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研究成果の概要（和文）：最近，食品機能成分が食品中で変化し，発がん性などを示すことが社会的問題になっている
。食品機能性成分の代表格・ポリフェノールもその強い抗酸化的性質ゆえに非常に酸化を受けやすく，食品の調理や加
工過程でも容易に変化する。そのため『酸化に伴う機能の変化と生じた酸化物の機能評価』が必要となる。本研究では
，食用ハーブ由来のポリフェノールを対象に，通常条件で生じる酸化物の機能を検証し，その機能を示す本体の化学構
造と活性を明確にした。これにより機能性成分ポリフェノールの酸化的変化が健全な食生活に貢献する可能性を示した
。

研究成果の概要（英文）：Recently, it becomes a social problem that structural change of active ingredients
 in functional foods causes harmful effects to humans such as carcinogenicity.  Polyphenols are well known
 food functional compounds and are very oxidizable with their strong antioxidant properties. It should be 
noted that polyphenols should change easily during food cooking and manufacturing. Such instability of the
 polyphenols requires detailed analysis of alteration of their functions and evaluation of the new functio
ns from the oxidized them. In this study, we clarified the functionality and chemical structures of the ox
idized polyphenols from edible herbs. The obtained results indicated that oxidative change of polyphenols 
contributed to healthy life of humans by food intake.
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１．研究開始当初の背景 
二つ以上のフェノール基を有する天然由
来の物質やそのエーテル体は，広義のポリフ
ェノールといわれ，抗酸化性に代表される
様々な食品保蔵機能を有することが知られ
ている。また最近では，生体内機能も明らか
にされてきており，生体内抗酸化系の活性化
に基づく，細胞内のシグナリングに由来する
様々な生物的機能を有することから，医薬分
野においても代替医薬品や機能性サプリメ
ントなどへの応用に期待がされて来ている。
このポリフェノールは，植物のみが生産する
ことができ，ほとんどの植物の含有成分とな
っている。当然我々が食する植物性食材のな
かにも含まれており，我々は，日々の食事の
中でそれらを摂取する，食生活に根付いた有
用食品機能性物質といえる。 
ところで，ポリフェノールの抗酸化性は，
真に化学的なものであり，ポリフェノールが
他の生体成分よりも酸化されやすい性質に
基づく。より強い抗酸化性を示す物質はより
速く酸化されることで，効果的に抗酸化機能
を示す。しかし，条件によっては，その酸化
されやすい性質が，しばしばプロオキシダン
ト作用といわれるような現象を示すことも
知られている。食品に限ると，食品は保蔵中
の酸化により栄養成分が徐々に劣化してい
くが，ポリフェノールが含まれている食品で
はその酸化を防ぐことができる。このときポ
リフェノールは抗酸化性を示しながら，自身
が酸化反応を受け，結果として酸化物が生じ
ることになる。また，非常に活性の高いポリ
フェノールは，食品成分の酸化とは関わらず，
そのもの自体が酸素によって酸化され，酸化
物が生成することもある。ポリフェノールは
第 7の栄養素とも言われ，現在の食品科学の
重要な研究対象である。しかし，これまでの
ポリフェノール研究において，ポリフェノー
ルそのものの機能は調べられても，その酸化
物にまで言及されることはほとんどなかっ
た。ポリフェノール酸化物はポリフェノール
とは異なる化学構造を有しており，当然機能
も変わる。さらに，酸化されたポリフェノー
ルは，徐々に食品や生体内にも蓄積していく
と考えられ，ポリフェノール酸化物の機能を
解明し，新しい利用性を見いだすことにより，
国民の食生活のさらなる向上に資すること
が期待される。 
 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまで本研究グルー
プが従事してきたポリフェノールの化学的
研究成果をもとに，機能性の高い食材として
世界の食生活に用いられてきた食用ハーブ
由来に含有されるいくつかのポリフェノー
ルを取り上げ，その酸化的変化と，それに連
動する有用機能性の発現について解析する。 
 具体的には，以下の内容について，研究を
行い，目的を達成する。 
（１）ハーブポリフェノール酸化物の調製 

