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第一章 緒言 

 

1.1 香料 1,2) 

1.1.1 香料とは 

 我々は日々匂いと共に生活している。果物や花などの自然界から薫る香りや、シャン

プーや洗剤、ジュースやお菓子などの人工物（商品）から薫る香り、様々な香りが生活

に彩りを与えてくれている。人類は古来より天然に存在する芳香性の動植物を生活に使

用してきた。科学技術の進歩により、その中の香気部分のみを抽出することが可能とな

り、さらに現在では、香気を化学的に解析し、合成・調合し、産業的に利用することが

できるようになった。我々の生活必需品の多くが香りを有しており、スーパーやコンビ

ニエンスストアで売られている商品の原材料の欄を見ると、ほとんどのものに「香料」

と記載されている。我々の生活において香料は必要不可欠な存在といっても過言ではな

い。 

 日本における香料の分類を図 1-1 に示す。日本において香料は、天然物に由来する天

然香料と有機合成化学によって作られた合成香料に分類され、ほとんどが天然香料や合

成香料を混合した調合香料である。調合香料は、清涼飲料水や菓子などの食品に使用さ

れるものを「フレーバー（食品香料）」、化粧品やハウスホールド製品などに使用され

るものを「フレグランス（香粧品香料）」として分類される。フレーバーは、食品衛生

法では「食品の製造または加工の工程で、香気を付与または増強するために添加される

添加物及びその製剤」と定義されているが、香気の付与や補強の他に、好ましくない香

り（オフフレーバー）の抑制といった目的もあり、食品が本来持っている香りを付与・

再現することを主目的として使用される。一方でフレグランスは、製品をイメージする

香りを付与することを主な目的として用いられるが、製品基材由来のオフオーダーの除

去や抑制が目的となる場合もある。 
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図 1-1 香料の分類 

 

1.1.2 天然香料 1) 

 天然香料は天然に存在する様々な植物や動物を原料として、それらの匂いを蒸留や抽

出などの物理的手段によって取り出したものである（図 1-2）。その種類は 1500 種以上

にも及ぶと言われているが、多く使用されているものは約 200 種ほどである。 

 

 

図 1-2 天然香料の分類 
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植物由来の天然香料は植物性香料と呼ばれる。植物の、花、蕾、葉、樹皮、根茎、苔、

果実、種子、果皮など様々な部位から蒸留や抽出によって調製されるため、同一の植物

からでも様々な匂いや形状の異なるものが得られる。一方で、動物由来の天然香料は動

物性香料と呼ばれる。フレグランス用の動物性香料は、特定の動物の分泌物や内臓に生

じる結石から抽出することで得られ、代表的なものは以下の４つである。 

・ムスク（麝香：ジャコウジカの雄の生殖腺嚢の分泌物） 

・シベット（霊猫香：ジャコウネコの雌雄の生殖腺嚢の分泌物） 

・カストリウム（海狸香：ビーバーの雌雄の生殖腺嚢の分泌物） 

・アンバーグリス（竜涎香：マッコウクジラの腸内結石） 

しかし、これらの動物が希少動物となってしまい、ワシントン条約により現在ではほ

とんど用いられていない。 

溶剤抽出法で得られる天然香料は、原料や製法の違いにより様々な名称のものが存在

する。花を石油エーテルやヘキサンで抽出し、溶媒を減圧して除去したものをコンクリ

ートと呼ぶ。コンクリートにはワックス分が含まれており、室温で固化しているものが

多い。コンクリートをエタノールに加温溶解した後、溶液を冷却してワックスなどを取

り除き、エタノールを留去したものをアブソリュートという。樹脂やガムなどを石油エ

ーテルやヘキサン、エタノールなどで抽出し、不溶物を除いて、溶剤を減圧して除去し

たものはレジノイド、食品原料から同様の方法で調製したものはオレオレジンと呼ばれ

る。オレオレジンには味成分も含まれているため、胡椒などの香辛料で用いられること

が多い。エキストラクトは、原料を水あるいは含水エタノールで抽出し不溶物を濾過で

取り除いたもので、バニラやコーヒーなどで用いられる。 

その他、植物の花や葉、果実を水蒸気蒸留、あるいは果皮を圧搾して得られる油層部

を精油、植物の花や葉、果実を水蒸気蒸留して得られる水層部や果汁を濃縮した際に得

られる水層部を回収フレーバーという。また、天然原料を酵素処理・発酵させて香味を
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強化させたものは酵素フレーバー、メイラード反応を応用した加熱反応により香味を発

現・強化させたものは加熱調理フレーバーと呼ばれる。 

天然香料の収量は非常に少なく、例えばジャスミンの場合、花からコンクリートは約

0.3%、アブソリュートは約 0.15%しか得られない。収量が少ないために高価であり、さ

らに原料が天然物であるため、価格や供給量、品質が変動するリスクも高い。これらの

理由により、実際の調合香料への使用量はあまり多くない。 

 

1.1.3 合成香料 1) 

合成香料とは単一の純度の高い有機化合物で、単品香料とも呼ばれる。安定して大量

に得られる天然原料や石油製品から有機合成化学を駆使して調製されるため、天然香料

と異なり供給量、品質、価格を安定させることが可能である。合成香料の中には、石油

由来の原料を使用して有機合成化学を駆使して調製される「（純）合成香料」の他に、

天然原料の中から蒸留や抽出により単離される「単離香料」、単離香料を原料に有機合

成化学の手法により化学変換して調製される「半合成香料」なども含まれる（図 1-1）。

メントールを例に挙げると、薄荷の水蒸気蒸留で得られる薄荷油から再結晶により精製

されたメントールは「単離香料」、マツ科の樹木の精油であるテレピン油（松精油）を

精製して得られる単離香料の β-pinene から、図 1-3 に示した化学変換を行って合成され

たメントールは「半合成香料」、図に示したように石油由来の isobutene と formaldehyde

を出発物質として合成されたメントールは「純合成香料」となる。 
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図 1-3 メントールの製法による合成香料の分類 

 

また、天然から見出されているものは「ネイチャーアイデンティカル（nature identical）

香料」、天然から未だ見出されていないものは「アーティフィシャル（artificial）香料」

と分類される。キャラメル、メープルシュガー、など様々な食品中から見出されている

maltol（3-hydroxy-2-methyl-4-pyranone）はネイチャーアイデンティカル香料であるが、

maltol の methyl 基が ethyl 基に変換された ethyl maltol（2-ethyl-3-hydroxy-4-pyranone）は
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アーティフィシャル香料である（図 1-4）。両者とも綿あめ様の甘い類似の香気を有し

ているが、香りの強度は ethyl maltol の方が 4～6 倍強い 3)。 

 

 

図 1-4 maltol と ethyl maltol 

 

食品香料として使用できる合成香料は食品衛生法で規制されており、ネイチャーアイ

デンティカル香料が大半を占め、アーティフィシャル香料は少ない。安全性に関しては、

ネイチャーアイデンティカル香料だから安全であり、アーティフィシャル香料だから安

全でない、ということはないが、昨今の消費者および食品会社は天然志向が強く、ネイ

チャーアイデンティカル香料が好まれて使用される。 

 

1.1.4 香料産業 

「香りは文化のバロメーター」という言葉があるように、香料産業の発達度合がその

国の文化レベルを指し示していると言われている。過去 5 年間の国内生産量および金額

の香料統計を図 1-5 および 1-6 に示す。 
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図 1-5 香料の国内生産量 4)
 

 

 

図 1-6 香料の国内生産金額 4)
 

 

欧米ではフレーバーとフレグランスの比率はおよそ 50：50 であるが、これは欧米で

は香水文化が基本となっていることに起因する。日本国内ではフレーバーが全体の約

70%を占めており、食文化が大きく発展していることを示している。過去 5年間でフレ
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ーバー、フレグランス共に生産量・金額に大きな変動はなく、日本の香料市場が成熟

してきたことが伺える。一方で、加工食品の多様化やライフスタイルの変化、高齢化、

健康志向、省資源化などにより、市場の多様化や消費者の嗜好の多様化・細分化が進

んでいる。そのため、今後も香料会社としては、市場の多様性や消費者の嗜好性に合

わせた、より高品質で付加価値のあるフレーバー、フレグランスの開発を行っていく

必要がある。 

 

1.1.5 食品におけるフレーバーの役割 1) 

香りは「おいしさ」を構成する重要な要因の一つである。このことは鼻をつまんで、

飲食品を食してみると良く分かる。例えば、鼻をつまんだ状態でグレープ味の炭酸飲料

を飲むと、甘味と炭酸の刺激が感じられ甘い炭酸飲料であることは分かるが、それが何

味であるかは分からなくなる。すなわち、香りはその食品が何であるかを識別するのに

重要な要素であると言える。もちろん、高品質の香りは高品質のおいしい食品の創造・

開発に繋がることは言うまでもなく、フレーバーの役割は食品の嗜好性と価値を高める

ことにもある。 

嗜好性が高く価値のある食品を作るために、フレーバーは以下のような用途で使用さ

れている。 

・香りのない、あるいは香りの少ない素材に香りを付与する。 

例）無果汁飲料、キャンディー、チューインガム等に果物などの風味を与える。 

・加工や殺菌の過程で損失・減少した素材本来の香りを補強する。 

例）果汁飲料に、加熱殺菌で減少するフレッシュな香りを補強する。 

・食品素材が本来持つ風味や加工時に生じる風味を更に強化する。 

例）ミルク香料でラクトアイスに濃厚な乳脂肪感を更に強化する。 
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・素材の好ましくない匂いや、加工工程で発生する加熱臭や発酵臭などのオフフレーバ

ーをマスキングする（抑制する）。 

例）コラーゲンを配合した飲料のコラーゲン由来の生臭みを、比較的相性の良いピー

チやマスカットのフレーバーでマスキングする。 

 近年の様々な加工食品の開発ならび消費者の嗜好の多様化に伴い、多くの場面でフレ

ーバーが利用される機会が増加してきている。また、高品質・高嗜好性の商品開発にお

いては、上記の役割をいくつか兼ね備えたフレーバーが求められることが多く、フレー

バー開発においては調合技術の向上だけでなく、香料素材開発や香気分析技術の高度化

なども重要となってきている。 
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1.2 食品の香気分析 1,5)
 

1.2.1 香気分析 

 消費者の嗜好性や安心・安全・健康への関心の高まりから、近年特に飲食品業界から

は実際の食品の香気を再現したような天然感のあるフレーバーが強く要求されるよう

になった。食品の香気の完全な再現は、香料産業において究極の目標の一つである。食

品の香気を再現したような天然感のあるフレーバーの開発を行うに当たっては、一般的

には食品の香気を分析し、対象の食品の香気成分組成を正確に把握し、そのデータをも

とに模倣・再現することが近道である。しかしながら、食品の全ての香気成分を分析す

ることは、以下の要因により容易ではない。まず第一に、食品中の香気成分は ppm～ppb

といった極めて微量でしか存在しない。タンパク質や脂質等は数%のレベルで存在して

おり、分析を行うためには、大量の不揮発性成分の中から極微量の香気を分離しなくて

はならない。第二に、香気は多種多様な揮発性成分の集合体であり、非常に多くの成分

から成り立っている。例えば、リンゴには約 400 種、蜂蜜には約 650 種、牛肉には約

800 種の揮発性成分が存在することが知られている 6)。これら全ての成分を解明するこ

とは非常に困難な作業である。第三に、香気を構成する数百の揮発性成分すべてに芳香

があるわけではない。さらに、各香気成分はそれぞれ固有の匂いの質や閾値を有してい

るため、量的に主要な揮発性成分が官能的にはあまり重要ではなく、逆に微量揮発性成

分が重要である場合が多々ある。第四に、香気成分間の相互作用により、ある香気成分

が他の成分の香気を増強、あるいは抑制する場合がある。様々な香気成分の複合体であ

る香気は、非常に複雑な相互作用が起こっていると考えられるため、嗅覚官能的に香気

成分を評価する手法が必要になる。近年、分析技術および分析機器が急速に進歩し、前

述したような複雑な香気成分を解明するための様々な香気分析手法が開発されている。 
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1.2.2 前処理 

香気は揮発性成分の集合体であり、食品中には微量しか存在せず、効率良く揮発性成

分を分析するには、大量の不揮発性成分の中から、極微量の揮発性成分を取り出し、濃

縮しなくてはならない。分離・濃縮された揮発性成分のことを本論文では香気濃縮物と

呼ぶが、通常これは、揮発性の差異を利用した蒸留法や溶解度の差異を利用した抽出法

を組み合わせて調製される。蒸留法には、凍結乾燥法（lyophilization, 図 1-7）や水蒸気

蒸留法、simultaneous distillation extraction（SDE）7,8)、solvent assisted flavor evaporation

（SAFE）といった様々な方法があり、分析試料の特性や目的のにおい特性（高揮発性、

中揮発性、低揮発性）を考慮して選択する必要がある。SAFE は、Wolfgang Engel、Wolfgang 

Bar、Peter Schieberle により報告された蒸留手法で、つなぎ目を極力少なくした専用の

器具（図 1-7）と高真空排気装置を用いて、高真空下で液状の試料を蒸留することを特

徴としている 9)。熱劣化が少ない状態で低揮発性から中・高揮発性成分をバランス良く

捕集することができるため、香気濃縮物の調製法としてよく使用される手法である。蒸

留法で得られる留分はしばしば水溶液として得られるため、diethyl ether（Et2O）、

dichloromethane（CH2Cl2）や pentane などの低沸点溶媒で抽出し、最終的にそれらの溶

媒を蒸留除去することで濃縮する。 

 

    

図 1-7 凍結乾燥法（左）と SAFE 装置（右）1)
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 一方でこれらの方法では、抽出溶媒の同等かより低い沸点の成分の捕集はできない。

そのような低沸点成分の分析・捕集には、吸着剤に揮発性成分を吸着させる方法（固相

抽出）がしばしば用いられる。分析試料を閉じ込めると、閉じられた空間（ヘッドスペ

ース）には低沸点成分（高揮発性成分）が優先して充満する。このヘッドスペース部の

低沸点成分を吸着剤に吸着させて濃縮する。吸着剤としては、ポリジメチルシロキサン

（ polydimethylsiloxane ）、ポリエチレングリコール（ polyethylene glycol ）、

poly(2,6-diphenylphenylene oxide)などのポリマーやシリカゲル、活性炭などが用いられる。

SPME キット（Aldrich）や Twister
®（GERSTEL）、MonoTrap

®（ジーエルサイエンス）

など、その後の分析に適した形で市販されているものもある。 

 

1.2.3 ガスクロマトグラフィー（gas chromatography）による分析 

前処理によって得られた香気濃縮物は、ガスクロマトグラフ（gas chromatograph）に

導入され分析・解析が行われる。前述のとおり、食品の揮発性成分は非常に多くの成分

から成り立っているが、適切な条件で GC 分析を行うことによって、これらの解析が可

能となる。GC 分析では、高温加熱された注入口に試料を注入することによって試料を

気化し、キャリアガス（ヘリウム、窒素、水素など）によって加熱されたカラム中を気

化した試料が移動し、カラム内部にコーティングされた液相と吸収・放出等の相互作用

を繰り返し起こすことによって分離され、最終的に水素炎イオン化検出器（flame 

ionization detector；FID）や質量分析計（mass spectrometer；MS）等の検出器に到達し検

出される。時間を横軸に、検出器から得られた電気信号を縦軸にとることで、クロマト

グラムが得られる。成分割合の算出には FID が、成分同定には MS が用いられるが、香

気分析においては主にこれら 2 つの検出器を用いて行われる。なお、特に GC と MS を

組み合わせた分析は gas chromatography-mass spectrometry（GC-MS）と呼ばれる。 
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・水素炎イオン化検出器（FID） 

 FID は成分を水素炎で燃焼させて生じるイオン電流を検出する検出器で、有機化合物

全般の検出が可能な検出器である。得られるクロマトグラムのピーク面積値は、試料中

の各成分の量と比較的良い相関を示すため、成分割合を算出することができる。しかし

ながら、ピーク面積以外の情報は得られないため、ピーク検出された成分が何であるか

を決定することはできない。 

・質量分析計（MS） 

 MS は、真空下で高電圧をかけることで分子をイオン化し、生成するイオンやそれが

分解してできたイオンなどを質量電荷比（m/z）に応じて分離し検出することで、m/z

を横軸、イオン強度を縦軸にしたスペクトルを得ることができる。マススペクトル情報

から分子構造や分子量の推定などを行うことができ、GC 保持指標（retention index；

RI）およびマススペクトルのデータベースを活用したライブラリーサーチにより定性分

析が行われる。 

 

1.2.4 GC-匂い嗅ぎ（gas chromatography-olfactometry；GC-O）による分析 

前処置および GC 分析により、食品の揮発性成分が「どんな成分がどんな割合で構成

されているか」を知ることができるが、食品の香気の解明にはこれだけでは不十分であ

る。前述のとおり、実際に食品の香気に寄与している香気成分（重要香気成分）は揮発

性成分の中のほんの一部分であり、嗅覚官能的に香気成分を探索する必要がある。嗅覚

官能的に香気成分を探索する最も有効な手段としては、GC の検出器として人間の鼻を

使用する GC-匂い嗅ぎ（gas chromatography-olfactometry；GC-O）がある。MS と分岐し

て使用することによって、MS で検出された成分がどのような匂いがするのかを実際に

評価することができる。すなわち、GC-O を用いることによって、食品の揮発性成分中

の香気成分を調べることが可能になる。MSでは検出できないような微量な成分がGC-O
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では検知できる、ということが食品の香気分析ではしばしばあり、現在の香気分析にお

いて GC-O はなくてはならないものであると言っても過言ではない。 

 

 

図 1-8 GC-O の概略 1)
 

 

1.2.5 立体異性体の分析 

 天然の香気成分には立体異性体を持つものが多く、さらに、1 つの立体異性体が優先

して存在していることが多い。立体異性体間で匂いの質や閾値は異なることが多いため、

立体異性体の比率がその食品の香気特性に大きく影響する場合がある。従って、食品中

の香気成分の立体異性体を分析することは食品の香気の再現において重要なことであ

る。例えば、ジャスミンの香気成分として見出された methyl jasmonate
10)は 2 つの不斉

炭素を有しているため 4 つの立体異性体が存在するが、 (1R,2S)-体のみが強いジャスミ

ン様の香気（閾値 3 ng/mL）を有しているのに対し、(1S,2S)-体および(1S,2R)-体は無臭、

(1R,2R)-体は弱い香気（閾値>70 ng/mL）であり、立体異性体間で香気や閾値が大きく異

なることが知られている 11)。また、包種茶や烏龍茶などの半発酵茶が有する floral な香

気には methyl jasmonate が寄与していることが報告されているが 12-14)、半発酵茶である

黄金桂（Huang Jin Gui）や鉄観音（Tie Guan Yin）中の methyl jasmonate の立体異性体の

存在量を調べたところ、(1R,2S)-体が閾値よりも多く存在していることが判明し、floral

の香気には(1R,2S)-体が大きく寄与していることが示された（図 1-9）15)。  
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図 1-9 光学活性 methyl jasmonate の香気とウーロン茶中での存在量 12) 

 

GC での立体異性体の分離には、cyclodextrin 誘導体を固定相としたキラルカラムが主

に用いられる。Cyclodextrin は D-glucose が α-1,4 結合によって結合した環状オリゴ糖で

あり、6 分子が結合したものを α-cyclodextrin、7 分子が結合したものを β-cyclodextrin、

8 分子が結合したものを γ-cyclodextrin と呼ぶ（図 1-10）。Cyclodextrin の内部は空孔と

なっており、その空孔に分子を包接することができる。Cyclodextrin 自体が D-glucose

のみから成る光学活性体であるため立体異性体によって包接しやすさが異なること、

α-cyclodextrin、β-cyclodextrin、γ-cyclodextrin で空孔の大きさが異なること、被包接化合

物の極性や cyclodextrin との相互作用など、様々な要因が複合して立体異性体の分離に

関わっていると考えられている。 

 

 

図 1-10 cyclodextrin の構造 
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さらに、glucose の水酸基を誘導体化することによって、cyclodextrin の構造や物理化

学的性質が変わり、多様な立体異性体の分離が可能となる。2-位、3-位および 6 位の水

酸基が alkyl 基（methyl, ethyl, propyl, butyl, pentyl など）や acyl 基（acetyl, propionyl, butyryl, 

trifluoroacetyl）、tert-butyldimethylsilyl 基などで誘導体化された様々な cyclodextrin カラ

ムが開発されており、市販されているものもある。また、CHIRAMIX
®（ジーエルサイ

エンス, 長谷川香料）という複数の cyclodextrin 誘導体を混合したカラムも開発されて

おり、従来の cyclodextrin 誘導体を 1 種類のみ使用しているカラムと比較して、より広

範囲の成分の分離を行うことができる 16)。 
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1.3 重要香気成分 

1.3.1 重要香気成分の探索 17,18) 

 先に述べたように、食品の香気を構成する数百の揮発性成分をすべて同定することは

不可能に近いうえに、すべての揮発性成分が香気を有しているわけではない。そこで、

実際に寄与している重要な香気成分（重要香気成分）を見出す方法が開発され、さらに

見出された重要香気成分だけでも元の食品の香気に非常に類似した香気を構築できる

ことが分かってきた。Stuart Patton および Donald V. Josephson は、1957 年に香気成分の

食品中の濃度とその香気成分の閾値の比を算出することで、香気成分の食品の香気にお

ける重要性を見積もることができると提唱した 19)。この値は odor activity value（OAV）

と呼ばれ、食品中での濃度がその香気成分の閾値以上である香気成分、すなわち OAV

が 1 以上を示す香気成分は、その食品の香気に寄与している重要香気成分と言えること

になる。この OAV の概念を発展させ、1984 年 Terry Acree らにより CharmAnalysis
TM 20)

が、また 1987 年 Werner Grosch らにより aroma extract dilution analysis（AEDA）21-23)とい

った重要香気成分のスクリーニング手法が開発された。両者ともに、食品の香気濃縮物

を段階的に希釈していき、それぞれの希釈液に対し GC-O を行い、GC-O で検知される

成分がなくなるまで希釈を繰り返し、GC-O を行う。AEDA では、各成分の匂いが検知

できる最大の希釈倍率を flavor dilution factor（FD factor）と定義し、高 FD factor を示す

成分は香気濃縮物の香気において貢献度の高い成分として選定することができる。一方

CharmAnalysis
TM では、希釈段階に加え GC-O で匂いが検知される時間も考慮に入れて

Charm value が算出され、高い Charm value を示す成分は貢献度の高い成分として選定さ

れる。最近では、操作の簡便さから AEDA が主流となっている。選定された成分に関

しては、食品中の存在量を測定し OAV を算出することによって、実際の食品の香気へ

の貢献度を示すことができる。しかしながら、実際には食品中の揮発成分や不揮発性成

分との複雑な相互作用により、OAV が 1 以上を示しても食品の香気に寄与していない



18 

 

場合や、逆に OAV が 1 より小さくても食品香気に寄与している場合もある。最終的に

は、香気再構築実験やモデル香料への添加実験、オミッションテストなどの官能評価を

行って、その成分の効果を検証する必要がある。 

 

1.3.2 重要香気成分の定量 

重要香気成分の実際の食品中での存在量は、前述の OAV の算出のみならず、香気を

再現する上でも非常に重要な情報となる。食品中の香気成分の定量は、内部標準法で行

われることが多いが、前処理での成分の消失やばらつきの影響が大きく、通常の内部標

準添加法ではあまり正確な定量はできない。Werner Grosch と Peter Schieberle らは、1987

年に香気成分のより正確な定量法として stable isotope dilution assay（SIDA）を開発した

24)。SIDA は、対象となる成分の安定同位体（2
H や 13

C）標識化合物を試料に添加し、

GC-MS にて対象成分とその同位体の存在比を検定することで、もとの試料中での存在

量を算出する手法である。対象の成分と物理的化学的性質がほぼ変わらない安定同位体

標識化合物を内部標準物質として用いることで、前処理工程での成分の消失やばらつき

がなくなり、精度の高い定量を行うことができる。ただし、必要とされる安定同位体標

識化合物は通常市販されていないため、市販原料から有機合成化学により合成する必要

がある。 

  

1.3.3 微量重要香気成分の解明 

 重要香気成分の中には、天然での存在量が極微量で、かつ、閾値が非常に低い成分が

しばしば存在する。そのような微量重要香気成分は、現代の高感度の GC-MS であって

も容易にマススペクトルを得ることができず、構造を解明することが困難であることが

多い。一方で、閾値が非常に低いため、低濃度でその食品の香気に大きく影響すること

があるため、微量重要香気成分の解明は食品の香気分析においても重要な課題の一つで
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ある。このような構造不明な微量香気成分を解明するためには、まずは GC-MS におい

て検出・分析可能なレベルにまで濃縮・精製を行い、該不明成分の単独のマススペクト

ルを得る必要がある。濃縮・精製は、GC を 2 台連結した multidimensional GC-MS

（MD-GC-MS）などの機器を用いた方法や、蒸留やシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー、high performance liquid chromatography（HPLC）など物性の違いを利用した分画手法

を用いた方法により行われる。マススペクトルだけでは構造を推定できない場合は、高

分解能質量分析（high resolution mass spectrometry；HRMS）から分子式を推定し、核磁

気共鳴分光法（nuclear magnetic resonance；NMR）や赤外分光法（infrared spectroscopy；

IR）などの分光法から構造情報を得て、それら情報から構造を推定することになるが、

これらの分光法では一定量以上の高純度の試料が必要となるため、より厳密な濃縮・精

製が必要となる。構造を推定した後は、推定構造を化学的に合成し、各種分析データ・

物性を比較し、不備なく一致すれば同定となる。アメリカ化学会（American Chemical 

Society）が出版している雑誌である Journal of agricultural and food chemistry では、不明

成分の同定には「3 つ以上の分析データや物性の一致」が必要条件とされている 25)。  

筆者らは柚子精油の香気分析を行い、特徴的な peely、balsamic な香気を有する微量

重 要 香 気 成 分 と し て (6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one （ YUZUNONE
® ） お よ び

(6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-4-ol（YUZUOL
®）を見出している 26)。柚子（Citrus junos）は

