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赤混黒米の 色素の 抗酸化性

Antioxidative　PrQperties　of 　the　Pigment　from　Colored　Rice （Akamajiri−kuro エnai ）
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　The　antioxidative 　activity 　c〕f　the　crude 　pigment 　ex τracted 　frorn　akamajiri −kuromai　co ！orcd 　rice 　was 　measured

by　its　sしlppressive 　acdvity 　toward しhe 〔〕xidati 〔〕n 　of　Iin〔｝1eic　acid ，　DPPII　radical
−
scavenging 　activity ．　and ⊂）H 　radical

−

scavenging 　activiLy ．　The 　pigment 　 extractcd 　from　akamajiri
−kしlrolnai 　exhibited 　highcr　 antioxidative 　 acLivit ｝

・tllan
the　piglnent　extractcd 　from　red 　rice 　and 　black　rice ．　Thc　pigmenL 　of　akamajiri

−kuromai　con τaincd 　two 　co 正nponenLs

：the　one 　fractionated　fr〔＞ln　butanol　was 　identilled　as　Cy　3−Glc　by　HPLC 　arld　
III−NMR 　analyses ，　and 　the　one 　frac−

donated 　froln　 ethyl 　 acctatc 　seemed 　to 　be　tan1ゴn，
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’

　 目本 に は ，現在主 と して 食 され て い る 白米 の ほ か に ，様々

な 有色 米 が 栽 培 され て い る。黒 米 お よ び赤米 は赤飯 の 原形

で あ る とい わ れ て お り，こ の 中 の い くつ か の 種 に 関 して は，

歴 史的 な考察
L）
，理化学的

213）
お よ び調理科学的性質

1：
につ

い て 報告 され て お り，色素 を利用 した酒類 に つ い て の 研究

も行 わ れ
5堺

，実際 に 製造 され て い る もの もあ る。三 重県

で は，通称 「赤混黒米 （あ か まじ り くろ まい ）」と呼ば れ

る 有色米が 栽培され て お り，今回 こ れ を試料 と して と りあ

げ た。赤混 黒 米 の 外皮 は黒 い 部分 と茶褐色の 部分 が 混 ざっ

て お り，有色米 の
一
種 で ある と思 わ れ る 。こ の 米 は 個人的

に 中国 か ら持ち帰 り栽培 され た もの が 伊勢神宮に奉納 さ

れ，栽培 され る よ うに な っ た とさ れ て い るが ，詳細 に つ い

て は 不 明 で あ る，、平 成 2年頃 か ら約 10年間，明和町 い つ

きの み や 歴 史体験館に お い て ，古代米の 伝承 を 目的 と し て ，

伊勢神宮 か ら譲 り受けた 赤混黒米 に つ い て の 栽培 が 行 わ れ

て い た が ，利用法 の 確 立 が な され か っ た た め に ，現 在 で は

栽培 が 巾 ILさ れ て い る。

　食生活が 多様化 し，食 の 広 が りを求め る現在の 風潮 か ら

見て も，これ ま で に あ ま り食され て い な い 赤混黒米 の 性質

に つ い て 明 ら か に す る こ と は，意義深い もの と思 わ れ る 。

今回は 特 に ，赤混黒米 に 含 ま れ る 赤色色素 に 着 目 し，近年，

注 目され て い る 食品の 機能性 の 中か ら，抗酸化性 につ い て

検討 を行 っ た 。

れ た赤混黒米，赤米，黒米 を試料 と し て 用い た、赤混黒米

の 学名，品種 な ど に つ い て は 不 明で ある が，赤混黒米の 写

真 を 図 1 に 示 した とお り，外皮 に 黒 色 の 部分 と 茶褐 色 の 部

分が 混在 して お り，赤米お よ び黒 米 と は 明 らか に外観が 異

な っ て い た こ とか ら，別晶種 の もの で あ る と推察 され る 。

2． 試薬

　5，5
’−dimethyl−1−pyrroline

−N −oxide （DMPO ） は 同 仁化

学研究所〔株）製 を，そ の 他 の 試薬 は ナ カ ラ イ テ ス ク （株 ），

和光純薬工 業（株）製の 特級 品 を 用 い た。

3， 色素の 調 製

　有色 米 20g に 対 し 100　ml の ジ エ チ ル エ ー
テ ル を加えて

一
晩放置 し，脱脂 を 行 っ た 。 ジエ チ ル エ

ー
テ ル を ろ 過して

除き．乾燥 させ た 米 に 0．1％ トリ フ ル オロ 酢酸 を含む 95％
エ タ ノ

ー
ル 100　mt を加え，一

晩放置 して 色素 を 抽 出 し．

こ れ を減圧 乾周 した 後 真空乾燥 を行い 粗 色素 と した。な

お，100g の 米か ら 1回 の 抽 出 で 得 ら れ る粗 色 素 量 は，赤

混黒 米 か ら約 0．6g，赤米 か ら約 0．4g ，黒米 か ら約 0．6g で

あ っ た 。

… つ 駒 幽
実験方法

1． 試料

　平成 ll年 に ，三 重県多気郡明和町で 収穫 され，供 与さ
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4． 色素 の分画

