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A. 研究目的 

既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」は，現

在，第 9 版食品添加物公定書に成分規格が未収

載の品目の一つであり，その品質及び化学的安

全性を確保するために成分規格の設定が急務

とされている．「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 量体の混合物からなる．」 とさ

れている．一方，「オリゴガラクチュロン酸」と

関連あるいは類似品目としては，既存添加物

「ペクチン」及び「ペクチン分解物」があり，

第 9 版食品添加物公定書に成分規格がそれぞれ

既に収載されている．「ペクチン」の成分規格に

おいて，「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

研究要旨 既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」(oGA)の成分規格設定に必要な基礎情報を

得る目的で，市場より入手できた 1 製品について，1H qNMR 及び HPLC により成分分析及び内

容物の定量を行った．1H qNMR により，本製品は主にモノ，ジ及びトリガラクツロン酸(mGA, 
dGA, tGA)より構成され Glu が含まれるものであることがわかった．「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 量体の混合物からな

る．」とされているが，今回の試験によれば，「・・・・ガラクチュロン酸 1~3 量体の混合物か

らなる．」に修正すべきと考えられた． 1H qNMR により定量用標品として用いる市販試薬の

mGA, dGA, tGA について純度を求めた結果，いずれの試薬も 70%〜80%程度であり，定量用標

品として用いるには十分に高い純度を持つものはなかった．また，1H qNMR 及び HPLC によ

り添加物製品 oGA 中の各成分を直接定量したところ， 3種の合計が約 30%であった．別にカ

ルバゾール-硫酸法により定量したところ，mGA として 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，1H qNMR 又は HPLC 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．いずれにしても，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ので，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考えられる． 
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いる．一方，「ペクチン分解物」は，「本品は，

ペクチン(サトウダイコン(Beta vulgaris L. var. 
rapa Dum.)，ヒマワリ(Helianthus annuus L.)，ア
マダイダイ(Citrus sinensis (L.) Osbeck)，グレー

プフルーツ(Citrus × paradisi Macfad.)，ライム

(Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle)，レモン

(Citrus limon (L.) Burm. f.)又はリンゴ(Malus 
pumila Mill.)から，水若しくは酸性水溶液で抽出

したものから得られたもの又はこれをアルカ

リ性水溶液若しくは酵素で分解したものから

得られたメチル化ポリガラクツロン酸等の多

糖類を成分とするものをいう．）を酵素で分解

して得られた，ガラクツロン酸を主成分とする

ものである．」と定義されている(galacturonic 
acid =ガラクチュロン酸又はガラクツロン酸で

あり，現在は後者の呼称が一般的である．)．す

なわち，「ペクチン」がポリガラクツロン酸，「ペ

クチン分解物」がガラクツロン酸から主に構成

され，「オリゴガラクチュロン酸」はその中間の

オリゴマーから構成される添加物であると推

定される．しかしながら，「オリゴガラクチュロ

ン酸」の食品添加物として流通している製品の

実態がつかめなかったため，本品の成分組成に

関する情報を得ることができなかった． 
そこで本研究では，食品添加物として流通し

ている「オリゴガラクチュロン酸」を入手し，

その成分組成の分析を試みたので報告する．  
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
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． 
また，本研究において以下の試薬等を試験に

用いた．D(+)-ガラクツロン酸一水和物(Wako, 
326-50341, Lot: AWP0789) <09-38a>，D-ガラク

ツロン酸(ChromaDex, ASB-00007026-250, Lot: 
00007026-474) <22100020>，D(+)-ガラクツロン

酸 一 水 和 物(Supelco, 92478-25mg, Lot: 
BCCD9630) <22100019>，ジガラクツロン酸

(Sigma, D4288, Lot: SLBT8808) <22100017>，ト

リ ガ ラ ク ツ ロ ン 酸(Sigma, T7407, Lot: 
SLBJ2704V) <22100018>，α-D-グルコー ス 

(Aldrich, 特級, 07-0680-2-25G-J, Lot: U1830) <05-
03b>，DSS-d6 標準物質(富士フイルム和光, 
TraceSure, 040-31671, Lot: APL6177, 純度(質量分

