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研究成果の概要（和文）：申請者らは、ユズ種子オイルのキャリアオイルへの活用を目的として、理化学的特徴や皮膚
への安全性、およびヒト皮膚の保湿効果等を明らかにしてきた。本研究では、ユズ種子オイルのさらなる安全性、付加
価値を明らかにすることを目的として研究を行った。
まず、フロクマリン類の新規分析法を確立し、ユズ種子オイルに光毒性をもつフロクマリン類が存在しないことを明ら
かにした。次に、ユズ種子オイルがメラニン生成酵素であるチロシナーゼを阻害すること、また、マウスB16メラノー
マ細胞のメラニン生成を阻害することを明らかにした。以上、本研究は、ユズ種子オイルの安全性と新しい機能的存在
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to investigate the safety and functional properties of 
yuzu seed oil for aromatherapy. Furanocoumarins, which are present in some plants, are well known to 
cause cutaneous phototoxicity under ultraviolet radiation. Generally, the quantitative extraction of 
furanocoumarins from oils takes time and is labor intensive owing to the complexity of the process. We 
have developed a one-step extraction method that drastically reduces working time. In this first trial to 
determine furanocoumarin presence in oil samples, psoralen, xanthotoxin, bergapten, and isoimpinellin 
were not detected in yuzu seed oil. Biochemical studies were also performed, and yuzu seed oil sample 
showed inhibitory effects on mushroom tyrosinase activity. Further support for this inhibitory property 
is provided by the observation of melanogenesis in mouse B16 melanoma cells. These results promise to 
support the current research on the safety and skin-lightening potential of yuzu seed oil.

研究分野：食品科学

キーワード： アロマテラピー
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１．研究開始当初の背景 

アロマテラピーがわが国に導入されて四

半世紀以上たった今日、日本において着実に

底辺の広がりをみせている。また、学術界で

も医学、薬学、化学、生化学分野を中心にア

ロマテラピーに関する研究が活発に行われ、

補完医療の一つとして地位を築きつつある。

しかし、今日までアロマテラピーで使用され

る精油やキャリアオイルなどアロマテラピ

ー資材のほとんどは外国産である。今後、さ

らに日本でアロマテラピーが広く浸透して

いくことを考えると、私たち、日本人に馴染

みの深いアロマテラピー資材への関心が高

まることが予測されると同時に、それらの基

礎的研究が求められている。 

ユズ（ミカン科、Citrus junos Sieb. ex 

Tanaka）は代表的和カンキツの一つとして、

日本人に 1,300 年以上親しまれてきた。わが

国ではユズの利用は、約 1/3 が青果として、

残り 2/3 は搾汁・加工用として利用されてい

る。ユズ果実は 1 個当り 30 個前後の種子を

含み、その重量は果実重量あたり約 2割を占

める。カンキツ類の中でもこれほど種子の占

有率の高いカンキツは希有である。生産量お

よび精製率に基づき、日本における精製ユズ

種子オイルの賦存量として、20～30 トンであ

ると推察している。しかしながら、これまで

ユズ種子に関しては特に有効な利用はなさ

れておらず、ほとんどが廃棄されてきた。そ

こで、ユズ種子オイルに着目し、アロマテラ

ピーにおける和製キャリアオイルとして利

用できないか検討してきた。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、未利用資源であるユズ種子か

らオイルを調製し、このユズ種子オイルのキ

ャリアオイル（マッサージトリートメントオ

イル）への応用を目的として、理化学的特徴

や皮膚への安全性、およびヒトのメラニン生

成抑制効果を明らかにしてきた 1,2)。本研究で

は、ユズ種子オイルのさらなる優位性、付加

価値、安全性を明らかにすることを目的とす

る。 

本研究では、アロマテラピーにおけるキャ

リアオイルの安全性評価として、光毒性が知

られるフロクマリン類の測定を、新規の分析

法の設定を含めて行った。また、ユズ種子オ

イルの機能性評価として、抗酸化活性試験、

マウスB16メラノーマ細胞を用いたメラニン

産生抑制試験、ヒト繊維芽細胞増殖促進試験

を行った。 

 

① 沢村正義、熊谷千津、和田真理、岡田嘉

仁、浅野公人、吉金 優、塚田裕行、ア

ロマテラピーにおけるキャリアオイルと

してのユズシードオイルの基本特性、ア

ロマテラピー学雑誌、Vol. 12、No. 1、

2012、pp. 41-49 

② 沢村正義、熊谷千津、馬場正樹、岡田嘉

仁、吉金 優、浅野公人、東谷望史、塚

田弘行、キャリアオイルとしてのユズシ

ードオイルの芳香特性および美白作用、

アロマテラピー学雑誌、Vol. 13、No. 1、

2013、pp. 14-20 

 

３．研究の方法 

1) フロクマリン類の分析方法 

分析用試料はアセトニトリル抽出で行っ

た。試料オイル 2 g に内標準物質として 100 

ppm p-クロロベンゾフェノン（CBP）を含む

アセトニトリルを 2 mL 加えた。室温にて 30

分間攪拌し、1 時間放置した。2 層に分かれ

た上層を GCMS 分析用試料とした。 

フロクマリン類の分析は GCMS の SIM モー

ドで行った。分析条件は以下の通りである。 

GCMS：Shimadzu GCMS QP-2010Plus 

オートインジェクター：Shimadzu AOC-20i 

カラム：DB-1 (15 m×0.25 mm, 膜厚 0.2 µm） 

カラム温度：120℃→4℃/min→200℃→ 

10℃/min→300℃（5 min） 



スプリット比：50:1 

注入試料量：1 μL 

測定質量と追跡成分は以下の通りである。

m/z 186（ソラレン）、m/z 201, 216（CBP、

キサントトキシン、ベルガプテン）、m/z 246

（イソピムピネリン）。 

 

