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1江口：機能性飼料開発に向けたトウモロコシおよびソバにおけるポリフェノールに関する分析手法の確立と植物生理学的研究

Ⅰ．緒　　言

　家畜飼料には品質保持や栄養補助を目的として多
くの飼料添加物が使われている。しかし，日本国内
では近年，植物が本来有する生体防御機能を活用し，
抗生物質や抗菌剤の使用を極力抑えて，より安全な
畜産物を生産しようとする動きが高まっている。こ
のように飼料添加物に頼らずに，作物が本来有する
二次代謝産物を由来とした機能性成分を，家畜の健
康増進に役立てようとする農業体系は，広い意味で
循環型農業と解釈することができる。二次代謝産物
に着目した研究は，食品開発分野においていち早く
行われてきた。食品には，栄養性，嗜好性に加え，「病
気を予防する」という機能があり，この３番目の機
能を指す食品として「機能性食品」という言葉が誕
生した。機能性食品には植物由来の二次代謝産物に
着目して作られた製品も多い。緑茶「べにふうき」

に含まれるメチル化カテキンの抗アレルギー作用
（山本　2006），紫サツマイモ「アヤムラサキ」に含
まれるアントシアニンの血圧降下作用（小林ら　
2005）などが有名である。最近は，飼料開発分野に
おいても，植物由来の二次代謝産物に着目した機能
性飼料に関する研究が増えている（堀之内ら　
2007；佐伯　2007）。
　食品研究分野では，天然色素としてアントシアニ
ンを用いた製品が多く開発されている。アントシア
ニンは，フラボノイド系ポリフェノールの一種で，
抗酸化作用（Navindra et al. 2006; Francesco et al. 
2007），血圧降下作用（小林ら　2005），抗変異原性

（五十嵐ら　2004）など多くの機能を示すことが
知られている。アントシアニンは，単胃動物の
ラットなどにおいて胃（Severine et al. 2003），腸

（Miyazawa et al. 1999; Talavéra et al. 2003）から
吸収され血流を介して複数の臓器に運ばれることが

機能性飼料開発に向けたトウモロコシおよびソバにおけるポリフェノールに
関する分析手法の確立と植物生理学的研究

江口研太郎1）

（2011年１月11日　受理）

要　　　旨

　江口研太郎（2011）機能性飼料開発に向けたトウモロコシおよびソバにおけるポリフェノールに
関する分析手法の確立と植物生理学的研究。九州沖縄農研報告　56：1－37．
　植物に含まれる二次代謝産物，ポリフェノールは植物の生育に不可欠な物質ではないが，紫外線
などの環境ストレスから植物組織を保護するために蓄積されると考えられている。本研究では，飼
料用機能性トウモロコシの育種素材の確保のため，紫トウモロコシ在来種のアントシアニン含量，
ポリフェノール含量ならびに DPPH ラジカル消去活性の変異を調査し，その結果，ペルー産の在
来種が機能性に優れることを明らかにした。次に，ペルー産の在来種を由来とする機能性に優れる
紫トウモロコシ品種の育成に有効な近赤外分光分析による迅速定量法を開発した。穂芯と茎葉では
アントシアニン含量と DPPH ラジカル消去活性を精度よく推定する検量線を作成することができ
た。紫トウモロコシを材料として，サイレージ調製を行った。その結果，サイレージ発酵してもア
ントシアニンが発酵品質を左右することはないことが明らかとなった。ソバを材料として，紫外線
照射を環境要因としたアントシアニン含量の変動解析を行った。その結果，アントシアニジンに結
合する糖鎖は，外的環境に応じて変化することが明らかになった。また，ソバに含まれ，家畜の光
線過敏症を誘発するファゴピリンについて，高速液体クロマトグラフィーを使った正確な定量法を
開発し，ダッタンソバよりも普通ソバの方がファゴピリン含量は少ないこと，および，ソバの穀実
にファゴピリンはほとんど含まれてないことを明らかにした。
　キーワード：アントシアニン，サイレージ，ソバ，トウモロコシ，ファゴピリン。
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１）現 , 畜産草地研究所
注）本論文は北海道大学へ提出した学位論文を編集したものである。
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知られている（Mazza et al. 2002）。また，ヒトに
おいては，経口摂取により上昇した血中のアントシ
アニン濃度と血中の抗酸化状態には正の相関関係が
あることが報告されている（Mazza et al. 2002）。
　飼料研究分野では，アントシアニン含有の紫トウ
モロコシの飼料特性が明らかにされるとともに，乳
牛への給与が健康等に及ぼす影響が検証されてきた

（農林水産省　2009）。それによると，紫トウモロコ
シのサイレージを乳牛に給与すると，血液の抗酸化
状態が上昇すると報告されている。また，乳牛の血
液中の肝機能指標である GOT，GPT，γ -GTP を
改善させたことから，その給与は肝機能の強化に効
果があるとも報告されている。また，ウシ第一胃液
に対するアントシアニンの安定性は高いことが報告
されている（Hosoda et al. 2009）。乳牛は活性酸素
などの酸化ストレスに常にさらされていると考えら
れており（Castillo et al. 2006）， 酸化ストレスによっ
て引き起こされる乳生産性の低下を軽減するために，
家畜に対して抗酸化物質を供給することは有効な手
段であると考えられる。高泌乳牛が示す泌乳初期に
乳量が著しく増加する泌乳パターンは，大きな負の
エネルギー出納を引き起こし，疾病の発生や繁殖成
績低下の要因となっている。ストレス軽減方策のひ
とつとして，乳牛に抗酸化性のある飼料を給与する
ことが考えられる。夏季暑熱環境下における泌乳牛
の乳量・乳質低下の原因として，泌乳最盛期の極端
な乳量増加や暑熱環境による飼料摂取量不足，すな
わちエネルギー充足率の著しい低下とそれに付随す
る酸化ストレスの亢進が関与している可能性が高く

（Bernabucci et al. 2005），酸化ストレス対策が活性
酸素種に起因する各種代謝疾病の予防に重要である
と考えられていることによる。
　これらの事情を踏まえて，日本国内では，アント
シアニンを含む紫トウモロコシ品種の育成が進んで
いる（澤井ら　2004）。育種法には戻し交配による
成分育種が用いられている。成分育種とは，作物の
含有成分を改良する育種のことを指し，例えば飼料
用ビートでは砂糖を得ようとして長年選抜が続けら
れ，糖含量が大幅に向上し，かつ収量増も達成され
ている（蔵之内ら　1994）。また，ヒマワリやワタ
などの工芸作物においても成分育種によって有効成
分や品質が飛躍的に向上した例が多い（Palmer et 
al. 1997；本田ら　2002）。特に最近，作物の需要拡大，

高付加価値化および差別化などの観点から多くの農
産物で成分・品質を対象にした育種がいっそう重視
されるようになっている。
　我が国において栽培されるトウモロコシの最も大
きな用途は，酪農などにおける粗飼料としての利用
である。輸入トウモロコシとは異なり子実だけでな
く茎葉を含む地上部全体（ホールクロップ）を利用
する。トウモロコシは高栄養価な飼料として確固た
る地位を築いているものの，ポリフェノールに着目
した品種育成は日本国内ではまだ始まったばかりで
ある。
　本研究は，トウモロコシやソバを利用した機能性
飼料の開発を目的として実施した。まず，ペルー，
中国，韓国および日本の紫トウモロコシ在来種のア
ントシアニン含有量の変異を調査し，ペルー産の紫
トウモロコシ在来種のアントシアニンは含量が非常
に高いことを明らかにした。この知見がもとになり，
現在，農業 ･ 食品産業技術総合研究機構　九州沖縄
農業研究センターでは，ペルー産の紫トウモロコシ
在来種を交配親とした紫トウモロコシの品種育成が
進められている。
　紫トウモロコシ育種現場では，アントシアニンの
定量には分光光度計法による化学分析が行われてい
るが，アントシアニンの抽出には酸 ･ 有機溶媒を用
いるため人体への安全性やコスト面で課題が残され
ている。事業育種における近赤外分光分析法の導入
は実績が多いことから，アントシアニンの定量分析
への応用も実現性は高い。そこで，安全で低コスト
かつ迅速な推定法の確立を目指して，トウモロコシ
育種現場で利用できるアントシアニン含量の推定お
よ び 抗 酸 化 作 用（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

（DPPH）ラジカル消去活性で評価）の推定法とし
て近赤外分光分析法の導入を試みた。
　本研究では，可視光と近赤外光が測定波長域であ
る近赤外分光分析装置（NIRS6500, Foss NIRSystems 
Co., Ltd., Laurel, USA）を用いて，アントシアニン
含有の紫トウモロコシ茎葉を材料として，可視光域，
近赤外光域および可視－近赤外光域のそれぞれにつ
いてスペクトルを取り，重回帰分析で推定式を作成
した。各波長域で作成した推定式の精度の比較には，
Ratio of the standard error of performance to the 
standard deviation of the reference data（RPD）
値（Williams 2001）を用いた。また，近赤外光のみを
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測定波長域とする近赤外分光分析装置（InfraAlyzer500, 
Bran+Luebbe GmbH, Norderstedt, Germany）を用
いて，紫トウモロコシの穂芯，子実および茎葉を材
料として，重回帰分析，主成分回帰分析および
Partial least square regression（PLS 回帰分析）に
より，アントシアニン含量と DPPH ラジカル消去
活性に関する推定式を作成した。RPD 値と，化学
分析値と近赤外推定値との相関係数（R 値）から，
トウモロコシ事業育種へ近赤外分光分析法が導入で
きるか検討した。
　紫トウモロコシをサイレージに調製した場合，通
常のトウモコシサイレージと同等の高い発酵品質を
示すか否かについて検討した報告はない。そこで，
本研究では，紫トウモロコシサイレージと通常のト
ウモロコシサイレージを貯蔵し，その発酵品質を比
較した。
　最近，植物に含まれるアントシアニンの機能性が
にわかに注目されるようになったが，植物がアント
シアニンを蓄積する本来の目的は，食されることに
より動物へ機能性をもたらすためではなく，植物自
体を自己防衛するためと考えられている。作物にお
ける環境ストレスとポリフェノールによる抗酸化機
能に関しては多くの報告がある。松井ら（2003）は，
ランにおける光と温度ストレスについて報告してい
る。Gabrielska et al.（1999）は，アントシアニン
は活性酸素による酸化ダメージから植物組織を保護
するという重要な役割を持つと報告している。植物
体内でのアントシアニンの生体的役割については広
く議論されてきており（Willson and Whelan 1990; 
Gould and Lister 2006），植物の成長にさまざまな
役割を果たすことが明らかとなってきた。例えば，
蓄積したアントシアニンによりクロロフィルが覆わ
れて，アントシアニンが犠牲になり間接的に葉細胞
への酸化的ダメージを軽減することが報告されてい
る（Field et al. 2001; Hoch et al. 2003; Lee et al. 
2003）。
　以上のように，アントシアニンが植物組織に対し
て果たしている役割については多くの研究がなされ
てきた。しかし，アントシアニンを含む植物体を機
能性飼料として活用するために必要とされる知見は
充分に得られていない。特に，植物体の収穫法につ
いて検討した報告は例を見ない。そこで，植物体全
体にアントシアニンを含み，茎部が赤味を帯びてい

るソバを飼料として用いることを想定して，収穫法
について検討した。収穫で重要な点は，アントシア
ニンが植物体のどの位置に多く含まれるか把握する
こと，ならびに，アントシアニンは種類ごとに機能
性の高さが異なるゆえ，どの位置に機能性に優れる
種類のアントシアニンが蓄積されるか把握すること
が必要である。
　ソバの子実および茎葉にはフラボノイド系ポリ
フェノールが含まれており，特にルチンおよびアン
トシアニンについては数多くの研究がなされている

（Kim et al. 2005; Lee et al. 2006; Matsui et al. 2008; 
Suzuki et al. 2009; Qin et al. 2010; Awatsuhara et 
al. 2010）。ソバの高い機能性に着目して，日本国内
の一部ではソバをホールクロップ飼料作物として利
用している地域も存在する。また，ソバ製粉過程で
発生する残渣を乳牛の飼料として利用する試み（渡
邊ら　2007），ソバくずを豚に給与する試み（佐々
木ら　2007）がなされている。
　畜産の現場では，ソバは飼料としてはあまり使わ
れていない。ソバおよびダッタンソバには家畜に対
して光線過敏症を誘引する因子として知られるキノ
ン系ポリフェノールであるファゴピリンが含まれる
ためである（Johnson 1983）。しかし，ソバおよびダッ
タンソバは多くの機能性成分を含むことから，今後，
機能性飼料として利用される可能性も高い。ソバを
機能性飼料として有効活用するには，ファゴピリン
を全く含まない，あるいはほとんど含まない品種を
選抜する必要がある。そこで，ファゴピリン含量を
正確に定量する分析手法を開発した。従来法では，
ファゴピリン含量は分光光度計法により算出する

