリ種子抽出物に含まれる主要な 4成分
すべてが良好に分離されることが確認された．以

上の結果より，確認試験法（案）で示されている測

定条件のうち，移動相（0.1％ギ酸/メタノール）の組
成比を 75/25から 80/20へ変更する必要があると
考えられた． 
 
C-9）ヒマワリ種子抽出物中の抗酸化性に対す

る主要成分の寄与率の検討 
 次に，ヒマワリ種子抽出物の成分規格

（案）と実試料の整合性やヒマワリ種子抽出

物中の抗酸化性に対する主要成分の寄与率 9-10

を明らかにするための検討を行った． 
 まず，B-7-1-1 に示すヒマワリ種子抽出物試

験溶液について，C-8 で示す 0.1％ギ酸/メタノ
ール= 80/20 を移動相とする HPLC 条件を用い

て分析したところ，図 15 に示すようにクロマ

トグラムが得られ，定量用標品との直接比較

により，ピーク 1 が 3-O-カフェオイルキナ

酸，ピーク 2 がクロロゲン酸，ピーク 3 が 4-
O-カフェオイルキナ酸，ピーク 4 がカフェ酸

であることが確認された．なお，保持時間 3
分のピークについては測定の度に面積値が大

きく変動することから，単一の成分ではない

可能性があると考えられた．また，成分規格

（案）で示されているイソクロロゲン酸につ

いては，当該試料では検出されなかった． 
 そこで， これら 4 成分を対象に，ヒマワリ

種子抽出物中の抗酸化性に対する寄与率を求

めることとした．寄与率の算出に当たり，① 4
成分およびヒマワリ種子抽出物の DPPHラジカ

ル消去活性，② 4 成分およびヒマワリ種子抽出

物のトロロックス等価活性（TEAC）および③ヒ

マワリ種子抽出物中の 4 成分の含量（％）につ

いて検討を行った． 4 成分およびヒマワリ種子

抽出物の DPPH ラジカル消去活性を図 16 およ

び表 9 に，4 成分の検量線を図 17 に，4 成分お

よびヒマワリ種子抽出物のトロロックス等価

活性（TEAC）を表 10，ヒマワリ種子抽出物中

の 4 成分の含量（％）を表 11 にそれぞれ示し

た．そこでこれらの結果に基づいて，ヒマワリ

種子抽出物中の抗酸化性に対する主要な 4 種の

成分の寄与率を求めたところ，含量の多い順に

クロロゲン酸は 41.2%，4-O-カフェオイルキナ

酸は 18.8%，3-O-カフェオイルキナ酸は 16.8%，

カフェ酸は 9.8%であることが判明し，これら 4
種の寄与率の合計は 86.6%であった． 
 
D. 結論 
本研究では， 既存添加物の成分規格試験法の

効率化，精度の向上ならびに試験法が未設定で

ある既存添加物の分析法の確立を目的に，酵素

処理ナリンジンおよびヒマワリ種子抽出物を

対象に検討を行った．酵素処理ナリンジンの検

討では，1H-qNMRに基づく相対モル感度（RMS）
を用いたシングルリファレンスHPLC法の当該

分析への応用に関する検討を実施し，基準物質

である4－ヒドロキシ安息香酸メチル及びカフ

ェインに対するナリンギン，α－モノグルコシ

ルナリンジンおよびナリンゲニン 7-O-グルコ

シドのRMSを明らかにした．また，実試料を用

いた検討において，シングルリファレンス

HPLC法により得られたナリンギンおよびα－

モノグルコシルナリンジンの定量値は従来法

と大きな違いは認められなかった．従って，今

回求められた各基準物質に対する測定対象物

質のRMSを用いたシングルリファレンスHPLC
法より，酵素処理ナリンジン中の総ナリンゲニ

ン配糖体量を求める際に必要なナリンギンお

よびα－モノグルコシルナリンジンの含量を

正確に定量可能であることが判明した．さらに，

成分規格試験法（案）におけるグルコアミラー

ゼ及びα－グルコシダーゼによる酵素加水分

解反応の最適化に向け，その反応効率を検証し

た．その結果，反応時間及び添加する酵素量と

もに規定値の2倍としても，定量値に大きな違

いは認められなかった．なお，本研究において

使用した酵素処理ナリンジン製品（C2204）の総

ナリンゲニン配糖体含量は，規格値を満たして

いない．この原因は不明ではあるが，前処理に

おけるカラム精製時の洗浄液へのナリンジン

配糖体の溶出は認められないことから，この操

作での損失はないものといえる．また，酵素処

理後の試験溶液に残存するグルコシルナリン

ジン類の含量は非常に少ないこと，ナリンゲニ

ン 7-O-グルコシドの量は定量下限である0.1%
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以下であること並びに他機関の検証における

総ナリンゲニン配糖体含量と本研究で明らか

にした各種反応条件における同含量は近似し

たことを考え合わせると，成分規格試験法（案）

において規定されている酵素加水分解の反応

条件について，反応時間，酵素添加量には問題

はないものと考えられた 
ヒマワリ種子抽出物では，本研究では，既

存添加物の成分規格（案）の最適化を目指し

て，ヒマワリ種子抽出物を対象に検討を行っ

た．その結果，DPPH ラジカル消去活性を指標

とする確認試験法においては，精油除去ウイ

キョウ抽出物の成分規格（案）で示されてい

る方法をおおよそ準用可能ではあるが，試料

秤取量は 40 mg が適切と考えられた．また，

HPLC による確認試験法においては，ヒマワリ

種子抽出物の成分規格（案）で示されている

HPLC 条件のうち，移動相を 0.1％ギ酸/メタノー
ル= 80/20へ変更する必要があると考えられた．さ
らに，食品添加物製品 1種の分析を行ったところ，
主要成分はクロロゲン酸，4-O-カフェオイルキナ
酸，3-O-カフェオイルキナ酸およびカフェ酸である
ことが判明し，これらの抽出物の抗酸化性対する

寄与率は 86.6%であることが明らかとなった．今回
はヒマワリ種子抽出物 1 製品のみの検討ではあ

るものの，成分規格（案）に示されているイ

ソクロロゲン酸類は検出されなかったこと，

一方でカフェ酸が検出され，この化合物も抗

酸化性に寄与することから，今後，他の製品

についても検討を行い，成分規格（案）の記

載の最適化を進めていく必要があると考えら

れた． 
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図 1  酵素処理ナリンジン（食品添加物製品）の HPLC クロマトグラム（分取） 
HPLC 条件（分取 HPLC 条件 1） 
カラム：Develosil ODS-UG-5 （10 × 250 mm，粒子径 5 µm，野村化学株式会社製），カラム温度：45℃， 
検出波長：283 nm，流速：3.0 mL/min，溶離液：15%アセトニトリル 
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図 2  Fr.A の HPLC クロマトグラム（分取） 

HPLC 条件（分取 HPLC 条件 2） 
カラム：Develosil ODS-UG-5 （4.6 × 250 mm，粒子径 5 µm，野村化学（株）製），カラム温度：40℃， 
検出波長：283 nm，流速：1.0 mL/min，溶離液：15%アセトニトリル 
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図 3  ナリンジンの化学構造および 1H-qNMR スペクトル 

測定溶媒：DMSO-d6，*：定量用シグナル (H-2’ and H-6’) 
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図 4  α－モノグルコシルナリンジンの化学構造および 1H-qNMR スペクトル 

測定溶媒：DMSO-d6，*：定量用シグナル (H-2’ and H-6’) 
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図 5   ナリンジン（a），α－モノグルコシルナリンジン（b），MHB（c），カフェイン

（d および e）の HPLC クロマトグラム 
HPLC 条件 
カラム：COSMASIL 5C18-MS-Ⅱ (4.6×250 mm，粒子径 5 µm)（（株）ナカライテスク製），カラム 
温度：40 ℃，検出波長：283 nm（ナリンジン(a)および α－モノグルコシルナリンジン (b)），255 nm（MHB (c)），274 
nm （カフェイン (d)），205 nm （カフェイン (e)），移動相：水／アセトニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），流

速：1.0 mL/min  
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図 6   ナリンジン（a），α－モノグルコシルナリンジン（b），MHB（c），カフェイン

（d および e）の代表的な検量線 

(d)：274 nm のデータより作成した検量線，(e)：205 nm のデータより作成した検量線 

 

 

 

 

 

R² = 1.00 

0

3000000

6000000

0 250 500

R² = 1.00 

0

3000000

6000000

0 250 500

R² = 1.00 

0

2500000

5000000

0 250 500

R² = 1.00

0

1500000

3000000

0 250 500

R² = 0.9991 

0

3500000

7000000

0 250 500

(a) (b)

(c) (d)

(e)

Pe
ak

 a
re

a

Pe
ak

 a
re

a

Concentration (µmol/L) Concentration (µmol/L)

Concentration (µmol/L) Concentration (µmol/L)

Concentration (µmol/L)

Pe
ak

 a
re

a

Pe
ak

 a
re

a

Pe
ak

 a
re

a

064



 

図 7  試験溶液の HPLC クロマトグラム 
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図 8  ナリンゲニン 7-O-グルコシドの化学構造及び 1H-qNMR スペクトル 

測定溶媒：DMSO-d6，*：定量用シグナル (H-2’ and H-6’) 
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図 9   ナリンゲニン 7-O-グルコシド（a）， MHB（b），カフェイン（c 及び d）の HPLC

クロマトグラム 
 
HPLC 条件 
カラム：COSMASIL 5C18-MS-Ⅱ (4.6×250 mm，粒子径 5 µm)（（株）ナカライテスク製），カラム温度：40 ℃， 
検出波長：283 nm（ナリンゲニン 7-O-グルコシド(a)），255 nm（MHB (b)），274 nm （カフェイン (c)），205 nm （カ

フェイン (d)），移動相：水／アセトニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），流速：1.0 mL/min  
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図 10   ナリンゲニン 7-O-グルコシド（a）， MHB（b），カフェイン（c 及び d）の 

代表的な検量線 

(c)：274 nm のデータより作成した検量線，(d)：205 nm のデータより作成した検量線 
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図 11  各試験溶液及び標準溶液の HPLC クロマトグラム 
1. モノグルコシルナリンジン，2. ナリンジン，3. ナリンゲニン 7-O-グルコシド 
HPLC 条件 
カラム：COSMASIL 5C18-MS-Ⅱ (4.6×250 mm，粒子径 5 µm)（（株）ナカライテスク製），カラム温度：40 ℃， 
検出波長：283 nm，移動相：水／アセトニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），流速：1.0 mL/min  
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〇 図 11 のクロマトグラムについて 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  酵素 

  反応時間 添加量 

(a) 60 規定量の最大量 
(b) 90 規定量の最大量 
(c) 120 規定量の最大量 
(d) 60 規定量の最大量の 2倍 
(e) 90 規定量の最大量の 2倍 
(f) 120 規定量の最大量の 2倍 
   

(g) 溶出液（酵素未処理） 
(h) 洗浄液（酵素処理） 
(i) ナリンジン 
(j) モノグルコシルナリンジン 
(k) ナリンゲニン 7-O-グルコシド 

070



 

図 12  ヒマワリ種子抽出物の DPPH ラジカル消去率 
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図 13   各種カラムにおけるヒマワリ種子抽出物製品のクロマトグラム 
 
HPLC 条件 

移動相： 0.1％ギ酸/メタノール＝75/25，流速：1.0 mL/min，カラム温度：40℃，検出波長：320 nm，注入量：10 µL 
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図 14   各種カラムにおけるヒマワリ種子抽出物製品のクロマトグラム 
HPLC 条件 

移動相： 0.1％ギ酸/メタノール＝80/20，流速：1.0 mL/min，カラム温度：40℃，検出波長：320 nm，注入量：10 µL 
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図 15 ヒマワリ種子抽出物（a），クロロゲン酸（b），3-O-カフェオイルキナ酸（c），

4-O-カフェオイルキナ酸（d），カフェ酸（e）のクロマトグラム 
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図 16 ヒマワリ種子抽出物および各成分の DPPH ラジカル消去活性 
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図 17   3-O-カフェオイルキナ酸，4-O-カフェオイルキナ酸，クロロゲン酸，カフェ酸

の代表的な検量線 
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表 1 純度測定における 1H-qNMR 条件 

 

装置   JEOL ECA 500 spectrometer 

スペクトル幅  15 ppm（-2.5－12.5 ppm） 

データポイント数  32768 

オートフィルター  on（eight times） 

取り込み期間  4.37 秒 

フリップ角  90° 

取り込み待ち時間  60 秒 

スキャン回数  8 

スピニング  off 
13Ｃデカップリング  Multi-pulse decoupling with phase and frequency switching 

（MPF-8） 

―――――――――――――――――――――――――――――――― 
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表 2 1H-qNMR より算出されたナリンジンおよび α－モノグルコシルナリンジンの 

各検体の純度（%） 

 
 メーカー名 検体 1 検体 2 検体 3 

ナリンジン 

Acros Organics 91.9 92.7 83.7 
シグマ 

アルドリッチ 90.4 90.7 89.2 

東京化成工業 88.0 88.4 85.7 
富士フイルム

和光純薬 85.1 88.6 89.9 

α－モノグルコシル

ナリンジン 
（単離品） 75.8 65.2 82.5 
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表 3 各基準物質に対するナリンジン，α－モノグルコシルナリンジンの RMS 

 

 
  

基準物質 

MHB 
カフェイン 

ナリンジン  検出波長 
274 nm 

 検出波長 
205 nm 

測
定
対
象
物
質

 

ナリンジン 1.15 1.91 0.89 - 

α－モノグルコシル
ナリンジン 1.24 2.05 0.95 1.07 
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表 4  シングルリファレンス HPLC 法および従来法におけるナリンジンおよびα－モノ

グルコシルナリンジン含量の比較 

 

（a） 基準物質：MHB 

   シングルリファレンス

HPLC 法 
従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 

ナリンジン 1.7 1.2 1.7 1.2 

α－モノグルコシルナリンジン 4.9 0.8 4.9 0.8 

 

(b)  基準物質：カフェイン（検出波長：274 nm） 

 シングルリファレンス

HPLC 法 
従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 
ナリンジン 1.7 1.2 1.7 1.2 

α－モノグルコシルナリンジン 4.9 0.8 4.9 0.8 

 

（c）基準物質：カフェイン（検出波長：205 nm） 

 シングルリファレンス

HPLC 法 
従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 
ナリンジン 1.7 1.2 1.7 1.2 

α－モノグルコシルナリンジン 5.0 0.8 4.9 0.8 

 

(d) 基準物質：ナリンジン 

 シングルリファレンス

HPLC 法 
従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 
α－モノグルコシルナリンジン 4.9 0.8 4.9 0.8 
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表 5  両法における総ナリンゲニン配糖体量の比較 

（a） 基準物質：MHB 

 シングルリファレンス

HPLC 法 従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 
ナリンジン 1.7 1.2 1.7 1.2 

α－モノグルコシルナリンジン 4.9 0.8 4.9 0.8 
α－グルコシル残基 5.6 1.4 5.6 1.4 

総ナリンゲニン配糖体 12.2 1.1 12.2 1.1 

 

(b)  基準物質：カフェイン（検出波長：274 nm） 

 シングルリファレンス

HPLC 法 従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 
ナリンジン 1.7 1.2 1.7 1.2 

α－モノグルコシルナリンジン 4.9 0.8 4.9 0.8 
α－グルコシル残基 5.6 1.4 5.6 1.4 

総ナリンゲニン配糖体 12.2 1.1 12.2 1.1 

 

（c）基準物質：カフェイン（検出波長：205 nm） 

 シングルリファレンス

HPLC 法 従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 

ナリンジン 1.7 1.2 1.7 1.2 
α－モノグルコシルナリンジン 5.0 0.8 4.9 0.8 

α－グルコシル残基 5.6 1.4 5.6 1.4 
総ナリンゲニン配糖体 12.2 1.1 12.2 1.1 

 

(d) 基準物質：ナリンジン 

 シングルリファレンス

HPLC 法 従来法 

 含量（％） RSD（％） 含量（％） RSD（％） 

ナリンジン 1.7 1.2 1.7 1.2 

α－モノグルコシルナリンジン 4.9 0.8 4.9 0.8 

α－グルコシル残基 5.6 1.4 5.6 1.4 

総ナリンゲニン配糖体 12.2 1.1 12.2 1.1 
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表 6 各基準物質に対するナリンゲニン 7-O-グルコシドの RMS 

 

  基準物質 

 
MHB 

  カフェイン 

     検出波長 
274 nm 

 検出波長 
205 nm 

ナリンゲニン 7-O-グルコシド 1.13   1.87 0.87 
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表 7 酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量（グルコアミラーゼ：2500 単位，α-グルコシダーゼ：30000 単位） 

 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.3 0.1 3.3 0.01 3.4 0.03 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
7.1 0.2 7 0.02 7.2 0.1 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       

酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
10.5 0.3 10.2 0.02 10.6 0.1 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.7 0.5 14.5 0.6 14.0 0.3 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 25.2 0.3 24.7 0.6 24.6 0.4 

 

定量では，1H-qNMRの結果に基づいて調製されたナリンジン標準溶液を使用した 
（純度：85.2%） 
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表 8 酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量の 2 倍（グルコアミラーゼ：5000 単位，α-グルコシダーゼ：60000 単位） 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.2 0.1 3.1 0.03 3.2 0.2 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
7.0 0.1 6.8 0.1 7.1 0.3 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       

酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
10.2 0.2 9.9 0.2 10.3 0.5 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.0 0.4 14.5 0.5 14.0 0.9 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 24.1 0.5 24.4 0.7 24.4 0.4 

 
定量では，1H-qNMRの結果に基づいて調製されたナリンジン標準溶液を使用した 
（純度：85.2%） 
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表 9 ヒマワリ種子抽出物および各成分の DPPH ラジカル消去活性 （n=3） 

 

  IC50 
（µg/mL） 

RSD 
(%) 

3-O-カフェオイルキナ酸 63.5 1.8 

4-O-カフェオイルキナ酸 59.0 2.7 

クロロゲン酸 32.9 3.2 

カフェ酸 16.5 0.1 

トロロックス 61.2 1.3 

ヒマワリ種子抽出物 1713 1.7 

 

 

表 10  3-O-カフェオイルキナ酸，4-O-カフェオイルキナ酸，クロロゲン酸，カフェ酸の

TEAC  

 

  TEAC 

3-O-カフェオイルキナ酸 0.96 

4-O-カフェオイルキナ酸 1.04 

クロロゲン酸 1.86 

カフェ酸 3.70 
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表 11  ヒマワリ種子抽出物に含まれる主要成分の含量（%）（n=3） 

 

  含量 
（%） 

RSD 
(%) 

3-O-カフェオイルキナ酸 0.62 1.1 

4-O-カフェオイルキナ酸 0.65 0.5 

クロロゲン酸 0.79 0.4 

カフェ酸 0.09 0.3 
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付録 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

試験溶液(図 4 (a))の HPLCクロマトグラム，拡大図等 

1. モノグルコシルナリンジン，2. ナリンジン，3. ナリンゲニン 7-O-グルコシド 
 
HPLC 条件 
カラム：COSMASIL 5C18-MS-Ⅱ (4.6×250 mm，粒子径 5 µm)（（株）ナカライテスク製），カラム温度：40 ℃， 
検出波長：283 nm，移動相：水／アセトニトリル／酢酸混液（8000：2000：1），流速：1.0 mL/min  
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付録 2 

 

酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量（グルコアミラーゼ：2500 単位，α-グルコシダーゼ：30000 単位） 

（ナリンジン定量用標品の純度を 100%として計算） 

 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.9 0.1 3.8 0.01 3.9 0.04 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
8.4 0.2 8.2 0.03 8.5 0.1 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       
酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
12.3 0.3 12.0 0.04 12.4 0.1 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.7 0.5 14.5 0.6 14.0 0.3 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 27 0.3 26.5 0.6 26.4 0.4 
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付録 3 

 

酵素反応時間の違いによる検体（C2204）中の各種含量の比較（n=3） 

酵素の添加量：規定値の最大量の 2 倍（グルコアミラーゼ：5000 単位，α-グルコシダーゼ：60000 単位） 

（ナリンジン定量用標品の純度を 100%として計算） 

 

  

酵素反応時間   
60 min 90 min 120 min 

平均 
標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 
平均 

標準 

偏差 

酵素処理後のナリンジンの量（％） 3.8 0.1 3.7 0.04 3.8 0.2 
酵素処理後のモノグルコシル 

ナリンジンの量（％） 
8.2 0.2 8.0 0.1 8.3 0.4 

酵素処理後のナリンゲニン 

 7- O-グルコシドの量（％） ＜0.1   ＜0.1   ＜0.1   
       

酵素処理後のナリンゲニン 

配糖体の量（％） 
12.0 0.3 11.7 0.2 12.1 0.6 

酵素処理により遊離する 

α－グルコシル残基の量（％） 14.0 0.4 14.5 0.5 14.0 0.9 

              

ナリンゲニン配糖体含量（％） 26.6 0.3 26.1 0.8 26.2 0.6 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2年度〜令和4年度 総合分担研究報告書 
「試験法及び分析法の開発」及び「既存添加物の有効成分の解明」 

～外部標準法定量 NMR の自動測定スクリプトの開発及び 
ニガヨモギ抽出物と乾留抽出物添加物の成分分析～ 

研究分担者 西﨑雄三 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 主任研究官 

 
研究協力者 
石附京子 国立医薬品食品衛生研究所 
加藤菜帆 日本大学 
吉村弘伸 日本電子（株） 
松熊伸也 日本電子（株） 
朝倉克夫 日本電子（株） 
末松孝子 日本電子（株） 
中島馨  国立医薬品食品衛生研究所 
増本直子 国立医薬品食品衛生研究所 
杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 

 
A. 研究目的 
1) 近年，試験に用いる試料や試薬の絶対純度

の把握が重要視されている．誰もが簡便に絶

対純度を算出できる手法として外部標準法定

量 NMR（EC-qNMR）が挙げられた．しかしな

がら，EC-qNMR で正確な純度を算出するため

には，qNMR 測定の前に 90°パルス幅（pw90）
を校正する必要があるため，試料が複数ある

場合，分析者は NMR 装置の前に拘束されるこ

とになる．この問題を解消するために，本研

研究要旨 既存添加物の品質向上に資する研究として，1) 試験法及び分析法の開発及び 2) 既
存添加物の有効成分の解明を実施した． 
1) 近年，試験に用いる試料や試薬の絶対純度の把握が重要視されていることを考慮し，誰もが

簡便に純度測定できる分析法として外部標準法定量NMR（EC-qNMR）が挙げられた．しかし

ながら，EC-qNMRで正確な純度を算出するためには，qNMR測定の前に90°パルス幅（pw90）
を校正する必要があるため，試料が複数ある場合，分析者はNMR装置の前に拘束されることに

なる．本研究ではこの問題を解消するために，EC-qNMRを完全自動化するスクリプトを開発

した．本研究成果は，あらゆる分野における分析結果の信頼性向上が期待される．今後は本ス

クリプトの社会実装を進める予定である．  
2) 天然苦味料であるニガヨモギ抽出物及び乾留抽出物添加物である木酢液，チャ乾留物，モウ

ソウチク乾留物の成分分析を実施した．ニガヨモギ抽出物に対してLC/MS分析を実施した．ニ

ガヨモギ抽出物は，苦味成分としてabsinthin，anabsin及びanabsinthinを含んでいた．その他の成

分としてフラボノイドであるartemetin，またリグナンであるyangambin，epiyangambin，
diayangambin，sesartemin，episesartemin A，episesartemin B及びdiasesarteminの7成分が確認され

た．木酢液，チャ乾留物，モウソウチク乾留物に対してGC/MS分析を実施した．これら乾留物

は，原料の熱分解に由来するカルボニル化合物，フラン類，ピラン類，フェノール類及び含窒

素化合物を含んでいた．これらの成分について，添加物製品中の含量を算出したところ，最大

で0.5%，合算で1～4%程度と微量であった．これらの品目は全て，第9版食品添加物公定書（以

下，公定書）に未収載であるため，公的な成分規格の設定が急務となっている．したがって，

本研究成果は成分規格を設定に資する根拠データといえる．今後は，本研究成果を添加物事業

者と共有し，具体的な成分規格案の作成を進める予定である． 
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究は EC-qNMR 測定を完全自動化するスクリプ

トを開発することとした． 
2) 食品添加物公定書に未収載の既存添加物 1)に

ついては，成分規格案作成のための根拠デー

タの集積が必要不可欠である．本研究では，

ニガヨモギ抽出物及び乾留抽出物添加物であ

る木酢液，チャ乾留物，モウソウチク乾留物

を対象に，LC/MS 及び GC/MS による成分分析

を実施することとした． 
 
B. 研究方法 
1) 日本電子と共同で自動測定スクリプトを作

成し，国立医薬品食品衛生研究所（国立衛

研）の 3台の NMR 装置（すべて 1H の共鳴周

波数が 600 MHz）にインストールし，動作確

認を行った．また，認証標準物質 DSS-d6（Cat 
No 044-31671，92.4%）及びマレイン酸

（MA，Cat No 135-17951，99.9%）を用いて，

自動測定スクリプトで得られる EC-qNMR の定

量精度を確認した． 
プローブの応答能を示す Q値は，以下の式

（1）から算出した． 

Q value = S×pw90/H/Molar Conc. （1） 

S, absolute integral value; pw90, 90°pulse width; 
H, number of protons; Molar Conc., concentration 
(mol/L).  
 
