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論文内容要旨

序論

 生体系における酸化ストレス防御及び食品の変質防止において、天然抗酸化性・還元性

 成分の重要性はますます高まっている。天然物中の抗酸化性成分・還元性成分を新たに探

 索するためには、辣水系、水系それぞれにおける抗酸化性・還元性の評価系が必要となる

 が、疎水系、水系それぞれにおける抗酸化性・還元性の既存評価系は、天然物の検索に応

 用する上で種々の問題点があると考えられた。たとえば、疎水系での抗酸化性の評価法と

 してよく利用されている重量法、AO瓢試験等の手法は、脂質を保管して、脂質酸化の進行

 状況を重量増加や脂質ヒドロペルオキシド量の測定などにより評価するものである。これ

 らの手法は、測定データを産業的に活用しやすい反面、抗酸化活性の判定に時間がかかる、

 試料量を多く要するなどの欠点がある。また、水系での還元性の評価法としては、フェリ

 シアナイド法、XTT法などが報告されているが、これらの手法は、それぞれ無機鉄、低分

 子有機成分が、電子の供与を受けて酸化型から還元型へと変化する量を測定する方法であ

 る。しかしながら、生体・食品などの複雑系において、酸化抑制の対象となるものは高分

 子成分が多く、これらの手法が還元性評価のモデル系として適切であるかは疑問が残る。

 本研究では、天然物の検索に応用できる抗酸化性・還元性の評価系を、疎水系、水系そ

 れぞれにおいて新たに設定することとした。すなわち、疎水系での評価系としては、

 Miy脇awaら(婚87)によって開発された極微弱発光による脂質ヒドロペルオキシドの微

 量定量法の反応機構を活用して、抗酸化成分の化学発光(以下CL)消去能を定量的に評価

 する手法の確立を図った。また、水系での評価系として、オキシミオグロビン(以下廼b()2)

 からメトミオグロビン(以下難etl渦)への酸化速度の担制作用を指標とする手法を新たに

 開発した。ミオグロビンはヘム鉄部分とそれをとりまくグロビン部分からなる蛋白質であ

 る。酸素を配位子とするヘム鉄の原子価が2価状態のMbO2は、水分子、水酸イオンなど

 の求核的攻撃を受け、スーパーオキシドの生成を伴いヘム鉄の原子価が3価に酸化されて

 塑e麗bに変化する。還元性成分は、憩就憾)のヘム鉄を一電子還元してデオキシミオグロ

 ビンとし、デオキシミオグロビンが酸素と結合しMb()2に復元するため、結果として醸bO2

 の酸化抑制作用を示す。このことから、璽b()2から憩et麗bへの酸化速度を指標とする還元

 性の評価系の構築を試みた。続いて、これらの手法に基づき各種食用・薬用植物の検索、

 活性成分の同定などを行うことによって、新規評価系の特性、特徴を浮かび上がらせるこ

 ととした。さらに、水系での還元性の検討を行う中で有効性が認められた還元性・抗酸化

 性成分については、ネギトロ様マグロ加工品の変色抑制への応用について検討を加えた。

 第i章C動血戦曲esc鍵ce(CL)法1こよる疎水系での抗酸化性の評価系の開発

 疎水系での脂溶性成分の抗酸化性評価系として、リノール酸メチルヒドロペルオキシド

 (以下瀬LHP())を、抗酸化性について評価する試料と共に一定量注入し、MLHPOと触

 媒としてのチトクロームC及び発光増感剤としてのルミノールとの反応で生じるCしの試

 料添加による減衰率をフローインジェクション法で評価する手法(CL法)を設定した(費g.

 i)。本CL法により、抗酸化性低分子化合物(BHT、ルチン、α一トコフェロール、γ一ト
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 コフェロール)の測定を行なった結果、抗酸化性成分の添加により濃度依存的に鍾L墨犯()

