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、gsperugillusoryzaeで 発酵 させたおか ら(お か ら麹)の

生体 内抗酸化作用

松 尾 眞砂子(岐 阜女子大学教養部教授)

1.は じめに

近年,生 体内過酸化脂質は各種の疾病や老化の

誘因として危険視 され,成 人病予防の立場から生

体内で抗酸化力を有する食品の開発が待たれてい

る。大豆には トコフェロールi)やイソフラボン2)

のような抗酸化物質が豊富に含 まれており,豆 腐

粕である 『おか ら(以 後OCと 略す)』 にも微量

の トコフェロールが残存している3)。また,大 豆

のイソフラポンはその大部分が胚軸部に集中して

存在している4)ことから,か なりの量のイソフラ

ポンがOCへ 移行していると考えられる。さらに,

味噌,納 豆やテンペのような大豆発酵食品は原料

大豆より強い抗酸化性を有 している5～6)。OCを

味 噌麹菌(、4speygillusoryzae)で 発酵 させ た

『おか ら麹(以 後OKと 略す)』 はinvitroで 原

料であるOCよ り強い抗酸化性があることが知ら

れ て い る7)。ま た最 近,大 豆 をRhyzopus

oligosporuで発酵させたテンペから強力な抗酸化

物 質 として3-hydroxanthranilicacid(HAA)

が発見 された8)。OKは 大豆製品の一種 として味

噌やテンペと同様の抗酸化物質を含有する可能性

がある。OKは 抗酸化性のみならず血漿コレステ

ロール上昇抑制作用や肝脂肪蓄積予防作用があり,

成人病の予防に適した食品素材として推奨されて

いる9)。OKの 抗酸化性がinvivoで も有効であ

れば成人病予防食品 としてのOKの 価値 はさら

に大きくなるであろう。

OKに 含まれている既知抗酸化性物質を分析す

ると強力な抗酸化性物質であるHAAが 比較的

多く含 まれてお り,OKの 抗酸化性はHAAに よ

るところが大きいと思われた。HAAの 抗酸化性

は極 く最近発見されたもので,そ の抗酸化機構は

まだ解明されいない。一方,β 一カロチンは植物

性の有力な抗酸化性物質 として知られているが,

最近,腫 瘍細胞の成長を抑制する作用が報告され

た10)。

本研究ではラ ットを用い,OKを 飼料 として

invivoに おける抗酸化性を確認 した。次いで

HAAに β一カロチンと同様の作用 を期待 してヒ

トの肝ガン細胞由来細胞 に対するHAAの 細胞

毒性を検討したところ,ア ポトーシスが誘導され

た。このHAAに よるアポ トーシスの誘導 メカ

ニスムを酸化的ストレス面から追求した。

2.実 験方法

材料 おか ら麹(OK,商 品名 うの花麹)と お

から(OC,商 品名 ビーンフラワー)は みすずコ

ーポレーションから分与 していただいた。

リノール酸の酸化

(1)自 動酸化法:20mMリ ノール酸lmlと

検液0.lmlに0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)を 加

えて2.Omlと し,40℃ で7日 間加温 した。検液

のヘキサン抽出物は粉末OK5gに ヘキサン20ml

を加え一夜撹搾 して得 られた抽出液を濃縮 して10

mlと した。メタノール抽出物はヘキサン抽出残

渣 に80%メ タノール20mlを 加え,70°Cで20分 間

還流し,抽 出液をIOmlに 濃縮した。水抽出液は

メタノール抽出残渣を水20mlで10分 間煮沸 し,

得られた抽出液を濃縮 してIOmlと した。過酸化
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物 の定量 は ロダン鉄法"》に よった。

(2)酵 素酸 化法:リ ノール酸の ヒ ドロペ ロ キ

サ イ ドに 存在 す る共 役 二重 結 合 に基 づ く234nm

の 吸収 増12)と β一カ ロチ ンの裾 色 に基 づ く460nm

の吸収減13)に よって測定 した。

(3)ラ ジカル捕捉 法:酵 素酸化法 に よる リノ

ール酸酸 化用反 応溶液 に フリーラ ジカル試薬 で あ

る1,1一 ジ フ ェ ニ ル ー2一 ピ ク リ ル ヒ ドラ ジ ル

(DPPH)を 加 え,プ ロ トンの脱離 に よる裾 色 を

517nmで 正確 に3分 間室温 で測定 した。

TLCに よ る抗酸 化物 質 の検 出TLC用 シ リカ

ゲル(WakogelB-5F)プ レ ー トを用 い,n一 ヘ

キ サ ン/メ タ ノ ー ル(1/20)で 展 開 し,254nm

のUV吸 収(UVP,MINERALIGHT)と

DPPHに よ るラ ジカ ル消 去作 用14)に よ り抗 酸化

性 物質 の存在 を検出 した。

トコフ ェロールの 定量OK中 の トコフェ ロー

ル は カ ラ ム にFinePackSILC1(JASCO,6.O

mm×150mm)を,移 動 相 に はn一 ヘ キサ ン/イ

ソ プロパ ノ ール/酢 酸(100/0.5/0.5)を 用い,.

