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略　語　表
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Ⅰ　緒　　言

1　はじめに
　チャはツバキ科（ ），ツバキ属（ ）の
チャ節に分類されており，本来照葉樹林の下生えとして
自生する永年性の照葉樹である（中林ら， ）．カフェ
インを含有するため，新芽の加工品はコーヒー，ココア
と並んで世界を三分する非アルコール性の嗜好飲料とし
て広く飲用されている（伊奈ら， ）が，チャにはカフェ
イン以外にもカテキン類やテアニンなどのチャ特有の成
分が高濃度に含まれている（岩浅， ）．
　コーヒー，ココアはそれぞれ豆を原料としているが，
チャは新芽を摘んで加工することにより，ヒトが飲用す
るのに適した製品（茶）となる（伊奈ら， ）．世界
の茶産地では，合計すると 年間に 万 もの茶が製
造されている（袴田， ）が，製法は地域により異なり，
おもに 種類に分けられる．すなわち不発酵茶と発酵茶
である．
　茶の加工でいう「発酵」とは，パンや酒をつくる際の
微生物による発酵とは異なり，チャの生の葉の中に存在
する酵素による反応をさす．すなわち発酵茶の製造方法
は，摘んだチャの新芽を天日あるいは室内で萎れさせる
（萎凋）工程から始まる．生の葉は萎れることで葉内の
酵素が働くのである．発酵茶は発酵の程度によってさら
にウーロン茶に代表される半発酵茶と，紅茶に代表され
る強発酵茶に分れる．半発酵茶では萎凋後の葉を加熱す
ることで酵素は失活するが，強発酵茶では萎凋後の葉は
さらに揉まれることでより酵素反応が進むことになる．
このときおもに働く酵素はポリフェノールオキシダーゼ
であり，酵素反応が進むことで葉内のカテキン類は酸化
されて紅茶の赤い色素へと変化していくことになる．
　一方不発酵茶は萎凋工程を行わず，摘んだ生の葉はす
ぐに加熱されて葉内の酵素は失活する．日本でつくられ
るのはおもにこの不発酵茶であり，年間約 万 が生産
される．日本以外では不発酵茶は中国で 万 ほど生
産されているが，世界の生産量のうちでは紅茶が
程度を占めており，不発酵茶を生産，消費する国は少数
派といえる（澤井， ）．
　以上のように世界の茶産地で栽培されるチャは，さ

らに耐寒性に強い中国種（ ）と耐寒性に弱い
アッサム種（ ）に大別することができる．中
国種は全般に葉が小さく，中国，日本を中心に栽培さ
れ，おもに不発酵茶の製造用として用いられている．一
方アッサム種は葉が大きく，インドやアフリカなどの熱
帯，亜熱帯で紅茶の製造用に栽培されている．これは，
アッサム種は中国種よりもカテキン類の含量が高く，紅
茶の赤い色素の生成に適しているためである（伊奈ら，
）が，カテキン類は日光が当たることによりアミノ

酸から生合成されると考えられており，温帯と熱帯，亜
熱帯で日射量の違いからカテキン類の含量に差が生じ，
種の分化が起こったものと考えられる．
　日本では一般的に春から秋にかけて 回ほどチャの
芽を摘むことができるが，春に摘む一番茶よりも，夏に
摘む二，三番茶の方がカテキン類の含量が高い（中川ら，
）．これは日射量によりカテキン類の生合成が支配

されているためだが（中林ら， ），考え方によって
はカテキン類をたくさん生合成して紫外線から身を守っ
ているのだともとらえることができる．紫外線は活性酸
素を発生させるひとつの要因だが，カテキン類は活性酸
素を除去することができる（吉岡， ）．
　活性酸素は， の損傷や，脂質分子の酸化など
の様々の障害を引き起こすと考えられており（吉岡，
），植物のみならず動物にとってもがん（ ら，
），動脈硬化（ ら， ），高血圧（

ら， ），脳卒中（ ら， ら， ），心
臓病（ ら， ），糖尿病（坂井ら， ），肥満
（ ら， ），肝機能障害（ ら， ），ア
レルギー（大須ら， ）など数多くの疾病の一因にな
る（吉川ら， 村田ら， ）．また，突然変異（
ら， ）や細菌の感染（ ら， ）とも関係し
ていると考えられている（ ら， ）．したがって，
ヒトも茶を摂取することにより，カテキン類の活性酸素
除去効果を得ることができる．
　以下に，カテキン類など，茶に含有され，活性酸素の
除去に寄与していると考えられている成分に関する知見
を紹介する．

2　茶に含まれる抗酸化成分
　ａ　カテキン類
　チャに含まれるカテキン類は，化学構造的にはフラバ
ン オール骨格をもつ物質の総称とされ，フラボノイ
ドの一種に分類される．フラボノイドとは，狭義には，
環性で 位がオキソ構造をもつ化合物をさす．したがっ
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て，フラボン，フラボノール，フラバノン，フラバノノー
ル，イソフラボンの 種の基本骨格に分類される化合物
群が狭義のフラボノイドである．これに対しカテキン類
は 環性であるが，位がオキソ構造をもたない骨格（フ
ラバン骨格）であるため，広義のフラボノイドに分類さ
れる．同様に， 位の酸素原子がオキソニウム構造であ
るアントシアニジンや，， 位に水酸基をもつロイコシ
アニジン， 環性のカルコン類も広義のフラボノイドで
ある（ ）（仲川ら， ）．カテキン類の化学構造は，

（ 環）の ， 位に 個の不斉炭素原子
をもつ光学活性体であり，そのため理論的には 種の立
体配置を異にする光学異性体が存在するが，チャの葉に
はこのうち（－） 体と（＋） 体が報告されているの
みである（伊奈ら， ）．チャに含まれる主要なカテ
キン類はいずれも 環の ，， 位と 環の ’，’位
に水酸基をもち，（－） 体は（－） ，（＋）
体は（＋） と呼ばれる．これに加え， 環の ’
位にも水酸基をもつ（－） 体を（－）
と呼ぶ．また，（－） と（－）
の 位の水酸基に没食子酸がエステル結合した（－）

と（－） が存在
する．このうち（－） ，（－）

と（－） は，チャ節植物に
しか見出されない特徴的な成分である（ ）（岩浅，
）．

　これら 種のカテキン類のうち最も多く含まれている
のが（－） であり，以下（－）

　 　

，（－） ，（－）
と続く（中川ら， ）．そのほかに（＋） など
が微量に存在する．茶の乾物中の ～ がカテキ
ン類にあたり，そのうち約半分が（－）

である（岩浅， ）．茶の乾物中の が可溶
分といわれており（岩浅， ），そのうちカテキン類
の占める割合がいかに高いかがわかる．
　カテキン類は，春に摘む一番茶よりも，夏に摘む
二，三番茶の方が多く含まれており（中川ら， ），ま
た，同じ一番茶の中では，摘採時期が遅れるにしたがっ
て，（－） と（－） （遊離型カ
テキン類）の含量は増加するが，（－）

と（－） （エステル型カテキン類）
は次第に減少し，カテキン類の総量としては漸減してい
くことになる（西條， 吉田ら， ）．

　ｂ　ポリフェノール
　カテキン類以外にもチャには様々なポリフェノールが
含まれている．コーヒーに含まれるポリフェノールとし
て知られている は， と
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のエステルだが，コーヒーのみならず多くの双子葉
類植物の果実，葉などに含まれ（今堀ら， ），チャ
にも存在する（ ， ）．
　また，フラボノールとして （大島ら，
大島ら， 中林， 大島ら， 大島ら，
大島ら， ）， （大島ら， 大島ら，
中林， 大島ら， 大島ら， 大島ら，

ら， ら， ）， （
ら， 滝野ら， 滝野ら， 滝野ら， 滝
野ら， 滝野ら， ら， ）も，配糖体
のアグリコンとして存在している（中林ら， ）．フ
ラボノールは日光を遮って育てたチャの芽にはあまり含
まれず（中林， ），こうした現象はカテキン類とよ
く似ており，フラボノールもチャが紫外線から身を守る
ために生合成されると考えられる．
　さらに，大半が（－） または（－）

とエステル結合して（－）
や（－） としてチャ中に見出される没
食子酸（ ）は，遊離の状態でもわずかに存在し
ている（中林ら， ）．
　こうしたカテキン類を除くポリフェノールはチャでは
乾物中に数 含まれると考えられる（中林ら， ）．

　ｃ　Ascorbic acid
　前述のように，世界でつくられる茶は，製法によりお
もに発酵茶と不発酵茶に分れ，概してアッサム種は発酵
茶に適し，中国種は不発酵茶に適しているものの，品質
を問題視しなければ，アッサム種を不発酵茶に加工する
ことは不可能ではないし，中国種を発酵茶に加工するこ
ともできなくはない．要するにチャの葉内に存在するポ
リフェノールオキシダーゼによりカテキン類を酸化させ
てつくった茶を発酵茶と呼び，カテキン類を酸化させる
ことなく摘んだチャをすぐに加熱して酵素を失活させて
から製造した茶を不発酵茶（緑茶）と呼ぶ．
　不発酵茶の製造上最も重要なポイントは，摘んだチャ
の葉をいかに早く加熱して酵素を失活させるかである．
酵素の失活が遅れれば，それだけカテキン類の酸化が起
こり，その後製造された茶はカテキン類の酸化で生じた
赤い色素を含んでおり，湯に浸出させれば赤い浸出液と
なって緑茶としては品質上の欠点となり，市場での価値
が下がる原因となる．
　不発酵茶の製造過程において，摘んだチャの葉がどれ
だけすみやかに加熱されて酵素が失活したかを知るた
めに，野菜などの鮮度を表す指標としても用いられる

（ビタミン ）の含量を測定する方法がある．
不発酵茶である煎茶の 含量は
であるのに対し，半発酵茶（ウーロン茶）はわずかに

，発酵茶（紅茶）にいたっては検出されなかっ
た（岩浅， ）． は，チャの葉が摘採後に
時間が経過して萎れることですみやかに酸化されること
になる（中林ら， ）． は，茶に含まれる
成分の中ではカテキン類と並ぶ抗酸化物質であり，チャ
の葉における酸化反応を抑制しているといえる．
　日本でつくられる茶はほとんどが不発酵茶だが，その
中にも煎茶や玉露などいくつかの茶種が存在する．玉露
は煎茶とは異なり，チャの新芽を摘む前に 日間ほど
日光を遮って育てなければならない．こうすることで渋
み成分であるカテキン類の生合成が抑えられ，うまみ成
分であるアミノ酸含量の高い高級茶ができるのである．
興味深いことに，日光を当てて育てられた煎茶よりも日
光を遮られて育てられた玉露の方が 含量も
少なくなる（岩浅， ）．これは，紫外線を多く当て
て育てられたチャが，より多くの抗酸化成分を必要とす
るためだと考えられる．

