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第1章　序論

食品の役割に対する価値観は時と共に変化を遂げるものであり,それに従い食品

の研究も推移していく.

近年,終戦から30年頃までは,食品にはヒトの体の成長・維持に必要な炭水化物,

タンパク質,脂質,ビタミン,ミネラルなどの栄養素の質と量が,食品・食品素材

としての優密を左右するものと考えられてきた.そのため,栄養学の研究も古くは

栄養素のもつ,生体を構成する素材およびエネルギー供給源としての栄養・エネル

ギー性機能(一次機能)の解明に大きなウエイトが置かれてきた.時代が高度経済

成長期に入ると人々は食品においしさ,感覚晴好機能(二次機能)を求めるように

なり,食品学は栄養と噂好を主流に研究が進められてきた.そして,最近昭和50年

後半頃からは,高齢化社会の到来が現実の問題として捉えられ,食生活の面におい

ても,健康で長生きできる食べ方に注目されはじめるとともに,生活習慣病(成人

病)を予防できる食品の選択に関心が集まっている.これらに適切に対処するため

に,免疫系・分泌系・神経系・循環系・消化系といった生体の生理系統を調節する

ことによって病気を予防する生体調節機能(三次機能)を有する食品の三次機能成

分の探索研究が盛んに世界各国で行われるようになっている.これは,食品が栄養

および噂好だけでなく,生体内における生体防御,体調調節,精神調節などの高次

の生命の恒常性(ホメオスタシス)の維持と活性化に関与しているという考えに基

づいているものである.

これら食品のもつ生理機能については,その一部は科学的根拠が明らかにされて

いるものの,まだ伝承的なものも多く,学術的には未解決な問題が多く残されてい

る.また,食品中のいろいろな成分が関与するといわれている生体機能は極めて広

範囲に渡っている(表卜1).このような生理機能の調節や恒常性の維持に関与する

物質は,多種類の食品中に存在するといわれており,特に植物起源の食品素材は注

目を集めている.

食品中の生理活性成分を分子レベルでみると,分子の大きさでは2000以下の低分

子物質から,数万以上の高分子物質にまでわたるといわれており,前者には多種類

の天然有機化合物が包含され,後者ではタンパク質を中心に多糖にまでおよんでい

る.低分子有機化合物は,食用植物,特に野菜,穀物や果物類にも含まれており,



表卜1食品成分の関与が知られている生体機能調節機能1)

免疫系　免疫増強,マクロファージ活性化

分泌系　成長ホルモン,インスリン,アドレナリンなどの分泌機能増強
神経系　脳神経調節,鎮静
循環系　赤血球産生,血圧降下,抗血栓,コレステロール低下作用
消化系　カルシウム,アミノ酸の吸収促進,腸管エネルギーの補給,回腸平滑筋の収縮,

腸内細菌の制御(整腸作用)

細胞系　成長・分化因子,抗菌・抗ウイルス作用,細胞膜保護(抗酸化,酸化障害の防御)
抗腫瑳　抗変異原(抗イニシエーション),抗プロモー-ション

2



速効的な生理活性は示さず,温和な生理活性を示すものが多い.

これらの温和な生理作用は,生体の恒常性維持に役立っているものが多く,野菜

由来の生薬で例えばニンニク,ショウガ等があげられる.また,その結果を示唆す

る事柄のひとつとして,野菜や果実など植物性食品をよく摂取するヒトにはガンを

はじめとして,種々の成人病の羅患率や死亡率が低いことが疫学調査でも示されて

いる2).

表卜2に,食用植物を中心とする植物起源の低分子有機化合物で,種々の生理作

用を示すことが知られている物質を示した.表1-2に示したように,ポリフェノール

類は,表卜1に示した多くの生理作用に寄与している.これは,栄養成分以外ではポ

リフェノール類が多種類の食品中に存在していること,また,ポリフェノール類は

動物細胞に対して親和性が高く,動物の生体機能に対して影響を及ぼすことを示唆

している.

野菜,お茶,果物,噂好性食品などには,フラボノイド,ヒドロキシ桂皮酸類,

アントシアニンが含まれることが多い.アメリカ人では,一人一日当たりのフラボ

ノイド摂取量は1gに達するといわれている.また,最近では,赤ワインの摂取量の

多いフランス人は,飽和脂肪酸を多く含む高脂肪食を摂取する機会が多いにもかか

わらず,赤ワインの摂取量の少ない他の欧米諸国のヒトに比べて,心臓疾患の羅病

率が低いことが明らかになり,フレンチパラドックスとして注目を浴びている3).

このようにポリフェノールは,日常の摂取量が多いばかりでなくin Vitroで示

す抗酸化能やt'77 VIVOで示す発ガン抑制作用をはじめとする多様な機能が期待され

ている.

現在,ポリフェノール類に期待される機能のひとつとして抗酸化作用の機構は,

ポリフェノールが,共存物質を還元し,酸化を抑制することに由来しているといわ

れている.

ポリフェノール類を耳,ごく緩和な条件(pH 5.4程度,室温)で溶液中の遷移金属

イオンであるCu2' Fe=' Cr,6+などをそれぞれCu◆　Fe'十　Cr十などに還元する.この

とき,ポリフェノールの分子は,キノン構造-と酸化されると同時に,相手を還元

するといわれている.このようにポリフェノールが酸化されやすいという性質は,

アルコール性水酸基をもつ化合物とは異なり,フェノール性水酸基がイオンに解離

しやすいこととも関係があるとされている4).



表1-2　食用植物中生理機能を示す低分子有機化合物1)



図卜2カテキン類の抗酸化機構



一方,これとは異なる作用機構によってもポリフェノールは共存物質の酸化を抑

制すると考えられている.それは,ポリフェノール物質のもつラジカル捕捉効果で

ある.しかしながら,例えばフラボノイドについてみても,フラボノイドの構造と

抗酸化作用との相関性については多くの研究がなされている`のもかかわらず,いま

なおいくつかの説があり,十分には解明されていない.それら諸説の中で共通して

いることとして,フラボノイドのB環に存在するカテコール構造があげられる.佐

野は茶カテキン類の抗酸化作用をこのB環のもつカテコール構造で説明している5)

(図卜1,図卜2) .すなわち,脂質の過酸化反応により生成する脂質ベルオキシ

ルラジカルに対し,カテキン類のフェノール性水酸基が水素原子を供与して,脂質

ラジカルの連鎖反応が停止する.一方,フェノキシルラジカルとなったカテキンは

さらにもうひとつのラジカルを捕捉し,キノン構造をとり安定化するというもので

ある.

この作用機構は, α-トコフェロールが,フェノーIL,性水酸基から生じる安定フ

リーラジカルに基づいて抗酸化作用を示すことと似ており,ゴマ成分のセサミノー

ルなどの抗酸化作用も同様と考えられる.・また,合成抗酸化剤にもポリフェノール
ノ

またはフェノール性のものは多く　3(2)-f-Butyl-4-hydroxyanisole (butylatedhydroxyaniso

HBHA) , 2,6-Di-f-butyl-4-methylphenol (butylatedhydroxytoluene-BHT)もフェノール性

抗酸化剤である.しかし,これらは極めて強い抗酸化剤でありながら安全性に不安

があり,実際上ほとんど使用されていない.

さらに,天然ポリフェノール類には分子内にフェノール性水酸基の数が多く,か

つ分子が大きいという構造上の特徴があり,このことが抗酸化効果の持続性を支え

ていると考えられている4).

そこで,このような観点から本研究は,ポリフェノールを多く含む植物性食品の
l

生体調節機能性因子の実態を研究するために,植物性食品を材料として,抗酸化活

悼,活性酸素・フリーラジカル消去活性および血小板凝集抑制作用などの生体調節

機能について検討を行い,機能性を有する食品とその食品に含まれるポリフェノー

ル成分との関連性について明らかにすることを目的とした.

研究に用いた試料は,食用花弁および茶菓(緑茶,紅茶,中国茶)とした.花菜

に分類される食用花弁は,その形状からも示されるように鮮やかな色彩を呈してい

6



るものが多く,花弁色素の構成にはポリフェノール類が大きく関与している6).し

かし,それら花弁におけるポリフェノール成分について広く定量的に調べられらた

報告はほとんどなく,生理活性についての報告も少ない.一方,茶菓の生理活性機

能については,茶の主要成分で渋味,苦味の本体であるカテキン類を中心に数多く

の報告があり(表卜3) ,最も生理機能の解明が進んでいる食品のひとつといえる.

このような背景から,食用花弁においては,最も身近で摂取量の多い花弁を選ん

で,そのポリフェノール類含有量の測定を行った.また,種々の生理活性が期待さ

れるポリフェノール成分に着目して,抗酸化活性の試験および生体系における老化

や発ガンの原因になるえる活性酸素・フリーラジカルの消去活性の試験を測定方法

を含めて検討をおこない,これらの結果に基づいて,花弁における生体防御機能調

節因子についての一考察を行った.茶菓については,日常飲用する茶浸出液におけ

るプロスタグランジンの生合成により促進される血小板凝集に対する抑制作用につ

いて検討を行った.なお,茶浸出液の主要成分であるカテキン類とテアフラビン類

が同時に分析できるHPLC分析法についても検討を行った.テアフラビン類は,と

くに紅茶の品質では極めて重要な成分である.また最近,多様な遺伝子障害を抑制

することが明らかにされるなどその生理機能についても注目されている7).

