
The Japan Society of Cookery Science

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　of 　Cookery 　Soienoe

日本調理科学会誌 Vol、43，　 No．3，201〜205 （2010）〔ノ ート〕

鰹 だ しお よ び各種だ しにお ける DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 と

　　　　　　　　　　　ORAC 値の 相関性の検討

Corre正ation 　Between 　the　DPPH 　Radical　Scavenging　Activity　and 　ORAC
　　　　　　　　 for　Dried　Bonito　and 　Other　Stock　Types

山 田　　潤
’§

赤 堀 雄 介
’

松 田 秀 喜
＊

長谷川喜朗
’＊

前 田 俊 遭
＊

原 田 和 樹
”

　Jun　Yamada 　　　 Yusuke　Akahori　　 Hideki 　Matsuda 　　 Yoshiro　Hasegawa 　　Toshimichi　Maeda 　　 Kazuki　Harada

　The　oxygen 　radical 　absorbance 　capacity （ORAC ）was 　evaluated 　for　arabzeshi −dashi　and 　kα rebzmshi −d α sht 　pre −

pared 　at　various 　temperatures　for　various 　times．　The 　ORAC 　value 　for　both　types　of　dashi　increased　with 　increas−

ing　temperature ，出 e　highest　degree　of　extraction 　being　at　lOO℃ for　30　min ．　Arα bu ，shi −d α shi 　shQwed 　a　higher
ORAC 　value 　than 　karebzeshi −dα shi 　under 　all　conditions ．　The　DPPH 　radical 　scavenging 　activity 　behaved　in　a　simi −

lar　manner 　to　the 　ORAC 　value ，　these 　values 　be血g　weU 　correlated ．　The　DPPH 　radical 　scavenging 　acti ＞ity　and
ORAC 　 value 　were 　 each 　evaluated 　fQr　ntboshi −Ciashi，　kombud α shi ，　and 　shitt αke−d α shi ．」〉め 051 乙乞

一d αshi 　had　the
lowest　value ，　whi 正e　shiitake

−dashi　had　the　highest　value 　among 　the　three 　types 　Qf　dashL　The 　DPPH 　radical 　scav −

enging 　activity 　and 　ORAC 　value 　for　these 　three 　types 　of　dashi　and 　katsuo−d〔mshi 　were 　well 　correlated ，

キーワード ：鰹 だ し dried　bonito　stQck （katsuo −ctashi ）；DPPH ラジ カ ル DPPH 　radical ；活性酸素吸収能力

　　　　　 ORAC ；抗酸化　antioxldant ；昆布 だ し　Japanese　kelp　stock （iComb・u．−dctshi）；煮干 しだ し　dried

　　　　　 anchovy 　stock （nil）osh
’i−ctashi）

緒　　言

　食品 の 抗酸化能 の 評価 に つ い て は 測定原理 が 異 な る さ ま

ざまな方法が提案 され て い る
1’6）

。 近年抗酸化能を客観的

に評価で きる新た な指標と して 活性酸素吸収能力 （ORAC ：

Oxygen　Radical　Absorbance　Capacity）が 注 目 さ れ て い る。

ORAC は 2，　2
’一

ア ゾ ビス （2一ア ミ ジ ノ プ ロ パ ン ）ジハ イ ドロ

ク ロ ラ イ ド （AAPH ）を ラ ジ カ ル 発 生 剤 に 用 い る 。
　 AAPH

は水溶性で あ り，生成 した ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル は脂質 ミ セ

ル ，リ ン 酸型リ ボ ソ
ーム ，赤血球膜の 脂質自動酸化に伴 う

ラ ジ カ ル 連鎖反応 を 引 き起 こす こ とが 知 られ て い る
7｝。こ

の 方法 は Cao ら
8）

に よ っ て 血漿中 の 抗酸化 能 を測定す る

方 法 と して 開発 され，米国農務省 （USDA ）の Priorら9冫

に よ っ て 改 良が 行 わ れ て きた ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル 消去活性