　ｄ　α -Tocopherol
　 が水溶性の天然抗酸化物質として知
られる一方，脂溶性の抗酸化物質として知られる
α （ビタミン ）もチャには豊富に含まれて
いる（山内ら， ）．α はやはり
やカテキン類と同様に，日光を遮られて育てられた

玉露よりも日光を当てて育てられた煎茶の方が含量は高
い（池ヶ谷ら， 河村ら， ）．α は水
に溶けないため通常ヒトが飲用する際には摂取すること
はできないが，抹茶を飲用したり，粉末にした緑茶を菓
子や料理などに混ぜることにより， やカテ
キン類と一緒に人体内に摂取することができる．また，
そもそもチャの生体組織中においては抗酸化成分として
樹体を守る役割を充分に果たしているはずであり，蒸し
て乾燥された加工後の茶製品の段階では，消費前の貯蔵
中に品質劣化を起こさないように，α も抗
酸化成分としての役割を充分に果たしていると考えら
れる．

3　研究の経緯
　上述のように，茶には多種類の抗酸化成分が含まれて
おり，茶の抗酸化性については，油脂の酸化抑制に関す
る報告（松崎ら， ）をはじめ，近年多くの研究が行
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われてきた．そもそも活性酸素と呼ばれるものには，呼
吸により生体内に入った酸素の一部（数 ）が次々に一
電子還元を受けることにより生じるスーパーオキサイド
アニオンラジカル（ －），過酸化水素（ ），ヒドロ
キシルラジカル（ ）など種々がある．さらに，
の反応性は高く，例えば脂質が酸化されると過酸化脂
質ラジカル（ ）が生じ，また必須アミノ酸である

から生成する一酸化窒素（ ）と －からはパー
オキシナイトライト（ －）などの活性窒素種が生じ
るといわれ（伊古田， ），これらを対象としたカテ
キン類の抗酸化効果がこれまでに数多く検討されてきた
（伊奈ら， ）．
　しかし，こうした活性酸素種はいずれも短寿命で，こ
れに対し，比較的長寿命で安定なラジカル種もよく実験
に用いられている（伊奈ら， ）．安定ラジカルとし
て最もよく知られているのは ，
（ ）である． はラジカル消去物質が存在す
ると非ラジカル体（ ， ）に変
化するため（ ），通常は電子スピン共鳴装置（ ）
により残存するラジカルをとらえ，ラジカル消去物質の
活性を求めることができる（ ら， ら，
）．またはその際に に由来する溶液の紫色が

次第に退色していくため，分光光度計でラジカル消去活
性を測定した報告も多い（食品総合研究所，
ら， ら， ）．

　概してカテキン類の抗酸化効果は，化学構造的に
環の ’，’位の水酸基に加え，’位 にも水酸基をも
ち，かつ 位の水酸基に没食子酸がエステル結合した
（－） が最も高いとされるが，（－）

と（－） の間の優劣に
ついては諸説があり（伊奈ら， ），しかし 等
の安定ラジカルを用いた研究では，（－）
の方が（－） よりも抗酸化活性が高

いとする報告が多い（ ら， ら，
ら， ）．

　フラボノールについても， 環の ’位にしか水酸基
のない は（－） ，（＋）
よりも抗酸化効果は劣るが， ， につい

ては，（－） よりも劣るとする報
告（ ら， ），優れるとする報告（ ら，
）諸説ある．しかしフラボノールについては，
ら（ ）， ら（ ）ともに， 環の ’，’，’

に水酸基がある よりも 環の ’，’位にしか
水酸基のない の方が抗酸化効果が高いとして
おり，それぞれ実験の条件が異なることにより結果を一
概に比較することはできないと考えられる．
　また，これまで （ ら， ）や分光光度計（
ら， ） を 用 い て， や α と
ポリフェノールの間での ラジカル消去活性を
測定，比較した報告もいくつかあり， や
α よりもポリフェノールの方がラジカル消
去活性が高いと結論づける報告が多い．さらに，（＋）

や（－） の方が，α より
も油脂の酸化を抑制する活性が高いといわれる（松崎ら，

中山ら， ）．
　上記のように，様々な活性酸素種を対象としていろい
ろな成分の抗酸化効果を比較評価した研究は多く報告さ
れてきたが，これまで，抗酸化成分がラジカルを消去す
るに際しての分子構造の変化について明らかにした研究
は少ない．カテキン類の酸化生成物については，重合物
などが単離され，生成機構についても研究されている
ものの（中山ら， 田中， ら， ），そ
のメカニズムについてはブラックボックスとして残され
ている部分が存在していた． ら（ ）は，（＋）

や（－） の水酸基をアシル化もしく
はグルコシル化することにより， 環の水酸基が誘導体
化されたときだけ抗酸化活性が著しく低くなることを
見出し，このことから，カテキン類の酸化はまず 環
がキノンに変化することから始まると推測されてきたが
（中林ら， ら， ），具体的にその化学構造
の変化を明らかにした例はなかった．
　以上の知見を踏まえて，本研究では，抗酸化成分がラ
ジカルを消去するメカニズムを明らかにするために，核
磁気共鳴（ ）を用いて抗酸化成分が と反応す
る様子を観測する手法を考案した．この方法により，セ
ル内で抗酸化成分と を反応させ， 測定を行
うことで，抗酸化成分が ラジカルを消去する際
の分子構造の変化を明らかにすることができると考えら
れた．
　まず第Ⅱ章では，カテキン類の最も単純なモデル化合
物として（＋） を研究に用いた．（＋）
と を反応させて生成した化合物を誘導体化して　

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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単離し，構造決定を行った．
　第Ⅲ章では，（－） と（－）
を試料に選択し，それぞれの との反応を

を用いて観測した．
　また，本研究では，この方法を発展させることで，抗
酸化成分のラジカル消去能力に関して，もうひとつ重要
な情報を得ることができた．それは，まず同一セル内
で 種類の抗酸化成分を混合しておき，それらをあとで
添加した と競争的に反応させ，セル内の様子を

を用いて非破壊計測することにより， 種類の成
分のうちどちらが先に ラジカルを消去できたの
かをダイレクトに明らかにできるということである．第
Ⅲ章ではさらに，（－） と（－）
を溶媒中で混合し，これに を加えることで，
がどちらのカテキンと先に反応するかを で

直接的に調べた．
　第Ⅳ章では，ポリフェノール化合物の構造と抗酸化機
構の関係についてさらに詳細に研究を進めた．まず最も
単純なポリフェノール構造として をモデル化合
物として選択し， との反応を を用いて観
測した．その後， 構造を有する

や， について研究を進めた． と
化学構造が類似する化合物として， ， ，
（＋） も試料として選択した． は

とのエステルとして植物中に存在しているこ
とを考慮し， を合成して研究を行った．
　さらに，これらの化合物から 種類ずつ選択して抗酸
化能力の比較を行った．
　第Ⅴ章では，第Ⅳ章で 誘導体について調査し
たことを受けて， 誘導体について研究を進め
た．まず最も単純なモデル化合物として を選
択し， との反応を を用いて観測した．ま
た， 構造にオレフィン二重結合が共役する化
合物として を研究に用いた．一方没食子酸は

構造にカルボニル二重結合が共役する化合物
であるが，大半がカテキン類とエステル結合しているこ
とを考慮して， をモデル化合物に用いた．
　さらに，これらの化合物から 種類ずつ選択して抗酸
化能力を比較した．
　最後には， 誘導体の中で最も早くフリーラジ
カルを消去すると考えられる と， 誘
導体の間で抗酸化能力の比較を行った．
　第Ⅵ章では， について， との反応を

を用いて観測した．

　また， とポリフェノールの間で抗酸化能
力の比較を行った．
　さらに第Ⅵ章では新たに，ポリフェノールと
が反応してポリフェノールがフリーラジカルにより酸化
されたあとで， を加えることにより，酸化
されたポリフェノールを が還元できるか試
験した．
　第Ⅶ章では，α について， との反応
を を用いて観測した．
　また，α と ，ポリフェノール
から選択した 種類の成分の間で抗酸化能力を比較した．
　さらに，第Ⅵ章と同様に，ポリフェノールと
が反応してポリフェノールがフリーラジカルにより酸
化されたあとで，α を加えることにより，
α が酸化されたポリフェノールを還元でき
るか試験した．
　本研究を遂行するにあたり，多大なるご指導をいただ
きました静岡大学農学部渡辺修治教授，京都大学化学研
究所坂田完三教授，大韓民国全南大学校文齋鶴助教授に
深く感謝いたします．
　また，本論文をまとめるにあたり有用なご助言をいた
だきました岐阜大学応用生物科学部木曾眞教授，信州大
学農学部廣田満教授，静岡大学理学部村井久雄教授，静
岡大学農学部轟泰司助教授に深く感謝いたします．

Ⅱ　DPPHを用いた （＋）-catechin の
抗酸化機構のNMRによる解析

1　目　　的
　チャに含まれるカテキン類は，近年になって，抗がん
（ ら， ），動脈硬化抑制（ ら， ），血
圧上昇抑制（ ら， ），脳卒中の予防（ ら，
）と進展抑制（ ら， ），心臓病予防（

ら， ），抗糖尿病（坂井ら， ），抗肥満（
ら， ），肝機能保護（ ら， ），抗アレルギー
（大須ら， ），さらには抗菌（ ら， ），抗
ウイルス（手塚ら， ），環境汚染物質除去（恒成ら，
）等の極めて多彩な薬理作用を示すことがわかって

きており，その多くは，カテキン類の抗酸化作用による
ものであるということが明らかになってきている．
　チャに含まれる主要なカテキン類は，（－）

をはじめとして，（－） ，
（－） ，（－） であるが，そ
のほかに（＋） も微量に存在する．本章ではま
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ず，カテキン類の最も単純なモデル化合物として（＋）
を実験に用いた．（＋） はチャのみな

らず多くの木本植物に含まれる化合物である（今堀ら，
）．（＋） と を反応させて生成した

化合物を誘導体化して単離し，構造決定を行った．

2　方　　法
　ａ　NMR測定
　測定試料は φセルに入れ， 装
置を用いて，以下の条件で測定を行った：プロトンノイ
ズデカップリング．パルス繰り返し時間 秒．照射パル
ス °パルス．測定範囲 ．測定温度 ℃．

　ｂ　基準物質
　内部標準物質として を用いた．

　

