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序論 

 

 栄養素のなかでも脂質、糖質、タンパク質は 1 日の摂取量が多く、三大栄養素

とも呼ばれる。その中で脂質は主にエネルギー源としての役割を担っている。脂

質にはエネルギー源としての機能の他、抗炎症作用や抗血栓作用など様々な生

理機能が報告されている 1) 2)。特に、脂質を構成する脂肪酸のなかでも、エイコ

サペンタエン酸 (Eicosapentaenoic acid、EPA、図 1)やドコサヘキサエン酸

(Docosahexaenoic acid、DHA、図 2)などの n-3 系高度不飽和脂肪酸(Polyunsaturated 

fatty acid、PUFA)は動脈硬化予防や抗血栓作用、降圧効果、抗炎症作用など、様々

な機能性が広く知られている 3)－5)。また、その機能性を活かして健康食品はもと

より、医薬品にも利用されている 5)。これら EPA や DHA は魚油に多く含まれ、

国内外で関心は高い。 

トリアシルグリセロールを構成する脂肪酸の化学骨格に存在する二重結合は

主にシス型で、熱や光などの因子により二重結合から水素が引き抜かれ、アルキ

ルラジカル(R・)が発生する。これと酸素が化学反応し、ペルオキシルラジカル

(ROO・)が生成する。ROO・は反応性が高く、未反応の脂肪酸を攻撃して水素を

引き抜き、過酸化脂質(ROOH)となると同時に、新しく別の R・を生成し、一連

の反応が連鎖的に進むことが特徴である(図 3)1) 6) 7)。 
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図 1 エイコサペンタエン酸(Eicosapentaenoic acid、EPA) 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 ドコサヘキサエン酸(Docosahexaenoic acid、DHA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 脂質酸化のスキーム 1) 6) 7) 
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PUFA は化学構造に二重結合を複数有し、特に EPA は 5 つ、DHA は 6 つの二

重結合を有するため、過酸化脂質を形成しやすく、これらは不飽和脂肪酸の中で

も化学構造的に酸化反応の影響を受けやすい。脂肪酸の酸化は風味劣化や栄養

価の低下、健康機能性の低下を招き、さらには、ヘキサナールやペンタナール等

の悪臭が発生する 8) 9)。このように、脂質の酸化は、加工食品への利用において、

製品品質上の問題となる。この酸化安定性の低さが EPA や DHA を含む魚油を

食品等に利用する際の大きな問題となっており、食品添加物としてビタミン

C(アスコルビン酸)やビタミン E(トコフェロール)などの酸化防止剤の添加が必

須となる。しかし、二重結合が複数存在する PUFA では、これらを添加すること

での酸化防止は十分ではない。 

 脂溶性の酸化防止剤として使用例の多いトコフェロールについては、魚油に

対しての酸化防止効果を実験した報告が多数あり、α-トコフェロールには初期の

ヒドロペルオキシドが増加するまでの誘導時間を遅延させ、この効果は添加量

の増加に伴い向上するが、一定量以上の α-トコフェロールの添加により、抗酸

化作用が低下するとされている 10)。また、牛脂を用いた試験でも、牛脂に対し

て 0.01%から 0.05%に α-トコフェロールの添加量を増加させることで抗酸化作

用は向上したが、0.1%添加では 0.05%添加よりも活性は低下したとされている

11)。これらのことを考慮すると、トコフェロールの処方は脂質の酸化を完全に防

止できるものではないことが理解できる。 

 抗酸化作用の評価系は電子スピン共鳴装置(Electron Spin Resonance、ESR)を用

いた方法、スーパーオキシドディスミュターゼ(Superoxide dismutase 、SOD)様活

性、活性酸素吸入能(Oxygen Radical Absorbance Capacity、ORAC)、一重項酸素消

去能測定法(Singlet Oxygen Absorption Capacity、SOAC)などがある 12)。脂質の酸

化反応を抑制するためには、初期酸化で発生するラジカルを補足することが重

要であると考え、本研究では抗酸化物質のスクリーニングとして、比較的安定な
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ラジカルである 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH)を用い、ラジカル補足能の評

価を実施した。 

 ところで、ニンニク(Allium sativum)は古くから香辛料や滋養強壮食物として利

用されている。ニンニクやその関連物質には抗酸化作用や抗菌性、抗がん性など

様々な機能性が知られている 13) 。抗酸化作用については、様々な野菜の中でも

特にニンニクは活性が高いという報告があるが、水抽出液の評価に留まってい

る 14)。ニンニクに特徴的な成分は含硫化合物で、水溶性の物質としてはアリイ

ン(AL)や γ-グルタミルペプチド類が挙げられる。AL は細胞破砕時にアリイナー

ゼ (EC4.4.1.4)の作用を受けて脂溶性のアリシンへと変化する(図 4) 13)15)16)。アリ

シンは化学的に不安定であるためアリルスルフィド類、ビニルジチイン類等の

脂溶性含硫化合物へと変換され、ニンニクに特徴的なにおい成分となる(図 5) 

13)15)16)。脂溶性含硫化合物に着目し、その抗酸化作用を評価したものもある 17)が、

水溶性、脂溶性の含硫化合物のうち、いずれの化合物が強い抗酸化作用を有する

かなどの比較報告はない。食品は水溶性、脂溶性成分が混在しており、ニンニク

関連成分の抗酸化作用を評価するにあたり、水溶性成分だけでなく、脂溶性成分

についても評価することが重要である。 

そこで、本研究では、ニンニク関連の含硫化合物に着目し、対象の脂質を魚油

として、抗酸化作用について検討した。 

 第 1 章では水溶性含硫化合物およびニンニク加工品の抗酸化作用を DPPH ラ

ジカル消去法により検討した。 

 第 2 章では脂溶性含硫化合物の抗酸化作用を DPPH ラジカル消去法により検

討した。また、脂溶性含硫化合物を魚油に添加し、魚油の過酸化物価(Peroxide 

Value、POV)の経時変化を測定した。 

 第 3 章ではモデル食品として魚油エマルションを調製し、ニンニク関連化合

物の抗酸化作用を評価した。 
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 以上の検討より、ニンニクに含まれる複数の抗酸化物質の理解をするととも

に、魚油含有加工食品への有効性を明らかとすることを目的とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 アリイナーゼによるアリインからアリシンへの反応 13) 
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図 5 アリシンからのアリルスルフィド類、ジチイン類、アホエンへの反応 13) 
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第 1 章 

ニンニクに含まれる水溶性含硫化合物の抗酸化作用の評価 

 

1－1 緒言 

 脂質の酸化は水素が引き抜かれることによる R・の生成に始まり、ROO・、

ROOH と反応する。一連の酸化反応により生成する ROO・は未反応の脂質より

水素を引き抜くため、脂質の反応は連鎖的である。脂質の初期酸化を防止するに

あたり、ラジカルを補足することでこの一連の酸化反応を抑制することが可能

と考えられる。DPPH(図 6)は比較的安定なラジカルで、ラジカル補足能を評価す

るために用いられる。DPPH の溶媒としてエタノールが使われ、評価サンプルの

抽出液調製の際の抽出溶媒は、エタノールと親和性があれば評価が可能である。

水抽出液やアルコール抽出液での実験例が多いものの、サンプルの抽出溶媒に

極性の低いヘキサンなどの有機溶剤を用いても評価が可能である 18)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 
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ニンニクに特徴的な成分は含硫化合物で、主なものとして AL、γ-グルタミル

-S-アリルシステイン(Gu-ALC)、γ-グルタミル-S-1-プロペニル-システイン(Glu-

PEC)が挙げられる 13)15)19)20) 。これら含硫化合物のうち、AL はアリイナーゼ 

(EC4.4.1.4)の作用を受けて脂溶性のアリシンへと変換する。アリイナーゼは AL

のほか、メチイン(MT)、イソアリイン(IAL)にも作用する 15)。ニンニクを扱う実

験の場合、このアリイナーゼの作用とアリシンの不安定さを十分考慮する必要

がある。すなわち、ニンニク抽出液を調製する際、単純にりん片を粉砕すると、

AL からアリシンに変換する化学反応が起こり、さらにはアリシンからアリルス

ルフィド類、ビニルジチイン類が発生する。特に水溶性含硫化合物を対象とする

実験では、アリイナーゼを作用させずにニンニクを前処理する必要がある。ニン

ニクの前処理として、ニンニクりん片をボイルなどして加熱することでアリイ

ナーゼを変性、失活させてから抽出操作をする手法 21)や、酸性アルコール水溶

液を用いることでアリイナーゼの至適条件とは異なる状態となるように前処理

をする手法が考えられる 19)20) 。本研究では、アリイナーゼの至適条件を回避す

るため、抽出溶媒に酸性含水アルコールを用いた。また、ニンニクをはじめとす

るネギ属から単離した含硫化合物を用いて実験を実施した。 

 ニンニクは古来より滋養強壮野菜やスパイスとして利用されてきた。ニンニ

クの加工形態は様々で、常温や冷凍で流通しているニンニクペーストや、乾燥品

であるニンニクチップ、植物油にニンニクりん片を漬けたオイルマセレートが

利用されてきた。比較的新しいニンニク加工品として、黒ニンニクがある。2006

年に初めて報告 22)された黒ニンニクは、ニンニクを高湿条件下で 2～6 週間低温

加温を継続することで得られる。黒ニンニクは原料ニンニクとは見た目、味が全

く異なるばかりでなく、低温加温することで、含硫化合物の化学変化が生じて原

料ニンニクには含まれない含硫化合物が生成する 23)。機能性の報告としては、

抗酸化作用や抗ガン作用がある 13)。 
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 本章では、ニンニクやその加工品の抽出液を調製し、DPPH ラジカル消去法に

より抗酸化作用を検討した。また、ニンニクをはじめとするネギ属から 6 種類

の含硫化合物を精製、単離して、標準品とした。これに 2 種の市販の含硫化合物

標準品を加え、計 8 種類の水溶性含硫化合物の抗酸化作用を検討した。 
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1－2 実験 

1－2－1 ニンニク抽出液の調製 

(1)供試ニンニク 

 地方独立行政法人青森県産業技術センター野菜研究所で 2021 年 7 月に収穫し

た福地ホワイト黒石 A 系統(以下黒石 A)、白玉王(登録品種)の 2 種類を国産ニン

ニクとして用いた。輸入ニンニクとして、中国産、スペイン産のニンニクを、イ

ンターネットによる通信販売のものを購入して使用した(品種不明)。いずれのニ

ンニクも 2021 年に収穫したもので、同年 9 月に入手した。ニンニクりん片を傷

つけないように剝皮、盤茎ごと採取し、直ちに-60℃で 48 時間以上冷凍した。凍

結りん片を室温に 5 分程度放置し、冷凍状態が解除されない状態でりん片をス

ライスし、再び-60℃で冷凍した。これを凍結乾燥、粉砕してニンニク凍結乾燥

粉末を得た。調製したニンニク粉末は実験に供するまで-20℃で保管した。 

 

(2)抽出液の調製 

凍結乾燥粉末を室温に静置して常温とした後、250 mg 採取してメタノール/水

/ギ酸(50/50/1、v/v/v)を約 8 mL 加え、60 分間超音波抽出した。これを 10 mL に

定容後、遠心分離して上清を回収し、DPPH ラジカル消去活性試験および褐変度

測定用の試料液とした。 

 

 

