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略語 

TBARS: チオバルビツール酸反応性物質 

DPP IV: ジペプチジルペプチダーゼ IV 

GIP: グルカゴン依存性インスリン分泌性ポリペプチド 

GLP-1: グルカゴン様ペプチド-1 

MCA: メチルクマリンアミド 

PMP: 3-メチル-1-フェニル-5-ピラゾレン 

ESI: エレクトロスプレーイオン化 

CID: 衝突誘起解離 
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第1章 緒言 

 アロニア属の低木は北米原産の植物で、その果実はチョークベリー、ワイルド

グーズベリー、チョークピア、ドッグベリーとして知られている。また、フォレ

ストポタワトミのネイティブアメリカンによって、アロニアを用いた風邪に効

果のあるお茶は‘‘nıˆki’mıˆnuˆn’’または‘‘sakwako’mıˆnuˆn,’’と呼ばれており 1,2、伝

統的にネイティブアメリカンの薬として使われてきた。アロニアの果実は、カナ

ダおよびアメリカ先住のインデアンたちの伝統的な食品であり、携帯保存食の

一種であるペミカンの調製にも使用されていた。さらに北米の入植者の間では、

果実や樹皮は収斂剤として使用されていた 1。 

20 世紀に入ると、ソビエト連邦や東欧諸国では、主にジュース、ジャム、ワ

インなどの大量生産や天然着色料の豊富な供給源として人気が出てきた 3-6。ア

ロニアは食材としてだけでなく、生薬としても人気があり、特にロシアや東欧諸

国では天然の降圧剤や抗動脈硬化剤として使用されている 7,8。これとは別に、

アロニア製剤は、ビタミン剤、痔の治療薬などとして使用されることがある 7,9。

チョークベリーに含まれるアントシアニンの含有量が高いことから、アロニア

抽出物の生物活性についての科学的研究が盛んに行われるようになり、最近で

は、ポリフェノールの化学的予防作用や、高血圧や動脈硬化などの食事関連疾患

の症状を緩和する役割が注目されている。10–13 

 

1.1.アロニアの特徴 

アロニア属（バラ科、Maloideae 亜科）には、北米の落葉低木の 2 種が含まれ

ている。すなわちブラックチョークベリーとして知られる Aronia melanocarpa と

レッドチョークベリーとして知られる Aronia arbutifolia である。A. melanocarpa

は、高さ 90～180cm の低木で、直径 6mm ほどの紫黒色の果肉があり、梢には 8
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～14 個の果実が群生している。果実は早く熟して落ちる。葉は長さ 3～7cm で、

光沢があり、赤くはならない。5 月に白ピンクの花を咲かせる 6,14。A. arbutifolia

には鮮やかな赤色の花序があり、冬になるとその花序が残る。鈍い緑色の葉は早

い時期には下の方が灰色で、秋になると赤く染まる 14。A. melanocarpa は、北ア

メリカ北東部や五大湖周辺から南部のアパラチア山脈の高地まで分布し、山地

の湿地帯や禿げ地に自生している。A. arbutifolia は、北米東部に広く分布してい

るが、特に東南部の平野に多く見られ、湿地帯やサバンナ、湿潤な森林地帯に自

生している 14,15。これら 2 つのかなり異なる種とは別に、3 番目の種として論争

の的になっているのは、パープルチョークベリーと呼ばれる Aronia prunifolia で

ある。この種は、A. melanocarpa と A. arbutifolia の中間種の特徴を持っている。

紫黒色の果実と光沢のある若葉があり、成熟すると艶やかになる。A. prunifolia

の自生域は A. melanocarpa に似ているが、A. arbutifolia の範囲にも及んでいる。

A. arbutifolia は一般的に A. melanocarpa と A. arbutifolia の交配種と考えられてお

り，アポミクシスが交配の安定化に効果的であることから，A. prunifolia は原種

の分布域全域にまで拡大することができている 14 。また、A. melanocarpa は近縁

種のロワンズ(Sorbus)との交配も可能であり、その交配種はロシアでの栽培に適

応されている 3。 

なお、本研究ではブラックチョークベリー（すなわち、A. melanocarpa）を使

用した。そのため、以下、本論文ではブラックチョークベリーを単に「アロニア」

と記載した。 

 

1.2.食用農産物としてのアロニア 

アロニア果実はジュースやジャム、ワインの原料として、また天然色素の供給

源として価値がある 3,4,16,17。また、19 世紀にロシアに持ち込まれてから人気が
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出てきた植物で、元々は家庭菜園でのベリーの供給源として利用されていた。ソ

