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ナスポリフェノール量がラジカル捕捉活性および抗酸化活性に及ぼす影響
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緒  言

 近年，高齢社会に伴う健康志向の中，医薬品ではなく食によって糖尿病に代表される生活習

慣病の予防や老化の抑制をしたいというニーズが急速に高まりつつある．老化抑制や生活習慣

病の予防に対し，どのように対処するかは今や単に一個人の問題ではなく，国民的な重要課題

ともなってきている．このようなことからも研究者に限らず，食品のもつ三次機能（生体調節

機能）が興味の中心となってきている．食品中の各成分は，それぞれが生体機能の調節やエネ

ルギー源として寄与していることは言うまでもないが，食品のもつ三次機能の中でも，生体内

のラジカルや活性酸素が病気発症の要因であることが解明されて以来，これらラジカルや活性

酸素の消去作用ならびに抗酸化作用などを示す生理活性成分（ポリフェノール化合物中心）が

多く報告されている植物起源の食材への期待はさらに大きい．

 植物性食品中のポリフェノール化合物は，その化学構造上からも多種多様であるが，基

本的には植物における二次代謝産物として L－フェニルアラニンから p－クマル酸を経由し
て生成され，この生成反応を触媒する L－フェニルアラニンアンモニアリアーゼ（PAL）や
t-cinnamate 4-hydroxylaseの 2酵素の性質は，各種の植物より単離されてよく調べられている 1）．

植物中のポリフェノール成分のうち，クロロゲン酸は植物において普遍的に存在する二次代

謝産物の一つであり，コーヒー酸のカルボキシル基とキナ酸の水酸基との間でエステル結合し

た化合物である．また，植物界に広く分布しているポリフェノールオキシダーゼ（polyphenol 
oxidase）の in vivoにおける機能やポリフェノール成分の合成への関与については研究者によっ
て意見の分かれる部分 1,2）でもあり，未だ明確にはなっていない．最近，話題となった赤ワイ

ンやブルーベリー，紫イモ等にみられる食品の天然色素成分としてのポリフェノールであるア

ントシアニン類の示す様々な生体機能調節作用についても多くの報告がみられる 3-5）．そこで

本研究では，身近な植物性食品で、日本をはじめ，世界中で広く食用されているナス（Solanum 
melongena L．）のポリフェノール成分に焦点をあて，その機能性について調べてみることとし
た．ナスの主要なポリフェノール成分は，果実中ではクロロゲン酸（3-Caffeylquinic acid）や
イソクロロゲン酸（3,5-dicaffeylquinic acid）が，また果皮中ではアントシアニン（主にナスニ
ン）とされている．本研究では，最近関西，関東地区を中心に出回っている「白ナス」を比較

の対照として用い，ナスの果皮，果実の両者間における機能性の違いについて in vitroにおけ
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るポリフェノール成分のラジカル捕捉活性や抗酸化性を中心に比較・検討することを目的とし

た．併せてナス中のポリフェノールオキシダーゼの精製も試みた．

実験材料および方法

1）ナス果実および果皮中のポリフェノール成分抽出溶液の調製

 ナス皮を除去した後，皮周辺（帯緑色部）の内部組織から一定量（約 2g内外）を小三角フ
ラスコに精秤し，80％メタノール溶液を加えて直ちにホットプレート上で 3分間加熱し，酵素
を失活化させた．これを氷冷した乳鉢に移して海砂と共に十分磨砕した．このホモジネートを

ナイロンメッシュで濾過後，80％メタノール溶液で一定量（10㎖）とし，遠心分離（9,000rpm，
15分間）後の上清を果実中のポリフェノール成分抽出液とした．一方，果皮（約 3g）は 0.5％
塩酸含有メタノール溶液を加え，一晩放置（4℃）後，定容とした．

2）ナスポリフェノール成分の定量（Folin－Denis法）

 Folin－Denis法 6）に準じ，上記の果実抽出液 0.4 ㎖に 10％ Na2CO3溶液 0.4 ㎖，水 3.0 ㎖，フォー
リン試薬 0.2 ㎖を加えて全量 4.0 ㎖とし，よく混和後，室温で 30分間放置し，700 nmにおける
吸光度を測定した．別にクロロゲン酸（最終濃度～ 10 μg/㎖，和光純薬製）を標準物質として
用い検量線を作成し，これより総ポリフェノール含量（mg％）を算出した．なお，果皮中の
アントシアニン量は，デルフィニジン（フナコシ製）の 0.5％塩酸含有メタノール溶液を標準
物質とし，540 nmにおける吸光度をもとに検量線を作成し，これより算出した．

