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Ⅰ．緒言 

 

我々はこれまで植物をはじめとする多くの生物種を農業によって生産し主に食用として利用し

てきたが、近年では生活習慣病の増加という新たな問題に直面して、予防という観点から機能性

食品としての利用が注目されている。現在我が国において糖尿病や動脈硬化、高血圧、脂質異常

症に代表される生活習慣病の罹患患者が急増しており、それに伴う医療費の増加が緊急な社会問

題となっている。特に、生活習慣病は発症後に開始される投薬治療では完治が困難であるため、

機能性食品は生活習慣病の発症や病態進行の予防に有効な手段の一つになると考えられる。そこ

で本学農学部では、機能性食品の有効利用という視点から、これまで食品として用いられてきた

農作物をはじめとする食品素材について再評価を行っている。しかし、多くの素材の中からヒト

において高い効果を有する機能性成分を効率的に見出すためには、素材の選抜や生産から臨床試

験までを一貫して行うシステムが必要であった。そこで本プロジェクトでは、生活習慣病に関連

する生命現象の解明および、その予防を目指した機能性食品素材の探索を行う目的で、これまで

各研究者が個別に行っていた試験を系統的にまとめ、有効性を試験管実験のみの評価だけでなく

動物及びヒトによる試験で効果の実証を行う体制を検討している (Fig. 1)。 

具体的には、生活習慣病の発症や進行への関与が報告されている糖化や酸化を評価することが

可能となっており、これまでに糖化反応の後期生成物であるAdvanced Glycation End-products 

(AGEs) を液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置（LC-MS/MS）等の機器分析によって検

出する測定系や、酸素ラジカル吸収能 (ORAC) 法等によって酸化に対する評価を行う手法を確立

しており、これらの手法を用いて生活習慣病に対する機能性素材の探索を行っている。今年度は

食用や薬用として用いられてきた植物の中から、ヤブツバキ、ニッケイおよびハマヒルガオにつ

いての研究を行った。さらに、腸内細菌叢の改善を介した機能性が注目されている乳酸菌につい

ても研究を行ったのでこれらの結果を報告する。また、同時に生活習慣病の発症や進展に対する

新たなマーカーの開発も行っているため、進行状況を記載する。 

  



 

 

Fig. 1. プロジェクトにおける役割分担 

 

Ⅱ．機能性成分の測定 

今年度は、 (1) ヤブツバキにおける抗酸化力の評価、(2) ニッケイにおけるAGEs 生成抑制効

果の検討および (3) ハマヒルガオに含まれる新規樹脂配糖体に関する研究を行った。さらに、

植物以外の食品素材の一つとして、乳酸菌のヒト腸管内糖鎖結合能および重金属吸着能の分子

メカニズムの解明を酵素の立体構造から行う目的で、酵素の生成および結晶化を行った。 

 

1. ヤブツバキ（抗酸化力の評価） 
ヤブツバキ（Camellia japonica L.）は、本州から沖縄まで広く自生するツバキ科ツバキ属の常

緑高木または低木である。一般的に飲用される緑茶（チャノキ、Camellia sinensis L.）と同じく

Camellia 属にあり、その潜在的な利用価値は高いものと期待される。熊本県阿蘇地域に位置す

る本学圃場（熊本県阿蘇郡南阿蘇村）に植樹されたヤブツバキより、採葉した葉部を製茶加工

し、熱水抽出を行なった。ポリフェノール含量を調べた結果、ヤブツバキ葉部と加熱茶葉に、

比較対象とした 2 種類の市販の緑茶を上回る高値を認めた（Fig. 2）。次にこれらの抗酸化力を

調べた結果、比較対象とした 2 種類の市販の緑茶よりも高値を認めた（Fig. 3）。以上より、熊

本県阿蘇地域で採葉されたヤブツバキ葉部が市販緑茶の茶葉よりも優れた抗酸化性ポリフェ

ノールの供給源となりうること、加熱処理前後でも抗酸化成分は安定であることが示唆された。 

 

 



 

 
Fig. 2. Folin-Ciocalteu 法によるポリフェノール含量測定。本学圃場にて採葉したツバキ葉、加

熱処理したツバキ茶葉、2 種類の市販緑茶の茶葉間でポリフェノール含量を比較評価した。ポ

リフェノール含量は当研究室で検量線作成時に汎用しているクロロゲン酸相当の値で示した。

CAE; Chlorogenic acid equivalent, D.W.; dry weight. 