率)92.4%) <23-39c>，重水(D2O)(ISOTEC, NMR用, 
151882-1KG, Lot: SZ1188) <08-99a>，リン酸二水

素ナトリウム二水和物(SIGMA, JIS 特級, 28-
3790-5, Lot: A2344) <03-35a>，カルバゾール

(Wako, 035-01192, Lot: CDG0771) <04-51b>，硫酸

(Wako, 192-04696, Lot: TWP1706) <13-20b>，四ほ
う酸ナトリウム十水和物(Wako, 194-01415, Lot: 
ASF2531) <2T93>，エタノール(99.5)(富士フィル

ム和光, 052-03343, Lot: ESR3705) <22000009>．
水はオルガノ製超純水製造装置ピューリック

ωにより製造された超純水を用いた．なお，<>
は当部管理番号を示す．  
 
B-2) 1H qNMR による試薬純度測定及び添加物

製品中の各成分の定量 
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 により求めた．装置

は JNM-ECA600 (JEOL 製)を用い，試料濃度約

10 mg/mL になるように D2O に溶解し，DSS-d6

を qNMR 基準物質として定量条件で測定した．

シグナルの化学シフト値は，DSS-d6 を基準(0 
ppm)とし，各シグナルは各種 2D-NMR測定によ

り帰属した． 
添加物製品(oGA)中の各成分の含量を直接 1H 

qNMR により測定した．すなわち，先に測定し

た試薬 mGA, dGA, tGA 及び Glu に由来するシ

グナルの化学シフト値との比較，又は標準添加

(mGA, Glu)により添加物製品(oGA)中の各成分

のシグナルを帰属し，mGA，dGA，tGA 及び Glu
の含量を算出した． 
 
B-3) HPLC による添加物製品中の各成分の定

量 
B-2) の 1H qNMR測定に用いた mGA, dGA及び

tGA の溶液(約 10 mg/mL)を水で 2.5, 1.25, 0.25, 
0.125 mg/mL に希釈し，絶対検量線用標準液と
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した．なお，それぞれの標準液の濃度は 1H 
qNMRで求めた純度値で補正したものを用いた．

添加物製品(oGA) 約 1 g を精密に量りとり，100 
mL に水で定容した後，0.45 µm メンブランフィ

ルターを通したものを検液とした．絶対検量線

法により各成分の定量を行った．また，同デー

タを用い，重合度(Dp)を計算した． 
HPLC条件：装置 ,  HPLCprominence シリーズ

(LC-20AT/SPD-20A/SIL-20AC/CBM-20A/CTO-
20AC)(島津製作所製); カラム, Shodex NH2-P50 
4E (4.6 x 250 mm, 5 µm); カラム温度,  40℃; 移動
相,  0.3 mol/L NaH2PO4; 流速,  0.8 mL/min; 検出波
長,   UV 210 nm; 注入量,  10 µL． 
 

𝐷𝑝 =
(𝐴!"# + 𝐴$"# × 2 + 𝐴%"# × 3)

(𝐴!"# + 𝐴$"# + 𝐴%"#)
 

 
ただし，Dp：重合度，A : ピーク面積． 

 
B-4) カルバゾール-硫酸法による定量 
添加物製品(oGA)中のオリゴガラクツロン酸

の含量をガラクツロン酸濃度として求めた．す

なわち，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．以下に，ペク

チン分解物の規格を引用する．本品をオリゴガ

ラクチュロン酸製品とし，乾燥物換算のみ除外

し定量した． 
『定量法 本品約 1 g を精密に量り，水に溶か

して正確に 100 mL とする．この液 1 mL を正確

に量り，水を加えて正確に 100 mL とし，試料

液とする．試験管に四ホウ酸ナトリウム・硫酸

試液 5 mL を正確にとって氷冷し，試料液 1 mL
を正確に加え，試験管に蓋をして水浴中で 10 分

間加熱した後，直ちに氷上で５分間冷却する．

この液にカルバゾール・エタノール試液 0.2 mL
を加えて水浴中で 15 分間加熱し，氷上で 5 分

間冷却して検液とする．別に定量用ガラクツロ

ン酸を無水物として，0.01 mg/mL，0.05 mg/mL，
0.1 mg/mL 及び 0.2 mg/mL となるよう水に溶か

し，検液の調製と同様に操作し，標準液とする．

検液と各標準液の 530 nm における吸光度を測

定する．標準液の吸光度から検量線を作成する．

検液中のガラクツロン酸濃度を検量線から求

め，更に乾燥物換算を行う．』 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 1H qNMR測定 
mGA，dGA，tGA，Glu の構造式と 1H NMR ス

