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研究成果の概要（和文）： 

 酸化ストレス軽減化チーズの開発のための基盤研究として、市販チーズの抗酸化活性および
その成分について研究した。その結果、非熟成タイプを除いた熟成チーズ全てに活性が見出さ
れた。特に、ブルー、スチルトン、エポワス、ポンレベック、カマンベールおよびブリー等の
チーズに比較的高く見出された。ブルーチーズから抗酸化成分を分離・精製し、その構造を明
らかにしたところ、抗酸化ペプチドとホモゲンチジン酸およびホモプロカテク酸のポリフェノ
ールが見出された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

Antioxidant activity and the structure of high-active ingredients in commercial cheeses 
were studied for development of functional cheese which can decrease oxidative stress.  
Antioxdant activities were observed in most of ripened cheeses, except of non-ripened 
cheeses.  High activity was especially observed in Blue, Stilton, Époisses, 
Pont-l’Eveque, Camembert and Brie cheese. The antioxidant ingredients were purified and 
isolated from the Blue cheese, and the structure of them was clarified. Consequently, 
the antioxidant peptides and also the polyphenols such as the homogentisic acid and the 
homoprotocatechuic acid were identified from the Blue cheese. 
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１．研究開始当初の背景 

 食品の三次機能の解明は、健康すなわち
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現在最も重要な課題とされている。 

最近、乳発酵食品である発酵乳の三次機能

について精力的に研究がなされ、抗腫瘍効果、

抗高血圧抑制等多くの保健・健康効果が明ら

かにされた。しかし、同じ乳発酵食品である

チーズ場合、三次機能に関する研究例は少な

く、その生理機能についても未だ不明な部分

が多い。チーズ研究は、これまで凝乳メカニ

ズムや熟成に関与する微生物の研究、チーズ

の風味発現および組織形成に関わるタンパ

ク質分解や脂肪分解に関する研究、そして熟

成に関わる酵素の研究等、申請者を含め多く

の研究者によって行われてきた。しかし、こ

れらの研究のほとんどはチーズ製造におけ

る技術開発や熟成の促進化、食品の二次機能

(風味，呈味，組織形成)の改善等を目的とし

たもので、チーズにおける三次機能の視点か

らの研究は、ほとんどされてこなかった。そ

こでいまだ明らかにされていないチーズの

三次機能である保健･健康効果を明らかにす

ることを目的に本研究は実施された。 

 
２．研究の目的 

食品の機能性という視点で今注目されて

いるのが抗酸化活性である。生体内で発生す

る活性酸素やフリーラジカル等による酸化

ストレスは、人の老化やガンおよび心疾患等

の生活習慣病に関与する。従って、これら活

性酸素やフリーラジカルの生成を抑制した

り消去したりする成分、すなわち抗酸化物質

を食品から積極的に摂取することが生活習

慣病予防上重要と考えられている。 

そこで本研究は、現在最も注目されている

抗酸化活性およびラジカル消去活性に焦点

を当て、チーズにおけるこれら成分の検索と

その構造およびその活性について明らかに

した。次いで，チーズにおける抗酸化成分生

成に関与する酵素を特定し、新規機能性抗酸

化チーズ創製のための基盤的情報を得るこ

とを目的とした。 

 
３．研究の方法 

 チーズは市販チーズを用いた。チーズか

ら 70% エ タ ノ ー ル 可 溶 性 画 分 ( 以 下

70%EtOHSF)を調製した後、これを活性測定お

よび活性成分の精製に使用した。活性はβカ

ロテン退色法および DPPH ラジカル消去活性

を指標に行なった。ブルーチーズからの活性

成分の分離・精製は、ペプチドの場合

ODS-HPLC を主として用いた。また、精製され

たペプチドはプロテインシークエンサーと

アミノ酸組成分析によりそのアミノ酸配列

を決定した。DPPH ラジカル消去活性成分は、

ダイアイオン HP-20クロマトグラフィー、ゲ

ル濾過クロマトグラフィーおよび ODS-HPLC

により活性成分を精製した。また精製成分の

同定は、1H-NMR および LC/MS/MS により推定

し、市販標品との ODS-HPLC によるコクロマ

トグラフィーにて同定した。 

 
４．研究成果 

(1)βカロテン退色法によるチーズの抗酸化

活性 

① チーズの抗酸化活性 

 各種チーズのβカロテン退色法による抗

酸化活性について調べた。その結果、抗酸化

活性はいずれのチーズでも見出され、特にブ 

ルーチーズ等のカビ熟成タイプおよびポン

レベック等のリネンス菌熟成タイプが高か

った(Fig.1)。 

 

