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錯富

ワイン中のフェノーノレ化合物は、色や呈味(苦味や収

敏みなど)を与える感覚・噌好悼強能を持つだけでな

く、また抗酸化活性を持ち健康に対する効果の点から

も重要な成分である。ワインに含まれるフェノール化

合物の大部分はプドワ由来であり、ワイン製造におい

て果汁の圧搾時より瓶詰め後の熟成期間まで、徐々に

酸化され、構造変化が起こることが知られている(1， 10 ，

20 ，22 ，23 ，25 ，28) 。

フェノール化合物の酸化反応は、 2 つの過程に分け

て考えることができる(Fig. 1)。第 1の過程ではフェ

ノーノレ化合物が対応するキノンに酸化される反応で、

果汁中では主としてポリフェノーノレオキシダーゼ

(Polypb 佃 oloxi ，也民， PPO) がこの反応を触媒する(16，
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32 ・34)0 第 1 の反応で生成したキノンは、第 2 の反応

過程で他のフェノールを酸化したり(23) 、またそれら

自身が非常に複雑な非酵素即芯を経て、最終的に褐色

の縮合化合物が生成する。

ブドウ果汁中に多く存在するカフタリック酸

(Caff eoyl 回附C 釦 id， CA) は、PPO との親和性が高く、

速やかにカフタリック酸キノン(Ca盛時畑出国 .c acid 

中泊one ，CQ) が生臆する (Fig.2) 。通常は PPO の基質
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となりにくいアントシアニン等の化合物も、 CQ と反

応することにより共役酸化をうけ、脱色等の現象が生

じると考えられている(5，12 ， 14-15 ， 18 ・19 ，35 )0一方、

果汁中に還元型グルタチオンが存在する場合、 CQ は

グ、ルタチオンと結合し、 2-S ・グノレタチオニルカフタリ

ック酸を生じ、酸化の進行が遅延される(6-8， 17 ，21 ，26 ，

29 ，31) 。

:-r:~ ~ :-Fv6 。

~思哲rd ca 町矧卸祖ric 郎副 O吋qUloo 冊

(C8I1町恒 a回d 争 qUI 問問}

Fi g. 2. UlI油 6∞ofωE 回 y加凶cacid めωffoyl 岡町icacidqt 血lO ne.

このように、 CA の酸化により生成する CQ の反応

性は高く、様々な反応様式が考えられるため重要であ

る。さらに、これらの反応は PPO 活性が無い状態でも

非書草素的に起こると考えられ、瓶内でのフェノール化

合物の酸化重合反応を理解する上でも重要であるο，
10 ，22 ，24) 。

これまで多くの研究者がキノンの反応柑織を解明す

るために、数々の実験を行ってきた。これらの研究は

CA 等のフェノーノレ化合物を出発物質として、 PPO に

よる酵素的酸化によりキノンを生成し、共存させた他

のフェノール化合物との反応性を見る実験や、フェノ

ール化合物を水溶液中で酸素と反応させる実験であっ

た(3，4，6，9，12 ，23 ，35) 。しかし、ベンゼンスルフィン酸

などによる誘導体化を用いずに、生成する CQ を検出

することは困難であり、生成物も多種類検出され、キ

ノン分子からの酸化反応柑織を特定するには至ってい

ない。これは、生成したキノンが水溶液中で非常に反

応性に富み、目的の化合物以外の物質とも容易に反応

するためであり、共存する水分子やPPO 酵素の基質と

なるフェノール化合物、生成したキノン同士が反応に

関与すると考えられる。フェノール化合物の酸化反応

の機構を理解するためには、これらの共存する化合物

数を減らし、キノンがどのような化合物と反応をおこ

し、生成物がどのような構造になるのかを詳細に検討

する必要がある。このためにはキノン分子を安定な状

態で得る必要があった。

水溶液中で PPO の酵素反応を利用してキノンを生

成した場合、キノン分子は直ちに別の化合物に変化す
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る。しかし、水分子を含まない有明儲持集中では、フェ