3）抗酸化能（①～③）の評価
 ① ロダン鉄法 7）

 75％エタノール溶液（4.4 ㎖）に，上記のポリフェノール抽出試料（200μℓ），30％チオシア
ン酸アンモニウム水溶液（200 μℓ）および 0.02M FeCl2-3.5％塩酸溶液（200μℓ）を加えた．
混和後，直ちにボルテックスにて混和 3分後の 500 nmにおける吸光度を測定し，試料無添加
のコントロールと比較し，吸光度の増大の抑制を抗酸化活性とみなした．

 ② TBARS（2－Thiobarbituric acid Reactive Substance）法 7）

リン酸緩衝液（0.2 M，pH 7.0）2 ml，ポリフェノール抽出試料 1 ml，2.6 ％リノール酸－エタノー
ル溶液 2 ml，蒸留水 5 mlの混合比で褐色瓶中で混合したものをテスト溶液とし，ポリフェノー
ル抽出液の代わりにエタノールを用いて同様に混合したものをコントロールとして用意し，い

ずれも 37℃で静置・反応させた．テスト，コントロールの各反応液から経時的に 1.0 ㎖づつを
分取し，TBA法に準じ，535 nmでの吸光度の変動を追跡した．その結果，コントロールに対
する吸光度の増加抑制を抗酸化能として評価した．

 ③ DPPHラジカル捕捉活性の測定 8） 

 500 μM DPPH（1,1－diphenyl－2－picrylhydrazyl（和光純薬製）－エタノール溶液にポリフェノー
ル抽出溶液を混和し，30℃，30分間反応（遮光下）させた後，ポリフェノール液の代わりにエ
タノールを用いたものを対照とし，517nmにおける吸光度を測定した．なお，DPPH溶液は使
用直前に調製したものを用い，一定間隔で時間をずらしながら添加して測定を繰り返し，再現

性を確認した．
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4）切断傷害ナス切片中のポリフェノール含量とアスコルビン酸量の経時的変動

 コルクボーラーでくり抜いたナス切片をシャーレ内に水で湿したろ紙上に間隔をおいて並

べ，乾燥しないようにふたをしたあと，35℃のインキュベーターで 24時間～ 48時間放置した．
ポリフェノール含量は上記の Folin-Denis法で，アスコルビン酸量はヒドラジン比色法にて測
定した．

5）ナスポリフェノールオキシダーゼの精製

 ナスの果実（果皮は除去）の Tris-HCl緩衝液（pH 7.5）抽出液を硫安分画（40～ 70％飽和）し，
イオン交換クロマトグラフィー，ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー，ゲル濾過クロマ

トグラフィーによりナスポリフェノールオキシダーゼ（以下，PPOと略記）の精製を試みた．
その精製酵素を用い，若干の性質について検討した．

結果および考察

1．総ポリフェノール成分の含量

 フォ－リン－デニス法によるナス中の総ポリ

フェノール量は，Fig.1に示したとおり，用いた
試料のナス品種間の差はみられたが，いずれも総

ポリフェノール量の 70～ 80％が果皮周辺部（帯
緑色部）に蓄積していた．これはポリフェノール

成分が傷害をうけた組織の保護に関与するのでは

ないかという説 9）を支持する結果とも考えられ

る．また白ナスは果皮だけでなく，果実中のポリ

フェノール量も最少であった．

2．抗酸化能の評価

 ロダン鉄法（ペルオキシドにより Fe2＋を Fe3＋

にし，チオシアン酸との結合塩の形で測定）およ

び TBA法（ペルオキシドそのものでなく，二次
的な酸化生成物での測定）の結果は Fig.2に示した．ロダン鉄法におけるナス果実の各抽出画
分（熱水，95％エタノール，80％メタノールの各抽出液）はいずれも強い抗酸化性が見られた．
また，TBA法では果皮（アントシアニン）についてみた結果であるが，さらに長時間にわたり，
コントロールとの差は認められず，強い酸化抑制効果を示すことが確認された．ただし，白ナ

スではほとんどその効果は見られなかった（data not shown）．既にコーヒー豆や果実，茶葉中
のクロロゲン酸の O2－や・OHとの反応性に関する報告もあるが，ナス果皮とその果実成分に
よる DPPHラジカル捕捉活 Fig.3-a）およびα -Trolox（ビタミン E誘導体）換算量 Fig.3-b）に
ついてみた．その結果，米なす果実では果皮の 70％相当のラジカル活性がみられたが，青ナ
スでは果皮の約 40％程度に低下した．また，青ナスの果皮では米ナス果皮のおよそ 50％であっ
た．さらに白ナスにおいては，果皮，果実ともにラジカル捕捉活性はほとんど認められなかった．