2) 試料オイルからDMSO可溶性抽出液の調製 

分析用試料は、DMSO 抽出で行った。100 mL

容三角フラスコに試料オイル 50 g と DMSO 10 

mLを加えた。室温にて60分間強く撹拌した。

一晩放置した 2層に分かれた下層（DMSO 層）

を機能性評価のための分析用試料とした。 

 

3) 抗酸化活性試験 

スーパーオキシドアニオンおよび DPPH ラ

ジカル消去活性は、それぞれ SOD Assay 

Kit-WST（Dojin）、定法（島村智子ら、食品

科学工学会雑誌、54, 482–487, 2007）によ

り試験した。 

 

4) チロシナーゼ阻害試験、マウス B16 メラ

ノーマ細胞を用いたメラニン産生抑制試験 

チロシナーゼ阻害試験は、マッシュルーム

由来チロシナーゼを用いて行った。すなわち、

0.83 mM L-DOPA、60 mM リン酸ナトリウム緩

衝液（pH 6.8）、30 mU マッシュルーム由来チ

ロシナーゼおよび被検液もしくはコントロ

ールとしてDMSOを0.1 mL加え、全量を1.5 mL

とした。30ºC、10 秒間における生成物ドーパ

クロムの吸光度（475 nm）の増加率を測定し

た。 

マウスB16メラノーマ細胞（B16 melanoma 

4A5、RCB0557、独立行政法人理化学研究所バ

イオリソースセンター）の細胞密度を5×104 

cells/mLに調整し、24穴プレートに1ウェルあ

たり500 µLずつ加え、37℃、5% CO2下で24時

間前培養した。1ウェルあたり5 µLの被検液も

しくはコントロールとしてDMSOを加え、さら

に2日間培養した。増殖した細胞を1 M水酸化

ナトリウム水溶液で溶解し、可溶化したメラ

ニンの405 nmの吸光度を測定した。メラニン

含量は生細胞数で補正し、コントロールに対

する相対メラニン含量として示した。 

 

5) ヒト繊維芽細胞増殖試験 

正常ヒト新生児包皮繊維芽細胞（02117、倉

敷紡績）の細胞密度を5×103 cells/mLに調整

し、24穴プレートに1ウェルあたり500 µLずつ

加え、24時間前培養した。20 µLの被検液もし

くはコントロールとしてDMSOを加えた培地

520 µLを添加し、さらに24時間培養した。細

胞数の測定は、Cell Counting Kit-8（Dojin）

を用いて行った。 

 

４．研究成果 

1) ユズ種子オイルのフロクマリン類 

 本研究において、試料オイルのアセトニト

リルによる簡易抽出法およびフロクマリン

類の最適分析条件を構築した。 

 ユズ種子オイルには、光毒性をもつソラレ

ン、キサントトキシン、ベルガプテン、イソ

ピムピネリンのいずれのフロクマリン類も

検出されなかった。このことは、光毒性の観

点から、ユズ種子オイルの通常の使用は、安

全であることを示すものである。 

 

2) 抗酸化活性 

ユズ種子オイルの抗酸化活性を調べたと

ころ、試験条件下でスーパーオキシドアニオ

ンおよび DPPH ラジカル消去活性を示さなか

った。 

 

3) チロシナーゼ阻害作用、マウス B16 メラ

ノーマ細胞を用いたメラニン産生抑制作用 

最近、我々はユズ種子オイルが、ヒトの肌

のメラニン量を有意に減少させる作用を明

らかにした。本試験では、その阻害様式を明

らかにすることを目的とした。 

ユズ種子オイルのマッシュルーム由来チ



ロシナーゼに対する阻害活性を測定したと

ころ、ユズ種子オイル DMSO 抽出液の添加量

（0, 0.07, 0.17, 0.33 g ユズ種子オイル相

当量/mL）に依存して有意にチロシナーゼ活

性が減少した。0.33 g 相当量/mL 添加時、50%

チロシナーゼ活性を阻害した。また、アロマ

テラピーに汎用される他 16 種類のキャリア

オイルのポリフェノール含量とチロシナー

ゼ活性阻害を測定したところ、その間に高い

相関がみられた（R = 0.7224）。このことか

ら、ユズ種子オイル（キャリアオイル）のチ

ロシナーゼ阻害作用の一因として、ポリフェ

ノール類が関与していることが示唆された。 

ユズ種子オイルのマウスB16メラノーマ細

胞のメラニン産生に及ぼす影響を調べたと

ころ、ユズ種子オイル 98 mg 相当量/mL 添加

時、コントロールと比べメラニン含量を 27％

減少させた。本試験条件下において、有意な

生細胞数の変化は見られなかった（P > 0.05）。

また、アロマテラピーに汎用される他 16 種

類のキャリアオイルのポリフェノール含量

とメラニン産生抑制作用の間にも相関がみ

られた（R = 0.5903）。 

以上のことから、ユズ種子オイルは、メラ

ニン産生抑制効果を示し、その抑制メカニズ

ムは細胞増殖抑制によるものではなく、チロ

シナーゼ活性の阻害が抑制機序の一因であ

ると考えられた。 

 

4) ヒト繊維芽細胞増殖試験 

ユズ種子オイルのヒト繊維芽細胞の増殖

に及ぼす影響を調べたところ、試験条件下で

増殖に影響を与えなかった。 

 

以上、本研究は、ユズ種子オイルの安全

性と新しい機能的存在を明らかにしただけ

でなく、今後のユズ種子オイル（キャリア

オイル）の新しい側面を切り開くものと期

待される。 
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