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はじめに

キビ･アワ ･ヒエなどの雑穀は､日不において古くから栽培されていた｡今から

5,500年前 (縄文時代前期)の山内丸山遺跡に雑穀の種実の遺物が出土 しそおり､すで

にその頃から栽培化されていたことがうかがえる [1]｡世界的に見ても､古代から人類

が命の糧としてきたのは米麦のように高級な穀物ではなく､粗放な農耕によっても収穫
され､また辛 ･湿 ･寒冷 ･高温など不良気象に耐える雑穀類がまず選ばれたようである

t2-38]｡

穀類と呼ばれるものには､禾穀 (かこく)類 (イネ､ムギなどイネ科植物の種実)､

萩穀 (しゅくこく)類 (ダイズ､アズキなどマメ科の種実)およびタデ科の作物である

ソバなどがある 〔図 り [2-41｡このうち､コムギ､オオムギ､コメ､およびダイズな

どは､世界的に多量に生産され､主要食糧として重要視されている｡そしてこれらの穀

類を除いた残 りの穀類を雑穀と称している｡すなわち､アワ､ヒエ､シコクビエ､キビ､

モロコシ､ トウモロコシ､エンバク (オート麦)､ライムギ､ライコムギ (トリテイカ

レ)､ハ トムギ､テフ､ソバなどがそれである[51｡ このうち日本でつくられているイ

ネ科の雑穀は､アワ､キビ､ヒエ､ハ トムギ､モロコシ､シコクビ工である｡これらの

うちアワ､キビ､ヒエ､ハ トムギはユーラシア起源､モロコシ､シコクビエはアフリカ

起源の穀類と考えられている[6]｡

現在では､雑穀は古代の作物で､日本の食文化は米によって支えられてきたという

見解が主流である｡ しかし､弥生時代に稲作が伝来して以来､日本ではどんな時代にお

いても､水田を開拓し稲作を奨励することが為政者の中心政策となっていた｡だが､ど

の時代をとっても､日本の風土からすると全人口にいきわたるだけの米の生産はできず､

主食は不足していた｡そうして米のかわりに主食として食べられてきたのが､畑で栽培

できるムギや雑穀類や根菜類であった｡その代表的な食事が､少量の米にムギヤ雑穀類､

あるいは芋類や大根を混ぜて炊いた榛飯 (かてめし)や雑炊 (株飯を汁で薄めたもの)

だったのである｡そして戦前までは日本の人口の70%以上が農民であったことをふま

えれば､日本民族は古来米の飯を主食としてきた､という通念は､今一度改めねばなら

ない[7]｡

終戦直後まで､さらに中山間地では昭和 40年頃までも､日本人の食事はこのような

秩飯や雑炊に一汁一菜が副食としてつくというものであった｡そうした食事の形態は､

マメを主原料とした味噌や野菜を煮合わせた雑魚などを多食する事でタンパク質やビタ

ミン､カルシウムなどが摂取できるという､それなりの合理性があった 【71｡雑穀タン

パク質のそれ自身の栄養価は決して高くないが､制限アミノ酸のリジン､スレオニンを

マメ類などで補足することによって充足できる[8]｡

雑穀の生産量は少ないと思われがちであるが､世界でみると主要穀物の小麦､米､ ト

ウモロコシの5億 トンに対して､雑穀のそれは1億 トンであり､大豆や魚の漁獲高とほ

ぼ同じ量が生産されている[9]｡そのうち､6,600万 トンはモロコシと家畜用のマイロで､

残りおよそ2,800万 トンは､キビ､アワ､ヒエ､テフ､トウジンビ工などの雑穀であり､

食糧となっている[9]｡インドやアフリカでは､現在でも雑穀が主要な穀類として栽培
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され､主食に供せられている地方が多い[10]｡しかし､国内の生産量は雑穀の農林統計

がないため詳細は分からないが､国内の雑穀市場のおよそ90%は輸入品であると推定

されているので､国内生産量は相当少ないと思われる[1.]｡

戟後その生産量を減らす一方であった雑穀だが､最近､このような雑穀および雑穀の

ある食生活が見直され､その需要も持ち直しつつあり､生産量､栽培面積はわずかなが

ら増加傾向にあるという｡ 都会では､高価な商品となって流通している状況がある｡ま

た､雑穀を使ったパンや麺､お菓子など新しい食品が開発され､既に市場に出回り､そ

の種類は今後も増え続けると思われる｡

主食としての穀物の重要性はますます高まっている｡1995年のアメリカ人のための

食生活指針の改定 [11]では､穀物およびその製品の摂取推奨の順位がこれまでの4位

から3位へ繰 りあがった｡ また同時に､一般の消費者の啓蒙のための FoodGuide

pyramidの食事グループも同様に順位を変更し､カロリーの多くを穀物およびその食品

から摂るように勧めている｡その2000年改定の5版においてももちろん主食としての

重要性には変わりがない[12]｡先般公表された日本の､新しい ｢健康づくりのための食

生活指針｣においても【13]､ "ごはんなどの穀類をしっかりと"と主要な大項目に位置

づけられている｡ 日本の食生活指針で注目すべきことは､指針の8番目に "食文化や地

域の産物を生かし､ときには新しい料理も"と､地場産農産物の消費を強調しており､

地域の食品を見直し､日本型食生活を推進しようとしていることである｡ さらに､これ

まで考えられなかったような､給食にも地場産品を広げようとする動きが出始めている

[14]｡

また､最近のアメリカ穀物化学会の動向として､血中コレステロール低下作用や大腸

ガン予防､また抗酸化作用などの健康機能を有する大麦､ライ麦､オートなどの穀類を

機能性穀類 (FunctionalCerealS)と呼称 し､なおかつ仝粒穀物製品の摂取を盛んに勧め

ている状況がある｡ 雑穀は､このような､健康のために穀類 ･野菜を中心にした植物性

食品摂取へ回帰する傾向に適うものである[6,14]｡

しかし､アワ､ヒエ､及びキビの健康機能や雑穀のゲノム ･遺伝子情報についてはほ

とんどかいめされていないのが現状である｡ 本研究は､研究代表者らの雑穀の健康機能

研究成果 [15-18]をさらに展開すべく､より優れた食品機能性の発見や地域食品産業振

興や地域社会への貢献できる食品開発､商品化 ･事業化､を以下のような目的で行なっ

た｡

1)雑穀機能蛋白質 ･ペプチドの解析

2)脂質代謝改善機能の解明

3)新生理機能性の開発

4)優れた食品機能性品種の探索のための品種 ･種子の遺伝学的解明

5)雑穀種子のタンパク質

6)耐病特性の解明

7)適正省力栽培技術の確立

8)雑穀食品の地域連携開発研究と商品化 ･事業化
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3.西洋直行,キビ､アワ､ヒエの一般成分と機能性,(地域農産物の品質 ･機能性成分総

覧(津志田藤二郎監修)),サイエンスフォーラム,p426-430,2000年5月30日

研究成果による工業所有権の出願 ･取得状況

特許出願

(1)急性肝障害を抑制させる機能性を有するキビ蛋白質濃縮物､西洋 直行､(秩)ベル

センター､特許､特願2001-71740号､出願平成 13年3月14日､

(2)血液中の脂質濃度を低下させ､抗酸化機能を有するモロコシの抽出物､西洋 直行､

西揮 直行､特許､特願2000-147044､出願平成 12年5月18日

商標登録出願

(1)｢雑穀パン｣､西洋 直行､株式会社ベルセンター､商標登録出願､商願2002-019477

､出願平成 14年3月12日

(2)｢へっちょこだんご｣､西洋 直行､株式会社ベルセンター､商標登録出願､商願

2002-019478､出願平成 14年3月 12日
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第 1章 雑穀の栽培､成分

第 1節 雑穀の栽培 ･生産と一般成分及び栄養価

1.雑穀の栽培 ･生産

雑穀の栽培は容易である｡ 栽培で何が一番大変かと云うと､草取りである｡ その辺を

どのようにして改善､機械化をしていくのかが､今後の緊急の課題である｡ 筆者らは､

年配者の作業を容易にすることや若い人達が農業を儲かる事業としてやってもらうため

にも､小規模機械化が重要であると考えており､後述のように､現在地元農機具企業と

の連携で､個人用及び汎用の雑穀栽培農機具の開発､商品化した｡

産地の概要として岩手県では､地域における正確な栽培面積､収量等の詳細は調査さ

れていないが､個々の農家では3から5畝あるいは1反程度の小演膜栽培が主体である.

主要な生産地は軽米町､二戸市であるが､ヘクタール単位で栽培している地域は軽米町

と胆沢町の農家のみである｡

収量は､岩手県浄法寺町の例 [11:平成9年度の浄法寺町の農家の栽培実績は､1反

当たりの玄穀の収量が平均で､アワ228kg､ヒエ215kgであった｡平成 10年度の生産

量は､モミの収量が､アワ272kg(最高330kg､最低225kg)､ヒエ 174kg(最高200kg､最

低 140kg)及びキビで243kg(最高400kg､最低 145kg)であった｡

二戸市の農家の例 :収量を調べてみると､化成肥料を施肥した普通栽培ではキビ､アワ､

ヒエの玄穀平均で200-230kgである｡ 野菜栽培の後地のような施肥量の多い畑では最

高300kgにも達する｡また､この農家の完全有機栽培雑穀では､150kgの収量である｡

なお､昭和 12､13年の反当たりの収量は､岩田の論文によると､ヒエ 126kg､アワ

145kg､キビ130kgである[2]｡主に堆肥を使用していた戦前のこうような低い収量は､

現在の化成肥料の施肥量を考慮すると妥当な倍であろう｡ 一方､外国の収量をみてみる

と､アフリカで 34-81.1[3]､アジアで65,4kgと相当低 く､粗放的栽培であることがう

かがえる｡ 収量の多い国は中国とソ連で､それぞれ 196.9､130kgであり､世界平均で

も53.9-90.6kgである[3,4]｡

2.一般成分

五訂 日本食品標準成分表によると､雑穀の精白粒の主要成分は､炭水化物､蛋白質､

食物繊維(水溶性と不溶性の総量)､次いで脂質である｡ アワ､ヒエ及びキビのその成分

含量は､炭水化物72.4-73.1%､蛋白質9.7-10.6%､食物繊維 1.7-4.3%､及び脂質が

1.7-3.7%の範囲である｡雑穀の蛋白質含量は､窒素肥料の施肥量に影響を大きく受け

やすく､例えば蛋白質含量が20%という非常に高いものもみられる｡ また可食部のビ

タミン含量は､Blが0.05-0.2mg/100 可食部､B2が0.03-0.07mg､ナイアシンは1.7

-2mgである｡ ビタミンCは全く含まれていない｡ ミネラルの内､カルシウムがおよ

そ7-14mg､鉄 1.6-4.8mgである｡これらの雑穀のビタミンとミネラル含量をコメと

比べてみると､ビタミン含量はコメ精白米とほぼ同様の値であるのに対して､ミネラル

の量はカルシウムがコメの 1.4-2.8倍､鉄が 2-6倍も多く合字れている｡ これらのミ
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ネラル含量を文献値 [3]のカルシウム含量が 10mg､鉄 3.2-3.3mgと比べてみてもほ

ぼ同様の値を示 している｡ このように､雑穀の一般成分をコメと比較すると､概 して蛋

白質､ミネラル､及び食物繊維含量が多 く､ビタミンのそれはコメとほぼ同じ含量と云

える｡

.雑穀の脂肪酸は主にリノール酸及びオレイン酸から構成されている｡

3.栄養価

そのアミノ酸スコア値は､FÅo/WHO(1985)を評点パター ンとして計算すると､キビ

で 11-20[5】､25[6]､27-33[4]と非常に低い｡ アワで47[3]､43[7]である｡また､ヒエ

で29[4]､27[8]とやはり非常に低い｡

雑穀蛋白質の生物価については､キビ蛋白質のラットの成長､消化率及び生物価を測

定した結果､キビ蛋白質を単独であたえたラットは全 く成長しない｡キビ粉のみをラッ

トに21日間与えた結果でも､同様に成長をしていない [9]｡従って､上記の低いアミノ

酸スコア値と併せて考えると､雑穀の蛋白質のそれ自身の栄養価は､云われているよう

には高 くない｡しかし､制限アミノ酸のリジン､スレオニンを補足することによって､

カゼインと同等に成長は改善 している [6]｡この時の体重増加量､消化率及び生物価は

それぞれ､カゼインの31.5g､91.8%､74.4%の対 して､キビのそれは 32.9g､92.0%､

84.2%と同等かそれ以上の値を示 している｡

引用文献

1)西洋直行､他 :中山間地から健康新食品の開発 - 雑穀と健康 - ､(浄法寺町活

性化研究会編 :大学か ら浄法寺町-の提言一一中山間地の活性化戟術一一)､

p.72-84､吉成印刷 (1999)

2)岩田久敬 :雑穀類､芋類､樹実類の代用食試験 (農村食品及び天然食品の研究 第 1報)

､日本農芸化学会誌､16､27(1940)

3)Segio,0.;Sema-Saldivar;Cassandra,M.McDonough;LloydW.Rooney,;(Chapter6),The

MilletsinHHandbookofCerealscienceandTechnology-一ed.byKlausJ.LorenzandKare且

Kulp,p.27I-300(1991)

4)Dendy,DavidA.V.:Sorghumandmillets:ChemistryandTechnology(Dendy,DavidA.V.

ed.),p.145,Am ericanAssociationofCerealChemists,Inc.Minnesota,USA(St.Paul)

(1995).

5)Lerenz,K.andDilsaver,W.,:Prosomillets.millingcharacteristics,proximatecompositions,

nutritivevalueofflours､CerealChem.,57,16(1980)

6)NishizawaN.etal:EffectoflysineandthreominesupplementonbiologiCalValueofproso

mi1letprotein,Nutr.Rep.Int1.,40,239(1989)

7)科学技術庁資源調査会 ･資源調査所編:改訂日本食品アミノ酸組成表､大蔵省印刷局
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8)平 宏和 :食用作物のアミノ酸組成(第2報)､栄養と食糧､15､57(1962)
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第 2節 アミノ酸､蛋白質､ペプチ ド組成 [31]

ヒトの食糧源として重要である種子貯蔵タンパク質成分に関する研究の歴史は非常に

古く､19世紀末に提唱されたプロラミン､グロブリン､アルブミンという分類 ･命名

法が今なお生きている｡ これらの貯蔵タンパク質は､種子細胞のプロテインボディとい

うオルガネラに局在 していることが判っている｡ イネ科作物の全重量の 92%は肱乳で

あり､残りの5.6%が糠で､約 3%が肱芽である｡腫乳には主成分である澱粉のほかに

教程の種子タンパク質が存在 しており､澱粉粒やプロテインボディなどの顕粒構造をとっ

ている[1】｡穀類種子貯蔵 タンパク質を溶解度をもとに初めて系統的に分析を行ったの

はOsbomeらであり､60-70%のアルコールに可溶であるグループをプロラミンとして

定義している｡ プロラミンはオー ト麦や米を除き､穀類の主貯蔵タンパク質であり､そ

の名称は､プロリンとアミド態窒素 (現在ではグルタミンであることがわかっている)

含量が高いことから命名 された [2]｡プロラミンとグルテリンは当初､異なるものとし

て分類されていた｡しかし､現在では多 くのグルテリンはプロラミンに構造的に常に近

いものであり､内部のS-S結合により高分子量のポリマーとして安定しているためにア

ルコールに不溶であることが知られている｡

しかし､雑穀タンパク質のアミノ酸組成を解析 した例はあるが [3-6]個々の詳 しいポ

リペプチ ド組成を解析 した例はほとんどない｡そこで本章においては､雑穀種子タンパ

ク質がHDL代謝に影響を及ぼ している可能性を検討する前段階として､雑穀種子タン

パク質の分離やポリペプチ ド構成解析を実施した｡

2-1方 法

1)アワ､キビ､ヒエ試料

アワ､キビ､ヒエは平成 8年に農家で栽培され精白した穀粒をミルで粉砕し､80メ ッ

シュのふるいにか

けたものをn-ブタノールで数回脱脂 した後､風乾して用いた｡ 品種に関してははっき

りしていない｡分析に用いるまでは4℃で保有 しておいた｡また､各品種の雑穀は平成

9年に岩手県農業研究センター県北農業研究所で栽培されたものを用いた｡玄穀を乳鉢

にて精白したものをすりつぶして粉砕 した後､同様に脱脂して試料とした｡

2)種子タンパク質の抽出

脱脂粉砕し処理した試料はLandry-Maureaxによる溶殊分画 【7]に基づき､5画分のタ

ンパクとして次の様に抽出した｡

(Ⅰ)試料の10倍量の0.5M-NaClを加えて4℃､1時間撹拝抽出｡これをアルブミ

ン･グロブリン画分とした｡
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(Ⅱ)残査に70% (W )イソプロパノール抽出 した後､遠心分離により上清 を回収

