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第1章　緒論

　人類は飽食の時代といわれる現代、肥満、生活習慣病、アレルギーなど食に

関わる様々な問題を抱えている。食と健康は、私たちの生活の根幹をなすもの

である。飽食の時代といわれる現代、私たちは肥満、生活習慣病、アレルギー

など食に関わる様々な問題を抱えている。一方、現代は情報化社会ともいわれ

ており、誤った食品情報が巷にあふれている。また人は生涯を通じて健康であ

りたいと願っており、食に関する美味しさ、栄養素、消化・吸収はもちろんの

こと、さらに代謝、運動などの問題をないがしろにすることは出来ない。

　本研究では、北海道農業研究センターで新たに開発されたソバ種子の新芽植

物、ソバスプラウトの健康機能性について研究をおこなった。十勝地域の特産

物であり、安定的に生産されているソバを用いスプラウトを生産し、スプラウ

トの健康機能性の動物実験による検討を行うとともに生体作用メカニズムの解

析を行った。世界中で3種類のソバが存在する。今回使用するスプラウトは普

通そば（キタワセソバ）と2品種のダッタンソバである。ソバはタデ科に分類

される。普通ソバは単にソバ、または甘ソバと呼ばれ、日本国内で多く生産さ

れている。一方、ダッタンソバは特有の苦味をもつため、苦ソバとも呼ばれ、

中国内モンゴル自区、チベット自治区、雲南省、四川省などの山岳地帯で栽培

されている。国産のダッタンソバを用いたスプラウトは未だ健康機能性を研究
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されていない。道内のそば作付面積は、ここ10年ほどの間に約2倍に増えてい

る。農林水産省の平成16年度作物統計によると、全国そば作付面積4万3干

500ヘクタールのうち、北海道は約30％に当たる1万4干800ヘクタールであ

る。収樺量は約7千650トンで全国2万4百トンの約38％を占め、・いずれも日

本一である（1）。

　ダッタンソバスプラウトには普通ソバスプラウトの約12倍のルチンが含まれ

ていることを明らかにした（2）。ダッタンソバには食用とする種の部分にルチ

ンが多く含まれる。ルチンはフラボノイド配糖体の一種で（Figure　1）、天然に

広く分布するが代表的には、ソバ、イチジク、アオギリの葉に多く含まれる（3－5）。

フラボノイドは、植物に広く含まれ、2っのフェニル基がピラン環あるいはそれ

に近い構造の三つの炭素原子を介して結合している物質群の総称である。その

構造により、フラボン、イソフラボン、フラボノール、カテキン等に分類され

る。ケルセチンはフラボノール属になる。フラボンの3位にヒドロキシル基が

結合したものをフラボノールと呼び、このt”ドロキシル基は糖と結合して配糖

体として植物に広く分布している。ルチンはケルセチンにグルコースとラムノ

ースが結合した2糖のルチノースカX結合した配糖体である（6）。ルチンには毛

細血管を強化する薬理作用が確認されている（7）。さらに脳出血などの疾病を予

防する作用があるばかりでなく、動脈硬化症や糖尿病などを抑制し、生活習慣
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病の予防に有効である（8・10）。また、ルチンは発ガン物質hS　DNAを傷つけるの

を防ぐ、抗変異原活性（11－12）や抗酸化作用（13－16）があることが明らかとなって

いる。

　本研究では、特に食物繊維やタンパク質、ポリフェノール（ルチン）を含ん

だダッタンソバスプラウトの乾燥粉末を雄性ラットに摂食させた場合、血中の

コレステロール濃度低下作用を明らかにするとともに、血漿・糞便・盲腸・肝，

臓の脂質レベルの分析、脂質代謝関連遣伝子mRNA発現量を測定し、そのメカ

ニズムの解明を試みた。さらに、ソバスプラウトには、ビタミン、ミネラルが

豊富であり、抗酸化能などの機能性ポリフェノール（ルチン、クロロゲン酸、

アントシアニン、グリコシルカテキン等）を有すること（17）から、アセトアミノ

フェンによる肝毒性の軽減機構の解明を行った。遺伝子皿RNAの発現レベルの

分析を行い、健康機能性のメカニズムの解明を行った。

5



第2章ダッタンソバスプラウトのコレステロール低下作用

第1節　緒論

　コレステロールは、脂質の一種であり、ステUイド骨格と炭化水素側鎖を持

った化合物である。コレステロールはステロイドホルモンや細胞膜の合成に必

要とされ、常に血中に存在し、主に肝臓と腸管で合成されている。食餌由来と

しては、動物性食品に多く含まれることが多く、一定レベルでのコレステロー

ルは生体に必須である。しかし、血液中に過剰に存在することで高脂血症とな

り動脈硬化を誘発するリスクが上昇する（18）。

　動脈硬化は、動脈内膜に脂質はコレステロールを含むリポタンパク質が蓄積

し、その血流を塞ぎ止め動脈を損傷させる疾病である（19）。動脈硬化初期の動

脈内膜には、脂質鈍食細胞（泡沫細胞）が存在する特徴がある。泡沫細胞は、

マクロファージや平滑筋細胞に起因し、脂質やコレステロールを含む血漿由来

のリポタンパク質を取り込む性質がある。泡沫細胞は、動脈内膜に沈着し、動

脈硬化という複雑な病変になると考えられている。やがて、進行した病変は、

中心部に脂質と壊死に陥った細胞の残屑が存在し、その周りを繊維や平滑筋細

胞の被膜が取り囲むという構造をしている。この動脈硬化病変は、動脈内腔に

突出し血流を妨げるようになる。血流量が減少すると、血管組織への酸素供給
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が不十分となり代謝交換が低下する。そのため、動脈硬化病変より下流の組織

が損害される。

　ソバスプラウトに多く含まれる食物繊維は、食品の品質、味やテクスチャー

を下げる要因として、排除されてきた。しかし、食物繊維やポリフェノール類

は、生体の疾病を予防、改善する作用のあることが明らかになり、近年、その

生理機能に関する研究が世界各地で行われている。

　食物繊維は、ヒトの消化酵素によって加水分解されない食品中の難消化成分

の総体として定義されている（20－21）。食物繊維の成分には大きく分けて2種類

があり水に溶けにくい「不溶性食物繊維」と水に溶けやすい「水溶性食物繊維」

がある。食物繊維は、大腸内で未消化の食物繊維が便量を増やし、腸壁を刺激

することによる便通改善作用、胃内容物の滞留時間の延長による血糖上昇の抑

制やインスリンの節約作用、腸内pHの低下による鉄やカルシウムなどのイオン

化による大腸での吸収促進作用が知られている（22）。更に食物繊維の胆汁酸排

泄促進や大腸発酵による短鎖脂肪酸の生成が血液中のコレステロールを低下さ

せる働きに関与していることも確認されている（23）。食物繊維の多くは、腸内細

菌の栄養源となるが、体に有用なビフィズス菌を増やす作用も知られている

（23）。

　ソバ粉から抽出されたソバタンパク質には、ハムスターにおける胆石形成抑
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制、コレステロール濃度低下作用があるという報告（24）や、高コレステロー

ル食を与えたラットにおいて血清中コレステV一ル低下および糞便中への中性

ステロール、胆汁酸排泄促進によるコレステロール低下作用を持つという報告

　（25）がある。その要因の一つとして、糞便中への中性ステロールの親和性が

高まり中性ステロール排泄を促進していると示唆している。しかし、ソバのス

プラウトに関して生理機能は不明である。そのため本研究では、ソバスプラウ

トに含まれる成分、特に食物繊維やソバタンパク質が脂質代謝改善効果を有す

るかを検討した。

　第2章では、特に食物繊維やタンパク質を含んだダッタンソバスプラウトの

乾燥粉末を雄性ラットに摂食させた場合、血中のコレステロール濃度低下作用

を明らかにするとともに、血漿・糞便・盲腸・肝臓の脂質レベルの分析、脂質

代謝関連遺伝子mRNA発現量を測定し、そのメカニズムの解明を試みた。

第2節実験材料および実験方法

2．1　ソバスプラウトの栽培

普通ソバ（CBSP）とダッタンソバHokkai　No．8（TBSP8）、　Hokkai　No．9

（TBSP9）は、北海道農業研究センターで栽培したものを入手した。
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ソバ種子は暗所で4日間22℃の条件で水浸漬させた。次に暗所で5日間22℃の

条件で芽出しさせた。普通ソバは9日間、ダッタンソバは10日間照光栽培し

た。葉の生重量を測定し、フリーズドライを行った。ソバスプラウトパウダー

は北海道農業研究センターから供給された。

2．2　ルチン濃度の測定

　0．19のスプラウト乾燥粉末を採取し1皿1のメタノールでホモゲナイズし、

80℃、ユ時間抽出した。1000Xgで5分間、遠心分離後、上清をフィルター濾

過し（PTFE，0．5　pm，　hydrop　hobic；Advantec，　Tokyo，　Jap　an）、10％phosphoric

acid（O．1°／，（v／v））を加え、　HP］LCに供した（class－VP　chromatography　data

system；Shimadzu，　Kyoto，　Jap　an）。　Capcell　PAK　ODS　column（250　mm×4．6

mm，　particle　size　5　p皿；Shiseido，　Tokyo，　Japan）。検出波長350皿1、流量　1．O

mL　min－1、カラムオーブン温度40°Cとした。　移動相は、ω

MeOH：water：acetic　acid（v／v／v，5：92．5：2．5）、（B）MeOH：water：acetic　acid

（95：2．5：2．5）とした。

2．3　食物繊維と微量栄養素の測定

食物繊維、タンパク質、脂質、炭水化物、水分と灰分はAOAC法を用いた（26）。
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2．4　実験動物および飼育条件

　F344／DuCrj雄性ラット（Charles　River　，　Yokohama，　Japan）7週齢20匹

を1週間、クレアの粉末飼料を与えて馴化を行い、各投与群で体重と血漿総コ

レステロールに有意差がないように4つの投与群に群分けを行った。室温は

22℃±1℃、湿度は50％±5％とし、12時間の明暗サイクル（明期：8：00、暗期：

20：00）のもとで飼育を行った。ラットは個別にステンレスケージに入れて飼育

した。ラットの取り扱いにっいてはGUide　for　the　Care　and　Use　of　Laboratory

Animals（27）に従って行った。ラットの体重は毎日9：00から10：00の間に測

定した。投与期間は4週間とし、給餌量は前日の摂食量より5g増を目安とした。

食餌と水は自由摂取とした。試験飼料投与開始前、試験飼料投与開始から1週

間ごとに、12時間絶食後、尾静脈からの採血を行い、血漿総コレステロール濃

度、高密度リポタンパク質コレステn一ル濃度（且DLコレステロール）、TG（ト

リグリセリド）濃度の経時変化にっいて観察した。試験飼料投与期間終了後、

10：00にラットをエーテル麻酔処理し、腹部大静脈血より採血、その後、失血死

させた。肝臓、盲腸、副睾丸脂肪組織を摘出した。摘出した肝臓、盲腸は冷生

理食塩水で洗浄し、乾燥したろ紙で水分を除去し重量を測定した。その後、液

体窒素で急速冷凍し、分析に用いるまで一80℃で凍結保存した。
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2．5実験食

