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第 1 章  序 論  

 

現 在 ，世 界 に お け る 糖 尿 病 と そ の 合 併 症 を 発 症 す る 患 者 数 は ，4 億

2 ,000 万 人 に の ぼ り （ WHO,  2016 ;  Tab l e  1 -1）， わ が 国 に お い て も ， 食

生 活 の 欧 米 化 や 人 口 の 高 齢 化 に 伴 い ，そ の 増 加 が 懸 念 さ れ て い る 。厚

生 労 働 省 の 調 査 に よ る と ， 国 内 に お け る 糖 尿 病 患 者 と そ の 予 備 軍 は

2 ,000 万 人 に の ぼ り ， こ れ は 成 人 の 6 人 に 1 人 が 糖 尿 病 と そ の 予 備 軍

で あ る こ と を 示 し て い る （ 厚 生 労 働 省 ,  2017）。  

糖 尿 病 の 発 症 に は ，遺 伝 的 な 要 因 の み で な く 食 生 活 や 生 活 環 境 な ど

の 環 境 因 子 が 複 雑 に 関 係 し て お り ， 症 状 や 発 症 原 因 の 違 い に よ り 「 1

型 糖 尿 病 」 と 「 2 型 糖 尿 病 」 の 2 種 類 に 分 類 さ れ る （ Figure  1 -1）。 1

型 糖 尿 病 と は ，膵 臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 β 細 胞 が 死 滅 す る こ と に よ る

イ ン ス リ ン の 慢 性 的 不 足 に よ り 発 症 す る 疾 患 で あ る 。そ の 主 な 原 因 は ，

自 己 免 疫 細 胞 が 自 ら の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 β 細 胞 を 攻 撃 す る 自 己 免 疫

性 で あ る と い わ れ て い る （ Bach ,  1994;  Cas t ano  and  E isenbar th ,  1990;  

E isenbar th ,  1986）。 一 方 ， 2 型 糖 尿 病 と は ， 肥 満 ・ 体 質 と い っ た 遺 伝

的 因 子（ Mokdad  e t  a l . ,  2003）と ，食 生 活（ Hu e t  a l . ,  2001a）・喫 煙（ Wil l i  

e t  a l . ,  2007）・ 運 動 不 足 （ Hu e t  a l . ,  1999） な ど の 環 境 因 子 が 複 雑 に 関

係 し て 発 症 す る 疾 患 で あ り ，膵 臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 β 細 胞 か ら の イ

ン ス リ ン 分 泌 量 低 下 と ，末 梢 組 織 の イ ン ス リ ン 感 受 性 低 下 の 二 つ を 主

な 発 症 原 因 と す る 。ど ち ら の 疾 患 に お い て も ，イ ン ス リ ン の 分 泌 異 常

と そ れ に 依 存 す る 慢 性 的 な 高 血 糖 が 発 症 の 原 因 で あ り ，日 常 の 食 事 に

お け る イ ン ス リ ン 分 泌 を 強 く 刺 激 す る 糖 質 の 過 剰 な 摂 取 も そ れ ら を

誘 発 す る 要 因 の 一 つ と し て 考 え ら れ て い る （ Hu e t  a l . ,  2001b）。 こ の

よ う な 背 景 か ら ，現 在 で は ，糖 尿 病 の 発 症 と 進 行 に は ，食 後 の 血 糖 値

上 昇 と イ ン ス リ ン の 分 泌 が 密 接 に 関 係 し て い る と 認 識 さ れ る よ う に
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な っ た 。  

J enkins や Wolever は ， 食 後 の 血 糖 値 変 化 が 食 後 の イ ン ス リ ン 分 泌

パ タ ー ン と 類 似 し て い る こ と を 見 出 し ，糖 質 食 品 を 摂 取 し た 際 の 血 糖

応 答 を g lycemic  index（ G I） と し て 表 す こ と で ， 糖 尿 病 予 防 の 指 標 に

用 い る こ と を 提 案 し た（ Jenk ins  e t  a l . ,  1981 ;  Wolever  an d  Jenk ins ,  1986;  

Wolever  e t  a l . ,  1991;  Wolever  e t  a l . ,  1994） 。 G I と は ， 食 餌 由 来 の 炭 水

化 物 が 体 内 で グ ル コ ー ス へ と 分 解 さ れ る 割 合 を 相 対 的 に 表 す 数 値 で

あ り ，グ ル コ ー ス を 摂 取 し た 際 の 血 糖 値 上 昇 を 100 と し ，食 餌 由 来 の

炭 水 化 物 を 摂 取 し た 際 の 血 糖 値 上 昇 の 度 合 い を 相 対 値 で 表 し た も の

で あ る ( F igu re  1 -2 )。こ れ は ，食 餌 摂 取 時 の 血 糖 値 上 昇 曲 線 下 面 積 を ，

グ ル コ ー ス 摂 取 時 の 血 糖 値 上 昇 曲 線 下 面 積 で 割 る こ と に よ り 算 出 さ

れ る 値 で あ る 。 糖 尿 病 予 防 の 指 標 と し て G I の 活 用 が 推 奨 さ れ る 理 由

は ，糖 質 食 品 を 摂 取 し た 際 の 血 糖 応 答 や イ ン ス リ ン 分 泌 の 推 定 が 可 能

と な る こ と に あ る 。  

GI は ， 個 々 の 食 品 に 固 有 の 値 で あ り ， 食 品 の 成 分 ・ 形 態 ・ 調 理 方

法 に よ っ て 変 化 す る 。 そ の た め ， 同 じ 食 材 由 来 だ か ら と 言 っ て G I が

同 じ と は 限 ら ず ，う ど ん と 白 パ ン の よ う に 同 じ 小 麦 粉 由 来 の 食 品 に よ

っ て も GI は 異 な る 。代 表 的 な 糖 質 食 品 の GI を 挙 げ る と ，米 飯（ G I:  48 ），

白 パ ン（ G I:  95），う ど ん（ G I:  62），パ ス タ（ G I:  34），蕎 麦（ G I:  46），

マ ッ シ ュ ポ テ ト（ G I:  101），コ ー ン チ ッ プ（ G I:  72）と な っ て い る（ Powel l  

e t  a l . ,  2002）。 G I が 高 い 食 餌 を 総 称 し て 高 G I 食 （ G I＞ 60） と 呼 び ，

高 G I 食 の ⾧ 期 的 ・ 継 続 的 な 摂 取 は ， 肥 満 体 質 に な り や す く 糖 尿 病 発

症 の リ ス ク を 高 め る と 言 わ れ て い る（ Ludwig  e t  a l . ,  1999;  Wi l l e t t  e t  a l . ,  

2002） 。 一 方 ， G I が 低 い 食 餌 を 総 称 し て 低 G I 食 （ GI＜ 60） と 呼 び ，

低 G I 食 の 継 続 的 な 摂 取 は イ ン ス リ ン 感 受 性 を 亢 進 し ， 糖 尿 病 予 防 へ

の 効 果 が 期 待 さ れ て い る（ Jä rv i  e t  a l . ,  1999 ;  J enk ins  e t  a l . ,  2002;  Mi l l e r  
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e t  a l . ,  2003 ;  R i t z  e t  a l . ,  1991 ;  Wolever  and  Mehl ing ,  2002）。し た が っ て ，

日 々 の 食 事 に お い て G I 値 を 考 慮 に 入 れ て 上 手 に 活 用 す る こ と は ， 糖

尿 病 の 予 防 と 症 状 の 改 善 に 効 果 的 で あ る と 考 え ら れ て い る 。  

GI に 影 響 を 与 え る 因 子 と し て は ， 食 品 中 の 食 物 繊 維 含 量 ， デ ン プ

ン の 形 態 ， 茹 で や 焼 き な ど の 加 工 方 法 が こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る

（ Brand  e t  a l . ,  1985;  J enkins  e t  a l . ,  2002;  Schu lze  e t  a l . ,  2004）。 食 物 繊

維 は グ ル コ ー ス を 吸 着 し ，消 化 管 内 で の 拡 散 を 防 ぐ こ と で ，そ の 吸 収

を 阻 害 す る（ Jenk ins  et  a l . ,  1978;  Ou  e t  a l . ,  2001）（ Figure  1 -3）。ま た ，

デ ン プ ン の 形 態 や そ の 形 態 を 変 化 さ せ る 加 工 方 法 は ，デ ン プ ン の 消 化

速 度 に 影 響 を 与 え る （ A raya  e t  a l . ,  2003;  Björck  e t  a l . ,  1994 ;  B rand  et  

a l . ,  1985 ）。 つ ま り ， デ ン プ ン の 消 化 速 度 が 遅 け れ ば ， デ ン プ ン を 完

全 に 消 化 で き な い う ち に 小 腸 を 通 過 し ，小 腸 よ り 吸 収 さ れ る グ ル コ ー

ス 量 が 減 少 す る た め ， 結 果 的 に 低 G I 食 と な る 。 デ ン プ ン の 消 化 速 度

の 遅 れ は ，食 品 中 の デ ン プ ン の 構 造 や デ ン プ ン の 消 化 に 影 響 を 与 え る

他 の 成 分 の 存 在 に よ り ，α-ア ミ ラ ー ゼ を は じ め と し た 糖 質 消 化 酵 素 が

作 用 し に く く な る た め に 起 こ る 。こ れ ま で に ，レ ジ ス タ ン ト ス タ ー チ

（ Goñi  e t  a l . ,  1996）， ア ミ ロ ー ス 含 量 （ Hu e t  a l . ,  2004） や α-ア ミ ラ ー

ゼ イ ン ヒ ビ タ ー（ α -AI）（ Buonocore  e t  a l . ,  1977 ;  Granum,  1978 ;  Marshal l  

and  Lauda ,  1975 ;  S i l ano  e t  a l . ,  1973;  Wese l ake  e t  a l . ,  1983） な ど ， デ ン

プ ン の 消 化 速 度 に 影 響 を 与 え る 様 々 な 要 因 が 報 告 さ れ て き た 。  

 そ の 中 で も ， α- AI は ， 小 麦 （ Tr i t i cum aes t i vum）（ Buonocore  e t  a l . ,  

1977 ;  Sh a i n k in  a nd  Bi rk ,  19 7 0 ;  Si l ano  e t  a l . ,  1973），大 麦（ Hordeum vulgare）

（ Wese lake  e t  a l . ,  1983）， ラ イ 麦 （ Seca le  cerea l e）（ Gr anum,  1978），

イ ン ゲ ン 豆 （ Phaseo lus  vu lgar i s）（ B o wma n ,  1 9 45 ;  Marsha l l  and  Lauda ,  

1975 ;  Ber re -An ton  e t  a l . ,  1997） な ど の 穀 物 の 種 子 中 の 水 溶 性 タ ン パ ク

質 画 分 で あ る ア ル ブ ミ ン に 豊 富 に 含 ま れ て お り ， 哺 乳 類 の α-ア ミ ラ



4 
 

ー ゼ の 活 性 を 強 力 に 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 。こ れ ま で に も ，デ

ン プ ン 性 の 食 品 と 同 時 に α-A I を 摂 取 す る こ と で ， α-ア ミ ラ ー ゼ 活 性

が 抑 制 さ れ ，食 後 の 血 糖 値 の 上 昇 が 穏 や か に な る こ と が 明 ら か と な っ

て い る（ Preuss  et  a l . ,  2007;  Tormo  e t  a l . ,  2004）。す な わ ち ，α -A I を 日 々

の 食 事 に 加 え る の み で ，食 餌 の G I を 下 げ る 効 果 が 期 待 で き る（ Figure  

1 -4）。 我 が 国 で も ， 小 麦 α-A I を 含 む 食 品 が 血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 を 有

す る 特 定 保 健 用 食 品 に 認 定 さ れ て い る（ Kodama e t  a l . ,  2005）。し か し

な が ら ，小 麦 タ ン パ ク 質 は ア レ ル ゲ ン と な っ た 場 合 ，ア ナ フ ィ ラ キ シ

ー を 伴 う 重 篤 な 症 状 を 示 す 危 険 性 が あ る （ James  e t  a l . ,  1997）。 一 方 ，

小 麦 と 同 じ イ ネ 科 植 物 の 稲 （ Oryza  sa t i va ） の 種 子 で あ る 米 の ア ル ブ

ミ ン（ RA ）に も ，α -AI が 豊 富 に 含 ま れ る こ と が 知 ら れ て い る が（ Fen g  

e t  a l . ,  1991a）， こ れ ま で に 詳 細 な 検 討 は 行 わ れ て い な い 。 ま た ， 米 ア

レ ル ギ ー に お い て は ，ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 症 状 を 示 す こ と は な い と さ れ

て い る こ と か ら ，RA に 哺 乳 類 の α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 が あ

れ ば ，血 糖 値 上 昇 抑 制 作 用 を 有 す る 新 た な 機 能 性 食 品 素 材 と な る 可 能

性 が あ る 。  

ま た ，タ ン パ ク 質 を 機 能 性 食 品 素 材 と し て 利 用 す る に は ，そ の 加 工

特 性 も 重 要 で あ る 。タ ン パ ク 質 の 中 は ，起 泡 性 や 乳 化 性 な ど の 食 品 加

工 上 有 用 な 特 性 を 有 す る も の も あ る が ，タ ン パ ク 質 は 一 般 的 に 加 熱 や

pH 変 化 に 弱 く ， 変 性 に よ り 機 能 性 が 消 失 し た り ， 溶 解 性 ・ 起 泡 性 ・

乳 化 性 が 低 下 し た り と い っ た 現 象 が 起 こ る こ と が 多 い 。  

そ こ で 本 研 究 で は ，糖 尿 病 の 発 症 を 予 防 す る 新 た な 機 能 性 食 品 成 分

の 探 索 と 食 品 産 業 で の 利 用 を 目 的 と し ， ま ず ， RA の 食 後 血 糖 値 上 昇

抑 制 効 果 に つ い て 検 討 し ，そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 行 っ た 。次 に ，

RA の 機 能 性 食 品 素 材 と し て の 利 用 可 能 性 を 調 べ る た め ， 熱 安 定 性 ・

溶 解 性 ・ 起 泡 性 ・ 乳 化 性 と い っ た 物 理 化 学 的 性 質 の 評 価 を 行 な っ た 。 
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Tab le  1 -1 .  Es t imate d  p reva l ence  and  number  o f  peop le  wi th  d i abe t es  

( adu l t s  18 +  yea r s )  

 

*Tota l s  i nc lude  non-Member  S t a t es  

Wor ld  Hea l th  Organi za t i on ,  Global  Repor t  on  Diabe t es  (2016) .  

 

  

WHO Region
Prevalence (%) Number (millions)

1980 2014 1980 2014

African Region 3.1% 7.1% 4 25

Region of the Americas 5.0% 8.3% 18 62

Eastern Mediterranean Region 5.9% 13.7% 6 43

European Region 5.3% 7.3% 33 64

South-East Asia Region 4.1% 8.6% 17 96

Western Pacific Region 4.4% 8.4% 29 131

Total * 4.7% 8.5% 108 422
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F igu re  1 -1 .  Summary  o f  r egu l a t ion  o f  b lood  sugar  l eve l  and  pa thogenes i s  

o f  d i abe t es  mel l i t u s .  

 

  

Elevation of blood sugar level

Secretion of insulin

Incorporation of sugar into 
peripheral tissue

Decline in blood sugar level

Diet (carbohydrate)

Monosaccharide

Digestion

Absorption

No secretion of insulin

Onset of diabetes mellitus

Little secretion of insulin
or

Decreased insulin sensitivity

Healthy subject Type 1 diabetic patient Type 2 diabetic patient

Onset of diabetes mellitus

Chronic hyperglycemia
Chronic hyperglycemia
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F igu re  1 -2 .  Genera l  b lood  g lucose  re sponse  cu rve  and  method o f  

ca l cu l a t i on  o f  a rea  under  t he  cu rve  and  g lycemic  i ndex  (GI) .  

Wolever  e t  a l . ,  Ame ri can  Journa l  o f  C l in i ca l  Nu tr i t i on  (1986) .  

 

  

Area under the curve for
ingestion of X g of test food

Area under the curve for
ingestion of X g of glucose

GI = ×100
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F igu re  1 -3 .  Suppre s s ion  o f  e l eva t i on  in  b lood  g lucose  l eve l  by  d i e t a ry  

f i be r.  

 

  

Starch

Maltose

Glucose

Sucrose

Fructose + Glucose

Suppressed elevation of blood glucose level

α-Amylase

α-Glucosidase

Sucrase

Dietary fiber

Absorption
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F igu re  1 -4 .  Suppres s ion  o f  e l eva t i on  i n  b lood  g lucose  l eve l  by  α -amylase  

inh ib i t o r.  