以下に得られた結果を詳述する.



表卜3　茶カテキン類の生理活性機能8)

抗酸化作用　　　　　　　　　松崎,原ら(1985); Namiki et al. (1986)

抗突然変異作用　　　　　　　　Okuda et al. (1984); Kada et al. (1985)

抗ガン作用　　　　　　　　　　Mukuta et al. (1988); Oguni et al. (1989)

血祭コレステロール低下作用　　Murainatsu et al. (1986)

LDL酸化防止作用　　　　　　　三浦,富田ら(1993)

血圧上昇抑制作用　　　　　　　原ら(1987)

血糖上昇抑制作用　　　　　　　Hara et al. (1990)

血小板凝集抑制作用　　　　　　並木ら(1991)

抗菌作用　　　　　　　　　　　原ら(1989);Toda et al. (1991)

抗ウイルス作用　　　　　　　　中山,島村ら(1989);小野ら(1991)

虫歯予防作用　　　　　　　　　SakaHaka et al. (1989);原ら(1989)

腸内フロラ改善作用　　　　　　Ahm et al. (1990)

抗アレルギー作用　　　　　　　前田ら(1987)



第2章　食用花弁のポリフェノール含有量および抗酸化活性

2-1　緒言

近年,日常に摂取する植物性食品中に含まれる抗酸化成分は,単に食品の酸化に

よる劣化の抑制だけでなく,生体における活性酸素・フリーラジカルにより引き起

こされる酸化的傷害を抑制し,最終的には種々の疾患の予防に寄与するものとして

注目されている1).植物起源の抗酸化物質としては,果物や緑黄色野菜に含まれる

α-カロテン, β-カロテンやゼアキサンチンといったカロテノイド類,アスコルビ

ン酸およびフラボノイド類がよく知られており2)~6)また茶菓のポリフェノール

成分であるカテキン類による抗酸化活性についても報告されている7)

植物の花には,花菜として食用にされるものがあり,近年の食生活の洋風化・多

様化に伴い,食用菊などの伝統的なものに加え,視覚を重視したエディブルフラワ

ーやハープとして新たな需要が増大し,現在,供給量を別にすると50種類を越える
IP

花が食用に利用されており8)9)今後その種類,量ともに増えるものと思われる.

これまで,花に関する化学的研究の大部分は,その色素の天然物有機化学的研究10)

が主なものであった.一部,生薬的立場での研究11)-13)も見られる.これらに対

して,食用としての立場での研究は少なく,主として食文化的14)なものに限られ,

ことに食品としての特性や機能についての研究は全くなされていない.

著者らは,現在食用に用いられるている花弁を対象として,抗酸化機能を有する

物質として注目を集めているポリフェノール類を中心にその成分と機能性について

研究を行っているが,ここでは主にツバキ科,バラ科,キク科の花弁について各種

ポリフェノール含有量と抗酸化活性について調べた結果を述べる.



2-2　実験方法

2-2-1供試試料及び試薬

実験に用いた花弁はツバキ科22種,バラ科46種(内バラ属18種) ,キク科11

種,その他16種の合計95種である(表2-1) .供試試料は,新潟市大形地区およ

び新潟県園芸試験場から提供されたものおよび市販のものを用いた.

試薬:リノール酸,ナカライテスク製特級品,

その他の試薬は和光純薬製の特級品を使用した.

シアニンは新潟大学星野力教授の好意より分与された.

煎茶は静岡産の市販品を使用した.

2-2-2　試料溶液の調製法

試料花弁は採取後,直ちに水洗し,凍結乾燥した.

この凍結乾燥物から下記の方法により抽出液を調製した.

①50%メタノールpH2.0抽出液:乾燥物0.1gを0.1Mクエン酸緩衝液(pH2.0)

とメタノールの1:1 (。V)混合液20mJとともにテフロンホモジナイザ-で磨砕抽出

し, No.2漉紙で漉過後,残漆の洗液を合わせ50m/に定容した.

②80%メタノールpH4.5抽出液:乾燥物0.1gを0.1M酢酸緩衝液(pH 4.5)とメ

タノールの2:8 (。V)混合液20mJと共にテフロンホモジナイザ-で磨砕抽出し,

No.2渡紙で漬過後,残薩の洗液を合わせ50mlに定容した.

2-2十3　ポリフェノール,アントシアニン,フラボノールの定量

全ポリフェノールの定量はFolin-Denes法15)に従って行い,没食子酸相当量とし

て算出した.すなわち適宜希釈した前記の①抽出液2m/に, 2倍希釈のFolin試薬2m/

を加え, 3分間放置後10% (w/w)炭酸ナトリウム溶液2mlを加え, 30℃下で30

分間放置した.それを遠心分離したのち760nmで吸光度を測定した.

アントシアニンの定量は①抽出液を510nmで吸光度を測軍した16)花色の主要な

色素成分はシアニジンである.ことから17)ァントシアニンをシアニン相当量として

算出した.
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フラボノールはアルミニウム塩類を用いる比色法16)で行った.すなわ前記②抽出

液lmlに0.1M塩化アルミニウム水溶液2m/, 0.2M酢酸緩衝液(pH 4.5) 7m/を加

えて2時間放置し発色した後　0.1M酢酸緩衝液(pH4.5)とメタノールの2:8 (〟V)

混合液で25m/に定容後, 410nmの吸光度を測定し,フラボノールをルチン相当量と

して算出した.

2-2-4　抗酸化性の測定

抗酸化性の測定は津志田らの方法18)より測定した.すなわちβ-カロチン溶液

(lOOmg/loom/クロロホルム) ,リノール酸(4g/100m/クロロホルム) ,ツイ-ン

40溶液(20g/100m/クロロホルム)を作成し,それぞれ0.55m/, 0.55m/, 1.1m/ずつ

を200mlの三角フラスコに取り,窒素ガス通気によりクロロホルムを完全に除去し

た後, 110mlの蒸留水を加え溶解し,リノール酸βカロチン溶液を作成した.この

溶液90m/に8mlの0.2M燐酸緩衝液(pH 6.8)を加え,静かに撹拝後4.9mlを試験

管に分注し　0.1mlの花弁抽出液②を添加・混合し,すばやく　50℃の反応槽に移し

15分後から45分後までの吸光度(470nm)の減少量を求めた.さらに,求めた減少

量を基準溶液のBHA溶液(lmg/100m/ 0.1M酢酸緩衝液(pH 4.5)とメタノールの

2:8(v/v)混合液)を添加し作成した反応液についての吸光度の減少量で割り抗酸化活

性値とした.
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2-3　実験結果および考察

2-3-1各種花弁抽出液のポリフェノール類の含有量

花弁抽出液について全ポリフェノール量,アントシアニン量,フラボノール量の

測定を行い,花弁乾物IOOg当たりの重量%の結果を表2-2　表2-3に示した.なお,

比較のため同一の方法で求めた煎茶の測定結果を示した.

各種花弁の全ポリフェノール量は最低値0.11%から煎茶の9.98%を越えた

14.83%の範囲であった.その平均値は5.05%で,津志田17)らが調べた市販の43

種の茎・菓・根・果菜類の全ポリフェノール量の最高値2.6% (シュンギク)を遥か

に越えている.この結果は,花弁が一般野菜に較べてポリフェノールを多く含むこ

とを示している.

さらに,花弁色素として重要なアントシアニン,植物に広く分布するフラボノー

ル含有量を測定し,種(ツバキ科,バラ科,キク科の3群)並びに花色の違い(赤

色系と非赤色系)に分けて比較検討した.

その結果,次に示すごとく,調べたポリフェノール類の含有量は花弁の種類及び

花色によって異なることを認めた.

a)ツバキ科

ポリフェノール量は平均8.74%で3群中最高値を示したが,フラボノールは

0.72%で最も低かった.

アントシアニン量については,赤色系が平均0.88%,非赤色系が0.07%で,花色

による違いが明確に認められたのに対して,ポリフェノール量は赤色系9.21%,非

赤色系8.06%と,花色による違いはほとんど認められなかった.

また,ポリフェノール量からアントシアニンとフラボノールの合計値を差し引い

た値をアントシアニン及びフラボノール以外のポリフェノールとすると(以下,そ

の他のポリフェノール)その含有量は7.47%で, 3群中最も多い.これはツバキ科

ポリフェノールにはアントシアニンとフラボノール以外のフェノール類が構成成分

として含まれていることを示唆している.

この「その他のポリフェノール」成分はツバキ属に共通に含まれる独特なポリフ

ェノール成分である可能性が考えられる.なぜならば,ツバキ属であるチヤの花弁

には茶菓に存在するものと同種とみなされる特有なポリフェノール成分が,茶菓に
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表2-3　各種花弁中のポリフェノール類含量および抗酸化活性の平均値
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ほぼ同じ含有比率で存在するとと報告19)されているからである.

b)バラ科

全ポリフェノール量はバラ属　IB)平均7.24%,バラ属以外(2B)が3.20%

であり,バラ属が特に全ポリフェノール含有量が高い.そのため,バラ属を中心に

検討を行った.

アントシアニン量は,赤色系と非赤色系の花色間で著しい差が認められ,赤系の

花弁に,多量にアントシアニンが存在した.

フラボノール量は,バラ属以外のバラ科植物にバラ属よりも多く認められた.全

ポリフェノールに対するフラボノールの含有割合を比べると,バラ属は平均23.1%

とその他のバラ科76.6%に比べて低かった.