1－2－2 加温ニンニクと抽出液の調製 

(1)供試ニンニク 

 加温試験の原料ニンニクとして、地方独立行政法人青森県産業技術センター

野菜研究所で 2021 年 7 月に収穫した白玉王を用いた。ニンニクりん茎を加温処

理するまで-2℃に設定した冷蔵庫内で保管した。 
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(2)加温ニンニク 

10 ヶ月間-2℃で保管したニンニクに加温処理を施した。ニンニクの加温には

ポリエチレンテレフタレート製の容器と恒温器(アズワン、ETTAS MOV-450S)を

用いた。容器底部に 250 mL の蒸留水加え、その上部にプラスチック製の網を、

さらにその上部にニンニクりん茎約 30 個を設置し、容器に蓋をした。その容器

ごと 65℃に設定した恒温器に設置して加温した(図 7)。加温処理 0 日(未加熱)、

1 日、3 日、7 日、14 日、21 日、28 日でニンニクりん茎 3 個を無作為に抜き取っ

た。処理 0 日(未加熱)、1 日については、凍結乾燥の後、粉砕して分析に供する

まで-20℃で保管した。処理 3 日以降では、アリイナーゼが熱により変性し、酵

素反応が進行しないと考え、可食部であるりん片を採取後、フードプロセッサー

でペーストにした。得られたペーストを分析時まで-20℃で保管した。 

 

(3)抽出液の調製 

 加温処理 0 日、1 日の凍結乾燥粉末では採取量を 2 g、加温処理 3 日以降のペ

ーストでは採取量を 5 g とした。これに抽出溶媒のメタノール/水/ギ酸(50/50/1、

v/v/v)を約 15 mL 加え、60 分間超音波抽出し、25 mL に定容した。定容後、遠心

分離して上清を回収し、抽出溶媒で適宜希釈して DPPH ラジカル消去活性試験

および褐変度測定用の試料液とした。 
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図 7 ニンニク加温試験の様子 
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1－2－3 水溶性含硫化合物 

ニンニクをはじめとするネギ属に含まれる主な水溶性含硫化合物の構造、名

称、略称を図 8 に示した。Ueda ら 24)、Lawson ら 25)の報告を参考に、ニンニク

から AL、Glu-ALC、Glu-PEC を、ニラより MT を、ネギより IAL を、ニラ種子

より Glu-MEC を単離した。純度を高速液体クロマトグラフ(HPLC、Alliance、日

本ウォーターズ株式会社)により 99%以上であることを確認した(HPLCクロマト

グラムピーク面積比 99%以上、データ示さず)。化学構造を核磁気共鳴装置(JNM-

ECZ500R、日本電子株式会社)で確認して標準物質とした(付図参照)。シクロアリ

イン(CA、富士フイルム和光純薬株式会社)および S-アリルシステイン(SAC、東

京化成工業株式会社)は購入して使用した。 

各水溶性含硫化合物を 0.1%ギ酸で 0.25 mg/mL に調製し、DPPH ラジカル消去

活性試験の試料液とした。 
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図 8 ニンニク関連の水溶性含硫化合物 

(1) シクロアリイン (CA) (2) メチイン (MT) (3) アリイン (AL) (4) イソア

リイン (IAL)  (5) γ-グルタミル-S-メチルシステイン (Glu-MEC)  (6) S-アリル

システイン (SAC)  (7) γ-グルタミル-S-アリルシステイン (Glu-ALC)  (8) γ-グ

ルタミル-S- (E) -1-プロペニルシステイン (Glu-PEC) 

 

(1) (2) (3) 

(4) (5) 

(6) (7) 

(8) 
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1－2－4 水溶性含硫化合物の定量 

山崎らの方法 19)20)で水溶性含硫化合物を HPLC で定量した。粉末サンプルの

場合は 500 mg～2.5 g、ペーストサンプルの場合は 10 g を精秤し、そこにメタノ

ール/水/ギ酸(50/50/1、v/v/v)をそれぞれ約 15 mL、30 mL 加え、60 分間超音波抽

出した。粉末サンプルの場合は 25 mL、ペーストサンプルの場合は 50 mL に定

容した。定容した液を遠心分離して抽出液を得た。 

あらかじめメタノール 5 mL、水 5 mL の順に通液して初期化処理した Bond 

Elut jr SCX(500 mg、アジレントテクノロジー株式会社)に 5 mL の抽出液を負荷

し、5 mL のメタノール/水/ギ酸(50/50/0.1、v/v/v)で洗浄後、100 mM KH2PO4(pH4.0)

で溶出させ、10 mL に定容した。これを 0.45 µm メンブレンフィルターでろ過

し、HPLC に供した。HPLC 条件は、以下のとおりとした。別に 105℃乾燥減量

法により求めた凍結乾燥粉末の水分値により補正し、乾物中の含量を算出した。

測定は 3 反復行った。 

 

システム ：Alliance (e2695 separation module、日本ウォーターズ株式会社) 

カラム  ：Capcellpak SCX UG 80(φ4.6×250 mm、5 µm、株式会社大阪ソーダ) 

カラム温度：45℃ 

移動相  ：10 mM KH2PO4 (pH2.5)  

流速   ：1.0 mL/分 

注入量  ：10～100 µL 

検出   ：フォトダイオードアレイ(PDA)検出器 

(解析波長 210 nm、2998PDA 検出器、日本ウォーターズ株式会社) 
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1－2－5 DPPH ラジカル消去活性試験 

 試料液 180 µL に 500 µM DPPH エタノール溶液 20 µL を添加し、20 分後に 520 

nm の吸光度を測定した。測定にはマイクロプレートリーダー(SH-1200、コロナ

電気株式会社)を用いた。ブランクはエタノールとし、ラジカル消去率を次式に

より算出した。測定は 3 反復行った。 

 

ラジカル消去率[%] = { 1 – ( AS – ASB ) / ( AE – AEB ) } × 100  

AS  試料反応液の吸光度 

ASB 試料液の吸光度(サンプルブランク) 

AE  エタノール反応液の吸光度 

AEB エタノールの吸光度(ブランク) 

 

 

1－2－6 褐変度の測定 

 褐変度として試料液の 400 nm の吸光度を測定した 26)。測定対象は、ニンニク

抽出液、加温ニンニク抽出液とした。測定にはマイクロプレートリーダー(SH-

1200、コロナ電気株式会社)を用いた。測定は 3 反復行った。 
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1－3 結果 

1－3－1 ニンニクおよび黒ニンニクの水溶性含硫化合物の含量 

(1)産地の異なるニンニク 

国産ニンニク、輸入ニンニク、計 4 種類のニンニクの水溶性含硫化合物の定

量結果を表 1 に示した。ニンニクの凍結乾燥粉末から AL および Glu-PEC が主

な水溶性含硫化合物として検出され、AL および Glu-PEC 含量はそれぞれ、黒石

A で 1.51±0.20%(w/w、平均値±標準偏差、以下同じ) 、0.90±0.11%、白玉王で

1.37±0.14%、0.81±0.08%、中国産で 2.44±0.04%、0.62±0.03%、スペイン産で

3.96±0.05%、0.54±0.01%であった。輸入ニンニクと比較して、国産ニンニクで AL

含量がわずかに低く、Glu-PEC 含量が高い結果となった。また、輸入ニンニクで

IAL と CA が検出された。 

 

(2)加温ニンニク 

ニンニク加温過程における水溶性含硫化合物の消長を図 9 に示した。加温 0

日(未加温)では、主に AL が検出され、次いで IAL 含量が高かった。-2℃の冷蔵

貯蔵のない白玉王と比較して(表 1)、AL、IAL 含量が高く、Glu-PEC 含量が低か

った。加温により AL、IAL が減少した一方で、CA が顕著に増加した。その他

の水溶性含硫化合物は加温処理を継続することで減少した。 
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表 1 ニンニクりん片中の水溶性含硫化合物量 

 

化合物 黒石 A 白玉王 中国 スペイン 

CA 0.19±0.01 0.19±0.01 0.23±0.00 0.38±0.00 

MT 0.33±0.03 0.30±0.02 0.41±0.01 0.44±0.01 

AL 1.51±0.20 1.37±0.14 2.44±0.04 3.96±0.05 

IAL 0.01±0.01 0.01±0.00 0.27±0.00 0.49±0.00 

Glu-MEC 0.00±0.00 0.00±0.00 0.16±0.01 0.08±0.01 

SAC 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.08±0.02 

Glu-ALC 0.64±0.08 0.58±0.06 0.34±0.01 0.12±0.00 

Glu-PEC 0.90±0.11 0.81±0.08 0.62±0.03 0.54±0.01 

 

平均値±標準偏差 (n=3) 

単位 %(w/w, dry) 

CA：シクロアリイン、MT：メチイン、AL：アリイン、IAL：イソアリイン、Glu-

MEC：γ-グルタミル-S-メチルシステイン、SAC：S-アリルシステイン、Glu-ALC：

γ-グルタミル-S-アリルシステイン、Glu-PEC：γ-グルタミル-S-(E)-1-プロペニルシ

ステイン 
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図 9 加温処理中のニンニク白玉王内の水溶性含硫化合物の変化 

横軸：処理日数、単位 日 

縦軸：含量、単位 %(w/w、dry) 

CA：シクロアリイン、MT：メチイン、AL：アリイン、IAL：イソアリイン、Glu-

MEC：γ-グルタミル-S-メチルシステイン、SAC：S-アリルシステイン、Glu-ALC：

γ-グルタミル-S-アリルシステイン、Glu-PEC：γ-グルタミル-S- (E)-1-プロペニル

システイン 

平均値±標準偏差(n=3)をプロットした。 
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1－3－2 褐変度 

(1)産地の異なるニンニク 

 ニンニク抽出液の褐変度の測定結果を図 10 に示した。国産ニンニクと比較し

て海外産ニンニクで褐変度が高かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 ニンニク抽出液の褐変度 

評価濃度 ニンニク粉末/抽出溶媒 = 250 mg/10 mL(=25 mg/mL) 

抽出溶媒 メタノール/水/ギ酸=50/50/1 (w/w/w) 

平均値±標準偏差 (n=3) 
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(2)加温ニンニク 

加温ニンニクの褐変度の変化を図 11 に示した。加温処理の継続により、褐変

度が増大した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 加温過程でのニンニク白玉王の褐変度の変化  

評価濃度 加温ニンニク固形/抽出溶媒 = 250 mg/10 mL(=25 mg/mL) 

抽出溶媒 メタノール/水/ギ酸=50/50/1 (w/w/w) 

平均値±標準偏差 (n=3) 
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1－3－3 水溶性含硫化合物の DPPH ラジカル消去活性 

 ニンニク抽出液(評価濃度 25 mg/mL)のラジカル消去率はいずれも 60%以上で、

黒石 A で 62.8±0.9%、白玉王で 60.4±0.5%、中国産で 69.7±3.3%、スペイン産で

68.4±0.5%となり、国産ニンニクと比較して輸入ニンニクがわずかに高かった(図

12)。 

加温ニンニク抽出液(評価濃度 25 mg/mL)のラジカル消去率はいずれも 70%以

上と高い値であった。加温 0 日(未加温)で 96.8±0.4%となり、1 日の加温により

一度 73.6±4.5%まで低下するものの、加温 3日で 84.5±1.6%、加温 7日で 89.5±0.7%

とその活性は上がり、加温 28 日で 97.6±0.6%となった(図 13)。 

各水溶性含硫化合物 0.25 mg/mL 溶液のうち、Glu-PEC、AL の順にラジカル消

去率が高く、それぞれ 43.7±1.0%、36.7±0.5%で、その他の水溶性含硫化合物のラ

ジカル消去率は 20～30%程度であった(図 14)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 4 種類のニンニク抽出液のラジカル消去率 