（２）ハーブポリフェノール酸化物の機能性
の検証（特に，抗酸化性や酸化劣化酵素の阻
害活性を中心ターゲットにする。）  
（３）新機能を持つ酸化物の選抜と新機能発
現の本体物質の分子構造の同定 
（４）酸化物の安全性の検証と安全性が危惧
される物質の同定 
（５）ハーブポリフェノールから機能性酸化
物の生成機構の解明 
 
３．研究の方法 
（１） ハーブポリフェノールの酸化物の
調製 
 食用ハーブに存在しうるポリフェノール
として，以下の 30 種のポリフェノールを入
手した。 [カフェ酸，(＋)-カテキン，カルノ
シックアシッド，カルノソール，クロロゲン
酸，エラグ酸，(－)-エピカテキン，没食子酸，
ゲンチジン酸，ヒドロキシチロソール，ノル
ジヒドログアイアレチン酸，ピセアタンノー
ル，没食子酸プロピル，プロトカテキュ酸，
ケルセチン，レスベラトロール，ロスマリン
酸，セコイソラレシレジノール，シナピン酸，
シリンガ酸，タキシフォリン，α-トコフェノ
ール，フェルラ酸，ウンベリフェロン，バニ
リン酸，ケンフェロール，γ-オリザノール，
エスクレチン，モリン，ケンフェロール，ル
テオリン] これらのポリフェノールの 50 
mMエタノール溶液 10 mLを，スクリューキ
ャップ付きバイアルに調製し，0.5 M FeCl3水
溶液 100 μLを加え，酸素を置換した後，40 oC
の恒温槽内で反応させ，原料残存が 10%以下
になった時点で反応を止めた。なお，最大反
応時間は 20 日とし，その間に全く反応が進
行しなかったものは，この段階で検討対象か
ら除外した。酸化物として検討したものは 22
種類となった。なお，反応液は，Chelex100
（2 – 3 g）を通して鉄イオンを除去後，溶媒
を除去し，次の実験までフリーザー中に保管
した。 
 
（２） 酸化物の新機能スクリーニング  
① チロシナーゼ阻害活性測定 
チロシナーゼ阻害活性は，L -DOPAを基質
とし 96 ウェルマイクロプレート法を用いる
増田らの方法で評価した。阻害率は以下の式
で計算した。{[(A-B)-(C-D)]/(A-B)}x100。 
② リポキシゲナーゼ阻害活性測定 

Gayらの測定方法の一部を変更したものを
使用し，阻害率は下の式により求めた。％
inhibition =［(コントロール実験の吸光度－サ
ンプルの吸光度)×100］/コントロール実験の
吸光度 
③ 抗酸化活性測定 
リノール酸エチルを基質とする masuda ら
の方法を準用し， 脂質の酸化度は以下の検
量式から求めた ethyl linoleate hydroperoxides
の濃度で表した。 y = 436,497x + 191 [y, 
concentration of the hydroperoxides (mmol L−1); 
x, peak area of the hydroperoxides at 234 nm].  



 
（３）酸化物の安全性の評価 
細胞毒性の測定 
ラットの胸腺を用いる Oyama らの方法で
行い，細胞毒性の初期指標となる細胞萎縮度
を，蛍光プローブを用いた蛍光フローサイト
メータ(CytoACE-150)で測定，計算した。 
 
（４）活性本体の精製・単離，構造解析 
各活性本体の酸化物を大量調製し，精製す
ることで構造解析のための単離を行った。調
製は，サンプル 500 mgをエタノール 50 mL
に溶解し，500 mLのポリ中栓つきガラスボト
ルにいれ，0.74 M FeCl3溶液 200 μLを加え，
酸素を封入し，40 oC の恒温槽に入れた。時
折内容物を HPLC分析し，原料の消失確認ま
たは 20 日間反応した。続いて反応液に酢酸
エチル 50 mLを加え，飽和食塩水 50 mLで 3
回分配洗浄した。得られた酢酸エチル層を減
圧下で濃縮乾固することにより酸化物を調
製した。なお，必要に応じて同様のボトルを
増やして，必要量を確保した。 
各酸化物の精製は，高純度シリカゲル

