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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体内抗酸化ネットワークに関わる成分間の相互作用をmedian effect analys
isにより解析した。その結果、DPPHラジカル消去反応系において、カテコール・ピロガロール構造を有するポリフェノ
ール類とチオール類との間で相乗効果を確認した。同様に、α-トコフェロールとポリフェノール類での相乗効果も確
認した。さらに、モデル細胞系（リポソーム系）において、ポリフェノール類とグルタチオンにおいて相乗効果を確認
した。本研究の結果は、生体内抗酸化ネットワークにおいて上記化合物が相乗効果を発現する可能性を強く示唆してお
り、本成果は抗酸化物の有効利用に大きく寄与するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The interaction of antioxidants related to the physiological antioxidative 
network were investigated with median effect analysis of binary mixture of antioxidants. In the DPPH 
radical scavenging assay, the synergistic effects were observed on the combination of polyphenols, which 
have catechol and pyrogallol moiety, and thiols. Similarly, in the DPPH and linoleic acid peroxidation 
systems, the effect was observed in the combination of a-tocopherol and some polyphenols. In the liposome 
system as a model physiological system, the combination of some polyphenols and glutathione resulted in 
the synergistic effects. These results suggested that the combinations of above antioxidants would be 
useful in the physiological antioxidative network.

研究分野：食品分析学
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  １版



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

 

１．研究開始当初の背景 
	
 近年、疾病予防・老化予防（アンチエイジ
ング）等の観点から、食品・天然物由来の抗
酸化成分が注目され、数多くの報告がなされ
ている。しかしながら、その報告のほとんど
が有効成分の単離同定と個別の抗酸化能評
価に留まっている。しかしながら、近年、酸
化ストレス防御における抗酸化成分の生体
内バランスの重要性が強く指摘され、抗酸化
成分単独の効果ではなく、生体内に存在する
抗酸化成分全体のバランスを考慮する必要
があると考えられてきている。特に、生体内
におけるビタミン C,ビタミン E,グルタチオ
ン,α-リポ酸,コエンザイム Q10 の相互作用
ネットワークは抗酸化ネットワークと呼ば
れ、各成分は単独で作用するだけでなく、他
の抗酸化成分の再生（再活性化）に関与し、
相乗的に作用していると言われている。新た
な抗酸化成分を活用する場合には、生体内で
の抗酸化ネットワーク関連物質に対する相
互作用を考慮し、「適切な量」を「適切な方
法」で用いることが必須となる。 
	
 抗酸化成分間での相互作用が着目され、相
乗効果が起こる可能性があることは確認さ
れているが、「どの様な条件下で、どの程度
の相乗効果が起こるのか」、すなわち相乗効
果の程度の見積もりに関しては、十分な検証
が行われていない。具体的には、抗酸化成分
の相乗効果に関する報告は複数存在するが、
相乗効果の見積もりに用いた算出式の理論
的根拠が明らかな論文は見当たらない。相殺
効果についても同様であり、特に生体内で相
殺効果が生じた場合には目的の効果が得ら
れないため、重大な問題となる。 
	
 抗酸化物質間の相互作用は、予測された値
（予測値）よりも実測値が大きければ相乗効
果（synergistic effect）、小さければ相殺効果
（antagonistic effect）、同等であれば相加効
果（additive effect）と判定されるが、判定
基準となる予測値の見積もりは極めて難し
い。我々は、有効な併用効果の解析法を模索
し、薬剤の併用効果解析法として用いられて
きた『Median effect analysis』を抗酸化食品
成分併用効果の新規解析法として新たに提
案した。本 Median effect analysis では、実
験結果をもとに薬剤の反応型を推定し、反応
型に応じた併用効果の解析を行うため、汎用
性が極めて高い。さらに、本法により阻害割
合に応じた CI（Combination Index）値を算
出することにより、併用効果を詳細に検討す
ることが可能である。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は、相互作用解析に基づく、天然物
由来の抗酸化成分の新たな活用法を提案す
ることを目的とする。具体的には、生体内の
抗酸化ネットワークに対して有効な抗酸化
成分の選定と有効作用量の見積りを目的と
して、独自に適用を検討している Median 
effect analysis に基づいた相乗・相殺効果の

