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【背景および目的】 
普段、身の回りにある作物の皮や種などは廃棄されてしまうことが多い。しかし、漢方薬の原料とし

て用いられる作物も存在し、有用な物質を含むことが分かっている。その廃棄されるものから有効成分
を抽出することができれば、新しい資源として利用でき、廃棄物を有効活用可能と考えた。以上より、
通常廃棄される作物の皮や種の抽出物が抗酸化活性を有するのか評価し、強い抗酸化活性が認められた
成分を調査することを目的とした。 

例えば、クルミ(図 1)は外皮(Husk)や実(Kernel)には抗酸化活性が見られることが分かっているが、
内殻(Shell)についてはあまり調べられていない。そこで、内殻にはどのような抗酸化物質が含まれてい
るのかについて興味を持ち、材料の１つとした。 

 

 
図 1 クルミの構造 

（Jahanban-Esfahlan A et al., 2019 から引用） 

 
 
 



【材料及び方法】 
A) 抗酸化活性試験（Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC法） 
① 培養物を回収し、1.5 ml チューブに入れた後、17時間凍結乾燥した(クルミを除く)。クルミは、ハ

ンマーとミルで粉砕した。凍結乾燥後のサンプルにメタノールを加え、振蘯し、室温で抽出した。 
② プレートリーダーの電源を入れ、励起波長・蛍光波長・温度などの測定条件を設定した。 

 カイネティクス測定条件 
• 5分ごと、90分測定、37度 
• 励起波長 485 nm、蛍光波長 535 nm 
• 最初の測定前に混合（10秒） 

③ 濃度を 1 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.01 mg/mlに調節したサンプルを50 ulずつ入れた。 
④ 測定用プレート（Nunc F96 MicroWell 黒ポリスチレン製プレート, 237105, Thermo Fisher）へ 78 

uM Fluorescein sodium salt 溶液（FL）を50 ulずつ、すべてのウェルへ分注した。 
⑤ 各ウェルに50 µLの 132 μM 2,2-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride（AAPH）溶液を速や

かに加えた。 
⑥ 測定用プレートに蓋をし、37 ℃のインキュベータ内で15分間保温した。 
 
B）薄層クロマトグラフィーによる成分分析 
 展開液の組成は以下の 2 種類、クロロホルム：メタノール＝7：3、酢酸エチル：トルエン：ギ酸＝
5：4：1 を用いた。標準物質として、没食子酸、ロスマリン酸、クエルセチン二水和物、クロロゲン
酸、カテキンを 1 mg/ml に調整して分析した。サンプルとして、アボカド、クルミのメタノール抽出物
をスポットした。これらの抗酸化成分を検出するために、展開後の TLC シートに 0.2 % 2,2-Diphenyl-
1-picrylhydrazyl（DPPH）溶液を噴霧した。また、硫酸を噴霧し、100 ℃で加熱した。 
 
① 縦10 cmのTLC（Slica gel 60RP-18 F254 s，1.05559.0001，メルク・ジャパン株式会社）の薄層表

面上から5 mm、下から15 mmのところに線を引き、エキスと比較試料をスポットした。 
② 展開槽に溶媒を5 mmの高さまで入れ、展開槽に展開溶媒が充満するまで待った。 
③ サンプルをスポットしたTLCシートを展開槽に入れ、TLC上部の線まで展開させた。 
④ TLCシートを取り出し、乾燥させた後UVランプでサンプルのスポットを確認した。 
⑤ 抗酸化成分を検出するために 0.2 % DPPHを噴霧した。 
⑦  硫酸を噴霧し、100 ℃で加熱した。 
 
 
 
 
 
 
 
 



【結果】 
Ａ）抗酸化活性試験 

 
図 2 各サンプルの抽出物 1 g あたりの Trolox 等量の比較 

全サンプルの中でアボカドの皮が 4.9 mmoleTE/g、クルミの殻が 4.3 mmoleTE/g と、非常に高い抗
酸化活性が見られた。(図 2) 
 
B）薄層クロマトグラフィーによる成分分析 

 サ ン プ ル を TLC に よ っ て 成 分 分 析 し た 結 果 を     
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図 3 に示す。 

     
図 3 展開溶媒にクロロホルム：メタノール＝7：3（左）と酢酸エチル：トルエン：ギ酸＝5：4：1（右）

を用いた TLC 分析結果 (左：DPPH 噴霧、右：硫酸噴霧後加熱) 
 

図 3 より展開溶媒にクロロホルム：メタノール＝7：3 を用いた TLC 分析により、アボカド皮、クル
ミ殻に含まれる抗酸化物質の存在を確認できたものの、この展開溶媒では明確に分離されたスポットを
得ることが困難だった。クロロゲン酸、カテキンのスポットと同様の Rf 値を示すスポットがアボカド
皮、クルミ殻にも確認された。 

次に展開溶媒を酢酸エチル：トルエン：ギ酸＝5：4：1 に変更して TLC 分析したところ、同様にサンプ
ルの単離がうまくできなかった。TLC の結果、カテキンのスポットと同様の Rf 値を示すスポットがア
ボカド皮に確認された一方、他の標準物質と完全に一致するスポットは見出されなかった。 
 



 
【考察】 
 アボカドについての研究は多く報告されており、皮や種に含まれている抗酸化物質が数種明らかにな
っている（Bhuyan et al., 2019, Lyu et al., 2023）。我々は論文で報告されている既知の抗酸化物質を用い
て TLC 分析を行った。今回の実験では、アボカド皮の粗抽出物を分析しており、多数の物質の存在によ
り分離が不十分で抗酸化物質の同定が困難だった。よって、今後、分離及び精製操作を行なった後に再
度比較することで、抗酸化物質の同定が可能と考えられる。 
 加えて、クルミ殻抽出物も強い抗酸化活性が見られたが、アボカド同様にテーリングし、TLC で詳細
に成分を特定することができなかった。クルミの殻の化学成分と機能的利用に関する論文によると、ク
ルミの外皮にはエラグ酸やタンニン酸などのフェノール類が多く含まれている（Jahanban-Esfahlan et 
al., 2019）。今回用いた標準物質もクルミで報告された既知成分であったが、その他の既知抗酸化物質
を比較対象に追加し、分離条件を検討することで、クルミの殻に含まれる抗酸化物質が同定できると考
えられる。 

クルミの殻は硬く加工しづらい。そこで、この硬さを利用して、クルミの殻の粉末で角質除去作用が
期待できないかと着想した。そこにクルミのエキスを添加することで、エキスに含まれると推測される
タンニン酸の角質剥離保護効果がもたらされ、過剰な角質剥離を防ぐことができるのではないかと考え
た。また、タンニン酸には収斂作用があることで制汗剤としても利用でき、消臭効果も期待できるだろ
う。今後、抗酸化物質の同定のほか、クルミ殻の更なる活用方法について多角的に検討したい。 
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