(Cosmosil 75SL-II-PREP)を用いる順相カラム
クロマトグラフィーによる分画，逆相 ODS
カラムを用いた分取HPLCによるピーク物質
の収集を，活性を指標に行った。 
 単離活性本体の化学構造の決定は，主に機
器分析手法を用いた。MS スペクトルは，
HR-ESI法で，XEVO-QTOFMSにより得た。
NMRスペクトルは，ECS-400またはUnityPlus 
500を用い，水素核 400 または 500 MHz，炭
素核 100 または 125 MHzで測定した。なお，
2DNMR として COSY, NOESY, ROESY, 
TOCSY, HMQC, HMBC をメーカー供給のパ
ルス系列で測定した。IRはFTIR-8400により，
薄膜法または KBr 錠剤法で測定した。なお，
以上の機器分析で決定できなかった構造は，
誘導反応などを行い決定した。 
  
（５） ハーブポリフェノールの酸化機構
（酸化物生成機構）の解明  
前項で構造決定した酸化物が，どのように
して生成するか，実際の生成過程を PDA 検
出 HPLCおよびMS検出 HPLCによる経時的
分析と化学構造から予想される反応機構か
ら推定した。 
 
４．研究成果 
（１）ロスマリン酸から酸化により生成した
チロシナーゼ阻害活性物質 
チロシナーゼは，チロシンを酸化して黒色
物質メラニンを生合成する際の律速酵素で，
通常生体では紫外線から皮膚や細胞を保護
する上で重要であるが，過剰に機能するとシ
ミやソバカスの要因となる。また，食品では，
チロシンに加え他のフェノール性物質にも
作用し，植物性食品の褐変化やエビなどの海
産食品の黒変化の原因にもなる。特に食品で
は，色の変化は栄養価には影響しなくとも市

場価値の低下を引き起こすため，食品流通科
学上，その制御は重要と考えられる。 
ポリフェノール酸化物のチロシナーゼ阻
害活性評価の結果，ロスマリン酸の酸化物に
ついては，酸化前のロスマリン酸と同程度の
チロシナーゼ阻害活性を維持していること
がわかった。ロスマリン酸酸化物は多様な酸
化物の混合物であるので，その中に，ロスマ
リン酸よりも濃度が低くともロスマリン酸
同等以上のチロシナーゼ阻害活性を示す物
質が含まれている可能性が考えられた。そこ
で，その物質を明らかにすべく，ロスマリン
酸酸化物の精製を行った。 
ロスマリン酸はローズマリー，セージ，メ
リッサなどのシソ科のハーブに広く存在す
る強力な抗酸化ポリフェノールである。ロス
マリン酸には，すでに抗炎症，抗変異原性，
ケラチノサイトの光保護，アトピー性皮膚炎
減少，アルツハイマー病の予防などの様々な
機能が発見されている。各種クロマト実験に
より酸化物の中の活性物質の精製単離を行
い，活性本体と思われる化合物を 4種（Ro1, 
Ro2, Ro3, Ro4）得ることができ，すべての化
学構造を， HR-ESI-MSや 2D NMRデータを
元に解明に成功した。（図１） 
 単離した物質のチロシナーゼ阻害活性測
定し，その活性強度の指標として IC50値を求
めた。結果，化合物 Ro1が 0.08 mM，化合物
Ro2が 0.05 mM，化合物 Ro3が 0.08 mM，化
合物 Ro4が 0.13 mMとなった。なお，ロスマ
リン酸は 1.4 mMであったので，反応生成物
の阻害活性はロスマリン酸より 10 倍以上強
いと言える。 