能 を測 る方法で あ る。食品 中 の 抗酸化能 を 分析す る 方法 と

して ，野菜や果物 な どの 食品素材 を中心 に 米鬮内で 多 くの

デ
ータ が発表 され，食品 277種類 の ORAC 値が デ ータ ベ

ー
ス 化 され て い る 。 米 国 で の 認知度 は 高 く，既 に ORAC

値 を表記 したサ プ リ メ ン トや 飲料の 上市が 進 ん で お り．消

費者 に そ の 食品 が どれ だけ抗酸化能が あ る か を具体的数値

で 示 し て い る
IO）。しか し，我 が 国に お い て は まだ 十分に普

及 して お らず，調味料 で は大豆醤油や魚醤油につ い て 測定

され て い る 程度 で あ る
m
。日本 の 伝統的 な調 味料 で あ る 鰹

だ し を は じめ とす る
“
だ し

”
に つ い て の 報告は な い 。

　そ こで 本研究 は，様 々 な抽出条件 に おけ る荒節 だ しと枯

節だ しの ORAC 値 を測定 し，　 DPPH （1，1
・一
ジ フ ェ ニ ル

ー2一

ピ ク リ ル ヒ ドラ ジ ル）ラ ジカ ル 消去活性との相関性 を検討

した。さ ら に，各種だ しに 対象を広 げ．DPPH ラ ジ カ ル 消

去活性 と ORAC 値を測定 し，両測定値を比 較 した 。
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実験方法

（1）試薬お よび試料

　試薬類はい ずれ も特級試薬を用 い た 。

　鰹節 は静岡県焼津産 の 荒節と枯節を使用し，研究室で ミ

キ サー
に て 粉砕 した も の を使用 した 。 煮干 しは 瀬戸内産の

カ タ ク チ イ ワ シ で 小羽 の 大きさの もの を使用 し，頭お よび

内臓を除き半身 に裂 い て 用 い た。昆布は 北 海道産の 真昆布

を使用 した。乾 しい た けは 原木生産され た 国産 の ど ん こ を

使用 した。

（2）試料の 謂製

　だ し素材 の 使 用 量 は水道水 1，000　mL に 対 して 50　g と

し，以 下の よ うに 試料を調製 した 。

　荒節 お よ び枯節 は 前報
12｝

と同様，40℃ IO分，60℃ 10分，
80℃ 10分，100℃ 10 分，100℃ 30分．100℃ 60分 の 条件

で抽 出を 行 っ た 。

　煮干 し は，浸水 を行なわな い 場合 は 沸騰継続時間 10 分

か ら 30 分 で 嗜好性 の 高い だ し汁 が 得 られ る との 報告
13＞

が

あ る こ と か ら，水 か ら 火 に か け，20分 間 沸 騰 を継続 して
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抽出 を行 っ た 。

