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序 論

近年、地球環境の温暖化など世界規模での環境問題が報じられており、これらの

諸問題に対応するためには大量生産と大量消費 (廃棄)と いつたこれまでの経済シ

ステムを見直し、限りある資源を効率よく利用 。再利用する新たな循環型の経済シ

ステムを構築する必要がある。わが国では 2000年から環境・ リサイクルに関連す

る法律の整備が行われている。また、企業の自主的な取り組みや一般家庭における

環境意識の高まりなど様々な方面からの取り組みが進められている。

これらの取り組みの一つに、亜臨界水を用いたバイオマスの高速分解により選択

的に化学原料を回収する研究が進められてきている
°
。

超臨界流体は、臨界温度・臨界圧力以上の条件下で非凝縮性の高密度な流体であ

る。臨界点においては、液相と気相の密度が等しくなり、臨界点を超えると液相と

気相の区別がつかない状態となる。臨界点以上の高温・高圧水は超臨界水と呼ばれ、

臨界点には達しないが、臨界点に近い領域の水は亜臨界水と呼ばれている。超臨界

水や亜臨界水は常温常圧における水とは大きく異なる性質を持つようになる。化学

的性質では、水のイオン積 (b)は飽和蒸気圧の下において 250～ 270℃で最大と

なる。このような条件下では触媒なしでも加水分解反応が短時間で起こることが知

られている
い
。臨界点付近またはそれ以上の高温高圧条件下における水は液体の水

に匹敵する分子密度と水蒸気と同レベルの運動エネルギーを備えた流体といえる。

このような流体では、水の比誘電率が 10以下となり、炭化水素等の有機化合物を

溶解することが出来るようになる。超臨界水や亜臨界水といつた高温高圧水を用い

て廃棄されていた食品副産物やバイオマスを有価物や他のプロセスの原料素材と

して有効利用する研究が行われているが、超臨界水では有価物を回収した後には残

さがみられ、まるごと再利用することは難しい。著者 らは、亜臨界水域の高温高圧

水を用いてオカラを低分子化または可溶化することにより、食感や風味を改善した



ペースト状の新たな食材として再生利用する研究を行い、ゼロエミッションを提案

してきため。

一方、高温高圧水による食品廃棄物再資源化技術は、エネルギー効率を女口何に高

めてコストを抑えるかが実用化に向けて取り組まなければならない課題であるが、

余剰エネルギーや焼却熱、排熱などを熱回収し、利用していくことで熱効率の向上

が図られると考えられる。また、食品廃棄物の再資源化技術の実用化において重要

と考えられるのは、再資源化のコストに見合う高付加価値なものを得ることにある。

オカラについてはタンパク質を加水分解して得られる可溶性タンパク質やペプチ

ド、繊維質を加水分解して得られる可溶性多糖類を食材として利用することなどが

行われている°。また、亜臨界水や超臨界水などの高温高圧水条件下においては、

分解反応だけではなく有機化合物の合成反応についての報告がある
°°ことから、

未処理のオカラにはない新たな生体調節機能をもつた成分が生成されている可能

性も考えられる。

そこで、本研究では超臨界水や亜臨界水が旬或可能な高温高圧水連続処理装置に

よつてオカラを短時間に連続処理したペースト状のオカラの生理機能性について

検討した。

次に本研究では、オカラを食料資源として再生利用する技術普及におけるもう一

つの取り組みとして、微生物による発酵後のオカラの生体調節機能について検討し

た。

食生活の歴史において、ヒトは微生物の力を利用して食品を加工・保存する方法

を獲得してきた。微生物を利用して発酵した食品は比較的保存性がよく、病原菌や

腐敗菌の増殖を抑えることができ、長期間の保存に耐えることができる食品もある。

これらの発酵食品の多くには、乳酸菌がよく利用されている。

近年、食品の3次機能として食品に含まれる成分の生体調節機能が注目されてお



り、一部は特定保健用食品や栄養機能食品といつた保健機能食品として市販されて

いる。なかでもプロバイオティクスと呼ばれる生菌剤は、宿主の腸内環境や免疫系

に対して有利に働くことで注目されている。また、生菌剤 (プロバイオティクス)

は、家畜の成長を促進するために添加されてきた抗生物質が厳しく規制されるよう

になつたため、これらに代わるものとして飼料添カロ物や治療薬として用いられるよ

うになつた
7ゝ 生菌剤には腸内常在菌やそれ以外のものも使用されているつ。これ

らの菌は腸内において定着しなくても、経口投与することにより腸内の細菌叢バラ

ンスが改善され、家畜の発育促進、ヒトや家畜の腸炎予防や治療に有効である。生

菌剤として用いられている中には胞子を形成し、糖を分解し手L酸を多量に生成する

腸εゴ″ぉ εοa_■aηsという菌種があり、商品名「動物用ラクリス」として市販さ

れている。また、あ″〃tls ε″クノa,sは胞子に耐熱性、保存性があることから整

腸剤や食品にも添加され利用されている
の
。あεゴノノ
“
εDattL"は耐熟性の胞子

を形成し、その胞子は90℃、30分間程度の加熱には耐性があり9、 このことは添

加した&οr″ぉ σ岬 ぁドの殆どが食品加工や調理における加熱工程でも死滅せ

ずに残存し、生菌剤として添カロすることの有効性を期待させるものである。また、

食後胃内のpHはヒトの場合 35～50と されており。い、このような酸性条件下に

おいても腸σゴ″お 3o電u■″sは安定してよく生存することが報告されているい。

このことからんεゴ″
“
οoagui"sは通常の食事において、胃内の低 pH条件下にお

いても死滅することなく、腸に達して生体調節機能を発揮することが考えられる。

プロバイオティクスの生体調節機能としては、腸内環境改善作用、便性改善として

下痢の改善、便秘改善などがある。また、栄養素の消化吸収改善作用として乳糖の

吸収改善、カルシウムの吸収性向上、ビタミン類の合成などがある。その他に血圧

降下に関する作用、脂質代謝改善に関する作用、免疫調節作用などがあるい。

著者は、タンパク源としても優れた食糧資源である大豆の有効活用を促進し、循



環型経済システムヘの転換を進めるために、亜臨界水などの高温高圧水を利用した

低分子化、可溶化技術および、微生物による発酵技術によつて新たな資材として再

生されたオカラの付加価値について検討した。

第2章では亜臨界水処理後のオカラについて糖質消化酵素に対する影響と血糖

値上昇抑制作用、糖尿病抑制作用について検討した。亜臨界水処理後のオカラは処

理温度が高くなるにつれて糟質消化酵素の活性阻害が強くなつた。また、亜臨界水

処理後のオカラにおいて食後の血糖値上昇を抑制することが明らかとなったが亜

臨界水処理後のオカラの長期投与では、糖尿病抑制効果は確認できなかつた。

第3章では亜臨界水処理後のオカラについて、アンジオテンシン変換酵素活性阻

害作用を明ら力,こ した。また、亜臨界水処理後のオカラを高血圧自然発症ラットに

長期間投与し、血圧上昇抑制作用について検討した。第4章では、亜臨界水処理後

のオカラの抗酸化性をDPPHラ ジカル消去活性について調べ、明ら力ヽ こした。また、

第5章では抗プロモーター作用をマウス上皮細胞由来の」B6C141細胞を用いて明

ら力ヽ こした。さらに結腸がん細胞を移植したマウスを用いて、亜臨界水処理後のオ

カラの抗腫瘍性について検討した。第6章では芽胞を形成し乳酸を産生する

腸οゴ″ぉ ω″″asによつて発酵し保存性を高めたオカラの利用を促進すること

により、これまで廃棄されていた食糧資源の有効利用を図るため、オカラ発酵物の

付加価値について、腸内細菌叢に対する影響や免疫調節作用について検討した。第

7章では、接触性過敏症を誘導したアトピー性皮膚炎自然発症マウスに力οゴ″ぉ

εoattLドによるオカラ発酵物を経口投与し、即時型アレルギーの症状や血漿中サ

イトカイン、IgE抗体などへの影響を調べ、抗アレルギー作用について検討した。

第 1章 オカラの高温高圧水処理

11緒 言



豆腐・油揚等の日1産物 として年間 66万 トンに達するオカラは、産業廃棄物 とさ

れ、一部が家畜飼料や肥料等に処理されている。オカラは高水分で腐敗しやすく、

食感がざらつくことから、食品素材として敬遠 されている。しかし、オカラには大

豆と同様なタンパク質や生体調節作用を示す有用な成分が残存しており。
～ゆ
、有

用な食料資源であるといえる。また、オカラの処理においては廃棄物であるオカラ

の収集にコス トを力ヽ することは現実的ではない。そこで腐敗しやすく大量に排出さ

れるオカラを連続的に処理し、新たな食材として有効利用するため、オカラを高温

高圧水 (亜臨界水や超臨界水等)で処理する研究開発を始め、これまでに栄養上の

1欠機能 (栄養)、 2次機能 (嗜好性)を明ら力ヽ こし、一部、機能性が向上する可能

性を示したの。また、亜臨界水処理によって粘度や保水性が高まったペース ト状の

オカラ (以下、オカラピューレまたは OP)を用いて通常と遜色ない全粒豆腐を試作

し、ゼロエミッションを実現した
の
。

しかし、常温の水を亜臨界水条件下まで加熱するには相当量のエネルギーを要す

る。そのため反応後の処理液を冷却する際の熱を再利用できたとしてもその熱利用

効率は高くないため、亜臨界水を用いた処理が実用的か否かは亜臨界水処理後の生

成物がどれだけ付加価値をもつているかが重要と考えられる。そこで本研究では亜

臨界水処理されたオカラピューレの付加価値を明ら力ヽ こするため、その 3次機能

(機能性・生理活性)について詳細に検討した。

亜臨界水は、大気圧における水の沸点である 100℃から水の臨界温度である

374℃までの温度域において圧力を加えることにより、力EEしなければ気体となる

水を液体状態に保つた水のことを指丸 亜臨界水の特徴をみると水の比誘電率は温

度が高くなるに連れて低下し、200℃～300℃では常温・常圧におけるメタノールや

アセ トンの値と同程度となる。よつて亜臨界水では常温の水よりも疎水性物質を高

濃度に溶解することが可能となる。またイオン積は常温常圧条件下の水では、1×



lll 
И(m01)2で ぁるが、200℃以上になるとイオン積の値が大きくなり水素イオン

および水酸化物イオンの濃度は常温の約 30倍にもなる。高濃度の水素イオンや水

酸化物イオンは、酸または遺基触媒として常温・常Eの水において起こらないよう

な化学反応が亜臨界水中では起こることが予想される。これらの亜臨界水の特質を

利用し、食物繊維を始めとする難消化性多糖類やタンパク質などが含まれている食

品残さや非食部、残飯などの未利用資源や廃棄物から単糖やアミノ酸、またはそれ

らが数個結合したオリコ糖やペプチドなどを得ることができる。これによつて、こ

れまで未利用だつた食料資源を有効に利用することができるようになると考えら

れる。

食品残さや非食部などの農産廃棄物では廃棄物の収集にコストをかけることは

難しく、また特にオカラ等のように水分が 80%前後となるようなものでは腐敗し

やすく運搬効率が悪い場合には、集積せずに大量の廃棄物を短時間で処理する必要

があるといえる。本研究で用いた亜臨界水処理装置の反応時間は数秒と短く、連続

処理が可能であることから、このようなオカラの処理には適していると考えられる。

亜臨界水以上の高温高圧水条件をつくりだす場合、常温の水を200℃以上の温度

にカロ熱しなければならないが、この場合にはかなりのエネルギーを要する。亜臨界

水処理反応後に処理物を冷却する時に回収されるエネルギーを再利用できるとは

いえ、熱エネルギーの回収は効率がよいとは言えない。亜臨界水処理技術の実用性

や普及においては亜臨界水処理後の生成物にどれだけの付加価値 (機能性)がある

かということと処理費用との兼ね合いについて考えなければならない。現在、亜臨

界水処理技術の実用化が特定の分野に限られているのは、この点が一因として考え

らオしる。

著者は、高温高圧水を利用したオカラの再生に取り組んできた結果、亜臨界水条

件下における処理によつてオカラ特有の風味や食感が改善されることを報告し、一

一い



次機能、二次機能について検討し、ゼロエミッションを実現してきた
い
。しかし、

前述のように亜臨界水処理技術による食品残さの再生利用における実用化には亜

臨界水処理後の生成物についてさらなる価値を明ら力ヽ こすることが必要と考えら

れる。そこで本研究では、第 2～ 5章で亜臨界水処理後のオカラの二次機能につい

て検討した。

また、常温常圧条件下での水とは性質が異なり、亜臨界水処理の過程ではきわめ

て複雑な事象が起こるため、その事象のメカニズムを説明することは難しいと考え

られる。本研究結果が数多くの知見の一つとしてそれらの事象のメカニズムを導く

ことに役立つかもしれない。そのことが、亜臨界水反応の過程を解明する一つのア

プローチとして貢献できることも期待される。

12実験材料および高温高圧水連続処理方法

(1)高温高圧水連続処理実験装置

実験に使用した高温高圧水連続処理装置 (Figure l)は、試料と高温高圧水を連

続的に圧送し、両者を高温高圧水条件下で連続的に混合して反応させ、反応後は直

ちに冷却器にて冷却し大気圧に陶王する装置である。

試料タンクには加圧した空気を送り込み、脱気したスラリー状の試料を送る高圧

ポンプが連続的に最後まで試料を送れるようにした。また、背圧制御弁は2段

(Figure 2、 Control valve l、 2)とすることにより、高圧から圧力を段階的に下げ、

圧力開放によるエロージョンによつて弁座シートが劣化することを緩和し、圧力の

安定保持と弁座の交換頻度を低減させ、高温高圧水反応状態の安定を図つた

(Figure l、 2)。 高温高圧水反応における圧力の設定は、背圧制御弁 1(Figure 2)

のバルプ開度を反応部の圧力をモニターしながら調節した。一方、高温高圧水反応

温度は電気炉 (Figure 2)の設定温度により調節した。



高温高圧水は蒸留水を高圧ポンプで連続的に送 り込み、85℃まで予備加熱し、そ

の後電気炉により目標温度まで昇温した。

NP― AX-15[日 本精密科学]
05級圧力計 ffi t>,(2O.)

