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Abst ll" act 
Th e cornpositions of and changes in anthocyanins ， red pigrnent oligorners ， and polyrners of grape skins and 

red wines during ripening ， contacting between juice and skin (also seeds) after crushing of grapes ， ferrnenting on 
skins ， and storing or aging of finished wine were investigated for several red grape cultivars grown in Japan. 1n 
particul 訂，血.e enzymatic and chernical properties of polyphenoloxidase frorn grape juices ， its subs 回総 specificity ，

and enzyrnatic decolorization of anthocyanins and oligorneric and polyrneric pigrnents and decolorization 
rnechanisrns were analyzed and are discussed. 

緒論

筆者がワイン研究を開始した 1970 年当時，わが国

のワイン消費量はわずか約 6千kL であった。欧米で

いわゆる「フレンチ・パラドックス」がマス・メディ

アによって報じられた1994 年頃のわが国のワイン消

費量は約 12 万 kL. 赤ワインブームが最盛を迎えた

1998 年のそれは約 38 万kLにも達した。とのような

過去30 年のワイン消費量の拡大は，国民所得の増大，

食生活の欧米化，海外旅行ブーム，大阪万国博覧会や

東京オリンピックなどの国際的行事の開催に加えて，

ワイン，特に赤ワインがもっ機能性と日本国民の健康

志向がフィットしたととも一因であろう。一般にワ

イン先進国では白ワインよりも赤ワインの消費が多

く，一方日本のようなワイン途上国ではやや甘口の白

ワインのほうが好まれるという消費パターンは，

1990 年代後半のワインブームによって覆された。

従来，わが国のワイン研究は，ワイン酵母や白ワイ

ン成分の研究が中心で，赤ワインの色調を構成するア

ントシアニンやその重合体に関する研究はほとんど

なされていなかった。筆者は， 1980 --1981 年，文部
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省在外研究員としてカリフォルニア大学デイピス校

ブドウ・ワイン学科のV. L. Singleton 教授のもとで，

主として果汁中の無色ポリフェノールの研究に取り

組み，ワインポリフェノールの基礎を学んだ。帰国

後，同教授のアドバイスを受けながら， rブドウの赤

色色素に由来する色調と苦渋味の研究J.rワインの溶

存タンパク質の構造と機能に関する研究J，rバイオリ

アクター及び抗酵母性物質によるワイン発酵の制御

に関する研究」などを行った [7，16 ， 19-23] 。これ

らの 3 つの研究テーマは相互に関連しているが，本稿

は，主として 1997 年2001 年の 5年間にAm. J. Eno l. 

Vitic. と日本ブドウ・ワイン学会誌に掲載された筆者

と共同研究者による「国産赤ブドウと赤ワインの色

素に関する研究」をまとめたものである。

国産ブドウとワインのフェノール含量

Table 1は，国産自ワイン 83 点と国産赤ワイン 52

点のフェノール含量を示したものである [8]。全フエ

ノール含量の平均は，白ワインで333 rng/L ，赤ワイ

ンで 1323 mg/L であった。全フェノールは，果度や

種子由来のフラポノイドと果汁由来の非フラポノイ

ド型フェノールによって構成されるが，白ワインでも

赤ワインでも，非フラポノイド含量は約 200 mg!L 
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で，フェノール含量で見る限り，国産ワインは外国産

ワインの全フェノール含量と大きな差異はなかった。

2000 年に山梨県で収穫された 16 品種の赤ブドウ

と白ブドウの各組織の重量と全フヱノール含量を調

べた (Table 2) [3J 。赤ブドウでも白ブドウでも，種子

と果度の重量は生食用ブドウよりもワイン用ブドウ

のほうが大きく，逆に果汁量は生食用ブドウのほうが

多かった。種子や果度中の全フェノールはワイン用

ブドウにより多く存在した。 8 品種のワイン用ブド

ウ頼粒 (grape berry) 1 kg あたりの種子及び果度の

平均重量はそれぞれ約 3.5% と 15% であったが，全

フェノール量はそれぞれ約 64% と32% であった。果

汁の全フェノール含量は110 mg/kg 頼粒(頼粒全体

の全フェノールの約 3.8%) と少ないのに比べて，ブ

ドウ頼粒に存在するほとんどのフェノールは種子や

Table 1 Mean phenol content of table wines made 
from grapes grown in Japan(8). 

