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研究成果の概要（和文）： アントシアニンは優れた健康効果を示すが、分析中に壊れやすく、

また高感度な分析法がないため、生体内での挙動については不明な点が多い。そこで、

LC-MS/MS を用いた高感度な分析法を開発した。本法は 0.05 – 1 pmol の検出限界値を示し、

HPLC の 100 倍以上の感度を示した。細胞培養液からは 70－140%の回収率を示したが、肝臓

組織からの回収率は 0%であり、リン脂質などによる分析妨害が生じることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：It is well known that anthocyanins show excellent physiological 

functions. But it is unclear that anthocyanins play in living organisms, because they 

decompose easily in analysis, and there is no method to analyze anthocyanins 

high-sensitively in bioanalytical samples. Therefore, high sensitive LC-MS/MS analytical 

method of anthocyanins was developed. The limit of detection ranged from 0.05 to 1 pmol, 

resulted that the sensitivity was 100 times higher than those of HPLC. The recovery of 

anthocyanins from cell medium ranged from 70 to 140%. But the recovery from liver was 

0%, suggested the interference by ion suppression as phospholipid and so on.  
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１． 研究開始当初の背景 

（１）国内外でのアントシアニンの代謝・吸
収の研究動向 

食用色素であるアントシアニンの生理機
能に関しては数多くの研究が in vitro、in 
vivo を問わずなされており、アントシアニン
が生体内で何らかの生理作用を示すことは
疑いのない事実と考えられている。最近の

LC-MS/MS などの分析装置の普及により、微
量な濃度でアントシアニンの定量が可能と
なり、アントシアニンの体内への吸収量や臓
器内分布に関する多くの研究が報告されて
きている。結果として、アントシアニンの構
造の違いによって吸収率は大きく異なるこ
と、アントシアニン類は他のフラボノイドと
比較して、極めて吸収されにくいことが明ら
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かにされている（フラボノイドの 1/100～
1/1000）。一方、非アシル化アントシアニン
の代謝・吸収に関する報告と比較すると、有
機酸が結合したアシル化アントシアニンの
代謝・吸収に関する報告は数少ない。しかし、
これまではアシル化アントシアニンはその
ままでは吸収されず、非アシル化体へと分解
された後に吸収されると考えられていたが、
いくつかのアシル化アントシアニンはその
ままの形でラットやヒトにおいて吸収され
ることが明らかにされ、アシル化アントシア
ニンへの注目が集まってきている。 

 

（２）アントシアニンの分析法 

アントシアニンの分析として、アントシア
ニンは、中性下では容易に分解・退色するこ
とから、抽出・精製・分析の際には必ず酸性
下でその操作が行われる。塩酸、酢酸、ギ酸、
TFA などの酸性溶媒を添加したメタノール
やアセトニトリル（MeCN）などが使用され
ている。HPLC 分析においてはリン酸系の移
動相が良好な分離を示すが、LC-MS や
LC-MS/MS 分析においてリン酸は利用でき
ないことから移動相として 0.1%～0.5%のギ
酸または TFA を添加したメタノール／水系
や MeCN／水系が用いられている。TFA は
イオン化効率が低いためにギ酸が定量分析、
高感度分析においては利用される。 

一方、天然物からのアントシアニンの抽出
中に構造変化が起きる、すなわち付加体の形
成や一部の結合が開裂することが明らかに
され、本来天然中には存在しない構造がこれ
までに報告されている可能性が指摘されて
いる。それ故に、抽出溶媒や温度によって構
造変化が起こっていないことを確認するこ
とが重要となってきている。 

 

（３）アントシアニン分析の問題点 

このようなことから、アントシアニンの高
感度分析は容易ではなく、さらにアシル化ア
ントシアニンは市販されていないことから、
非アシル化アントシアニンと比較して研究
例が少ない。アントシアニンが生体影響を及
ぼすことは疑いのない事実であるものの、吸
収量が少ないにも関わらず、生体影響を示す
ことは不思議であり、「アントシアニンパラ
ドックス」として知られている。一方で、高
感度分析法がないために、生体影響観察時の
の投与量に疑問符がつき、結果的に吸収過程
にも疑問符がつくため、高感度分析法の確立
が求められている。 

