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.d.1 はじめに

光合成生物にとってカロテノイドの存在は必須であ

り，光合成における機能が解明されつつあるが，まだ不

明な点も多い．クロロフィルに比べて多種多様なカロテ

ノイドが存在する．即ち，自然界には750種類以上のカ

ロテノイドが知られているが ，光合成に関与するカロ

テノイドは生合成中間体を含めて150種類くらいと思わ

れる ．主要なカロテノイドとして，陸上植物の葉緑体に

はほぼ共通してβ-カロテン，ルテイン，ビオラキサンチ

ン，9’-シス・ネオキサンチンと微量成分としてα-カロテ

ン，ゼアキサンチン，アンテラキサンチンがある．藻類

は多種多彩で，微細藻類を中心に系統性の再検討がなさ

れていて，一部の藻類では分析が充分でない．β-カロテ

ンとゼアキサンチンがほぼ共通して主成分である．クリ

プト藻のα-カロテンとアロキサンチン，黄緑藻のジア

ジノキサンチンとジアトキサンチン，珪藻や褐藻やハプ

ト藻のフコキサンチン，渦鞭毛藻のペリジニン，真正眼

点藻のビオラキサンチン，ユーグレナ藻のジアジノキサ

ンチンと9’-シス・ネオキサンチンなど分類群に特有なカ

ロテノイドの存在も知られている．以上のカロテノイド

は両側の末端基がβあるいはε末端基である．原核光合

成生物はさらに多様なカロテノイドを持つ．シアノバク

テリアはβ-カロテンとその水酸化あるいはケト化した

誘導体とミクソール配糖体，紅色細菌はメトキシ化した

非環状カロテノイド，緑色硫黄細菌と緑色糸状細菌はγ-

カロテン誘導体，ヘリオバクテリアは炭素数30のカロテ

ンを主成分とする ．代表的なカロテノイドの構造式を

図1に示した．

本章ではカロテノイドの抽出，分析，精製，機器分析

による同定の方法などの一般的な解説をする．詳しくは

〝カロテノイド：その多様性と生理活性"高市編，裳華房

（2006) を参照して欲しい．また生物材料ごとの事例に

関しては〝Methods in Enzymology,vol.213"，〝Ca-

rotenoids,vol.1A" などを参照して欲しい．個々のカロ

テノイドの構造式や性質などは上記〝カロテノイド" あ

るいは〝光合成事典"，〝Carotenoids,Handbook"，生

理活性脂質データベース のカロテノイド部門などを参

照して欲しい．

5.d.2 抽出

新鮮な生物材料を使うことが望ましいが，材料を保存

する場合はできるだけ低温に保存した方がよい．また抽

出後は異性化や分解を受け易くなるので，生物材料のま

ま保存する方がよい．カロテノイドは光あるいは温度に

よる異性化，酸素による酸化，重合，分解などを受けや

すく，また酸あるいはアルカリにより化学構造の変化が

起こることもある．できるだけ弱光の所で実験をおこな

う，試料は低温で保存する，また窒素置換後，密栓をし

て酸素にふれないようにする，などの注意が必要である．

さらに有機溶媒は人の健康に害を及ぼすのでドラフトな

どの換気施設の中で操作しなければならない．特にクロ

ロホルムなどハロゲン化物は他の有機溶媒よりも人体に

対する毒性が高いので，できれば他の有機溶媒に置き換

えた方がよい．
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光合成生物にとってカロテノイドの存在は必須であり，多種多様なカロテノイドがある．光合成生物

の分類群ごとに特有なカロテノイドもある．本章ではカロテノイドの抽出，精製，同定などの方法を

解説する．
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Presence of carotenoids in phototrophic organisms is essential for light-harvesting and photoprotection,and
 

around 150 kinds of carotenoids are found in these.Some specific carotenoids are only found in specific groups.

