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リーフレタスのDPPHラジカル消去成分

澤井祐典 §・沖　智之・西場洋一・奥野成倫・須田郁夫 1）・大和陽一 2）

Ⅰ．緒　　言　

世界的な食料不足や，頻発する自然災害による不安
定な食料供給問題から，近年注目を集めているのが，
天候に左右されずに屋内で野菜などを栽培できる植物
工場である。屋内で人工光を用いて栽培する植物工場
は，弱い光でも育つキク科のレタス （Lactuca sativa L.） 
などの葉物野菜が主な栽培対象となっている。

レタスは水分が多いことが知られていたため，これ
までレタスに含まれる栄養成分に関する研究はほとん
ど行われてこなかったのが現状である。しかし，人工
光型植物工場を用いて栄養成分・機能性成分含量も
保証されたレタスを安定供給できるようになれば，植
物工場産レタスの需要の増加が見込まれるようになる
と考えられる。

レタスには結球レタス （var. capitata） やリーフレタ
ス （var. crispa） など様々な種類が存在し，このうち
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緑色系と赤色系のリーフレタスについて，ポリフェノール含量，DPPH ラジカル消去活性を測定した。緑色
系よりも赤色系のリーフレタスの方が総ポリフェノール含量，DPPH ラジカル消去活性ともに高かった。HPLC
による分析結果は，緑色系のリーフレタスに含まれる主要なポリフェノールはチコリ酸であり，赤色系のリーフ
レタスに含まれる主要なポリフェノールはチコリ酸，クロロゲン酸とケルセチン-3- マロニルグルコシドであるこ
とを示した。さらにチコリ酸，クロロゲン酸と，ケルセチン-3- マロニルグルコシドのモデル化合物であるルチン

（ケルセチン-3- ルチノシド）の標品のポリフェノール含量 （Gallic acid eq.） と DPPHラジカル消去活性 （Trolox 
eq.） を求め，リーフレタスにおける各成分の寄与度を考察した。その結果として，DPPH ラジカル消去活性に
寄与する主要なポリフェノールは，緑色系ではチコリ酸，赤色系ではチコリ酸，ケルセチン-3- マロニルグルコシド，
クロロゲン酸の 3 成分であることを明らかにした。
キーワード：植物工場，リーフレタス，ポリフェノール，チコリ酸，クロロゲン酸，ケルセチン-3- マロニル

　　　　　　　グルコシド，抗酸化活性。

現在多くの植物工場で栽培されているのはリーフレタス
である。さらにリーフレタスには緑色系（グリーンリー
フレタス）のほかに，サニーレタスのように葉の赤い赤
色系（レッドリーフレタス）も存在する 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7）。

そこで本研究では，リーフレタスの緑色系と赤色系
について，総ポリフェノール含量と抗酸化活性の測定
を行い，それらを比較し，抗酸化活性に対するポリフェ
ノール成分の寄与度を推定する新しい知見が得られた
ので報告する。

本研究の一部は，農林水産省「植物工場普及・拡
大総合対策事業 （1） モデルハウス型植物工場実証・
展示・研修事業」により整備された独立行政法人農
業・食品産業技術総合研究機構植物工場九州実証拠
点の施設において行われた。株式会社福岡園芸をはじ
め完全人工光型植物工場「レタスの高付加価値生産」
コンソーシアムに参加し，研究に協力くださった方々に
感謝します。
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Detection of Soil Ciliates by ITS Primers

Chikako Shimaya

Summary

　A new protocol for detecting soil ciliates using internally transcribed spacer (ITS) primers 

was proposed. ITS primers were designed for rapidly detecting soil ciliates. Some soil ciliates 

were detected by using these ITS primer sets. Identifying soil ciliates under the microscope is 

very time-consuming; however, this method using ITS primers can detect specific soil ciliates 

quickly. This method could even detect them using environmental DNA from soil in which soil 

ciliates had not been detected by microscopy.

　Key words：Soil, ciliate, ITS, PCR, primer, detection, environmental DNA. 

Agro-Environment Research Division, NARO Kyushu Okinawa Agricultural Research Center, Suya 2421, 

Koshi, Kumamoto 861-1192, Japan.
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Ⅱ．材料および方法

1.　供試材料

供試したリーフレタスの種子は株式会社福岡園芸
をはじめコンソーシアムからの提供を受け，農研機構
植物工場九州実証拠点（福岡県久留米市）において，
屋内で光合成光量子束密度 （PPFD） 183 μmol/m2/
s の人工光 （Hf 蛍光灯）を用いて日長 16/8 時間（明
/ 暗期），気温 24/18℃（明 / 暗期），相対湿度 70%，
CO2 濃度 1,000 ppmとなるよう制御し，17 日間の育苗
の後，同様の条件で PPFD 187μmol/m2/s において

