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フ ォ トダ イ オ ー ドア レ イ 検 出器 を用 い た 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ る

ア ン トシ ア ニ ン の 同定 と薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーお よび分光光度計 で の 吸収

　　　　　　ス ペ ク トル 特性を併用 した ア ン トシ ア ニ ン の 同定の 比較
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Summary

　ProperIies　 of　 nine 　 kinds　 of 　 anthocyanidins 　 and 　 24　 kinds　 of 　 anthocyanins 　 were 　 compared 　 by　 thin−1ayer
chromatQgraphy （TLC ）dala　and 　UV − VIS 　spectrophotometer 　data　w 油 high　perfQrmance　hquid　chromatography

（HPLC ）data　including 　photo　diode　array （PDA ）detector　data．　The　measuling 　1ime 　is　about 　one 　hour　with 　HPLC
analysis 　though 　it　takes　ovel 　twelvc 　hours　 using 　TLC 　 combined 　with 　UV −V 【S　 measurement ．　Moreover，　it　is
possible　to　analyzc 　even 　by　a　small 　amount 　of 　materia 匝using 　the　HPLC 　analysis

，
　and 　thc　efficiency 　is　also 　high．　In

addition
，　absorption 　spectrum 　measurement 　is　possible　using 　PDA 　aUhe 　same 　t孟me ．　In　this　study ，　spectrum 　data

obtained 　with 　a　PDA 　detectQr，　which 　is　expected 　to　increase　the　efficicncy 　of　the　identificat藍on 　of 　anthocyanin 　by
HPLC 　analysis ，　was 　presented．
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　　　　　 検出器

緒 　　言

　 ア ン トシ ア ニ ン の 同定 に は ，濾紙 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（PC ）や 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（TLC ）の Rf 値 と と もに

弱 酸 1生（0，1％ 塩 酸性 ）メ タ ノ
ール 中で の 吸収 ス ペ ク トル 特

性 が 用 い られ て い る．近 年 で は，高速液体 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

（HPLC ）で の 保持時間 （tR）も同定の た め の
一

要素 と

して 使わ れ る よ うに な り，PC や TLC よ り高 い 分解能 が

得 られ，分 析 レ ベ ル もあ が っ て い る．さ ら に ，最近 で は

HPLC 分析 に お い て フ ォ トダイ オ
ードア レ イ （PDA ）検出

器 を用 い て ，各 ア ン ト シ ア ニ ン ピーク ご と の 吸収 ス ペ ク

トル を 比 較 す る こ と も可能 に な っ た （Andersen ，1985）．

こ の 結果，∫R の 近 い ア ン トシ ア ニ ン で も可視部吸収 ス ペ

ク トル の 可視部吸収極大波長 の 差 に よ り判別 が 容易 に な
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っ た．

　 こ れ ま で に ，ア ン トシ ア ニ ン の PC や TLC の Rr値 や 弱

酸性 メ タ ノ
ー

ル 中で の 吸収 ス ペ ク トル に関す る デ ータ は

多 くの 論文で 示 さ れ て お り，集約され た 代表的な 資料 と

して ，PC の Rf 値 データ は Harborne（1967）の もの ，弱

酸性 メ タ ノ
ー

ル 中で の 吸収 ス ペ ク トル データ は Harborne

（1958）の もの が あ げ られ る．しか し，PDA 検出器 を用 い

た HPLC 分 析で 多 くの ア ン ト シ ア ニ ン を 同 時 に 比 較 した

報告 は無 い ．そ こ で 本研究 で は ，最近新 た に 発見 した ア

ン トシ ア ニ ン を含 め，基 本的 な ア ン トシ ア ニ ジ ン お よ び

ア ン トシ ア ニ ン で の HPLC 分析 の ‘R お よ び吸収ス ペ ク ト

ル 特性を調査す る と と もに ，従来の 方法に よ る データ を

並記 し，ア ン トシ ア ニ ン の 同定 の 簡易化 に つ い て 検 討 し

た．

材料 お よ び 方 法

1．供 試 材 料

　測 定 の た め の ア ン トシ アニ ン は，Tutipa（朱赤色系品種
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‘Oxford’

）か らペ ラ ル ゴ ニ ジ ン 3一グル コ シ ド，
ペ ラ ル ゴニ

ジ ン 3一ル チ ノ シ ド（Tatsuzawa ら，2003），　 Rosa（赤色 系

品 種
‘Red 　Meillandina’

