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1.　緒言
㌼ -アポ-8’-カロテナール（Fig. 1）は，アルデヒド基

を有するカロテノイドであり，天然には緑黄色野菜や果
物などに微量ではあるが存在する 1)．また，㌼ -カロテン
がビタミンAに代謝される経路における中間代謝物の
一つとして知られている2)．米国では，製造バッチごと
の検定証明書の取得が不要な着色料として認められてお
り，その使用基準は，固形及び半固形食品では1ポンド

（約0.45 kg）あたり，液状食品では1パイント（約0.47 L）
あたり，15 mgを超えない範囲と規定されている 3)．欧
州連合（European Union；EU）では，㌼ -アポ-8’-カロ
テナール単独もしくは他の特定の着色料との組み合わせ

で食品の種類ごとに使用基準が定められており4)，固形
及び半固形食品では50 ～ 500 mg/kg，液状食品では100
～ 200 mg/Lと上限が規定され，プロセスチーズ，菓子，
アイスクリーム，スープ，ワインなどの色づけに使用さ
れている4)．

㌼ -アポ-8’-カロテナールは，FAO/WHO合同食品添加
物専門家会議（Joint FAO/WHO Expert Committee on 
Food Additives；JECFA）で安全性が評価されており，
かつ，米国及びEU諸国等で使用が広く認められており，
国際的に汎用性が高いと考えられる食品添加物（国際汎
用添加物）の一つである．国際汎用添加物については，
国が主体的に指定に向けた検討を行うこととされている
ことから，㌼ -アポ-8’-カロテナールのJECFAにおける
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Fig. 1.  Structure of ㌼ -apo-8’-carotenal
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規格（JECFA規格）5) を参考に成分規格案を検討した．
成分規格の純度試験の設定において，「副成色素」の試
験を検証したところ，ピーク形状や分析時間等に問題点
があり，JECFA規格からの変更が必要であった．そこ
で，本研究では，JECFA規格に記載されている方法を
参考にして，㌼ -アポ-8’-カロテナールの成分規格の「副
成色素」分析法を開発した．本検討結果は，2014年6月
18日に告示された㌼ -アポ-8’-カロテナールの成分規格の
基礎データとした6)．

2.　実験方法
2.1　試料

㌼ -アポ-8’-カロテナールは（一財）日本食品添加物協
会を通じて入手した企業提供品（1社1製品）を用いた．

2.2　試薬
㌼ -カロテン，テトラヒドロフラン，酢酸アンモニウ

ム及びジブチルヒドロキシトルエン（BHT）は和光純
薬工業製特級品を，メタノール及びアセトニトリルは
Merck社製液体クロマトグラフィー用グラジエントグ
レードを，2-プロパノール，エタノール及びギ酸は和光
純薬工業製高速液体クロマトグラフ用を，N-エチルジ
イソプロピルアミンは関東化学（株）製を使用した．水
は超純水製造装置（Millipore製Milli-Q® Gradient A10型）
により精製した比抵抗値18.2MΩ・cm以上の純水を用
いた．

2.3　装置
高速液体クロマトグラフは，Agilent製HPLCシステ

ム1200 Infinityシリーズ（デガッサー：1260 Hi Pデガッ
サー，送液ユニット：1260 Bi ポンプ，カラムオーブン：
1290サーモスタット，フォトダイオードアレイ検出器：
1260 DAD，オートサンプラー：1260 Hi P ALS，シス
テムコントローラー：1260 TCC）を使用した．

紫外可視分光光度計は，日本分光（株）製分光光度計
V-560型を用いた．

2.4　試料液等の調製
㌼ -アポ -8’- カロテナール 10 mg を量り，0.025w/v％

BHT含有テトラヒドロフランを加えて溶かし，更に0.025 
w/v％ BHT含有テトラヒドロフランを加えて100 mlと
し，この溶液1 mlを取り，エタノールを加えて10 mlと
した液を試料液とした．別に，㌼ -カロテン10 mgを量り，
同様に㌼ -カロテン溶液を調製した．

