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DNAマイクロアレイ法を用いた食品機能性評価システムの構築

1.平成18年度の目標

本事業の他の共同研究課題では、ポテトベプチド、ソバ ・マメ類スプラウト、長いもなどの農産

物の、特定の食品機能性(食品成分の生理作用)を科学的に解明する研究が行われている。これに (

よって北海道十勝地方の特産物のさらなる高付加価値化を図るとともに、未利用部分からの新規機

能性食品素材の開発を目指している。

本研究WGは特定の機能だけではなく、多数の機能性について一度に網羅的に評価するために、 DNA
マイクロアレイ法を採用し、 十勝産農畜産物を評価するシステムを構築 ・利用してきた。前年度ま

でにこのシステムを用いて、スイートコーン、ポテトペプチドを与えた実験動物における遺伝子発

現をDNA7イクロアレイで解析し、既知生理作用のメカニズム解明と新たな機能を探索できることを

確認した。今年度は、この解析をさらに多くの農作物や副産物に適用する。具体的には、ソパスプ

ラウト、長いもについてマイクロアレイ解析を行い、既知の生理作用のメカニス、ム解明と新機能の

探索を行う。また、前年度の研究によって、癌遺伝子やストレス関連遺伝子の発現低下をひきおこ

すことが解ったスイートコーンついて、実際に腫蕩の抑制効果を確かめる動物実験を行う。さらに、

前年度の研究でワイン製造後の副産物であるブドウ圧搾粕(パミス)に多様な生理機能を持つ成分

オレアノール酸が多量に含まれることが解ったので、パミスおよびオレアノーノレ酸の機能をマイク

ロアレイで解析する。

DNAマイクロアレイを用いた解析は、一度に多くの遺伝子発現を知ることができ、効率的な方法で

はあるが、 l回当たりの実験のコストが高いため、多検体を使った解析は難しい。今年度、本研究WG
では培養細胞を用いて機能性素材をスクリーニングする方法を確立し、このスクリーニングで選ば

れた素材をマイクロアレイ解析へと進めるシステムを構築する。また、食品開発従事者が研究で得

られた成果を利用するためのデータベースのプロトタイプを作成する。

E 実験方法

腫蕩移植マウスにおけるスイートコーン投与試験

4適齢雌性ICR系(SPF)マウスを7日間予備飼育して実験に供した。マウスは予備飼育期間および実

験期間を通して室温 24::!::3'c、相対湿度 55::!::15%のSPF動物飼育室(照明時間7 時~ 19 時、換気

回数18 回/時)で2~3 匹/ケージにおいて飼育した。 W粉末飼料(オリエンタル酵母)と滅菌蒸留

水をそれぞれ自由に与えた。スイートコーン(日本缶詰)を凍結乾燥させ、粉砕機によってパウダー

状にしたものをMF粉末飼料と均一に混合し、最終添加量が0.04首、 0.2%、 1%および5%となる

ように調製した。これらの調製飼料は粉末給餌器 (CL-0921、日本クレア)にて、腫場移植前1週間

および、自由に与えた。なお、対照群にはMF粉末飼料のみを自由に与えた。 Ehrlich腫蕩細胞株(微

生物化学研究会附属創薬医科学研究所から分与)をICR系マウスで継代維持(腹水型)したものを使

用した。腹水型で継代維持したマウスの腹水を採取した後、滅菌生理食塩液で希釈し8XI06細胞Iml

濃度の腫蕩細胞浮遊液を作製した。この細胞浮遊液の0.25mlをマウスの鼠径部皮下に移値した

(2 X 106細胞/マウス)。なお、腫湯細胞移値目をday0とし移植後2週間上記と同様の飼料を与えた。

高脂肪金投与マウスに対するワイン圧搾津(パミス)およびオレアノール酸の影響

ブドウを、除梗 ・破砕し、 7日間、アルコール発酵を行った後、圧搾した粕を天日乾燥させたもの

を実験材料として用いた。乾燥 ・粉末化したパミス試料からエタノーノレ抽出物 (POE)を得た。POE
の8舗が脂質成分で、そのうちOAが11%を占めていた。 4週齢のSD系ラ ット(雄)に、 AIN93Gを準拠と

した普通食[NF]、高脂肪食[町]、 HFにOAを添加 した[町+OA]食、および町にPOEを添加 した[町+POE]
食(表1)をベアフィーディング法により4週間摂食させた。ラット飼育期間終了後、エーテノレ麻酔後

に開腹してから心臓穿刺により血液を採取し、血紫を分離して脂質分析を行った。
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マウスに対する長いも投与獄験

4週齢雄性BALB/C系統マウスを7日間予備飼育して実験 表1ノミミスおよびオレアノ ーノレE鍛与食鰍E成(gハ∞副
に供した。マウスは予備飼育期間および実験期間を通して

