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香辛料は神経伝達物質合成酵素を刺激するかP

植 野 洋 志(奈 良女子大学生活環境学部教授)

1.緒 言

γ一アミノ酪酸(GABA)や ヒスタミンは高等

動物においては神経伝達物質 としての作用が知ら

れている。これ らの神経伝達物質の生体内での合

成は,そ れぞれグルタミン酸デカルボキシラーゼ

(GAD)と ヒスチジンデカルボキシラーゼ(HDC)

が担っている(Fig.1)が,こ れらの酵素の作用

機構,特 に酵素学的諸性質についてはまだ多くは

理解 されていない状態である1)。その大きな理由

は,GAD,HDCと もに動物組織か らの精製が

困難であること,精 製酵素標品が不安定であるこ

と,な どによる。そこで まずGADとHDCに 分

けて本研究の概要を説明する。

(GADS

GABAは 代表的な抑制性神経伝達物質である

が,利 尿作用,血 圧上昇抑制作用,成 長ホルモン

誘導作用など食品成分 として有効な作用 も見つ

か って いる。高等動物の場合,GABA合 成 は

GADの みでなされるが,近 年,GADに はアイ

ソザイムが存在することが遺伝子の解析で明 らか

Fig.1ReactionschemeofGADandHDC

となった。興味深いことに,GADア イソザイム

は臓器特異的ではなくて,一 つの細胞内で両方が

発現 しており,そ の発現の様式(発 現時期 と発現

量)や 細胞内での活性制御機構の点に違いがある

ことが明らかになってきた。しか し,外 的因子が

どのようにGADの 発現や活性を制御するか,と

いう重要な問題に対する解答は得られていない。

GADの 生体内での分布に関しては,脳 など神

経系を中心に報告されているが,末 梢組織,特 に

食物の消化吸収にかかわる臓器についての報告は

あまりない。しかし,ヒ トが口にする食品中の大

多数の遊離アミノ酸はグルタミン酸であることよ

り,そ のグルタミン酸を基質とするGADの 消化

器系組織での役割は充分に考えられることであ り,

その解明は重要な課題となりうる。

我々は,GADア イ ソザイ ムの一 つ であ る

GAD65に 注 目 し,ラ ッ ト脳 由来 のGAD65

cDNAを パン酵母に組込み,GAD65タ ンパク質

を発現する系を作成 し,GAD65の タンパク質化

学 ・酵素学的研究を行う準備 を整えてきた。そこ

で,GADの 消化器系組織での役割解明への第一

歩として,食 品中の有効成分とGADの 相互作用

を検討することにした。具体的には,薬 効成分 と

して も知られる香辛料がはたしてGAD活 性を制

御するか否かの点について研究を行 った。

【正mC】

ヒスタ ミンはGABA同 様に神経伝達物質とし

て作用するが,さ らに,ア レルギーや胃酸分泌を

促す物質でもある。ヒスタミンは,ヒ スチジンを

基質 として,HDCに より脱炭酸されて合成 され
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る。GADと 同様にビタミンB、を補酵素 とし,

