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Ⅰ . 緒言

　金属の化合物には、in vivoおよびin vitroで細胞
障害性薬剤として抗発がん作用を有する錯体が
知られている。例えば遷移金属である白金（Pt）
を中心金属、配位子としてアミンと塩化物イオ

ンによって構成されるCisplatinは、抗がん剤と
して広く使われており、とくに精巣がんや卵巣
がんなどに有効である。しかし今日副作用や毒
性の低い医薬品の開発が進められている1）。近
年合成された銅（I）および銅（II）と水溶性ビ
タミンであるチアミンを構成因子として応用し
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た化合物は、Cisplatinよりも高い抗がん作用を
もっていることが示された2）。
　これまでチアミン・無機化合物の存在は数種
類が知られており、文献的には、チアミンやそ
の誘導体（オキシチアミンoxythiamine、チアミ
ン二リン酸TDPなど）と銅（Cu）、モリブデン
（Mo）、金（Au）などの多くの重金属（Hg、

Cd、Zn、Pt、Co、Mn、Rh）との化合物が報告
されている2-8）。これらは、チアミンを利用して
重金属をチアミン要求性臓器や細胞に輸送する
ドラッグデリバリーシステムとして合成されて
きた。しかしながら、チアミンとリン（P）お
よびカルシウム（Ca）などから成る化合物に
ついては、特に食品中の沈殿物としてはこれま
でには確認されていない。本研究は、濃縮液体
だし中に見られた沈殿物中に、チアミンに加え
リン（P）およびカルシウム（Ca）の2種類の
無機質を含む化合物の存在を確認したため報告
する。しかしながら本現象は、外部からの成分
混入により発生したものではないことを明らか
にするため、濃縮液体だし中に確認されたチア
ミン-リン酸カルシウム沈殿物が、実験的にリ
ン酸カルシウムを用いて、チアミン添加により
合成しうるのか検討した。

Ⅱ . 方法と材料

1．濃縮液体だし中の沈殿物の同定
　実験に供した試料は、兵庫県にある食品メー
カーの工場で生産された「濃縮液体だしA」お
よび「濃縮液体だしB」で、生産後室温で保存
していたものである。原料はサバ、コンブ、か
つおで、それぞれBrix 52%、28%および塩分濃
度3％、11%である。これらの濃縮液体だしは、
加工用原料として使用されている。Brix値（％）
は、食品中に含まれる糖質および食塩など、い
わゆる可溶性固形成分の総含有量を表したもの
である。本研究では、「濃縮液体だしA」中に
見られた白色の沈殿物を遠心分離により回収し
た。
　まず沈殿物について真空乾燥を行い、乾燥し
た沈殿物をフーリエ変換赤外分光法（FT-IR）
（サーモフィッシャーサイエンティフィック
（株）、東京: Nicolet iS50＋iN10）、走査電子顕

微鏡（日本電子株式会社、東京: 電界放出形分
析走査電子顕微鏡／ JSM-7001F）による元素分
析、およびポストカラム誘導体化法による高速
液体クロマトグラフィー（HPLC）（（株）島津
製作所、京都市： LC-20AT）によって解析した9）。
なおHPLC試料としては、真空乾燥した沈殿物
をあらかじめ希塩酸処理したものを供試した。
HPLCのカラムは、前処理カラムとして（株）
大阪ソーダ（大阪市）：CAPCELL MF SCX S 5: 

Φ4.6 mm×10 mm, 粒子径（5 μm）、 分析カラ
ムとして（一財） 化学物質評価研究機構製（大
阪 市 ）: L-column ODSCX S Φ4.6 ｍm× 250 

mm, 粒子径（5 μm）を使用した。測定条件と
しては、カラム温度：40℃、移動相：0.01 mol/

Lリン酸二水素ナトリウム溶液0.15 mol/L過塩
素酸ナトリウム緩衝液（pH 2.2）及びメタノー
ルの混液（95: 5）、流量：1.0 mL/min、蛍光励
起波長：375 nm、蛍光測定波長: 440 nm、ポス
トカラム: 反応試液: 0.03% フェリシアン化カリ
ウム含有15% 水酸化ナトリウム溶液、反応液
流量：0.5 mL/min、反応温度：40℃として測定
した。使用した標準液は、チアミン塩酸塩  0.002 

