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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

人 間が毎 日摂取 する食物 に含 まれ る栄養素 は、比較 的多量 に摂取 され

るマク ロ栄養素(タ ンパ ク質 、糖質 、脂質)と 比 較 的少量 お よび微量 に

摂 取 され る ミクロ栄養素(ビ タ ミン、無機質)と に分 かれ る。最近 の食

事 の 内容 は比較的変化 に富み 、普通 の食生活 では ビタ ミンや無機質 に不

足 をお こす ことは余 りなか ったが 、心身 の不調 よ りの 回復 や健康増進の

目的 で ミクロ栄養素 を服用す る傾 向があ り、 ここに保健量 なる概念 がっ

くられ た。 これ は ミクロ栄養素 は欠乏症状 に対 す る予 防の ため だけでは

な く、若干余 分に摂 る ことによって積極 的な保健効 果 を期待 す る もの で

あ る。

これ までの栄 養補 助剤 は主 として化学合成 に よって得 られ た ビタ ミン

類 と化学薬 品 と しての無機塩類 を混合 して製造 されて い る。 ビタ ミンや

無機質 が有効 に利 用され るため にはそれ らが能率 よ く吸収 され、組 織 内

を輸 送 され、細 胞内の しか るべ き部位で活性 な型 に変換 され る必 要が あ

る。化 学薬 品 としての ビタ ミンと無機質の混合物 は この点 自然 食品 に含

まれて いる ような生物学 的に活性 な形態 と異 な り、栄 養素 と しての有効

性 に も問題 がある可 能性 があ る。

ユー グ レナ(Euglenagracilis)は 、動物 と植物 の双方 に分 類 され る、

極 め て興味 ある生物 で、酵母 ・クロ レラ ・ス プル リナ な どにおけ る栄養

蓄 積 に比べ て、細胞膜 が薄 く、 ミクロ栄養素の吸収 が良 く、 またこれ を

摂 取 した ときに消化性 が良 い ことにお いて優れ てい る。

本研 究 は上述 の論点 か ら生体 内に含有 され る形態 での ビタ ミン類、無

機 質 を豊 富 に含 む栄養補助剤 の製 造 を意 図 し、そ の材 料 として原生 動物

のユ ー グ レナを選 び基礎 的研 究を行 った ものであ る。

第2章 ユー グ レナの ビタ ミン要求性 とその応用

単 細 胞 原 生 動 物 で あ る ユ ー グ レナ が ビ タ ミンB、 とB12を 成 育 に必 要

とす る こ と は古 くか ら知 られ て お り、 又 、 ビタ ミ ンB12の 定 量 用生 物 と

して 広 く用 い られ て き た 。 この こ とか ら、 ユ ー グ レナ に とっ て ビ タ ミン

Blお よびB12が 、生 育 に必 要 で あ る こ とは 間 違 い な い と思 わ れ るが 、

そ れ に 関 す る正 確 な知 見 は少 な い 。

そ こで私 は まず 、 ユー グ レナ に お け る これ ら ビタ ミ ンの 、正 確 な要 求
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性 を明 らか に し、 次 に 、 ビタ ミ ンB1とB12の 制 限 お よ び欠 乏 細 胞 の調

製 法 に つ い て 検 討 し、 更 に 、 ビ タ ミ ンB・ の 定量 法 で あ る チ オ ク ロム蛍

光 法 と は別 の 、新 しい ビタ ミ ンB1の 定 量 法 を、 ユ ー グ レナ の ビ タ ミン

B1制 限 お よ び欠 乏 細 胞 を用 い て確 立 した 。

更 に これ を 用 い て 、数 種 の 食 品 の ビ タ ミ ンB、 を定 量 し、チ オ ク ロム

プ レ ラベ ル高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー法 との比 較 検 討 を行 な っ た(表

