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論 文 内 容 要 旨

緒 論

不飽和脂肪酸の酸化によって生じる過酸化物やフリーラジカルは、食品の風味や栄養価などを損ない、

品質の劣化を引き起こすだけでなく、生体においては疾病や老化などに悪影響を及ぼすといわれており、

酸化の抑制は今日の重要な研究課題となっている。食品に含まれる不飽和脂肪酸の酸化を抑制するために

は、酸素、温度、光、微量金属などのような酸化促進因子を除いたり、抗酸化剤の添加が用いられてい

る。食品に使用されている抗酸化剤には多 くのもめがあるが、トコフェロールはもっとも広 く使用されて

いるものの植物油ぺの効果は弱く、'ブチルヒドロキシァニソー一ル(BHA)や ブチルヒドロキシトルエン(BHT)

のような合成抗酸化剤が安全性の問題などから消費者から敬遠される現在の状況下では、より安全な新し

い天然起源の抗酸化剤の開発が望まれている。とくに従来からの抗酸化剤はほとんどが脂溶性であり、有

効な水溶性抗酸化剤の開発が望まれている。

大豆タンパク質などの食品タンパク質を酵素で分解すると、抗酸化性をもつようになることが以前より

知られていた。しかし、食品タンパク質の分解物は非常に多種類のペプチドから構成されており、個々の

ペプチ ドの抗酸化特性についてはほとんど不明のままである。食品タンパク質分解物を抗酸化剤として活

用するためには、まず抗酸化ペプチドの化学的特性や機能特性を解明する必要があると考えられる。

そこで本論文では、大豆タンパク質の酵素分解物に含まれる抗酸化ベブチドについて以下の研究を行っ

た。第一章では、酵素分解物から抗酸化ペプチドを単離 し、それらの化学構造を解析 した。第二章では、

大豆抗酸化ペプチドをモデルにして化学合成した一連のペプチ ドの構造と抗酸化性の相関性を検討した。

また、非ペプチ ド性の抗酸化剤との相乗効果を調べ、さらにペプチドの抗酸化機構を検討するために、ベ

ブチ ドの金属キレー ト形成作用やフリーラジカルの捕捉効果を調べた。第三章では、同じ大豆に起源 し、

豆腐製造の副産物であるオカラの煮熟物に見出した抗酸化性の作用機構について検討を行った。

第一章 大豆タンパク質由来抗酸化ペプチ ドの分離 と分析

第 一 節 大 豆 タ ンパ ク質 の酵 素 分 解 と分 解 物 の 抗 酸 化 性

ミヤ ギ シロメ種の脱 脂大 豆粉 か ら主要 タンパ ク質 である β一 コング リシニ ンとグ リシニ ンを調製 した。

ペ プシン及 びプ ロテ アーゼM、N、P、S(天 野製薬)を 用 い、それ ぞれの酵 素の最 適条件 下 で大 豆 タ ンパ

ク質を加水 分解 した。水 溶液 系 にお け るリ ノール酸 に対 する タ ンパ ク質分解 物 の抗酸 化性 を ロダ ン鉄法 に

よ り調 べ た。経 時的 に分解 物 の分解率 と抗酸 化力 を測定 した(Figure1)。 ペ プ シンを除 き、いず れの酵 素 で

もタ ンパ ク質の酵 素分解 に よって抗酸 化力 が増 し、分解 時聞 に よって抗 酸化 性 が変化 した。 β一コ ング リ

シニ ンの プ ロテ アーゼSと プロテ アーゼNの 酵素 分解 では、分解 率が 同 じで ある に もか かわ らず抗 酸化

性 の強 さに大 きな違 いが み られた。 この こ とは、酵 素の基 質特 異性 の違 いに よって同一 タンパ ク質 か ら生

成 され た異 なるア ミノ酸配列 を もつペ プチ ドがそ れぞれ異 なる抗酸化性 を もつ こ とを示 して いる。5種 類

の酵 素 の中 では プロテァ ーゼSが 最 も強 い抗酸化 性 を もつ分解物 を与 えた。

一242一



第 二 節 大 豆 タ ンパ ク質 分 解 物 か ら の 抗 酸 化 ペ プチ ドの精 製

