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固相抽出法を用いるシークワシャー果汁中の
ポリメトキシフラボン類の回収
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緒　　言

　シークワシャー（Citrus depressa Hayata）は，沖
縄本島北部地域で商業的に栽培されている特産カン
キツである。近年，シークワシャーにポリメトキシ
フラボン類（PMF）であるノビレチン，タンゲレ
チン，シネンセチン（Fig.1）が高濃度含有されて
いることが明らかにされている1,2）。特に，ノビレ
チンは発ガン抑制効果など，多くの生理的効果が報
告がされており3-7），疾病予防や疾病の改善効果が
期待されている。

　シークワシャー製品の需要は，昨今の健康志向の
高まりの中で急増したことから，慢性的な原料不
足に陥っている。このため，シークワシャーに一
見類似した果実である外国産カラマンシー（Citrus 
madurensis Lour.）果汁を「シークワシャー果汁」
として使用する不正表示品（偽和製品）が多数市販
され，2003年に公正取引委員会から排除勧告が出
されるなど，行政的にも問題となってきている。カ

ラマンシーは，PMF 含量がシークワシャーよりも
少なく8），その差を利用して両者を識別する方法9）が
ある。 PMF の定量は，生理的効果の検証や偽和製
品を識別するために，極めて重要であると思われ
る。PMF の定量は，調製した試験溶液をろ過し，
そのまま HPLC 分析に供する方法10）と試験溶液を
固相抽出法により精製した後に HPLC により測定す
る方法8）が報告されている。
　固相抽出法（solid phase extraction method）は，
試料の夾雑物を除去し，高速液体クロマトグラフ
（HPLC）カラムの汚れ防止，分析感度および再現
性向上の点で分析に有用であり，近年では固相抽出
カートリッジ（以下，カートリッジ）を用いた簡易
な固相抽出法が広く用いられてきている。カンキツ
のリモニンの分析では，果汁中の防止物質の除去お
よび感度向上を目的に，固相抽出法が活用され，果
汁からのリモニン抽出 ･ 濃縮が可能となっている11）。
しかしながら，特にポリメトキシフラボン類のよう
な他のカンキツ成分の分析に固相抽出法を用いた例
はほとんど見られず，かつカートリッジを通した全
ての溶液を対象とした報告は PMF の分析では見当
たらない。
　そこで本報では，PMF の分析精度の向上に従来
使用してきた固相抽出法が有用であるか否かを明ら
かにすることを目的に，HPLC 分析で試料を直接分
析する方法と固相抽出法を使用する HPLC 法を比較
した。

実験方法

１．供試試料および試薬
　シークワシャー果汁は2004年10月上旬に沖縄県
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Fig. 1　Structures of polymethoxylated flavones
Nobiletin: R1=R2=OCH3, R3=H, R4=OCH3

Tangeretin: R1=OCH3, R2=R3=H, R4=OCH3

Sinensetin: R1=H, R2=OCH3, R3=H, R4=OCH3
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名護市勝山地区から入手したものを用いた。市販果
汁飲料６種（Ａ～Ｆ）は，一般に沖縄で流通してい
るシークワシャー果汁飲料を使用した。ノビレチン
とタンゲレチンは和光純薬工業製を，シネンセチン
はフナコシ製の特級試薬を用い，その他の試薬は
特級試薬を用いた。供試した固相抽出カートリッ
ジは， Sep-pak Plus C18 cartridge（充填量360mg, 
Waters 製）および InertSep C18（C18），InertSep 
C8（C8），InertSep C2（C2），InertSep CH（CH），
InertSep PH（PH），InertSep CN（CN）（ 充 填 量
200mg，GL Science 製）を用いた。

２．固相抽出法を用いた試験溶液（以下，固相抽出
試験溶液）の調製

⑴　試験溶液負荷量と溶出用メタノール濃度の検討
　試験溶液は，果汁試料3.0ml にエタノール7.0ml
を 添 加 し， 超 音 波 抽 出（30min） を 行 い， 遠 心
分離（5000rpm ×5min，テーブルトップ遠心機 
4000，久保田商事製）後の上清とした。試験溶液
をコンディショニング（メタノール2.0ml，次いで
水3.0ml を通液）後の Sep-pak plus C18 cartridge
に，それぞれ0.25，0.5，1.0，1.5，2.0ml を通過
させ，水2.0ml で洗浄した後，メタノール溶液（0，
25，50，75，100%）4.0ml で 溶 出 し た。 一 方，
試験溶液をマイクロシリンジフィルター（保留粒子
径 0.45μm，セルロースアセテート，Advantec製）
で濾過したものを直接抽出試料溶液（以下，直接分
析区）とした。
⑵　最適溶出溶媒の検討
　抽出溶媒として濃度を変えたメタノールを用い
ることの他に数種の溶媒についても回収率の比較
を行った。各種濃度のメタノール溶液4.0ml で回収
した以外は，前項⑴の固相抽出試験溶液の調製に
従った。各種溶媒として，エタノール : 水（6:4），
エタノール : 水（9:11），ジクロロメタン，ジクロ
ロメタン : 水（4:1），ジクロロメタン : メタノール
（4:1），アセトン : ヘキサン（6:4），アセトン : ヘ
キサン : 水（9:6:5），アセトン : ヘキサン : メタノー
ル（9:6:5），イソプロピルアルコール，イソプロ
ピルアルコール : 水（4:1），ジメチルスルホキシド
（DMSO）， DMSO: 水（4:1）を用いた。
⑶　最適固相の選定
　固相抽出試験溶液は，各種固相カートリッジ
（InertSep C18，C8，C2，CH，PH，CN） を 用 い
て，試験溶液を２ml 通し，最後の溶出操作にメタ
ノール溶液100% 4.0ml を用いた以外は，前項⑴の
固相抽出試験溶液の調製と同様に行い，カートリッ
ジに通液した各液とした。