1)o

更 に ユ ー グ レナ の ビタ ミ ンB12制 限 細 胞 のペ リクル(細 胞 膜 複 合 体)に

高 い ビ タ ミ ンB12の 結 合 活 性 が 存 在 す る こ とに着 目 し、 これ を用 い て新

しい ビ タ ミ ンB12定 量 法 を確 立 し、 更 に実 際 に人 血 清 中 の ビタ ミ ンB12

の定 量 を行 な い 、Shephadex-IF(内 因 子)複 合 体 を 用 い た 従来 の もの と

比 較 検 討 した(表2)。

第3章 ユー グ レナの各種 ビタ ミンの取 り込み と蓄積

原 生 動 物 で あ る ユ ー グ レナ は ビタ ミ ンBlとB、2を 生 育 必 須 因子 と して

要 求 す るが 、 そ れ 以 外 の ビ タ ミンは す べ て 自家 合 成 で きる 。 そ こで 本 研

究 で は ユ ー グ レナ が ど れ ほ どの 各種 ビ タ ミンの 蓄 積 能 お よ び合 成 能 を有

す るか を 検 討 し、 ビタ ミ ン剤 等 栄 養 補 助 剤 と して の 利 用 の 可 能 性 につ い

て考 察 し た。

ユ ー グ レナ の各 種 ビタ ミ ンの 取 り込 み 能 お よび 蓄 積 能 を検 討 す る ため

に、培 地 中 に各 種 水 溶 性 ビタ ミ ン(B1,B、,B12,C,ビ オチ ン,葉 酸,パ ン

トテ ン酸,ニ コチ ン酸,2一 ア ミノ安 息 香 酸)を 大 量 添 加 し検 討 した。 そ

の結 果 、 ユ ー グ レナ は ビ タ ミ ンB、。B,,C,R一 ア ミノ安 息 香 酸,ビ オ チ ン,

葉 酸,パ ン トテ ン酸 を 外 部 よ り細 胞 内 に取 り込 ま なか っ た が 、 ビ タ ミ ン

B1,B、2お よび ニ コチ ン酸 は細 胞 内 に 多量 に取 り込 み 蓄 積 した(図1)。 そ

して 、 この 時 の ユ ー グ レナの 各 種 ビタ ミンの最 大 含 有 量 を酵 母 と比 較 し

(表3)に 示 す 。 この表 に は 脂 溶 性 ビタ ミンの ビ タ ミンEと β一 カ ロチ ン

の デ ー タ も含 ん で い る。 そ の 結 果 、 ユ ー グ レナ は 酵 母 よ り も多様 な ビタ

ミンを 高 濃 度 に合 成 お よび 蓄 積 す る能 力 が あ る こ とが 明 らか とな っ た。

また ビ タ ミ ンB1とB12に つ い て の結 果 か らユ ー グ レナ は 複 数 の ビ タ ミン

を 同時 に 与 え る と相 乗 効 果 で取 り込 み 量 が増 大 した 。
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第4章 ユーグ レナにおけ る前駆体投与に よる ビタ ミン産生