μg/mL、ヒドロキシエチルチアミン塩酸塩  

0.002 μg/mLをそれぞれ含み、インジェクショ
ン量は20 µLである。

2．チアミン - リン酸カルシウム化合物の合成
　次にリン酸カルシウム化合物を用いて、チア
ミン添加によりチアミン-リン酸カルシウム化
合物が形成されるのか試みた。化合物の調整方
法は以下のように行った。まず、①ピロリン酸
カルシウム0.15 g 、チアミン塩酸塩0.2 gに精製
水600 µL、HCl 1,000 µLを加えてピロリン酸カ
ルシウムを完全に溶解した。②この溶液をガラ
ス板に50 µLずつ間隔をあけて分注し、飽和し
た水酸化カリウム溶液を20 µLずつ滴下すると
沈殿物が生じた。③この沈殿物を回収し、
20,400×g, 10 min遠心分離した沈殿物をチアミ
ン-リン酸カルシウム化合物として解析した。
④さらに薄層クロマトグラフィー（TLC）（メ
ルク株式会社、（ドイツ））TLC Silica gel 60, 展
開溶媒9 mmol/L 酢酸アンモニウム, 70%メタ
ノールにより沈殿物を解析し、紫外線を照射し
て移動度を確認した。なお、すべての試薬は富
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士フィルム和光純薬工業株式会社製（大阪市）
の特級品を使用した。

Ⅲ . 結果および考察

1．濃縮液体だし中の沈殿物の同定
　Fig. 1は濃縮液体だしボトルに認められた沈
殿物である。この濃縮液体だしから回収した沈
殿物を乾燥後、まずFT-IRによる解析を行い
（Fig. 2）、ライブラリーと照合した結果、
Georgia State Crime Lab Sample Libraryからヒッ
ト率55.62％でチアミン吸光パターンを見出し
た（Table 1）。濃縮液体だしの成分として外部
から成分混入がないことを前提とすると、Table 

1中のヒット率59.45％の1,4-Anhydroerythritol や
ヒット率47.51％の3-（2-Hydroxyethylamino）
-1-propanolは溶液中には含まれないと予測し
た。次に、この沈殿物の電子顕微鏡による元素
分析の結果、元素の構成比（Wt%）が C: 5.27、
O: 46.53、 Ca: 26.73、 P: 21.47 から、炭素、酸
素、カルシウムおよびリンの存在を確認した。
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Fig. 1  The precipitate detected at the bottom of the bottle in the condensed bonito stock. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 The precipitate detected at the bottom of the 

bottle in the condensed bonito stock.

Fig. 2 Comparison of the two sequential fourier transform infrared spectroscopy spectrum.

 (a) The spectrum of the precipitate in the condensed bonito stock. 

 (b) The spectrum of thiamine-HCl spectrum from the library.
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Fig. 2  Comparison of the two sequential fourier transform infrared spectroscopy spectrum. 
(a) The spectrum of the precipitate in the condensed bonito stock.  
(b) The spectrum of thiamine-HCl spectrum from the library. 
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Table 1 The researched results of the fourier transform infrared spectroscopy library matched to the 

precipitate found at the bottom of the bottle in the condensed bonito stock.

hit （％） Chemicals Library
 59.45   1,4-Anhydroerythritol, 95%   HR Aldrich FT-IR Collection Edition II

 55.62   THIAMINE HCL IN KBR   Georgia State Crime Lab Sample Library

 47.51   3-(2-Hydroxyethylamino)-1-propanol   HR Aldrich FT-IR Collection Edition II
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Fig. 3  The separation profile of the two thiamine standards from the high-pressure liquid 

chromatography.