図１ 機能が強化されたポリフェノール酸
化物の構造例 
 
（２）レスベラトロールから酸化により生成
したリポキシゲナーゼ阻害活性物質 
次に，ポリフェノール酸化物におけるリポ
キシゲナーゼ阻害活性をスクリーニングし
た。リポキシゲナーゼは，広く植物および動
物に分布し，食品においては，不飽和脂質の
酸化を促進し，その分解産物に由来する不快
臭の形成をもたらす。人においては，様々な
疾病の最初の応答である炎症を引き起こす
と言われている。そのため，リポキシゲナー
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ゼ阻害剤は，食品科学のみならず，医学的に
も多くの関心を集めている。 
各ポリフェノールの酸化混合物のリポキ
シゲナーゼ阻害活性を測定し，元のポリフェ
ノール類と比較したところ，多くのポリフェ
ノールにおいて，ポリフェノールが酸化する
ことにより，元の阻害活性が減少したか，ま
たは逆に促進作用が見られるようになった。
なお，酸化物に，阻害活性が見られたものと
しては，ピセアタンノール，ケルセチン，レ
スベラトロール，ロスマリン酸があげられた。
中でも，レスベラトロール酸化物については，
元のレスベラトロール自体にほとんど活性
がないにもかかわらず，非常に強い活性が認
められた。さらにレスベラトロールは酸化に
対して比較的安定で，その酸化率は非常に低
いものであった。これらのことから，レスベ
ラトロールから微量に生成する酸化化合物
が非常に強いリポキシゲナーゼ阻害活性を
有するのではないかと考えられた。 
レスベラトロールは，ワインやその原料で
あるブドウの成分として着目をされている
が，ナッツやベリー，果物にも含まれ，また
様々なハーブ，漢方薬の材料や健康山菜とし
て知られるイタドリにも含まれていること
が最近知られるようになった。レスベラトロ
ールはファイトアレキシンとして当初発見
されたが，現在では，癌の予防，心血管や神
経の保護および抗糖尿病機能も期待されて
いる。また，最近，寿命を延ばす可能性が示
唆されたことも有り，特に着目を集めている。 
ところで，Pintoらは，レスベラトロールの
阻害活性は，レスベラトロールがリポキシゲ
ナーゼの作用によって変化したものによる
としている。そこで，微量に生成したレスベ
ラトロールの酸化物の分析を LC-MS を用い
て行ない，酸化物中に存在が確認されたレス
ベラトロールダイマー3種（Re1, Re2, Re3）
を確認した（図１）。また合成的手法により
調製し，その阻害活性を測定した。レスベラ
トロールダイマーRe1,Re2は 100 から 10 μM
間に濃度依存的な阻害活性を示し，その IC50

値は，それぞれ，17 μMと 62 μMであること
がわかった。なお，開環ダイマーである Re3
は，この条件では活性を示さないことも判明
した。 
 
（３）セサモールの酸化物の細胞毒性 
前項までの研究において，ポリフェノール
の酸化変化物の中には，機能が増強された物
質が存在することが確かめられた。ところで，
食品にストレスを加えると，中には人の健康
に不利益を与える物質の発生も当然考えら
れる。たとえば，焼魚の焦げ部分に，かつて
強力な発がん性物質が生成することが報告
されている。そこで，食品衛生の立場から，
今回調製したポリフェノール酸化物の安全
性を調査した。調査の方法は，胸腺細胞を用
いて，その細胞に対する細胞毒性（主に初期
反応である細胞萎縮度で評価）調べた。その

結果，セサモールの酸化生成物に著しい細胞
毒性を認めたので，その活性本体を特定した。 
セサモール（3,4-メチレンジオキシフェノ
ール）は、ゴマ油に発見された強力な抗酸化
成分として知られている。ゴマ油やゴマ種子
は，古来より健康増進食材としてに良く利用
され，その含有セサモールには，抗酸化性以
外に，がん化学予防，抗変異原性，肝臓保護
効果などの有用な機能が報告されている。 
セサモール酸化物を細胞毒性で評価しな
がら，シリカゲルカラムクロマトグラフィー
並びに TLCを用いて，物質の精製を行った。
その結果，これまでに強い細胞毒性を有する
ものとしていくつかの物質を単離すること
ができ，そのうち４種の毒性物質（Se1, Se2, 
Se3, Se4）の化学構造の特定に成功した。（図
１） 

