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クロレラに含まれるカロテノイドの定量とケン化反応による濃縮

加茂川寛之・細川　雅史・阿部　真幸・宮下　和夫

(2012年 9月 24日受付，2012年 9月 24日受理)

Carotenoid Contents in Chlorella pyrenoidosa and Concentration by Saponification

Hiroyuki Kamogawa, Masashi Hosokawa, Masayuki Abe and Kazuo Miyashita

Abstract

　　Carotenoids are natural pigments found in plants, seaweeds, algae and bacteria.　It is well known that carotenoids have 
physiological effects such as provitamin A activity and antioxidative effect.　Among carotenoids, β-carotene, lutein and 
zeaxanthin are popular carotenoids in green leafy vegetables and green microalgae.　Furthermore, violaxanthin and neoxanthin 
are also contained as minor carotenoids.　These carotenoids are currently expected to exhibit health beneficial effects depend on 
their unique structure.　However, there are only a few reports of quantitative analysis of neoxanthin and violaxanthin in 
microalgae.　In the present, we therefore investigated that the carotenoid contents in Chlorella pyrenoidosa and Dunaliella 
salina, which are green microalgae, comparing their contents in green leafy vegetables.　9´-cis-Neoxanthin in Chlorella 
pyrenoidosa was high level of 120.9 µg/g dry wt as same as that in Brassica rapa var. chinensis or Ocimum basilicum, while 
violaxanthin content was low.　The content of lutein + zeaxanthin was 1,125.2 µg/g dry wt in Chlorella pyrenoidosa, which was 
the same level as Allium tuberosum or Allium fistulosum.　β-Carotene content in Dunaliella salina was approximately 100-fold 
compared to green leafy vegetables.　On the other hand, the carotenoids in total lipid from Chlorella pyrenoidosa was markedly 
concentrated in recovered lipid after saponification with potassium hydroxide.　After 24 h saponification, the concentration of 
9´-cis-neoxanthin in recovered lipid increased approximately 7.5-folds higher than that of chlorella lipid.　Futhermore, total 
carotenoids concentration in the recovered lipid reached to 9.5-fold higher than that of chlorella lipid.　These results show that 
chlorella lipid is a useful resource for 9´-cis-neoxanthin.　Saponification is an effective method to concentrate 9´-cis-neoxanthin 
in chlorella lipid.
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諸　　　　　言

カロテノイドは黄～橙色を示す脂溶性の色素成分であ
り，これまでに 750種類以上が様々な生物から見出され
ている。β-カロテンなどの一部のカロテノイドについて
は，ヒトに対する生理作用や健康機能が明らかにされて
いる (武藤，1997)。このようなイソプレン骨格をもつカ
ロテノイドは，光合成を行う植物や一部の微生物によっ
てのみ生合成される。特に，光合成植物においては，生
合成されたカロテノイドが，光を感受するアンテナの役
割や過剰な光による組織障害からの防護機能を示すこと
がよく知られている (三室ら，2006)。一方，動物はこう
したカロテノイドの生合成能をもたないため，食品成分
として摂取し，吸収後に体内で代謝変換される。一般的
にヒトの場合，通常は約 40種類のカロテノイドを野菜や
果物から摂取していると推察されており，それに関連し
て癌のリスク低減 (Riboli and Norat, 2003)や，血管疾患の
リスク低減 (Cooper et al., 1999)といった機能性が多く報告

