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要　　　　　約

ドングリによる中毒の診断に資するために，ドングリに含まれる総ポリフェノール（TPPs）の簡便，迅速な抽出手
法を開発した．含水アセトンで振盪する本手法は高速溶媒抽出法（ASE）に匹敵する回収率であった上，再現性が高く，
簡易であり，十分診断に応用できるものと考えられた．また，この手法でマテバシイのドングリの TPPs濃度を定量し
たところ，未熟果は熟果よりも有意に濃度が高かった．─キーワード：ドングリ中毒，抽出法，総ポリフェノール．
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ブナ科植物の堅果，ドングリによる家畜の中毒は，海
外では牛，羊，馬などで古くから知られ，タンニン酸等
のポリフェノールが原因とされている［1-4］．国内で
は 2015年に家畜保健衛生所業績発表会及び日本獣医師
会獣医学術学会年次大会で口頭発表された北海道の牛の
集団発生症例が初めての報告である．この症例は，強風
による多量の落果など特殊な条件下での発生であった
が，雑木林が多いわが国では散発している可能性は大い
にある．ドングリ中毒では，今日まで死亡例での消化管
の出血や腎臓の病変など，おもに病理組織学的診断が行
われてきたが，多量のポリフェノールを摂取したことが
判断できれば早期に診断を確定でき，また生残した個体
の治療方針や予防のための対策につながる［1-3, 5］．
ドングリに含まれるポリフェノールのうち，タンニン
酸，没食子酸，ピロガロール，ケルセチンなどで中毒例
があることが分かっているが，たとえばタンニン酸の
LD50はラットで 2.26±0.083g/kg体重と非常に大きい
数字である［6-8］．これは少量で毒性を現し，摂取自
体が中毒の診断につながるキョウチクトウなどと異な
り，ドングリでは摂取量の多寡が病態の大きな指標とな
ることを示し，ドングリ中のポリフェノール類の含量と

摂取量を把握する意義は高い［9］．
タンニン酸をはじめとするポリフェノール類の含有量
の推定は，一般に総ポリフェノール（TPPs）濃度の定量に
よって行われ，日本食品成分表 2015年版（七訂）分析マニュ
ア ル（https://www.mext.go.jp/a_menu/syokuhinseibun/ 

1368931.htm），（accessed 2021-6-5）にも示される（タン
ニンとして記述）ように，その手法は対象となる食品等
の種類によって異なる．ドングリの TPPsの定量法とし
ては，Basdenら［4］が 1987年に報告した Folin-Cio-

calteu試薬による発色で検出する方法があるが，ソッ
クスレー抽出器を用いて 6時間かけて抽出する必要があ
り，非常に煩雑である．今日ではソックスレー抽出に代
わり，高速溶媒抽出（Accelerated Solvent Extrac-

tion：ASE）法を用いれば，高い圧力と温度の下で短時
間に抽出することができるが，このような装置は高価で
あることもあって一般の診断室では保有していないこと
が多い［10］．
そこで，凍結乾燥したドングリを粉砕し，溶媒を加え
て振盪する抽出操作により，定量性において ASE法に
匹敵するうえ，非常に簡便で迅速に TPPsを定量する方
法を開発したので報告する．

13　産短2021-0013（7412）p788-791_5k-2.indd   788 2021/11/29   10:06



789

寺本直輝　島田圭悟　杉田由佳　他

日獣会誌　74　788～791（2021）

また，ドングリのポリフェノール含量は，樹種，熟度，
生育条件などで異なることから，開発した方法を用いて
熟度の異なるマテバシイのドングリの TPPs濃度を定量
したので，あわせて報告する［4, 11］．