　 （ ） ， ， （ ） （ ， ）
（ ），（ ） （ ）（ ）， （ ） （ ） （

）（ ），， （ ） （ ） （ ）
（ ）（ ）， （ ）（ ），

▼，，

　ｃ　測定試料の調製
　 （ ）中に（＋） （ ）
を溶解させ， 測定を行った後に， （

）を加え， の紫色があせた時点で再度
測定を行った（ ）．

　（＋） （ ， ）δ ，

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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， （ ， ， ）， ， （ ’， ’），
（ ’）， （ ’）， （ ’）， （ ’），
（ ）， （ ）， （ ）， （ ），

（ ）， （ ）（ ら， ）（ ）

　ｄ　化合物A （1） の単離
　 中で（＋） （ ）と （

）を反応させ， の紫色があせた時点でさらに
， （ ）と反応させた．反応
液を濃縮後，シリカゲルカラムクロマトグラフ（

）に供し，（＋） よりも極性の低い化合
物 を単離した．化合物 （ ） ，

（ ）， （ ）
（ ， ）， （ ）， （ ）， （ ）， （ ）

（ ， ）
（ ， ）δ ， ， （ ，

， ）， （ ）， （ ）， （ ），
（ ）， （ ）（ ） （ ，

） δ （ ）， （ ），
（ ）， （ ）， （ ）

3　結果および考察
　ａ　（＋）-Catechin と DPPHの反応
　 （ ）中で，（＋） （ ）
と （ ）を反応させ， の紫色があ
せた時点で 測定を行った（ ）．測定結
果を標品である（＋） のスペクトル（ ）
（ ら， ）と比較したところ，（＋） の
環に由来するシグナル ’（δ ）， ’（δ ），
’（δ ）， ’（δ ）， ’，’（δ ， ）

が小さくなり，ふたつのカルボニルシグナル（δ
， ）が新しく見出された．いくつかのシグナ

ル（δ ， ， ， ， ， ， ）は，
標品との比較の結果， に帰属されるシグナル（δ

）および が還元されてできた ，
（▼）のシグナルであった．このこと

から， ら（ ）も誘導体を用いて明らかにして
いるように，（＋） は 環のふたつの水酸基で
ラジカルを消去することが示唆された．

　ｂ　（＋）-Catechin の抗酸化機構の解明
　新しく現れたふたつのカルボニルシグナルから，（＋）

の 環は と反応するとキノン構造に変
化すると考えられた．これを証明するために，
（ ）中 で（ ＋ ） （ ）と
（ ）を反応させた後に，，
（ ）を加えた． を測定すると，ふたつ
のカルボニルシグナル（δ ， ）は消失し，（＋）

に由来するシグナル（ ’， ’， ’， ’， ’，
’，など）が再び現れ，一度キノン構造となった（＋）

は，ほとんどもとの（＋） に還元され
たと考えられた（ ）．しかし，この中には，キノ
ン構造となった（＋） に が付
加した化合物が少量ながら含まれているとも考えられた．
　この推測に従い， 中で（＋） （

）と （ ）を反応させ，さらに ，
（ ）を加えた反応液から，

シリカゲルカラムクロマトグラフにより，（＋）
よりも極性の低い化合物 を単離し， 測定を行っ
た（ ）．標品の （ ）とスペクトル
を比較した結果， は， と反応してキノン構造と
なった（＋） に が付加した化
合物（1）であると考えられた． スペクトルによ
り， は，分子量 であることがわかった．また
（ ）のフラグメントは， に示すように 1が

開裂してできた 部分のピークであると考えら
れた．さらに高分解能 スペクトルにより，分子
式は であることがわかり，化合物 の構造

　 ，
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は 1であることが明らかとなった．
　以上のことから（＋） は 環のふたつの水酸
基でラジカルを消去し，キノン構造となることが確認さ
れた（ ）．

Ⅲ　DPPHを用いたカテキン類の抗酸化
機構のNMRによる解析

1　目　　的
　前章では，（＋） の に対する抗酸化機
構を明らかにできたが，カテキン類には，（＋）
のエピマーである（－） に加え， 環の ’
位にも水酸基をもつ（－） や，（－）

と（－） の 位の水酸基に没食
子酸がエステル結合した（－） と（－）

など，化学構造の異なる化合物
がいくつも存在し，種類によって抗酸化機構も異なると
推測される．
　本章では，遊離型カテキン類である（－）
と（－） を試料に選択し，それぞれの

との反応を を用いて観測した．前章で，
（＋） は 環のふたつの水酸基が抗酸化性の活
性部位と確認できたことから， はそれぞれのカ
テキン類の 環の水酸基の数に応じて反応させること
にした．すなわち，（－） はモル比 倍量の

と反応させ，（－） はモル比 倍量，
倍量と を徐々に反応させ，その都度
測定を行った．
　また，（－） と（－） を溶
媒中で混合し，これに を加えることで， が
どちらのカテキンと先に反応するかを で直接的に
調べることができると考えた．

2　方　　法
　ａ　 13C-NMR測定
　測定試料は φセルに入れ，

装置を用いて，以下の条件で測定を行った：プロ
トンノイズデカップリング．パルス繰り返し時間 秒．
照射パルス °パルス．測定範囲 ．測定温度
℃．

　ｂ　基準物質
　 の に， の
濃度で に溶解した ， を

加えた外部標準法を用いた．
　 ， （ ， ）δ
（ ， ， ， ）

　ｃ　測定試料の調製
　1）（－）-Epicatechin と DPPHの反応
　 （ ）中に（－） （ ）
を溶解させ， 測定を行った後に， （

）を加え， の紫色があせた時点で再度
測定を行った．
（－） （ ， ）δ ，

（ ， ， ）， （ ’）， （ ’），
（ ’）， （ ’）， （ ’）， （ ’），
（ ）， （ ）， （ ）， （ ）， （ ），

（ ）（ ら， ）（ ）
　2）（－）-Epigallocatechin と DPPHの反応
　 （ ）中に（－） （

）を溶解させ， 測定を行った後に，
（ ）を加え， の紫色があせた時点で再度

測定を行った．
（－） （ ， ）
δ （ ， ， ）， （ ’， ’）， （ ’），
（ ’）， （ ’， ’）， （ ）， （ ），
（ ）， （ ）， （ ）， （ ）（ ら，
）（ ）

　3）（－）-Epicatechin と （－）-epigallocatechin の
抗酸化能力の比較

　 （ ）中で，（－） （
）と（－） （ ）を混合し，

これに （ ）を反応させ， の紫色が
あせた時点で 測定を行った（ ）．

3　結果および考察
　ａ　（－）-Epicatechin と DPPHの反応
　 （ ）中で，（－） （

）と （ ）を反応させ， の紫
色があせた時点で 測定を行った（ ）．
測定結果を標品である（－） のスペクトル
（ ）（ ら， ）と比較したところ，（－）

の 環に由来するシグナル ’（δ ），
’（δ ）， ’（δ ）， ’（δ ）， ’

（δ ）， ’（δ ） が小さくなり，ふたつのカ
ルボニルシグナル（δ ， ）が新しく見出された．
このことから，（＋） と同様に，（－）

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析



32 野菜茶業研究所研究報告　第 号

　 （ ， ） （－） （－）

（ ），（－） （ ）（ ）， （－） （ ）
（ ）（ ），（－） （ ）（ ）， （－） （

） （ ）（ ）， （ ） （－） （
） （－） （ ）

∇，， （ ）▼，， ○， （－）

）（ ら， ）と比較したところ， 環に由来
するシグナルのみならず，（－） 由来の
すべてのシグナルが小さくなり，新しいシグナルが現れ
ることはなかった．さらに （ ）を反応
させて 測定を行っても，（－）
由来のすべてのシグナルがさらに小さくなるだけで，新
しいシグナルが現れることはなかった（ ）．この
ことから， 環に 構造をもつ（－） と，

構造をもつ（－） の抗酸化機構
は異なることが推察された．（－） は，
環に 個の水酸基が存在するために， 倍量の
と反応した際には， 種類の キノン構造が平衡状態と
なり，常に電子の移動が起こっている常磁性となって，

シグナルが観測できない状態にあると考えられた．
また， 倍量の と反応した場合にも， のよう
にラジカルとして安定化していると考えられ， シ
グナルとして現れないと推測された．

　

は， 環のふたつの水酸基がキノン構造に変化する
ことによりラジカルを消去することがわかった．

　ｂ　（－）-Epigallocatechin と DPPHの反応
　 （ ）中で，（－） （

）と （ ）を反応させ， の紫
色があせた時点で 測定を行った（データ省
略）．測定結果を（－） のスペクトル（
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　本章では， を用いて，明確にキノン構造への変
化が観測されたカテキン類の 環の 構造に注目
し，まず最も単純なポリフェノール構造として
をモデル化合物として選択し， との反応を

を用いて観測した．その後， 構造を有す
る や， について研究を進
めた． と化学構造が類似する化合物として，

， ，（＋） も試料として選択した．
は とのエステルとして植物中に存

在していることを考慮し， を合成して研
究を行った．
　さらに，これらの化合物から 種類ずつ選択して抗酸
化能力の比較を行った．

2　方　　法
　ａ　 13C-NMR測定
　Ⅲ章に準じる．

　ｂ　基準物質
　Ⅲ章に準じ，， を用いた．

　ｃ　Methyl caffeateとmethyl hydrocaffeate
の合成

　 と をそれぞれ ずつ
の塩酸メタノール に溶かし， ℃で 時間反

応させた．反応液はシリカゲルカラムクロマトグラフ
（ ）に供し，生成物であるメチルエステル
を単離した．

　ｄ　測定試料の調製
　1）ポリフェノールとDPPHの反応
　 （ ）中に （ ）を溶解
させ， 測定を行った後に， （ ）

　ｃ　（－）-Epicatechinと （－）-epigallocatechin
の抗酸化能力の比較

　（－） （ ）と（－）
（ ）を （ ）中で混合し，

これに （ ）を反応させ， の紫色
があせた時点で 測定を行った（ ）．こう
して がどちらの化合物と先に反応するかを調べ
ることにより， 種類の成分の抗酸化能力を直接的に比
較することができる．標品である（－） （
），（－） （ ）のスペクトルと

比較した結果，（－） 由来のシグナルは
小さくなり，（－） 由来のシグナル（○）に
変化はなかった．（－） が と反応した
ときに現れるふたつのカルボニルシグナルも現れるこ
とはなかった．すなわち，（－） は（－）

よりも先に と反応しており，
構造をもつ（－） は 構造をも

つ（－） よりも早くフリーラジカルを消去で
きることが確認できた．

Ⅳ　DPPHを用いたcatechol 誘導体の
抗酸化機構のNMRによる解析

1　目　　的
　前章までに，カテキン類の抗酸化機構について検討を
行い，特に（＋） や（－） について，

と反応した際には 環のふたつの水酸基がキノ
ン構造に変化することが で確認できた．しかし，
チャには，カテキン類以外にも様々なポリフェノールが
含まれており， など，カテキン類と同じフラボ
ノイドでありながら， 環の構造の異なるフラボノール
などの抗酸化機構が，カテキン類と同様であるのか，興
味がもたれるところである．

　 （－）

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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を加え，DPPHの紫色があせた時点で再度 13
C-NMR測

定を行った．Ethyl protocatechuate，quercetin，（＋）-taxi-

folin，luteolin，eriodictyol，methyl caffeate，methyl hydro-

caffeateについても同様の測定を行った．
　 Catechol: 

13
C NMR （acetone-d6，125 MHz）δ 146.0

（C-1，-2），120.8（C-4，-5），116.2（C-3，-6）（Materskaら，
2003）（Fig. 10-A）.