ペクトルを Fig. 1, 2 に示した．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)測定により可能な限り帰属し

た(Fig. 2)． 
mGA のプロトンシグナルは，Fig. 2a に示すと

おり，α1～α5位，β1～β5位のいずれもほぼ

独立していたが，β4 とβ5位のシグナルの近傍

に不純物が重なっていた．不純物を除くよう積

分範囲を狭め，定量した結果を Table 1a に示し

た(調製 n=1，測定 n3)．α及びβ異性体に由来

するシグナルから算出したα及びβ異性体そ

れぞれの含量値はほぼ同じであったことから，

1位から 5位のシグナルより算出した値を平均

し，両異性体の含量を合算した 78.05%を mGA
純度とした．試験に用いた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．) 
dGA，tGA は，2D NMR (COSY)スペクトルに

よると，Fig. 1 に示した構造式のように 2環目

以降はα結合していることがわかった．Table 1b, 
1c には重複したシグナルも含めたすべての計

算結果を表示したが，この中から独立したシグ

ナルを選択し，dGA はα1，α3，α4，β2，β
4 を，tGA はα1，β4，β5 を定量シグナルとし

て含量を算出し，α及びβ異性体の含量の平均
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を合算して純度としたところ，dGAは 69.84%，

tGA は 73.50%であった． 
Glu も同様にして純度を算出したところ，

99.50%であった(Table 1d)． 
 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．まず，oGA 製品に観察

されるシグナルを帰属する必要があるが，Fig. 2
からわかるように，3.4～4.0 ppm付近のシグナ

ルは重複しており帰属は不可能であった．この

ため，1 位のプロトンシグナルのみ帰属するこ

ととした．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す

ることによって帰属した(Fig. 3)．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． 
その結果，Fig. 3a の oGA スペクトルでは，Glu 

1位(5.22，4.64 ppm)，mGA 1位(5.28，4.56 ppm)，
dGA＋tGA 1位(5.31，4.61 ppm)，dGA 1'位(5.08 
ppm)，tGA 1' 又は 1''位(5.10 又は 5.05 ppm)と帰
属した．なお，oGA のシグナルには 4.8 ppm付
近に巨大な水シグナルが観察されたことから，

液体試料ではかなりの量の水分を含むと推定

された．Fig. 3d の水シグナルの近傍には 3 本の

シグナルが見えているが，mGA を添加すること

によって pH が変化したことにより dGA，tGA
の 5'，5''位のシグナルがシフトして観察された

ものと考えられた． 
 Fig. 4 の○□△×でマークしたシグナルを定

量に用いた．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

(調製 n=1，測定 n=1)，mGA 5.26%，dGA 8.58%，

tGA 17.3%で 3種の合計が 31.1%であった．一方

で，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 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． 
そこで，「オリゴガラクチュロン酸」製品の原

料であるとされる「ペクチン」製品<A108>，「ペ

クチン」を原料として製造されるする「ペクチ

ン分解物」製品<A38>の 1H qNMR スペクトルを

比較した(Fig. 5)．その結果，これら 3 製品から

は Glu 由来のシグナルが検出された．「ペクチ

ン」製品<A108>及び「ペクチン分解物」製品

<A38>のスペクトルからは Glu に由来するシグ

ナル以外にガラクツロン酸あるいは重合体に

由来するシグナルが観察されなかったことか

ら，両者は Glu で殆ど構成される製品であると

考えられた． 
 

C-2) HPLC による添加物製品中の各成分の定

量 
C-2-1) HPLC条件 
Fig. 6a～d は，当部が保有する 3 つの異なるロ

ットの Shodex NH2-P50 4E (4.6 x 250 mm, 5 µm)
カラムを用いて測定した HPLCクロマトグラム

である．同一条件下(a), b), d)は流速0.8 mL/min，
c) のみ流速 1 mL/min)で測定したものであるが，

カラムのロットにより mGA, dGA, tGA の保持

時間に差が観察された．比較に用いた 3 ロット

は購入後からの使用時間が異なり，d) は新品の

カラムである d) が一番保持時間が長かった．今

回用いたアミノカラムは劣化が早いため，a)及
び b)のカラムが多少劣化しており保持時間が

短くなったと考えられる．したがって，仮に

HPLC での各成分の確認又は定量を規格化する
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とすれば，カラムの使用中の劣化による保持時