　本実験では，基本食として炭水化物源をα化コーンスターチとした。AIN・93G

（28）に準じて配合したミネラル混合物、ビタミン混合物を使用した20％カゼ

イン、5％セルロース添加食を基本飼料とし、本実験のControlとした。（Table　1）。

ソバスプラウト添加食群はコーンスターチと置換して5％添加した。実験食は，

酸化防止のため一30℃で保存した。

2．6　生化学的検査

　血漿中の総コレステロール、HDLコレステロール、　TGの測定はドライケム

（FUJI　FILM、3500）を用いて、酵素法により測定した。総コレステロール濃

度と且肌コレステロ・一・・一ル濃度の差を超低密度リポタンパク質コレステロール

＋中密度リポタンパク質コレステロール＋低密度リポタンパク質コレステロー

ル（VLDL＋IDL＋LDLコレステロール）濃度とした。

2．7　肝臓中の全脂質の抽出

　約19の肝臓をバイアル瓶に測り取り、凍結乾燥器（DC41，　Ya皿ato，　Tokyo，

Japan）により凍結乾燥させた。これをスクリューキャップ付試験管に移した後

　　　　　　　　　　　　　　　　　11



Table　l　Composition　of　experimental　diets

Control CBSP TBSP8 TBSP9

Component （9／kg　diet｝

corn　st日rch

milk　casein

α一corn　starch

suerOS¢

soy　b剛oil

cellUlose

minerel　mix　1｝

v諏min　mix　2）

L－cystine

¢holi皿e　bitartrate

TBHO　mix・

COTlmon　Buckwhcat

Tartary　Buckwheat　8

Tarta　ry　Buckwheat　Y

396．5

200

132

100

70

50

35

10

　3

2．5

1

341”S

200

132

100

70

50

35

10

　3

　2．5

　1

50

34L5

200

132

100

70

50

35

10

　3

　　2．5

　　1

　50

341．5

200

132

100

70

　50

　35

　10

　3

　2．5

　1

　50

1川N－・93G　mineral　mixture｛CAIN　1993）（28）

2AIN－9ヨG　Vitamin　mlxture（AIN　199ヨ）｛28）
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にFolchらの方法（29）に従ってクロロホルム・メタノール混合液（2：1，　v／v）を

2倍容加えた。その後に20分間超音波発生装置（No．92，　Blason，　USA）で処理

して脂溶性物質を抽出し、600×gで10分間遠心分離を行い、クロロホルムーメ

タノール混合液層と残渣に分配した。この残渣を同様の操作を2回繰り返して

得られたクロロホルム・メタノール混合液層すべてを別のスクリューキャップ付

試験管に移し、その1／4容の1％塩化バリウム水溶液を加え、1－2分間撹拝した

後600×gで10分間遠心分離することでクロロホルム層と水層に分配した。水

層を除去し、ロータリーエバボレーター（SH工BATA，　TQkyo，　Jap　an）で減圧濃

縮してTotal　lipidを得た。　Tota1　lip　idは約100皿g／mlになるようにクnロホル

ム・メタノール混合液を加え、・30℃で保存した。

2．8　メチルエステル誘導体の調製

　得られた嘗btal　lipid溶液のうち0．5m1を減圧濃縮により乾固させた後、これ

に5％塩酸メタノールを1ml加え、125℃の恒温槽で3時間封管し、脱水縮合を

行うことで中性脂質メチルエステル誘導体を調製した。室温まで放冷した後、

クロロホルム1皿1および超純水0．9m1を加えて約1分間撹拝し、600×9で10

分間遠心分離した。水層を除去し、クロロホルム層にメタノールー水（10：9，v／v）

混液1・9皿1を加えて、同様に約1分間撹拝後、600×9で10分間遠心分離を行
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った。この洗浄操作を3回繰り返すことで塩酸を除去し、これを減圧濃縮によ

り乾固させて、クロロホルム・メタノール混合液を0．1皿1加えた。

2．9　ケイ酸薄層クロマトグラフィー（TLC）による分画

　得られた中性脂質メチルエステル誘導体の半量を、展開溶媒ヘキサンー酢酸

工一テル（80：30：1，v／v／v）でT］』（ワコーゲルB－5塗布プレート）に供した。

標準物質のRf値に従い、ステロ・一ルメチルエステル画分をかき取り約2倍容の

クロロホルムーメタノール混合液（2：1，v／v）を加えた。これを5分間の超音波処

理にかけた後、600×gで10分間遠心分離を行い、上澄みをイアトロビーズ（メ

ルク社）海砂積層（Latoron，　Tokyo，Japan）のミニカラムに供した。この操作

を再び行い、減圧濃縮して乾固させた。

2．10　中性ステロールアセテート誘導体の調製

　Matsubaraらの方法に従って、中性ステロールアセテート誘導体の調製を行

った。2．9で得られた中性ステロール画分に無水ピリジンー無水酢酸（1：1，v∫v）

をO．1ml加え、封管中に窒素を充填し100℃で1時間反応させてアセテート誘

導体を得た。反応後、クロロホルム1mlおよびメタノール・水（10：9，　v／v）混合

液1．9m1を加え、1～2　i”〈間撹搾した後に600×9で10分間遠心分離を行った。
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水層は除去し、クロロホルム層にメタノールー水（10：9，v／v）混合液1・9皿1を加

え、同様に撹拝・遠心分離を行った。この操作をさらに2回繰り返した後、減

圧濃縮して乾固させた。これに四塩化炭素を加えて減圧濃縮、乾固させること

で無水ピリジンー無水酢酸を除去した。これをアセトン0．1m1で溶解し、このう

ち1μ1をガスクロマトグラフィーに供した。

2．11　ガスクロマトグラフィー（GLC）による中性ステロールの定量分析

　中性ステロールの同定は、試料と標準物質（GLサイエンス）との相対保持間

の比較により行った。試料中の中性ステロールの定量はクロマトグラムから得

られた標準物質との面積を比較することにより求めた。GLCにはDB17キャピ

ラリーカラム（025皿m．×30皿；J＆W　scientific，USA）を用いて2kglcm2の窒

素を移動相とし、水素炎イオン化検出器により検出を行った。温度条件はカラ

ムを270℃、試料注入部および検出器を300℃とした。

2：12肝臓からのRNA抽出

　Acid　guanidium－phenol・chlorofbrm抽出法に従って行った。約100μ9の肝

臓にISOGEN（NipPon　Gene，　Tbkyo，　Japan）をlml加え、1000　rpmで氷中に

て冷却しながらポッターポリトロンでホモジナイズした。ホモジネートを1．5皿1
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の遠心チューブに移し、200μ1のクロロホルムを加えて、約15秒間激しく混合

してRNAの抽出を行った。これを4℃、17，000×9で15分間遠心分離し、水

層を別のチューブに移し取った。移し取ったRNA溶液に500μ1のイソプロパ

ノールを加えて、混合した後、4℃、17，000×gで15分間遠心分離することで

RNAの沈殿を得た。上澄みはアスピレーターにより除去し、チューブの壁面を

洗浄するために80％エタノールを加えて再び4℃、17，000×gで15分間遠心分

離を行った。同様に上澄みを除去し、50μ1の滅菌超純水を加えて常温で約20

分間放置することで抽出したRNAを膨潤させ、ピペッティングにより完全に溶

解して・80℃にて保存した。以上のRNA抽出操作に用いた器具はすべて滅菌処

理したものを用いた。

2．13’RNA溶液中の核酸およびタンパク質濃度の決定

　滅菌超純水50μ1に溶解したRNA溶液の4μ1を1．5m1の遠心チューブに移

し取り、これに滅菌超純水を1ml加えて混合した。この全量を石英セルに移し、

分光光度計（UV・1600、　Shimadzu，　Kyoto，　Japan）を用いて260㎜にて核酸、

280nmにてタンパク質の吸光度を測定した。ブランクには滅菌超純水を用いた。

核酸およびタンパク質の濃度は吸光度が1．0で40μ9／m1として算出した。また、

260□皿と280n皿における吸光度の比をとり、この値が1．6～1．8の範囲である
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ことを確認してから以下の実験に用いた。

2．14　RNA試料中のDNA分解

　上記2・12で抽出し・2・13で濃度を決定したRNAの20μ9を0・5mlの遠心チ

ューブに移し取り、60mM　MgC12，100皿M　NaC1，100皿M　DTTおよび200mM

Tris・HC1（pH　7．5）からなるDNase　b　ufferを5μ1、　RNase　inhibitor（TaKaRa，

Outsu，　Japan）を20UおよびRQI　DNase（Promega，　Tokyo，　Japan）を1U加

え、滅菌蒸留水により50μ1にメスアップした。これを37℃で45分間酵素反応

させることでDNAを分解した。反応後、滅菌蒸留水50μ1およびフェノール・

クロロホルム・イソアミルアルコール（25：24：1、v／v／v）100μ1を加え、15秒間

激しく混合し、4℃で17，000×gの遠心分離を行った。上層を別のチューブに移

し、再びフェノールークロロホルムーイソアミルアルコール（25：24：1、v／v／v）を

100μ1加えて抽出および洗浄操作を繰り返した。移し取った水層に3M　NaOAc

を10μ1、99．5％エタノールを300μ1およびペレットペイント（Takara，　Outsu，

Japan）を1μ1加え、良く混合した後に、4℃、17，000×9の遠心分離を行った。

上澄みをアスピレーターにより除去し、80・／。エタノールを加えて、4℃、17，000

×9の遠心分離を行い、上澄みをアスピレーターにより除去してチューブの壁

を洗浄した。得られたRNAに28μ1の滅菌蒸留水を加え、ピペッティングによ
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り溶解した。以上の操作はすべて滅菌処理した器具を用いて行った。

2．15　逆転写（RT）

　DNAを分解・除去し、滅菌蒸留水に溶解したRNA試料の7μ1を0．5m1の遠

心チューブに移した。これに01igo（dT）primer（GIBCO，　Caithersburg，　USA）

を0．5μg加えて滅菌蒸留水で8μ1にメスアップし、70℃で10分閲保持した後

に氷中にて1分間急冷しRNAを直鎖上状にした。その後、375mM　KCI，15皿M

MgC12および250mM　Tris－HCI（pH　8．3）からなるstandard　bufferを4μ1、2．5

エnM　dATP，　2．5皿M　dTTP，　2．5mM　dGTP，　2．5皿M　dCTPからなるdNTP　miXture

（TaKaRa）を4μ1、0．1M　DTTを2μ1およびRNase　inhibitorを10U加え、

42℃で5分間RNAとプライマーをアニーリングさせた。その後に、　Moloney

］murine　leukemia　virus　reverse　transcriptase　（MM1万一RTase　；GIBCO，

Caithersburg，　USA）を200U加え、滅菌蒸留水で20μ1にメスアップし、42℃

で50分間培養することでRTを行い、　cDNAを合成した。続いて70℃で15分

間培養し、氷中にて1分間急冷することでHZMLV’RTaseの失活およびRNAと

cDNAの解離を行った。これにRNase　H（GIBCO，　Caithersburg，　USA）を2．2U

加えて全量を21μ1とし、37℃で20分間インキュベートしてRNAを分解した。

得られたcDNAはPCRに供するまで・20℃で保存した。以上の操作は全て滅菌
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処理した器具を用いて行った。

2．16　ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）

　　合成したcDNA溶液1μ1をO．5mlのPCRチュー一ブに移し取り、500mMKCI，

15エnM　MgCl2，100mM　Tris・HC1（pH　8．3）からなるPCR緩衝液を5μ1、　dNTP

miXtureを4μ1、　EX・Taqポリメーラーゼ（TaKaRa，　Outsl1，　Jap　an）を1．25U

と0．1mMのUpper　primerおよびLower　primerを025μ1ずっ加え、滅菌蒸

留水で50μ1にメスアップした。プライマーは，GAPDHプライマー（Upper

primer，5’・GCCATCAACGACCCCTTCATT－3’；Lower　primer，5’

rCGCCTGCTTCACCACCTTCTT－3’），Apo　Aユプライマー（Upper　primer，5’

・CAGCTAGGCCCAGTGACTCAG－3　’　；　Lower　　primer　，　　5　’

・A｛｝CTTCTTTTTGGCCTCATCG－3’），Apo　A4プライマー（Upper　primer，5’

－TTCCTGAAGGCTGTGGTGCTG－3　’　　；　Lower　　pri皿er　，　　5　’