Figure. I Schematic diagram of a continuous flow-type experimental device

パーソナルポンプ

200,0-1 000kg/cm2[旭計器工業]

ウォーターバス

26-1721-24[TESCOM]

・

―

・
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Figure 2 Schematic diagram of continuous flortype reactor

(2)原料大豆

司 |1県能美市辰口町産エンレイ大豆 (中粒)を使用した。エンレイ大豆は北陸地

域での作付面積が最も多く、2008年度では国内における作付面積がフクユタカに

次いで第2位の品種で国内では生産量が多く、豆腐、煮豆、味噌などに多く用いら

れている。エンレイ大豆を使用した豆腐は一般的に自色かつ硬さを得やすく凝固剤

適量範囲が広い事が特徴である。

(3)オカラの調製と亜臨界水条件下による処理

14℃の水に 20時間、大豆を浸漬し、豆季L製造プラントNS2001「 S(株式会社高井

製作所期 、豆乳とオカラの分離装置(シ リウス :株式会社高井製作所製)を用いて



行った。オカラは、通常絹ごし豆腐製造に用いる糖度を測定する屈折計を用いた濃

度測定で 12%brixに相当する豆乳調製時のものを用いた。また、通常豆腐製造時

に添加する消泡剤は無添加として調製した(Figure 2)。

オカラは、約 15倍加水後、高圧ホモジナイザー (Niro Soavi社、NS2000L剛耐

最大圧力 1511MPa、 処理能力 40リ ットル/時)で 20 MPaで処理後、40 MPaで処理し、

さらに60 MPaで処理し、段階的に粉砕時の圧力を上げて微粉砕した。微粉砕後の

スラリーをアスピレーターにて減圧脱気して、亜臨界水処理を行つた(Figure 2)。

また、亜臨界水処理を行わない微粉砕したオカラを未処理のオカラとした。

亜臨界水連続処理は前述の前処理を施したオカラスラリー、蒸留水をそれぞれ

10m1/分、6m1/分で高圧ポンプ (Figure l、 日本精密科学製パーソナルポンプ

N卜AX 15)で圧送した。電気ヒーターで加熱された熱永とウォーターバス (Figure

l)にて約 85℃に予備加熱した試料を連続的に混合し、亜臨界水条件下(約 311MPa、

220～340℃、約 2 7sec)で反応させた後、反応管出口で冷却水によつて間接的に

冷却し反応を停止させた。

反応温度は熱水炉
`賊
をPID制御によつて所定温度に制御した。圧力は背圧制御

弁 (テスコム社製)によつて調整した。装置各部温度 6点 (熱水用電気炉、熱水、

予備加熱時の試料、熱水・試料混合時、冷却水、熱交換後)と圧力値を記録計でモ

ニターした。

(4)オカラピューレの物性

以下にオカラピューレの物性と特徴について述べる。尚、低亜臨界は 220℃未

満、中亜臨界は 220℃以上 300℃未満、高亜臨界 300℃以上 374℃未満を指九

粘度は B型粘度計 錬 京科学計器製 B8し)で BLアダプタを使用し、室温で測定

し、色調は色彩色差計 (ミ ノルタ CR llXl)、 粒度分布は粒度分布測定装置 (Horiba

10



製 い 700)で分析したデータに基づく。

オカラピューレの粘度は低亜臨界における反応温度で極大を示し、亜臨界水温度

が高くなるにつれて、低下する傾向がみられる。

オカラピューレの色調は中亜臨界条件では低亜臨界条件よりb値の増加 (黄色移

動)がみられ、a値のわずかな低下がみられ、高亜臨界条件ではL値 (明度)の低

下、a値の増加 (赤色移動)力 み`られる。日視による観察では低亜臨界～中亜臨界

にかけては乳自色で色調の変化は殆どみられず、高亜臨界以上の温度域では、黄土

色～褐色へと色調の変化がみられる (Photo l)。

低亜臨界 中亜臨界 高亜臨界    超臨界

L

Photo l  Changes of color tone in Okara― puree with temllerature

30 MPa, 200 13-400 R3,

粘度は低亜臨界条件下で最大となり、亜臨界水温度が高くなるにつれて低下する

傾向がみられる。

オカラピューレの粒度は亜臨界水処理後に低下するが、低亜臨界から中亜臨界条

件では粒度にあまり変化がみられないが、中亜臨界水から超臨界水条件下では反応

温度の上昇にしたがい粒度がさらに小さくなる傾向がみられる3、 また、亜臨界水

処理後には、オカラ特有のざらつきは減少し、滑らかとなる
3t
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第2章 亜臨界水処理後のオカラによる棺質消化酵素への影響と血糖値上昇抑制

″同甲

21緒 言

ヒトは慢性的な高エネルギー摂取、運動不足などの生活を長期間にわたつて続け

ることにより、脂肪の蓄積やそれに伴う糖尿病、脂質代謝異常、高血圧さらに動脈

硬化や心疾患を招く危険性が増大する。これらは生活習慣病と称され、近年は若年

者における発症もみられる。特に日本における糖尿病患者の90%以上を占める2

型糖尿病は、食事やストレス、運動などの環境要因と遺伝的要因が相互に作用して

発症するといわれており、膵臓のラングルハンス島β細胞からのインスリン分泌低

下や骨格筋、脂肪組織、肝臓におけるインスリン感受性の低下などの影響がみられ

る。

現在、機能性食品は「単なる栄養源としての働き以外の特別な医学的あるいは生

理学的利点をもつような特定の成分を含んでいる食品Jと認識されており、血糖値

の上昇を抑制するものとして、でんぶんの消化遅延や糖質の吸収遅延などの作用機

序をもつ成分を含んだ食品が市販されている。また、機能rLE分によつては複数の

機能性が認められているものもある。その中にはヒトの消化酵素では消化されない

糖質、いわゆる食物繊維とよばれるものがある。大豆には、糟質が約 30%含まれ、

そのうちの50～60%はヒトの消化酵素では消化されない食物繊維である。大豆に

含まれる糖質は主に可溶性の糖質と不溶性の多糖類に分類することができる。水に

可溶な糟質としては単糖類がわず力ヽこ含まれているが、ショ糖が約5%、 オリコ精

ではラフィノース、スタキオースがそれぞれ約 1%、 4%含まれている。さらにベ

ルバスコースが微量ではあるが含まれている
い
。一方、大豆に含まれる多糖類は

デンプンと細胞壁成分に含まれる食物繊維に大別される。デンプンはアミロースと

12



アミロペクチンからなる。細胞壁成分は、大豆を水に浸演した後磨砕した後、また

は磨砕し加熱後に豆季Lと不溶性の画分が分離されるが、不溶性画分がオカラである。

オカラは大豆の外皮にあるセルロースが主要な成分であり、その他ガラクトマンナ

ンが含まれている。子業部ではセルロース、ヘミセルロース、ペクチン等が含まれ

ている。亜臨界水処理後のオカラはペースト状であり、オカラに含まれる食物繊維

は低分子化や可溶化がみられる。これらの分解反応において生成すると考えられる

オリゴ精などには、小腸におけるスクラーゼ阻害性を示したという報告がある。。

また、亜臨界水反応において温度が高くなるにつれ反応後のペースト状のオカラの

色調が季L自色から褐色へと変化することから°、亜臨界水反応の過程においてメイ

ラード反応による生成物の蓄積が予想される。メイラード反応生成物はαおよびβ

―アミラーゼ、スクラーゼ、マルターゼなどを阻害することが知られている。。ま

た、メイラード反応生成物は難消化性高分子物質であり、食物繊維にも類似した作

用を示すといわれている か。亜臨界水反応により、処理後のオカラに含まれる水

溶性食物繊維は未処理のオカラに比べ 3倍も増加したとの報告もある 2)。 水溶性

食物繊維は食後の血糖値の急激な上昇を抑制する作用が知られており、本実験では

亜臨界水処理後のオカラにおいて食後の血糖値上昇抑制作用や糖尿病抑制効果に

ついて検討した。

22実験材料および実験方法

(1)糖質消化酵素阻害性試験

(1)1スクラーゼ酵素液

ラットの小腸粘膜を01Mリ ン酸緩衝液 (pH 6 8)に懸濁し,ポリトロンホモジ

ナイザーを用いてホモジナイズした。これを3,000g、 10分問遠心分離し、得られ

た上清を粗酵素液とした。

13



(1)2糖質消化酵素活性測定

反応液 (0 1ml)は 100耐 リン酸緩衝液 (pH6 5)、 25 mMス クロース、 蒸留水、

未処理のオカラ、30 MPaで 220℃、260℃、300℃、340℃ (いずれも反応時間約 27

秒)における亜臨界水反応後のオカラ上清液 (0 05ml)と した。これらを含む反応

系で 37℃、30分反応させた。沸騰浴中で 3分加熱により酵素反応を停止した。そ

の後、遠心分離 (3000g、 5分間)により得られた上澄み中のグルコース量を測定

し活性を求めた。グルコースの定量は、食品グルコース測定キット O Kイ ンタ

ーナショナル、HKrj6PШ 法)を用いた。

(2)糖質負荷試験

(2)1実験動物および飼育条件

糖質負荷試験には、4週齢のCDFl雌性マウス (近交系間交配マウス、三共ラボ)

を購入し、固形飼料(Table l)で 1週間予備飼育した後、実験に用いた。

オカラピューレ長期投与による血糖値上昇抑制効果の検討では、OLETF(糖尿病

自然発症)ラ ットを大塚製薬研究所より6週齢で購入し、1週間予備飼育後に実験

に用いた。

予備飼育期間中および試験期間中は、飼育室の室温 23± 1℃、湿度 60± 10%、

照明は、明暗サイクル 6:llll～ 18:00が点灯、18:00～翌6:00までが消灯とした。
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Table l. Composition experihental diets

Component Experimental diet

Moi sture 84

Crude protein (%) 27 1

Crude fat 50

Crude fiber 35

Crude ash (%) 76

Ni trogen Free Extract (%) 48 4

Energy (kcal) 347 2

(2)2マ ウスを用いた糟質負荷試験

予備飼育した5週齢のC12Fl雌性マウス (体重 約 20g)を一晩絶食させ,翌朝

9時に被験試料 (オカラピューレ)0 2 ml(10m1/kg)を胃内ゾンデ (胃内へ直接

注入)にて投与した。対照には水道水を投与した。被験試料投与 30分後にスクロ

ースを2g/体重 kg投与した (02g/mlを 0 2 nl)。 被験試料投与後の血糖値への

影響をみるため,採血は被験試料投与前、投与30分後,ス クロース投与後 30分ご

とに120分まで尾静脈より行い血糖値を測定した。血糖値の測定には簡易血糖測定

器アキュチエックアクティプ (許可番号 14Ⅳ5011,三光純薬株式会4■lを用いた。

(2)3被験試料による血糖値の変動

CllFl雌性マウスを一晩絶食させ、翌朝9時に220℃処理オカラピューレ (OPA)、

320℃処理オカラピューレ (OP3)、 340℃処理オカラピューレ (OPC)及び亜臨界水

処理前段階である未処理のオカラ (m60)を 胃内ゾンデにて、それぞれ0 2ml(10

m1/kg)投与した。OPA、 OPIl、 OК及び OH60投与後の血糖値への影響をみるため、

(%)

(%)

(%)



採血は投与前、投与から30分毎に 120分後まで尾静脈より行い血糖値を測定した。

(2)4胃内ゾンデ及び尾静脈採血誘発ストレスによる血糖値の変動

CDFl雌性マウスを一晩絶食させ、胃内ゾンデを30分間隔で 2回行つた。胃内ゾ

ンデの血糖値への影響をみるため、採血は投与前、投与から30分毎に120分後ま

で尾悧脈より行い血糖値を測定した。

(2)5被験試料のショ糖損荷血糖値への影響

CDFl雌性マウス (体重 約 208)を一晩絶食させ、翌朝9時に 30 MPa、 220℃の

条件下で処理したオカラピューレ (OPA)、 30 MPa、 340℃条件下で処理したオカラ

ピューレ (OPC)及び 60 MPa条件下で処理したオカラホモジナイズ (CH60)を胃内

ゾンデにて、それぞれ0 2ml(10m1/kg)投与した。対照には水道水を投与した。

OM、 OPC、 OH60及び水道水投与30分後にスクロースを2g/体重kg投与した(02g/ml

を0 2ml)。 OPA、 llPC、 OH60及び水道水投与後の血糖値への影響をみるため、採血

は被験試料投与前、投与後 30分毎に 120分後まで尾静脈より行い血糖値を測定し

た。

(3)オカラピューレ長期投与による血糖値上昇抑制効果の検討

(3)-1実験動物

OLETF(Otsuka Lon″ Evans Tokushim Fatty Rat;糖 尿病自然発症)ラ ットを大

塚製薬研究所より6週齢で購入し、実験に用いた。予備飼育期間中およ
― 期間

中は、飼育室の室温を 23± 1℃、湿度 60± 10%、 照明は、明暗サイクル 6:00～ 18:llll

が点灯、18:lXl～翌 6:lXlまでを消灯とした。

(3)-2橡謝

一い



コントロール群はオカラホモジナイズ (60 MPa)で 固形分をオカラピューレと同

様に調製 した原液を 5倍希釈して使用した。オカラピューレ群グルー プ 1はオカラ

ピューレ(亜臨界水 300℃、30 MPa)原液を 5倍希釈し、グループ 2はオカラピュー

レ(亜臨界水 340℃、30 11Pa)原液を 5倍希釈して使用した。オカラピューレの栄養

分析結果から、30 MPa、 3∞ ℃の亜臨界水条件下で得られたオカラピューレは水溶

性食物繊維の含有割合が多いことが確認された。水溶性食物繊維は粘性が高くこの

性質により、消化管内での栄養素の移動が制限され、消化・吸収部位へきすること

への抑制につながると考えられている
2)が
、由来の異なるペクチンを用いた空腸

灌流試験でグルコースの拡散量を最も強く阻害したペクチンで血糖値上昇抑制効

果が最も弱くなつたとの報告もあり、血糖値上昇抑制効果は水溶性食物繊維の粘度

だけでは説明できない部分もあると考えられる D。 本実験では水溶性食物繊維の

合有害1合が最も高くなる条件 (グループ 1)と 水溶性食物繊維の含有割合が最も低

い条件 (グループ 2)のオカラピューレを用いた。

(3)3方法

実験群はそれぞれ、コン トロール群、オカラピューレ群グループ 1、 ォカラピュ

ーレ群グループ 2の 3群とし、コン トロール群は未処理のオカラの固形分をオカラ

ピューレと同様になるよう調製 した原液を 5倍希釈 して連日飲水摂取 (n=6)、 オ

カラピューレ群グループ 1はオヵラピューレ原液を 5倍希釈して連日飲水摂取 (n

=6)、 オカラピューレ群グループ 2は 340℃処理 したオカラピューレ原液を 5倍

希釈して連 日飲水摂取 (n=6)を行った。

飲水は給水瓶にて自由に給水を行い、飲水量は一日一回確認 してその都度追カロ投

与とした。食餌は通常の固形飼料 (Table l)を 各実験群に等量与えた。

ヘモグロビンAlc(llbAlc:ヘモグロビンAにグルコースが結合したもの)はラ

テックス凝集濁法にて測定し、糖尿病の発症および重症度を評価した。採血は、実



験開始後 23週間間隔で頚部皮膚切開し、頸静脈より直接採血を行つた。

(4)統計分析

糖質消化酵素阻害性については、コントロール群で測定されたグルコース量を示

した場合をスクラーゼ活性 1∞ %と して、実験結果から得られたグルコースの相対

量によつてスクラーゼ活性を表して阻害性とした。

糖質負荷試験については、血糖値の経時変化を平均値±標準偏差で示した。また、

各実験群問やコントロール群と実験鮮などの2群間の比較は等分散を仮定した

Student―ι検定により分析した。

23結 果

(1)糖質消化酵素阻害性

Figure 3はスクラーゼ活性に及ぼすオカラピューレ抽出液の影響について示し

たものである。未処理のオカラ抽出液についても活性の阻害作用が認められた。ま

た、処理温度の上昇に比例して活性の阻害作用が高くなる傾向となつた。スクラー

ゼ活性の阻害作用は未処理のオカラと比較し、亜臨界水処理温度 220℃では同じ

レベルで、亜臨界水処理温度が260℃を超えると処理温度に比例して活性の阻害

作用は強くなる傾向が見られた。これらのことは、オカラ成分にもスクラーゼ活性

を阻害する成分が含まれていることを示唆している。さらに、温度上昇に比例して

frLの阻害作用が増大したことから、大豆イソフラボンのアグリコンやその代謝産

物、生成したメラノイジン
ゆなどの生成量が増加することによつて活性の阻害作

用が強くなつたことも考えられる。
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Figuie 3. Effect of okara-puree extraction liquor on sucrase activiry