間の短縮化と夾雑物との分離を考慮すると，例

えば，「mGA のピークが 5 min に検出されるよ

うに流速を調整する．」等の分析条件の規定が

必要であると思われる． 
今回の分析結果では，新品のカラムを用いた

Fig. 6d では保持時間 40 分に 4 量体らしきピー

クが観察されたが，3 量体の tGA までしかはっ

きりと観察されなかった．また，4 量体以上の

標品の入手は困難であるため，それが 4 量体で

あるかどうかの確認はできなかった．以上のこ

とから， 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． 
次に，HPLC による定量値から重合度を計算し

た．積分ベースラインをどのように設定するか

によって変化するが，ベースラインの盛り上が

りを切り捨てて，ピークの立ち上がりから終わ

りをピークとしたとき，oGA 製品の重合度(Dp)
は 2.33 となった． 

1H qNMR による分析結果(C-1))では，oGA 製品

中に Gluが 10%程度含まれることが確認されて

いる．この Glu が mGA, dGA, tGA のピーク面積

の測定に影響しないかどうかを確認するため，

同一条件下で標準添加した Glu を測定した．そ

の結果，Fig. 7 に示すように，Glu はかなり高濃

度でないと検出されず，また，その保持時間は

インジェクションショックと重なる 3.3 分であ

ったことから， Gluの存在は HPLCによる mGA, 
dGA, tGA の分析に影響しないことが確認され

た． 
 
C-2-2) 検量線 

C-1) 1H qNMR測定に用いた mGA，dGA，tGA
の D2O 溶液をそれぞれ水で希釈して絶対検量

線作成用標準液とし，HPLC に付した(Fig. 8)．
なお，新品のカラム Shodex NH2-P50 4E (4.6 x 
250 mm, 5 µm) <LCc404>を試験に使用した． 