・GTTGCCCCTTGAGCCCTTCCA・3’），　Apo　Bプライマー（Upper　primer，5’

・GAAAGCATGCTGA，AAACAACC・3　’　　；　Lower　　primer　，　　5　’

・AGGCCTGACTCGTGGAAGAA－3’），　Apo　Eプライマー（Upper　primer，5’

・’tTCTGTGGGCCCTGCTGTTG－3　’　　；　Lower　　primer　，　　5　’

一く｝GTTGGCTGTGCGCTdACCAC・3　’），HMG－CoA　reductaseプライマー
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　（UpPer　primer，5’‘GCGTGCAAGACAATCCTGGAG－3’；L，ower　primer，

5’－GTTAGACCTTGAGAACCCAATG・3’），　cholesterol　7αhydroxylaseプライ

マー（UpPer　primer・5”GCCGTCCAAGAAATCAAGCAGT・3’；Lower　primer，

5’－TGTGGGCAGCGAGAACAAAGT’3’），　LDI・Teceptorプライマー（UpPer

pri皿er　，　5’－ATTTTGGAGGATGAGAAGCAG－3’　；　Lower　primer　，

5”CAGGGCGGGGAGGTGTGAGAA・3’），SRB　Iプライマー（UpPer　pri皿er，

5　’　－GTAGGGCCCAGAAGACACCAC・3　’　；Lower　primer，　5　’

－CCTGCCACCGCTGCCACTTAC・3’），　EASプライマー（UpPer　primer，5’

・GCTGGAGCCCCTTTTTGTGTT－3　’　　；　Lower　　priエner　，　　5　’

・ACCCCAGCACTGCAGTTTTC！｝3’），SREBP　lcプライマs－一・一（Upper　primer，

5　’　・GTGCTTGGGCCTGTCACAATA－3　’　；　Lower　primer　，

5’－TCCCACCCCCAACAAAGAGAA・3’），SREBP　2プライマー（Upper　primer，

5’・GGAGCGAGCATTGAACTGTAT－3’　　　；　　　Lower　　　prinler　　　，

5’・TGCGGGCCACAAGAAGTAGAT’3’），　PPARγプライマー（Upper　primer，

5’・CCTTGC…GTGGGGATGTCTCA－3・　；　L。wer　P。imdr，

5’唱ATGTCCTCGATGGGCTTCAC－3’）の13種類を用いた。サー一マルサイクラ

ー（PTC』100，　MJ　Research　INC，USA）．の温度条件は、最初のサイクルが94℃

で3分間DNAの解離、60℃で1分間プライマーとのアニーリング、72℃で
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2分間DNA鎖の伸長を行った。2サイクル目以降は、　DNAの解離を94℃で1

分間とし、最後のサイクルはDNA鎖の伸長を72℃で10分間行った。　Apo　Al　．

Apo　Eの増幅は15サイクル、　Apo　B、　cholesterol　7　hydroxylase、　LDL　receptor、　SRB

Iの増幅は25サイクル、GAPDH、　HMG－CoA　reductase、　Apo　A4、　FAS、SREBP　l　c、

SREBP　2、　PPARγの増幅は30サイクル行い、増幅後は一20℃で保存した。　以上

の操作は全て滅菌処理した器具を用いて行った。

2．ユ7増幅DNA断片のアガロースゲル電気泳動

　電気泳動には40血MTris，33mM　NaOAc，2mM　EDTAおよびO．17％AcOH

とした1×TAEの2％アガロース（Seaken　ME　agarose，　FMC　Bioproducts）ゲ

ルを用いた。PCR産物の10μ1を0．5皿1の遠心チューブに移し、これにdye

solutionを2μ1加え、ピペッティングにより混合した後に電気泳動に供した。

泳動槽（Mupid－2，コスモバイオ）は1×TAEで満たし、1レーンに10μ1の試

料を供した。また、分子量マーカーとして100bp　ladder（SIGMA　genosis）も

同様に泳動した。電圧は100Vとし、プロモフェノールブルー（BPB）がゲル

の3分の2の位置に達するまで泳動した。電気泳動終了後に、暗所にてゲルを

エチジウムブロマイド溶液に浸して30分聞振とうすることで染色を行った。続

いて滅菌蒸留水中で15分間振とうすることで余分なエチジウムブロマイドを除
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去した。これに256nmの紫外線を照射して、分子量マーカーの移動度から増幅

したDNA断片が目的のものであることを確認した。その後に、ゲルを0．5M

NaOHおよび1．5M　NaCIからなるdenaturing　buffer中で30分間振とうし、

続いて3M　NaC1および0．5M　Tris－HC1（pH　7．5）からなるneutralization　bu」ffer

中で30分間振とうしてエチジウムブロマイドを洗浄した。以上の操作は全て滅

菌処理した器具を用いて行った。

2．18増幅DNA断片のナイロンメンブラ＾唐ﾖの転写

　電気泳動を終えたゲルを3M　NaC1およびO．3Mクエン酸ナトリウムからなる

20×SSC中で30分間振とうした。ナイnンメンブラン膜（Biodine　B，Pal

Bio’Ds：upport）は滅菌蒸留水中で30分間振とうした後、20×SSC中で30分間

振とうしたものを使用した。ナイロンメンブラン膜への転写は20×SSCによる

毛細管現象を用いた12時間のUpward　transfer　methodにより行った。転写終

了後に、ゲルの電気泳動した膜上に印を付け、室温に約20分間放置することで

膜を乾燥させた。その後にUV　cross　linker（Funakoshi，　Tokyo，　Japan）を用

いて膜上のRNAを紫外線固定した。以上の操作はすべて滅菌処理した器具を用

し’て行った・

22



2．19ハイブリダイゼーション

　紫外線固定した膜を2×SSC中にて約5分間振とうし、20×SSC塩を洗い落

とした。50％Formamide，5×SSC，2°／o　Blocking　reagent（Boehringer）、0．1％

Na　sarkosy1、－e：02・／・　SDSのhybridization　bufferはハイブリダイゼーションオ

ーブン（MICRO・4HYBRIDIZATION　OVEN；Hybaid，　Teddington，　U．K．）

中にて温めてから使用した。このhybridization　bUilEer中に膜を移し、42℃で1

時聞以上プレハイブリダイズを行った。プローブには、DIGにより3’－tailing

・TGATGACCAGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACTGTGCCGTTGAACTTGCC

GTGGG・3’）、Apo　A1プローブ（5’

－GGTATGATACTCGATCAGGGTAGGGTGGTTCTTGATCTGGG・TCAGGCG

CTGGGC・3’）、Apo　A4プローブ（5’

・AGCTGGGTGAAGTAGTCCCACATCACATTGGCCACCTGGTCGGAAGTG

ACCTCA・3’）、Apo　Bプローブ（5’
・TCCTTGCTTACCAAAAAGAGCTTCCAGTGTTGGCpI］CAAAGCCCTTTCCT

（5”CCAGGGTT鍋C礒C惚GC㏄鴨｛端GCTGATCTGTCAρCTCCAGC

TC｛1）CCC’IC－3’）、HMG・CoA　reductaseプローブ
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　（5’・GATCTGTTGTGAACCATGTGACTTCTGACAAGATGTCCTGCTGCCA

ATGCTGCC・3’）、cholestero17αhydroxylaseプローブ

　（5’－CCCGAAGGCCTGTTTAAGTGATGACTCTCAGCCGCCAAGGGACATC

ATCCAGTG・3’）、LDL　receptorプローブ（5’

－GTGAACTTGGGTGAGTGGGCACTGATCTGAGGGGCAGGCAGGCACAT

GTACTGG・3’）、SRB　Iプローブ（5’

・TGCCGTGTGGACAGTGTGACATCTGGGGGCTCAGGACGTGGCACTGG

CGGGTTG－3’）、EASプローブ（5’
－CT‘GCTCTCTGTGGATAGGACTGAATGCTGTGGCCTTCTGATAGA DCTCTT

CTGGA－3’）、SREBP　l　cプローブ（5’

・TGTGCTCTACCAGTGGGTATAAGCGTTCAGCTGCCTCCTCATCCCGCCT

　（5’＝TAAATTACAGTGATAGACAGGATAGGACAGGTGGGGACCAAGCACA

GGAAG．　GGG－3・）、　PPAR　γ　プ　。　＿・ブ

　（5’・GGATCGAAACTGGCACCCTTGAAAAATGCGGATGGCCAC　CTCTTTG

CTCTGdTC－3’）を用いた。ハイブリダイゼーションボトルにプローブを10P正01

加え、良く混合してハイブリダイゼーションを開始した。42℃で16－20時間の

ハイブリダイゼーションの後に、膜を免疫検出に供した。以上の操作は全て滅
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菌処理した器具を用いて行った。

2．20免疫検出

　膜を常温で2×SSC，0．1％SDS中にて15分間の振とうを3回行った後あ

らかじめ温めておいた0．1×SSC、0．1％SDS中にて50℃、15分間の振とうによ

る洗浄操作を3回行うことにより、膜に結合しなかったプローブや、非特異性

DNAとプロー一ブの結合を除去した。続いて1°／・　blocking　solution，　92mM　Maleic

acid，137mM　NaClのblocking　buffer中に膜を移し，常温で30分間振とうし

て膜のブロッキングを行った。続いて，アルカリフォスファターゼと結合した

anti－DIG　antibody（Boehringer）を1μ1、　blocking　bUffer　40mlに溶解し，こ

れに膜を移して常温で30分間振とうすることにより抗原抗体反応を行った。膜

を0．3％Tween　20、100mM　Maleic　acid、150mM　NaClのwashing　bUilEer中

で15分間の振とうを3回繰り返し、膜に結合しなかったanti・DIG　antibodyを

除去した。その後に、常温で100mM　NaCl、50血M　MgC12、100mM　Tris－HC1

（pH　9．5）のalkaline　buffer中にて5分間振とうして平衡化した。続いて、常

温でalkahne　bu」fferの0．25mM　Disodiu皿3－（4・皿ethoxysp加｛1，2・dioxetane

一日，2’一く5’℃hl。，。）t。i，y。fO［3．3．1．13，7］decan｝・4・yDph。nylph。sphat。（CSPD；

Boehringer）溶液中で5分間振とうさせることでアルカリフォスファターゼと
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CSPDの酵素一基質複合体を形成させ、37℃で15分間インキュベートすること

により酵素の活性化を行った。反応後，膜をX線フィルム（Super　HR－H，　FUJI

medical，　Tokyo，　Japan）に15分・12時間露光し，現像した。現像したX線フ

ィルムは，スキャ’ナーで画像を取り込み，NI珪imageによるデンシトメトリー

で発光の強さを測定した。

2．21盲腸内容物中の短鎖脂肪酸の定量

　且araらの方法（30）に従って行った。盲腸内容物は摘出した盲腸からピンセ

ットで搾り出し，撹枠しながらpHを測定した。その後に，滅菌超純水で5皿1

にメスアップしてよく混合した。この1．51nlを1．5mlエッペンチュー一ブに移し

取り、4℃、8，000×gで10分間遠心分離してタンパク質を沈殿させた。この上

清の500μ1を別のチコ、一ブに移し、4N　NaOHを100μ1加えて混合した後に4℃、

8，000xgで10分間遠心分離した。さらにこの上清の100μ1を別のチューブに

取り、3N　H3PO4を100μ1加えて混合した。この2μ1をGLCに供し、短鎖脂

肪酸を定量した。酢酸，プロピオン酸および酪酸の同定は、試料と標準物質（GL

Science，　Tokyo，　Japan）との相対保持…時間の比較により行い、定量はクロマト

グラムから得られた標準物質との面積の比較により求めた。また、酢酸、プロ

ピオン酸、酪酸の和を総短鎖脂肪酸とし、濃度と盲腸内容物の積をプールサイ
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ズとした。GLCに充填剤として80－100メッシ4のchro皿osorb　W－AW　DMSC