 

Starch

Maltose

Glucose

Sucrose

Fructose + Glucose

α-Amylase

α-Glucosidase

Sucraseα-Amylase inhibitor

Absorption

Suppressed elevation of blood glucose level
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第 2 章  米 ア ル ブ ミ ン の 食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑

制 効 果 の 検 討  

 

2-1  緒 言  

 

 糖 尿 病 は ， 症 状 や 発 症 原 因 の 違 い に よ り 「 1 型 糖 尿 病 」 と 「 2 型 糖

尿 病 」 の 2 種 類 に 分 類 さ れ ， そ の 大 半 は 2 型 糖 尿 病 で あ る 。 2 型 糖 尿

病 と は ， 肥 満 ・ 体 質 と い っ た 遺 伝 的 因 子 と ， 食 生 活 ， 喫 煙 ， 運 動 不 足

な ど の 環 境 因 子 が 複 雑 に 関 係 し て 発 症 す る 疾 患 で あ り ，膵 臓 の ラ ン ゲ

ル ハ ン ス 島 β 細 胞 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 低 下 と 末 梢 組 織 で の イ ン ス

リ ン 感 受 性 低 下 に 伴 う 慢 性 的 な 高 血 糖 が 主 な 発 症 原 因 で あ る 。こ の 2

型 糖 尿 病 の 予 防 に は ，食 後 の 血 糖 値 上 昇 を 抑 制 す る こ と が 有 効 で あ る

と 考 え ら れ て お り ，そ の よ う な 作 用 を 有 す る 食 品 成 分 の 探 索 が 広 く 行

わ れ て い る 。  

 食 事 由 来 の デ ン プ ン が ， 口 腔 内 お よ び 小 腸 内 の α-ア ミ ラ ー ゼ お よ

び α-グ ル コ シ ダ ー ゼ に よ っ て グ ル コ ー ス ま で 分 解 さ れ る と ， 小 腸 で

グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー が 発 現 し ，小 腸 か ら 血 中 へ グ ル コ ー ス が

輸 送 さ れ ， 血 糖 値 が 上 昇 す る 。 血 糖 値 が 上 昇 す る と ， イ ン ク レ チ ン

（ gas t r i c  inh ib i t o ry  polypep t ide  (GIP )，g lucagon- l ike  pep t ide -1  (GLP-1)）

が 膵 臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 β 細 胞 か ら の イ ン ス リ ン が 分 泌 を 促 し ，血

中 か ら 末 梢 細 胞 へ と グ ル コ ー ス が 輸 送 さ れ る こ と に よ り 血 糖 値 が 低

下 す る （ Figure  2 - 1）。 そ の 後 ， d ipep t idy l  pep t idase - IV ( DPP-4)に よ り

イ ン ク レ チ ン が 分 解 さ れ ，イ ン ス リ ン の 分 泌 が 停 止 す る 。し た が っ て ，

血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る に は ，糖 質 消 化 酵 素 の 阻 害 ，グ ル コ ー ス の 吸

着 に よ る 排 出 促 進 ，DPP-4 の 阻 害 等 に よ る イ ン ス リ ン の 分 泌 促 進 ，グ

ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー を 介 し た グ ル コ ー ス の 輸 送 阻 害 な ど の 方
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法 が 考 え ら れ る 。  

 小 麦 ，大 麦 ，ラ イ 麦 お よ び イ ン ゲ ン 豆 な ど の 穀 類 ・ 豆 類 の 種 子 中 の

水 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 （ ア ル ブ ミ ン ） に 含 ま れ て い る α-ア ミ ラ ー ゼ

イ ン ヒ ビ タ ー（ α- AI）は ，消 化 管 内 に お い て ， デ ン プ ン 分 解 酵 素 で あ

る α-ア ミ ラ ー ゼ の 活 性 を 抑 制 す る こ と で ， 食 後 の 血 糖 値 の 上 昇 を 穏

や か に す る こ と が 知 ら れ て い る 。 特 に ， 小 麦 ア ル ブ ミ ン （ WA） に 含

ま れ る α-A I は ， 血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 を 有 す る 特 定 保 健 用 食 品 （ 消 費

者 庁 省 許 可 ） に 使 用 さ れ て い る 。 一 方 ， 小 麦 と 同 じ イ ネ 科 植 物 の 稲

（ Oryza  sa t i va）の 種 子 で あ る 米 の ア ル ブ ミ ン（ RA）に も α-A I が 豊 富

に 含 ま れ る こ と が 知 ら れ て い る が ，こ れ ま で に 詳 細 な 検 討 は 行 わ れ て

い な い 。  

そ こ で 本 章 で は ，糖 尿 病 の 発 症 を 予 防 す る 新 た な 機 能 性 食 品 成 分 と

し て の RA の 利 用 可 能 性 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し ， ま ず ， RA

の 糖 質 分 解 酵 素 に 対 す る 阻 害 活 性 の 評 価 を 行 っ た 。さ ら に ，デ ン プ ン

と グ ル コ ー ス の 二 種 類 の 糖 質 を 用 い て 糖 質 負 荷 試 験 を 行 い ，食 後 血 糖

値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 に RA が 与 え る 影 響 に つ い て 検 討

し た 。  
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F igu re  2 -1 .  Scheme  o f  pos tp rand ia l  b lood  g lucose  e l eva t i on  and  reduc t ion  

a f t e r  i nges t ion  o f  s t a rchy  food .  
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α-Amylase
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Insulin secretion
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2-2  実 験 材 料 と 方 法  

 

2 -2 -1  米 ア ル ブ ミ ン お よ び 小 麦 ア ル ブ ミ ン の 調 製  

RA お よ び WA の 調 製 は ，Feng ら の 方 法（ Feng  e t  a l . ,  1991a ;  Feng  e t  

a l . ,  1991b） を 参 考 に ， 一 部 修 正 を 加 え て 行 っ た 。 米 粉 （ Oryza  sa t i va  

japon ica  cv.  N ipponbare，滋 賀 県 産 ）ま た は 小 麦 粉（ Tr i t i cum aes t i vum，

日 清 製 粉 株 式 会 社 ， 東 京 ） 1  kg を 5 倍 量 （ w/v） の 100  mM ク エ ン 酸

緩 衝 液 （ pH 6 .0） に 浸 漬 し ， 4 °C で 一 晩 撹 拌 し た 。 そ の 後 ， 遠 心 分 離

（ 15 ,000g， 15  min， 4°C） を 行 な い ， 上 清 を 80 °C で 2 0 分 間 加 熱 処 理

す る こ と で ，α -A I 以 外 の 熱 変 性 し や す い 夾 雑 タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ

た 。抽 出 液 を 氷 中 で 室 温 ま で 冷 却 し た 後 ，遠 心 分 離（ 15 ,000g，15  min，

4°C）を 行 い ，上 清 に 40%飽 和 と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 加 え ，

4°C で 一 晩 撹 拌 し た 。 遠 心 分 離 （ 15 ,000g， 60  min， 4 °C） に て 沈 殿 を

回 収 し ，少 量 の 純 水 に 溶 解 し た 後 ，純 水 に 対 し て 透 析（ MWCO 3 ,500，

21-152-9，Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c， USA）を 行 っ た 。 透 析 内 液 を 遠 心

分 離 （ 15 ,000g， 15  min， 4 °C） し ， 上 清 を 凍 結 乾 燥 し て ， 粗 ア ル ブ ミ

ン 粉 末 を 得 た 。  

RA お よ び WA の 精 製 の た め に ， 1  g の 粗 ア ル ブ ミ ン 粉 末 を 40  mL

の 純 水 に 溶 解 し ， 濾 過 フ ィ ル タ ー で 滅 菌 し た 後 ， Sephadex  G-50

（ 17004101， GE H ea l thca re， USA） ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ φ2 .5×100  cm，

737-2591，Bio-Rad，USA）を 接 続 し た FPLC シ ス テ ム（ AK TA pr ime  p lus，

GE Hea l thca re）に ア プ ラ イ し ，純 水 を 移 動 相 と し て ，流 速 0 .5  mL/min，

5  mL/フ ラ ク シ ョ ン ， 4 °C の 条 件 で 分 離 し ， 各 フ ラ ク シ ョ ン の 280  nm

の 波 ⾧ に お け る 吸 光 度 を モ ニ タ リ ン グ し た 。各 ピ ー ク の フ ラ ク シ ョ ン

を 回 収 し て 凍 結 乾 燥 し ，凍 結 乾 燥 粉 末 10  µg を 1×SDS sample  bu ffe r  20  

µL に 溶 解 し ， 2-2 - 3 と 同 じ 操 作 SDS-PAGE を 行 っ た 。  
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RA の 場 合 ， SDS-PAGE の 結 果 か ら ， 2 番 目 の ピ ー ク の フ ラ ク シ ョ

ン を 収 集 し た 。 WA の 場 合 は ， 同 様 の 条 件 で ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ ー を 行 っ た 後 ， 各 フ ラ ク シ ョ ン に お け る ブ タ 膵 臓 由 来 α-ア ミ ラ ー

ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 を 2-2 -2 の 方 法 を 用 い て 測 定 し ，90％ 以 上 の 阻 害

活 性 を 示 す フ ラ ク シ ョ ン を 収 集 し た 。収 集 さ れ た フ ラ ク シ ョ ン を 凍 結

乾 燥 し ， RA お よ び WA 粉 末 を 得 た 。 こ れ ら は ， 使 用 す る ま で -20°C

以 下 で 保 存 し た 。  

ア ル ブ ミ ン 粉 末 中 の タ ン パ ク 質 純 度 は ， BCA Pro t e in  A ssay  Ki t

（ 23250， Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c） を 使 用 し て ， ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

（ BSA） の 標 準 曲 線 に 基 づ い て 決 定 し た 。  

 

2-2 -2  α-ア ミ ラ ー ゼ お よ び α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 活 性 の 測 定  

α -ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 の 測 定  

RA お よ び WA の α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 は ，Foo と Bai s の

方 法 （ Foo  and  Ba i s ,  1998） を 参 考 に ， 一 部 修 正 を 加 え て 行 っ た 。 ブ タ

膵 臓 由 来 α-ア ミ ラ ー ゼ （ A6255-10MG） と ヒ ト 唾 液 α-ア ミ ラ ー ゼ

（ A0521-500UN） は ， Sigma-Ald r i ch（ USA） か ら 購 入 し た 。 ミ ー ル ワ

ー ム 由 来 α-ア ミ ラ ー ゼ は ，Buonocore ら の 方 法 で 抽 出 し た（ Buonocore  

e t  a l . ,  1975）。 哺 乳 類 の α -ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 測 定 に は ， 50  mM NaCl  

3  mM CaCl 2 含 有 20  mM HEPES 緩 衝 液 （ pH 6 .9 ） を ， ミ ー ル ワ ー ム の

α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 測 定 に は ，100  mM NaCl 含 有 20  mM 酢 酸 Na 緩

衝 液 （ pH 5 .4） を 活 性 測 定 用 緩 衝 液 と し て 用 い た 。  α -ア ミ ラ ー ゼ の

基 質 と し て ， 2-ク ロ ロ -4 -ニ ト ロ フ ェ ニ ル - α -D-マ ル ト ト リ オ シ ド

（ G3-CNP；45607000，オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 株 式 会 社 ，東 京 ）を 2  mM

と な る よ う 活 性 測 定 用 緩 衝 液 に 溶 解 し て 使 用 し た 。  

96 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Nunc イ ム ノ モ ジ ュ ー ル +フ レ ー ム ，
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Thermo F i she r  Sc i en t i f i c）の 各 ウ ェ ル で ，哺 乳 類 α-ア ミ ラ ー ゼ 溶 液（ 1 .6  

U/μL ） 25  μL ま た は ミ ー ル ワ ー ム α -ア ミ ラ ー ゼ 溶 液 2 5  μL（ 抽 出 し

た α -ア ミ ラ ー ゼ 溶 液 を 活 性 測 定 用 緩 衝 液 で 100 倍 希 釈 し た も の ） と

RA ま た は WA 溶 液 （ 1  μg/μL） 25  μL を 混 合 し ， 37°C で 30  分 間 イ ン

キ ュ ベ ー ト し た 。哺 乳 類 α -ア ミ ラ ー ゼ に お け る 1 ア ミ ラ ー ゼ 単 位（ U ）

は ， デ ン プ ン と の 反 応 （ pH 6 .9， 3  min， 20°C） で ， 1  mg の マ ル ト ー

ス を 遊 離 す る 酵 素 量 と し て 定 義 し た 。次 に ，基 質 溶 液 5 0  μL を 加 え て ，

37°C で 10 分 間 酵 素 反 応 を 行 っ た 。続 い て ，10 ％（ w/v）Tr i s 溶 液（ pH  

10 .5） 100μL を 添 加 す る こ と に よ り 酵 素 反 応 を 停 止 し ， 酵 素 反 応 に よ

り 生 成 し た 2-ク ロ ロ -4 -ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル の 405  nm に お け る 吸 光 度 を

測 定 し た 。 ミ ー ル ワ ー ム 由 来 α -ア ミ ラ ー ゼ を 酵 素 溶 液 と し て 用 い る

場 合 は ， イ ン キ ュ ベ ー ト 温 度 を 25°C に 変 更 し て 行 っ た 。  

α -ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 は ，試 料 を 含 ま な い 時 の α -ア ミ ラ ー ゼ 活 性 に

対 す る ， 試 料 を 加 え た 時 の α-ア ミ ラ ー ゼ 活 性 の 比 率 と し て ， 以 下 の

式 を 用 い て 算 出 し た 。  

 

α -ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 （ %） ＝ （ A- B） /  A ×  100  

   A ： 酵 素 溶 液 ＋ 緩 衝 液 （ 試 料 無 添 加 ）（ OD 405  nm）  

   B： 酵 素 溶 液 ＋ 試 料 溶 液 （ O D 405  nm）  

 

α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 活 性 の 測 定  

 Dahlqv is t と Ser i ら の 方 法 （ Dahlqvi s t ,  1964;  Se r i  et  a l . ,  1996） を 参

考 に ， 一 部 修 正 を 加 え て 行 っ た 。 α - グ ル コ シ ダ ー ゼ の 活 性 測 定 に は ，

150  mM NaCl 含 有 100  mM マ レ イ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6 .9 ） を 活 性 測 定 用

緩 衝 液 と し て 用 い た 。α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 基 質 と し て ，マ ル ト ー ス ・

二 水 和 物（ 136-00612，富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ，大 阪 ）を 20 0  
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mM と な る よ う 活 性 測 定 用 緩 衝 液 に 溶 解 し て 使 用 し た 。ラ ッ ト 小 腸 由

来 α-グ ル コ シ ダ ー ゼ は ，D ahlqvi s t の 方 法（ D ahlqvi s t ,  1964）を 参 考 に

抽 出 し た 。 ラ ッ ト 小 腸 ア セ ト ン 粉 末 1  g（ I1630， Sigm a - A l d r i c h ） を ，

9  倍 量 （ w/v） の 2 %（ v /v） プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ 225955，

ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 ，京 都 ）含 有 活 性 測 定 用 酸 緩 衝 液 に 懸 濁 し て ，

ポ リ ト ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー （ PT1200E， K INEMAT ICA， CHE ） を 用 い

て 均 一 化 し た 。 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 （ 20 ,000g， 10  min， 4°C） し ， 上 清

を 回 収 し て 粗 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 溶 液 と し た 。酵 素 阻 害 活 性 測 定 に は ，

活 性 測 定 用 緩 衝 液 で 5 倍 希 釈 し て 使 用 し た 。  

96 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト （ 469922， F16  POLYSORP UNFRA 

NUNC-IMMUNO MODULE ， T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c） の 各 ウ ェ ル に ，

α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 基 質 溶 液 25  μL と の 活 性 測 定 用 緩 衝 液 150  μL を 加

え た 。次 に ，RA ま た は ア カ ル ボ ー ス（ 019-22671，富 士 フ イ ル ム 和 光

純 薬 株 式 会 社 ） 溶 液 50  μL（ 1  μg /μL） と α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 溶 液 25  μL

を 加 え ， 37°C で 1 0 分 間 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 続 い て ， マ イ ク ロ プ レ ー

ト を 90 °C で 10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し ， 酵 素 反 応 を 停 止 し た 。 20  μL

の 反 応 溶 液 を 各 ウ ェ ル か ら ガ ラ ス 試 験 管 に 分 取 し ，酵 素 反 応 に よ り 生

成 し た グ ル コ ー ス の 濃 度 を ，グ ル コ ー ス CⅡ-テ ス ト ワ コ ー（ 439-90901，

富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ） を 用 い て 測 定 し た 。  

 α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 活 性 は ，試 料 を 含 ま な い 時 の α-グ ル コ シ ダ ー

ゼ 活 性 に 対 す る ， 試 料 を 加 え た 時 の α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 の 比 率 と

し て ， α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 と 同 様 に 算 出 し た 。  

 

2-2 -3  In  v i t ro  に お け る 米 ア ル ブ ミ ン の 消 化 性 の 評 価  

 Iwami ら と Akes on と Stahmann の 方 法（ Iw ami  e t  a l . ,  1986 ;  Akeson  and  

S t ahmann,  1964） を 参 考 に ， 一 部 修 正 を 加 え て 行 っ た 。 RA， WA ま た
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は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA； A7030-50G， Sigma-Ald r i ch） 100  mg を