中国原産のミカン属の常緑小高木であり、現在では日本および韓国で広く栽培されてい

る。果実は酸味が強く直接食用とされることは無いが、柚子果汁と醤油からの柚子ポン

酢、柚子果皮と塩、唐辛子からの柚子胡椒といった調味料として主に食用に用いられる。

柚子は他の柑橘とは異なる独特な香りを有することからその香りについて多くの研究

が報告されてきたものの、報告された香気成分だけでは柚子の独特な香りは再現できず、

未だ香気の全容は明らかになっていない 27-32)。そこで、筆者らは柚子の独特な香りに寄

与する成分の解明を目的に柚子香気の分析を行った。初めに、柚子と他の柑橘との香り
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の違いを明らかにすべく、柚子、オレンジ、グレープフルーツ、ライムの香りの官能評

価を行ったところ、balsamic が他の柑橘と異なった柚子香気に特徴的な要素であること

が分かった（図 1-11）。続いて、柚子精油の極性部の AEDA を行ったところ、最も高

い FD 128 を示した 12 成分のうち、balsamic の香調を示す成分として unknown A および

unknown B が検出されたが、微量のため GC-MS では単一のマススペクトルが得られず、

構造不明であった（表 1-1）。それぞれの成分に対し、MD-GC-MS を行ったところ、そ

れぞれのマススペクトルを得ることに成功した。マススペクトルから構造を推定し、推

定構造を合成して、GC-MS での RI、マススペクトルおよび香気が一致したことより、

unknown A を(6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one、unknown B を(6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien- 

4-ol であると同定した（図 1-12）。合成した(6E/Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one および

(6E/Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-4-ol の水中での閾値は、それぞれ 10 ng/kg および 42 ng/kg

という非常に低い閾値であった。さらに、柚子香気再構築液へそれぞれを添加し官能評

価を行ったところ、(6E/Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one に関しては sweet、floral、balsamic

の項目が有意に増強し、(6E/Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-4-olに関しては sweet、metallic、sour、

balsamic の項目が増強した。両者は柚子の特徴的な要素である balsamic を増強するだけ

でなく、その他の複数の要素を増強させることから、天然の柚子らしさを表現するのに

重要な微量香気成分であることが明らかとなった（図 1-13）。 

このように、微量重要香気成分の解明は困難である一方で、食品の香気における効果

は、単純に微量重要香気成分が有している香気を与えるのではなく、食品の複数の香気

特徴に影響を及ぼし、天然の食品の香気に近づかせるといった、通常の重要香気成分と

は異なる特別な効果を示すことがある。このような微量重要香気成分を解明することで、

食品の香気の完全な再現という目標に近づき、天然感のある高品質のフレーバーの創成

に繋がることが期待される。 
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図 1-11 柑橘精油の香気特性 

 

表 1-1 柚子精油の極性部の AEDA の結果 

odorant odor qualitya 
FD 

factor 

GC peak 

area, %b 
identification mode 

     
(Z)-hex-3-enal green, citrus, apple-like 32  0.090  MS, RI, GC-O 

octanal citrus 8  0.326  MS, RI, GC-O 

oct-1-en-3-one mushroom-like, spicy, earthy 32  0.001  MS, RI, GC-O 

6-methyloctanal citrus, herbal 8  0.012  MS, RI, GC-O 

4-methyl-4-mercaptopentan-2-one sulfury, tropical fruit-like 128  trace MS, RI, GC-O 

(3E,5Z)-undeca-1,3,5-triene peely, citrus, fruity 32  0.001  MS, RI, GC-O 

nonanal citrus, peely 32  0.275  MS, RI, GC-O 

(Z)-non-4-enal floral, citrus, peely 32  0.002  MS, RI, GC-O 

(E)-non-6-enal peely, citrus, albedo-like 128  trace MS, RI, GC-O 

(3E,5Z,8Z)-undeca-1,3,5,8-tetraene peely, citrus 32  trace MS, RI, GC-O 

8-methylnonanal peely, citrus 32  0.053  MS, RI, GC-O 

decanal citrus 8  1.117  MS, RI, GC-O 

unknown  peely, sweet, floral 32  nd GC-O 

(E)-non-2-enal floral, green, albedo-like 128  0.009  MS, RI, GC-O 

(E)-dec-4-enel peely, citrus, oily 128  0.063  MS, RI, GC-O 

linalool citrus, peely, green 128  74.939  MS, RI, GC-O 

(Z)-oct-5-en-1-olc fatty, citrus 128  nd RI, GC-O 

(2E,4E)-nona-2,4-dienalc fatty, citrus 8  nd RI, GC-O 

(2E,4E)-deca-2,4-dienal fatty, oily 128  0.110  MS, RI, GC-O 

unknown A peely, balsamic, floral 128  0.010  GC-O 

(Z)-dodec-9-eno-12-lactone fatty, spicy, albedo-like 32  0.014  MS, RI, GC-O 

(2E)-cis-4,5-epoxydec-2-enal peely, citrus, albedo-like 128  trace MS, RI, GC-O 

unknown B peely, balsamic, albedo-like 128  0.003  GC-O 

(2E)-trans-4,5-epoxydec-2-enal citrus, peely 128  trace MS, RI, GC-O 

unknown peely, citrus 8  trace GC-O 

thymol medicinal, spicy 128  1.434  MS, RI, GC-O 
          
a Odor quality perceived at the sniffing port.   b nd, not detected; trace, trace amount 
(<0.001%). 

 

c Tentatively identified odorant     
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図 1-12 (6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one および(6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-4-ol 

 

 

 

図 1-13 柚子香気再構築液に対する(6E/Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one および

(6E/Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-4-ol の添加効果 
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1.4 本研究の目的と意義 

 日本政策金融公庫農林水産事業が平成 28年 1月に実施した消費者動向調査によると、

消費者の食の志向は「健康志向」が最も高く、さらに今後の食の志向は「健康志向」お

よび「安全志向」が高まる可能性があることが報告されている 33)。世界的に見ても「健

康」と「安全」は加工食品市場のトレンドであり、飲食品メーカーではこれらを意識し

た商品開発が盛んに行われている。消費者の健康志向の高まりにより、昨今では日本食

が世界的ブームとなっている。日本食は古くから健康食（ヘルシーフード）として世界

で広く認知されており、2013 年に「和食」がユネスコの世界無形文化遺産に登録され

たことにより、更に認知度が高まった。日本貿易振興機構（JETRO）による日本食品に

対する海外消費者意識アンケート調査によると、中国、香港、台湾、韓国、アメリカ、

フランス、イタリアにおいて好きな外国料理のトップに「和食（日本料理）」が選ばれ

ている 34)。このような日本食の世界的認知度の高まりに伴って、味噌や醤油、抹茶、柚

子、ワサビといった日本の食材も世界的に認知されてきている。それに付随して、和の

食材のフレーバーを有する加工食品も増加している。市場調査会社 Mintel の Mintel 

GNPD（世界新商品情報データベース）を用いて、2008 年～2016 年における日本を除

く世界（中東、アフリカ、北米、中南米、欧州）で「miso」「matcha」「yuzu」「wasabi」

のフレーバーを有する飲食品の新商品の数を検索した結果を図 1-14 に示した。「miso」

や「yuzu」は数量が少ないものの、いずれのフレーバーもここ数年で新製品が増加して

いることが分かる。 
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図 1-14 日本を除く世界で「miso」「matcha」「yuzu」「wasabi」のフレーバーを有す

る新商品の数の推移（Mintel GNPD 調べ） 

 

一方で、消費者の「健康志向」と「安全志向」が合わさって、食品に「天然」（GMO

フリーやオーガニックなど）を求める消費者が多くなった。そのため、加工食品も「天

然」を訴求した製品が近年増加している。Mintel GNPD を用いて、2007 年～2016 年に

おける世界で「ナチュラル」（GMO フリー、オーガニック、オールナチュラル、全粒、

無添加物・保存料）を訴求した飲食品の新商品の数を検索した結果を図 1-15 に示した。

世界中で「ナチュラル」を訴求した新商品の数が年々増加しているのが分かる。 
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図 1-15 世界で「ナチュラル」を訴求した飲食品の新商品の数の推移 

（Mintel GNPD 調べ） 

 

「天然」を訴求した加工食品には、「天然感」のあるフレーバーが合うのは言うまで

もなく、近年は特に実際の食品の香気を再現したような「天然感」のある高品質なフレ

ーバーが求められるようになった。世界の定番である果物やミルク、コーヒーのフレー

バーはもとより、昨今の日本食ブームに由来する日本特有の食材のフレーバーに関して

も、「天然感」を表現したフレーバーの需要は多くなってきている。天然香料を使用す

ることで天然感のあるフレーバーを創成することは可能であるが、前述したように天然

香料には価格・供給・品質変動リスクが危惧されるため、産業的には可能な限り合成香

料のみを使用してフレーバーを調製することが望まれる。合成香料のみでフレーバーを

調製するにあたっては、実際の食品の香気分析を行い、その食品の香気に寄与する重要

香気成分を解明することが必須である。特に微量重要香気成分の解明は香料業界におい

て大きな課題の一つである。微量重要香気成分は極微量であるがために構造解明に必要

な分析データを得ることが難しく、同定するのが非常に困難である一方で、微量重要香

気成分の解明は食品の香気の完全な再現への道を開き、天然感のある高品質のフレーバ

ーの創成には欠かせないものとなっている。 
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以上の背景から、本論文では日本食材として特に人気のある柚子とワサビ、また、定

番の果物であるグレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気分析を行った際

に見出した微量重要香気成分の解明とその有用性に関してまとめた。 

本論文は六章より成り立っている。第一章では、緒言として本研究の背景および柚子

中の微量重要香気成分の解明と柚子香気への有用性評価に関して述べた。第二章では、

ワサビの新規微量重要香気成分の解明とワサビ香気への有用性評価に関して述べる。第

三章では、グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの新規微量重要香気成分の

解明と果物香味への有用性評価に関して述べる。第四章では、ホワイトグレープフルー

ツおよびピンクグレープフルーツの果皮および果汁中の rotundone の定量とグレープフ

ルーツ香気への有用性評価に関して述べる。第五章では、グレープフルーツ、オレンジ、

リンゴ、マンゴー中に存在する新規香気成分としての rotundone の立体異性体の解明と

その有用性評価に関して述べる。第六章では、第二章から第五章までの結果を総括する。 
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第二章  

ワサビの新規微量重要香気成分の解明とワサビ香気への有用性評価 35,36)
 

 

2.1 序 

ワサビ（山葵）は日本原産のアブラナ科ワサビ属の香辛料で、学名としては Wasabia 

japonica が良く知られているが、系統学的に Wasabia 属は Eutrema 属から独立した属と

してみなされていないため、正式には Eutrema japonicum (Miq.) Kiudz.が学名となる 37)。

主に根茎部をすりおろし、刺身や寿司、蕎麦の薬味として使用される。およそ 1100 年

前の日本においてワサビは薬草として用いられていたが、刺身や寿司、蕎麦などが国内

で広まるにつれて、薬味として使用されるようになった。更に、今日ではこれらの日本

食が海外に普及するに伴い、ワサビも世界的に知られるようになった。また、イギリス

やアメリカ、カナダ、中国などでもワサビが栽培されるようになり、第一章に述べたよ

うに新商品の数も増え続け、世界の食品や菓子などのフレーバーに「wasabi」が多く見

受けられるようになった。さらに、フランス料理のソースやマッシュポテトの味付けな

どといった各国の伝統料理にも使用されるようになっており、ワサビは世界的な香辛料

といっても過言ではない。 

スーパーなどで販売されているチューブ入りワサビや、スーパーの寿司や刺身に付い

てくるような小袋のワサビなどの業務用のワサビは、主原料としては安価な西洋ワサビ

（horseradish, Armoracia rusticana）が使用されている。西洋ワサビに、ワサビフレーバ

ーや緑色系の着色料を添加することによって、ワサビの風味や外観を再現している。商

品によっては、本物のワサビを添加しているものもあり、日本加工わさび協会では原料

ワサビのうち本物のワサビの量が 50%以上のものには「本わさび使用」、50%未満のも

のには「本わさび入り」と表示できると定めている 38)。西洋ワサビはワサビに類似した
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辛味は有しているものの、ワサビとは風味が大きく異なる。この風味の差を補正するた

めには、高品質なワサビフレーバーの開発が必須となる。 

すりおろしたワサビは特有の鼻にツンとくる辛味を有しているが、これは種々の

isothiocyanate 類（R-NCS）によるものである。ワサビをすりおろすと、外層に存在する

glucosinolate と維管束形成層に存在する myrosinase が反応して、isothiocyanate 類が生成

する。ワサビの香気成分は、90%以上が isothiocyanate 類で占められており、特に allyl 

isothiocyanate の存在量が多い 39-43)。しかしながら、すりたてのワサビは「earthy」「metallic」

「green」「creamy」といった香気が混ざり合った複雑な香気を有しており、isothiocyanate

類だけでは表現できない。そのため、様々なグループにより isothiocyanate 以外の重要

香気成分の探索が行われている。大川らは GC-O による香気分析を行い、

3-methyl-2,4-nonanedione および vanillin を新規重要香気成分として見出している 44)。ま

た、今関らはAEDAにより、furfuryl mercaptan、1-octen-3-one、trans-4,5-epoxy-2(E)-decenal、

methional、furaneol、2-methoxy-3-isopropylpyrazine、2-methoxy-3-isobutylpyrazine を重要

香気成分として同定している。さらに今関らは、FD factor が高くないものの重要な香気

成分として(3S,4R)-3-methyl-4-decanolide を見出している 45)。 

このように isothiocyanate 以外の重要香気成分に関しての研究も行われているが、こ

れまで見出された成分だけではおろしたてのワサビの香りを完全に再現できていない

のが現状である。そこで、我々はワサビの最高品種の一つである「真妻」を分析試料と

して、すりおろしたてのワサビの香気に寄与する微量重要香気成分の探索を目的に香気

分析を行った。 
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2.2 試料および実験方法 

2.2.1 試料および試薬・化合物 

2.2.1.1 ワサビ 

ワサビは静岡県農林技術研究所 伊豆農業研究センターより提供された「真妻」を用

いた。 

 

2.2.1.2 試薬・化合物 

ラセミ体の 3-methyl-4-decanolide は 1-heptanol と methyl crotonate から文献記載の方法

で調製した 46)。光学活性な 3-methyl-4-decanolide は、光学活性な γ-decalactone より調製

した。(R)-γ-Decalactone（>99.0% e.e.）は、ひまし油から酵母とリパーゼを用いて調製し

た 47-49)。(S)-γ-Decalactone（91.8% e.e.）は、(R)-γ-decalactone（>99.0% e.e.）から導いた

(R)-N-benzyl-4-hydroxydecanamide に対する光延反応を経由して調製した 50,51)。1-Heptanol、

methyl crotonate 、 p-toluenesulfonic acid monohydrate 、 lithium diisopropylamide 、

hexamethylphosphoric triamide 、 m-chloroperoxybenzoic acid、methyl lithium、 sodium 

borohydride（NaBH4）は東京化成工業株式会社（東京, 日本）より、NaIO4、H2O2 は純

正化学株式会社（東京 , 日本）より、1,1-bis(t-butylperoxy)cyclohexane、phenylselenyl 

bromide は Aldrich（東京, 日本）より、silica gel 60N（spherical neutral, particle size 63−210 

μm）は関東化学株式会社（東京, 日本）より、CuI、NiCl2·6H2O、Wakogel C-100 は和光

純薬工業株式会社（大阪, 日本）より購入した。その他の試薬および溶媒は分析グレー

ドのものを使用した。 

 

2.2.1.3 ラセミ体の 3-methyl-4-decanolide (±)-1 の合成（図 2.1）46)
 

1-Heptanol（303.2 g, 2.61 mol）を 145～150 ℃まで昇温し、副生する高揮発成分を留

去しながら 1-heptanol（33.7 g, 0.290 mol）、methyl crotonate（29.0 g, 0.290 mol）および
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1,1-bis(t-butylperoxy)cyclohexane（純度 50%, 7.5 g, 14.5 mmol）の混合溶液を 5 時間で滴

下した。更に150 ℃で3時間反応させた後、余剰の1-heptanolを減圧下留去した（～80 ℃, 

1.6 kPa）。反応溶液を 0 ℃まで冷却した後、5% NaOH 水溶液（270 g, 0.320 mol）を加

え、加熱環流下 2 時間反応した。反応溶液を室温まで冷却後、toluene で洗浄し、30%硫

酸水溶液（65 g）で酸性にした。AcOEt で抽出後、AcOEt 溶液を減圧下濃縮し、濃縮物

（41.4 g）に toluene（200 mL）と p-toluenesulfonic acid monohydrate（1.0 g）を加え、副

生する水を留去しながら加熱環流下 4 時間反応した。反応溶液を室温まで冷却後、飽和

Na2CO3 水溶液、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4 にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物

（33.1 g）を減圧下蒸留し（～110 ℃, 0.1 kPa）、ラセミ体の 3-methyl-4-decanolide（14.2 

g, trans：cis = 61：39, 収率 27%）を得た。得られたラセミ体の 3-methyl-4-decanolide（1.0 

g）に対し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 100 g, n-hexane/Et2O=1/2, 

v/v）を行い、 trans-3-methyl-4-decanolide（ 283 mg, trans： cis = 99： 1）および

cis-3-methyl-4-decanolide（34 mg, trans：cis = 2：98）を得た。 

 

2.2.1.4 光学活性 3-methyl-4-decanolide の合成（図 2-4 参照） 

2.2.1.4.1 (3S,4R)-3-Methyl-4-decanolide の合成 

(4R)-2-Phenylselenyl-4-decanolide  (4R)-5 

 窒素雰囲気下 lithium diisopropylamide（0.5 M THF 溶液, 200 mL, 100 mmol）に

(R)-γ-decalactone（8.5 g, 50 mmol）の THF 溶液（20 mL）を－70 ℃で 1 時間かけて滴下

した。－70 ℃で 30 分間撹拌した後、hexamethylphosphoric triamide（20 mL）を加え、

次いで phenylselenyl bromide（28.3 g, 120 mmol）の THF 溶液（20 mL）を－70 ℃で 45

分かけて滴下した。反応溶液を室温で終夜撹拌した後、飽和 NH4Cl 水溶液に注いだ。

水層を Et2O で抽出し、有機層を飽和 Na2CO3水溶液および飽和食塩水で洗浄し、MgSO4

にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（22.6 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフ
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ィ ー （ silica gel 60N: 600 g, n-hexane/AcOEt=20/1 ～ 5/1, v/v ） で 精 製 し 、

(4R)-2-phenylselenyl-4-decanolide（(4R)-5, 8.6 g, 収率 53%）を得た。 

1
H NMR: δ 7.68 (2H, d, J = 7.6), 7.31–7.38 (3H, m), 4.31 (1H, q, J = 6.8), 3.94 (1H, dd, J = 3.2 

and 7.6), 2.25–2.36 (2H, m), 1.64–1.72 (1H, m), 1.49–1.56 (1H, m), 1.26–1.43 (8H, m), 0.88 

(3H, t, J = 6.4). 
13

C NMR: δ 175.8, 135.8, 129.4, 129.1, 126.9, 79.5, 37.2, 36.7, 35.2, 31.6, 28.9, 

25.1, 22.5, 14.0. GC-MS: 326 (M
+
, 41), 158 (49), 157 (47), 116 (46), 83 (42), 77 (37), 69 (76), 

55 (100), 43 (47), 41 (47). 

 

(R)-2-Decen-4-olide  (R)-6 
52-54)

 

 氷水冷下、(4R)-5（4.0 g, 12.3 mmol）の MeOH 溶液（30 mL）に NaIO4（3.9 g, 18 mmol）

水溶液（10 mL）を 10 ℃以下で 30 分かけて滴下した。滴下後、室温で 3 時間撹拌し、

反応溶液を水に注いだ。Et2O で抽出し、有機層を飽和 Na2S2O3水溶液、飽和 Na2CO3水

溶液、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（1.6 g）を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 150 g, n-hexane/AcOEt=4/1, v/v）

で精製し、(R)-2-decen-4-olide（(R)-6, 1.6 g, 収率 75%）を得た。 

1
H NMR: δ 0.87 (3H, t, J = 6.8), 1.28–1.47 (8H, m), 1.61–1.79 (2H, m), 5.03 (1H, dddd, J = 1.6, 

2.0, 5.6 and 7.2), 6.09 (1H, dd, J = 2.0 and 5.6), 7.45 (1H, dd, J = 1.6 and 5.6). 
13

C NMR: δ 

173.1, 156.3, 121.5, 83.4, 33.1, 31.5, 28.9, 24.9, 22.4, 14.0. GC-MS: 168 (M
+
, 2), 139 (30), 126 

(12), 113 (16), 108 (19), 97 (29), 84 (89), 69 (19), 55 (77), 43 (100), 41 (46), 39 (19). [α]
20

D 

−89.3 (c 1.03, CHCl3). 

 

(3S,4R)-3-Methyl-4-decanolide  (3S,4R)-1 

窒素雰囲気下、CuI（5.1 g, 26.7 mmol）の Et2O 懸濁液（50 mL）に、methyl lithium（1.1 

M Et2O 溶液, 48.6 mL, 53.5 mmol）を－30～－20 ℃で 30 min かけて滴下した。0 ℃で 2
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時間撹拌し、銅アート錯体を調製した。次いで、(R)-6（3.0 g, 17.8 mmol）の Et2O 溶液

（10 mL）を－10 ℃で 30 分かけて滴下し、0 ℃で 2 時間撹拌した。反応溶液を飽和

NH4Cl 水溶液に注ぎ、Et2O 層を飽和 Na2CO3水溶液および飽和食塩水で洗浄し、MgSO4

にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（3.7 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー（silica gel 60N: 250 g, n-hexane/AcOEt=9/1, v/v）し、(3S,4R)-3-methyl-4-decanolide

（(3S,4R)-1, 1.4 g, 収率 44%）を得た。純度（FID）: 99.5%。2.2.5.1 に記載の方法にて、

鏡像体過剰率を測定した結果、99.2% e.e.（GC 保持時間:161.64 min）であった。[α]
20

D +71.0 

(c 1.00, CHCl3) 。
1
H NMR 、 13

C NMR およびマススペクトルはラセミ体の

trans-3-methyl-4-decanolide と一致した。 

 

2.2.1.4.2 (3R,4S)-3-Methyl-4-decanolide の合成 

(4S)-2-Phenylselenyl-4-decanolide  (4S)-5,  (S)-2,2-bis(phenylselenyl)-4-decanolide  (S)-7 

 窒素雰囲気下 lithium diisopropylamide（0.47 M THF 溶液, 100 mL, 47.0 mmol）に

(S)-γ-decalactone（4.0 g, 23.5 mmol）の THF 溶液（80 mL）を－70 ℃で 40 分かけて滴下

した。－70 ℃で 20 分間撹拌した後、hexamethylphosphoric triamide（10 mL）を加え、

次いで phenylselenyl bromide（11.2 g, 47.0 mmol）の THF 溶液（50 mL）を－70 ℃で一

気に加えた。反応溶液を室温で1時間撹拌した後、1 N HCl水溶液に注いだ。水層をAcOEt

で抽出し、有機層を水および飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮し

た。濃縮物（11.5 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 100 g, 

n-hexane/AcOEt=50/1, v/v）で精製し、(4S)-2-phenylselenyl-4-decanolide（(4S)-5, 2.7 g, 収

率 35%）および (S)-2,2-bis(phenylselenyl)-4-decanolide（ (S)-7, 4.6 g, 収率 40%）、

(S)-2-phenylselenyl-2-decen-4-olide（(S)-8, 29 mg, 収率 0.4%）を得た。 

(4S)-5: 
1
H NMR、13

C NMR およびマススペクトルは(4R)-5 と一致した。 
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(S)-7: 
1
H NMR: δ 0.85 (3H, t, J = 6.8), 1.16–1.40 (10H, m), 2.21 (1H, dd, J = 9.6 and 14.4), 

2.34 (1H, dd, J = 6.0 and 14.4), 4.24 (1H, m), 7.31–7.48 (6H, m), 7.68 (2H, d, J = 7.2), 7.74 (2H, 

d, J = 7.2). 
13

C NMR: δ 174.3, 137.5, 136.9, 130.2, 129.6, 129.3, 128.3, 127.1, 77.7, 46.1, 42.7, 

34.6, 31.5, 28.8, 24.6, 22.5, 14.0. [α]
20

D +28.1 (c 1.01, CHCl3). 本化合物は不揮発性であった

ため、GC-MS でマススペクトルは得られなかった。 

 

(S)-2-Decen-4-olide  (S)-6 
54,55)

 

 氷水冷下、(4S)-5（2.6 g, 8.0 mmol）の THF 溶液（30 mL）に AcOH（1 滴）を加え、0 ℃

で H2O2（純度 35%, 3.5 g, 36.0 mmol）をゆっくりと加えた。0 ℃で 1 時間撹拌した後、

反応液に 10% Na2S2O3水溶液と塩を加え（温度が 30 ℃まで上昇）、氷水冷下で撹拌し

た。室温まで昇温した後、AcOEt で抽出し、有機層を水および飽和食塩水で洗浄し、

MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（2.7 g）をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー（silica gel 60N: 50 g, n-hexane/AcOEt=9/1, v/v）で精製し、(S)-2-decen-4-olide（(S)-6, 

1.3 g, 収率 97%）を得た。 

1
H NMR、13

C NMR およびマススペクトルは(R)-6 と一致した。 

 

(3R,4S)-3-Methyl-4-decanolide  (3R,4S)-1 

 窒素雰囲気下、CuI（1.4 g, 7.4 mmol）の Et2O 懸濁液（10 mL）に、methyl lithium（1.10 

M Et2O 溶液, 13.0 mL, 14.3 mmol）を－20～－10 ℃で 10 分かけて滴下し、－20 ℃で 10

分間、－5 ℃で 1 時間撹拌し、銅アート錯体を調製した。次いで、(S)-6（800 mg, 4.8 mmol）

を－30～－20 ℃で 10 分かけて滴下し、－20～－10 ℃で 3 時間撹拌した。反応液を飽

和 NH4Cl 水溶液に注ぎ、AcOEt で抽出した。有機層を飽和 NH4Cl 水溶液、水、飽和食

塩水で洗浄し、MgSO4 にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（852 mg）をシリカゲ
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ルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 10 g, n-hexane/AcOEt=30/1, v/v）で 2 回精

製し、(3R,4S)-3-methyl-4-decanolide（(3R,4S)-1, 379 mg, 収率 43%）を得た。 

1
H NMR、13

C NMR およびマススペクトルはラセミ体の trans-3-methyl-4-decanolide と一

致した。 純度（FID）: 96.6%。2.2.5.1 に記載の方法にて、鏡像体過剰率を測定した結

果、93.1% e.e.（GC 保持時間:163.20 min）であった。[α]
20

D −69.1 (c 0.84, CHCl3). 