　 Ethyl protocatechuate: 
13

C NMR （acetone-d6，125 MHz）
δ 166.5（C=O），150.7（C-4），145.6（C-3），123.3（C-1，
-6），117.2（C-2），115.7（C-5），60.9（-CH2-），14.6（-CH3）
（Materskaら，2003）（Fig. 10-C）.

　 Quercetin: 
13

C NMR （acetone-d6，125 MHz）δ 176.6

（C-4），165.0（C-7），162.3（C-5），157.8（C-8a），148.3

（C-4’），146.9（C-2），145.8（C-3’），136.8（C-3），123.8

（C-1’），121.5（C-6’），116.2（C-5’），115.8（C-2’），104.2

（C-4a），99.2（C-6），94.5（C-8）（Markhamら，1976）（Fig. 

12-A）.

　（＋）-Taxifolin: 
13

C NMR （acetone-d6，125 MHz）δ 198.2

（C-4），167.8（C-7），165.0（C-5），164.2（C-8a），146.6

（C-4’），145.7（C-3’），129.8（C-1’），120.8（C-6’），115.9，
115.8（C-2’，-5’），101.6（C-4a），97.1（C-6），96.0（C-8），
84.5（C-2），73.2（C-3）（Markhamら，1976）（Fig. 12-C）.

　 Luteolin: 
13

C NMR （acetone-d6，125 MHz）δ 181.8

（C-4），163.7（C-7），162.2（C-5），157.5（C-8a），148.9

（C-4’），146.9（C-2），145.3（C-3’），122.6（C-1’），119.0

（C-6’），115.4（C-5’），112.9（C-2’），104.2（C-4a），103.0

（C-3），98.4（C-6），93.4（C-8）（Materskaら，2003）.

　 Eriodictyol: 
13

C NMR （acetone-d6，125 MHz）δ 196.0

（C-4），166.2（C-7），164.1（C-5），163.2（C-8a），145.2

（C-4’），144.8（C-3’），130.4（C-1’），118.1（C-6’），114.9

（C-5’），113.5（C-2’），102.1（C-4a），95.6（C-6），94.7

（C-8），78.8（C-2），42.4（C-3）（Matsudaら，2002）.

Fig.10　 13
C NMR analyses （acetone-d6，125 MHz） to examine the reactivity of catechol and ethyl protocatechuate 

with DPPH.

（A），catechol（0.015 mmol）;（B），reaction mixture of catechol （0.015 mmol） and DPPH （0.030 mmol）;（C），
ethyl protocatechuate （0.015 mmol）;（D），reaction mixture of ethyl protocatechuate （0.015 mmol） and DPPH 

（0.030 mmol）;（E），DPPH（0.030 mmol） was added to a mixture of catechol （0.015 mmol） and ethyl

protocatechuate （0.015 mmol）.

∇，1，4-dioxane （external standard）; ▼，1，1-diphenyl-2-picrylhydrazine; ○，remaining peaks of ethyl 

protocatechuate.
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　 （ ， ）δ
（ ）， （ ）， （ ）， （ ），
（ ）， （ ）， （ ）， （ ），
（ ）， （ ）（ ら， ）

　 （ ， ）
δ （ ）， （ ）， （ ）， （ ），

（ ）， （ ）， （ ）， （ ），
（ ）， （ ）（ ら， ）
　2）2種類のポリフェノールの抗酸化能力の比較
　 （ ）中で， （ ）
と （ ）を混合し，これ
に （ ）を反応させ， の紫色があ
せた時点で 測定を行った． と（＋）

， と ， と
についても同様の測定を行った．

3　結果および考察
　ａ　Catechol と DPPHの反応
　ポリフェノールの最も単純な基本構造のモデルとして
最初に ， （ ）を選択した．
　 （ ）中で， （ ）と

（ ）を反応させ， の紫色があせた
時点で 測定を行った（ ）．測定結果を
標品である のスペクトル（ ）（
ら， ）と比較したところ， のすべてのシグ
ナル（δ ， ， ）が完全に消失し，新しい
シグナル（δ ， ， ）が見出された．カル
ボニルシグナル（δ ）が現れたことから，
は，（＋） や（－） の 環と同様に，

と反応して キノンに変化すると考えられた．

　ｂ　Ethyl protocatechuate と DPPHの反応
　天然由来の 構造をもつ簡単な化合物として

があげられる．また
のエチルエステルである は，

酸化防止剤として加工食品などに用いられる．今回の実
験では を用いた．
　 （ ）中で， （

）と （ ）を反応させ， の紫色
があせた時点で 測定を行った（ ）．測
定結果を のスペクトル（ ）
（ ら， ）と比較したところ，

のすべてのシグナル （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， ，（δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ） が小さ

くなったが， とは異なり新しいシグナルが現れ
ることはなかった．このことから，同じ 構造を
もつ化合物でも，カルボニル基がベンゼン環と共役す
る は， と反応してもキノン
構造として安定化せず， とは抗酸化機構が異な
ると考えられた．すなわち は，カ
ルボニル基が 構造と共役していることにより，

と反応した際には，電子の移動がエステルカルボ
ニルまで起こるために， キノン構造が によって
観測できないのだと考えられた（ ）．

　ｃ　Catechol と ethyl protocatechuateの抗
酸化能力の比較

　 （ ）と （
）を （ ）中で混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた

時点で 測定を行い， がどちらの化合物
と先に反応するかを比較した（ ）．標品である

（ ）， （ ）の
スペクトルと比較した結果， 由来のシグナルは
小さくなり， 由来のシグナル（○）
に変化はなかった．カルボニルシグナル（δ ）が現
れたことから， が先に と反応したことが
わかった．すなわち， にカルボニル基が共役し
た化合物よりも共役のない化合物の方が早くフリーラジ
カルを消去できることがわかった．

　ｄ　Quercetin と DPPHの反応
　 は，茶にはもちろんのこと，多くの植物に
含まれるフラボノールの一種であり，（＋） や
（－） と同じ でありな

　

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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がら，， 位に 環と共役した二重結合を有するなど，
と化学構造的に共通した特徴をもっ

ている． が とは異なる抗
酸化機構であることが明らかになったことから，今回

についても調査を試みた．
　 （ ）中で， （ ）と

（ ）を反応させ， の紫色があせた
時点で 測定を行った（ ）．測定結果を
標品である のスペクトル（ ）（
ら， ）と比較したところ， のすべてのシグ
ナルが消失し， と同様にカルボニル
シグナルは現れなかった．このことから， 構造
に ， 位のオレフィン二重結合が共役する も，

と同様に， と反応してもキ
ノン構造として安定化せず， とは抗酸化機構が
異なると考えられた．すなわち も，オレフィ
ン二重結合が 構造と共役していることにより，

と反応した際には，電子の移動が 環まで起こ

るために， キノン構造が によって観測できない
のだと考えられた．

　ｅ　（＋）-Taxifolin と DPPHの反応
　 として（＋） が天然中に存
在する． 構造に共役する二重結合の存否で抗酸
化機構が異なることを確認するために，（＋）
を実験に用いた．
　 （ ）中で，（＋） （

）と （ ）を反応させ， の紫
色があせた時点で 測定を行った（ ）．
測定結果を（＋） のスペクトル（ ）
（ ら， ）と比較したところ， 環に由来す
るシグナル ’，’（δ ， ）， ’（δ ），
’（δ ）， ’（δ ）， ’（ ） が小さ

くなり，ふたつのカルボニルシグナル（δ ， ）
が新しく見出された．このことから， 環に共役する
， 位のオレフィン二重結合のない（＋） は，

　 （ ， ） （＋）
（ ）， （ ）（ ）， （ ） （ ）（ ），
（＋） （ ）（ ）， （＋） （ ） （ ）（ ），

（ ） （ ） （＋） （ ）
∇，， （ ）▼，， ○， （＋）
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とは異なり，（＋） や（－）
と同様に， 環がキノン構造に変化することでラジカル
を消去することがわかった．したがって， 構造
に共役する二重結合の存在が，化合物の抗酸化機構に大
きく関係していることが強く示唆された．
　この説を補強するために， ，（＋）
と比較して， 位の水酸基がない （ ）
と （ ）を，それぞれ （

）と反応させた． 測定の結果，， 位二重
結合を有する のすべてのシグナルは消失し，カ
ルボニルシグナルは現れなかった（データ省略）．これ
は と同じ結果であった．一方 ， 位二重結合
のない は， 環がキノン構造に変化し，（＋）

と同じ結果になることがわかった（データ省
略）．

　ｆ　Methyl caffeate と DPPHの反応
　 は， とのエステル（
）として多くの植物に含まれ，茶にも存在する．
構造とオレフィン二重結合が共役しているため，

をモデル化合物として次の実験に用いた．
　 （ ）中で， （

）と （ ）を反応させた．
測定の結果， のすべてのシグナルが消失
し，カルボニルシグナルは現れなかった（データ省略）．
この結果は ， ， と同
じであった．

　ｇ　Methyl hydrocaffeate と DPPHの反応
　続いて， をモデル化合物として実
験を行った．
　 （ ）中で， （

）と （ ）を反応させた．
測定の結果， のほとんどのシグナル
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （ ）

が消失し，ふたつのカルボニルシグナル（δ ， ）
が新しく見出された（データ省略）．このことから，

構造に共役する二重結合のない
は， などと同様に，キノン構造に変化す

ることでラジカルを消去することがわかった．
　以上のことから， 構造に共役する二重結合の
存在が，化合物の抗酸化機構に関係していることがわ
かった．

　ｈ　Quercetin と （＋）-taxifolin の抗酸化能
力の比較

　 （ ）中で， （ ）
と（＋） （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた時点で

測定を行い， がどちらの化合物と先に反
応するかを比較した（ ）．標品である
（ ），（＋） （ ）のスペクトルと
比較した結果， 由来のシグナルは消失し，（＋）

