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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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