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｢伊藤記念財団」設立趣意書

私，伊藤傳三は，昭和3年食肉加工業を創業して以来五十有余年の永きにわた

り食肉加工品の製造販売に従事して参ったところであります。

この間，昭和47年からは日本ハム・ソーセージエ業協同組合理事長，社団法人

日本食肉加工協会理事長，加えて，ハンバーグ・ハンバーガー協会理事長等の重

責を担わせていただく等，業界団体の役員を勤めさせていただいてきたところで

あります。

こうした中で昭和55年，はからずも勲二等瑞宝章受章という身にあまる栄誉に

浴したのでありますが，受章に際し私自身の過ぎ来し方を振り返り，食肉及び食

肉加工業界の行く末に思いを致し，2つの事柄を決意致しました。

第1は，食肉加工団体の指導体制の若返りであり，

第2は，食肉加工業の基礎的研究の充実であります。

諸情勢が激しく変わりつつある中で食肉加工業界をさらに大きく発展させるに

は，新しいリーダーの登場が望ましいことは論をまちません。また，食肉加工品

については，これまでも日本独自の技術開発は行われてきましたものの，いずれ

も企業内技術であると言っても過言でなく，大学等における基礎的研究の不足が

将来の日本の食肉加工業の発展を遅らせるおそれがあり，この現状を打破する必

要があると考えたところであります。

以上のような基本的考えの下に私は，食肉関係団体等の役員を辞すると共に，

食肉及び食肉加工に関する基礎的かつ広汎な研究を行い，あるいは助長するため

の財団の設立を発起するものであります。

昭和56年6月

伊藤傳
一
一
一

一
一
一設立発起人
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PhilosophyBehindtheEstablishmentof

theltoFoundation

Approximatelyhalfofacenturyhaspassedsincel,establishedameat

packingcorporationforcommercialproductsinl928.WhileinvoIvedinthis

business,Ihavehadoccasiontoserveaschairmanoftheboardsoftrustees

ofseveralorganizationsrelatedtothemeatindustry,suchastheHam-

SausagelndustrialAssociationofJapanin1972,theMeatPackinglndustrial

AssociationofJapan,andtheHamburg-HamburgerAssociationofJapan.

1n1980,unexpectedly,IwashighlyhonoredtoreceivetheOrderofthe

SacredTreasure,GoldandSilverStarfromtheemper()rinacknowledge-

mentofmycontributionstothemeatindustryandimprovedhumannutrition

duringmycareer.ThisillustriousawardprovidedastrongimpetusfOrmeto

actonmylong-standingconcernforthefutureofmeatpackingindustries.

Mycommitmenttotheestablishmentofanewresearchfoundationforthe

promotionofmeatsciencewasbasedontwofundamentalphilosophies:first,

leadershipoftheAssociationoftheMeatPackinglndustryshouldbetrans-

ferredtopeoplewithnovelideasand,second,anadvancedsystemfOrbasic

researchshouldbeestablishedinmeatindustries.Clearly,freshleadershipis

neededinchangingsituationsforintensivedevelopmentinthemeatpacking

industry.Althoughsometechnicalproductdevelopmentshavebeenachieved

incertainindividualcorporations,thelackofbasicresearchinmeatscience

atuniversitiesandotherresearchorganizationscertainlywillimpedefuture

developmentofJapanesemeatpackingindustries.Itisurgenttoendthestag-

nationinthemeatindustrythroughresearchsupport.

Onthebasisofthesephilosophies,Imyselfwillresignfromanyofficial

positionsinmeat-relatedassociationsandwillestablishanewresearch

fOundationtosupportandpromotebasicandappliedresearchinmeat

sclence・

Denzolto,Founder

Junel981

© The Ito Foundation



事業のあら まし

（目的）

本財団は，食肉に関する研究及び調査を行い，もって畜産業及び食品産業の振興と国民食生

活の安定に資することを目的とする。

（事業）

本財団は，上述の目的を達成するため，次の事業を行う。

（1）食肉の生産，処理，加工等に関する基礎的研究及び調査。

（2）食肉の生産，処理，加工等に関する研究又は調査を行う大学等の研究機関に対する助成。

（3）食肉の生産，処理，加工等に関する情報の普及及び広報。

(事業実績）

｜ﾛI年度

第11Wl
2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

昭和57年度
58

59

60

61

62

63

平成元年度
2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

研究調査助成

48件
52

60

62

70

79

95

86

79

70

86

81

81

82

81

78

82

67

57

53

58

55

55

56

11

12

15

11

60,000千円
54,400

49,800
48,000

53,000

58,900

70,500

74,250

60,000
50,000
60,000

60,000

60,000

65,000
69,100

59,000
60，000

47,000

41，000
37,000

40,000
41,000

48,000
48,000

10,000
10,000

16,900
10,000

研究調査委託

5件
4

7

9

8

2

2

3

1

1

2

2

3

2

4

3

3

2

2

1

0

0

0

0

0

0

0

0

18,097千円
12,064

17，000

18，100

11，681

5,151

2，764
1,900

500

2,000
5,000

4，000

4,000
2，500

7，000

5,500

6,500
5，000

16,000
9，720

ー竜､

ー 挨 拶

当伊藤記念財団は，伊藤ハム株式会社の創業者故伊藤傳三による巻頭の「設立趣意書」に掲

げた趣意をもって，昭和56年7月3日に農林水産大臣から設立を許可されました財団法人であ

り，事業の内容は，「事業のあらまし」にあるとおりであります。

おかげ様で当財団は去る7月3日をもちまして，創立29周年を迎えましたが，この間，次第

に研究調査助成事業の存在が畜産関係の方々の間に浸透いたし，事業内容も逐次充実して参り

© The Ito Foundation



つつあります。

これは，ひとえに農林水産省並びに関係各位のご指導ご鞭燵の賜と深く感謝申し上げるとと

もに，今後とも，食肉加工等の基礎的研究の充実を希う創設者の意志にそって，益々食肉産業

ひいては畜産業の振興及び国民食生活の安定のために役立つべく，更に努力を重ねて参りたい

と存じております。

本書は，第28回（平成21年度）助成事業における11件の研究調査助成対象研究者の皆様から

いただいた研究成果報告をとりまとめたものでありますが，以上の目的にしたがって，食肉産

業の基礎的研究等に携わる諸氏の研究の一助ともなれば幸甚でございます。

平成22年11月

理事長伊藤功一

DearSir:

Iamverypleasedtosendyouandyourorganizationacomplimentarycopyofthe

researchreportsoftheltoFoundation.ThisresearchfOundationwasfoundedbythelate

Mr・Denzoltotoadvanceresearchinmeatscience.Theresearchreportsarepublished

annually.Unfortunately,thearticlesarelargelyinJapanease;h()wever,inthefuturewe

hopetocontributetotheintemationaldevelopmentofmeatscience.Anyconstructive

suggestionsorcritiquesfromothersinvolvedinmeat-relatedresearchwouldbeaccepted
gratefully.

YouwillfindoutphilosophybehindtheestablishmentofTheltoFoundationdescribed

byMr.Denzolto,intheresearchreportofTheltoFoundation,Vol.28enclosedhere.We

appreciateanyinterestyoumayhaveinourresearcheffOrts.

Itismygreatpleasuretopublishthisreportasthechiefdirector.

Sincerelyyours,

Nov.2010

Koichilto

Thechiefdirector

TheltoFoundation

6"医。

© The Ito Foundation
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食肉由来機能性成分の畜種別差異の比較検討について

食肉由来機能性成分の畜種別差異の比較検討について

FunctionalComponentsSourcedfromBovine,PorcineandPoultry

ComparativeStudyonBioactivePeptides

1

久保田大樹・アブドラテイフアーメド・河原聡・六車三治男

（宮崎大学農学部）

DaikiKubota,AbdulatefMAhhmed,SatoshiKawaharaandMichioMuguruma

(FacultyofAgriculture,UniversityofMiyazaki)

Thisresearchaimedtostudyandcomparethebiologicalandfunctionalpropertiesas

wellasphysiologicaleffectsofbeef,porkandchickenproteinhydrolysates;i"zﾉ"γotests.

ThisyearweaimedtochecktheantihypertenSiveeffectsbydeterminingthelCN)ofthe

threementionedspecies.Thesecondandthirdstagesofthisresearchwhichwillbe

carriedoutnearfuturewouldbefocusingaboutanti-oxidationpropertiesandbloodsugar

loweringeffects.Inthecurrentstudy,weevaluatedtheangiotensinl-convertingenzyme

(ACE)inhibitoryactivityofhydrolysatesofbicePs/t"zo7'ismusclesfrombeefandpork
alsoweusedlegmusclesforchickensamples.Allthemusclesseparatelyhydrolyzed

withpepsinandtypsinandthensubjectedtovarioustypesofchromatography.ACE

inhibitroyactivityofthehydrolysateswasdeterminedbyRabbitlungenzymeand
HumanVascularEndothelialCells(HUVEC).

SDS-PAGEresultssuggestthatbeefhasnotbeenhydrolyzedonthesamelevelof

porkandchicken.HPLCpatternsindicatethatthesecondpeakinchickensamples

digestedfOr4hcontainsbioactivepeptides(MW1560).However,undigestedsamplesof
porkandchickenmeatsslightlydifferfromeachother.Incomparison,valuesofprotein

concentrationsinsignificantlyvariedinbeefandporksamples,whichweredigestedfOr2

and4h.Yet,chickensamplesshowedalowervalueofproteinconcentrationespecially

thatsamplesdigestedfor2h.ThethreespeciesshowedaverysimilarACEinhibition

percentage,althoughchickenshowedlowerproteinconcentration.Resultssuggestthat

thechickenpossessescrucialpeptidesthatarehavingagreatabilityinundermining
ACEactivity,whichisinaccordwiththefindingsofHPLC(secondpeakof4hsample).
Asacomparativestudy,IC50ofchickenshowedthelowestvaluesforthebothtreatments

(RabbitlungACEandHUVECACE).ThelowerthelC30thestrongerthespecies
possessACEinhibitoryactivitypeptides.

Weconcludethatmeatinthethreespeciescontainpeptidesthatmayserveseveral

purposes.BasedontheirremarkableACEinhibitoryactivity,wesuggestthatchicken

meatpeptidesmayhavepotentialapplicationsasfunctionalfood,whichcouldbeusedas

nutraceuticalcompounds.

1 ．目的

畜産食品の消費量は約半世紀の間に急増したが，

これは我が国が長寿国となった理由の一つとも考

えられている。一方，日本人のライフスタイルの

変化に伴い，生活習慣病の患者が増加しており，

国民の健康への関心は極めて高くなっている。特

に高血圧症の患者は平成11年には719万人であっ

© The Ito Foundation



食肉に関する助成研究調査成果報告害２

のような薬には咳嗽などの副作用を発症させる可

能性がある。従って,ACE阻害物質を含む食事の

摂取による高血圧症予防は，副作用の心配も無く

理想的だと考えられる。

食肉は良質なタンパク質を多く含んでおり，近

年，疾病予防作用などの保健的な機能性に関する

研究が進められている。食肉には,ACEの阻害に

よる高血圧症予防の期待があることが報告されて

いる，)。食肉によるこれらの効果は主にペプチド

に由来する。食肉タンパク質は酵素消化によりペ

プチドを生成し，その機能性を発揮する。現在，

食肉由来血圧降下作用ペプチドに関してはいくつ

か検出されているが10~16),各種食肉に含まれる生

活習慣病予防効果のある機能性ペプチドに関する

畜種別の詳lllな比較検討はまだ行われていない。

そこで本研究では，生体内で血圧調節を中心的

に担うレニンーアンギオテンシン系に着目し，各

種食肉（牛肉・豚肉・鶏肉，いずれもモモ肉）を

タンパク質分解酵素で消化したペプチド混合物を

用いて，試験管内（ウサギ肺由来ACE)と人血管

内皮細胞(HUVEC由来ACE)における血圧上昇

抑制効果を畜種別に比較検討した。

たのに対し，平成18年には5490万人に急増してい

るl)O高血圧症は我が国の死亡原因の2～3位を

占める心疾患，脳血管疾患の原因と深く関わって

いる。

高血圧症は脳，心臓など各種臓器障害，血管性

疾患の危険因子であり，主要死因の上位を占めて

いる脳卒中や心不全あるいは腎臓病などの合併症

を引き起こす2.3}ため，高血圧をいかに抑制するか

が重要である。高血圧症は原因の明らかな二次性

高血圧と，約90％以上を占めるといわれている本

態性高血圧に分類される。本態性高血圧はこれま

で原因が不明であったが，最近の研究により，生

活習慣が大きな要因であることが分かってきた‘)。

生体内で昇圧調節を中心的に担っているのはレニ

ンーアンギオテンシン系であり，アンギオテンシ

ンIがアンギオテンシン変換酵素(ACE)の作用

によって，昇圧物質であるアンギオテンシンⅡへ

と代謝される。このアンギオテンシンⅡは生体内

で最も強力な昇圧物質であり，血管平滑筋を収縮

させる直接的昇圧作用を有しているだけではなく，

副腎でのアルドステロン分泌を刺激し，ナトリウ

ムや水の貯留量増大を引き起こし，間接的な血圧

上昇にも関与する5)。従って,ACEの阻害薬は血

圧上昇抑制に有効であるとされており，臨床的に

も心臓系疾患の改善6)や，他の降圧薬よりも副作

用が少ないことが明らかになったこと7)Jf,ACE

阻害剤単独で本態性高血圧患者の70%に効果を示

していることs）などから，薬物療法において高血

圧治療の第一選択薬の一つとして現在広く使用さ

れている。

現在，高血圧症の患者には治療薬が利用されて

いるが，薬の種類により作用機構が異なると言わ

れている。特にカプトプリルやエナラプリルのよ

うなアンギオテンシンI変換酵素（以下ACE)阻

害薬は，臨床的にも心臓系疾患の改善6)や高血圧

症の治療に利用されている7)。しかしながら，こ

2 ．方 法

2．1実験材料

市販の宮崎県産の各種食肉（牛肉・豚肉・鶏肉

いずれもモモ肉）を実験材料に用いた。

2．2食肉由来ペプチドの調製

食肉由来ペプチドの調製は以下のとおりである。

各種食肉のミンチ肉に2倍量の蒸留水を添加して

フードプロセッサー(PanasonicMK-K48)を用い

て30秒間，2回ホモジナイズした。70℃で30分間

インキュベート後，このホモジェネートを酵素未

処理の加熱食肉タンパク質サンプル「Whole」と

した。その後，このホモジェネートをHClでpH1.8

に調整し，冑粘膜由来ペプシン(1:10000)(和
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光純薬工業株式会社製）をタンパク質量（食肉重

量当たり20%のタンパク質が含まれることを仮定

した）に対してl/1000倍量添加し，攪枠しながら

37℃で2時間インキュベー卜した｡NaOHを用い

てpH6.8に調整し,10分間煮沸した後，溶液温度

を40℃まで低下させた。この溶液をペプシン消化

サンプル「ペプシン(2h)」とした。さらにトリ

プシン（和光純薬工業株式会社）およびパンクレ

アチン（同会社）をそれぞれペプシンと同量添加

し，再び攪枠しながら37℃で2時間インキュベー

トした。最後に10分間煮沸した試料を食肉由来ペ

プチドとした。この溶液をペプシン・トリプシン

処理サンプル「ペプシン／トリプシン(4h)」と

した。

なお，加熱食肉タンパク質｢Wholc｣および各反

応段階で得られた酵素消化により生じたペプチド

混合物を0.45/jmセルロースアセテートメンブレ

ンフィルタ（アドバンティック東洋（株)）にてろ

過した試料を実験に供した。

2．3ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルア

ミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

得られた試料の分子種やそれらの酵素反応によ

る分解程度を調べるためにドデシル硫酸ナトリウ

ムポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

をLaemmliの方法'7)で行った。アクリルアミド濃

度7.5～17.5%のグラジエントケルを用いてスラブ

型の泳動槽で行った。ゲルバンドの染色はクーマ

シーブリリアントブルーR-250(Bio-RAD

Laboratories)により行い，脱色には10%酢酸を用

いた。また，分子量マーカーとしてSDS-PAGE

Molecularweightstandards,BroadRange

161-0317(BIO-RAD社製）を使用した。

2．4ゲルろ過高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)

溶離液には0.05Mリン酸ナトリウム緩衝液

(pH7.0,0.4M)を用いた。分析中は溶離液を脱気

装置(DGU-14A,島津社製）に通し，カラムは

ShodexPROTEINKW-803(8×300mm)(昭和

電工株式会社)，送液ポンプはLC-lOAD(島津製作

所㈱)を用い，流速0.5m//min注入量20"で行った。

ペプチドの検出には，コンピューターで制御さ

れた検出器(SPD-10AVP烏津製作所㈱）を用い，

検出波長は280nmで行った。さらに分子量マー

カーとしてリボフラビン，シトクロームC,アプ

ロチニン,BSAを用いた。

2．5タンパク質の定量

酵素未処理の食肉タンパク質「Whole」の定量

はBiuret法'8)により行った。すなわち，タンパク

質溶液に対し，4倍量のBiuret試薬を加えて常温

で30分間反応させた。反応液をSHIMADZU(日

本）製UV-VISSpectrophotometerl245型分光光

度計（吸光度:540nm)にて測定した。また分解

物であるペプチドについてはUV法'9)を適用し，

測定を行った。すなわちタンパク質溶液の215nm

の吸光度から225nmでの吸光度を差し引き,144

倍した時の数値をタンパク質濃度とした。測定に

は上記と同じ分光光度計を使用した。

2．6アンギオテンシンI変換酵素(ACE)阻

害活性の測定

Cushmanの方法20'に準じて測定した。ACEは

ウサギ肺由来アンギオテンシンI変換酵素(ACE,

Peptidyldipeptidase,EC3.4.15.1,シグマ社）を

用い,0.25Mホウ酸緩衝液でlunit/m/に調整し，

測定時には0.25Mホウ酸緩衝液で60unit/mﾉに希

釈し使用した｡ACEとの反応基質としては合成

基質であるヒプリル-Lヒスチジル-Lロイシン

(HHL,ナカライテスク社）を使用した。HHLは

塩化ナトリウム（和光純薬工業),0.25Mホウ酸緩

衝液をそれぞれ0.608M,0.1MになるようにMilliQ

水を用いて調整した溶液で溶解した。

試料6“に60unit/m/のACE溶液20"ﾉおよび7.6

mMHHL溶液50"を添加し37℃で30分間反応さ
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せた。反応は0.1NHCl(和光純薬工業)554"を加

えて停止させた。反応後には酢酸エチル（ナカラ

イテスク)1.5m/を加えてACEの作用により遊離

した馬尿酸を振とう抽出し,2500rpm(1000×g),

15分間遠心分離を行った。上清の酢酸エチル層を

lm/分取し,100℃,10分間の加熱により蒸発乾

固させた。乾固した馬尿酸を回収するために1M

のNaCI溶液を1mﾉ加えボルテックスを行った。

溶解した馬尿酸吸光度を228nmで測定した。

阻害率は肝臓水解物の吸光度をS,肝臓水解物

の代わりにMilliQwaterを加えた時の吸光度をC,

あらかじめACEを失活させてから反応させた時

の吸光度をBとして次式より求めた。

阻害率(%)=I(C-S/C-B)|×100

2．7人血管内皮細胞におけるACE活性抑制試

験

本実験は財団法人日本食品分析センター彩都研

究所機能科学研究チームの協力の下で行った。

Balyasnikovaの方法21)に従い，人血管内皮細胞に

おけるACE活性抑制試験を行った。すなわち

96wellMicroPlateにHUVECを分注し，培地希釈

した各種食肉由来ペプチド50"/と基質液50浬ﾉを添

加し37℃で3時間反応させ，上清50"/を分取後，

His-LeuをOPA蛍光測定した。

ACEタンパク質の活性上昇を誘導するPMA

(Phorbol-12-myristatel3-acetate)を使用し，陽

性対照区にはカプトプリル2.5nMを添加した。

3．結果と考察

3.lSDS-PAGEおよびゲルろ過HPLCによる

分子量分布の分析

これまでの食品素材からのACE阻害活性の研

究は，タンパク質派性ペプチドの検索が中心であ

ることや,Stamlerらの報告型’からタンパク質摂

取量の増加は血圧降下に有効であるとされること

などから，本実験においても食肉を複数の酵素に

よりによって処理したペプチドを調製し,ACE阻

害活性を測定した。

まず,SDS-PAGEによるサンプル全体のタンパ

ク質の分子量分布およびゲルろ過HPLCによる消

化による食肉タンパク質の経時的変化の観察と分

子量分布の測定を行った(Fig.l,2)｡SDS-PAGE

によって，酵素処理時間に伴い，各食肉タンパク

質の分解が進行したことが認められ，牛肉よりも

豚肉および鶏肉で酵素処理による筋肉タンパク質

の分解が進行する催向も認められた。またHPLC

の結果より分子量20,000Da以上の食肉タンパク質

は6,000Da以下に分解されることが明らかになり．

各種プロテアーゼとの反応による高分子タンパク

質の低分子化が確認された。食肉の種類により消

化による影響の受け易さに若干の違いが生じ，分

解過程のHPLCパターンは異なったが，それらの

パターンから鶏肉，豚肉，牛肉の順に分解され易

い傾向にあった。ペプシンとトリプシンで4時間

酵素消化した食肉由来ペプチドのピークを畜種間

で比較すると，どれも分子量1,000～6,000Daの間

にピークを有していることが確認された。特に，

鶏肉で分子量1,560付近の低分子量のピークの増

加が認められ，機能性ペプチド発現の増加が期待

された。

3.2ACE阻害活性の測定比較検討

牛肉，豚肉および鶏肉ともに消化酵素による処

理で，食肉タンパク質のほとんどが6,000Da以下

に分解されていることが確認された。そこで酵素

処理によるACE阻害活性の比較検討を行った。

Fig.3に，食肉の加熱処理と酵素処理により

0.45"mセルロースアセテートメンブレンフイル

タを透過するタンパク質量と，それらのACE活性

阻害率を示した。酵素処理前の加熱処理により各

種食肉から遊離する低分子量のタンパク質に有意

な差異は認められなかった。各種食肉はペプシン

消化およびその後のトリプシン酵素消化によりタ
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血圧低下ペプチドの生体内での作用機構につい

