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研究成果の概要（和文）：栄養補助食品(NC)の高機能化を目的に、各種NCのキャリアとなり且つそれ自体がNC成分であ
るカゼインミセルならびにレシチンリポソームのハイブリッド化と、NCキャリアとしての有用性を明らかにする事を目
的に研究を行った。NC成分として抗酸化作用を有するポリフェノールの一種であるゲニステインをモデルとして選び、
各キャリアへの可溶化量を明らかにし、可溶化されたゲニステインの抗酸化能力の評価を行った。カゼイン系ではゲニ
ステインの抗酸化作用を向上させる相乗効果が認められる一方、リポソーム系は多量のゲニステインを可溶化できるこ
とが分かった。両者を同時に用いることで、量質の両面からの機能化の達成が期待される。

研究成果の概要（英文）：Both casein and lecithin are natural food products and also essential nutraceutica
ls. Furthermore, because of their properties, caseins and liposomes are used to deliver medicines and nutr
aceuticals. Genistein is one of several known plant-derived isoflavons; is particularly plentiful in soybe
ans. The antioxidant and phytoestrogen properties of genistein are associated with the prevention of hormo
ne-dependent cancers.  In this study, caseinate and liposomes were used as a model casein solution as a ma
terial for encapsulating genistein.  Peptides generated from the digestion of milk proteins are reported t
o have antioxidative activities. Then it is expected that genistein will has synergisms effect in antioxid
ant capacity with caseinate, as it dissolved in the caseinate system. Although there is no synergisms effe
ct in liposome system solubilizing genistein, the phospholipid liposome is able to include tremendously ma
ny genistein molecules.  These can be complementary to each other.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国におけるニュートラシューティ

カルズ（栄養補助食品：以後 NC と略す）
の市場規模は、健康・安全志向の高まりを
受けここ数年着実な伸び傾向を回復し、
2015年には2兆円にせまるものと予想され
ている。更に国外に目を向けると、中国、
インド、ブラジル、インドネシアなど大き
な人口を抱える新興国の発展に伴う消費
者の生活水準の高まりにより、購買層が一
気に激増することが期待される。このよう
な状況において、サプライヤー側としては
差別化を図るために、NC の高付加価値化が
一層求められることになる。その高付加価
値化の方法に対しては幾つかの方針が考
えられる。例えば、複数の栄養成分を複合
化させ、一度の服用で多種の栄養成分を取
り入れるマルチ化や、ドラッグデリバリー
システム（DDS）を利用した、必要な組織
に必要な成分のみを投与できるような高
選択化などが考えられる。そこで本申請研
究では申請者の研究分野である分子集合
体化学の立場から、それぞれ NC の一つで
ある、カゼインならびにレシチンに着目し
た。 
 
２．研究の目的 
カゼインは乳タンパクの 80％を構成す

るリンタンパク質であり、プロテインとし
て、もしくはカルシウム補給の目的として
利用されている。またカゼインの大きな特
徴は水中で会合してミセルを形成するこ
とであり、その内部に疎水性物質を可溶化
させることができる。なおそのミセル自体
は 20nm 程度の球状であるが、セリン残基
に結合したリン酸基のために、カルシウム
存在下では、ミセルがリン酸とカルシウム
の結合を介して成長し、500nm 程度まで成
長する。一方レシチンは生体膜を構成する
主要成分であり、レシチン不足は多くの疾
患を引き起こす原因となることから、NC
としても重要視されている。こちらも水中
で分散させると二分子膜構造が綴じたリ
ポソームと呼ばれる小胞体を形成する。こ
の性質を利用してエマルションの調製や
DDS キャリアとしても利用されている。 
このように、分子集合体を形成するよう