20 日間かけて循環式湛液型水耕栽培を行った。培養
液として，育苗中は大塚 A 処方 1/2 単位を，定植後
は大塚 A 処方 2/3 単位に大塚ハウス 5 号を加えたも
のを用いた。

緑色系のリーフレタスとしては福岡園芸の 6 系統 
（001，002，003，G05，G25，G63） とフリルアイス（雪
印種苗），ノーチップ（横浜植木）を用いた。赤色系
のリーフレタスとしては福岡園芸の 3 系統 （R40，R52，
R68） を用いた（写真 1）。 それらの各々は，3 株ずつ
を供試材料とし，凍結乾燥させた後，以下に示す分
析を行い，測定値の平均で結果を示した。

写真 1　供試リーフレタス
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2.　供試材料の凍結乾燥

供試材料は芯を除いた葉身を液体窒素を用いて凍
結し，－10℃で凍結乾燥を行った。凍結乾燥は乾燥
重量が一定になるまで続けた。乾燥前と乾燥後の重
量差により水分含量を求めた。

3.　総ポリフェノール含量の測定

フォリン- チオカルト法 8, 9） により，レタス凍結乾燥
品に含まれる総ポリフェノールの含量測定を行った。

新鮮物重量で 1 g 相当量の凍結乾燥粉末各々に
80% エタノール 2.5 mL を加え 10 秒間撹拌し，さらに
80% エタノール 2.5 mL を加え 10 秒間撹拌後，室温・
暗所下で 16 時間放置した。遠心分離（日立 himac 
CF7D2, 3,000 rpm，20 分）で上清を回収後，残渣に
同様に 80% エタノール 2.5 mL を 2 回にわたって加え，
再度遠心分離により上清を回収して，併せて 10 mL
に定容し，ポリフェノール抽出液とした。

上記の抽出液は ISO14502-1 8） に基づき，エタノー

ル濃度が 20% を超えない範囲で適宜超純水により希
釈し，その 1 mL に対しフェノール試薬（Wako 製市販
品の 10 倍希釈液を用いる）5 mL を加えた後，8 分以
内に7.5% （W/V） 炭酸ナトリウム水溶液 4 mLを加え，
1 時間室温放置後，分光光度計 （日本分光，V-500
シリーズ）を用いて 765 nm における吸光度を測定し
た 9）。

検量線は 10，20，30，40，50 μg/mL に溶解し
た没食子酸を用いて作成し，試料中の総ポリフェノー
ル含量を没食子酸相当量として求めた。

また，各種水溶性抗酸化性物質の総ポリフェノー
ル測定法における測定値（没食子酸相当量）を調べる
ために，市販の水溶性抗酸化物質（第 1 図，第 1 表）
を購入し，0.2μmol/mL 溶液を調製し，同様に総ポ
リフェノール含量として測定を行い，測定値 （μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品） を求めた。なお測定に
用いた標品の製造元と純度を第 1 表に示す。

第 1 図  供試標品の構造式
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4.　DPPH ラジカル消去活性の測定

DPPH （1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl） ラジカル消
去活性の測定に用いた抽出液は，ポリフェノール含量
の測定に用いた抽出液と同じものを用いた。抽出液は
終濃度 50% エタノールになるように適宜希釈し，既報
に準じて 96 穴マイクロプレート法で測定し，その活性
をトロロックス相当量として算出した 10, 11）。 

また，各種水溶性抗酸化性物質の DPPH ラジカル
消去活性測定法における測定値（Trolox 相当量）を
調べるために，前述のように市販の水溶性抗酸化物質

（第１図，第１表）の 0.2μmol/mL 溶液を調製し，同
様に DPPH ラジカル消 去 活 性を測 定し，測定値

（μmol-Trolox eq./μmol- 標品） を求めた。

5．高速液体クロマトグラフィー （HPLC）

ポリフェノールの分析は寺原ら 12）の方法に準じて，
HPLC（日本分光，LC-2000 シリーズ）を用いて行っ
た 13）。

市販の標品を用いてクロロゲン酸 （9） ，チコリ酸 （8） 
の定量を行った。また，ケルセチン -3- マロニルグル
コシド （7’） は市販のルチン （7） を標品に用いて定量
し，ルチン相当量で表した。分析システムおよび分析
条件は以下のとおりである。

オートサンプラー : AS-2057 Plus
デガッサー : DG-2080-53
ポンプ : PU-2080 i Plus（1 台）
低圧グラジエントユニット: LG-2080-02
カラムオーブン : CO-2060 Plus
検出器 : UV-2070 Plus

μ μ μ μ

カラム : Cadenza CD-C18 （φ 4.6 mm× 250 mm， 
　 3μm，Imtakt）

移動相 : A 溶媒 ; 0.6 % （v/v） ギ酸
　　　　B 溶媒 ; アセトニトリル
溶離条件 : B12.5% → 22.5%（40 分間，0.6%/ 分），   

