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我が国の平均寿命は世界に類をみない速さで向上し，2005年10月の統計において，男

性78.53歳，女性85.49歳1）となり，最長寿国となっている。また同年，出生率が死亡率

を下回る人口の自然減が起こり，これら加速する少子高齢化による国民の医療費，社会保

障費の負担増大が深刻な問題となっている。一方，近年，食生活の多様化が進み，栄養バ

ランスの偏り等による，がん，循環器系疾患（脳血管疾患，心臓疾患など)，肥満，アレル

ギー性疾患などの生活習慣病が増加し,全死亡原因の60％')を占めている。生活習慣病は，

高齢者のみならず，若年層にも増加する傾向が見られ，現在，人々の健康への関心の高ま

り，生活習慣の改善が推奨されている。「医食同源」の言葉が示すように，食品による健康

増進，疾病予防が人々の間で再認識され，食品のもつ機能のうち，特に第三次機能である

生体調節機能に多くの関心が払われている。

食品の生体調節機能とは，食品における生体防御，体内のリズム調節，疾病の予防・回

復，老化の抑制等，健康の維持・増進に寄与する機能のことである。近年，様々な生体調

節機能に関する研究が進み，多くの食品素材から抗変異性，制がん性，抗酸化性，血圧調

節性，生体防御性，コレステロール調節性，整腸作用等，健康の維持・増進に有効とされ

る成分が明らかにされ，それらを含む食品は機能性食品(FunctionalFood)と呼ばれてい

る2,3)。しかしながら，ほとんどの成分は，まだ研究段階であり，人体に対する効果や安全

性が十分に立証されていない。このような中で，安全性に優れ，特定の機能が効率よく発

現すると科学的に立証された食品は，1991年，栄養改善法（現・健康増進法）により「特

定保健用食品」として法的に制度化された4,5）（表1)。

一方，1986年に「スローフード」という食スタイル運動がイタリアで提唱され，現在，

我が国においても広がりつつある。これは，スピード，効率化優先の現代社会へ警鐘を鳴

らし，食材を中心に伝統的な食文化を守り，人々に食のあり方を問い直す運動である。全

国各地で地産地消運動が展開されるようになり，地域に根付いた食材や伝統食品等が安全

性，栄養的価値の視点からも見直されつつある6)。

石川県では，伝統野菜をはじめとし，恵まれた地形，気候を生かした様々な農産物が生

産されている。また，日本海に面しているため，ブリ，イカ，カニ等の魚介類にも恵まれ

ており，これらを利用した水産加工食品も数多く存在する7)。地域固有食品の栄養評価はも

ちろんのこと，それらに含まれる生体調節機能を明らかにすることは，新規食品の開発や

地場産業の発展につながると考えられる。

そこで本研究では，金沢市が発祥の地であるかぶらずしと，近年健康ブーム等からもそ

の機能性が注目されている魚醤油イシルを研究対象とした。

かぶらずしは北陸地方，特に金沢における伝統的な郷土料理で，主に冬季に塩漬けした

カブとブリを重ね麹とともに重石をして漬け込んだものである。このとき有機酸や遊離ア

ミノ酸が増加し8)，特有の旨味を与えることがわかっている。遊離アミノ酸の増加は発酵に
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伴うブリのタンパク質分解によるものと思われるが，これらアミノ酸やペプチFの機能性

に関する詳細な報告はみられない。一方，イシルは石川県能登地方で古くから製造され，

秋田のショッツル，香川のイカナゴ醤油とともに日本三大魚醤油とされている。これら魚

醤油は，魚介類に食塩を添加し，魚介類中に存在する酵素により自己消化させ，熟成させ

た発酵食品であり，原料の魚介類に由来するタンパク質やその加水分解物であるペプチド，

アミノ酸が豊富に含まれ，特有の旨味を有することが知られている。さらに，ペプチドや

アミノ酸には，血圧降下，免疫増強，インスリン分泌増強，血栓予防，鎮静効果等の様々

な生理作用があることが明らかになっているほか，発酵食品においては製造過程において

すでに低分子化しているため，新たな酵素処理をせずに，有効な成分を得ることができる

とされる9)。しかし，発酵食品そのものを大量かつ日々摂取することは困難であるため，活

性ペプチドの精製等による，効率的な摂取が望まれる。

本研究では，様々な生体調節機能のうち老化や生活習慣病の予防に効果が期待される抗

酸化性に着目した。抗酸化性とは，生体内で生成された有毒な活性酸素のはたらきを阻害

する機能のことであり，これまでにもタンパク質のプロテアーゼ加水分解物から多種多様

な抗酸化性成分が分離・同定されている。柘植ら'0)は，卵白アルブミンの酵素分解物から

抗酸化ペプチドを分離し，その構造から3種類の抗酸化ペプチドを報告した。また，末綱

らは，かつお節タンパク質のモルシン分解物から11種類の抗酸化ペプチF'')を，さらにマ

イワシ筋肉のペプシン消化物から抗酸化オクタペプチド'2)を分離・同定した。魚醤油イシ

ルについては，これまでに製造過程における成分変動13,14)や抗酸化性及びアンギオテンシ

ンI変換酵素(ACE)阻害活性といった機能性を有すること15)が報告されている。しかし，

かぶらずしやイシルから抗酸化作用やACE阻害作用を示す物質を単離・同定したという報

告は見当たらない。したがって，本研究ではかぶらずしおよびイシルのラジカル消去活性・

ACE阻害活性について検討し，さらに高活性の認められたかぶらずしおよびイシルから活

性成分を分離精製することを目的とした。
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分類

食物繊維

オリゴ糖

表1:特定保健用食品中の生体調節成分'6）

成分

難消化デキストリン,ポリデキストロース,小麦ふすま，

ガラクトマンナン,低分子化アルギン酸ナトリウム等

キトサン,低分子化アルギン酸ナトリウム等

難消化性デキストリン

キシロオリゴ糖,フラクトオリゴ糖,大豆オリゴ糖，

イソマルトオリゴ糖,乳果オリゴ糖,ガラクトオリゴ糖，

ラクチュロース等

フラクトオリゴ糖

リン酸化オリゴ糖カルシウム

糖アルコールパラチノース,マルチトース等

ﾀンパク質

ペプチド

大豆タンパク質

グロビンタンパク分解物

カゼインドデカペプチド,サーデンペプチド，

ラクトトリペプチド等

カゼインホスホペプチド,ポリグルタミン酸

作用

整腸作用

コレステロール吸収調節

血糖調節

整腸作用

カルシウム吸収促進

難う蝕

難う蝕

コレステロール吸収調節

中性脂肪制御

血圧低下作用

カルシウム吸収促進

カゼインホスホペプチドー非結晶リン酸カルシウム複合体難う蝕

脂質

ジアシルグリセロール,中鎖脂肪酸，

エイコサペンタエン酸,ドコサヘキサエン酸

植物ステロール(エステル)，ジアシルグリセロール

カルシウムクエン酸リンゴ酸カルシウム

鉄 ヘム鉄

ラクトバチルスGC株,ヤクルト菌，
乳酸菌等

ビフイドバクテリウム･ロンガムBB536等
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中性脂肪制御