てはまだ不明な点が多い。血圧調節に関与してい

るレニンーアンギオテンシン系は循環器系だけで

なくあらゆる臓器に存在することが知られている。

循環器系の関連組織では，腎臓，心臓大動脈血

管（内皮および平滑筋)，さらには副腎にもレニ

ンーアンギオテンシン系が存在する23)。高血圧自

然発症ラット(SHR)の場合，大動脈ACE活性が

血圧の冗進とともに増加することが人の場合と同

様に認められている2I)。さらに，持続性ACE阻害

剤であるスピラプリルを用いたSHRに対する投

与試験によって，長期間の高圧持続性の発現は，

大動脈血管に存在するACE活性の抑制が1つの

要因である25)ことが判明している。従って，人血

管内皮細胞におけるACE活性抑制試験を実施す

ることは重要と考えられる。

Fig.4a-cに，人血管内皮細胞におけるACE活性

抑制試験による比較検討を行い，得られた結果を

示した。

図に記載されたPMA(Phorbolmyristate

acetate)はACEの活性を発現させる物質である。

またカプトプリルは一般的に用いられている

ンパク質濃度が増加する傾向が認められ,ACE阻

害活性も上昇していくことが確認された。また，

ペプシンによる2時間の酵素処理で，既知のACE

阻害剤であるカルノシンの阻害活性と同等かそれ

以上のACE阻害活性が発現することが認められ

た。なお，ペプシンによる2時間の消化(2h)

と，さらにその後2時間のトリプシンによる処理

(4h)との間に優位差は認められなかった。これ

らの結果から,ACEの阻害に必要なペプチドの生

成はペプシンによる影響が強く，消化の初期段階

で多量に生成し，約2時間の消化時間でACE阻害

を高く発現するペプチドの生成終了に近づいてい

く可能性が示唆された。また各種食肉由来ペプチ

ドのIC50値(mg/m/)を算出したところ牛肉(9.02),

豚肉（4.19)，鶏肉（3.55）と算出された。

以上の結果から、市販の牛肉，豚肉および鶏肉

を用いて，それらを加熱後，消化酵素のペプシン

およびトリプシンで処理すると鶏肉，豚肉，牛肉

の順にACE阻害活性が増加することが認められ

た。

3．3人血管内皮細胞におけるACE活性抑制試

験による比較検討

© The Ito Foundation



食肉由来機能性成分の畜種別差異の比較検討について 7

０
０

ブ
ニ
０

１
１

T

畷藩誕

０
０
０
０
０

８
１
４
２

竜
乙
言
一
畠
ご
詞
国
Ｕ
罰

瀧
圭蕊 均驚霧

騨錬鶴噌憩､暉,

蕊｡』

南
ｌ
品
．
晶
勺
貼
罰
守
畳

ゴ
灘譲

藤風駕画，

､§，、､W'、'、やら④
抄拶

Fig.4aChangesinACEactivityofbeefhydrolysatesmeasuredusingHUVEC.PMA(Phorbolmyristateacetate);CAP
(Captopril).

120

蕊蕊繍轆一両玉“
.:舞享¥;‐‐工……笠.錘､‘_‘"‐…､章

蕊|ﾘ皿議蕊
M)《）

蕊
灘
．
．
・
一

設葡謬

蕊,擬-臼噌･
』j罰，誘
弘I雄3
－齢一一一＝

０
０
０

８
６
４

（
《
事
）
登
宮
窪
葛
四
巴
迂

一一

鼠歯
一

型

‐

‐

針

‐

‐

韓

誉
γ

霧

懲協
20

可諺
選婆挙浄…一律一

鍵霞灘
'i･･･童封

|鰯‘．； r琴1
0

合

、･〆 、やら

Fig.4bChangesinACEactivityofporkhydrolysatesmeasuredusingHUVEC･PMA(Phorbolmyristateacetate);CAP

(Captopril).

ACE阻害薬であり，本実験では標準物質として用

いた。Fig.4aは牛肉由来ペプチド,Fig.4bは豚肉

由来ペプチド,Fig.4cは鶏肉由来ペプチドを添加

した時のACEの活性を測定したものである。

PMA未処理区ではほとんどACEの活性は見られ

ず,PMAの添加によりACE活性が発現した。ま

た，各種食肉由来ペプチドは濃度依存的にACEの

活性を抑制し，牛肉ではおよそ0.5～lmg/ml,豚

肉・鶏肉では0.25～0.5mg/mjにおいてカプトプリ

ル2.5nMと同等のACE阻害活性を示した。本試験

においても，ウサギ肺由来ACE試験同様にIC50

(mg/mJ)を求めた。その結果，牛肉(0.668),豚

肉(0.260),鶏肉(0.249)と算出された。

食肉由来ペプチドによる，ウサギ肺由来ACEと

© The Ito Foundation
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CAP(Captopril).

り高い活性を示した要因一つを明らかにする必要

がある。今回の研究では，血圧上昇抑制ペプチド

に焦点を当て研究を行った。食肉には他の生活習

慣病予防効果を示すペプチドの存在も報告されて

いる16)。従って本研究は引き続き，生活習慣病の

中でも罹患率の高い，癌や糖尿病と深く関わって

いる抗酸化効果や血糖値上昇抑制効果を示す機能

性ペプチドについて，畜種別の比較を行っていく

必要がある。

TablellC50values(mg/m/)ofbeefporkandchicken

hydrolysatesmeasuredusingRabbit-lungACE
andHUVEC-ACE.

sampleRabbitlungACEHUVEC-ACE

Beef

Pork

ChiCken

８
０
９

６
６
４

６
２
２

０
０
０

４
３
７

１
４
８

７
３
２

０
０
０

HUVEC細胞由来ACEの阻害活性試験によって算

出されたIC50(mg/mﾉ）をTablelに示した。ウサ

ギ肺由来ACEのIC50のデータはHUVEC細胞由来

ACE測定時の反応液(76"ルに換算した値である。

比較の結果，どちらの試験結果も活性の強い順に，

鶏肉，豚肉，牛肉となり，ほぼ同様の値が得られ

た。従って，ヒト血管内皮由来のACEでも食肉由

来ペプチドによる阻害活性をその作用強度ととも

に確認することができた。

1 ． 要 約

本研究では，生体内で血圧調節を中心的に担う

レニンーアンギオテンシン系に着目し，各種食肉

をタンパク質分解酵素で消化したペプチド混合物

を用いてウサギ肺ACE阻害活性と人血管内皮細

胞(HUVEC)における血'千k昇抑制効果を畜種

別に比較検討した。

食肉タンパク質はSDS-PAGEとゲルろ過HPLC

によって経時的に分解・消化されたことが確認さ

れた。食肉の種類により消化による影響の受け易

さに若干の違いが生じ,HPLCのパターンから鶏

以上の結果から，牛肉および豚肉も高いACE阻

害活性を示したが，鶏肉はそれらの食肉よりもさ

らに高いACE阻害活性を持つことが明らかにな

った。今後,ACE阻害活性を発現している食肉由

来ペプチドを単離・精製し，同定を行うことによ

© The Ito Foundation



食肉由来機能性成分の畜種別差異の比較検討について Q
J

肉，豚肉，牛肉の順に分解され易い傾向にあった（

特に，鶏肉で分子量1,560付近の低分子量のピーク

の増加が認められた。ACE阻害に必要なペプチ

ドの生成はペプシンによる影響が強く，約2時間

の消化時間で阻害ペプチド生成終了に近づいてい

く可能性が示唆された。また各種食肉由来ペプチ

ドのIC50(mg/mﾉ）を算出したところ牛肉(9.02),

豚肉（4.19)，鶏肉（3.55）と算出された。また，

HUVECによる試験結果においてもIC50:牛肉

(0.668),豚肉(0.260),鶏肉(0.249)を算出し,ACE

阻害活性の結果と同様の阻害傾向を示したことが

確認された。

以上の結果から，市販の牛肉，豚肉および鶏肉

を用いて，それらを加熱後，消化酵素のペプシン

およびトリプシンで処理すると鶏肉，豚肉，牛肉

の順にACE阻害活性が増加することが認められ

た。
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食肉による精神機能改善に関する研究

StudiesonthelmprovementofMentalFunctionbyE(libleMeat

古瀬充宏（九州大学大学院農学研究院）

MitsuhiroFuruse(Faculty()fAgriculture.KyushuUniversity)

Theeffectofseveralmeatproteins(chicken,porkandbeef)onbrainfunctionsof
micewasinvestigatedcomparingwithsoybeanprotein.Aminoacidcompositionsof

hydrolyzedanimalproteinswerecomparableamongthreeproteins,butweredifferent
fromsoybeanprotein.Experimentaldietsweremixedwith12%levelofeachdietary

proteinandweregivenfOr4weeks.Thereafter.theopenfieldtest,elevatedplusmaze
testandforceswimmingtestwereconducted.Afterthebehavioraltests,the

hippocampus,hypothalamusandcerebralcortexwereobtained.Monoaminesandtheir
metabolitesineachbrainsitewercdeterminedbyHPLC.Nosignificantdiffcrcnccsin

eachbehavioraltestweredetectedbydietaryproteinsources.Themetabolicrateof

norepinephrine(NE)inallbrainsiteswasdelayedbydietarychickenprotein.Inbeef
protein,themetabolicrateofNEwaskepthighinthehippocampusandcerebralcortex
andthatofserotonininthehypothalamuswashighestamongdietaryproteins.

Inconclusion,eventhoughaminoacidcompositionofmeatpl･oteinwascomparable,

theeffectonbrainfunctionwasdifferentamongmeatproteins.

1．目的
においても依然と高く設定されている(2005年版

日本人の食事摂取基準)。肉食が敬遠される大き

な理由の一つは脂肪含量の高さにあり，肉食本来

の利点であるアミノ酸バランスの良さが覆い隠さ

れる結果となっている。また，成人の食による健

康志向の中心は体躯にあり，脳の健康にはあまり

関心が払われないのが実情である。

食肉に多く含まれるクレアチンは脳に作用する

と鎮静・催眠効果を発現すること2)，また，同じ

く食肉に多く含まれるジペプチドのカルノシンに

抗うつ様作用があることが報告されている34)。

これらの有効成分はすべて窒素化合物であるが，

食肉にまず求められるものはそのタンパク質のア

ミノ酸組成の素晴らしさにある。数種のアミノ

酸5~'0)に鎮静・催眠効果が認められているが，タ

健康志向の高まりの中，野菜の重要性に関して

マスコミが取り上げる機会は多い。しかし，野菜

中心の食事の場合に食肉などの高タンパク質食材

を同時に摂取すれば問題はないが，ベジタリアン

としての生き方を選択した場合には精神衛生上の

問題が発症し易いことが指摘されるようになって

きた｡Perryら!）の報告によれば，自殺願望なら

びに実際に自殺を試みた若者の割合は，ベジタリ

アンで高かった。また、我が国の自殺者数は毎年

3万人を超え，中でも50代60代にその傾向は高い。

その年代は，社会的責任が高まる一方，健康管理

上から肉食の軽減が推奨されている。しかし，栄

養所要量を見る限りタンパク質の摂取量は高齢者

© The Ito Foundation
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TablelAminoacidcomposition(%)ofeachdietar･yprotemsource

Soybean ChiCken Pork Beef

Arginine

Histidine

Isoleucine
マ

Leuclne

Lvsine

Methionine

Threonine

TrvDtoDhan

Phenvlalanine

Valine

Alanine

8-Alanine

Aspargicacid

Cvsteine

Glutamicacid
ハ1■

blvclne

Proline

Serine

Tyrosine

拠
盟
昭
妬
両
側
陥
妬
認
沁
銘
屹
釣
田
理
“
師
胆
別

且
３
３
尻
Ｚ
３
４
Ｌ
３
３
５
２
叩
Ｑ
肥
４
３
４
３

的
蝿
帥
皿
“
謁
鞭
凪
師
Ⅲ
ｎ
羽
雌
詑
応
帖
哩
妬
蝿

Ｚ
２
２
Ｚ
５
Ｌ
３
Ｌ
４
３
４
Ｑ
昭
Ｑ
皿
４
ａ
ａ
３

帥
兜
砺
髄
皿
功
巽
肥
舵
恥
だ
“
”
肥
飢
晦
侭
灯
弼

ａ
４
３
玩
届
２
４
１
３
３
ａ
ｌ
叩
Ｑ
略
４
３
４
＆

弱
、
皿
刷
沌
刃
肥
砺
訂
妬
馳
鋤
皿
羽
妬
卵
弘
帖
鋤

５
４
３
汎
Ｚ
２
４
Ｌ
３
３
５
１
ｎ
Ｑ
略
３
３
４
３

ンパク質を構成するアミノ酸の集合体としての効

果の検証は未だになされていない。特に，牛肉・

豚肉・鶏肉という主要3品目間で脳機能に及ぼす

効果に違いがあるのか否かは不明のままであり，

本研究課題においては脳のモノアミン含量ならび

に行動に対する畜肉タンパク質の影響を検証する

ことを目的とした。

質水準は12％となった。これらの飼料を用いて

28日間の飼養試験を実施した。

飼養試験終了後にオープンフィールド試験（28

日目)，高架式十字迷路試験(30日目）ならびに強

制水泳試験（32日目）をすべてのマウスに対して

課し，行動への影響を検討した。飼料給与後34日

目に，頚椎脱臼後に全脳を取り出し，大脳皮質，

海馬ならびに視床下部を切り出し，液体窒素で急

速冷却後に-80℃で保存した。切り出した3部位

すべてのモノアミン（ノルエピネフリン(NE),

ドーパミン(DA)およびセロトニン(5-HT))な

らびにその代謝産物（3-メトキシー4-ハイドロキシ

フェニルエチレングリコール(MHPG),ジヒドロ

キシフェニル酢酸(DOPAC),ホモバニリン酸

(HVA)および5-ヒドロキシインドール酢酸(5-

HIAA)を高速液体クロマトグラフィーにより測

定した。

この実験は「九州大学大学院農学研究院。大学

院生物資源環境科学府及び農学部における動物実

験指針｣，「動物の愛護及び管理に関する法律」（平

成11年12月22日一部改正法律第105号),「実験動

2．方法

7週齢のオスICRマウス(JapanSLC)を,25zt

1℃,12L:12D環境下でlケージ当たり4頭飼育

した。自由摂取（オリエンタル酵母MF),自由飲

水下で1週間’''化した。

実験飼料は,AIN93Mを基準とし，タンパク質

源として大豆タンパク質，鶏肉タンパク質，豚肉

タンパク質および牛肉タンパク質の4種をそれぞ

れ14%配合した。各タンパク質源は脱脂したもの

を使用し，そのアミノ酸組成をTablelに示す。

大豆，鶏肉，豚肉および牛肉のタンパク質含量は，

それぞれ85.7,86,4,86.0および85.0%であり，飼料

中に14％配合することでどの飼料もほぼタンパク

© The Ito Foundation
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物の飼養および保管等に関する基準｣(平成14年5

月28日一部改正総理府告示第6号）の規則に基づ

いて行われた。

得られた結果の解析は，統計解析ソフトである

StatViewを用いて行った。一元配置分散分析の

後に,Tukey-Kramer法により多重検定を行った。

3．結果と考察

オープンフィールド試験，高架式十字迷路試験

ならびに強制水泳試験にタンパク質源の有意な影

響は認められなかった（データ未掲載)。

Table2に海馬におけるモノアミンおよびその

代謝産物濃度に及ぼすタンパク質源の影響を示す。

海馬においては，鶏肉タンパク質摂取時のNE含

量が他の3区に比して有意に高くなることが示さ

れた。他のモノアミンや代謝産物にタンパク質源

による有意な影響は認められなかった。

視床下部におけるモノアミンおよびその代謝産

物濃度に及ぼすタンパク質源の影響をTable3に

示す｡NEに関しては，視床下部においても鶏肉

タンパク質の摂取で最も高くなり，大豆タンパク

質摂取に比して有意差が確認された。MHPGは，

食肉タンパク質3品に比して大豆タンパク質で有

意に高かった。DAにおいて，豚肉タンパク質で

高い傾向が認められたが,DOPACならびにHVA

にタンパク質源による影響は認められなかった。

5-HTは鶏肉タンパク質で最も高く，牛肉タンパ

ク質で最も低かった。この両者における差は有意

であった。5-HIAAにおいては，牛肉タンパク質

が高値を示し、豚肉タンパク質で有意に低かった。

Table4に大脳皮質におけるモノアミンおよび

その代謝産物濃度に及ぼすタンパク質源の影響を

示す。MHPGは，大豆タンパク質摂取において最

も高く，鶏肉タンパク質ならびに豚肉タンパク質

摂取に比して有意であった。5-HTは大豆タンパ

ク質で牛肉タンパク質に比べ有意に高かった。そ

の他のモノアミンならびに代謝産物濃度にタンパ

ク質源の影響は認められなかった。

各脳部位におけるNE,DAおよび5-HTの代謝

回転をTable5に示す。海馬においては,NEと

DAの代謝回転が鶏肉タンパク質で最も遅かった。

海馬の5-HTの代謝回転にタンパク質源の有意な

影響は検出されなかった。視床下部におけるNE

の代謝回転は大豆タンパク質で最も早く，畜肉タ

ンパク質3品で遅かった。DAの代謝回転におい

ては牛肉タンパク質で最も早く，豚肉タンパク質

で遅いという結果が得られた。5-HTの代謝回転

は他のタンパク質3品に比べ，牛肉で最も早かっ

た。大脳皮質においては,NEの代謝回転が鶏肉

タンパク質で遅くなり,DAに関しても同様の傾

向が認められた。5-HTに関してはタンパク質源

の影響は認められなかった。

本実験において，加水分解した畜肉タンパク質

3品のアミノ酸組成は大きく異ならなかった。大

豆タンパク質と畜肉タンパク質の間にはアミノ酸

組成の明らかな違いが認められた。しかしながら，

自発運動量の指標となるオープンフィールド試験，

不安行動の指標となる高架式十字迷路試験ならび

に積極的に泳ぐか否かを抑うつ状態の指標とする

強制水泳試験のどれにもタンパク質源の影響は確

認されなかった。

モノアミンの代謝はタンパク質源の影響を受け

る一方，各脳部位においてその反応は異なった。

代謝回転に目を向ければ，鶏肉タンパク質摂取に

より各脳部位のNEの代謝回転は遅くなることが

判明した。牛肉タンパク質では，海馬と大脳皮質

のNEの代謝回転は高く保たれ，視床下部では5-

HT代謝回転が唯一高かった。これらの結果は，

畜肉タンパク質3品には加水分解によるアミノ酸

組成に大きな違いがないものの，それらの摂取に

より脳のモノアミン代謝が大きく異なることを示

唆するものである。従って，畜肉タンパク質は優

© The Ito Foundation



食肉による精神機能改善に関する研究 13
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BeefFvalue(3,27)PvaluePorkSovbean ChiCken

ｂ

３

７
４
９
６
８
７

４
２
２
２
６
１
１

士
十
一
十
一
十
一
士
士
十
一

８
６
２
４
１
２
５

４
２
０
１
４
３
７

４
２
０
２
３
２

２

ｈ

４

１
６
４
３
２
３

６
３
３
４
４
２
２

＋
’
十
’
十
｜
＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
’

３
２
５
１
１
２
５

４
８
８
０
３
９
２

４
２
８
３
２
３

１

＜0.05

0.1902

0.3274

0.2526

0.1296

0.2719

0.2951

ｈ

ｌ

９
２
９
２
８
０

１
２
１
２
２
１
１

＋
｜
＋
｜
士
十
一
士
士
士

１
２
９
５
１
４
４

６
２
３
２
３
２
７

４
３
８
２
３
２

１

９
２
２
５
６
４
９

４
０
３
４
５
７
９

１
７
２
４
０
３
２

３
１
１
１
２
１
１

NE

MHPG

DA

DOPAC

H V A

5-HT

5－HIAA

１

９
９
８
７
５
９

５
３
３
３
４
５
２

＋
｜
士
士
士
十
一
士
十
一

１
３
４
６
２
６
２

２
９
７
６
４
８
０

６
２
５
２
３
３

２

Valuesaremeans±S.E.Minpg/mgwettissue.