 由来Cしの減衰が進み(興g.2)、CLを50%抑制する濃度αC50)により定量的な評価が可

 能と考えられた。既存の抗酸化性評価法であるロダン鉄法による測定結果との比較では、

 α・トコフェロールにおいてCL法が強い活性を示した以外は相関関係が認められた(F璽、

 3)。

 第2章CL法による各種植勅の抗酸化性の検索およびセンブリ中の抗酸化成分としての
 x罎癒鰻e誘導館の同定

 209種類の食用・薬用植物のエタノール、ジエチルエーテル抽出物をCL法で測定した結

 果、エタノール抽出物で82種、ジエチルエーテル抽出物で25種が50%以上CL強度を減少

 させる結果となった。高活性を示したものは、既に抗酸化性の報告が多数なされている香

 辛料などの植物、あるいは有機酸を多量に含有する植物が多かった。エタノール抽出物で

 高活性を示したものが多かったのは、エタノール易溶の有機酸の影響により、CL法でのル

 ミノール発光が阻害されたためと推測された。

 エタノール、エーテル両抽出物とも高い活性を示し、既存の抗酸化成分の報告がなかっ

 たセンブリ(5四翻拡8声脚函08)について詳しい検討を行った。溶媒分画、Se的離exLH-20

 カラムクロマトグラフィー、TLC、溶媒再結晶処理などを組み合わせて、6種類の化合物を

 CL法による活性成分として単離した。各種機器分析結果から、各化合物はセンブリに存在

 が認められているx継癒膿e誘導体(麗et簸yl駝腿醐oi並,堕e癒yiswe戯錘誕,swer七ia豊塗,

 be腿醐。臨,数鑓swe雄a瓢豊,δes灘e癒yi駝騰灘。晦)と同定された(F福.嗅)。各x錘旋憾e

 誘導体の抗酸化性について、2,飢麗α甜5(2,4壷滋e癒画盛ero虚重盛e)誘導リノール酸メチル

 酸化試験により評価した結果、CL法での活性が最も高かった焼腿幽。睡が抗酸化性にお

 いても強い活性を有しており、その強さは、BH孚と同程度であった(興g.5)。

 第3章オキシミオグロビン(聖擁02)法による水系での還元性の評価系の麗発

 未凍結牛肉から精製した盤亡iveな状態の至動〔)2を含む溶液を、還元性を評価する試料と

 共にインキュベートして、30℃、虚6.0における懲e瓠鋤への自動'酸化速度の変化を吸光

 度測定により調べる方法(Mb()2法)を設定した。玉高幾の自動酸化速度は、39濯玉M濃度の

 費襲()2を含む3謡の反応液を、30℃設定の電子冷熱式恒温セルホルダーを嫌えた分光光度

 計中に保管して、3波長(730,研2,5艶豊皿)の吸光度測定によって測定した。試料添加に

 よる一次反応速度定数(島b、)の変化から、五心窃酸化反応の阻害率(以一i運E)を、{(恥b、.

 観蹴k)一(孟。b、.瞼蝉1e)}/(盈伽,b玉懸k)として数値化した。盤勉が高いほど試料に

 よってM毎()2酸化が挿制されたことを表し、マイナスの薫煙は、試料添加によって逆に

 墨鵬()2の酸化が促進されたことを示す。

 本薙b()2法によって水溶性の抗酸化性・還元性低分子化合物(L・アスコルビン酸、グルタ

 チオン、コウジ酸、没食子酸)の測定を行った(アa臨i)。その結果、アスコルビン酸が最

 も高い酸化抑制効果を示した。コウジ酸、グルタチオンは、アス早ルビン酸に劣るものの
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 若干の酸化抑制効果を示した。没食子酸は低濃度では弱い酸化抑制効果を示すのに対し、