室温23:t2'c、相対湿度40:t10刊の動物飼育室(照明時間

7 時~19 時)で飼育した。 6 匹/ケージで飼育し、飼料お

よび水を自由に与えるようにした。 3種類の加工を行った

長いも(生、ボイル、ドラムドライ)を凍結乾燥させ、粉砕

機によってパウダー状にしたものをAIN-93M配合飼料のア

ルファ化コーンスターチの半分または全部を長いもパウ

ダーで置き換えカロリーベースで等しくなるように調製

した。これらの調製飼料を4週間、自由に与えた。なお、

対照群にはAIN-93M配合飼料のみを自由に与えた。

ラットに対するソパスプラウト投与獄験

NF 

Coo巴tarch 34.8 
Mlk cョsein 23β 
Com starch 13.2 

Sucrose 10.0 
Soybean凶 7.0

"'"' Cellulose poωder 6.4 
Moo回1mix(刈N-93G)3.5 
¥.ttamin (刈N.'瓜β<) 1.0 
しCysteIn 0.3 
Choline bitart同te 0.2 
，.叫ylhydroqlJ品川one0 凹1
OA 
POE 

主出辿単位包ム~

且w!.与以~

23.6 23.6 23.6 
8.4 8.3 7.9 
28.8 28.8 28.8 
7.0 7.0 7.0 
20.8 20.8 20.8 
6.4 6.4 6.4 
3.5 3.5 3.5 
1.0 1.0 1.0 
0.3 0.3 0.3 
0.2 0.2 0.2 
0.001 0.001 0.001 

0.05 
0.4. -493 493 493 

スプラウトWGの項を参照。この動物の肝臓からTotal則Aを抽出し、アレイ実験に供した。

培養細胞を用いた機能性物質のスクリーニング

理研細胞パンクよりヒト単球由来ガン細胞 (THP-l細胞)、ヒト大腸ガン細胞 (CACO-2、coω 320、

LoVo、CoLo-TC) を購入し、単球由来ガン細胞は10覧牛胎児血清を含むRPMIl640培養液、また大腸ガ

ン細胞については10出牛胎児血清を含むDMEM培養液を使用し、同C旬、 37'Cの条件で培養した。 1x 10' 

個の細胞に対して、炎症惹起物質LPS(Sigma)は100ng/mlの濃度で、また各種農産物抽出物は1mg/ml 

の最終濃度になるように培養液中に添加した。添加処理後16時間で培養上清を集めELISA用のサンプ

ノレとし、また細胞はPBSで洗浄後、 1000xg、5分の遠心により集め、 RNAiso(TaKaRa)を用いてtotal

RNAを抽出した。

炎症性サイトカインについて¢発現レベルを調べるため、ヒト遺伝子データベースにある遺伝子

配列をそれぞfれIL-la、IL-6、IL一目、 TNFaについて調べ、さらにコントロール遺伝子としてGAPDHの

配列をもとにそれぞれを特異的に増幅するプライマーセットを作成し、これらを用いてTaKaRa郎A

PCR Ki t (馴V)Ver. 3.0 (TaKaRa)により RT-PCRを行った。培養液中に放出されたIL-8量の測定はHuman

IL-8 Quantikine Immunoassay kit (R&D Systems) を用いたELISA法により測定した。

DNAマイクロアレイ解析

各器官及び細胞から抽出したtotalRNAをもとに、逆転写酵素を用いてc閃 Aを合成し、さらに試験

管内転写を行うことにより cRNAを合成した。この際、ピオチン標識されたUTPを取り込ませることに

より cRNAにピオチンラベルした。ビオチンラベルc悶 AをCodelinkマイクロアレイ(Amersham

Biosciences)に対して一晩ハイブリダイズさせた。アレイを洗浄後、 Cy5-ストレプトアビジンで染

色を行い、さらに洗浄した後、 ArrayWorx(Applied Precision)でスキャンし、蛍光強度を数値化し

た。

マイクロアレイデータ解析用ソフトウェア GeneSpring(Silicon Genetics)を用いてデータの標

準化および統計解析を行い、さらにパスウェー解析、発現パターンのカテゴリ一分けを行った。以

上rT;解析から、変動する代謝経路やシグナル伝達系を予測した。

E 結果および考察

1 スイートコーンの抗瞳療効果

Ehrlich結節腫療を移植したマウスを用いて、スイートコーンの投与による体重および摂食量の影

響を調べた。試験飼育期間を通じて、対照群、スイートコーン0.2再投与群、スイートコーン回投

与群問において体重に有意差は見られなかったが、摂食量においては対照群、スイートコーン5首

投与群に摂食量の減少傾向がみられたが スイートコーン0.2世投与群では増加傾向にあった。腫蕩

移植後14日目まで腫蕩容積を測定した結果、対照群、スイートコーン投与群間で有意な差はみられ
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なかった。一方、 14日目の臆蕩重量を測定したところ、対照群とスイートコーン0.2首投与群との聞

に有意な差(pく0.05)が確認された(図lA、B)。対照群では腫蕩重量が2.50gであるのに対し、スイ

ートコーン0.2略投与群では1.58 gであり、腫蕩重量は対照群の約63刊に減少していた。しかし、対

照群とスイートコーン5覧投与群聞においては臆蕩重量に有意な差は確認できなかった。
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図1スイートコーンの抗腫療効果

A摘出された趣!Ii(J)写真

B 腰痛重量

cがん遺伝子Junの発現明T-PCR)

腫蕩移植マウスの肝臓におけるスイートコーン投与による影響を遺伝子発現の面から明らかにす

るために、 DNAマイ クロアレイ解析を行った。対照群と腫蕩増殖抑制効果の見られたスイートコーン

O. 2覧投与群問の比較では、遺伝子発現の変動が大きかったため2倍以上変動する遺伝子を対象に解

析した。スイートコーン0.2見投与により2倍以上変動した遺伝子は1125遺伝子あり、そのうち869

遺伝子は下方制御され、 279遺伝子は上方制御された。細胞増殖シグナルである、 Signaltransducer 

and activator of transcription 2 (Stat2)、Signaltransducer and activator of transcription 