）か ら ペ ラ ル ゴ ニ ジ ン 3．5一ジ グ

ル コ シ ド，シ ア ニ ジ ン 3，5一ジ グ ル コ シ ド，ペ オ ニ ジ ン

3，5 一ジ グ ル コ シ ド （Mlkanagiら，2000），　 Cymbidium

（暗紫色 系品 種
．‘Eicho ’）か ら シ ア ニ ジ ン 3一グル コ シ ド，

シ ア ニ ジ ン 3一ル チ ノ シ ド，ペ オ ニ ジ ン 3一グ ル コ シ ド，ペ

オ ニ ジ ン 3一ル チ ノ シ ド （Tatsuzawa ら ， 1996），

Alstroemeria （赤紫色系品種
‘Westland’）か らデ ル フ ィ ニ

ジ ン 3一グル コ シ ド，デル フ ィ ニ ジ ン 3一ル チ ノ シ ド，6一

ヒ ドロ キ シ シ ア ニ ジ ン 3一グル コ シ ド，6一ヒ ドロ キ シ シ

ア ニ ジ ン 3一ル チ ノ シ ド，6一ヒ ドロ キ シ デ ル フ ィ ニ ジ ン

3一グ ル コ シ ド，6一ヒ ドロ キ シ デ ル フ ィ ニ ジ ン 3一ル チ ノ

シ ド（Tatsuzawa ら，2002），　 Alstroemeria（黄赤色系品種
‘
ス ポ ッ テ ィ レ ッ ド

’
）か ら 6一ヒ ドロ キ シ ペ ラ ル ゴ ニ ジ ン

3．．グ ル コ シ ド，6一ヒ ドロ キ シ ペ ラ ル ゴ ニ ジ ン 3一ル チ ノ

シ ド（Tatsuzawaら，2003 ），　 Trenia　fournieri（紫色系品

種 ）か らデ ル フ ィ ニ ジ ン 3，5一ジ グル コ シ ド，ペ チ ュ
ニ ジ

ン 3，5一ジ グル コ シ ド，マ ル ビ ジ ン 3，5一ジ グル コ シ ド

（Aida ら，2000），お よ び Liri（〜ρeptatyphylla の 種皮 か ら

ペ チ ュ ニ ジ ン 3一グル コ シ ド，マ ル ビ ジ ン 3一グル コ シ ド，

ペ チ ュ
ニ ジ ン 3一ル チ ノ シ ド，マ ル ビ ジ ン 3一ル チ ノ シ ド

（lshikura・Sugahara，1979）を そ れ ぞ れ TLC や HPLC の

分取 に よ り調製 し た も の を 用 い た，ア ン トシ ア ニ ジ ン は

そ れ ぞ れ の ア ン トシ ア ニ ン を 2N 　HCI に 溶か し，10〔アCの

沸騰浴中で 2時間加水分解 した も の を 用 い た ．

2 ．高 速 液 体 ク 囗 マ ト グ ラ フ ィ
ー （HPLC ） 分 析

　HPLC 分析 は，　 LC −10A 　VP　HPLC シ ス テ ム （Shimadzu）

を 用 い，以 下 の 条件 で 行 っ た，カ ラ ム ：Waters　CTSカ ラム

（4．6 φ × 250mm ），カ ラ ム 温度 ：4ffC，移 動層 ：A 液

（1．5％ リ ン 酸 ），B 液 （1，5％ リ ン酸 20％酢酸 　25 ％ ア

セ トニ トリル ），濃度勾配 ：B 液 20−85％ （40min），流速

：1．0　ml ！min ，検出波長 ：200 − 700　nm （フ ォ トダ イ オ
ー

ドア レ イ検出器 ；SPD −MIOAVP ）．

3 、薄 層 ク 囗 マ ト グ ラ フ ィ
ー （TLC ） 分 析

　TLC 分析 は，セ ル ロ
ー

ス 薄層板 （20　x 　20　cm ，　 Merck 製 ）

に 試料 を 点着 し，室温 2〔アCで 上 昇法 に よ り展 開 した ．展

開溶媒 は ，ア ン トシ ア ニ ジ ン に Forestal（酢酸 ：塩酸 ：水

＝ 30：3：10），ア ン トシ ア ニ ン に は BAW （n
一ブ タ ノ

ー
ル ：酢

酸 ：水 ＝4 ：1：2，v ！v ！v ），　 BuHCI （n
一ブ タ ノ

ール ：2N 塩 酸

；1：1，v ！v ，上層 ），1％ HC1 （塩酸 ：水 二3：97，　 v 〆v ）お よ

