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Study of Antioxidative Phenolics in Grape Seed Using DPPH-Post-Column HPLC 
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Grape seed extract (GSE) were obtained from seeds of three grape cultivars (‘Koshu’, KOS; ‘Muscat Bailey A’, MBA; 
and ‘Cabernet Sauvignon’, CS) by treatment with 50% aqueous ethanol and partitioning with ethyl acetate. The ethyl acetate 
fraction and the aqueous fraction were analyzed by on-line DPPH-HPLC. The ethyl acetate fraction had strong radical 
scavenging activity and contained catechin, procyanidin B2, and epicatechin as the predominant phenolics. The aqueous 
fraction showed no peak on HPLC and had weak radical scavenging activity. The ethyl acetate fraction was further partitioned 
into the low molecular weight fraction and the polymer fraction by TOYOPEARL HW-40F column chromatography. 
Although the polymer fraction showed no peak on HPLC, its DPPH radical scavenging activity was stronger than that of the 
low molecular weight fraction. 
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緒 言 

赤ワインに含まれるフェノール化合物の大部分は

ブドウ種子由来であり、種子中のフェノール化合物は

赤ワインの持つ健康効果において、重要な役割を担っ

ていると考えられる。このため、ブドウ種子抽出物

（Grape Seed Extract; GSE）に関する多くの研究が行わ

れてきた。実際、GSEには様々な疾病予防効果が報告

されており、その効果は主としてプロアントシアニジ

ンに代表される、フェノール化合物に由来する抗酸化

活性であると考えられている（Ariga 2004, Bagchi et al. 
2000 and 2003, Moreno et al. 2003, Pérez-Jiménez and 
Saura-Calixto 2008, Sato et al. 1999, Tyagi et al. 2003）。ブ

ドウ種子は、ワイン産業の副産物として比較的多量に 
                         
*Corresponding author (email: hisamoto@yamanashi.ac.jp) 
2011 年 1 月 18 日受理 

排出され、バイオマス利用の観点からも、利用価値の

高い素材として注目されている。Gonzalez-Paramas ら

（2004）の研究によれば、アルコール発酵後の種子に

も相当量のフェノール化合物が存在し、利用価値は高

いことが報告されている。Revilla ら（1991）は GSE
をHPLC で分離し、カテキンやプロシアニジンが含ま

れることを示した。また、Guendez ら（2005）はGSE
をHPLC で分析し、GSE中にカテキンなど複数の低分

子化合物が存在し、これらの濃度と抗酸化活性に相関

関係を示すことを報告している。また、有賀ら（2000）
はプロアントシアニジンの 2 量体から 5 量体の範囲内

では、重合度が高いほどその抗酸化活性が高いことを

報告している。これまでの報告から、GSEにはプロア

ントシアニジンをはじめとした、様々な分子種が含ま

れると考えられている。GSE の持つ様々な疾病予防効

果の原因を明らかにするためには、抗酸化活性の観点
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から、GSEに含まれる化合物を詳細に検討する必要が