⑷　最適固相を用いた定量試験
　固相抽出試験溶液は，InertSep PH を用いて，市
販果汁飲料６種の試験溶液を2.0ml 通し，最後の溶
出操作にメタノール溶液100% 4.0ml を用いた以外
は，前項⑴の固相抽出試験溶液の調製と同様に行
い，カートリッジに通液した各液とした。
⑸　固相抽出と試料希釈の関係
　固相抽出試験溶液は，市販果汁飲料６種を10倍
希釈して前項⑴と同様に調製した試験溶液を2.0ml
通した以外は，前述⑷の固相抽出試験溶液の調製と
同様に行い，カートリッジに通液した各液とした。

３．HPLC 分析条件
　LC-10ADVP シリーズ（島津製作所製）を用い，逆
相カラムに LiChrospher 100 RP-18（250×4.0mm 
i.d.， 粒径5μ m）を使用し，カラム温度40℃，移動
相はメタノール :10mM リン酸（7:3）を用い，流
速0.6ml/min，検出波長340nm で分析を行った。
試験溶液中の各 PMF の同定は標準溶液（0.5mg/
ml）の保持時間との照合で行った。すべて分析結
果は平均値±標準偏差値（n=3）で表した。

実験結果および考察

１．試験溶液負荷量と溶出メタノール濃度の検討
　PMF の固相抽出法において，適切な試験溶液負
荷量とメタノール濃度を調査した。Table 1に試験
溶液0.25，1.0，2.0ml 負荷し，0，50，100% メタ
ノールで溶出した際の各固相抽出試験溶液と直接分
析区の含量を比較した結果を示した。
　直接分析区のノビレチン，タンゲレチン，シネン
セチン含量はそれぞれ24.2，20.4，2.4mg/100ml
となり，これらの値と各固相抽出試験溶液の PMF
含量を比較した。試験溶液負荷量を0.25～2.0ml と
した際に，カートリッジを通過させた試験溶液（以
下， 廃 液 ） 中 に ノ ビ レ チ ン は0～10.6mg/100ml
含まれていた。その後カートリッジを洗浄した水
（ 以 下， 洗 浄 水 ） 中 に は0～1.7mg/100ml 含 有
されていた。溶出操作を行ったメタノール100%
溶 液 中 に は3.3～4.7mg/100ml 含 有 が 認 め ら れ
た。同様にタンゲレチンにおいて，廃液中には
0～7.6mg/100ml，カートリッジ洗浄水中には0
～1.2mg/100ml， 各 種 濃 度 の メ タ ノ ー ル 溶 出 液
中 に は2.5～4.7mg/100ml 含 有 さ れ， シ ネ ン セ
チ ン に お い て は そ れ ぞ れ0～1.0mg/100ml，0～
0.2mg/100ml，0.3～0.4mg/100ml 含 有 が 認 め
られた。すなわち，試験溶液負荷量が増加すると
PMF 含量も増加する傾向を示した。溶出操作を
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行ったメタノールの濃度が0～100% の範囲にお
いて，PMF 溶出率は0～20% 程度まで増加した。
シークワシャー果汁試料2.0ml の条件で，廃液中の
PMF 含量の平均値は，ノビレチンで9.3mg/100ml
（38.5%， 直 接 分 析 区 と 比 較 し た 際 の 各 成 分 の
割 合 ）， タ ン ゲ レ チ ン で6.5mg/100ml（32.0%），
シ ネ ン セ チ ン で は0.9mg/100ml（31.1%） と な
り，カートリッジには直接分析区の各 PMF 含量
の61.5，68.0，68.9% 保 持 さ れ る こ と が 示 さ れ
た。同条件において，溶出液の PMF 含量が最も