（Hinneburg and Neubert 2005; Ožbolt et al. 2008）。
しかし，得られた抽出液にはクロロフィルが多く含
まれているため誤差が大きく，極わずかにしかファ
ゴピリンを含まないソバや，ファゴピリンを全く含
まないソバを検出できない欠点があった。これらを
克服することを目的として，ファゴピリンを含まな
いソバを探索する分析法の開発を目指した。
　本研究は2002年から2008年にかけて九州沖縄農業
研究センターにおいて行った一連の研究（江口ら　
2004，2008，2009，Eguchi et al. 2008, 2009a, 
2009b）を取りまとめたものである。
　本研究を遂行するにあたり，北海道大学北方生物
圏フィールド科学センター山田敏彦教授には，多く
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の貴重なご助言と温かいご支援を賜った。心より感
謝申し上げる。また，北海道大学北方生物圏フィー
ルド科学センター荒木肇教授，上田宏教授，星野洋
一郎助教ならびに，北海道大学農学研究院高橋公咲
助教には論文作成に当たり多大なるご激励とご鞭撻
を賜った。
　本研究において，近赤外分光分析に関するご指導
に関しては，九州沖縄農業研究センター分析 ･ モニ
タリング室長の佐藤哲生博士，ポリフェノールに関
する研究のご指導に関しては，九州沖縄農業研究セ
ンター機能性利用研究チーム主任研究員の西場洋一
博士，同チーム主任研究員の沖智之博士に豊富な実
績を生かしたご助言を終始賜った。サイレージの研
究に関しては九州沖縄農業研究センターイネ発酵Ｔ
ＭＲ研究チーム主任研究員の服部育男博士には共同
研究者としてご尽力いただいた。さらに九州沖縄農
業研究センターバイオマス ･ 資源作物開発チーム主
任研究員の松井勝弘博士には，農学研究の先輩とし
て様々なご指導をいただいた。心より感謝の意を表
する。

　　Ⅱ．アントシアニン高含有紫トウモロコシ
　　　　在来種の導入

　近年，日本で育成された肉色が紫色のサツマイモ
などアントシアニンを含む作物が高い抗酸化活性を
持つ食用作物として注目されている。他方，南米に
は，子実が紫色で抗酸化活性の高いトウモロコシ在
来種が存在することが知られている。そこで，本研
究では，飼料用機能性トウモロコシの育成を目指し
て，ペルーを含めた各国の紫トウモロコシを供試し
て，ラジカル消去活性を機能性の指標として，子実
の機能性が高い紫トウモロコシ品種を探索した。

１．材料および方法
　１）供試材料と調査条件
　紫トウモロコシ（日本産６品種：徳間１号，若宮
黒糯在来，小林黒糯，黒糯とうもろこし，菅生ポッ
プ，三股黒糯），（中国産１品種：承徳），（韓国産１
品種：COL/KYEONG），（ペルー産４品種：IL-322，
IL-323，IL-324，IL-325）を供試した。特性調査は
日本・中国・韓国産を2002年に，ペルー産を2003年
に行った。１品種あたり２畦26株，株間30cm，畦
間75cm で栽培した。

　２）抽出液の調製
　トウモロコシ子実を粉砕し抽出液を調製した。す
なわち，トウモロコシ子実粉砕物（1.0g）に対し，1.0%
トリフルオロ酢酸（TFA）を加え，16時間，暗所
室温にて静置した後，遠心分離（1,870× g，10分）
により上清液を得た。残渣に再び1.0%TFA を加え，
遠心分離し上清液を得た。両液をあわせて1.0%TFA
により全量10mL とし，以下の測定に用いた。
　３）ラジカル消去活性の測定
　沖ら（2002）の方法に従い，DPPH ラジカル消去
活性は520nm における吸光度の減少量により評価
し，トウモロコシ子実1.0g あたりの Trolox 相当量
として算出した。
　４）アントシアニン含量の測定
　トウモロコシ子実抽出液の520nm における吸光
度を測定し，シアニジン‒3‒グルコシドで作成した
検量線からトウモロコシ子実1.0g に含まれるシアニ
ジン‒3‒グルコシド相当量として算出した。
　５）ポリフェノール含量の測定
　沖ら（2002）の方法に従い，Follin-ciocalteu 法に
て，トウモロコシ子実抽出液の750nm における吸
光度を測定した。ポリフェノール含量は没食子酸で
作成した検量線からトウモロコシ子実1.0g に含まれ
る没食子酸相当量として算出した。
　６）アントシアニンの LC/MS 分析
　紫トウモロコシに含まれる主要なアントシアニン
の同定は，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

（HP-1100; Agilent technologies, Inc.）とエレクトロ
スプレイイオン化質量分析計（ESI-MS）（Esquire 
3000 plus ion trap mass spectrometer equipped 
with an electrospray ionization（ESI）source（Bruker 
Daltonics Inc., Billerica, MA））で行った。分離は両
分析法ともカラムとして Cadenza CD-C18 column

（3μm, 150×2.0mm i.d.; Imtakt Corp., Kyoto, 
Japan）を用いて35℃で行った。溶離液 A は，10%
アセトン /0.05%TFA，溶離液 B は，30% アセトン
/0.05%TFA とした。流速は，0.2mL/ 分の A から
B へのグラジェント分析とし，溶離液 B（0%）か
ら始めて，40分で溶離液 B（100%）となるように
した。
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２．結果および考察
　１）特性調査
　日本・中国・韓国産の紫トウモロコシは，どの品
種も子実収量が低かった（第１表）。ペルー産の紫
トウモロコシの生育特性は，６月播種では，雄穂は
開花したが，雌穂は開花しなかった。８月播種では，
雄穂雌穂ともに開花したが，不稔であった（第１表）。
いずれの品種も倒伏と病害に弱かった。
　２）ラジカル消去活性
　紫トウモロコシ子実の DPPH ラジカル消去活性
を測定した結果，第１図に示すように，日本・中国・

韓国産の８品種は0.5～3.1μmol-Trolox 相当量 /g
であった。一方，ペルー産の供試品種は高い活性

（12.8～19.0μmol-Trolox 相当量 /g）を示した。
　３）アントシアニン含量・ポリフェノール含量
　DPPHラジカル消去活性の高いペルー産の紫トウ
モロコシは，アントシアニン含量とポリフェノール
含量がともに高かった（第１図）。
　４）アントシアニンの分析
　ペルー産の紫トウモロコシ（IL-323）に含まれる
アントシアニンの組成をHPLCで分析した（第２図）。
主要な２種のアントシアニン（Peak 1, 2）について

第１表　紫トウモロコシの生育特性

品種名 絹糸抽出期
月 / 日

稈長
cm

着雌穂高
cm

子実重
g/ 穂

播種日
年 / 月 / 日

IL-322（ペルー） 7/29 400 － 0.0 2003/6/26
　〃 10/1 160 － 0.0 2003/8/4
IL-323（ペルー） 7/30 400 － 0.0 2003/6/26
　〃 10/1 270 160 0.0 2003/8/4
IL-324（ペルー） 7/30 400 － 0.0 2003/6/26
　〃 10/1 220 130 0.0 2003/8/4
IL-325（ペルー） 7/30 400 － 0.0 2003/6/26
　〃 10/1 240 160 0.0 2003/8/4
COL/KYEONG（韓国） 6/27  85 23 33.6 2002/4/11
小林黒糯（日本） 7/22 201 133 46.3 2002/4/11
若宮黒糯在来（日本） 8/2 131 93 0.0 2002/4/11
徳間１号（日本） 7/16 175 87 35.2 2002/4/11

第１図　紫トウモロコシの DPPH ラジカル消去活性，アントシアン含量，およびポリフェノール含量
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LC/MS 分析を行ったところ，m/z 値と既報（Aoki 
et al. 2002）から Peak1はシアニジン‒3‒グルコシド，
Peak2はシアニジン‒3‒（6‒マロニルグルコシド）
であると推測された。

３．まとめ
　供試したペルー産の紫トウモロコシは，九州で子
実を収穫することは不可能であるが，ラジカル消去
活性が高いことが明らかになった。一方，Tsuda et 
al.（1989）は，シアニジン‒3‒グルコシドは抗酸化
活性が高いと報告している。このことから，アント
シアニン合成に関する遺伝子を戻し交雑法を用いて
優れた自殖系統へ導入することにより，九州の気候
に適した抗酸化活性の高い F1品種の育成は可能で
あると考えられた。
　アントシアニン含量とラジカル消去活性は直線的
関係にあり，変異の幅も広いことから，高アントシ
アニン含量の選抜により，抗酸化活性の高い品種を
育成することができる。しかし，アントシアニンを
含まない通常系統の稈にもある程度の抗酸化作用を
有することから，穂芯や稈にアントシアニンのほか
に抗酸化作用をもつ物質が含まれると考えられる

（農林水産省　2009）。Adom and Liu（2002）は，
トウモロコシの子実には，フェルラ酸が結合状態で
含まれていることを報告している。一方，Akin et 
al.（2006）は，トウモロコシの茎の髄には p‒クマ
ル酸やフェルラ酸がエステルの形で多く含まれるこ

とを報告している。フェルラ酸の髄における含量は
子実の含量の３倍以上であるため，これらの有機酸
が茎の抗酸化作用に寄与していると考えられる。こ
れらの有機酸単独またはアントシアニン等との化合
物による抗酸化作用の変動も今後検討していく必要
がある。

　　Ⅲ．近赤外分光分析によるアントシアニンの
　　　　迅速定量法の開発

　我が国では，トウモロコシ（Zea mays L.）は高
栄養価なホールクロップ飼料作物として利用されて
いる。一般に知られているトウモロコシは子実が黄
色であるが，南米のトウモロコシ遺伝資源には子実
や穂芯および茎葉にアントシアニンを含むものが存
在する（写真１，２）。アントシアニンは，フラボ
ノイド系ポリフェノールに属し，高い抗酸化作用を
有することが知られており，アントシアニンを含ん
だ飼料を家畜に給与すると家畜体内において機能性
を示す可能性がある。畜産現場からの需要の高まり
を受けて，日本国内では，アントシアニンを含む紫
トウモロコシ品種の育成が進んでいる（澤井ら　
2007）。アントシアニンの定量法はシアニジン‒3‒グ
ルコシドを標品とした分光光度計法が主流であるが，
本研究では，より迅速な推定法の確立を目指して近
赤外分光分析法の導入を試みた。
　本研究では，まず，近赤外分光分析装置（NIRS6500, 
Foss NIRSystems Co., Ltd., Laurel, USA）を用いて，

第２図　紫トウモロコシにおけるアントシアニンの HPLC クロマトグラム
注）ペルー座「IL‒323」の分析例を示す。
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アントシアニン含有の紫トウモロコシの茎葉を材料
として，可視光域（400～900nm），近赤外光域（1100
～2500nm） お よ び 可 視 - 近 赤 外 光 域（400～
2500nm）のそれぞれについてスペクトルを取り，
重回帰分析によりアントシアニン含量の推定式を作
成した。各波長域で作成した推定式の精度の比較に
は RPD 値を用いた。次に，近赤外分光分析装置

（In f r aA l y z e r 5 0 0 ,  B r a n+Lu e bb e  GmbH , 

Norderstedt, Germany）を用いて，アントシアニ
ン含有の紫トウモロコシの穂芯，子実および茎葉を
材料として，重回帰分析，主成分回帰分析および
PLS 回帰分析によりアントシアニン含量と DPPH
ラジカル消去活性の推定式を作成した。推定式の精
度を RPD 値と R 値から判断して，トウモロコシ育
種へ近赤外分光分析法を導入できるか検討した。

１．材料および実験方法
　１）紫トウモロコシの栽培環境
　紫トウモロコシは，2007～2008年にかけて九州沖
縄農業研究センター（宮崎県都城市）で栽培した。
収穫期は黄熟期とし，サンプルは穂芯（135点），子
実（156点）および茎葉（84点）で，自然乾燥した後，
２mm メッシュのミルで粉砕したサンプルを近赤外
分光分析と化学分析に用いた。
　２）化学分析の条件
　粉砕した穂芯0.5g，子実1.0g，茎葉0.5g に対し，
４mL の1.0%TFA を加えて，暗所室温にて24時間
静置した。その後，抽出液に6mL の水を加えメン
ブレンフィルター（0.45μm; Advantec Co., Ltd., 
Tokyo, Japan）を通して測定液とした。アントシ
ア ニ ン の 定 量 は， 分 光 光 度 計（CS-9300PC; 
SHIMADZU Co., Ltd., Kyoto, Japan）を用いて，シ
アニジン‒3‒グルコシドを標品として検量線を作成
し，520nm にてトウモロコシ穂芯，子実および茎
葉中のアントシアニンを定量した（第２表）。トウ
モロコシ穂芯，子実および茎葉中の DPPH ラジカ
ル消去活性の測定は，Oki et al.（2006）の手法を
基本としたが，反応溶液の組成を改変して行った。
すなわち，96穴マイクロプレートに，50μLのエタノー
ル と50μL の200mM 2-morpholinoethanesulpholic 

写真１　紫トウモロコシの雌穂

写真２　紫トウモロコシの茎葉

第２表　近赤外分光分析に供試した試料の DPPH ラジカル消去活性とアントシアニン含量

キャリブレーションセット プレディクションセット
個数 最大値 最小値 平均値 標準偏差 個数 最大値 最小値 平均値 標準偏差

穂芯 DPPH ラジカル消去活性1） 81 371.95 0.97 56.54 72.27 54 247.08 0.86 69.23 65.81
アントシアニン含量2） 81 68.17 0.04 9.26 14.30 54 53.71 0.04 11.63 13.76

子実 DPPH ラジカル消去活性 94 52.07 1.02 6.30 6.27 62 16.42 0.00 5.55 3.47
アントシアニン含量 94 5.33 0.01 1.04 1.14 62 4.37 0.03 0.94 0.88

茎葉 DPPH ラジカル消去活性 51 152.17 8.47 51.72 47.51 33 191.92 8.06 52.13 53.14
アントシアニン含量 51 34.13 0.09 9.34 11.50 33 33.25 0.09 9.07 11.49