　昆布 は 浸水時間の 影響を考慮
14｝

し，加熱前 に 30分間浸

漬して か ら 火 に か け，沸騰直前 に引 き上 げた 。

　乾 しい た け は 冷蔵庫 で
一

晩浸漬 した 戻 し汁 を 用 い た
15〕

。

　抽出聞の 水分蒸発量 は，抽出終了後 に 加水調整 を行 い ，

No．　2 の ろ 紙 （ア ドバ ン テ ッ ク社 ）で ろ過 し て試 料 と した。

（3）ORAC の 測 定

　ORAC の 測定 は Huang らの 方法
i6）
，津志田 らの 方法

17｝

を
一

部 改 変 し，試 料量 ，フ ル オ レ セ イ ン 溶 液 お よ び

AAPH 溶液 の濃度，量 は検出 に最 適 と な る条件で 行 っ た。

庫内 温 度を 37℃ に 設定 した MithrasLB 　940 マ ル チ ラ ベ ル

プ レ
ート リ

ー
ダ
ー

（ベ ル トール ド社製） を用 い ，ス タ ン ダ

ードに は ビ タ ミ ン E の 安定な 同族体で あ る Trolox，ブ ラ

ン ク に は 75mM リン 酸緩衝液 （pH 　7．0） を 用 い た 。
マ イ

ク ロ プ レ
ー

トの 各 ウ ェ ル に 適 宜希 釈 した 試 料 20μL，
94．4nM フ ル オ レ セ イ ン ／75　mM リ ン 酸緩衝液 200μL を

入 れ て プ レー トリ ーダーに セ ッ ト し た。15秒 間 振 盪 後

10分 間 静置 し た。31、7mM 　AAPH ／75　mM リ ン 酸緩衝液

75 μL を 自動注 入 して 15秒 聞振盪 させ た後 2 分 間隔 で

90 分間経 時的 に 蛍光強度 （励起波長 485　nm ，検出波長

535nm ）を 測定 した 。

　得 ら れた 蛍光強度 か ら各試料 の 曲線下面積 （AUC ） を

次式 よ り算出 し た 。

　AUC ＝ （0．5十 floMin／fs
 

十 fl2
 

／fs
。、in十

…
十 fg

。曲
／f8

皿 L、 ）× 2

　f
舳

＝ 測定開始 x 分後 の 試料 また は Trolox の 蛍光強度

　f8
。，in、＝測定開始 8分後 の ブラ ン ク の 蛍光強度

　得 られた AUC か ら，次式 に よ っ て netAUC を算 出 した 。

　NetAUCT ．。1。。＝AUCT 、。】。、
− AUC プ ラ ン ク

　NetAUCI
囎

＝AUC
試 料

一AUC
ブ ラ ン ク

　 各　Trolox溶液 の 濃度 （μM ） を Y 軸に，各 Trolox 溶

液の netAUC を X 軸に と っ た グ ラ フ よ り，一次回帰式 （y
＝＝

・ax ＋ b） を算 出 した 。 こ の 回帰 式か ら，次式 に よ っ て

ORAC を算出 した。

　 ORAC 値（μmol 　Trolox当量 ／1GO　mL ）

　　 ；（a × （netAUC 謂 ）十 b）／［試料］x100

　 ［試料］： 試料濃度 （L ／mL ）

　 ORAC 値 は 試料 100　mL あ た りの Trolox当量 （μmol

TE ）と して 示 した 。

（4） DPPH ラジカル 消去活性 の 測定

　DPPH ラ ジ カ ル 消 去 活性 は 前￥RG） と同 様 の 方法で 測定 し

た。試 料 800 μL に 0，5M ト リ ス
ー
塩 酸 緩衝 液 （pH 　7．4）

200 μL お よ び 500μMDPPH 一エ タ ノ ール 溶液 1mL を加

え，50℃ 20分間遮 光状態で 反応 させ た後 50％ エ タ ノ
ー

ル を 2mL 添加 し，517　nm の 吸 光度 を 測 定 し た 。 ブ ラ ン

ク はサ ン プ ル の 代 わ りに水を加えた。

　 ラ ジ カ ル 消去率 は 次式よ り算出 した。

　　 ラ ジ カ ル 消去率 （％ ）

　　　 ＝（吸光度 プ ラ ン 7
一
吸光度 試科 ）÷ 吸光度 ブ ラ ン ク

X100

　結果 は，DPPH ラ ジ カ ル 消去率 50％ を示すサ ン プル 濃