In this chapter,the methods for extraction,analysis,purification and identification are explained.
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生物材料ごとに抽出方法は千差万別である．生物材料

は水分を含んでいるので，前もって水分を減少させ，抽

出には水と混ざる有機溶媒を用いる．一般にはメタノー

ル，アセトン，アセトン／メタノール（7：2），クロロホ

ルム／メタノール（1：2）などがよく用いられ，色がな

くなるまで抽出を数回繰り返す．凍結乾燥した生物材料

の場合は，材料の保存性がよく抽出しやすいこともある

が，時に有機溶媒により細胞壁成分が固化して有機溶媒

が浸透しにくくなることもあり，このときは湿った状態

に戻すと抽出しやすくなることがある．有機溶媒中で超

音波あるいは乳鉢などによる破砕をすると抽出の効率が

上がる．抽出溶媒の体積を増やし，抽出回数を多くする

と抽出の効率は上がるが，その反面，抽出液の体積が多

くなりその後の処理がしにくくなる．生物材料によって

は有機酸などの酸性物質，あるいは塩基性物質を多量に

含み，また抽出用クロロホルムは塩酸を含むことがある

ので，濃い緩衝液を少量入れてpH変化を防ぐと良い．

抽出液に多量の水分が含まれる場合は，抽出液にヘキ

サン，次いで水を加えて，ヘキサン層と含水有機溶媒層

に分離させると，カロテンおよび低極性キサントフィル

はヘキサン層に含まれ，体積の減少，水分と夾雑物の除

去をすることができる．酢酸エチル層と水層に分配する

方法もある．水分が少ないときは直接ロータリーエバポ

レーターで有機溶媒を除去する．エタノールを加えて，

水とエタノールの共沸を利用すると水分を除去しやす

い．

有機溶媒での抽出により，カロテノイドばかりでなく，

中性脂質，リン脂質，糖脂質，キノン，膜タンパク質，

クロロフィルなど脂溶性物質も抽出されてくる．ただし

光合成生物では脂質類に対してカロテノイド含量が多い

ので，多くの場合，そのまま分析できる．脂質類の妨害

が問題となるときは，ケン化（アルカリ分解）により除

くことができる．抽出物をエタノールあるいはジエチル

エーテルに溶かし，60％（w/v）水酸化カリウム水溶液を

1/10容入れ，気相を窒素置換し，暗所，室温で4-6時間

あるいは60℃で20分放置する．その後，等量のジエチル

エーテルあるいはヘキサン，次いで塩化ナトリウム溶液

を入れると二層に分離する．カロテノイドは有機溶媒層

に残るが，脂質はグリセリンと脂肪酸塩に，クロロフィ

ルはクロロフィリドとフィトールに加水分解して水層に

移動する．ただし花弁やある種の藻類などにはカロテノ

イド脂肪酸エステル，ある種の光合成細菌にはカロテノ

イド配糖体脂肪酸エステルがあり，これらのカロテノイ

ド誘導体はケン化により脂肪酸を失うので注意が必要で

ある．またフコキサンチンやペリジニンなどのアセチル

基も外れてしまう．

5.d.3 分析方法

陸上植物の葉緑体，既にカロテノイドが同定されてい

る生物，近縁種のカロテノイドが同定されている生物，

などは，フォトダイオードアレイ検出器（PDA）を接続

し，逆送系カラムを装着した高速液体クロマトグラ

フィー（HPLC）を使用すると，溶出時間と吸収スペクト

ルからカロテノイドをほぼ同定できることがある．ただ

し分光光度計に較べてPDAは，波長分解能が低くまた

1-2nmの波長のズレはおこる可能性はある．

逆送系カラムはシリカゲルにオクタデシルシラン基

カロテノイドの分析

図1：代表的なカロテノイドの構造式．
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（ODS，C ）を結合させたものであり，多用されている．