Fig.1  Polyphenol Content in Some Eggplants 
Sarcocap by Folin-Denis Method
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Fig.2 Effect of eggplnt polyphenols on Antioxidant Activity

Fig.3 Effect of Eggplant Polyphenols on DPPF radical Scavenging Activity
P: pericarp, F:Fruit,  Westem; as beinasu, Green; as green pericarp eggplant,

        white; as white pericarp eggplant  a):Relative activity,  b):Trolox conversion quantity
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3．切断傷害ナス切片中のポリフェノール含量とアスコルビン酸量の経時的変動

 切断傷害に伴うポリフェノー

ル成分ならびにその生成に関与

するアスコルビン酸量の変動に

ついて調べた．主に果実中の

帯緑色部における両者の変動

の結果を Fig.4-a），b）に示し
た．植物学的にナスは，ジャガ

イモやトマト，タバコ等と同族

であり，ジャガイモの切断傷害

における経時的な変動について

は，すでに大羽らによって報告
10）されており，サツマイモの

suspension culture に L－ア ス コ

ルビン酸を添加するとクロロゲ

ン酸やイソクロロゲン酸の合成

が増大するという結果報告もあ

る（信州大，野末博士私信）．

 ナスポリフェノール量は切断

24時間後に減少したが，48時間後には切断前よりも増加した．もう一方のアスコルビン酸量は，
ポリフェノール量の変動とは逆の傾向を認めたが，ナスでもジャガイモと類似した挙動がみら

れた．この点については，さらに PPO活性の変動も含め，さらに詳細に検討したいと考えて
いる．

4．精製酵素の pI（等電点）および分子量とその性質

 クロマトフォーカシング後のPPO活性画分をとりわけ，等電点電気泳動（pH3.5～9.5）の結果，
メインバンドの等電点（pI）約 4.5内外のタ
ンパク質バンドが 2本検出された（Fig.5）．
また，SDS－PAGEによるタンパク質の精製
度を銀染色法で確認した結果，メインバンド

の分子量は 43,000であったが，マイナーバン
ドとして 34,000も検出された．
このメインバンドの活性画分を用いてナス

PPOの性質について若干の検討をした．その
結果，クロロゲン酸を基質とした時の Km値
は 0.95mMで，クロロゲン酸濃度 1.5 mM
以上で基質阻害がみられた．また，至適 pH
は 6.0（0.1Mリン酸 buffer）で最大活性が認
められた．一方，DIECA（ジエチルジチオカー
バメート），KCN，2－メルカプトエタノー
ルの PPO阻害剤の添加による高い活性阻害

Fig.4 Changes in Polyphenol and Ascorbic acid Contents in 
Eggplant disks during Incubation

Fig.5 IEF-gel Electrophoresis of partial purtified 
PPO from eggplant

lane1:purified PPO from eggplant, lane2:pl markers
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が見られ，Cu2＋などの金属イオンを含有することが示唆され，2－メルカプトエタノールによっ
ても阻害を受けることから活性にはジスルフィド結合の関与も考えられた．また 0.5Mの食塩
濃度において 90 ％近い活性阻害も観察された．
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Summary

DPPH（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl）radical scavenging activity and anti-oxidizing activity of 
eggplant polyphenol compounds were examined in comparison with white eggplant.
Purification of the polyphenol oxidase in the eggplant was also tried. 
 70?80% of total polyphenols in eggplant accumulated at the pericarp peripheral part.Apporoximately 
70% of scavenging activity of the skin of eggplant was recognized in the sarcocarp. In white eggplant,not 
only polyphenol content of the skin but also that of the sarcocarp was remarkably little.Terefore,as a 
result of the measurement of radical scavenging activity,both activities could hardly be recognized.
  As a result of the chromatofocusing with a pH gradient of polybuffer（pH 7.4～4.0）, major active 
protein band（43 kDa）was eluted.  When chlorogenic acid was used as a substrate, the purified enzyme 
showed optimum pH 6.0, Km value 0.95mM and the substrate inhibition（at over 1.5mM）was also 
recognized. Addition of DIECA , KCN and 2-mercaptoethanol brought remarkable active inhibition. 