2) 日本食品添加物協会を通じて入手したニガ

ヨモギ抽出物，木酢液，チャ乾留物，モウソ

ウチク乾留物を試料として用いた．LC/MS 分

析は，Waters 社製 ACQUITY UPLC-Xevo G2 
Qtof を用いて，主要成分の精密質量 MS を明ら

かにし，成分を同定した．GC/MS 分析は，

7890B GC system（アジレント・テクノロジー

製）及び JMS-Q1500GC（日本電子製）を用い

た．また，定量分析における標準品は，試薬

会社から購入したものを使用した． 
LC/MS 分析 
装置，ACQUITY UPLC H-CLASS（Waters 社
製）及び Xevo G2 QTof（Waters 社製）；カラ

ム，ACQUITY UPLC BEH C18（2.1×100 mm，

1.7μm，Waters 社製）；カラム温度，40℃；A

液，10 %メタノール水溶液；B液，メタノー

ル；グラジエント，0.0 min（60：40）→20.0 
min（60：40）→50 min（30：70）→60 min
（0：100）；流速，0.2 mL/min；測定波長，210 
nm；注入量，2 μL；ソース温度，120℃；脱溶
媒温度，450 ℃；脱溶媒ガス流量，800 L/hr；
コーンガス流量，50 L/hr；キャピラリー電

圧，2.5 kV；コーン電圧，30 V；走査範囲，

m/z 100～1000；イオン化モード，ESI（pos.）． 
GC/MS分析 
装置，7890B GC system（アジレント・テク

ノロジー製）及び JMS-Q1500GC（JEOL製）；

カラム，DB-5MS（30 m×0.25 mm，膜厚 0.25 
µm，アジレント・テクノロジー製）；昇温条

件，30℃（5 分間保持）→⊿10℃/min→300℃
（5 分間保持）；注入口温度，250℃；キャリア

ーガス，He；流量，1.0 mL/min；スプリット

比，20：1；注入量，1 μL；Q-Pole温度，

100℃；イオン源温度，230℃；トランスファ

ーライン温度，250℃；イオン化法，EI；scan
モード，m/z 20～400；SIM モード． 
 
C. 結果及び考察 
1) pw90 校正は，EC-qNMR を精度よく実施す

るための重要な手順である．pw90 は，プロー

ブを最適化した状態で実施する必要があり，

すなわち，チューニング及びマッチング

（T&M）を実行した後に pw90 を校正する必

要がある．一般に pw90 の校正には，緩和時間

T1の影響が小さい pw360付近をアレイ測定

し，手動でヌルポイントを探す方法が一般的

だが，この方法は，EC-qNMR の完全自動化と

いう本研究の目的から脱線しているため，採

用しないこととした．そこで，Kurimoto らが

報告したカーブフィッティングによるパルス

幅校正法（MUSASHI）を採用することとした
2)．具体的には，pw90～pw450 をアレイ測定し

た後，分光計が各パルス幅におけるシグナル

強度をプロットし，正弦曲線とのフィッティ

ングを行うことで，自動的に pw90 が校正する

ようにした．アレイ測定時は，オフレゾナン

ス効果による正弦曲線の歪みを除去するた

め，任意のシグナルを照射中心として設定す

091



る必要がある．理論的には，どのシグナルを

照射中心として設定しても，得られる pw90 は

同じである．そこで，分光計がアレイ測定時

の照射中心を簡単に選択できるようにするた

め，アレイ測定前に Scout scan（1 スキャンの
1H 測定）を実行させて，このときに得られる

スペクトル上の，最も S/N の大きいシグナル

が照射中心となるように，スクリプトを開発

することとした． 
pw90 校正の際に実行される，Scout scan 及び

アレイ測定の両パルスシークエンスについ

て，測定条件の検討を行うこととした．Scout 
scan では，1H核の共鳴周波数領域を網羅でき

るよう，照射中心を 5 ppm，観測幅を 25 ppm
（データクリップ後 20 ppm）とした．データ

ポイント数は 16,384 とし，積算回数は 1回に

設定した．これらの測定条件は，オペレータ

ーが変更できない固定のパラメーターとし

た．また，13Cデカップリングの有無は，Scout 
scan の S/N の大きいシグナルを見つけるとい

う目的と関係がなく，また 13Cデカップリング

時の熱の発生をなくすため，常に OFF となる

よう固定した．上記測定条件下での FID取り
込み時間（AQ）は，400MHz，600MHz 及び

800MHz の装置でそれぞれ 1.64 sec，1.09 sec 及
び 0.82 sec である．一部のシグナルでは，FID
が減衰しきらないと想定されるため，FID の処

理として，窓関数は台形関数のみを適用する

こととした． 
アレイ測定では，照射中心は Scout scan で選

択された最も S/N の大きいシグナル，観測幅

1.25 kHz（データクリップ後 1 kHz）とした．

データポイント数は 1,024 とし，積算回数は各

1回に設定した．熱の発生により，アレイ測定

後に描かれる正弦曲線が歪む可能性があるた

め，13Cデカップリングは常に OFF とした．こ

れらの測定条件は，Scout scan と同様に，固定

のパラメーターとした．このときの AQ は，磁

場に関係なく 0.82 sec となり，窓関数は Scout 
scan と同様に，台形関数のみの適用とした．

遅延時間や変化させるパルス幅はオペレータ

ーが任意に変更できるように設定した（図

１）． 

開発した自動測定スクリプトの動作確認を

実施した．pw90 校正の前後両方でチューニン

グを重複して実行するという不具合が確認さ

れたが，複数の Jobメソッドを組み合わせるこ

とでこの問題を回避し，適切な測定手順に従

った EC-qNMR の完全自動化が可能となった．

自動測定スクリプトを利用した際の EC-qNMR
の定量精度は，プローブの応答能である DSS-
d6及び MA の Q値をモニタリングすることで

算出した．装置によっては RSD が 2.5%となる

場合もあったが，測定回数を増やし，これら

の平均を採用すると，正確な絶対純度が算出

できると期待できた．本研究で開発したスク

リプトを利用することで，既存添加物の成分

規格作成に関する研究業務の迅速化が期待で

きる． 
 
2) ニガヨモギ抽出物 3製品について LC/MS
分析を実施したところ，1～11 の主要なピーク

が観察された(図２)．これらの PDA スペクト

ル及び MS スペクトルは試料間で一致した．こ

のことから，成分 1～11 はニガヨモギに共通し

た成分と考えられた．また，A650 と C2232 の

入手年は，それぞれ 2005 年と 2021 年である

が，クロマトパターンに大きな差異がなかっ

たことから，2005 年から現在にかけて，ニガ

ヨモギ抽出物の基原・製法・本質は変わって

いないが支持された． 
LC/MS 分析で得られた m/z の値から成分 1～

11 の同定を試みた． 
成分 1 は m/z 519.2721 を与えた．元素組成分

析の結果，分子式として C30H40O6Na が考えら

れ，観測された m/z は absinthin C30H40O6の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた．

別に absinthin 標品を用いて，保持時間，PDA
スペクトル及び MS スペクトルの比較を行った

ところ，すべて一致し，成分 1 を absinthin と

同定した． 
成分 2 は m/z 535.2667 を与えた．元素組成分

析の結果，分子式として C30H40O7Na が考えら

れた．観測された m/z は anabsin C30H40O7の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた． 
成分 3 は m/z 519.2721 を与えた．元素組成分
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析の結果，分子式として C30H40O6Na が考えら

れた．観測された m/z は anabsinthin C30H40O6の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた． 
成分 4～6 はいずれも m/z 469.1821 を与え

た．分子式として C24H30O8Na，また互いに異

性体と考えられたことから，観測された m/z は
C24H30O8の [M+Na]+ に相当する分子イオン，す

なわち，yangambin，epiyangambin 及び

diayangambin と考えられた． 
 成分 7～10 は m/z 453.1529 を与えた．分子式

として C23H26O8Na，また互いに異性体と考え

られたことから，観測された m/z は C23H26O8の 
[M+Na]+ に相当する分子イオン，すなわち

sesartemin，episesartemin A，episesartemin B 及

び diasesartemin と考えられた．このうち，

Sesartemin はニガヨモギから単離された報告が

あり 3)，すべての成分がニガヨモギ属で報告さ

れている 4)． 
成分 11 は m/z 411.1055 を与えた．元素組成

分析の結果，分子式として C20H21O8が考えら

れ，観測された m/z は artemetin C20H20O8の 
[M+H]+ に相当する分子イオンと考えられた．

別に，この成分を単離・精製して NMR に付し

たところ，artemetin に由来する 1Hシグナルを

確認できたことから，成分 11 を artemetin と同

定した． 
以上の同定及び推定の結果から，ニガヨモ

ギ抽出物はセスキテルペンラクトンである

absinthin，anabsin 及び anabsinthin を含んでお

り，これらが本抽出物の本質，すなわち苦味

成分であり，成分規格試験の指標成分として

有用と考えられた．その他の成分としてはフ

ラボノイドである artemetin，またリグナンで

ある yangambin，epiyangambin，
diayangambin，sesartemin，episesartemin A，

episesartemin B 及び diasesartemin の 7 成分が確

認された（図３）． 
標品が市販されている苦味成分 absinthin を

本抽出物の指標成分として，HPLC 分析及び

TLC 分析を検討した．HPLC 分析では，

absinthin の絶対検量線が良好な直線性を示すこ

とから，成分規格試験の定量法及び確認試験

としての運用が期待できたが，別に absinthin

標品の規格化が必要であり，その際，absinthin
標品の価格や絶対純度について考慮する必要

があった．TLC 分析では順相条件及び逆相条

件について検討した．両条件とも absinthin の

濃度に比例した明瞭なスポットが確認できた

ことから，標品を用いずとも Rf値を規定する

ことにより，absinthin の確認試験を設定できる

と考えられた（図４）．本研究成果をもとにニ

ガヨモギ抽出物の成分規格試験の作成を進め

ていくこととした． 
 乾留抽出物添加物について GC/MS による

成分分析を実施したところ，クロマトグラム

上に多数のピークが観察された．これらの MS
スペクトルについて，NISTライブラリと照合

した結果，原料の熱分解に由来するカルボニ

ル化合物，フラン類，ピラン類，フェノール

類及び含窒素化合物の存在が示唆された．こ

れら熱分解物の標準品を用意し（表１），保持

時間及び MS スペクトルの一致を確認し，同定

を行った．同定した 36 化合物について，SIM
測定による定量分析を行うこととした．SIM
測定では測定対象の数が多いため，2つの MS
メソッドを用意した（method-A 及び B）（図
５）．1ピークあたりのポイント数を確保する

ため，定量イオンのみをモニタリングするこ

ととした（表１）．標準液各 5濃度の検量線

は，二次曲線で作成した．次に添加物試料 6
製品を測定し，得られた SIM スペクトルのピ

ーク面積から定量を行った．定量結果を表２

に示した．表中 ND は，SIM でピークが認めら

れないかったもの，under は検量線の範囲外

（濃度レベル 10以下）を表す．含量は最大で

0.5%程度（TD1 中のカフェイン），合算で 1～
4%程度と微量であった． 
 
D. 結論 
既存添加物の品質向上を念頭に，分析法の

開発として，EC-qNMR自動測定スクリプトの

開発に取り組んだ．既存添加物で扱う成分は

希少なものが多く，これらの試薬又は標品は

一般的に高価である．EC-qNMRの場合，その

試料液は，純度測定の基準となる内部標準物

質の添加による汚染もなく，純度又は含量測
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定後，濃度既知の標準液として検量線の作成

に利用できるのも魅力的である．今後は，EC-
qNMRの社会実装に取り組んでいく予定であ

る． 
 既存添加物の有効成分の解明として，食品

添加物公定書未収載の既存添加物：ニガヨモ

ギ抽出物，木酢液，チャ乾留物，モウソウチ

ク乾留物を対象に，LC/MSやGC/MSによる成

分分析を実施した．いずれも国内で流通して

いる添加物製品を試料として用いていること

から，本研究成果は，これらの成分規格案を

作成する際の有益な根拠データとなる．今後

は添加物事業者と協議して，具体的な成分規

格案の作成を進めていく． 
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図２ ニガヨモギ抽出物 HPLC クロマトグラム（210 nm） 
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図３ ニガヨモギ抽出物中の主要成分 
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図４ 逆相及び順相条件による absinthin の TLC 分析結果 
逆相条件は Rf 値 0.14，順相条件では Rf 値 0.19 に absinthin のスポットが確認さ

れた．試料に記載された濃度（µg/mL）は absinthin の濃度． 
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図５．SIM測定メソッドの概略図 
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表１ 本研究で用いた標準品の詳細 
peak 
no. 化合物名 CAS No. 分子量 

定量 
イオン Rt (min) 

当部管理

番号 製品番号 
1 ヒドロキシアセトン [116-09-6] 74  74 3.46  22100041 SIGMA 

138185 
2 プロピオン酸 [79-09-4] 74  74 4.31  2T B 

2T B2 
Wako 
163-04726 

3 アセトイン [513-86-0] 88  88 4.49  2T 2LW TCI 
H0225 

4 プロピオン酸エチル [105-37-3] 102  102 4.59  2T 23M Wako 
057-01693 

5 シクロペンタノン [120-92-3] 84  84 7.08  32000293 SIGMA 
C112402 

6 n-酪酸 [107-92-6] 88  60 7.30  32000086 Wako 
029-05393 

7 酪酸エチル [105-54-4] 116  71 7.48  2T 23N Wako 
052-00663 

8 フルフラール [98-01-1] 96  96 8.25  22100042 TCI 
F0073 

9 2-シクロペンテン-1-オン [930-30-3] 82  82 8.26   
22100043 

TCI 
C0794 

10 フルフリルアルコール [98-00-0] 98  98 8.88  2T 2E7 ﾅｶﾗｲ 
16426-92 

11 アセトキシアセトン [592-20-1] 116  43 9.22  22100044 Wako/Combi-Blocks 
QE-3101 

12 2-フリルメチルケトン [1192-62-7] 110  95 10.16  22100045 SIGMA 
A16254 

13 γ-ブチロラクトン [96-48-0] 86  86 10.16   
22100046 

SIGMA 
B103608 

14 アセトニルアセトン [110-13-4] 114  99 10.55  22100047 TCI 
H0101 

15 γ-バレロラクトン [108-29-2] 100  56 11.05   
22100048 

TCI 
V0007 

16 5-メチルフルフラール [620-02-0] 110  110 11.27  22100049 SIGMA 
137316 

17 3-メチル-2(5H)-フラノン [22122-36-7] 98  98 11.48  22100050 SIGMA 
393509 

18 2-焦性粘液酸メチル [611-13-2] 126  126 11.54  22100051 SIGMA 
129852 

19 フェノール [108-95-2] 94  94 11.62  04-58b Wako 
167-01022 

20 ピロール-2-カルボキシアル
デヒド 

[1003-29-8] 95  95 12.28  00-42a TCI 
P1246 

21 3-メチル-1,2-シクロペンタン
ジオン 

[765-70-8] 112  112 12.49  22100052 SIGMA 
178500 

22 ベンジルアルコール [100-51-6] 108  108 12.70  2T 2E0 ﾅｶﾗｲ 
04521-02 

23 1-エチル-1H-ピロール-2-カ
ルボキシアルデヒド 

[2167-14-8] 123  123 12.95  22100054 TCI 
E1416 

24 o-クレゾール  
[95-48-7] 

108  108 12.99  32000310 TCI 
C0402 

25 2-アセチルピロール [1072-83-9] 109  109 13.20  22100055 TCI 
A0894 

26 m-クレゾール [108-39-4] 108  108 13.36  32000309 TCI 
C0401 

27 2-フルアルデヒドジエチルア
セタール 

[13529-27-6] 170  125 13.38  22100056 TCI 
F0929 

28 o-メトキシフェノール [90-05-1] 124  124 13.60  04-60b Wako 
133-08302 
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表１ (続き) 本研究で用いた標準品の詳細 
peak 
no. 化合物名 CAS No. 分子量 

定量 
イオン Rt (min) 

当部管理

番号 製品番号 
29 3-ヒドロキシピリジン [109-00-2] 95  95 13.80  05-89a TCI 

H0331 
30 マルトール [118-71-8] 126  126 13.99  22-36c ﾌﾅｺｼ（取扱中止） 

SSX 6555 
31 3-エチル-2-ヒドロキシ-2-シ

クロペンテン-1-オン 
[21835-01-8] 126  126 14.10  22100057 TCI 

E0792 
32 o-エチルフェノール [90-00-6] 122  122 14.39  32000101 TCI 

E0160 
33 p-エチルフェノール [123-07-9] 122  122 14.87  32000116 TCI 

E0159 
34 2-メトキシ-4-メチルフェノ

ール 
[93-51-6] 138  138 15.29  22100058 SIGMA 

302880 
35 2-メトキシ-4-エチルフェノ

ール 
[2785-89-9] 152  152 16.56  22100059 TCI 

E0353 
36 カフェイン [58-08-2] 194  194 23.52  24-08c SIGMA 

56396 
IS デカン [124-18-5] 142  142 12.09  04-42b Wako 

043-24992 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 
令和 2 年度〜令和 4 年度 総合分担研究報告書  

既存添加物の有効成分の解明 
〜qNMR 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 教授 

 
A. 研究目的 
1H-qNMR 法は，SI トレーサブルな認証標準物質

を内部標準として NMR スペクトルの測定する

ことで，測定対象サンプルの絶対定量ができる

方法である．1,2) 対象化合物の標準品の存在が

HPLC 法などの従来法では必須であるのにたい

して，それら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． 
 令和４年度も引き続き既存添加物である「香

辛料抽出物」に着目して研究を行った． 既存

添加物の「香辛料抽出物」は，アサノミ以下 73
種類の植物から「抽出しまたはこれを水蒸気蒸

留して得られたもの」とされている．基原が多

様な上，用部も明確には書かれておらず，規格

基準は定められていない既存添加物である．規

格基準を決めるには素材ごとに基準物質を定

めて基準の策定をしていく必要がある．特に，

基準物質が精油成分である場合，たとえ市販標

準物質があっても揮発性であるがゆえにその

純度が変化しやすく，正確な純度を得にくいた

め，その正確な純度を得るには 1H-qNMR 法が

適していると考えられる． 
令和 2 年度はコショウについて，piperine (Fig. 

1)の 1H-qNMR 法での定量の検討と，従来法であ

る HPLC法と同等の結果が得られるかについて

の検討を行なった．あわせて，同じく piperine を
特徴的な成分として含有するヒハツの種子中

の piperine の定量も検討した．さらに，オール

スパイス中の eugenol (Fig. 2)についても 1H-

研究要旨 規格試験法が確立されていない既存添加物に対して，1H-qNMR法(定量1H-NMR法)
が試験法として適用可能であるか可能性を検討した上で，適用の可能性があるものに関して，

実際に適用する場合の測定条件の確立，あるいはそれを応用した正確な定量法の検討を目的と

して研究を行なった．令和４年度も引き続き「香辛料抽出物」の規格試験法への適用の可能性

を検討とした．「香辛料抽出物」は実態がわからないものも多いが，令和４年度はその中から

コショウ種子，オールスパイス種子，フェンネル，バニラ，ケイヒ，ローズマリーをピックア

ップしそれぞれ1H-qNMR法での定量が可能かの検討を行った．コショウ種子ではpiperine，オ
ールスパイスではeugenol，フェンネルではanethole，バニラではvanilline，ethylvanillin，ケイヒ

ではcinnamualdehyde，ローズマリーではrosemarinic acidを指標成分に1H-qNMR法を用いた定量

の検討を行い，それぞれの含有率の定量が1H-qNMR法で可能であることを示した．この時，同

じ成分が指標成分となる類似生薬についても検討を行い，piperineを含むヒハツ，anetholeを含

むダイウイキョウとアニスでもそれぞれの含有率の定量が1H-qNMR法で可能であることを示

した．また，ケイヒ以外では既存のHPLC法との同等性を確認できた．一方，ケイヒの精油成

分cinnamaldehydeの定量において，HPLCでのクロマトグラムが安定せず，その要因の検討を行

った．Methnolとcinnamaldehydeを共存させておくとcinnamaldehydeのアルデヒド基のシグナル

強度が経時的に減少し，Methanolが反応してアセタールが生成することを示唆する結果が得ら

れた． 
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qNMR法を適用した定量が可能であることを示

すことを目的として，同様に研究を進めること

とした． 
令和 3 年度はその中から香辛料抽出物以外に

もローズマリーとして既存添加物名簿に名前

が上がっているローズマリーをピックアップ

し，rosmarinic acid (Fig. 3)が主要成分となると考

えて，ローズマリーの葉に含まれる rosmarinic 
acid の定量方法の検討をおこなった．また，精

油成分の含有量が要点となる素材のうち，既存

添加物ではシナモンとして収載され，生薬とし

ても重要なケイヒでは cinnamaldehyde (Fig. 4)が
指 標 成 分 に な り う る と 考 え ， こ の

cinnamaldehyde の 1H-qNMR 法を適用した定量

方法に関しての検討を行なった．このときあわ

せて行った cinnamaldehydeの HPLCでの定量で

結果にばらつきが大きいという状況が観察さ

れた．その要因が溶液中でのアルデヒド基に対

する反応が起こっているのではないかと推定

し，安定性についての確認も行った． 
令和４年度はフェンネルとバニラに着目し

た．フェンネルでは，anethole (Fig. 5)が主要成分

となると考えて，生薬ウイキョウ中の anethole
の定量方法の検討をおこなった．あわせて

anethole が主要な精油成分になると考えられる

類似生薬のダイウイキョウとアニスについて

も検討した．また，バニラでは vanilline 及び
ethylvanilline (Fig. 6)が指標成分になりうると考

え，生薬バニラに含有されるこの２つの化合物

の定量方法に関しての検討を行なった．あわせ

て食品添加物として販売されているバニラオ

イル，バニラエッセンスについても vanilline及
び ethylvanilline の定量を行った． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
1H-qNMR 測定時の内部標準物質として用いる

sodium 3-(Trimethylsilyl)-1-propanesulfonate-d6 
(DSS-d6, Fig. 7)及 び 1,4-bis(trimethylsilyl)-
benzene-d4 (BTMSB-d4, Fig. 7)はいずれも和光純

薬の Trace Sure®規格のものを用いた．NMR 測

定 用 溶 媒 の acetone-d6，acetonitril-d3，

dimethylsulfoxide (DMSO)-d6，methanol-d4，

pyridine-d5はそれぞれ Isotec Inc.の 99.9，99.0，
99.9，99.8， 99.5 atom %D を用いた．Piperine は
富士フィルム和光純薬の生化学用試薬を，

cinnamaldehyde は富士フィルム和光純薬局方生

薬試験用を，eugenol は富士フィルム和光純薬 1
級試薬を，rosmarinic acid は富士フィルム和光純

薬の生化学用試薬を，cinnamaldehyde は東京化

成 trans-cinnamaldehyde（試薬 A），富士フィルム

和光純の(E)-cinnamaldehyde 薬局方生薬試験用

（試薬 B）と cinnamaldehyde 和光特級（試薬 C）
を用いた．Anethole，vanillin，は東京化成から，

ethylvanillin 富士フィルム和光純薬から購入の

試薬を用いた．コショウ種子，ヒハツ種子およ

びオールスパイスはそれぞれ市販されている

粉末，ローズマリーは，スパイスとして市販さ

れているローズマリー葉の粉末および乾燥生

薬を，ケイヒはスパイスとして市販されている

粉末と切断生薬を，それぞれ購入した．ウイキ

ョウは生薬として，ダイウイキョウ，アニスは，

食品として市販されている果実を購入して用

いた．切断生薬または前傾生薬として購入した

ものは粉末化して用いた．また，生薬バニラ，

バニラオイル，バニラエッセンスも市販されて

いるものを用いた．既存添加物として流通して

いる水溶性ローズマリー抽出物および非水溶

性ローズマリー抽出物も国立医薬品食品衛生

研究所に保管中のものの供与を受けた． 
 
B-2) 装置等  
秤量には島津製作所の精密電子天秤 AUW120D 
を用いた．生薬の粉末化には大阪ケミカル WB-
1，分注操作用の電動ピペッターは Eppendorf 
Multipett E3x，超音波抽出 は超音波洗浄器 Sharp 
UT-105S，遠沈操作は  遠心器  AS One Mini 
Centrifuge をそれぞれ用いた．NMR 装置は 日本
電子 JNM-ECA500 を使用した． HPLC は，ポン

プとして JASCO PU-4180，カラムオーブンに

Shimadzu CTO-20AC，検出器はフォトダイオー

ドアレイ検出器 JASCO MD-4010 を用いた．メ

ンブランフィルターは Cosmonice Filter W 0.45 
μm φ13 mm を用いた． 
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B-3)1H-qNMR 法を用いたコショウ種子中およ

びヒハツ種子中 piperine の定量  
令和元年度の研究でコショウ種子およびヒハ

ツ種子の抽出物で観測された独立したシグナ

ルが，含有される piperine (Fig. 1)の 3 位のプロ

トンシグナルと特定できたことから， まず，

piperineの 1H-qNMRスペクトルの実施の条件検

討と，粉末生薬中の piperine の定量 を行うこと

にした．また，HPLC を用いた定量との比較も

行うことにした． 
B-3-a) 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
pyridine-d5に 溶かして内部標準用溶液とした． 
 piperine 標準品はデシケータ中で 一晩乾燥さ

せ，約 10 mg を精秤して 1.00mL の pyridine-d5 
に溶かした．この溶液 0.50 mL と，先に調製し

た 1,4-BTMSB-d4 溶液 0.10 mL を NMR 試料管 
にとり，混和して 1H-qNMR の測定に供した．  
コショウ種子およびヒハツ種子粉末中の

piperine の測定は，乾燥させた粉末生薬約 100mg 
を精秤して pyridine-d5 (1.00 mL)に懸濁し，超音

波下 30 分抽出を行 い，遠沈し, その上清 0.50 
mLと，先に調製した 1,4-BTMSB-d4溶液 0.10 mL 
を NMR 試料管にとり，混 和して 1H-qNMR の
測定に供した．  
B-3-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
 piperine とコショウ種子およびヒハツ種子の

抽出液 の 1H-NMR を測定し，piperine (Fig. 1)の 
3 位のプロトンシグナルが 7.52 ppm に現れるこ

とを確認した．(Fig. 8) 1H-qNMR スペクトルの 
測定条件は Table 1 に示した条件で測定した.積 
算回数は 8 回とした．測定によって得られたス

ペクトルから，piperine の 3位のシグナルと 0.00 
ppm とした 1,4-BTMSB-d4 のメチル基プロトン

のシグナルの面積を比較して次式に従って

piperine の濃度を算出し た．  

 
ただし，CB， CPはそれぞれ 1,4-BTMSB-d4及び

piperine のモル濃度(mol/mL)， IB， IPはそれぞれ

1,4-BTMSB-d4及び piperine の水素 1個あたりの

シグナル面積． 
B-3-c) HPLC を用いたコショウ種子中およびヒ

ハツ種子中 piperine の定量  

 HPLC は Cosmosil 5C18-AR-II 250 mm x 4.6 mm 
i.d.のカラムを用い，40℃で MeOH：H2O の系で

初期条件 70 : 30 → 25 min で 90 : 10 というグラ

ジエント，流速 1.0 mL/min で溶出，342 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．(Fig. 9) 
 1H-qNMR 法で定量した piperine 標準品の溶液

を標準液として検量線を作成した．(Fig. 7)それ

ぞれの生薬試料は，H-qNMR スペクトルの 測定

溶液を HPLC の展開溶媒で希釈し，その試料溶

液を 10μL 注入して得られたクロマトグラムの

piperineのピークの面積からその定量を行った．

(Fig. 10) 
 

B-4)1H-qNMR 法を用いたオールスパイス中の

eugenol の定量  
香辛料抽出物の原材料であるオールスパイス

について，その種子の粉末の抽出物の 1H-qNMR
スペクトルから，オールスパイスの重要な精油

成分である eugenol (Fig. 2)の 6位のプロトンシ

グナルが独立して観測できることがわかった．

よって，このシグナルを利用した 1H-qNMR ス

ペクトルの実施について検討した．また，HPLC
を用いた定量との比較も行うことにした． 
B-4-a) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
平成 28 年度の研究で報告したクローブ抽出物

中の eugenol の定量１）では acetone-d6中での測

定を行っていたが，オールスパイス種子では

methanol-d4 中で測定したスペクトルの方が

eugenol の 6 位プロトンのシグナルがより独立

して観測されたことや溶媒の揮発性が

methanol-d4の方が低く取り扱い中の濃度変化を

より少なくできると考えたことから methanol-
d4を用いて抽出，測定することにした． 
内部標準としては methanol-d4に易溶な DSS-d6 

を用いた．DSS-d6はデシケーター中で over night 
乾燥させたのち，約 5 mg を精秤して 1.00 ml の
DMSO-d6 に溶かして内部標準用溶液とした．   
eugenol 標準品も液体のため特に処理をせず約

10 mg を精秤して methanol-d4 1.00mL に溶かし

CP =               x CB

IP

IB
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た．この溶液 0.50 mL と，先に調製した DSS-d6

溶液 0.10 mL を NMR 試料管 にとり，混和して
1H-qNMR の測定に供した． (Fig. 11) オールス

パイス種子末中の eugenol の測定は，乾燥させ

た粉末生薬約 100mg を精秤して  methanol-d4 
(1.00 mL)に懸濁し，超音波下 30 分抽出を行 い，

遠沈し, その上清 0.50 mL と，先に調製した

methanol-d4溶液 0.10 mL を NMR 試料管にとり，

混和して 1H-qNMR の測定に供した． 
B-4-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
Eugenol とオールスパイス種子末抽出液 の 1H-

NMR を測定し，eugenol (Fig. 2)の 6位のプロト

ンシグナルが 5.93 ppm に現れることを確認し

た．(Fig. 11) 1H-qNMR スペクトルの 測定条件

は Table1 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位のシグナルと 0.00 
ppm とした DSS-d6 のシグナルの面積を比 較し

て次式に従って eugenol の濃度を算出し た．  

  
ただし，CB， CEはそれぞれ 1,4-BTMSB-d4及び

piperine のモル濃度(mol/mL)， IB， IEはそれぞれ

DSS-d6及び piperine の水素 1個あたりのシグナ

ル面積． 
B-4-c) HPLC を用いた eugenol の定量  

 HPLC は Cosmosil 5C18-MS-II 250 mm x 4.6 mm 
i.d.のカラムを用い，40℃で MeOH：H2O の系で

初期条件 50 : 50 → 20 min で 90 : 10 というグラ

ジエント，流速 1.0 mL/min で溶出，275 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．(Fig. 12) 
 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．(Fig. 13) そ
れぞれの生薬試料は，H-qNMR スペクトルの測

定溶液を HPLC の展開溶媒で希釈し，その試料

溶液を 10μL 注入して得られたクロマトグラム

の eugenol のピークの面積からその定量を行っ

た．(Fig. 12) 
 