した｡キビとヒエに関しては溶媒濃度を60､70､80%と変化させて抽出を試みた｡こ

の画分をtrueprolamin画分とした｡

(Ⅲ)残査に0.6%のメルカプトエタノール (2-ME)を含む70%イソプロパノールを

同量加えて室温で 30分間抽出して､prolamin11ike画分とした｡

(Ⅳ)残査に0.6%2-MEを含む0.1M ホウ酸緩衝液 (PHIO)を同容量加えて室温で 1

時間接拝抽出し､上清を透析､凍結乾燥 してglutelinllike画分とした｡

(Ⅴ) (Ⅳ)の抽出で用いた緩衝液にSDSを0.5%となるように加えたものを抽出溶

媒とし室温で (IV)の残査 を1時間撹拝抽出 した後､透析 ･凍結乾燥してtrue-glutelin

画分とした｡

3)SDS-PAGE

sDS-PAGEはLaemm ilil8]の方法により､行った｡

4)2次元電気泳動

プロラミン画分の2次元電気泳動はマルチフォアⅡシステム (フアルマシア)を用い

て固定化pH勾配による方法にて実施 した｡ 1次元目の等電点電気泳動はイモビライン

ゲル (pH3-10,5)を用いた｡試料は48%尿素､2% (ⅥⅤ)2-ME､ 2%フアルマライ

ト3-10､4%TritonX-100を含む溶液 100FLlにタンパク質として400fLgを溶解 し､

泳動の目安として少量のプロムフェノールブルーを加えてゲルの陽極側に添加 した｡泳

動は､300V､1mAで4.5hr､5hrで2,000Vまで到達させ､さらに6.5hr行った｡ 1次元

目終了後､ 1%sDS､0.25%DTT､6M ウレアを含むTris-HCl緩衝液 (pH6.8)10m

lでゲルを平衡化 した｡さらにヨー ドアセ トアミドを加えてアルキル化を行った｡2次

元目は8-18%のグラジュン トゲルを用いて50mAで 1.5hr泳動した｡染色及びスポ ッ

トの検出は3)と同様に実施した｡

5)アミノ酸組成分析

タンパク質の加水分解は常法に従い6N塩酸を用いて減圧下に封管 し､110℃､20hr

行った｡シスチンは過ギ酸酸化 t9]によりシステイン酸として定量 した｡SDS-PAGE及

び 2次 元 電 気 泳 動 で 分 離 した ポ リペ プ チ ドは ､ pvDF メ ン ブ ラ ン

(Immobilpn-P,Millipore,Bedford,MA,USA) に トランスバ ッファー (1)0.3M

TriS-HCl(PHIO.4),20%(VN)メタノール､ (2)30mMTris-HCl(pH10.4)､20%メタノー

ル (3)40mM 6-アミノ-n-ヘキサン酸 (pH7.6)､20%メタノールを用いてブロッ

ティングし､膜上で気相による塩酸加水分解を実施 した｡加水分解終了後､30% (W )

メタノール-0.1N塩酸 にて膜から抽出し､試料 とした｡ アミノ酸の定量はpico-Tag

(waters,Bedford,MA,USA)を用いて実施 した｡
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6)NH2末端アミノ酸配列の決定

SDS-PAGE及び2次元電気泳動で分離したポリペプチドのN末端アミノ酸配列は 5)

と同様にしてPVDFメンブランにブロッティングした後､エドマン分解によるオー トシー

ケンサー (G1005A;Hewle仕Packard,PaloAlto,USA)を用いて決定した｡

2-2 結果

2-2-1 種子タンパク質の組成

1)タンパク質の構成

Trueprolaminの抽出はアワは室温で､キビ及びヒエは

60℃に加温 したイソプロパノールで実施した｡室温で抽出した場合のキビとヒエは仝

タンパク質のそれぞれ 16及び23%しか回収できなかった｡このとき､抽出に用いるイ

ソプロパノールの濃度を80%に上昇させてみたが､プロラミンの抽出率はむしろ減少

した｡ (Table2-1)｡ したがって､本実験における抽出は70%イソプロパノールを用

い､アワは室温でキビ及びヒエを60℃にて抽出した｡その結果得られたタンパク質組

成をTable2-2に示す｡アワ､キビ､ヒエの種子タンパク質含量はそれぞれ 10.9,ll.5及

び9.9%であった｡ ヒエは60℃で加温抽出しても全タンパク質の回収率があまり改善

されず39.7%であった'.ァヮ及びキビにおける各フラクションの占める割合はアルブ

ミン ･グロブリン画分が 4.9､3.6%､プロラミン画分 (trueprolamin+prolam in-like

protein)が64.1､80.0%､グルテリン画分が (glufelin-likeprotein+trueglutelin)13.0,

12.1%であった｡ヒエにおいては回収率が低かったが､抽出されたタンパク中に占め

る割合はプロラミン画分が43%と最も多かった｡

2) 各フラクションのアミノ酸組成

Table213は分画したアワ及びキビタンパク質の各フラクションのアミノ酸組成を示し

たものである｡ プロラミン画分は､グルタミン (あるいはグルタミン酸)､ロイシン､

アラニン含量が多く､塩基性アミノ酸リジンが少ない｡特にロイシン､アラニン含量が

高く､この2種で約30%を占めており､全タンパク質のアミノ酸組成の特徴を反映し

ている｡麦や米など同じイネ科作物に比べて同じキビ亜科のトウモロコシやソルガムに

組成が類似している｡ また､アルブミン､グロブリン画分は塩基性アミノ酸が多く､リ

ジン､ヒスチジン含量が高い｡これらの結果はすでに報告されている雑穀タンパク質を

溶媒分画したアミノ酸分析とよく一致する[3-6,10-12]｡一方､還元剤の存在下でアル

カリ性の緩衝液に抽出されるglutelin-1ikeproteinは､総タンパク質に占める割合は低い
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ものの特徴的にプロリン含量が高い｡しかし､このフラクションについて特に分画され

た知見はない｡ したがって､主成分であるプロラミンとglutelin-likeproteinについてポ

リペプチド構成やアミノ酸組成の特徴について更に検討を進めた｡

2-2-2 プロラミン画分及びglutelin-1ikeprotein画分のポリペプチ ド構成 とアミノ

酸組成の特徴

1)ポリペプチ ド組成

Fig.2-1Aはアワとキビのtrueprolamin,prolamin-1ike画分 sDS-PAGEによって分離し､

構成するポリペプチ ドを調べたものである｡ アワのtrueprolaminは14,19､22-23,27

kDaの主なポリペプチ ドから構成されており (レーン1)主成分はこのうち22-23kDa

の部分と思われる｡ 還元剤の存在下でアルコールに抽出されるprolaminllikeproteinの構

成ポリペプチ ドもほとんど変わらないが､14kDaのポリペプチ ドは還元剤存在下の方

が良く抽出され､27kDaより高分子領域にいくつかのバンドが認められる (レーン2)0

キビプロラミンの主ポリペプチ ドの構成数や分子量はアワとは異なっており､24,17,

14kDaのポリペプチドから構成されていた｡その主成分は24kDaのポリペプチ ドであっ

た｡アワと同様にprolamin-1ikeproteinの構成はほとんど同じであるが､還元剤存在下で

抽出することにより高分子領域にもバンドが見られる｡

主たる構成 タンパ ク質であ る 加eprolaminをあ らか じめ還元処理を行 わず に

SDS-PAGEによって分社したのがFig.2-1Bである｡ 還元処理された試料では前述のよ

うに数本のバンドしか確認されなかったが､非還元サンプルでは高分子領域に多数のポ

リペプチドのバンドが確認できたことは､アワ及びキビプロラミンがサブユニット構造

をとることを示 している｡ さらに､個々の分子量を測定した結果､アワの非還元サンプ

ルは27,22-23,19kDaのdimerと思われる位置にバ ンド (38-54kDa)が見られる

(レーン2)｡キビの結果では､非還元サンプルの主バンドは48kDaであるが､これ

は主成分24kDaのdimerと思われ､さらに72､96kDaのtrimer,tetramerと思われる位置

にも検出されている (レーン4)｡ 対照的に､アワ､キビ14k､17kのポリプチ ドはモ

ノマー､ダイマーの位置には検出されなかった｡

Glutelin-1ikeproteinの主なポリペプチ ドは､アワ､キビそれぞれ 17､18kDaである

(Fig.2-2)｡どちらもブロー ドなバンドとして検出されており､アワに関しては他に 10､

27､28kDaのバンドが､キビには27kDaのバンドが検出された｡

2)ポリペプチ ドのアミノ酸組成

SDS-PAGEで分離 したtrueprolamin画分のポリペプチ ドを塩酸加水分解 してアミノ酸

組成を調べた結果をTable2-4に示した｡アワ､キビともにアミノ酸組成の特徴によっ

てそれぞれのポリペプチ ドは2つのグループに分類できた｡1つはプロラミンの主成分

であるアワ :27,22-23､19kDa及びキビ:24kDaポリペプチ ドであ り､ロイシン､ア
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ラニンが非常に多く総プロラミンにおけるこれらアミノ酸の割合の高さを反映するもの

である (グループA)｡最 もプロラミン中に占める割合が高いアワ22-23kDaとキビ24

kDaポリペプチ ドはシステイン含量が低かった｡アワ27kDaポリペプチ ドは､このグ

ループ内では特徴的にシステイン含量が比較的高く､塩基性アミノ酸アルギニンの含量

が高かった｡

もうひとつのグループは､アワ :14kDa､キビ:17,14kDaのポリペプチ ドであり､

プロリン､メチオニン､システインに富むものである (グループB)｡ アワに関しては､

prolaminlikeproteinの 14kDa付近のバンドをさらに15-25%のグラジュントゲルを用い

てさらに分離を試みた結果 (Fig.2-3)､メチオニン含量の非常に高い (15m01%)15

kDaのポリペプチ ドが兄いだされた｡ これはNaren[13]らの報告 しているアワ抽出画分

(setarin)と同一であろうと思われる｡

Gutelin-1ikeproteinのアミノ酸組成は､前述のようにプロリンに富み､アスパラギン

(あるいはアスパラギン酸)が非常に少ない｡それぞれのアミノ酸組成を調べてみたが､

量が少なすぎるため､全アミノ酸は決定できなかった｡ しかし､アワ､キビ17､18

kDaのそれぞれの主ポリペプチ ドはともにプロリン含量が非常に高い (20m01%以上)

ことが確認された｡

3)2次元電気泳動によるポリペプチド組成解析

Trueprolaminを2次元電気泳動によりさらにポリペプチドの特徴を解析したのが

Fig.2-4である｡ アワ､キビともに中性から塩基性の位置にすべてのポリペプチ ドは移

動した｡前述のように比較的塩基性アミノ酸含量の高いアワ27kDaポリペプチ ドは､

アルカリ側の先端まで移動した｡アワ､キビのプロラミン中の主成分である22-23及び

24kDaのポリペプチ ドを見てみると､主なサブユニットは同じ位置に移動したことか

ら､同様の等電点を有するものと思われる｡ しかし､アワ22-23kDaのバンド中には多

くのサブユニットが含まれており､中性付近のサブユニットを3つ以上含んでいる｡キ

ビの24kDaポリペプチ ドも中性側にサブユニットを少なくとも2つは有 しているが､

アワのポリペプチ ドの方が数 も等電点のpH範囲も広い｡アワの 19,14kDa及びキビ

の17,14kDaのポリペプチ ドは塩基性のサブユニットを含んでいたが､アワとキビの

14km の等電点はほぼ同様であった｡

2-213 プロラミンとglutelin-likeproteinのNH2末端配列解析

2次元電気泳動により分離したtrueprolaminサンプル及びFig.2-2でSDS-PAGEによ

り分離 したglutelin-1ikeproteinをpvDF膜にブロッティングし､NH2末端配列の決定

を試みた｡ キビ24kDa及びアワ23kDaポリペプチ ドについては2次元電気泳動で分離

された等電点の異なるスポットのうち､主サブユニットと思われるものの配列を分析 し

た｡アワ27,23kDa､キビ24kDa及びglutelin -Iikeproteinの主ポリペプチ ドであるアワ

17kDa､キビ18kDaが解析可能であり､その結果をFig.2-5に示した｡ アワ27,23kDa､
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キビ24kDaのポリペプチ ドは α-ゼイン[14-15]､ソルガムの主プロラミン[16]などキビ

亜科のプロラミン主成分と相同性がみられた｡ 特にPro-Gln-Cys-Ser配列はすべてにお

いて保存されていた｡アワ19kDaポリペプチドもすべての配列は決定できなかったが､

この配列が保存されていることが確認できた (Fig.2-5A)0 Fig.2-5Bに見られるよう

に､glutelin-1ikeproteinの 17,18kDaのポリペプチ ドはプロリンに富む配列を示 した｡

キビの18kDaでは､γ-ゼインの繰り返 し配列に相同性のある､Pro-proIPro-Leu-His酷

列が認められた｡

2-2-4 品種間によるプロラミン含量及びポリペプチ ド組成の差異

平成9年に岩手県農業研究センター県北農業研究所内の同一の圃場において同一施肥

条件にて栽培されたアワ､キビ､ヒエの各栽培種について､前述の方法によってプロラ

ミン画分を抽出し､全タンパク質含量との関係を調べたのがFig.2-6である｡ タンパグ

質含量は､アワが9から13%､キビが 11から14%､及びヒエが 10から13%であっ

た｡アワの雪谷稀を除き､プロラミン含量の多少と仝タンパク質量とはアワ品種間で､

ほぼ相関していた｡キビにおいては､仝抽出率にばらつきがあるため､明確な相関は見

られなかった｡ヒエは相関が見られたが､タンパク質の抽出率が非常に悪かった｡抽出

したプロラミンを15%均一ゲルによるSDS-PAGEで分離 したのがFig.2-7である｡ ア

ワにおいては品種によって19kDaのポリペプチ ドを有しないものもあり､調べた範囲

においては穂型の差異と一致していた｡キビについてはこの条件では明確な差異はみら

れなかった｡中国産 (精白穀粒 :黒色)のアワやイスラエル産キビも岩手県内で栽培さ

れる種と同様の組成を示した｡ヒエに関しては27､26,25kDaのポリペプチ ドは共通で､

更に23kDaのバ ンドが見られるものと20kDaのバンドがみられるものの2種に分けら

れた｡

2-3考察

2-3-1雑穀種子タンパク質の組成について

アワ､キビ､ヒエなどは､現在の先進諸国にとっては米や麦などの主用作物に比べて主

食にはなっていない｡日本においても､健康食としての位置づけであり､タンパク質源

として主たるものでもない｡しかしながら､アジア､アフリカ地域を主とする開発途上

国の多くの人々にとっては主食であるとともに貴重なタンパク質資源であることから､

その栄養価について調べた結果が多く報告されている｡ 特にインド､スリランカなどで

は栽培種とアミノ酸組成などのタンパク質源としての栄養価についての報告がみられる

[11,17,18]｡特にシコクビェ (Fingerndlet)は､米や トウモロコシと比べて､リジンを

除き必須アミノ酸のバランスは見劣 りせず､タンパク質としての栄養価が優れていると

の報告もある[18]｡

本実験におけるタンパク質の各フラクション組成をみてみると､大半がプロラミン画
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分であることがわかる｡ アワ､キビ､ヒエタンパク質のリジン含量の低さはプロラミン

の組成によるものであるが､例えば､メチオニンはむしろ高いことがTable2-3､2-4の

結果からも読み取れる｡ リジンやアルギニンンなどの塩基性アミノ酸は､アルブミン､

グロブリン画分に多いことから､タンパク質としての栄養価を求めるのであれば､これ

らが高くなる育種の方向性も考えられる｡ しかし､本研究におけるアワ､キビ､ヒエの

タンパク質解析の目的は血清fDL上昇との関連を明らかにすることにある｡ 前述した

ように､植物タンパク質は一般的に動物タンパク質に比べて総コレステロールを減少さ

せる効果が報告されており､特に最もよく調べられている大豆ではLDLの減少がその

主因と考えられている[42].HDL上昇の原因がアワ､キビ､ヒエのタンパク質のどの

画分にあるのかを明らかにするためには､これら雑穀のタンパク質構成を調べる必要が

ある｡

アワプロラミンは､70%イソプロパノールで良 く抽出されたが､キビは抽出率が低

かった｡ 還元剤存在下では抽出できたが､前述のように総タンパク質の 16.2%しか抽ノ

出できなかった｡Table2-1に見るように60℃で加熱することで良く抽出できることが

わかった｡70%アルコールによってはプロラミンの一部はほとんど抽出されないと言

われており､これらのほとんどはグルテリン態に分類されてきた[19]｡本来有機溶媒で

抽出されないものはプロラミンに分類すべきでないとの議論もある｡ 熱処理はタンパク

の構造変化を伴うものであるから､これはグルテリンに分類されるべきとも思われる｡

アワはアルコール可溶性のプロラミンが主成分であり､一方キビ､ヒエはグルテリン態

が主成分との報告もある[20]｡ しかし､同一のポリペプチドであっても貯蔵条件により

溶媒に対する溶解性が変わることも考えられる｡ すなわち､プロラミンポリペプチ ドが

生合成され貯蔵部位に沈着した後､周囲のポリペプチドと相互作用によりシステイン残

基の架橋高分子化､疎水結合の進行 も考慮される｡ 本実験においてはTable2-3に見 ら

れるようにアミノ酸組成が非常に似ていること､室温で抽出した場合と加温して抽出し

た場合の SDS-PAGEパターンに差が見られなかったことから､プロラミンに分類する

のが妥当と思われる｡

2-3-2 プロラミンポリペプチ ド構造とアミノ酸組成のゼインとの相似

結果で述べたように､ロイシン､アラニンに富むグループAに属するポリペプチ ド

は､捻プロラミンのほとんどを占めており､仝プロラミンのアミノ酸組成を反映してい

た｡一方､もうひとつの含硫アミノ酸 (Met,Cys)及びプロリンの多いグループBは､

仝プロラミンに対する割合は少ない｡また､アワでは還元剤の存在下､良く抽出される｡

プロラミン画分が比較的メチオニン含量に富むのはこのポリペプチ ド群が存在するため

である｡ 非還元のプロラミンを泳動した場合の SDS-PAGEパターンをみてみると､

グループAはモノマー､ダイマー､オリゴマーの単純な会合構造をとっていることが

予測される｡Dam0ら[10】と田代ら[6]の報告は､アワについてプロラミンがサブユニッ

ト構造をとることを示唆している｡Damoらは非還元のプロラミンを分離し､分離した

ポリペプチ ドを還元､S-シアノエチル化したところ､同一のサブユニットから構成さ
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れており､ホモオリゴマー構造をとっていると報告している｡本研究で得られた結果は､