大 豆 β一 コン グ リシニ ン(1.Og)の プロテァ ーゼS分 解物 をFigure2の 方法 で調製 した。 タ ンパ ク質 を1

時 聞酵素分 解後 、不溶 性部 分 を除去、上 清 を凍結 乾燥 して579mgを 得た。 これ をゲ ル濾 過 ク ロマ トグラ

フィー に より分離 し、280nmの 吸光度 と抗酸 化力 を測定 して画分1(92mg)、II(36mg)、m(272mg)に 分

けた(Figure3》。 これ らの画分 を逆相 分配系 高速 液体 クロマ トグラ フィー(HPLC)に よ り分離 し、抗 酸化力

を測 定 した。画分IIIか らは32個 の フラグメ ン トピー クを分 離 した(Flgure4)。 この 中で特 に抗酸 化力が 強

か った5つ の フ ラグメ ン トF1～F5を 、 異 なる条件下 で再度逆相HPLCに か け、ペ プチ ドを分離 精製 し

た(Figure5)。F1～F5の 逆相HPLCに よって多 くのペ プチ ドピークが検 出 されたが 、少数 の ピー クにの

み効力 がみ られ 、 これ らP1か らP6の 抗 酸化ペ プチ ドにつ いて構 造 解析 を行 った。

第 三 節 抗 酸 化 ペ プ チ ド の 構 造 解 析

単 離 した6種 類 の 抗 酸 化 ペ プチ ドの 分 子 量 及 び ア ミ ノ 酸 組 成 を エ レ ク トロ ス プ レー 質 量 分 析 と ア ミ ノ酸

分 析 に よ り調 べ た 後 、 気 相 プ ロ テ イ ン シ ー クエ ンサ ー を使 い ア ミ ノ酸 配 列 を 決 定 した(Table1》 。 こ れ らの

抗 酸 化 ペ プチ ドに は 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン の よ う な疎 水 性 ア ミ ノ酸 がN末 端 に位 置 して い た 。 ま た 、 金 属 イ

オ ン また は脂 質 ヒ ドロ ベ ル オ キ シ ドの存 在 で 酸 化 を 受 け や す い プ ロ リ ンが す べ て の 配 列 に存 在 し、 さ ら に

ア ミ ノ 酸 自体 で も一 重 項 酸 素 の 消 去 作 用 や 金 属 イ オ ン と の キ レ ー ト作 用 が 知 られ て い る ヒス チ ジ ン とチ ロ

シ ン が 多 く含 ま れ て い た 。19の β一 コ ン グ リ シ ニ ン を酵 素 加 水 分 解 し、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー と

逆 相HPLCに よ り精 製 した6種 類 の 抗 酸 化 ペ プチ ドの 収 量 は 、 ア ミ ノ酸 分 析 値 か ら計 算 す る とP1=2μg、

P2=5μg、P3=3μg、P4=345μg、P5=245μg、P6;1943μg・ で あ っ た 。 こ れ ら の ペ プ チ ドの ア ミ ノ

酸 配 列 は 、 報 告 さ れ て い る 大 豆 タ ンパ ク 質 の 塩 基 配 列 と の 比 較 か ら 、Val-Asn・Pro・H葦s・Asp-His-Gln・Asnと

Leu・Val-Asn・Pro・His-Asp-His・Gln-As皿 は β 一 コ ン グ リ シ ニ ンの βサ ブユ・ニ ッ ト、Leu-Leu-Pr6-His-HisとLeu・

Leu-Pro・His-His-Ala・Asp・Ala・Asp-Tyrは α'サ ブ ユ ニ ッ ト、Va1・lle-Pro・Ala・Gly・Tyr-ProとLeu・GlnSer-Gly-

Asp・A!a・Leu・Arg・Va1・Pro・Ser・Gly・Thr・Thr・Tyr-Tyrは αサ ブ ユ ニ ッ トに存 在 して い る こ とが 確 認 で きた 。