（Shimadzu，　Kyoto，　Japan）を充填したガラスカラム（31nmx2エn）を用い、

2kg／c皿2の窒素を移動相とし、水素炎イオン化検出器により検出した。温度条件

はカラムを145℃、試料注入部および検出器を170℃とした。

2．22　糞便中の胆汁酸の抽出

　総胆汁酸の抽出はGrundyらの方法の変法（31）に従って行った。約0．5gの

試料をねじ付試験管に量り取り凍結乾燥した。これにエタノールを10m1加えて

20分間超音波処理により抽出し、600×gで10分間遠心分離してエタノール層

と残渣に分配した。エタノール層は別のねじ付試験管に移し、残渣に5エn1のエ

タノールを加えて同様の操作を再度繰り返した。この抽出液を減圧濃縮、乾固

させた後に1．25N水酸化ナトリウムを4m1加えて125℃で6時間反応させるこ

とでアルカリ分解した。室温まで放冷した後、エーテルを4皿1加えて約1分間

撹絆し、600×gで10分間の遠心分離を行ってエーテル層と水層に分配した。

エーテル層を除去した後、水層に2N塩酸を3皿1、エーテルを5m1加えて撹持

した後に遠心分離し、再びエーテル層と水層に分配した。エーテル層を別のね

じ付試験管に移し取り、減圧濃縮、乾固させて総胆汁酸を得た。これを1m1の

エーテルに溶解し、－30℃で保存した。
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2．23胆汁酸のメチルエステル・アセテート誘導体の調整

　総胆汁酸の全量を減圧濃縮により乾固させた後、ジアゾメタンを5，6滴加え

て室温で1時間反応させてメチルエステル誘導体を得た。これを減圧濃縮、乾

固させ、無水ピリジン無水酢酸（1：1，v／v）を0．1皿1加えた。窒素を充填し封

管させ、室温で1晩放置することでアセテート誘導体を得た。反応後、クnm

ホルム1m1およびメタノール・水（10：9，　v！v）混液を1．9m1加え、約1分間撹

絆後に600×gで10分間遠心分離した。水層は除去し、クロロホルム層にメタ

ノールー水（10：9，v／v）混液を1．9m1加えて同様に撹拝、遠心分離した。この

操作を3回繰り返した後、減圧濃縮して乾固させ、さらに適量の四塩化炭素を

加えて減圧濃縮、乾固することで無水ピリジン無水酢酸を除去した。これにア

セトンを0．1m1加え、このうち1μ1をGLCに供した。

2．24　GLCによる胆汁酸の定量

　デオキシコール酸、コール酸、ケノデオキシコPtル酸およびリトコール酸の

同定は、試料と標準物質（GLI　Science，　Tokyo，　Jap　an）の相対保持時間の比較に

より行った。試料中の胆汁酸の定量はクロマトグラムから得られた標準物質の

面積の比較により求めた。また、デオキシコール酸、コール酸、ケノデオキシ
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コ．・一一ル酸、リトコール酸の和を総胆汁酸とした。GLCに充填剤として80－100

メッシュのchromosorb　W－AW　DMSC（Shi皿adzu，　Kyoto，　Jap　an）を充填した

ガラスカラム（0．25皿mX30m）を用い、2kg／cm2の窒素を移動相とし、水素炎

イオン化検出器により検出した。温度条件はカラムを280℃、試料注入部および

検出器を300℃とした。

2．25統計処理

　結果は平均値±標準誤差で示し、one－way　ANOVAの後、　Duncan’s

multiple　range　tes七で有意差の検定を行った。なお、いずれの検定も有意水準

は5％とした。肝臓における脂質代謝関連タンパク質皿RNAの発現量に関して

測定値は内部標準である個々のGAPDH皿RNA発現量の値により補正し、対照

区の平均値を100とした相対比で表した。

第3節　結果

3．1　ソバスプラウト乾燥粉末の組成（Table　2）

　普通ソバ（CBSP）スプラウト乾燥粉末の組成（％w∫w）：タンパク質、29．1；脂質、

6．5；食物繊維、30．1（水溶性食物繊維、5．6；不溶性食物繊維、24．5）、ルチン、0．64
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Table　2　Micro一皿utrient　compositio皿of　bu£kWheat　sprout　powder

qp皿ponent CBSP TBSP8 TBSP9

　　Moisture

　　Protein

工ipid

、A典

1：ぷC西一ate
柵蜘r翻。b］e

　　貰悦丁”

　．租h］got竜ble　fiber

　　恥古

7．8

zg，．1

6．5

9．6

46．4

5．6

24．5

’30．1

9／1Qθ9
5．4

30．3

6．3

9．3

42．8

5．9

31』

37．0

5．6

27．5

6．2

10．3

42．4

6．5

27．9

34・．4

Rutin 0．64 5，9 8．0
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であった。TBSP8スプラウト乾燥粉末の組成（％w／w）：タンパク質、30．3；脂質、

6．3；食物繊維、37．0（水漠牲食物繊維、5．9；不溶性食物繊維、31．1）、ルチン、5．9

であった。TBSP9スプラウト乾燥粉末の組成　（％w／w）：タンパク質、27．5；脂質、

6．2；食物繊維、34．4（水溶性食物繊維、6．5；不溶性食物繊維、27．9）、ルチン、8．0

であった。

3．2　摂食量、体重、体重増加量に及ぼす影響（Table　3）

　体重増加量及び摂取量をTable　3に示した。体重増加量と摂食量にっいて食餌

による変化はみられなかった。

3．3臓器重量に及ぼす影響（Table　3）

　臓器重量をTable　3に示した。肝臓重量、盲腸重量、副睾丸周囲脂肪量に差は

みられなかった。

3．4　｛糞重量（TabIe　3）

　糞重量についてTable　3に示した。糞重量はTBSP8群においてContro1群と

比較して有意に増加した。CBSP群とTBSP9群においてControl群との有意な

差はみられなかったが、増加する傾向にあった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　3

Body　weightgain，feed　intake，　liver　yveight，　cecum　iyeight，　epidydima［adiPose　tissue　and　fecahweight　in　rats　fed

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　experimental　diets　for　4　wk

Dietary　group

Ce皿trel CBSP TBSP8 TBSP9

　Initial　body

　weightω

　Fin91　body

　weight　（9｝

　Body　weigM
　呂且i●（砂・4wk）

Feo己袖take
・一o9t司wk）

．蹄Weight
　〈Wt　9／1晩b・w・）

．r〔beロth　rveight

　｛wt1ヅ100gb．W．）

°　酬ydimal　adipose

也愉．we恒ht
　（wt色ノ1’↓）Ogb．w．）

Fecal　weight

（曜9｝

174±3

255　±　6

68　±　6

400　±14

　3．2±0．2

　　1．5±O．2

2．2±o緬

2．6±e挽b

174±4

256±6

　67±6

401±21

　　3．2±0．2

　　1．6±O．1

¢．2±O．6

3泊±e．5ab

174　±　4

255　±　15

69　±　15

389±　19

　3．3±0．1

　　1．5±0．2

L7±0．4

4．0±0．6a

］74　±　4

256　±　15

68　±　15

382　±　26

　3．4±O．1

　工5±O．3

2．0±0．8

3．3±0．7ab

Vロlues白dヤヒ叩ressed部1t1ロn±SD　fOr　s　va¶事．

V口lu凹　 not　sh8rinZ　ロ　row　5up邑閥er栖1　血Ve　■ign而can‘ly　dirrtrent　口‘　P＜　 0・05・
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3．5血漿脂質濃度（Figuエe　2－3、　Table　4）

　血漿脂質濃度をFigure　2・3、Table　4に示した。尾静脈より採血した血漿総

コレステロール濃度の経時変化についてFigure　2に示した。試験開始から1週

間目の時点で、Control群に比べ、2種類のTBSP群で総コレステロールが低い

値を示した。試験開始4週間目においてTBSP8群で最も低い値を示した。

TBSP8群、　TBSP9群でのみ、総コレステロールの上昇を抑制することが確認

された。尾静脈より採血した血漿TG濃度の経時変化についてFigure　3に示し

た。各群間において有意な差は認められなかった。TBSP8群、　TBSP9群で

ContTO1群、　CBSP群と比較して低下する傾向がみられた。

　Table　4に4週間目の血漿総コレステロー一ル濃度VLDL＋IDL＋LDLコレステ

ロー一ル濃度、HDI．コレステロール濃度を示した。　CBSP群とTBSP群は4週間

目にC皿tro1群と比較して有意に血漿総コレステロール濃度が低下した。

（Table　4）　3種類のソバスプラウト乾燥粉末は、わずかに血漿TG濃度の低下

を引き起こした。

3．6　　月干月蔵月旨質濃度　（Figure　4“5）

　肝臓中のTotal　lipid　fi、コレステロール量についてFigure　4・5に示した。

Tbtal　hpid量において、各群間に有意な差はみられなかった。℃BSP群が最も
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　4

’plasma　total　cholesterol，　HDL　cholesterol　and　VLI）L＋IDI」＋LDL　cholesterol

　　　　　　　　　　cencentratien　in　rats　fed　experimenta1　diets　fo　r　4　wk

Djetary　group

CeRtrol CBSP TBSP8 TBSP9

Tota｛eholesterol

（mnioltL）

HDL　choハ〔鵠te「01

（mmel／L）

VLDL十皿）L＋1．DL

cholestCrel★

（mrnol几）

23①±0．1ga

1．45±026

0．84±0．33

2．20±O．08ab

1．17：ヒ0．31

1．02±0．40

1．87±027C

122±0・42

0．66±0．18

1．93±0．141）c

1．20±0．07

0．68±0．20
　㍗

V臼1ues　a祀e叩ressed　a5　mcan±SD　for　5　mt＄．

Values　not　sharing　n　row　superscript　sre　significantly　diffcrent　at　Pく0．05．

HDL：high　dcnsity　lipoprotein　l　VLDL：vetT　tow　density　lipoprotcin，　LDL：Iow　density　lipoprotein
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低い値を示した。コレステロール量において、各群間に有意な差はみられなか

った。

3．7糞中脂質濃度（Figure　6－9、　Table　5）

　糞中脂質濃度をFigUre　6・9、　Table　6に示した。糞中のTotal　lipid量にっい

てFigure　6に示した。　Total　lipid量において、各群間に有意な差はみられなか

った。3種類のソバスプラウト乾燥粉末摂食群においてContro1群と比較して増

加する傾向がみられた。糞中のコレステロール量についてFigure　7に示した。

糞中コレステロール量において有意な差はみられなかった。3種類のソバスプ

ラウト乾燥粉末摂食群においてContro1群と比較して増加する傾向がみられた。

糞中のコプロスタノール量についてFigure　8に示した糞中コプロスタノール量

において有意な差はみられなかった。3種類のソバスプラウト乾燥粉末摂食群に

おいてContro1群と比較して増加する傾向がみられた。糞中のコレステn一ル

量とコプロスタノール量を合わせた中性ステロール量をFigure　9に示した。糞

中中性ステロール量において有意な差はみられなかった。3種類のソバスプラ

ウト乾燥粉末摂食群においてContro1群と比較して増加する傾向がみられた。

　試験最終3日間の糞中中性ステロールと酸性ステロール量についてTable　6

に示した。糞中総胆汁酸排泄量は、CBSP群、　TBSP8群、　TBSP9群において
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Table　5　Fecal　steroid　concentrations　in　rats　fed　experimental　diets　for　4svk

