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Effects of cyclic-oligosaccharide (CD, CI), trehalose (Tr) and other sugars on the oxidation of 
unsaturated fatty acid of linoleic acid were evaluated. Oxidation reaction of linoleic acid was done 
with various oxidizing reagents (AAPH, FeCl3,CuSO4) under the various conditions ( UV, 40℃, 
room temperature, in the light or dark). Oxidation of linoleic acid was measured by the POV 
method,TBA method, amount of radical produced, NEFA method, and spectral evaluation. Effects 
of added sugars were varied under the oxidation conditions. However, among the 12 sugars tested, 
cyclodex-tran CIp gave the best results of suppression of oxidation of linoleic acid. Moreover, γCD 
and Tr also gave some effective prevention of oxidation. Because cyclic-oligosaccharides have high 
ability of forming the inclusion complex with various compounds, current results may be ascribed 
to the masking of fatty acid and/or oxidizing reagents decreasing the reactivity of oxidation.
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１．諸言

　不飽和脂肪酸の酸化反応を抑制する抗酸化剤に関す

る研究が数多く行われている中で、近年、糖質の関

わりが注目されている。サイクロデキストリン（CD、

サイクロマルトオリゴ糖）はα-1,4- 結合のグルコー

ス（GL）からなる環状オリゴ糖で、高い包接能をも

つことから実用的な応用例が数多く見られる 1）。CD

はリノール酸などの不飽和脂肪酸の酸化防止作用を

もつことも報告されている 2）。最近では、トレハロー

ス（Tr）の抗酸化作用が注目され、ラジカル生成反応

の抑制、ハイドオロパーオキサイド（HPO）生成量や

TBA 値の低減が報告されている 3, 4）。また、Tr がアス

コルビン酸 2- グルコシドの抗酸化性を高めることも

認められている 5）。

　我々は、サイクロデキストラン（CI、サイクロイソ

マルトオリゴ糖）がカテキンとの複合体形成反応にお

いて CD とは異なる結果を与え、界面活性剤などの各

種修飾剤がゲスト分子の包接に効果的であることを報

告した 6）。CI はα-1,6- 結合の GL からなる環状オリ

ゴ糖で、極めて高い水溶性を示し、抗う蝕性を示すこ

とが大きな特徴であり 7）、さらに、CI が各種色素の

包接能をもつことも報告 8, 9）されている。

　本研究では、リノール酸の酸化反応の進行を、良く

知られているいくつかの方法を用いて測定し、CD や

CI などのサイクロオリゴ糖および、それ以外の糖質

による酸化反応の抑制効果について検討した。

２．実験方法

１）試薬

　リノール酸、酸化剤（AAPH（2-2ʼ- アゾビス（2- メ

チルアミジノプロパン）二塩酸塩）、FeCl3、CuSO4）、

各種糖類（trehalose、Tr ; glucose、GL ; dextrin、SD）、

遊離脂肪酸（NEFA）量の測定キットおよび、その他

の試薬は和光純薬製のものを用いた。サイクロデキ

ストリンのα-、β-、γ-CD（αC、βC、γC）は塩

水港精糖の製品、部分精製品のサイクロデキストラ
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ンCI plus（Cp）、CI mix（Cm）はシーアイバイオ（沖