評価濃度 ニンニク固形/抽出溶媒=250 mg/10 mL(=25 mg/mL) 

抽出溶媒 メタノール/水/ギ酸=50/50/1(w/w/w) 

平均値±標準偏差 (n=3) 
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図 13 加温過程でのニンニク白玉王のラジカル消去率の変化 

評価濃度 加温ニンニク固形/抽出溶媒=250 mg/10 mL(=25 mg/mL) 

抽出溶媒 メタノール/水/ギ酸=50/50/1(w/w/w) 

平均値±標準偏差 (n=3) 
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図 14 水溶性含硫化合物標準品のラジカル消去率 

評価濃度 0.25 mg/mL 

抽出溶媒 0.1%ギ酸 

CA：シクロアリイン、MT：メチイン、AL：アリイン、IAL：イソアリイン、Glu-

MEC：γ-グルタミル-S-メチルシステイン、SAC：S-アリルシステイン、Glu-ALC：

γ-グルタミル-S-アリルシステイン、Glu-PEC：γ-グルタミル-S-(E)-1-プロペニルシ

ステイン 

平均値±標準偏差 (n=3) 
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1－4 考察 

水溶性含硫化合物のうち、AL と Glu-PEC でラジカル消去率が高かったこと(図

14)、また、輸入ニンニクと比較して国産ニンニクの AL 含量は低いものの、Glu-

PEC 含量が高かったことから(表 1)、国産ニンニクでラジカル消去率が高くなる

と推定していた。しかし、国産ニンニクよりも輸入ニンニクでラジカル消去率が

高かった(図 12)。ニンニクは収穫後の貯蔵期間中に、Glu-PEC の脱グルタミル反

応により IAL が生成する 27) (図 15)。本研究で用いた国産ニンニクと輸入ニンニ

クとでは、輸入ニンニクの Glu-PEC 含量が低く、かつ IAL 含量が高かった。す

なわち、輸入ニンニクは国産ニンニクと比較して、収穫後の貯蔵が長期間である

ことを示している。また、IAL は熱反応により CA へと変換されることが報告さ

れており 28)(図 16)、国産ニンニクと比較して輸入ニンニクで CA 含量が高く、加

えて、抽出液の褐変度が高かった(図 10)。ニンニクの輸入ではリーファーコンテ

ナを使った保冷輸送と保冷状態を保持しないコンテナでの輸送が混在しており、

日本への輸出については保冷状態にない通常のコンテナ輸送の例も多いⅰ)ⅱ)。す

なわち、これらの結果は、輸入ニンニクは国産ニンニクと比較して、温度が高い

状態に暴露されることを示しており、輸入ニンニクは流通過程で国産ニンニク

と比較して熱が加わる可能性があるものと考えられた。 

加温処理の継続により、褐変度が増加し、ラジカル消去率も増加した(図 11、

図 13)。ニンニクの褐変はメイラード反応に起因するもので、加温処理して褐変

したニンニクを「黒ニンニク」と称している。黒ニンニクの製造過程では、加温

に伴い褐変が進み、製造過程中に抗酸化作用が増大することが DPPH ラジカル

消去法や、電子スピン共鳴法(Electron Spin Resonance、ESR)の測定で示されてい

る 26)29)30)。一方、本実験では、加温 1 日時点で一度ラジカル消去率が減少するも

のの、加温の継続により再びラジカル消去率が増加することを観察した(図 13)。 

水溶性含硫化合物のなかで高いラジカル消去率を示し、かつ加温 0 日(未加温)
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のニンニクに主に含まれる AL は加温処理によりその含量は低下した(図 13)。そ

のため、加温処理過程において加温 0 日(未加温)時のラジカル消去率に AL は寄

与するものの、加温処理後半では別の成分により高いラジカル消去率を示した

ものと考えられた。 

加温ニンニク、すなわち、ニンニクから黒ニンニクへの外観上の変化はメイラ

ード反応に起因するものである 26)29)。メイラード化合物には DPPH ラジカル消

去活性を含め、抗酸化作用が報告されている 31)32)。加温処理後半ではメイラード

反応により生成したメラノイジンが高いラジカル消去率を示したものと考えら

れた。また、このメラノイジンの影響は、国産ニンニクと輸入ニンニクとの比較

試験でも示されていると考えた。 

本実験で、輸入ニンニクにおいて IAL から熱反応により生じる CA 含量が国

産ニンニクと比較して多いことを示した。また、輸入ニンニクでわずかに褐変度

が高く、輸入ニンニクは国産ニンニクと比較して、温度が高い状態にあったこと

を実験的に示した。国産ニンニクと比較して、輸入ニンニクはメイラード反応が

進み、反応により生じたメイラード化合物も抗酸化作用を示したものと推察さ

れ、この結果は、よりメイラード反応を促進させた加温ニンニクでの実験結果と

一致した。ニンニク、ニンニク加工品の抗酸化作用を検討するためには含硫化合

物の他、収穫してからの原料の貯蔵履歴や温度履歴、加工時の温度履歴を複合的

に考慮する必要があるといえる。 
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図 15  γ-グルタミルペプチド類からの代謝 15)27)   

(1) γ-グルタミルトランスグルタミナーゼによる脱グルタミル反応 

(2) 酸化反応 

Glu-ALC：γ-グルタミル-S-アリルシステイン、AL：アリイン、Glu-MEC：γ-グル

タミル-S-メチルシステイン、MT：メチイン、Glu-PEC：γ-グルタミル-S-(E)-1-プ

ロペニルシステイン、IAL：イソアリイン 

 

 

 

 

 

 

図 16 イソアリインからシクロアリインへの反応 28)   

IAL：イソアリイン、CA：シクロアリイン 
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第 2 章 

ニンニクに含まれる脂溶性含硫化合物の抗酸化作用の評価 

 

2－1 緒言 

 元来のニンニクりん片自体には、脂溶性成分はほとんど含まれていない 13)(表

2)。ニンニクりん片粉砕時、アリイナーゼ (EC4.4.1.4)の作用を受けて水溶性の

AL は脂溶性のアリシンへと変化する(図 4)。アリシンは化学的に不安定で、ア

リルスルフィド類、ビニルジチイン類等の脂溶性含硫化合物へと変換され、これ

ら脂溶性成分はニンニクの特徴的なにおいを構成する成分である(図 5)。すなわ

ち、ニンニクりん片の取り扱い方により、容易に脂溶性含硫化合物を得ることが

できる。 

 前章で用いた DPPH ラジカル消去活性試験では、DPPH の溶媒としてエタノ

ールを用いる。エタノールは極性の低いヘキサンなどの有機溶剤とも親和性が

あり、水溶性成分のみならず、脂溶性成分も評価できる。第二章では、脂溶性含

硫化合物に着目して実験するもので、このDPPHラジカル消去法が適用できる。

合成、精製により、数種の脂溶性含硫化合物を得て、それらのラジカル消去率に

より抗酸化作用を検討した。さらに、数種の脂溶性含硫化合物を魚油へ添加し、

保管試験を実施した。経時的に魚油をサンプリングし、脂質の劣化指標のひとつ

である POV を測定することで、各脂溶性含硫化合物の抗酸化作用を検討した。 
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表 2 ニンニクの一般成分 13) 

水分 60.3 g 

タンパク質 8.4 g 

脂質 0.1 g 

炭水化物 29.6 g 

灰分 1.6 g 
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2－2 実験 

2－2－1 脂溶性含硫化合物の合成 

ニンニクおよびニンニク加工品に含まれる主な脂溶性含硫化合物の構造、名

称、略称を図 17 に示した。ジアリルジスルフィド(DADS、富士フイルム和光純

薬株式会社)を用い、Ibarl らの方法 33)34)を参考に DADS からアリシンを、次いで

アリシンからアリルスルフィド類、ビニルジチイン類を合成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17 ニンニク関連の脂溶性含硫化合物  

(9) アリシン (10) ジアリルジスルフィド (DADS) (11) ジアリルトリスルフィ

ド (DATS)  (12) 3-ビニル-4H-1,2-ジチイン (1,2-VD)  (13) 2-ビニル-4H-1,3-ジチ

イン (1,3-VD)  (14) E-アホエン (15) Z-アホエン 

 

(9) (10) 

(11) 

(12) (13) 

(14) 

(15) 
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(1)アリシンの合成 

DADS 7.5 g を酢酸 37.5 mL に溶解後、35%過酸化水素水 4.5 mL と酢酸 30 mL

の混液を添加し、90 分間攪拌して反応させた。その後、28% (w/v)の水酸化カリ

ウム水溶液で中和した後、蒸留水を加えて 300 mL にした。これを 1 L 容量の分

液ロートに移し、ジクロロメタン 150 mL を加えて抽出してジクロロメタン層(下

層)を回収した。ジクロロメタンによる抽出は 2 回繰り返した。回収したジクロ

ロメタン層を 1 L 容量の分液ロートに移し、飽和食塩水 90 mL を加えて振とう

した。下端に脱脂綿を詰めた内径 3 cm、長さ 30 cm のクロマト管に無水硫酸ナ

トリウムを充填して脱水用カラムを作製した。脱水用カラムに通液させながら、

ジクロロメタン層(下層)を回収し、ロータリーエバポレーターで溶媒を留去して

8.6 g の反応物 A を得た。 

 

(2)ビニルジチイン類、アホエン類の合成 

反応物 A 7.0 g に、60%(v/v)アセトン水溶液を 90 mL 加え、95℃湯浴で 4 時間

還流した。還流後、溶媒を留去して反応物 B 4.0 g を得た。 

次いで反応物 B をカラムクロマトグラフィーにより分画した。順相系シリカ

ゲル(Sillicagel 60、0.063-0.200 mm、メルク株式会社)30 g を n-ヘキサンで懸濁さ

せ、下端に脱脂綿を詰めた内径 3 cm、長さ 30 cm のクロマト管に注ぎ、カラム

を作製した。カラム上端に反応物 B を 2.5 g 負荷し、n-ヘキサン 150 mL、n-ヘキ

サン/2-プロパノール(95/5、v/v)250 mL、n-ヘキサン/2-プロパノール(90/10、v/v)250 

mL の順に通液し、50 mL ずつ分画して Frc.1～13 のフラクションを得た。ロー

タリーエバポレーターを用いて回収した画分から溶媒を留去し、回収量と回収

率を求めた。回収率は次式により求めた。 

 

回収率 ＝ 回収量[g] / 反応物 B 負荷量[g] 
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2－2－2 脂溶性含硫化合物の分析 

(1)HPLC による分析 

 合成原料である DADS、反応物 A、B、Frc.1～13 を対象とし、HPLC 分析を行

った。少量の DADS、反応物 A、反応物 B をメタノールに溶解させたものを HPLC

に供した。Frc.1～13 について、各分画液 100 µL を 900 µL メタノールに溶解さ

せ、HPLC に供した。HPLC 条件は、以下のとおりとした。既往研究 34)を参考に、

PDA 検出器で得た各ピークの UV スペクトルと HPLC 溶出パターンから脂溶性

含硫化合物を同定した。 

 

システム ：AcquityH-Class (日本ウォーターズ株式会社) 

カラム  ：ACCQ-TAG ULTRA C18(φ2.1×100 mm、1.7 µm、 

日本ウォーターズ株式会社) 

カラム温度：45℃ 

移動相  ：メタノール/水/ギ酸(65/35/0.1、v/v/v) 

流速   ：0.4 mL/分 

検出器  ：PDA 検出器(スキャン 200-400 nm、解析波長 254 nm、 

PDAeλ detector、日本ウォーターズ株式会社) 

