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近年，日本では食生活の欧米化および運動不足によっ

て，内臓脂肪型肥満とそれによって引き起こされるメタ

ボリックシンドロームの罹患者の増加が問題となってい

る１）。メタボリックシンドロームの最終的な症状として

動脈硬化症がある。動脈硬化症は，血管壁にコレステロ

ールが粥状に蓄積した結果，血管をふさぐことで起こる。

したがって，高コレステロール血症は，メタボリックシ

ンドロームや動脈硬化症のリスクファクターといえる２）。

＊１ 〒１５６―８５０２ 東京都世田谷区桜丘１―１―１，E-mail : yujiya@nodai.ac.jp
＊２ 〒３１７―００７６ 茨城県日立市会瀬町４―３―１６，E-mail : tohru.nakagawa.rh@hitachi.com
＊３ 〒６９９―０７２２ 島根県出雲市大社町北荒木６４５
§ 両者の貢献は同等である。（Equal Contribution）

アルファ化玄米が肥満モデルラットにおける
血中コレステロール値に及ぼす影響

小 林 謙 一＊１§・山 岸 彩 乃＊１§・中川 徹＊２・前 田 雪 恵＊１，＊３

伊 藤 有 紗＊１・山 田 千 晴＊１・徳 永 洸 貴＊１・藤 田 沙 也＊１

鈴 木 司＊１・辻 井 良 政＊１・髙 野 克 己＊１・山 本 祐 司＊１

＊１ 東京農業大学応用生物科学部生物応用化学科

＊２ 日立健康管理センタ

＊３ アルファー食品㈱
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The purpose of this study was to evaluate the effects of pregelatinized brown rice on cholesterol
metabolism in obesity using Zucker fatty （ZF） rats. Six-week-old male ZF rats and their lean
littermates were divided into four experimental groups ; （１）Lean : Zucker lean rats fed the AIN９３G ;
（２）Control : ZF rats fed the AIN９３G ;（３）WR : ZF rats fed the AIN９３G in which cornstarch was
replaced with pregelatinized white rice ;（４）BR : ZF rats fed the AIN９３G in which cornstarch was
replaced with pregelatinized brown rice. The rats were fed each diet for １０ weeks. Significant
decreases in serum and hepatic cholesterol levels were observed in the WR and BR groups compared
with the control group. In particular, this cholesterol-lowering effect was more remarkable for the BR
than WR group. Gene expression of HMG-CoA reductase was significantly increased in the WR and
BR groups relative to the control group. In addition, CYP７A１m RNA levels showed a significant
increase in the BR compared with the WR group. Our results indicate that pregelatinized brown rice
has a serum cholesterol-lowering effect in obesity.

（Received Jun. ２９, ２０１５；Accepted Oct. ３０, ２０１５）
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従来，食事性コレステロールの摂取量に注意が払われて

きたが，日本人の食事摂取基準（２０１５年版）では，コレ

ステロールの目標量が，科学的根拠に欠けることを理由

に撤廃された３）。しかし，適正な血中コレステロール値

の管理が重要であることには変わりなく，薬理学的な手

法での改善が積極的に行われている。実際に，スタチン

系の薬剤は，高コレステロール血症の治療薬として広く

用いられている４）。しかし，スタチン系の薬剤は，血中

コレステロール低下には劇的な効果を示す一方で，２型

糖尿病のリスクを高めるという報告もある４）。このよう

な薬剤による改善は，副作用の問題をはらんでいるだけ

でなく，医療経済上の圧迫要因となることから，コレス

テロール代謝を適正化する食品素材の探索が重要となっ

ている。

コメは，アジアを中心に世界の人口の約半数が主食と

している重要な穀物である。日本でも，主食源としての

地位はゆるぎないものの，近年の食生活の多様化によっ

てコメの消費量が減少の一途をたどっている。そこで，

コメの主食源以外の付加価値が模索されてきている。玄

米は，未搗精のコメであり含有している糠成分にさまざ

まな生体調節機能があることが注目されている。これら

の効果が，糠に含まれている食物繊維５），植物ステロー

ル６）や γ―オリザノール７），γ―アミノ酪酸（GABA）８），ビ

タミンE９）などの作用であると報告されている。

熱風乾燥アルファ化（以下α化）米は，米飯から急速

に水を熱風で取り除き，水分を１５％以下にした米飯加工

米である。その保存性や利便性の高さなどから学校給食，

備蓄米そして病院食などに利用されている１０）～１４）。従来，

α化米は，白米を中心に生産されてきたものの，近年で

は玄米についても生産されはじめ，単なる主食源だけで

なく，生体調節機能も含めて期待されている。もしα化

玄米に生体調節機能とくにコレステロールの代謝改善機

能があることを明らかにできれば，α化玄米のみならず

コメの消費量の向上に寄与するものと考えられる。しか

しながら，α化玄米のコレステロール代謝改善効果に関

する研究報告は，ほとんどなされていないのが実情であ

る。

一方，玄米の機能性に関する動物実験は，数多く行わ

れているが，抽出成分を用いた報告は多いのに対し，玄

米本体を用いた検討については少ない。それに加えて，

玄米本体を用いる動物実験にしても，玄米の炊飯やα化

などの加工に関しては考慮されておらず，統一的な評価

がなされていない。

本報告では，私たちの食生活に即した玄米であるα化

玄米が，肥満における体内の高コレステロール状態に対

して改善効果を有するのかどうかを明らかにする目的で，

肥満モデル（Zucker Fatty）ラットを用いた検討を行

った。

実験材料および方法

１．実験動物および飼育方法

６週齢の雄性Zucker-Fatty（ZF）ラット（日本チャ

ールス・リバー㈱３０匹を，AIN９３Gで４日間予備飼育し

た後，Control群，α化白米（WR）群，α化玄米（BR）

群の３群に分け，各群１０匹として１０週間飼育した。なお，

ZFの比較対照として，ZFの野生型である雄性Zucker-

Leanラット１０匹を用い同様に飼育したものをLean群と

した。表１に飼料組成を示した。Lean群とControl群に

は，AIN-９３Gを給餌した。WR群用飼料またはBR群用飼

料は，AIN９３-Gを基本飼料として，炭水化物源であるコ

ーンスターチとα化コーンスターチをすべてα化白米ま

たはα化玄米に置き換えたもの（５３重量％）を調製した。

α化白米およびα化玄米ともに，アルファー食品㈱より

供給されたものを使用し，それらをジェット粉砕機（㈱

セイシン工業）にて，粒度１５０�以下（１００メッシュパ
ス）に粉砕した粉末を飼料に用いた。

飼育に関しては，東京農業大学高次生命機能解析セン

ターのクリーン飼育室を使用した。飼育期間中，動物飼

育室は，温度２５±３℃，湿度５５±１０％に保持し，照明時

間は８：００～２０：００の１２時間とし，飼料と飲料水は自由

摂取とした。飼料摂食量は毎日，体重は１日おきに測定

した。実験最終日は１６時間の絶食後，ペントバルビター

ル麻酔下で開腹し，心臓より採血した。採取した血液は，

血清分離管（クロットチューブ-A，極東製薬工業）を

用いて１，０００×gで１５分間遠心分離して血清を得た。肝

臓は摘出後直ちに秤量し，生理食塩水を用いて灌流し，

血液を十分に除去した後，その後の実験に供するまで

表１ 各飼料組成表

組 成
Control

Lean
WR BR

カゼイン ２００．０ ２００．０ ２００．０

コーンスターチ ３９７．５ － －

α-コーンスターチ １３２．０ － －

ショ糖 １００．０ １００．０ １００．０

大豆油 ７０．０ ７０．０ ７０．０

食物繊維 ５０．０ ５０．０ ５０．０

ミネラル（Mineral mixture） ３５．０ ３５．０ ３５．０

ビタミン（Vitamin mixture） １０．０ １０．０ １０．０

L-シスチン ３．０ ３．０ ３．０

重酒石酸コリン ２．５ ２．５ ２．５

tert-ブチルヒドロキノン ０．０１４ ０．０１４ ０．０１４

アルファ化白米粉末 － ５２９．５ －

アルファ化玄米粉末 － － ５２９．５

合 計 １，０００ １，０００ １，０００

LeanはZucker LeanラットにAIN９３Gを給餌した群，Controlは
Zucker FattyラットにAIN９３Gで給餌した群，WRはZucker
Fattyラットにアルファ化白米を給餌した群，BRはZucker
Fattyラットにアルファ化玄米を給餌した群を表す。
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－８０℃で保存した。

なお，動物実験に関しては，「実験動物の飼養および

保管等に関する基準」（平成１８年４月２８日，環境省告知

第８８号）に則り，また東京農業大学動物実験委員会の承

認のもとで実施した。

２．血清総コレステロールおよびHDL-コレステロール

の測定

血清脂質中の総コレステロール，HDL-コレステロー

ルは，オリエンタル酵母㈱に解析を委託した。

３．肝臓コレステロールの測定

肝臓脂質は，FOLCH et al. の方法１６）に準じて抽出した。

具体的には，肝臓０．５�にメタノール１５�を加えて摩砕
し，クロロホルム３０�を加え，４０℃で３０分間振とう抽出
した。その後，クロロホルム：メタノール（２：１v/

v）で５０�に調製後，ろ過してろ過液を得た。そのろ過
液に対し，０．８８％塩化カリウム水溶液１２．５�を加えて，
軽く振とう後，４℃で一晩静置した。上層を取り除き，

下層３０�をナスフラスコに移して減圧乾固し，石油エー
テル２０�で溶解した。その後，溶解液から２�を分取し
乾固後，２-プロパノール５００µ�で再溶解し，それぞれの
分析試料とした。

分析試料中の総コレステロールはコレステロールE―

テストワコー（和光純薬工業�）を用いて測定した。
４．総RNAの抽出

肝臓組織１００�にRNAiso Plus（タカラバイオ㈱）１
�を加えて摩砕した後，クロロホルム２００µ�を加えて懸
濁させ，室温５分間静置した。この懸濁液を１２，０００×g

で１５分間，４℃で遠心分離後，回収した上清に２―プロ

パノール１�を加えて混合して，室温で１０分間静置
後，１２，０００×g，１０分間，４℃で遠心分離して，沈殿物

を回収した。沈殿物を７５％エタノールで洗浄した後に，

乾燥させ，RNase-free水で溶解した。

５．肝臓コレステロール代謝関連遺伝子発現量の測定

総RNA５００ngにPrimeScript RT Master Mix（タカラ

バイオ㈱）を加えて，１５分間３７℃で反応後，５秒間９８℃

で反応させて，cDNAを合成した。

この cDNA と Fast SYBR Green Master Mix

（Applied Biosystems）とを反応させて，OneStep Real

Time PCR System（Applied Biosystems）を用いて，

定量的PCRを行った。

定量的PCRのプライマーとして，３-ヒドロキシメチル

グルタリルCoAレダクターゼ（HMGR）に関しては，５’-

TGTGGGAACGGTGACACTTA-３’（Forward），５’-

CTTCAAATTTTGGGCACTCA-３’（Reverse）の配列

のものを用いた。７α‐水酸化酵素（CYP７A１）に関し

ては，５’ -GCTTTACAGAGTGCTGGCCAA-３’（For-

ward），５’-CTGTCTAGTACCGGCAGGTCATT-３’（Re-

verse）の配列のものを用いた。内部標準として用いた

β-actinのプライマーは，５’-CTGACAGACTACCTCAT

GAAGATCC-３’（Forward），５’-TAGCACAGCTTCTCT

TTAATGTCAC-３’（Reverse）の配列のものを用いた。

６．統 計 処 理

測定値は，平均値±標準偏差で示した。多群間の比較

は，一元配置分散分析（ANOVA）後，Tukey-Kramer

法を用いて行い，有意水準を危険率５％未満とした。

実 験 結 果

１．飼料摂食量，初体重，終体重および体重変化の比較

実験期間中の飼料総摂食量，初体重，終体重および体

重変化を表２に示した。

まず，肥満モデルであるZFラット（Control群）とそ

の比較対照となるZucker Leanラット（Lean群）と比

較した結果，Control群（１，７６１±８１�/１０週間）がLean
群（１，２２２±４６�/１０週間）に対して，総摂食量に有意な
増加が認められた（p＜０．０１）。また，Control群は初体