解析を行うとともに、その相互作用メカニズ
ムの解明を試みた。また、選定された抗酸化
成分の生体利用効率、調理・加工時の安定性
を考慮し、抗酸化物のマイクロカプセル化に
関する知見の獲得を試みた。 
	
  
３．研究の方法 
（1）対象化合物	
 
	
 抗酸化物（酸化防止剤）として、α－トコ
フェロール、エラグ酸、カテキン、エピカテ
キン（EC）、エピガロカテキン（EGC）、エピ
ガロカテキンガレート（EGCg）、ケンフェロ
ール、ミリセチン、ケルセチン、ルチン、モ
リン、セサモール、フェルラ酸、没食子酸、
アスコルビン酸を用いた。	
 
	
 
（2）	
 DPPH ラジカル消去活性測定法	
 
	
 試料溶液 200 µL に 100 mM Tris-HCl buffer
（pH7.4） 800 μL を添加後、0.20 mM DPPH
エタノール溶液 1 mL を添加し、10 秒間激し
く攪拌した後、暗所で常温にて 30 分間静置
した。30 分後、反応溶液の 517 nm における
吸光度(As)を測定した。試料溶液の代わりに
エタノールを添加した場合の吸光度をコン
トロール（Ac）とした。また、DPPH 溶液の
代わりにエタノールを添加した場合の吸光
度をブランクとした。コントロールの吸光度
に対する、試料添加時の吸光度の減少の割合
から阻害率（%）を求めた（下式）。 
	
 

阻害率(%)	
 =	
 	
 ×100	
 

	
 
（3）ロダン鉄	
 
	
 0.1％リノール酸エマルジョン溶液 1 mL に
対して 20 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) 
500 µL を添加後、100 mM AAPH 200 µL 及び
サンプル溶液 800 µL を順次添加した。この反
応液を 37℃で 5時間インキュベーションした。
その後、75％エタノール 4.7 mL、リノール酸
反応溶液 100 µL、30％チオシアン酸アンモニ
ウム水溶液 100 µL、20 mM塩化鉄(Ⅱ)溶液 100 
µL を順次添加・混合した。20 mM 塩化鉄(Ⅱ)
溶液の添加から正確に 3 分後に 500 nm にお
ける吸光度(As)を測定した。サンプル溶液の
代わりに 99.5％エタノールを用いた際の吸光
度をブランク(Ac)として、試料の阻害率(％)
を DPPH 法と同様の式により算出した。 
 
 
（4）リポソーム法 
	
 卵黄ホスファチジルコリン 5.6 mg をクロ
ロホルム・メタノール(95:5(v/v))溶液 6 mL に
溶解し、30 秒間撹拌した。0.5 mL ずつナスフ
ラスコに分注した後、真空ロータリーエバポ
レーターと窒素ガスにて溶媒を留去した。
0.01 M Tris-HCl buffer 0.7 mL を添加し、1 分
撹拌後超音波処理を行った。溶液を孔径 100 
nm のポリカーボネート膜に 21 回通すことに



 

 

よりリポソーム溶液を調製した。リポソーム
溶液 1.0 mL を暗室で 37℃、5 分間プレインキ
ュベーションを行った。AAPH 溶液 70 µL を
添加し 10 秒間撹拌後、暗所で 3 時間（37℃）
反応させた。反応後のリポソーム溶液 300 µL
に 40 mM TBA 溶液 900 µL を添加後 10 秒間
撹拌し、沸騰水中で 35 分間加熱した。加熱
後、氷水で冷却し、メタノール 300 µL を添加
し た 。 そ の 後 、 15 分 間 遠 心 分 離
(10℃,10000rpm)を行い得られた上清溶液 100 
µL を蛍光プレートリーダーで測定（励起波長
525 nm、蛍光波長 560 nm）し、過酸化物量を
定量し、阻害率(％)を算出した。 
 
（5）Median effect analysis 
	
 本法は、以下の式（Median effect equation)
に基づく解析方法である。 
  fa/fu = (D/Dm)m 
ここで、fa は阻害割合、 fu は非阻害割合, D
は dose（濃度）、 Dm は Median effect(本実験
では IC50)を生じる濃度、m は Hill 型の係数
を示す。式を変形すると以下のようになり、 
 
  log(fa/fu) =m log (D/Dm) 
 
log (D/Dm)（あるいは log D）を横軸に、
log(fa/fu)を縦軸にプロット(Median effect plot)
することにより、傾き m を求めることが出来
る。酸化防止剤単独及び併用時の Median 
effect plot から得られる m 値を基に、
CI(Combination Index)値を算出し併用効果を
判定する(CI< 1 相乗効果, CI= 1 相加効果, CI> 
1 相殺効果)。なお、本解析には、Hulinks 社
CalcuSyn (ver. 2.0)を用いた。 
	