ノーノレ化合物からキノン分子を比較的安定に調製した

報告がある(11 ，13)0 そこで、本研究では、有明綴詩集中

でのフェノール化合物の酸化反応により、 CQ の合成

反応を行い、安定な状態でキノン分子を獲得すること

を目的とした。

材料と方法

試薬及び機器

CA はワインより下記の方法により調製した(下記

参照)σ0・クロラニルはシグマ=アルドリッチ株式会社

のものを用いた。その他の試薬は市販の特級品を用い

た。

HPLC システムは、聞協M 製(L-71ω ポンプ、L-7405

検出器、ひ7500 インテグレーター)仏-62ω ポンプ、

L-42∞検出器、ひ25 ∞インテグレーター)のものを用

いた。 APC Th侶(大気圧化学イオン化質量分析)は

M ・12 ∞IAP 質量分析装置(回附i)を、 lH_NMR は

AV400M Di gi 旬lNMR (Bn 虫館)用いた。

ブドウ果汁の酸化

甲州種ブドウは、山梨大学ワイン科学研究センター

附属育種試験地で栽培したもの納 17 0 B取)を用い

た。予め 4'tで充分に冷却したブドウ果実(約4Og)

を二重のガーゼで圧搾(搾汁率約 50%) し、果汁を得

た。得られた果汁は 4'tで I∞mL容のビーカー中でマ

グネティックスターラーにより緩やかに撹枠・酸化さ

せた。酸化中の果汁をサンプリングし、 18~“)()Xg で

1分間遠心分離し、得られた上清を 020μ 血のフィル

ター(ANOTOPI0 、wh 甜 nan 砲で蹴畠後、旧日に

よりフェノーノレ化合物を分析した。

H凡C による果汁フェノール化合物の分析

瓶晶後の試料 (20μL) を以下の条件で分析した。

カラムにはBon也柏町(ODS) ，(5 Jllll， 3.9 mmX 150 

mm， w;蹴四社)を用いて、流速 0.9 mU m 面、検出波長

280nm とした。溶出には 0.4% リン酸ーアセトニトリル

の濃度勾配を用い、アセトニトリルの濃度は0分は8%、

5-10 分は 22% 、25 分で49% 、30 分で 80% となるよ

うに設定した。
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設定した。

結果と帯寝

甲州果汁を酸化中のフエノール化合物の変化

甲州種ブドウ果汁を 4"Cで酸化させ、フェノール化

合物の変化を即'LC で調べた (Fig. 3)。圧搾直後 (3

分)では、 CA 及びクータリック酸が主要なフェノー

ル化合物であった。しかし、これらの化合物は酸化の

進行に伴って急速に減少し、 6 時間後にはほとんとや認

められなかった。これらの結果から、 CA とクータリ

ック酸は急速に酸化されたと考えられた。

CA の抽出

キノンの生成に用いる CA は、山梨大学ワイン科学

研究センターで 2側年に製造された甲州種ワインよ

り、 Singll 出m らの方法に従って調製した(27).，すなわ

ち、甲州ワイン lL に二亜漏識カリウムを2~ となる

ように蹴日後、ロータリーエパポレーターで約 1110 量

まで減圧濃縮した。予め 50 mM酒石酸緩衝液 (pH2 .3)

で分配平衡化(室面した酢酸エチノレを濃縮ワインに

等量糊日し、分液漏斗中室温で充分に混合し、酢酸エ

チノレ層を得た。水層に平衡化した酢酸エチルを再度添

加し、合計3 回の抽出を行った。得られた酢酸エチル

層を濃縮し、約 5mLの抽出液を得た。
固
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得られた抽出液を 50 mM塩酸ー 0.2% 酢酸溶液で予め

平衡化したSep bad 邸 LH-20 カラム (2.6 i. d. X 70 cm) 

にアプライし、同溶液(1ωι)及び 02% 酢酸溶液

(1.5 L) で溶出し、溶出液を 18 mLずつフラクション

コレクターで分画した。各フラクションの吸光度。80

m 及び320mn) を測定し、 CA のピークを合わせ、凍

結乾燥して、乾燥粉末を得た。

Fi g. 3. char顎~ in phenols dwi 噌 oxi 伽tionofKIωhugr 可Jej1取調 E
by stining in air 伽 3 min (A) and 3ωm 加(B)after
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また、ピーク A 以外のピークは、反応の衛予中にも