由来のシグナル（○）に変化はなかった．カル
ボニルシグナルが現れなかったことから， の方
が（＋） よりも先に と反応したことがわ
かった．すなわち， 構造に ， 位のオレフィン
二重結合が共役した化合物の方が，共役のない化合物よ
りも早くフリーラジカルを消去できることがわかった．
　 と についても比較したところ，
同様に 構造にオレフィン二重結合が共役する

の方が早くフリーラジカルを消去した（データ
省略）．
　 と についても同
様に の方が早くフリーラジカルを消去す
ることがわかった（データ省略）．
　 が， よりも先にフリー
ラジカルを消去できることを考えると， 構造に
共役する二重結合がカルボニル基かオレフィンかの違い
で，共役のない化合物よりも抗酸化能力が強くなったり
弱くなったりすることは興味深い結果である．

Ⅴ　DPPHを用いたpyrogallol 誘導体
の抗酸化機構のNMRによる解析

1　目　　的
　前章では， とその誘導体を中心に研究を行い，

構造に共役する二重結合の有無により
誘導体の抗酸化機構が異なるという興味深い知見を得た．
　しかし，Ⅲ章では， 構造をもつ（－）
よりも（－） の方が早くフリーラジ

カルを消去することが確認できており，ポリフェノール
の抗酸化機構を明らかにするには，さらに の
誘導体についても詳しく研究を進める必要がある．
　本章では，まず最も単純なモデル化合物として

を選択し， との反応を を用いて観
測した．また， 構造にオレフィン二重結合が共
役する化合物として を研究に用いた．一方没

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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食子酸は 構造にカルボニル二重結合が共役す
る化合物であるが，大半がカテキン類とエステル結合し
ていることを考慮して， をモデル化合物に用
いた．
　さらに，これらの化合物から 種類ずつ選択して抗酸
化能力を比較した．
　最後には， 誘導体の中で最も早くフリーラジ
カルを消去すると考えられる と， 誘
導体の間で抗酸化能力の比較を行った．

2　方　　法
　ａ　 13C-NMR測定
　Ⅲ，Ⅳ章に準じる．

　ｂ　基準物質
　Ⅲ，Ⅳ章に準じ，， を用いた．

　ｃ　測定試料の調製
　1）ポリフェノールとDPPHの反応

　 （ ）中に （ ）を
溶解させ， 測定を行った後に， （

）を加え， の紫色があせた時点で再度
測定を行った． についても同様の測定

を行った． については の を
加えた．
　 （ ， ）δ
（ ， ）， （ ）， （ ）， （ ， ）
（ ら， ）（ ）
　 （ ， ）δ
（ ）， （ ）， （ ）， （ ），
（ ）， （ ’， ’）， （ ’）， （ ），

（ ’）， （ ’， ’）， （ ）， （ ），
（ ）（ ら， ）（ ）

　 （ ， ）δ
（ ）， （ ， ）， （ ）， （ ），
（ ， ）， （ ）， （ ）（ ら，

）（ ）
　2）2種類のポリフェノールの抗酸化能力の比較

　 （ ， ）
（ ）， （ ）（ ）， （ ） （ ）
（ ）， （ ）（ ）， （ ） （ ）（ ），

（ ） （ ） （ ）
∇，， （ ）▼，， ○，
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　 （ ）中で， （ ）と
（ ）を混合し，これに （

）を反応させ， の紫色があせた時点で
測定を行った． と について

も同様の測定を行った． と につい
ては の を加えた．

3　結果および考察
　ａ　Pyrogallol と DPPHの反応
　まず，ベンゼン環に水酸基が つ結合した

芳香族化合物のうち，最も単純な構造である
モデル化合物として， を実験に用いた．
　 （ ）中で， （ ）と

（ ）を反応させ， の紫色があせた
時点で 測定を行った（ ）．測定結果を
標品である のスペクトル（ ）（
ら， ）と比較したところ， のシグナルは小
さくなり，新しいシグナルは現れなかった．このことか
ら， は， と反応してもキノン構造として
安定化することはなく，（－） と同様ラ
ジカルとして安定化するものと考えられた．

　ｂ　Myricetin と DPPHの反応
　 は茶に含まれるフラボノールの一種である．

のモデル化合物として実験に
用いた．
　 （ ）中で， （ ）と

（ ）を反応させ， の紫色があせた
時点で 測定を行った（ ）．測定結果を

のスペクトル（ ）（ ら， ）
と比較したところ， のすべてのシグナルが消
失し，新しいシグナルは現れなかった．このことから，

も， と同様に， と反応してもキ
ノン構造としては安定化することはなく，ラジカルとし
て安定化するものと考えられた． 誘導体の場合
とは異なり， に共役するオレフィン二重結合の
有無は，抗酸化機構には見かけ上影響はないように考え
られた．

　ｃ　Pyrogallol と myricetin の抗酸化能力の
比較

　 （ ）中で， （ ）
と （ ）を混合し，これに （

）を反応させ， の紫色があせた時点で

測定を行い， がどちらの化合物と先に反応
するかを比較した（ ）．標品である （
）， （ ）のスペクトルと比較した結

果， 由来のシグナルは小さくなり，
由来のシグナル（○）に変化はなかった．したがって，

の方が， よりも先に と反応し
たことがわかった．このことから， 構造に二重
結合が共役する化合物よりも，共役のない化合物の方が
先にフリーラジカルを消去すると考えられた．
構造の場合では，オレフィン二重結合が共役する化合物
の方が，共役のない化合物よりも早くフリーラジカル
を消去できたのに対し， 構造の場合は興味深
い結果となった．これは， と の抗酸化
機構の違いに原因があるものと考えられた．すなわち，

は と反応することによりキノン構造に変
化するが， は と反応してもキノン構造
として安定化せず， の方が よりも抗酸
化能力が優れることから，それぞれの構造にオレフィン
二重結合が共役した際の抗酸化能力の変化に差が出てく
るものと推測される．

　ｄ　Ethyl gallate と DPPHの反応
　没食子酸（ ）は多くの植物に含まれるポリ
フェノールの一種であり，茶にはおもに，（－）
や（－） と 位でエステル結合して，

（－） や（－） と
して存在する．今回，モデル化合物として
を選択し，実験を行った．
　 （ ）中で， （ ）
と （ ）を反応させ， の紫色があ
せた時点で 測定を行った（ ）．測定結
果を標品である のスペクトル（ ）
（ ら， ）と比較したところ， の
すべてのシグナルが小さくなり，新しいカルボニルシ
グナルは現れなかった．このことから， は，

と反応してもキノン構造としては安定化すること
はなく， ら（ ）の を用いた研究にある
ように，ラジカルとして安定化するものと考えられた．
　これまでの実験から， 構造をもつ化合物はす
べて，キノン構造には変化せずにフリーラジカルを消去
すると推察された．

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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　ｅ　Myricetin と ethyl gallate の抗酸化能力
の比較

　 （ ）中で， （ ）
と （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた時点で

測定を行い， がどちらの化合物と先に反
応するかを比較した（ ）．標品である
（ ）， （ ）のスペクトルと比較
した結果， 由来のシグナルは小さくなり，

由来のシグナル（○）に変化はなかった．したがっ
て， の方が よりも先に と反
応したことがわかった．このことから， 構造に
カルボニル基が共役する化合物よりも， 構造に
オレフィン二重結合が共役する化合物の方が抗酸化能力
は優れると考えられた．これは 誘導体のときと
同様の結果であった．
　また，以上のことから， は， よ
りも早くフリーラジカルを消去できると考えられ，（－）

については， 基よりも 環
でまずフリーラジカルを消去すると考えられた．した

がって，（－） は， 環の構造が同
じ（－） と同程度の抗酸化能力であると
考えられた．

　ｆ　Ethyl gallate と quercetin の抗酸化能力
の比較

　 誘導体と 誘導体で，どちらが早
くフリーラジカルを消去できるかを知るために，次の
実験を行った．実験に用いたのは，上記の実験により，

誘導体のうち最も抗酸化能力が劣るとされた
と，Ⅳ章の実験により， 誘導体のうち，

などとともに最も抗酸化能力が優れるとされた
である．

　 （ ）中で， （ ）
と （ ）を混合し，これに （

）を反応させ， の紫色があせた時点で
測定を行い， がどちらの化合物と先に反応

するかを比較した（ ）．測定結果を標品である
（ ）， （ ）のスペクト

ルと比較した結果， 由来のシグナルは小さ

　 （ ， ） ， ，

（ ）， （ ）（ ）， （ ） （
）（ ）， （ ） （ ） （
）（ ）， （ ） （ ） （
）

∇， ， （ ） ▼， ， ○，
●，
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くなり， 由来のシグナル（●）に変化はなかっ
た．したがって， の方が よりも先
に と反応したことがわかった．このことから，

構造を有する化合物よりも 構造を有
する化合物の方が抗酸化能力が優れることが示唆され
た．
　以上のことから， よりも の方が抗
酸化能力が優れることがわかった． ら（ ），

ら（ ）の報告とは結果が逆であり，実験系の
違いによるものと推察された．
　また， は，（－） よりも早くフリー
ラジカルを消去できると考えられ，（－）
については，（－） の場合と

は逆に， 環よりも 基でまずフリーラジカルを消
去すると考えられた．
　以上の結果を にまとめて示す．これまで
（ ら， ら， ）や分光光度計（ ら，

ら， ）を用いて ラジカルの消
去活性を測定した報告は多く，たいてい（－）

よりも（－） の方がラジカル
消去活性が高いと結論づけているが，本研究では，（－）

の方が（－） よりも早
く ラジカルを消去することができると考えられ
た．これは，（－） と（－）

のそれぞれが消去できるラジカルの総数を個別に
測定して比較した報告と，同一セル内で（－）

と（－） の 種類のカテキン
のうちどちらが先に を消去できるかを調べた本
研究の違いによるものと考えられる．本研究のような手
法により， を用いてラジカル消去能力を直接的に
比較した例はまれであり，これにより，どちらのポリフェ
ノールが ラジカルを先に消去するか，その順序
を のように新しくまとめることができた．

Ⅵ　DPPHを用いたascorbic acid の
抗酸化機構のNMRによる解析

1　目　　的
　前章までにカテキン類をはじめとしたポリフェノール
化合物について，その抗酸化機構を解明し，またそれぞ
れの抗酸化能力を比較して構造活性相関を明らかにして
きたが，チャには など非ポリフェノール性
の抗酸化成分も含まれており， とポリフェ
ノール化合物の相互の抗酸化能力を比較しなければチャ

成分の抗酸化作用を明らかにすることはできない．
　本章では， について， との反応を

を用いて観測した．
　また， とポリフェノールの間で抗酸化能
力の比較を行った．
　さらに，ポリフェノールに を反応させてポリ
フェノールがフリーラジカルにより酸化されたあとで，