されている。
このようなカロテノイドの疾病予防機能は，その分子

構造によって異なると考えられる。日常食している緑色
葉野菜に含まれるカロテノイドは，主に β-カロテン，ル
テイン，ゼアキサンチンであり，含有率は低くなるがビ
オラキサンチンやネオキサンチンも含まれている (Fig. 1)。
これらの中で広く知られる生理作用として β-カロテンの
プロビタミン A活性が挙げられる。また，Beattyら (2004)
によると，目の網膜にはルテインとゼアキサンチンが特
異的に蓄積されており，それらの蓄積量と網膜の加齢黄
斑変性症の発症との間に負の相関関係を示すことが報告
される。更に，血漿中のルテインとゼアキサンチン含量
が多い人は，老人性白内障のリスクが低いとの報告 (Karppi 
et al., 2012)もあり，光刺激を受けて誘導される目の傷害に
より発症する疾病を抑える効果を持つことが明らかにさ
れている。また，ビオラキサンチンでは，マクロファー
ジに対して抗炎症作用を示すことが，最近報告 (Soontorn-
chaiboon et al., 2012)され，新たな機能性として注目される。
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一方，分子構造中にアレン結合をもつネオキサンチン
(Fig. 1)については，その機能性に関する報告は極めて少
ない。著者らはネオキサンチンと同様にアレン結合やエ
ポキシ基をもつ褐藻由来のフコキサンチン (Fig. 1)がマウ
スに対して内臓脂肪の蓄積抑制効果を示すことを見い出
している (Maeda et al., 2005)。また，肥満の進行に関わる
脂肪細胞の油滴蓄積に対して，ネオキサンチンが抑制作
用を示すことを in vitro試験で明らかにした (Okada et al., 
2008)。これらのことから，ネオキサンチンの抗肥満作用
に関わる in vivoでの活性評価が期待される。
更に，これまでに機能性が多く報告されているルテイ

ンやゼアキサンチンに加え，新たな機能性が期待される
ネオキサンチンの利用を考えた場合，それらの機能性に
関わる分子機構の解明に加えて，カロテノイドの効率的
な分離，濃縮，供給方法を開発することも重要な課題で
ある。特にネオキサンチンは緑色葉野菜中に含まれてい
るものの含量が少なく，更には抽出が容易な乾燥素材が
少ない。それに対し，アオサ藻，プラシノ藻，車軸藻な
どの緑色植物界に属する緑藻類中にもネオキサンチンが
含まれていることが知られている。その中で緑藻微細藻
類の一種であるクロレラは，培養方法が確立されており，
且つ安定的に乾燥物を入手することが可能である。
そこで本研究では，緑藻類であるクロレラに加え，β-

カロテンの供給源としての利用が期待されるドナリエラ
のカロテノノイド含量を各野菜中のカロテノイド含量と
比較した。さらに，クロレラより得られるカロテノイド
を脂溶性成分中に濃縮するために，水酸化カリウムを用
いたケン化法について検討した。

材料および方法

材料

クロレラ (Chlorella pyrenoidosa)およびドナリエラ
(Dunaliella salina)は，サンライフ株式会社 (愛知，日本)よ
り乾燥粉末物を購入した。ホウレンソウ (Spinacia olera-

cea)，チンゲンサイ (Brassica rapa var. chinensis)，コマツナ
(Brassica rapa var. perviridis)，ミズナ (Brassica rapa var. laci-
niifolia)，シソ (Perilla frutescens var. acuta)，スィートバジル
(Ocimum basilicum)，ミツバ (Cryptotaenia japonica)，イタリ
アンパセリ (Petroselinum neapolitanum)，シュンギク (Chry-
santhemum coronarium)，グリーンレタス (Lactuca scariola 
ver. sativa)， ニ ラ (Allium tuberosum)， ネ ギ (Allium fistulo-
sum)，は函館市内スーパーで生鮮物を購入した。抽出お
よび分析に用いた試薬は，和光純薬 (株) (大阪，日本)よ
り特級試薬を購入し使用した。定量分析のための検量線
に用いた標準カロテノイドのうち，9´-cis-ネオキサンチン
とビオラキサンチンはホウレンソウから精製して用いた。
ルテインは和光純薬 (株) (大阪，日本)より，β-カロテンは
シグマ アルドリッチ ジャパン (東京，日本)より購入した。