コレステロール吸収調節

カルシウム吸収促進

鉄強化

整腸作用



かぶらずしについて'7）

かぶらずしは，加賀百万石の城下町，金沢の郷土料理で，ブリの水揚げが最盛とな

る冬の名産であり，金沢を代表する正月料理として各家庭でも漬けられている。また，

漬ける樽によって味が違い，漬ける年の気温によっても微妙に味が異なる。かぶらず

しの製法は，塩漬けにしたカブの間に，あらかじめ塩漬けにしたブリの薄切りを挟み

込み，細く切った人参や昆布などとともに，米麹（糀）で漬け込んで発酵させる（図

1)。カブのかわりにダイコンを使った「大根寿し」や，ブリのかわりに鯖，サケ，鰊

を使う地域や家庭もある。

すしの原型は「なれずし」という，主に川魚を塩と米飯で発酵させた保存食品であ

る。現在では滋賀県，近江の「鮒ずし」が代表としてあげられる。このなれずしは，

製法の過程で米を使っているが，食べるのは鮒だけで，製造に要する年月も長い。そ

こで，飯も魚もともに食べる漬物として「半なれずし」というものが登場し，発酵を

促進するために麹が利用されるようになった。このようにして，麹を使う新たなすし

が生まれ，現在のかぶらずしが出来上がった。かぶらずしは，麹を使う製法と，魚の

熟成したものを使用する製法が，「いずし」や「押しずし」と異なり，「漬物」ともま

た異なる独特なものといえる'8)。

下漬け

本漬け

かふらずし

ブリの下漬け

カブの下漬け

ご飯を発酵させる

ブリをカブで挟み麹を混ぜて

重石をして漬ける

図1:かぶらずしの製法
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魚醤油イシルについて

石川県は，本州中央の日本海側に位置し，北部は能登半島となり日本海に突出して

いる（図2)。能登半島の沖合は，北上する対馬暖流の影響が大きく，かつ南下するリ

マン寒流と交錯する好漁港で，豊富な海産物に恵まれている。

富山湾に面した能登半島内浦海域は，沈降性の入り組んだ波静かな海岸線が続いて

いる。昔からイカ釣り漁業が盛んに営まれ，特にスルメイカの水揚げ量は日本海側最

大を誇る’9)。一方，冬季季節風を直接受ける能登外浦海域では，沖合漁業が盛んに営

まれ，まき網漁業によるイワシ，サバの漁獲量が多い20)。

この石川県奥能登地方に，古くから伝わる「イシル，イシリ，ヨシル，ヨシリ」（以

下，イシル）と呼ばれるイカやイワシを原料とした魚醤油がある。

東南アジア諸国では，魚醤油は一般的な調味料として使われており，タイのナンプ

ラー，ベトナムのニョクマム，フィリピンのパテイスなどは日本でも広く知られてい

る。日本においても，石川県奥能登地方に古くから伝わるイシルは，ハタハタが原料

の秋田の「ショッツル｣，イカナゴが原料の香川の「イカナゴ醤油」とともに日本三大

魚醤油として知られている。能登半島内浦地区ではイカ，外浦地区ではイワシが主な

原料とされ，各々の漁港における漁獲量の多い魚介類を保存及び嗜好性の観点から利

用されてきたと考えられる21)。イカの内臓を原料とする魚醤油は｢イシル」と呼ばれ，

イワシを原料とする魚醤油は「ヨシル」と呼ばれている（以下，すべてイシルと称す

る）21)。1987年の調査では，イシルの年間生産量は約33t22)とされていたが，その

後，食文化の多様化や健康ブーム，スローフード運動の広まり等により，2003年の年

間生産量は約200tとされている15)。

日
港

勲

図2:能登半島(石川県）
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【イシルの製法】23,24,25）

イシルの一般的な製造工程を図3に示した。イシルの製造は，原料を高食塩濃度の

環境のもとで自然熟成させて作られ,毎年11月頃から翌年の5月頃までの比較的寒い

時期に仕込まれる。

イカイシルの場合は，イカのゴロ（内臓）に18％程度の食塩を加えた後，適宜攪祥

を行い，約2年間桶の中で熟成させる。一方，イワシイシルの場合は，イワシを丸ご

と使用し，20％程度の食塩を加えた後，攪祥を行い，約半年から1年間桶の中で熟成

させる。熟成中，桶の中が徐々に上下二層に分かれ，桶の上層部に脂肪分や魚骨残澄

分の層ができて蓋の役目をして密閉状態となる。食塩により腐敗細菌の繁殖が抑制さ

れるとともに，原料中の消化酵素プロテアーゼにより魚肉タンパク質が分解され，ペ

プチドやアミノ酸が生成する。また，脂質もリパーゼの作用を受ける。さらに自己消

化と並行して，耐塩性の微生物が繁殖し，特有の香味が醸成される。魚肉には炭水化

物がほとんど含まれていないのでアルコール発酵は行われないが，嫌気的発酵により，

有機酸，アミン，カルボニル化合物等が生成され，桶の下層に貯まる。生成したイシ

ル（仕込み量の約60％）は，桶の下部に取り付けられた栓から取り出し，煮沸，殺菌

及び除タンパクを行い，上澄みを濾過して製品とする。

イカ〈内臓）

イワシ

食塩

18～20％

半年～2年間

図3:イシルの製造工程

抗酸化性について

今日，がんや心臓病といった生活習慣病が全死亡原因の60％を占め')，また，10代

の子どもにおいても肥満や動脈硬化の兆しが見られるなど，若年層から老年層に至る

まで，さまざまな生活習慣病とその予備軍が増加傾向にある。これら生活習慣病の要

因の一つとして注目されているのが活性酸素による生体成分の酸化劣化であり，予防

医学的な視点から精力的に研究が進められている。
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人は，一日に約500Lもの酸素（空気にして約2,500L)を体内に取り入れている*。

取り入れられた酸素は，主にTCA回路においてエネルギー産出に利用されるが，その

うち2～5％が活性酸素に変換される。活性酸素とは，狭義にはスーパーオキシド

(O2.),一重項酸素('O2),過酸化水素(H202),上Fロキシラジカル(･OH)を示

し，広義には脂質過酸化で生成される過酸化物(LOOH)やアミノ酸の代謝により生

成される窒素酸化物(NO)なども含まれる26,27)。これら活性酸素は，体内に侵入し

てきた病原菌やウイルスを殺す白血球やマクロファージに不可欠であり，また我々の

体に必要なホルモンを合成する際にも重要な役割を果たしている28)。正常な細胞中に

は，スーパーオキシドジムスターゼ(SOD)やカタラーゼ，グルタチオンペルオキシ

ターゼと呼ばれる酵素系が存在し，役割を果たしたフリーラジカルを水と酸素（三重

項）に変換している29)。しかし，加齢による消去系の活性低下やストレス，大気汚染

等により，消去能を超えて異常に活性酸素が作られた場合，生体膜を構成している不

飽和脂肪酸やLDL(低密度リポタンパク質),DNA等を酸化させることが最近の研究

で明らかになっている30）（図4)。さらに，この生体成分の酸化が引き金となり，老化

や生活習慣病が発症すると考えられている。

従って，生体内で発生した活性酸素を消去（無毒化）すること，つまり，酸化を防

ぐ成分，抗酸化性成分を多く含む物質を体外から積極的に摂取して，活性酸素による

生体劣化を防ぐことが健康維持，疾病予防に重要であると考えられる。食品・栄養の

立場からは経口摂取が可能で体内貯留時間の長い低分子性抗酸化物に着目した酸化ス

トレス抑制に関する数多くの研究がなされている。

抗酸化物質は不飽和脂肪酸の自動酸化を抑制し，過酸化物の生成を阻害するもので

ある。抗酸化物質の作用機構の面から大きく分類すると，①フリーラジカル捕捉機構，

②一重項酸素消去機構，③金属キレート機構となる。フリーラジカル捕捉機構の代表

的な物質として，ビタミンE(トコフェロール),ビタミンC(アスコルビン酸）が挙

げられる。ビタミンEは，通常生体成分として認識されるとともに，食物成分として

植物種子等に広く分布している。天然にはα，β，γ’6の4種類の同族体があり，

抗酸化にはαが最も重要とされる31)。生体では，脂溶性抗酸化剤として細胞膜等に存

在し，脂質ラジカルを捕捉することにより，連鎖的酸化反応を抑制する。一方，ビタ

ミンcは，果物等に多く，抗酸化以外にもいくつかの代謝上の役割を果たしており，

食物由来のニトロソアミンの発ガンを抑制する。また，生体内では，水溶性抗酸化剤

として細胞質や細胞外液等に存在し，水相で発生するラジカルを捕捉消去することに

より酸素ラジカルが脂質や核酸等の生体成分を攻撃するのを防ぐ。さらに，ビタミンC

は酸化反応で電子を失ったビタミンEを再生するはたらきももつ。一重項酸素消去機

構を示すものには，カロテノイドが挙げられる。カロテノイドはビタミンE同様，脂

＊一日に約2,100kcalの食事を摂る健康的な成人の場合
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溶性抗酸化剤であるが，一重項酸素消去活性はビタミンEの20～100倍とされる。金

