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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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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

144



 

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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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.  
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santalinus L.: An Update. Pharmacognosy, 43-9 
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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． 
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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  

  

(b)(a)
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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） 

 

  

0

20

40
mAU

0

10

mAU

0

10

20

mAU

0

10

20
mAU

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 min
0

10

20
mAU

0
20
40
60

mAU

0

15

30

mAU

NBx
Bx

460 nm

460 nm

460 nm

460 nm

460 nm

460 nm

460 nm

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(g)

179



 

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  
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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
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