高かったメタノール濃度は100% であり，PMF 含
量はノビレチンで4.7mg/100ml（19.3%，直接分
析区と比較した際の各成分の割合），タンゲレチ
ン で4.7mg/100ml（22.9%）， シ ネ ン セ チ ン で は
0.4mg/100ml（15.6%）となり，洗浄水中の PMF
含量も考慮すると，約40% がカートリッジに吸着
したままで，溶出することができないと考えられ
た。そこで，より多くの PMF を回収するため，溶
出溶媒の検討を行った。

Table 1　Concentrations of polymethoxylated flavones with water–methanol concentration extraction solventTable 1 Concentrations of polymethoxylated flavones with water–methanol concentration extraction solvent 

Loaded Sample 

vol. (ml) 

Methanol

concentration for 

extraction (%) 

Component 1Effluent 2Washed water 3Elution solvent 

Nobiletin 8.41 ± 0.06 (34.8) 1.70 ± 0.01 (7.0) 4.69 ± 0.18 (19.4)

Tangeretin 5.86 ± 0.02 (28.8) 1.17 ± 0.00 (5.7) 4.66 ± 0.18 (22.9)2.0 100

Sinensetin 0.82 ± 0.00 (33.6) 0.16 ± 0.00 (6.6) 0.37 ± 0.01 (15.2)

Nobiletin 8.77 ± 0.04 (36.3) 1.69 ± 0.02 (7.0) 0.55 ± 0.01 (2.3) 

Tangeretin 5.97 ± 0.06 (29.3) 1.16 ± 0 .01 (5.7) 0.32 ± 0.00 (1.6) 2.0 50

Sinensetin 0.86 ± 0.00 (35.2) 0.17 ± 0.01 (7.0) 0.08 ± 0.00 (3.3) 

Nobiletin 10.56 ± 0.07 (43.8) 1.57 ± 0.00 (6.5) n.d.

Tangeretin 7.66 ± 0.04 (37.6) 1.09 ± 0.00 (5.4) n.d.2.0 0

Sinensetin 1.00 ± 0.01 (41.0) 0.16 ± 0.00 (6.6) n.d.

Nobiletin 5.01 ± 0.32 (20.7) 1.50 ± 0.10 (6.2) 3.77 ± 0.01 (15.6)

Tangeretin 2.86 ± 0.02 (14.0) 0.91 ± 0.01 (4.5) 2.88 ± 0.02 (14.1)1.0 100

Sinensetin 0.50 ± 0.01 (20.5) 0.14 ± 0.00 (5.7) 0.33 ± 0.00 (13.5)

Nobiletin 4.55 ± 0.29 (18.8) 1.71 ± 0.01 (7.1) 0.29 ± 0.00 (1.2) 

Tangeretin 2.50 ± 0.02 (12.3) 1.04 ± 0.00 (5.1) 0.12 ± 0.00 (0.6) 1.0 50

Sinensetin 0.46 ± 0.01 (18.9) 0.16 ± 0.00 (6.6) 0.05 ± 0.00 (2.0) 

Nobiletin 4.86 ± 0.32 (20.1) 1.55 ± 0.10 (6.4) n.d.

Tangeretin 2.76 ± 0.02 (13.6) 0.95 ± 0.00 (4.7) n.d.1.0 0

Sinensetin 0.48 ± 0.01 (19.7) 0.15 ± 0.00 (6.1) n.d.

Nobiletin 0.01 ± 0.00 (0.0) 0.07 ± 0.01 (0.3) 3.31 ± 0.01 (13.7)

Tangeretin n.d. 0.02 ± 0.00 (0.1) 2.48 ± 0.02 (12.2)0.25 100

Sinensetin 0.01 ± 0.00 (0.4) 0.01 ± 0.00 (0.4) 0.35 ± 0.09 (14.3)

Nobiletin 0.01 ± 0.00 (0.0) 0.04 ± 0.00 (0.2) 0.11 ± 0.00 (0.5) 
Tangeretin 0.01 ± 0.00 (0.0) 0.01 ± 0.00 (0.0) n.d. 0.25 50

Sinensetin 0.01 ± 0.00 (0.4) 0.01 ± 0.00 (0.4) 0.05 ± 0.01 (2.0) 
Nobiletin 0.02 ± 0.01 (0.0) 0.10 ± 0.00 (0.4) n.d. 

Tangeretin 0.02 ± 0.00 (0.1) 0.03 ± 0.00 (0.1) n.d.0.25 0

Sinensetin 0.01 ± 0.00 (0.4) 0.02 ± 0.00 (0.8) n.d. 