重が１６４．６±１０．４�，終体重が５３８．５±３２．２�，そして体
重変化が３７８．２±２６．４�であった。Lean群は，初体重が
１３８．６±６．２�，終体重が３９１．１±３７．２�，そして体重変
化が２７３．１±２１．３�であった。これら初体重，終体重お
よび体重変化については，Control群がLean群に対して

いずれも有意な増加（ともにp＜０．０１）が認められた。

次にα化白米およびα化玄米食での影響を検討した。

WR群は，総摂食量が１，６６６±１０８�，初体重が１６１．５±
９．４�，終体重が５６２．１±４５．４�，そして体重変化が
４０４．１±４６．４�であった。また，BR群は，総摂食量が１，６７４
±１１９�，初体重が１５９．３±１６．５�，終体重が５７６．４±
３３．３�，そして体重変化が４１７．１±２８．３�であった。こ
れら，総摂食量，初体重，終体重そして体重変化は，WR

群およびBR群ともに，Control群と有意な差はなかった。

表２ 摂食量，体重変化

群 Lean Control WR BR

摂食量（g/１０週間） １２２１．９±４６．３a １７６１．４±８０．９b １６６６．２±１０７．６b １６７４．３±１１９．２b

初体重（g） １３８．５５±６．１７a １６４．５７±１０．４４b １６１．４７±９．３５b １５９．３３±１６．５１b

終体重（g） ３９１．０７±３７．２４a ５３８．４９±３２．１６b ５６２．１０±４５．３７b ５７６．４２±３３．３４b

体重変化（g） ２７３．０８±２１．２６a ３７８．２４±２６．３８b ４０４．０７±４６．４０b ４１７．０９±２８．２８b

数値は平均値±標準偏差を示した。他群間の比較は，一元配置分散分析（ANOVA）後，Tukey-Kramer
法を用いて，有意差を判定した。異符号間で p＜０．０１で有意差あり。
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２．α化玄米が血清コレステロール値に及ぼす影響（図

１）

各群の血清中の総コレステロールならびにHDL-コレ

ステロールの濃度を図１a，bに示した。

Lean群，Control群，WR群，BR群の血清コレステロ

ー ル 濃 度 は，そ れ ぞ れ７１．９０±１６．５６，２７３．３３±

４４．１９，２１２．３０±２５．０９，１９２．００±１５．４１mg/d�であり，
HDL-コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 は，そ れ ぞ れ２３．５０±

４．３８，５７．６３±３．９３，５１．１０±３．６７，４７．６０±４．４０mg/d�
であった。

この結果を検討したところ，Control群がLean群に対

して総コレステロール値およびHDLコレステロール値

の有意な増加（ともにp＜０．０１）が認められた。また，

WR群ならびにBR群はControl群に比べて有意な減少（p

＜０．０１）が認められた。また，HDLコレステロール値

についても，WR群，BR群はControl群に比べて有意な

減少（WR ; p＜０．０５，BR ; p＜０．０１）が認められた。し

かし，WR群とBR群の間では，総コレステロール，HDL

コレステロールともに有意な差はなかった。

２．α化玄米が肝臓コレステロールに及ぼす影響（図２）

肝臓脂質中の総コレステロール含量の結果を図２に示

した。

Lean群，Control群，WR群，BR群の肝臓コレステロ

ール量は，それぞれ１２．６７±２．８６，２３．０２±３．９２，１５．１９

±４．３２，１２．５６±１．０６�/Liverであった。
この結果を検討したところ，Lean群に対してControl

群では，総コレステロール含量の有意な増加（p＜０．０１）

が認められた。

一方，WR群およびBR群ともに，Control群に比べて

肝臓コレステロール値の有意な減少（p＜０．０１）が認め

られた。また，WR群とBR群の間には有意な差はない

もののBR群に低値傾向がみられた。

３．α化玄米が肝臓コレステロール代謝関連酵素遺伝子

発現に及ぼす影響（図３）

内因性のコレステロールの合成経路の律速酵素である

HMGRおよびコレステロールから胆汁酸への異化経路

の律速酵素であるCYP７A１の遺伝子発現量の解析結果を

図３a，bに示した。

各遺伝子発現量を内部標準であるβ-actin遺伝子発現

量で除した後に，Control群を１とした相対値で示した

結果，Lean群，Control群，WR群，BR群のHMGR遺伝

子発現量は，それぞれ１．２６±０．７２，１．００±０．２４，１．７６±

０．５８，１．６６±０．６２であり，CYP７A１遺伝子発現量は，そ

れぞれ１．２７±０．９１，１．００±０．６６，１．２１±０．７９，２．３４±１．３８

であった。

この結果を検討したところ，HMGRに関しては，

Control群とLean群間には有意な差はなかった。また，

Control群に比べ，WR群およびBR群で有意な遺伝子発

現量の増加が認められた（WR群；p＜０．０１，BR群；p

＜０．０５）。一方，WR群とBR群間では，発現量の有意な

差はなかった。

CYP７A１に関しては，Lean群とControl群間に有意な

差はなかったのに対し，BR群でControl群およびWR群

に比べて有意な遺伝子発現量の増加（p＜０．０１）が認め

図１ 各飼料摂取後の血清コレステロール濃度の比較

（a） 総コレステロール濃度 （b） HDL―コレステロール濃度

数値は平均値±標準偏差を示した。他群間の比較は，一元配置分

散分析（ANOVA）後，Tukey-Kramer法を用いて，有意差を判

定した。 ＊は p＜０．０５，＊＊は p＜０．０１で有意差あり。

図２ 各飼料摂取後の肝臓中総コレステロール量の比較

数値は平均値±標準偏差を示した。他群間の比較は，一元配置分

散分析（ANOVA）後，Tukey-Kramer法を用いて，有意差を判

定した。 ＊は p＜０．０５，＊＊は p＜０．０１で有意差あり。
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られた。

以上の結果より，α化白米およびα化玄米摂取が肝臓

内のコレステロール代謝機構を変化させる可能性が示唆

された。

考 察

本研究は，α化玄米摂取が肥満状態におけるコレステ

ロール代謝に及ぼす影響について評価することを目的と

した。本研究では，肥満モデルとしてレプチン受容体変

異ラットであるZFラットを用いた。このラットは，成

長とともに内臓脂肪が蓄積し，インスリン抵抗性を伴っ

た肝臓脂肪蓄積がみられ，さらに血中のコレステロール

濃度も増加することが知られている１７）。したがって，ZF

ラットを用いることが，肥満状態のコレステロール代謝

におけるα化玄米の効果を評価するうえで適していると

判断した。

本実験では，まずZFラットとその比較対照として

Zucker Leanラットを用いて，血中，肝臓中のコレステ

ロール値を比較したところ，いずれも有意に増加してい

たので，ZFラットは肥満状態でありかつ高コレステロ

ール状態であることを確認した。

その結果を踏まえ，α化玄米の効果を検討したところ，

α化玄米摂取で顕著な血清および肝臓中のコレステロー

ル値の減少が認められた。また，興味深いことにα化白

米でも，同様の影響が認められた。JUSTOらは，水溶性

米糠抽出物をZFラットに摂取させると血中コレステロ

ールは減少するものの，肝臓中のコレステロールは逆に

増加したと報告している１８）。したがって，α化玄米が有

するこの効果は，従来報告の多い米糠に含まれる機能成

分の影響だけではなく，白米由来の成分の影響も受けて

いるものと推察した。

白米には，比較的多くのタンパク質が含有しており，

白米からのコメタンパク質抽出物を摂取させると，血中

および肝臓コレステロール値が減少するという報告があ

る１９），２０）。これは，コメタンパク質の消化性がカゼインな

どに比べて低いこと，コメタンパク質の消化後の難消化

性ペプチド，難消化性タンパク質であるグルテリンやプ

ロラミンなどのレジスタントプロテインの影響であると

されている。本研究で得られた効果は，これらのレジス

タントプロテインの影響も受けている可能性が考えられ

る。

また，私たちは本研究において肝臓中のコレステロー

ル量の減少によって，コレステロール代謝関連遺伝子も

変動していることを見い出した。白米に比べて食物繊維

を多く含む玄米を摂取することで，胆汁酸は食物繊維と

結合して胆汁酸の腸肝循環が阻害され，糞中への胆汁酸

排泄が増大すると考えられる。その結果，肝臓でコレス

テロールから胆汁酸への異化経路を亢進する必要性が高

まり，CYP７A１遺伝子発現量が増加したものと推察さ

れた。また，HMGR遺伝子発現量が，α化白米・玄米と

もに増加していたのは，肝臓中のコレステロールが低下

したのに伴い，コレステロールの恒常性を維持するため

に生じているものと考えられる。

以上のように，本報告では，実際の食生活に即したα

化玄米が，肥満モデルラットおける血清コレステロール

低減効果を有し，その影響が遺伝子レベルにまで及んで

いる可能性があることを示した。また，この効果が，玄

米由来の機能性成分に加え，白米由来の機能性成分の相

加的効果による可能性が示唆された。

本結果は，α化米とくにα化玄米といった米飯加工米

が，主食源以外の機能性を有することを示したものであ

り，この機能性の詳細が今後解明されれば，生体調節機

能と関連づけた新たな加工法の開発に寄与するのみなら

ず，コメの消費量回復にもつながることが期待される。
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In the current bakery industry, various agents

are used as bread improvers. Gluten is one such

bread improver. High-quality breads can be

produced even with flour that is poorly suitable for

bread-making if gluten is added to such flours. It

has also been reported that the addition of gliadin,

along with gluten, to wheat flour further improves

the bread-making quality of the flour by improving

the extensibility of the dough１）. Previously, the use

of recombinant protein disulfide isomerase（TaPDI）

and endoplasmic reticulum oxidoreductase １

（TaERO１）, which were expressed in an E. coli

mass gene-expression system, was reported to

improve the baking quality of bread. It has been

found that gliadin increases intramolecular disulfide

（S―S） bond formation owing to its action with

TaPDI-TaERO１２），３）. These results suggested that the

baking quality of bread improving effect with

gliadin was enhanced by TaPDI-ERO１ treatment to

gliadin. This report examines the bread-improving

effect of S ― S bond formation when commercial

gliadin is reacted with TaPDI and TaERO１.

Materials and methods

１．Samples

The flour used in this study was Camellia flour

（Nisshin Flour Milling Co. , Ltd. , Japan）, made of

hard wheat grains. Gliadin preparation was used to

obtain “Glia A”（Asama Chemical Co., Ltd., Japan）.