　色素 の 分画 は 小宮 らの 方法
9．m

に従 い 行 っ た 。 すなわち，

減圧 乾 固 した粗色素 に 水と酢酸 エ チ ル を加 え，水層と酢酸

エ チ ル 層 に 分 画 した。次 に 水層 に は ブ タ ノ
ー

ル を加え，ブ

タ ノ
ー

ル 層 を分取 した。こ れ を減圧 乾固 し，真空乾燥 した。

酢酸 エ チ ル 層 は 同様 に 減圧 乾岡 し，真 空 乾燥 した。な お，

100g の 赤混黒米か らの 色素 の 収量 は ，ブ タ ノ
ー

ル 画分 が

0．08g，酢酸エ チ ル 画 分 が 02g で あ っ た。

5．　 抗酸化性試験

（1）　脂質の 酸化抑制能

　脂肪酸 と し て リ ノ
ー

ル 酸 を用 い ，色素共存 ドで 過酸化反

応 を行 な い ，生 じた リ ノ ール 酸 の 過酸化物 を ロ ダ ン 鉄法 で

分析 し た
lu 〕

。まず，酸化 反 応溶液 の 調製 と して ，1．3％ リ

ノール 酸含有 エ タ ノ ー一ル lme，粗 色素及 び 分 画 色素をエ

タ ノ
ー

ル に 溶解 して 調製 した 色 素溶液 O．1　 mt ，0．1　M リ ン

酸緩衝液 （p．7．0）O．5　mt ，，イ オ ン 交換水 1mt 及 び ラ ジ カ

ル 開始剤 と して 0．5M2 ，2Lazobis−2−amidinopropane 　dihy−

drochloride（AAPII ）0．OI　 ml を 10rn‘容 褐色ね じ li試験

管 に取 り．よ く攪 拌 後 密 栓 し，40℃ の 恒温 器 内で 20時 間

放 ［／した もの を試料 と して 用 い た。こ の 際 コ ン トロ ール と

して 抗酸化物質無添加 の もの と，既知抗酸化剤 と して 0．008

％ 2，6−di−t−butyl−4−methylphenol （BHT ）溶 液 を 添 加 し

た もの を測定 ご とに 同様 に 調製 した 。 次 に，こ の 試料 50

μ1に 75％ エ タ ノ ール 4．85　inl，30％ チ オ シ ア ン 酸 ア ン モ

ニ ウ ム 0．05m 置，20　mM 塩 化 第
一

鉄 3、5％ 塩 酸 溶 液 0．051∬

を加 え，よ く攪抃 して 3 分間放置後，50〔〕nm に お け る吸

光値を測定 し，次式 に よ り脂質過酸化抑制能を算出した 。

脂 質過 酸化抑制能 （％）＝且
一
（試料添加時 の 吸光値／コ ン ト

ロ ール の 吸光値）lx100

　 な お，デ
ー一タは 3 回の 平 均 値 」・標準偏差で 示 した。

（2） DPPH ラ ジ カ ル 捕捉能

　抗酸化性 の 指標 の
一

つ と して ，フ リ
ー

ラ ジ カ ル の モ デ ル

で あ る 1，1
−diphenyl−2−picrylhydrazyl （DPPH ） ラ ジ カ ル

を用 い ，こ れ に対する捕捉能を比 色法 に よ り測 定 した。す

な わ ち，250μMDPPH 溶液 1mt．に Mcllivein緩衝 液 （plI6 ）

（0．l　M クエ ン 酸
・0．2　M 　Na2HPO ，

，）1ml を加 え て 混 合 し，

こ れ に 試料 〔〕．1　inl を加 えて 混合 し，10 分間放置後 517nm

に お け る 吸光度を測定 した 。なお，デ
ー

タ は 試料無添加の

場 合 の ラ ジ カ ル 捕捉能 を 0 と した ％ に つ い て ，4 回測定の

平均 f直 ± 標準偏差 を示 した。

  　 OH ラ ジ カル 捕捉能

　 抗酸化性 の 指標 と して 活性酸素 の
一

種 で あ る OH ラ ジ

カ ル の 捕捉能 に つ い て検討 を行 っ た。6．5μM ア ス コ ル ビ

ン 酸水 溶 液 50μ1．1、4M 過 酸化 水素溶液 35μ1，0．1　mM 塩

化 第 二 鉄 水 溶 液 SO　ul に 色 素 溶 液 を 50μ1添加 し，攪拌後，

ス ピ ン トラ ッ プ剤 と して DMPO 　15μ‘を 添加 し，5 秒攪拌

し，DMPO 添加 60秒後 残存す る OH ラ ジ カ ル の ピーク

を ESR 　spectrometer （日本電 ∫
・
社製，　 ESR 　SPECTROM 一

ETER （JES−REIX ））に よ り測定 した
11〕

、な お，デ ータは

3回測定 の 平均値 ± 標準偏差 に つ い て ，試料無添加 の 場合

の ラ ジ カ ル 捕
．
捉能を 0 と した ％ で 示 した 。

6． 分画色素 の 分析

　分 1由1色素 に つ い て 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）

分析 を 行 っ た。カ ラ ム は Inertsil　ODS −3 カ ラ ム （4，6　mm
× 250　mm ．　 GL 　Science製 ） を用 い ，カ ラ ム 温 度 30℃ で ，