1） μmol-Trolox 相当量 /g 風乾物
2） μmol-シアニジン‒3‒グルコシド相当量 /g 風乾物
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acid（MES）（Wako Pure Chemicals Co., Ltd., 
Osaka, Japan）緩衝液（pH 6.0）ならびに50μL の
0.4%TFA に溶解した試料を注入し，それぞれの穴
にエタノールに溶解した800μM の DPPH を50μL
加えて撹拌した。DPPH ラジカル消去活性は，分光
光度計（CS-9300PC; SHIMADZU Co., Ltd., Kyoto, 
Japan）を用いて，室温で20分間放置した溶液の
520nm における吸光度の減少量により評価し，材
料1g あたりの Trolox（Aldrich Chemical Co., Ltd., 
Milwaukee, Wis, USA）相当量として算出した（第
２表）。
　３）NIRS6500
　近赤外光と可視光を測定波長域とする近赤外分光
分析装置（NIRS6500, Foss NIRSystems Co., Ltd., 
Laurel, USA）を用いてトウモロコシ茎葉のスペク

トル測定を行った。波長域は，可視光域（400～
900nm），近赤外光域（1100～2500nm）および可視
－近赤外光域（400～2500nm）とした。標準セルを
利用し，測定は，拡散反射モード，２nm 間隔で行っ
た。キャリブレーション式には58サンプル，プレディ
クション式には19サンプル使った。プレディクショ
ン式のサンプルにおける化学分析値（アントシアニ
ン含量）は，キャリブレーション式のサンプルより
も小さい値になるように設定した。近赤外分光分析
のスペクトル値と化学分析値の重回帰分析は，
VISION ソフトウェア（Nireco Co., Ltd., Japan）で
実施した。測定したスペクトルは，ギャップ０nm，
セグメント20nm の条件で２次微分変換した（第３
図）。NIRS6500でのキャリブレーション式の作成で
は，VISION ソフトウェアにより，単相関の高い波

第３図　紫トウモロコシ穂芯の近赤外反射スペクトル
上段：原スペクトル，下段：２次微分スペクトル。
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長を第１波長として自動選択した。第２波長以降は，
変数増加法により相関の高い波長をマニュアル選択
した。
　４）InfraAlyzer500
　近赤外光のみを測定波長域とする近赤外光分
光分析装置（InfraAlyzer500, Bran+Luebbe GmbH, 
Norderstedt, Germany）を用いてトウモロコシ穂芯，
子実および茎葉のスペクトル測定を行った（写真３）。
波長域は1100～2500nm で標準セルを利用し，測定
は，拡散反射モード，２nm 間隔で行った。穂芯では，
キャリブレーション式には81サンプル，プレディク
ション式には54サンプル使った（第２表）。子実では，
キャリブレーション式には94サンプル，プレディク
ション式には62サンプル使った（第２表）。茎葉では，
キャリブレーション式には51サンプル，プレディク
ション式には33サンプル使った（第２表）。プレディ
クション式のサンプルにおける化学分析値（アント
シアニン含量と DPPH ラジカル消去活性）は，キャ
リブレーション式のサンプルよりも小さい値になる
ように設定した。NIRS データと化学分析値の重回
帰 分 析 は，IDAS ソ フ ト ウ ェ ア（Bran+Luebbe 
GmbH, Norderstedt, Germany）で実施した。主成
分回帰分析および PLS 回帰分析は，Unscrambler

ソフトウェア（Version 9.6; Camo Co., Norway）で
実施した。本研究では，原スペクトルだけでなく，
微分変換したスペクトルを用いた。すなわち，ギャッ
プ11，セグメント10で１次微分変換したスペクトル

（d1と表記），ギャップ10，セグメント11で２次微
分変換したスペクトル（d2と表記），およびギャッ
プ５，セグメント５で２次微分変換したスペクトル

（d22と表記）を用いた。InfraAlyzer500でのキャリ
ブレーション式の作成では，予測標準誤差（SEP）
が最も小さくなるように波長を選択した。

２．結果および考察
　１）可視－近赤外光スペクトルによる重回帰分析
　第３表の左側にはキャリブレーションで得られた
結果，すなわち，選択波長，R 値，検量線作成群の
標準誤差（SEC）を記載した。一方，表の右側には
プレディクションの結果，すなわち，検量線評価群
の SEP，実測値と推定値との差（Bias）および
RPD 値を掲載した（第２表）。Williams（2001）は，
RPD 値が2.4以上，重相関係数が0.81以上であれば，
作成した検量線の精度は高く，近赤外分光分析法を
スクリーニング法として育種現場で活用できると報
告している。アントシアニンは紫色色素のため，可
視 光 域（400～900nm） で 精 度 の 良 い 推 定 式

（RPD=2.39）を作成できることは明らかであったが，
本研究により近赤外光域（1100～2500nm）におい
ても，高精度とは言えないが（RPD=2.06）推定式
を作成できることが明らかとなった。可視－近赤外
光 域（400～2500nm） で は 最 も 精 度 の 高 い

（RPD=2.74）推定式を作成することができた。実測
値と推定値との相関図からも推定精度は高いと判断
できる（第４図）。
　２）近赤外光スペクトルによる重回帰分析，主成

分回帰分析および PLS 回帰分析
　第３表と同様に，第４表の左側にはキャリブレー
ションで得られた結果，選択波長，R 値および
SEC 値を記載した。一方，表の右側にはプレディ
クションの結果，SEP 値，Bias 値および RPD 値を
記載した。穂芯の DPPH ラジカル消去活性に関す
る検量線では，RPD=2.63，R=0.93で精度が高いこ
とが分かった。穂芯のアントシアニン含量に関する
検量線では，RPD=2.44，R=0.91で精度は高いこと
が分かった。子実の DPPH ラジカル消去活性に関

写真３　近赤外分光分析用の標準セルに詰めたトウ
モロコシ子実粉砕物
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第４図　紫トウモロコシ茎葉に含まれるアントシアニン含量の推定値（可視－近
赤外光法）と実測値の相関図
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第３表　紫トウモロコシ茎葉の可視－近赤外光スペクトルによる重回帰分析結果

波長域 選択波長（nm）
キャリブレーション プレディクション

RPD
R SEC SEP R Bias

Vis（400-900nm） 480 592 － － － 0.90 4.81 4.81 0.90 －0.83 2.39
NIR（1100-2500nm） 2370 1350 1700 2438 2142 0.94 4.08 5.58 0.87 －1.65 2.06

Vis-NIR（400-2500nm） 630 1610 1352 1074 1788 0.92 4.72 4.19 0.93 －0.12 2.74
注）R：重相関係数，SEC：検量線作成時の標準誤差，SEP：検量線評価時の予測標準誤差，Bias：実測値と推定値（可視 -

近赤外光法による）の差，RPD：SD/SEP により算出される。数値が大きいと検量線の精度は高い。

第４表　紫トウモロコシ穂芯，子実および茎葉の近赤外光スペクトルによる重回帰分析結果

スペクト
ル 処 理 選択波長（nm）

キャリブレーション プレディクション
RPD

R SEC R SEP Bias
穂芯

DPPH ラジカル消去活性 d1 1647，1651，1775，2363，2395 0.91 30.54 0.93 25.02 －2.95 2.63
アントシアニン含量 d1 1647，1659，1667，1775，1963，1971，2131，2231，2363 0.94 5.04 0.91 5.65 0.56 2.44

子実
DPPH ラジカル消去活性 d2 1514，1610，2190 0.47 5.63 0.64 2.77 0.20 1.25

アントシアニン含量 d2 1158，1622，1694，1758，1854，2190，2338 0.78 0.75 0.84 0.47 －0.01 1.87
茎葉

DPPH ラジカル消去活性 d1 1394，1494，1610，1650，2302，2438 0.97 11.33 0.98 17.42 －3.31 3.05
アントシアニン含量 d1 1203，1655，1659，1687，2207，2319，2443 0.98 2.39 0.95 2.05 －0.12 5.60

注）表３を参照のこと。d1：1次微分，d2：2次微分。
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する検量線では，RPD=1.25，R=0.64で精度は低かっ
た。子実のアントシアニン含量に関する検量線にお
いても，RPD=1.87，R=0.84で精度は低かった。す
なわち，紫トウモロコシの子実に関しては，アント
シアニン含量および DPPH ラジカル消去活性を近
赤外分光分析法で推定することはできないと判断し
た。茎葉の DPPH ラジカル消去活性に関する検量
線では RPD=3.05，R=0.98で精度が高いことが分
かった。茎葉のアントシアニン含量に関する検量線
においても，RPD=5.60，R=0.95で精度は高いこと
が分かった。これらのことから紫トウモロコシの事
業育種において，近赤外分光分析法は穂芯および茎
葉の DPPH ラジカル消去活性とアントシアニン含
量の推定に応用できると判断した。第５図に実測値

と推定値との相関図を記載した。
　第５表に主成分回帰分析および PLS 回帰分析に
ついて表示した。表の左側にはキャリブレーション
式作成時のスペクトル処理法とファクター数，およ
び R 値と SEC 値を記載した。表の右側には，プレ
ディクションの結果，SEP 値，Bias 値および RPD
値を掲載した。穂芯の DPPH ラジカル消去活性に
関する検量線の精度は，RPD=2.41，R=0.91であった。
穂芯のアントシアニン含量に関する検量線の精度は，
RPD=2.30，R=0.90であった。子実の DPPH ラジカ
ル消去活性に関する検量線は，RPD=1.29，R=0.66で，
事業育種に導入できる精度ではないことが明らかと
なった。また，子実のアントシアニン含量に関する
検量線においても，RPD=1.69，R=0.88で精度は低

第５図　紫トウモロコシの子実，穂芯および茎葉におけるアントシアニン含量と DPPH ラジカ
ル消去活性の推定値（近赤外光法）と実測値の相関図

注１）DPPH ラジカル消去活性（μ mol‒Trolox 相当量 /g 乾物）：A）穂芯，C）子実，E）茎葉。
注２）アントシアニン含量（μ mol‒シアニジン‒3‒グルコシド（Cy‒3‒glu）相当量 /g 乾物）：B）穂芯，D）子実，

F）茎葉。
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かった。茎葉の DPPH ラジカル消去活性に関する
検量線では，RPD=3.30，R=0.96で精度は高かった。
茎葉のアントシアニン含量に関する検量線において
も，RPD=4.30，R=0.97で精度は高かった。主成分
回帰分析および PLS 回帰分析を用いた場合でも，
子実の DPPH ラジカル消去活性とアントシアニン
含量を近赤外分光分析法で推定することはできない
ものの，穂芯と茎葉の DPPH ラジカル消去活性と
アントシアニン含量に関しては，近赤外分光分析法
にて精度良く推定できることが明らかになった。
　紫トウモロコシには子実が濃い紫色をした系統も
存在するが，アントシアニンが含まれる部位は表面
の種皮のみで，子実の大部分を占める胚乳にはアン
トシアニンは含まれていない（写真４）。そのため，
濃い紫色をしたトウモロコシ子実には外観上アント
シアニンが豊富に含まれるように思われるが，実際
はあまり含まれていない。近赤外分光分析の検量線
の精度の高さは，測定の対象となる成分の含有量に

よるところが大きく，紫トウモロコシ子実のアント
シアニンに関しては含有量が少ないため精度の高い
推定式を作成することができなかった。一方，紫ト
ウモロコシの穂芯と茎葉に関してはアントシアニン
の含有量は高いため，精度の高い推定式を作成する
ことができたと考えられる。

３．まとめ
　近赤外分光分析は同時多項目の分析が可能という
優れた特徴を有している。藤原ら（1995）は，温州
ミカンの果汁の全糖濃度，Brix 値および酸濃度の
３成分が高い精度で同時測定可能であることを明ら
かにした。飼料用トウモロコシの事業育種では高栄
養価な系統の選抜を目指した近赤外分光分析装置の
利用が提案されている（井上ら1990）。本研究で開
発したアントシアニン含有量と DPPH ラジカル消
去活性の推定式と併せることで，近赤外分光分析法
により高栄養価でしかも高い機能性を有する紫トウ
モロコシ系統の選抜が可能となる。

Ⅳ．紫トウモロコシサイレージの発酵品質

　日本国内で栽培される飼料用トウモロコシの大部
分は，ホールクロップサイレージとして利用されて
おり（戸澤　2005），高栄養価の長大型飼料作物と
して，特に酪農家を中心に栽培されている。九州地
域で飼養される乳牛においては，夏季暑熱環境のた
め泌乳ピークが低く抑制される傾向がある。そこで
暑熱に伴う酸化ストレスの低減を目指して，薬物に
頼らない安全な対策を取ることが近年重要な課題と
なっている。写真４　紫トウモロコシの子実の断面

第５表　主成分回帰分析（PCR）および PLS 回帰分析（PLSR）の結果

スペクト
ル 処 理

キャリブレーション プレディクション
RPD

Factors R 　SEC R 　SEP Bias
穂芯

DPPH ラジカル消去活性 raw PCR-7 0.85 38.10 0.91 27.30 －2.58 2.41
アントシアニン含量 d2 PLSR-11 0.92 5.62 0.90 5.98 0.75 2.30

子実
DPPH ラジカル消去活性 d1 PLSR-4 0.52 5.37 0.66 2.70 0.10 1.29

アントシアニン含量 d2 PLSR-11 0.84 0.62 0.81 0.52 0.08 1.69
茎葉

DPPH ラジカル消去活性 d22 PLSR-6 0.98 10.38 0.96 16.09 －2.10 3.30
アントシアニン含量 d22 PLSR-6 0.97 2.75 0.97 2.67 0.10 4.30