純 水 10  mL に 懸 濁 し ， 希 塩 酸 で pH 2 に 調 整 し た 後 ， ブ タ 胃 由 来 ペ プ

シ ン （ 1 6 5 - 1 8 7 11 ， 富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ） 1  m g を 加 え て ，

37°C で 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。そ の 後 ，重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 100  mg

を 加 え て 酵 素 反 応 を 停 止 し ， さ ら に ， ブ タ 膵 臓 由 来 パ ン ク レ ア チ ン

（ A3292， Sigma-A ld r i ch） 10  mg を 加 え て ， 37 °C で 2， 4， 6 時 間 イ ン

キ ュ ベ ー ト し た 。 各 時 間 に 試 料 溶 液 50  µL を 分 取 し ， 2 ×SDS sample  

bu ffe r［ 65  mM Tr i s -HCl（ pH 6 .8）， 2 %（ w/v） SDS， 10%（ v /v） グ リ

セ ロ ー ル ，  0 .0025%（ w/v）ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ，5% 2-メ ル カ プ

ト エ タ ノ ー ル ， 20  mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ DTT ）， 全 て 富 士 フ イ ル

ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ］ 500  µL と 混 合 し た 。 そ こ に ， 純 水 450  µL を 加

え て 5 分 間 煮 沸 し ， こ の 試 料 を 用 い て SDS-PAGE を 行 っ た 。  

SDS-PAGE は ， La emm l i の 方 法 （ L a e mm l i ,  1 9 7 0 ） を 参 考 に 行 っ た 。

ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 14%（ w/v）の 分 離 ゲ ル の 使 用 し ，各 ウ ェ ル に SDS  

sample  b u ff e r と 混 合 し た 試 料 を 2 0  µ L と 分 子 質 量 マ ー カ ー （ 0 3 - 0 6 4 ，

テ フ コ 株 式 会 社 ，東 京 ）5  µL を そ れ ぞ れ ア プ ラ イ し た 。電 気 泳 動 は ，

A E - 6 5 30 P / M 型 ラ ピ ダ ス ・ ミ ニ ス ラ ブ 電 気 泳 動 槽 （ ア ト ー 株 式 会 社 ，

東 京 ）に 泳 動 用 緩 衝 液［ 25  mM Tr i s，192  mM グ リ シ ン ，0 .1%（ w/v）

SDS］を 満 た し ，10 0  mA，50  V の 定 電 圧 で 30 分 間 行 っ た 後 ，100  mA，

150  V の 定 電 圧 で 約 70 分 間 行 っ た 。 泳 動 後 ， ゲ ル を 取 り 外 し ， 固 定

液 ［ 50%（ v /v） メ タ ノ ー ル ， 10%（ v /v） 酢 酸 ］ に 40 分 間 浸 漬 し て タ

ン パ ク 質 を 固 定 し た 後 ， CBB 染 色 液 ［ 0 .025%（ w/v） ク マ シ ー ブ リ リ

ア ン ト ブ ル ー R250， 5%（ v /v） メ タ ノ ー ル ， 10%（ v /v ） 酢 酸 ］ で 一 晩

染 色 し ， 脱 色 液 ［ 12%（ v /v） メ タ ノ ー ル ， 7%（ v /v） 酢 酸 ］ で 周 辺 が

透 明 に な る ま で 脱 色 し た 。  
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2-2 -4  実 験 動 物  

 7 週 齢 の 雄 性 Wi sta r ラ ッ ト（ 日 本 エ ス エ ル シ ー 株 式 会 社 ，静 岡 ）を ，

環 境 馴 化 の た め に 試 験 前 1 週 間 予 備 飼 育 し た 。飼 料 に は CE2（ 日 本 ク

レ ア 株 式 会 社 ， 東 京 ）を 与 え ， 滅 菌 水 を 自 由 摂 取 さ せ た 。飼 育 は ，12

時 間 の 明 暗 サ イ ク ル （ 8 :00～ 20 :00） で ， 室 温 23±1°C， 湿 度 50 ％ の 環

境 下 で 行 っ た 。本 章 に お け る 全 て の 動 物 実 験 は ，日 本 大 学 生 物 資 源 科

学 部 の 動 物 実 験 ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 実 施 し た 。  

 

2-2 -5  米 ア ル ブ ミ ン の 食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制

効 果 の 検 討 （ OSTT,  OGTT）  

RA の 食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 は ， 経 口 デ

ン プ ン 負 荷 試 験（ OSTT:  Ora l  S t a rch  Tole rance  Tes t ）お よ び 経 口 グ ル コ

ー ス 負 荷 試 験 （ O GTT:  Ora l  Glucose  Tole rance  Tes t） に て 検 討 し た 。  

 試 験 前 ， ラ ッ ト を ラ ン ダ ム に 以 下 の 8 群 に 分 け た （ n=7 /群 ）： 可 溶

性 デ ン プ ン （ 9005-25-8， 富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ） 投 与 群 ，

可 溶 性 デ ン プ ン +RA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 ， 可 溶 性 デ ン プ ン +WA 200  

mg/kg 体 重 投 与 群 ，グ ル コ ー ス（ 50-99-7，富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式

会 社 ） 投 与 群 ， グ ル コ ー ス +RA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 ， グ ル コ ー ス

+RA100  mg/kg 体 重 投 与 群 ， グ ル コ ー ス +RA 50 mg/kg 体 重 投 与 群 ， グ

ル コ ー ス +WA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 。 試 験 前 に 15 時 間 絶 食 さ せ ， 試

験 直 前 に 尾 静 脈 採 血 を 行 い ，デ キ ス タ ー ZⅡ（ バ イ エ ル 薬 品 株 式 会 社 ，

DEU） に て 空 腹 時 初 期 血 糖 値 を 測 定 し た 。 採 血 後 ， 15 分 間 の 間 隔 を

あ け ， 5  mL/kg 体 重 の PBS（ 05913， 日 水 製 薬 株 式 会 社 ， 東 京 ） に 溶

解 し た ， 1  g /kg 体 重 の 可 溶 性 デ ン プ ン ま た は グ ル コ ー ス と 各 量 （ 5 0 ，

100，200  mg/kg 体 重 ）の RA ま た は WA を ，無 麻 酔 下 で ゾ ン デ（ CL-4596，

日 本 ク レ ア 株 式 会 社 ） に て 経 口 胃 内 投 与 （ 1  g の 可 溶 性 デ ン プ ン ま た
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は グ ル コ ー ス お よ び 50～ 200  mg の RA ま た は WA を 5  mL の PBS に

溶 解 し ， 5  mL/kg 体 重 と な る よ う に 投 与 ） し た 。 な お ， OSTT に お い

て は 可 溶 性 デ ン プ ン 投 与 の み 投 与 し た 群 を ，OGTT に お い て は グ ル コ

ー ス の み 投 与 し た 群 を そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル と し た 。試 料 を 投 与 し た

時 間 を 0 分 と し ， 投 与 後 ，15 分 ，3 0 分 ，45 分 ，90 分 の 時 間 に 尾 静 脈

採 血 を 行 い ，血 糖 値 を 測 定 し た 。尾 静 脈 血 は ，へ パ リ ン 処 理 さ れ た ヘ

マ ト ク リ ッ ト チ ュ ー ブ （ 22-362-566， Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c） を 用

い て 約 60  µL 採 血 し ， こ れ を 0 .6  mL チ ュ ー ブ へ 移 し て ， 遠 心 分 離

（ 1 ,300g， 10  min， 4°C ） し ， 血 漿 を 得 た 。 血 漿 は ， イ ン ス リ ン 濃 度

測 定 直 前 ま で -80 °C で 保 存 し た 。 血 漿 中 イ ン ス リ ン 濃 度 は ， レ ビ ス イ

ン ス リ ン -ラ ッ ト （ AKRIN-010， 株 式 会 社 シ バ ヤ ギ ， 群 馬 ） を 用 い て

測 定 し た 。  

糖 質 投 与 後 90 分 間 で の 血 中 総 取 込 み グ ル コ ー ス 量 を 示 す 曲 線 下 面

積 （ グ ル コ ー ス A UC:  a rea  under  t he  cu rve） お よ び ， 90 分 間 で の 血 漿

中 総 分 泌 イ ン ス リ ン 量 を 示 す 曲 線 下 面 積 （ イ ン ス リ ン AUC） は ，

Wolever と Jenk ins の 方 法 を 用 い て 算 出 し た （ Figure  1 - 2 ;  Wolever  and  

Jenkins ,  1986）。  

 

2-2 -6  統 計 解 析  

 デ ー タ は ，エ ク セ ル 統 計（ 株 式 会 社 社 会 情 報 サ ー ビ ス ，東 京 ）を 使

用 し た 一 元 配 置 分 散 分 析 （ ANOVA ） に よ っ て 分 析 し た 。 各 グ ル ー プ

間 の 比 較 は ， Tuke y-Kramer の 検 定 を 使 用 し て 行 い ， p 値 が 0 .05 以 下

の 確 率 値 を 統 計 的 有 意 な も の と し た 。  
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2-3  結 果  

 

2 -3 -1  米 ア ル ブ ミ ン と の 小 麦 ア ル ブ ミ ン の 調 製  

 RA 中 の ほ と ん ど の タ ン パ ク 質 は ， 分 子 質 量 14-16  kDa の タ ン パ ク

質 で あ る （ Feng  e t  a l . ,  1991a）。 Seph adex  G-50 カ ラ ム を 用 い た ゲ ル 濾

過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 結 果 ， 14-1 6  kDa ア ル ブ ミ ン は ， 2 番 目 の ピ

ー ク に 含 ま れ て い た （ Figure  2 -2 ,  F igu re  2 -3）。 1 番 目 の ピ ー ク は ， 高

分 子 質 量 夾 雑 タ ン パ ク 質 ， 3 番 目 の ピ ー ク は SDS-PAGE お よ び CBB

染 色 に よ っ て バ ン ド が 確 認 さ れ な か っ た こ と か ら ，核 酸 な の ど の 28 0  

nm の 波 ⾧ に 吸 光 を も つ タ ン パ ク 質 以 外 の 物 質 で あ る と 推 察 さ れ た 。2

番 目 の ピ ー ク を 凍 結 乾 燥 し て 得 ら れ た 粉 末 の タ ン パ ク 質 純 度 を ，BCA

法 に て 測 定 し た 結 果 ， 凍 結 乾 燥 粉 末 の タ ン パ ク 質 純 度 は ， 約 80-95%

で あ っ た 。 ま た ， 粉 末 は 白 色 で あ り ， 溶 液 は 透 明 ～ 淡 黄 色 を 示 し た 。

凍 結 乾 燥 粉 末 の 回 収 率 は ， 生 米 重 量 に 対 し て 約 0 .1%で あ っ た 。  

 Feng ら の 方 法（ Feng  e t  a l . ,  1991b）を 参 考 に ，WA の 調 製 を 行 っ た 。

Sephadex  G-50 カ ラ ム を 用 い た ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 結 果 ，

全 て の ピ ー ク に お い て ， 高 い ブ タ 膵 臓 α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活

性 が 観 察 さ れ た （ Figure  2 -4）。 90%以 上 の 阻 害 活 性 を 示 し た フ ラ ク シ

ョ ン 回 収 し SDS-PAGE を 行 っ た 結 果 ， 米 ア ル ブ ミ ン と 同 様 に 12-16  

kDa に 濃 い バ ン ド が 確 認 さ れ た（ Fig ure  2 -5）。哺 乳 類 由 来 α -ア ミ ラ ー

ゼ の 強 力 な 阻 害 剤 で あ る 小 麦 0 .19  α - AI の 分 子 質 量 が ，約 13 .3  kDa で

あ る こ と か ら （ Ma eda  e t  a l . ,  1985）， 回 収 し た フ ラ ク シ ョ ン 中 に は 小

麦 0 .19  α -AI が 高 濃 度 に 含 ま れ て い る と 推 察 さ れ た 。 二 つ 目 の ピ ー ク

を 凍 結 乾 燥 し て 得 ら れ た 粉 末 の タ ン パ ク 質 純 度 を ， B CA 法 に て 測 定

し た 結 果 ，凍 結 乾 燥 粉 末 の タ ン パ ク 質 純 度 は ，約 72%で あ っ た 。ま た ，

粉 末 は 白 色 で あ り ，溶 液 は 透 明 ～ 淡 黄 色 を 示 し た 。凍 結 乾 燥 粉 末 の 回
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収 率 は ， 小 麦 粉 重 量 に 対 し て 約 0 .12%で あ っ た 。  

 

2-3 -2  α-ア ミ ラ ー ゼ お よ び α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 活 性 の 測 定  

種 々 の α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る RA お よ び WA の 阻 害 活 性 を Tab le  2 -1

に 示 す 。 WA は ， ブ タ 膵 臓 （ 98 .5%）， ヒ ト 唾 液 （ 90 .5%） お よ び ミ ー

ル ワ ー ム 由 来 （ 98 . 5%） の α-ア ミ ラ ー ゼ の 活 性 を 強 力 に 阻 害 し た 。 一

方 で ， RA は ， ミ ー ル ワ ー ム 由 来 α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て の み 阻 害 活 性

を 示 し（ 97 .6%），哺 乳 類 由 来 α -ア ミ ラ ー ゼ の 活 性 を 阻 害 し な か っ た 。  

ラ ッ ト の α-グ ル コ シ ダ ー ゼ に 対 す る RA お よ び ア カ ル ボ ー ス の 阻

害 活 性 を Tab le  2 -2 に 示 す 。 ア カ ル ボ ー ス は ， α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性

を 強 力 に 阻 害 （ 94 .5%） し た の に 対 し ， RA は 阻 害 活 性 を 示 さ な か っ

た 。  

 

2-3 -3  In  v i t ro  に お け る 米 ア ル ブ ミ ン の 消 化 性 の 評 価  

In  v i t ro  に お け る RA，WA お よ び カ ゼ イ ン の ，ペ プ シ ン お よ び パ ン

ク レ ア チ ン に よ る 消 化 性 を 比 較 し た 結 果 を Figure  2 -6 に 示 す 。 RA に

お い て は ， 15-16  k Da の バ ン ド は ペ プ シ ン 処 理 に よ っ て 消 失 し た が ，

14  kDa の バ ン ド は パ ン ク レ ア チ ン で 6 時 間 処 理 後 も 残 存 し た 。WA に

お い て は ， 14  kDa よ り 小 さ い バ ン ド が ペ プ シ ン で 処 理 す る こ と に よ

っ て 部 分 的 に 分 解 さ れ ，パ ン ク レ ア チ ン で 2 時 間 処 理 す る こ と に よ り

完 全 に 消 失 し た 。 14  kDa の バ ン ド は ， パ ン ク レ ア チ ン で 6 時 間 処 理

後 も 残 存 し た 。ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル で あ る カ ゼ イ ン は ，ペ プ シ ン

で 2 時 間 お よ び パ ン ク レ ア チ ン で 2 時 間 処 理 す る こ と で ，バ ン ド が 完

全 に 消 失 し た 。  

 

2-3 -4  経 口 デ ン プ ン 負 荷 試 験 （ OSTT）  
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Wista r ラ ッ ト へ の OSTT に お け る ， RA お よ び WA 投 与 後 の 血 糖 値

お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を 測 定 し た 結 果 を Fi g u r e  2 - 7 に 示 す 。

コ ン ト ロ ー ル 群 に お い て ，血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は ，デ ン プ

ン 投 与 後 15 分 で ピ ー ク に 達 し ， 時 間 経 過 と と も に 空 腹 時 の レ ベ ル に

戻 っ た 。 デ ン プ ン と 2 0 0  m g / k g 体 重 の R A ま た は WA の 同 時 投 与 は ，

デ ン プ ン 摂 取 後 の ピ ー ク 時 の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 を 有 意

に 減 少 さ せ た （ Fi gure  2 -7  A お よ び C）。 投 与 後 15 分 で の 血 糖 値 は そ

れ ぞ れ ， コ ン ト ロ ー ル 群 で 144±6  mg/dL，RA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 で

127±4 mg/dL， WA 200 mg/kg 体 重 投 与 群 で 130±2 mg/dL で あ っ た 。 投

与 後 15 分 で の 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は そ れ ぞ れ ， コ ン ト ロ ー ル 群 で

2 .56±0 .49  ng /mL，RA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 で 1 .33±0 .29  ng /mL，WA 200  

mg/kg 体 重 投 与 群 で 1 .60±0 .12  ng/mL で あ っ た 。RA お よ び WA 投 与 群

に お け る グ ル コ ー ス AUC は ， コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て ， そ れ ぞ れ

66%お よ び 75%に ま で 減 少 し た （ Fi gure  2 -7  B）。 さ ら に ， RA お よ び

WA 投 与 群 に お け る イ ン ス リ ン AU C は ，コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て ，