流速0.8/min,Ex298nm,Em325nmで 分析 した。

血漿 中の α一トコフ ェ ロ ー ル はカ ラム にShim-

packCLC-NHZ(SIMAZU,6.Ommx150

mm)を,移 動相 に はn一 ヘ キサ ン/イ ソ プロ パ

ノ ール(25/1)を 用 い て297nmに お け る吸 収 を

測定 した。標 準物 質 には α一トコフ ェロー ルア セ

テー ト(エ ーザ イ株式 会社)を 使用 した 。OKの

トコ フ ェ ロー ル はOK粉 末5gとn一 ヘ キサ ン15

mlを40°Cで60分 振 盗 して抽 出 した。 血漿 の トコ

フ ェロー ル15)は水 で1/2に 希釈 した血漿 に6倍 量

のエ タノー ル/n一 ヘ キサ ン(1/5)の 混液 を加 え,

激 し く振盈 して抽 出 した。

イ ソ フ ラ ボ ン の 定 量 カ ラ ム はCrestpack

Cl8S(JASCO,6.0×150mm),40℃ で移 動 相 に

はA:水/酢 酸(95/5)とB:メ タ ノール/酢 酸

(95/5)を 用 い,流 量1.0(ml/min)でA/B

(90/10)で10分 間保持 した後,直 線的にA/B

(40/60)ま で40分間グラジィエン トし,そ の後

A/B(40/60)を5分 間保持 して溶 出し,UV

262nmで 検出した。検液には粉末OK1.Ogを70

%メ タノールIOmlで 室温下24時間振盈し,遠 心

分離により得られた上澄液を用いた。

3・ヒ ドロキシアン トラニル酸(HAA)の 定量

カ ラム はDevelosilODS-S(NOMURA,6.O

mm×150mm),移 動相は1%ト リフルオロ酢酸

を含む5%ア セ トニ トリル を用い,UV298nm

で検出し,定 量した。検液はイソフラボン用検液

と同様にして調製 した。

12一ヒ ドロキシエイコサテ トラエノイック酸

(12-HETE)の 定量 マウスの肺を生理食塩水

で5%濃 度にホモジネー トした液1.Omlを30°C

で60分培養し,氷 冷酢酸エチル2.Omlを 添加 し

て反応を停止すると同時に酢酸エチル可溶物を抽

出した。酢酸エチル抽出液は窒素気流下で濃縮乾

固 した後,0.lmlの メタノールに溶解 して12-

HETE定 量用検液 とした。カラムはCrestpack

Cl8S(JASCO,6.Omm×150mm),移 動 相 は

5mM酢 酸アンモニウム/1mMEDTEを 含むメ

タノール(30/70)(pH5.7),UV234nmで 検出

し,定 量した。

TBA値 の測定1,1,3,3テ トラエ トキシプロパ

ンを標準物質にして532nmで 比色定量した21)。

グルタチオンペルオキシダーゼ(GSH-Py)

活性GSH-Py活 性はグルタチオンを基質にし,

NADPHの 減少量 を340nmの 吸光度で測定 し

た22)。

グルタチオンの酸化25μMグ ルタチオンーリ

ン酸緩衝液(pH8.0)を40℃ で60分加温し,残 存

グルタチオン量をDTNBと 反応させ,反 応生成

物のチオニ トロフェノレー トアニオンを412nm

で測定 した16)。ただし,酸 化型HAAに よる吸収

はグルタチオン不在反応液の吸収に相当するとみ
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なして測定値から差し引いた。天然抗酸化物質に