属キレート機構を示すものには，フラボノイドが挙げられる。生体を構成する遷移金

属イオンの中には，鉄やモリブデンのように，活性酸素の生成を促進するはたらきを

もつものもあるため，これらをキレー卜して不活性化することが重要と考えられる32)。

タンパク質やアミノ酸の抗酸化作用は，金属キレート機構に起因していることが

YamashOjiにより報告されている33,34)O

抗酸化物質の研究は，食品素材中の抗酸化成分の単離・精製とそれら成分のm1ziなり

における各種のラジカル消去能の評価を中心に始まり35)，表2のような食品成分が有

効なものとして確認されている。

⑭但
且

食物喫煙

ストレス大気汚染

活性酸素

２
Ｍ
ｈ

ｌ
２
ｑ
担
Ｏ

Ｏ
１
Ｈ
・

生体内防御系(酵素）
抗酸化ビタミン

抗酸化食品

<二コ水･声軍項酸素

過剰

生体(細胞)膜傷害
LDL酸化
酵素失活
タンパク質変性
DNA複製エラー

且

老化

生活習慣病等

図4:活性酸素･ラジカルによる生体傷害36）
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表2:食品中の主な抗酸化性成分37）

抗酸化成分

ビタミン類

トコフェノール類(V.E)

アスコルビン酸(V.C)

β-カ口テン(プロビタミンA)

ポリフェノール類

フラボノイド類

イソフラボノイド類

カテキン類

アントシアン･アントシアニン

フェノールカルボン酸類

リグナン類

タンニン類

テルペノイド類

リモノイド類

モノテルペノイド類

ジテルペノイド類

卜リテルペノイド類

カロテノイド類

アミノ酸･ペプチド

多糖類

高分子ﾒラノイジン

多く含まれる食品

種実類,植物性油

果物,野菜

緑黄色野菜,根菜類

果物,穀物,豆類,野菜類,香辛料

大豆類

茶葉

果物,豆類,野菜類,赤ワイン,香辛料

コーヒー,穀類,豆類,種実類,香辛料

ゴマ

和漢薬

カンキツ類

香辛料(セージ,ローズマリー）

サポニン(豆類）

リコピン(ﾄﾏﾄ)，野菜類,藻類,香辛料

菌類,発酵食品

植物性食品

カルボニル化合物とアミノ酸の反応最終生成物

アンギオテンシン変換酵素阻害物質について

高血圧は，日本のみならず世界の先迪高血圧は，日本のみならず世界の先進諸国において最も罹患頻度の高い疾病である

38)。高血圧は「本態性高血圧（一次性高血圧)」と「続発性高血圧（二次性高血圧)」

に分類されるが39)，その90％以上が原因を特定できない「本態性高血圧」であるとい

われている38)。これには，食塩と腎性因子との関係，すなわち，腎臓における遺伝的

なナトリウム代謝調節異常，およびカリクレインーキニン系，プロスタグランジン系な

どの腎降圧系の異常が考えられている。その他，タバコに含まれるニコチン，飲酒，

生活習慣，職業，ストレスなどの関与が示唆されている39)。続発性高血圧の代表的な

例は腎性高血圧である。腎臓の傍系球体細胞にあるタンパク質分解酵素レーンは’糖
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タンパク質であるアンギオテンシノーゲンに作用してアンギオテンシンIを産生する。

アンギオテンシンIは血管収縮作用をもつペプチドで，血圧を上昇させるが，肺の毛

細血管内皮細胞の細胞膜に分布する変換酵素（アンギオテンシン変換酵素;ACE)に

よりC末端からヒスチジルロイシンが切り離され，血管収縮作用と血圧上昇作用の強

いアンギオテンシンⅡに変わる。このアンギオテンシンⅡは，副腎皮質にも作用して

アルドステロンの分泌を促し，ナトリウムと体液の体内貯留を促進する。また，プロ

スタグランジン系とカリクレインーキニン系に作用して，再びレーンの分泌を促す。こ

の一連の反応系は，レニンーアンギオテンシンーアルFステロン系と呼ばれ，腎性高血

圧発症の原因である39)。アンギオテンシン変換酵素の阻害物質は，降圧剤として実用

化されており，また，特定保健用食品として認められているものもある39)。特定保健

用食品に認められている主な成分は各種のペプチFであるが，これらのペプチFは過

度の血圧上昇を抑制する反面，その作用は比較的弱いため，健康な人の血圧を必要以

上に低下させるという副作用の心配がない39)。

アンギオテンシン変換酵素阻害作用は，味噌類40)，醤油41)，魚醤15)，イワシ酵素分

解物42)，食酢43)，乳清タンパク質分解物44)，鶏卵加水分解物45)，ブラツクマツペ46)，

ノー47)，みりん48)など，様々 な食品において認められており，活性成分としていくつ

かのペプチド等が分離同定されている。
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第I章かぶらずしおよびイシルのラジカル消去活性に関する研究

第1節かぶらずしのラジカル消去活性の測定

1-1．ブリ漬け汁のラジカル消去活性

目的

かぶらずしは，本漬けを行う前に前もってカブやブリを塩漬けにする。この間にも

発酵が進むと考えられることから，本実験ではブリの塩漬け（下漬け）期間中のラジ

カル消去活性の変化について調べた。

実験方法

（1）試料

金沢市内の漬物店から分与された，下漬けのブリ漬け汁3検体を試料とした。下漬

けは，3枚におろしたブリに塩をかけ，重石をのせて行った。平成18年3月に漬け始

め，生じた漬け汁を1ケ月ごとに採取した（4～12月までの計9ケ月分)。試料は-20℃

で凍結保存し，使用直前に自然解凍して15分間遠心分離（10℃，3,000回転）した後，

上澄み液をNo.2のろ紙でろ過し,0.1M酢酸緩衝液(pH5.5)で適宜希釈して試料液

とした。

(2)ラジカル消去活性測定

試料のラジカル消去活性を,DPPH法を用いて測定した。

試料液2ml,エタノール2ml,500"MDPPH/エタノール溶液1mlを加え混合し

た。このとき試料液の代わりに，0.1M酢酸緩衝液2mlを加えたものをコントロール

とした。試料液を加えたものは30分後に，コントロールは0分後（混合直後）および

30分後に，波長517nmにおける吸光度測定を行った。測定は3連で行い，平均値を

用いた。

ラジカル消去活性は以下の式に従って算出した。

対照の0分後の吸光度一試料30分後の吸光度
xlOO(%)

対照30分後の吸光度

また,Trolox(6-上Fロキシ-2,5,7,8･テトラメチルクロマン･2-カルボン酸）について

濃度とラジカル消去活性の関係を検量線に表し，試料のラジカル消去活性をTYoloxの

重量("g/g)当たりに換算して示した。

1･1



実験結果および考察

結果を図1に示した。
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ブリ漬け汁のラジカル消去活性は'IYolox量換算で約50～70"g/gであり,1～9ケ月

の問，大きな変化は見られなかった。かぶらずし作製の際，一般的には，ブリ下漬け

期間は約2週間である。今回の実験では，それよりも長期間下漬けを行い，生じた漬

け汁について調べたが，下漬け期間におけるブリのタンパク質分解による抗酸化ペプ

チドの生成は少ないと考えられた。

1-2．かぶらずしのラジカル消去活性の経時変化

目的

かぶらずしは材料の下漬けを行った後，カブにブリを挟みこうじとともに重石をし

て漬ける。これが本漬けである。本実験では，本漬け期間中におけるかぶらずし各材

料のラジカル消去活性の変化について調べた。

実験方法

（1）試料

金沢市内の漬物店から平成18年に分与された，本漬けの0，

15，17日目のかぶらずし3検体（こうじについては1検体)，

3，5，7，9，11，13，

及びかぶらずしの漬け
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樽に生じた漬け汁を試料とした。かぶらずしは，カブ，ブリ，こうじに分けてそれぞ

れラジカル消去活性を測定した。

【カブ，ブリ】

試料は凍結乾燥した後，乳鉢ですりつぶし，それぞれ0.1gを採取して0.1M酢酸緩

衝液5mlを加え，超音波洗浄器で10分間抽出した。この抽出液をNo.2のろ紙でろ

過し,0.1M酢酸緩衝液を用いて適宜希釈して試料液とした。

【こうじ】

試料は凍結乾燥した後，乳鉢ですりつぶし,0.2gを採取して0.1M酢酸緩衝液10ml

を加え，超音波洗浄器で10分間抽出した。抽出液を15分間遠心分離し（10℃，3,000

回転)，上澄を0.1M酢酸緩衝液で適宜希釈して試料液とした。

【かぶらずしの漬け汁】

試料は-20℃で凍結保存したものを自然解凍し，15分間遠心分離した（10℃，3,000

回転)。上澄をフィルターろ過(0.45"m)し,0.1M酢酸緩衝液で適宜希釈して試料液

とした。

(2)ラジカル消去活性測定

前項と同様,DPPH法を用いた。

実験結果および考察

かぶらずし各材料のラジカル消去活性測定結果を図2～5に示した。
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図5かぶらずし(漬け汁）

