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A. 研究目的 
カシアガムは既存添加物名簿収載品目リス

トに収載されている既存添加物の一つであり，

増粘安定剤として食品産業において広く使用

されている 1．一方，本添加物は食品衛生法第

13 条の規定により告示される「食品，添加物等

の規格基準」における成分規格が未制定であり，

現状では日本食品添加物協会が作成した第 5 版

既存添加物自主規格に準拠して製造された製

品が流通している 2．近年，既存添加物の品質確

保及び食の安全性向上を目的として，個々の既

存添加物に関する成分規格の設定並びに食品

添加物公定書への収載が進められており，カシ

アガムについても規格基準の策定及び食品添

加物公定書への収載に向けた検討が行われて

いる． 
カシアガムの基原・製法・本質について，既

存添加物名簿収載品目リストには「マメ科エビ

スグサモドキ(Cassia tora LINNE)の種子の胚乳

部を粉砕して得られたものである．主成分は多

糖類である．」と記載されている 1．しかし，基

原植物の種子由来不純物としてアントラキノ

ン類が含まれ得ることが知られており，製造工

程によっては製品中にアントラキノン類が微

量残留する可能性がある．実際，JECFA の化学・

技術評価(Chemical and Technical Assessment; 
CTA)では，カシア種子中のアントラキノン類が

主要な懸念不純物であること及び精製工程に

よりアントラキノン類が低減されることが示

されている 3．このような毒性が懸念される化

合物を含有し得る食品添加物については，安全

性確保の観点から，適切な残留基準値の設定と

それを担保し得る分析法の整備が不可欠であ

る． 
FAO/WHO 食品添加物専門家会議(JECFA)に

おけるカシアガムの規格では，アントラキノン

類(エモジン，アロエエモジン，レイン，クリソ

ファン酸，フィシオン)の総含有量を 0.5 mg/kg
以下と規定している 4(図 1)．同規格の試験法で

は，アントラキノン類をクロロホルムで抽出し，

研究要旨 本研究では，既存添加物の成分規格試験法の効率化及び精度向上を目的とし，成分

規格が未制定であるカシアガムを対象に，成分規格におけるアントラキノン分析法の確立に関

する検討を行った．今年度は昨年度に引きつづき，前処理法の改良，特に，有害試薬の使用低

減の観点から，抽出溶媒として規定されているクロロホルムに代わる抽出溶媒(ジクロロメタ

ン，酢酸エチル)の適用性を添加回収試験により評価した．その結果，各溶媒を単独で用いた場

合，酢酸エチルではアロエエモジンの回収率が著しく低く，ジクロロメタンではフィシオンの

回収率が相対的に低値を示すとともに，一部の測定対象物質でRSDが増大することが確認され

た．そこでジクロロメタンで抽出後，酢酸エチルで抽出し，各有機層を統合せずに個別に濃縮

して試験溶液を調製する段階抽出法を考案した．本抽出法により，カシアガム中のアントラキ

ノン類を良好な真度及び精度をもって抽出可能であることが実証され，JECFA規格の基準値

(0.5 mg/kg)に適用可能かつクロロホルムを使用しない前処理法が確立された． 
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内 標 準 物 質 と し て ダ ン ト ロ ン(1,8-
dihydroxyanthraquinone; 1,8-DAQ)を 用 い る