(2)糖質負荷試験

スクロース投与試験の前に被験試料に含まれている糖質の影響を調べるために、

オカラピューレ単独で投与した場合の血糖値の経時変化を調べた所、OPAで、他の

条件のオカラピューレやコントロールと異なるパターンを示し、OPAに含まれる糖

質が吸収されにくいパターンを示した(Figure 4)。 この結果から、糖負荷試験に用

いるオカラピューレをコントロールと比較的類似したパターンを示したOPcと他

の試料とは異なるパターンを示した mヽ の2種類とした。

糖負荷後の血糖値の経時変化を各群で比較すると、オカラピューレ投与群とコン

トロール、水を投与した群で、60分、90分後の血糖値ではオカラピューレ投与群

の方が有意に低くなつた (Figure 5)。

また、血糖値の経時変化から、吸収曲線下面積 (AUC)を比較するとオカラピュ

ーレ投与群がコントロールや水を投与した群に比べ有意に低くなった (Figtlre 6)。

19



０

　

　

　

０

　

　

　

０

０

　

　

　

０

　

　

　

０

８

　

　

　

６

　

　

　

４

（も
ヽ
¨
Ｅ
）
ｏ
∽ｏ
ｏ
⊇
Ｏ

1200

1000

0306090
Time(min)

Figure 4. Changes in blood glucose concentration

of only 0kara puree

Values are the meansasD shorn by vertical bars,

significantly different from those of 0ll Sroup

+:Significantly different from 0H at P (0.05

200

00

120     150

after the ingestion

Mean values vere

HЭ―OPA― ave

‐ OPC―ave

ま0‐ OPB― ave

HコーOH― ave

20



200
180

160

140

120

100

80

60

40
20

0

60 90 120

Time (min)

150

Figure 5. Changes in blood glucose cohcentration after the sugar injection

Fastine CDFI Douse vere ingested oPA, orc, fi60, rater (control) each by 0.2

rn1(10 m1,/kg body weight) by sound. After 30 Din by the test samples ingestion,

the hice were ingested sucrose (2 s/ke body {eight). The blood glucose

concentration in the plasha lrere determined before, and every 30 minutes until
120 hinutes after ihe sucrose ingestion. Yalues are the Deans vith their SD

shown by vert ical bars.

*: Significantly different fron 0H60 and PC at P(0.05

-o-oPA
-O-Control

-.._OPC

（
も
ヽ
¨
Ｅ
）
ｏ
∽
ｏ
ｏ
コ
０

30



317000
C

E
16000
0
E

815000
コ
0

f'4000
0
0
513000
0

豊 12000

11000

10000

Figure 6 The area under absorption curve after sucrose loaded
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loaded Values are the means vith their SD shown by vertical bars Values

vith unlike letters vere significantly different (′ く 0 05)

スクロース負荷後30分の血糖値とOPA,OPC,OH60及び水道水投与後 30分の血

糖値の差で比較した場合,OH60に対してOPAは 531%,OPCは 522%と 顕著に減少

した。水道水に対してもKIPAで 525%,OPCで 51眺とその減少は顕著であつた。

OH60と水道水との比較において差はみられなかった。
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(3)オカラピューレ長期投与による血糖値上昇抑制効果

糖尿病自然発症ラットにオカラピューレを長期投与し、体重、HbAlcを測定した

結果をFigure 8、 9に示す。

Figure 8の Croup lは 311MPa、 300℃で処理したオカラピューレ投与群。CrOup2

は 3CIMPa、 340℃で処理したオカラピューレ投与群を示しているが、コントロール

群に対し、Group 2で体重が有意に大きくなる結果となつた。これは、未処理のオ

カラに対し、糖質の含有量がオカラピューレ群で増加している栄養分析結果を反映

する結果となつた(Figtre 10)。 オカラピューレを添加した水の飲水量はどの群も

同等であつた。

糖尿病の病態では通常、体重増加が見られた後、病態の進行によって体重減少が

みられる事から、重度の糖尿病まではどの群においても進行していなかつた。

，

¨



HbAlcは 4週から7週にかけてどの群も低下する傾向が見られた (Figure 9)。 し

かし、最終的に各群間において HbAlcの血中レベルに有意差は見られなかつた。
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24考 察

オカラピューレ抽出液によるスクラーゼ活性阻害作用は、Fねre 3に示すよう

に亜臨界水処理温度上昇に比例して強くなる傾向がみられた。スクロースは小腸刷

子縁膜上に局在するスクラーゼの作用により、グルコースとフルクトースにカロ水分

解される。スクラーゼ活性を阻害することによってスクロースの消化・吸収が抑制

される。スクラーゼ活性を阻害することにより、ラットにおいてスクロース多量摂

取による内臓脂肪の蓄積や高脂血症が抑制され、さらに肝臓における脂肪酸合成が

抑制されることが報告
2° されている。オカラピューレ長期投与試験においてラッ

トの体重変化をみると実験開始第 4週から7週にかけてオカラピューレ群の体重

がコントロール群より有意に増加していることから、本実験で見られたスクラーゼ

阻害作用は、通常の食事で抗肥満作用を示すレベルではなかつた。しかし生体内で

は、食物摂取してから、多種多様な栄養素や pH、 消化吸収・代謝、微生物などに

よる代謝といつた酵素活性に対する影響因子は多いことから、本実験の力 ″¨

における実験結果にみられたスクラーゼ活性阻害と力″Юにおける糖質消化酵素

活性阻害作用については更なる検討が必要である。

スクラーゼ阻害作用は、大豆イソフラボン配糖体の代謝産物である8

Hydoroxydaidzein,8 11ydroxygenisteinな どについての報告がある
か
。糖質消化

酵素の活性阻害とメラノイジンとの関連については、褐色色素メラノイジンがトリ

プシン詢および、ヒト唾液α―アミラーゼ活性を阻害するといつた報告
2つがある。

一方、プタ膵液α―アミラーゼやブタ小腸α―グルコシダーゼなどの酵素活性の阻害

作用について、味噌の褐色度が低くなるほどその活性を阻害するといつた報告もあ

る°)。 メラノイジンは化学構造が非常に多岐にわたり、メラノイジンの生成反応

条件により旬成する褐色色素の成分において分子量や組成などが異なり、そのこと

が消化酵素の活性阻害に影響することが考えられている。
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オカラピューレは亜臨界水処理温度が高くなるに比例して褐色の色調が濃くな

ることから、メラノイジンの生成が処理温度に比例して多くなることが考えられる。

これまでの研究で、亜臨界水処理温度が高くなる程、グルコースの生成量が増カロし、

タンパク質も分解してペプチドやアミノ酸の生成量も増加することを示した 。゙生

成したグルコースとアミノ酸やペプチドがアミノカルボニル反応により褐色色素

を生成した可能性が考えられる。本実験でみられた亜臨界水処理温度の上昇に比例

して糖質消化酵素の活性阻害が強くなつた結果については、メラノイジンを含む褐

色色素や大豆イソフラボンの亜臨界水による反応生成物といつた複数の因子によ

る可能性が考えられる。これらのことから、生成したペプチドやアミノ酸と糖質の

熱反応によつて生成した褐変物質などが相乗的に働き、スクラーゼ活性の阻害作用

が亜臨界水処理温度に比例して強くなつたと思われる。

スクロース負荷試験の結果 (Figure 5～ 7)から30 MPa、 220℃のオカラピュー

レに血糖値上昇抑制作用が期待される結果となつた。糟質消化酵素活性の阻害作用

(Fttre 3)における未処理のオカラと30 MPa,220℃で処理したオカラについて

棺質消化酵素活性における阻害作用は差が見られなかったことから、本実験におけ

るスクロース負荷試験の結果は、糖質消化酵素活性の阻害作用ではなく糖質が小腸

から吸収されにくくなった可能性が高いことを示しており、亜臨界水処理による水

溶性食物繊維の増加やオカラピューレの粘性 (保水性)が影響していることも考え

られる")。水溶性食物繊維の血糖値上昇抑制効果は多くの場合その粘度に比例し、

その効果は、水溶性粘性物質による粘度上昇に伴って溶質としての消化酵素や基質

である食物の拡散が抑えられることより結果として消化酵素の活性が抑制された

状態となること
鋤
"や胃内滞留時間の遅延効果が示され

。∞)、 このことによつて

食後の急激な血糖値の上昇を抑え、インスリン分泌量の節約効果も期待できる
34。



事実、摂取した食物の移動速度が抑制され、さらに水溶性食物繊維の持つ粘性によ

つて食後血糖値上昇抑制効果を示すことが報告されている
°)り。この粘度はペク

チン質や不溶性食物繊維等の高分子成分の高次構造変化や部分分解によるものと

考えられた(Figure 10)。

糖尿病自然発症ラットを用いたオカラピューレ長期投与試験においては、全ての

群において実験開始後4週から7週の間でHbAlcの血中レベルが低下する傾向が見

られたが、実験最終日において各群間における有意差は見られなかつた。このこと

は、未処理のオカラやオカラピューレに含まれる食物繊維の影響が考えられる。ま

た、枯草菌を用いて発酵させた大豆より抽出されたイソフラボンのアグリコンは脂

肪細胞におけるインスリンの刺激によるCLUT4(グルコーストランスポーター)の

細胞膜への移行を促進し、ダイゼインはインスリンによるグルコースの取り込みを

より増加させることが報告されている
7)。 このことから、大豆イソフラボンによ

る影響の可能性も考えられる。

Cicaccoら 38は、低 CI、 高食物繊維食を摂取した群は低食物繊維食群のヒトに

比べて平均日中血糖値、出Hcを低下させ、さらには低血糖発作の回数も減少させ

ることを報告している。本実験の結果、恥Alcレベルの低下傾向が見られたが、体

重の測定結果から、抗肥満作用は実験群においてみられなかつた。本実験に用いた

オカラピューレは糖質消化酵素活性阻害作用が未処理のオカラより強い作用を示

したものを選択して行ったが、それらの酵素活性阻害作用では抗肥満作用や有意な

HbAlcの血中レベルの低下作用や抗肥満作用などは認められなかつた。

以上の結果から、オカラピューレは亜臨界水処理温度が高くなるに連れて糖質消

化酵素の活性阻害作用が強くなるものの、動物実験において抗肥満作用について明

確にすることは出来なかつた。糖尿病の血糖値コントロール状態の指標として用い

られる恥Alcは、全ての群において実験開始4週以降で低下傾向が見られたものの
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各群間における有意差は見られず、HbAlcの低下傾向は未処理のオカラやオカラピ