あると考えた。GSE はいろいろな化合物を含む混合物

であり、その抗酸化活性に大きな影響を与えている成

分を分析する必要があった。そこで、本実験では、混

合物中から抗酸化活性の高い化合物をスクリーニング

するために、2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl（DPPH）ラ

ジカル消去法を組み込んだポストカラム法による

HPLC を用いて GSE を分析し、GSE 中の DPPH ラジ

カル消去活性に寄与する成分の特定を行った。さらに、

本実験では、GSEを分画し、低分子化合物を除去した

状態でのDPPHラジカル消去活性についても検討した。 
 

材料と方法 

ブドウ種子 

抽出に用いた種子は、2007年にメルシャン株式会社

から恵与された‘甲州’（Vitis vinifera L. 以下KOS）と、

2007 年に山梨大学ワイン科学研究センター育種試験

場にて収穫された‘マスカット・ベーリーA’（V. 
labruscana Bailey. 以下MBA）、2003年に同試験場にて

収穫された‘カベルネ・ソーヴィニヨン’（V. vinifera L. 
以下CS）から調製した。種子は水洗後、十分に室温で

乾燥させた。 
種子からのフェノール化合物の抽出 

乾燥した種子をミル・ミキサーで粉末化した。粉末

種子 300 g にヘキサン 500 mLを加え、30 分攪拌し、

その後、吸引濾過（ADVANTEC #101）した。この工

程を計 3 回実施した。濾液はロータリーエバポレータ

ーを用いて濃縮し、油状の液体（以下、種子油脂）を

得た。残渣は濾紙上で十分に風乾し、ヘキサンを除去

後、50％エタノール水溶液 1000 mLを加え、1時間攪

拌抽出した。その後、吸引濾過した。この工程を計 3
回実施した。これらの濾液を集め、ロータリーエバポ

レーターで約 1000 mLまで濃縮し、等量の酢酸エチル

を加え、分配抽出を 3 回行った。酢酸エチル層はロー

タリーエバポレーターで酢酸エチルを除去後、凍結乾

燥した。また、水層画分は凍結乾燥した。抽出工程を

Fig. 1 に示す。 
酢酸エチル画分の分画 

Kennedy and Jones（2001）らの方法に従い、前述の

酢酸エチル画分を低分子と高分子の画分に分画した。

すなわち、TOYOPEARL HW-40F（TOSOH）を 14.8   

(i. d.)×150 mmのガラスカラムに充填し、1％トリフ 

 
 

ルオロ酢酸 (以下TFA)-50％MeOH 水溶液で平衡化後、

150 mg の酢酸エチル画分を同溶液に溶解して、カラム

クロマトフラフィーに供した。非吸着画分（低分子画

分）を同溶液で洗浄し、さらに、高分子画分を 1％
TFA-66.6％アセトン水溶液で溶出させた。溶出液はフ

ェノール性化合物濃度とDPPHラジカル消去活性を測

定後、濃縮して脱アルコールし、凍結乾燥して重量を

測定した。 
ポリフェノール濃度の定量 

各画分中のポリフェノール濃度は、フォーリン・シ

オカルト法（F-C 法）で定量し、没食子酸換算で濃度

を算出した（横塚 2000）。また、非フラボノイドおよ

びフラボノイド濃度は、ホルムアルデヒド沈澱法によ

り定量した（横塚 2000）。 
DPPHラジカル消去活性 
前述の各ブドウ種子から得られた抽出物や画分は、

1000 mg/Lになるように 50％エタノール水溶液で調製

後、順次希釈した。その希釈した試料溶液 100 µL と

200 µM DPPHエタノール溶液100 µLを96穴プレート

中で十分混合し、30 分間静置後、520 nm の吸光度を

マイクロプレートリーダー（CORONA、MTP-450）で

測定した（Okuda et al. 2002）。ブランクの吸光度を

100％とした場合に、50％の消去濃度が得られる試料濃

度（IC50）を算出した。 
ポストカラムDPPH-HPLC分析 
ポストカラム DPPH-HPLC 分析は、Bandoniene and 

Murkovic（2002）およびBartasiute ら（2007）らの方法

を一部改変して行った。装置の概要を Fig. 2 に示す。

Crushed grape seeds (300 g) 

Hexane ext. Residue 

Residue 

Ethyl acetate 
fraction 

Aqueous 
fraction 

Extract 

extracted with 50%EtOH 
(1000 mL×3) 

extracted with hexane 
(500 mL×3) 

ethyl acetate 
(1000 mL×3)  

Fig. 1  Extraction procedure for grape seeds. 
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1 チャンネルでは、試料は 50％エタノール水溶液に溶

