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用語一覧 

 

ABTS+: 2,2’-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation  

AE: Acarbose equivalent 

AEIC: Acarbose equivalent inhibition capacity  

ANOVA: One-way analysis of variance 

Ave.: Average 

CAE: Chlorogenic acid equivalent 

CCD: Central composite design 

CE: (+)-Catechin equivalent 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DPPH: 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 

D.W.: Dried weight 

EC50: The calculated half-maximal effective concentration 

EGE: Ethyl gallate equivalent 

Eq: Equation 

EtOH: Ethanol 

FBS: Fetal bovine serum 

FRAP: Ferric reducing antioxidant capacity 

F.W.: Fresh weight 

GAE: Gallic acid equivalent 

HBSS: Hank’s balanced salt solution 

HCA: Hierarchical cluster analysis  

HPLC: High-performance liquid chromatography 

IC50: The calculated half-maximal inhibitory concentration 

Max: Maximum 

MeOH: Methanol 

Min: Minimum 

NADH: β-Nicotinamide adenine dinucleotide disodium salt 

NBT: Nitroblue tetrazolium 

O2
-: Superoxide anion  

PCA: Principal component analysis  

PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate  

PMS: Phenazine methosulfate 

RSM: Response surface methodology 

SOD: Superoxide dismutase 

SY11: a Peru A line of yacon introduced into Japan 

SY201: ‘Sarada otome’, a domestic cultivar of yacon  
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SY206: ‘Andesu no yuki’, a domestic cultivar of yacon 

SY217: ‘Sarada okame’, a domestic cultivar of yacon 

SY237: ‘Andesu no otome’, a domestic cultivar of yacon 

TC: Tannin content  

TE: Trolox equivalent 

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity  

TFC: Total flavonoid content  

TPC: Total polyphenol content 

TPTZ: Tripyridyltriazine 
Trolox: 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid 

WST-1: Water-soluble tetrazolium salt-1; 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium monosodium salt 
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要旨 

 

キーワード: ヤーコン(Smallanthus sonchifolius）、ポリフェノール、 

抗酸化作用、加熱処理、栽培品種 

 

ヤーコン(Smallanthus sonchifolius)はキク科スマランサス属の一種で、南米ア

ンデス山脈地方原産の植物である。過去数十年にわたり日本を含むアジア、オ

セアニアおよびヨーロッパ等に導入された。主に塊根が食用とされるのみなら

ず、伝統薬としても一部で利用される。ペルー由来のペルーA 群系統(SY11 を

含む)が 1984 年にニュージーランドを経由して我が国に導入されて以来、現在

までに「サラダオトメ」(SY201)、「アンデスの雪」(SY206)、「サラダオカメ」

(SY217)および「アンデスの乙女」(SY237)が日本において品種登録されている。

ヤーコンの塊根に豊富に含まれるフラクトオリゴ糖に注目した研究が推進され

てきたものの、葉にもまた抗酸化作用、血糖降下作用、抗真菌活性および抗癌

活性などの機能特性を有する成分やポリフェノール等の存在が報告されており、

葉の有効利用が期待される。大部分の茎葉部が塊根収穫後の未利用資源となる

なか、地域によっては葉を加工利用したヤーコン茶が製品化ならびに消費され

ている。国内への導入歴が浅いことに加えて、我が国のヤーコン登録品種の葉

に注目した機能性や機能性成分、さらには加工処理時の詳細な研究や解析は未

だ途上にある。健康志向食品に利用されるヤーコン葉に注目し、抗酸化特性と

加熱処理による影響、品種と導入系統間での抗酸化作用等の比較、熱水抽出条

件について検証や解析を行うことは、食品科学的な見地からも重要である。本

研究では国産ヤーコンの葉を有望な機能性食品素材として確立することを目標

に、葉のポリフェノール含量と抗酸化作用に及ぼす加熱処理の影響を調べた。

次に 4 年にわたり同一環境下で栽培され、採取されたヤーコン葉を用いて、登

録品種ならびに導入時の SY11 との間で抗酸化作用の比較と多変量解析を試み

た。さらにヤーコン茶飲用時を想定して、中心複合計画法に基づく応答曲面計

画法を用いた熱水抽出条件の最適化について調べた。 

 

1) ヤーコン葉のポリフェノール含量と抗酸化作用に及ぼす加熱処理の影響 

 熊本県阿蘇郡南阿蘇村に位置する本学圃場で栽培されたヤーコン品種のうち

SY206 の葉を加熱し、ポリフェノール含量および抗酸化作用を調べた。採取時

期の異なる 2 種類の凍結乾燥葉を 160℃で 20 分間の加熱後に更に 100℃で 60

分間余熱処理した結果、ポリフェノール含量が加熱前よりも 1.96-9.69 倍の高い

値を示した。試験管レベルでフリーラジカル消去活性を測定した結果、加熱後

の葉は 1.98-4.07 倍の高い抗酸化作用を示した。活性型ヒト顆粒球好中球様細胞

のスーパーオキシドアニオンラジカル産生モデルにおいて、加熱後の葉はこれ

を効果的に減少させた。高速液体クロマトグラフィーによる分析では、加熱後
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の葉のカフェ酸含量は加熱前よりも 2.13-3.64 倍ほど高い値を示したものの、ク

ロロゲン酸含量はやや低い値を示した。 

 

2) 日本における 4 つの栽培品種とペルー系統のヤーコン葉を用いたポリフェ

ノール含量、抗酸化作用および糖類分解酵素阻害作用の 4年にわたる調査 

 本学圃場で 2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年の 4 年にわたり試験栽培

された 4 品種と国内における標準系統として用いられる SY11 のヤーコン葉に

機能的な差異が認められるか、それぞれの年の 11 月の同時期に採葉して調査を

行った。SY11 は国内で育種および栽培研究のために選別され普及した導入時の

系統の 1 つである。その結果、葉のポリフェノール含量と抗酸化作用は、SY11

よりも SY237 で高かったものの、それぞれの栽培品種で得られた測定値は試験

期間を通して一貫性があるものではなかった。次に、糖類分解酵素阻害作用を

調べた結果、試験期間を通して変動が大きかったものの、少なくとも SY237 を

含む 3 つの栽培品種が SY11 と同等かそれ以上のα-グルコシダーゼ阻害を示し

た。さらに、ポリフェノール含量、抗酸化作用および糖類分解酵素阻害作用に

ついて得られた 4 年分の測定データを用いて、主成分分析ならびに階層クラス

ター分析から成る多変量解析を行った。その結果、年次変動の影響が大きいも

のの、これらヤーコンの栽培品種と SY11 の特徴的な位置付けについて体系的

に視覚化することができた。そこでは SY237 が SY11 よりも優れた品種となり

うることが示された。 

 

3) ヤーコン茶飲用時における中心複合計画法に基づく応答曲面計画法を用い

た熱水抽出条件の最適化 

 通常の飲用時を想定して市販のヤーコン茶の熱水抽出条件を設定し、高い抗

酸化作用とポリフェノールを提供しうる最適抽出条件について調べた。抽出温

度を 75.0-96.0℃、抽出時間を 2.00-5.50 分と定め、これら 2 つを独立変数とし、

各々の条件下の抽出液を調製後、実測値を得た。中心複合計画法に基づく応答

曲面計画法による解析を行い、89.3℃および 2.50 分間の条件下でヤーコン茶を

熱水抽出した場合には、0.863 の「望ましさ」値とともに、高い抗酸化作用とポ

リフェノールを提供できる最適条件となり得た。本解析法を用いることで、ヤ

ーコン茶の飲用時を例に、食材の身近な熱水抽出時の最適化を図ることができ

た。 

 

以上より、ヤーコン葉のポリフェノール含量と抗酸化作用に着目し、加熱処

理がポリフェノール含量の上昇を伴って抗酸化作用を上昇させること、そこで

は少なくともカフェ酸を例にフェノール酸の一部が上昇することを明らかにし

た。次に 4 年にわたる調査で、4 つの栽培品種のうち SY237 が SY11 よりも抗

酸化作用などの機能面で優れた品種となり得ることを見出した。さらに、ヤー
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コン茶飲用時に高い抗酸化作用とポリフェノールが効率良く得られる最適抽出

条件を明らかにした。ポリフェノール含量や抗酸化作用などに及ぼす加熱処理

の影響や品種と導入系統間での差異と熱水抽出における最適条件を見出した本

研究は、保健機能に優れた国産ヤーコン品種の選抜と改良を進めるための先駆

的な成果であり、また、葉部分の種々の活性成分や機能性を効率よく上昇でき

る加工処理法のさらなる開発を行う上で重要な知見を提供するものである。こ

れらの研究成果により、特色ある農林資源ヤーコンの機能性食品素材への開発

と活用が期待される。 
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緒論 

 

本論文は、試験管レベルでの初期評価アッセイ技術と多変量解析ならびに中

心複合計画(central composite design: CCD)法に基づく応答曲面計画 (response 

surface methodology: RSM)法を用いて、熊本県内で栽培されるヤーコンの特に未

利用資源となりうる葉の加熱時のポリフェノール含量や抗酸化作用に及ぼす加

熱の影響、品種と導入系統間での比較、ヤーコン茶の飲用時を想定した実用的

な熱水抽出条件について調査したものである。 

ヤーコン(Smallanthus sonchifolius)はキク科スマランサス属の一種、南米アン

デス山脈地方原産の植物である。過去数十年にわたりアジア(日本、韓国、台湾、

海南およびフィリピン)、オセアニア(ニュージーランド)およびヨーロッパ(チェ

コ共和国)の各地域に導入されてきた(Ojansivu et al., 2011; Gurung et al., 2018)。

日本国内には、1984 年にペルーA 群系統がニュージーランドを経由して導入さ

れて以来(Sugiura et al., 2014)、現在までに「サラダオトメ」(SY201)、「アンデス

の雪」(SY206)、「サラダオカメ」(SY217)および「アンデスの乙女」(SY237)が農

林水産省に正式な栽培品種として登録されている。 

近年、地域の特性に応じた様々な農業が展開されている。標高 500 m 程度を

含む中山間地域は、食料の安定供給機能や多面的機能の発揮の面でも重要な役

割を果たしており、生育に適した作物の栽培が望まれている(農林水産省 HP)。

ヤーコンは冷涼な生育環境を好むため、九州地方では 500 m 程度の中山間地域

が適地とされている。国内では特産農産物としてヤーコンが北海道、茨城、長

野、新潟、石川、愛知、島根、福岡、熊本および鹿児島等の一部の地域で栽培

されており、そのうち統計のある愛知、島根、福岡、熊本および鹿児島だけで

も年間 79,274 kg の生産量が報告されている(公財日本特産農産物協会調査報告

書、2012 年)。熊本県内の菊池市ではヤーコン栽培を通じた地域振興活動に取り

組んでいる。そこでは、ヤーコンを利用した商品開発や販売にも注力しており、

観光物産館などで特産品として提供している。また、本学東海大学農学部圃場

(阿蘇実習フィールド; 熊本県阿蘇郡南阿蘇村)でも上記の栽培品種と導入系統

ごとの栽培試験を実施している(Kabata et al., 2006; Fujino et al., 2008)。 

本植物の形態は地上部と地下部に分けられ、地下部では繁殖器官である塊茎

と食用とする塊根がつくられる。サツマイモのような形状をした塊根は甘味が

特徴的であり、地域の特産品として生鮮野菜だけでなく加工されたシロップや

ジュース等も販売されている。その一方で、一部の地域では茎葉部を利用した

ヤーコン茶が健康志向食品としても製品化され消費されている。本植物 1 株当

たりの塊根および茎葉部の新鮮重量はそれぞれ 2-4 kg と同程度である(Sugiura 

et al., 2007, 2014; Fujino et al., 2008)。茎葉部の大部分が収穫残渣として未利用資

源のままであることから(Kabata et al., 2006)、葉の有効利用が期待される。なお、

本植物の茎葉部については一枚当たりの葉の新鮮重量が約 30 g前後であること
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から、一株当たりでは約 3:7 (葉:茎)、もしくは 4:6 の重量比に相当する。茎は葉

と比べて繊維質で固く食材としては加工しづらいという欠点を持つものの、本

学ではヤーコン茎葉を用いてサイレージ調製を行い豚の補助飼料とした利用例

が報告されている(Kabata et al., 2006)。サツマイモの葉の利用を図った事例では、

農研機構九州沖縄農業研究センターで育成された栽培品種「すいおう」が葉を

食用とするために開発されており(Sugawara et al., 2011; Sasaki et al., 2015)、茶、

パンおよびパスタ等の食品素材としても利用されている(農林水産省 HP)。 

これまでヤーコンの塊根に含まれるフラクトオリゴ糖に注目した研究が推進

されてきたものの、葉もまた抗酸化作用(Valentova et al., 2005; 2006)、ラットモ

デルでの血糖降下作用(Aybar et al., 2001; Baroni et al., 2016)、抗真菌活性(Lin et 

al., 2003)および抗癌活性(Bai et al., 2017; Mendoza et al., 2017)などの機能性を有

することが報告されている。葉の主な既知のポリフェノールには、クロロゲン

酸、カフェ酸およびフェルラ酸(Valentova et al., 2005; 2006)、没食子酸、p-クマ

ル酸(Andrade et al., 2014)などの有機酸、ルチン、ミリセチン、ケルセチン、ア

ピゲニン、ルテオリン (Andrade et al., 2014; Russo et al., 2015)などのフラボノイ

ド類、およびジカフェオイルキナ酸やトリカフェオイルアルトラル酸(Takenaka 

et al., 2006; Terada et al., 2006)などのカフェオイル誘導体が報告されている。従

って、国産ヤーコンの特に未利用資源となる葉に注目し、有望な機能性食品素

材として確立していくことも重要である。我々はこれまでに市販の熊本県産ヤ

ーコン茶の抗酸化作用(Sugahara et al., 2015)、抗炎症作用(Ueda et al., 2017a)、糖

類分解を担う消化酵素 α-グルコシダーゼおよび α-アミラーゼに及ぼす阻害作用

(Ueda et al., 2017b)を報告してきた。 

 食品科学の分野では、油脂などの酸化防止を目的に抗酸化成分やその役割に

ついて長年研究が続けられてきた。一般的に、生体内で産生されるスーパーオ

キシドアニオン(O2
-)ラジカル、ヒドロキシルラジカル、ペルヒドロキシルラジ

カル、過酸化水素、および一重項酸素などの活性酸素種は、体内に侵入してき

た病原菌や微生物に対して殺菌作用といった免疫機能として働く一面がある

(今田ら、1999)。近年では、急激に上昇した活性酸素種のレベルや酸化ストレス

が正常な組織や細胞機能に有害な影響を及ぼすことが提唱されている

(Gutowski and Kowalczyk, 2013)。O2
-ラジカルは、糖尿病、虚血再灌流障害およ

び慢性心不全などの様々な病因や進行に関連していることが報告されている

(Pacher et al., 2006)。スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)は、体内の O2
-レベル

を低下させる役割を担うため、天然物や食材由来の SOD 様活性を示す生理活

性成分のスクリーニングが行われきた。そのため、過剰な O2
-を抑制することは、

様々な疾病の発症や進展のリスクを軽減させるのに役立つ可能性もある。しか

し、生体内のフリーラジカルは反応性が高く寿命が短いため、その検出は困難

である(佐野と内海、1999)。鉄還元力は試験試料ならびに血漿などの生体試料の

抗酸化作用を測定する際の指標となる(Benzie and Strain, 1996; 1999)。鉄還元性
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抗酸化力 (FRAP)試験 (Benzie and Strain, 1999)に加えて、1,1-diphenyl-2-picryl 

hydrazyl (DPPH)ラジカル(Blois, 1958)および 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) cation (ABTS+)ラジカル(Thaipong et al., 2006)に対するフリーラジ

カル消去活性試験は、サンプルの抗酸化作用を定量的に評価し、スクリーニン

グを行ううえでよく利用されている。Trolox は代表的な標準抗酸化剤として使

用されており、様々な抗酸化作用の測定においては試験試料の Trolox 相当量

(TE)あるいは Trolox 等価抗酸化能(TEAC)が調査されている。我々はこれまでに

熊本県産の市販ヤーコン茶の抗酸化作用に注目し、フリーラジカルに及ぼす抑

制作用を調べてきた(Sugahara et al., 2015)。しかし、国内への導入歴が浅いこと

に加えて、我が国のヤーコン登録品種の葉について注目した機能性や機能性成

分、さらには加工処理時の詳細な研究や解析はいまだ途上にある。健康志向食

品に利用されるヤーコン葉に注目し、例えば抗酸化作用と加熱処理による影響、

品種と導入系統間での抗酸化作用等の比較、熱水抽出条件について検証や解析

を行うことは、食品科学的な見地からも重要である。 

 本研究では国産ヤーコンの葉を有望な機能性食品素材として確立することを

目標とした。すなわち、ヤーコンの葉は茶葉として加工利用されることから、

第 1 章では、国産ヤーコン葉のポリフェノールの安定性および抗酸化作用に及

ぼす加熱処理の影響について調べるため、熊本県阿蘇郡南阿蘇村に位置する本

学圃場で栽培されたヤーコン品種「アンデスの雪」(SY206)の葉を加熱し、抽出

物を調製してヤーコン葉乾燥重量(D.W.)あたりのポリフェノール含量および抗

酸化作用を測定した。本研究では 2010 年 9 月と 11 月で採取時期の異なる 2 種

類の凍結乾燥葉を用いて 160℃で 20 分間加熱後に、更に 100℃で 60 分間余熱

処理を行った。抽出物を調製後、ポリフェノール、総フラボノイド、タンニン

およびプロアントシアニジン含量を測定した。抗酸化作用には、ABTS+、DPPH

および O2
-ラジカルに対する消去活性を測定した。更に、ホルボール 12-ミリス

テート 13-アセテート(PMA)刺激による活性型ヒト顆粒球好中球様細胞の O2
-ラ

ジカル産生モデルにおいて加熱葉による抑制効果を調べた。加熱処理がヤーコ

ン葉のポリフェノールに及ぼす影響を調べるため、高速液体クロマトグラフィ

ー(HPLC)による分析を行うこととした。また、5 年にわたり同条件で栽培され

採取された同品種の葉を加熱してポリフェノール含量の比較を行った。 

 第 2 章では、本学圃場において 2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年にわ

たり試験栽培された 4つの異なる栽培品種(SY201、SY206、SY217および SY237)

に加えて、国内における標準系統として用いられるペルーA 群系統(SY11)のヤ

ーコン葉の間で機能的な差異が認められるかを明らかにするため、それぞれの

年の 11 月の同時期に採葉して調査を行った。機能性の評価には、ヤーコン葉の

ポリフェノール含量、ABTS+および DPPH ラジカル消去活性を指標とした抗酸

化作用、α-グルコシダーゼおよび α-アミラーゼを標的とする糖類分解酵素阻害

作用について調べた。更に、得られた 4 年分の測定データを用いて、主成分分
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析ならびに階層クラスター分析から成る多変量解析を行い、これらのヤーコン

