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第１章 

序 論 

 

ナス（Solanum melongena）は，インド東部が原産地とされているナス科の野菜で

ある 1)．インドから西部へは，5 世紀より前に古代ペルシャやアラビア半島に伝わった．

ヨーロッパでは 13 ～15 世紀になって地中海沿岸で栽培されるようになり，アメリカ

では，伝来以来たくさんの品種が作られている．一方，インドから東部には，東南アジ

ア・チベットから中国まで幅広い地域へと広がった．日本には中国，朝鮮半島および東

南アジアからの，大きく３系統のルートで導入され，奈良時代にはすでに栽培されてい

たと考えられている 2)．平安時代の延喜式には，ナスの栽培方法が記されているⅰ)．そ

の後，各地方に根づいた各種の品種が現在も栽培されており，地方の食生活を根強く支

える野菜となっている．在来品種のナスとしては，日本の南方では枝葉の大型な晩生種

が，北にいくにしたがい枝葉が小さく分枝性で小葉の品種が見られる．平成２６年度の

ナスの国内栽培面積は約 9,570 ヘクタール，生産量は約 248,600 t で，主産地は高知県，

熊本県であるⅱ)．夏秋ナスの収穫の最盛期は６月～１０月であり，170 種以上の品種の

中で，浅漬け加工には千両，千両２号，筑陽，黒陽などが使用されている ． 

ナスは淡泊な味で他の食材と合わせやすく，漬物や煮物にすると調味料の味がしみこ

みやすい．また，油を良く吸収し相性が良いので，揚げ物や炒め物にもよく用いられる． 

ナスの漬物の代表的なものとしては，浅漬けが挙げられる．日本の漬物生産量における

浅漬けの位置は，次のとおりである．1998 年には生産量 1,113,275 t のうち，浅漬けが

186,742 t で１位であったが，2010 年では生産量 866,817 t のうち，浅漬けは 155,263 t

であり，２位となった．代わってキムチが 191,188 t で１位となっていたⅲ)． 

ナス浅漬けの標準的な製造工程は次のようなものである．ナスを水洗し，ナス重量の

6% の食塩および 0.6% の焼ミョウバンとともに輪転機にて皮の部分に少々の傷をつ

ける．ナス重量と同量の 0.6% ビタミン C 溶液に投入し，冷蔵庫中で 3 日間ほど漬け
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込む（下漬工程）．下漬したナスを取り出し，調味液を入れた袋に入れ密封し，製品と

なる 3)． 

ナスの浅漬加工では，食塩・ミョウバン等の加工材料とともに，ナスの紫色色素であ

るナスニンを含む美しい色調の上記下漬液が多量発生する．例えば，国内有数のナス浅

漬製造企業の例では，年間４千ｔから５千ｔのナスを使用して浅漬けを生産し，その際，

年間２千ｔを超える下漬液が発生するが，その全てが有償廃棄されている 4)のが現状で

ある． 

一方，食品機能性研究のこれまでの歴史を振り返ってみると，飽和脂肪酸とコレステ

ロール摂取量が多い欧米諸国にありながら，フランス人は他の欧米諸国の人々よりも心

臓疾患罹病率が低い現象が，フレンチパラドックスとして知られていた 5)．この要因の

一つとして，フランス人にみられる赤ワインの高い摂取量が指摘されるようになり，そ

の解明から食品機能性研究が始まった．その結果，赤ワインに含まれるレスベラトロー

ルなどのポリフェノールによって，低比重リポタンパク質(LDL)の酸化が抑制されるこ

とが判明した 6)．これを契機としてケルセチン，ルチンなどのフラボノール，エピカテ

キンやエピカテキンガレートなどのフラバノール類をはじめとする各種フラボノイド

類を含む広範囲のポリフェノール類の食品機能性研究が活発に行われてきた 7), 8)。さま

ざまな色調を有するアントシアニンもポリフェノール類として，その生理機能に注目が

集まるようになった 9)． 

しかし，複雑な化学構造を有するアントシアニンは単一成分が得にくいことや，pH

に依存して変化することなどから，他のポリフェノールより機能性研究の開始時期が遅

れたが，現在では，質量分析や核磁気共鳴分析など有用な機器分析手段の著しい向上な

どもあって，アントシアニンに関する機能性研究が盛んに行われている．これまで，酸

化ストレス制御に関する研究 10)をはじめ，ブルーベリーアントシアニンの視覚改善機

能に関する報告 11)，紫トウモロコシ色素による体脂肪蓄積抑制作用に関する報告 12)，

紫サツマイモ・赤キャベツエキスおよび紫トウモロコシのエキスによる大腸ガン抑制作
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用などが報告されている 13),14)． 

特有の紫色を呈するナスの果皮には約４種類のアントシアニンが含まれており，その

含有量の 90%が，モノアシルアントシアニンであるナスニン（図 1-1）である 15) ．こ

れまでのナスニンの代表的な機能性研究としては，ジピリジル系の除草剤として広く使

用されてきたパラコートの強力な酸化ストレスを抑制する効果に関する報告 16)がある．

すなわち，ナスニンは，体内に取り込まれたパラコートから生成するパラコートフリー

ラジカルおよびスーパーオキシドアニオンを効果的に消去することにより，生体内酸化

ストレスを防御するという報告である．さらに，ガラクトサミン腹腔内投与によって引

き起こされる肝障害に対するナスニン投与の影響を調べた研究では，基本飼料の対照群

に比べて，血漿中のアラニンアミノトランスフェラーゼおよびアスパラギン酸アミノト

ランスフェラーゼの活性上昇が抑制されるという結果が得られている 17)．また，この

ような報告とともに，総コレステロール減少効果 18),19) ，脂質過酸化に対する防御能

20),21) ，血管新生抑制作用 22)および肝臓保護作用 23)等，ナスニンはさまざまな機能性を

有することが報告されている．また，ナスニンの化学構造上の基本骨格となるデルフィ

ニジンには，アポトーシス誘導活性も認められている 24)．さらに，ナスニンは，生体

内でもその構造を保っていることが報告されている 25) ． 

しかし，アシル化アントシアニンの中でもナスニンは，中性溶液中（pH7.0）では最

大吸収波長における吸光度値から求めた色素残存率（50%）が 96 分と非常に不安定な

色素であることと 26)，ナスから抽出する場合，油脂分を豊富に含むナス皮からの抽出

が困難であるなどの問題点があり，これまで機能性素材や色素としての利用はほとんど

されていない現状がある．特に，ナスの浅漬加工に際して発生する多量の下漬液には原

料ナスから溶出するナスニンをはじめ，ナスの有用成分が豊富に含まれると考えられる

が，これまで，それらを回収し有効利用を図るための研究は皆無であった。 

ナス下漬液中に溶出するナスニンは，添加されているミョウバン分子を構成するアル

ミニウムイオンと結合して安定なメタロアントシアニンを生成している 27)ため，抽出
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操作においても変質することが少ない．また，ナス皮から抽出する時のような，油脂分

の分離操作やナスニンを安定化させるためのピクリン酸を用いた塩化物化等，煩雑な過

程を経ることなく安定な状態の水溶液で利用可能である．ナス下漬液はこのような利点

とともに，食経験が豊富なナス由来成分を含有することから，上記のような高い機能性

を有する天然色素素材として，さまざまな食品・化粧品等への有効利用を図ることが期

待できる．  

さらに，ナスにはアントシアニン色素であるナスニンの他にも，血糖値上昇抑制作用

28) ，血圧改善作用 29) ，発がん抑制作用 30) ，抗酸化作用 31)など数多くの機能性が報告

されているクロロゲン酸（図 1-2）が含まれており，ナスの下漬液中にも著量のクロロ

ゲン酸の存在が予想されることから，下漬液からナスニンとともにクロロゲン酸の両成

分を含む有用な機能性を持つ再生物を調製できると考えられる．このように，現状では

廃棄対象でしかないナスの浅漬加工に伴う下漬液は，その有効利用が望まれている． 

これまで，食品加工の過程で生じるさまざまな廃液等を再利用する研究としては，ヤ

マブドウ果汁の搾りかすからポリフェノールを抽出する方法 32)，塩蔵ラッキョウおよ

びニンニク漬液から電気透析法を用いて有用成分であるフルクタン・フルクトースおよ

びアリインを回収する方法 33)，また，梅加工産業で生じる梅廃液（梅酢）をイオン交

換膜および精密ろ過膜を使用して有効成分であるムメフラールを濃縮して梅エキスを

製造する方法 34)など多数の研究事例のほかに，大豆食品の製造で生じる大量の大豆煮

汁中のタンパク質を酵素処理し，ペプチドおよびアミノ酸に変換後，濃縮・乾燥処理を

検討した報告 35)も知られている． 

以上のような研究状況の下で，本研究では，ナスの浅漬加工時に発生する多量の下漬

液に含まれる機能性ポリフェノールであるナスニン及びクロロゲン酸を主体とする有

用成分の利用性を高めることを目的として，これらの有用ポリフェノール類の効果的な

回収方法，回収色素成分の粉末化による安定性確保及び得られた色素含有粉末の抗酸化

性，抗アレルギー性及び抗炎症性に関する機能性評価を行った．本論文はこれらの研究
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結果をまとめたもので，以下の全６章からなる． 

本章の序論に続いて第２章では，ナス下漬液からナスニン含有粉末を調製する方法を

検討し，得られた粉末の抗酸化性を ORAC 法にて評価した結果を述べて考察した．次

いで第３章では，第２章で得られた粉末の水溶解性を高めかつ酢酸臭の低減を図る目的

で，シクロデキストリンによる包接を試み，作製した包接体の機能性評価を行った結果

をとりまとめて考察した．さらに，調製したシクロデキストリン包接体の実用化に重要

な性質と考えられる安定性の評価も行った．第４章では，ナスニン単体での機能性を明

らかにするため，合成吸着剤・ゲルろ過用担体・高速液体クロマトグラフ等を用いてナ

スニンの単離精製を行い，得られた精製物の抗酸化性及び抗アレルギー性について検討

した結果を論述した．続いて第５章では，第４章で得られたナスニン精製物について，

マウス由来マクロファージ細胞株である RAW264 細胞を用いて抗炎症及び抗酸化性を

評価し，その結果をとりまとめて考察した．最後に，第２章から第５章で述べた研究結

果について，第６章において総合考察を行った． 
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図 1-1 ナスニン（C42H47O23）の化学構造 

 

 

    

図 1-2 クロロゲン酸（C16H18O9）の化学構造 
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第２章 

ナスニン含有色素粉末のナス下漬液からの調製とその機能性評価 

 

第１節 緒論 

  ナス浅漬け製造時に発生するナス下漬液中のナスニン及びクロロゲン酸を主体とす

る有用成分の利用性を高めることを目的として，ナスニンの効果的な回収方法について

合成吸着剤を用いて検討するとともに回収色素の粉末化を試みた．さらに，得られたナ

スニン含有色素粉末の抗酸化性を ORAC 法により評価した． 

 

第２節 実験方法 

1. ナス下漬液 

 ナス下漬液は，浅漬メーカーである (株) 荒井食品（栃木県さくら市）から入手した．

この浅漬メーカーでは, 図 2-1に示すような工程でナスの浅漬が製造される. すなわち, 

ナスを，食塩・アルミニウムミョウバンとともに輪転機に入れて撹拌して皮に少し傷を

つけることにより，各資材をナス果実に染み込ませる．さらに，３日間５℃にて漬け込

む．その後，ナス果実を取り出して調味漬けにする．この工程で発生する漬液がナス下

漬液（図 2-2）である． 

 

              図 2-1 ナス浅漬け製造工程 
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2. 試薬・資材 

 クロロゲン酸は(株)MP バイオ製を用いた．ピクリン酸，リン酸は和光純薬(株)製の

特級を用いた．クロマトグラフ用ポリアミド C-200 及び 2,2’-アゾビス(2-アミジノプロ

パン)ジヒドロクロライド (AAPH) は同じく和光純薬(株)製を用いた．アセトニトリル

は関東化学(株)製の液体クロマトグラフ用を使用した．フルオレセインナトリウム塩

(FL- Na) 及び 6-ヒドロキシ-2,5,7,8-テトラメチルクロマン-2-カルボン酸 (Trolox) は

Sigma- Aldrich 社製を使用した．その他の試薬は，関東化学(株)の特級試薬を使用した．  

 

3. ナスニン標準品の調製 

Kuroda らの方法 36),37)に従って，凍結乾燥したナス皮（品種名：千両二号）粉末     

(60 g)からピクリン酸塩として抽出したものを，ポリアミド C-200 カラムクロマトグラ

フィー（カラムの大きさ：内径 20 mm, 長さ 240 mm; 溶離液：メタノール，700 mL

にて溶出）を用いて精製することにより 500 mg のナスニン粉末を得た．なお，後述す

る HPLC 分析によるピークの総面積値との対比による純度は，72.6%であった． 

 

 

図 2-2 ナス下漬液 

ナス浅漬けの製造過程で生じ，現在は廃液処理後，廃棄されている． 
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4. ナスニン，クロロゲン酸､食塩及びアルミニウムの分析方法 

(1) ナスニンおよびクロロゲン酸の定量 

Sugimoto らの方法 38)を参考にして HPLC を用いて定量した．すなわち，1% (w/w)

塩酸メタノール溶液：蒸留水＝１：１の液にサンプルを溶解し，0.45 μmのフィルタ

ーでろ過し検液とした．HPLC 分析は以下の条件下で行った 4)． 

装置：日本分光 LC-2000 

カラム：日本分光 CrestPak C18 T-5 (250 mm × 4.6 mm I.D.)  