② ブルーチーズの抗酸化成分 
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Fig.1 Antioxidative Activity of 70%ET-OH Soluble Extract                                    

from Commercial Cheese 
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高い活性が認められたブルーチーズ

70%EtOHSF から、Sep PakC18 カートリッジ、

ODS-HPLC により抗酸化成分を分離し、その構

造について調べた。その結果、IH、GIH、DKHY、

DKIHP および PGPIH の構造を有する 5 種類の

抗酸化ペプチドを見出した。これらペプチド

は全て Hを含むイミダゾールペプチドであっ

た。 

βカロテン退色法では、DKIHP を除いてい

ずれのペプチドも合成抗酸化剤の BHTやカル

ノシンより高く、DKHY＞IH＞GIH＞PGPIH＞

DKIHP であった(Fig. 2)。この結果はロダン

鉄法で測定した結果と同様であった。DPPHラ
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Fig.2  Antioxidative Activity of Synthesized Peptides                                                        

by β-Carotene Decolorization Method 
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ジカル消去およびスーパーオキシドラジカ

ル消去活性はいずれのペプチドも低かった。

ウサギ赤血球膜ゴーストを用いた脂質過酸

化抑制効果を調べた結果、IH、GIHおよび DKHY

において脂質過酸化抑制効果が認められ、IH

および GIHの抑制効果はカルノシンよりも高

いことが知られた。  

 

③ Penicillium roquefortiの菌体外プロテ

アーゼ 

抗酸化ペプチド生成に関わるプロテアー

ゼをブルーチーズのスターターである

Penicillium roqueforti より検索した。その

結果、ブルーチーズに存在するプロテアーゼ

と一致する酵素を Penicillium roqueforti

の酸性培養により見出した。本酵素は培地が

中性では産生されず、酸性側培地のみで生成

した。本酵素の至適ｐH は 5.5、至適温度は

50℃のアスパラギン酸プロテアーゼであっ

た。カゼインに作用させた結果、抗酸化ペプ

チドを生成した。 

 

(2)チーズの DPPHラジカル消去活性とその成

分 

① チーズの DPPH ラジカル消去活性 

各種チーズの 70％エタノール可溶性画分

の DPPH ラジカル消去活性について調べた。

その結果、消去活性はゴーダ、チェダーチー

ズなどの乳酸菌熟成タイプ、エメンタールお

よびグリエールチーズなどのプロピオン酸

菌熟成タイプでは低く、ポンレベック、エポ

ワス等のリネンス菌熟成およびカビ熟成タ

イプのチーズにおいて比較的高かった

(Fig.3)。 

Fig.3 DPPH Radical Scavenging Activity of 70% Et-OH Soluble Fraction 

Extracted from Various Cheeses
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② ブルーチーズの DPPH ラジカル消去成

分                        

熟成の異なるブルーチーズの 70%EtOHSFに

おける DPPH ラジカル消去活性は熟成ととも

に上昇し、この結果は本チーズの DPPH ラジ

カル消去活性成分が熟成中に生成されるも

のであることを示した。 

各熟成ブルーチーズの 70%EtOHSFをダイア

イオン HP-20で分離したところ、活性は未吸

0

20

40

60

80

100

0 4 8 12 16

Trolox

1 month

Fig. 4 DPPH Radical Scavenging Activity of 70% EtOH Soluble Fraction 

Extracted from Blue Cheese
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着と吸着画分の両者に認められ、両画分は熟

成とともに活性が上昇した。両画分をそれぞ

れ HW-40ゲルろ過クロマトグラフィーにより

活性画分を分離したところ、熟成 0ヵ月では

活性画分はほとんど見出されなかったが、熟

成 2ヵ月では未吸着画分に 1 ヶ所、吸着画分

に 2ヶ所の活性画分が溶出した。 

以上の結果から、本チーズには少なくとも

分子量の異なる 3 種類の DPPH ラジカル消去

活性成分が存在することが明らかとなった。 

 