注）第３表を参照のこと。d22：２次微分。
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　植物由来のポリフェノールの一種であるアントシ
アニンに関しては，抗酸化作用を示すことが in 

vitro（Tsuda et al. 1994, 1996; Janina et al. 1999）
および in vivo（Navindra et al. 2006; Francesco et 
al. 2007）の系で多数報告されている。また，ラッ
ト試験で，紫トウモロコシに含まれるアントシアニ
ンが大腸の発がん抑制に作用すること（青木　
2002）および紫サツマイモに含まれるアントシアニ
ンが肝機能改善に作用すること（須田ら　1997）な
ど高い機能性について報告されている。これらのこ
とから，アントシアニンを含む紫トウモロコシのサ
イレージを乳牛などの家畜に給餌することにより，
安全に酸化ストレスや疾病を予防できる可能性があ
る。
　Ⅱでは，ペルー在来種の紫トウモロコシの子実に
おけるアントシアニン含量は，日本在来種の紫トウ
モロコシの子実よりも高く，抗酸化作用が非常に強
いこと，およびアントシアニンの主成分はシアニジ
ン‒3‒グルコシドであることを明らかにした。しかし，
紫トウモロコシをサイレージに調製した場合，一般
に普及している通常のトウモコシサイレージと同等
の高い発酵品質を示すか否かについては明らかでな
い。
　そこで，本研究では，茎葉にアントシアニンを含
む材料として長野県中信農試が開発したトウモロコ
シ系統および雌穂にアントシアニンを含む材料とし
てペルーから輸入したトウモロコシ在来種を用いて，
夏季環境条件で紫トウモロコシサイレージを貯蔵し，
その発酵品質を通常のトウモロコシサイレージと比
較検討した。

１．材料および実験方法
　１）トウモロコシサイレージの調製
　アントシアニンを含むサイレージ原料として，長
野県中信農試が開発したトウモロコシ系統長交
C922の茎葉（九州沖縄農業研究センター都城研究
拠点にて，2005年４月播種，同年７月黄熟期収穫），
およびペルーから輸入したトウモロコシの雌穂

（パープルコーン，リーデル社，千葉）を，それぞ
れ約５mm に細切混合したものを供試した（以降，
紫トウモロコシ材料と表記する）。なお，茎葉と雌
穂の混合割合は2001～2004年の九州沖縄農業研究セ
ンター都城研究拠点のトウモロコシ収量試験におけ

る生茎葉収量と生雌穂収量の結果に基づいて，３対
１とした。サイレージ調製時の乾物率は16.4% で
あった。一方，アントシアニンを含まないサイレー
ジ原料として市販 F1品種「ゆめちから」（伊東ら　
2004）の茎葉および雌穂（九州沖縄農業研究センター
都城研究拠点にて，2005年４月播種，同年７月黄熟
期収穫）を，それぞれ約５mm に細切混合したもの
を供試した（以降，対照トウモロコシ材料と表記す
る）。茎葉と雌穂の割合は紫トウモロコシ材料と同
じにした。サイレージ調製時の乾物率は25.5% で
あった。
　サイレージ調製は，田中と大桃（1995）の小規模
サイレージ発酵試験法を参考にして行った。すなわ
ち，紫トウモロコシ材料と対照トウモロコシ材料を
20×30cm のパウチ袋（飛竜 KN-210，ハイテック社，
東京）に200g ずつ入れ，市販の真空包装機で密封し，
下記の試験２）と３）の条件で貯蔵した。以降，紫
トウモロコシ材料由来のサイレージを紫トウモロコ
シサイレージ，対照トウモロコシ材料由来のサイ
レージを対照トウモロコシサイレージと表記する。
　２）サイレージの貯蔵期間と発酵品質
　貯蔵期間が紫トウモロコシサイレージの発酵品質
に与える影響を調査した。サイレージの乳酸発酵は
２～３ヵ月で安定する（増子　1999）ことから，貯
蔵期間を２ヵ月，2.5ヵ月および３ヵ月間とした。
夏季環境条件でのサイレージ貯蔵を想定し，恒温器
を25℃に設定して，紫トウモロコシサイレージと対
照トウモロコシサイレージをそれぞれ３反復で，遮
光静置して貯蔵した。
　３）サイレージの貯蔵温度と発酵品質
　貯蔵温度が紫トウモロコシサイレージの発酵品質
に与える影響を調査した。過去10年間（1995～2004
年）の７月，８月，９月における都城市の最高 ･ 最
低気温（気象庁　2005）を参考にして，夏季サイレー
ジ貯蔵時の環境温度は，25～35℃であると想定し，
25℃，30℃および35℃に設定した３室の恒温器に紫
トウモロコシサイレージと対照トウモロコシサイ
レージをそれぞれ３反復で，２ヵ月間，遮光静置し
貯蔵した。貯蔵後，紫トウモロコシサイレージのア
ントシアニン含量を，設定温度ごとに，既報（江口
ら　2004）に準じて測定した。
　４）サイレージの品質評価
　サイレージ発酵品質は pH，VBN（揮発性塩基窒
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素），有機酸組成（乳酸，酢酸，酪酸等）および
V2-SCORE（サイレージ発酵品質の簡易評価法）を
調査した。有機酸組成は HPLC を用いたブロムチ
モールブルー（BTB）ポストラベル法，VBN は微
量拡散法により，それぞれ測定した（自給飼料品質
評価研究会　2001）。
　統計処理は，サイレージの種類と貯蔵期間，なら
びにサイレージの種類と貯蔵温度を要因とする二元
配置の分散分析を行い，有意差が認められた項目に
ついては Fisher の最小有意差法（LSD）により多
重検定を実施した（エクセル統計2002，社会情報サー
ビス社，東京）。

２．結果および考察
　１）サイレージの貯蔵期間と発酵品質
　第６表に，サイレージ貯蔵期間と発酵品質の関係
を示した。２ヵ月，2.5ヵ月，３ヵ月の貯蔵期間ご
とに，発酵品質を調査したところ，紫トウモロコシ
サイレージと対照トウモロコシサイレージの pH は，
いずれの貯蔵期間においても3.8～4.1の間となり，
全て良好な範囲内であった。紫トウモロコシサイ
レージと対照トウモロコシサイレージの原物中の有
機酸組成は，乳酸0.79～2.14%，酢酸＋プロピオン
酸0.09～0.23%，酪酸＋カプロン酸＋吉草酸0.00～
0.01% でサイレージと貯蔵期間の違いによる有意差
はなかった。VBN も全貯蔵期間において紫トウモ
ロコシサイレージと対照トウモロコシサイレージと
の間に有意差は見られず，28.5～49.3mg/ 原物100g
であった。紫トウモロコシサイレージと対照トウモ
ロコシサイレージの V2-SCORE はいずれの貯蔵期
間においても，91点以上を示し良質であった。これ

らのことから，貯蔵期間が２～３ヵ月であれば，紫
トウモロコシに含まれるアントシアニンがサイレー
ジ発酵に影響を与えることはなく，対照トウモロコ
シサイレージと同等の優れた発酵品質に調製できる
と考えられた（第６表）。
　２）サイレージの貯蔵温度と発酵品質
　第７表に，サイレージ貯蔵温度と発酵品質の関係
を示した。25℃，30℃，35℃の貯蔵温度ごとに発酵
品質を調査したところ，紫トウモロコシサイレージ
と対照トウモロコシサイレージの pH は，いずれの
貯蔵温度においても3.9～4.3の間となり，全て良好
な範囲であった。紫トウモロコシサイレージと対照
トウモロコシサイレージの有機酸組成は，乳酸0.69
～2.08%，酢酸＋プロピオン酸0.02～0.18%，酪酸＋
カプロン酸＋吉草酸0.00～0.10% の範囲内であった。
VBN は全貯蔵温度において紫トウモロコシサイ
レージと対照トウモロコシサイレージとの間に有意
差は見られず，28.5～39.5mg/ 原物100g であった。
紫トウモロコシサイレージおよび対照トウモロコシ
サイレージの V2-SCORE は，いずれの貯蔵温度に
おいても，89点以上を示した。これらのことから，
貯蔵温度が25～35℃であれば，紫トウモロコシに含
まれるアントシアニンがサイレージ発酵に影響を与
えることはなく，対照トウモロコシサイレージと同
等の優れた発酵品質に調製できると考えられた。ま
た，貯蔵後の紫トウモロコシサイレージにおけるア
ントシアニンの残存量を調査した。その結果，貯蔵
温度が30℃以上になると，アントシアニン含量は減
少したものの，紫トウモロコシサイレージ内にアン
トシアニンが残存していることが明らかとなった

（第７表）。

第６表　紫トウモロコシサイレージの貯蔵期間と発酵品質の関係

対照サイレージ 紫サイレージ 分散分析2）

2.0ヵ月 2.5ヵ月 3.0ヵ月 2.0ヵ月 2.5ヵ月 3.0ヵ月 サイレージ 期間 交互作用
pH 4.1 4.0 3.8 3.9 4.0 3.9 N.S. N.S. N.S.
有機酸組成（％，原物中）
　乳酸 1.09 2.14 0.79 0.99 1.43 1.60 N.S. N.S. N.S.
　酢酸 + プロピオン酸 0.14 0.22 0.09 0.23 0.15 0.17 N.S. N.S. N.S.
　酪酸 + カプロン酸 + 吉草酸1） 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.01 N.S. N.S. N.S.
VBN（mg/ 原物100g） 29.6 28.5 47.3 37.0 49.3 36.2 N.S. N.S. N.S.
V2-score 98 97 92 95 91 95 N.S. N.S. N.S.

１） 異性体を含む。
２） N.S. は有意差がないことを示す。
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３．まとめ
　本研究により，アントシアニンはサイレージ発酵
に影響を与えないこと，また，紫トウモロコシサイ
レージにはアントシアニンが含まれ，機能性サイ
レージとして利用できる可能性があることが明らか
となった。

　　Ⅴ．ソバのアントシアニンが紫外線ストレスに
　　　　よって受ける影響

　アントシアニンは赤色や紫色をした植物体に含ま
れるフラボノイド系ポリフェノールであり（Strack 
and Wray 1993），また活性酸素による酸化ダメー
ジから植物組織を保護するという重要な役割をもつ

（Gabrielska et al. 1999）。植物体内でのアントシア
ニンの生体的役割については広く議論されてきてお
り（Willson and Whelan 1990; Gould and Lister 
2006），植物の成長にさまざまな役割を果たすこと
が明らかとなってきた。例えば，アントシアニンの
蓄積によりクロロフィルが覆われて，アントシアニ
ンが間接的に葉細胞への酸化的ダメージを軽減する
作用について報告されている（Field et al. 2001; 
Hoch et al. 2003; Lee et al. 2003）。
　ダッタンソバ（Fagopyrum tataricum Garten）
および普通ソバ（Fagopyrum tataricum Moench）
は，タデ科に属する穀物である（Wijingaard and 
Arendt 2006）。ソバの子実および茎葉にはフラボ
ノイド系ポリフェノールが多く含まれるため，機能
性作物として広く認知されている。このため，日本
国内の一部では，ソバを機能性飼料として利用する

地域も存在する。ソバのアントシアニンは生育期間
全般を通じ，茎葉部に含まれている（写真５）。ソ
バに含まれるアントシアニンはシアニジン‒3‒グル
コシドであることが報告されている（Troyer 1958, 
1964）。Kim et al.（2007）は，ダッタンソバに含ま
れるアントシアニンは，シアニジン‒3‒グルコシド
とシアニジン‒3‒ルチノシドであると報告しており

（第６図），Watanabe（2007）は，普通ソバに含ま
れるアントシアニンの主体は，シアニジン -3- ルチ
ノシドであると報告している。一方，Kim et 
al.（2007）は，普通ソバに含まれるアントシアニン
は，シアニジン‒3‒ガラクトシド，シアニジン‒3‒グ

第７表　紫トウモロコシサイレージの貯蔵温度と発酵品質の関係

対照サイレージ 紫サイレージ 分散分析2）

25℃ 30℃ 35℃ 25℃ 30℃ 35℃ サイレージ 温度 交互作用
pH 3.9 4.0 3.9 3.9 3.9 4.3 N.S. N.S. N.S.
有機酸組成（％，原物中）
　乳酸 2.08 1.09 1.17 0.69 1.03 1.59 N.S. N.S. N.S.
　酢酸 + プロピオン酸 0.02 0.07 0.07 0.07 0.10 0.18 N.S. N.S. N.S.
　酪酸 + カプロン酸 + 吉草酸1） 0.00a 0.10b 0.00a 0.00a 0.10b 0.00a N.S. ＊ N.S.
VBN（mg/ 新鮮物100g） 28.5 29.6 38.4 31.8 33.4 39.5 N.S. N.S. N.S.
V2-score 99a 90c 96b 97a 89c 95b N.S. ＊＊ N.S.
アントシアニン（mg/ 原物1g）3） n.d. n.d. n.d. 5.3a 4.3b 4.1b ＊＊ ＊＊ ＊＊

1） 異性体を含む。
2） *，** 印はそれぞれ，５，１％水準で有意差あり。N.S. は有意差がないことを示す。
3） n.d.：検出されず。

写真５　ソバの草姿
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ルコシド，シアニジン‒3‒ルチノシドおよびシアニ
ジン‒3‒ガラクトシルラモノシドの４種類であると
報告している（第６図）。
　環境ストレスの生物的要因として病原菌，傷，養
分欠乏や過剰症などがあり，非生物的要因として温
度， 光， 紫 外 線（Baumbush et al. 1998）， 湛 水