よるグルチオンの酸化は100μM濃 度で測定した。

スーパーオキシ ドヂスムターゼ(SOD)活 性

スーパーオキシドアニオンによるチトクロームc

の還元17)によって測定した。

動物と飼育法 マウスはMF飼 料(オ リエン

タル酵母株式会社)で 飼育した8週 齢のBALB/c

雌5匹 を用た。ラットは5週 齢のWistar/ST系,

雄(日 本エスエルシー株式会社)に 脂肪源 として

最初の19日間はビタミンE欠 の非酸化油を,次 の

17日間は酸化油を投与 した。ビタミンE欠(非 酸

化)油 はサラダ油を活性炭を用いてビタミンEを

除去 し19),酸化油(POV204)は サラダ油を70°C

で10日間加温して調製 した。飼料組成は,OCま

たはOK50,分 離大豆タンパク質10,脂 肪10,塩

混合4,コ リン塩酸塩0.15,ビ タミン混合1,1,

糖5に コーンスターチを加えて100と した。ビタ

ミンE欠 ビタミン混合(VE-)は ハーパービタミ

ン混合からビタミンEを 除去したもの(オ リエン

タル酵母工業株式会社)を 用いた。各飼料のビタ

ミンE含 量 はOC(VE+)308.7mg/kg,OC

(VE-)8.7mg/kg,OT(VE-)4.2mg/kg

でビタ ミンEを 補給したOC(VE+)を 対照飼

料 とした。OC(VE-)とOT(VE-)飼 料 は

ビタミンE欠 飼料に属する2°)。

ヒト細胞の培養Nakamuraら の方法18)に準

じて行った。1%のFCSと2%ラ クトアルブミ

ン加水分解物 を含むRPMI160(GibcoBrl)で

継代培養したヒトの肝ガン細胞由来細胞HuH-7

を用いた。細胞の増殖に対す るHAAの 影響は

細胞を1%FCSを 含むRPMI1640で ウェル当た

り10万個になるように播 き,5%CO2,37℃ で

培養 した。24時 間後,細 胞をHanks洗 浄液で3

回洗浄し,FCSを 加 えないRPMI1640で48時 間

培 養した。その後,HAAをRPMIを 含 まない

培養液に溶かして添加 し,ト リパンブルー染色排

除法により生細胞数を計測した。

DNA断 片化検出法800μMのHAAで 処理

した細胞のDNAはNakamuraら の方法18)に従

って抽出した。抽出したDNAは2%ア ガロース

ゲル(pH8.0)を 用い100V,1.5時 間電気泳動し

た後エチルブロマイ ドで染色して泳動パターンを

確認した。

3.結 果

抗酸化物質の推定

OKの 抗酸化物質の溶解性を調べるためにリノ

ール酸にOKの ヘキサン抽出物,メ タノール抽

出物や水抽出物を加えて40℃で7日 間加温し,生

成された過酸化物を測定し,そ の結果をFig.1に

示す。OKの 抽出物は溶剤のいかんにかかわらず,

いずれも強い抗酸化性を示し,麹 菌により極性の

強いものから極性の弱いものまで多種類の抗酸化

物質が生産されたことを示唆していた。中でも,

メタノール抽出物は最も強い抗酸化性を示 し,

OK原 末 と同等の抗酸化性を示した。

OKの ヘキサン,メ タノール,水 抽出物を溶媒

に対する溶解性により部分精製してシリカゲル

TLCを 行うとヘサン抽出物には α一トコフェロー

ルの存在が確認 され,メ タノール抽出物 には

HAAと イソフラボンの他に少なくとも4個 の抗

酸化物質が検出された。OKの 疎水性抗酸化物質

を推定するため,OKの 抽出物中ヘキサン抽出物

とメタノール抽出物(Fig.1)に つきトコフェロ

ール類,イ ソフラボン類 とHAAの 含量を分析

し,そ の結果をTable1に 示す。OKはOCに く

らべ,ト コフェロール類の含量はいずれも少なか

ったが,OKの ヘキサン抽出物はOCの ヘキサン

抽出物 より抗酸化性が著 しく強い(Fig.1)の で

トコフェロール以外に強力な抗酸化性物質の存在

が示唆された。イソフラボンはダイジンとゲニス

チンは少なかったが,そ れらの配糖体であるダイ



Asperatgilh…tso弓盟6で 発酵させたおから(お から麹)の 生体内抗酸化作用 23

Linoleateperoxide(%ofcontrol)

Fig.1AntioxidantActivityofOkaraandOkara-koji.

Okara-kojipowderwasextractedwith2volumeof

n-hexane,80%methanol,orwater.Onemlof20mM
linoleatewasincubatedwithO.lmlofeachextractatpH

7.0,40`Cfor7days,andthelinoleateperoxidesinthose

solutionweremeasuredbythethiocyanatemethod.

TablelHydrophobicAntioxidantsofOharaandOhara-koji.