  Peak No.1：VB1（thiamine）
  Peak No.2：HET（hydroxyethyl thiamine)

Fig. 4 The separation profile of the precipitate in the condensed bonito stock from the 

high-pressure liquid chromatography.

 Peak 1：VB1（thiamine）
 Peak 2：HET（hydroxyethyl thiamine)

Fig. 5 The separation profile of the synthesized thiamine-calcium-phosphorus complex from 

the high-pressure liquid chromatography.

 Peak No.1：VB1（thiamine）
 Peak No.2：HET（hydroxyethyl thiamine)
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Fig. 3  The separation profile of the two thiamine standards from the high-pressure liquid 
chromatography. 
Peak No.1：VB1（thiamine） 
Peak No.2：HET（hydroxyethyl thiamine) 
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Fig. 4  The separation profile of the precipitate in the condensed bonito stock from the high-
pressure liquid chromatography. 
Peak 1：VB1（thiamine） 
Peak 2：HET（hydroxyethyl thiamine) 
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Fig. 5  The separation profile of the synthesized thiamine-calcium-phosphorus complex from 
the high-pressure liquid chromatography. 
Peak No.1：VB1（thiamine） 
Peak No.2：HET（hydroxyethyl thiamine) 
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　またHPLCによるチアミン検出方法（日本食品
分析方法）により、沈殿物中にチアミンの存在
を確認した（Fig. 3、Fig. 4）。沈殿物中に含まれる
チアミンの含有量としては0.06 mg/100 gであっ
た。しかし、Fig. 4に示すとおり、RT 5 min付近に
比較的高いピークが検出されたものの、成分の
同定には至らなかったため、濃縮液体だしの沈
殿物に含まれるチアミンは他のだし成分によっ
て置き換えられたリン酸カルシウム化合物の可
能性がある。

2．チアミン - リン酸カルシウム化合物の合成
　チアミン添加によるリン酸カルシウム化合物
の合成を試みたところ、チアミン化合物の形成
が認められた。この沈殿物の電子顕微鏡による
元素分析結果から、炭素、酸素、カルシウムお
よびリンに加え、窒素、硫黄、カリウムおよび
塩素の元素の構成比（Wt％）は、C: 16.95、O: 

22.18、Ca : 7.03、P: 2.75、N: 3.31、S: 1.86、K: 

40.68、Cl: 5.25であることが確認された。
　合成した化合物を用いてHPLCによるチアミ
ン検出方法（日本食品分析方法）により、沈殿
物中に含まれるチアミン含有量（80 mg/100 g）
を確認した（Fig. 5）。合成したチアミン-リン
酸カルシウム化合物には、濃縮液体だしの沈殿
物に含まれるチアミン含有量と比較すると
1,300倍程度のチアミンが含まれることが明ら
かとなった。
　本研究において見出したチアミン-リン酸カ
ルシウム化合物は、薄層クロマトグラムにより
単一成分として分離（Rf= 0.70）され、合成の
際に使用したチアミン塩酸塩（Rf= 0.23）と比
べて移動度が大きくなった（Fig. 6）。従ってこ
のチアミン-リン酸カルシウム化合物の展開溶媒
中のシリカゲル担体に対する疎水性は、チアミ
ン塩酸塩と比較するとチアミンがリン酸カルシ
ウムと結合したことにより大きくなると考えら
れた。本研究では、沈殿物の再現性を確認する
ために、チアミン-リン酸カルシウム合成の検討
を試みたがペプチドを含有したリン酸カルシウ
ムナノ粒子そのものを合成することにより、た
んぱく質を吸着する材料とする素材開発のため
のリン酸カルシウム合成が行われている10）。ま
たリン酸カルシウム化合物として、ヒドロキシ
アパタイトが存在し、このナノ粒子をドラッグ

デリバリーシステムやタンパク質キャリアーな
どとして利用することも進んでいる。本研究に
おいて合成したチアミン-リン酸カルシウム化
合物には重量比で0.08 %のチアミンが含まれる
ことから、チアミンを含むヒドロキシアパタイ
トとして新たな素材を提供できる可能性もあ
る。
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