カブ，ブリおよびこうじについては凍結乾燥試料を用いているため，生のかぶらず

し材料のラジカル消去活性よりも高い値となっている。

カブのラジカル消去活性（図2）は'IYolox量換算で約2,000～5,500"g/gと非常に

高い値を示した。3日目に活性が上昇し，それ以降は大きな変化が見られなかった。ま

たブリのラジカル消去活性（図3）は約300～2,700"gnolox/gであり,0日目が低く

3日目以降はばらつきが見られた。ブリは，部位によって脂の量や，タンパク質の量が

異なる。よって個体差は大きくなり，ラジカル消去活性にもその差が現れたと考えら

れる。こうじのラジカル消去活性（図4）は約1,900～3,500"gTrolox/gであり,5日

目と13日目が高かったが，全体的にあまり規則性は見られなかった。かぶらずしの漬

け汁（図5）は，約1,000～1,500"g'IYolox/gであり,0日目が低く,3日目以降はほ

ぼ横ばいという結果であった。

測定したかぶらずしのカブ，ブリおよびこうじのラジカル消去活性を合計し，図6

に示した。
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図6かぶらずし(カブ､ブリ及びこうじ)の経時変化

カブ，ブリおよびこうじのラジカル消去活性を合わせると約4,200～10,000"g

TYolox/gとなり,3日目に活性が上昇した後は大きな変化はみられなかった。苅谷ら1)

は,福井県若狭地方のサバなれずしは漬け込みによって全構成アミノ酸量が約2倍に，

ペプチドは2．2倍に増加し，同様に遊離型アミノ酸は約11倍に増加したと報告してい

る。このことから，本実験において3日目に活性が上昇したのは，漬け込みによって

ラジカル消去活性を有するアミノ酸やペプチドが増加したためと推察される。

一般にかぶらずしは本漬け期間がおよそ7～10日目のものを製品とするが，今回の

実験結果では17日目まで漬けてもラジカル消去活性に大差がなかったため，この点に

おいては漬け込みは7日間程度で十分と考えられる。

1-3．市販かぶらずしのラジカル消去活性

目的

本実験では，市販品のかぶらずしのラジカル消去活性について比較検討した。

実験方法

（1）試料

平成17年11月～12月に，金沢市内の漬物店4社(A～D社）でかぶらずしを3

個ずつ購入した。これをそれぞれ，カブ，ブリおよびこうじに分け，凍結乾燥して

試料とした。
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(2)ラジカル消去活性測定

前項と同様,DPPH法を用いた。

実験結果および考察

各社のかぶらずしのラジカル消去活性を図7に示した。
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図7各社かぶらずしのラジカル消去活性

口カブ鰯ブリ■こうじ

D社のラジカル消去活性は，前項で行ったかぶらずしの経時変化（図2～4）で得

られた7日目の試料の結果を転載した（7日目のものを製品とするため)。

各試料は凍結乾燥しているため，生のかぶらずしよりも高い活性となっている。

各社とも高いラジカル消去活性が認められ，特にC社とD社が高かった。予備実験

によると,生のカブのラジカル消去活性は96.7"g'IYolox/gとあまり高くなかったこ

とから，凍結乾燥試料であることを考慮しても，今回の結果は漬け込みにより活性

が大きく上昇していることが示された。これは，どの製品も漬け込みの際にアミノ

酸などの調味料が使われていることが大きく影響していると考えられる｡また,A社，

B社に比べてC社が高いラジカル消去活性を示したのは，原材料に酸化防止剤（ビ

タミンC),甘味料（ステビア）を用いているためと考えられる。ビタミンCにラジ

カル消去活性があることはよく知られているが，ステビアにも抗酸化性が認められ

る2)ことが報告されている。以上より，市販のかぶらずしは調味料や添加物の有無

によってもラジカル消去活性に差異があることが示された。
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第2節イシルのラジカル消去活性の測定

2-1．市販イシルのラジカル消去活性

目的

様々な原料から製造された市販のイシルのラジカル消去活性を測定し，原料･製品に

よる活性の違いについて検討した。

実験方法

（1）試料

石川県内で製造．販売されている，いわしイシル3点（ヤマサ商事，山喜商店，ヤ

マト醤油）と，いかイシル3点（ヤマサ商事，スギヨ，潮屋)，あじ･さば混合イシル

（玉谷信一)，メギスイシル（魚醤油料理専門店いしり亭）の計8点を用いた。これら

の試料はそれぞれ酢酸緩衝液(pH5.5)で適宜希釈して用いた。

(2)ラジカル消去活性測定

前項と同様,DPPH法を用いた｡なお,試料液2ml,エタノール2ml,さらにDPPH/

エタノール溶液の代わりにエタノール1mlを加えたものを色ブランクとした。

ラジカル消去活性は以下の式に従って算出した。

対照の0分後の吸光度一（試料30分後の吸光度一色ブランク30分後の吸光度）

対照30分後の吸光度

(3)吸光度測定

イシルの500nmにおける吸光度を測定した。

実験結果および考察

各イシルのラジカル消去活性を図8に示した。
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図8

全てのイシルについて高いラジカル消去活性が認められたが，いかイシルが'IYolox

量換算で約1,500～1,800"g/gと最も高かった。いわしイシルの活性は平均で約900

"g'IYolox/g,あじ･さば混合イシルは約800"g'IYolox/gであったが，メギスイシルは

約300"g'IYolox/gと今回測定したイシルの中では最も低かった。

下橋ら3)は，濃口しょうゆ，薄口しょうゆ，白しょうゆのDPPHラジカル消去活性

は，それぞれ3,000,1,000及び96nm'IYolox/mlで，色の濃いしょうゆほど活性が高

いと報告している。しょうゆの色素はメラノイジンであり，これは抗酸化成分である4)。

メラノイジンが多いほど，すなわちイシルの色が濃いほどラジカル消去活性が高くな

ると考えられたため，今回使用したイシルについて吸光度（波長500nm)を測定し，

ラジカル消去活性と比較した。結果は図9に示した。

製造元の異なる3種のいわしイシルについては吸光度に若干の差がみられたが，い

わしイシル平均,いかイシル平均,あじ･さば混合イシル,メギスイシルを比較すると，

着色度とラジカル消去活性に相関関係が認められた。下橋ら5)は6種の魚醤を用いた

研究において，それらの抗酸化性と着色度は必ずしも比例関係にあるとはいえないと

述べているが，今回の測定では一部を除き，比例関係が認められたといえる。従って，

魚醤のラジカル消去活性にはその着色度が影響している可能性が示唆された。
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図9イシルのラジカル消去活性と着色度との関係

2-2．イシルの加熱によるラジカル消去活性の変化

目的

イシルは加熱調理にも用いられることから，加熱の際アミノカルボニル反応が進む

可能性を考慮し，イシルの加熱によるラジカル消去活性の変化について検討した。

実験方法

（1）試料

前項と同様のイシルを用いた。これらについて，90℃以上の湯浴中でそれぞれ10，

20，30分間加熱したのち急冷し，適宜希釈して試料液とした。

(2)ラジカル消去活性測定および吸光度測定

前項と同様の方法で行った。

実験結果および考察

各イシルの加熱によるラジカル消去活性の変化を，以下の図に示した（図10～17)。

なお，0分（未加熱）のものは前項で行った実験結果を転載した。また，今回の実験で
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一般にしょうゆを使って料理を作る際，は，加熱時間は30分間までとした。これは，

ためである。一般的に加熱時間は30分間程度までである
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ほぼ全てのイシルについて，若干ではあるが，加熱時間の延長に伴ってラジカル消