材 料 及 び 方 法

手法の開発のために用いたドングリは，北海道の症例
において 2014年に現地で集められたカシワのドング
リを－20℃で保存したものである．
ドングリのはかまを取り，半切したのち，水分含量測
定のため，50g以上（約 20粒）をビーカーにとり，凍
結乾燥機（FDU-830，東京理化器械㈱，東京）を用い
て重量が一定になるまで凍結乾燥した．簡易粉砕器（ラ
ボミルサー，大阪ケミカル㈱，大阪）で粉末状になるま
で粉砕したドングリを 0.2g秤量，80％含水アセトンを
10ml加え，試験管ミキサーで 1分間激しく混合した．
混合物は振盪機（マルチシェーカー MMS-510，東京
理化器械㈱，東京）を用いて 250rpmで 20分間振盪し
たのち，200×gで 15分間遠心分離した．上清を別試験
管にとり，40℃，窒素雰囲気下でアセトンを除去し，蒸
留水で 10mlにメスアップした．孔径 0.45μmの親水性
PTFEフィルター（DISMIC 13HP020AN，アドバン
テック東洋㈱，東京）で濾過したものを測定試料とした
（以下「振盪法」とする）．振盪法と比較すべき手法とし
て，ASE装置（Dionex ASE 200, Thermo Fischer Sci-

entific, U.S.A.）を用いた抽出を行った．振盪法と同様
に凍結乾燥したドングリを 1g秤量し，80％含水アセト
ンを溶媒として 1,000psi，70℃，5分，2サイクルの条
件で抽出した．抽出液を抽出溶媒で 50mlにメスアップ
し，このうち 10mlをとって同様にアセトンを除去，蒸
留水で 10mlに調製したものを測定試料とした（以下
「ASE法」とする）．
試料中の TPPsの濃度の定量はあらかじめアセトンで

1mg/mlに調製し，蒸留水で 5～100μg/mlに希釈した
タンニン酸を標準として Basdenら［4］の方法により
行った．抽出した試料を蒸留水で 20～50倍に希釈した
ものを 600μlとり，蒸留水で 2倍希釈した Folin-Ciocal-

teu試薬（フォーリン＆チオカルト フェノール試薬，富
士フイルム和光純薬㈱，大阪）400μlを加えて激しく混
合，さらに 1mlの 20％ NaCO3を加えて同様に混合し，
正確に 20分静置したのち 730nmの吸光度を測定した．
両手法の定量性を比較するため，添加回収試験を行った．
振盪法ではドングリ 0.2gあたり，ASEではドングリ 1g

あたりそれぞれ 125mgのタンニン酸を抽出操作開始時
にスパイクして，各抽出法にて抽出ののちに定量し，回
収率と相対標準偏差を求めた．

2018年 8月下旬に，つくば市内の雑木林からマテバ
シイのドングリを採取した．堅果の熟度により含量が異
なるとの報告があることから，熟度の異なるものが混在
するドングリのうち未熟な緑色のもの（未熟果）と，熟
していると思われる果皮が茶色のもの（熟果）をそれぞ
れ分別して採取した［4］．振盪法による抽出法でそれぞ
れのドングリの TPPs濃度を定量した．

結　　　　　果

表 1は振盪法と ASE法を用いて定量したカシワのド
ングリの定量結果である．同じ凍結乾燥サンプルを 3回
個別に抽出操作を行って定量すると，いずれも相対標準
偏差の小さい再現性の高い結果が得られたが，振盪法に
よる定量値は ASE法によるものよりやや低かった．

ASE法と振盪法抽出による TPPs添加回収試験の結
果を表 2に示す．いずれも回収率 90％以上で相対標準
偏差も小さいが，比較すると振盪法では回収率はやや低
い結果であった．
実験室近隣で採取されたマテバシイの定量結果を図に
示す．熟果に比べて未熟果の TPPs含量は有意に高かっ
た（studentの t検定）．

考　　　　　察

一般に食品等の TPPsの定量は茶葉の公定法（ISO 

14502-1：2005）にあるとおり，Folin-Ciocalteu法に
よって行われるが，定量対象のマトリックス組成によ
り，抽出法，特に抽出溶媒は多様である［9, 12, 13］．
ここでは実際にドングリを材料とした Basdenら［4］
の手法に基づき，ASE法と，今回開発したより簡易な
振盪法による抽出法を比較検討した．
振盪法により抽出，定量したカシワのドングリの定量
結果は，ASE法と同様，標準偏差，相対標準偏差が非
常に小さく，この抽出手法が堅牢な方法であることが示