最近はC ，C，C などの製品もあり，C はシス体の分

離に便利である．各メーカーから多種類の製品が出てい

て，製品毎にC の結合割合，残存水酸基の処理方法，残

存シリカの割合などが異なるため，性質に差異がある．

少量の中極性から高極性溶媒に溶かしたカロテノイド

は，カロテノイドの炭化水素部分と吸着剤の炭化水素部

分との疎水結合により吸着し，初めに高極性成分が，最

後にカロテンが溶出してくる．共役や非共役二重結合の

数が多いほど早く溶出する．カラムの種類あるいは溶出

溶媒を変えると，溶出時間が大きく変わることがある．

先ずは文献と同じカラムと同じ溶出条件を用い，必要に

応じて条件を変更するとよい．溶出時間は，カラムの汚

れ具合や温度などにも大きく影響を受け，多少の変動が

みられることがある．粗抽出液では脂質などの影響で精

製物と溶出時間が異なることがある．そのため文献値と

の比較ではなく，既知のカロテノイドと比較対照した方

がよい．

緑葉，シアノバクテリア，紅色細菌のHPLC分析例を

最後に示した．

5.d.4 吸収スペクトル

カロテノイドの吸収スペクトルの形および吸収極大波

長は，共役二重結合の数，β末端基の数，溶媒に依存する．

従って吸収スペクトルよりこれらの数を推定できる．共

役二重結合の数が多いほど吸収極大波長は長波長にな

り，共役二重結合系が同じカロテノイドでは水酸基やエ

ポキシ基などの有無，例えばβ-カロテンとゼアキサンチ

ン，は吸収スペクトルに影響を与えない．表１にメタノー

ル（HPLC溶媒，PDA測定）中の代表的なカロテノイド

の吸収極大波長をまとめた．また環状構造をもたない鎖

状カロテノイド，共役二重結合の数が３のフィトエンか

ら13のスピリロキサンチン，の吸収スペクトルを図２に

示した．鎖状カロテノイドは３つの吸収極大波長が明瞭

であるが，β末端基の数が１，２個と増えると極大ピーク

がブロードになる（図3）．一般に溶媒の分極率が低い n-

ヘキサンより高い二硫化炭素の方が吸収スペクトルが長

波長シフトするので（図4），カロテノイドの吸収スペク

トルを示すときは，必ず溶媒の種類を明記しなければい

けない．また共役したカルボニル基（ケト基，アルデヒ

ド基）を持つカロテノイドは，吸収スペクトルが一つの

幅広い形であるが，カルボニル基をNaBH で還元する

と吸収スペクトルはピークをもつ形に変化する．また色

表1：種々のカロテノイドのメタノール中での吸収極大波長 ．

N N N 吸収極大波長（nm) ％III/II ％D /D カロテノイド

3 3 ０ (276) 284 (294) フィトエン
5 5 ０ 254 329 346 365 85.0 10.1 フィトフルエン
7 7 ０ 295 377 398 422 95.0 5.2 ζ-カロテン

295 374 395 419 89.9 11.1 非対称ζ-カロテン
8 8 ０ 309 397 419 446 97.7 5.8 シフォナキサンチン還元型
9 9 ０ 328 413 436 465 90.2 6.8 ニューロスポレン

326 415 436 466 89.9 5.0 ビオラキサンチン
10 10 ０ 344 427 452 482 78.5 10.6 スフェロイデン
11 11 ０ 360 442 468 499 68.7 9.2 リコペン
12 12 ０ 372 454 480 513 65.2 10.7 アンヒドロロドビブリン
13 13 ０ 385 464 492 524 63.8 14.1 スピリロキサンチン

9 8 １ 324 (405) 426 451 52.4 6.0 β-ゼアカロテン
10 9 １ 335 (422) 442 471 61.2 5.6 α-カロテン

335 (422) 443 470 61.7 5.3 ルテイン
11 10 １ 346 (436) 457 485 30.4 13.5 γ-カロテン

350 (437) 459 488 45.5 7.4 クロロバクテン
12 11 １ 361 (446) 468 499 46.2 17.4 バクテリオルビキサンチン
13 12 １ 379 (463) 484 516 40.7 13.0 トルレン

11 9 ２ 341 (429) 449 475 24.6 5.4 β-カロテン
341 (427) 448 475 27.4 5.7 ゼアキサンチン
341 (425) 448 475 30.9 9.9 ノストキサンチン