溶離液：0.5% (w/v) リン酸/アセトニトリル (80：20)   

流速：0.6 mL/min 

検出波長：ナスニン；534 nm：クロロゲン酸；330 nm 

 

(2) 食塩の定量 

モール法で定量を行った．カラムからの溶出液に 7.5%(w/v)クロム酸カリウムを指

示薬として添加し，0.05 M 硝酸銀溶液で微橙色になるまで滴下し，滴定値から塩分量

を算出した． 

 

(3) アルミニウムの定量 

誘導結合プラズマ質量分析装置（島津製作所 ICPS-8000）により定量した．測定時

のプラズマ条件は以下のとおりである． 

高周波出力：1.2kW 

分光器温度：36～40℃  

トーチ観測高：11 mm  

クーラントガス流量：14 L/min  

プラズマガス流量：1.2 L/min  

キャリアガス流量：0.8 L/min  
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パージガス：ON 

なお，ガスはすべてアルゴン（純度 99.95%以上）を用いた．また，測定波長は 

396.153 nm で行った． 

また， 標準添加法を用いることによりサンプルのマトリックスの影響を少なくした．

すなわち，各試料の 10 倍希釈液とアルミニウムの 1, 2, 5, 10 ppm 標準溶液を，それ

ぞれ 1 : 1 になるように添加して測定したデータから検量線を作成し，強度が 0 にな

る値から試料における含有量を求めた． 

  

5. 色素画分の調製条件の検討 

(1) 試料 

前述のナス下漬液を用いた． 

  

(2) 合成吸着剤によるナスニン吸着性能の比較 

三菱化学製の５種（HP-20, SP-207, HP2MG, SP-700, SP-70）の合成吸着剤を用

い，ナスニン吸着性能をバッチ法により試験した．前処理として次の操作を行った．

各合成吸着剤100mLにエタノールを約200mL加えて上清を除去する操作を２回繰り

返し，その後，エタノールで洗浄した各合成吸着剤に，蒸留水を約 200mL 加えて上

清を除去する操作を２回繰り返した．前処理した各合成吸着剤 10 mL をナス下漬液

200 mL に加え，5 分おきに撹拌しながら 1 時間混合した．その後，ろ過してろ液の

534 nm における吸光度を島津 UV-2450 型分光光度計により測定し，その減少率で吸

着性能を評価した．また，最大吸着量を測定するために，最も高い吸着性能を示した

合成吸着剤約 70 mL を充填した長さ 30 cm，内径 20 mm のガラス製カラムを用意し

た．通液速度 (SV : Space Velocity) が約 5 になるように流量を調整し，ここにナス

下漬液を吸着させながら，排出液が着色した時点を終点とし，ここまでの通液量を比

較した 4)． 
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(3) ナス下漬液から HP-20 カラムによる食塩及びミョウバン／アルミニウムの除去

とナスニンの回収 

長さ 30 cm，内径 20 mm のガラス製カラムに，合成吸着剤 HP-20 約 70 mL を充填

し，SV を 5 前後に調整した．ここにナス下漬液 700 mL を通して紫色の色素を吸着さ

せ，さらに 200 mL の蒸留水で洗浄した．カラムへの吸着開始時から洗浄水が流出し終

わるまで 100 mL ごとに排出液を採取し，食塩およびアルミニウム量を測定した．これ

により，下漬液中の食塩とミョウバン由来のアルミニウムがどの程度除去できるかを調

べた． 

次いで，80〜99.5％(v/v)のエタノールまたは 1～5 M の酢酸水溶液によりナスニンを

溶出させ，溶出画分の乾燥重量を測定して，ナスニンを含む色素画分の回収量を比較し

た 4)． 

 

(4) 大容量カラムによるナスニン画分の調製及び成分分析 

 上記(3)の結果を基にして，長さ 100 cm，内径 30 mm のガラス製カラムに 600 mL の

合成吸着剤HP-20を充填し，ここに 30 Lのナス下漬液を通してナスニンを吸着させた．  

 次いでカラムを 2.5 L の蒸留水で水洗し，カラム内から食塩が除去されたことを確認

後，5 M 酢酸 2 L を用いて色素画分の溶出を行った．溶出液を 100 mL ごとに分別採取

し，それぞれの真空凍結乾燥粉末を得て，上記条件の HPLC 分析によりナスニン及び

クロロゲン酸含有量を測定した 4)． 

 

6. ORAC 値によるナスニン含有色素粉末の抗酸化性評価 

上記５で得られたナスニン含有色素粉末の抗酸化性は ORAC（Oxygen Radical 

Absorbance Capacity）法 39)で測定した．ORAC には H-ORAC（水溶性抗酸化物質）

と L-ORAC（脂溶性抗酸化物質）が存在しており，別々に評価する方法として開発さ

れている．したがって，以下のとおりそれぞれに抽出操作を行って分析を行った． 
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HP-20 カラムで得られた色素画分の凍結乾燥粉末 0.5 g にヘキサン：ジクロロメタン

=1 : 1 を 10 mL 添加し，室温で 30 秒間撹拌後，3,000 rpm（kubota 製 8410 型）で 10

分間遠心分離し，上清を採取した．この操作を 2 回繰り返した後，上清の溶媒を窒素気

流下で除去し，アセトン 500 μL 及び 7%(w/v) RMCD（ランダムメチル化シクロデキス

トリン）50%(v/v) アセトン溶液（RM 溶液）500 μL を加えて撹拌し，L-ORAC 分析用

試料とした．また，沈殿はアセトン：超純水：酢酸=70 : 29.5 : 0.5（AWA 溶液） 

5 mL を加え，30 秒間撹拌後，超音波洗浄機にて 37℃, 5 分間処理した．これを室温に

10 分間静置後，30 秒間撹拌し，3,000 rpm（kubota 製 8410 型）で 10 分間遠心分離

して得られる上清を採取した．この操作を 2 回繰り返し，採取した上清を合わせ，

H-ORAC 用試料とした．L-ORAC は次の通り分析した．96-well マイクロプレートの

検量線用 well に Trolox 溶液を各 25 μL ずつ分注した．対照として RM 溶液を 25 μL 分

注した．RM 溶液により 100 倍に希釈したサンプル溶液をサンプル用 well に 25 μL 分

注し，分析用緩衝液である 75 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)に溶解した 94.4 nM

の FL-Na 溶液 150 μl をすべての well に分注した．振とう撹拌後，蛍光強度（測定開

始時の値）をマイクロプレートリーダー（テカンインフィニット F200）で測定（Ex. 485 

nm，Em. 520 nm）した．続いて使用直前に調製し 37℃に加温した AAPH 溶液 25 μL

を，同じく 37℃に加温したマイクロプレートのすべての well に加えて振とう撹拌後，

添加２分後から同様に測定した．また，H-ORAC は次のとおり分析した．96-well マイ

クロプレートの検量線用 well に Trolox 溶液を各 20 μL ずつ分注した．対照として上記

分析用緩衝液を 20 μL 分注した．同じく分析用緩衝液により 10,000 倍に希釈したサン

プル溶液をサンプル用 well に 20 μL 分注し，同緩衝液に溶解した 

94.4 nM の FL-Na 溶液 200 μL をすべての well に分注した．振とう撹拌後，蛍光強度

（測定開始時の値）をマイクロプレートリーダー（テカン インフィニット F200）で

測定（Ex. 485 nm，Em. 520 nm）した．続いて使用直前に調製し 37℃に加温した AAPH

溶液 75 μL を，同じく 37℃に加温したマイクロプレートのすべての well に加えて振と
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う撹拌後，添加 2 分後から蛍光強度を測定した．L-ORAC は 1 分おき，H-ORAC は 2

分おきに 90 分間測定を繰り返し，得られた蛍光強度グラフの軌跡と時間軸によって囲

まれた面積を Trolox 溶液と比較し，Trolox 当量として算出した 4)． 

 

第３節 実験結果および考察 

1. ナス下漬液の性状 

 ナス下漬液の性状について分析した結果を表 2-1 に示した．ここに見られるように，

本研究で使用したナス下漬液は，3.3％ (w/v)前後の食塩と，約 150 ppm のアルミニウ

ムを含み，また，pH は 3.3 前後であり，ナスニンによる鮮やかな紫色とナス浅漬に特

有の漬物臭を有していた．また，ナス下漬液の可視光部及び紫外部の吸収スペクトルを

図 2-3 に示した．pH 3.3 における可視光部の最大吸収波長は紫色を反映して 566 nm で

あった．紫外部の吸収では 250 nm 及び 320 nm に極大吸収を示した 4)．ナスニンのよ

うに分子内に p-クマール酸を結合したアシル化アントシアニンや，クロロゲン酸のよ

うにコーヒー酸を分子内に有するポリフェノール類は 280〜330 nm 付近に紫外部吸収

を示すこと 40)が知られており，図 2-3 の紫外部吸収スペクトルは本下漬液中にナスニン

以外にもクロロゲン酸などの存在を示唆している．  

  

2. ナスニン含有色素粉末調製方法 

(1) 合成吸着剤の選定 

  本研究では，大量に排出されるナス下漬液から，ナスニンを含む有用成分を効率的に

回収することが目的であることから，一度に多くの液体の処理が可能と見られる合成吸

着剤の利用を考え，各種吸着剤のナスニン吸着性能を比較した．その結果を表 2-2 に示

した．吸着率は，合成吸着剤の種類により，63.7%から 86.1%と，約 22%の差が見られ

た．そこで，以後のナスニン含有色素粉末の調製実験では，最も吸着率の高かったHP-20

を使用することにした．この吸着剤におけるナスニンの最大吸着量を知るために 70 mL
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の HP-20 樹脂で試験したところ，ナス下漬液 6.8 L に相当するナスニン吸着能を有し

ていた．このことから，合成吸着剤 HP-20 は，1 mL 当たりナス下漬液約 100 mL 中の

色素成分を吸着できると考えられた 4)． 

 

          表 2-1 ナス下漬液の性状  

     

      pH   塩分濃度(%)(w/v)  アルミニウム濃度（ppm）  臭気 

              

   3.31±0.27    3.26±0.76          147.82±0.75      漬物臭 

 

 

          

 表 2-2 使用合成吸着剤のナス色素の吸着性能 

種 類         ナス色素吸着率（％） 

HP-20            86.1±0.8 

        SP-207                 63.7±0.8 

               HP2MG                68.3±0.1 

               SP-700                 75.0±1.2               

               SP-70                  78.3±1.6               

 

３回の測定値の平均±標準偏差で示した． 

吸着率：各合成吸着剤と試料下漬液の撹拌処理（5 分ごと，1 時間）前後で測定した 534 nm

における吸光度の割合（処理前の吸光度に対する（処理前―処理後）の吸光度の割合）と

して表示した． 
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  図 2-3 ナス下漬液の可視光線及び紫外線の吸収スペクトル 

       （Ａ）：可視部吸収スペクトル 

       （Ｂ）：紫外部吸収スペクトル 
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 (2) ナス下漬液から食塩及びミョウバン／アルミニウムの除去 

   約 70 mL の HP-20 を充填したガラス製カラム (長さ 30 cm，内径 20 mm) にナス

下漬液 700 mL を通液後，蒸留水 200 mL で洗浄する過程で排出される 100 mL ごと

のフラクション中の食塩及びアルミニウムの分析結果を図 2-4 及び図 2-5 に示した．

食塩とアルミニウムの脱着挙動はほぼ同じであり，洗浄水が排出するまでの全 

900 mL 中に，食塩の 95.7%，アルミニウムの 99.1%がそれぞれ HP-20 カラムへの通

液，洗浄処理によって除去されることが確認された 4)． 

また，この通液および洗浄過程では，カラムに吸着した紫色の色素画分は全く移動

しないことが確認された．これらの理由としては，合成樹脂が有する数十から数百オ

ングストロームの細孔にアルミニウムと結合したナスニンやクロロゲン酸は補捉さ

れるが，塩化ナトリウムやアルミニウムミョウバンなどの無機物質は捕捉されないま

ま排出されたものと考えられる．本研究ではナス下漬液中のナスニンなどの有用成分

を，その機能性を活かした食品などに利用することを念頭においているため，これら

の成分から塩化ナトリウム及びミョウバン由来のアルミニウムを除去しておくこと

が重要である．また，下漬液からの大量回収においては，さらにスケールを大きくし

たカラムを用いる精製操作が必要になることから，塩化ナトリウムとアルミニウムが

除去されたかどうかを簡単に知る方法が求められた．この点については本実験の結果

から，塩化ナトリウムとアルミニウムミョウバンは HP-20 カラム上で類似した挙動

を示すことが明らかになったことから，HP-20 カラムに下漬液を通液してナスニンと

クロロゲン酸を吸着させ，水による洗浄処理後に，排出液の塩化ナトリウム濃度を分

析するだけで除去の程度を知ることができた. このことは，下漬液のカラム処理をス

ケールアップする上で役立つ結果であった．さらに，ナス下漬液の特有の漬物臭につ

いても，この吸着・洗浄操作で除去されることが明らかになった 4)． 
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図 2-4 各フラクション中の塩化ナトリウム排出量と排出率（％） 

  吸着・洗浄中の 100 mL ごとの排出液に含まれる塩化ナトリウムを分析した． 

  排出率：フラクションに排出された塩化ナトリウム積算値のナス下漬液に含まれる塩

化ナトリウムに対する割合として表示した． 
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図 2-5 各フラクション中のアルミニウム排出量と排出率（％） 