な NC をキャリアとして用いることができ
れば、上述の NC のマルチ化と高選択可化
の双方を同時に達成することが可能とな
る。もちろんカゼインやレシチンは既に薬
物等のキャリアとして多方面で利用され
ているが、このような NC のキャリアとし
ての観点からの応用例は少ない。特にカゼ
インミセルに関しては、可溶化量や可溶化
環境の解明など、そもそも可溶化に関する
定量的な物理化学的研究例は少なく、早急
に取り組むべき必要がある。そこで本研究
では、まずカゼインミセルならびにレシチ
ンリポソームにおける各種 NC の可溶化能

と可溶化された NC の機能性を、定量的にか
つ系統的に解明することを目指した。更にリ
ポソームにカゼインミセルを集積させ、本研
究題目にある「脂質-タンパク質ハイブリッ
ド型キャリア」の調製方法を確立することを
目的とした。 
 

３．研究の方法 
カゼインおよびレシチンのサンプルとして、

牛乳由来カゼインナトリウム（Sigma- 
Aldrich）、ジパルミトイルホスファチジルコ
リン（DPPC, 日油コートソーム MC-6060）、ジ
オレオイルホスファチジルコリン（DOPC, 日
油コートソーム MC-8181）をそれぞれ利用し
た。NC サンプルとして抗酸化作用が期待され
るポリフェノールの一種であるゲニステイ
ン（東京化成）を選んだ。全てのサンプルは
1mM リン酸緩衝液（pH=7.4）を用いて調製し
た。なおカゼインの分子量は 100kD とした。 
カゼインサンプルについては、カゼインミ

セルの臨界会合濃度の決定、ゲニステインの
可溶化量の測定、およびゲニステインの可溶
化に伴う会合体の特性および形態の変化の
観点から検討した。DPPC リポソームは薄膜法
を用いて、マルチラメラリポソームとして準
備した。ゲニステインの可溶化実験について
は、カゼイン系、リポソーム系について以下
のような方法により実施した。カゼイン系で
はカゼインミセルと 48 時間の可溶化平衡の
後、不溶のゲニステインをフィルターでろ別
して、可溶化画分を HPLC にて定量した。リ
ポソーム系では DPPC とゲニステインの混合
薄膜を緩衝液にて分散させた後、超音波処理
によりリポソームを微細化してリポソーム
に取り込まれなかったゲニステインを取り
除き、吸光度測定によって可溶化されたゲニ
ステインを定量した。 
可溶化されたゲニステインの抗酸化能力の

定量には、ラジカル化した ABTS 試薬[2,2’-
アジノビス(3-エチルベンゾチアゾリン-6-
スルホン酸)]のラジカル消去能の観点から
検討を行った。ABTS ラジカルの定量は 732nm
での吸光度を利用した。各試料での 50%阻害
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図１．使用した化合物の化学構造 



濃度（IC50）を決定し、TEAC 値 (trolox 
equivalents antioxidant capacity)を用
いて比較検討を行った。なお図 1に使用し
た物質の化学構造を示した。 
 

４．研究成果 
 カゼインナトリウムへのゲニステイン
の可溶化量を HPLC 測定により決定した。
図 2に示したように、ゲニステインの可溶
化量はカゼイン濃度の増加と共に上昇し
たが、臨界会合濃度(0.8μM)付近でその増
加率が減少した。このグラフでは臨界会合
濃度を挟んで２本の直線を引く事ができ
るが、これらの傾きより臨界会合濃度以下
ではカゼイン 1 分子あたり 10 分子程度の
ゲニステインが、臨界会合濃度以降では２
分子程度のゲニステインがそれぞれ可溶
化される事がわかった。このことより、ゲ
ニステインはカゼインの表面に可溶化さ
れ、カゼインがミセルを形成すると 1分子
あたりの有効表面積が減少する結果、その
可溶化量が減少したことが示唆される。 
次にゲニステインの可溶化に伴うカゼイ

