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要旨 

植物性食品に普遍的に含まれるカロテノイドは食事から吸収され組織に蓄積する．この

うち，プロビタミン A として機能するのはわずかであり，多くはそのままの構造で吸収蓄

積して酸化ストレス抵抗性の増強や免疫賦活活性の増強などの機能を発揮すると考えられ

ている．一方，ヒト介入試験において β-カロテン大量摂取が発がんを誘発する可能性が示

唆されたことから，日常摂取するカロテノイドの必要量を明らかにすることが急務である．

そこで，本研究はヒトでのカロテノイド摂取が生体の酸化ストレス抵抗性にどのように影

響するかを定量的な観点から明らかにすることを目的とした．まず 16 年度はマウスへの β-

カロテンおよびリコペン長期摂取実験を行い，組織からの両者の高感度 HPLC 分析法を確

立した．17 年度はヒトの血漿リポタンパクである LDL と HDL それぞれに蓄積したカロテ

ノイド（とくに β-カロテン，ルテイン，リコペン）の簡便な定量法および LDL と HDL の

酸化反応系を確立した．さらに 18 年度は HDL へのルテインの取り込み挙動を β-カロテン

の場合と比較するとともに，LDL，HDL の酸化安定性に対する β-カロテンおよびルテイン

の影響を検討した．その結果，ヒト血漿ルテインと β-カロテン両者を添加した場合，HDL

にはルテインのみが取り込まれたが，HDL の被酸化性にはルテインの取り込みは影響しな

かった．一方，LDL では β-カロテンの取り込みにより酸化安定性の低下がみられた．しか

しヒト摂取実験では β-カロテンの LDL への蓄積は被酸化性に影響しなかった．HDL にはル

テインが選択的に蓄積したが，この場合も被酸化性には影響しなかった．以上の結果から，

β-カロテンおよびルテインを食事成分として大量摂取した場合（30 mg/日程度）には，血漿

に移行したそれぞれのカロテノイドがプロオキダントとして害作用をもたらす可能性は低

いと考えられた． 

 

 



A. 目的 

カロテノイドは植物性食品素材に普遍的に

含まれる機能性物質である．その種類は５

００種を越えるが，プロビタミンＡとして

機能するのはわずかである． 一方，ヒト

は食事由来の多様なカロテノイドを吸収す

るとともに，そのままの形態で組織に蓄積

することが知られている．これらの中には

抗酸化活性や免疫賦活活性などにより生体

に様々な生理効果をもたらすものが多いが，

代表的なカロテノイドである β-カロテンの

大量摂取は喫煙者に肺ガンを誘発したとす

るヒト介入試験結果も報告されている．こ

の場合， 血漿 β-カロテン濃度は有効に生

理機能を発揮する場合の３-５倍の上昇に

過ぎない（図-１）．したがって，遺伝要因

や環境要因が異なるヒトの多様な集団にお

いて食品から摂取すべきカロテノイドの質

と量を明らかにする必要がある．第七次改

定日本人の食事摂取基準策定ではカロテノ

イドの摂取量に関する踏み込んだ結論は得

られていない．カロテノイドは生体内の低

酸素分圧(15torr)では抗酸化活性を示すが，

高酸素分圧(760torr)では逆に酸化を誘導す

るプロオキシダントとして作用することが

報告されている．β-カロテンは培養細胞に

おいて酸化促進作用を発揮することも示さ

れている．ヒトにおいて少量のカロテノイ

ド摂取ではアンチオキシダントとして働く

が，大量のカロテノイドを摂取した場合に

はプロオキシダントとして作用する可能性

がある．ただし，食品成分としてカロテノ

イドを大量摂取した場合，吸収されたカロ

テノイドが血液中で酸化促進的に働くのか，

あるいは抗酸化的に働くのかについては明

らかではない．そこで，今回のプロジェク

トは抗酸化作用あるいは酸化促進作用の面

からヒトにおけるカロテノイドの適切な必

要量を明らかにすることを目的とする．そ

こで血漿におけるカロテノイドの作用を明

らかにするために，ヒト血漿リポタンパク

（HDL および LDL）の酸化反応系を確立す

ることを試みた．次に血漿カロテノイドの

機能発現のための必要量と安全摂取量を明

らかにすることを目的として，通常以上の

多量なカロテノイドの摂取が血漿リポタン

パクの酸化安定性に与える影響をヒトボラ

ンティア試験により検討した． 

 