去活性が高くなるという結果が得られた。

しょうゆの褐変色素であるメラノイジンは，アミノカルボニル反応（メイラード反

応ともいう）によって起こる。アミノカルボニル反応とは，アミノ化合物（アミノ酸，

ペプチド，タンパク質など）とカルボニル化合物（単糖，グルコース，フルクトース

など）が反応して，最終的にはメラノイジンと呼ばれる着色重合物を生成する反応で

ある6)。下橋ら5)は，アミノカルボニル反応によって生成された褐変物質は，非常に

高いDPPHラジカル消去活性をもつと報告している。メラノイジンを生成させるアミ

ノカルボニル反応は，食品の保存中あるいは加熱中に起こる。今回の実験で加熱によ

ってラジカル消去活性が上昇したのも，アミノカルボニル反応が影響していると考え

られる。

2-3．イシル中の粗タンパク質量の測定

目的

これまでイシルのラジカル消去活性や，イシルの加熱によるラジカル消去活性の変

化について検討してきた。その結果，いわしイシルおよびいかイシルのラジカル消去

活性は，それぞれ約900"gnolox/gおよび約1,500～1,800"gTYolox/gであり，いか

イシルのほうが活性が高かった。山口ら7)は，3種のしょうゆについて，その抗酸化

性はしょうゆの全窒素量に比例すると報告している。また道畠ら8)は，いかイシルと

いわしイシルの一般成分について分析し,全窒素含有量はそれぞれ1.73～2.49g/100ml,

1.42～2.16g/100mlであり，いかイシルのほうがいわしイシルよりも高かったと報告

している。このことから，今回用いたイシルのラジカル消去活性についても，全窒素

含有量が関係していると考えられた。そこで本実験では，タンパク質の含有量をケル

ダール法により測定し，イシルのラジカル消去活性との関連について検討した。

実験方法

（1）試料

前項と同様のイシルを用いた。

(2)粗タンパク質量測定

ミクロケルダール法で行った。

①分解

分解フラスコに試料約1.5gを精秤し，さらに酸化剤（硫酸カリウム：硫酸銅=9:1)

3gと濃硫酸10mlを加え，ドラフト内で吸引しながら分解台上で加熱した。最初は弱
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火とし，煙が出なくなったら吸引を止め，強火にした。液が透明になってからもしば

らく加熱を続けた。その後，分解液を放冷し，蒸留水約30mlを徐々に加えて希釈し

た。希釈した分解液を100mlメスフラスコに移し，標線まで水を加え振り混ぜ，これ

を試料液とした。一方，試料を入れない分解フラスコで同様の操作を行い，空試験と

した。

②蒸留

100mlに定容化した試料から10mlを正確に評取し，十分に空蒸留し洗浄したミク

ロケルダール窒素蒸留装置に流し込み，蒸留を行った。生じたアンモニアを三角フラ

スコ中のN/10硫酸溶液に吸収させた。

③滴定

流出したアンモニアによって中和されたN/10硫酸溶液の，未中和の部分をN/10水

酸化ナトリウム溶液で滴定した。滴定の終点は，赤紫色→無色→緑色と変色する微緑

色の点とした。空試験も同色を終点とした。

④計算方法

試料中の粗タンパク質（％）は次式に従って算出した。

0.0014×{(A-F)×(B-F)}×C×，
粗タンパク質（％）＝ xlOO

S

:試料秤取量(g)

:空試験のN/10NaOH溶液の滴定値(ml)

:本試験のN/10NaOH溶液の滴定値(ml)

:窒素係数※

:希釈倍数（100/10=10）

:N/10NaOH溶液のFactor

Ｓ
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｆ

※窒素係数9）

タンパク質はアミノ酸の重化合物であり，その構成元素には窒素を含むのが特

徴である。これに対し，一般成分のうち，タンパク質以外，すなわち脂質，繊維，

灰分，糖質はいずれも窒素を含んでいない。そこで，食品中の窒素定量値からタ

ンパク質量を求めることができる。食品中には性質の異なるいくつかのタンパク

質が存在し，その種類も食品群ごとに異なっているが，種々のタンパク質の窒素

含量はほぼ一定で平均して約16％である。そこで，タンパク質の定量は，窒素の

含量を測定してその値に100/16＝6.25という「窒素・タンパク質換算係数」を乗

ずることにより行われる。

しかしながら，食品はタンパク質以外にも各種の窒素化合物を含むことから，
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食品中の窒素を定量してそのまま換算係数を乗じた場合，これらの非タンパク質

態窒素化合物もすべてタンパク質として換算されてしまう。そこで，窒素量に単

に換算係数を乗じて求めたタンパク質を粗タンパク質とよぶ。

タンパク質の窒素含量は平均して約16％であるが，各食品についてその構成タ

ンパク質が異なるため6．25という窒素・タンパク換算係数は必ずしも妥当な数値

ではない。そこで主要な食品については正確な窒素含量が測定され，その値に基

づいて換算係数が求められている。今回研究で使用したイシルは調味料及び香辛

料類に含まれるため，その窒素・タンパク質換算係数を5．71として算出した10)。

実験結果および考察

を表1に示した。ケルダール法により測定した，各イシルの粗タンパク質量（％）を表1にえ

また，各イシルのラジカル消去活性と粗タンパク質量の関係を図18に示した。

表1粗タンパク質量(％）

試料 粗タンパク質(％）

いわし(ヤマト） 8.92±0.08

いわし(山喜） 9．71±0．04

いわし(ヤマサ） 10.73±0.02

いか(スギヨ） 10.99±0．09

いか(ヤマサ） 9.87±0．03

するめいか(潮屋） 10．61±0．03

あじ･さば 11.50±0.02

ﾒギス 5.61±0．17
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いかイシルの粗タンパク質量は約9.9～11.0％，いわしイシルは約8.9～10.7％であ

り，いかイシルの方がいわしイシルよりも若干粗タンパク質量が多かった。道畠ら8）

によると，いかイシルといわしイシルの一般成分の分析結果において，全窒素含有量

はそれぞれ1.73～2.49g/100ml,1.42～2.16g/100mlであり，いかイシルのほうがい

わしイシルよりも高かった。今回の結果はこれと同様の傾向が得られた。

また，各イシルのラジカル消去活性（図8を転載）と粗タンパク質量を比較すると

（図18)，いわしイシルのラジカル消去活性はヤマサ，山喜，ヤマトの順に高く，粗タ

ンパク質量も同様の順で高かった。また，メギスイシルのラジカル消去活性は約300

"gnolox/gと最も低く，粗タンパク質量も同様に低かった。一方，いかイシル（ヤマ

サ）はラジカル消去活性が高いにもかかわらず，粗タンパク質量はやや少なかった。

これはいかイシル（ヤマサ）の原材料に米や麦が含まれていたため，他のいかイシル

よりタンパク質量が少なかった可能性が考えられる。一方，米などの植物は，外界か

らのストレスから身を守るために活性酸素消去物質などの防御システムを発達させて

いる。米はγ･オリザノールなど多くの抗酸化物質を含んでおり’')，それがいかイシル

（ヤマサ）のラジカル消去活性を増大させた可能性も考えられる。また逆に，あじ･さ

ば混合イシルは粗タンパク質量が多いにも関わらず，ラジカル消去活性は低かった。

あじ･さば混合イシルの吸光度はいかイシルやいわしイシルより低かったため（図9)，

その点では合致した結果といえる。また，タンパク質は発酵の際，自己消化酵素など
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によってペプチドやアミノ酸に分解される’2)。いわしに含まれるペプチドに抗酸化性

があるという報告’3)はみられるが，あじやさばでは報告がない。したがって，あじ・

さば混合イシルのラジカル消去活性が低かったのは，あじ･さば混合イシルに含まれる

ペプチドやアミノ酸がラジカル消去活性を示すものではなかった可能性も考えられる。

本実験により，粗タンパク質量とラジカル消去活性は必ずしも相関関係にあるとは

いえないことが示された。また，発酵食品でもその原材料によりラジカル消去活性の

発現には差異があることが示唆された。

総括

従来，食品の特性は，栄養に関わる一次機能と感覚に関わる二次機能に大別され

てきたが，近年はさらに，食事による生活習慣病の予防や健康維持などがクローズア

ップされ，食品の生態調節機能（三次機能）としての働きが注目されるようになって

きている’4)。

本研究では，北陸地方の発酵食品であるかぶらずしとイシルのラジカル消去活性に

ついて検討した。かぶらずしについては，発酵初期段階においてラジカル消去活性が

高くなることがわかった。また，全体的に予想以上に高い活性が認められたが，これ

はアミノ酸などの調味料や添加物を使用している影響もあると考えられる。今後は，

そういった物質を除いた試料，例えば自家製のかぶらずしを試料とし，かぶらずしの

自己発酵に伴うラジカル消去活性の変化を検討することが必要である。一方，イシル

については，ラジカル消去活性と吸光度に概ね正の相関があることが示唆され，イシ

ルの発酵過程や調理における加熱時にラジカル消去活性物質である褐成色素メラノイ

ジンが生成されることが活性に大きく影響していると考えられた。また，発酵中にタ

ンパク質がアミノ酸やペプチドに分解されることもラジカル消去活性を増大させる要

因のひとつであることが示唆された。今後は，かぶらずしやイシルのラジカル消去活

性に関わるペプチドの解明を進めたい。
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第Ⅱ章かぶらずしのアンギオテンシン変換酵素阻害活性に関する研究