解し、20 µLをインジェクションした。溶出液Aおよ

びB を、0.5％TFA 水溶液およびアセトニトリルとし、

リニアグラジエント（Table 1）で溶出させた（Hitachi 
L-6200 pump）。検出波長はポリフェノール検出用に

280 nmとした（Hitachi L-4000 detector）。カラム温度は

45℃とし、また、流速は 0.550 mL/min とした。 
2 チャンネルでは、溶出液を 100 µM DPPHエタノー

ル溶液と混合した（Hitachi L-6200 pump）。検出波長は

DPPH 検出用として 520 nm とした（Hitachi L-4200H 
detector）。また、2チャンネルの波長はラジカル消去活

性を有する化合物により減少するため、図中では極性

を反転して表示した。DPPH との反応は、0.25 mm×1.5 
m のテフロン製のチューブで行い、反応温度は 45℃、

流速は 0.550 mL/min とした。 

 
結果と考察 

種子からのフェノール化合物の抽出 

赤ワインは高い抗酸化活性を有し、その活性は種子

由来のプロアントシアニジンにあると考えられる

（Rigo et al. 2000, Yilmaz and Toledo 2004）。しかし、GSE
にどのような化合物が含まれ、どの程度の抗酸化活性

を持つのかを調べることが重要であると考えた。そこ

で、DPPH ラジカル消去法を組み込んだポストカラム

法によるHPLC を用いて、GSEの成分のラジカル消去

活性を評価するために、はじめにブドウ種子から主と

してフェノール性化合物を抽出・分離し、その抗酸化

活性を測定した。健康食品としての利用も視野に入れ、

抽出には 50％エタノール水溶液を使用した。 
ブドウ種子に比較的多量に含まれる油脂成分は、抽

出物の濃縮や乾燥などの妨げになるため、種子粉末を

ヘキサンで脱脂した。その結果、種子から 11％以上の

油脂と考えられる化合物が抽出された（Table 2）が、

ラジカル消去活性は検出されなかった（データ未載）。

脱脂後の種子を 50％エタノール水溶液で抽出し、さら

に酢酸エチルで分配し、酢酸エチル画分と水層画分に

分画した。酢酸エチル画分には中極性のフェノール化

合物が、また、水層画分には親水性あるいは疎水性の

化合物が含まれると考えられた。酢酸エチル画分の収

率は低く、0.8～2.0％程度であった。一方、水層画分は

7～10％程度の収率であった。また、50％エタノール水

溶液に不溶の残渣は 70～75％程度存在した。全体的な

収率の点では品種間の差は少なく、全体的な収率は

94％以上と良好であった。 
抽出物のフェノール化合物含量と DPPH ラジカル消

去活性 
酢酸エチル画分および水層画分のフェノール化合

物濃度を F-C 法で測定した結果、酢酸エチル画分のフ 

Table 1  Gradient conditions for channel 1. 
Time (min) Solvent A Solvent B 

0     100      0      
10.0     95      5      
50.0     80      20      

100.0     40      60      
100.1     0      100      
120.0     0      100      
120.1     100      0      
140.0     100      0      

Solvent A: 0.5% trifluoroacetic acid . 
Solvent B: acetonitrile 

Pump 
Detector 1 

A280 

Pump 
Detector 2 

A520 

Waste 

Column 

Reaction coil 

0.
5%

 T
FA

 

Ac
et

on
itr

ile
 

200µM DPPH 
in EtOH 

Injector 

Chanel 1 

Chanel 2 

Fig. 2  Schematic diagram for DPPH-post-column-HPLC 
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ェノール化合物含量は非常に高く、90％以上であった