ューレに含まれる食物繊維や大豆イソフラボンによる影響の可能性が考えられる。

300℃以上の亜臨界水処理温度で得られたオカラピューレにおいては未処理のオ

カラに比較し、糖質消化酵素活性阻害作用はみられるものの抗肥満作用や血糖値コ

ントロールについては本実験の結果から有効性は示されなかった。オカラピューレ

の投与量や投与方法の検討が今後の課題である。

一方、亜臨界水処理温度が220℃と比較的低温で処理されたオカラピューレに

ついては、食後の血糖値上昇抑制効果が期待できる結果となった。食後の血糖値上

昇を抑制できれば、インスリンの血中レベルを抑える効果が期待できる。高血糖は

糖毒性や慢性的な醐 ヒストレスにより膵臓のインスリン分泌細胞であるβ細胞に

対して傷害的に作用する。また、血糖値を下げるためにβ細胞からのインスリンの

分泌を促進し高インスリン血症を招く。このような過度のインスリン分泌刺激が継

続されるとβ細胞は疲弊してしまい、血糖値のコントロールが破綻してしまう。イ

ンスリンにはこの他、脂肪細胞の増殖や肥大、脂肪合成促進も知られており、抗イ

ンスリン血症は肥満への影響も懸念されている。このように食後の血糖値上昇を抑

え、コントロールすることは糖尿病やその合併症の発症を予防する上でも重要であ

り、30 MPa,220℃ で処理されたオカラピューレには食後血糖上昇を抑制すること

で、糖尿病や肥満を予防する効果が期待される。

第 3章 亜臨界水処理後のオカラにおけるアンジオテンシン変換酵素活性の阻害

作用と血圧調節作用

31緒 言

血圧の調整は、主に,い出量と末梢血管抵抗によつて支配されており、血管抵抗

の増大や心拍出量の増大は、血圧上昇を招くと考えられる。このうち血管抵抗の増



大の要因としては、血管収縮、動脈硬化、血液粘性の増大などが挙げられる。この

内、血管収縮については交感神経の緊張や副腎髄質ホルモン、或はレニン・アンギ

オテンシン系の活性化などの原因がわかつている。レニン・アンギオテンシン系お

よびアル ドステロン系は、生体の血圧および体液量の調節において重要な働きを果

たしている。腎臓から分泌されるレニンは血漿グロプリンに含まれるアンギオテン

シノーダンをアンギオテンシン Iに し、アンギオテンシン変換酵素 ⊂鴫iotensin

converting enzyme,ACE)に よってアンギオテンシン IがアンギオテンシンⅡに変

換される。アンギオテンシンⅡは血管平滑筋を収縮させることによつて末梢血管抵

抗を増大させ、血圧上昇をきたす。このため、アンギオテンシン変換酵素阻害剤が

強力な降圧剤として臨床に応用されている。レニン・アンギオテンシン系の遮断に

は、レニン阻害薬、配E阻害薬およびアンギオテンシンⅡ受容体拮抗薬などがある。

このうち ACE阻害薬はアンギオテンシンⅡ産生低下により血管収縮性を弱め、腎臓

における近位尿細管におけるナ トリウム再吸収の低下、さらに副腎皮質ホルモンで

あるアル ドステロンの分泌低下による腎臓の集合管におけるナ トリウム再吸収の

低下に伴う体液量増加を抑制するなどの作用によって降圧作用を示す。また、ACE

阻害薬によるキニナーゼⅡの阻害作用によつてキニン代謝が阻害され、キニン増加

とカリクレイン・キニン・プロスタグランジン系の活性化を導き降圧作用を示九

高血圧が持続することにより様々な二次障害を引き起こすことがわかつている。

主な二次障害には心腋負荷の増大による心室肥大や心室拡張とともに結合組織の

増加、末梢血管抵抗の増大などにより冠状動脈の硬化を促進して心不全、狭心症、

心筋梗塞などのリスクが増大する。また、末梢血管負荷の増大により、血管平滑筋

肥大から血管抵抗が増大し高血圧がさらに悪イヒする。腎臓血管障害を引き起こし、

腎機能にも障害を及ti九 したがって血圧を適切な値にコン トロールすることは重

要である。 しかし、ACE阻害薬の副作用には骨髄抑制、血球減少、皮疹、腎障害、

30



肝障害、顔面浮腫、低血圧などがあり注意が必要である。これらのことから副作用

のない食品 (食生活)によつて高血圧を予防し、長期にわたり血圧をコントロール

することができれば有意義である。

ACE活性阻害を持つ成分は多数の食品に存在することが明ら力ヽ こなつている
。い
。

なかでもイワシ由来ペプチド
401、 健節由来ペプチド

4)、
手Lタンパク質由来ペプチ

ド4のなどは、特定保健用食品の成分として用いられている。また、大豆について

もACE活性阻害性を有する報告がある°)。 亜臨界水処理後のオカラにも大豆由来

のACE活性阻害性成分を有する可能性が考えられ、亜臨界水処理後のオカラについ

てACE活性阻害作用や長期投与による血圧上昇抑制作用についての検討を行つた。

32実験材料および実験方法

(1)アンジオテンシン変換群素活性阻害性の検討

(1)1ア ンジオテンシン変換酵素 (ACE)と 基質の調製

ACE(ACE 0 25 unit)を 10 mlの pH8 5リ ン酸緩衝液で溶かし、酵素液とした。

ヒプリノレヒスチジノいロイシン4水和物H8mgを 10 mlの pH8 5リ ン酸緩衝液 で

溶かし、235酬 の基質を調製した。

(1)2サ ンプル抽出液の調製

遠沈管にオカラピューレを0 25ml入れ、pH8 5リ ン酸緩衝液を 10 ml加えて、

振盪抽出した。抽出したサンプルを、メンプランフィルター(孔径 0 45μ m、 ミリ

ポア社製)で約2 ml濾過した。メンプランフィルターにて濾過した抽出液を 1/5、

1/10、 1/20にそれぞれ、pH 8 5リ ン酸緩衝液で希釈した。

(1)-3酵素活性阻害性の測定

測定試料に50 μlの基質を加えた。また、pH8 5リ ン酸緩衝液を、コントロー

ルに 100 μl、 サンプルプランクに200 μl、 コントロールプランクに300 μlを



加えた。

希釈調製済みの抽出液を、サンプルとサンプルプランクにそれぞれ lKXl μ lず

つ加え、よく攪拌 した。37℃で、5分間プレインキュベー トし、30秒おきにブラ

ンク以外に ACEを 200 μl加えた。それぞれ 60分間反応後、3%メ タリン酸ナ ト

リウム溶液を 100 μl加えて反応を停止 した。反応停止後、生成した馬尿酸を HPLC

にて定量した。ACE活性を50%阻害する被検試料を ICЮ として阻害活性を表した。

(1)4 HPLC条件

WLC、 LC 100VP(島津製作所製)、 カラム sTR ODS(46× 250nI,SHNtt CHEMICAL)、

移動相 A001M potassiulo phosphate緩 衝液 (pH2 8)、 B10幌 acetonitrile

A:卜80:20、 流速 10m1/分、カラム温度 40℃、検出波長 226帥 で測定した。

(2)オカラピューレ長期投与による血圧上昇抑制効果の検討

(2)1実験動物

高血圧自然発症ラット (SHR)を用い、一週間予備飼育した後、生後 6週齢より

観察を開始した。予備飼育期間中および試験期間中は、飼育室の室温を22± 1℃、

湿度 60± 10%、 照明は、明暗サイクル 7:00～ 19:00が点灯、19:00～翌 7:00ま で

を消灯とした。Table 2に示した乾燥餌で予備飼育期間と実験期間飼育した。



Table 2. Cohposition expeiibental diets

Component Experihental diet

Moi sture 84

Crude protein 27 1

Crude fat

Crude fiber

Crude ash

Nitrogen Free Extract (%)

(kcal) 347 2

(2)2被験試料および測定方法

コントロールはオカラホモジナイズ原液 (60 MPa、 固形分をオカラピューレと同

様に調製した)を 5倍希釈して連日飲水摂取した (n=6)。 Croup lはオカラピュー

レ(亜臨界水 220℃、30 11Pa)原液を5倍希釈して連日飲水摂取させた(n=6)。 Croup

2は、オカラピューレ(亜臨界水 290℃、30MPa)原液を5倍希釈して連日飲水摂取さ

せた (n=6)。 すなわち、オカラピューレ固形分約 1%水を連日飲水摂取させた。

いずれも摂取開始後 8週間継続観察し、m「E測定は投与前、および飲水開始後 2

週間間隔で尻尾を用いて体血圧を測定した。測定装置は、ソフトラン (softron)

非観血的自動血圧測定器BP 98Aを用いた。

(3)統計分析

ACE活性阻害作用はACE活性を50%阻害するオカラピューレ抽出液の量で示した。

オカラピューレ長期投与による血圧上昇抑制試験については、実験期間における

収縮期血圧、拡張期血圧、体重、心拍数をそれぞれの群において平均値
±標準誤
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差で示した。得られた結果における実験群間の比較はStudent t検定により解析

した。なお、有意水準は危険率5%以下とした。

33結 果

(1)ア ンジオテンシン変換酵素活性阻害性の検討

オカラピューレの ACE活性阻害作用について Figure nに ICmで示した。実験の

結果、未処理のオカラには ACE活性阻害作用は認められなかつたが、オカラピュー

レではいずれも、ACE活性阻害作用は認められた。Figure llに 見られるように lCm

は、亜臨界水処理温度に比例して減少し、オカラピューレのκE活性阻害作用は亜

臨界水処理温度に比例して上昇したことが認められた。本実験で認められた ACE

活性阻害作用は、亜臨界水処理によつて大豆タンパク質が分解されたことによつて

生じた ACE活性阻害作用を有するペプチ ドまたは、セルロース等の多糖類の分解物

とタンパク質分解物の反応により生じた褐変物質 (メ イラー ド反応生成物)な どに

よる可能性も考えられる。
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(2)オカラピューレ長期投与による血圧上昇抑制効果

SllRに 8週間にわたり、オカラピューレを投与し、収縮期血圧と拡張期血圧、体

重、心拍数を測定した結果をそれぞれ Figure 12～ 15に示した。尚、オカラピュー

レは一匹当たり、オカラピューレ原液を 5倍希釈した試料 (オカラピューレ固形分

約 1%)を平均して約 10m1/日摂取していた。

8週間にわたるオカラピューレ長期投与における収縮期血圧の変化は、す
べての

群において実験開始から6週までは、血圧の上昇傾向が見られた。その後、6週か

ら8週においては、すべての群で収縮期血圧は低下する傾向が見られた。6週から

8週にかけての拡張期血圧の低下は、contr01群 t・ 6 03 mHg,group lで 1383

m咤,grOup 2で 18 34 MHgと なり、オカラピューレ群で収縮期血圧の低下が大

きくなる傾向がみられた。8週の収縮期血圧も有意差はみられなかつたが、
control

群の 17880回陀 に対しgrOup 2では、173 33 mttgと低くなつた。
一方、拡張期
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血圧も収縮期血圧 と同様に、6週から8週にかけて低下する傾向がみられたが、拡

張期血圧の低下は、oontr01群で-22 03 1mL,group lで ‐7 5 mHg,group 2で

-25 33 mHgとなり、血圧低下は grOup lで他の群に比
^小
さくなり、control群

とgroup 2で血圧の低下割合は同様な傾向を示した。また、8週における拡張期血

圧の値は control群で 127 80 mHg,group 2で 127∞ mセ と同レベルであった。

血圧測定おける各群間の有意差はいずれも認められなかつた。また、contrOl群だ

けが、収縮期血圧 と拡張期血圧の両方において、2週から3週にかけて血圧が一旦

低下する傾向がみられた。
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Figure 13. Changes of diastolic pressure in SllR {ith feedi[g experimental diet
Each point indicates the mean and vertical bars represent S.E,M,

*: SiSnificantly different fron control group at p < 0.05

Figure 14に 示した SllRの体重変化は全ての群で同様な増カロ傾向を示し、各群間に

おける有意差はみられなかつた。

Figure 15に 示した SHRの心拍数の変化において、各群間における有意差はみられ

なかつたが、control群 では 6週から8週にかけて大きく増カロする傾向がみられ、

groul1 1、 group 2と は異なるパターンを示した。
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34考 察

アンジオテンシン変換酵素 (Angiotensin converting enzvme;ACE)は 、アンジ

オテンシン Iから強力な血圧上昇作用を有するアンジオテンシンⅡへの変換を司

る酵素であり、血圧調節の重要な生体因子の一つであり、κE活性を阻害する物質

は高血圧に対する治療薬剤として臨床応用されている
444つ
。

アンジオテンシン変換酵素 (ACE)の活性阻害性は、未処理のオカラではみられず、

亜臨界水処理温度が高くなるに比例 して強くなる傾向が見られた (Figure n)。 大

豆には、大豆タンパク質由来の ACE活性阻害性を有するペプチ ドが報告されている

が
/61、 ACE活性阻害性が、亜臨界水による処理温度が高くなるに連れて強くなる

傾向がみられた結果については、亜臨界水処理による可溶化、低分子化をもたらす

分解反応によって、オカラに含まれる大豆タンパク質からACE活性阻害性を有する

ペプチ ドが生成された可能性が考えられる。ACE活性阻害性を有する大豆タンパク

質由来ペプチ ドに関しては、トリペプチ ド (Leu Lys Tyr,Val Ala Trp)な どが報

告されている・
)。 これらの ACE活性阻害性をもつペプチ ドは低分子であり、総ペ

プチ ド量は亜臨界水処理温度が高いほど増加することを平成 H年度フー ドシステ

ム連携強化・循環推進技術確立事業において示した
3、 このことから、ACE活性阻

害性は亜臨界水処理温度が高くなるにつれて強く
めなった本実験結果は、オカラに

残存していた大豆タンパク質が亜臨界水処理により分解して生成したと考えられ

る低分子のペプチドなどによる可能性が推察される。

また、大豆にはニコチアナミンと呼ばれるACE活性阻害性を示すタンパク質非構

成アミノ酸が含まれている。ニコチアナミンは多くの植物に含まれているが、植物

の細胞においてニコチアナミンは金属イオンとキレートを形成し、細胞内における

鉄の移動や代謝に重要である
40。 ニコチアナミンは生大豆や水に浸漬した大豆に

比べ、121℃、30分間蒸煮した場合において ACE活性の阻害性が低下しているこ
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とが報告されている・ )。 また、ニコチアナミンは、タンパク質非構成アミノ酸で