2.5　HPLC測定条件
非エンドキャップ型ヘキサデシルアミドプロピルシ

リル化シリカゲル（HDAPS）カラムはSupelco（Sigma-
Aldrich）社製 SupelcosilTM SuplexTM pkb-100 （内径4.6 mm，
長さ250 mm，粒子径5 µm；米国薬局方（United States 
Pharmacopeia （USP））カラムL687) 相当品）を，エン
ド キ ャ ッ プ 型 HDAPS カ ラ ム は Ascentis® RP-Amide 

（内径4.6 mm，長さ250 mm，粒子径5 µm；USPカラム 
L607) 相当品）を，高度エンドキャッピング法により残
存シラノール基を抑えたオクタデシルシリル化シリカゲ
ル（エンドキャップ型ODS）カラムは（一財）化学物
質評価研究機構製L-Column2 ODS （内径4.6 mm，長さ
250 mm，粒子径5 µm）を用いた．

移動相は，以下の2つの条件で検討した．
移動相①：2-プロパノール20 mlにBHT 50 mgを加え

て溶かし，N-エチルジイソプロピルアミン0.2 ml，0.2 
w/v％酢酸アンモニウム25 ml，アセトニトリル455 ml
及びメタノール450 mlを加えて混合し，室温まで戻した
後，更にメタノールを加えて1000 mlとした．

移動相②：2-プロパノール20 mlにBHT 50 mgを加え
て溶かし，N-エチルジイソプロピルアミン0.2 ml，0.2 
w/v％酢酸アンモニウム25 ml，ギ酸1 ml，アセトニト
リル455 ml及びメタノール450 mlを加えて混合し，室温
まで戻した後，更にメタノールを加えて1000 mlとした．

その他の分析条件は以下の通りとした．
カラム温度：30℃，流速：0.6 ～ 1.5 ml/min，測定波長：

463 nm，試料注入量：10 µl

3.　結果及び考察
3.1　JECFA規格試験法の確認

㌼ -アポ-8’-カロテナールのJECFA規格では，純度試
験の副成色素（Subsidiary colouring matters）として，
総色素中の㌼ -アポ-8’-カロテナール以外の色素を3%以下5)

と定めている．
JECFA規格の試験法（JECFA法）では，HPLC（面

積百分率法）を用いていることから， JECFA規格に規
定されている分析条件（移動相：移動相①，カラム：
SupelcosilTM SuplexTM pkb-100（内径4.6 mm，長さ250 
mm，粒子径5 µm），流速：0.6 ml/min）を用いて試料
液及び㌼ -カロテン溶液について分析を行った．その結
果，㌼ -アポ-8’-カロテナールの保持時間は約12分，㌼ -カ
ロテンの保持時間は約32分となり，㌼ -カロテンのピー
クが，㌼ -アポ-8’-カロテナールのテーリング上に重なる
ことが確認された．両化合物の保持時間は，JECFA法
に規定された保持時間（㌼ -アポ-8’-カロテナールの保持
時間は7 ～ 9分，㌼ -カロテンの保持時間は17.85~22.95
分）より遅かった．そこで，流速を0.6 ml/minから0.8 



70 国 立 医 薬 品 食 品 衛 生 研 究 所 報 告 第134号 （2016）

ml/minと変更したところ，㌼ -アポ-8’-カロテナールの保
持時間は約9分，㌼ -カロテンの保持時間は約20分とな
り，JECFA法に記載の保持時間範囲になった．この分
析条件における試料液の結果（Fig. 2-A）を用い，検出
波長463 nmにおいて35分までに検出されるピークを対
象（総カロテノイド）とし，総カロテノイド中の㌼ -ア
ポ-8’-カロテナール以外のカロテノイドの量（副成色素
量）を面積百分率から求めたところ，平均5.2％（n=3）
と，JECFA規格値上限 5) の3%を超え，相対標準偏差も
42%と高かった．これらの結果は，㌼ -アポ-8’-カロテナー
ルのピークがテーリングし，㌼ -カロテンのピークがそ
の上に重なったためと考えられ，分析法の変更が必要で 
あると考えられた．㌼ -アポ-8’-カロテナール及び他のカ
ロテノイドのHPLCを用いた分析法については様々な報
告8-11)がされているが，国際整合の観点から，JECFA規
格法を基本とした分析条件の検討を行うこととした．