溶離液 A 液 （1．5％ リ ン 酸水 溶液）75％．B 液 （1，5％ リ

ン酸溶液 20％ 酢酸 25％ ア セ トニ トリ ル 水溶液）25％

で 開 始 し，B 液を 60分間 で 55％ まで 直線的 に増加 させ て

グ ラ ジエ ン 1・溶 出 し，フ ォ トダ イ オ ードア レ イ UV −VIS

検出器 MD −
］5／0 （Jasco）で 検出 した、，ま た，ブ タ ノ

ー
ル

画分 に つ い て は 核磁気共鳴 ス ペ ク トル に よ り同定 を 行 っ

た 。

実 験 結 果 及 び考察

1．　 過酸化脂質 生 成抑制能

　脂質 の 酸化抑制 に つ い て は，脂肪酸で あ る リ ノ
ー

ル 酸 を

基質 と し，ラ ジ カ ル 開 始剤 AAPH に よ り誘発 し た 自動酸

化 に対 す る 色素 の 抑制効 果 につ い て ，検討を行 っ た ．表 1

に示す と お り，い ず れ の 有色 米色素 と も色素濃度 0．01％

で は，抑制能 は わ ず か で あ っ た。色 素濃度 O．1％ で は 赤混

黒米色素 の 酸化抑制率 は 66％ で あ り，赤米色素 の 64％ と

同程度，黒米色素 20％ よ りかな り高 い 抑制能 を 示 した 。

また，赤 混 黒 米 ，赤米 が そ れ ぞ れ 黒 米 よ り有意 に 高か っ た ．

さ ら に 濃 度 を あ げ て 検 討 した と こ ろ，色 素 濃 度 1％ で は 赤

混黒米色素 93％ ，赤米色素 95％，黒米色索 94％ と 3種と

も 90％ 以 Eの 高 い 抑制能 を示 した 。 なお，こ の 値 は 既知

の 抗酸化剤で あ る BIITO．2％ の 抑制能 と同程度で あっ た 。

2． DPPH ラ ジカ ル 捕捉能

　次 に ，DPPH ラ ジ カ ル に 対す る捕捉能を比色法で 測定 し

た。表 2 に 示す とお り，い ず れ の 色 素 も濃 度 の 増 加 に 伴 い ，

捕捉能が 高 くな る と い う傾 向が 見 られ た t，色 素 濃 度 0．1％

にお い て最 も捕捉能が高か っ た の は 赤混黒米 で ，捕捉能 は

赤混黒米 52％．次い で赤米 33％，黒米 20％ で あ り，い ず

れ も有意差 が 見 られ た。

3．OH ラ ジカ ル 捕捉能

　 OII ラ ジ カ ル は 脂質過酸化 の 第 段 階 で あ る水素 の 引 き

表 1， イ亅色 米 色 素の リ ノ ール 酸の 酸化 抑制

脂質過酸化抑制能 （％）