B. 研究方法 

動物飼育 

Hos・HR-1 ヘアレスマウス（♂，8 週令）

（日本 SLC）を実験動物として用い（n＝５），

飼育は 25℃，12 時間の明暗サイクルの条件

下で行った．飼料はカロテノイドの吸収を

高めるために 0.25%のタウロコール酸を添

加した 20%カゼイン食に 0.05%のリコペン

または β-カロテンを混合して作成した．こ

の試験食をリコペンは 5 週間，β-カロテン

は 4 週間自由摂取させた後，麻酔下で脱血

屍殺し，背部皮膚とその他の臓器を摘出し

た．これらの臓器を 9 倍量の PBS を加えて

ホモジナイズし，調製したホモジネートは

分析に供するまで-20℃で保存した．採取し

た臓器のうち膵臓，心臓，精巣，眼球は小

さく個体別にカロテノイドの蓄積量を測定

するには不可能であるためプールしてホモ

ジナイズした． 

組織中のカロテノイド分析 

ホモジネート 0.5〜1ml をネジ栓付試験管

にとり，内部標準と，10μl の 10mMBHT/ヘ

キサンを加えた．このサンプルに 3ml のメ



タノール/ジクロロメタン(2:1v/v)を加えて

vortex して脂質画分を抽出し，次いでヘキ

サン 2ml を加えて激しく攪拌した後，4℃で，

3000rpmｘ5 分遠心を行った．得られたヘキ

サン層を濃縮し，酢酸エチルを 500μl 加え

て残渣を溶解し HPLC の分析に供した．内

部標準として，リコペンの定量には�-カロ

テンを,β-カロテンの定量には 8-アポカロテ

ナールを用いた．分析条件を以下に示す．

移動層：リコペン(メタノール/酢酸エチル; 

7:3, v/v)，β-カロテン(メタノール/アセトニ

トリル/ジクロロメタン/水; 7:7:2:0.16v/v），

検出波長：リコペン(470nm)，�-カロテン

(450nm)，流速：1ml/min，カラム：TSKgel 

ODS-80Ts (4.6x250mm)(TOSOH Co., Japan)

で行った． 

血漿リポタンパクのカロテノイド分析 

ヒト新鮮血から得た血漿を密度勾配遠心

法により調製したLDLおよびHDL100uLに

内部標準として 8-アポカロテナールを添加

した．攪拌後，イソプロパノール/ジクロロ

メタンを 300uL 及び氷酢酸 2.5uL を加えて

遠心分離し，上清をそのまま HPLC 分析に

供した．HPLC 分析条件を以下に示す．移

動層：アセトニトリル／メタノール／ジク

ロロメタン ; 7:2:１ ,v/v/v,），検出波長： 

450nm，流速：1.0 ml/min，カラム：TSKgel 

ODS-80Ts (4.6 x 250mm)(TOSOH Co., Japan)