N，共役二重結合の数；N ，ポリエン鎖中の N; N ，共役β端末基の数；N＝N ＋N
HPLCに接続したフォトダイオードアレイ検出器（PDA），室温で測定した．PDAの波長分解能（波長間隔
1.3nm）のため1-2nmの差異がでることがある．吸収極大波長は吸収スペクトルの微分から求め，カッコ内
は吸収の肩を示す．
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素タンパク複合体に結合すると，カロテノイドの吸収ス

ペクトルは長波長にシフトすることが多い．

同じ共役二重結合系をもつカロテノイドは同一溶媒中

ではほぼ同じ分子吸光係数である．一方，同一カロテノ

イドでも溶媒により吸収極大波長ばかりでなく分子吸光

係数も異なることが知られている．これらはDavies&

Kost，Britton にまとめられているが，多数の論文の

データをまとめたため，測定精度の違いなどのため一部

の値に差異が見られる．その中から代表的なカロテノイ

ドの分子吸光係数を表2にまとめた．一般に粗抽出液の

ようなカロテノイド混合物あるいは未知カロテノイドを

定量するときは，吸収極大波長において E ％＝2500あ

るいはε＝140mM cm を使用する．試料の吸光度が

１であると，約4μg/mlあるいは約7μMに相当する．

またHPLCを用いて簡便的に各カロテノイドを定量す

るときは，HPLC各ピークの吸収極大波長における分子

吸光係数が同一と仮定し，そこから求めた量を比較する

こともできる．

5.d.5 分離精製

分離精製はいくつかの方法を組み合わせて行う．抽出

物を有機溶媒と水へ分配することや，乾固後，有機溶媒

で再抽出することにより一部の夾雑物を除去できる．次

に各種クロマトグラフィーの組合せで分離精製をする．

このとき順相系（シリカゲルなど）と逆相系（C など）

の吸着剤の両方を用いた方がよい．HPLCあるいは薄層

クロマトグラフィー（TLC）からの分取，カラムクロマ

トグラフィーによる分離を行う．DEAE-Toyopearl
 

650Mカラムクロマトグラフィーを使用すると，カロテ

ノイドはヘキサン／アセトン混液で溶出し，カロテノイ

ド配糖体はアセトン濃度を上げると溶出し，（バクテリ

オ）クロロフィルはアセトン／メタノール混液で溶出す

る．（バクテリオ）クロロフィルや極性脂質の除去に有効

である ．粗抽出液中のカロテノイドは脂質など夾雑物

の影響で，精製されたカロテノイドとクロマトグラ

図2：非環状カロテノイドのメタノール中での吸収スペクト
ル．括弧内に共役二重結合の数を示した．1：フィトエン（3)，
2：フィトフルエン（5)，3：ζ-カロテン（7)，4：ニューロス
ポレン（9)，5：スフェロイデン（10)，6：リコペン（11)，7：
ロドビブリン（12)，8：スピリロキサンチン（13)．

図3：吸収スペクトルに対するβ末端基の数の影響．メタ
ノール中のβ-カロテン（緑），γ-カロテン（赤），リコペン（青）
の吸収スペクトル．

図4：種々の有機溶媒中でのβ-カロテンの吸収スペクトル．
濃度は同一：n-ヘキサン（緑），クロロホルム（赤），二硫化
炭素（青）．
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フィーでの挙動が異なることがある．また一般にカロテ