ThenumberofmiceusedineachgroupwasasfOllows:Soybean,8;Chicken,8;Pork,8;Beef,7.

DifferentlettersindicatesignificantdifferenceatP<0.05.
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Table4Effectsofseveraldietaryproteinsourcesonmonoaminesandtheirmetaboliteconcentrationsofthe
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良なアミノ酸組成を有することでその利点が唱え化合物もアミノ酸に分解されることになる。今後

られてきたが，アミノ酸そのものだけではなく低は，単に肉のアミノ酸組成にのみ捕らわれず，食

分子のペプチド等に畜肉の機能性を左右するもの肉に含まれる低分子窒素化合物の探索ならびに機

があると考えられる。事実，食肉に多く含まれる能性の解明，さらにはそれら低分子窒素化合物と

クレアチンは鎮静・催眠効果をもたらし2'，また，アミノ酸等との相互関係も明らかにする必要があ

カルノシンには抗うつ様作用が確認されていろう。また，消化管内で消化酵素により切断され

る3!)。しかし，加水分解を行えばこれらの低分子たべプチドに脳機能を改善するものが含まれる可
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能性も存在する。さらなる研究が必要とされる。 文献
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4．要約

食肉（鶏肉，豚肉ならびに牛肉）タンパク質の

脳機能に及ぼす影響を大豆タンパク質と比較した。

用いた畜肉タンパク質3品の加水分解後のアミノ

酸組成に大きな違いは認められなかった。各タン

パク質をタンパク質含量として12％配合する4種

の飼料を作製し，4週間の飼養実験を行った。そ

の後に，オープンフィールド試験，高架式十字迷

路試験ならびに強制水泳試験を実施し，実験終了

時に脳を取り出し，海馬，視床下部ならびに大脳

皮質を採取した。各脳部位はHPLCによりモノア

ミンならびにその代謝産物を測定した。各行動実

験には，タンパク質源の影響は認められなかった。

一方，鶏肉タンパク質摂取により各脳部位のNE

の代謝回転は遅くなることが判明した。また，牛

肉タンパク質では，海馬と大脳皮質のNEの代謝

回転は高く保たれ，視床下部では5-HT代謝回転

が唯一高かった。

本実験結果は，加水分解された畜肉タンパク質

のアミノ酸組成に違いがなくとも，脳機能には畜

肉タンパク質の違いが反映されること示唆する。
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レトルト処理を施した筋原線維タンパク質の

増粘多糖類添加によるゲル形成に関する研究

StudyonGelPropertiesaftertheAdditionofPolysaccharideThickeners

toRetort-TreatedMyofibrillarProtein

芳賀聖一・水谷佳月・林利哉

（名城大学農学部）

SeiichiHaga,KatsukiMizutaniandToshiyaHayashi

(FacultyofAgriculture,MeijoUniversity)

Thisstudvaimstoobtainfundamentalinformationrequiredforimprovingthe

texturesofretort-sterilizedmeatproductsbyinvestigatingchangesintheretort-
sterilized,heat-inducedgelpropertiesofmyofibrilsduetotheadditionofcarrageenan
thickeners.Resultsindicatethattheadditionofcarrageenantendstoincreasethe

propertiesandisthuseffectiveinimprovingthetexturesofretort-sterilizedmeat
products.Moreover,resultsofSDS-PAGErevealthatcarrageenangreatlyinfluencesthe
histologyofgelproperties,butnottheirconstituents.Inaddition,microstructural
observationssuggestthattheadditionofcarrageenanleadstoanincreaseinthe
propertiesbecauserandomaggregatestructuresdevelopedintothickandcontinuous
fiberstosomeextent.

1．目的

レトルト食品は120℃で加熱することにより微

生物の増殖などの問題がなく，長期間常温保存が

可能である。しかし食感を主とした品質低下によ

り，美味しくないとされている。事実，70℃付近

を至適温度とする食肉製品にとって,120℃とい

う過酷な条件であるレトルト処理を施すことによ

って，色の褐変，独特なレトルト臭の発生，食感

の著しい低下などの嗜好性低下の問題点があるこ

とから，レトルト食肉製品の品質改善が必要とさ

れており，その改善策の1つとして食感改良剤の

利用が積極的に行われている。しかしながら，現

在これら食感改良剤の利用は経験的に利用されて

いることがほとんどであり，より効果的，経済的

な利用が求められている。食肉製品の場合，食感

改良剤として動物性タンパク質として乳および卵

白タンパク質，植物性タンパク質として大豆ある

いは小麦などのタンパク質，増粘多糖類としてカ

ラギーナン，カードランなどが用いられるl,21o

前報3)では，天然アクトミオシンに異種タンパ

ク質を添加することによって，75℃加熱よりレト

ルト加熱処理を施したものが食感改善に効果的で

あることを示した。本研究では，食肉の主要タン

パク質であるアクチン，ミオシンを主として含み，

構成タンパク質が天然アクトミオシンと概ね変わ

らず，かつ筋原線維構造を全筋レベルに維持して

いるミオフィブリルを使用した。また,Z.

Poetetrask4)は牛肉ケルにカラギーナン，卵白ア

ルブミン，トランスグルタミナーゼを添加した結

© The Ito Foundation
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果，カラギーナン添加の系は結着性や保水性が向

上したと報告していることから，増粘多糖類カラ

ギーナンを添加したミオフィブリルのレトルト加

熱処理による物性変化について検討した。

2．方法

2．1ミオフィブリルの調製

ミオフイブリルは新鮮な豚ロース肉を，できる

限り脂肪と結合組織を取り除き，挽き肉にしたも

のをPerryandGrey5),Etlinger6)らの方法を改変

したもので調製し,0.6M-NaCl/50mM-Naリン酸

緩衝液(pH6.0)で透析した。その後，終濃度が

15mg/m/になるように上記緩衝液で希釈した。

またカラギーナンは終濃度が0.1,0.3,0.5%にな

るように添加した。

2．2加熱ケル化処理

調製したミオフィブリルをねじ口平底試験管に

3m/ずつ分注し，プログラム精密恒温槽プロサー

モバスを用いて75℃恒温で30分加熱したゲルと，

レトルト圧力殺菌釜（株式会社花木製作所）を用

いて120℃で15分加熱したケルを作製した。

2．3物性測定

各種加熱ゲルの物性測定はレオメーター（山電

株式会社,RE2-33005S)を用いて，破断強度測定，

クリープ測定を行った。さらに離水率の測定7）も

行った。

2．4加熱ゲル構成タンパク質の組成

各種加熱ゲル形成に関与するタンパク質成分を

調べるために，各種加熱ゲル試料を遠心分離

(45,000×9,15分,4℃）して得られた沈殿画分を

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動8'9)(以下，

SDS-PAGEと略す）に供した。

2．5走査型電子顕微鏡による微細構造観察

加熱ケル試料を5×5×5mm程度の大きさに

切り,Hagaらの方法10)により固定，洗浄，脱水，

置換し，走査型電子顕微鏡（日立計測機サービス

株式会社,S-3000H)(以下,SEMと略す）を用い

て加速電圧25kVで観察した。

3．結果と考察

3．1ミオフイブリル加熱ゲルの物性変化に関

するカラギーーナン添加による効果

レトルト食肉製品の食感改善に関する基礎的知

見を得るために，カラギーナン添加によるミオ

フィブリル加熱ゲル物性の変化に関して検討し，

Tablelに示した。その結果,75℃加熱ゲルは

120℃加熱ゲルと比較すると，破断エネルギー，破

断弾性率で有意に（]]＜005）高い値を示し，レト

ルト加熱処理によって物性が大きく低下すること

が明らかとなった。また，レトルト加熱ゲルはカ

ラギーナン添加濃度の増加に伴って破断物性値が

高くなる傾向が認められた。また、クリープテス

トによる物性変化はカラギーナン添加濃度が

0.5％になると有意に(P<0.05)低下する傾向が

あり，食感評価の上で興味ある結果であったが，

詳細については今後の検討が必要である。離水率

は，レトルト加熱を施したものが高い値を示した

が，いずれの加熱区においてもカラギーナンを添

加することによって，離水率が減少し，添加した

レトルト加熱ケルの中には，75℃加熱ゲルよりも

離水率の低いものも示された。

3．2カラギーナン添加によるミオフイブリル

加熱ケルの構成成分の変化

カラギーナンの添加によりケル物性は大きく変

化し，同一加熱条件下であっても，カラギーナン

の有無や濃度によって特徴的な変化を示した。こ

れまでの研究から筋原線維タンパク質を120℃に

加熱すると，ミオシンおよびアクチンからなる巨

大会合体を形成し，この会合体が物性低下を誘発

する要因であることを報告した7)。そこでカラ

ギーナン添加によるミオフィブリル加熱ゲルの構

成成分の変化を，加熱に深く関与する沈殿画分を
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を構成する組成成分に特徴的な変化が得られなか

ったことから，ケルの組織構造について検討する

こととした。ケルの物性は，その級密な組織構造

と密接な関係にあることから，それぞれの加熱ケ

ルの微細構造をFig.2に示した。筋原線維タンパ

ク質の加熱ゲルは主としてミオシンとアクチン，

あるいはアクトミオシンの変性体が数珠状に連な

った構造を呈しており，それは加熱時のタンパク

質のおかれる様々な条件（加熱温度,pH,タンパ

ク質濃度，イオン強度など）により，それぞれの

ネットワーク構造が凝集体構造(aggregated-

type)を呈したり，繊維状構造(strand-type)を

呈したりする。ここでカラギーナン無添加の75℃

加熱ケル，レトルト加熱ケルでは，いずれも典型

的な三次元の網目構造を呈していたが，前者の方

がより細かい繊維状構造のネットワークからなり，

レトルト処理は凝集体からなる部分が多くなって

いることが観察された(A,B)。異種タンパク質

調べることによって，物性変化との関連について

検討した。

その結果,Fig.1に示すように未加熱の成分と

同一成分が75℃加熱ケルでは認められたが，

120℃加熱ゲルではミオシンヘビーチェーンや

αアクチニンの消失が確認された。また，本研究

でも120℃の加熱ゲルにミオシンおよびアクチン

からなる巨大な会合体が確認された（矢印）こと

から，75℃加熱ゲルでは主としてミオシンとアク

チンからケルが形成されているが，120℃加熱ゲ

ルでは両タンパク質会合体によってゲルが形成さ

れ，カラギーナン添加はゲル形成に関与するタン

パク質構成に関わりなく物性を増大させる役割を

果たしたものと考えられる。

3．3カラギーナン添加によるミオフィブリル

加熱ケルの微細構造変化

前述したように，カラギーナン添加また添加濃

度依存性を示す物性増大効果の背景で，加熱ケル
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(大豆タンパク質分離物，ホエータンパク質分離

物，β-ラクトグロブリン）の混入によって物性は

大きく変化し,aggregated-typeの構造を形成し

たケル物性は低下し,strand-typeの構造を形成し

たそれは増大したという報告''12)や前報3)からも，

本実験のネットワーク構造と物性の関わりを裏付

けるものといえ，その詳細については既に示した

とおりである。

カラギーナンの添加は75℃加熱，レトルト加熱

いずれも基本的な構造には特徴的変化は認められ

ないが，細かく観察すると，球状の小さな凝集体

が幾重にも連なることで太い一つのネットワーク

となり，さらにネットワークの連続性が増してい

ることが認められた。さらにそれらの変化はカラ

ギーナン添加濃度に依存したもので，濃度が増す

に従い全体として綴密になり，物性増大に反映さ

れたものと考えられる。前報3)に示した異種タン

パク質混入の研究において，120℃加熱を行った

ものは，単独ではランダムな凝集体構造が観察さ

れたが，大豆タンパク質グリシニンを混入したも

のでは塊状の凝集体が数珠状に連なり規則的な構

造を形成し，卵白由来の粗オボアルブミンを混入

したものは細かく綴密な繊維状の構造を呈した。

以上のように添加試料によって加熱ゲルの組織構

造は様々と変化し，榊造を反映したケル物性値が

得られることから，今後ケルネットワーク構造の

画像解析データを重ね，物性を示す多くのパラ

メータとの関連性についてさらに検討を進め，画

像解析値からより確かな物性値の推定を確立して

いく予定である。

4 ．要 約

レトルト食肉製品の食感改善に関する基礎的知

見を得ることを目的として，増粘多糖類カラギー

ナンの添加によるミオフィブリルのレトルト加熱

ゲル物性の変化について検討した。

その結果，カラギーナンを添加することによっ

て物性値を増大させる傾向がみられ，レトルト食

肉製品の食感改善に効果的であることが示唆され

た。またSDS-PAGEの結果より，ケル物性にカラ

ギーナンはケル構成成分より，組織構造に大きく

関与している可能性が示された。さらに微細構造

観察からカラギーナンの添加により，ランダムな

凝集体の構造はいくらか太い線維とネットワーク

の連続性が付与されることによって級密生が得ら

れ，物性値に反映したと示唆された。
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肉由来ペプチドカルノシンの免疫調節作用

Immune-modulatingFunctionsofCarnosine,aMeat-del･ivedPeptide

清水誠（東京大学大学院農学生命科学研究科）

MakotoShimizu(SchoolofAgriculturalandLifeSciences,TheUniversityofTokyo)

Carnosine,abioactivepeptidefoundinmosttypesofdietarymeat,hasbeen
investigatedforitsabilitytomodulateimmunereactions,specificallywithrespecttothe
IL-8secretioninintestinalepithelialcells(IECs)．Wepreviouslyreportedthatcarnosine
inhibitedthehydrogenperoxide-orTNF-alpha-inducedlL-8productionbyhuman
intestinalepithelialCaco-2cells(Sonetal.,Cytokine,2008),suggestingthatcarnosine
playsasasuppressiveregulatoroftheintestinalimmunesystem.IECsarealsoexposed
tovariousbacteriaintheintestinaltract.ThesebacteriamaystimulatelECsviaToll-like

receptors(TLRs)expressingonthecellsurface.ActivationofTLRmayresultin
increasedproductionoflL-8,therebyactivatingtheintestinalimmunesystem.Thisstudy
wasundertakentoinvestigatetheeffectofcarnosineontheTLR-mediatedlL-8
productioninlECs.

Caco-2cellswerestimulatedwithseveralTLRligands,andlL-8secretedfromthe
cellsafterstimulationwithorwithoutcarnosinewasdeterminedbyELISA.ThelL-8

productioninducedbysuchTLRligandsasPam3CSK4(fOrTLRl/2),peptideglycan(for
TLR2)｡andnagellin(forTLR5)wassignificantlyenhancedbyCarnosine.ThiSincreased
IL-8secretionwasaccompaniedbytheincreasingleveloflL-8mRNA,suggestingthat
carnosineup-regulateslL-8productionatatranscriptionallevel.Anincreaseinthe
stabilitvoflL-8mRNAwasalsoobservedinthecellstreatedwithcarnosine.Sincethe

effectofcarnosinewasattenuatedbyap38MAPKinhibitor,thep38MAPKpathwaymay
beinvolvedinthelL-8enhancingactivityofcarnosine.Carnosineislikelytobe
transportedintothecellsviathepeptidetransporterwithouthydrolysisandexpressits
function.Anserine,amethylatedformofcarnosine,alsoshowedasimilaractivity.
Carnosineisanabundantdipeptideinmeatandalsoincertainsupplements.Dailyintake
ofcarnosinemaybebeneficialtomodulatetheintestinalimmunesystemandkeep
barrierfunctionsofthegut.

1．目的

腸管は消化吸収の場であると同時に，病原細菌

やアレルギー物質など様々な生体異物にさらされ

ている。これらの異物から生体を防御するため，

腸管の最表面にある上皮層は物理的なバリヤーに

なるほか，様々な液性因子を分泌する。その代表

例であるIL-8は，リポ多糖(LPS)などの刺激に

よって産生され，免疫細胞を活性化するケモカイ

ンである。

カルノシンはβ-アラニンとL-ヒスチジンからな

るジペプチド(6-Ala-His)で，鶏肉や豚肉などに

多く含まれており，骨格筋や心筋におけるその濃

度は時に50mMにも達する])。生理機能としては，

抗酸化作用，抗老化作用，キレート作用あるいは

血圧降下作用などが知られているが2.3)，カルノシ
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ンにはそれ以外の未知の機能もあると推定されて

いる。我々は酸化ストレス（過酸化水素処理）や

炎症性サイトカイン(TNF-α処理など）によって

刺激された腸管上皮細胞においてはケモカインで

あるIL-8の産生が上昇するが，その上昇はカルノ

シンによって抑制されるという抗炎症作用を見出

した‘')。さらに，この抑制作用のユニークなメカ

ニズムを明らかにした5)o

一方，腸内には多数の判|菌が存在し，このよう

な細菌類による刺激に対してもIL-8の分泌誘導が

起こることが知られているが，これには腸管上皮

細胞や免疫細胞の表面に存在するToll-様受容体

(TLR)での微生物の認識が関わっていることが

知られている。TLRの刺激を介して産生量が上

昇したケモカインは好中球やマクロファージを上

皮層下に誘引し，これらの細胞が病原微生物の殺

菌や除去を行うため，ケモカイン分泌は生体防御

上，大切なプロセスと考えられている。我々はヒ

ト腸管上皮細胞株を用いて,｢TLRを介して誘導

されるIL-8分泌をカルノシンが促進する」という

大変興味深い現象を見出した。本研究は，この

｢免疫系の活性化物質としてのカルノシン｣の特性

を明らかにすることを目標としている。
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Fig.1Effect()fcarnosineonthelL-8secretionbvCaco-2

cellsstimulatedbyheat-killedbifidobactrium.

Cac()-2cellswereculturedwithdifferent

concentrationsofcamosinefOr24hours・Thenthe

cLilturemediumwasreplacedbyafreshmedium

containingB飯"06(zcr"i"ﾅ〃6"d""OLB6378(10

"g/mﾉ)andcarnosine.After24hour-culturing,the
IL-8concentrationinthemediumwasmeasured

byELISA.Eachvalueisthemean±SD(n=3).

**Significantlydifferentfromthecontrolvalue

('<0.01).

んだ培地中，あるいはカルノシンと各種TLRリガ

ンドを含んだ培地中で24時間培養を行った後，培

養上清を回収し,IL-8の測定を行った。

2.31L-8産生の測定

ELISA法によって上清中のIL-8の分泌量を測定

した。また，細胞を回収し,IL-8mRNAの発現量

をReal-timeRT-PCR法によって調べた。

2．4細胞内のアミノ酸，ジペプチドの測定

Caco-2細胞をPBSで洗浄し,0.1%TritonX-100

で細胞を可溶化した後，遠心して上清を回収した。

除タンパクした後，アミノ酸分析機でアミノ酸，

ジペプチドの量を測定した。

2．5統計処理

結果は平均値±標準偏差で表した｡2標本間の

有意差検定にはStudentのt検定(t-test)を，また

3つ以上の群間での有意差検定にはTukeyの方法

を用い，有意水準p<0.05を有意差ありとした。

2．方法

2.1実験材料

TLRリガンドとして用いたPam3CSK4,Poly

(I:C),UltrapureE.""LPS,フラジェリン(S.

?”〃"z"γ加沈由来)，イミキモドはInvivogenより，

ペプチドグリカン(PGN)はFlukaより,LPSはシ

グマより購入した。

2．2細胞培養

ヒト結腸癌由来株化細胞Caco-2,HT-29は

AmericanTypeCultureCollectionより購入した。

これらの細胞を14日間培養し，腸管上皮様に分化

させたものを実験に供した。カルノシンのみを含
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Fig.2EffectofcarnosineonthelL-8secretionbyCaco-2cellsstimulatedbyTLRligands.
Caco-2cellswereculturedwithcarnosine(Car)for24hours.Thentheculture

mediumwasreplacedbyafreshmediumcontaininglO"g/mﾉpeptideglycan(PGN)

(A),100ng/mノPam3CSK4(B).l"g/m/LPS(C),or50ng/mJHagellin(D)､with

carnosine.After24hour-culturing.thelL-8concentrationinthemediumwas

measuredbyELISA.Eachvalueisthemean±SD(n=3)**Significantlydifferent

fromthecontrolvalue(P<0.01).