目的

アンギオテンシンI変換酵素(ACE)阻害活性は，これまでにイシルにおいて認め

られたとの報告’)はみられるが，かぶらずしについては見当たらない。そこで本研究

では，かぶらずしのACE阻害活性について，市販および製造過程の製品を試料として

検討した。

実験方法

（1）試料

試料は，石川県内で購入したかぶらずし4検体(A～D社）と,D社のかぶらずし本

漬け段階の上層液（本漬け汁，0日目及び7日目）を用いた。かぶらずしは，カブ，ブ

リ及び麹に分けてそれぞれ凍結乾燥し，試料とした。また，本漬け汁は，-20℃で凍結

保存したものを自然解凍した後，遠心分離(6,000rpm,25℃,15分間）し,0.45"

mのフィルターで濾過した。各試料は，ホウ酸緩衝液で適宜希釈して用いた。

(2)ACE阻害活性測定2)

ACE阻害活性は，福井らの方法3)を改変して行った。

試料50"lに,6mMヒプリルーL－ヒスチジルーL－ロイシン溶液(1M塩化ナト

リウム含有125mMホウ酸緩衝液pH8.3に溶解したもの)150"1を混合し,37℃で

5分間プレインキュベートした後,100mUnit/mlACE溶液（ホウ酸緩衝液で溶解し

たもの)50"l添加し,37℃で1時間反応させた。1N塩酸を250"l加え反応を停止

した後，酢酸エチル1mlを加え,ACEが基質から遊離した馬尿酸を抽出した。これ

を遠心分離(10,000rpm,3℃,3分間）した後，上層600"lを分取し，エバポレー

ターで乾固した。さらに，デシケーター内で’0分間静置後,1M塩化ナトリウム溶

液3mlを加えて攪枠溶解し,228nmで吸光度を測定した。同時に，試料の代わりに

ホウ酸緩衝液50"lを用いて同様に操作を行い，これをコントロールとした。また，

試料及びコントロールそれぞれについて基質を加える前に1N塩酸を加えて酵素を失

活させた後，同様に操作を行い，測定した吸光度をそれぞれのブランク値とした。

ACE阻害活性は以下の式によって求めた。

阻害率(%)={1-(Es-EsB)/(Ec-EcB)}×100

Es:試料を用いた場合の吸光値

EsB:試料を用いた場合のブランク値

Ec:コントロールの吸光値

EcB:コントロールのブランク値
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結果は,ACE阻害率50%を示す試料濃度であるIC50で表した。

結果および考察

各社かぶらずし材料におけるACE阻害活性を図1に示した。カブ，ブリ，麹を比較

した結果,B,C,D社についてはブリに比較的高いACE阻害活性(約100～200mg/ml)

が認められた。

600
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Ｅ
勘
Ｅ
）
呂
里

300
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0

D社A社B社C社

図1ACE阻害活性の比較

厄示三~扇ラヮー面麺1

また，本漬け段階における上層液（本漬け汁）のACE阻害活性を図2に示した。

本漬け0日目ではIC50が660mg/ml,7日目では520mg/mlと，図1の各材料別の活

性と比べると低かったが，日数の経過とともに活性が上昇した。

Ⅱ-2
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図2ACE阻害活性の経時変化(本漬け汁）

各種食品のACE阻害活性(IC50)は，乾燥熟成味噌および乾燥未熟成味噌で平均約

2.0mg/ml及び約1．7mg/ml4),鶏卵由来オリゴペプチド粉末では1．22mg/ml5),本み
りん原液では97.1mg/ml6),ノー市販果汁では産地により約5～60〃yml7)と報告され

ており，これらと比較すると今回用いたかぶらずしは,D社のブリ部分の活性が本み

りん原液と同程度であった。しかし全体的にかぶらずしの活性はそれほど高くなかっ

た。

ACE阻害活性を示す成分については様々 な食品で調べられており，ペプチドでは乳

性タンパク質からPhe-Leu(IC5016.0"M),Val･TSrr(IC5017.7"M),Ile･Leu(IC50

21.2"M),Val-Phe(IC5055.5"M)が単離されている8)｡Val･Tbrrはイワシ筋肉，人

乳カゼイン,ニンニク，清酒からも単離されており，これらのIC50は2.7～11･0"M8),
またVal･Pheはイワシ筋肉アルカリプロテアーゼ分解物からも単離されており,IC50

が約50"M8)と報告されている｡また本みりん原液からも,Gly-Tbrr,Ala-Tbrr,Val-TSrr,

Gly-Pheなどが単離されている6)。一方，米糠4)やブラックマッペ9)のACE阻害物質
としてはフイチン酸が明らかになっている。

本研究で用いたかぶらずしのACE阻害活性はそれほど高くなかったが，発酵に伴い

活性が上昇した。これはブリのタンパク質の分解によるものと考えられる。今後は，

ブリのACE阻害活性物質について詳細な検討を行う予定である。
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第Ⅲ章イシルのラジカル消去活性成分の検索

第1節各種イシルのラジカル消去活性の比較

目的

第I章により，イシルがラジカル消去活性を有することが明らかになったため，本

実験では最も活性の高いイシルを選択することを目的とし，再度各種イシルのラジカ

ル消去活性の比較を行った。

実験方法

（1）試料

試料は，石川県内で製造・販売されているイカイシル3点(SQ-1～SQ-3),イワシ

イシル3点(SA-1～SA-3)とした（表1)。各試料は,0.1M酢酸緩衝液(pH5.5)で

適宜希釈し試料液とした。

表1:イシルの原材料名

試料名 原材料名(商品記載事項）

イカ,米,麦,食塩
SQ-1

＊米および麦は米麹としてイカ重量の0.25％添加

イカイシル SQ-2 イカ,食塩

SQ-3 スルメイカ,粉砕塩

SA-1 イワシ,食塩

イワシイシル SA-2 イワシ,食塩

SA-3 イワシ,食塩

製造者(所在地）

ヤマサ商事

(鳳至郡能登町）

スギヨ

(七尾市府中町）

宮商【潮屋】

(金沢市西金沢）

ヤマサ商事

(鳳至郡能登町）

ヤマト醤油味噌

(金沢市大野町）

山喜商店

(輪島市水守町）

(2)ラジカル消去活性測定

本実験でのDPPHラジカル消去活性測定は，長島ら1)の方法を改変して行った。

すなわち，試料液2m1,エタノール2m1,500"MDPPH/エタノール溶液1mlを

試験管中で混合し反応液とした。反応液調製直後（0分後）と30分後に517nmで吸
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光度測定を行い,DPPHラジカルの減少に伴う吸光度の減少量と，コントロール（試

料液の代わりに0.1M酢酸緩衝液加えたもの)の値から，ラジカル消去活性を算出した。

また，試料液の色が測定結果に与える影響を考慮し,500"MDPPH/エタノール溶液

の代わりにエタノールを加えて混合したものを色ブランクとした。測定はいずれも3

連で行い，平均値を用いた。ラジカル消去活性は以下の式に従い算出した。

(コントロール0分後の0．D.)-{(試料30分後のO､D)-(試料の色ブランク30分後のO.D.)}

(コントロール30分後のO.D.)