試料 組色 素濃度 〔％ ）

〔〕．〔）1 0．1 1

赤混黒 米　2．39± 9．3365 ．6 ± 9．43’92．7 ± 5．〔｝1

　赤米 　　2．26 ± 6．52　63．7 ± 9、24h　 94．6 ± 0．46

　黒米 　　1．56± 19．0　20．3± 729自93．8± 0．76
a

赤 米 に対 して 有意差 あ り （p 〈0．Ol）
b

黒米 に対 して 有意差あ り （p ＜ O．Ol）

2 （248）
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表 2．有色米色素の DPPH ラ ジ カ ル 捕捉能 表 4．赤混 黒 米に 含 まれ る 色素 の 抗 酸 化 能

DPPH ラジ カ ル 捕捉能 〔％ ） 抑 制 能 お よび捕 捉 能 （％ ）

試料 粗 色素濃 度 （％ ） 粗色素濃度 （％ ）　 色素 A ＊

　 　 色素 B ”

0．Ol 0ユ 1

赤混黒米 　3．27 ± 2．7452 ．3 ± 1．26，’h96 ．5 ± 0．38”b

　赤米　　3．08 ± 1、Ol　 32，8 ± L62b　 98．7 ± 0、51
　黒 米　 　1．52± 1．20　19．7 ± 0．39n　 99．9± 0．09

　脂 質過 酸化 抑制 能

DPPII ラ ジ カ ル 捕捉 能

OH ラ ジ カ ル 捕捉能

尸
Dl1000 61．7 ± 3．91　　　768 ± 3ユ9

旦

99．2 ± 0．55　　　58．1± 1．50a
54，7 ± 6．37　　　68．9± 6ユ7

“
赤米に対 して 有意差あ り　Cp＜ 0、01）

b
黒米 に対 して 有意差あ り （p ＜0．01）

表 3．有色米色素の OH ラ ジ カ ル 捕捉能

＊

色素 A ：赤混黒米か ら抽出 した 粗色素に 含 まれ る ブ タ ノ ール 層

　 　 　 　 に 分画 され る色 素
＊＊

色素 B ： 赤混黒米か ら抽出 した粗色 素に 含 まれ る 酢酸エ チ ル 層

　 　 　 　 に分 画 され る色 素
a

色 素 A に対 して 有 意差 あ り （p＜O．01）

OH ラ ジカ ル 捕捉能 （％ ）

試料 粗 色素濃度 （％ ）

0．01 0．1 1

赤混黒米　51，5 ± 6．67ab　 88．9 ± 59086 ．1 ± 7．34
　赤米　　18．7 ± 6．04b　 79．7 ± 10．791 ．5 ± 10．4
　 黒 米 　 　 　 n．s、　 　 87．1 ± 13．79L8 ± 7．62
a