  吸着・洗浄中の 100 mL ごとの排出液に含まれるアルミニウムを分析した． 

  排出率：フラクションに排出されたアルミニウム積算値のナス下漬液に含まれるアル

ミニウムに対する割合として表示した． 

 

(3) 吸着色素画分の回収方法 

  次に，ＨＰ20 カラムに吸着されたナスニンの回収方法について，エタノール溶液と

酢酸溶液を用いて検討した．エタノール溶液による回収では，80% (v/v) エタノール

水溶液 70 mL と，99.5% (v/v) エタノール 100 mL を用いて溶出した．紫色の色素の

溶出が見られなくなった時点で溶出を停止した．溶出液中のエタノールをロータリー

エバポレーターで除去後，真空凍結乾燥し，紫色の色素粉末 18.6 mg を得た． 
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一方，酢酸水溶液による回収では，1 M 酢酸から 5 M 酢酸まで 1 M ずつ濃度を上昇

させながら，順次 200 mL を通液して紫色の色素の溶出状況を目視により検討した．

その結果，5 M 酢酸を用いることにより，色素成分が濃縮されて溶出され，カラム内

に色素成分の残存はほとんど見られなくなった．この溶出液を真空凍結乾燥し，紫色

のナスニン含有色素粉末 292.8 mg を得た．ここに得られた粉末中のナスニン含有量

と下漬液を真空凍結乾燥して得られる分画前の乾燥粉末中のナスニン含有量とを

HPLC 分析により比較し，上記の各回収方法によるナスニンの回収率を算出した． 

 その結果，エタノールを用いた場合の回収率は 31%であったのに対し，酢酸水溶液 

 を用いた方は 87%であり，5 M 酢酸水溶液により効率良く回収できることが確認され

た．この理由としては，分子内にプラスに荷電したオキソニウムイオンを有するナスニ

ン分子が，カラム内でマイナスに荷電した酢酸のカルボキシル基との間で結合を生じ，

安定なフラビニウム型の分子状態が形成される結果，合成吸着剤の細孔に補捉されてい

たナスニンが，多孔質樹脂から脱着していくものと考えられる 4)． 

 

(4) 大容量カラムによるナスニン含有画分の調製及び成分分析 

 上記(3)における回収試験の結果に基づき，600 mL の HP-20 を充填したカラム（長

さ 100 cm，内径 30 mm）を用いてナスニンを含む色素画分の調製を試みた．その結果

を図 2-6 に示した．5 M 酢酸溶液を用いて溶出したところ，ナスニンはフラクション

No. 3 から溶出し始め，No. 21 まで続いたが，大半はフラクション No. 5 から No. 16

までの画分に（1200 mL）溶出した．これらのフラクションをそれぞれ真空凍結乾燥後，

その一定量を用いて HPLC 分析を行ったところ，図 2-6 に示すように同じフラクショ

ンにナスニンとともにクロロゲン酸が混在していた．HPLC 分析で得られた典型的なク

ロマトグラムを図 2-7 に示した．これらの結果から，HP-20 カラムによるナスニンの回

収ではクロロゲン酸の混入は避けられないものと考えられた．しかし，クロロゲン酸は

前述のとおり抗酸化性が高い機能性物質であることから，あえて両者が混在する色素粉
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末として回収することにした．この大容量カラムにより 30 L の下漬液から回収された

ナスニン含有色素粉末は 13.37 g であり，このうち，ナスニンは 2.02 g，クロロゲン酸

は 1.03 g 含まれていた．また，水分は 0.01 g 含まれていた 4)． 

 

 

図 2-6 5Ｍ酢酸水溶液により溶出された各フラクション中の 

         ナスニン及びクロロゲン酸の含有量 
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(5) 調製されたナスニン含有色素粉末の抗酸化性評価 

 上記のように調製されたナスニン含有色素粉末の抗酸化性について ORAC 値 41),42) 

による評価を行った結果を，陽性対照として測定したクロロゲン酸標準品，ナス皮を凍

結乾燥し粉砕した粉末（以下，ナス皮粉末）及び実験方法３で作製したナスニン標準品

の ORAC 値と合わせて表 2-3 に示した．調製したナスニン含有色素粉末は，1 g 当たり

  図 2-7 5Ｍ酢酸水溶液により溶出されたフラクション No.7 の 

      HPLC クロマトグラム 

サンプル：図 2-5 におけるフラクション No.7 

Ｎ：ナスニン Ｃ：クロロゲン酸 Ｕ１～Ｕ３：未同定物質 

Ｕ１～Ｕ３：未同定物質 
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10432 μmol の Trolox 当量の ORAC 値であり，クロロゲン酸標準品の 69.4%に相当す

る抗酸化性を有することがわかった．また、ナス皮粉末の抗酸化性は，クロロゲン酸標

準品の 7.1%に相当し，ナスニン標準品の抗酸化性は，クロロゲン酸とほぼ同等であっ

た 4)． 

 

               表 2-3 色素粉末の ORAC 値          

       L-ORAC   H-ORAC    Total ORAC   相対活性 

(μmol of TE*/g)                        (%) 

ナス皮粉末        35.5±0.9      1025.4±4.3     1060.9±5.2        7.1 

ナスニン含有      33.7±0.9     10398.0±36.6   10431.7±37.5      69.4 

色素粉末 

ナスニン標準品   198.8±1.9     14779.6±89.1   14978.4±91.0      99.7 

クロロゲン酸     21.0±0.8     15007.2±86.0   15028.2±86.8      100                 

標準品 

   ＊TE：Trolox Equivalent 

 

なお，調製されたナスニン含有色素粉末には，クロロゲン酸以外にもいくつかの未同

定の物質も混在したが，これらが抗酸化性に関与しているかどうかは本研究では明らか

にできなかった． 

 以上，さまざまな機能性を持ちながら，ナス皮からの抽出が困難であり，安定性も乏

しいため標準品も市販されていないナスニンを含有する色素を，現在は廃棄されている

ナス浅漬の下漬液から回収し，粉末化することができた．このナスニン含有色素粉末に

は，利用上問題となる食塩及びミョウバン由来のアルミニウムはほとんど含まれず，比

較的高い抗酸化性を示すことから，食品のみならず，化粧品など 43) も含めて今後の利

用性の検討が望まれる 4)． 
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第３章 

ナスニン含有色素粉末のシクロデキストリン包接体の調製， 

色調安定性および機能性評価 

 

第１節 緒論  

 前章において，ナス下漬液からのナスニンおよびクロロゲン酸を含有する色素粉末

（以下ナスニン含有色素粉末）の効果的な調製法を示した．しかしながら，この方法で

調製したナスニン含有色素粉末は水への溶解度が低く，また HP20 樹脂から脱着する際

に用いた酢酸が少なからず残存するため，やや強い酢酸臭を有するといった問題があり，

この粉末を広く食品あるいは化粧品に利用するためにはこれらの問題点を改善する必

要がある 44)． 

 そこで，水への溶解性の改善と酢酸臭の低減を図るため，上記のナス下漬液から得ら

れるナスニンを含有する色素溶液にシクロデキストリン(CD)を添加・撹拌処理した後，

粉末化を試みた．CD は，さまざまな機能性成分の水溶性向上 45)～48)に用いられており，

また，臭気成分をマスキングする効果 45)も認められている．したがって、CD の利用が

上記問題点の改善に有効と考えた．一方，ナス下漬液から得られるナスニン含有色素粉

末は強い抗酸化性を有するので，CD との包接処理がこの抗酸化性にどのように影響す

るのかを評価した．また，ナスニン含有色素粉末の CD との包接物（以下 CD 包接体）

のヒアルロニダーゼ阻害活性も評価した 44)．  

 上記 CD 包接体については，期待される機能性と赤から青ないし紫色の色調を活かし

て，食品や化粧品への活用が望まれる．しかし，一般にナスニンを含むアントシアニン

が植物体から分離すると非常に不安定になる物質であることから，その実用化のために

は，CD 包接体としての安定性評価も求められる．そこで，CD 包接体を異なる温度と

遮光または蛍光灯照射条件下で保存した場合の色調と抗酸化性における安定性評価を

行うとともに，これらの安定性を他の植物色素と比較検討した．  
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第２節 実験方法 

1. ナス下漬液からナスニン含有色素粉末の調製 

 ナスの浅漬け加工の工程で生じるナス下漬液を用い，前章で確立した方法により，ナ

スニン及びクロロゲン酸を含むナスニン含有色素粉末を調製した． 

 

2. 試薬 

 クロロゲン酸は(株)MP バイオの製品を，β—及びγ—CD は塩水港精糖（株）製のデ

キシーパール高純度品を，特級リン酸及び 2,2’-アゾビス(2-アミジノプロパン)ジヒドロ

クロリド(AAPH)は和光純薬(株)の製品を，そして，アセトニトリルは関東化学(株)製の

液体クロマトグラフ用を使用した．フルオレセインナトリウム塩(FL-Na) ，6-ヒドロキ

シ-2,5,7,8-テトラメチルクロマン-2-カルボン酸(Trolox)，ヒアルロニダーゼ（TypeⅣ－

S）及びヒアルロン酸ナトリウムは Sigma-Aldrich 社製品を用いた．デルフィニジンは

（株）常磐植物化学研究所の製品を使用した．柴朴湯は(株)ツムラ製を用いた．その他

の試薬は，関東化学(株)製の特級試薬を使用した 44)． 

 合成吸着剤 (HP-20) は三菱科学(株)製を，紫イモ色素，赤キャベツ色素およびシソ

色素は神戸化成(株)製，赤ダイコン色素は三菱化学フーズ(株)製，紫ニンジン色素は理

研ビタミン(株)製を用いた． 

 

3. ナスニン含有色素粉末の溶解性の検討 

ナスニン含有色素粉末を，ヘキサン・アセトン・エタノール・蒸留水それぞれの溶媒

中で撹拌・遠心分離し，不溶であった割合から逆算することにより溶解した割合を求め

た． 

 

4. ナスニン含有色素粉末の CD との処理条件の検討 

(1) ナスニン及びクロロゲン酸の定量 
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調製したナスニン含有色素粉末中のナスニン及びクロロゲン酸は，第 2 章の実験方法

4 に記載の方法により，HPLC を用いて定量した．  

(2) ナスニン含有色素粉末の水溶解性の評価 

ナスニン含有色素粉末 47.3 mgに 2 mLの蒸留水を加えて撹拌後，3,000 rpm（kubota

製 8410 型）で 10 分間遠心した．沈殿物を 2 mL の 5 M 酢酸水溶液に溶解し，さらに

5 M 酢酸水溶液で 80 倍に希釈後，ナスニンの極大吸収波長である 532 nm における吸

光度を測定した．対照には，同重量のナスニン含有色素粉末を同様に 5 M 酢酸溶液に

溶解，希釈したものを用いた．その同波長における対照の吸光度との差から，蒸留水へ

の不溶割合を求めて溶解性を評価した 44)． 

 

(3) ナスニン含有色素粉末のβ—またはγ—CD 包接による水溶性改善の評価 

 上記(１)で得られたナスニン含有粉末 47.3 mg を 5 M 酢酸溶液 20 mL に溶解し，ナ

スニンとクロロゲン酸の合計モル数に対するβ—またはγ—CD のモル数の比率を，１～

４と変化させた各 CD を添加して 2 時間撹拌した後，真空凍結乾燥して粉末化した．こ

の粉末に，蒸留水 2 mL を加えて撹拌した後，3,000 rpm（kubota 製 8410 型）で 10

分間遠心した．この上清を，蒸留水で 20倍に希釈して，分光光度計（島津製作所UV-2450）

を用い，ナスニン水溶液の極大吸収波長 586 nm における吸光度を測定した．この方法

により各 CD による包接の最適比率を検討した．得られた最適比率で撹拌時間を 10～

120 分間変化させることにより，包接の最適時間を検討した．また，残った沈殿に 5 M

の酢酸溶液を 2 mL 加えて沈殿をすべて溶解させ，さらに 5 M の酢酸溶液を用いて 80

倍に希釈し，この溶液条件におけるナスニンの最大吸収波長 532 nm における吸光度を

測定し, 水に不溶性のナスニンの割合を求めることにより，ナスニンの水溶性改善を評

価した．同重量のナスニン含有色素粉末をいずれの CD との包接処理をすることなく 

5 M 酢酸溶液に溶解させたものを対照として，包接された割合を算出した 44)．  
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5.  γ-CD 包接による酢酸臭低減の検討 

 酢酸臭の分析は，Headspace Sorptive Extraction (HSSE) 法とガスクロマトグラフ 

質量分析法（GC-MS）を組み合わせることにより行った．すなわち，γ-CD 包接体 

250.9 mg（ナスニン含有色素粉末 100 mg に相当）を 15 mL のガラス容器に採取し,

そのヘッドスペース部分に臭気吸着剤（Twister, Gerstel 社製）を装着して 40℃，１時

間ヘッドスペースガスを吸着させた．また，CD包接処理を行わない同量のナスニン含

有色素粉末についても，同様にヘッドスペースガスを捕集した．これを，GC-MS 装置

の加熱脱着装置に装着し，以下の条件で GC-MS 分析を行い，脱着された酢酸の量をγ

-CD 包接処理の前後で測定することにより，比較した 44)．  

GC-MS 分析条件 

 装置：GC 6890N，MS 5973 Agilent Technologies 社製 

 カラム：HP-5MS (30m, 0.25mm, 0.25μm, Agilent Technologies 社製) 