縄）の製品、分子量約 2 万のデキストラン（DX）は

名糖産業の製品を用いた。精製品の CI-7、CI-8、CI-9

（C7、C8、C9）は野田産業科学研究所の小熊哲哉博士

からご恵与頂いたものを使用した。

２）酸化反応の条件

　酸化反応には、リノール酸をエタノールで 200 倍

希釈し、酸化剤（AAPH、FeCl3、CuSO4）、各種糖類

（αC、βC、γC、Cm、Cp、C7、C8、C9、Tr、GL、

SD、DX、25mg/ml 濃度に調製）を加えて種々の条件

（UV、40℃、常温、暗所または明所）で行った。以下

に主な反応系の条件を示す。条件検討ではここに挙げ

た酸化剤以外にも 5種類の試薬を用いて酸化反応の条

件を検討したが詳細は割愛した。

　（1）FeCl3、40℃系　16mM リノール酸のエタノー

ル溶液 1ml、蒸留水 0.5ml、糖液 0.5ml、4mM FeCl3 を

順次、混合し、40℃、暗所で反応させ、経時的にサン

プリングした試料について酸化反応の進行を後述の方

法で測定した。

　（2）AAPH、40℃系　16mM リノール酸のエタノー

ル溶液 0.25ml、蒸留水 1.0ml、糖液 0.5ml、100mM 

AAPH 0.25ml を順次、混合し、40℃、暗所で反応さ

せ、経時的にサンプリングした試料について酸化反応

の進行を後述の方法で測定した。

　（3）40℃、UV 系 16mM リノール酸のエタノール溶

液 0.5ml、エタノール 2.0ml、糖液 1.0ml、4mM CuSO4 

1.0ml を順次、混合し、40℃、暗所で反応させ、経時

的にサンプリングした試料について酸化反応の進行を

後述の方法で測定した。

３）酸化反応の測定

　（1）POV 法による過酸化物価の測定　サンプル

0.3ml に飽和ヨウ化カリウム 0.5ml 加え、1 分間混合

してから、暗所で 5 分間放置した。その後、蒸留水

1ml、1％デンプン溶液を加えて混合し、1mM チオ硫

酸ナトリウムで滴定した 10）。

　（2）TBA（TBARS）法による脂肪酸酸化生成物量

の測定常法により A532nm の吸光度を測定した 11）。

　（3）ラジカル（HPO）生成量の測定 HPO 生成量は

サンプル 200µl に 80％エタノールを 1.5ml 加えて混合

し、A233nm の吸光度を測定した 12）。

　（4）NEFA キットによる遊離脂肪酸量の測定　非

エステル結合型脂肪酸キット「NEFA　C- テストワ

コー」を用いて A546nm13）の吸光度を測定した。

　（5）酸化反応のスペクトラム測定　各種の酸化反応

物の吸光度とスペクトルの測定は、分光光度計（島津

製作所、UV-1600）を用いた。

３．実験結果

１）POV 法による測定

　GL など 8種類の糖質をリノール酸と混合し、40℃、

72h の酸化反応に供し、POV 値を測定した（Fig.1a）。

3 種類の CD（αC、βC、γC）は糖質無添加のブラ

ンク（BL）と同程度の値であったが、Cm、DX、SD、

GL では BL よりも高い値となり、酸化反応生成物の
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Fig.1　POV 法によるリノール酸の酸化反応の測定

　　　 1a、FeCl３を酸化剤として 40℃で反応。本文の実験方法 2-2）-（1）、2-3）-（1）に従い、反応 8 日目の試料について測定。

試料の略号は本文中に記載。1b、100mM AAPH をラジカル生成促進剤として 40℃での経時変化を測定。
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増加が見られた。しかし、Cp では BL の半分程度の

値となり、酸化生成物の抑制が見られた。この実験と

は別に長時間反応での経時変化を測定した（Fig.1b）。

10 日間の酸化反応の結果、Cm は BL と同程度の値と

なったが、γC、Tr では明らかな抑制効果が得られ

た。Cp の場合には反応 24h での POV 値がそのまま継

続的に持続され、γC、Tr よりも高い酸化抑制の効果

が見られた。

２）TBA 法による測定

　6 種類の糖質をリノール酸と混合し、40℃または

UV 照射の条件で 72h の酸化反応に供し、TBA 値を

測定した（Fig.2a）。40℃および UV では Cp の添加

で TBA 値が最も小さく、それ以外の糖の添加では有

効な抑制作用が認められなかった。Cm、γC、Tr で

は BL 値よりも大きい結果さえも観察された。次に、

40℃における、より長時間の酸化条件で Cm、Cp、

C7、C8、C9 についての測定を行った（Fig.2b）。こ

の測定でも Cp の抑制効果が最大であったが、Cm も

5 日目までは有効であった。精製品の CI では抑制効

果が小さかったが、3 種類の CI の中では C9 の効果が

相対的に高かったことから、CI の重合度との関係が

ある可能性が示唆された。Cm、Cp は粗標品であり、

より高重合度の C10 以上のものも混在していること

が考えられる。

　酸化剤として FeCl3 を使用し、40℃で経時変化を測

定した（Fig.2c）。この条件でも Cp の高い酸化抑制

効果は先の結果と同じく再現されたが、Cm では BL

以上に酸化が促進され高い TBA 値が得られた。また、

この測定ではγC と Tr の添加でも酸化反応の抑制が

見られた。

Fig.2　TBA 法によるリノール酸の酸化反応の測定

　　　 2a、6種類の糖質とリノール酸との反応。左側は 40℃

反応、右側は UV 照射反応。2-2）-（3）、2-3）-（2）に従

い、反応 2 日後の試料について測定。2b、2-2）-（1）

により CI の種類を変えて反応。　2c、2-2）-（2）に従い、

100mM AAPH、40℃で経時変化を測定。
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３）ラジカル（HPO）生成量の測定