アワのみでなくキビのプロラミンの主ポリペプチ ドもサブユニット構造をとるものであ

り､分子量からの推定であるが､ホモオリゴマー構造をとっていることを示唆するもの

である｡ したがって､アワやキビのタンパク質は､米や小麦とは異なり､その貯蔵タン

パク質の大部分は単純なポリペプチ ドの重合体から成り立っているように予測される｡

これらの結果は､雑穀のプロラミン中のポリペプチ ドはトウモロコシプロラミンであ

るゼインのサブユニッ ト構成と相似 していることを示唆している｡ すなわち､ α-ゼイ

ン (19及び22k)にはアラニン､ロイシンが多 く含まれ､総プロラミンの 75-85%を

占めておりモノマー､オリゴマー構造をとる[21,22]といわれている｡ また､内部に繰

り返し配列を有 し､ヘリックス構造をとり､極性アミノ酸との水素結合によりFig.2-9

のような高次構造が提唱されている[23-26]｡また､β-ゼイン (16,14kDa)は Met,

cysに富み総プロラミンの 10-15%を占め､還元剤の存在下で抽出される【21]｡

ロイシン､アラニンに富むグループAのポリペプチ ドのN末端配列もa-ゼインとの一

相同性を示唆している｡ 特にProIGln-Cys-Serの配列はすべてにおいて保存されている

が､このCys残基はα-ゼインの唯一のものであることが報告 されている｡アワ 22-23

kDa､及びキビ24kDaポリペプチ ドのCys含量は非常に少ないことからこのN末端に存

在するシスチンが唯一のものであるかもしれない｡β-ゼインにアミノ酸組成が類似 し

ているグループBのアワ 14kDa､キビ 14､17kDaのポリペプチ ドについては多型性

(ミクロヘテロジェネティ)のため決定はできなかった｡Bietzらは[16]イネ科作物の

うち､麦類 (大麦､小麦､燕麦)及び米が属す~るFetsucoideaesubbmilyと､ソルガム､

Tripsacum､ トウモロコシ､ トウジンビェが属するキビ亜科 (panicoideaesubfamily)につ

いてプロラミンの主成分を混合物のままN末端配列を決定しており､キビ亜科について

はトウジンビェ (Pearlmillet)を除き相同性が見られたと報告 している｡ 本実験の結果

は､これに加えて更にキビ亜科のアワ､キビも相同性を示すことを証明した｡

Glutelin-1ikeproteinはγ-ゼインに相似 しているものと推察される｡ γ-ゼインは

glutelin2[96]あるいはreducedsolubleprotein[23]と呼ばれており､以前はグルテリンに分

類されていた｡ アワ､キビのglutelin-1ikeproteinは還元剤の存在下でγ-ゼインと同様 に

水溶性であり､プロリン含量が特徴的に高い｡N末端配列はFig.2-5に示したように､

n r-His-Thr配列がγゼインと同一であり､プロリンの繰り

返し配列を有している｡ やはり還元剤存在下で可溶性のタンパク質(RSP)がソルガムで

報告されており[24,26]､γ-ゼインとのアミノ酸組成の比較はThble2-5に示 したよう

に､プロリン含量が顕著に高 くヒスチジン含量が高いなどの相同性が見られる｡ アワ､

キ ビの glutelin likeprotein も同 様 の 傾 向 を示 す ｡ γ -ゼ イ ンで は 内 部 に

pro-pro-pro-vaトHis-Leuをモチーフとする8回の繰り返し配列を有 しており､ソルガム

由来のものでは仝配列は決定されていないものの同様の配列を有 しておりプロリン含量

が高い｡これらは sDS-PAGEでブロードのバ ンドを示 し､その分子量はγ-ゼインが

27kDa､ソルガムの ものが 28kDaと報告 されている｡ アワ､キビにおける glutelin-like

proteinの分子量はそれに比べてかなり小さいものの､プロリン含量やヒスチジン含量な

どから同じカテゴリーのものと推察している｡ しかし､更に内部配列の検討を実施する
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必要がある｡

2-3-3 アワ､キビプロラミンと他の穀類プロラミン

トウモロコシでは登熟初期にβ及びγ-ゼインが生成され､そのポリペプチド内部に

α-ゼインが集積すると言われている [271｡アワ､キビプロラミンも似たような特徴 を

有するポリペプチドを有していることから､同様の構造をとるのかもしれない｡

T血 miらは､アワプロラミンの抗体を用いて､キビ､ヒエのプロラミンは免疫的に

同一であるが､小麦､大麦､ライ麦プロラミンとはクロスしないと報告している [121｡

さらに､kodomilletの20kDaのプロラミンに対するポリクローナル抗体と他の穀類との

免疫的同一性も報告されている[28]oKodomilletの抗体を用いた結果では､アワ､ヒエ

プロラミンとのクロスが確認され､特にヒエとは強く反応したとされている｡ソルガム､

トウジンビェ､ トウモロコシプロラミンに含まれる20kDa付近のポリペプチ ドのほか､

族の異なる小麦とも免疫的な関連がみられたことから､米を除き共通のポリペプチ ドの

存在を提唱している｡

本実験の結果からもアワ､キビプロラミンポリペプチドは､アミノ酸組成の特徴やN

末端配列のゼインとの相同性､あるいはアワとキビ間における2次元電気泳動により見

出された等電点の同様なポリペプチドなどから共通のポリペプチ ドの存在も示唆された｡

しかし､例えばα-ゼインとのN末端配列の相同性を示したアワ27kDaポリペプチ ドは

塩基性アミノ酸が比較的多く､ゼインとの相違を有していたが､キビ中にはそのような

ポリペプチドは見出せない｡また中性付近のサブユニットの数や等電点もアワとキビで

は異なっていた｡ また､アワとキビでは70%イソプロパノールに対する溶解性が異な

るのは､前述したような貯蔵中の変化であるかもしれないが､もとの構造の相違による

可能性が高い｡各栽培品種の抽出を実施してみても､アワはすべての種において抽出率

が良好であったが､キビは60℃でなければすべて抽出率が低く､栽培種によるばらつ

きがあった (モチ､ウルチ種との相関はない)｡

2-3-4 栽培品種間におけるプロラミンポリペプチドの相違

岩手県における栽培品種は､各農家でさまざまである｡ 地方によって各農家が伝統的な

種子を使用している｡ 岩手県農業研究センター県北農業研究所では収量､病害などを指

標として機械化による輪作体系の実証やアワ､キビ､ヒエについて栽培奨励品種の選抜

を実施している｡ アワでは虎の尾及び大槌 10､ヒエでは軽米在来 (白)､キビでは田

老系､釜石 16を選択している【29,30]｡結果2-2-4で述べたようにアワにおいては

19kDaのポリペプチ ドを有していないものがあり､それらは皆､円筒型の穂型をしてい

た｡アワの種子の伝播ルートは明確でないが､中国産のものも19Daのポリペプチ ドを

有しており､どのように分布しているのか興味のあるところである｡ 最もタンパク質含

量が高かったのが西根 31(モチ)の 13%であったが､栽培試験の結果からは､収量に

おいて虎の尾 (ウルチ)､大槌 10(モチ)に劣っていた｡ また､種子のタンパク質含
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量とプロラミンの量はアワにおいては相関が認められた｡アワの種子タンパク質につい

てはMonterioら[ll]がインド国内の 14種のアワについて調べている｡ タンパク質含量

は11-18%と様々であり､高タンパク質の種はプロラミン画分が多く相関がみられ､

アルブミン･グロブリン､グルテリンについては種のばらつきが大きいとされている｡

また､Monterioらはプロラミン画分の割合が上昇することはリジンの割合の低下を意味

しておりタンパク質の質としては低下するとしている｡ タンパク質供給源としての質を

求めるのであればリジン等の塩基性アミノ酸を多く含むアルブミン･グロブリン画分を

増加させる育種方向も考えられる｡ また､アワの 15kDaポリペプチドのようなメチオ

ニン含量の高い品種を見出せれば､大豆などメチオニンが不足したタンパク質との組み

合わせの摂取で栄養改善を図ることも可能であろう｡ キビに関しては､やはり品種によ

りタンパク質含量が異なるものの品種による抽出率が異なり､単純な比較はできない｡

ポリペプチ ド組成については今回のSDS-PAGE条件では相違はみられなかった｡ヒエ

に関しては3種のみの検討であるが､抽出率が低いものの,プロラミン含量 との相関が一

みられるようである｡ またポリペプチ ド組成からは結果に示したように2種に分けられ

た｡ヒエに関しては達磨は短稗で機械化しやすい特徴があるが､軽米在来 (白)とは皇

味性が異なるとの生産者の意見もある｡ 本研究においては､ヒエに関しては抽出率の悪

さから詳しい解析には至らなかったが､興味ある問題である｡ 品種間差異については年

変動も考慮するべきであり､施肥条件を変えた場合のタンパク質含量､ポリペプチ ド及

びアミノ酸組成等の検討も必要であろう｡

本研究の成果は､Biosci.Biotechnol.Biochem.誌上に発表した【3日｡
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Table2-1.Am ou且tOfprolaminextractedfrommilletSusing

differentconcentrationsofi80PrOPanOl

IsopropanoI ProlaminSextracted(mg)

concentration Foxtail Pro80 JapaneSe

(%V/V) millet millet millet

60 450 85 150

70 498 88 170

80 368 53 107

ProlaminSWereeXtractedfromdefattedflourof15g.

中able2-2.ProteindistributioninSeedoffoxtai1,pro80andJapaneseninet

__-_ Prot申 _fraction(%oftotalproteih)
Protein Albumin- True Prol血 Glutelin- True

like glutelin Recovery%

2.2 10.8 82.0

Cereal content globulin prOlamin like
Foxtail
nillet 10.9

Pro80
minet 11.5

Japanese
millet 9.9

4.9 56.5 7.6

3.6 79.0★ 1.0

5 17.2* 7.0

1.9 10.2 95.7

1.7 8.8 39.7

辛Trueprolaminwa台extractedat60℃.
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pro80milletrespectively.MShowsmolecularmarker.
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第2章 雑穀の食品機能性

第 1節 雑穀蛋白質のinvitroの消化性

健康機能を脂質代謝改善機能の観点から食品蛋白質を評価した場合､植物性蛋白質は､

動物性蛋白質に比べてはるかに血中コレステロール低下機能性効果が大 きい [1]｡この

効果は､大豆蛋白質におけるような消化管におけるネ消化産物の胆汁酸吸着による再吸

収阻害機能による作用が大きいためと考えられている [2-4]｡

そこで本節では､雑穀蛋白質においてもこのようなる難消化性があるかどうかを､ペ

プシン消化で検討 した｡

1.方 法

アワ及びキビタンパク質のペプシン消化

ア ワ及 びキ ビ trueprolam in 画分 の タンパ ク質 と して 10mgに 5mlの 0.1M P-K

buffer(pH3.0)を加 え､5mg/mlペ プ シ ン (BoehringerMami eim,Mannhein,Germany,

2,500U/mg)を500/′1添加 して37℃で消化試験 を実施 した｡37℃で2hr､4br､6hr及

び 20hr反応 させ､3,000rpmで遠心 して上清 と沈殿 を分離 し､沈殿 に300FLlの

SDS-PAGEbuffer (2%SDS､5%2-MEを含む62.5mM TriS-HClbufferpH6.8)に溶解

して 100℃､5min加熱後､SDS-PAGEを行った｡15-25%のグラジュントグルに試料を

添加 した後､泳動 した｡脱脂 したアワ粉､キビ粉 もタンパク質として 10mgを用いて同

様に消化試験を実施 した｡

2.結果と考察

アワ及びキビのtrueprolami n画分 をペプシンにより消化 し､残査中に含まれるタンパ

ク質の各ポリペプチ ド消化の経時変化をみたのが Fig.lAである｡ アワの場合は本条件

において2時間後には分子量が数千以下となっているがキビの場合は6時間後でも各ポ

リペプチ ドが残っていた｡酵素ペプシンでの消化に関しては､キビプロラミンの方が分

解されにくいことがうかがえる｡ 同様の消化を2M尿素の存在下で行うとアワ､キビと

もに分解時間が早まるもののやはりキビの分解が遅いことがわかった(Fig.lB)｡アルコー

ル可溶性画分にプロテアーゼインヒビター等の存在は考慮 しにくく､全体の構造に起因

するものと思われた｡

全アワ粉及びキビ瀞を用いて同様のペプシン消化を実施 したのがFig.1Cであるが､

やはりキビのプロラミンの24kDa､主ポリペプチ ドが残査に残 っているのが認められ

る｡ したがってプロラミンのペプシン分解におけるアワ､キビの分解の相違は､摘出操

作によるものではなく､その構造に起因することがこの結果から推測される｡

またペプシン消化でみられたように消化酵素による分解 も異なり､キビプロラミンの
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消化が遅い傾向を示した｡2M尿素の存在下でも傾向が変わらないことも構造の相違を

裏付けるものであろう｡ これらの結果は共通するポリペプチ ドの存在を示唆するととも

に更にアワ､キビそしてトウモロコシとの貯蔵タンパク質構造の相違を予測させるもの

である｡

ペプシン･パンクレアチンあるいはペプシン単独によるinvitro消化はタンパク質の生

物価と相関するとも言われている[5]が､西洋ら[6]によれば制限アミノ酸､リジン､

スレオニンの添加によってキビタンパク質はカゼインと同等の生物価を示すとの結果を

得ている｡ また､田代 ら[7】によっても､アワタンパク質について､リジン､スレオニ

ンの添加によってタンパク質効率比 (PER)及び正味タンパク質効率 (NPR)が大幅に改

善されたとの報告があり､キビタンパク質についても同等である[8]とされている｡In

vivoでの消化性についてはアワ､キビで相違があるのか検討が必要である｡ アワ､キビ

の近縁種であるソルガムのタンパク質については消化性について､invitmやラットを

用いた実験及びヒトでの実験で加熱時の消化性の悪さが指摘されている｡すなわち生で

あればほぼ消化されるものの (80-90%)､加熱加工により小麦や トウモロコシ､米よ

りも消化性が低 くなる (50%前後)と報告されており､その主因は含有するタンニン等

によるものではないとされている[9,101｡しかし､ トウモロコシや トウジンビエについ

ては加熱加工の問題はほとんどないとされている[11]｡また､ソルガムの噂か､キビタ

ンパク質の消化性の低さについても指摘されており[12]､これら穀類タンパク質の消化

性についてあまり解明はされていない｡MacLeanらやMertzらによりソルガムの加工に

は工夫がなされ､エクス トルーダー処理､~あるいはスーダンの発酵食品Nashaとして消

化率を改善し､優れた離乳食として活用している例 もある[10,13,14]｡

島貫の結果 [15]によれば､キビタンパク質摂取後のラット門脈血中のアミノ酸組成

とキビタンパク質のアミノ酸組成は相関がないとしており､invitroの消化もかなり低

いとしている｡キビタンパク質の消化性に関してはHDL代謝-の影響との関連を含め､

さらなる検討が必要である｡
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第2節 機能性について

1.脂質代謝改善機能

キビ蛋白質摂取による血中コレステロール上昇抑制効果

雑穀のアワ､キビ､ヒエなどを摂取すると､体内での脂質代謝に好影響を及ぼすこと

が明らかになってきた｡西洋らは､雑穀蛋白質摂取が血中のHDL-コレステロール濃度

を上昇させることを兄いだした [1-3]｡その他にも雑穀蛋白質を摂取した動物 (ラット､

ハムスター)では､カゼイン摂取動物よりも血中の総コレステロールおよび中性脂肪濃

度が低 くなることを確認している｡

本研究は､雑穀 (キビ)蛋白質摂取による血中コレステロール上昇抑制の機構を明ら

かにすることを目的とした｡

[方法]

1.雑穀蛋白質の調製

実験に用いた雑穀は岩手県産のキビ (panicumndiaceumL.)とした｡動物実験飼料の蛋

白質源として用いるために､キビの蛋白質を濃縮 した[4】｡すなわち､精白キビの粉末

をアミラーゼ処理してデンプンを加水分解後､遠心分離で除去した｡得られた沈殿を脱

脂､乾燥 して蛋白質濃縮物を調製した｡この濃縮操作によって､原料の精白キビでは

13%程度であった蛋白質含量が､キビ蛋白質濃縮物では90%程度になり､飼料用カゼイ

ンと同程度になった｡

2.動物寒験 1

飼料はAIN-76飼料に準 じて､蛋白質含量 20射こなるように調製 した.蛋白質源をカ

ゼイン (C群)､またはキビ蛋白質 (M群)として､キビ蛋白質群には制限アミノ酸で

ある､Lys,Thrを添加し[4]､Metを添加しない以外は同じ組成にしたO

実験には､wistar系ラット､雄､4週齢を用いた｡予備飼育後､それぞれの飼料群に分

けて2週間飼育した後解剖し､血液と肝臓を採取した｡また､飼育終了直前の2日間､

糞を採取した｡37

3.動物実験2

高コレステロール血症状態でのキビ蛋白質の効果を調べるための実験を行った｡ラッ

トに高コレステロール血症を発症させるために飼料にコレステロール 1%､コール酸ナ

トリウム0.25%を添加した｡それ以外は動物実験 1と同様の組成にし､蛋白質源によっ
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てHC群 (カゼイン)､MHC群 (キビ蛋白質)と分けた｡

実験 1と同様に､Wistar系ラット､雄､4週齢を用い､各飼料で2週間飼育し､血液､

肝臓､糞を採取した｡

4.脂質成分の分析

実験 1,2ともに､採取した血液は総コレステロール､HDL-コレステロール､中性

脂肪を市販のキットで測定し､総コレステロールとHDLコレステロールとの差から

LDL-コレステロールを算出した.肝臓の一部は､Folchらの方法に準じてクロロホルム

ーメタノールにて脂質を抽出し[5]､コレステロールと中性脂肪を市販のキットで測定し

た｡糞の一部はsautierらの方法を参考にして96%エタノール(70℃)で環流抽出し【6]､

胆汁酸量を測定した｡また一部は肝臓同様にクロロホルム-メタノールで抽出して[5]､

コレステロールを測定した｡

5.脂質代謝関連物質のniNA発現測定

実験 1,2ともに､採取 した肝臓の一部からAGPC法にてtotalRNAを抽出し【7]､

HMGCoAreductase､cholesterol7α-hydroxylaseおよびLDLI℃CeptOrについて､RT-PCR

法によりmN Aの発現を調べた｡

[結果および考察]

1.キビ蛋白質摂取のコレステロール代謝-の効果 (実験 1)