（Ushimaru et al. 1992），乾燥，除草剤（Knörzer 
et al. 1996），オゾン（Baumbusch et al. 1998），SO2，
無機イオン，高塩類などがある。また，環境ストレ
ス要因が重なるとより一層ストレスが強くなり，活
性酸素の発生やその消去活性の活性変動は著しくな
ることが知られている（Alscher et al. 1997）。本研
究では，環境ストレスのひとつである紫外線を取り
上げ，紫外線によって，ダッタンソバの茎に蓄積さ
れるアントシアニンの種類と量がどのように変化す
るのか調査した。まず，圃場で栽培したダッタンソ
バについて主茎の節位ごとにアントシアニンの種類
と含量の調査をした。続いて，アントシアニンと紫
外線の関係を調べるために，人工気象器を使って，
ダッタンソバの幼苗を育てて，アントシアニンの種
類と含量を調査した。また，圃場で栽培した普通ソ
バについては，幼苗期，開花期，成熟期において節
位ごとの茎および葉に含まれるアントシアニンの種
類と含量を調査した。

１．材料および実験方法
　１）ダッタンソバの栽培環境
　ダッタンソバ品種 “ ロッタンダタム”の種子を，
2008年４月11日に九州沖縄農業研究センター圃場

（熊本県合志市）にて４反復で播種した。試験区は
900cm2で，播種密度は125個体 /m2とした。本研究
では，各試験区から播種後22日目の幼苗（地際から
４番目の節が出現した頃）を３個体採取した。主茎
を３部位すなわち，基部節（地際から１番目の節），
中間節（地際から２番目の節）そして頂部節（頂端
から３番目の節）に分けた。
　ダッタンソバ品種 “ ユーゴスラビア”，“ ロッタ
ンダタム”および “ ネパール”の種子を人工気象器
内にて４反復で播種した。試験区は36cm2で，播種
密度１個体 /cm2とした。人工気象器の環境は，室
温15℃，湿度70%，光合成有効照射量74μmol/m2/
s とした。紫外線照射量は（有：30.0mW/m2）と（無：
0.0mW/m2）とし，播種後８日目，11日目，17日目
そして25日目に幼茎を収穫した。
　２）普通ソバの栽培環境
　普通ソバ４品種 “ 牡丹ソバ”，“ 階上早生”，“常
陸秋そば”および “ 信濃夏ソバ”を2007年４月11日
に九州沖縄農業研究センター圃場（熊本県合志市）
にて４反復で播種した。播種密度150個体/m2とした。
生育期間中の平均気温は19.5℃，最高気温は25.2℃，

第６図　ソバに含まれるアントシアニンの構造
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太陽光照射量は19.8MJ/m2/ 日であった。幼苗期，
開花期（播種後42日目）および成熟期（播種後62日
目）の各期において植物体を３個体ずつ採取した。
主茎を３部位すなわち，基部節（地際から１番目の
節），中間節（頂端と地際の中間の節）そして頂部
節（頂端から１番目の節）に分けた。
　３）アントシアニンの抽出
　新鮮物を液体窒素で凍らせた後，凍結乾燥機

（model FDU-1200; EYELA, Japan）を使って真空
凍結乾燥を行った。乾燥物はビーズ（Bead Smash 
12; Waken, Japan）を使って微粉砕した。アントシ
アニンはメタノール塩酸（99/1, v/v）に粉砕物を
浸し，24時間，４℃暗室のもとで抽出した。サンプ
ルは10,700× g で10分間遠心分離した。上清液を回
収後，再度メタノール塩酸（99/1, v/v）を加えて，
上記と同じ条件で遠心分離した。両方の上清液を併
せて，メンブレンフィルター（0.45μm; Whatman 
plc., USA）を使って精製し，HPLC 分析用とした。
　４）ダッタンソバに含まれるアントシアニンの定

性および定量分析
　アントシアニンの HPLC 分析は Watanabe and 
Ito（2002）の手法を基本としたが，検出波長，流
速およびグラジェントの条件を改変して行った。す
な わ ち，Cadenza CD-C18 column（3μm, 250×
4.6mm i.d.; Imtakt Corp., Kyoto, Japan）を装着した
HPLC（LaChrom Elite; Hitachi Ltd., Japan）を用
いて，カラム温度35℃，インジェクション20μL で
分析を行った。溶離液 A は，水 / メタノール / 酢
酸（92.5/5.0/2.5, v/v/v），溶離液 B は，水 / メタノー
ル / 酢酸（2.5/95.0/2.5, v/v/v）とした。流速は，
0.75mL/ 分の A から B へのグラジェント分析とし，
溶離液 B（５%）から初めて，60分で溶離液 B（40%）
となるようにした。HPLC クロマトグラムは520nm
で検出し，シアニジン‒3‒グルコシドとシアニジン
‒3‒ルチノシド（Funakoshi Co. Ltd., Tokyo, Japan）
を標品として検量線を作成し，アントシアニンを定
量した。
　５）普通ソバに含まれるアントシアニンの定性お

よび定量分析
　アントシアニンの HPLC 分析は，Watanabe and 
Ito（2003）の方法を基本としたが，検出波長，流
速およびグラジェントの条件を改変して行った。
すなわち，Cadenza CD-C18 column（3μm, 250×

4.6mm i.d.; Imtakt Corp., Kyoto, Japan）を装着した
HPLC（LaChrom Elite; Hitachi Ltd., Japan）を用
いて，カラム温度35℃，インジェクション10μL で
分析を行った。溶離液 A は，水 / メタノール / 酢
酸（92.5/5.0/2.5, v/v/v），溶離液 B は，水 / メタノー
ル / 酢酸（2.5/95.0/2.5, v/v/v）とした。流速は，
0.75mL/ 分の A から B へのグラジェント分析とし，
溶離液 B（５%）から始めて，60分で溶離液 B（40%）
となるようにした。HPLC クロマトグラムは520nm
で検出し，シアニジン‒3‒ルチノシド（Funakoshi 
Co. Ltd., Tokyo, Japan）を標品として検量線を作成
し，全ピークのアントシアニンをシアニジン‒3‒ル
チノシド相当量として定量した。
　普通ソバの抽出液（20μL）を，LC-ESI-MS/MS
に 注 入 し た。 分 析 は，HPLC（HP-1100; Agilent 
technologies, Inc.） と ESI-MS（Esquire 3000 plus 
ion trap mass spectrometer equipped with an 
electrospray ionization （ESI） source（Bruker 
Daltonics Inc., Billerica, MA）で行った。分離は
Cadenza CD-C18 column（3μm, 250×4.6mm i.d.; 
Imtakt Corp., Kyoto, Japan）を用いて35℃で行った。
溶離液 A は，水 / メタノール / 酢酸（92.5/5.0/2.5, 
v/v/v），溶離液 B は，水 / メタノール / 酢酸（2.5/
　95.0/2.5, v/v/v）とした。流速は，0.75mL/ 分の A
から B へのグラジェント分析とし，溶離液 B（５%）
から初めて，60分で溶離液 B（40%）となるように
した。

２．結果および考察
　１）ダッタンソバのアントシアニン
　ダッタンソバ品種 “ ロッタンダタム”の幼茎から
のメタノール塩酸抽出液の HPLC クロマトグラム
にはアントシアニンのピークが２本確認できた。標
品を使ったコクロマトグラフとリテンションタイム
の比較からピーク１はシアニジン‒3‒グルコシド，
ピーク２はシアニジン‒3‒ルチノシドであることが
分かった（第７図）。この結果は，Kim et al.（2007）
の報告と一致した。
　茎に含まれるアントシアニンの特性を調べるため
に，異なる節位ごとに総アントシアニンに対するそ
れぞれのアントシアニン含有率を求めた。基部節で
のシアニジン‒3‒ルチノシド含量は頂部節や中間節
よりも多かった（第８表）また，全部位でシアニジ
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ン‒3‒グルコシドの含量はシアニジン‒3‒ルチノシド
の含量よりも少なかった（第８表）。
　全アントシアニン（シアニジン‒3‒グルコシドと
シアニジン‒3‒ルチノシド）に対するシアニジン‒3‒
ルチノシドの割合は基部節よりも頂部節において高
かった（第８図）。
　２）アントシアニンと紫外線照射との関係
　アントシアニンと紫外線照射との関係を，ダッタ
ンソバ幼茎を用いて人工気象器内で調査した。
“ ロッタンダタム”，“ ネパール”および “ ユーゴス
ラビア”の平均値では，播種後25日目において，紫
外線照射（有）区のシアニジン‒3‒ルチノシドの含
量は紫外線照射（無）区のシアニジン‒3‒ルチノシ
ドの含量よりも2.3倍高かった（第９図）。一方，シ
アニジン‒3‒グルコシドの含量は2.0倍高かった（第
10図）。
　全アントシアニンに対するシアニジン‒3‒ルチノ
シドの割合は，紫外線照射（有）区では，播種後，
８日目，11日目そして17日目にて紫外線照射（無）
区よりも有意に高かった（第11図）。25日目は有意

ではないものの同様な傾向が見られた（第11図）。
つまり，紫外線照射（有）区では，全アントシアニ
ンに対するシアニジン‒3‒ルチノシドの割合は，紫
外線照射（無）区よりも高くなることが明らかになっ
た。Beckwith et al.（2004）は，ペンニセツム ･ セ

第７図　ダッタンソバの主茎部に含まれるアントシアニンの HPLC クロマトグラム
注）Peak 1：シアニジン‒3‒グルコシド，Peak 2：シアニジン‒3‒ルチノシド。

第８図　ダッタンソバの節位ごとにおける全アント
シアニンに対するシアニジン‒3‒ルチノシ
ドの割合

注１）異なる英小文字は LSD 法（n=4）により5% 水準で有
意差あり。

注２）図中の棒線は標準偏差を指す。

第８表　ダッタンソバの節位ごとのアントシアニン含量（mg/100g 乾物）

 部位 節位 シアニジン‒3‒グルコシド シアニジン‒3‒ルチノシド 総アントシアニン
頂部節 3 0.014±0.003 c 0.362±0.067 c 0.376±0.070 c
中間節 2 0.032±0.005 b 0.682±0.121 b 0.715±0.126 b
基部節 1 0.076±0.005 a 1.054±0.082 a 1.130±0.084 a

注１）平均値±標準偏差で表示した。
注２）同列中の異なる英小文字は LSD 法（n= ４）により５% 水準で有意差あり。

p01-37-eguchi.indd   18p01-37-eguchi.indd   18 2011/09/22   13:04:482011/09/22   13:04:48



19江口：機能性飼料開発に向けたトウモロコシおよびソバにおけるポリフェノールに関する分析手法の確立と植物生理学的研究

第９図　紫外線がシアニジン‒3‒ルチノシド含量に及ぼす影響
注１）A：ユーゴスラビア，B：ロッタンダタム，C：ネパール，D：A-C の平均値。
注２）紫外線（有）および（無）下の平均値間において，＊＊，＊，n.s. はそれぞれ１% 水準で

有意，５% 水準で有意，有意でないことを示す。
注３）Cy‒3‒rut はシアニジン‒3‒ルチノシドの略。

第10図　紫外線がシアニジン‒3‒グルコシド含量に及ぼす影響
注１）A：ユーゴスラビア，B：ロッタンダタム，C：ネパール，D：A-C の平均値。
注２）紫外線 ( 有 ) および ( 無 ) 下の平均値間において，＊＊，＊，n.s. は，それぞれ１% 水準で

有意，５% 水準で有意，有意でないことを示す。
注３）Cy‒3‒glu はシアニジン‒３‒グルコシドの略。
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タケウムを材料として紫外線照射試験を行っており，
本研究で得られた結果と同様の報告をしている。
　３）普通ソバのアントシアニン
　普通ソバ “ 常陸秋ソバ”のメタノール塩酸抽出液
の HPLC クロマトグラム上では，３つのアントシ
アニンのピークが検出された（第12図）。MS およ
び MS/MS 解析では，ピーク１（m/z 449 of ［M+H］
+），ピーク２（m/z 595; m/z 287, 449 of ［M+H］+），
ピーク３（m/z 595; m/z 287, 449 of ［M+H］+）の結
果が得られた（第13図）。リテンションタイムと

MS および MS/MS スペクトルとの比較からピーク
１はシアニジン‒3‒ガラクトシド，ピーク２はシア
ニジン‒3‒ガラクトシルラモノシド，ピーク３はシ
アニジン‒3‒ルチノシドであることが分かった。また，
m/z 値は Kim et al.（2007）の報告と一致した。
HPLC クロマトグラムにて検出された “ 常陸秋ソ
バ”のアントシアニンのリテンションタイムは “ 牡
丹ソバ”，“ 階上早生”および “ 信濃夏ソバ”で検
出されたアントシアニンのリテンションタイムと一
致した。つまり，本研究に用いた普通ソバは全品種

第11図　紫外線（有）および（無）下における全アントシアニンに対するシアニジ
ン‒3‒ルチノシドの割合

注１）A：ユーゴスラビア，B：ロッタンダタム，C：ネパール，D：A-C の平均値。
注２）紫外線（有）および（無）下の平均値間において，＊＊，＊，n.s. はそれぞれ１% 水準で