B-5)1H-qNMR 法を用いたローズマリー葉中お

よび既存添加物ローズマリー中の rosmarinic 
acid の定量  
まず，rosmarinic acid の 1H-qNMR スペクトル

の実施の条件検討と，生薬中あるいは既存添加

物中の rosmarinic acid の定量 を行うことにした．

また，HPLC を用いた定量との比較も行うこと

にした． 
B-5-a) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 DSS-d6 はデシケーター中で保管乾燥させたも

のを用いた．約 10 mg を精秤して 20.00 ml の
methanol-d4 に 溶かして内部標準用溶液とした． 
 Rosmarinic acid 標準品はデシケータ中で 一晩
乾燥させ，約 5 mg を精秤して 2.50 mL の 内部

標準用溶液に溶かした．この溶液 0.600 mL を 
NMR 試料管 にとり qNMR の測定に供した．  
ローズマリー葉粉末中および既存添加物中の

rosmarinic acid の測定用試料の調製は，次のよう

に行った．乾燥させた粉末生薬または既存添加

物試料の約 100mg を精秤して acetone (1.00 mL)
に懸濁し，超音波下 30 分抽出を行 い，遠沈し, 
その上清をとって濃縮乾固した．この操作を 3
回繰り返した．集めた抽出物に 内部標準用溶液

(1.00 mL)を加えて完全に溶解したのち，メンブ

ランフィルターを用いて濾過し，濾液から 0.600 
mL を NMR 試料管にとり， 1H-qNMR の測定に

供した．  
B-5-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
Rosmarinic acid とローズマリー葉粉末中およ

び既存添加物の水溶性の抽出液 の 1H-NMR を

測定し，rosmarinic acid (Fig. 3)の 8 位のプロトン

シグナルが 6.25 ppm に現れることを確認した．

(Fig. 14)  1H-qNMR スペクトルの 測定条件は

Table 1 に示した条件で測定した.積算回数は 8 
回とした．測定によって得られたスペクトルか

ら，rosmarinic acid の 3位のシグナルと 0.00 ppm 
とした DSS-d6 のメチル基プロトンのシグナル

の面積を比較して次式に従って rosmarinic acid
の濃度を算出し た．  
 

CR = ( IR / ID ) x CD 

 
ただし，CD， CR はそれぞれ DSS-d6 及び 

CE =               x CB

IE

IB

109



rosmarinic acid のモル濃度(mol/mL)， ID， IRはそ

れぞれ DSS-d6及び rosmarinic acid の水素 1個あ

たりのシグナル面積． 
B-5-c) HPLC を用いたローズマリー葉中および

既存添加物ローズマリー中の rosmarinic acid 
の定量  
 HPLC は YMC-Triart C18 250 mm x 4.6 mm i.d.
のカラムを用い，40℃で MeCN：0.1％リン酸-
H2O の 20 : 80，流速 1.0 mL/min で溶出，330 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．(Fig. 15) 
 1H-qNMR 法で定量した rosmarinic acid 標準品

の溶液を標準液として検量線を作成した．(Fig. 
16)それぞれの生薬試料は，1H-qNMR スペクト

ルの 測定溶液を HPLC の展開溶媒で 10倍に希

釈し，その試料溶液を 10μL 注入して得られた

クロマトグラムの rosmarinic acid のピークの面

積からその定量を行った． 
 
B-6)1H-qNMR 法 を 用 い た ケ イ ヒ 中 の

cinnamaldehyde の定量  
まず，cinnamaldehyde(Fig. 4)の 1H-qNMR スペ

クトルの実施の条件検討と，ケイヒ中の 
cinnamaldehyde の定量 を行うことにした．また，

HPLC を用いた定量との比較も行うことにした． 
B-6-a) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 DSS-d6 約  10 mg を精秤して  20.00 ml の

methanol-d4 に 溶かした内部標準溶液を調製し

た． 
 各試薬の cinnamaldehyde は液体であるため特

に前処理は行わず，各約 5 mg を精秤して 1.00 
mL の 内部標準溶液に溶かした．この溶液 0.600 
mL を NMR 試料管 にとり qNMR の測定に供し

た．  
ケイヒは市販の食品用(ケイヒ末 A)の粉末はそ

のまま，切断生薬として入手したケイヒは粉末

化して用いた (ケイヒ末 B, C)．粉末中の

cinnamaldehyde の測定用試料の調製は，次のよ

うに行った．乾燥させた粉末生薬の約 100 mg を
精秤して内部標準用溶液 (1.00 mL)に懸濁し，超

音波下 30 分抽出を行 い，遠沈し, その上清をと

ってメンブランフィルターを用いて濾過し，濾

液から 0.600 mL を NMR 試料管にとり， 1H-
qNMR の測定に供した．  
B-6-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
Cinnamaldehyde とケイヒ末の抽出液  の  1H-

NMR を測定し，cinnamaldehyde (Fig. 4)の アル

デヒド基のプロトンシグナルが 9.65 ppm に現
れることを確認した．(Fig. 17)  1H-qNMR スペク

トルの 測定条件は Table 1 に示した条件で測定

した.積算回数は 8 回とした．測定によって得ら

れたスペクトルから，cinnamaldehyde のアルデ

ヒド基のシグナルと 0.00 ppm とした DSS-d6 の
メチル基プロトンのシグナルの面積を比較し

て次式に従って cinnamaldehydeの濃度を算出し 
た．  
 

CC = ( IC / ID ) x CD 

 
ただし，CD， CC はそれぞれ DSS-d6 及び 
cinnamaldehyde のモル濃度(mol/mL)， ID， ICは

それぞれDSS-d6及び cinnamaldehydeの水素 1個
あたりのシグナル面積． 
また，試薬の cinnamaldehyde のうち，試薬 A の

溶液を内部標準溶液で順次希釈し，各希釈液の
1H-qNMR スペクトルを測定して，検量線を作成

した． 
また添加回収実験を次のように行なった．ケ

イヒ末 C約 100 mg を精秤し，cinnamaldehyde(試
薬 A)約 5 mg を精秤して内部標準用溶液(1.00 
mL)に溶解した溶液 1.00 mL に懸濁し，超音波

下 30 分抽出，遠沈した．その上清をとってメン

ブランフィルターを用いて濾過し，濾液から

0.600 mL を NMR 試料管にとり， 1H-qNMR の
測定に供した．この時の積分値(X)と，ケイヒ末 

C約 100 mg を内部標準用溶液(1.00 mL)から同

様に試料を調製して 1H-qNMR の測定した時の

積分値(Y)，cinnamaldehyde(試薬 A)約 5 mg を精

秤して内部標準用溶液(1.00 mL)に溶解した溶

液から調製した試料の 1H-qNMR 測定から得ら

れた積分値(Z)から，次式に従って添加回収率を

算出した． 
 
添加回収率 =  [ X / (Y + Z) ] x 100 (%) 
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B-6-c) HPLC を 用 い た ケ イ ヒ 中 の

cinnamaldehyde の定量   
 HPLC は COSMOSIL 5C18-MS-Ⅱあるいは

COSMOSIL 5C18-AR-Ⅱのそれぞれ 4.6 ID × 250 
mm のカラムを用い，40℃で MeCN-H2O または

MeOH-H2O の溶媒系で初期条件 40 : 60 →20 min
に 55：45 →25 min に 90：10 というグラジエン

ト，流速 1.0 mL/min で溶出，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 法で定量した試薬の cinnamaldehyde
うち，試薬 A の溶液を標準液として検量線を作

成することを試みたが，結果で述べるように

cinnamaldehyde のピークの形が時間経過ととも

に崩れてくる現象が観察された．(Fig. 18) 他の

試薬でも同様であったため，HPLC における定

量は断念した． 
B-6-d)1H-qNMR 法 を 用 い た 溶 液 中 の

cinnamaldehyde の安定性の確認  
Cinnamaldehyde (Fig.4)が HPLC で用いる溶媒

に安定なのかの確認のため，cinnamaldehyde を

methanol-d4，acetonitril-d3，それぞれと D2O との

混合溶媒中で保存しながら 1H-qNMR での

cinnamaldehyde のアルデヒド基のシグナルを用

いて定量 を行うことにした． 
DSS-d6約 10 mg を精秤して 20.00 ml の-

methanol-d4に 溶かした内部標準溶液，および

BTMSB-d4約 10 mg を精秤して 20.00 ml の
acetonitril-d3に 溶かした内部標準溶液を調製し

た．さらに，両方の標準溶液と D2O をそれぞ

れ 6 : 4 の割合で混合した，methanol-d4-D2O の

混合溶液，acetonitril-d3-D2O の混合溶液を調製

した． 
 Cinnamaldehyde は約 5 mg を精秤して 1.00 
mL の それぞれの内部標準溶液に溶かした．こ

の溶液 0.600 mL を NMR 試料管 にとり，1H-
qNMR を Table 1 に示した条件で測定し，DSS-
d6または BTMSB-d4のメチル基プロトンのシグ

ナルの積分値に対する cinnamaldehyde (Fig. 4)
の アルデヒド基のプロトンシグナル(9.65 ppm) 
の積分値を経時的に測定した． 
 
 

B-7)1H-qNMR法を用いたウイキョウ，ダイウイ

キョウ，アニス中の anethole の定量  
まず，anethole の 1H-qNMR スペクトルの実施

の条件検討と，生薬中の anethole の定量 を行う

ことにした．また，HPLC を用いた定量との比

較も行うことにした． 
B-7-a) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 BTMSB-d4 はデシケーター中で保管乾燥させ

たものを用いた．約 10 mg を精秤して 20.00 ml 
の acetone-d6に 溶かして内部標準溶液とした． 
 Anethole 標準品は，約 25 mg を精秤して 5.00 
mL の 内部標準溶液に溶かした．この溶液 0.600 
mL を NMR 試料管 にとり qNMR の測定に供し

た．  
ウイキョウ，ダイウイキョウ，アニスの各果実

中の anthole の測定用試料の調製は，次のように

行った．各果実を粉末化したのち，乾燥させた

粉末生薬の約 100mg を精秤して内部標準溶液 
(1.00 mL)に懸濁し，超音波下 30 分抽出を行 い，

遠沈し, その上清をメンブランフィルターを用

いて濾過し，濾液から 0.600 mL を NMR 試料管

にとり， 1H-qNMR の測定に供した．  
B-7-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
Anethole と各生薬粉末の抽出液 の 1H-NMR を

測定し，anthole (Fig. 1)の 7 位のプロトンシグナ

ルが 6.1 ppm に現れることを確認した．(Fig. 19)  
1H-qNMR スペクトルの 測定条件は Table 1 に示

した条件で測定した.積算回数は 8 回とした．測

定によって得られたスペクトルから，anthole の
7位のシグナルと 0.00 ppm とした BTMSB-d4 の
メチル基プロトンのシグナルの面積を比較し

て次式に従って anthole の濃度を算出し た．  
 

CA = ( IA / IB ) x CB 

 
ただし，CB， CA はそれぞれ BTMSB-d4 及び 
anthole のモル濃度(mol/mL)， IB， IAはそれぞれ

BTMSB-d4及び anthole の水素 1個あたりのシグ

ナル面積． 
B-7-c) HPLC を用いたウイキョウ，ダイウイキ

ョウ，アニス中の anethole の定量 
 HPLC は Cosmosil 5C8-MS 250 mm x 4.6 mm i.d.
のカラムを用い，40℃で MeOH： H2O = 75 : 25 
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(0 min)→90 : 10 (24 min)のグラジエント，流速

1.0 mL/min で溶出，250 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．6)(Fig. 20) 
 1H-qNMR 法で定量した anethole 標準品の溶液

を標準液として検量線を作成した．(Fig. 21)そ
れぞれの生薬試料は，1H-qNMR スペクトルの 
測定溶液を HPLC の展開溶媒で 10倍に希釈し，

その試料溶液を 10μL 注入して得られたクロマ

トグラムの anethole のピークの面積からその定

量を行った． 
 
B-8)1H-qNMR法を用いた生薬バニラ，バニラエ

ッセンス，バニラオイル中の vanillin 及び
ethylvanillin の定量  
まず，vanillin 及び ethylvanillin(Fig. 6)の 1H-

qNMR スペクトルの実施の条件検討と，生薬中

あるいはバニラエッセンス，バニラオイル中の 
量化合物の定量 を行うことにした．また，HPLC
を用いた定量との比較も行うことにした． 
B-8-a) 1H-qNMR 法に用いる試料の調製 
 DSS-d6 はデシケーター中で保管乾燥させたも

のを用いた．約 10 mg を精秤して 20.00 ml の
DMSO-d6 に  溶かして内部標準溶液とした． 
 vanillin及び ethylvanillin 標準品は，約 5 mg を

精秤して 5.00 mL の 内部標準溶液に溶かした．

この溶液  0.600 mL を  NMR 試料管  にとり

qNMR の測定に供した．  
生薬バニラの測定用試料の調製は，次のように

行った．生薬をハサミで細断したのち，約 
100mg を精秤して内部標準溶液 (1.00 mL)に懸
濁し，超音波下 60 分抽出を行 い，遠沈し, その

上清をメンブランフィルターを用いて濾過し，

濾液から 0.600 mL を NMR 試料管にとり， 1H-
qNMR の測定に供した．バニラエッセンス，バ

ニラオイルは液体であるため， 約 100mg を精

秤して内部標準溶液 (1.00 mL)に溶解したのち，

念のため遠沈し, その上清をメンブランフィル

ターを用いて濾過し，濾液から 0.600 mL を

NMR 試料管にとり， 1H-qNMR の測定に供した． 
B-8-b) 1H-qNMR スペクトルの測定 
各試料から調製した測定試料 の 1H-NMR を測

定し，vanilline及び ethylvanillin (Fig. 6)の アル

デヒド基のプロトンシグナルがそれぞれ 9.78 

ppm ，9.80 ppm に現れることを確認した．(Fig. 
22) 両者を混合すると極めて近接はしていたが，

シャープなシグナルで，別個に積分値を測定す

ることができた． 1H-qNMR スペクトルの 測定

条件は Table 1 に示した条件で測定した.積算回
数は 8 回とした．測定によって得られたスペク

トルから，vanilline 及び ethylvanillin の アルデ

ヒド基のプロトンシグナルと 0.00 ppm とした 
DSS-d6 のメチル基プロトンのシグナルの面積

を比較し て次式に 従 っ て vanilline 及び
ethylvanillin の濃度を算出し た．  
 

CV = ( IV / ID ) x CD 

 
ただし，CD， CVはそれぞれ DSS-d6及び vanilline
または ethylvanillin のモル濃度(mol/mL)， ID， IV

は そ れぞれ DSS-d6 及び vanilline ま た は

ethylvanillin の水素 1個あたりのシグナル面積． 
B-8-c) HPLC を用いた生薬バニラ，バニラエッ

センス，バニラオイル中の vanillin 及び
ethylvanillin の定量 
 HPLC は YMC-Triart C18 s-5 150 mm x 4.6 mm 
i.d.のカラムを用い，40℃で MeCN :  0.1%リン酸

-H2O = 20 : 80 (0 min)→80 : 20 (17 min)のグラジ

エント，流速 1.0 mL/min で溶出，275 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．(Fig.23) 
 1H-qNMR 法 で 定 量 し た vanilline 及 び
ethylvanillin 標準品の溶液を標準液として検量

線を作成した．(Fig. 24) それぞれの試料は，1H-
qNMR スペクトルの 測定溶液を HPLC の展開

溶媒で 10倍に希釈し，その試料溶液を 10μL注
入して得られたクロマトグラムの vanilline及び
ethylvanillin のピークの面積からその定量を行

った． 
 
 
C. 結果及び考察 
C−1）コショウ種子中およびヒハツ種子中

piperine の定量  
 Piperine 標準品中の piperine の定量を 1H-qNMR
法でおこなった結果，83.0±0.0％と見積もられ，

試薬の純度表示よりも 10％以上小さな値とな
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った．コショウ種子およびヒハツ種子粉末中の

piperine の 1H-qNMR 法を用いた定量では，コシ

ョウ種子 3.10±0.09％，ヒハツ種子中では

3.10±0.19％という結果を得た．（Table 2）HPLC 
で piperine の検量線を作成したところ，良好な

相関の検量線を得ることができた．この検量線

からコショウ種子およびヒハツ種子粉末の

piperineの含有率を算出したところ，ヒハツ種子

中では 2.96±0.03％という結果を得られ，1H-
qNMR 法での数値よりやや小さめではあるも

ののほぼ同じ値であることが確認でき，1H-
qNMR 法が HPLC の代わりにとり得る方法であ

ることが確認できた．一方，コショウ種子に関

しては，2.19±0.07％となり，1H-qNMR 法での測

定値より小さな数値となった．現在，この数値

が正しい数値か，1H-qNMR 法と大きく異なる要

因は何かの確認をしている． 
 
C-2) オールスパイス中の eugenol の定量  
 Eugenol 標準品中の eugenol の定量を 1H-qNMR
法でおこなった結果，94.0±0.0％と見積もられ，

この試薬に関しては純度表示に近い値となっ

た． 
 オールスパイス末 2 試料中の eugenol を 1H-
qNMR 法を用いて定量したところ，試料 1 では

3.14±0.11％，試料 2 では 2.46±0.13％となった．

いずれもばらつきがあまり多くない結果だっ

た．（Table 3） HPLC で eugenol の検量線を作

成したところ，良好な相関の検量線を得ること

ができた．また，オールスパイス末の抽出液の

クロマトグラムでは 9.5 分付近の eugenol のピ
ークの近くに小さなピークが散見されるもの

の定量には支障のない状況であった．(Fig. 12) 
HPLC における 2試料中の eugenol の含有率を

算出したところ，試料 1 では 3.75±0.67％，試料

2 では 2.67±0.16％となった．いずれも 1H-qNMR 
法での数値に近い値ではあったものの，やや大

きめの数値となり，ばらつきも大きめであった．

このように，オールスパイス中の eugenol の定

量においては 1H-qNMR 法は HPLC 法より安定

的な測定が可能で，HPLC 法の代わりとなり得

る方法である可能性を示した． 
 

C−3）ローズマリー葉中および既存添加物ロー

ズマリー中の rosmarinic acid の定量  
 rosmarinic acid 標準品中の rosmarinic acid の定

量を 1H-qNMR 法でおこなった結果，89.2±1.0 ％
と見積もられ，試薬の純度表示(96％以上)より

も小さな値となった． 
非水溶性ローズマリー抽出物では rosmarinic 

acid のシグナルは観測できなかったので，この

試料での検討は行わなかった．ローズマリー葉

中および既存添加物の水溶性ローズマリー抽

出物中の rosmarinic acid では，抽出溶媒を

acetone, methanol, ethylacetate, DMSO, chloroform, 
pyridine で 検 討 ， 測 定溶媒を(DMSO)-d6，

methanol-d4，pyridine-d5，acetone-d4で検討した．

その結果，ローズマリー葉の粉末および水溶性

ローズマリー抽出物では，rosmarinic acid のシグ

ナルが観測され，そのシグナルの大きさから，

抽出効率という点では各抽出溶媒で大きな違

いは見られなかったものの，acetone 抽出を行う

と 8-H周辺で観測されるシグナルが少なくなり，

さらに測定を methanol-d4 で行うと 8-H の付近

の小さなシグナルも 8-Hから離れて観測される

状況となった．よって，この acetone で抽出→

methanol-d4で測定という組み合わせにして行う

ことにした．1H-qNMR 測定の結果，ローズマリ

ー葉の粉末中の rosmarinic acid 含有率は

0.35±0.03％，水溶性ローズマリー抽出物中では

0.60±0.11％という結果を得た．（Table 4）HPLC 
で rosmarinic acid の検量線を作成したところ，

良好な相関の検量線を得ることができた．この

検量線からローズマリー葉中および既存添加

物の水溶性ローズマリー抽出物中の rosmarinic 
acid の含有率を算出したところ，ローズマリー

葉中では 0.34±0.03％，水溶性ローズマリー抽出

物中では 0.60±0.13％という結果が得られ， 1H-
qNMR 法での数値に極めて近似した値が得ら

れた．1H-qNMR 法が HPLC の代わりにとり得る

方法であることが確認できた． 
一方，水溶性ローズマリーでは両測定法とも

に測定値に対するばらつきが大きいと考える

こともできる．特に 1H-qNMR 方でのばらつき

の大きさは，8-H のシグナルの裾に小さなシグ

ナルが存在するようにも見えるため，このシグ
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ナルと積分値の取り方との関係で，人為的なば

らつきが出やすい状況になっているとも考え

られる．Rosmarinic acid に関しては，標準品の

rosmarinic acid溶液を 1H-qNMR 法で値づけをし

て，その溶液を基に HPLC で定量するという方

法が確立されている．3,4)  1H-qNMR 法を用いて

の水溶性ローズマリー抽出物中の rosmarinic 
acid の直接の定量も不可能ではないが，精密さ

という観点からは HPLCの利用の方が優位であ

ると考えられた． 
 
C−4）ケイヒ中の cinnamaldehyde の定量  
 Cinnamaldehyde 試 薬 A, B, C 中 の

cinnamaldehyde の定量を 1H-qNMR 法でおこな

った結果，それぞれ 99.43±2.57％，92.04±
1.03％，97.94±1.17％と見積もられた．ケイヒ

末 A, B, C中の cinnamaldehyde の 1H-qNMR 法を

用いた定量では，それぞれ 3.46±0.04％，2.39
±0.06％，2.72±0.04％と見積もられた．（Table 
5） 1H-qNMR 法を用いることの信頼性の確認

のため，積分値と濃度の相関，添加回収率，定

量の限界についての確認も行った．Fig. 9 に示

すように，積分値と濃度との間には極めて良い

相関があることが確認できた．添加回収実験の

結果，添加回収率は 96.3％で，極めて良好な回

収率だった．また，濃度を変えながら純度測定

を行った結果，0.1 mg/mL 程度の濃度までは誤

差１％程度に抑えられていることがわかった．

故に 0.1 mg/mL程度の濃度までは 1H-qNMR 法

で測定が可能であることがわかった． 
次に，HPLC で cinnamaldehyde の測定を試みた

が，上述のように cinnamaldehyde のピークの形

が時間経過とともに崩れてくる現象が観察さ

れた．Cinnamaldehyde を MeOH-H2O または

CH3CN-H2O に希釈して inject するが，MeOH-
H2O系の溶媒で展開するとメインのピークの後

に分離しきらない形で小さな緩やかなピーク

が連なり始める状態となり，CH3CN-H2O系の溶

媒で展開すると，メインのピークに鋭い小さな

ピークがついてくるという形になった．(Fig. 
18)溶液として保存している過程または展開中

に cinnamaldehydeが変化していることを示唆し

ていた． 

そこで，溶液中の cinnamaldehyde の安定性の

確認するために， DSS-d6または BTMSB-d4のメ

チル基プロトンのシグナルの積分値を基準と

して，試料調製直後（0日目）の cinnamaldehyde
の アルデヒド基のプロトンシグナル(9.65 ppm) 
の積分値 100 として経時的に測定した．その結

果，methanol-d4中では数日のうちにアルデヒド

基のシグナルが大きく減少することがわかっ

た．(Fig. 25)  他の溶媒では比較的安定であるこ

ともわかった．このことから，前年の

cinnamaldehyde の定量において HPLC の測定値

やクロマトグラムが安定しなかったのは測定

溶媒や溶液の希釈に methanol-d4 やメタノール

を使用していたことに起因すると考えられた．

アルデヒド基とアルコールが存在するとアセ

タールを生じる可能性は高く，この結果は

cinnamaldehyde のアルデヒド基にメタノールが

反応したものと強く示唆された．一方，水が共

存するとその変化が抑制されている可能性も

あることがわかった．しかしながら，水が存在

すると液性によってはヘミアセタールや水和

物を生成する可能性があることも示唆してお

り，アルデヒド基が存在する化合物の定量には

アルコール性の溶媒や含水溶媒は避けた方が

安全であることもわかった．今回の研究では，
1H-qNMR を methanol-d4 で実施していたが，こ

ちらの値は大きなばらつきがなかった．これは，

試料調製直後に測定していたため，目に見える

量の反応の進行がなかったからと考えられる．  
 
C−5）1H-qNMR 法を用いたウイキョウ，ダイ

ウイキョウ，アニス中の anethole の定量  
 Anethole標準品中のanetholeの定量を 1H-qNMR
法でおこなった結果，98.12 と見積もられ，試薬

の純度表示にほぼ沿ったものだった． 
各生薬粉末から調製した試料で 1H-NMR を測

定したところ，acetone-d4中で 7位プロトンシグ

ナルが独立して観測されたことから acetone-d4

を溶媒として 1H-qNMR の測定をすることにし

た．1H-qNMR 測定の結果，生薬ウイキョウ中の

anethole 含有率は 0.54±0.02％，ダイウイキョウ

では，古い試料（ダイウイキョウ A）が 2.02％，

新しい試料（ダイウイキョウ B~D）5.48〜7.32％，
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アニスでは 1.14〜1.33％という結果を得た．

（Table 6）HPLC で anethole の検量線を作成し

たところ，良好な相関の検量線を得ることがで

きた．この検量線から各試料中の anethole の含

有率を算出したところ， 1H-qNMR 法での数値

に極めて近似した値が得られた．お互いにそれ

ぞれの試料の定量値のばらつきも極めて小さ

く，1H-qNMR 法が HPLC の代わりにとり得る方

法であることが確認できた． 
また，常識的なことではあるが，古い試料の

ダイウイキョウの anethole の含有率が新しいも

のの半分程度ということから，精油成分が大切

な生薬はやはり新しさが大切であることも確

認できた． 
 
C−6）1H-qNMR 法を用いた生薬バニラ，バニ

ラエッセンス，バニラオイル中の vanillin及び
ethylvanillin の定量 
 Vanillin及び ethylvanillin 標準品中のそれぞれ

の化合物の定量を 1H-qNMR 法でおこなった結

果，それぞれ 96.78%，99.30％と見積もられ，試

薬の純度表示にほぼ沿ったものだった．生薬バ

ニラ A, B 中の vanillin 及び ethylvanillin の 1H-
qNMR 法を用いた定量では，vanillin が 0.42〜 

0.44％，ethylvanillin がその 10 分の１程度であ

る 0.039〜0.045％と見積もられた．（Table 7）ま

たバニラエッセンスでは vanillin が 0.77％の含

有率で ethylvanillin は検出できず，バニラオイ

ルでは vanillin が 0.65％，ethylvanillin0.64%で

ほぼ等量含有されていることがわかった．また，

vanillin と ethylvanillin の同時定量が可能である

ことも確認した． 
次に，HPLC で vanillin及び ethylvanillin の測定

を試みた．HPLC で vanillin及び ethylvanillin の

検量線を作成したところ，両者とも良好な相関

の検量線を得ることができた．この検量線から

各試料中のそれぞれの含有率を算出したとこ

ろ，vanillin は 1H-qNMR 法での数値に極めて近

似した値が得られたものの，生薬バニラ由来の

試料 vanillin の定量に適した濃度の試料溶液で

は ethylvanillin の定量が困難であった．極めて

よく似た化合物なので，HPLC でも同時定量が

可能かと思われたが，今回の研究では不可能だ

った． 
 
 

D. 結論 
１）コショウ種子中のpiperineの1H-qNMR 法を

用いた定量条件を確立した．コショウを主な基

原とする「香辛料抽出物」中の規格基準を策定

する場合の指標成分としてpiperineを対象とし

て，その1H-qNMR 法を用いた定量で規格を定め

られる可能性を示した．あわせてヒハツ種子中

のpiperineの1H-qNMR 法を用いた定量条件も確

立した． 
２）オールスパイス中の eugenol の 1H-qNMR 法
を用いた定量条件を確立した．オールスパイス

を主な基原とする「香辛料抽出物」中の規格基

準を策定する場合の指標成分として eugenol を
対象として，その 1H-qNMR 法を用いた定量で

規格を定められる可能性を示した． 
３）ローズマリー葉中，および既存添加物の水

溶性ローズマリー抽出物中のrosmarinic acidの
1H-qNMR 法を用いた定量条件を確立した．  
４）ケイヒ中のcinnamaldehydeの1H-qNMR 法を