増加が認められず、酸化反応の生成物は速やかに不溶

化したと考えられた。また、これらの化合物の酸化過

程で生じると考えられる CQのピークは、 420nm での

検出においても確認できなかった。 CA 及びクータリ

ック酸の濃度は、圧搾直後ではそれぞれ約 170 mWL及

び 25 mg 止の濃度であり、全フェノール化合物濃度

(320mg 没食子酸換算ι)の約 53% 及び 8%であった。

以上の結果から、酸化に大きな影響を与えるフェノー

ル化合物は、従来の報告と同様に CA であることが考

えられた。

F クロラニルのよる CA の酸化反応

5.0 mMの CA (無水メタノール溶液)と 50 mMの

r クロラニル(無水メタノール溶液)を作成し、一20 "C

で冷却した。予め-20 "Cで冷却したクロロホルム1. 6

g 止に5.0 m M CA 溶液と 50 m M  0-クロラニル溶液をそ

れぞれ2∞J1Lずつ糊日し、直ちに混合し、 -20 "Cの寒

剤(氷と塩化ナトリウム)中で即芯させた。なお、長

時間(1時間以上)の保存が必要な場合は、 -80 "Cのフ

リーザー中で保存した。

甲州ワインからの GA の調製

CA のキノンについて研究を行うためには、充分な

量の CA を調製する必要があった。そこで、甲州ワイ

ンから CA を抽出し、Sep badex LH-20 カラムにより分

離・精製した。 S中bad 郎日1-20 カラムクロマトグラフ
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t机 Gによる酸化反応生成物の確認

反応液(20μL) 中の酸化反応生成物を以下の条件で

分離・分析した。

LiChrosp her 100 即・18 (ODS) (5 J.Illl. 4.0 mmX250 nun， 

Merck 宇t)カラムを用い、満車 0.9 mL/ min で溶出を行

ない、検出波長 280 または 420 mn で溶出液をモニタ

ーした。溶出には 0.4% リン酸ーアセトニトリノレの濃度

勾配を用い、アセトニトリルの濃度はo分で 8%、5-

10 分で 22% 、25 分で 49% 、30 分で 80% となるように
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が報告されており(11) 、CA の酸化反応には適している

と考えられた。 CA とr クロラニノレの予想される反応

式を Fig.5 に示した。

酸化反応に用いたCA 及びr クロラニノレを田'LC で

分析した (Fig.6) 。なお、順相系(シリカゲノレカラム)

での分離も試みたが、化合物の分離が悪いため、逆相

系 (ODS) で分析を行った。甲州ワインから調製した

CA は、 CA に相当するピーク以外何も見られないこと

から非常に純度が高いことが明らかになった (Fig.

6A) 。一方、 r クロラニノレは 420nm の検出波長では単

一のピークを示したが、 280nm の検出波長では若干の

不純物が検出された(Fig. 6B)。

Da vies(l1)はテトラヒドロフラン/ジエチルエーテ

ル中で、 r クロラニルを用いてコーヒー酸を酸化し、

コーヒー酸キノンを結晶化したと報告している。この

方法に基づいてコーヒー酸及び CA の酸化を試みたが、

得られた化合物は直ちに黒色に変化し結晶化は困難で

あった。しかし、反応条件を検討した結果、溶媒をク

ロロホノレムとし、反応温度をー20 'C以下に下げた場合、

反応液がオレンジ色に変色したことから、反応が衝T
していると考えられた。そこで即志後の溶液を回目

で分離したところ、認Onm で検出したクロマトグラム

…"0-"・ ..A320

ー~A280
2 
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100 -nu 

nu 

ィーを行った結果、 320nm の吸収は大きく 4 つのピー

クに分かれた(Fig .4)o CA と推定されるピーク 4を集

め、凍結乾燥後、極大吸収波長の解析。7)、lH_NMR

分析により、 CA であることを確認した。

Caff eoyl-
〆町凶cacid

囚

有機溶媒中でのCA の酸化反応

ブドウ果汁中では、 CA'I 土通常、 PPO 酵素により CQ

に酸化され、次に生成したキノン分子は、直ちに非酵

素的な反応により種々の化合物へ変化する。そこで、

キノン分子を安定に得るためには、水分子を含まない

状態で非酵素的に CA をCQ に酸化する必要があると

考えた。フェノール化合物からの酸化反応をキノン分

子で止める必要があるため、穏やかな酸化作用を持つ

酸化剤として、 r クロラニルを選択した。 r クロラニ

ルはコーヒー酸をコーヒー酸キノンへ酸化した反応例
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が9分のピークと r クロラニノレが検出された。そこで