オーブン温度：40℃ ( 3min ) – 10℃/min 昇温 – 150℃ – 20℃/min 昇温 – 250℃ 

( 5min )  

 ヘリウム流速：1mL/min 

ヘッドスペース成分の脱着温度：20℃ ( 1min ) – 60℃/min 昇温 – 210℃ ( 4min )   

 

6. γ-CD 包接体の機能性評価 

(1) ORAC 法による抗酸化性評価 

 調製したナスニン含有色素粉末のγ-CD 包接体の ORAC 値は第 2 章、実験方法６

で述べた方法により測定した．  

 

(2) 抗アレルギー性評価 

 掛川らの方法 49)により，以下のように測定した．γ-CD 包接体の水溶液 (50 mg/mL)  

0.1 mL に 0.05 mL のヒアルロニダーゼ溶液（0.1 M 酢酸緩衝液 (pH4.0) に 4.0 mg/mL
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となるように溶解）を混合し，37℃で 20 分間保持した．次いで 0.1 mL の酵素活性化

液（0.1 M 酢酸緩衝液に Compound 48/80 を 0.5 mg/mL，塩化カルシウムを 3.8 mg/mL

となるように溶解）を添加し，37℃で 20 分間保持後，0.25 mL のヒアルロン酸ナトリ

ウム溶液（0.1 M 酢酸緩衝液に 0.8 mg/mL となるように溶解）を添加して 37℃で 40

分間保持した．これに 0.1 mL の 0.4 M NaOH と 0.1 mL のホウ酸カリウム溶液（0.8 M

ホウ酸水溶液に水酸化カリウムを 22.4 mg/mL となるように溶解）を添加し，沸騰水中

で 3 分間加熱後，急冷した．ここに 3 mL の p-ジメチルアミノベンズアルデヒド溶液

（5 g を氷酢酸 44 mL，10 M 塩酸 6 mL に溶解し，使用時に氷酢酸で 10 倍希釈）を加

え，37℃で 20 分間反応させ，585 nm の吸光度を測定した．試験対照には蒸留水を使

用し, 阻害率を求めた．また，比較のための陽性対照として, 抗アレルギー剤の漢方薬

である柴朴湯 50)を用いた 44)． 

 

7. γ-CD 包接体の調製 

 合成吸着剤（HP-20 三菱化学(株)製）600 ml を充填したカラムに，下漬液 50 L を

通してナスニンなどのポリフェノールを吸着させ，蒸留水 4 L で水洗し，下漬液中の塩

分がほぼ除去されたのを確認した．その後，5 M 酢酸 1.8 L で抽出を行った．抽出液の

ナスニン及びクロロゲン酸含有量を前章で述べた HPLC（LC2000，日本分光(株)）法

により分析し，その結果に基づいてナスニン及びクロロゲン酸の含有量とγ-CD の量が

１：１となるように混合して包接処理を行った．これを真空凍結乾燥後，粉末化し，γ

-CD 包接体を調製した． 

 

8. γ-CD 包接体の安定性評価 

 上記のように調製したγ-CD 包接体を，遮光条件下で栃木県の平均湿度である 70％

に設定した恒温恒湿槽において，温度条件 20℃と，40℃でそれぞれ 85 日間保存し，色

調の変化について多光源分光測色計（日本電色工業製 SZ-シグマ 90）を用いて評価し
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た． 

 

  9. γ-CD 包接体水溶液の安定性評価 

  CD 包接体および比較対照として用いた 5 種類の植物色素（紫イモ色素，赤キャベツ

色素，赤シソ色素，赤ダイコン色素，紫ニンジン色素）を，酢酸緩衝液 (pH 3.6) に溶

解し，波長 530 nm における吸光度を分光光度計（島津製作所製 UV-2450）で測定し，

吸光度が 0.25 となるように希釈したものを以下の安定性評価に用いた． 

温度安定性については，遮光条件下で 20℃及び 40℃で保存し，各試料液の 1, 4, お

よび 7 日後の色素残存率を測定することにより評価した．光安定性については，10℃

において, 約 10,000 ルクス（晴天時の窓際の明るさ）の光を蛍光灯で照射し，同様に

1, 4, および 7 日後の色素残存率を測定することにより評価した． 

 

10. γ-CD 包接体水溶液の色調および抗酸化性評価 

 実験方法 9 で述べた方法で調製したγ-CD 包接体の水溶液について，pH 3.6 および

pH 4.6 における色調を，比較対象として用いた他の植物性色素の水溶液と比較した．

また，実験方法 6 の (1) に記述した方法により，γ-CD 包接体水溶液および比較用の

植物色素の水溶液についても ORAC 値を測定し，抗酸化性を比較した．  

 

第３節 実験結果および考察 

1. ナスニン含有色素粉末の溶解性測定 

 ナスニンは水溶性のアントシアニン色素であるが，合成吸着剤によるナス下漬液から

の抽出操作及び 5 M 酢酸溶液を用いた溶出操作により濃縮され，色調安定化のために

添加されているミョウバン由来のアルミニウムの影響で，溶解性の低いキレート化合物

に変化していると考えられた．そこで，まず，ナスニン含有粉末の各種溶媒への溶解性

を測定し，その結果を表 3-1 に示した．蒸留水への溶解性は 32%であり，沈殿物はター
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ル状であった 44)．特に，蒸留水に対する溶解性が 30％程度と低いことから，この粉末

をそのまま化粧品や食品に利用する上では大幅な改善が必要であると考えられる．  

 

表 3-1 ナス下漬液由来ナスニン含有色素粉末の溶解性 

 溶 媒 溶解性（％） 

ヘキサン ―※ 

アセトン 1.2±0.1 

エタノール 6.3±0.2 

蒸留水 31.6±0.2 

  
※：溶解せず 

３回測定値の平均±標準偏差で示した． 

       

2. ナスニン含有色素粉末のβ-またはγ-CD 包接による水溶性改善 

  上述のように，ナスニン含有色素粉末を食品・化粧品等に活用するためには，水溶性

を向上させることが不可欠である．CD は環状のオリゴ糖であり，コエンザイムＱ10

やイソフラボン等の水溶性の低い機能性成分の水溶性向上に用いられている物質であ

る 45)～48)．このことから, ナスニン含有色素粉末においても水溶性改善の効果が期待で

きると考えられた 44)． 

 よく知られているように，CD は，包接とよばれる方法により対象物質（以下ゲスト

物質）を疎水性の環状構造の中に取り込み，複合体を形成する．その際のゲスト物質と

CD とのモル比は，整数であるとされている 51)．今回調製したナスニン含有色素粉末中

には，ナスニンが 20.2%，クロロゲン酸は 33.5%含まれており，これらの濃度をモル濃

度に変換して，ナスニンとクロロゲン酸を合わせた合計モル数と整数比の割合で CD を

添加し，検討を行った 44)． 
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(1) 最適混合比率の検討 

CD の代表的な種類には，α-CD，β-CD 及びγ-CD があり，その環の大きさから，

α-CD はアルキル基，β-CD はベンゼン環，γ-CD はナフタレン環を包接するとされ

ている 52)．このことと，ナスニン及びクロロゲン酸の構造から推測し，β-CD とγ-CD

により包接されるのではないかと予想し，その２種類について検討を行った 44)．得ら

れた結果を図 3-1 に示した．  

β-CD では，ナスニン含有色素粉末中のナスニンとクロロゲン酸の合計モル数との

比率が２倍及び３倍の場合に，溶解している色素の吸光度から推定される水溶性の向上

が示された．また，γ-CD ではモル数比が１の場合に溶解している色素の吸光度から

推定される水溶性が最大になることが明らかになった 44)． 

 ナスニン含有色素粉末に混在するクロロゲン酸も，その分子構造から同時に包接され

ると推測されたため，ナスニンとクロロゲン酸の合計モル数に基づいて検討を行ったが，

クロロゲン酸を指標とした水溶性改善については検討を行わなかった 44)．CD 包接体の

水への溶解性が改善されれば，クロロゲン酸もナスニンと共にその抗酸化機能が発揮さ

れるものと期待される。 

 



31 

 

 

 図 3-1 ナスニン及びクロロゲン酸の合計モル比に対するβ-CD またはγ-CD の 

添加比率と吸光度の関係 

586 nm における吸光度で抗酸化性粉末の水溶性を評価した． 

    各 CD の比率：抗酸化性粉末中のナスニン及びクロロゲン酸のモル数（合計値）

との比率． 

 

(2) 最適 CD 処理時間の検討  

 (1) で明らかになった最適比率を維持しつつ，撹拌時間を変化させることにより，最

適 CD 処理時間の検討を行った結果を図 3-2 に示した．γ-CD では 10 分間の撹拌で最

適比率検討の際の吸光度の最大値近くまで上昇したが，β-CD では，ナスニンとクロ

ロゲン酸の合計モル数に対するβ-CD の比率が２倍と３倍の二つの条件においても，

60 分間の撹拌が必要であることが明らかになった．さらに，上記β-CD の比率が３倍

の条件では 60 分間以上撹拌を行うと，かえって徐々に吸光度が減少する傾向が見られ

た 44)． 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 1 2 3 4 5

β-CD 

γ-CD 

5
8
6
n

m
に
お
け
る
吸
光
度

 

ナスニン及びクロロゲン酸の合計モル比に対するβ-CDまたはγ-CDの添加比率 



32 

 

 

図 3-2 最適比率における撹拌時間と吸光度の関係 

     最適比率におけるナスニン含有粉末の水溶性を，586 nm における吸光度で 

評価した． 

 

 

以上の検討から，ナスニン含有色素粉末の水溶性の向上には，γ-CD をナスニン及

びクロロゲン酸のモル数と１：１となるよう添加して 10 分間以上撹拌することが，反

応時間短縮の点から最適であると考えられた．なお，この条件における水溶性は 81%

であり，包接前のそれの 32%から約 2.5 倍と大きく向上することが確認された 44)． 

以上のように調製されたγ-CD 包接体については，今回検討した機能性とともに，紫

色の色調も合わせて，食品・化粧品において大いに利用価値があると考えられるため，

図 3-3に包接体を写真で示し，表 3-2にその色調の分光測色計による測定結果を示した． 
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図 3-3 ナスニン含有色素のγ-CD 包接体 

ナス下漬液を合成吸着剤で処理した溶出液に，γ-CD をナスニンおよび 

クロロゲン酸の合計モル数と１：１となるように添加して撹拌し， 

フリーズドライで乾燥粉末とした． 

 

 

     表 3-2 ナスニン含有色素のγ-CD 包接体の色調 

          L＊          a＊                b＊   

γ-CD 包接体  29.47±0.02     7.85±0.01      －20.35±0.03 

 ３回測定値の平均±標準偏差で示した． 

L＊： 明度 

a＊：値が正の場合は赤方向，負の場合は緑方向 

b＊：値が正の場合は黄方向，負の場合は青方向 

 

3. γ-CD を用いた包接による酢酸臭低減 

 CD には，水溶性向上の他にも，臭いのマスキング効果，苦みの緩和効果，熱や光に

よる分解抑制効果など，さまざまな効果があることが知られている 45)．このことから，

γ-CD を用いた包接による，HP-20 カラムを用いて回収されるナスニン含有色素粉末

に残留する酢酸臭の低減効果を検討した 44)． 
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γ-CD による包接前のナスニン含有色素粉末の採取量を変化させ，ヘッドスペース

中に発散する酢酸量の GC-MS 分析を行った．まずは包接前の粉末の重量(x)と酢酸ピー

ク面積値(y)との関係を調べて計算式,  y=281.97x+5.16 (R2=0.9891)を得た． 

次にγ-CD 包接体について同様に酢酸を分析し，上記の関係式から包接前の粉末か

らの酢酸臭の低減率を算出した．その結果，γ-CD 包接体から発散される酢酸は，包

接前のナスニン含有色素粉末のそれの 19%まで減少したことが確認された． 

 以上のことから，γ-CD による包接処理は，ナスニン含有粉末の水溶性の向上だけ

でなく，回収時に残留する酢酸臭の大幅な低減にも有効であることが明らかになった． 

 

4. γ-CD 包接体の機能性評価 

(1) 抗酸化性評価 

 ナスニン含有色素粉末，そのγ-CD 包接体にデルフィニジン標準品も加えて，それ

らの抗酸化性を ORAC 値で評価し，その結果を表 3-3 に示した．また，デルフィニジ

ン標準品の抗酸化性に対するそれぞれの相対活性も表 3-3 に示した．γ- CD 包接体で

はγ-CD の添加によりナスニン及びクロロゲン酸の濃度が低下する．包接前の粉末に

比べ，包接体は約 2.5 倍の重量になるため，計算上，ORAC 値は包接前の粉末の 40%

になると考えられるが，測定値は 49.5%であり，計算値と比較して高い値であった．γ

-CD 包接体は 1 g あたり 5,159 μmol の Trolox 当量であり，これはデルフィニジン標準

品の 56.2%の相対活性に相当することから，γ-CD を用いる包接によってもナスニン

含有色素粉末は強い抗酸化性を保持することが示された 44)． 
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表 3-3 ナス下漬液由来ナスニン含有粉末およびナスニン包接体のＯＲＡＣ値 

        L-ORAC   H-ORAC    Total ORAC     相対活性 

(μmol of TE*/g)                      （％）  

ナスニン含有色素    33.7±0.9     10398.0±36.6   10431.7±37.5       113.7 

粉末 

γ-CD 包接体       5.1±0.5      5154.3±23.3    5159.4±23.8         56.2 

デルフィニジン    21.6±1.2      9151.5±31.2    9173.1±32.4        100 

標準品        

＊TE：Trolox Equivalent 

３回測定値の平均±標準偏差で示した． 

 