Total Flavonoid Non-Flavonoid 
Phenols Phenols Phenols 

(mg/L) 

Wh i飽 wines (n = 83) 333 
Red wines (n = 52) 1323 

129 
1000 

204 
223 

赤色色素の酵素的厳化機構
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Figure 1 Some major phenolic compounds in juice ， 
skin ， and seed. 

果皮に含まれていることから，ワインブーム，すなわ

ちポリフェノール人気の対象となったワインは醸し

発酵を経て造られる赤ワインであることが理解でき

る。

Table 3 に， 1992........1995 年のカベルネ・ソーピニ

ヨンブドウのパルプ，果度，種子の重量，全フェノー

ル及び種子と果度から抽出可能なフェノール量を示

した [11 ，14J 。各ブドウ組織の重量の割合は，パル

プが83% ，果皮が 10.5% ，種子はわずか 2.8% であっ

Table 2 Mean total phenol content of wine and table grapes in the 2000 growing season in Japan(3). 

Seeds WinSe KFInas pePs ulp SeedTs ablSe Ugn apes Pulp 

Red WTgoeauipgl ehps t h(e6nkog ls beπies) 38.5 a 148 757 14.7 c 89.5 842 
(gGAElkgbeπies) 1.837 1.1 79 0.132 1.668 0.707 0.155 

WhitTWe oeguigl ahppteh(s egn1okg lsb(eg ITGieAsE) fkg beπies) 32.8 b 149 724 12.2 d 71.3 855 
1.887 0.711 0.087 1.337 0.369 0.174 

a Cabemet Sauvignon ， Muscat Bailey A ， Merlot ， and Shiraz. 
b Chardonnay ，陥ot gris ， Riesling ， and Koshu. 
c Benizuiho (Golden Muscat X Kuroshio) ， Ka 司i，Pione ， and Kyoho. 
d Rosaki ， Rosario Bianco (Rosaki X Muscat of Alex 組合ia) ，Neo Muscat ， and Muscat of 
Alex 組合ia.

Table 3 Phenolic contents of Cabernet Sauvignon grapes harvested in 1992 ， 1993 ， 1994 ， 
and 1995 inYamanashi ， Japan(ll ，l例.

Tissue • Weight Total phenols Flavonoi 也

(g/k g beηies) 
Extractable phenols b 

Total phenols Flavonoids 
(mg GAElkg berries) 

Pu lp 
Skin 
Seed 

凸

U
Z
J

，‘，
m
m引

309 
1443 
3571 

河
口
附

1
6
シ

419 
634 

402 
622 

• Grapes were harvested at 20 Brix. 
b Phenols were e油 acted at 25 0C for five 品，ys.
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Table 4 Composition of anthocyanins extracted from 
berry skins of four grape cultivars(14-15.25). 

横塚弘猿

Merlot Cabernet Muscat Koshu 

る量は非常に少ないが，フェノール複合

体の加水分解によって若干の没食子酸が

生じる。果皮には，ケルセチンや赤色色Sauvignon Berry A 

TTootual l raend thpoicgymaennints s 
1150 

(m569k6 g) 
710 

1060 412 599 

(% oftotal) 
12 .2 16_0 3.8 
4.8 7.4 
9.0 8.4 6.4 
11-4 lL7 12.2 

9.1 
30 .2 29_8 43.1 
12 .4 14.2 

8.8 3.7 10.0 
acid 

8.0 
7.4 

たが，全フェノールは，パルプ(果汁と圧搾後の固形

物)に 309 rng/kg ，果皮に 1443 rng ，種子に 3575

rng が含まれ，J，jレプに約 5 %，果皮に 25% ，種子に

70% のフェノールが存在した。しかし，これらのすべ

てのフェノールがワインの色や味に利用できるわけ

ではない。モデルワイン (10% アルコール， p H 3.0) 

を用いて 25 0C ，5 日間抽出の結果，果皮からは約 30

%，種子からは約 18% のフェノールがワインに移行

した。果度や種子から移行したフェノールの 96 "-'98 

%はフラボノイド型フェノールであった。

赤ワインのフェノールは，木樽から抽出されるフェ

ノールと発酵中にチロシンから生じるチロソールを

除けば，果汁，果皮あるいは種子に由来する口OJ 。果

汁由来の主なフェノールとして，酒石酸とコーヒー酸

のエステルであるカフタリック酸，また安息香酸誘導

体である没食子酸がある。没食子酸は遊離で存在す

HO ゐOH

OH 
Cyanidin-3-glucoside 

正予HA::ぷ:ぷ:H3
Peonidin- Delphinidin- Petunidin- Malvidin-
3-glucoside 3-glucoside 3-glucoside 3-glucoside 