P9 の極大吸収波長をダイオードアレイ検出器で測定

した。その結果、 256 、306 、及び 4 ω m に極大波長

が観察された (Fig.7) 。一般にキノン分子は 4 ω m 付

近に吸収をもっ化合物が多いことから、p9がキノン分

子であることが示唆された。

キノン分子は一般に還元すると元のフェノール化合

物になることが知られている(23 ，30) (Fiι 1)。そこで、

予めアスコルビン酸を入れた試験管に、p9を分取し、

反応液を再度目LC で分離・分析した(Fig.8) 。その

結果、 CA と閉じ溶出時間にピークが認められた。

さらにp9の分子量を APCIMS (p，倒 tive モード)で

分析し、分子量を決定した。本化合物は的=311 

仰+珂+であり、 n位=179 仰+珂+のフラグメントピー

クも検出された (F誕，.9)。フラグメントピークは酒石

酸エステルが加水分解された状態を示しており、従っ

て、本化合物の分子量は310 であり、 CQ と一致した。

以上の実験結果から、円は CQ であると決定した。

HPLC から分取した CQ 溶液は黄色を呈していたが、

分取後 1~2 分以内に無色透明に変化した。また、分取

した液を 30 秒以内に田LC で分析した場合、 CQはわ

ずかしか認められなかった。これらの実験結果から、

生成した CQ は水溶液中では非常に不安定であり、単

離することは困難であると考えられた。

には、生成物と考えられる新しいピークが二つ(溶出

時間 9分と 47 分、 Fig. 6C中でそれぞれp9及び P47 と

示した)認められた (Fig. 6C)。溶出時間 47 分のピー

ク (P47) は、市販のテトラクロロカテコールと溶出

時聞が一致することから、 Fig. 5 の反応式で生成物の

ーっとして考えられたテトラクロロカテコールである

と判断した。検出波長が 420nm の場合は、溶出時間

h
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充分な量の CQ を得ることが可能となった。得られた

キノンは、 ODS カラムで容易に分離され、ピークを分

取することで CQ 溶液を得ることが可能であったが、

得られた翻夜は速やかに変化した。水分子を含まない

溶液中で反応液から CQ だけを分離することが可能に

なれば、キノン分子からの褐変化現象を逐次的に解析

することが可能になると考えられる。

ークロラニルの濃度を0.5-20 mMまで変化させたとき

の生成する CQ の生成量を Fig.l0 に示した。 CA とr

クロラニルは 1: 1で即芯すると考えられるが (Fig.5) 、

両化合物の終濃度がともに 0.5 mMの場合、生成する

CQ の濃度は非常に低かった。一方、「クロラニル濃

度が 5 mM以上の場合 CQ の生成量は急激に増え、約

70% の高い収率となった。

要約

ブドウ果汁及びワインの色調や呈味に大きな影響を与

えると考えられる CQ の酸仕調糟を解明するために、

CA から CQ を安定に調製する方法を検討した。本実

験ではクロロホノレム中で、 CA をr クロラニルにより

酸化し、反応液を HPLC で分離した。生成物は黄色を

呈し、 4∞m に極大吸収を持つ化合物であった。この

化合物をアスコルビン酸で還元したところ、 CA の生

成が確認された。さらに、質量分析を行なった結果、

本化合物の分子量は310 であり、これらの結果から本

化合物は CQ であると考えられた。 CQ は水溶液中で

不安定であったが、クロロホルム中で低温(ー20 "C)で

は安定であった。

ωの安定性

Da vi 関はコーヒー酸と、 r クロラニルから得たコー

ヒー酸キノンは:-20 'C以上の温度では、有機溶媒中であ

っても不安定で、あると報告している(11) 。そこで、反

応液中での CQ の安定性を調べた。-20 'Cで即志させた

反応液を 25 'C、 0'C、及て Fー20 'Cで保存し、反応溶液中

の CQ 濃度の経時変化を調べた (Fig. 11) 0 25 'Cで保存

した場合、急速なキノンの分解が認められ、 360 分後

にはキノンのピークは認められなくなった。
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