　直線グラジエント
流速 : 0.6 mL/ 分
検出波長 : 325 nm
カラム温度 : 30℃
試料注入量 : 5 μL

　各ポリフェノールについて，上記と同様の HPLC 分
析条件を用い，HPLC（Agilent，1100 シリーズ）お
よびイオントラップ型質量分析計（Bruker Daltonics，
esquire 3000 plus）を用いた高速液体クロマトグラフ
質量分析計 （LC-MS） でエレクトロスプレーイオン化 

（ESI） 法（ネガティブイオンモード）により分子量を確
認した。

Ⅲ．結果および考察

1．リーフレタスの総ポリフェノール含量と DPPH ラジ

　  カル消去活性

これまで，日本国内において生産されたレタス類を
用いて DPPH ラジカル消去活性を測定した報告として
は，サニーレタスが結球レタスよりも活性が高いという
報告があるのみで，リーフレタスについて調査した報
告は少ない 1, 14, 15）。

そこで，農業・食品産業技術総合研究機構植物工
場九州実証拠点（福岡県久留米市）において人工光を
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μμ μ μ

用いて栽培されたリーフレタスについて，総ポリフェノー
ル含量と DPPH ラジカル消去活性を測定し，その結
果を第 2 表に示した。

総ポリフェノール含量と DPPH ラジカル消去活性は
いずれも緑色系よりも赤色系のリーフレタスの方が高
かった。新鮮物重量あたりでは，総ポリフェノール含
量の平均値は緑色系よりも赤色系のリーフレタスの方
が 4.2 倍高かった。DPPH ラジカル消去活性において
は緑色系よりも赤色系のリーフレタスの方が 5.2 倍高
かった。緑色系の品種間，赤色系の品種間ではそれ
らの含量および活性に大きな変動はなかった。

なお，供試したリーフレタスの水分含量は 95 ～
96% であった。1 株あたりの可食部の新鮮物重量は緑
色系の方が赤色系よりも平均して 2 倍近く多かった（第

2 表）。

2．リーフレタスに含まれるポリフェノール成分

一般的にレタスなどキク科の野菜はアスコルビン酸
含量が低い 16, 17）ため，DPPH ラジカル消去活性に関
与する成分の大半はポリフェノール類と考えられる。ま
た，レタスに含まれるポリフェノールはカフェ酸誘導体
のチコリ酸（ジカフェオイル酒石酸）（8） が特徴的な成
分として知られている 18, 19, 20）。

そこで，HPLC および LC-MS を用いてリーフレタス
のポリフェノール組成を調べ，DPPH ラジカル消去活
性に関与する成分の推定を行った。

緑色系と赤色系のリーフレタスの 80% エタノール抽
出液の典型的な HPLC クロマトグラムを第 2 図に示

ノーチップ

第２図　リーフレタス 80% エタノール抽出液の HPLC クロマトグラム 
　　　　ノーチップ : 緑色系リーフレタス
　　　　R68: 赤色系リーフレタス
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す。緑色系のリーフレタスには，これまでの報告と同じ
くチコリ酸 （8） が含まれていた。赤色系には，緑色系
よりもさらに多くのチコリ酸が含まれていた。加えて赤
色系のリーフレタスにはクロロゲン酸 （9） とケルセチン
-3-マロニルグルコシド （7’） が主要なポリフェノール成
分として含まれていた 18）。 

それらの含量を標品を用いて定量し，結果を第 2
表に示した。リーフレタスのチコリ酸含量の平均値は，
緑色系よりも赤色系の方が 3.8 倍多かった。それらの
チコリ酸含量に対し，リーフレタスに含まれるクロロゲ
ン酸，ケルセチン-3- マロニルグルコシドの割合は，緑
色系の場合では各々 0.375，0.411 であったのに対し，
赤色系の場合には各々 0.619，0.865 と緑色系よりも比
率を高めた。したがって，赤色系のリーフレタスの特
徴はチコリ酸も含めたこれら 3 種類のポリフェノール含
量の多さであった。

なお，複数波長を用いて検討を行った結果，赤色
系のリーフレタスの赤色色素成分であるアントシアニン

（シアニジン -3- マロニルグルコシド）20） は上記 3 種の
ポリフェノールに比べるとその含量は低いことが確認
されている。

3．ポリフェノール測定法とDPPHラジカル消去活性

　　測定法における水溶性抗酸化物質の測定値の比較

リーフレタスに含まれる主要なポリフェノール 3 成
分の総ポリフェノール測定法（フォリン- チオカルト法）
と DPPH ラジカル消去活性測定法における寄与度を
調べるため，代表的な水溶性抗酸化性物質の標品（第
1 図，第 1 表）の一定濃度の溶液を用いてポリフェノー
ル測定法および DPPH ラジカル消去活性測定法に供
試し，その測定値をモル単位で求めた（第１表）。