 

(2)GC-MS による分析 

Frc.1～13 を対象とし、GC-MS による分析を行った。分画した各フラクション

をそのまま GC-MS に注入した。GC-MS 条件は、以下のとおりとした。 

 

 

 

 



33 
 

システム     ：GC17-A(株式会社島津製作所) 

 気化室温度    ：250℃ 

 カラム      ：DB-1701(30 m×0.25 mm、J&W Scientific) 

 カラム温度    ：60℃(10 分) → 250℃(10℃/分) 

 キャリア     ：ヘリウム、100 kPa 

 スプリッド比   ：21 

 検出器      ：QP-5000(50-600 Da スキャン、トータルイオン強度を 

解析、株式会社島津製作所) 

 注入量      ：1 µL 

 化合物データベース：NIST 

 

 

2－2－3 DPPH ラジカル消去活性試験 

 1 章 1－2－4 DPPH ラジカル消去活性試験と同様の方法とした。合成原料の

DADS、反応物 A、反応物 B は n-ヘキサンを溶媒とし、0.25 mg/mL、1.0 mg/mL、

10 mg/mL の溶液を調製して試験に供した。反応物 B の分画液である Frc.1～13

は希釈せずにそのまま試験に供した。 

 

 

2－2－4 魚油の前処理と添加試験 

 魚油は、マルハニチロ株式会社より提供された精製魚油 DHA-27W を用いた。

精製魚油 DHA-27W の DHA 量は 24.3 g/100 g(脂肪酸組成 29%)、EPA 量は 5.8 

g/100 g(脂肪酸組成 7%)であった。 
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(1) トコフェロールの除去 35) 

110℃で 1 時間半加熱して活性化させた活性炭(20-150mesh、ナカライテスク株

式会社)50 g と、セライト(セライト-545RVS、ナカライテスク株式会社)50 g の混

合物を n-ヘキサンで懸濁させ、下端に脱脂綿を詰めた内径 5 cm、長さ 50 cm の

クロマト管に注ぎ、カラムを作製した。精製魚油 25 g を約 25 mL の n-ヘキサン

に溶解させ、カラム上端に負荷した。n-ヘキサン 1200 mL をカラムに通液し、n-

ヘキサン溶出画分を回収した。ロータリーエバポレーターを用いて回収した画

分から溶媒を留去した。 

トコフェロールが除去されていることを確認するため、溶媒を留去して得ら

れた魚油 20 mg を n-ヘキサン 1 mL に溶解させ、これを以下に示した HPLC 分析

により確認した。HPLC での溶出時間を確認するため、α-トコフェロールも HPLC

分析に供した。 

 

システム ：LC-4000 EXTREMA(日本分光株式会社) 

      LC-4000 EXTREMA 装置構成 

PU4180(ポンプ)、AS4150(オートサンプラー)、CO4060(カラム 

オーブン)、MD4010(PDA 検出器)、FP4020(蛍光検出器) 

カラム  ：SILICA SG80(φ4.6×250 mm、5 µm、株式会社大阪ソーダ) 

カラム温度：25℃ 

移動相  ：n-ヘキサン/2-プロパノール (99.2/0.8、v/v/v) 

流速   ：1.0 mL/分 

注入量  ：20 µL 

検出   ：蛍光検出(励起波長 298 nm、蛍光波長 325 nm) 

 

 



35 
 

(2) 過酸化脂質の除去 35) 

 シリカゲル(BW-80s、富士シリシア化学株式会社)200 g を n-ヘキサンで懸濁さ

せ、下端に脱脂綿を詰めた内径 5 cm、長さ 50 cm のクロマト管に注ぎ、カラム

を作製した。トコフェロール除去処理済みの魚油 25 g を約 25 mL の n-ヘキサン

に溶解させ、カラム上端に負荷した。n-ヘキサン 200 mL、n-ヘキサン/ジエチル

エーテル(98/2、v/v) 200 mL、n-ヘキサン/ジエチルエーテル(90/10、v/v)1200 mL

の順に通液し、n-ヘキサン/ジエチルエーテル(90/10、v/v)溶出画分を回収した。

ロータリーエバポレーターを用いて回収した画分から溶媒を留去した。回収し

た魚油から一部をとり、POV(後述)により 1 meq/kg 以下であることを確認した。 

 

(3)魚油への添加 

トコフェロールと過酸化脂質を除去した精製魚油に、あらかじめクロロホル

ムに溶解させた各脂溶性含硫化合物を、精製魚油 6 g に対して 0.1%(w/w) 、

0.5%(w/w)となるよう添加した。溶媒を留去後、100 mL 容量のねじ口瓶に蓋をゆ

るめて封入し、50℃に設定した恒温器内(DK64、ヤマト科学株式会社)で保持し

た。魚油を 1 g 程度ずつ経時的にサンプリングした。サンプリングした魚油を測

定まで-60℃で保管した。 
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本実験は、以下に示した 2 つの試験を設定した。 

 

試験 1 抗酸化作用を示す物質の選定 

 反応原料物質の DADS と、反応物 A、B および反応物 B の分画物 Frc.7、8、9

を対象とした。比較として、無添加区と α-トコフェロール(富士フイルム和光純

薬株式会社)添加区を設定した。いずれも魚油に対して 0.1%(w/w)添加としたも

のを供試した。 

 

 試験区 1：無添加 

 試験区 2：α-トコフェロール 

 試験区 3：DADS 

 試験区 4：反応物 A 

 試験区 5：反応物 B 

 試験区 6：Frc.7 

 試験区 7：Frc.8 

 試験区 8：Frc.9 

 

試験 2 添加量の検討 

 試験 1 のうち、試験区 1～5 で、添加量を 0.1%(w/w)もしくは 0.5%(w/w)とし

て実験した。 
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(4)過酸化物価 

 各条件で調製した魚油の過酸化物価(Peroxide value、POV)の測定した 36)。 

 魚油 500 mg を共栓付きの 300 mL 容量の三角フラスコに精秤し、酢酸/クロロ

ホルム (2/1、v/v)を 35 mL加え、1分間窒素を吹き付けながら魚油を溶解させた。

三角フラスコに栓をして 3 分間静置後、飽和ヨウ化カリウム水溶液を 1 mL 加え

て再び栓をし、15 分間静置した。蒸留水 75 mL と 1%(w/v)でんぷん指示薬 1 mL

を加えて激しく攪拌し、0.01 N チオ硫酸ナトリウムで滴定した。なお、魚油を用

いずに空試験を実施してブランク時の滴定量を測定した。POV を以下の計算式

で求めた。測定は 3 反復行った。 

 

 POV [meq/kg] ＝ 10 × ( A – B ) × F / C 

  A：0.01 N チオ硫酸ナトリウム滴定量 [mL] 

  B：0.01 N チオ硫酸ナトリウム滴定量(ブランク) [mL] 

  F：ファクター(F=1.0) 

  C：採取量 [g] 
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2－3 結果 

2－3－1 脂溶性含硫化合物の合成 

(1)反応物 A および B 

DADS を酸化させて得た反応物 A には主にアリシンが含まれており、アリシ

ンは HPLC クロマトグラムのピーク面積比で 52%を占めていた。また、反応物

A を還流して得た反応物 B にはピーク面積比が大きい順に、E/Z-アホエン、1,3-

VD、DATS、DADS、1,2-VD が存在しており、そのピーク面積比はそれぞれ 35%、

18%、11%、9%、6%であった(図 18)。 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18 反応物 A および B の HPLC クロマトグラム 

(9) アリシン (10) ジアリルジスルフィド (DADS) (11) ジアリルトリスルフィ

ド (DATS)  (12) 3-ビニル-4H-1,2-ジチイン (1,2-VD)  (13) 2-ビニル-4H-1,3-ジチ

イン (1,3-VD)  (14) E-アホエン (15) Z-アホエン 

反応物 A  

反応物 B  

(9) 

(14), (15) 

(13) 

(10) 
(11) (12) 

(13) 
(10) 

(11) 
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(2)反応物 B の分画液(Frc.1～13) 

反応物 B の各分画液の HPLC クロマトグラムを図 19 に示した。DADS および

DATS が Frc.3～5 に、1,2-VD が Frc.5、6 に、1,3-VD が Frc.7 に、E/Z-アホエンが

Frc.10～12 に溶出していることを確認した。 

 分画液のうち、DADS、DATS が溶出した Frc.4、1,2-VD が溶出した Frc.6、1,3-

VD が溶出した Frc.7、アホエンが溶出した Frc.11 の GC クロマトグラムおよび

MS スペクトルを図 20～25 に示した。DADS、DATS、1,2-VD、1,3-VD の MS ス

ペクトルは解析ソフトの化合物データベースに内臓の MS マススペクトルもし

くは既往研究 37)と一致し、HPLC の定性分析結果(図 19)とも一致した。アホエン

が溶出した Frc.11 の GC クロマトグラムでは、DADS、1,3-VD など、複数本のピ

ークが確認され、アホエンと考えられるピークは確認されなかった(図 23)。ま

た、HPLC 分析で成分を同定できなかった Frc.8 および Frc.9 を GC-MS により分

析したところ、GC クロマトグラムで複数本のピークが検出された(図 24、25)。 

各フラクションの溶媒を留去し、回収した重量を負荷した反応物 B の重量で

除して回収率を算出したところ、1,3-VD が溶出した Frc.7 で 33%(w/w)と最も高

かった(図 26)。 
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図 19 Frc.1～13 の HPLC クロマトグラム 

(10) ジアリルジスルフィド (DADS) (11) ジアリルトリスルフィド (DATS)  

(12) 3-ビニル-4H-1,2-ジチイン (1,2-VD)  (13) 2-ビニル-4H-1,3-ジチイン (1,3-

VD)  (14) E-アホエン (15) Z-アホエン 

Frc.10 Frc.12 Frc.11 

Frc.13 (14), (15) 

(14), (15) (14), (15) (14), (15) 

Frc.1 Frc.3 Frc.2 

Frc.4 Frc.6 Frc.5 

Frc.7 Frc.9 Frc.8 
(13) 

(12) (12) 

(10) 
(11) 

(11) 

(10) 

(10) 
(11) 
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図 20 Frc.4 の GC-MS 分析結果 

DADS：ジアリルジスルフィド、1,2-VD：3-ビニル-4H-1,2-ジチイン、DATS：ジ

アリルトリスルフィド 
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図 21 Frc.6 の GC-MS 分析結果 

1,2-VD：3-ビニル-4H-1,2-ジチイン 
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図 22 Frc.7 の GC-MS 分析結果 

1,3-VD：2-ビニル-4H-1,3-ジチイン 
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図 23 Frc.11 の GC-MS 分析結果 

DADS：ジアリルジスルフィド、1,2-VD：3-ビニル-4H-1,2-ジチイン、1,3-VD：2-

ビニル-4H-1,3-ジチイン、DATS：ジアリルトリスルフィド 
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図 24 Frc.8 の GC-MS 分析結果 

DADS：ジアリルジスルフィド、1,3-VD：2-ビニル-4H-1,3-ジチイン、DATS：ジ

アリルトリスルフィド 
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図 25 Frc.9 の GC-MS 分析結果 

DADS：ジアリルジスルフィド、1,3-VD：2-ビニル-4H-1,3-ジチイン、DATS：ジ

アリルトリスルフィド 
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図 26 反応物 B 分画物の回収率 
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2－3－2 DPPH ラジカル消去活性試験 