そ れ ぞ れ 66%お よ び 55%に ま で 減 少 し た （ Figure  2 -7  D）。  

 

2-3 -5  経 口 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 （ OGTT）  

Wista r ラ ッ ト へ の OGTT に お け る ， RA お よ び WA 投 与 後 の 血 糖 値

お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を 測 定 し た 結 果 を Fi g u r e  2 - 8 に 示 す 。

コ ン ト ロ ー ル 群 に お い て ，血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は ，グ ル コ

ー ス 投 与 後 15 分 で ピ ー ク に 達 し ， 時 間 経 過 と と も に 空 腹 時 の レ ベ ル

に 戻 っ た 。 グ ル コ ー ス と RA 50-200  mg/kg 体 重 ま た は WA 200  mg/kg

体 重 と の 同 時 投 与 は ，ピ ー ク 時 に お け る 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン

値 を 有 意 に 減 少 さ せ た （ Figure  2 -8  A お よ び C）。 投 与 後 15 分 で の 血

糖 値 は そ れ ぞ れ ， コ ン ト ロ ー ル 群 が 157±7  mg/dL，RA 200 mg/kg 体 重
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投 与 群 が 137±4  mg/dL，WA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 が 136±4  mg/dL で あ

っ た 。 RA 50， 100 ， 200  mg/kg 体 重 投 与 群 に お け る グ ル コ ー ス AUC

は ，コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て ，投 与 量 依 存 的 に そ れ ぞ れ 92%，66%，

51%に ま で 減 少 し た （ Figure  2 -8  B）。 WA 投 与 群 に お け る グ ル コ ー ス

AUC が コ ン ト ロ ー ル 群 の 89%で あ っ た こ と か ら ，RA の 血 糖 値 上 昇 抑

制 効 果 は ， WA よ り も 高 い こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に ， 全 て の

RA 群 に お い て ， グ ル コ ー ス 投 与 後 15-90 分 の 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は ，

コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 低 下 し た 。 一 方 で ， WA 投 与 群 の 血 漿 イ ン

ス リ ン 値 は ，グ ル コ ー ス 負 荷 後 45 分 お よ び 90 分 で わ ず か に 減 少 す る

の み で あ っ た 。 投 与 後 15 分 で の 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は ， コ ン ト ロ ー ル

群 で 2 .73±0 .59  ng /mL， R A 2 0 0  m g /k g 体 重 投 与 群 で 2 . 0 7± 0 . 3 9  n g /m L ，

WA 200  mg/kg  体 重 投 与 群 で 2 .35±0 .16  ng /mL で あ っ た 。RA 50，100，

200 mg/kg 体 重 投 与 群 に お け る イ ン ス リ ン AUC は ， そ れ ぞ れ コ ン ト

ロ ー ル 群 の 66%， 56%， 49%に ま で 減 少 し た 。 RA 200  mg/kg 体 重 投 与

群 に お い て は ，同 じ 投 与 量 の  WA 投 与 群 の 64%よ り 低 か っ た（ Figure  

2 -8  D）。  
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F igu re  2 -2 .  Sephadex  G-50  ge l - f i l t r a t i on  ch romatogram o f  0 -40% 

(NH 4 ) 2 SO 4  f r ac t i on  i n  RA.  
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F igu re  2 -3 .  SDS-PAGE of  RA separa t ed  by  Sephadex  G- 50 ge l - f i l t r a t i on  

ch romatography.  M,  molecul a r-mass  marker ;  l ane  1 ,  c r ude  RA;  l ane  2 ,  

peak  1 ;  l ane  3 ,  pea k  2 ;  l ane  4 ,  peak  3 .  
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F igu re  2 -4 .  Sepha dex  G-50  ge l - f i l t r a t i on  ch romatogra m and  po rc ine  

pancreas  α -amylase  i nh ib i t o ry  ac t i v i t y  o f  0 -40% (NH 4 ) 2 SO 4  f r ac t i on  i n  

WA.  
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F igu re  2 -5 .  SDS-PAGE of  WA separa t ed  by  Sephadex  G-50 ge l - f i l t r a t ion  

ch romatography.  M,  molecu l a r-mass  marker ;  l ane  1 ,  WA.  
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 Table  2 -1 .  Inh ib i to ry  ac t iv i t y  o f  RA and  WA aga ins t  α -amylase  o f  

va r ious  o r ig ins .  

 

Each  va lue  i s  t he  mean  o f  3  exper imen t s  wi th  SE ,  n .d . ,  no t  de t ec t ed .  

  

α-Amylase inhibitory activity (%)

Porcine
pancreas

Human
saliva

Mealworm
(Tenebrio molitor )

RA n.d. n.d. 97.6±0.1

WA 98.5±0.1 90.5±1.3 98.5±0.0
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Tab le  2 -2 .  Inh ib i to ry  ac t i v i t y  o f  RA a nd  Acarbose  aga ins t  r a t  i n t e s t ina l  

α -g lucos idase .  

 

Each  va lue  i s  t he  mean  o f  3  exper imen t s  wi th  SE ,  n .d . ,  no t  de t ec t ed .  

  

α-Glucosidase inhibitory activity (%)

RA n.d.

Acarbose 94.5±0.3
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F igu re  2 -6 .  In  v i t ro  d iges t i b i l i t y  o f  RA (A) ,  WA (B) ,  and  case in  (C;  

nega t ive  con t ro l )  shown  by  SDS-PAGE.  M,  molecu l a r-mass  marker ;  l ane  1 ,  

non- t r ea tmen t ;  l ane  2 ,  peps in  t r ea tmen t  fo r  2  h ;  l ane  3 ,  peps in  t r ea tmen t  

fo r  2  h  and  pancrea t i n  t r ea tment  fo r  2  h ;  l ane  4 ,  peps in  t r ea tment  fo r  2  h  

and  pancrea t i n  t r ea tmen t  fo r  4  h ;  l ane  5 ,  peps in  t r ea tmen t  fo r  2  h  and  

pancrea t i n  t r ea tmen t  fo r  6  h .  
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F igu re  2 -6 .  E ffec t s  o f  RA and  WA on  b lood  g lucose  l eve l  (A) ,  g lucose  

AUC (B)  p l asma  insu l in  l eve l  (C ) ,  and  i n su l in  AUC (D)  a f t e r  t he  o ra l  

s t a rch  t o l e rance  t e s t  (OSTT)  on  Wis t a r  r a t s .  Va lues  wi th  d i ff e ren t  l e t t e r s  

a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  vs .  cont ro l  g roup  by  

Tukey-Kramer ’s  t e s t .  Each  va lue  i s  t he  mean  o f  7  an imal s  wi th  SE  shown  

as  a  ve r t i ca l  ba r.   
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F igu re  2 -7 .  E ffec t s  o f  RA and  WA on  b lood  g lucose  l eve l  (A) ,  g lucose  

AUC (B)  p l asma  insu l in  l eve l  (C ) ,  and  i n su l in  AUC (D)  a f t e r  t he  o ra l  

g lucose  t o l e rance  t e s t  (OGTT)  on  Wis t a r  r a t s .  Va lues  wi th  d i ff e r en t  

l e t t e r s  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  vs .  cont ro l  g roup  by  

Tukey-Kramer ’s  t e s t .  Each  va lue  i s  t he  mean  o f  7  an imal s  wi th  SE  shown  

as  a  ve r t i ca l  ba r.  
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2-4  考 察  

 

糖 質 摂 取 時 の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 を 予 防 す る 有

効 な 方 法 の 一 つ は ， 消 化 管 に お け る α-ア ミ ラ ー ゼ や α-グ ル コ シ ダ ー

ゼ の 活 性 を 阻 害 し 吸 収 可 能 な グ ル コ ー ス へ の 分 解 を 抑 制 す る こ と で

あ る 。 そ の た め ， α-AI で あ る  WA の デ ン プ ン 負 荷 に お け る 食 後 の 血

糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 抑 制 効 果 は ，こ れ ま で に も 研 究 さ

れ て い る （ Kodam a e t  a l . ,  2005 ;  Lank isch  e t  a l . ,  1998 ;  P lus  and  Keup ,  

1973）。 そ こ で ， RA に お い て も WA 同 様 に α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻

害 活 性 を 有 す る の か 否 か ，哺 乳 類 と し て ヒ ト 唾 液 と ブ タ 膵 臓 由 来 ，昆

虫 と し て ， RA に よ り 活 性 が 阻 害 さ れ る こ と が 既 に 報 告 さ れ て い る ミ

ー ル ワ ー ム 由 来 の α-ア ミ ラ ー ゼ を 用 い て ，RA の 阻 害 活 性 を 評 価 し た 。

ま た ，α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 を 示 さ な く と も ，α-グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害

活 性 を 有 す る こ と も 考 え ら れ る こ と か ら ， ラ ッ ト 小 腸 由 来 α -グ ル コ

シ ダ ー ゼ を 用 い て ， RA の 阻 害 活 性 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 ， RA は ミ

ー ル ワ ー ム 由 来 の α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て は 強 力 な 阻 害 活 性 を 示 し た

も の の ， 哺 乳 類 由 来 の α -ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て は 阻 害 活 性 を 示 さ な か

っ た （ Tab le  2 -1）。 さ ら に ， RA は α-グ ル コ シ ダ ー ゼ に 対 し て も 同 様

に 阻 害 活 性 を 示 さ な か っ た（ Tab le  2 -2）。こ れ ら の 結 果 か ら ，RA に お

い て は ，WA の よ う な 糖 質 分 解 酵 素 の 阻 害 に よ る 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ

ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 が 望 め な い こ と が 示 唆 さ れ た 。  

糖 質 摂 取 時 の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 を 予 防 す る そ

の 他 の 方 法 と し て は ，小 腸 か ら の グ ル コ ー ス の 吸 収 を 抑 制 ま た は 遅 延

さ せ る こ と が 挙 げ ら れ ，小 腸 に お い て グ ル コ ー ス の 吸 収 を 抑 制 す る 物

質 と し て は ， 水 溶 性 食 物 繊 維 が 知 ら れ て い る （ J e n k i n s  e t  a l . ,  1 9 7 8 ）。

食 物 繊 維 は ，一 般 的 に 難 消 化 性 の 多 糖 を 指 す が ，タ ン パ ク 質 に も 難 消
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化 性 の も の が あ る 。そ れ ら は レ ジ ス タ ン ト プ ロ テ イ ン と も 呼 ば れ ，大

豆 ，ソ バ お よ び 米 の 疎 水 性 タ ン パ ク 質 は ，生 体 内 の 消 化 酵 素 で 分 解 さ

れ に く く ，高 分 子 の ま ま 消 化 管 内 に 到 達 し ，脂 質 を 吸 着 す る こ と で そ

の 吸 収 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Sugano  e t  a l . ,  1988;  

Kayash i t a  e t  a l . ,  1997;  Yang  e t  a l . ,  2007）。 し か し な が ら ， 水 溶 性 タ ン

パ ク 質 に よ る 糖 質 の 吸 収 阻 害 に 関 す る 報 告 は ほ と ん ど な い 。 そ こ で ，

RA が 哺 乳 類 の タ ン パ ク 質 消 化 酵 素 に 対 し て 耐 性 を 有 す る の か 検 討 し

た 。哺 乳 類 に お け る タ ン パ ク 質 の 消 化 は ，ま ず ，強 酸 性 下 で 胃 液 に 含

ま れ る ペ プ シ ン に よ り 行 わ れ ，続 い て ，中 性 ～ 弱 ア ル カ リ 性 下 で 膵 液

に 含 ま れ る ト リ プ シ ン や キ モ ト リ プ シ ン に よ っ て 連 続 的 に 行 わ れ る 。

そ こ で ， 生 体 内 の 条 件 に よ り 近 づ け る た め ， RA に ペ プ シ ン や 膵 液 の

乾 固 物 で あ る パ ン ク レ ア チ ン を 連 続 的 に 作 用 さ せ た 。 そ の 結 果 ， RA

は ， ペ プ シ ン で 2 時 間 ， パ ン ク レ ア チ ン で 6 時 間 処 理 し て も 14  kDa

の バ ン ド が 残 存 し ，消 化 耐 性 の 高 い タ ン パ ク 質（ ま た は ペ プ チ ド ）が

存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ た（ Fig ure  2 -6）。こ の こ と か ら ，RA は ，

WA の よ う な α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 に よ る 血 糖 値 上 昇 抑 制 作 用 は 示 さ な

い も の の ，消 化 耐 性 を も つ こ と に よ り 高 分 子 の ま ま 小 腸 に 達 す る こ と

で ，食 物 繊 維 の よ う な グ ル コ ー ス の 吸 着 ・ 排 出 促 進 に よ る 効 果 で ，血

糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ た 。  

ま た ， α-A I に お い て は ， そ の 特 性 か ら ， マ ル ト ー ス や グ ル コ ー ス

と い っ た ニ 糖 以 下 の 糖 を 摂 取 し た 場 合 に は ，血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス

リ ン 値 の 上 昇 を 抑 制 す る こ と は で き な い が ，糖 の 吸 着・排 出 促 進 と い

っ た メ カ ニ ズ ム で あ れ ば ，摂 取 す る 糖 質 の 種 類 に 関 係 な く ，い か な る

糖 を 摂 取 し た 場 合 に お い て も 血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 で き る 可 能 性 が あ

る 。 そ こ で ， RA を 用 い て ， Wis ta r ラ ッ ト に OSTT お よ び OGTT を 行

っ た 。 OSTT の 結 果 ， デ ン プ ン の み を 投 与 し た コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ
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て ， 食 後 血 糖 値 と 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 が 有 意 に 抑 制 さ れ た

（ Figure  2 -7）。ま た グ ル コ ー ス AU C お よ び イ ン ス リ ン AUC に お い て

は ， R A 投 与 群 は コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ 減 少 傾 向 を 示 し た 。 さ ら に ，

OGTT の 結 果 ， グ ル コ ー ス と 共 に RA を 投 与 し た 場 合 に お い て も ， グ

ル コ ー ス の み を 投 与 し た コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ て ，食 後 の 血 糖 値 と 血

漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 が 有 意 に 抑 制 さ れ た （ Figure  2 -8 ）。 ま た ， グ ル

コ ー ス AUC お よ び イ ン ス リ ン AU C に お い て も ， R A 投 与 群 は コ ン ト

ロ ー ル 群 と 比 べ 減 少 傾 向 を 示 し た 。  

以 上 ， 本 研 究 の 結 果 は ， RA が デ ン プ ン ば か り で な く グ ル コ ー ス を

投 与 し た 場 合 に お い て も ，食 後 の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上

昇 を 抑 制 し ，糖 尿 病 の 予 防 に 有 効 な 機 能 食 品 素 材 と な り う る こ と を は

じ め て 見 出 し た 。 ま た ， そ の 効 果 は ， WA の よ う な 糖 質 分 解 酵 素 の 阻

害 と は 異 な る メ カ ニ ズ ム で あ る こ と を 明 ら か に し た（ Ina  e t  a l . ,  2016）。 
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第 3 章  米 ア ル ブ ミ ン の 食 物 繊 維 様 作 用 の 評 価  

 

3 -1  緒 言  

 

 糖 尿 病 の 予 防 と 治 療 に は ，食 後 の 血 糖 値 お よ び イ ン ス リ ン 値 の 管 理

が 重 要 で あ る 。食 物 繊 維 の 摂 取 は ，食 後 の 血 糖 値 上 昇 を 抑 制 し ，過 剰

な イ ン ス リ ン の 分 泌 を 抑 制 す る（ An derson  et  a l . ,  1995;  L i l j ebe rg  e t  a l . ,  

1996 ;  Yokoyama e t  a l . ,  1997）。そ の た め ，食 物 繊 維 の 継 続 的 な 摂 取 は ，

イ ン ス リ ン 感 受 性 を 亢 進 し ， 糖 尿 病 予 防 へ の 効 果 が 期 待 さ れ て い る

（ Schu lze  e t  a l . ,  2004;  Laf rance  e t  a l . ,  1998 ;  Rodr ı ́ guez -Morán  et  a l . ,  

1998）。 食 物 繊 維 に よ る 血 糖 値 上 昇 抑 制 メ カ ニ ズ ム は ， 大 き く 分 け て

二 つ あ り ， 一 つ は ， 糖 の 消 化 管 内 で の 滞 留 時 間 を 延 ⾧ す る こ と

（ Jenk ins  et  a l . ,  1978）， も う 一 つ は ， 糖 の 消 化 管 内 で の 拡 散 を 抑 制 す

る こ と で あ る と 考 え ら れ て い る （ Ou  e t  a l . ,  2001）。 い ず れ の メ カ ニ ズ

ム も 食 物 繊 維 に よ る 糖 の 吸 着 に 起 因 す る も の で あ る と 考 え ら れ て い

る 。  

 一 方 で ，い く つ か の 食 品 由 来 の タ ン パ ク 質 は ，食 物 繊 維 様 の 効 果 を

有 す る こ と が 知 ら れ て い る （ N agaoka  e t  a l . ,  2001 ;  Suga no  e t  a l . ,  1988;  