フォリン - チオカルト法はポリフェノールの還元性を
利用して，リンタングステン酸およびモリブデン酸錯体
の還元による着色を比色定量する方法であり 21, 22, 23），
化合物分子中に二重結合が交互に連なった共役二重
結合が多いほど着色しやすいと考えられている 24）。

フォリン- チオカルト法における検量線にはフェノー
ル性水酸基が 3 個ある没食子酸 （1） が用いられる
が，没食子酸の測定値を1と表したとき，化学構造の
似ている没食子酸エチル （2） の測定値は 1.05 μmol-
Gallic acid eq./μmol-標品であり，ピロガロール （1,2,3-
トリヒドロキシベンゼン）（4） の測定値は 1.00 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であり，大きな違いはなかっ

た。フェノール性水酸基が 2 個あるカテコール （1,2- ジ
ヒドロキシベンゼン）（5） でもその測定値は 1.10 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であったため，フェノール
性水酸基の数が 2 個か 3 個かはポリフェノール測定
系の反応に大きな影響を及ぼさないと推測された。し
かし，フェノール性水酸基が 1 個の p- ヒドロキシ安息
香酸 （モノヒドロキシ安息香酸） （12） の測定値は 0.70 
μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品であり，フェノール
性水酸基が 2 個以上ある化合物と比較して発色が弱
かった。

カフェ酸 （10） の測定値は 1.28 μmol-Gallic acid 
eq./μmol- 標品であり，クロロゲン酸（モノカフェオイ
ルキナ酸）（9） の測定値は 1.42 μmol-Gallic acid eq./
μmol- 標品であった。カフェ酸やクロロゲン酸は没食
子酸よりも分子中の共役二重結合の数が多いため，よ
りフェノール試薬を発色させやすいと考えられた。一
方，カフェ酸とエステル結合したキナ酸は，発色にほ
とんど影響を与えないようであった。フェノール性水
酸基が 1 個の p- クマル酸 （モノヒドロキシケイ皮酸） 

（11） の測定値は 1.06 μmol-Gallic acid eq./μmol- 標
品であり，フェノール性水酸基が 2 個のカフェ酸（ジヒ
ドロキシケイ皮酸）と比較して発色が弱かった。

さらにルチン （7） の測定値は 2.32 μmol-Gallic 
acid eq./μmol- 標品であり，（+）- カテキン （6） の測
定値は 2.44 μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品であっ
たため，三環構造のフラボノイドなど，1 分子中の共
役二重結合の数が多いポリフェノールはよりポリフェ
ノール測定系で発色しやすい構造といえた。配糖体で
あるルチンと遊離の （+）- カテキンの没食子酸相当量
がほぼ同じであることから，フラボノイドに結合する糖
はクロロゲン酸のキナ酸と同様にポリフェノール測定
系での反応にほとんど影響を与えていないことが示さ
れた。

還元型のアスコルビン酸 （13） の測定値は 0.64 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であり，ポリフェノール測
定系でわずかながら発色されることが確認された。し
かしながら酸化型のデヒドロアスコルビン酸 （14） の
測定値は 0.36 μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品であ
り，還元型のアスコルビン酸と比較するとポリフェノー
ル測定系での発色が弱かった。 

リーフレタスに含まれるチコリ酸（ジカフェオイル酒
石酸）（8） の測定値は 2.43 μmol-Gallic acid eq./μmol-
標品であり，モノカフェオイルキナ酸であるクロロゲン
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酸と比較すると1分子あたりではポリフェノール測定系
でより強く発色されることが確認された。

一方，DPPH ラジカル消去活性の測定法も，抗酸
化物質の還元性を利用した方法であるが，これは隣
り合ったフェノール性水酸基の数が関係していると
考えられている 25, 26, 27, 28, 29）。そこで，第１図の標品の
DPPH ラジカル消去活性の測定値 （第１表）を，隣り
合ったフェノール性水酸基の数にしたがって整理する
と以下のようになる。

フェノール性水酸基が 1 個の p- ヒドロキシ安息香
酸（モノヒドロキシ安息香酸）（12） の測定値は 0.07 
μmol-Trolox eq./μmol- 標品，p- クマル酸（モノヒド
ロキシケイ皮酸）（11） の測定値は 0.19 μmol-Trolox 
eq./μmol- 標品であるのに対し，フェノール性水酸基
が 2 個隣り合ったカテコール （1,2- ジヒドロキシベンゼ
ン） （5） の測定値は 1.13 μmol-Trolox eq./μmol- 標品，
カフェ酸（ジヒドロキシケイ皮酸）（10） の測定値は 1.77 
μmol-Trolox eq./μmol- 標品，クロロゲン酸 （モノカ
フェオイルキナ酸）（9） の測定値は 1.08μmol-Trolox 
eq./μmol- 標品，（+）- カテキン （6） の測定値は 1.57 