あり、亜臨界水処理による分解反応によつて増加することは考えにくい。このこと

から本実験で示された亜臨界水処理温度が高くなるにつれて ACE活性阻害性が強

くなつた結果は、亜臨界水処理によつて低分子化された大豆たんぱく質由来のペプ

チドの作用による可能性が高いと考えられる。

ル ″rraで ACE活性阻害性を示したオカラピューレを高血圧自然発症ラットに

長期間投与した実験の結果、実験開始6週から8週に力ヽ すて、全ての実験群で収縮

期血圧、拡張期血圧ともに低下する傾向がみられた。しかし、それぞれの実験群間

において収縮期血圧およU嗽張期血圧の変化には有意差がみられなかつた(Figure

12、 13)。 κE活性阻害性を有するペプチドを生体に長期投与した報告では、投与

後一貫して徐々に血圧が低下し続けることが報告されているが
イ)、 動物 (SHR)試験

において同様の血圧上昇抑制効果は認められなかつた。また、未処理のオカラとオ

カラピューレを投与した群で血圧は同様な経時変化を示したことから、オカラピュ

ーレがカガ″ηで示したACE活性阻害性をル′rのでは示すことはできなかった。

本実験と同様にあ ″動 でACE活性阻害を示すベプチドであっても経口投与で血

圧低下を示すとは限らない場合もある
∞)。 これらの結果は消化吸収によるκE阻

害性ペプチドの消化分解や体内における安定性が問題となると考えられる。さらに

オカラピューレが示したACE活性阻害性物質の解明とそれらの物質の体内におけ

る濃度の検討も今後の課題といえる。

オカラピューレには、前述のとおり食後血糖値の上昇抑制効果がみられたが、こ

のことは、食後血中インスリン濃度の上昇を抑制することが期待できる。インスリ

ン抵抗性や高インスリン血症が将来的に高血圧症を発症するリスクが大きい可能

性があるとされておりい、食後血糖値の上昇を抑制することは、糖尿病の予防の

みならず、高血圧症の予防においても意義があると考えられる。SIIRを用いた本実

10



験ではオカラピューレ投与による血圧上昇抑制効果を示すことはできなかつたが、

インスリン抵抗性や高インスリン血症のリスクを抑え、高血圧症の発症を予防する

観点からオカラピューレの有効性が考えられる。

オカラピューレに含まれるACE活性阻害rth分については、大豆加工品の抽出液

を脱イオン水で透析した場合、内液でκE活性阻害性が低下することから、ACE活

性阻害性を示す物質は透析性の低分子であることが報告されている
5い

。このこと

からも、本実験で亜臨界水温度が高くなるに連れて ACE活性阻害性が強くなつた結

果は、亜臨界水反応による分解反応によつてオカラ成分が低分子の物質へと変化し

た結果、それらの中に ACE阻害性を示す物質が生成した可能性が考えられる。

第 4章 亜臨界水処理後のオカラの抗酸化作用の検討

41緒 言

大豆やその加工食品の生体調節機能をもつた成分 (機能性成分)には、抗酸化

性やがんのリスクを低減するものなども知られている
9～。
。抗酸化性機能を有す

る物質は、酸化ストレスから生体を保護する作用があり、スーパーォキシドゃヒ

ドロキシラジカルの消去活性、一重項酸素を補足する能力を有している。

活性酸素やフリーラジカルは好中球やマクロファージによる病原性微生物の殺

菌に重要な役割を果たしている。一方、これらの活性酸素やフリーラジカルによ

る酸化的ストレスは、低渚度リポタンパク質 (LDL)の酸化による動脈硬化発症の

リスクや炎症、老化、発がんなどの様々な疾病に関わつていると考えられている

い
。また、酸化ストレスによつて食品成分、特に脂肪酸から生成される過醐 ヒ物が、

食品の栄養価を低下させ、風味の副 ヒを招き、品質を劣化させる。よつて加工食

品には抗酸化性を有する食品添加物が利用されている。また、食生活において抗

酸化ILA能を有する成分を日常的に摂取することは、体内で旬成した過剰な活性



酸素やフリーラジカルを消去し、疾病のリスクを低減するうえで重要と考えられ

る。

抗酸化性機能を有する大豆の機能性成分には、サポニンやフラボノイ ド、 トコ

フェロールなどが知られている。また、活性酸素との反応基を比較的多く有する

タンパク質やベプチ ドは抗酸化性物質として作用すると考えられている。さらに、

味噌や醤油などの製造過程においてアミノ酸やペプチ ドなどのアミノ基とグルコ

ースといつた糖のカルボニル基とのメイラー ド反応によつて多種多様なメイラー

ド反応生成物 (メ ラノイジン)が生成される。メイラー ド反応生成物には、抗酸

化作用を有するものがあることが明ら力ヽ こなつている
いつ
。大豆加工食品の副産

物であるオカラには大豆の栄養成分などが残存しているが、亜臨界水条件下では

高温であることから、オカラに残存しているタンパク質や多糖類などが亜臨界水

による分解反応によつて低分子化されると同時にアミノカルボニル反応 (メ イラ

ー ド反応)が起こっていることが考えられる。このことについて著者は食品副l産

物の高温高圧水を用いた植物残さの有効利用技術の開発の研究において温度が高

くなるほど反応後のオカラは手L自色から褐色へと変化することを示した
3=

これらのことから、亜臨界水反応後のオカラには未処理のオカラに比較し抗酸

化性に違いがみられることが予想される。そこで亜臨界水温度を変化させて得ら

れた亜臨界水反応後のオカラにおける抗醐 ヒ性について検討した。

42実験材料および実験方法

(1)DPPH(1,l dipheny1 2 picrylhydrazyl)ラ ジカル消去能の測定

実験に用いたオカラピューレの反応条件は、30ぽa,220℃、260℃、300℃、

340℃の 4種類の亜臨界水条件で、反応時間は約 2 7 secと した。

抗酸化性は 1,l dipheny1 2っ icrylhydrazyl(DPPH)を 用いた須田らの方法 60)に



準じて測定した。まず、メンプランフィルター (孔径 045μ皿、ミリポア社製)で

オカラピューレ希釈液を濾し、濾液を l mlと り、80%エタノールを l ml加えた。

さらに llES(2¬orpholinoethanesulphonic acid)buffer(pH 6 0)を l nlカロえ、

さらに 100%エ タノールを 17■1加えた。次に蒸留水を 0 3mlカロえ、よく混合し、

測定用試料とした。

次に、394嘔 の DPPHを lllll nl三角フラスコにいれ、50 mlの 1∞ %エタノー

ルを加え、パラフィルムにて三角フラスコを密閉してさらに、三角フラスコ全体を

アルミホイルで覆つた。スターラーにて約 60分慣拌 した後、200 μ Mの DPPH溶液

として

'詢

失に用いた。

吸光度は、測定用試料を IIPPll溶液に添加 し、2分後に520血 で測定した。なお、

抗酸化活性 (ラジカル消去能)は、吸光度を 50%退色させる濃度 (ICm)を没食子

酸相当量として示した。

43結 果

未処理のオカラおよびオカラピューレの DP12Hラ ジカル消去活性について

Figure 16に 示九 未処理のオカラでは 0 003 μ nK11/mlと DPPIl消去活性が殆ど

みられなかつた。DPPllラ ジカル消去活性が最も低い 220℃で処理したオカラピュ

ーレと比較してもDPPllラ ジカル消去活性は 1/10であつた。

オカラピューレでは 220℃条件下では 003 μm1/ml、 260℃条件下では 009

μ m1/ml、 31111℃条件下では 012μ ∞1ん 1、 340℃条件下では 0 92 μnK11/ml

と亜臨界水温度が高くなるにつれて DPPH消去活性が強くなる傾向となつた。DPPH

ラジカル消去活性は、220℃、260℃、300℃では緩や力ヽ こ上昇したが、300℃

から340℃にかけては急激な llPPHラ ジカル消去活性の上昇がみられ、他のオカラ

ピューレよりも強い DPPllラ ジカル消去活性を示した。
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Figure 16. DPPH radical scavenging ability of okara puree

Each value expressed IC* as gallic acid substantial amount.

44考 察

Figure 16から、未処理のオカラには抗酸化性があまりみられなかった。亜臨界

水処理後のオカラでは、処理温度が高くなるにつれて抗酸化性も強くなつた。な

かでも 340℃で処理した処理した後のオカラでは他の亜臨界水条件に比べて非常

に強い抗酸化性を示した。大豆における抗醐 ヒ性を示す機能性成分では大豆タン

パク質由来のペプチ ド
°)ゃ大豆イソフラボン、トコフェロール、ソヤサポニン A2)

などが知られている。また大豆加工食品中には前記の抗酸化成分にカロえてメイラ

ー ド反応によって生じる生成物も抗酸化性示すことが知られている。味噌では、

その熟成が進行するに伴って味噌の明度が低下し、赤褐色化が進む。明度が低下

し赤褐色化が進んだ味噌の抗酸化性は褐色度が低い味噌に比較して強いことが報

告されている。。本実験の結果においてオカラの亜臨界水処理温度が上昇するに

つれて抗酸化性が強くなっていることや未処理のオカラにはあまり抗酸化性がみ



られなかったことなどから、Figure 16に示した本実験結果においては、前記のよ

うな大豆に元々存在する抗酸化性成分の影響は大きくはないと予想される。亜臨

界水処理温度が220℃から300℃までは、亜臨界水温度が高くなるにつれて比較

的緩や力ヽ こ抗酸化性が強くなっており、340℃で反応させた後のオカラでは急激

に抗酸化性が強くなつている。オカラに含まれる抗酸化性物質については、サポ

ニン類、イソフラボン類及びトコフェロール類などが知られているが、オカラよ

り得られた分画物の抗酸化性では大豆に含まれる既知の抗酸化性成分よりも大豆

タンパク質由来のペプチドやアミノ酸が抗酸化性に大きく関与している可能性が

高いとの報告がある“
)。 このことから、亜臨界水温度が220℃から300℃までの

抗酸化性が強くなつた変化は亜臨界水反応によつて生じた大豆タンパク質由来の

低分子のペプチドやアミノ酸が主体となり、300℃から340℃でみられた抗酸化

性の急激な上昇は分酔物によるメイラード反応生成物が主体となって関与してい

る可能性が考えられる。著者らは亜臨界水処理温度が高くなるにつれて、処理後

のオカラの色調において赤みが強くなり、褐色化が進行することを報告しており
°、

このことからオカラの亜臨界水処理によつて低分子化したタンパク質の分解物と

オカラに含まれる食物繊維の分解物によるメイラード反応により、メイラード反

応生成物 (メ ラノイジン)が生成していると考えられる。また、メラノイジンは

その分子量が大きくなるにつれて褐色度や抗酸化力が強くなるといわれている
。め

が、このことは本実験でみられた亜臨界水処理温度と抗酸化性の変化の要因であ

ると考えられる。また、亜臨界水温度が 260～270℃付近では、水のイオン積が極

大になるため、生成したメラノイジンが同時に分解されていることが予想される。

メラノイジンは褐色に着色しているため、抗酸化性の食品素材としての利用に制

限を受けることが考えられるが、メラノイジンの抗酸化性は、オゾンによつて酸

化、脱色をした場合や微生物による脱色などにおいてもメラノイジンの抗酸化性



は脱色する前と比較して変化しなかつたとの報告があり
ω 67、 脱色することで抗

酸化性食品素材としての用途を広げることも可能と考えられる。

第5章 亜臨界水処理後のオカラの抗プロモータータ同弔および樹 重瘍性の検討

51緒 言

第4章において、未処理のオカラには殆ど抗酸化性は認められず、亜臨界水処

理後のオカラにおいて30 MPa条件下では処理温度が 220～340℃と高くなるに従

い抗酸化性が強くなることを報告した。抗酸化性を示したオカラピューレ中の有

効成分についてはメイラード反応生成物や抗酸化性ペプチドやアミノ酸などの可

能性が考えられるが、抗酸化性を示す物質自身が酸化を受ける反応過程で生じる

化学的に不安定な中間生成物によつて腫瘍細胞の〕ψヽを分解することが抗腫瘍性

の作用機序の一つであると考えられている
田)。 また、抗腫瘍性を示す物質には、

フラボン、アントシアン等のフラボノイド類もあり、これらの化合物についても

cu2+が存在する条件下において、腫瘍細胞のDMを分解する作用をもつものがあ

る8)。 また、メイラード反応生成物には発がん性物質であるニトロソアミンの生

成抑制作用がある。さらに、タンパク質、アミノ酸の熱分解によつて強い変異原

性をもつヘテロ環アミン類が生成することが知られており、これらの変異原性物

質に対してその作用を抑制するメイラード生成物の存在が明ら力ヽ こされている 0。

抗腫瘍性を示す物質には、多糖類としてペクチンが知られており07の、特にペ

クチンの加熱後の生成物やガラクツロン酸などに細胞増殖抑制作用が報告されて

いる 7D。 大豆や大豆の加工食品の副産物であるオカラにもガラクツロン酸や難消

化性多糖類などが含まれており、それら難消化性多糖類やガラクツロン酸の亜臨

界水反応後の生成物においても同様な細胞増殖阻害作用を有する可能性が考えら

れる。

一ｂ



これらのことから、本実験では亜臨界水処理後のオカラにおける抗プロモータ

ー作用や抗腫瘍性について検討した。

52実験材料および実験方法

(1)マ ウス上皮細胞による抗プロモーター活性の検討

(1)l Dimethylsulfoxide(llllSO)抽出物の調製

凍結乾燥 したオカラピューレ (亜臨界水条件 :30 MPa、 310℃、反応時間約 27

sec)50嘔 を l mlの DMSOに懸濁させた後、約 2時間振盪し、15,αDD rpmで 15

分遠心した上清をオカラピューレ 1(以下、OPl)と して実験に用いた。OPlを 側鉤

で 10倍希釈したものをオカラピューレ101(以下、OPlつ 1)と した。

凍結乾燥 したオカラピューレ(亜臨界水条件 ,30 MPa、 310℃、反応時間約 2 7sec)

50 ngを l mlの DMStlに懸濁させた後、約 30分振盪し、15,lll10 rpmで 15分遠心

した上清をオカラピューレ2(以下、OP2)と した。OP2を lnlsoで lo倍希釈したもの

(以下、llP20 1)と して以上 4種類の DMSO抽出液を実験試料として用いた。

(1)2ソ フ トアガーアッセイ

05%寒天を含むmininun essential medium(MEll)を 下層に固化した後、上層に

マウス上皮細胞由来の JB6 C1 41細胞 (104個 )を懸濁した 033%寒天 MEMを重層し

た。なお、両層の寒天培地は、 (lDMSO最終濃度 0%)500倍希釈したオカラピュー

レllllSO抽出液 [OPl,OPl l1 1,CIP2,llP2 11 1]と mmr prOmterと して用いた20

ngんl epiderml gr"th factor(EGF)、 10%featal bovine serum(FBS,CIBCO,

Rockvile,Mll,USA)を含み、37℃、飽湿、5%COイ ンキュベータ (BNAl H;TABAI

ESPEC,大阪)内で培養した
テυ
。その後、23週間後の寒天培地中に形成されるコロ

ニーを顕微鏡下で計測した。なお、コロニーカウントは Photo lのような状態で

観察され、細胞が 2個以上である右の写真はコロニーが形成されている状態であり、

47



左の写真の状態ではコロニーカウン トは行わない (Photo 2)。

I 10% EGF Treatment

Photo 2. Colonization in the soft agar assay

After having solidified minimum essential mediun (MEM) including the 0. 5% agar

in the lower layer, MEM xrith 0.3396 agar vhich suspended JB6 cell (104) {ere

superimposed on the top. Both MEM xtith agar included that were extracted from

okara puree by DMSo (D[So total concentration at 0. 2ft) and 20 ne/nl epidenDal

grovth factor (EGF). ltvasculturedvith 1096 FBS. It was measured the colonies

llore than tro in the agar mediun with a microscope.

(1)-3 MTT(3-(4,5-dimethylthia201~2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliull bromide)

法

金沢大学大学院自然科学研究科医療薬学専攻臨床薬学講座、現、北陸大学薬学部

臨床薬学教育センター 野村政明教授より譲渡された」B6細胞 (5x103個)を 96 wen

プレー トに撤き、翌日lDMSO最終濃度 02%)51111倍希釈 したオカラピューレDMS0

抽出液 (OPlおよびOP2)を原液 (1)、 10倍希釈 (OP1 0 1、 OP2Ю l)、 100倍希釈

(OP1 0 01、 tlP2つ 1)し処置した。3日 間培養後、M「T試薬を添加 し、4時間後に形

成される M「T fonklzanの 比色値をマイクロプレー トリーダー (540 nnlに て測定し

た。
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(2)動物実験による抗腫瘍効果の検討

7週齢の雌 BALB/cマウス (近交系マウス、単クローン抗体作成 日本 SLC)を購

入後、1週間、水と餌 llF飼料、オリエンタル酵母株式会社、東京、日本)を 自由

に与え飼育した。その後、各群の体重が均―になるよう3群に分け (6匹/群)、 左

足瞭にマウス結腸がん colon 26/clone 20 1C20)細 胞 (106個 )を移植 した。

移植翌日から 1日 1回それぞれ蒸留水、コントロール (未処理オカラ)、 オカラピ

ューレ (亜臨界水処理 ,340° C、 30 MPa、 2 7 sec)を l ml投与し、マウス左足R・●

高および担癌マウスの生存日数を測定した。なお、コン トロールおよびオカラピュ

ーレ lmlは、それぞれの乾物 5111ngに相当する成分を含んでいる。また、C20細胞

は、colon 26細胞から高度に悪液質を誘導する細胞としてクローニングした細胞

であり、悪液質の指標となる体重減少へのオカラピューレの効果も検討した。なお、

動物実験は実験動物の飼育および保管並びに苦痛の軽減に関する基準 (平成 18年

4月 28日 、環境省告示 88号)に則 り実施した。

(3)統計処理

抗プロモーター活性におけるコロニーアッセイ、足臆高と体重の経時変化は

Student t検定、抗腫瘍性試験におけるマウス生存日数については、WilcoxOnの順

位和検定にて有意差検定を行った。

53結 果

(1)マウス上皮細胞による抗プロモーター活性の検討

オカ ラ ピュー レ酬 SO抽出液 は、 OPlが最 も 」B6C141細 胞 の ECFで誘 導 した コ

ロニー形成を抑制し、次いでOPl」 1、 OP2、 OP2p lと ぃぅ順になった (Figure 17)。

19
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Figure 17. Effect of Okara puree DMSO extract on JB6 Cl 41 cells colony

After hav ing sol idi fied hinimum essent ial medium (MEM) i ncludine the 0. 596 agar

in the lover 1ayer, MEII vith 0. 33% agar which suspended JB6 cell (10') were

superinposed on the top. Both MEM $ith agar included that rere extracted from

0kara puree by DMSo (DMSo total concentration at 0.2)6) and 20 nglml epidernul

grovth factor (EGF). It was measured the colonies nlore than two in the agar

meditun vith a hicroscope. Values are the means vith standard deviation shorin

by vertical bars. (n=6)

r.: Significantly different from Dl,lS0 EGF group at P<0.05

また、OPlと KIPl l1 1や OP2と CIP2」 1の比較から、オカラピューレIlllSO抽出

液が希釈されると抑制効果は減少した。コロニー形成抑制は、OPl>OP2であるこ

とから、コロニー抑制効果はオカラピューレの DllSO抽出時間にも依存する結果と

なつた。

オカラピューレD厖0抽出液は、有意に」B6C141細胞の EGFで誘導したコロニ

ー形成を抑制した lFigure 17)。 一方、オカラピューレDMSO抽出液 は、JB6 C1 41

細胞の細胞増殖に対しては影響を与えない結果となつた (Figure 18)。
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Figure 18. Effect of Okara puree DIISO extract on JB6 Cl 4l cell proliferation
ltwas seeded 96 well plateyithJB6CI 4t cell(5Xtor). The next day, okara
puiee DMSo extract (0P1, 0P2) which diluted 500 tihes as undiluted solution
(l), as l0 times diluted solution of undiluted solution(0. l) or as lO0 tilnes
diluted solution of undiluted solurion(0.01) vas treared this plate.
f,e added MTT reagent after cultivation for three days and neasured a
colorihetry level of formed MTT forDazan, Values are the means vith standard
deviation shown by vertical bars.
*: Significantly different fron blank at p(0.0b.