血祭の総コレステロール濃度はC群に比べてM群で有意に低かった｡また､HDL コ

レステロールの総コレステロールに対する割合は､C群が0.39であったのに対して､

M群が0.49とキビ摂取群でHDLコレステロールの割合が大きくなった｡このことは､

キビ摂取群の血中総コレステロール借の低下はHDLの割合を下げることなく､LDL-コ

レステロールのみを有意に低下させたことによるものであった｡

中性脂肪濃度はC群に比べてM群で有意に低かった｡

肝臓中の脂質濃度は血中脂質濃度と同様の傾向を示し､コレステロールはC群よりM群

で有意に低 くなった｡中性脂肪もM群の方がC群よりも有意に低かった｡

2日間の糞重量はC群よりもM群で有意に多かった｡糞中に排推されるコレステロー

ル､胆汁酸ともに､糞重量と同様､C群よりもM群で有意に増加した｡

コレステロールおよび胆汁酸の排涯が増えていることから､キビ蛋白質には腸管からの

コレステロール吸収を阻害して排涯を促進する効果を有することが示唆された｡

コレステロール合成過程での律速酵素であるHMGCoAre血ctase､コレステロールか

ら胆汁酸への異化過程での律速酵素であるCholestero17α-hydroxylase､および組織への

コレステロール取り込みに関与するLDLreceptorの3つについて肝臓での mRNA発現

を調べた｡
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C群とM群とで比較すると､Cholesterol7α-hydroxylaseが増加傾向を示したものの全

てのmN A発現量に有意な差はなかった｡

2.高コレステロール血症でのキビ蛋白質摂取の効果 (実験2)

血渠コレステロール濃度は､コレステロールを負荷したHCおよびMHC群ではどち

らも実験 1のC群に比べて有意に高かった｡コレステロールを負荷した両群ではfDL

_コレステロールが低下し､LDLコレステロールが高くなっており､コレステロール負

荷時にはキビ蛋白質摂取によるコレステロール低下作用が見られなかった｡また､コレ

ステロールを負荷した群の方がコレステロールを負荷していない群よりも中性脂肪濃度

が低かった｡HC群とMHC群を比較すると､MHC群で血中中性脂肪濃度が低い傾向が

見られた｡

肝臓のコレステロール濃度は､コレステロールの負荷によって有意に上昇し､キビ蛋白′

質摂取による低下は見られなかった｡また､肝臓の中性脂肪濃度は血中の中性脂肪濃度

とは逆にコレステロール負荷群の方が､コレステロールを負荷していない群よりも多かっ

た｡MmC群の方がHC群よりも､中性脂肪濃度が有意に低かった｡

糞重量は､コレステロールの負荷によって有意に多くなった｡また実験 1と同様にカ

ゼイン群よりキビ群で有意に多かった｡糞中に排推されるコレステロールおよび胆汁酸

量もまたコレステロールを負荷 した群で有意に増加し､かつ､キビ群の方が多かった｡

肝臓でのコレステロール代謝関連物質3種の遺伝子発現を調べた結果､全てMHC群

でHC群に比べて有意な上昇､または増加傾向が見られた｡このことは､コレステロー

ル負荷状態ではキビ摂取群でコレステロール代謝が促進していることを示唆する｡

以上のように､キビ蛋白質はカゼインに比べて血中脂質濃度を下げる働きを有したが､

コレステロール負荷を行うとキビ蛋白質摂取の効果が見られなかった0

しかし､高コレステロール血症状態では､肝臓でのコレステロール関連酵素などの

mRNAが強く発現していることから､キビ蛋白質摂取によってコレステロール代謝が

より促進されていることが示唆された｡

糞中-のコレステロールおよび胆汁酸排推量と､肝臓での遺伝子発現の結果とを併せ考

えると､コレステロール負荷を行わない状態でのキビ蛋白質の血中コレステロール低下

作用は､コレステロールの吸収抑制や排浬促進によるものであることが示唆された｡

また高コレステロール血症状態ではキビ摂取群で､コレステロール代謝が克進して排涯

を促進する方向にあるにも関わらす､血中コレステロール濃度の有意な低下は見られな

かったことから､今回の動物実験ではコレステロール負荷によって､体内にコレステロー

ルが過剰に存在していて､体外-の排継が追いつかない状態であったことが推察される｡
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2. 抗酸化性

モロコシの生体内抗酸化機能性への影響

モロコシの特徴の一つはポリフェノール類を多く含むことである｡ お茶やブドウ酒な

ど多 くの食品中のポリフェノール類で ､様々な生理機能性が報告されており､特に最近

では､様々な疾病の主要な原因と云われている生体内過酸化反応を抑制する効果が注目

されている[1,2]｡しかし､モロコシ中のポリフェノールまたはモロコシのこの観点か

らの食品機能性についての研究は全 くなされていない｡そこで本研究では､ラットにモ

ロコシを給与した時の血中､組織中過酸化脂質量への影響について検討した｡

○脂質の過酸化について

生体脂質の過酸化では､初めに脂質が酸素化されて第一次生成物であるヒドロペルオ

キシド(ROOH)が生成され､これを蓄積する反応が進む(lstStage)｡ 蓄積したヒドロ

ペルオキシドが分解されるとアルデヒドなどの第二次生成が生じる(2ndStage)｡アル

デヒド類は生体内では蛋白質などと非特異的に反応して終結する(3rdStage)｡ よって､

過酸化脂質の測定においては､stageの異なる複数の生成物を検出､定量することが必

要である｡ 本実験においては､ lstStage生成物をヘモグロビンーメチレンブルー法(

Hb一MB法)【3]により､2ndStage生成物 をTBA法 [4]によって評価した｡

3-1 動物実験の方法

(1)動物の飼育および解剖

○動物の飼育

実験動物および動物の飼育条件は､以下の通りである｡ ただし本実験では､ラットは

1群 6匹ずつ用意した｡表2-1の飼料で2週間飼育した後､解剖し､血液と肝臓を採取

し､分析を行った｡

なお､飼料摂取量および体重増加量は､両群の間で差はみられなかった｡
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【飼料組成 】

モロコシ飼料の組成を表 2-1に示 した｡

表 2-1.飼料の組成.

ン モロコ(g/loot)

蚕白質含量(%) 17.4
ポリフェノール量(%)

.
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o
o
5
2
0

.
3

5
1
3
0
5
.
65

芸
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･
0
霊

l
20

○解剖

ラットはエーテル麻酔下で開腹 し､0.1Mのエチレンジアミン四酢酸 2ナ トリウム塩

田DTA)で処理 したシリンジで下行大静脈から採血 した｡血液は､4℃ ､2000×gで

20分間遠心分離 し､上清の血費をマイクロチューブに小分けにし､分析まで-80℃ で

保有 した｡

採血後､ 肝臓を生理的食塩水で港流 して脱血 し､液体窒素で速やかに凍結後､分析

まで-80℃ で保有 した｡

血中および組織中の過酸化脂質量の測定

(2)分析方法

○血祭中チオバルビツール酸反応生成物質 (TBARS)の測定 [3]

本方法は､簡便かつ鋭敏な方法として広 く用いられてきた｡実際は2ndStage生成物

のみならず､lstおよび3rdStage生成物から遊離されるアルデヒド類をも測定すること

になり､1-3rdStage生成物を総合的にTBARS として評価することになる｡

【原理 】

脂質過酸化生成物の第二次生成物であるマロンジアルデヒド(MDA)を酸性条件下で

TBAと反応させて､生 じる赤色色素を定量 して過酸化脂質度を測定する｡

【試薬】
･1/12N硫酸

･10%リンタングステン酸

･チオバルビツール酸 一氷酢酸溶液
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0.67%チオバルビツール酸と氷酢酸を1:1(Ⅴ/V)に混合 した｡

･n-ブタノール

･テ トラエ トキシプロパンーメタノール溶液

約 10nmol/hllになるようにメタノールに溶解 した｡

(試薬は全て特級を使用､和光純薬工業 (秩)､大阪)

【方法 】

血渠20FLlを 15mi のキャップ付 き試験管 に取 り､I/12N硫酸 4.0mi と10%リンタ

ングステン酸 0.5mlを加え､撹拝 して室温に5分間放置 した後､2000gで 10分間遠心

分離 した｡沈殿に 1/12N硫酸 2.Omlと10% リンタングステン酸 0.3mlを加え撹拝 した

後､2000 ×gで 10分間遠心分離 した｡沈殿に水 4.Omlを加え懸濁 し､チオバルビツー

ル酸 一氷酢酸溶液 を lml加え撹拝 した後､沸騰水中 95℃ で 1時間加熟 した｡流水中

で速やかに冷却後､n-ブタノールを5･0mi 加えて5分間振とうし､2000×gで 15分

間遠心分離 した｡上層のn-ブタノール層 中の蛍光強度を､島津分光蛍光光度計 RF-

5300PC壁 (島津製作所 )を用いて､励起波長 515nm､蛍光波長 553nmで測定した｡

標準物質には､テ トラエ トキシプロパン ーメタノール溶液を用い､MDA当量として求

めた｡

○肝臓中TBARSの測定 [5]

【試薬 】

･1.15%塩化カリウム

･1% リン酸

･0.67%チオバルビツール酸

･n-ブタノール

･テ トラエ トキシプロパンーメタノール溶液

約 10nmol/mlになるようにメタノールに溶解 した｡

【方法】

組織約 500mgに冷 1.15%塩化カリウムを4.5mI加え､テフロンホモジナイザーでホ

モジナイズした｡ホモジネー ト溶液 0.5mlを 15mlのキャップ付 き試験管に取 り､1%

リン酸 0.3m1､0.67%チオバルビツール酸 1.Oml加え､撹拝 した後､沸騰水中 95℃

で45分間加熱 したO-流水中で速やかに冷却後､n-ブタノールを4.Oml加えて5分間振

とうし､2000×gで 15分間遠心分離 した｡上層のn-ブタノール中の吸光度 を､ 紫外

可視分光光度計 Ⅴ-530型 (日本分光 ､東京 )を用いて535mm と520mmの 2波長で測

定 しその差を求めた｡標準物質として､テ トラエ トキシプロパン-メタノール溶液を用

いた｡

○血祭脂質ヒドロペルオキシドの測定 [4]

血渠脂質ヒドロペルオキシドの測定は､ヘモグロビンーメチ レンブルー法によって

行った｡

過酸化脂質の測定には､前述 した TBA法が よく用いられてきた｡ しかし､TBA法
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が指標とするアルデヒドは反応性が高 く､すぐに近くの分子と反応するためあまり蓄積

せず､代謝もされやすい｡従って､過酸化の進行を知るためには第一生成物である脂質

ヒドロペルオキシドの定量が必要である｡ ヒドロペルオキシドの測定方法としては､

Miyazawaらの化学発光高速液体クロマ トグラフ法 (cL-HPLC法 )[6]が一般的に評価

を受けているが､特殊な装置を必要とするために､その他の方法の開発も進められてい

る｡ 今回用いたYagi らのHb-MB法は簡便な比色法であり､脂質ヒドロペルオキシド

の測定に対する特異性も高いため､今後臨床で活用されることが期待されている方法で

ある｡

【原理 】

メチレンブルー誘導体 10-(N-メチルカルバモイル)3,7-(ジメチルアミノト フェ

ノチアジン(MCDP)はヘモグロビンの触媒によって脂質ヒドロペルオキシ ドと反応し

て､メチレンブルーを生成する｡したがって､生成 したメチレンブルー量を吸光光度計

で測定して､脂質ヒドロペルオキシド量を知ることが可能となる｡

【方法 】

ヘモグロビンーメチレンブルー法 (Hb-MB法)を用いた､デタミナーLPO (協和メ

デックス(秩)､東京)で測定した｡

3-2 結 果

○血祭 TBARS量

図2-1に血祭TBARS量を示した｡

血渠 TBARS量はカゼイン群で5.2nmol､モロコシ群で5.5nmolで､両群に差はみら

れなかった｡

(tun
ot
m
t)
V
C
FV

4

2

カゼイン群 モロコシ群

図2-1.モロコシ飼料摂取による血祭 TBARS量への影響.

0肝臓 TBARSの測定

図2-2に肝臓 TBARS量を示した｡

44



肝臓のTBARS量はカゼイン群で 45.8mmol､モロコシ群で40.3nmolで､両群に差は

みられなかった｡

カゼイン モロコシ

図2-2.モロコシ飼料摂取による肝臓TBARS量への影響.

0血祭脂質ヒドロペルオキシドの測定

図2-3に血渠脂質ヒドロペルオキシド量を示した｡

血祭脂質ヒ ドロペルオキシド量はカゼイン群で5.4nmolに対 してモロコシ群で 11.5

nmolと有意に増加していた｡(p<0.01)

カゼイン モロコシ

(**p<0.01)

(**p<0.01)

図2-3.モロコシ飼料摂取による血祭脂質ヒドロペルオキシド量への影響.

2-3 考 察

血費および肝臓中の TBARS量は両群で差はみられなかったが､血祭ヒドロキシベル
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オキシド量がモロコシ群で有意に増大していた｡本来､ポリフェノール類では抗酸化性

が期待されるところであ り､実際に､invitroにおいては､血祭を銅存在下で過酸化さ

せるときにモロコシのポリフェノールを添加するとTBARSの生成が抑制されるといっ

た結果を得ている(結果は示していない)｡これらのことは､invitroにおいて示された

抗酸化性が in vivoで単純に再現されるものではないことを確認することとなったが､

この結果について説明しようとするときまず考えられることは､使用したモロコシが酸

化していたのではないかという点であ,る｡食品中の脂質などは空気中の酸素による酸化

を受けやすい｡この様に､油脂中の不飽和脂肪酸が酸素と反応することを自動酸化と呼

び､この反応機構はラジカル連鎖反応によって説明されている [71｡前述 した生体成分

の脂質過酸化のスキームも､こういった食品の研究を応用したものである｡ 食品で実験

を行う際の基本的な前提として試料の粉砕は使用する度に随時行うべきであるが､モロ

コシ中の脂質のみならず､ポリフェノール成分などの過酸化の影響を除くためと考えら

れる. 今回使用した卓ロコシは､粉砕後 1ケ月程経っていたものであったため､こうし

たことも､今回の結果の一端となっているものと考えられる｡
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3.肝障害抑制機能

キビタンパク質のラット肝機能障害抑制効果 [1]

肝臓は､左右の上腹部､横隔膜の下に存在し､成人で約 1,000- 1,400gの体内最大

の臓器である｡ 栄養素 (糖､タンパク質､脂質､ビタミン)の代謝､ホルモン代謝､解

毒作用､胆汁酸合成などきわめて多岐にわたる機能を有している｡そのため肝臓がウイ

ルスやアルコールなどによって障害を受けると､食欲不振､曜吐､全身倦怠感､黄痘な

ど様々な栄養代謝に関する障害が起こる｡

肝障害といってもその原因や発生機序は多種多様であり､まだ不明な点も多い｡また､

ヒトに見られる肝障害をそのまま実験動物で再現させることは非常に困難である｡ 現在

用いられている肝障害モデルの作成には､肝臓に障害を与える薬物による方法､肝臓切

除や胆管切除などの外科的な方法がある｡ ヒトにおける急性肝障害の中で最も多いのは

ウイルス性肝炎であるが､小動物によるこの疾患モデルの作成は成功していない｡一般

に行なわれている急性肝障害作成法は､肝障害を引き起こす薬物の投与によるものであ

り､代表的な薬物として､四塩化炭素､D-ガラクトサミン､オロット酸､ジメチルニ

トロソアミンなどが挙げられる.肝障害時には､逸脱酵素 (GOT､GPT､LDH等)の

上昇､アルブミンの低下などが肝細胞の変性壊死に起因して起こり､さらにビリルビン

の上昇などが胆汁うっ滞に起因して起こるため､これらの値が肝障害の指標となってい

る｡

肝障害時には血中のフィッシャー比が低下することから [2,3]､肝障害時の食事療

法としてフィッシャー比の高い食品の摂取が進められている｡ フィッシャー比の高い食

品としては､牛肉や牛乳､鶏卵などの動物性タンパク質が主に挙げられるが､キビタン

パク質もフィッシャー比の高い食品である｡ また､フィッシャー比以外の要因により､

肝障害に対して抑制効果が見 られた食品としてお茶やキノコなどが報告されているが

[4,5]､食餌タンパク質としては､コムギのグルテンが､ガラクトサミン肝障害の抑

制効果を有するという報告がある [6]｡グルテンはコムギのプロラミンであるグリア

ジンとグルテリンであるグルテニンから形成されており､タンパク質中の92%がプロ

ラミンとグルテリンで占められるキビタンパク質と性質的に類似していることが考えら

れる｡ そのためキビタンパク質にも肝障害抑制効束を有する可能性がある｡

そこで本節では､ウイルス性肝炎モデルであるガラクトサミン肝障害､および薬物性

肝障害モデルである四塩化炭素肝障害の発症をキビタンパク質が抑制するかどうかにつ

いて検討した｡
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(1) 方 法

(1-1).ラットによるBガラクトサミン投与実験

実験動物は､5週齢のWistar系雄ラット (日本クレア ;東京)15頭を用意した｡購

入時のラットの平均体重は 113gであった｡3日間の予備飼育の後に各群 5頭ずつの計

3群に群分け (平均体重 120g)した｡予備飼育後､Tablelの飼料 を自由摂取させて飼

育した｡14日日にD-ガラク トサミン (800mg此g体重)､また対照群には生理食塩水

を腹腔内注射した｡D-ガラクトサミン投与の前後4時間は絶食状態にさせた｡D-ガラク

トサミン投与から20時間後にジエチルエーテル麻酔下で開腹し､下大静脈から採血し

た後に屠殺した｡ 血液は真空採血管に移 して 10分間室温で放置した後､4℃､3,550

×gで 15分間遠心分離し､血清サンプルを得た｡肝臓は､生理食塩水で潅流を行なっ

た後に採取し､重量を測定した｡血清､肝臓サンプルは-80℃ で保存した｡

実験飼料の調製

実験飼料はTablelに示した｡実験群はタンパク質源としてカゼインを含むカゼイン

飼料と､濃縮キビ蛋白質に制限アミノ酸であるリジン､スレオニンを添加した飼料を調

製した｡飼料中のタンパク質含量は20%となるように調製 した｡それぞれのアミノ酸

添加量は､カゼインのアミノ酸組成を基準としたときに濃縮キビに不足している分を添

加した｡

Bガラクトサミンの調製

D-ガラクトサミン塩酸塩をフィルター (0.20mm ､A… C;東京)を通した生理

食塩水に溶解し､ガラクトサミン濃度が300mg/hllとなるように調製した｡さらに1N

水酸化ナ トリウムでpH7.0に調整した｡

肝機能障害の評価方法

血清中のGOT活性の測定 [7]

