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方法

１．標準品及び試薬

　　キサントアントラフィル （R 体及び S 体） 標準品

は Toronto Reserch Chemicals 製， 5-HTP(l 体 )

標準品はナカライテスク製， 5-HTP(dl 体 ) 標準品

は Thermo Fisher Scientific 製を用いた． 試薬類は

富士フイルム和光純薬製のものを使用し， メタノー

ルは試薬特級又は HPLC 用， リン酸， アセトニト

リル及びイソプロパノールは HPLC 用， リン酸二

水素ナトリウム水和物は医薬品添加物規格， その他

試薬類は試薬特級を用いた． また， 誘導体化試薬で

あ る 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl- β -d-glucopyranosyl 

Isothiocyanate ( 以下， GITC) は東京化成工業製を使

用した． 水はアドバンテック東洋製 RFV642HA で

精製した高純度純水を使用した．

２．装置及び測定条件

　　融点測定装置は東京インスツルメンツ製 MPA100

型 OptiMelt を用いて昇温速度を 1.0℃ /min とし， 融

点を日本薬局方の一般試験法に準じて目視で判定する

とともに， 参考として輝度を確認した．

　　HPLC は PDA 検 出 器 を 接 続 し た Waters 製

ACQUITY UPLC H-Class PLUS システムを使用し，

それぞれ測定条件を検討した． 表 1 にキサントアン

トラフィルの， 表 2 に 5-HTP のキラルカラムの測定

条件を示した．また，表 3 には 5-HTP 誘導体について、

強壮を目的とした成分の分析に関する通知 8） を参考

に作成した， ODS カラムを用いた測定条件を示した．

なお， 本条件は試買検査において， スクリーニング検

査の測定条件としている．

３．試料の調製 （融点測定用）

　　融点測定は R 体及び S 体のキサントアントラフィ

ルをそれぞれクロロホルムで溶解し，測定溶液とした．

R 体， S 体それぞれの測定溶液及びR 体， S 体測定溶

緒言

  いわゆる健康食品として販売されている製品の中に

は違法に医薬品成分を含んでいるものがある 1）． その

ため， 神奈川県では， 医薬品成分を混入して販売され

ている製品の流通防止を図るため， 試買検査を実施し

ている． 過去の当該検査において， 強壮効果目的に

使用される PDE5 阻害薬 （シルデナフィル， タダラ

フィル， キサントアントラフィル等） や痩身効果を

目的とした成分 （5- ヒドロキシトリプトファン （以

下， 5-HTP）， フェノールフタレイン、 ビンポセチン

等） を検出し， 報告している 2-4）． 検出された成分は

製品によってその含有量も大きく異なり， 医薬品とし

ての使用量の 10 倍以上の量が１包から検出されたこ

ともある 5）． そのうえ， 立体異性体を有する医薬品成

分については， 一般的に立体配置により生理活性が異

なる可能性がある 6） ため， 想定外の健康被害の発生

のおそれがあり， より注意が必要である． また， 立

体配置の違いにより， 名称が変わったり， 食薬区分 7）

での取り扱いが異なる物質もある 6） ため， 行政処分

等の対応時にはその立体配置の特定が重要である． し

かしながら， 立体異性体の中でもエナンチオマーにつ

いては， 物理的及び化学的性質がほとんど同じである

ため， 通常の検査で行っている ODS カラムを用いた

高速液体クロマトグラフィーによる分析ではこれらを

分離し， 特定することは困難である． そこで， 本研究

では立体異性体をもつ医薬品成分の中でも神奈川県に

おいて検出事例のあるキサントアントラフィル及び

5-HTP （図 1） を対象とし， 融点測定装置や高速液体

クロマトグラフ ( 以下， HPLC) を用いて， 立体異性

体の特定手法を検討することとした．
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　　　  l-5- ヒドロキシトリプトファン (B) の構造式
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の割合で混合し， 30 分間室温で反応させた． この液