バラ科の花弁のポリフェ.ノール類含有量の構成は,バラ属ではアントシアニン,

バラ属以外のバラ科ではフラボノールが多く含まれると推察される.

C)キク科

全ポリフェノール量は平均1.66%,アントシアニン量0.15%であって,ともに3

群中最も低かった.全ポリフェノール量が低いにもかかわらず,フラボノール量は

牝較的高いので,供試キク属のポリフェノケル成分の主体はフラボノールであ.ると

考えられる.

バラ属と同様に赤色系花弁に全ポリフェノール量が高く,アントシアニン量は赤

色系に多く存在した.

2-3-2　各種花弁抽出液の抗酸化活性

各種花弁抽出液の抗酸化活性について調べた結果を表2-2　表2-3に示した.

供試した花弁抽出液は対照の【0.1M酢酸緩衝液(pH 4.5)とメタノールの2:8

(〟V)混合液(抗酸化活性値の平均2.10) ]に比べて,全てが抗酸化活性を示し,

最高値は赤バラ(活性値0.03) ,最低値がナデシコ(活性値1.91)であった.

基準としたBHA (活性値l)の示す抑制効果の10倍以上(活性値0.1以下)の

極めて強い抗酸化活性を示した花弁は,いずれも,赤色のバラ属に所属していた.

ちなみに,今回,比政として調べた煎茶の抗酸化活性値は　0.58であって,赤色系

バラ属の平均値0.21に及ばなかった.

BHA溶液が示す抗酸化活性の2倍～10倍(活性値0.5- 0.1)に相当する強い酸
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化抑制効果を示した花弁はバラ科バラ属,サクラ属およびカキであった.キク科は

BHA溶液が示す効果と同程度であった.

各種花弁をツバキ科,バラ科バラ属,バラ属以外のバラ科,キク科の花弁4群に

分けて比較してみると,その活性の強さはバラ属0.28,バラ属以外のバラ科0.79,

ツバキ科0.85,キク科1.09の順であった.さらに花色別に比べると,赤色系はバラ

属0.20,バラ属以外のバラ科0.79ツバキ科0.83,キク科0.94であり,非赤色系はバ

ラ属0.35,ツバキ科0.89,バラ属以外のバラ科1.02,キク科1.17であり,いずれも

赤色系花弁で活性が高かった.

すなわち,各種花弁抽出液の抗酸化活性の違いは,科・属の違いで差が認められ,

同科間では,赤色系花弁で活性が高かった.

2-3-3　各種花弁抽出液のポリフェノール類含有量と抗酸化活性

花弁の全ポリフェノール量と抗酸化活性の関係を調べた結果を図2-1に示した.

各種花弁の全ポリフェノール量と抗酸化性の強さの相関係数は花弁全体(◆◇▼

▽)では-=-0.494 (p<0.0¥)であり,かなり相関があることが認められた.

花弁を赤色系と非赤色系に分けて,全ポリフェノール量と抗酸化性の相関係数値

を比べると,赤色系花弁(◆▼)の相関係数-0.440 (/?<0.0l) ,非赤色系の花弁

(◇▽)の相関係数-=-0.548伍<0.01)であり,どちらもかなり相関があった・

ツバキ科は``その他のポリフェノール類"を多量に含みポリフェノールの質に特

異性が認められたため,ツバキ科の結果を除いて全ポリフェノール量と抗酸化活性

との相関係数を求めた.その結果,花弁全体(◆◇)の相関係数---0.707 (/KO.01) ,

赤色系花弁(◆)の相関係数-=-0.658 (/?<0.0l) ,非赤色系(◇)の花弁の相関係

敬---0.779 (p<0.Ol)となり,赤色系,非赤色系に関わらず,全ポリフェノール量

と抗酸化活性に強い相関があることが示された.

以上のことから,各種花弁抽出液の抗酸化性は,赤色色素成分の有無が活性を左

右するのではなく,全ポリフェノール含有量に基づくものであること,そしてその

ポリフェノール類の質的な違いが抗酸化活性に影響を及ぼすことが強く示唆された.

そこで,次に,ポリフェノール類成分の違いと抗酸化活性についての知見を得る目

的でアントシアニン,フラボノールの含有量と抗酸化活性の相関を図2-2-1図2-

2-4に示した.
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a)ツバキ科(▲)

図2-2-1に示したように,ほとんど相関が認められなかったので,抗酸化性とポ

リフェノール類量との関連を明らかにすることはできなかった.この点に関しては

さらに,検討を進めている.

b)バラ尾(●)

花弁抽出液のポリフェノール類含有量と抗酸化活性は,全ポリフェノール量との

間で7=-0.520 (p<0.02) ,アントシアニン量との間でr--0.596 (/?<0.0l)と,かなり

相関があり,フラボノール量とは,弱い相関が示された.

全ポリフェノール量とアントシアニン量との相関を求めると　---0.593 (p<0.01)

で,かなり相関があることが認められ,バラ属の抗酸化活性にアントシアニンの寄

与が大きいことが示唆された.この結果は,最近のアントシアニンの機能性につい

てのいくつかの報告20) ~22>からも支持される.

C)バラ属以外のバラ科(○)

花弁抽出液の抗酸化活性の強さは,全ポリフェノール畳に,強い相関があるが

(r--0.731 /KO.Ol) ,アントシアニン量にはほとんど相関がなく,逆にフラボノー

ル量とつよい相関(戸-0.703 /KO.01)を示した.バラ属以外のバラ科の花弁抽出物

には多量にフラボノールを含むものが多く,この抽出物の抗酸化活性に寄与する成

分は,バラ属と異なる成分であることを示唆している.これは同科の花弁であって

も,属間でポリフェノールの構成が大きく異なる時,抗酸化活性の強弱に著しい影

響を与えることが示唆される.

d)キク科(■)

花弁液のと抗酸化活性の強さは,全ポリフェノール含有量(r--0.730 /KO.01) ,

アントシアニン含有量(r=-0.458/?<0.10)　フラボノール含有量(r--0.476/?<0.10)

のいずれにも,かなり相関があることが認められた.キク科花弁にはバラ属以外の

バラ科と同様フラボノール含有量が多いものがあり,キク科の花弁抽出液の抗酸化

活性は,フラボノールにより抗酸化能の寄与が大きいのではないかと考えられた.

以上,ポリフェノールは各種花弁抽出液の抗酸化活性に深く関係しており,その

活性は,科・属間で著しい差が認められた.それは,花弁抽出液の全ポリフェノー

ル含有量およびその構成成分が,科・属間で異なることによると考えられる.
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2-4　要約

95種の花弁(バラ科(46),ツバキ科(22),キク科(ll).その他(16))を凍結乾燥

後,酸性の含水メタノ∴ルで抽出し,この抽出液についてポリフェノール類の含有

量(全ポリフェノール含有量,アントシアニン含有量,フラボノール含有量)およ

び抗酸化活性性を調べた.抗酸化性の測定は,リノール酸を基質としてエマルショ

ン系に添加し, β-カロテンの退色防止活性を指標とする試験法で行った.

(1)科別の全ポリフェノール量(乾物重量あたりの没食子酸量)の平均は,ツ

バキ科8.74%,バラ科4.78%,キク科1.66%であった。全ポリフェノール含有量が

最も高い値を示したのはバラ属の赤色花弁で14.83%であった.

(2)抗酸化活性は, 95種の花弁全てが活性を示し,特にバラ属の赤色花弁の抽

出液は, BHA溶液(lmg/100m/)より約10倍強い活性を示した・

(3)花弁抽出液の抗酸化活性は,全ポリフェノール含有量との間に高い相関性

が認められ,ポリフェノール類の抗酸化活性-の寄与が明らかとなった.

(4)抗酸化活性に寄与するポリフェノール類の構成成分は科,属および花色で

それぞれ異なり,バラ属の赤色系花弁ではアントシアニンが,キク科ではフラボノ

ールの寄与が大きいことが示唆された.
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第3章　食用花弁抽出液のフリーラジカル消去活性

3-1

生体内において種々の要因により生成した活性酸素・フリーラジカルなどは脂質

を始めタンパク質,酵素,核酸などに酸化的障害をもたらす.その結果,老化,発

ガン,その他様々な疾病を引き起こすと考えられている1).活性酸素やフリーラジ

カルに由来する障害を軽減するためには,それらの発生を抑制するか(予防的抗酸

化剤) ,発生したラジカルをすみやかに消去する(連鎖切断型抗酸化剤)ことが必

要であるといわれている2).このような状況の中で,安全で副作用のない食品,食

品素材中に含まれる抗酸化性物質-の期待が高まりつつある.ことに植物性食品に

広く含まれるポリフェノール成分は関心が持たれている物質のひとつである3).

著者らも,このような観点から,現在食用とされている花弁を対象として,その

ポリフェノール成分の示す様々な機能性について調べている.その結果,食用花弁

の全ポリフェノール含有量と抗酸化活性に相関があること,食用花弁の抗酸化活性

はそこに含まれる全ポリフェノール量に依存することを認めた4).そこで,花弁抽

出液が持つ生体防御機能についての役割をさらに深めるためフェノール性物質の持

つラジカル消去能の面から玲討を試みた.