脂質抽出

クロレラおよびドナリエラは，乾燥粉末重量に対して
10倍量 (v/w)のクロロホルム :メタノール (2 : 1, v/v)に浸
漬し，24時間静置して抽出を行った。葉野菜は茎を切除し，
細切りにして冷凍庫にて一晩凍結し，細胞壁を破壊した。
解凍後，サンプル重量に対し 5倍量 (v/w)のクロロホルム/
メタノール (2 : 1, v/v)に浸漬し，24時間静置しながら抽出
を行った。抽出液はWhatman 2号濾紙を用いてろ過した。
この抽出操作を 2度繰り返し，抽出液を分液ロートにて
合わせた後に，溶媒比がクロロホルム : メタノール : 水 
(10 : 5 : 3, v/v/v)となるよう調整した。その後，よく振り混
ぜて一晩室温にて遮光静置して二層分離した。脂質成分
の溶解した下層のクロロホルム層を回収し，エバポレー
ターにて溶媒を留去した。得られた濃縮物は，総脂質と
して重量測定した後，HPLC分析に供するまでクロロホル
ム/メタノール (2 : 1, v/v)に溶解して－40°Cにて保存した。
ケン化用のクロレラ油は，乾燥重量あたり 10倍量 (v/w)
のメタノールに浸漬し，24時間静置しながら抽出した。
抽出液はブフナー漏斗を用いてWhatman 2号濾紙にて減
圧濾過した。この抽出操作を2回繰り返し，エバポレーター

‐Carotene ( ‐Car )

Zeaxanthin ( Zx )

Fucoxanthin 

Violaxanthin ( Vx )

Lutein ( Lu ) 

Neoxanthin ( Nx )

Fig. 1. Chemical structurae of carotenoids.
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にて溶媒を留去した。得られた濃縮物は総脂質として重
量を測定した後，エタノールに溶解して－40°Cで保存し
た。

クロレラ由来カロテノイドのケン化濃縮

ケン化を行うためにクロレラからメタノールを用いて
抽出した脂質成分を濃度 4.7 g/10 mLのエタノール溶液と
した。次いで，それらのエタノール溶液に 50% (w/v)水酸
化カリウム (KOH)水溶液をそれぞれ 1 mL, 3 mL, 5 mL, 8 
mL添加して，12時間ケン化反応を行った。一方，クロ
レラ脂質のエタノール溶液に 50% KOH水溶液を 5 mL添
加して 1～48時間ケン化反応を行い，経時的な変化を分
析した。ケン化反応後，50 mLのジエチルエーテルを加え，
更に 3% (w/v)塩化ナトリウム (NaCl)水溶液を加えること
で終量 100 mLとなるように調整し二層分離した。ジエチ
ルエーテル層を回収し，洗浄操作は 3% NaCl水溶液 40 
mLで 1回，蒸留水 40 mLで 3回繰り返した。水洗後，
pH試験紙を用いて水層の pHが 7～8であることを確認し
た後，ジエチルエーテル層を回収した。ケン化反応後の
二層分離で得られた水層についても，ジエチルエーテル
50 mLを加えてよく混合した後，同様の方法で脂質成分
を抽出した。回収したジエチルエーテル層をあわせ，エ
バポレーターで溶媒を留去した。得られた濃縮物はケン
化後の総脂質として重量測定した後，HPLC分析に供する
まで，エタノール溶液として－40°Cで保存した。

HPLC分析

微細藻類あるいは野菜から抽出した脂質中に含まれる
カロテノイド含量を，Garcia-Plazaolaと Becerril (1999)の
報告を参考にして HPLCにより定量した。分析条件は，
以下の通りとした。

カラム　Develosil C18-UG-5 (4.6×250 mm i.d., 5.7 µm particle 
size，野村化学 (株))

移動相　　A　　Acetonitrile/Methanol/Water, (84 : 9 : 7, v/v/v)
　　　　B　　Methanol/Ethyl acetate, (68 : 32, v/v)

 　A 　B
グラジエント
 0 min 100% 　0%
 8 min 100% 　0%
18 min 　0% 100%
28 min 　0% 100%

カラム温度　　25°C
流速　　　　　1.2 mL/min

なお，野菜抽出物中のゼアキサンチンはルテインとほ
ぼ同じ保持時間であるため，ルテインとゼアキサンチン

を合わせた含有量をルテインの検量線を用いて定量した。

結 果 と 考 察

微細藻類および野菜中に含まれるカロテノイドの定量

野菜中に含まれるカロテノイドの種類と含量は，野菜
の種類に加え組織や成熟度によって異なる。葉部に含ま
れる主なカロテノイドとしては，β-カロテンのほかルテ
イン，ゼアキサンチン，ビオラキサンチン，ネオキサン
チンなどが挙げられる。この中で，β-カロテンやルテイン，
ゼアキサンチン含量については多くの研究が見られるが， 
ビオラキサンチンやネオキサンチンの定量分析に関する
報告は多くない。
そこで，緑藻微細藻類であるクロレラやドナリエラ中