3.2　ギ酸を加えた移動相による分析法
JECFA法の移動相に0.1 vol%相当のギ酸を加えて分析

を行うとピーク形状が良好になるという情報（試料提供
企業からの情報）があったため，0.1 vol%相当のギ酸を
加え（移動相②），流速0.8 ml/minで分析を行ったところ，
㌼ -アポ-8’-カロテナールのテーリングは幾分解消され，
副成色素量も平均1.2％（n=3）とJECFA規格値上限 5)

の3％以下となった（Fig. 2-B）．しかし，酸を加えるこ
とによりカロテノイドの特有の波長での吸収が低下し，
その影響は含有置換基により異なる12)ことから，ギ酸を
含む移動相（移動相②）中ではカロテノイド間の吸光度
比が移動相①の場合と異なる可能性が考えられた．そこ
で，JECFA法の移動相溶媒（移動相①）及びギ酸含有
移動相溶媒（移動相②）の各々に㌼ -アポ-8’-カロテナー
ルまたは㌼ -カロテンを個々に2 µg/mlの濃度で溶解した
溶液について，紫外可視分光光度計を用いて，HPLC分
析条件と同じ測定波長463 nmにおける，㌼ -アポ-8’-カ
ロテナールに対する㌼ -カロテンの吸光度比の経時変化

（遮光，室温下）を調べた．その結果（Fig. 3），JECFA
法の移動相溶媒（移動相①，Fig. 3-A）では吸光度比が
ほぼ一定なのに対し，ギ酸含有移動相溶媒（移動相②，
Fig. 3-B）では，溶解5分後より吸光度比が減少した．㌼ - 
カロテンの保持時間は約20分であるため，分析中に㌼ -
アポ-8’-カロテナールに対する㌼ -カロテンの量が減少し，
副成色素量が低く算出される可能性があり，正確な副成
色素量を求めることが困難と判断された．したがって，
移動相にはギ酸を加えず，JECFA法記載通りのものを
用いることとし，他の分析条件の変更を検討することと
した．

Fig. 2.

HPLC chromatograms of the ㌼ -apo-8’-carotenal sample 
solution using different HPLC methods for subsidiary col-
ors 
A) JECFA method at the 74th meeting in 2011

Mobile phase: mobile phase ① (without formic acid), 
column: SuplexTM pkb-100 (4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 µm), 
column temperature: 30°C, flow rate: 0.8 ml/min, detec-
tion wavelength: 463 nm

B) Method using a mobile phase with formic acid
Mobile phase: mobile phase ② (with 0.1vol % formic 
acid), column: SuplexTM pkb-100 (4.6 mm i.d.×250 mm, 
5 µm), column temperature: 30°C, flow rate: 0.8 ml/min, 
detection wavelength: 463 nm

C) Method using an ODS column
Mobile phase: mobile phase ① (without formic acid), 
column: L-column2 ODS (4.6 mm i.d × 250 mm, 5 µm), 
column temperature: 40°C, flow rate: 1.5 ml/min, detec-
tion wavelength: 463 nm

D) Method using an endcapped column
Mobile phase: mobile phase ① (without formic acid), 
column: Ascentis® RP-Amide (4.6 mm i.d ×250 mm, 
5 µm), column temperature: 30°C, flow rate: 1.2 ml/min, 
detection wavelength: 463 nm

a: ㌼ -Apo-8’-carotenal
b: ㌼ -Carotene
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3.3　エンドキャップカラムによる分析法
JECFA法の分析条件及び流速を速くした条件（Fig. 

