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論 文 内 容 要 旨

序論

マ メ科植物 は600属13000種 に及び、食糧 としてだ けでな く、古 くか らそ の生

理活 性お よび機能 函子 の面 か らも注 目され てい る。マ メ類 のなかで もア ズキ は

高い抗 酸化作用 を持 つが、あ ま り詳細 な検 討がな され ていなか った。

一 方 、既 知 ダ イ ズ サ ポ ニ ンが 生体 内 で は 、2,3-dihydro-2,5-dlhydroxy-6-

methyl-4岳pyran-4-one(DDMP)を 伴 った形で ある こ とが最 近 明 らかにな り、 ア

ズキ で も存在が予想 され た。そ こで、第1章 では、アズキ種子 中DDMPサ ポニ ン

の検 索 と分画 を行 った。 また、DDMPサ ポニ ン以外 の抗酸化物質 の検:討も必 要だ

と考 え られ、第H章 で は、スーパーオキ シ ド消去能 を指標 に した分画 を試 みた。

種子 は発芽 によって代謝形態 が変 わ り、自己防御 システム として外部 に対す る

抵抗性物 質 を誘導す る ことが知 られ ている。第 皿章で は、DDMPサ ポニ ンの発芽

'に お け る挙 動 を検 討 し
、活性酸 素消去能 と比較 した。 また 、吉城 らによ って提

唱 され て いるXYZ系 微 弱発光 を用い、発芽期 の生体 防御 系を考察 した。第W章

で は、発芽 時 にお ける微 弱発光物 質 の挙動 を、第V章 で は特性 を検 討 した。第

VI章 で は、Photon-HPLCシ ステム を用 いて微弱発光物質 の検 出お よび分画 を試 み

た。

第1章

種 子 を7眺 エ タ ノ ー ル で 抽 出後 、HPLCで 分 析 した(図1)。 ア ズ キ に は胚 軸 部 に

DDMPサ ポ ニ ンが7種 類1子 葉 部 に2種 含 ま れ て い る こ とが わ か り、 この 内Aか らD

の ピー ク を示 すDDMPサ ポ ニ ン の単 離 を試 み た 。

全 粒 、お よ び胚 軸 か ら70%エ タ ノー ル で 抽 出 した。濃 縮 後 、ブ タ ノー ル:水/1:1

で 分 配 し、全 粒 の ブ タ ノー ル 相(11U)をODSカ ラムで 分 画 、精 製 しAを 、胚 軸 の

水 相(11L)をODSカ ラム に供 し、B、Cお よ びDを 得 た 。

核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル の帰 属 は 、13C-IHCOSY、1H」HCOSY、13CNMR、1HNMRを

用 い 、MSス ペ ク トル お よ び 加 水 分 解 後 のTLCか ら糖 鎖 構 造 を推 定 した 。 以 上 よ

り子 葉 サ ポ ニ ン(A)お よ び 、胚 軸 サ ポ ニ ン(B)、(C)、(D)は 、 図2の よ うな 構 造

で あ る こ とが わ か り、 そ れ ぞ れ 、Azf、AzH、Az皿 、AzIVと 命 名 した 。

第H章
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アズキの11L画 分 をODSオ ープンカ ラム に供 し、0～20%ア セ トニ トリル の直線 .