-!-DMSo extract from 0kara puree l; -a DMSo extract from okara puree 2

(2)マ ウスによる抗腫瘍効果の検討

マウスの生存日数について、各群間における生存日数の平均を比較すると蒸留水

群とオカラピューレ群で有意差がみられた。また、蒸留水群とコントロール群間、

コントロール群とオカラピューレ群間では有意差がみられなかったが、ォヵラピュ

ーレ群ではコントロール群に比べ、生存率が高くなる傾向がみられた (Figure 19)。

また、オヵラピューレを投与した群では 10日 から22日 目の間で他の群より生存数

が多い傾向がみられ、実験開始 22日以降ではォカラピューレを投与したマウスで



他の群より、生存期間が長くなる傾向がみられた。

distilled water Okara puree

Figure 19. Survival days of mice shich transplanted colon 26,/clone 20 (C20)

cell to their feet
Colon 26,/c1one 20(C20) cell (106) ras transfused into a BALB/c mouse left sole

of the foot. It I rnl of distilled water, urtreated Okara(control) or Okara

puree was given and the survival days were measured. Values are the means with

stafldard deviation shown by vertical bars (n=6).

*: significantly different from other group p(0.05.

一方、マウス左足瞭高の経時的変化をみるとオカラピューレ投与群では実験開始

10日 前後の期間で他の群より有意に足昧高が小さくなつた (Figure 20)。 また、オ

カラピューレを投与したマウスでは実験開始 20日 前後で特に他の群より足臆高が

小さい傾向が見られたが、実験開始 30日 からは、蒸留水を投与した群と同様な変

化を示した。コントロール群は実験開始 18日以降で特に足脈高の増加が他の群よ
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りも著しくなる傾向が見られた。なお、16

少により、有意差検定を行えなかつたため、

日以降は各群とも生存するマウスの減

左足瞭高、体重は平均値で示した。
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Fieure 20. Process of left sole of the foot which transplanted colon 26/c1one

20 (C20) cetl in mice

Colon 26/c1one 20(C20) celt (106) nas transfused into a febale BALB/c mouse

Ieft sole of the foot. Untreated 0kara(control) *as given distilled water,

0kara puree from the next day of transplant and the a,nount of mouse left sole
of the foot was measured. Values are the means (n=6).

O- 0kara puree treated group; -O- control group ; A-distilled water

treated group

マウスの体重変化をみると、結腸がん細胞移植後2週間までは各群間で体重変化

に差は見られなかつたlFigure 21)。 体重は結腸がん細胞移植後 40日 目までは各群

とも減少傾向が続いたが、オカラピューレを投与したマウスで44日 日以降、わず

かな体重の増加が認められた。

移植後 2週間までの体重には各群で著しい違いは認められないものの、オカラピュ

ーレ群では足臆高の減少傾向が認められた。オカラピューレは悪液質の抑制より、
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腫瘍の増殖を抑制することが示唆される。
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Figure 21. Process of body weight in mice transplanted colon 26/c1one 20(C20)

cell in mice

Colon 26lclone 20 (C20) cell (106) ras transfused into a female BItLB/c mouse

Ieft sole of the foot. Distilled vater, untreated okara(control) or Okara

puree was given fr:o0| the next day of transplant. fle npasured the body weight

of the mouse and effect of 0kara puree to their neight loss vas examined. Values

are the means with standard diviation shown vertical bars (n{).
O okara puree group ; -a- untreated okam group(control) ; -A- distilled

water group

54考 察

マウスJB6 C1 41細胞は発癌プロモーション過程のmolecular mechanismを研究

するtoKllと して確立されている細胞である。オカラピューレDllSO抽出液が、有意

に」B6C141細胞のEGFで誘導したコロニー形成を抑制したが(Fttre 17)、 その

一方でオカラピューレDllSO抽出液は、」B6C141細胞の細胞増殖に対しては影響

を与えなかつた (Figure 18)。 これらの結果は、オカラピューレによるコロニー形

成抑制作用は細胞のトランスフォーメーション抑制の結果である可能性を示唆し
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ている。すなわち、オカラピューレ中には抗プロモーター活性を持つ成分が含まれ

ている可能性がある。

癌患者、特に末期がん患者では食欲不振、重篤な低アルプミン血症に起因する血

漿膠質浸透圧の低下、体脂肪の喪失及』肝機能の低下などの症状が観察される。こ

れらは癌悪液質と総称され、悪液質を発現している患者では予後の悪化、QOLの低

下及び生存期間の短縮をまねくと言われている。本試験において結腸がんfIB胞を移

植したマウスによる試験で延命傾向がみられたことについて、マウスの体重におけ

る各群間に有意差は見られなかつたが、オカラピューレ投与群が実験開始 10日前

後の期間で他の群より、左足蹴高が有意に4ヽさくなり、10日 日以降の実験期間に

おいても他の群より左足庶高が小さい傾向がみられたことなどから、マウスの延命

傾向は悪液質の抑制ではなく、腫瘍細胞の増殖抑制であることが考えられる。

また、本試験でみられた腫瘍細胞増殖抑制は、大豆由来成分の亜臨界水処理によ

る変化と関連している可能性が考えられる。例えば、イソフラボン配糖体のアグリ

コン化による消化吸収の向上
7め
ゃ抗酸化性

70などである。また、動物実験におい

てアグリコン化されたイソフラボンを投与することにより、乳がん、前立腺がん、

結腸がん、メラノーマの発症率を低下させるという報告
7070が
ぁる。本試験の結

果でみられたオカラピューレ群における腫瘍細胞増殖抑制や抗プロモーター活性

についてもイソフラボンとの関連性を検討する必要があると思われる。さらに、大

豆たん自質の部分分解や低分子化によって生成する抗酸化性ペプチドや、アミノカ

ルボニル反応によつて生じるメラノイジンなどの関与などの可能性も考えられる

7r")。
大豆に含まれるイソフラボンではダイゼインやゲニステインとその配糖体が

代表的であり、植物エストログン作用を示すつ。ダイゼインやその配糖体は腸内

細菌叢においてエクオールに代謝されることがわかっている∞)。 エクオールはゲ

ニステインよりもさらにエストロゲン活性が高いと考えられており、がんのリスク

ｂ́´Ｄ



に対するエクオールの作用は明確になつてはいないが、エクオールの尿中ツト泄量の

多い人は乳がんを発症する危険度の低いことが報告されている
81。

一方、オートクレープで加熱したペクチンは、がん遺伝子を導入した形質転換細

胞の増殖を抑制するという報告例がありつ、オカラに比較的多く含まれるペクチ

ン(ガラクツロン酸)の短時間亜臨界水処理による同様な成分の可能性も考えられ

る。今後は、腫瘍rll胞増殖抑制や抗プロモーター活性を示す物質の解明が課題とな

る。

以上より、亜臨界水処理を用いたオカラの短時間連続処理によつて腫瘍細胞増殖

抑制や抗プロモーター活性といつた効果を付加できることが示唆された。本技術は、

オカラのみならず大量に廃棄されている他の未利用資源への利用も可能であり、新

たな機能性の付加や物性の改良などさらなる発展が期待される。

第6章 &″″ぉ c“鑽■ansによる食品残さ発酵物の食材化

61緒 言

前章までは、大豆カロエ食品において副産されるオカラを亜臨界水処理によつて高

付加価値な資材として再生利用する目的で、亜臨界水処理後のオカラの機能性につ

いて報告した。

亜臨界水は高温高圧条件下であり、細菌等の微生物に対して衛生的といえる。し

かし、処理後のオカラについてはその後の保存時において微生物による腐敗や変質

の恐れが考えられる。

古くから、わが国では乳酸菌や酵母、麹カビなどに代表されるような微生物によ

る発酵によつて食品を加工する技術は古くより用いられており、伝統的な食品加工

技術として広く利用されてきた。それら発酵によつて加工された食品は、発酵に用

いられた微生物によつて他の菌の増殖が抑制されるため、保存性が向上することが



知られている。また発酵によつて好ましい風味やテクスチャーを付与することがで

きるといつた場合もある。また、適切に発酵した食品においては病原性を有する菌

や腐敗をもたらす菌に対して抵抗性を示す場合もある。発酵食品においては、予L酸

菌が広く用いられていることはよく知られているが、乳酸菌はグラム陽性で炭水化

物を含む培養基に繁殖し、消費したグルコースに対して50%以上の乳酸を産生す

る細菌とされている。腸r2″ぉ θοa"L"は、乳酸を多量に産生し、耐熱性の胞

子を形成するが、現在、有胞子手L酸菌は分類学的に乳酸菌以外の他属に該当する菌

として知られている・ 。ル″″ぉ ω″″"sを
含む乳酸を多量に生成する菌は、

抗生物質に代わる生菌剤として飼料への添加や動物の治療薬として用いられてい

る。。あεr″ぉ ε38鬱■anSは生育環境に適さない条件下では胞子を動成し、休眠

する場合があることで知られている。これらの胞子を形成する乳酸産生菌は経目的

に投与した場合でも、胃を通過して腸内に生きたまま到達する可能性が考えられる。

胃を通過し、腸まで到達した生菌剤の作用については、腸内で有害な菌の増殖を抑

制、腸内において乳酸や酢酸などの有機酸を産生することにより腸内pHの低下を

誘導して内毒素の不活性化やアミン合成抑制、グラム陰性病原菌の腸管への付着抑

制、免疫システムヘの作用などが知られている“
)。

経口投与された生菌剤は、先

住菌によって排除される場合が殆どで定着しないとされているが、定着性の如何に

関わらず、腸内細菌叢のバランスが改善し家畜やヒトにおける腸炎の予防や改善、

家畜の発育促進などにおいて有効であることがわかっている。

オカラは腐敗しやすいが、オカラの副産後 &εゴ〃ぉ の″″aηsによって発酵さ

せることにより、他の微生物による腐敗を防ぎ、保存性を高める効果や風味やテク

スチャーなどの改質などが期待出来る。また、耐熱性の芽胞形成により、加熱調理

後においても生きたまま腸内へ到達し、生理的調節14・Aを示すことが期待できると

考えられる。&οゴ″
“
σ
“
´Lドによってオカラを発酵させることにより、亜臨



界水処理では得られない保存性と同時に生体調節作用を付加することが期待でき

る。本研究では特に腸内細菌叢と免疫系への影響について検討した。

62実験材料および実験方法

(1)試料

腸″″ぉ ω″″″sによつて発酵したオカラ (オカラ発酵物)及び発酵前のオ

カラは羽二重豆腐株式会社 (石川県金沢市)よ り供与されたものを使用した。また、

供与されたオカラは全て凍結乾燥 し、以後の実験に用いた。Table 2に オカラ発酵

物に含まれる成分を示した。

Table 2 Composition of okara and fermented okara

0kara Fernented Okara

Water (g/100g diet)

Protein (g/100g diet)

Fat (g/100g diet)

Carbohydrate(g/100g diet)

Ash (g/100g diet)

77 23

4 50

1 48

1601

0 78

78 04

4 42

1 33

15 38

0 83

Na lng/100g diet)

Ca(nlg/100g diet)

K (ng/100g diet)

Mg (ng/100 g diet)

61

76

186

36

67

66

151

32

(2)実験動物

生後 8週齢の SD系雄ラットを日本チャールス・ リバー株式会社から購入し、実



験に供した。対照飼料による予備飼育を 1週間行つた後、1群 6匹ずつ対照群と2%

オカラ群と2%オカラ発酵物群の 3群に分けて飼育した。

なお、本実験は石川県立大学動物実験委員会の承認のもとに行われ、動物愛護管

理法の精神に員Jり 実施した。

(3)実験飼料

Table 3に飼料組成を示した。オカラ群飼料、オカラ発酵物群飼料ともに対照群

飼料にそれぞれ凍結乾燥した粉末を 2朧勘口した。なお、飼料へのオカラ、オカラ

発酵物添加による栄養成分変化を避けるため、これら飼料へのセルロース添加量は

コントロール食のセルロース含量から添加したオカラまたは、オカラ発酵物含量を

差し引いたものとした。
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Table 3 Cornposition of experimental diet

Control A Okata 2!6 Fennented 0kara

(%)

P {orn starch

Casein

Sucrose

Corn oi1

Ce11u1ose

Mineral rnix (AIN 76 )

Yitahin mix (AIN-76 )