ビエト連邦でのアロニアの大規模な商業栽培は 1940 年代後半に開始され、1984

年にはシベリアで 17,800 ヘクタールに達した 3,5,17。1986 年、効率的な顔料源を

得るためにスウェーデンでのアロニアの商業栽培プロジェクトが開始された 3,5。

ポーランド、チェコ、スロバキア、ウクライナでも人気である 7,18。1976 年には

旧ソ連からアロニアが日本に導入された 19 。アロニアの栽培は、挿し木や種子

伝搬を基本としており、果実の酸味のためか、重篤な病害、害虫、鳥類の問題が

なく、比較的問題なく栽培されている 3,6。アロニアは 9 月初旬までが果実重量、

アントシアニン含量の点で収穫に適している。長期間の栽培はアントシアニン

の酸化や果実の褐変を招き、高温での乾燥も好ましくない 27,28。 

 アロニアの果肉は酸味と渋みがあるため、生食よりも加工に適している 6。

アントシアニンを多く含むことから、抗酸化作用のある健康ジュースやお茶、コ

ーディアルリキュールの原料として利用されている 20-24。アロニア果汁を 60℃

で 8 時間放置すると、アントシアニン量が 30％減少し、抗酸化活性が 50％以上

失われることが確認されている。これを避けるためには、迅速で保存性の高い乾

燥方法を適用する必要がある 25。製薬業界では、アロニア抽出物はシロップや栄

養補助食品の製造に使用されている 27。ペクチン含有量が高いため、アロニアは

低ペクチンの果実と一緒にミックスジャムの製造に有用である 6。アロニア果実

や調合物をジャムに加えることで、味や色、抗酸化特性を向上させることができ

る 28,29。アロニア果実は、ブドウ（Vitis sp.）やロゼッレ（Hibiscus sabdariffa）と

比較しても特にアントシアニンの重要な供給源であり、安全で天然の食品着色

料として使用することができる 16,26,30。 
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1.3.アロニアに含まれる成分 

ポリフェノール、特にアントシアニンとプロシアニジンは、アロニア果実に含

まれる生物学的に活性な成分の主なグループを構成している。ポリフェノール、

特にアントシアニンとプロシアニジンは、アロニア果実に含まれる生理学的活

性を持つ化合物の主要な構成成分のである。これらの化合物は、植物の抗酸化特

性に関与している。その他のフェノール類には、クロロゲン酸やネオクロロゲン

酸（図 1）、少量のタンニンが含まれている 31-33。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ポリフェノールの他に糖類（10～18%）、ペクチン（0.6～0.7%）、糖アルコール

であるソルビトールやパラソルビン酸の配糖体であるパラソルボシド（図 1）が

含まれている 27,31,34,35。リノール酸グリセリドとホスファチジルイノシトールを

主成分とする低量の脂肪（新鮮重量 0.14％）も報告されている 36。生鮮な果実の

灰分値は分析では、比較的高い K と Zn の含有量と、Na、Ca、Mg、および Fe の

存在を示した。37 ミネラル化合物のほか、ビタミン B1、B2、B6、C、ナイアシ

ン、パントテン酸、葉酸、α-と β-トコフェロール、カロテノイド（β-カロテンと

図 1 アロニアに含まれる有機酸と配糖体 
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β-クリプトキサンチンを含む）がアロニア果実から同定された 38,39。 

トリテルペンのうち、アロニア果実には、β-シトステロールとカンペステロー

ルが確認されている 36。 

アロニアに含まれる主なフラバノールはプロシアニジンである。その含有量

は乾燥重量で 0.66%から 5.18%まで様々である 32,40。また、アロニアに含まれる

アントシアニンは、3-O-ガラクトシド、3- O-グルコシド、3- O-アラビノシド、3- 

O-キシロシドのシアニジン配糖体の混合物である（図 2）が、このうちシアニジ

ン 3-ガラクトシドが主成分である 32,40,41-45。ペラルゴニジン誘導体の 3-O-ガラク

トシドと 3-O-アラビノシドも果実から微量に検出されている（図 2）30。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2 アロニアに存在するアントシアニンの化学構造式 

 

その他にも，アロニア果実と花からフラボノイド化合物が検出されている。ア

ロニアの花からのメタノール抽出物中 46 にフラバノンの 1 種であるエリオジク

チオー-7‐O‐β‐グルクロニドが確認された (図 3) 。また，アロニアの花傘からは、

5 種類のフラボノール-ケルセチン誘導体が確認された（図 3）46。これらのケル

セチン配糖体のうち、3-ルチノシド、3-β-ガラクトシド、3-β-グルコシドの 3 つ
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がアロニア果実からも検出されている 32,43。 

 

 

図３ アロニアに含まれるケルセチン配糖体の化学構造式 

  

1.4.アロニアの抗酸化能 

ポリフェノール化合物の抗酸化力に関する研究が数多く行われてきた 43,47。ベ

リー類の抗酸化能の関する比較研究において、アロニアにはブルーベリーの 5 

倍以上、クランベリーの 8 倍以上、リンゴンベリーの 4 倍以上の強い抗酸化活

性があることが示された 43。さらにカシス、アカスグリ、グースベリー、エルダ

ーベリーのような他のベリー類と比較して、アロニアが最も強力な抗酸化能を

持つことが明らかとなっている 40。さらにアロニア果汁は、ホスファチジルコリ

ンの酸化を抑制することが示されており、カシスジュースの約 2 倍の効果があ

る。またアロニア果汁には、カシスの場合には観察されなかった α-トコフェロ

ールとの相乗効果を起こすことが判明しており、アロニアが着色料としてだけ

でなく、食品中の α-トコフェロールや不飽和脂質を保護する効果的な抗酸化剤

としても使用できることを示している 48。 

アロニアの抗酸化力は、in vitro 実験で実証されただけでなく、多くの in vivo
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実験においても実証されている。ラットを対象とした実験では、高コレステロー

