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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

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
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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

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 
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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 
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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

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
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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

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
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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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図 1 クルクミノイドの化学構造式 
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図 2 TSKgel ODS-80Ts および TSKgel ODS-100V における 

ウコン色素の HPLC クロマトグラム 
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図 3 ウコン色素の HSCCC クロマトグラム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

$ $ $

4003002001000

700

600

500

400

300

200

100

0

Solvent front

Fr. A

Fr. CFr. B

405 nm

min



 

 

69 

 

図 4 Fraction 2～4 の MS スペクトル 
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図 5  Fraction 2～4 の HPLC クロマトグラム 
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図 6 Fraction 1 およびカラム内（固定相）溶媒の HPLC クロマトグラム 
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図 7 SR の合成デザインにおける化学反応式 
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図 8 合成デザインした SR の MS スペクトル 
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図 9 合成デザインした SR の HPLC クロマトグラム 
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図 10 HSCCC で単離した CI〜CIII および SR の qNMR スペクトル 
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図 11 CI～CIII の絶対検量線（LOQ～100 µmol/L） 
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図 12 SR を添加したウコン色素製品の HPLC クロマトグラム 
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表 1 SR-HPLC 定量法および絶対検量線法による 

ウコン色素製品中の CI〜CIII の定量結果 

 

クルクミンGS クルクミンW ターメリック色素

n=3
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図 13 SR を添加したウコン関連の 

健康食品およびサプリメントの HPLC クロマトグラム（島津社製 HPLC装置） 
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図 14 SR を添加したウコン関連の 

健康食品およびサプリメントの HPLC クロマトグラム（Water社製 HPLC装置） 
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図 15 SR を添加したウコン関連の健康食品および 

サプリメントの HPLC クロマトグラム（日立ハイテクサイエンス社製 HPLC装置） 
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図 16 各メーカーの HPLC装置における 

SR-HPLC 定量法を用いたウコン関連製品中の CI～CIII 定量結果 
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