第二章 大豆 β一コングリシニ ン由来抗酸化ペ プチ ドの構造 と抗酸化性 の相関

第 一 節 抗 酸 化 性 測 定 法 の 評 価

本研 究 ではべ ブチ ドの抗酸化性 測 定 に、 リノール酸の 自動酸化 測定 に用 い られ るロ ダ ン鉄 法 を用 いた。

実験 に先立 ち、 リノール酸の 自動酸化 条件 お よびロダ ン鉄 法の評価 をHPLCを 用 いて 行っ た。エ タノー

ル ・リン酸緩 衝 液の均 一溶液系 で リノー ル酸 を自動酸 化 させ 、経 時的 に反応 液 を ロダ ン鉄 法 と逆 相HPLC

で分析 した。HPLCの クロマ トグ ラムか ら、酸化 に よりリノール酸 か らヒ ドロペ ルオ キシ ドが生成 し、 さ

らに酸 化が進 む とヒ ドロペ ルオキ シ ドが二次生 成物 に分 解 される こ とが確認 された。 リノール酸 ヒ ドロベ

ルオキ シ ドの面 積の 変動 は ロダ ン鉄 法 の吸光度 に対応 し、酸化 が進行 す る と次第 に最大 値 に達 し、そのの

ち徐 々 に減少 した(Figure6)。 その 間 リノール酸畳 は酸化 に伴 って減少 し、,ヒドロペ ル オキシ ドの二次 生成

物 が増 加 す るのがHPLCで 確 認 された。 これ らの結 果か ら、ペ プチ ドの抗 酸化 性測 定 には簡便性 に優 れた

ロダ ン鉄 法 を用 い るこ とに した。
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第 二 節 抗 酸 化 ペ プチ ドの構 造 活 性 相 関

