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【はじめに】 
柏稜高校理科研究部は、2011年より身近な食品や飲料中に含まれるビタミン B2 (リボフラビン C17H20N4O6) の

定量法について検討している。その中で薄層クロマトグラフィー (TLC) とオープンソース (ImageJ) を用いる

オリジナル定量法「Hakuryo method」を確立させることに成功した 1,2)。さらに昨年度は「Hakuryo method」をよ

り一般的で万能な方法に発展させるため、安価で製作が容易なオリジナル定量装置の開発に着手した。その結果、

カメラと UVランプを除けば 3000円程の製作費で、125 ng/5 μL以下の低濃度試料においても感知する装置を完

成させることができた 3)。 

 本研究では「Hakuryo method」のさらなる可能性を探るため、このオリジナル定量装置の測定範囲を明らかに

し、さらに標準添加法を用いることで市販飲料（アリナミン V）におけるビタミン B2の含有量測定を試みた。 

 

 

【ビタミン B2 (リボフラビン C17H20N4O6) 】 
ビタミン B2はリボフラビンと呼ばれ、橙黄色の結晶として得ら 

れる化合物である。水溶性ビタミンに分類される生理活性物質で、 

正常な皮膚や粘膜の成長に必要となる栄養素である。また、紫外線 

を照射すると蛍光を示す (図 1) 。 

 

【薄層クロマトグラフィー (TLC) 】 
薄層クロマトグラフィー (thin layer chromatography：TLC) は、ガラスやアルミニウムシートにシリカゲル

を薄く塗布したプレートを用いて行うクロマトグラフィーである。試料をスポットし、プレート下部を展開溶媒

に浸すことで、シリカゲルへの吸着能の差により混合物を分離同定する方法である。 

 

【ImageJ】 
アメリカ国立衛生研究所 (NIH) で開発されたオープンソースでパブリックドメインの画像処理ソフトウェア

である。http://imagej.nih.gov/ij/よりダウンロードすることができる。画像処理及び解析機能が豊富であり、

主に医用や生化学の分野で活用されている。 

 

【Hakuryo methodについて (2011～2013) 】 
①ビタミン B2を TLCで展開 

アセトン：メタノール＝1：1の混合溶液で展開し、ビタミン B2を分離させる。 

②スポットの蛍光を画像記録 

紫外線監別器を改造し、UV照射によりスポットの蛍光をカメラで記録できるようにした。 

③ImageJでの画像解析 

得られた画像データを ImageJでグレースケール、画像調整後、グレー値を解析した。 

④ビタミン B2標準検量線の作成 (25～100 mg/L) 

リボフラビン標準溶液 (溶媒:水) を 3 種類 (25、50、100 mg/L) に希釈し、キャピラリーで 5 μL ずつ TLC

にスポットし展開した (リボフラビン含有量は 125、250、500 ng/5 μL) 。得られた結果をグラフ化し、それ

を標準検量線とした (決定係数 R2=0.9998) 。 

図 1. リボフラビンの蛍光 

http://imagej.nih.gov/ij/
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R² = 0.9909
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⑤検量線の精度を市販飲料 (アリナミン V) で検証 

アリナミン Vを試料とし (32、40、80 mg/L) 、TLC 

を行い、その結果を標準検量線上にプロットした 

(図 2) 。合わせて近似直線 y＝0.1043x＋167.45に 

x=32、40、80を代入することで理論値を算出し、 

解析値と比較した。32、40、80 mg/Lの AVE (n＝10) 

に関する CV (変動係数) は、全て 0.03%以内という 

極めて小さい値が得られその有効性が確かめられた。 

⑥オリジナル定量装置の開発 

改造した紫外線鑑別器を 

用いた場合、測定の範囲 

が 25～100 mg/Lとリボ 

フラビン濃度としては高 

領域に限定されるといっ 

た課題があった。 

そのため、低濃度試料の 

測定が可能で、かつ安価 

で製作が容易なオリジナ 

ル定量装置を開発した 

(図 3,4) 。 

 