用いた定量条件を確立した．この過程で，HPLC
を 用 い たcinnamaldehydeの 定 量 時 に

cinnamaldehydeが不安定であるかことを示唆す

る現象が観察され，定量の信頼性という観点で

も1H-qNMR 法がcinnamaldehydeの定量において

優れた方法であることが示された．一方，ケイ

ヒの重要な精油成分であるcinnamaldehydeは
methanol-d4中で減少することが示された．アセ

タールが生成すると推定され，アルデヒド基の

ある化合物の定量時にアルコールを用いない

方が安全であることわかった． 
５）ウイキョウ，ダイウイキョウ，アニス中の

anetholeの1H-qNMR 法を用いた定量条件を確立

した．  
６）生薬バニラ，バニラエッセンス，バニラオ

イル中のvanillin及びethylvanillinのの1H-qNMR 
法を用いた定量条件を確立し，また，vanillinと
ethylvanillinの同時定量が可能であることも確

認した． 
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Fig. 1 Piperine の構造 

3位のプロトンが 1H-qNMR 法を適用する際の積分値を測定したプロトン 

 

 

 

 

 

Fig. 2  Eugenol の構造 

6位のプロトンが 1H-qNMR 法を適用する際の積分値を測定したプロトン 

 

 

 

 

Fig. 3  Rosmarinic acid の構造 

8位のプロトンが 1H-qNMR 法を適用する際の積分値を測定したプロトン 
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Fig. 4  Cinnamaldehyde の構造 

アルデヒド基のプロトンが 1H-qNMR 法を適用する際の積分値を測定したプロトン 

 

 

 

 
Fig. 5  Anethole の構造 

7位のプロトンが 1H-qNMR 法を適用する際の積分値を測定したプロトン 

 

 

 

 

 
Vanillin                       Ethylvanillin 

Fig. 6  Vanillin と ethylvanillin の構造 

アルデヒド基のプロトンが 1H-qNMR 法を適用する際の積分値を測定したプロトン 
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Fig. 7 定量用の認証標準物質 
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Fig. 8 a) piperine 標準試薬と b)コショウ種子抽出物と c)ヒハツ種子抽出物の 1H-qNMR

スペクトル (in pyridine-d5)  矢印は piperine の 3位プロトンのシグナル． 
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Fig. 9 a) piperine 標準試薬と b)コショウ種子抽出物と c)ヒハツ種子抽出物の HPLC ク

ロマトグラム  矢印は piperine のピーク． 
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Fig. 10  HPLC における piperine の検量線 
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Fig. 11 a) eugenol 標準試薬と b) オールスパイス末抽出物の 1H-qNMR スペクトル (in 

methanol-d4)  矢印は eugenol の 6位プロトンのシグナル． 
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Fig. 12 a) eugenol 標準試薬と b) オールスパイス末抽出物の HPLC クロマト

グラム   矢印は eugenol のピーク 
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Fig. 13  HPLC における eugenol の検量線 

 

 

  

R² = 0.9994

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

12000000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
濃度（mg/mL） 

ピーク面積 

125



 
A  

B  

C  

 

Fig. 14  Rosmarinic acid試薬(A)，ローズマリー葉(B)および既存添加物のローズマリー

水性抽出物(C) の 1H-qNMR スペクトル (in methanol-d4, 500 MHz)   

拡大図は rosmarinic acid の 8-H のシグナル． 
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Fig. 15  Rosmarinic acid試薬(A)，ローズマリー葉(B)および既存添加物のローズマリー

水性抽出物(C) の HPCL クロマトグラム   

矢印は rosmarinic acid のピーク． 
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Fig. 16  HPLC における rosmarinic acid の検量線 
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Fig. 17  Cinnamaldehyde試薬 A (A)とケイヒ末 C (B)の 1H-qNMR スペクトル (in 

methanol-d4, 500 MHz)   

拡大図は cinnamaldehyde のアルデヒド基プロトンのシグナル． 
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Fig. 18  Cinnamaldehyde試薬の HPCL クロマトグラム 

A は MeOH-H2O系の溶媒で展開したときのクロマトグラム，B は CH3CN-H2O系の溶

媒で展開したときのクロマトグラム． 
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Fig. 19  Anethole試薬(A)，ウイキョウ(B)，ダイウイキョウ(C) 及びアニス(D)の 1H-

qNMR スペクトル (in acetone-d6, 500 MHz)   

拡大図は anethole の 7-H のシグナル． 
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C 

Fig. 20  Anethole試薬(A)，ウイキョウ(B)，ダイウイキョウ(C) 及びアニス(D)のの各試

料の HPLC クロマトグラム   

矢印は anethole のピーク． 
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Fig.21  HPLC における anethole の検量線 
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Fig. 22  Vanillin試薬(A)，ethylvanillin試薬(B)と生薬バニラ(C)，バニラエッセンス(D)，

バニラオイル(E)の各試料の 1H-qNMR スペクトル (in DMSO-d6, 500 MHz)   

拡大図のシグナルは vanillin（矢印 V）と ethylvanillin（矢印 EV）のアルデヒド

基プロトンのシグナル  
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Fig. 23  Vanillin試薬(A)，ethylvanillin試薬(B)と生薬バニラ(C)，バニラエッセンス

(D)，バニラオイル(E)の各試料の HPLC クロマトグラム． 

矢印 V と矢印 EV はそれぞれ vanillin と ethylvanillin のピーク 
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Fig.24  HPLC における vanillin (A)と ethylvanillin (B)の検量線 
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Fig.25 0日目を 100 としたときの cinnamaldehyde の アルデヒド基のプロトンシグナル

積分値の変化 

CD3OD中（●, 実線），CD3CN中（■, 実線）CD3OD-D2O中（○, 点線）

CD3CN-D2O中（□, 点線）で測定 
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Table 1  1H-qNMR スペクトルの測定条件 

分光計 日本電子 ECA500 

観測範囲 −5 〜 15 ppm 

データポイント数 32000 

フリップアングル 90° 

パルス待ち時間 60秒 

積算回数 8回 

スピン なし 

プローブ温度 25℃ 
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Table 2 Piperine 標準試薬，コショウ種子末とヒハツ種子末中の piperine の含有率 

samples 1H-qNMR での含有率(％) HPLC での含有率(％) 

 平均±SEM 平均±SEM 

piperine 標準品# 83.0 ±0.00 （n = 3）   
コショウ 3.10 ±0.09 （n = 3） 2.19 ±0.07 （n = 3） 
ヒハツ 3.10 ±0.19 （n = 4） 2.96 ±0.03 （n = 4） 

# 試薬の純度表示は 95％ 

 

 

 

 

 

 

Table 3  Eugenol 標準試薬とオールスパイス末中の eugenol の含有率 

samples 1H-qNMR での含有率(％) HPLC での含有率(％) 

 平均±SEM 平均±SEM 

eugenol 標準品# 94.0 ±0.00 （n = 3）   
オールスパイス末     

試料１ 3.14 ±0.11 （n = 3） 3.75 ±0.67 （n = 3） 

試料２ 2.46 ±0.13 （n = 3） 2.67 ±0.16 （n = 3） 

# 試薬の純度表示は 95＋％ 
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Table 4 Rosmarinic acid試薬，ローズマリー葉中および既存添加物のローズマリー水性

抽出物中の rosmarinic acid の含有率 

samples 1H-qNMR での含有率(％) HPLC での含有率(％) 

 平均±SEM 平均±SEM 

試薬＃ 89.18 ±1.06 （n = 3）   
ローズマリー葉末 0.35 ±0.03 （n = 3） 0.34 ±0.03 （n = 3） 

ローズマリー水性抽出物 0.60 ±0.11 （n = 3） 0.60 ±0.13 （n = 3） 

# 試薬の純度表示は>96％ 

 

 

 

 

 

 

Table 5 Cinnamaldehyde試薬とケイヒ末中の cinnamaldehyde の含有率 

samples 1H-qNMR での含有率(％) 

 試薬の表示純度 平均±SEM 

Cinnamaldehyde試薬 A >98% (GC) 98.51 ±0.10 （n = 3） 
試薬 B >98% (HPLC) 92.04 ±1.03 （n = 3） 
試薬 C >98% (Capillary GC) 97.94 ±1.17 （n = 3） 

ケイヒ末 A  3.46 ±0.04 （n = 3） 
ケイヒ末 B  2.39 ±0.06 （n = 3） 

ケイヒ末 C  2.72 ±0.04 （n = 3） 
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Table 6   Anethole試薬，ウイキョウ，ダイウイキョウ，アニス中の anethole の含有率 

samples 1H-qNMR での含有率(％) HPLC での含有率(％) 

 平均±SEM 平均±SEM 

Anethole試薬 98.12 ±0.03 （n = 3）   
日本薬局方ウイキョウ 0.54 ±0.02 （n = 3） 0.54 ±0.03 （n = 3） 

ダイウイキョウ A 2.02 ±0.03 （n = 3） 1.96 ±0.02 （n = 3） 
ダイウイキョウ B 7.32 ±0.15 （n = 3） 6.82 ±0.09 （n = 3） 
ダイウイキョウ C 5.48 ±0.11 （n = 3） 5.42 ±0.20 （n = 3） 
ダイウイキョウ D 5.99 ±0.11 （n = 3） 5.82 ±0.14 （n = 3） 

アニス A 1.33 ±0.01 （n = 3） 1.45 ±0.02 （n = 3） 
アニス B 1.14 ±0.02 （n = 3） 1.25 ±0.01 （n = 3） 

# 試薬の純度表示は>96％ 

 

 

 

 

 

 

Table 7   Vanillin試薬，ethylvanillin試薬，生薬バニラ，バニラエッセンス，バニラオ

イル中の vanillin及び ethylvanillin の含有率 

 vanilline ethylvanillin 

samples 1H-qNMR での

含有率(％) 
HPLC での 
含有率(％) 

1H-qNMR での

含有率(％) 
HPLC での 
含有率(％) 

 平均±SEM 平均±SEM 平均±SEM 平均±SEM 

vanillin試薬* 96.78 ±0.09   n.d.    
ethylvanillin試薬# n.d.    99.30 ±0.19   

生薬バニラ A 0.44 ±0.02 0.44 ±0.03 0.039 ±0.002 n.d.  
生薬バニラ B 0.42 ±0.01 0.42 ±0.04 0.045 ±0.001 n.d.  

バニラエッセンス 0.77 ±0.01 0.77 ±0.01 n.d.  n.d.  
バニラオイル 0.65 ±0.02 0.72 ±0.01 0.64 ±0.01 0.59 ±0.01 

*試薬の純度表示は>98％ ＃試薬の純度表示は>97％ 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2年度～令和4年度総括研究分担報告書 

既存添加物の分析法及び試験法の検討 
研究分担者 井之上浩一 立命館大学薬学部 臨床分析化学研究室 教授 

研究要旨  

1）ウコン色素の定量評価の基礎検討：ウコン色素は「第9版 食品添加物公定書」に収載さ

れており, ウコン（Crucuma longa L.）の根茎から得られたクルクミンを主成分とするもの

であると定義されている. 確認試験にはTLC，色価と極大吸収部の記述があるのみで, 明確

な成分は記載されていない. そこで，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いてウコ

ン色素の主成分を明確にし，簡便かつ汎用性のある定量法を開発する必要がある．そこ

で，本研究では，分析対象物質の標準品を必要としない定量法「シングルリファレンス

（SR）-HPLC定量法」を新たに構築した．高純度な主成分の入手法には高速向流クロマト

グラフィー（HSCCC）を用いた．また，ウコン色素のSRはクルクミンから合成デザイン

することにより検出器の感度差や保持時間の影響を最小限にした．単離したクルクミノイ

ドを，定量NMRに基づいた定量値を用いて相対モル感度（RMS）を算出した．実際に，

ウコン色素をSR-HPLC定量法で分析した結果，従来の絶対検量線法と同等の定量性を示

し，SRの濃度や他社装置に変更しても再現性に影響しなかった． 
2）シタン色素の成分規格の検討：シタン色素（Sandalwood Red）は日本食品添加物協会

「第4版 既存添加物自主規格」に収載されており, シタン（Pterocarpus santalinus L.）の

幹枝から得られたサンタリンを主成分とするものと定義されている. 確認試験には色価と

極大吸収部の記述があるのみで, 明確な成分は記載されていない. 昨年度に高速向流クロ

マトグラフィー（HSCCC）を用いてサンタリンAおよびBの単離精製を行なった結果, 高純

度のサンタリンA（SA）およびサンタリンB（SB）が得られたが, 同時に未知の色素成分

も獲得することができた.  そして, この成分をHPLCで測定したが検出感度が低かったた

め, 再解析を行なった. HSCCCやHPLCの測定条件について再検討したが, 分析は困難であ

ると判断した. そこで, TLCによる分析を行い, その結果, シタン色素に含まれる成分のRf
値を求めることができた. 今後さらに成分解析を進めていくために, 成分の再評価と 
HSCCCによる単離精製の検討を合わせて進めていくこととする. 
3）DPPH法を用いた酸化防止剤の抗酸化能評価法の妥当性評価：1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl free radical (DPPH)法は抗酸化能の評価法として，一般試験法の規格化が期

待されている．本手法は，96ウェルを用いた吸光度測定（検出波長：517 nm）によりトロ

ロックス（基準物質）と相対的に抗酸化能を評価する（トロロックス等価活性値，TEAC）
ため，簡便かつ迅速な試験法が可能となる．しかしながら，規格化に向けた妥当性評価が

十分に検討されていないため，本年度では抗酸化能測定キットの内容に基づいて，実験手

技や実験環境を軸にDPPH法の再現性や汎用性を評価することとした．没食子酸（酸化防

止剤）を用いて試薬や調製溶媒を変更してDPPH法を実施した結果，いずれもバラつきの

少なくTEACを得ることができた．しかしながら，様々な既存添加物に応用した際，低極

性の化合物に関して試験溶液が白濁し，正常にDPPH法を実施することが困難であった． 
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研究協力者 

高橋未来 立命館大学薬学部 助教 
布目真梨 立命館大学薬学部 助教 
 
1）ウコン色素の定量評価の基礎検討 
A. 研究目的 

ウコン色素は，「第 9 版 食品添加物公定書」

（以下，公定書）において，ウコン（Crucuma 
longa L.）の根茎から得られたクルクミンを主成

分とするものである．食用油脂を含むことがあ

ると定義されている．1）ウコン色素は，抗炎症

作用，抗酸化作用または抗がん作用などの様々

な薬理作用があるため，クルクミノイドは注目

されている機能性成分といえる 2-4）．しかしなが

ら，公定法におけるウコン色素の定量法では薄

層クロマトグラフィーが規定されており，類似

色素との区別が困難である．これまで，クルク

ミノイドの分析法として，高速薄層クロマトグ

ラフィー（HPTLC）5），高速液体クロマトグラフ

ィー（HPLC）6-8），質量分析（MS）9-11）などが報

告されている．しかしながら，クルクミノイド

の信頼性かつ高純度な標準品は高価格である

ため，市販の標準品を入手することは容易では

ない．先行研究において，ウコン色素にはクル

クミン（CI），デメトキシクルクミン（CII）お

よびビスデメトキシクルクミン（CIII）が主要成

分であり，高速向流クロマトグラフィー（High 
Speed Countercurrent Chromatography，HSCCC）
により，これらクルクミノイドが単離精製され

ている（図 1）12）．HSCCC は二相溶媒系を用い

る液液分配を原理とした液体クロマトグラフ

それゆえに，使用溶媒による溶解性を検討し，既存添加物への適応性を拡大することが求

められる．さらに，マニュアルの簡易化や明確さにもさらに改良することにより，その汎

用性も増すと考えられる． 
4）アナトー色素の定量評価の基礎検討 
アナトー色素は，第9版食品添加物公定書においてベニノキ（Bixa orellana L. ）の種子の

被覆物から得られたものであり，ノルビキシン（NBx）を主成分とするもの及びビキシン

（Bx）を主成分とするものと定義されている．確認試験では，逆相系高速液体クロマトグ

ラフィー（HPLC）により測定し，標準液のNBx及びBxのピークの保持時間と一致するこ

とにより評価している．しかしながら，定量法では，逆相系HPLCではなく，色価測定法

によりNBx及びBxの含量を求めている．そのため，HPLCを用いた正確かつ汎用性のある

定量法を開発する必要がある．そこで，令和3年度では，NBx及びBxの分析法の構築を試

みた．その結果，分析時間10分にて良好な分離及びピーク形状を示す最適な条件を決定す

ることができた．さらに，検出波長460 nmにおいて絶対検量線を作成した結果，定量限界

が0.06 ppmと高感度に定量可能であることも確認できた．また，本条件を用いて6種類の

アナトー色素関連製剤を分析した．その結果，いずれの製剤もNBx又はBxが検出された．

問題点としてHPLCの絶対検量線では，幾何異性体などの問題より，信頼ある分析法は困

難と考えた．そこで，令和4年度は令和3年度に引き続き，SR-HPLC法を目指した検討を実

施した．HPLCによる分離分析を検討した結果，市販されるNBxで純度が91.1%であり，Bx
の混入が確認された．そこで，NBxのHSCCC単離精製を検討した．2相溶媒系として，n-
ヘキサン/酢酸エチル/メタノール/水 (8/2/5/5, V/V/V/V)を用いて実施した．これらによっ

て，得られたNBx及びBxを混合した溶液とデザインしたSRの保持時間などを確認した結

果，n-C9及び n-C11が有効と考えられた．つぎに，NBx，Bx，SR候補物質の検量線を作成

した結果，相関係数0.997以上と良好な結果を得ることができた．今後の課題としては，

trans体の精製とRMS算出などが挙げられる． 
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ィーであり，効率的かつ網羅的な単離精製法で

ある．HSCCC は特殊な機器を用いるため，汎用

性が乏しい．そこで，本研究では，HSCCC で得

られたクルクミノイドに対する対応量標準品

（Single Reference，SR）に値付けした値（相対

モル感度，Relative Molar Sensitivity，RMS）を用

いた SR-HPLC 定量法を開発することとした．

ウコン色素からCI～CIIIを安価に獲得し，化学・

物理的性質の類似性を考慮した SR を化学合成

によりデザインする．そして，SR に基づいて

RMS を値付けすることにより，迅速かつ完全に

定量値を求めることができる． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

ウコン色素は，ターメリック色素（三栄源

エフエフアイ社製，粉末），クルクミン GS
（ダイワ化成社製，液状）およびクルクミン S
（保土谷化学工業社製，液状）を購入し，用

いた． 
n-ヘキサン，アセトニトリル，クロロホル

ム，メタノール，1,4-BTMSB-d6，クルクミン

標準品，ヨードメタン，アセトン，炭酸カリ

ウムおよびギ酸（LC/MS 用，約 99%）は富士

フイルム和光純薬社製を用いた．重アセトン

はメルク社製を用いた．また，超純水は

PURELAB flex5 system（ELGA 社製）を用いて

得た．試料の希釈溶媒として，アセトニトリ

ル/水（50/50, V/V）混液を用いた． 
 
B-2) 装置 
電子天秤：メトラー製METTLER ML303/52 
遠心分離機：日立工機社製 Himac CF15RN 
ロータリーエバポレーター：東京理化器械社製 

N-1000/NVC-2100/DPE-1300/CCA-1111/SB-1000 
凍結乾燥機：東京理化器械社製 FDU-1200 
HPLC 装置：島津製作所社製 LC-20AD/SIL-
20AC/RF-10AXL/CBM-20A/SPD-M20A/CTO-
10AS ，日立ハイテクサイエンス社 Chromaster 
5160 / 5280 / 5310 / 5430，Waters 社製 Acquity 
UPLC H-Class 

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 
定量 NMR（1H-qNMR）装置：JEOL 社製 ECA600 
 
B-3) LC 分離分析 
先行研究より，ウコン色素はメタノールで溶

解し，希釈溶媒を用いて調製した．移動相には，

0.1vol% ギ酸水溶液（A）/0.1vol%ギ酸アセトニ

トリル（B）を使用し，A/B：50 /50 をアイソク

ラティック条件により，20 分の分析を行った 12）． 
カラム： TSKgel ODS-100V column （4.6×150 mm，

5 μm，東ソー社製） 
カラム温度：40℃ 
流速：1.0 mL/min 
検出波長：405 nm  
注入量：10 μL 
 
B-4) HSCCC の分離分析 
まず，三栄源エフエフアイ社製のウコン色素

にメタノール 20 mL を加え，高速振とう（1,000 
rpm，10 min）することにより抽出した．その後，

遠心分離（10,000 rpm，10 分）し，上清を回収

した．この操作を 2回繰り返した．上清を濃縮

乾固し，二相溶媒系の上層/下層（50/50, V/V）混
液に溶解したものを注入試料とした．二相溶媒

系は，ヘキサン/クロロホルム/メタノール/水溶
液 （5/10/7.5/2.5，V/V/V/V）を用いた．分離部は，

Type-J コイルを用い，遠心スピードを 1000 rpm
とした．また，コイル容量は，350  mL であり，

固定相には，上層を充填した．移動相には下層

を用い，流速 1.5 mL/min で送液した．分取した

試料は，島津製作所社製の HPLC を用いて確認

し，最終的に獲得したクルクミノイドを凍結乾

燥した． 
 
B-5) クルクミノイドの SR 合成デザイン 

クルクミン標準品 500 mg にヨードメタン 
4.0mL を加え，テトラメチルクルクミンを合成

した．触媒として，炭酸カリウム 500 mg，ア
セトン 15 mL を用いた．なお，合成した SR を
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島津製作所社製 HPLC と MS により同定およ

び純度評価した． 
 
B-7) 1H-qNMR による単離したクルクミン類と

SR の絶対定量 
10 mg CI〜CIII を重アセトン 1.0 mL に溶解

した．また，10 mg SSR を重アセトン 2.0 mL
に溶解した．1.0 mL溶解液のうち 0.6 mL を

NMR管に移し，qNMR で外部標準法により定

量した． 
 
Data points：60,000 
Flip angle：90° 
Pulse delay：60 s 
Scans：16 times 
Probe： room temperature 
Software：JEOL 社製 Purity Pro qNMR 
ANALYSIS Software 
 
B-8) クルクミン類の RMS 算出 

qNMR管中の CI～CIII および SR を，希釈溶

媒により HPLC 標準溶液を調製した．qNMR の

定量結果を用いて，絶対検量線の範囲は，0～
100 µmol/L と設定し，RMS を求めた．まず，RMS
を算出するとき，ランベルト・ベールの法則の

式を下記のように式変形した．なお，吸光度（R）
は，吸光係数（ε），濃度（C）および層長（l）
で表される． 

𝑅 = 𝜀 × 𝐶 × 𝑙 
 

𝑅!"!#$%&
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𝜀!"!#$%&
𝜀'(

= +
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, × -
𝐶'(
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上記より，CI～CIII の RMS を，SR に対する

CI～CIII の絶対検量線の傾きの比より算出した．

なお，0 µmol/L のピーク面積は検量線の原点と

した．また，今回の研究では，3 日間それぞれ

RMS を算出し，再現性を確認した． 
 
B-9) SR-HPLC 法を用いたウコン色素中のクル

クミン類の定量 
RMS に基づいて 3 製品のウコン色素を SR-

HPLC 法で定量し，従来の絶対検量線法による

定量結果と比較した．クルクミン GS（ダイワ化

成社製）およびクルクミン W（保土谷化学工業

社製）は原液を希釈溶媒により調製した．また，

ターメリック色素（三栄源エフエフアイ社製）

は試料 0.5 g をメタノール 10 mL で抽出し，希

釈溶媒で調製した．なお，絶対検量線による定

量は，qNMR試料液を希釈溶媒により調製した．

さらに，異なる HPLC 装置における SR-HPLC
定量法の再現性を検証するため，健康食品およ

びサプリメント（A～E）を用いて，島津製作所

社製，Waters 社製および日立ハイテクサイエン

ス社製の HPLC 装置で CI～CIII を RMS に基づ

き定量した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) LC 分離分析 
先行研究により，移動相は 0.1vol%ギ酸水溶

液と 0.1vol%ギ酸アセトニトリルを用いて，最

適な分析カラムを検討した 12）．使用したカラム

は東ソー社製 TSKgel ODS-80Ts および TSKgel 
ODS-100V カラムであり，どのカラムサイズも

内径 4.6×長さ 150 mm，粒子径は 5 μmであった．

HPLC クロマトグラムのピーク形状や分離度を

比較した結果，TSKgel ODS-100V を採用するこ

ととした（図 2）． 
 
C-2) HSCCC の単離分析 
二相溶媒系ヘキサン/クロロホルム/メタノー

ル/水溶液 （5/10/7.5/2.5，V/V/V/V）を用いて，メ

タノール抽出したウコン色素を HSCCC で単離

精製した．図 3 にウコン色素の HSCCC クロマ

トグラムを示した．その結果，固定相における

上層の保持率は 50%であり，3 つの主要なピー

クが確認された（Fraction 2～4）．なお，分析時

間は 450 分であった．これら分取物の MS スペ
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クトルでは，いずれもクルクミノイドの[M-H]-

（Fraction 2：m/z 367, Fraction 3：m/z 337, Fraction 
4：m/z 307）が観察された（図 4）．さらに，HPLC
で測定した結果，いずれも単一ピークであった

（図 5）．また，Fraction 1 および HSCCCカラム

内の固定相の HPLC クロマトグラムを図 6 に示

した．その結果，どちらにも CI~CIII がほとん

ど残っていないことが確認された．以上より，

ウコン色素（15.5 g）から CI は 146.6 mg（収率：

0.94%），CII は 98.3 mg（収率：0.64%）および

CIII は 141.7 mg（収率：0.91%）を入手すること

ができた． 
 

C-4) クルクミン類の SR 合成デザイン 

分析対象物質の最適な SR の条件は，分析対

象物質に類似した吸収極大波長を持つこと，物

理的に安定であること，分析対象物質と十分な

LC分離が可能であること，高純度および安価で

あることである．そこで，本研究では，比較的

に安価に入手可能である CI を用いて，SR の合

成デザイン（アルキル化）を検討した（図 7）．
生成物を MS や NMR を用いて同定した結果，

テトラメチルクルクミンであった（図 8）．この

SR をウコン色素に添加して HPLC で測定する

と，CI～CIIIと良好な分離で検出された（図9）．
以上より，本研究で合成デザインされた SR は，

RMS を用いたクルクミノイドの HPLC 定量法

に適応可能であると考えた． 
 
C-5) 1H-qNMR による単離したクルクミン類と

SR の絶対定量 
本研究では，qNMR 用標準物質として，1,4-

BTMSB-d4 を用いた．1,4-BTMSB-d4 の純度

（99.8%）に基づいて，単離した CI～CIII と SR
を qNMR により定量した．それらの qNMR ス

ペクトルを図 10 に示した．その結果，CI は 21.5 
mmol/L，CII は 25.6 mmol/L，CIII は 20.3 mmol/L
および SR は 19.1mmol/L であった． 
 
C-6) クルクミン類の RMS 算出 
単離した CI～CIII と SR の NMR管の試料溶

液を用いて，HPLC 用標準溶液を調製し，絶対

検量線を作成し（原点通過，0～100 µmol/L），
図 11 に示した．さらに，検量線の様々な濃度幅

において RMS を 3日間連続で検量線を作成す

ることにより RMS 算出した．CI～CIII の RMS
の平均値±RSD%を求めた結果，CI は 8.9±1.2，
CIIは9.6±0.9およびCIIIは8.9±2.0であった．

以上より，本研究では，検量線の濃度幅や日間

の影響を受けずに，高精度かつ堅固な RMS を

算出することができたといえる． 
 
C-7) SR-HPLC 法を用いたウコン色素中のクル

クミン類の定量 
算出した CI～CIII のクルクミノイドの RMS

に基づいて，各メーカーのウコン色素を SR-
HPLC 定量法で分析した．なお，添加する SR 濃

度は，25 µmol/L，50 µmol/L および 100 µmol/L
とした．そのときの HPLC クロマトグラムを図

12 に示した．その結果，今回の研究で合成デザ

インした SR はウコン色素中の成分に影響なく

ピークを検出することができた．そして，各 SR
濃度における CI～CIIIの定量値を表 1にまとめ

た．なお，CI～CIII の qNMR 試料液を用いて，

絶対検量線法による定量値も算出した．その結

果，どのウコン色素においても，従来の絶対検

量線と同等の定量値を示した．さらに，健康食

品およびサプリメント（A～E）を島津製作所社

製，Waters 社製および日立ハイテクサイエンス

社製の HPLC 装置で SR-HPLC 定量分析を行っ

た．各 HPLC 装置の健康食品およびサプリメン

トの HPLC クロマトグラムを図 13～15 に示し，

定量結果を図 16 にまとめた．その結果，島津製

作所社製の HPLC装置で RMSを算出した場合，

他社の HPLC 装置においても，本手法は適応可

能であると考えられた． 
 
D. 結論 
 本研究では, 既存添加物ウコン色素に含まれる

CI～CIII の SR-HPLC 定量法を構築した．まず，

標準品が入手困難である CI~CIII を HSCCC に

より単離精製した結果，それぞれ高純度な単一

成分を得ることができた．そして，qNMR によ
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り絶対定量を行い，その定量値に基づいて検量