Figure 2 Anthocyanins of Vitis vinifera grapes. 
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素アントシアニンが含まれるが，通常こ

4.4 れらは配糖体として存在する。種子抽出

く 20

46 

29 

物のほとんどはプロシアニジンとして存

在し，遊離のカテキンやエピカテキンは

わずかしか見出されない。赤色のアント

シアニンと黄色のフラボノイド以外のプ

ドウフェノールは本来無色であるが，無

色フェノールが酸化されれば黄色，黄金

色，茶色，褐色になり，白ワインの色調

を形成する [12 ，24J 。

赤ブドウと赤ワインのアントシアニン

赤ワインに存在するアントシアニンの一般式と 5

種のアグリコン(アントシアニンの糖部分を除いたア

ントシアニジン)の構造を Figure 2 に示す。アント

シアニンは 3，5，7- トリヒドロキシ-2- フェニルベン

ゾピリリウムを基本骨格とし， 2個のベンゾール核を

それぞれA 環， B 環と呼ぶ。 B 環における置換基，水

酸基，メトキシル基の数と位置によってアントシアニ

ジンの種類(構造)は決まる。 B 環に 1 つの水酸基が

ついたペラルゴニジンはブドウに見出されていない。

B環に 2 つの水酸基がついたシアニジン，その 1 つの

水酸基がメチル化されたペオニジン， 3 つの水酸基の

ついたデルフィニジン，その 1つの水酸基がメチル化

されたペツニジン， 2 つがメチル化されたマルピジン

がある。ペーパークロマトグラム上の色調で，シアニ

ジン，ペオニジン，マルビジンは赤あるいは紅色系，

デルフィニジンとペツニジンが赤紫系である。アン

トシアニジンのA 環と B 環は3 個の炭素鎖を介して

γ一ビロン環をつくって結合しているが，このC環の

酸化状態で種々のフラポノイド骨格が区別される。 C

環の 3 位の炭素についた水酸基はグルコシル化され

ている (3-g1ucoside) 。ヨーロッパ系ブドウは， 3-

glucoside のアントシアニンのみをもっ。 3-Gluco-

side に加えてA 環の 5位の炭素の水酸基にもう 1 つ

のグルコースがついた3，5-diglucoside のアントシア

ニンはアメリカ系ブドウに含まれる。
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日本で栽培されているヨーロッパ系赤ブドウ 2 品