Values are mean (mg / 100 ml) ± S.D. (n=3). Numbers in parentheses are percentage of each 

concentration of direct injection juice sample (nobiletin, tangeretin and sinensetin are 24.18, 20.36 and 

2.44 mg/100 ml, respectively).  n.d. : Not detected 

1. Sample solvents that passed through Sep-pak plus C18 cartridge  2. Water that washed Sep-pak plus 

C18 cartridge  3. Each methanol solvents that eluted from Sep-pak plus C18 cartridge 
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２．PMF の最適溶出溶媒の検討
　PMF 溶出率の改善を目的として，抽出溶媒に濃
度を変えたメタノールを用いることの他に12種類
の溶出溶媒を用いて溶出率の比較を行った結果を
Table 2に示した。
　前項と同様に，直接分析区のノビレチン，タンゲ
レチン，シネンセチン含量はそれぞれ24.2，20.4，
2.4mg/100ml となり，これらの値と各固相抽出試
験溶液の PMF 含量を比較した。固相抽出試験溶液
の溶出液と直接分析区の PMF 含量を比較したとこ

ろ，エタノール : 水（6：4）において，ノビレチン
は3.7mg/100ml（15.2%，直接分析区と比較した
際の各成分の割合），タンゲレチンは2.7mg/100ml
（13.2%）， シ ネ ン セ チ ン で は0.3mg/100ml
（14.9%） と な り， ３ 種 の PMF 含 量 の 合 計 が 用
いた溶媒中で最も高い結果となった。また，それ
以外の溶媒の PMF 溶出率は，ノビレチンで5.8～
14.8%，タンゲレチンで4.7～13.6%，シネンセチ
ンでは8.8～14.3% となった。和田ら12）は，シーク
ワシャー果汁のノビレチンを対象とした抽出溶媒と
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Table 2　Concentrations of polymethoxylated flavones with extraction solvents from C18 cartridgeTable 2 Concentrations of polymethoxylated flavones with extraction solvents from C18 cartridge

Extraction 
solvent Component 1Effluent 2Washed water 3Elution solvent 

Nobiletin 7.83 ± 0.08 (32.4) 1.14 ± 0.01 (4.7) 3.67 ± 0.04 (15.2)

Tangeretin 4.26 ± 0.02 (20.9) 0.85 ± 0.01 (4.2) 2.68 ± 0.03 (13.2)
Ethanol -water  

(6:4)
Sinensetin 0.96 ± 0.01 (39.3) 0.14 ± 0.00 (5.7) 0.36 ± 0.00 (14.8)

Nobiletin 7.99 ± 0.18 (33.0) 1.30 ± 0.03 (5.4) 3.57 ± 0.03 (14.8)

Tangeretin 3.63 ± 0.03 (17.8) 0.55 ± 0.00 (2.7) 2.77 ± 0.05 (13.6)
Acetone-

hexane-water
(9:6:5) Sinensetin 0.85 ± 0.04 (34.8) 0.14 ± 0.01 (5.7) 0.35 ± 0.00 (14.3)

Nobiletin 6.66 ± 0.02 (27.5) 1.18 ± 0.02 (4.9) 3.54 ± 0.07 (14.6)

Tangeretin 3.60 ± 0.03 (17.7) 0.63 ± 0.01 (3.1) 2.24 ± 0.02 (11.0)Dimethyl 
sulfoxide

Sinensetin 0.57 ± 0.01 (23.4) 0.16 ± 0.00 (6.6) 0.31 ± 0.01 (12.7)

Nobiletin 8.07 ± 0.10 (33.4) 1.41 ± 0.00 (5.8) 3.13 ± 0.03 (13.0)

Tangeretin 3.63 ± 0.04 (17.8) 0.61 ± 0.00 (3.0) 2.06 ± 0.00 (10.1)Isopropyl alcohol 

Sinensetin 0.85 ± 0.00 (35.0) 0.14 ± 0.00 (5.9) 0.27 ± 0.00 (11.2)

Nobiletin 7.77 ± 0.17 (32.2) 1.31 ± 0.10 (5.4) 3.30 ± 0.08 (13.7)

Tangeretin 3.49 ± 0.02 (17.1) 0.57 ± 0.04 (2.8) 2.14 ± 0.03 (10.5)
Acetone-

hexane-methanol 
(9:6:5) Sinensetin 0.83 ± 0.04 (34.1) 0.14 ± 0.01 (5.6) 0.29 ± 0.01 (12.0)

Nobiletin 7.70 ± 0.07 (31.8) 1.22 ± 0.01 (5.0) 3.18 ± 0.04 (13.2)

Tangeretin 4.10 ± 0.03 (20.1) 0.64 ± 0.01 (3.1) 1.79 ± 0.03 (8.8) Ethanol -water  
(9:11)

Sinensetin 0.94 ± 0.01 (38.5) 0.15 ± 0.00 (6.0) 0.34 ± 0.00 (13.8)

Nobiletin 7.61 ± 0.05 (31.5) 1.37 ± 0.01 (5.7) 3.10 ± 0.02 (12.8)