大豆 タンパ ク質 β一コ ングリシニ ンのプ ロテア ーゼS分 解物 か ら単離 した抗酸化 ペ プチ ドLeu・Leu・Pro・

His-His(LLPHH)を モ デル と して、 ヒスチ ジ ンの位 置 と数、 プロ リンの位置 、 ロイシ ンの位置 と数 、 さ らに

ヒスチ ジ ンの代 わ りにチ ロ シンを導入 したLLPHHの 関連 ペ プチ ドを化 学合成 し、これ らのペ プチ ドと

BHAお よびBHTと の抗酸化 性 を比較 した。LLPHHは 、5.0×10・5Mか ら4ゆ ×10・4Mの 範 囲でBHTよ り弱

く、BHAよ り若 干強 い抗酸化性 を示 した(Figure7)。LLPHHのN末 端 ロイ シンを除去 して も抗 酸化性 に

は大 きな影響 が なか った。 一方、C末 端 の ヒスチ ジ ンを除去 したLLPHとHLに は この濃度範 囲 で抗酸化

性 がみ られ なか った 。

ペ プチ ドの構 造 と抗 酸化性 の相 関性 を、水溶 液系 にお ける リノ ール酸の 自動酸化 に対 す る40μMの ペ プ

チ ドの抗 酸化性 で調べ 、次 の ような結果 を得 た(Figure8)。(a)LLpHHI{はLLpHHと ほ ぼ同 じ抗 酸化力 を

示 したが 、LLPHで は活 性 を失 った。LLPHHのN末 端 を1残 基 ず つ除去 したLPHH、PHHお よびHHに は活

性 が認め られ 、PHHに は特 に強 い抗 酸化 性 がみ られた。.しか し、HHはLLPHHほ ど強 くなかっ た。(b

》HHのN末 端 に1残 基 のロ イシ ンを結 合 したLHHで も強 い抗酸化 性 を示 した。 また、LHHのN末 端 に もう1

残基 ロイ シ ンを結合 したLLHHで は抗酸 化力 が弱 くな り、プ ロ リンを結 合 したPLHHに は抗 酸化力 が み ら

れ なかった 。(C)HHの 間 に1残 基 あるい は2残 基 のプ ロ リン、ロ イシ ンを挿 入 したペ プチ ドHPHL、HPLH

お よびHLPHに は抗酸化性 が なか った。LHPH、HLHP、HLHお よびHPHはLPHHと 同程 度の 抗酸化 性 を

示 した。(d)抗 酸 化性 を もつペ プチ ドLLPHHとLPHHの 逆 向 き配列 で あるHHpLLζHHPLも 抗酸化 性 を示 し

たが 、抗 酸化性 を もた ないPLHHとHLPHの 逆 向 き配列HHLPとHPLHに はや は り抗 酸化性 がみ られ なか っ

た。一方 、抗 酸化性 を も・?てい な いHPHLとHLの 逆向 き配列LHPH 、とLHに は抗 酸化準 が認 め られ、強 い抗

酸化性 を示 したPHHを 逆向 きに配 列 したHHPの 抗 酸化力 は弱 かっ た。(e》ヒスチ ジ ンの代 わ りにチ ロシ)1

を導入 したペ プチ ドは ヒス チジ ン含:有ペ プチ ドよ り弱 い抗酸化 か.しか示 さなか った。最 も強 い抗 酸化力 を

示 したPHHの2残 基 目の ヒスチ ジ ンをD型 にしたPD耳Hは 弱 い抗酸化 ヵ しか示 さなか った。以 上の結 果

か ら、LLPHHの 抗酸化 性発 現 には2残 基 の ヒスチジ ンが もつ イ ミダゾ 憎ル基 の適正 な配 置が必要 で ある こ

とが示 された。

第 三 節 ペ プチ ドに対 す る 非 ペ プ チ ド性 抗 酸 化 剤 の 相 乗 効 果

40μMの ペ プチ ド、100μMの フ リーラ ジカル捕捉型 合成抗 酸化剤BHA、BHTあ るい は10μMの 天然 抗

酸化剤 δ・トコフェロ ールを用 いて、 それぞ れ単独 の場合 と共存 させ た ときの相 乗効果 を調べ た。Table2

に示 した よ うに、LLPHを 除 き、ペ プチ ドと非ペ プチ ド性 抗酸化 剤 には相乗効 果 がみ られ、その効 果 は

BHA>δ ・トコフェ ロール>BHTの 順 であ った 。ペ プチ ド単独 で強 い抗酸化性 を示 したLLPHH、HLH、

LLPHHH、LHH、PHHの 相 乗効 果 は、抗酸 化性 の弱い ペ プチ ドと同程 度 であ り、HPLH、HHLP、HLの よ

うに単 独 で は抗 酸化性 を もた ないペ プチ ドは大 きな相乗効 果 を示 した。

大豆 タ ンパ ク質 β・コン グ リシニ ン、 グ リシ ニ ン及 び塩基性7Sグ ロブ リンの プ ロテアーゼS分 解物 に も、

そ れ ら単独 では抗 酸化性 がみ られ ない濃 度範 囲 にお いて、BHA、BHTお よび δ一トコフ土 ロール との 間で

大 きな相乗効 果が観 察 された(Figure9)。 したが って、低 濃度 では弱 い抗酸化性 しか示 さない タンパ ク質酵
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素分解物でも非ペプチド性抗酸化剤との併用によって強い抗酸化作用を引き出すことが可能であると考え