ユ ー グ レナ が各 種 ビタ ミンを生 合 成 お よび取 り込 み に よ り高 濃 度 に蓄

積 し、 そ れ ら ビ タ ミンの種 類 お よび含 有 量 は酵 母 よ りも多様 で高 濃 度 で

あ る.こ と を 明 らか に した 。 そ こで今 度 は個 々の ビ タ ミ ン含 有 量 の一 層 の

増 加 を は か る こ とを 目的 と して 、 まず 初 め に ユ ー グ レナ の生 育 に伴 う各

種 ビタ ミン(B・,B・,C,E,β 一 カ ロチ ン)含 有 量 の変 動 を検 討 し、 そ・の後

光 照 射 と前駆 体 添 加 に よる ビタ ミ ン含 有量 の増 加 に っ い て検 討 した 。 ま

た生 合 成 さ れ な い ビタ ミ ンB、お よびB、2に つ い て は活 性 型 で あ る補 酵 素

型 へ の 変 換 につ い て検 討 した。 その 結 果 、 ビタ ミ ンB、,B,,C,E,β 一 カ ロ

チ ンの 生 合 成 は いず れ も光 の 影 響 を強 く受 け た(図2,3,4)。 前 駆 体 添 加

実 験 に よ り ビタ ミ ンCはL一 ガ ラ ク トノー δ一 ラ ク トン添 加 に よ り約32

倍 に 増 加 し(表4)、 ビタ ミ ンEは ホモ ゲ ンチ ジ ン酸 に よ り約2.4倍 に(

表5)、 β一 カ ロチ ンはメ バ ロ ン酸 に よ り約1.7倍 に増 加 した(表6)。 ま

た ユ ー グ レナ に は ビタ ミ ンB、とB12の 機 能 的 で効 率 の良 い取 り込 み 系 と

補 酵 素 合 成 系 が 存在 す る こ とが 明 らか とな っ た(図5)。

第5章 貯蔵 に よるユー グ レナ細胞 内 ビタ ミン含量 の変動

ユ ーグ レナが多様 な ビタ ミンを高 濃度 に蓄積 す る ことが明 らか とな り

ユー グ レナ の細胞 自体 が非常 にバ ランスの取 れた総 合 ビタ ミン剤 として

利用 で きる ことが示 された。 しか しなが ら、 この よ うに して得 られ た細

胞で も生産 後の貯蔵条件 に よ り蓄積 した ビタ ミンの著 しい分解 がお これ

ば商品価値 は、大 きく減少 する危険性 がある。そ こでユ ー グ レナ細 胞 に

蓄積 され た ビタ ミンの貯蔵 に よる安定性について検 討 した。 その結 果 、
一20。Cで 貯蔵 す る ことに よ りユー グ レナ細胞 内各 種 ビタ ミン(特 にBl

B、,B、お よびB12)含 有量 は6箇 月間安定に保持 され たが 、常 温 では含量

の減少が見 られ た(図6)。

第6章 ビタ ミン欠乏 ラ ッ トへのユーグ レナ細胞投与 の効 果

ユーグ レナ細胞 の ビタ ミン剤 と しての有効性 お よび実 用性 を実際 の動

物実験 に よ り検討 した。 まず ビタ ミン欠乏 ラ ッ トを作 製 し、その ラ ッ ト

にユーグ レナ細胞 を含 む飼料 を数 日にわた り投与 し、その欠乏 症状 の回
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復 、体重増 加お よび生体 内 ビタ ミン含 有量 を測定 し、 その有効性 を試験