グルタミック ･オキザロアセティツク ･トランスアミナーゼ (GOT) は､アスパラ

ギン酸 ･α-ケ トグルタル酸とグルタミン酸 ･オキザロ酢酸とのアミノ基転移反応を触

媒する酵素で､肝臓や心筋に多く存在 している｡ これらの臓器に障害が起こったり壊死

したりすると血液中にGOTが逸脱するために､血清中のGOT活性が増加するといわれ

ている｡ 血清 GOT活性の測定は､劇症肝炎や心筋梗塞などの疾患の診断上の有力な指
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標となる [8]｡

血清中のGOT活性の測定は､βニ コチンアミドアデニンジヌクレオチ ド (還元型)

を用いた酵素反応速度測定UV法によるGOT測定用キット (GOT-UVテス トワコ一､

和光純薬工業(秩);大阪)を用いた｡

【試薬】

･GOT用基質緩衝液 リン酸緩衝液 pH7.4 80rrmol/L

L-アスパラギン酸 125m ol/L

α-ケトグルタル酸 12mmol/L

･GOT用エンザイム ･コエンザイム

溶解時 βニ コチンアミドアデニンジヌクレオチド

還元型 (β-NADH) (酵母由来) 0.12mm ol/L

リンゴ酸脱水素酵素 (MDH) (ブタ心臓由来) 160単位/d

乳酸脱水素酵素 (LDH) (ウサギ筋肉由来) 300単位/mi

GOT用エンザイム ･コエンザイム (15mi 用) 1ぴんにGOT用基質緩衝液を

正確に15mlを加え溶解し､GOT測定試薬としたO調製後の試薬は､当日中

に使用した｡

･80mM リン酸緩衝液 pH7.4(希釈液)

80血M リン酸水素二ナトリウム ･12水和物81mlと80mM リン酸水素-ナト

リウム ･2水和物 19ml混合した｡

【方法】

血清200mlに35℃ で予備加熱したGOT測定試薬を2ml加え､軽 く振 りまぜ混和し､

35℃ に保った分光光度計 (JASCOV-530､日本分光 (秩) ;東京)中で2分間放置し､

次いで波長340nmで正確に2分間の吸光度の減少を測定した｡肝障害時には酵素活性

が正常時の数十倍まで上昇するため血清をあらかじめ80mM リン酸緩衝液で40倍に希

釈して用いた｡

活性の計算式は､吸光度変化 (△町2m血)×400とし､単位は国際単位で表した｡

血清中のGPT活性の測定 [9]

グルタミック ･ピルビック ･トランスアミナーゼ (GPT) は､アラニン ･α_>トグ

ルタル酸とグルタミン酸 ･ピルビン酸とのアミノ基転移反応を触媒する酵素で､肝臓や

腎臓に主に存在している｡これらの臓器に障害が起こったり壊死したりすると血液中に

GPTが逸脱するために､血清中のGPT活性が増加するといわれている｡血清Gnl活性

の測定は､急性肝炎や慢性肝炎などの疾患の診断上の有力な指標となる [45]0

血清中のGPT活性の測定は､βニ コチンアミドアデニンジヌクレオチ ド (還元型)
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を用いた酵素反応速度測定 UV法によるGPT測定用キット (GPT-UVテス トワコ一､

和光純薬工業(秩);大阪)を用いた｡

【試薬】
･GPT用基質緩衝液 リン酸緩衝液 pH7.4 80rrmol/L

D,L-アラニン 80mmol/L

α-ケ トグルタル酸 18mmol/L

･GPT用エンザイム ･コエンザイム

溶解時βニ コチンアミドアデニンジヌクレオチド

還元型 (β-NADH) (酵母由来) 0.12mmol/L

乳酸脱水素酵素 (_LDH) (ウサギ筋肉由来) 1,400単位/mi

GPT用エンザイム ･コエンザイム (15ml用) 1ぴんにGPT用基質緩衝液を

正確に 15mi を加え溶解し､GFr測定試薬とした｡調製後の試薬は､当日中

に使用した｡

･80mM リン酸緩衝液 pH7.4(希釈液)

第4章､第2節､2-1.と同様に調製した｡

【方法】

血清200mlに35℃で予備加熱したGPT測定試薬を2ml加え､軽く振りまぜ混和し､

35℃ に保った分光光度計中で2分間放置し､次いで波長340nmで正確に2分間の吸光

度の減少を測定した｡ 肝障害時には酵素活性が正常時の数十倍まで上昇するため血清を

あらかじめ50mM リン酸緩衝液で20ないし30倍に希釈して用いた｡

活性の計算式は､吸光度変化 (△町2mi )×400とし､単位は国際単位で表した.

血清中のLDH活性の測定 [10]

乳酸脱水素酵素 (LDH)はピルビン酸と乳酸との間の酸化還元反応に関与する酵素で

ある｡生体内では肝臓､腎臓､心筋､骨格筋などの組織に分布し､これらの臓器に障害

が起こったり壊死したりすると血液中にLDHが逸脱するために､血清中のLDH活性が

増加するといわれている｡ 血清中のLDHの測定は､肝硬変､腎疾患､心筋梗塞､悪性

腫蕩などの疾患の診断上の有力な指標となる [45] 0

血清中のLDH活性の測定は､βニ コチンアミドアデニンジヌクレオチド (還元型)

を用いた酵素反応速度測定UV法によるLDH測定用キット (LDH-UVテストワコ一､

和光純薬工業(秩);大阪)を用いた｡

【試薬】
･LDH用基質猿衝液 リン酸緩衝液 pH7.5 50rrmol/L
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ピルビン酸リチウム 0.62mmol/L

･LDH用コエンザイム (NADH)

溶解時 βニ コチンアミドアデニンジヌクレオチ ド

還元型 (p-NADH) (酵母由来) 0.18mmol/L

LDH用エ ンザイム ･コエンザイム (15ml用) 1ぴんにLDH用基質緩衝液を

正確に 15mlを加え溶解し､LDH測定試薬とした｡調製後の試薬は､当日中に使用

した｡

･50mM リン酸緩衝液 pH7.4(希釈液)

50mM リン酸水素二ナ トリウム ･12水和物 84mlと50mM リン酸水素-ナ ト

リウム ･2水和物 16ml混合 した｡

【方法】

血清 200mlに 35℃ で予備加熱 したLDH測定試薬を0.05ml加え､軽 く振 りまぜ混

和し､35℃ に保った分光光度計中で2分間放置し､次いで波長 340nmで正確に2分間

の吸光度の減少を測定した｡肝障害時には酵素活性が正常時の数倍まで上昇するため血

清をあらかじめリン酸媛衝液で20倍に希釈して用いた｡

活性の計算式は､吸光度変化 (△Ⅳ2血n)×1,720とし､単位は国際単位で表した｡

統計処理

本実験で得られたデータの計算および整理には､MacintoshのExcel4.0､KaleidaGraph

3.0を使用した｡データは､平均値と標準誤差で表した｡また､異なる群間で有意差が

あるかどうかを検討するためにInstatVer.2.03を使用し､One-wayANOVAで検定した｡

有意差が認められた場合､TukeyMultiplPComparisonTestによりどの群間で有意差があ

るかを検定した｡

(2) 結 果

カゼイン飼料を摂取し生理食塩水を投与した群をcs群､カゼイン飼料を摂取LD-ガ

ラクトサ ミンを投与した群をcG群､キビ飼料を摂取 LD-ガラクトサ ミンを投与した

群をpG群とした｡体重増加量､試料摂取量に有意な差はなかった｡肝臓重量､肝臓比

率は､pG群が有意に高い値を示した (Table2)｡血清中のGOT､GPT､LDH活性に関

しては､cs群と比較してCG､PG群の両群で顕著に上昇 し､肝障害を発症していた｡

また､cG群と比較してPG群のこれらの酵素活性は有意に低かったcTable2).

(3) 考 察

ガラクトサミン肝障害は､ウイルス性肝炎のモデルを作成するために使用されている

試薬である｡ その作用機構としては､ガラクトサミンが肝臓中で代謝されてUDP-ガラ
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クトサミンを生成するため､肝臓中のUDP量が減少する｡その結果､ヌクレオチ ドの

UTP量が減少し､RNAの合成､さらにはタンパク質の合成が阻害されて肝細胞の壊死

や変性が起 こり､肝障害を発症 させるといわれている [11,12]｡それらの肝細胞の壊

死により肝細胞中に特異的に存在するGOT､GPT､LDHなどの酵素が血中に流出する

ため､肝疾患の指標 として血液中のこれらの酵素活性を測定 している｡

ガラクトサミン肝障害に対 しては､カゼイン飼料を摂取 した群と比較 して､キビタン

パク質飼料を摂取した群で血清中のGOT､GPT､LDH活性が有意に低かった｡従って､

キビタンパク質はヒトのウイルス性肝炎モデルであるガラクトサミン肝障害に対 して有

効であることが示唆された｡一方の肝障害に対 してのみ抑制効果が見られたこと､また

血清中のフィッシャー比に差があまりなかったことから､キビタンパク質の抑制効果は

フィッシャー比によるものではないことが考えられる｡

しかし､キビタンパク質の消化性が低 く､このような難消化性のペプチ ドのゆっくり

とした消化によって､体内へのアミノ酸の供給が長時間続き､アミノ酸の効果が長 く持

続していることも考えられる｡

ガラクトサミン投与4時間前からラットを絶食させているため､キビが肝細胞中でガ

ラクトサミンに直接作用 したのではなく､キビタンパク質を摂取し続けたことで何らか

の体質改善が行なわれたために肝障害を抑制した考えられる｡ガラクトサミン肝障害に

ついては､グルタミンやセリンなどのアミノ酸による抑制効果が報告されている [13]

が､しかし､アミノ酸の効果はuDP量の減少を抑制することで肝障害を抑制 している

のではないことが分かっている [6] ｡ ガラクトサミン肝障害時の血清中の酵素活性 と

肝臓重量には負の相関性があると言われており､肝臓の膨潤が何らかのシグナルとなっ

て肝臓の代謝を変化 [14]させ､肝障害を抑制しているのではないかと考えられている｡

キビタンパク質を摂取 した群では肝臓重量が有意に高 くなったことから､キビタンパク

質の抑制効果も同じ作用によるものではないかと推測される｡

本実験結果の結論 として､従来報告されている食事蛋白質含量より低いれレベルの食

事蛋白質含量肝障害に効果を現した｡この結果は､キビ蛋白質が肝障害予防に機能する

新たな食品素材となろう｡

本研究の結果は､Biosci.Biotech.Biochem.誌上に発表 した [1]｡
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4. 抗アレルギー機能

ヒエ摂取がラット腹腔細胞のヒスタミン遊離と血中IgE濃度に及ぼす影響

ヒエ (EkchinochloautilisL.)は､イネ科キビ亜科キビ属の一年生草木で､英名では

Japanesebamyardmillet､またはJapanesemilletなどと表記されるO 日本､東南アジアな

どで栽培されるヒエの原産地として､中国説などがあるが､現在では世界的にもヒエを

栽培して食物としている国はほとんどない｡また､中国では作物とはなっておらず雑草

であり､最近の学説では日本で栽培化されたものと考えられている｡ ヒエはウルチ種が

主体であり､種実の色は多くは黄褐､暗褐色である｡ヒエは生育中における性質が極め

て強く､冷湿な気候や地味の悪い土地にもよく生育し､よく実り､その種実は穀類中最

も長期保蔵に耐えるなどの特性を有する｡また､ヒエは古来より備荒作物としての役割

を果たしてきた｡江戸期の大凶作を救い､明治､大正､昭和と米作の改良が進められた

時代でも､そのようなヒエの特性､特にヒエが冷害に強い性質が買われ､日本全国の山

間地､東北､北海道などの冷害に見舞われやすい地方に栽培されてきた｡ヒエは､ ｢冷

え｣に耐えることが語源とされ､岩手県､青森県､北海道など寒冷地や高冷地が主要な

産地で､岩手県の閉伊地方は､稗貫郡の地名が残っており､ ｢ヒエが多く作られる地方｣

とも言われている (柳田囲男説)｡ わが国では､1880年頃には全国で約 10万ヘクター

ルも作付されていたが､1967年には8,360ヘクタールに激減し､現在ではすでに国の

統計調査 もない[1-3]｡ヒエの生産量についての詳細なデータはないが､国内生産量の

約 80%が岩手県産であると思われる｡

ヒエを使った代表的な調理法としては､精白粒を米と混炊してヒエ飯として利用され

てきたが､キビと同じようにヒエみそ､ヒエしょうゆ､麺 ･パスタ製品､クッキー ･ケー

キ､パンなども市販されている｡ ヒエはビタミンB1やタンパク質に富み､最近は郷土

食や代替食として見直されてきている｡ またヒエは､穀物の中でも最もアレルギーにな

りにくい食品と言われている｡ しかし､そのアレルギー改善機能については全 く研究さ

れていない｡

このように､雑穀の中でもヒエご飯として最も多 く食べられており､また食物アレル

ギーの食物療法でも用いられるキビだが､そのアレルギー応答に及ぼす影響についての

研究はこれまで全 く行われていない｡そこで本章では､岩手県は日本における雑穀の主

要な産地であり､特にヒエは､国内総生産量の8割を県産が占めるとされている｡ ヒエ

がアレルギー代替食品としてだけで峠なく､アレルギー改善機能を有するかを探るため

に､ヒエの摂取がラットのアレルギー応答に及ぼす影響について検討を行った

3-1 Wistar系ラットを用いた動物実験

3-1-1 試料
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実験飼料を調製するにあたり､ヒエの水分､粗タンパク質､租脂肪を定量 した｡試料

として用いた精白ヒエは､1998年岩手県浄法寺町で堀口京子さんが生産したヒエ (逮

磨 :だるま)を購入した｡

(1)ヒエの成分

ヒエの成分を表4-1､に示した｡

(2)ヒエタンパク質の濃縮

ヒエは糖質の性質がキビと若干異なるためか､キビに比べて糊化 したときの粘度が高

く､キビと同条件で濃縮を行うと加水分解の効率が劣るため､酵素反応時の基質 (精白

ヒエ粉)の濃度を少 し低 くしてヒエタンパク質の濃縮を行った｡

【試薬】

･ラクターゼsR-40 (洛東化成工業 (秩)､滋賀)

･エンテロンGA-4 (洛東化成工業 (秩)､滋賀)

･ヘキサン (一級､和光純薬工業 (秩)､大阪)

【方法】

精白したキビを超遠心粉砕機 (西 ドイツ製)で瀞砕 した後､この粉砕物400gをビー

カーにとり純水 3Lを加え､ガスコンロで加熟して90℃にし､温風乾熟機中で90℃で

30分間糊化させた｡糊化後 60℃まで冷ました後､グルコアミラーゼ (エンチロンGA

-4)lmlをマイクロピペ ットで､また a-アミラーゼ (ラクターゼsR-40)250mgを

純水約 20mlに洛解 して加え､60℃で24時間反応させた｡反応中は5､6回撹拝 した｡

反応終了後､7700×gで8分間遠心分離し､得られた沈澱を凍結乾燥 した｡凍結乾燥し

た加水分解物約 150gあた りヘキサ ン2Lを加えて混ぜ､3-4時間放置後走性漉紙

(No.2500rrm､ADVANTEC､東京)で漉過 し､残睦に同様にヘキサンを加え､これ

を5回繰 り返 した｡脱脂後､風乾した｡ 今回得られた濃縮ヒエのタンパク質は40.0%

であった｡

3-1-2 動物実験の方法

(1)実験動物および飼育方法

4週齢のWistar系雄ラット (日本クレア､東京)を各群 5匹になるように用意した｡

ラットは個別にステンレスケージに入れ､室温22±1℃､明暗サイクル 12時間とし､

午前 6時から午後 6時に照明をつけた動物室で飼育 した｡実験に使用した基本飼料は､

購入後 3日間は AN l76準拠飼料 (16%カゼイン)と水 を自由摂取させ､4日目に平

均体重 (約 68.2g)が各群で同じになるように群分けした｡対照群は免疫時 リン酸緩

衝液pBS(-)のみを投与するカゼイン食非感作群､オボアルブミン (以後 ovAと略す)
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による免疫を行うカゼイン食感作群とした｡実験群は､実験開始からカゼインタンパク

