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A. 研究目的 
既存添加物名簿収載品目リストに記載され

て い る 「 キ ハ ダ 抽 出 物 」 は ， キ ハ ダ

(Phellodendron amurense RIPR.)の樹皮より水ま

たはエタノールで抽出して得られたもので，

主成分はベルベリン(Fig. 1)であり，苦味料と

して使用される既存添加物である 1)．既存添加

物には，流通又は使用実態が明らかでないも

のがある．このような既存添加物は定期的に

実態調査を行い，その販売，製造，輸入，加

工，使用，貯蔵及び陳 列の状況からみて，現

に販売の用に供されていないと認める既存添

加物並びにこれを含む製剤及び食品について，

「消除予定添加物名簿(当該添加物の名称を記

載した表)」を作成の上公示し，必要な手続き

を経て既存添加物名簿から消除できるとされ

ている．これまでに上記に該当する既存添加

物の消除手続きが合計 4 回行われてきたが，

「キハダ抽出物」は第 4 次消除品目調査におい

て，流通が確認され消除復活となった品目の

一つである．「キハダ抽出物」製品の流通が確

認されたが，製品の成分組成，規格試験に関

する明確な情報が得られないため，未だに公

的な成分規格が設定できない品目となってい

る．そこで本研究では，入手できた「キハダ

抽出物」製品について，含有成分を詳しく調

べると共に，キハダ(生薬名：オウバク)の主成

分とされているベルベリンの定量法を検討し

た． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
「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(当部管理番号 C2221)

研究要旨  

既存添加物「キハダ抽出物」は，成分組成及び規格試験に関する具体的な情報が得られな

い，公的な成分規格の設定が困難な品目の一つである．今回，「キハダ抽出物」として流通が

確認できたオウバクエキス製品が入手できたので，UPLC/PDA/MS 及び NMR により成分分析

を行った．UPLC/PDA/MS分析の結果，本製品にはベルベリン，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，ベルベリン含量は 2.83%と算出された．今回得ら

れた成分情報，日本薬局方の「オウバク」の成分規格を参考に「キハダ抽出物」の成分規格

案の作成が可能と思われる．ただし，現在のところ，「キハダ抽出物」としては 1 製品しか流

通が確認されておらず，製品間に成分組成に差違がないか検討できていない．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ながら，成分規格案の作成を

検討する必要があると考えられた． 
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を用いた． 
ベルベリン(berberine)は和光純薬工業製のベ

ルベリン塩化物水和物(型番 10117787)を用いた． 
qNMR用認証標準物質には，富士フィルム和光

純薬 工 業 製 の 2,2- dimethyl-2-silapentane-5-
sulfonate-d6 sodium salt(DSS-d6，型番 040-31671，
Lot. APL6177，認証純度値 92.4%)を用いた．重

ジメチルスルホキシド(DMSO-d6)は関東化学社

製(型番 11560-23)を用いた．その他の試薬は，

特級または高速液体クロマトグラフ用を用い

た． 
 
B-2) 装置 
UPLC/MS: Acquity UPLC  Solvent Manager /PDA 

Detector/SQ Detector (Waters Corporation，
Massachusetts，U.S.A.) 
核磁気共鳴装置(NMR): ECZ600 (プロトン共鳴

周波数 600 MHz)(日本電子，東京，日本) 
天秤: ウルトラミクロ天秤 XP2U (Mettler 

Toledo International Inc., Columbus, OH, U.S.A.) 
電動ピペット: Multipette Xstream (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) 
 

B-3) 測定条件 
B-3-1) UPLC/PDA/MS測定条件 2) 
カ ラ ム ，ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 

mm×100 mm, 粒子径 1.7 µm, Waters); カラム温度, 
40℃; 移動相 A, 0.1%ギ酸水; 移動相 B，0.1%ギ
酸アセトニトリル; 0-8 min B10-50%, 8-10 min 
B10%; 注入量, 2 µL; 流速, 0.2 mL/min; PDA測定

波 長, 190-500 nm; イ オ ン 化 モ ー ド, ES 
(pos./neg.); キャピラリー電圧, pos. 3.5 kV, neg. 
2.5 kV; コーン電圧, 30 V; 脱溶媒ガス流量, 600 
L/hr; コーンガス流量, 50 L/hr; 脱溶媒ガス温度, 
350℃; ソース温度, 135℃; スキャン範囲, m/z 50-
600． 