ル血症誘因食にアロニアエキスを添加したところ、赤血球スーパーオキシドジ

スムターゼレベルが有意に低下した 11。同様の実験では、過酸化脂質の混合物を

餌に添加すると、ラットの血中のチオバルビツール酸反応性物質（TBARS）濃

度が上昇した。TBARS 濃度は酸化脂肪と共にアロニア果実抽出物を投与した動

物で顕著に低く、 アロニアの脂質過酸化抑制効果に対する明確な可能性を示し

ている 50。実験的に誘導された酸化ストレス（高フルクトース食とストレプトゾ

トシン注射）を有するラットを対象に実施した別の研究では、アロニア抽出物の

摂取は、TBARS のレベルとして測定された肝臓、腎臓、肺の抗酸化状態の顕著

な改善につながることが示された 49。ラットにおけるストレプトゾトシン誘発

性酸化ストレスは、腎臓における TBARS 濃度の上昇によって示されたが、アロ

ニア果汁を添加した食餌の場合には有意に低下した 51。ヒト臨床試験において

アロニアのアントシアニンを 30 日間摂取すると、高コレステロール血症患者の

血球の酸化状態が顕著に改善された 52。 

 

1.5. アロニア摂取による健康効果 

長い間、アロニアは、いわゆる薬用植物としてではなく、一般的な食品の素材

として考えられてきた。様々なベリーから得られるアントシアニンを含む天然

ポリフェノールが、抗変異原性、脂質低下、心血管疾患のリスクの低減など、い

くつかの健康促進機能を示すことが発見されて以来、アロニアの果実や製剤は

これらの特性について広く研究されてきた 53,54–56。アロニアの薬理活性の多くは、

高ポリフェノール含量に起因する抗酸化特性に直接または間接的に関連してい

る。アロニア抽出物は心血管疾患やメタボリックシンドロームの危険因子を有

する人々のための栄養補助食品となる可能性がある。 
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本研究ではアロニア果汁中に存在する健康効果を促進する物質について、ジ

ペプチジルペプチダーゼ IV（DPP IV）および 3-ヒドロキシ-3-メチルグルタリル

-CoA（HMG-CoA）レダクターゼ阻害を指標とした探索を行い、アロニアによる

血糖値上昇抑制および高 LDL コレステロール血症低減効果に寄与する成分を同

定することを目的とした。 
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第2章 ジペプチジルペプチダーゼ IV 阻害物質の探索および同定 

1. はじめに 

アロニアベリーには、ラジカル消去活性による抗酸化効果、フェノール化合物

による抗突然変異誘発、アントシアニンによる肝保護、カドミウムの毒性と蓄積

の減少、心臓保護、軽度の高コレステロール血症改善作用、抗糖尿病効果、結腸

癌抑制効果など、さまざまな健康増進作用がある 57。アロニアジュースは、糖尿

病のヒト 58 およびラット 59 の血糖値抑制に有益な効果があることが示されてい

る。ただし、そのメカニズムは不明である。 

ジペプチジルペプチダーゼ IV（DPP IV）（EC 3.4.14.5）は、グルコース依存性

インスリン分泌性ポリペプチド（GIP）やグルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）など

のインクレチンの N 末端領域を切断するセリンペプチダーゼ 60 である。インス

リン分泌の減少は、DPP IV によるインクレチンの不活性化によって誘導される

61-64。 DPP IV 阻害剤は、糖尿病患者の血糖値の改善効果が示されており 65、い

くつかの植物で発見されている 66。 

本研究では、アロニアジュースに DPP IV 阻害効果があることを見出した。さ

らに、アロニアジュースの DPP IV 阻害物質としてシアニジン 3、5-ジグルコシ

ドを同定した。 DPP IV は、シアニジンおよびシアニジン 3-グルコシドよりもシ

アニジン 3、5-ジグルコシドにより強く阻害された。アロニアジュースの抗糖尿

病効果は、その１つの要因としてシアニジン 3、5-ジグルコシドによる DPP IV

阻害が考えられる。 

 

2. 実験材料と方法 

2.1. 実験材料 

アロニアジュースは有限会社中垣技術士事務所（大阪）から提供されたものを
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使用した。Gly-Pro-MCA は、ペプチド研究所（大阪）から購入した。DPP IV は、

豚の精漿から精製された[4]。Supel Sphere Carbon/NH2 SPE カートリッジは

SUPELCO 社製（米国）、Inert Sustain C18 カラムは GL サイエンス社(東京)、

ACQUITY UPLC M-Class HSS T3 カラムは Waters（米国）から入手した。Cyanidin 

と cyaniding 3-glucoside は、常磐植物化学研究所(千葉)および EXTRASYNTHESE

社（フランス）から購入した。Cyanidin 3、5-diglucoside は、Sigmae Aldrich 社（USA）

から入手した。他のすべての化学物質は分析グレードであり、和光純薬（大阪）

から購入した。 

2.2. DPP IV 阻害活性測定法 

酵素タンパク質分解活性を、10 µl の 10 mM Gly-Pro-MCA、100 µl の 0.5 M Tris-

HCl 緩衝液（pH 9.0）に 5 µl の酵素溶液を混合し、さらに水を加えて合計容量 1 

ml とし、30 分間 37℃でインキュベートした後、2 ml の 0.2 M 酢酸を加えて反応

を停止した。遊離した AMC を蛍光定量（励起 380nm,蛍光 440nm）により測定

した。 

2.3. DPPⅣ阻害物質の分離と同定 

ステップ 1 Supel Sphere Carbon / NH2 SPE クロマトグラフィー 

アロニアジュースを、5 ml/h の流速で、50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で事前

に平衡化した Supel Sphere Carbon/NH2 SPE カートリッジ（ベッド容量：6 ml）に

供した。非吸着画分を回収した後、カラムをエタノールで洗浄し、その後、2.0 

M NaCl を含む 50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で溶出した。DPP IV 阻害活性を有