本章では,バラ科を中心とした日常的に広く利用されている13種の食用花弁を用

いて,その抽出液ついて,ヒドロキシルラジカルとスーパーオキシドの消去活性を,

ESR装置を用いたスピントラップ法による試験,およびDPPHラジカルの消去活性

(還元反応力)の評価をESR装置を用いて行い,それらのラジカル消去活性と全ポ

リフェノールとの関連性について検討した.その結果について述べる.
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3-2　実験方法

3-2-1試料及び試薬

供試試料は,新潟市大形地区にて採取したものおよび市販の食用花弁の計13種を

用いた(表3-1) .煎茶は静岡産市販品を使用した.

試薬:

ヒポキサンチンは,シグマ社製,キサンチンオキシダーゼ(XOD)は,べリン

ガー・インゲルハイム社製　5,5-ジメチルー1-ピロリンN-オキシド(DMPO)

は,第一化学薬品製, HPLC用蒸留水は,和光純薬製を使用した.その他の試験試

薬は,和光純薬製の精密機器分析用または特級を用いた.

3-2-2試料溶液の調製法

供試試料は採取後,直ちに水洗し,凍結乾燥した.次にこの凍結乾燥試料0.1gを,

0.1Mクエン酸緩衝液(pH 2.0)とメタノールの1:1 〟Ⅴ)混合液20mJと共にテフロ

ンホモジナイザ-で磨砕抽出し, No.2渡紙で漉過後,残薩の洗液を合わせ50mlに定

容した.

全ポリフェノール量の測定には,上記のように調製した溶液を用いた.

ESRによる測定には,これらの調製溶液中から,メタノールを除去し, HPLC用

蒸留水50mlに溶解して用いた.

茶浸出液(ローズーティ,煎茶)の調製は,以下に示す3方法で調製したものを

用いた.

a.凍結乾燥した茶菓またはバラ属赤色花弁1gに, 100℃の熱水50mlを加え, 1分間

加熱浸出後, N0.2の渡紙で漉過した浸出液.

b.凍結乾燥した茶菓またはバラ属赤色花弁1gに100℃の熱水50mJを加え, 1分間

静置浸出後, N0.2の液紙で漣過した浸出液.

C.凍結乾燥した茶菓またはバラ属赤色花弁1gに, 2℃の水50mJを加え, 8時間2℃

庫内で静置浸出後, N0.2の漉紙で液過した浸出液.

なお,浸出液の調製条件は,食品成分表に記載されている緑茶及び紅茶の浸出液

の調製条件とハーブティの浸出条件5)に準じた.また最近とくに夏場に飲用される

機会の多い冷茶(水だし煎茶)の浸出条件6)についても考慮し設定した.

1

m



表3-1供試花弁試料
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3-2-3　フリーラジカル消去活性の測定7) 8)

測定機器は,日本電子製電子スピン共鳴(electron spin resonance : ESR)装置

(JEOL JES-FEIXG)を用い,室温(20℃)下で,表3-2に示す測定条件で行な

った.

本研究で測定したヒドロキシカ,ラジカルとスーパーオキシドは,室温で短寿命の

不安定なラジカルである.そのため,これらラジカルに反応性の高い試薬(スピン

トラップ剤)である5,5-dimethyl-l-pyrroline-N-oxide (DMPO)を付加させて捕捉を

し,比較的安定なスピンアダクト(ラジカルアダクト)に変換して,ラジカルを測

定する方法(スピントラップ法)を用いた.一方, l,l-diphenyl-2-picrylhydrazyl (以

下DPPHラジカルと略す)は安定なラジカルであり,この方法は還葬反応を観測し

ている.

なお,ラジカル革の変化は,内部標準物質として酸化マンガン(Mn2+)を使用し

て　　Mir十の信号強度とそれぞれのラジカルの信号強度との比から求めた(実際の

DMP0-02HのESRスペクトルを図3-1に示した) .以下に,各種フリーラジカルの

測定方法を示す.

a) DPPHラジカル消去活性試験

試験管に150〝M DPPHラジカルエタノール溶液(DPPH-EtOH) 100〃Jに,試料

100〝1を加え, 10秒間撹拝後,反応液を高感度ESR水溶液セル(lOmmX50mm,ラ

ボテック社製LLC04型)に移し,試料を加えてから60秒後よりESR装置を用いて,

DPPHラジ.*ルを測定した.得られたDPPHラジカル量からDPPHラジカル消去活性

値を算出した.

b)ヒドロキシルラジカル消去活性試験

試験管に1mM硫酸第-鉄溶液(0.1M phosohate buffer pH 7.8)をisn l　試料を50

〝7, 0.92M DMPOを20〝1,そしてImM過酸化水素水を50′11加えたのち,撹拝しラ

ジカルのスピンアダクト(DMP0-・OH)を測定した.得られたヒドロキシルラジ

カル量からヒドロキシルラジカル消去活性値を算出した.

C)スーパーオキシド消去活性試験

試験管に2mMヒポキサンチンを50 fi I, 5.5mM diethylenetriamine pentaacetic acid

(DETAPAC)を50〝・1,試料を50〃/, DMPOを15〝Jそしてキサンチンオキシダー

ゼ(XOD) (0.272unit/mZ)を50n加えたゐち撹拝し反応液を高感度ESR水溶液セル
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表3-2　ESR装置の測定条件



図3-1 DMP0-0.HスペクトルのESRスペクトル

DMP0-02Hスペクトルの第1シグナル(*)の高さを測って
スーパーオキシドのアダクト量とした.
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に移し, XOD添加40秒後よりESR装置を用いて,スーパーオキシドのスピンアダク

ト(DMP0-02-)を測定した.得られたスーパーオキシドのスピンアダクト量から

スーパーオキシド消去活性値を算出した.

以上3種のラジカル消去活性は選択的で特異な評価法である.

3-2-4　全ポリフェノールの定量

全ポリフェノールの定量は,前章4)と同様にFolin-Denes法に従って行い,没食

子酸相当量として算出した.すなわち適宜希釈した前記①抽出液2mlに, 2倍希釈の

Folin試薬2mlを加え, 3分間放置後, 10% (w/W)炭酸ナトリウム溶液2mJを加え,

30℃下で30分放置した.遠心分離したのち760nmでの吸光度を測定した.

3-2-5　抗酸化性の測定

抗酸化性の測定は,前章4)と同様に津志田ら9)の方法より測定した.すなわち

β-カロチン溶液(lOOmg/loom/クロロホルム) ,リノール酸(4g/100m/クロロホ

ルム) ,ツイ-ン40溶液(20g/100m/クロロホルム)を作成し,それぞれ0.55m/, 0.

55m/ 1.1m/ずつを200mgの三角フラスコに取り,窒素ガス通気によりクロロホルム

を完全に除去した後110mJの蒸留水を加え溶解し,リノール酸βカロチン溶液を

作成した.この溶液90m/に8mlの0.2M燐酸緩衝液(pH6.8)を加え,静かに撹拝後4.

9mlを試験管に分注し　0.1mJの花弁抽出液②を添加・混合し,すばやく50℃の反応

槽に移し15分後から45分後までの吸光度(470nm)の減少量を求めた.さらに,求

めた減少量を基準溶液のB HA溶液(lmg/loom/ 0.1M酢酸緩衝液(PH4.5)とメタノ

ールの2:8(v/v)混合液)を添加し作成した反応液について測定した吸光度の減少量

で割り抗酸化活性値とした.

なお,抗酸化活性試験に用いた試料溶液は,以下に記す抽出液を用いた.すなわ

ち,試料花弁を採取後,直ちに水洗し,凍結乾燥し,乾燥物0.1gを0.1M酢酸緩衝液

(pH4.5)とメタノールの2:8 (v/v)混合液20m/とともにテフロンホモジナイザ-

で磨砕抽出し, No.2漬紙で漉過後,残漆の洗液を合わせ50m/に定容した抽出液であ

る.
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3十3　実験結果及び考察

3-3-1各種花弁抽出液のDPPHラジカル消去活性

著者らは,前章でバラ属赤色花弁抽出液が高い抗酸化活性を有し,その活性の強

さは,全ポリフェノール含有量の寄与であることを明らかにした.そこで,バラ科

を中心とした13種の花弁抽出噂のDPPHラジカル消去活性について,全ポリフェノ

ール含有量および抗酸化活性との関連を比較検討した.