栽培品種と導入系統 SY11 の特徴的な位置付けを行うことで体系的に視覚化す

ることとした。 

 第 3 章では、通常の飲用時を想定して市販の熊本県産ヤーコン茶の実用的な

熱水抽出条件を設定し、高い抗酸化作用およびポリフェノールを提供しうる最

適抽出条件について調べることとした。応答値として定義される抗酸化作用に

は、DPPH ラジカル消去活性、ABTS+ラジカル消去活性、SOD 様活性、FRAP 活

性を測定した。抽出条件の最適化を目的に、ここでは実測値をもとに中心複合

計画(CCD)法に基づく応答曲面計画(RSM)法を用いてモデル等式を導き出し、解

析を行うこととした。本計画法は、個々または複数の独立変数による複数の応

答因子への影響を二次多項式モデルとして決定付け、設定された条件内で応答

値の最適化を図るために利用される(Jambrak, 2011)。本研究では抽出温度を

75.0-96.0℃、抽出時間を 2.00-5.50 分に設定し、これら 2 つを独立変数とした。

RSM による二次応答曲面モデルに基づき、最適な応答値を得るための「望まし

さ」値(Derringer and Suich, 1980)を決定し、判断することとした。 
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本論 

 

第 1 章 ヤーコン葉のポリフェノール含量と抗酸化作用に及ぼす 

加熱処理の影響 

 

 

第 1節 緒言 

 

 ヤーコン葉の主要成分には種々のポリフェノールが報告されており、クロロ

ゲン酸、カフェ酸およびフェルラ酸(Valentova et al., 2005; 2006)、没食子酸、p-

クマル酸(Andrade et al., 2014)、ルチン、ミリセチン、ケルセチン、アピゲニン、

ルテオリン(Andrade et al., 2014; Russo et al., 2015)、および特徴的なカフェオイ

ル誘導体などが含まれる(Chagas-Paula et al., 2015)。従って、国産ヤーコンの特

に未利用資源となる葉に注目し、有望な機能性食品素材として確立していくこ

とは重要である。我々はこれまでに市販の熊本県産ヤーコン茶の抗酸化作用

(Sugahara et al., 2015)、抗炎症作用(Ueda et al., 2017a)、糖類分解を担う消化酵素

α-グルコシダーゼと α-アミラーゼに及ぼす阻害作用を報告してきた(Ueda et al., 

2017b)。 

植物中のポリフェノール含量は、品種、収穫時期、および加工処理により変

動する(Lee and Choi, 2012)。とくに、食品製造時には一般的に加熱処理が行われ

るものの、熱に不安定な成分を劣化させる可能性もある。そのため、様々な野

菜類の抗酸化作用とポリフェノール含量に及ぼす加熱処理や調理の影響に焦点

を当てた研究も散見される(Ramirez-Anaya et al., 2015; Juaniz et al., 2016)。また、

茶葉の商業生産の過程で成分変化が生じ、茶製造工程中に総カテキン含量が

14%も減少することが報告されている(Friedman et al., 2009)。しかしながら、ヤ

ーコン葉のポリフェノールの安定性および種々の機能性や抗酸化作用に及ぼす

加工処理時の影響や詳細な研究は未だ途上にある。 

本章では、国産ヤーコン葉のポリフェノールの安定性および抗酸化作用に及

ぼす加熱処理の影響について調べるため、熊本県阿蘇郡南阿蘇村に位置する本

学圃場で栽培されたヤーコン品種「アンデスの雪」の葉を加熱し、抽出物を調

製してヤーコン葉乾燥重量(D.W.)あたりのポリフェノール含量および抗酸化作

用を測定した。本研究では 2010 年 9 月と 11 月で採取時期の異なる 2 種類の凍

結乾燥葉を用いて 160℃で 20 分間加熱後に、更に 100℃で 60 分間余熱処理を

行った。抽出物を調製後、ポリフェノール、総フラボノイド、タンニンおよび

プロアントシアニジン含量を測定した。抗酸化作用には、ABTS+、DPPH および

O2
-ラジカルに対する消去活性を測定した。更に、ホルボール 12-ミリステート

13-アセテート(PMA)刺激による活性型ヒト顆粒球好中球様細胞の O2
-ラジカル

産生モデルにおいて加熱葉による抑制効果を調べた。加熱処理がヤーコン葉の
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ポリフェノールに及ぼす影響を調べるため、高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)による分析を行うこととした。また、複数年にわたり同条件で栽培され

採取された同品種の葉を加熱してポリフェノール含量の比較を行った。 

 

 

第 2節 材料および方法 

 

第 1項 材料および試薬類 

 

「アンデスの雪」(SY206)は日本で登録されているヤーコンの栽培品種である

(Fujino et al., 2008)。熊本県阿蘇郡南阿蘇村に位置する東海大学農学部保有の圃

場で栽培された同品種の葉を実験に使用した。ヤーコンは 3 月中旬から 4 月の

間に 15-20 g の種イモとなる新鮮な塊茎を 50 cm 間隔で定植し、100 cm 幅の農

業用マルチを張った畝で栽培した。肥料には 10 a (1,000 m2)あたり N 10 kg と

P2O5 20 kg および K 20 kg を用いた。本研究では 2010 年の 9 月(No. 1)と 11 月

(No. 2)に採取した 2 種類のヤーコン葉を実験に用いた。最低でも 5 株の植物体

において、上から 2 番目に位置する葉、即ち第二展開葉を採取した。同様に 2013

年、2015 年、2016 年および 2017 年の 11 月の同時期にも採葉を行い、これらは

ポリフェノール含量の比較の際に使用した。ヤーコン葉は-20℃で保存し、凍結

乾燥を行った。 

ジメチルスルホキシド(DMSO)、ABTS、カフェ酸、クロロゲン酸、DPPH、フ

ォーリンチオカルトフェノール試薬、HPLC 用の酢酸、ニトロブルーテトラゾ

リウム(NBT)、β-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド二ナトリウム塩(還元

型)(NADH)およびフェナジンメトサルフェート(PMS)、ペルオキソ二硫酸カリウ

ムはナカライテスク(京都、日本)から購入した。RPMI-1640 培地、ハンクス液

(HBSS)、ホルボール 12-ミリステート 13-アセテート(PMA)、および HPLC 用の

メタノール(MeOH)は、和光純薬工業(現 富士フイルム和光純薬、大阪、日本)か

ら購入した。2-(4-ヨードフェニル)-3-(4-ニトロフェニル)-5-(2,4-ジスルホフェニ

ル)-2H-テトラゾリウムモノナトリウム塩(WST-1)は同仁化学研究所(熊本、日本)

より購入した。HL-60ヒト前骨髄性白血病細胞株(JCRB00085)は、Japan Collection 

of Research Bioresources (JCRB)細胞バンク(国立研究開発法人医薬基盤・健康栄

養研究所、東京、日本)より入手した。ウシ胎児血清(FBS)はバイオウェスト

(Nuaille, France)から購入した。他の薬品類については、市販されているものの

うち、特級グレードのものを使用した。 

 

第 2項 サンプル調製 

 

緑茶の製造手順の一部を参考にし(Yoshida, 2003)、ここではヤーコン葉を凍結
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乾燥後に加熱処理した。即ち、凍結乾燥後に粉砕したヤーコン葉 2.50 g をオー

ブンにて 160℃で 20 分間加熱し、更に 100℃で 60 分間余熱処理した。加熱によ

る葉の重量減の影響を取り除くために、この 2.50 g の初期重量をもとに続く抽

出を行った。 

非加熱葉と加熱葉の抽出物は 50% メタノール(MeOH)を使用して調製した。

凍結乾燥後に粉砕した葉 2.50 g を、MeOH 32 mL とともに 4℃で一晩浸漬した。

加熱葉の抽出物を調製する際には、上述の如く凍結乾燥後に粉砕した葉 2.50 g

を加熱し、これを直接 MeOH に浸漬した。MeOH 中のこれら加熱葉と非加熱葉

に MilliQ 水 32 mL を加えてさらに 4℃で一晩浸漬した。懸濁液を濾過し、濃縮

ならびに凍結乾燥により抽出物を得た。続く分析のために抽出物は 20 mg/mL

となるよう 50% エタノール(EtOH)中に再溶解した。 

 

第 3項 ポリフェノール含量の測定 

 

ポリフェノール含量の測定は既報に基づき(Singleton and Rossi, 1965)、一部を

改変して行った(Sugahara et al., 2015)。ポリフェノールの定量にはフォーリンチ

オカルト法を用いており、原理としてはフェノール性水酸基とフォーリン試薬

(フェノール試薬)との還元反応を利用して発色させ吸光度により総ポリフェノ

ール量を測定している(Singleton and Rossi, 1965)。抽出物(25 µL)と 10 倍に希釈

したフォーリンチオカルトフェノール試薬(125 µL)を含む混合液に、10% 炭酸

ナトリウム水溶液(125 µL)を添加し、室温(20-25℃)で 10 分間インキュベートし

た。マイクロプレートリーダー(SH-1000Lab、コロナ電気、茨城、日本)を用いて

600 nm における混合液の吸光度を測定した。検量線作成には標準物質としてク

ロロゲン酸を使用した。ポリフェノール含量は、サンプル 1 g 乾燥重量(D.W.)当

たりのクロロゲン酸相当量(CAE) mg として表した。バックグラウンドとなる吸

光度を測定するためにサンプルまたは試薬のみを含む反応液も用意した。 

 

第 4項 総フラボノイド含量の測定 

 

総フラボノイド含量は既報に基づいて測定した(Chang et al., 2006)。原理とし

ては、フラボノイド骨格、とくに B 環のフェノール性水酸基が亜硝酸ナトリウ

ムによりニトロ基に置換され、塩化アルミニウムにより金属錯体を生成させ、

さらに水酸化ナトリウムを加えることで発色させて測定している(Ivanova et al., 

2010; Pekal and Pyrzynska, 2014)。そこでは、主にルチンやルテオリン、フラバン

-3-オール構造を持つカテキンを特徴的に検出している(Pekal and Pyrzynska, 

2014)。抽出物(25 µL)と MilliQ 水(125 µL)を含む混合液に 5% 亜硝酸ナトリウム

水溶液(7.5 µL)を添加し、室温で 6 分間インキュベートした。次に、10% 塩化

アルミニウム水溶液(7.5 µL)を混合液に加えて 5 分間インキュベートした。更
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に、1 M 水酸化ナトリウム溶液(50 µL)と MilliQ 水(27.5 µL)を添加し、振とうし

ながら 5-10 分間インキュベートした。マイクロプレートリーダーを用いて 510 

nm における混合液の吸光度を測定した。検量線作成のための標準物質として

(+)-カテキンを使用した。総フラボノイド含量は、サンプル 1 g D.W.当たりの

(+)-カテキン相当量(CE) mg として表した。 

 

第 5項 タンニン含量の測定 

 

タンニン含量は既報に基づいて測定した(Sriwilaijaroen et al., 2012)。酒石酸鉄

法によるタンニン定量法の原理としては、フェノール性水酸基に塩化鉄水溶液

を添加することにより、鉄フェノール錯体が形成され、紫色を呈する反応を測

定している。従来、緑茶中の特にガロイル基を有するカテキン類や没食子酸の

総量を測定するために使用しているため、縮合型および加水分解型を区別せず

に定量している(Iwasa et al., 1970; Sriwilaijaroen et al., 2012)。抽出物(12.5 µL)と

66.7 mM リン酸カリウムナトリウム緩衝液(pH 7.5) (187.5 µL)を含む混合液に、

0.1% 硫酸第一鉄七水和物と 0.5% 酒石酸カリウムナトリウムを含む酒石酸第

一鉄水溶液(50 µL)を添加した。マイクロプレートリーダーを用いて 540 nm に

おける混合液の吸光度を測定した。検量線作成のための標準物質として没食子

酸エチルを使用した。タンニン含量は、サンプル 1 g D.W.当たりの没食子酸エ

チル当量(EGE) mg として表した。 

 

第 6項 プロアントシアニジン含量の測定 

 

プロアントシアニジン含量は既報に基づいて測定した(Suda et al., 2005)。原理

としては、バニリン法を使用しており、バニリンとカテキン等のフラバン-3-オ

ール化合物との反応を測定している(Suda et al., 2005; Oki et al., 2013)。抽出物(10 

µL)、MeOH (30 µL)、25% 硫酸-MeOH 溶液(100 µL)および 1% バニリン-MeOH

溶液(100 µL)を含む混合液を 30℃で 15 分間インキュベートした。マイクロプレ

ートリーダーを用いて 500 nm における混合液の吸光度を測定した。検量線作

成のための標準物質として(+)-カテキンを使用した。プロアントシアニジン含

量は、サンプル 1 g D.W.当たりの CE mg として表した。 

 

第 7項 ABTS+ラジカル消去活性の測定 

 

ABTS+ラジカル消去活性は既報に基づいて測定した(Thaipong et al., 2006)。

ABTS+混合溶液は、予め同量の 7.4 mM ABTS 水溶液と 2.6 mM ペルオキソ二硫

酸カリウム水溶液を遮光しながら室温で 15 時間ローテーターを用いて混合し

て調製した。使用直前に ABTS+混合溶液(150 µL)を MeOH (2.9 mL)で希釈し、
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ABTS+反応溶液を調製した。この ABTS+反応溶液(190 µL)を抽出物(10 µL)に加

えて遮光のもと室温で 2 時間の反応を開始した。反応液の吸光度を 734 nm で

測定した。Trolox は標準物質として使用した。ラジカル消去活性は、サンプル

1 g D.W.当たりの Trolox 相当量(µmol TE)として表した。 

 

第 8項 DPPH ラジカル消去活性の測定 

 

DPPH ラジカル消去活性は既報に基づいて測定した(Blois, 1958)。抽出物(10 

µL)、70% EtOH (90 µL)および 0.1 M 酢酸ナトリウム緩衝液(pH 5.5, 100 µL)を含

む混合液(200 µL)に、0.5 mM DPPH-EtOH 溶液(50 µL)を加えることで、室温で

30 分間の反応を開始した。反応液の吸光度を 517 nm で測定した。Trolox は標

準物質として使用した。ラジカル消去活性は、サンプル 1 g D.W.当たりの µmol 

TE として表した。 

 

第 9項 O2
-ラジカル消去活性の測定 

 

O2
-ラジカル消去活性は、既報に基づいて PMS-NADH-NBT 法を用いて測定し

た(Gulcin, 2006; Wang et al., 2008a)。抽出物(10 µL)、1 mM NBT 水溶液(20 µL)、

0.1 mM PMS 水溶液(20 µL)、250 mM リン酸カリウム緩衝液(pH 7.4, 40 µL)およ

び MilliQ 水(90 µL)を含む混合液(180 µL)に 2 mM NADH 水溶液(20 µL)を加えて

室温で 10 分間の反応を開始した。反応液の吸光度を 570 nm で測定した。Trolox

は標準物質として使用した。ラジカル消去活性は、サンプル 1 g D.W.当たりの

µmol TE として表した。 

 

第 10 項 細胞より産生される O2
-ラジカルの測定 

 

HL-60 ヒト前骨髄性白血病細胞を、5% FBS、100 U/mL ペニシリン G および

100 µg/mL 硫酸ストレプトマイシンを添加した RPMI-1640 培地中、37℃、5% 

CO2 環境下で培養した。細胞が産生する O2
-ラジカルを測定するために、予め

1.25% DMSO の存在下で 6 日間細胞をインキュベートして分化誘導させた HL-

60 ヒト顆粒球好中球様細胞を用意した(Nakamura et al., 1998; Kim et al., 2002)。

HBSS 中に 1×106 cells/mL となるように調整した細胞懸濁液(250 µL)を、1.5 mL

マイクロチューブ内で抽出物(1.25 µL)とともに 37℃で 15 分間プレインキュベ

ートした。細胞の O2
-ラジカル産生を誘導するため、20 µM PMA-DMSO 溶液 

(1.25 µL)とリン酸緩衝生理食塩水(PBS, pH 7.4)中に調製した 20 mg/mL チトクロ

ム c 溶液(12.5 µL)を含む混合液(13.75 µL)を細胞懸濁液に添加し、37℃で 15 分

間インキュベートした。細胞を直ちに氷冷水中に 5 分間置くことで O2
-ラジカ

ル産生を停止した。PMA 刺激により活性化した細胞を遠心分離して上清を回収
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した。上清中のチトクロム c の吸光度の変化を 550 nm で測定し、間接的に O2
-

ラジカル量を測定した。Trolox は標準物質として使用した。 

 

第 11項 HPLC によるクロロゲン酸およびカフェ酸の分析 

 

ヤーコン葉抽出物の HPLC 分析は、ヤーコン葉中に存在する主な既知ポリフ

ェノールであるクロロゲン酸とカフェ酸について、既報に基づいて測定した

(Liu et al., 2011; Sugahara et al., 2018)。HPLC-UV 分析は、グラジエントポンプ、

カラムオーブン、マニュアルインジェクターおよびUV-VIS検出器(JASCO Co.、

東京、日本)を備えた LC-2000 PLUS シリーズとともに 3 µm YMC-Pack ODS カ

ラム(4.6 mm×150 mm) (YMC Co., Ltd.、京都、日本)を用いて行った。流速を 1.0 

mL/min に設定し、カラムを 30℃に維持した。検出波長は 350 nm に設定した。

グラジエント溶出には移動相A (0.25% 酢酸水溶液、v/v)および移動相B (MeOH)

の 2 つの溶液を用いた。初期条件として 85% A と 15% B の比率で溶出を開始

し、次に 15 分間で 65% A と 35% B となるように徐々に移動相の比率を変更し

て濃度勾配を持たせ、さらに 5 分間これを維持した。その後、35% B をさらに

30 分間かけて 100% B となるように上昇させ、これをさらに 10 分間維持した。

設定上 60.01 分で 10 分間、初期条件の 85% A と 15% B に戻しリカバリを行っ

た。クロマトグラムデータの記録および分析には Chromato-REC レコーダーと

Chromato-Pro ソフトウェア(ランタイムインスツルメンツ、東京、日本)を使用し

た。ヤーコン葉抽出物(40 µg)または様々な濃度の標準物質(クロロゲン酸および

カフェ酸)は初期移動相から成る溶液(85% A および 15% B）に溶解して HPLC

に供した。抽出物中に認められた溶出ピークの真正性は、標準物質とのコクロ

マトグラフィーによって確認した。検量線を作成するために用いたクロロゲン

酸およびカフェ酸の濃度範囲は、それぞれ 1.56-12.5 µg/mL および 1.56-25.0 

µg/mL とした。 

 

第 12 項 統計解析 

 

データは、4 回の実験から得られた平均値±標準偏差として表した。データ

は、統計アドオンソフトウェアプログラム(Statcel 4、OMS 出版、埼玉、日本)を

使用して解析した。一部のデータは Dunnett の検定を行い、P < 0.01 での差異は

統計的に有意であると見なした。多重比較の際には一元配置分散分析(ANOVA)