 

2.2.1.4.3 (3R,4R)-3-Methyl-4-decanolide の合成 

(3R,4R)-3-Methyl-2-phenylselenyl-4-decanolide  (3R,4R)-9 

 窒素雰囲気下、lithium diisopropylamide（0.55 M THF 溶液, 20 mL, 11.0 mmol）に(3S,4R)-1

（1.0 g, 5.4 mmol）の THF 溶液（10 mL）を－70 ℃で 45 分かけて滴下した。－70 ℃で

45 分間撹拌した後、hexamethylphosphoric triamide（3 mL）を加え、次いで phenylselenyl 

bromide（1.8 g, 7.6 mmol）の THF 溶液（10 mL）を－70 ℃で 45 分かけて滴下した。室

温で 2 時間撹拌した後、飽和 NH4Cl 水溶液に注いだ。水層を Et2O で抽出し、有機層を

飽和 NaHCO3水溶液および飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。

濃縮物（2.4 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 150 g, 

n-hexane/AcOEt=9/1, v/v ） で 精 製 し 、 (3R,4R)-3-methyl-2-phenylselenyl-4-decanolide

（(3R,4R)-9, 863 mg, 収率 47%）を得た。不安定であることが懸念されたため、得られ

た(3R,4R)-9 は直ちに次の反応に使用した。 

 

(R)-3-Methyl-2-decen-4-olide  (R)-10 
56)

 

 氷水冷下、(3R,4R)-9（863 mg, 2.5 mmol）および NaHCO3（214 mg, 2.5 mmol）の CH2Cl2

懸濁液（10 mL）に、m-chloroperoxybenzoic acid（純度 70%, 940 mg, 3.8 mmol）を少しず

つ加えた。0 ℃で 1 時間撹拌した後、反応液に飽和 Na2S2O3水溶液（10 mL）を加え、1

時間撹拌し、Et2O で抽出した。有機層を水、飽和 NaHCO3 水溶液、飽和食塩水で洗浄
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し、MgSO4 にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（800 mg）をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー（ silica gel 60N: 150 g, n-hexane/AcOEt=4/1, v/v）で精製し、

(R)-3-methyl-2-decen-4-olide（(R)-10, 365 mg, 収率 79%）を得た。 

1
H NMR: δ 0.87 (3H, t, J = 6.8), 1.28–1.52 (9H, m), 1.88 (1H, m), 2.04 (3H, s), 4.82 (1H, dd, J 

= 2.8 and 7.6), 5.79 (1H, s). 
13

C NMR: δ 173.3, 168.6, 116.9, 84.6, 31.9, 31.5, 28.9, 24.3, 22.5, 

14.0, 13.9. GC-MS: 182 (M
+
, 4), 153 (27), 113 (42), 111 (39), 98 (100), 97 (81), 69 (83), 55 

(19), 43 (64), 41 (72). [α]
20

D −5.9 (c 1.02, CHCl3). 

 

(3R,4R)-3-Methyl-4-decanolide  (3R,4R)-1 
57-59)

 

 NiCl2·6H2O（119 mg, 0.50 mmol）の MeOH 懸濁液（10 mL）に、0～10 ℃で NaBH4（57 

mg, 1.5 mmol）を少しずつ加えた。0～10 ℃で 30 分撹拌した後、(R)-10（182 mg, 1.0 

mmol）の MeOH 溶液（1 mL）を 0～10 ℃で一気に加えた。更に 0～10 ℃で NaBH4（132 

mg, 3.5 mmol）を少しずつ加え、0～10 ℃で 5 分撹拌した。反応溶液を濾過し、濾液に

水を加え、Et2O で抽出した。有機層を飽和 NaHCO3水溶液および飽和食塩水で洗浄し、

MgSO4 にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（212 mg）をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー（silica gel 60N: 50 g, n-hexane/AcOEt=15/1, v/v）にて精製し、(3R,4R)- 

3-methyl-4-decanolide（(3R,4R)-1, 61 mg, 収率 33%）、(3S,4R)-1（16 mg, 収率 8.5%）お

よび(3R,4R)/(3S,4R)=94/6 の 3-methyl-4-decanolide（89 mg, 収率 49%）を得た。 

(3R,4R)-1: 
1
H NMR 、 13

C NMR お よ び マ ス ス ペ ク ト ル は ラ セ ミ 体 の

cis-3-methyl-4-decanolide と一致した。 純度（FID）: 99.4%。2.2.5.1 に記載の方法にて、

鏡像体過剰率を測定した結果、99.4% e.e.（GC 保持時間:171.38 min）であった。[α]
20

D +64.2 

(c 1.03, CHCl3). 
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2.2.1.4.4 (3S,4S)-3-Methyl-4-decanolide の合成 

(S)-2-Phenylselenyl-2-decen-4-olide  (S)-8 

 氷水冷下、(S)-7（4.0 g, 8.3 mmol）の CH2Cl2溶液（40 mL）に、m-chloroperoxybenzoic 

acid（純度 65%, 3.5 g, 13.2 mmol）の CH2Cl2溶液（20 mL）を 20 分かけて滴下した。0 ℃

で 1.5 時間撹拌した後、反応液を飽和 Na2S2O3水溶液と飽和 NaHCO3水溶液の混合溶液

に注ぎ、氷水冷下で撹拌した。CH2Cl2 で抽出し、有機層を飽和 Na2S2O3 水溶液、飽和

NaHCO3水溶液、水、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃

縮物（3.6 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ silica gel 60N: 100 g, 

n-hexane/AcOEt=30/1, v/v）で精製し、(S)-2-phenylselenyl-2-decen-4-olide（(S)-8, 1.9 g, 収

率 72%）を得た。 

1
H NMR: δ 0.87 (3H, t, J = 6.8), 1.21–1.41 (8H, m), 1.59–1.69 (2H, m), 4.92 (1H, ddd, J = 2.0, 

5.2 and 7.2), 6.72 (1H, d, J = 2.0), 7.35–7.41 (3H, m), 7.64 (2H, dd, J = 1.6 and 8.4). 
13

C NMR: 

δ 171.1, 149.1, 135.5, 129.8, 129.2, 127.6, 125.7, 84.0, 33.5, 31.5, 28.9, 24.8, 22.5, 14.0. 

GC-MS: 324 (M
+
, 12), 212 (10), 183 (25), 157 (11), 113 (100), 102 (14), 91 (13), 85 (22), 77 

(16), 57 (11), 51 (11), 43 (36). [α]
20

D −64.4 (c 1.02, CHCl3). 

 

(4S)-3-Methyl-2-phenylselenyl-4-decanolide  (4S)-9 

 窒素雰囲気下、CuI（1.40 g, 7.38 mmol）の Et2O 懸濁液（10 mL）に、methyl lithium（1.10 

M Et2O 溶液, 13.4 mL, 14.8 mmol）を－30～－10 ℃で 10 分かけて滴下し、－20～－10 ℃

で 50 分間、－5 ℃で 1 時間撹拌し、銅アート錯体を調製した。次いで、(S)-8（1.60 g, 4.92 

mmol）を－10～－5 ℃で 10 分かけて滴下し、－5 ℃で 2 時間撹拌した。反応液を飽和

NH4Cl 水溶液に注ぎ、AcOEt で抽出した。有機層を飽和 NH4Cl 水溶液、水、飽和食塩

水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（1.70 g）をシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 15 g, n-hexane/AcOEt=50/1～20/1, v/v）で精製し、
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(4S)-3-methyl-2-phenylselenyl-4-decanolide（(4S)-9, 1.63 g, 収率 98%）を得た。不安定で

あることが懸念されたため、得られた(4S)-9 は即座に次の反応に使用した。 

 

(S)-3-Methyl-2-decen-4-olide  (S)-10 
56)

 

 氷水冷下、(4S)-9（1.0 g, 3.0 mmol）の CH2Cl2溶液（30 mL）に、m-chloroperoxybenzoic 

acid（純度 70%, 1.1 g, 4.5 mmol）の CH2Cl2溶液（10 mL）を 5 分かけて滴下した。0 ℃

で 50 分撹拌した後、反応液に飽和 Na2S2O3水溶液（10 mL）を加え、1 時間撹拌し、CH2Cl2

で抽出した。有機層を飽和 NaHCO3水溶液、水、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥

して、減圧下濃縮した。濃縮物（0.82 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica 

gel 60N: 25 g, n-hexane/AcOEt=10/1, v/v）で精製し、(S)-3-methyl-2-decen-4-olide（(S)-10, 504 

mg, 収率 94%）を得た。 

1
H NMR、13

C NMR およびマススペクトルは(R)-10 と一致した。[α]
20

D +4.6 (c 1.02, CHCl3). 

 

(3S,4S)-3-Methyl-4-decanolide  (3S,4S)-1 
58) 

 NiCl2·6H2O（196 mg, 0.83 mmol）の MeOH 懸濁液（10 mL）に、0 ℃で NaBH4（94 mg, 

2.5 mmol）を加えた。0～10 ℃で 30 分撹拌した後、(S)-10（300 mg, 1.7 mmol）の MeOH

溶液（5 mL）を 0 ℃で一気に加えた。－5 ℃に冷却後、NaBH4（219 mg, 5.8 mmol）を

一気に加え、0 ℃で 10 分撹拌した。反応溶液を濾過し、濾液に水を加え、AcOEt で抽

出した。有機層を水および飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。

濃縮物（324 mg）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 60 g, 

n-hexane/AcOEt=15/1, v/v）にて精製し、(3S,4S)-3-methyl-4-decanolide（(3S,4S)-1, 240 mg, 

収率 79% ）、 (3R,4S)-1 （ 30 mg, 収率 10% ）および (3S,4S)/(3R,4S)=51/49 の

3-methyl-4-decanolide（29 mg, 収率 9%）を得た。 
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(3S,4S)-1: 
1
H NMR 、 13

C NMR お よ び マ ス ス ペ ク ト ル は ラ セ ミ 体 の

cis-3-methyl-4-decanolide と一致した。 純度（FID）: 94.7%。2.2.5.1 に記載の方法にて、

鏡像体過剰率を測定した結果、91.6% e.e.（GC 保持時間:169.47 min）であった。[α]
20

D −61.3 

(c 1.02, CHCl3). 

 

2.2.2 ワサビ香気濃縮物の調製 

 ワサビの根茎を先から 1 cm ほど切り落とし、ナイフで皮を薄く剥いた後、鮫皮おろ

しですりおろした。直ちにおろしワサビ（15 g）に CH2Cl2（75 mL）を加え抽出し、抽

出液を濾紙濾過し、濾液を SAFE
9)にて蒸留した（水浴温度：40 ℃、減圧度：<2.2×10

-3
 Pa）。

蒸留液を、Widmer分留管を用い常圧下で 100 μLまで濃縮し、ワサビ香気濃縮物を得た。 

 

2.2.3 AEDA
18)

 

 ワサビ香気濃縮物に対し AEDA を行い、各香気成分の寄与度を調べた。ワサビ香気

濃縮物を CH2Cl2にて 1:4、1:16、1:64、1:256、1:1024 の割合になるように順次希釈し、

各希釈液に対し 2 名で GC-MS/O にて分析を行い、FD factor を決定した。 

 

2.2.4 ワサビ香気濃縮物の分画 

 ワサビ香気濃縮物 125 mg（CH2Cl2溶液）に対し、シリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー（Wakogel C-100: 10 g）にて分画を行った。展開液として n-pentane（Fr.1）、

n-pentane/Et2O=20/1（Fr.2）、n-pentane/Et2O=5/1（Fr.3）、n-pentane/Et2O=1/1～0/1（Fr.4）

を順に流し、4 画分に分けた。各画分を、Widmer 分留管を用い常圧下で濃縮し、各濃

縮物（Fr.1: 14.8 mg, Fr.2: 5.4 mg, Fr.3: 0.1 mg, Fr.4: 0.1 mg）対し GC-MS-O で分析

を行った。 
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2.2.5 機器分析 

2.2.5.1 GC-MS 

GC-MS 測定は、Agilent 5973 質量検出器（Agilent Technologies, Santa Clara, USA）と

FID が接続された Agilent 6890 ガスクロマトグラフ（Agilent Technologies）にて行った。

カラムは、濃縮物の分析には TC-WAX（0.25 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film thickness; ジ

ーエルサイエンス, 東京, 日本）を、光学異性体測定には heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-O- 

tert-butyldimethylsilyl)--cyclodextrin カラム（AcTBDMSBCD, 0.25 mm i.d. × 60 m, 

0.25 m film thickness; 長谷川香料㈱にて調製）を使用した。カラム末端は 2 つに分

岐し、不活性キャピラリーカラムにて質量検出器および FID に分配した。注入口温度は

250 ℃に設定し、各試料はスプリット比 50:1 にて 1 μL 注入した。TC-WAX カラム使用

時は、オーブンは最初の 3 分間 40 ℃で保持した後、3 ℃/min にて 230 ℃まで昇温し、

キャリアガスにはヘリウムを使用し、1.8 mL/min の一定流量とした。AcTBDMSBCD

カラム使用時は、オーブンは 40 ℃から 0.7 ℃/min にて 180 ℃まで昇温し、キャリアガ

スにはヘリウムを使用し、0.7 mL/min の一定流量とした。マススペクトルは electron 

impact（EI）モードで 70 eV のイオン化電圧にて測定を行った。各化合物の RI は C5 か

ら C30 の直鎖アルカンの保持時間を基準に算出した。各合成品の純度は FID によって

得られるクロマトグラムのピーク面積値より算出した。合成品の 3-methyl-4-decanolide

の鏡像体過剰率は、質量検出器によって得られるトータルイオンクロマトグラム（total 

ion chromatogram； TIC）のピーク面積値より算出した。ワサビ濃縮物中の

3-methyl-4-decanolide の鏡像体過剰率は、質量検出器によって得られるイオンクロマト

グラム（m/z 99 で抽出）の面積値より算出した。 
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2.2.5.2 GC-MS/O 

 GC-MS/O測定は、Agilent 5973質量検出器と匂い嗅ぎ口（Olfactory detection port 3, ODP 

3 ; GERSTEL GmbH & Co. KG, Mülheim an der Ruhr, Germany）が接続された Agilent 6890 

ガスクロマトグラフにて行った。カラムは TC-WAX（0.25 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film 

thickness）を使用した。カラム末端は 2 つに分岐し、不活性キャピラリーカラムにて質

量検出器および匂い嗅ぎ口に分配した。注入口温度、試料注入量、スプリット比、オー

ブン昇温条件、キャリアガス、流量は 2.2.5.1 記載の GC-MS 測定（TC-WAX 使用時）と

同一の条件で行った。 

 

2.2.5.3 MD-GC-MS 

MD-GC-MS 測定は、1
D/

2
D GC-MS システムを備えた Agilent 7890A ガスクロマトグラ

フにて行った。本 Agilent 7890A ガスクロマトグラフには、multicolumn switching system

（GERSTEL）が搭載されており、1
stカラムには DB-WAX（0.25 mm i.d. × 30 m、0.25 μm 

film thickness、LTM 用、Agilent）を使用し、カラム末端は 3 つに分岐し、不活性キャピ

ラリーカラムにて 5975 質量検出器、FID および ODP に分配した。目的成分は、

multicolumn switching system にて 1
stカラムから検出器に分配せずに直接 2

ndカラムへ導

入した。2
ndカラムには DB-1（0.25 mm i.d. × 30 m, 0.25 μm film thickness、LTM 用、Agilent）

を使用し、カラム末端は 3 つに分岐し、不活性キャピラリーカラムにて質量検出器、FID

および ODP に分配した。注入口は cooled injection system（CIS, GERSTEL）を使用した。

各試料はスプリットレスにて 1 μL 注入し、試料注入後 0.5 分間 10 ℃で保持し、その後

12 ℃/sec にて 250 ℃まで昇温した。キャリアガスにはヘリウムを使用し、362 kPa の一

定圧力で流した。1
st
 GC のオーブンは最初の 70 ℃から 5 ℃/min にて 230 ℃まで昇温し

た。目的の保持時間の間、留分を−50 ℃のコールドトラップに導入し、0.5 分後にトラ

ップを 250 ℃まで昇温して 2
nd

 GCに導入した。2
nd

 GCのオーブンは 40 ℃から 5 ℃/min
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にて 230 ℃まで昇温した。イオン化条件は 2.2.2.1 記載の GC-MS 測定と同一の条件で

行った。 

 

2.2.5.4 NMR 

 1
H NMR（400 MHz）、13

C NMR（100 MHz）および nuclear Overhauser effect spectroscopy

（NOESY）は、JEOL JNM-ECX400（日本電子, 東京, 日本）にて測定した。測定は CDCl3

中、CDCl3のケミカルシフト（1
H NMR:  = 7.26 ppm、13

C NMR:  = 77.0 ppm）を基準と

して用いた。ケミカルシフトは ppm、カップリングコンスタント（J 値）は Hz で記載

した。 

 

2.2.5.5 比旋光度 

比旋光度は、P-2300 polarimeter（日本分光、東京、日本） にて測定した。 

 

2.2.6 官能評価 60-65)
 

長谷川香料株式会社 総合研究所の所員 10 名をパネリストとして評価を行った。評価

試料としては、ワサビ香気濃縮物とワサビ香気再構築液の(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide

無添加品（香気再構築液 A）と添加品（香気再構築液 B）を用意した。香気再構築液 A

は、allyl isothiocyanate（256 mg/g）、 (Z)-1,5-octadien-3-one（0.828 μg/g）、4-pentenyl 

isothiocyanate （ 18.2 mg/g ） , 5-hexenyl isothiocyanate （ 8.54 mg/g ） 、

2-isopropyl-3-methoxypyrazine（0.173 μg/g）、3-methyl-2,4-nonanedione（67.8 ng/g）、

6-(methylthio)hexyl isothiocyanate（5.56 mg/g）、vanillin（13.9 μg/g）により調製した。香

気再構築液 B は、香気再構築液 A に(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide（1.52 μg/g）を添加し

て調製した。 
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 評価用語は、事前のセッションにおいてパネリストでディスカッションを行いながら

6 つの評価用語（pungent, sulfurous, metallic, earthy, green, creamy）を選定した。乱数表に

より 3 桁の試料番号をつけた試料 3 種を 1 セットとしてパネリストに提示した。パネリ

ストは各試料の香気に関して、各評価用語につき、1（感じない）、2（弱い）、3（や

や弱い）、4（普通）、5（やや強い）、6（強い）、7（非常に強い）の 7 段階で評価を

行った。官能評価実験は 23 ℃に設定された静かな部屋で行った。各評価用語について

スコア平均値を算出し、スパイダーチャートにプロットした。 

 官能評価結果の有意差を検定するため、分散分析および Tukey の多重比較検定を行っ

た。分散分析では修正ファクター、平方和、自由度、平均平方、分散比（F 値）を算出

し、確立水準 0.05 および 0.01 で有意差を検定した。Tukey の多重比較検定ではそれぞ

れの評価用語について標準誤差および最小有意差を算出し、確立水準 0.05 で有意差を

検定した。 
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2.3 結果および考察 

2.3.1 ワサビの重要香気成分の決定 

 ワサビ香気濃縮物の GC-MS 分析の結果、96.86%（GC-FID area%）が isothiocyanate

類であった。AEDA の結果、256 および 1024 と高い FD factor を持つ重要香気成分は、

10 成分であった（表 2-1）。これら 10 成分の内、5 成分（No.2：allyl isothiocyanate、No.4：

4-pentenyl isothiocyanate、No.5： 5-hexenyl isothiocyanate、No.9： 6-(methylthio)hexyl 

isothiocyanate、No.10：vanillin）は、マススペクトル、RI および匂いの質が標品と一致

したことから容易に同定することができた。残りの 5 成分の内、4 成分（No.1, No.3, No.4, 

No.7）はワサビ香気濃縮物中の存在量が極微量であったため、マススペクトルが得られ

ず同定することができなかった。No.8 の成分に関しては、存在量が極微量である上に

他の成分と重なってしまい、マススペクトルが得られず同定することができなかった。

未同定の 5 成分（No.1, No.3, No.4, No.7, No.8）を同定するために、ワサビ香気濃縮物の

シリカゲルカラムクロマトグラフィーによる分画を行い、各成分の精製・濃縮を試みた。

分画によって No.3（Fr.2 に存在）、No.4（Fr.2 に存在）、No.7（Fr.4 に存在）の 3 成分

に関しては、GC-MS 分析によりマススペクトルを得ることができ、マススペクトル、

RI および匂いの質が標品と一致したことから、それぞれ No.3：(Z)-1,5-octadien-3-one、

No.4：2-isopropyl-3-methoxypyrazine、No.7：3-methyl-2,4-nonanedione と同定した。No.1

（Fr.1 に存在）に関しては分画による濃縮を行っても、マススペクトルは得られなかっ

たが、RI および匂いの質より、3-methyl-2-butene-1-thiol と推定した。No.8 の成分に関

しては、分画を行ってもマススペクトルを得ることができなかったが、Fr.3 の

MD-GC-MS 分析を行うことによって、単独のマススペクトルを得ることができた。マ

ススペクトル、 RI および匂いの質が標品と一致したことから、 No.8 は

cis-3-methyl-4-decanolide と同定した。本研究により同定した 9 種の重要香気成分の内、

(Z)-1,5-octadien-3-one および cis-3-methyl-4-decanolide はワサビの香気成分として初めて



44 

 

見出された成分であった。ワサビの中でも最高級品と言われる「真妻」を分析試料とし

たことにより、これらの新規重要香気成分を見出すことができたと考えている。 

  

表 2-1 ワサビ香気の重要香気成分（AEDA により抽出） 

No. odorant odor qualitya RIb 
FD 

factorc 
GC 

area %d 
identification 

mode 
Fr. 

        
1 3-methyl-2-buten-1-thiol hop-like, sulfurous 1127 256 trace RI, GC-O 1 

2 allyl isothiocyanate garlic-like, pungent 1383 1024 73.819  MS, RI, GC-O - 

3 (Z)-1,5-octadine-3-one metallic 1392 1024 trace MS, RI, GC-O 2 

4 2-isopropyl-3-methoxypyrazine earthy, nutty 1448 256 trace MS, RI, GC-O 2 

5 4-pentenyl isothiocyanate pungent 1564 1024 7.695  MS, RI, GC-O - 

6 5-hexenyl isothiocyanate green, pungent 1685 1024 6.516  MS, RI, GC-O - 

7 3-methyl-2,4-nonanedione earthy 1741 256 trace MS, RI, GC-O 4 

8 cis-3-methyl-4-decanolide celery-like 2221 256 trace MS, RI, GC-O 3 

9 6-(methylthio)hexyl isothiocyanate green, oily 2406 256 1.108  MS, RI, GC-O - 

10 vanillin vanilla-like 2605 256 0.006  MS, RI, GC-O - 

        
a odor quality perceived at the sniffing port        b RI on TC-WAX    

c FD factor: flavor dilution factor                d trace: trace amount (< 0.001%)  

 

2.3.2 ワサビ中の 3-methyl-4-decanolide の絶対立体配置の決定 

 本研究でワサビの香気成分として初めて同定された cis-3-methyl-4-decanolide は、これ

まで天然からは蘭 66,67)から同定されているのみで、食品から同定された報告はなく、さ

らに天然物中での絶対立体配置に関する報告もない。一方、立体異性体である

trans-3-methyl-4-decanolide は、クラリセージ 68)、オレンジ果汁 69)、マンダリン果皮 69)

およびワサビ 45) から見いだされており、ワサビ中での絶対立体配置は

(3S,4R)-3-methyl-4-decanolide であると報告されている。 

今回のワサビの香気分析において、cis-3-methyl-4-decanolide は痕跡量であったものの

FD factor は 256 と高い値を示し、前述したようにワサビの香気成分として今回初めて見

出されたものであったことから、ワサビ中での絶対立体配置を調べることとした。なお、

今回の分析においても、FD factor は低かったが、今関らがワサビの重要香気成分として
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報告した trans-3-methyl-4-decanolide も検出されたため（GC-FID area%：0.008%、FD 

factor：1）、合わせて絶対立体配置を確認した。 

ま ず 、 標 品 と し て ラ セ ミ 体 の cis-3-methyl-4-decanolide お よ び trans- 

3-methyl-4-decanolide を合成し（図 2-1）、3-methyl-4-decanolide の 4 種の立体異性体が

GC で分離する条件を探索した。1-Heptanol と methyl crotonate からラセミ体の

3-methyl-4-decanolide の cis/trans 混合物を合成し、シリカゲルカラムクロマトグラフィ

ーにてcis-体と trans-体を分離した。なお、分離したcis-体と trans-体の立体化学は、nuclear 

Overhauser effect（NOE）によって決定した（図 2-2）。 

 

図 2-1 ラセミ体の 3-methyl-4-decanolide の合成 

 

 

図 2-2 trans-3-methyl-4-decanolide と cis-3-methyl-4-decanolide の NOE 

 

3-methyl-4-decanolide の 4 種の立体異性体を分離すべく、octakis-(2,3-di-O-methoxymet

hyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)-γ-cyclodextrin
70)、octakis-(2,6-di-O-methyl-3-O-trifluoroacetyl)
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-γ-cyclodextrin
71)、heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl)--cyclodextrin（AcT

BDMSBCD）72)を液相としてコーティングした各カラムおよび CHIRAMIX®73)を用いて

GC 測定を行ったところ、AcTBDMSBCD カラムを用いた時のみ全ての立体異性体が良

好に分離することが分かった。図 2-3 にラセミ体の 3-methyl-4-decanolide の cis/trans 混

合物とワサビ香気濃縮物のAcTBDMSBCDカラムを用いたGC-MS分析におけるイオン

クロマトグラムを示した（3-methyl-4-decanolide の特徴イオン m/z 99 で抽出）。図 2-3

より、ワサビ香気濃縮物中の cis-3-methyl-4-decanolide および trans-3-methyl-4-decanolide

は、それぞれ一方の立体異性体が優先的に存在していることが分かった。 

 