ゼイン,ゲ ニステインが多かった。 これらのイソ

フラボンの抗酸化性はゲニステインが最強であ

る2)ことからOKの イソフラボン類による抗酸化

性はゲニステインによるところが大きいであろう。

さらに,OKに はHAAが 含まれていた。この事

実は注目に値する。HAAの 含量はゲニステイン

の1/10であるが,抗 酸化力はゲニステインの約7

倍強いと報告されている8)。したがって,OKの

抗酸化性にはHAAも 大 きく寄与 しているので

あろう。

exULUOに おける抗酸化性の検討

OKのexvivoに おける抗酸化性の検討のため,

絶えず多量の空気に曝されており,し かも単一層

の細胞で構成されている組織 として肺を実験材料

として選び,OK原 末 と同等の抗酸化力を有する

80%熱 メタノール抽出物(Fig.1)が 膜脂質にお

Fig.2Effectof)MethanolExtractsOkara-kojion12-HETE

Formationinb'liceLung.

Eight-%methanolextractofOkara-koji≪-asaddedto

5%micelunghomogenate,andincubatedfor60mlnat

30'C.The12-HETEformationinthehomogenatewas

measured.

ける初発酸化反応に及ぼす影響を調べた。すなわ

ち,膜 脂質の主たる不飽和脂肪酸であるアラキド

ン酸23)に12一リポキシゲナーゼとグルタチオンペ

ルオキシダーゼ(GSH-py)が 連続的に作用して

生成 される12-HETE23,24)量 を測定 し,Fig.2に

示す。OKの メタノール抽出物は12-HETEの 生

成に関し10-2以上では抑制効果を示したが,10-3

では,促 進効果を示した。すなわち,特 定濃度で

は脂肪酸の酸化を促進 した。OKメ タノール抽出

物の腸管吸収率や体内代謝速度が不明なのでOK

摂取によるメタノール抽出物の体内濃度が12-

HETEの 生成,ひ いてはアラキ ドン酸の酸化を

促進するか,抑 制するかの推定は困難であった。

OKの メタノール抽出物の体内代謝にはOKの そ

の他の成分が当然関連 しているであろうか ら,

invivoに おけるOKの 抗酸化性はOKそ のもの

を用いた動物実験で判定する必要があろう。

inULUOに おける抗酸化性の検討

OKが 体内の脂質代謝に及ぼす影響をみるため

に,ラ ットを用いて次の実験をした。OCやOK

を50%含 み,酸 化油を唯一の脂肪源とする飼料を
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ビタミン欠乏にした幼ラットに17日間投与 し,摂

食量,体 重増加量,血 漿TBA値,血 漿 トコフェ

ロールレベルとGSH-py活 性 を測定するとOC

群ではビタミンEを 補給した対照群 と比べて摂食

量が多いにもかかわ らず,体 重増加が少なかった。

しかし,OK飼 料群は摂食量と体重増加量のいず

れ も対照群 と差が無く(Fig.3),外 見的な酸化油

の毒性は認められなかった。また血漿 トコフェロ

ールレベルは低かったが,TBA値 は上昇してい

なかった(Fig.4)。 さらに,oc群 では血漿 と肝

臓 のGSH-py活 性 がいずれ も上昇 してお り

(Fig.5),過 酸化脂質の吸収の増大とその消去反

Fig.3EffectofOxidizedOilonBody≪refightGainandFoodIntakeofRats.

Five-week-oldmaleWisterratswerefedanadequatevitaminE(VE十)dietandtwokindsofvitaminEdeficient(VE‐)

dietsfor36days.Forthelast17daysduringtheexperimentalperiod,ratswerefed10%oxidizedoil(POV204).

Fig.4EffectofOxidizedOilonTBAvalueanda-TocopherolLevelinPlasma.

TheconditionsfortheratswerethesamethosedescribedinlegendtoFig.3.

Fig.5EffectofOxidizedOilonGlutathionePeroxidaseofPlasmaandLiver.

Theconditionsfortherats≪serethesamethosedescribedinlegendtoFig.3.
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応の促進が示唆された。 しかし,OK群 のGSH-