と続く Tukey-Kramer 検定を行い、P < 0.05 での差異は統計的に有意であると見

なした。 
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第 3節 結果および考察 

 

塊根収穫後の未利用資源となるヤーコンの葉に注目し、有望な機能性食品素

材として確立することを目標に、本章では本学圃場で栽培されたヤーコン栽培

品種「アンデスの雪」(SY206)の葉のポリフェノールの安定性と抗酸化作用に及

ぼす加熱処理の影響を調べた。 

 

第 1項 ヤーコン非加熱葉および加熱葉のポリフェノール含量 

 

採取時期の異なる 2 種類の葉(2010 年 9 月(No. 1)および 11 月(No. 2))より抽出

物を調製し、加熱および非加熱葉 1 g (D.W.)中のポリフェノール含量を測定し

た。本研究では、ポリフェノール成分における加熱前後による影響を広くスク

リーニングすることを目的に、既報の測定原理に基づいて各々のフェノール性

パラメーターについて測定を行った。ポリフェノール、総フラボノイド、タン

ニンおよびプロアントシアニジン含量は、それぞれクロロゲン酸、(+)-カテキン、

没食子酸エチルおよび(+)-カテキン相当量として表した。その結果、加熱葉 1 g

中のポリフェノール含量は、両サンプルで 3.06-4.25 倍ほど非加熱葉よりも高か

った(Figure 1-1A)。加熱葉 1 g 中の総フラボノイド含量は両サンプルで 4.32-4.50

倍ほど非加熱葉よりも高かった(Figure 1-1B)。加熱葉 1 g 中のタンニン含量は、

非加熱葉よりも 1.96-2.01 倍高かった(Figure 1-1C)。タンニン含量の測定は、緑

茶中のカテキンおよび没食子酸を検出するために使用される手法を用いた

(Iwasa et al., 1970)。次に、ヤーコン葉の縮合タンニンであるプロアントシアニ

ジン含量を測定した。その結果、加熱葉 1 g 中のプロアントシアニジン含量は、

非加熱葉よりも 2.57-9.69 倍高かった(Figure 1-1D)。これら 4 種類のポリフェノ

ール含量すべてにおいて、加熱葉のほうが非加熱葉よりも有意に高い値を示し、

採取時期の異なる 2 種類のヤーコン葉の両方で同様の傾向を認めた。更に 9 月

に採取(No. 1)した葉は、11 月に採取(No. 2)した葉よりもすべてのパラメーター

で高い値を示す傾向にあった。ここでは葉の乾燥重量当たりで比較しているも

のの、抽出物 1 mg 当たりで見た際にも、これらのポリフェノール含量は加熱後

の葉で高い値を示していた(data not shown)。加熱葉の抽出時の収量は非加熱葉

より 1.55-1.64 倍と高かったため、50% MeOH に対する溶解度と抽出効率の違い

も上記のポリフェノール含量が異なる理由の 1 つとなる可能性もある。フライ

やグリルなど様々な加熱処理をすると、野菜中のポリフェノールの濃度が増加

する傾向が報告されており(Juaniz et al., 2016)、加熱調理が食材となる植物原料

の細胞壁および細胞内部の熱破壊をもたらす可能性がある。クワの葉を 200℃

で 1-5 分間の短時間で焙煎処理すると、クロロゲン酸といくつかのフラボノイ

ドの含量が増加する(Lee and Choi, 2012)。一方、クロロゲン酸が熱分解されやす

いとの報告もある(de Maria et al., 1998)。ヤーコン葉に存在するポリフェノール
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には、クロロゲン酸およびカフェ酸のほか、フェルラ酸、さらにはカフェオイ

ルアルトラル酸やカフェオイルキナ酸などのカフェオイル誘導体が報告されて

いる(Valentova et al., 2005; 2006; Chagas-Paula et al., 2015)。リグナン類もまたヤ

ーコン葉中に含まれる高い抗酸化作用を有する成分として報告されている(Xue 

et al., 2011)。したがって、ヤーコン葉のこれらクロロゲン酸やカフェ酸、さら

にはカフェオイルキナ酸誘導体に加えて、ポリフェノール以外にもリグナン類

の含量の詳細を調べたり、それらの生物学的機能に及ぼす加熱処理の影響を調

査することは重要であると考えられる。 

 

第 2項 ヤーコン非加熱葉および加熱葉のラジカル消去活性 

 

次にラジカル消去活性を測定し、Trolox 相当の抗酸化能を表す TEAC 値とし

て、加熱および非加熱ヤーコン葉の抗酸化作用を調べた。採取時期の異なる 2

種類の葉を用いて ABTS+ラジカル消去活性を測定した結果、加熱葉 1 g 当たり

の TEAC 値は、両サンプルで非加熱葉よりも 3.12-4.07 倍ほど高かった (Figure 

1-2A)。DPPH ラジカル消去活性を測定した結果、加熱葉 1 g 当たりの TEAC 値

は、非加熱葉よりも 3.02-3.13 倍ほど高かった(Figure 1-2B)。活性酸素種の 1 つ

O2
-ラジカルに対する消去活性を測定した結果、加熱葉 1 g 当たりの TEAC 値は、

非加熱葉よりも 1.98-2.12 倍ほど高かった(Figure 1-2C)。これらの活性測定では、

とくに加熱葉の抗酸化作用が非加熱葉よりも有意に高かった。更に Figure 1-1

で得られた結果と同様に、No. 1 の葉は、No. 2 の葉よりも高い値を示す傾向が

認められた。上記の TEAC 値を算出する際にそれぞれの試料の抽出物の濃度を

変えて抗酸化作用を調べた結果、加熱葉の 50%効果濃度を表す EC50値は非加熱

葉よりも低い値を示し、低濃度でも強い抗酸化作用を示していた (data not 

shown)。また、O2
-ラジカル消去活性で得られたヤーコン葉の高い TEAC 値は、

以前の我々のヤーコン茶における研究結果を支持するものであった(Sugahara et 

al., 2015)。これまでにも様々な野菜の抗酸化作用とポリフェノール含量に及ぼ

す熱処理の影響に焦点を当てた研究が報告されている(Ramirez-Anaya et al., 

2015)。また、ニガウリを焙煎処理すると、ポリフェノールの増加とともに、DPPH

および ABTS+ラジカル消去活性と第二鉄還元抗酸化力(FRAP)で抗酸化作用の

向上が認められている(Choi et al., 2012)。 

 

第 3項 ヤーコン非加熱葉および加熱葉が細胞の O2
-ラジカル産生に及ぼす 

抑制作用 

 

 近年、我々はヒト細胞を用いたアッセイ系を用いて、健康志向食品として市

販されているハーブティーが抗酸化作用を有していることを報告してきた

(Sugahara et al., 2015; 2018)。本研究でも同実験モデルで PMA 刺激による活性型
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ヒト顆粒球好中球様細胞の O2
-ラジカル産生に及ぼす加熱前後のヤーコン葉抽

出物の影響を調べた。その結果、毒性を示さない 1-100 µg/mL の濃度範囲にお

いて(data not shown)、9 月に採取した No. 1 の葉 (Figure 1-3A)と 11 月に採取し

た No. 2 の葉 (Figure 1-3B)の両方で細胞の O2
-ラジカル産生に及ぼす濃度依存

的な抑制作用を認めた。No. 1 の加熱葉抽出物の 50%阻害濃度を表す IC50 値は

非加熱葉抽出物よりも低い値を示し、低濃度でも 2.71 倍の強い効果を示してい

た(Figure 1-3A)。No. 2 の葉でも加熱処理後に同様の傾向が認められ、100 g/mL

までの濃度範囲では加熱葉抽出物ではっきりとした IC50 値が得られたものの、

非加熱葉抽出物では IC50値が得られなかった(Figure 1-3B)。活性化した細胞の

O2
-ラジカル産生に及ぼすヤーコン加熱葉のこれら抑制作用は、ポジティブコン

トロールの Trolox よりも強いものであった。農産物やその加工品の抗酸化作用

を細胞アッセイ系で調べることは重要である。これまでに、酸化指標となるジ

クロロジヒドロフルオレセインジアセテート(DCFH-DA)を用いて、各種のポリ

フェノールや果物と野菜による細胞レベルでの抗酸化作用が実証されている

(Wolfe and Liu, 2007; Girard-Lalancette et al., 2009)。一方、ブロッコリーをスチー

ム処理すると、化学反応系および細胞アッセイ系において高い抗酸化作用を有

するようになると報告されている(Roy et al., 2009)。 

 

第 4項 ヤーコン非加熱葉および加熱葉の HPLC分析 

 

 ヤーコン葉中のポリフェノールに及ぼす加熱処理の影響を詳しく調べるため、

既報に基づき(Liu et al., 2011; Sugahara et al., 2018)、加熱および非加熱のヤーコ

ン葉抽出物中のクロロゲン酸とカフェ酸について HPLC による検出を試みた。

No. 1 の非加熱および加熱葉抽出物(40 µg)の HPLC クロマトグラムをそれぞれ

Figures 1-4A および 1-4B に示した。同様に No. 2 の非加熱および加熱葉抽出物

(40 µg)のHPLCクロマトグラムをそれぞれ Figures 1-4Cおよび 1-4Dに示した。

その結果、No. 1 の非加熱葉抽出物で 5-10 分および 15-40 分に観察されたいく

つかの溶出ピーク(Figure 1-4A)は、加熱後には小さな溶出ピークとして検出さ

れた(Figure 1-4B)。一方、No. 1 の加熱葉抽出物のカフェ酸に対応するピーク強

度(Figure 1-4B 内ピーク番号 2)は、非加熱葉抽出物のピーク強度(Figure 1-4A 内

同番号)よりも高かった。No. 2 の非加熱葉(Figure 1-4C)と加熱葉(Figure 1-4D) 

の間でも同様の傾向が観察された。加熱葉と非加熱葉の間では、クロロゲン酸

に対応するピーク強度(図内ピーク番号 1)にも小さな変化を認めた。現時点では

ヤーコン葉のこれら以外の成分に及ぼす熱処理の影響は明らかになっておらず、

より包括的に活性成分の変動を調査する必要がある。 

 歴史的にニュージーランドからチェコに導入された 4 つの異なるタイプのヤ

ーコンを調べた海外の研究では、葉 1 g 当たりのクロロゲン酸とカフェ酸の含

量がそれぞれ 0.037-0.160 mg および 0.044-0.097 mg の範囲にあると報告してい
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る(Valentova et al., 2006)。本研究で用いた No.1 および No.2 の両サンプルの非加

熱葉 1 g 中のクロロゲン酸含量は、それぞれ 0.123 mg および 0.524 mg であり、

採取時期の違いによる差があった(Figure 1-5A)。その値は、加熱後にはそれぞ

れ 0.0970 mg および 0.440 mg が得られ、加熱前の 78.9-84.0%程度とやや低い値

を示す傾向にあった。一方、No.1 および No.2 の両サンプルの非加熱葉 1 g 中の

カフェ酸含量は、それぞれ 0.625 mg および 0.445 mg であり、加熱後にはそれ

ぞれ 1.33 mg および 1.62 mg と、非加熱葉よりも 2.13-3.64 倍の有意に高い値が

得られた(Figure 1-5B)。本研究で得られた加熱前のヤーコン葉のクロロゲン酸

含量は、他の報告例と同等であるものの(Valentova et al., 2006)、カフェ酸含量は

以前報告された値よりも高かった。ヤーコン葉を加熱処理することでフェノー

ル酸であるカフェ酸が顕在化し、これが抗酸化作用の上昇に部分的にも貢献し

ている可能性がある(Sugahara et al., 2018)。クロロゲン酸はキナ酸とカフェ酸が

エステル結合したものであり(de Maria et al., 1998)、熱分解を受けやすい (de 

Maria et al., 1998)。ヤーコンに存在する特徴的な化学成分として、カフェ酸部分

を官能基として有するカフェオイルアルトラル酸やカフェオイルキナ酸等のカ

フェオイル誘導体が挙げられる(Valentova et al., 2005; 2006; Chagas-Paula et al., 

2015)。キクイモ中に含まれる 3,4-ジ-o-カフェオイルキナ酸、3,5-ジ-o-カフェオ

イルキナ酸、および 4,5-ジ-o-カフェオイルキナ酸といったカフェオイル誘導体

は、焙煎により消失することが報告されている(Ishiguro and Yokota, 2018)。これ

らのカフェオイル誘導体は、ヤーコン葉中にも含まれることが報告されている

(Valentova et al., 2005; 2006; Chagas-Paula et al., 2015)。そのため、本研究で認め

た加熱後のカフェ酸含量の増加は、カフェオイル誘導体の分解が原因である可

能性も考えられる。先行実験として、クロロゲン酸とカフェ酸の単独の抗酸化

作用を測定した。ABTS+ラジカル消去活性測定において、クロロゲン酸とカフ

ェ酸はそれぞれ 3.06 mmol TE/g および 7.08 mmol TE/g の活性を有していた。同

様に DPPH ラジカル消去活性測定においてはそれぞれ 3.41 mmol TE/g および

7.62 mmol TE/g、O2
-ラジカル消去活性測定においてはそれぞれ 20.2 mmol TE/g

および 29.3 mmol TE/g の活性を有していた。これらの値を用いて、ヤーコン葉

の抗酸化作用に占めるクロロゲン酸とカフェ酸の寄与率を試行的に算出してみ

た結果、最大でもクロロゲン酸で 0.0526%、カフェ酸で 0.162%を示すのみであ

った。そのため、ヤーコン葉の活性成分に及ぼす加熱処理の影響を継続して調

べていく必要があると考察する。 

先の実験では、ヤーコン葉を加熱するとポリフェノール、総フラボノイド、

タンニンおよびプロアントシアニジン等で高い値が得られている(Figures 1-1A 

to 1-1D)。また、没食子酸、(+)-カテキン、(-)-エピカテキンおよびルチンがヤー

コン葉に存在することが報告されており(Russo et al., 2015; Andrade et al., 2014; 

Marchyshyn et al., 2017)、試行的にヤーコン葉のこれら成分に及ぼす加熱処理の

影響を調べた。その結果、HPLC による分析により、加熱葉抽出物では 3.5 分で
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没食子酸様ピークの強度が増加し、12.5 分で(-)-エピカテキン様ピークの強度が

やや増加した(data not shown)。更に、25 分でのルチン様ピークの強度は、加熱

前後でほぼ同等であったものの、本条件では(+)-カテキン様ピークは検出され

なかった。ヤーコン葉のポリフェノールや生理活性成分に及ぼす熱処理の影響

は未だ完全には明らかにされていないものの、ヤーコン加熱葉の総タンニンと

プロアントシアニジン含量が非加熱葉よりも高かった点 (Figures 1-1C, 1-1D)

もまた注目に値する。本研究で用いたプロアントシアニジン定量法は、カテキ

ン等のフラバン-3-オール化合物の検出に基づいている(Oki et al., 2013)。没食子

酸部分のガロイル基を含むカテキン類が、熱処理の影響を受けやすいかどうか

も今後明らかにする必要がある。例えば、125℃で 30 分間の加熱処理を行うと

カテキンの重合化が起こり、カテキン単量体の約 10-30%が重合することが報告

されているものの(Yoshino et al., 2018)、溶解性についても検証を行う必要があ

ると考えられる。また、メロンの皮を用いた加熱処理の研究では、フェノール

化合物の 33％が低分子の単一ポリフェノールであり、67％は抽出が容易ではな

い高分子結合型のポリフェノールであることから(Jara and Fulgencio, 2018)、加

熱後にこれら高分子結合型ポリフェノールの解離と抽出効率が上昇した可能性

も考えられる。そのため、ヤーコン葉に存在することが報告されている他のフ

ェノール酸類(p-クマル酸)、フラボノイド類(ミリセチン、ケルセチン、アピゲ

ニンおよびルテオリン)、およびタンニン類(没食子酸やその誘導体、たとえばガ

ロイルカテキン等)(Russo et al., 2015; Andrade et al., 2014; Marchyshyn et al., 2017)

もまた加熱処理により変動するかどうか、詳細に調べる必要がある。 

 

第 5項 5年にわたり採取したヤーコン非加熱葉および加熱葉の 

ポリフェノール含量 

 

前項までに、採取時期の異なる 2 種類のヤーコン栽培品種「アンデスの雪」

の葉を用いて実験を行い、2010 年 9 月に採取した No. 1 の葉のほうに同 11 月に

採取した No. 2 よりもポリフェノール含量と抗酸化作用の両方で高い値を認め

た(Figures 1-1 to 1-3)。加熱葉においても同様に、No. 1 のほうが No. 2 よりも高

い値を示した。そのため、ヤーコン葉のポリフェノール含量と活性は、季節や

生育時期の違いにより影響を受けるものと推察される。次に 2010 年、2013 年、

2015 年、2016 年および 2017 年の 5 年にわたり 11 月に採取された同品種の葉

を加熱処理してポリフェノール含量に及ぼす影響を調べた。試験圃場を含む地

域(熊本県阿蘇郡南阿蘇村)では塊根を通常 11 月に収穫するため、収穫後の地上

部の利用を想定してこの時期に葉の採取を行った。その結果、非加熱葉 1 g 中

のポリフェノール含量は 13.4-45.5 mg、加熱葉では 36.5-66.8 mg であった(Figure 

1-6)。葉 1 g 中のポリフェノール含量に及ぼす加熱処理の影響を調べた結果、

2010 年、2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年で採取された葉ではそれぞれ
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4.25 倍、1.51 倍、1.17 倍、1.54 倍および 1.52 倍とすべての年で有意に高い値を

示した。2010 年、2013 年および 2016 年に採取されたヤーコン葉でポリフェノ

ール含量が低い理由は、夏季を中心とする猛暑による生育不良が原因である可

能性もあり、これら 3 ヵ年において本植物は草丈も低く、塊根収量が少なかっ

た(data not shown)。これらの結果は、ヤーコン葉のポリフェノール含量が季節

や栽培年によって異なることを含意している。強調すべきこととして、加熱前

と比べて加熱後のヤーコン葉が抗酸化成分のより良い供給源となる可能性が挙

げられる。今後は、他のヤーコン栽培品種の葉や異なる月に採取された葉を用

いて、抗酸化作用や生物活性をさらに比較評価し、各種の活性に及ぼす加熱処

理条件の影響を精査していく必要がある。 

 

 

第 4節 小括 

 

 熊本県阿蘇郡南阿蘇村に位置する本学圃場で栽培されたヤーコン栽培品種

「アンデスの雪」の葉を加熱すると、非加熱時の葉と比べてポリフェノール含

量およびフリーラジカルを消去する抗酸化作用が高まることを明らかにした。

HPLC による分析を行い、加熱後の葉のカフェ酸含量が加熱前の葉よりも高い

ことを実証し、その際にクロロゲン酸含量がやや低い値を示す傾向を認めた。

5 年にわたり同時期に採取された同品種のヤーコン葉を用いてポリフェノール

含量に及ぼす加熱処理の影響を検証し、すべての年で加熱後に有意に高い値を

得ることができた。従って、加熱処理がヤーコン葉の活性成分や含量に影響を

及ぼし、抗酸化作用を上昇できる可能性があることを見出した。今後は加熱処

理条件を変えてヤーコン葉の生理活性成分の含量と生物活性に及ぼす影響を詳

細に調べていく必要がある。また、未利用資源となるヤーコン葉を有望な機能

性食品素材として確立するためにも、他のヤーコン栽培品種や異なる月に採取

された葉を用いて生物活性の比較や加熱処理による影響を明らかにしていくこ

とが重要である。  
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第 5節 添付図表等 

 

 

 

Figure 1-1. Total polyphenol (A), total flavonoid (B), tannin (C) and proanthocyanidin 

contents (D) in yacon non-heated and heated leaves. Data shown represent mean ± 

standard deviation (S.D.) from four independent experiments. Two batches of extracts 

prepared from yacon leaves collected in September 2010 (No. 1) or November 2010 (No. 