3 (Stat3)といった Januskinase-signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT) 

シグナル伝達経路に関わる遺伝子群(12遺伝子)や Transforminggrowth factor、beta1 (Tgfbl)、

Mitogen activated protein kinase kinase 1 (Map2kl)などの胤PKシグナル伝達経路(10遺伝子)に

関わる遺伝子群の発現量に減少がみられた。細胞増殖シグナルの遺伝子発現レベルの低下に関連し

て、 Polymerase、delta2、regulatorysubunit (Pold2)、Polymerase、delta4 (Pold4)とし、ったDNA

合成に関連した遺伝子群(3遺伝子)や、細胞内小器官の構成に関わる遺伝子も影響を受けており、ミ

トコンドリア、小胞体、ゴノレジ体の構成に関わる遺伝子群(21遺伝子)は減少したものが多かった。

また、代謝に関わる遺伝子に変動が多く見られ、 Eukaryotictranslation initiation factor 3、

subunit 7 (Eif3s7)、Eukaryotictranslation initiation factor 2B、subunit4 delta (Eif2b4) 

などタンパク質の合成に関わる遺伝子群(9遺伝子)やGalactose-4-epimeraseωP(Gale)、

Succinate dehydrogenase complex、subunitC (Sdhc)など炭水化物代謝に関わる遺伝子群(10遺伝

子)、 Crat、ATPcitrate lyase (Acly)など脂質代謝に関わる遺伝子群(12遺伝子)と代謝全般にわ

たって、発現量は減少していた。一方、対照群とスイートコーン5回投与群聞の比較で、スイート

コーン5再投与により1.5倍以上変動した遺伝子は1101遺伝子あり、そのうち822遺伝子は下方制御

され、 279遺伝子は上方制御された。ストレス応答に関連した遺伝子発現において、 Siah2、
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Ubiquitin-conjugating enzyme E2S (Ube2s)などユビキチンサイクノレに関連した遺伝子(10遺伝子)、

Hspa1a、Dnajb4といった分子シャベロンに関連した遺伝子群(9遺伝子)、小胞体ストレスマーカーに

関連したDdit3、Eukaryotictrans1ation ini tiation factor 2 a1pha kinase 3 (Eif2ak3)、Partia1

homocysteine-inducib1e、ER-stress-inducib1e、ubiquitin-1ikedomain member 1 (Herpud1)の遺