HPLC 法により定量し，フォトダイオードアレ

イ検出器を用いて 435 nm で検出することとさ

れている 4．したがって，国内規格の策定に向け

ては，当該基準値(0.5 mg/kg)を確実に評価可能

な分析法の確立が重要な課題となる． 
一方，国内規格の策定に向けた過年度の検討

において，JECFA 法は前処理及び HPLC 条件に

課題を有することが明らかとなり，既報 5, 6も参

考に改良に向けた検討を進めてきた．未検討の

課題としては，前処理で用いられるクロロホル

ムの使用が挙げられる．クロロホルムは，作業

者の安全性及び環境負荷の観点から，代替溶媒

への変更を検討することが重要である．そこで

本研究では，カシアガム中のアントラキノン類

分析法の確立を目的とし，JECFA 規格の分析法

を基盤とした前処理工程の改良を検討した．具

体的には，有害試薬の使用低減の観点から代替

抽出溶媒(ジクロロメタン，酢酸エチル等)の適

用性を評価し，JECFA 規格の基準値(0.5 mg/kg)
に適用可能な前処理法の確立について検討し

た． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
カシアガム(管理番号：C2395)は国立医薬品食

品衛生研究所 食品添加物部よりご供与いただ

いた．エモジン，アロエエモジン，レイン，ク

リソファン酸，フィシオンは，東京化成工業(株)
製を用いた．ダントロン(1,8-DAQ)は，富士フイ

ルム和光純薬(株)製を用いた．その他の溶媒は

高速液体クロマトグラフィー用または特級を

用いた． 
 
B-2) 装置 
分析用 HPLC ポンプ：LC-20AD(高圧グラジ

エント)，オートサンプラ：SIL-20A，カラム恒

温槽：CTO-20AC，多波長検出器：SPD-M20A，

脱気装置：DGU-20A3R，システムコントローラ：

CBM-20A， 分 析 デ ー タ 処 理 シ ス テ ム ：

LabSolutions((株)島津製作所製)． 
ミクロ天秤： BM-20((株)エー・アンド・デイ

製) 
セ ミ ミ ク ロ 天 秤 ：AUW220D 及 び

AP125WD((株)島津製作所製) 
遠心分離機：5220(久保田商事(株)製)及び

MiniSpin(エッペンドルフ製) 
オーブン： DR-22(ヤマト科学(株)製) 
 

B-3) JECFA 法における前処理法の改良 
B-3-1) 試験溶液の調製(1)(抽出溶媒としてクロロ

ホルムまたはジクロロメタンを単独で使用する

場合) 
過年度の検討に基づき，JECFA Monographs に

おけるカシアガム規格で規定されているアン

トラキノン類分析法の試験溶液の調製手順

(Sample preparation)(図 2)を一部改変して用いた．

すなわち，試料 4.0ｇを正確に量りとり，2 mol/L
硫酸 100 mL を加えて軽く振り混ぜた後，103℃
で 1 時間加熱した. 室温まで冷却後，内容物を

分液ろう斗に移し，クロロホルム 100 mL を加

えて液液分配を行った．静置後，生じたエマル

ションを低減するため，全量を 50 mL容遠沈管
に分注して遠心分離(400×g，5 分，20℃)を行い，

下層(クロロホルム層)を採取した．上層に再度

クロロホルムを加え，同様の抽出操作をさらに

二回繰り返した後，得られたすべての下層(クロ
ロホルム層)を合わせて減圧下で溶媒を留去し

た．残留物にメタノールを加え超音波処理し，

不溶物を遠心分離(10000×g，2 分，20℃)により

除去した後，上清をメタノールで 2 mL に定容

したものを試験溶液とした．なお，ジクロロメ

タンを抽出溶媒として使用する場合は，上記の

記述のクロロホルムをジクロロメタンに置き

換え，同様の抽出操作を行った(図 3)． 
 
B-3-2) 試験溶液の調製(2)(抽出溶媒として酢酸エ

チルを単独で使用する場合) 
 試験溶液の調製は，前項 B-3-1 の操作手順に

準じて行った．ただし，抽出溶媒をクロロホル

ム(比重約 1.48 g/mL，20℃)から酢酸エチル(比重
約 0.90，20℃)に変更したことに伴い，有機層が

下層から上層となるため，抽出操作を以下のと

おり変更した．すなわち，試料 4.0ｇを正確に量

りとり，2 mol/L硫酸 100 mL を加えて軽く振り
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混ぜた後，103℃で 1時間加熱した. 室温まで冷