その結果を表3-3に示した.なお　No.9,12,13を除く試料の全ポリフェノール含

有量量および抗酸化活性値は前章4)より引用した.

a)各種花弁抽出液のDPPHラジカル消去活性と全ポリフェノール含有量

実験結泉より, DPPHラジカル消去活性値の高い試料は,比較的全ポリフェノー

ル含有量も高いことを示している.各種花弁抽出液のDPPHラジカル消去活性の効

果と全ポリフェノール含有量との相関係数は　r-0.748 (/XO.01)を示し,強い相関

が認められた(図3-2-1).また, DPPHラジカル消事活性とこれらの全ポリフェ

ノール含有量との濃度依存性を調べるため,消去活性値が99.9を示した抽出液につ

いてさらに希釈して測定した.希釈後の活性は希釈率に比例するとして得られたラ

ジカル消去活性値を加えて,消去活性の効果と全ポリフェノール含有量との相関係

数を改めて計算すると　r-0.838 (/?<0.01)を示し,準い相関が認められた(図3-2

-2).これより,各種花弁抽出液のDPPHラジカル消去活性の効果は,抽出液中の

全ポリフェノールの寄与が明らかになった.

b)各種花弁抽出液のDPPHラジカル消去活性と抗酸化活性

次に, 13種の花弁抽出液のDPPHラジカル消去活性と抗酸化活性の関連について

検討した.その結果, DPPHラジカル消去活性の高い試料は,抗酸化活性の効果も

高く,さらにバラ赤色花弁の中には,比較のため試験した煎茶よりも高い活性を示

す花弁が認められた.奥田ら10)は,甘草に含まれるフラボノイドおよび近縁化合

物は,ヒト多形核白血病でのアラキドン酸代謝系で過酸化代謝産物の生成を抑制し,

この過酸化抑制の強さの順位と各化合物のDPPHラジカル捕捉能の強弱の順位との

間に相関が認められたと報告している.そこで,各種花弁のDPPHラジカル消去効

果と抗酸化活性の強さの相関性を求めてみると,相関係数はT--0.838 (/KO.01)で

あり,強い相関が認められた(図3-3) .よって,各種花弁抽出液の抗酸化活性の
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表3-3　各種花弁抽出液の

フリーラジカル消去活性,全ポリフェノール含有量および抗酸化活性
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効果と各種花弁のDPPHラジカル消去活性の強弱の順位との間に相関が示された.

この結果は, DPPHラジカル消去活性が全ポリフェノール化合物の還元力を表す描

標となりうることを示唆している.

3-3-2各種花弁抽出液の

ヒドロキシルラジカル消去活性と全ポリフェノール含有量

各種花弁抽出液は,前項より,ラジカルを速やかに捕捉するラジカル捕捉型抗酸

化物の可能性が考えられる.そこで,ヒドロキシルラジカル消去活性について,全

ポリフェノールとの関連を検討した.試験結果を表3-3に示す.各種花弁抽出液は,

DPPHラジカル消去活性と同様な傾向が認められた.そこで,各種花弁抽出液のヒ

ドロキシルラジカル消去活性の効果と全ポリフェノール含有量との相関性を調べた.

相関係数は, r-OJO7 (p<O.Ol)を示し,強い相関が認められた(図3-4).これよ

り,各種花弁抽出液のヒドロキシルラジカル消去活性の効果には,抽出液の全ポリ

フェノール含有量の寄与が考えられる.ヒドロキシルラジカルは,反応性が非常に

高く,ほとんどの生体物質と嘩やかに反応するフリーラジカル11)で,例えば,膜

脂質から水素原子を引き技き,直接的に脂質過酸化反応を開始させることが可能で

あるとされている12)従って,各種花弁の中で,特に全ポリフェノール含有量の

高いバラ赤色花弁抽出液は,生体内坤質の過酸化を予防する直接的因子として有用

であると考えられる.

3十3十3各種花弁抽出液のスーパーオキシド消去活性と全ポリフェノール含有量

次に,各種花弁抽出液のスーパーオキシド消去活性について全ポリフェノール含有

量との関連から検討した.試験結果を表3-3に示す.各種花弁抽出液は, DPPHラジ

カル消去活性,ヒドロキシルラジカル消去活性と同じ傾向が認められた.各種花弁

抽出液のスーパーオキシド消去活性の効果と全ポリフェノール含有量との相関係数

は　7-0.904 (p<0.0l)を示し,強い相関が認められた(図3-5).このことから,

各種花弁抽出液のスーパーオキシド消去活性の効果には,抽出液の全ポリフェノー

ル含有量の寄与が指示される.スーパーオキシドは、ヒドロキシルラジカルと共に

生体内の脂質過酸化反応に深く関与するといわれているとともに,これらの活性酸

素・フリーラジカルは,老化、脳梗塞,動脈硬化,炎症,ガンなどにも関与すると
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いわれている13)全ポリフェノール含有量の高い花弁は,これらの発症予防にも

有効であるかもしれない.しかし今回の検討は,あくまでin vitroにおけるもので

あり,多成分溶液の花弁抽出液がin vivoで同じような消去活性を示すか否かにつ

いては今後の課題である.

3-3-4茶浸出液(ローズティ,煎茶)のDPPHラジカル消去活性

花弁抽出液に活性酸素・フリーラジカル消去作用が認められたので,現在ローズ

ティとして用いられている花弁抽出液の利用における可能性を,茶浸出液について

検討した.私たちが日常飲用している茶の入れ方は,茶の種類によって,浸出条件

は異なっている.そこで,ローズティおよび煎茶を用いて,日常飲用する程度の花

弁浸出液(すなわちフラワーティ)に,フリーラジカル消去活性の効果が期待でき

るのか,また,日常の茶の入れ方に占って活性の効果に影響が及ぼされるのかどう

か, DPPHラジカル消去活性の効果から検討した.図3-6に茶浸出液(ローズティ,

煎茶)のDPPHラジカル消去活性の強さの結果を示した.

この結果,ローズティ,煎茶とも同様に高い消去活性を示した.さらに,茶浸出

液を希釈して試験を行なったところ,浸出条件の違いによる消去活性を比較すると,

両茶の浸出条件の違いによる消去活性の挙動は大変類似していることが示された.

消去活性の効果を浸出条件の違いから比較すると,最も高い活性を示した条件は,

a: 100℃の熱水50mJを加えて, 1分間加熱を続ける方法であった.次に, c: 2℃の

水50m/を加えて, 8時間2℃の庫内で静置浸出する方法,そして, b : 100℃の熱水50

mlを加えて, 1分間静置加熱の方法の順であった.

これより,茶浸出液のDPPHラジカル消去活性には,熱を加えることによって抽

出されやすくなる成分による影響も受けていると思われる.またこの消去活性成分

・は,強力なラジカル消去活性を有するビタミンCに由来するものではないと考えら

れる.なぜならば,バラ花弁(乾物重量IOOg中191mg14))　煎茶(乾物重量IOOg中

263mg15))は,ビタミンCを多く含む食品であるが,ビタミンCは加熱すると活性

を失うといわれている(煎茶IOg 90℃の湯430m1 1分の浸出液中ではサ4mgの残存

と報告されている15)　　また,本試験においては,加熱抽出方法による浸出液

の消去活性の効果の減少が認め.bれなかったからである・

すなわち,日常飲用する程度のバラ赤花弁浸出液(ローズティ)には,煎茶並の
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図3-6　茶浸出液(ローズティ,煎茶)のDPPHラジカル消去活性

a :凍結乾燥試料1gに100℃の熱水50mlを加え, 1分間加熱浸出した浸出液

b :凍結乾燥試料Igに100℃の熱水50m/を加え, 1分間静置浸出した浸出液
C :凍結乾燥試料1 gに2℃の水50m/を加え, 8時間2℃の庫内で静置浸出した浸出液
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DPPHラジカル消去活性の効果を有することが認められた.

消去活性の効果に影響を及ぼす成分中には,煎茶の消去活性成分の挙動と類似した

加熱抽出法により浸出される成分の関与が考えられた.この成分は,前項において,

フリーラジカル消去活性に強い寄与が考えられるポリフェノール成分が関与してい

ると思われる.現在検討を進めている.

以上,各種花弁抽出液には, DPPHラジカル,ヒドロキシルラジカル,スーパー

オキシド消去活性が認められ,その寄与因子として,全ポリフェノール含有量との

関連が明らかになった.また,花弁抽出液の消去活性成分は,手軽な利用としての

茶浸出液においても,失活は認められず有用であると考えられた.今後,消去活性

の効果が高かったバラ赤色花弁を中心に,赤色花弁の成分,赤色花弁とフリーラジ

カル消去作用について検討を進めていきたいと考えている.
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3-4　要約

日常的に広く利用されている食用花弁の水溶性抽出液について, DPPHラジカル,

ヒドロキシルラジカルおよびスーパーオキシドの消去活性について, ESR法を用い

る方法で試験を行い検討した.

(1) 13種の花弁抽出液のDPPHラジカル消去活性と抗酸化活性との間に高い相関

性が認められた.抗酸化活性の測定は,リノール酸を基質としたエマルション系に

添加し, β-カロテンの退色の防止活性を指標とする試験法で行った.

(2) DPPHラジカル消去活性・ヒドロキシルラジカル消去活性・スーパーオキシ

ド消去活性は, 13種の花弁抽出液の全ポリフェノール含有量との間に,各々の相関

性が認められ,全ポリフェノール含有量の各種フリーラジカル消去活性の寄与が示

唆された.ポリフェノールの定量はFolin-Denes法に従って行った.