伝子発現量は減少していた。また、 Suppressorof cytokine signalling-1 (Socs1)、 Thymomavira1 

proto-oncogene 3 (必<t3)などインスリンシグナルに関連した遺伝子群(9遺伝子)や、 Junoncogene 

(Jun;図1C)、Dusp6などJNK経路に関連した遺伝子群(ll遺伝子)の発現量は増加および減少していた。

古典的な胤PK経路に関連した、 Neurob1astomaras oncogene (Nras)、Proteinphosphatase 3、

cata1ytic subunit、gammaisoform (Ppp3c)、Fibrob1astgrowth factor 11 (Fgf11)の遺伝子発現

量は増加していた。

スイートコーンO.2世投与群において有意な腫蕩増殖抑制効果が確認できた。しかし、スイートコ

ーン5国投与群では腫蕩増殖抑制効果はみられず、スイートコーン濃度に依存的な腫蕩増殖抑制効果

でないことが示された。スイートコーンに含まれるフィトグリコーゲン (Sasakiet a1.， 2003)や

カロテノイド類の一種であるルテイン(Parket a1.， 1998)においても特定の濃度で渥蕩増殖抑制効

果が示されている。フィトグリコーゲンやルテイン以外にもスイートコーンは抗腫蕩効果を示す成

分を含んでおり、これらの成分がスイートコーンという複合体においても働きを示す可能性が考え

られる。

腫蕩増殖抑制効果のみられたスイートコーン0.2回投与群の肝臓では、 Stat2、Stat3といった

JAK-STAT、ングナノレ伝達経路やTgfb1、Map2k1とし、った胤PKシグナノレ伝達経路に関わる遺伝子の発現レ

ベ/レが低下していた。これらのシグ、ナノレ伝達は細胞増殖を誘導することがわかっている。細胞の増

殖が抑制されていることを裏付けるものとして、細胞内に存在する小器官のミトコンドリア、小胞

体、ゴ、ノレ、ジ体を構成する遺伝子の発現量が減少していた。腫療を移植した個体では、腫湯増殖が進

行するにつれて肝臓の肥大やタンパク質量が増加することや(Painet a1.， 1984)、肝臓を部分切除

した後の肝再生率が高くなることが明らかlこなっている (A1tunand Oza1pan， 2004)。スイートコー

ン0.2再投与群では、細胞増殖関連の遺伝子発現レベルの低下と共に、タンパク質合成に関連した遺

伝子の発現量が減少していた。とれらのことから、スイートコーン0.2出投与群では細胞増殖抑制効

果とタンパク質合成低下の相乗効果による腫蕩の抑制が考えられる。その他の影響として、炭水化

物代謝や脂質代謝に関連した遺伝子の発現量が減少していた。腫蕩を移横したマウスではDNA合成量

が増加することがわかっており (Morganand Cameron， 1973)、アノレカリホスブァターゼやチロシン

アミノトランスフエラーゼの酵素量が大幅に増加することが示されているはojimaand Sakurada， 

1976)。スイートコーン0.2回投与群においても、DNA合成に関連する遺伝子のうち3遺伝子に発現レ

ベルの低下がみられた。また、アルカリホスファターゼ遺伝子の発現量がO.2倍に減少、チロシンア

ミノトランスフエラーゼ遺伝子の発現量が0.41倍に減少していた。これらのことから、スイートコ

ーンO.2見投与群では、 1重蕩増殖のみならず肝臓の細胞増殖や各種代謝が抑制されたと考えられる。

古典的地PK経路に関連する遺伝子発現レベルは上昇傾向にあった。また、インスリンの添カ日により、

ヒトメラノーマ細胞の増殖率が高まることがわかっている (Fur1anettoet a1.， 1993)。このこと

から、スイートコーン5世投与群ではJNK経路の抑制効果が大きいためインスリンの働きが改善され、

R慌経路以外の細胞増殖シグナルの影響が強まったのではなし、かと考えられる。スイートコーンに含

まれるフエノレラ酸では、 p38臥PK経路を抑制し、地tを活性化することが報告されており (Jinet a1.， 

2005)、スイートコーンにおいてもこのブエノレラ酸の効果が発揮された可能性が考えられる。今後イ

ンスリンの作用を含めた短蕩抑制効果を明らかにするためには、スイートコーン投与時の腫蕩にお

けるJNKやイン

2.マイクロアレイ解析による、ノパスプラウ トの機能の探索

i )ソパスプラウ トを投与したラットで発現変動する遺伝子群

ソパスプラウ トを投与したラット肝臓で1.5倍以上発現が変動する遺伝子群を調べた結果、ソパ

品種によって変動遺伝子数に大きな違いがあることがわかった。キタワセソパ(普通ソパ)では発現
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量が増加した遺伝子が 45、減少した遺伝子が 16て、あった。これに対しダッタンソパの北系 l号で

は増加したのが 135遺伝子で、減少したのが 3遺伝子であった。一方、同じダッタンソバでも、北

系9号では発現量が増加した遺伝子が 16で減少したものが 978と圧倒的に多くなっていた。同じダ 「

ッタンソパでもノレチンなどのポリフェノール含量や種類、およびその他の成分に差があり、遺伝子

発現にもその差が反映したのかもしれなし、。すべてのソパスプラウトに共通して発現が増加したの

がFlavincontaining monooxygenase 5 (FM05)である。この遺伝子がコー ドしているのはNADPH

依存的酸化反応を触媒するフラボエンザ

イムで、異物代謝酵素として働く ことが

知られている。ソパスプラウト投与で薬

物代謝系の一部が活性化することが予想

された。また、ダッタンソパスプラウト

だけで発現が上昇する遺伝子には、スプ

ラウト WGで昨年度報告された CYP7alと

それ以外に CYP4a14があった。 CYP7alは

コレステローノレを胆汁酸に変換する代謝

経路の初発反応の酵素で、これが允進し

ていることはダッタンソパを投与すると、

IH 叶if
JP J dF J 

奥柑樹脂伺
(グルタチオノ抱合〕

f G 

ノ

図2ソパスプラウトによる異物代樹系遺伝子の発現隣導

コレステローノレの代謝が進み、胆汁酸に 異物代謝系遺伝子の発現をマイクロアレイによって解析した結呆.

代謝され，J1ド出されていると考えられる。 剛キタワセYパ(普通ソノ勺、01北系1号(ダッタンソノ勺、凶北約号(ダ

また、 CYP4a14は、脂肪酸のオメガ酸化に ッタンソパ)

関わる酵素である。主要な経路ではないが

脂肪酸の分解に関わる経路を活性化している可能性が示唆された。北系 l号だけで発現が上昇する

ものの中では、異物代謝系の遺伝子群が多く含まれていた(図 2)。解毒系第1相の中心的な役割を

果たすCYP2elおよびエポキシド加水分解酵素 (Ephxl)、アノレコーノレ脱水素酵素 ADHlなどの発現が

上昇していた。また、第2相のグノレタチオン抱合に関わるおTalおよびグノレタチオン合成の初発段

階¢律速酵素であるグルタミン酸システイン連結酵素 (Gclc、Gclm)の発現も上昇していた。この事

から、ダッタンソパ北系 l号のスプラウトは他のスプラウトよりもよりデトックス機能を高める効

果がある可能性が示された。一方、北系 9号のスプラウトを投与した場合に、リボソームタンパク

質をコードする遺伝子 11種類の発現が低下していた。さらに、翻訳開始に関わる Eflaの発現も低

下しており、リボソーム機能およびタンパク質合成が低下していることが予想される。また、北系

9号投与では、 ATP合成酵素 6種類の低下も見られ、エネノレギ一生産も低下していることが予想され

た。

ii )アセトアミノフェンによる肝障害に対するソパスプラウ トの効果

動物に対するアセトアミノフェン(AAP)投与は肝障害のモデルとして用いられる。AAPを大量投与

するとグノレタチオンが AAPとの反応に消費されて枯渇し、肝毒性を発症する。 AAP投与がラ ットに
及ぼす影響をマイクロアレイで調べた 表 2. 7セトアミノフェンで発現変動する遺伝子のソパスプラウト投