Recombinant wheat PDI（TaPDI）４） and recombinant

wheat ERO１（TaERO１）５） were prepared using an E.

coli expression system.

２．Assay for PDI activity

The PDI activity was measured by the

Holmgren６），７） method using insulin in the same way

as described previously２）.

３．TaPDI-TaERO１ treatment for Glia A（gliadin）

The flour was kneaded after adding a mixture（２

�）of TaPDI（８ U, １.４７ nmol）, TaERO１（１４.７０
nmol）, and flavin adenine dinucleotide（FAD ; １.５

§ Corresponding auther, E-mail : tomo@nodai.ac.jp

The Action of the SS Bond Formation Due to the
PDI-ERO１ to Wheat Gliadin（Glia.A）

on the Dough Formation and Baking Quality
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Not only gluten but also gliadin plays an important role in improving the baking quality of wheat.
The property changes and bread improving effects resulting from the formation of S―S bonds were
analyzed by investigating the action of PDI-ERO１on Glia A. Although the time required to form
wheat flour dough is short and the gas-leakage rate from the dough was reduced, the addition of non-
treated Glia A to the dough did not have a significant effect on the specific volume of bread. Dough
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suggested that surface hydrophobicity of gliadin has a large influence on the baking quality.
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µmol） in Glia A（２ g）. The resulting dough was
left to stand for ３ h at ２５℃, after which ０.１ M

acetic acid solution was added to the dough. The

dough was then homogenized using an ultrasonic

homogenizer（Hisukotoron, Microtec Co., Ltd., Japan）

and was centrifuged（１０,０００ rpm, ２０ min, ４℃）. The

resulting supernatant was dialyzed with pure water

and then freeze-dried.

４．Diagonal electrophoresis analysis（non-reducing/

reducing two-dimensional SDS/gel electrophoresis）８）

The formation of S ― S bonds was determined

using non-reducing/reducing two-dimensional SDS/

gel electrophoresis. Acetic acid solution（２０� , ０.１
M）was added to ２ g of TaPDI-TaERO１ treated

with Glia A, homogenized with an ultrasonic

homogenizer, and dialyzed overnight in water. The

extracted solution was electrophoresed by SDS-

PAGE under non-reducing conditions （Me-）. After

electrophoresis, the gel was cut to separate each

sample lane, and was then subjected to a reduction

treatment with ２-mercaptoethanol. These reduced

first dimension gel samples were then

electrophoresed in a second dimension gel

（acrylamide concentration : １２.５％（w/v））. After

electrophoresis, the second dimension gel was

stained with SYPRO ruby protein gel stain.

５．Extent of S-S bond formation

The extent of SS bond formation was determined

by using the method described by Andrews, D.C.９）,

which involves measurement of free SH groups.

６．Measurement of surface hydrophobicity of the

protein

The surface hydrophobicity of the protein was

measured by using the method described by

HAYAKAWA１０） and BONOMI１１）. In brief, a ２� protein

solution was adjusted to ０.１�/� by adding ４０ µ�
of ２ mM ８-anilino-１-naphthalene sulfonic acid

magnesium/０.１ M Tris-HCl buffer solution（pH ７.０）.

After reacting the above solution for ３０ min in the

dark, its fluorescent intensity（Ex= ３８０ � , Em= ４８０

� ） was measured using a fluorescence

spectrophotometer （RF-５０００, Shimadzu Co. , Ltd. ,

Japan）. The fluorescence intensity of the dough per

milligram of protein was calculated in order to

determine the surface hydrophobicity of the protein.

７．Bread-making test

（１）Bread-making method Bread-making tests

were carried out by using the straight dough

method, which is used in standard white bread

production. The recipe for standard white bread is

as follows : hard flour, ２００� ; Glia A（nontreated
or PDI treated）, ２� ; sugar, １０� ; yeast, ８ � ;
shortening, ８ � ; salt, ４� ; and water, １３７ � .
The wheat dough was mixed for ６ min at ２０℃ by

using a pin-type mixer （National MFG Co. , Ltd. ,

US）. The dough was then fermented under ７５％

humidity for １２０ min at ２７℃ and ２００ g of the

resulting dough was molded in a molder （Wide

Fine Moulder, Oshikiri Machinery Ltd., Japan）. The

dough was then put in a pan（１５ � × ５ �）
under ８５％ humidity for ６０ min and proofed at ３８

℃. The bread was then baked in a ２００℃ oven for

２０min.

（２）Evaluation of bread

１）Physical properties and gas-holding capacity

of the dough The physical properties of the

kneaded dough were analyzed using Dougraph

（ATTO, Co., Ltd., Japan）. The gas-holding capacity

of the fermented dough was measured using

Fermograph（ATTO, Co., Ltd., Japan）. In brief, ３０�
of the prepared dough was fermented at ２７℃ for

１２０ min. The resulting dough was then proofed for

６０ min at ３８℃ , and the total amount of gas

generated（T）and dough endogenic gas（U）was

measured at １０-min intervals. The gas leakage rate

（％）was calculated by the following equation :

Gas leakage rate（％）=（T－U）/T×１００

２）Measurement of the specific volume of a

bread loaf The volume（� of a bread loaf was

measured by the rapeseed displacement method

after cooling the baked bread for ３ h at room

temperature. The specific volume（�/g of a bread
loaf was determined by measuring the volume and

weight.

Results and discussion

１．Effect of TaPDI-TaERO１ processing on the

bread-making property of Glia A-containing dough

The time required to form dough was reduced by

adding untreated Glia A to the flour （Fig. １）.

Moreover, the gas-leakage rate of the dough after

proofing also decreased from ３２.２％ to ２７.２％ ;

hence, it can be suggested that proofing improves

gas retention（Fig. ２）. When Glia A is added, the

specific volume of bread（�/g ; ±SD）becomes ５.
３４ ± ０.１１, which is not a significant increase

compared to that of the dough without any Glia A

（Fig. ３）. Although the dough-formation time and

gas-leakage resistance in Glia A-containing dough

10 Food Preservation Science VOL．４２ NO．１ ２０１６ （ 10 ）
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improved during mixing and fermentation, the

specific volume of bread did not increase. The

specific volume of bread, dough-formation time, and

gas-leakage rate of dough with TaPDI-TaERO１-

processed Glia A were compared to dough without

Glia A and untreated Glia A（Figs. １-３）. Although

the dough-formation time was the same in dough

containing untreated Glia A and in that containing

treated GliaA, the gas-leakage rate decreased

significantly from ２７.２％ in the former to ２２.９％ in

the latter. The specific volume of a bread loaf also

increased by ５％ in the Glia A-treated dough（５.５８

±０.１３）compared to that in the untreated dough.

Gliadin improves the properties of wheat dough by

favorably affecting dough properties and baking

quality１）. The TaPDI-TaERO１ treatment of Glia A

exerts a significant effect on the dough-formation

time, and also increased the specific volume of the

bread by reducing the gas-leakage rate of the

dough. This behavior was presumably due to the

improved extension of the dough because of the

action of PDI in Glia A ; the stretching of the

gluten films also increased due to the increase in

the dough expansion force because of carbon

dioxide generation by fermentation. Hence, it is

believed that the gas-leakage rate decreased

because the fusion of air bubbles decreased owing

to the decrease in the collapse of the gluten film.

Based on the aforementioned results, it can be

Fig.１ Effects of TaPDI-and TaERO１-processed commercial
gliadin（Glia A）addition on dough properties

● Non-added ■ Glia A added

□ TaPDI and TaERO1 treated Glia A added

Fig.２ Effects of TaPDI-and TaERO１-processed commercial
gliadin（Glia A）addition on the fermentation process of
wheat dough and its gas-leakage rate

● Non-added ■ Glia A added

□ TaPDI and TaERO1 treated Glia A added

Fig.３ Effects of TaPDI-and TaERO１-processed commercial
gliadin（Glia A）addition on the specific volume of a
bread loaf

A : Non-added, B : Glia A added, C : TaPDI and TaERO1

treated Glia A added

（ 11 ） 〔Article〕 Baking Quality of PDI-ERO１ Processing Gliadin 11
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concluded that the surface hydrophilicity increased

by S-S bond formation owing to PDI and bond

formation between glutenin and gliadin, indicating a

reduction in hydrophobicity and improved baking

quality.

２．Effect of TaPDI-TaERO１ treatment on the

properties of Glia A

TaPDI-TaERO１ treatment was carried out with

the help of diagonal two-dimensional electrophoresis

to determine why gluten acts as a bread improver.

Similar to an experiment in a previous work３） in

which acetate extracts of bread flour were used, ３０

～４０ kDa and ５０ kDa of gliadin was more strongly

detected diagonally and upward in the TaPDI-

TaERO１-treated sample as compared to the non-

treated samples, respectively, in the electrophoresis

gel. Therefore, intramolecular S―S bonds in gliadin

are likely formed by the action of TaPDI-TaERO１

（Fig. ４）. The extent of S-S bond formation in

TaPDI-TaERO１-processed Glia A was higher（about

２６ µmol per gram of protein） that that in the

untreated Glia A （Table １）. To investigate the

bread-improving effect of Glia A, the relationship

between the increase in S-S bond formation and

surface hydrophobicity （ FI / protein mg ） was

measured. The surface hydrophobicity of non-

processed Glia A was ４０.１±２.１（±SD）, whereas

that of TaPDI-TaERO１-processed Glia A was ３０.１±０.

６（±SD）, which is a significantly low value. Hence,

gliadin became hydrophilic owing to PDI. In this

study, the molecular structure was altered by the

formation of intramolecular S ―S bonds in gliadin,

which reduced the surface hydrophobicity. An

earlier work described the effects of dough

formation and baking quality of gliadin１２）. It was

reported that when ω -gliadin is eliminated from

gliadin subunits, the surface hydrophobicity of

gliadin increases ; it was also reported that the

baking quality was poor when the dough was firm.

When considered in conjunction with this result, it

can be confirmed that the hydrophilic and

hydrophobic properties of gliadin are intimately

Table １ Protein surface hydrophobicity of TaPDI - and TaERO１-processed
commercial gliadin（Glia A）

Increase of disulfide bond

formation＊１

（µmol/protein １g ; ±SD）

Surface hydrophobic degree

of protein

（µmol/protein １mg ; ±SD）

Non treated Glia A － ４０．１±２．１

Treated Glia A＊２ ２６．４±１．７ ３０．１±０．６

＊１ The extent of S―S bond formation was determined from the decrease in the
amount of-SH groups, as measured by the NBD-CL method. It was calculated by
subtracting the untreated Glia A from the treated Glia A.

＊２ Added１. ４７nmol（８U）of TaPDI, １４．７０ nmol of TaERO１, and １．５ µmol of FAD
to ２g of Glia A and reacted at ２５℃ for ３h.

Fig.４ Two-dimensional electrophoresis of TaPDI- and TaERO１-processed commercial gliadin（Glia A）

A : Non-Treated B : TaPDI-TaEro1 treated

Gel Concentration（%）:１-D and ２-D SDS-PAGE T=15．0%

Molecular weight marker : Precision Plus ProteinTM Unstained Protein Standards, Strep-tagged recombinant

（Bio-Rad Laboratories, Inc.）, ２５０, １５０, １００, ７５, ５０, ３７, ２５, ２０, and １５ kDa.
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related and their relationship affects dough-formation

time and baking quality.