【実験方法】 
実験Ⅰ ビタミン B2標準検量線の作成 

新たに作成したオリジナル定量装置の測定範囲を確認するため標準検量線を作成した。 

①リボフラビン標準溶液を 2、5、10、50 mg/Lの 4種類に希釈し、試料とした。 

②アセトン:メタノール＝1:1の混合溶液を展開溶媒とし、展開槽として用いたデシケーターの底から約 5 mmの

高さになるように入れ、内部を展開溶媒の蒸気で飽和させた状態にした。TLCプレートの端から 15 mmの位置

に鉛筆で薄く線を引き、原点とした。原点に各濃度のリボフラビン標準溶液をキャピラリーで 5 μLずつスポ

ットした (リボフラビン含有量は 10、25、50、250 ng/5 μL) 。 

③オリジナル定量装置を用いて UV照射、画像記録をした。ImageJによって画像ファイルを開き、グレースケー

ルに変換する。その後、Image＞Adjust＞Thresholdで画像調整し、スポットのグレー値を同条件で解析できる

ように環境を整え、スポット選択後 Analyze＞Measure で測定した。昨年度の研究結果より、この定量装置に

おいて最も有効な Mean Gray Value (選択枠内の平均グレー値) を解析した。 

実験Ⅱ 標準添加法を用いた市販飲料（アリナミン V）の定量 

市販飲料 (アリナミン V) を試料とし、そのビタミン B2含有量を標準添加法によって測定した。アリナミン V

中に含まれる成分は多様であり、ビタミン B2以外の成分が測定に影響を与えることが考えられる。そのため、影

響を消去する方法として優れている標準添加法を用いた。そこで、アリナミン Vに表記されている含有量をもと

に 8 mg/Lに希釈し、1、2、5、10 mg/Lのリボフラビン標準溶液を添加した。添加しないものを含め 5種類の試

料を実験Ⅰ②～③と同様の手順で Mean Gray Valueを解析した。 

 

【実験結果】 
実験Ⅰ ビタミン B2標準検量線の作成 

各濃度における Mean Gray Valueを 10回測定し、その平均値を Mean AVEとして示した (表 1) 。また、表に

は SD:標準偏差、CV:変動係数の計算結果も合わせて示した。Mean AVE に関する CV が全て 1.8%以内という安定

したデータが得られた。また、その値を用いて標準検量線を作成し、検量線と解析値のあてはまりの良さを示す

決定係数 R2を求めたところ 0.9909と良好な結果が得られた 

(図 5) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図5. ビタミンB2標準検量線 (n＝10) 

(2 ,5 ,10 ,50 mg/L) 

図 3. オリジナル定量装置内の構造 
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表1. リボフラビンのMean Gray Value (n＝10) 
(2 ,5 ,10 ,50 mg/L) 

図 2. 標準検量線とアリナミン Vの 
Min Gray Level (n＝10) 
(リボフラビン濃度 32 ,40 ,80 mg/L) 
 

図 4. オリジナル定量装置 



y = 1.2875x + 182.61
R² = 0.9969

168.00 

172.00 

176.00 

180.00 

184.00 

188.00 

192.00 

196.00 

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10

添加濃度 (mg/L)

M
e
an

G
ra

y
V

al
u
e

169.90

x 

実験Ⅱ 標準添加法を用いた市販飲料（アリナミン V）の定量 

実験Ⅰと同様に 10回測定し、その平均値を Mean AVEとした (表 2) 。Mean AVEに関する CV は、全て 2.5%以

内に収まっているため他成分の影響は少ないと判断できる。さらに、検量線を作成したが、R2＝0.9969と良好な

直線であることを示している (図 6) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【考察】 
実験Ⅰの結果から、定量装置の開発により限界測定値は以前の 125 ng/5 μLから 10 ng/5 μLとなり、低濃

度測定域が大幅に広がった。これにより、現在までできなかった一般的な食品や飲料の測定が可能になったと

考えられる。しかしながら、大部分の身近な食品や飲料中に含まれるビタミン B2の含有量は 10 ng/5 μL以下

であることも想定されるため、ImageJの画像調整や測定方法を工夫することでさらに低濃度領域を広げる必要

がある。 

また、実験Ⅰで得られた線形近似関数 y＝0.7641x＋169.90を用いてブランク（0 mg/Lのベース）を算出する

と 169.90となり、そこからアリナミン Vに含まれるビタミン B2を定量化することが可能になる。標準添加法に

よって得られた線形近似関数 y＝1.2875x＋182.61に y＝169.90を代入し、xの絶対値を求めれば|x|＝9.87 mg/L

となり、市販飲料におけるビタミン B2の定量化に成功 

した (図 7) 。算出した値とアリナミン Vに表記されて 

いる値を比較すると+23%の開きがあるが、厚生労働省や 

消費者庁が定める栄養表示基準によれば、高速液体クロ 

マトグラフ法またはルミフラビン法で分析した場合にお 

いても-20～+80%が許容範囲と認められている 4)。よって、 

今後さらに溶液調整の際の操作誤差等を無くしていく必 

要はあるが、Hakuryo methodと標準添加法を用いること 

でビタミン B2の定量化が可能であることを実証できたと 

いえる。 

 

 

【結論と展望】 
 オリジナル定量装置の開発により、限界測定値が 10 ng/5 μLとなり、低濃度測定領域が大幅に広がった。さ

らに、Hakuryo methodと標準添加法を用いることで市販飲料における含有量測定に成功し、高校実験室における

ビタミン B2の定量化について可能性を広げることができた。今後は、Hakuryo methodによりフィットする ImageJ

の使用方法を調査し、多くの身近な食品や飲料中に含まれるビタミン B2の定量化を実現させたいと考えている。 
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図 6. 標準添加法による検量線 (n＝10) 
(添加濃度 0 ,1 ,2 ,5 ,10 mg/L) 
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SD 4.11 4.50 1.21 2.24 0.95

CV (％) 2.25 2.45 0.65 1.18 0.49

図 7. 標準添加法による検量線 (n＝10) 
(添加濃度 0 ,1 ,2 ,5 ,10 mg/L) 