Control CBSP TBSP8 TBSP9

　Cholesterol

Coprostano］

Cholic

acid

Deoxych
olic　acid

Chenqde
・xych・1ic

acid

LithoiCho

lic　acid

0．532±0．219

2．062±O．780

0．017±0．012

0．Qt2±0．002　b

O．005±0．001　b

O．042±0．0081〕

μ吻o”1009孝o吻

　0．590±0．195

　3．369±1．666

0．033±0，012

0．030±0．017a

O．019±0．005a

O．091±0．038垂

weigltt／day

　　O．831±0．548

　3265±2．917

0．025±0．006

0．θ33±0．001a

O．925±0．006a

O．079±0．023a

0．892±｛L100

3．731±1．996

0．024±｛）．011

0．030±0．022a

O．017±0．010a

O．080±0．04｛｝a

Total

bi
0．075±O，014b 0．173±0．068a 0．162：ヒ0．017紐 o．151±e．e71　a

Valpasロre　il叩r口3¢d罰S　mean±SD而rsr凪“．

Ψalues　noti』岡ring罰rOW　supcrscript　nr唇slgnlficantly　dirrcrc耐nt　P＜0．05．
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Contro1群と比較して有意に増加した。1次胆汁酸であるコール酸において、

Control群と比較して、　CBSP群において1．9倍、　TBSP8群において1．5倍・、

TBSP9群において1．4倍の上昇がみられた。同じく1次胆汁酸であるケノデオ

キシコー一ル酸においてContro1群と比較して、　CBSP群において3．8倍、　TBSP8

群において5倍、TBSP9群において3．4倍の有意な上昇がみられた。2次胆汁

酸であるデオキシコール酸において、Co抽ro1群と比較してCBSP群とTBSP9

群において約2．5倍、TBSP8群において2．8倍の有意な上昇がみられた。同じ

く2次胆汁酸であるリソコール酸において、Contro1群と比較してC8SP群に

おいて22倍、TBSP8群、　TBSP9群において1．9倍の有意な上昇がみられた。

3．8　盲腸内SCFA濃度（Table　6）

　Table　5にラットの盲腸内SCEA濃度について示した。盲腸内酢酸量と酪酸

量はC皿tro1群と比較して3種類のソバスプラウト乾燥粉末摂食群で有意に増

加した。CBSP群において盲腸内プ巨ピオン酸量はContr。1群と比較して有意

に増加した。盲腸内総SCFA量はContro1群と比較してCBSP、　TBSP8、　TBSP9

で有意に増加した。
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．Table・6　Cecal　SCFA（Short　chain　fatty　acid）concentrations　and　pH　in　rats　fed

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　experimental　diets　for　4　wk

Control CBSP TBSP8 TBSP9

Acetie　acid　　12．76　t　4．85　b

Propionic　acid　3．99±0．93　b

B・ty・ic・a・id　1．93±0．62　b

Total　SCFA　　18．68±5．60　b

　　　　　　　　　　　　；

，　　μ〃mot／9　eentents

23．59±8．7ga

　　　I‘

　7．36±2．91a
　　　’■

　9．19±3．77a

40．14±i2．49　a

22．73±12．82a

5．88±3．06　”b

　5．98±2．ケ6ロ

34．59±17。11a

27．51：ヒ8．12a

　6．38±1．87　ab

　9．15±3．59丑

43．04±12．68臼

P 　　タ
84e±d・S3 7．89二1：O．25 7．87±0．24 7．75±0．24

Va姐es　are　exbressed　as　mea皿±sb　br　5　rats．

VAIues　not　sti　tirihg　a　row　s叩erscript　are　significan刊y　di脆rent　at　P＜0．05．
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3．10肝臓における脂質代謝関連タンパク質mRNAの発現量（Figure　10・15）

　Figure　9’14に・肝臓におけるApo　B、　Apo　E、　cholestero17αhydroxylase、

HMG’CoA　reductase・LDL　receptor・EASのmRNA発現量を示した。Apo　B皿

RNAレベルにおいてCBSP群とTBSP群においてContro1群と比較して有意に

減少していた。Apo　E　mRNA発現量において、各群間で有意な差はみられなか

った。cholestero1　7　ct　hydroxylase　inRNAレベルはCBSP群、TBSP8群、TBSP9

群においてContro1群と比較して有意に増加していた。　H　MG－CoA　reductase

皿RNAレベルはTBSP9群においてContro1群と比較して有意に増加していた。

LDL　receptorについて有意な差はみられなかったが、　Centro1群と比較して3

種類のソバスプラウト摂取群において増加する傾向がみられた。　EAS　mRNA

レベルにおいてCBSP群とTBSP群においてControl群と比較して有意に減少

していた。この結果からCBSP群、　TBSP8群、　TBSP9群は肝臓のcholesterol

7qhydroxylase　mRNAが増加するため血漿コレステロールが減少すると考え

られた。

第4節　考察

本研究では、ダッタンソバスプラウト乾燥粉末のラットにおける血漿コ・Vs
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　ステu一ル、肝臓mRNAレベル、糞中コレステロール排泄に及ぼす影響につ

　いて研究をおこなった。Table　3の結果から体重増加量と摂食量について食餌

　による変化はみられなかった。Table　3の結果から肝臓重量、盲腸重量、副睾

　丸周囲脂肪量に差はみられなかった。このことからソバスプラウト乾燥粉末

　の摂食は、ラットの成長を阻害しないことが示唆された。血漿総コレステロ

　ール濃度は、Table　4の結果からControl群と比較してTBSP8群において

　18．7％、TBSP9群において16．1％減少した。この減少は2種類のダッタンソ

　バスプラウト乾燥粉末摂取群の総コレステn・一ルのうちVLDL＋IDL＋LDL

　コレステロールとHDLコレステロールが減少したためと考えられる。

　コレスデロール低下作用には、肝臓でのコレステロール合成の減少、糞中へ

のコレステロールあるいは胆汁酸の排泄などの増加が考えられる。

　食餌コレステロールは肝臓のLDL　receptor経由で代謝されることで抑制さ

れている（32）。食餌コレステロールは、モルモットの肝臓のLDL　receptor

mRNAレベルを増加させた（33）。　Fukushimaら（34）は、ラットにコレステ

ロールとコール酸を負荷しfsい条件で、5％シュガービートファイバー・一・L添加飼料

を4週間摂食させたところ、血清総コレステロール濃度とVLDL＋IDL＋LDLコ

レステロー一ル画分濃度の低下が観察され、それには肝臓のLDL　receptorの

mRNA発現量の大幅な増加が関与していると報告した。本研究において・5％ソ
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バスプラウト乾燥粉末を摂食させたところ、全ての群間において、肝臓のLDL

receptorエnRNAに差は認められなかったため、血漿総コレステロール濃度低下

作用の作用機序は異なる経路を介してV）ると考えられた。

　中性ステロールと酸性ステロールの排泄は、本研究において2種類のダッタ

ンソバスプラウト乾燥粉末摂取群で有意に増加した（Table　6）。特に胆汁酸の排

泄がTBSP9群において他の群に比べ値が高かった。肝臓においてコレステロー

ルはβ酸化を受けてコール酸とケノデオキシコール酸が生成する。これらは通

常タウリンやグリシンなどとの抱合体として胆汁中に分泌される。これらは、

腸内細菌により変換されデオキシコール酸やリトコール酸などの二次胆汁酸に

なる（35）。本実験において3種類のソバスプラウト摂食群において一次胆汁酸、

二次胆汁酸ともに有意に増加した。これは、ラットにおける肝臓胆汁酸合成及

び腸内細菌叢による二次胆汁酸への変換が高まったことが主な要因として考え

られる。

　Buhmanら（36）は、ラットにオオバコを摂取させると肝臓のcholesterol　7

αhydroxylase　mRNAと糞中胆汁酸排泄量、糞中総ステロール排泄量が高まる

と報告している。本研究において、ソバスプラウト乾燥粉末を摂取すると

Contro1食と比較して、糞中胆汁酸排泄量と肝臓での胆汁酸合成律速酵素である

chelestero1　7　q　hydroxylase皿RNAが有意に増加した（Table　6、　Figure　12）。そ
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して、特に2種類のダッタンソバスプラウト乾燥粉末においてContro1食と比

較して、肝臓のcholestem17αhydroxylase皿RNAが有意に高まった。ラツト

の胆汁酸は肝臓で合成された後、胆管を通じて腸管へと放出される。しかし、

一次あるいは二次胆汁酸の98～99％は、腸肝循環により回腸で吸収され、門脈

を経て肝臓へ運ばれる（37）。そのため、ソバスプラウト乾燥粉末摂食による、

糞便中胆汁酸量の増加には、腸肝循環の阻害作用カミ関与している可能性がある。

この作用は、食物繊維の胆汁酸吸着能という性質が関与していると考えられた。

食物繊維は血ガγoでもin　vitroにおいても胆汁酸を吸着することができる（38）。

その結合能は酸性pHで最も強く、pHの上昇に伴って低下する（39）。

　また、肝臓でのコレステロ・一・ル合成の律速酵素であるH　MG’CoA　re　ditctase

のmRNA発現量はTBSP9群において有意に増加したことから、TBSP9の摂食

は肝臓におけるコレステロール合成を増加させる可能性がある（FigUTe　23）。本

実験結果におけるmRNA発現量の増減から、特に、　TBSP9を摂食させたラッ

トではコレステロール代謝関連酵素の活性が変動している可能性がある。

　CBSP群、　TBSP　8群、　TBSP9群の盲腸内の総SCFAと酪酸濃度が有意に増

加した。ラツトの盲腸内プロピオン酸と酪酸濃度が3種類のソバスプラウト畿

燥粉末摂取群においてCQntl一⑪1群と比較して有意に高まった。盲腸内のSCFA

が血漿コレステロール低下作用を有することが報告されている（4剖。AnniscR
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ら（41）は、短鎖脂肪酸のうち、盲腸で吸収された後、酢酸は胃から大腸まで

のトランジットタイムを早め、プロピオン酸、酪酸は腸管自体のエネルギ＿と

なり同様に滞留時間を早めると報告している。食物繊維の中でも、特に水溶性

食物繊維であるペクチンや不溶性食物繊維は大腸で短鎖脂肪酸へと資化されや

すく、大腸内発酵の重要な基質となる。3種類のソバスプラウト乾燥粉末は水

溶性食物繊維と不溶性食物繊維が含まれており、大腸内発酵の影響を受けやす

いと考えられる。3種類のソバスプラウト乾燥粉末が大腸内細菌によって有機

酸に資化されると、酢酸、プロピオン酸、酪酸の短鎖脂肪酸画分が増加するこ

とが示唆された。有機酸量と血清コレステロール濃度の問には、有意な負の相

関関係があることが、ラットを用いた研究で報告されている（42）。そのため大

腸内発酵産物である短鎖脂肪酸は、コレステロール代謝に、影響を与えている

と示唆される。

　糞中の中性ステロイド排泄量が2種類のダッタンソバスプラウト乾燥粉末摂

取群においてContro1群より高まった（Table　5）。2種類のダッタンソバスプラ

ウト乾燥粉末がステロイドと結合して糞中ステロールの排泄が高まったと考え

られる。さらに、3種類のソバスプラウト乾燥粉末中のタンパク質や食物澆維

が腸内発酵を起こしたと考えられ、その量の差からコレステロール代謝に違い

が出たと示唆される。食物繊維、とくに不溶性食物繊維は腸内でステロ・・一？Vの
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吸収を抑制してコレステロール低下作用を引き起こす（43・45）。不溶性食物繊