（Table 3）。また、その大部分（90％程度）がフラボノ

イド型のフェノール化合物であった。一方、水層画分

は品種によりフェノール化合物含量が異なり、MBA
では 25.5％と低かった。しかし、フェノール化合物の

大部分は、酢酸エチル画分と同様にフラボノイド型で

あった。種子のフェノール化合物含量の品種差につい

ては、ほとんど検討されておらず、ワインのプロアン

トシアニジン濃度などへの影響を考えると、さらに詳

細の研究が必要である。これらの画分のDPPHラジカ

ル消去活性を調べたところ、酢酸エチル画分では IC50

値がKOS（7.16 ± 0.22 mg/L）、MBA（7.11 ± 0.31 mg/L）、
CS（7.67 ± 0.20 mg/L）と高い活性を示した。一方、水

層画分ではIC50値がKOS（16.7 ± 0.05 mg/L）、MBA（30.5  
± 1.41 mg/L）、CS（13.4 ± 0.87 mg/L）と酢酸エチル画

分より大きな値となり、特に MBA で消去活性が低か

った。これまでの研究でも、ラジカル消去活性はフェ

ノール化合物濃度と非常に高く相関することが知られ

ており（Sato et al. 1996, Okuda et al. 2002）、MBA の水

層画分のフェノール含量が低いために、他の品種より

DPPHラジカル消去活性が低いことが考えられた。 
ポストカラム DPPH-HPLC 分析法を用いた画分の評

価 

ポストカラム DPPH-HPLC 分析では、1 チャンネル

で 280 nmの吸収を用いた通常のHPLC を行い、2チャ

ンネル目でDPPHラジカルの消去活性を測定した。こ

れにより、ピークの同定が困難な場合でも、ラジカル

消去活性をもつ化合物の検索が可能となる。また、280 
nm に吸収を持たない化合物でも、ラジカル消去活性

により検出が可能であり、本方法は抗酸化化合物の探

索に有用と考えられた。KOS 種子由来の酢酸エチル画

分を本法で分析した結果をFig. 3 に示す。 

 
 

 

１チャンネル（280 nmによる検出）では、多くのピ

ークが検出された。主要な 4 つのピークは、標準物質

の溶出時間と、LC-MS による分子量測定から、1がカ

テキン、3 はプロシアニジン B2、4 がエピカテキンで

あった。ピーク 2 はプロシアニジン B4 と考えられた

が、標準物質が入手できず、未同定であった。Guendez
ら（2005）は、種子の酢酸エチル抽出物の分析を行っ

ており、カテキンとエピカテキンが主要な成分である

ことを報告しており、クロマトグラムの溶出パターン

も本結果と類似した。これらの化合物は、種子におけ

る抗酸化活性の重要な成分であることが確認された。

また、3 品種のブドウ種子から得られた酢酸エチル画

Table 2  Recovery of grape seed extracts. 
 KOS (n = 3)  MBA (n = 3)  CS (n = 3) 

Hexane ext. 31.6±3.0 
(11.2) 

33.6±4.7 
(12.1) 

36.4±5.5 
(12.1) 

Ethyl acetate 
fraction 

3.7±0.2 
(1.2) 

2.3±0.1 
(0.8) 

6.0±1.4 
(2.0) 

Aqueous  
fraction 

25.8±0.3 
(8.5) 

20.2±1.4 
(6.7) 

32.3±1.0 
(10.8) 

Residue 227.5±2.7 
(75.9) 

226.3±13.4 
(75.4) 

207.5±13.9 
(69.2) 

Total 288.6±3.6 
(96.2) 

282.4±7.4 
(94.1) 

282.2±8.0 
(94.1) 

Seed weight: 300 g. 
Data are expressed as g ± SD. 
Values in parenthesis indicate % recovery. 
KOS: ‘Koshu,’ MBA: ‘Muscat Bailey A,’ CS: ’Cabernet Sauvignon.’ 

Table 3  Percentage of phenolics in grape seed extracts. 
 KOS (n = 3)  MBA (n = 3)  CS (n = 3) 

Ethyl acetate 
fraction 

97.2±2.0 
(86.9) 

90.2±4.0 
(87.4) 

92.0±0.1 
(92.3) 

Aqueous  
fraction 

45.6±2.1 
(92.3) 

25.5±0.7 
(90.7) 

55.4±7.5 
(98.3) 

Parenthesis showed percentage of flavonoids in phnenolics measured by 
formaldehyde precipitation method. 