却後，内容物を分液ろう斗に移し，酢酸エチル

100 mL を加えて液液分配を行った．静置後，生

じたエマルションを低減するため，全量を 50 
mL容遠沈管に分注して遠心分離(400×g，5分，

20℃)を行い，上層(酢酸エチル層)を採取した．

下層に再度酢酸エチルを加え，同様の抽出操作

をさらに二回繰り返した後，得られたすべての

上層(酢酸エチル層)を合わせて減圧下で溶媒を

留去した．残留物にメタノールを加え超音波処

理し，不溶物を遠心分離(10000×g，2 分，20℃)
により除去した後，上清をメタノールで 2 mLに

定容したものを試験溶液とした(図 4)． 
 
B-3-3) 試験溶液の調製(3)(抽出溶媒としてジクロ

ロメタン及び酢酸エチルを段階的に使用 
する場合) 
 抽出溶媒としてジクロロメタン及び酢酸エチ

ルを併用する場合，ジクロロメタン，次いで酢

酸エチルの順で段階的に液液分配を行い，各溶

媒による抽出液は統合せず，それぞれ独立した

試験溶液として調製した．すなわち，試料 4.0ｇ
を正確に量りとり，2 mol/L硫酸 100 mL を加え

て軽く振り混ぜた後，103℃で 1 時間加熱した. 
室温まで冷却後，内容物を分液ろう斗に移し，

ジクロロメタン 100 mL を加えて液液分配を行

った．静置後，生じたエマルションを解消する

ため，全量を 50 mL容遠沈管に分注して遠心分

離(400×g，5 分，20℃)を行い，下層(ジクロロメ

タン層)を採取した．上層に再度ジクロロメタン

を加え，同様の抽出操作をさらに 1回繰り返し，

得られたすべての下層(ジクロロメタン層)を合

わせて減圧下で溶媒を濃縮した．残留物にメタ

ノールを加え超音波処理し，不溶物を遠心分離

(10000×g，2 分，20℃)により除去した後，上清

をメタノールで 2 mL に定容し， 
これを試験溶液 1 とした． 
 次に，ジクロロメタンによる液液分配後の上

層について，酢酸エチル 100 mL を加えて液液

分配を行った．静置後，生じたエマルションを

解消するため，全量を 50 mL容遠沈管に分注し

て遠心分離(400×g，5 分，20℃)を行い，上層(酢
酸エチル層)を採取した．下層に再度酢酸エチル

を加え，同様の抽出操作をさらに 1回繰り返し，

得られたすべての上層(酢酸エチル層)を合わせ

て減圧下で溶媒を濃縮した．残留物にメタノー

ルを加え超音波処理し，不溶物を遠心分離

(10000×g，2 分，20℃)により除去した後，上清

をメタノールで 2 mL に定容し，これを試験溶

液 2 とした(図 5)． 
 

B-3-4) 試験溶液の HPLC 分析 
調製した試験溶液について，次の測定条件を

用い HPLC 分析を行った． 
カラム：Unison UK-C18 (4.6 ×250 mm，粒子径 
3 µm，インタクト(株))，カラム温度：40℃，

検出波長： 435 nm，流速：1.0 mL/min，移動
相 A：0.1 % トリフルオロ酢酸水溶液，移動相

B：アセトニトリル，グラジエント条件：0 
min(10%B)→ 60 min(100%B)→ 65 min 
(100%B)→65.01 min (10%B)→ 75 min (10%B) 
【60 min以降はカラム洗浄及び平衡化】，注入

量：20 μL 
 
C. 結果及び考察 
昨年度までの検討において，JECFA 法で規定

されている前処理では，加熱時間の短縮(3.5 時
間から 1時間)，抽出回数の増加(1回から 3回)，
遠心分離操作の追加(エマルジョンの解消)の必
要性が明らかとなった(図 6)．今年度は，有害試