 
４．研究成果	
 
（1）α-トコフェロールと各種抗酸化物の併
用効果解析	
 
①	
 DPPH 反応系（アセトニトリル系）	
 
	
 アセトニトリル溶媒を用いて DPPH 法によ
るα-トコフェロールと計 20種類の抗酸化物
との併用実験を試みた。実験の結果得られた
(a)Median	
 effect	
 plot 及び(b)CI	
 plot の一
例を図 1 に示した。図 1(a)の Median	
 effect	
 
plot に示したように、実験の結果α-トコフ
ェロール（単独）、カフェ酸（単独）、α-ト
コフェロール・カフェ酸（併用）時の 3 本の
用量依存直線が得られた。それぞれの直線の
傾き（m 値）が算出され、m 値に基づき図 1(b)
の CI	
 plot が得られた。α-トコフェロール
とカフェ酸併用時の CI	
 plot では fa 値が 0.2
≦fa≦0.8 の範囲において、CI 値がいずれも
＜1.00 となっており、本組合せが相乗効果を
発現することが確認された。さらに、fa 値の
増加に伴い CI 値が顕著に減少（fa=0.2：0.95
±0.03 から fa=0.8：0.62±0.01）すること
も確認された。このことは併用時の濃度の増
加に伴い相乗効果の程度が大きく増加する
ことを示唆している。	
 

 

 

 

 

(a)Median effect plot 

 

 

(b)CI plot 
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図 1	
 α-トコフェロールとカフェ酸の併用効果	
 

	
 

	
 同様の傾向はケンフェロール、Q-3-G、ル
チン、モリン、セサモール、プロトカテク酸
でも確認された。EC、カテキンとの組み合わ
せでも相乗効果を示すことが確認されたが、
これらの組合せでは fa 値の増加に伴う CI 値
の変化が小さく、相乗効果の程度が併用時の
濃度の影響を受けにくいことが判明した。同
様の傾向が EGC、EGCg でも確認されており、
α-トコフェロールとフラバン-3-オール類
では相乗効果を発現するものの、添加濃度を
増やしても大きな効果の増大は期待出来な
いものと考えられた。α-トコフェロールと
ミリセチンとの組合せでは、低濃度域
（fa=0.2）では相殺効果と判定されていたが、
濃度の増加に伴い CI 値の低下が見られ、高
濃度域（fa=0.8）では相乗効果が確認された。
同様の傾向が、エラグ酸、没食子酸、ピロカ
テコール、フェルラ酸の組合せで確認された。
これらの組合せでは、α-トコフェロールと
の併用時の濃度が判定結果（相乗・相殺）に
特に重大な影響を与えることが明らかにな
った。今回供試した 20種類の組合せの中で、
相殺効果と判定されたのは、α-トコフェロ
ールとレスベラトロールとの組合せのみで
あった。	
 
	
 
②リノール酸過酸化反応系（ロダン鉄法）	
 
	
 ロダン鉄法を用いて、α-トコフェロール
と計 19 種類の抗酸化物の併用効果解析を試
みた。実験の結果得られた(a)Median	
 effect	
 
plot 及び(b)CI	
 plot の一例としてα-トコフ
ェロールとミリセチンの併用効果解析を図 2
に示した。	
 



 

 

 

 

 

 

(a)Median effect plot 

 

 

(b)CI plot 
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図2	
 α-トコフェロールとミリセチンの併用効果	
 

	
 