線を作成した結果，再現性の保証されたRMSを

算出できた．それらの RMS を用いて流通して

いるウコン色素中の CI～CIII を定量した結果，

絶対検量線法とほぼ同じ定量値を示し，他社の

HPLC 装置で定量を実施しても大きな誤差は確

認されなかった．以上より，本分析法を用いる

ことにより，ウコン色素中の主成分を迅速かつ

簡便に定量可能であり，その値は堅固かつ信頼

性のあるといえる．今後は，様々な条件下（研

究室間，日間，カラムなど）における定量値の

再現性を確認することが必要であると考えら

れる． 
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2）シタン色素の成分規格の検討 
A. 研究目的 

シタン色素（Sandalwood Red）は「第 4 版 既

存添加物自主規格」において、シタン

（Pterocarpus santalinus Linné）の幹枝から得ら

れたサンタリンを主成分とするものと定義さ

れている.13） シタンは樹木の芯材が赤紫褐色と

美しく, とても固い木であり, お餅の着色や染料, 
楽器に用いられている. シタンにはフラボノイ

ド, テルペノイド, フェノール化合物, サポニン

などの成分が含まれていると言われている. ま
た, シタン色素の主成分であるサンタリン A
（SA）およびサンタリン B（SB）は, 抗糖尿病
作用, 抗酸化作用や肝臓保護作用が報告されて

いる. そしてインドでは, 皮膚疾患, 黄疸, 創傷治
癒の外用薬として用いられていたことも報告

されている.14） また、人工皮膚の着色の技術も

開発されている. 15）  
現在のシタン色素の確認試験では, 色価や極 

大吸収波長により評価されている. しかしなが

ら, 主成分である SA および SB の定量用標準品

が存在しておらず, 入手不可能であるため, SA
および SB の定量分析は困難である.  
昨年度は , 高速向流クロマトグラフィー

（ High-Speed Countercurrent Chromatography, 
HSCCC）を用いてシタン色素から SA 及び SB
の単離精製を行い, 同時に未知の色素成分(Fr.1)
も獲得することができた. しかし, この成分は検

出感度が低かった. 
 ゆえに, HSCCC を用いて再びシタン色素の主

成分評価を行い, HPLC 及び TLC を用いて分析

条件の検討を行うこととした． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
シタン色素は，粉末のジーエスインターナシ

ョナル社製＜B140＞と液状の三栄源エフエフ

アイ社製＜C2012＞を用いた． なお，<>内は国

立医薬品食品衛生研究所食品添加物部の管理

番号を示す． 

電子天秤：メトラー製METTLER ML303/52 
ロータリーエバポレーター：東京理化器械社製 

N-1000/NVC-2100/DPE-1300/CCA-1111/SB-1000 
薄層板：Merck 社製 Silica gel 60 F254  
HPLC 装置：日立ハイテクサイエンス社製 
Chromaster 5160 / 5280 / 5310 / 5430 
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 
 
B-2) シタン色素の LC 分離分析 
対象試料はメタノールで調製した．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 をアイソクラティ

ック条件により，30 分間の分析を行った． 
カラム： X Bridge C18  （5 μm, 4.6×150 mm, Waters
社製） 
カラム温度：40℃ 
流速：1.0 mL/min 
検出波長：200-540 nm  
注入量：10 μL 
移動相：0.1% ギ酸水溶液（A）/0.1%ギ酸メタノ

ール（B） 
アイソクラティック条件：A/B：45 /55（0 min）
→45/55（20 min）→5/95（20.1 min）→5/95（25 
min）→45/55（25.1 min）→45/55（30 min） 
 
B-3) シタン色素の HSCCC の分離分析 
対象試料にはジーエスインターナショナル社

製から獲得した Fr.1 を用い, 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，

メチル t –ブチルエーテル/アセトニトリル/水溶
液 （4/1/5，V/V/V）を用いた．分離部は，Type-
J コイルを用い，遠心スピードを 1000 rpm とし

た．また，コイル容量は，75 mL であり，固定

相には，上層を充填した．移動相には下層を用

い，流速 1.0 mL/min で送液した． 
 
B-4) シタン色素の TLC の分離分析 
対象試料はシタン色素, 単離精製によって獲

得した SA, SB, Fr.1 とし, メタノールで調製した．

展開溶媒には酢酸エチル：メタノール(9:1)を用

い, 自然光および 254 nmでスポットを確認した.  
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C. 結果及び考察 
C-1) シタン色素の LC 分離分析 
 昨年度のシタン色素の HSCCC による単離で

獲得した Fr.1 についての追加検討を行った。 
まず始めに,  HPLC にて測定条件の検討とし

て, 検出波長及び濃度の検討を行った.  
  赤色色素に関する文献を参考にして,  検出波

長 535 nm, 500 nm, 480 nm, 254 nm で測定し, ピ
ーク強度を比較した. その結果の HPLC クロマ

トグラムを図 1 に示した. 最もピーク強度が大

きかったのは 500 nm であったため, 従来通りの

500 nm で検出を行うこととした.  
 また, 試料濃度によるピーク強度の変化の確認

を行った. Fr.1 166 mg をメタノール 10 mL に溶

解したものを基準溶液としてメタノールで希

釈を行い, 10倍希釈, 100倍希釈, 1000倍希釈溶
液を作成し, 測定行った. その結果の HPLC クロ

マトグラムを図 2 に示した. これより, 希釈を行

うことでピーク強度が小さくなったため, 希釈
をせずに測定を行うこととした. 
 以上の検討により, 測定条件を決定し, Fr.1 を

測定した結果, その結果, 5.8 min と 8.2min にピ

ークを検出した.（図 3） 
 
C-2) シタン色素の HSCCC の分離分析 

HSCCC による単離を再度実施しするにあた

り, 二層溶媒の再検討を行った. その結果, メチ
ル t –ブチルエーテル/アセトニトリル/水溶液 
（4/1/5，V/V/V）を採用した． 
 Fr.1 の HSCCC による単離を実施した. 二層
溶媒にはメチル t –ブチルエーテル/アセトニト

リル/水溶液 （4/1/5，V/V/V）を用いた. なお, 固
定相の保持率は 47 %であり, 分析時間は 150 分

であった. HSCCC クロマトグラム（図 4）より, 
明確なピークは検出されず, また, 上層に赤い成

分が多く残り, 分取することができなかった.  
以上の結果より,  HPLCおよびHSCCCによる

Fr.1 の分析は困難であると考えたため, TLC を

用いて検討することとした.  
 
C-3) シタン色素の TLC の分離分析 

薄層版に Silica gel 60 F254を用いて展開溶媒の

検討を行った結果, 酢酸エチル：メタノール(9:1)
で分離を行うことができた (図 5). また, スポッ
トの Rf 値を求め, 表 1 に示した. この結果より, 
Fr.1, SA および SB の Rf 値を求めることができ

た. またシタン色素中にも同成分が含まれてい

ることを確認することができたが, 一方でスポ

ット 1-5 のように, 上記の成分以外のスポット

も観察された.   
 
D. 結論 
 本研究では, 既存添加物シタン色素に含まれる, 
HPLCでの検出が困難である Fr.1を TLCによっ

て分析することができた. しかし, 同時にシタン

色素には Fr.1, SA, SB以外の成分が含まれてい

ることが確認できた. 今後は, シタン色素の成分

の再評価と, 主成分解析を行うために SA 及び

SB の更なる単離精製が必要であると考えられ

る.  
 
E. 参考文献 
13）日本食品添加物協会；第4版 既存添加物自

主規格 平成20年10月13日発行 
14）Bulle S, Reddyvari H, Nallanchakravarthula V, 

Vaddi DR; Therapeutic Potential of Pterocarpus 
santalinus L.: An Update. Pharmacognosy, 43-9 
（2016） 

15) レアル. ダルマントン, パトリック. 皮膚の人

工的着色のためのサンタリン又はサンタル

人工的着色のためのサンタリン又はサンタ

ルビンを含有する組成物. 特表 2000-513015. 
2000-10-0 
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3）DPPH法を用いた酸化防止剤の抗酸化能評価

法の妥当性評価 
A. 研究目的 

既存添加物の規格基準について，これまで有

効成分や構成成分の同定，各成分の分析法の開

発をすることにより，成分規格試験を設定して

きた 16)．しかしながら，酸化防止剤として使用

されている既存添加物では，様々な成分が抗酸

化能に関与しているため，既存添加物中の全て

の抗酸化物質を同定及び分析法を開発するこ

とは困難である．それゆえに，抗酸化能を持つ

既存添加物に関して，主成分などの成分解析だ

けでなく，酸化防止剤としての抗酸化能の一般

試験法化の設定が求められている．そこで，本

年度では，高い再現性かつ汎用性のある抗酸化

能測定法として，1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
free radical（DPPH）法の基礎検討を試みた． 

DPPH は紫色の安定なラジカル化合物であり，

抗酸化物質により還元されることにより無色

に変化する（図 7）．そのため，DPPH 法はラジ

カルの消去活性を利用した簡便な抗酸化能の

評価法として様々な分野で用いられている．さ

らに，DPPH 法は吸光度測定（検出波長：517 nm）

により実施されるため，マイクロプレートを用

いた簡便かつ迅速な多検体の測定も可能であ

る．しかしながら，DPPH 法による抗酸化能は

50%阻害濃度（IC50）により評価されるが，その

値の再現性の乏しさが課題として挙げられて

いた．そこで，既報において，トロロックスを

基準物質として補正したトロロックス等価活

性 値 （Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity, 
TEAC）による DPPH 法が報告されている 17)．

さらに，DPPH 法による TEAC 評価法はキット

化（抗酸化能測定キット）されており，異なる

試験機関における測定誤差がさらに少なくな

ると期待されている．そこで，本研究では，抗

酸化能測定キットの手順や同封されている試

薬類を用いて様々な既存添加物に応用するこ

とより，その抗酸化能の再現性や適応性を評価

することとした． 
 
B. 研究方法 

B-1) 試料及び試薬 
抗酸化能測定キット（DPPH Antioxidant Assay 

Kit）は同仁化学社製を用い，DPPH 試薬，トロ

ロックス標準品及びアッセイバッファーがキ

ットに同封されていたものを用いた．チャ抽出

物，ターメリック色素，赤キャベツ色素，クチ

ナシ黄色素，ベニバナ赤色素及びマリーゴール

ド色素は三栄源エフ・エフ・アイ社製を用いた．

DPPH は Cayman Chemical 社製を用いた．没食

子酸水物，トロロックス標準品，エタノール（特

級），メタノール（HPLC 用），アセトニトリル

（HPLC 用）及びアセトン（特級）は富士フイ

ルム和光純薬社製を用いた．ジメチルスルホキ

シド（DMSO）はナカライテスク社製を用いた．

また，超純水は PURELAB flex 5 system（ELGA
社製）で精製したものを使用した．0.1 M Tris-
HCl緩衝液（pH7.5）は，株式会社ニッポン・ジ

ーン製 1M Tris-HCl緩衝液（pH7.5）を用いて調

製した． 
 
B-2) 装置 
電子天秤：メトラー製METTLER ML303/52 
遠心分離機：日立工機社製 Himac CF15RN 
吸光度計：コロナ電気株式会社製コロナマル

チグレーティングマイクロプレートリーダー

SH9000Lab 
 
B-2) DPPH ラジカル消去活性試験法 
試料が溶解可能である溶媒にてストック溶液

を調製し，攪拌及び遠心分離（3,000 rpm, 5 分）

した後，上清を測定試料として用いた．また，

トロロックス溶液及び DPPH溶液は，エタノー

ルで溶解及び希釈することにより調製した．そ

して，96穴マイクロプレートに既存添加物又は

80，60，40，0 µg/mL の各濃度に希釈したトロロ

ックス溶液20 µL，0.1 M Tris-HCl緩衝液（ph7.5）
80 µL，0.2 mM DPPH溶液 100 µL を加え，暗室

でインキュベート（25 ℃，30 分間）した．本溶

液を吸光度計（コロナ電気株式会社製コロナマ

ルチグレーティングマイクロプレートリーダ

ーSH9000Lab）により 517 nm の吸光度を測定し

た．さらに，ラジカル消去率を以下の式で求め
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た． 
ラジカル消去率（%）=（ACS-AS）/ACS×100 
Acs: 試料ブランク吸光度 
As: 試料吸光度 

 
B-3) TEAC 算出 
試料及びトロロックス溶液をエタノールで希

釈し，検量線を作成した．また，50%のラジカ

ル消去率を含む範囲で，回帰直線を引き，算出

された直線式より，IC50となる濃度を求めた．3
回の操作により，TEAC の平均値及び標準偏差

（S.D.）を算出した． 
 
TEAC ＝ Trolox の IC50（µg/mL）/試料の IC50

（µg/mL） 
 
C. 結果及び考察 
 まず，抗酸化能測定キット試薬と自ら調製し

た試薬の両方を用いて，酸化防止剤である没食

子酸の TEAC を確認した（表 2）．その結果，全

て調製した試薬を用いた場合においてもキッ

ト試薬と同等な抗酸化能を測定できる（RSD 
3.3%以下）ことを確認した．以上より，それ以

降の DPPH法の検討に関して調製した試薬を用

いることとした． 
次に，7種類の既存添加物を用いて，DPPH 法

による抗酸化能を評価した．これら試料を没食

子酸と同様に，DPPH ラジカル消去活性試験法

を実施し，TEAC を算出した結果を表 3 にまと

めた．その結果，没食子酸及びチャ抽出物の

TEAC はそれぞれ 3.70 及び 2.78 であったが，タ

ーメリック色素及び赤キャベツ色素のTEACは

0.016 及び 0.013 であり，ほとんど抗酸化能が確

認されなかった．さらに，マリーゴールド色素，

クチナシ黄色素及びベニバナ赤色素では，ウェ

ル内の試験溶液が白濁し，正常に吸光度を測定

することができなかった．これら既存添加物が

DPPH 法の測定が困難であった要因は，使用す

る溶媒への溶解性が低かったためであると考

えられる．マリーゴールド色素，クチナシ黄色

素及びベニバナ赤色素の溶解試験を実施した

際，エタノール，メタノール，アセトン，アセ

トニトリル及び水に溶解せず，いずれも DMSO
のみ溶解可能であった（図 8）．そのため，既存

添加物の試料溶液をウェルに入れ，他の試薬を

添加した後，白濁してしまい，IC50 が算出でき

なかった．このように，抗酸化能測定キットの

手順では，実試料の希釈溶媒がエタノールであ

ったため，没食子酸を用いて他の溶媒における

TEAC と比較した．比較溶媒は，水，エタノー

ル，メタノール及び DMSO を用いた．各溶媒に

おける TEAC を図 9 に示した．その結果，没食

子酸では，いずれの溶媒を用いて希釈しても

TEAC の結果に影響しない（RSD; 6.5% ）が，極

性の低い化合物の場合は溶解性が影響するこ

とが判明した．そのため，DPPH 法は極性が高

いもしくは中程度の化合物に適応可能である

と考えられる． 
 次に，実験者間における DPPH 法の測定結果

の誤差を評価した．本研究では，DPPH 法の一

般試験法としての標準化を検討しているため，

実験室環境下における複数の実験者による

DPPH 法の再現性を調査した．3名の実験者（実

験者 A〜C）に対して，キットに同封している

手順書を確認し，没食子酸の DPPH ラジカル消

去活性試験法を実施し，TEAC を算出した．次

いで，実験者 A〜C に，手順内容を図示化した

プロトコール（図 10）を確認してもらい，同様

に没食子酸の DPPH 法を実施した（図 11）．そ

の結果，実験者 A 及び B において，1回目及び

2回目の TEAC はほとんど同じであった．それ

らに対して，実験者 C は，1回目では他の実験

者と TEAC が大きく異なっていたが，2回目の

TEAC は殆ど同等の値が得られた．2 回目にお

ける全実験者による TEAC の RSD は 10%以下
であり，良好な再現性がみられた．これらの結

果より，実験環境下における高い再現性を得る

ために，簡易かつ明確なマニュアルの工夫化が

必要であると考えられる． 
 
D. 結論 
 本研究では，既存添加物における酸化防止剤

の抗酸化能評価法として DPPH法の適応を目指

して，再現性や汎用性など基礎検討した．その
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結果，極性の高い又は中程度の化合物であれば，

適応可能であり，その再現性も高かった．更な

る適応拡大のために，使用溶媒による溶解性の

検討が必要であると考えられる．さらに，異な

る実験者における再現性の比較した結果，簡潔

なマニュアルの作成をすることにより，実験者

間の誤差を軽減することが可能であった． 
 
E. 参考文献 
16）第9版食品添加物公定書，厚生労働省(2017)． 
17）Shimamura T, Sumikura Y, Yamazaki T, Tada A, 

Kashiwagi T, Ishikawa H, Matsui T, Sugimoto N, 
Akiyama H, Ukeda H, Applicability of the DPPH 
assay for evaluating the antioxidant capacity of 
food additives - inter-laboratory evaluation study. 
Anal. Sci. 30, 717-721 (2014). 
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4）アナトー色素の定量評価の基礎検討 
A. 研究目的 

アナトー色素（Annatto Extract）は第 9 版食品添

加物公定書（以下，公定書）において，ベニノ

キ（Bixa orellana L. ）の種子の被覆物から得ら

れたものである．なお，ノルビキシン（Norbixin, 
NBx）を主成分とするもの及びビキシン（Bixin, 
Bx）を主成分とするものがあり，それぞれを

NBx 及び Bx と定義されている 18）．令和 3 年度

において，公定書による規格試験，高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）分析，液体クロマト

グラフィー質量分析（LC-MS）定性を実施した．

その中で，NBx 及び Bx の安定性や異性化など

の問題点が挙げられた．つまり，これらを指標

とする絶対検量線法では，信頼性に欠けるため，

新たな分析法が求められる考えた．Scotter らの

報告では，アナトーの主成分である NBx 及び

Bx はそれぞれ trans-/cis-体が存在しており，そ

れぞれを測り分ける必要性がある（図 12）19)．

幾何異性体は，一般的に逆相系 ODS で分離可

能である．そのため，令和 3 年度に報告した

HPLC 分析で検出された未知ピーク（図 13）は

幾何異性体と推定される．一方で，これら NBx
及び Bx 幾何異性体の標準品は入手できない．

そこで，本年度では，高速向流クロマトグラフ

ィー（HSCCC）を用いた NBx 及び Bx幾何異性

体の単離精製を検討することとした．また，そ

れらの状況を考慮して，相対モル感度係数

（RMS）を用いた Single Reference（SR） HPLC
の開発へ繋げることとした．SR-HPLC を開発す

るにあたり，これまで本研究班での検討の結果，

類似した最大吸収波長をもつものをデザイン

することが望まれる 20, 21)．そこで，本研究では，

新たな赤色領域に特化した SR をデザインした．

今回提案する SR は，アナトーを含めて，天然

カロテノイド色素に拡大できるものと思われ

る．  
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

アナトー色素製剤は，NBx（A 社製；粉末），

Bx（A 社製；粉末）アナトー色素 B（水溶性

アナトー, B 社製；液状），アナトー色素 C（水
溶性アナトー, C 社製；液状），アナトー色素 D
（水溶性アナトー, D 社製；液状）及びアナト

ー色素 E（水溶性アナトー, E 社製；液状）を

入手した．なお，水溶性アナトーは NBx をア

ルカリ処理したアルカリ塩（カリウム塩，ナ

トリウム塩）であるため，指定添加物として

規格基準が定められている． 
NBx 及び Bx 標準品は，富士フイルム和光純薬

社製を用いた．アナトー色素製剤は，ノルビ

キシン（三栄源エフ・エフ・アイ社製；粉

末）を用いた．  
アセトニトリル（HPLC 用），アセトン（特

級），メタノール（HPLC 用），ギ酸（LC/MS
用，約 99%）及び酢酸（LC/MS 用，約 99%）

は富士フイルム和光純薬社製を用いた．ジメ

チルスルホキシド（DMSO）はナカライテスク

社製を用いた．超純水は PURELAB flex5 
system（ELGA 社製）を用いて得た．  
 
B-2) 装置 
電子天秤：メトラー製METTLER ML303/52 
遠心分離機：日立工機社製 Himac CF15RN 
HPLC 装置：島津製作所社製 HPLC-20AD/SIL-
20AC/RF-10AXL/CBM-20A/SPD-M20A/CTO-
10AS  
 
B-3) 確認試験（第 9 版食品添加物公定書） 
ノルビキシン 
(1) 本品の表示量から，ノルビキシン含量 15%

に換算して 0.1 g に相当する量を量り，水

50 mL を加えて振り混ぜて溶解性を確認し

た． 
(2) 本品を水酸化カリウム（1→200）に溶かし

た液の極大吸収部を確認した 
 

ビキシン 
(1) 本品の表示量から，ビキシン含量 25%に換

算して 40 mg に相当する量を量り，水 50 
mLを加えて振り混ぜて溶解性を確認した． 
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(2) 本品をアセトンに溶かした液の極大吸収部

を確認した． 
 
B-4) HPLC 分離分析 
粉末の対象試料は DMSO により溶解し，メタノ

ール/水（90/10, V/V）混液を用いて希釈した．移

動相には，0.1 vol%酢酸水溶液/0.1 vol% 酢酸メ
タノールを使用し，10/90をアイソクラティック

条件により，10 分の分析を行った． 
カラム： TSKgel ODS-100Z column （4.6×150 mm，

5 μm，東ソー社製） 
カラム温度：40℃ 
流速：1.0 mL/min 
検出波長：460 nm  
注入量：10 μL 
 
B-5) LC-MS によるスペクトル解析 
Ion mode：ESI（＋） 
Capillary voltage：2.0 kV 
Extractor voltage：3.0 V 
RF lens voltage：2.5 V 
Source temperature：150℃ 
Desolvation temperature：400℃ 
Cone/desolvation gas flows：50/800 L/hr 
MS scan range：m/z 200 to 500 
Daughter scan range：m/z 50 to 500 
Cone voltage：10-40 V 
Collision energy：10-40 eV 
 
B-6) HSCCC 単離精製 
HSCCC 装置：easy-Prepccc（多層コイルプラネ

ット）（クツワ産業社製） 
分取システム：PU714MLC pump, UV702 detector, 
SC762 system controller, PLC761 fraction collector
（GL Science 社製） 
 
HSCCC条件 
二相溶媒系：n-ヘキサン/酢酸エチル/メタノール

/水 (8/2/5/5, V/V/V/V) 
分離部：Type-J コイル (コイル容量：350 mL) 
遠心スピード：1000 rpm 
流速：3.0 mL/min 

 
NBx の DMSO溶解液 10 µL をチューブに加え

て濃縮乾固（60℃，30 分間）した．その後，残

渣に各組成比（表 5）のヘキサン/酢酸エチル/メ
タノール/超純水の混合液の上層および下層を

それぞれ 0.5 mLずつ加えて再溶解した．その上

層および下層をそれぞれ 100 µL採り，濃縮乾固

（60℃，1 時間）した．そして，残渣にメタノー

ル/超純水（90/10, v/v）混液 100 µL で再溶解し

て，HPLC で分析して分配係数（K）を以下の式

を用いて求めた．0.5≦K≦2.0 の範囲で二層溶媒

系を決定した． 
 
 

分配係数（K）

=
固定相'上層(における NBx のピーク面積

移動相'下層(における NBx のピーク面積
 

 
決定した二相溶媒系より，HSCCCによる対象物

質の単離精製を行った．二相溶媒の上層を固定

相，下層を移動相として用いた．まず，上層を

コイルカラムに充填した後，HSCCCを 1000 rpm
で回転させて，下層を流速 1.0 mL で流した．次

いで，色素を濃縮乾固したものを下層 5 mL で

溶解して，カラムに注入した．そして，

HSCCC/UV（検出波長：460 nm）にて検出され

たピークをそれぞれ分取した．分取した成分を

エバポレーターで濃縮乾固後，メタノール/超純

水（90/10, v/v）混液で再溶解して，HPLC（検出

波長：460 nm）で分析した． 
 
B-7) SR デザイン 
国立医薬品食品衛生研究所有機化学部との

共同による化合物を検討した．極大吸収波長

450～500 nm で検出できる化合物の合成を検討

した（図 14）． 
 
B. 結果及び考察 
C-1) 確認試験 
国内で流通しているアナトー色素を用いて，第

9 版食品添加物公定書の確認試験を実施した．
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実試料を調製し，確認試験を実施した結果，い

ずれのアナトー色素製品も規格基準に従うこ

とが確認できた． 
(1) 本品に水 50 mL を加えて振り混ぜた結果，

いずれもほとんど溶けなかった（図 15）． 
 

(2) いずれも検液は橙色の色彩を示した．規格

基準において Bx は波長 452〜460 nm 及び

482〜490 nm，NBx は波長 448〜456 nm 及び

476〜484 nm に極大吸収部が確認された（図

16）． 
 
C-2) HPLC の分離分析の検討 
NBx 及び Bx は低極性な化合物であると考えら

れるため，溶解性を確認した．メタノール，ア

セトニトリル，アセトン，DMSO 及び水を用い

た結果，DMSO が最も容易に溶解した．なお，

メタノール及びアセトンにおいても溶解した

が，完全溶解することは困難であった（図 17）．
そのため，DMSO を標準原液の溶媒として用い

て，最終的な移動相の組成比であるメタノール

/水（90/10, V/V）混液を希釈液として用いること

とした．また，保土谷工業社製の水分散性アナ

トー及び水溶性アナトーに関しても溶解試験

を実施した結果，水分散性アナトー色素ではエ

タノール，メタノール，アセトニトリル及びア

セトンにおいて不溶解物が生じた（図 18）．水
溶性アナトー色素ではエタノール，アセトニト

リル及びアセトンにおいて不溶解物が生じた

（図 19）． 
ノルビアナトー及び Bx の紫外可視吸収スペク

トルによる極大吸収波長を確認した．確認試験

（2）におけるスペクトルより，いずれも 460 nm
付近にて吸収極大波長が確認されたため，定量

及び定性分析する際のモニタリング波長とし

て設定することとした（図 16）しかしながら，

アナトー色素製剤の色素成分以外もモニタリ

ングするため，254 nm も設定することとした． 
NBx 及び Bx の逆相系 HPLC の分離分析につい

て検討した．まず，移動相条件（アイソクラテ

ィック）を比較した．まず，有機溶媒系につい

てメタノール又はアセトニトリルを用いた際

の保持時間や不純物ピークとの分離や汎用性

などを考慮した結果，メタノールを用いること

とした（図 20）．次いで，移動相に添加する酢

酸濃度を検討した．NBx 及び Bx は酸性物質で

あること，メタノールはギ酸と反応してしまう

ことより，酢酸を移動相に添加することとした．

酢酸濃度を 0 vol%，0.1 vol%及び 0.5 vol％を用

いて NBx 及び Bx のピーク形状（シンメトリー

係数及び理論段数）や分離度を比較した（表 4）．
その結果，0 vol％では NBx 及び Bx のピークが

完全分離しなかった．0.1 vol％及び 0.5 vol％で

は，ピーク形状や分離に関して大きな差が見ら

れなかったが，カラムへの負担や水溶性アナト

ー色素は酸性領域にて析出する可能性がある

ことを考え，0.1 vol%が最適であると考えた． 
次いで，逆相系 HPLCカラムを検討した．東ソ

ー社製の TSKgel ODS-100V，TSKgel ODS-100Z
及び TSKgel ODS-80Tsにおいても同様にピーク

形状や分離を比較した．なお，いずれのカラム

はサイズ 4.6 mm×150 cm，粒子系 5 µm に統一

し，同じ移動相を用いた．各カラムにおける

NBx 及び Bx 標準品の HPLC クロマトグラムを

図 21 に示した．その結果，TSKgel ODS-100Z が

最も夾雑ピークと分離・ピーク形状が良好であ

った．以上より，最適化した NBx 及び Bx 標準

品の HPLC クロマトグラムを図 22（460 nm 検

出）及び図 23（254 nm 検出）に示した． 
本条件により，定量限界（LOQ）から 10 ppm ま

での NBx 及び Bx の絶対検量線を作成し，図 24
に示した．絶対検量線法において，相関係数（r2）

は 0.999 以上の良好な直線性を示し，いずれも

LOQ は 0.063 ppm 及び検出限界（LOD）は 0.031 
ppm であった．本手法により，国内に流通して

いるアナトー色素製剤の HPLCクロマトグラム

を図 25（460 nm 検出）及び図 26（254 nm 検出）

に示した．なお，図 26 より，不純物と NBx 及

び Bx は良好な分離を示し，アンナトー色素（粉

末又は水分散性）よりも水溶性アナトーの方で

は不純物ピークが小さいという特徴がみられ

た． 
以上の結果を踏まえ，測定を実施したところ，

図 27 の HPLC クロマトグラムが得られた．ピ
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ーク面積からその純度は，NBx で 91.1%及び Bx
で 97.0%となった．また，既報 19)の HPLC クロ