 
B-3-2) 1H-qNMR測定条件 
照射中心, 5 ppm; 観測幅, 20 ppm; フリップ角, 

90°; 遅延時間, 60秒; 積算回数, 254 回; ダミース

キャン, 2 回以上; 13Cデカップリング, on; サン

プル回転, no; 測定温度, 25℃． 
なお， Alice for qNMR (日本電子，東京，日

本)を 1H-qNMR の解析に用いた． 
 
B-4)「キハダ抽出物」製品の溶解性確認 
「キハダ抽出物」製品を 10 mL バイアルに量

り，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，状態を観察した．次

いで，2 mg/mL となるよう更に溶媒を加え，状

態を観察した．2 mg/mL溶液は不溶部があった

ため，静置して上清を希釈したものと，撹拌

した懸濁液を水/アセトニトリル（90/10）混液
で 0.1 mg/mL に希釈したものを調製した．これ

らの溶液を 3-i）の条件で分析した． 
 
B-5) キハダ抽出物の 1H-qNMR測定 
「キハダ抽出物」製品約 2 mg，DSS-d6 約 1 mg
を精密に量り， DMSO-d6 2.0 mL を加えて溶解

させたものを 1H-qNMR 用試験液とした．この

試験液 0.6 mLを NMRチューブに移し，封管し

て 3-ii)に示す測定条件で 1H-qNMR 測定に付し

た． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) キハダ抽出物の溶解性 
「キハダ抽出物」製品を水，水/メタノール

（50/50）混液，メタノールまたは DMSO に溶

解した．まず 5 mg/mLとなるように溶媒を加え，

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（Fig. 2）．DMSO溶液は他の溶液と

比べ溶け残りが少なく，透明度も高かった．

日本薬局方 3)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思われた．粘液

については，水溶性の多糖類でラムノース，

アラビノース，ガラクトース及びガラクチュ

ロン酸で構成される分子量 2×106 ダルトン以

上の物質との報告がある 4)． 
 次に，ベルベリンの溶解性について調査し

159



たところ，DMSO によく溶け，次いでメタノ

ール，エタノールに溶け，水にはほとんど溶

けない 5)とのことであり，1H-qNMR測定の溶媒

として DMSO-d6が妥当であると判断した． 
 
C-2)「キハダ抽出物」製品の UPLC/PDA/MS 

C-1)で調製した各溶液の上清と懸濁液を希釈

したものを UPLC/PDA/MS に付し比較した(Fig. 
3)．溶媒の違い及び上清と懸濁液との間には，

ピークが検出されない・面積や高さが大きく

変化する等の違いはなかった．よって，「キハ

ダ抽出物」製品中のクロマトグラムで確認で

きる成分は十分に溶解していると判断した． 
Fig. 3 に各溶液のクロマトグラムを示した．

ベルベリンとパルマチンの UV スペクトルから

両化合物のλmax が 222 nm であると確認でき

たため(Fig. 4)，検出波長を UV 222 nm に設定

し，各溶液のベルベリンとパルマチンのピー

ク面積及びピーク面積比を求めた(Table 1)．そ

の結果，各溶液のベルベリンとパルマチンの

ピーク面積比は，パルマチンを 1 としたときベ

ルベリンが 6.3~6.9（平均 6.5，RSD 3.03%）で

あった．各溶液のベルベリンとパルマチンの

ピーク面積比に差違が観察されなかったこと

から，1)で調製した各溶液中の「キハダ抽出物」

製品の濃度では，溶媒により含有成分の溶解

性の差はほぼないと判断した． 
日本薬局方 3)において，オウバク中のベルベ

リンの含有量を定量する際，HPLC クロマトグ

ラムでベルベリンとパルマチンの分離の確認

を行っている．「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 6)．また，「キハダ抽出物」製

品の LC クロマトグラム上のベルベリン及びパ

ルマチン以外のピークは，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(Fig. 5）．一方，オウバクの

成分とされているオウバクノン及びリモニン 6)

は確認できなかった． 
 

C-3) 1H-qNMR を用いた「キハダ抽出物」製品

中のベルベリンの定量 
「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(Fig. 6)．δ0 ppm付近の DSS-d6の

シグナル(9H)を基準とし，δ6.170 ppm (-
OCH2O-，2H) 7, 8)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． 
1H-qNMR スペクトル上には，δ7.5~10 ppm に

ベルベリンのシグナルが確認されたが，Fig. 5
のクロマトグラムから類似構造のパルマチン

等の存在が示唆され，これらのシグナルがベ

ルベリンと重なっている可能性があるため定

量には用いなかった．またδ3.5 ppm 付近の大

きなシグナルは，多糖類のものと推定される．

なお，1H-qNMR測定後，NMR 試験管内に析出

が観察されたことから，測定溶媒の選定は更

に検討する余地があると考えられた． 
 
D. 結論 
「 キ ハ ダ 抽 出 物 」 製 品 に つ い て ，

UPLC/PDA/MS より分析した結果，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，「キハダ抽出物」製品