で行った． 

血漿リポタンパクの酸化反応 

LDL あるいは HDL のＰＢＳ溶液（0.2mg 

protein/ml）にアゾラジカル発生剤(AAPH；

0.2mM)を添加して，３７Ｃでインキュベー

ションした． 一定時間後の反応液をとり，

TBARS 測定および脂質ヒドロペルオキシ

ド(LOOH)測定（ロダン鉄法）を行った．

LOOH 測定には測定キットを用いた． 

ヒト血漿に対する β-カロテンおよびルテイ

ン添加実験（in vitro 実験） 

ヒト新鮮血から得た血漿に 5uM の β-カ

ロテンおよびルテインを添加し，３７Ｃで

１時間インキュベーション後密度勾配遠心

法にて LDL と HDL 画分を調製した．リポ

タンパクに蓄積したカロテノイドを逆相

HPLC にて定量した．リポタンパクの被酸

化性を評価するために LDL あるいは HDL

のＰＢＳ溶液（0.2mg protein/ml）にアゾラ

ジカル発生剤(AAPH；0.2mM)を添加して，

37℃でインキュベーションした．６時間反

応後の反応液をとり，前述の LOOH 測定を

行った． 

ヒトによる高カロテノイド含有食品摂取実

験（ex vivo 実験） 

健常人被験者（２４才男性）は摂取１週

間前からサプリメント類を摂取禁止し，緑

黄色野菜の摂取も極力さけた．実験開始か

ら１日 160ml缶入りニンジンジュース３缶

（トータルで β-カロテン 31.2mg 摂取）あ

るいは１日ほうれん草ピューレ４５０ｇ

（トータルで β-カロテン 22.3mg，ルテイン

35.0mg）を１週間連続摂取させた．採血後，

上記と同じ方法で血漿 LDL，HDL 画分を

得て，カロテノイド蓄積量を測定するとと

もに，アゾラジカル発生剤を用いた酸化反

応を行った． 

 

C. 結果と考察 

 

リコペンの分析条件の検討と各種臓器にお

けるリコペンと�-カロテンの蓄積 

サンプルの前処理を図 2 に示した．組織

ホモジネートから塩化メチレン・メタノー



ルで抽出し，ヘキサンを加えて二層分配し

た後，ヘキサン層を濃縮し，HPLC 分析用

の試料とした．また作成した標準曲線によ

るリコペンの検出限界は 0.16pmol という

高感度であった．また，HPLC 分析に要す

る時間も 16 分と短時間であり，多量の試

料を簡便にかつ短時間に分析定量できた．

他のカロテノイドも本分析法で定量可能

と思われた．0.05%のリコペンを含む飼料

を 5 週間摂取したマウスにおいて，肝臓を

始めとする各種臓器に摂取カロテノイド

の蓄積が認められた．新鮮重量あたりの蓄

積は肝臓で顕著であり，次いで皮膚に高濃

度に蓄積していた．また，微量ではあるが

眼球，膵臓にもそれぞれ 0.9pmol/wet weight，

1.0pmol/wet weight 蓄積が確認された．�-

カロテン添加飼料を 4 週間摂取したマウ

スの肝臓，皮膚，腎臓，脳における蓄積は

飼料摂取期間がリコペン摂取より短いに

もかかわらず，すべての期間でリコペンよ

り高濃度であった（表-１）． 

 

ヒト血漿リポタンパクのカロテノイド分析 

HPLC によるヒト血漿のカロテノイド分

析結果を図-3 に示した．対象とした β-カロ

テン，リコペン，ルテイン/ゼアキサンチン

を分離定量できた． 標準曲線を用いたリ

ポタンパク中のカロテノイド定量結果から

LDL には β-カロテンが，HDL にはルテイン

/ゼアキサンチンが多く含まれることが確

認された．したがって，それぞれのリポタ

ンパク質における主な作用カロテノイドは

β-カロテンとルテイン・ゼアキサンチンで

あると考えられた． 

 

血漿リポタンパクの酸化反応 

LDL，HDL ともに LOOH 測定では一定の

誘導期の後に酸化反応が促進することが示

されたが，LDL に比べて HDL の LOOH 蓄

積はゆるやかであった （図-4）．これは

HDLの方が酸化基質である脂質含量が少な

いためと考えられた． 本法により両リポ

タンパク質の被酸化性を簡便に評価できる

ことがわかった． 

 

ヒト血漿に対する β-カロテンおよびルテイ

ン添加実験（in vitro 実験） 

用いたヒト血漿リポタンパクにおいて

LDL ではルテインに比べ β-カロテンが多く

存在し，HDL では同程度存在した． 血漿

に添加した場合，ルテインは LDL，HDL と

もに蓄積したのに対し，β-カロテンは LDL

のみに蓄積した(図-5)． したがって，外部

から添加した場合，ルテインの方が両リポ

タンパクともに蓄積されやすいことが明ら

かである．アゾラジカル発生剤を用いた

LDL，HDL の被酸化性に対するそれぞれの

カロテノイド添加の影響を図-6 に示した．

β-カロテンが蓄積しやすい LDL では酸化促

進作用がみられたが，ルテインでは LDL，

HDLともに促進作用はみとめられなかった． 

血漿への β-カロテンの添加濃度である 5uM

はヒトへの高カロテン摂取介入試験で報告

されている血漿濃度範囲である．したがっ

て，β-カロテンは大量摂取により LDL に対

してプロオキシダントとして作用する可能

性が示された． 一方，ルテインは同様に

摂取してもプロオキシダント作用は起こり

にくいと思われる． 

 