赤米に 対 して有意差 あ り （p＜0．Ol）
b

黒 米 に 対 して 有意 差 あ り （p＜ 0．Ol＞
n．s，捕捉せ ず

抜 きや ，脂質過酸化物で ある ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 生成 に

関与す る こ とが知られ て い る。そ こで，抗酸化性 の 指標 と

して ，活性酸素 の
一

つ で あ る OH ラ ジ カ ル に対す る捕捉能

に つ い て 検討 を行 っ た 。

　 OH ラ ジ カ ル 捕捉 能 につ い て ，分析 した 結果 を表 3 に 示

し た。赤混黒米 は 色素濃度 0．01％ の 低濃度 で もラ ジ カ ル

捕捉能 を示 し，52％ で あ っ た。こ れ と比 較 して ，赤米色

素は 19％，黒米色素 は 捕捉能 が 見 ら れ ず，い ず れ も赤混

黒米 よ りも有意 に低 か っ た 。 色素濃度 0ユ％ で は 赤混黒米

の 捕捉能 は 89％ と黒米 87％ と ほ と ん ど差 は なか っ たが，

赤米 80％ よ りは 若干，高か っ た 。

4， 分 画 色素 の 抗酸化性

　次 に，赤混黒米色素中の どの よ うな成分 が 抗酸化性 に寄

与 して い るか に つ い て 検討す る た め に，実験方法 に おい て

述 べ た 方法 に よ り溶媒分配 を行い ，ブ タ ノ
ー

ル 層 に分画さ

れ た 色素を色素 A ，酢酸 エ チ ル 層 に 分画された色素を色

素 B と して，粗色素 と 同様 に抗酸化性試験 を行 っ た。表 4

に示 す とお り，リ ノール 酸 の 酸化 抑 制 に お い て は，色 素濃

度 0．5％ で 色 素 B は 77％ と色 素 A の 62％ よ り も有 意 に

高い 抑制能 を示 した 。

　DPPH ラ ジ カ ル 捕捉能 に つ い て は，色素 B よ り，色素

A の 捕捉能が有意 に 高 く，0．1％ 濃度 で は 色素 A は 99％

と色素 B の 58％ よ りも有意 に高 い 抑制能を示 した。

　OH ラ ジ カ ル 捕捉能 に つ い て は，0．1％ 濃度 の 捕捉能は

色 素 A が 55％，色 素 B が 69％ で あ り，色 素 B が 高 い 傾

向 を示 した が 有意差 は 見 られ な か っ た 。

　以上 の 結果 よ り，脂質過酸化抑制能お よ び OH ラ ジ カ ル

捕捉能に 関 して は，色素 A ，B 両方の 色素が 寄与 して い る

が，色素 B の 寄与 が 高 く，DPPH ラ ジ カ ル 消去能 に 関 し

て は，主 と し て 色素 A が 寄与 して い る こ とが 明 ら か と な

っ た。

5， 分 画色素の 分析 ・
同定

　赤混黒 米色 素 の ブ タ ノー
ル 画分 お よ び酢酸エ チ ル 画分 に

つ い て HPLC 分析 を 行 っ た 結果 を 図 2 に 示す。ブ タ ノ
ー

ル 画分 （図 2−a ，b） は 310nm お よ び 520　nm に 吸収 を持

つ ピーク が 見 られ，標準物質の 保持時間 との 比 較 よ り，シ

ア ニ ジ ン 3一グ ル コ シ ド （Cy　3−Glc）と考え られ た
121。こ れ

を確認す る た め，
IH −NMR 分析 を 行 っ た 結果，標準物質

の 特徴 的なピーク と一
致 した こ と か ら，Cy　3−Glcと 同定

され た。

　 また ，図 2−c に 示 す通 り，酢酸 エ チ ル 画 分 に は 520nm

付近で の 吸 収 を もつ 物 質は検 出 さ れ ず，ア ン トシ ア ニ ン 系