する画分を次のステップに使用した。 

ステップ 2 逆相カラムクロマトグラフィー 

ステップ１のサンプル溶液を、0.1% TFA 水溶液で平衡化した InertSustain C18

カラム（4.6×150 mm）に供し、1.0 ml/min の流速で、アセトニトリルの濃度勾配
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（0→100％）によって溶出した。得られた各画分を濃縮乾固させ、DPPⅣ阻害活

性を測定し、阻害活性がある画分を次のステップで使用した。 

ステップ 3 LC-MS/MS 分析 

ステップ２で得られた分画を ACQUITY UPLC M-Class HSS T3 カラム（75 μm 

x 150 mm）にアプライし、5 μl/min の流速で分離を行った。MS/MS は、ESI を備

えた Xevo G2 QTof（Waters、MA、USA）を使用して行った。MassLynx v4.1 ソフ

トウェアを、機器のコントロールとデータ収集に使用した。キャピラリー温度は

120℃で、キャピラリー電圧は 3 kV であった。マススペクトルは、ポジティブイ

オンモードで m/z 100 から 1000 の間で記録した。 

2.4. 統計分析 

データは平均値±標準誤差で表され、統計解析は、分散分析（一元配置分散分

析）に続いて、対応のないスチューデント t 検定を使用した。複数のサンプルの

比較には、Tukey-Kramer テストを使用した。 

 

3. 結果 

3.1. アロニアジュースの DPP IV 阻害活性 

アロニアジュースの DPP IV 阻害効果を調べるために、合成基質 Gly-Pro-MCA

に対する DPP IV 活性を調べた。図 1A に示すように、DPP IV 阻害活性はアロニ

アジュースで観察され、DPP IV 活性の阻害率はコントロールの約 27％であった。 
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3.2. アロニアジュースからの DPP Ⅳ阻害物質の分離 

アロニアジュースから DPP IV 阻害物質を分離するために、カラムクロマトグ

ラフィーによりアロニアジュースを分画した。図 1B に示すように、DPP IV 阻

害活性は溶出画分で観察されたが、Supel Sphere Carbon/NH2 SPE カートリッジ

の非吸着画分では観察されず、DPP IV 活性の減少率は約 28％であった。さらに、

DPP IV 阻害活性を持つ画分を逆相カラムクロマトグラフィーで分画し、4 つの

画分を得た（図 2A）。図 2B に示すように、DPP IV 阻害活性はフラクション 2 で

観察され、DPP IV 活性の阻害率はコントロールの約 81％であった。 

A 

B 

図 1 アロニアジュースによる DPP IV の阻害  

A.アロニアジュースによる DPP IV 阻害活性は、合成基質 Gly-Pro-MCA を使用して測定した。n=4 
＊＊＊p＜0.001  

B．Spelco column chromatography から得た分画における DPPⅣ阻害活性は、合成基質 Gly-Pro-MCA
を使用して測定した。n=4 ＊＊＊p＜0.001、n.s.: 有意ではない 
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3.3. アロニアの DPP Ⅳ阻害物質の同定 

DPP IV 阻害物質を同定するために、DPP IV 阻害活性を持つ溶液を UPLC-

Xevo G2 Q-Tof にて測定した。図 3A に示すように、メインピークの分子量は

635.74 で、メインピークの MS/MS ピークから m/z 451.56 および 289.38 のフラ

グメントピークも得られた。 m/z 451.56 [M+2H+]および 289.38 [M+2H+]のピー

クは、それぞれシアニジン 3-グルコシドおよびシアニジンであると同定され

たため、文献 67-69により、m/z 635.74 [M+2H++Na+]および 613.74 [M+2H+]のピ

A 

B 

の

分

離 

図 2 DPPⅣ阻害画分の分離 

A. RP-HPLC を使用した DPP IV 阻害剤の分離。 4 つの画分が得られた。  

B.画分の酵素活性を測定。画分 2 に DPP IV に対する阻害活性があり、溶液の色は赤であった。n=4 
＊＊＊p＜0.001, n.s.: 有意ではない 
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ークはシアニジン 3,5-ジグルコシドであると同定した（図 3B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 DPPⅣ阻害物質の同定 

A. DPP IV 阻害活性を持つ画分の LC-MS スペクトル。 

B. メインピークの MS / MS スペクトル。シアニジン 3-グルコシドとシアニジンがフラグメントピーク

で検出され、メインピークはシアニジン 3,5-ジグルコシドであると同定された。 
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3.4.  DPP IV 阻害におけるシアニジン 3,5 ジグルコシドの IC50 値の測定 

DPP IV 酵素活性が市販のシアニジン 3,5-ジグルコシドによって阻害されるか

どうかを調べるため、合成基質 Gly-Pro-MCA を使用し、DPP IV 阻害活性を測定

した。図 4 に示すように、DPP IV は 0.5 mM シアニジン 3,5-ジグルコシドによっ

て阻害されたが、シアニジンまたはシアニジン 3-グルコシドによっては阻害さ

れなかった。シアニジン 3,5-ジグルコシドの IC50 値は 5.5 mM と推定された。 

 