Kayash i t a  e t  a l . ,  1997;  Yang  e t  a l . ,  2007）。 し か し な が ら ， こ れ ら 食 品

タ ン パ ク 質 の 食 物 繊 維 様 の 効 果 に つ い て の 報 告 は ，血 清 コ レ ス テ ロ ー

ル 低 下 効 果 や 血 清 中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 効 果 と い っ た 脂 質 代 謝 に 関 わ る

も の が ほ と ん ど で あ り ，食 後 の 血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 と い っ た 糖 代 謝 へ

の 影 響 に つ い て は 検 討 さ れ て い な い 。  

前 章 に お い て ， RA が 食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制

効 果 を 有 し ，糖 尿 病 の 予 防 に 有 効 な 機 能 性 食 品 素 材 で あ る こ と 示 唆 し

て き た （ Ina  e t  a l . ,  2016）。 し か し な が ら ， RA は WA と 異 な り ， 哺 乳
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類 の α-ア ミ ラ ー ゼ の 活 性 を 阻 害 せ ず ， デ ン プ ン 投 与 時 だ け で な く ，

グ ル コ ー ス 投 与 時 に お い て も ，血 糖 値 お よ び イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効

果 を 示 す な ど ，そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム は ，こ れ ま で に 報 告 が あ る 穀 類 ア

ル ブ ミ ン と は 異 な っ て い る と 考 え ら れ た 。ま た ，哺 乳 類 の タ ン パ ク 質

消 化 酵 素 に 対 し て 強 力 な 消 化 耐 性 を 示 し た こ と か ら ，そ の メ カ ニ ズ ム

と し て ，高 分 子 の ま ま 腸 管 に 到 達 す る こ と で ，食 物 繊 維 様 の 効 果 を 有

す る 可 能 性 が 見 出 さ れ た 。  

そ こ で 本 章 で は ， RA の 食 後 血 糖 値 お よ び イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効

果 が ， そ の 食 物 繊 維 様 の 作 用 に よ る も の か 検 討 し た 。 ま ず ， RA が 消

化 管 内 で 作 用 す る の か 否 か を 検 討 す る た め ，腹 腔 に グ ル コ ー ス を 注 入

し ， 消 化 管 を 経 由 せ ず に 直 接 血 糖 値 の 上 昇 を 誘 発 す る こ と が 可 能 な ，

腹 腔 内 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 を 行 っ た 。 次 に ， RA の グ ル コ ー ス 吸 着 お

よ び 拡 散 抑 制 効 果 に つ い て i n  v i t ro の 系 に て 評 価 し た 。 ま た ， RA 中

の 難 消 化 性 タ ン パ ク 質（ ま た は ペ プ チ ド ）の 消 化 耐 性 を 分 子 レ ベ ル で

明 ら か に す る た め ，質 量 分 析 計 を 用 い て 難 消 化 性 タ ン パ ク 質（ ま た は

ペ プ チ ド ）の 同 定 を 試 み ，タ ン パ ク 質 構 造 モ デ リ ン グ サ ー バ ー を 用 い

て 構 造 解 析 を 行 っ た 。  
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3-2  実 験 材 料 と 方 法  

 

3-2 -1  実 験 動 物  

 実 験 動 物 で あ る Wista r ラ ッ ト の 飼 育 は ，2-2 -4 と 同 じ 条 件 で 行 っ た 。

本 章 に お け る 全 て の 動 物 実 験 は ，日 本 大 学 生 物 資 源 科 学 部 の 動 物 実 験

ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 実 施 し た （ 承 認 番 号 ： AP14B004）。  

 

3-2 -2  米 ア ル ブ ミ ン の 腹 腔 内 グ ル コ ー ス 投 与 後 の 血 糖 値 お よ び 血 漿

イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 の 検 討 （ IPGTT）  

 RA の 腹 腔 内 グ ル コ ー ス 投 与 後 の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上

昇 抑 制 効 果 は ， 腹 腔 内 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 （ IPG TT:  In t rape r i t onea l  

Glucose  To le rance  Tes t） に て 評 価 し た 。 試 験 前 ， ラ ッ ト を ラ ン ダ ム に

以 下 の 2 群 に 分 け た （ n=9 / 群 ）： グ ル コ ー ス ＋ PBS 投 与 群 ， グ ル コ ー

ス ＋ RA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 。 な お ， グ ル コ ー ス ＋ PBS 投 与 群 を コ

ン ト ロ ー ル 群 と し た 。 試 験 前 に 15 時 間 絶 食 さ せ ， 試 験 直 前 に 尾 静 脈

採 血 を 行 い ， ア セ ン シ ア ブ リ ー ズ 2（ バ イ エ ル 薬 品 株 式 会 社 ） に て 空

腹 時 初 期 血 糖 値 を 測 定 し た 。採 血 後 ，5  mL の PBS に 溶 解 し た 200  mg  

RA を 5  mL /kg 体 重 と な る よ う に ，無 麻 酔 下 で ゾ ン デ に て 経 口 胃 内 投

与 し た 。RA を 含 ま な い PBS の み を 経 口 胃 内 投 与 し た 群 を コ ン ト ロ ー

ル と し た 。 経 口 胃 内 投 与 し た 時 間 を -15 分 と し ， 15 分 後 （ 0 分 ） に 尾

静 脈 採 血 を 行 い ，血 糖 値 を 測 定 し た 後 ，5  mL の PBS に グ ル コ ー ス 1  g

を 溶 解 し た 溶 液 を 5  mL/kg 体 重 と な る よ う に 腹 腔 内 注 射 に て 投 与 し

た 。 投 与 後 ， 15 分 ， 30 分 ， 45 分 ， 9 0 分 の 時 間 に 尾 静 脈 採 血 を 行 い ，

血 糖 値 を 測 定 し た 。 以 降 ， 2-2 -5 と 同 じ 方 法 で ， 血 漿 中 イ ン ス リ ン 濃

度 の 測 定 と 曲 線 下 面 積 の 算 出 を 行 っ た 。  
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3-2 -3  In  v i t ro  に お け る 米 ア ル ブ ミ ン の グ ル コ ー ス 吸 着 能 の 評 価  

Ou ら の 方 法（ Ou e t  a l . ,  2001）を 参 考 に ，一 部 修 正 を 加 え て 行 っ た 。

透 析 ユ ニ ッ ト の 上 部 チ ャ ン バ ー （ Sl ide -A-Lyze r  MIN I Dia lys i s  Un i t  

3 .5K MWCO， 69550， Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c） の 中 に ， 8  mg/mL の 濃

度 と な る よ う 純 水 に 溶 解 し た RA ， カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス

（ CMC ； C4888 ， Sigma-Ald r i ch ） ま た は ， グ ァ ー ガ ム （ G4129 ，

Sigma-Ald r i ch） 溶 液 125  µL と ， 200  mM グ ル コ ー ス 溶 液 125  µL を 加

え て よ く 混 合 し た 。 こ の 混 合 液 を 含 ん だ 上 部 チ ャ ン バ ー を 2  mL の 純

水 で 満 た し た 下 部 チ ャ ン バ ー に 浸 し ，37°C，100 回 /min の 振 と う 下 で

透 析 を 行 っ た 。 透 析 開 始 か ら 30 ， 60， 90， 120， 150 分 後 に 20  µL の

透 析 外 液 を 分 取 し ，透 析 外 液 中 の グ ル コ ー ス 量 を グ ル コ ー ス CⅡ-テ ス

ト ワ コ ー を 用 い て 測 定 し た 。  

 

3-2 -4  質 量 分 析 計（ LC/MS/MS）を 用 い た 難 消 化 性 米 ア ル ブ ミ ン の 同

定  

二 次 元 電 気 泳 動  

2-2 -3 の 方 法 を 用 い て ，RA を ペ プ シ ン で 2 時 間 ，パ ン ク レ ア チ ン で

6 時 間 酵 素 反 応 さ せ た 後 ， 80°C で 1 0 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 酵 素 反

応 を 停 止 し た 。こ の 溶 液 を 純 水 に 対 し て 透 析 を 行 い 低 分 子 ペ プ チ ド と

塩 を 除 去 し た 後 ， 凍 結 乾 燥 を 行 い ， 難 消 化 性 RA 粉 末 を 得 た 。  

難 消 化 性 RA 粉 末 10  µg を ，0 .5%（ v /v）ZOOM  Car r i e r  Ampho ly t es  pH  

3 -10（ Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c）， 0 .02%（ w/v） ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル

ー 含 有 60  mM Tr i s -HCl  緩 衝 液（ pH 8 .8）155  µL に 溶 解 し ，ZOOM IPG 

Runner  Casse t t e（ T hermo  F ishe r  Sc i en t i f i c）に 満 た し た 。ZOOM  s t r i p  pH  

3 -10NL（ Thermo  F ishe r  Sc i en t i f i c） を 取 り 付 け て ゲ ル を 1 時 間 膨 潤 し

た 後 ， ZOOM IPGRunner  Mini -Ce l l（ Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c） を 用 い
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て ， 175  V で 20 分 間 ， 175  V-2000 V で 45 分 間 ， 2000  V で 60 分 間 の

条 件 で 等 電 点 電 気 泳 動 を 行 っ た 。  

泳 動 後 ， ス ト リ ッ プ ゲ ル を ， SDS 化 溶 液 ［ 3  M 尿 素 ， 10%（ w/v）

グ リ セ ロ ー ル ， 1%（ w/v） SDS， 50  mM DTT， 0 .02%（ w /v） ブ ロ ム フ

ェ ノ ー ル ブ ル ー 含 有 18 .66  mM Tr i s -HCl 緩 衝 液 （ pH 8 .8）］ 5  mL に 15

分 浸 漬 し て SDS 化 し た 後 ， ア ル キ ル 化 溶 液 ［ 3  M 尿 素 ， 10%（ w/v）

グ リ セ ロ ー ル ，1%（ w/v）SDS，50  mM ア ク リ ル ア ミ ド ，0 .02%（ w/v）

ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 含 有 18 .66  mM Tr i s -HCl 緩 衝 液（ pH 8 .8）］5  mL

に 15 分 浸 漬 し て ア ル キ ル 化 し た 。 ス ト リ ッ プ ゲ ル を NuPAGE 4-12% 

Bi s -Tr i s  ZOOM Gel s ,  1 .0  mm,  IPG wel l（ Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c） の 上

に セ ッ ト し て ， 2 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 二 つ の ゲ ル を 固 定 し た 。 こ の ゲ

ル を ， XCel l  Su reLock Mini -Ce l l（ Th ermo F i she r  Sc i en t i f i c） に セ ッ ト

し ， NuPAGE MES SDS Runn ing  Buffe r（ Thermo  F i she r  Sc i en t i f i c） を 満

た し て ，200  V で 4 5 分 間 の 条 件 で SDS-PAGE を 行 っ た 。泳 動 終 了 後 ，

2-2 -3 と 同 様 の 操 作 で CBB 染 色 を 行 っ た 。  

 

ゲ ル 内 ト リ プ シ ン 消 化  

CBB 染 色 し た ゲ ル を OHP フ ィ ル ム（ VF-5，コ ク ヨ 株 式 会 社 ，大 阪 ）

の 上 に 乗 せ ，メ ス に よ り 各 ス ポ ッ ト を 1  mm 角 の 立 方 体 に 切 り 出 し た 。

ゲ ル 片 を ス ポ ッ ト ご と に 各 チ ュ ー ブ に 移 し ， 脱 色 液 ［ 30% （ v /v ） ア

セ ト ニ ト リ ル 含 有 25  mM 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 ］100  μL を 加 え て ，

室 温 で 10 分 間 振 と う し た 。 チ ュ ー ブ か ら 脱 色 液 を 取 り 除 き ， ゲ ル 片

か ら CBB 染 色 液 の 色 が 完 全 に 抜 け る ま で こ の 操 作 を 繰 り 返 し た 。  

チ ュ ー ブ か ら 脱 色 液 を 取 り 除 き ， ゲ ル 片 を 真 空 乾 燥 （ CVE-200D ，

東 京 理 化 器 械 株 式 会 社 ， 東 京 ） し た 。 続 い て ，チ ュ ー ブ に 還 元 液 （ 10  

mM DTT 含 有 25  m M 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ 溶 液 ） 100  μL を 加 え ， 56 °C で
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60 分 間 振 と う し た 。 還 元 液 を 取 り 除 き ， 洗 浄 液 （ 25  mM 重 炭 酸 ア ン

モ ニ ウ ム ） 100  μL を 加 え ， 室 温 で 1 0 分 間 振 と う し た 。 さ ら に ， ア ル

キ ル 化 液 （ 55  mM ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 含 有 25  mM 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ

ム 溶 液 ） 100  μL を 加 え て ， 室 温 で 4 5 分 間 振 と う し て 還 元 ア ル キ ル 化

し た 。 洗 浄 液 と ア ル キ ル 化 液 の 混 合 液 を 取 り 除 き ， 100  μL の 洗 浄 液

を 加 え て ，室 温 で 10 分 間 振 と う し た 。脱 水 液 200  μL を 加 え ，室 温 で

10 分 間 振 と う し た 後 ， 脱 水 液 を 取 り 除 き ， ゲ ル 片 を 真 空 乾 燥 し た 。  

そ し て ， ト リ プ シ ン 溶 液 ［ 10  µg/mL Sequenc ing  Grade  Modi f i ed  

Tryps in（ V5111 ， Promega， USA） 含 有 50  mM 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶

液 ］ 30  μL を 加 え ， 氷 上 に 30 分 間 静 置 し た 後 ， 余 分 な ト リ プ シ ン 溶

液 を 取 り 除 き ， 37 °C で 一 晩 ト リ プ シ ン 消 化 を 行 っ た 。 続 い て ， 抽 出

液 ［ 50%（ v /v） ア セ ト ニ ト リ ル 含 有 5%（ v /v ） ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ］ 50  

μL を 加 え ，室 温 で 30 分 間 振 と う し た 後 ，抽 出 液 を 別 の チ ュ ー ブ に 回

収 し た 。ゲ ル 片 の 入 っ た チ ュ ー ブ に ，さ ら に 抽 出 液 25  μL を 加 え ，室

温 で 30 分 間 振 と う し た 後 ， 先 ほ ど 抽 出 液 を 回 収 し た チ ュ ー ブ に ， 抽

出 液 を さ ら に 回 収 し ，90 分 間 真 空 乾 燥 し た 。こ の チ ュ ー ブ へ 0 .1%（ v /v）

ギ 酸 溶 液 13  μL を 加 え ， ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 良 く 撹 拌 し た 後 ，

溶 液 12  μL を 新 し い チ ュ ー ブ へ 回 収 し た 。こ の 溶 液 を LC/MS/MS 用 の

試 料 と し た 。  

 

LC/MS/MS 分 析  

LC/MS/MS 分 析 は ， nano-LC エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 源 （ エ ー

エ ム ア ー ル 株 式 会 社 ， 東 京 ） を 備 え た キ ャ ピ ラ リ ー H PLC シ ス テ ム

（ Parad igm MS4，Michrom Bio resources，USA）と 接 続 し た LC-Dec a  XP

イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 計（ Thermo  F innigan，USA）を 使 用 し て 行 っ

た 。  
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ペ プ チ ド は ，試 料 10  µL を ペ プ チ ド 分 離 カ ラ ム（ L -co lumn Micro  C18，

φ0 .2×50  mm，化 学 物 質 評 価 研 究 機 構 ，東 京 ）に 注 入 し ，流 速 1 .5  μL/min，

ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 5-80%の 直 線 勾 配 で ， 移 動 相 A［ 2％ （ v /v） ア セ

ト ニ ト リ ル ， 0 .1 ％ （ v /v） ギ 酸 ］ お よ び 移 動 相 B［ 90 ％ （ v /v） ア セ ト

ニ ト リ ル ， 0 .1％ （ v/v） ギ 酸 ］ に よ っ て ， 30 分 以 上 の 間 隔 を あ け て 分

離 ・ 溶 出 さ れ た 。溶 出 さ れ た ペ プ チ ド は ，エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン

化 源 に 直 接 注 入 さ れ ，イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 計 で 検 出 さ れ た 。得 ら

れ た MS/MS デ ー タ は ， 実 験 デ ー タ と 既 知 の タ ン パ ク 質 配 列 か ら 得 ら

れ た 理 論 ス ペ ク ト ル と の 相 関 を 可 能 に す る SEQUEST（ Bioworks  v3 .2，

Thermo F i she r  Sc i en t i f i c）に よ っ て 分 析 さ れ た 。全 て の ス ペ ク ト ル は ，

米 国 立 生 物 工 学 情 報 セ ン タ ー （ N CBI ） の “Oryza  sa t i va” に 該 当 す る

FASTA 形 式 の デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 さ れ た 。  

 