られる。

第 四 節 ラ ジ カ ル 開始 剤 に よ る誘 導 酸 化 にお け るペ プ チ ドの 抗 酸 化 性

ペ プチ ドの抗 酸化性 は、エマ ルシ ョン系 にお け る水溶 性 ラジ カル開始剤2,2'一azobis(2・amld董nop

r。pane)dihydr㏄hl。ride(AAPH)の 誘導 酸化 で も確 認 を試み た。誘導 酸化 におけ る抗酸化性 は 、溶存酸 素の低

下 を酸素 電極 で測定 す るこ とに よって調 べた 。Table3に は、均 一溶 液系 において ロ ダ ン鉄法 で測定 した

ペ プチ ドの抗酸 化性 とAAPHの 誘導 酸化 を酸素電極 で測定 した結 果 をま とめ たが 、両者 には相 関性が み ら

れた。一 芳、脂 溶性 ラジ カル開始剤2,2'・azobls(24・dlmethylvaleronltrile)(AMVN}に よる誘 導酸化 をガス クロ

マ トグラ フィーで測 定す る方法 では、均 一溶液系 で強 い抗酸化 性 を示 したペ プチ ドPHHとHLHに は活 性が

み られ なか った(Figure10)。 この理 由 と しては、AAPHに よって生成 したラジ カル を:水溶 液系 で はペ プチ

ドは速や か に受 け取 る ことが で きるため リノ ール酸 を酸化 か ら保 護 で きるの に対 し、脂 溶性 ラジ カルは直

接 リノール酸 を攻撃 す るの で、ペ プチ ドは リノール酸 を保 護す る こ とがで きない ため と考 えられた。

第 五 節 ペ プチ ドの 抗 酸 化 作 用 機構

ペ プチ ドの抗 酸化作 用機構 に は、酸 化の原 因とな るフ リー ラジカル の消 去 やキ レー ト作用 に よる微量 金

属の 除去 な どが考 え られる 。そ こで合 成ペ プチ ドの 金属 とのキ レー トカ や ラジ カル捕 捉効果 を調べ 、抗 酸

化ベ ブチ ドの作用 機構 の解析 を試 みた。金属 イオ ンに対 す るペ プチ ドのキ レー トカ は、金属 イオ ンを負 荷

した キ レー トカラム を装 着 したHPLCの 保 持 時間 に よって測 定 した。銅 イオ ンお よび亜 鉛 イオ ンのキ レー

トカ ラム か ら求 めたペ プチ ドのキ レー トカ と抗酸化 力 には相関性 は み られ なか った(Table4)。

次 にペ プチ ドのス ーパ ーオ キシ ド、 一重項 酸素お よび安 定な フ リー ラジカ ルであ る1,1・Dipheny1・2・

picrylhydrazy1(DPPH)の 捕 捉効果 を調べ た(Table5)。 ペ プチ ドにはス ーパ ーオキ シ ドの捕捉 効果 はみ られ

なか った。 しか し、ペ プチ ドには フリー ラジカルや一重 項酸素 の捕捉 効果 が弱 い なが らも観 察 され、抗酸

化 性が 強 いほ どペ プチ ドの フリーラジ カル と一重 項酸素 の捕捉効 果が 強い とい う傾 向が 認め られた 。

これ らの実験 結果 か ら、抗酸化 ペ プチ ドが金属 イ オン との キ レー ト形成作 用や フリー ラジカル捕捉作 用

を もつ こ とは明 らかで はあるが 、 これ ら個 々の作用 の強 さと抗 酸化力 には相 関性 が見 出 されず 、ペ プチ ド

が もつ 複数 の作 用 が協 同 して抗酸化 作用 を発現 してい るこ とが示 唆 された 。そ こで リノール酸 の 自動 酸化

に よって引 き起 こ され る抗 酸化ペ プチ ドの修飾 を調べ るため 、LLPHHを 抗 酸化測 定の 時 に用 い る リノ ール

酸 自動 酸化条件 で処 理 し、ロ ダン鉄 法 での500nmの 吸 光度 が0.3を 超 えた測定 液 を逆 相分 配系HPLCで 分

析 した(Figure11)。 リノー ル酸 の酸化 に伴 い、LLPHHの ピー ク煎 後 にい くつ かの ピー クが生 成 して いる こ

とが 観察 された 。 その うち 主要 な ピー クを分 取 、ア ミノ酸分析 とエ レク トロスプ レー質量分 析 を行 った結

果 、 このペ プチ ドは ヒ ドロキ シラジカル で修 飾 されてい る と推 定 され た。酸化 に伴 って修飾 を受 けたペ プ

チ ド量 は添加 ペ プチ ド量 の約15%で あ り、 この こ とか らも抗酸化 ペ プチ ドの ラジカル消去 作用 は作用機 構

の一部 に過 ぎない ことが示 された。
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第三章 オカラ煮熟物の抗酸化性