度で あ る IC50（％ ） を 求 め，　 Trolox の ICsc（％ ）を基準 と

して 換 算 した 試料 100rnLあた りの ラ ジ カ ル 消去活性 を

Trolox 当量 （μmol 　TE ）と して 示 した。

結　　果

（1）荒節 だ し
，枯節だ しの 各種抽出条件に お け る DPPH ラ

　　ジカル 消去活性と ORAC 値な らび に両測定値の 比較

　拙出時 の 各温度 お よ び 時間 に お け る 荒節 だ し の DPPH

ラ ジ カ ル 消去活性 と ORAC 値 の 測定結果 を図 1 に 示 した。

DPPH ラ ジ カ ル 消去 活 性 は 40℃ IO分 の 抽 出 に お い て

84．2μmol 　TE ／100　mL と 最 も低 く，抽 出 温 度 の 上 昇 と と

も に 活 性 が 高 くな っ た 。 100℃ 30分 の 抽 出 に お い て

119，7 μ mol 　TE ／100　mL と最 も高 い 活性 を示 した。
　 ORAC

値は 40℃ 10分 の 抽出 にお い て 265．5μmol 　TE ／100　mL と

最 も低 く，抽 出 温 度 の 上 昇 と と も に 値が 高 くな っ た。

100℃ 30 分 の 抽 出 に お い て 295．6 μ mol 　TE ／100　mL と 最

も高 い 値 を示 した 。 次 に 枯節 だ しの 測定結果を図 2 に示 し

た 。DPPH ラ ジ カ ル 消去活性は 荒節 と 同様 40℃ 10分 の

抽出 に お い て 62．7 μ mol 　TE ／1001nL と最 も低 く，抽出温

度の 上 昇 と と もに 活性が高 くな っ た 。 100℃ 30分の 抽出 に

お い て 76．1μmcl 　TE ／100皿 L と最 も高 い 活性を示 し た。

ORAC 値 も 荒 節 と 同 様 ，40℃ 10分 の 抽 出 で 233．0μmol

TEf 　100　mL と最 も低 く，抽 出温度 の 上 昇 と と もに 値 が 高

くな っ た 。 100℃ 30分 の 抽 出 に お い て 275　．　O　SCmol　TE ／

100mL と最 も高 い 値 を示 した。また，　 DPPH ラ ジ カ ル 消

去活性，ORAC 値 ともに，荒節だ しの ほ うが 枯節だ し よ

りもい ず れ の 条件下 で も高 か っ た 。

　荒節 だ しに おけ る DPPH ラジ カ ル 消去活性 と ORAC 値

の 相 関 係数 は r ＝ 0．963 （図 3），枯節だ しで は r ＝ 0．938 （図

4）の 正 の 相関性が見られ た 。
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図 1． 荒 節 だ しの 各抽 出条件 に お け る DPPH ラ ジ カ ル 消去 活 性

　 　 お よ び ORAC 値
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表 1．各種 だ し の DPPH ラ ジ カ ル 消 去 活 性

　　　お よ び ORAC 値

だ し
DPPH ラ ジ カ ル

　 　 　　 　 　　 　 ORAC 値
　 消去 活性

煮干 し

昆 　布

椎 　茸

20．287
．197
．0

5L4142
．7216
．6

50

　　　〆〆〆ノノノ
　　　　　　睡 i蝉翌籔選 蠡i墜亘藪 璽｝

図 2．枯節 だ しの 各抽 出 条件 に お け る DPPH ラ ジ カ ル 消 去活性

　　　お よ び ORAC 値

　 　 310
　　
　 ヨ 300
　 の

埋 自 290

歯28・暴　 』
〇 − 270
　 　

　 旦260　）
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（単位 ： μ mol 　TE ／100 皿 ‘）
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図 3． 荒 節 だ しの DPPH ラ ジ カ ル．消去 活性 お よ び ORAC 値 の