Se1と Se2は，10 μMの濃度で有意に細胞
に細胞萎縮を引き起こし，その機構は，アポ
トーシスの誘導であると考えられた。なお，
四量体の作用が強い傾向にあった。二量体に
ついては，Se3は，100 μMにおいて約 80％の
細胞致死活性を示した。一方で，Se4 は，そ
れほど強い致死活性は示さなかったが，Se1，
Se2 の細胞萎縮活性を同様であった。セサモ
ールが酸化的に多量化したものに細胞毒性
見られたが，すべての多量体に同じく毒性が
見られたわけではなく，今後は，毒性に不可
欠な化学構造と，その構造を作らせないセサ
モール含有食品の品質管理の方法の開発も
必要と考えられた。 
 
（４）カフェ酸の酸化物の XO阻害活性物質 
 ハーブ由来ポリフェノール酸化物のキサ
ンチンオキシダーゼ阻害活性スクリーニン
グによって顕著な活性が認められたカフェ
酸の酸化物中の活性本体の特定を行った。な
お，キサンチンオキシダーゼ阻害活性は，最
近急増している痛風や高尿酸血症の軽減に
関与する重要な機能である。 
カフェ酸酸化物（混合物）に分子量サイズ
で分離できるＳＥＣを行い，得られたフラク
ションの中から，活性測定結果に従って，2
つのフラクションを選び出し，それを，逆相
カラムを用いたＨＰＬＣで分析し，また検出
ピークを分取した。4種の化合物の分取に成
功したが，そのうち一種（Ca1）に，顕著な
阻害活性を認めた。この物質の化学構造を
NMRやMS分析法を用いて推定したところ，
特異なナフタレンラクトン構造を有する物
質であることが推定された。また，推定化学
構造は，1，2，4－メトキシベンゼンから全
合成により最終的な確認を行った。 

Ca1のキサンチンオキシダーゼ阻害活性は，
IC50にして 60 nMと非常に強く，痛風の市販
薬であるアロプリノールの 20倍近い活性を
示した。 
 
（５）その他 
ポリフェノール酸化物の構造と他の機能



として，抗酸化性の増強効果や，ミオグロビ
ンの酸化還元に関する機能を見いだし，その
機構等については現在も研究を進めている。 
 
（６）総括と展望 
ポリフェノールが植物性食材由来の機能
性物質として，食品の機能改善や人の健康増
進の目的で期待されるようになって久しい。
しかし，ポリフェノールが天然の高い反応性
を有する物質であるために，応用には問題が
あった。本研究では，ポリフェノールの反応
性に着目することにより，ポリフェノール酸
化反応物（図１）に新規な機能性発現の解明
を試み，チロシナーゼ，リポキシゲナーゼと
いう酸化的劣化酵素の制御能の増強化に成
功した。また，ポリフェノール等を含む機能
性食品の安全性の問題が最近クローズアッ
プされているが，ポリフェノールが変化する
ことによる細胞毒性の発現可能性も示した。
これらの結果は，本報告の成果と，さらに本
研究から派生した関連成果として，現在のと
ころ学術誌 12 報，および 14 回の，国際学会
を含む学会にて公表している。3年という短
期間であったが，当初の目的を達成したのみ
ならず，ポリフェノールの構造と機能の変化
に対して，新たに成分間反応の可能性をも示
唆することができた。これらの結果は，基盤
研究の成果として，我々の食生活の向上に役
立つものと考えられる。本研究および関連研
究で得られた数々の成果を元に，さらに研究，
特に成分間反応に着目した研究を進めるべ
く，今年度，新たな基盤研究を計画し，申請
した。残念ながら採択には至らず，最低 1年
間の研究ブランクができることになったが，
有用な生物資源であるポリフェノールを食
生活の向上に役立てる試みが，国際的な競争
から遅れることのないように，現在も情報収
集と実験準備に鋭意努力している。 
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