ノイドは精製が進むほど不安定になり，異性化や分解な

どがおこりやすくなるので注意を要する．

5.d.6 同定

一般的にカロテノイドを同定するには，①既知カロテ

ノイドとのHPLC溶出時間あるいはTLC移動度の一

致，②吸収スペクトルの一致，③質量数の決定，の３点

が最低限必要である．カロテノイドによってはこれだけ

で同定できる場合と，不可能な場合がある．ただし近縁

生物の持つカロテノイドとの比較，生合成経路なども考

慮すると可能性が絞られてくることもある．

新規カロテノイドあるいは既知カロテノイドの化学構

造を正確に決定するには次のデータを必要とする．①吸

収スペクトルから共役二重結合系の構造を決定する．②

クロマトグラフィーでの挙動から極性基を推定する．③

質量分析で分子イオンから質量数を決定する．④質量分

析のフラグメンテーションパターン，極性基の化学的な

検出などから極性基の種類と数を決定する．⑤ H-

NMR， C-NMRを測定する．⑥必要ならばCDスペク

トルから立体構造を決定する．

5.d.6.1 質量分析

質量分析では分子イオンから質量数を決定でき，さら

にフラグメントイオンの解析により分子構造を推定でき

る．近年発達したFAB法，FD法などソフトなイオン化

法を用いると分子イオンを得やすい．さらにHPLCとオ

ンラインで接続したLC/MSとして用いられるイオン

化法もある．主に質量数決定に用いられる．また磁場型

装置を用いて高分解能質量を測定すると，カロテノイド

の正確な分子式（分子を構成する炭素，水素，酸素の各々

の数）を決定できるので，新規化合物の同定には高分解

能質量分析は欠かせない．

5.d.6.2 核磁気共鳴

核磁気共鳴（NMR）は Hと Cの化学シフトを測定

することにより，有機物の化学構造について最も多くの

構造情報を与える測定法であり，カロテノイドの化学構

造決定には必須の測定である．最近は測定のソフトなど

の改良により，H-NMRや C-NMR一次元測定のみな

らず各種の二次元NMRスペクトルも容易に測定でき

るようになった．また天然存在比1.1％の Cも濃縮せ

ずに測定できる．通常は重クロロホルムに溶かす．試料

が微量な時は残存溶媒や水分に由来するシグナルの影響

を受けやすいので，前もって十分に乾燥させる必要があ

る．脂質は紫外吸収を持たないので，精製したときに夾

雑物として残りやすいので脂肪酸のシグナルには注意が

必要である．

カロテノイドは中央の共役二重結合が長いので，左右

非対称構造のカロテノイドの場合，例えばルテイン（図

１参照），左半分の構造に由来するNMRスペクトルと

右半分に由来するNMRスペクトルは，お互いに影響せ

ずに両者を足しあわせたスペクトルになる．Englertは

多数の半分の構造のNMRデータをまとめた ．この

データと測定データを比較して同定することができる．

5.d.6.3 円偏光二色性

不斉炭素をもち立体異性の存在する有機物は左右の円

偏光に対するモル吸収係数が異なり，これを円偏光二色

性（CD）という．カロテノイドは不斉炭素を末端原子団

表2：種々のカロテノイドの種々の有機溶媒中での分子吸光係数の例 ．

カロテノイド 溶媒 λ ε 溶媒 λ ε 溶媒 λ ε

フィトエン Ｈ 286 50

ζ-カロテン Ｈ 400 138
ニューロスポレン Ｐ 438 147
ビオラキサンチン Et 441 150 Ｂ 454 134
スフェロイデン Ｂ 465 157
リコペン Ｐ 472 185 Ｂ 487 181
アンヒドロロドビブリン Ｐ 482 153
スピリロキサンチン Ｈ 493 152 Ｂ 510 147

γ-カロテン Ｈ 462 148

α-カロテン Ｈ 446 146 Ｃ 456 130 CS 477  117
ルテイン Et 445 145 Ｂ 458 127 CS 475  123
β-カロテン Ｈ 451 135 Ｃ 465 129 CS 484  108
ゼアキサンチン Et 450 145
フコキサンチン Ｈ 449 105 CS 478  134
ペリジニン Et 472 84 Ｃ 470 81

λ：吸収極大波長（nm），ε：分子吸光係数（mM cm ），Ｂ：ベンゼン，Ｃ：クロロホルム，CS：二硫化炭素，Et：
エタノール，Ｈ：ヘキサン，Ｐ：石油エーテル．
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にもつと紫外領域（200-400nm）のCDは相当な強度を