Retention time (min) 

1 
3 

1 

4 

4 

2 

2 
3 

Ch. 1 (A280) 

Ch. 2 (A520) 

Fig. 3  Post-column DPPH-HPLC of ethyl acetate fraction 
from KOS seeds. 
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分は、いずれも同様のピークのパターンを示した。ま

た、2 チャンネル（DPPH ラジカル消去活性）では、

これらのピークに対応する明確なピークが認められた。

従って１チャンネルで検出されたピーク以外の化合物

で、ラジカル消去能が高い化合物はほとんど含まれて

いないと考えられた。 
KOS 種子由来の水層画分のクロマトグラムを Fig. 4

に示す。水層画分の 1 チャンネルでは、明確なピーク

は認められず、溶出時間 70分あたりを中心とした大き

なピークが検出された。一方、2 チャンネルでも同様

のクロマトグラムが見られ、この部分にはフェノール

化合物の重合体（プロアントシアニジン）が溶出して

いることが示唆された。3 品種の種子から得られた水

層画分を分析したが、いずれも同様のクロマトグラム

を示し、水層画分にはモノマーのフェノール化合物は

含まれないと考えられた。 

 

 

 
2 チャンネルで得られるピーク面積と、1 チャンネ

ルで得られるピーク面積の比を計算した結果を Fig. 5
に示す。なお、Fig. 5 では、3 品種の酢酸エチル画分か

ら得られた 1～4 のピークの平均と、標準物質を分析し

て得られた比を示した。カテキンおよびエピカテキン

から得られたピーク比に対して、プロシアニジン B2
から得られたピーク比が高かった。また、カテキンお

よびプロシアニジン B2 では、酢酸エチル画分から得

られたピーク比と、標準物質から得られたピーク比は

ほぼ一致したことから、ピークの純度が高いことが示

唆された。一方、エピカテキンでは試料により比が 

 
 

 
 

変化し、標準偏差が大きくなったことから、他の化合

物が混在することが示唆された。化合物により 280 nm
の吸収特性が異なるため、単純な比較はできないが、

ピーク比からラジカル消去活性の強さを推測すること

が可能であり、本方法が抗酸化化合物の探索に効果的

であることが示された。 
酢酸エチル画分中のフェノール化合物組成 

1 チャンネルのピーク面積から算出した酢酸エチル

画分の組成比を Fig. 6 に示す。 

 
 
 
組成比は品種により異なったが、全ての品種で、半

分程度はカテキン、エピカテキン、プロシアニジンB2
以外の化合物であると推測された。Fig. 3 の 1 チャン

ネルのクロマトグラムにおいて、他に大きいピークが

認められないこと、Table 3 において酢酸エチル画分の

大部分がフェノール化合物であると推測されることか

ら、未同定の成分の大部分はプロアントシアニジンで

Retention time (min) 

Ch. 1 (A280) 

Ch. 2 (A520) 

Ch. 1 (A280) 

Fig. 4  Post-column DPPH-HPLC of aqueous fraction 
from KOS seeds. 

 

Fig. 6  Compositions of monomeric phenolics in ethyl 
acetate fractions from seeds of three grape cultivars 
(KOS, MBA, and CS). 

