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トウミョウに含まれるβカロテンの定量方法の確立 
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１．はじめに  

 伊藤ら(2019)によると、異なる光条件下で培養したシア

ノバクテリアに含まれるアスコルビン酸量は２時間の強光

によって２倍に増加すること、また、暗黒条件の場合通常

光条件より AsA量が多いことが示唆されている（図 1）。ま

た、黒田ら(2021)が、単細胞生物のシアノバクテリアだけ

でなく、高等植物であるトウミョウでも収穫前に光条件を

変えることで、アスコルビン酸量が変化するのかを調べた

結果、高等植物でもアスコルビン酸量は通常光条件よりも

強光条件の方が AsA量が増え、暗黒条件の場合は減ってい

ることが分かっている。これらのことから光の量によって AsA量が変化することが示唆されている。 

そこで私たちは、アスコルビン酸以外の抗酸化作用をもつ脂溶性ビタミンである β カロテンに注目

し、脂溶性ビタミンを抽出・定量する方法を確立させることで、光と脂溶性ビタミン量変化の関係を明

らかにし、栄養価を高めた野菜の栽培方法や、保存方法を提案したいと考え研究を行った。 

２．実験方法の検討と課題  

２－１ ホウレンソウによるペーパークロマトグラフィーの実験方法 

βカロテンが多く含まれていてホウレンソウの葉を 10g用意し葉脈を取り除き、１㎝角程度の大きさ

にちぎり乳鉢に入れ、抽出溶液 (石油エーテルとメタノールを１：３の割合で混合) を 10mLずつ 5分

ごとに計 40mL 入れ、乳棒を使ってすりつぶした(図２)。抽出液をろ紙でろ過し三角フラスコに回収し

た。その抽出液に 10％食塩水を 80 mL加えて混合した。次に 20mLの石油エーテルを加え 20分間よく攪

拌しながら、成分を石油エーテル層（上澄み）に抽出した（図３）。その上澄み液をバイアル瓶に入れた

(図４)。その色素抽出液を毛細管で吸い上げ、下から 3㎝のところに鉛筆で線を引いた展開用ろ紙の鉛

筆の上に薄く毛細管で吸い上げた色素の線を引いては乾かすという操作を 10 回ほど繰り返した。その

後展開溶媒(ヘキサンとアセトンを 15：１の割合で混合)200mLを入れ、30分間展開溶媒の蒸気でみたし

た展開槽に立てかけ、溶媒がろ紙の上端から約２㎝のところに達した後、ろ紙を取り出し、色素の境界

線に鉛筆で線を描いた（図５）。この作業によって分けられた色素部分を切り出し約２mL のヘキサンで

抽出した。この色素溶液を分光光度計を用いて、紫外可視吸収スペクトルで測定した。 

 

 

図２ すりつぶした 

   ホウレンソウ 

 

図３ 上澄み溶液 

 の抽出 

 

図４ 上澄み溶液 

 の保管 

 

図５ 展開 

 

 

図１ 光条件と細胞内の AsAの変化 

（伊藤ら,2019） 
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２－２ クロマトグラフィーの再現性に関する実験方法   