した。なお各種 ビタ ミンの代表 として脂 溶性 は ビタ ミンA(β 一 カ ロチ ン

)、 水溶性 は ビタ ミンBl2に つ いて検討 した。そ の結 果 、 ビタ ミンAお

よびB、2の いずれの欠乏 ラ ッ トもユー グ レナ細 胞添加飼 料 を与 えるこ と

に よ り著 しい欠乏 症状 の回復 と体重増加 を示 した(図7,8)。 さ らに投与

後血清 および肝 臓中 の各 ビタ ミン含有量 を測定 した結果 、 これ ら欠乏 ラ

ッ トは正常状態 に回復 している こ とが示 され た。 この ことはユーグ レナ

細胞 に蓄積 され た ビタ ミンが生体内で十分 に吸収 され機能 している こと

を示 してお り、ユー グ レナ細 胞が ビタ ミン剤 として有効 である ことが示

され た(表7,8)。

第7章 ユー グ レナの無機質 の要求性 と蓄 積

これ ま でユ ー グ レ ナ に 各種 ビ タ ミン を蓄 積 させ 、 新 規 の 総 合 ビ タ ミ ン

剤 の 開 発 を追 及 して き た 。 そ の 延 長 と して ユ ー グ レナ に よ る無 機 質 の 取

り込 み と蓄 積 の 状 況 を 調 べ 、無 機 質 に 関 して もユ ー グ レナ細 胞 が 栄 養 補

助 剤 と して 利 用 で きる か を検 討 す る た め に 、 まず ユ ー グ レナの 無 機 質 の

要 求 性 と蓄積 につ い て 調 べ た(図9》 。 そ の 結 果 、 ユ ー グ レナの 生 育 に

は 少 な く ともZn,Mg,Fe,M百 が 必 須 で あ る こ とが 明 らか とな った(図10,1

1,12,!3)。 ま た ユ ー グ レナ に 各無 機 質 を 通 常 の10倍 お よ び100倍 量 を

添 加 しそ の蓄 積 につ い て 検 討 した結 果 、Ni,Co,Ca過 剰 添 加 に よ りユ ー グ

レナの 生 育 は著 し く抑 制 され たが 、 そ の 他 のMg,Fe,Mn,Zn,Cuに は耐 性 を

持 っ て い た(図14)。 この 時 、ユ ー グ レナ はMg,Mn,Zn,Feお よ びCuを 細

胞 内 に取 り込 み 、 そ れ ぞ れ 正 常 細 胞 の4.2倍 、30倍 、16倍 、3倍 、130

倍 の 蓄 積 量 を示 し た(表9)。 この うちZnに つ い て調 べ た とこ ろ無機 塩

は タ ンパ ク質 と結 合 した 有 機態 で 倖 在 して い た(図15)。

第8章 ラ ッ トにお けるユー グ レナの亜急 性毒性 試験

上述 したよ うに微 量栄養素 を生理的 に活性 な形 で 多量 に含有 させたユ
ーグ レナ細 胞は新型 の総合 ビタ ミン ・無機質 剤 と して

、優 れた栄 養補助

剤 あるいは機能 食品 として利 用 され る可能性 が ある。 しか しユーグ レナ

細胞が ヒ トお よび他 の高等動物 に摂取 され利 用 され る ため には、それが

無毒 であ り、摂取 に よって異常 をお こさな い こ とが 前提 として必須条件

となる。 そ こでユー グ レナの長期投与 に よる毒性 試験 を厚 生省の亜急性
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毒性試 験のガ イ ドライ ンに従 って行 ない、 ラ ッ トの生育 、血 液、尿成分