 

図 2-3 ラセミ体の 3-methyl-4-decanolide の cis/trans 混合物とワサビ香気濃縮物のイオ

ンクロマトグラム（m/z 99 で抽出） 
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 次に、3-methyl-4-decanolide の 4 種の立体異性体の合成を行った（図 2-4）。香料原料

として使用される光学活性-decalactone を出発物質として、phenylselenyl 基の導入およ

び酸化・脱離を行い α,β-不飽和ラクトンとした後、Gilman 試薬により methyl 基を導入

し、(3S,4R)-1 および(3R,4S)-1 を合成した。(3R,4R)-1 に関しては、(3S,4R)-1 に対し

phenylselenyl 基の導入および酸化・脱離を行い α,β-不飽和ラクトンとした後、nickel 

boride による水素添加により合成した。なお、本水素添加反応は、Raney nickel や Pd-C

を触媒として用いた場合はラセミ化が進行したが、nickel boride を触媒として用いた場

合はラセミ化が抑制された。(3S,4S)-1 は、(3R,4R)-1 の合成法と同様の方法で(3R,4S)-1

から合成することもできたが、合成できた(3R,4S)-1 が少なかったため、副生成物として

比較的大量に得られた(S)-7 を利用して合成した。(S)-7 の phenylselenyl 基の酸化・脱離

を行い、Gilman 試薬により methyl 基を導入し、再度 phenylselenyl 基の酸化・脱離を行

い、nickel boride で水素添加を行い、(3S,4S)-1 を合成した。 
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図 2-4 光学活性 3-methyl-4-decanolide の合成 

 

合成した 3-methyl-4-decanolide の 4 つの立体異性体の純度、比旋光度および匂いの質

を表 2-2 に示した。4 つの立体異性体はそれぞれ異なる香気を有していたが、特に
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(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide は他の立体異性体と比較して「creamy, celery-like」などの

特有な香気特徴を有していた。 

 

表 2-2 合成した光学活性 3-methyl-4-decanolide の純度、比旋光度および匂いの質 

compound 
purity 

(enantiomeric excess) 
[α]

20

D  
odor quality 

(1% EtOH solution) 

(3S,4R)-3-methyl-4-decanolide 
99.5% 

(99.2% ee) 

`+71.0 

(c 1.00, CHCl3) 
oily, waxy 

(3R,4S)-3-methyl-4-decanolide 
96.6% 

(93.1% ee) 

`−69.1 

(c 0.84, CHCl3) 
peach-like, fruity 

(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide 
99.4% 

(99.4% ee) 

`+64.2 

(c 1.03, CHCl3) 

peach-like, fruity, 

creamy, celery-like 

(3S,4S)-3-methyl-4-decanolide 
94.7% 

(91.6% ee) 

`−61.3 

(c 1.02, CHCl3) 
peach-like, weak 

 

図 2-5 に合成した 3-methyl-4-decanolide の 4 種の立体異性体とワサビ香気濃縮物の

AcTBDMSBCD カラムを用いた GC-MS 分析におけるイオンクロマトグラム（m/z 99 で

抽出）を示した。標品とのRIと匂いの質の一致から、ワサビ中の cis-3-methyl-4-decanolide

お よ び trans-3-methyl-4-decanolide の 絶 対 立 体 配 置 を 、 そ れ ぞ れ (3R,4R)- 

3-methyl-4-decanolide と(3S,4R)-3-methyl-4-decanolide と決定した。 
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図 2-5 光学活性 3-methyl-4-decanolide とワサビ香気濃縮物のイオンクロマトグラム

（m/z 99 で抽出） 

 

2.3.3 官能評価 

今回新規に見出した(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide のワサビ香気中における効果を検

証すべく、官能評価を行った。AEDA にて重要香気成分として同定された 8 成分（allyl 

isothiocyanate, (Z)-1,5-octadien-3-one, 4-pentenyl isothiocyanate, 5-hexenyl isothiocyanate, 
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2-isopropyl-3-methoxypyrazine, 3-methyl-2,4-nonanedione, 6-(methylthio)hexyl isothiocyanate, 

vanillin）を用いてワサビ香気再構築液 A を調製し、ワサビ香気再構築液 A に

(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide を添加しワサビ香気再構築液 B を調製した。また、ワサビ

はすりおろしてから時間が経つと香気が大きく変化することから、対象試料としてはワ

サビ香気濃縮物を使用することとした。 

官能評価の結果、(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide を添加することによって、「creamy」

のスコアの向上および「pungent」のスコアの減少が見られ、いずれの評価用語におい

てもワサビ香気再構築液 B とワサビ香気濃縮物の各評価用語のスコアには有意な差が

無くなった。すなわち、(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide は、再構築液の香気特性を天然の

ワサビ香気濃縮物の香気特性に近づける効果があることが示された（図 2-6）。 

 

 

図 2-6 ワサビ香気再構築液における(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide の添加効果 

（異なる文字の付いている項目では有意に異なる） 
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2.4 結論 

本章では、ワサビの最高品種の一つである「真妻」を分析試料として、すりおろした

てワサビの香気に寄与する微量重要香気成分の探索を行った。ワサビ香気濃縮物の

GC-O および AEDA を行い、FD factor 256 および 1024 を示す 9 種の重要香気成分を同

定した。9 成分の内、allyl isothiocyanate、4-pentenyl isothiocyanate、5-hexenyl isothiocyanate、

6-(methylthio)hexyl isothiocyanate、 vanillin は容易に同定することができたが、

2-isopropyl-3-methoxypyrazine 、 3-methyl-2,4-nonanedione 、 (Z)-1,5-octadien-3-one 、

cis-3-methyl-4-decanolide はワサビ香気濃縮物中での存在量が微量であったため、シリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーによる濃縮・精製を駆使し単独のマススペクトルを得て

同定した。なお、後者の 2 成分はワサビ中から初めて見出した成分である。 

cis-3-Methyl-4-decanolide にはこれまで天然物中での絶対立体配置に関する報告がな

かったことから、trans-体を含め 4 種の立体異性体を合成し、ワサビ中の絶対立体配置

を調べた。全立体異性体とワサビ香気濃縮物の AcTBDMSBCD カラムを用いたキラル

GC-MS 分 析 を 行 い 、 ワ サ ビ 中 に は (3R,4R)-3-methyl-4-decanolide お よ び

(3S,4R)-3-methyl-4-decanolide が優先的に存在していることを明らかにした。 

(3R,4R)-3-Methyl-4-decanolide が天然物から同定されたのは、本研究が初めてである。さ

らに、合成した立体異性体の香気を比較したところ、それぞれ異なる香気を有していた

が、特に(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide は他の立体異性体と比較して特有な香気特徴

（creamy, celery-like）を有していた。 

同定した上述の 8 種の重要香気成分から調製したワサビ香気再構築液 A、ワサビ香気

再構築液 A に(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide を添加したワサビ香気再構築液 B、およびワ

サビ香気濃縮物を用いて官能評価を行った。その結果、ワサビ香気再構築液 B はワサ

ビ香気再構築液 A と比較し、「creamy」のスコアの向上および「pungent」のスコアの

減少が見られ、いずれの評価用語においても、ワサビ香気濃縮物の各評価用語のスコア
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には有意な差が無くなった。すなわち、(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide は、再構築液の香

気特性を天然のワサビの香気濃縮物の香気特性に近づける効果があることが示された。 

以上のことから、(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide はワサビをすりおろした時に立ち上が

るワサビ特有の香りの再現に非常に有用な成分であると結論された。 
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第三章  

果物の新規微量重要香気成分の解明と果物香味への有用性評価 74)
 

 

3.1 序 

果物は特徴的な嗜好性の高い香気を有しており、果物の香りはフレーバー、フレグラ

ンス両者において人気が高く、香料として世界的に古くから需要の多い重要な香調であ

る。特に飲料や菓子においてフルーツフレーバーを使用した商品は多く、天然感のある

フルーツフレーバーの開発が重要となってきている。天然感のあるフルーツフレーバー

の開発にむけて、これまで長谷川香料では様々な果物の香気分析を行ってきた。果物の

香気分析では、GC-O において匂いを検知した箇所の RI とその匂いの質を記録するが、

これまで行ってきた果物の香気分析を振り返ってみたところ、興味深いことに、RI：2300

（InertCap WAX）を示し、匂いの質が woody である一つの香気成分が様々な果物の香

気分析で共通して検知されていることが分かった。その香気成分はいずれの果物の香気

分析においてもマススペクトルが得られないほど微量であり、構造不明の成分であった。

本成分は、これまで woody 香気を有すると知られている香気成分とは異なるタイプの

woody 香気を有しており、まさにヒノキを想起させる心地よい woody 香気であった。

本成分は特にグレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの GC-O 分析において強

く検知されていたが、これらの果物の香りから直接「ヒノキを想起させる woody 香気」

を感じることはなく、果物の香気において新しい役割を持っているのではないかと非常

に興味が持たれた。 

極性の異なる 2 種類のカラムにおける RI（2300：InertCap WAX, 1680：InertCap 1MS）

お よ び woody と い う 匂 い の 質 か ら 、 本 成 分 は rotundone ［ (3S,5R,8S)-5- 

isopropenyl-3,8-dimethyl-3,4,5,6,7,8-hexahydro-1(2H)-azulenone］ではないかと推測された

（図 3-1）。Rotundone はパチョリ精油 75)やシラーズワイン 76)、シラーズブドウ（シラ
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ーズワインの原料のブドウ）76)、各種スパイス（白胡椒、黒胡椒、マジョラム、オレガ

ノ等）76)、樽熟成されたスピリッツ 77)、乳香 78)、シプリオール精油 79)などの重要香気成

分として知られているが、シラーズブドウ以外の果物の香気成分としての報告はない。

また、これらの報告において rotundone の香気は woody よりも peppery/spicy と主に表現

されているが、我々の果物の香気分析において peppery/spicy と表現されることは全くな

かった。以上のことから、本成分が rotundone であるという確証はなく、構造解明を行

うためには更なる分析データを得る必要があると考えられた。 

果物の香りにとって異質である woody 香気が果物の香りにどのような影響を及ぼす

かは大変興味深く、本成分の解明が天然感のある果物フレーバーの開発に繋がるのでは

ないかと考えた。そこで本研究では、まず市販のオレンジ精油の高沸点留分から本成分

を単離し、構造解明を行い、更に、グレープフルーツ、リンゴ、マンゴー中での同定を

行った。最後に、本成分のグレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気中で

の香気的役割を明らかにすることを目的に官能評価を行った。 

 

 

図 3-1 rotundone 
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3.2 試料および実験方法 

3.2.1 試料および試薬・化合物 

3.2.1.1 試料 

オレンジ精油の高沸点留分（商品名：sinensal）は R. C. Treatt & Co. Ltd（Suffolk、UK）

から購入した。グレープフルーツ（マーシュ シードレス）、リンゴ（サンふじ）は神

奈川県川崎市のスーパーマーケットで、マンゴーピューレ（アルフォンソ）はオーウイ

ル株式会社（東京、日本）より購入した。 

 

3.2.1.2 試薬・化合物 

(−)-Guaiol、cobalt(II) 2-ethylhexanoate、cobalt(II) acetylacetonate、cobalt(II) naphthenate

は Sigma-Aldrich（St. Louis、USA）より、toluene、pyridine、N,N-dimethyl-4-aminopyridine、

4-methyl-2-pentanone は純正化学株式会社（東京、日本）より、acetic anhydride は株式会

社ダイセル（東京、日本）より、silica gel 60N （球状 中性、粒子径 63–210 μm）は関

東化学株式会社（東京、日本）、Wakogel
®
 C-100 は和光純薬工業株式会社（東京、日本）

より購入した。酸素はマールス株式会社の酸素濃縮器 LFY-I-5F から発生させたものを

使用した。その他の試薬および溶媒は分析グレードのものを使用した。官能評価で使用

した香料は、長谷川香料株式会社保有のものを使用した。 

 

3.2.1.3 Rotundone の標品合成 

Rotundone は、文献記載の方法 76)を参考に(−)-guaiol から図 3-5 の方法で合成した。 
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2-[(3S,5R,8S)-3,8-Dimethyl-1,2,3,4,5,6,7,8-octahydroazulen-5-yl]propan-2-yl acetate (3, guaiyl 

acetate) 

 氷冷下（4 ℃）、pyridine（3.08 g, 39.0 mmol）および toluene（5 mL）の混合物中に、

(−)-guaiol（445 mg, 2.00 mmol）、 acetic anhydride（225 mg, 2.20 mmol）および

N,N-dimethyl-4-aminopyridine（12.2 mg, 0.100 mmol）の混合物を滴下した。室温で 1 時間

半撹拌した後、acetic anhydride（5.17 g, 50.6 mmol）、N,N-dimethyl-4-aminopyridine（598 

mg, 4.90 mmol）および pyridine（3.08 g, 39.0 mmol）を再び加え、50 ℃で 6 時間撹拌し

た。反応溶液を 2N 塩酸に注ぎ、AcOEt で抽出した。有機層を飽和 NaHCO3水溶液およ

び飽和食塩水で洗浄し、MgSO4 にて乾燥後、減圧下濃縮した。濃縮物（731 mg）をシ

リカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 10 g, n-hexane/AcOEt=100/1, v/v）で

精製し、2-[(3S,5R,8S)-3,8-dimethyl-1,2,3,4,5,6,7,8-octahydroazulen-5-yl]propan-2-yl acetate

（3, 453 mg, 収率 86%）を得た。 

 

2-[(3S,5R,8S)-3,8-Dimethyl-3,4,5,6,7,8-hexahydro-1(2H)-azulenon-5-yl]propan-2-yl acetate (4) 

3（353 mg, 1.33 mmol）、cobalt(II) 2-ethylhexanoate（22.9 mg）、cobalt(II) acetylacetonate

（20.0 mg）、cobalt(II) naphthenate（48.5 mg）および 4-methyl-2-pentanone（10 mL）の

混合物中に酸素を吹き込みながら、70 ℃で 2 時間半撹拌した。反応溶液を室温まで冷

却した後、飽和 Na2S2O3水溶液中に注ぎ、AcOEt で抽出した。有機層を水および飽和食

塩水で洗浄し、MgSO4 にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（571 mg）をシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 20 g, n-hexane/AcOEt=25/1, v/v）で精製し、

2-[(3S,5R,8S)-3,8-dimethyl-3,4,5,6,7,8-hexahydro-1(2H)-azulenon-5-yl]propan-2-yl acetate（4, 

45.2 mg, 収率 12%）を得た。 
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Rotundone (1) 

4（47.7 mg, 0.171 mmol）を 280–300 ℃で 1 時間撹拌し、室温まで冷却後、シリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 1.0 g, n-hexane/AcOEt=50/1, v/v）で精製し、

rotundone（1, 15.0 mg, 収率 40%）を得た。 

合成した rotundone の NMR（1
H, 

13
C）およびマススペクトルは文献記載の値 76)と一致

した。 

 

3.2.2 構造不明成分の解明 

 オレンジ精油の高沸点留分に対し、減圧蒸留、シリカゲルカラムクロマトグラフィー、

分取 HPLC の順で分画を行った（図 3-2）。 

 

3.2.2.1 減圧蒸留 

 オレンジ精油の高沸点留分（801.3 g）を減圧蒸留にて分画した（Fr.i-1: 136 ℃ / 1.0 kPa, 

282.4 g; Fr.i-2: 136 ℃ / 1.0 kPa, 96.8 g; Fr.i-3: 136–157 ℃ / 0.9 kPa, 165.4 g; Fr.i-4: 

157–169 ℃ / 0.9 kPa, 85.6 g; Fr.i-5: 169–172 ℃ / 0.9 kPa, 18.4 g; 残渣: 140.8 g）。各画分

の GC-MS/O 分析の結果、Fr.i-3～Fr.i-5 および残渣に目的の woody 香気が検知されたた

め、Fr.i-3～Fr.i-5 および残渣を混合し、次のシリカゲルカラムクロマトグラフィーに用

いた。 

 

3.2.2.2 シリカゲルカラムクロマトグラフィー 

Fr.i-3～Fr.i-5 および残渣の混合物（350.0 g）を、シリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー（silica gel 60N: 1800 g, n-hexane/AcOEt = 3/1, v/v）に供し、5 画分に分画した（Fr.ii-1

～Fr.ii-5）。各画分をエバポレーターにて濃縮し、GC-MS/O にて目的成分が存在するか

確認したところ、Fr.ii-3 に目的の woody 香気が検知された。Fr.ii-3 の濃縮物（112.8 g）
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について、再度シリカゲルカラムクロマトグラフィー（ silica gel 60N: 2000 g, 

n-hexane/AcOEt = 5/1, v/v）にて分画を行い、7 画分を得た（Fr.iii-1～Fr.iii-7, 各 1.5 L）。

各画分をエバポレーターにて濃縮し、GC-MS/O にて目的成分の存在を確認したところ、

Fr.iii-3～Fr.iii-5 に目的の woody 香気が検知された。Fr.iii-3～Fr.iii-5 の濃縮物（38.5 g）

に対し、再度シリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 1750 g, toluene/AcOEt 

= 100/1～75/1, v/v）にて分画を行い、薄層クロマトグラフィー（TLC, 展開液

toluene/AcOEt = 4/1, v/v）にて Rf 値が 0.58 の画分のみを集めた。本画分をエバポレータ

ーにて濃縮し、濃縮物（10.0 g）を得た。GC-MS/O にて確認したところ、目的成分の

woody 香気は確認できたが、本成分は本分画でもマススペクトルが得られないほど微量

であった。これ以上シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて精製・濃縮することは困

難であると考え、分取 HPLC による分画を行った。 

 

3.2.2.3 分取 HPLC 

 シリカゲルカラムクロマトグラフィーの最後の分画によって得られた濃縮物（10.0 g）

に対し、3.2.4.1に記載の条件で 2回の分取 HPLCによる分画を行った。匂い紙にて HPLC

溶出画分の香気を調べ、目的の woody 香を有する画分を集め、HPLC 分画物（1.3 mg）

を得た。本 HPLC 分画物に対し GC-MS 分析を行ったところ、目的成分が主成分で他の

成分はいずれも 10%未満であることが分かった（目的成分の純度 36.7%）。本成分の

HRMS（EI）は m/z 218.16680 が検出され、組成式が C15H22O であることが示された。

HPLC 分画物の NMR 分析（1
H, 

13
C, H-H COSY, HMQC, HMBC）の結果、本成分は

rotundone であると推定された。標品と各種分析データを比較し、本成分の構造を

rotundone と決定した。 
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図 3-2 オレンジ精油高沸点留分の分画フローチャート 
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3.2.3 グレープフルーツ、リンゴ、マンゴーにおける rotundone の同定 

3.2.3.1 グレープフルーツにおける rotundone の同定 

 ホワイトグレープフルーツ 25 個の果皮のフラベドのみをナイフでむき、得られたフ

ラベド（1.20 kg）に n-pentane（2.4 L）を加え、粉砕しながら 30 分激しく撹拌した。デ

カンテーションにより n-pentane 溶液を分離し、残渣部に新しい n-pentane（1.2 L）を加

え、30 分激しく撹拌した。デカンテーションにより n-pentane 溶液を分離後、先の

n-pentane 溶液と合わせて、Na2SO4で脱水した。常圧下 43 ℃で約 200 mL まで濃縮し、

35 ℃で SAFE
9)を行った。得られた留分を常圧下 43 ℃で濃縮し、ホワイトグレープフ

ルーツ果皮油（50.9 g）を得た。得られた果皮油の内 12.0 g をエバポレーターにて減圧

濃縮し、得られた濃縮物（4.4 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（Wakogel
®
 

C-100: 40 g）に供した。n-Hexane（900 mL）および AcOEt（900 mL）で展開し、AcOEt

画分を集め、エバポレーターにて減圧濃縮し、果皮油の極性部（44.3 mg）を得た。3.2.4.1

に記載の条件で 2 回の分取 HPLC による分画を行い、woody 香気を含む画分（Et2O 溶

液, 10.7 mg）を得た。本画分の GC-MS/O 測定において、rotundone のマススペクトル、

RI（InertCap WAX：2300, InertCap 1MS：1680）および匂いの質（woody）が得られ、こ

れらが rotundone の標品と一致することを確認した。 

 

3.2.3.2 リンゴにおける rotundone の同定 

リンゴ 10 個をそれぞれ 4 等分し、へたと芯を除いた後、皮ごとすりおろした。すり

おろしたリンゴ（2400 g）に Et2O（1.6 L）と NaCl（240 g）を加え撹拌した。0 ℃で一

晩静置し、デカンテーションにて Et2O 溶液を分離した。常圧下 43 ℃で約 100 mL まで

濃縮し、60 ℃で SAFE を行った。得られた留分をエバポレーターにて減圧濃縮し、得

られたリンゴ香気濃縮物（25.5 mg）について 3.2.4.1 に記載の条件で 2 回の分取 HPLC

による分画を行い、woody 香気を含む画分（Et2O 溶液, 7.8 mg）を得た。本画分の
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MD-GC-MS 測定において、rotundone のマススペクトル、RI（InertCap WAX：2300, InertCap 

1MS：1680）および匂いの質（woody）が得られ、これらが rotundone の標品と一致す

ることを確認した。 

 

3.2.3.3 マンゴーにおける rotundone の同定 

マンゴーピューレ（1000 g）に室温で Na2SO4（1000 g）を加え、よく混合した。Et2O

（1.5 L）を加え、0 ℃で 1 時間撹拌し、濾紙濾過した。濾液を常圧下 43 ℃で約 200 mL

まで濃縮し、半量を 60 ℃で SAFE を行った。得られた留分をエバポレーターにて減圧

濃縮し、得られたマンゴー香気濃縮物（20.4 mg）について 3.2.4.1 に記載の条件で 2 回

の分取 HPLC による分画を行い、woody 香気を含む画分（Et2O 溶液, 11.8 mg）を得た。

本画分の GC-MS/O 測定において、rotundone のマススペクトル、RI（InertCap WAX：2300, 

InertCap 1MS：1680）および匂いの質（woody）が得られ、これらが rotundone の標品と

一致することを確認した。 

 

3.2.4 機器分析 

3.2.4.1 分取 HPLC 分画 

「3.2.2.3 分取 HPLC」および「3.2.3 グレープフルーツ、リンゴ、マンゴーにおけ

る rotundone の同定」において、2 つの HPLC 機器システム（システム A および B）を

使用した。システムAはWaters 600 controller、Waters 600 pump、Waters 2707 autosampler、

Waters 2487 dual λ absorbance detector（Waters Corporation、Milford、USA）から構成され

た。システム B は Shimadzu LC-20AT、Shimadzu SIL-20AC、Shimadzu CTO-20A、Shimadzu 

SPD-M20A、Shimadzu CBM-20A（島津製作所、京都、日本）から構成された。 
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3.2.2.3 における 1 回目の HPLC 分画は、以下に示した条件で行った。 

 

表 3-1 3.2.2.3 の 1 回目の HPLC 分画条件 

原料： 約 20% MeOH 溶液 

装置： システム A 

カラム： 
Inertsil ODS-3（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; ジーエル

サイエンス） 

移動相： MeOH/H2O=70/30→80/20 (0～10 min), 90/10 (10～15 min) 

流速： 2.0 mL/min 

カラム温度： 45 ℃ 

分取時間： 9.3～10.2 min 

 

得られた留分に対し、減圧下溶媒を除去し、食塩（15%, w/w）を加え、Et2O で抽出

した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧濃縮した。得られた濃縮物に対して、2 回目の

HPLC 分画を以下に示した条件で行った。 

 

表 3-2 3.2.2.3 の 2 回目の HPLC 分画条件 

原料： 約 10% MeCN 溶液 

装置： システム B 

カラム： 

Inertsil 80A（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; ジーエルサ

イエンス）×Sunrise C28（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; 

クロマニックテクノロジーズ, 大阪, 日本） 

移動相： MeCN/H2O=80/20 (0～20 min) 

流速： 1.0 mL/min 

カラム温度： 40 ℃ 

分取時間： 13.0～13.6 min 

 

得られた留分は、1 回目の HPLC 分画と同様の方法にて処理し、濃縮物を得た。得ら

れた濃縮物（1.3 mg）に対し、3.2.2.3 に示したように各種分析を行った。 
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3.2.3 における 1 回目の HPLC 分画は、以下に示した条件で行った。 

 

表 3-3 3.2.3 の 1 回目の HPLC 分画条件 

原料： 約 20% MeOH 溶液 

装置： システム B 

カラム： 
Inertsil ODS-3（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; ジーエル

サイエンス） 

移動相： MeOH/H2O=70/30→80/20 (0～10 min), 90/10 (15～20 min) 

流速： 2.0 mL/min 

カラム温度： 45 ℃ 

分取時間： 9.3～10.2 min 

 

得られた留分は、3.2.2.3 の 1 回目の HPLC 分画と同様の方法にて処理した。得られた

濃縮物に対して、2 回目の HPLC 分画を以下に示した条件で行った。 

 

表 3-4 3.2.3 の 2 回目の HPLC 分画条件 

原料： 約 10% MeCN 溶液 

装置： システム B 

カラム： 
Sunrise C28（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; クロマニッ

クテクノロジーズ） 

移動相： MeCN/H2O=80/20 (0～20 min) 

流速： 1.0 mL/min 

カラム温度： 40 ℃ 

分取時間： 6.2～7.2 min 

 

得られた留分は、1 回目の HPLC 分画と同様の方法にて処理し、濃縮物を得た。得ら

れた濃縮物に対し、3.2.3 に示したように各種分析を行った。 
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3.2.4.2 GC-MS 

GC-MS 測定は、Agilent 5975 質量検出器と FID が接続された Agilent 7890 ガスクロマ

トグラフにて行った。カラムは InertCap WAX（0.25 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film thickness; 