py活 性は血漿と肝臓のいずれ も対照群 と同程度

であった。この事実 とTBA値 が上昇しなかった

ことから,OK群 では体内の過酸化脂質量が少な

く,過 酸化脂質の消去を促進 させる必要がない状

態 にある ことが示唆された。すなわ ち,OKは

invivoで も抗酸化作用を発揮することが示唆さ

れた。

HAAの 抗酸化機構

一般にinvivoに おける脂質酸化はリポキシゲ

ナーゼによる脂肪酸のヒドロペロキシデーション

によって開始 される。 また,R一 カロチンはリポ

キシゲナーゼによって酸化された脂肪酸のヒドロ

ペ ロキサイ ドによって酸化された との報告があ

る13)。

invivoに おけるHAAの 抗酸化性を確認する

一法としてリポキシゲキシゲナーゼによるリノー

ル酸の過酸化に伴 うβ一カロチンの槌色 に及ぼす

HAAの 影響 をinvitroで 調 べ た(Fig.6A)。

HAAは 明らかにリノール酸の過酸化を抑制し,

β一カロチンの槌色を防止した。これらの結果は,

HAAが 生物的な脂質酸化の初発反応に対 し抗酸

化物質として作用することを示していた。HAA

の抗酸化メカニズムを解明するためにリポキシゲ

ナーゼの添加時と無添加時についてHAAと1,1

一ジフェニルー2一ピクリルヒドラジン(DPPH)

をリノール酸 の過酸化実験用反応液 に加 え,

DPPHの 槌 色 を測 定 し,Fig.6Bに 示 した。

DPPHの 槌色 はフリーラジカルの捕捉を示し,

DPPHの 紫色はHAAの 濃度に比例 して槌色し

た。リポキシゲナーゼ添加時と無添加時の槌色度

の差はリノール酸ラジカルによる槌色によるもの

であろう。これ らのデータはHAAがDPPHと

リノール酸の双方のラジカルスカベンジャーであ

ることを示唆していた。HAAは 抗酸化物質とし

てリポキシゲナーゼによる過酸化物の生成を抑制

したり,脂 肪酸ラジカルを捕捉することにより脂

質自動酸化における初発反応を抑制するのであろ

(A)Inhibitionoflinoleic
peroxidationandQ-carotene
bleachingbyHAA.

(B)Radicalscavengingactionof
HAA.

Fig.6AntioxidantActionofHAA.

(A)Inhibitionoflinoleicperoxidationandβ 一carotenebleachingbyHAA.Lipidperoxidation(●)wasmeasuredbythe

conjugateddieneformationat234nmandR-carotenebleaching(C)wasmeasuredbytheabsorbancedecreaseat460nmfor

thefirstminofthereactionat30℃.Anincreaseat234nmabsorbanceofO.0011minwasequivalenttoO.12μMlinoleic

peroxide.R-carotenebleachingwasinducedbyoxidizedcarotene.M±SE,n=3.

(B)RadicalscavengingactionofHAA.ThebleachingofDPPH'spurplecolorisindicatingtheeliminationofproton-radicals.

Theupperline()showedtheradicalscavengingwithHAAunderthelinoleicperoxidationbylipoxygenase.Thelowerline()

showedtheradicalscavengingwithHAAunderthelinoleicperoxidationwithoutlipoxygenase.M±SE,n=3.
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う。

exULUOに おける12-HETE生 成に及ぼす影響

ホモジネー トしたマウスの肺を60分間加温し,

生成 された過酸化物をHPLCを 用いて分析 した。

12-HETE生 成に対するHAAの 影響を測定し,

その結果をFig.7に 示す。HAAは1000μMで12

-HETEの 生成を抑制 したが
,0.1～100,uMで は

濃度依 存的 に12-HETEの 生成 を促進 した。

HAAは 高濃度では確かに抗酸化剤 として作用 し

たが,低 濃度では逆に酸化促進剤として作用した、

抗酸化物質であるHAAが 低濃度で12-HETEの

生成を促進した事実は注目に値する。

HAAに よる酸化的ス トレスの誘起

β一カロチンの新 しい機能 としてヒトの口腔ガ

ン由来細胞に対し活性酸素分子としてグルタチオ

ンレベルやSOD活 性を抑制することが報告され

た'°)。HAAは 空気によって徐々に酸化され,無

色から黄色に変化し,可 視部の吸収スペクトルに

新たなピークが420～450nmに 出現した。したが

って,HAAは 酸素に敏感で,酸 化したHAAは

グルタチオンやSODに 対 しβ一カロチンと同様

の作用を与えるであろうと予測された。そこで,

次の実験ではHAAがinvitroで グルタチオン

やSODに 及ぼす影響 を測定 した。その結果,

HAAの 濃度に依存 してグルタチオンは酸化され,

sOD活 性は阻害された(Fig.8)。 これ らの結果

からHAAはinvivoで は酸化還元のバランスを

崩し,ス ーパーオキシドアニオン量を増加させ,

酸化的ス トレスを増加させることが示唆された。

酸化的ス トレスの誘起力

HAA,β 一カロチンや トコフェロールが酸化的

ス トレス誘起剤 としてグルタチオンやSODに お

よ ぼす影 響 をinvitroで 測 定 した(Fig.9)。

HAAの グルタチオン酸化力 はβ一カロチンと同

程度であったが,ト コフェロールはSODを 阻害

しなかった。β一カロチンはSODを 阻害したが,

その程度はHAAよ りも弱かった。HAAの 酸化

的ス トレス誘起剤 としての特性 はβ一カロチンや

トコフェロールと異なっており,特 異的であった。

HAAに よる細胞毒性

HAAがinvivoで 生物学的な酸化 を促進すれ

Fig.7EffectofHAAon12-HETEFormationinIVIiceLung.