グラジエ ン トで溶 出させた。活性 のあった画分 をYMC-PackODS一 醐一323(溶 媒3%

アセ トニ トリル)を 用 い精製単離 した(SoI)。 構造:解析の結果SoIの 構造 は図3

に示す マイナスカテキ ンの グル コース配糖体 である と決定 した。

また 、一一般的な抗酸化 物質であ る没食子酸、カテキ ン類 とSoIのSOD様 活性 、

ヒ ドロキ シル ラジカル消去活 性、DPPH消 去活性 、 リノール酸 の 自動酸化 に対す

る抗酸化性 を比較 した。そ の結果 、 ヒ ドロキ シル ラジカル に対す る特 異性、140

日以上 にわた る抗酸化 を示 し、 この特 性はC-3位 の糖鎖 によ るもの と考 え られ

た(図4)。

第皿章

種子 が 吸水 し、発芽 に至 る過程で、種 々の酸化代謝 系が活性化 され る ことが知

られて いる。 こうした代謝活性化 につれて、活性酸素消去物質 で あるDDMPサ ポ

ニ ンが どのよ うな挙動 を示す のか検討 した。

試料 は、暗所25度 で発芽 させ 、DDMPサ ポニ ン含量 はHPLCに よって測 定 した(図

5)。 発 芽4日 目のAzIは 、初葉お よび根部で、Az皿 、AzlV、 αg、 βgは 、初葉 、

フ ックにお いて特異的 に局在 した。DDMPサ ポニ ンは部位局在性 を示 し、葉や 、

根 な どの重要 な器官 に分布 して いた。活性酸素消去能 とDDMPサ ポニ ンの比較で

は、胚 軸 にお いて 、各消去能(ス ーパーオキシ ド、 ヒ ドロキシル ラジカル 、DPPH、

過酸化 水素)は 、経時 的な減少 がみ られ 、DDMPサ ポニ ンの減少 と相 関がみ られた

(図6)。 子葉 にお いて は、AzIは 増加傾 向を示 し、各消去能 との相 関はみ られな

か った。 このよ うに胚 軸お よび子葉で一致 した結果 が得 られず、DDMPサ ポニ ン

以外 の活 性酸素 に対す る防御 系の存在 が考 え られ た。

発芽体 水抽 出物 に過酸化 水素 を添 加 し微 弱発光 を測定す る と、活性酸素消去 能、

特 にDPPHラ ジカル消去 能および過酸化 水素消去能 と相 関が み られ、発芽期 に誘

導 され る防御系 の検 索 に微弱発光 法が有効で ある と考 え られ た。

第w章

発芽 時 にお ける生体 防御 系 を検 討す るためXYZ系 微弱発光 を用 いた。 この系は、

中性 条件下、H202な ど活性酸 素種X、 没食子酸 な どハ イ ドロジェ ン ドナーで あ る
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Y、MeCHOな ど反応 メディエーターZを 混合す る と、微弱発光す る系で、発光過