 

 

 

 

4.考察 

 アロニア果汁は血糖値を改善する効果があると既に示されているが、そのメ

カニズムは不明である。 GLP-1 と GIP は両方とも、DPP IV によって急速に不活

性化される 70。アロニアジュースには DPP IV 阻害活性があることが判明した。

DPP IV 阻害物質は、多くの食品および食品タンパク質加水分解物に含まれてい

図 4 シアニジン、シアニジン 3-グルコシド、およびシアニジン 3,5-ジグルコシドによる DPP IV 阻害 

DPP IV に対するシアニジン、シアニジン 3-グルコシド、シアニジン 3,5-ジグルコシドの阻害活性を測定

した。 DPP IV 活性は、シアニジン 3,5-ジグルコシドによって約 25％阻害されたが、シアニジンまたはシ

アニジン 3-グルコシドによっては阻害されなかった。n=4 ＊＊p＜0.01 
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ることは既に知られている。 DPP IV は薬用植物である Pterocarpus marsupium 

Roxb（マメ科）、糖尿病治療のための生薬である Fagonia cretica L（タマゴケ科）、

および Hedera nepalensis K. Koch（コナラ科）からの抽出物によって阻害される

71,72。本研究では、新しい DPP IV 阻害剤であるシアニジン 3,5-ジグルコシドを見

出した。さらに、シアニジン 3,5-ジグルコシドは、アロニア果汁中に含まれる主

要な DPP IV 阻害物質であった。シアニジン、シアニジン-3-グルコシド、マルビ

ジン、ルテオリン、アピゲニン、ケルセチン、ケンフェロール、ヘスペレチン、

ナリンゲニン、エリオシトリン、ゲニステイン、レスベラトロール、没食子酸、

カフェイン酸はベリーおよび柑橘類の DPP IV 阻害物質であることが報告されて

いる 73。食品タンパク質加水分解物が DPP IV 阻害に働く例として、アトランテ

ィックサーモンの皮、ツナクッキングジュース、米ぬか、ゴーダチーズ、および

乳タンパク質が知られている 74。以前の研究では、アロニアジュースには、シア

ニジン 3-ガラクトシド、シアニジン 3-アラビノシド、シアニジン 3-グルコシド、

シアニジン 3-キシロシドなどのアントシアニン配糖体が含まれていることも示

されている 75-79。さらに、シアニジンおよびシアニジン 3-グルコシドは DPP IV

阻害物質であると報告されている 80。 DPP IV 阻害物質であると報告されている

シアニジンおよびシアニジン 3-グルコシドよりも、シアニジン 3,5-ジグルコシ

ドにより DPP IV 活性がより強く阻害されることがわかった。我々の結果と以前

の研究の結果は、シアニジン 3,5-ジグルコシドがアロニアジュースに存在する新

しい DPPⅣ阻害物質であることを示唆している。 
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第 3章 アロニアに含まれる HMG-CoA 還元酵素阻害物質の同定 

１． はじめに 

アロニアベリーは高濃度のポリフェノールを含み 81、糖尿病 82や高脂血症 83、

高コレステロール血症 84に対する改善効果が報告されている。 

高コレステロール血症は、心血管疾患の主な原因の 1 つであるアテローム性

動脈硬化を引き起こす可能性がある 85。アロニアベリーを摂取すると、血中 LDL

コレステロール濃度を低下させる可能性がある 86。ただし、コレステロール低減

効果のメカニズムは不明である。 

HMG-CoA 還元酵素は、肝臓でのコレステロール合成の重要な酵素である 87。

スタチンは、HMG-CoA レダクターゼの活性を強力に阻害することにより、高コ

レステロール血症を治療するために開発された 88。多くの植物代謝物も酵素の

活性を阻害する。 

たとえば、ツボクサ（Centella asiatica）に含まれるアジアティック酸 89、イチ

ジクの１種である Ficus virens に存在する n-オクタデカニル-O-α-D-グルコピラ

ノシル（6 →1）-O-α-D-グルコピラノシド 90、トマトジュース中のリコピン、ク

ロロゲン酸およびナリンゲニン）91、緑茶のエピガロカテキン-3-ガレート 92、さ

らにサボテンの１種である Opuntia ficus indica に含まれるイソラムネチンおよび

ピシジド酸 93 に HMG-CoA 還元酵素作用が報告されている。したがって、アロ

ニアジュースには、HMG-CoA 還元酵素を阻害する二次代謝物が含まれているこ

とが予想される。 

本研究では、アロニアジュースから HMG-CoA 還元酵素の阻害物質を見つけ

るために、ジュースの代謝物を逆相クロマトグラフィーで分離し、酵素に対する

有意な阻害活性を持つ 2 つの画分を得た。これら 2 つの画分の LC-ESI-MS/MS

および MS3 分析と糖分析により、ペチュニジングリコシドアラビノシドおよび
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デルフィニジンアラビノシドの存在が強く示唆された。 

 