質飼料を摂食させたのち､3回目の追加免疫を行う飼育28日からはヒエ飼料を摂食さ

せるカゼイン/ヒエ食感作群､また､実験開始からヒエ飼料を摂食させるヒエ食感作群

とした｡飼育 14日目に初回免疫､飼育21､28､35日目に追加免疫を行い､飼育42日

目にOVAを経口投与した｡また､飼育 14､28､42日目に尾静脈より採血 (注射針25

G､lmlシリンジを使用)を行った｡飼育49日目に採血､屠殺して腹腔細胞を採取し

た｡動物実験の概要を図4-1に示した｡

【実験飼料】

実験飼料はAIN-76飼料組成に準じて調製 した｡タンパク質を 16% として､カゼイ

ンを蛋白質源としたカゼイン飼料､濃縮ヒエおよび精白ヒエ粉を蛋白質源としたヒエ飼

料を調製した｡ヒエ飼料にはリジンを添加しないとラットは成長しないことがこれまで

の実験から明らかになっているので､これらのアミノ酸をそれぞれ添加した｡ また､

ヒエ飼料に添加する植物油およびセルロースは､カゼインに添加する量から､精白ヒエ

に含まれる租脂肪および食物繊維量 [4]を差 しい引いた量を添加した｡各飼料組成を表

4-2に示した｡

(2)動物の感作および解剖

ラットの感作および解剖は､以下のように行った｡

ラットのⅠ型アレルギー応答をみる際､ラットを能動感作してIgE抗体を産生させる

必要があるが､IgE抗体の産生は各種の要因､たとえば動物の遺伝的形質､年齢や抗原

の処理法 (投与方法､アジュバンド)などによって強い影響を受ける｡ 食物タンパク質

のみの投与ではIgEの産生が弱いため､抗原はアジュバンドとともに血管､腹腔､皮下､

皮内へ投与される｡ このようなアジュバンドとして､水酸化アルミニウム (Ahm)､

百日咳ワクチン､Freund'scompleteadjuvant(FCA)､シリカゲル､HgC12､リポ多糖類

などが用いられる[5]｡ しかし､これらアジÅバンドの抗体産生増強のメカニズムは不

明部分が多い｡本研究では､IgE抗体産生のための抗原形態として有用である､水酸化

アルミニウムアジュバンドに吸着させたオボアルブミン (Alum吸着ovA)を用いて行っ

た｡タンパク質抗原はアルミニウムゲルと強く結合し､注射局所から徐々に生体に放出

され､免疫細胞を持続的に刺激することにより免疫応答を強くすると考えられる｡ 作製

法を以下に述べた【6]｡

○水酸化アルミニウムアジュバンド吸着オボアルブミン (Alum吸着ovA)の作製

【試薬】

･オボアルブミン (GradeV;SigmaChemicaCo.､USA､以下OVAと略す)

･10%ミョウバン (AIR(SO4)2･12H20)水溶液

メンブランフィルターで涼過滅菌した後､4℃で保有した｡

･0.25N水酸化ナトリウム
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･リン酸緩衝液 :PBS(-)

NaC18.0g､Na2HPO4･2H202.9g､KCIO.2g､KH2PO40.2gを純水に溶解した後

lNNaOHでpH7.4とした｡オートクレーブで 121℃で20分間滅菌して保有した｡

【方法】
50mi コニカルチューブ (FALCON)に10% ミョウバンを10mi 入れ､撹拝しながら

0.25NNaOHを22.8m1滴下した｡室温で 10分静置した後､室温､遠心分離機 H-500R

(国産)で 1000×gで 10分間遠心分離して上清を除去し､沈澱に滅菌水を50mlとな

るように加えて撹拝 しAl(OH)3を洗浄した｡ 室温､1000×gで 10分間遠心分離して上

清を除去した後､ovA17mg/20mlPBSを加えて撹拝し､室温で30分間静置した｡室温､

1000×gで 10分間遠心分離した後､上清に残ったovA量の吸光度を280nmの波長で

分光光度計 (Uv-1200､島津)で測定して吸着されたovA量を確認 (ovAlmg/hd時

にA280=0.75として計算した)し､沈澱をovA125mg/hdとなるようにPBS(-)で希釈

した｡

このAlum吸着 ovAを､ラット1頭に対し0.8mi の頚背部皮下投与 (注射針25G､1

mlシリンジを使用)により感作を行った｡

○解剖

解剖の方法は以下のように､河野ら[7]の方法に準じた｡ラットはエーテル麻酔下､

解剖用はさみで胸部の皮膚を切り開いて胸筋を露出させてから心臓採血 (注射針 21G､

10mi シリンジ (テルモ(秩))を使用)し､屠殺した.血液は､ ウオーターバス中で37

℃で60分置いて凝固させ､4℃ で2時間置いた後､4℃､3000×gで 15分間遠心分離

した｡上清の血清をマイクロチューブに小分けにし､分析まで-80℃で保有 した｡採血

後､以下に述べるようにラット腹腔細胞を採取した｡

(3)血清IgEの測定

血清IgEの測定は､以下のように行った｡EuSA法は､簡便で､特異性､感度に優れ

た測定法であり､種々の成分を検出するELISAキットも市販されているが､ラットの

IgE抗体を検出するELISAキットはまだ種類が少なく､特に抗原に特異的なIgE抗体を

測定する場合､よほど一般的な抗原でない限り､そのようなELISAキットを入手する

のは困難である｡

そこで今回は､既に確立されているマウス IgE抗体の微量定量法 [8]をもとに､

ELISA法による､ラット総IgE抗体およびovA特異的ラットIgE抗体の定量法を検討 ･

確立し､ラット血清中のIgE抗体の測定を行った｡

○ラット血清給IgEの測定

【試薬】

I0.15M リン酸嬢衝化生理食塩水 (PBS(-),pH7.4)

全ての試薬を添加溶解した後､lNNaOHでpH7.4とし､1Lとした｡

･3%ウシ血清アルブミン (BSA)を含むpliS(-)(BSA-PIiS)
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BSA (グロブリン不含､生化学用 ;和光純薬工業株式会社､大阪)30gをpBS(-)に

溶解 した｡

･0.05%Tween20を含むpBS(-)(T-PBS)

予め 10%Tween20(関東化学株式会社､東京)を調製 しておき､この5mlをpBS(-)

1L溶解 した｡

･0.1M クエン酸 -0.2M リン酸緩衝液 (pH5.0) :発色用緩衝液

クエン酸-水和物 4.20g､Na2HPO4･2H2014.33gを純水に溶解 した後､lNNaOH

でpH5.0とした｡

･30%過酸化水素水

･ 0-フェニレンジアミン (OPD) (一級､和光純薬株式会社､大阪)

･ビオチン標識マウス抗ラットIgEモノクロナル抗体 (MCA193B;SerotecLTD.､UK)

pBS(-)で 1mg/hdに希釈 し使用 した.

･ヤギ抗 ラ ッ ト IgEポ リクロ ナル抗体 (GARaPgE(Fc)7S;NordicImm unological

Laboratories､Netherlands)

10mg/hllのものをpBS(-)で2000倍希釈 して使用 した｡

･ワサ ビ由来ペ ル オ キ シ ダー ゼ (HRP)標識 ス トレプ トア ビジ ン (Southem

BiotechnokogyAssociates,Inc.､UK)

T-PBSで 1000倍に希釈 して使用 した｡

･ラットIgEk鎖 (pRPO7;SerotecLTD.､UK)

【方法】
EIA用 96穴マイクロプレー ト (グライナーEIAプレー ト96穴平底､イミュロン600､

無コーティング ;Greiner､Germany)のウェルに抗 ラッ トIgEモノクロナル抗体 5

mg/hdPBS(-)を50mi 加え､l晩､4℃で吸着させた後､T-PBSでウェルを3回洗浄し

た｡3%BSA-PBSをウェルに100ml加え l晩､4℃ で抗体非吸着部をブロックした後､

T-PBSでウェルを3回洗浄 した｡既知濃度ラッ トIgE抗体 k鎖を 1mg/hdの濃度か ら

T-PBSで希釈 し､10段階の希釈系列を作製して標準液として使用 した｡未知検体 (ラッ

ト血清)をT-PBSで 10倍に希釈 し､ウェルに50ml加えた｡作製 した 10段階の希釈系

列も同様にウェルに加え､2.5時間､室温で反応させた後､TPBSでウェルを3回洗浄

した｡ビオチン標識抗ラットIgEモノクロナル抗体 (1mg/hllPBS(-))をウェルに50ml

加え､1時間､室温で反応させた後､T-PBSでウェルを3回洗浄した｡ペルオキシダー

ゼ標識ス トレプ トアビジンを 1000倍に希釈 し､ウェルに50ml加え､1時間､室温で

反応させた後､T-PBSでウェルを3回洗浄した｡ 発色用緩衝液 100mlにO-フェニレン

ジアミン (OPD)40mg､30%過酸化水素水 40mi を加え発色液とし (用時調製)､こ

の発色液をウェルに50ml加え､30分､室温､暗所で反応させた｡2MH2S04をウェ

ルに50mi 加えて反応を止め､マイクロプレー トリーダー (Bio-RadMbde1450)で波長

490nmの吸光度を測定 した｡既知濃度ラットIgE抗体 k鎖の吸光度から検体のIgE濃

度を算出した｡

○ラット血清 ovA特異的IgEの測定
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a.ビオチン標識 ovAの調整

ovA特異的抗体を検出するために､ビオチン標識ovAを調整 した｡ビオチン標識は､

Guesdon[74]らの方法を改変して行った｡

【試薬】

･OVA (GradeV;SigmaChemicaCo.､USA)

･ビオチニルーN-ヒドロキシサクシニイミドエステル (BHSE) (E-YLABSINC.､

USA)

･0.15M リン酸緩衝化生理食塩水 (pliS(-)､pH7.4)

･20%NaN3

【方法】

ovA2mg/1mi PBS(-)を撹拝 しながら50mg/hdBHSEを40mi 添加 し1分撹拝後､室

温で 3時間反応させた｡ その後 PBS(-)で 4回透析 して遊離 したビオチンと未反応の

BHSEを除去 した｡

透析 は､ seamlessCelluloseTubing (Size:8/32;ViskaseSalesCorp.)の透析膜を用い

て行った｡市販透析膜には保存剤やグリセロールが含まれているので､使用前にガラス

ビーカーに純水と透析膜を入れ､約 10分煮沸し､純水で洗浄した｡透析膜の底を縛 り､

上部よりピペットでビオチン化 ovA溶液 1mlを入れて上端 をス トッパーで止め､さら

にその上を縛 り､透析チューブをpBS(-)lLが入ったビーカーに入れ､低温下 (5℃前

級)スターラーの上で静かに撹拝 した｡4時間後､外液の PBS(-)を交換 してさらに4

時間撹拝を続け､これを4回繰 り返した｡透析終了後､ス トッパーを外 して内液をピペッ

トで吸い取 り､PBS(-)で2mlとした｡

b.ビオチン標識 ovAの非ビオチン化アミノ基の定量

調製したビオチン標識 ovAのビオチン化の割合を確認するために､非 ビオチン化ア

ミノ基の定量を行った｡

【試薬】
ニンヒドリン試薬 (日本電子アミノ酸分析機用ニンヒドリン試薬セット､日本電子株

式会社､東京)

･50%エタノール

【方法】

ビオチン標識 ovA (OVAとして 1mg/hllPBS(-))1mi およびovA (1mg/mi PBS(-))

1mlにニンヒドリン試薬 lmlを加え､15分､沸騰水浴上で反応させた｡氷水で冷却後､

50%エタノール2mi を加えて適度な濃度にし､570nmで吸光度を測定した｡

作製したビオチン標識 ovAのアミノ基は45.2%がビオチン化されていた｡ビオチン

標識 したBSAを用いて抗BSA抗体およびアビジンへの結合能を確認 した実験 [74]では､

この程度のアミノ基のビオチ ン化では影響がないことから､このビオチン標識 ovAを

ELISAに用いることにした｡

作製したビオチン標識 ovAは､マイクロチューブに入れて-20℃で保有 し､使用時
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はT-PBSでOVA濃度 2mg/hllに希釈 して用いた｡

C.ラット血清 ovA特異的IgEの測定

抗原特異的 IgE抗体の測定法はovAをプレー トにコー トし､二次抗体にビオチン化

抗ラットIgE抗体を用いることもできるが､試料中に抗原に反応する他クラスの抗体が

多 く混在する場合には､これ らの抗体はコーティングした抗原に反応する抗 ovA-1gE

抗体を阻害し､真の抗 ovA-IgE抗体が測定できない｡それゆえ､抗 IgE抗体を始めに

固相化 し､微量 IgE抗体のみを結合させた段階後､抗原に反応するIgE抗体を検出する

方法を考慮 した [8]｡

【試薬】
･0.15M リン酸緩衝化生理食塩水 (PBS(-),pH7.4)

･3%ウシ血清アルブミン (BSA)を含むpBS(-)(BSA-PBS)

BSA (グロブリン不含､生化学用 ;和光純薬工業株式会社､大阪)30gを

PBS(-)に溶解した｡

･0.05%Tween20を含むpBS(-)(T-PBS)

予め 10%Tween20(関東化学株式会社､東京)を調製しておき､この5mlをpBS(-)

lLに溶解した｡

･0.1M クエン酸-0.2M リン酸媛衝液 (pH5,0) :発色用濃衝液

･30%過酸化水素水

･ 0-フェニレンジアミン (OPD) (一級､和光純薬株式会社､大阪)

･マウス抗ラットIgEモノクロナル抗体 (MCA193;SerotecLTD.､UK)

･ビオチン標識 ovA (OVA濃度 2mg/hllT-PBS)

･ワサ ビ由来ペルオ キシダー ゼ (HRP)標識 ス トレプ トア ビジ ン (Southem

BioteclmologyAssociates,Inc.､UK)

T-PBSで 1000倍に希釈 して使用 した｡

【方法】

EIA用 96穴マイクロプレー ト (グライナーEIAプレー ト96穴平底､イミュロン600;

greiner､Germany)のウェルに抗ラットIgEモノクロナル抗体 5mg/hlPBS(-)を50ml加

え､1晩､4℃で吸着させた後､T-PBSでウェルを3回洗浄した｡3%BSAPBSをウェ

ルに 100ml加え 1晩)､4℃で抗体非吸着部をブロックした後､T-PBSでウェルを3

回洗浄した｡未知検体 (ラット血清)をT-PBSで 10倍に希釈 し､ウェルに50ml加え､

2,5時間､室温で反応 させた後､T-PBSでウェルを3回洗浄した｡ ビオチン標識 ovA

(ovA濃度 2mg/mi T-PBS)をウェルに50mi 加え､1時間､室温で反応 させた後､

T-PBSでウェルを3回洗浄した｡ ペルオキシダーゼ標識ス トレプトアビジンを1000倍

に希釈 し､ウェルに50mi 加え､1時間､室温で反応させた後､T-PBSでウェ)t'を3回

洗浄した｡発色用緩衝液 100mlにO-フェニレンジアミン

40mg､30%過酸化水素水 40mlを加え発色液 とし (用時調製)､この発色液をウェル

に50mi 加え､30分､室温､暗所で反応させた｡2MH2S04をウェルに50mi 加えて反

応を止め､マイクロプレー トリーダー (Bio-RadModel450)で波長 490nmの吸光度を

62



測定 した｡

(4)HPLCによるヒスタミンの測定

ヒスタミンの測定は､以下のように行った｡ヒスタミンの測定には､バイオアッセイ､

蛍光法､RIA法､ELISA法､高速液体クロマ トグラフィー法 (HPLC)法があ り､測定

限界は蛍光法で 1ng/hd､RJA法､ELISA法､HPLC法で0.1ng/hdである O そこで､試

料中のヒスタミンを0-7タルアルデヒドと反応 させたものを､HPLCを用いて精製し

た後､ヒスタミンを蛍光法で測定する方法 (プレ･カラム法)により行った｡

○試験溶液の調製

1%過塩素酸を加えた試料は､0.45mmの ミリポア-フィルター (DISMIC-13HP､

jWVANTEC)を通 して涼過 した｡他の試料は､以下の方法によって蛋白質を除去 した｡

【試薬】

･20% トリクロロ酢酸 (TCA)

･ジエチルエーテル

･五酸化二リン

【方法】

試料 500mlに冷 20%TCA500mlを加え､4℃で2時間放置 した後､遠心分離機

(himacCR15D､日立)で､ 4℃､ 4000×gで 10分間遠心分離 して蛋白質を除去 し､

上清 500mlをフタ付試験管に取 った｡ ジエチルエーテル 2mlを加え､振盗撹拝 して

TCAを抽出した後､上層のジエチルエーテルをパスツールピペットで除去 し､これを3

回繰 り返した｡試料中に微量に残ったジエチルエーテルは湯煎にかけて気化させ､五酸

化二リンの入ったデシケーター内で減圧乾燥 した｡ これを純水 100mlで溶解 し注入試

料とした｡

O HPLC装置および測定条件

【試薬】

･0.4M ホウ酸緩衝液 (pH12.0)

ホウ酸 2.472gに40mlの純水を加え､続いて lN NaOHを加えながらpH12.2に合わ

せ､その後純水を加えて 100mlとした｡

･opA試薬

0-7タルアルデヒド25mgをメタノール 0.5mi で溶解した後､10.4Mホウ酸緩衝液

(pH12.0)と21メルカプ トエタノール25mi を加えて用時調製し､遮光保存 した｡

･リン酸緩衝液

リン酸二水素ナ トリウム ･二水和物 6.90g/LとEDTA･2Na0.19g/Lを純水に洛解

し､2M リン酸でpH3.1とした｡

･アセ トニ トリル

【注入試料】
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注入直前に､試料 100mlにOPA試薬 60mlを加えて混合 した｡

【HPLCの条件】

ポンプ waters2690SeparationsModule

検出器 waters474ScanningnuorescenceDetector

波長 Ex360nm Em440nm

カラム SymmetryC18100Å5mm 4.6×250mm (Waters,Medford,MA,USA)

移動相 A液 リン酸緩衝液 (PHS.1) :アセ トニ トリル=90:10

B液 アセ トニ トリル

流速 lml/min

温度 40℃

注入量 10ml

標準溶液 二塩酸ヒスタミン1.217rrM

分析システム WatersMinenium32 ソフトウェア

○実験結果の統計学的処理

結果は一群あたりの平均値±標準偏差 (sD)で表 した｡

実験結果の統計学的処理は､GraphadSoftware(CA,USA)の InStat2.0を使用 し､

An alysisofvariance(ANOVA) を行 った｡ ANOVAによって異なる群間に何 らかの有意

差があることが確認された場合は､BonferroniMultipleComparisonTestによってさらに

詳 しく対照群との有意差を検討 した｡

3-ト 3 結果

(1)wistar系ラットの実験飼育期間の体重増加量および飼料摂取量

実験飼育期間の体重増加量､および飼料摂取量の結果を表 4-3に示 した｡

飼育期間中の体重増加は 1日平均 5.8gの体重増加であり､順調に成長した｡飼育期

間中の総体重増加量は､カゼイン食感作醇に比較 してカゼイン/ヒエ食感作群､ヒエ食

感作群で少ない傾向がみられたが､有意な差は認められなかった｡飼料摂取量は､カゼ

イン食感作群に比較 してカゼイン食非感作群 (p<0.05)､ヒエ食感作群 (p<0.05)で有

意に多かった｡カゼイン食非感作群は抗原による感作を行わなかったので､摂食量が減

少 しなかったためと考えられる｡ 飼料効率は､カゼイン食感作群に比較 してカゼイン食

非感作群 (p<0.01)､カゼイン/ヒエ食感作群 (p<0.001)､ ヒエ食感作群 (p<0.001)で

有意に低かった｡

(2)ヒエ飼料摂取によるwistar系ラット血清 IgE抗体への影響

A.ヒエ飼料摂取によるWistar系ラット血清中総 IgE抗体の変化

飼育期間中のラット血清中総 IgE抗体濃度の変化を図4-2に示 した｡
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各感作群 とも初回免疫の飼育 14日日以降増加傾向を示 したが､3回目の追加感作を