Conclusion

We examined the effect of dough-formation time

and baking quality upon increasing the extent of S-

S bond formation under the effect of recombinant

TaPDI and TaERO１ to obtain improved dough by

adding Glia A for bread baking. Although the

addition of Glia A reduced the dough-formation time

as well as the gas-leakage rate, it did not have a

significant effect on the specific volume of the bread

loaf. Also, TaPDI-TaERO１ processing increased the

extent of S―S bond formation, greatly reduced the

gas-leak rate, and significantly increased the specific

volume of bread as compared to those of non-

processed dough. TaPDI-processed gliadin reduced

the surface hydrophobicity because of intramolecular

S-S bond formation. Thus, it can be concluded that

the dough-formation time was reduced and the

baking quality improved because of the reduction in

the surface hydrophobicity of the dough owing to

the addition of gliadin.
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小麦グリアジン（グリアA）の

生地形成および製パン性に及ぼす

PDI-ERO１によるS-S結合形成の作用

野口智弘＊１・塩野弘二＊２・岡 大貴＊１

野口治子＊２・�野克己＊２

＊１ 東京農業大学応用生物科学部食品加工技術センター

（〒１５６―８５０２ 東京都世田谷区桜丘１―１―１）

＊２ 東京農業大学応用生物科学部生物応用化学科

（〒１５６―８５０２ 東京都世田谷区桜丘１―１―１）

製パン性の改善に小麦タンパク質が用いられ，グルテ

ンのみでなくグリアジン添加の有効性が明らかになって

いる。製パン改良材であるグリアAに対しPDI-ERO１を

作用させS―S結合を増加させることによる性状変化と製

パン性改善効果を解析した。未処理のグリアAの添加に

よって小麦粉生地の形成時間は短くなり，生地からのガ

ス漏洩率は低下したが，パンの比容積には有意な影響を

及ぼさなかった。TaPDIおよびTaERO１によってS―S結

合を増加させたグリアAは，グリアAと比較して生地の

ガス漏洩率が大きく減少し，パンの比容積が有意に増加

した。TaPDIおよびTaERO１処理によってグリアジンの

分子内S―S結合が増加し，グリアAの表面疎水性が低く

なった。以上の結果から，グリアジンの生地形成および

（ 13 ） 〔Article〕 Baking Quality of PDI-ERO１ Processing Gliadin 13



製パン性に与える影響を確認する共に，グリジアジンの

表面疎水性が製パン性に大きな影響を及ぼすことが示唆

された。

（平成２７年７月３０日受付，平成２７年１０月２１日受理）
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未利用モモ花弁の茹でこぼし処理による
色調ならびにシアン化合物の変化

樋 口 か よ＊１§・尾 形 美 貴＊１・木 村 英 生＊１

中 川 裕 子＊２・仲 尾 玲 子＊３・飯 野 久 和＊４

＊１ 山梨県工業技術センター

＊２ 山梨学院短期大学食物栄養科

＊３ 山梨学院大学健康栄養学部

＊４ 昭和女子大学大学院生活機構研究科

Effect of Boiling on Color and Cyanogenic Compound Content

of Unused Peach Petals

HIGUCHI Kayo＊１§, OGATA Miki＊１, KIMURA Hideo＊１,

NAKAGAWA Yuko＊２, NAKAO Reiko＊３ and IINO Hisakazu＊４

＊１ The Yamanashi Prefectural Industrial Technology Center,

2094 Otsumachi, Kofu-shi, Yamanashi 400−0055

＊２ Food and Nutrition, Yamanashi Gakuin junior college,

2−4−5 Sakaori,Yamanashi 400−8575

＊３ Health and Nutrition, Yamanashi Gakuin University,

2−4−5 Sakaori, Yamanashi 400−8575

＊４ Graduate school, Course of Functional Studies of Basic Necessities for Living, Showa Women’s University,

1−7−57 Taishido, Setagaya-ku, Tokyo 154−8533

The purpose of this study was to evaluate color and cyanogenic compounds of raw and boiled
petals of edible peaches（Momo）and ornamental peaches（Hanamomo）. Petals were boiled by the
following method ; � boiling for ５min in ５％ citric acid ; � cooling for ５min in water ; � boiling for ５
min in hot water ; � cooling for ５min in water. Based on a comparison of the a* values of raw and
boiled Hanamomo and Momo petals, Hanamomo petals were determined to be more bright pink than
Momo petals. Raw petals contain prunasin, a type of cyanogenic glycoside ; prunasin content was
４，６８１ and ４，３７２ ppm in Momo and Hanamomo petals, respectively. However, after boiling, prunasin
content decreased significantly to less than ５．６ and ２．７ ppm in Momo and Hanamomo petals,
respectively. The results of qualitative tests for free cyanide in both boiled petals were negative.
Furthermore, a toxicity study was performed using a sample of a １０�/� single dose and provided
evidence that boiled Hanamomopetals were safe for eating. Boiled Hanamomopetals retain their pink
color for ９０ days at ２５℃ in １％ citric acid wrapped in silver paper packaging under light shielding.
These results suggest that boiled Hanamomopetals can be used as food materials.

（Received Aug. １９, ２０１５；Accepted Jan. １４, ２０１６）

Key words：petals of edible peaches（Momo）, petals of ornamental peaches（Hanamomo）, anthocyanin,

cyanogenic compound, prunasin

食用モモ花弁，鑑賞用モモ花弁，アントシアニン，シアン化合物，プルナシン
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山梨県におけるモモ栽培は，平成２５年には栽培面積

３，２６０ha，収穫量３９，１００tおよび出荷量３６，７００tでいずれ

も全国１位１）となっており，モモ果実は山梨県の特産物

となっている。モモ果実は，主に生果として流通・販売

されているが，ピューレ，ジュース，コンポートなどの

加工品にも利用されている。

その一方，近年では特徴ある加工品開発のために，摘

果された未熟なモモ果実（摘果モモと称する）を活用し

た砂糖漬けや酢漬けに加工した商品もみられるようにな

った。ただし，摘果モモの多くはモモの核が生育する前

に摘果されるため，含まれるシアン化合物の問題があっ

た。筆者らは摘果モモを沸騰水中で１５分間加熱すること

で，摘果モモの遊離シアン化合物が不検出になること，

さらにラットを用いた毒性試験による安全性評価を行い，

加熱による前処理を行うことで食品素材として利用でき

ることを報告した２）。

今回は未利用素材であるモモ花弁に注目し，その形態

や色調を活かした商品開発を希求したが，摘果モモ同様

食経験や先行研究が少なく，食品素材としての活用に関

する知見が十分得られていなかった。

そこで本研究では，茹でこぼしによる前処理を前提条

件とし，モモ花弁の加熱加工処理後の色調変化ならびに

食品素材としての安全性について検討した。今回使用し

たモモの花は，生食用品種ならびに観賞用品種のもので，

生食用品種は一重５枚の桃色花弁，観賞用品種は一般に

ハナモモと呼ばれ，一重～八重１０枚以上の花弁をもち，

花色も白，桃，紅色および咲分けなど様々な種類があ

る３）。

はじめにモモの花弁が食品として活用できるか調査す

るため，厚生労働省の医薬品的効能効果を標ぼうしない

限り医薬品と判断しない成分本質（原材料）リスト４）を

確認したところ，モモの花および葉が記載されていた。

したがって，モモの花弁および葉は医薬品としてではな

く食品素材として活用できる可能性が示唆された。一方

で，モモ果実中の堅い核の中にあるトウニン（桃仁）は，

シアン配糖体であるアミグダリンなどが含まれており，

日本薬局方収載医薬品として指定されている５），６）。アミ

グダリンは鎮咳去痰薬５）として利用される一方，ヒト

（乳児）経口最小致死量は５０�/�７）との記載がみられた

ため，モモ花弁中のシアン化合物の定量が必要であると

考えられた。また，含有するシアン配糖体が加水分解酵

素や酸あるいはアルカリで処理されるとシアン化合物が

遊離し，それにより中毒を引き起こす恐れがある７）こと

から，遊離シアン化合物の定性も行うこととした。さら

に安全性の確認のため，ラットを用いた単回経口投与毒

性試験も行った。茹でこぼし処理したハナモモ花弁は，

シャーベットやシロップ等に加工することができ，良好

な桃色を付与することができたことから，食品への活用

が可能であるものと考えられたので報告する。

実 験 方 法

１．実 験 材 料

（１）試 料 山梨県笛吹市のマルサフルーツ古屋農

園から，平成２４年ならびに２５年の３月下旬～４月上旬に

開花した生食用品種のモモの花および鑑賞用品種のハナ

モモの花を採取した（Fig．１）。花はいずれも農薬散布前

のものとした。モモの花は数種類の生食用品種の枝，ハ

ナモモの花は切り花用の代表とされる‘矢口’の枝をそ

れぞれ約５０～１００本集め，手作業で花弁のみを採取し，

ジッパー付冷凍保存袋に入れ，－３０℃のフリーザーで冷

凍保存したものを供試試料とした。ちなみに，花弁１枚

あたりの重量は，モモ花弁で約１２�およびハナモモ花弁
で約２�，また最長の長さは，それぞれ約２．１�および
１．６�であった（Fig．２）。
（２）花弁の茹でこぼし処理 モモ花弁の茹でこぼし

処理は以下のように行った。すなわち，花弁２０～４０�を
沸騰させた５％クエン酸溶液（pH１．９）１�中で５分間
加熱後，取り出して５分間水冷した。つぎに沸騰水中で

５分間加熱５分間水冷処理して，加熱前後で花弁重量が

ほぼ同一になるように，水気をパルプ製使い捨てタオル

で除去したものを茹でこぼし花弁とした。なお，茹でこ

ぼしは，花弁がばらばらにならないようにするため，水

切り用ネット（ポリエチレン，２８×２５�）にいれ，上部
を真結びして処理した。

２．花弁の色調およびアントシアニン量

（１）花弁の色調 生花弁（以下無加熱）および茹で

こぼし処理のモモおよびハナモモ花弁を２枚のスライド

グラス（白縁磨，No．２）で挟み，積分球装置（日本分

Momo Hanamomo

Fig．１ Flowers of the edible peach Momo and the
ornamental peach Hanamomo

Momo Hanamomo

Fig．２ Shape of the petals of the edible peach Momo

and the ornamental peach Hanamomo
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光，IJN-６０６）を付属した紫外可視分光光度計（日本分

光，V-５７０）でL＊a＊b＊値を測定した。

（２）モモおよびハナモモ花弁の色素構成の推定 モ

モ花弁およびハナモモ花弁の色素構成を推定するため，

TLC（薄層クロマトグラフィー）を用いた確認試験８）を

行った。すなわち，モモおよびハナモモ花弁１�に１％
塩酸メタノール１００�を加え，静置抽出した後，エバポ
レーターを用いて濃縮し，試料溶液とした。シリカゲル

プレート（Merck, TLCガラスプレートシリカゲル６０

F２５４）の一端から１．５�の原線上に，濃縮した抽出液を約
５µ�をスポットし，n-ブタノール/酢酸/メタクレゾー
ル/水（２：１：２：１）を展開溶媒として，原線から