２－１の方法で脂溶性ビタミンの抽出・分離を行った（図６ア）。代谷ら(1972)より 6つの色素が得ら

れることがことがわかっているが（表１）、私たちは何度実験を行っても同じ結果が得られることがな

く再現性が低く、脂溶性ビタミンが分離抽出できないという課題が見つかった。その原因として、抽出

時にホウレンソウの細胞壁が破壊されておらず細胞内に含まれている色素が抽出されていない可能性

と葉に付着した水分が抽出に影響している可能性を考えた。 

 そこで、抽出時にホウレンソウの細胞壁が破壊されておらず細胞内に含まれている色素が抽出されて

いない可能性を確認するため、冷凍したホウレンソウを実験に用い、細胞壁を物理的に破壊させた後、

同様にペーパークロマトグラフィーを行った。僧都ら(2018)によると、冷凍することでできた氷の結晶

が細胞壁を破壊していることが分かっている。その結果、脂溶性ビタミンを分離抽出することができた

(図６イ)。このことから、細胞壁が破棄されたことが分離抽出に影響を及ぼしているのでないかと考え、

細胞壁の破砕の有無を調べるための実験を行った。冷凍した試料を１㎝各程度に切ったホウレンソウの

シートを一枚入れて、10％食塩水１mLとともに遠心チューブに入れ、５分間遠心分離機にかけた(図７)。

その結果、試料における色素の流出に顕著な差は見られなかった。この実験結果から、冷凍による細胞

壁破壊は色素抽出に及ぼす影響が少ないことが分かった。色素抽出がうまくいかない原因として２つ目

に、葉に付着した水分が色素抽出に影響を及ぼしている可能性を確認するために、試料の水分を乾燥さ

せることにした。まず初めに 120℃のオーブンで８分間乾燥処理した後、ペーパークロマトグラフィー

で分離抽出を行った。その結果、代谷ら(1972)による色素数を得ることができた(図６ウ)。  

 また、より正確に実験を進めるためにペーパークロマトグラフィーより分離能に優れている薄層クロ

マトグラフィー(図６エ)を用いることにした。 

 
２－３ トウミョウに含まれるβカロテンの定量方法    

次にクロマトグラフィーによって脂溶性ビタミンを分離することが可能になったため、脂溶性ビタミ

ンの定量についての研究を行った。クロマトグラフフィーによって脂溶性ビタミンを分離した後、βカ

ロテンを定量するために、各成分がもつ極大吸収波長に着目した(図８)。 

極大吸収波長からトウミョウに含まれる β カロテン量を調べるためにβカロテンの検量線を引くこ

とを試みた。まず、βカロテン 1㎎をヘキサン 100 mL溶かした標準溶液を作成し、1/2倍希釈、1/4倍

希釈、1/8倍希釈、１/10倍倍希釈、1/16倍希釈、1/32倍に希釈した標準溶液（図９）の 480 nmにおけ

る吸光度を分光光度計によって測定し、得られた吸光度とβカロテン濃度の検量線を作成した。ここで、

    

図６ 脂溶性ビタミンのクロマトグラフィー 

ア：コントロール イ：冷凍試料 ウ：乾燥試料 

エ：乾燥試料の薄層クロマトグラム 

表１ 試料に含まれる色素(代谷ら,1972) 

 

 

 

図７ 遠心分離した試料 

 

色素名 色 極大吸収波長(mµ)

βカロテン 橙 450

フェオフィチンa 暗緑 412

フェオフィチンb － －

キサントフィル 黄 448

クロロフィルa 緑 432

クロロフィルb 黄緑 455

※フェオフィチンbの記載はなし

ア イ ウ エ 
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480nm における吸光度を測定したのは代谷ら（1972）によるとβカロテンは 480nm で極大吸収波長を得

ることが記されているからである。そして、実際にトウミョウから分離抽出したβカロテンの 480 nmに

おける吸光度の値を検量線に照らし合わせることにより、トウミョウに含まれる β カロテン量を定量

することができるようになった。 

２－４ 光条件におけるβカロテン量の変化 

確立したβカロテンの定量方法を用いてβカロテン量と光の量の関係について実験を行った。トウ

ミョウ１株を半分に分け（図 10左）、紫外線照射を 30分行ったもの（図 10右）と通常光条件のものそ

れぞれのβカロテン量を定量した。 また、上記のものと同様にトウミョウ１株を半分に分け暗黒状態

で 21時間置いたものと通常光条件のものそれぞれのβカロテン量を定量した。 

 