表 1　振盪法及び ASE法によるカシワドングリの総ポリ
フェノール量

手　法 乾重量（％） 平　均 SD RSD（％）

4.3
振盪法 4.4

4.1 4.30 0.13 2.92

4.8
ASE法 4.6

5.0 4.79 0.16 3.36

同一試料で 3回繰り返し

表 2　振盪法及び ASE法による回収率（％）

手　法 mean SD RSD（％）

振盪法 93.1 7.95 8.54
ASE法 98.0 3.69 3.77

同一試料で 3回繰り返し
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された．回収率は，ASE法による抽出では 98％と非常
に高い値であった．振盪法による抽出では，回収率は
93％前後であったが，標準偏差，相対標準偏差の非常
に小さい安定した定量結果が得られた．振盪法での回収
率が ASE法より低いことは，無添加での定量値が ASE

法より低いことと一致しており，振盪法の抽出効率は
ASE法にやや劣ることが示唆される．しかし，定量の妥
当性として Codex委員会のガイドラインの基準（Appen-

dix F : Guidel ines for Standard Method Per for mance 

Requirements, AOAC OFFICIAL METHODS OF ANALY-

S I S ,  2 0 1 6 ,  h t t p s : // w w w . a o a c . o r g / w p - c o n t e n t /

uploads/2019/08/app_f.pdf），（accessed 2021-2-3） で 1

～100mg/kgまでの範囲の物質の定量における回収率
の目安とされる 80～110％に収まっており，この手法
は十分実用に耐えるものと考えられた．これらのことか
ら，今回検討した振盪法による抽出によって，特別な機
器を必要とせずに簡便，迅速に安定した定量が行えるこ
とが明らかになった．
次に振盪法を用いて，関東で普通に植栽されているブ
ナ科植物のドングリであるマテバシイについて実際に
TPPs量を定量した．マテバシイの TPPs含量自体はや
や低い値であった．このことは，藤原滝雄が 1982年に
香川生物学会機関誌（ブナ科植物の果実（堅果）の成分と味
について，香川生物，10，25-28）で述べている，マテバシ
イでは渋みが少なく，簡単なあく抜きで人の食用となる
との報告とも合致する．一方，熟果に比べて未熟果の
TPPs含量は有意に高かった．これは未熟果で毒性が高
いのではないかとする Fowlerら［1］の報告，未熟果
と熟果で TPPs量が異なるとする Basdenら［4］の報
告を裏付けるものである．
タンニン酸やケルセチンの急性毒性は多量に摂取した
場合に現れる［6, 8］．また，ドングリを常食している
と考えられるアカネズミを用いたドングリの給与試験で
は，少量から給与して漸増するとドングリの毒性は馴化

により低減されることが分かっている［14］．これらの
ことは，本法による定量結果を摂食量と合わせて家畜が
摂取したドングリの TPPs量を推定することが，ドング
リ中毒の診断及び早期の治療，続発の防止に資するこ
とを示している．また，牧野や運動場のブナ科植物ドン
グリの TPPs量を調査し，牧野整備，区画利用計画に反
映することで，多量の摂食による中毒を未然に防ぐこと
にもつながると考えられる．
以上のことから，われわれの開発した簡易抽出法は，
ドングリ中毒の診断，予防，治療に利用することができ
ると考えられる．
中毒事故の際のドングリ試料の利用を許諾いただいた北海道
網走家畜保健衛生所に感謝する．
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SUMMARY

In this study, a novel, simple and rapid extraction method was developed for the determination of the total 
polyphenol content of acorns to diagnose acorn poisoning in domestic animals.  The extraction ef ficiency 
between the shaking method and the accelerated solvent extraction method with aqueous acetone was compara-
ble.  Additionally, the shaking method was highly reproducible, easy and suf ficiently applicable for the identifi-
cation of total polyphenol content.  It is found that the total polyphenol levels of immature acorns (Lithocarpus 
edulis) were significantly higher than ripe acorns. ─ Key words : Acorn poisoning, Extraction, Total polyphenol.
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