(3)日常飲用するレベルの茶浸出液(ローズティ・煎茶)についても, DPPHラ

ジカル消去活性の効果を認め,その中で,加熱する浸出液(試料1gに100℃の熱水

50mJを加え, 1分間加熱浸出した浸出液)の活性の効果が最も高かった.この活性

はビタミンCに由来するものではないことを示唆している.
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第4章　茶浸出液の血小板凝集抑制作用

4-1　緒言

茶は,古来から噂好飲料として広く人々に親しまれてきたものであり,全世界で

は万余に及ぶ多種多様の茶が飲用されている.茶のもつ生理的な働きとしては.従

来よりカフェインの興奮作用などが重要なものとされていたが,近年では色々の面

からの茶の生理的な機能性についての究明が活発に行われてきている1)2)

わが国は近年世界有数の長寿国となったが,一方では,高齢化に伴い脳梗塞や心

筋梗塞のような高い死亡率とともに深刻な後遺症のある循環器系の病気が,医学的

にも社会的にも大きな問題となっている.これらの疾患は,いづれも血液中の血小

板機能の昂進と,血小板凝集に続いて起こる血栓癖成による血管の塞栓が共通の原

因となっており,その対策として主に治療を目的とする抗血小板剤の開発も進めら

れる一方,食生活を中心とした予防にも強い関心が持たれている3)4)

著者らも食生活による抗血栓効果を目的として,青果物その他各種の食品及びそ

の成分の血小板凝集抑制作用について調べているが5) ,本報告では,古くから世界

中の人々の生活に深く係わっている"茶"に注目し,各種茶の浸出液についてinvitro

系での血小板凝集抑制作用を調べ,その活性と含有茶成分との関連性について検討

した結果について報告する.
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4-2　実験方法

4-2-1供試茶試料及び試薬

実験には,三井農林食品総合研究所において品質的に特徴を持つものとして選ば

れた半発酵茶(4種) ,発酵茶(6種) ,後発酵茶(1種)と市販の不発酵茶(10

種)の計21種を用いた(表4-1) .

試薬:

(l)カフェイン標晶

カフェイン(Caffeine) :米山薬品,試薬特級

(2)カテキン類標晶

(+)　カテキン(C) :三井農林K供試晶

(-) -エビカテキン　EC) :三井農林K供試晶

(+) -ガロカテキン(GC) :三井農林KK供試晶

(-) -エビガロカテキン(EGC) :三井農林KK供試品

(-) -エビカテキンガレート(ECg) :三井農林K供試晶

(-) -エビガロカテキンガレート(EGCg) :三井農林K供試晶

(3)テアフラビン類標晶

テアフラビン　フリー(TF) :三井農林K供試晶

テアフラビン　モノガレート(TFMg-A&B) :三井農林K供試晶

テアフラビン　ジガレート(TFDg) :三井農林K供試晶

(4) HPLC分析用試薬

アセトニトリル:HPLC分析用

N-N-ジメチルホルムアミド:米山薬品,試薬特級

リン酸:米山薬品

蒸留水: HPLC分析用

(5)血小板凝集測定用試薬

血小板凝集惹起物質

コラーゲン: Collagen reagent Horm

SKF Buffer : pH2.7-2.9

ADP:べ-リンガ一,マンハイムジャパン

EE



表4-1供試茶試料



4-2-2　茶浸出液の調製

茶葉1gに100℃の熱水40mlを加え, 3分間静置浸出後,渡紙(No.2)で漉過し,

得られた茶浸出液を血小板凝集測定,およびHPLCによるポリフェノール成分測定

のための試料に調製した.即ち,血小板凝集測定試料は0.45 〟 m (Hydrophilic)メンブ

ランフィルターで渡過して用い, IpLC分析用試料はアセトニトリルで2倍希釈し

たものを0.50 〟 m(Hydrophobic)メンブランフィルターで漉過し,分析に供した・

この浸出条件は,食品成分表に記載されている緑茶及び紅茶の浸出液の調製条件

に準じたもので,浸出条件の検討以外の全ての実験はこの調製方法による茶浸出液

を用いた.

4-2-3　血小板凝集惹起物質の調製

血小板に刺激を与えて血小板を凝集させる惹起物質は,下記に示す濃度範囲で,

実験に供する血液の凝集力に応じて変えて用いた.

コラーゲン: 1 〃g/m/,2〝g/m/

ADP: 1-3 〃M (終濃度)

4-2-4　HPLCの測定条件

茶浸出液中の主要成分の分析については多くの報告があり,とくに最近はHPLC

を用いた研究も多い6)7)しかし,カフェイン,カテキン類およびテアフラビン類を

同時に分離定量している例がない.著者らはHPLCの諸条件を検討した結果,図4-1

に示すような分析条件を確立し,この方法によりこれまで行われていなかったカフ

ェインおよび6種のカテキン類と3種のテアフラビン類を同時に定量的に分析する

ことができた.

カフェイン,カテキン類およびテアフラビン類の標晶は,各々アセトニトリル:

水(1: 1)混液で, Img/m/となるように溶解して標準溶液とした.

4-2-5　血小板凝集抑制作用の測定

a)測定機器

二光バイオサイエンス社製-マトレーサー

b)測定方法
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血小板の凝集能の測定は,凝集惹起物質添加による血小板刺激後の血小板浮遊液

(PRP)の光の透過度の変化から血小板凝集率を求めた.先ず,採血量の1/10容量

の3.8%クエン酸ナトリウムを予め封入したシリンジを用いてヒトの静脈血を採り,

採血した血液をゆるやかに混和後,直ちに室温で1000回転!分で10分間遠心分離を

行い,この上清の血小板浮遊液(多血小板血祭PlateletRichPlasma, PRP)を得て,

これを比濁計の透過率0%とし,下層は更に室温で3000回転!分で15分間遠心分離

を行って,その上清として得られる乏血小板血祭(Platelet Poor Plasma, PPP)を透

過率100%の基準値とした.

測定は, PRP200 〟 1を37℃で捷拝している中に試験試料20 〟 /を加え,これに血

小板凝集惹起物質20 〟 /を加えて血小板の凝集をおこさせ,添加した試料による凝

集抑制の効果を調べた.

C)抑制効果の判定

抑制効果を評価する基準としては,凝集速度,凝集強度或いは最大凝集を示すま

での時間など様々の基準が用いられているが,本実験では,試料無添加(コントロ

ール) PRPの惹起物質添加後3分における凝集率　Ao)と,試料を添加した場合の

凝集率　As　から,次式により抑制率を求めた.

抑制率-Ao-As/AoXIOO

上記の方法で,実際に煎茶および青柳茶の浸出液について測定した場合の凝集曲

線を図4-2-Aに,抑制率を図4-2-Bに示した.

*
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4-3　実験結果及び考察

4-3-1茶浸出液の血小板凝集作用

a)浸出条件と血小板凝集抑制作用

日常茶を飲用する場合,それぞれの茶について浸出温度,浸出時間,浸出湯量や

浸出回数などがかなり泉なる.そこで,まず浸出条件が血小板凝集抑制作用に及ぼ

す影響について,平均して強い活性を示した紅茶または煎茶を用いて検討し,これ

らの浸出条件と抑制効果の結果を図4十3にまとめて示した.

1)浸出時間

紅茶1gに熱湯40m/を加え1, 3, 5分間静置浸出後の浸出液について血小板凝

集抑制効果を調べた結果,浸出時間1分では抑制効果はまだ低く, 3分間浸出で活

性はほぼピークに達することが認められた.このことから,浸出時間としては3分

程度で十分と考えられ,有効物質は2-3分間で浸出される成分であることが推測さ

れた.以後の実験では,浸出時間はすべて3分間とした.

2)湯量

湯量については, 1gの煎茶に30, 40, 90, 120m/の熱湯を加え3分間静置した場

合の各浸出液について血小板凝集抑制効果を調べた. 1gの茶に対して一般的な湯量

である40mlを用いた浸出液の抑制率をlとした場合120m/での浸出液の抑制率は

約1/5となった.

3)湯温

茶浸出の湯温は,紅茶では一般的に熱湯を用いるが,緑茶においては熱湯玉露な

どと言うものを除いてやや低い温度で浸出することが多い.そこで,煎茶1gに100℃,

と80℃の湯40mlを加えて浸出した液について血小板凝集抑制効果をみると100℃

では約83%の抑制率を示したが, 80℃では40%程度の抑制率となり,効果が半減す

ることが認められた.

4)浸出回数

煎茶1gに40mlの熱湯を加えて浸出し漉別後,更に二番煎じ,三番煎じしてこれ

らの各浸出液の抑制効果をみると,二番煎じ以降は効果が激減することが認められ

た.

b)各種茶浸出液の血小板凝集抑制作用
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前項において示された茶の浸出条件と浸出液の血小板凝集抑制効果との関連の検

討をもとに,さらに日本食品成分表記載の煎茶および紅茶の浸出液調製法を参考と

して茶浸出液の調製条件を1gの茶試料に熱湯40mlで3分間浸出とし,この方法に

より各種の茶浸出液を調製して血小板凝集抑制効果を調べた.各々数回の実験を行

った結果から抑制効果の強弱によって分類したものを表4-2に示した.この結果,

茶の種類によって抑制率50%以上のかなり強い活性を示すものから10%以下の弱い

ものまで色々あるが,いづれの茶も飲用条件の浸出液や血小板凝集抑制効果を示し

た.しかし活性の差異と,発酵の有無などの製造方法との関係はとくに認められな

かった.