第 一 節 オ カ ラの 煮 熟 に よ る抗 酸 化 物 質 の 生 成

脱脂 大豆 粉か らβ一コ ング リシ ニ ンとグ リシニ ンを抽 出 した残 さ(オカ ラ)を、蒸留 水 お よび1N硫 酸 に懸

濁 させ100℃ で4日 聞L処理 した。 処理後 、硫 酸は水 酸化バ リゥムで 中和 、両者 の抗 酸化力 を比 較 した

(Figure12)。 加熱 に伴 い抗酸化 力の増 加が み られたが 、酸処 理物 で は2日 目以降 、その増 加が 停止 した。

一方 、水 では抗酸化力 の増加 が継 続 した。 同様 の実 験 を飽 和水 酸化バ リゥム:水溶 液で も試 み たが、酸 処理

と同 じ傾向が み られた。そ こで以 降の実験 で はオ カ ラの熱水 懸 濁液 を用いて抗 酸化物 質 の産生 と特性 を検

討 した。

水 で十 分洗浄 してフ ィチ ン酸 な どの水溶 性成分 を除いた オ カラを蒸留水 に懸 濁 し、12日 間加 熱沸騰 処理

した。経 時的 に試料 を取 り出 し、遠 心操 作 で不溶 物 を除去後 、凍結 乾燥 した。 オ カラ煮熟物 の タ ンパ ク

質 、糖 質お よび フェノール化合 物含 量、 な らびに処 理液 のpH変 化 をFigure13に 示 した。 タンパ ク質含量

は2日 目に僅か に低下 、そ の後漸増 し12日 目には煮熟物 の38%に 達 した。 これ とは逆 に、糖 質含量 は2

日目に最大44%に な り、 その後徐 々 に低 下 し12目 目に は39%に なった。 また、 フェノー ル化 合物 含量 に

も増加 がみ られ 、加 熱時 間の増加 に伴 いpHが 低 下 した こ とか ら、酸性 物 質の産生 が示 唆 された。

均一 溶液系 にお ける リノ ール酸の酸化 に対 す るオ カラ煮 熟物 の抗酸 化性 をロ ダ ン鉄 法 で測 定 した 。煮熟

物 の抗 酸化性 は処理 日数 の増 加 に伴 って強 ま り、抗酸 化力 に は濃 度依存性 が あっ た(Figure14)。 この とき

煮 熟物 の抗酸化力 の増 加 と フェノー ル化合 物含量 には相 関性 が観 察 された。甘 カラ煮 熟物 に は褐 変 もみ ら

れた。 そこ で抗酸 化性 とメ ラノイ ジ ンの 関係 を調べ るため に、12日 目の試 料 をSephadexG・25に よるゲル

濾 過 クロマ トグラ フィーで分 画、各 フラクシ ョンの280nmと470nmの 吸光 度 、 フェノー ル含 量お よび抗

酸化力 を測 定 した(Figure15)。 抗 酸化性 は フラ クシ ョン全体 にわた って観察 され.と くに分子量1500付 近

に強い抗酸 化性が検 出 された。470nmの 吸光度 で示 した褐変 物 質の2つ の圭 ピー クに も抗酸化 性が検 出 さ

れ たが 、 明確 な対応 は なかっ た。 また分画前 には、煮熟物 に含 まれる フェ ノー ル化 合物 含量 と抗酸化性 に

相 関が 示 されたが 、ゲル濾 過 クロマ トグ ラフ ィーで分 画 した フラ クシ ョンで は抗酸化 性 とフェノー ル含量

に は対 応が み られ なかった 。 これ らの結果 か ら、オ カ ラの 煮熟物 の抗酸 化性 は複 数 の生成物 に起 因 して い

る ことが明 らか になった。

第 二 節 オ カ ラ煮 熟 物 の 抗 酸 化 作 用 機 構

葡節 でオカ ラ煮熟 物の抗 酸化 性が複 数の成 分 に よって発 現 して いる ことを示 したが 、次 にこれ らの物 質

の特性 に関す る知 見 を作用 機構 か ら検 討 した。均 一溶液系 で最 も強 い抗 酸化性 を示 した12日 目の煮 熟物 の

抗 酸化性 を、脂 溶性 ラジ カル開始剤AMVNに よる誘導酸化系 で調 べ た ところ活性 がみ られなかっ た(Fi即re

16)。 そ こで100μMのBHA、BHTと クエ ン酸 、10μMの δ・トコ フェ ロールお よび500μgの オ カラ煮熟

物 を用 いて抗酸化性 の相乗 効果 を調べ た結 果、 オカ ラ煮 熟物 に対 してBHA、BHTお よび トコ フェロール に

は相 乗効 果がみ られたが 、 クエ ン酸 には相乗 効果 が観察 され なか った(Figure17》 。 この こ とはオ カラ煮熟

物 の抗 酸化性 が 、クエ ン酸 と同 じ金属 イオ ンとの キ レー ト作 用 に よって も発現 してい る ことを示 唆 してい

る。
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オ カラ煮熟 物 に他 の抗 酸化 の機構が存 在す るか否 かを明 らか にす るため に、次 にラジ カル捕捉効 果 を調