 

 

Fig. 3. ORAC 法による抗酸化力測定。本学圃場にて採葉したツバキ葉、加熱処理したツバキ茶

葉、2 種類の市販緑茶の茶葉間で抗酸化力を比較評価した。ORAC 値は抗酸化剤トロロックス

相当の値で示した。ORAC; Oxygen radical absorbance capacity, D.W.; dry weight. 

 

 

2. ニッケイ（AGEs 生成抑制効果の検討） 

クスノキ科（Lauraceae）の常緑高木であるニッケイ（Cinnamomum sieboldii Meisn.）は日本の暖

地において植栽され、根や樹皮、葉等が食品や民間薬として広く利用されてきた。本種を含むク

スノキ属（Cinnamomum）の植物は、リナロール等の精油成分の他、抗酸化能を有するプロアント

シアニジンや、一部の構造で抗糖化作用が報告されているクマリンを含有している。そこで本研

究では、酸化反応由来で生成する代表的なAGEs 構造であるN

-(carboxymethyl)lysine (CML)、およ

び生体組織中に多く存在するコラーゲンに生成する N

-(carboxymethyl)arginine (CMA)の 2 種の

AGEs 構造に対するニッケイ抽出物の抑制作用をELISA法によって評価した。その結果、CMLお

よびCMAにおいて生成抑制作用が認められた。特にCMAに対しては、高い生成抑制作用を有し

ていることが明らかとなった（Fig. 4）。 
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Fig. 4. ELISA 法によるAGEs 生成抑制作用の評価。ニッケイの葉は、乾燥後粉砕され 20%エタ

ノール（20%EtOH）、100%エタノール（EtOH）およびアセトン（Acetone）を用いて抽出され

た。それぞれの抽出物はCMLおよびCMAの生成に対する抑制率として評価した。 

 

3. ハマヒルガオ（新規樹脂配糖体に関する研究） 

ハマヒルガオ (Calystegia soldanella (L.) Roem. et Schult.) は、海岸や湖岸の砂地に群生するヒル

ガオ科の多年草で、中国では根を老扇草根と称し、関節痛の治療に用いる。本植物の葉、茎およ

び根茎のメタノールエキスをH2Oに懸濁後、酢酸エチルとブタノールで順次抽出した。このうち、

酢酸エチル可溶画分をODS とシリカゲルを担体とするHPLC で分離・精製し、calysolin XVIII (1)

と命名した 1 種の新規樹脂配糖体を得た (Fig. 5)。1 の化学構造は、各種NMR スペクトルならび

にマススペクトルの解析から明らかにした (Fig. 6)。1 は、3-hydroxy-2-methylenebutyric acid を構成

有機酸とする初の樹脂配糖体であった。また、1 に単純ヘルペスウイルス１型 (HSV-1) の感染阻

害活性試験を行った結果、1 はポジティブコントロールとして用いた市販の抗ヘルペス剤の

acyclovirの約 2 倍のEC50値（1, 2.3 µM; acyclovir, 1.1 µM）を示した。しかしながら、1 は比較的強

い細胞毒性 (IC50:  8.7 µM)を有し、その選択毒性 (IC50/EC50) は、約 3.8 であった。 

 

 