種，メルローとカベルネ・ソーピニヨン，ピンク果度

系の甲州，アメリカ系品種のベイリーと東洋系ヨー

ロッパ品種のマスカット・ハンプルグとの交配種で

あるマスカット・ペリーA ，計4 品種ブドウの果度か

ら抽出したアントシアニンの組成を調べた [14 ，15 ， 

25] 。全色素含量で比較すると (Table 4)， 1 kg のブ

ドウあたり最も多くの赤色色素を含むブドウは，メル

ロー，次にマスカット・ペリーA ，次いでカベルネ・

ソーピニヨンであった。甲州ブドウの場合， 1 kg か

ら4.4 mg の全色素が抽出された。同じヨーロッパ系

ブドウのメルローとカベルネ・ソーピニヨンのアン

J. ASEV Jpn. Vo l. 14 ， No. 1 (2003) 

Figure 3 

場合約 17 Brix まで，糖度が上昇するとともに，全色

素量が増加し，それ以上の糖度ではほぼ一定の全色素

量となった [14] 。カテキンを基質とし，ワールプルグ

検圧計を用いて酸素吸収量を測定した結果，ブドウ果

汁はかなり強い'PPO 活性を含んだ。 PPO 活性もまた

糖度の上昇に伴って増加したが， 18 Brix 以上ではほ

ぼ同じ活性を示した。

甲州，シャルドネ，リースリングの白系ブドウ，カ

トシアニン組成は非常に類似していた。最も多量に

存在するアントシアニンは， malvidin-3-g1ucoside 

で全アントシアニン量の約 30% を占め，酢酸あるい

はp ークマール酸でアシル化された malvidin-3-

glucoside は約 20% であり，全マルピジン誘導体の

割合は約 50% となった。ヨーロッパ系赤ブドウのア

ントシアニンは，ピノ・ノアールなど1， 2 のブドウ

を除いて， 3位の炭素の水酸基に結合したグルコース

がアシル化されている。一方，アメリカ系のマスカッ

ト・ペリーA には， anthocyanidin-3-g1ucoside の

他に，malvidin- 3， 5-diglucoside とそれが p ークマー

ル酸でアシル化されたアントシアニンを含んだ。甲

州ブドウ果皮には， cyanidin- ， peonidin- 及び

malvidin -3-gulucoside が含まれたが， 3，5-

diglucoside は見出されなかったので，甲州はアメリ

カ系ブドウではなく，

Hヱト。-11=f 〈〉oH

また peonidin-3-g1u-

ω 叶Pu lp PPO ， Ppt PPO 

OH 
HOO~ ~ y ~ 
H一戸-C-ç=f~，ìOH

Ho-C t1 
‘ Caftariεacid 

COOH 

Catecholase I Pu lp PPO. Ppt PPO. Sup PPO 

HOO~ 刊 rイ
H-r-O-C -c =~ベー1=0

HO-C H 
Caftaric acid quin ・ne

COOH 

Preparation of polyphenoloxidase from grapes 
and oxidation of coutaric and caftaric acids to 
caftaric acid quinone(2.12). 

coside の一部はフマール酸でアシル化されてい

たので，ヨーロッパ系ブドウのアントシアニン

組成と異なり，アメリカ系やヨーロッパ系とは

異なる系統のブドウであろう [15] 。

2593μLO ，-uptake 

Figure 4 
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ブドウ成熟中の赤色色素とポリフェノールオキ

シダーゼ活性

マスカット・ペリーA (MBA) とカベルネ・

ソーピニヨン (CS) ブドウの成熟に伴う果度の

全赤色色素量と果汁のポリフェノールオキシ

ダーゼ(PPO) 活性の変化を調べた (Figure 3)。

MBA ブドウの場合 15 Brix まで， cs ブドウの
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Table 5 Characterization of polyphenoloxidase from Muscat Bailey A grape juice(2.12.24 剖.

Gln- Al a-Pr o-As p-Il e-Ser-Lys-?-Gly 一官官Al a-?

Vla-Pro ーであり，これはトムソン・シードレスのも

つ PPO の一次構造と一致した [2J 。

PPO で酸化されやすいフェノールの順序は，カフ

タリック酸>コーヒー酸>カテコール>エピカテキ

ン，カテキン>プロトカテキュ酸(安息香酸誘導体)

>ピロガロール>Pークレゾール>Pークマール酸

>没食子酸となり，明らかにモノフェノールよりもジ

フェノールに対して高い活性をもった [2，12Jo pH 

3 から 11 の広い範囲で活性をもち，至適pH は5.8 で

あり，ブドウ果汁の pH (pH 3'"'-'4) で十分活性をも

っ。この酵素は，シアンカリウムで活性を失う典型的

な銅酵素である。フラボノイドポリマーの水酸基と

|一←No diphenol i 

円。ー+PPO+

l c a 同 hol

-o- PPO+ 
l Caftaric acid 

20 40 

Reaction time (min) 

Degradation of MBA anthocyanins in the pres-
ence of PPO and catechol or caftaric acid( 25 l. 

Cbemical and pbysical properties 
Molecular weight: 40 to 42 kDa 
N-tenninal region: APIQAPDISK?GTA?VP 

Enzymatic properties 
Subs 甘ate specificity: caftaric acid > ca 釘eic acid > catechol く epicat 沼chin ，catechin 

く protocatechuic acid> pyrogallol > p-cresol > p-coumaric acid > gallic acid 
Optimum pH: 5.8 
Optimum tempera 制限:30 0C 
pH stability: stable between 3 and 11 (at 30 0C for 1 hr) 
Tempera 仰向 stability: stable between 0 and 60 0C (at pH 5.8 for 1 hr) 
Inhibitors: KCN> sodium azide > S02 >NaCl > thiourea > ammonium sulfate 