示すので，不斉炭素の立体構造を決めることができる．

一方，可視領域（350-550nm）では一部のカロテノイド

を除いてCDは強度が非常に弱い．一般に溶媒としてジ

エチルエーテル／イソペンタン／エタノール（5：5：2）

を用いる．

5.d.7 分析例

緑葉，シアノバクテリア，紅色細菌の色素をC -HPLC

で分析した例を示す ．

緑葉から色素を抽出するときは，液胞にある有機酸な

どによるカロテノイドのエポキシ基の構造変化を防ぐた

め，1M Tris-HCl（pH8.0）1/10容を加えて酸性化を防

ぐと良い．乳鉢にアセトンあるいはアセトン／メタノー

ル（7：2）を加えて葉を破砕し，色素を2-3回抽出する．

葉緑体の場合は有機溶媒を加えただけでも抽出できる．

ロータリーエバポレーターを用いて有機溶媒を除く．

残った水分はエタノールを加えると蒸発させやすい．ホ

ウレンソウ粗抽出色素のC -HPLC溶出を図５に示し

た．一般にルテインとゼアキサンチンは構造式が似てい

るために分離しにくい．キサントフィルサイクルのカロ

テノイドを研究するのでないときは，１時間くらい暗所

に放置して，ゼアキサンチンとアンセラキサンチンがビ

オラキサンチンに戻ってから抽出した方がよい．葉緑体

の色素は既に知られているので，溶出順と吸収スペクト

ルから同定できる．

シアノバクテリア や紅色光合成細菌の沈澱菌体に

アセトン／メタノール（7：2）を約５倍容加え，超音波

破砕し，遠心分離して色素抽出液を得る．沈澱からもう

1-2回同様に抽出する．ロータリーエバポレーターを用

いて有機溶媒及び水分を除く．粗抽出色素のC -HPLC

溶出パターンを図6，7に示した．

図5：緑色植物の色素のC -HPLC分析例．ホウレンソウ葉
の粗抽出色素；光照射によりキサントフィルサイクルのアン
テラキサンチン，ゼアキサンチンが増加する条件に置き，抽出
した．カラム：ノバパックC（RCMタイプ，ウオーターズ），
溶出溶媒：0-8分；1.75％ メタノール，1.75％ ジクロロメタ
ン，1.75％ 水，94.75％ アセトニトリル：8-20分；50％ アセ
トニトリル，50％ 酢酸エチル（2.0ml/分）．

図6：シアノバクテリアの色素のC -HPLC分析例．ノス
トック・コミュニーM-13の粗抽出色素．カラム：μボンダ
パックC （RCMタイプ，ウオーターズ），溶出溶媒：0-20
分；90％ メタノール：20-40分；100％ メタノール（2.0ml/
分）．1：2-ヒドロキシ・ミクソール2’-フコシド，2：ノストキ
サンチン，3：ミクソール2’-フコシド，4：カロキサンチン，
5：ゼアキサンチン，6：カンタキサンチン，7：クロロフィル
a，8：エキネノン，9：β-カロテン．

図7：光合成細菌の色素のC -HPLC分析例．紅色光合成細
菌ロドバクター・スフェロイデスの粗抽出色素．カラム：μボ
ンダパックC（RCMタイプ，ウオーターズ），溶出溶媒：メ
タノール（1.8ml/分）．
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カロテノイドの蛍光，ラマン，カロテノイドシフトな

ど物理化学的性質は各章を参照して欲しい．カロテノイ

ド生合成経路の解析には二つの方法がある．生合成経路

の後の方の遺伝子・酵素，例えばβ-カロテン・ケトラー

ゼ（CrtO，CrtW），の性質は遺伝子破壊株を作成して蓄

積するカロテノイドと合成できないカロテノイドを分析

する ．生合成経路の始めの方の遺伝子・酵素，例えばβ-

カロテン・ヒドロキシラーゼ（CrtR），は大腸菌（カロテ

ノイドを合成できない）に基質を合成する遺伝子を導入

し，さらに調べたい遺伝子を導入して，遺伝子発現によ

り生産されたカロテノイドを分析する ．
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