に含まれるカロテノイド含量を定量し，日常よく摂取さ
れる野菜類との比較を行った。その結果，Table 1に示す
ように，β-カロテンは葉野菜中に比較的多く含まれてい
るが，ドナリエラはそれらの 100倍以上の含有率で含ま
れていた。その一方，ネオキサンチンやビオラキサンチ
ンなどのキサントフィル類はあまり含まれていないこと
が示された。ドナリエラは緑藻類に属するが，そのカロ
テノイド含量や組成が生育条件により変化することが知
られている (Gider et al., 1998)。ドナリエラの場合，リンと
窒素欠乏の高塩分培養液での強い光と高温条件下におい
て，β-カロテン含量が大きく増加することが報告されて
いる (山口，1992)。一方，クロレラ中には野菜と同様に，
ルテイン +ゼアキサンチンが検出されたが，葉野菜と比
較して少なかった。一方，9´-cis-ネオキサンチンやビオラ
キサンチンも，β-カロテンやルテイン，ゼアキサンチン
と比較して含量は少ないものの，葉野菜中に含まれてい
ることが知られている。本研究において種々の葉野菜類
中の 9´-cis-ネオキサンチン含量を比較した結果，シソや
コマツナに多く含まれていた。一方，ビオラキサンチン
についてはホウレンソウ，ミツバ，シュンギクに多く含
まれており，野菜の種類によってカロテノイドの組成が
異なることが分かった。クロレラ中にも 9´-cis-ネオキサ
ンチンが 120.9 µg/g dry wt含まれており，チンゲンサイ，
スイートバジル，パセリと同程度の含量であった。一方，
ビオラキサンチンはクロレラ中には僅かしか検出されず，
葉野菜とは大きく異なることが示された。以上のように，
葉野菜中には β-カロテンやルテイン，ゼアキサンチンに
加え，9´-cis-ネオキサンチンやビオラキサンチンが含まれ
ているものの，通常の流通形態が生鮮状態であるととも
に複数のカロテノイドが含まれているため，個々のカロ
テノイドを分離，利用することが容易ではない。一方，
クロレラは，健康食品や飼料として乾燥物が普及してい
ることに加え，9´-cis-ネオキサンチンと極性の近いビオラ
キサンチンの含量が少ないことから，その分離が容易で
ある。そのため，ネオキサンチンを分離する場合はクロ
レラが有効な供給源と考えられる。
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ケン化反応を利用したカロテノイドの濃縮

天然素材に含まれるカロテノイドを利用する場合，有
機溶媒を用いて総脂質を抽出するため，クロロフィルや
グリセロ糖脂質，グリセロリン脂質といったカロテノイ
ド以外の脂質成分が混在する。そのため，それらを分離
してカロテノイド成分を濃縮，または精製する必要があ
る。そのため，カロテノイドを効率的に濃縮できれば，
素材としての利用はもとより個々のカロテノイドの分離
操作も容易になる。そこでカロテノイドを効率よく濃縮
するために，クロレラから抽出した脂質を KOHで処理す
ることにより，エステル脂質をケン化して除去する方法
について検討した。このようなケン化反応によるカロテ
ノイドの濃縮は，マリーゴールドからルテインやゼアキ
サンチンを抽出，分離するために工業的にも用いられて
いる方法であり，これをクロレラ脂質に応用した。最初に，
クロレラ脂質中のカロテノイドを濃縮するための KOHの
添加量について検討した (Table 2)。クロレラ脂質約 4.7 g
に 0.5 g～4 gの KOHを添加してケン化処理を行った結果，
KOHの添加量 2.5 g以上で室温 12時間にて反応を行った
場合，残存した脂質量が 0.5 g程度の一定量となり，十分
にケン化反応が進んだと考えられる。ケン化後のクロレ
ラ脂質中に含まれる 9´-cis-ネオキサンチン，ビオラキサ
ンチン，ルテイン +ゼアキサンチン含量は，17.7～18.1 
mg/g 脂質，2.5～2.7 mg/g 脂質，135.8～136.6 mg/g 脂質で
あった。クロレラ脂質中に含まれていたカロテノイド総
量に対する，ケン化後のカロテノイド回収率は 88.4%で