Choline choride

0kara

Fermented okara

51 12

23 18

10

6

5

35

1

02

0

0

51 12

23 18

10

6

3

35

1

02

2

0

51 12

23 18

10

6

3

35

1

02

0

2

(4)飼育方法

飼育は金網のケージにラットを2匹ずつ入れ、気温 24℃、湿度 40%の環境下に

おいて12時間の明暗サイクル (明期 9100～ 19:00)の室内で 14日 間行つた。飼育

期間中は飼料と水は自由摂取とし、7日 おきに体重の測定を行い、摂餌量は毎日測

定した。

(5)採血および臓器の採取

実験期間終了後 24時間絶食させ、エーテル麻酔下で安楽死させて開腹し、腹部

大静脈よリヘパリン採血を行い、101111 rpm、 10分間遠′さ分離し、血漿を得た。採

血後心臓、肺、肝臓、膵臓、腎臓を摘出し、湿重量を測定した。



(6)盲腸内フローラの検索

盲腸内フローラの検索に用いたラットは各群 3匹 とした。エーテル麻酔下で安楽

死させて開腹し、採血を行つた後、速や力ヽ こ盲腸を切除した。盲腸内容物約 005

g(正確に粋量)を滅菌袋に採取し、希釈液 4 95 mLを加えて 1び倍希釈とした。

以下順に 1/10ずつ、8段希釈を行つた。盲腸内フローラの検索はAnaerobic

bacteriaを BL(日 水製薬株式会l■ l、 ABcll培地 (栄研化学株式会社)で、Aerobic

bacteria, a″υυttειェ、υz ιaOιoba″″ュs、 あιθ́οbacι護■
“
叫

Sι輛 οヽωσσ
“
を、それぞれ TS(関東化学株式会l■ l、 T幅 (栄研製薬株式会社 )、

MRS(関東化学株式会社 )、 IIHL(日 水製薬株式会l■ l、 距郎 培地 (日 水製薬株式会

社)を用いて行つた。培地の調製については光岡 &)らの方法により行つた。

あιer“aσιar2ac″θの検索は DHL培地で37℃、24時間好気的条件下で培養するこ

とにより行つた。S■″ガ∝
“
εtt Aerobic bacteriaの検索はそれぞれ PEES、 TS

寒天培地で 37℃、48時間好気的条件下で培養することにより行つた。Anaerobic

bacteria,bifidobacteria,ル θめ腸″″ぉ の検索はそれぞれ Bし、4BCM、 TOS、 llRS

寒天培地で、37℃、72時間、スチールウール法により嫌気ジャー内で培養するこ

とにより行つた。

菌は培養後、光岡
6)らの方法により、コロニー形態、グラム染色性、菌形態、

芽胞の有無、好気性条件下での生育性などによつて鑑別を行つた。

(7)血漿及び血漿中サイ トカインの測定

血漿中のアルブミン、ALT、 AST、 江P、 Lllll、 γ GTP、 アセチルコリンエステラー

ゼ、血清アミラーゼ、総コレステロール、 トリグリセライ ド、CPK、 血糖の測定は

自動分析計により行つた。また、血漿中のサイ トカイン (IFN― γ、lL 4)の測定は、

ELISAキ ット (Daiaclone SAS)に より行つた。
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63統計処理

各実験の結果は平均値±標準偏差で示し、群間の有意差検定は T検定および

Tukeyの多重検定により行い、pく 005で統計的に有意差ありとした。

64結 果

ラットの体重については、有意差はみられなかつたが、オカラ発酵物群でコント

ロール群に比較して増加する傾向がみられた。また、臓器重量は各群間における有

意差はみられなかつた(Table 4,5)。

Table 4 Effect of fernented 0kara feeding on body reight

Control 2% Okara 216 Fermented 0kara

(g)

O day    321 4± 13 79           339 9± 9 11            332 33± 4 29

14 day   386 48± 22 88          390 94± 13 06          401 48± 12 81

The values expressed meantstandard error. Tukey' s multiple range test ras

used for statistical analysis. Values in the saip line marked vith different
small letters were significantly different: p<0.05
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Table 5 Effect of fermented okara feeding on organ veight.

Control * Okata 296 Fermented 0kara

(g)

Heart       1 27=ヒ 0 16        1 15二L0 07         1 21± 0 10

Lung        l 16=L0 11        1 22=L0 99         1 25=L0 05

Liver       9 69± 0 76         9 71±0 72          9 80± 0 66

Spleen      0 61=L0 08        0 6二 L0 08          0 65=L0 04

Kidney      l 14=ヒ 0 15        1 21± 0 11          1 23=L0 12

The values expressed heanastandard error. Tlrkey' s nultiple range test was

used for statistical analysis. Values in the same line nrarked'rith different
small letters were signlficantly different: p<0.05

ラットの血漿成分に対する影響では、総コレステロールの値がコントロール群に

比べ、オカラ発酵物群で有意に低下していた。また、有意差はみられなかつたが、

オカラ群においてもコン トロール群に比べ、総コレステロール値が低下する傾向が

みられた。さらに、オカラ発酵物群では、オカラ群よりも総コレステロール値が低

下する傾向が見られた。その他の血漿成分については、各群間に有意差はみられな

かつた (Table 6)。
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lable 6 Effect of ferhented Okara feeding on plasma composition

Control 2% Okara 2% Fermented 0kara

Albumin(g/d2)

AST (IU/2)

ALT (lU/2)

ALP (IU/2)

LDH (IU/C)

Total cholesterol (mg/dC)

Triacylglycerole (lng/d2)

Glucose (mg/d2)

428 43± 66 91   481 50± 100 85   460 50± 96 69

62 43± 17 89    60 83± 12 38     62 20± 17 06

4 29t0 21

84 00二L8 17

35 29=L3 82

4 25±0 19

83 00」L4 18

33 00」ヒ3 10

4 32± 0 10

81 20± 7 29

33 17=L3 97

92 86± 13 50   84 17± 16 25'・    64 25」 L5 62b

60 29ニヒ24 81    47 83t33 22     53 33こ ヒ4 72

168 29± 19 35   181 83± 30 83    164 17± 11 51

The values expressed heantstandard error. Tukey' s multiple range test was

used for statistical analysis. Values in the sane line marked with different
small letters were significantly different: p<0.05

ラットの盲腸内フローラに及ぼすオカラ発酵物の影響については、総菌数におい

てコントロール群とオカラ群やオカラ発酵物群との間に有意差はみられなかつた。

しかし、コントロール群に比べ、オカラ発酵物群ではbifidobacteriaの菌数が有

意に増加していた。また、コントロール群に比べ、オカラ群においても

bifidobacteriaの菌数が有意に増加していた。オカラ群よりもオカラ発酵物群で

bifidobacteriaの菌数増加の割合が大きくなつた。また、有意差はみられなかつ

たが、あ¨ 腸οιeriaο″θは特にオカラ発酵物群で減少する傾向がみられた

(Table 7)。 その他、ルειοb∂θ″ノ叫 &ο
"ゎ
ゴあσ
“
ら力腸″″ 吻 ル

"ο

εοε
“
ε″e

streptococCi,Staphylococci等 の菌数には各群間における有意差はみられなかつ

た。
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Table 7 Effect of fennented 0kara feeding on cecum microflora

Control % 0kara 296 Ferrnented Okara

(Log(CFU/g))

う,ォer“aσ
`θ

rJaοθaθ 8 79」
=0 76   8 31」

ヒ0 16

Lactobacillus

Bac teroi daceae

Eubacteriua

Peptococcaceae

streptococci

staphylococci

bifidobacteria

7 71± 0 25

7 23=L0 37

8 15± 0 83

8 17±0 18

7 58± 0 33

7 95」L0 30

5 49± 0 45

8 55」L0 40*

7 94」L0 17   7 94」ヒ0 81

8 93± 0 10    8 79± 0 30

8 19」ヒ0 19   8 1510 90

8 07」L0 59   7 82」 L0 19

7 75」L0 71    7 75± 1 21

5 63=L0 48   5 371L0 44

5 00± 0 38    6 05± 0 06*

'lot;rI 9 11 9 29 8 92

The values expressed Deanlstandard error of the count of logarithrn-

Student' s t test yas used for statistical analysis. Asterisks indicate values

signif icantly different from control : *p(0. 05

オカラ発酵物による血漿中のサイトカインヘの影響については、IL 4では対照

群と比べ、オカラ群、オカラ発酵物群ともに有意差は見られなかった。しかし、IFN―

γレベルは対照群と比べ、オカラ発酵物群の値が有意に高くなった (Table 7)。



Table 8 Effect of fermented 0kara feeding on plasma IFN yand IL 4 levels

Control 2% Okara 2i6 Fermented 0kara

(pg/mL)

IFN― γ

IL-4

23 5± 0 7・

120 3± 38 8

21± 08`

123 8± 18 2

34 8ニヒ4 3b

122 4± 10 5

The results are expressed as mean t standard errors. Tukey' s multiple range

test was used for statistical analysis. Values in the same line rnrked with

different snall letters were significantly different: p<0.05

65考 察

ラット血漿中の総コレステロールがオカラ発酵物群において、有意に低下したこ

とについて、オカラに含まれる食物繊維などの成分には、腸管からのコレステロー

ルの吸収を抑えることにより、血清コレステロール値を低下させる効果が知られて

いる。また、ビフィズス菌 (bifidobacteria)は コレステロールなどを同化するこ

とによつてコレステロールの吸収を抑制することが報告されている
∞)。 本実験に

おいてオカラ発酵物群における総コレステロールの低下は食物繊維とビフィズス

菌の増加による相乗効果の可能性が考えられる。

オカラ発酵物群においてbifidobacteriaが コントロール群に比べ、有意に増加し

たことについて、オカラに含まれる大豆オリゴ糖や食物繊維などの成分に加え、

あεゴ″″ω″″″sの菌体に由来する成分が相乗的にbifidobacteriaの増殖に関

与している可能性が考えられる。平L酸菌の発酵による生成物が他の菌に対する定着

の抑制や抗菌作用により、腸内の有用な菌の増殖を促進し、整腸作用を発揮するこ

とが知られている
。つ8)。 また、大豆オリゴ糖に含まれるラフイノースといつた難

消化性オリゴ糖はヒトの消化酵素の作用を受けにくいため、そのまま結腸ま C・
pl達

し、bifidobacteriaな どの腸内fll菌の栄養源となつて、増殖を促進することが知
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られている。。

近年、アレルギーの発症または、後年になつてアレルギーを発症する場合には、

腸内フローラのうち、bifidobacteriaが劣勢または、定着の遅れがみられるなど

の報告がある
ゆ a)。 それらの報告から、bifidobacteriaが 多く定着することがア

レルギーの発症に抑制的に働く可能性が考えられる。本実験において、オカラ発酵

物投与によつて、盲腸内ミクロフローラのうち、bifidobacteriaが増加していた

ことは、アレルギー発症に対して抑制的に働く可能性がある。

即時型アレルギーの発症において、Th細胞の内、Thl細胞とTh2細胞のバランス

が影響すると言われており、Thl細胞に対して Th2細胞が優位な状態になるとアレ

ルギーを発症しやすくなる。IL 4は Th2細胞の代表的なサイ トカインであり、1レ4

レベルが高いとTh2細胞が優位な状態である可能性が高いと言える。本実験の結果、

IL 4量はオカラ群、オカラ発酵物群共に対照群に比べ有意差は見られなかった。

しかし、オカラ発酵物を与えたラットの IFN γ量が対照群に比べ有意に増加 して

いることが分かる(Table 8)。 IFN γはThl細胞の代表的なサイ トカインであるが、

本実験でオカラ発酵物を与えた結果、Thl細胞への分化が促進され、IFN γレベル

が上昇した可能性が考えられる。IFN γは、ナイープ T細胞からThl細胞への分化

を促進 し、■2 tlB胞への分化を抑制する作用がある。一方、lL 4は、ナイープ T

細胞からTl12細胞への分化を促進する作用がある。Th2細胞に分化したヘルパーT

細胞は IL 4、 IL 5、 IL 10な どのサイ トカインを産生し、これらのサイ トカインは

肥満細胞や好酸球を活性化する。Th2細胞は IgE誘導能を有しており、誘導された

IgE抗体が IgE受容体を介して肥満細胞へ付着し、再び体内に侵入したアレルゲン

が IgE抗体へ付着し架橋される。その刺激が蓄積することにより肥満細胞より炎症

性の物質であるヒスタミンやロイコトリエンなどが放出され、アレルギーを発症す

る場合がある。アレルゲンの摂取から、短時間の内にアレルギーの症状が現れる即
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時型のアレルギーは IgE抗体によって引き起こされると言われている。本実験の結

果は、オカラ発酵物出来の成分が Thl細胞とTh2細胞のバランスに影響を与えた結

果 IFN― γが増加したことが考えられる。このことは、Tlll細胞が Th2細胞に対して

優位な状態になつていることが示唆され、オカラ発酵物の摂取により即時型アレル

ギーを抑制する可能性が考えられる。

以上により、オカラ発酵物には腸内ビフィズス菌を増加させることで、整腸作用

のみなならず、抗アレルギー作用など免疫系にも影響を及ぼすことが示唆され、オ

カラの新たな機能性素材や機能性食品としての発展が期待できる。

第 7章 &οゴ″
“
θ
""ユ″
sによるオカラ発酵物の抗アレルギー作用

71緒 言

アレルギー疾患の増加が指摘されているが、その一因として「衛生仮説」があり、

乳・幼児期において感染症等、微生物による刺激に対しての暴露が少なくなること

により、Thl細胞の分化・発達の低下が推察されている
つ
。新生児期は Th2 fII胞に

よる免疫応答が優位な状態が一般的であり、アレルギーリスクが高い状態にあると

いえる。微生物の刺激などを受けながら成長とともに免疫系はThlβh2細胞がバラ

ンスのとれた状態へと変化していく。この変化におけるThl細胞の発達には、微生

物からの刺激が重要であると考えられている。ところが近年の環境衛生の改善によ

って感染症 リスクが低下したわが国においては腸内微生物による刺激が重要とな

ってきている。近年、整腸作用などの機能性をもつ特定保健用食品などが市販され

ているが、これらのプロバイオティクスと呼ばれるものにはア トピー性皮膚炎の発

症を抑制することが報告 "されているものもあり、プロ
バイオティクスのアレル

ギー抑制効果が期待されている。

第 6章において、&θゴ″″ ε餡型あ幅によるオカラ発酵物を経口投与したラッ



卜において血漿中の IFN― γレベルが発酵前のオカラを投与した群や対照群に比較

して有意に上昇し、血漿 Iし 4レベルは実験群間における差はみられなかつた。Thl

細胞出来のサイ トカインである IFN― γは、未感作の Th細胞からThl細胞への分イヒ

を促進し、Th2細胞への分化を抑制する作用を有しており、即時型アレルギーの発

症に対して抑制的に作用する。このことから、&″″r cm製ノasによるオカラ

発酵物のアレルギー抑制作用が示唆された。

そこで、本章ではア トピー性皮膚炎自然発症マウスを用いて即時型アレルギーの

症状や血漿中のサイ トカイン、IgE抗体などへの &εメ″ぉ εoatt■aヮsによるオカ

ラ発酵物の影響について検討 した。

72実験材料および実験方法

(1)試料

あεゴ″
“
σDap■asによつて発酵したオカラ (オカラ発酵物)及び発酵前のオ

カラは羽二重豆腐株式会社 (石川県金沢市)よ り供与されたものを使用した。また、

供与されたオカラ発酵物、発酵前オカラは全て凍結乾燥し、以後の実験に用いた。

オカラ発酵物と発酵前オカラの成分はTable 2に示した。

(2)実験動物及び方法

生後4週齢の雌性 NCパgaマ ウス (ア トピー性皮膚炎自然発症マウス、日本 SLC

株式会社)を用いた。対照群の飼育はオリエンタル・イースト株式会社より購入し

た飼料で行つた。マウスは6週間、温度 24±2℃、湿度 60± 10%で 12時間の明

暗サイクル (9:00～21100点灯)条件下でW∝ (2,4,6 trinitroch10robenzene)に

よる塗布を行わずに各々ケージ内にて飼育した。水と餌は自由摂食とした。次にそ

れらのマウスを無作為に3群 (nも/群)に分けた。コントロール群は、標準食によ

って飼育し、実験群はオカラ発酵物の最終濃度がそれぞれ 1%および2%と なるよう
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に標準食にオカラ発酵物をカロえて与えた。