ンミセルの形状を AFM ならびに cryo-TEM
により観察を行った。図 3にカゼインミセ
ルの形態像、高さプロファイル、および位
相像をそれぞれゲニステインの有無に関
して示した。形態像と高さプロファイルよ
り、ゲニステインの結合により、若干のミ
セルサイズの増大が確認できる。更に位相
像については、ゲニステイン有無の違いが
顕著に現れている。位相像は対象物の表面
特性、特に柔軟性を反映していると考えら
れているが、ゲニステインの有無により、
位相像の明暗が反転している事が分かる。
これはミセル表面にゲニステインが結合
した結果、カゼインミセル表面が剛直に変
化した事を示しているものと考えられる。
一方 cryo-TEM 画像においても、AFM の高さ
プロファイルと同程度のサイズのミセル
が観測され、TEM 像でもゲニステインの可
溶化に伴う若干のミセルサイズの増加が
確認された。 

次に DPPC リポソームへのゲニステインの
可溶化量の検討を行った。リポソームに可溶
化されなかったゲニステインを除去したリ
ポソーム懸濁液をエタノールに溶解させ、
260nm 付近に現れるゲニステインの吸光度よ
り可溶化量を見積もったところ、リポソーム
を形成する DPPC1 分子あたり 8分子程度のゲ
ニステインが可溶化される事が分かった。こ
の量はカゼインの可溶化量と比較すると非
常に大きく、キャリアの質量あたりで比較す
るならば、カゼインよりも千倍程度多くのゲ
ニステインを DPPC リポソームは可溶化でき
るといえる。 
このようにカゼインミセル、DPPC リポソー

ムに可溶化されたゲニステインの抗酸化能
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図 2．Solubility of genistein against caseinate 
concentration.  Slope of the graph changes at 
0.83 µM. 
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図 3 ． Atomic force microscope images of 
sub-micelle of caseinate (A,C, and E) and 
sub-micelle caseinate with genistein (B,D and F). A 
and B are stucture images, C and D show 
sub-micelle height indecaded in the structure 
images. While E and F are phase images of 
sub-micelle. The white arrow point to the 
sub-micelle. Samples were 2 μM of caseinate 
with/without 0.5 mM of genistein in 1 mM of 
phosphate buffer at pH=7.4. 
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図 4．Estimation of the value of concentration of 
inhibition at 50% (IC50) for various caseinate 
system with genistein. 



力を検討するために、ABTS アッセイを利用
した。ラジカル化された ABTS は比較的安
定に存在する事ができ、700nm 付近に吸収
帯を持っているが、ゲニステインによって
ラジカルが除去されると、この吸光度が低
下する。本実験においても ABTS ラジカル
とゲニステインサンプルを混合すると、
700nm 付近の吸光度は時間と共に減少した。
今回の実験では混合後6分後の吸光度を利
用して、ゲニステインのラジカル消去率を
見積もった。図 4に、カゼイン系に対して
混合後 6分後のラジカル消去率を、ゲニス
テインの濃度に対して示した。このグラフ
より、各系における IC50 値を算出し、表
１にまとめた。参考値として Trolox およ
び、エタノール溶液中でのゲニステインの
IC50 値も同時に示した。 
IC50値は低いほど少量の抗酸化物質によ

ってラジカルを除去できる事を示してい
る。ゲニステインは溶かす溶媒によって
IC50 値が影響を受ける事が分かる。これは
疎水性の高いゲニステインが水溶媒中で
はある種の会合体を形成してしまい、ABTS
ラジカルと効率的に接触ができない事を
示しているものと思われる。逆にエタノー
ル溶液中ではゲニステインは単分散状態
で存在することが可能となり、各ゲニステ
イン分子が効率的にラジカル消去を行う
事ができると考えられる。一方カゼインに
可溶化されたゲニステインの IC50 値は大
きく低下し、カゼイン濃度の増加と共に更
に IC50 値が低下している事が分かる。こ
れはカゼイン分子自体のラジカル消去能
力に加え、カゼイン分子がゲニステインに
対してラジカル消去能を発揮できる場を