約８�展開後，白色光下でスポットの位置を確認した。
（３）アントシアニン量 無加熱および茹でこぼし処

理のモモおよびハナモモ花弁のアントシアニン量の測定

は，武田，林９）および小野ら１０）の方法で行った。すなわ

ち，各花弁０．５～１�を精秤し，１％塩酸メタノール１０
�を加え，常温遮光下で２４時間静置抽出した。上清を２５
�メスフラスコに回収後，残留物にさらに１％塩酸メタ
ノールを５�加え，同様の操作を行った。その後，１％
塩酸メタノールで２５�に定容し，０．４５�のメンブランフ
ィルターで濾過した溶液を測定試料とした。アントシア

ニン量は，cyanidin３-glucoside chloride（常盤植物化学

研究所，P２１０２）を標準品として用い，極大吸収値であ

る５２９�における吸光度を紫外可視分光光度計（島津製
作所，UV-１８００）で測定した。

３．花弁の保存中における色調変化

花弁の保存中における色調変化は，ハナモモの茹でこ

ぼし花弁で検討した。茹でこぼし花弁０．５�をポリエチ
レン袋に入れた後，酸性状態で保持するために１％クエ

ン酸溶液５�を加え，５�角となるようヒートシーラー
で密封したものを保存用試料とした。保存条件は，

－３０℃暗所，４℃暗所，２５℃暗所および２５℃光照射（卓

上蛍光灯，１，５００ルクス）で，０，５，１０，２０，６０およ

び９０日後に上記２．（１）と同様の方法を用いてL＊a＊b＊

値を測定した。なお，色調の変化は赤色度を示すa＊値で

評価した。

４．シアン配糖体（アミグダリン，プルナシン）の定性

および定量

（１）TLCによるアミグダリンおよびプルナシンの定性

日本薬局方トウニン末の確認試験法１１）を参照しTLCを用

いたアミグダリンおよびプルナシン（D-マンデロニトリ

ル-β-D-グルコシド）の確認試験を行った。すなわち，

モモおよびハナモモ花弁１gにメタノール１０�を加
え，８０℃に設定した水浴上で１０分間加熱還流抽出し，冷

却後，濾紙（ADVANTEC, NO．２）で濾過し，濾液を

試料溶液とした。シリカゲルプレートの一端から１．５�
の原線上に，メタノールで１５０µ�/�に調製したアミグ
ダリンを１５０µ�（アミグダリンとして２２．５µ�相当），１００
µ�/�に調製したプルナシン１５０µ�（プルナシンとして

１５µ�相当）および試料溶液３０µ�（モモ花弁約３�相
当）をマイクロシリンジでスポットした。酢酸エチル/

メタノール/水（２０：５：４）を展開溶媒として，原線

から約７�展開後，風乾した。このシリカゲルプレート
に１０％硫酸溶液を噴霧し，１０５℃で加熱後，白色光下で

スポットの位置を確認した。

（２）HPLCによるプルナシンの定量 プルナシンの

定量は，田森ら１２）の報告に準じて行った。すなわち，モ

モおよびハナモモの無加熱および茹でこぼし花弁を１�
精秤し，メタノールを６０�加え，ホモジナイザー（日立
工機，AM-３）を用いて１０，０００rpmで５分間ホモジナイ

ズした。つぎに濾紙（ADVANTEC, NO．２）を用いて

上清のみを回収後，残留物に約１５～３０�のメタノールを
用いて同様の操作を繰り返し，回収した液を１００�に定
容したものを抽出液とした。抽出液はエバポレーターを

用いて適宜濃縮後０．４５�のメンブランフィルターで濾過
し，HPLCで測定した。測定は，LC-１０ADvp HPLCシ

ステム（島津製作所）を用い，カラムはInertsil ODS－

３，４．６� i.d.×１５０�（GLサイエンス）を使用し，温度
は４０℃に設定した。移動相はアセトニトリル/水（１１２：

８８０v/v）を用い，流速は１．０�/minとし，UV-VIS検出
器（SPD-１０AVvp）を用いてUV２１０�で検出した。
５．遊離シアン化合物の定性試験

モモおよびハナモモの無加熱および茹でこぼし花弁の

遊離シアン化合物の定性を行うため，食品衛生法食品，

添加物等の規格基準第１食品Dに規定されている，豆類，

生あんを対象としたシアン化合物試験法を利用して行っ

た１３），１４）。すなわち，花弁２０�を２００�ビーカーに量り採
り，クエン酸緩衝液５０�を加え，ホモジナイザー（日立
工機，HG３０）を用いて３０～６０秒間撹拌し均質化させた。

撹拌後，pHメーター（堀場製作所，卓上型pH・水質分

析計F-７２）でpHを測定しながら水酸化ナトリウムでpH

５．９に再調整した後，２００�三角フラスコに移した。つぎ
に，試料を入れた三角フラスコの口の部分に１０％炭酸ナ

トリウム溶液で潤したピクリン酸紙を栓でつるし，密栓

後２５～３０℃で時々静かに振りまぜながら，３時間放置し

た。その後，酒石酸２�を加え，再び密栓し，時々振り
混ぜながら５０～６０℃で１時間加熱した。遊離シアン化合

物が存在すれば黄色のピクリン酸紙が淡褐色～赤褐色に

変化するため，遊離シアン化合物の有無は，目視により，

赤褐色は＋＋＋，褐色は＋＋，淡褐色は＋および黄色は

－とし，＋＋＋～＋は検出，－は不検出と判定した。

６．ラットを用いた単回経口投与毒性試験

ハナモモの茹でこぼし花弁について，ラットを用いた

単回経口投与毒性試験をシミックバイオリサーチ社にお

いて実施した。動物は，６週齢の日本チャールス・リバ

ー製Crl : CD（SD）ラット雌雄各５匹を用い，オートク

レーブ滅菌した飼料CRF-１（オリエンタル酵母工業）お

よび水は絶食時以外自由摂取とした。動物実験倫理は，

実施施設のシミックバイオリサーチ社における動物審査

（ 17 ） 〔技術報告〕 モモ花弁の色調とシアン化合物 17
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委員会によって承認を受けて実施した。投与量は，被験

物質を乾燥，細切，粉砕し，懸濁液として調製が可能か

つ経口投与用ゾンデを通過する濃度が１０�/�であった
ことから，調製可能濃度の上限として１０�/�を設定し
た。投与試料は，０．５％メチルセルロース溶液を用いて

懸濁し，投与は単回，投与量は投与日の体重から１００�/
�の割合になるように算出し，ディスポーザブル胃ゾン
デおよびプラスチックシリンジを用いて経口投与した。

動物は前日夕刻より絶食させ，投与約４時間後に再給餌

させた。一般状態観察および体重測定は，投与日を投与

０日とし１４日間行い，剖検時は病理検査を実施した。病

理検査については，体表面，腹膜内臓器（生殖腺含む），

胸腔内臓器および頭蓋骨内の臓器について器官の異常

（位置，形，大きさ，硬さ，表面および割面の性状，色

調），内腔器官の性状，内容物および限局性変化等を肉

眼で観察した。対象群には，本研究と同じ飼料を自由摂

取させた６～８週齢のCrl : CD（SD）ラット雌雄各２０匹

の長期モニタリングデータ１５）（日本チャールス・リバー

公表）を用いて検討した。

実験結果および考察

１．花弁の色調とアントシアニン量

サクラの花の塩漬けを製造する際，色の保持のために

梅酢を用いている１６）こと，ならびにその梅酢に含有され

る主要な有機酸はクエン酸であったことから，クエン酸

溶液による茹でこぼし処理を検討した。モモ花弁に最適

なクエン酸濃度を検討するため，０，１，３および５％

の濃度で予備試験を行ったところ，モモ花弁のa＊値（L＊

a＊b＊値）はクエン酸濃度が高くなるほど高い傾向を示

すことがわかった。そこで本研究は，５％クエン酸溶液

を用いた茹でこぼし処理を行うことに決定した。

茹でこぼし前後の各花弁の桃色を評価するため，各花

弁のa＊値を比較したところ，ハナモモ花弁のほうがモモ

花弁よりも，無加熱および茹でこぼし処理いずれにおい

ても高い傾向を示した（Table１）。また，目視による

観察によっても，同様の傾向を示した。

モモおよびハナモモに含まれているアントシアニン量

をcyanidin３-glucoside chloride換算で算出１７），１８）した結果，

無加熱のモモ花弁から７５�/１００�，ハナモモ花弁から９８
�/１００�算出され，ハナモモ花弁の方がやや多い値を示
した（Table２）。茹でこぼし後のアントシアニン量に

ついても生花弁と比較して減少したものの，同じ傾向を

示した。したがって，モモ花弁と比較してハナモモ花弁

のほうが色およびアントシアニン量に優位性があり，桃

色を付与する素材として利用価値が高いと考えられた。

さらに，両花弁とも茹でこぼしによりアントシアニン

量が減少傾向を示したものの，a＊値に大きな変化はみら

れなかったことから，茹でこぼし処理に５％クエン酸溶

液を使用したことにより，花弁の桃色は保持されたもの

と考えられた。

２．ハナモモの茹でこぼし花弁の保存中における色調変

化

ハナモモの茹でこぼし花弁の保存中における色調変化

をFig．３に示した。２５℃光照射下で保存した場合，１０日

後にはa＊値が３を下回り，目視によっても明らかな退色

が確認された。アントシアニンは，光や熱に弱い１９）とさ

れるため，ハナモモの色についても光の影響により退色

したものと考えられた。一方，－３０～２５℃の暗所で保存

した花弁については，いずれの保存温度においてもa＊値

が減少しにくい傾向を示し，保存開始から９０日目におい

ても桃色が保持されていた。したがって，１％クエン溶

液中において２５℃以下の遮光状態で保存することによ

Table１ Color CIE L＊a＊b＊ of Momo and Hanamomopetals

Petals L＊ a＊ b＊

Raw
Momo ８９．１１±２．６０１１．１７±１．０１ －４．３６±０．１６

Hanamomo８７．４４±１．１７１８．５１±２．４２ －５．１６±０．５５

Boiled
Momo ８１．６２±６．０１１４．８５±０．９６ －２．３４±０．６０

Hanamomo８４．０４±１．５３１７．３８±０．１２ －１．１２±０．０１

Data are represented as mean ±SE（n＝３）.

Table２ Anthocyanin content of Momo and Hanamomopetals

Petals
Anthocyanin content（mg/１００g）

First
measurement

Second
measurement Average

Raw
Momo ７４．５ ７５．４ ７５．０

Hanamomo ９８．８ ９７．９ ９８．４

Boiled
Momo １３．９ １３．８ １３．８

Hanamomo １６．２ １７．３ １６．７

Anthocyanun measured as cyanidin ３-glucoside.