Tangeretin 3.39 ± 0.00 (16.6) 0.60 ± 0.01 (2.9) 1.94 ± 0.01 (9.5) Dichloromethane 

Sinensetin 0.77 ± 0.01 (31.8) 0.14 ± 0.00 (5.5) 0.27 ± 0.00 (10.9)

Nobiletin 7.64 ± 0.08 (31.6) 1.35 ± 0.01 (5.6) 3.04 ± 0.02 (12.6)

Tangeretin 3.38 ± 0.03 (16.6) 0.59 ± 0.01 (2.9) 2.01 ± 0.01 (9.9) 
Isopropyl 

alcohol-water 
(4:1) Sinensetin 0.80 ± 0.01 (32.9) 0.14 ± 0.00 (5.6) 0.27 ± 0.00 (10.9)

Nobiletin 7.97 ± 0.03 (33.0) 1.35 ± 0.01 (5.6) 2.98 ± 0.01 (12.3)

Tangeretin 3.59 ± 0.00 (17.6) 0.59 ± 0.00 (2.9) 1.89 ± 0.01 (9.3) 
Dichloromethane-

water
(4:1) Sinensetin 0.80 ± 0.02 (32.9) 0.13 ± 0 .00 (5.4) 0.25 ± 0.00 (10.3)

Nobiletin 7.76 ± 0.19 (32.1) 1.33 ± 0.02 (5.5) 2.94 ± 0.07 (12.2)

Tangeretin 3.50 ± 0.02 (17.2) 0.56 ± 0.00 (2.8) 1.81 ± 0.02 (8.9) Acetone-hexane 
(6:4)

Sinensetin 0.83 ± 0.04 (34.1) 0.14 ± 0.01 (5.7) 0.26 ± 0.01 (10.8)

Nobiletin 7.86 ± 0.07 (32.5) 1.52 ± 0.01 (6.3) 2.62 ± 0.02 (10.8)

Tangeretin 3.53 ± 0.02 (17.3) 0.65 ± 0.00 (3.2) 1.72 ± 0.01 (8.5) 
Dichloromethane-

methanol
(4:1) Sinensetin 0.79 ± 0.01 (32.5) 0.15 ± 0.00 (6.1) 0.22 ± 0.00 (9.1) 

Nobiletin 6.64 ± 0.03 (27.5) 1.18 ± 0.01 (4.9) 1.39 ± 0.01 (5.8) 
Tangeretin 3.57 ± 0.05 (17.5) 0.62 ± 0.01 (3.0) 0.95 ± 0.01 (4.7) 

Dimethyl 
sulfoxide-water 

(4:1) Sinensetin 0.80 ± 0.01 (32.7) 0.14 ± 0.00 (5.6) 0.21 ± 0.00 (8.8) 

Values are mean (mg / 100 ml) ± S.D. (n=3). Numbers in parentheses are percentage of each 

concentration of direct injection juice sample (nobiletin, tangeretin and sinensetin are 24.18, 20.36 and 

2.44 mg/100 ml, respectively). 

1. Sample solvents that passed through Sep-pak plus C18 cartridge  2. Water that washed Sep-pak plus 

C18 cartridge  3. Each extraction solvents that eluted from Sep-pak plus C18 cartridge 
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して，メタノール : DMSO（1:1），DMSO，アセト
ン，エタノール，メタノールを検討した結果，メタ
ノール抽出が最も適していると報告している。本
研究では12種類の溶媒を用いて溶出率の向上を試
みたが，前項で検討したメタノール100% の PMF
溶出率を上回る溶媒を見出すことはできなかった。
前項と同様に溶出できない45～50% 程度はカート
リッジに吸着しているため，溶出が困難であると推
察された。そこで，C18以外の固相を用いて溶出率
の向上を試みた。

３．最適固相の選定
　C18以外の固相５種類（C8，C2，CH，PH，CN）
を用いて，固相抽出試験溶液の溶出液中の PMF 含
量を測定した結果を Table 3に示した。
　直接分析区のノビレチン，タンゲレチン，シネン
セチン含量はそれぞれ32.3，15.2，3.8mg/100ml
となり，前項と同様にこれら値と各固相抽出試験
溶液の PMF 含量を比較した。C18と各固相を用い
た際の溶出液中の PMF 含量を比較したところ，PH
を用いた際のノビレチンは2.8mg/100ml（8.6%，
直接分析区と比較した際の各成分の割合），タンゲ
レチンは1.67mg/100ml（11.0%），シネンセチン
では0.30mg/100ml（8.0%）となり，C18の溶出液
中の PMF 含量と比較するとそれぞれ1.92倍，1.64
倍，2.31倍と増加した。また，本結果から溶出率