提供しているためではないかと考えられる。
つまりゲニステインはカゼインに可溶化さ
せる事でラジカル消去能の相乗効果が期待
されるといえる。このことは Trolox を基準
とした TEAC 値を算出する事でより直感的な
理解が可能となる。図 5にゲニステインのモ
ル濃度あたりの TEAC 値を各系に対して示し
た。図から明らかなようにカゼイン分子に可
溶化させる事で著しい抗酸化能力の向上が
確認できる。 
最後にリポソームに可溶化されたゲニステ

インの抗酸化能力についても同様に検討を
行った。リン脂質として DPPC および DOPC を
用いた調製したリポソームにゲニステイン
を可溶化させ、ABTSラジカル消去率からIC50
値を同様に算出した。その結果を表 2に幾つ
かのリン脂質濃度に対して示した。表の結果
から明らかなように、カゼイン系とは異なり、
IC50 値はキャリアのリポソーム濃度には殆
ど影響を受けていない事が分かった。その傾
向は今回使用した二つのリン脂質に対して
共通であった。またその IC50 値はエタノー
ル中のゲニステインの値と類似しており、リ
ポソーム系では相乗効果は発揮できないも
のの、可溶化されたゲニステインは有効にラ
ジカル消去を行う事ができるものと考えら
れる。更に DPPC リポソーム中ならびに DOPC
リポソーム中でのゲニステインの TEAC 値の
平均を算出したところ、それぞれ 2.80（DPPC）
3.72（DOPC）であった。なおエタノール中の
ゲニステインの TEAC 値は 3.91 である。この
結果より、ゲル状態の比較的強固な二分子膜
を形成する DPPC リポソーム中よりも、比較
的柔軟性の高い液相状態の二分子膜状態に
ある DOPC リポソーム中の方がより高い抗酸
化作用を示し、DOPC 中ではほぼエタノール溶
液中のゲニステインに匹敵していることわ
かる。おそらく柔軟性の高い二分子膜の方が
より ABTS ラジカルとの衝突に有利であるも
のと思われる。 
このようにそれ自体が NC 成分であり、且つ

キャリアとして利用可能な、カゼイン系とリ
ポソーム系について、抗酸化作用を有する NC

表１．IC50 values of AOX materials in various 
caseinate systems 

 IC50 / μM 

Trolox 8.8 

Gen in EtOH 2.3 

Gen + Cas 0μM 24.0 

Gen + Cas 0.05μM 6.4 

Gen + Cas 0.1μM 3.4 

Gen + Cas 0.2μM 1.2 
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図５．TEAC values of genistein in various media. 

表 2．IC50 values of genistein materials in various 
liposome systems 

 IC50 / μM 

Gen in DPPC 0.10mM 3.00 

Gen in DPPC 0.14mM 3.20 

Gen in DPPC 0.25mM 3.20 

Gen in DPPC 0.30mM 3.20 

Gen in DOPC 0.10mM 2.35 

Gen in DOPC 0.14mM 2.36 

Gen in DOPC 0.25mM 2.38 

Gen in DOPC 0.30mM 2.40 

 



であるゲニステインの可溶化能力とその
抗酸化能力を検討したところ、それぞれに
特徴がある事が分かった。カゼイン系はゲ
ニステインを大量に可溶化させる事には
不得手であるが、ゲニステインを可溶化さ
せる事で抗酸化能力の著しい相乗効果が
期待される。一方リポソーム系は、可溶化
能力の相乗効果は期待できないが、抗酸化
作用を有するポリフェノール化合物を大
量に可溶化させる事が可能である。言い換
えると、カゼイン系では抗酸化能力の質的
向上が可能であり、一方リポソーム系では
量で補うことが可能であるということに
なる。このようにそれぞれの特徴を生かす
ことで、必要な機能を NC に付加する事が
できる。また今回は抗酸化作用を示すゲニ
ステインを NC のモデル系として選び、検
討を行ったが、系によってカゼインとリポ
ソームの働きが異なる場合も考えられる。
今回はカゼインとリポソームのハイブリ
ッド化の十分な検討までは至らなかった
が、これらのハイブリッド化によって、
様々な用途に柔軟に対応する事が可能と
なるため、引き続き検討を行う必要がある。 
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