(2) 抗アレルギー性評価 

 アレルギー症状はⅠ型からⅣ型に分類されている．Ⅰ型は即時型ともいわれ，気管支

喘息やアレルギー性鼻炎などが疾患例である．ヒアルロニダーゼは，Ⅰ型に関与し，ヒ

スタミンと同時に肥満細胞から遊離し，結合組織に多く分布するヒアルロン酸を加水分

解して，炎症を重度にする 50)．抗酸化性成分はヒスタミン放出を抑制することでⅠ型

アレルギー反応を直接阻害することが知られており，その活性はジフェノール構造を有

するカテコール化合物よりトリフェノール構造を持つピロガロール化合物の方が強く，

構造依存性が認められる 53)．ナスニンはトリフェノール構造を有し，また，クロロゲ

ン酸はジフェノール構造を持つことから，作製したγ-CD 包接体には抗アレルギー活

性が期待された．ヒアルロニダーゼ阻害活性とヒスタミン遊離抑制には正の相関関係が

あることが知られている 50)ことから，γ-CD 包接体のヒアルロニダーゼ阻害活性につ

いて検討した 44)．  

γ-CD 包接体の抗アレルギー性をヒアルロニダーゼ阻害率として評価した結果を表

3-4 に示した．γ-CD 包接体は，抗アレルギー製剤として使用されている柴朴湯とほぼ
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同等の阻害率を示し，アレルギー症状を抑える素材としての活用も期待できることが示

された．なお，γ-CD による包接前のナスニン含有色素粉末の抗アレルギー活性につ

いては，この粉末の水溶性が低いため，本研究では評価しなかった 44)．  

 

表 3-4 γ-CD 包接体の抗アレルギー性 

            ヒアルロニダーゼ阻害率（％） 

γ-CD 包接体           91.2±1.3 

柴 朴 湯                92.0±1.3 

３回測定値の平均±標準偏差で示した． 

 

5. γ-CD 包接体の安定性評価 

   γ-CD 包接体を第２節 8 の条件で 12週間保存し，その間の色調の変化について，

L*a*b*表色系で評価したところ，図 3-4 および図 3-5 に示す結果が得られた．そこ

に見られるように，20℃保存条件ではほとんど変化はみられなかったが，40℃保

存条件では，a 値（赤色度）が減少して-b 値（青色度）が増加し，色調が紫色から

青色に変化した．この結果から，なるべく低温で保存することが望ましいと考えら

れる． 

 

図 3-4  20℃保存γ-CD 包接体の色調変化 
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図 3-5  40℃保存γ-CD 包接体の色調変化 

 

6. γ-CD 包接体水溶液の色調の安定性評価 

γ-CD 包接体とともに,紫イモなど 5 種類の植物色素の水溶液を第２節 9 の方法

により調製後，1, 4, および 7 日間保存後の 530 nm における吸光度を測定して色調

の安定性を比較した．その結果，温度安定性については、20℃での保存条件では他

の植物性色素とほぼ同等の安定性を保持していた（図 3-6）が、40℃での保存条件

では安定性が低下する（図 3-7）ことが示された．また、光安定性については、紫ニ

ンジン色素と同等の安定性を保持していた（図 3-8）．  

 

図 3-6  20℃における安定性  

0

5

10

15

20

25

30

0 1 2 4 6 8 10 12

L*

a*

-b*

週後 



38 

 

 

図 3-7  40℃における安定性 

 

図 3-8  光安定性  

 

7. γ-CD 包接体水溶液の色調および抗酸化性評価 

 γ-CD 包接体と紫イモなど植物色素の各水溶液を p H 3.6 またはｐH 4.6 に調整して

それぞれの色調を比較した結果を図 3-9 及び図 3-10 に示した．γ-CD 包接体は、他

の植物色素と比較して，青色側にシフトした特徴的な色調を持つことが示された．ま

た，水溶液の抗酸化性を ORAC 法で評価した結果，表 3-5 に示すように，γ-CD 包接

体は他の植物性色素と比較して高い抗酸化性を有していた．  
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図 3-9  pH3.6 における色調       図 3-10  pH4.6 における色調 

 １：γ-CD 包接体，２：紫イモ，３：赤キャベツ，４：赤シソ，５：赤ダイコン，  

６：紫ニンジン   

 

表 3-5  CD 包接体および植物性色素水溶液の H-ORAC 値 

 
H-ORAC 値 

    （μmole of Trolox Equivalent/g） 

γ-CD 包接体 4.4 

紫イモ色素 0.6 

赤キャベツ色素 0.5 

赤シソ色素 3.2 

赤ダイコン色素 1.1 

紫ニンジン色素 0.4 

 

以上，γ-CD を用いてナス下漬液から回収したナスニン及びクロロゲン酸を含むナ

スニン含有色素粉末の水溶性の向上を検討し，γ-CD による包接体は水溶性が大きく

改善されることを確認した．また，γ-包接体の機能性を評価した結果，ORAC 値でデ

ルフィニジンの 56％に相当する抗酸化性と柴朴湯に匹敵する抗アレルギー効果を持つ
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ことも明らかにした．一方，安定性については，γ-CD 包接体を粉末状態で保存した

場合の色調は 20℃で 85 日間安定であり，20℃の水溶液で保存した場合は紫イモ、赤キ

ャベツなど試験した 5 種類の植物色素とほぼ同等の安定性を有することが確認できた． 

さらに，γ-CD 包接体は上記の植物色素と比較して，酸性域において青色系の特徴

的な色調を示すとともに，比較的高い抗酸化性を示した赤シソの色素を上回る抗酸化性

を示すことも明らかになった． 

 今後は，ナス下漬液から得られるナスニン含有色素粉末のγ-CD 包接体の機能性と

安定性あるいは特徴的な色調を活かして，このγ-CD 包接体を広く食品・化粧品に活

用するための検討が望まれる． 
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第４章 

ナスニンのナスニン含有色素粉末からの単離精製とその機能性寄与評価 

 

第１節 緒論 

 第２章でナス下漬液からナスニンおよびクロロゲン酸を含む抗酸化性色素粉末の調

製を行い，第３章では，この色素粉末のγ-シクロデキストリン包接体（γ-CD 包接体）

を調製し，その抗酸化性や抗アレルギー性とともに水溶解性や安定性などを評価した．

これらの色素粉末とそのγ-CD 包接体について，抗酸化性や抗アレルギー性の評価を

行ったところ，ORAC 値を指標とした抗酸化性が包接前の色素粉末とγ-CD 包接体の

両者に，また，ヒアルロニダーゼ活性を指標とした抗アレルギー活性がγ-CD 包接体

に認められた．しかし，ナス下漬液から回収されるナスニン含有色素粉末やその 

γ-CD 包接体の実用化にあたっては，上記の各機能性がどの物質に由来するのかを明

らかにする必要がある。特にγ-CD 包接体の材料でもあるナス下漬液から回収される

色素粉末中のナスニンが上記の両機能性の主たる要因物質として作用し得るのかを確

認する事は重要である． 

 そこで，ナス下漬液からナスニンを精製し，得られたナスニン精製物の ORAC 値に

よる抗酸化性およびヒアルロニダーゼ活性による抗アレルギー性を評価し，そのナスニ

ン含有粉末における寄与度を調べた 54)． 

 

第２節 実験方法 

 1. 試料 

 ナス浅漬け工程で生じるナス下漬液 1)を用いた． 

 2. 試薬 

 合成吸着剤 (HP-20) は三菱科学(株)製を，ゲルろ過用担体 (LH-20)，フルオレセイ

ンナトリウム塩，6-ヒドロキシ-2,5,7,8-テトラメチルクロマン-2-カルボン酸 (Trolox)，
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ヒアルロニダーゼ (TypeⅣ—S) 及びヒアルロン酸ナトリウムはそれぞれ SIGMA 製を

用いた．クロロゲン酸は (株) MP バイオ製を用い，アセトニトリルは関東化学 (株) 製

の HPLC グレードを用いた．柴朴湯は（株）ツムラ製を使用した．その他の試薬は，

関東化学 (株) 製の特級試薬を使用した．ナスニン標準品は第 2 章の実験方法３で述べ

た方法に従ってナス表皮から調製し，−25℃の冷凍庫内に密封保存しておいたものを使

用した 54)． 

 

 3. ナス下漬液中のナスニンとクロロゲン酸の分画及び精製 

  合成吸着剤 (HP-20)（長さ 100 cm，内径 30 mm のガラスカラムに 500 mL 充填）

にナス下漬液 40 L を通液 (10 mL/min)してナスニンを吸着させ，蒸留水 1 L で下漬液

に含まれる塩分を流去させた．その後，1%トリフルオロ酢酸 (TFA) 含有メタノール

350 mL にて溶出させ，溶出液を 40 mL に減圧濃縮した．その 1 mL をゲルろ過用担体

(LH-20)（長さ 30 cm，内径 10 mm のガラスカラムに 20 mL 充填）に通液 (0.2 mL/min)

し，メタノールで溶出することによりナスニンとクロロゲン酸の分画（2 mL づつ採取）

を行った．ナスニン及びクロロゲン酸の HPLC 分析は以下の条件で行った 54)． 

  装置：フォトダイオードアレイ検出器（SPD－M20A）付き HPLC（島津製作所製）  

  カラム：Gemini-Nx（4.6×250 mm，Phenomenex 社製） 

  溶離液：0.5% (w/v) リン酸：アセトニトリル (85 : 15); 流速：1 mL/min 

  オーブン温度：40℃ 

  検出波長：ナスニン；534 nm，クロロゲン酸；330 nm  

 

4.  HPLC を用いたナスニンの精製 

 上記３の方法で得られたナスニン含有画分 60μL を以下の HPLC 分析に供し，ナス

ニンピークの分取を繰り返して精製した 54)． 

  装置およびカラム：島津製作所 Prominence； カラム：L-column2 ODS（10×250 mm） 
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  溶離液：0.5% (w/v) リン酸：アセトニトリル (85 : 15); 流速：3 mL/min 

  オーブン温度：40℃ 

  検出器：フォトダイオードアレイ検出器  

 

  5. LC-MS/MS によるナスニン精製物の分析 

  ナスニンの同定は，UHPLC システム（Nexera X2 ; 島津製作所製）に接続したエレ

クトロスプレーイオン化源付トリプル四重極リニアイオントラップ装置（QTRAP 

5500 ; AB Sciex 社製）にて行った． 

  UHPLC 条件は，カラム：Kinetex F5（2.1×150 mm，Phenomenex 社製），移動相：

0.1% (v/v) 酢酸水溶液中のアセトニトリル割合を 10→50%/1.5 min, 50→99%/7 minに

てグラジエント上昇させ, 99%にて 3 min 保持，流速：0.2 mL/min, カラムオーブン温

度：30℃，注入量：2μL とした． 

  MS/MS スペクトルはリニアイオントラップ (LIT) によりポジティブイオンモード

でのプロダクトイオン (m/z 40〜950) を記録した．測定条件として，イオン源：400℃，

カーテンガス：20 psi, 衝突活性化解離(CAD)ガス：7 psi, イオン源ガス：80 psi, イオ

ン源ガス-2：70 psi, ポジティブイオンモードにおけるイオンスプレー電圧：5,500V に

それぞれ設定した．ガスはすべて窒素を用いた．また，デクラスタリング，エントラン

ス及びコリジョンセルイグジット各電位は，60, 10, 15 V を維持した．クロマトグラム

とマススペクトルは AB Sciex Analyst ソフトウエアーを用いて解析した 54)．  

 

6. ORAC 値によるナスニン精製物の抗酸化性評価 

上記４で得られたナスニン精製物の抗酸化性を第 2 章の実験方法６で述べた方法に

より測定した．なお，今回の対象物質はすべて水溶性抗酸化性物質であることから, 通

常，脂溶性物質に適用することが多い L-ORAC 値は使用せずに，H-ORAC 値のみで評

価 55)した．  
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7. ヒアルロニダーゼを用いたナスニン精製物の抗アレルギー性評価 

 掛川らの方法 49)により，前章のように測定した．比較のための陽性対照として柴朴

湯を用い，それぞれの IC50値を算出して比較した． 

 

第３節 実験結果および考察 

 1. ナス下漬け液からのナスニンとクロロゲン酸の分画および分取 HPLC による精製 

  ナス下漬液には，ナスニンとともにクロロゲン酸のほか，ナスニン以外のアントシ

アニンも共存している．従って，ナス下漬液から回収されるナスニン含有粉末の機能性

に対するナスニンの寄与を正確に評価するには，できるだけ精製度を高めたナスニンを

用いて検討する必要がある．そこで，ナスニン含有粉末中で最も含有量の多いクロロゲ

ン酸との分離を目指し，HP-20 樹脂及びゲルろ過クロマトグラフィー用担体である

LH-20 カラムを用いて分画を行った 54)． 
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図 4-1 LH-20 カラムを用いた 100%メタノールによる分画 

 

実験方法 4 の LH-20 カラムにおけるナスニン及びクロロゲン酸の分画結果を図 4-1

に示した．この結果から，ナスニンとクロロゲン酸は互いに分離がなされたと考えた． 

両成分の HPLC 分析により，分画前のナスニン含有粉末中に占めるナスニンとクロロ

ゲン酸のそれぞれの含有割合は，20.2％と 33.5%であった 54)． 
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図 4-2 フォトダイオードアレイ（上図）及び 534nm におけるクロマトグラフ 

（下図）によるナスニン精製物分析結果 

 

次に，このナスニン画分からさらに分取 HPLC を繰り返して得られた精製ナスニン

画分を減圧濃縮後，真空凍結乾燥して粉末0.6 mgを得た．この粉末をメタノール1.5 mL

に溶解して上述のフォトダイオードアレイ HPLC により分析し, 得られたフォトダイ

オードアレイ等高線グラフ及び検出波長 534 nmにおけるクロマトグラフを図 4-2に示

した．534 nm における総ピーク面積値に占めるナスニンピークの割合から，UV-VIS

吸収を持つ物質中の精製度 96%のナスニンが得られた．この精製粉末を以下，ナスニ

ン精製物と呼ぶ 54)． 

波長

(nm) 分析時間(min) 
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2. LC-MS/MS によるナスニン精製物の分析 

 ナスニン精製物とともに実験方法(2)で述べたナスニン標準品のLC-MS/MS分析を行

った．図 4-3 にナスニン精製物及びナスニン標準品のイオンクロマトグラムを示した. 