２． 実験材料及び方法 

2.1. 実験材料 

 HMG-CoA 還元酵素アッセイキットは、Sigma-Aldrich から購入した。 3-メチ

ル-1-フェニル-5-ピラゾレン（PMP）は、ナカライテスク（京都）から購入した。

D-グルコース、D-ガラクトース、L-ラムノース、D-アラビノース、および D-キ

シロースは東京化成工業（東京）から入手した。塩化ペチュニジンは常盤植物化

学（千葉）から、またデルフィニジン -3-O-ガラクトシドクロライドは

Extrasynthese（リヨン、フランス）から購入した。他のすべての化学物質は分析

グレードであり、和光純薬（大阪）から購入した。 

2.2. アロニアジュースのクロマトグラフィーによる分離 

 アロニアジュース（300 mL）を、0.1％ギ酸水溶液（溶媒 A）で事前に平衡化

した Wakogel 50C18 カラム（Wako、ベッド容量 200 mL）に供した。カラムを溶

媒 A で洗浄した後、メタノール濃度を段階的に上昇させ（10、20、30、40、50%；

v/v）、カラムから溶出させた。溶出液を回収し、濃縮乾固後、各画分を秤量し、

0.1％ギ酸を含む 12.5％または 25％メタノール水溶液で 1〜10 mg/mLの濃度にな

るように溶解した。HMG-CoA 還元酵素阻害活性を測定し、最も活性の高い画分

を InertSustain C18 カラム（2.1 mm×150mm、GL Science、東京）を用いてさらに

精製した。移動相には、溶媒 A と溶媒 B（0.1％ギ酸を含む 90％アセトニトリル

-10％水）を用いた。溶出は流速 150 µL/min で行い、最初の 5 分間は溶媒 A-溶媒

B（80:20）を用い、その後 25 分間で溶媒 B を 60%にまで増加させ、さらに 1 分

後には溶媒 B を 90%とした。370 および 450 nm の吸光度をモニターし、溶出液

を収集した。 
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2.3. 液体クロマトグラフィー質量分析 

InertSustain C18 カラムでの HPLC によって精製された HMG-CoA 還元酵素阻

害物質（２種類）を、MS/MS データに基づいて LC-MS で分析した。画分の一部

（5 μL）を溶媒 A-溶媒 B（80:20）で平衡化した InertSustain C18 カラム

（0.3mm×150mm、GL Science）に注入した。溶出は流速 3.0 µL/min で行い、溶媒

は最初の 56 分間は溶媒 B を 20%で保ち、その後溶媒 B 濃度を 25 分間で 70%

に、さらに 5 分間で 90%にまで上昇させた。溶出液を 2 つのフューズドシリカ

キャピラリーチューブ（内径 20μm）に均等に分割し、そのうちの 1 つをエレク

トロスプレーイオン化チップに接続した。スプレー電圧は 2.5kV で、トランスフ

ァーチューブの温度は 150ºC であった。溶出液のマススペクトルは、ポジティブ

イオンモードで m/z 150 から 1000 の間で記録した。イオン強度が 1000 を超える

イオンピークは、データに依存して MS / MS 測定にかけられた。シリンジタイ

プ HPLC ポンプ（HP 711V Micro-Flow Pump、GL Science）およびイオントラップ

質量分析計（LCQ Fleet、Thermo Fisher Scientific、MA、USA）を使用した。 

2.4. HMG-CoA 還元酵素活性 

HMG-CoA 還元酵素の阻害活性は、製造元の手順に従って HMG-CoA レダクタ

ーゼアッセイキットを使用して測定した。酵素反応は 96 ウェルマイクロプレー

トを使用して実施した。ウェルにはそれぞれ 100 μL 入った中に、基質（HMG-

CoA）の添加により反応を開始し、マイクロプレートリーダー（SH-1000lab、

Corona Electric、茨城）を使用して 340 nm の吸光度を 2 分ごとに測定した。 

2.5.  HMG-CoA 還元酵素阻害物質の酸加水分解 

 得られた 2 種類の HMG-CoA 還元酵素阻害物質（300〜350 µg）を、ガラス

バイアル内で 350 µL の 2 M HCl で 90ºC で 2 時間処理した。インキュベーショ

ン後、酢酸エチル（350 μL）をバイアルに加えてアグリコンを抽出した。新しい
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1.5 mL チューブに移し、真空乾燥させた。 

2.6. 単糖組成の分析 

3-メチル-1-フェニル-5-ピラゾレン（PMP）による糖の誘導体化と誘導体の逆

相 HPLC は、Liu et al94に記載された方法に従って、わずかに変更して実施した。

遊離した糖（2.5 を参照）を含む乾燥水層を 100 μL の水で再構成し、溶液の一部

（50 μL）を 0.5 M PMP（メタノール溶液）100 μL および 0.6 M NaOH 50 μL と混

合した。混合物を 70℃で 60 分間インキュベートした。インキュベーション後、

混合物を 1 M HCl で中和し、次に 500 μL のクロロホルムを加えて未反応の PMP

を除去した。乾燥した PMP 誘導体を 100 μL の水に溶解した。Cosmosil 3C18-EB

カラム（2.0 mm ID×150 mm、ナカライテスク）を用いた HPLC で PMP 標識糖の

分析を実施した。移動相には、溶媒 A（50 mM 酢酸アンモニウム）と溶媒 B（ア

セトニトリル-水；90:10）を用いた。カラムは溶媒 A-溶媒 B（81:19）で平衡化

し、HPLC 開始後 5 分間はこの状態で保った。その後 25 分間で溶媒 B 濃度を

30%に上昇させ、さらに 1 分間 30%で保った後 5 分間で 90%にまで増加させた。

なお、流速は 150 µL/min、温度は 20˚C、PMP 糖の検出は 245 nm の吸光度を測

定することで行った。 

2.7. 統計解析 

統計分析は、分散分析（一元配置分散分析）に続いて、対応のないスチューデ

ントの t 検定を使用して行った。複数のサンプルの比較には、Tuckey-Klamer 検

定を使用した。 

 