Five%lunghomogenatewasincubatedat37°CforO

min(■),20min(●),40min(▲),or60min(◆).

Thereactionproducts、 、・ereextractedwithethylacetate,

andthenthe12-HETEintheextract≪ ・asanah・sed≪-ith

HPLC.M±SE,n=3.

Fig.BOxidativeStressProductionbyHAA.

(A)OxidationofGSHbyHAA(… ■ …).Twenty

fiveμMGSH(pH8.0)wereincubatedwithHAAfor

60min.TheGSHoxidationbyHAAwasmeasuredby

theabsorbancedifferenceofHAAsolutionwithorwith-

outGSHat-112nmfor2min.i/1±SE,n=3.

(B)InhibitionofSODactivitybyHAA(‐=‐).The

SODactivitywasmeasuredbythereductionfrom

cytochrome-cFe3+toc}tochrome-cFe2+withsuperoxide

anionfor2min.1i±SE,n=3.
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Fig.9ActivityasOxidativeStressProducer.

(A)OxidationofGSH.TwentyfiveμMGSHwere

incubatedwith100μ 八40fHAA,β 一caroteneorα 一toco-

pherolat40'Cfor60min.M±SE,n=3.

(B)InhibitionofSODactivity.TheSODactivitywas

measuredwith200kMofHAA,Q-caroteneoru-toco-

pherolat25°Cfor2min.M±SE,n=3.

ば,HAAは 生細胞に細胞毒として作用するであ

ろう。β一カロチンは抗酸化物質 として知 られて

いるが,最 近,腫 瘍由来細胞に対する細胞毒性が

発見 された1°)。HAAに 関しても,腫 瘍細胞に対

して細胞毒性を有するか,否 かは重要な問題であ

る。そこで,ヒ トの肝ガン由来細胞を用いHAA

の影響 を調べた。Fig.IOAはHAAに よる細胞

毒性の経時的発現状況 を示す。HAAが 存在しな

い と細 胞 はゆっ く り増殖 したが,700μMの

HAAが 存在すると処理後24時 間で生存細胞数 は

減少し始め,36時 間後には極めてわずかの細胞が

生存しているにすぎなかった。HAAは 明らかに

ヒ トの腫瘍由来細胞に対し細胞毒性を示した。

次の実験では,細 胞毒性 を発現させ るHAA

の濃度範囲を決定した。Fig.10Bは 細胞の生存に

対するHAAの 細胞毒性が濃度依存的であるこ

とを示していた。生細胞数はHAAが250μMか

ら減少し,600μM以 上ではほとんどすべての細

胞が死滅 した。

HAAに よるアポ トーシスの誘導

HAA処 理による細胞死をアポトーシスによる

ものか,ネ クローシスによるものかを区別するた

め に,HAA処 理後16,24,36時 間 の染 色 体

DNAを 処理してその電気泳動像を観察する と

DNAの 断片化が明確 に検出された(Fig.11)。

HAAは 確かに腫瘍由来細胞に対してアポトーシ

スを誘導させた。

4.考 察

OKに はHAA以 外にも多数の抗酸化物質が存

在しているが,そ のすべてが同定されているわけ

ではない。また,そ れらの抗酸化メカニズムや相

(A)Time-courseofcytotoxicity

inducedbyHAA.
(B)Concentrationdependenceof
cytotoxicityinducedbyHAA.

Fig.10CytotoxicActionofHAA.

(A)Time-courseofcytoxicityinducedbyHAA.ThecellsweretreatedinFCS-freemedium≪ ・ith700ublofHAA(　 ),or

withoutHAA(コ).Viablecellswerecountedbythetrypan-bluedyeexclusionmethodattheindicatedtimepoints ,M±SE,n=

3.

(B)ConcentrationdependenceofcytotoxicityinducedbyHAA.Viablecells≪serecountedaftera2-1hrtreatment≪pithHAA

attheindicatedconcentrationsinFCS-freemedium .M±SE,n=3.
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Fig.11ElectrophoreticProfilesofGenomicD¥AfromHuH-

7Cellsafter

TreatmentwithHAA.TheGenomicDNAwas

extractedfromthecellsaftertreatmentwith800μMat

theindicatedtilnes(16,240r36hr>andloadedonto

a2.0%agarosegel.ThefragmentedDNAwasvisual-

izedwithethidiumbromidestaining.