Fig. 5. Calysolin XVIIIの単離操作 

Leaves, Stems, and Roots of C. soldanella  (916.9 g )

extracted with MeOH  (10 L) at r. t.
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1
(9 mg)

Frs. 15-8–15-10  (538 mg)

BuOH-soluble fr.  (8.15  g) H2O layer

 extracted with BuOH (0.6 L)

calysolin IX (273 mg)

Frs. 15-7-1–15-7-3

HPLC (ODS, 90% MeOH)

Fr. 15-7-4  (15 mg)

Fr. 15-7 (74 mg)



 

 

 
 

 

4. 乳酸菌（グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素(GAPDH)の立体構造解析） 

乳酸菌Lactobacillus plantarum の菌体表層に発現している特異なGAPDH（グリセルアルデヒド

-3-リン酸脱水素酵素；解糖系の脱水素酵素）のヒト腸管内糖鎖結合能および重金属吸着能の分子

メカニズムを酵素の立体解析から解明するために、組み換え酵素の発現・精製・結晶化を行った。

その結果、大腸菌を使用して酵素の大量発現を行うことができた。酵素の精製には金属アフィニ

ティークロマトグラフィーを用いることで、高純度の精製を行うことができた（Fig. 7）。さらに

精製酵素を濃縮し、酵素の結晶化を行った。結晶化にはシッティングドロップ蒸気拡散法を用い

て GAPDH の単結晶の作成を行った。複数の条件で結晶の析出が確認できたため、解析に適した

最も形の良い結晶が得られた条件を表に示した（Fig. 8）。今後、筑波の高エネルギー加速器研究

機構でＸ線結晶構造解析を行い、GAPDH の原子分解能の立体構造決定を行い、ヒト腸管内糖鎖

結合能および重金属吸着能の分子メカニズムの詳細を酵素の立体構造から明らかにする予定であ

る。 

 

 

 

 

 

  

Fig. 6. Calysolin XVIIIの化学構造 



 

 

Fig. 7. 乳酸菌由来GAPDH の精製手法およびSDS-PAGEによるバンドの確認。 

 

 

 

Fig. 8. 乳酸菌由来GAPDH の結晶化。 



 

5. 豆乳ヨーグルト（抗酸化能に関する研究） 

豆乳中は、大豆サポニン、イソフラボン、ポリアミン、ビタミン E などの抗酸化物質を多

く含む大変優れた食品である。一方、乳酸菌も抗酸化作用のほか、整腸作用、免疫賦活化作

用、血清コレステロール低下作用、血圧低下作用など、様々な機能性が知られている。その

ため、乳酸菌で豆乳を発酵させることでさらに機能性が優れた食品になるのではないかと考

えた。中でも活性酸素種（ROS）は細胞にダメージを与え老化促進や様々な疾病の原因とな

ることから、本研究では、抗酸化能に着目し研究を行った。まず、表 1 に示した乳酸菌を用

いて、豆乳での発酵性を試験した。その結果、26 菌株中 16 菌株（62％）が豆乳を凝固させた。

凝固した豆乳の平均 pHは 4.88 であった。一方、凝固しなかった豆乳は平均 pH6.08 と高値で

あった。大豆タンパク質の等電点は pH4.2~4.5 付近であるため、豆乳の凝固は乳酸菌が産生し

た乳酸による酸凝固だと考えられた。次いで、豆乳ヨーグルト（発酵豆乳）の上清の抗酸化

能を測定した。Fig. 9 には ORAC 法でペルオキシラジカル消去活性の結果を、Fig. 10 には

HORAC 法でのヒドロキシラジカル消去活性の結果を示した。ORAC 法ではMYU1 株におい

てコントロール（未発酵豆乳）と比べ約二倍の高値を示した。HORAC 法では MYU1、10、

17、759 株においてコントロールに比べ有意に高い値を示した（p<0.05）。Fig. 11 は、Total ROS 

Detection kit（Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA）を用いて酸化ストレスからの細胞保護