実験開始において、約 20 μ Lの 5%TNCBをマウスの腹部と足の部分に塗布した。

翌週以降は Kitagakiら の方法 "により週に一度、1%TNCBを耳介と背部に塗布し

た。5週間実験食で飼育し、塗布を行 う前に耳介の厚さを電動キャリパーにて毎週

測定した。また、全群で 60分間の引つ掻き回数と皮膚の臨床変化について調べた。

ジエチルエーテル麻酔下で下大静脈より採血を行い、直ちに氷で冷却した。遠心分

離によつて得られた血清中のサイ トカイン (IFN γ、 1卜4)を測定した。血清中

の IFN―γと IL 4は、市販の ELISAキ ット (RD SYSTEllS製 )によつて測定した。

なお、本実験は石川県立大学動物実験委員会の承認のもとに行われ、動物愛護管

理法の精神に則 り実施 した。

73統計処理

各実験の結果は平均値±標準偏差 (mean± SD)で示し、群間の有意差検定はT

検定およびTukeyの多重検定により行い、pく 005で統計的に有意差ありとした。

74結 果

本研究において、TllCllは抗原として週に1度 NCパgaマ ウスの耳介と背部に塗布

した。TNCBによつて誘導した接触性過敏症の症状がみられるマウス耳介厚は毎週

測定し、全ての群で耳介厚の増加が観察された。しかし、オカラ発酵物を投与した

群ではコントロール群に比べて有意に耳介厚が小さくなつた (F亀肛e22)。
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Figre22. Effect of 0kara adninlstration on sensitized ears thickness induced

by TNCB application in NC/Nga mice
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よる皮膚障害の進行が抑制されたが、コントロール群では臨床スコアがかなり増加

していた (Figtlre 23)。 オカラ発酵物を投与した全てのマウスは実験期間中をとお

して良好な健康状態で異常性または病気の兆候などはみられなかつた。コン トロー

ル群とオカラ発酵物を投与した両群間で体重増加に有意差はみられなかつた。さら

に実験期間終了後開腹し採取した内臓重量において 3群間に差はみられなかつた。

オカラ発酵物を含む食餌を投与したマウスでは、TNCBで誘導した接触性過敏症の

症状が軽減される結果がみられた。

ア トピー性皮膚炎は血清 IgEレベルの増加と Iレ4の増加、IFN― γの減少に伴つ

て症状の進行がみられる。Thl細胞由来のサイ トカインである IFN γとTh2細胞由

来のサイ トカインである lL 4の血清における測定結果をそれぞれ Figure 24、

Figure 25に 示した。

Control 1% FO 2%FO

Figure 24. Effect of feeding fermented okara on'INCB induced IFN 7 in sera

of NC/Nga mice

Results are expressed an the meantsD of six mice group Means with the

different letters are significantlv different at the 5 % level'
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Figure 25. Effect of feeding fermented 0kara on TNCB-induced IL-4 in sera of
NC/Nga mice

Results are expressed as the meanaSD of six mice group. Means with the

different letters are significantly different at the 5 96 level.

オカラ発酵物投与した両群において血清 In―γレベルヘの影響はみられなかっ

た。一方、IL 4レベルはオカラ発酵物を投与した群で有意な減少がみられた。

75考 察

第6章ではル″″ぉ θDatt■asによるオカラ発酵物投与による抗アレルギー効

果が示唆された。そこで本章ではオカラ発酵物の抗アレルギー効果について検証す

るため実験を行つた。

TNCBで接触性過敏症を誘導したマウス耳介厚と臨床スコアの経時変化はともに

コントロール群に対してオカラ発酵物を投与した群において両者の値が有意に小

さくなったことから、オカラ発酵物経口投与により抗アレルギー作用が動物実験で

示された。また、実験期間終了後における血漿サイトヵインの測定結果からすべて

の実験群間で In―γの値に差はみられなかった。しかし、コントロール群に対し
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てオカラ発酵物を投与した群で血漿中の Iレ4レベルに有意な低下がみられた。こ

のことは、オカラ発酵物を投与した群においてTh1/Th2細胞の比率がコントロール

群よりも高くなつていることを示している。ゆえに、これらの結果は&θ″ゴお

cの鑽J"sによるオカラ発酵物投与によつて、アトピー性皮膚炎におけるTh1/Th2

バランスの改善とT12細胞由来のサイトカインであるIL 4の産生抑制が示唆され

る。生体内の恒常性維持においてTh1/Th2細胞のバランスは、不可欠であると考え

られる。Th細胞がよいバランスを維持することは、恒常性の維持のためのサイト

カイン分泌調節と関連しており、このバランスの乱れが様々な免疫疾患を誘導する。

Th1/Th2細胞のアンバランスによつてアレルギー反応による炎症が起こる。そのよ

うな条件下においてT11細胞は、自己免疫疾患を仲介し、Th2細胞の異常な反応は

アレルギー疾患を伴う
%)り
。Ng/Ngaマ ウスにおけるゲニスチンの抗炎症性はアレ

ルギー性炎症の初期段階において鍵となる肥満細胞からの化学的伝達物質を抑制

する結果であるといわれている")。 同様な効果がオカラに含まれるイソフラボン

にも期待される。

Th2細胞が産生するIL 4は即時型アレルギー発症との関連があるIgEの B細胞

からの産生を誘導することが知られている。本実験においてオカラ発酵物を投与し

た群でコントロール群に比べ血漿 IL 4レベルが有意に低下し、IFN―γレ
ベルに差

がみられなかつたことから、オカラ発酵物の投与は、抗原未感作 T細胞からThl

細胞への分化の促進よりもTh2細胞に対する抑制的な作用が示唆される。また、Th2

細胞に対する抑制的な作用による血漿 IL 4レベル低下が、血漿 IgEレ
ベルの有意

な低下を誘導したことが考えられる。

これらのことから、オカラ発酵物を投与した群でコントロール群に比
べ接触性過

敏症による耳介厚と臨床スコアの値がともに有意に小さくなり、ア
レルギー症状の

軽減がみられたことは、オカラ発酵物の経口投与により、Th2細胞に対する抑制的



な作用による血漿 Iレ4レベルの低下から誘導された血漿 IgEレベル低下の影響が

考えられる。

プロバイオティクスの妊娠中の母親への投与は、乳幼児アレルギーの発症を抑え

るという結果が報告されており
り
、力εr〃″ 。∞″1″sによるオカラ発酵物の経

口投与は、腸内細菌叢への影響のみならず、全身の免疫系にも影響を及ぼすことが

示されたことから、力εゴ″ぉ ε"製
■ansに よるオカラ発酵物はプロバイオティク

スとして、抗アレルギー作用をもつ機能性食品としての発展が期待される。



総 括

本研究では、大豆加工食品の製造過程において副産され、食料資源として殆ど未

利用であるオカラを低分子化、可溶化することにより食感や風味を改善し食材とし

ての応用範囲を広げる技術として亜臨界水反応やあεノ″‐ ο∞紳■asによる発酵

といった処理方法について、処理後のオカラの付加価値を検討し、技術の普及を図

る目的で亜臨界水反応後のオカラでは、血糖値上昇抑制効果、糖尿病抑制効果 (以

上 第 2章 )、 血圧上昇抑制効果 (第 3章 )、 抗酸化性 (第 4章)、 抗プロモーター作

用、抗腫瘍性 (以上 第 5章)な どの機能性について検討した。物″″
“
εoa鑽撻魯

によるオカラ発酵物では盲腸内フローラに及ぼす影響や免疫システムヘの影響 (以

上 第 6章 )、 抗アレルギー作用 (第 7章)などについて検討した。

第 2章では、亜臨界水処理後のオカラについて、スクラーゼ活性に対する阻害作

用、マウスを用いた食後の血糖値上昇抑制作用、糖尿病自然発症ラットを用いた亜

臨界水処理後のオカラの糖尿病発症抑制作用などについて検討した。スクラーゼ活

性は亜臨界水温度が高くなるに伴い低下したことから、スクラーゼ阻害性を示す作

用は亜臨界水との反応によつて生成された物質 (メ イラー ド反応生成物やイソフラ

ボンアグリコンなど)の影響が考えられる結果となつた。

OLETFラ ットに対する亜臨界水処理後のオカラ長期投与試験においてラットの

体重変化をみると実験開始第 4週から7週にかけてオカラピューレ群の体重がコ

ントロール群より有意に増加していることから、本実験で見られたスクラーゼ阻害

作用は、通常の食事で抗肥満作用を示すレベルではなかつた。

また、OLETFラ ットを用いたオカラピューレ長期投与試験においては、全ての群

において実験開始後 4週から7週の間でHbAlcの血中レベルが低下する傾向が見ら

れたが、実験最終日において各群間における有意差は見られなかつた。このことは、
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未処理のオカラやオカラピューレに含まれる食物繊維の影響が考えられる。実験に

用いたオカラピューレは糖質消化酵素活性阻害作用が未処理のオカラより強い作

用を示したものを選択 して行ったが、それらの酵素活性阻害作用では抗肥満作用や

HbAlcの血中レベルの抑制や抗肥満作用についての作用は示されなかった。

一方、亜臨界水処理温度が 220℃と比較的低温の亜臨界水条件で処理されたオ

カラピューレにおいて食後の血糖値上昇抑制効果が期待できる結果となった。

第 3章では、温度を変化させた亜臨界水条件下で反応させたオカラの ACE活性阻

害性および、亜臨界水処理後のオカラを SHRに長期投与した場合の血圧上昇抑制作

用について検討した。

ACE活性阻害性は未処理のオカラには殆どみられず、亜臨界水処理温度が高くな

るにつれて ACE活性阻害性は強くなる傾向が見られた。この結果は亜臨界水処理に

よるオカラに含まれる大豆タンパク質の低分子化によって ACE活性阻害性を示す

ペプチ ドが生成した可能性が考えられる。一方、SIIRを用いた亜臨界水処理後のオ

カラを用いた長期投与試験では、実験開始 6週から8週にかけて、全ての実験群で

収縮期血圧、拡張期血圧ともに低下する傾向がみられた。しかし、それぞれの実験

群間において収縮期血圧および拡張期血圧の変化には有意差がみられなかった。

κE活性阻害性を有するペプチ ドを生体に長期投与した報告では、投与後一貫して

徐々に血圧が低下し続けることが報告されているが、本実験における動物 (Sm)

試験結果から、同様な血圧上昇抑制効果は確認できなかった。また、未処理のオカ

ラとオカラピューレを投与した群で血圧は同様な経時変化を示したことから、オカ

ラピューレが示した 4CE活性阻害性は経口投与で血圧降下を示すことはできなか

った。
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第 4章では亜臨界水処理後のオカラにおける抗酸化性をDPPHラジカル消去活性

によつて検討した。また、

抗酸化性は、未処理のオカラにはほとんどみられず、亜臨界水の温度が高くなる

につれて抗酸化性も強くなる傾向が見られた。特に亜臨界水処理後のオカラが褐色

を示すようになる 300℃から340℃にかけては著しく抗酸化性が強くなる結果が

みられた。この結果は亜臨界水反応によってオカラの成分が低分子化されたことに

より、抗酸化性を示すペプチ ドが生成された可能性や生成されたアミノ酸と糖類に

よるアミノカルボニル反応による生成物 (メ イラー ド反応生成物)に よる可能性が

考えられた。

第5章では亜臨界水処理後の抗プロモーター作用と例腫瘍性について検討した。

抗プロモーター作用は、発癌プロモーション過程のnK lecular mechanismを 研究

するtoolと して確立されている細胞であるマウス上皮細胞由来のJB6 C1 41細胞

を用いてソフトアガーアッセイにて検討した。また、結腸がん細胞を足昧に移植し

たマウスの延命効果から抗腫瘍性を検討した。

オカラピューレ硼SO抽出液が、JB6 C1 41細胞のECIFで誘導したコロニー形成

を有意に抑制したが、その一方でオカラピューレDMSO抽出液は、」B6C141細胞

の細胞増殖に対しては影響を与えなかつた。これらの結果から、オカラピューレ中

には抗プロモーター活性を持つ成分が含まれている可能性があると考えられた。

一方、30 11Pa、 340℃の亜臨界水条件で約 27秒という短時間の反応で得られたペ

ースト状のオカラ (オカラピューレ)を用いた試験において、結腸癌細胞を移植し

たマウスを用いた試験で延命傾向がみられた。

以上よリオカラピューレは、抗腫瘍性、抗プロモーター活性を有することが示唆

され、新たな機能性を有する素材としての発展
への可能性が期待される。



第 6章ではオカラの有効利用を目的に、腸θゴ″ぉ ε∞″あ"に
より発酵させた

オカラをラットに投与し、盲腸内フローラや免疫物質への影響を検討した。その結

果、オカラ発酵物群ではビフィズス菌が有意に増加 し、血中の IFN γレベルも有

意に増加 していた。一方、総コレステロール値については有意な低下がみられた。

これらのことから、オカラ発酵物は腸内ビフィズス菌を増加させることで整腸作用

のみならず、抗アレルギー作用など免疫系にも影響を及ぼすことが考えられ、機能

性食品や機能性素材としての発展が期待できる結果がみられた。

第 7章では第 6章であ″″
“
οοa,1″sによるオカラ発酵物に抗アレルギー作

用が示唆されたことから、NC/Ngaマウスを用いて抗アレルギー効果について検討

した。

TNCBに よる接触性過敏症を引き起こしたマウスではオカラ発酵物を経口投与し

た群で耳介厚と臨床スコア両者ともにコントロール群と比較して有意な低下がみ

られたことから、オカラ発酵物の経口投与はアレルギー症状を軽減した。

また、血漿中 IL 4レベルの低下やそれに伴うlgEレベルの低下がみられたこと

からもオカラ発酵物の経口投与は Th2細胞に抑制的な影響を示すことが示唆され

た。ぁ。r〃
“
σttLド によるオカラ発酵物には即時型アレルギーに対する抑制

′同用がみられたことから、機能性食品として発展が期待される。
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