μmol-Trolox eq./μmol- 標品，ルチン（ケルセチン-3-
ルチノシド）（7） の測定値は 1.37μmol-Trolox eq./
μmol- 標品であった。水酸基が 1 個あるポリフェノー
ルより水酸基が 2 個隣り合ったポリフェノールの方が活
性が高いことが確認された。さらに，フェノール性水
酸基が 3 個隣り合ったピロガロール（1,2,3-トリヒドロ
キシベンゼン）（4） の測定値は 2.10 μmol-Trolox eq./
μmol- 標品，没食子酸（1,2,3-トリヒドロキシ安息香
酸）（1） の測定値は 3.24μmol-Trolox eq./μmol- 標品，
没食子酸エチル （2） の測定値は2.44μmol-Trolox eq./
μmol- 標品であり，隣り合った水酸基が増えるにした
がって活性が高まることが確認できた。

還元型のアスコルビン酸の測定値は 0.96 μmol-
Trolox eq./μmol- 標品であるのに対し，酸化型のアス
コルビン酸の測定値は 0.02μmol-Trolox eq./μmol- 標
品であり，ほとんど活性がなかった。

リーフレタスに含まれるチコリ酸（ジカフェオイル酒
石酸）の測定値は 2.28μmolTrolox eq./μmol- 標品で
あり，モノカフェオイルキナ酸であるクロロゲン酸と比
較して 2 倍程度活性が高いことが確認された。

第３図　リーフレタスの総ポリフェノール含量に占める各ポリフェノールの寄与度
総ポリフェノール測定法における関与成分候補の寄与推定値は，標品のフォリン - チオカルト法

　　　   における測定値 a（第 1 表）とリーフレタス抽出液の HPLC による測定値 A（第 2 表）をもとにして■ : 
　     　Chlorogenic acid，■ : Chicoric acid，　■ : Quercetin-3-malonylglucoside の各々について次式によ
　　　　り計算し，3 成分の合計値とリーフレタスの総ポリフェノール含量の実測値との差を□ : Others とし，
　　　　実測値との比率で表した。

寄与度 (mg-Gallic acid eq./g-FW)= a (μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品 ) ×A (μmol/g-FW) ×　　
　　　　没食子酸の分子量 /1000　
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す。緑色系のリーフレタスには，これまでの報告と同じ
くチコリ酸 （8） が含まれていた。赤色系には，緑色系
よりもさらに多くのチコリ酸が含まれていた。加えて赤
色系のリーフレタスにはクロロゲン酸 （9） とケルセチン
-3-マロニルグルコシド （7’） が主要なポリフェノール成
分として含まれていた 18）。 

それらの含量を標品を用いて定量し，結果を第 2
表に示した。リーフレタスのチコリ酸含量の平均値は，
緑色系よりも赤色系の方が 3.8 倍多かった。それらの
チコリ酸含量に対し，リーフレタスに含まれるクロロゲ
ン酸，ケルセチン-3- マロニルグルコシドの割合は，緑
色系の場合では各々 0.375，0.411 であったのに対し，
赤色系の場合には各々 0.619，0.865 と緑色系よりも比
率を高めた。したがって，赤色系のリーフレタスの特
徴はチコリ酸も含めたこれら 3 種類のポリフェノール含
量の多さであった。

なお，複数波長を用いて検討を行った結果，赤色
系のリーフレタスの赤色色素成分であるアントシアニン

（シアニジン -3- マロニルグルコシド）20） は上記 3 種の
ポリフェノールに比べるとその含量は低いことが確認
されている。

3．ポリフェノール測定法とDPPHラジカル消去活性

　　測定法における水溶性抗酸化物質の測定値の比較

リーフレタスに含まれる主要なポリフェノール 3 成
分の総ポリフェノール測定法（フォリン- チオカルト法）
と DPPH ラジカル消去活性測定法における寄与度を
調べるため，代表的な水溶性抗酸化性物質の標品（第
1 図，第 1 表）の一定濃度の溶液を用いてポリフェノー
ル測定法および DPPH ラジカル消去活性測定法に供
試し，その測定値をモル単位で求めた（第１表）。

フォリン - チオカルト法はポリフェノールの還元性を
利用して，リンタングステン酸およびモリブデン酸錯体
の還元による着色を比色定量する方法であり 21, 22, 23），
化合物分子中に二重結合が交互に連なった共役二重
結合が多いほど着色しやすいと考えられている 24）。

フォリン- チオカルト法における検量線にはフェノー
ル性水酸基が 3 個ある没食子酸 （1） が用いられる
が，没食子酸の測定値を1と表したとき，化学構造の
似ている没食子酸エチル （2） の測定値は 1.05 μmol-
Gallic acid eq./μmol-標品であり，ピロガロール （1,2,3-
トリヒドロキシベンゼン）（4） の測定値は 1.00 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であり，大きな違いはなかっ

