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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に、チーズのABTSとスーパーオキシドラジカル消
去活性およびそれらの活性成分について研究した。その結果、カビ熟成および細菌表面熟成タイプチーズに比較的高い
活性が認められ、ブルーチーズから4-ヒドロキシフェニル酢酸がABTSラジカル消去成分として、アデニン、イソグアニ
ンがスーパーオキシドラジカル消去成分として見出された。
 Penicillium roquefortiとLactococcus lactis ssp. cremorisの共培養による培養酵素添加チーズは、無添加チーズ
に比べ熟成率および抗酸化活性（ABTS、DPPHラジカル消去活性）が共に高まった。

研究成果の概要（英文）： In order to develop a functional cheese that can decrease oxidative stress, the 
antioxidant activities of commercial cheeses and the ingredients responsible these activities were 
studied. A relatively high activity was observed in mold type and bacterial surface type cheeses. In Blue 
cheese, 4-hydroxyphenyl acetic acid was found as the ABTS radical scavenging ingredient, and adenine and 
isoguanine were found as superoxide radical scavenging ingredients.
 The ripening rate and antioxidant activity (ABTS and DPPH radical scavenging activity) were higher in 
Gouda cheeses ripened with the extract obtained from the co-cultivation of Penicillium roqueforti and 
Lactococcus lactis ssp. cremoris compared with those in the Gouda cheeseｓ ripened without the extract 
(control).

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
チーズに関するこれまでの研究は、凝乳メ

カニズムや熟成に関する微生物の研究、チー
ズ熟成中の風味発現や組織形成に関わるタ
ンパク質や脂肪分解に関する研究、熟成の促
進化に関する研究等、チーズ製造における技
術開発や食品の二次機能(風味、呈味、組織)
の改善等を目的したものが多く、チーズの健
康に関わる機能性（食品の三次機能）の視点
からの研究は、国内は勿論、チーズ研究での
先進国フランス、オランダおよびイギリス等
の諸外国においてもほとんどされてこなか
った。 
そこで報告者は、まだ明確にされていない

チーズの機能性を、老化や生活習慣病に関与
する活性酸素やフリーラジカル等の消去を
もたらす抗酸化能に着目し、チーズの抗酸化
活性と活性をもたらす成分並びにその成分
の生成機構について明らかにする研究に着
手した。これまでに①βカロテン退色法や②
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH)ラジ
カル消去活性測定法を用いて、熟成方法の異
なる14種類のチーズの抗酸化能が評価され、
活性はチーズの種類で異なるものの，熟成の
進行したチーズおよびカビやリネンス菌で
熟成させたチーズに高い活性が見出された。
次いで、比較的高い活性が見出されたブルー
チーズからその成分並びにその生成機構に
ついて調べられ、①の活性測定法で抗酸化ペ
プチド、②の測定法でホモゲンチジン酸
(HGA)とホモプロトカテク酸( DOPC) が見出
された。また、抗酸化ペプチドの生成に関与
するプロテアーゼについても明らかにされ
た。さらに、HGA と DOPAC はカゼインが分解
され生じる Tyrから Penicillium roqueforti
の異化代謝産物として生成されることが証
明された。 
このようなチーズの抗酸化に関する知見

はチーズ研究の先進国であるフランス、オラ
ンダやイギリス等のヨーロッパの国々にお
いても研究されていなことから、先駆的な研
究といえる。しかし、多様な抗酸化成分を①
や②の活性測定法のみで把握することは困
難で、チーズの抗酸化成分をより詳細に明ら
かにするためにはより多くの抗酸化測定法
を用いてチーズの抗酸化能を評価する必要
がある。そこで、本研究ではチーズの抗酸化
に つ い て 、 ③
2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6
-sulfonic acid)(ABTS)ラジカル消去活性お
よび④Superoxide(SO)ラジカル消去活性の
２種類の活性測定をさらに追加し、チーズの
抗酸化能を評価し、またその活性成分をブル
ーチーズから明らかにすることを目的に実
施された。 

 

２．研究の目的 
 本研究では、まず①チーズの抗酸化活性を
ABTS および SO ラジカル消去活性を指標に評
価する。次いで、②比較的活性の高かいブル

ーチーズを用い、活性成分を明らかにする。
さらに、③これまでが高い活性が認められた
ブルーチーズの抗酸化能をゴーダタイプチ
ーズに付与する試みとして青かびと乳酸菌
の培養物を添加した酵素修飾チーズを試作
する。そして、酵素修飾チーズのタンパク分
解と抗酸化活性を調べ、酸化ストレス軽減化
チーズの開発のための基礎的資料を得るこ
と、の３点を実施することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(１)チーズの ABTS および SOラジカル消去活
性 
市販各種チーズから 70%エタノール可溶性

画分抽出し、その抗酸化活性を ABTS および
SO ラジカル消去活性を指標に調べ、また活性
成分の分離・精製素材として用いた。 
 

(２)ブルーチーズからの抗酸化成分の分
離・同定 
ABTS および SO ラジカル消去活性成分はブ

ルーチーズの 70％エタノール可溶性画分か
らダイアイオン HP-20、トヨパール HW-40 お
よび ODS-HPLC 等の各種クロマトグラフィー
にて分離・精製した。ODS-HPLC により生成さ
れた成分は 1H-NMRとLC/MS/MSにより推定し、
化成品との ODS-HPLC によるコクロマトグラ
フィーにて同定した。 
 