程 で活性酸 素 を消去 す る生体 内活性酸素消去系 と考え られる(図7)。 微 弱発光強

度 の測定 は、マイ クロシ リンジにX、Y、Z種(例 えば、X:196mMH202、Y:5mM没

食子 酸 、Z:358mMMeCHO)と して各10μ1ず つ分取 し、東北電子 のCLD-110ア ナ

ライザ ーにて測定 した。

経時的測 定 においては、Y、Z種 ともに給水後誘導がみ られ た(図8)。 次 に、創

傷 時な どス トレス条件下 にお ける微 弱発光 の検討 を行 った(図9)。 創傷時 にお け

るZ種 は、創傷部位 において発光 強度が約2倍 に、創傷部位か ら離れた地点 に

お いて も発光 強度 の増加がみ られた。Y種 は、創傷時 に減少す る場合が あ り、消

費 されて いる ことも推測 された。以上 の検討か ら、Y、Z種 は発芽 によって増加

し、生体 防御機構 に関わ って いる ことが示唆 された。

第V章

発芽体4日 目の水抽 出物 を用いて、X種 、Y種 、Z種 を変 えた場合 の発光 強度 の

変化 、発光 波長 の測 定、一重 項酸素 による発 光の検 出な ど、発芽 時 にお け る微

弱発光 特性 を検討 した。X種(各 種ペルオキ シ ド)の検 討結果 、過酸化水 素お よび

メチ ルエチル ケ トン ペルオキ シ ドで特異性が高かった。Z種(各 種 アルデ ヒ ドお

よびHRP)の 検討結果 、HRPをZ種 とした場合 に発光 が強 くみ られ た。Y種 で は、

将来 的 に液胞 に沈積 す る加水 分解 タ ンニン 前駆 物質で ある、没食子酸 、そ の脱

炭酸 物で ある ピロガロールな どに強 いY種 の作用がみ られ、細胞 壁の構成成分

とな る リグニ ン方 向のY種 の作用は弱かった。

発芽体Z種 の発光波長 スペク トルは、アズキ 、ダイズにお ける全て の発芽体 部

位 で510nmに 極大発光 波長 を示 し、Z種 としてHRPを 用 いた時 と一致 した(図

10)。 発芽体Y種 で は、 アズキ根部 にお いて極大発光波長615nmを 示 し、Y種 は

カテ キ ンガ レー ト骨格 を持 つ と推測 された(図11)。 また、XYZ系 微弱発光 にお

いて 、一重項酸素 は検 出されなかった。

第VI章

発 芽体 中Y種 お よびZ種 の検 出 を行 うた めに、Photon-HPLCシ ステム を構築 し

た(図12)。 アズキ胚 軸 の水抽 出物 によるZ種 の検 出で は、HRPと 発光 ピー クが
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一致 した(図13) 。 アズ キ胚軸Z種 はHRP様 ペル オキ シダーゼ活性 を持ち分子 量

は約45600で あ ることが示唆 された。また、ダイ ズ も同様な リテ ンシ ョンタイ

ム に発光 を示 した。発 芽体 中Y種 の検 出で は、アズキ、ダイズ ともに17分 の ピ

ー クに発光が検 出 された(図 正4)。 これ らの ことか ら、Y種 およびZ種 には、子

葉、胚軸 な どの部位 や ダイズ、 アズキな どの族 問で共通 して いる ことが示 され

た。

セ フ ァデ ックスG-100ゲ ル濾過カ ラムを用 いY種 の分画 を行 った。発光 ピー ク

中の糖 の比率 はグル コー ス換算で60%、 蛋 白質 の比率 はアル ブミン換算 で11%、

全 ポ リフェ ノール含 量 は没食子酸換算で0.17%で あった。没食子酸 の発光検 量線

か ら発光物質含量 を求 め る と全 ポ リフェノール含量 の2割 であ り、 この成 分が

発 光 に寄 与 して い ると考 え られた。 この物質 を尿素 で処理す る と発光 ピー ク も

HPLCピ ー クも消失す る ことか ら、Y種 は水 素結合 によ り会合 し、高分子体 を形

成 して いる ことが推測 された。

要 約

アズキ種子 にはDDMPサ ポニ ンが胚軸部 に7種 、子葉部 に2種 存在 し、4種 類 の構

造 は、 アグ リコ ンsoyasapogenolB、 糖鎖 はGlcA-Glc(AzI)、GlcA-GlcA-Glc(Az

H)、GlcA-GlcA-Rha(AzIII)、GlcA-Glc-Glc(AzlV)で あった。 また 、アズキ種 子

中SOD様 物質((一)一catechin3-0一 β一D-glucopyranoside)は 、 ヒ ドロキ シル ラジ

カル 消去 能が高 く、優 れ た抗酸化作用 を示 した。発 芽時 のDDMPサ ポニ ンは、代

謝 の活発 な初葉 、根 な どに分布がみ られた。発芽体 抽出物の活性酸 素消去能 か

ら、DDMPサ ボご ン以外 の生理活性物質 の存在が予想 され、微弱発光現 象 と発 芽

後 に誘導 され る生体 防御 系 との関連が示唆 され た。

XYZ系 微:弱発 光 を用 い微 弱発 光挙動 を検討 した結果 、Yお よびZ種 は発 芽後 に誘

導 され 、創傷時な どス トレス条件下 には、創傷部位 のみな らず 、非創傷部位 の

応答 反応 にも寄与 した。微 弱発光特性 を検討 した結果、過酸化水 素だけでな く、

有機 ペルオキ シ ドもX種 と して、 アルデ ヒ ド、HRPな どがZ種 として作用 した。Y

種 として は リグニ ン系よ りも、タンニ ン系代謝物 を用 いた時 に強 く発光 した。

波長測定か ら、アズキZ種 はペルオキ シダーゼ 、Y種 はカテキ ンガ レー ト骨格 を

持つ と推測 され 、 これ らの発光 は一重項酸 素由来 ではない ことが わか った。

CL-HPLCシ ステム によ る分析 か ら、Z種 、Y種 はアズキお よび ダイ ズで類似 して
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いた 。分 画、および各種分析 か ら、Y種 は会合 によ り高分子 を形成 し、わずか に