は低いものの，試験溶液2.0ml，メタノール100%
溶液4.0ml を用いる PH 固相抽出法において，回収
率から計算した補正係数にノビレチンで0.086，タ
ンゲレチンで0.110，シネンセチンでは0.080を利
用し，以下の式（直接分析した値）≒（実測値）/
（補正係数）を用いた際に，直接注入法で分析を
行った値と変わらない値が算出できると考えられ
た。この値を用いて市販果汁飲料の PMF 含量を調
査し，直接分析区と比較する試験を試みた。

４．最適固相を用いた回収試験
　前項で示した補正係数が使用可能か否かを調査す
るため，PH 固相抽出を行い，測定した PMF 含量
を補正して算出した値と直接分析区の含量との比較
を行った結果を Table 4に示した。
　直接分析区の PMF 含量を100% とした際に，PH
固相抽出法を用い，補正して算出した値はノビ
レ チ ン で98.9～110.3%， タ ン ゲ レ チ ン で98.9～
115.3%，シネンセチンでは100.7～110.1% となっ
た。変動係数（CV）は，ノビレチンで1.2～1.9%，
タンゲレチンで1.9～2.9%，シネンセチンで1.3～
2.6% となり，良好な値であった。また，直接分析
区と固相抽出法を用い，前項で求めた補正係数を使
用して算出した値を比較したものを Fig.2に示した。
相関係数はノビレチンで0.9999，タンゲレチンで
0.9997，シネンセチンは0.9999となり，高い正の
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Table 3　Concentration of polymethoxylated flavones in eluted methanol from sorbent cartridgesTable 3 Concentration of polymethoxylated flavones in eluted methanol from sorbent cartridges 

Sorbent Component *Elution solvent ratio Sorbent Component *Elution solvent ratio

Nobiletin 1.44 ± 0.01 (4.5) - Nobiletin 1.53 ± 0.01 (4.7) 1.06

Tangeretin 1.02 ± 0.01 (6.7) - Tangeretin 1.06 ± 0.01 (7.0) 1.04C18

Sinensetin 0.13 ± 0.00 (3.5) -

C8

Sinensetin 0.14 ± 0.01 (3.7) 1.10

Nobiletin 2.77 ± 0.01 (8.6) 1.92 Nobiletin 1.29 ± 0.01 (4.0) 0.90

Tangeretin 1.67 ± 0.02 (11.0) 1.64 Tangeretin 0.62 ± 0.00 (4.1) 0.61PH

Sinensetin 0.30 ± 0.00 (8.0) 2.31

CN

Sinensetin 0.14 ± 0.02 (3.7) 1.06

Nobiletin 2.39 ± 0.01 (7.4) 1.66 Nobiletin 1.14 ± 0.01 (3.5) 0.79

Tangeretin 1.34 ± 0.02 (8.8) 1.31 Tangeretin 0.67 ± 0.00 (4.4) 0.66CH

Sinensetin 0.26 ± 0.00 (6.9) 1.93

C2

Sinensetin 0.13 ± 0.01 (3.5) 0.96

Values are mean (mg / 100 ml) ± S.D. (n=3).  Ratio of results from each sorbents / C18. 

Numbers in parentheses are percentage of each concentration of direct injection juice sample (nobiletin, 

tangeretin and sinensetin are 32.31, 15.18 and 3.75 mg/100 ml, respectively). 

* Methanol solvents that eluted from each solid phase extraction cartridges 
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相関（p ＜0.01）を示したため，これらの補正係数
は実際の定量分析に使用可能であると推察された。

５．固相抽出と試料希釈の関係
　固相抽出法を用いて，より正確な直接分析区の値
を算出するため，果汁試料を10倍希釈した溶液を
使用し，固相抽出法と前項３の補正係数を使用して
測定したものを Table 5に示した。
　10倍希釈した果汁試料を直接注入法で求めた際
の PMF 含量と PH 固相抽出法を用いて求めたもの
を比較したところ，PMF の溶出率はノビレチンで
8.7～9.9%，タンゲレチンで10.9～13.7%，シネン
セチンでは8.5～9.8% となり，3. で求めた溶出率
と大きな変化は見られなかった。果汁試料を10倍
希釈し，PH 固相抽出法で求めた値に3. と同様の補
正係数を用いて補正を行うと直接分析した値より
も10% 程度増加した値が算出された。この結果か

山　本　健　太・宮　城　一　菜・矢羽田　　　歩・太　田　英　明

Table 4　Recovery of polymathoxylated flavones from using direct injection and using PH solid phase extraction
Table 4  Recovery of polymathoxylated flavones from using direct injection and using PH solid phase extraction 