れが著しく上昇することが見出された(Fig.1)。

この応答には上皮細胞表面で細菌由来物質の認識

を担っているTLRの関与が考えられる。そこで，

様々なTLRリガンドを用いてCaco-2細胞を刺激し

た時のIL-8分泌量がカルノシンの存在下で上昇す

るかどうかを調べた。その結果，細胞膜表面に発

現しているTLRをペプチドグリカン(TLR2リガ

ンド),Pam3CSK4(TLRl/2リガンド),LPS

3．結杲

3.1TLR刺激によって誘導されたIL-8分泌に

対するカルノシンの影響

ビフィズス菌の一種であるBj/Mob""""@

6腕"""zOLB6378株の加熱死菌体をCaco-2細胞に

加えると，細胞からのIL-8分泌量が上昇する傾向

が観察されたが，カルノシンを共に添加するとそ
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(Fig.2)｡しかし,poly(I:C)(TLR3リガンド）や

イミキモド(TLR7リガンド）処理など，細胞内

エンドソームに発現しているTLRの刺激に対し

ては，カルノシンは抑制効果を示した（データ省

略)。この冗進･抑制効果は,Caco-2とは別のヒト

腸管上皮細胞株であるHT-29を用いた実験でも同

様に認められた（データ省略)。

次にPam3CSK4およびPoly(I:C)で刺激した

細胞のIL-8mRNA量を，カルノシン処理群，無処

理群について測定したところ,mRNA量はカルノ

シン存在下で顕著に上昇あるいは低下したことか

ら，カルノシンによるこの調節作用は,IL-8の転

写レベルで起こっていることが示唆された

(Fig.3)。

3.2Pam3CSK4刺激で誘導されたIL-8産生に

対するカルノシンの冗進作用とその機構

カルノシンによるIL-8産生冗進の作用機序をさ

らに詳しく調べた。Pam3CSK4をカルノシンと

ともに添加した際のCaco-2細胞のIL-8mRNA量

は，カルノシンの濃度依存的に増加することが認

められた（データ省略)。また，細胞をアクチノマ

イシン処理してmRNA合成をストップさせた条

件下でのmRNA量をカルノシン存在下，非存在下

で測定したところ，カルノシン存在下ではmRNA

量の減少が顕著に抑えられたことから，カルノシ

ンはIL-8mRNAの安定性を高める効果を有してい

ることも示唆された（データ省略)。

mRNAの安定性にはMAPキナーゼ経路が関わ

っていることが知られている6)。そこで,MAPキ

ナーゼの各種阻害剤を用いて検討した。その結果，

ERK経路やJNK経路の阻害剤による影響は認め

られなかったが,p38MAPK経路の阻害剤である

SB203580で処理した細胞ではカルノシンの冗進

効果が有意に抑制されることが明らかになった

(データ省略)。すなわち，カルノシンは

p38MAPK経路を活性化することによりmRNAの
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Fig.3EffectofcarnosineonthelL-8mRNAlevelin

Caco-2andHT29cells.

(A)Caco-2cellswerepretreatedwith

camosinefor24hours.Thentheculturemedium

wasreplacedbyafreshmediumcontaining

Pam3CSK4(100n9/m/)andcarnosine.andthe

cellswereculturedfOrfurther3hours.(B)HT-

29cellswerepretreatedwithcarnosinefor24

hours.Thentheculturemediumwasreplacedby

afreshmediumcontainingPoly(I:C)(10"g/mﾉ）

andcamosine,andthecellswereculturedfor

further3hours・Aftertheculture.IL-8mRNA

wasdeterminedbyReal-timeRT-PCR.Each

valueisthemean±SD(n=3)．*･**Signincantly

differentfromthecontroIvalue(*P<0.05、**'<

0.01).

(TLR4リガンド),フラジェリン(TLR5リガンド）

などで刺激して誘導されたIL-8分泌は，菌体によ

る刺激時と同様に，カルノシンによって冗進した
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Fig.4EffectofthepretreatmentofCaco-2cellswithcarnosineonthelL-8secretionactivity(A

andB)andtheintracellularcarnosineconcentration(C).

(A)Caco-2cellswerepretreatedwith50mMcarnosineforO-48hours・Thenthe

culturemediumwasreplacedbyafreshmediumcontainingPam3CSK4(100n9/ml)and

50mMcarnosinefor24hours．(B)Caco-2cellswerepretreatedwith50mMcarnosine

for24hours.Thentheculturemediumwasreplacedbyafreshmediumcontaining

Pam3CSK4(100ng/mﾉ)and50mMcarnosinefor24hours.Aftertheculture,thelL-8

concentrationsinthemediaweremeasuredbyELISA.(C)Caco-2cellswerepretreated

with50mMcarnosinefOrO-48hours.Thenthecellswererecoveredandtheintracellular

collcentrationsofaminoacidsandcarnosineweremeasuredbyaminoacidanalysis.

安定性を上昇させ,IL-8産牛量を高めている可能

性が示唆された。

3.31L-8産生冗進作用とカルノシンの動態

カルノシンによる細胞の前処理時間とIL-8産生

冗進効果の関係を調べた。その結果，前処理の時

間依存的にカルノシンによる冗進効果が上昇し，
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Fig.5EffectofcamosineanditsrelatedcompoundsonthePam3CSK4-

inducedlL-8secretionfromCaco-2cells.

Caco-2cellswerepretreatedwithcamosine,6-alanine,andL-

histidine(A)orwithanserineandl-methylhistidine(B)for24hours.

Thentheculturemediumwasreplacedbvafreshmedium

containingPam3CSK4(100ng/mﾉ)andcamosineortherelated

compounds.ThecellswereculturedfOrfurther3hours,andthen

thelL-8concentrationinthemediumwasmeasuredbyELISA.

Eachvalueisthemean±SD(n=3).*･**Significantlydifferentfrom

thecontrolvalue(*P<0.05,**P<0.01).

またPam3CSK4刺激時にカルノシンが共存しな

くても，カルノシン前処理だけでIL-8分泌が冗進

することも明らかになった(Fig.4)。細胞内のカ

ルノシン，β-アラニン,L-ヒスチジンの量をアミ

ノ酸分析により測定したところ，添加したカルノ

シンはほとんど分解されることなく細胞内に取り

込まれて約24時間で飽和に達していることが明ら

かになった(Fig.4)。
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ジペプチドはペプチドトランスポーター

(PepTl)で細胞内に輸送されることが知られてい

る。そこで,PepTlを介して細胞内に輸送される

ことが知られるジペプチド，グリシルサルコシン

(Gly-Sar)を用いて競合実験を行ったところ，カ

ルノシンの冗進効果はGly-Sarの濃度依存的に抑

制され，それに伴って細胞内カルノシン量が減少

していた（データ省略)。これらのことから，添加

されたカルノシンはPepTlを介して細胞内に輸送

され，そこで働くものと推定された。構成アミノ

酸によるIL-8分泌充進は観察されなかった一方，

カルノシンと同様に筋肉中に含まれるメチル化ジ

ペプチドであるアンセリン(6-Ala-l-Met-His)は

同様の強いIL-8分泌充進作用を示した(Fig.5)｡

4．考察

TLRは病原細菌やウイルスなどから生体を守

るための防御機構として重要な役割を果たしてい

る。また腸内の常在細菌を含む微生物成分の

TLR刺激によってIL-8などのケモカインが誘導さ

れると，その作用によって遊走された免疫細胞に

よる異物の除去や，さらにそれらの免疫細胞の働

きによる炎症の収束といった一連の流れが起こる

と考えられている。食品成分であるカルノシンが

IL-8産生を高めることは，このような腸管の恒常

性を保つのに役立つと期待される。

また,IL-8以外にも様々な因子がTLRを介した

刺激で誘導されることが知られているが，本研究

においても,IL-8だけでなくCCL20という樹状細

胞やメモリーT細胞の遊走を促すケモカインの発

現が，カルノシンの添加によって冗進しているこ

とが確認された(データ省略)。今後マイクロアレ

イ解析などを用いてIL-8以外の因子にも着目する

ことで，カルノシンの腸管免疫系に与える影響が

さらに明確になると考えられる。

動物実験などでinvivoでのカルノシンの効果を

検証していくことも重要な課題である。本研究で

はマウスでの実験を開始するために，まずマウス

腸管上皮細胞での実験を試みたが，我々の研究室

で樹立したマウス腸管上皮細胞株はPepTlをほと

んど発現していないことがその後明らかになり，

マウスでの検証を進めることができなかった。今

後,invivoでのカルノシンの効果を見るための実

験系の再検討を行いたい。さらに，感染防御力を

増強する食品としての食肉におけるカルノシンの

意義，および機能性素材としての可能性について

もI幅広く検討を進めていきたいと考えている。

5．要約

ヒト腸管上皮細胞表面に存在するTLRを刺激

すると,IL-8のようなケモカインの分泌が誘導さ

れるが，カルノシンはこのIL-8誘導に対して充

進作用を持つことが分かった。さらに冗進メカニ

ズムについて検討した結果，カルノシンは上皮細

胞内に輸送され，そこでアミノ酸に分解されるこ

となく,IL-8産生のプロセスを促進することが示

唆された。カルノシン処理した細胞ではIL-

8mRNAレベルが上昇することから，カルノシン

の冗進効果はIL-8の転写レベルでの調節に起因す

るものと考えられたが，同時にIL-8mRNAの安定

化にも関わっていることが示され，これにはp38

MAPK経路が関与していることも示唆された｡
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食感・風味を再現し得る牛肉の凍結保存に関する研究

StudiesontheStorageoftheBeefMeatwithoutLoosingitsTaste,FlavorandFreshness

whenUsingUltrasonicorPlasmaDischargeApparatusDuringCoolingorFreezing

菱山和洋・＊米田一裕・＊*武田哲男・佐々木忠義・平井力

（兵庫但馬牛増頭推進協議会，＊米出道伝子型研究所，＊*タケダ繁殖クリニック）

KazuhiroHishiyama,*KazuhiroYoneda,**TetsuoTakeda,TadayosiSasakiand

TsuyosiHirai
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Physicalproperties,suchastaste,Havorandfreshnessofbeefmeatwereanalyzed

whentheplasmaand/orultrasonicdischargeapparatuswasug.edtopreserveWagyu
meat(Japanesebeefmeat)at-5℃or-20℃forweeks.First,bovineembrvoswere
assignedtofindtheoptimaldischargingconditionsineachapparatusforstorageatsub-
zerotemperature.GivingtheultrasonicatlW,46kHzortheplasmadischargeat3000V,

－5℃totheembryosduringfreezing,resultedintheleastdalragetoembryoniccells
postthawingwereseemedtobeoptimum.Beefmeat,then,wastestedforstorageat-5
tforweeksundertheaboveconditions.Theice-crystallization,generallyseen,inthe
normalfrozenmeatfiberwereobservedinneitherultrasonicnorplasmadischarged

meatsamples.Theseplasmaandultrasonicdischargedmeatfiberwerehistologically
similartothefeatureoffreshrawmeat・Itseemedthattherewerenosignificant
differencesbetweenthetwodischargesystemsamongwaterholdingcapacityandcoIor

ofmeat.Thebeefmeattreatedbyplasmadischargeledphysicallytenderratherthan

thatofultrasonic.Forpracticaluseofultrasonicpreservation,appropriatesound

impedancemayhavetobedetermined.Aslikeas,levelof3000V,at-3℃forplasma
dischargetobeexamined.Dischargedbeefmeat,however,requiretheanalyzingamino

acidcomponentsandtheflavortesttoestablishtheoptimalstorage,twostoragesystems
inthisstudymightbeusefultomaintainoriginaltextureofmeatasfreshasitshouldbe

evenafterfreezing.

l.目的
最も氷晶が問題であることをGrujiCらが

StructureandUltrastructureの変化・変性を電顕

像で示した2)。このことから，風味･食感に大きく

影響する糸1l1胞破壊の最小となる保存法が必要と考

える。凍結牛肉の品質については,Petrovicらが

最適の凍結スピードを示し3)，大きく改善されて

きたが解凍時のドリップについては，さらなる改

善が必要と考える。これらテクスチャーの問題を

農産物の輸出促進は政策としてあるが，和牛肉

の輸出に関しては，輸出検疫と保存の問題がある。

とりわけ，銘柄和牛肉では，その食感・風味が重

要であり，それらを再現できる保存法が求められ

る。白樫は，食品の品質について，味，香りとテ

クスチャーで捉えている!)。テクスチャーの中で
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クリアする方法として，近年，磁場凍結法やプラ

ズマ保存法が製品化されている。これらは，過冷

却現象の応用で，氷晶害とは無縁であり，解凍時

の再結晶も問題にならない。われわれは，和牛肉

の食感と風味を再現し得る保存法の開発にあたり

両者を検討対象としたが，保存コスト面からプラ

ズマ保存法に絞った。加えて，振動エネルギーの

小さい超音波凍結法の可能性についても検討した。

すなわち，和牛肉の普通凍結をコントロールとし

て，プラズマ保存法と超音波凍結で保存後の色調

・筋肉の破断荷重と弾性率・水分含量・保水性と

組織標本を比較検討した。

2．試験の方法

2．1超音波凍結の最適条件

牛受精卵の桑実胚または胚盤胞をエチレングリ

コール1.6M+シュクロース0.1MのPBS液でスト

ロー封入し，プログラムフリーザーでマイナス

7℃植氷10分,0.5℃/分でマイナス30℃まで下げ

液体窒素へ投入。3日後に36℃温湯で解凍した

ものをコントロールとした。超音波試験卵は，ト

レハロース300mosmol/kgのPBS液でストロー封

入し，超音波1W(ワット）をかけながら0.5℃／

分でマイナス20℃まで下げ凍結し，超音波を切っ

た状態でマイナス20℃を保ち，3日後36℃温湯で

解凍した。同様にして10W区と70W区を設けた。

2．2プラズマ保存卵の最適条件

牛受精卵の胚盤胞をトレハロース300

mosmol/kgのPBS液でストロー封入し,1000V7

ラズマ保冷庫へ入れ，プラズマ放電状態のマイナ

ス5℃で保冷後3日目に36℃温湯解凍した。同様

に7000V区と3000V区を設けた。さらに，形態判

別を容易にするため蛍光染色を行った。すなわち

解凍した試験卵を5%CO2加空気の38℃環境下で，

10"g/m/のヘキスト33342(シグマアルドリッチ，

製品番号B2261)と10"//mﾉのヨウ化プロピジユー

ム（同，製品番号P4170)を加えた10%CS加

TCMl99で30分間インキユベーシヨンした後，蛍

光顕微鏡で観察した。PIは540nm,ヘキスト

33342で352nmの励起波長を照射して，青色に発

光するものを生細胞と認定した。この生細胞が最

も多い場合の条件を最適値とした。

2．3牛肉検査

（1）牛肉の超音波凍結およびプラズマ保存

牛肉（ウチヒラ肉)6cm×6cm×10cmのブ

ロック2検体を真空パックし，0.5℃/分のスピー

ドでマイナス20℃まで普通凍結し,7日間凍結保

存した後自然解凍し，水分含量・保水性の測定・

筋肉弾性率および破断荷重・色調測定・組織検査

を実施しコントロールとした。同様にブロック2

検体について超音波凍結装置（(株）本多電子）に

て1W,46kHzの超音波をかけながら（ブロック

肉を38℃エタノールに浸漬して,10cmの距離か

ら）マイナス20℃冷凍庫で凍結し（ただし，マイ

ナス20℃到達時に超音波は切る｡)，7日後自然解

凍し同じ検査を実施した。コントロール肉と超音

波凍結肉の比較試験を2回実施した。プラズマ保

存法については，1618保冷システム（(株）プラデ

ラボ社）により，同様ブロック肉2検体を真空

パック後，入庫して3000V,2.2mA,マイナス5℃

のプラズマ保存状態で2週間保冷後自然解凍して，

同じ検査を実施し，普通凍結のコントロール2検

体と比較した。この試験を2回実施した。

（2）組織学的検査

牛肉（ウチヒラ肉)2cm×2cm×10cmのブ

ロックをコントロール2検体，超音波凍結したも

の2検体，プラズマ保存したもの2検体を36℃解

凍してから10%燐酸緩衝ホルマリン液で固定，パ

ラフィン包埋し，切片を作成し，ヘマトキシリン・

エオジン染色し，顕微鏡下で組織変化を観察した。

（3）水分含量の測定

110℃で2時間以上加熱乾燥し，恒量に達した
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ステンレス製秤量缶2個に挽肉にした約4gの牛

肉試料をとり，精秤した。110℃の定温乾燥機で

2時間乾燥後，デシケーター内で放冷し秤量した。

この操作を繰り返して恒量を求め，重量減少分を

水分とした。

（4）保水性の測定

加圧濾紙によって求めた。すなわち牛肉を筋線

維に沿って，断面が1片10mmの正方形で，重量

が400～600mgの範囲になるように切断した。筋

肉試料を9cm径の濾紙(Whatman,No.1)にのせ

2枚のプラスチック板に挟み，加圧計を用いて

35kg/cm2で1分間加圧し,1分後に素早く減圧し

た。肉片の面積(As)および肉汁の広がった面積

(Ad)を測定し、次式によって算出した。

保水性＝

|l-(肉汁の面積Ad－肉片の面積As)x

9.47/(肉片重水分含量)｜×100

（5）破断荷重および弾性率

筋線維に平行して約1.5cmの厚さの牛肉試料を

切り出し，直径3mmのプランジヤーと8kgの

ロードセルを装着したクリープメーター

(YAMADEN,RE-3305)で破断荷重と弾性率を測

定した。ステージの上昇速度を1mm/secとし，

プランジヤーが筋肉試料に陥入するときの応力ひ

ずみ曲線を記録した。プランジャーが最初に牛肉

に陥入するときの力を破断荷重とし，弾性率は応

力ひずみ曲線のヤング率で算出した。

（6）色調測定

牛肉を筋線維方向に対して直角に切断し，断面

を60分間4℃で空気中に晒した後，測色色差計

(日本電色工業,ND-1001DP)で測定した。牛肉の

色調は,L*,a*,b*表色系を用いて表した。L*

値は明度pa*値は赤色度,b*値は黄色度を表す。

3．結果と考察

3.1超音波凍結の最適値

超音波については.,46kHzで70W・lOW･1Wの

それぞれの区ごとに5個の受精卵を使用し，凍結

3日後に解凍し培養後の形態観察を行った。70W

区では，細胞塊が萎縮し，振動による崩壊状態を

呈した｡l0W区では死滅細胞と生細胞が混在する

が24時間後にはすべて死滅した｡lW区は正常に

近い形態で最適値とし牛肉検査を行った。しかし，

48時間後には，ほとんどが死滅した。これは，音

圧を考えた受精卵の固有音響インピーダンスを液

体と考えるか固体と考えるかで1W～0.1Wの検

討が必要と考える。

3．2プラズマ保存の最適値

メーカーで最適値が定まっていないため，牛肉

細胞よりデリケートな牛受精卵を牛肉と同じ条件

に保存した後，培養し染色で生細胞の最も多い条

件を最適値とした。7000･3000V･1000Vの条件

でそれぞれ5個の受精卵を用いた。7000Vと

1000Vは，ほぼ同じレベルで生細胞が少なかった

が(Fig.1-a),3000Vの生細胞が比較的多い(Fig.1-

b)ところから3000Vを最適値として牛肉検査を行

った。

3．3牛肉検査

(1)組織検査

コントロール肉の横断像(Fig.2-a)の線維間空

隙は氷晶で大きく開かれていた。超音波凍結牛肉

試料およびプラズマ保存牛肉試料の横断像は，生

肉像に近く理想的保存法と考えられた(Fig.2-b)。

（2）保水性

超音波凍結牛肉試料よりプラズマ保存牛肉試料

が低いのは，コントロールも連動しているところ

からも，保存期間の差で乾燥したためと考えられ

る(Fig.3)。

（3）色調検査

黄色度でプラズマ保存牛肉試料が約9％低いのみ

で，大きな差は見られなかった(Fig.4)｡

（4）物性試験
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波凍結牛肉試料およびコントロールより小さいが

バラツキが多かった。このバラツキは，保存庫内

の冷気噴出し口からの距離および温度誤差設計の

プラズマ保存牛肉試料の弾性率は，超音波凍結牛

肉試料より大きく，コントロールも同様傾向あり，

保存期間の影響と考えられた。破断荷重は，超音
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TablelChangesinelasticityandbreakingstrengthofbovinemeatasaffectedbyfreezing
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UltrasonicPlasma
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問題と考える(Tablel)。 それぞれの最適条件を知る方法として牛受精卵を

それぞれの方法で保存し，細胞破壊の最も少ない

条件を求めたところ超音波凍結では,1W･46kHz,

プラズマ保存では3000V･マイナス5℃が近似値

と示唆された。次にこれらの条件で牛肉検査を行

った。組織検査では普通凍結で見られる氷晶害像

4．要約

和牛肉の食感・風味を再現し得る保存法として，

プラズマ保存法および超音波凍結法について，そ

れぞれの保存肉の物性について調査した。最初に
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が超音波凍結およびプラズマ保存像では認められ

ず，生肉像に近く理想的保存法と考えられた。保

水性・色調では，大きな問題差は無く，物性でプ

ラズマ保存の牛肉がやや柔らかい傾向を示したが

バラツキがあり例数を重ねる必要がある。実用化

には，超音波では音響インピーダンスから0.1Wレ

ベルの検証が必要と考えられた．')。プラズマ保存

法では，マイナス3℃･3000Vが有望と考えられ

た。さらに，ドリップ・ロス〔解凍時と調理時に

おける〕の測定と官能検査で実際の味覚を評価す

る必要があるが，テクスチャーとして有望な保存

法と示唆されたことは収穫であった。

本研究を行うにあたり，ご助力いただいた神戸

大学大学院山之上稔先生および検体の牛肉を提供

して頂いた（株）森谷商店社長平井良幸氏に深謝

申し上げます。
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低温乳酸発酵を施した食肉の機能性評価に関する研究

EvaluationoftheFunctionalPropertiesinPorkMeatFel･mentedby

PsychrotrophicLaCticAcidBacteria

林利哉 芳賀聖一

（名城大学農学部）

ToslliyaHayashiandSeiichiHaga

(FacultyofAgriculture,Meij()University)

Foodfunctionalityofmodelporksausagesfermentedwithpsychrotrophiclacticacid

bacteriawasevaluatedbyanalyzingproteindegradation,inhibitoryactivityon

angiotellsinl-convertingenzyme(ACE)anddipeptidylpeptidase(DPP)IVlevels.
Theconcentrationofwater-solubleproteinextractedfromfermentedmeatwas

significantlylowerthanthatextractedfromnon-fermentedmeat(p<0.05).Incontrast,
peptidecontentsofthefermentedmeatsignificantlyincreasedwitrlfermentationat4℃(p
<0.05).Thesodiumdodecylsulfate-polyacrylamidegelelectrophoresis(SDS-PAGE)
analysisindicatedthatthebandintensitiesoflowmolecularweight(<30kDa)proteins
obtainedfromfermentedmodelsausageswereslightlystrongerthanthoseobtained

fromcontrolsausagesheatedat75℃.Thus,webelievethatlacticacidfermentationmav
leadtodegradationofmyofibrillarproteinsevenunderlowtemperatureconditions.