cDNAよ り予想 されるタンパク質の一次構造の

比較では,GADと 同じファミリーに属するとさ

れている。生体内では,HDCはGADの 約1000

分の一程度の濃度で存在するため,そ の精製,生

化学的性質解明は困難を極める。HDCの 食に関

わる組織 ・細胞での発現はまだ詳細に検討されて

いないが,皮 膚組織や胃には局在することが示唆

されていることより,十 分に食品やその添加物,

もしくはその消化分解物 と相互作用することは予

想できる。

我々は,ヒ ト由来のHDCcDNAを パン酵母

で発現する系を作成し,GAD65同 様,タ ンパク

質化学 ・酵素学的研究を行う準備を整 えてきた。

本研究では,こ の発現タンパク質を用いて,香 辛

料 との相互作用を検討した。

2.実 験方法

2.1材 料および試薬

培地成分,比 活性測定用試薬には,ナ カライテ

スク(株),和 光純薬(株)の特級品を用いた。グル

タミン酸,GABA,ヒ スチジン,ヒ スタミンは

和光純薬 より購入 した。香辛料 は,ハ ウス食品

(株)ソマテックセンター 鳴神寿彦氏より提供い

ただいた。プロテアーゼ阻害剤 は,Complete

proteaseinhibitorcocktailtabletsをRoche社

より,Haltproteaseinhibitorcocktailkitを

Pierce社 より購入した。タンパク質定量には,

BioRad社 製プロテインアッセイキットを使用し

た。その他の試薬は特に断 りのない限 り,市 販特

級品を用いた。

2.2供 試菌株および培養条件

GAD65発 現 株 はラ ッ ト脳 由来 のGAD65

cDNAを 組み込んだパン酵母,pWIG32-12)を,

HDC発 現株 はヒト好塩球白血病細胞KU-812-F

由来のcDNAを 組み込んだパン酵母,pWIH32

一23)を用 いた。

培地 は,GADの 発 現 に は,前 培 養 をYPDも

しくはSD(-W)培 地 で,本 培養 はYPAも し く

はSA(-W)培 地で 行 った。YPD培 地 の組成 は,

2%pepton,1%yeastextract,2%glucose,

YPA培 地の組 成 は,2%pepton,1%yeast

extract,2.74%sodiumacetate,SD(-W)培

地 の組成 は,0.003%L-1eucine,0.002%L-his-

tidine,0.002%adeninesulfatedihydrate,

0.002%uracil,0.67%yeastNZbasew/o

aminoacid,2%glucose,SA(-W)培 地 の組

成 は,0.003%L-1eucine,0.002%L-histidine,

0.002%adeninesulfatedihydrate,0.002

uracil,0.67%yeastNZbasew/oaminoacid,

0.04%casaminoacid,2.74%sodiumacetate

anhydrousで ある。5リ ッ トル用 三 角 フラ ス コ

に2リ ッ トルの液 体培地 を入れ オー トク レープ後,

振 とう培 養 器(イ ノーバ4330)に て28℃ で本 培

養 を 行 っ た。GADの 培 養 は 定 常 状 態 ま で,

HDCの 培 養 は対数 増殖 期 まで成長 させ てか ら集

菌 した。

2.3粗 酵 素液の 調整

菌体 は一80℃ で保存 し,解 凍 後,菌 体重量 の約

2倍 量 のIysisbufferに 懸濁 し,ビ ー ドビーター

(Biospec社)で 破 砕 した。 遠心 分離 後,得 られ

た上 清 を粗 抽 出液 と した。 粗抽 出 液 は,Phar-

maciadesaltingcolumnに てゲル ろ過す る こと

で脱塩 と不純物 であ る蛍光物 質 を除去 した 。ゲル

ろ過溶液 は,粗 酵素液 として本研の香 辛料 との反

応に供 した。

Lysisbufferは,1mM2-aminoethylisoth-

iouroniumbromidehydrobromide,0.5mM

pyridoxal5'-phosphate,0.1mMdithioth-

reitol,1mMethylenediamidetetratacetate

dihydrate,60mMpotassiumphosphate

buffer,pH7.1の 組 成 にプ ロテ アー ゼ阻 害 剤 を
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加 えたものを用いた。HDCの 場合には,さ らに