 

２．研究の目的 

著者らはアントシアニン標準品や赤ダイ
コン及び紫ダイコンを用いて、抽出溶媒や移
動相溶媒がアントシアニンの化学的安定性
に及ぼす影響を検討するとともに、

LC-MS/MS を用いて有色ダイコン中のアン
トシアニンの構造について検討してきた。こ
の中で、HPLC 及び LC-MS/MS の最適分離
条件について検討したところ、HPLC 分析で
頻用されるリン酸を移動相とした系におい
ては良好な分離を示すものの、LC-MS 分析
で頻用されるギ酸（0.1%）を移動相とする系
においては、アントシアニン結合糖の数が２
つ、３つと増えるにしたがって、またトリグ
ルコシドに有機酸が結合している有色ダイ
コンアシル化アントシアニンのピークはブ
ロード化し、ピーク強度が極端に低下するこ
とが判明した（表 1）。従って、HPLC 分析中
においてもアントシアニンの分解が起こる
可能性が示唆された。ギ酸濃度を 0.5%に増
加しても、0.1%TFA を用いても改善されず、
TFA を 0.5%以上とすることにより、良好な
分離が可能となり、LC-MS/MS 分析において
ピーク成分（赤ダイコン 16 成分、紫ダイコ
ン 13 成分）を同定することができた。この
結果は、これまで LC-MS を用いて報告され
ているアントシアニンの分析、特に微量分析
を行っている生体内での分析・同定に関する
論文については見直す必要があることを示
唆する。 

そこで、その分解・減少を抑える分析方法
を確立すると共に、LC-MS/MS を用いたアシ
ル化アントシアニンの高感度分析法を確立
することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

アントシアニン標準品は、市販または天然
物より精製・単離したものを使用した。 

非配糖体（Cy: Cyanidin, Pg: Pelargonidin, 

Pn: Peonidin）、モノ配糖体（Cy3G, Pg3G, 

Pn3G, Cy3Gal, Pn3Gal、G:glucoside, Gal: 

galactoside）、ジ配糖体（Cy3G5G, Cy3S, 

Cy3R、S: sophoroside, R: rutinoside）、トリ
配糖体（Cy3S5G, Pg3S5G, Pn3S5G）、アシ
ル化体（Cy3S5G-Caf, Pg3S5G-Caf、Caf: 

caffeoyl）。 

 HPLC 分析は、Waters 社製の Alliance 

2690 を使用し、カラムは Waters 社製



X-Bridge C18 (5m, 4.6×150 mm)を使用し
た。また、LC-MS/MS は Waters 社製 Quattro 

Premier を搭載した ACQUITY UPLCTMシ
ステム、カラムは Waters 社製 ACQUITY 

UPLC BEH RP18 (1.7m, 2.1×50 mm)を
使用した。移動相溶媒は A 溶媒をギ酸または
TFA 水溶液、B 溶媒をギ酸または TFA 含有
MeCN で、リニアーグラジエントによる溶出
を行った。 

 

４．研究成果 
（１）試料前処理の検討 

生体試料中のアントシアニンの高感度分
析法の確立を目的とし、まず分析前処理での
安定性について検討した。すなわち、アント
シアニン標準品の混合物を種々の濃度のギ
酸（0.1～30%）または TFA（0.1～15%）含
有MeCNを溶出液としたODSカートリッジ
精製し、溶出液に対する安定性について検討
した。結果として、高濃度の酸での溶出に比
べ、低濃度での酸の溶出では全体的にピーク
強度は低下し、低い回収率を示した。一方、
高濃度の酸での溶出液を繰り返しロータリ
ーエバポレーターにて濃縮すると、ピーク強
度の低下並びに別ピークの出現（成分の分
解）が起こり、その現象は高濃度の酸の方が
顕著であった。また、高濃度 TFA ではマロ
ニル基が脱離することが判明した。従って、
分析前処理においては、5～10%ギ酸を溶出
液とし、濃縮操作をあまり施さない方がよい
と考えられた。 