4-3-2　茶浸出液の血小板凝集曲線とEPLC分析

表4-2の結果から,各種轟の浸出液に抑制効果が認められたので,同じ浸出液につ

'いてHPLC分析を行い,浸出する茶菓成分と活性との関連について検討した.図4-4

には,不発酵茶,発酵茶,半発酵茶および後発酵茶の代表的な茶のHPLCによる分

析結果と抑制率との関係を示した.不発酵茶におけるクロマトグラムから血小板凝

集抑制活性について考察すると　50%以上の抑制率を示した煎茶Aは,青柳茶に比

べ全体に浸出成分が多く,とくに(-)-エビガロカテキンー(+)一蝣カテキン, (-)-エビ

カテキン. (-)-エビガロカテキンガレートが多かった.このことからこれらカテキ

ン類が活性に寄与する可能性が考えられた.発酵茶では,抑制率50%以上の高い効

果を示したケニア産紅茶と10%以下であったダージリン紅茶についてクロマトグラ

ムを比較すると,発酵茶特有の紅色色素テアフラビン類の浸出量に顕著な差が認め

られ,また,カテキン類としては. (-)-エビカテキンー(+)-カテキンがケニア産紅

茶に多く,これら成分の活性-の寄与が推測された.半発酵茶は,本実験での浸出

条件では顕著な活性を示したものがなくクロマトグラムにみられる浸出成分も少な

い.後発酵茶は,活性は認められるが他の発酵茶,不発酵茶とクロマトグラムのパ

ターンがかなり異なり,カテキン類などは極めて少なく,早い時間に浸出する不明

な成分の多いことが特徴的である.この場合には,カテキン類以外の成分が血小板

凝集抑制効果に寄与している可能性を示している.

4-3-3　主な茶菓成分の血小板凝集抑制作用
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表4-2　茶浸出液の血小板凝集抑制作用一覧



図　4-3侵出条件と抑制効果
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各種茶の浸出液の血′J噸凝集抑制作用の結果から茶菓成分中のカテキン類および

テアフラビン類の活性-の寄与の可能性が考えられたので,標晶を用いて主な茶菓

成分の血小板凝集抑制作用を調べた.表4-3に示したように,活性の強弱はあるが

カテキン類,テアフラビン類及びカフェインに血小板凝集抑制の効果が認められ,

とくにカテキン類では. (-)-エビカテキン. (+)-カテキン. (+)-ガロカテキンに,

またテアフラビン類ではテアフラビンモノガレートに強い活性が認められた.

4-3-4　茶浸出液中の有効成分についての検討

主な茶菓成分の比活性が得られたので(表4-3),この値と,製法別の代表的な茶(表

4-2の*印)の浸出液中のそれらの成分含量(表4-4)をもとに茶浸出液の効果に関する

各成分の寄与の評価を試みた.その結果,煎茶A浸出液中では凝集抑制50-30%を

示すと考えられる成分は- (-)-エビカテキン. (-)-エビガロカテキン, (-)-エビガ

ロカテキンガレート> (+)-カテキン. (+)-ガロカテキンであり,ケニア産紅茶では,

(-)-エビカテキン. (-)-エビガロカテキン. (+)-カテキン. (+)-ガロカテキン,

テアフラビンモノガレートが,中国色種では. (-)-エビカテキン. (+)-ガロカテキ

ン> (-)-エビガロカテキンが,また雲南プ-アル茶では(-)-エビカテキン, (-)-

エビガロカテキン. (+)-ガロカテキンが活性に寄与している可能性が考えられた・

しかし,茶には本試験で標晶分析を行っていない成分で有効なものも含まれている

可能性もあり,それらの物質の解明を検討する必要がある.

4十3-5　血栓症予防における茶浸出液の有効量の考察

このようなinvitro系の試験で,煎茶その他の茶浸出液,及びそれらの茶の主要成

分であるカテキン類などに血小板凝集抑制作用があることが明らかにされた.そこ

で,我々が日常飲んでいる茶の畳で実際に血栓症の予防-の寄与が期待できるであ

ろうか.この点について考察してみたい.食品成分がmvivoでも有効であるかの判

定は,最終的には臨床試験によって評価されなくてはならない.この場合,動物体

内におけるカテキン類などの吸収や代謝が重要な問題となるが,ここでは茶の成分

が殆どそのまま吸収されて血中で有効に働くと仮定して茶の飲用効果について検討

を試みた.その一つの方法として,茶成分の抗血小板試験で最も強い活性を示した

(-)エビカテキンが50-30%の抑制を示す濃度を血液中の有効濃度と考え,これ
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表4-3　茶菓成分の血小板凝集抑制作用



表4-4　茶浸出液のカフェイン,カテキン,テアフラビン類量

茶菓Ig/40m/熱水B分　　　　　　　　(mg)



図　4-4　茶浸出液のHPLCと血小板凝集抑制率



と現在抗血小板剤として最も多く用いられているアスピリンが同程度の抑制効果を

示す濃度で相対活性を求めると, (-)-エビカテキンの活性はアスピリンの約2/5と

なる.普通,アスピリンを抗血小板剤として投与する場合80-120mg/l日であるの

で,上の相対活性からすると(-)-エビカテキンでは約250mg/l日となる.従って、

この量を摂取するためには約800m/の茶を飲用すれば良い事になる.なお,荊述の

ように茶の浸出液の活性には他のカテキン類など多くの成分も寄与していると考え

られ、推定必要量がもっと少なくなるとすると,日常飲用する茶の量でも効果があ

る程度期待できることになる.もちろん,実際の茶の飲用効果については,飲用成

分の血中-の移行率,血液中での有効濃度とその持続時間,その他の諸因子との関

逮,など多くの検討すべき要素があるので,臨床実験で十分研究されなければなら

ない.それによって,茶の新しい機能性としての評価が明らかにされると共に,食

と健康に関わる重要な因子としての茶の効用が解明されることが期待される.
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4-4　要約

本研究では,食品の新しい生理活性機能の開発という視点から,茶の新しい機能

性として血小板凝集抑制作用についてinvitro試験によって調べた.試験はヒト血液

を用い,コラーゲン又はADPにより誘導される血小板凝集に対する抑制効果を調べ

た.

まず茶の浸出条件と血小板凝集抑制効果との関連を検討した結果, 1gの茶試料を

熱湯40m/で3分間浸出することが適当であることが分かった.浸出時間は1gの紅

茶に対して熱湯を加えた場合では3分間でほぼ活性はピークとなり,湯の温度を

80℃に下げると抑制効果が約1/2に減少した. 1gの茶に対する湯量は,一般的な量

の40mlでの浸出が適当であり, 120m/での浸出液では抑制率は約115に低下した.

また,繰り返し浸出を行った場合は,二番煎じ以降の活性が激減することが示され

た.

製法の異なる各種茶についてこの条件で浸出したものの血小板凝集抑制作用を調

べた結果,いづれの茶の浸出液にも効果が認められたが,煎茶などが強い活性を示

し(抑制率50%以上) ,青柳茶,ウ-ロン茶などは弱い傾向が認められた(抑制率

10%程度) .

各種茶の浸出液についてHPLC分析を行って主要成分を比較検討した結果,強い

活性を示した煎茶に多い浸出成分としては(-)-エビガロカテキンー(+)-カテキン,

(-)-エビカテキン, (-)-エビカテキンガレートなどが多くみられ,また紅茶の中で

強い活性を示したものは,カテキン類としては(+)-カテキンと(-)-エビカテキンお

よびテアフラビン類が多いことが認められた.

抽出精製したカテキン類6種,テアフラビン類3種およびカフェインの標晶につ

いて血小板凝集抑制効果を調べた結果,いずれも効果が認められたが,とくにカテ

キン類では. (-)-エビカテキンー(+)-カテキン. (+)-ガロカテキンが,またテアフ

ラビン類ではテアフラビンモノガレートが強い活性を示した.
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第5章　総括

食品は単に栄養素の供給物質としてのみ機能するのではなく,様々な生体機能の

調節に関与している.人間の健康はホルモン系,神経系,免疫系などを主体とする

調節系によって維持され,この恒常性に乱れが生じてくると非健康状態に陥るが,

その予防,回復に日常摂取している食品成分が大きく関わってくる.

一方,ポリフェノール化合物は,広く植物に含まれており,現在,これらポリフ

ェノール成分は,日常の摂取量が多いばかりでなくin vitroで示す抗酸化能やin

vJVOで示す発ガン抑制作用をはじめとする多様な機能が期待されている.

そこで,本研究では,このような観点に基づき,安全に使用でき,ポリフェノー

ル成分を多く含む(であろう)食品を対象に、 in vitroにおけるその食品の生体防

御機能調節因子の検索を中心に検討を行った.特に,日常において供するレベルで

のその食品の生理活性の挙動についても明らかにすることにより,実際に用いられ

る際の可能性を模索することを含めて検討を行った.

研究に用いた試料は,広く食されているにも関わらず,いままで食品の機能に関

する報告がほとんどない食用花弁と,最も生理機能の解明が進んでいる食品である

茶菓について行い,下記に示す結論を得た.

1.花弁のポリフェノール類の亀と抗酸化活性

95種の花弁(バラ科,ツバキ科,キク科)の抽出液についてポリフェノール類の

含有量(ポリフェノール含有量,アントシアニン含有量,フラボノール含有量)お

よび抗酸化性を調べた.抗酸化性の測定は,リノール酸を基質としたエマルション

系に花弁抽出液を添加し, β-カロテンの退色防止活性を指標とする試験法で行っ

た.

ポリフェノール類の構成成分は科,属および花色でそれぞれ異なり,科別の全ポ

リフェノール含有量(乾物重量あたり,没食子酸畳として)の平均は,ツバキ科

8.74%,バラ科4.78%,キク科1.66%であった.最も高いポリフェノール含有値を

示したのは,バラ属の赤色花弁で14.83%あった.

