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Summary Wemeasured antioxidant activities of red and white wines, other various alcoholic and non-

alcoholic beverages (beer, sake, Japanese tea, coffee, tea, and konbucha) and some pure chemical

compound solution by CHP/Hb-MB method. This is the method that measure the remaining CHP

concentration after reducing reaction caused by adding specimen to CHP solution by a spectrum

photometer.

We have conclusion as follows !

1. CHP/Hb •EMBmethod can measure antioxidant activities in various beverages.

2. Wine is the alcoholic beverage which had high antioxidant activity.

3. Red wine contained high antioxidant activity than white wine, but white wine contained antioxidant

activities high fully, too. So we need not to be concerned with red wine.

要　約　我々は,赤ワイン・白ワイン・その他のアルコール性飲料(ビール,日本酒)・非アルコ

ール性飲料(日本茶,コーヒー,紅茶,昆布茶)および数種類の純化合物の抗酸化能を,CHP/

Hb・MB法を用いて測定した.本法はCHP溶液への試料添加による還元反応後の残存CHP濃度を,

分光光度計で測定するものである.

我々の得た結論は以下の3点である:

1.CHP/Iib・MB法は各種飲料物の抗酸化能を測定できる.

2.ワインは高い抗酸化能を有するアルコール性飲料である.

3.赤ワインは白ワインよりも高い抗酸化能を示すが,白ワインにも高い抗酸化能が認められるの

で赤ワインにこだわる必要はない.
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一般に赤ワインの飲用により血清抗酸化能が向上す

ることがよく知られている1)。しかし、白ワインにつ

いては抗酸化能がどの程度のものなのかはあまり論じ

られていない。白ワインにも抗酸化能があるのであれ

ば、これを飲用すれば血清抗酸化能を向上させる事が

可能なのではないかと考えられる。また、抗酸化物質

を含む飲料物を常用することにより、血清抗酸化能を

高い水準に維持できる可能性もある。

いずれにせよ、飲料物の抗酸化能を測定することは、

活性酸素種が関連する疾患の予防や管理に際して、有

用な知見を与えてくれることが期待できる。そこで、

アルコール飲料(赤ワイン、白ワイン、ビール、日本

酒)と非アルコール飲料(緑茶、ほうじ茶、紅茶、コ

ーヒー)、純物質(亜硫酸ナトリウム、クェルセチン、

アスコルビン酸、α-トコフェロール)のinvitroで

の抗酸化能を測定したので結果を報告する。

測定方法

測定系は試薬にデタミナ

ーLPO(協和メディックス、

表1)を用い、クメインヒド

ロペルオキシド(CHP)濃

度を分光光度計で測定する

杉田らの方法を用いた2)。

(1)測定原理

ヒドロペルオキシド

(Hydroperoxide)とメチレ

ンブルー誘導体が、ヘモグ

ロビン(Hb)を触媒とし

て反応すると、メチレンブ

ルー(MB)が等モル生成

する(図1)。そこで、こ

の反応による呈色度を測定

することにより過酸化脂質

の定量ができる。メチレン

ブルーの吸光度のピーク波

長は675nmなので、この波

長を用いて上記反応による

呈色度を分光光度計により

測定することにより、血清

過酸化脂質を定量すること

ができる。この測定方法を

ヘモグロビン・メチレンブ

ルー(Hb・MB)法という3)。

過酸化物であるCHPと抗酸化能を有する試料を混合

すると、CHPが還元される。そこで既知量のCHPと

MB誘導体の反応から得られるMB量から、試料添加

後の残存CHPとMB誘導体の反応から得られるMB量

を引くことで、試料によって還元されたCHP量を定量

でき、これをもって抗酸化能とする2)。この測定方法

をクメンヒドロペルオキシド/ヘモグロビン・メチレ

ンブルー法(CHP/Hb・MB法)と呼称した。

(2)測定法

赤ワインを含む各種の飲み物のinvitroにおける抗

酸化能を測定した。デタミナーLPOの標準使用法と杉

田らによるモディファイされた使用法の比較を表2に

示す。ここに示すように、各種試料とCHPを混和して、

残存したCHPを測定した。

表1　デタミナーLPOキット構成

構成試薬名 容量 ・本数 成分名 含量 (調整後)