ジーエルサイエンス）を使用した。カラム末端は 2 つに分岐し、不活性キャピラリーカ

ラムにて質量検出器および FID に分配した。注入口温度は 250 ℃に設定し、各試料は

スプリット比 50:1 にて 1 μL 注入した。オーブンは最初の 3 分間 40 ℃で保持し、その

後 3 ℃/min にて 230 ℃まで昇温した。キャリアガスにはヘリウムを使用し、1.0 mL/min

の一定流量とした。マススペクトルは EI モードで 70 eV のイオン化電圧にて測定を行

った。各化合物の RI は C5 から C30 の直鎖アルカンの保持時間を基準に算出した。合

成品の純度は FID によって得られるクロマトグラムのピーク面積値より算出した。 

 

3.2.4.3 GC-MS/O 

 GC-MS/O 測定は、Agilent 5975 質量検出器と GERSTEL ODP 3 匂い嗅ぎ口（GERSTEL 

GmbH & Co. KG）が接続された Agilent 7890 ガスクロマトグラフにて行った。カラムは

InertCap WAX（0.25 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film thickness）を使用した。カラム末端は 2

つに分岐し、不活性キャピラリーカラムにて質量検出器および匂い嗅ぎ口に分配した。

注入口温度、試料注入量、スプリット比、オーブン昇温条件、キャリアガス、流量は

3.2.4.2 記載の GC-MS 測定と同一の条件で行った。同定のための rotundone 標品との比

較においては、InertCap 1MS（0.25 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film thickness）も使用した。

その際のオーブンは、最初の 3 分間 40 ℃で保持し、その後 5 ℃/min にて 250 ℃まで

昇温した。 
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3.2.4.4 MD-GC-MS 

MD-GC-MS 測定は、GELSTEL CIS-4 注入口と FID が接続された Agilent 7890 ガスク

ロマトグラフ（1
st
 GC）と、Agilent 5975 質量検出器と GERSTEL ODP 3 匂い嗅ぎ口が接

続された Agilent 7890 ガスクロマトグラフ（2
nd

 GC）とが連結された装置にて行った。

1
st
GC は、カラムに InertCap WAX（0.32 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film thickness）を使用

し、カラム末端は 2 つに分岐し、不活性キャピラリーカラムにて FID および 2
nd

 GC に

分配した。2
nd

GC は、カラムに InertCap 1MS（0.25 mm i.d. × 60 m, 0.25 μm film thickness）

を使用し、カラム末端は 2 つに分岐し、不活性キャピラリーカラムにて質量検出器およ

び匂い嗅ぎ口に分配した。注入口の温度は 0.5 分間 10 ℃で保持し、その後 12 ℃/sec

にて 250 ℃まで昇温した。各試料はスプリットレス モードにて 1 μL 注入した。1
st
 GC

のオーブンは最初の 5 分間 40 ℃で保持し、その後 10 ℃/min にて 190 ℃まで昇温し、

そのまま 20 分間保持した。1
st
 GC のキャリアガスにはヘリウムを使用し、7.5 mL/min

の一定流量とした。目的の保持時間（24.1 分から 24.5 分まで）の間、留分を−50 ℃の

コールドトラップに導入し、0.5 分後にトラップを 250 ℃まで昇温して 2
nd

 GC に導入し

た。2
nd

 GC のオーブンは最初の 3 分間 40 ℃で保持し、その後 10 ℃/min にて 280 ℃ま

で昇温した。イオン化条件は 3.2.4.2 記載の GC-MS 測定と同一の条件で行った。 

 

3.2.4.5 NMR 

 1
H NMR（400 MHz）、13

C NMR（100 MHz）、H-H correlation spectrometry（COSY）、

heteronuclear multiple quantum correlation（HMQC）、heteronuclear multiple bond correlation

（HMBC）は、JEOL JNM-ECX400（日本電子）にて測定した。測定は CDCl3 中、

tetramethylsilane を内部標準化合物として用いた（δ = 0.00 ppm）。ケミカルシフトは ppm、

カップリングコンスタント（J 値）は Hz で記載した。 
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3.2.4.6 HRMS 

 HRMS は、AccuTOF GCv 4G（日本電子）にて測定した。カラム、注入口温度、試料

注入量、スプリット比、オーブン昇温条件、キャリアガス、流量は 3.2.4.2 記載の GC-MS

測定と同一の条件で行った。 

 

3.2.5 官能評価 60-65)
 

長谷川香料株式会社 総合研究所の所員をパネリストとして評価を行った（グレープ

フルーツ：11 名, オレンジ：10 名, マンゴー：13 名, リンゴ：13 名）。評価用語は、

事前のセッションにおいてパネリスト全員で実際の果物を評価しながら、ディスカッシ

ョンを行い選定した（表 3-5）。なお、全ての果物に共通した用語である「complex」は

「complex flavor of natural fruits」、「discordant」は「unpleasant taste or artificial flavor 

(unnatural)」として定義した。 

 

表 3-5 評価用語 

グレープフルーツ sweet, sour, bitter, fresh, juicy, peely, complex, discordant 

オレンジ sweet, sour, floral, fresh, juicy, peely, complex, discordant 

リンゴ sweet, sour, green, fruity, pulpy, complex, discordant 

マンゴー sweet, sulfurous, green, fruity, metallic, ripe, complex, discordant 

  

評価試料としては、グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーのモデル飲料の

rotundone 無添加品と添加品をそれぞれ用意した。Rotundone 無添加モデル飲料は、糖酸

液（果糖ブドウ糖液糖 6.5%, クエン酸 0.1%）に各果物の香気再構築液を添加し調製し

た。Rotundone 添加モデル飲料は、同様の糖酸液に同様の各果物の香気再構築液と

rotundone（5 ng/kg）を添加し調製した。各果物の香気再構築液は、文献記載の定量値を

基に調製した（表 3-6）80-83)。 
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乱数表により 3桁の試料番号をつけた試料 2種を 1セットとしてパネリストに提示し

た。パネリストは各試料を飲んで、各評価用語につき、1（感じない）、2（弱い）、3

（普通）、4（強い）、5（非常に強い）の 5 段階で評価を行った。官能評価実験は 23 ℃

に設定された静かな部屋で行った。各評価用語についてスコア平均値を算出し、スパイ

ダーチャートにプロットした。 

 官能評価結果の有意差を検定するため、それぞれの評価用語について有意水準 0.05

および 0.01 で t-検定を行った。 
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表 3-6 官能評価に用いた果物香気再構築の構成成分組成 

No compound 
concentration (μg/kg) 

grapefruit orange apple mango 

1 acetaldehyde 6150 8305  940 

2 limonene 2308 85598   

3 ethyl 3-hydroxyhexanoate 117 1136   

4 (Z)-hex-3-enal 108 187  11 

5 myrcene 94 594   

6 decanal 89 45   

7 linalool 76 81  160 

8 ethyl butanoate 70 1192 3.4 11 

9 vanillin 69 67   

10 α-pinene 42 308  1500 

11 hexanal 33 197 4305  

12 octanal 32 25   

13 nonanal 9.3 13   

14 ethyl 2-methylpropanoate 5.8 8.8   

15 ethyl hexanoate 4.3 63  280 

16 ethyl 2-methylbutanoate 3.9 48 33  

17 trans-4,5-epoxy-(E)-dec-2-enal 3.1 4.3   

18 
3,6-dimethyl-3a,4,5,7a-tetrahydro-1- 

benzofuran-2(3H)-one 
1.1 0.8   

19 (E,E)-deca-2,4-dienal 1.0 1.2   

20 oct-1-en-3-one 0.8 4.1 0.27  

21 4-sulfanyl-4-methylpentan-2-one 0.8    

22 (E)-non-2-enal 0.5 0.6   

23 3-methylsulfanylpropanal 0.2 0.4   

24 1-p-menthene-8-thiol 0.01    

25 3-methylbutanol  639   

26 2-methylbutanol  270   

27 butanoic acid  74  12330 

28 hexan-1-ol   1450  

29 butan-1-ol   900  

30 (E)-hex-2-enal   306  

31 β-damascenone   4.6 7.9 

32 dimethyl sulfide   1.3  

33 terpinolene    23560 

34 linalool oxide    1710 

35 2,5-dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone    1660 

36 δ-3-carene    1260 

37 ethyl octanoate    610 

38 γ-terpinene    530 

39 ethyl decanoate    140 

40 p-methylacetophenone    140 

41 β-ionone    27 

42 (E,Z)-nona-2,6-dienal    19 
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3.3 結果および考察 

3.3.1 構造不明成分の単離および解明 

 グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気濃縮物で検知された woody

香気を有する構造不明の成分を解明するにあたり、本成分のマススペクトルを得られる

まで濃縮・精製し、さらに可能であれば NMR 測定を行うのに十分な量を単離すること

を目的とした。しかしながら、本成分は各果物の香気濃縮物中でもマススペクトルを検

出できないような極微量成分であったため、これらの果物から本成分を単離するには大

量の果物が必要となることが予想された。目的の成分は RI（InertCap WAX: 2300, 

InertCap 1MS: 1680）が比較的高いことから含酸素セスキテルペンであると推測された

ため、含酸素セスキテルペンを多く含むオレンジ由来の香料素材である「オレンジ精油

の高沸点留分」に着目した。この「オレンジ精油の高沸点留分」は「sinensal」という

製品名で香料素材として購入可能であり、さらに GC-O 分析において強い woody 香を

感知することができ、目的成分が存在していることが確認された。果物の香気濃縮物よ

りも目的成分が多く存在していることが期待されたが、残念ながらマススペクトルは得

られず、精製・濃縮が必要であることが分かった。「オレンジ精油の高沸点留分」に対

し減圧蒸留および展開溶媒を変えながら 3 回のシリカゲルカラムクロマトグラフィー

による分画を行ったが、目的成分のマススペクトルは得られなかった。次に 2 回の分取

HPLC による分画を行ったところ、目的成分のマススペクトルを得ることができ、さら

に純度を 36.7%（GC-FID, 図 3-3）まで向上させることができた。純度は比較的低いも

のであったが、不純物として含まれていたものは全て 10%未満であり、目的成分が主成

分であったことから、構造解析を行うのに十分な分析データが得られた。HRMS（EI）

および NMR データ（1
H NMR, 

13
C NMR, H-H COSY, HMQC, HMBC）から、本成分の構

造を rotundone であると推定した（図 3-4）。Rotundone の標品を市販の(−)-guaiol より文

献 76)記載の方法を参考に合成した（図 3-5）。合成した rotundone と単離した目的成分
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の全ての分析データ（HRMS, 各種 NMR データ, RI）および匂いの質が一致したことか

ら、本成分を rotundone と決定した。 

 

 

図 3-3 単離した目的成分の GC-FID クロマトグラム 

 

 

図 3-4 単離した目的成分と rotundone 標品のマススペクトルと 1
H NMR 
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図 3-5 Rotundone の合成 

 

Rotundone は先に述べた重要香気成分としての同定の他に、ハマスゲ（Cyperus 

rotundus）84)や沈香 85-87)、沈香木（Aquilaris tree）88)、cypriol（Cyperus scariosus）89)中の

成分としても同定されている。これらの内、rotundone の存在量が比較的多いハマスゲ

や沈香中では単離され NMR データも得られているが、重要香気成分として同定されて

いるシラーズワインや黒胡椒、樽熟成されたスピリッツ、乳香などでは rotundone のマ

ススペクトルを得ることですら困難であったと報告されている。今回の研究では、

rotundone のマススペクトルおよび RI、匂いの質に加え、通常マススペクトルよりも測

定するのが困難な NMR データも得ることができ、果物中においては本研究で初めて科

学的データに基づいた充分な同定を行うことができたことになる。 

 

3.3.2 グレープフルーツ、リンゴ、マンゴーからの rotundone の同定 

 3.3.1でオレンジ精油の高沸点留分から rotundoneを単離し、構造を解明したことから、

オレンジ中の woody香を有する構造不明成分は rotundone であると同定することができ

た。そこで、次にその他の果物（グレープフルーツ、リンゴ、マンゴー）について、

woody 香を有する構造不明成分が rotundone であるかどうか確認することとした。初め
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に、各香気濃縮物からの rotundoneのマススペクトルの検出を検討した。3.3.1において、

分取 HPLC が rotundone の精製に有用であることが分かったので、類似の分取 HPLC 条

件を各果物の香気濃縮物に対し適用した。グレープフルーツおよびマンゴーに関しては、

HPLC 分画物を極性の InertCap WAX カラムを用いた GC-MS 測定することによって、

rotundone のマススペクトルを得ることができた。一方で、リンゴにおいては、HPLC 分

画物を GC-MS 測定すると、InertCap WAX カラムでも InertCap 1MS カラムでも不純物と

重なってしまい、rotundone のマススペクトルが得られなかった。そこで、MD-GC-MS

測定を行ったところ、rotundone のマススペクトルを得ることができた。以上のことか

ら、各果物中の構造不明成分と rotundone 標品のマススペクトルおよび 2 種のカラムで

の RI、匂いの質の全てが一致することが確認でき、グレープフルーツ、リンゴ、マン

ゴー中の構造不明成分も rotundone であると同定した（図 3-6）。 

 

 

図 3-6 各果物の香気濃縮物から得られた rotundone のマススペクトル 
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3.3.3 Rotundone の香気特性 

3.1 で述べたように、rotundone の GC-O での匂いの質に関しては、これまでの文献に

おける主な香気表現（peppery/spicy）と実際に果物の GC-O 分析で検知された香気

（woody）に相違があった。Wood らのシラーズワインの香気分析の報告において、

rotundone は希釈されていない状態では harsh、burnt 香気であり、希釈状態でのみ peppery

香気を有すると述べられている 76)。また、近年報告された Niebler らの乳香の香気研究

においては、rotundone は閾値付近の濃度では peppery 香気は弱く、woody、coniferous、

incense-like の香気が強く感じられる一方で、濃度が高くなると peppery 香気が強くなる

と言及されている 78)。すなわち、本研究における rotundone の香気の文献との相違は、

GC-O における濃度の違いよるものと考えられた。そこで、合成した rotundone 標品を

用いて、GC-O における濃度による香気の違いを検証したところ、マススペクトルが検

出されない濃度では強く woody 香気のみが感じられたが、マススペクトルが検出され

るような濃度では woody 香気の他にやや peppery/spicy 香気が感じられることが分かっ

た。果物香気中の rotundone はマススペクトルを検出できないほどの極微量であるため、

本研究においては woody 香気のみが検知されたと考えられる。また、rotundone は特に

高濃度において匂いの順応（一度嗅ぐと匂いを検知し辛く、あるいは、検知できなくな

る現象）が非常に強いことも分かった。強い匂いの順応、低い閾値および GC-O におけ

る濃度依存の香気変化といった独特な香気特性を有している香気成分としては、前述の

乳香の香気分析で見出された mustakone（図 3-7）が報告されているが 78)、食品の香気

成分としては筆者の知る限り rotundone のみである。 

 

図 3-7 mustakone 
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3.3.4 果物モデル飲料への rotundone の添加効果 

 今回初めて果物中の香気成分として routundone を同定し、興味深い香気特性を有して

いることが分かったことから、グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気

中での rotundone の香気的役割を明らかにすることを目的に官能評価を行った。

Rotundone の香気閾値は水中で 8 ng/kg と非常に低いが、ヒノキ様の woody 香気が各果

物（グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴー）の香気から直接感じられること

はないため、果物中の rotundone の濃度は閾値付近であると予想された。そこで、グレ

ープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーのモデル飲料における閾値付近（5 ng/kg）

での rotundone の効果を検証することとした。評価試料としては、グレープフルーツ、

オレンジ、リンゴ、マンゴーのモデル飲料の rotundone 無添加品と添加品をそれぞれ用

意した。Rotundone 無添加モデル飲料は、糖酸液（果糖ブドウ糖液糖 6.5%, クエン酸

0.1%）に各果物の香気再構築液を添加し調製し、rotundone 添加モデル飲料は、同様の

糖酸液に同様の各果物の香気再構築液と rotundone（5 ng/kg）を添加し調製した。評価

方法は一対比較法で行った。 

官能評価の結果、rotundone は閾値付近の微量な添加であっても、果物飲料の風味に

大きく影響を及ぼすことが分かった（図 3-8）。特に、いずれの果物飲料においても

rotundone の添加により「complex flavor of natural fruits」と定義した「complex」のスコ

アが向上し、「unpleasant taste or artificial flavor (unnatural)」と定義した「discordant」の

スコアが減少しており、このことから rotundone には果物飲料の風味を天然の果物の風

味に近づける効果があることが示された。また、４種の果物の中でグレープフルーツと

オレンジにおいては、rotundone の添加により「complex」「discordant」以外の複数の項

目のスコアが向上しており、rotundone は柑橘類に特に有用な成分であるということが

示唆された。 
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 以上のことから、rotundone には果物飲料の複数の風味特徴に影響を及ぼし、天然感

を増強させる効果があり、rotundone が天然の果物の風味の再現に非常に有用な成分で

あると結論された。 

 

 

図 3-8 果物モデル飲料中での rotundone の添加効果 
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3.4 結論 

本章では、グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気濃縮物の GC-O に

おいて共通して強く検知される woody 香を有する構造不明の成分の解明を行った。本

成分は各果物中で極微量であったため市販のオレンジ精油の高沸点留分 約 800 g を使

用し、減圧蒸留、3 回のシリカゲルカラムクロマトグラフィーおよび 2 回の分取 HPLC

を行い、純度 36.7%で目的の成分 1.7 mg を単離した。HRMS および 1D, 2D NMR から

構造解析を行い、本成分を rotundone と推定した。市販の(−)-guaiol より文献を参考に

rotundone を合成し、合成標品と単離した成分の各種分析データが一致したことから、

オレンジ中の構造不明成分を rotundone と決定した。グレープフルーツ、リンゴ、マン

ゴー中の woody 香を有する構造不明成分に関しては、各香気濃縮物に対し分取 HPLC

による分画を行うことにより、マススペクトルを得ることに成功し、マススペクトル、

2 種のカラムでの RI および匂いの質の全てが rotundone と同一であったことから

rotundone であると同定した。Rotundone はパチョリ精油やシラーズワイン、シラーズブ

ドウ、各種スパイス、樽熟成されたスピリッツ、乳香、シプリオール精油などの重要香

気成分として知られているが、一般的な果物の重要香気成分として rotundone を同定し

たのは今回の研究が初めてである。 

文献記載の定量値から調製したグレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーのモ

デル飲料へ rotundone を添加し官能評価を行ったところ、rotundone は閾値付近の微量な

添加であっても果物飲料の風味に大きく影響を及ぼし、いずれの果物飲料においても

「complex flavor of natural fruits」と定義した「complex」のスコアが向上し、「unpleasant 

taste or artificial flavor (unnatural)」と定義した「discordant」のスコアが減少したことから、

果物飲料の風味を天然の果物の風味に近づける効果があることが示された。 

3.1 でも述べたように、これまでの我々の研究において、rotundone はグレープフルー

ツ、オレンジ、リンゴ、マンゴー以外にも、様々な果物（レモン、ライム、ブラッドオ
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レンジ、ミカン、バナナ、イチゴ、マスカット、メロン、スイカ、ナシなど）の GC-O

分析で、RI と匂いの質からその存在が示唆されている。Rotundone は極微量な添加であ

っても風味に影響を及ぼす効果を有しているため、これらの果物の風味においても

rotundone は重要な役割を持っていると考えられる。すなわち、rotundone をフルーツフ

レーバーへ使用することにより、より天然感のあるフルーツフレーバーおよび果物飲料

の開発が可能となったと考える。 
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第四章  

グレープフルーツ中の rotundone の定量とグレープフルーツ香気への有用性評価 90)
 

 

4.1 序 

グレープフルーツ（grapefruit、Citrus paradisi）は、文旦（pomelo、Citrus maxima）と

オレンジ（Citrus sinensis）の交配によって、18 世紀に誕生したと言われている。果皮

は黄色～オレンジ色を呈しており、果肉の色によって、ホワイトグレープフルーツ、ピ

ンクグレープフルーツ、レッドグレープフルーツなどの品種に分けられる。グレープフ

ルーツの名は、ブドウの房のように実をつけることに由来して名付けられたが、学名の

「paradisi」は「楽園（paradise）」を意味するラテン語で、その名にふさわしく特徴的

で嗜好性の高い香気を有している。そのため、グレープフルーツの香調は世界的に人気

が高く、フレーバーの需要も多い。グレープフルーツの天然香料の産地としてはアメリ

カ フロリダ州が有名であるが、ハリケーンや病害の被害を受けやすく、生産量および

価格が不安定である。そのため、可能な限り合成香料のみで構成されたグレープフルー

ツフレーバーを製造することが産業的に望まれている。 

グレープフルーツの果皮および果汁の香気分析は古くから行われており、様々な香気

成分が既に報告されている 80,91-95)。Nootkatone
 91,96)や 1-p-menthene-8-thiol

 93,97)は、グレー

プフルーツ様の香気を有する最も著名なグレープフルーツの重要香気成分である。特に、

1-p-menthene-8-thiol は、thioterpineol や grapefruit mercaptan とも呼ばれ、最も閾値の低い

香気成分としても知られている。Lin らは、コールドプレスで調製されたグレープフル

ー ツ 果 皮 油 の GC-O 分 析 に よ り 、 1,8-cineole 、 octanal 、 dodecanal 、

trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal、β-sinensal、nootkatone を重要香気成分として見出している

94)。一方で、Buettner らはグレープフルーツ果汁の AEDA および SIDA を行い、ethyl 

2-methylpropanoate、ethyl butanoate、(S)-ethyl 2-methylbutanoate、wine lactone、(Z)-3-hexenal、
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trans-4,5-epoxy-(E)-2-decenal、4-methyl-4-sulfanylpentan-2-one、1-p-menthene-8-thiol を重

要香気成分であると報告している 80,95)。 

第三章において、著者らはグレープフルーツの新規重要香気成分として rotundone を

同定し、rotundone が閾値付近の微量な添加でグレープフルーツ飲料の風味を天然の果

物の風味に近づける効果があることを見出した 74)。そこで、本研究ではグレープフルー

ツに着目し、rotundone の効果について詳細に把握することにした。天然感のあるグレ

ープフルーツフレーバーの開発にあたっては、グレープフルーツの香気における

rotundone の寄与度やグレープフルーツ中での rotundone の濃度を把握し、グレープフル

ーツの香気における rotundone の効果を検証することが重要である。本研究ではホワイ

トグレープフルーツおよびピンクグレープフルーツの果皮、果汁の香気における

rotundone の貢献度を、AEDA により評価し、さらに SIDA での定量および OAV の算出

により検証した。また、ホワイトグレープフルーツ香気における rotundone の役割を明

らかにすることを目的に、定量値を用いた官能評価を行った。 
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4.2 試料および実験方法 

4.2.1 試料および試薬・化合物 

4.2.1.1 グレープフルーツ 

 スーパーマーケットで購入したフロリダ産のホワイトグレープフルーツおよびピン

クグレープフルーツを試料として用いた。 

 

4.2.1.2 試薬・化合物 

Rotundone は 3.2.1.3 で合成した際と同様の方法で調製したが、最後の精製は行わず、

純度 61.8%のものを用いた。m-Chloroperoxybenzoic acid、N,N-dimethyl-4-aminopyridine

および acetic acid は東京化成工業株式会社（東京、日本）より、iodomethane-d3は太陽

日酸株式会社（東京、日本）より、ヨウ素は純正化学株式会社（東京、日本）より、acetic 

anhydride は株式会社ダイセル（東京、日本）より、silica gel 60N（spherical neutral, particle 

size 63−210 μm）は関東化学株式会社（東京、日本）より、periodic acid、マグネシウム、

Wakogel C-100 は和光純薬工業株式会社（大阪、日本）より購入した。その他の試薬お

よび溶媒は分析グレードのものを使用した。官能評価で使用した香料は、長谷川香料株

式会社保有のものを使用した。 

 

4.2.1.3 Rotundone-d2,3の合成 

Rotundone-d2,3は図 4-3 のスキームに従い、合成した。 

 

(3S,5R,8S)-5-Acetyl-3,8-dimethyl-3,4,5,6,7,8-hexahydroazulen-1(2H)-one (2) 

 氷冷下（4 ℃）、rotundone（1, 純度 61.8%, 2.0 g, 5.7 mmol）および NaHCO3（840 mg）

の CH2Cl2（30 mL）懸濁溶液に、m-chloroperoxybenzoic acid（MCPBA, 純度 65%, 3.7 g, 13.9 

mmol）を加えた。室温で 1 時間攪拌後、氷冷下（4 ℃）で冷却し、10% Na2S2O3水溶液
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を加えた。AcOEt で抽出し、有機層を飽和 NaHCO3水溶液、水、飽和食塩水で洗浄し、

MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。得られた濃縮物（2.7 g）を THF（30 mL）に溶

解させ、氷冷下（4 ℃）で冷却した。Periodic acid（2.1 g, 9.2 mmol）を加え、室温で 1

時間撹拌した。再度、氷冷下（4 ℃）で冷却し、10% Na2S2O3水溶液を加えた。AcOEt

で抽出し、有機層を飽和 NaHCO3水溶液、水、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥し

て、減圧下濃縮した。濃縮物（2.6 g）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 

60N: 100 g, n-hexane/Et2O=5/1～4/1, v/v）で精製し、5-acetyl-3,8-dimethyl-3,4,5,6,7,8-hex 

ahydroazulen-1(2H)-one（2, 751 mg, 収率 60%）を得た。 

1
H NMR: δ 3.01 (1H, ddq, J = 11.2, 3.4 and 7.2), 2.64−2.72 (2H, m), 2.60 (1H, dd, J = 18.8 and 

6.8), 2.41−2.50 (2H, m), 2.22 (3H, s), 2.03 (1H, m), 1.99 (1H, br d, J = 18.8), 1.76−1.88 (2H, 

m), 1.55 (1H, m), 1.14 (3H, d, J = 6.8), 0.99 (3H, d, J = 7.2). 
13

C NMR: δ 210.7, 207.8, 175.1, 

145.5, 51.4, 42.9, 37.9, 32.0, 31.9, 28.3, 27.3, 26.9, 19.1, 17.5. GC-MS (EI): 221 (10), 220 (M
+
, 

66), 205 (6), 191 (10), 178 (19), 177 (100), 175 (13), 163 (19), 162 (9), 161 (6), 159 (16), 150 

(9), 149 (18), 147 (21), 145 (10), 136 (8), 135 (50), 134 (6), 133 (16), 131 (7), 121 (14), 119 

(15), 117 (7), 108 (6), 107 (30), 105 (23), 93 (28), 92 (6), 91 (37), 81 (9), 79 (21), 78 (6), 77 

(22) 71 (6), 69 (10), 67 (7), 65 (10), 55 (12), 53 (8), 43(50), 41 (14), 39 (9). HRMS (EI) 

calculated for C14H20O2: 220.14633, found 220.14694. 