安定 化solutionと して,1%polyethylene

glyco1300を 加えた。

2.4香 辛料抽出画分の調整

香辛料(粉 末状)は それぞれ水抽出画分とエタ

ノール抽出画分 とに分けて調整した。香辛料0.3

gに1.5mlの 蒸留水 または70%エ タノールを加

え,一 時間超音波をあて十分に撹絆した後,ミ ニ

ディスクローターで一晩撹搾抽出した。その後,

遠心分離し,上 清を香辛料抽出画分とした。抽出

日から1日 目と4日 目のものを実験に用い,そ の

間,室 温暗所 に放置 した。抽 出液のpHは 弱酸

性の5.6前 後であったが,反 応液中での緩衝液の

働 きでpH7.1に コントロールできることを確認

した。今回の実験では,抽 出された香辛料成分の

濃度計算はしていない。

2.5GAD活 性への香辛料成分の効果の判定

法

基質であるグルタミン酸 とGADを 反応させる

際,香 辛料抽出画分を加えたときと加 えなかった

ときとで生成するGABA量 を比較 した。GABA

の定量は,陽 イオン交換カラム(資 生堂Capcell

pakSCXUG80)を っないだHPLCを 用いて行

った。カラムは0.1Nク エ ン酸ナトリウム緩衝

液,pH3.3で 平 衡 化 し,溶 出 したGABAは

OPAに よるポストカラム誘導法にて蛍光ラベル

して検出 した。GABA量 は,ス タンダー ドとの

面積比較にて定量化した。香辛料抽出画分を加え

なかったときの活性を100%と して,そ れよりも

大 きな値は活性化,小 さな値は不活性化として評

価 した。

2.6HDC活 性への香辛料成分の効果の判定

法

香辛料抽出画分のHDC活 性に与える効果は,

HDC活 性測定時に香辛料抽出画分を加えること

で,生 成するヒスタミン量の変化を定量的に測定
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することで評価 した。ヒスタミンの定量は,反 応

液を陽イオン交換樹脂(AmberliteCG50,0。5M

sodiumphosphatebuffer,pH6.5に て平衡化)

を入れたカラムに通し,順 次未反応のヒスチジン,

反応生成物のヒスタミンをそれぞれ0.1N,0.5

NHCI溶 液で溶出し,OPAに よる蛍光ラベル誘

導を行 った ものを蛍光検出計(励 起波長355

nm,蛍 光波長440nm)で 定量した。

2.7タ ンパク質定量

タンパ ク質定量はBradford法 に基づ くBio

Rad社 のプロテインアッセイキットを用いて行

った。サンプル25μ1を 試験管にとり,ア ッセイ

試薬 を1.25m1加 え,室 温で30分 間反応 させ,

595nmで の吸光度を測定した。結果は,血 清ア

ルブミンを対象とした検量線により求めた。

3.結 果

3.1GAD活 性 におよぼす香辛料抽出画分の

効果

Fig.2に36種 類の香辛料水抽出画分のGAD活

性に対する効果をまとめた。図はコントロールの

GAD活 性を0と し,活 性化,阻 害の度合いをパ

ーセントで示している。水溶性抽出画分には,抽

出した香辛料の種類によって,GADを 活性化す

るものと阻害するものがみられた。

Clove,mustardに は強いGAD阻 害活性が認

められ,anise,paprika,caraway,fennelな ど

には顕著な活性化の効果が認められた。Fig.2

には示していないが,mustardとtarragonの 水

溶性画分には内在性のGABAを 検出した。

抽出1日 目と,抽 出画分を4日 間暗所に保存 し

たものが活性に与える効果も示してある。その結

果,抽 出画分のGAD活 性に与える効果は,必 ず

しも1日 目と4日 目では一致しないことが判った。

特に,redpepperやbasilで は4日 目の活性が

顕著に高 まり,逆 にallspiceな どでは阻害効果
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Fig.2EffectsofspicewaterextractsonGADactivities.

が 高 まった。また,peppermintやcardamon

では1日 目と4日 目の効果が逆になった。香辛料

の水抽出画分は,時 間が経過することで酸化など

何 らかの成分変化がおこっている可能性がある。

Fig.3に36種 類の香辛料エタノール抽出画分

のGAD活 性に対する効果 をまとめた。Corian-

der以 外は1日 目の抽出液において全て阻害を示

した。全体的に水抽出画分 と比べると,阻 害する

傾向が見 られた。GAD阻 害因子は,香 辛料の油

性成分中に多く存在することを示唆するものであ

る。さらに,水 抽出画分とは異なって,1日 目と

4日 目とでは似た傾向を示した。

3.2HDC活 性におよぼす香辛料抽出画分の

効果

Fig.4に17種 類の香辛料水抽出画分のHDC活

性に対する効果をまとめた。図はコントロールの
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Fig.3EffectsofspiceethanolextractsonGADactivities.

HDC活 性を0と し,活 性化,阻 害の度合いをパ

ーセントで示 している。その結果,GADと 同様

に,香 辛料成分のHDC活 性に与える効果は非常

に多様であった。Clove,rosemary,sageの 水抽

出画分はほぼ100%近 い阻害を示した。その反面,

redpepper,nutmegは 顕著な活性化を示した。

また,paprika,garlic,gingerの ように活性への

影響をほとんど示さないものもあった。

Fig.5に は,エ タノー ル抽 出画分 のHDC活 性

に対 す る効 果を まとめた。 水抽 出画 分 と同様 に多

様 な活 性化 や阻 害 のパ ター ンが得 られた。Nut・

meg,cinnamon,allspiceよ りの抽出画分 は高 い

阻害 活性 を示 した。Garlic,cumin,peppermint

の抽 出画分 は活性化 を示 した。興 味深 いこ とには,

rosemary,paprika,bayleafに お い て は,4日

目の抽出画 分 にお いて阻 害活性 の上昇が 観察 され
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Fig.4EffectsofspicewaterextractsonHDCactivities.