2) were used in this study. Values not sharing a common superscript letter are considered 

significantly different (P < 0.05, one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 

Tukey-Kramer test). CAE; chlorogenic acid equivalent, CE; (+)-catechin equivalent, 

EGE; ethyl gallate equivalent, D.W.; dry weight of sample. 
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Figure 1-2. TEAC values of yacon non-heated and heated leaves in ABTS+ radical (A), 

DPPH radical (B), and O2
- radical scavenging assays (C). Two batches of extracts 

prepared from yacon leaves collected in September 2010 (No. 1) or November 2010 (No. 

2) were used in this study. Data shown represent mean ± standard deviation (S.D.) from 

four independent experiments. Values not sharing a common superscript letter are 

considered significantly different (P < 0.05, one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by Tukey-Kramer test). TEAC; Trolox equivalent antioxidant capacity, TE; 

Trolox equivalent, D.W.; dry weight of sample, O2
-; superoxide anion. 
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Figure 1-3. Effect of the extracts prepared from yacon non-heated and heated leaves and 

Trolox on cellular O2
- radical generation in PMA-stimulated human granulocytic 

neutrophil cells. Two batches of extracts prepared from yacon leaves collected in 

September 2010 (A) or November 2010 (B) were used in this study. Data shown 

represent mean ± standard deviation (S.D.) from four independent experiments. The 

statistical significance between treated and untreated cells was evaluated using Dunnett 

test (**P < 0.01). PMA; phorbol 12-myristate 13-acetate. 
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Figure 1-4. High-performance liquid chromatography (HPLC) chromatogram of the 

extracts prepared from yacon non-heated and heated leaves. Extracts of non-heated 

leaves (A) and heated leaves (B) prepared from yacon collected in September 2010 (No. 

1), and those prepared from non-heated leaves (C) and heated leaves (D) collected in 

November 2010 (No. 2) were analyzed using HPLC. The phytochemicals from 40 µg of 

the extract were detected at 350 nm. The retention time of chlorogenic acid (peak 1) and 

caffeic acid (peak 2), indicated by arrows, was approximately 11.4 min and 13.4 min, 

respectively. Individual figures represent data from three repetitions. 
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Figure 1-5. Chlorogenic acid (A) and caffeic acid (B) contents in the yacon non-heated 

and heated leaves. Data shown represent the mean ± standard deviation (S.D.) from three 

independent high-performance liquid chromatography (HPLC) runs (see Figure 1-4; 

chlorogenic acid (peak 1), caffeic acid (peak 2)). Two batches of extracts prepared from 

yacon leaves collected in September 2010 (No. 1) or November 2010 (No. 2) were used 

in this study. Values not sharing a common superscript letter are considered significantly 

different (P < 0.05, one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey-Kramer 

test). D.W.; dry weight of sample. 
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Figure 1-6. Total polyphenol content in the yacon non-heated and heated leaves among 

five different cultivation years. Yacon leaves collected in November 2010, 2013, 2015, 

2016, and 2017 were used in this study. Data shown represent mean ± standard deviation 

(S.D.) from four independent experiments. Values not sharing a common superscript 

letter are considered significantly different (P < 0.05, one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey-Kramer test). CAE; chlorogenic acid equivalent, D.W.; 

dry weight of sample. 
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第 2 章 日本における 4 つの栽培品種とペルー系統のヤーコン葉を 

用いたポリフェノール含量、抗酸化作用および糖類分解酵素阻害 

作用の 4 年にわたる調査 

 

 

第 1節 緒言 

 

ヤーコンは、歴史的にオセアニア、ヨーロッパおよび日本を含むアジアのい

くつかの国に導入されたアンデス原産の植物である(Ojansivu et al., 2011; Gurung 

et al., 2018)。現在、4 つの異なるヤーコン品種、即ち「サラダオトメ」(SY201) 

(Sugiura et al., 2007)、「アンデスの雪」(SY206) (Fujino et al., 2008)、「サラダオカ

メ」(SY217) (Fujino et al., 2008)および「アンデスの乙女」(SY237) (Sugiura et al., 

2014)が、我が国の公式な栽培品種として農林水産省に登録されている。とくに

他の品種と比べて、新しい品種である SY237 は比較的、塊根および茎葉部は安

定した収穫収量を有することが示されている(Sugiura et al., 2014)。ペルーA 群系

統(導入系統)の SY11 は、ペルーからニュージーランドを経由して最初に日本に

導入され、育種および栽培研究のために選別され普及した系統の 1 つである

(Sugiura, 2016; Sugiura and Yano, 2016)。例えば、SY11 は新品種 SY237 の交配時

の親系統としても使用され、国内では栽培研究の標準系統として用いられる

(Sugiura and Yano, 2016)。 

第 1 章では、本学圃場で栽培した品種 SY206 のヤーコン葉を加熱処理すると

カフェ酸を含むポリフェノールや抗酸化作用を上昇できることを明らかにした。

健康志向食品に利用されるヤーコン葉に注目し、国産ヤーコン葉を有望な機能

性食品素材や原料として確立することは重要である。しかしながら、国内のヤ

ーコン栽培品種と導入系統間での抗酸化作用などの機能性の比較検証や解析に

関する研究は未だ途上にある。茨城県内で 2 年間(2008 年および 2009 年 11 月)

にわたり栽培ならびに収穫されたヤーコン栽培品種の塊根に関する研究では、

SY206 よりも、SY201 と SY217 が高いポリフェノール含量を有する可能性を報

告している(Takenaka et al., 2011)。我々はヤーコン葉に注目し、2 つの栽培品種

SY201 (Sugahara et al., 2015)と SY206 (第 1 章 参照)の葉のポリフェノール含量

と抗酸化作用について報告してきた。しかしながら、数年にわたり国内で栽培

されたさまざまなヤーコン栽培品種と導入系統間でとくに葉に機能的な差異が

認められるかに関しては未だ体系的に評価されていない。 

多変量解析は、複数の解析や分析データ変数に基づいて、これらの変数間の

相互作用や類似性を解析する統計学的技法である。複雑なデータセットを比較

的単純化および視覚化することを可能とする。これまでに海外でもさまざまな

ヤーコンの在来種や各系統間における検証が行われている(Lachman et al., 2007; 

Russo et al., 2015b)。また、果実や野菜中の抗酸化作用や色性などの品質データ
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内の特徴を分類した報告や(Patras et al., 2011)、果実中の活性成分とフリーラジ

カル消去活性との包括的な関連付けにおいても (Gisela et al., 2009)、多変量解析

が利用されている。 

本章では、熊本県阿蘇郡南阿蘇村に位置する本学圃場において 2013 年、2015

年、2016年および 2017年にわたり試験栽培された 4つの異なる栽培品種(SY201、

SY206、SY217 および SY237)に加えて、国内における標準系統として用いられ

るSY11のヤーコン葉の間で機能的な差異が認められるかを明らかにするため、

それぞれの年の 11 月の同時期に採葉して調査を行った。機能性の評価には、ヤ

ーコン葉のポリフェノール含量、ABTS+および DPPH ラジカル消去活性を指標

とした抗酸化作用、および α-グルコシダーゼおよび α-アミラーゼを標的とする

糖類分解酵素阻害作用について調べた。更に、得られた 4 年分の測定データを

用いて、主成分分析ならびに階層クラスター分析から成る多変量解析を行い、

これらのヤーコン品種と導入系統 SY11 の特徴的な位置付けを行うことで体系

的に視覚化することとした。 

 

 

第 2節 材料および方法 

 

第 1項 材料および試薬類 

 

 ヤーコン 4 栽培品種(「サラダオトメ」(SY201)、「アンデスの雪」(SY206）、

「サラダオカメ」(SY217)および「アンデスの乙女」(SY237))と導入時のペルー

A 群系統(SY11)は、国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構(農研機

構)西日本農業研究センター(旧四国農業試験場)から試験栽培のために分譲され

たもので、東海大学農学部が所有する熊本県阿蘇郡南阿蘇村内の圃場

(32°53'29.1 "N、130°59'43.5" E、標高 486 m)において維持管理している。ヤーコ

ンの種イモとなる新鮮な塊茎(15-20 g)を 3 月中旬に 50 cm 間隔で定植し、100 

cm 幅の農業用マルチを張った畝で栽培を行った。10 a (1,000 m2)あたり N 10 kg

と P2O5 20 kg および K 20 kg となるよう施肥を行った。4 つのヤーコン栽培品種

と SY11は少なくとも 80植物個体を 10 aの圃場内で乱塊法(random block design)

により繰返し植栽した。このとき他の系統を含む合計 910 植物体を栽培してい

た。本研究では、2013 年(11 月 11 日)、2015 年(11 月 6 日)、2016 年(11 月 7 日)

および 2017 年(11 月 10 日)の 11 月上旬から中旬にかけて、SY201、SY206、

SY217、SY237 および SY11 の少なくとも 5 つの別々の植物個体の上部から 2 番

目の位置(第二展開葉)より 1、2 枚の葉をランダムに採取した。このとき、2014

年の葉サンプルは予定していた収穫または採取時期において早霜のため枯れ込

みが早めに進行したため、本研究では用いることができなかった。2013 年、2015

年、2016 年および 2017 年の葉は霜の影響を受ける前に採取され、このとき
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SY206 と SY237 は開花していた。栽培試験を行った地域では 11 月に塊根を収

穫するため、この時期に葉を採取した。回収した葉を-20℃で保存し、その後凍

結乾燥を行った。種子繁殖性の作物と比べて、ヤーコンのような種イモから栽

培するイモ類は個体差が大きく、品種や系統間での比較が難しいことが知られ

ている。そのため、生育や収量が安定している標準系統が多く用いられ、それ

らを指標に育種および栽培研究が実施されている。本研究では、ヤーコンの育

種研究によく使用される導入系統 SY11 を基準として用いており、これを比較

対象とした(Sugiura et al., 2007; Fujino et al., 2008; Sugiura et al., 2014)。 

ABTS、DPPH およびフォーリンチオカルトフェノール試薬はナカライテスク

株式会社(京都、日本)から購入した。p-Nitrophenyl -D-glucopyranoside は富士フ

イルム和光純薬株式会社(大阪、日本)から入手した。ブタ膵臓由来 α-アミラー

ゼ Type VI-B、p-nitrophenyl -D-maltoside および Trolox はシグマアルドリッチ株

式会社(St. Louis, MO, USA)から入手した。酵母由来 α-グルコシダーゼはオリエ

ンタル酵母株式会社(東京、日本)から購入した。アカルボースは LKT Laboratories

株式会社(St. Paul, MN, USA)から入手した。他の薬品類については、市販されて

いるもののうち、特級グレードのものを使用した。 

 

第 2項 サンプル調製 

 

 サンプルは、第 1 章第 2節第 2項と同様の方法で調製した。 

 

第 3項 ポリフェノール含量の測定 

 

ポリフェノール含量は、第 1章第 2 節第 3 項と同様の方法で測定した。 

 

第 4項 抗酸化作用の測定 

 

抗酸化作用は、ABTS+ラジカル消去活性および DPPH ラジカル消去活性測定

法を使用し、それぞれ第 1 章第 2 節第 7 項および同第 8 項と同様の方法で評価

した。 

 

第 5項 糖類分解酵素阻害作用の測定 

 

α-アミラーゼ阻害活性は既報に基づき(Sama et al., 2012)、一部を改変して測

定した(Ueda et al., 2017b)。酵素反応は、ヤーコン葉由来の抽出物(10 µL、最終

濃度 1.00 mg/mL)、1％塩化ナトリウム水溶液(27.8 µL)、0.1 M リン酸緩衝液(pH 

6.7, 12.2 µL)、MilliQ 水(14 µL)、および 6.5 mM p-ニトロフェニル α-D-マルトシ

ド(69.5 µL)を含むアッセイ混合液(133.5 µL)に 130 U/mL α-アミラーゼ(55.5 µL)
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を添加して開始した。混合液を 37℃で 0 分と 180 分間インキュベートし、マイ

クロプレートリーダー(SH-1000Lab、コロナ電気、茨城、日本)を用いて 400 nm

における吸光度を測定した。検量線作成のために標準阻害剤としてさまざまな

濃度のアカルボースを使用した。このとき算出された半数阻害濃度(IC50)は 

0.0213±0.0025 mg/mL であった。葉抽出物の濃度 1.00 mg/mL での阻害活性(32.6-

56.8％)および葉の乾燥重量(D.W.)からの抽出収量を最初に決定し、その後、阻

害活性は µmol アカルボース相当量(AE) / g D.W.として表した。 

α-グルコシダーゼ阻害は既報に基づき(Matsui et al., 1996)、一部を改変して測

定した(Ueda et al., 2017b)。酵素反応は、抽出物(10 µL、最終濃度 1.00, 2.00, 3.00 

mg/mL)と 0.08 U/mL α-グルコシダーゼ(40 µL)を含むアッセイ混合液(50 µL)に

0.887 mM p-ニトロフェニル α-D-グルコピラノシド(150 µL)を添加して開始した。

混合液を 37℃で 15 分間インキュベートし、マイクロプレートリーダーを用い

て 400 nm における吸光度を測定した。アカルボースを標準阻害剤として使用

した際の IC50 値は 0.496±0.032 mg/mL であった。葉抽出物の IC50値(mg/mL)ま

たは試験した最大濃度 3.00 mg/mLでの阻害活性(35.5-51.2％)およびD.W.からの

抽出収量を最初に決定し、その後、阻害活性は上記と同様に µmolAE / g D.W.と

して表した。 

 

第 6項 ヤーコン地上部と塊根の収量の測定 

 

 収穫時に 10 株のヤーコン植物の地上部を根との境界で切断後、直ちにデジ

タルスケールを使用して地上部の新鮮重量を測定した。その後、塊根について

は土壌を取り除いたうえで新鮮重量を測定した。個々の塊根は 50 g 以上の基準

で収量を決定し、50 g 未満のものを規格外とした。データは 10 株の植物体から

の平均値として表した。 

 

第 7項 統計解析 

 

データは 3 回または 4 回の実験から得られた平均値±標準偏差として表した。

データの一部は、Excel 2016 (Microsoft Co., Redmond, WA, USA)用の統計アドオ

ンソフトウェアプログラム(Statcel 4、OMS 出版、埼玉、日本)を使用して分析し

た。多重比較の際には Post-hoc Tukey–Kramer 検定を行い、P < 0.05 での差異は

統計的に有意であると見なした。多変量解析には、Excel-Solver アドオンプログ

ラムを用いて主成分分析(PCA)と階層クラスター分析(HCA)を行い、このときデ

ータを平均 0 および変量 1 に標準化した。HCA はユークリッド距離法により決

定付けた。 
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第 3節 結果および考察 

 

本章では本学圃場において 2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年にわたり

試験栽培された 4 つの異なる栽培品種と導入時のペルーA 群系統(SY11)のヤー

コン葉に機能的な差異が認められるか、それぞれの年の 11 月の同時期に採葉し

てポリフェノール含量、抗酸化作用および糖類分解酵素阻害作用について調べ

た。得られた測定データを用いて多変量解析を行い、これらのヤーコン栽培品

種と導入系統 SY11 の特徴的な位置付けを体系的に視覚化した。 

 

 

第 1 項 日本における 4 つの栽培品種と SY11 のヤーコン葉のポリフェノール

含量 

 

 最初に、4 つの異なる栽培品種(SY201、SY206、SY217 および SY237)とペル

ーA 群の導入系統(SY11)からヤーコン葉抽出物を調製し、ヤーコン葉のポリフ

ェノール含量を調べた。乾燥葉 1 g 中のポリフェノール含量をクロロゲン酸相

当量(CAE)として表した。その結果、2013 年に採取された 4 品種と SY11 のう

ち、SY237 (57.0 mg)の乾燥葉 1 g 中のポリフェノール含量は、SY201 (45.9 mg)、

SY206 (33.8 mg)、SY217 (47.6 mg)よりも有意に高く、SY11 (44.9 mg)とは 1.27 倍

の差を認めた(Table 2-1)。2015 年、2016 年および 2017 年に採取された葉では、

それぞれの年で SY201 (58.2 mg)、SY217 (43.8 mg)および SY237 (73.4 mg)におい

て高い値を認めた。それぞれの品種で得られた値は試験期間を通じて変動が大

きかったものの、4 年の試験期間を通して特に SY237 のみが SY11 よりも有意

に高いポリフェノール含量を示した。ヤーコン葉には、主な既知のポリフェノ

ールとしてクロロゲン酸、カフェ酸およびフェルラ酸などが存在している

(Valentova et al., 2005; 2006)。前章では、クロロゲン酸およびカフェ酸が栽培品

種 SY206 の葉に存在するポリフェノールであることを明らかにした。先行実験

では HPLC による分析により、SY206 の葉に没食子酸、(-)-エピカテキンおよび

ルチン様の溶出ピークを認めており(data not shown)、これらはヤーコン葉に存

在することがすでに報告されている(de Andrade et al., 2014; Russo et al., 2015a; 

Marchyshyn et al., 2017)。国産ヤーコン栽培品種間ではセスキテルペンラクトン

含量についても報告されているものの(Kitai et al., 2015)、ポリフェノール含量に

おける品種と導入系統間での差異については明らかになっていない部分も多い。

そのため、我が国のヤーコン栽培品種と導入系統間での機能性成分や保健機能

についての研究は未だ途上にあり、さらなる調査を必要としている。 
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第 2項 日本における 4つの栽培品種と SY11 のヤーコン葉の抗酸化作用 

 