また，図 4-4 にナスニン精製物から検出された各ピークに対応したプロダクトイオン質

量スペクトル（ポジティブモード）を示し，合わせて得られた質量スペクトルとして記

録された各プロダクトイオンに対応すると推定された化学構造を図 4-5 に示した 54)． 

 なお，ナスニン標準品から得られたプロダクトイオン質量スペクトルについては，ナ

スニン精製物の質量スペクトルとほとんど差異が認められなかったため，ここには図示

しなかった． 分析したナスニン精製物及びナスニン標準品からはいずれも４つのピー

クが検出され（図 4-3），そのうち，ピーク A と C はまったく同じ質量スペクトルを，

またピーク B と D もともに同じ質量スペクトルを示し，これらはいずれも分子イオン

に相当する m/z 919 のイオンシグナルを有していた．しかし，ピーク A と C の両ピー

クと，ピーク B と D の両ピークの質量スペクトルの間には，ナスニン分子中の桂皮酸

部分の構造を含むフラグメントイオンと推定された m/z 303，m/z 293 及び m/z 147 の

シグナル強度において顕著な違いが見られた．これらの結果は，同時並行して分析した

ナスニン標準品において検出された 4 つのピーク（図 4-3 : A’, B’, C’, D’）の質量スペク

トルについても全く同じであり，また，質量スペクトルはこれまで報告されているナス

果皮色素の LC−MS/MS 分析の結果 55)とも一致していた．図 4-6 に示すようにナスニン

には cis，trans 異性体が知られており，逆相 HPLC カラムでは cis-ナスニンの方が

trans-ナスニンより早く溶出することが知られている．今回の LC-MS/MS 分析で使用

した Kinetex F5 カラムは逆相カラムである。これらのことから，ピーク A と C が cis

体であり，ピーク B と D が trans 体であろうと推察された．また，これらのプロダク

トイオンの組成の一致から推定するとそれぞれ２つずつの同一質量スペクトルを示す

ピークのうち，一方はアノマー位の立体異性体の可能性も考えられたが，本研究では確

認することはできなかった 54)． 
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図 4-3 ナスニン精製物とナスニン標準品のトータルイオンクロマトグラム 

 

 

 

 

図 4-4 ナスニン精製物の LC-MS/MS分析： Peak-A, B, C, D のプロダクトイオンスペクトル 
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図 4-5 各プロダクトイオンに対応する推定化学構造 

 

 

 

 

図 4-6 ナスニン (Delphinidin3-[4-(p-coumaroyl)-L-rhamnosyl (1,6) glucopyranoside]-  

5-glucopyranoside）のシスおよびトランス異性体の化学構造 

 

以上のように，得られた質量スペクトルはナスニンのそれとよく一致したことから，

ナス下漬け液から精製された粉末はナスニンであることが確認された 54)． 
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3. ナスニン精製物の抗酸化性の評価 

 上記のように得られたナスニン精製物の抗酸化性を，ORAC 法で評価した結果を精

製前のナスニン含有粉末の H-ORAC 値と合わせて表 4-1 に示した．また，表 4-1 には

クロロゲン酸標準品の H-ORAC 値及びデルフィニジン標準品の H-ORAC 値を１とし

たときのそれぞれの相対抗酸化活性も示した 54)． 

  ナスニン精製物は，デルフィニジン標準品の 1.45 倍という強い抗酸化性を示し，ナ

スニン標準品の値とほぼ一致した．また，上述のようにナスニン含有粉末中に占めるナ

スニンの割合は 20.2%であり，クロロゲン酸のそれは 33.5%であったことから，ナスニ

ン精製物及びクロロゲン酸標準品の H-ORAC 値にそれぞれの含有率を乗じることによ

り，ナスニン含有粉末の抗酸化性に対するそれぞれの寄与度を算出した．それらを表

4-2 に示した．ここに見られるように，ナスニン精製物の抗酸化性に対する寄与度は約

26%であり，ナスニン含有粉末の抗酸化性にはナスニン以外の成分の寄与が約 74%あり，

そのうち約 48%はクロロゲン酸によるものと考えられた 54)． 

 ナスには，ナスニン・クロロゲン酸以外にも，ポリフェノール 57),58)，ビタミン C59),60)，

イソクロロゲン酸 61)といった抗酸化性を持つ成分が含有されていることが知られてい

る．上記の結果から，ナスニン含有色素粉末の抗酸化性には，ナスニン以外にも上記の

ような種々の成分の関与が推察された 54)． 
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表 4-1 デルフィニジンを基準とした精製ナスニンと 

下漬液由来ナスニン含有色素粉末の抗酸化性 

  H-ORAC 相対活性 

  (μmol of TE*/g)                   

ナス下漬液由来 

ナスニン精製物 

13250±99 1.45 

ナス下漬液由来 

ナスニン含有粉末 

10398±37 1.14 

クロロゲン酸標準品 15007±86 1.64 

デルフィニジン標準品 9152±31 1.00 

＊TE：Trolox Equivalent 

３回測定値の平均±標準偏差で示した． 

 

表 4-2 ナス下漬液由来ナスニン含有色素粉末の抗酸化性に対する 

ナスニンおよびクロロゲン酸の寄与度 

  H-ORAC 相対寄与度 

  (μmol of TE*/g) (%) 

ナス下漬液由来 

ナスニン含有粉末 

10398±37 100.0 

ナス下漬液由来 

ナスニン精製物 

2677±20 25.7 

クロロゲン酸 5027±29 48.3 

  ＊TE：Trolox Equivalent 

３回測定値の平均±標準偏差で示した． 
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4. ナスニン精製物の抗アレルギー性の評価 

 前章までの研究において，ナス下漬液由来ナスニン含有色素粉末は，γ-CD 包接体

にすることにより水溶性の大幅な増大及び酢酸臭の低減化がなされることが明らかに

なった．その際，このγ-CD 包接体には，抗アレルギー性製剤として使用されている

柴朴湯と同等のヒアルロニダーゼ阻害活性も認められている．そこで, 本章に述べる研

究では, この阻害効果がナスニンとクロロゲン酸のどちらによるものかを明らかにす

るために，ナスニン精製物とともに，クロロゲン酸及び陽性対照として柴朴湯のヒアル

ロニダーゼ阻害活性を測定した．それぞれの 50%阻害濃度（IC50値）を算出し，前章

で述べたγ-CD 包接体の値とともに表 4-3 に示した 54)． 

なお，ナスニンとクロロゲン酸の分子量を合わせたものと、γ-CD の分子量が  

１：１になるように混合しているため，γ-CD 包接体中のナスニン含有色素粉末の割

合は 39.9%である．ナスニン含有色素粉末中のそれぞれの含有率から計算すると， 

γ-CD 包接体中のナスニンは 8.1%，クロロゲン酸は 13.4%となる 54)． 

表 4-3 に見られるように, ナスニン精製物はヒアルロニダーゼ阻害活性をまったく示

さず，クロロゲン酸が柴朴湯の 6.7 倍に相当する IC50 : 2 mg/mL という強いヒアルロ

ニダーゼ阻害活性を示した．このことから，ナスニンはヒアルロニダーゼの阻害には全

く寄与せず，これまで報告されているナスニン含有粉末の CD 包接体に見られたヒアル

ロニダーゼ阻害活性は，共存しているクロロゲン酸を含むナスニン以外の成分に起因し

ていると考えられる．しかし，抗アレルギー性はヒアルロニダーゼ阻害活性のみで説明

できるものではなく，抗原刺激後のカルシウム流入抑制 62)や好酸球における PPAR 

(peroxisome proliferator-activated receptor)-γの発現 63)等，さまざまな機序で起こる

と考えられ，これらについては今後の検討課題である 54)． 
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表 4-3 ナスニン精製物及びクロロゲン酸の抗アレルギー性 

        IC50(mg/ml) 

γ-CD 包接体 20.2±1.2 

ナスニン精製物 N.D. 

クロロゲン酸 2.00±0.6 

柴朴湯 13.4±0.8 

             注） N.D.：阻害活性不検出 

              ３回測定値の平均±標準偏差で示した． 

抗アレルギー性はヒアルロニダーゼ阻害活性によって測定し， 

50%阻害濃度で示した． 

 

以上，ナスニン精製物を LC-MS/MS にて分析し，cis 体と trans 体が混在しているこ

とを確認し,ナスニン含有色素粉末の H-ORAC 値への寄与度は，両異性体を含むナスニ

ンが約 26%，クロロゲン酸が約 48%であることを明らかにした．また，ナスニン精製

物にはヒアルロニダーゼ阻害活性は認められなかったが，ナスニン含有色素粉末の構成

成分であるクロロゲン酸は，強い阻害活性を持つことが明らかになった．今後，ナス下

漬液から得られるナスニン含有色素粉末の抗酸化性を活かし，また，天然の着色料とし

ての側面 64)も利用した食品・化粧品への活用が図られることが期待される． 
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第５章 

マウス培養細胞を用いたナスニンの機能性評価 

 

第１節 緒論 

 第４章でナスニン精製物の抗酸化性及び抗アレルギー性に関する機能性評価を行っ

たが，本章では，実際の生体での働きを知るために，マウスの培養細胞を用いて検討し

た．すなわち，デルフィニジンの約1.5倍というナスニンの強力な抗酸化作用に着目し、

活性酸素と密接に関係していることが知られている炎症反応に対する効果を検討した．

炎症反応は自然免疫系の反応であり，外部からの病原体などの侵入を防ぐ役割がある．

しかし，過剰な炎症反応は生体にダメージを与え，様々な病態に繋がることが知られて

いる 65)．マクロファージは炎症反応の中心的役割を果たしている細胞であり，腫瘍壊

死因子（TNF-）やインターロイキン（IL），活性酸素種，一酸化窒素（NO），プロス

タグランジン類（PG）など、様々な炎症性メディエーターを産生する 66)．これらの過

剰な産生は敗血症や関節リウマチ，潰瘍性大腸炎，アレルギー疾患などの病態の増悪に

関与している 67)ことから，それらの過剰な産生を制御する必要がある．また，炎症時

に産生される活性酸素に起因する酸化ストレスは直接的に生体にダメージを与えるだ

けでなく，細胞内のセカンドメッセンジャーとして炎症反応の増悪に関与しており 68)，

抗酸化物質がこれらの反応を抑制することが報告されている 69)．したがって，強力な

抗酸化作用をもつナスニンは，マクロファージの炎症反応を抑制することが期待される．

そこで以下では，マクロファージの炎症性メディエーター産生に対するナスニンの効果，

すなわち，マウスマクロファージをリポ多糖（LPS）で刺激した際に放出される炎症性

サイトカイン（TNF-，IL-6）及び化学メディエーターである一酸化窒素（NO）の産

生能と細胞内活性酸素量の変化について測定した． 

 さらに，ストレスや炎症性サイトカイン，および紫外線等の刺激により活性化され，

免疫反応や炎症反応において中心的役割を果たす転写因子のひとつである NF-κB の
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活性化についても評価した．NF-κB は，不活性な状態では IκBα等の阻害タンパク

質と結合して細胞質に存在しているが，LPS 等の刺激を受けると，IKK(IκB kinase)

複合体が活性化され，IκBαをリン酸化することが知られている．その結果，IκBα

が分解されることで，NF-κB が阻害タンパク質から遊離し，隠されていた核移行シグ

ナルが表在化して，NF-κB が核に移行し活性化される．その結果，炎症反応に関する

遺伝子の転写が促進されるので，NF-κB の核移行抑制は炎症反応やアレルギー疾患等

の抑制につながると考えられる．このことから，ナスニンの NF-κB 核移行抑制につい

ても評価を行った．  

 

第２節 実験方法 

 1. 試薬 

 ダルベッコ改変イーグル培地(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM)およびリポ

多糖(LPS, from Escherichia coli 055:B5)は Sigma-Aldrich 製を用いた．ウシ胎児血清

(FBS)は HyClone Laboratories 製を用いた．プロテアーゼインヒビター，ホスファター

ゼインヒビター，ペニシリンＧおよびストレプトマイシン、N-アセチルシステイン

（NAC）は和光純薬工業(株)製を用いた．Cell Counting Kit-8 (WST-8)は(株)同仁化学

研究所製を使用した．マウス TNF-αおよび IL-6 の Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)キットはeBioscience社製を，ウエスタンブロッティング用検出キット（Clarity 

Western ECL Substrate kit）は Bio-Rad 製を用いた．2’,7’-ジクロロジヒドロフルオレ

シンジアセテート(DCFH-DA)は Molecular Probes 製を使用した．その他の試薬は特級

を用いた． 

 