 高濃度添加では逆にMb()2酸化を促進する傾向(``Pro-oxiδa温t"作用)が見られた。没食子

 酸の酸化促進作用は、カタラーゼ添加により顕著に挿制された(Fig、6)ため、過酸化水素

 などの活性酸素種の発生に由来するものと推察された。既存の水系還元性評価法であるフ

 ェリシアナイド還元法、XTT法で、同様に還元性化合物の活性測定を行った結果(Fig.7)、

 各化合物は単純な濃度依存的な還元性を示し、MbO2法で示された費ro-ox遍a盤作用につい

 ては評価できないと考えられた。

 第4章喩()2法による各種植物の還元性の検索

 55種の食用植物の水抽出物について、Mb()2法により還元性を調べた。亙R値により5段

 階(++:iR=50%以上、+:iR=10～49%、±:m=・g～g%、一:IR=一鱒一10%、一

 一:亙R二一50%以下)に分類すると、それぞれの区分にil,8,6,2,28種の試料が属する結果と

 なった。

 iR値50%以上の強い還元性を示したil種(パプリカ、大根、ニガウリ、レモン、トマ

 ト、キャベツ、みかん、白菜、オレンジ、アスパラガス、ピーマン)のうち、4種(葉菜と

 して白菜、果実としてレモン、果菜としてパプリカ、根菜として大根)を選択して、活性

 成分の検討を行った。各植物水描出液の希釈度を4段階(10倍,30倍,憩0倍,300倍)に

 変化させてIR値を測定し、各抽出原液中のアスコルビン酸含量を希釈度で除して、各植物

 希釈液中のアスコルビン酸含量を横軸としてプロットした結果をFig.8に示す。各植物抽

 出液の1R曲線は、試薬アスコルビン酸のIR曲線と相似した形状を示す結果となり、アス

 コルビン酸の影響が強く示唆された。

 さらに、アスコルビン酸オキシダーゼ存在下でのパプリカ抽出液及び試薬アスコルビン

 酸の亜R曲線に及ぼす影響を調べた(Fig.9)。その結果、パプリカ抽出液及びアスコルビン

 酸の各濃度でのiR値は、アスコルビン酸オキシダーゼの添加により著しく影響を受け、パ

 プリカ、アスコルビン酸の活性はどちらも、ほぼ完全に消失する結果となった。これらの

 結果から、MbO2法での活性を示した植物の還元性のほとんどすべてはアスコルビン酸に由

 来すると考えられた。

 第5章マグロ加工品への応用

 第3章、第4章での検討で有効性が認められたアスコルビン酸、カタラーゼ、パプリカ

 の応用を、実際の食品であるネギトロ様マグロ加工品(以下ネギトロ)を対象として試

 みた。マグロ肉の色調の主体はミオグロビンであり、マグロを一路～一25℃の通常の冷凍

 食品保管温度帯によって貯蔵すると、速やかにmetMbの生成、すなわちメト化に基づく変

 色が進行しその商品価値が消失することが知られている。従って、マグロには一40℃以下

 の“超低温"保管が通常利用されているが、還元性成分の利用によって通常冷凍温度で保

 管しても商品価値の維持が可能なネギトロの開発を目指した。ネギトロ色調の数値評価法

 として、反射率スペクトル測定による非破壊でのメト化率測定法を導入して、官能評価、
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 赤色度(ガ値)と併用する形で色調の評価を行なった。

 アスコルビン酸を0.03%程度の低濃度添加し、酸素透過性包装によるネギトロは、一18℃

 長期保管後にも凍結中～解凍後～開封後を通じて好ましい色調を持続した(Figユ。)。一方、
 アスコルビン酸を0.3%程度の高濃度添加し、酸素バリア性包装によるネギトロは、一18℃

 保管中に変色するが、開封後に好ましい色調に急激に変化し、それが長時間持続した(Fig.
 玉1)。ネギトロのメト化率測定により、高濃度アスコルビン酸添加+酸素バリア性包装ネギ
 トロは、冷凍保管中にメト化による変色が進むものの、解凍一開封後、アスコルビン酸の

 作用によりmetMbが還元化され、大気中の酸素と結合してMbO2に復元することにより、

 好ましい鮮紅色となることが示された(Fig.12)。

 高濃度アスコルビン酸添加ネギトロの、アスコルビン酸のPro・oxiδ&Rt作用による変色は
 カタラーゼ添加によって抑制された(Fig.13)。また、パプリカ粉末にはアスコルビン酸に

 は劣るものの、ネギトロ変色抑制効果が認められた(F培i4)。

総合考察

 天然物の検索に応用できる抗酸化惟一還元性評価法として、疎水系における極微弱発光

 を利用した手法(CL法)、水系におけるMbO2の酸化速度を指標とする手法(MbO2法)

 をそれぞれ開発した。

 CL法は、感度、測定時間などで優れた特性を有しているが、CL減衰能と抗酸化活性と

 の関連の薄さ、pEの影響などの欠点があると考えられた。CL法により食用・薬用植物の
 検索を行ない、検索で高活性を示したセンブリについて活性成分の検討を行った結果、
 be盛d面Hnなどのxanthone誘導体を強力な抗酸化成分として同定した。このことから、