効果を検討した結果である。値は ROS 消去剤である N-アセチルシステイン（NAC）濃度に

換算した NAC 当量で示した。コントロールと比較して有意に高い NAC 当量を示したのは 9

菌株であった。最も高い値を示したのは MYU220 菌株であった。Wang らは乳酸菌とビフィ

ズス菌による豆乳発酵物が、未発酵豆乳より高い抗酸化性を示したと報告している（Food 

Microbiol. 23, 128-135. 2006）。また、Cheng らは乳酸菌による発酵により豆乳中のイソフラボ

ンのアグリコン化、血管内皮細胞におけるスーパーオキシドアニオンラジカルの捕捉、NOや

プロスタグランジンE２の産生促進作用（血管の弛緩作用）を報告している（J Sci Food Agric. 

93, 1219-1225. 2013）。本試験でも発酵における抗酸化能の向上および細胞におけるROS の消

去活性が見られたことから、発酵によって抗酸化ペプチド等の抗酸化物質が新たに生み出さ

れたと考えられた。引き継ぎ、本試験を実施し機能分子の特定を行ないたい。 

  



 

 

Table 1. 本研究で使用した乳酸菌と豆乳凝固性試験の結果 

Strain number  Species Isolated Source pH after fermentation Coagulability ＊ 

MYU1 Lactobacillus gasseri Japanese Takuan pickle 4.76 + 

MYU10 Lactobacillus sakei Japanese Takuan pickle 5.78 + 

MYU17 Lactobacillus gasseri Kimchi 4.72 + 

MYU20 Lactobacillus curvatus Kimchi 6.12 - 

MYU26 Lactobacillus curvatus Kimchi 6.15 - 

MYU29 Lactobacillus paracasei Pickled Nozawana vegetable 4.86 + 

MYU51 Leuconostoc sp. Kimchi 5.24 + 

MYU57 Lactobacillus sakei Rice 4.83 + 

MYU60 Leuconostoc mesenteroides Kimchi 5.31 + 

MYU65 Lactobacillus sakei Kimchi 4.51 + 

MYU67 Lactobacillus sakei Kimchi 4.87 + 

MYU69 Lactobacillus sakei Kimchi 5.03 + 

MYU71 Lactobacillus sakei Japanese Amazake (non-heated) 4.68 + 

MYU74 Lactobacillus plantarum Japanese pickle 4.34 + 

MYU87 Pediococcus pentosaceus Pickled celery 6.07 - 

MYU88 Pediococcus pentosaceus Pickled celery 6.19 - 

MYU89 Pediococcus pentosaceus Pickled celery 5.97 - 

MYU95 Pediococcus pentosaceus Nuka-doko (Fermented Rice bran bed) 6.09 - 

MYU111 Lactobacillus plantarum Soy sauce pickled radish 4.59 + 

MYU117 Lactobacillus sp. Soy sauce pickled radish 4.5 + 

MYU220 Lactobacillus reuteri Porcine intestine (called Horumon in Japan) 5.38 + 

MYU381 Lactobacillus reuteri Porcine intestine (called Horumon in Japan) 5.93 - 

MYU382 Lactobacillus reuteri Porcine intestine (called Horumon in Japan) 6.25 - 

MYU390 Lactobacillus reuteri Porcine intestine (called Horumon in Japan) 5.94 - 

MYU758 Pediococcus pentosaceus Rice 6.1 - 

MYU759 Pediococcus pentosaceus Rice 4.7 + 

＊  The clotting strain was represented as  “+”, the non-clotting strain was represented as “-”. 
  