 2. 抗体 

 NF-κB p65 マウスモノクローナル抗体は Cell Signaling Technology( NF-kB p65: 

#6956S)製を使用した．グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素（GAPDH : sc-32233）
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および一酸化窒素合成酵素（iNOS : sc-7271），マウスモノクローナル抗体(Lamin B1 : 

sc-6214)，ヤギポリクローナル抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼ(HRP)

が結合した抗ヤギ IgG 二次抗体(anti-goat IgG-HRP: sc-2033)は，Santa Cruz 

Biotechnology 製を用いた．HRP が結合した抗マウス IgG（anti-mouse IgG-HRP: 

NA931）および抗ウサギ IgG 二次抗体(anti-rabbit IgG-HRP: NA934)は，GE 

Healthcare 製を使用した． 

 

 3. ナスニンの精製 

 第４章で述べた方法によりナスニンを単離精製した．精製したナスニンをジメチルス

ルホキシド(DMSO)に溶解し，最終的に 0.2%未満となるようにした．以下では，この

精製ナスニンを単にナスニンと称する． 

 

 4. 細胞培養 

マウス由来マクロファージ細胞株である RAW264 細胞は理化学研究所細胞銀行より

分与された．細胞は 100 U/mL ペニシリン G, 100 µg/mL ストレプトマイシンおよび

10% FBS 含有 DMEM で，CO2インキュベーター（37 °C, 5% CO2）を用いて培養し

た． 

 

 5. 細胞生存率の測定 

RAW264 細胞を 2×104cells/well となるように 96 穴プレート(Thermo Fisher 

Scientific 製)に播種し，24 時間培養して接着させた．細胞を各種濃度のナスニンとと

もに 24 時間培養し，生細胞数を Cell Counting Kit-8 で測定した． 

 

 6. TNF- および IL-6 産生量の測定 

RAW264 細胞を 2 ×105 cells/well となるように 24 穴プレートに播種し，接着後，
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各濃度のナスニンで 1 時間処理し，1 µg/mL の LPS で 6 時間刺激した．培養上清中の

TNF-および IL-6 量は ELISA キットにより測定した． 

 7. 一酸化窒素（NO）産生量の測定 

培養上清中の NO 濃度の測定は，NO の代謝産物である亜硝酸イオン（NO2
-）を Griess

試薬で測定することにより評価した 70)．RAW264 細胞を 2 ×105 cells/well となるよう

に 24 穴プレートに播種し，接着後，各濃度のナスニンで 1 時間処理し，1 µg/mL のリ

ポ多糖 (LPS) で 24 時間刺激した．培養上清を 96 穴プレートに移し，等量の Griess 試

薬（1% スルファニルアミドおよび 0.1% ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩を 2.5% 

リン酸水溶液に溶解したものを加え，540 nm の吸光度をマイクロプレートリーダー

（MULTISKAN FC, Thermo Scientific 製）で測定した． 

 

 8. 細胞分画 

 培養細胞を氷冷したリン酸緩衝食塩水（pH7.4）で２回洗浄し，4℃にて 1,000×g で

5 分間遠心分離を行った．細胞ペレットの 5 倍量の低張緩衝液 (10mM Hepes (pH7.4), 

10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM ジチオスレイトール, プ

ロテアーゼインヒビター，およびホスファターゼインヒビターを含む)に再懸濁した．

細胞を氷中に 15 分静置して膨潤させたのち，ダウンズ型ホモゲナイザーを用いて，細

胞を 20 ストロークホモゲナイズした．その後 4℃において 1,000×g で 5 分間遠心分離

し，上清を細胞質画分(CF)とした．沈殿を上述と同じ低張緩衝液で 1 度洗浄し，核抽出

緩衝液(400mM NaCl, 10%(v/v) グリセリン, 1mM ジチオスレイトール, プロテアー

ゼインヒビターおよびホスファターゼインヒビターを含有する低張緩衝液)に再懸濁し，

30 分間氷中に静置した．これを 15,000×g にて 20 分間遠心分離し，上清を核画分 (NF) 

とした． 
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 9. ウエスタンブロッティング 

各画分の抽出は上記 8 で，細胞タンパク質の抽出はプロテアーゼインヒビターおよび

ホスファターゼインヒビターを加えたラジオイムノプレシピテーションアッセイ

(RIPA) 緩衝液を用いて調製した．タンパク質量は Bradford 法 71)により測定した．タ

ンパク質 (10-40μg/lane) はドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気

泳動 (SDS-PAGE) で分離し，ポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜（アトー製）に転写

した．PVDF 膜を 0.1% Tween 20 を含むトリス緩衝食塩水 ( TBST, pH7.6 ) に溶解さ

せた 5% 牛血清アルブミン中 で 1 時間ブロッキングしたのち，目的の一次抗体を 1 時

間反応させた．TBST で 3 回洗浄後，二次抗体とさらに 1 時間反応させた．次いで TBST

で 3 回洗浄後，Clarity Western ECL Substrate kit(Bio-Rad Laboratories,  

Cat.# 170-5060) によりバンドを可視化した． 

 

 10. 細胞内活性酸素の測定 

 細胞内活性酸素の測定は蛍光プローブである DCFH-DA を用いた．細胞培養液に 10 

µM DCFH-DA を加え，20 分間細胞に取り込ませた後，その蛍光強度をマイクロプレ

ートリーダーにて，励起波長 485nm，測定波長 535nm で測定した． 

 

 11. 統計解析 

 測定データは，平均値±平均値の標準誤差 (SEM) で表した．統計処理は,一元配置

分散分析の後，Tukey-Kramer の多重比較検定を行い，p 値が 0.05 以下の場合，統計

的に有意な差があると判断した． 
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第３節 実験結果および考察 

 1. ナスニンの細胞生存率への影響 

 ナスニンの濃度を 10μM，20μM，40μM，80μM と変化させ，細胞生存率を評価

した結果，図 6-1 に示す通り，ナスニンは 80μM までは細胞生存率に影響を与えない

ことが判明した． 

 

 

    図 6-1 ナスニン添加による細胞生存率への影響 

Nas(μM）: ナスニン濃度 ｎ数：４ 

 

2. LPS 刺激による炎症性サイトカインの抑制 

ナスニン濃度を 10μM，20μM，40μM，80μM と変化させ，LPS で刺激した際に

産生される炎症性サイトカイン (TNF-αおよび IL-6) 量及び化学メディエーターであ

る一酸化窒素 (NO) 量への影響を評価した．その結果を図 6-2，図 6-3，図 6-4 に示し

た． 

TNF-α 産生抑制では，ナスニン濃度 0, 10, 20μM と 40, 80μM では有意な差が認

められた．IL-6 産生抑制では，ナスニン濃度 0, 10, 20μM と 80μM の間で有意な差

が認められた．NO 産生抑制では，TNF-αと同様に ナスニン濃度 0, 10, 20μM と 40, 

80μM で有意な差が認められた．これらの結果から，ナスニンは濃度依存的に炎症性

サイトカイン産生を抑制することが明らかとなった． 
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図 6-2 ナスニン濃度による TNF-α産生抑制 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas(μM) : ナスニン濃度 ｎ数：４ 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 

 

            

図 6-3 ナスニン濃度による IL-6 産生抑制 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas(μM) : ナスニン濃度 ｎ数：４ 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 
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図 6-4 ナスニン濃度による NO 産生抑制 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas(μM) : ナスニン濃度 ｎ数：４ 

    異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 
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図 6-5 誘導性 NO 合成酵素 (iNOS) 発現に対するナスニンの作用 

上図：iNOS と GAPDH のウエスタンブロッティング 

下図：同じ実験を３回繰り返し，LPS のみのグループ iNOS/GAPDH の 

発現量を１とした際の相対値 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas(μM) : ナスニン濃度 ｎ数：３ 

    異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 

 

マクロファージの NO 産生は，誘導性 NO 合成酵素 (iNOS) 発現に依存しているこ

とが知られていることから，iNOS タンパクの発現量をウエスタンブロッティングで解

析した結果を図 6-5 に示した．ナスニンは NO 産生量と同様に iNOS の発現も濃度依存

的に抑制した．また，ナスニンは NO ラジカルと直接結合することで，NO を消去して

いるのではないことを確認している（データは示さず）．以上の結果から，ナスニンは

LPS 刺激による炎症性メディエーター産生を抑制することが明らかとなった．また，

iNOS 発現の結果からナスニンは細胞内の活性化シグナルを調節していることが示唆
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された． 

 

3. 細胞内活性酸素レベルへのナスニンの影響 

ナスニンが細胞内の活性化シグナルを調節しているかどうかを検討するため，セカン

ドメッセンジャーである細胞内活性酸素レベルへの影響を調べた．すなわち，ナスニン

濃度を 10μM，20μM，40μM，80μM と変化させ，LPS で刺激した時の細胞内活性

酸素レベルへの影響を評価した結果を図 6-6 に示す．ここに見られるように，ナスニン

は有意に，かつ濃度依存的に細胞内活性酸素レベルを低下させることが明らかになった． 

 

 

    

 図 6-6 LPS により誘導される細胞内活性酸素に対するナスニンの作用 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas(μM) : ナスニン濃度 ｎ数：４ 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 

 

 4. NF-κB の核移行に対するナスニンの作用 

 ナスニンが，NF-κB の核移行を抑制するかどうかを調べた結果を図 6-7 に示した．

通常時には細胞質画分（CF）に存在する NF-κB が，LPS で刺激すると核画分（NF）

に移行した．しかし，ナスニンで処理すると核画分の NF-κB が低下しており，NF-
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κB の核移行が抑制されることが明らかとなった．この図からわかるように，ナスニン

は NF-κB の核移行を抑制しており，その後に起きる炎症反応に関与する因子の転写も

抑制することが考えられた． 

 

 

図 6-7 LPS により誘導される NF-κB の核移行に対するナスニンの作用 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas(μM) : ナスニン濃度 ｎ数：３ 

CF:細胞質画分，NF:核画分 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 

 

5. NF-κB の核移行抑制のメカニズムについて 

LPS による NF-κB の活性化には細胞内活性酸素が関与していることが数多く報告

されている 72),73)．すなわち，ナスニンによる NF-κB の核移行抑制は細胞内の活性酸

素を低下させたことに起因することが考えられる．そこで，NF-κB の活性化を抑制す

ることが知られている抗酸化性物質である N-アセチルシステイン（NAC）を用い，炎

症性メディエーター産生をナスニンと比較した 74)． 
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図 6-8, 6-9, 6-10, 6-11 に見られる通り，ナスニンは TNF-α, IL-6, NO 及び細胞内活

性酸素のいずれに対しても産生抑制作用を示し，これらの作用は NAC により再現でき

た．このことから，ナスニンは NAC と同様にその抗酸化性によって NF-B の活性化

を抑制し，炎症性メディエーター産生を抑制することが示唆された． 

以上，マクロファージの炎症反応に対するナスニンの関与を検討した結果，LPS で

刺激した際に産生される炎症性サイトカイン(TNF-αおよび IL-6)量に加えて化学メデ

ィエーターである一酸化窒素 (NO) の産生量を濃度依存的に抑制し，同じく LPS で刺

激した際の細胞内活性酸素レベルも有意かつ濃度依存的に低下させることが明らかに

なった．さらに，NF-κB の核移行も抑制されることが判明した．活性酸素はセカンド

メッセンジャーとして NF-κB の活性化に関与し，炎症性メディエーター産生を制御す

ること 75)，抗酸化物質がその活性化機構を抑制すること 76)が報告されていることから，

ナスニンは自身の持つ抗酸化性によって細胞内活性酸素を低下させることで NF-κB

の活性化を抑制し，その結果，TNF-や IL-6，NO の産生を低下させたと考えられる．

このことは，ナスニンと代表的な抗酸化物質である NACとの比較から強く支持される．

以上，本章での検討により，ナスニンの高い抗酸化性に関するメカニズムの一端を解明

することができ，炎症性疾患に対する効果も期待できることが明らかとなった． 

これまで、ナスニンの機能性に関する報告の中で，マクロファージの炎症反応への影

響を明らかにした報告は見られない．本研究で得られた結果は，新たに生体内における

ナスニンの抗炎症効果を示唆するものとして重要な知見である． 
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図 6-8 ナスニン濃度および N-アセチルシステイン濃度による TNF-α産生抑制 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas (μM) : ナスニン濃度 NAC (mM) : N-アセチルシステイン濃度 

ｎ数：４ 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 

 

 

図 6-9 ナスニン濃度および N-アセチルシステイン濃度による IL-6 産生抑制 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas (μM) : ナスニン濃度 NAC (mM) : N-アセチルシステイン濃度 

ｎ数：４ 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 
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図 6-10 ナスニン濃度および N-アセチルシステイン濃度による NO 産生抑制 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas (μM) : ナスニン濃度 NAC (mM) : N-アセチルシステイン濃度 

ｎ数：４ 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 

 

 

図 6-11 ナスニン濃度および N-アセチルシステイン濃度による細胞内活性酸素抑制 

LPS－:LPS による刺激なし，LPS+:LPS による刺激あり 

Nas (μM) : ナスニン濃度 NAC (mM) : N-アセチルシステイン濃度 

ｎ数：４ 

異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示している 
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第６章 総合考察 

 