び AHW （酢酸 ：塩酸 ：水 ＝15：3 ：82，　 v ！v ！v ）を 用 い た ．さ

ら に，そ れ ぞ れ の 展開溶媒に お い て，分析 に 必要 な お よ

そ の 時間を 測 定 した．

4 ，分 光 光 度計 に よ る 吸 収 ス ペ ク ト ル の 測 定

　 各色素 を 石英 セ ル 内 で 0，1％ 塩酸性 メ タ ノ
ー

ル に 溶解

し，分光 光 度 計 （Shimadzu 　MPS −2400）で 吸収 ス ペ ク ト

ル （200
− 700nm の 範 囲 ）を測 定 した ．そ して ，吸収極大

波 長 （λ ma 、 （nm ））お よ び E44e！Ema
、 （％）（（可視部吸収極大

値の 吸光度に 対 す る 440nm で の 吸 光 度の 割合 で，ア ン ト

シ ァ ニ ン の 5位 の 水酸基 に お け る グ リ コ シ ル 化 の 有無 の

判定 が で き る （Harborne ，1958））を求 め た．ま た ，塩 化 ア

ル ミ ニ ウ ム に よ る 可視部吸収極大 の 移動 の 有無 も調 べ た．

結　 　果

1 ． ア ン ト シ ア ニ ジ ン

　本研究 で 用 い た色素は 9種 類の ア ン トシ ア ニ ジ ン が 基

本骨格 で あ り，こ れ ら の ア ン トシ ア ニ ジ ン を Forestalで

TLC した 結果 を第 1表 に 示 し た．そ れ ぞ れ 既 知 物 質 か ら

の ア グ リコ ン で あ り，ス ポ ッ トの 色 と Rr 値 か ら十分 に 判

別 が で き た．

2．高速 液 体 ク 囗 マ ト グ ラ フ ィ
ー

（HPLC ） 分 析

　全試料 の HPLC 分析 の 結果，10．23 − 33．0ユ分の 範囲 に

全 て の ピークが 検出 さ れ，各 ピー
ク で の 吸収 ス ペ ク トル

カーブ を 調 べ た うえ で λ m 。、 （nm ）と E．i40fEma ． （％）を 示 し

た （第 1表 ）．HPLC 分 析 で の 可 視 部 λ ma ． （nm ）は 弱酸性

メ タ ノ
ール 中で の 値 よ り 7 − 21nm 短 く，1 − 4％ 減 の 値

を示 した （第 1 表 ），

3 ，薄 層 ク 囗 マ ト グ ラ フ ィ
ー （TLC ） 分 析

　TLC 分析 に は BAW ま た は BuHCI を 展開溶媒 と した場

合，約 5時間，AHW ま た は 1％ HC1 を展開溶媒 と した場

合，約 2 時 間 を 要 し た．そ れ ぞ れ の Rr値 を Harborne

（1967）の PC 分析 と比較 した結果，記載 の な い 6一ヒ ドロ

キ シ ア ン トシ ア ニ ン を 除 い て 全 体 的 に Rt値 の 低 くな る傾

向 が 見 られ た．

4 ，分 光 光 度 計 に よ る 吸 収 ス ペ ク ト ル 測 定

　弱酸性 メ タ ノ
ール 中 で の ア ン トシ ア ニ ン お よ び ア ン ト

シ ア ニ ジ ン の ス ペ ク トル 特性を Harborne（1958）と比較

した 結果，記載 の な い 6一ヒ ドロ キ シ ア ン トシ ア ニ ン とペ

オ ニ ジ ン ，ペ チ ュ ニ ジ ン お よ び マ ル ビ ジ ン 3一ル チ ノ シ ド

を 除 い て 可 視部 λ m 。。 （nm ）は 1−7nm の 差 が 見 られ る も

の の E
“ ofEma 、（％）や塩化 ア ル ミニ ウ ム に 対 す る 反応 を含

め，全体的に 同 じ傾向で あ っ た （第 1表 ）．

考 察

　TLC で ア ン トシ ア ニ ン の 同 定 を 行 う場合，　 BAW や

BuHC1 で 20　cm 展 開 す る た め に 約 5時間か か り，さ らに

2次元展開す る場合 AHW や 1％ HCI の 約 2時間が加わ り