 次に、ヤーコン葉抽出物を用いて様々な濃度で ABTS+ラジカル消去活性測定

を行い、最初に半数効果濃度(EC50)値(µg/mL)を決定した(Table 2-2 参照)。その

結果、葉の抽出物は濃度依存的な抗酸化作用を示し(data not shown)、20.6-82.4 

µg/mL の範囲で EC50値を得た。2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年にお

いて、ヤーコン栽培品種と SY11 で比較的強い活性を示した葉抽出物の EC50値

は、それぞれの試験年で 20.7 µg/mL (SY237)、20.6 µg/mL (SY201)、29.4 µg/mL 

(SY237)および 21.2 µg/mL (SY237)であった。対照的に活性が低いことを表す

EC50の最高値 82.4 µg/mL が 2017 年の SY201 で認められた。このとき、陽性対

照の抗酸化物質 Trolox の EC50値は 8.59 µg/mL であった。葉抽出物の活性デー

タと乾燥葉からの抽出収量をもとに、ヤーコン乾燥葉 1 g (D.W.)当たりの Trolox

等価抗酸化能(TEAC)値を算出した。2013 年のサンプルを用いた ABTS+ラジカ

ル消去活性測定では、SY201 (268 µmol)および SY237 (280 µmol)で認めた乾燥葉

1 g 当たりの TEAC 値が、いずれも SY11 で得た値(253 µmol)と同等かそれ以上

であり、SY206 (191 µmol)および SY217 (240 µmol)で得た値よりも有意に高い値

を示した(Table 2-3)。2015 年、2016 年および 2017 年に採取された葉サンプル

では、それぞれの試験年で SY201 (322 µmol)、SY217 (264 µmol)および SY237 

(358 µmol)で最高値が得られた。 

同様に、ヤーコン葉抽出物を用いて様々な濃度で DPPH ラジカル消去活性測

定を行い、まず EC50値(µg/mL)を決定した(Table 2-2 参照)。その結果、葉の抽出

物はここでも濃度依存的な抗酸化作用を示し(data not shown)、25.6-128 µg/mL の

範囲で EC50値を得た。2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年において、ヤー

コン栽培品種と SY11 間で比較的強い活性を示した葉抽出物の EC50値は、それ

ぞれの試験年で 25.6 µg/mL (SY237)、30.2 µg/mL (SY201)と同値(SY237)、52.0 

µg/mL (SY217)および 45.4 µg/mL (SY237)であった。対照的に、ここでも低活性

を示す EC50の高い値 128 µg/mL が 2017 年の SY201 で認められた。このとき、

Trolox の EC50値は 7.32 µg/mL であった。上記と同様に、葉抽出物の活性データ

と乾燥葉からの抽出収量をもとに、乾燥葉 1 g (D.W.)当たりの TEAC 値として

算出した。2013 年、2015 年、2016 年、および 2017 年のサンプルを用いた DPPH

ラジカル消去活性測定では、それぞれの試験年で SY237 (193 µmol)、SY201 (187 

µmol)、SY217 (139 µmol)および SY237 (142 µmol)において TEAC 値で高い値が

得られた。 

両ラジカル消去活性の測定結果に認められる特徴的な活性の強さや程度は、

前項のポリフェノール含量測定で得られた結果と類似していた。本研究では、

凍結乾燥後に粉砕し均質化した葉サンプルを、続くポリフェノールの定量およ

び活性測定に用いた。そのため、おそらく様々な採取年で認めたヤーコン葉の

ポリフェノール含量の違いに依存して(Table 2-1 参照)、抗酸化作用の測定にお
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いても類似した活性の強弱を認めたと考えられる(Table 2-3 参照)。また、異な

る 4年の試験年において SY237 のみが SY11 よりも有意に高い TEAC 値を示し

たものの、各々の品種で得られた値は変動が大きく、各試験年を通じて一貫し

た傾向を示すことはなかった。親株 SY11 より作出された SY237 は、塊根の表

皮および地上の茎葉部が従来品種より濃い赤みがかった紫色になるという特徴

を持っている(Sugiura et al., 2014; Sugiura and Yano, 2016)。SY11 と比較して、

SY237 に特異的なアントシアニンなどの植物性色素が本研究で認めたような抗

酸化作用の向上に寄与しているかを明らかにすることも興味深いテーマの一つ

である。これまでに我々は SY201 (Sugahara et al., 2015)および SY206 (第 1 章 参

照)のヤーコン葉を用いて、フリーラジカルアッセイ系および顆粒球細胞アッセ

イ系での抗酸化作用を報告してきた。栽培品種と導入系統間での機能的な違い

をより明らかにするために、本研究で測定した以外の実験系で機能性評価を行

うこともまた重要である。 

 

第 3項 日本における 4つの栽培品種と SY11 のヤーコン葉の糖類分解酵素 

阻害作用 

 

 ヤーコン葉抽出物を用いて単一濃度 1.00 mg/mL で α-アミラーゼ阻害活性を

測定した(Table 2-4 参照)。その結果、葉の抽出物は 32.6-56.8％の範囲で阻害活

性を示した。これらの活性値が 50％付近にあったため、高濃度での実験を実施

しなかった。このとき、陽性対照として使用したアカルボースの IC50値は 0.0213 

mg/mL であった。アカルボースは 2 型糖尿病の管理のための代表的な阻害剤あ

るいは薬剤として使用される(Chiasson et al., 2002)。葉抽出物の活性データと乾

燥葉 1 g からの抽出収量をもとに、ヤーコン乾燥葉 1 g (D.W.)当たりのアカルボ

ース換算阻害能(AEIC)の値を算出した。2013 年のサンプルを用いた α-アミラー

ゼ阻害活性測定では、SY201 の AEIC 値(5.82 µmol)は他の栽培品種よりもわず

かに高かったものの、2015 年のヤーコン葉より得た各々の値では大きな差が認

められなかった(Table 2-5)。2016 年および 2017 年に採取されたサンプルを用い

た際には、それぞれの試験年で SY217 (10.5 µmol)および SY206 (9.89 µmol)で高

い値が認められた。 

次に、ヤーコン葉抽出物を用いて様々な濃度で α-グルコシダーゼ阻害活性を

測定し、IC50 値(mg/mL)または最大試験濃度における阻害活性(%)を決定した

(Table 2-4 参照)。その結果、葉の抽出物は 1.72-2.80 mg/mL の範囲で IC50値、

または 3.00 mg/mL の最大濃度で 35.5-51.2％の阻害活性を得ることができた。

2016 および 2017 年においては、SY237 の葉抽出物が他の栽培品種と SY11 に

比べて強い活性を表す低い IC50 値を示し、それぞれの試験年で 1.72 mg/mL お

よび 2.14 mg/mL が得られた。このとき、陽性対照として使用したアカルボース

の IC50値は 0.496 mg/mL であった。上記と同様に、葉抽出物の活性データと乾
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燥葉からの抽出収量をもとに、ヤーコン乾燥葉 1 g (D.W.)当たりの AEIC 値を算

出した。2013年のサンプルを用いた α-グルコシダーゼ阻害活性測定では、SY206

の AEIC 値(56.1 µmol)が他の栽培品種よりもやや高い値を示した。2015 年、2016

年および 2017 年に採取された葉サンプルを用いた際には、それぞれの試験年

で SY201 (65.0 μmol)、SY237 (76.6 μmol)および同 SY237 (79.9 μmol)で高い値を

認めた。これらの 4 つの栽培品種は、それぞれの試験年において様々なレベル

で酵素阻害作用を示し、2017 年の SY201 を除いては、比較対照として用いた

SY11 の酵素阻害と同等以上であった。本研究では、栽培品種と導入系統間にお

ける酵素阻害成分やその比較については未だ明らかにしておらず、さらなる分

析を必要とする。過去の報告によると、ヤーコン葉に存在する特定のカフェオ

イルキナ酸誘導体などの成分が、α-アミラーゼ(Narita and Inouye, 2009; Oboh et 

al., 2015)および α-グルコシダーゼに対する阻害活性に寄与している可能性があ

る(Terada et al., 2003; 2006)。ヤーコン葉のセスキテルペンラクトンエンヒドリ

ンおよびスマランサジテルペン酸もまた酵素阻害活性に貢献しうる成分である

(Honoré et al., 2015)。興味深いことに、本研究で得られたヤーコン葉の α-グルコ

シダーゼ阻害活性の AEIC 値(45.2-79.9 mol)は、以前報告された 27 種類の伝統

的な薬用植物による調査結果(0.5-31.6 μmol) (Feng et al., 2013)よりも高く、強い

阻害作用を示していた。 

 

第 4項 日本における 4つの栽培品種と SY11 のヤーコン葉の機能性データを 

用いた多変量解析 

 

 本学で栽培された 4 つのヤーコン栽培品種と SY11 の葉を用いて 4 年にわた

る調査で得られた上述の測定データを用いて多変量解析を行い、個々の値を包

括的に捉えるべく、特徴的な位置付けと可視化を試みた。最初に相関行列に基

づいて測定データを標準化し、主成分分析(PCA)を実施した。まず個々の栽培品

種および SY11 の 4 年分の平均データを用意し、PCA による解析を行った。そ

の結果、最初の 2 つの主成分(PCs)は、それぞれ横ｘ軸に相当する PC1 が 75.6％

と縦 y軸に相当する PC2が 22.1％から成る合計 97.7％の初期データ変動率を表

すことが推定された(Figure 2-1A)。x 軸を表す PC1 の負荷量は恐らくポリフェ

ノール含量、抗酸化作用および α-グルコシダーゼ阻害活性との強い正の相関が

要因となりえたものの、y 軸を表す PC2 の負荷量は α-アミラーゼ阻害と関連づ

けられる(Figure 2-2)。階層クラスター分析(HCA)を行った結果、得られた樹形

図上で強い相関性と高い類似性(近距離として定義)に起因する 3 つの独立した

クラスターの存在を認めた(Figure 2-1B)。PCA における位置付けを可視化する

べく、樹形図に従って(Figure 2-1B 参照)、SY201 と SY11、SY217 と SY206、

そして SY237のみを単独とする独立したクラスターに分類した(Figure 2-1A 参

照)。比較的低いポリフェノール含量、低い抗酸化作用および低い α-グルコシダ
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ーゼ阻害活性を有する SY11 と SY201 が PC1 軸の負の位置にプロットされ、す

べてのパラメーターに対して比較的高い値を持つ SY237 が正の位置にプロッ

トされた。これまでの海外の報告では、各種のヤーコン在来種におけるポリフ

ェノール含量の測定値と in vitro 生物活性との間に(Russo et al., 2015b)、あるい

は起源を異とするヤーコンとそのポリフェノールや活性との間に幾分かの正の

相関性が認められている(Lachman et al., 2007)。前章において、SY206 のヤーコ

ン葉のポリフェノール含量は、採取した時期や年の違いにより変動する可能性

があることを示したため、ヤーコン栽培品種の特徴的な位置付けが年次変動に

よりどの程度影響を受けているのかを調べることも重要である。次に、個々の

品種または SY11 の採取年ごとの全データを用いて新たに PCA 分析を行い、散

布図を作成した(Figure 2-1C)。ここで x 軸を表す PC1 の負荷量はポリフェノー

ル含量および抗酸化作用との強い正の相関が要因となりえたものの、y 軸を表

す PC2 の負荷量は α-アミラーゼ阻害および α-グルコシダーゼ阻害活性と関連

づけられる(Figure 2-3)。その結果、特に SY11 は、x 軸と y 軸の交わる中心に近

い小さな狭い円内に配置され、他の栽培品種はより大きな円内に配置された。

このことは SY11 が機能性データにおいて年次変動幅が小さいことを含意して

いる。その後、それらのデータプロットについて、採取年ごとに円内に配置し

視覚化を試みた(Figure 2-1D)。興味深いことに、2013 年と 2015 年のデータは y

軸のより低い場所に位置し、2016 年と 2017 年のデータはより高い場所に位置

していた。また、2015 年と 2017 年では栽培品種間での機能性データにおける

大きな差が広い楕円として観察された。 

 上記で得られた結果と、個々のヤーコン栽培品種の遺伝的な背景や繁殖特性

との間における関連性の有無を考察することも重要である。SY11 は生産性が安

定していることから、日本で最初に導入され普及したペルーA 群系統の 1 つで

ある(Sugiura, 2016)。そのため、SY11 は国内で新品種を作出する際の親系統と

して使用されている。SY11 の塊根では表皮の裂開が頻繁に発生するため、SY11

に近い別のペルーA 群系統とボリビア系統から、表皮の裂開が少ない特性を持

つ SY201 が育種ならびに選抜された(Sugiura et al., 2007)。SY206 と SY217 は、

国際バレイショセンターに由来し表現形質が近い系統から育種選抜されており、

なかでもSY206は安定多収、良好な貯蔵性、および塊根内部が白色である特性、

一方で SY217 も安定多収、高糖度、および塊根内部が透明がかったオレンジ色

である特性を有する(Fujino et al., 2008)。SY237 は、SY201 と SY11 の遺伝的背

景を持ち、塊根表皮の裂開が少なく、表皮の色が濃く赤みがかった紫色である

こと、収量性も高く地上部の生育も良好であるなどの特徴を有している(Sugiura 

et al., 2014; Sugiura and Yano, 2016)。本研究では、各々の栽培品種の機能面での

類似性や差異について未だはっきりとした結果が得られていない。しかしなが

ら、異なる 4 調査年からの機能性データの平均値を用いた多変量解析により、

Figure 2-1A および 1B に示すように、ヤーコンの遺伝的背景による各品種や導
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入系統の栽培特性などの差異や類似性が今回の葉の機能性データの特徴とも関

連付けられる部分が見受けられたため、端的に示されている可能性がある。海

外での報告例にもあるように(Lachman et al., 2007)、各々のヤーコン品種および

系統の遺伝子型の相同性を解析することにより、遺伝的背景や機能性との関連

性を検証することも重要であると考えられる(Svobodova et al., 2013; Ziarovska et 

al., 2019)。 

ヤーコン地上部と塊根の収量を新鮮重量(F.W.)として Table 2-6 にまとめた。

SY206 と SY237 は他よりも比較的塊根重量が高く、試験年を通じて塊根の肥大

も良く高い収穫量を示している。その際、2015年と 2017年の各品種および SY11

の塊根収量は、2017 年の SY201 のみを除き、他の年よりも高い傾向にあった。

このことは、ヤーコンの塊根の成長にとって栽培環境が良好であったことを意

味している。おそらく、2015 年と 2017 年の栽培試験を行った地区で観測され

た夏から秋にかけての気温などの環境要因が(気象庁 HP、2020 年)、品種と導入

系統間の機能性の測定データに見られる差異を生じたり、良好な生育を促した

可能性が考えられる。一方、2013 年と 2016 年の夏から秋にかけては高温環境

下にあり(Table 2-7)、品種と導入系統間での機能性の違いも小さく、生育不良が

生じたと考えられる。試験地区における 2013 年の 7 月と 8 月の月別平均気温

はそれぞれ 24.7°C と 24.9°C であり、2016 年の平均気温は 24.5°C と 24.7°C で

あった。これらは、基準温度として用いられる 1981 年から 2010 年の平年値に

あたる 7 月の 23.6℃と 8 月の 23.9℃をやや上回る高温環境にあった。両年の 9

月(2013 年の 20.7℃と 2016 年の 22.1℃)および 10 月(2013 年の 16.1℃と 2016 年

17.9℃)の平均気温もまた、平年値(9 月の 20.5℃と 10 月の 14.6℃)よりも比較的

高い傾向にあった。対照的に 2015 年では、品種と導入系統間で機能性データの

差異も大きく塊根の生育肥大も良好であり、7 月から 10 月にかけて観測された

月平均気温(それぞれ 23.0°C、23.6°C、19.6°C および 13.8°C)は平年値(それぞれ

23.6°C、23.9°C、20.5°C および 14.6°C)よりも低温環境にあった。2017 年の場合

には、夏季 7月の 25.0℃と 8月の 24.9℃が平年値よりも高かったにも関わらず、

秋季 9 月の 19.6℃と 10 月の 13.8℃は、順当に温度が平年値にまで下がってい

た。 

 SY206 および SY237 は比較的塊根の形状も良好で、より多収性である特徴を

持っている(Fujino et al., 2008; Sugiura et al., 2014; Sugiura and Yano, 2016)。日本の

九州阿蘇地域で得られた我々の結果もまたこれを支持するものであった。

SY206 と SY237 の塊根は肥大時期が遅い可能性があり、これらの品種は夏から

秋にかけての高温ストレスに対する耐暑性が高いことが考えられる。これまで

に、サツマイモの葉のポリフェノール含量の変動が、栽培環境のうち日照時間

よりも特に外気温の影響を受ける可能性が報告されている(Kobayashi et al., 

2019)。そこでは低温度もまたストレッサーとして働き、葉のポリフェノール含

量を高い値へと導く可能性が指摘されている。一方、本研究において、2017 年
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の SY201 の葉においてのみポリフェノール含量や抗酸化作用などの機能性パ

ラメーターが他の品種と導入系統よりも低かった理由は未だ不明のままである。

SY201 の塊根収量が少なかったため、当該年の生殖成長が遅かったことが遠因

であると思われる。2007 年から 2009 年の期間に国内の複数の地区で試験栽培

を行った過去の報告では、SY201 が SY11 よりも生育が良好で安定して高い塊

根収量を得ている(Sugiura et al., 2007)。逆に我々の結果では、SY201 が SY11 よ

りも生育が不調で塊根収量も低い傾向にあった。そのため、本研究で得られた

データを使用した多変量解析の結果が、この試験地域に特有である可能性につ

いても議論の余地があるかもしれない。 

 多変量解析は標的とする変数により類似性や距離をもとに関係性を決定づけ

るための有益な評価ツールであり、海外でもさまざまなヤーコンの在来種や各

系統間における検証が行われている(Lachman et al., 2007; Russo et al., 2015b)。複

数年にわたり試験調査を行って得られるデータは、単一年で得た比較データよ

りも、多変量解析を介してより頑強な位置関係を描写できる可能性がある。様々

なヤーコン栽培品種と SY11 の特性評価を継続し長期的な調査を行うこと、さ

らに栽培の地域差を比較していくことも重要であると考えられる。環境要因が

植物体の生育に影響を及ぼすことを考慮すると、気温だけでなく日照や降水量

などの各種の気象条件もまた個々の品種と導入系統中の有効成分の含量や機能

性に影響を及ぼす可能性がある。 

 

 

第 4節 小括 

 

 本学圃場において 2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年にわたり試験栽培

された 4 品種と国内における標準系統として用いられる導入時の SY11 のヤー

コン葉に機能的な差異が認められるかについて検証を行い、葉のポリフェノー

ル含量と抗酸化作用は、SY11 よりも「アンデスの乙女」(SY237)で高いこと、

しかしながらそれぞれの栽培品種で得られた測定値は試験期間を通して変動が

大きく一貫性が得られにくいことを明らかにした。次に、糖類分解酵素阻害作

用を調べた際には、試験期間を通して変動が大きかったものの、少なくとも

SY237 を含む 3つの栽培品種が SY11 と同等かそれ以上のα-グルコシダーゼ阻

害を示した。さらに、得られた 4 年分の機能性の測定データを用いて多変量解

析を行い、これらヤーコン栽培品種と SY11 の特徴的な位置付けを体系的に視

覚化することができた。そこでは SY237 が SY11 よりも優れた品種となりうる

ことが示された。しかしながら本結果は、限定的な試験区や測定データによる

ため部分的な解釈となる可能性があり、年次変動の影響が大きいことにも留意

する必要がある。本研究で得られた機能性データは圃場での栽培によるばらつ

きが大きかったため、今後は環境要因が制御された人工気象器やポットでのハ
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ウス栽培などを行い、明瞭な機能性や生理学的な差異を品種および導入系統間

で明らかにしていくことが重要である。機能性食品素材として有望な我が国の

ヤーコン栽培品種を擁立していくためにも、今後は葉に含まれるポリフェノー

ルの組成分析、細胞レベルでの抗酸化作用、in vivo での血糖上昇抑制作用など

について、SY237 を含むヤーコン栽培品種および SY11 間で引き続き比較検証

を行っていく必要がある。 
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第 5節 添付図表等 

 

 

 

Figure 2-1. Multivariate analysis of the data obtained for total polyphenol content, antioxidant 

activity, and carbohydrate-hydrolyzing enzyme inhibition of yacon leaves among four different 

cultivars and a Peru A line collected in four different years. 