③ ブルーチーズ DIAION HP-20 吸着画分か

らの活性成分の分離精製およびその構造 

上記②で調製された熟成 2ヵ月ブルーチー

ズの DIAION HP-20 吸着画からゲル濾過クロ

マトグラフィーおよび ODS-HPLC により DPPH

ラジカル消去活性成分を分離・精製し、その

構造を明らかにした。その結果、ホモゲンチ

ジン酸 (HGA)およびホモプロトカテク酸

(DOPAC)が見出された(Fig.6)。 

2,5-dihydroxyphenyl acetate

Homogentisic acid

(HGA ，M.W.:168.147)

3,4-dihydroxyphenyl acetate

Homoprotocatechuic Acid

(DOPAC，M.W.：168.147)

Fig. 6  Structure of Compounds Purified from Blue Cheese  

市販品の HGAおよび DOPAC を用いて、ラジカ

ル消去活性を既知抗酸化成分(カテキン、

Trolox、BHT)と比較した。その結果、DPPHラ

ジカル消去活性では、DOPAC＞カテキン＞HGA

＞トロロックス＞BHT、スパーオキシドラジ

カル消去活性では HGA> カテキン> DOPAC> 

Trolox、BHT の順で高い活性を示し、ABTS ラ

ジカル消去活性ではカテキン＞DOPAC＞BHT

＞HGA、βーカロテン退色法では BHT＞カテキ

ン＞トロロックス＞DOPAC、HGAの順に活性を

有していることが知られ、HGAおよび DOPAC

は高いラジカル消去活性を有していること

が示された(Table1)。 

 

この結果は、高いラジカル消去活性成分であ

る HGAおよび DOPACを多く含むチーズは高い

ラジカル消去活性を示す可能性が考えられ

た。 

 HGA および DOPAC はチロシン代謝産物であ

ることが知られている。従って、チーズ中の

これら成分は、熟成中にカゼインの分解によ

って生成されたチロシンから生成されたと

推定された。 

 

(3) まとめ 

酸化ストレス軽減化チーズの開発のため

の基盤研究として、市販チーズの抗酸化活性

およびそれら成分について研究した。その結

果、非熟成タイプのチーズを除き、いずれの

チーズでも活性が見出された。特に、カマン

ベールやブルーチーズの様なカビ熟成タイ

プやポンレベックやエポワスチーズのよう

なリネンス菌熟成タイプチーズに比較的高

く見出された。ブルーチーズから抗酸化成分

を分離・精製し、その構造を明らかにしたと

ころ、抗酸化ペプチドとホモゲンチジン酸お

Fig. 5 TOYOPEARL HW-40F Gel Filtration of Non-Adsorbed Fractions and 

Adsorbed Fraction Separated 

by DIAION HP-20 Column
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Antioxidant 

Assays

EC50 Value (μM)

HGA DOPAC

Positive Control

Catechin Trolox BHT

DPPH Radical                           

Scavenging Assay
17.7 9.3 11.5 40.8 46.7 

Superoxide Anion 

Radical Scavenging 

Activity

<0.026 0.095 0.074 0.2< 0.2<

ABTS Cation Radical 

Scavenging Activity
21.59 8.56 8.38 31.31 11.68

β-Carotene 

DecolorizationAssay
9.52< 9.52< 1.59 5.49 0.323

Ferrous metal ion 

Chelating Assay
－ － － － －

Table 1  EC50Values of HGA and DOPC

on Five Different Antioxidant Assays



 

 

よびホモプロカテク酸のポリフェノールが

見出された。 

また抗酸化ペプチドの生成には Pen. 

roqueforti のアスパラギン酸プロテアーゼ

の関与が示唆された。また、ブルーチーズか

ら見出された DPPHラジカル消去活性成分 HGA

および DOPACはチーズに抗酸化成分として見

出された最初のポリフェノールである。 

以上の基盤研究は、ブルーチーズに使用さ

れる Pen. roqueforti のプロテアーゼ等の酵

素を利用した機能性（抗酸化）チーズを創製

する上で貴重な情報を提供するものと考え

られる。 
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