試薬 1-A 55 m L 用 アスコル ビン酸オキシダーゼ 14 単位/m L

(前処理剤) 1 本 リボプロテイン リパーゼ

安定化剤

1.3 単位/m L

試薬 1-B 55 m L グッド緩衝液 (pH 5 .8 ) 0 .1M

(前処理剤溶解液) 1 本 界面活性剤

試薬 2・A 110 m L 用 10-N -メチルカルバモイル-3,7 -ジメチ 0.04 m M

(発色剤) 1 本 ル ア　ミ　ノ ・10H ・フ　ェ ノ　チ ア ジ ン

(M C D P )

安定化剤

試薬 2-B 110 m L グッ ド緩衝液 (pH 5 .8 ) 0 .1M

(発色剤溶解液) 1 本 ヘモグロビン

界面活性剤

67.5 μ g/m L

標準液 10m l用

1 本

クメンヒドロパーオキシド水溶液 50.O n m ol/m L

図1　ヒドロペルオキシドとメチレンブルー誘導体の反応
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対照となる盲検用試料は蒸留水100μLを用いた。

標準用試料は50nmol/mlのCHP溶液70μLと蒸留水30

μLを混合し、35nmol/mlのCHP溶液を調整した。各

種試料をそれぞれ30μLと50nmol/mlのCHP溶液70μL

を混合した。これらの試料を、30℃恒温槽内に2時間

放置して、1.Omlの前処理液を添加・混和し、30℃恒温槽

内に5分間放置して発色液を2.Oml添加・混和した。そ

して、30℃恒温槽内に10分間放置して分光光度計で波長

675nmの吸光度を測定した。標準用試料の測定値が

CHP35nmol/mlなので、これを基準に各測定値より残

存するCHP濃度を求めた。このCHP濃度と標準用試料

中のCHP濃度との差をもって各試料の抗酸化能とし

た。

試料と混和したCHPは35nmol/mlなので、この測定

系において直接測定できる抗酸化能の上限値は35nmol

/miである。そこで、測定時に30nmol/ml以上の抗酸

化能を示した試料については適宜蒸留水による希釈を

行い再度測定して抗酸化能を計算した。

上記の方法に従い、アルコール飲料は赤ワイン(2

銘柄;うち1銘柄は2ロット)、白ワイン(2銘柄;う

ち1銘柄は2ロット)、ビール(2銘柄)、日本酒(2銘

柄)、非アルコール飲料はほうじ茶(3銘柄)、緑茶(17

銘柄)、レギュラーコーヒー、紅茶、昆布茶(それぞれ

1銘柄)、単離化合物は亜硫酸ナトリウム、クェルセ

チン、アスコルビン酸、α-トコフェロール(それぞ

れ和光純薬工業株式会社から得た)について、それぞ

れの溶液の抗酸化能を測定した。クェルセチンとα-

トコフェロールはメタノールで溶解し、亜硫酸ナトリ

ウムとアスコルビン酸は蒸留水で溶解した。(表3)