(３)機能性チーズの試作 
ブ ル ー チ ー ズ 製 造 に 使 用 さ れ る

Penicillium roquefortiおよび Lactococcus 
lactis ssp. cremorisを脱脂乳にて共培養し
た。得られた培養液を遠心分離にて調製され
た上清液の凍結乾燥物をゴーダチーズ製造
過程中のフープ詰め前に添加し、常法にした
がって熟成させ、培養酵素修飾チーズを製造
した。4 ヶ月まで熟成したチーズを培養液無
添加チーズ(コントロール)とタンパク質分
解におけるカゼイン(電気泳動)、生成ペプチ
ド(ODS-HPLC)および遊離アミノ酸について
調べた。また、DPPH および ABTS ラジカル消
去活性における抗酸化活性について培養酵
素無添加チーズと比較した。 
 
４．研究成果 
(１)チーズの ABTS および SOラジカル消去活
性 



ABTS および SO ラジカル消去活性を指標に
市販チーズの抗酸化能を評価した(Fig.1)。
ABTS ラジカル消去活性では活性の差はある
ものの、いずれのチーズにおいても比較的高
い値を示した。一方，SO ラジカル消去活性で
は(Fig.2)、エポワス，ポンレベックのリネ
ンス菌熟成やブルー、カマンベールのカビ熟
成チーズに比較的高い活性が認められ、ゴー
ダやエダムの乳酸菌熟成チーズでは活性が
低かった。 

 

(２)ブルーチーズからの ABTS ラジカル消去
成分の分離・精製および同定 
① ブルーチーズからの ABTS ラジカル消去
成分の同定 
ブルーチーズから ABTS ラジカル消去活性

成分を分離・精製し。その成分を同定した。
その結果、4-ヒドロキシルフェニル酢酸
(4-HPA）が見出された（Fig.3）。 本成分は
DPPH および SO ラジカル消去の活性に対して
は非常に低く、ABTS ラジカル消去活性に強く
作用した。 
 
② 4-HPA の生成経路 
4-HPA はチロシンの異化代謝産物である。

そこでポテトデキストロース培地にチロシ
ンを添加し、Penicillium roquefortiで培養
したところ、培地中に 4-HPA が蓄積された。
したがって、ブルーチーズの 4-HPA はチロシ
ンから Penicillium roquefortiによって生
成されたものと考えられた(Fig.3)。 
 
 

 

(３)ブルーチーズからの SO ラジカル消去成
分の分離・精製および同定 
① ブルーチーズからの SO ラジカル消去成
分の同定 
SO ラジカル消去活性を指標にブルーチー

ズの 70％エタノール可溶性画分から活性成
分が分離・精製された。その結果、SO ラジカ
ル消去成分として、ブルーチーズからアデニ
ンおよびイソグアニンが同定された。 
 

 
両成分の化成品を用い、数種のラジカル消

去活性法(SO，DPPH および ABTS ラジカル消去
活性)にて既知抗酸化物質(ホモゲンチジン
酸、ホモプロトカテク酸、カテキン、トロロ
ックス)と活性を比較した。その結果、イソ
グアニンおよびアデニンは SO ラジカルに対
して高い活性を見出し、DPPH および ABTS ラ
ジカル消去活性においては非常に低い活性
であることが知られた。なお、アデニンおよ
びイソグアニンに SO ラジカル消去活性が有
ることを見出したのは本研究が最初である。 
 

 
各種チーズのアデニンおよびイソグアニ

ン含量を分析した結果、アデニンはプロピオ
ン酸菌(エメンタール、グルエール)および乳
酸菌(ゴーダ、パルメザン)熟成タイプには見
出されなかった。しかし、リネンス菌(エポ
ワス、ポンレベック)およびカビ(ブルー、ス
チルトン、カマンベール、ブリー)熟成チー
ズで検出され、特に青かび熟成タイプチーズ
で他のチーズより高い含量を示した。一方、
イソグアニンはブルーチーズのみ検出され、
その他のチーズでは見出されなかった。 



 

② 生成経路 

ブ ル ー チ ー ズ 製 造 に 使 用 さ れ た
Penicillium roquefortiおよび Lactococcus 
lactis ssp. cremorisをそれぞれ脱脂乳培養
にて培養し、アデニンおよびイソグアニンの
生成について調べた。その結果、Penicillium 
roqueforti 培養物からは分離できなかった
が、Lactococcus lactis ssp. cremorisから
同成分を見出した。したがって、ブルーチー
ズ中のアデニンおよびイソグアニンは乳酸
菌が生成したものと推定された。 

 

(４)機能性チーズの開発 
培養酵素を添加した酵素修飾ゴーダチー

ズと培養酵素無添加のコントロールチーズ
を 4ヶ月まで熟成させ、チーズの熟成率、タ
ンパク質分解および抗酸化活性について両
チーズにおいて比較した。その結果、酵素修
飾チーズは無添加チーズと比較し、カゼイン
の分解が進行し、生成ペプチドや遊離アミノ
酸の増加が認められ、熟成率(WSN／TN)も亢
進された。次いで、DPPH および ABTS ラジカ
ル消去活性を調べたところ、酵素修飾チーズ
はコントロールに比べ両活性とも上昇が認
められた。したがって、Penicillium 
roquefortiおよび Lactococcus lactis ssp. 
cremorisの脱脂乳共培養酵素を添加する本
チーズ製造は機能性チーズの開発に有効な
製造方法と考えられた。 
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