互作用 も不 明であ る。 したが って,OKのin

vivoに おける抗酸化メカニズムの解明は容易で

はない。しかし,本 研究は,OK成 分の総合作用

の結果としてOKのinvivoに おける抗酸化作用

を示唆する一例となり得るであろう。

一般に化学物質の作用は,invitroとinvivo

では異なる場合がある。たとえば,β 一カロチン

はinvivoで はSODを 抑制すると報告されてい

る1°)がinvitroではなんの影響 も与えなかった

(Fig.9B)。HAAに よる酸化的ス トレスの生成

は本研究でinvitroで 証明 され たにす ぎな い

(Fig.8)が,い ずれinvivoで も証明さるで あ

ろう。HAAはinUZtYOで 脂質の過酸化を抑制し

た(Fig.6A)。 肺 組 織 で もHAAに よ る12-

HPETE生 成の抑制と,そ れに伴うグルタチオン

による12-HETEへ の還元の減少,そ して結果的

に12-HETEの 生成の抑制が予測 された。この予

測はHAA濃 度が高い時には的中したが,HAA

濃度が低い時には当てはまらなかった(Fig.7)。

12-HETEは12一 リポキシゲナーゼの作用によっ

て生成される23)が,この酵素は自殺酵素の一つで

あり,そ の反応生産物であるヒドロペロキサイド

が過剰になると不活化される25)。しかし,一 方,

その活性化のために低濃度のヒドペロキサイドが

必須であることも知 られている25)。HAAは 高濃

度(1,000μM)の 時12一リポキゲナーゼの阻害剤

として作用したが,低 濃度(0.1～100μM)の 時

は12一リポキシゲナーゼによる初発反応の速度 を

抑制せず,長 時間(60分 以上)に わたり反応生産

物である12-HETEの 生産量を増加させた(Fig.

7)の であろう。この実験は5%肺 ホモジネー ト

で行った。無傷の細胞に対するHAAの 真の影

響はホモジネイトした細胞に用いた濃度の20倍濃

い濃度,つ ま り,ホ モジネー ト中で10μMの

HAAの 影響 は細胞培地では200μMで 現れるで

あろう。ホモジネー ト中で10,uMのHAAは12-

HETEの 生 成 を促進 し,培 地 中 の200μMの

HAAは 酸化促進物質 として悪性細胞に対 し細胞

傷害作用を誘導した(Fig.10)。 これらの現象は

同一濃度のHAAの 生理作用 として一貫性があ

り矛盾がない。

OKはHAAを3.5mg/100g(230μM)含 ん で

いる。HAAの 消化管からの吸収については,こ

れまで研究されておらず,OK摂 取時の血液や組

織内におけるHAAの 濃度が不明である。した

がって,HAAがinvivoで 抗酸化物質として作

用するか,酸 化促進物質 として作用するかの判定

が困難である。

酸化的ストレスは,細 胞にアポトーシス死を誘

発する要因の一つと考えられている26)。活性酸素

物質,例 えば,0、やOH一 は細胞膜中に存在する

多価不飽和脂肪酸やコレステロール とたやすく反

応し,そ れらを過酸化させる。過酸化脂質,特 に

HPETE類 は強力なアポトーシス誘因物質 として

知 られている26》。したがって,HAAに より伝達

されるアポ トーシスのメカニズムの一部は以下の

ような ものであろ う。HAAはinvivoでSOD

を阻害することにより,ス ーパーオキシドアニオ
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ンを増加 させ,低 濃度のHAAは リポキシゲナ