7時 間 以 上 を要 し た．検体 に 夾雑物 が 多い 場合 や ア ン トシ

ア ニ ン 組成 が 複雑 な 場合 は，上 記 の ブ タ ノ
ール 系溶媒 と

水系溶 媒 で 計 7 時 間 か け て 精製 し て か ら 分析す る 必要 が

あ る．よ っ て ，精製 7時間 ＋ 分析 5時間 （BAW ，　 BuHCI，
AHW と 1％ HCI を 同時 に 展開 し た 場合 ）ニ12時 間 が最 低

で も必 要 に な る と考 え られ た ．特 に，分光光度計 で の 測

定 に は精製 した ア ン トシア ニ ン を 用 い な い と測定 が で き

な い た め，最 低で も 7時間以上か か る こ とに な る．こ れ ら

従来 の 方法で ア ン トシ ア ニ ン を同定す る た め に は少 な く

と も半 日は 必要 で あ り，さ らに 精製 の た め に 多 量 の 材料
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第 1表 　ア ン トシ ア ニジ ン とア ン トシ ア ニ ン の ク ロ マ トお よ び ス ペ ク トル 特性

色泰
z HPLC 分光光度計 （O．1％塩酸牲 メ タ ノ

ー
ル 中） TLC の ヨ葎 （x100 ）

ム 〜 ξ 孀 ／ξm．民（％ ）
ソ
　 竺R 　　 ム mx 民

Pg 　　　　　　　　　513 ，422 ，267
Pg 　3−glc　　　　　　50Z 卩428．275“Z68
Pg 　3−rut 　　　　　　 503 ，430，277，269
Pg 　3，5−digLc　　　　50Q 卩275
Cy 　　　　　　　　　 526，274
Cy　3−glc　　　　　　517 ，279
Cy 　3−rut 　　　　　　 517、280
Cy　3，51iglc 　　　　514，277
Dp 　　　　　　　　　　　531，272
Dp 　3−glc　　　　　 524．276
Dp　3−rut 　　　　　　526，277
Dp 　3、5−diglc　　　　sZZ，274
Pn　　　　　　　　　 528，270
Pn　3−glc　　　　　　518，279
Pn 　3一四 t　　　　　　 518，280
Pn　3．5−diglc　　　　516，276
Pt　　　　　　　　　　 5ヨ2、272
Pt　3＿glc　　　　　　　526，276
Pt　3−rut 　　　　　　528，277
Pt　315−tiiglc　　　　5241274

Mv 　　　　　　　　　535，272
Mv 　3slc 　　　　　　528，277
Mv 　3−rut 　　　　　　530卩27ア

Mv 　315−diglc　　　　526、276
60HPg 　　　　　　　491 ，283
60HPg 　3−glc　　　484 ，287
60HPg 　3−rut 　　　 484、2S5
60HCy 　　　　　　　504，279
60HCy 　3−glc　　　 499，Z82
60HCy 　3−rut 　　　500 ，282
60HDp 　　　　　　5111279

60HDp 　3−glc　　　507卩279
60HDp 　3−rut 　　　 509，279
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　 　 　 293

　 　 　 84

　　　 151

　 　 　 32

　 　 　 9

やg ： ベ ラル ゴ ニ ジ ン，Cy ： シ アニ ジ ン，　Dp ；デル フィ ニ ジン，　Pn ：ペ オ ニ ジン，　Pt： ペ チ ュ ニ ジン ，Mv ； マル ビジン，60HPg ； 6 ヒ ドロキ シ ベ ラ ル ゴニ ジン ，
60HCy ：6 ヒ ドロキ シ シア ニ ジ ン，60HDp 二 6 ヒ ドロ キ シデル フ ィ ニ ジ ン，glc：グ ル コ シ ド，rut ：ル チ ノシ ド，d十glc； ジ グル コ シ ド