3-2 -5  難 消 化 性 米 ア ル ブ ミ ン の ホ モ ロ ジ ー モ デ リ ン グ と 構 造 解 析  

 難 消 化 性 RA の 立 体 構 造 の 推 定 は ，自 動 タ ン パ ク 質 構 造 モ デ リ ン グ

サ ー バ ー（ SW ISS-MODEL，h t tp : / / swi s smode l . expasy.o rg /，Swiss；Arno ld ,  

e t  a l . ,  2006 ;  Schwede  e t  a l . ,  2003 ;  Guex  and  Pe i t s ch ,  1997） を 用 い て 行

っ た 。 NCB I デ ー タ ベ ー ス 上 の Os0 7g0214300 [Oryza  sa t i va  Japon ica  

Group]（ Acc ess ion ,  113610721） を 目 的 タ ン パ ク 質 と し ， Chain  A ,  0 .19  

Alpha-Amylase  Inh ib i t o r  From Whea t（ Ac cess ion ,  3318681;  PDB,  1HSS ；

Oda ,  e t  a l . ,  1997 ;  Maeda  e t  a l . ,  1985）を 鋳 型 タ ン パ ク 質 と し て 用 い た 。

得 ら れ た 立 体 構 造 情 報 （ PDB f i l e） は ， タ ン パ ク 質 立 体 構 造 シ ミ ュ レ

ー シ ョ ン ソ フ ト ウ ェ ア（ ICM Browser,  MolSof t  L .L .C . ,  USA）を 用 い て

画 像 化 し た 。  

 

3-2 -6  米 ア ル ブ ミ ン か ら の HMP と LMP の 分 画  
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RA 250  mg を ，50  mL 容 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 付 遠 沈 管（ V IO-50BN，

ア ズ ワ ン 株 式 会 社 ， 大 阪 ） に 量 り 取 り ， 50  mM 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム

溶 液 25  mL を 加 え ， ミ ク ロ ス パ ー テ ル で 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に ， ウ

シ 膵 臓 由 来 ト リ プ シ ン（ 208-13954，富 士 フ ィ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ）

2 .5  mg を 添 加 し ， 37°C， 100 回 /分 で 振 と う し な が ら 6 時 間 イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 。 80 °C， 10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て ト リ プ シ ン を 失 活 さ

せ ，氷 中 で 室 温 ま で 冷 却 し た 後 ，凍 結 乾 燥 し た も の を ト リ プ シ ン 処 理

RA 粉 末 と し た 。  

ト リ プ シ ン 処 理 RA 粉 末 160  mg に ， 50  mM 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶

液 5 .3  mL を 加 え ， ミ ク ロ ス パ ー テ ル で 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 を 遠 心 分

離 （ 10 ,000g ， 4 °C ， 15 分 間 ） し ， 上 清 と 沈 殿 を そ れ ぞ れ 回 収 し た 。

沈 殿 は 4°C で 保 存 し ， 上 清 は 孔 径 0 . 45  µm フ ィ ル タ ー （ 25CS045AS，

ア ド バ ン テ ッ ク 東 洋 株 式 会 社 ， 東 京 ） で 滅 菌 お よ び 清 澄 化 し た 後 ，

Sephadex  G-25（ 17003101，GE Hea l thca re）ゲ ル ろ 過 カ ラ ム（ φ2 .5×100  

cm） を 接 続 し た FPLC シ ス テ ム （ A KTA pr ime  p lus） に ア プ ラ イ し ，

50  mM 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 を 移 動 相 と し て ，流 速 0 .5  mL/min，5  

mL/フ ラ ク シ ョ ン ， 4°C の 条 件 で 分 離 し た 。 214  nm の 波 ⾧ に お け る 吸

光 度 を モ ニ タ リ ン グ し ，ト リ プ シ ン 未 処 理 RA の ク ロ マ ト グ ラ ム と 比

較 し て ， ト リ プ シ ン 処 理 後 に 新 た に 出 現 し た ピ ー ク フ ラ ク シ ョ ン を

LMP と し ，未 処 理 RA と 同 じ リ テ ン シ ョ ン タ イ ム に 出 現 し た ピ ー ク フ

ラ ク シ ョ ン と ゲ ル ろ 過 前 の 遠 心 沈 殿 を 混 合 し た も の を 難 消 化 性 画 分

で あ る HMP と し た 。 得 ら れ た HMP お よ び LMP は 凍 結 乾 燥 し ， 使 用

す る ま で -20°C 以 下 で 保 存 し た 。  

SDS-PAGE は ，2-2 - 3 と 同 じ 方 法 で 行 っ た 。ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 14%

（ w/v） の 分 離 ゲ ル の 使 用 し ，  RA， HMP お よ び LM P 粉 末 10  µg を

1×SDS sample  bu ffe r  20  µL に 混 合 し ， 各 ウ ェ ル に ア プ ラ イ し た 。 電 気
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泳 動 後 の ゲ ル は CBB 染 色 し た 。  

 

3-2 -7  In  v i t ro  に お け る HMP の グ ル コ ー ス 吸 着 能 の 評 価  

 透 析 ユ ニ ッ ト の 上 部 チ ャ ン バ ー の 中 に ，8  mg/mL の 濃 度 と な る よ う

純 水 に 溶 解 し た RA， HMP ま た は CMC 溶 液 125  µL と ， 200  mM グ ル

コ ー ス 溶 液 125  µL を 加 え て よ く 混 合 し た 。以 降 ，3-2 -3 と 同 様 の 方 法

で 透 析 お よ び 経 過 時 間 ご と の 透 析 外 液 中 の グ ル コ ー ス 量 を 測 定 し た 。 

 

3-2 -8  統 計 解 析  

 デ ー タ は ，エ ク セ ル 統 計（ 株 式 会 社 社 会 情 報 サ ー ビ ス ，東 京 ）を 使

用 し た 一 元 配 置 分 散 分 析 （ ANOVA ） に よ っ て 分 析 し た 。 各 グ ル ー プ

間 の 比 較 は ，Tukey -Kramer の 検 定 ま た は Dunne t t の 検 定 を 使 用 し て 行

い ， p 値 が 0 .05 以 下 の 確 率 値 を 統 計 的 有 意 な も の と し た 。  
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3-3  結 果  

 

3-3 -1  腹 腔 内 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 （ IPGTT）  

 Wis ta r ラ ッ ト へ の IPGTT に お け る ，RA 投 与 後 の 血 糖 値 お よ び 血 漿

イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を 測 定 し た 結 果 を Figure  3 -1 に 示 す 。グ ル コ ー ス

を 腹 腔 内 注 射 し た 後 の 血 糖 値 ，血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 お よ び そ れ ら

の 曲 線 下 面 積 （ A UC） に お い て ， コ ン ト ロ ー ル 群 と RA 200  mg/kg 体

重 投 与 群 と の 間 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。  

 

3-3 -2  In  v i t ro に お け る 米 ア ル ブ ミ ン の グ ル コ ー ス 吸 着 能 の 評 価  

 透 析 ユ ニ ッ ト に お け る ， RA ま た は 食 物 繊 維 の 有 無 に よ る 下 部 チ ャ

ン バ ー 内 の グ ル コ ー ス 濃 度 の 経 時 変 化 を Tab le  3 -1 に 示 す 。RA，CMC

お よ び グ ァ ー ガ ム 群 の 下 部 チ ャ ン バ ー 透 析 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 は ，

CMC の 30 分 の 結 果 を 除 き ，測 定 し た す べ て の 時 間 に お い て ，コ ン ト

ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し ， そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル 群 の

74 .9 -78 .3% ， 80 .9 -93 .1% ， 49 .7 -67 .6% で あ っ た 。 グ ル コ ー ス 拡 散 に 対

す る RA の 抑 制 効 果 は ， グ ァ ー ガ ム よ り も 低 か っ た が ， CMC よ り も

わ ず か に 高 か っ た 。  

 

3-3 -3  難 消 化 性 米 ア ル ブ ミ ン の 同 定 と 構 造 解 析  

 難 消 化 性 米 ア ル ブ ミ ン の 2 次 元 電 気 泳 動 の 結 果 を Figure  3 -2 に 示 す 。

そ の 結 果 ， 4 つ の ス ポ ッ ト が 確 認 さ れ ， p I は そ れ ぞ れ 6 .1， 6 .6， 7 .2 ，

7 .6 で あ っ た 。 各 ス ポ ッ ト の タ ン パ ク 質 を LC/MS/MS に よ り 同 定 し た

結 果 ， 4 つ の タ ン パ ク 質 全 て が ， α- amylase  inh ib i t o r s  and  seed  s to rage  

p ro t e in  sub fami ly に 属 す る ，Os07g0214300（ Acc ess ion ,  113610721）で

あ る こ と が 示 唆 さ れ た （ Tab le  3 -2）。 Os07g0214300 と 小 麦 0 .19  α -A I
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（ Access ion ,  3318681） の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は 3 4 .1%で あ り ， シ

ス テ イ ン 残 基 の 数 と 位 置 は 高 く 保 存 さ れ て い た（ Figure  3 -3）。結 晶 構

造 が 既 知 の 小 麦 0 .19  α -AI（ Oda  e t  a l . ,  1997 ;  PDB,  1HSS）を 鋳 型 と し ，

Os07g0214300 の 立 体 構 造 を ， SW ISS-MODEL を 用 い て 推 定 し た 。 そ

の 結 果 ，166 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち ，40-160 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 に

対 し て 構 造 が 推 定 さ れ た 。Os07g0214300 は ，小 麦 0 .19  α - A I と 同 様 に ，

4 つ の α -へ リ ッ ク ス ， 2 つ の 短 い 逆 平 行 β-ス ト ラ ン ド を 有 し ， Cys41

と Cys93，Cys55 と Cys81，Cys63 と Cys82，Cys95 と Cys153，Cys125

と Cys141 に お い て 5 つ の 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る タ ン パ

ク 質 で あ る と 推 察 さ れ た （ Figure  3 - 4）。  

 

3-3 -4  米 ア ル ブ ミ ン か ら の HMP と LMP の 分 画  

ト リ プ シ ン 処 理 お よ び 未 処 理 RA の ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

の ク ロ マ ト グ ラ ム を Figure  3 -5  A に 示 す 。 未 処 理 RA は ， リ テ ン シ ョ

ン タ イ ム 290-395 分 に 単 一 の 大 き な ピ ー ク と し て 溶 出 さ れ た が ，ト リ

プ シ ン 処 理 RA は ，リ テ ン シ ョ ン タ イ ム 290-395 分 に 同 様 の 大 き な ピ

ー ク が 観 察 さ れ た 後 ，395 分 よ り 後 に 複 数 の 小 さ な ピ ー ク が 観 察 さ れ

た 。 ト リ プ シ ン 処 理 RA の ク ロ マ ト グ ラ ム に お け る ， 未 処 理 RA と 重

な る ， リ テ ン シ ョ ン タ イ ム 290-395 分 の ピ ー ク フ ラ ク シ ョ ン と ，

SDS-PAGE の 結 果 14  kDa の 高 分 子 ペ プ チ ド で あ っ た（ デ ー タ 示 さ ず ）

ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 前 の 遠 心 沈 殿 物 を 混 合 し た も の を HMP

と し ， 395 分 よ り 後 の ピ ー ク フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し た も の を LMP と

し た 。 HMP お よ び LMP の SDS-PAGE の 結 果 を Figure  3 -5  B に 示 す 。

14-16  kDa の RA バ ン ド （ レ ー ン 1 ） は ， ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 部

分 的 に 分 解 さ れ ， 14  kDa の ペ プ チ ド が 残 存 し た （ レ ー ン 2）。 HMP の

分 子 質 量 は ， レ ー ン 2 の 14  kDa ペ プ チ ド の 分 子 質 量 と 一 致 し た （ レ
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ー ン 3 ）。 一 方 で ， LMP の 分 子 質 量 は <2  kDa と 小 さ い こ と か ら ， CBB

染 色 で は 検 出 さ れ な か っ た （ レ ー ン 4 ）。 RA 160mg か ら ， お お よ そ

HMP 100mg と LM P 50mg が 得 ら れ ， HMP と LMP は 約 2： 1 の 重 量 比

で 精 製 さ れ た 。  

 

3-3 -5  In  v i t ro  に お け る HMP の グ ル コ ー ス 吸 着 能 の 評 価  

 透 析 ユ ニ ッ ト に お け る ， RA， HM P ま た は CMC の 有 無 に よ る 下 部

チ ャ ン バ ー 内 の グ ル コ ー ス 濃 度 の 経 時 変 化 を Tab le  3 -3 に 示 す 。 透 析

開 始 30-150 分 に お け る ，RA，HMP お よ び ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル で

あ る CMC 群 の 下 部 チ ャ ン バ ー 透 析 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 は ， そ れ ぞ

れ コ ン ト ロ ー ル 群 の 57-76％ ， 79-87 ％ お よ び 76-83％ で あ っ た 。 HMP

の  グ ル コ ー ス 拡 散 抑 制 効 果 は ， RA よ り 若 干 低 か っ た が ， CMC と 同

程 度 で あ っ た 。  
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F igu re  3 -1 .  E ffec t s  o f  RA on  b lood  g lucose  l eve l  (A) ,  g luc ose  AUC (B)  

p l asma  insu l in  l eve l  (C ) ,  and  i n su l in  AUC (D)  a f t e r  i n t r ape r i tonea l  

g lucose  t o l e rance  t e s t  ( IPGTT)  on  Wis t a r  r a t s .  Va lues  wi th  d i ff e ren t  

l e t t e r s  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  vs .  con t ro l  g roup by  

Tukey-Kramer ’s  t e s t .  Each  va lue  i s  t he  mean  o f  9  an imal s  wi th  SE  shown  

as  a  ve r t i ca l  ba r.  

  

C D

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

-15 0 15 30 45 60 75 90

P
la

sm
a 

in
su

lin
 l

ev
el

 (n
g/

m
l)

Time (min)

Control

200 mg/kg RA

0

10

20

30

40

50

60

Control 200 mg/kg RA

In
su

lin
 A

U
C

 (
ng

･ m
in

/m
L

)

A B

80

100

120

140

160

180

200

220

-15 0 15 30 45 60 75 90

B
lo

od
 g

lu
co

se
 le

ve
l (

m
g/

dl
)

Time (min)

Control

200 mg/kg RA

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

Control 200 mg/kg RA

G
lu

co
se

 A
U

C
 (

m
g ･

m
in

/d
L

)



49 
 

Tab le  3 -1 .  E ffec t s  o f  RA and  va r ious  d i e t a ry  f ibe r s  on  g lucose  d i ffus ion  

 

Va lues  wi th  *  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  vs .  cont ro l  g roup  by  

Dunnet t ' s  t e s t .  Eac h  value  i s  t he  mean  o f  5  exper iment s  ±  SE .  

  

30 min 60 min 90 min 120 min 150 min

Control 1.419 ± 0.091 2.794 ± 0.145 4.036 ± 0.153 5.111 ± 0.072 6.186 ± 0.219

RA 1.063 ± 0.068* 2.158 ± 0.056* 3.089 ± 0.087* 4.004 ± 0.070* 4.843 ± 0.098*

Guar gum 0.959 ± 0.081* 1.721 ± 0.096* 2.283 ± 0.034* 2.805 ± 0.208* 3.073 ± 0.116*

CMC 1.321 ± 0.030 2.439 ± 0.074* 3.395 ± 0.110* 4.028 ± 0.167* 5.002 ± 0.138*

Glucose in dialysate (mmol/L)
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F igu re  3 -2 .  2 -Dimens iona l  e l ec t rophores i s  o f  ind iges t i b l e  RA.  
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Tab le  3 -2 .  P ro t e ins  iden t i f i ed  f rom ind iges t i b l e  RA by  LC/MS/MS 

ana lys i s  

 

S f ,  S f  s co re  ca l cu l a t ed  by  SEQUEST;  Coverage ,  t he  pe rce nt  coverage  

based  upon  the  amino  ac ids  o f  t he  p ro t e in ;  Pept ides ,  t o t a l  number  o f  

pep t ide  matches ;  MW,  molecu l a r  we igh t  ca l cu l a t ed  f rom a mino-ac id  

sequence  o f  t he  p ro t e in .  

  

Spot No. Accession Protein name Sf Peptides Coverage (%) MW

1 BAF21099 Os07g0214300 (Oryza sativa Japonica) 7.26 9 44.58 17864.5

2 BAF21099 Os07g0214300 (Oryza sativa Japonica) 5.65 7 47.60 17864.5

3 BAF21099 Os07g0214300 (Oryza sativa Japonica) 7.89 10 44.60 17864.5

4 BAF21099 Os07g0214300 (Oryza sativa Japonica) 5.61 7 44.58 17864.5
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F igu re  3 -3 .  Homology  o f  amino-ac id  sequences  be tween  WA (0 .19  α -AI)  

and  RA (Os07g0214300) .  