 ナス（Solanum melongena）は，古来より日本で栽培されてきた野菜であり，地方

ごとに品種改良がなされ，さまざまな調理法により人々の食生活を支えてきた．なかで

もナスの浅漬けは，日本人の食卓を美しい紫色で彩る名脇役としての位置を占めてきた． 

 ナスに含まれるアントシアン色素であるナスニンには，強い抗酸化性，総コレステロ

ール減少効果，脂質過酸化に対する防御能および抗血管新生活性等が認められている． 

しかし，アントシアニンの中でも非常に不安定な部類に属しており，また，ナス皮には

豊富な油脂分が含まれていることなどから，抽出して有効利用されることはなされてい

ないのが現状である． 

 ところで，ナス浅漬けを生産する際に大量に排出される下漬液は廃棄物として処理さ

れているが，そこには，著量のナスニンが含まれており，浅漬加工時に添加されている

ミョウバンのアルミニウムイオンと結合して安定な形態になっている．さらに，下漬液

にはナス皮の油脂分は含有されないため，脱塩して濃縮できれば，高い機能性を有する

天然色素素材として有効活用が期待できる．また，下漬液中には，血糖値上昇抑制作用，

血圧改善作用，発ガン抑制作用および抗酸化作用など，数多くの機能性が報告されてい

るクロロゲン酸も含有されている．そのため，あわせて回収・利用できれば，さらに機

能性の高い素材の開発が可能と思われる． 

 しかし，素材化に成功した後にも，色素としての安定性や利用のしやすさなどの課題

が考えられる．さらに，ナスニンの機能性については，タマネギ，リンゴなど他の野菜

や果実由来のポリフェノールと比べて研究事例が少ないという現状もある． 

 以上のことから，本研究ではまず，ナス下漬液の性状について調査し，次いで下漬液

からナスニンを抽出する条件について検討を行った．その結果の詳細を第２章に記述し

た．ナス下漬液は pH 3.3 前後であり，可視光部の最大吸収波長は 566 nm，紫外部の

極大吸収波長は 250 nm 及び 320 nm を示した．また，下漬液からナスニンを抽出す
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る条件を検討した結果では，合成吸着剤 HP-20 が最も効果的であり，わずか 70 mL

の HP-20 は 6.8 L の下漬液中のナスニンを吸着する能力を有していた．その後，水で

洗浄することで，塩分，アルミニウムミョウバンおよび特有の漬物臭は除去されること

が示され，食品・化粧品等への利用に適していると考えられる．HP-20 に吸着したナ

スニンの回収方法の点では，5 M 酢酸を用いることで，濃縮された状態で溶出でき，

その回収率は 87% であったが，ナスニンとともに，下漬液に含まれるクロロゲン酸も

同時に溶出された．そのため，ナスニンとクロロゲン酸の相互分離を試み，それぞれの

HP-20 からの溶出パターンを解析した結果，両者を相互に分離することは困難であっ

た．しかし，クロロゲン酸はナスニン同様に高い機能性を持つ物質であることから，両

者が混在する色素素材として回収し，利用することが好ましいと考えた． 

 この色素素材を真空凍結乾燥して粉末化し，その抗酸化性を ORAC 法にて評価した

結果，回収された色素粉末は，1 g 当たり 10432μmol の Trolox 当量の ORAC 値を示

し，ナスニンおよびクロロゲン酸標準品の約 7 割に相当する高い抗酸化性を有すること

が明らかとなった．このようにして，さまざまな機能性を持ちながら，これまでナス皮

からの抽出が困難であり安定性も乏しいナスニンを，現在は廃棄されているナス下漬液

から，クロロゲン酸等とともに素材化する手法を確立した．この素材化した色素粉末を，

ナスニン含有色素粉末と呼ぶこととした． 

 しかし，ナスニン含有色素粉末は水への溶解性が低く，HP-20 からの溶出時に用い

た酢酸が残存して，酢酸臭を発するという問題点があり，食品や化粧品に利用するには

これらを改善する必要があった．そこで，第３章では，さまざまな機能性成分の水溶性

向上および臭気成分のマスキングに用いられている環状オリゴ糖であるシクロデキス

トリン（CD）による包接処理を検討した．この検討において，CD による包接処理が

抗酸化性にどのような影響を及ぼすのかという点と合わせて，抗アレルギー性の指標の

一つであるヒアルロニダーゼ阻害活性についても評価した．さらに，調製した CD 包接

体の温度あるいは光安定性についても検討した． 
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 CD のうち，β-CD はベンゼン環，γ-CD はナフタレン環を包接できるとされてい

る．CD による包接は，ナスニンとともにクロロゲン酸も同時に行われると考えられる

ことから，ナスニンとクロロゲン酸の合計モル数に基づき検討を行った．その結果，β

-CD ではナスニンとクロロゲン酸の合計モル数がその 2～3 倍が最適であり，60 分間

の撹拌が必要であった．一方，γ-CD ではナスニンとクロロゲン酸の合計モル数と同

じモル数が最適であり，10 分間で包接が終了した．これらの結果から，γ-CD による

処理が有効と結論づけた．この処理により調製したγ-CD による包接体を，γ-CD 包

接体と呼ぶこととし，この後の機能性および安定性の検討に用いた． 

 γ-CD 包接体による酢酸臭の低減を検討した結果，臭気として立ち上るヘッドスペ

ース中の酢酸量は，包接前の 19% まで低減しており，ナスニン含有色素粉末のγ-CD

処理は有効であることが示された．さらに，抗酸化性についても検討し，γ-CD 包接

体の ORAC 値は 1 g 当たり 5,159μmol の Trolox 当量であり，デルフィニジン標準

品の 56% の相対活性に相当することから，包接後も高い抗酸化性を保持していること

が示された．γ-CD 包接体の抗アレルギー性については，ヒアルロニダーゼ阻害率と

して評価した結果，抗アレルギー製剤として使用されている柴朴湯とほぼ同等の阻害率

を示し，γ-CD 包接体は抗アレルギー症状を抑える素材としても期待できると考えら

れる． 

 γ-CD 包接体の機能性と色調を活かして，食品・化粧品に活用していくためには，

その安定性評価も重要である．そこで，20℃および 40℃で 12 週間保存して，γ-CD

包接体の色調の変化を調査した結果，20℃保存では，ほとんど色調に変化は認められな

かったが，40℃では，保存期間が長くなるにつれて，色調が紫色から青色へと変化して

いくことがわかった．そのため，なるべく低温での保存が，利用する上で望ましいと考

えられる．また，γ-CD 包接体は，20℃での保存では，紫イモや赤キャベツなどの植

物色素と比較して，ほぼ同等の安定性を保持していたが，40℃では安定性が低下するこ

とが判明した．光安定性については，紫ニンジンの色素と同等の安定性を有していた．
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さらに，γ-CD 包接体と試験に用いた植物色素の水溶液について抗酸化性を ORAC 法

で比較した結果，γ-CD 包接体は高い抗酸化性を持つことがわかった．したがって，

安定性では多少劣る面があるものの，美しい色調と機能性を兼ね備えた素材であること

が明らかになった． 

 しかし，ナス下漬液から得られるγ-CD 包接体には，ナスニンとクロロゲン酸の他，

ナスニン以外のアントシアニンも共存しているものと推察されることから，上述の抗酸

化性あるいは抗アレルギー性がどの物質に由来するのかを明らかにする必要がある．そ

こで，第４章では，ナス下漬液からナスニンを精製し，得られたナスニン精製物を用い

て各機能性を評価し，ナスニン含有粉末における寄与度を調べた． 

 ナスニンの精製度を高めるために，ナスニン含有粉末中で最も含有量の多いクロロゲ

ン酸との分離を目指し，HP-20 樹脂およびゲルろ過クロマトグラフィー用担体である

LH-20 カラムを用いて分画を行った 54)．その後，HPLC により分取操作を繰り返して

得られた精製ナスニン画分を真空凍結乾燥して，精製度 96%の粉末を得た．これをナ

スニン精製物と呼ぶこととした． 

 ナスニン精製物を LC-MS/MS 分析にて解析したところ，ナスニン標準品の質量スペ

クトルとよく一致していることから，ナス下漬液中でもナスニンはその構造を保持して

いることが確認された．また，ナスニン含有色素粉末の抗酸化性に対するナスニンとク

ロロゲン酸の寄与度を算出した結果，ナスニンが 26%，クロロゲン酸が 48%であり，

その他の成分によるものが 26%であった．ナスには，ナスニン・クロロゲン酸以外に

も，ポリフェノール，ビタミン C といった抗酸化性を持つ成分が含有されている 54)こ

とから，さまざまな成分の関与が推察された．さらに，ナスニン含有粉末の抗アレルギ

ー性への寄与度を，ヒアルロニダーゼ阻害活性を測定することで評価した結果，ナスニ

ン精製物にはヒアルロニダーゼ阻害活性は全く認められなかったが，クロロゲン酸は柴

朴湯の 6.7 倍という強い活性を示した．したがって，ナスニン含有色素粉末の抗アレル

ギー性は，クロロゲン酸を含むナスニン以外の成分が寄与していると考えられる．しか
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し，抗アレルギー性はさまざまな機序で引き起こされるものであり，ヒアルロニダーゼ

阻害活性のみでは評価できないので，これについての詳細は今後の検討課題になる． 

 第５章では，ナスニンの実際の生体内での抗酸化作用を知るために，マウス由来マク

ロファージ細胞株である RAW264 細胞を用いて，活性酸素と密接に関係していると考

えられる抗炎症反応への関与を評価し，さらに，アレルギー疾患等の抑制にもつながる

と考えられる NF-κB 核移行抑制についても評価した． 

 ナスニン濃度を変化させて，LPS で上記のマウス由来マクロファージ細胞を刺激し

た際に産生される炎症性サイトカイン（TNF-αおよび IL-6）量および化学メディエー

ターとしての一酸化窒素（NO）量への影響を評価した結果，いずれもナスニンにより

濃度依存的に抑制されることが明らかになった．また，マクロファージの NO 産生は，

律速酵素である誘導性 NO 合成酵素（iNOS）発現に依存していることが知られている

ことから，iNOS タンパク質の発現量をウエスタンブロッティングで解析したところ，

炎症性サイトカインと同様に，ナスニンは濃度依存的に iNOS タンパク質の発現を抑制

することが確認された．これらのことから，ナスニンは LPS 刺激による炎症性メディ

エーター産生を抑制することが明らかになり，活性化シグナルを調節していることが示

唆された．  

また，同じくナスニン濃度を変化させて LPS で刺激した際の RAW264 細胞内の細胞

内活性酸素産生への影響を評価した結果，やはり濃度依存的に活性酸素の産生レベルを

低下させることが明らかになった．次に，ストレスや炎症性サイトカインおよび紫外線

等の刺激により活性化され，免疫反応において中心的役割を果たす転写因子のひとつで

ある NF-κB の核移行抑制について検討した． 

通常時には細胞質画分（CF）に存在する NF-κB が，LPS で刺激すると核画分（NF）

に移行したが，ナスニンで処理すると核画分の NF-κB が低下しており，NF-κB の核

移行が抑制されることが明らかとなったことから，ナスニンは NF-κB の核移行を抑制

しており，その後に起きる免疫反応や炎症反応に関与する因子の転写も抑制することが
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考えられる． 

また，LPS による NF-κB の活性化には細胞内活性酸素が関与していることが数多

く報告されている 72),73)．そこで，抗酸化物質であるとともに NF-κB の活性化を抑制

することが知られている N-アセチルシステイン（NAC）74)を用い，炎症性メディエー

ター産生に対する作用をナスニンのそれと比較した．その結果，ナスニンの炎症性メデ

ィエーター産生を抑制する作用は NAC により同様に再現できた．このことから，ナス

ニンは NAC と同様にその抗酸化性によって NF-κB の活性化を抑制し，炎症性メディ

エーター産生を抑制することが示唆された． 

第５章での検討において，ナスニンがマクロファージの過剰な活性化を抑制すること

を確認したが，その裏付けとなる研究としては，ナスニンのアグリコンであるデルフィ

ニジンが，マクロファージのシクロオキシゲナーゼ(COX)-2（炎症性サイトカインによ

り誘導される）の発現を低下させ，プロスタグランジン(PG)E2（血管透過性の亢進，

血管拡張および発痛に関与し，炎症反応を進行させる）産生を低下させるという報告

76),77)があり，アントシアニン類がマクロファージの活性化を阻害することを示唆してい

る．これまで，ナスニンそのものについてはそのような報告は知られていないが，ナス

ニンは生体内でそのまま吸収されるという報告 78)があるので，本研究で得られた結果

から推察すれば，ナスニンはそのアグリコンであるデルフィニジンと同様な作用を持っ

ているものと考えられる．このように，第 5 章に述べた研究では，生体内で予想される

ナスニンの高い抗酸化性に関するメカニズムの一端を解明することができ，ナスニンは

炎症性疾患に対する効果も期待できることが明らかとなった． 

以上，本研究において，ナスの浅漬加工時に発生する下漬液からナスニン含有色素粉

末の効果的な回収とそのγ-CD 包接体の調製による，水溶性の改善，酢酸臭の低減及

び色調の安定化を図る方法を確立した．また，ナスニン含有色素粉末が持つ抗酸化性あ

るいは抗アレルギー性に対する主要ポリフェノールであるナスニンおよびクロロゲン

酸の寄与度を明らかにした．さらに，ナスニンを精製することによりナスニン単体での
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機能性，特に，マウス由来のマクロファージの炎症反応への影響を初めて明らかにした． 

以上、本研究の成果は，ナス浅漬加工に伴って発生する廃棄物の有効利用にとって有

用であるだけでなく、学術的にも食品研究分野の重要な知見となるものと考える． 
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