3.結果 

3.1.アロニアジュースからの HMG-CoA 還元酵素に対する阻害活性物質の分離 

アロニアジュースからの HMG-CoA 還元酵素に対する阻害活性を持つ化合物
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の分離、図 1 に示すように、アロニアジュースは HMG-CoA 還元酵素活性を約

57％抑制した。ジュースから、逆相クロマトグラフィーにより、5 つの画分が得

られた。5 つの画分のうち、画分 4 が最も強く酵素を阻害した（63％阻害、図 2）。

画分 4 を InertSusutain C18 カラムでさらに HPLC にかけ、12 の画分を得た（図

3A）。画分 4-8 および 4-10 は、酵素を有意に阻害した（図 3B および 3C）。画分

4-8 および 4-10 の IC50 値は、それぞれ 0.11 および 0.093 mg/mL であった（表

1）。フラクション 4-8 の吸収スペクトルは 276 nm、318 nm および 494 nm に 3 つ

のピークを持ち、フラクション 4-10 の吸収スペクトルは 278 nm および 494 nm

に 2 つのピークを持ち、約 320 nm にショルダーがあった（図 3D）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 クロマトグラフィー画分の阻害活性 

Cosmosil 50C18カラムクロマトグラフィーを使用して得られた各画分（Wakogel 画分 1－5）を反応

混合物に添加し、初速度を測定した。n=5 ＊p＜0.05  

図 1 アロニアジュースによる HMG-CoA還元酵素阻害  

n=5 ＊p＜0.05  
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図 3 InertSustainC18 カラムでの Wakogel フラクション 4 のクロマトグラフィー分離。 

（A）Wakogel フラクション 4 のクロマトグラム。12 個の溶出ピーク（数字で示されている）が検出

され、別々に収集されました（InertSustain フラクション 1－12）。 （B）HMG-CoA 還元酵素に対する

阻害活性をすべての画分についてアッセイした。HMG-CoA 還元酵素活性の平均の 95％信頼区間は、

フラクション 8 および 10 を使用して観察された活性を除いて、90.6〜131（n = 10）と計算された。後

者の 2 つの活性は<62.5 であり、有意な阻害を示唆している。（C）ピーク画分 3、8、9 および 10 の阻

害活性の比較。（D）フラクション 8 および 10 の吸収スペクトル。各サンプルは、測定前に 0.1％ギ酸

水溶液で適切に希釈した。n=5 ＊p＜0.05  
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3.2. 阻害物質の質量分析による特性評価 

フラクション 4のピーク 10をポジティブイオンモードのLC-MSで分析した。

トータルイオンクロマトグラムと m/z 611.14 の抽出イオンクロマトグラムをそ

れぞれ図 4A と 4B に示した。このイオンの MS/MS スペクトルは、m/z 316.99 の

強いイオンを示した。 294 の質量の違いは、m/z が 611.14 のイオンからの 1 つ

のヘキソースと 1 つのペントース部分の損失を示唆している。m/z 317 のポジテ

ィブイオンを生成できる 2 つの既知のアグリコンがある。1 つはイソラムネチン

で、そのプロトン化イオン（[M + H] +）の計算質量は 317.07、もう 1 つはペチュ

ニジンである。ペチュニジンはポジティブイオン性であり、計算された質量（M 

+）は 317.05 である。イソラムネチンは淡黄色の結晶を形成し 103、その溶液は淡

黄色を示す。ピーク 10 の溶液は強い赤ワイン色を示したため（図 3D）、ピーク

10 にアグリコンとしてイソラムネチンが含まれている可能性は低い。したがっ

て、CID によって生成されたピーク 10 アグリコンイオンの m/z 317 のイオン（図

6C）とペチュニジンからのイオン（図 6D）の質量スペクトルを比較した。ペチ

ュニジンで検出されたフラグメントイオンは、ピーク 10 で得られた対応するス

ペクトルでも見つかった。図 5 に示すように、フラクション 4 のピーク 8 には

m/z が 435 の成分が含まれており、このイオンの CID は 303.00 の m/z の強いフ

ラグメントイオンを生成した。132 の質量の差は、m/z 435 のイオンからの 1 つ

のペントース部分の損失を示唆している。ピーク 8 の溶液は、ピーク 10 の溶液

と非常によく似た強い赤ワイン色を示したため、観測されたフラグメントイオ

ンはデルフィニジンである可能性が高く、計算された質量[M +]は 303.05 である。

したがって、ピーク 8 成分の ESI-MS/MS/MS スペクトルとデルフィニジン-3-O-

アラビノシドの ESI-MS/MS/MS スペクトルを比較した（図 7）。デルフィニジン

-3-O-アラビノシドで検出されたフラグメントイオンは、ピーク 8 で得られた対
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応するスペクトルでも見つかった。 

 

 

図 4  LC-MS による F2（InertSustain フラクション 10）の特性評価 

（A）トータルイオンクロマトグラム （B）m/z 611.14 のイオンの抽出イオンクロマトグラム 

（C）20 分の保持時間で測定されたマススペクトル。 (D) m/z 611.14 のイオンの MS/MS スペクトル 
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図 5  F1 の m/z 435.0 を含むイオンのクロマトグラム（InertSustain フラクション 8） 