 

 

  



 

 
Fig. 9. ORAC 法による豆乳ヨーグルト上清の抗酸化測定結果．各種乳酸菌で作製した豆乳ヨーグ

ルトの上清を 100 倍希釈したサンプルをORAC 法にて抗酸化能を測定した。データはサンプル 1g

当りのトロロックス当量（μmol TE/g ）で示した。*P < 0.05 vs control 

 

 

 
Fig. 10. HORAC 法による豆乳ヨーグルト上清の抗酸化測定結果．各種乳酸菌で作製した豆乳ヨー

グルトの上清を 4 倍希釈したサンプルをHORAC 法にて抗酸化能を測定した。データはサンプル

1g 当りの没食子酸当量（μmol GAE/g）で示した。*P < 0.05 vs control 

 

  



 

 

 

Fig. 11. HCT116 細胞における豆乳ヨーグルト上清のROS 消去活性．各種乳酸菌で作製した豆乳ヨ

ーグルトの上清を 20 倍希釈したサンプルをHCT116 細胞に添加後 30min 反応させた。その後ROS

発生剤のピオシアニンを添加し 30 分間反応後のROS 発生量を検出した 。データはN-アセチル

システイン（NAC）当量（mmol/L）で示した。*P < 0.05 vs control 

  



 

6. 病態マーカーの高感度・低コスト定量分析法の開発 

生活習慣病の病態進展を評価する手段の一つとして、病態マーカーを定量することが考えられ

る。ここで病態マーカー量の増減は病態進展に関与する代謝酵素による生成物の量をさす。一般

的な病態マーカーの分析は煩雑な試料調製と高額な機器分析装置を必要とする。迅速で安価な分

析法は基礎研究のだけではなく、医療の現場でも重要と考えられる。そこで、病態マーカーの高

感度・低コスト定量分析法の開発を目的とした。 

酵素は基質特異性が高いため為、試料中の夾雑物の影響が少なく、分析試料の前処理の必要も

なく迅速に多検体の分析が可能と期待される。そこで、定量分析の検出には酵素固定化センサー

を用いる。現在、ターゲットとなる病態マーカーは同定されていないため、今年度は固定化酵素

の調製条件の検討を行った。代謝において酸化反応は重要である。そこで、基質特製の異なるラ

ッカーゼとチロチナーゼ 2 種をモデル酵素とした。固定化反応を最適化することで、2 種のモデル

酵素をそれぞれポリリジンと共重合することでPEGA 樹脂上に固定化酵素を得た。これら固定化

酵素は酵素溶液と比較して、その安定性が向上した。また、繰り返し利用もそれぞれ 50 回は可能

であった。これは、酵素がポリリジンの形成する架橋体へ取り込まれ固定化されるため、酵素分

子の立体構造は損なわれずに、高濃度かつ自由度が低い酵素架橋体が形成され、その触媒活性を

保持したためと考えられた。今後は今回の結果をもとに金電極への酵素固定化法を確立し、バイ

オセンサーの開発を行う。 

 

Ⅲ．総括 

本年度は、食用および機能性が期待できる 3 種の植物および乳酸菌等の食品素材について機

能性に関する評価を行った。その結果、緑茶や紅茶として多く利用されているチャノキと同属

で日本に自生するヤブツバキについて、高い抗酸化能を有することが明らかとなった。また、

伝統的に食品や薬用として広く利用されてきたニッケイでは AGEs 生成抑制作用が示され、薬

用として用いられてきたハマヒルガオでは抗 HSV-1 活性を有する新規化合物の構造が明らかと

なった。さらに、乳酸菌については、菌表層に発現している特異的な解糖系の脱水素酵素の結

晶化に成功し、立体構造解析による腸管内糖鎖結合能や重金属吸着能の分子メカニズム解明を

行う準備が整った他、豆乳を用いたヨーグルトにおいて抗酸化能が認められた。 

以上のように本年度は、候補となる食品素材を探索および調製し、本研究グループが有する

測定系で評価することでそれらの機能性を明らかにした。また、生活習慣病に対する更なる評

価技術の開発も進行している。今後もより多くの食品素材の評価を行い、機能性の検証や生体

における検証を実施していく予定である。 
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