-<>ーDel-3G

-:I(-Pec ト3，500

一合一Mv-3 ，5OO

ベX-Pet-3G
一@ーPec ト3G

-o-Mv ・3G

ー+-Mv ・3，5DG-pC

XI一世ーMv-3G-pC

60 

60 

。
。

Figure 5 
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ピノ・ノアール，

コードの赤系ブドウ，

計 6 品種の果汁の PPO

活性を比較した結果，

PPO の基質特異性や活

性に大きな差はなく，

各ブドウ果汁の褐変の

度合いの差異は，マス

トに含まれるフェノール組成と還元性物質(グルタチ

オンなど)の種類と量によることが分かつた [24J 。ブ

ドウを除梗・破砕し，果皮と種子を除いたパルプの

PPO 活性を，カテキンを基質としてワールプルグ検

圧計を用いて酸素吸収量として測定した (F福ure 4)。

その結果，パルプ 100 mLあたり， 30 分間に 6145μL

の酸素吸収があった。これを遠心分離してPPO 活性を

測定した結果，上清に 431μL ，沈殿に 2268μL の

酸素吸収があった [2，12J 。さらに沈殿を pH 10 の水

で抽出した結果，抽出物に 2593μL の酸素吸収が

あった。すなわち， PPO のほとんどは，果汁に溶存

せず，高分子フェノールと水素結合によって複合体を

形成し，不溶物として存在した [12J 。したがって，ブ

ドウ破砕物から沈殿 (PPO 酵素)を迅速に除去すれば，

果汁の酸化を防止できることが分かつた。

ブドウには 2 種類の PPO 活性，カテコラーゼとク

レゾラーゼ活性がある (Figure 4)。これら 2 種類の

PPO 活性は別々の酵素ではなくて，酵素の立体構造

が破壊されるために，クレゾラーゼ活性が失活したと

考えられている [5Jo PPO は通常フェノール・ベンゼ

ン環の隣接した炭素に結合した 2 つの水酸基を酸化

してoーキノンにするが，ブドウ果汁には 1 つの水酸

基しかもたないモノフェノール，たとえばクータリッ

ク酸が存在する。クレゾラーゼはクータリック酸を

酸化してジフェノールであるカフタリック酸にする。

クレゾラーゼの立体構造は壊れやすく，分離精製の過

程で通常失われる。一方，ジフェノールを相当するキ

ノンに酸化するカテコラーゼは非常に強く，かなり厳

しい条件で精製しても容易に失活しない。 MBA 果汁

から分離したカテコラーゼは，分子量 40 ，000 '"'-' 

42 ，000 でN 一末端アミノ酸配列は， Ala-Pro- Il e-
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PPO のペプチド結合のカルボニル酸素が結合し不溶

性沈殿(澱)となるが， pH 10 で水素結合が切れて，酵

素は再び可溶化した [12] 。

アントシアニンの酵素的脱色

CS あるいは MBA ブドウ果度から分離した全赤色

色素を pH 3.7 (MBA 果汁の pH) の緩衝液に溶かし，

さらに無色のジフェノールであるカフタリック酸ある

いはカテコールを加えた。これにブドウの果汁沈殿か

らpH 10 で水抽出した組PPO 酵素液を加えて25 'Cで

60 分間反応した。本実験は， PPO 酵素自体の研究を

(2) Coupled oxidation of an antbocyanin 
by a catechol quino 圃e 0. 

O 

/ 
o.H 

H 0:: AH AH 

ppふvα o.H 

。)Di merization of a catecbol quinone witb phe 目。ls including 

anthocyaninfHProducinga new hydroquinone. 

OH 。
Ho. 4件\~O OH 

CH ，に I

O-gluco 田 一ーーと..HI 
OH OH OCH ， 

〈文。

Figure 6 

OH OH 

OCH ， 

Q OH 

、副u描 e

Three expected mechanisms for enzymatic 
decolorization of anthocyanins with polyphe-
noloxidase(6.25) . 
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赤色色素の酵素的酸化機構