 
（２）HPLC 分析中での安定性と感度 

HPLC 分析中での安定性・感度を、非配糖
体(Cy, Pg, Pn)、モノ配糖体(Cy3G, Pg3G, 

Pn3G, Cy3Gal, Pn3Gal)、ジ配糖体(Cy3G5G, 

Cy3S, Cy3R)、トリ配糖体(Cy3S5G, Pg3S5G, 

Pn3S5G)を用い、TFA 系移動相(0.1%, 0.5%)

とギ酸系移動相(0.1%, 1%, 5%, 10%)を用い
た HPLC で分析した。図に典型的なクロマト
グラムの一例を示す。結果、非配糖体はどの
移動相条件下でもシャープなピーク形状を
示し、移動相の影響を受けなかった。しかし、

結合糖の構造、結合位置により若干の違いは
あるが、移動相の酸の濃度が低下するにつれ、
結合糖数が多いアントシアニンのピークは
ブロード化し、0.1%ギ酸を移動相とすると、
トリ配糖体の分離・検出は困難であった。一
方、ギ酸の濃度を 10%とすると、試験したす
べてのアントシアニンのピークは極めて良
好でシャープなピークを示した。 

表 2に各々の条件下で測定したときの検出
限界値を示す(n=5)。ピーク形状からも推測さ
れるように、非配糖体はどの移動相でも概ね
同様の検出限界値を示したのに対し、配糖体
は概ね結合糖数の増加に伴い感度は低下し
た。中でも LC-MS で頻用される 0.1%ギ酸条
件下での感度は最高感度条件下(10%ギ酸)に
比べ、mol 換算でモノ配糖体で 1～2 倍、ジ
配糖体で 2～3 倍、トリ配糖体で 4～5 倍低下
した。一方、TFA、ギ酸の濃度が高くなると
感度は向上し、10%ギ酸を移動相に用いたと
き最もシャープなピークを示し、高感度な分
析が可能であった。 

しかし、既往の報告から生体試料からの分
析を考慮すると、fmol オーダー（pg オーダ
ー）の分析感度が必要であると推測されるこ
とから、次に LC-MS/MS 分析を試みた。 

 

 

（３）LC-MS/MS 分析の条件検討 

① 移動相溶媒の検討 

HPLC では、様々な移動相を検討できるも
のの、LC-MS/MS では MS 部分の汚染につ
ながることから、使用できる移動相は制限さ
れる。まず、LC-MS 頻用されるギ酸を用い、
その使用濃度を極力高めた 0.5%ギ酸を移動
相として、各種アントシアニンの MRM

（Multiple Reaction Monitoring）分析を試
みた。なお、MS/MS 条件を下記に示す。 

イオン化 ESI ポジティブ、キャピラリー電圧
4.5 kV、イオンソース 120℃、脱溶媒ガス
400℃、コーン電圧 19-94V、 コリジョン電
圧 19-60V、N2脱溶媒ガス 800L/h、コーンガ
ス 50L/h、コリジョンガス 0.3mL/min。Cy; 

288>109, Cy3G; 450>288, Cy3R; 596>288, 

Cy3S; 612>288, Cy3G5G; 612>288, 

Cy3S5G; 774>288, Cy3S5G-Caf; 935>288, 

Pg; 272>121, Pg3S5G; 758>271, Pg3S5G- 

Caf; 920>271。 



結合糖の数が 1 までのアントシアニン（非
配糖体とモノ配糖体）は約 1～10 pmol まで
検出可能であったが、結合糖数が 2 以上にな
るとピークはブロード化し、約 100 pmol ま
での検出となった。さらに、混合物で分析す
るとピークが重なり全く定量できなかった。
一方、0.5%TFA の移動相を用いると、ピー
ク形状はシャープとなり、すべてのアントシ
アニンを分離できたが、MS での検出は定量
限界値 500～1000 pmol と低感度となった。
TFA はイオン対形成のためにイオン化され
にくく、結果的に感度低下を引き起こすこと
が知られており、当然の結果と考えられた。
上記 HPLCでの結果と比較して、LC-MS/MS