1H qNMR により試薬の純度が 80%以下であ

ることが既に明らかであったが，HPLC クロマ

トグラム上でも，不純物のピークが検出された．

mGA は 5.7 分にピークが検出されたが，その後

20 分付近にもピークが検出された．dGA は 8.2
分にピークが検出されたが，6 分付近にピーク

が観察された．tGA は 14.7 分に検出され，クロ

マトグラム上に殆ど不純物のピークが観察さ

れなかった．いずれにしても，これらを混合し

3 種混合標準液とする不純物が各成分のピーク

と重なり面積が変化するため，それぞれ単品に

ついて絶対検量線作成用標準液を調製し，それ

らを測定し(調製 n=1，測定 n=3)，1H qNMR で

求めた純度で補正した濃度とピーク面積から

絶対検量線を作成した(Fig. 9)．mGA が重合し

dGA, tGA となると分子量も 2倍，3倍になるた

め，同じ重量濃度での吸光度はほぼ同じになる

と予想される．この予想通り，これら 3 化合物

の重量濃度と吸光度(ピーク面積)の傾きはほぼ

同じとなった．傾きが多少異なった理由として

は， 1H qNMR により求めた dGA 及び tGA の純

度が正確に測定できていない可能性があげら

れる．mGA と異なり，dGA，tGA では定量に用

いたシグナルにより算出された純度値にばら

つきが観察され，これは不純物が定量シグナル

に重なっているためと推定される． 
 

C-2-3) 定量 
Fig. 9 の mGA, dGA, tGA の検量線を用い，添

加物製品 oGA 中の各成分の含量を求めた(調製

n=3，測定各 n=1)(Table 2a)．その結果，mGA 
5.25%，dGA 8.81%，tGA 17.8%で合算すると

31.8%となった(Table 2b①)．この結果はの 1H 
qNMR による定量結果とよく一致した(Fig. 4)． 

 
C-2-4) 定量用標品(市販試薬)について 
今回，絶対検量線の作成に用いた定量用標品

(市販試薬)は，mGA が約 8,000円/5g，dGA が

約 45,000円/25mg，tGA が 約 40,000円/25mg で

あり，mGA以外は非常に高価である．また，C-
1) 1H qNMR 測定で示したようにそれぞれの純

度は 70%〜80%程度であった．mGA の純度につ

いては 1H qNMR によりシグナル毎にばらつき

の小さい値を示したため信頼性が高いと考え

られるが，dGA 及び tGA についてはシグナル毎
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に大きなばらつきが観察されたことから 1H 
qNMR による純度には疑問が残る．すなわち，

mGA，dGA，tGA の絶対検量線を用いてそれぞ

れの定量値を求め，それらを合算しても dGA 及

び tGA の純度の信頼性が低い以上，添加物製品

oGA 中の成分が精確に求められているとは言

い難い．例えば，dGA 及び tGA の絶対検量線の

傾きを mGA の傾きから分子量換算すると，Fig. 
9 の分子量換算の傾きのセルに示したように，

実測の傾きよりも大きくなる．更に，その値で

定量した場合，それぞれの含量はdGA が8.40%，

tGAが 15.29%，合計 28.94%となる(Table 2b②)．
更に簡略化して mGA の絶対検量線だけを用い

て，mGA としての含量を求めた場合，dGA が
8.01%，tGA が 14.35%，合計 27.60%となる(Table 
2b③)． 
また，mGA の純度についても問題が残る．一

水和物として 100%(無水物として 91.51%)と思
って絶対検量線を作成する場合と，1H qNMR で

純度を求めた後に，無水物として 78.05%として

定量する場合では，定量値が大きく変わってし

まう．更に，Table 2b④に示したように，無水物

91.51%と仮定し，3 成分を mGA 換算した定量

値は，mGA が 6.15%，dGA が 9.39%，tGA が 
16.82%，合計 32.37%となり，1H qNMR で各定

量用標品の純度を求めて補正して求めた Table 
2b①に近い値となった．しかしながら，この結

果は様々な偶然が重なり合っただけに過ぎな

いため，純度の問題が解決されない． 
更に，メーカー間の試薬の純度，吸湿の程度

に違いがあるか確認する必要がある．このため，

mGA の試薬として Wako社製の他，ChromaDex
社製と Supelco社製について，1H qNMR により

純度を求めた．保管中の吸湿をキャンセルする

ため，乾燥してから秤量することにした． 
第 9 版食品添加物公定書の乾燥減量を確認し

たところ，ペクチンが 12.0％以下(105℃，2 時
間)，ペクチン分解物が 70％以下(105℃，3時間)
とされていたため，これを参考に mGA を 105℃，

3 時間乾燥したところ，褐色に焦げた(Fig. 10)．
念のため，焦げた mGA について 1H qNMR を測

定したところ，mGA のシグナルが小さくなり，

別にシグナルが増えていることが確認された

(Fig. 11c)．更に，残存する mGA のシグナルよ

り含量を算出したところ，α及びβ異性体の合

計で約 10％程度に低下しており，このことから

105℃，3 時間乾燥は，mGA を分解することが

わかった(Table 3c)． 
そこで，乾燥なし(室温保管の状態)での純度

(Table  3a)と，室温でシリカゲルデシケーター内，

24時間乾燥後の純度(Table 3b)を 1H qNMR によ

り求めた． mGA の 3社の試薬の純度に大きな

違いは見られず，デシケーター内で乾燥しても

純度が低下しなかったことから，通常の保管状

態の各社の試薬を標品として用いても大きな

差が生じないと考えられた． 
以上のことから，市販試薬の mGA を標品と

して HPLC 法による 1点検量でも比較的ばらつ

きの少ない一定の値を算出できると予想され，

オリゴガラクチュロン酸の品質管理には利用

できると考えられる．ただし，dGA 及び tGA の

同定のために両者の試薬は必要である． 
 

C-3) カルバゾール-硫酸法による定量 
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． 
まず，mGA，dGA，tGA，Glu の検量線を作成