薬の使用低減の観点から，JECFA 法で規定され

ている抽出溶媒クロロホルムの代替溶媒を検

討することを目的とし，ジクロロメタン及び酢

酸エチルを候補溶媒として，その性能を添加回

収試験より評価した． 
 
C-1)各抽出溶媒を単独で使用した場合の抽出

効率の検討 
B-3-1 及び B-3-2 の操作手順に準じ，測定対象

物質 5 種(アロエエモジン，レイン，エモジン，

クリソファン酸，フィシオン)及び JECFA 法で

は内標準物質として規定されている 1,8-DAQ
を，カシアガム製品に添加し，添加回収試験

(n=3)を行った．添加濃度は，JECFA 規格におけ

るアントラキノン類の残留上限値(0.5 mg/kg)の
10倍に相当する濃度(5 mg/kg)で検討した．なお，
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回収率及び相対標準偏差(RSD)は n=3 の測定結

果に基づき算出した．その結果を表 1 に示す． 
クロロホルムを用いた場合，アロエエモジン

の回収率は 87.4%(RSD： 1.1%)，レインは

84.1%(RSD： 3.2%)，エモジンは 83.7%(RSD： 
2.9%)，1,8-DAQ は 82.8%(RSD： 0.7%)，クリソ

ファン酸は 76.8%(RSD： 0.7%)であり，これら

5 化合物はいずれも回収率が 70%以上を満たし

た．一方，フィシオンは 67.4%(RSD： 2.8%)に
とどまり，回収率が 70%を下回った．したがっ

て，JECFA 法で規定されているクロロホルムを

用いる条件ではフィシオンの回収率が他の化

合物に比べ低下することが示された． 
ジクロロメタンを用いた場合，すべての化合

物で回収率 70%以上を示したものの，フィシオ

ンは 73.1%と他の化合物と比較して低値であっ

た．また，アロエエモジンや 1,8-DAQ では RSD
が 6%を超え，クロロホルムを用いた場合と比

較してばらつきが増大する傾向が認められた． 
 酢酸エチルを用いた場合，アロエエモジンを

除く 5 種の化合物は良好な回収率及び併行精度

を示した．一方，アロエエモジンは回収率が

41.7%，RSD が 22.3%と著しく低く，真度及び精

度の観点から問題が認められた．以上より，代

替溶媒の選定にあたっては，(i) 酢酸エチルを用

いた条件にて，低回収かつ高い RSD を示したア

ロエエモジンについて回収率の向上と精度の

改善を図ること，(ii) ジクロロメタンを用いた条

件にて，相対的に低回収であったフィシオンの

回収率を改善すること，(iii) ジクロロメタンを

用いた条件にて，ジクロロメタンを抽出溶媒と

した場合に 一部測定対象物質で認められたば

らつき(RSD)の低減をすべて満たすよう，操作

条件のさらなる最適化が必要であること 
が示唆された． 
 
C-2) ジクロロメタン及び酢酸エチルを段階的

に使用した場合の抽出効率の検討 
前項での検討により，抽出溶媒として酢酸エ

チルを単独で使用した場合にはアロエエモジ

ンの回収率が著しく低く，ジクロロメタンを単

独で使用した場合にはフィシオンの回収率が

相対的に低値を示すとともに，一部の測定対象

物質で RSD が増大することが問題として確認

された．これらの問題を解決するため，ジクロ

ロメタンと酢酸エチルを段階的に使用する抽

出法について，添加回収試験によりその妥当性

を評価した．なお，カシアガム製品へのアント

ラキノン類の添加濃度は，前項と同様に 5 mg/kg
とし，B-3-3 の操作手順に従い各試験溶液を調

製した．試験溶液 1 及び試験溶液 2 のクロマト

グラムを図 7 に示す．また，表 2 に示すように，

各化合物の回収率及び RSD は，アロエエモジン

は 92.2%(RSD : 2.2%)，レインは 90.2%(RSD： 
2.1%)，エモジンは 94.3%(RSD ：1.8%)，1,8-DAQ
は 96.4%(RSD ：2.4%)，クリソファン酸は