以外の 色素 で あ る こ とが 示唆 され た 。 ま た，同画分 に 塩 化

第二 鉄溶液 を添加す る と，赤色か ら汚緑色 に 変化 した 。 こ

れ は，タ ン ニ ン の 特徴的な性質で ある こ と から
13）
，タ ン ニ

ン の 存在 が示唆 された 。 また，図 2−d に 示す よ うに，紫

外部 に吸収 を持つ ピークが い くつ か 見 ら れ た が，詳細 につ

い て は不 明 で あ る。

　赤混 黒 米 の 色 素 の
一つ で あ る ア ン トシ ア ニ ン の 抗 酸 化性

に つ い て は，既研究 で 明らか に なっ て お り，大澤 らは 黒米

が赤米お よび 白米 に比べ 高い 抗酸化性を示 し，抗酸化性色

素 は Cy　3−Glcで あ り，特 に酸性領域 で 強い 抗酸化性 を示

した こ と，ワ イ ル ドラ イ ス 抽出物 が フ リー
ラ ジ カ ル に 対す

る捕捉能が あ る こ とを報告して い る
14）。また，Cy　3−Glcに

つ い て は，体内で の 作用 に つ い て の 解析が 行わ れ
15｝
，個体

レ ベ ル で の 抗酸化性 も確認 さ れ て い る
16〕

こ と か ら，同 じ

Cy　3−Glcを含む赤混黒米 に つ い て もそ の 効果 が 期待 で き

る と思われ る。また，タ ン ニ ン 系色素 に つ い て は，赤米品

種で ある 「ベ ニ ロ マ ン 」と 「総社赤米」が タ ン ニ ン 系色素

を豊富に 含み，ア ン トシ ア ニ ン 系色 素 を含有す る 黒米品種

「朝紫」 や 「中国黒米」 よ りも高 い 抗酸化性 を示す こ とが

報告され て い る
1η
。本実験 に よ り，赤混黒米 に は ，上 記 の

二 種類 の 抗酸化性成分 が 含まれ る こ とが 示唆 さ れ た こ とか

ら，相乗的 な効果 も期待され る。今後は，赤混黒 米の 調理
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図 2．分画 色素の IIPLC パ タ ーン

a ： ブ タ ノ ール 画分 （色素 A ）

b ：ブ タ ノール 画分 （色 素 A ）

c ：酢酸エ チ ル 画 分 〔色素 B）

d ：酢酸エ チ ル ［由1分 〔色素 B 〕
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お よ び加工 食品 の 応 用 に つ い て検討 す る と と もに，調理 に

よ る 抗酸化活性 の 変化 に つ い て も検討 を行 っ て い く予定 で

あ る u

要　　約

　赤混黒米 か ら抽出 した色素の 抗酸化性 を，リ ノー
ル 酸 の

過酸化抑制能，DPPH ラ ジ カ ル 捕捉能 お よ び OII ラ ジ カ

ル 捕捉能の 評価系を用 い て 測定 した。

1．赤混黒米 か ら抽出 した色 素 は，赤米お よ び 黒米 か ら抽

　 　 出 した 色 素 よ り も高 い 抗 酸 化 性 を有 す る こ とが 明 らか

　 　 とな っ た。

2 ．赤混黒米色素 を 分画 した と こ ろ ，ブ タ ノ ー
ル 層 と酢酸

　　 エ チル 層 に分画 され る 2種類以 ヒの 色素が得 られた 。

3．ブ タ ノ
ー

ル 層 に 分画 さ れ る 色素 は HPLC 分析 お よ び

　　
lH −NMR 分析を行 っ た 結果 Cy−3−Glcと同定 さ れ た。

　　 また，酢 酸 エ チ ル 層 に は タ ン ニ ン の 存在 が 示 唆 さ れ た。
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