 挿入図は、m/z435 のイオンの MS/MS スペクトルを示している。 
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図 6 ペチュニジンの ESI-MS/MSスペクトルと比較した、F2 の ESI-CID-MS/MS/MSスペクトル 

 F2で検出されたイオン（m/z 611、A）から CID を使用して得られたプロダクトイオン（m/z 317.02、
B）を CID にかけ、C に示すイオンを生成した。（D）ペチュニジンの ESI-MS/MS スペクトル 
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図 7 デルフィニジン 3-O-ガラクトシドの ESI-MS/MS/MS スペクトルと比較した、F1 成分の ESI-

CID-MS/MS/MS スペクトル 

  F1 で検出されたイオン（m/z 435、A）から CID を使用して得られたプロダクトイオン（m/z 303.00、

B）を CID にかけ、C に示すイオンを生成した（D）プロダクトイオン（m/z 303）はデルフィニジ

ン 3-O ガラクトシドイオンの CID により得られた 
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3.3. 阻害物質の糖組成 

ピーク 8 および 10 に含まれる糖種を決定するために、これらのサンプルの酸

加水分解を行い、遊離した糖を分析した。図 8 に示すように、ピーク 10 には、

ヘキソース成分としてグルコースとガラクトースが含まれていた。グルコース

の量は、ガラクトースの量の約 2 倍であった。ピーク 8 には、ほぼ同じ量のグル

コースとガラクトースが含まれていた。ペントースに関しては、ピーク 8 と 10

の両方にアラビノースのみが含まれていた。 

 

 

 

図 8 単糖標品の PMP誘導体とピークフラクション 8 および 10 から遊離

した糖の HPLC プロファイル 
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4.考察 

本研究では、アロニアジュースが HMG-CoA 還元酵素活性を阻害することが

分かった。以前の研究では、アロニアジュースの投与により、ヒトおよびマウス

の血中 LDL コレステロール値が低下することが示された 95,96。これらの結果お

よび本研究の結果は、アロニアジュースの特定の化合物が HMG-CoA 還元酵素

活性の阻害を介して高コレステロール血症を改善することを示している。画分

4-10 は、LC-MS 分析で質量 611 および 317-Da ポリフェノール部分の単一イオ

ンを示した。Tian et al.によるベリー植物中のフェノール化合物の最近の包括的

なプロファイリングは、アロニアベリーにイソラムネチンヘキソシド-ペントシ

ドおよびイソラムネチン-ペントシド-ヘキソシドが存在することを明らかにし

た 97。これらは、ESI で m/z が 611 の[M + H] +イオンと、317 のプロトン化フラ

グメントイオンを生成する。しかし、図 3D に示すように、ピーク 10 の溶液は、

イソラムネチンのわずかに黄色の色とは異なり、強いワインレッド色を示した。

さらに、ペチュニジンで検出されたフラグメントイオンは、ピーク 10 でも検出

された（図 6）。糖組成分析により、ピーク 10 にはヘキソース成分としてグルコ

ースまたはガラクトースが含まれ、ペントースとしてアラビノースが含まれる

ことが明らかになった（図 8）。したがって、ジュースから精製された HMG-CoA

還元酵素阻害物質（図 3A のピーク 10）は、おそらくペチュニジン-グリコシド

-アラビノシドであるが、阻害物質の正確な化学構造は不明である。ペチュニジ

ン配糖体は、マメ科（Pueraria lobata）98およびトマト（Solanum lycopersicum）

99に含まれている。ペチュニジン配糖体を含む赤ブドウジュースは、HepG2 細胞

の LDL 受容体活性を制御した 100。画分 4-8 には多くの化合物が含まれており、

それらのほとんどを特定できなかった。しかし、1 つの化合物（図 5）はデルフ

ィニジン-アラビノシドであると推定された。デルフィニジン 3-O-アラビノシド
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は、ブルーベリー（Vaccinium ashei）ワイン搾りかすに含まれている 101。 

結論として、アロニアジュースは、HMG-CoA 還元酵素活性を阻害し、画分の

LC-ESI-MS / MS 分析は、HMG-CoA 還元酵素阻害物質としてのペチュニジン-グ

リコシド-アラビノシドおよびデルフィニジン-アラビノシドの存在を示した。ア

ロニア果汁の HMG-CoA レダクターゼ阻害物質によるコレステロール低減効果

のメカニズムは、今後の研究で肥満モデルを使用した検討が求められる。 

 

 

まとめ 

 本研究において、アロニア果汁中に DPP IV および HMG-CoA 還元酵素の阻害

物質が含まれることが明らかとなり、その物質はそれぞれシアニジン 3,5-ジグ

ルコシドおよびペチュニジン-グリコシド-アラビノシド、デルフィニジン-アラ

ビノシドと同定された。これらの結果はアロニア果汁中の酵素阻害物質が活性

阻害を介したインクレチンの分解抑制によるインスリン分泌促進あるいは肝臓

中のコレステロール合成抑制にによる肝臓への LDL コレステロールの取り込み

促進により血糖値上昇抑制および血中 LDL コレステロール濃度上昇抑制効果を

引き起こす可能性を示唆している。 
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