与による回復
ところ、2倍以上発現が上昇する遺伝 マイクロアレイ解析によると、岬投与により捕以上変動する遺伝子
子の中には、 CYP450(Cyp4aI4， Por)、 の数は2220各数値は、そのうち正常値(-AP中)との差が5叩以内に入つ

てきた遺伝子数。
グノレタチオンの合成 ・代謝に関わる遺 Norm副Izedby buckwheat admlnistration 

伝子群(Gclm、Gclc、 Gsr、 GstYb4、 12 fold chan肝時 1n回目 dltrerenc吋

Gstml、Gstp2)、グルクロン酸抱合に関 A .o.n.I:>'''' 
r、r、rT'-' ，~

わる遺伝子群CUdpgtr2、Ugtla6)などが

みられ、異物代謝系第 1相、第2相と

もに活性化していることが予想された。

一方、 O.5倍以下に発現が低下する遺

伝子の中には、解糖系や脂質代謝に関

わる遺伝子群が存在しており、 AAPに

より肝臓機能が低下していることを反

Up→Normal 

DOW1l→Normal 

Total 

-104-

Kitawase D1 D9 

32 24 16 

(Aldoa， Atp5b， S町m，etc.) 

5'l 68 41 

にyp7a1，GSTm3， GPT， 01C) 

国 92 57 



映していると思われた。発現が変動する遺伝子数は、増加 ・減少合わせて 222であった。

AAPと同時にスプラワトを投与したときに、222遺伝子のうちのいくつがAAP非投与時(正常時)の発

現量と比較して50匹以内の差に収まるようになるかを調べた(表2)。その結果、キタワセソパでは86、

北系1号では92遺伝子が正常時と比較して50覧以内のレベルに回復した。北系9号では57遺伝子と少な

かったが、前述の2品種同様遺伝子発現パターンが正常レベルに近づいた。発現がE常化した遺伝子

の中には、解糖系に関わるアルドラーゼや、コレステロール代謝に重要なCYP7alなどが含まれてい

た。また、炎症性サイトカインのTNFaの発現はAAPによって上昇したが、スプラウト投与で減少した。

昨年度、スプラウトWGでは肝障害の指標となるGPTおよびGOTの値がスプラウト投与で正常値に近く

なることを報告しているが、今回の結果より肝臓の機能に関わる遺伝子の発現も正常化しているこ

とが明らかとなった。そして、その正常化の度合いは、遺伝子の数から判断するとキタワセソバや

北系l号でその効果が高いことを示していると考えられる。

3 マイクロアレイ解析による長いもの機能の探索

長いも(生長いも、ボイノレ、ドラムドライ)を飼料に添加し、マウスに4週間投与した結果、摂食量、

体重、肝臓重量、副宰丸脂質等に有意差は見られなかった。肝臓を摘出しTotalRNAを抽出してマイ

クロアレイ解析を行った。その結果、生の長いも投与のマウスにおいて、免疫関連遺伝子の発現誘

導が見られた(図3)。抗原のプロセシングに関わるプロテアソーム(Psme2)や抗原提示に関わるクラ

スII附 C分子をコートサる遺伝子(H2-Aa、H2-Ea、H2-Ebl、日2-Ql)が、生の長いもを投与されたマウ

スでは、通常の飼料を投与したものと比較して1.5倍以上に発現が上昇していた。また、これらの転

写を市IJ御するRegulatoryfactor X-associated protein (Rfxap)の発現も上昇しており 、これによ

ってマクロファージやB細胞による抗原プロセシング、抗原提示が活性化していることが考えられる。

また、白血球の走化性に関わるケモカイン類 (CCCXC両ファミ りー)の発現誘導が見られ、生態防

御に必要な白血球の組織浸潤が促進される可能性が考えられる。最近、青森県と弘前大学の共同研

究で、長いもにはインフノレエンザ予防効果があると報告されていることから、今後はこの免疫活性

化の機能を確かめていく必要がある。また、免疫を賦活する作用の裏では、アレルギーを引き起こ
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図3 長いもを投与したマウス肝臓の遺伝子発現

マイクロアレイで長いもを投与したときの変動置伝子を調べた結果。上段は抗原プロセシング

と抗原提示関連、下段はサイトカインおよびケモカイン遺伝子。
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す可能性もあることも今後留意していく必要がある。アレルギ一反応を起こしやすい人は遺伝子発

現のパターンから見ると、熱をかけた長いもをとったほうが好ましいと推測される。加索功日工した

長いもの機能性については、現在のところ探索中である。

4.ワイン圧搾津(パミス)の食品機能性

i)パミス中のオレアノール酸含量

赤ワイン圧搾浮であるパミスを機能性食品

素材として有効利用する技術開発を目指して

しも。昨年度の研究成果から、 十勝池田町産ブ

ドウのパミス中に、様々な健康機能性が報告さ

れているオレアノール酸 (OA)が箸量(乾燥パ

ミス 19当り 12mg)存在していることを見出し

た。本年度は、パミス中のOA量の産地 ・品種間

の異聞を調査した(表3)。乾燥パミスからの

エタノール抽出物の収率は、赤5品種では7%か

ら11%、自3品種では21覧から37%であり、白品

種で高値であった。これは、発酵前に圧搾する

白品種では、パミス中に多くの糖質が残存する

ためであると考えられた。しかし、乾燥パミス

中のOA量は、赤品種では0.4%から1.4%、自品種では0.3%から1.1%と品種間の量的違いはあるも

のの、赤および白品種間での差は見られなかった。また、パミスから果皮のみを分離して分析した

ところ、パミス中のOA含量の違いは、パミスの果皮の構成割合 (OAはブドウ果皮に含まれる成分)