ーゼを阻害せず
,ヒ ドロペロキシデーションを促

進するであろう。さらに,HAAに よりグルタチ

オンが酸化されてグルタチオンレベルが低下すれ

ば,ヒ ドロペロキサイ ドの還元量が減少 し,そ の

結果,ヒ ドロペロキサイドの濃度が高 くなるのだ

ろう。スーパーオキシドアニオンから発生する活

性酸素類は,細 胞中でヒドロペロキサイドを含む

脂質過酸化やタンパク質の変性 を誘発し,DNA

に対してアポ トーシスを誘導するのであろう。

インドネシアにおける伝統的な発酵大豆食品で

あるテンペにはOKの1.4倍 のHAAが 含まれて

いる8)。テンペは16世紀か らインドネシアの人々

に食べ続けられてきたが,こ れ までに,健 康的に

何らの トラブルも報告されていない。その点から,

OK中 のHAAは 少なくとも正常細胞に対して細

胞傷害作用を発揮 しないであろう。むしろ,あ る

種のガンに対する防御作用すら期待出来るのでは

なかろうか。

5.ま と め

お か ら(OC)を 味 噌麹 菌(Aspeyugillus

oryzae)で 発酵させたおから麹(OK)の 抗酸化

性の大部分はメタノールにより抽出され,そ のメ

タノール抽出物にはダイゼインとゲニテスインが

多かった。 また,少 量の3-hydroxyanthranilic

acid(HAA)も 含 まれていた。OKの メタノー

ル抽出物はinvitroで10-3の 濃度ではアラキドン

酸の酸化を促進し,10-2以 上の濃度では酸化を抑

制した。

OCやOKを50%含 み,酸 化油を脂肪源とする

飼料をビタミンE欠 乏にした幼ラットに投与する

と,OC群 は体重増加量が少な く,血 漿のTBA

値や血漿 と肝臓のグルタチオンペルオキシダーゼ

(GSH-py)活 性が上昇したが,OK群 は体重増

加量,TBA値,GSH-py活 性のいずれもビタミ

ンEを 補給した対照群 と差が認められなかった。

すなわち,OKは 過酸化物を除去することにより

invivoで 抗酸化作用を発揮することが示唆され

た。

HAAは 生物的脂肪酸化に対する抗酸化剤 とし

て脂肪酸のフリーラジカルを消去したり,リ ポキ

シゲナーゼによる脂肪酸の過酸化物生成を抑制 し

て,脂 肪の自動酸化における初発反応を抑制する

ことが示唆された。

しかし,exvivoの 実験では,HAAは 確か に

高濃度の時は抗酸化剤 として作用したが,低 濃度

の時には逆に酸化促進剤として作用した。また,

HAAは 酸化的ス トレス誘起剤 としてグルタチオ

ンを酸化したり,ス ーパーオキシドジスムターゼ

を抑制した。さらに,HAAは ヒトの肝ガン細胞

由来細胞の増殖を阻害し,ア ポ トーシス死を誘導

した。

本研究を逐行するに当たり,多 額の研究助成金

を賜 りました浦上食品 ・食文化振興財団に心より

感謝の意を表しますと共に貴財団の益々の ご発展

を祈念申し上げます。
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InvivoAntioxidantActivityofOkaya-koji,aFermentedOkara

withAspergillusoryzae

MasakoMatsuo(GifuWomen'sUniversity)

ThepotentantioxidantactivityofOkara-koji(OK),afermentedokara(OC)with

Aspeygillusoryzae,wasextractedwithmethanol.IntheOK'smethanolextract ,genistin,

daizein,genistein,and3-hydroxyanthranilicacid(HAA)wereidentifiedbyHPLC .The

methanolextractacceleratedtheoxidationofarachidonicacidinmembranelipidsat10-3

concentration,butinhibitedtheformationathigherconcentrationsthan10_3exvivo.To

confirmthetotaleffectofallcomponentsofOKonlipidperoxidationinvivo,ratsfed

fooddeficientinvitaminEwereputondietscontainingOKorOCwithoxidizedoil.Inrats

fedtheOKdiet,noeffectofoxidizedoilfeedingonthebodyweightgain,oftheTBAvalue

inplasma,orofglutathioneperoxidaseactivitiesofplasmaandliverwasobserved.But

inratsfedtheOCdiet,theeffectofoxidizedoilfeedingwasapparentlyobservedonall

ofthosevalues.TheseresultssuggestedthatOKwouldscavengelipidperoxidesinvivo.

ThenextstudydealswiththeantioxidantmechanismofHAAunderbiological

systemsandthecytokillingfunctionofHAAtohumanmalignantcells.HAAeliminated

freeradicalsandinhibitedtheformationoffattyacidhydroperoxideinvitro,suggesting

thatHAAwouldserveasanantioxidantintheinitialreactioninlipidoxidationsystems.

ActuallyHAAinhibitedtheformationofthedominantperoxideofmembranelipids,

12-hydroxyeicosatetraenoicacid(12-HETE)atahighconcentration,whileHAAaccele-

ratedthe12-HETEformationatalowconcentrationinmammaliantissue.HAAoxidized

glutathioneandinhibitedsuperoxidedismutaseinvitro.Furthermore,HAAinhibitedcell

growthandinducedapoptosistoHuH-7,ahumanhepatoma-derivedcellline.HAAmay

possiblyactasaprooxidantratherthanasanantioxidantinvivo.