あった。一方，クロレラ脂質中のカロテノイド含有量に
対して，ケン化後に残存した脂質中の含有率は 9倍まで
大きく濃縮されており，カロテノイドの利用を考慮する
場合，効果的な濃縮方法といえる。特に天然物中におい
て含有量が少ない 9´-cis-ネオキサンチンを利用する場合，
クロレラ脂質中の含量に対して，ケン化後の脂質中には 7
倍以上濃縮されており，有用な素材となりえる。更に，
クロレラ脂質のケン化反応の経時的変化について調べた
(Table 3)。クロレラ脂質約 4.7 gに対し，KOHを 2.5 g 添加
したところ，1時間以降で残存した脂質量が一定となり，
短時間でも十分にケン化反応が進んだものと考えられる。
残存脂質中の 9´-cis-ネオキサンチン，ビオラキサンチン，
ルテイン +ゼアキサンチン量はそれぞれ，17.5～19.2 mg/g 
脂質，2.3～2.5 mg/g 脂質，133.3～152.1 mg/g 脂質であった。
ケン化反応によるカロテノイド全体の回収率は，48時間
のケン化反応後においても 90%以上であり，アルカリに
対して比較的安定であることが分かった。1時間のケン化
反応後に残存した脂質中のカロテノイド含量が 166.1 mg/g 
脂質となり，クロレラ脂質と比較して 9.5倍まで濃縮され
た。
本研究により，緑色微細藻類のクロレラとドナリエラ

がネオキサンチンやルテイン +ゼアキサンチン，β-カロ
テンの供給源として有用であることが分かった。特に，
天然物中に有効な供給源のないネオキサンチンを分離す
る場合，クロレラ脂質をアルカリによって短時間のケン
化処理をすることにより 7倍以上にまで濃縮できること
を見出した。今後，それらを用いたネオキサンチンの機

Table 1.　Carotenoid content in vegetables and green algae extraction.

Common name Scientific name Total Lipid
(mg/g dry wt)

9´-cis- Nx*1

(μg/g dry wt)
Vx*2

(μg/g dry wt)
Lu + Zx*3

(μg/g dry wt)
β-Car*4

(μg/g dry wt)

Green leafy vegetables
　Spinach Spinacia oleracea  81.8 211.7 585.2 2,101.2 　  834.5
　Qing-geng cai Brassica rapa var. chinensis 101.6 137.1  96.0 1,728.7 　  737.7
　Komatsuna Brassica rapa var. perviridis 106.0 303.1 158.2 2,048.6 　  968.2
　Mizuna Brassica rapa var. laciniifolia 110.4 189.1 126.3 1,917.9 　  890.3
　Perilla Perilla frutescens var. acuta 119.0 381.7 268.6 2,191.7 　1,001.5
　Sweet basil Ocimum basilicum  89.2 145.4  71.2 1,461.3 　  582.3
　Mistuba Cryptotaenia japonica 129.6 276.4 522.3 2,543.3 　  944.6
　Italian parsley Petroselinum neapolitanum 100.7 247.5 235.5 1,681.3 　  736.7
　Parsley Petroselium crispum  70.9 157.7 162.7 1,425.2 　  485.3
　Garland chrysanthemum Chrysanthemum coronarium  98.1 204.2 459.5 1,748.7 　  709.4
　Lettuce Lactuca scariola ver. sativa 103.9 226.0 337.0 2,281.7 　  886.1
　Garlic chives Allium tuberosum  61.0  64.8  70.3 1,167.2 　  543.7
　Welsh onion Allium fistulosum  68.4  85.4  49.8 1,225.2 　  614.9

Micro algae
　Chlorella Chlorella pyrenoidosa 116.7 120.9 Tr*5 1,125.2 Tr
　Dunaliella Dunaliella salina 223.6 N.D.*6 N.D.   236.4 104,058.5

*1 9´-cis -Nx : 9´-cis -Neoxanthin, *2 Vx : Violaxanthin, *3 Lu + Zx : Lutein + Zeaxanthin, *4 β-Car : β-Carotene, *5 Tr : Trace,
*6 N.D. : Not Detected
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能性の解明が期待される。
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