た。フェノール性水酸基が 2 個あるカテコール （1,2- ジ
ヒドロキシベンゼン）（5） でもその測定値は 1.10 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であったため，フェノール
性水酸基の数が 2 個か 3 個かはポリフェノール測定
系の反応に大きな影響を及ぼさないと推測された。し
かし，フェノール性水酸基が 1 個の p- ヒドロキシ安息
香酸 （モノヒドロキシ安息香酸） （12） の測定値は 0.70 
μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品であり，フェノール
性水酸基が 2 個以上ある化合物と比較して発色が弱
かった。

カフェ酸 （10） の測定値は 1.28 μmol-Gallic acid 
eq./μmol- 標品であり，クロロゲン酸（モノカフェオイ
ルキナ酸）（9） の測定値は 1.42 μmol-Gallic acid eq./
μmol- 標品であった。カフェ酸やクロロゲン酸は没食
子酸よりも分子中の共役二重結合の数が多いため，よ
りフェノール試薬を発色させやすいと考えられた。一
方，カフェ酸とエステル結合したキナ酸は，発色にほ
とんど影響を与えないようであった。フェノール性水
酸基が 1 個の p- クマル酸 （モノヒドロキシケイ皮酸） 

（11） の測定値は 1.06 μmol-Gallic acid eq./μmol- 標
品であり，フェノール性水酸基が 2 個のカフェ酸（ジヒ
ドロキシケイ皮酸）と比較して発色が弱かった。

さらにルチン （7） の測定値は 2.32 μmol-Gallic 
acid eq./μmol- 標品であり，（+）- カテキン （6） の測
定値は 2.44 μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品であっ
たため，三環構造のフラボノイドなど，1 分子中の共
役二重結合の数が多いポリフェノールはよりポリフェ
ノール測定系で発色しやすい構造といえた。配糖体で
あるルチンと遊離の （+）- カテキンの没食子酸相当量
がほぼ同じであることから，フラボノイドに結合する糖
はクロロゲン酸のキナ酸と同様にポリフェノール測定
系での反応にほとんど影響を与えていないことが示さ
れた。

還元型のアスコルビン酸 （13） の測定値は 0.64 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であり，ポリフェノール測
定系でわずかながら発色されることが確認された。し
かしながら酸化型のデヒドロアスコルビン酸 （14） の
測定値は 0.36 μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品であ
り，還元型のアスコルビン酸と比較するとポリフェノー
ル測定系での発色が弱かった。 

リーフレタスに含まれるチコリ酸（ジカフェオイル酒
石酸）（8） の測定値は 2.43 μmol-Gallic acid eq./μmol-
標品であり，モノカフェオイルキナ酸であるクロロゲン
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4．ポリフェノール測定法と DPPH ラジカル消去活性

　　測定法におけるリーフレタス含有ポリフェノール類

　  の寄与度の推定

以上のことから，赤色系のリーフレタスの主要ポリ
フェノールであるクロロゲン酸 （9） ，チコリ酸 （8），ケ
ルセチン-3- マロニルグルコシド （7’） について，緑色
系と赤色系のリーフレタスの総ポリフェノール含量と
DPPH ラジカル消去活性における各成分の寄与度を第
１表と第２表の測定値をもとに第３図，第４図の計算
式にしたがい算出した。

なお，前述したように，ケルセチン-3- マロニルグル
コシド （7’） については，ポリフェノール測定法および
DPPH ラジカル消去活性測定法での反応性はほぼアグ
リコン部位に由来すると考えられることから，同じケル
セチンの配糖体であるルチン （7） をモデル化合物とし
てルチン相当量で寄与率の算出を行った。

第３図から，総ポリフェノール含量に対しては，上
記のポリフェノール主要 3 成分の関与推定合計値は，

緑色系のリーフレタスの場合では全体の 38.8 ～ 77.7%
（平均 60.9%）を占めており，赤色系のリーフレタスの
場合では 73.3 ～ 78.8%（平均 76.6%）を占めていた。
一方，第４図より，DPPH ラジカル消去活性に対しては，
ポリフェノール主要 3 成分の関与推定合計値は，緑色
系のリーフレタスの場合では全体の 46.4 ～ 70.7%（平
均 59.4%）を占めており，赤色系のリーフレタスの場合
では 54.7 ～ 59.8%（平均 56.0%）を占めていた。赤色
系のリーフレタスの総ポリフェノール含量に対するポリ
フェノール主要 3 成分の関与推定合計値が，DPPH ラ
ジカル消去活性に対する関与推定合計値よりも高いの
が特徴的であるが，これは主としてケルセチン-3- マロ
ニルグルコシド （7’） が，総ポリフェノール測定法にお
いて，フェノール試薬に対してチコリ酸 （8） と同程度
に着色しやすいのに対し，DPPH ラジカル消去活性は
チコリ酸 （8） よりも劣ることに由来する。