での分析の方が低感度となる結果であった。 

 

② ポストカラム法 

上記のように、0.5%ギ酸系移動相では感度
は向上するが分離が悪く、0.5%TFA 系移動
相では高分離であるが感度が悪い。そこで、
0.5%TFA 系移動相でカラム分離を行い、そ
の後 0.5%ギ酸を混合するポストカラム法を
検討した。種々の流量比で試みたが、定量限
界値は 100～200 pmol 程度までしか感度向
上しなかった。 

 

③ 溶出条件の検討 

 これまでの検討、すなわち移動相組成や、
TFA を移動相としたカラム分離後にギ酸溶
媒を混合するポストカラム法など試みたが、
良好な分離と感度向上条件は見いだせなか
った。しかし、超高性能液体クロマトグラフ
ィー(UPLC)による 3 分間と極めて短時間で
の MeCN（5-100%）のグラジエント勾配に
することにより、ギ酸含有(0.5%)条件下でも、
アントシアニンのシャープなピークが得ら
れることが判明した（図 2）。 

また、最適な MS 条件より 0.05～1 pmol

程度までの高感度な分析が可能となった。た
だし、溶出時間が近接する化合物では、糖が
脱離した分解物を同時に測定することは困
難である場合が認められた。例えば、Cy3S5G

の 3分子の糖が結合したアントシアニンでは、
5 位の Glc（グルコース）が脱離した Cy3S、
Glc が 2 分子脱離した Cy3G、3 分子脱離し
た Cy などが分解物として存在しても容易に
分離検出できたが、Sof（ソフォロース）部
分から Glc が 1 分子脱離した Cy3G5G はピ
ークが重なりMRM分析でも区別することが
できなかった。 

 

④ 細胞培養液および肝臓組織からの分析 

 高感度な LC-MS/MS 分析条件が設定でき
たことから、細胞培養液並びに肝臓組織にア
ントシアニンを添加し、その回収試験を試み
た。生体試料からの分析においては、目的成
分を精製する前処理が必須である。そこで、

ODS カートリッジ固相抽出（Waters 社製
Sep-pak C18）を用いた 10 種アントシアニ
ンの添加回収試験を試みた。細胞培養用培地
として RPMI1640（馬血清含有）を用い、ギ
酸添加（終濃度 0.5%）による酸性溶液とし
た後、アントシアニンを添加した。この試験
液を ODS カートリッジに負荷後、0.5%ギ酸
含有メタノールで溶出した。N2 ガス噴霧に
より、乾固後、移動相に溶解し、LC-MS/MS

に供した。結果として、70～140%の回収率
を示し、細胞培養液からの回収は可能である
と考えられた。一方、入手しえた魚の肝臓（ア
マゴ）に同様の操作を施したところ、試料液
は着色しているにも関わらず、アントシアニ
ンピークは全く観察されなかった（回収率
0%）。リン脂質などのイオンサプレッサーの
存在が示唆されたことから、生体試料への適
用が報告されているリン脂質除去固相抽出
カラム（スペルコ社製 Hybrid SPE）を試み
たが、アントシアニンも同時に除去されてし
まい、回収・分析することはできなかった。
加えて、アントシアニンを添加した肝臓組織
は、抽出後も薄く着色していることが目視に
おいても観察された。従って、肝臓組織から
のアントシアニンの分析には、抽出条件並び
に共存するイオンサプレッサーの除去が必
須であり、更なる検討が必要であることが判
明した。 
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