Fig. 5  Comparisons of 2Ch/1Ch ratio between ethyl 
acetate fraction and authentic standard: (+)-catechin 
(1), unknown (2), procyanidin B2 (3), and 
(-)-epicatehin (4). 
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あることが示唆された。品種による組成の差は、収穫

時期等による違いである可能性もあり、詳細について

は今後、検討する必要があると考える。 
TOYOPEARL HW-40F による酢酸エチル画分の分画

とDPPHラジカル消去活性 
TOYOPEARL HW-40Fカラムクロマトフラフィーに

より、酢酸エチル画分を低分子画分とポリマー画分に

分画し、それぞれの画分の重量およびフェノール化合

物量、DPPHラジカル消去活性を測定した（Table 4）。
なお、CS の酢酸エチル抽出物は、都合により分画でき

なかった。重量での回収率はともに 59％程度と低くな

ったが、これは凍結乾燥時のロスと考えられた。一方、

凍結乾燥前に測定した全フェノール化合物量から見た

回収率は 80％以上と良好であった。KOS の酢酸エチ

ル画分から得られたこれらの画分をHPLCで分析した

結果を Fig. 7 に示した。   

 
低分子画分では Fig. 3 で見られたピークと同様のク

ロマトグラムが得られ、低分子画分がカテキン、エピ

カテキンなどから構成されていると考えられた。一方、

ポリマー画分では、小さいピークが少し見られたが、

明確なピークは認められなかった。また、これら小さ

いピークは微量であり、ポリマー画分中の濃度は非常

に低いと考えられた。Table 3 において酢酸エチル画分

の 90％以上がフェノール化合物と考えられること、ま

た、Table 4 においてポリマー画分にもフェノール化合

物が検出されていることから、ポリマー画分の大部分

はプロアントシアニジンなどから構成されていると考

えられた。一方、低分子画分とポリマー画分の DPPH
ラジカル消去能（IC50）を分析したところ（Table 4）、 

 
 
 
 

 
両品種とも高いラジカル消去能を示した。また、低分

子画分よりも、ポリマー画分の方が若干強い活性を示

した。以上の結果より、プロアントシアニジンなどの

ポリマーにも非常に強いラジカル消去能があることが

示された。 
 

要 約 

ブドウ種子 3 品種を 50％エタノールで抽出し、さら

に酢酸エチルで分配し、酢酸エチル画分と水層画分を

得た。これらをオンラインDPPH-HPLC 法で分析した

ところ、酢酸エチル画分にはラジカル消去活性の強い

成分として、カテキン、プロシアニジン B2 およびエ

ピカテキンが検出された。一方、水層画分はピークが

認められず、プロアントシアニジンなどポリマーのフ

ェノール化合物が含まれると考えられた。酢酸エチル

画分は強いラジカル消去活性を示したが、水層画分は

ラジカル消去能が酢酸エチル画分より低かった。酢酸

エチル画分をTOYOPEARL HW-40Fで低分子画分とポ

リマー画分に分画した。ポリマー画分には低分子フェ

ノール化合物はほとんど検出されず、ポリマーが主体

の画分であると考えられた。しかし、DPPH ラジカル

消去活性は低分子画分より強かった。 
 

Table 4  Composition and DPPH radical scavenging activity of 
low molecular weight and polymer fractions obtained by 
further separation of the ethyl acetate fraction by 
TOYOPEARL HW-40F column chromatography. 

 Low molecular 
weight fraction 

Polymer  
fraction Total Recovery 

(%) 

KOS 
Weight (mg) 

 
54.86     

 
33.92  

 
88.81  

 
59.2    

Total phenols (mg) 63.1      35.3   98.4   81.3    

IC50 (mg/L) 8.22     8.14    
MBA 

Weight (mg) 
 

50.57     
 

37.88  
 

88.45  
 

59.0    
Total phenols (mg) 68.1      39.6   107.7   85.5    

IC50 (mg/L) 7.92     7.10    

Retention time (min) 

Low molecular 
weight fraction 

Polymer  
weight fraction 

ヤマブドウの貴腐化 

Fig. 7  Chromatograms of low molecular weight fraction 
and polymer fraction derived from ethyl acetate 
fraction obtained from KOS seeds by HPLC 
(detection: 280 nm). 

 

ブドウ種子フェノール中の抗酸化化合物 
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