	
 図 2 の CI	
 plot から、本組合せではいずれ
の fa 値においても 1.00<CI となっており、
相殺効果と判定された。今回供試した組合せ
ではほとんどがミリセチンの場合と同様の
解析結果となり、ロダン鉄法による測定にお
いては、α-トコフェロールと他の抗酸化物
の併用時にはほとんど相殺効果しか得られ
なかった。一方、DPPH 法を用いた解析ではほ
とんどの組合せで相乗効果が確認されてお
り、用いる反応系によって抗酸化物の相互作
用が大きく異なることが明示された。上述の
ように、DPPH ラジカル消去反応は SET 反応に
基づく評価法であるが、ロダン鉄法は HAT 反
応に基づく方法である。両者の反応メカニズ
ムが異なることから、抗酸化物の相互作用の
内容が異なる結果となった。ロダン鉄法のよ
うな水素原子供与反応系では、抗酸化物同士
が緩やかな反応過程において拮抗的に作用
し、またα-トコフェロールラジカルの再生
反応が起こりにくいため、結果として抗酸化
物間で相殺効果が生じたものと推察した。	
 
	
 
（2）チオール化合物と各種抗酸化物の併用
効果解析	
 
①DPPH 反応系（アセトニトリル系）	
 
まず、グルタチオン（GSH）と計 18 種類の抗
酸化物（カテキン、EC、EGC、ECg、EGCg、ケ
ンフェロール、ケルセチン、ミリセチン、
Q-3-G、ルチン、モリン、フェルラ酸、ピロ
カテコール、没食子酸、セサモール、エラグ
酸、プロトカテク酸、カフェ酸）の併用効果
を DPPH 法（水/エタノール系）により検討し
た。実験の結果得られた(a)Median	
 effect	
 

plot及び(b)CI	
 plotの一例を図3に示した。	
 

 
 

 

 

(a)Median effect plot 

 

 
(b)CI plot 

��GSH(m=1.37) 

�������(m=1.59) 

��	
(m=1.96) 

	
 

図 3	
 GSH とケルセチンの併用効果	
 

	
 
	
 図 3 で示したように、GSH とケルセチン併
用時の CI	
 plot では、fa 値が 0.2≦fa≦0.8
の範囲において CI 値がいずれも＜1.00 とな
っており、本組合せが相乗効果を発現するこ
とが確認された。さらに、fa 値の増加に伴い
CI 値が顕著に減少(fa=0.2：0.68±0.05 から
fa=0.8：0.42±0.03)することも確認された。
このことは併用時の濃度の増加に伴い相乗
効果の程度が大きく増加することを示唆し
ている。なお、同様の効果が、カテキン、EC
など多数で確認された（18 化合物中 13 化合
物）。今回供試した 18 種類の組合せの中で、
相殺効果と判定されたのは、GSH とケンフェ
ロールとの組合せのみであった。	
 
	
 GSH との併用効果において、類似構造を持
つ化合物間で相乗効果の程度を比較すると、
ケルセチン＞ミリセチン＞ケンフェロール
あるいは、カフェ酸＞没食子酸＞フェルラ酸
の順となり、総じてカテコール＞ピロガロー
ル≫フェノールとなる傾向が確認された。	
 
	
 続いて、システイン（Cys）と各種抗酸化
物の併用効果を検討した結果、18 化合物中
15 化合物で相乗効果が確認された。相乗効果
の程度（CI 値）は、ミリセチン＞ケルセチン
＞ケンフェロールあるいは、没食子酸＞カフ
ェ酸＞フェルラ酸の順となり、ピロガロール
＞カテコール≫フェノールとなる傾向が確
認され、GSH の場合と比較するとカテコール
とピロガロールの効果が一部逆転する現象
が確認された。	
 
	
 
	
 



 

 

②リノール酸過酸化反応系（ロダン鉄法）	
 
	
 ロダン鉄法を用いて、GSH と計 13 抗酸化物
の併用効果、Cys と計 6 抗酸化物の併用効果
を解析した。	
 

 
 

 

 

(a)Median effect plot 

 

 
(b)CI plot 

��GSH(m=1.61) 

��EC(m=1.12) 

����(m=1.47) 

 
	
 図 4	
 GSH と EC の併用効果	
 

	
 

図 4	
 (a)Median	
 effect	
 plot 及び(b)CI	
 plot
に併用効果の一例を示した。GSH との併用で
は 13 化合物中 7 化合物において相乗効果が
確認された。GSH と EC 併用時には、図 4 の
CI	
 plot でも明らかなように、fa 値が 0.2≦
fa≦0.8 の範囲、すなわち供試した全濃度範
囲において、CI 値が 0.7〜0.8 の比較的大き
な相乗効果が発現することが確認された。一
方、エラグ酸との組合せでは,	
 