　酸化剤として FeCl3 を使用し、40℃で 1日目、6日

目に HPO ラジカルの生成量を測定した（Fig.3a）。1

日目に比べて糖を添加した系では 6 日目にラジカル

生成の抑制が見られ、CD や Tr の他に GL でも同程度

の効果が見られた。次にラジカル生成促進剤の AAPH

を添加し、40℃、3 日目に反応を測定した（Fig.3b）。

この条件ではγC、Cm、DX でやや抑制が見られた

が、ここでも Cp の効果が最も高く現れた。F3 
 

 
 
 
Fig.3   
3a FeCl 40 2-2)-(1) 2-2)-(3) 1 6 3b
2-2)-(2) 100mM AAPH 40 3  
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Fig.3　 ラジカル生成量に基づくリノール酸の酸化反

応の測定

　　　 3a、FeCl３、40℃の反応。2-2）-（1）、2-2）-（3）に従い、

反応 1 日および 6 日間反応後の試料について測定。

3b、2-2）-（2）に従い、100mM AAPH、40℃で 3日間反

応後の試料について測定。

４）NEFA キットによる遊離脂肪酸量の測定

　先に示した Fig.2a の反応系で NEFA キットによる

遊離脂肪酸量の測定を行った。ここでは測定値を反応

に供したリノール酸の減少量として評価したが、これ

はカルボキシ基の残存量を表すものとの考え方に基

づいている。Fig.4a にその結果を示したが、酸化処

理条件に応じて変動は見られるものの、3 日間（72h）

の反応に比べて長時間処理の 13 日間の反応では Cp

の添加で残存カルボキシ量が最大であった。BL 値は

40℃反応で UV よりも小さいことからリノール酸の酸

化は UV よりも高温により起こりやすいこと考えられ

る。次に、Fig.2b の反応系で 40℃、長時間の酸化条

件で Cm、Cp、C7、C8、C9 についての NEFA 測定を

行った（Fig.4b）。この測定では Cp と並んで Cm で

もほぼ同等のリノール酸の酸化反応の抑制効果が 12

日間に渡って持続することが分かった。この測定で

も C9が C7、C8よりも少し有効であることが見られ、

CI の重合度が大きい場合ほど効果が高い可能性が再

度、示唆された。
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Fig.4  NEFA  
4a Fig.2a 2-2)-(4) 4b Fig.2b 4c Fig.1a  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4　NEFA 法によるリノール酸の酸化反応の測定

　　　 4a、Fig.2a の反応を 2-2）-（4）で測定。4b、Fig.2b の

反応を測定。4c、Fig.1a の反応を測定。
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　酸化剤として FeCl3 を使用し、40℃で経時変化を測