マトグラムと比較して，いずれも cis 体と考え

られた．また，今回の HPLC 分離分析から，

NBx/Bx混合溶液を調製し，HPLC 定量分析を行

ってしまうと，NBx 標準品に混入する Bx によ

り過剰評価してしまう恐れが考えられた．さら

に，本標準品は，100 mg が 3～4万円と高額で

あり，汎用性に欠ける．さらに，今後，既存添

加物の状態（温度，pH など）により，幾何異性

化の可能性も否定できない．つまり，従来の標

準品を用いた絶対検量線法では正確な定量評

価が困難であることが分かった． 
 
C-3) LC-MS によるスペクトル解析 
アナトー色素製剤中の NBx 及び Bx を高精度に

同定するために，質量分析装置（MS）を用いた

スペクトル情報を収集した．本研究では，HPLC
と同様の移動相条件において，Waters 社製の直

接的に MSへ繋げることによりスペクトル解析

を実施した．MS scan モードにおいて，Bx m/z 
395（[M+H]+）及び NBx m/z 381（[M+H]+）が最

も強度が高く観察された（図 28）．そのため，

それらをプリカーサーイオンとして設定した．

なお，ESI（—）モードでは検出ピークが確認さ

れなかった．次いで，Daughters scan モードによ

り，MS/MS スペクトルを確認した（図 29）．そ

の結果，NBx 及び Bx由来の特異的な MS/MS ス

ペクトル m/z 145 が得られた．さらに，NBx 及

び Bx 標準品やアナトー色素製剤における不純

物ピークのMSスペクトルを確認した（図 30）．
その結果，不純物Ⅰ及びⅡは NBx，不純物Ⅲ及

びⅣは Bx の分子イオンが検出したため，これ

ら不純物は NBx 又は Bx の trans-/cis-異性体の

可能性が示唆された．これらスペクトル情報を

もとに，各アナトー色素製剤中の Daughters scan
結果，いずれの製剤も NBx又は Bx 標準品と同

様のモニタリングイオンにおいてピークが検

出され，より確実な含有成分の同定が可能とな

ったといえる（図 31 及び図 32）． 
 
C-4) HSCCC 単離精製 

C-2 から，従来の HPLC 法による定量分析が困

難と分かったため，新たな RMS を用いた定量

アプローチを考案した（図 33）．HPLC の結果よ

り，NBx に関して Bx などの不純物が存在して

いることが分かる．そこで，まずは NBx に対し

て HSCCC を用いた単離精製を実施することと

した．NBx 標準品は高額であるうえ，溶解性に

優れない．そこで，本研究では，食品添加物用

の水溶性アナトー色素を用いることとした．初

めに，NBx 及び不純物質の分配係数を求めた結

果，n-ヘキサン/酢酸エチル/メタノール/超純水

（8/2/5/5, V/V/V/V）混合溶液を採用した．次い

で，採用した二層溶媒を用いた HSCCC 分析の

結果を示した．またこのときの保持率は 86％で

あり，分析時間は 100 分で行った．図 34 より，

明確なピークが見られた画分を分取した．分取

した画分を HPLC（検出波長：460 nm）で分析

を行った（図 35）． 
 
C-5) SR デザイン 
C-4 から得た NBx/Bx 混合溶液を用いて，デザ

インした SR の評価を行うこととした．HPLC
（検出波長：460 nm）により，デザインした 6
種類の SR 及び NBx/Bx 混合溶液を用いて比較

を行った結果，NBxとBxの不純物を考慮して，

NBx には n-C9，Bx には n-C11を用いることとし

た（図 36）．次に、NBx、Bx、n-C9， n-C11の検

量線を作成した結果、相関係数 0.997 以上とな

った（図 37）。次に、qNMR で純度を算出し、

RMS を求めることが可能となった。 
 
D. 結論 
 本研究では，アナトー色素における NBx 及び

Bx の SR-HPLC 分析法に関する開発検討を実施

した。その結果、いずれも良好な結果を得るこ

とができた。しかしながら、以下の検討項目が

今後必要と考える。 
 
・trans-NBx 及び Bx の合成と純度評価 
・SR 及び分析対象の純度評価と RMS 算出 
・SR の大量合成と供給 
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以上を解決することで、正確かつ信頼性のある

アナトー色素の分離分析法が構築できると考

える。 
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図 1 シタン色素の HPLC クロマトグラム（検出波長） 
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図 2 シタン色素の HPLC クロマトグラム（試料濃度） 
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図 3 シタン色素の HPLC クロマトグラム 

 

 

 

 

図 4 シタン色素の HSCCC クロマトグラム 
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図 5 TLC 展開結果（左：自然光，右：254 nm） 

1：シタン色素 2：Fr.1 3：SA 4：SB 

 

 
 

図 6 スポット番号 
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図 7. DPPH 法の反応式 
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図 8. マリーゴールド色素，ベニバナ赤色素及びクチナシ黄色素の溶解試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール, (d) ジクロロメタン, (e) アセトン,  

(f)アセトニトリル, (g) DMSO 
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図 9. 各溶媒を用いて溶解及び希釈した際の没食子酸の TEAC（n=3） 
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図 10. 実験者が DPPH 法を実施する際に渡したマニュアル 
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図 11. 実験者 A～C における没食子酸の TEAC 

（黄色：1 回目，青：2 回目） 
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図 12. 分析対象物質の構造式（幾何異性体） 
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図 13. 幾何異性体 NBx 及び Bx の HPLC クロマトグラム 

a) 令和 3 年度報告 

b) 既報 19)の報告 
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図 14. SR デザインの合成経路 

 

 

 

図 15. A 社製 NBx および Bx の確認試験  (1)  

(a) NBx，(b) Bx  
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図 16. A 社製 NBx および Bx の確認試験  (2)  

(a) NBx，(b) Bx  

 

 

 

図 17. NBx 及び Bx 標準品の溶解性試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール, (d)アセトニトリル, (e) アセトン, (f) DMSO 
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図 18. 水分散性アナトー（アンナット EXG）の溶解性試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール, (d)アセトニトリル, (e) アセトン, (f) DMSO 

 

 

 

図 19. 水溶性アナトー（アンナット A-200）の溶解性試験 

(a) 水，(b) エタノール, (c) メタノール 

(d)アセトニトリル, (e) アセトン, (f) DMSO 
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図 20. NBx 及び Bx 混合標準品を用いた移動相溶媒の検討 

(a) 0.1 vol%酢酸アセトニトリル/0.1 vol%酢酸水溶液（80/20, V/V） 

(b) 0.1 vol%酢酸メタノール/0.1 vol%酢酸水溶液（90/10, V/V） 
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図 21. ノルビキシン及びビキシン混合標準品を用いた分析カラムの検討 

(a) TSKgel ODS-100V（サイズ 4.6 mm×150 mm, 粒子径 5.0 µm） 

(b) TSKgel ODS-100Z（サイズ 4.6 mm×150 mm, 粒子径 5.0 µm） 

(c) TSKgel ODS-80Ts（サイズ 4.6 mm×150 mm, 粒子径 5.0 µm） 
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図 22. NBx 又は Bx 標準品の HPLC クロマトグラム（検出波長 460 nm） 

（a）NBx，(b) Bx  
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図 23. NBx 又は Bx 標準品の HPLC クロマトグラム（検出波長 254 nm） 

（a）ノルビキシン，(b) ビキシン 
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図 24. ノルビキシン及びビキシンの絶対検量線（LOQ～10 ppm） 

(a)ノルビキシン（y = 085108x-7656, 相関係数 0.999, LOQ = 0.063 ppm） 

(b) ビキシン（y = 85108x-76556, 相関係数 0.999, LOQ = 0.063 ppm） 
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図 25. アナトー色素製剤の HPLC クロマトグラム（検出波長 460 nm） 

(a) 10 ppm NBx 及び Bx 混合標準品 (b) Bx（A 社製）(c) NBx（A 社製） 

(d) アナトー色素（B 社製）(e) アナトー色素（C 社製） 

(f) アナトー色素（D 社製）(g) アナトー色素（E 社製） 
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図 26. アナトー色素製剤の HPLC クロマトグラム（検出波長 254 nm） 

(a) 10 ppm NBx 及び Bx 混合標準品 (b) Bx（A 社製）(c) Nbx（A 社製） 

(d) アナトー色素（B 社製）(e) アナトー色素（C 社製） 

(f) アナトー色素（D 社製）(g) アナトー色素（E 社製） 
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図 27. NBx 及び Bx 標準溶液の HPLC クロマトグラム 

 

 

 

図 28. 標準品の MS スペクトル  

(a) NBx，(b) Bx  
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図 29.標準品の MS/MS スペクトル  

(a) NBx，(b) Bx  
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図 30. NBx 及び Bx 混合標準品の HPLC クロマトグラム 

（検出波長 460 nm）及び不純物ピークの MS スペクトル 

(a) 10 ppm NBx 及び Bx 混合標準品 

(b) 不純物Ⅰ, (c) 不純物Ⅱ, (d) 不純物Ⅲ, (e) 不純物Ⅳ 
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図 31. アナトー色素製剤を用いた NBx の Daughters scan 

(a) 10 ppm NBx 及び Bx 混合標準品 (b) Bx（A 社製）(c) NBx（A 社製） 

(d) アナトー色素（B 社製）(e) アナトー色素（C 社製） 

(f) アナトー色素（D 社製）(g) アナトー色素（E 社製） 
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図 32. アナトー色素製剤を用いた NBx の Daughters scan 

(a) 10 ppm NBx 及び Bx 混合標準品 (b) Bx（A 社製）(c) NBx（A 社製） 

(d) アナトー色素（B 社製）(e) アナトー色素（C 社製） 

(f) アナトー色素（D 社製）(g) アナトー色素（E 社製） 
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図 33. SR-HPLC によるアナトー色素の分析アプローチ 

 

 

図 34. NBx の HSCCC クロマトグラム 
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図 35. HSCCC 分画（NBx）の HPLC クロマトグラム 

 

 

 

図 36. NBx/Bx 混合溶液及び SR 候補の HPLC クロマトグラム 

(a) NBx/Bx 混合溶液 

(b) SR 候補の混合溶液 
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図 37. NBx, Bx,及び SR の検量線 

(a) NBx（y = 54755x, 相関係数 0.999） 

(b) Bx（y = 64989x, 相関係数 0.999） 

(c) n-C9（y = 8893.3x, 相関係数 0.997） 

(b) n-C11（y = 6995.9x, 相関係数 0.999） 
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表 1 Rf 値 

 

表 2. 抗酸化能測定キットの各試薬を調製した場合の TEAC（n=3） 

 

表 3. DPPH 法を用いた各既存添加物の TEAC（n=3） 

試薬類 TEAC±S.D.
トロロックス溶液 DPPH溶液 0.1M Tris-HCl緩衝液

① キット キット キット 3.42 ± 0.04
② 調製した試料 キット キット 3.73 ± 0.05
③ キット 調製した試料 キット 3.63 ± 0.18
④ キット キット 調製した試料 3.56 ± 0.09
⑤ 調製した試料 調製した試料 調製した試料 3.67 ± 0.21

試料 IC50（µg/mL） TEAC
没食子酸 18.6 3.70
チャ抽出物 24.8 2.78

ターメリック色素 4138 0.016
赤キャベツ色素 4903 0.013
マリーゴールド色素 - -
クチナシ黄色素 - -
ベニバナ赤色素 - -

サンプル名 a (cm) b (cm) Rf値(b/a)
1-1

4.05

1.00 0.25
1-2 2.85 0.70
1-3 3.00 0.74
1-4 3.35 0.82
1-5 3.85 0.95
2-1

4.10
0.90 0.22

2-2 2.90 0.71
3 4.10 2.95 0.72
4 4.10 3.40 0.83
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表 4. ノルビキシン及びビキシン混合標準品を用いた 

移動相中の酢酸濃度の検討（n=3） 

 

 

表 5. HSCCC の 2 相溶媒の検討項目 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移動相
酢酸

濃度(vol%)
シンメトリー係数 理論段数

分離度Bx NBx Bx NBx

メタノール/水溶液
（90/10, V/V）

0 - - - - 0.72 (3.5)
0.1 1.14 (1.9) 1.23 (2.6) 5081 (0.5) 3848 (0.8) 6.85 (0.6)
0.5 1.12 (2.0) 1.24 (3.0) 5084 (1.2) 3765 (0.7) 6.62 (2.8)

n -ヘキサン 酢酸エチル メタノール 超純水

↑無極性 10 0 5 5

9 1 5 5

8 2 5 5

7 3 5 5

6 4 5 5

5 5 5 5

4 5 4 5

3 5 3 5

2 5 2 5

1 5 1 5

↓高極性 0 5 0 5

190



厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

既存添加物の品質向上に資する研究 

（20KA1008） 

令和2～4年度総合分担報告書 
試験法及び分析法の開発 

〜PDA 検出器の校正用化合物創出のための基礎検討〜 

研究分担者 出水庸介 国立医薬品食品衛生研究所 有機化学部 部長 

 
 

研究協力者 

辻厳一郎 国立医薬品食品衛生研究所 
有機化学部 主任研究官 

 
A. 研究目的 

食品添加物の試験では，HPLC を用いた分析法

が設定されているものが多く，異なる装置間で

の分析における正確さを担保することは重要

である．フォトダイオードアレイ（PDA）は広

範囲の波長域の吸収を一度に検出できること

から，HPLC をはじめとした分析機器の検出器

として汎用的に利用されている．PDA 検出器を

利用した HPLCでの定量分析においては検出器

の装置間校正が必要となる．特定波長の吸収に

おける装置間校正は，対象とする波長に対して

適切な基準物質（シングルリファレンス）を個

別に設定することで対応が可能であるが， PDA
のカバーする広範囲の波長域において一種の

化合物を使用して校正を実施できることが望

ましい．しかしながら，現状，そのような化合

物は設定されていない． 
本研究では， PDA の校正用化合物として利用可

能な分子創出を目的とし，広範囲の波長域にお

いて UV 吸収を示す化合物の開発について検討

した．本研究における基本的な分子設計として

は，異なる波長域に吸収を示すユニットや水溶

性向上のためのビルディングブロックなどを

複数連結させるという方針で機能化を目指し

た（Figure 1）．具体的には，①UV 吸収を示す化

合物の開発として，ビスアリールマレイミド誘

導体や 1,4-ナフトキノン誘導体の効率的な合成

法について検討した．また，②HPLC を用いた

定量法に利用可能なシングルリファレンス物

質の開発を目的とし，カロテノイド類を定量対

象とした，ビスインドリルマレイミド誘導体の

合成法について検討した． 
 

B. 研究方法 
B-1)ビスアリールマレイミド誘導体の分子設

計・合成経路 
 ビスアリールマレイミド誘導体においては，

マレイミド骨格に導入する芳香環の種類によ

って紫外可視吸収（UV-Vis）スペクトルが変化

する．複数種類の芳香環を導入した誘導体を効

研究要旨 既存添加物の有効成分または指標成分の定量用標品の供給問題を解消するため，分

析対象物質の標準物質を必要としない定量分析法の開発が求められている．フォトダイオード

アレイ（PDA）は広範囲の波長域における吸収を検出できるため，HPLCなどの分析機器の検

出器として汎用されている．PDA検出器を用いた定量においては広範囲に吸収をもつ化合物を

基準物質とした校正により利便性の向上が期待されるが，現状，PDA校正用として汎用的に使

用されている化合物は無い．本研究では，PDA検出器の校正に利用可能な性質，すなわち広範

囲における吸収や水溶性といった物理的性質を有する分子の探索を目的とした．具体的には，

広波長範囲において吸収を有する分子の探索としてビスアリールマレイミドやナフトキノン

の誘導体合成と吸収スペクトルについて検討した．また， HPLCを用いた定量に利用可能なシ

ングルリファレンス化合物の簡便な設計・合成のための検討を行った．  
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率的に合成するために，Scheme 1 および 2 に示

すような，共通中間体 3 を経由した鈴木-宮浦ク

ロスカップリング反応 1,2)によってアリールボ

ロン酸を導入する合成計画を立てた． 
 
B-2) ナフトキノン誘導体の分子設計・合成経路 
本研究で検討したナフトキノン誘導体につ

いては，寺山らが報告している，比較的長波長

域に UV 吸収を示す 1,4-ナフトキノン誘導体

213)を基にして誘導体化を実施した．具体的に

は，基となる 21中の 1)ジメチルアミノ基を種々

変更したタイプの化合物，また，2) クロロ基を

別の官能基に変更したタイプの化合物を設計

した．Scheme 3~7 にそれぞれの合成経路を示し

ている． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) ビスアリールマレイミド誘導体の合成（各

化合物データは R2 報告書に記載） 
 本研究においては効率的に多種類の誘導体を

合成するため，共通の中間体を利用し，一つの

カップリング反応の系中に複数種類のアリー

ルボロン酸を共存させて反応を行った（Scheme 
1, 2）．この手法により，生成した誘導体を分離

することで，多種類の化合物を同時に得ること

が可能となった（Figure 2, 3）． 
 
化合物 3 の合成 
ムコブロム酸 (1)（4.64 g, 18.0 mmol）と 2-メチ
ル-2-ブテン（9.5 mL, 90.0 mmol）のアセトン溶

液（73 mL）に亜塩素酸ナトリウム（80%）（3.9 
g, 60.0 mol）のりん酸二水素ナトリウム（13.5 g, 
72.0 mol）水溶液（73 mL）を 0℃にて滴下した．

反応液を室温にて 3 時間攪拌した後，0℃にて

10%塩酸（73 mL）を加えてジエチルエーテルで

抽出した（150 mL x 4）．合わせた有機層を水，

次いで飽和食塩水で洗浄後，溶液硫酸ナトリウ

ムで乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．得ら

れた粗生成物 2（6.2 g）はこれ以上精製せずに

次の反応に用いた． 
化合物 2（3.5 g, as 9 mmol）に塩化アセチル（6.8 
mL, 90 mmol），次いで硫酸をパスツールピペッ

トで一滴加えた．室温で 1.5 時間撹拌した後，

反応液を減圧濃縮した後，残渣に対してトルエ

ンで共沸を行った（10 mL x 2）．得られた粗生

成物はこれ以上精製せずに次の反応に用いた．

上記の粗生成物を酢酸（18 mL）に溶解させ，ベ

ンジルアミン（1.18 mL, 10.8 mmol）を加えた後， 
110℃にて 3時間撹拌した．反応液を室温に冷却

後，減圧濃縮し，得られた残渣を酢酸エチルに

溶解させ，水で洗浄した．有機層を 2M塩酸，

飽和炭酸水素ナトリウム水溶液，飽和食塩水で

順次洗浄後，溶液硫酸ナトリウムで乾燥，濾過

し，濾液を減圧濃縮した．得られた残渣をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィーで精製（ヘキ

サン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 1 : 3）することで，

化合物 3 を無色固体（1.44 g, 46%）の収率で得

た． 
 
化合物 4 の合成 
化合物 3（137 mg, 0.40 mmol），4-メトキシフェ

ニルボロン酸（182 mg, 1.2 mmol），ビス（トリ

フェニルホスフィン）パラジウム（II）ジクロリ

ド（58 mg, 0.10 mmol），フッ化セシウム（365 mg, 
2.4 mmol）の 1,4-ジオキサン（4 mL）/水（1 mL）
溶液を 110℃にて 12時間撹拌した．室温に冷却

後，反応液を酢酸エチルで希釈し，水，飽和食

塩水で順次洗浄後，溶液硫酸ナトリウムで乾燥，

濾過し，濾液を減圧濃縮した．得られた残渣を

シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製

（ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 3 : 1）するこ

とで，化合物 4 を 79%（126 mg）の収率で得た． 
 
化合物 5 の合成 
化合物 3（345 mg, 1.0 mmol），2-ナフタレンボロ

ン酸（413 mg, 2.4 mmol），ビス（トリフェニル

ホスフィン）パラジウム（II）ジクロリド（35 mg, 
0.05 mmol），フッ化セシウム（810 mg, 4.8 mmol），
テトラブチルアンモニウムクロリド（28 mg, 0.1 
mmol）のトルエン（6.7 mL）/水（3.3 mL）溶液

を 80℃にて 12時間撹拌した．室温に冷却後，

反応液を酢酸エチルで希釈し，水で洗浄した．

有機層を 2M塩酸，飽和炭酸水素ナトリウム水

溶液，飽和食塩水で順次洗浄後，溶液硫酸ナト

リウムで乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．

得られた残渣をシリカゲルカラムクロマトグ
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ラフィーで精製（ヘキサン：酢酸エチル ＝ 10 : 
0 to 8 : 2）することで，化合物 5 を 97%（0.43 g）
の収率で得た． 
 
化合物 6 の合成 
化合物 4（63 mg, 0.16 mmol）のエタノール溶液

（1.5 mL）に 4M 水酸化カリウム水溶液（1 mL）
を加え，60℃にて 2時間撹拌した．0℃に冷却後，

反応液に10%塩酸を加えて酸性とした（pH ~2）．
生じた沈殿をろ取して，水で洗浄，真空乾燥す

ることで 6 を黄色固体（45 mg）として得た． 
 
化合物 7 の合成 
化合物 5（320 mg, 0.7 mmol）のエタノール溶液

（7.5 mL）に 4M 水酸化カリウム水溶液（5 mL）
を加え，60℃にて 5時間撹拌した．0℃に冷却後，

反応液に10%塩酸を加えて酸性とした（pH ~2）．
生じた沈殿をろ取して，水で洗浄，真空乾燥す

ることで 7 を淡黄色固体（250 mg）として得た． 
 
化合物 10 の合成 
4-ブロモアニリン (8)（1.72 g, 10.0 mmol）の 1M
塩酸溶液（20 mL）に 0℃にて，亜硝酸ナトリウ

ム（0.73 g, 10.5 mol）の水溶液（2 mL）を 0℃に

て滴下した．反応液をそのままの温度で 15 分

間攪拌した後，N,N-ジメチルアニリン（1.33 g, 
11.0 mmol），次いで酢酸ナトリウム（1.33 g, 11.0 
mmol の水溶液（10 mL）およびメタノール（5 
mL）を加えた．反応液を室温にて 3時間撹拌し

た後，水（20 mL）およびメタノール（5 mL）を

加えた．生じた沈殿をろ取して水（50 mL），次
いでメタノール（5 mL）で洗浄し真空乾燥する

ことで化合物 9 を橙色粉末として得た（2.58 g, 
85%）．  
化合物 9（1.22 g, 4.0 mmol）の 1,4-ジオキサン溶

液（40 mL）にビス(ピナコラート)ジボロン（1.42 
g, 5.6 mmol）， [1,1'-ビス（ジフェニルホスフィ

ノ）フェロセン]ジクロロパラジウム（II）-ジク

ロロメタン複合体 （0.33 g, 0.4 mmol），酢酸カリ

ウム（0.86 g, 8.8 mmol）を加えた後，90℃にて

14時間撹拌した．室温に冷却後，反応液を酢酸

エチルで希釈し，水，飽和食塩水で順次洗浄後，

無水硫酸ナトリウムで乾燥，濾過し，濾液を減

圧濃縮した．得られた残渣をシリカゲルカラム

クロマトグラフィーで精製（F = 8.5 cm, h = 3 cm, 
ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 4 : 1）すること

で，化合物 10 を 89%（1.23 g）の収率で得た． 
 
C-2) ビスアリールマレイミド誘導体の一斉合

成（各化合物データは R3 報告書に記載） 
化合物 15-20 の合成 
化合物 3（173 mg, 0.5 mmol），フェニルボロン

酸（46 mg, 0.4 mmol），6-メトキシナフチル-2-ボ
ロン酸（81 mg, 0.4 mmol），化合物 10（140 mg, 
0.4 mmol），ビス（トリフェニルホスフィン）パ

ラジウム（II）ジクロリド（18 mg, 0.025 mmol），
テトラキス（トリフェニルホスフィン）パラジ

ウム（0）（29 mg, 0.025 mmol），フッ化セシウム

（90%, 405 mg, 2.4 mmol）の 1,4-ジオキサン（4.5 
mL）/水（0.5 mL）溶液を 100℃にて 15時間撹

拌した．室温に冷却後，反応液を酢酸エチルで

希釈し，水，飽和食塩水で順次洗浄後，無水硫

酸ナトリウム上で乾燥，濾過し，濾液を減圧濃

縮した．得られた残渣のエタノール溶液（4 mL）
に 4M 水酸化カリウム水溶液（2 mL）を加え，

40℃にて 4時間撹拌した．0℃に冷却後，反応液

に 10%塩酸を加えて酸性とした（pH ~2）．生じ

た沈殿をろ取して，水で洗浄，真空乾燥するこ

とで暗紫色粉末（300 mg）を得た．この化合物

（150 mg, as 0.25 mmol）と化合物 13（73 mg, 0.25 
mmol）のトルエン（1.9 mL）/DMF（0.1 mL）溶

液（1.9 mL）を 100℃にて 12時間撹拌した．室

温に冷却後，反応液を酢酸エチルで希釈し，1M
塩酸，飽和炭酸水素ナトリウム水溶液飽和食塩

水で順次洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾燥，

濾過し，濾液を減圧濃縮した．得られた残渣を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサ

ン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 0 : 1）に付すことで，

化合14を得た．この化合物（70 mg, as 0.125 mmol）
を 4M塩酸-ジオキサン溶液（2 mL）/メタノー

ル（0.5 mL）に溶解させ，室温にて 12時間撹拌

した．反応液を減圧濃縮し，得られた残渣を分

取 HPLC にて精製し，化合物 15-20 を得た． 
 
C-3) ナフトキノン誘導体の合成（各化合物デー

タは R4 報告書に記載） 
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ジメチルアミノ基を種々変更したタイプの

ナフトキノン誘導体は，共通の合成前駆体であ

る 2,3-ジクロロ-1,4-ナフトキノン (32)に対して，

アミンもしくはフェノール化合物を反応させ

ることで合成した．また，クロロ基を変更した

タイプのナフトキノン誘導体は，基本的にはク

ロロ基をそれぞれの置換基に置き換えた前駆

体に対して N,N-ジメチル-1,4-フェニレンジア

ミンを反応させることで調製することができ

た． 
C-3-1) ジメチルアミノ基置換体の合成 

化合物 21 の合成 
2,3-ジクロロ-1,4-ナフトキノン (32)（227 mg, 1.0 
mmol）のテトラヒドロフラン溶液（7 mL）に室

温にて，N,N-ジメチル-1,4-フェニレンジアミン

（143 mg, 1.05 mol）のテトラヒドロフラン溶液

（3 mL），続いて炭酸ナトリウム（223 mg, 2.10 
mmol）を加えた．反応液を 18時間攪拌した後，

減圧濃縮して大部分のテトラヒドロフランを

除去し，酢酸エチル（40 mL）で希釈して水，飽

和食塩水で順次洗浄後，無水硫酸ナトリウムで

乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．得られた

残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

で精製（ ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 2 : 8）
することで，化合物 21 を黒色粉末として得た