Inhibitoryeffectsofwater-solubleproteinfractionsobtainedfrommodelsausageson

ACEandDPPIVlevelswereassessedusingi"Iﾉ""assays.Thefermentedmodel

sausagesdisplayedhigherACE-andDPPIV-inhibitingactivitythancontrolsausages
heatedat75℃(p<0.05).

Theseresultssuggestthatlacticacidfermentationunderlowtemperature

conditionsmayimprovefoodfunctionalityofmeatproducts.

1．目的
低温下で増殖が可能な低温増殖性乳酸菌を用いて，

乳酸発酵をより安全に食肉加工に導入するための

基礎的検討を行っている。その成果として，塩漬

豚肉に当研究室で保有する低温増殖性乳酸菌株を

接種して，4℃で低温発酵させることにより，筋

原線維の小片化やタンパク質の分解が冗進するこ

とを既報において報告したI)。著者らはこのよう

な肉中のタンパク質分解に伴う低分子ペプチドの

増加は，呈味性だけでなく，種々の保健的機能を

持った機能性ペプチドの生成も期待できるものと

一般に食肉は優れた栄養価や嗜好性を有する食

品であると認識されている一方で，健康に対して

はどちらかといえばマイナス面が強調され易い食

品でもある。著者らはこれまで，伝統的食品加工

技術である発酵を食肉加工に導入することにより

微生物学的安全性に加え，色調や物性等をも改善

し得ることを製品レベルやタンパク質を用いたモ

デル系で明らかにしてきた1~3)｡特に最近では，
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考え，いくつかの機能性指標を用いて発酵食肉の

機能性評価を行い，その中で，低温発酵により食

肉中に骨芽細胞の成長を促す因子が派生する可能

性を前報にて報告した5'。さらに他の機能として，

血圧上昇抑制作用の指標としてよく知られるアン

ジオテンシンI変換酵素(ACE)阻害活性や，血

糖値上昇抑制効果が期待されるジペプチジル・ペ

プチダーゼ(DPP)Ⅳの阻害活性についても引き

続き検討を行ってきた。

そこで本報では，既に発酵食肉用スターターと

して確立されている市販の低温増殖性乳酸菌であ

るL(zctO6(Jc"ﾉ"ssah〃D-1001,あるいは当研究室で

保有している未同定低温乳酸菌株を接種し，低温

発酵を施した食肉におけるタンパク質分解の程度

と,ACEおよびDPPⅣ阻害活性について評価した

結果を報告する。

2．方法

2．1試料調製

新鮮な市販豚モモ肉から，脂肪と結合組織をで

きるだけ取り除き，およそ3cm角に整形した赤

肉に，塩漬剤（塩化ナトリウム；2.0％，亜硝酸

ナトリウム；0.02％，硝酸カリウム;0.05%,

トリポリリン酸ナトリウム;0.3%,アスコルビン

酸ナトリウム;0.05%)および2%グルコースを

加え，サイレントカッターで60秒間細切した。次

いで低温増殖性乳酸菌Z"cjO6"c"ﾉ"ssaheiD-1001

(Z,6.D-1001;サンエイ糖化株式会社),

Lzzctobqcj""ssα〃〃類縁6)の未同定低温増殖性乳酸

菌株L6.No.3,L6.No.12およびL6.No.13をそれぞ

れ1061ogCFU/gmeatになるように接種し，低温

下（4℃）にて5日間発酵させた。また，乳酸菌

を接種せず，3日間塩漬したものを非発酵区（対照

区）とした。この時，低温発酵過程における乳酸

菌数とpHを経日的に測定した。塩漬・発酵開始3

日目に，発酵区，非発酵区のいずれもポリ塩化ビ

ニリデンケーシング（折り径4cm)に充填し，

発酵区についてはそのまま5日目まで発酵を継続

した後，非発酵区は3日目に，湯温75℃（中心温

度が63℃に到達後，30分間保持）で加熱した。加

熱後直ちに氷水中で30分間冷却した。

各塩漬・発酵試料をジエチルエーテルで脱脂後，

6倍量の蒸留水中でホモジナイズし，遠心分離

(35,000×9,15分,4℃）して得られた上澄画分を

水溶性タンパク質画分とした。この得られた水溶

性画分を蒸留水に対して透析(Spectro/porCE,

MW.:500)し，凍結乾燥したものを機能性評価

用試料とした（使用時に蒸留水に溶解)。

2．2水溶性タンパク質およびペプチド量の測

定

上記超遠心分離後の水溶性タンパク質画分（遠

心上清）のタンパク質濃度を，ビウレット法（波

長:550nm)により定量し，肉試料19当たりの

水溶性タンパク質量を算出した。また，同水溶性

タンパク質画分を用いて2％トリクロロ酢酸

(TCA)可溶性画分を調製し，三上らの方法7）に

準じてペプチド量を測定した。

2．3ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリル

アミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

上記の水溶性タンパク質画分のタンパク質分布

をSDS-PAGE8)(アクリルアミド濃度:7.5～20%)

により調べた。ゲルの染色はCoomassieBrilliant

BlueR-250により行った。

2．4アンジオテンシンI変換酵素(ACE)およ

びジペプチジル・ペプチダーゼ(DPP)

1V阻害活性

ACE阻害活性は,ACE(シグマ）と合成基質Hip-

His-Leu(ペプチド研究所）を用い,Cushmanと

Cheungの方法!'｝に準じて測定した。すなわち

ACEと基質が反応した結果，遊離する馬尿酸を酢

酸エチルで抽出し，その吸光度(228nm)を測定

する方法である。DPPIV阻害活性は,DPPIV(シ
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究所）を用い,Ikeharaらの方法'0)を一部改変し

て測定した。すなわち,DPPIVと基質が反応した

結果，遊離するp-NA量を分光光度計（波長:385

nm)で測定する方法である。

試料タンパク質濃度が0.5～5.0mg/m/の範囲で

阻害活性を求め，両酵素活性を50%阻害するのに
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3．結果と考察

著者らが保有している16種類の低温増殖性乳酸

菌株の中から，市販のL6.D-1001,およびそれと

類縁のLb.No.3,Lb.No.12,Z,b.No.13の計4菌株を

選抜して使用した。これらの乳酸菌の塩漬豚肉中

における低温下での生育挙動を調べたところ，

L6.No.13を除いて発酵日数の経過に伴い漸次増加

し，発酵3日目には108レベルに達していた｡Lb.

No.13については，発酵3日目から増加に転じ，発

酵5日目には108レベル付近まで達した(Fig.1-A)。

pHについても,D-1001,“.No.3,Lb・No.12およ

UY,6.No.13のいずれの乳酸菌を接種した場合もR

数経過に伴って低下し，最終的にはpH6.0付近か

ら，それぞれpH5.26,5.39,5.33および5.12まで低

Fig.2SDS-PAGEpatternofwater-solubleprotein

fractionspreparedfromnon-fermentedand

fermentedmc,delporksausagesusingpsy-

chrotrophiclac!二icacidbacteria.

下した(Fig.1-B)。

食品中に内在する，あるいは加工等の処理によ

って派生してくるベプチド性機能性因子には水溶

性のものが多い。従って次に，低温発酵による食

肉中の水溶性タンパク質の分布変化をSDS-PAGE

によって調べた(Fig.2)。その結果，乳酸菌を接

種しない非発酵区では,40～45kDa付近,25～30

kDa付近および15kDa以下の領域に明瞭なバンド

が観察されているのに対し，発酵区ではいずれの
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乳酸菌を接種した場合も40～45kDaと25～30

kDa付近のバンドが消失あるいは減少する様子が

観察された。特に,L6.No.3とLb.No.12接種区に

おいてそれが顕著であり，両発酵区とも26kDa付

近に新たなバンドが出現し，6．5kDa以下のバン

ドの染色強度が強くなる様子がみられた。著者ら

は，低温乳酸発酵により，豚肉中のミオシン，ア

クチン，α-アクチニンといった筋原線維タンパク

質が分解されることを既に報告している3)。本実

験でみられた水溶性画分のタンパク質分布変化か

ら，低温発酵によって水溶性タンパク質も分解さ

れる可能性が示唆されたが，これには筋原線維タ

ンパク質の分解産物も反映されている可能性も考

えられる。

次に，低温発酵を施した食肉の水溶性画分を用

いて，それに含まれるタンパク質量と，ペプチド

量をそれぞれ測定した(Fig.3-A,B)。その結果，

水溶性タンパク質量はいずれの乳酸菌を接種した

場合も発酵によって有意に低下した(p<0.05)｡

接種菌株による違いについては,Lb.No.3接種区

の値が最も高く,L6.No.12接種区の値が最も低か

ったが，いずれも有意な差ではなかった。一方の

ペプチド量の変化では,Lb.No.13接種区について

は，非発酵区の値と有意な差はみられなかったが，

他の乳酸菌接種区については，いずれも有意なペ

プチド量の増加がみられた(p<0.05)o特に,Lb.

No.12接種区の値が最も高く，次いでLb.No.3接種

区が高いという結果となり，先のタンパク質分布

変化ともおよそ対応がみられた。

そこで次に，様々な食品から，これまでに数多

くの活性ペプチドが報告されている血圧上昇抑制

の指標であるACE阻害活性Ⅲ~'6)と，創薬分野で血

糖値上昇抑制の新たなターゲットして注目されて

いるDPPⅣ阻害活性の"〃j"評価系を用いて発

酵食肉試料の機能性評価を行った｡ACE阻害活

性については，創薬はもちろん，機能性指標とし
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Fig.3Effectofcoldfermentationonthewater-soluble

protein(A)andpeptidecontents(B)inwater-

solublefractionofmodelsausages.

Datarepresentthemeans±SDofatleast

fourindependentexperiments.

ValueswithdifferentsuDerscriptlettersare

signincantlydifferent(p<005).

ても広く認知されている指標であるが,DPPIV阻

害活性については，食品分野ではまだあまり検討

されていない。DPPⅣはインスリン分泌を増強

する消化管ホルモンであるインクレチンを速やか

に不活化する作用があり，これを阻害することに

よってII型糖尿病患者やその予備軍における糖代

謝が改善されることが期待されている。食品にお

いてはチーズの中に本酵素を阻害するペプチドが

存在することが唯一報告されており'71，タンパク

質分解が進む発酵食肉中にも本阻害活性が存在す

る可能性は十分考えられる。各種低温発酵試料を

用いてACEIm害活性ならびにDPPIV阻害活性を

測定したところ，すべての試料区において添加タ

ンパク質濃度依存的に阻害活性が上昇したことか

ら(datanotshown),IC5()値(mg/mﾉ）を算出し，

その結果をFig.4にまとめた。ACEおよびDPPIV
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阻害活性(IC50値）のいずれにおいても，すべて

の乳酸菌接種区の値が非発酵区と比較して有意に

低値を示し，発酵によって両阻害活性が上昇する

ことが示唆された。中でも比較的ペプチド量が多

かったL6.No.3とLb.No.12接種区の活性が高く，

比較的ペプチド量の少ないLb.No.13接種区の活性

が低かったことから，両活性ともタンパク質分解

の程度とおおむね対応がみられた。特にDPPIV

阻害活性における乳酸菌接種区間の差異は明瞭か

つ有意であった。

以上より，低温増殖性乳酸菌を用いて食肉を低

温発酵させることにより，食肉中のタンパク質分

解が冗進し，それに伴いACE阻害活性ならびに

DPPIV阻害活性が強化される可能性が示唆され

た。特に，食肉におけるDPPIV阻害活性の存在を

示した研究はまだ例がなく，より確かなものにす

るために今後さらに詳細な検討が必要である。今

後は，活性本体の特定や発酵によるタンパク質分

解のメカニズムを解明するとともに，総合的に高

品質な発酵食肉製品の開発を目指して，嗜好面の

検討も引き続き行っていきたい。
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ValueswithdifferentsLlperscriptlettersare

significantlydifferent(p<0.05)､

る様子が確認された。

各試料から抽出した水溶性タンパク質画分にお

けるACEとDPPIV阻害活性を調べたところ，両

活性とも，いずれの乳酸菌株を接種した場合も低

温発酵による有意な活性の上昇がみられ(p<

0.05),その程度はタンパク質分解の程度とおおむ

ね対応がみられた。

4． 要約

低温増殖性乳酸菌“伽6“〃"ss"eiD-1001

(Lb.D1001),あるいはこれと類縁の3種類の未

同定乳酸菌(Lb.No.3,12および13)を接種し低

温下で発酵させたモデル豚肉ソーセージにおける

機能性発現の有無について，水溶性タンパク質お

よびペプチド量の分析，ならびにアンジオテンシ

ンI変換酵素(ACE)とジペプチジル･ペプチダー

ゼ(DPP)Ⅳの阻害活性を指標に検討を行った。

その結果，低温発酵処理により，いずれの乳酸

菌株を接種した場合もモデルソーセージの水溶性

画分におけるタンパク質量が有意に減少し，ペプ

チド量は増加した。低温発酵による水溶性タンパ

ク質の分布変化からも，タンパク質が分解してい

本研究の遂行にあたり，助成いただきました財

団法人伊藤記念財団に心より感謝申し上げます。

また，乳酸菌をご提供いただいたサンエイ糖化株

式会社に深く感謝申し上げます。
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伝統的魚肉加工手法の食肉加工への応用

ApplicationofTraditionalFishProcessingTechniquetoMeatProcessin9

岩田淑子・宇多川隆

（福井県立大学生物資源学部）

ToshikolwataandTakashiUtagawa

(DepartmentofBiosicence,FukuiPrefecturalUniversity)

"Heshiko''isatraditionalJapanesefermentedfishproductmadefrommackerel,and

isproducedinthecoastalareasoftheSeaofJapan,particularlyinFukuiprefecture.
TherearemanyheshikomanufacturersinFukui,andsomeofthemhaveproduction

historyofoverlOOyears.Itissaidthatheshikohasbeenproducedsincethemiddleofthe

Edoperiod・Theproductionprocessissimpleyethighlyskilled.First,themackerelis

gutted,rinsedwithwatertoremovebloodandthenpickledinsaltfromonetotwoweeks
atroomtemperature.Next,thesalt-pickledmackerelisremovedfromthesalt,andrinsed

withabrineandthenplacedinabarrelwithricebran.Themackerelispickledinthe

ricebranfOrsixtol2monthsatroomtemperature.Duringthisfermentationperiod,the
pHofthebrandecreasetoaround5.5duetothegrowthofaci(l-formingbacteria.The

heshikoproductionprocessisauniqueproteinpreservationmethodandmaybeapplied
topreservecertainotherproteinfoodstuffs,suchasmeat.

Inthisstudy,weappliedtheheshikoproductiontechniquetoporkandbeef,and
foundthatnewham-likefOodscanbeenproducedinthericebran.

1．目的
究を行った。

このようにして出来た新しい食肉加工食品の豚

肉由来のものを「ヘ､しこハム｣，牛肉由来のものを

｢へしこぎゅう」と呼ぶことにする。

福井県の伝統的発酵食品である「へしこ」は，

サバを塩漬けにしたのちに米糠をまぶし，6－12

カ月間漬け込んだものである。その問に発酵が進

み，独特の風味を有する魚加工食品が仕上がる。

本手法によるサバの加工は，江戸時代に始まると

いわれており，福井県を中心とする北陸地方の魚

の保存技術として伝統的に伝えられてきた。

我々は，本技術はタンパク質を加工し保存する

ユニークな方法であると理解し，本法を魚類以外

のタンパク系食品である食肉等に展開し，新しい

タイプの食肉加工食品を生産することを目的に研

2．材料と方法

2．1材科

牛肉および豚肉のもも肉を仕入れ,5009から2

kgまでの大きさのブロックを調製した。食塩は

市販の海水塩（並塩，鳴門塩業(株)製）を購入し

使用した。糠は福井県の米糠を市場にて購入し使

用した。

食肉を塩漬けおよび発酵させる樽は，漬物用に
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市販されている15Lから30Lのプラスティック製

の容器を用いた。重石は市販されている，2～5

kgのものを組み合わせて使用した。

2． 2加工

（1）蝋漬け

各肉のブロックに食塩を刷り込み，プラス

ティック容器に肉を重ねるように仕込み，上蓋を

乗せ，上から肉重量とほぼ同じ重量の重石を乗せ

て室温に置いた。

漬け込み時間は，各ブロックの大きさによって

異なり，肉1kg当たりlHを11途とした。

（2）糠仕込み

塩漬け後，肉を取り出し，肉に付着している塩

を充分に落とす。プラスティック容器にポリエチ

レンの袋を入れ，底に糠を敷き，その上に糠を刷

り込むようにしてまぶした肉を乗せ，肉と肉の間

に糠の層を作るようにして重ねていった。最後に，

糠を上部に重ね，空気を追い出すようにして抑え，

ポリエチレン袋の上部を縛った。その上に落とし

蓋を乗せ，肉とほぼ同重量の重石を乗せて室温に

て3～6カ月間発酵させた(Fig.1)。

2． 3分析

発酵前および3カ月，6カ月後に肉を取り出し，

各々肉片を粉砕後，水を添加し混合した後，混合

液を遠心分離する。その上情を精密ろ過した後，

アミノ酸アナライザーにて水に遊離するアミノ酸

を分析した。なお，これらの操作は日本食砧機能

分析研究所（福岡市）に依頼した。

糠のpHは，糠を等量の水に懸濁し，肉のpHは

肉片を粉砕後等量の水に懸濁してpH計(堀場製作

所）にて計測した。

2．4味覚評価

発酵6カ月経過した肉を取り出しスライスにし

た後，学生のボランティアにより味覚評価を行っ

た。

誉
Fig.1Fermentatiollvessel

3．結果および考察

3．1遊離アミノ酸量

発酵前および3カ月，6カ月後に肉を取り出し，

前記の方法にて水に遊離してくるアミノ酸を分析

した。

l)遊離アミノ酸総量

Fig.2に遊離アミノ酸総量の変化を示した。遊

離してくるアミノ酸は経時的に増加傾向が認めら

れるが，へしこハムにおいては，3カ月をピーク

にそれ以後は増加しなかった。へしこぎゅうに関

しては，3カ月以後も継続的に増加を認め，6カ月

後には100g当たりの遊離アミノ酸総量は1.89に達

した。

2）遊離アミノ酸組成

Fig.3にへしこぎゅう,Fig.4にへしこハムの経

時的に遊離してくる各種のアミノ酸組成分析結果

を示した。へしこハム，へしこぎゅうそれぞれ特

徴ある組成変化を示している。

(1)グルタミン酸

Fig.3,Fig.4に示したとおり，遊離してくるア

ミノ酸の中でグルタミン酸量は他のアミノ酸より

も最も多かった。牛肉の場合は6カ月にわたって

継続的に増加したが，豚肉の場合は3カ月でピー

クに達し，それ以後の増加は認められなかった。

グルタミン酸はうま味アミノ酸として知られてお
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り，豚肉よりも牛肉の方が多く含まれていること

が分かった。へしこハム，へしこぎゅうの呈味性

にはグルタミン酸が大きく影響していると考えら

れるが，次項に示した味覚評価結果をみると，へ

しこハムが旨いと評価されている。肉のうま味は

グルタミン酸だけではなく，様々なアミノ酸類が

影響していることが示唆されている。

うま味に影響を与える，イノシン酸，グアニル

酸についてはほとんど検出することができなかっ

た。

（2）アラニン

アミノ酸分析結果でユニークな挙動を示したの

がアラニンである‘

Fig.4に示すように，へしこハムの遊離アラニ

ン量は塩漬けした直後において，圧倒的に他のア

ミノ酸よりも多く含まれていたが，経時的にアラ
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薄くスライス後,20代の学生を中心とする41名を

対象として官能試験を行った。へしこハムやへし

こぎゅうは市販の生ハムやビーフジャーキー様の

色彩を示していた。へしこハムおよびへしこぎゅ

うのpHは共に5.3付近であり，糠のpHは5.9～6.1で

あった。

(1)嗜好性

へしこハムは，若干の糠風味を有しているが，

ニン量が低下した。一方，へしこぎゅうの場合は

他のアミノ酸同様に経時的に増加した。アラニン

の挙動は，へしこハム特有の現象と思われる。ア

ラニンは甘みを呈するアミノ酸であり，へしこハ

ムの味に大きく影響していると考えられる。

3．2味覚評価

約6カ月漬け込んだへしこハム，へしこぎゅう

を樽から取り出し(Fig.5),糠を水で洗い流し，
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市販のハムに近い味を呈した。へしこぎゅうは，