色ブランクを用いなかった試料については以下の式に従って算出した。

（コントロール0分後のOD.)-(試料30分後のO.D)×100(%)
（コントロール30分後のO.D.)

xlOO(%)

また,第I章と同様,DPPHラジカル消去活性測定により算出された活性値はrlYolox

相当量に換算して表した。

結果および考察

図1に，イシルのラジカル消去活性を示した。イカイシルsQ･1～SQ-3が約1,500

~1,650"gnolox/g,イワシイシルSA-1～SA-3が900～1,100"gnolox/gと非常に

高いラジカル消去活性が確認された。また，いずれの試料もイカイシルの方が高い抗

酸化性を示した。山口ら2)は，3種の醤油における抗酸化性を比較し，抗酸化性は全

窒素量に比例すると報告している｡道畠ら3)によれば,イカイシルの全窒素含量は1．73

～2.49g/100ml,イワシイシルでは1.42～2.16g/100mlであり，総遊離アミノ酸量に

おいても，イカイシルでは7,307～10,202mg/100ml,イワシイシルでは5,660～9,648

mg/100mlといずれもイカイシルの方がイワシイシルに比べて高いことを示している。

これらのことから，醤油と同様に，イシルにおいてもタンパク質分解物が抗酸化性

に関与していると考えられる。
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図1:イシルのDPPHラジカル消去活性

第2節イシル中のラジカル消去活性成分の分離．精製4）

目的

イシルのラジカル消去活性成分が，発酵に伴うタンパク質分解によって生成するペ

プチドである可能性が考えられたため，本実験ではイシルを分画し，活性の高いペプ

チド画分を得ることを目的とした。

実験方法

（1）試料5）

試料は,第1節において高いラジカル消去活性を示したイカイシルSQ-1(pH5.0)

を用いた。イシル120mlを遠心分離(6,000rpm,25℃,30分間）し，その上澄液3

容量に対してエタノール7容量の割合で混合した。混合液を遮光密閉し，冷蔵庫中

（8℃）で22時間静置後，遠心分離(10,000rpm,3℃,30分間）を行った。その上

澄液をNo.5Bの濾紙で濾過し，イカイシル70%エタノール抽出液を得た（図2)。
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イシル(pH5.0)120ml

沈殿物

遠心分離(6,000rpm,25℃,30分間）

上澄液(3容量）

エタノール(7容量）

…

70％エタノール抽出液200ml

図2:70％エタノール抽出方法

(2)ゲル濾過クロマトグラフィーによる分離6,7）

イカイシル70％エタノール抽出液200mlをロータリーエバポレーターを用いて20

mlに濃縮し,0.45"mのフィルター(DISMIC･25)で濾過後，その2mlをSephadex

LH-20カラム(.2.70cm×80.0cm)に共した。溶出条件は，移動相:70%エタノー

ル溶液，流速:0.7ml/min,検出波長:220nm及び500nm,分画:6．Omlとした。

分画はフラクションコレクターで行った。また，分子量マーカーには,Insulin(分子

量=3,076,Sigma社）を用いた。

(3)ラジカル消去活性測定

得られた各フラクションのラジカル消去活性について,DPPHラジカル消去活性測

定法を一部変更して行った｡すなわち,各フラクションからそれぞれ0.2mlを分取し，

70％エタノール溶液で10倍希釈したものを試料液とした。試薬最終濃度が50％エタ

ノール溶液になるように，試料液(2ml)にあらかじめ混合しておいた0.1M酢酸緩衝

液(pH5.5)と30%エタノール溶液(2ml)を添加後，常法に従い測定した。

結果および考察

イカイシル70％エタノール抽出液のラジカル消去活性は,'IYPolox相当量で2,930"

g/gとなり，イカイシル本体の約1.8倍の抗酸化性を示した。

図3，4に，ゲル濾過パターン(Abs.220nm及びAbs.500nm)とラジカル消去活

性を示した。その結果，溶出量198ml付近(F-33)及び366ml付近(F･61)に高い
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活性が認められた。各フラクシヨンのラジカル消去活性は,F･33(収量：約13mg)

では約43,000"gTifolox/9,F･61(収量：約13mg)では約21,000"gnolox/gであ

った｡いずれのフラクシヨンも分子量3,076以下の低分子量画分であった｡Kawashima

ら8)は，ゼラチンの加水分解物について抗酸化性を測定し，分子量2,000程度のペプチ

ドが強い効力を示したと報告している。また，山口9)は，大豆タンパク質のプロテア

ーゼ分解物において分子量2,500～3,000のペプチド画分に高い抗酸化性の存在を報告

した。これらのことから，イシルにおいても低分子量画分に強い抗酸化性成分の存在

が示唆される。
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0

一方,溶出量150ml付近より分画液に褐変の影響が見られ,F-33においてAbs､500

nmがもっとも高い値を示した。一般に，食品において加工貯蔵あるいは調理過程で成

分間反応が起こり，食品が褐変する場合がある。これは，主に食品中のアミノ化合物

（遊離アミノ酸，ペプチ隙，タンパク質，アミン類，アンモニア等）とカルボニル化

合物（還元糖，アルデヒド，ケトン等）が化学反応を起こすことによるもので，アミ

ノカルボニル反応（またはメイラード反応）と呼ばれる10,11)。アミノカルボニル反応

は，初期，中間，後期の三段階に分けて考えられ，初期段階では，アミノ基とカルボ

ニル基が縮合結合し窒素配糖体を生成する。その後，窒素配糖体の二重結合が転位（ア

マドリ転位）してアマドリ転位生成物と呼ばれるアミノレダクトンやアミノケトンを

生成する。中間段階においては，アマドリ転位生成物は脱水，酸化，脱アミノ反応等

によりグルコソンやフルフラール等の反応性の強いカルボニル化合物を生成する。終

期段階では，カルボニル化合物がアミノ化合物と重合反応をし，褐色色素メラノイジ

ンを生成する’2)。イシルにおいても，成分中にアミノ酸や還元糖の存在が確認されて

おり3)，また本実験で用いたイカイシル(pH5.0)は，アミノカルボニル反応の活性条

件であるpH3～8の範囲13)に存在することから，褐色色素メラノイジンが生成された

と考えられる。Frankeら14)は,Glc-Gly系等のメラノイジンをマーガリンに加えると
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抗酸化能が向上することを明らかにした。また，山口’5)は，スクロースの代わりにグ

ルコースを使ったクッキーは褐変とともに抗酸化性が著しく増大することを報告した。

さらに，下橋ら16,17)によると，グルコースとグリシンによるアミノカルボニル反応を

行ったところ，着色度を示す吸光度と抗酸化性には非常に高い正の相関関係が認めら

れた。これらのことから,F-33では，イシル製造過程で生成された褐色色素メラノイ

ジンがラジカル消去活性に寄与したと考えられる。

一方,F･61ではAbs.220nmが比較的高く，褐色物質メラノイジン以外の窒素化合

物が多く溶出したと考えられる。すなわち,F-61においては，メラノイジンの他にも

ラジカル消去活性に寄与する低分子窒素化合物が多く含まれると考えられる。

以下，本実験で高いラジカル消去活性を示したF-33及びF-61を用いて，活性成分

の精製を進めた。

第3節逆相クロマトグラフィーによる分離．精製18,19,20）

目的

逆相クロマトグラフィーは，疎水性のアルキル基を導入したものを固定相として含

水有機溶媒で溶出する方法である。固定相の極性が移動相の極性より小さいため，逆

相クロマトグラフィーと呼ばれる。固定相と移動相との結合は，その成分間にはたら

く疎水性相互作用で行われ，試料の疎水度が強いほど結合が強く遅れて溶出される。

本実験では，ゲル濾過クロマトグラフィーで高いラジカル消去活性を示したF-33及

UtF-61を，逆相HPLCでグラジエント溶出し，ピークフラクションごとに分画を行

った。

実験方法

F-33及びF･61をロータリーエバポレーターで乾固後,0.1%TFA(nifluoroacetic

acid)水溶液1mlを添加し，超音波洗浄器で10分間溶解した。溶解した各フラクシ

ヨンは,0,45"mのフィルターで濾過後,HPLCに供した｡条件は,カラム:COSMOSIL

5C18-AR-n(.4.60mm×250mm),移動相:A液-0.1%T肌水溶液,B液-0.1%

TFAアセトニトリル溶液,100%A液(5分間）→50%A液(135分後）のグラジエン

ト溶出，流速:0.8ml/min,カラム温度:40℃，検出波長:220nm,分画：ピークフ

ラクション毎，検出器：島津SPD-2A紫外分光光度計，ポンプ：島津LC･9A,データ

処理：島津クロマトパックC-R5Aとした。

分画したフラクションはロータリーエバポレーターで乾固後，50％エタノール溶液

1mlを添加し，超音波洗浄器で10分間溶解した。

溶解した各フラクションのラジカル消去活性測定方法は，第2節と同様とした。
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結果

F-33のHPLCパターンを図5に示した。33-A(保持時間：約30分),33･B(保

持時間：約43分）及び33･C(保持時間：約45分）に高いラジカル消去活性が認めら

れた。同様に,F-61(図6)では,61-A(保持時間：約7分）に高いラジカル消去活

性が認められた。各フラクションは，約16,000～22,000"g'Ihfolox/gと非常に高い活

性が認められた（図7)。これは，イカイシル本体の10～13倍に相当する活性であっ

た。

また，表2に各ピークフラクションの収量を示した。
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ゲﾗジｪﾝﾄ:1仰仏液(5分間-→細仏液(135分樹流速:08mMTm!股度:2mm注入量:1m〃I
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図6:逆相HPLCによる分画(F-61)