 

(3S,5R,8S)-5-(2-Hydroxy-1,1,1-d3-propan-2-yl)-3,8-dimethyl-3,4,5,6,7,8-hexahydroazulen-1(2H

)-one (3) 

 窒素雰囲気下、マグネシウム（turnings, 267 mg, 11 mmol）と THF（9 mL）の懸濁液に、

室温でヨウ素（触媒量）を加え、溶液の茶色が消えるまで撹拌した。Iodomethane-d3（1.5 

g, 10 mmol）の THF 溶液（10 mL）を、還流が維持されるように滴下し、滴下後室温で

40 分撹拌して、CD3MgI 溶液を調製した。2（580 mg, 2.6 mmol）の Et2O 溶液（10 mL）
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に、調製した CD3MgI 溶液を室温で 10 分かけて滴下した。そのまま 10 分撹拌した後、

氷冷下（4 ℃）で冷却し、飽和 NH4Cl 水溶液を加えた。AcOEt で抽出し、有機層を水、

飽和食塩水で洗浄し、MgSO4 にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（682 mg）をシ

リカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 15 g, n-hexane/AcOEt=3/1, v/v）で精

製し、5-(2-hydroxy-1,1,1-d3-propan-2-yl)-3,8-dimethyl-3,4,5,6,7,8-hexahydroazulen-1(2H) 

-one（3, 224 mg, 収率 36%）を得た。 

1
H NMR: δ 2.95 (1H, ddq, J = 11.2, 3.4, and 7.2), 2.68−2.74 (2H, m), 2.59 (1H, dd, J = 18.8 and 

6.4), 2.28 (1H, dd, J = 15.6 and 12.4), 1.97 (1H, br d, J = 18.8), 1.91−1.96 (1H, m), 1.77−1.83 

(1H, m), 1.45−1.63 (2H, m), 1.60 (1H, br s), 1.35 (1H, ddq, J = 12.0, 10.0, and 2.0), 1.26 and 

1.21 (diastereomer, total 3H, each s, ), 1.14 (3H, d, J = 7.6), 1.00 (3H, d, J = 7.2). 
13

C NMR: δ 

208.2, 177.4, 145.2, 73.1, 49.7, 43.0, 37.9, 32.8, 32.0, 28.0, 27.1, 26.6, 25.7, 19.3, 17.8. GC-MS 

(EI): 239 (M
+
, 0.5), 222 (8), 221 (53), 192 (21), 179 (18), 178 (73), 177 (20), 175 (10), 164 (14), 

163 (68), 150 (19), 149 (11), 148 (8), 147 (20), 145 (6), 136 (12), 135 (13), 133 (9), 121 (11), 

119 (12), 107 (14), 105 (14), 93 (13), 91 (22), 79 (13), 77 (12), 69 (6), 62 (100), 55 (7), 46 (7), 

43 (11), 41 (9). HRMS (EI) calculated for C15H21D3O2: 239.19646, found 239.19847. 

 

(3S,5R,8S)-2-(3,8-Dimethyl-1-oxo-1,2,3,4,5,6,7,8-octahydroazulen-5-yl)-1,1,1-d3-propan-2-yl 

acetate (4)  

3（218 mg, 0.910 mmol）と acetic anhydride（1.0 g, 10 mmol）の混合溶液に、氷冷下（4 ℃）

N,N-dimethyl-4-aminopyridine（DMAP, 5.6 mg, 0.046 mmol）を加え、そのまま 30 分撹拌

した。さらに N,N-dimethyl-4-aminopyridine（28 mg, 0.23 mmol）と acetic anhydride（1.0 g, 

10 mmol）を加え、4 ℃で終夜撹拌した。飽和 NH4Cl 水溶液を加え、AcOEt で抽出した

後、有機層を飽和 Na2CO3水溶液、水、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減

圧下濃縮した。濃縮物（472 mg）をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 
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10 g, n-hexane/AcOEt=10/1, v/v）で精製し、2-(3,8-dimethyl-1-oxo-1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro 

azulen-5-yl)-1,1,1-d3-propan-2-yl acetate（4, 219 mg, 収率 86%）を得た。本化合物は GC

分析中に熱分解してしまい、正確なマススペクトルを得ることができなかった。不安定

であることが懸念されたため、そのまま次の反応に使用した。 

 

Rotundone-d2,3（a mixture of rotundone-d2, 5 and rotundone-d3, 6） 

4（215 mg, 0.764 mmol）を、270～280 ℃で 1 時間半撹拌した。残渣（165 mg）をシ

リカゲルカラムクロマトグラフィー（silica gel 60N: 10 g, n-hexane/AcOEt=30/1, v/v）で

精製し、rotundone-d2,3（5+6, 87.2 mg）を得た。しかしながら、GC-MS 分析の結果、

rotundone-d4が少量存在していることが分かったので、rotundone-d2,3（69.5 mg）に acetic 

acid（20 mL）を加え、270～280 ℃で acetic acid を留去しながら 1 時間撹拌した。残渣

（484 mg）を AcOEt で希釈し、飽和 Na2CO3水溶液、水、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4

にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物（98.9 mg）をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー（silica gel 60N: 5 g, n-hexane/AcOEt=30/1, v/v）で精製し、rotundone-d2,3（5+6, 64.5 

mg）を得た。GC-MS 分析の結果、rotundone-d4は全く存在していなかった。 

1
H NMR: δ 4.74 (0.7H, d, J = 1.6), 4.70 (0.7H, d, J = 1.6), 2.99 (1H, ddq, J = 11.2, 3.2, and 7.2), 

2.72 (1H, app quint, J = 6.4), 2.60 (1H, dd, J = 6.4 and 18.8), 2.59 (1H, dd, J = 15.6 and 12.4), 

2.34 (1H, br dt, J = 16.0 and 1.6), 2.05−2.02 (1H, m), 1.97 (1H, dt, J = 18.4 and 1.2), 1.91−1.79 

(3H, overlapping m), 1.76 (0.9H, s), 1.57−1.48 (1H, m), 1.12 (3H, d, J = 7.2), 1.01 (3H, d, J = 

7.2). 
13

C NMR: δ 208.1, 177.0, 151.0, 145.4, 109.0, 46.1, 43.0, 37.9, 36.8, 32.6, 30.7, 26.8, 20.2, 

19.2, 17.5.  

1
H NMR における rotundone-d2,3の isopropenyl 基の CH3（δ 1.76）と CH2（δ 4.74, 4.70）

に由来するシグナルの積分値は、rotundone の対応するシグナルの積分値と比較すると

小さく、rotundone-d2,3 の isopropenyl 基の CH2（δ 4.74, 4.70）の積分値（1.4）から、
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rotundone-d2：rotundone-d3=3：7 であることが分かった。また、rotundone-d2,3の CH3（δ 1.76）

のカップリングは、rotundone の対応するシグナルのカップリングが broad singlet なのに

対し singlet であった。13
C NMR における rotundone-d2,3の isopropenyl 基の CH3に由来す

るシグナル（δ 20.2）および CH2に由来するシグナル（δ 151.0 および 109.0）の積分値

は、rotundone の対応するシグナルの積分値と比較すると小さかった。以上のことから、

rotundoneの isopropenyl基のCH3基あるいはCH2基が重水素化されていると考えられる。 

Rotundone-d2: GC-MS (EI): 221 (23), 220 (M
+
, 100), 205 (53), 203 (34), 178 (10), 177 (18), 

175 (17), 165 (28), 164 (16), 163 (33), 162 (30), 161 (20), 150 (17), 149 (25), 148 (14), 147 

(25), 137 (49), 136 (15), 135 (32), 134 (15), 133 (17), 122, (17), 121 (36), 120 (30), 119 (24), 

117 (10), 109 (23), 108 (15), 107 (35), 106 (17), 105 (33), 95 (21), 94 (12), 93 (36), 92 (19), 91 

(52), 81 (15), 80 (13), 79 (36), 78 (15), 77 (39), 69 (23), 67 (20), 65 (17), 55 (18), 53 (17), 43 

(21), 42 (15), 41 (31), 40 (11), 39 (18). HRMS (EI) calculated for C15H20D2O: 220.17962, found 

220.17883. 

Rotundone-d3: GC-MS (EI): 222 (18), 221 (M
+
, 100), 206 (44), 203 (39), 178 (13), 177 (9), 175 

(16), 166 (28), 165 (14), 164 (41), 163 (14), 162 (15), 161 (17), 151 (9), 150 (20), 149 (11), 148 

(13), 147 (30), 138 (9), 137 (44), 136 (20), 135 (20), 134 (9), 133 (18), 124 (10), 123 (28), 122 

(28), 121 (18), 120 (10), 119 (22), 117 (12), 115 (8), 110 (13), 109 (19), 108 (19), 107 (23), 106 

(8), 105 (33), 98 (11), 96 (8), 95 (13), 94 (11), 93 (30), 92 (13), 91 (52), 85 (12), 81 (13), 80 

(10), 79 (34), 78 (11), 77 (37), 70 (9), 69 (16), 67 (20), 66 (8), 65 (17), 55 (18), 53 (15), 44 (10), 

43 (18), 42 (11), 41 (32), 40 (9), 39 (17). HRMS (EI) calculated for C15H19D3O: 221.18590, 

found 221.18516. 
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4.2.2 グレープフルーツ果皮の極性画分の調製 

 グレープフルーツ（ホワイト: 25 個, ピンク: 20 個）の果皮のフラベドのみをナイフ

でむき、得られたフラベド（ホワイト: 1.20 kg, ピンク: 1.06 kg）に n-pentane（ホワイト: 

2.40 L, ピンク: 2.12 L）を加え、粉砕しながら 30 分激しく撹拌した。デカンテーション

により n-pentane溶液を分離し、残渣部に新しい n-pentane（ホワイト: 1.20 L, ピンク: 1.06 

L）を加え、30 分激しく撹拌した。デカンテーションにより n-pentane 溶液を分離後、

先の n-pentane 溶液と合わせて、Na2SO4で乾燥した。常圧下 43 ℃で約 200 mL まで濃縮

し、35 ℃で SAFE
9)を行った。得られた留分を常圧下 43 ℃で濃縮し、グレープフルー

ツ果皮油（ホワイト: 50.9 g, ピンク: 44.0 g）を得た。得られたグレープフルーツ果皮油

（ホワイト: 15.0 g, ピンク: 15.0 g）に対しシリカゲルカラムクロマトグラフィー

（Wakogel
®
 C-100: 50 g）を行った。展開液として n-pentane（500 mL, Fr.1）、

n-pentane/Et2O=200/1（300 mL, Fr.2）、n-pentane/Et2O=1/1（300 mL, Fr.3）、Et2O（500 mL, 

Fr.4）を順に流し、4 画分に分けた。Fr. 3 および Fr. 4 を合わせ、常圧下 43 ℃で 100 μL

まで濃縮し、グレープフルーツ果皮の極性画分を得た。 

 

4.2.3 グレープフルーツ果汁の香気濃縮物の調製 

 グレープフルーツ（ホワイト: 25 個, ピンク: 20 個）の果皮をナイフでむき、得られ

た果肉（ホワイト: 8.70 kg, ピンク: 7.84 kg）を搾り、搾り汁をさらしで濾過し、グレー

プフルーツ果汁（ホワイト: 5.56 kg, ピンク: 5.00 kg）を得た。果汁に対し 35 ℃で SAFE

を行い、得られた留分（ホワイト: 4.53 kg, ピンク: 3.97 kg）に食塩（15%, w/w）を加え、

Et2O（ホワイト: 1.8 L, ピンク: 1.6 L）で抽出した。Et2O 溶液を Na2SO4で乾燥し、常圧

下 43 ℃で 100 μL まで濃縮し、グレープフルーツ果汁の香気濃縮物を得た。なお、香気

成分の同定のための GC-MS 分析には、香気濃縮物をさらに濃縮したものを用いた（ホ

ワイト: 50 μL, ピンク: 30 μL）。 
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4.2.4 AEDA
18)

 

グレープフルーツ果皮の極性画分およびグレープフルーツ果汁の香気濃縮物に対し

AEDA を行い、各香気成分の寄与度を調べた。グレープフルーツ果皮の極性画分および

グレープフルーツ果汁の香気濃縮物を CH2Cl2にて 1:4、1:16、1:64、1:256、1:1024 の

割合になるように順次希釈し、各希釈液に対し 2 名で GC-O にて分析を行い、FD factor

を決定した。 

 

4.2.5 SIDA による rotundone の定量 

4.2.5.1 検量線の作成 

 Rotundone と rotundone-d2,3の混合割合（1:10～6:1）と、それぞれの混合割合における

4.2.5.4 に記載の GC-MS 測定にて得られた rotundone と rotundone-d2,3のピーク面積値の

比をプロットし検量線を作成した（図 4-5）。Rotundone のピーク面積値は m/z 218.2 の

selected ion monitoring（SIM）モードで測定した際に得られたピーク面積値を、

rotundone-d2,3のピーク面積値は m/z 220.2 および 221.2 の SIM モードで測定した際に得

られたピーク面積値の和を用いた。作成した検量線は良い直線性を示した（R
2
=0.9998）。 

 

4.2.5.2 グレープフルーツ果皮における rotundone の定量 

 グレープフルーツ果皮のフラベド（ホワイト: 202 g, ピンク: 198 g）を粉砕し、そこ

に rotundone-d2,3（純度 93.5%, GC-FID）の EtOH 溶液（1.01 μg/mL）0.5 mL を添加した。

CH2Cl2（各 400 mL）を加え、30 分激しく撹拌し、濾紙濾過して CH2Cl2溶液を得た。果

皮残渣に対し CH2Cl2（各 200 mL×2 回）で同様の方法で抽出し、得られた CH2Cl2溶液

を合わせて、減圧下で約 50 mL まで濃縮し、50 ℃で SAFE を行った。得られた留分を

減圧濃縮し、得られた濃縮物（ホワイト: 5.4 g, ピンク: 5.9 g）に対しシリカゲルカラム

クロマトグラフィー（Wakogel
®
 C-100: 50 g）を行った。展開液として n-hexane（各 500 
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mL）、AcOEt（各 500 mL）を順に流し、AcOEt 画分を減圧濃縮し、濃縮物（ホワイト: 

62.7 mg, ピンク: 112.4 mg）を得た。得られた濃縮物に対し、4.2.5.5 に記載の条件で 2

回の分取HPLCによる分画を行い、HPLC分画物（ホワイト: 18.7 mg, ピンク: 15.2 mg, 各

エーテル溶液）を得た。得られた HPLC 分画物に対し、4.2.5.4 に記載の GC-MS 測定を

行い、m/z 218.2 で得られた rotundone のピーク面積値と m/z 220.2 と 221.2 で得られた

rotundone-d2,3のピーク面積値の和を算出し、4.2.5.1 で作成した検量線より rotundone の

濃度を算出した。この一連の操作を 3 回行い、3 回の平均を定量値とした。 

 

4.2.5.3 グレープフルーツ果汁における rotundone の定量 

 グレープフルーツ果汁（ホワイト: 801 g, ピンク: 1015 g）に、rotundone-d2,3（純度 93.5%, 

GC-FID）の EtOH 溶液（10.1 ng/mL）を 1 mL 添加し、食塩（各 120 g）を加えた後、Et2O

（各 800 mL）で抽出した。Et2O 溶液を Na2SO4で脱水し、減圧下で約 100 mL まで濃縮

し、50 ℃で SAFE を行った。得られた留分を Na2SO4で脱水し、減圧濃縮して得られた

濃縮物（ホワイト: 16.7 mg, ピンク: 12.8 mg）に対し、4.2.5.5 に記載の条件で分取 HPLC

による分画を行い、HPLC 分画物（ホワイト: 21.2 mg, ピンク: 20.4 mg, 各エーテル溶液）

を得た。得られた HPLC 分画物に対し、4.2.5.4 に記載の GC-MS 測定を行い、m/z 218.2

で得られた rotundone のピーク面積値と m/z 220.2 と 221.2 で得られた rotundone-d2,3のピ

ーク面積値の和を算出し、4.2.5.1 で作成した検量線より rotundone の濃度を算出した。

この一連の操作を 3 回行い、3 回の平均を定量値とした。 

 

4.2.5.4 GC-MS 測定 

 本項の GC-MS 測定は、Agilent 5975 質量検出器（Agilent Technologies）が接続された

Agilent 7890 ガスクロマトグラフにて行った。カラムは InertCap WAX（0.25 mm i.d. × 60 

m、0.25 μm film thickness; ジーエルサイエンス）を使用した。注入口温度は 250 ℃に設
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定し、各試料はスプリットレス モードで 1 μL注入した。オーブンは、最初の 5分間40 ℃

で保持した後、10 ℃/min にて 190 ºC まで昇温し、190 ℃で 20 分保持した。キャリア

ガスにはヘリウムを使用し、1.0 mL/min の一定流量とした。 

 

4.2.5.5 分取 HPLC 分画 

 分取HPLCによる分画は、Shimadzu LC-20AT、Shimadzu SIL-20AC、Shimadzu CTO-20A、

Shimadzu SPD-M20A、Shimadzu CBM-20A（島津製作所）から構成されたシステムを用

いた。「4.2.5.2 グレープフルーツ果皮における rotundone の定量」では 2 回の HPLC

分画を、「4.2.5.3 グレープフルーツ果汁における rotundone の定量」では 1 回の HPLC

分画を行った。1 回目の HPLC 分画は、以下に示した条件で行った。 

 

表 4-1 1 回目の HPLC 分画条件 

原料： 約 20% MeOH 溶液 

カラム： 
Inertsil ODS-3（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; ジーエル

サイエンス） 

移動相： MeOH/H2O=70/30→80/20 (0～10 min), 90/10 (10～15 min) 

流速： 2.0 mL/min 

カラム温度： 40 ℃ 

分取時間： 8.6～10.0 min 

 

得られた留分に対し、減圧下溶媒を除去し、食塩（15%, w/w）を加え、Et2O で抽出

した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧濃縮し、HPLC 分画物を得た。4.2.5.2 において

は、得られたHPLC分画物に対して、2回目のHPLC分画を以下に示した条件で行った。 
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表 4-2 2 回目の HPLC 分画条件 

原料： 約 10% MeCN 溶液 

カラム： 
Sunrise C28（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; クロマニッ

クテクノロジーズ） 

移動相： MeCN/H2O=80/20 (0～20 min) 

流速： 1.0 mL/min 

カラム温度： 40 ℃ 

分取時間： 6.0～7.5 min 

 

得られた留分は、1 回目の HPLC 分画と同様の方法にて処理し、HPLC 分画物を得た。 

 

4.2.6 機器分析 

4.2.6.1 GC-MS 

 「4.2.1.3 Rotundone-d2,3の合成」における GC-MS 測定は、Agilent 5975 質量検出器と

FID が接続された Agilent 7890 ガスクロマトグラフにて行った。カラムは InertCap WAX

（0.25 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film thickness; ジーエルサイエンス）を使用した。カラ

ム末端は 2 つに分岐し、不活性キャピラリーカラムにて質量検出器および FID に分配し

た。注入口温度は 250 ℃に設定し、各試料はスプリット比 50:1 にて 1 μL 注入した。オ

ーブンは、最初の 3 分間 40 ℃で保持した後、3 ℃/min にて 230 ℃まで昇温し、キャリ

アガスにはヘリウムを使用し、1.8 mL/min の一定流量とした。マススペクトルは EI モ

ードで 70 eV のイオン化電圧にて測定を行った。合成品の純度は FID によって得られ

るクロマトグラムのピーク面積値より算出した。 

 

4.2.6.2 GC-MS/O 

 GC-MS/O 測定は、Agilent 5975 質量検出器と GERSTEL ODP 3 匂い嗅ぎ口が接続され

たAgilent 7890 ガスクロマトグラフにて行った。カラムは InertCap WAX（0.25 mm i.d. × 

60 m、0.25 μm film thickness）を使用した。カラム末端は 2 つに分岐し、不活性キャピ
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ラリーカラムにて質量検出器および匂い嗅ぎ口に分配した。注入口温度、試料注入量、

スプリット比、MS イオン化条件は 4.2.6.1 記載の GC-MS 測定と同一の条件で行った。

オーブンは最初の 3 分間 40 ℃で保持し、その後 3 ℃/min にて 230 ℃まで昇温し、キ

ャリアガスにはヘリウムを使用し、1.8 mL/min の一定流量とした。各化合物の RI は C5

から C30 の直鎖アルカンの保持時間を基準に算出した。 

 

4.2.6.3 HRMS 

 HRMS は、AccuTOF GCv 4G（日本電子）にて測定した。カラム、注入口温度、試料

注入量、スプリット比、オーブン昇温条件、キャリアガス、流量は 4.2.6.2 記載の GC-O

測定と同一の条件で行った。 

 

4.2.6.4 NMR 

 1
H NMR（400 MHz）、13

C NMR（100 MHz）は、JEOL JNM-ECX400（日本電子）に

て測定した。測定は CDCl3中、tetramethylsilane を内部標準化合物として用いた（δ = 0.00 

ppm）。ケミカルシフトは ppm、カップリングコンスタント（J 値）は Hz で記載した。 

 

4.2.7 官能評価 60-65) 

 長谷川香料株式会社 総合研究所の所員 12 名をパネリストとして評価を行った。評価

試料としては、搾りたてのホワイトグレープフルーツ果汁とホワイトグレープフルーツ

香気再構築液の rotundone 無添加品（香気再構築液 A）と添加品（香気再構築液 B）を

用意した。香気再構築液 A は、3.2.5 で調製したホワイトグレープフルーツ香気再構築

液を用いた。香気再構築液 B は、香気再構築液 A に rotundone（29.6 ng/kg）を添加して

調製した。 

 評価用語は、事前のセッションにおいてパネリストに搾りたてのホワイトグレープフ
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ルーツ果汁の匂いを評価しディスカッションを行いながら 7 つの評価用語（sweet, sour, 

bitter, fresh, juicy, peely, harmonious）を選定した。乱数表により 3 桁の試料番号をつけた

試料 3種を 1セットとしてパネリストに提示した。パネリストは各試料の香気に関して、

各評価用語につき、1（感じない）、2（弱い）、3（普通）、4（強い）、5（非常に強

い）の 5段階で評価を行った。官能評価実験は 23 ℃に設定された静かな部屋で行った。

各評価用語についてスコア平均値を算出し、スパイダーチャートにプロットした。 

 官能評価結果の有意差を検定するため、分散分析および Tukey の多重比較検定を行っ

た。分散分析では修正ファクター、平方和、自由度、平均平方、分散比（F 値）を算出

し、確立水準 0.05 および 0.01 で有意差を検定した。Tukey の多重比較検定ではそれぞ

れの評価用語について標準誤差および最小有意差を算出し、確立水準 0.05 で有意差を

検定した。 



93 

 

4.3 結果および考察 

4.3.1 グレープフルーツの果皮と果汁の重要香気成分の決定 

ホワイトグレープフルーツおよびピンクグレープフルーツの果皮および果汁の香気

における rotundone の貢献度を調べるため、AEDA を行った。果皮に関しては、揮発性

成分（香気濃縮物）の 9 割がテルペン系炭化水素で構成されており、グレープフルーツ

香気に大きく寄与しているのは微量の含酸素部（極性画分）であることが過去の研究で

分かっていたことより、香気濃縮物からシリカゲルカラムクロマトグラフィーにて極性

画分を調製し、得られた極性画分に対し AEDA を行った。AEDA の結果、rotundone は

いずれにおいても高い FD factor を示した（表 4-3）。特に、果汁の香気濃縮物において

は、すでに重要香気成分として知られている trans-4,5-epoxydec-2(E)-enal、ethyl butanoate、

ethyl 2-methylbutanoate と共に最も高い FD factor（FD 1024）であった。4.1 で述べたよう

にグレープフルーツの香気に関してはこれまで様々な報告があるが、rotundone が高い

FD factor を有していることを示したのは今回の分析が初めてである。 
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表 4-3 ホワイトおよびピンクグレープフルーツ果皮および果汁の重要香気成分 

No. odorant odor quality
a
 

RI on 
InertCap WAX 

FD 
factor

b
 

identification 
mode

c
 

white grapefruit peel 

1 octanal aldehydic 1299 1024 MS, RI, GC-O 

2 decanal aldehydic 1514 1024 MS, RI, GC-O 

3 linalool floral 1552 1024 MS, RI, GC-O 

4 (E)-non-2-enal fatty 1557 1024 RI, GC-O 

5 trans-4,5-epoxydec-2(E)-enal metallic 2026 1024 RI, GC-O 

6 (E,E)-deca-2,4-dienal fatty 1834 1024 MS, RI, GC-O 

7 rotundone woody 2308 256 RI, GC-O 

8 nonanal aldehydic 1727 256 MS, RI, GC-O 

9 (Z)-hex-3-enal green 1156 256 MS, RI, GC-O 

pink grapefruit peel 

1 octanal aldehydic 1299 1024 MS, RI, GC-O 

2 decanal aldehydic 1514 1024 MS, RI, GC-O 

3 linalool floral 1552 1024 MS, RI, GC-O 

4 (E)-non-2-enal fatty 1557 1024 RI, GC-O 

5 trans-4,5-epoxydec-2(E)-enal metallic 2026 1024 RI, GC-O 

6 (E,E)-deca-2,4-dienal fatty 1834 256 MS, RI, GC-O 

7 rotundone woody 2308 256 RI, GC-O 

8 nonanal aldehydic 1727 256 MS, RI, GC-O 

white grapefruit juice 

1 ethyl butanoate fruity 1043 1024 MS, RI, GC-O 

2 trans-4,5-epoxydec-2(E)-enal metallic 2027 1024 RI, GC-O 

3 rotundone woody 2308 1024 RI, GC-O 

4 ethyl 2-methylbutanoate fruity 1059 256 MS, RI, GC-O 

5 ethyl methylpropionate fruity 972 256 MS, RI, GC-O 

6 vanillin vanilla-like 2606 256 MS, RI, GC-O 

pink grapefruit juice 

1 ethyl 2-methylbutanoate fruity 1059 1024 MS, RI, GC-O 

2 trans-4,5-epoxydec-2(E)-enal metallic 2027 1024 RI, GC-O 

3 rotundone woody 2308 1024 RI, GC-O 

4 wine lactone sweet 2285 256 MS, RI, GC-O 

5 hexanal green 1091 256 MS, RI, GC-O 

a
 Odor quality perceived at the sniffing port.  