した．すなわち，それぞれの市販試薬を標品と

して用い，乾燥なし，1H qNMR による濃度補正

なしで，mGA (無水物として) 0.01～0.2 mg/mL
の 7 段階(n=3)，dGA 及び tGA が 0.01～0.05 
mg/mL の 5段階(n=1)，Glu が 0.02～0.4 mg/mL
の 5段階(n=3)の溶液を調製し，反応操作を行い

標準液とし，波長 530 nm で吸光度を測定した．

対照液に超純水を用い，超純水を用いて同様に

反応させた液を blank とした．Fig. 12a は mGA 
(無水物として) 0.01～0.2 mg/mL の全濃度から

作成した検量線であるが，最大濃度の吸光度が

3以上となった．第 9 版食品添加物公定書の一

般試験法の「17.紫外可視吸光度測定法」による

と，『溶液の濃度は，単光束吸光光度法で測定を

行う場合には，測定で得た吸光度が 0.2～0.7 の

範囲，複光束吸光光度法で測定を行う場合には，

0.4～1.4 の範囲となるものが適当で，…』とさ

れており，これを考慮し mGA 検量線の濃度範
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囲は 0.05 mg/mL以下が適当であると判断した．

Fig. 12b は，mGA (無水物として)が～0.05 mg/mL，
dGA 及び tGA が～0.06 mg/mL の検量線である

が，ほぼ同じ傾きの良好な直線を示した．した

がって，試料中にオリゴマーが混在していても，

mGA (無水物として)の検量線を用いて定量値

を算出しても問題ないと考えられた．ただし，

カルバゾール-硫酸法は，糖から生成したフルフ

ラール及びその誘導体とカルバゾールが反応

して発色することを原理としていることから，

mGA，dGA 及び tGA のようなカルボキシル基

を持つウロン酸を特異的に検出するものでは

ない．Fig. 12c には Glu の検量線を示したが，検

量線の傾きが mGA に比べて 6 分の 1 であるこ

とからわかるとおり，Glu の重量当たりの呈色

は mGA に比べて小さいが濃度依存的に呈色す

ることが明らかである．したがって，製品中に

Glu 等の糖類が含まれる場合は，その量に応じ

て mGA の定量値が大きく見積もられると考え

られる． 
次に，添加物製品 oGA の試料液(0.1 mg/mL)

を反応操作し，検液の吸光度を測定した．Fig. 
12b の mGA (無水物として)の検量線(0～0.05 
mg/mL)を用い，mGA濃度を求めた．その結果，