Fig．３ Change in a＊ value of boiling Hanamomo petals
over 90 days’ storage

Test sample : Petals （0．5g） in 5� 1% citric acid in a

polyethylene bag.
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り，９０日程度は桃色の色調を保持できることがわかった。

３．シアン配糖体（アミグダリンおよびプルナシン）の

定性

無加熱のモモおよびハナモモ花弁に含まれるシアン配

糖体の定性結果をFig．４に示した。両花弁ともアミグダ

リン標品と同一Rf値０．４に黒色のスポットは検出されな

かったが，プルナシン標品と同じRf値０．５の位置に黒色

のスポットが確認された。すなわち，TLCの結果から，

モモの花弁のシアン配糖体はプルナシンであることが確

認された。

４．プルナシンの定量

無加熱および茹でこぼし花弁の抽出液をHPLCで測定

した結果，プルナシンは良好に分離，溶出した。その結

果をTable３に示したが，プルナシンの含有量はモモ花

弁と比較してハナモモ花弁のほうがわずかに少なく，無

加熱ではモモ花弁から４，６８１ppm，ハナモモ花弁から

４，３７２ppm検出された。しかしながら，両花弁のプルナ

シン量は茹でこぼしにより急減し，モモ花弁で５．６ppm，

ハナモモ花弁では不検出であった。ウメ干しでは１５～８５

ppmのプルナシンが検出された２０）との報告があり，これ

と比較しても両花弁での数値は低かった。すなわち，茹

でこぼし処理により，花弁のプルナシン量は大きく減少

し，ウメ干しより低い検出量となった。日本中毒情報セ

ンター７）の情報において，プルナシンが直接起因したと

思われる中毒の報告は見当たらないこと，またウメ干し

などに加工された食品による中毒の報告もないことから，

茹でこぼし花弁に含まれる量ならば中毒の可能性は低い

ものと推察された。

シアン配糖体を含む食品のこれまでの報告によると，

プルナシンが含まれる摘果モモ果実では，沸騰水中での

加熱時間と共にプルナシンが減少傾向を示す２）こと，ま

たタキシフィリンが含まれるタケノコやリナマリンが含

まれる豆類やキャッサバ２１），２２）では，喫食前に十分に茹で

ることで安全に食することができる２３）とされていること

から，今回のモモ花弁においても茹でこぼし処理により

安全に食用できるものと考えられた。

５．遊離シアン化合物の定性

遊離シアン化合物の定性試験結果をTable３に示した。

無加熱の両花弁では，ピクリン酸試験紙が赤褐色（＋＋

＋）に変化し，遊離シアン化合物の検出が確認された。

一方，茹でこぼした両花弁では，ピクリン酸試験紙が

変色せず黄色（－）を保持したため，不検出と判断され

た。食品衛生法の豆類，生あんの規定によると，生あん

はシアン化合物が検出されるものであってはならない１３）

とされていることから，モモの花弁についてもこの方法

で確認したものを食品素材として利用することが望まし

いと考えられた。さらに，今回の茹でこぼし条件では，

水での茹でこぼしと比較してプルナシン量が低減される

傾向を示したため，５％クエン酸を使用した茹でこぼし

が望ましいと考えられた。

６．ラットを用いた単回経口投与毒性試験

これまでの検討結果から，ハナモモ花弁はモモ花弁と

比較して桃色の色調が強く，茹でこぼし処理によりプル

ナシンが顕著に減少することがわかった。そこでさらに

安全性を評価するため，ハナモモの茹でこぼし花弁につ

いて，ラットを用いた単回経口投与毒性試験を行った。

すなわち，ラットに花弁を１００�/�の割合で単回経口投
与したところ，一般状態については，投与日は６時間ま

で頻回観察し，その後は１日１回観察したが，変化はみ

られなかった。次に体重は雌雄ともに観察期間中におい

て投与前と比較して増加がみられた。本研究と同じ飼料

を自由摂取させた日本チャールス・リバー公表，Crl : CD

（SD）ラット雌雄各２０匹，６～８週齢の長期モニタリン

グデータ１５）と比較しても同程度の体重増加傾向であった。

すなわち，雌の２週間後の体重は，１１６±５～１８９±１１�，
雄は１５４±５～２９４±１６�（mean±SD）であった。さらに
剖検時における病理検査（肉眼観察）においても，被験

物質投与に起因する変化はみられなかった。

したがって，本研究で用いたハナモモの茹でこぼし花

Table３ Prunasin and free cyanide content of Momo
and Hanamomopetals（n＝２）

Petals Prunasin（ppm）＊ Free cyanide＊＊＊

Raw
Momo ４，６８１±５９．６ +++

Hanamomo ４，３７２±２４．０ +++

Boiled
Momo ５．６±０．５ －

Hanamomo ND＊＊ －

＊ Data are represented as mean±Average Error（n＝２）.
＊＊ Quantitative range of ≦２．７ppm.
＊＊＊ Judgment of the color of the picric-acid paper : reddish
brown indicates +++, brown indicates ++, light brown
indicates +, yellow indicates －.

① amygdalin,

② prunasin,

③ extracts of Momo perals ;

④ extracts of Hanamomopetals

Fig．４ TLC chromatogram of extracts of Momo and
Hanamomopetals

Developing solvent : ethyl acetate : methanol : water（２0 : 5 : 4）.

Detection : 10% sulfuric acid, heat treatment at 105℃ under

white light.

Limit of detection : amygdalin 7.5 µg/mg, prunasin 5 µg/mg.

（ 19 ） 〔技術報告〕 モモ花弁の色調とシアン化合物 19



弁は，毒性を示す可能性は低いものと推察され，食品素

材として活用できることが示唆された。

要 約

モモの花弁を食品素材として利用する観点から，生食

用品種のモモ花弁と観賞用品種のハナモモ花弁の色調を

比較したところ，ハナモモ花弁はモモ花弁より桃色の色

調を強く示した。また，アントシアニン量も多く含まれ

ていたことから，食品等に桃色を付与するための素材と

して利用価値が高いものと推察された。

一方で，モモの花弁からシアン配糖体であるプルナシ

ンや遊離シアン化合物が検出されたが，５％クエン酸溶

液を用いて花弁を茹でこぼし処理することでプルナシン

を顕著に減少させ，遊離シアン化合物も不検出にさせる

ことがわかった。さらに茹でこぼし処理したハナモモ花

弁について，ラットを用いた単回経口投与毒性試験を実

施したところ，投与に起因する異常は確認されなかった。

すなわち，モモの花弁が食品素材として活用できる可能

性が示唆された。

また，茹でこぼし処理したハナモモ花弁の色調保持試

験を実施したところ，１％クエン酸溶液中において，花

弁の桃色の色調は，２５℃以下の遮光状態であれば９０日間

程度保持されることがわかり，食材として長期間使用で

きることがわかった。
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近年，薬物成分の細胞内での挙動を「動的」に追跡す

る技術の開発が，生命科学および薬物動態の分野で精力

的に進められている。その中で，薬物を蛍光標識化して，

細胞内や生体内での動きをイメージングする技術に注目

が集まっている。その中で，近年注目を集めている観察

法の１つに，Corelative light and electron microscopy

（CLEM）法がある１）。CLEM法とは，同一の細胞を光学

（蛍光）顕微鏡と電子顕微鏡の２種類の顕微鏡で観察し

て，最終的には重ね合わせた像を得て解析する方法であ

る。しかし，CLEM法は，操作過程が複雑で，かつコス

トがかかる方法であった。私たちは，操作方法を簡便化

し，かつ可能な限り道具を自作することで低コスト化し

たCLEM法を確立した２）。また，抗癌剤であるシスプラ

チンを蛍光物質で標識し，この方法に供した結果，リソ

ソームに蛍光標識されたシスプラチンがリソソームに取

り込まれている画像を得ることに成功した。さらに，三

次元電子顕微鏡画像（トモグラフィー）画像の取得を行

い，シスプラチンが取り込まれたリソソームの膜構造お

よびその近傍の細胞内小器官の膜構造の立体的イメージ

ングに成功した２）。したがって，シスプラチンの細胞内

での作用点を明らかにするとともに，この方法が薬理効

果の有効な解析方法であることを示してきた。

そこで，この方法論を薬物動態の解析手法のみならず，

食品成分の細胞内動態を追跡することを通した，機能性

＊ 〒１５６―８５０２ 東京都世田谷区桜丘１―１―１
§ Corresponding author, E-mail : k4kobaya@nodai.ac.jp

オリーブ葉由来ヒドロキシチロソール蛍光化誘導物
を用いた細胞内動態解析法について

小 林 謙 一＊§・茂 木 裕 暉＊・高橋明日香＊

相 澤 有 美＊・鈴 木 司＊・山 本 祐 司＊

＊ 東京農業大学応用生物科学部生物応用化学科

Intracellular Kinetic Analysis Using Fluorescence

Labeling Olive Leaf Polyphenol

KOBAYASHI Ken-Ichi＊§, MOGI Yuki＊, TAKAHASHI Asuka＊,

AIZAWA Yumi＊, SUZUKI Tsukasa＊ and YAMAMOTO Yuji＊

＊ Department of Applied Biology and Chemistry, Faculty of Applied Bioscience, Tokyo University of Agriculture,

1−1−1, Sakuragaoka, Setagaya-ku, Tokyo 156−8502

The aim of this study was to establish a novel method to assess the function of food components
using fluorescently labeling strategies. In this report, we focused on olive polyphenol hydroxytyrosol
（HT）as a target of fluorescent labelling. HT, one of the major polyphenols present in olive leaf and
oil, is known to possess a high antioxidant and anticancer capacity. HT was conjugated with FITC to
the phenolic hydroxyl group（FITC-HT）. Caco-２ cells were cultured on glass bottom dishes, and then
incubated with ５００� of FITC-HT for ２４ hours and subsequently incubated with LysoTracker Red
（Lysosome marker）or MitoTracker Red（Mitochondria marker）with Hoechst ３３３４２（Nuclei marker）.
Thereafter, using KEYENCE BZ-X７００ Series All-in-one Fluorescence Microscope, the imaging data was
acquired. As a result, FITC-HT was detected in the lysosome but not in the mitochondria and nuclei
of Caco-２. And, FITC and fluorescein were not detected in the Caco-２ cells, suggested this imaging
data of FITC-HT is dependent on the formula of HT. Thereafter, we concluded that cellular imaging
using fluorescent labeled food compounds is a powerful tool to analyze the effect of functional food
constituents.