b
 FD factor, flavor dilution factor 

c
 MS, reference mass spectrum; RI, retention indices; GC-O, gas chromatography-olfactometry. 
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4.3.2 グレープフルーツの果皮と果汁における rotundone の定量 

 Rotundone は黒胡椒や白胡椒では比較的高濃度で存在しているが、Shiraz ワインや他

のスパイス類では低濃度であることが報告されている 76)。第三章において、グレープフ

ルーツで rotundone を同定するにあたり、香気濃縮物に対し 2 回の HPLC 分画を行い、

初めてマススペクトルを得ることができたことを踏まえると、グレープフルーツ中でも

rotundone は低濃度であり、定量を行うにあたっては、同定の際と同様の香気濃縮物の

分画が必要になると考えられた。そこで、今回定量方法として、分画工程が多くとも正

確な定量が可能である SIDA
24)を選択した。 

 Rotundone の SIDA に関しては、安定同位体標識化合物として Genthner らが

rotundone-d4
77)を、Siebert らが rotundone-d5

98)を報告している（図 4-1）。特に rotundone-d5

に関しては、ワインや他の天然物の SIDA において内部標準物質として広く用いられて

いる 76,98-111)。しかしながら、これら 2 つの安定同位体標識化合物はカルボニル基の α 位

および γ 位が重水素化されているため、グレープフルーツ果汁のような比較的酸性の強

い試料に用いた場合にカルボニル基の α位および γ位がプロトン化されてしまうことが

危惧された。そのため、酸性条件下でもプロトン化が起こらないような安定同位体標識

化合物として rotundone-d2,3を新規に合成することとした（図 4-2）。 

 

 

図 4-1  Rotundone-d4および rotundone-d5 
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図 4-2  Rotundone-d2,3 

 

 図 4-3 に示したように、rotundone を出発物質として、isopropenyl 基を epoxy 化および

酸化的開裂によって acetyl 基へと変換後、Grignerd 反応により重水素化された methyl

基を導入し、生じた水酸基を acetyl 化および熱分解による脱酢酸を行って、rotundone-d2,3

を合成した。しかしながら、GC-MS 分析を行ったところ、m/z 222（rotundone-d3の「分

子イオン+1」および rotundone-d4の「分子イオン」に由来）で抽出したイオンクロマト

グラムにおいて、65.35～65.65 分のピークがブロードしており、65.35～65.45 分付近に

rotundone-d4が存在していることが示唆された（図 4-4）。これは、脱酢酸の際に生じた

acetic acid-d1によって rotundone-d3のカルボニルの α 位が重水素化されて副生したと考

えられた。なお、rotundone-d2のカルボニルの α 位が重水素化されて生じた rotundone-d3

ももちろん存在していたと考えられるが、GC-MS 分析では判別できなかった。これら

の副生物は rotundone-d2,3が acetic acid-d1と加熱されたことで生じたと推測されるため、

副生物を含む rotundone-d2,3に acetic acid を加え加熱すれば元に戻ると考えられた。そこ

で、rotundone-d4を含む rotundone-d2,3に acetic acid を加え、熱分解の際と同様の条件で

加熱反応を行ったところ、m/z 222 で抽出したイオンクロマトグラムにおいてピークが

シャープになり、rotundone-d4の消失が確認され、純粋な rotundone-d2,3 を得ることがで

きた（図 4-4）。 
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図 4-3  Rotundone-d2,3の合成 

 

 

図 4-4  Acetic acid 処理前後の rotundone-d2,3のイオンクロマトグラム 
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 Rotundone と rotundone-d2,3の混合割合（1:10～6:1）と、それぞれの混合割合における

GC-MS 測定のピーク面積値の比から作成した検量線は非常に良い直線性（R
2
=0.9998）

を示したため（図 4-5）、rotundone-d2,3 を内部標準として用いてホワイトグレープフル

ーツおよびピンクグレープフルーツの果皮および果汁に対して SIDA を行った。なお、

グレープフルーツ香気濃縮物の HPLC 分画物に対し、MD-GC-MS を使用して chemical 

ionization による rotundone および rotundone-d2,3の検出を試みたが、構造不明な不純物が

目的のピークに重なってしまうことが分かったため、測定は GC-MS を使用して EI によ

る SIM モード（m/z 218.2, 220.2, 221.2）での分析を選択した（図 4-6）。定量の結果、

rotundone 存在量は果汁より果皮の方が多いことが分かった（表 4-4）。一般的に柑橘類

の香気量は果汁よりも果皮の方が多いことが知られており、今回の定量結果はこのこと

と合致した。文献記載の rotundone の水中での閾値（8 ng/kg）76)と今回の定量結果より、

OAV を算出した。存在量の少ない果汁であっても OAV は 1 以上を示したことから、

rotundone はホワイトグレープフルーツおよびピンクグレープフルーツの果皮および果

汁において香気的に貢献している重要香気成分であることが証明された。 

 

図 4-5 Rotundone と rotundone-d2,3の混合割合と GC-MS 面積比による検量線 
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図 4-6 Rotundone および rotundone-d2、rotundone-d3の SIM モードでのイオンクロマト

グラム（m/z 218.2, 220.2, 221.2） 

 

表 4-4 ホワイトグレープフルーツ果皮、ピンクグレープフルーツ果皮、ホワイトグレ 

ープフルーツ果汁およびピンクグレープフルーツ果汁中の rotundone 存在量お

よび odor activity value（OAV） 

 concentration (ng/kg) OAV
a
 

white grapefruit peel (WGP) 2180 273 

pink grapefruit peel (PGP) 1920 240 

white grapefruit juice (WGJ) 29.6 4 

pink grapefruit juice (PGJ) 49.8 6 

a
 Calculated with the odor threshold in water (8 ng/kg). 

b
 The relative standard deviations are as follows;  

WGP: 9.89, PGP: 7.24, WGJ: 12.4, and PGJ: 26.9. 

 

4.3.3 グレープフルーツ香気における rotundone の効果の検証 

 グレープフルーツ香気における rotundone の効果を検証するために、ホワイトグレー

プフルーツ果汁中の定量結果（29.6 ng/kg）を用いて官能評価を行った。評価試料とし

ては、搾りたてのホワイトグレープフルーツ果汁とホワイトグレープフルーツ香気再構

築液の rotundone 無添加品（香気再構築液 A）と添加品（rotundone を 29.6 ng/kg 添加, 香
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気再構築液 B）を用意した。なお、興味深いことに、香気再構築液 B には rotundone が

閾値以上添加されているにも関わらず、直接 woody香気が感じられることはなかった。

これは他の香気成分との相互作用によるものと考えている。 

官能評価の結果、香気再構築液 B は香気再構築液 A に比べ、「fresh」「juicy」「peely」

「harmonious」の項目が有意に向上し、ホワイトグレープフルーツ果汁のスコアに近づ

くことが分かった（図 4-7）。すなわち、rotundone は、天然中の存在量でグレープフル

ーツ香気に添加しても自身の持つ woody 香気が付与されることはなく、グレープフル

ーツの様々な香気特徴に影響し天然感を増強させることから、搾りたてのホワイトグレ

ープフルーツの香りの再現に非常に有用な成分であると結論された。 

 

 

図 4-7 ホワイトグレープフルーツ香気再構築液に対する rotundone の添加効果 

（異なる文字の付いている項目では有意に異なる） 
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4.4 結論 

本研究では、香料産業的に需要が多いグレープフルーツに着目し、ホワイトグレープ

フルーツおよびピンクグレープフルーツの果皮、果汁の香気における rotundone の貢献

度や存在量を AEDA や SIDA により詳細に調べた。各グレープフルーツの果皮の香気濃

縮物の極性画分および果汁の香気濃縮物の GC-O および AEDA を行ったところ、

rotundone はいずれにおいても高い FD factor を示した。SIDA を行うにあたり、果汁の

ような比較的酸性が強い条件下でもプロトン化が起こらないような安定同位体標識化

合物として rotundone-d2,3を合成した。Rotundone-d2,3を内部標準物質として用い SIDA に

より各グレープフルーツの果皮、果汁中の rotundone の存在量を測定したところ、ホワ

イトグレープフルーツ果皮: 2180 ng/kg、ピンクグレープフルーツ果皮: 1920 ng/kg、ホワ

イトグレープフルーツ果汁: 29.6 ng/kg、ピンクグレープフルーツ果汁: 49.8 ng/kg であり、

果汁より果皮の方が多いことが分かった。一般的に柑橘類の香気量は果汁よりも果皮の

方が多いことが知られており、今回の定量結果と合致した。また、存在量を文献記載の

閾値（8 ng/kg）で割った値であるOAVは果汁であっても1以上を示すことから、rotundone

が香気的に貢献していることが証明された。グレープフルーツの香気において

rotundone が大きく寄与していることを明らかにしたのは、本研究が初めてである。 

グレープフルーツ香気における rotundone の効果を検証するために、搾りたてのホワ

イトグレープフルーツ果汁と文献記載の定量値から調製したホワイトグレープフルー

ツ香気再構築液の rotundone 無添加品（香気再構築液 A）と添加品（29.6 ng/kg 添加，香

気再構築液 B）を用いて官能評価を行った。官能評価の結果、香気再構築液 B は香気再

構築液 A に比べ、「fresh」「juicy」「peely」「harmonious」の項目が有意に向上し、ホ

ワイトグレープフルーツ果汁のスコアに近づくことが分かった。 

以上のことから、rotundone はグレープフルーツ香気の再現に効果的な重要香気成分

であり、rotundone を用いることによって、より天然感のある新規なグレープフルーツ
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フレーバーの創生が可能となったと考える。 



103 

 

第五章  

果物の新規香気成分としての rotundone 立体異性体の解明とその有用性評価 112)
 

 

5.1 序 

セスキテルペンは天然に広く存在し、フェロモン活性や抗腫瘍活性、抗ウイルス活性

など様々な生物活性を有しているものが多い 113)。芳香性のセスキテルペンもいくつか

知られているが、特に含酸素セスキテルペンは精油において重要香気成分であることが

多い。グレープフルーツ様の香気を有する nootkatone やパチョリ様の香気を有する

patchoulol、オレンジ様の香気を有する α-sinensal や β-sinensal などの様々な芳香性含酸

素セスキテルペンが知られている。セスキテルペンは 3 ユニットの isoprene から構成さ

れているため構造的多様性が高く、さらに、構造が複雑なため天然からの単離や有機化

学による合成も難しく、新規のセスキテルペンの構造解明は非常に困難である。しかし

ながら、未だ天然には新規の芳香性セスキテルペンが多く存在しており、それらの解明

は香気分析分野や香料業界における重要なテーマの一つである。 

第三章、第四章で研究対象であった rotundone は guaiene 骨格を有する含酸素セスキ

テルペンである。3 つの不斉中心を有しているため(3S,5R,8S)-体である rotundone を含め

8 つの立体異性体が存在するが、rotundone の立体異性体に関しては、未だ天然からの同

定や有機化学による合成などの報告はない。第三章、第四章でのグレープフルーツ、オ

レンジ、リンゴ、マンゴーの GC-MS 分析において、rotundone と類似の RI およびマス

スペクトルを有する構造不明の成分が検出され、その物性より rotundone の立体異性体

と推測された。Rotundone はグレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気に

天然感を増強させる有用な成分であり、その立体異性体にも同様あるいはそれ以上の有

用性があることが期待される。そこで本章では、この rotundone の立体異性体と推測さ

れる構造不明成分を解明し、その香気特性を明らかにすることを目的に検討を行った。 
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5.2 試料および実験方法 

5.2.1 試料および試薬・化合物 

5.2.1.1 試料 

オレンジ精油の高沸点留分およびグレープフルーツ、リンゴ、マンゴーは、3.2.1.1 お

よび 4.2.1.1 に記載のものを使用した。 

 

5.2.1.2 試薬・化合物 

 Rotundone は 3.2.1.3 で合成したものを使用した。Sodium ethoxide は東京化成工業株式

会社から、99.5% EtOH は純正化学株式会社から購入した。その他の試薬は分析グレー

ドのものを使用した。 

 

5.2.1.3 3-epi-Rotundone の調製 

 Sodium ethoxide の 1.0 M EtOH 溶液（5 mL）に rotundone（150 mg, 0.687 mmol）を加

え、室温で 2 日間撹拌を行った。反応溶液を飽和 NH4Cl 溶液に注ぎ、AcOEt で抽出し

た。有機層を水、飽和食塩水で洗浄し、MgSO4にて乾燥して、減圧下濃縮した。濃縮物

（146 mg）に対し分取 HPLC を行った。分取 HPLC は Shimadzu LC-20AR、Shimadzu 

SIL-20AC、Shimadzu CTO-20A、Shimadzu SPD-M20A、Shimadzu CBM-20A（島津製作所）

から構成されたシステムを用い、以下に示した条件で行った。 
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表 5-1 HPLC 分画条件 

原料： 5% n-hexane/EtOH=95/5 溶液 

カラム： 

TCI Chiral CH-S（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm i.d.; 東京化

成工業）×TCI Chiral CH-S（5 μm particle size, 250 mm × 4.6 mm 

i.d.; 東京化成工業）×CHIRALPAK IA（5 μm particle size, 250 mm 

× 4.6 mm i.d.; ダイセル） 

移動相： n-hexane/EtOH=99/1 (0～10 min) 

流速： 2.0 mL/min 

カラム温度： 30 ℃ 

分取時間： rotundone: 7.35～7.55 min, 3-epi-rotundone : 8.35～8.60 min 

 

得られた留分に対し、減圧下溶媒を除去し、rotundone（24.3 mg、純度>99.9% by 

GC-FID）および 3-epi-rotundone（21.4 mg、純度>99.9% by GC-FID）を得た。 

3-epi-Rotundone ：1
H NMR: δ 4.74 (1H, q, J = 0.8, 12-Ha), 4.71 (1H, quint, J = 1.6, 12-Hb), 2.98 

(1H, ddq, J = 11.2, 3.6 and 7.6, 10-H), 2.66 (1H, app quint, J = 6.8, 4-H), 2.59 (1H, ddd, J = 0.8, 

6.4 and 18.8, 3-Hα), 2.54 (1H, dd, J = 15.6 and 11.6, 6-Hβ), 2.41 (1H, dt, J = 15.2 and 2.4, 6-Hα), 

2.00 (1H, dd, J = 18.4 and 1.6, 3-Hβ), 1.92 (1H, m, 7-H), 1.87–1.74 (3H, overlapping m, 8-H 

and 9-Hα), 1.77 (3H, t, J = 0.8, 13-H), 1.52 (1H, m, 9-Hβ), 1.17 (3H, d, J = 6.8, 14-H), 1.03 (3H, 

d, J = 7.2, 15-H). 
13

C NMR: δ 208.1 (C2), 177.4 (C5), 150.8 (C11), 145.4 (C1), 109.0 (C12), 46.2 

(C7), 43.1 (C3), 37.2 (C4), 36.1 (C6), 32.6 (C9), 30.9 (C8), 26.9 (C10), 20.4 (C13), 19.3 (C14), 16.7 

(C15).（NMR のアサイメントには、文献 76）に記載の炭素番号を使用した。図 5-7 参照。）。

GC-MS: 219 (16), 218 (M
+
, 100), 203 (42), 176 (9), 175 (28), 163 (14), 162 (18), 161 (28), 148 

(13), 147 (38), 137 (25), 135 (16), 134 (21), 133 (24), 121 (15), 120 (18), 119 (30), 109 (11), 

107 (19), 105 (31), 95 (12), 93 (20), 91 (38), 81(9), 79 (22), 77 (24), 69 (11), 67 (17), 65 (11), 

55 (13), 53 (11), 41 (21), 39 (13). HRMS (EI) calculated for C15H22O 218.16706, found 

218.16501. [α]
20

D  −66 (c 0.57, CHCl3).  

3-epi-Rotundone の RI は 2305（InertCap WAX）および 1680（InertCap 1MS）であった。

また、得られた rotundone の NOESY のデータより、文献記載 76)の rotundone の 6-Hαと
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6-Hβのアサインメントは逆であることが判明した。 

 

5.2.2 果物中での構造不明成分の検出 

 「3.2.2 構造不明成分の解明」および「3.2.3 グレープフルーツ、リンゴ、マンゴー

における rotundone の同定」ならびに「4.2.5 SIDA による rotundone の定量」において、

rotundone のマススペクトルの検出を目的とした GC-MS 分析を行ったところ、目的の構

造不明成分が常に rotundone に隣接した状態で検出された（図 5-1, 5-2）。香気濃縮物の

調製および分析条件は、3.2.2 および 3.2.3、4.2.5 に示したとおりである。 

 

5.2.3 機器分析 

5.2.3.1 GC-MS 

「5.2.1.3 3-epi-Rotundone の調製」における GC-MS 測定は、Agilent 5975 質量検出器

（Agilent Technologies）と FID が接続された Agilent 7890 ガスクロマトグラフにて行っ

た。カラムは、InertCap WAX（0.25 mm i.d. × 60 m、0.25 μm film thickness；ジーエルサ

イエンス株式会社）を使用した。カラム末端は 2 つに分岐し、不活性キャピラリーカラ

ムにて質量検出器および FID に分配した。注入口温度は 250 ℃に設定し、各試料はス

プリット比 50:1 にて 1 μL 注入した。オーブンは最初の 5 分間 40 ℃で保持した後、3 ℃ 

/min にて 230 ℃まで昇温し、キャリアガスにはヘリウムを使用し、1.8 mL/min の一定

流量とした。マススペクトルは EI モードで 70 eV のイオン化電圧にて測定を行った。

各化合物の RI は C5 から C30 の直鎖アルカンの保持時間を基準に算出した。合成品の

化学純度は FID によって得られるクロマトグラムの面積値より算出した。 
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5.2.3.2 HRMS 

 HRMS は、AccuTOF GCv 4G（日本電子）にて測定した。カラム、注入口温度、試料

注入量、スプリット比、オーブン昇温条件、キャリアガス、流量は 5.2.3.1 記載の GC-MS

測定と同一の条件で行った。 

 

5.2.3.3 NMR 

 1
H NMR（400 MHz）、13

C NMR（100 MHz）、H-H COSY、HMQC、HMBC および

NOESY は、JEOL JNM-ECX400（日本電子）にて測定した。測定は CDCl3 中、

tetramethylsilane を内部標準化合物として用いた（δ = 0.00 ppm）。ケミカルシフトは ppm、

カップリングコンスタント（J 値）は Hz で記載した。1
H NMR および 13

C NMR の各シ

グナルのアサイメントには、図 5-7 の化合物に記載された番号を使用した。 

 

5.2.3.4 比旋光度 

比旋光度は、P-2300 polarimeter（日本分光） にて測定した。 

 

5.2.4 閾値測定 

文献 76,114)を参考に、水中での 3-epi-rotundone と rotundone の匂いの閾値を測定した。

3-epi-Rotundone の閾値測定の際は 32 人（男性 22 人、女性 10 人）、rotundone の閾値測

定の際は 25 人（男性 16 人、女性 9 人）の長谷川香料株式会社 総合研究所の所員をパ

ネリストとして評価を行った。3-epi-Rotundone に関しては、12.8、64、320、1600、8000、

40000、200000 および 1000000 ng/kg の濃度の試料を調製した。Rotundone に関しては、

0.00512、0.0256、0.128、0.64、3.2、16、80、400、2000 および 10000 ng/kg の濃度の試

料を調製した。最も濃い濃度の試料は、3-epi-rotundone あるいは rotundone の EtOH 溶液

を水で 10000 倍に希釈して調製した。ブランクの試料には、同量の EtOH を加えた。試
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料 2 g を 30 mL の瓶（ねじタイプ）入れ、3 桁の乱数を記入した。3-epi-Rotundone ある

いは rotundone の試料 1 本とブランク試料 2 本の計 3 本をセットにして、濃度の低い順

にパネリストに提示した。パネリストには、瓶の蓋を開け、匂いを嗅いで、匂いの異な

るものを評価用紙に記載するように指示した。同時に、パネリストには識別に成功した

試料の匂いを評価してもらった。実験は 23 ℃に設定された静かな部屋で行った。各パ

ネリストの閾値を以下の式により計算し、最も濃い濃度での試験に正解することのでき

たパネリスト（3-epi-rotundone : 男性 15 人、女性 9 人, rotundone : 男性 13 人、女性 9

人）に対し、各パネリストの閾値を幾何平均して 3-epi-rotundone あるいは rotundone の

閾値とした。 

 

各パネリストの閾値 ＝ 

最も高い濃度パネリストが間違えた最も低い濃度　パネリストが正解した     
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5.3 結果および考察 

5.3.1 様々な果物中での構造不明成分の検出 

 これまでの第三章、第四章における rotundone の検出を目的とした GC-MS 分析にお

いて、rotundone と類似のマススペクトルを有する構造不明の成分が常に rotundone と一

緒に検出された。本成分は極性カラム（InertCap WAX）での GC 測定において rotundone

より少し大きい RI を有し（rotundone：2300、構造不明成分：2305）、m/z 203 のイオン

強度が異なること以外は、両者のマススペクトルは非常に類似していた。3.3.1 におい

て、オレンジ精油の高沸点留分から rotundone を単離した際にも、単離した rotundone

中に本成分は存在しており（図 5-1）、さらに 3.3.2 のグレープフルーツ、リンゴ、マン

ゴーでの rotundone の同定や 4.3.2 のグレープフルーツの果皮および果汁での rotundone

の定量においても、存在割合はそれぞれの果物・部位によって異なっていたが、常に本

成分は rotundone に隣接して検出された（図 5-2）。本成分は無極性カラム（InertCap 1MS）

では rotundone と分離せず、極性カラム（InertCap WAX）でも強い woody 香を放つ

rotundone の直後に検出されるため、GC-O で本成分の香気を評価することは困難であっ

た。RI やマススペクトルから本成分は rotundone の立体異性体であると推測したが、ト

ータルイオンクロマトグラムのピーク面積値から果物香気中での存在量は rotundone よ

りも少ないと考えられたので、果物から単離し構造決定することは困難であると考えた。 
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図 5-1 オレンジ精油の高沸点留分より単離した rotundone の GC-MS 測定 

 

 

図 5-2 各果物中の rotundone の GC-MS 測定 

I, II, III は scan モードで測定し、m/z 218 で抽出したイオンクロマトグラム 

IV は m/z 218.2 の SIM モードで測定したイオンクロマトグラム 

・オーブン温度条件  

I, III: 40 ℃で 5 分保持して、3 ℃/min で 230℃まで昇温 

II, IV: 40 ℃で 3 分保持して、10 ℃/min で 180 ℃まで昇温 
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5.3.2 構造不明成分の解明 

 SIDA 用の rotundone の安定同位体標識化合物として Siebert らから報告されている

rotundone-d5は、rotundone に対し 1M NaOEt/ethanol-d6溶液で処理することで調製されて

いる（図 5-3）78)。この合成を実際に行ったところに、rotundone-d5 の他に rotundone-d5

に類似のマススペクトルを示す副生成物が生成することが分かった（図 5-4）。この副

生成物と rotundone-d5 とのマススペクトルの違いは、先の構造不明成分と rotundone の

マススペクトルの違いと類似しており、この副生成物の重水素化されていないものが目

的の構造不明成分であると考えられた。Rotundone-d5を SIDA で使用している文献は数

多くあるものの 78,99-111)、この副生成物に関して言及している報告は無かったが、

rotundone-d5の生成機構から考察すると、中間体 A を通って rotundone-d5が生成する際

に、理論的には同時に 3-epi-rotundone-d5も生成すると考えられた（図 5-5）。このこと

から、副生成物は 3-epi-rotundone-d5であり、すなわち目的の成分は 3-epi-rotundone であ

ると推測した（図 5-6）。 

 

 

図 5-3 Rotundone-d5の合成 
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図 5-4 Rotundone-d5調製時の GC-MS 測定 

 

図 5-5 Rotundone-d5の生成機構 
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この推測を検証するため、rotundone-d5 の調製方法と同様に、rotundone に NaOEt を

作用させて目的成分が生成するか検討した。Rotundone を 1M NaOEt/EtOH 溶液で処理し

た結果、目的成分と同じマススペクトルおよび RI を有する成分 B が rotundone と約 1:1

の混合物として得られることが分かった（図 5-6）。構造解明を行うために必要な NMR

データを得るために、分取 HPLC を用い、rotundone と成分 B の分離を試みた。Rotundone

は非常に低い閾値（8 ng/kg, 水中）を有しており、極微量の rotundone が混在しただけ

で成分 B の香気に影響を及ぼすことが考えられたため、HPLC でなるべく完全に分離す

るような条件を探索した。Rotundone と成分 B は類似の極性を有していたため、立体異

性体の分離に有効なキラルカラムを用いることとし、両者が最大限分離するように 3 つ

のキラルカラム（2 つの Chiral CH-S と CHIRALPAK IA）を直結に繋いで使用すること

で、純粋な成分 B の単離に成功した。 

 

 

図 5-6  Rotundone を 1M NaOEt/EtOH 溶液で処理した際の GC-MS 分析 
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成分 B の各種 NMR データは rotundone の NMR データと類似しており、成分 B が

rotundone の立体異性体であることを支持していた。成分 B の立体を決定するため、

rotundone と成分 B の NOESY の比較を行った（図 5-7）。Rotundone と成分 B の 14-H

における NOE を比較すると、rotundone は 3-Hβ、4-H、6-Hα、6-Hβに相関があるのに対

し、成分 B は 3-Hα、3-Hβ、4-H、6-Hα、7-H に相関があり、rotundone の立体化学に基づ

いて考えると、成分 B は 3-epi-rotundone 〔 (3R,5R,8S)-5-isopropenyl-3,8-dimethyl- 

3,4,5,6,7,8-hexahydro-1(2H)-azulenone〕であると決定した。先に述べたように、成分 B は

果物中に含まれる目的の構造不明成分とマススペクトルおよび RI が一致しており、こ

のことから目的成分は 3-epi-rotundone であると同定した。 

 