ビーフジャーキーを柔らかくした触感と味を呈し

た。

味覚評価で，へしこぎゅうとへしこハムのどち

らかを選択させると，70％の学生はへしこハムを

選んでいる。へしこハムが好きと答えた学生は

93％であったが，へしこぎゅうが好きと答えた学

生は68％であった。

性別に見ると，男性の方が，へしこぎゅうを嫌

う傾向が強く，女性に関しては，へしこぎゅうと

へしこハムへの好みはほぼ同じ割合であった。ま

た，風味に関して，へしこぎゅうに独特の風味が

すると答えた人はほぼ全員であり，へしこぎゅう

の風味を嫌うコメントが多かった。

65％以上の学生が，へしこハム，へしこぎゅう

共に塩味が強いと答えており，減塩のための取り

組みが望まれる。

（2）調理法提案

また今回のアンケートからそれぞれ，へしこハ

ムとへしこぎゅうに似合う料理，また感想等求め

たところ，以下の様な回答が得られた。

へしこハム

ピザ（アンチョビのような利用)，スパゲッティ

のソース，クリームでもオイルでもアンチョビの

ような使い方，サンドイッチにチーズと一緒に，

サラダ，ポテトサラダ，生春巻き，卵焼き，カル

ボナーラ，キャベツと一緒に煮込むor妙める，生

ハムメロン，妙飯，どんぶり，お茶漬け，イタリ

ア料理等，にぎり，おにぎり，クリーム＋リッツ，

ベーコンやハムの代わりに。

へしこぎゅう

サラダドレッシングに入れる。ワインと一緒に

つまむ。クリームチーズと合わせてバケットにの

せる，まぜごはん，たまごかけご飯の上にのせ，

ねぎとごまをふってたべる，そのままがベスト，

鍋，串物にして焼いたりする，ゴーヤチャンプ

ルー，コンソメスープに入れる，ご飯とビールが

ほしい，パスタ，菜の花とあえる，お茶漬け，ふ

りかけ，サンドイッチ，薫製，卵焼き，大根おろ

しを添えて，かぶにはさむ，にぎり，おにぎり，

ラーメン，サラダ，シーザーサラダ，クリーム＋

リッツ，乾燥してジャーキー（ふりかけに)，ピラ

フo

（3）食後の感想

・少量を調味料のようにして使うのが良いと思

う。

・へしこ独特の香りがしてどちらも美味しかっ

た。

・へしこハムもへしこぎゅうも美味しく仕上が

っている。

・へしこぎゅうは塩辛いので単独で食べるなら

へしこハムだと思う

・酒のつまみにちょうどいい

．くさみを変えてほしい，くさみが気になる

・へしこぎゅうはスパイスと組み合わせるとい

いと思う。

・ブルーチーズのようでアルコールとの相性も

良さそう

・焼くとどうなるのか。

・へしこぎゅうの匂いが強く感じた。

4 ．要 約

福井県を中心に，サバ等の魚類の保存方法とし

て伝統的に伝えられているへしこ発酵技術を，牛

肉と豚肉に展開した。へしこ生産工程では，塩漬

けと糠漬けの2つの工程からなる。最初の塩漬け

工程をサバ等の魚類と同じ条件（1週間から2週

間）に合わせた場合に得られるへしこハムやへし

こぎゅうは塩味が強すぎて，そのままでは食する

ことが出来なかった。種々検討の結果，食肉1kg

当たり1日の塩漬けを目途とすることが好ましい

ことが分かった。しかしながら，味覚評価におい
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てはまだ塩味が強いとの評価もあり，塩漬けの条

件については更に検討する必要がある。

次の糠漬け工程は嫌気的な条件を保ち，経時的

に肉片のアミノ酸分析を行うことによって味覚成

分の変化を追跡した。遊離アミノ酸の変化は，豚

肉と牛肉では挙動が異なっていた。Fig.3,4が示

すように，牛肉は3カ月以後もアミノ酸の増加が

認められたが，豚肉は3カ月以後のアミノ酸の増

加は認められなかった。この両者の挙動の違いに

ついての解析は，今後検討される必要がある。

発酵6カ月後に樽から取り出し味覚評価を行っ

た。Fig.3,4が示すように，へしこハムとへしこ

ぎゅうの間でアミノ酸組成の違いが明確であり，

これらの組成の差が，味の差に大きく影響してい

ると考えられる。

今後，塩漬け，糠漬け条件を更に検討し，嗜好

性を向上させる為の工夫の余地はあるが，北陸に

古くから伝わる伝統的魚類発酵手法を食肉に展開

し，新しいタイプの食肉加工食品生産の可能性を

示すことができた。
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食肉由来機能性成分クレアチンによる

脳機能の維持・改善に関する研究

TheStudyofMaintenanceandlmprovementforBrainFunctionwithCreatine

鬼澤直樹．＊豊田得

(東京農工大学大学院連合農学研究科，＊茨城大学農学部）

Naoki()nizawaand*AtsushiTovoda

(UnitedGraduateSchoolofAgriculturalScience,TokyoUniversityofAgricultureandTechnologyand

*CollegeofAgriculture,IbarakiUniversity)

Creatineisanitrogenousorganicacidthatoccursnaturallyinvertebratesandhelps

tosupplyenergytomuscle.Creatineissynthesizedfromthreeaminoacids:glycine,L-
arginineandS-adenosylmethionine,andusedwidelyforenergysupplementsforathletes.
Effectsoforaladministrationofcreatineontheperipheraltissueshavebeenwidely

investigated.whilethestudiesofitsfunctioninbrainandbehaviol･havebeenlimited.We
haveinvestigatedthefunctionsofcreatineinthebrain.Recently,wediscoveredthatthe

oraladministrationofcreatineinducesfeedingbehaviorsinrat,althoughthemechanism

wasunclear・Becausehypothalamusregulatesfeedingbehaviorsusingvarious

neuropeptidesincludingorecticpeptide,orexin,weexaminedtheeffectofcreatine

administrationonorexinexpressioninhypothalamusandotherbrainregionsinthis
studv.Weobservedthatoraladministrationofcreatinedecreasedorexinconcentration

lll●

lnwnoleDraln．

1．目的
や抗不安作用を示す可能性が示唆されている31。

さらに，クレアチンの経口摂取により，クレアチ

ンの脳内濃度は上昇し，脳機能の調節に関与する

可能性が示唆されている。

私どもは，クレアチンの経口投与，中枢投与で

摂食が促進することを発見し，そのメカニズムの

研究を行っているが，これらの研究はストレスな

どで起こる食欲不振(Anorexia)などの改善に資

するものと考えられる。摂食行動は，視床下部に

おけるニューロペプチドYやオレキシン，メラニ

ン凝集ホルモンなどの摂食ペプチドの発現調節と，

末梢組織からのレプチンやグレリンなどの因子の

情報が統合され，制御されている。私どもは，平

成20年度の貴財団助成によって，クレアチンが視

クレアチンは食肉に多く含まれており，グリシ

ン，アルギニン,S-アデノシルメチオニンから合

成される物質である。クレアチンは合成されたの

ち，細胞内でクレアチンキナーゼによりリン酸化

されクレアチンリン酸になり,ATPの再合成に関

与する。それゆえ，多くの一流運動選手が運動能

力向上のためにクレアチンをサプリメントとして

活用している。また，ヒトがクレアチンを摂取す

ることで，精神疲労の軽減が報告されている])。

神経系におけるクレアチンの作用部位のひとつと

してGABA受容体があるが2)¥クレアチンが

GABA受容体を活性化することにより抗ストレス
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床下部摂食中枢のニューロンを活性化することを

明らかにした#'･近年，オレキシンやグレリンに

より不安様行動やうつ様行動が抑制されることが

示され，摂食ペプチドと精神疾患の関連が示唆さ

れている5，‘1°従って，摂食促進ペプチドを食事に

より効果的に増加させ得るかを検証することで，

ストレス社会に対応した食品開発のための基礎的

知見を得ることが期待される。そこで本研究では，

視床下部におけるクレアチンの摂食促進の分子メ

カニズムに焦点を当て，クレアチンが視床下部の

摂食関連ペプチドであるオレキシンの発現に与え

る影響を解析することを目的とした。

2． 方法

2.1実験動物

7週齢ウイスター系オスラット（紀和実験動物，

和歌山)18頭を実験に用いた。1週間，市販飼料

(MF;オリエンタル酵母工業）を給与して，個別

ケージに収容して単飼にて予備飼育した後，実‘験

に供した。水と飼料は自由摂取とし，室温23℃±

1℃，12時間の明暗サイクル（明期:07:00-19:

00)の環境下で飼育した。試験区にはクレアチン

を蒸留水に1%(w/v)で溶解したものを，対照

区には蒸留水をそれぞれ自由飲水として10日間給

与した。なお，実験はすべて茨城大学農学部実験

動物委員会規則に沿って行った。

2．2脳組織の採取

給与期間終了後，ジエチルエーテルにより麻酔

し，頸椎脱臼によりと殺した後に，直ちに全脳を

採取した。全脳は氷冷したシャーレ上で小脳と橋

・延髄を除去および各脳部位（大脳皮質，海馬，

視床下部，小脳，橋・延髄）に切り分け，それぞ

れオレキシンの定量に供試した。また，免疫組織

化学的解析には全脳を供試した。全脳の採取は，

クレアチンによる摂食量の増加がみられる明期

(10:00-14:00)に行った。

2.3ELISAによるオレキシンの定量

サンプルに対し，5倍量の1%Trifluoroacetic

acid,2"g/m/Aprotininを入れ，超音波破砕した。

破砕液を遠心処理(12,0009,20min,4℃）した後，

上清を回収し，48時間凍結乾燥した。この残置を

3mﾉのEIAkit(PhoenixPharmaceuticallnc.）に

付属の緩衝液で再溶解し，そのうち50"/を採取し

オレキシン濃度測定に,100βﾉを採取しBradford

法によるタンパク質の定量にそれぞれ供試した。

オレキシンの定量は小脳と橋・延髄を除いた全脳

はOrexinEIAkit(PhoenixPharmaceuticallnc.)

を，脳各部位（大脳皮質，海馬，視床下部，小脳，

橋・延髄）はOrexinFluorecenceEIAkit

(PhoenixPharmaceuticallnc.)をそれぞれ用い，

付属のプロトコルに従って行った。

2．4免疫組織化学的解析

全脳を採取後，直ちに4％パラホルムアルデヒ

ドにて固定した。固定後，20％スクロース溶液に

て置換し，包埋した。クリオスタット（ライカ）

を用いて厚さ20"mの凍結切片を作成した。抗オ

レキシン抗体(SantaCruz)を用いて免疫染色を

行い,DAPIにより対比染色を行った。

3．結果と考察

3.1脳内オレキシン含量

オレキシンは視床下部外側野のニューロンで産

生される。脳内の広い領域に投射されたオレキシ

ンニューロンを介して，摂食だけではなく覚醒な

ど様々な機能を担う。本研究ではクレアチン給与

と脳内オレキシンの関係に着目した。クレアチン

を10日間経口投与させた際に，小脳と橋．延髄を

除くクレアチンの脳内濃度は有意に減少した

(Fig.1)。そこで，クレアチンによる脳内オレキ

シン濃度の低下が脳のどの部位で起こっているか

調べることにした。脳を5つの部位（大脳皮質，

海馬，視床下部，小脳，橋・延髄）に分け，オレ

© The Ito Foundation
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キシンの定量を行った。その結果，統計的な有意

差は認められないものの，いずれの脳部位におい

てもクレアチン投与によりオレキシン濃度が減少

する傾向がみられた(Tablel)｡Tablelから，対

照区のオレキシンの濃度は他|体問でばらつくこと

も明らかになった。オレキシン濃度のばらつきを

考慮すると，実験例数をさらに重ねることが必要

であるが，クレアチン投与による脳全体のオレキ

シン濃度の減少は，視床下部オレキシン産生量の

減少が原因である可能性が示唆された。

3．2オレキシン陽性細胞

クレアチン投与によるオレキシンの減少につい

て免疫組織学的に解析を行った。その結果，クレ

アチン投与により，視床下部における1場性細胞数

は変化がなかった(Table2)。クレアチン投与に

よって視床下部オレキシン産生細胞が減少してい

るわけではなく，オレキシンの発現量自体が減少

していることが示唆された。

3．3クレアチンと視床下部オレキシンの役割

オレキシンは摂食II'枢として知られていた視床

下部外側野(LHA)とその周辺の特定のニューロ

ンに発現している。オレキシンAおよびBを脳室

内に投与すると，ラットの摂食量は容量依存的に

増加する。また，絶食したラットではオレキシン

mRNAの発現が上昇する。これらのことから，

オレキシンは生理的に摂食行動を制御していると

考えられている。オレキシンを投与したマウスで

は，摂食行動とともに，探索行動や自発運動量の
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Table2Effectoforalcreatineadministrationonbrainorexinimmunoreactive

cellsinhypothalamus.

Testgroup

Control(number)CI-eatine(number) Pvalue

cellnumbel 152±28．7

Valuesaremeans±SE.for3animals

更進がみられ，オレキシンはかなり複雑な生理作

用をもっていることが示唆される。また，オレキ

シン産生細胞が，レプチンと血糖値によって制御

されることが明らかとなり，オレキシン神経は，

動物の栄養状態をモーターしつつ，覚醒レベルを

制御する物質であると考えられている7)O

本研究において観察されたオレキシンの減少は

明期（休息期）に観察されたものであり，以前私

どもが見出した明期における摂食量の増加を合わ

せて考えると，摂食量の増加に引き続きオレキシ

ンの減少が引き起こされたものと考えられる。こ

の経時的なオレキシンの発現変化は今後の課題で

ある。

クレアチン含量の分布をみてみるとその大部分

は末梢組織に集中しており，エネルギー貯蔵物質

として機能し，エネルギーの緩衝作用を持つとい

われている。クレアチンをラットに経口投与する

と末梢組 織においてグルコース輸送体4

(glucosetranspoter:GLUT4)の発現を増加させ

ることが報告されており（'，クレアチンは末梢組

織における糖代謝を改善させることが示唆されて

いる。私どもはクレアチンの中枢投与が摂食量の

増加を引き起こすことを報告しており』)，また，

クレアチンの経口投与は末梢での糖代謝の変化も

引き起こすことから，クレアチンによる摂食促進

作用は末梢および中枢組織の複合的なによるもの

でないかと推察される。一方で，エネルギー要求

量の高い脳においてもクレアチンは重要なエネル

ギー供給物質であるが，中枢における代謝制御と

クレアチンの関連は不明である。それゆえ，今後

145±3．79 0.831

はクレアチン投与が暗期（活動期）におけるオレ

キシン発現に及ぼす影響を調査するとともに，オ

レキシンが関わる高次機能・情動へのクレアチン

の影響を解析する必要があると考える。これらの

研究によりクレアチンと摂食や睡眠に関する新知

見が生れる可能性がある。

4 ．要 約

クレアチンの摂取によって摂食量が増加するこ

とが示唆されているが，作用機序については不明

である。そこで，脳におけるクレアチンと摂食行

動の関連について検討した。クレアチンの経口投

与により脳内オレキシン濃度の減少が認められ，

また，視床下部におけるオレキシン量も減少する

傾向が認められた。以上より，クレアチン投与に

よるオレキシンの減少は視床下部におけるオレキ

シンの産生量の低下が原因と考えられた。この現

象は摂食量の増加した明期に観察されたため，ク

レアチンによる摂食量の増加に引き続きオレキシ

ンの減少が起こったと考えられた。今後はクレア

チンが活動期におけるオレキシン濃度に及ぼす影

響を調査するとともに，オレキシンが関与する高

次機能・情動への影響も調査する必要がある。
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ブタ臓器輸送の鮮度保持に関する工夫

一異種移植モデルとしてのブタ膵臓器を用いて－

TechnicallmprovementofOrganTransportationtoKeeptheBetter

ViabilityofPigPancreas

51

小玉正太（福岡大学医学部再生・移植医学）

ShohtaKodama

(DepartmentofRegenerativeMedicine&Transplantation,FacultyofMedicine,FukuokaUniversity)

Wearenowinanobstructivesituationthathasbeenfilledtothewaitingrecipients

fordonorinclinicaltransplantation.Tobreakthoughtheinsufficientnumberofdonors,
xenotransplantationmightbeasecondchoiceforhuman.Swinewouldbeastrong
candidateforhumanorganssuchasliver,kidneyandpancreashoweverseverxeno-
rejectionmightbecausedbycomplementsandetc..

AstheotheraspectfOrtransplantation,theorganpreservationiscriticalfOr
engraftmentaftertheorganreplacement.Tokeepthebetterviabilityduringin
exposingtocoldischemia,anuniqueapproachhasbeendoneinthisproposal.Micro-
chargingsystemthatwasdevelopedinSantetsuEngineeringcalledDePak,had
dramaticallyreducedapoptoticgeneregulationusingreal-timePCRarrayinour
previousexperiments.

Inthisreport,wedemonstratethatmicro-chargedpancreashaskeptthebetter
viabilityusingBrdUuptakebutnotTUNELassayinexocrinecells.Unexpectedly,
endocrinecellshavedecreasednumberofTUNELpositivecellsthatwerecausedby

down-regulationfOrCaspasesignalingalthoughtherewerenocriticaldifferencesin
BrdUuptake.

Inconclusion,themicro-chargingsystemhastheadvantageofanti-apoptosiseffect
tocomparewithconventionalmethodfororganpreservationduringcoldischemia.

1．目的

日本の移植医療はドナー不足の現状から，移植

待機患者に充分な移植臓器を提供できず，閉塞的

な状況を迎えている。それを打開する案として，

移植臓器にヒト以外の種を用いる異種移植が挙げ

られる。ブタは肝臓器をはじめ，膵臓を移植に用

いる異種移植モデルとして，早くから注目されて

きた動物である。ただ異種臓器移植においては，

異種抗原や補体活性により惹起される，拒絶反応

を制御することが難しく，臓器移植での臨床応用

には至っていない。また異種移植では特に膵臓移

植で，膵臓器から膵島細胞を選択的に単離して移

植を行う，膵島移植に期待が向けられている。膵

島移植はインスリンを分泌する，インスリン産生

細胞を選択的に移植する細胞移植である。その為

様々な免疫修飾を加え易く，異種膵島移植は最も

臨床応用に近い現実的な移植医療といえる。この

様に膵臓器移植と比べ有利な膵島移植ではあるが，

膵島細胞を膵臓器から単離する過程で，最終細胞

収量に決定的なダメージを与える因子が存在する‘

それは阻血時間と呼ばれる，臓器摘出後から単離
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に至るまでの時間と，移植に至るまでの摘出臓器

保存状態である。

膵臓の生理機能的な役割として，インスリンを

含む内分泌腺の働きや，トリプシンなど消化酵素

を分泌する外分泌腺の働きが挙げられる。そして

膵臓器の保存状態は，外分泌腺の細胞活性維持に

よる所が大きい。運搬時の時間延長や粗悪な膵臓

保存状態では容易に膵外分泌腺が破壊され，漏出

した消化酵素により膵島細胞を含めた膵実質が，

消化されるためである。膵島細胞が消化酵素に曝

されるとタンパク分解が進行し，高い細胞収量を

得られないため，膵外分泌細胞を温存する保存や

運搬法が必要となる。現在二層法と呼ばれる，

PerfluorocarbonsとM-Kyoto液からなる，組織保

存液を重層し膵臓器摘出後に運搬液として用いる

方法が，主流となっているが，膵外分泌腺細胞の

温存は制御されておらず，高い膵島細胞の収量を

得る為に今後改良を加える必要である。

新たな細胞および臓器保存法として，微量電流

通電法により細胞活性を維持する保存法の技術開

発に，我々のグループは携わっている。今まで細

胞レベルでの効果として，分子生物学的手法を用

いた遺伝子解析で，微量電流通電法がアポトーシ

スを回避させることを明らかにしてきた。この技

術と合わせ，ブタ臓器を用いた新たな移植臓器運

搬法や臓器保存法を確立することを今回の目的と

する。

2 ．方法

食肉センターから運搬するブタ膵臓は，成体

Landrace,メス，と殺後15分以内（温阻血時間),

単離までの運搬時間90分(冷阻血時間)である。運

搬臓器重量は約100gで脾門部膵尾部を用い，保

存運搬実験は月1回の頻度で約10回を予定する。

また通常のヒト膵臓器摘出後から単離に至るまで

の時間を考慮して，今回の実験では微量電流通電

(50"A)は4時間とする。

それぞれ2群のグループを設定し1)Group

l：二層法群,2)Group2:二層法と微量電流

通電群とする。保存運搬後，2群からなる各グ

ループの臓器は更に(A).形態サンプル,(B).

RNAサンプル,(C).タンパクサンプルに分割す

る。

(A)形態サンプル

標本はBrdU液に浸透させてから，無固定凍結

標本および20%ホルマリン固定パラフィン標本と

して保存する。20％ホルマリン固定パラフィン標

本からの切片は，形態評価を行うためH&E染色

を行い，連続切片のTUNEL染色から膵外分腺細

胞のアポトーシスと抗BrdU抗体を用いS期の細

胞周期にある細胞を，細胞活性の高い増殖期の細

胞として検討する。無固定凍結標本は(B)(C)

実験施行後，再度特定遺伝子の検出あるいは，免

疫染色用に保存する。

(B)RNAサンプル

全tRNA抽出後，精製を行いmRNAをi).