中のベルベリン含量は 2.83%と算出された．含

有成分の正確な定量法の確立には，日本薬局

方等を参考に更に検討する必要がある．また，

現在のところ，「キハダ抽出物」としては 1 製

品しか流通が確認されておらず，製品間に成

分組成に差違がないか検討できていない．更

に，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ながら，成分規格

の設定が必要と考えられる． 
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Fig. 1 ベルベリンの構造 
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Fig. 2 「キハダ抽出物」製品の溶解性確認 

2m g/m L
水 水/メタノール メタノール D M S O
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Fig. 3 「キハダ抽出物」製品の各溶媒による抽出液の懸濁液と上清を希釈した溶

液の PDA クロマトグラム(190-500 nm) 

A:キハダ抽出物/DMSO の懸濁液, B: キハダ抽出物/DMSO の上清, C: キハダ抽出物/

メタノールの懸濁液, D: キハダ抽出物/メタノールの上清, E: キハダ抽出物/メタノー

ル:水(1:1) の懸濁液, F: キハダ抽出物/メタノール:水(1:1) の上清, G: キハダ抽出物/水

の懸濁液, H: キハダ抽出物/水の上清 
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Fig. 4「キハダ抽出物」製品のメタノール懸濁溶液中のベルベリン(1)とパルマチン

(2)の UV スペクトル及びクロマトグラム(検出波長: 222 nm) 
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Table 1 「キハダ抽出物」製品から調整した各溶液中のベルベリンとパルマチンの

222 nm におけるピーク面積比  
area比 

溶液 パルマチン ベルベリン 
DMSO懸濁 1 6.61 
DMSO上清 1 6.62 
メタノール懸濁 1 6.94 
メタノール上清 1 6.40 
メタノール:水(1:1)懸濁 1 6.31 
メタノール:水(1:1)上清 1 6.59 
水懸濁 1 6.43 
水上清 1 6.41 
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Fig. 5 「キハダ抽出物」製品のメタノール溶液のクロマトグラムと各ピークの

MS スペクトル 

1:ベルベリン, 2:パルマチン 3:ジャトリジン，4:5-フェルロイルキナ酸，5:マグノフ

ロリン，6:フェロデンドリン，7:3-フェルロイルキナ酸 

C2221 MeOH 0.1mg/mL

Time
3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00 6.25 6.50 6.75 7.00 7.25 7.50 7.75 8.00 8.25 8.50

AU

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

20210216029 10: Diode Array 
Range: 5.7217.71

4.90

4.253.73

3.30

3.87

7.64

1

2

3

4

56
7

oubaku extract all

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

%

0

100
20210216029 380 (7.803) Cm (380:381-349:359) 2: Scan ES+ 

3.86e7336.02

199.02170.9382.97 142.99 227.95 331.03

337.01

352.08
421.46 547.70503.96460.50 589.05

1

oubaku extract all

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

%

0

100
20210216029 376 (7.721) Cm (375:376-349:364) 2: Scan ES+ 

7.50e6352.03

199.00170.91
70.89 82.97 207.98 339.96279.05

353.10

354.09 399.72 531.62435.27 476.69 586.93

2

oubaku extract all

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

%

0

100
20210216029 338 (6.940) Cm (337:338-311:323) 2: Scan ES+ 

2.01e6338.07

82.99

198.94

169.97142.92 223.91 321.95275.97

339.10

339.97
404.94 509.56439.97457.79 539.86 599.57

3

oubaku extract all

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

%

0

100
20210216029 243 (4.980) Cm (243:245-223:232) 1: Scan ES- 

5.84e5366.96

172.90112.9167.91 190.92 233.09262.73 342.89

368.01
434.92

368.96 456.90
511.83 534.71 579.86

4

oubaku extract all

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

%

0

100
20210216029 212 (4.352) Cm (210:213-201:206) 2: Scan ES+ 

5.39e6342.08

199.03175.9682.92 144.14
341.04225.89 303.85

343.11

344.08

356.14
592.02390.14424.74 549.35463.63

5

oubaku extract all

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

%

0

100
20210216029 194 (3.982) Cm (193:195-176:189) 2: Scan ES+ 

6.33e6342.07

198.9082.95 170.98
143.03

227.99
282.72 341.03

343.08

448.00
344.11

373.96 449.02 526.41 570.11 589.94

6

oubaku extract all

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

%

0

100
20210216029 188 (3.850) Cm (185:188-173:182) 1: Scan ES- 

1.08e5366.96

192.85
86.96 146.89 236.91 330.54280.71

367.99

388.94 434.90
432.92

466.91
594.45514.49 554.53

7

169



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 6 キハダ抽出物の 1H-qNMRチャート 

↓:ベルベリン定量シグナル 
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