行う飼育 28日目ではカゼイン食 感作群と比較 して､ ヒエ食感作群 (p<0.05)で有意に

低かった｡その後 ovA経口投与 3日後の飼育 42日目には各感作群で最高値 となり､飼

育終了までは減少傾向を示 した｡カゼイン食非感作群は､ovA経口投与後もIgE値の

上昇はみられなかった｡

B.ヒエ飼料摂取による飼育42日日 (OVA経口投与 3日後)のWistar系ラット血清中

ovA特異的IgE抗体への影響

飼育 42日目の血清中ovA特異的IgE抗体価の結果を図4-3に示 した｡

カゼイン食感作群 と比較 して､有意差はみられなかったが､カゼイン/ヒエ食感作群､

ヒエ食感作群で低い傾向がみられた｡

(3)ヒエ飼料摂取によるWistar系ラット腹腔細胞のヒスタミン遊離への影響

A.ヒエ飼料摂取によるWistar系ラット腹腔マス ト細胞内のヒスタミン量への影響

ラット腹腔マス ト細胞内のヒスタミン量の結果を図4-4に示 した｡

カゼイン食感作群 1.20±0.67mg/105cellsと比較 して､カゼイン食非感作群 1.38±

0.67mg/105cells､カゼイン/ヒエ食感作群 1.11±0.30mg/105cells､ヒエ食感作群 0.80±

0.45mg/105cellsであり､カゼイン/ヒエ食感作群､ヒエ食感作群で減少傾向を示 した｡

B.ヒエ飼料摂取によるカルシウムイオノフォア刺激時のWistar系ラット腹腔細胞のヒ

スタミン遊離への影響

5mM カルシウムイオノフォア刺激時のラット腹腔細胞のヒスタミン遊離率の結果を

図4-5に示 した｡

カゼイン食感作群 81.0±35.1%と比較 して､カゼイン食非感作群 38.2±41.0%､カゼ

イン/ヒエ食感作群 82.3±32.2%､ヒエ食感作群 91.3±41.3%であり､ヒエ摂取によ差

はみられなかった｡

C.ヒエ飼料摂取によるOVA刺激時のWistar系ラット腹腔細胞のヒスタミン遊離への

影響

1000mg/miOVA刺激によるラット腹腔細胞のヒスタミン遊離率の結果を図 4-6に示

した｡

カゼイン食感作群 10.3±6.1%と比較 して､カゼイン食非感作群 -0.9±1.8%､カゼ

イン/ヒエ食感作群 4.9±6.2%､ヒエ食感作群 5.6±4.1%であり､有意差は認められな

かったが､カゼイン/ヒエ食感作群､ヒエ食感作群で低い傾向がみられた｡

3-ト 4 考察
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本節では､ヒエの摂取がOVA感作 したwistar系ラットの血清IgE抗体 および腹腔マ

ス ト細胞のヒスタミン遊離に及ぼす影響について検討 した｡

wistar系ラットをovAで感作 したときの血清総 IgEは､第3章 3-1のWistar系ラッ

トでの結果 と同様に､飼育期 間後半までに100-200mgに上昇 し､感作を行わなかっ

た群では飼育期間を通 じて上昇がみられず､個体差は大 きかった､ものの､OVAによる

感作は成立していた 〔図4-2〕 ｡ そして､飼育 28日目までの血清総IgEはヒエの摂取

によって有意に抑制されていた｡飼育 39El目のOVA経口投与後の血清総IgEは各群で

差がみられなかったが､飼育 42日日 (ovA経口投与 3日後)の血清 ovA特異的IgE

は､カゼイン食感作群と比較 して､カゼイン/ヒエ食感作群､ヒエ食感作群 と､ヒエの

摂食期間が長 くなるほど低 くなる傾向がみられた 〔図4-3〕0

飼育 28日目までヒエを摂取していたのは､ヒエ食感作群のみである｡ この時点まで

の血清総IgEの上昇が抑えられていた理由として､まず摂取していた食餌中のタンパク

質の違いが考えられる｡免疫系に栄養を与えるという点から考えると､タンパク質の摂

取が不十分な場合には免疫の働 きが弱まり､優れたアミノ酸を多 く含んでいる動物性タ

ンパク質の摂取は免疫の働 きを強化する ｡ヒエ飼料のタンパク質源はヒエタンパクの

みである｡ 制限アミノ酸は添加 したが､タンパク質の消化性という点ではカゼインタン

パクに劣ることが予想される｡そのため､カゼイン摂取時ほどには免疫の働 きが強まら

ず､抗体の産生能力も高まらなかったとも考えられる｡ しかし､確かにヒエ飼料はカゼ

イン飼料に比べて飼料効率が低かったが､体重増加量では差はみられなかった｡加えて､

植物性タンパク質の消化性はカゼインに劣るというのが理由であるなら､第 3章 3-1

のキビ摂取による実験でも差がみられるはずだが､キビ摂取ではこのような差はみられ

なかった｡よって､ヒエ飼料のタンパク質源が植物性タンパク質であることまたその消

化性のみで説明されるものではなく､他の因子が影響 していると考えられる｡

カルシウムイオノフォアによるヒスタミン遊離は､カゼイン/ヒエ食感作群で減少傾

向がみられたが､ヒエ食群ではみられなかった 〔図4-5〕 0

ovAによるヒスタミン遊離はカゼイン/ヒエ食感作群およびヒエ食感作群で減少傾向

がみられた 〔図4-6〕 ｡OVA特異的IgEも低い傾向にあることから､ヒエ摂取により

IgE産生が抑えられたことが一因として考えられる｡
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表 4-1.ヒエの水分､粗タンパク質､租脂肪.

g/100g 水分 粗タンパク質 租脂肪

ヒエ 14.8 11.2 0.9

ヒエ 食品成分表値 a 12.0 9.8 3.7

a.科学技術庁資源調査会編 ｢四訂日本食品成分表｣[50].

表 4-2.Wistar系ラットを用いたヒエ飼料での動物実験飼料組成.

(%)

カゼイン飼料 ヒエ飼料

カゼイン a I
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タンパク質 15.4 15.6

aオリエンタル酵母工業 (秩)､仙台
bAIN-76精製飼料租成
cAIN-76精製飼料租成

d味の素(秩)､東京
e和光純薬工業(秩)､大阪
f星山商店､盛岡

g 日本化薬(秩)､東京
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図4-1.Wistar系ラットを用いたヒエ飼料での動物実験の概要.

表4-3.Wistar系ラットを用いたヒエ飼料での動物実験

飼育期間 (49日間)各群の体重､体重増加量､飼料摂取量､飼料効率.

カゼイン

カゼイン食 カゼイン食 /ヒエ食 ヒエ食

非感作群 感作群 感作群 感作群

(a-5) (a-5) (n=5) (n=5)

実験食開始時の体重(g)65.5±3.6 65.8±3.3 71.7±5.7 72.8±4.1

実験終了時の体重(g) 357.2±17.3 353.3±20.3 349.9±11.8 350.9±16.1

体重増加量(g) 291.7±14.2 287.5±20.7 278.2±6.8 278.1±12.5

飼料摂取量(g) 976.9±29.2辛909.3±47.1 952.7±20.2 971.3±21.8*

飼料効率(g) 0.30±0.01**0.32±0.01 0.29±0.00 *** 0.29±0.01***

数値は 1群あたり､5匹の平均±標準偏差を示す｡

辛p<0.05,**p<0.01,***p<0.001;カゼイン食感作群との統計的な有意差を示す｡
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*ip<0_05
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図4-2.ヒエ飼料摂取によるWistN系ラット血清中総 IgE抗体濃度の変化

ABS

カゼイン食 カゼイン食 カゼイン ヒエ食

非感作群 感作群 /ヒエ食 感作群感作群

値は mean±sD(n=5)

図4-3.ヒエ飼料摂恥 こよる飼育42日日 (OVA経口投与3日後)の

wistar系ラット血清中ovA特異的 IgE抗体価への影響.
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(FLg/105cells)

カゼイン食 カゼイン食 カゼイン

非感作群 感作群 /ヒエ食

感作群

値は mean±SD(A-5)

図4-4.ヒエ飼料摂取によるWistar系ラット腹腔マスト細胞内の

ヒスタミン量への影響.

遊離率(%)

カゼイン食 カゼイン食 カゼイン ヒエ食

非感作群 感作群 /ヒエ食 感作群

感作群

値はmean±SD(n=5)

図4-5.ヒエ飼料摂取によるカルシウムイオノフォア刺激時の

wistar系ラット腹腔細胞のヒスタミン遊離への影響.
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遊離率(%)

カゼイン食 カゼイン食

非感作群 感作群

カゼイン ヒエ食

/ヒエ食 感作群

感作群

値は mean±sD(n=5)

図4-6.ヒエ飼料摂取によるOVA刺激時の

wistar系ラット腹腔細胞のヒスタミン遊離への影響.
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5. ヒトにける雑穀の健康機能性

キビ､アワ､ヒエの生理機能性については､報告者らの研究で､動物実験で､キビ蛋

白質には､善玉コレステロールである血中の高密度リポ蛋白質 (HDL)-コレステロール

濃度を顕著に上げる作用がある事が解った【1,2]｡アワ､ヒエの蛋白質にも同様の効果

の他､高コレステロール食餌における脂質代謝改善機能があることを確認している｡ 血

中のHDL-コレステロールには､動脈壁などの末梢組織から過剰のコレステロールを

引き抜 くいわゆるコレステロール逆転送の働きがあり､その機能によって動脈硬化症を

予防したり､軽減化する｡ 更には､HDI_｢･･コレステロールは､LDL(悪玉)-コレステロ

ールの酸化抑制や血栓防止､最近では抗エンドトキシン機能の新規な生理機能性が報告

されており､それによって健康を保つ機能があると思われる｡ このような機能性が､

どの蛋白質成分に由来しているのか探索研究を進めている｡

しかし､ヒトを対象とした雑穀のこのような生理機能性の効果は全 く検討されていな

い｡そこで本実験では､キビご飯をヒトに食べさせたときの､機能性をしらべた｡

方 法

成人男女 12名のボランテェアを募 り､以下のような食事条件で､行った｡

6名には､2日間の予備日の基礎食事の後､30日間､主食の白米に20%精白キビを混

合したキビご飯を毎日3食摂取した(実験群)｡各人の献立は､第6次日本栄養所要量に

沿って､個人に適合した摂取量を算出し､それにのっとって作成した｡一方､キビを除

いた自米食の摂取した6名を対象群とした｡

この間､10日ごとに空腹時採血を行い､以下の血中成分を測定 した :血中アルブミ

ン､グロブリン､総コレステロール､血HDL-コレステロール､中性脂肪､鉄､カルシウ

ム､亜鉛､GOT,GPT,γ-GTP､ヘモグロビン､糖化ヘモグロビン､グルコース､インス

リン｡

本実験は､ヘルシンキ宣言 (1964年)(2000年修正)_の精神に則 り､医師の健康管理下

で､被験者の健康を最優先し､被験者には自由意志に基づいたものであり､研究の途中

であっても被験者に不都合があった場合､いかなる場合でも即座に､しかも何らかの不

利益な扱いを受けることなく被験者をやめる(キビ食事の摂取をやめ､採血やアンケート

を拒否する)権利があることをインフ-ムドコンセントで､十分理解したうえで行った._

結果と考察

実験群の実験期間中には､体重の変化は減少傾向にあった｡このことは二血中の中性

脂肪の減少傾向と合わせて考えると､キビの体脂肪減少機能性を示唆している｡

実験群の血中の総コレ女テロール濃度は､実験開始時から､-終了時には､対象群と比

較して低下を示した｡また､ー血中の LDL-コレステロール及び中性脂肪濃度も､同様な

低下傾向を示した｡一方､善玉コレステロールであるHDL-コレステロール濃度は､実験

73



開始時の濃度を低下することなく経過した｡

特徴的な効果は､3名の肝機能障害を示す高_いGOT,GPT,γ-GTPの値が､それぞれ

平均値で58､82､100､に明確に低下した｡ )

これらの結果は､雑穀のキビは､脂質代謝改善機能に加えて､肝機能改善効果もあわ

せて有する機能食品素材であることを示唆していよう｡ この肝障害抑制機能は､既に報

告した【31動物実験の結果をヒトでも効果のあることを裏づけており､今後の肝障害を

抑制するような機能食品開発研究にとって､その機能性素材の解明研究が非常に重要で

ある｡
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第 3章 アワ種子貯蔵タンパク質の変異性の解析

緒言

種子貯蔵タンパク質は､種子の登熟につれて種子の子葉や肱乳に蓄積される｡これら

は種子が発芽し光合成を行うまでの植物の初期成育段階において幼植物の栄養源となっ

ている｡また､種子貯蔵タンパク質は人間や動物にとっても重要なタンパク質栄養源と

なっている｡ 一般的に､穀物の主要な種子貯蔵タンパク質の組成は植物種によって異な

り､イネ科穀物の場合はプロラミンが主要なタンパク質であり､マメ科植物の場合はグ

ロブリンである｡ これら種子貯蔵タンパク質は栄養的に優れているが､動物性タンパク

質に比較すると劣っている場合が多い｡すなわち､イネ科穀物はリジンが､マメ科の場

合は含硫アミノ酸が制限アミノ酸となって栄養価を低下させている｡

一方､様々な植物種においては､種内で種子貯蔵タンパク質の組成に遺伝的な変異性

が存在することが知られており､その変異性を利用 した種子貯蔵成分の遺伝的改良や植

物種の多様性の解析が行われている(種子生理生化学研究会 1995)0

本研究は､イネ科の雑穀であるアワ (SetadaiiaLica)及びマメ科穀類のダイズ (Glycit7e

max)の種子貯蔵タンパク質について､アワではプロラミンに焦点をあて遺伝的変異性

を調査 し､ダイズでは現在まで得れれているグロブリンのサブユニット欠失性を集積し

た系統の遺伝的安定性とアミノ酸組成について解析 した｡

1.アワ種子貯蔵タンパク質プロラミンの変異性

序論

アワの種子貯蔵タンパク質は､プロラミンとグルテtリンが仝タンパク資の80%を占

めており､そのうちプロラミンが 60%､グルテリンが 20%である (小原 1981)｡アミノ

酸組成は､キビ､ヒエ､モロコシなどの他の雑穀のアミノ酸組成と類似 しており､リジ

ンが制限アミノ酸となっている｡主要なタンパク質であるプロラミンとグルテリンのリ

ジン含量を比較すると､プロラミン(0.33g/16gN)はグルテリン(7.0g/16gN)に比べてリ

ジン含量が顕著に低いことが知られている(平 1962)0

一方､プロラミンタンパク質は､アワの系統によって遺伝的変異があることが報告さ

れている(Nakayam aetal.1999a)｡そこで､プロラミンを構成するタンパク質バンドを極

端に欠失することで､相対的にリジン含量の多いグルテリンなどのタンパク質を増加さ

せることができれば､リジン含量の高いアワ系統の作出が可能となり､アワの食品的価

値が向上すると考えられる｡ 本研究では､多くの系統を用いプロラミンタンパク質の遺

伝的変異性を調査 した｡

材料および方法
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(1)植物材料

アワ (SeLat7'al'LatJtd 38系統､その雑草型 5系統及び野生祖先種エノコログサ (S.

yitidl'S)3系統を供試 した (表 1)｡これらは､岩手大学農学部栄養化学研究室西洋直

行教授より譲渡頂いた｡また､貯蔵タンパク質プロラミンのバンド組成の標準品種とし

て農水省生物資源研究所 (現 (独)農業生物資源研究所)ジーンバンクより譲り受けた

10系統を用いた(表 1)0

(2) SDS-PAGE分析

sDS-PAGEはNakayamaetal.(1999a)の方法に従った｡ タンパク質の抽出は種子 1粒

から行ない､1系統につき6粒を分析した｡種子を薬包紙で包み､乳棒で粉砕し､粉末

をマイクロチューブに入れ､アワプロラミン用抽出液 (0.2%SDS､5M尿素､1%メル

カプトエタノール､0.05MTriS-HCl緩衝液､pH8.0に70%エタノール濃度になるように

エタノールを添加)200fLlを加えて､MicroMixerEl36 (TAlTEC)で 15分間振塗後､4

℃で 10000rpm5分間遠心分離し､上清に冷アセトン(-20℃)を1mi 加え､120℃に3時

間以上静置した｡4℃で 100001PmlO分間遠心分離し､沈殿したタンパク質に抽出液を

50FLl加え溶解後､loftlをsDS-PAGEの試料 とした｡SDS-PAGEは 19.5%アクリル

アミドゲルで行い､タンパク質の染色はQuick-CちB(和光純薬)を用いて行った｡

(3) 交雑

プロラミンのバンドパターンに変異の見られた系統について､標準品種と交雑を行っ

た｡交雑は､両親の穂を開花時に同一の交配袋でかぶせる方法で行った｡本方法では､

自殖種子が多く採種されることが予想されるが､その中に交雑種子も得られることが報

告されている｡

結果および考察

各系統6粒ずつを用い､アワ､雑草型及びエノコログサ46系統の種子プロラミンバ

ンドの変異性をsDS-PAGEにより分析した｡ 各バンドの判別は､バンドパターンのわ

かっている標準品種 10系統 (図1)をもとに行った｡アワの種子プロラミンのバンドは

6本知られており､それらはすべて20-30kDaの分子量の範囲にあり､prolとpr02の

2つの独立した遺伝子座の8つの対立遺伝子によって支配されていると考えられている

(Nakayamaetal.1999a,b)｡そのうち､prol座はバンド3を支配する2つの対立遺伝子

(pTOlaと伽 lnulDがあり､Pro2座はバンド工 2､4､5､6､nullを支配する6つ

の対立遺伝子 (pIo2a～PTO29があることが報告され､Pro2座の対立遺伝子が1つあるい

は2つプロラミンバンドを支配することから､Pro2座は密接に連鎖 した2つの遺伝子

座のクラスターであることが推察されている(Nakayamaetal.1999a)｡
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本研究で調査 した46系統のプロラミンのタイプを表 1に示した｡アワについては調