３．実験結果  

紫外線照射を 30 分行ったトウミョウと通常光条件のトウミョウでは、紫外線照射を行っていないト

ウミョウはβカロテンの 480nm における吸光度は 0.067、紫外線照射を行ったトウミョウはβカロテン

の 480nm における吸光度は 0.111 になった（図 11）。よって、検量線に得た吸光度を代入してβカロテ

ン濃度を求めた。9g あたり 9.27 ㎍のβカロテンが含まれていることが分かった(図 12,表２）。一方、

紫外線照射を行ったトウミョウ 9gあたり 15.4㎍のβカロテンが含まれていた。30分の紫外線照射によ

り、トウミョウに含まれるβカロテン量が約 1.66倍に増加することがわかった。この結果、アスコルビ

ン酸同様に、紫外線照射によってβカロテンも増加することが示唆された。一方で、通常光条件のトウ

ミョウの 480nm における吸光度は 0.143、暗黒条件のトウミョウの 480nm における吸光度は 0.094 であ

った(図 13)。よって、通常光条件のトウミョウ 8gあたり 4.71㎍のβカロテンが含まれており、暗黒条

件ではトウミョウ 8gあたり 3.10㎍のβカロテンが含まれていた（図 14,表３）。 

 

 

図８ 各色素成分の吸収スペクトル 

 

図９ 希釈した標準溶液 

 

図 10 トウミョウの処理 

左：株分け(半分) 右：紫外線照射 

 

図 11 紫外線照射による効果 
 

図 12 βカロテンの定量(紫外線照射) 
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４．考察 

脂溶性ビタミンを分離抽出する際に、試料表面および試料内に含まれる水分が抽出溶媒中に混入する

ことで、脂溶性ビタミンの抽出に影響し再現性を低くしている。よって、試料を乾燥させることで、水

分量を減らすことが大切である。また、冷凍させた試料のクロマトグラフィーの再現性が高まったのは、

葉の中の水分が外部に排出され、結果的に普通のホウレンソウよりも水分量が減ったためだと考える。 

トウミョウに 30 分間の紫外線照射を行うことでβカロテン量が増加するのは、伊藤ら(2019)で示唆

されるように、紫外線照射によって発生する活性酸素などから細胞を守る防御反応のために、βカロテ

ン類やアスコルビン酸などの抗酸化物質を生合成するためのタンパク発現が活性化した結果、細胞内に

βカロテンが蓄えられるためであると考えられる。この結果から、アスコルビン酸以外でも細胞を守る

ための抗酸化作用を示す物質は、光照射によって瞬間的に増加する可能性が示唆された。そのため、野

菜を調理する前の 30 分間で瞬間的に野菜の持つ栄養価を高められる可能性がある。また、光が当たら

ないと光合成がされないのでトウミョウ内では栄養が作られず、その不足している栄養を補うためにも

ともとあったβカロテンが消費され、βカロテン量が減ったのではないかと考えられる。この結果から、

輸送する際、トラックの中は暗くなっているため野菜の持つ栄養価がへっている可能性が示唆される。 

５．今後の展望 

瞬間的な紫外線照射以外に紫外線を経時的に当てるなど、様々な光条件におけるβカロテン量の変化

を調べることで、栄養価を高めるための最適な光条件を見つけたい。そして、栄養価を高めるための野

菜の栽培方法や輸送方法、保存方法などの提案を行うことで、人々の健康増進に繋げたいと考えている。 
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図 13 暗黒条件による影響 

 

図 14 βカロテンの定量（暗黒条件） 

表２ 紫外線照射がβカロテン量に及ぼす影響 

 

吸光度 βカロテン量（μｇ） 濃度（mg/L）

紫外線あり 0.111 15.40 0.0526

紫外線なし 0.067 9.27 0.0316

表３ 暗黒条件がβカロテン量に及ぼす影響 

 

吸光度 βカロテン量（μｇ） 濃度（mg/L）

通常光 0.143 4.71 0.0678

暗黒 0.094 3.10 0.0445