た。また,nutmegに おいては,水 抽出画分とエ

タノール抽出画分の効果が逆転した結果が得られ

た。

4.考 察

生体内での神経伝達物質の合成を制御すること

は,神 経伝達物質の供給面をコントロールするこ

とになり,生 理的には神経伝達経路のコントロー

ルにつながるであろう。しかし,近 年の生化学的

研究により,神 経伝達物質は,神 経系に働くだけ

でなく,細 胞の代謝系でも重要な役割を担ってい

ることが明らかになってきた。例 えば,GABA

はヒトの成長ホルモンを誘発させることができる。

また,ノ ックアウトマウスの研究4・5)より,GAD

のアイソザイムであるGAD67を 欠損 させたマウ

スでは,上 顎の口蓋形成ができずに生後すぐに死
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Fig.5EffectsofspiceethanolextractsonHDCactivities.

に至ることから,発 生のある段階で未知の役割を

担うことが示唆されている。HDCの 場合は,ヒ

スタミンがアレルギーや胃酸分泌にかかわること

より,よ り代謝系に大きな役割を担 っていること

は想像できる。今回の研究においては,GABA

とヒスタミンの合成を活性化 したり,阻 害する因

子を天然物より見出そうとするもので,研 究を始

めるまでは,ま だ一般にはその重要性が認識され

るに至っておらず,な んらの予備的研究成果の報

告を見出せない状態であったことを記しておきた

い。もし,天 然物成分がGADやHDCの 活性制

御に関与するならば,恒 常的に食したり,使 用す

る香辛料 ・漢方薬 ・化粧品などはGABAや ヒス

タミン合成に少なからず影響をおよぼすことは必

定である。

今回の実験結果 より,香 辛料の水およびエタ
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ノール抽出画分は,invitroで の系であるが,