 

  

MCYPGQAFQVPALPACRPLLRLQCNGSQVP-----EAVLRDCCQQ
RCQPGMGYPMYSLPRCRAVVKRQCVGHGAPGGAVDEQLRQDCCRQ

LAHISE-WCRCGALYSMLDSMYKEHGAQE-GQAGTGAFPRCRREV
LAAVDDSWCRCSALNHMVGGIYRELGATDVGHPMAEVFPGCRRGD

VKLTAASITAVCRLPIVVDASGDGAYVCKDVAAYP
LERAAASLPAFCNVDIPN---GTG-GVC-YWLGYP

WA (0.19 α-AI)

RA (Os07g0214300)

WA (0.19 α-AI)
RA (Os07g0214300)

WA (0.19 α-AI)
RA (Os07g0214300)

5 44

40 84

45

85

88

130

122

160

87

129
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F igu re  3 -4 .  P red i c t ed  s t ruc tu re  o f  RA (Os07g0214300)  by  SWISS-MODEL 

us ing  t he  s t ruc tu re  o f  WA (0 .19  α -AI )  a s  a  t empla t e .  The  l e f t  and  r i gh t  

3D-s t ruc tu res  show RA (Os07g0214300)  v i ewed  f rom di ff e ren t  angl es .  

The  pos i t i ons  o f  d i su l f i de  bond in  RA were  p red i c t ed  to  be  Cys41-Cys93 ,  

Cys55-Cys81 ,  Cys63-Cys82 ,  Cys95-Cys153  and  Cys125-Cys141 .  
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F igu re  3 -5 .  F rac t i ona t i on  o f  HMP and  LMP by  Sephadex  G-25  

ge l - f i l t r a t i on  ch romatography  (A) .  Chromatograms  ind i ca t e  

t ryps in - t r ea t ed  RA ( so l i d  l i ne )  and  un t rea t ed  RA (b roken  l ine ) .  The  two  

f rac t i ons  i nd i ca t ed  by  b racke t s  on  t he  ch romatogram o f  t r yps in - t r ea t ed  

RA were  sub j ec t ed  t o  SDS-PAGE ana lys i s  (B ) .  M,  molecul a r-mass  marker ;  

l ane  1 ,  un t rea t ed  RA;  l ane  2 ,  t ryps in - t r ea t ed  RA;  l ane  3 ,  HMP;  l ane  4 ,  

LMP.  

 

  



55 
 

Tab le  3 -3 .  E ffec t s  o f  RA and  HMP on g lucose  d i ffus ion  

  

Va lues  wi th  *  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  a t  p  <  0 .05  vs .  cont ro l  g roup  by  

Dunnet t ' s  t e s t .  Eac h  value  i s  t he  mean  o f  3 -6  exper iment s  ±  SE .  

 

  

30 min 60 min 90 min 120 min 150 min

Control 1.718 ± 0.089 3.018 ± 0.153 4.220 ± 0.182 5.279 ± 0.238 6.148 ± 0.299

RA 0.986 ± 0.044* 2.051 ± 0.096* 2.959 ± 0.153* 3.848 ± 0.241* 4.664 ± 0.213*

HMP 1.352 ± 0.048* 2.527 ± 0.093* 3.556 ± 0.141* 4.501 ± 0.141* 5.323 ± 0.151*

CMC 1.299 ± 0.031* 2.408 ± 0.062* 3.398 ± 0.075* 4.263 ± 0.049* 5.111 ± 0.068*

Glucose in dialysate (mmol/L)
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3-4  考 察  

 

RA は ，WA と 異 な り ，哺 乳 類 の α-ア ミ ラ ー ゼ の 阻 害 活 性 を 示 さ ず ，

デ ン プ ン 投 与 時 だ け で な く ，グ ル コ ー ス 投 与 時 に も ，血 糖 値 ・ イ ン ス

リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 を 示 す な ど ，そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム は ，こ れ ま で に

報 告 が あ る 穀 類 ア ル ブ ミ ン と は 異 な っ て い る と 考 え ら れ た 。そ こ で 本

章 で は ， RA の 食 後 血 糖 値 ・ イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 が ， そ の 食 物

繊 維 様 作 用 に よ る も の か に つ い て 検 討 し た 。 ま ず ， RA が 消 化 管 内 で

作 用 す る の か 否 か を 検 討 す る た め ，I PGTT を 行 っ た 。Wista r ラ ッ ト に

RA を 経 口 胃 内 投 与 し ， そ の 15 分 後 に ， 腹 腔 内 に グ ル コ ー ス を 投 与

し ， 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を 測 定 し た 。 も し ， RA が

消 化 管 内 で 作 用 し て い る の で あ れ ば ，血 糖 値 と イ ン ス リ ン 値 の 変 化 は ，

RA を 投 与 し な い コ ン ト ロ ー ル 群 と 同 じ 傾 向 に な る 。一 方 ，も し ，RA

が 消 化 吸 収 後 に 血 中 で 作 用 し て い る の で あ れ ば ，血 糖 値 の 上 昇 は 抑 制

さ れ ，イ ン ス リ ン 値 の 変 化 は コ ン ト ロ ー ル 群 と 異 な る 傾 向 を 示 す は ず

で あ る 。 IPGTT の 結 果 ， RA を 経 口 投 与 し て も ， 血 糖 値 お よ び イ ン ス

リ ン 値 の 変 化 は コ ン ト ロ ー ル 群 と ほ ぼ 同 じ で あ っ た（ Figure  3 -1）。ま

た 前 章 に お い て ， RA は ， グ ル コ ー ス を 経 口 投 与 後 の 血 糖 値 ・ イ ン ス

リ ン 値 上 昇 を 抑 制 し た 。イ ン ス リ ン の 分 泌 量 低 下 は ，グ ル コ ー ス 吸 収

量 の 減 少 を 示 す こ と か ら ， IPGTT の 結 果 と あ わ せ て ， RA の 血 糖 値 上

昇 抑 制 効 果 は ，小 腸 管 腔 内 に お け る グ ル コ ー ス の 吸 収 抑 制 に よ る も の

で あ る と 考 え ら れ た 。  

小 腸 に お い て グ ル コ ー ス の 吸 収 を 抑 制 す る 物 質 と し て は ，水 溶 性 食

物 繊 維 が 知 ら れ て い る 。食 物 繊 維 は ，高 分 子 の ま ま 小 腸 に 達 す る こ と

で ，グ ル ー ス を 吸 着 し 排 出 を 促 進 す る こ と で 食 後 の 血 糖 値 お よ び イ ン

ス リ ン 値 の 上 昇 を 抑 制 す る （ Jenk ins  e t  a l . ,  1978）。 RA は ， ペ プ シ ン
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で ２ 時 間 ， パ ン ク レ ア チ ン で ６ 時 間 処 理 し て も ， 14  kDa の 消 化 耐 性

の 高 い ペ プ チ ド が 残 存 す る こ と か ら ， RA は ， 高 分 子 の ま ま 消 化 管 に

到 達 し ，食 物 繊 維 様 の 効 果 で 血 糖 値 お よ び イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 を 抑 制

す る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ た 。 そ こ で ， RA が 既 知 の 水 溶 性 食 物 繊

維 と 同 様 に ， グ ル コ ー ス 吸 着 能 を 示 す の か ， Ou ら の 考 案 し た 半 透 膜

を 用 い た グ ル コ ー ス 拡 散 試 験 に て ， RA ま た は 食 物 繊 維 存 在 下 で の 半

透 膜 を 通 過 す る グ ル コ ー ス の 拡 散 速 度（ mmol /min）か ら 評 価 し た（ O u  

e t  a l . ,  2001）。RA ま た は 食 物 繊 維 の 存 在 下 で の 下 部 チ ャ ン バ ー 内 の 透

析 液 の グ ル コ ー ス 濃 度 （ C L :  mmol /L） は ， そ れ ら が 存 在 し な い 場 合 よ

り も 低 か っ た（ Tab le  3 -1）。特 定 の 時 間 t（ min）に お け る C L V L（ V L  :  下

部 チ ャ ン バ ー の 溶 液 体 積 ） は ， 透 析 開 始 か ら の 時 間 t （ min ） ま で に

膜 を 通 過 し て 拡 散 し た グ ル コ ー ス 量 （ mmol ） で あ る た め ， Tab le  3 -1

の 結 果 か ら ，上 部 チ ャ ン バ ー に RA ま た は 食 物 繊 維 が 存 在 す る こ と で ，

膜 を 通 過 す る グ ル コ ー ス の 拡 散 速 度 が 抑 制 さ れ た こ と に な る 。膜 を 通

過 す る グ ル コ ー ス の 拡 散 速 度 は ，上 部 チ ャ ン バ ー と 下 部 チ ャ ン バ ー 間

の グ ル コ ー ス 濃 度 の 差 に 比 例 す る こ と か ら ， こ の 拡 散 速 度 の 低 下 は ，

RA ま た は 食 物 繊 維 へ の グ ル コ ー ス の 吸 着 に よ っ て 引 き 起 さ れ た こ と

に な る 。 以 上 の 結 果 か ら ， RA は ， 血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 が 知 ら れ て い

る CMC（ Brene l l i  e t  a l . ,  1997） や グ ァ ー ガ ム （ Jenk ins  e t  a l . ,  1978） と

い っ た 食 物 繊 維 と 同 様 に ，グ ル コ ー ス 吸 着 能 を 示 す こ と が 明 ら か と な

っ た 。  

一 方 で ，  RA 中 に 元 々 含 ま れ る 14  k Da の タ ン パ ク 質 が グ ル コ ー ス

吸 着 能 を 示 す か ， あ る い は ， 16  kD a の タ ン パ ク 質 の 分 解 に よ り 生 成

し た 14  kDa ペ プ チ ド が 作 用 を 示 す の か は 定 か で は な い 。 そ こ で ， 質

量 分 析 計 を 用 い て ，RA に 消 化 酵 素 を 作 用 さ せ た 後 に 残 存 す る 14  kDa

の タ ン パ ク 質 （ ま た は ペ プ チ ド ） の 同 定 を 行 っ た 。 そ の 結 果 ， こ の
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14  kDa の タ ン パ ク 質 （ ま た は ペ プ チ ド ） は ， NCBI デ ー タ ベ ー ス 上 の

α-amylase  i nh ib i t o r s  and  seed  s to rage  p ro t e in  sub fami ly に 属 す る ， 分 子

質 量 が 約 18  kDa の Os07g0214300（ Access ion ,  113610721）で あ る こ と

が 明 ら か と な っ た（ Tab le  3 -2）。Adac hi ら は ，Os07g0214300 と 同 じ ア

ミ ノ 酸 配 列 を も つ RAG2（ Acc ess ion ,  119395238）の cD NA の ク ロ ー ニ

ン グ を 行 い ， RAG 2 の 1-26 番 目 の ア ミ ノ 酸 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド と し

て 切 断 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る （ Adach i  et  a l . ,  1993）。 こ の こ と か

ら ， 14  kDa の バ ン ド は ， 分 子 質 量 が 約 16  kDa の タ ン パ ク 質 の 分 解 ペ

プ チ ド で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。従 っ て ，16  kDa の RA タ ン パ ク

質 は ，消 化 酵 素 に よ り ，2  kDa 以 下 の 低 分 子 ペ プ チ ド（ LMP）と 14  kDa

の 高 分 子 ペ プ チ ド （ HMP） に 分 解 さ れ ， 14  kDa の HM P は 高 い 消 化 耐

性 を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。  

得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 か ら ， Os 07g0214300（ 16  kDa  RA） の 構

造 特 性 を ，SW ISS-MODEL を 用 い て 推 定 し た 。α-Amyla se  inh ib i t o r s  and  

seed  s to rage  p ro t e in  sub fami ly に 属 す る タ ン パ ク 質 は ，小 麦 ，大 麦 ，稲

と い っ た ， イ ネ 科 の 植 物 に 広 く 存 在 し て い る （ Franco  e t  a l . ,  2002）。

そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 互 い に 相 同 性 を 持 ち ，特 に シ ス テ イ ン 残 基 の

数 と 位 置 は 高 く 保 存 さ れ て い る （ St robl  e t  a l . ,  1998）。 そ の 中 で も ，

WA に 含 ま れ る 小 麦 0 .19  α -AI は ，16  kDa  RA と 34 .1%の 相 同 性 を 持 ち ，

シ ス テ イ ン 残 基 の 数 と 位 置 は 高 く 保 存 さ れ て い た（ Figure  3 -3），さ ら

に ， 小 麦 0 .19  α -AI は ， Oda ら に よ り 結 晶 構 造 が 明 ら か に さ れ て い る

こ と か ら （ Oda  e t  a l . ,  1997）， こ れ を 鋳 型 と し ， 16  kDa  RA の 立 体 構 造

を 推 定 し た 。 そ の 結 果 ， 16  kDa  RA は 分 子 内 に 5 つ も の ジ ス ル フ ィ ド

結 合 を 有 す る 強 固 に 折 り た た ま れ た 構 造 を も つ こ と が 示 唆 さ れ た

（ Figure  3 -4）。ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む タ ン パ ク 質 は ，消 化 酵 素 に 対

し て 耐 性 を も つ こ と が 知 ら れ て い る こ と か ら （ Reddy  e t  a l . ,  1988），
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こ の 構 造 特 性 が 消 化 耐 性 を 示 す 理 由 の 一 つ で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 

ま た ，  RA は 小 麦 0 .19α-A I と ア ミ ノ 酸 配 列 に 一 定 の 相 同 性 を 有 す

る に も か か わ ら ず ， 哺 乳 類 由 来 α- ア ミ ラ ー ゼ の 活 性 を 阻 害 し な か っ

た 。 小 麦 0 .19α-A I に お い て ， 哺 乳 類 由 来 α-ア ミ ラ ー ゼ を 活 性 阻 害 す

る の に 重 要 と な る ア ミ ノ 酸 は ， 47 番 目 ヒ ス チ ジ ン で あ る と 報 告 さ れ

て い る が （ Franco  e t  a l . ,  2000）， 16  kDa  RA の 場 合 ， そ れ に 対 応 す る

ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン に 置 き 換 わ っ て い た （ Figure  3 -3）。 す な わ ち ， こ

の 構 造 的 な 違 い が ，RA が 哺 乳 由 来 α -ア ミ ラ ー ゼ の 活 性 を 阻 害 し な い

理 由 の 一 つ で あ る と 思 わ れ る 。  

一 方 で ，RA が グ ル コ ー ス 吸 着 能 を 有 す る こ と は 明 ら か と な っ た が ，

消 化 酵 素 に よ り 部 分 分 解 さ れ た HM P に お い て も グ ル コ ー ス 吸 着 能 を

示 す の か は 不 明 で あ る 。そ こ で ，RA の 酵 素 消 化 物 か ら 14  kDa の HMP

を 分 画 し ，同 様 の 方 法 で 半 透 膜 を 用 い た グ ル コ ー ス 拡 散 試 験 を 行 っ た 。

そ の 結 果 ， HMP も RA と 同 様 に ， グ ル コ ー ス 吸 着 能 を 有 す る こ と が

示 さ れ た （ Tab le  3 -3）。  

以 上 ， 本 研 究 の 結 果 か ら ， RA の 血 糖 値 上 昇 抑 制 メ カ ニ ズ ム の 一 つ

と し て ， RA の 摂 取 に よ り 消 化 管 内 で 生 成 し た 難 消 化 性 ペ プ チ ド の

HMP が ， グ ル コ ー ス を 吸 着 し ， そ の 排 出 を 促 進 す る こ と で ， 食 後 血

糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ Ina  e t  a l . ,  2016;  Ina  e t  a l . ,  

2020）。  
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第 4 章  米 ア ル ブ ミ ン 分 解 ペ プ チ ド の 食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス

リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 の 検 討  

 

4-1  緒 言  

 

 食 品 タ ン パ ク 質 の 消 化 や 分 解 に よ っ て 生 じ る ペ プ チ ド の 中 に は ，生

体 内 に お い て 生 理 活 性 を 示 す も の が 知 ら れ て い る 。例 え ば ，ト ウ モ ロ

コ シ の ゼ イ ン 由 来 の ペ プ チ ド や 米 の グ ル テ リ ン 由 来 の ペ プ チ ド が ，イ

ン ス リ ン の 分 泌 を 促 す ホ ル モ ン で あ る イ ン ク レ チ ン の 分 泌 を 刺 激 し ，

さ ら に は ， イ ン ク レ チ ン 分 解 酵 素 で あ る DPP-Ⅳの 活 性 を 阻 害 す る こ

と に よ っ て ，食 後 の 血 糖 値 上 昇 を 穏 や か に す る こ と が 報 告 さ れ て い る

（ Hira  e t  a l . ,  2009;  Moch ida  e t  a l . ,  2010;  I sh ikawa  e t  a l . ,  2015 ;  Ina  e t  a l . ,  