Yacon leaves from four different cultivars (‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ (SY206), 

‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237) and a Peru A line (SY11) collected 

in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were used in this study. PCA 

(A) and HCA (B) were conducted to visualize the data obtained from the different cultivars plus 

SY11. Additional PCAs were performed to visualize the scattered plots at different cultivars plus 

SY11 including four different years (C) and at four different years including four cultivars plus 

SY11 (D). Circles (or dot circles) in the figures indicate clusters. PCA; principal component 

analysis, HCA; hierarchical cluster analysis. 
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Figure 2-2. Multivariate analysis of the avetaged data obtained for a PCA loading plot 

with total polyphenol content, antioxidant activity, and carbohydrate-hydrolyzing 

enzyme inhibition of yacon leaves among four different cultivars and a Peru A line.  

Yacon leaves from four different cultivars (‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ 

(SY206), ‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237) and a Peru A line 

(SY11) collected in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were 

used in this study. Data from yacon leaves collected in four different years were averaged 

for following analysis. PCA (A) were first conducted to visualize the PCA loading plots 

to estimate their PCA scores in PC1 and PC2 axes, also shown as PC1 and PC2 in 

Figures 2-1A. HCA (B) for the PCA loading parameters was next performed. PCA; 

principal component analysis, HCA; hierarchical cluster analysis. 
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Figure 2-3. Multivariate analysis of whole data obtained for a PCA loading plot with 

total polyphenol content, antioxidant activity, and carbohydrate-hydrolyzing enzyme 

inhibition of yacon leaves among four different cultivars and a Peru A line.  

Yacon leaves from four different cultivars (‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ 

(SY206), ‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237) and a Peru A line 

(SY11) collected in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were 

used in this study. Whole data from yacon leaves collected in four different years were 

used for following analysis. PCA (A) were first conducted to visualize the PCA loading 

plots to estimate their PCA scores in PC1 and PC2 axes, also shown as PC1 and PC2 

axes in Figures 2-1C and 2-1D. HCA (B) for the PCA loading parameters was next 

performed. PCA; principal component analysis, HCA; hierarchical cluster analysis. 
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Table 2-1. Total polyphenol content in yacon leaves among four different domestic 

cultivars and a Peru A line collected in four different years* 

Years SY201 SY206 SY217 SY237 SY11 

 TPC (mg CAE / g D.W.)** 

2013 45.9±2.6a,A 

(1.02) 

33.8±1.8b,A 

(0.75) 

47.6±1.7a,A 

(1.06) 

57.0±1.3c,A 

(1.27) 

44.9±3.4a,A 

(1.00) 

2015 58.2±3.1a,B 

(1.74) 

36.9±1.3bc,A 

(1.10) 

24.5±1.6d,B 

(0.73) 

40.7±1.6b,B 

(1.22) 

33.4±1.5c,B 

(1.00) 

2016 34.0±1.8a,C 

(1.39) 

28.4±2.2b,B 

(1.16) 

43.8±0.8c,C 

(1.80) 

34.4±0.8a,C 

(1.41) 

24.4±1.0d,C 

(1.00) 

2017 9.68±0.33a,D 

(0.32) 

52.1±2.1b,C 

(1.74) 

29.8±1.0c,D 

(0.99) 

73.4±1.9d,D 

(2.45) 

30.0±0.7c,B 

(1.00) 

* Yacon leaves from four different cultivars, ‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ 

(SY206), ‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237), and a Peru A line (SY11) 

collected in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were used in this 

study. Several leaves from different plants were sampled at the second position from the top of 

plants, and then lyophilized, crushed, and pooled for investigation (see the Materials and 

Methods section). 

** Data shown represent mean ± SD from four independent experiments. Tukey–Kramer’s test 

was conducted for the multiple comparison; values not sharing a common superscript letter in 

small capital (or large capital) are considered significantly different at P < 0.05 among individual 

cultivars (or individual years, respectively). Data in parentheses indicate the relative amounts of 

TPC in individual cultivars vs. SY11 (1.00) at the same year. TPC; total polyphenol content, 

CAE; chlorogenic acid equivalent, D.W.; dry weight of sample.  
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Table 2-2. Antioxidant activity of the extracts prepared from yacon leaves among four 

different domestic cultivars and a Peru A line collected in four different years* 

 SY201 SY206 SY217 SY237 SY11 Trolox 

 EC50 value (µg extract / mL)  

in ABTS+ radical scavenging assay** 

EC50  

(µg / mL) 

2013 22.2±1.3 30.9±0.2 26.2±0.5 20.7±0.4 22.2±0.5 

8.59±0.15 
2015 20.6±0.3 27.2±0.4 42.9±0.7 24.2±0.5 34.7±1.0 

2016 38.9±1.0 42.0±0.6 32.2±0.2 29.4±0.2 37.5±0.2 

2017 82.4±0.8 26.7±0.6 41.7±0.6 21.2±0.4 41.5±0.3 

 EC50 value (µg extract / mL)  

in DPPH radical scavenging assay** 

EC50  

(µg / mL) 

2013 31.8±0.7 32.7±0.2 29.1±0.3 25.6±0.2 26.8±0.2 

7.32±0.08 
2015 30.2±0.8 39.7±0.3 78.4±1.1 30.2±0.7 61.8±1.0 

2016 55.1±0.3 53.4±0.3 52.0±1.8 52.6±0.8 68.6±0.6 

2017 128±5 54.0±1.2 58.6±0.7 45.4±1.3 54.3±0.3 

* Yacon leaves from four different cultivars, ‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ 

(SY206), ‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237), and a Peru A line (SY11) 

collected in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were used in this 

study. Several leaves from different plants were sampled at the second position from the top of 

plants, and then lyophilized, crushed, and pooled. The leaves were extracted with 50% methanol, 

then the supernatant was lyophilized, reconstituted in 50% ethanol for investigation (see the 

Materials and Methods section). 

** Data shown represent mean ± SD from four independent experiments. D.W.; dry weight of 

sample, ABTS+; 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation, DPPH; 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl, EC50; half maximal effective concentration. 
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Table 2-3. Antioxidant activity of yacon leaves among four different domestic cultivars 

and a Peru A line collected in four different years* 

 SY201 SY206 SY217 SY237 SY11 

 TEAC value (µmol TE / g D.W.) in ABTS+ radical scavenging assay** 

2013 268±17ab,A 

(1.06) 

191±1c,A 

(0.75) 

240±5d,A 

(0.95) 

280±5a,A 

(1.11) 

253±5bd,A 

(1.00) 

2015 322±5a,B 

(1.35) 

245±4bc,B 

(1.03) 

199±3d,B 

(0.84) 

250±5b,B 

(1.05) 

238±7c,B 

(1.00) 

2016 196±5ab,C 

(1.03) 

185±3c,A 

(0.97) 

264±1d,C 

(1.38) 

200±1a,C 

(1.05) 

191±1bc,C 

(1.00) 

2017 68.7±0.7a,D 

(0.42) 

301±7b,C 

(1.86) 

171±3c,D 

(1.06) 

358±7d,D 

(2.21) 

162±1c,D 

(1.00) 

 TEAC value (µmol TE / g D.W.) in DPPH radical scavenging assay** 

2013 159±3a,A 

(0.89) 

154±1b,A 

(0.86) 

184±2c,A 

(1.03) 

193±2d,A 

(1.08) 

179±1e,A 

(1.00) 

2015 187±5a,B 

(1.65) 

143±1b,B 

(1.27) 

92.9±1.3c,B 

(0.82) 

171±4d,B 

(1.51) 

113±2e,B 

(1.00) 

2016 118±1a,C 

(1.33) 

124±1b,C 

(1.40) 

139±5c,C 

(1.57) 

95.1±1.4d,C 

(1.07) 

88.7±0.8e,C 

(1.00) 

2017 37.9±1.4a,D 

(0.36) 

127±3b,C 

(1.21) 

104±1c,D 

(0.99) 

142±4d,D 

(1.35) 

105±1c,D 

(1.00) 

* Yacon leaves from four different cultivars, ‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ 

(SY206), ‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237), and a Peru A line (SY11) 

collected in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were used in this 

study. Several leaves from different plants were sampled at the second position from the top of 

plants, and then lyophilized, crushed, and pooled for investigation (see the Materials and 

Methods section). 

** Data shown represent mean ± SD from four independent experiments. Tukey–Kramer’s test 

was conducted for the multiple comparison; values not sharing a common superscript letter in 

small capital (or large capital) are considered significantly different at P < 0.05 among individual 

cultivars (or individual years, respectively). Data in parentheses indicate the relative TEAC 

values for individual cultivars vs. SY11 (1.00) at the same year. TEAC; trolox equivalent 

antioxidant capacity, TE; trolox equivalent, D.W.; dry weight of sample, ABTS+; 2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation, DPPH; 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.   
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Table 2-4. Carbohydrate-hydrolyzing enzyme inhibition of the extracts prepared from 

yacon leaves among four different domestic cultivars and a Peru A line collected in four 

different years* 

 SY201 SY206 SY217 SY237 SY11 Acarbose 

 Activity (%) at 1.00 mg leaf extract / mL  

in -amylase inhibition assay** 

IC50  

(mg / mL) 

2013 45.3±1.3 39.5±1.2 37.0±1.8 40.3±3.0 42.2±0.5 

21.3±2.5 
2015 48.3±2.6 42.1±0.4 32.6±4.1 48.6±1.4 36.4±2.4 

2016 53.4±4.0 50.7±2.3 52.5±1.5 56.8±1.8 53.0±2.8 

2017 40.6±2.5 52.4±1.9 50.2±2.4 50.5±3.1 52.3±2.0 

 IC50 value (mg leaf extract / mL)  

in -glucosidase inhibition assay** 

IC50  

(mg / mL) 

2013 2.69±0.08 
> 3.00 

(Max 49.8±2.0%) 
2.69±0.07 2.73±0.13 2.75±0.06 

0.496±0.032 

2015 
> 3.00 

(Max 51.2±1.0%) 

> 3.00 

(Max 39.5±1.4%) 

> 3.00 

(Max 35.5±0.4%) 

> 3.00 

(Max 43.0±2.1%) 

> 3.00 

(Max 35.7±2.0%) 

2016 2.80±0.04 2.74±0.05 
> 3.00 

(Max 45.4±1.1%) 
1.72±0.06 

> 3.00 

(Max 42.9±1.1%) 

2017 2.77±0.02 
> 3.00 

(Max 48.2±1.0%) 
2.49±0.04 2.14±0.17 

> 3.00 

(Max 46.7±1.0%) 

* Yacon leaves from four different cultivars, ‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ 

(SY206), ‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237), and a Peru A line (SY11) 

collected in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were used in this 

study. Several leaves from different plants were sampled at the second position from the top of 

plants, and then lyophilized, crushed, and pooled. The leaves were extracted with 50% methanol, 

then the supernatant was lyophilized, reconstituted in 50% ethanol for investigation (see the 

Materials and Methods section). 

** Data shown represent mean ± SD from three (in -amylase assay) or four independent 

experiments (in -glucosidase assay). Data in parentheses indicate activity (%) obtained at 3.00 

mg/mL of the maximum concentration.  AEIC; acarbose equivalent inhibition capacity, AE; 

acarbose equivalent, D.W.; dry weight of sample, IC50; half maximal inhibitory concentration. 
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Table 2-5. Carbohydrate-hydrolyzing enzyme inhibition of yacon leaves among four 

different domestic cultivars and a Peru A line collected in four different years* 

 SY201 SY206 SY217 SY237 SY11 

 AEIC value (µmol AE / g D.W.) in -amylase inhibition assay** 

2013 5.82±0.19a,AC 

(1.15) 

4.89±0.19b,A 

(0.97) 

4.79±0.30b,A 

(0.95) 

4.93±0.46b,A 

(0.97) 

5.06±0.08b,A 

(1.00) 

2015 7.04±0.45a,A 

(1.14) 

6.00±0.06ab,B 

(0.97) 

5.55±0.93b,A 

(0.90) 

6.48±0.22ab,B 

(1.05) 

6.17±0.53ab,B 

(1.00) 

2016 9.58±0.79ab,B 

(1.08) 

9.23±0.46abc,C 

(1.04) 

10.5±0.3b,B 

(1.18) 

7.90±0.26cd,C 

(0.89) 

8.90±0.52ad,C 

(1.00) 

2017 5.27±0.36a,C 

(0.64) 

9.89±0.38b,C 

(1.20) 

8.39±0.44c,C 

(1.01) 

8.98±0.59bc,C 

(1.09) 

8.27±0.35c,C 

(1.00) 

 AEIC value (µmol AE / g D.W.) in -glucosidase inhibition assay** 

2013 49.5±1.4a,A 

(1.08) 

56.1±2.8b,A 

(1.22) 

52.3±1.4ab,A 

(1.14) 

47.7±2.2a,A 

(1.04) 

45.9±0.9a,A 

(1.00) 

2015 65.0±1.6a,B 

(1.40) 

46.6±2.2b,B 

(1.00) 

45.2±1.5b,B 

(0.97) 

47.1±2.3b,A 

(1.01) 

46.5±3.6b,A 

(1.00) 

2016 61.1±0.9a,C 

(1.27) 

63.5±1.0a,C 

(1.31) 

62.2±1.4a,C 

(1.29) 

76.6±2.8b,B 

(1.59) 

48.3±4.4c,A 

(1.00) 

2017 45.8±0.2a,D 

(0.78) 

70.1±3.0b,D 

(1.20) 

64.2±1.0bc,D 

(1.10) 

79.9±6.7d,B 

(1.37) 

58.4±3.8c,B 

(1.00) 

* Yacon leaves from four different cultivars, ‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ 

(SY206), ‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237), and a Peru A line (SY11) 

collected in November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were used in this 

study. Several leaves from different plants were sampled at the second position from the top of 

plants, and then lyophilized, crushed, and pooled for investigation (see the Materials and 

Methods section). 

** Data shown represent mean ± SD from three (in -amylase assay) or four independent 

experiments (in -glucosidase assay). Tukey–Kramer’s test was conducted for the multiple 

comparison; values not sharing a common superscript letter in small capital (or large capital) are 

considered significantly different at P < 0.05 among individual cultivars (or individual years, 

respectively). Data in parentheses indicate the relative AEIC values for individual cultivars vs. 

SY11 (1.00) at the same year. AEIC; acarbose equivalent inhibition capacity, AE; acarbose 

equivalent, D.W.; dry weight of sample. 
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Table 2-6. Yielded weight of the aerial part and tuberous roots of yacon among four 

different domestic cultivars and a Peru A line cultivated in four different years* 

 SY201 SY206 SY217 SY237 SY11 

  Aerial part (g F.W. / plant)**  

2013  981 (0.90)  761 (0.70) 938 (0.86) 1,098 (1.01) 1,087 (1.00) 

2015  819 (0.85) 1,194 (1.24) 904 (0.94) 1,296 (1.34)  965 (1.00) 

2016  958 (0.68) 1,252 (0.89) 947 (0.67) 1,720 (1.22) 1,410 (1.00) 

2017 1,076 (0.59) 1,217 (0.67) 1,517 (0.83) 1,634 (0.89) 1,826 (1.00) 

 Tuberous roots (g F.W. / plant)**  

2013 486 (1.14) 1,300 (3.06)  476 (1.12) 1,582 (3.73)  425 (1.00) 

2015 776 (0.53) 2,254 (1.54) 1,477 (1.01) 1,795 (1.23) 1,460 (1.00) 

2016 432 (0.61) 1,439 (2.04)  489 (0.69) 2,079 (2.95)  705 (1.00) 

2017 342 (0.31) 2,537 (2.31) 1,134 (1.03) 2,435 (2.22) 1,099 (1.00) 

* Yacon from four different cultivars, ‘Sarada otome’ (SY201), ‘Andesu no yuki’ (SY206), 

‘Sarada okame’ (SY217), and ‘Andesu no otome’ (SY237), and a Peru A line (SY11); yield in 

November of four different years (2013, 2015, 2016, and 2017) were used in this study. F.W.; 

fresh weight. 

** Data shown represent mean value from ten plants. Data in parentheses indicate the relative 

values for individual cultivars vs. SY11 (1.00) in the same year. 
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Table 2-7. Monthly temperature during experiments 2013, 2015, 2016 and 2017 in Aso-

Otohime in Kumamoto, Japan. 

 Temperature (℃) 

 Mar. Apr. May June July Aug. Sept. Oct. Nov. 