Sample Component
1Direct 

injection 
2PH SPE 3Ratio

4Coefficient 

of variation

Nobiletin 96.07 ± 1.30 95.04 ± 1.31 98.9  1.4  

Tangeretin 43.44 ± 0.46 43.31 ± 0.85 99.7  2.0  A

Sinensetin 12.11 ± 0.20 12.23 ± 0.22 101.0  1.8  

Nobiletin 39.06 ± 0.64 38.61 ± 0.57 98.9  1.5  

Tangeretin 22.20 ± 0.19 21.96 ± 0.48 98.9  2.2  B

Sinensetin 4.80 ± 0.07 4.83 ± 0.09 100.7  1.9  

Nobiletin 31.03 ± 0.35 31.89 ± 0.59 102.8  1.9  

Tangeretin 13.64 ± 0.11 14.45 ± 0.34 105.9  2.4  C

Sinensetin 3.66 ± 0.05 3.85 ± 0.09 104.9  2.2  

Nobiletin 26.48 ± 0.34 26.59 ± 0.37 100.4  1.4  

Tangeretin 12.96 ± 0.10 13.27 ± 0.26 102.4  1.9  D

Sinensetin 3.00 ± 0.05 3.05 ± 0.04 101.8  1.3  

Nobiletin 14.13 ± 0.21 14.21 ± 0.17 100.6  1.2  

Tangeretin 6.66 ± 0.11 6.84 ± 0.16 102.7  2.3  E

Sinensetin 1.68 ± 0.03 1.72 ± 0.05 102.7  2.6  

Nobiletin 2.61 ± 0.03 2.88 ± 0.04 110.3  1.4  

Tangeretin 0.97 ± 0.02 1.12 ± 0.03 115.3  2.9  F

Sinensetin 0.28 ± 0.00 0.31 ± 0.00 110.1  1.6  

1, 2 : Values are mean (mg / 100 ml) ± S.D. (n=3).  3, 4 : Ratio (%)  

1. Direct injection juice sample  2. Using PH solid phase extraction (SPE), and was calculated using 

correction coefficient  3. Ratio (%) of results from 2. / 1. .  4. Coefficient of variation (%) of the 

combination of PH sorbent-HPLC (n=3) 
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Fig.2 Relation between polymethoxylated flavones 
contents determined by direct injection method 
and solid phase extraction method. A liner 
regression is obtained at y = 0.9851x + 0.4946 for 
nobiletin, y = 0.9887x + 0.3676 for tangeretin, y = 
1.0066x + 0.0491 for sinensetin, with correlation 
coefficients of 0.9999 for nobiletin, 0.9998 for 
tangeretin, 0.9999 for sinensetin, respectively.
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ら，分析の手法によって補正係数を求める必要があ
ると考えられ，この条件ではノビレチンで0.096，
タンゲレチンで0.128，シネンセチンでは0.087と
なった。直接分析区の PMF 含量を100% とした際
に，この値を使用して算出した値はノビレチンで
98.4～114.8%，タンゲレチンで91.4～118.8%，シ
ネンセチンでは93.9～120.1% となった。変動係数
（CV）は，ノビレチンで1.7～5.2%，タンゲレチン
で0.7～11.4%，シネンセチンで3.1～6.3% となっ
た。また，直接分析した値と固相抽出法を用い，補
正して算出した値を比較したものを Fig.3に示した。
相関係数はノビレチンで0.9998，タンゲレチンで
0.9948，シネンセチンは0.9984となり，高い正の
相関（p ＜0.01）を示したが，果汁試料を希釈しな
い PH 固相抽出法の方が誤差は少なく，相関係数も
高かったため，より正確な測定が可能であり，有用
であると思われた。
　以上の結果から，固相抽出法を用いる PMF 含量
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Table 5　Recovery of polymathoxylated flavones from using direct injection and using PH solid phase extraction
Table 5  Recovery of polymathoxylated flavones from using direct injection and using PH solid phase extraction