含 まれ るポ リフェノール成分が発光 して いると考 え られた。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

マメ科植物 は600属13000種 にお よび,食 糧資源 としてだけではな く,古 くか らその生理活性お よび機

能 因子の面か らも注 目 されてい る。マメ類のなかで もアズキは高い抗酸化作用 を持っが,あ ま り詳細 な

検討が なされていなか った。そ こで,第1章 では,ア ズキサポニンの検 索,分 画,単 離 を行い,核 磁気

共鳴共鳴スペ ク トル,MSス ペ ク トル,糖 鎖構造 か ら4種 類の新規サポニ ンを発見 し,AzI,AzH,Az

mお よびAzlVと 命名 した。アズキは 日常の食品素材であ り,そ の機能性 を解明 してい く上での基本的成

分 であ るこ とか ら,そ の発見 は重要で ある。第H章 では,さ らにアズ キの抗酸化成分 の検索 を行 い,

分画,単 離 を行 い,機 器分析 で構造解析 を行 い,新 規物 質である(一)一catechin3-0一β一glucopyranosideを

発見 し,SoIと 命名 した。 さらにそのSOD様 活性,ヒ ドロキシルラジカル消去活性,DPPH消 去 活性,

リノール酸 自動酸化 に対す る抗 酸化性 を測定 し,没 食子酸,カ テキ ン類 と比較 し,ひ3位 の糖鎖 による

もの と考 えた。第IH章 では,DDMPサ ポニ ンの発芽 におけ る分布 を調べ た。その結果,発 芽4日 目のAz

Hは 初葉お よび根部 で,AzIU,AzIV,αg,βgは 初葉 とフックに特異 的に極在 してい ることを明 らかに

した。重 要器官部位 極在性 は生体 防御 におけ るDDMPサ ポニ ンの重要な役割 を示唆 している。 さらに,

発芽期 に誘導 される防御系の検索 に微 弱発光法 が有効である ことを明 らかに した。第IV章 では,XYZ系

活性酸素消去発光法 によ り発芽時 における生体防御系 を検討 した。Xは 活性酸素種,Yは ハ イ ドロジェ ン

ドナーお よびZは メデイエー ターである臨時 におけるZ種 は,創 傷部位 において発光強度が約2倍 に,創

傷部位 から離れた地点において も発光 強度の増加がみ られ,Y種 は創傷時 に消費減少する傾向がみ られ,

YZ生 体 防御系 を明 らかに した第V章 では,発 芽体 におけ る活性酸 素消去発光特性 を検討 した。 その結

果,X種 ではHOOHとme七hyethylketoneOOHで,Z種 ではHRPで,Y種 では没食子酸 とピロガロールで

それぞれ特異性 の高い ことを明 らかに した。 また,発 芽体Z種 の発光波長 スペ ク トルは510nmに,Y種 で

は615nmに それぞれ極大発光波長がみ られた。 さらに,XYZ系 活性酸素消去発光では,一 重項酸素に由

来する発光 は検出 されなか った。第;VI章では,発 芽体Y,z種 の検出,定 量お よび単離のためのPhoton-

HPLCシ ステム を構 築 した。

以上 の結果 は,機 能性食 品素材 と しての活用 だけで な く,植 物生体防御機能解明 に新たな展開を与 え

ることとな り,博 士儂 学)の 学位 を授 与す るに値す ると判定 した。
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