を加えることにより，酸化されたポリフェ
ノールを が還元できるか試験した．

2　方　　法
　ａ　 13C-NMR測定
　Ⅲ，Ⅳ，Ⅴ章に準じる．

　ｂ　基準物質
　内部標準物質として を用いた．
　ただし， については，Ⅲ，Ⅳ，Ⅴ章に準じ，，

を用いた．

　ｃ　測定試料の調製
　1）Ascorbic acid と DPPHの反応
　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた

（ ）を反応させ， の紫色があせた
時点で 測定を行った．
　 （ ， ）δ

（ ）， （ ）， （ ）， （ ），
（ ）， （ ）（ ら， ）（ ）
　 （ ， ，

は 位で溶媒和して
のエナンチオマーに変化する）δ

（ ）， （ ）， （ ）， （ ）， （ ），
（ ）δ （ ）， （ ）， （ ），

（ ）， （ ）， （ ）（ ら， ）（
）

　2）Ascorbic acid と （＋）-catechin の抗酸化能力
の比較

　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた
（＋） （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた時点で

測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた（＋）
（ ）に （ ）を反応させ，

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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　 （ ） （ ）
（ ）， （ ） （ ）， （ ）

（ ） （ ）（ ）， （ ）
（ ）， （ ） （ ） （ ）

（ ） （ ）（ ）， （ ）
（ ） （ ） （ ） （ ）

▼，， ○，

の紫色があせた時点で， （ ）中に溶解
させた （ ）を加え，その後

測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた
（ ）と， （ ）中に溶解させた

（ ）を反応させ， の紫色があせ
た時点で，（＋） （ ）を加え，その後

測定を行った．
　3）Ethyl gallate と （＋）-catechin の抗酸化能力の
比較

　 （ ）中に溶解させた（＋）
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）を加
え，その後 測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で，（＋） （ ）を

加え，その後 測定を行った．
　4）Ascorbic acid と ethyl gallate の抗酸化能力の
比較

　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた

（ ）を混合し，これに （
）を反応させ， の紫色があせた時点で
測定を行った．

　 （ ）中に溶解させた
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）中に溶解
させた （ ）を加え，その後

測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた
（ ）と， （ ）中に溶解させた

（ ）を反応させ， の紫色があせた
時点で， （ ）を加え，その後

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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測定を行った．
　5）Ascorbic acid と pyrogallol の抗酸化能力の比較
　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた

（ ）を混合し，これに （
）を反応させ， の紫色があせた時点で
測定を行った．

3　結果および考察
　ａ　Ascorbic acid と DPPHの反応
　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた

（ ）を反応させ， の紫色があせ
た時点で 測定を行った（ ）．測定結
果を標品である のスペクトル（ ）
（ ら， ）と比較したところ，
に由来するシグナル（δ ， ， ， ， ，

）が完全に消失し，新しいシグナル（δ ， ，
， ， ， ， ， ）が 現 れ た． こ れ

らの新しいシグナルは， の 位が
と溶媒和してできた

（ ）と帰属された（ ら， ）．こ
のことから， は， と反応すると，まず

に変化し，それが と溶
媒和していると考えられた．したがって， は，
， 位の水酸基でラジカルを消去し，
に変化することがわかった．

　ｂ　Ascorbic acid と （＋）-catechin の抗酸
化能力の比較

　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた
（＋） （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた時点
で 測定を行った（ ）．標品である（＋）

（ ）， （ ）のスペクト
ルと比較した結果， 由来のシグナルは完全
に消失し，新たに のシグナ
ル（○）が現れていることがわかった．（＋）
由来のシグナルに変化はなく，（＋） が
と反応したときに現れるふたつのカルボニルシグナルも
現れることはなかった．すなわち， は，（＋）

よりも先に と反応して
に変化し，その後溶媒和して

になることが確認できた．つまり は，
（＋） よりも早くフリーラジカルを消去できる
ことがわかった．
　（＋） （ ）は （ ）と
反応すると， 環がキノン構造に変化することでフリー
ラジカルを消去する（ ）．その後これに
を加えることで，（＋） の構造がどのように変
化するかを確認するために，次の実験を行った．

（ ）中に溶解させた（＋） （
）に （ ）を反応させ， の紫

色があせた時点で， （ ）中に溶解させ
た （ ）を加えた． の測
定結果（ ）を（＋） （ ），
（ ）のスペクトルと比較したところ，（＋）

が と反応して 環がキノン構造に変化
することにより生じていたふたつのカルボニルシグナ
ル（δ ， ）は消失し，（＋） は本来の
構造にもどっていることがわかった．一方，
由来のシグナルは完全に消失し，新たに

のシグナル（○）が現れていることがわ
かった．すなわち， は，
に変化することで，先に によりキノン構造に酸
化されていた（＋） を，還元できることが確認
できた．
　一方， （ ）中に溶解させた
（ ）と， （ ）中に溶解さ

せた （ ）を反応させ， の紫色が
あせた時点で，（＋） （ ）を加えた．
その結果， は， と反応した際に，

に変化し，その後溶媒和して
に変化しており，その後（＋）

を加えても に変化は起
こらなかった．新しくカルボニルシグナルは現れず，（＋）

の 環はキノン構造に変化することはなかった．
したがって，（＋） は， によって酸化され
た を再び還元することはできなかった（デー
タ省略）．

　ｃ　Ethyl gallate と （＋）-catechin の抗酸化
能力の比較

　 構造を有する（＋） よりも，
構造を有する の方が早く ラジカルを
消去できることはⅤ章で述べた． が
により酸化された（＋） を還元できたことか
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ら，同様に が により酸化された（＋）
を還元できるかを確認するために，次の実験を

行った． （ ）中に溶解させた（＋）
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）

を加えた． の測定結果（ ）を標品であ
る（＋） （ ）， （ ）のス
ペクトルと比較したところ，（＋） が と
反応して 環がキノン構造に変化することにより生じ
ていたふたつのカルボニルシグナル（δ ， ）は
消失し，（＋） は本来の構造にもどっているこ
とがわかった（○）．すなわち， は，
と同様に，先に によりキノン構造に酸化され

ていた（＋） を，還元できることが確認できた．
　 と の反応についてはⅤ章で述べ
た． （ ）中で （ ）
と， （ ）を反応させると， 由
来のすべてのシグナルの強度は減少し， は
ラジカルとして安定化していると考えられる．これに
（＋） （ ）を加えても，減少した

のシグナルに変化は起こらず，（＋） の

環もキノン構造に変化することはなかった．したがっ
て，（＋） は， によって酸化された

を再び還元することはできなかった（データ省略）．

　ｄ　Ascorbic acid と ethyl gallate の抗酸化
能力の比較

　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた

（ ）を混合し，これに （
）を反応させ， の紫色があせた時点で
測定を行った（ ）．測定結果を標品である

（ ）， （ ）のスペ
クトルと比較した結果， 由来のシグナルの
強度は減少し，新たに のシ
グナル（●）が現れていることがわかった．
由来のシグナルに変化はなかった．すなわち，
は， よりも先に と反応して

に変化し，その後溶媒和して
になることが確認できた．つまり

は， よりも早くフリーラジカル
を消去できることがわかった．

　 （ ） ，（ ） ，

（ ）， （ ） （ ） （ ）
（ ） （ ）， （ ） （ ）

（ ） （ ）（ ）， （ ）
（ ） （ ）

（ ）
▼，， ○，（ ） ●， ，

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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　 （ ）中に溶解させた
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）中に溶解
させた （ ）を加えた． の
測定結果（ ）を （ ），
（ ）のスペクトルと比較したところ，新たに

のシグナル（●）が現れて
いるものの， のシグナル（◇）も残存して
おり， と反応することにより減少した
のシグナルに変化は見られなかった．このことから，一
度 により酸化された は，（＋）

の場合とは異なり， を用いても容易に
は還元できないと考えられた．
　一方， （ ）中に溶解させた
（ ）と， （ ）中に溶解させ

た （ ）を反応させ， の紫色があせ
た時点で， （ ）を加えた．その結果，

は， と反応した際に，
に変化し，その後溶媒和して
に変化しており，その後 を加えて

も に変化は起こらなかった．
のシグナルにも変化はなかった．したがっ

て， は， によって酸化された
を再び還元することはできなかった（データ省略）．

　ｅ　Ascorbic acid と pyrogallol の抗酸化能
力の比較

　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた

（ ）を混合し，これに （
）を反応させ， の紫色があせた時点で
測定を行った（ ）．測定結果を標品である
（ ）， （ ）のスペク

トルと比較した結果， 由来のシグナルは完

全に消失し，新たに のシグ
ナル（○）が現れていることがわかった． 由来
のシグナルに変化はなかった．すなわち， は，

よりも先に と反応して
に変化し，その後溶媒和して
になることが確認できた．つまり は，
よりも早くフリーラジカルを消去できること

がわかった．
　Ⅴ章の研究において，最も早くフリーラジカルを消去
するポリフェノールの化学構造的条件として，共役する
二重結合をもたない 構造があげられていた．
今回， が よりも早くフリーラジカ
ルを消去できたことから， は，いかなるポ
リフェノールよりも早くフリーラジカルを消去できると
推測された．
　これまで （ ら， ）や分光光度計（
ら， ）を用いて， とポリフェノールの

ラジカル消去活性を測定した報告はいくつかあ
り，たいてい よりもポリフェノールの方が
ラジカル消去活性が高いと結論づけているが，本研究で
は， の方がいかなるポリフェノールよりも
早く ラジカルを消去することができると考えら
れた．これは， や各ポリフェノールのそれ
ぞれが消去できるラジカルの総数を個別に測定して比較
した報告と，同一セル内で とポリフェノー
ルのうちどちらが先に を消去できるかを調べた
本研究の違いによるものと考えられる．
　今日，缶やペットボトルなどの茶系飲料の製造工程で
は，酸化防止剤として を必ず添加するが（袴
田， ），茶浸出液中のカテキン類の酸化を防ぐ目的
で を添加する製造法は，本研究の結果と一致
する理にかなった手法といえ，この観点から，複数の成
分が混在した食品中や，生体内を想定し，複数の抗酸化
成分のうちどれがまず先にラジカルを除去するのかを追