維と水溶性食物繊維は腸内でのトランジットタイムを早める。

　本研究において・2種類のダッタンソバスプラウトを4週間摂取することで、

血漿総コレステロールが有意に減少した。コレステロール低下作用はCBSP群

よりTBSP8群、　TBSP9群の方が大きかった（Table　4）。2種類のダッタンソ

バスプラウト乾燥粉末の摂取は、脂肪酸合成酵素の肝臓EAS　mRNA発現量を抑

制した（Figure　15）。　TB　SP　8群、　TBSP9群は、肝臓の脂肪合成を減少させる

ことにより血漿TGの上昇を抑制したと考えられる。　CBSP群、　TBSP8群、

TBSP9群は糞中胆汁酸排泄量を有意に増加させた。その結果は、コレステロー

ルから肝臓胆汁酸合成を刺激することにより、CBSP群、　TBSP　8群、　TBSP9

群の血漿総コレステロールを減少させたと考えられる。ソバスプラウト乾燥粉

末は胆汁酸排泄を有意に高めており、3種類のソバスプラウト乾燥粉末に含ま

れるタンパク質や食物繊維などが、胆汁酸との吸着をおこしたと考えられる。

Kayashitaら（25）は、ソバタンパク質の消化性の低さが胆汁酸との吸着の可

能性があると示唆している。2種類のダッタンソバスプラウ・ト乾嚢総末摂敢群

においてApo　B　mRNA発現量カミ有意に低下していた（亮容詑鐙＞e　A塾昼｝まキ

ロミク巨ン、VLDL、　IDL、　LDLの主要なアポリポタンパタ質であるた轟、こ

れらのmRNA発現量の低下は、肝臓から生体内へのジポタンパタ質の放毒を抵
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下させた可能性がある。本研究においてラットはソバスプラウト食で中性ステ

ロイドの排泄に影響を及ぼすことが示唆された。Taniguchiら（75）は、貝割

れ大根のスプラウトがラットにおいてコレステロール低下作用があるという報

告をした。そのコレステロール低下作用は、スプラウト粉末の食物繊維量によ

るものだと示唆している。本研究においてもソバスプラウトに含まれる食物繊

維の量が脂質代謝に影響を及ぼした可能性がある。ルチンが脂質代謝低下作用

と心臓保護効果を有するといういくつかの報告がある（76・78）。本研究におい

て2種類のダッタンソバスプラウト乾燥粉末の方が普通ソバスプラウト乾燥粉

末より血漿コレステロール濃度の低下作用が高かった。Santosら（76）は、体

重1kgあたり5mgのルチンの添加で血中コレステロールが有意に低下したと報

告した。Stanleyら（78）は、ルチンを経口投与した場合、ストレプトゾトシン

誘発の糖尿病ラットのコレステロールとTGを低下させたと報告した。これら

の結果からソバスプラウト乾燥粉末に含まれるソバタンパク質、食物繊維、ル

チンなどが、特にダッタンソバスプラウト乾燥粉末群において有意に脂質代謝

に効果があったと考えられる。

結論として、2種類のダッタンソバスプラウト乾燥粉末は、Contro1食のラッ

トと比較して明白な作用を持つことがわかった。2種類のダッタンソバスプラ

ウト乾燥粉末摂取により、糞中の胆汁酸排泄の増加、血漿総コレステロールの
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減少作用が明らかとなった。それは、2種類のダッタンソバスプラウト乾燥粉

末に含まれる食物繊維、タンパク質、ルチンなどの作用によるものと考えられ

る。2種類のダツタンソバスプラウト乾燥粉末摂食による血漿総コレステロー

ル低下作用は、chole　stero1　7　or　hydroxylase皿RNAの発現増加、　S　CEAによる

糞中ステロイド排泄促進作用によるものと考えられる。これらの結果から2種

類のダッタンソバスプラウト乾燥粉末は血漿と肝臓の脂質代謝に有益な効果を

持っことが明らかとなった。

60



第3章　ソバスプラウトのアセトアミノフェンによる肝毒性軽減効果

第1節　緒論

　日本における三大死因は、ガン（悪性新生物）、心疾患、脳血管疾患であり、

この傾向はここ数年変わっていない（46）。これらの疾病の原因には生活習慣や

遺伝的なものなど、様々考えられているが、近年それらの一つに挙げられてい

るものに、フリーラジカルがある。フリーラジカルとは、酸化や還元反応にお

いて、物質問での電子のやりとりにより生じた最外殻に不安定な不対電子を持

つ分子を指す。フリーラジカルは、薬物やストレスなどで過剰に生体内に生成

され、細胞膜を構成する脂質や、たんぱく質、遺伝子などに作用し、数々の疾

病や老化を引き起こしてい6。現在、このフリーラジカルの生体に対する影響

を防御するための物質について、研究が進められている。それらはまとめて抗

酸化物質といわれており、生体内に存在するものや、生体外から取り入れるも

のがある。

　抗酸化物質にはその働きによって、①フリーラジカル、活性酸素の生成を抑

制する予防的抗酸化物質、②ラジカルを捕捉して連鎖開始反応を抑制し、また

連鎖成長反応を断つラジカル捕捉型抗酸化物質、③損傷した膜脂質、たんぱく
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質・遺伝子の修復・再生をする修復・再生機能に分類できる（47－48）（Figu　re　16）。

　本研究では・ソバスプラウトのアセトアミノフェン（以下AAP）誘発肝毒性

に対する影響について調べることを主な目的とした。フェノール陛化合物の抗

酸化力については様々な研究が進められており、生体内でラジカル捕捉型抗酸

化物質として働くことが明らかになっている（49）。特にフラボノイドはフリー

ラジカルによるLDLをはじめとする生体内の脂質過酸化反応を抑制することか

らソバスプラウトに含まれるポリフェノールがこのような作用をもっと考えた。

今回の実験では、生体内のラリーラジカル発生モデルに、AAPの長期投与によ

る薬物性慢性肝障害モデルラットを用いた。

　AAPは比較的安全な解熱鎮痛剤として広く使用されている。適量の摂取では、

肝臓で硫酸やグルクロン酸と抱合体を作り、無毒化され、排泄される。しかし、

過剰量を摂取すると、その経路では間に合わず、薬物代謝酵素の影響を受け、

反応性に富んだ活性中間体となる。これがフリーラジカルとしての働きを持ち、

肝細胞内の脂質やたんぱく質と結合して肝障害を引き起こす（50・51）。肝臓内

には、この活性中間体に対する抗酸化物質である、還元型グルタチオン似下

GSH）が存在している。このGSHは活性中間体と抱合体を形成し、メルカプ

ツール酸として無毒化後、排泄される（Figure　17）。生体の持っ抗酸痘酵素の飽

にも、食物に含まれる抗酸化物質の活性酸素毒防御作用の重要性が知られてい
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る。そこでソバスプラウトに含まれるルチンに注目し、AAP誘発の薬物性肝障

害に対する抗酸化メカニズムを調べた。

　近年、北海道農業研究センターで新しいダッタンソバスプラウト乾燥粉末

　（Hokkai　8号・且okkai　9号）が栽培された。世界中で3種類のソバが存在す

る。その中の2種類を実験に用いた。普通ソバ（Fagopyruni　esculen　tum）とダッ

タンソバ（Fagop　PTum　ta　tarie　uma）である。ルチンはソバにおいて主要な化合物

でヶルセチンの配糖体であり、薬理効果を持っている（Figure　1）。ルチンはビ

タミンのように必須栄養素ではないが、ヒトの健康に有益な効果を持っ（52）。

フラボノイドの抗酸化能は、B環のカテコール構造が他の水酸基に比べて圧倒

的に電子給与性が高い。そのため、一般にフリーラジカル捕捉は、フェノール

性水酸基の電子給与性に由来している。また、・フラボノイドの抗酸化活性は、

ラジカル発生に関与する遷移金属イオン（鉄、銅など）のキレート作用から説

明できる場合もあるが、カテコール構造にもまた強いキレート作用があること

が明らかとなっている（53）。

　生体はフリーラジカルである活性酸素種（reaCtiVe　OXygen　SpeCieS）に対し、

活性酸素捕捉消去や障害発生部位の修復などの防御機構を持つ。活性酸素の捕

捉消去に関わる抗酸化酵素にSODがある。　SODは細胞内SODと細胞外SOD

を持ち、細胞内SODには、補欠分子としてマンガンを含むもの（Mn－SOD）と
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銅および亜鉛を含むもの（Cu，　Zn・SOD）の2種類がある。　Mn－SODは主にミ

トコンドリアに、Cu，　Zn・SODは主に細胞質に存在する。

　近年、いくっかの報告では、植物由来の自然の抗酸化物質はフリーラジカル

を介在した肝声牲を緩和するとある（54－56）。Hanらは・4週間飼育のラットの

肝臓においてアズキの抽出物がAAP誘発の肝毒性をGSH経由の抗酸化、解毒

システムにおいて保護作用があったと報告している（57）。AAPによる酸化ス

トレスは、フリーラジカルによる脂質、核酸、タンパク質などの生体構成成分

への攻撃変性を引き起こしてしまう。ソバスプラウトに含まれる抗酸化能をも

つルチンなどのポリフェノールがどのようなメカニズムで抗酸化作用を発揮す

るか調べた研究はない。本研究において、ソバスプラウト乾燥粉末がラットに

おけるアセトアミノフェン誘発の肝障害をどのように抑えるかを目的とした。

第2節　実験材料および実験方法

　ソバスプラウトの栽培、ルチン濃度の測定、食物繊維と微量栄養素の灘定、

実験動物および飼育条件に関しては第2章　第2節と同じ

2ユ実験食
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　本実験では・基本食として炭水化物源をα化コーンスターチとした。AIN－93G

（66）に準じて配合したミネラル混合物、ビタミン混合物を使用した20％カゼ

イン・5％セルロース添加食を基本飼料とし、本実験のContro1とした。（Table　7）。

ソバスプラウト添加食群はコーンスターチと置換して5％添加した。さらに、各

群にアセトアミノフェンを1％添加した。実験食は，酸化防止のため一30℃で保

存した。

2．2　生化学的検査

　血漿中の血漿alanine　a皿inotransferase　（ALT）活性、　aspartate

aエninotransferase　activi七y　（AST）活性の測定はドライケム（FUJI　FILM、

3500）を用いて、酵素法により測定した。

　肝臓中の全脂質の抽出、メチルエステル誘導体の調製、ケイ酸薄層クロマト

グラフィー（TLC）による分画、中性ステロールアセテート誘導体の調製、ガ

スクロマトグラフィー（GLC）による中性ステロールの定量分析、肝臓からの

RNA抽出、　RNA溶液中の核酸およびタンパク質濃度の決定、　RNA試料中の

DNA分解、逆転写（RT）に関しては第2章　第2節と同じ
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Table　7　Composition　of　experimental　diets

Control＋AAP CBSP＋AAP Hokkai　8　＋AAP　Hok㎞i　g＋AAP

Com　onent ノk　diet

corn・slflrch．．：：

milk　c□sein

α1£om　5‘9「ch

Sucro5e

soy　bean　oil

cellulose

mineral　mix”

vitamin　mix　2）

しcystine．

eholine　bitArtr丑te

TBHQ　mix

AAP

Common　Buckwheat

Tartary　BUckWh闘t8

Tart町y　Buck“vheatg

391．5

200

132

’ヨ00．

　70

　50．

　35

　10

　　3

　　2，5

　　1

　10

341．5．

200

　132

100

　70

　　50

　　35

　　10

　　　3・

　　　2．5

　　　1

　　10

　　50

341r5

200

132

100

7e

50

35

10

　　3’

　　2．5

　　1

　10　・『

　50

34L5

200

132

100

70

　50

　35　　’

　10

　　3

　　2．5

　　1

　10：’

　50

IAtN－93G・mlneral・mlXture（AIN　19明）｛28）

2AtN－9ヨGVitamln　mlxture　（AIN　1993）｛28｝
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2．3　ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）

　合成したcDNA溶液1μ1を0．5mlのPCRチューブに移し取り、500mMKC1、

15mM　MgC12、100皿M　Tris・HCI（pH　8．3）からなるPCR緩衝液を5μ1、　dNTP

miXtureを4μ1、　EX－TaqポリメーラL－・一・ゼ（TaKaRa，　Outsu，　Japan）を1．25U

と0・1皿MのUpPer　primerおよびLower　primerを025μ1ずつ加え、滅菌蒸

留水で50μ1にメスアップした。プライマーは，GAPDHプライマー（Upper

pri皿er，　5’－GCCATCAACGACCCCTTCAT’IL　3’；Lower　primer，5’