目的しておらず，アントシアニンやその重合体の酸化

の程度と機構がテーマであるので，精製酵素を用い

ず，最も活性の強い不溶性 PPO を用いた。反応後，

HPLC で各アントシアニンを分析を行い，赤色脱色

量を測定した [25]0 CS ブドウには anthocyanidin-

3，5-diglucoside は存在せず， anthocyanidin-3-

glucosides のみを含むが，一方 MBA 色素は

anthocyanidin-3-g1ucosides とanthocyanidin-

3，5-diglucosides の両者を含むので，とこでは MBA

色素を用いた実験結果のみを示した (Figure 5)。し

かし， CS とMBA ブドウ果度から抽出した全色素を

用いた実験結果は基本的に同じであった。

アントシアニンの酵素的酸化には 3 つの機構が推

定された [6，25] 。第一は，酵素がアントシアニンを

直接に酸化するケースである。 MBA ブドウ果度の全

色素に酵素のみを添加して反応を行った結果， 60 分

間の反応中，色素には全く変化はなかった (Figure

5a) 。前述のように，アントシアニンはフラピリウム

カチオンとカルピノール・シュードベースの平衡状

態で存在する。この結果からフラピリウムカチオン

はPPO によって直接に酸化されてアントシアニンキ

ノンに変化することはないことが分かつた (Figure

6-1)。また，無色のカルピノール・シュードベースが

酸化され，アントシアニンキノンが生成しでも，フラ

ビリウムカチオンとシュードベースは平衡状態にあ

るので，酸化されれば赤色カチオンが減少するはずで

ある。しかし，全アントシアニン量の変化はなかっ

た。結局，第一の反応機構はないと結論付けた

(Figure 6-1)。

次に，全アントシアニンにカテコールあるいはカフ

タリック酸を加え，さらに PPO を加えて反応を行っ

た結果，赤色アントシアニン量は急激に減少した

(Figure 5a) 。最も多量に減少したアントシアニンは

B環に 3つの水酸基があるdelphinidin ー3-g1ucoside

であり，次に， 3 つの水酸基のうちの一つがメチル化

されたpetunidin- 3-g1ucoside が急速に脱色された。

この反応は，次のように解釈できる。まずカテコール

あるいはカフタリック酸が酵素酸化されて相当する

Oーキノンになる。生じた Oーキノンによってデルフィ

ニジンあるいはペツニジンをアグリコンとするアン
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C アシル化されたアントシアニンも減少した。しかし，

これらの赤色色素の脱色は前述の共役酸化では説明

できない。なぜならば， B 環に隣接した 2つの水酸基

をもたないからである。これらのアントシアニンは，

B環が酸化されるのではなくて，カフタリック酸やカ
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テコールから生じたキノンが，アントシアニンの 8 位

に結合し，さらにもう 1分子のキノンによってさらに

酸化されると推定した (Figure 6-3)。しかし， 3，5-

diglucoside は， 5位のグルコースの立体障害のため

にFigure 6-3のような構造はとれず，恐らく 7位の

炭素とこれに結合した酸素聞が二重結合になると思

われる[6，25] 。

上では，アシトシアニンの脱色はカテコールやカフ

タリック酸の酵素酸化によって生成したoーキノンに

よって生じると推定した。そこで， 0 キノンが生成

したという直接的な証拠を得る必要がある。

はベンゼンスルフィン酸によって捕捉され，フェノー

ル・スルフォンになるので，ジフェノールが酵素酸化

されてキノンを生じるならばoーキノンをベンゼンス

ルフィン酸添加によって消去できるはずである

(Figure 7)。カフタリック酸の場合，カフタリック酸

キノンが生成されればベンゼンスルフィン酸によっ

GRP 

キノン

てカフタリック酸スルフォンになる。 Figure 8で，色

素に PPO とカフタリック酸を加えて反応すると，カ

フタリック酸から酵素的に生成したOーキノンが色素

を脱色した (Figure 8a)，さらに'ベンゼンスルフィン

酸(ナトリウム)を添加すると oーキノンはベンゼン

スルフィン酸によってトラップされるので，脱色は起

こらなかった。カフタリック酸が時間とともに消失す

るとともにカフタリック酸スルフォンが生成された。
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OH 

OH 

OH OH R 
OH 

酸，つまり grape reaction product (GRP) 

になることが知られている。 MBA 果汁中の

グルタチオン (GSH) 含量を測定した結果，

果汁 1 L 中に 15mg のGSH を含んだ [4]。

それゆえ，色素にPPO ，カフタリック酸，さ

らにグルタチオンを添加して実験した。

GSH の有無にかかわらず520nm の減少が Figure 9 Possible structures of oligomeric pigments. 