(1)DADS、反応物 A および反応物 B  

反応出発物質の DADS と、それから得られた反応物 A および B のラジカル消

去率を図 27 に示した。DADS は 0.25～10 mg/mL において DPPH ラジカル消去

作用は見られなかった。一方で、反応物 A、反応物 B に DPPH ラジカル消去活

性が認められ、特に、反応物 A では、0.25 mg/mL でも DPPH ラジカル消去率は

37.8%であった。反応物 B は濃度 10 mg/mL で DPPH ラジカル消去率 87.7±3.2%

となり、濃度が高くなることで抗酸化作用が高まった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 27 DADS、反応物 A、反応物 B のラジカル消去率 

DADS：ジアリルジスルフィド 

平均値±標準偏差 (n=3) 
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(2)反応物 B の分画液 Frc.1～13  

反応物 B を分画して得られた Frc.1～13 のラジカル消去率を図 28 に示した。

いずれも、分画した液をそのまま DPPH ラジカル消去試験に供した。Frc.7 に反

応物 B の主な生成物である 1,3-VD が含まれ、回収率が高かった(図 26)。本実験

では、各フラクションとも 50 mL ずつ回収したため、全フラクションのうち、

回収率の高かった Frc.7 が最も溶質濃度が高いことになる。Frc.7 で溶質濃度が

高かったためか、Frc.7 のラジカル消去率が 29.0±3.2％と全分画液のうちで、最

も高い値を示した。一方、Frc.8 および Frc.9 は回収率がそれぞれ 10%(w/w) 、

3%(w/w)であったが、ラジカル消去率がそれぞれ 15.2±1.2%と 11.1±5.9%で、特に

Frc.9 には低濃度でも高いラジカル消去率を示す物質が含まれている可能性が示

唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 28 Frc.1～13 のラジカル消去率 

平均値±標準偏差(n=3) 
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2－3－3 魚油に対する酸化抑制効果 

試験 1 抗酸化作用を示す物質の選定 

 POV の経時変化を図 29 に示した。反応出発物質の DADS を添加した試験区

は、無添加区の魚油の劣化挙動と大差はなく、POV 上昇を抑制する効果はなか

った。一方で、反応物 A 添加区は 50℃、24 時間保持でも、POV が 3.6 meq/kg と

なり、POV 上昇抑制効果を有することが明らかとなった。本実験で設定した試

験区のうち、反応物 B 添加区は反応物 A 添加区に次いで POV の上昇を抑制し

た。 

反応物 B の分画物で、比較的高いラジカル消去率を示した(図 28)Frc.7(1,3-VD

溶出画分)、Frc.8(unknown)、Frc.9(unknown)を添加した試験区では、いずれも無

添加区の魚油の酸化挙動と大差はなく、POV 上昇を抑制する効果はなかった。 

α-トコフェロール添加区では、無添加区と大差ない POV 上昇を示し、抗酸化

作用が確認されなかった。 

 

試験 2 添加量の検討 

 POV の経時変化を図 30 に示した。DADS は魚油に対して 0.1%(w/w) 、

0.5%(w/w)添加しても、POV が上昇し、酸化抑制効果は認められなかった。一方、

アリシンを含む反応物 A で、いずれの添加濃度においても POV の上昇を抑制し

た。アリシンの代謝産物である反応物 B では、魚油に対して 0.5%(w/w)添加する

ことで、わずかに POV の上昇を抑制したが、その効果は反応物 A より小さかっ

た。 

 α-トコフェロール添加区では、0.5%(w/w)添加よりも 0.1%(w/w)添加で魚油の

POV 上昇を抑制し、添加量と抗酸化作用の関係はなかった。 
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図 29 POV の経時変化(1) 

各含硫化合物の添加量は魚油に対して 0.1%(w/w)とした。 

図左上には酸化誘導時間 12 時間までの拡大図を示した。 
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図 30 POV の経時変化(2) 

各含硫化合物の添加量は魚油に対して(Ⅰ)0.1%(w/w)、(Ⅱ)0.5%(w/w)とした。 

各図左上には酸化誘導時間 12 時間までの拡大図を示した。 
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2－4 考察 

 脂溶性含硫化合物の抗酸化作用を評価する目的で、DADS から数種の脂溶性

含硫化合物の合成、カラムクロマトグラフィーにより 13 のフラクションに分画

した。 

 DADS の酸化反応により、主な成分としてアリシンを含む反応物 A を得た。

アリシンは化学的に不安定で、アホエンやビニルジチイン類に変化する。本実験

では、反応物 A にアセトン水溶液を加え、還流することで反応物 B を得た。反

応物 B には主な成分としてアホエンとビニルジチイン類が含まれ、他に DADS

とDATSが含まれていることをHPLCによる分析と、PDAデータより確認した。

反応物 B には数種の脂溶性含硫化合物が含まれていたため、より詳細に検討す

るため、カラムクロマトグラフィーにより 13 のフラクションに分画した。13 の

フラクションに含まれる脂溶性含硫化合物の成分同定を HPLC により行い、一

部のフラクションについては、HPLC による定性分析に加え、GC-MS 分析によ

り質量情報を得た。アホエン溶出画分(Frc.11)について、HPLC 分析ではピークが

1 本のみで、アホエン以外の不純物は極めて少ないと判断した一方で、GC-MS 分

析で複数本のピークが確認された。これらピークは DADS、DATS、1,2-VD、1,3-

VD であることを MS スペクトルから確認でき、HPLC の定性分析結果と一致し

なかった。これについて、アホエンは熱に不安定な物質で、80℃以上となると消

失しやすくなるという報告がある 38)。アホエンよりもさらに熱に不安定な物質

としてアリシンがあり、これを GC で分析する際、注入口で直ちにビニルジチイ

ン類に変換することが報告されている 37)。アホエンでも同様に、MS 検出部に到

達するまでにアリシンが分解していると考えられた。本実験とは別に合成、精製

したアホエン(純度 98％、HPLC による確認)を導入しても、複数本のピークが確

認されたことから、アホエンの GC-MS 分析は困難であることがわかった。 

 反応出発物質である DADS と、それから合成した反応物 A、反応物 B の抗酸
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化作用を DPPH ラジカル消去法にて評価したところ、DADS に抗酸化作用はな

かったものの、反応物 A と反応物 B に抗酸化作用がみられた。特に反応物 A で

その活性は高かった。DADS の抗酸化作用については、内藤らがリノール酸を用

い、ロダン鉄法にて検討している。そのなかでは、モノサルファイド類には劣る

ものの、DADS等のジサルファイド類にリノール酸の酸化誘導時間を遅延させ、

抗酸化作用を認めている 39)。中村らはラードに DADS を添加したものを、Active 

oxygen method(AOM)試験により評価し、酸化誘導時間を遅延させることを示し

ている 40)。また、Kim らも DADS を含むニンニク抽出液をコーン油に添加した

際、無添加区と比較して POV の上昇が抑制されることを報告している 17)。いず

れもの報告も DADS に抗酸化作用があったとされているが、本実験で実施した

DPPH ラジカル消去活性試験において、DADS は抗酸化作用を示さなかった。い

ずれの実験においても、抗酸化作用を評価するためのものであるが、手法および

評価原理が異なるため、結果に違いが生じたものと考えられた。 

反応物 A にはアリシンが含まれ、反応物 B にアリシンは検出されなかったこ

とから、反応物 A で抗酸化作用には、アリシンが大きく寄与している可能性が

考えられた。反応物 B でも評価濃度を 10 mg/mL とすることで、抗酸化作用が認

められた。反応物 B の分画液を評価したところ、13 の分画液のうち、1,3-VD を

含む Frc.7 で最も抗酸化作用が高かった。各分画液のうち、Frc.7 は最も回収率が

高かった。すなわち、13 の分画液のうち、Frc.7 が最も分画液中の溶質濃度が高

い。溶質濃度が高いため、Frc.7 で最も抗酸化作用が高かった可能性も考えられ

た。 

 Frc.7 に次いで Frc.8、Frc.9 の順で抗酸化作用があった。特に、Frc.9 は回収率

3%(w/w)とさほど高くなく、低溶質濃度でも抗酸化作用を示した。このことから、

Frc.8、Frc.9 の分画液には強い抗酸化物質が含まれていることが期待された。本

実験では、Frc.8、9 に解析波長である 254 nm での UV 吸収が弱く、ピークの確
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認ができなかったため成分の同定には至らなかった。PDA データでは、Frc.8 に

は、280-300 nm 付近に UV 吸収があり、Frc.9 では、解析波長 254 nm 以外で UV

吸収が確認されなかった(図 31、図 32)。さらに、質量情報を得るために、GC-MS

による分析をしたところ、いずれの分画液でも GC クロマトグラムで複数本の

ピークが確認された。各ピークの MS スペクトルを確認したところ、DADS、

DATS、1,3-VD が検出され、これらはいずれも HPLC 分析では検出されず、HPLC

と GC-MS 分析の結果に矛盾が生じた。したがって、Frc.8、9 に含まれる成分は

アリシンやアホエンと同様に、熱に不安定で、GC-MS による分析では、熱分解

が生じ、本来の成分の質量情報が得られないものと考えられ、Frc.8、Frc.9 を対

象とする場合、測定系として GC-MS は不適である可能性が示唆された。本実験

では、これら分画液に含まれる成分の同定には至らず、詳細は不明であった。こ

れら物質の同定は今後の課題となった。 
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図 31  Frc.8 の HPLC-PDA データ  

 上：クロマトグラム(254 nm)、下：PDA データ(200-600 nm) 
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図 32  Frc.9 の HPLC-PDA データ  

 上：クロマトグラム(254 nm)、下：PDA データ(200-600 nm) 
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 各脂溶性含硫化合物のうち、DPPH ラジカル消去作用のあったものを中心に選

定し、これらを魚油に添加した。脂溶性含硫化合物を添加した魚油を 50℃で 48

時間保持して酸化を誘導させ、経時的に POV を測定した。まずは POV 上昇抑

制効果のある成分を選定するため、各脂溶性含硫化合物を魚油に対して

0.1%(w/w)添加したところ、主な成分としてアリシンを含む反応物 A を添加した

試験区で POV の上昇抑制効果があった。ビニルジチイン類、アホエンを含む反

応物 B を添加した試験区で、50℃の 10 時間保持で POV の上昇を抑制する効果

があったものの、その効果は反応物 A には及ばなかった(図 29)。反応物 B の分

画液のうち、DPPH ラジカル消去率が高かった Frc.7(1,3-VD 含有画分 )、

Frc.8(unknown)、Frc.9(unknown)を添加した試験区では、無添加区と大差なく POV

が上昇し、これら成分での POV 上昇抑制効果はなかった。 

次いで、添加量の影響を検証するため、魚油に対する各脂溶性含硫化合物の添

加量を 0.1%(w/w)と 0.5% (w/w)に設定して実験したところ、反応物 A および反

応物 B 添加区で濃度依存的に魚油の POV 上昇を抑制した。反応物 A 添加区で

は、50℃を 24 時間保持しても POV が 0.1%(w/w)添加区で 37 meq/kg、0.5%(w/w)

添加区で 12 meq/kg となり、本実験で設定した実験のうち、反応物 A 添加区に

最も強い POV上昇抑制効果がみられた(図 30)。以上より、アリシンが魚油の POV

の上昇を抑制する主要な成分であることが示された。 

しかし、アリシンは化学的に不安定で、アリルスルフィド類、ビニルジチイン

類等へ変化する 13)15)。Iberl らはアマニ油にアリシンを添加して室温に保持し、

HPLC でアリシンの消長を研究した 33)。それによれば、アリシンが構造を維持し

て存在するのは 24 時間程度で、48 時間経過時には検出されず、ビニルジチイン

類、特に 1,3-VD に変化していることを示している。本研究では試料として魚油

を用いているという点では異なるものの、トリアシルグリセロール中にアリシ

ンを添加しているため、同様の化学変化が生じていると考えられた。この化学変
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化は、アリシンを多く含む反応物 A から 1,3-VD や E/Z-アホエンを含む反応物 B