Sample Component
1Direct 

injection 

2Direct 

injection 

10-fold

dilution

3Tenfold 

dilution and 

PH SPE 

4Corrected 
value

5Ratio 6Ratio
7Coefficient 

of variation

Nobiletin 82.72 ± 2.23 9.73 ± 0.25 0.91 ± 0.02 94.94 ± 2.50 9.4  115.1  2.6

Tangeretin 37.78 ± 1.13 4.57 ± 0.12 0.57 ± 0.01 44.89 ± 0.83 12.6  118.8  1.8A

Sinensetin 10.62 ± 0.35 1.24 ± 0.04 0.11 ± 0.00 12.76 ± 0.58 8.9  120.1  4.5

Nobiletin 39.31 ± 0.83 4.00 ± 0.10 0.39 ± 0.01 40.46 ± 1.39 9.7  103.3  3.4

Tangeretin 22.53 ± 0.53 2.28 ± 0.06 0.30 ± 0.00 23.21 ± 0.16 13.1  103.0  0.7B

Sinensetin 4.85 ± 0.09 0.49 ± 0.02 0.04 ± 0.00 5.18 ± 0.33 9.1  106.7  6.3

Nobiletin 29.35 ± 0.71 3.17 ± 0.08 0.28 ± 0.01 28.87 ± 0.75 8.7  98.7  2.6

Tangeretin 12.83 ± 0.31 1.37 ± 0.03 0.15 ± 0.01 11.73 ± 0.70 10.9  91.4  5.9C

Sinensetin 3.52 ± 0.09 0.38 ± 0.01 0.03 ± 0.00 3.71 ± 0.11 8.5  105.4  3.1

Nobiletin 26.02 ± 0.68 2.64 ± 0.06 0.26 ± 0.00 26.64 ± 0.45 9.7  102.7  1.7

Tangeretin 11.79 ± 0.30 1.17 ± 0.02 0.16 ± 0.02 12.63 ± 1.44 13.8  107.1  11.4D

Sinensetin 3.07 ± 0.10 0.31 ± 0.01 0.03 ± 0.00 3.49 ± 0.16 9.8  113.6  4.6

Nobiletin 14.28 ± 0.31 1.43 ± 0.04 0.14 ± 0.01 14.66 ± 0.77 9.8  103.0  5.2

Tangeretin 6.84 ± 0.15 0.69 ± 0.02 0.09 ± 0.01 6.99 ± 0.59 13.0  102.2  8.4E

Sinensetin 1.71 ± 0.04 0.17 ± 0.01 0.02 ± 0.00 1.73 ± 0.06 8.8  101.3  3.5

Nobiletin 2.56 ± 0.04 0.25± 0.01 0.02 ± 0.00 2.60 ± 0.12 9.8  101.5  4.5

Tangeretin 0.97 ± 0.02 0.10 ± 0.00 0.01 ± 0.00 1.07 ± 0.10 13.7  110.1  9.6F

Sinensetin 0.27 ± 0.02 0.03 ± 0.00 - - - - -

1 - 4 : Values are mean (mg / 100 ml) ± S.D. (n=3).  5 – 7  : Ratio (%) 

1. Direct injection juice sample  2. Direct injection tenfold dilution juice sample  3. Tenfold dilution 

juice sample using PH solid phase extraction (SPE)  4. 3. calculated using correction coefficient  5. 
Ratio (%) of results from 3. / 2. . (6) Ratio (%) of results from 4. / 1. .  7. Coefficient of variation (%) 

of the combination of PH sorbent-HPLC (n=3) 
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Fig.3　Relation between polymethoxylated flavones contents 
determined by direct injection method and tenfold 
dilution sample with solid phase extraction method. A 
liner regression is obtained at y = 1.1592x － 2.816 
for nobiletin, y = 1.1883x －1.6142 for tangeretin, y 
= 1.2152x － 0.3494 for sinensetin, with correlation 
coefficients of 0.9998 for nobiletin, 0.9948 for 
tangeretin, 0.9984 for sinensetin, respectively.
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の HPLC 分析を行ったところ，C18よりも PH の
PMF 溶出率の方が高いことが示された。また，同
じカンキツ成分であるリモニンの固相抽出におけ
る回収率は95～105% と非常に高く，変動係数も
ほぼ５％以下で良好である11）と報告されているが，
本試験では溶出率は低いものの，変動係数は５％以
下と良好であったため，補正係数を用いることで直
接注入法に近い値を算出可能であった。しかしなが
ら，シークワシャー果汁を対象とするもので，この
補正係数を一般化することは難しいと考えられた。

要　　約

　C18固相抽出法を用いて，シークワシャー果汁中
のポリメトキシフラボン類（PMF）を吸着し，ア
ルコール系溶媒で脱着，回収し，HPLC で求めた
含量と試料を直接 HPLC に注入して求めた（直接
注入法）含量を比較検討した。溶出液中の PMF 含
量が最も高かったメタノール濃度は100% であっ
たが，直接注入法で求めた含量の20% 程度にとど
まった。12種類の抽出溶媒を用いて，PMF 溶出率
の向上を試みたがメタノール100% の条件以上の
結果は認められなかった。C18以外の固相５種類
（C8，C2，CH，PH，CN）を用いて溶出率の向上
を検討したところ，PH が最も高い溶出率を示した。
溶出率は，ノビレチンで8.6%（0.086，補正係数），
タンゲレチンで11.0%（0.11），シネンセチンでは
8.0%（0.08）となり，以下の式（直接分析した値）
≒（実測値）/（補正係数）を用いた際に，直接注
入法で分析を行った値と変わらない値を算出でき
ることを示した。変動係数は，ノビレチンで1.2～
1.9%，タンゲレチンで1.9～2.9%，シネンセチンで
1.3～2.6% となり，良好な値であった。
　これらのことから，PMF における PH 固相抽出
は，溶出率は低いものの，補正係数を用いることで
直接注入法に近い値を算出可能であると考えられ
た。しかしながら，シークワシャー果汁を対象とす
るもので，この補正係数を一般化することは難しい
と考えられた。
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