表2　測定操作の比較

標準法 モディファイ法

検体用 標準用 盲検用 検体用 標準用 高検用

検体 (試料) 100 μ L - - 30 μL - -

標準液 - 100 μL - 70 μL 70 μL -

蒸宿水 - - 100 μL - 30 μ L 100 μL

前処理液 1.0m L 1.0111L

第一反応 混和後に, 30℃恒温槽内に 2～5 分 混和後に,30℃恒温槽内に 5 分間放置

間放置す る する

発色液 2.0111L 2.0111L

第二反応 混和後に, 30℃恒温槽内に 10 分間 混和後に, 30℃恒温槽内に 10 分間放

放置す る 置す る

測定 盲検を対照として,波長 675nm で吸 盲検を対照として, 波長 675n m で吸

光度を測定する 光度を測定する

各試料の測定法

1.アルコール飲料

1)ワイン

ワインは、10倍希釈したものを試料として抗酸化能

を測定した。

2)ビール

各銘柄とも缶ビールを用いた。試験管に入れて肉眼

的に発泡が見られなくなるまで、サーモミキサーを用

いて撹拝した後に試料として抗酸化能を測定した。

3)日本酒

各銘柄ともそのまま試料として抗酸化能を測定した。

2.非アルコール飲料

1)日本茶

(1)ほうじ茶

茶菓2gに沸騰水1(刀mlを加え、1分間放置した後

20秒かけて容器に注ぎ、その抽出液を試料として抗

酸化能を測定した。

(2)緑茶

ほうじ茶と同じく茶菓2gに沸騰水100mlを加え、

抽出時間は1分間放置し、20秒かけて容器に注いだ。

緑茶については抽出液を濾紙により濾過した場合と

濾過しなかった場合との両方で抗酸化能を測定し

た。また、湯の温度を60℃にして同様に抽出し、抗

酸化能を測定した。

2)レギュラーコーヒー

グレコパックを使用した。1パックに7gのコーヒ

ー豆がセットされていて、指示量の沸騰水130mlを用

いて抽出した。,

3)紅茶

リブトン・ティパック1

包を沸騰水200ml中に1分

間放置してその抽出液の抗

酸化能を測定した。

4)昆布茶

昆布茶1包を沸騰水1㈱ml

で溶解し、濾紙を用いて濾

過した。その濾液の抗酸化

能を測定した。

3.単離化合物

1)亜硫酸ナトリウム

亜硫酸ナトリウムは、

25.0mg/dlと12.5mg/dlの2
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濃度における抗酸化能を測定した。