（190 mg, 58%）． 
 

化合物 22 の合成 
化合物 21 と同様の方法にて，アニリンを使用

し，シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精

製（ ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 4 : 6）す

ることで，化合物 22 を淡赤色粉末として得た

（収率 16%）． 
 
化合物 23 の合成 
化合物 21 と同様の方法にて，4-ニトロアニリン

を使用し，得られた残渣をジクロロメタンで洗

浄することで，化合物 23 を赤茶色固体として

得た（収率 43%）． 
 
化合物 24 の合成 
化合物 21 と同様の方法にて，p-アニシジンを使

用し，水相中に生じた沈殿物を水，次いでジエ

チルエーテルで洗浄，真空乾燥することで化合

物 23 を暗褐色固体として得た（収率 76%）． 
 

化合物 25 の合成 
化合物 21 と同様の方法にて，p-メトキシフェノ

ールを使用し，シリカゲルカラムクロマトグラ

フィーで精製（ ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 
4 : 6）することで化合物 25 を暗褐色固体として

得た（収率 86%）． 
 

化合物 26 の合成 
化合物 21 と同様の方法にて，4-ジメチルアミノ

ベンジルアミン二塩酸塩を使用し，シリカゲル

カラムクロマトグラフィーで精製（ ヘキサン：

酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 2 : 8）することで，化合物

26 を暗褐色固体として得た（収率 49%）． 
 
C-3-2) クロロ基置換体の合成 
化合物 27 の合成 
2,3-ジクロロ-1,4-ナフトキノン (32)（1.14 g, 5.0 
mmol）のメタノール懸濁液（6.7 mL）に室温に

て，亜硝酸ナトリウム（1.14 g, 16.5 mol）の水溶

液（8 mL）を滴下した．反応液を 70℃にて 4時
間，その後室温にて 12時間攪拌した．反応液に

水（15 mL）を加え，生じた固体を濾取して水

（10 mL）で洗浄，真空乾燥した．一方，生じた

水相を 2M塩酸で酸性（pH2）としてジエチルエ

ーテル（30 mL）で抽出，無水硫酸ナトリウムで

乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．それらを

合わせて化合物 33 を黄色固体として得た（1.01 
g, 92%）．33（440 mg, 2.0 mmol）のジクロロメ

タン懸濁液（20 mL）に，室温にて塩化オキサリ

ル（343 µL, 4.0 mmol），次いで N,N-ジメチルホ

ルムアミド（1 drop）を加えた．室温にて 1時間

攪拌後，反応液を 0℃に冷却した後，氷水（10 
mL）を加えて 5 分間攪拌することで反応を停止

させた．反応液をジクロロメタン（20 mL）で抽

出し，飽和食塩水で順次洗浄後，無水硫酸ナト

リウムで乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮するこ

とで化合物 34 を粗生成物として得た（淡黄色

固体, 460 mg）．得られた化合物 34 を用い，化合

物 1 と同様の方法にて反応させ，シリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーで精製（ ヘキサン：酢
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酸エチル ＝ 9 : 1 to 2 : 8）することで，化合物 27
を暗褐色固体として得た（収率 76% for 2 steps）． 
 

化合物 28 の合成 
1,4-ナフトキノン (35)（3.16 g, 20.0 mmol）の酢

酸懸濁液（30 mL）に室温にて，臭素（6.39 g, 40.0 
mol）の酢酸溶液（20 mL）を加えた．反応液を

100℃にて 14時間攪拌した後，0℃に冷却して氷

水（50 mL）を加えた．生じた沈殿物を濾取して

水（100 mL）で洗浄，真空乾燥することで化合

物 36 を黄褐色粉末として得た（5.94 g, 94%）． 
得られた化合 36 を用い，化合物 21 と同様の方

法にて反応させ，シリカゲルカラムクロマトグ

ラフィーで精製（ ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 
1 to 2 : 8）することで，化合物 28 を黒色固体と

して得た（収率 97%）． 
 

化合物 29 の合成 
化合物 28（74 mg, 0.2 mmol），フェニルボロン

酸（37 mg, 0.3 mmol），ビス（トリフェニルホス

フィン）パラジウム（II）ジクロリド（7 mg, 0.01 
mmol），炭酸セシウム（195 mg, 0.6 mmol）のト

ルエン（2.6 mL）/水（1.3 mL）溶液を 100℃に

て 15時間撹拌した．室温に冷却後，反応液を酢

酸エチル（26 mL）で希釈し，水，飽和食塩水で

順次洗浄後，無水硫酸ナトリウム上で乾燥，濾

過し，濾液を減圧濃縮した．得られた残渣をシ

リカゲルカラムクロマトグラフィーで精製（ ヘ
キサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 2 : 8）すること

で，化合物 29 を濃紫色無定形固体として得た

（29 mg, 39%）． 
 

化合物 30 の合成 
化合物 21（227 mg, 1.0 mmol）のテトラヒドロ

フラン懸濁液（2 mL）に室温にて，ナトリウム

メトキシド（5M in MeOH, 0.8 mL, 4.0 mol）を加

えた．反応液を 60℃にて 14時間攪拌した後，

室温に冷却して酢酸エチルで希釈し，水，飽和

食塩水で順次洗浄後，無水硫酸ナトリウムで乾

燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．得られた残

渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーで

精製（ ヘキサン：酢酸エチル ＝ 9 : 1 to 1 : 2）
することで，化合物 30 を黒色粉末として得た

（76 mg, 26%）． 
 

化合物 31 の合成 
2,3-ジクロロ-1,4-ナフトキノン (32)（1.14 g, 5.0 
mmol）のメタノール懸濁液（20 mL）に室温に

て，ナトリウムメトキシド（5M in MeOH, 6 mL, 
30.0 mol）を滴下した．反応液を 60℃で 5時間

攪拌した後，室温まで冷却後に減圧濃縮して大

部分のテトラヒドロフランを除去した．得られ

た残渣を 0℃に冷却後，氷水（20 mL）を加え，

生じた沈殿物を濾取して水，次いで少量のメタ

ノールで洗浄，真空乾燥することで化合物 37 を

黄金色粉末として得た（440 mg, 40%）． 
化合物 37（109 mg, 0.5 mmol）のテトラヒドロ

フラン溶液（1 mL）に室温にて，N,N-ジメチル

-1,4-フェニレンジアミン（136 mg, 1.0 mmol），
炭酸ナトリウム（212 mg, 2.0 mmol）を加えた．

反応液を室温にて 7日間攪拌した後，酢酸エチ

ルで希釈し，水，飽和食塩水で順次洗浄後，無

水硫酸ナトリウムで乾燥，濾過し，濾液を減圧

濃縮した．得られた残渣をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィーで精製（ ヘキサン：酢酸エチ

ル ＝ 9 : 1 to 2 : 8）することで，化合物 31 を濃

青色固体として得た（31 mg, 19%）． 
 

C-4) シングルリファレンス候補化合物として

のビスインドリル誘導体の合成（各化合物デー

タは R4 報告書に記載） 
化合物 33 の合成 4)  
インドール（1.03 g, 8.8 mmol）のトルエン溶液

（14 mL）に，攪拌下，室温にてエチルマグネシ

ウムブロミド（1M in THF, 8.8 mL, 8.8 mmol）を

5 分間かけて滴下した後，50℃にて 1時間攪拌

した．反応液を室温に戻した後，化合物 18（690 
mg, 2.0 mmol）のトルエン溶液（14 mL）を滴下

し，反応液を 100℃にて 14時間攪拌した．反応

液を 0℃に冷却し，2M塩酸（28 mL）を加えて

反応を停止させ，酢酸エチル（56 mL）で抽出し

た．有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液，

飽和食塩水で洗浄後，無水硫酸ナトリウム上で

乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．得られた

残渣をジクロロメタン/メタノール混液（19 : 1, 
v/v）に懸濁させ，沈殿物を濾取して真空乾燥す
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ることで化合物 33 を赤色固体として得た（600 
mg, 72%）．  
 
C-5)ビスインドリル誘導体の一斉合成の例 
本研究における検討の途上において，Figure 8
に示すようなビスインドリル化合物 33 がビキ

シンなどのカロテノイド化合物と類似の吸収

帯（460 nm付近）を示すことが確認されたため，

この分子を母骨格として選択した．対応する酸

無水物 34 と反応させるアミンを 1：1 の割合で

脱水-閉環させることでイミド化合物を調製で

きた．またこの際，異なる複数種類のアミンを

一度に反応させることで，一度の合成で異なる

炭化水素側鎖を有する分子の混合物を得るこ

とができた．これらの混合物は順相のシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィーで全ての化合物

を分離することは困難であった一方で，逆相

HPLC においては，各化合物を良好に分離する

ことが可能であり，この合成法を利用すること

で，HPLC 上における保持時間の異なる分子を

スクリーニング的に調製することができるこ

とが分かった（Scheme 8）． 
 
化合物 35a および 35b の合成 
化合物 33（417 mg, 1.0 mmol）のエタノール懸

濁液（4 mL）に 4M 水酸化カリウム水溶液（2 
mL）を加えて，40℃にて 4時間攪拌した．反応

液を 0℃に冷却し，10%塩酸（8 mL）を加えて

液性を酸性（pH1~2）とした後，ジクロロメタン

（20 mL x 2）で抽出した．有機層を無水硫酸ナ

トリウム上で乾燥，濾過し，濾液を減圧濃縮し

することで化合物 34 を赤色固体として得た

（300 mg）．この化合物はこれ以上精製せずに

次の反応に使用した．化合物 34（33 mg, 0.1 mmol）
のトルエン（0.9 mL）/酢酸溶液（0.1 mL）に，室

温にて n-オクチルアミン（8.3 µL, 0.05 mmol），
ノニルアミン（9.1 µL, 0.05 mmol）を加え，反応

液を 110℃にて 12時間攪拌した．反応液を室温

まで冷却し，酢酸エチル（20 mL）で希釈し，1M
塩酸，飽和炭酸水素ナトリウム水溶液飽和，食

塩水で順次洗浄後，無水硫酸ナトリウム上で乾

燥，濾過し，濾液を減圧濃縮した．残渣を逆相

HPLC にて精製し，化合物 35a（7 mg, 32%）お

よび 35b（6.5 mg, 29%）を赤色無定形固体とし

てそれぞれ得た． 
 
C-6) ビスアリールマレイミド誘導体の UV-Vis
スペクトル 
合成したビスアリール酸無水物のジメチルス

ルホキシド中の紫外可視吸光スペクトルを取

得したところ，化合物に導入した芳香環，およ

び芳香環上の置換基によってスペクトルが異

なることが分かった．ナフチル基が導入されて

共役系が拡大された化合物 6 は，より長波長域

に吸収を示すことを期待したが長波長化は確

認されなかった（Figure 4B）．この結果から，ビ

スアリール化合物は，芳香環の共役系を単純に

拡大するのみでは吸収スペクトルの長波長化

は困難であることが示唆された．一方，電子供

与基であるメトキシ基を有する化合物 7 におい

ては吸収の強度は弱いものの，スペクトルにお

ける吸収の長波長化が確認された （Figure 4C）．
このことから，今回合成したビスアリール化合

物は芳香環上への適切な置換基の導入によっ

て吸収波長域を調節できることが予想された．

この知見を基に他の官能基を有する芳香環が

導入された誘導体についても合成を行い，その

スペクトルを確認した．その結果，Figure 5 に示

すような 4-ジメチルアミノアゾベンゼンを有

する誘導体 18-20 においては 550 nm 付近まで

吸収帯が延長していることが分かった．このこ

とからビスアリールマレイミド誘導体におい

ては電子供与基を芳香環に導入することで吸

収波長の長波長化が可能であることが分かっ

た．  
 
C-7) 1,4-ナフトキノン誘導体の UV-Vis スペク

トル 
合成したナフトキノン誘導体の UV-Vis スペク

トル（ジメチルスルホキシド中）を取得したと

ころ，化合物に導入した芳香環上の置換基によ

りスペクトルが変化することが分かった．化合

物 21 においては， UV-Vis スペクトルにおいて

564 nm 付近に長波長側のピークトップがある

ことが確認された（Figure 6）．化合物 21 の 4-
ジメチルアミノ基を置換した 22 や 23 において
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は，長波長域のピークトップがそれぞれ短波長

側へとシフトすることが分かった．ジメチルア

ミノ基とは異なる電子供与基であるメトキシ

基を有する 25 においても，21 よりも短波長側

にピークトップを示すことが確認された．また，

アニリンではなくフェノール分子が導入され

た 25 や，ジメチルアニリンとナフトキノン骨

格との間の共役系が途切れた構造の 26 との吸

収スペクトルとの比較からも，長波長域におけ

る吸収にはジメチルアニリンとナフトキノン

の直接の連結構造が重要であることが分かっ

た．また，化合物 21 のクロロ基を置換したタイ

プの誘導体においても一定の置換基効果が現

れていることが確認された（Figure 7）．そのた

め，置換基のさらなる検討によってさらなるス

ペクトルの長波長化や機能化が可能であると

予想される． 
 
C-8) シングルリファレンス候補化合物の HPLC
上における分離 
 合成したビスインドリル誘導体を逆相 HPLC
で分析したところ，導入した炭化水素鎖の長さ

に応じた順序にて溶出しており，クロマトグラ

ム上でそれぞれを良好に分離することが可能

であった．Figure 9 には，33 と C8～C12 までの

直鎖炭化水素側鎖を有する第一級アミンを反

応させたビスインドリル誘導体（35a－35e）の

混合物の HPLCによる一斉分析の結果を示して

いる．この結果からも，本研究における合成法

によって多種の化合物を一度に得ることが可

能であり，定量の対象となる分子と異なる保持

時間に溶出される分子を簡便に確認および取

得できると考えられる． 
 

D. 結論 
本研究で開発する分子は PDA の装置間校正

に利用可能な化合物であるが，相対モル感度

（Relative Molar Sensitivity; RMS）法による

HPLC を用いた定量法などにも利用できる．

RMS を用いた定量法に利用するためには，高純

度，安定供給可能である他，①測定対象と物理

的な特性（極性，極大吸収波長）が類似してい

ること，②HPLC クロマトグラム上で試料中の

夾雑物や測定対象の化合物と分離すること，等

が要件となる． 本研究で開発を検討する化合物

においては導入する官能基やビルディングブ

ロックの変更によって物理的特性の調整が可

能であるため，①および②の条件を満たすこと

が可能であると考えられる．  
本研究では，HPLC を用いた定量分析法にお

いて，PDA 検出器の装置間での校正に利用可能

な化合物の開発を目的として検討を行った．広

範囲に吸収を示す化合物として，誘導体化の容

易さやスペクトルの長波長化の観点からビス

アリールマレイミド誘導体や 1,4-ナフトキノン

誘導体を選択した．これら分子においては，共

通の中間体に対して，それぞれ種々の芳香族化

合物や様々なアミンやフェノール化合物を一

段階で導入可能であるため，多種類の化合物を

効率的に合成することができた．合成した誘導

体の UV-Vis スペクトルを測定した結果，長波

長域における吸収にはジメチルアミノ基の導

入が有効であることが分かった．また，ビスア

リールマレイミド誘導体においてはイミドの

側鎖として，1,4-ナフトキノン誘導体において

はクロロ基の置換によるポリエチレングリコ

ール分子などの導入によって水溶性の向上な

どさらなる機能化を図ることもできる． 
カロテノイド類の HPLCを用いた定量に利用

可能なシングルリファレンス分子については，

ビスインドリルマレイミド分子を母骨格とし

て同時に複数種類の分子を合成し，それらを逆

相 HPLC 上で分離することで，HPLC 上での保

持時間の異なる他種類の化合物をスクリーニ

ング的に得ることができた．今回検討した手法

を発展させることで，化合物の母骨格と導入官

能基の組み合わせによって，カロテノイド類以

外の様々な分子についてもシングルリファレ

ンス化合物を簡便に設計できると考えられる． 
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Fig. 1. 本研究における幅広い吸収波長を示す化合物の分子設計 
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Scheme 1. ビスアリールマレイミド誘導体の合成 
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Scheme 2. 複数のアリールボロン酸のカップリング反応によるビスアリールマレイミド誘導体

の合成 
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Fig. 2. 本研究の合成法で合成したビスアリールマレイミド誘導体の HPLC 痕跡 

 

 

 

Fig. 3. 多種のビスアリールマレイミド誘導体の同時合成 
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Fig. 4. ビスアリールマレイン酸無水物の UV-Vis スペクトル（50 µM in DMSO） 

(A) Bisphenyl, (B) Bis(2-naphthyl), and (C) Bis(4-Methoxyphenyl). 

 

 

Fig. 5. ビスアリールマレイミド誘導体 15-20 の UV-Vis 測定（DMSO 中） 
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Scheme 3. N,N-ジメチルアミノ基を置換したナフトキノン誘導体 21-26 の合成 

 

 

 

 

 

Scheme 4. ナフトキノン誘導体 27 の合成 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 5. ナフトキノン誘導体 28 および 29 の合成 
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Scheme 6. ナフトキノン誘導体 30 の合成 

 

 

 

 

Scheme 7. ナフトキノン誘導体 31 の合成 

 

 

 

 

Fig. 6. ナフトキノン誘導体 21-26 の UV-Vis スペクトル（50 µM in DMSO） 
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Fig. 7. ナフトキノン誘導体 27-32 の UV-Vis スペクトル（50 µM in DMSO） 

 

 

 

 

 

Fig. 8. ビスインドリルマレイミド誘導体 33 の UV-Vis スペクトル（50 µM in DMSO） 
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Scheme 8. ビスインドリルマレイミド誘導体 35a-e の合成 

 

 

 

 

 

Fig. 9. ビスインドリルマレイミド誘導体（33 および 35a-e の混合物）の HPLC 痕跡 
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A. 研究目的 

既存添加物酵素は，細菌，放線菌，真菌など

の微生物を基原とするものが多い．既存添加物

酵素の基原は一つの微生物種に規定されてお

らず，異なる種に由来する製品であっても，酵

素活性が同じであれば同一の品目とみなされ

る．微生物の中には二次代謝産物としてヒトへ

危害性を有する物質を産生するものがあるこ

研究要旨 既存添加物の品質向上に資する試験法及び分析法の開発を行う目的で、食品添加物

のうち微生物を基原とする酵素について、MALDI-ToF MS による予測アミノ酸配列を指標とし

た基原同定法としてペプチドマスフィンガープリンティング法（PMF 法）の有用性を検討し

た．さらに、食品添加物公定書（公定書）の微生物限度試験における真菌数試験で規定された

ジクロラン・グリセリン（DG-18）寒天培地による混釈培養法に対して、その他の試験条件と

比較しての集落の生育性評価を行った．PMF 法の基原同定については、添加物酵素を電気泳動

後得られたバンドをトリプシンで消化し，ペプチドを MALDI-ToF MS を用いて解析して、そ

の質量データを用いてデータベース検索によるタンパク質の同定を行った．その結果，供試し

た 36 製品中 30 製品について基原の情報が得られ，そのうち 27 製品において，製品に付帯す

る基原情報と解析から得られた結果が一致した．したがって，電気泳動法と MALDI-ToF MS を

組み合わせた解析法は，酵素の基原の特定に有効であり，製品の安全性の確保に貢献できると

考えられた．真菌数試験法の比較検討については、DG-18 寒天の他 2 種類の寒天培地を用い、

混釈培養法または塗抹培養法にて培養を行った．規定された 2 菌種を含む計 5 菌種を 20また

は 100 cfu/mL の濃度に調整して接種し、培養後、集落数を計測した．検討の結果、小さな集落

が生育する性質の既定の Candida albicans を含む 3 菌種では、いずれの試験条件でも集落数計

測は可能であった．一方で集落が早くかつ大きく生育する性質の既定の Aspergillus brasilliensis
を含む 2 菌種では、100 cfu/mL の接種菌液では培養 5日後でいずれの試験条件でも集落は密集

し数の計測は困難であったが、20 cfu/mL の接種菌液を使用する、または培養期間を短くする

ことで、集落数計測が可能となった．したがって、場合によっては、代替法として寒天培地の

種類の変更や、接種試験液の希釈、培養日数の短縮も検討する必要があることが示された． 
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とから，基原菌種の同定は重要である．その一

方で，既存添加物の流通製品を分析すると，基

原菌種の同定が難しい品目は多いことが知ら

れている．微生物由来基原の品目の同定法とし

て，タンパク質アミノ配列を指標とした分子生

物学的手法を応用した試験法を開発する必要

がある．添加物酵素は，分子量の大きいタンパ

ク質であることから，HPLC や質量分析器によ

る解析に適していない．また，微生物の分泌物

から製造されていることから，核酸情報を基に

したアプローチも難しい．この問題を解決でき

る手法として，MALDI-ToF MS による予測アミ

ノ酸配列を指標とした基原同定法が有用であ

ると考え，ペプチドマスフィンガープリンティ

ング（PMF）法に着目した．本手法はタンパク

質の構造解析法の一つとして頻繁に用いられ

ている 1)．PMF 法は，まずアクリルアミドゲル

を用いた電気泳動法によってタンパク質を分

離した後，バンドを切り出してトリプシンなど

のタンパク質分解酵素による消化を行う．得ら

れたペプチドを飛行時間型質量分析器（ToF MS）
により網羅的に分析する．複数のペプチドの質

量情報からデータベース検索（Mascot サーチ）

により，元のタンパク質を同定する．PMF 法が

酵素添加物の基原の特定に有用かどうかを検

証する必要がある． 
また，第 9版食品添加物公定書（以下，公定

書）では，微生物限度試験法のもと，真菌（酵

母及びカビ）数試験の方法が規定されている．

「培地の性能及び試験法の適合性試験」として，

試験菌として酵母である Candida albicans 
NBRC 1594 およびカビである Aspergillus 
brasilliensis NBRC 9544 の計 2 菌種各 1 菌株を

用いること，1 mL あたりの出現集落数が 100以
下となるように調整した試験菌液を使用する

こと，ジクロラン・グリセリン（DG-18）寒天培

地 15～20 mL と試験菌液 1 mL を使用しての混

釈培養を行うこと，25±1℃で 5日間以内で培養

するとき十分な増殖及び接種菌液の回収があ

ること，といった試験法の規定がされている．

混釈培養法には，塗抹培養法と比較して大量の

試験液を１枚の平板で試験できる，カビ集落が

大きく発育しないため正確な計測がしやすい，

などといった実験上のメリットがある．一方で，

試料中の菌が熱の影響を受ける可能性がある

こと，完全な好気的条件での培養にはならない

ため特に好気的な真菌の発育性に影響するこ

となどのデメリットもある．またこの影響の程

度は，菌種によって様々であるとされる．これ

に対して，食品等の一般的な試験法として汎用

される菌数測定法として，塗抹培養法 2)がある．

本培養法のメリットとしては，試料中の菌は熱

の影響を受けないことがある．デメリットとし

ては，１枚の平板で試験できる試験液が混釈培

養法より少ないため試験での実験量が多くな

ること，平板上でカビ集落が大きく発育しやす

いため集落が密集し正確な計測が不可能とな

りやすいことがあるとされる．以上の試験法の

特徴をふまえると，公定書で規定された試験法

の DG-18 寒天培地による混釈培養法では，真菌

種によっては生育効率が低い可能性がある．し

かし現在のところ，これらの培養法による真菌

集落の生育性や集落数の計測効率の違いにつ

いて，十分に評価されていない． 
本研究では，既存添加物の品質向上に資する

試験法及び分析法の開発を行う目的で，PMF 法

の酵素に対する基原同定における有用性の検

討，および公定書の微生物限度試験における真

菌数試験法とその他の試験条件との比較評価

を行った． 
 

B. 研究方法 
B-1) MALDI-ToF MS による予測アミノ酸配列

を指標とした基原同定 
B-1-1) 分析機器 

質量分析には，MALDI-ToF MS（Spiral TOF-
plus JMS-S3000；日本電子株式会社）を使用した． 

 
B-1-2) 試料 
 既存添加物試料は，日本食品添加物協会から

分与されたアミラーゼ 10 種，ガラクトシダー

ゼ 3 種，セルラーゼ 5 種，ヘミセルラーゼ 5 種

及びプロテアーゼ 13 種の計 36 製品を用いた．

これらについて PMF 解析を行い，製造者から

提供される付帯情報に記載の基原情報と解析

から得られた結果が一致するかどうかを検討
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した．その結果から，PMH 法が酵素添加物の基

原の特定に有用かどうかの検証を行った． 
 
B-1-3) 質量分析用検体の調製 
各試料は，検体のタンパク質含有量に応じて

5～100 mg/mL の濃度となるよう精製水に溶解

した．それぞれ等量の 2×laemmli sample buffer
（Bio-Rad社）と混合後，SDS-PAGE に供した．

ゲルからバンドを切り出し，約 1 mm 立方に細

かく切り刻み，1.5 mL容のマイクロチューブに

入れた．チューブに脱色液（50%アセトニトリ

ルを含む 25 mM 重炭酸アンモニウム水溶液）

150 µL を加え，10 分間振盪（1,000 rpm）後，溶

液を除去した．同じ操作をもう 1回繰り返した．

アセトニトリル 100 µL を加え，10 分間インキ

ュベートした．アセトニトリルを除去後，減圧

容器を用いて乾燥させた．還元用バッファー

（10 mM DTT を含む 25 mM 重炭酸アンモニウ

ム水溶液）100 µL を加え，56°C で 45 分振盪

（1000 rpm）した．溶液を除去後，アルキル化

用バッファー（55 mM ヨードアセトアミドを含

む 25 mM 重炭酸アンモニウム水溶液）100 µL を

加え，暗所下で 30 分間振盪（1000 rpm）した．

溶液を除去後，チューブに脱色液（50%アセト

ニトリルを含む 25 mM 重炭酸アンモニウム水

溶液）150 µL を加え，10 分間振盪（1000 rpm）

後，溶液を除去した．同じ操作をもう 1回繰り
返した．アセトニトリル 100 µL を加え，10 分

間インキュベートした．アセトニトリルを除去

後，減圧容器を用いて乾燥させた．トリプシン

（Trypsin Sequencing Grade, modified; Roche 
Diagnostics社）10 µg/mL を含む 25 mM 重炭酸

アンモニウム水溶液）20 µL を加え，37°C 一晩

インキュベートした．0.1% TFAを 100 µL加え，

15 分間インキュベート後に上清を回収した．同

様の操作を合計 3回行い，全ての上清をまとめ

て，窒素気流で 20 µL程度まで濃縮した．0.1% 
トリフロオロ酢酸を含む 50% アセトニトリル

水溶液，続いて 0.1%トリフロオロ酢酸水溶液で

平衡化した ZipTip 0.2 µL-C18（ミリポア社製）

にトリプシン消化産物を吸着させ，0.1%トリフ

ロオロ酢酸水溶液で洗浄後，0.1%トリフロオロ

酢酸と 10 mg/mL のマトリクス（4-クロロ-α-シ

アノケイ皮酸；シグマアルドリッチ社）を含む

50% アセトニトリル水溶液で MALDI-ToF MS
のサンプルプレート上に直接溶出した．完全に

乾燥させた後，MALDI-ToF MS（SpiralToF-plus;
日本電社）を用いてスパイラルモードでマスス

ペクトルを測定した．キャリブレーションには，

トリプシン由来の 2 種の自己消化ペプチド（m/z 
805.4163 及び 2163.0564）を用いた． 

 
B-1-4) ペプチド質量を指標としたタンパク質の

同定 
マススペクトルから得られたペプチド質量

を指標としたタンパク質の同定は，Matrix 
Science のウェブ上のプログラム Mascot Search 
Peptide Mass Fingerprint を用いて行った．主要な

ペプチドの質量を入力し，検索条件は以下のよ

うに設定した；Database：SwissProt，Enzyme：
Trypsin，Allow up to：1，Fixed modification：
Carbamydomethyl(C)，Peptide tol±: 15ppm，Mass 
values: MH+．これによって確からしい菌種とタ