と果皮中の含量によって特徴付けられることが分かった。パミス中のOA量が最も高い清見種では、

果皮の構成割合が65%と高く、また果皮中の含量も1.9%と高値であった。また、データには示して

いないが、山梨県産および秩田県産の生食用ブドウの果皮中のOA量は、清舞種と同程度であること

も確認した。さらに、食品からのOAの数少ない供給源であるレーズンを分析した結果、 OA量は新鮮

重量当り 0.05%程度であった。以上の結果から、パミス中にはOAが品種や産地に関わらず存在して

いるが、白品種には糖質が多く残存していることから乾燥処理などのハンドリング性が困難である

ことや腐りやすいこと も予想され、赤品種のパミスが食品素材として有望であると判断される。

i i)パミス抽出物およびオレアノール酸の抗高脂血症効果

OAは、抗ガン作用、抗菌活性あるいは抗炎症作用などの多彩な機能性を有することが知られてい

る。本年度は、パミス抽出物およびそれに含まれるオレアノーノレ酸の抗高脂血症効果を動物実験で

検証し、その作用機序をDNAマイクロアレイで解析した。乾燥 ・粉末化したパミス試料からエタノー

ル抽出物 (POE)を得た。POEの8舗が脂質成分 一 Liver weigh 工盟主竺盟主

で、そのうち附111時占めていた。4週齢のSD .] 画 ，c .l.bc I 1 ;o~ .i 
系ラット(雄)に、 AIN93Gを準拠とした普通食 {ーl.e・・・ |室田
[附]、高脂肪食[町]、町にOAを耐日 した[町+OA] 旦 8t・・・・ r間

食、およひ守山こPOEを添加した[市+POE]食をベ 4 

アフィーディング法により4週間摂食させた。 o NF 
O崎草およひやOE群では、 HF群と比べて飼育期間

中体重の減少が観察されたが、 OA群のみが統計 1団

的に有意であった。血衆を分離して脂質分析を 120 

行った結果、 OAおよびPOE群では血媛中のトリ 事90

グリセリドとリン脂質量が有意に減少してい る 60

た(図4)。一方、コレステロール含量には顕

著な効果は認められなかった。このことから、

OAおよび似合有POEの抗高脂(トリグリセリド)

血症効果が実証された。

表3 パミスおよび問E申のオレアノ ル酸音量 (重量蹴)

品種
(POE 

POE パミス
収率)

乾燥 (果皮

塁主主血
山ブドウ

山幸

(10) 4 0.4 

(7) 8 0.6 

(9) 5 0.5 

(8) 18 1.4 

1.7 (30) 

1.8 (44) 

;青舞 1.7 (36) 

清見 1.9 (65) 
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図4 肝臓重量と血襲中の脂質吉量
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次に、町群を対照としてOAおよひ1'OE群の遺伝

子発現量(肝臓由来)の変動をDNAマイクロアレ

イによって比較した。スキャンされた全スポッ ト

からフラグ、スポットと機能未知の遺伝子を除外

し、4889の遺伝子を抽出した。コントローノレ世F群)

に対する遺伝子発現変動の強度毎に分類した遺

伝子数の分布を図51こ示す。 OAおよひ1'OE群に共通

してほとんど変化しなかった(1.2倍未満)遺伝

子は1942個で全体の40%で、あった。また、両群で

共通した発現強度を示した遺伝子は2849個で全

体の58唱を占めた。このことから、本実験におけ

るPOE投与による遺伝子の発現変動は、その多く

がPOEに含まれるOAに起因する可能性が示唆され

た。一方、 POEのみで遺伝子の発現変動(1.2倍以

上)が認められた遺伝子数は1024で、 OAのみの569

を大きく 上回り 、POEに含まれるOA以外の成分の

関与によるものと推測される。さらに、1.5倍以

上発現変動した遺伝子を機能カテゴリー (KEGG

UP 

自

由Z

+ ~工よ」
Oo~O .2 0.50.660.8割 01.2 1.5 2.0 5.Il..UP 

可 ExpressIonch酌 ge

図5 発現変動強度により分類された OAおよび問E群聞

の遺伝子の分布

数値は高脂肪食を比較対象にした相対発現量。

表4 1. 5倍以上発現変動した機能カテゴリー別の遺伝子教

OA POE 
Func1ions 

UP Down UP Down 

10 18 10 23 

rno04920 Adi凹cytokinesignaling pathway 6 15 6 18 

rno03320 PPAR signaling pathway 3 7 3 9 

rno04940 Type I diabetes me1litus 8 15 8 15 

rno04930 Type 11 diabetes mellitus 10 6 11 7 

6 rnoOOO叩 GlycolysisI Gluconeogenesis 5 8 5 

mo00620 Pyruvate metabolism 4 2 3 3 

一一…W Citrate cycle (TCA cycle) 2 0 

4 8 3 7 

2 o 

5 16 4 19 

7 13 7 18 

4 5 4 4 

91 139 96 162 
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OA POE 
OA POE 