ポリフェノール主要 3 成分の中で，DPPH ラジカル
消去活性に対して最も寄与度の高かった成分は，緑色

第４図　リーフレタスの DPPH ラジカル消去活性に占める各ポリフェノールの寄与度　
DPPH ラジカル消去活性における関与成分候補の寄与推定値は標品の活性 b（第 1 表）
とリーフレタス抽出液の HPLC による測定値 A（第 2 表）をもとにして■ : Chlorogenic 
acid，■ : Chicoric acid，■ : Quercetin-3-malonylglucoside の各々について次式によ
り計算し，3 成分の合計値とリーフレタスのDPPHラジカル消去活性の実測値との差を□ : 
Others とし，実測値との比率で表した。
寄与度 ( μmol-Trolox eq./g-FW)= b ( μmol-Trolox eq./μmol- 標品 ) ×A ( μmol/　 
g-FW)
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系ではチコリ酸 （8）（寄与度 41.8%）であった。これは
緑色系には DPPH ラジカル消去活性測定法において
測定値 2.28 μmol-Trolox eq./μmol- 標品を持つチコ
リ酸 （8） が，クロロゲン酸 （9）（1.08 μmol-Trolox eq./
μmol- 標品），ケルセチン-3- マロニルグルコシド （7’）

（ルチンの測定値 1.37μmol-Trolox eq./μmol- 標品）
よりも多く含まれていた（第２表）ことに起因すると考
えられる。一方，赤色系でも DPPH ラジカル消去活性
に対して寄与度の高かった成分はチコリ酸 （8）（寄与度
30.9%）であったが，クロロゲン酸 （9）（寄与度 : 緑色
系 7.5% → 赤色系 9.1%）およびケルセチン -3- マロニ
ルグルコシド （7’）（寄与度 : 緑色系 10.1% → 赤色系
16.0%）も重要な関与成分であった。これはこの両成
分は DPPHラジカル消去活性はチコリ酸 （8） の約 1/2
と低いにもかかわらず，含量的には緑色系ではチコリ
酸の含量の 4 割程度だったものが，赤色系では 6 ～
9 割に相当する程度まで高まっていたことに起因する 

（第２表）。
以上述べてきたように，我々はリーフレタスの総ポ

リフェノール含量，DPPH ラジカル消去活性，HPLC
によるポリフェノール個々の成分含量，およびポリフェ
ノール測定法とDPPHラジカル消去活性測定法におけ
るポリフェノール標品の測定値から，緑色系のリーフレ
タスの主要抗酸化成分はチコリ酸であり，赤色系のリー
フレタスの主要抗酸化成分は，チコリ酸に加えてケル
セチン -3- マロニルグルコシド，クロロゲン酸の 3 種で
あることを明らかにすることができた。DPPH ラジカル
消去活性においては，上記 3 種では説明できない活
性がまだ 40% 以上残されているため，今後は，今回
検討できなかったアントシアニンなどの上記 3 種以外
の微量ポリフェノールや，トコフェロールなどの脂溶性
成分に関する解明も必要と考えられる。さらに，緑色
系，赤色系それぞれの中での品種間差についてもさら
に検討し，収穫量が多くかつ機能性の高い品種につ
いても明らかにしていく必要がある。

これまで須田ら 27）が黒大豆を用いて行ったように，
農作物に含まれる抗酸化性物質の標品の DPPH ラジ
カル消去活性を求めた報告はあるが，DPPH ラジカル
消去活性測定系における各種標品の測定値とフォリン
- チオカルト法を用いたポリフェノール測定系における
標品の測定値を同時に求めて農作物に含まれる活性
成分の寄与度を表した報告は初めてであるため，こう
した試みは今後の研究に大いに役立つといえる。なぜ

なら本研究で示したように，HPLC により各種農作物
に含まれる個々の成分の含量が測定できれば，その
総ポリフェノール含量や DPPH ラジカル消去活性全体
における個々の成分の寄与度を標品の測定値から推
定することが可能となるからである。

クロロゲン酸 （9） は野菜，果実，イモ類など多くの
農作物に含まれており 30, 31），その DPPH ラジカル消去
活性は 1.08μmol-Trolox eq./μmol- 標品であった。そ
のためこの値よりも高い活性を有する成分を高含量含
む植物は，今後高い抗酸化活性を持つ素材として注目
される。例えば，フェノール性水酸基が 3 個隣り合っ
た没 食子 酸 （1）（ 測定値 3.24 μmol-Trolox eq./
μmol- 標品）およびその類似体を高含量含む茶葉は
高い抗酸化活性を示し28），（+）-カテキン （6）（測定値1.57
μmol-Trolox eq./μmol- 標品）の縮合体であるプロア
ントシアニジンを高含量含む黒大豆は，含まれていな
い黄大豆よりも高い抗酸化活性を示すことが明らかに
なっている 30）。さらに，リーフレタスと同じキク科植物
である沖縄特産野菜のニガナもチコリ酸（測定値 2.28
μmol-Trolox eq./μmol- 標品）を多く含み，高い抗酸
化活性を示す 32, 33, 34）。したがって，DPPH ラジカル消
去活性 2 μmol-Trolox eq./μmol- 標品以上を有する成
分を高含量含む素材の発見は，今後高い抗酸化性素
材の開発につながると考えられる。加えてこの後，作
目別，品種別，栽培条件別などの差異による抗酸化
性成分の変動に関するさらなる研究が必要である。
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4．ポリフェノール測定法と DPPH ラジカル消去活性