への化学変化に類似している。反応物 A と比較するとその効果は小さいものの、

反応物 B にも POV の上昇を抑制する効果が認められたことから、50℃保持の初

期ではアリシンが、その消失後にはアリシンから変化した反応物 B 相当の含硫

化合物が魚油の POV の上昇を抑制したものと考えられた。 

また、1,3-VD を含む Frc.7 や、物質同定には至らなかった Frc.8 や Frc.9 はラ

ジカル消去率が高かったものの、魚油に直接添加した際には POV の上昇を抑制

する効果は見られなかった。一方でこれらの分画前のものに相当する反応物 B

では、魚油の POV 上昇抑制効果があった(図 29、30)。これらのことから、反応

物 B を構成する複数の脂溶性含硫化合物の組み合わせ効果により、魚油の POV

上昇抑制効果が発揮する可能性が示唆された。実際のニンニク加工では、単品の

脂溶性含硫黄化合物が生成することはなく、本実験で得た反応物 A や反応物 B

のような複合物となる。実際のニンニク加工に近い条件の脂溶性含化合を評価

したことは社会実装を考えると意義あるものと考える。 

一方で、比較として設定した α-トコフェロール添加区において、0.5% (w/w)よ

りも 0.1%(w/w)の添加で魚油の POV 上昇を抑制した。魚油に対する α-トコフェ

ロールの POV 上昇抑制効果については、イワシ油を用いた Kulas らの報告があ

る 10)。それによると、α-トコフェロールには初期のヒドロペルオキシドが増加す

るまでの誘導時間を遅延させ、この効果は添加量の増加に伴い向上するが、一定

量以上の α-トコフェロールの添加により、抗酸化作用が低下するとしている。

牛脂を用いた試験でも、0.01%から 0.05%に α-トコフェロールの添加量を増加さ

せることで抗酸化作用は向上したが、0.1%添加では 0.05%添加よりも活性は低

下した 11)。本実験でも同様の結果が得られ、α-トコフェロール 0.5% (w/w)添加区

よりも 0.1%(w/w)添加区で POV の上昇を抑制したことから、既往研究の結果と

矛盾はない。 
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以上より、DPPH 法はラジカル補足能を抗酸化作用として捉え、その強さを評

価する指標ではあるが、脂質に対する抗酸化作用を評価する場合、POV などの

脂質酸化指標を用い、添加濃度も含めて評価する必要があると考えられた。 

本研究では化学合成により得たアリシンやビニルジチイン類を用いたが、こ

れら脂溶性含硫化合物はニンニクをすりおろすことで生成される 13)15)17)21)。これ

らは食用油に可溶で、ニンニクオイル漬けなどの加工品によっても得ることが

でき、実際のニンニク加工でも本研究結果を応用できるものと考えられた。 
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第 3 章 

ニンニク含硫化合物によるエマルション系での 

魚油酸化抑制効果の評価 

 

3－1 緒言 

 第 1 章、第 2 章で含硫黄化合物の抗酸化作用を DPPH 法にて評価した。その

結果、水溶性では AL、Glu-PEC でラジカル消去率が高く、脂溶性ではアリシン、

1,3-VD でラジカル消去率が高かった。また、物質の同定には至らなかったもの

の、反応物 B の分画液の一部(Frc.8、Frc.9)で低濃度でも DPPH ラジカル消去作

用が認められた。 

ニンニクの抗酸化作用については、様々な野菜の中でも特に活性が高いとい

う報告があるが、水抽出液の評価に留まっている 14)．また、脂溶性含硫化合物

に着目し、抗酸化作用を評価したものもあるが、水溶性含硫化合物との比較がな

い 17)21)41)。食品は水溶性、脂溶性成分が混在しているものが多く、ニンニク関連

成分の抗酸化作用を評価するにあたっても、水溶性抗酸化成分と脂溶性成分を

複合的に評価し、食品としての特性を理解することが求められる。 

 ニンニクに含まれる AL はアリイナーゼ (EC4.4.1.4)の作用を受けて脂溶性の

アリシンへと変化し、次いでアリシンはアリルスルフィド類等の脂溶性含硫化

合物へと変換される(図 4、5)13)15)。すなわち、アリイナーゼの作用を制御するこ

とで得られる水溶性含硫化合物と脂溶性含硫化合物を制御することが可能であ

る。アリイナーゼの至適条件とすることで AL からアリシンさらにはビニルジチ

イン類への反応を促すことができる。反対に、アリイナーゼの非至適条件下では、

AL からアリシンの反応は進行せず、AL を保持することができる。この作用を

利用し、元来ニンニクに含まれる水溶性含硫化合物を保持させたニンニク抽出

液と、アリイナーゼを作用させてアリシン、ビニルジチイン類の生成を促したニ
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ンニク抽出液の 2 種類を調製した。 

 エマルション系は水溶性、脂溶性成分の両方を含んでおり、水溶性抗酸化成分

と脂溶性成分とを複合的に評価するのに適した系であると考え、本実験ではモ

デル食品として魚油エマルションを調製した。魚油エマルション中に 2 種類の

ニンニク抽出液を用い、保管試験を実施し、含硫化合物の酸化抑制効果を検証し

た。 

 

 

3－2 実験 

3－2－1 ニンニク抽出液の調製 

(1)抽出液の調製 

 供試ニンニクは「1－2－1 ニンニク抽出液の調製(1)供試ニンニク」と同じも

のを用いた。 

 ニンニク凍結乾燥粉末 12.5 g に pH6.8 または pH2.8 の 50 mM リン酸バッファ

ーを約 200 mL 加えて 60 分間超音波抽出後、250 mL に定容して、pH の異なる

ニンニク抽出液を得た。なお、抽出に用いた pH2.8 または pH6.8 の 50 mM リン

酸バッファーを以下のとおり調製した。 

 

 50 mM リン酸バッファー(pH6.8)  

リン酸二水素ナトリウム二水和物 3.90 g とリン酸水素二ナトリウム 12 水和

物 8.95 g に蒸留水を加え、1 L に定容した。 

 

 50 mM リン酸バッファー(pH2.8)  

リン酸二水素ナトリウム二水和物 6.24 g とリン酸 340 µL に蒸留水を加え、

1 L に定容した。 
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(2)抽出液の分析 

 水溶性含硫化合物の分析は、「1－2－3 水溶性含硫化合物の定量」に示した方

法を一部改変して実施した。本実験では、抽出液を固相抽出することなく、抽出

液をそのまま HPLC 分析に供した。脂溶性含硫化合物を、「2－2－2 脂溶性含

硫化合物の分析」に示した方法で分析した。 

 

 

3－2－2 魚油エマルションの調製 

(1)魚油の精製 

 「2－2－4 魚油の前処理と添加試験」に示した同様の方法で、トコフェロー

ル、次いで過酸化脂質を除去した。 

 

(2)エマルションの調製 

 エマルションの配合を表 3 に示した。水溶性プレミックスとして、ニンニク

抽出液(pH2.8 および 6.8)、リン酸バッファー(pH2.8 および 6.8)、ポリグリセリン

脂肪酸エステル、アスコルビン酸(富士フイルム和光純薬株式会社)を混合した。

なお、乳化剤として使用したポリグリセリン脂肪酸エステルは HLB 値

(Hydrophilic Lipophilic Balance)の異なる 2 種類を使用した。S-28D(HLB 値 9、三

菱ケミカルフーズ株式会社)と L-7D(HLB 値 17、三菱ケミカルフーズ株式会社)

を使用した。脂溶性プレミックスとして、精製魚油、レシチン(SLP-レシチン、

辻製油株式会社)、α-トコフェロール(富士フイルム和光純薬株式会社)を混合した。

それぞれ別に調製した水溶性プレミックスと脂溶性プレミックスを混合して予

備乳化した。予備乳化に攪拌機(T25 basic ULTRA TURRAX、IKA ジャパン株式

会社)を用い、3000 rpm で 5 分間攪拌して乳化させた。次いで、本乳化として、

高圧ホモジナイザー(Nanomaizer markⅡ NM2-L200、吉田機械興業株式会社)で、
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予備乳化液を 50 MPa で通液して処理してエマルションを得た。 

 エマルション 5 mL を 100 mL 容量のねじ口瓶に蓋をゆるめて封入し、50℃に

設定した恒温器内(DK64、ヤマト科学株式会社)で 48 時間保持した。経時的にエ

マルションをサンプリングし、過酸化脂質の測定まで-60℃で保管した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

表 3 魚油エマルションの配合表 

 

Emulsion (emu.) 

A B C D E F G H I J K L 

魚油(DHA-27W) 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

レシチン(SLP-レシチン) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

α-トコフェロール     0.1           0.1       

ポリグリセリン脂肪酸エステル(S-28D、HLB 9) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

ポリグリセリン脂肪酸エステル(L-17D、HLB 17) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

5％(w/w) ニンニク抽出液(pH6.8)       17.0 34.0 85.0             

50mM リン酸バッファー(pH6.8) 85.0 84.5 84.9 68.0 51.0     
 
        

5％(w/w) ニンニク抽出液(pH2.8)                   17.0 34.0 85.0 

50mM リン酸バッファー(pH2.8)             85.0 84.5 84.9 68.0 51.0   

アスコルビン酸   0.5           0.5         

合計 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

単位 g 

 



66 

 

3－2－3 過酸化脂質の評価 

 過酸化脂質の評価は、Mei らが行った方法 42)を一部改変して測定した。 

 

(1)Fe2＋溶液の調製 

 塩化バリウム二水和物(富士フイルム和光純薬株式会社)を 352 mg 精秤し、0.4 

M 塩酸で 10 mL に定容して 0.144 M の溶液を調製した。次いで、硫化鉄(Ⅱ)七水

和物(富士フイルム和光純薬株式会社)を 400 mg 精秤し、水で 10 mL に定容して

0.144 M の溶液を得た。これらを 1 mL ずつ採取、混合し、遠心分離してその上

清を回収した。 

 

(2)チオシアン酸アンモニウム溶液の調製 

チオシアン酸アンモニウム(富士フイルム和光純薬株式会社)を 3 g 精秤し、水

で 10 mL に定容して 3.94 M の溶液を調製した。 

 

(3)チオシアン酸塩-Fe2＋液の調製 

 Fe2＋溶液と 3.94 M チオシアン酸アンモニウム溶液を 1 mL ずつ混合した。こ

の混合液をメタノール/1-ブタノール(2/1、v/v)で 10 倍(v/v)に希釈し、チオシアン

酸塩-Fe2＋液を調製した。 

 

(4)過酸化脂質の測定 

 20 µL のエマルションを 3 mL のメタノール/1-ブタノール(2/1、v/v)に溶解させ

た。このうち 200 µL を採り、チオシアン酸塩-Fe2＋液 20 µL を加えて混合した。

20 分静置した後、510 nm の吸光度を測定した。測定にはマイクロプレートリー

ダー(SH-1200、コロナ電気株式会社)を用いた。測定は 3 反復行った。 
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3－3 結果 