2)クェルセチン

2.1μmOl/mlの濃度までの4濃度における抗酸化能

を測定した。

3)アスコルビン酸

400nmol/mlの濃度までの4濃度における抗酸化能

を測定した。

4)α-トコフェロール

11.9μmOl/mlの濃度までの4濃度における抗酸化能

を測定した。

表3　使用した飲料

種別 銘柄

ワイン 赤ワイン 岩の原 ワイン菊水印

たいないワイン

白ワイン 岩の原 ワイン菊水印

たいないワイン

ビール アサ ヒスーパー ドライ生

キ リン一番搾 り生

日本酒 朝 日山

ワンカップ大関

日本茶 ほうじ茶 京錦

宇治錦

峰錦

緑茶 五月晒

上井茶

か りがね

玉館粉

あら茶

わ らかけ玉 しぶき

天下一

ふかむ し天下一

甘露

玉露芽

玉露かりがね

利休

探むし利休

玉露翠峯

大走り新茶

特選玉翠

玉露玉かつ ら

レギュラー/コーヒー グレコパック

紅茶 リブ トン ・ティパック

昆布茶

単離化合物 亜硫酸ナ トリウム

ルチン

クェルセチン

アスコル ビン酸

結　果

今回我々が用いた測定系では、ワインが際立って高

い抗酸化能を示した。その数値は、抗酸化能が高いと

言われる緑茶、その他の非アルコール飲料の10倍前後

であった。赤ワインと白ワインの間では、赤ワインの

方が若干高い抗酸化能を示したが、白ワインのそれも

他の試料に比べれば十分に高い数値を示した。また、

ビールは緑茶と同程度の抗酸化能を示したが、日本酒

は抗酸化能を持たなかった(表4)。

純物質では亜硫酸ナトリウムが強い抗酸化能を示し

た。図2にアスコルビン酸とα-トコフェロールの濃

度と抗酸化能の関係を示し

た。同様にクェルセチンは、

我々の測定系で検知でき

た。図3にはクェルセチン

の濃度と抗酸化能の関係を

示した。

考　察

ワインの中に含まれる

種々の抗酸化物質は、葡萄

の実に由来するものと考え

られる4)。赤ワインが白ワ

インよりも高い抗酸化能を

示したことは、植物の抗酸

化物質であるポリフェノー

ル類が果実の皮に多く含ま

れることと関連があると考

えられる。一方で、白ワイ

ンが赤ワインよりも高い抗

酸化能を示すとの報告5)も

あり、ポリフェノール類だ

けではワインの抗酸化能を

説明しきれないものと考え

られる。

日本酒が抗酸化能を示さ

なかった事は、抗酸化能を

有する物質が米の表面付近

に局在することを示唆する

と考えられる。仕込みの段

階で酒米は表面を十分に研

磨されるので、米が持って

いたかもしれない抗酸化物

質を除去されて醸造される
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表4　CHP/HB・MB法による酒類、コーヒー、お茶の抗酸化能

種別 抗酸 化能 (11m O l/nlL) 調整 法 サ ンプル 数

赤 ワイ ン 172-2 67 n=3

白 ワイ ン 147-2 14 n=3

ビール 12.3- 17.0 n=2

日本酒 0 n=2

コー ヒー 2 3.6 7g/ 130mL n= 1

緑 茶 16.8- 27.8 2g/ 100mL n= 17

ほ うじ茶 11.8- 17.3 2g/ 10 0mL n=3

紅茶 5 .5 1 包/2 00m L n = 1

昆布 茶 0 1 包/ 100mL n = 1

のであろう。そのために、日本酒は抗酸化能を持たな

いものと考えられる。

ビールについては、大麦やホップの実を入れて醸造

されるので、これらのもつ抗酸化物質が製品中に溶解

しているものと考えられる。そのために抗酸化能を示

したと考えられる。

緑茶については、その抗酸化能の主体がアスコルビ

ン酸によって担われていると考えられるが、その他の

ポリフェノール類が関与していることも十分考えられ

る。ほうじ茶が緑茶に比べて低い抗酸化能を示したこ

とは、悟じる時に加えられる熱によるアス

コルビン酸の破壊によるものではないかと

考えられる。

亜硫酸ナトリウムはわれわれの測定系に

おいて著しい抗酸化能を示した。これは、

大気中の酸素からワインの品質を保持する

ために添加されているものである。ワイン

に残存していた遊離亜硫酸ナトリウム量

(10～40ppm)と、総亜硫酸ナトリウム量

(33～144ppm)とが、それぞれのワインの

抗酸化能とは比例せず無関係であることか

ら、ワインの抗酸化能は亜硫酸ナトリウム

によるものではないと考えた。

クェルセチンは蒸留水で加温・撹拝した

がほとんど溶解させられなかった。メタノ

ールを用いたところ蒸留水に比べて溶解が

容易であった。この事から、ワインの抗酸

化能はアルコールの存在により溶解しやす

いポリフェノールが関与していることが示

唆される。また、クェルセチンは、通常ワ

インに含まれるとされる濃度5)では抗酸化能があると

明確にはいいきれない。しかし、これはワインに含ま

れるポリフェノール類の一つに過ぎず、我々の測定系

で抗酸化能を検知できたことから、ワインの全抗酸化

図2　α-トコフェロールとアスコルビン酸の抗酸化能 図3　クエルセチンの抗酸化能
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能 total antioxidant activityの一部をなしていると考え

るべきであろう。

この結果は血清抗酸化能を高めるためには、ワイン

である必要はなく、抗酸化物質を溶解している飲食物

を摂取することが肝要であることを示唆する。抗酸化

能を有する飲料物の常用により血清抗酸化能が高めら

れるとするならば、活性酸素種が関連するとされる各

種疾病の予防・治療・管理のいずれの点においてもこ

れらの飲料の常用は有意義と考えられる5-6ノ。各種飲

料物と血清抗酸化能の変化の関連や疾病との関連にお

ける検討は今後の課題である。
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