　　測定法におけるリーフレタス含有ポリフェノール類

　  の寄与度の推定

以上のことから，赤色系のリーフレタスの主要ポリ
フェノールであるクロロゲン酸 （9） ，チコリ酸 （8），ケ
ルセチン-3- マロニルグルコシド （7’） について，緑色
系と赤色系のリーフレタスの総ポリフェノール含量と
DPPH ラジカル消去活性における各成分の寄与度を第
１表と第２表の測定値をもとに第３図，第４図の計算
式にしたがい算出した。

なお，前述したように，ケルセチン-3- マロニルグル
コシド （7’） については，ポリフェノール測定法および
DPPH ラジカル消去活性測定法での反応性はほぼアグ
リコン部位に由来すると考えられることから，同じケル
セチンの配糖体であるルチン （7） をモデル化合物とし
てルチン相当量で寄与率の算出を行った。

第３図から，総ポリフェノール含量に対しては，上
記のポリフェノール主要 3 成分の関与推定合計値は，

緑色系のリーフレタスの場合では全体の 38.8 ～ 77.7%
（平均 60.9%）を占めており，赤色系のリーフレタスの
場合では 73.3 ～ 78.8%（平均 76.6%）を占めていた。
一方，第４図より，DPPH ラジカル消去活性に対しては，
ポリフェノール主要 3 成分の関与推定合計値は，緑色
系のリーフレタスの場合では全体の 46.4 ～ 70.7%（平
均 59.4%）を占めており，赤色系のリーフレタスの場合
では 54.7 ～ 59.8%（平均 56.0%）を占めていた。赤色
系のリーフレタスの総ポリフェノール含量に対するポリ
フェノール主要 3 成分の関与推定合計値が，DPPH ラ
ジカル消去活性に対する関与推定合計値よりも高いの
が特徴的であるが，これは主としてケルセチン-3- マロ
ニルグルコシド （7’） が，総ポリフェノール測定法にお
いて，フェノール試薬に対してチコリ酸 （8） と同程度
に着色しやすいのに対し，DPPH ラジカル消去活性は
チコリ酸 （8） よりも劣ることに由来する。

ポリフェノール主要 3 成分の中で，DPPH ラジカル
消去活性に対して最も寄与度の高かった成分は，緑色

第４図　リーフレタスの DPPH ラジカル消去活性に占める各ポリフェノールの寄与度　
DPPH ラジカル消去活性における関与成分候補の寄与推定値は標品の活性 b（第 1 表）
とリーフレタス抽出液の HPLC による測定値 A（第 2 表）をもとにして■ : Chlorogenic 
acid，■ : Chicoric acid，■ : Quercetin-3-malonylglucoside の各々について次式によ
り計算し，3 成分の合計値とリーフレタスのDPPHラジカル消去活性の実測値との差を□ : 
Others とし，実測値との比率で表した。
寄与度 ( μmol-Trolox eq./g-FW)= b ( μmol-Trolox eq./μmol- 標品 ) ×A ( μmol/　 
g-FW)
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1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl Radical Scavenging Components of Leaf Lettuce

Yusuke Sawai§, Tomoyuki Oki, Yoichi Nishiba, Shigenori Okuno, Ikuo Suda1） and 
Yoichi Yamato2）

Summary

　Polyphenol contents and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities 

of red- and green-leaf lettuce were measured.  Total polyphenol contents and DPPH radical 

scavenging activities of red-leaf lettuce exceeded those of green-leaf lettuce.  HPLC analysis 

indicated that the major polyphenol constituent of green-leaf lettuce was chicoric acid, and 

those of red-leaf lettuce was chicoric acid, chlorogenic acid, and quercetin-3-malonylglucoside.  

Polyphenol contents (gallic acid eq.) and DPPH radical scavenging activities of authentic 

samples of chicoric acid, chlorogenic acid, and rutin (quercetin-3-rutinoside), as a model 

compound of quercetin-3-malonylglucoside, were also investigated, and their activities on leaf 

lettuce were discussed.  The major contributors to DPPH radical scavenging activity were 

found to be chicoric acid in green-leaf lettuce, and chicoric acid, quercetin-3-malonylglucoside, 

and chlorogenic acid in red-leaf lettuce.  

　Key words：plant factory, leaf lettuce, polyphenol, chicoric acid, chlorogenic acid, 　　　　
　　　　　　　quercetin - 3 - malonylglucoside, antioxidant activity.
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