　　 　 相 関 性

　 　 　 　 　0　　　　　　　　50　　　　　　　 100 　　　　　　　150

　　　　　 DPPH ラジ カル 消去 活性 （pmol 　TE ／ 100ml ）

図 5．各種 だ しの DPPH ラジ カ ル 消 去活性 お よび ORAC 値 の

．

　　 　 相 関性

椎 茸 だ しが 最 も高 くそ れ ぞ れ 97．O　”mol 　TE ／100　mL ，

216．6 μrnol　TE ／　100　mL ，昆布 はそ の 中 間 の 87．1 μ mol

TE ／100　mL ，142．7μmo1 　TE ／100　mL で あ っ た。鰹 だ し

に こ れ ら 3 種類 を 含 め た だ し に つ い て DPPH ラ ジ カ ル 消

去活性 と ORAC 値 の 相関係数 を求め た とこ ろ，図 5 に 示

す よ うに r ＝0．835 の 正 の 相関性が見られ た。
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図 4． 枯 節 だ しの DPPH ラ ジ カ ル 消去 活性お よ び ORAC 値の

　 　　 相関 性

（2）各種だ しの DPPH ラジカ ル 消去活性 と ORAC 値 な ら

　　 び に両測定値の相関性

　鰹 だ し に つ い て，DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 と ORAC に

正 の 相 関 性 が 見 られ た た め ，さ ら に対象 を広げ，わ が 国で

伝統 的に 用 い ら れ て い る煮干 し，昆布，椎茸 の 各種 だ しに

つ い て も測定 した 。 表 ユか ら明 らか な よ うに，DPPH ラ ジ

カ ル 消去活性，ORAC 値 ともに 煮干 し だ しが 最 も低 くそ

れ ぞ れ 20．2 μmol 　TE ／100　mL ，51．4 μmol 　TE ／100　mL ，

　食晶の 抗酸化能 の 評価 に つ い て は 測定原理が 異 な る さ ま

ざ ま な 方法が 提案さ れ て い る。中 で も DPPH ラ ジ カ ル の

消去活性 を 抗酸化能 と して 評価す る方法 は，特殊な測定機

器を必要 と しない 分光学的測定法 で ある こ と，短時間で の

測定が 可 能 で あ る こ とか ら汎 用 さ れ て い る。島村 ら は，

DPPH ラ ジ カ ル 消去活性法が単
一

化合物酸化 防止剤 の 抗
’
酸化能 の 測定法 と して 高 い 精度 を示 す こ と を報告 して い

る
18）

e

　一方，新た な指標 と して ORAC が 米 国 を 中心 と して 注

目 され て い る 。 本研究 で は 様 々 な抽出条件におけ る荒節だ

しと枯節 だ しの ORAC 値 を測定 し た。次 に DPPH ラ ジカ

ル 消去活性 の 挙動 と比 較 した。さ ら に ，各種 だ しに 対象 を

広げ，DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 と ORAC 値 を測定し，両

測定値を比較 した 。 そ の結果，鰹節，煮干 し，昆布，椎茸

を含む
“
和風だ し

”
の 範疇 にお い て，DPPH ラ ジ カル 消去

活性 は ORAC 値 を よ く反 映・する こ とが 示唆さ れ た 。 我 々

は こ れ まで に 鰹 だ し の DPPH ラ ジ カ ル 消去活性成分が フ

ェ ノ
ー

ル 系物質
12）

や ク レ ア チ ニ ン
19）

で あ る こ と を報告 し

て きた が ，DPPH ラ ジ カ ル 消 去 活性 と ORAC 値 に 正 の 相

関が み ら れ た こ と か ら，ORAC に お い て も こ れ ら の 物質
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が 関与し て い る成分 で あ る こ とが 示唆された 。