 

図 5-7 Rotundone と 3-epi-rotundone の H14における NOE 相関 

 

5.3.3 3-epi-Rotundone の香気特性 

 Rotundone の香気特性に関しては、3.3.3 で述べたように、強い匂いの順応性、低い閾

値および GC-O における濃度依存の香気変化といった独特な香気特性を有している。ま

た、Wood らによる水中閾値の測定において、約 20%のパネリストが最も濃い濃度の試

料（4000 ng/kg）に関して rotundone の匂いを検知できなかったと報告されている 76)。

このような香気特性が立体異性体である 3-epi-rotundone も有しているのか検証するた

め、rotundone と 3-epi-rotundone の閾値測定および香気評価を行い比較することとした。 
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Wood らの報告 76)に倣い、3-epi-rotundone と rotundone の水中での閾値を三点比較法

（triangle test）にて測定した。我々が行った閾値試験においても、rotundone に関しては

32 人中 8 人（25%）、3-epi-rotundone に関しては 25 人中 3 人（12%）が最も濃い濃度で

それぞれの匂いを検知することができなかった。そのため、最も濃い濃度も検知できた

パネリストのサブグループでの閾値を算出した（表 5-2）。今回の試験で算出した

rotundone の閾値（5 ng/kg）は、Wood らが報告した閾値（8 ng/kg）と非常に近い値が得

られた。一方で、3-epi-rotundone の閾値（19100 ng/kg = 19.1 μg/kg）は、rotundone と比

較すると約 4000 倍も高い値であったが、食品中に含まれる一般的な香気成分の中では

2-acetylpyridine（19 μg/kg）109)や trans-2-hexenal（17 μg/kg）110)、γ-decalactone（11 μg/kg）

111)などと同程度の比較的低い部類の閾値であった。閾値測定と同時に行った閾値付近で

の香気評価において、rotundone は「woody, spicy, peppery」と評価されたのに対し、

3-epi-rotundone は「woody, spicy, peppery, citrus, grapefruit-like, powdery, celery-like」と評

価された。「woody, spicy, peppery」は両者で共通するものの、3-epi-rotundone は rotundone

に比べ、複雑な香気を有していることが分かった。また今回の一連の香気評価において、

3-epi-rotundone においても、希釈されていない状態では匂いを検知しづらく（ほぼ無臭

に感じられる）、匂いの順応も起こることが確認された。以上のことから、3-epi-rotundone

は閾値を除いて、rotundone と類似の香気特性を有していることが分かった。 

 

表 5-2 Rotundone と 3-epi-rotundone の水中での閾値と閾値付近での香気評価 

 
RI on 

InertCap WAX
 
 

threshold (ng/kg) 

in water
a
 

odor description
b
 

    

3-epi-rotundone 2305 19100 
woody, spicy, peppery, citrus, 

grapefruit-like, powdery, celery-like 

rotundone 2300 5 woody, spicy, peppery 
    

a
 Calculated as recognition threshold 

b
 Evaluated at the concentrations around each threshold 
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3-epi-Rotundone の果物中の存在量に関しては、図 5-2 から判断すると rotundone 以下

であり、今回測定した閾値を考慮すると 3-epi-rotundone の果物の香気への寄与はあまり

大きくないと予想される。しかしながら、3-epi-rotundone は一般的な香気成分の中では

比較的低い部類の閾値を有し、 rotundone と比べ「woody, spicy, peppery, citrus, 

grapefruit-like, powdery, celery-like」といった、より複雑な香気を有しているため、新規

の合成香料としては充分有用な素材であると考えられる。特に、「citrus, grapefruit-like」

の香調を有していることから、シトラスフレーバーおいて天然感の高い増強効果が期待

される。実際に合成香料として使用するに当たっては、より効率的に調製できる方法の

開発が必須である。今後、より容易に入手可能になった段階で、様々なフレーバーへの

応用を検討したい。 



117 

 

5.4 結論 

本章では、グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気中に存在する

rotundone の立体異性体と推測される構造不明成分の構造および香気特性の解明を行っ

た。目的の成分は各種果物香気中では極微量のため単離することは困難であると考えら

れたが、rotundone を 1M NaOEt/EtOH 溶液で処理すると生成することを見出し、分取

HPLC により単離した。Rotundone との 1D, 2D NMR および NOESY の比較により、本

成分を(3R,5R,8S)-体である 3-epi-rotundone であると決定した。天然から 3-epi-rotundone

を同定したのは今回の研究が初めてである。 

Rotundoneと3-epi-rotundoneの水中での閾値を測定した結果、それぞれ5 ng/kgと19100 

ng/kg であった。また、rotundone と 3-epi-rotundone の香気評価の結果、両者は閾値を除

いて類似の香気特性を有していることが分かった。3-epi-Rotundone は rotundone と比較

すると高い閾値を有しているものの、食品中に含まれる一般的な香気成分の中では低い

部類の閾値であり、「woody, spicy, peppery, citrus, grapefruit-like, powdery, celery-like」と

いった、より複雑な香気を有していることから、新規の合成香料として充分有用な素材

であると考えられる。特に、rotundone と比べ「citrus, grapefruit-like」の香調を有してい

ることから、シトラスフレーバーにおいて高い天然感増強効果が期待される。 

本研究は rotundone の立体異性体に関する初めての研究であり、今後より効率的に調

製できる方法の開発を行い、様々なフレーバーへの応用を検討し、研究を進めていきた

いと考えている。 
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第六章 総括 

 

消費者の嗜好性が多様化し、消費者意識が変化し続けている現代において、消費者視

点から市場を分析し要求に応えていくことは、産業界にとって大変重要なことである。

現代の消費者の食の志向は「健康」や「安全」へと向けられており、それによって飲食

品業界においては「天然」を訴求した製品が多く開発されている。そのため、香料業界

へは実際の食品の香気を再現したような天然感のあるフレーバーが強く要求されるよ

うになった。天然感のあるフレーバーの開発を行うに当たっては、実際の食品の香気分

析を行い、その食品の香気に寄与する重要香気成分を解明することが必須である。特に

微量重要香気成分に関しては、極微量であるがために構造解明に必要な分析データを得

ることが難しく同定するのが非常に困難である一方で、微量重要香気成分の解明は食品

の香気の完全な再現への道を開き、天然感のある高品質のフレーバーの創成には欠かせ

ないものとなっている。 

本論文では、「天然感を増強させる微量重要香気成分の解明とその有用性に関する研

究」と題し、日本食材として特に人気のある柚子とワサビ、また、定番の果物であるグ

レープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気分析を行った際に見出した微量重

要香気成分の解明とその有用性に関してまとめた。 

第一章では、本研究の背景として、香料、食品の香気分析、重要香気成分に関してま

とめた。また、本研究の動機付けとなった、柚子の微量重要香気成分

(6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one （ YUZUNONE
® ） と (6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-4-ol

（YUZUOL
®）の解明と有用性の評価に関して、重要香気成分の解明の例として述べた。 

 第二章では、ワサビの最高品種の一つである「真妻」を分析試料として、すりおろし

たてのワサビの香気に寄与する微量重要香気成分の解明とワサビ香気への有用性に関

してまとめた。ワサビ香気濃縮物の GC-O および AEDA を行い、FD factor 256 および
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1024 を示す 9 種の重要香気成分を同定した。9 成分の内、allyl isothiocyanate、4-pentenyl 

isothiocyanate、5-hexenyl isothiocyanate、6-(methylthio)hexyl isothiocyanate、vanillin は容

易に同定することができたが、2-isopropyl-3-methoxypyrazine、3-methyl-2,4-nonanedione、

(Z)-1,5-octadien-3-one、cis-3-methyl-4-decanolide はワサビ香気濃縮物中での存在量が微量

であったため、シリカゲルカラムクロマトグラフィーによる濃縮・精製を駆使し同定し

た。ワサビ中から初めて見出された cis-3-methyl-4-decanolide の絶対立体配置を、全立体

異性体の合成および AcTBDMSBCD カラムを用いたキラル GC-MS 分析によって、

(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide であると決定した。(3R,4R)-3-Methyl-4-decanolide が天然物

から同定されたのは、今回の分析が初めてである。同定した上述の 8 種の重要香気成分

か ら 調 製 し た ワ サ ビ 香 気 再 構 築 液 A 、 ワ サ ビ 香 気 再 構 築 液 A に

(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide を添加したワサビ香気再構築液 B、およびワサビ香気濃縮

物を用いて官能評価を行った。その結果、ワサビ香気再構築液 B はワサビ香気再構築

液 A と比較し、「creamy」のスコアの向上および「pungent」のスコアの減少が見られ、

いずれの評価用語においても、ワサビ香気濃縮物のスコアと有意な差が無くなった。す

なわち、(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide は、再構築液の香気特性を天然のワサビの香気濃

縮物の香気特性に近づける効果を有することが示された。以上のことから、

(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide がワサビをすりおろした時に立ち上がる特有の香りの再

現に非常に有用な成分であると結論づけた。 

 第三章では、グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの微量重要香気成分の

解明とその有用性に関してまとめた。グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴー

の GC-O において共通して強く検知される woody 香を有する構造不明な微量重要香気

成分の解明を行った。オレンジ精油の高沸点留分 約 800 g を使用し、減圧蒸留、3 回の

シリカゲルカラムクロマトグラフィーおよび 2 回の分取 HPLC を行い、純度 36.7%で目

的の成分 1.7 mg を単離した。高分解能 MS および 1D, 2D NMR から構造解析を行い、
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本成分を rotundoneと推定した。市販の(−)-guaiolより文献を参考に rotundoneを合成し、

合成標品と構造不明成分の各種分析データが一致したことから、オレンジ中の不明成分

の構造を rotundone と決定した。グレープフルーツ、リンゴ、マンゴー中の同じく woody

香を有する構造不明の成分に関しては、各香気濃縮物に対し分取 HPLC による分画を行

うことにより、MS を得ることに成功し、MS、2 種のカラムでの retention index および

匂いの質の全てが rotundone と同一であったことから rotundone と同定した。文献記載の

定量値からグレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーのモデル飲料を調製し、

rotundone を添加し官能評価を行ったところ、rotundone は閾値付近の微量な添加であっ

ても各果物モデル飲料の風味に大きく影響を及ぼし、いずれのモデル飲料においても

「complex flavor of natural fruits」と定義した「complex」のスコアが向上し、「unpleasant 

taste or artificial flavor (unnatural)」と定義した「discordant」のスコアが減少したことから、

果物飲料の風味を天然の果物の風味に近づける効果があることが示された。以上のこと

から、rotundone をフルーツフレーバーへ使用することにより、より天然感のあるフル

ーツフレーバーおよび果物飲料の開発が可能となったと結論づけた。 

 第四章では、香料産業的に需要が多いグレープフルーツに着目し、ホワイトグレープ

フルーツおよびピンクグレープフルーツの果皮、果汁の香気における rotundone の貢献

度貢献度や存在量を AEDA や SIDA により詳細に調べた。各グレープフルーツの果皮の

香気濃縮物の極性画分および果汁の香気濃縮物の GC-O および AEDA を行ったところ、

rotundone はいずれの試料においても高い FD factor を示した。SIDA を行うにあたり、

果汁のような比較的酸性が強い条件下でもプロトン化が起こらないような安定同位体

標識化合物として rotundone-d2,3 を合成した。Rotundone-d2,3 を内部標準物質として用い

SIDA により各グレープフルーツの果皮、果汁中の rotundone の存在量を測定したところ、

ホワイトグレープフルーツ果皮: 2180 ng/kg、ピンクグレープフルーツ果皮: 1920 ng/kg、

ホワイトグレープフルーツ果汁: 29.6 ng/kg、ピンクグレープフルーツ果汁: 49.8 ng/kg で
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あり、果汁より果皮の方が多いことが分かった。また、存在量を文献記載の閾値（8 ng/kg）

で割った値である OAV は果汁であっても 1 以上を示すことから、rotundone が香気的に

貢献していることが証明された。グレープフルーツ香気における rotundone の効果を検

証するために、搾りたてのホワイトグレープフルーツ果汁と文献記載の定量値から調製

したホワイトグレープフルーツ香気再構築液の rotundone 無添加品（香気再構築液 A）

と添加品（29.6 ng/kg 添加，香気再構築液 B）を用いて官能評価を行った。官能評価の

結果、香気再構築液 B は香気再構築液 A に比べ、「fresh」「juicy」「peely」「harmonious」

の項目が有意に向上し、ホワイトグレープフルーツ果汁のスコアに近づくことが分かっ

た。以上のことから、rotundone はグレープフルーツ香気の再現に効果的な重要香気成

分であり、rotundone を用いることによって、より天然感のある新規なグレープフルー

ツフレーバーの創生が可能となったと結論づけた。 

 第五章では、グレープフルーツ、オレンジ、リンゴ、マンゴーの香気中に存在する

rotundone の立体異性体と推測される構造不明の成分の構造および香気特性の解明に関

してまとめた。目的の成分は各種果物香気中では極微量のため単離することは困難であ

ると考えられたが、rotundone を 1M NaOEt/EtOH 溶液で処理すると生成することを見出

し、分取 HPLC により単離した。Rotundone との 1D, 2D NMR および NOESY の比較に

より、本成分の構造を(3R,5R,8S)-体である 3-epi-rotundone であると決定した。Rotundone

と 3-epi-rotundone の水中での閾値を測定した結果、それぞれ 5 ng/kg と 19100 ng/kg であ

った。また、rotundone と 3-epi-rotundone の香気評価の結果、両者は閾値を除いて類似

の香気特性を有していることが分かった。3-epi-Rotundone は rotundone と比較すると高

い閾値を有しているものの、食品中に含まれる一般的な香気成分の中では低い部類の閾

値であり、「woody, spicy, peppery, citrus, grapefruit-like, powdery, celery-like」といった、

より複雑な香気を有していることから、新規の合成香料として充分有用な素材であると
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考えられる。特に、rotundone と比べ「citrus, grapefruit-like」の香調を有していることか

ら、シトラスフレーバーにおいて高い天然感増強効果が期待される。 

 食品の香気分析については、これまでに多くの報告があるものの、いまだその食品の

香気の完全の再現には至っていないものも多い。本研究において見出された

YUZUNONE
®、YUZUOL

®、cis-3-methyl-4-decanolide [(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide]、

rotundone および 3-epi-rotundone は、「食品の香気を再現したような天然感のあるフレ

ーバー」の開発に有用な素材であり、いずれの成分も各食品中で新規の香気成分である

ため、特許を出願し、権利化を行っている 118-123）。実際の製品としては、製造および供

給の問題から YUZUNONE
®、3-methyl-4-decanolide（cis/trans 混合品）および rotundone

が実用されているが、YUZUNONE
®が配合されたユズフレーバーや rotundone が配合さ

れたフルーツフレーバーは飲料（炭酸飲料、果実飲料、アルコール飲料など）や菓子（キ

ャンディー、ガムなど）などに、3-methyl-4-decanolide が配合されたワサビフレーバー

はチューブわさびや業務用わさびなどに、それぞれ検討されている。これらの成分を実

際の香料に使用することによって、これまでにないオリジナルの天然感のあるフレーバ

ーを創生することが可能となったが、さらに、香料産業における究極の目標である香気

の完全な再現に、これらの成分が一助となれば幸いである。これからも、天然感のある

高品質のフレーバーの創成に繋がるような食品の香気の解明を行っていきたい。 
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Summary 

 

Study on elucidation of trace odor-active compounds that enhance natural flavor and their 

usefulness 

Akira Nakanishi 

 

 

A consumer trend survey conducted by the Japan Finance Corporation found that current 

consumers have a high preference for healthy food, and are more likely to be highly oriented 

toward health and safety in the future, in this regard. Health and safety are recent global trends 

in the processed food market, and food and beverage manufacturers are actively developing 

processed foods that appeal to “natural” according to these trends. There is an increasing 

demand for high-quality flavorings with natural flavor such as duplicating the flavor of natural 

foods. There is high demand for popular fruit flavorings widely used in beverages and 

confectioneries as well as for Japanese food flavorings because of the global Japanese food 

boom. To develop a flavoring with natural flavor, it is essential to analyze the aroma of natural 

foods in detail and elucidate odor-active compounds contributing to the aroma of these foods. 

This study focused on yuzu and wasabi, which are particularly popular Japanese foods, 

and popular fruits such as grapefruit, orange, apple, and mango. Although a lot of studies on the 

aroma of these foods have been reported, we were not satisfied with duplicating the aroma of 

these natural foods. Therefore, we conducted further research on important odor-active 

compounds in these foods. First, we investigated the aroma of yuzu to identify 

(6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-3-one (YUZUNONE
®
) and (6Z,8E)-undeca-6,8,10-trien-4-ol 

(YUZUOL
®
) as trace odor-active components having peely, balsamic odor. The current study 

revealed that these compounds enhance the balsamic odor, which is a characteristic attribute of 

yuzu aroma, and other attributes; the study also revealed that they are useful odorants that 

express the characteristics of yuzu aroma. It was very difficult to identify trace odor-active 

compounds such as YUZUNONE
®
 and YUZUOL

®
 because sufficient analytical data for their 

structural analysis could not be obtained as they are found in trace amounts in nature, despite 

being key components in the reconstruction of the aroma of foods and being used as 

indispensable ingredients for the creation of high-quality flavorings with natural flavor. 

Taking advantage of the research methods used in the aroma analysis of yuzu, we 

conducted the current studies to elucidate trace odor-active compounds of wasabi and four kinds 

of fruits and evaluate their usefulness as flavoring ingredients. 
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Elucidation of a novel trace odor-active compound in wasabi and evaluation of its usefulness 

for wasabi aroma 

 

We investigated trace odor-active compounds contributing to the aroma of freshly grated 

wasabi using Maduma, one of the finest cultivars, as analytical samples. Nine odor-active 

compounds were identified by gas chromatography-olfactometry (GC-O) and aroma extract 

dilution analysis (AEDA) of wasabi aroma concentrate. Among them, allyl isothiocyanate, 

4-pentenyl isothiocyanate, 5-hexenyl isothiocyanate, 6-(methylthio)hexyl isothiocyanate and 

vanillin were identified readily; however, 2-isopropyl-3-methoxypyrazine, 3-methyl-2,4- 

nonanedione, (Z)-1,5-octadien-3-one, and cis-3-methyl-4-decanolide were identified by 

obtaining their mass spectrum (MS) with silica gel column chromatography purification because 

they were present at trace levels in the wasabi aroma concentrate. The latter two components 

were identified for the first time in wasabi. There has been no report on the determination of the 

absolute configuration of cis-3-methyl-4-decanolide in natural products, therefore, four 

stereoisomers of 3-methyl-4-decanolide were synthesized, and the absolute configuration of 

3-methyl-4-decanolide in wasabi was investigated. Chiral GC-mass spectrometry (GC-MS) 

analyses of all stereoisomers and wasabi aroma concentrate revealed that (3R,4R)-3-methyl-4- 

decanolide (cis-form) and (3S,4R)-3-methyl-4-decanolide (trans-form) predominantly existed in 

wasabi. This is the first time that (3R,4R)-3-methyl-4-decanolide was identified in nature. When 

compared with the odors of the synthesized stereoisomers, (3R,4R)-3-methyl-4-decanolide had a 

characteristic odor (creamy, celery-like). Sensory analysis was performed using wasabi aroma 

reconstitute A which was composed of above eight odorants, aroma reconstitute B which was 

additionally contained (3R,4R)-3-methyl-4-decanolide, and wasabi aroma concentrate. As a 

result, wasabi aroma reconstitute B showed increased “creamy” score and decreased “pungent” 

score than wasabi aroma reconstitute A, and was not significantly different in all attributes from 

wasabi aroma concentrate. Wasabi aroma reconstitute was closer in odor profile to the natural 

wasabi aroma concentrate when (3R,4R)-3-methyl-4-decanolide was added. These revealed that 

(3R,4R)-3-methyl-4-decanolide was a very useful component for duplicating the characteristic 

aroma of freshly grated wasabi. 

 

 

Elucidation of a novel trace odor-active compound in fruits and evaluation of its usefulness for 

fruit flavor 

 

In this study, we elucidated an unknown compound having a strong woody odor which 

was commonly detected in GC-O of the aroma concentrate of grapefruit, orange, apple, and 
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mango. Because of its trace amount in each fruit, approximately 800 g of a high-boiling fraction 

of an orange essential oil, which is commercially available, was used as starting material, 

followed by vacuum distillation, silica gel column chromatography (three times), and 

preparative HPLC (two times); 1.7 mg of the target unknown compound was isolated with a 

purity of 36.7%. Based on high resolution mass spectrum and NMR data, the unknown 

compound was assumed to be rotundone. Rotundone was synthesized from the commercially 

available (−)-guaiol with reference to the literature, and the unknown compound in an orange 

was determined as rotundone because all analysis data of the isolate and the synthetic sample 

were identical. To elucidate the unknown compounds in grapefruit, apple, and mango, mass 

spectra of the unknown compounds were successfully obtained through fractionation by 

preparative HPLC on each aroma concentrate. By matching the mass spectra, retention indices 

on two columns of different polarity, and odor qualities, the unknown compounds in grapefruit, 

apple, and mango were determined to be rotundone. Model beverages of grapefruit, orange, 

apple, and mango were prepared based on quantitative data reported in the literature, and 

sensory analyses were carried out using model beverages with or without rotundone. Even when 

added at a sub-threshold level, rotundone had significant effects on several flavors in the model 

beverages. In particular, after addition of rotundone, the overall flavors approximated the natural 

flavor of the fruits due to decrease of “discordant” defined as “unpleasant taste or artificial 

flavor (unnatural)” and increases of “complex” defined as “complex flavor of natural fruits”. 

Rotundone has been identified as an odor-active component in patchouli oil, Shiraz wine, Shiraz 

grape (a special grape used as a raw material for Shiraz wine), spices, oak aged spirits, 

frankincense oil, and cypriol oil. The current study achieved the first identification of rotundone 

as an odor-active compound in popular fruits. Thus, it became possible to create fruit flavorings 

and fruit beverages with more natural flavor by using rotundone. 

 

 

Quantitation of rotundone in grapefruit and evaluation of its usefulness for grapefruit aroma 

 

The current study focused on grapefruit, which is in high demand in the flavor industry, 

and investigated the contribution and concentration of rotundone in peels and juices of white 

and pink grapefruits in detail. As a result of GC-O and AEDA of the polar parts of the aroma 

concentrates of each grapefruit peel and the aroma concentrates of each grapefruit juice, 

rotundone showed high odor contribution among all. A stable isotope-labeled compound, 

rotundone-d2,3, for which there were no concerns that protonation would occur even under 

relatively acidic conditions such as a grapefruit juice, was designed and synthesized for 

quantification. Using rotundone-d2,3 as an internal standard, rotundone in the peels and juices of 
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each grapefruit were quantitated by a stable isotope dilution assay: the levels were 2180 and 

29.6 ng/kg in white grapefruit peel and juice, and 1920 and 49.8 ng/kg in pink grapefruit peel 

and juice, indicating that the concentrations of rotundone in the peels were higher than those in 

the juices. It is known that the aroma of citruses is more abundant in their peels than in the 

juices, and the quantitation result correlates positively with this fact. Odor activity values, which 

are obtained by dividing the concentration by the literature threshold (8 ng/kg), were one or 

more, even for juice, and they proved that rotundone contributed to grapefruit aroma. This is the 

first study revealing that rotundone greatly contributes to grapefruit aroma. To assess the effects 

of rotundone on grapefruit aroma, sensory analysis was performed using the white grapefruit 

juice aroma reconstitute prepared based on quantitative data reported in the literature with or 

without rotundone (aroma reconstitute A and B) and the freshly squeezed white grapefruit juice. 

As a result, we found that the scores for fresh, juicy, peely, and harmonious of aroma 

reconstitute A were significantly increased and were closer to those of the freshly squeezed 

white grapefruit juice. These results show that rotundone is an essential odorant effective for 

duplicating the grapefruit aroma, and it becomes possible to create a grapefruit flavoring with 

more natural flavor by using rotundone. 

 

 

Elucidation of the stereoisomer of rotundone as a novel odorant of fruits and evaluation of its 

usefulness 

 

The current study elucidated the structure and odor characteristics of the unknown 

component presumed to be a stereoisomer of rotundone. Rotundone, whose configuration is 

(3S,5R,8S), has eight stereoisomers; however, there are no reports yet on natural identification 

or organic synthesis of stereoisomers of rotundone. In our previous GC-MS analyses of the 

aromas of grapefruit, orange, apple, and mango, we noted an unknown trace compound, which 

we assumed to be one of the stereoisomers of rotundone. The target unknown compound 

seemed to be difficult to isolate from the aroma concentrates of these fruits because of its trace 

amount present in them. Since the unknown compound was generated when rotundone was 

treated with a 1M NaOEt/EtOH solution, it was isolated from the reaction mixture by 

preparative HPLC. The unknown compound was confirmed as 3-epi-rotundone whose 

configuration is (3R,5R,8S) by comparing the 1D and 2D NMR and nuclear Overhauser effect 

spectroscopy spectra with those of rotundone. The odor threshold of 3-epi-rotundone in water 

was determined to be 19.1 μg/kg. This was higher than that of rotundone, but the same level as 

2-acetylpyridine (19 μg/kg ) and trans-2-hexenal (17 μg/kg ), which are popular odorants in 

foods, and is relatively low in the class of food-related odorants. Because 3-epi-rotundone has 
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citrus and grapefruit-like odor compared with rotundone, it is expected to have a higher 

potential to enhance natural flavor in citrus flavoring. This study is the first on the stereoisomer 

of rotundone. In the future, after developing a more efficient synthetic method of 

3-epi-rotundone, we would like to apply it to various kinds of flavorings. 

 

Results of these current studies show that trace odor-active compounds identified in yuzu, 

wasabi, and fruits are useful materials for the development of flavorings with natural flavor such 

as duplicating the flavor of natural foods. Because these compounds are novel odorants in each 

food, we applied for the rights acquisition of these compounds by patent. We believe that the 

compounds will help create unprecedented high-quality flavorings with natural flavor and 

contribute greatly to the development of processed foods that have great natural appeal. 
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