3－3－1 ニンニク抽出液 

 pHの異なるリン酸バッファーで抽出したニンニク凍結乾燥粉末の水溶性含硫

化合物の HPLC 分析結果を図 33 に、脂溶性含硫化合物の HPLC 分析結果を図 34

に示した。 

 pH2.8 のリン酸バッファーを用いて抽出したものでは AL が残存し(図 33、

pH2.8、ピーク(3))、アリシンの生成がわずかであった(図 34、pH2.8、ピーク(9))。

一方で、pH6.8 のリン酸バッファーで抽出したものは AL のピークは検出されず

(図 33、pH6.8)、アリシンのピークが確認された(図 34、pH6.8、ピーク(9))。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 33 ニンニク抽出液の HPLC クロマトグラム(水溶性含硫化合物) 

(1) シクロアリイン (CA) (2) メチイン (MT) (3) アリイン (AL) (5) γ-グル

タミル-S-メチルシステイン (Glu-MEC)  (7) γ-グルタミル-S-アリルシステイン 

(Glu-ALC)  (8) γ-グルタミル-S-(E)-1-プロペニルシステイン (Glu-PEC) 

pH 2.8 

pH 6.8 

(1) (2) 

(3) 

(1) (5) 

(7) (8) 

(5) 

(7) (8) 
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図 34 ニンニク抽出液の HPLC クロマトグラム(脂溶性含硫化合物) 

(9) アリシン 

(9) 

(9) 

pH 2.8 

pH 6.8 
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3－3－2 過酸化脂質 

 過酸化脂質の測定結果を図 35 に示した。各エマルションの初期の吸光度を 0

とし、保持期間中の吸光度の増加量を示した。pH6.8 のリン酸バッファーで調製

したエマルションについて、比較対照として設定した無添加区(emu. A)は 510 nm

の吸光度が微増したのに対し、pH2.8 で調製したもの(emu. G)は吸光度が増大し、

エマルションの pH を酸性とすることで脂質酸化が促進した。 

 エマルションをpH6.8とした試験では、α-トコフェロールを添加したもの(emu. 

C)で吸光度が増大した。アスコルビン酸を添加したもの(emu. B)では、吸光度の

増大を抑制した。対照として設定した無添加区(emu. A)と、ニンニク抽出液を加

えた魚油エマルション(emu.D、E、F)の吸光度の増加挙動に大差はなかった。 

 エマルションをpH2.8とした試験でも、α-トコフェロールを添加したもの(emu. 

I)で吸光度が 50℃保持試験初期から増大し、最も脂質酸化が促進した。アスコル

ビン酸を添加したもの(emu. H)では、吸光度の増大を抑制した。対照として設定

した無添加区(emu. G)と、ニンニク抽出液を加えた魚油エマルション(emu. J、K、

L)の吸光度の増加挙動を比較すると、ニンニク抽出液を加えた試験区で 510 nm

の吸光度が低く、ニンニク抽出液で過酸化脂質の生成が抑えられた。 
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図 35 過酸化脂質測定の結果 

上：pH6.8、下：pH2.8 
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3－4 考察 

 pH の異なるリン酸バッファーを用い、ニンニク抽出液を調製し、水溶性含硫

化合物の分析条件と、脂溶性含硫化合物の分析条件の 2 種類の HPLC 条件で分

析した。pH2.8 のリン酸バッファーによる抽出では AL のピークが確認され、わ

ずかにアリシンのピークが確認された。一方で pH6.8 のリン酸バッファー抽出

では、AL が検出されず、アリシンが多量に確認された。AL をアリシンへと変

換するアリイナーゼの至適条件については、Wang らが、至適 pH が 6.5 である

ことを示している 43)。本実験でもこの報告と同様に、pH2.8 ではアリイナーゼの

作用を抑制し、pH6.8 でアリイナーゼが作用した結果であると考えられた。以上

より、水溶性含硫化合物、脂溶性化合物のいずれかを選択して加工食品へ添加す

る際には、pH 等で含硫化合物の組成を制御できることが示された。 

pH の異なるリン酸バッファーを用いて調製したニンニク抽出液と、魚油を配

合した O/W エマルションを調製した。水溶性もしくは脂溶性含硫化合物の組成

が変化しないよう、すなわち、残存するアリイナーゼの作用を考慮し、エマルシ

ョンの連続相を pH2.8 もしくは pH6.8 のリン酸バッファーとした。pH2.8 のリン

酸バッファーを用いた魚油エマルション(emu. G)では 510 nm の吸光度が増大し

やすく、pH6.8 のもの(emu. A)と比較して過酸化脂質が増加しやすいことが示さ

れた。魚油マルションの劣化挙動と pH の関連について、エマルションを酸性と

することで脂質劣化が促進されるという報告 44)や、クリーミングが生じて物理

的な安定性が損なわれるという報告 45)もある一方で、中性とすることで酸化が

促進する報告 42)もあり、結果がそれぞれ異なる。エマルションの劣化挙動につ

いては、pH の他、油滴径との関係 46)、処方する乳化剤 47)との関連もあり、詳細

を特定することは困難である。本実験では高圧ホモジナイザーを使用しており、

攪拌乳化と比較すると油滴径が比較的小さい。配合する原料やその量比、エマル

ションの処理方法など複雑に影響し、本結果を示したものと考える。 



72 

 

pH を 6.8 として試作したエマルションを用いた試験では、emu. D、E、F には

アリシンが含まれる。アリシンが魚油の POV 上昇を抑制することについては、

第 2 章に記した。本実験でも、emu. D、E、F のいずれもアリシンにより脂質酸

化を抑制したものと考えるが、比較対照として設定した無添加区(emu. A)の吸光

度の増加挙動と大差はなかったことから、脂溶性含硫化合物の添加効果は明確

にはならなかった。 

一方、エマルションの pH を 2.8 とした試験では、ニンニク抽出液を添加する

ことで吸光度の増加を抑え、脂質酸化抑制があることが示された。比較対照とし

て設定した無添加区(emu. G)の吸光度の増加挙動と比較して、ニンニク抽出液を

加えた emu. J、K、L で吸光度の増加が抑制され、ニンニク抽出液による脂質酸

化抑制効果が確認できた。 

エマルションの pH に関わらず、アスコルビン酸の添加は過酸化脂質の増大を

招いた。アスコルビン酸は酸化防止剤として加工食品において広く使用されて

いるが、その効果を得るには、添加量が重要である。アスコルビン酸については、

抗酸化効果が得られないという報告 48)や、過度の処方は逆に酸化を促進すると

いう報告もあり 49)、本実験で実施した処方量ではアスコルビン酸の抗酸化効果

が得られる添加濃度ではなかったものと考える。また、過度のアスコルビン酸の

処方は褐変を促進する。本実験で調製したエマルションでも、アスコルビン酸を

処方したエマルションで褐変が進んでいた(データ示さず)。過度のアスコルビン

酸の添加は褐変を招き、色調で加工食品の商品価値の低下を招く可能性も考え

られ、抗酸化作用と色調とのバランスを検討し、製品に応じたアスコルビン酸の

処方量を設定する必要があると考えられた。 

 本実験では精製魚油に対して α-トコフェロールを 0.5%(w/w)としてエマルシ

ョンを調製した。この α-トコフェロールの添加量は第 2 章に示したものと同様

とした。エマルションの pH に関わらず、過酸化脂質の増大抑制効果は見られな
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かった。α-トコフェロールによる脂質の酸化抑制効果については既往研究が存在

し、そのなかで明確な α-トコフェロールの添加効果は確認されていない 11)。本

研究ではビタミン E のうち、α-トコフェロールを比較対象とした。本実験でも、

魚油に対しては α-トコフェロール単品の処方は抗酸化作用を期待できない結果

となった。 

食品加工において、微生物制御の観点から殺菌工程は重要で、酸性条件は微生

物の繁殖を抑制する。酸性条件下でニンニク抽出液を調製すると、ニンニク中の

アリイナーゼが作用せず、AL を主な成分とする元来ニンニクに含まれる水溶性

含硫硫化合物を得ることができる。本実験により、この抽出液はエマルション系

において、魚油の酸化抑制することが明らかとなった。このことは、微生物の繁

殖を抑えつつ、脂質の酸化を抑制することができることを示すもので、食品加工

において有用な技術であると考えられた。 
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第 4 章 

総括 

 

 栄養素のなかでも脂質は三大栄養素の一つで、エネルギー源としての役割を

担っている。この役割以外にも、健康機能性を示す脂質があり、その効果を期待

して利用される。そのなかでも EPA や DHA などの n-3 系 PUFA には抗炎症作用

や抗血栓作用などの機能が報告され、その機能性を活かして健康食品や医薬品

に利用されている。しかし、PUFA は化学構造に複数の二重結合を有しているた

め、酸化反応の影響を受けやすく、酸化により栄養価や健康機能性の低下を招く。

この酸化安定性の低さが EPA や DHA の利用を妨げており、魚油の加工品には

酸化防止剤の添加が必須となる。しかし、二重結合が複数存在する PUFA では、

これらを添加することでの酸化防止は十分ではない。 

 ところで、ニンニクは古くから香辛料や滋養強壮食物として利用されてきた。

ニンニク関連成分で抗酸化作用や抗菌、抗がん性など様々な報告がなされてい

る。抗酸化作用については、様々な野菜の中でもニンニクは抗酸化作用が高いと

いう報告があるが、水抽出液の評価に留まっている。ニンニク関連成分には脂溶

性のものもあり、脂溶性含硫化合物に着目し、その抗酸化作用を評価したものも

ある。しかし、複数あるニンニク関連成分のうち、いずれの成分に抗酸化作用が

あるかを比較した報告はない。食品は水溶性、脂溶性成分が混在しており、ニン

ニク関連成分の抗酸化作用を評価するにあたり、水溶性成分だけでなく、脂溶性

成分についても評価することが重要であると考えた。 

ニンニクに特徴的な反応として、細胞破砕時に AL からアリシンへの変換反応

と、次いで、生成したアリシンがアリルスルフィド類やビニルジチイン類へと変

換する反応がある。この反応を利用することで、様々な含硫化合物の調製が可能

である。そこで、抗酸化作用が高いとされるニンニクを用いた魚油の劣化防止技
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術を開発することを目的とし、本研究を実施した。 

 第 1 章で水溶性含硫化合物およびニンニク加工品の抗酸化作用を DPPH ラジ

カル消去法により評価した。水溶性含硫化合物を扱う実験において、アリイナー

ゼの作用を考慮することは重要で、本実験ではアリイナーゼが作用しないよう、

ニンニクサンプルの前処理としてニンニクりん片を凍結乾燥により処理し、抽

出溶媒には酸性アルコール水溶液を用いた。また、6 種類の水溶性含硫化合物を、

ニンニクをはじめとするネギ属から抽出、単離、精製してこれを標準品とし、そ

れぞれの抗酸化作用を検証した。これに 2 種類の市販試薬を加え、合計 8 種類

の水溶性含硫化合物を検証した。 

水溶性含硫化合物に着目し、産地の異なる 4 種類のニンニクを評価したとこ

ろ、国産ニンニクと比較して輸入ニンニクでDPPHラジカル消去率が高かった。

8 種類の水溶性含硫化合物の標準品のなかでは Glu-PEC、AL の順にラジカル消

去率が高かった。これらの結果より、国産ニンニクと比較して輸入ニンニクで

Glu-PEC が多いものと考えられたが、国産ニンニクの方が Glu-PEC 含量が高か

った。この水溶性含硫化合物の定量試験の結果、輸入ニンニクは供試までに①収

穫後からの保管期間が長期であったこと、②熱が加わったことが各水溶性含硫

化合物の HPLC プロファイルより示された。②については、輸入ニンニクで褐

変度が高く、メイラード反応が進行していることを示す結果を得た。メイラード

化合物には抗酸化作用が報告されおり、これが輸入ニンニクで抗酸化作用が高

かった理由の一因であると考えられた。そのため、ニンニク、ニンニク加工品の

抗酸化作用を検討するためには含硫化合物の他、収穫してからの原料の貯蔵履

歴や温度履歴、加工時の温度履歴を複合的に考察する必要があると考えられた。 

 第 2 章で脂溶性含硫化合物の抗酸化作用を DPPH ラジカル消去法により評価

した。市販試薬の DADS から反応物 A を合成した。次いで、反応物 A を還流す

ることで反応物 B を得た。反応物 B には複数種の脂溶性含硫化合物が含まれて
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おり、カラムクロマトグラフィーにより 13 のフラクションに分画した。HPLC