2013 8.40 10.8 16.9 20.3 24.7 24.9 20.7 16.1 7.90 

2015 7.10 13.4 17.3 19.3 23.0 23.6 19.6 13.8 12.0 

2016 7.50 14.0 17.8 20.3 24.5 24.7 22.1 17.9 9.80 

2017 5.40 12.8 17.0 19.5 25.0 24.9 19.8 15.7 8.10 

1981-

2010 
6.50 11.7 16.3 20.0 23.6 23.9 20.5 14.6 8.90 

Temperatures in 1981-2010 indicate the reference as their averaged data. These data were obtained 

from the Japan Meteorological Agency (http://www.data.jma.go.jp/obd/stats/etrn/index.php). 
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第 3 章 ヤーコン茶飲用時における中心複合計画法に基づく 

応答曲面計画法を用いた熱水抽出条件の最適化 

 

 

第 1節 緒言 

 

 ヤーコンは南米アンデス地方原産の植物であり、過去数十年にわたり、日本

を含むアジア、オセアニアおよびヨーロッパ等の各国に導入された(Ojansivu et 

al., 2011; Gurung et al., 2018)。ヤーコンの塊根はサツマイモのような形状をして

おり、甘味性の野菜として歴史的にも食されてきた。現在では国内でも地域に

よってはシロップ、ジュース、アイスクリーム、キャンディーおよび漬物など

の加工食品として販売されている。一方、葉の一部が健康志向食品のヤーコン

茶として国内でも消費されているものの、地上部の大部分は塊根収穫後の残渣

となり、未利用資源のままである。ヤーコン葉は抗真菌活性(Lin et al., 2003)お

よび抗酸化作用を有しており(Valentova et al., 2005; 2006)、ラットモデルでは血

糖降下作用を示す(Aybar et al., 2001)。熊本県内で栽培および加工された国産ヤ

ーコン葉の有益性を明らかにするために、これまでに我々は市販の熊本県産ヤ

ーコン茶を用いて機能性評価のため一次スクリーニングを行い、マクロファー

ジ細胞における抗炎症作用(Ueda et al., 2017a)、α-グルコシダーゼおよび α-アミ

ラーゼを含む消化酵素に及ぼす阻害作用(Ueda et al., 2017b)を報告してきた。さ

らに、同ヤーコン茶がフリーラジカルのとくに O2
-ラジカルに及ぼす抗酸化作

用を明らかにしてきた(Sugahara et al., 2015)。その際には、ヤーコン茶を 90-100℃

で 45 分間熱水抽出を行ったり、ヤーコン葉を 4℃で 3 日間 50% MeOH による

浸漬を経て抽出物を調製して活性試験を実施してきた。そのため、通常の飲用

時を想定した実用的な熱水抽出を行うことや、高い抗酸化作用およびポリフェ

ノール含量を供給しうる最適抽出条件を調べることに関心が寄せられる。 

応答曲面計画(response surface methodology; RSM)法や中心複合計画(central 

composite design; CCD)法は、求めたい設定条件の最適な条件を算出するための

実験計画法である。RSM 法により示された実験計画を実施することにより、実

測値からモデル等式が導き出される。同式を用いて測定値を予測することで連

続的なデータが得られ、そこから設定条件の最適値を算出することが可能とな

る。近年、応答曲面計画法は食品の製造プロセスの最適化を目的に利用されて

いる(柴田、2013)。ラボスケールでの研究事例は、緑茶中の抗酸化作用およびエ

ピガロカテキンガレートを効率良く抽出するために、CCD 法による RSM 法を

用いてエタノール濃度 0-100%、抽出時間 3-15 分および温度 10-70℃の範囲内で

条件が設定され、そのなかで最適抽出条件の推定が行われている(Kim et al., 

2016)。また本手法は、再試行が容易ではないラージスケールでの工業的生産現

場での条件最適化を導き出すために利用される。 
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本章では、通常の飲用時を想定した市販の熊本県産ヤーコン茶の実用的な熱

水抽出条件を設定し、高い抗酸化作用およびポリフェノール含量を提供しうる

最適抽出条件について調べることとした。抗酸化作用の測定には、DPPH ラジ

カル消去活性、ABTS+ラジカル消去活性、SOD 様活性、FRAP 活性を測定し、

これらの値を応答値と定義した。抽出条件の最適化を目的に、ここでは応答値

とともに CCD 法に基づく RSM 法による解析を行うこととした。本計画法は、

個々または複数の独立変数によって複数要因の影響を決定付けるために利用さ

れる(Jambrak, 2011)。本研究では抽出温度を 75.0-96.0℃、抽出時間を 2.00-5.50

分に設定し、これら 2 つを独立変数とした。RSM 法による二次応答曲面モデル

に基づき、最適な応答値を得るための「望ましさ」値を決定した(Derringer and 

Suich, 1980)。 

 

 

第 2節 材料および方法 

 

第 1項 材料および試薬類 

 

熊本県菊地市(日本)で栽培、加工および販売されたヤーコン茶を 2018 年 1 月

に購入した。DPPH、ABTS、フェナジンメトサルフェート(PMS)、ニトロブルー

テトラゾリウム(NBT)、NADH、トリピリジルトリアジン(TPTZ)および Trolox は

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)から購入した。DMSO は Merck KGaA 

(Darmstadt, Germany)から購入した。フォーリンチオカルトフェノール試薬は

Carlo Erba Reagents srl (Cornaredo MI, Italy)から購入した。没食子酸は Fujifilm 

Wako Chemicals USA, Inc. (Richmond, VA, USA)から購入した。他の薬品類につい

ては、市販されているもののうち、特級グレードのものを使用した。 

 

第 2項 サンプル調製 

 

ヤーコン茶の熱水抽出液は、以下のように振とうウォーターバス中で調製し

た。粉砕したヤーコン茶(乾燥重量)約 1 g を 2.00-5.50 分、75.0-96.0℃の条件の

もと、コニカルビーカー内で MilliQ 水 50 mL とともに浸漬した。デジタル温度

計により直接温度を計測した。Design-Expert 7.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, 

USA)の CCD 実験計画モデルにより、抽出温度 X1および時間 X2と符号付けし

た 13 回分の条件を Table 3-1 に示すように計画し、それぞれの条件下で抽出を

行った。得られた抽出液を 4℃で保管し、次の実験に使用した。 

 

 

 



52 

 

第 3項 DPPH ラジカル消去活性の測定 

 

DPPH ラジカル消去活性は、第 1 章第 2 節第 8 項の方法に基づき測定した。

本章における吸光度を測定する際には、マイクロプレートリーダー(EZ Read 

2000, Biochrom Ltd., Cambridge, UK)を用いた。Trolox を標準物質として使用し、

得られたラジカル消去活性は、サンプル 1 mL (抽出液)当たりの Trolox 相当量

(µg TE)として表した。 

 

第 4項 ABTS+ラジカル消去活性の測定 

 

ABTS+ラジカル消去活性は、第 1 章第 2 節第 7 項と同様の方法で測定した。

得られたラジカル消去活性は、サンプル 1 mL (抽出液)当たりの µg TE として表

した。 

 

第 5項 O2
-ラジカル消去活性(SOD 様活性)の測定 

 

SOD 様活性は、第 1 章第 2節第 9項と同様の方法で測定した。得られた SOD

様活性は、サンプル 1 mL (抽出液)当たりの µg TE として表した。 

 

第 6項 FRAP 活性の測定 

 

FRAP 活性は既報に基づいて TPTZ を用いて測定した(Benzie and Strain, 1996; 

1999)。希釈した抽出液(12.6 µL)に、0.3 M 酢酸ナトリウム緩衝液(pH 3.6, 200 μL)、

0.04 M HCl に溶解した 10 mM TPTZ (20 μL)および MilliQ 水に溶解した 20 mM 

FeCl3 (20 μL)を含む FRAP 試薬(240 µL)を添加した。混合液(252.6 µL)は室温で 4

分間反応させた。反応液の吸光度を 593 nm で測定した。Trolox を標準物質とし

て使用し、得られた FRAP 値はサンプル 1 mL (抽出液)当たりの µg TE として表

した。 

 

第 7項 ポリフェノール含量の測定 

 

ポリフェノール含量は、第 1 章第 2 節第 3 項の方法に基づき測定した。本章

では検量線作成に標準物質として没食子酸を使用した。ポリフェノール含量は、

サンプル 1 mL (抽出液)当たりの µg 没食子酸相当量(GAE)として表した。図表

中では TPC (total polyphenol content)を同義語として使用することとする。 
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第 8項 実験計画と統計解析 

 

実用的な熱水抽出における温度(75.0-96.0℃)と時間(2.50-5.00 分)の組み合わ

せについて最適化を推し量るために、ここでは CCD 法を用いた RSM 法を利用

して実験計画を設定した。即ち、Table 3-1 に示すように、5 つの符号化した設

定値、温度-1.41 (75.0°C)、-1 (78.0°C)、0 (86.0°C)、1 (93.0°C)、1.41 (96.0°C)、な

らびに時間-1.41 (2.00 分)、-1 (2.50 分)、0 (3.75 分)、1 (5.00 分)、1.41 (5.50 分)の

条件を実験計画に組み込んだ。実験計画法で定義される正方形の中心点(0,0)に

おける抽出を 5 回繰り返した。全体で 13 回分の抽出条件を表す本実験計画で

は、正方形の 4 頂点およびこれらを内包する円と交差する他の 4 つの軸点を含

むよう設定した。4 つの異なる抗酸化作用およびポリフェノール含量に及ぼす

温度と時間を表す 2 つの独立変数の影響を、二次多項式モデルを用いて調べた。

実測値と適合させ、さらなる解析に利用するための二次多項式モデルは、以前

の報告に従って(Puttongsiri and Haruenkit, 2010)、次式を用いた。 

 

Y = 0 + 1X1+ 2X2 + 11X1
2 + 22X2

2 + 12X1X2         ……Eq. 1 

 

ここで、Y は予測される応答値(DPPH、FRAP、SOD、ABTS+、ポリフェノー

ル)、X1は温度、X2は時間、0は定数項、1と2は線形項、11と22は二次項、

12は交互作用項である。 

 モデルに適合させるために Design-Expert (バージョン 7.0、Stat-Ease Inc.)を使

用し、RSM 法による応答曲面図を描き、「望ましさ」値を決定した。また、統

計アドオンソフトウェアプログラム(Statcel 4, OMS 出版、埼玉、日本)の Pearson

の相関検定を用いて、個々のパラメーター間での相関性の評価を行った。デー

タは、単回抽出後に 3 回の測定実験から得られた平均値±標準偏差として表し

た。 

 

 

第 3節 結果および考察 

 

通常の飲用時を想定した市販のヤーコン茶の実用的な熱水抽出条件を設定し、

高い抗酸化作用とポリフェノールを提供しうる最適抽出条件について調べるた

め、実測値とともに CCD 法による RSM 法を用いて解析を行った。Design-Expert

ソフトウェアを使用し、「望ましさ」値を決定することで、最適条件の予測を行

った。 
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第 1項 応答変数の最適レベルの決定 

 

 実用的な抽出温度および時間の 2 つの独立変数について 13 通りの実験を行

い、CCD 法に基づく RSM 法を実施した。各実験条件における温度(X1)と時間

(X2)の組み合わせと、DPPH、ABTS+、SOD、FRAP を含む 4 つの異なる抗酸化

作用とポリフェノール含量の実測値を Table 3-1 にまとめた。通常の飲用時を

想定し、75.0-96.0℃の範囲で抽出温度と 2.00-5.50 分の範囲で抽出時間を設定し

た。その結果、特に高い温度範囲(86.0-96.0℃)で抽出を行った際には高い抗酸化

作用とポリフェノール含量が得られる傾向にあり、低い温度範囲(75.0-78.0℃)で

はこれらに低い値が認められた。DPPH ラジカル消去活性において得られた最

大値および最小値の間には 1.80 倍の差異を認めた。ABTS+ラジカル消去活性、

SOD 様活性、FRAP 活性およびポリフェノール含量では、それぞれ最大で 1.71

倍、3.36 倍、2.11 倍および 1.88 倍の差異を認めた。本熱水抽出条件下で効率良

く抽出できる個々のポリフェノール成分については未だ詳細な検証を行ってい

ない。しかしながら、別ロットのヤーコン葉を用いた HPLC による予備試験で

は、熱水抽出物中にカフェ酸およびクロロゲン酸様ピークの存在を確認してい

る(data not shown)。次に、2 変数間での相関性を評価するために、各々の測定値

を用いて回帰分析を行った。その結果、Pearson の相関検定により、DPPH (r = 

0.888)、ABTS+ (r = 0.628)、SOD (r = 0.635)、FRAP (r = 0.806)、およびポリフェ

ノール含量(r = 0.810)の各測定値は、とくに抽出温度との間に有意な正の相関関

係を示していた(Table 3-2)。また、4 つの異なる抗酸化作用およびポリフェノー

ル含量間において有意な相関性を確認できた。 

中国茶の一つ白茶を用いた報告においても、抽出温度および時間が ABTS+ラ

ジカル消去活性、FRAP 活性およびポリフェノール含量に影響を及ぼす重要な

因子である(Burillo et al., 2018)。そこでは、抽出温度(70℃、80℃および 90℃)お

よび抽出時間(3 分および 5 分)が増加すると、抗酸化作用およびフェノール含量

が増加する傾向を報告しているものの、80-90℃での抽出温度ではほとんど変化

が認められていない。緑茶を用いた報告では、FRAP 活性が 70-90℃の抽出から

増加し、抽出時の最初の 15 秒間が活性の上昇に大きく寄与している(Langley, 

2000)。これらの茶葉や緑茶中のポリフェノールは、抗酸化作用において重要な

役割を果たすものの、活性成分の抽出は条件に大きく依存する可能性がある。

RSM 法を用いた実験計画により、果実からの最適なポリフェノールと抗酸化作

用を提供するのに短期抽出が有効であることもまた報告されている(Belwal et 

al., 2016)。一方、長期抽出はポリフェノールの酸化を誘導するために好ましく

ないとの報告例もある(Naczk and Shahidi, 2004; Belwal et al., 2016)。 

次に、抽出条件と各測定値との関係性を可視化するにあたり、ここでは分散

分析と二次多項式の妥当性について調べた。Table 3-3 は、符号化された 2 つの

独立変数を表す温度と時間に対する 5 つの従属変数 DPPH、ABTS+、SOD、FRAP
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およびポリフェノール含量の ANOVA(分散分析)の結果を示している。Table 3-

4 には RSM 法による従属変数の予測二次多項式モデルを等式としてまとめた。

分散分析表ではそれぞれの応答性を表す F 値に基づき、ヤーコン茶の抗酸化作

用における関連パラメーターのうち、特にDPPHおよびFRAPの両モデルでは、

抽出温度と時間による影響を有意に予測できることが判明した(Table 3-3 参照)。

各検定について応答性を個々に調べた結果、抽出温度(X1)は DPPH、ABTS+、

SOD、FRAP およびポリフェノール含量の全てのパラメーターとの間で有意な

相関関係を示すものの、抽出時間(X2)との間には有意な相関性を得るには至ら

なかった。このとき、温度の二乗項(X1
2)が ABTS+および FRAP に対してのみ関

連付けられるものの、時間の二乗項(X2
2)ならびに温度と時間の間における交互

作用項(X1X2)はいずれの応答因子との間でも有意な関連性を示さなかった。注

目すべき点として、それぞれの二次多項式モデルはいずれの応答変数において

も不適合度(lack of fit)検定で有意性が認められないことから、これらモデルは

適切であることが判明した。更に、全てのモデルの相関係数値(R2)は 66.9-85.5%

の範囲であり、分散分析では残渣誤差と純粋誤差が観察されなかったことより、

これらの等式が応答の予測に使用するための適切なモデルであると判断できた。

妥当性についてさらに調べるため、予測二次多項式モデルの等式に各々の条件

における実測値を代入して予測値を算出してみた結果、予測値と実測値との間

で極端なばらつきは認められなかった(Figure 3-1)。このことから、得られた二

次多項式モデルの妥当性が確認できた。 

Figures 3-2A から 3-2E にかけて、それぞれ DPPH、ABTS+、SOD、FRAP お

よびポリフェノール含量と、抽出温度および時間からなる独立変数との間で可

視化された応答曲面図を示した。抽出温度が上昇すると DPPH ラジカル消去活

性が上昇した(Figure 3-2A, Table 3-4 (Eq. 2))。抽出温度および時間のいずれかが

増加しても DPPH の活性値に二次関数的な影響を認めることは無かった。本実

験条件では、抽出時間よりも温度がヤーコン茶の DPPH ラジカル消去活性を上

昇させるのに重要な影響を及ぼすことが確認できた。同様に抽出温度が上昇す

るにつれて、ABTS+ラジカル消去活性(Figure 3-2B, Table 3-4 (Eq. 3))、SOD 様活

性(Figure 3-2C, Table 3-4 (Eq. 4))、FRAP 活性(Figure 3-2D, Table 3-4 (Eq. 5))お

よびポリフェノール含量(Figure 3-2E, Table 3-4 (Eq. 6))もまた上昇した。これら

の抗酸化作用およびポリフェノール含量は 90-100℃付近で最大に達する傾向が

観察された。抽出温度を上昇させると、植物由来の原材料からポリフェノール

の抽出効率が向上することは広く報告されている(Wang et al., 2008b; Tan et al., 

2013; Belwal et al., 2016)。また、お茶ポリフェノール含量と DPPH ラジカル消去

活性(Turkmen et al., 2006)および ABTS/FRAP 活性(Liu et al., 2009)との間には相

関性がある。異なる条件下で調製したヤーコン茶の各抽出液における様々な抗

酸化作用のデータは、抽出されてきたポリフェノール成分の抽出効率の違いに

より生じた可能性がある。 
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第 2項 抽出温度と時間の最適化 

 

実用的な抽出温度と時間の最適化は、DPPH、ABTS+、SOD、FRAP およびポ

リフェノール含量の各応答値が最大を示す結果に近づくよう実施した。「望まし

さ」を表す関数値は 0 (望ましくない応答)から 1 (望ましい応答)まで変化させ

た。「望ましさ」の値は、測定された各実測値の上限と下限に基づき、任意の尺

度に当てはめて算出を行った。CCD 法を用いた RSM 法では、最適な「望まし

さ」を表す範囲は 0.80-0.63 であると提唱されている(Lazic, 2004; Puttongsiri and 

Haruenkit, 2010)。本研究で試験された各パラメーターの「望ましさ」の値は 0.737-

1.00 の範囲にあり、複合的な「望ましさ」の値としても十分に高い 0.863 が得

られた(Table 3-5)。この条件を満たす本研究の抽出時の最適温度および最適時

間は、それぞれ 89.3℃および 2.50 分であることが判明した。同抽出条件におけ

る DPPH、ABTS+、SOD、FRAP および TPC の各予測値は、それぞれ 30.3 µg 

TE/mL、117 µg TE/mL、1,443 µg TE/mL、43.0 µg TE/mL および 0.634 mg GAE/mL

であった。最適化された抽出条件においてはポリフェノール含量のみで「望ま

しさ」の値が 1.00 を示した。本研究では、抽出条件の最適値を算出し決定する

際に、複合的な「望ましさ」の値が 0.853 から 0.863 を示す複数の候補を得てい

る。他の最適条件の候補については Table 3-6 に示した。その際、候補 No.1, 2

および 3 の抽出温度や時間においては大きな違いはないものの、比較的「望ま

しさ」の値が高い候補 No.1 の条件を Table 3-5 で採用した。 

 これらの結果は、CCD 法を用いた RSM 法が狭い範囲の抽出温度および時間

内であっても、ヤーコン茶の飲用時の実用的な最適抽出条件を決定するために

適用可能なツールであることを支持している。CCD 法による RSM 法は他の研

究者らによっても利用されており、植物体から効率良く生理活性成分を抽出す

る際の抽出条件の最適化が行われている。例えば、ローズマリーからロスマリ

ン、カルノシン酸およびカルノソールの効率の良い最適抽出条件が 55 分間の

エタノール-水抽出であること(Oliveira et al., 2016)、ヘンナ葉の高ポリフェノー

ル回収のための最適条件が 48.07%アセトンにより 39.57℃で 73.87 分間抽出を

行うこと(Uma et al., 2010)、また緑茶から効率よくエピガロカテキンガレート含

量とともに抗酸化作用を得るための最適抽出条件が 57.7%のエタノールにより

70℃で 15 分間抽出を行うこと(Kim et al., 2016)などが報告されている。ヤーコ

ン茶の最適抽出を産業へ応用し生産条件に取り入れる際には、より広範囲の抽

出時間や温度を今後検討していく必要がある。 

市販の熊本県産ヤーコン茶を用いた以前の研究において、我々は乾燥重量

100 g 当たりの抗酸化作用が DPPH ラジカル消去活性では 7.56 g TE、ABTS+ラ

ジカル消去活性では 10.5 g、O2
-ラジカル消去(SOD 様)活性では 208 g TE、ポリ

フェノール含量が 7.76 g CAE であることを報告した(Sugahara et al., 2015)。本章

では、最適条件における茶葉の乾燥重量 100 g 当たりで算出した際の抗酸化作



57 

 