－CGCCTGCTTCACCACCTTCT’1｝　3　’）、　GSH　reductaseプライマー（Upper

primer，　5’－GCCGCAGCGTTATTGTGGGTG－3’；Lower　pximer，5’

－CGATAGGCGGGTGGCTGAAGAC－3’）、Mn－SODプライマー（Uppeτprimer，

5　’　・CGCTGTCACTGTCATCATAA（｝3　’　；　Lower　pTimer　，　5　’

・GTCCGGTGCAGGGCGTCATTひ3’）、　Cu，　Zg・SODプライマー（訂ppel・

pri皿er，5’・GTCCGGTGCAGGGCGTCATTC－3’；Lower　primer，5撲

一CAATCACACCACAAGCCAA（｝C　・3’）、の4種類を用いた。サーマルサイ㌢ラ

ー（PTC・100，　Mj　Research　INC．）の温度条件は、最初のサイタ壷が鍵゜｛｝で3

分聞DNAの解離、60℃で1分闘プライマーとのアニーヨンダ、奮ぎCで童糞

間DNA鎖の伸長を行った。2サイタル自以塞は、　PNAのge離を94”Cで1曇

間とし、最後のサイタルはDNA鎖の纏長を？2℃で鐙分籠行った。増纏は翼
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サイクル行い、増幅後は一20℃で保存した。

具を用いて行ったe

以上の操作は全て滅菌処理した器

増幅DNA断片のアガロースゲル電気泳動、増幅DNA断片のナイロンメンブ

ランへの転写に関しては第2章　第2節と同じ

2．4ハイブリダイゼーション

　紫外線固定した膜を2×SSC中にて約5分間振とうし、20×SSC塩を洗い落

とした。500／o　Formamide，5×SSC，2％Blocking　reagent（Boel皿inger）、0．1％

Na　sarkosyl、　O．02％SDSのhybridization　bufferはハイブリダイゼーションオ

ーブン（MICRO－4HYBRIDIZATION　OVEN；Hybaid，　Teddington，　U．K）

中にて温めてから使用した。このhybridization　buffer中に膜を移し、42℃で1

時間以上プレハイブリダイズを行った。プローブには，DIGにより3’・tailing

・TGATGACCAGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACTGTGCCGTTGAACTTGCC

GTGGG・3’）、　GSH　reductaseプローブ（5’－ACCACATGGAG　T　TCCAGCC

CGATGAGGTCTTCTTTACTTCCTTAACCTGTGAG－3’）、　Mn－SODプローブ

（　　　・　’　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　　　　’
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・CAGTCAGGAGCCTAGCTTGGGTCTGTTGATTTGTTCAGTAGTGAGGTA

GACCC・3’）、Cu，　Zn－SODプローブ（5’

－AGCAGCCACATTGCCCAGGTCTCCAACATGCCTCTCTTCATCCGCTGG

ACCGCC・3’）、を用いた。ハイブリダイゼーションボトルにプローブを10p皿01

加え，良く混合してハイブリダイゼーションを開始した。42℃で16－20時間の

ハイブリダイゼーションの後に、膜を免疫検出に供した。以上の操作は全て滅

菌処理した器具を用いて行った。

　免疫検出、盲腸内容物中の短鎖脂肪酸の定量、糞便中の胆汁酸の抽出、胆汁

酸のメチルエステル・アセテート誘導体の調整、GLCによる胆汁酸の定量に関し

ては第2章第2節と同じ

2．5　グルタチオン濃度の測定

　aPhtalaldehydeをもちいたCohnとLyeの方法（58）に従い、蛍光光度計

で測定した。肝臓を200mg秤量し、除タンパク剤として5％トリクロロ酢酸を

含む10mM　EDTA　4．5m1を加えホモジナイズした。800×gで10分間遠心分離

し、上澄みを1．5m1エッペンチューブに移し取った。肝臓からの上：澄み100m1

に、10mM　EDTAと10／。　－aPhtalaldehyde（mg！mL　MeOH）を含む0．41nM
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Tris－HCI　bufifer（p且8．9）5mLを加え5分反応させた後、342nmの励起と428nm

の発光における蛍光強度をF－4000分光蛍光光度計（Hitachi，　Ltd，　Tokyo，

Japan）で測定した。肝臓グルタチオン濃度はグルタチオンスタンダード溶液を

検量線として求めた。

2．6　タンパク質の定量

　Lowry法（59）により定量した。フェノール試薬とタンパク質とが結合する

際の吸光度の変化を測定する。20μ1のサンプル溶液に2％Na2CO3含有0．1M

NaOHと0．5％CuSO4含有1％クエン酸Naを50：1で混合したものを400μ

1添加し15分室温で静置する。1Nフェノール試薬を40叫加えよく混和して、

分光高度計を用いて、750nmで吸光度を測定した。アルブミンスタンダードの

吸光度から描いた標準直線から、タンパク質濃度を求めた。

2．7　肝臓における過酸化脂質濃度の測定

　TBA法により測定を行った。200皿9の肝臓を秤量し、　O．2N　KCI　1．8皿Lを加

え、テフロンホモジナイザーを用いてホモジネートを行った。試験管に試料ホ

モジネー’ト200μ1、0．8％SDS（Sodium　dodecyl　sulfate；SDS）200μLを加え

よく撹拝し、さらに1．5mL　20％Ace七ate　solution（pH　3．5）、1．5mL　O．5％TBA
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（TBA；2’thiob　arbituric　acid，　Sig皿a　T－5500）を加え、密栓して撹絆した。その

後、90℃で60分間水浴し、氷中で冷却後、n一ブタノール5皿Lを加えて強く撹

絆した。1000×g、10分間で遠心分離を行い、上澄みを励起533nmと発光

515nmにおける蛍光強度をF－400e分光蛍光光度計で測定した。過酸化脂質濃

度の計算は標準液5nエnol　TEP（1，1，3，3－Tetraerh　oxyptopane）の吸光度に対す

る相対吸光度比（一点検量法）により求めた。

2．8　統計処理

　結果は平均値±標準誤差で示し、one・・way　ANOVAの後、　Duncan’s

multiple　rahge　testで有意差の検定を行った。なお、いずれの検定も有意水準

は5％とした。Hepatic　GSH　reductase　InRNA、　Mn・SOD　mRNA、　Cu，　Zn－SOD

皿RNA発現量に関して測定値は内部標準である個々のGAPDH皿RNA発現量

の値により補正し、対照区の平均値を100とした相対比で表した。

第3節　結果

3．1摂食量、体重、体重増加量、糞重量に及ぼす影響（Table　8）

摂食量、体重、体重増加量、糞重量をTable　8に示した。摂食量において各群
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に有意な差はみられなかった。最終体重はControl　AAP　ntにおいて3種類のソ

バスプラウト乾燥粉末摂取群と比較して有意に低下した（Table　8）。糞重量は3

種類のソバスプラウト乾燥粉末摂取群においてControl　AAP群と比較して有

意に増加した。

3．2臓器重量に及ぼす影響（Table　8）

　1蔵器重量をTable　8に示した。肝臓重量は、各群において有意な差はみられな

かった。盲腸重量、副睾丸周囲脂肪量に差はみられなかった。（Table　8）。

3．3　血漿脂質濃度　（Figuエe　18－19）

　血漿脂質濃度をFigure　18－19に示した。試験期間中、4週目においてContエ01

AAP群において3種類のソバスプラウト乾燥粉末群と比較して、血漿総コレス

テロールが有意に低下した（Figure　18）。血漿TGにおいて有意な差はみられな

かった（Figure　19）。

3．4　血漿ALT活性、　AST活性（Table　9）

　血漿ALT活性、　AST活性をTable　9に示した。　Control　AAP群において、

ALT活性が3種類のソバスプラウト群と比較して有意に増加した。　Table　9に・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　8

Body　weight　gain，feed　intake，　liver　weighちcecum　weight，　epidyma　adipose　tissue　and　fecal

　　　　　　　　　　　　　　　　　weight　in　rats　fe〔1　experimental　diets　Ibr　4　wk

Dietary　group

Control十AAP CBsV＋AAP TBSP8＋AAP　　TBSP9＋AAP

Initial　body

weight｛9）

Fi呵al　body

weight（9）

Body　weight
9ロin　（ガ4、Ψk）

Feed　int3kc

（gt　4wk）

LiΨerweight
〔wtg／100gb．w．）

Cccum　wtzight
｛wt　g川OOg　b．w．）

Epididyms　adipose

ti5suc　weight
（wt　gilOOg　b．w．）

Fe¢dI　w百ght

（wtg）

175±5

　　　　　　b
235±18

50±18　b

392±32

3．7士0．2

1．9±0．5

L7±0．6

2・4±0！6　b

174±4

255±9　a

70±g　a

380±25

3．8±o鴻

1．8±0ユ

2．0±b．9

4．2±b．6　a

175±5

　　　　　a251±7

64±7a

400±25

3．7　±e2

1．7　±0，2

1．4±o．6

3．｛5±｛ハ．8　a

172±7

247±8　昆

　64±7a

　371±14

　3．6±o．3

　1．6±03

　L6士0．4

　4．1±0．8　a

Vロlu廿n民expre5田edロs　m閉n±SD　fbr5　rnts．

Valucs　not　sh日rin：arow　s叩erscript　nre　si即ifiCHntly　differcn‘aI　P＜0・05・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　g

Plasma　ALT　and　AST　cOncentration　in　rats　fed　experimental　diets　for　4　wk

Dieta　ry　group

Control＋．AAP CBsP＋AAP TBSP8＋AAP TBSP9＋AAP

ALT
．（IUM）

AST
qunt）

24．6±1．3　a

65．8±3．5

17．6±1．2

59．3±i．3

b 18．2±1．5　　　b

60．2±4．5

18．8±L7　b

59．0±i．4

Vat”es　ar・　・xpte・S・d・r　m・・n±SD・fo・5　ret・・

V。・rue、加t，h。・i。g・a　r。”vv　、’ Bperscript　are・ig。ifi，ahtly　different　at　p・O．05．
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　血漿AST活性を示した。　Control　AAP群においてAST活性が、3種類のソ

バスプラウト群と比較して増加した。

3．5　肝臓脂質濃度（Figure　20－21）

　肝臓中のTota1　lipid量、コレステロール量についてFigure　20・21に示した。

Total　lipid量において、各群間に有意な差はみられなかった。コレステロール

量において、各群間に有意な差はみられなかった。

3．6　肝臓GSH濃度、　TBARS濃度（Figure　22－23）

　肝臓GS且濃度、　TBARS濃度をFigure　22・23に示した。肝臓GS且濃度は、

Control　AAP群と比較してCBSP　．l　AAP　，　TB　SP8　AAP群が有意に高い値を示し

た。肝臓TBARS濃度についてFigure　23に示した。肝臓TBARs濃度において

TBSP8　AAP群と比較してCBSP　AAP群が最も低い値は示した。

3．10　Hepatic　GSH　reductase皿RNA、　Mn－SOD皿RNA、　Cu，　Zn－SODエnRNA

発現量　（Figure　24・26）

　肝臓におけるGSH　reductase、　Mn・SOD、　Cu，Zn・SODのmRNA発現量を

Figure　24・26に示した。　GSH　reductase　mRNA発現量はTBSPg　AAP群にお
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いてContro1　AAP群と比較して有意に増加した。　CBSP　AAP群、　TBSP8　AAP