有意，５% 水準で有意，有意でないことを示す。

第12図　普通ソバ幼苗の茎葉に含まれるアントシアニンの HPLC クロマトグラム
注）Peak 1：シアニジン‒3‒ガラクトシド，Peak 2：シアニジン‒3‒ガラクトシルラモノシド，

Peak 3：シアニジン‒3‒ルチノシド。
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において同じ種類のアントシアニンを有することが
明らかになった。
　生育ステージの異なる茎および節位の異なる茎に
関してアントシアニンの組成を調査した。どの生育
ステージにおいても，３種類のアントシアニンを検
出できた（第９表）。シアニジン‒3‒ガラクトシドは

節位が高くなるにつれて含量が低下する傾向が見ら
れた（第９表）。シアニジン‒3‒ガラクトシルラモノ
シドの含量は中間節では，頂部節および基部節より
も高い傾向が見られた（第９表）。シアニジン‒3‒ル
チノシドの含量は，基部節では頂部節よりも低い傾
向が見られた（第９表）。シアニジン‒3‒ルチノシド

第13図　普通ソバの茎葉に含まれる３種類のアントシアニンについての LC-ESI-MS/
MS スペクトル
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第９表　普通ソバの茎部に含まれるアントシアニン含量

　　要因 シアニジン‒3‒ガラクトシド
（mg/100g 乾物）

シアニジン‒3‒ガラクトシルラモノシド
（mg/100g 乾物）

シアニジン‒3‒ルチノシド
（mg/100g 乾物）

総アントシアニン
（mg/100g 乾物）

品種
　牡丹ソバ 17.9±5.1 a 39.3±10.2 a 3.9±0.9 a 61.0±13.1 a
　階上早生 24.1±7.0 a 35.1±6.8 ab 3.1±0.9 a 63.1±13.5 a
　信濃夏ソバ 17.3±3.8 a 20.6±4.3 b 3.5±1.0 a 41.4±7.4 a
採取時期および部位
　幼苗期　子茎 71.7±18.5 a 117.9±29.6 a 5.2±1.1 b 194.8±42.0 a
　開花期　頂部節 1.0±0.6 c 12.4±3.7 c 8.9±2.9 ab 22.3±6.2 cd
　　　　　中間節 12.0±2.8 c 58.3±9.9 b 10.2±2.4 a 80.5±12.1 bc
　　　　　基部節 38.2±9.7 b 25.3±4.0 c 0.5±0.3 c 66.1±12.1 bc
　成熟期　頂部節 0.8±0.8 c 1.0±0.6 c n.d. － 1.7±1.3 d
　　　　　中間節 7.0±1.9 c 5.6±1.3 c n.d. － 12.7±2.5 d
　　　　　基部節 7.5±2.7 c 0.9±0.7 c n.d. － 8.4±2.8 d

分散分析表
品種（A） N.S. ＊ N.S. N.S.
採取時期および部位（B） ＊＊ ＊＊ ＊＊ ＊＊
A × B ＊ N.S. N.S. N.S.

注１）Peak 1：シアニジン‒3‒ガラクトシド，Peak 2：シアニジン‒3‒ガラクトシルラモノシド，Peak 3：シアニジン‒3‒ルチ
ノシド。

注２）総アントシアニンは，シアニジン‒3‒ルチノシド相当量として算出した。
注３）同列中の異なる英小文字は LSD 法（n= ４）により５% 水準で有意差あり。
注４）＊＊，＊，n.s. はそれぞれ１％水準で有意，５% 水準で有意，有意でないことを示す。
注５）平均値±標準偏差で表示した。
注６）採取時期および部位では，牡丹ソバ，階上早生および信濃夏ソバを混合して求めた。
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は全供試品種において成熟期ではどの部位において
も検出されなかった（第９表）。
　全アントシアニン（シアニジン‒3‒ガラクトシド，
シアニジン‒3‒ガラクトシルラモノシドおよびシア
ニジン‒3‒ルチノシド）に対する各アントシアニン
の割合は，部位別そして生育ステージ別に異なった。
幼苗期では，主となるアントシアニンは，シアニジ
ン‒3‒ガラクトシドとシアニジン‒3‒ガラクトシルラ
モノシドであった（第９表）。中間節では，シアニ
ジン‒3‒ガラクトシルラモノシドの割合は，全アン
トシアニンの種類の中で最も高かった（第９表）。
一方，シアニジン‒3‒ガラクトシドの割合は中間節
では小さかったが，頂部節ではさらにその割合は下
がった（第９表）。基部節では，シアニジン‒3‒ガラ
クトシドの割合が高く，続いてシアニジン‒3‒ガラ
クトシルラモノシドの割合が高い傾向が見られた

（第９表）。シアニジン‒3‒ルチノシドの割合は３種
類のアントシアニンの中で最も低かった（第９表）。
成熟期では，シアニジン‒3‒ルチノシドは，どの部
位においても検出されなかった（第９表）。シアニ
ジン‒3‒ガラクトシドは節位が低くなるにつれて含
量が増加する傾向にあった（第９表）。
　普通ソバの葉のアントシアニンは茎と同じ種類の

ものが存在していた（第10表）。葉のアントシアニ
ン含量は茎に比べると低かった（第10表）。シアニ
ジン‒3‒ガラクトシドとシアニジン‒3‒ガラクトシル
ラモノシドは節位が低くなるにつれて含量が高まる
傾向にあった（第10表）。しかし，この傾向はシア
ニジン‒3‒ルチノシドでは見られなかった（第10表）。
シアニジン‒3‒ルチノシドは成熟期では，全品種の
全節位において検出されなかった（第10表）。シア
ニジン‒3‒ガラクトシルラモノシドに対するシアニ
ジン‒3‒ガラクトシドの割合は中間節で高く，基部
節では低い傾向が見られた（第10表）。
　４）アントシアニンと生育期間との関係
　本研究では，普通ソバの茎葉に含まれる３種類の
アントシアニン（シアニジン‒3‒ガラクトシド，シ
アニジン‒3‒ガラクトシルラモノシドおよびシアニ
ジン‒3‒ルチノシド）について調査した。今まで，
普通ソバに含有されるアントシアニンは４種類報告
されている。すなわち，シアニジン‒3‒ガラクトシド，
シアニジン‒3‒グルコシド，シアニジン‒3‒ガラクト
シルラモノシドおよびシアニジン‒3‒ルチノシドで
ある（Kim et al. 2007）。本研究で同定された３種
類のアントシアニンは，（Kim et al. 2007）の報告
とは矛盾しないが，シアニジン‒3‒グルコシドは

第10表　普通ソバの葉部に含まれるアントシアニン含量

　　要因 シアニジン‒3‒ガラクトシド
（mg/100g 乾物）

シアニジン‒3‒ガラクトシルラモノシド
（mg/100g 乾物）

シアニジン‒3‒ルチノシド
（mg/100g 乾物）

総アントシアニン
（mg/100g 乾物）

品種
　牡丹ソバ 2.7±1.0 a 11.5±1.8 a 3.8±0.9 a 18.0±2.5 a
　階上早生 1.1±1.0 a 2.8±1.2 c 1.2±0.4 b 5.0±2.3 b
　信濃夏ソバ 1.7±0.9 a 6.0±1.9 b 1.8±0.5 b 9.1±2.7 b
採取時期および部位
　幼苗期　子葉 1.2±1.3 b 6.8±2.9 c 4.0±1.3 a 11.3±4.9 bc
　開花期　頂部節 0.0±0.2 b 2.7±1.2 cd 3.6±0.5 a 6.3±1.3 cd
　　　　　中間節 2.8±1.4 b 14.2±4.1 b 4.0±1.2 a 21.0±6.1 b
　　　　　基部節 7.1±2.9 a 21.9±2.4 a 4.1±1.3 a 33.0±3.7 a
　成熟期　頂部節 n.d. － n.d. － n.d. － n.d. －
　　　　　中間節 1.4±0.8 b 0.5±0.4 d n.d. － 2.0±1.2 d
　　　　　基部節 0.3±0.2 b 1.0±0.4 d n.d. － 1.3±0.3 d

分散分析表
品種（A） N.S. ＊＊ ＊＊ ＊＊
採取時期および部位（B） ＊＊ ＊＊ ＊＊ ＊＊
A × B N.S. ＊＊ ＊ ＊＊

注）第９表と同じ。
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HPLC 分析および LC/MS 分析で確認することはで
きなかった。Kim et al.（2007）は，シアニジン‒3‒
グルコシドとシアニジン‒3‒ガラクトシルラモノシ
ドのリテンションタイムは一致すると報告している。
しかし，少なくとも “ 常陸秋そば”の幼苗で検出さ
れたピーク２には，シアニジン‒3‒グルコシドの分
子イオンピークは検出できなかった。本研究では，
シアニジン‒3‒グルコシドは検出されなかったもの
の，Kim et al.（2007）の報告と同じく，ピーク２
に僅かだけ含有されていた可能性がある。

３．まとめ
　本研究では，ダッタンソバ幼苗に含有されるアン
トシアニン（シアニジン‒3‒グルコシドとシアニジ
ン‒3‒ルチノシド）について調査した。アントシア
ニンの定性分析結果は，既報（Kim et al. 2007）と
一致した。また，全アントシアニンに対するシアニ
ジン‒3‒グルコシドの割合とシアニジン -3- ルチノシ
ドの割合は節位ごとに異なることが明らかになった。
　立山ら（2006）はナス果菜に含まれるアントシア
ニンは部位ごとに構成成分が異なると述べている。
前川ら（2006）は，アブラナ科スプラウトの生産時
に光強度を高めることでアントシアニン含量が増加
することを報告している。これらのことから，アン
トシアニンを有する植物体は，環境ストレスを被る
と，部位ごとにアントシアニン含量とアントシアニ
ンの糖鎖組成を変化させて植物組織を保護している
可能性があると考えられる。
　ダッタンソバは紫外線などの環境ストレスから植
物組織を保護するために，アントシアニンを蓄積し
ている可能性がある。Beckwith et al.（2004）によ
れば，ペンニセツム ･ セタケウムは紫外線照射が強
くなると，アントシアニンの種類や割合が変化する
と報告している。ペンニセツム ･ セタケウムと同じ
ように，ダッタンソバのアントシアニンも環境スト
レスに応じてアントシアニンの種類や割合を変動さ
せている可能性がある。本研究の結果では，ダッタ
ンソバでは，全アントシアニンに対するシアニジン
‒3‒ルチノシドの割合は基部に比べて頂部の節位の
ほうが高いことが明らかになった。
　シアニジン‒3‒ルチノシドの抗酸化作用は，シア
ニジン‒3‒グルコシドよりもやや強い（Heo et al. 
2007）あるいはほとんど同じ（Lichtenthaler et al. 

2003）であると報告されている。本研究では，ダッ
タンソバは紫外線ストレスを多く被る頂部節では，
全アントシアニンに占めるシアニジン‒3‒ルチノシ
ドの割合を高めることによって，抗酸化作用を強め
ていると考えられた。Rubinskiene et al.（2005）は，
カシスにはシアニジン‒3‒ルチノシドとシアニジン
‒3‒グルコシドが含まれており，シアニジン‒3‒ルチ
ノシドはシアニジン‒3‒グルコシドよりも熱安定性
が高いと報告している。Reen et al.（2006）は，シ
アニジン‒3‒ルチノシドはシアニジン‒3‒グルコシド
よりも，食道における扁平上皮細胞癌の阻害が強い
と報告している。本研究の結果から，ダッタンソバ
は異なる節位にアントシアニンを異なった割合で蓄
積させていることが明らかになった。すなわち，ア
ントシアニンの糖鎖構成の違いが植物組織の保護機
能に関係していると推測された。普通ソバにおいて
も，異なる節位にアントシアニンを異なった割合で
蓄積し，生育ステージごとに蓄積されるアントシア
ニンの種類を変動させていることが明らかになった。
これらのことから，アントシアニンの変動はダッタ
ンソバおよび普通ソバ植物体の組織保護機能に作用
をもたらすと推察された。
　Watanabe and Ito（2003）は，ソバ幼苗に連続的
な紫外線照射処理を行うとアントシアニン合成が促
進され，伸長成長が抑制されると報告した。Miura 
et al.（1989）は，ベニタデ（Polygonum hydropriper 
L.）の幼苗は，低温ではアントシアニン含量が増加
すると報告している。本研究では人工気象器（24/0 
h 明 / 暗，15℃）でダッタンソバ幼苗のアントシア
ニン含量の評価をした。人工気象器では，ダッタン
ソバのアントシアニン含量は紫外線照射が強くなる
につれて増加することが分かった。本結果は，
Watanabe and Ito（2003）の報告と一致した。筆者
らは，紫外線照射が厳しい環境では，全アントシア
ニンに対するシアニジン‒3‒ルチノシドの割合は，
紫外線照射がない環境よりも高いことを明らかにし
た。リンゴでは，アントシアニン生合成に関与する
遺伝子は紫外線照射によって活性化することが明ら
かとなっている（Ubi et al. 2006）。紫外線照射は配
糖体の糖転移酵素の活性化に関与する遺伝子発現を
誘導する可能性がある。そのため，ソバ植物体の部
位で，紫外線照射の特に厳しい頂部では，糖転移酵
素の活性化に関与する遺伝子発現が誘導され，配糖
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体のグルコシドがルチノシドへ転換した可能性が考
えられる。本研究では，圃場試験と人工気象器試験
の結果から，ソバの植物体は，紫外線照射などの環
境ストレスから植物組織を保護するためにアントシ
アニンの種類を適切に変動させて蓄積していると結
論づけた。