起こったが，反応開始時にGSH が存在した

ときのほうが減少は少なかった (Figure 8b) 。それは，

生成された OーキノンがGSH と反応したためである。

生成したGRP 量は反応中に消失したカフタリック酸

量と同じでなかった。一部のキノンはGSH と反応し，

残りのキノンは色素を脱色した。

以上の結果，次のことが分かつた。

1) p ークマール酸やクータリック酸のようなモノ

フェノールは，ブドウのクレゾ、ラーゼ活性によってま

ずジフェノールになり，またカテキン，コーヒー酸あ

るいはカフタリック酸のようなジフェノールは直ち

にカテコラーゼによってキノンになる。これらのキ

ノンは，アントシアニンのB 環を共役酸化したり，あ

るいはA 環の 6位または 8位の炭素と結合してダイ

マーをつくって赤色を失う。 2) アシル化されたアン

トシアニンはより速く脱色される。 3) アジトシアニ

ジン-3-モノグルコシドよりも 3，5ージグルコシドの

ほうが安定である。よって一般に， CS 赤ワインより

もMBA 赤ワインの色調のほうが安定であるかもしれ

ない。 4) デルフィニジンやシアニジンのようなB 環

の水酸基がメチル化されていないアグリコンよりも，

ペツニジン，ベオニジン，マルピジンのようなメチル

されているアグリコンをもっアントシアニンのほう

が安定である。 5) モノグルコシドで比較すると，デ

ルフィニジン>ペツニジン>シアニジン>ペオニジ

ン>マルピジンの順に酸化されやすい。

色素オリゴマーとポリマーの色調と酵素酸化

赤ワインの赤色は，ブドウの果皮からワインに移行

したアントシアニンを起源とするが，アントシアニン

がそのモノマーのままの状態で長くワインに存在す

るわけではない。通常，熟成したワインではアントシ

アニンは他のポリフェノールと重合体をつくって存

在する。たとえば，アントシアニンの 4位の炭素と他

のアントシアニンの 8位の炭素が重合し，アントシア

ニンダイマーをつくる (Figure 9)。あるいはプロシ

アニジンB の8位の炭素にアルデヒドから生成した

カルボニウムイオンが付加し，これとアントシアニン

の8位の炭素が結合した重合体が存在する。アント

シアニンの 4 位の炭素とカテキンあるいはプロシア

ニジンの 8 位の炭素が結合した重合体も存在するか

もしれない。これらの 3 つの重合体の B 環はいずれ

も共鳴構造を維持し，赤色の色調を保つと推定し，実

験を行った。

重合した色素研究の第一歩は色素重合体の赤ワイ

Figure 10 Flow chart of procedures for fractionating 
three pigment fractions from red wine( 26 l. 
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Figure 11 Anthocyanin equilibria. 
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度は減少した。これに対して，色素オリゴマーやポリ

マーの赤色強度はpH の変動に伴ってほとんど変化し

なかった。すなわち，アントシアニンが他のフェノー

ルと結合することによって，色素オリゴマーやポリ

マーの赤色は pH の変化に対して安定化した。同様

に， 3つの色素画分の亜硫酸に対する感受性を調べた

(Figure 14) 。アントシアニンモノマーは50 mg/L ま

での S02 の添加で直線的に赤色強度を低下させた。

一方，色素オリゴマーやポリマーはS02 の添加によっ

て赤色強度が変らなかった。つまり，アントシアニン

と非常に低くなった。逆にpH 3.1 では1.6と高くなっ

さらに pH を下げると赤色強度(吸光度)は直線

的に高くなった。 MBA 果度から分離した全色素画分

のpKaを調べると約 2.6 にあり，一方， CS の全色素

のpKaは 2.7であった (Figure 11)。すなわち，赤色

のフラピリウム・カチオンと無色のカルビノール・

シュードベースがpH 2.7付近で半分づっ存在し，一

方pH 3.7では存在するアントシアニンの数%しかイ

オン化していないと考えられた。

溶媒抽出によってMBA 赤ワインより分別したアン

トシアニンモノマー，オリゴマー，ポリマーの 3画分

の赤色強度に及ぼすpH の影響を調べた (F泡ure 12b) 

[26Jo pH を高くするとアントシアニン画分の赤色強

pH に対する感受性によって調べた。

pH3.7 のMBA 赤ワイン (520 nm で測定したとき

の吸光度は1.03) を希塩酸と希苛性ソーダ溶液でpH

1'""""4 に調整し， 520 n m の吸光度の変化を調べた

(Figure 12a) [13 ， 17JopH 4.1 のときの吸光度は0.65
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ンからの分別である (Figure 10) 。そこで，赤ワイン

をイソアミルアルコールで抽出し，有機相(アントシ

アニンモノマー)と水相に分けた。水相をさらにブタ

ノール-1 で抽出し，有機相(色素オリゴマー)と水

相(色素ポリマー)に分けた [26J 。各画分の性質は，

HPLC と薄層クロマトグラフィーでの挙動， S02 や

2 3 
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は重合体になることによって非常に安定になること