定した実験 Fig.2c の系についても NEFA 測定による

糖の添加効果を測定した（Fig.4c）。測定結果は先の

TBA 法によるものと対応しており、Cm では BL 以上

に酸化が促進される一方で、γC と Tr の添加で酸化

反応の抑制が見られ、Cp の高い酸化抑制効果が再現

された。

５）酸化反応のスペクトル測定

　リノール酸の酸化をスペクトル変化で測定した実

験から、FeCl3 の方が CuSO4 よりも大きなスペクトル

変化を与えることが認められた（Fig.5- ①～④）。金

属を加えない BL（Fig.5- ①）と比べて 6 日間反応の

（Fig.5- ⑤）では明らかに 200～ 500nm 域でのスペク

トルがブロードに変化した。

　これに対して Cp 添加の系（Fig.5- ⑥）では 250nm

以下の波長での吸光度に差が見られ、BL（Fig.5- ⑤）

での振り切れる点の波長 248nm に対して、Cp では

213nm と大きな違いが観察された。この差異は上述の

Cp の作用と相俟って、Cp の酸化抑制作用を示唆する

ものと考えられる。一方で、γC と Tr では BL と類

似のスペクトルが得られた。（Fig.5- ⑦、⑧）。

４．考察

　CD、CI に代表されるサイクロオリゴ糖は、分子内

部の空洞が疎水性に富み、ゲスト分子との包接化合物

を形成する反応性が高いことが知られている。脂肪酸

との反応についても報告がある 14 ～ 16）。本報告では不

飽和脂肪酸の例としてリノール酸を用い、この酸化反

応におけるサイクロオリゴ糖の添加がどのような影響

を及ぼすかについて検討した。

　リノール酸の酸化反応では水系の反応液組成にする

ためにエタノール濃度を約 17％になるように設定し

た。この条件では高分子多糖の DX と SD は一部が不

溶化したが、CD と CI はエタノール濃度が 50％以下

では沈殿が生成せず、溶液状態での反応が可能であっ

た。Tr と不飽和脂肪酸の反応ではエタノール濃度を

40％として測定された 17）が、今回の検討では Tr より

高重合度の CD、CI をも測定の対象としたためにエタ

ノール濃度を下げて不溶性化が起こらないように配慮

した。

　リノール酸の酸化反応における条件は 3通りの方法

を基本として実施し、この反応に添加する糖質の種類

を比較して酸化反応の抑制効果の有無を判定した。酸

化反応の進行は 6 種類の方法で測定したが、ここで

は主としてスペクトル解析を含む 5つの方法で評価し

た。結果として前述のように、糖の添加効果は反応条

件によって異なるものが見られたが、酸化の抑制と評

価される場合が多く得られた。特に、Cp では反応条

件、測定法に拘らず、酸化反応の明らかな抑制が示さ

れた（Fig.1～4）。Cm でも Fig.2b、Fig.4b に示した

ように、反応条件によっては抑制効果を呈したものも

あった。

　CD は不飽和脂肪酸の酸化反応の抑制に効果的であ

ることが報告されている 2）。この報告では反応条件に

よって CD の種類と酸化の抑制効果には差が見られる

が、40℃、UV 照射下では特にαC の効果が高くなっ

Fig.5　スペクトル分析によるリノール酸の酸化反応の測定

　　　 ①～④、2-2）-（1）の系にて室温で測定。① BL･24h、②

CuSO４･24h、③FeCl３･24h、④FeCl３･48h。⑤～⑧、FeCl３、
40℃、6日間の反応。⑤ BL、⑥ Cp、⑦γC、⑧ Tr。
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ている。CD は不飽和脂肪酸や酸化剤に対する包接作

用がある 14 ～ 16）ため、酸化反応が起こりにくい状態

を保持することで酸化を抑えるものと考えられる。今

回の結果でも、γC などで抑制効果が認められた。

　CIの場合にも色素の包接作用が報告されており 8, 9）、

CD と同様の機序で酸化反応の抑制をもたらすものと

考えられている。本報告の結果では Cp の効果が最も

高く、各種の酸化条件や測定法で優れた抑制効果が検

出された。Cp は C7 ～ C9 に比べて、部分精製品であ

るために、より高重合度の CI を含んでいる。このこ

とが高い抑制効果をもたらす理由とも推定される。一

方で、サトウキビ糖蜜を加熱処理することで、ラジカ

ル消去活性などの高い抗酸化活性が得られることが報

告された 18）。

　CI の酸化反応の抑制効果と並んで、Tr の作用にも

注目すべき結果が報告されている。Tr は近年、種々

の機能性が報告されているが、不飽和脂肪酸の酸化反

応の抑制に関しても興味深いラジカル消去能が認めら

れている 4, 5, 19, 20）。すなわち、Tr は AAPH の存在下に

リノレン酸から生成する HPO 量の減少、TBA 値の減

少をもたらすとの結果である。Tr には CD、CI に見ら

れる包接作用は見られないが、脂質の酸化抑制に関与

する部位が 3位および 6位にあることが示唆されてい

る。また、これとは別に、アスコルビン酸 2- グルコ

シドの抗酸化性が Tr により増強されることも報告さ

れている 6）。

　本研究では中性糖について抗酸化の作用を測定した

が、キトオリゴ糖でも抗酸化作用が報告されている 21）。

他にもペクチンや硫酸化糖などで類似の報告があり、

糖質の抗酸化作用は未知の部分が数多くあると思われ

る。糖質は水溶性で、脂質は脂溶性であることから相

互作用を測定する際には条件を工夫する必要がある

が、ポリフェノール化合物の水酸基と類似の作用が糖

質の水酸基でも発揮されるのかは極めて興味深い。
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