　 しか し，化合物 に よ っ て は DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 と

の 反応性 の 差異が報告 さ れ て い る 。 例えば，イ ソ フ ラ ボ ン

の
一

種 で あ る ゲ ニ ス テ イ ン で は，DPPH ラ ジ カ ル 消去活性

が 極め て 低い 活性 で あ っ た が ，ORAC 法 で は カ フ ェ 酸 と

同等 の 抗酸化能が 示 され て い る
an：ト

。 また，ニ ク ズ ク科香辛

料 に含 まれ る リ グ ナ ン の 中 に，DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 で

高 い 活性を示 した リグ ナ ン の 化学形 が ，ORAC 法 で は 他

の リグ ナ ン の 化学形 よ り低 い 値 を示す傾向 で あ る こ とが 報

告 され て い る
2D
。我 々 も鰹節 中の 抗酸化成分 と して 知ら れ

て い る ア ン セ リ ン は，DPPH ラ ジ カ ル 消去活性が 低 い こ と

を検証 して い る 。 また，大澤 は ORAC 法 だ けで 抗酸化能

を網羅す る こ とは難しい と推定して お り，同
一

の 標準品を

用 い た ORAC 法と他 の 抗酸化 能測定法 との 問 の 相関性 を

確認 し，その 換算係数を もっ て 算出された抗酸化能を参考

値 と し て 利用す る こ と を検討 し て い る
22）。今後，さ ま ざま

な 化 合 物 や 食 品 に お け る ORAC 法 と他 の 抗 酸 化 能 測 定 法

との 相 関性 に つ い て の 知見 の 蓄積 が 必要 と考え る 。

要 　　約

　様 々 な 抽出条件 に お け る 荒節だ し と 枯節 だ し の ORAC

値 を測定 し，DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 と の 相 関性 を検討 し

た 。 さ らに，各種 だ しに 対象を広げ，DPPH ラ ジ カ ル 消去

活性 と QRAC 値を測定 し，両測定値 を比較 した 。

　各抽出温度お よび 時問 に おけ る ORAC 値 は，荒節 だ し，

枯節 だ し ともに 40℃ 10分 の 抽出 で 最 も低 か っ た 。 抽 出温

度 の 上 昇 とともに 値が高 くな り，100℃ 30分の 抽出 に お い

て 最 も高い 値 を示 した。い ず れ の 抽 出 条件 に お い て も，荒

節だ し の ほ うが枯節だ し よ りも常 に 高 い ORAC 値 を示 し

た 。 DPPH ラ ジ カ ル 消去活性も ORAC 値と1司様 の 挙動 を

示 し，両測定値 に つ い て ，荒節 だ しで は r＝0．963，枯節

だ し で は r ＝ 0，938 の 正 の 相 関性が見 られ た 。 さ ら に対象

を煮干 し，昆布 椎茸 の 各種 だ し に広 げ て 測 定 した 結果，

DPPH ラ ジ カ ル 消去活性，　 QRAC 値 と も に 煮 干 しだ し が

最 も低く，椎茸だ しが 最 も高 い 値 を示 した 。 鰹 だ しに こ れ

ら 3 種類 を含め た だ し の 両測定値 に つ い て r ＝0，835の 正

の 相関性が見 られた 。
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鰹だ しお よび各種だ し に おける DPPH ラ ジ カ ル消去活性と ORAC 値の 相関性の 検討

和文抄録

　 荒節 だ しと枯節 だ しの ORAC 値 を さまざま な 抽出温度，抽出時間で 測定 した 。 荒節 だ し．枯節 だ し と もに 抽出温度の

上昇 と と もに値が高 くな り，100℃ 30分 の 抽 出で 最 も高い 値 を示 した 。 い ずれの 抽出条件 に おい て も荒節 だ しの ほ うが枯

節だ し よりも常 に 高 い 値 を示 した 。 DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 も ORAC 値 と 同様 の 挙動 を示 し，両測定値 に 正 の 相関性が

見ら れ た。さ ら に煮干 し，昆布，椎茸 の 各種だ し に対象を広 げて 測定 した。DPPH ラ ジ カ ル 消去活性，　 ORAC 値 ともに

煮干 しだ しが 最 も低 く，椎茸 だ しが 最 も高 い 値を示 した。鰹 だ し に これ ら 3種類 を含 め た だ しの 両測定値 に正 の 相関性が

見 られ た 。

（205） 55

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