移動相:A液01%TM湘容夜B液-01%TFAｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ溶夜

ゲﾗジｪﾝﾄ:1側仏液(5分間→細仏液(135分樹流速:OaTMTrl吸光度:'mwn注入量:1muI
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図7:各ピークフラクションのラジカル消去活性

表2:各ピークフラクションの収昌

収量(mg)PeakNo

33-A 0．7

33-B 0.5

33-C 0.6

61-A 0.9
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第4節イシル中のラジカル消去活性成分の同定

実験方法

（1）リクロマトグラフィーによる単離

逆相クロマトグラフィー（第3節）において高いラジカル消去活性を示した33-A,

33-B,33-C,及び61-Aをロータリーエバポレーターで乾固後,0.1%TFA水溶液1ml

を添加し，超音波洗浄器で10分間溶解した。溶解した各フラクシヨンは,0.45"mの

フィルターで濾過後,PhenomenexLuna5"C18(2)(･4.60mm×150mm)カラムを

用いたりクロマトグラフィーにより単離した。溶出条件は第3節と同様である。

(2)アミノ酸配列分析

リクロマトグラフィーにより得られた単一ピークフラクションについて，

MALDI-TOFMS(Vbyager-DESTR:AppliedBiosystems,USA)による精密質量分

析およびN末端アミノ酸配列分析(Procise494HTProteinSequencingSystem:

AppliedBiosystems,USA)に供した。分析は，タカラバイオ僻)および妹)アプロサ

イエンスに依頼した。

結果

リクロマトグラフィーにより，表3に示した画分が得られた。現在，これらのアミ

ノ酸配列分析を行っている。

表3:得られたピークフラクション

PeakNo. アミノ酸配列

33-A

33-B

33-B-1

33-B-2

33-B-3

33-C

61-A 口分析中

今後，配列が確認できたペプチドを用いて，再度ラジカル消去活性を評価する予定

である。
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総括

近年，少子高齢化の進行，生活習慣病の増加，医療費の負担増大等を背景に，食の

三次機能と呼ばれる生体調節機能に多くの関心が払われ，生体の健全性維持に役立て

ようとする研究も盛んに行われている。三次機能は，免疫力を高めたり，生活習慣病

を予防したりする等範囲が広く，未知の機能も多い。特に，老化やがんをはじめとす

る生活習慣病は，生体内で発生する活性酸素が生体膜を構成している不飽和脂肪酸や

LDL(低密度リポタンパク質),DNA等を酸化させることが最近の研究で明らかにな

っている2')。従って，これらの酸化障害を抑制する抗酸化物質の重要性が認識され，

特に食品中に含まれる抗酸化物質による予防の重要性が注目されている。

一方，スローフード活動の広まりにも見られるように，全国各地で地産地消や伝統

食品の継承等が重要視されている。地域固有食品の栄養評価はもちろんのこと，それ

らに含まれる生体調節機能を明らかにすることは，新規食品の開発や地場産業の発展

につながると考えられる。

本研究では数ある地元伝統食品の中から，現在機能性が注目されているかぶらずし

及びイシルを取り上げた。特にイシルは，製造過程において自己消化酵素によりタン

パク質等が低分子化しているため，新たな酵素処理をせずに，アミノ酸やペプチド等

の有効な成分を得ることができると考えられる。これまでにも，多くの窒素化合物に

おいて抗酸化性の存在が明らかになっており，特に分子量2,000～3,000程度のペプチ

ドに高い抗酸化性が確認されている8,9)。イシルについては，これまでに製造過程にお

ける成分変動22,23)や抗酸化性及びアンジオテンシンI変換酵素(ACE)阻害活性と

いった機能性を有すること24)が報告されている。しかし，イシルから抗酸化作用を示

す物質を単離・同定したという報告は見当たらない。したがって，本研究では魚醤油

イシルから抗酸化性成分を精製し，その有効性について検討することを目的とした。

まず，イカイシル及びイワシイシルのラジカル消去活性について検討したところ，

イカイシルが約1,500～1,650"gnolox/g,イワシイシルが900～1,100"gTrolox/g

と非常に高い活性を示した。平均では，イカイシルはイワシイシルの約1．6倍の活性で

あった。一般に，食品の発酵過程において食品由来の酵素あるいは発酵菌により，食

品タンパク質はペプチドやアミノ酸といった低分子物質に分解されるが，これらぺプ

チFやアミノ酸の一部は抗酸化性物質として知られている。山口ら2)は，3種の醤油

における抗酸化性を比較し，抗酸化性は全窒素量に比例すると報告した。また，道畠

ら3)によれば,イカイシルの全窒素含量は1.73～2.499/100m1,イワシイシルでは1.42

~2.169/100mlであり，イカイシルの方がイワシイシルに比べて高いことを示してい

る。これらのことから，醤油と同様に，イシルにおいても発酵過程において生成した

窒素化合物が抗酸化性に関与していると考えられる。よって，活性の高いイカイシル

を用いて，それらに含まれるラジカル消去活性成分の精製を行った。
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イカイシル70％エタノール抽出液を，ゲル濾過クロマトグラフィーにより分離した

ところ，分子量3,076以下の低分子量画分に高いラジカル消去活性が認められ,F-33

では約43,000"g'IYolox/g,F･61では約21,000"gT,rolox/gであった。F-33において

は,Abs､500nmが最高値を示し，イシル製造過程中のアミノカルボニル反応によって

生成された褐色色素メラノイジン等が溶出し，ラジカル消去活性に寄与したと考えら

れる。また,F-61においては,Abs.220nmが比較的高く，低分子窒素化合物が多く

溶出し，ラジカル消去活性に影響を及ぼしたと推測される。

ゲル濾過クロマトグラフィーにおいて高いラジカル消去活性を示したF-33及び

F-61を逆相クロマトグラフィーにより精製したところ,約16,000～22,000"gTrolox/g

と非常に高い活性ピークが得られた。これは，イカイシル本体の10～13倍に相当する

活性であった。

これまでに，タンパク質のプロテアーゼ加水分解物から多種多様な抗酸化成分が分

離．同定されている。末綱ら25)は，かつお節タンパク質のモルシン分解物から，

Val-IWs-Leu他10種類の抗酸化ペプチドを単離し,C末端ならびにN末端に分岐鎖ア

ミノ酸(Val,Leu,Ile)を持つ構造は高い抗酸化活性を発現したと報告している。ま

た，山口26)によれば，天然に存在する20種類程度のアミノ酸の中で,Met,Try,His

及びwrを多く含むペプチドの抗酸化性が強いとされる。さらに，山口ら9)は，抗酸

化性の強いMet,TYy,His及びWrのジペプチ腹中の位置による抗酸化性の変化を測

定している。その結果，ジペプチドの抗酸化性はペプチド中のアミノ酸の位置によっ

て変化し,Met及びFIisはC末端にある方が抗酸化性は大であり，逆にTYy及びTSrr

はN末端に位置する方が効力は大であった。柘植ら27)は，卵白アルブミンのプロテア

ーゼ加水分解物から3種類の抗酸化ペプチド(Ala-His･IWs,Val-His-His,

Val-His･His-Ala･Asn･Glu･Asn)を分離・同定した。彼らは，同定したペプチドの構成

アミノ酸としてRisが含まれていることが重要であると述べている。Chenら28)は，

大豆タンパク質であるβ・コングリシニンのプロテアーゼ加水分解物から，

Leu-Leu-Pro･HiS･His他5種類のペプチドを分離・同定した。さらに,Chenら29)は，

Leu-Leu･Pro-His-Hisを骨格ペプチドとして,抗酸化ペプチドの構造と活性との相関に

ついて検討を行い，ペプチドを構成しているアミノ酸残基と同様に，配列によって抗

酸化性が大きく異なることを明示している。また，その中でHis-Pro-His,

His-Pro･His-Leuがリノール酸の自動酸化に対して抗酸化性を示すことを報告してい

る。

本研究では今後，得られたペプチドのアミノ酸配列を分析し，さらにこのペプチド

のラジカル消去活性を評価した上で再度既報の知見と比較する予定である。また，今

回得られた活性画分は,invitroにおいて非常に高いラジカル消去活性を示したが，そ

れらの成分が体内摂取後も同様の作用を示し得るかどうかは別の問題である。今後，

invivoにおいてその有効性が実証されるとともに，伝統食品由来のラジカル消去活性
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成分として活用されることを期待する。
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