べ た。 キサ ンチ ンとキサ ンチ ンオ キシダ ーゼの酵 素系お よびP坤nazinemethosulfate(PMS)一 ・NADHの 非酵 素

系 で生 じたメ ーパ ーオ キシ ドの捕 捉効果 を調べ た結 果 をFigure18に 示 した 。両方 の測定系 において オ カラ

煮熟 物 は濃 度依存 的な捕捉 効果 を示 し、その 強 さは処理 時 間に対応 して いた。 さらに煮熟物 のDPPHプ リ

ーラジ カルの捕 捉効果 を調 べた と ころ、 処理時 間に対応 した効果 の増 強 と効 果の濃 度依存 性が み られた

㈹gure19)。 以上 の結果 か ら、オ カラ煮 熟物 の リノール酸の酸 化 に対 す る抗 酸化効 果 は、 フ リーラジ カル

と活 性酸 素の捕 捉特性 お よび金属 イオ ン とのキ レー ト作用 など複 合的 な機構 に 因る ことが明 らか になっ

た。

総 括

本研究では、食品タンパク質分解物の抗酸化物質としての利用を目指し、大豆タンパク質の酵素分解で

生成した抗酸化ペプチ ドの構造とその作用機構の解明を第1の 目的とした。さらに、大豆資源の有効利用

の観点から、脱脂大豆粉からタンパク質を抽出した残さであるオカラを熱水処理することによって産生し

た抗酸化物賓の特性の検討を第2の 目的にした。

大豆タンパク質の種類、タンパク質分解酵素および分解条件をいろいろ変えて調製した分解物中にリノ

ール酸の自動酸化に対する抗酸化ペプチ ドを検索した結果、β一コングリシニンのプロテアーゼS分 解物

から抗酸化性をもつ6種 類のペプチドを単離し、構造を決定した。これらのペプチ ドの中、ベンタベブチ

ドLeu-Leu・PrσHls-Hisをモデルとして類似構造をもつ28種 のペプチドを固相法により化学合成し、それら

の構造と抗酸化性の相関及び作用機構を検討した。その結果、ペプチ ドの抗酸化性には構成アミノ酸の種・

類だけでなく、アミノ酸配列が重要な要素であることが明らかになった。これまでのところPro・His-Hisに

最も強い抗酸化性が見出されているが、抗酸化ペプチドの作用機構は単純なものではなく、金属イオンと

のキレー ト形成、一重項酸素やラジカル消去作用など、多くの作用が協同していると結論できる。

合成ペプチ ドの抗酸化性と非ペプチ ド性抗酸化剤との相乗効果を系統的に調べた結果、抗酸化性が弱い

ペプチ ドに大きな相乗効果がみられた。事実、数種の大豆タンパク質の酵素分解物で相乗効果を検討した

ところ、分解物単独では抗酸化性がない濃度であっても、非ペプチ ド性抗酸化剤を併用することによって

大きな抗酸化力を得ることができた。この知見は、食品タンパク質分解物を抗酸化剤として使う場合には

有用であろう。

大豆タンパク質分解物の抗酸化剤としての利用は、大豆タンパク質の有効利用の一つとして位置付けら

れるが、大豆製品の一つである豆腐の製造副産物であるオカラの有効利用も生物資源利用の点から重要な

課題である。本研究では、オカラの蒸留水懸濁液を加熱処理することによって強い抗酸化性をもった物質

が産生することを見出した。このオカラの煮熟物は加熱時聞の増加に伴ってフェノール含量が高くなり、