用は同 DPPH で 0.152 g TE、ABTS+で 0.585 g TE、SOD で 7.22 g TE、ポリフェ

ノール含量が 3.17 g GAE と、いずれも以前の報告値より低い値を示した。これ

らの違いは、恐らく抽出時の条件や製品のロット等の違いによるものと考えら

れる。例えば、我々の以前の報告では 90-100℃で 45 分間の熱水抽出を連続し

て 3 回行った(Sugahara et al., 2015)。また、抽出後に得られる活性成分の組成や

含量もまた抽出条件が異なると変化し得る。一方で、原料となるヤーコン葉の

採取時期、栽培環境、栽培品種のほか、葉の天日乾燥と熱風乾燥など乾燥工程

や加熱温度にも起因して、ポリフェノールや抗酸化作用などの機能性がロット

ごとに変動する可能性も十分に考えられる。これらの点を明確にするためにも

更なる研究を必要とする。興味深いことに、SOD 様活性で認められた抗酸化作

用は標準物質の Trolox よりも高い値を示していた。これまでに我々は市販ヤー

コン茶の抗炎症作用(Ueda et al., 2017a)および糖類分解酵素阻害作用を報告しき

た(Ueda et al., 2017b)。本研究ではヤーコン茶の飲用を例に食材の身近な熱水抽

出条件の最適化を試みたものの、将来的にはこのような手法がヒトの健康有益

性を企図した保健機能成分の効果的な抽出法の設定と確立に利用できる可能性

がある。 

 

 

第 4節 小括 

 

通常の飲用時を想定して市販の熊本県産ヤーコン茶の実用的な熱水抽出条件

を設定し、CCD 法に基づく RSM 法による解析とともに、高い抗酸化作用とポ

リフェノール含量を提供しうる最適抽出条件について調べた。抽出温度を 75.0-

96.0℃、抽出時間を 2.00-5.50 分と狭い範囲内に定め、これら 2 つを独立変数と

し、各々の条件下の抽出液を調製後、実測値を得た。抽出条件の最適化を図っ

たところ、89.3℃および 2.50 分間の条件下でヤーコン茶を熱水抽出した場合に

は、0.863 の「望ましさ」値とともに、高い抗酸化作用とポリフェノール含量を

提供できる最適条件となり得ることを見出した。CCD 法による RSM 法は、通

常は大規模な工業生産現場における工程や条件の最適化を設定するための方法

論として利用される。本解析法を用いることで、ヤーコン茶の飲用を例に、食

材の身近な熱水抽出時の最適化を図ることができた。ヤーコン葉のポリフェノ

ールのみならず健康有益性を企図した保健機能成分の効果的な抽出法の設定と

確立のため、さらなる研究を必要とする。  
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第 5節 添付図表等 

 

 

Figure 3-1. Comparison of the measured values in DPPH (A), ABTS+ (B), SOD (C), 

FRAP (D) and TPC (E), v.s. their predicted values using individual quadratic equation 

models. The quadratic models are from Table 3-4. Sample number corresponds to the 

run number appeared in Table 3-1.  
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Figure 3-2. Response surface plots of extraction temperature and time on four 

antioxidant activities, including DPPH (A), ABTS+ (B), SOD (C), and FRAP (D), and 

TPC (E) of yacon herbal tea leaves. TE; trolox equivalent, GAE; gallic acid equivalent. 
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Table 3-1. Central composite design and experimental response values in the hot-water 

extraction of yacon herbal tea.  

Run Coded Uncoded Response 

 X1 X2 Temp Time DPPH ABTS+ SOD FRAP TPC 

   (°C) 

 

(X1) 

(min) 

 

(X2) 

(µg TE/ 

mL) 

(Y1) 

(µg TE/ 

mL) 

(Y2) 

(µg TE/ 

mL) 

(Y3) 

(µg TE/ 

mL) 

(Y4) 

(mg GAE/ 

mL) 

(Y5) 

 1* 0 0 86.0 3.75 23.5±0.9 131±10 1,288±153 40.2±0.7 0.540±0.027 

 2* 0 0 86.0 3.75 29.1±2.0 107±6 1,293±263 45.8±0.7 0.633±0.013 

3 0 1.41 86.0 5.50 29.9±1.5 122±10 1,373±199 46.1±1.6 0.611±0.051 

 4* 0 0 86.0 3.75 24.3±1.1 113±15 875±205 41.4±1.6 0.523±0.026 

5 1 -1 93.0 2.50 30.3±2.8 111±6 1,098±204 43.1±0.8 0.632±0.023 

6 1.41 0 96.0 3.75 30.7±2.4 111±1 1,343±119 44.9±0.5 0.627±0.014 

 7* 0 0 86.0 3.75 26.0±2.0 96.1±7.8 1,233±256 37.2±0.3 0.554±0.013 

 8* 0 0 86.0 3.75 29.3±0.7 117±7 1,721±205 38.5±1.6 0.605±0.017 

9 -1.41 0 75.0 3.75 17.1±2.4 76.4±8.0 512±143 23.1±1.6 0.421±0.039 

10 0 -1.41 86.0 2.00 23.6±1.6 115±11 1,232±143 39.8±2.2 0.540±0.013 

11 1 1 93.0 5.00 30.5±1.1 118±8 1,400±182 40.4±0.4 0.602±0.034 

12 -1 1 78.0 5.00 17.3±1.6 89.6±21.9 748±212 21.8±0.4 0.336±0.008 

13 -1 -1 78.0 2.50 17.4±2.0 102±3 1,020±131 31.4±1.3 0.493±0.038 

          

Max.     30.7 131 1,721 46.1 0.633 

Ave.     25.3 108 1,164 38.0 0.547 

Min.     17.1 76.4 512 21.8 0.336 

*The central point of the design in a square. The five coded levels were incorporated as described 

(see Materials and Methods section). TE; trolox equivalent, GAE; gallic acid equivalent, Max.; 

maximum, Ave.; average, Min.; minimum. 
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Table 3-2. Correlations between the variable parameters obtained in this study. 

 Correlation coefficient (r) 

 DPPH (µg 

TE/mL) 

ABTS+ (µg 

TE/mL) 

SOD (µg 

TE/mL) 

FRAP (µg 

TE/mL) 

TPC (mg 

GAE/mL) 

Temp (°C) 0.888*** 0.628* 0.635* 0.806** 0.810*** 

Time (min) 0.173 0.0312 0.0741 -0.0450 -0.101 

      

DPPH (µg TE/mL) 1.00 0.619* 0.770* 0.871*** 0.920*** 

ABTS+ (µg TE/mL)  1.00 0.744** 0.776** 0.655* 

SOD (µg TE/mL)   1.00 0.708** 0.778** 

FRAP (µg TE/mL)    1.00 0.927*** 

TPC (mg GAE/mL)     1.00 

Significant at *P<0.05, **P<0.01, or ***P<0.001 using Pearson’s correlation test. 
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Table 3-3. Analysis of variance of independent variables on the response variables for 

hot-water extraction of yacon herbal tea. 

Source  F-value 

 df DPPH ABTS+ SOD FRAP TPC 

Model 5 8.25** 2.99 2.83 6.31** 4.46 

X1 (Temp) 1 37.10*** 8.13* 8.06* 23.86** 18.60** 

X2 (Time) 1 1.47 0.30 0.12 0.07 0.29 

X1
2 1 2.68 6.05* 4.43 6.83* 2.19 

X2
2 1 0.04 0.08 <0.004 <0.004 0.08 

X1X2 1 <0.004 0.06 1.46 0.61 1.24 

Residual Error 7 - - - - - 

Lack of Fit 3 0.92 0.14 0.12 2.84 2.22 

Pure Error 4 - - - - - 

R2 - 0.8549 0.6808 0.6689 0.8183 0.7613 

Coded X1 and X2 indicate temperature and time, respectively. Significant at *P < 0.05, **P < 

0.01 or ***P < 0.001. df; degree of freedom. 
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Table 3-4. Predictive models from the response surface methodology. 

Dependent 

values 

Quadratic models Eq. 

DPPH Y1 = -171+4.00*X1+0.930*X2-0.0202*X1
2-0.0922*X2

2+0.00556X1X2 (2) 

ABTS+ Y2 = -885+22.3*X1+6.16*X2-0.123*X1
2+0.518*X2

2-0.100*X1X2 (3) 

SOD Y3 = -14,389+382*X1-868*X2-2.34*X1
2-0.833*X2

2+10.6*X1X2 (4) 

FRAP Y4 = -374+9.50*X1-11.3*X2-0.0541*X1
2+0.0400*X2

2+0.128*X1X2 (5) 

TPC Y5 = -2.35+0.0678*X1-0.185*X2-0.000395*X1
2-0.00278*X2

2+0.00235*X1X2 (6) 

X1 = temperature (°C) 

X2 = time (min) 

Eq.; equation. 
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Table 3-5. Optimization of extraction temperature and time in terms of composite 

properties. 

 Optimization of extraction temperature and time 

Response variable Goal Lower Upper Target Predicted 

responses 

Desirability 

DPPH (µg TE/mL) Maximize 17.1 30.7 30.7 30.3 0.968 

ABTS+ (µg TE/mL) Maximize 76.4 131 131 117 0.737 

SOD (µg TE/mL) Maximize 512 1,721 1,721 1,443 0.770 

FRAP (µg TE/mL) Maximize 21.8 46.1 46.1 43.0 0.872 

TPC (mg GAE/mL) Maximize 0.336 0.633 0.633 0.634 1.00 

Extraction temperature = 89.3°C, Extraction time = 2.50 min 

Composite desirability = 0.863 
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Table 3-6. Several candidates of the optimized temperature and time for extraction in 

terms of composite properties. 

 Predicted responses 

Number Temp 

(℃) 

Time 

(min) 

DPPH 

(µg TE/ 

mL) 

ABTS+ 

(µg TE/ 

mL) 

SOD 

(µg TE/ 

mL) 

FRAP 

(µg TE/ 

mL) 

TPC 

(mg 

CAE/ 

mL) 

Desirability 

1* 89.3 2.50 30.3 117 1,443 43.0 0.634 0.863 

2 89.5 2.50 30.3 117 1,437 43.1 0.635 0.863 

3 89.1 2.50 30.2 117 1,450 42.8 0.632 0.862 

4 93.0 4.84 30.7 118 1,451 42.2 0.614 0.856 

5 93.0 4.75 30.5 118 1,439 42.5 0.612 0.853 

* Number 1 herein is the optimum condition as selected in Table 3-5. 
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総括 

 

 本論文は、試験管レベルでの初期評価アッセイ技術と多変量解析ならびに中

心複合計画(CCD)法に基づく応答曲面計画(RSM)法を用いて、主に熊本県内で栽

培されるヤーコンの特に未利用資源となりうる葉の加熱時のポリフェノール含

量や抗酸化作用に及ぼす加熱の影響、品種と導入系統間での比較、ヤーコン茶

の飲用時を想定した実用的な熱水抽出条件について調査したものである。 

 ヤーコンはキク科スマランサス属の一種で、南米アンデス山脈地方原産の植

物である。過去数十年にわたり日本を含むアジア、オセアニアおよびヨーロッ

パ等に導入された(Ojansivu et al., 2011; Gurung et al., 2018)。主に塊根が食用とさ

れるのみならず、伝統薬としても一部で利用される。ペルー由来のペルーA 群

系統(SY11 を含む)が 1984 年にニュージーランドを経由して我が国に導入され

て以来(Sugiura et al., 2014)、現在までに「サラダオトメ」(SY201) (Sugiura et al., 

2007)、「アンデスの雪」(SY206) (Fujino et al., 2008)、「サラダオカメ」(SY217) 

(Fujino et al., 2008)および「アンデスの乙女」(SY237) (Sugiura et al., 2014)が日本

において品種登録されている。SY11 は国内で育種および栽培研究のために選別

され普及した導入時のペルーA 郡系統(導入系統)の 1 つであり、国内における

標準系統として用いられる。ヤーコンの塊根に豊富に含まれるフラクトオリゴ

糖に注目した研究が推進されてきたものの、葉にもまた抗酸化作用、血糖降下

作用、抗真菌活性および抗癌活性などの機能性を有する成分やポリフェノール

等の存在が報告されており、葉の有効利用が期待される。大部分の茎葉部が塊

根収穫後の未利用資源となる一方で、地域によっては葉を加工利用したヤーコ

ン茶が製品化ならびに消費されている。国内への導入歴が浅いことに加えて、

国産ヤーコン登録品種の葉に注目した機能性や機能性成分、さらには加工処理

時の詳細な研究や解析は未だ途上にある。健康志向食品に利用されるヤーコン

葉に注目し、抗酸化作用と加熱処理による影響、品種と導入系統間での抗酸化

作用などの比較、熱水抽出条件について検証や解析を行うことは、食品科学的

な見地からも重要である。 

本研究では国産ヤーコンの葉を有望な機能性食品素材として確立することを

目標に、葉のポリフェノール含量と抗酸化作用に及ぼす加熱処理の影響を調べ

た。次に 4 年にわたり同一環境下で栽培され、採取されたヤーコン葉を用いて、

登録品種 SY11 との間で抗酸化作用の比較と多変量解析を行った。さらに、ヤ

ーコン茶飲用時を想定して CCD法に基づく RSM法を用いた熱水抽出条件の最

適化について調べた。 

 第 1 章では、熊本県阿蘇郡南阿蘇村に位置する本学圃場で栽培されたヤーコ

ン栽培品種 SY206 の葉を加熱すると、非加熱時の葉と比べてポリフェノール含

量およびフリーラジカルを消去する抗酸化作用が高まることを明らかにした。

HPLC による分析を行い、加熱後の葉のカフェ酸含量が加熱前の葉よりも高い
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ことを実証し、その際にクロロゲン酸含量がやや低い値を示す傾向を認めた。

5 年にわたり同時期に採取された同品種のヤーコン葉を用いてポリフェノール

含量に及ぼす加熱処理の影響を検証し、すべての年で加熱後に有意に高い値を

得ることができた。従って、加熱処理がヤーコン葉の活性成分や含量に影響を

及ぼし、抗酸化作用を上昇できる可能性があることを見出した。 

 第 2 章では、本学圃場において 2013 年、2015 年、2016 年および 2017 年にわ

たり試験栽培された 4 品種と国内における標準系統として用いられる導入時の

SY11 のヤーコン葉に機能的な差異が認められるかについて検証を行った。そこ

では、葉のポリフェノール含量と抗酸化作用はSY11よりもSY237で高いこと、

しかしながらそれぞれの栽培品種で得られた測定値は試験期間を通して変動が

大きく一貫性が得られにくいことを明らかにした。次に、糖類分解酵素阻害作

用を調べた際には、試験期間を通して変動が大きかったものの、少なくとも

SY237 を含む 3つの栽培品種が SY11 と同等かそれ以上のα-グルコシダーゼ阻

害を示すことを実証した。さらに、得られた 4 年分の機能性の測定データを用

いて多変量解析を行い、これらヤーコン栽培品種と SY11 の特徴的な位置付け

を体系的に視覚化することができた。そこでは SY237 が SY11 よりも優れた品

種となりうることが示された。しかしながら本結果は、限定的な試験区や測定

データによるため部分的な解釈となる可能性があり、年次変動の影響が大きい

ことにも留意する必要がある。 

 第 3 章では、通常の飲用時を想定して市販の熊本県産ヤーコン茶の実用的な

熱水抽出条件を設定し、CCD 法に基づく RSM 法による解析とともに、高い抗

酸化作用とポリフェノール含量を提供しうる最適抽出条件について調べた。実

用的な抽出温度を 75.0-96.0℃、抽出時間を 2.00-5.50 分と狭い範囲内に定め、こ

れら 2 つを独立変数とし、各々の条件下の抽出液を調製後、実測値を得た。抽

出条件の最適化を図ったところ、89.3℃および 2.50 分間の条件下でヤーコン茶

を熱水抽出した場合には、0.863 の「望ましさ」値とともに、高い抗酸化作用と

ポリフェノール含量を提供できる最適条件となり得ることを見出した。CCD 法

による RSM 法は、通常は大規模な工業生産現場における工程や条件の最適化

を設定するための方法論として利用される。本解析法を用いることで、ヤーコ

ン茶の飲用を例に、食材の身近な熱水抽出時の最適化を図ることができた。 

以上より、熊本県阿蘇郡南阿蘇村の本学圃場で栽培されるヤーコン葉のポリ

フェノール含量と抗酸化作用に着目し、加熱処理がポリフェノール含量の上昇

を伴って抗酸化作用を上昇させること、そこでは少なくともカフェ酸を例にフ

ェノール酸の一部が上昇することを明らかにした。次に 4 年にわたる調査で、

4 つの栽培品種のうち SY237 が導入系統 SY11 よりも抗酸化作用などの機能面

で優れた品種となりうることを見出した。さらに、ヤーコン茶飲用時に高い抗

酸化作用とポリフェノールが効率良く得られる最適抽出条件を明らかにした。

従って、ポリフェノール含量や抗酸化作用などに及ぼす加熱処理の影響や品種
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と導入系統間での差異と熱水抽出における最適条件を見出した本研究は、保健

機能に優れた国産ヤーコン品種の選抜と改良を進めるための先駆的な成果であ

り、また、葉部分の種々の活性成分や機能性を効率よく上昇できる加工処理法

のさらなる開発を行う上で重要な知見を提供するものである。 

今後は、加熱処理条件を変えてヤーコン葉のポリフェノールの組成分析、細

胞レベルでの抗酸化作用、in vivo での血糖上昇抑制作用などの生物活性に及ぼ

す影響を詳細に調べていくことが重要である。また、未利用資源となるヤーコ

ン葉を有望な機能性食品素材として確立するためにも、ヤーコン栽培品種間の

みならず採取時期の異なる葉を用いて生物活性の比較や加熱処理による影響を

明らかにしていく必要がある。更に、本植物の採取年ごとに得られた機能性デ

ータは圃場での栽培によるばらつきの大きさも課題となり得たため、今後は環

境要因が制御された人工気象器やポットでのハウス栽培なども行い、明瞭な機

能性や生理学的な差異を品種および導入系統間で、単一年のみならず中長期的

に明らかにしていくことも重要である。これらの研究成果や課題点について取

り組むことで、特色ある農林資源ヤーコンの機能性食品素材への開発と活用が

推進できるものと期待される。   
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