　Ⅵ．高速液体クロマトグラフィーを使った植物
　　　色素ファゴピリンの定量法の開発

　ファゴピリンとは，ソバに含まれる有害性ポリ
フェノールで，ソバを大量に食した家畜が強い太陽
光を浴びると，ファゴピリズムと呼ばれる光線過敏
症が誘引される（Johnson 1983）。しかし，ソバの
どの部位にファゴピリンが蓄積されるのか報告した
論文は数少ない（Brockmann 1957; Johnson 1983; 
Joshi and Paroda. 1991）。ダッタンソバと普通ソバ
は，抗酸化作用の強いルチンを含むため，機能性作
物として認識されている（Morishita et al. 2007）。
しかし，ソバを機能性飼料として家畜に給餌させた

場合，生理障害としてファゴピリズムが誘引される
可能性があるため，実際に飼料作物として利用され
ることは少ない。
　ファゴピリンの構造は，セントジョーンズワート

（Hypericum perforatum L.）に含まれるヒペリシ
ンに酷似している（第14図）。ファゴピリン含量は
分光光度計を用いて，検出波長を590nm とし，ヒ
ペリシン標品で作成した検量線により算出する

（Hinneburg and Neubert 2005; Ožbolt et al. 2008）。
しかし，得られた抽出液にはかなりのクロロフィル
が含まれているため，従来の分光光度計による手法
では，ファゴピリン含量を過大評価する傾向があっ
た。本研究では，ソバに含まれるファゴピリン含量
を正確に測るため，HPLC による測定法を開発した。
さらに，ソバのどの部位にファゴピリンが蓄積され
ているか，そして，ダッタンソバと普通ソバにはど
の程度のファゴピリンが含まれているのかを，新し
く開発した HPLC 法で測定した。

１．材料および方法
　１）ソバの栽培環境
　ダッタンソバ“ロッタンダタム”と普通ソバ“宮
崎おおつぶ”を，2008年４月11日に九州沖縄農業研
究センター内の圃場（熊本県合志市）に播種した。
播種区域は900cm2とし，播種密度は１m2あたり125
個体とした。開花期に葉，茎および花を３反復で採
取し，成熟期には殻と実を３反復で採取した。
　２）ファゴピリンの抽出および精製
　ファゴピリン抽出および精製は，Samel et al.

（1996）の手法に準じて行った。すなわち，開花期に，
ダッタンソバの植物体から40g の新鮮物を採取し，
直ちに液体窒素による凍結保存をした。そして，凍
結乾燥機（FDU-1200; Eyela, Japan）を用いて凍結
乾燥した後，フードミルを用いて粉砕した。粉砕物
はガラスビーカー内にて，２日間，ジクロロメタン
1L に浸し静置した。混合液はフィルター（No.2; 
Advantec Co. Ltd., Japan）で濾過し，残渣にはジ
クロロメタン0.5L を加えて再度フィルター濾過を
した。この濾過作業を，濾過物が薄黄色になるまで
繰り返した。続いて，残渣に混合液（アセトン / 酢
酸 / 水 =80：10：10）1L を加えて２日間静置した。
そ の 後， フ ィ ル タ ー（No.2; Advantec Co. Ltd., 
Japan）で濾過して赤茶色の濾液を回収した。

第14図　ファゴピリン（A）とプロトファゴピリン
（B）の構造
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　濾液を減圧乾燥したところ，約100mL の濃い粘
液が得られた。その粘液を5mL 取り，薄層クロマ
トグラフィー（TLC）（150A; Whatman, Japan）に
リニアチャージし，Samel et al.（1996）の手法，
すなわち，展開溶媒（50：40：10：20＝トルエン：
ギ酸エチル：ギ酸：ピリジン）を用いて展開したと
ころ，蛍光灯のもとで赤色バンドが確認できた。そ
の後，TLC プレート上の赤色バンド（Rf=0.65）を
掻き取りメタノールへ溶解した。同じ精製作業を残
りの粘液全て（約95mL）について行った。得られ
た溶液は，４℃で10分間，10,700× g にて遠心分離
した。そして，ファゴピリンの前駆体であるプロト
ファゴピリンをファゴピリンへ変換させるため４℃
で24時間，蛍光灯のもとで静置した。このようにし
てファゴピリンと想定される赤色色素を精製した。
　３）ファゴピリンの定性分析
　分光光度計（V-560; Jasco, Japan）を使ってメタ
ノールに溶解した赤色色素の UV-vis 吸収スペクト
ルをとった。また，赤色色素（2μL）をTLC（Kieselgel 
60 F254 Merck Ltd., Japan）上にスポットし，Samel 
et al.（1996）の方法，すなわち展開溶媒（50：40：
10：20= トルエン : ギ酸エチル : ギ酸 : ピリジン）を
用いて展開した。そしてスポットに UV ライト

（302nm）を当てて可視化した。赤色色素の分子量
を決定するため，ESI-MS（LCQ Deca ion trap mas 
spectrometer; Thermo Finnigan, USA）を利用した。
赤色色素は流量5μL/ 分でメタノールへの直接注入
とした。キャピラリー温度は220℃とし，スプレー
電位は5.0kVとした。Sheathガスの流速は30 aribitray 
units とした。
　４）HPLC および TLC の条件
　ダッタンソバおよび普通ソバの葉，茎，花，殻お
よび子実の凍結乾燥物100mg をメタノール1.25mL
に浸し25℃で２日間静置した。これらのサンプルを
25℃で10分間，10,700× g にて遠心分離した。濃度
は80mg/mL であった。抽出液のうち2μL を TLC

（Kieslgel 60 F254 Merck Ltd., Japan）にチャージし，
展開溶媒（50：40：10：20= トルエン：エチルギ酸：
ギ酸：ピリジン）にて展開し，302nm の紫外線を
照射してスポットを可視化した。HPLC 分析は，
Inertsil ODS-SP column（5μm, 150×4.6mm id; GL 
Sciences Inc., Japan） を 装 着 し た HPLC system

（LaChrom Elite; Hitachi, Japan）に，抽出液を20μ

L 注入して行った。カラム温度25℃，流量1mL/ 分，
溶離液（３：40：１：１= 水 / メタノール / トリフ
ルオロ酢酸 / テトラヒドロフラン）とした。検出波
長は590nm とした。
　５）分光光度計の条件
　ファゴピリン含量は，Ožbolt et al.（2008）の方
法に従って求めた。すなわち，ダッタンソバおよび
普通ソバの葉，茎，花，殻および子実の凍結乾燥物
60mg を３反復で採取し，80% テトラヒドロフラン
4mL に浸し，65℃のウォーターバスで30分間湯煎
した。サンプルは，25℃で10分間，2,000× g にて
遠心分離した。そして上清液を試験管に移した。沈
殿物については再抽出をして遠心分離した。遠心分
離の後，得られた上清液を最初の上清液と併せて混
合液とした。混合液（0.5mL）を試験管へ移し，減
圧乾燥させた。乾燥物にメタノール1mL を加えて
超音波破砕をし，10分間，10,700× g にて遠心分離
をした。得られた抽出液の濃度は3.75mg/mLであっ
た。抽出液0.5mL を石英セルへ入れ，分光光度計

（V-560; Jasco, Japan）で590nm において吸光度を
測定した。ファゴピリン含量は，1.72μg/mL から
27.5μg/mL のヒペリシン標品による直線的な検量
線（r=0.999）を用いて算出した。

２．結果および考察
　１）ファゴピリンの定性分析
　ダッタンソバから精製した赤色色素についての
TLC 分析において，Rf=0.43にメジャースポット，
Rf=0.40にマイナースポットが観察された（データ
未掲載）。Samel et al.（1996）は，ソバの花から精
製したファゴピリンを TLC 分析したところ，３つ
のスポット（Rf=0.38，0.43，0.46）を検出したと報
告している。本研究の結果は Samel et al.（1996）
の報告とほぼ一致していた。
　TLC プレートから赤色色素を掻き取りメタノー
ルに溶解し，UV-vis 吸収スペクトルを測定したと
ころ，最大吸収波長は，547nm と591nm であった（第
15図）。Samel et al.（1996）は，ファゴピリンの吸
収スペクトルの最大吸収波長は546nm と590nm で
あると報告しており，一方，Hinneburg and Neubert

（2005）は，ファゴピリンの吸収スペクトルの最大
吸収波長は546.6nm と590.4nm であると報告してい
る。これらの報告は本研究の結果と一致している。
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　TLC プレートで精製した赤色色素の ESI-MS の
データは，m/z 値670.7［M-H］－で強いイオンピー
クを示し，その値は，ファゴピリンと一致した（第
16図）。
　２）ファゴピリンの定量分析
　HPLC を使ったファゴピリンの定量法は未だ報告
されていない。ファゴピリンはセントジョーンズ

ワートに含まれるヒペリシンの類縁体であり，本研
究では，HPLC を使ったヒペリシンの定量法をもと
にして，ファゴピリンの定量法を開発した。ダッタ
ンソバから精製したファゴピリンの HPLC クロマ
トグラムでは，３つのピークが検出された。リテン
ションタイムは，8.2分，9.5分および11.4分であっ
た（第17図）。また，それぞれの UV-vis 吸収スペク

第15図　ダッタンソバから精製した赤色色素の UV-vis 吸収スペクトル

第16図　ダッタンソバから精製した赤色色素の ESI-MS スペクトル
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トルでは，547nm と591nm が最大吸収波長である
ことから，これらの３つのピークは，ファゴピリン
とファゴピリン類縁体であると考えられた（第18図）。
プロトファゴピリンは光の照射によりファゴピリン
へ変換される（Brockman 1957）。このことから，
Alali et al.（2004）は，プロトヒペリシンをヒペリ
シンに転換させるため，ヒペリシンの入った HPLC
バイアル瓶を分析直前に光にさらすことを提案して
いる。そこで，本研究においても，プロトファゴピ
リンをファゴピリンに転換させるため，４℃，24時
間にて HPLC バイアル瓶を蛍光灯にさらした。し
かし，精製したファゴピリンの検出波長590nm に
おける HPLC クロマトグラムでは，ピークは１本
でなく，３本確認された。セントジョーンズワート
では，ヒペリシンの他に，プロトプセウドヒペリシ
ン，プセウドヒペリシン，プロトヒペリシンが存在
する（Xenophontos 2007）。同様にソバもファゴピ
リンとプロトファゴピリンの他に，未同定のファゴ
ピリン類縁体を含んでいる可能性がある。本研究で
は，それぞれのピークの構造を明らかにすることは
行わず，それぞれのピークを併せて総ファゴピリン

（ファゴピリンおよびファゴピリン類縁体）含量と
した。Hinneburg and Neubert（2005）と Ožbolt et 
al.（2008）は，ファゴピリンと構造が類似している
ヒペリシンを標品として，ファゴピリン含量を求め
ている。本研究においても，それぞれのピークをヒ

ペリシン相当量として求めて，総ファゴピリン含量
を算出した。メタノールに溶解したヒペリシンのリ
テンションタイムは25分だった。検量線作成では，
1.72μg/mL から27.5μg/mL までのヒペリシン標品
の HPLC クロマトグラムをとり，それぞれ濃度の
ピーク面積から直線性の高い（r=0.999）検量線を
作成した。
　３）ダッタンソバと普通ソバに含まれるファゴピ

リン
　本研究で開発した HPLC 法および分光光度計法

（Ožbolt et al. 2008）を用いて，ダッタンソバおよ
び普通ソバの葉，茎，花，殻および子実に含まれる
ファゴピリン含量を求めた。HPLC 法で求めたファ
ゴピリン含量と分光光度計法で求めたファゴピリン
含量との相関係数は0.97（n=24）で，高い相関があっ
た。分光光度計法で算出したダッタンソバの葉と花
のファゴピリン含量は，新しく開発した HPLC 法
で算出した数値よりも，それぞれ1.8倍および2.6倍
高かった（第11表）。一方，分光光度計法で算出し
た普通ソバの葉と花のファゴピリン含量は，新しく
開発した HPLC 法で算出した数値よりも，それぞ
れ3.1倍および2.6倍高かった（第11表）。ダッタンソ
バ葉の抽出液の UV-vis 吸収スペクトルから，ファ
ゴピリンの検出域（590nm）にはファゴピリンのス
ペクトル以外にもクロロフィルやその他の二次代謝
産物のスペクトルが含まれることが明らかとなった

第17図　ダッタンソバの葉から精製したファゴピリンとファゴピリン類縁体の HPLC
クロマトグラム

注）Peak1：8.2分，Peak2：9.5分，Peak3：11.4分。
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第11表　ダッタンソバおよび普通ソバの葉、茎、花、殻および子実に含まれるファゴピリン含量（mg/g 乾物）

　　品種 部位
ファゴピリンとファゴピリン類縁体含量 総ファゴピリン含量

HPLC 法
HPLC 法 分光光度計法

Peak1 Peak2 Peak3
ダッタンソバ 葉 0.33±0.00 0.35±0.01 0.37±0.02 1.06±0.03 1.89±0.37
“ ロッタンダタム” 茎 0.07±0.03 0.02±0.00 0.02±0.00 0.11±0.03 0.09±0.08

花 0.88±0.01 0.68±0.02 0.28±0.00 1.87±0.03 4.73±0.33
殻 0.00±0.00 0.00±0.00 0.03±0.05 0.04±0.05 0.08±0.08
子実 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00 N.D.