抗酸化力を増 した。抗酸化作用の機構を検討した結果、オカラの煮熟物も抗酸化ペプチドと同様、金属イ

オンとのキレート形成作用、フリーラジカルおよびスーパーオキシドの捕捉効果など複合的な要素によっ

て抗酸化性を発揮していると結論された。
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論 文 審 査 の 要 旨

不飽和脂肪酸の酸化によって生 じる過酸化物やフリーラジカルは,食 品の風味や栄養価を損な

い,品 質の劣化を引き起こすだけでな く,生 体においては疾病や老化などに悪影響を及ぼす と云

われてお り,安 全で効果的な抗酸化剤の開発が各方面で望まれている。本研究は,大 豆資源の有

効利用を目指 し,大 豆タンパク質の酵素分解で生成 した抗酸化ペプチ ドの構造 とその作用機構の

解明,及 びオカラ煮熟物の抗酸化特性の解明を目的として行われた。

先ず大豆タンパク質の酵素分解物を種々の条件で調製 し,リ ノール酸の自動酸化に対する抗酸

化ペプチ ドを検索,6種 類の抗酸化ペプチ ドを単離し,構 造を決定 した。次に,こ れらのペプチ

ドの中からLeu-Leu-Pro-Hls-Hisを モデルとして選び,類 似構造をもつ28種 類のペプチ ドを固相

法で化学合成 し,そ れらの構造と抗酸化性の相関を調べた。その結果,Pro-His-Hisに 最 も強い

抗酸化性を見出すと共に,抗 酸化性の発現に関わるヒスチジン残基に求められる構造的要因を明

らかにした。また,抗 酸化ペプチ ドの作用機構を検討 し,金 属イオンとのキレー ト形成,一 重項

酸素やラジカル消去作用など,ペ プチ ドがもつ複数の機能が協同して抗酸化性を発現 しているこ

とを示した。

次に,合 成ペプチ ドの抗酸化性 と非ペプチ ド性抗酸化剤との相乗効果を系統的に調べ,抗 酸化

力と相乗効果作用には直接的な相関がないことを明らかにした。大豆タンパク質の酵素分解物に

強い相乗効果があることも見出してお り,こ れらはタンパク質分解物と抗酸化剤を併用する場合

の有用な知見である。

大豆から豆腐を製造するときの副産物であるオカラの有効利用は,生 物資源利用の点から重要

な課題である。本研究ではオカラの水懸濁液を煮熟すると抗酸化物質が産出することを見出した。

煮熟物をゲル濾過 クロマ トグラフィーで分画後,各 画分の抗酸化力とメラノイジン,糖,タ ンパ

ク質及びフェノール化合物含量との関連を調べ,こ れらのいずれとも直接的な関わ りがないこと

を示した。 さらに抗酸化作用の機構を検討した結果,オ カラの煮熟物も抗酸化ペプチ ドと同様,

金属イオンとのキレー ト形成作用,フ リーラジカル及びスーパーオキシ ドの捕捉効果など,複 合

的な要素によって抗酸化性を発揮していると結論 した。

以上のように,本 論文は大豆のタンパク質分解物とオカラの煮熟物に見出した抗酸化物質の化

学的特性の解析 と作用機構の詳細な検討から多 くの新知見を得ており,食 品タンパク質化学 と未

利用資源の有効利用に寄与するところ大である。よって,博 士(農 学)の 学位を授与するに値す

ると判定 した。
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