高濃度域では相乗効果(fa=0.8：0.77±0.02)
が確認されたが、低濃度域では逆に相殺効果
(fa=0.2：1.40±0.10)となり、相乗効果の濃
度範囲が限定的なものであった。	
 
	
 Cys との併用効果は、供試した全ての 6 組
合せで相乗効果が確認された。そのうち 4 組
合せでは fa全域において相乗効果となった。	
 
	
 続いて、ロダン鉄法を用いて、NAC と計 18
種類の抗酸化物の併用効果解析を試みた。そ
の結果、ロダン鉄法による測定においては、
18 化合物中 10 化合物の解析結果が 1.00＜CI
となり相殺効果と判定された。上述のように
DPPH 法を用いた場合にはほとんどの組合せ
で相乗効果が確認されており、両者の併用結
果は全く逆の効果を示した。上記のように、
DPPH 法とロダン鉄法では反応機構が大きく
異なるため、併用時の相互作用も反応系の影
響を大きく受けることが本実験の結果から
も明示された。このことは、抗酸化物の併用

効果の解析には、目的に応じた抗酸化測定法
の選択が極めて重要であること、すなわち対
象となる活性酸素・ラジカルの種類や、食品
の生体内での反応環境を十分考慮した抗酸
化物間での相互作用解析の検討が必要であ
ることを強く示唆するものであった。	
 
	
 
③リポソーム反応系	
 
	
 リポソーム法において、膜外に局在したグ
ルタチオン(GSH)と膜内に局在した計 6 種類
の抗酸化物(ケンフェロール、ケルセチン、
ミリセチン、フェルラ酸、カフェ酸、没食子
酸)の併用実験を試みた。実験の結果得られ
た(a)Median	
 effect	
 plot 及び(b)CI	
 plot の
一例を図 5 に示した。図 5 に示したように、
GSH とケンフェロール併用時の CI	
 plot では
fa 値が 0.2≦fa≦0.8 の範囲において、CI 値
がいずれも＜1.00 となっており、本組合せが
相乗効果を発現することが確認された。さら
に、fa 値の増加に伴い CI 値が顕著に増加
（fa=0.2：0.44±0.03 から fa=0.8：0.69±
0.03）することも確認された。同様の傾向は
ミリセチン、フェルラ酸、カフェ酸でも確認
された。ケルセチンとの組み合わせでも fa
値が 0.6≦fa≦0.8 相乗効果を示すが、濃度
が低いと相乗効果が発現されないことが確
認された。単一物質として膜内局在時の活性
はケルセチン＞ミリセチン＞ケンフェロー
ルであったのに対し、GSH との相乗効果の程
度はケルセチン＜ミリセチン≒ケンフェロ
ールとなり、相乗効果の程度が個々の抗酸化
力に依存しないことが示唆された。	
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図 5	
 GSH とケンフェロールの併用効果	
 
	
 
	
 



 

 

（3）まとめ	
 
	
 本研究では、median	
 effect	
 analysis を用
いることにより、生体内抗酸化ネットワーク
に関わる化合物間の相互作用（相乗・相殺効
果）を検討した。その結果、生体内の細胞膜
での抗酸化に重要なα-トコフェロールと相
乗・相殺効果を発現する抗酸化物を多数明ら
かにした。同様に、生体内では細胞膜外液中
での抗酸化に重要なグルタチオン・システイ
ンなどのチオール化合物と相乗効果を発現
する抗酸化物を多数明らかにした。さらに、
相乗効果の発現に重要な抗酸化物の構造要
因（カテコール、ピロガロール構造）を明示
した。これらの成果は、生体内での抗酸化ネ
ットワークの作用機作を解明する上で重要
な知見と考えられる。また、本成果は、老化
予防、健康維持を目的とした抗酸化物の利用
における効率的な抗酸化物の利用方法に関
する重要な知見と考えられた。すなわち、本
研究で得られた組合せで抗酸化物を利用す
ることにより、低用量で効果的な機能性を発
現できる可能性が示唆された。さらに、リポ
ソーム系での成果は、抗酸化物をリポソーム
カプセル化して提供する上での重要な知見
を与えるものと考えており、本成果が今後の
抗酸化物利用の一助となることを期待する。	
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