　 （ ）
（ ）， （ ） （ ） （ ）

（ ）
∇， ， （ ） ▼， ， ○，
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究する研究について今後より重要視されるべきである．
また，本研究では， 種類の抗酸化成分を同量混合させ
て試験したが， ではもちろんそれぞれの含量は多
様であり，双方の量的な検討も今後の課題である．茶に
おいても，茶にもともと含まれている では，
カテキン類の酸化を防ぐには量的に不充分であるため，
缶やペットボトルの製造工程で の添加が行わ
れる．今後，複数の抗酸化成分のうちどれがまず先にラ
ジカルを除去するのか，その順序がさらに明らかにされ，
また複数の成分の量的な関係も明らかにされていくにつ
れて，様々な食品中にどのような種類の抗酸化成分がど
のような割合で含まれていれば最も効果的なのか，ベス
トバランスを見出すことができるかもしれない．

Ⅶ　DPPHを用いた α -tocopherol の
抗酸化機構のNMRによる解析

1　目　　的
　前章では の抗酸化機構について述べたが，

が水溶性の天然抗酸化物質として知られる
一方，脂溶性の抗酸化物質として知られるα
（ビタミン ）もチャには豊富に含まれている（山内ら，

）．α は水に溶けないため通常ヒトが飲
用する際には摂取することはできないが，抹茶を飲用し
たり，粉末にした緑茶を菓子や料理などに混ぜることに
より， やカテキン類と一緒に人体内に摂取
することができる．また，そもそもチャの生体組織中に
おいては抗酸化成分として樹体を守る役割を充分に果た
しているはずであり，蒸して乾燥された加工後の茶製品
の段階では，消費前の貯蔵中に品質劣化を起こさないよ
うに，α も抗酸化成分としての役割を充分
に果たしていると考えられる．その際には，
やカテキン類など他の抗酸化成分と相互的な役割が果た
されているはずであり， のセル中で相互の抗酸化
能力を比較することはチャ成分の抗酸化作用を明らかに
するために意義深いことである．
　本章では，α について， との反応を

を用いて観測した．
　また，α と ，ポリフェノール
から選択した 種類の成分の間で抗酸化能力を比較した．
　さらに，前章と同様に，ポリフェノールと が
反応してポリフェノールがフリーラジカルにより酸
化されたあとで，α を加えることにより，
α が酸化されたポリフェノールを還元でき

るか試験した．

2　方　　法
　ａ　 13C-NMR測定
　Ⅲ，Ⅳ，Ⅴ，Ⅵ章に準じる．

　ｂ　基準物質
　内部標準物質として を用いた．

　ｃ　測定試料の調製
　1）α -Tocopherol と DPPHの反応
　 （ ）中で，α （ ）
と （ ）を反応させ， の紫色があせ
た時点で 測定を行った．
　α （ ， ）δ
（ ）， （ ）， （ ）， （ ）， （ ），

（ ）， （ ）， （ ’， ’）， （ ’，
’， ’， ’）， （ ’， ’）， （ ）， （ ’），
（ ’）， （ ’）， （ ）， （ ’，
’）， （ ， ’）， （ ’， ’）， （ ），
（ ）， （ ）（松尾， ）（ ）

　2）Ascorbic acid と α -tocopherol の抗酸化能力
の比較

　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた
α （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた時点で

測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた α
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）中に溶解
させた （ ）を加え，その後

測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた
（ ）と， （ ）中に溶解させた

（ ）を反応させ， の紫色があせ
た時点で，α （ ）を加え，その後

測定を行った．
　3）α -Tocopherol と （＋）-catechin の抗酸化能力
の比較

　 （ ）中で，α （
）と（＋） （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた

時点で 測定を行った．

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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　 （ ） α
　（ ），α （ ）， α （ ） （

） （ ）， （ ） α （ ）
（ ） （ ）（ ）， （ ）

α （ ） （ ）
（ ）
▼，， ○， ●，

，

　 （ ）中に溶解させた（＋）
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で，α （ ）を
加え，その後 測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた α
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で，（＋） （ ）を
加え，その後 測定を行った．
　4）α -Tocopherol と ethyl gallate の抗酸化能力
の比較

　 （ ）中に溶解させた α
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）を加
え，その後 測定を行った．
　 （ ）中に溶解させた
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で，α （ ）を
加え，その後 測定を行った．
　 （ ）中で，α （

）と （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた

時点で 測定を行った．
　5）α -Tocopherolと pyrogallol の抗酸化能力の比較
　 （ ）中で，α （

）と （ ）を 混 合 し， こ れ に
（ ）を反応させ， の紫色があせた

時点で 測定を行った．
　6）α -Tocopherolと quercetinの抗酸化能力の比較
　 （ ）中で，α （

）と （ ）を 混 合 し， こ れ に
（ ）を反応させ， の紫色があせた

時点で 測定を行った．

3　結果および考察
　ａ　α -Tocopherol と DPPHの反応
　 （ ）中で，α （ ）
と （ ）を反応させ， の紫色が
あせた時点で 測定を行った（ ）．測
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定結果を標品である α のスペクトル（
）（松尾， ）と比較したところ，α

の 環に由来するシグナル （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ
） が小さくなっていることがわかった．残りの

側鎖に由来するシグナルにはほとんど変化は見られな
かった．α 分子は から 分子のラ
ジカルを補足し（ ら， ら，
ら， ），自身は α に変化する
と報告されている（ ら， ら，

ら， ）が， ではカルボニルシグナ
ルは観測されなかった．このことから，今回の反応では，
α は， ラジカルを，おもに
環で消去し，α （ ， ）
として安定化していると考えられた．

　ｂ　Ascorbic acid と α -tocopherol の抗酸
化能力の比較

　 （ ）中に溶解させた
（ ）と （ ）中に溶解させた
α （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた時点で

測定を行った（ ）．標品である
（ ），α （ ）のスペクト

ルと比較した結果， 由来のシグナルは完全
に消失し，新たに のシグナ
ル（○）が現れていることがわかった．α
由来のシグナルに変化はなかった．すなわち，
は，α よりも先に と反応して

に変化し，その後溶媒和して
になることが確認できた．つまり

は，α よりも早くフリーラジカ
ルを消去できることがわかった．
　一方， （ ）中に溶解させたα
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）中に
溶解させた （ ）を加えた．

の測定結果（ ）を （ ），
α （ ）のスペクトルと比較したとこ
ろ， と反応することによりシグナル強度が減少し
ていた α の 環に由来するシグナル
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），

（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）がもとにもどり，
のシグナル（○）が現れているものの，

のシグナル（●）もまだ残存していることがわかった．
このことから， は，一度 により酸化
された α を，完全には還元できていないこ
とがうかがえた．
　また， （ ）中に溶解させた
（ ）と， （ ）中に溶解させ

た （ ）を反応させ， の紫色があ
せた時点で，α （ ）を加えた．そ
の結果， は， と反応した際に，

に変化し，その後溶媒和して
に変化しており，その後α

を加えても， に変化は起こら
なかった．α のシグナルにも変化はなかった．
したがって，α は， によって酸化され
た を再び還元することはできなかった（デー
タ省略）．

　ｃ　α -Tocopherol と （＋）-catechin の抗酸
化能力の比較

　 （ ）中で，α （
）と（＋） （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた

時点で 測定を行い， がどちらの化合物
と先に反応するかを比較した（ ）．標品である
（＋） （ ），α （ ）のス
ペクトルと比較した結果，α の 環
に由来するシグナル （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ） が小さく

なっていることがわかった．α の側鎖に
由来するシグナルにはほとんど変化は見られず，（＋）

由来のシグナル（●）にも変化はなかった．（＋）
が と反応したときに現れるふたつのカ

ルボニルシグナルも観測されなかった．このことから，
α が（＋） よりも先に と反応
したことがわかった．
　一方， （ ）中に溶解させた（＋）

（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で，α （

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析



50 野菜茶業研究所研究報告　第 号

）を加えた． の測定結果（ ）を（＋）
（ ），α （ ）のスペク

トルと比較したところ，（＋） が と反応
して 環がキノン構造に変化することにより生じてい
たふたつのカルボニルシグナル（δ ， ）は消失
し，（＋） は本来の構造（●）にもどっている
ことがわかった．すなわち，α は，
や と同様に，先に によりキノン

構造に酸化されていた（＋） を，還元できるこ
とが確認できた（ ）．
　逆に， （ ）中で α （

）と， （ ）を反応させ，その後（＋）
（ ）を加えても， と反応して

強度が減少した α の 環に由来する
シグナル （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）や，α の側鎖

に由来するシグナル，（＋） 由来のシグナルに
は変化はなかった．（＋） の 環もキノン構造
に変化することはなかった．したがって，（＋）

は， によって酸化された α を還元す
ることはできなかった（データ省略）．

　ｄ　α -Tocopherol と ethyl gallate の抗酸化
能力の比較

　 （ ）中に溶解させた α
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で， （ ）を加
えた． の測定結果（ ）を
（ ），α （ ）のスペクトルと
比較したところ，α は 環に由来す
るシグナル （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ） が小さくなったままで，

のシグナル（○）にも変化はなかった．す
なわち， は，先に により酸化されて
いたα を還元することはできなかった．
　一方， （ ）中に溶解させた
（ ）に （ ）を反応させ，
の紫色があせた時点で，α （

　 （ ， ） α ，（ ） ，

（ ）， （ ） α （ ） （ ） （
）（ ），α （ ） （ ） （ ）
（ ）（ ）， （ ） α （
） （ ）（ ），α （ ）
（ ） （ ）

▼，， ●，（ ） ○，
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　 （ ）

）を加えたところ， のすべてのシグナル
は小さくなったまま変化せず，α のシグナ
ルにも変化はなかった． 環に由来するシグナル
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ）， （δ ）， （δ ）， （δ ），
（δ ） も小さくなることはなかった（
）．すなわち，α は，先に により

酸化されていた を還元することはできなかっ
た．
　さらに， （ ）中でα （

）と （ ）を混合し，これに
（ ）を反応させ， の紫色があせた

時点で 測定を行ったが，シグナルにはっきり
とした変化は見られず， がどちらと先に反応する
傾向にあるのかはわからなかった（データ省略）．
　以上のことから，今回の反応系では，α
と はほぼ同じ抗酸化能力を有すると考えら
れた．
　また，α については， や
とも同様に抗酸化能力の比較を行ったが，
と似た結果であった（データ省略）．すなわち今回の研
究においては，α の抗酸化能力は，
より劣り，（＋） や よりは優れてい

るものの，（＋） や より抗酸化能力が
優れているその他のポリフェノールすべてとは優劣をつ
けることはできず，似たような能力を有しているのでは
ないかと考えられた．
　本研究において，どの化合物よりも先に ラジ
カルを消去できたのは であった．
は，すでに により酸化されてしまった（＋）

を，もとに還元してもどすことが可能であった．
しかし，すでに により酸化されてしまった

や α については， をもっ
てしても完全にもとに還元することは難しいようであっ
た．これは，本章において明らかになった抗酸化能力の
序列 α （＋）

を如実に表す結果であるし，同時に 種類の

抗酸化機構（ により酸化されてキノン構造に変化
するか，それともラジカルとして安定化するか）の差を
うかがわせる結果でもある．
　過去の文献によれば， ，α ，各
種ポリフェノールをそれぞれ と反応させ，吸光
度を測定すると，α は，（＋） や（－）