RT-PCRArray,li).RT-PCR,iii).qRT-PCR

(Realtime)用に保存する。

(C)タンパクサンプル

膵臓からのタンパク抽出は，消化酵素を包括す

る臓器である為に困難を極める。早期に細胞内分

画別にタンパク抽出を行い保存しておく必要があ

る。標的タンパクとの免疫沈降反応後,Mass

SpectOmetryで関連タンパクの検索を行う。

3．結果と考察

微量電流通電法により細胞活性を維持する保存

法は，マウス線維芽細胞を用いた実験で，通常培

養環境に様々な微量電流で通電状態を設定して効

果判定を行った。微量電流通電を行った群と行わ

なかった群との比較検討に，アポトーシス・テン

プレートを用いたRT-PCRMicroarryを行って

© The Ito Foundation



ブタ臓器輸送の鮮度保持に関する工夫 53

いる。サンプルから抽出されたmRNAを用いて，

90種類に及ぶアポトーシス関連遺伝子を検索し

た結果から，微量電流通電後の細胞は通電を行わ

なかった細胞と比べ，明らかに高い抗アポトーシ

ス遺伝子を発現していることが判明している。加

えてラット単離膵島を用いて同様に施行した実験

でも，単離 を 行 っ た 膵島は，過程において

collagenaseを用いた細胞消化の過程や，細胞選

別過程で用いるFicollが細胞毒であるため，細胞

活性を良好に保つ目的で微量電流通電実験を行っ

た。ラット単離膵島を用いた実験でも，マウス線

維芽細胞を用いた実験同様，微量電流通電後の細

胞は通電を行わなかった細胞と比べ，明らかに高

い抗アポトーシス遺伝子を発現していた。今回の

実験では更に臓器レベルでの検証を行うこととな

った。

形態を中心とした病理組織学的検索で,HE染

色で2)Group2:二層法と微量電流通電群は1)

Groupl:二層法群に比べ明らかに外分泌腺細胞

の形態保持が保たれていた。更に抗BrdU抗体を

用いた実験では，外分泌腺細胞に注目したところ

2)Group2:二層法と微量電流通電群の方が,1)

Groupl:二層法群に比べ平均4.4±17%(n=4),

陽性細胞率が 高 か っ た。一方，予想に反し

TUNEL染色では膵外分腺細胞のアポトーシス細

胞陽性率に差異はなかった。しかし膵島細胞で

TUNEL陽性細胞を検索したところ,9.5±3.8%

(n=4)2)Group2:二層法と微量電流通電群

の方が,l)Groupl:二層法群に比べ陽性率が

高かった。

RNA･タンパクサンプルからの実験では，

Caspaseを介したアポトーシスシグナルが2)

Group2:二層法と微量電流通電群と比べl)

Groupl:二層法群で増強していた。

以上の実験から2)Group2:二層法と微量電

流通電群では,1)Groupl:二層法群と比べ，

膵島細胞の抗アポトーシス効果と外分泌腺細胞の

細胞活性が高く，その結果膵島細胞収量や膵島細

胞の機能保持性が高いことが判Iﾘ1してきた。また

二層法単独と二層法と微量電流通電群での保存状

態の違いを，更に生物学的レベルで解明すべ<，

研究を継続している。

4．要約

本研究を通じて新たな細胞および臓器保存法と

して，微量電流通電法により細胞活性を維持する

保存法を提唱している。また以前から細胞レベル

での効果は，分子生物学的手法を用いたマイクロ

アレイ遺伝子解析で，微量電流通電法を施行する

とアポトーシスが回避される効果として明らかに

されている。この技術をブタ臓器を用いた新たな

移植臓器運搬法や臓器保存法に応用することは，

ユニークな研究と言える。更に本研究は異種移植

臓器としての候補となるブタを研究材料としてい

るが，今回用いる成体Landraceは食肉として広

く理解される材料であり，研究結果は食肉業界へ

即時に転用可能であろう。また膵臓器は多くの消

化酵素を含むため，心停止後早くからタンパク融

解が始まり，全臓器中最も臓器損傷が激しい臓器

である。その為，食肉の対象とされる骨格筋組織

では，本研究結果を最も厳しい条件として，微量

電流通電法の初期設定として使用可能である。よ

って全臓器で最も保存の困難とされる，膵臓を用

いた検証には高い可能性を包括するものと考えら

れる。

加えて通常行われる，食肉の保存状態評価法と

して，ドリップ量や細菌増殖程度判定，組織検鏡

的検索が挙げられる。しかし残念ながらこれらの

評価法は，腐敗状態を反映する筋組織のタンパク

融解現象や，商品価値のない食肉の最終転帰を評

価するだけで，保存状態の悪化を早期に判断でき

たり，転帰を予想できる評価法ではなかった。し
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かし我々の提唱する分子生物学的手法による遺伝

子評価を用いた場合，今後は保存状態の悪化を早

期に示唆する遺伝子を検索することにより，味覚

や食品安全性に問題の無い充分商品価値のある食

肉を，保存状態の悪化を来すだろう予測優先順に，

選別出荷できる可能が含まれていると考えられる。
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肝臓抽出物の継続投与がマウス脂質代謝に及ぼす影響

EffectsofContinuousAdministrationofLiver-extractonLipidMetabolisminMice

矢澤 一 良 ・ 小 山 智 之

（東京海洋大学大学院）

KazunagaYazawaandTomoyukiKoyama

(TokyoUniversityofMarineScienceandTechnology)

"LiverHi",theextractofporcineliver,isknowntosuppressplasmatriglyceride(TG)

levelduringcontinuesingestionforl2weeksinhuman.Inthisstudy,toelucidatethe

mechanismsofaction,effectsonabsorptionofTGinvivo,andonfat-accumulationand

adipocytokines-producingactivityinvitro.Asaresult,LiverHi(2,000mg/mﾉ)showed
significantinhibitoryactivityagainstlipaseinvitro,whereasitsoraladministration(250,
500,1,000mg/kg)showednosignificantchangesinTGlevelsinTG-loadedmice.Inthe
experimenton3T3-Llcellline,additionofLiverHi(25-400"g/m/)toculturenuiddidnot
shownsignificanteffectsontheamountsofTG,adiponectine,andMCP-lfor3weeks.
UnfOrtunately,despiteourresultsprovidednewfindingsaboutLiverHiagainstlipid

dynamicsinvivoandinvitro,elucidationforactionofmechanismsforTGlevelsinlong-

termadministrationofLiverHiwasnotaccomplishedwithourresultsshownhere.

Furtherstudiesonthepossiblecausesbytheotherfactors,lipoproteinconcentrationin

theblood,andactivityoflipid-degradingenzymeincellwillberemained.

1・目的

近年，運動不足，不規則な食生活により，肥満

になる人が増加している。肥満はメタボリックシ

ンドローム発症の起点とされており，生活習慣病，

さらには，動脈硬化性疾患を未然に防ぐために，

肥満を予防・改善することが必要とされているl･21O

その達成には生活習慣を改善することがもっとも

確実ではあるが，現代の社会における日常生活の

習慣を切り替えることは困難である。そこで，日

常の食生活に目的に応じて機能性を付加すること

で日常の食生活を改善できる機能性食品（ヘルス

フード）への関心が高まっている。

とくに私たちの身体において肥満の予防・改善

が期待される生理機能としては，腸管における脂

質の吸収量の抑制，脂肪細胞における脂肪蓄積量

の抑制，脂質代謝の改善による脂肪消費量の促進

などが重要であり，これらの機能性を有するヘル

スフードを用いた肥満の予防・改善が求められて

いる。

著者らのこれまでの研究において，高脂肪食飼

育-肥満モデルマウスおよび，マウス由来の白色

脂肪前駆細胞株3T3-Ll細胞などを用いた評価試

験により，脂質代謝改善作用を有する新規食品素

材を探索し，フェヌグリーク3)，アスタキサンチ

ン4)，とろろ昆布5)，ドクダミ6)などの数種類の天

然素材にその活性を見出し，その作用メカニズム

について考察している。
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本研究では，種々の天然由来抽出物のなかから，

ブタ肝臓の抽出物に着目して，脂質代謝を中心と

した生体での作用について検討することとした。

ブタ肝臓（レバー）は畜産物の中でも栄養価が高

く，健康への寄与度が高い食品素材として知られ

ている。ブタレバーから酵素処理により調製した

｢レバーHi｣は生体への吸収性も高く，これまでに

ヒトの臨床試験において，長期摂取によるBMIや

血中TG値の低下等が確認されていることから7)9

脂質代謝に何らかの影響を及ぼしている事が期待

される。従って，それらの作用機序を解明するた

め，レバーHiのTGの腸管からの吸収（実験1)

や脂肪細胞へのTGの蓄積（実験2),さらには，

脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカイン量

に及ぼす影響（実験3）について検討した。

2 ．方法

2.1膵リパーゼ阻害活性試験

この試験はリパーゼキットS(DSファーマバイ

オメディカル）を用いて行った。

（1）酵素液はブタ由来の膵リパーゼを使用し，

lunit/mﾉとなるように調製した。

（2）96ウェルプレートに5“の酵素液，2“

のエステラーゼ阻害剤，発色液73〃jを入れて混合

し,30℃で5分間プレインキュベートした。

（3）その後，レバーHi溶液，あるいは，コン

トロールとして10〃/の蒸留水を加えて，さらに，

1()〃ﾉの基質液を加えてよく混合してから，30℃，

遮光下で30分間インキュベートした。

（4）200“の反応停止液を加え,405nmで吸

光度を測定した。また，反応停止液を加えた後に

基質液を加えたものをブランク溶液とした。コン

トロールの反応率を100%として,*反応率(%)

を次式のように算出した。

2．2トリグリセリド(TG)負荷試験

(1)1ケージにddYマウス(6週齢雄性）

を4匹ずつ入れて,1週間予備飼育した。

（2）予備飼育後，マウスを24時間絶食させたく

（3）マウスを平均体重がほぼ等しくなるよう

に4群に分けて，蒸留水，あるいは，レバーHi溶

液とコーン油を経口投与した。

（4）投与後0,1,2,3,4,5.6@7,8時間

に尾採血をして,5,000rpm,4℃で1分間遠心分

離を行った。

（5）遠心後，それぞれ血漿を2〃/採って，96

ウェルプレートに移した。

（6）血中TG値}ま，トリグリセリドE-テスト

ワコー(Wako)を用いて測定した。

2．3培養脂肪細l胞を用いた脂肪蓄積阻害試

験間）

（1）脂肪蓄積作用をマウス繊維芽細胞3T3-

L1は10%の仔牛血清を含むDMEM培地で培養し，

コンフルエントになったら，3枚の24wellplateに

細胞をまく。

（2）コンフルエントになったら，培地を除去

し，蒸留水，あるいは，レバーHi(終濃度:12,5

~50"g/mﾉ）を添加させた分化誘導培地(0.5mM

イソブチルメチルキサンチン,0.25"Mデキサメ

タゾン,10"g/mノインスリン,10%ウシ胎児血清

を含むDMEM培地）に入れ換えて2日間培養した《

（3）分化誘導培地を取り除いて，8日間蒸留

水，あるいは，レバーHi(終濃度:12.5～50"g/ml)

を添加させた分化促進培地(5"g/m/インスリン，

10%ウシ胎児血清を含むDMEM培地）で培養した

(サンプル溶液を加えた反応液の吸光腱）一（サンプル溶液を加えたブランク溶液の吸光度）
×100

(コントロールの反応液の吸光度）一（コントロールのブランク溶液の吸光度）
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O／

（2日おきに培地を交換)。

（4）2枚のプレートの細胞はオイルレッドO

染色,MTTアッセイに用い，培地はアディポサイ

トカイン発現量の測定に用いた。

2．4オイルレッドO染色

(1)3mg/m/オイルレツド0(溶媒:100%

イソプロパノール）をD.W.と6:4で混合し,15

分間室温で静置させ，ろ過し染色液を得た。

（2）分化促進培地を取り除いてPBSで1回洗

浄したあと,10%ホルマリンを加えて15分間室温

で固定した。

(3)10%ホルマリンを取り除いてD.W.で1

回洗浄したあと，染色液を加えて15分間室温で静

置させた。

（4）染色液を取り除いて60％エタノールで2

回洗浄したあと，イソプロパノールを加えて染色

部を抽出し,550nmの吸光度で測定した。

2.5MTTアッセイによる細胞生残率の推定

（1）分化促進培地を取り除いてPBSで1回洗

浄したあと,0.5mg/mIMTT(Thiazolylblue

tetrazoliumbromide)を加えて37℃で1時間反応

させた。

(2)MTT溶液を除去して,DMSOを加えて

染色部を抽出し,550nmの吸光度で測定した。

2．6アデイポサイトサイン分泌量の測定

3T3-Ll細胞からの分泌されるアディポネクチ

ンの量，単球走化活性因子(MCP-l)の量は，そ

れぞれマウス・ラットアデイポネクチンELISA

キット（大塚製薬),MouseELISAKit(Bender

MedSystem)を用いて常法に従って測定した。
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バーHi2,000"g/mlで，コントロールと比較して，

有意に膵リパーゼ活性が減少した。従って，レ

バーHiは膵リパーゼ阻害活性を有するものと判

断されるが，高い濃度を必要とすることから，そ

の活性は弱いものであると考えられた。

リパーゼ阻害作用が見られたことから，次にマ

ウスにトリグリセリド(TG)を負荷した際の，血

中TGの上昇に対する作用を確認した。レバーHi

500,1,000mg/kg投与群は，コントロール群と比

較して，それぞれ投与後，1～2時間目,1～3時

間目で有意に血中TG値の上昇が抑制された。し

かしながら，これらのサンプル投与群は，ピーク

の時間が遅れてきており，投与後4時間目以降の

血中TG値の平均値はコントロール群よりも高値

を示している。また，レバーHi250mg/kg投与群

は，コントロール群と比較して，投与後7～8時

間目で有意に血中TG値が低値を示した。しかし

ながら，総TG吸収量の指標として用いられる

AUCで評価すると、コントロール群と各サンプ

ル投与群との間に変化が見られなかった(Fig.2)。

今回の実験結果からは，レバーHiはTG吸収抑制

作用を示さないものと考えられた。

実験2：脂肪細胞におけるTGの蓄積に及ぼす

影響

3．結果と考察

実験l:TGの吸収に及ぼす影響

レバーHiのinvitroにおける膵リパーゼ阻害活

性の有無について検討したところ,Fig.1に示し

たように濃度依存的な抑制作用が見られた。し
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培養したマウス白色脂肪細胞3T3-Ll細胞を用

いた試験において，レバーHiは25～400"g/mﾉの

濃度範囲ではTG蓄積率に変化を与えなかった。

従って，レバーHiは脂肪細胞へのTG蓄積を抑制

しないものと考えられる。同時に測定したMTT

アッセイの結果から，この濃度の範囲では糸lll胞に

対する増殖抑制作用や毒性は見られないと判断さ

れた(Fig.3)｡

実験3：脂肪細胞からのアデイポサイトカイン

分泌量に及ぼす影響

レバーHiは25～400"g/m/の濃度範囲ではア

ディポネクチンとMCP-lの分泌量に変化が見ら

れなかった(Fig.4)。従って，レバーHiはアディ

ポネクチンとMCP-lの分泌に関与しないものと

考えられる。脂肪細胞はTNF-(r,アデイポネクチ

ン，レプチン，プラスミノーゲンアクチベーター

インヒビター-1(PAI-l),アンジオテンシノーゲ

ン，レジスチン,IL-6,IL-8といったアデイポサイ

トカインを分泌することが知られている9)。脂肪

il11胞に中性脂肪が過剰に蓄積すると，これらのア

ディポサイトカインの分泌バランスが崩れてしま
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Dataareexpressedasmean士S.E.(n=3)

accumulationandcell

い，その結果，脂肪の蓄積による肥満にとと・まら

ず，代謝系に異常を来すメタボリックシンドロー

ムが誘発されることが報告されている。今回測定

したアディポネクチンはインスリン作用の増強因

子として，またMCP-lは2型糖尿病の促進因子と

してそれぞれ位置づけられている。本実験系にお

いてレバーHiがこれらアディポサイトカインの

分泌量を低下させれば，細胞レベルでの中性脂肪
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の蓄積阻害作用や脂質代謝の調節作用が期待され

ると考えたが，今回の検討の範囲ではこれら脂質

代謝異常を調節することを示唆するデータは得ら

れなかった。

以上の結果から，レバーHiはTG吸収抑制作用，

脂肪細胞へのTG蓄積抑制作用を示さず，脂肪細

胞からのアディポネクチンとMCP-lの分泌にも

関与しないことが示された。ただし,TG吸収に

関しては，レバーHiが膵リパーゼ阻害活性を有し

ており，また,TG負荷試験で，レバーHiの高投与

量で投与後早期の時間帯で,TGの吸収を抑制し

ていたことを考慮すると，さらに，高濃度のレ

バーHiを投与する，レバーHiを2,3回に分けて投

与する等の手段を取ることで,TG吸収抑制作用

が認められる可能性が考えられる。

いて検討した。その結果，レバーHiは2,000

mg/mlでリパーゼ阻害作用を示すものの，トリグ

リセリド負荷したマウスの脂肪吸収に対しては有

意な変化を示さなかった(250,500,1,000mg/kg)｡

また脂肪細胞の脂肪取込みおよびアディポネクチ

ンとMCP-1の分泌量に影響を与えなかった(25~

400"g/mD。残念ながら，今回検討した結果から

は継続投与により血漿TGレベルが低下するメカ

ニズムの推定には至らなかった。今後は，組織に

おける脂質分解，血中リポタンパク量の変動，今

回測定しなかったアデイポサイトカイン量などに

影響を与える可能性については検討の余地がある

と考えられる。
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高校生競泳選手のヘム鉄摂取期前後の泳能力の変化

一高強度トレーニングにおけるパフォーマンス比較一

ChangesofthePerformancesfOrHighlntensitylntervalTrainingbetweenPreandPost

Heme-ironintakePeriodoftheHighSchoolSwimmers

61

野 口 智 博 ・鈴木淳也・＊新谷恵市

謙譲*朝賀一美・＊叢*勝又美紀

(日本大学文理学部，、日本大学大学院，＊*北海道大学，

*難松本恵

***ILS株式会社）

TomohiroNoguchi,JunyaSuzuki,*KeiichiShinya,**MegumiMatsumoto,

***KazumiAsakaand***MikiKatsumata

(NihonUniversityCollegeofHumanitiesandSciences

**HokkaidoUniversitvand***ILSInc.)

*NihonUniversityGI･aduateSchool,

Thisresearchfocusedontheexaminationusinghighschoolswimmersassubjectsas

follows:First,whatinnuenceheme-ironintakeandtrainingforashortterm(forfour
weeks)wouldhaveonhigh-intensityintervaltrainingperformance.Second,whataffects
theywouldhaveonlactatelevelafteracool-downandthechangeofmoodcondition

befOreandaftertraining・Andtheresearchalsocenteredonwhatinnuencetheintakeof

heme-ironbringsabouttobloodconstituentincludingHb(hemoglobin)andalsostudied
thedegreeofchangesinswimmingrecordsinthecompetitionbeforeandafterthe

period.TheresultwasasfOllows:

l)Theswimmingspeedssignificantlyincreasedinthecompetitionatpost-intake
heme-ironcomparedwiththeonesofthepreviouscompetition(p<0.001).

2)Theintakeofheme-ironsignificantlyincreasedaverageswimmingspeedsatthe
firstandsecondroundlactatetoleranceset(LTS,1R:p<0.001,2R:p<0.001).The
HR(heartrate),RPE(RateofPerceivedExertion),andlactatelevel(4LaafterlR-before
LTS)atthefirstroundweresignificantlyincreased,too.

3)EachitemofPOMS(ProfileofMoodStates)(Tension-Anxiety:T-A,Depression,
Anger-Hostility:A-H,Vigor,Fatigue,andConfuSe)significantlydecreasedinT-A(p<
0.001)andD(p<0.05)aftertrainingatpre-intakeofheme-ironcomparedwithbeforeLTS.
Likewise,atpost-intakeofheme-ironeachitemofPOMSsignificantlydecreasedinT-A

(p<0.001)andD(p<0.001)Thisshowedthattestsubjectscametoenduremoresevere
trainingthaneveratpost-intakeofheme-iron.Butitwasfoundthatpsychological

conditionwaskeptintact.

4)Hbweresignificantlyincreasedatpost-intakeofheme-iron(p<0.001).No
significantdifferencewasnotedonHbonbloodconstituentinspectionbut,incontrast,

PLT(Platelet)(p<0.01)andTIBC(TotallronBindingCapacity)(p<0.001)significantly
decreasedatpost-intakeofheme-iron.Thiswasapparentlybecausethedecreaseofthe
trainingopportunitiescausedbytheconnictoftheintakeatthelatterhalfwiththe

competitionperioddidn'tstimulateredbloodcellproduction･However,conversely,the
increaseofferritinwasnotedinmanytestsubjects,sothefurtherextensionofintake

periodwasthoughtnecessaryforadditionalexaminationinthefuture.

