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研究成果の概要： 我々のこれまでのアントシアニンの吸収・代謝・臓器分布の研究から、そ

の生理機能に無色の代謝物が寄与していることが強く示唆される。生体での無色代謝物の探索

の基礎として生理的条件下でアントシアニンの分解と退色産物を経時的に追った。試みた 5種
のアントシアニン全てで、中間生成物としてレトロカルコンを LC－タンデム MS 分析により
初めて明瞭に捉える事に成功した。レトロカルコンの生成は 5~10 時間で最大となり、その後
さらに分解が進む。 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、生活習慣病やアルツハイマー病、脳
卒中などの疾病や肥満などに対する食生活
による予防戦略が重要視されるようになっ
てきた。一方、食品の三次機能に着目した
種々の機能性成分の単離や機能解明の研究
が活発に行われている。 
とりわけポリフェノール類の研究は国内

外で広く実施されており、その体内動態につ
いても実験動物だけでなく、ヒト介入実験で

も詳細な検討がなされている。得られている
知見では、ポリフェノールは投与したままの
形で血中に見出されるが、一般に吸収率は低
く、体内の代謝物を勘案してもその機能発現
については不明な点が多い。 
アントシアニンは鮮やかな色調を呈する
ポリフェノールの一種で、生活習慣病の予防
に関わる種々の機能性が報告されており、二
次機能と三次機能を併せ持つ機能性食品因
子として注目されていた。アントシアニンの
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生体内吸収や代謝などの体内動態研究も急
速に進展中であった。（文献１－３） 
しかしながら、報告されているアントシア

ニンの生体内での機能性は、我々や他の研究
グループが報告してきたアントシアニンの
血中濃度や臓器分布量では説明しきれない
事がしだいに明らかとなってきた。 
また、アントシアニンは化学的に不安定で、

生体内環境下で、容易に分解や構造変換が起
こることが予測される。一方、我々はアント
シアニンの経口投与後 4時間以降では、実験
動物の腸管内のアントシアニンのほとんど
が退色している事を確認した。 
以上の事から経口摂取したアントシアニ

ンが血中および、腸管内で構造変換を受けて
生じた無色の代謝物が生体内の機能発現に
寄与している事が強く示唆された。 
それまでにアントシアニンの無色代謝物

としてプロトカテキ酸が報告されていた（文
献４，５）が、我々の実験からは生体内での
プロトカテキ酸のアントシアニンの代謝物
としての生成は否定され、血清サンプル保存
中のアーティファクトである事が明らかと
なった（文献６）。 
従来、アントシアニンのアグリコン構造を

保持した有色の代謝物については多くの報
告があったが、無色代謝物に関する詳細な報
告は無く、新たに無色代謝物を探索する事が、
アントシアニンの機能性を解明する上で、極
めて重要となっていた。 
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２．研究の目的 
（１） 動物実験に供するのに必要な量の各
種精製アントシアニンを確保するための、ビ
ルベリーエキスの酵素処理法をはじめとす
る各種アントシアニンの大量精製法を確立
する。 
（２） 種々の精製アントシアニンの in 
vitro での分解過程を経時的に追跡し、生成

する無色の分解産物の単離と同定を行う。 
 
（３） 実験動物に対するアントシアニン投
与による血中の脂質過酸化物生成抑制能を
指標として、in vivo でのアントシアニンの
機能性が、インタクトのアントシアニンとそ
のアグリコン構造を保持した代謝物の血中
濃度で説明できるかを検討する。 
 
（４） 実験動物の生体内環境において構造
変換を受けたアントシアニンの無色代謝物
のスクリーニグ・同定を行い、その体内動態
を明らかにする。                 
 
（５） （１）～（４）の目的を遂行するこ
とで、アントシアニンの無色代謝物の実験動
物における体内動態と、 
その機能性を明らかにする。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（１） 先ず、本研究の推進に必要なアント
シアニン（デルフィニジン、シアニジン、ペ
ツニジン、ペオニジン、マルビジンのグルコ
ース配糖体）を、ビルベリーエキスから酵素
（β－ガラクトシダーゼ）処理、カラムクロ
マト、分取HPLCにより大量に精製する。 
 
（２） in vitro の生理的条件下（pH 7.4、 
37℃）でアントシアニンの分解過程と分解産
物を、UV-VISスペクトルと HPLC－フォト
ダイオードアレイ検出器で経時的に追跡す
る。 
 
（３） （２）の分解反応で生じるアントシ
アニンの無色の反応中間体および最終分解
産物を、HPLCで分離してMSとNMRでそ
の構造を決定する。 
 
（４） in vivo におけるアントシアニンの
無色代謝物の機能性を評価するため、頚静脈
カテーテルを挿入したラットに、精製アント
シアニンを経口投与して経時的に採血を行
い、アントシアニン（とそのアグリコン構造
を保持した代謝物）と脂質過酸化物量の血中
濃度を測定する。 
脂質過酸化物の定量は血清にラジカル開始
剤を添加し、生成するマロンジアルデヒドを
HPLCで測定する。 
 
（５） （４）で得られた結果を用いて、脂
質過酸化物生成抑制能がアグリコン構造を
保持したアントシアニンの血中濃度だけで
説明できるか検討し、生体内の機能性退色代
謝物の存在を評価する。 



 

 