（Received Aug. ２６, ２０１５；Accepted Dec. １８, ２０１５）

Key words：polyphenol, hydroxytyrosol, olive, intracellular kinetic analysis
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日本食品保蔵科学会誌 VOL．４２ NO．１ ２０１６〔技術報告〕（ 23 ） 23



OHHO

HO

O

O

HO OH

O
SCN

O

O

HO OH

O
N
HO

S

HO

HO+
DMF
120 °C

302010

食品成分の新規の評価法として応用できると考えた。し

かし，そのような試みは，ほとんどなされていないのが

現状である。

オリーブ（Olea europea）は，古来より地中海世界の

食生活の中心的な食品素材として利用されてきた。しか

し，利用されるのはもっぱら実の部分であり，葉部はほ

とんど利用されることがなかった。近年，このオリーブ

葉が，食品素材として注目を集めている。それは，オリ

ーブ葉の抽出エキスに，血糖降下作用３），抗高血圧作用４），

抗酸化作用５）など生体における機能性が報告され始めて

きたからである。KOBAYASHIらは，爆砕オリーブ葉粉末

に，脂質の吸収および胆汁酸の再吸収促進作用があるこ

とを見い出している６），７）。また，オリーブ葉由来ポリフ

ェノールであるオレウロペインが発見され，それが機能

性の本体であると考えられている。実際にオレウロペイ

ンが，褐色脂肪細胞における熱産生を亢進させる機能を

有することも明らかとなっている８）。また，近年，オレ

ウロペインそのものが細胞内へ取り込まれることはなく，

代謝産物であるヒドロキシチロソール（HT）が取り込

まれることによって，機能を発揮しているとの報告もあ

る９）。一方，多くのポリフェノール類が，大腸癌細胞の

抗癌様作用が最近多く報告されたことから，オリーブ葉

ポリフェノールにも類似の効果を有するものとの報告も

ある１０）～１２）。しかし，HTが細胞内のどこで作用するのか

についての構造学的知見については不明である。

そこで本研究では，蛍光標識技術を用いた食品成分の

新たな機能評価法を構築する一環として，オリーブ葉ポ

リフェノールであるHTの蛍光標識化に着手するととも

に，その細胞内での動的イメージングを行った。

実験材料および方法

１．HTの蛍光標識化

HTは，オレウロペインの代謝産物であり，オレウロ

ペインと同等それ以上の機能活性を有するということ，

化学構造が単純でありフェノール系水酸基に対する蛍光

標識が容易であると考えた。そこで，HTのアルコール

性水酸基をフルオロセインイソシアネート（FITC）で

標識したFITC-HTの作製に着手した（Fig．１）。

反応容器 に２-（３，４-Dihydroxyphenyl）ethyl alcohol

（図１の０１）２０２mg（１．３１mmol）およびFluorescein５-

isothiocyanate（図１の０２）５２２�（１．３４mmol）を入れ，
N，N -ジメチルホルムアミド４．３�に溶解させた。この
反応溶液を１２０℃で１時間撹拌した後，室温まで放冷し，

酢酸エチル３０�および１mol/�塩酸３０�で分液した。有
機層を飽和食塩水２０�で３回洗浄後，無水硫酸ナトリウ
ムで乾燥，ろ過，減圧下濃縮することで粗生物を得た。

その粗生物を酢酸エチル３�および塩化メチレン３�を
用いて再沈殿し，橙色粉末を得た。これをカラムクロマ

トグラフィー（シリカゲル３０�，塩化メチレン：酢酸エ
チル＝０：１００ to ５０：５０，２％酢酸含有，２回）で精製

し，橙色粉末を得た（図１の０３）。その後，この橙色粉

末 をNMR（JEOL２７０MHz）お よ びLC/MS（Waters

２６９５，ZQ，２９９６，column Inertsil ODS-３（４．６×７５

�））に供し，構造および純度を確認した。
２．FITC-HTの蛍光顕微鏡を用いた細胞内動的イメージ

ング

ヒト大腸癌モデル培養細胞であるCaco-２細胞をスラ

イドガラス付き３．５�ディッシュに６×１０４細胞を播種
し，７０％コンフルエントになるまで培養した。その後，

Caco-２細胞にFITC-HTを５００µMの濃度になるように処

理して２４時間反応させた。その後，リソソームマーカー

（LysoTracker Red）もしくはミトコンドリアマーカー

（MitoTracker Red）と３０分間反応させた。その後，核

マーカー（Hoechst ３３３４２）で３０分間反応後，生細胞イ

メージング装置（KEYENCE BZ-X ７００）を用いて，６

時間のイメージングムービーを取得した。

３．FITCおよびフルオロセインの細胞内取り込みおよ

び局在性の検討

Caco-２細胞を４wellチャンバープレートに１wellあた

り１．０×１０５細胞を播種し，７０％コンフルエントになるま

で培養した。その後，Caco-２細胞にFITCもしくはフル

オロセインを５００µMの濃度になるように処理して２４時間

反応させた。その後，リソソームマーカー（LysoTracker

Red）もしくはミトコンドリアマーカー（MitoTracker

Red）と３０分間反応させた。その後，細胞を４％パラホ

ルムアルデヒドで固定し，透過処理後，核マーカー

（Hoechst ３３３４２）で５分間反応させ，封入した。そし

て，共焦点レーザー顕微鏡（OLYNPUS FV１２００）を用

いて観察した。

実 験 結 果

１．HTの蛍光標識化

HTの蛍光標識化を行った結果，図１―０３の粗生物６８９

�を得て，その後の精製で橙色粉末６６２�を得た。その
後のカラムクロマトグラフィーによる精製で最終的に図

１―０３の橙色粉末１１４�を得た。収率は１６％であった。こ

Fig．１ ヒドロキシチロソールのFITC標識化
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の橙色粉末をNMR（JEOL２７０MHz）およびLC/MS

（Waters ２６９５，ZQ，２９９６，column Inertsil ODS-３

（４．６×７５�））に供し，構造および純度を確認した。
NMRおよびLC/MSで化学構造を確認した。（データ

は示さず）。

２．FITC-HTの蛍光顕微鏡を用いた細胞内動的イメージ

ング

Caco-２細胞をFITC-HTと反応させ，細胞内への取り

込みと挙動を動的に追跡したイメージング結果をFig．２

とFig．３に示した。

生細胞の形態を観察可能な位相差画像をFig．２-（a）と

Fig．３-（a）に示した。また，FITC-HTの蛍光画像を

Fig．２-（b）とFig．３-（b）に示した。そして，リソソーム

マーカーであるLysotrackerの蛍光画像をFig．２-（c），ミ

トコンドリアマーカーであるMitotrackerの蛍光画像を

Fig．３-（c）に示した。また，核マーカーであるHoechst

３３３４２の蛍光画像をFig．２-（d）とFig．３-（d）に示した。

位相差画像，FITC-HT，そしてリソソームマーカー，

核マーカーを重ね合わせた画像をFig．２-（e）に示した。

位相差画像，FITC-HT，そしてミトコンドリアマーカ

ー，核マーカーを重ね合わせた画像をFig．３-（e）に示し

た。その後，６時間継時的にイメージング画像を取得し，

重ね合わせたタイムラプス画像をFig．２-（f）からFig．２-

（l），Fig．３-（f）からFig．３-（l）に示した。

その結果，FITC-HTは細胞内に存在していたことか

ら，細胞内に取り込まれることを確認した。また，細胞

内局在性を検討した結果，FITC-HTは，リソソームマ

ーカー（Fig．２-（e））と一部共局在が認められたのに対

し，ミトコンドリアマーカー（Fig．３-（e））と核マーカ

ー（Fig．２-（e），３-（e））との共局在は認められなかった。

加えて，６時間の生細胞イメージング画像の取得も成功

し，FITC-HTが蛍光強度を失うことなく，蛍光画像を

取得できることを証明した（Fig．２-（e）～（l），Fig．２-

（e）～（l））。

３．FITCもしくはフルオロセインの細胞内への取り込

みの評価

FITC-HTの細胞内取り込みがHTの構造に依存したも

のかどうかを，FITCおよびフルオロセインを用いて検

討した結果をFig．４に示した。FITCは，わずかに細胞内

に取り込まれるものの，FITC-HTに比べるとごくわず

かなものであった。フルオロセインに関しては，細胞内

に取り込まれることはなかった。

考 察

本研究では，蛍光標識技術を用いた食品成分の新たな

機能評価法を構築する目的で，オリーブ葉ポリフェノー

ルの一種であるHTのFITCによる蛍光標識化に着手し，

その蛍光標識化合物の細胞内局在性の検討を行った。HT

は，蛍光標識化が容易であることに加え，ほかの低分子

のポリフェノールでも類似の構造を有していることから，

評価法の構築する点ではHTが蛍光標識化にふさわしい

分子種であると考えた。また，HTが細胞内に取り込ま

れ，機能を発揮すると考えられているので，オリーブの

機能性を検討するうえでも，蛍光標識化する分子として

Fig．２ FITC-HTのCaco-２細胞内におけるリソソームへの局在性の検討と動的イメージング

Caco-２細胞をFITC-HTで処理した後に，リソソームマーカー（LysoTracker）および核マーカー（Hoechst３３３４２）で３０分間

反応後，生細胞イメージング装置（KEYENCE BZ-X７００）を用いて，６時間イメージングムービーを取得した。

位相差画像，（b）FITC-HT（緑）画像，（c）LysoTracker（赤）画像，（d）Hoechst３３３４２（青）画像

（e）－（I）重ね合わせ画像のタイムラプス画像 黄色矢尻：FITC-HTがリソソームに取り込まれた部分，スケールバー：５０�
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HTが最適であると考えた。そこで，HTをFITCで標識

することにした。その結果，高純度の標識化合物を得る

ことに成功した。次に，この化合物が細胞内に取り込ま

れるかどうかを確認した。その結果，FITC-HTがCaco-

２細胞内に取り込まれるものの，核への局在は観察され

なかった。HTが核に局在するという報告はないことか

ら，本結果とHTの挙動は類似しているものと示唆され

た。また，細胞内へ取り込まれたFITC-HTは，細胞内

でドット状に散在していること，その小胞状部分は，一

部リソソームと共局在していた。Tokyo Greenという

蛍光発色団で標識したエピガロカテキンガレート

（EGCG）を用いて，ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）

における細胞内動態を検討したところ，細胞内にドット

上に取り込まれるという報告があり１３），１４），本結果と類似

したものであった。したがって，HTとEGCGは，細胞

内で同様の動態を示す可能性があると考察した。一方

Fig．３ FITC-HTのCaco-２細胞内におけるミトコンドリアへの局在性の検討と動的イメージング

Caco-２細胞をFITC-HTで処理した後に，ミトコンドリアマーカー（MitoTracker）および核マーカー（Hoechst３３３４２）で３０

分間反応後，生細胞イメージング装置（KEYENCE BZ-X７００）を用いて，６時間イメージングムービーを取得した。

位相差画像，（b）FITC-HT（緑）画像，（c）MitoTracker（赤）画像，（d）Hoechst３３３４２（青）画像

（e）－（l） 重ね合わせ画像のタイムラプス画像 スケールバー：５０�

Fig．４ FITC-HTおよびフルオロセインのCaco-２細胞への取り込み

Caco-２細胞をFITC-HTで処理した後に，リソソームマーカー（LysoTracker）で反応させ，固定した。その後に，核マー

カー（Hoechst３３３４２）で反応後，共焦点レーザー顕微鏡（OLYMPUS FV１２００）を用いて観察した。

FITCの構造，（b）FITC-HT（緑）画像，（c）LysoTracker（赤）画像，（d）Hoechst３３３４２（青）画像

（e）（b）－（e）の重ね合わせ画像（f）フルオロセインの構造，（g）FITC-HT（緑）画像，（h） LysoTracker（赤）画像，

（i）Hoechst３３３４２（青）画像
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HANらは，FITCで標識したEGCGを作製（FITC-EGCG）