95.1%(RSD ：3.6%)，フィシオンは 90.0%(RSD ：
4.8%)であり，検討したすべての化合物において

回収率は 90%以上，RSD が 4.8％以下と真度，

精度ともに良好であることが判明した． 
本段階抽出法は，測定対象物質の物性差(極性

など)により，有機相への分配挙動が化合物ごと

に異なる点に着目した操作である．すなわち，

まずジクロロメタンによって比較的疎水性が

高くジクロロメタン層へ移行しやすい化合物

を優先的に回収し，その後，ジクロロメタン抽

出後も水層に残存する化合物を，酢酸エチルに

よる再抽出で回収することにより，単独溶媒で

は回収が不十分となりやすい化合物を補完的

に抽出できる点が本法の特徴である．以上より，

ジクロロメタン及び酢酸エチルの段階的な抽

出は，酢酸エチルの単独使用で問題となったア

ロエエモジンの低回収率及び精度の低下並び

にジクロロメタンの単独使用で問題となった

フィシオンの相対的な回収率の低下及び一部

化合物におけるばらつき増大を同時に改善で

き る こ と が 示 さ れ た ． 
  次に，各アントラキノン類を JECFA 規格に

おける残留上限値(0.5 mg/kg)で添加したカシア

ガム製品を用い，本段階抽出法の妥当性をさら

に評価した．試験溶液 1 及び試験溶液 2 のクロ

マトグラムを図 8，添加回収試験の結果を表 2
に 示 す ． ア ロ エ エ モ ジ ン の 回 収 率 は

78.0%(RSD：2.9%)，レインは 85.6%(RSD：3.2%)，
エモジンは 84.1%(RSD：2.1%)，1,8-DAQ は

88.5%(RSD：2.5%)， ク リ ソ フ ァ ン 酸 は
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88.6%(RSD：0.6%)，フィシオンは 81.5%(RSD：
3.2%)であり，検討したすべての化合物において