添加物製品 oGA 中の mGA濃度は 43.4%と算出

された(Table 4)．この結果は，HPLC による定量

値 32.37% (Table 2b④)と比べるとかなり大きく，

添加物製品 oGA 中の Glu やその他の不純物が

寄与していると考えられる． 
Table 4b には，添加物製品(oGA)試料液(0.1 

mg/mL)中に Glu を 0.04，0.10，0.20 mg/mL 添加

したとき，カルバゾール-硫酸法で得られる

mGA としての定量値がどのように変化するか

調べたものである．Glu 添加量と算出した含量

をプロットすると，Glu 添加量に比例して含量

が増加していることがわかる．添加物製品 oGA
の 1H qNMR により，製品中に Glu が約 10%存

在すると算出されている．このことを考慮する

と添加物製品(oGA)試料液(0.1 mg/mL)中には，

Gluが 0.01 mg/mL相当含まれることになる．Fig. 
12c の Glu の検量線から，吸光度が 0.078 上乗せ

されており，これは試料中の mGA 含量に換算

すると約 2%多く見積もられていることになる

が，これだけで定量値の増大を説明できない．

4 量体以上の HPLC 上にピークとして検出でき

ないオリゴマーや Glu以外のきょう雑物が発色

している可能性があるが，これ以上の情報を得

ることができなかった． 
 
D. 結論 
 既存添加物「オリゴガラクチュロン酸」の成

分規格案を設定するために，入手できた添加物

製品 oGA 中の成分組成を確認した．1H qNMR
により，本製品は主に mGA, dGA, tGA より構成

され Glu が含まれるものであることがわかった．

したがって，「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 量体の混合物からなる．」とされ

ているが，今回試験に供した添加物製品 oGA に

よれば，「・・・・ガラクチュロン酸 1~3 量体の

混合物からなる．」に修正すべきと考えられた． 
次に，1H qNMR 及び HPLC による各成分の定

量を試みた．1H qNMR により定量用標品として

用いる市販試薬の mGA, dGA, tGA について純

度を求めた結果，いずれの試薬も 70%〜80%程
度であり，定量用標品として用いるには十分に

高い純度を持つものはなかった．また，1H 
qNMR により添加物製品 oGA 中の各成分を直

接定量したところ，mGA 5.26%，dGA 8.58%，

tGA 17.3%で 3 種の合計が 31.1%であった．更

に，1H qNMR により純度を算出した市販試薬を

定量用標品として絶対検量線法により，各成分

の含量を求めた．その結果，3種の合計が 31.84%
であり 1H qNMR による直接定量の結果と一致

した．ただし，dGA 及び tGA の試薬の 1H qNMR 
ではシグナルにより定量値のばらつきがあり，

正確に純度を算出できているかどうかは不明

である． 
一方，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
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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る． 
いずれにしても，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

られるので，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

ないと思われる． 
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Fig. 1 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)の構造式 
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Fig. 2 1H-qNMRスペクトル (in D2O) 
   a) mGA (Wako) 10 mg/mL, b) dGA 10 mg/mL, c) tGA 10 mg/mL, d) Glu 13 mg/mL, e) oGA 
40 mg/mL  
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Fig. 3 添加物製品oGAに試薬Glu又はmGAを添加した1H qNMRスペクトル(in D2O) 

a) oGA, b) oGA+Glu, c) Glu, d) oGA+mGA, e) mGA 
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Fig. 4 添加物製品oGAの1H qNMRスペクトル(in D2O)と各成分の定量値 
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Fig. 5 ペクチン由来の添加物製品の1H qNMRスペクトル(in D2O)の比較 

a) オリゴガラクチュロン酸製品<C2218>, b) ペクチン製品<A108>, c) ペクチン分解物製品
<A38> 
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Fig. 6 異なるロットのカラムを用いたときのHPLCクロマトグラム 

a) <LCa110>, b) <LCa153>, c) <LCc404> (※流速1 mL/min), d) <LCc404>． 
カラム, Shodex NH2-P50 4E (4.6 x 250 mm, 5 µm); カラム温度,  40℃; 移動相,  0.3 
mol/L NaH2PO4; 流速,  0.8 mL/min; 検出波長,   UV 210 nm; 注入量,  10 µL．ただし，

<>内は当部カラム管理番号． 
 

 
Fig. 7 添加物製品oGA及び試薬GluのHPLCクロマトグラム 
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Fig. 8 試薬mGA，dGA，tGAと添加物製品oGAのHPLCクロマトグラム 
   試料液の濃度：試薬, 約1 mg/mL; oGA, 10 mg/mL 
 

 
Fig. 9 mGA, dGA及びtGAの絶対検量線 
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Fig. 10 乾燥前後の試薬mGA，添加物製品oGA <C2218>及びペクチン分解物<A38>の外観の変

化 
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Fig. 11 3社の試薬mGAの1H qNMRスペクトル(in D2O) 
 a) mGA (Wako) 乾燥なし，b) mGA (Wako) シリカゲルデシケータ乾燥，c) mGA (Wako) 
105℃乾燥，d) mGA (ChromaDex) 乾燥なし，e) mGA (Supelco) 乾燥なし 
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Fig. 12 カルバゾール-硫酸法による検量線 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1 1H qNMRにより求めた各試薬の純度(%) 
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   ※赤枠及び青枠内を平均し，合計値を純度とした． 
   ※灰色網掛け部分はシグナルが混在していてH数の設定ができない領域． 
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Table 2 HPLCによる添加物製品oGA中のmGA, dGA及びtGAの定量結果 

    
   a) 各成分の絶対検量線を用いたときの定量(1H qNMRで濃度補正済み) 
   b) 定量に用いる絶対検量線を変えたときの定量値の変化 
 
 
Table 3 3社の試薬mGAの乾燥前後の1H qNMRによる純度 

 
 
 
 
 
Table 4 添加物製品oGA中の含量(ガラクツロン酸(mGA)として) 
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