し，L９２９細胞における反応性を観察した結果，FITC-

EGCGが核内に移行することを報告している１５）。同じ

FITC標識化合物であっても，細胞種が異なると細胞内

での局在や挙動が異なる可能性が考えられる。したがっ

て，FITC-HTに関しても，ほかの細胞種での検討も行

っていく必要がある。

またFITC-HTの細胞内の挙動が，FITCもしくはフル

オロセインによるものか否かについても検討した結果，

これらの分子は細胞内に取り込まれることはなかったの

で，HT部分による細胞内挙動を反映しているものと判

断した。

本結果が，HTの挙動と一致しているかどうかを確か

めるためには，HTの抗ハプテン抗体を作製し，この抗

体を用いた免疫染色を行い，整合性を取る必要があると

考えるが，今後の検討課題である。

現在，機能性食品成分の細胞内動態解析は，質量顕微

鏡を用いた解析が進められているが，顕微鏡自体が高額

であること，解像度の問題で正確な局在を検討できない

ことなどの問題点がある。また，前述の機能性食品成分

の低分子ハプテン抗体を作製して，細胞内動態を追跡す

ることも可能であるが，抗体の感度の問題もありほとん

ど行われていない。また上記の２つの方法論は，いずれ

も「生きた状態」で観察することは難しい。機能性食品

成分の蛍光標識化誘導物を用いた細胞内動態解析は，

「生きた」状態の細胞や動物個体での動的追跡が可能で

あるという長所がある。実際にASAKAWAらは，蛍光標

識したカテキンのポジトロン断層撮影法（PET）によ

るin vivoイメージングに成功しており，これらの技術を

応用すると，FITC-HTの個体レベルでの検討も可能に

なるかもしれない１６）。

本研究結果によって，機能性食品成分の作用が，細胞

内のどの部分で起こるのかについて，時空間的に解析す

ることが可能になり，食品成分の新たな機能性評価法に

つながるであろう。
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消費者の鮮度の高い（品質劣化の少ない）野菜に対す

る要求は強く，高品質な青果物を消費者まで届けるため，

生産面では，高糖度や機能性成分を多く含んだ青果物の

栽培に向けた努力がなされ，流通面では，コールドチェ

ーンやMA（Modified Atmosphere）包装，CA（Controlled

Atmosphere）貯蔵，輸送中の損傷防止のための緩衝包

装などによって収穫時の品質をできるだけ保持するよう

な工夫がされている。

一方で，FAOの報告によると農業生産から消費に至

るフードサプライチェーンの中で，世界全体で人の消費

向けに生産された食料の約３分の１にあたる１３億ｔの食

料が毎年廃棄されている。日本の流通時における青果物

の減耗量に限ってみても，野菜で全体の約１０％にあたる

１，５３１千ｔ，果実で約１７％にあたる１，３１７千ｔが毎年消費

者の口に入ることなく廃棄されている。

青果物の輸送・貯蔵中の品質保持に関していえば，呼

吸や蒸散といった生理活性作用による品質低下および振

動・衝撃による損傷に対する対策が特に重要であると考

えられる。

筆者は，このような現状を「包装」というツールを使

って少しでも解決すべく研究を行ってきた。本稿では，

日本食品保蔵科学会学会賞の受賞対象となった研究の概

要を紹介したい。

１．MA（Modified Atmosphere）包装技術等

を使った青果物の鮮度保持包装

青果物の包装を行うことは，鮮度保持の点で非常に効

果的である。多くの青果物の場合，貯蔵最適ガス濃度は，

低酸素，高二酸化炭素濃度であると報告されている。し

かし一般に青果物は，品種や産地，収穫時期によりその

性質が異なるため，一律に最適包装条件を決めることは

難しい。袋内を最適なガス濃度条件にするためには，包

装フィルムのガス透過性，各種の酸素濃度と二酸化炭素

濃度条件下における青果物の呼吸量，青果物の品質を適

正に評価するための品質評価指標が必要である。これら

のデータをコンピュータ処理して種々の環境下での青果

物の鮮度を予測し，最適包装設計を行った１）～３）。

ブロッコリーを例に袋内ガス濃度変化のシミュレーシ

ョンを説明したい。ガス透過率の異なる４種類のフィル

ムを用い，袋表面積と空容積，試料重量を変えてそれぞ

れ包装し，１５℃で貯蔵した。まず，各々のガス組成変化

の実測値から酸素消費速度，二酸化炭素排出速度を計算

し，対応する時間と酸素，二酸化炭素濃度のデータを抽

出する。次に，重回帰分析により任意の包装条件におけ

る酸素消費速度，二酸化炭素排出速度を時間と酸素，二

酸化炭素濃度の関数として表す呼吸モデルを作成する

（表１）。このモデルを使って計算した酸素消費速度，二

酸化炭素排出速度は，実測値と高い相関をもつ（図１）。

最後に，任意のフィルムを使って包装したブロッコリー

の袋内ガス濃度変化をシミュレーションするため，呼吸

モデルおよびフィルムのガス透過量を表す式に酸素濃度，

二酸化炭素濃度，時間を順次代入して計算する。予測値

は実測値とよく一致しており（図２），この方法により

十分な精度で比較的長期間のガス濃度変化の予測が可能

＊ 〒３０５―８６４２ 茨城県つくば市観音台２―１―１２
§ E-mail : yishi@nfri.affrc.go.jp

包装資材の特性に基づいた青果物の輸送並びに

貯蔵中の品質保持に関する研究
平成２７年度日本食品保蔵科学会学会賞
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Study on the Packaging Materials for Maintaining Postharvest Quality of
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表１ 呼吸モデル

Model Rquation

１＝ O２ consumpyion rate MRO２＝－１．８８２［O２］－９５．０３［CO２］１/３＋６０．８２［O２］１/３＋０．２４１［CO２」２－０．５６３T・［O２］＋１２９．０２
２＝CO２ evolition rate MRCO２＝０．４１５MRO２＋２２．９５
３＝CO２ evolition rate MRCO２＝５５．１［O２］１／３－０．３６６［O２］・［CO２］－０．８２２T・［O２］－１．６０６T＋６６．５１T１/３＋０．１３［CO２］

－１．４６４T・［CO２］－８８．９１

RO２酸素消費速度，RCO２：二酸化炭素排出速度
【O２】酸素濃度，【CO２】二酸化炭素濃度，T：貯蔵時間（日）

表２ ２０℃で５日間貯蔵したニラの袋内ガス濃度と品質４）

Packaging
Gas concentration＊ Occurence（％）＊ Contents（％）z＊＊

Off-flavory＊
ScoreO２

（％）
CO２
（％）

Yellow
leaves

Decay
leaves

Dhlorophyll Sugar
Ascorbic
acid

Partial seal ５．３±０．３x １１．４±０．２ ０．６±０．３ ０．３±０．２ ９４．６±１．１ ７９．５±５．９ ８３．７±１．４ ０．０±０．０

complete seal ０．８±０．０ ８．０±０．２ ０．０±０．０ ０．３±０．３ ９３．９±２．２ ９２．０±６．２ ８７．７±３．１ ２．１±０．２

Perfpration（０.０５％）１８．９±０．１ １．１±０．２ ６９．８±３．６ ５２．４±２．９ ７７．８±２．７ ４８．１±２．５ ５５．６±２．７ ０．０±０．０

z Percentage of initial（７８．９�/１００g FW for chlorophyll, ０．９２g/１００g FW for sugar and ２５．２�/１００g FW for ascorbic acid）.
y Score ; ０： no off-flavor, １： slight off-flavor, ２：moderate off-flavor, ３： severe off-flavor, ４： extreme off-klavor.
x Mean±SE（＊ : n＝１０，＊＊ : n＝６）.

図１ 表１の式に基づき計算した呼吸量と実測値の相関

図３ パーシャルシール包装４）

図２ 酸素および二酸化炭素濃度変化の予測値と実測値

（表１のモデル１と２により計算）
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であることがわかった。

その後，それらのモデルを使って，パーシャルシール

包装という青果物をフィルムに関する研究を共同で行っ

た。横型ピロー包装機のセンターシールローラーの表面

形状を変えることによって，シール部に微細な空隙をつ

くり（図３），袋のガス透過性を調整することで袋内ガ

ス濃度を青果物に適した雰囲気に調節して鮮度保持を図

る新たなMA包装技術である（表２）４）～７）。

この技術で平成１８年に鈴木芳孝氏が日本保蔵学会技術

賞を受賞され，現在では高知県のニラ，ネギの包装で広

く実用化されている。また，オウトウ８），エダマメ９），シ

イタケ１０）～１２）などについても品質保持に最適な包装条件に

ついて簡単に設計することが可能であった。

２．青果物のための適正な

緩衝包装設計

青果物のための適正な緩衝包装設計を行うためには，

輸送中の振動・衝撃解析を行わなければならない。近年

はトラックのサスペンション性能向上，速度制限装置の

装着，道路の整備などが進み，振動・衝撃特性も大きく

変化してきたことが報告されていた。そこで，実際の青

果物輸送中の振動・衝撃などの環境を計測した（図４）。

さらに，実輸送環境に基づく物品の損傷性を考慮した

ランダム振動試験法の開発を目的として，イチゴを例に

取り上げS‐N曲線を用いた損傷性を考慮した加振波形の

設計方法について検討を行った。単純化したPSD波形を

用いて，単純平均PSD（a），ピーク値PD（b），イチゴ

の損傷性を考慮したPSD（c）の各波形の比較を行った

結果，cに対してaでは，０．３７７倍，同じくbでは１．８２倍

であり，損傷性を考慮した振動条件の設計が可能となっ

た（図５）。

その後，実際の輸送中の振動，衝撃を計測して多くの

問題点を抽出し，改善点を提案した１５）～１９）。例えば，オウ

トウ５００gを詰めたパック２つを入れた段ボール箱を３

つ掘包した形状に比べて外装箱に２列５段，計１０箱梱包

した形状にすることで最下設の段ボールにおいて落下時

の衝撃加速度をほぼ半分程度に軽減することが可能とな

り，実輸輸送時のオウトウ損傷程度も大きく改善できる

ことが明らかとなった（図６）。

さらにこれらの条件を元に実験室での再現試験を行い，

感圧フィルムを使った輸送時の段ボール内の果実が直接

受ける圧力測定を行うとともに２１）～２３），実際の果実を使っ

て有効な緩衝包装について提案した２４）～２７）。また，最近の

研究では，イチゴ，オウトウ等の長距離輸送にも十分利

用可能な果実容器として，伸縮性フィルムシートを展張

したプラスチック外装容器で上下から果実を挟みこむよ

うに固定する包装形態のものを共同で開発した。輸送中

に果実が動かない最小限の圧力で果実を挟みこむことが

できるかというところが実用化のポイントとなっている。

現在では，イチゴやオウトウにおいて実用化が始まって

おり，この容器を日本郵便のエクスパック封筒に入れて

農家から直接日本全国に発送している。

３．そ の 他

レモン果実貯蔵中の腐敗，果皮障害の発生を低減する

ための基礎研究として，レモン果実収穫からトラック輸

送，選果ラインでの搬送，箱詰めまでの間に果実が受け

図４ サスペンションの種類による上下振動の比較１３）

図５ 波形作成法がPSDに及ぼす影響１４）

図６ 包装形態の迷いが落下衝撃加速度に及ぼす影響２０）
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る衝撃について検討した２８）。さらに，レモンの生理状態

を表す指標として呼吸速度を測定し，収穫後の温度条件

および収穫から選果終了までにレモン果実が受ける衝撃

と積算呼吸量との関係について検討することで，貯蔵中

の腐敗を低減できる条件を提示できた２９）。

４．お わ り に

この度はこのような栄誉ある賞を頂き，大変喜ばしく，

光栄に思っております。ご尽力いただきました皆様には

この場をお借りして深く感謝を申し上げます。

今回このような賞を頂いたことは，今後の研究活動に

とって大きな励みとなるものであり，今後とも精進して

いく所存でおりますので，引き続きご指導・ご鞭撻の程

よろしくお願い致します。

最後に，これまでご指導頂きました諸先輩をはじめ，

研究を支えて頂きました方々にはこの場を借りて厚く御

礼申し上げます。
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