回収率 78%以上，RSD 3.2%以下と，真度及び併

行精度ともに良好であることが判明した．以上

の結果から，本段階抽出法は JECFA 規格におけ

る残留上限値相当の濃度を含む試料において

も，アントラキノン類を良好な精度で抽出可能

であることが明らかとなった． 
 なお，本段階抽出法では，ジクロロメタン層

及び酢酸エチル層から得られた抽出溶液は統

合せずに減圧濃縮し，試験溶液を調製した後，

HPLC 分析に供した．この操作の根拠として，

両溶媒の抽出液を統合して減圧濃縮し試験溶

液を調製した場合，表 3 に示すようにアロエエ

モジンの回収率が 43.2%に大幅に低下し，また，

RSDも 27.8%と著しく増大することが確認され

たことが挙げられる．この回収率の低下及び

RSD の増大は，抽出溶液の統合や濃縮過程にお

ける何らかの影響により損失を受けることに

起因するものと推察される．したがって，本段

階抽出法の適用にあたっては，各有機層からそ

れぞれ独立した試験溶液を調製することが，分

析精度の確保の点で，不可欠であることが確認

された． 
 

D. 結論 
 本研究では，カシアガム中のアントラキノン

類分析法の確立を目的として，JECFA 規格の分

析法を基盤とした前処理法の改良を検討した．

具体的には，クロロホルムの代替抽出溶媒とし

てジクロロメタン及び酢酸エチルを候補溶媒

として選定し，添加回収試験によりその適用性

を評価した．その結果，各溶媒を単独で使用し

た場合，測定対象物質の一部において真度また

は精度の面で問題が認められた．これらの問題

を解決するため，ジクロロメタン及び酢酸エチ

ルを段階的に使用する抽出法(段階抽出法)を新
たに考案し，添加回収試験によってその妥当性

を評価した．添加濃度 5 mg/kg(JECFA 残留上限

値の 10倍相当)での検討において，本段階抽出

法により調製した試験溶液では，検討した全 6
化合物(測定対象物質 5 種及び内標準物質 1 種)
の回収率が 90%以上，RSDが 4.8%以下となり，

真度及び精度ともに良好であることが明らか

となった．さらに，JECFA 規格の残留上限値(0.5 
mg/kg)相当の添加濃度での検討においても，全

化合物の回収率は 78%以上，RSD は 3.2%以下
であり，当該濃度域における良好な抽出性能が

示された．また，本段階抽出法の適用において

は，ジクロロメタン層及び酢酸エチル層の抽出

液を統合せずにそれぞれ独立して減圧濃縮し，

試験溶液を調製することが，アロエエモジンの

定量における真度及び精度の確保のために不

可欠であることが確認された．以上より，本段

階抽出法は，クロロホルムを使用せず，カシア

ガム中のアントラキノン類を良好な真度及び

精度をもって抽出が可能な有効な手法である 
ことが実証された． 
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図 1  JECFA 規格で規定されている分析法の測定対象物質(5 種)及び内標準物質  
   の化学構造 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  試験溶液の調製法(抽出溶媒としてクロロホルムを単独で使用する場合) 
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図 3  試験溶液の調製法(抽出溶媒としてジクロロメタンを単独で使用する場合) 
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図 4  試験溶液の調製法(抽出溶媒として酢酸エチルを単独で使用する場合) 
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図 5  試験溶液の調製法 

(抽出溶媒としてジクロロメタン及び酢酸エチルを段階的に使用する場合) 
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図 6   JECFA Monographs におけるカシアガム規格で規定されているアントラキノン 

   類分析法の試験溶液の調製法並びに昨年度までの検討において改善した点 
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図 7   アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：5.0 mg/kg)より 

   段階抽出法により調製した試験溶液のクロマトグラム 

(a)：試験溶液 1(ジクロロメタン層由来)，(b)：試験溶液 2(酢酸エチル層由来) 

1. Aloe-emodin，2. Rhein，3. Emodin，4. Chrysophanic acid，5. Physcion, * 1,8-DAQ 
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(a)               (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8  アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：0.5 mg/kg)より 

   段階抽出法により調製した試験溶液のクロマトグラム 

(a)：試験溶液 1(ジクロロメタン層由来)，(b)：試験溶液 2(酢酸エチル層由来) 

1. Aloe-emodin，2. Rhein，3. Emodin，4. Chrysophanic acid，5. Physcion, * 1,8-DAQ 

 

表 1 各抽出溶媒を単独で使用した場合のアントラキノン類の添加回収試験の 

   結果(n=3) 

 

 

Extraction solvent 

Chloroform  Dichloromethane  Ethyl acetate 

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

 Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

 Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Aloe-emodin 87.4 1.1  83.2 6.6  41.7 22.3 

Rein 84.1 3.2  84.9 6.0  95.9 0.9 

Emodin 83.7 2.9  88.2 3.4  96.5 1.6 

1,8-DAQ 82.8 0.7  94.4 7.8  99.6 0.4 

Chrysophanic acid 76.8 0.7  85.1 2.8  98.1 0.7 

Physcion 67.4 2.8  73.1 5.6  94.6 1.9 

 

試料：アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：5.0 mg/kg) 
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表 2 ジクロロメタン及び酢酸エチルを段階的に使用した場合のアントラキノン類 

           の添加回収試験の結果(n=3) 

 

  
0.5 mg/kg spiked    5.0 mg/kg spiked  

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

 Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Aloe-emodin 78.0 2.9  92.2 2.2 

Rein 85.6 3.2  90.2 2.1 

Emodin 84.1 2.1  94.3 1.8 

1,8-DAQ 88.5 2.5  96.4 2.4 

Chrysophanic acid 88.6 0.6  95.1 3.6 

Physcion 81.5 3.2   90.0 4.8 

 

 

表 3 ジクロロメタン層及び酢酸エチル層を統合して試験溶液を調製した場合の 

           アントラキノン類の添加回収試験の結果(n=3) 

 

  Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Aloe-emodin 43.2 27.8 

Rein 91.5 2.4 

Emodin 93.2 2.1 

1,8-DAQ 92.1 3.0 

Chrysophanic acid 91.8 1.8 

Physcion 85.6 3.9 

 

試料：アントラキノン類が添加されたカシアガム(添加濃度：0.5 mg/kg) 
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