 
（６） アントシアニン投与後の動物血液中
の無色代謝物のスクリーニングと同定を、
HPLC、MS、NMRで行い、経時的測定によ
り無色代謝物の体内動態を明らかにする。 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）ビルベリーエキスは 5種のアグリコン
それぞれにグルコース、ガラクトース、アラ
ビノースが結合した 15 種のアントシアニン
を含んでいるが、β－ガラクトシダーゼ処理
によりガラクトース配糖体が加水分解され、
次いで酸加水分解によりアラビノース配糖
体が加水分解され、生じたアグリコンは酢酸
エチル抽出で除去される。酢酸エチル抽出後
の反応液をＨＰ-20 カラムにかけ、デルフィ
ニジン、シアニジン、ペツニジン、ペオニジ
ン、マルビジンのグルコース配糖体の混合物
を得た。これをＭＣＩカラムで各アントシア
ニンに富む画分に分画し、最終的に分取 
ＨＰＬＣで純度 98%以上の 5 種のアントシア
ニンを得た。 
 このようにして、高純度の上記 5種のアン
トシアニン（グルコース配糖体）の、精製標
品をグラムオーダーで得る比較敵簡便な方
法を確立した。 
 また、アントシアニンの大量精製法の一つ
として、安価で市販されているフラボノール
配糖体であるルチンのケトン基を金属Ｍｇ
で還元し、シアニジン配糖体に変換する方法
を確立した。この還元反応はバッチ法ではう
まく進行しないが、Ｍｇ粉末を充てんしたカ
ラムにルチン溶液を通過させる事で円滑に
進行し、容易にシアニジン配糖体を大量に得
ることができた。 
さらにビルベリーエキス以外の食品素材

からのアシル化アントシアニンを含めたア
ントシアニン類の精製法の確立も進めてい
る。 
 
（２）経口投与後 4時間以降では、ラット腸
管内のアントシアニンがほとんど退色して
いる事を確認した。また、シアニジン３グル
コシドの静脈投与後、尿および胆汁中へのシ
アニジン３グルコシドとそのアグリコン構
造を保持した代謝物の回収率は30％程度で
ある（前掲論文１）。これらの事実は、経口
摂取したアントシアニンが腸管および血中
で無色代謝物に変換され、それが生体内での
機能発現に寄与していることを強く示唆す
る。 
 腸管でのシアニジン３グルコシドの糖部
分の加水分解の可能性を検討するため、シア
ニジン３グルコシドをラット腸管ホモジネ

ートおよびβ－グルコシダーゼと反応させ
たところ、4時間の反応で加水分解されるシ
アニジン３グルコシドは僅か１０％にも満
たないことから、アントシアニンは消化管内
で配糖体のまま退色すると考えられる。そこ
で、生体内で産生される無色代謝物の知見を
得るために in vitro でのアントシアニンの
分解を検討した。 
 
（３）（１）で得られた 5種の精製アントシ
アニン（デルフィニジン、シアニジン、ペツ
ニジン、ペオニジン、マルビジンの３－グル
コシド）の in vitro での生理的条件下（37℃、 
pＨ 7.4）での分解過程と分解産物をＵＶ－ 
ＶＩＳスペクトルとＨＰＬＣ－フォトダイ
オードアレイ検出器で追跡した。 
いずれのアントシアニンも一次反応的に
分解退色し、それに伴い３５０ｎｍ付近に吸
収極大を持つ、退色産物と考えられる液クロ 
ピークが現れる。このピークは各アントシア
ニンの安定性を反映し、５～１０時間で極大
となり、その後は減少していくので分解過程
の中間退色産物と考えられる。 
 この中間退色産物を同定するために、ＬＣ
－タンデムＭＳ分析を行った。いずれのアン
トシアニンでも、アグリコンのレトロカルコ
ン配糖体に対応するプロトン付加分子ピー
クが明瞭に検出された。従来アントシアニン
の分解過程で生じるとされていたが、非アシ
ル化アントシアニンについては報告が無か
ったレトロカルコンを、初めて具体的かつ明
確にとらえることができた。 
 このレトロカルコンは酸性条件化で、一部
が元のアグリコン構造に戻ることも明らか
になった。 
 
（４）アントシアニンの分解反応の進行に伴
い、反応中間体であるレトロカルコン配糖体
が減少し、それと同時に無色の最終分解産物
のものと考えられる幾つかのＨＰＬＣピー
ク現れる。 
 現在のところ、これらの最終分解産物の単
離やＨＰＬＣでの分析条件は確立できてい 
ないが、ＴＬＣ上に蛍光を発する物質を検出
しており、その蛍光色から比較的共役系の大
きくない（ベンゼン環１～２）化合物である
と推測される。 
現在これらの無色の最終分解産物の単離
を進めており、近いうちにＭＳとＮＭＲによ
る化合物の同定とＨＰＬＣ分析条件の確立
が可能な状況である。 
 in vitro での無色分解産物の単離・同定
により、生体内で生成する退色代謝物の対照
標品得られることになり、in vivo での研究
の進展が期待される。 
 
（５）in vivo の系では、アントシアニンを



 

 

経口投与したラット血中のインタクトのア
ントシアニンおよび、アグリコン構造を保持
した代謝物のＨＰＬＣによる分析法を既に
確立し、それらの体内動態について幾つかの
論文として雑誌に報告してきた。 
 しかしながら、レトロカルコンを含めた無
色代謝物のＨＰＬＣ分析は、アントシアニン
投与後のラット血清中の、インタクトノアン
トシアニンとアグリコン構造を保時した代
謝物に妨害されるので、これまでの代謝物研
究で用いてきた血清前処理法では実施不可
能である。このため、アントシアニンの無色
代謝物の分離、同定、体内動態などについて
は、これまでのところ知見が得られていない。 
 現在、アントシアニンと有色代謝物を的確
に除去できる血清前処理法の開発と 
ＨＰＬＣカラムの選択やカラムスイッチン
グ法の導入など、無色代謝物の分析法の確立
を進めている。 
 
（６）血中アントシアニンによる血中脂質過
酸化物生成抑制については、現時点では十分
なデータが得られておらず、過酸化脂質の定
量法の確立を進めている。 
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