抗酸化活性は, 95種の花弁全てが活性を示し,バラ属の赤色花弁の抽出液は,

BHA溶液(lmg/100m/)より約10倍強い活性を示した・さらに,各種花弁抽出液

Sfi



の抗酸化活性は,ポリフェノール含有量との間に高い相関性が認められ,ポリフェ

ノール類の抗酸化性への寄与が明らかとなった.抗酸化性に寄与するポリフェノー

ル類の構成成分は,バラ属の赤色系花弁ではアントシアニン,キク科ではフラボノ

ールの寄与が大きいことを示された.

2.食用花弁抽出液のフリーラジカル消去活性

日常的に広く利用されている食用花弁の水溶性抽出液について　DPPH (1,1-ジ

フェニルー2-ピクリルヒドラジル)ラジカル,ヒドロキシルラジカルおよびスーパ

ーオキシドの消去活性について,電子スピン共鳴(electron spin resonance : ESR)

装置(日本電子製JES-FEIXG)を用いた方法により検討した.

13種の花弁抽出液は,全てDPPHラジカルの消去活性を示した.それらの花弁抽

出液のDPPHラジカル消去活性は,その抗酸化活性との間に高い相関性(r--0.838)

を認めた.なお,抗酸化活性の測定は,リノール酸を基質としたエマルション系に

添加し, βカロテンの退色防止活性を指標とする試験法で行った.

また, 13種の花弁抽出液は,ヒドロキシルラジカル消去活性・スーパーオキシド

消去活性も認められた.

これら各種フリーラジカル消去活性(DPPHラジカル消去活性・ヒドロキシルラ

ジカル消去活性・スーパーオキシド消去活性)は, 13種の花弁抽出液のポリフェノ

ール含有量との間に相関性(0.839, 0.707, 0.904)が認められた.なお,ポリフェ

ノールの定量は, Folin-Denes法に従って行った.

さらに,日常飲用するレベルの茶浸出液(ローズティ・煎茶)についても,

DPPHラジカル消去活性を示し,最も加熱される方法の浸出液の消去活性効果が高

かった.この結果は茶浸出液の持つラジカル消去活性が,ヘビタミンC由来ではない

ことを示唆している.

以上の結果より,各種花弁抽出液のこれらのフリーラジカル消去活性は,抽出液

中のポリフェノール含量に高く依存していることが示された.

3_茶浸出液の血小板凝集抑制作用

茶の新しい機能性として血小板凝集抑制作用についてin vitro試験によって調べ

た.試験はヒト血液を用い,コラーゲン又はADPにより誘導される血小板凝集に対
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する抑制効果を調べた.

まず茶の浸出条件と血小板凝集抑制効果との関連を検討した結果, 1gの茶試料を

熱湯40mlで3分間浸出することが適当であることがわかった.浸出時間は1gの紅茶

に対して熱湯を加えた場合では3分間でほぼ活性はピークとなり,湯の温度を80℃

に下げると抑制効果が約1/2に減少した. 1gの茶に対する湯量は,一般的な量の

40mlでの浸出が適当であり, 120mJでの浸出液では抑制率は約115に低下した.ま

た,繰り返し浸出を行った場合は,二番煎じ以降の活性が激減することが示された.

製法の異なる各種茶についてこの条件で浸出したものの血小板凝集抑制作用を調

べた結果,いづれの茶の浸出液にも効果が認められたが,煎茶などが強い活性を示

し(抑制率50%以上) ,青柳茶,クーロン茶などは弱い傾向が認められた(抑制率

10%程度) .

各種茶の浸出液についてHPLC分析を行って主要成分を比較検討した結果,強い

活性を示した煎茶に多い浸出成分としては(-)-エビガロカテキン. (+)-カテキン,

(-)-エビカテキン. (-)-エビカテキンガレートなどが多くみられ,また紅茶の中

で強い活性を示したものは,カテキン類としては(+)-カテキンと(-)-エビカテキン

およびテアフラビン類が多いことが認められた.

抽出精製したカテキン類6種,テアフラビン類3種およびカフェインの標晶につい

て血小板凝集抑制効果を調べた結果,いずれも効果が認められたが,とくにカテキ

ン類では. (-)-エビカテキン. (+)-カテキン. (+)-ガロカテキンが,またテアフラ

ビン類ではテアフラビンモノガレートが強い活性を示した.

以上in vitro系での試験の範噂であるが,日常摂取している食品成分中に,極

めて有効と思われる生体機能調節物質因子を認めるものと考えている.

現在,食品起源の生体調節物質の構造解析,作用の種類,作用の部位などの基礎

研究が積極的に推進されている.食品による生体防御は,感染防御,代謝異常,ア

レルギー,老化さらにはホルモン系,神経系の制御と深い関係があることから,今

後さらに生体防御食品素材の確保,製造加工,効果の評価法の確率,実用化上の問

題などに関しておのおのの研究領域の視点のみではなく,総合的に検討する必要が

あるといわれている.今回,認められた生体防御物質因子・抗酸化物質は,植物性

食品成分を摂取するに伴って,ヒトの生体防御機能を調節する一助に期待と可能性
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が予測されるものであり,これは今後の全人類的規模の,長期間にわたるしかも強

制されることのない健康を維持するための強力な手段となりえるだろうと思われる.

よって,今後,本研究で注目したポリフェノール成分,それ以外のポリフェノール

成分,その他の種々の植物性食品の含有成分,また,これらの生理活性成分を付与

した食品についても,多面的な角度から,検証することが必要であると考えている.
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S ummary

Phenolic compounds, especially flavonoids, occur widely in plants. Quercetin and

rutin occur in tea, coffee, grains and a variety of fruits and vegetables being the most

abundant. A number of flavonoids have been found to inhibit tumor development and

antioxidant activity. The inhibitory effects of flavonoids may be based on the scavenging

activity of the generated oxygen species. We investigated the antioxidant activity and free

radical scavenging activity in the extracts of petals and tea. We also examined the inhibitory

effects of tea extracts on platelet aggregation induced by collagen or ADP in vitro.

1. Correlation of polyphenol concentration in flower petal extracts with their

antioxidant activity

The concentration of polyphenols, anthocyanins, and flavonols in petal extracts was

determined spectrophotometrically in 95 kinds of flower petals, and antioxidative activities

of the petal extracts examined by the decoloration method using β -carotene coupled with

the oxidation of linoleic acid. The respective flower petals had different polyphenol content

in the mean values, i.e., 8.74% in Theaceae (camellia), 4.78% in Rosaceae (rose) , and

1.66% in Compositea. (chrysanthemum). The data were calculated as gallic acid in lOOg dry

matter of petal. The highest phenolic content was found to be 14.83% in red Rosa hybriゐ

(Rosaceae). Almost all of the petal extracts showed antioxidative activity, and good

co汀elation between the activity and polyphenol content was observed. The results indicated

that the direct contribution of polyphenols in the antioxidant activity. The highest activity

observed in the red Rosa hybrida was ten times higher as that ofBHA. Further examination

indicated that the activity in the petal extracts丘om Rosa hybriゐ(rose genus) correlated

with the anthocyanin which they contained. On the other hand, the activity of Compositea

(chrysanthemum family ) correlated with the flavonol which they contained.

2. Free radical scavenging activities of flower petals.

The scavenging activity of extracts斤om edible flower petal and green tea was

investigated by ESR (electron spin resonance). Thirteen kinds of petal extracts scavenged
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DPPH (l , l-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical. The correlation coefficient of DPPH radical
°

scavenging activity with the antioxidant activity was -0.838. The petal extracts also

scavenged the hydroxyl radical and superoxide. These activities correlated closely with the

concentration of polyphenols. The correlation coefficient of DPPH radical, hydroxyl radical

and superoxide were 0.839, 0.707 and 0.904 respectively. Rose tea and green tea strongly

scavenged DPPH radical. The tea extract which extracted with 50 ml of boiled water had

strong activity. The result indicate that the activities are not based on vitamin C. These

results exhibited that the free radical scavenging activities primarily depends on the

polyphenol content.

3. Platelet aggregation inhibitory activity of tea extracts

Inhibitory effect of the hot water extracts prepared斤om various kinds of teas on

the platelet aggregation induced by collagen or ADP was investigated by use ofturbidimetry.

The standard method used was the extraction with 40ml of boiling water for 3min on each g

of tea sample. Examination on various teas with the different manufacturing process

indicated that the aggregation inhibitory effect was observed generally on any kind of tea

extract tested, although the activity differed from strong (e.g. Japanese green tea, over 50%

inhibition) to weak (e.g. Aoyagi tea, about 10%). Among the black teas, Kenya and Sri

Lanka Uva teas showed strong activity, while Darjeeling tea was weak. Japanese green teas

were generally effective and the activity was in the order of Sencha> Maccha>Gyokuro.

Chinese semi-fermented teas gave only weak activity. High-performance liquid

chromatographic analysis on the main black and green tea extracts showed that the effective

ones in the Japanese green teas were rich in of catechins and the black teas theaflavm and

catechins. Among the purified samples of six catechins and three theaflavins and caffeine,

( - )-epicatechin, (+)-catechin, (+)-gallocatechin, and theaflavin mono-gallate showed

marked inhibitory activity.

In addition to being ornamental and herb, the edible flower petals were

characterized by foods which possess antioxidant activity, it was also indicated that

phenolics in tea has a new physiological function, a antithrombic activity. There has been
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renewed interest on natural sources of antioxidant which belong to the phenolic compounds.

Their effects of these compounds should be noted for our health and for prevention of

deterioration of processed foods.
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