群において、有意な差はみられなかったが、Contro1　AAP群と比較して増加傾

向がみられた。Mn－SOD　mRNA発現量は、　TBSP8　AAP群においてControl

AAP群と比較して有意に増加した。　CBSP　AAP群、　TBSPg　AAP群において、

有意な差はみられなかったが、Contro1　AAP群と比較して増加傾向がみられた。

Cu，Zn・SOD　mRNA発現量は、　CBSP　AAP群においてControl　AAP群と比較

して有意に増加した。2種類のダッタンソバ乾燥粉末摂取群において、有意な差

はみられなかったカ§、Control　AAP群と比較して増加傾向がみられた。

第4節考察

　アセトアミノフェンの肝毒性には、様々な種類がある（60）。ラットの肝臓に

おけるアセトアミノフェンの毒性は肝臓のネクローシスを引き起こす（61）。本

研究では、ラットにアセトアミノフェンを1．Og／100gの量で4週間摂食させ肝

障害を引き起こした。血漿ALT活性がContro1　AAP　M：で3種類のソバスプラウ

ト乾燥粉末摂取群と比較して有意に上昇した。Contro1　AAP群と比較して、ALT

活性、AST活性が低下しているため3種類のソバスプラウト乾燥粉末摂取群は

アセトアミノフェンから肝臓を保護していることが示唆された。ALTは肝臓に
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多く含まれる酵素で、肝細胞が破壊されると血液中に流れ出すので急性肝炎で

最も強く上昇し、慢性肝炎でも上昇する。今回3種類のソバスプラウト群は、

アセトアミノフェンによるALT活性上昇を抑制した（Table　9）。　ASTは心臓や

肝臓に多く含まれ、心筋梗塞、アルコール性肝障害などで上昇する。3種類の

ソバスプラウト群は、アセトアミノフェンによるAST活性上昇を抑制する傾向

がみられた（Table　9）。これらの結果からソバスプラウト摂食により肝障害を抑

制していることが明らかとなった。また、ルチンカ§四塩化炭素による肝障害誘

発で増加する血清中AST濃度やALT濃度を上昇抑制させることが報告されて

いること（74）から、本結果はこれらの結果と一致していた。ルチンには、酸

化ストレス条件下におけるin　vivOでの活性酸素毒性軽減作用が明らかになっ

てきている（79）。

　アセトアミノフェンの過剰投与により生体内での代謝チトクロームP－450活

性が変化する（62）。アセトアミノフェンの過剰投与による生体内での酸化スト

レスが増加するという報告がある（63）。体重1kgあたり500mgのアセトアミ

ノフェンを腹腔内投与した場合、血清ALT活性、血清ASTが上昇するが、グ

リーンビーンズとアズキを摂取するとその上昇が抑制されるという報告がある

（64）。今回はアセトアミノフェンを19110⑪gdietsで長期的に経口投与しN一摘

時にソバスプラウト乾燥粉末を4週間5g／100　g己etsで添加した。それにより
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アセトアミノフェンによる肝障害を抑制した。特にALT活性、肝臓GSH濃度

で有意な差を得られた。

　脂質代謝の変化、特に血漿総コレステロールとTGの増加は、肝障害の強さ

を示すことがある。本研究において4週目において血漿総コレステロールレベ

ルがControl　AAP群において有意に低下した（Figure　18）。いくつかの報告で、

アセトアミノフェンを急性的もしくは慢性的に実験動物に摂取させると血清コ

レステロールレベルが上昇するとある（65・66）。しかし、本研究では血漿コレ

ステロールが低下し、これらの報告と異なる結果が得られた。本研究では、コ

レステロール代謝関連遺伝子にっいて分析していないが、コレステロール合成

の律速酵素であるHMG－CoA　reduetaseなどに変動がみられる可能性がある。

　以前の研究でアセトアミノフェンの解毒にGSHが重要であると報告がある

（67）。GSHは、グルタミン酸、システイン、グリシンから成るトリペプチド

であり、非タンパク質SH供与体として細胞内に多量に存在する。ラジカルの

捕捉、酸化還元による細胞機能の調節、各種酵素のS且供与体であり、抗酸化

成分としても知られる。活性酸素（ス￥一一一・パーオキサイドなど）と反応して、安

定なグルタチオンラジカルを形成し、2量体化（GSSG：酸化型グルタチオン）

に変化するが、これはさらに、GSH　reductaseがNADPHからの電子をGSSG

に転移して、GS且に再生される。解毒代謝に関与して、体内の有害物質がグル
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タチオンと結合し（グルタチオン抱合）、グルタミン酸とグリシンが切れること

により、メルカプツール酸となって排泄される（61）。GSHとGSH関連酵素は、

肝障害から直接保護するために枯渇する（68）。GS且は、活性酸素等が増加す

ると枯渇していくが、関連酵素は枯渇するのではなく、その活性が活性酸素の

異常な増加についていけなくなることが知られている（48）。

　Cardador－Martinezら（69）は、マメ科植物が抗酸化効果を持つと報告して

いる。．マメ類が脂質の過酸化の抑制、フリーラジカルの除去作用があるとして

いる。さらに紫ジャガイモのアントシアニンが抗酸化効果を持つという報告が

ある（70）。彼らは、食物に含まれるポリフェノールがラジカル捕獲をおこなう

と示唆している。我々は、ソバスプラウトに含まれるポリフェノールの中でル

チンに着目した。本研究では、フリーラジカルを捕捉する肝臓GSHレベルが

Control　AAP群において最も減少していた（Figure　26）。これは、ルチンなど

がラジカル捕獲をおこなうことにより、GSHの消費が少なかったと示唆される。

ソバスプラウトに含まれるルチンなどのポリフェノールがフリーラジカルを捕

捉した可能性がある。

　野菜中に普遍的にみられる典型的フラボノール型フラボノイドであるケルセ

チンは、小腸吸収過程ですでに代謝物に変換し、血流中ではグルクロン酸や硫

酸抱合体として存在することが多いことが報告されている（53）。ルチンのよう
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な配糖体は腸内細菌の有するβ　・glucosidaseにより加水分解され、アグリコンに

なってから吸収されると考えられる。Hollmanらは、ヒトにおいてルチンの方

がアグリコンよりも2倍以上よく吸収されること、ラットに経ロ投与したルチ

ンの吸収が遅いことを報告している（71）。ルチンの場合は、腸内細菌による糖

の加水分解に時間がかかるためと考察している。肝臓で代謝されたフラボノイ

ドの一部は胆汁とともに十二指腸に分泌され、抱合体は腸内細菌により加水分

解されアグリコンとなって再吸収される。いわゆる腸肝循環がおこる。吸収さ

れなかったフラボノイドは腸内細菌により代謝され、フェノールカルボン酸な

どにまで分解される。今回ルチンの吸収動態について検討を行っていないが、

ケルセチンやその他のフラボノイドの生体での抗酸化活性を評価する場合、そ

の吸収効率とともに代謝変i換を十分に考慮する必要がある。

　カタラーゼとGSHペルオキシダーゼは、過酸化水素を解毒する酵素である。

ヒドロキシラジカルは、初期の脂質過酸化によって脂肪酸をattackし、細胞の

壊死を引き起こす。これらの酵素の活性の減少は、アセトアミノフェンを経口

投与したラットのTBARS量を増加させると報告がある（66）。本研究では、カ

タラーゼ、GSHペルオキシダーゼは測定していないが、検討する必要がある。

本研究では、酸化型GSHを還元型GSHに生成するGSH　reductase　mRNA　eS

現量を測定した（Figl皿e　28）。　TBSP9群においてContro1　AAP群と比較して有
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意に増加した。CBSP群、　TBSP8群において、有意な差はみられなかったが、

Control　AAP群と比較して増加傾向がみられた。これはGSH濃度の結果と整合

性のあった挙動を示した。

　Mn－SODはミトコンドリア特有のスーパー一’tキサイド（02’）を処理する酵素で

ある。ミトコンドリアでは、電子伝達系に伴い、近傍酸素hSig子を捕獲しスー

パーオキサイドを生じさせてしまうことが知られている。Mn・SOD　mRNA発

現量は、TBSP8群においてControl　AAP群と比較して有意に増加した（Figure

29）。CBSP群、　TBSP9群において、有意な差はみられなかったが、　Contro1　AAP

群と比較して増加傾向がみられた。このことは、ソバスプラウト乾燥粉末摂取

によりMn・SODの発現が高まり、酸化を抑制し、抗酸化能を高めている可能性

がある。

　細胞質に存在するCu，　Zn－SODは、細胞質のスーパーオキサイドを処理する

酵素である。Cu，　Zn・SOD　mRNA発現量は、　CBSP群においてControl　AAP群

と比較して有意に増加した（Figure　30）。2種類のダッタンソバ乾燥粉末摂取群

において、有意な差はみられなかったが、Contro1　AAP群と比較して増加傾向

がみられた。これらの結果からCBSP群、2種類のダッタンソバ乾燥粉末摂取

群においてGSH　reductase　mRNA、　Mn－SOD皿RNA、　Cu，　Zn・SOD　mRNA

発現が増加し、抗酸化システムを高めることが示唆された。
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　2種類のダッタンソバスプラウト乾燥粉末は、抗酸化酵素mRNA発現量と肝

臓中GS且量の増加により、ヒドロキシラジカルの元となる過酸化水素の分解促

進をおこなったと考えられる。Yehら（72）は、ラットにフェノール性化合物

を与えると、肝臓SOD　rnRNA、　GSH一ペルオキシダーゼmRNA発現量が増加

したと報告している。本研究においても、SOD　mRNA発現量が増加したこと

から、2種類のダッタンソバスプラウト乾燥粉末に含まれるフェノール性化合

物が抗酸化機構に作用したのかもしれない。

　本研究において垣醐oにおいて酸化ストレスに対してソバスプラウト乾燥

粉末が抗酸化作用、予防作用をもつと示唆される。これには2つのメカニズム

の可能性がある。1つは3種類のソバスプラウト乾燥粉末が、アセトアミノフ

ェン代謝により生成されたフリーラジカルの補足能を有し、肝臓での細胞膜の

ラジカル連鎖開始の抑制などである（69）。その結果、細胞膜の酸化ダメージか

ら保護された可能性がある。もう1つの可能性は、3種類のソバスプラウト乾

燥粉末による細胞の抗酸化機構の活性化である。肝臓におけるアセトアミノフ

ェンの感受性を低下させ、GSH　reductase　mRNA発現量がControl　AAP群よ

りも強まった。それにより、3種類のソバスプラウト乾燥粉末がGSH濃度を増

加させた。ソバスプラウト乾燥粉末がGSH　reductase活性経由で肝臓GSHレ

ベルを調整しているのかもしれない。なぜならGSH　reductaseはGSSGから
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GSHの再生を促進し肝臓GSHを増加させると知られているからである（73）。

　結論として、ラットにソバスプラウト乾燥粉末を経口的に投与するとアセト

アミノフェンによって引き起こされる肝障害を抑制すること力潮らかとなった。

特にALT活性の有意な低下、肝臓GSH濃度の有意な増加、　GS且reductase

mRNA、　Mn・SOD　mRNA、　Cu，　Zn・SOD皿RNAの発現量の有意な増加という

結果が得られた。これらの結果により、3種類のソバスプラウト乾燥粉末はアセ

トアミノフェン誘発による肝障害をラットの肝臓GS且による抗酸化システム、

解毒システムを介して肝障害から保護する作用を有する可能性があることが示

唆された。2種類のダッタンソバスプラウトに含まれるルチンなどのポリフェ

ノールがAAP投与によって発生するプリ・一一一・ラジカルを消去することにより血漿

中へのALT活性を低下させ、抗酸化酵素mRNAの発現量が増加し、その結果、

生体内抗酸化活性が高まり、肝臓毒性の軽減作用が確認された。

　農産物及び農産廃棄物の健康機能性の解明について特にダッタンソバスプラ

ウトの健康機能性に注目した。第2章、第3章の結果よりダッタンソバスプラ

ウトは脂質代謝改善効果、生体内抗酸化活性を高めるなど、健康機能性を持っ

た新たな食品として有効に利用することが期待される。
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