 CL法は脂溶性抗酸化成分の検索、単離精製などに特に有用に活用できると考えられた。

 MbO2法は、既存の還元性評価法であるフェリシアナイド還元法、XTT法と比較した場

 合、測定の簡便性については劣るものの、感度、汎用性で優れている上に、還元性・抗酸

 化性のみならずPro・ox湿ant作用についても評価が可能な点に大きな特徴があると考えら

 れた。この特性を生かすことによって、同一の成分がその濃度、状況などによって抗酸化・

 還元的に作用したり、逆に酸化促進的に作用したりすることがありうる酸化一還元系にお

 ける活性測定法として、他の評価法では検知できない有用な情報を提供できる可能性があ

 ると考えられた。

 Mb()2法で高活性を示したアスコルビン酸などのネギトロヘの利用を検討し、長期間の一

 五8℃保管を経ても商品価値を保つ2通りのネギトロ製法(酸素透過性包装材料+低濃度ア

 スコルビン酸添加、酸素バリア性包装材料+高濃度アスコルビン酸添加)を見出した。こ

 れらの手法は現在産業的に実用化されている。このように、モデル的評価系であるMbO2

 法の結果を、マグロなどの実際の食品の酸化防止、変色掬制などに有効に活用できること

 が示されたため、今後の更なる応用展開が期待される。

 一37一
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論文審査結果要旨

 生体系における酸化ストレス防御及び食品の変質防止において,天然抗酸化性・還元性成分の重要

 性はますます高まっている.天然物中の抗酸化性成分・還元性成分を探索するための抗酸化性・還元

 性の既存評価系は,天然物の検索に応用する上で疎水系,水系とも種々の問題点があると考えられた。

 そこで,本研究では,疎水系,水系それぞれでの抗酸化性・還元性の評価系を新たに開・発し,それに

 基づき各種食用・薬用植物の検索,活性成分の同定などを行った.さらに,水系での還元性検索で活

 性を示した還元性成分の応用として,ネギトロ様マグロ加工品の変色抑制について検討を加えた.

 第豊章では,疎水系での脂溶性成分の抗酸化性評価系として,リノール酸メチルヒドロペルオキシド

 とチトクロームC,ルミノールとの反応で生じる化学発光(CL)消去能を評価する方法(CL法)を

 設定した。CL法により各種低分子抗酸化性成分の測定を行なった結果,α一トコフェロールにおいて

 CL法が強い活性を示した以外は既存の抗酸化性評価法であるロダン鉄法との相関関係が示された.

 第2章では,CL法で209種類の食周・薬用植物の検索を行なった.高活性を示したセンブリについ

 てCL法を活性指標として活性成分の精製を行い,溶媒分画,各種クロマトグラフィー等により6種

 類のxant輪鴛誘導体を活性成分として同定した。各xa瓶輪聡e誘導体はいずれも抗酸化性を有し,もっ

 とも強いbei玉i面藤ηの抗酸化性は合成抗酸化剤遜翼下と同程度のものであった.第3章では,水系で

 の水溶性成分の還元性評価系として,オキシミオグロビン(瀬bO2)からメトミオグロビン(亙ne蒲b)

 への酸化抑制を指標とする方法(踊b③法)の開発を行なった。麗b()2法によって各種水溶性還元性成

 分の測定を行った結果,アスコルビン酸がもっとも高い還元性を示した。没食子酸は低濃度では酸化

 抑制・還元効果を示したのに対し,高濃度添加では逆に酸化促進傾向,すなわち夢r創ox墨da瓶作用が認

 められた。本夢ro-oxi曲nt作用はカタラーゼ添加により抑制されたため,過酸化水素などの活性酸素種

 の発生に由来すると考えられた。既存の還元性評価法であるフェリシアナイド還元法,XTT法では,

 高濃塵没食子酸の罫ro-ox量舩凱作用は評価ができなかった。厳b砺法は操作性,簡便性では既存法に劣
 るが,既存法で測定不能な還元性成分のpro-ox羅撚作用などを評価できることが示唆された。第4章

 では岡bG2法で55種の食用植物の検索を行ない,高活性を示したパプリカなどを対象に検討を加え

 たところ,活性植物の還元性の殆どはアスコルビン酸に由来することが示された。第5章では,ネギ

 トロ様マグロ加工品の変色防止を目的として,第3,4章の検討で有効性が認められたアスコルビン

 酸,カタラーゼ,パプリカの応用を試みた.その結果,アスコルビン酸の還元性を利用して,長朗間

 の一鰺℃保管後にも解凍,開封後に変色せず商品価値を保つネギトロ製品の製法(酸素透過性包装材

 料・+低濃度アスコルビン酸添加,酸素非透過性包装材料+高濃度アスコルビン酸添加)を確立した.

 以上,これらの研究結果は,天然抗酸化性・還元性成分の検索,活性成分の単離精製などに有効に

 応用できる抗酸化性・還元性評価系を新規に開発し,その評価系を用いて新規抗酸化性成分の探索や

 還元性成分の活性評価の可能性を示した。それとともに,還元性成分の応用によってネギトロ製品の

 長期間の冷凍保管を可能とした.本技術は既に産業的に実用化されるなど,高く評価されている.よっ

 て,審査員一同は,これを博士(農学)の学位を授与するに値すると判定した.
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