を用い、反応物 A にはアリシン(52%、HPLC クロマトグラム面積比)が、反応物

B にはアホエン(35%)やビニルジチイン類(1,3-VD:18%、1,2-VD:11%)が含まれて

いることを確認した。同様に反応物 B の各分画液についても含有する成分を同

定した。 

 これらの抗酸化作用を評価したところ、反応物 A と反応物 B で DPPH ラジカ

ル消去率が高く、特に反応物 A で高かった。一方で、一連の反応の出発基質で

ある DADS には抗酸化作用が認められなかった。反応物 B の分画液のうち、1,3-

VD を含む Frc.7 で DPPH ラジカル消去法が高かった。また、分画液のうちで比

較的溶質濃度が低かったが、Frc.8、Frc.9 は、抗酸化作用を示した。この 2 つの

分画液に含まれる成分の同定には至らず、今後の課題となった。 

 第 1 章、第 2 章で得た実験結果からすると、本研究で扱った含硫化合物では、

Glu-PEC＞AL＞反応物 A(アリシン 52%)の順にラジカル消去率が高かった(評価

濃度 0.25 mg/mL)。 

 合成により得た各脂溶性含硫化合物を魚油に添加し、50℃で保持した。経時的

に魚油をサンプリングし、POV を測定したところ、反応物 A、反応物 B の順に

POV の上昇を抑制した。特に、反応物 A は魚油に対して 0.1%(w/w)という低添

加量でも充分に酸化誘導時間を遅延させ、POV の上昇を抑制した。脂溶性含硫

化合物のほとんどはニンニク特有のにおいがある。低添加量でも効果を発揮す

るならば、ニンニク特有のにおいを低減させつつ、魚油の酸化抑制効果を得るこ

とができる。加工食品ごとに求められる使用期限は異なるため、対象とする加工

食品に応じて、反応物 A の最小の添加量を設定する必要がある。 

 第 3 章ではモデル食品として魚油エマルションを調製し、ニンニク関連化合

物の抗酸化効果を評価した。アリイナーゼの至適作用条件を活用し、ニンニク抽

出液を酸性条件下、もしくは中性条件下で調製した。これにより、酸性条件下で
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はアリイナーゼが作用せず、元来ニンニクに含まれる水溶性含硫化合物を得る

ことができ、一方で、中性条件下では AL からアリシンの反応が促進して脂溶性

含硫化合物を得ることができた。 

 これら抽出液を分散媒として魚油エマルションを調製した。調製したエマル

ションを 50℃で保持し、酸化挙動を検証した。脂溶性含硫化合物の影響を検討

するために設定した中性(pH6.8)処理試験区において、ニンニク抽出液添加区で

過酸化脂質が増加しなかった。しかし、比較対照として設定した無添加区でも過

酸化脂質がさほど増加しなかった。そのため、本実験ではエマルション系での魚

油に対する脂溶性ニンニク抽出液の添加の影響は明確にはならなかった。一方

で、水溶性含硫化合物の影響を検討するために設定した酸性(pH2.8)処理試験区

において、ニンニク抽出液の添加量に応じて魚油の過酸化脂質の増加が緩やか

となり、水溶性含硫化合物の抗酸化作用が示された。 

 加工食品の製造時、微生物制御の観点から殺菌条件を酸性とすることが多い。

酸性ではアリイナーゼの作用が抑制され、AL 等の水溶性含硫化合物が保持され

る。これより、殺菌条件を逸脱することなく、魚油の酸化を抑制できる可能性を

示した。 

 ニンニク関連の含硫化合物で魚油の酸化防止技術を開発、研究するにあたり、

まずは関連成分のスクリーニングを試みた。脂質酸化を抑制する初期酸化で生

じるラジカルを補足する能力を抗酸化力とみなし、比較的安定なラジカルであ

る DPPH を用いて多種の含硫化合物を評価した。DPPH ラジカル消去法で用い

る溶媒はエタノールで、水溶性、脂溶性のいずれも評価することが可能である。

本研究のように、水溶性、脂溶性の含硫化合物を対象とする場合、DPPH ラジカ

ル消去法は有効な試験方法である。しかし、この評価法により選抜した抗酸化作

用の高いものを魚油に添加しても、POV の上昇を抑制しないものもあり、DPPH

ラジカル消去法での結果と矛盾したものもあった。特に、比較対照として用いた
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α-トコフェロールは、濃度依存的に DPPH ラジカルを消去すると報告があるが、

本実験では、実際に魚油へ添加しても抗酸化作用や、添加濃度依存性が確認され

なかった。以上より、DPPH ラジカル消去法はラジカル補足能を抗酸化作用とし

て捉え、その強さを評価する指標とはなるものの、脂質に対する酸化抑制効果を

評価する場合、実際に脂質に添加し、POV などの脂質酸化指標を用い、添加濃

度も含めて評価する必要がある。 

 本研究で取り扱った水溶性含硫化合物は全て無臭である。一方、ニンニクの有

臭成分は脂溶性含硫化合物である。細胞破砕時にアリイナーゼが AL へ作用し、

脂溶性で有臭のアリシンを生じる。これから、アリルスルフィド類、ビニルジチ

イン類、アホエンが生成し、いずれも有臭である。抗酸化作用を見出しても、ニ

ンニク特有のにおいが強ければ、技術利用への妨げ理由の一つとなる。本研究で

低添加量でも POV 上昇抑制効果のある反応物 A を合成した。反応物 A の合成

に相当するものは、実際のニンニク加工では、すりおろし工程にあたるもので、

産業上、反応物 A 相当を容易に得ることができる。加工食品によって、求めら

れる賞味期限等の使用期限は異なる。そのため、反応物 A の添加量は加工食品

ごとに設定する必要がある。比較的使用期限の短いものや、脂質酸化が緩やかな

冷蔵、冷凍流通のものは、反応物 A 相当のものの処方量を抑えることが可能で、

それに伴いニンニク臭を低減することができる。もしくは、元来有臭の加工品へ

応用することで、ニンニクに特徴的なにおい成分でのマスキング効果を期待し

て処方することも有用であると考えられる。魚油を含む製品は水産加工品が多

く、これらは加工食品のなかでもにおいが強く、ニンニクに特徴的なにおいでの

マスキング効果が得られやすいものと考える。 

 本研究でニンニク関連の含硫化合物の魚油への酸化抑制効果を示した。ニン

ニクはすりおろしなどの加工操作により複雑に反応が進み、生成した成分のな

かには不安定で、分解、消失するものもある。その一例がアリシンで、アリシン
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から発生するアホエンもアリシンほどではないが熱に不安定な物質である。抗

酸化作用の持続性を考慮して賞味期限を設定する必要がある。この点からも加

工食品ごとに添加量を設定する必要がある。 

本研究では無臭の水溶性含硫化合物でも酸化抑制効果が示された。ニンニク

は発芽抑制のために冷蔵貯蔵にされ、通年流通が可能となっている。発芽が抑制

され、外観上変化がないが、ニンニクりん片に含まれる各水溶性含硫化合物の含

量は冷蔵貯蔵期間中に変化する。すなわち、収穫、貯蔵、販売の 1 年サイクルの

うち、抗酸化作用が一定でないことが類推される。 

ニンニク由来の含硫化合物の抗酸化作用を期待し、魚油を含む加工食品へ添

加する際には、ニンニクの貯蔵、流通履歴による熱履歴や加工により生じるニン

ニクりん片の化学反応を複合的に考慮する必要がある。 

 以上、本研究では、ニンニク含硫化合物による魚油の酸化抑制効果を示した。

これは、魚油、ニンニクの加工促進に貢献するものであり、農水産業の発展に寄

与する意義深い成果を示した。 
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付図 

 

水溶性含硫化合物の 1H NMR スペクトル 

 

 

付図一覧 

 

付図 1 メチイン(MT) 

付図 2 アリイン(AL) 

付図 3 イソアリイン(IAL) 

付図 4 γ-グルタミル-S-メチルシステイン (Glu-MEC) 

付図 5 γ-グルタミル-S-アリルシステイン (Glu-ALC) 

付図 6 γ-グルタミル-S-(E)-1-プロペニルシステイン (Glu-PEC) 

 

 

測定装置 

 

JNM-ECZ500R（日本電子株式会社日，500 MHz） 

（重水の残留プロトンシグナルを 4.63 ppm の内部標準とした。） 
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付図 1 メチイン(S-methylcysteine S-oxide, Methiin, MT) 
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付図 1 メチイン(MT) (1) 
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付図 1 メチイン(MT) (2) 

 



89 

 

 

付図 2 アリイン(S- (2-propenyl)cysteine S-oxide, alliin, AL) 
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付図 2 アリイン(AL) (1) 

 



91 

 

 

 

付図 2 アリイン(AL) (2) 
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付図 2 アリイン(AL) (3) 
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付図 3 イソアリイン(S- (E-1-propenyl)cysteine S-oxide, isoalliin, IAL) 
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付図 3 イソアリイン(IAL) (1) 
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付図 3 イソアリイン(IAL) (2) 
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付図 3 イソアリイン(IAL) (2) 
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付図 4 γ-グルタミル- S-メチルシステイン 

(N- (g-glutamyl)-S-methylcysteine, Glu-MEC) 
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付図 4 γ-グルタミル-S-メチルシステイン (Glu-MEC) (1) 
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付図 4 γ-グルタミル-S-メチルシステイン (Glu-MEC) (2) 
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付図 4 γ-グルタミル-S-メチルシステイン (Glu-MEC) (3) 
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付図 5 γ-グルタミル- S-アリルシステイン 

(N- (g-glutamyl) -S-allylcysteine, Glu-ALC) 
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付図 5 γ-グルタミル-S-アリルシステイン (Glu-ALC) (1) 
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付図 5 γ-グルタミル-S-アリルシステイン (Glu-ALC) (2) 
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付図 5 γ-グルタミル-S-アリルシステイン (Glu-ALC) (3) 
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付図 5 γ-グルタミル-S-アリルシステイン (Glu-ALC) (4) 
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付図 6 γ-グルタミル-S- (E) -1-プロペニルシステイン 

(N- (g-glutamyl) -S- (E-1-propenyl)cysteine, Glu-PEC) 
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付図 6 γ-グルタミル-S- (E) -1-プロペニルシステイン (Glu-PEC) (1) 
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付図 6 γ-グルタミル-S- (E) -1-プロペニルシステイン (Glu-PEC) (2) 
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付図 6 γ-グルタミル-S- (E) -1-プロペニルシステイン (Glu-PEC) (3) 
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付図 6 γ-グルタミル-S- (E) -1-プロペニルシステイン (Glu-PEC) (4) 
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