y
フ ォ トダイオードア レイ（PDA ）検出器 で測定

が 必 要 で あ る．しか し，HPLC 分析の 場合，感度 の 高さ

か ら少量 の 材料 で 済 み，1回 の 測 定が 約 1時 間 で 終 わ る．

夾雑物を 7時間か け て取 り除い た と して も約 8時間で終 わ

る．ア ン トシ ア ニ ン の 可視部 吸 収極大領域 で の 夾雑物の

影響 は 少 な い こ と が多い （Harborne，1973）の で ，植物材

料か ら抽出後の 未精製材料 で も約 1時間 の 測定 で 1検体が

終わ る．さ ら に，PDA 検出器 を使 う こ とに よ り各 ピー
ク

の 吸 収 ス ペ ク トル を 同時 に 測定す る こ と が 可能 で あ る ．

HPLC 分析 で の PDA 検出器 で 測定 し た 吸収 ス ペ ク トル か

ら計算す る E
伽 1Err、。 ． （％）は，弱酸性 メ タ ノ

ー
ル 中で の 吸

収 ス ペ ク トル か ら計算す る En−dofErnax （％）と大 きな 差 は な

か っ た．さ ら に，ア ン トシ ア ニ ジ ン の 5位 の 水酸基 に 糖が

結 合 し て い る 場 合 ，E．i401Em 。x （％）の 値 が 低 く な る

（Harborne ，1958）傾向 も確認で きた ．しか し，両者 の 可

視 部 λ rrlEl、 （nm ）に は 差 が 有 り，全体 と し て HPLC 分析で

は 波長が 僅か に 短 くな る傾向が 見 られ た ．この こ と は，色

素 が 溶 け て い る溶 媒 の 違 い が 原 因 と 考え られ た．し か し，

本研究 と同 じ分析条件 に す れ ば 各 ア ン トシ ア ニ ン の 可視

部 λ M ／
・L， （nm ）は 特有 の 値 と して 考 え られ る こ と か ら，第

1表の HPLC データ を用 い る こ と に よ り今後 の ア ン トシ

ア ニ ン 同定 は こ れ ま で 以上 に 効率が 良 くな る と考 え ら れ

た．ま た，時 間 は か か っ て し ま う が ，従 来 の デ ー
タ も併

用 して 分 析 す る こ と に よ り同定 の 精 度 は 増 す と
．
考 え られ

た．

　 こ れ ま で に ，高等植物 の ア ン トシ ア ニ ン は ア ン トシ ア

ニ ジ ン を 含 め 約 600 種 類 の も の が 知 ら れ て い る

（Harborne
・Baxter，1999 ；Harborne ・Williams， 1998．

200 ／）．本研究 で 用 い た 色素 は 33種類 で ，全体 の 約 5．5％

程 度で あ る．しか し，斎藤 ら （1991）に 記 載さ れ て い る

669属 の 種 子植物に お い て ，本研究 に 用 い た ア ン トシ ア ニ

ン の 出現頻度 は，rha −gluと い う 表記 （斎藤 ら，1991）を

ル チ ノ
ー

ス に 含 め る と，70％ 以上 の 属 に お よぶ ．よ っ て ，

本研究の 成果は 今後 の 園芸植物 の ア ン トシ ア ニ ン 分布分

析 に お い て も有効 な知見 に な る と考 え られ た．

摘　　要

　 9種類 の ア ン ト シ ア ニ ジ ン と 24種類 の ア ン トシ ア ニ ン

グ リ コ シ ドの 特性を，薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（TLC ）と

分光光度計 に よ る測定結果 と，フ ォ トダ イ オ ードア レ イ

（PDA ）検 出器 を使 っ た 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）に よ る 測定結果 と比較 した ．　 TLC や 分 光 光 度 計

に よ る 分析 は 測定 に 12時間以上か か るの に 対 し，HPLC

分析 は 約 1時間 で 終 わ る．ま た ，HPLC 分析 で は 少量 の

材料 で も分析 が 可 能で ，効率 も良 い ．さ ら に，PDA を 使

う こ と に よ り，同 時 に 吸 収 ス ペ ク トル の 測 定 が 可 能 で あ

る．そ こ で 本 研 究 で は，HPLC 分析 に よ る ア ン ト シ ア ニ
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ン の 同定 の 効率 を さ ら に 増す と考え られ る PDA 検出器 で

得 られ る ス ペ ク トル デ
ー

タ を ま と め た ．
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