査した38系統のうち30系統が II型 (丹olnull､PTO2a)であり､その他 IV型 (伽 lnull､

Eyo2b)が 1系統､V型 (p710la､PTO2C)が2系統､vI型 (伽 lnull､PTO2C)が2系統であっ

た｡また､すでに報告されているタイプと異なるタイプが2タイプ3系統見つかった｡

これらは､1､4､5のバンドを持っている 軽̀米系梗'､ 軽̀米系褐梗'と､1､3､4､

5のバンドを持っている 二̀戸アワー2'であった｡これらタイプの遺伝子支配について

は､Prol座はバンド3を支配していることから前者はL}olnul1,後者はporlaと見なさ

れるが､pro2座に関しては､遺伝子座がホモになっていると思われる各系統について

は3つのバンドが出ることは従来の考えからは考えにくく､このようなタイプが出た原

因として､(1)Pro2座に関してヘテロタイプのものを分析した､(2)Pro2座は密接に連鎖

した2つの遺伝子座のクラスターと考えられているが､3つの遺伝子座のクラスターで

あること等が考えられる｡ このことを確かめるために､標準タイプと交雑を行ったが､

現在まで雑種と思われるものは得られていない｡中国由来の雑草型のアワ5系統のプロ

ラミンタイプはすべてIV型であり､野生祖先種であるエノコログサ3系統峠すべてⅢ

型であり､いずれも他のタイプは兄いだされなかった｡

引用文献
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表1.億物材料およびアワ貯蔵タンパク質プロラミンのバン ドパターン
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図 1.アワプロラミンタンパク質の標準系統のバンドパターン
上部のローマ数字は､プロラミンのタイプを表す｡
M:分子量マーカー
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第4章 雑穀種子の遺伝子解析

雑穀は､世界各地､アジア､ヨーロッパ､南米､アフリカなどで栽培され､利用され

てきた穀類である.近年､雑穀は､血中の脂質濃度を減少すること､善玉 fDL-コレス

テロールを上昇すること[1,2,3ト 肝障害の進行を抑制することを明らかにした 【4】｡日

本では､米 ･小麦アレルギー患者の代替穀物 として､また国民の健康志向を反映 して､

近年､雑穀の需要が高まっています｡岩手県内でも､県北地域を中心に栽培面積が増加

し､新たな食品開発 も行われている｡ 岩手県の風土に適する在来種から比較的栽培 しや

す く､外観品質も良い優良品種 も選定されている｡ さらに､より安定かつ多収量､また

食味や食品機能性に優れた優良品種の開発が今後行われることが期待される [5]｡とこ

ろが､現在栽培されている品種は､由来がはっきりしていないものが多 く､栽培上の熟

期の早晩､穂型､粒色などから区別 し､その存在する地方名を付 して品種名としている

ものが少なくない｡このような農業形質と品種間の遺伝的差異を結び付けることができ

れば､より適確な品種開発や､系統維持が可能となるであろう｡ そのためには､現存す

る各品種間の遺伝的特徴を明らかにする必要がある｡ そこで､本研究ではアワについて

種子蛋白質とDNA多型の解析による品種識別を行い､品種の近縁関係を調べた｡

第 1節 アワ種子蛋白質の品種間の差異

アワ種子蛋白質は､アルブミン､グロブリン､プロラミン､グルテリンから構成 して､

そのうちプロラミンの含量は64.1%であり､アワ蛋白質の主成分である【6】｡ここでア

ワのプロラミンを抽出しSDyPAGEを行って､アワ品種間の差異をみた｡

【方法】

用いた実験用のアワの品種は表 4-1に示した｡アワ種子の粉末に70%エタノールと

尿素とsDSを含む トリス-塩酸緩衝液で抽出した上清 に､あらかじめ冷却 したアセ ト

ンを加え､-20℃一晩静置 した後､遠心分離 して得 られた沈澱を トリス-塩酸緩衝液で

溶解しました H｡それをサンプルとして電気泳動を行いました｡電気泳動は､分離ゲル､

19.5%濃度のアクリルアミドゲルを､濃縮ゲル､4.5%濃度のアクリルアミドゲルを用い

て行った｡泳動終了後､cBBで染色を行った｡

【結果】

sDS-PAGE分析により､アワ種子のプロラミンサブユニットの調査を行った｡アワ種

子のプロラミンサブユニッ トは､分子量 14､19,22-23,27KDの主なポリペプチ ドか

ら構成される【61｡品種によって電気泳動のパターンに特徴的な違いが見られましたが､

泳動パターンが似ていても､穂型などの農業形質は異なる品種があった｡

アワ種子蛋白質のパターンだけによる品種の識別が難 しいので､AFLP法でアワのゲ
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ノムDNA多型を分析 した｡

第 2節 DNA多型の解析による品種識別

本研究で用いたDNAフィンガープリン ト法とは､ゲノムDNAなどを対象にその塩

基配列の違いや発現量の差を利用 し､サンプルの DNA多型をパターンとしてとらえる

方法であ り､その応用の広さと解析技術の進歩により様々な手法が開発 されて きた｡

-DNAフィンガープリント法の中で最 も新 しい手法であるAFLP法は､サンプルDNAを

制限酵素で切断して､その中から特定の塩基配列を持つものだけを選択的にPCR増幅

して､検出する方法である 【7】｡制限酵素による切断のされ方とそれにより得 られた

DNA断片の制限酵素 site近接配列の多型を利用 してゲノムDNAの多型を検出出来るた

め､1回の分析で得 られる多型として利用できるマーカーが多 く､他の手法の 10-100

倍のマーカーが得 られる｡また､pEAppliedBiosystems社 (ABI)の蛍光自動シークエン

サーでは､GeneScanや Genotyperソフトウエアを利用できるため､コンピューターによ

るデータの解析が容易である｡本研究ではAFLP法 を用いることにした｡AFLP法によ

る遺伝子多型分析の流れを示 した (図4-1)0

作業はDNAの抽出､AFLP反応､DNAシークエンサーによるバンド検出､ソフトウ

エアでのデータ処理､系統樹作成の､5つの過程に分けられます｡市販のキットである

ISOPLANTを用いて抽出 したアワのゲノムDNAをEcoRIとMseIの2種類の制限酵素

で切断します｡そ して両方の切断面にそれぞれ特異的な二本鎖のアダプタDNAを結合

させる後､二段階pcRによる選択的な増幅を行います｡得られたDNA断片をDNAシー

クエンサーで検出し､そのデータのバンドパターンの比較を行います｡ここでの多型バ

ンドのデータを基に､最後は系統樹を作成する｡

【方法】

1.ゲノムDNA抽出法および定量法

a.ゲノムDNA抽出法

DNAの抽出は市販のDNA調整キッ ト (ISOPLANT,ニ ッポンジーン社)を使用 し､

キットに指示されている抽出法を改良して行った｡

精 白済みアワに SolutionIを加 え､ペツスルでキビ種子 を押 しつぶして粉砕 した｡

solutionⅡを加え､激しく混合した後､50℃､30分間インキュベ-下した｡これにより､

solutionⅡの主成分である塩化ベンジルによぅて､細胞壁､細胞膜､核膜等が破壊され､

DNAが水相 (界面活性剤を含んでいるSolutionI)に溶け出す｡つぎに､SolutionHⅠを

加え､混合後､15分間氷冷した後､微量高遷冷却遠心機で 15000TPm､15分､4℃で遠

心分離 した｡有機相の塩化ベンジルや遠心後に認められる白い固形物等､水相以外の物
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質ができるだけ混入しないように､水相のみを 1･5ml遠心チュ二ブに採取 したo 水桶

以外の物質が混入してしまった場合には､再度遠心分離を行った｡つぎに､エタノール

､3M酢酸ナ トリウム 30mi を加え混合した後､15000rpm､10分､4℃で遠心分離し､

エタノール沈殿を行った｡水相を除き､沈殿をTEバ ッファー100mlに溶解 した後､

RNaseを2mi (終濃度 20mg/hll)加え､1-2秒撹拝 し､室温で 30分間放置 してRNAを

分解 した｡フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール処理を二回行った｡ エタノー

ルと3M酢酸ナ トリウムを加え､エタノール沈殿をし､沈殿を70%エタノール2で洗浄

した｡エタノールを完全に取 り除くために沈殿を真空乾燥機で乾燥させた｡得られた沈

殿をTI=こ溶解 してゲノムDNAサンプルとし､後のAFLP法による品種判別に使用す

るまで-20℃で保有 した｡

b.DNAの紫外線吸収による定量 [8]

この方法はDNAの定量に最もよく用いられる迅速な方法である｡ 核酸に含 まれる5

種類の塩基 (G,A,T,C,U)~は260nm付近に強い吸収極大を持つ [8]ので､この吸収を利

用 して定量 したOなお､二本鎖 DNAの場合は260nmでの吸光度が 1.0のときに､DNA

濃度が 50mg血1となる｡DNA溶液 5mlを20倍希釈 し､分光光度計で260mm と280nm

の2波長の吸収を測定した｡

2. ABIPlantMappingKitによるAFLP反応 [6]

(1)ゲノムDNAテンプレー トの調製 (制限酵素､ライグーション反応)

ゲノムDNAを特定の4塩基 (TrAA)を認識して切断するMseIと6塩基 (GAATC)

を認識 して切断するEcoRIの2種類の制限酵素で切断する｡ これにより両側 にEcoRI

による切断面を持つもの､一方にEcoRI切断面､他方にMseI切断面を持つもの､両側

にMseI切断面を持つ ものという3つの異なるタイプのDNAフラグメントができる｡

次に､MseI切断面とEcoRI切断面にそれぞれ特異的な二本鎖のアダプタDNAを結合

させる｡その結果､両末端がアダプタで修飾されたものになる.これをゲノムDNAテ

ンプレー トとする｡

(2)二段階pcRによる選択的を増幅

1)PreselectivePCR反応

アダプタDNAとそれに隣接する制限酵素認識配列がプライマーの結合部位となり､

DNA断片の増幅が行われる｡ このとき､二つのプライマーの 3'末端に特定塩基を一個

ずつ付加する｡ ただし､ゲノムサイズが500Mb以下の場合はM一末端にのみ付加する｡

特定塩基を付加することにより､制限酵素切断部位の塩基配列と付加された塩基配列を

合わせもつDNA断片のみを選択的に増幅 して､対象となるDNA断片の数を減らす｡

一つの特定塩基で増幅されるDNA断片の数を4分の 1に減らすことができるので､ こ

のステップで増幅されるDNA断片の数は4分の 1ないし16分の1に減ることになる｡

82



この段階では､まだ断片数が多 く､その上標識 されていないので､以下のような

selestivePCR反応を行ない､さらにDNA断片の選択と可視化を図る｡

2)SelectivePCR反応

二種類のPreselectivePCRPdmerの3'末端に更にそれぞれ二つの特定塩基を付加 し､

selectivePCRprimerとし､EcoRI末端 (E一末端)のprimerにのみ蛍光標識 しておく｡こ

のステップでのプライマーは､64種類の異なるプライマーペアーから選択することが

できる (8種類のEcoRIと8種類のMseI側めプライマーペアー64通 り)｡ これらのプ

ライマーはそれぞれ3つの選択的なヌクレオチ ドを持っている｡ 一つ目はp托Selective

pcRに用いられたものと同一であり､続 く二つのヌクレオチ ドの組み合わせは 16通り

ある｡ これら三つのヌクレオチ ドすべてがマッチするヌクレオチ ドを含んだフラグメン

トだけが選択的に増幅され､このステップでheselectivePCR反応のDNA断片数を256

分の1に減らし､E一末端を持つ断片のみが蛍光標識される｡

これで初めて増幅されたDNA断片が数的にもサイズ的 (断片長)にも電気泳動で分

離できるようになる｡この増幅されたDNA断片の長 さの違いを自動 シークエンサーで

検出し､バンドパターンをサンプル間で比較 して違いを解析する｡

3.自動シーケンサーによるデータ解析

selectivePCR反応産物は､自動シークエンサー (Genescanソフ トウエアを搭載 した

ABIPRISM310GeneticAn alyzer)で検出､分析 した｡泳動サンプルは､専用チューブに

脱イオンホルムアミド､GeneScan -500lROX]sizestandardとselectivePCR反応産物 を混

合 した後､95℃で2分間熟変性 し､直ちに氷中に置いた｡これを自動シークエンサーに

かけ､品種間のDNA断片の有無を解析 した｡

4.遺伝的距離の計算と品種間のグループの分け

a.遺伝的距離の計算

自動シークエンサーで得られた各サンプル間のDNA断片の有無をo(無)1(有)な

どのデジタルデータに変換 した後､そのデジタ1レデータを基に､各品種間の遺伝的距離

を計算 した｡ 遺伝 的距離 は NeiとU の相似性 の指数 を使 って計算 した [9]｡

similarity=2Nab仰a+Nb､Nabはaとb品種間に共通するフラグメント数であり､Naと

Nbは､それぞれaとb品種の総フラグメント数である｡

b.アワ品種間のグループの分け

自動シークエンサーで得られた各サンプルのDNA断片を全部抽出 して標準サンプル

のDNA断片 として使用される｡ 各サンプルのDNA断片がソの仮定の標準サ ンプルの

DNA断片と比較 して､同 じサイズの DNAフラグメン トがあれば 1､なければ Oで

表現 され るバンドの有無を1/0に変換 したデジタルデータを基に､個体間の遺伝距離

はユークリッド距離の計算法で計算した｡ユークリッド距離のデータに基づいき[10]､

83



statpartnerた変量分析ソフトを利用して､アワ品種間のグループに分けた｡

【結果】

本研究で使用しているEcoRI側のプライマーは8種類､各プライマーの付加塩基配列

は､AA,AC,AG,AT,TA,TC,TG,Trであり､ MseI側のプライマーは8種類で､各プ

ライマーの付加塩基配列は､CAA,CAC,CAG,CAT,CTA,CTC,CTG,m であり､合わ

せて64種類のプライマーセットがある′｡ アワに対する適切なプライマーセットを明ら

かにするために､韓国品種 2つ､日本の品種二風谷在来種､雪谷モチ､支那大栗の3つ

を用い､64通りのプライマーセットでAFLPを行った｡プライマーセットによるゲノ

ムDNAの増幅状況と検出されるバンド数と多型バンド数を比べした｡

64種類のプライマーセット中で､検出したゲノムDNAの断片がよく増幅され､バン

ド数検出されたバンド数と多型バンドが多いプライマーセットの 10セットを用い､実

験用のサンプルを分析した｡

自動シークエンサーで得られたデジタルデータを基に､各品種間の遺伝的距離をNei

とUの相似性の指数を使って計算した｡韓国の二つの品種は､日本の各品種と比較す

ると､遺伝距離の相似性の指数が日本の各品種間0?遺伝距離の相似性の指数より遠いこ

とが明らかにした｡この結果によって､日本の品種間は､韓国の品種と比べて高い相似

性があるこたが示唆された｡更に､日本の品種の中で､岩手在来種と岩手系硬､軽米系

と福島 (飯豊系)､福岡と岩手系モチの遺伝距離は最も近いため､名前の異なる品種の

ゲノムDNAでも非常に相似することは示唆されました｡

また､自動シークエンサーで得 られた各サンプルのDNA断片を全部抽出して標準サ

ンプルのDNA断片として使用される｡個体間の遺伝距離はユークリッド距離の計算法

で計算して､実験サンプルをグループに分けた｡

韓国､中国､日本の31品種のアワはおおざっぱに2つのグループに分けられました｡

岩手県の品種はほとんど一つのグループに集中して､中国､韓国および北海道､名古屋

の品種と離れていることがわかりました｡これによって､岩手県産のものは外国産更に

岩手県と離れている地域の国産品と区別できる可能性があることが示唆されました｡ま

た､その中に､同じく北海道で栽培する品種である雪谷 (モチ)と二風谷在来種､中国

品種 2と中国品種4､岩手在来種と岩手系ウルチ､中国在来種と猫足の遺伝距離が近い

ので､それぞれの2つの品種は元々同じ品種から分化してきたことが考えられる｡
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制限酵素 ･ライゲ-シ白ン反応

PCR反応

PreselectivePCR反応

SelectivePCR反応

ABI■DNAシナクエンサーによる検出と解析
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図4-1AFLP法による遺伝子多型分析の流れ
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表4-1 実験で使用 したアワ品種のリス ト

番号 サンプル名 番号 サンプル名

1 岩手系モチ

2 岩手在来種

3 岩手系梗

4 韓国品種1

5 韓国品種2

6 韓国品種3

7 韓国品種4

8 韓国品種5

9 韓国品種6

10 雑草 (大)

11 雑草 (小)

12 中国品種2

13 中国品種3

14 中国品種4

15 中国品種5

16 中国品種6

17 支那大栗

18 中国在来種

19 軽米 (かふ)

20 軽米系梗

21 軽米モチ

22 軽米系

23 雪谷モチ

24 福岡

25 二風谷在来種

26 大野村

27 猫足

28 虎の尾

29 福島 (郡山系)

30 福島 (飯豊系)

31 名古屋
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