をアセトニトリルで 5 倍に希釈し， 試料溶液とした．

結果及び考察

１．融点

　　キラル化合物の融点については， 結晶構造の違いと

エナンチオマーの混合存在比による融点の変化が知ら

れている 9）． 今回，キサントアントラフィルについて，

R 体及び S 体各標準品の融点並びに混合物の融点を

確認した． 入手できた標準品の量が少なかったことか

ら， 日本薬局方の一般試験法に準じた測定ができな

かった． そのため， 溶液化し微量の試料を毛細管に詰

めて測定した． R 体及びS 体はそれぞれ約 128℃で液

化したが， R， S 体混合物は約 77℃で液化し， 輝度に

も明確な変化がみられた （図 2）． 熊坂らによる報告 2）

では旋光度の測定で立体配置を確認しているが， 本法

では， より少ない試料での測定が可能であった． 旋光

度測定と同様に検体からの単離及び精製は必要である

ものの， 含有量が少ない検体の場合， 本法による分析

が有用であると考えられた． なお， d-5-HTP は入手

できなかったため， 5-HTP については混合による融

点の変化を確認することはできなかった． しかしなが

ら， 融点変化の有無による立体配置の確認は， 他の化

合物にも応用可能と考えられた．

表１　キサントアントラフィルのキラルカラム HPLC 測定

条件

表２　5-HTP のキラルカラム HPLC 測定条件

表３　5-HTP 誘導体の ODS カラム HPLC 測定条件

液を等量混合した液をマイクロシリンジで融点測定用

毛細管にキサントアントラフィルの量が約 30 μ g と

なるよう注入し， 減圧乾燥により溶媒を除去した後，

少量の水で同様の操作を繰り返し， 毛細管に詰めた．

４．キラルカラム分析用標準溶液の調製

　　キラルカラムによる分析では， 方法 1 に示した各

標準品を用い， 表 1， 表 2 に示した濃度となるようそ

れぞれの溶媒で溶解，希釈し，標準溶液とした．さらに，

キサントアントラフィルはR 体， S 体がそれぞれ表 1

の濃度となるようそれぞれの溶液を等量加え， 混合溶

液とした．

５．5-HTP の誘導体化

　　5-HTP の各標準品を 0.5 mg/mL の濃度となるよ

う 0.2% トリメチルアミン含有の水 / アセトニトリル

(1:1) に溶かし， 0.2%GITC アセトニトリル溶液と 1:1

図２　キサントアントラフィル融点測定による輝度の変化

(A) R 体 , (B) S 体 , (C) R, S 体混合

２．キラルカラムによる分析

　　酸性， 塩基性， 中性化合物と幅広い化合物を分離対

象化合物としたα 1-acid glycoprotein をキラルセレ

クターに用いたカラム （表 1） 及びアミノ酸を分離対

象化合物とした l- 酒石酸， (S)- バリン， (S)-1-( α - ナ

フチル )- エチルアミンをキラルセレクターに用いた

カラム （表 2） を用いて各移動相で条件検討を行っ

た． その結果， キサントアントラフィル及び 5-HTP

は表 1， 表 2 に示した条件で， それぞれキサントアン

トラフィルのR 体 , S 体あるいは 5-HTP の d 体 , l 体

を明確に分離することが可能となった （図 3， 図 4）．

5-HTP については， カラムメーカーから類似化合物

のトリプトファンを硫酸銅水溶液及びアセトニトリル
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を用いた分離条件が示されていたが， 同条件では分析