2-A）でテーリングが見られたのは㌼ -アポ-8’-カロテナー
ルのピークのみであり，㌼ -カロテンでは観察されなかっ
た．JECFA法に規定されているカラムはシリカゲルに
アルキルアミド基を化学結合させた際にエンドキャッピ
ングを施していない．特定の化合物に限定してテーリン
グの症状が見られる場合，残存シラノール基に対する相
互作用がテーリングの要因として考えられる事から，今
回の分析における㌼ -アポ- 8’-カロテナールについても同
様の事が懸念された．そこで，㌼ -アポ-8’-カロテナール
のテーリングを解消するため，分析用カラムをエンド
キャップ型ODSカラムやエンドキャップ型HDAPSカ
ラムに変更して再度検討を行った．

エンドキャップ型ODSカラム（L-Column2 ODS）を
用い，JECFA法の分析条件を基本とし，流速を0.8 ml/
min，カラム温度を40℃に変更して分析したところ，㌼ -
アポ-8’-カロテナールのテーリングはほぼ解消されたが，
その保持時間は約15分で，㌼ -カロテンは試料注入後80
分までに溶出されなかった．更に流速を1.5 ml/minと速
くしたところ（Fig. 2-C），㌼ -アポ-8’-カロテナールの保
持時間は約8分となり，JECFA法記載の保持時間範囲
となったが，㌼ -カロテンは約48分と，溶出に時間を要
した（Fig. 2-C）．更に移動相のメタノール／アセトニト
リルの割合を変更して検討したが，㌼ -カロテンの保持時
間は顕著に短くならなかった．

ま た， エ ン ド キ ャ ッ プ 型 HDAPS カ ラ ム を 用 い，
JECFA法と同条件（移動相①）で分析を行ったところ，
㌼ -アポ-8’-カロテナールのテーリングはほぼ解消され，
保持時間は約15分，㌼ -カロテンの保持時間は約62分と
なった．そこで，㌼ -アポ-8’-カロテナールの保持時間を

7 ～ 9分にするため，流速を0.6 ml/minから1.2 ml/min
と変更したところ（Fig. 2-D），㌼ -アポ-8’-カロテナール
の保持時間は7.5分とJECFA法記載の保持時間範囲とな
り，また，㌼ -カロテンの保持時間は31.1分とJECFA法
に規定された保持時間より若干長いものの，改善が見ら
れ，両化合物のピーク形状も問題が無く，良好なクロ
マトグラムが得られた（Fig. 2-D）．この条件で試料液
を分析したところ，副成色素量は平均1.0％（n=3）と
JECFAの規格値上限 5) の3%以下であり，相対標準偏差
は9.5％と比較的良好な結果が得られた．㌼ -アポ-8’-カロ
テナールの副成色素分析法として良好に分析可能である
ことが示された．

4.　まとめ
国際汎用添加物として㌼ -アポ-8’-カロテナールの規格

を設定するため，純度試験の中の副成色素試験の検討を
行った．JECFA法では，シリカ担体の表面にアルキル
アミド基を修飾させ，エンドキャッピングを施さない非
エンドキャップ型HDAPSカラムを規定していたが，主
成分である㌼ -アポ-8’-カロテナールのテーリングが見ら
れ，副成色素の量が規格値を超える結果となった．原因
と考えられるピークのテーリングを解消することを目的
として，JECFA法を基本とし，様々な検討を行った結果，
JECFA法で規定していたタイプの担体にエンドキャッ
ピングを施したエンドキャップ型HDAPSカラムを用い
ることで，ピーク形状や保持時間の問題が解消され，良
好な結果が得られた．

本研究で得られた結果により，エンドキャップ型
HDAPSカラムを用いた㌼ -アポ-8’-カロテナール中の副
成色素量の分析法を確立した．確立した分析法は，㌼ -ア
ポ-8’-カロテナールの国内成分規格の純度試験に採用す
ることが決定された6)．
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