に及 ぼす影響 を検討 した。その結果 、雌雄 ラ ッ ト共 に外見 的所 見、生育

な どユーグ レナ細胞 摂取 による異常 と考 え られ る変 化 は認 め られ なか っ

た(図16,表10,11,12)。 また血液 、尿 、腎お よび肝 臓 での生 化学 的検

査 でもユーグ レナ食群 と対照群の間 に大 きな差異 はなか った(表13,14

,15)。 この結 果か らユーグ レナ には亜急 性毒 性因子 は存在 しない もの と

判断 され た。

要 約

ユー グ レナは ビタ ミンB、,B6,C,p一ア ミノ安息香 酸,ビ オチ ン,葉 酸

パ ン トテン酸 を外 部 よ り細胞 内に取 り込 まなか ったが 、 ビタ ミンBl,B12

お よびニ コチ ン酸は取 り込み蓄積 した。 この時 のユー グ レナの各 ビタミ

ンの最 大含有量 を酵母 と比較す る とユー グ レナは多様 な ビタ ミンを高濃

度 に合成 お よび蓄 積す る能力の ある こ とが 明 らか となった。 さ らに光照

射 な ど培 養条件 を変 え、 また生合成前駆 体 を添加 す るこ とによ り数種の

脂溶性 お よび水溶 姓 ビタ ミンは大 き く含有 量 を増加 させ る こ とが で きた

また ビタ ミンB1とB1、 につ いての結果 か らビタ ミ ンは生化学 的 に活性 な

補酵素型 に変換 されて蓄積 され るこ とが判 明 した。

ユー グ レナの無機質 の蓄積 につ いて検 討 した結果 、過剰 の無 機質 を与

える とユーグ レナは団g,Mn,Zn,Feお よびCuを 細胞 内 に取 り込 み、それぞ

れ通常の数倍 か ら数十倍 の蓄積量 を示 し、 それ らは タンパ ク質 と結合 し

た有機態 として存在 する ことが示 唆 され た。以上 の ようにユー グ レナの

培地組 成 お よび培養条件等 を組 み合 わせ る こ とによ りビタ ミンや無機質

の微量栄養素 を活性 な形 で多量 に含 む細胞 が調整 で きる こ とが 明 らか と

な った。ユ ーグ レナ細胞 の総合 ビタ ミン剤 と しての有効性 を ビタ ミン欠

乏 ラ ッ トを用いて検討 した結果 、ユー グ レナ細胞 に含有 され ている ビタ

ミンが十分 に生 体 内で吸収 され機能 してい る ことが示 され、高濃度 にビ

タ ミンを蓄積 したユー グ レナ細胞 は総合 ビタ ミン剤 として十分 に有効 で

あ り、利用 で きる と結論 した。

ラ ッ トを用 いてユー グ レナ細胞の毒 性 につ いて検 討 した結 果 、ユー グ

レナ細胞 には亜急性 毒性因子 は存在 しな い こ とが 明 らか とな り、ユー グ

レナ細胞 の食 品 としての安全性 が確認 され た。
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表1勲 ・耀 受灘 よる雛 の食跡 のビタミンB・舗 卸 賦

表2ユ ー グレナのベリクル ζブ タ樋 子・望7.デ 。ク議 舘 嬬 いて

灘定 した人血 潰亭の ビタミンきロ含肩圭 の比 寂.

(μ9/9湿 重量)
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表11 雄 ラ ッ トの 各照器の相 対的 隻量.
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表13 雄 ラッ ト.血漕の 主化孚的 分析値,
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表14 雌 ラ ッ ト血 清 の生 化学 的 分析 値 。.
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表15雄 ラット肝澱 と腎臓の生化掌的分析健.
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審 査 結 果 の 要 旨

これまでの栄養補助剤は主として化学合成によって得られたビタミン類 と化学薬品 としての無

機塩類を混合 して製造されている。化学薬品としてのビタ ミンと無機質の混合物は,こ の点自然

食品に含まれているような生物学的に活性な形態 と異な り,栄 養素 としての有効性にも問題があ

る可能性がある。

ユーグレナ(Euglenagracilis)は ミドリムシ藻類に分類され,酵 母 ・クロレラ ・スフ.ルリナな

どにおける栄養蓄積に比べて,細 胞膜が薄 く,ミ クロ栄養素の吸収が良 く,ま たこれを摂取 した

とぎに消化性が良いことにおいて優れている。本研究は上述の論点から生体内に含有される形態

での ビタミソ類,無 機質を豊富に含む栄養補助剤の製造を意図し,そ の材料としての原生動物の

ユーグレナを選び基礎的研究を行ったものである。

ユーグレナは種々の水溶性 ビタ ミンのうち ビタミンB、 ,B】2と ニコチン酸を多量に細胞内に

蓄積 した。またビタミンC,E,B一 カロチンなどは光照射と生合成前駆体の添加により,含 量

の増大が見られた。 これらから培養条件を選ぶことにより,多 量のビタ ミン類を含有するユーグ

レナ細胞の取得が達成 された。

これらビタミンは細胞内では効率的に活性型に転換されて存在 していた。 この細胞を貯蔵する

と一20℃ ではビタミンは6ケ 月間すべて安定であったが,常 温では一部ビタミンにLossが 見

られた。過剰の微量金属塩を加えることにより,多 量の微量金属を含有するユーグレナ細胞を得

ることができた。ユーグレナの亜急性毒性試験を行い,無 害であることが認められた。

以上のようにユーグレナに多量のビタミンや微量金属を蓄積させる条件を見出し,栄 養補助剤

として優れていることを証明したことは食品産業的にも意義があ り,農 学博士の学位を授与する

資格を有するものと判定 した。
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