ンパク質が同定できなかった場合，UniProt
（https://www.uniprot.org/）データベースの検索

により該当する菌種のタンパク質のアミノ酸

配列が SwissProt に登録されているかを調べた．  
 

B-2) 真菌数試験法の比較検討 
B-2-1) 供試菌 
 比較した供試菌としては，添加物公定法で規

定された Ca. albicans NBRC 1594 および A. 
brasiliensis の 2 種に加えて，規定の試験菌種に

は含まれないが環境中に分布頻度や濃度が高

い こ と が し ば し ば あ る Cladosporium 
sphaerospermum NIHS 0378，Penicillium citrinum 
NIHS 0222 および Mucor hiemalis NIHS 0886 の

3 種，計 5 種各 1 菌株を供試した． 
 
B-2-2) 比較した培養条件 
 比較した培養条件としては，培養法について

は，規定法である混釈培養法およびその比較対

象として塗抹培養法の 2 種類，寒天培地種類に

ついては，規定法である DG-18 寒天培地，およ

びその比較対象として食品等の一般的な試験

法として汎用されるポテト・デキストロース寒
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天（PDA）培地 1)と日本薬局方の一般試験法微

生物限度試験法〈4.05〉で規定されるサブロー・

ブドウ糖カンテン（サブロー寒天）培地 2)の 3
種類を検討に加えた．また，菌濃度が濃かった

場合の集落数計測の難易度についても評価す

るため，接種する菌液の濃度として，1 mL あた

り 40または 100 cfu の濃度で作製した．平板 1
枚あたりの接種菌液体積は，混釈培養法では 1 
mL，塗抹平板法では 0.5 mL とした．B-1) の菌

株およびこれらの培養法・寒天培地の種類・接

種菌濃度をそれぞれ 1 種類ずつ組み合わせて 1
試験条件を設定して，培養 3から 6日目（培養

2晩から 5晩）で毎日集落数を計測し，測定集

落数や実験効率を比較した．1 試験条件では平

板 3枚で実験を行い，得られた測定集落数の平

均値を算出した．以上の培養のセットを最大 3
回繰り返し，結果を比較評価した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) MALDI-ToF MS による予測アミノ酸配列

を指標とした基原同定 
Figure 1-6 に各試料の SDS-PAGE像，Table 1-

5 に各試料の由来，SDS-PAGE 像から推定した

分子量，および MALDI-ToF MS による同定結果

（酵素名，生物種，質量，Coverage）を示した． 
 

C-1-1) b-ガラクトシダーゼ（試料 1～3） 
試料 1 と 2 は，いずれも Aspergillus oryzae の

培養物から製造された製品であるが，PMF解析

の結果，A. oryzae に加えて A. flavus のb-ガラク

トシダーゼも候補タンパク質してヒットした．

A. oryzae と A. flavus は非常に近縁であり，b-ガ
ラクトシダーゼ のアミノ酸配列は完全に一致

している．そのため，PMF では判別出来なかっ

たと考えられた．また，試料 2 の SDS-PAGE解
析で認められたタンパク質のバンドは，b-ガラ

クトシダーゼの理論分子量よりも小さく，分解

が起きていると推定された． 
試料 3 は，Niallia circulans の培養物から製造

された製品であるが，同定出来なかった．

UniProt データベースの検索を行った結果，N. 
circulansのb-ガラクトシダーゼはSwissProtに登
録されていなかったことから，同定出来なかっ

たと考えられた． 
 

C-1-2) アミラーゼ（試料 4～13） 
Aspergillus niger 由 来 の 試 料 5，Bacillus 

amyloliquefaciens 由 来 の 試 料 7，Bacillus 
licheniformis 由来の試料 8 及び Rhizopus oryzae
由来の試料 13 については，付帯情報と同一の

基原種由来の酵素が同定された． 
試料 4 は，Aspergillus foetidus の培養物から製

造された製品であるが，A. usamii と A. oryzae の
a-アミラーゼが同定された．近年，A. foetidus と
A. usamii は共に A. niger に再分類されたことか

ら 2)，付帯情報と一致した結果が得られたと考

えられた．A. oryzae と A. usamii のa-アミラーゼ

は，アミノ酸配列の相同性が 99%と非常に高い

ことから PMF では判別出来なかったと考えら

れた． 
試料 6 は，A. oryzae の培養物から製造された

製品であるが，A. oryzae に加えて A. usamii のa-
アミラーゼも候補タンパク質としてヒットし

た．試料 4 と同様，この 2 菌種のa-アミラーゼ

はアミノ酸配列の相同性が非常に高いことか

ら PMF では判別出来なかったと考えられた． 
試料 9 は，Bacillus subtilis の培養物から製造

された製品であるが，B. amyloliquefaciens のa-
アミラーゼのみが候補タンパク質してヒット

した．SwissProtから B. subtilis のa-アミラーゼ

のアミノ酸配列を入手し，トリプシン消化して

得られるペプチドの質量を算出した結果，試料

9の 52 kDaのバンド由来のペプチドのシグナル

と全く一致しなかった．このことより，試料 9
の 由 来 は B. subtilis で は な く ，B. 
amyloliquefaciens と考えられた．近年，これまで

B. subtilis と分類されていた菌の一部が，B. 
amyloliquefaciens に再分類された 3)．この試料の

製 造 に 使 わ れ て い る B. subtilis は ，B. 
amyloliquefaciensに再分類された菌であり，製造

者の情報がアップデートされていない可能性

が考えられた． 
試料 10 は，Glycine max（大豆）から製造され

た製品であるが，50 kDa付近のバンドは G. max
のb-アミラーゼと同定されたが，28 kDa付近の

主要なバンドは G. max 由来のレクチンと同定
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された．レクチンは，製造過程で混入したもの

と考えられた． 
試料 11 と 12 は，共に A. niger の培養物から

製造された製品であるが，A. niger に加えて A. 
awamori のグルコアミラーゼも候補タンパク質

としてヒットした．A. niger と A. awamorii は近
縁種であり，このグルコアミラーゼのアミノ酸

配列が完全に一致していることから PMF では

判別出来なかったと考えられた．試料 11 の 118 
kDa のバンドは，同定されたグルコアミラーゼ

の分子量よりも大きくずれていた．何らかの翻

訳後修飾による影響を推察された．  
 

C-1-3) セルラーゼ（試料 14～18） 
試料 14 は，A. niger の培養物から製造された

製品であるが，付帯情報と同一の基原種由来の

酵素が同定された． 
試料 15 は，Pycnoporus coccineus の培養物か

ら製造された製品であるが，同定出来なかった．

UniProt データベースの検索を行った結果，P. 
coccineus のセルラーゼは SwissProt に登録され

ていなかったことから，同定出来なかったと考

えられた． 
試料 16 は，Trichoderma longibrachiatum の培

養物から製造された製品であるが，Trichoderma 
viride と Trichoderma harzianum のセルラーゼが

候補タンパク質としてヒットした．UniProtデー

タ ベ ー ス の 検 索 を 行 っ た 結 果 ，T. 
longibrachiatum のセルラーゼは 1 種のみ

SwissProt に登録されていたが，それはヒットし

た酵素と異なるものであった．SwissProt におけ

る T. longibrachiatumのセルラーゼの登録情報が

十分でなかったことから，近縁種のセルラーゼ

が候補タンパク質してヒットした可能性が考

えられた． 
試料 17 は，Trichoderma reesei の培養物から製

造された製品であるが，T. reesei に加えて

Trichoderma koningii のセルラーゼも候補タンパ

ク質としてヒットした．T. reesei と T. koningii は
近縁種であり，このセルラーゼのアミノ酸配列

が完全に一致していることから PMF では判別

出来なかったと考えられた． 
試料 18 は，T. viride の培養物から製造された

製品であるが，55 kDa のバンドについては T. 
viride に加えて T. koningii と T. reesei のセルラー

ゼも候補タンパク質としてヒットした．これら

3 種の真菌は近縁種であり，このセルラーゼの

アミノ酸配列の相同性が互いに 96%であるこ

とから PMF では判別出来なかったと考えられ

た．31 kDa 及び 19 kDa のバンドについては，T. 
viride 以外の真菌のキシラナーゼ（ヘミセルラ

ーゼの 1 種）が候補化合物としてヒットした．

UniProt データベースの検索を行った結果，T. 
virideのキシラナーゼは SwissProtに登録されて

いなかった．そのため，近縁種のキシラナーゼ

が候補タンパク質してヒットした可能性が考

えられた． 
 

C-1-4) ヘミセルラーゼ（試料 19～23） 
試料 19 は，A. niger の培養物から製造された

製品であるが，付帯情報と同一の基原種由来の

酵素が同定された． 
試料 20 は，A. niger の培養物から製造された

製品であるが，58 kDa のバンドは，A. niger とそ
の近縁の 2 種の真菌のグルコアミラーゼが候補

化合物としてヒットした．このグルコアミラー

ゼは製造過程で混入した不純物と考えられた．

33 kDa及び 20 kDaのバンドについては，A. niger
に加え，A. kawachii のキシラナーゼも候補化合

物としてヒットした．A. niger と A. awamorii は
近縁種であり，これらキシラナーゼのアミノ酸

配列の相同性が非常に高いことから PMF では

判別出来なかったと考えられた． 
試料 21 は，P. coccineus の培養物から製造さ

れた製品であるが，同定出来なかった．UniProt
データベースの検索を行った結果，P. coccineus
のヘミセルラーゼは SwissProt に登録されてい

なかったことから，同定出来なかったと考えら

れた． 
試料 22 と 23 は，T. longibrachiatum の培養物

から製造された製品であるが，他の Trichoderma
属真菌のヘミセルラーゼが候補タンパク質と

してヒットした．試料 16 と同様， SwissProt に
おける T. longibrachiatumのヘミセルラーゼの登

録情報が十分でなかったことから，近縁種のヘ

ミセルラーゼが候補タンパク質してヒットし
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た可能性が考えられた． 
 

C-1-5) 真菌由来のプロテアーゼ（試料 24～31） 
A. niger 由来の試料 25，Aspergillus phenicis 由

来の試料 27及び Penicillium citrinum由来の試料

29 については，付帯情報と同一の基原種由来の

酵素が同定された． 
試料 24 は，Aspergillus melleus の培養物から

製造された製品であるが，同定出来なかった．

UniProt データベースの検索を行った結果，A. 
melleus のプロテアーゼは SwissProt に登録され

ていなかったことから，同定出来なかったと考

えられた． 
試料 26 は，A. oryzae の培養物から製造され

た製品であるが，47 kDa のバンドは A. oryzae と
その近縁種のA. usamiiのa-アミラーゼが候補タ

ンパク質としてヒットした．このa-アミラーゼ

は製造過程で混入した不純物と考えられた．34 
kDa 及び 23 kDa のバンドについては，試料 1 及

び 2 の結果と同様に，A. oryzae に加えて近縁種

の A. flavus のプロテアーゼも候補タンパク質と

してヒットした．  
試料 28 は，Aspergillus sp.の培養物から製造さ

れた製品であるが，種名は付帯情報に記載され

ていなかった．25 kDa のバンドの解析結果にお

いて，A. oryzae と A. flavus のプロテアーゼが候

補タンパク質としてヒットした．アフラトキシ

ンを産生する可能性のある真菌の A. flavus を酵

素の製造に用いることはないため，この製品の

由来は A. oryzae と考えられた． 
試料 30 は，P. coccineus の培養物から製造さ

れた製品であるが，同定出来なかった．UniProt
データベースの検索を行った結果，P. coccineus
のプロテアーゼは SwissProt に登録されていな

かったことから，同定出来なかったと考えられ

た． 
 

C-1-6) バクテリア由来のプロテアーゼ（試料 32
～36） 
試料 31 は，R. niveus の培養物から製造された

製品であるが，67 kDa のバンドは R. oryzae のグ

ルコアミラーゼと同定された．SwissProt に R. 
niveus のグルコアミラーゼが登録されていない

ため，近縁種の酵素がヒットしたと考えられた．

34 kDa のバンドは，R. niveus のプロテアーゼと

同定された． 
試料 32 は，Sphingomonas paucimobilis の培養

物から製造された製品であるが，同定出来なか

った．UniProtデータベースの検索を行った結果，

S. paucimobilis のプロテアーゼは SwissProt に登
録されていなかったことから，同定出来なかっ

たと考えられた． 
試料 33 は，Geobacillus stearothermophilus の

培養物から製造された製品であるが，G. 
stearothermophilus に 加 え て Bacillus 
thermoproteolyticus のプロテアーゼも候補タン

パク質としてヒットした．このプロテアーゼの

2 菌種間におけるアミノ酸配列の相同性は非常

に高い（99.3%）ことから PMF では判別出来な

かったと考えられた． 
試料 34 は，B. subtilis の培養物から製造され

た製品であるが，53 kDa と 29 kDa のバンドは

それぞれ B. amyloliquefaciens のa-アミラーゼ及

びプロテアーゼと同定された．試料 9 と同様の

解析を行った結果，この製品の由来は B. 
amyloliquefaciensの可能性が高く，製造者の付帯

情報がアップデートされていないと考えられ

た． 
試料 35 は，Bacillus sp.の培養物から製造され

た製品であるが，種名は付帯情報に記載されて

いなかった．30 kDa のバンドの解析結果におい

て，Bacillus licheniformis のプロテアーゼが候補

タンパク質としてヒットしたことから，この製

品の由来は B. licheniformis と考えられた． 
試料 36 は，B. amyloliquefaciens の培養物から

製造された製品であるが，58 kDa と 29 kDa の

バンドはそれぞれ付帯情報と同一の B. 
amyloliquefaciens のa-アミラーゼ及びプロテア

ーゼと同定された． 
計 36 種の酵素製品について，電気泳動と

MALDI-ToF MS による測定を組み合わせた

PMF解析を行った結果，30 製品について基原種

の情報が得られた．それらのうち 25 製品につ

いては，製造者による付帯情報と一致した結果

が得られた．ただ，その 25 製品のうち 14 製品

については，付帯情報と一致する基原種に加え，
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近縁種の酵素も候補タンパク質としてヒット

した．PMF解析においては，トリプシン消化に

よって得られたペプチドを TOF MS で解析する

ため，イオン化効率が高い一部のペプチドの質

量情報しか得られない．そのため，高い相同性

を有するタンパク質を区別することが出来な

い．そこで，解析するタンパク質に特異的なペ

プチドを検出することが重要となる．今回の解

析においては，消化酵素としてトリプシンを用

いたが，Arg-C，Asp-N，Lys-C など認識サイト

が異なる消化酵素が他にも存在する．これらの

酵素を用いた解析結果も用いることで，同定の

精度を高められる可能性がある． 
 基原種の情報が得られた 30 製品のうち，5 製

品については製造者による付帯情報と同定さ

れたタンパク質の基原種が異なっていた．この

理由としては，製造に用いられた微生物のタン

パク質情報が SwissProt に登録されていないた

め，近縁種のタンパク質がヒットしたことと，

又は微生物の最新の分類法に合わせて製造者

の情報がアップデートされていない可能性が

考えられた．また，A. melleus，B. circulans，P. 
coccineusや S. paucimobilis 由来の製品について

は，基原種を同定出来なかった．現状ではこれ

らの生物種のタンパク質の情報が SwissProt に
登録されていないが，今後データベースのアッ

プデートにより，これら生物由来の酵素の同定

も可能になることが期待される． 
 
C-2) 真菌数試験法の比較検討 
C-2-1) 添加物公定書での培養条件における各

種真菌の培養結果の比較 
公定書に既定の最大濃度である 100 cfu/mLの

接種菌液を接種し，最大培養期間である 5日間

（4 晩目）培養を行った後での，供試 5 菌種

（Figure 7）の培養結果を比較した．Figure 8 に，

培養像の代表として，公定法である DG-18 寒天

を用いた混釈培養法での集落像を示した．本表

では，集落の発育性について，5 菌種のうち，

「培養 5日後で小さな集落を形成する 3 菌種」

を A とし，「集落生育が早く大きな集落を形成

する 2 菌種」を B と分類し表記した．集落の発

育 性 が タ イ プ A の Ca. albicans，Cl. 

shaerospermum および P. citrinum の 3 菌種では，

比較した結果，今回試験したいずれの培地種類

および培養法の組み合わせでも，集落は目視で

観察可能な大きさとなり，いずれの培養法・寒

天培地の組み合わせで集落数計測が可能であ

った．集落の発育性がタイプ B の A. brasilliensis
と M. hiemalis では，集落は密集し数の計測は困

難となった．したがって，早く大きな集落を形

成する菌種では，公定法に既定の培養条件の組

み合わせで集落数計測が困難となったため，こ

れらの菌種では，培養法，培地種類，接種菌液

濃度，培養日数の組み合わせを変え，集落数計

測が可能となる方法の検討が必要ということ

が確認された． 
 

C-2-2) 小さな集落を形成する菌種における真

菌数計測結果の比較 
集落の発育性がタイプ A 菌種（小さな集落

を形成；Ca. albicans，Cl. shaerospermum および

P. citrinum）で 100 cfu/mL の接種菌液を用いて

の真菌数計測結果を，各培養条件間で比較した

（Figure 9）．3 菌種それぞれの結果から，Ca. 
albicans では DG-18 寒天培地を用いた混釈培養

法では 4晩目で，その時接種した最大の菌数が

出現していない状態であったものの，微生物限

度試験法における真菌数試験法「培地の性能及

び試験法の適合性試験」に既定の培養 4晩目で

も接種した菌数の 80％以上は回収できていた

（Figure 9）．日本薬局方の一般試験法微生物限

度試験法〈4.05〉2)では，出現集落数は接種菌液

から予想される菌数の 1/2から 2倍以内が適当

と判断できると規定されていることから，今回

の結果では十分な菌数が得られたものと判断

した．しかし日本薬局方で使用される寒天培地

の種類はサブロー寒天であり，培養法も平板塗

抹法であることから，今後，DG-18 寒天培地に

よる混釈培養法での検討回数を増やし，評価を

確実なものとする必要がある． 
 

C-2-3) 大きな集落を形成する菌種における真

菌数計測結果の比較 
集落の発育性がタイプ A（大きな集落を形

成； A. brasilliensis および M. hiemalis）で 40 
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cfu/mL の接種菌液を用いての真菌数計測結果

を，各培養条件間で比較した（Figure 10）．また，

その際の集落培養像を比較した（Figure 11）．今
回の比較検討の結果から，混釈・塗抹の両培養

法で共通して DG-18 寒天培地では集落形成が

遅く，最大の集落数が形成されるまでに最短で

も 4 晩の培養が必要であることが確認された

（Figure 10）．同時に，Figure 1 の培養像で示し

たとおり，DG-18 寒天培地では集落発育が他の

2 種類の培地と比較して小さく，集落数が計測

しやすい結果となった．サブロー寒天培地では，

菌量が平板 1枚あたり 20 cfu と少ない塗抹培養

でも，集落数測定期間最短の 2晩の培養でもす

でに集落の発育は過剰となって集落が密集し

ており，数の計測が不可能となった（Figure 11）．
以上のことから，A. brasilliensisやM. hiemalis で
は，DG-18 寒天または PDA 寒天培地を用いて，

3～4 晩以上の培養期間をみるといった注意が

必要であると考えられた． 
 

D. 結論 
D-1) MALDI-ToF MS による予測アミノ酸配列

を指標とした基原同定 
SDS-PAGE によって添加物酵素に含まれる

個々のタンパク質を分離した後に，それぞれの

タンパク質について MALDI-ToF MS による分

析を行う PMF 解析を用いて微生物を基原とし

た酵素添加物の基原菌種の特定を行った．その

結果，36製品中 30製品の基原を明らかにした．

この結果より，PMF解析は酵素添加物の生物基

原を調べるために有効な手段であることが明

らかになった．しかし，近縁種のタンパク質も

候補として提示してしまうことや，SwissProt に
登録の無い生物種由来の製品については対応

できないとう問題点が認められた．今後は，複

数種の消化酵素を用い，ペプチドのパターンを

増やすことで同定の精度を高めるといった改

良を行い，より精度の高い基原種同定法の構築

を試みる． 
 

D-2) 真菌数試験法の比較検討 
公定書で規定の試験条件をその他試験条件

と比較し，集落の生育性をもって真菌数計測の

正確性と効率を評価した．その結果，公定書で

規定の DG-18 寒天培地を用いて，規定の菌濃度

を接種し 4晩の培養後，集落の発育が過剰とな

り集落数の計測が不可能となる真菌群があっ

た．ここには公定法に記載された A.  brasilliensis
も含まれた． また同条件の培養条件で，発育速

度が遅く小さな集落が発育するため最低 5晩の

培養が必要となる真菌群もあった．ここには公

定法に記載された Ca. albicans も含まれた．こ

れらの群は両方とも環境中に高い頻度で分布

するため，食品添加物に混入することは十分に

考えられた．添加物公定書では，規定法と同等

以上の検出感度および精度を有する場合には，

代替法の適用も可能であるとされているため，

検出が予測される菌種によっては，代替法とし

て寒天培地の種類の変更や，接種試験液の一層

の希釈，培養日数の短縮も検討する必要がある． 
 

E. 参考文献 
1)  Thiede B, Höhenwarter W, Krah A, et al. 2005. 

Peptide mass fingerprinting. Methods. 35(3):237-
247. 

2)  公益社団法人日本食品衛生協会．食品衛生検

査指針 微生物編 改定第二版．2018, p. 519-
524. 

3) Hong SB, Lee M, Kim DH, et al. 2013. 
Aspergillus luchuensis, an Industrially Important 
Black Aspergillus in East Asia. PLoS One. 8(5): 
e63769.  

4) De Vos P, Garrity GM, Jones D, et al. 2009. 
Bergey’s manual of systematic bacteriology, 2nd 
ed., vol.3: the Firmicutes. New York: Springer 
Press; p.181–184. 

5) 厚生労働省．第十八改正日本薬局方．2021，
p.122-130． 

 
F. 研究業績 
1. 学会発表等 
1) 渡辺麻衣子，吉成知也，西﨑雄三，増本直子，

多田敦子，工藤由起子，杉本直樹．食品添加物

の微生物限度試験における真菌数試験法の比

較検討．日本農芸化学会 2023 年度大会，2023
年 3月（オンライン開催） 

215



2) 吉成知也，関根葵，小林直樹，西﨑雄三，杉

本直樹，工藤由起子，渡辺麻衣子．MALDI-ToF 
MS を用いた既存添加物酵素の基原生物の同

定手法に関する研究．日本農芸化学会 2023 年

度大会，2023 年 3月（オンライン開催） 
 
2. 論文発表等 
2-1. 論文 
1) Shouhei Hirose, Maiko Watanabe, Atsuko Tada, 

Naoki Sugimoto, Kyoko Sato, Yukiko Hara-Kudo. 
Evaluation on suitability of culture broth and 
conditions for Escherichia coli growth and gas 
production test of food additives. Food Hygiene 
and Safety Science. Accepted. 

2) Tomoya Yoshinari, Aoi Sekine, Naoki Kobayashi, 
Yuzo Nishizaki, Naoki Sugimoto, Yukiko Hara-
Kudo, Maiko Watanabe. Determination of the 
biological origin of enzyme preparation by SDS-
PAGE and peptide mass fingerprinting. Food 
Additives & Contaminants: Part A. Submitted. 

 
2-2. 総説 
 なし 
 
2-3. 単行本 
 なし 
 
G. 知的財産権の出願．登録状況 
 なし 

 

  

216



 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.  b-ガラクトシダーゼ 3 製品の SDS-PAGE 像 
 

M：タンパク質マーカー．泳動した試料量は，試料 1：100 ug，試料 2：50 µg，
試料 3：100 µg とした．解析を行ったバンドを矢印で示した． 
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Figure 2.  アミラーゼ 10 製品の SDS-PAGE 像 
 

M：タンパク質マーカー．泳動した試料量は，試料 4：150 ug，試料 5：20 µg，
試料 6：15 µg，試料 7：20 µg，試料 8：5 µg，試料 9：75  µg，試料 10：75 µg，
試料 11：15  µg，試料 12：5 µg，試料 13：20 µg とした．解析を行ったバンド

を矢印で示した． 
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Figure 3.  セルラーゼ 5 製品の SDS-PAGE 像 
 

M：タンパク質マーカー．泳動した試料量は，試料 14：150 ug，試料 15：25 µg，
試料 16：120 µg，試料 17：150 µg，試料 18：300 µg とした．解析を行ったバン

ドを矢印で示した． 
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Figure 4.  ヘミセルラーゼ 5 製品の SDS-PAGE 像 
 

M：タンパク質マーカー．泳動した試料量は，試料 19：30 ug，試料 20：120 µg，
試料 21：120 µg，試料 22：60 µg，試料 23：40 µg とした．解析を行ったバンド

を矢印で示した． 
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Figure 5.  真菌由来のプロテアーゼ 8 製品の SDS-PAGE 像 
 

M：タンパク質マーカー．泳動した試料量は，試料 24：2 ug，試料 25：25 µg，
試料 26：150 µg，試料 27：100 µg，試料 28：400 µg，試料 29：150 µg，試料 30：
100 µg，試料 31：20 µg とした．解析を行ったバンドを矢印で示した． 
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Figure 6.  バクテリア由来のプロテアーゼ 8 製品の SDS-PAGE 像 
 

M：タンパク質マーカー．泳動した試料量は，試料 32：750 ug，試料 33：500 
µg，試料 34：500 µg，試料 35：600 µg，試料 36：500 µg とした．解析を行っ

たバンドを矢印で示した． 
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度
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設
定
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接
種
し
た
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養

4
晩
後
の
集
落
像
を
示
し
た
．
集
落
の
発
育
性

A
：
培
養

4
晩
後
で
小
さ
な
集
落
（
直
径

1.
5 

cm
以
下
）
を
形
成
す
る
菌
種
、
集
落
の
発
育
性

B
：

A
よ
り
生
育
が
早
く
大
き
な
集
落
を
形
成
す
る
菌
種
．
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Figure 9.  小さな集落を形成する 3 菌種を用いた各培養条件間での 
    真菌数計測結果の比較 

混釈培養または塗抹培養と、DG-18培地・PDA培地・サブロー寒天培地の 3種類の寒
天培地の、それぞれ 1種類ずつを組み合わせて培養条件を設定した．接種菌液は 1 mL
あたり 100  cfuの濃度で作製し、これを平板 1枚あたり、混釈培養法では 1 mL、塗抹
平板法では 0.5 mL接種した．3平板×3回繰り返し実験の集落数測定結果の平均値を
プロットした． 

A. Ca. albicans B. Cl. sphaerospermum 

C. P. citrinum 

集落数 
(cfu/枚) 

培養日数 
（O/N） 

集落数 
(cfu/枚) 

培養日数 
（O/N） 

集落数 
(cfu/枚) 

培養日数 
（O/N） 
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Figure 10.  大きな集落を形成する 3 菌種を用いた各培養条件間での 
    真菌数計測結果の比較 

混釈培養または塗抹培養と、DG-18 培地・PDA 培地・サブロー寒天培地の 3 種類
の寒天培地の、それぞれ 1 種類ずつを組み合わせて培養条件を設定した．接種菌
液は 1 mL あたり 40  cfu の濃度で作製し、これを平板 1枚あたり、混釈培養法で
は 1 mL、塗抹平板法では 0.5 mL接種した．3平板×3回繰り返し実験の集落数測
定結果の平均値をプロットした．破線はの折れ線グラフは、培養 2晩目の時点で
は集落数の計測が可能であったが、翌日以降は集落が大きく広がりすぎ、数の計
測が不可能となったためデータが取得できなかったことを表す． 
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Figure 11. 大きな集落を形成する 2 菌種を用いた各培養条件間での 
    集落発育状況の比較 

接種菌種

培地種類 D G -18 P D A サブロー寒天

混釈培養

塗抹培養

混釈培養

塗抹培養

集落計測

の可・不可

集落数計測

しやすい

M . hiem alis (5O/Nでの培養像)

集落は密集し数の計測は培養期間

が５O/Nに近づくほど困難

A . brasiliensis (5O/Nでの培養像)

混釈培養または塗抹培養と、DG-18 培地・PDA 培地・サブロー寒天培地の 3 種類
の寒天培地の、それぞれ 1 種類ずつを組み合わせて培養条件を設定した．接種菌
液は 1 mL あたり 40 cfu の濃度で作製し、これを平板 1枚あたり、混釈培養法では
1 mL、塗抹平板法では 0.5 mL接種し、5晩培養後の培養像を示す． 
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