よりもラジカル消去活性が低く，
よりは活性が高いという結果が得られる（ ら，
）．また，（＋） や（－） の方が，

α よりも油脂の酸化を抑制する活性が高い
といわれる（松崎ら， 中山ら， ）．本研究とは
結果が逆であるが，これは各化合物が消去できるラジカ
ル総数を個別に測定して比較したものと，同一セル内で
種類の化合物のうちどちらが先に を消去できる
かを調べた本研究の違いによるものと考えられる．

Ⅷ　総　　括

　茶には，ポリフェノール化合物や ，
α など，多種類にわたる抗酸化成分が含ま
れているが，その抗酸化機構に関わる分子構造の変化を

を用いて明らかにした例は少ない．本研究では，
抗酸化成分とフリーラジカル の反応液を 測
定する手法を用いて，その抗酸化機構の解明を試みた．

第Ⅱ章
　茶に含まれる抗酸化物質の中で，その含量の多さも
あって最も注目されてきた成分はカテキン類である．第
Ⅱ章では，カテキン類のうち最も単純な構造をもつモデ
ル化合物として（＋） を試料として選択した．
　 （ ）中で，（＋） （ ）
と （ ）を反応させ， の紫色があせ
た時点で 測定を行った．測定結果を標品であ
る（＋） のスペクトルと比較したところ，（＋）

の 環に由来するシグナルが小さくなり，ふ
たつのカルボニルシグナルが新しく見出された．これに
， を反応させ，誘導体を単離，同定
することにより，（＋） の抗酸化機構は， 環が
最初にキノン構造をとることによると示された．

第Ⅲ章
　（－） についても（＋） と同様の
結果が得られた．しかし，（－） につい
ては， と反応してもカルボニルシグナルは現れず，

澤井： による茶成分の抗酸化機構の解析
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このことから， 環に 構造をもつ（＋）
や（－） と， 構造をもつ（－）

の抗酸化機構は異なると考えられた．（－）
は， と反応した際には， キノン

構造として安定化することなく，ラジカルとして安定化
していると推測された．また，（－） と（－）

の混合液を， と反応させて
測定することにより，（－） と（－）

のどちらが先に のフリーラジカルを捕捉
できるかを明らかにすることができる．反応液の
スペクトルは，（－） のシグナルには変化は
なく，（－） のシグナル強度が減少して
おり，このことから（－） の方が（－）

よりも先に と反応したことがわかっ
た．すなわち， 環に 構造をもつカテキン類は，

構造をもつカテキン類よりも早くフリーラジカ
ルを消去できることがわかった．

第Ⅳ章
　同様に， 構造を有する ，（＋） ，

， も 構造のキノ
ンへの変化が観測されたが， ， ，

， は， 構造を有して
いるにもかかわらず， と反応させてもカルボニル
シグナルは現れず，別の抗酸化機構が存在することが
示唆された．これらふたつの異なった 上での挙動
は， 構造に共役するオレフィン二重結合あるい
はカルボニル基の存在の有無に起因すると考えられた．

と（＋） の混合液に を加えた
ところ， は と先に反応したことが認め
られ， 構造に共役するオレフィン二重結合（ ，
位）を有する化合物の方が，有しない化合物よりも早
くフリーラジカルを消去できると考えられた．しかし，

は よりも早く のフリー
ラジカルを消去でき， 構造にカルボニル基が共
役した場合は，ラジカル消去能は減退すると考えられた．

第Ⅴ章
　 誘導体については， ， ，

のいずれも， と反応しても キノン
構造として安定化することはなく，この順に，フリーラ
ジカルを先に消去することができた． 構造の場
合では，オレフィン二重結合が共役する化合物の方が，
共役のない化合物よりも早くフリーラジカルを消去でき

たのに対し， 構造の場合は， 構造に
二重結合が共役する化合物よりも，共役のない化合物の
方が先にフリーラジカルを消去する結果となった．ま
た，（－） は よりも早くフリー
ラジカルを消去できると考えられ，このことから，（－）

は， 基よりも 環でまずフ
リーラジカルを消去すると考えられた．また，
の方が よりも先にフリーラジカルを消去

でき，このことから， 構造を有するいかなる化
合物よりも 構造を有する化合物の方がラジカ
ル消去能が優れると考えられた．したがって，
は，（－） よりも早くフリーラジカルを

消去できると考えられ，（－） につい
ては，（－） の場合とは逆に， 環
よりも 基でまずフリーラジカルを消去すると考
えられた．

第Ⅵ章
　 は， に変化すること
によって のフリーラジカルを消去すると考えら
れた．また， は， や ，（＋）

よりも先にフリーラジカルを消去でき，いかな
るポリフェノールよりも早くフリーラジカルを消去でき
ると考えられた．（＋） は， と反応すると
環がキノン構造に酸化されるが， を添加
することにより，もとの構造に還元されることがわかっ
た． も同様に，（＋） よりも先にフリー
ラジカルを消去でき， により 環がキノン構造に
酸化された（＋） は， を添加するこ
とにより，もとの構造に還元することができた．しかし，
一度 により酸化されてしまった は，

を用いても容易には還元できないと推察さ
れた．

第Ⅶ章
　α を と反応させると，α
はおもに 環でフリーラジカルを消去している様
子が で観測できる．α は と
反応して，α として安定化している
と考えられた． は，α よりも先
にフリーラジカルを消去できたが，一度 により酸
化されてしまったα は， を用い
ても完全には還元できないようであった．α
は，先に により酸化されていた を還
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元することはできなかった．また， は，先に
により酸化されていた α を還元する

ことはできず，α と はほぼ同等
の抗酸化能力を有すると考えられた．同様の調査の結果，
α のラジカル消去能力は， より
劣り，（＋） や よりは優れているものの，
（＋） や よりラジカル消去能力が優れ
ているその他のポリフェノールすべてとは優劣をつける
ことはできず，似たような能力を有しているのではない
かと考えられた．

　以上， を用いた本研究の手法には，おもにふた
つの大きな特徴がある．
　ひとつは， と反応した直後の抗酸化成分の構
造的な変化を分子レベルで明らかにできるということ
である．本研究では， が と反応して

に変化することを明確に示し，（＋）
や（－） など， 構造に共役

する二重結合をもたない化合物が， と反応した際
には， 構造が キノンに変化し， 構造
に共役する二重結合をもつ化合物や， 誘導体と
は抗酸化のメカニズムが異なるということを明らかにす
ることができた．また，（＋） や（－）
の抗酸化活性部位が 環であることを容易に示す

ことができた．さらにこの手法を敷衍することで（－）
や（－） などの

活性部位も推測することが可能であった．
　ふたつ目は，同一セル内で 種類の抗酸化成分を

と競争的に反応させることにより，抗酸化能力の
比較が可能ということである．これにより本研究で抗
酸化成分のラジカル消去能力を新しい尺度で評価する
ことができ，ポリフェノールについてラジカル消去の構
造活性相関を明らかにすることができた．すなわち第
一に， 誘導体は 誘導体よりもすばやく

ラジカルを消去することができた．第二に，
構造あるいは 構造にカルボニル基が共役

するとラジカル消去能力は減退した．第三に，
構造にオレフィン二重結合が共役すると同様にラジカ
ル消去能力は減退したが， 構造にオレフィン二
重結合が共役するとラジカル消去能力は逆に向上した．

構造にオレフィン二重結合が共役した化合物
は， 構造にカルボニル基が共役した化合物より
もラジカル消去能力は優れていた．

摘　　要

　茶には，ポリフェノール化合物など，多種類にわたる
抗酸化成分が含まれている．本研究では，抗酸化成分と
フリーラジカル の反応液を 測定する手法を
用いて，その抗酸化機構の解明を試みた．
　（＋） と を反応させ，これを

測定すると，（＋） の 環のシグナルの
消失とともにふたつのカルボニルシグナルが現れた．

の付加物の単離，同定により，（＋）
の抗酸化機構は， 環が最初にキノン構造をと

ることによると示された．
　同様に， ，（＋） ， ，

も 構造のキノンへの変化が観測
されたが， ， ， ，

のように， 構造にオレフィン二重
結合あるいはカルボニル基が共役する化合物について
は， と反応させてもカルボニルシグナルは現れ
ず， キノン構造として安定化することなく，ラジカル
として安定化していると推測された． と（＋）

の混合液に を加えたところ， は
と先に反応したことが認められ， 構造

に共役するオレフィン二重結合（ ， 位）を有する化
合物の方が，有しない化合物よりも早くフリーラジカ
ルを消去できると考えられた．しかし， は

よりも早く のフリーラジカルを消
去でき， 構造にカルボニル基が共役した場合は，
ラジカル消去能は減退すると考えられた．
　 誘導体については， ， ，

のいずれも， と反応しても キノン
構造として安定化することはなく，この順に，フリーラ
ジカルを先に消去することができた． 構造の場
合では，オレフィン二重結合が共役する化合物の方が，
共役のない化合物よりも早くフリーラジカルを消去でき
たのに対し， 構造の場合は， 構造に
二重結合が共役する化合物よりも，共役のない化合物の
方が先にフリーラジカルを消去する結果となった．また，

の方が よりも先にフリーラジカル
を消去でき，このことから， 構造を有するいか
なる化合物よりも 構造を有する化合物の方が
ラジカル消去能が優れることがわかった．
　 は， に変化するこ
とによって のフリーラジカルを消去できること
がわかった．また，α は， と反応し
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て，α として安定化していると考
えられた． ，α ， は，
（＋） よりも先にフリーラジカルを消去できる
ことがわかった．（＋） は， と反応すると
環がキノン構造に酸化されるが， または
α ， を添加することにより，もと
の構造に還元されることが確認できた． は，
α や よりも先にフリーラジカル
を消去できたが，一度 により酸化されてしまっ
た α や は， を用い
ても容易には還元できないと推察された．また
は， よりも先にフリーラジカルを消去でき

たことから， は，いかなるポリフェノール
よりも早くフリーラジカルを消去できると考えられた．
　α は，先に により酸化されていた

を還元することはできず，また，
は，先に により酸化されていた α を
還元することはできないため，α と

はほぼ同じ抗酸化能力を有すると考えられた．同
様の調査の結果，α のラジカル消去能力は，

より劣り，（＋） や ，
よりは優れているものの，（＋）

や よりラジカル消去能力が優れているその他の
ポリフェノールすべてとは優劣をつけることはできず，
似たような能力を有しているのではないかと考えられた．
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