GABAと ヒスタミン合成酵素に予想以上に大き

な影響を与えたことが示された。香辛料の抽出を

水とエタノールに分けたことは,水 溶性成分と油

性成分 として区分けすることを目的としたもので,

あくまでもスクリーニング上での区分けにすぎな

い。油性成分をエタノールだけで完全に抽出でき

ているとは考えておらず,今 回の結果もそれを加

味して考える必要はある。

我々の実験の特色は,ま ず,水 とエタノールに

て抽出した画分での比較であり,さ らに,抽 出溶

液をフレッシュな1日 目と空気酸化を受けたであ

ろう4日 目に分けて比較したことである。水 とエ

タノール抽出画分では,か なり異なった活性への

効果が得られたこと,そ して,多 くの場合,4日

間放置した抽出画分はフレッシュな場合とは異な

った結果を示した。前者は,水 とエタノールでは,

極性の異なる成分を抽出していることを意味 し,

後者は,成 分の酸化や成分同士の相互反応などが

おきる事で有効成分に化学的変化がおきたと考え

られる。今回は,室 温での抽出を行ったが,産 業

界では水抽出は湯煎法が一般的であることより,

熱水 もしくは温水での抽出を考慮する必要がある

と考 えている。

いったいどういう成分がGAD・HDCの 活性

化 ・阻害に関与するのか,ま た,そ の反応機構は

どのようなものであるのか,さ らには,成 分間で

の整合性があるのか,と いう疑問が今回の結果か

ら導き出される。これらに対する答えは,今 後の

研究の進展によってもたらされると考えるが,今

回用いた香辛料には,植 物由来のものがほとんど

であることより,植 物学的な分類,葉 ・茎 ・根 ・

花 ・種などのクラス分けをして効果の傾向の有無

を検討した。その結果,活 性化や阻害に関して,

共通の要因は見つけることはできなかった。今後,

抽出画分をHPLCに かけて分離 し,各 成分(フ

ラクション)の 活性への影響をモニターしながら,

成分の精製を行うことで,よ り明白な結論を導け

るものと考える。油性成分については,す でに解

析され報告されているものが多数あるために,こ

れらを試験することは重要である。しかし,成 分

の組み合わせによる相乗効果 も考慮する必要があ

ると思われる。

今回の研究で,香 辛料は神経伝達物質の活性を

大きく左右することが判明した。この事実を踏ま

えて,次 なる課題は,果 たしてGADやHDCは

このような香辛料成分と相互作用できる場所に存

在するのであろうか,と いう問いであろう。舌 ・

食道 ・胃 ・腸 ・皮膚などにどれほどのGADが 存

在するかに関する報告はほとんど存在しないこと

より,こ の問いに対する回答 はまだない。HDC

に関しては,皮 膚 ・胃にての発現が報告されてお

り,香 辛料成分により十分に活性が制御されるこ

とは考えられる。食品アレルギーの何割 かは

HDCの 活性化が原因である可能性も示唆できる。

さらに,生 体 にとってGAD・HDCを 活性化す

ることが良いのか,不 活性化が良いのか,と いう

問いかけがあろう。非常に興味ある点であり,今

後の課題と考える。

本研究を遂行するにあたり,研 究助成金を賜 り

ました浦上食品 ・食文化振興財団に深く感謝いた

します。また,香 辛料サンプルをご提供 ください

ましたハウス食品(株)ソ マテックセンターの鳴神

寿彦博士に謝意を表 します。さらに,本 研究に協

力を頂ました当研究室学生諸君(浅 井麻衣子,大

下樹里,榊 問清佳,藤 根潔枝)に 感謝申し上げま

す。
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DoSpicesReallyActonNeurotransmitter-SynthesizingEnzymes?

HiroshiUeno(LaboratoryofAppliedMicrobiologyandBiochemistry,NaraWomen'sUniversity)

y-Aminobutyricacid(GABA)andhistamineareinhibitoryneurotransmittersfor

higheranimals.GABAandhistaminearesynthesizedbyL-glutamatedecarboxylase

(GAD)andhistidinedecarboxylase(HDC),respectively.Duetothesignificanceof

GABAandhistamineintheneuronalfunctions,therearehighdemandstohavenovel

agentscapabletocontrolthecatalyticfunctionofGABA-orhistamine-synthesizing

enzyme.GABAhasahypotensiveactivityandhistamineisinvolvedinallergyand

ulcer.Bothofthesebiologicalactivitieshavebecomeatargetforhealth-relatedfood

components.Unfortunately,becauseofdifficultyinisolatingpureGADandHDCfrom

tissuesamples,onlyalimitedstudyisperformedtofindcompound(s)exhibitingany

influenceonGADorHDCactivity.Itisofouraimtosearchcompoundsinhibitingor

enhancingGADorHDCactivityfromspices.Forthefirststep,wehaveprepared

recombinantSaccharomycescerevisiaestrainsexpressingratbrainGAD65andhuman

HDC;namely,pWIG32andpWIH3,respectively.Currently,weareabletoproduce

highlyactiveenzymesinareasonablequantitywiththeserecombinantstrains.Byusing

therecombinantenzymepreparations,enzymaticactivitywasmeasuredinthepresence

andabsenceofspiceextracts,eitherwaterorethanolextracted.Asaresult,bothwater

andethanolextractsofspices,39kindsforGADand17kindsforHDC,werefoundto

exhibitvasteffectsonGADandHDCactivities.Aboutahalfofwaterextractsexhibited

someactivationeffectsonGAD,whereasonlyfewshowedactivationeffectsforethanol

extracts.IncaseofHDC,waterextractofnutmegandredpepperexhibitedstrong

activationandethanolextractofpeppermint,cumin,garlic,marjoramandredpepper

exhibitedsignificantlevel(20-40%)ofactivation.Ingeneral,majorityofethanol

extractstendedtoinhibitbothGADandHDCactivities.Inthisstudy,wefoundthat

spiceextractscanaffectenzymaticactivityforbothactivationandinhibition.Itisof

greatintereststofindoutifdirectinteractionofspicecomponentsandGADorHDC

wouldbepossibleinvivo.