が分かつた。 Figure 13 に示したように， S02 はア

ントシアニンの 4 位の炭素に付加し，無色となる。

しかし，アントシアニンの 4 位の炭素に別のフェ

ノールが結合していると， S02 は4 位に付加できな

い。このような化学的に安定な色素重合体の存在こ

そ，赤ワインが長期の貯蔵に耐える理由かもしれな

先に，アントシアニンはPPO 酸化によってジフェ

ノールから生成した oーキノンによって酸化脱色さ

れるととを示したが，マスト中にはアントシアニン

だけでなく色素オリゴマーやポリマーもまた存在す

るので，これらの重合体が酵素酸化されるのか否か

を検討した [26J 。赤色色素を pH3.3 の酒石酸溶液

に溶解し，これにPPO 酵素とカフタリック酸を添加

い。

MBA ブドウマストのスキン・コンタクト中，赤ワイ

ンの発酵中及び熟成中の色素画分の変化

MBA マストの調製，発酵，製造したワインの熟成

中の赤色色素の動向を調べた。 MBA ブドウを破砕す

ると，果皮の色素が果汁にすぐに溶出した (Figure

16a) 。果汁のみの全フェノール量は通常約 200 mg/ 

した。色素量に対するカフタリック酸量の比は 0---

8であった。カフタリック酸を添加しないときにも

色素の脱色が生じた (Figure 15) 。これは，ワインよ

り分離した各色素画分中に，かなり多量のカフタリッ

ク酸，カテキンなと、のジフェノールが存在しているの

これらが酵素酸化されてoーキノンが生成されたで，

L であるが， MBA マストは破砕直後でさえ 560 mg/ 

L の全フェノールを含んだ [25J 。この中には，約 130

mg/L のカフタリック酸と約70 mg/L の赤色色素が

含まれた。 24 時間のスキン・コンタクト中に全フェ

ノールは約 160 mg/L 増加した。そのうち，約 60

ためであった。 Figure 15 で，カフタリック酸量を増

加していくと脱色の割合が増えた。 3 画分とも酵素

によって脱色されたが，最も脱色されやすいのはアン

トシアニンモノマー(脱色率約 60%) ，次にオリゴ

マー(約50%) ，そしてポリマー(約35%) の順であっ
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mg/L はアントシアニンの増加によった。増加した

残りの 100 mg/L は果皮や種子からのフラポノイド

と非フラボノイドフェノールであった。破砕直後の

果汁のカフタリック酸量は 130 mg/L であったが，

それは酵素酸化されてカフタリック酸キノンになり，

著しく減少した。しかし，この減少に上回る量のカフ

タリック酸が，果皮より果汁へ移行したので，破砕後

5 時間以後カフタリック酸は増加したと考えられる。

生成したカフタリッケ酸キ之ンt:t アントシアニンを

急速に酸化し，脱色を始めると思われた。

Figure 16b に， MBA ブドウマストの発酵中の種々

のフェノールの変化を示した [17J 。醸し発酵は 6 日間

とした。全フェノールは醸し発酵中増加したが，増加

したほとんどのフェノールはフラボノイド型フェ

ノールであった。しかし，赤色色素量の増加とフラポ

ノイド量の増加とは相関しなかった。すなわち，フラ

ポノイド量は増えても赤色色素量は増加しなかった。

これはメルロープドウを用いた醸し発酵でも認めら

れた [18J 。発酵中のマストの赤色色素のほとんどはア

ントシアニンで色素重合体量はわずかであった。

発酵直後の若いMBA 赤ワインの色調のほとんどは

アントシアニンに由来した。との赤ワインを貯蔵し，

貯蔵中の色素変化を調べた[1， 9J 。赤ワインを製造後

1 年目の赤ワインの約 80% はアントシアニン，約 20

%はオリゴマーで，ポリマーはほとんどなかった。し

かし，貯蔵年数を重ねると，アントシアニンモノマー

は直線的に減少し，代わりに，色素オリゴマーとポリ

マーが生成された (Figure 16c) 。貯蔵 11 年目には約

90% はポリマーになり，アントシアニンはほとんど

見出されず，またオリゴマーも約 10% しか残ってい

なかった。すなわち，貯蔵・熟成すると赤ワインの色

素は化学的に安定な重合体に変化した。

要約

赤ブドウ成熟中，赤ブドウ破砕後のスキンコンタク

ト中，マスト発酵中，並びに赤ワインの貯蔵・熟成中

のアントシアニン及び色素オリゴマー及びポリマー

の変化を調べた。特にブドウ果汁のポリフェノール

オキシダーゼの酵素的及び化学的性質，基質特異性，

アントシアニン及び色素重合体の酵素的脱色やその
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機構を分析し，論議した。
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