ヒトによる高カロテノイド含有食品摂取実

験 （ex vivo 実験） 



ニンジンジュースを摂取した場合，β-カロ

テンはLDLの方がＨＤよりも蓄積しやすい

ことが確認された（図-7）．なお，LDL への

蓄積量は in vitro実験の場合とほぼ同じであ

った．一方，被酸化性を示す LOOH 生成量

には LDL，HDL ともに相違はみられなかっ

た． したがって，今回設定した量のニン

ジンジュース摂取では上記の in vitro実験で

示されたLDLのプロオキシダント作用はお

こらないと思われた．ほうれん草ピューレ

摂取では，LDL，HDL ともにルテイン含量

は増加したが，β-カロテン含量は変化しな

かった（図-８）．この原因は不明であるが，

ルテインの共存が β-カロテンの吸収蓄積を

抑制した可能性が考えられた． LDL，HDL

ともにルテイン含量の増加は被酸化性に影

響しなかった．したがって，ルテインの大

量摂取は血漿リポタンパクの被酸化性に影

響しないと考えられた． 今回の実験にお

ける β-カロテン，ルテイン摂取量はヒト介

入試験で発ガン促進作用がみられた摂取量

に近いレベルである．しかし，血漿濃度は

数分の１である（0.8-1.2uM）． さらに多く

の実験を積み重ねる必要はあるものの，今

回の結果から食事成分としてのカロテノイ

ドを大量摂取しても血漿にプロオキシダン

ト作用が起こる可能性は低いと思われた． 

 

結論 

カロテノイドは植物性食品（野菜・果物）

あるいはそれらの加工品（飲料，ピューレ

など）から摂取する場合にはサプリメント

のヒト介入試験でみられた害作用は起こり

にくい．食品からの摂取の場合には，

30mg/day 程度大量摂取してもサプリメント

に比べて血漿濃度が低く保たれることがそ

の理由のひとつと考えられた． 
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図 1．ヒト介入試験における β-カロテン摂取量と血漿カロテン濃度の関係 

 

臓器ホモジネート(0.5~1.0ml)

内部標準

10μl n-hexane /10mM BHT
3ml MeOH/CH2Cl2(2:1,v/v)

2ml n-hexane
攪拌

上層
（hexane層）

攪拌・抽出

下層

1ml CH2Cl2
2ml n-hexane
攪拌・抽出

上層
（hexane層）

N2ガスでdry up
EtOAc

HPLC分析

 
図 2．カロテノイド分析用試料の調製方法   

 



表１． リコペンとβ－カロテンの蓄積量

肝臓
皮膚
脾臓
腎臓
脳
精巣
心臓
膵臓
眼球

pmol/wet tissue

1238±539
71.0±11.1
67.4±52.4

7.2±2.9
2.4±1.5

2.3
2.1
1.0
0.9

肝臓
皮膚
腎臓
脳

pmol/wet tissue

2010±550
1647±349
57.2±7.4

2.6

リコペン β－カロテン

 
 

 

図 3．HPLC によるヒト血漿のカロテノイド分析クロマトグラム 

内部標準には 8-アポカロテナールを用いた． 
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図 4．アゾラジカル発生剤によるヒト血漿 LDL と HDL の酸化反応の経時変化 

LOOH（脂質ヒドロペルオキシド）TBARS（ＴＢＡ反応性物質） 

              （縦軸の単位は nmol/mg protein） 
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図 5．β-カロテンおよびルテインの血漿への同時添加によるリポタンパクへの分布蓄積

 
図 6．LDL と HDL の被酸化性に対する添加 β-カロテンおよびルテインの影響 



 
図 7．LDL および HDL の酸化安定性に対するニンジンジュース摂取の影響 

 
図 8．LDL および HDL の酸化安定性に対するほうれん草ピューレ摂取の影響 