ができず， 移動相に使用する有機溶媒をアセトニトリ

ルからメタノールに変更したところ， 分析可能となっ

た． また， 他のメーカーからラセミ体， dl 体として

販売されていた試薬について，同様に分析したところ，

それぞれ (R)- キサントアントラフィル及び l-5-HTP

のみが含まれていた （図 3(E)， 図 4(D)）． 5-HTP に

ついては， d 体の標準品を入手することができなかっ

たが， dl 体を分析したところ， l 体のピークと面積

値及び PDA スペクトルが一致する d 体と推定される

ピークが得られた （図 4(B)）．

３．ジアステレオマー誘導体化試薬による分析

　　キサントアントラフィル及び 5-HTP 中のヒドロキ

シ基またはアミノ基を対象とし， キラル誘導体化試薬

を用いてエナンチオマーをジアステレオマー化するこ

とにより， 汎用される ODS カラムによる分離が可能

か検討を行った． 本研究では， キサントアントラフィ

ルをジアステレオマー化する条件の確立には至らな

かった． 一方， 5-HTP では， GITC による誘導体化で，

図３　キラルカラム分析によるキサントアントラフィルの

LC/PDA のスペクトル及びクロマトグラム

(A) R 体及びS 体混合溶液から得られた各ピークの PDA スペ
クトル

(B) R 体及びS 体混合溶液のクロマトグラム
(C) R 体のクロマトグラム
(D) S 体のクロマトグラム
(E) 他メーカーからラセミ体として販売されていた試薬のクロ

マトグラム

図４　キラルカラム分析による 5-HTP の LC/PDA のスペク

トル及びクロマトグラム

(A) dl 体から得られた各ピークの PDA スペクトル
(B) dl 体のクロマトグラム

(C) l 体のクロマトグラム
(D) 他メーカーから dl-5-HTP として販売されていた試薬のク

ロマトグラム
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図５　5-HTP 誘導体の ODS カラム分析

(A) dl 誘導体から得られた各ピークの PDA スペクトル
(B) dl 誘導体のクロマトグラム
(C) l 誘導体のクロマトグラム	
(D) 他メーカーから dl-5-HTP として販売されていた試薬を誘

導体化したもののクロマトグラム
※　23 分の分析中 11.3 分から 12.0 分を拡大した．

ODS カラムによる分離が確認できた （図 5）． また，

5-HTP は極性が高く， ODS カラムでは保持が弱いが，

誘導体化することにより， 適度な保持時間で検出でき

るようになった． 同様に他のメーカーから dl 体とし

て販売されていた試薬について分析したところ， l-5-

HTP のみが含まれていたことを確認した （図 5(D)）．

2. の結果と併せて， 試薬を定性用の標準品として使用

する場合， 選定について注意が必要であるとともに，

健康食品に添加される違法な医薬品成分は， 業者さえ

想定していない立体配置であるおそれがあると示唆さ

れた． 5-HTP については， 検体に含まれる夾雑成分

による影響を考慮する必要があるが， 高価なキラルカ

ラムを使用せずに， より低い濃度で立体配置を特定で

きた．

まとめ

　　当県でいわゆる健康食品から検出された事例のある

キサントアントラフィル及び 5-HTP について， 標準

品を用いて立体配置を特定する分析法を検討し， 融点

測定， キラルカラム及び誘導体化による分析条件を構

築できた． キラルカラムを用いた分析では， キサント

アントラフィル及び 5-HTP において，エナンチオマー

との良好な分離条件が確立できた． しかしながら， キ

ラルカラムによる立体配置の特定には， 高価なキラル

カラムや， 各カラムメーカーとの相談のうえの各種移

動相等の分離条件の検討が必要であり， それでもなお

分離条件を確立できるとは限らない． そのため， 比較

的安価な融点測定やジアステレオマー誘導体化による

分析法も有用であると考える． キサントアントラフィ

ルの融点測定では， 旋光度の測定と同様に検体からの

抽出， 精製が必要となるものの， 微量でも各エナンチ

オマー及びその混合による融点の明確な変化が確認で

きた． また， 5-HTP を誘導体化することで， ODS カ

ラムによる分離も可能であった． いわゆる健康食品の

試験検査では検査対象である医薬品成分の含有量以外

にも多種多様な夾雑成分による影響を考慮する必要が

あるが， 今回検討した方法はキサントアントラフィル

及び 5-HTP の立体配置の特定に有用であると考えら

れた． また， キラル分析を行う際は， 定性用の標準品

として使用する試薬の選定， 確認にも注意が必要であ

ると考えられた．

� （令和 7 年 7 月 2 日受理）
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