Fromtheabovementionedresults,thefbllowingsbecameclear.Thehighschool
swimmerswhowentforthetrainingatpost-intakeofheme-ironcouldincrease

swimmingspeedthroughhigh-intensityintervaltrainingevenintheshortperiodof4

weeks.Asaresult,theycouldimprovetheirswimmingspeedinthecompetition.
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1．目的

競泳競技の短距離種目(50mや100m)では，長

距離に比べて直接的ではないにせよ，酸素摂取能

力はパフオーマンスを構成する一因子であろうと

されている!)。また短距離の選手が低酸素環境で

強化トレーニングを行い，好成績を挙げている例

も散見される21°これらのことから競泳の場合は，

たとえ短距離といえども，有酸素能力の向上をま

ったく無視して強化を行うことは難しい。更に，

短伽離の選手が無酸素作業能力を高めようと，休

息時間が比較的長く,1本1本を全力で泳ぐイン

ターバル・トレーニングを行い，その平均泳タイ

ムの向上が，短距離種目のパフオーマンスの変化

と関連があるとも考えられている3)。

そういった高強度のインターバル・トレーニン

グにおいて，平均泳タイムを伸ばすためには，休

息時間中に酸素摂取によるATPの再合成能力の

向上が必要となり，また筋内の疲労物質の速やか

な代謝のために，十分な酸素の供給が求められる。

すなわち，短距離選手が大会でより高いパフオー

マンスを発揮するためには，よりハードにトレー

ニングを積むことが求められ，酸素供給能力の向

上はトレーニングの質を高めるためにも必要であ

る。

一方で，従来，鉄源として吸収性の高いヘム鉄

を摂取してトレーニングを継続することは，中・

長距離選手のトレーニングを貧血により中断させ

ないための手段として用いられてきた'’5)。しか

し競泳の場合には，上記のような目的で酸素運搬

能力が短距離選手のパフォーマンスにも関与して

いるため，ヘム鉄の摂取によるヘモグロビン

(Hb)や赤血球の減少抑制をさせて強化を進める

ことは，有効な手段であるように思える。特に高

校生競泳選手の中でもトレーニング中のメイン

セットの距離が比較的多い選手や女子の選手は，

ヘモグロビンが比較的低値で，起床時心拍数も比

較的高い特徴があることが分かった6)。これが

Hb低値だけでなく，貯蔵鉄（フェリチン）の低下

にまで至ると，競技力の低下だけでなくH常生禰

上支障をきたすような認知機能の低下を招く可能

性も示されているため7)，高校生競泳選手の鉄栄

養状態を改善することは，単にパフオーマンスを

左右するだけでなく，日常生活の質を向上させる

ことにも繋がるだろう。

そこで本研究はり50,100m種目を専門とする選

手や，高校から競技を始め，必然的に短距離であ

る50,100mを専門距離とする選手が多く，地域高

校選手権出場レベルの高校水泳部部員を被験者と

し，短期間（4週間）のヘム鉄摂取とトレーニン

グが，高強度インターバル・トレーニングのパ

フォーマンスや，クーリングダウン後の乳酸値に

どのような変化を及ぼし，試合結果にどのような

影響を与えるかを調べた。また，短期間のヘム鉄

摂取が血液成分や心理的コンディションの変化に

も影響を示すかどうかを調べた。

2． 方法

2.1被験者

被験者は2010年2月現在S高校水泳部に所属し，

心身ともに健全な，地域高校選手権出場レベルの

競泳選手20名（男子8名，女子12名）とした。そ

のうち分析対象としては，調査期間中に体調不良

を生じた者や，他の団体による強化合宿などに参

加し，インターバル・トレーニングテストが受け

られなかった者を除外して抽出された男子5名，

女子10名となった(Tablel)。被検者とその父兄

には，あらかじめ実験の趣旨や本試験によって得

られる情報を説明し，実験参加に関する承諾を得

た。

2．2調査項目および方法

①LactateToleranceSet(LTS)
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計測し，全力泳後にはハートレートモニタを用い

て心拍数(HR:b/m)を測定させた。また，ウォー

ムアップ前，各ラウンド終了直後，クーリングダ

ウン後には，アークレイ社製ラクテート・プロを

用いて，指尖からの自己採血法により血中乳酸値

(La:mM)を計測した。更に，全力泳とクーリン

グダウンについては，各試泳後に心拍数計測とと

もに主観的運動強度(RPE)も計測した(Fig.2)。

②ヘモグロビン値(Hb:g/dJ)

血液の酸素運搬能力の指標として，ヘモキュー

社製プラズマ・ヘモグロビンフォトメータを用い

て，乳酸測定と同様に指尖からの自己採血法で

Hbを計測した。測定日はPreにあたる3月2日と，

Postにあたる2回目のパフォーマンステスト後で，

かつ試合終了後の4月71-|とした。いずれも計測

は夕刻のトレーニング前に行われた。

③採血による血液成分検査

②の検査で，基準値と比較し低値と思われた者

(男子2名，女子5名）についてのみ，静脈採血に

よる血液成分検査を行った。そのうち女子1名が

2回目の採血日に風邪により採血できなかったた

め，分析対象からは除外した。検査項日は，赤血

球数(RBC:104"I),ヘモグロビン(Hb:g/d/),

ヘマトクリット(Ht:%),赤血球平均容積(MCV:

H),赤血球平均へモグロビン量(MCH:pg),赤

血球平均ヘモグロビン容積(MCHC:%),血清

鉄(Fe:"g/dル，総鉄結合能(TIBC:"g/d/),

網状赤血球数（％)，フェリチン(ng/mﾉ）であっ

た。測定日は,Hb測定の翌日とした。

④心理的コンディション

LTSの前後に，心理的コンディションの指標と

して妥当性が認められているPOMSTM短縮版

(Profileofmoodstates,金子書房）を用いて，緊

張一不安(T-A),抑うつ－落ち込み(D),怒り

－敵意(A-H),活気(V),疲労(F),混乱(C)

の各項目の得点よりT得点を導き出し,Preと

TablelCharacteristicsofsubjects

subjsexage(y)height(cm)weight(kg)

male

male

male

male

male

９
９
０
０
８

０
０
５
３
４

７
７
７
７
６

１
１
１
１
１

０
５
０
０
５

８
４
７
０
３

６
６
６
６
５

６
７
７
７
６

１
１
１
１
１

ａ
Ｉ
Ｄ
Ｃ
１
ｑ
ｅ

０
８
０
６
０
０
２
０
０
０

８
８
５
０
５
８
７
０
８
７

５
４
５
８
４
４
４
５
４
５

ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ

ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ

ａ
ａ
ａ
ａ
ａ
ａ
ａ
ａ
ａ
ａ

ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ
ｍ

ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ

ｆ
ｆ
ｆ
ｆ
ｆ
ｆ
ｆ
ｆ
ｆ
ｆ

０
８
４
８
５
０
２
２
０
０

０
８
５
５
３
３
６
７
６
３

７
５
５
６
５
５
５
５
６
６

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

６
６
６
６
５
５
６
６
７
７

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

ｔ
ｇ
ｈ
ｉ
・
ｊ
ｋ
ｌ
ｍ
ｎ
Ｏ

０
８
２
６

６
０

１ ７
６

５
４

３
７

６１ １
２

７
９

６
９

５Inean

sd

mean('nale)

sd

０
５
６
５

６
０

１ ０
５
６
９

２
５

６２
２
９
８

０
３

７１

mean(female)16.00

sd0.67

６
１
７
４

３
０

貝
』
１
１

９
１
８
９

９
５

５１

本摂取試験のパフォーマンス評価として，高強

度インターバル・トレーニングであるLTSを，ヘ

ム鉄摂取期前(Pre)と摂取期終盤(Post)に1

回ずつ行った(Fig.1)。

LTSは，これまで同校水泳部で定期的に行って

きたトレーニングセットであり，仙石らの研究3）

に近い形式で行われているゴール･セット・トレー

ニングに近い方法である「2ラウンド×5本

x50mを2分サイクル(2分に1本の割合で行

う）」を採用した。なお，ラウンド間は200mの

イージースイムを含む10分休憩を与え，2ラウン

ド目が終了した後は，野口らの報告8）を参考に，

比較的効率よく疲労物質が低減できるとされる

｢クーリングダウンセット」（16本×50mを1分10

秒～20秒サイクルを，被験者の泳力に応じて処方

する）を，全力泳+15秒～20秒程度のゆったりと

したスピードで行わせた。

LTSの全力泳中は,25mずつのラップタイムと

25mずつのストローク数(StrokeNumber:SN)を

© The Ito Foundation



64 食肉に関する助成研究調査成果報告書
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Postの,LTS前後のT得点差を項目別に比較した。

2．3ヘム鉄の摂取

被験者らは，鉄欠乏貧血予防の目的で，動物性

赤血球由来の「ヘム鉄」(ILS社製）を，朝，夕食

後にそれぞれ700mg(鉄として7mg相当),1日合

計1400mg(鉄として14mg)を摂取させた。摂取

期間は，平成22年3月3日～4月6日までとした。

2．4分析方法

得られたデータはMicrosoft社製Excel2003に入

力した◎泳タイム情報はすべて速度(m/s)とし

て算出した。LTSで得られたデータは，全て1R,

2Rの各5本の平均値と標準偏差(SD)を算出し

た。これらの手順で得られたデータから,Preと

Post間の比較を，対応のあるt検定を用いて行っ

た。なお，有意水準は5％未満とした。

3．1ベスト記録の変化とLTSのパフオーマン

ス,POMSの変化

①ベスト記録の変化

被験者のベストタイム(PersonalBest)から算

出した泳速度（いずれも，泳距離は50か100m)は

0.05m/sほど有意に増加した(p<0.001)。この変

化は,50mにつき約1.1秒短縮したこととなる。男

女別に見ると，女子(p<0.01)も男子(p<0.01)

も有意にPostの方が速く泳げていたが，男子の方

が，女子に比べ若干伸び幅が大きいように見受け

られた。

②LTSの結果の変化

LTSでの泳速度を見ると,PreよりPostの方が，

1Rの平均泳速度(p<0001),2Rの平均泳速度

(p<0.001),1Rの後半25mの平均泳速度(p<

0.001),2Rの前半(p<0.01),後半25mの泳速度

(p<0.001)において有意に増加し，ヘム鉄摂取期

後のトレーニングタイムの向上が認められた。男

女別に見ると，女子の方がその傾向が顕著であっ

た。

3．結果と考察

LTSので得られた結果は，すべてTable2に示

したとおりである。以下，各項目の結果について

考察を加える。
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Inble2ChangesinparameterofLTSbetweenpreandpostintakeperiod
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VFC

SNは泳ぎの技術評価の指標として計測したが，

1R,2RともにPre-Post間で有意な差は認められ

なかったため，ここでのパフォーマンス向上は，

泳技術の向上による可能性は低いと考えられた。

RPEは1RではPost16.91±1.27が有意に増加し

(p<0.05),女子は1R,2RともにPostで有意に増

加したが(p<0.01),男子では有意な差が認めら

れなかった。

HRは,1RのHRが有意に増加し(p<0.001)た。

男女別に見ると，女子は1RのHRがPreに比べ

Postで有意に増加(p<0.05)したものの,2Rにつ

いては，有意差は認められなかった。男子は1R,

2Rともに同様であったものの,1Rの平均値は

Postの方が高値であった。

Laは安静時においてPostの方で有意に減少し

(p<0.05),女子では同様の傾向が見られた(p<

0.05)ものの，男子では有意差が認められなかった。

また，各セット後，クーリングダウン後のLaは

Pre-Post間で有意差が認められなかったが,1R終

了までのLaの増加分(4LaafterlR-before

LTS)については,Postの方が有意に増加した(p

<0.05),平均で約2mMの差があった。

HR,RPE,Laの結果から，全体的にはヘム鉄摂

取期後の方が，前半から主観的に高い強度で頑張

ることができ，さらにそれが泳速度や全力泳後の

心拍数に反映されていたことが明らかになった。

また,1Rの5×50mの間で乳酸がより多く生産さ

れたことにより,1R目からより高い疲労状態に追

い込むことができていた可能性が考えられた。

3．2心理的コンディションの変化

心理的コンディションを示すPOMSの各項目

(T-A,D,A-H,V,F,C)のPre,Postそれぞ

れのLTS前後の変化はFig.3に示した。Preにおい

ては,LTS後の「T-A｣(p<0.001)と「D｣(p<

0.05)が,LTS前に比べて有意に低下した。Post

でも同様に,｢T-A｣(p<0.001),｢D｣(p<0.001)

の項目が,Postで有意に低下した。PreとPost両

者の「beforeLTS」同志でT得点を比較したとこ

ろ，すべての項目で有意差は認められず,｢after

LTS｣のT得点についても同様であった。更に，各

項目のLTS前一後のT得点差を算出し,PreとPost

間にその差があるかどうかを調べたが，有意な差

は認められなかった。

これらのことから,LTSのような高強度のト

レーニングセットは，被験者に対し心理的な負荷

を与えており,LTS後に，その状態から解放され

るような現象が見受けられたが，その変化の様相

については短期間のへム鉄の摂取により変化はし

なかった。逆に言えば，以前より4LacやLTSで前

半のRPEが有意に高値を示している状態すなわ

ち，肉体的にも主観的にも最初から大きな努力を

課しているのに，心理的な変化の様相がヘム鉄摂

－
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取前と変わらず，更にLTS前･後それぞれのT得点

も摂取期間後に有意な差が見られなかったと見る

こともできるため，心理的コンディションを崩さ

ずに強化ができたとも受け止められる結果であっ

た。

3．3血液成分の変化

①被験者全体のHbの変化

血液成分のPre-Postの変化を,Table3に示し

た。指尖採血からヘモグロビンフォトメータを用

いて測定したHbは,Postの方が有意に増加した

(p<0.01)。しかし，男女別に分けて比較すると

有意差は認められなかった。

②血液成分検査による各項目の変化

ヘモグロビンフォトメータで測定したHbが，

比較的低値だと思われた被験者について，静脈採

血による血液成分検査を行った(Table3)｡Pre-

Postの間に有意差が認められたのは,WBC,PLT,

TIBCの3項目であった。Hbの変化は，フォト

メータでの測定と成分検査とでは異なる結果とな

ったが，フォトメータの測定誤差の影響も考えら

れるため，以下の考察においては血液成分検査の

結果をもとに考察する。

WBCは,2回目の採血が試合後であったことも

あり，試合の際の心理的プレッシャーなどによる

免疫力の低下か，もしくは試合の疲労により，被

験者たちの身体がウイルスなどの雑菌を得易い状

態になっていたことによるものではないかとも考

えられた。PLT,TIBCの低下は，ヘム鉄を摂取

した後半の期間が，時期的に試合が近く，疲労回

復目的でトレーニング量を低下させ，スピードを

上げるようにする時期であった。そのことから，

トレーニング距離が減少し，赤血球産生の刺激が

うまく与えられず，そのことが生理的適応を促す

に至らなかったために引き起こされた現象なので

はないかと考えられた。

それでも男子の2名は，比較的よくフェリチン

やFeが増加しており,Hbも増加傾向にあること

から,Hbを盛んに使用し代謝している可能性が

見られた。女子では，同様の傾向のある被験者が

いたが，逆の傾向を示す被験者も混在した。この

ことは恐らく，日程の都合上，月経のタイミング

を外して個々に採血を行うことが困難であったた

め，全体の傾向にばらつきが見られたのではない

かと考えられた。

それでも，男子2名と女子4名中3名の被験者

にフェリチン増加が見られたことは興味深い。本

実験での被験者の多くは，以前より強く追い込め

るようになったにも関わらず,POMSの各項目の

変化が摂取期間前・後で変わらないことと併せて

考えると，ヘム鉄を摂取した3週間のトレーニン

グでは，「トレーニングの質の向上一フェリチン

の減少抑制一心理的コンディションの維持」の三

者のバランスが取れた強化期間となったようにも

見える。実際に被験者fは，これまで，追い込んだ

トレーニング中に必ず過呼吸の症状が発生したの

に，ヘム鉄摂取を開始すると，1週間程度で過呼吸

が発生しなくなり，今では安心してきついトレー

ニングに打ち込めているとの報告もあった。

結果的に，被験者の多くはLTSにおいて，主に

きつい状態からの「粘り強さ」の向上がLTSや競

技会でのタイムの向上に繋がっているが，多くの

男子選手と一部の女子選手に見られた血液成分検

査の傾向から，摂取期間にHbがよく代謝できる

状態が引き起こり，その結果，運動時，あるいは

インターバル時の酸素供給量が高まったことが好

影響を及ぼしている可能性も否定できない。

4週間という短期間のヘム鉄の摂取とトレーニ

ングの継続でも，高校生競泳選手のパフォーマン

スが高まったという結果は，今後の高校生競泳選

手の栄養指導の導入方法としても効果的であると

考えられた。今後更に摂取期間を長くして，更に

女子の選手については，血液成分検査のタイミン
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Table3Changesinphysiologicalmarkersonbloodbetweenpreandpostintakeperiod

Hb(g/d/)

onHemocue

P re Po st

RBC(10'"/)

PrePost

Hb(g/dﾉ）

PrePost

Ht(%)

PrePost

MCV(n)

PrePost

MCH(pg)

血
一
ａ
ｂ
ｌ
ｆ
ｇ
ｈ
ｉ

昨
一
郵
畑
一
皿
狸
刈
獅
一
蜘
粥

Post

30．0

29．6

22．1

31．4

30．6

29．9

28．9

3．4

錘
一
Ｍ
Ｍ
ｌ
Ｆ
Ｆ
Ｆ
Ｆ

５
２
３
９
５
４

３
０
４
１
５
５

１
３

３
４

１
１

８
９

５
４

１
１

９
１

４
４

１
１

３
１

６
５
１
１

１
３

８
３

４
４

０
７

８
４

４
４

９
０

９
８
８
８

４
６

８
７
８
８

７
１
４
９

０
５
７
８

５
４
４
４

２
０
８
１

６
３
５
６

４
４
４
４

５
０
２
４

９
１
１
１

１
１
１

２
５
２
５

１
４
４
４

１
１
１
１

７
５
０
８

９
２
３
３

１
１
１

２
５
０
８

０
３
４
３

１
１
１
１

37.9

44.3

43.3

44.4

43.6

3．3

34.2

42.0

42.4

42.0

42.2

4．6

８
２
４
８

４
８
１
０

７
９
９
９

０
７
６
１

４
７
２
１

７
９
９
９

３
６

１
８
９
２

４ ３
２

７
１
７
４

４ ０
８

３
１

１＊＊８
７

１
１

１ ２
６

４
１

１ ８
１

３
２

１ ９
７

８
７

８ ６
０

８
８

８Inean

sd

グを個々の月経リズムに合わせ，同条件で検査を

行う，再度トレーニング内容の変化と血液成分の

変化の対応関係については，改めて検討する必要

があるのではないかと考えられた。

取期後には，1ラウンド目からより強く追い

込めていて，その状態で後半も泳速度が低下

していなかったことが分かった。

(3)POMSのT得点は，摂取期前･後ともにT-A

（緊張一不安),D(抑うつ－落ち込み）のT

得点が,LTS後に有意に低下したものの，摂

取期前・後でそれらの変化に差は認められな

かった。LTSの結果から，以前よりきつい練

習に耐えられるようになった反面，心理的コ

ンディションが崩れていないことが分かった。

（4）指尖採血により計測したHbは摂取期後に

有意に増加したが，血液成分検査のHbでは

有意差が認められず，逆にPLTやTIBCが有

意に低下した。これらは摂取期後半が試合期

に重なったため，トレーニング量が低下した

ことが赤血球産生をあまり促さなかったこと

が要因であると考えられた。しかし，フェリ

チンは逆に増加する被験者も多く，今後さら

に摂取期を延ばしてこれらを検討する必要が

あると考えられた。

これらのことから，4週間という短期間であり

ながらも，ヘム鉄を摂取してトレーニングを行った

高校生競泳選手は，高強度インターバル・トレー

ニングの泳速度が向上させることができ，その結

果，試合での泳速度も向上させることができた。

1 ．要約

本研究は，高校水泳部の生徒を被験者とし，短

期間（4週間）のヘム鉄摂取とトレーニングが，

高強度インターバル・トレーニングのパフォーマ

ンスや，クーリングダウン後の乳酸値トレーニ

ング前後の心理的コンディションの変化にどのよ

うな影響を及ぼすかを調べたものである。また，

短期間のヘム鉄摂取がHbをはじめ血液成分にとﾞ

のような影響を示すか，またその期間の前後に行

われた競技会における泳記録が，どの程度変化す

るかも調べた。結果は以下のとおりであった。

（1）ヘム鉄摂取期後に行われた試合では，以前

の試合に比べ泳速度が有意に高くなったこと

から，ヘム鉄摂取期間とその間のトレーニン

グによりパフォーマンス改善がなされた。

(2)LactateToleranceSet(LTS)の,1ラウン

ド，2ラウンドの平均泳速度はヘム鉄摂取期

後に有意に増加した。1ラウンド目の心拍数

やRPE,乳酸値(4LaafterlR-beforeLTS)

も有意に増加した。このことから，ヘム鉄摂
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