ACLY 1.03 0.75 ATPcitrate Iyase 
0.84 0.77 ACC ei:49 ei: i i Acetyl-CoA ca巾oxylase

FAS 0.97 0.82 Fatty aCId synthase 
Lipogenesis TE 0.73 0.69 ~~yl-Co~~ thi，oest~ra5e 

GPDH 0.80 0.59 Gly田 rol・3-phosphatedehydrogenase 
GPA 0.42 0.16 Gly田 rol-3-phosphateacyltransferase 
AGPAT 0.69 0.75 Lysophosphatidic acid acyltransferase 
DGAT 0.78 0.76 印acylglycerolO-acyltransferase 

1.61 2.68 LXRβ 

-
1
 .。

引
…

"

1

r

 

副

O
日

w

x

m
山

e

d

O

司

m

a

F

U

 

肝
凶
作
目

g

M

4
d

‘
a
R
u
b
 

開

制

山

口

叫

u
e
げ

2
引

M
d
h川
町

山

川

P
4
2
0
A刷

げ

白

川

河

川
恒

e

F

S
ミ

t

川
町
臼

1

2

3

 

Liver X receptor 

0.83 0.83 LXRα 
E 

(Target g~ne) 

+ 
0.62 0.56 SREBP1 

-Sterol regulato叩

11N辱覇scJ

λ Glucose-6-phosphatase 

F同 ctose-1，6-biphosphatase 

Malate dehydrogenase 2 
Malate dehydrogenase 1 

Tumor necrosis factor alpha 
Tumor necrosis factor alpha 
Interfeukin 1 beta 

図6 DNAマイヲ ロアレイ解析から推定された抗高指血症効果のメカニズム

さらにはフォークヘッド転写因子FOXOlの発現が低下していることなどから、 OAおよびPOE投与はイ

ンシュリン感受性を允進する可能性が示唆された。また、インスリンはAccやHMG-CoA還元酵素を活

性化させ、脂肪酸やコレステローノレ合成を高める作用もあることから、遺伝子の発現解析だけでは

検証できない酵素活性レベルでの高脂血症抑制機構があるかもしれない。今後、 OAが上述の転写因

子にどのような機構で作用するのか、また経口摂取した際の体内動態などについて、さらなるアレ

イ解析や培養細胞系を用いた検討など行う必要があろう。

5 培養細胞を用いた機能性物質のスクリーニング系の確立と抗炎症性物質の探索

4種類の大腸ガン細胞について炎症性サイトカインの発現を調べたところ、 LoVoではIL-l・と

IL-8の発現が見られ、 CA∞2とCoLoーTCでIL-8の発現が認められたが、 IL-6とTNF・はいずれの細胞

でも確認されなかった。LPSに対する応答性はCACO-2とCoLo-TCで顕著であり、特にCoLo-TCにおいて

強し、発現誘導が認められた。

そこで次に、 CoLo-TごとTHP-lについてLPSによる炎症誘導に対する各種農産物拍出物の影響を比較

した。農産物抽出物としては小豆、ビー トの煮汁、ポテトベプチド、長いも、ソパスプラウトの抽

出物について検討した。その結果、 IL-8遺伝子発現の顕著な抑制はソパスプラウト抽出物において

のみ確認され、他の農産物抽出物では認められなかった。また、ソパスプラウトの影響はCoLo-TC

で顕著に認めらたが、 THP-lは認められなかった。このソパスプラウトの影響は、 ELISAによるIL-8

放出量についても同様の結果が得られ、 CoLo-TCでのみ顕著な放出抑制が認められた。また、 DNAマ

イクロアレイにおいてもLPS添加により IL-8の遺伝子発現が選択的に上昇し、その上昇をソパスプラ

ウト抽出物が抑制することが確認された。

さらに、このLPS刺倣誘導したCoLo-TCを用いて、ソパスプラウト抽出物中の活性成分を検索した。

ソパスプラウトは抗酸化活性を持つ各種フラボノイ ドを含有することからこれらフラボノイド精製

品を購入し、 IL自発現抑制効果と抗酸化活性とを比較検討した(図8)。その結果、/レチンとビテキシ

ンで弱いIL-8発現抑制効果が認められたが、ソパスプラウトに含まれるこれらフラボノイドの含量

から考えるとこれでは説明がつかない。また、抗酸化活v性の強し、他のフラボノイドにはIL-8発現抑

制効探が全く認められなかったことから、抗酸化とは異なる機構により抗炎症効果が表れていると

考えられる。
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以上の結果から、 LPS

刺激誘導したCoLoーTCを

用いたスクリーニング

系は、すでに論文等で紹

介されているLPS刺激誘

導したTHP-)を用いた系

では見落としてしまう

ような機能性物質を検

索する上で有用なもの

であり、新しいスクリー

ニング、系でもあること

から特許性のあるもの

と考えている。また、十

勝農産物のスクリーニ

ングでもソパスプラウ

トに抗炎症性効果が期

待できる物質が含まれ

る可能性が得られたこ

とは大きな意義がある

と考えている。現時点で

はその物質的同定には

至っていないが、このス

クリーニング系を用い

ることで今後明らかに

できると確信している。

また、この物質が抗酸化

とは異なるメカニズム

により炎症を抑えるこ

とが期待されることか

ら物質が同定されれば

この点についても特許

↑生があると考えている。

A 也生主回

亘孟言
細胞を集め、

培養16時間
• I Total RNAを

抽出し、

RT-PCR (1 x 10" cells in 

culture medium) 