普通ソバ 葉 0.08±0.01 0.14±0.00 0.17±0.00 0.39±0.00 1.19±0.21
“宮崎おおつぶ” 茎 0.04±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0.04±0.03 N.D.

花 0.31±0.03 0.15±0.01 0.18±0.01 0.64±0.06 1.67±0.19
殻 0.00±0.00 0.02±0.03 0.00±0.00 0.02±0.03 N.D.
子実 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 N.D. N.D.

注）各含量はヒペリシン相当量で算出した。平均値±標準偏差（n= ４）。N.D.：検出されず。

第18図　Peak1-3の UV-vis 吸収スペクトル
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（第19図）。すなわち，590nm を検出波長とした分
光光度計による従来の測定法ではファゴピリン含量
が過大評価されてしまうと考えられた。クロロフィ
ル A および B（Wako Co., Ltd., Japan）をメタノー
ルへ溶解し（0.4mg/mL），本試験で開発した HPLC
法で分析したところ，クロロフィル A と B は検出
されなかった（データ未掲載）。これらのことから
新しく開発した HPLC 法は従来の分光光度計法と
異なって，クロロフィル含有に左右されることなく，
正確にファゴピリン含量を測定できることが明らか
になった。
　４）ソバにおけるファゴピリンの蓄積部位
　TLC プレートに検出されるファゴピリンの赤色
スポットの大きさと濃さは，ダッタンソバと普通ソ

バで異なる。ダッタンソバでは，葉と花の抽出液か
ら大きな赤色スポットが，茎から小さな赤色スポッ
トが検出されたが，殻と子実からは赤色スポットは
検出されなかった。一方，普通ソバでは，葉と花の
抽出液から大きな赤色スポットが検出されたが，茎，
殻および子実からは赤色スポットは検出されなかっ
た（第20図）。
　HPLC 法でダッタンソバと普通ソバのファゴピリ
ン含量を測定したところ，葉に多量（1.06mg/g お
よび0.39mg/g），また，花にも多量（1.84mg/g お
よび0.64mg/g）に含有されていることが明らかに
なった。一方，茎に少量（0.11mg/g および0.04mg/
g），殻に極少量（0.04mg/g および0.02mg/g），子
実に極少量（0.01mg/g および検出無し）含有され

先端

第19図　ダッタンソバの葉の抽出液の UV-vis 吸収スペクトル

第20図　ダッタンソバおよび普通ソバに検出されたファゴピリンの TLC 分析
注）（A）ファゴピリン精製液，（B）葉，（C）茎，（D）花，（E）殻，（F）子実
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ていることが明らかになった（第11表）。
　Brockmann（1957）は，ソバには極少量のファ
ゴピリンが含まれるが，そのほとんどは花に蓄積さ
れると報告している。Johnson（1983）は，穀実に
はほとんどファゴピリンが含まれず，大部分が茎葉
に蓄積されると報告した。Joshi and Padora（1991）
は，ファゴピリンは花と殻に少量含まれているが，葉，
茎および殻には含まれないと報告している。本研究
で得られた結果はいずれの報告とも異なった。従来
の分光光度計による定量では，品種や生育ステージ
の違いによってクロロフィル含量やその他の代謝産
物含量に差が生じたため，ファゴピリンの蓄積部位
については今まで特定できなかったと考えられる。
本試験により，ダッタンソバおよび普通ソバともに，
ファゴピリンは主に葉と花に含まれ，茎には葉や花
よりも少ない量が含まれること，殻および子実には
ほとんど存在しないことが明らかになった。また，
ダッタンソバは普通ソバよりも多くのファゴピリン
を含むことが明らかになった。

３．まとめ
　近年，ポリフェノールだけでなく抗酸化性生理活
性物質に関して，様々な生活習慣病の予防を目指し
た研究がなされている。その一方で，これまで実験
動物を用いた害作用の報告も少なからずあった。例
えば，一部のフェノール性抗酸化物質には，投与量
や標的臓器によって発がん性あるいは発がん促進作
用が認められるという実験事実が挙げられる。古く
は，FDA による食品成分や食品添加物の毒性学的
研究に端を発し，合成フェノール性抗酸化剤 butyl 
hydroxyanisole（BHA）や tert-butyl-hydroquinone

（TBHQ）のラット前胃発がん作用や腎臓および膀
胱発がんの促進作用など，数多くの研究報告がある

（Ito et al. 1997）。これら一連の研究はその後，代
謝による活性化学種の生成や標的臓器など極めて多
くの重要な情報を与え，食品成分の毒性学的研究の
進展に大きく貢献している。
　一方，食品由来成分においても，コーヒー酸やセ
サモールに極めて高用量の投与ながら（0.4%），前
胃発がん作用が確認され（Ito et al. 1989），フラボ
ノイドのケルセチンでは，条件によっては大腸発が
んを促進する可能性も指摘されている（Pereira 
1996）。また，発がん性以外にもタンニン類，カル

コン類，茶カテキンを含む没食子酸類などによる急
性毒性（肝傷害作用）の報告がある（Galati and 
Obrein 2004）。さらに，大豆イソフラボンでは，大
腸発がんの促進作用（Rao et al. 1996），骨粗しょう
症マウスにおける胸腺の萎縮（Yellari et al. 2002）
など，ホルモン依存的な害作用も示唆されている。
ソバを飼料として使うと，光増感作用体であるファ
ゴピリンの影響により，家畜が光線過敏症を発症す
る可能性がある。光毒性は，太陽光照射と光増感作
用体との間に起きる光化学反応で，皮膚細胞の炎症
作用を誘引する。ファゴピリンが関与する光線過敏
症はファゴピリズムとして知られており，従来，ソ
バは飼料として利用されてこなかった。特に，ソバ
の葉と花には高濃度のファゴピリンが含まれること
から，ホールクロップ飼料としての利用はできな
かった（Johnson 1983）。しかし，本研究により，ダッ
タンソバおよび普通ソバの穀実にはほとんどファゴ
ピリンが含まれないため濃厚飼料として利用できる
可能性があることが示唆された。ダッタンソバの茎
葉には普通ソバの茎葉よりも多くのファゴピリンを
蓄積しているため，ホールクロップ飼料として給餌
する際は，普通ソバよりもダッタンソバのほうが
ファゴピリズムを発症する可能性があるので注意が
必要である。
　本研究では，ソバのファゴピリン含量を HPLC
で測定する方法を開発した。この分析法は，ソバの
品種群からファゴピリンをあまり含まない個体ある
いは全く含まない個体を正確に選抜する手法として
利用価値が高い。

Ⅶ．総合考察

　本研究で，ペルー産の紫トウモロコシ在来種には
中国産，韓国産および日本産の紫トウモロコシ在来
種よりもアントシアニンが多く含まれることが明ら
かになった。アントシアニンの組成を LC/MS 分析
で同定したところ，シアニジン‒3‒グルコシドとシ
アニジン‒3‒（６‒マロニルグルコシド）が主要な２
種類であることが明らかになった。しかし，ペルー
産の紫トウモロコシ在来種は日本の気候に適さず低
収量であるため，アントシアニンを含む多収な有望
品種を育成するには，アントシアニン合成に関する
遺伝子を日本で開発した系統に導入する必要がある。
　飼料添加物に頼らない循環型農業を確立するため
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にも，紫トウモロコシ品種の育成に対する期待は大
きい。井上ら（1990）は，トウモロコシ系統の栄養
成分を近赤外分光分析法で定量する推定式を開発し
た。本研究で開発したアントシアニン含有量および
DPPH ラジカル消去活性の推定式に加えて，栄養成
分の推定式を用いて近赤外分光分析法による成分育
種を行うことで，高栄養価でしかも高い機能性を有
する紫トウモロコシ品種の育成が効率的に進むと考
えられる。
　機能性サイレージとしては，緑茶飲料残渣を用い
た報告がある（除ら2004）。本研究では，紫トウモ
ロコシと通常トウモロコシのサイレージ発酵品質は
同等で，アントシアニンはサイレージ発酵に影響を
与えないことが明らかとなった。
　ダッタンソバに含まれるアントシアニン（シアニ
ジン‒3‒グルコシドとシアニジン‒3－ルチノシド）
について調査したところ，全アントシアニンに対す
るシアニジン‒3‒グルコシドの割合とシアニジン‒3‒
ルチノシドの割合は節位ごとに異なることが明らか
になった。Beckwith et al.（2004）は，ペンニセツ
ム ･ セタケウムに含まれるアントシアニンの種類や
割合は，紫外線照射が強くなるに従って変化すると
報告している。シアニジン‒3‒ルチノシドの抗酸化
作用は，シアニジン‒3‒グルコシドよりもやや強い
と報告されている（Heo et al. 2007）。本研究により，
ダッタンソバは異なる節位にアントシアニンを異
なった割合で蓄積していることが明らかになった。
すなわち，ダッタンソバはペンニセツム ･ セタケウ
ムと同様に紫外線照射の多い頂部節で，全アントシ
アニンに占めるシアニジン‒3‒ルチノシドの割合を
高めることによって，抗酸化作用を強めて植物組織
を保護している可能性があると考えられた。
　ソバを飼料として使うと，ファゴピリンの影響に
より，家畜が光線過敏症を発症する可能性がある。
特に，ソバの葉と花には高濃度のファゴピリンが含
まれることから，ホールクロップ飼料としての利用
はできなかった（Johnson 1983）。しかし，本研究
により，ダッタンソバおよび普通ソバの穀実にはほ
とんどファゴピリンが含まれないことが明らかに
なった。すなわち，ソバ穀実はファゴピリズムを誘
発する可能性の低い濃厚飼料としての利用が想定で
きる。ダッタンソバ茎葉は普通ソバ茎葉よりも多く
のファゴピリンを蓄積しているため，ホールクロッ

プ飼料として利用する際は，ダッタンソバのほうが
家畜に対しファゴピリズムを誘発しやすいと考えら
れる。本研究では，ソバのファゴピリン含量を
HPLC で正確に測定する方法を開発した。この分析
法は，ソバの品種群からファゴピリンをあまり含ま
ない個体あるいは全く含まない個体を選抜する手法
として特に利用価値が高い。すなわち，遺伝資源や
突然変異処理した個体群から，ファゴピリンを欠失
した個体を選抜することができれば，光線過敏症を
誘引しないホールクロップ飼料ソバ品種を育成する
ことが可能となる。
　本研究で得られた成果が，二次代謝産物を由来と
した機能性飼料作物の正しい認識へと結びつき，飼
料添加物に依存しない健全な飼料生産へ発展してい
くことを期待してやまない。

Ⅷ．摘　　要

　本論文は，第Ⅰ章の緒言から始まり，第Ⅶ章の総
合考察で締めくくられている。第Ⅱ章では，アント
シアニン高含有紫トウモロコシ在来種の導入と題し
て，遺伝資源の評価を行った。第Ⅲ章では，近赤外
分光分析装置を使ったアントシアニンの迅速定量法
の開発と題して，トウモロコシ育種現場へ近赤外分
光分析法を導入して，迅速にアントシアニン高含有
系統を選抜することが可能か検討した。第Ⅳ章では，
紫トウモロコシサイレージの発酵品質と題して，ア
ントシアニン高含有のトウモロコシをサイレージと
しても通常のトウモロコシサイレージと同様の使い
方ができるか検討した。第Ⅴ章では，植物のアント
シアニンが環境ストレスによって受ける影響と題し，
ソバ植物体を飼料として利用することを想定して，
機能性に優れるアントシアニンを茎葉のどの部位で
最も効率的に確保できるか明らかにした。第Ⅵ章で
は，高速液体クロマトグラフィーを使った植物色素
ファゴピリンの定量法の開発と題して，ソバに含ま
れるポリフェノールの一種，ファゴピリンの含有量
を正確に定量できる分析手法を開発した。この新し
い手法により，ソバ植物体のどの部位にファゴピリ
ンが含まれているか明らかにした。
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Studies on Establishing Analysis Methods and Plant Physiology for 
Polyphenols in Corn and Buckwheat for Developing Functional Forage

Kentaro Eguchi

　Polyphenols contained in plant tissue are secondar y metabolites.  Although these 

compounds are not directly involved in plant growth and development, they do play benefi cial 

roles.  For example, these compounds reduce photo-oxidative damage in the leaf cells.  In this 

study, variations in anthocyanin content, polyphenol content, and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

（DPPH） radical-scavenging activity were investigated in local varieties of purple corn; the local 

varieties in Peru exhibited high functional activity.  In this study, quantitative analytical methods 

using near-infrared refl ectance spectroscopy （NIRS） were developed to estimate DPPH radical-

scavenging activity and anthocyanin content of the cob and leaf-stem of purple corn.  The 

anthocyanin of purple corn silage is retained in the silage after storage.  The stored purple corn 

silage is expected to be highly beneficial because of its free-radical-scavenging capacity and 

antioxidant activity.  In this study, we examined the type and quantity of anthocyanin 

accumulated in the leaf and stem of buckwheat under different conditions of ultraviolet （UV） 
radiation.  The results indicate that buckwheat may accumulate certain types of anthocyanin 

that protect plant tissue against severe environmental stress.  In this study, a high-performance 

liquid chromatography （HPLC） method was developed to measure the fagopyrin content of 

buckwheat.  Tartary buckwheat contained more fagopyrin than common buckwheat.  In the 

buckwheat plant, fagopyrin was found to be mainly present in the leaves and fl owers, and to a 

small extent, in the stems, hulls, and groats.

Key words: anthocyanin, silage, buckwheat, corn, fagopyrin.
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