B IL-8 gene exp同 日lon
(RT-PCR) 

iiL 自
+ + 

+ + 

図7 培養細胞を用いた機能性物質のスウリーニンゲ系
Aスクリーニングの概路。さまざまな細胞を試した結果ColoTC細胞を選択。

B:ノパ(品種ボタン)の抽出物の IL-8発現の抑制作用

n

u
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図8 吾種フラポノイドの IL-B発現に対する影響

v=ピ子キシン、 IV=イソピテキシン、。=オリエンチン、HO=ホモオリエ

ンチン、 KC=ケラシアニン、 CA=ウロロゲン酸.R=ルチン
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平成 18年度の研究実績

今年度の目標達成率 75目(自己評価)

全体の研究進捗に関しては、部分的に遅れが見られるが概ね計画通りと考えている。スイー

トコーンに関しては、臆蕩抑制効果の実証とそれを説明するアレイデータが得られたことか

ら、目標は達成されたと考えている。また、パミスに関しても、抗高脂血症効果およびアレイ

データに基づく作用メカニズムの予測が完了し、日本製粉がこれを製品化する方向で動いてい

ることは、大きな成果である。これらについては、学会発表をすでに済ませており、現在論文

発表を準備しているので、目的を達成できたと考えている。ソパスプラウトのアレイ解析につ

いては、解毒系の允進と、 AAPによって引き起こされる肝障害からの保護作用が遺伝子レベルで

明らかになった。今後は毒物代謝の尤進を実証する実験を行い、学会および論文での成果発表

を行わなければならない。長いもに関しては、まだアレイデータが出たばかりで、詳細な解析

が年度内にできていないが、生の長いもに免疫賦活作用を持つ可能性が示された。これについ

ては、予想される生理機能を確かめる実験について来年度に更に行う必要がある。培養細胞を

用いた機能性スクリーニング系に関しては、当初の目標はほぼ達成され、ソパスプラウト抽出

物についても、今後に繋がるポジティブなデータが得られたことから高く評価して良いと考え

る。しかし、問題点としては業績が出ていないということであり、特許出願と論文、学会発表

等まとめる作業を進める必要があると考えている。データベース構築については、実験データ

整理の遅れによって本年度実施することができなかったので、来年度可及的に行う。

全体にわたって、学会発表は行われているが、論文による成果発表が遅れている。7 イクロア

レイの結果だけで論文や特許としてまとめられないのが主な原因と考えられる。他のWGと共同し

て研究を推進し、論文発表を行ってし、かなければならないと考えている。

論文

Liyanage R， Han KM， Watanabe S， Shimada K， Sekikawa M， Ohba K， Tokuji Y， Ohnishi M， Fukushima 

M. Potato peptide raise HDL cholesterol level and modulate lipid metabolism in rats. Bri tish 

Journal of Nutrition， submitted 

学会発表

発表テー": Ehrlich結節腫療に対するスイートコーンの増殖抑制効果

学会名等 平成18年度 日本農芸化学会北海道・東北支部会

開催地 札幌市

発表 平成18年11月11日

発表者名 得字圭彦(帯畜大)

発表テーマ 高脂肪食投与ラットにおけるワイン圧搾津抽出物の抗高脂血症効果

学会名等 平成18年度 日本農芸化学会北海道 ・東北支部会

開催地 札幌市

発表 平成18年11月11日

発表者名 佐々木岳(帯畜大)

特許出願なし

その他

今年度までアレイ実験に用いていたGEへノレスケア社のCodelinkBioarrayが、 2007年3月をもって

販売終了となったため、今後別システムを使った解析を考えなくてはならなくなった。
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N 平成19年度の計画

DNAマイクロアレイを用いた十勝産農畜産物の機能性の評価

これまでのアレイ解析で見出してきた可能性のある素材の機能に関しては表現型として実証する

動物実験を行う。表現形として機能がわかっているものに関しては、アレイ解析を行し、その作用メ

カヱズムを明らかにする。スイートコーンに関してはストレスに関する表現形を確認する試験を行

う。長いもに関しては、長いもWGの研究で大腸がん抑制効果が確認されたので、これについて7 イ

クロアレイ解析を行う。

遺伝子発現情報・機能性の統合デ-9ベース化

今までアレイ解析を行ってきた膨大なデータを整理し、機能性情報と統合して、食品開発従事者

が利用しやすい形態のデータベースを構築する。

食品機能性評価用DNAチップの試作と利用

今までの本WGの研究や、他のグループによる機能性研究のデータをもとに、食品の機能性と密接

に関連する遺伝子を選び出し、これをスポットした低価格なフォーカスDNAチップを試作し、試験的

に利用する。

機能性食品素材の開発

オレアノーノレ酸を多く含むワイン搾りかす「パミス」に、血中の中f到旨肪を下げる効果が見出さ

れたので、これを含有するサプリメントを試作し、その効果を確かめる。
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