2019a）。  

前 章 に お い て ， RA の 食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制

効 果 は ， 難 消 化 性 HMP の 糖 吸 着 ・ 排 出 促 進 作 用 に よ る こ と が 示 唆 さ

れ た （ Ina  e t  a l . ,  2016;  Ina  e t  a l . ,  2020）。 し か し な が ら ， RA か ら は 消

化 酵 素 に よ っ て 2  kDa 以 下 の LMP も 生 成 し ，RA の 効 果 に は ，こ れ ら

の 低 分 子 ペ プ チ ド も 寄 与 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。  

そ こ で 本 章 で は ， RA の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 メ

カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し ， RA 分 解 ペ プ チ ド HMP お

よ び LMP の そ れ ぞ れ の 効 果 に つ い て 検 討 し た 。 ま ず ， RA の 効 果 が

HMP の 食 物 繊 維 様 の 作 用 の み に 起 因 す る の か を 明 ら か に す る た め ，

RA を ア ル カ リ -ト リ プ シ ン 処 理 す る こ と よ り 消 化 耐 性 を 消 失 さ せ た

RA 加 水 分 解 ペ プ チ ド を 用 い て 糖 負 荷 試 験 を 行 っ た 。次 に ，LMP が 小

腸 か ら 血 中 へ の グ ル コ ー ス 輸 送 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て ，そ の 入 口 と な

る Na ＋ / D -グ ル コ ー ス 共 輸 送 体（ sod ium dependen t  g lucose  t r anspor t e r-1 :  
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SGLT1） を タ ー ゲ ッ ト と し て ， マ ウ ス 小 腸 上 皮 由 来 細 胞 で あ る STC-1

細 胞 を 用 い た i n  v i t ro の 系 に て 検 討 し た 。  
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4-2  実 験 材 料 と 方 法  

 

4-2 -1  ア ル カ リ ト リ プ シ ン 処 理 に よ る 米 ア ル ブ ミ ン 加 水 分 解 物 の 調

製  

RA 1  g に 1  N NaO H10  mL を 加 え ， 室 温 で 2 時 間 撹 拌 後 ， 1  N HCl

を 加 え て pH 7  に 調 整 し た 。 純 水 に 対 し て 透 析 し た 後 ， 凍 結 乾 燥 し て

ア ル カ リ 処 理 RA 粉 末 を 得 た 。  

ア ル カ リ 処 理 RA 粉 末 1  g を 50  mM 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 100  mL

に 溶 解 し ， ウ シ 膵 臓 由 来 ト リ プ シ ン 10  mg（ 208-13954， 富 士 フ ィ ル

ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ） を 加 え ， 37 °C， 100 回 /分 で 振 と う し な が ら 6

時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 80°C， 1 0 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て ト リ プ

シ ン を 失 活 さ せ ，氷 中 で 室 温 ま で 冷 却 し た 後 ，凍 結 乾 燥 し た も の を ア

ル カ リ ト リ プ シ ン 処 理 RA （ RAH） 粉 末 と し た 。 試 料 は ， 使 用 す る ま

で -20°C 以 下 で 保 存 し た 。 ま た ， 14%ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い た

SDS-PAGE（ 2-2 -3 ） に よ り ， 分 解 の 程 度 を 評 価 し た 。  

 

4-2 -2  実 験 動 物  

 実 験 動 物 で あ る Wista r ラ ッ ト の 飼 育 は ，2-2 -4 と 同 じ 条 件 で 行 っ た 。

本 章 に お け る 全 て の 動 物 実 験 は ，日 本 大 学 生 物 資 源 科 学 部 の 動 物 実 験

ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 実 施 さ れ た （ 承 認 番 号 ： AP13B056 お よ び

AP13B083）。  

 

4-2 -3  ア ル カ リ ト リ プ シ ン 処 理 米 ア ル ブ ミ ン 加 水 分 解 物 の 食 後 血 糖

値 ・ イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 の 検 討 （ OGTT）  

試 験 前 ， ラ ッ ト を ラ ン ダ ム に 以 下 の 3 群 に 分 け た （ n= 6-9/群 ）： グ

ル コ ー ス ＋ PBS 投 与 群 ， グ ル コ ー ス ＋ RA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 ， グ
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ル コ ー ス ＋ RAH 20 0  mg/kg 体 重 投 与 群 。な お ，グ ル コ ー ス ＋ PBS 投 与

群 を コ ン ト ロ ー ル 群 と し た 。以 降 ，2- 2 -5 と 同 じ 方 法 で OGTT を 行 い ，

血 糖 値 ，血 漿 中 イ ン ス リ ン 濃 度 測 定 お よ び ，曲 線 下 面 積 の 算 出 を 行 っ

た 。  

 

4-2 -4  米 ア ル ブ ミ ン 消 化 ペ プ チ ド （ HMP， LMP） の 食 後 血 糖 値 ・ イ

ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 の 検 討 （ OGTT）  

試 験 前 ， ラ ッ ト を ラ ン ダ ム に 以 下 の 4 群 に 分 け た （ n=9 -15/群 ）： グ

ル コ ー ス ＋ PBS 投 与 群 ， グ ル コ ー ス ＋ RA 200  mg/kg 体 重 投 与 群 ， グ

ル コ ー ス ＋ HMP 1 33  mg/kg 体 重 投 与 群 ， グ ル コ ー ス ＋ RA 67 mg/kg 体

重 投 与 群 ， グ ル コ ー ス ＋ HMP 133  mg/kg 体 重 投 与 群 。 な お ， グ ル コ ー

ス ＋ PBS 投 与 群 を コ ン ト ロ ー ル 群 と し た 。 以 降 ， 2-2 - 5 と 同 じ 方 法 で

OGTT を 行 い ， 血 糖 値 ， 血 漿 中 イ ン ス リ ン 濃 度 測 定 お よ び ， 曲 線 下 面

積 の 算 出 を 行 っ た 。  

 

4-2 -5  マ ウ ス 小 腸 上 皮 由 来 細 胞 （ STC-1 細 胞 ） の 培 養  

実 験 細 胞 と し て ， マ ウ ス 小 腸 上 皮 由 来 細 胞 で あ る STC-1 細 胞

（ CRL-3254， ATCC， passage  40–90， Rind i  et  a l . ,  1990） を 用 い た 。 細

胞 培 養 は Vayro ら の 方 法 （ Vayro  e t  a l . ,  2001） を 参 考 に ， 一 部 修 正 し

て 行 っ た 。  

STC-1 細 胞 懸 濁 液 （ 1 .2×10 6  t o t a l  ce l l s / ampu le） を Comple t e  g rowth  

medium［ 10%（ v /v） f e t a l  bov ine  se r um,（ S1780， フ ナ コ シ 株 式 会 社 ，

東 京 ），100  U/mL ペ ニ シ リ ン（ P7794，Sigma-Ald r i ch）,  and  100  µg /mL 

ス ト レ プ ト マ イ シ ン（ S9137，Sigma-Ald r i ch）含 有 Dulb ecco ' s  Modi f i ed  

Eag le ' s  med ium（ 11965-084， Gibco :  Thermo  F ishe r  Sc i en t i f i c）］  9  mL

に 添 加 し た 。 こ れ を 遠 心 分 離 （ 500  rpm,  3  min ,  室 温 ； H-500FR， 株 式
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会 社 コ ク サ ン ， 埼 玉 ） し ， 沈 澱 と し て 得 た 細 胞 を Co mple t e  g rowth  

medium 15  mL に 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 を 75  cm 2 の 細 胞 培 養 フ ラ ス コ

（ 2-8589-02，ア ズ ワ ン 株 式 会 社 ，大 阪 ）に 移 し ，5% CO 2 存 在 下 ，37 °C

で イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ MCO-170AIC， パ ナ ソ ニ ッ ク ヘ ル ス ケ ア 株 式

会 社 ，群 馬 ）。細 胞 の 接 着 を 確 認 し た 後 ，培 地 を 除 去 し ，Comple t e  g rowth  

medium 15  mL を 加 え て ， 5% CO 2 存 在 下 37°C で ， 7 0% コ ン フ ル エ ン

ト に な る ま で 培 養 し た 。 培 養 中 の 培 地 交 換 は 2-3 日 に 1 回 行 っ た 。  

 

4-2 -6  マ ウ ス 小 腸 上 皮 由 来 細 胞 （ STC-1 細 胞 ） の SGLT1 発 現 量 に 及

ぼ す LMP の 効 果 の 検 討  

STC-1 細 胞 か ら の SGLT1 を 含 む タ ン パ ク 質 の 抽 出  

 実 験 は ， 4-2 -5 の 方 法 で 培 養 し た STC-1 細 胞 を 用 い て ， Vayro ら の

方 法 （ Vayro  e t  a l . ,  2001） を 参 考 に ， 一 部 修 正 し て 行 っ た 。  

細 胞 を 70%コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 後 ， ト リ プ シ ン -  EDTA

溶 液（ 25300-062，Gibco :  Thermo  F ishe r  Sci en t i f i c）2  mL を 加 え ，5% CO 2

存 在 下 ， 37°C で 1 分 30 秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 細 胞 を 剥 離 し た 。

細 胞 懸 濁 液 50  µL を 分 取 し て ， ト リ パ ン ブ ル ー 溶 液 （ 207-17081， 富

士 フ ィ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ） 50  µL を 混 合 し ， 血 球 計 算 盤

（ 2-5390-03 ， ア ズ ワ ン 株 式 会 社 ） で 生 細 胞 数 を 測 定 し た 。 細 胞 懸 濁

液 を 遠 心 分 離 （ 500  rpm,  3  min ,  室 温 ） し て 上 清 を 除 去 し た 後 ， 生 細

胞 が 5×10 5  ce l l s /mL と な る よ う Comple t e  g rowth  med ium に 懸 濁 し た 。

こ の 細 胞 懸 濁 液 を ， Comple t e  g rowth  med ium 14 .3  mL の 入 っ た 75  cm 2

の 細 胞 培 養 シ ャ ー レ（ 353003，Corning，USA）に 添 加 し た 後 ，5% CO 2

存 在 下 ， 37°C で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 の 接 着 を 確 認 し た 後 ， 培

地 を 除 去 し ， Comple t e  g rowth  med ium 15  mL を 加 え ， 5% CO 2 存 在 下

37°C で ， 2-3 日 に 1 回 培 地 交 換 を 行 い な が ら ， 90%コ ン フ ル エ ン ト に
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達 す る ま で 培 養 し た 。  

続 い て ，培 地 を 除 去 し ，PBS（ ダ ル ベ ッ コ PBS(- )粉 末「 ニ ッ ス イ 」，

05913， 日 水 製 薬 株 式 会 社 ， 東 京 ） 溶 液 5  mL を 加 え て 細 胞 表 面 を 洗

浄 後 ， こ の 溶 液 を 除 去 し ， 100  µg /mL LMP 含 有 25  mM グ ル コ ー ス 培

地 （ 100  µg/mL LMP 含 有 Comple t e  g rowth  medium） 15 mL を 添 加 し ，

5% CO 2 存 在 下 37 °C で ， 48 時 間 培 養 し た 。 な お ， ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト

ロ ー ル と し て 25  mM グ ル コ ー ス 培 地 （ Comple t e  g rowth  med ium）， ネ

ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 3  mM グ ル コ ー ス 培 地 ［ 3 mM グ ル コ ー

ス ，10%（ v /v）f e t a l  bov ine  se rum,（ S1780，フ ナ コ シ 株 式 会 社 ，東 京 ），

100 U/mL ペ ニ シ リ ン （ P7794， Sigma-Ald r i ch） ,  100  µg /mL ス ト レ プ

ト マ イ シ ン （ S9137， Sigma-Ald r i ch） 含 有 Dulbecco ' s  Modi f i ed  Eagle ' s  

medium（ No-g lucose）（ 11966-025， Gibco:  Thermo  F ishe r  Sci en t i f i c）］

を LMP 無 添 加 で 使 用 し た 。  

培 養 後 ，培 地 を 除 去 し ，氷 冷 し た PBS 溶 液 5  mL を 加 え て 細 胞 表 面

を 洗 浄 し た 後 ，溶 液 を 除 去 し て 再 び 氷 冷 し た PBS 溶 液 5  mL を 添 加 し

た 。 ス ク レ ー パ ー （ 1-2248-01 ， ア ズ ワ ン 株 式 会 社 ） で 細 胞 を 剥 離 し

て 遠 沈 管 に 移 し ，培 養 フ ラ ス コ に 氷 冷 し た PBS 溶 液 5  mL を 加 え て 残

り の 細 胞 を 剥 離 し ，同 じ 遠 沈 管 に 加 え た 。遠 心 分 離（ 1 , 000 rpm，5  min，

室 温 ）し て 上 清 を 除 去 し ，沈 殿 と し て 得 た 細 胞 を ，Lys is  bu ffe r［ 150  mM 

NaCl，1%（ w/v）SDS，10  mM EDTA，1%（ v /v）pro t ease  i nh ib i to r  cock t a i l

（ 25955-24 ， ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 ， 京 都 ）， 0 .2  mM PMSF

（ pheny lmethy lsu l fonyl  f l uo r ide；06297-31，ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 ），

10  mM HEPES-Tr i s（ pH 7 .4）］1  mL に 懸 濁 し ，超 音 波 破 砕 機（ NR-21，

株 式 会 社 マ イ ク ロ テ ッ ク ニ チ オ ン ，千 葉 ）を 用 い て 最 大 出 力 で 破 砕 を

行 っ た 。破 砕 と 氷 冷 は 30 秒 ご と に 交 互 に 行 い ，こ の 操 作 を 15 回 行 っ

た 。 続 い て ， 遠 心 分 離 （ 1 ,000g ， 10  min ， 4 °C ） し て 上 清 を 回 収 し ，



66 
 

21， 25， 27 ゲ ー ジ の 注 射 針 で 各 10 回 ず つ ホ モ ジ ナ イ ズ し て ， タ ン パ

ク 質 抽 出 液 を 得 た 。 BCA Pro t e in  Assay  Ki t （ 23227 ， Thermo  F ishe r  

Sci en t i f i c） を 用 い て タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し ， 等 量 の 2×SDS sample  

bu ffe r を 加 え ，室 温 で 一 晩 放 置 し た 後 ，タ ン パ ク 質 濃 度 が 15  µg /20  µL

と な る よ う 調 製 し た も の を 電 気 泳 動 用 サ ン プ ル と し た 。  

 

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法  

 電 気 泳 動 用 サ ン プ ル 各 20  µL と 分 子 質 量 マ ー カ ー（ DM637，株 式 会

社 株 式 会 社 バ イ オ ダ イ ナ ミ ク ス 研 究 所 ， 東 京 ） 5  µL を 用 い て ， ア ク

リ ル ア ミ ド 濃 度 8%（ w/v） の 分 離 ゲ ル の 使 用 し ， 2-2 - 3 と 同 じ 操 作 で

SDS-PAGE を 行 っ た 。  

 セ ミ ド ラ イ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 装 置 （ AE-6677 ， ア ト ー 株 式 会 社 ）  の

陽 極 側 か ら ， ブ ロ ッ テ ィ ン グ A 液 （ 300 mM Tr i s， 5%メ タ ノ ー ル ） を

染 み 込 ま せ た ろ 紙（ 3030-909，GE He a l thca re）2 枚 ，B 液（ 25mM Tr i s，

5%メ タ ノ ー ル ）を 染 み 込 ま せ た ろ 紙 1 枚 ，メ タ ノ ー ル に 30 秒 間 浸 し

た 後 ，B 液 に 30 分 以 上 浸 し た PVDF 膜（ WSE-4052，ア ト ー 株 式 会 社 ），

泳 動 ゲ ル ， C 液 （ 25  mM Tr i s， 40  mM 6-ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 ， 5%メ タ ノ

ー ル ） を 染 み 込 ま せ た ろ 紙 3 枚 の 順 に 重 ね ， 50  V， 2× PVDF 膜 の 面 積

（ cm 2 ）mA の 定 電 流 で 60 分 間 転 写 を 行 っ た 。転 写 後 の PVDF 膜 を TPBS

［ 150  mM NaCl， 0 .05% Tween  20， 1 0  mM Tr i s -HCl（ pH 7 .4）］ で 洗 浄

し ， 0 .5%（ w/v ） ス キ ム ミ ル ク （ 190-12865， 富 士 フ ィ ル ム 和 光 純 薬 株

式 会 社 ） 含 有 TPBS で ， 室 温 で 1 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 膜 を 洗

浄 後 ， 1 次 抗 体 ［（ Ant i -SGLT1 抗 体 ； ab14686， Abcam ， GBR； 1 :500）

ま た は（ Ant i -β -ac t in (C4)，sc -47778，Santa  Cruz  B io t echn o l o g y ，U S A ；

1:10 ,000）］を 加 え ，4°C で 一 晩 反 応 さ せ た 。膜 を 洗 浄 後 ，2 次 抗 体［（ Goat  

An t i -Rabbi t  IgG Peroxidase  Conjuga t e，DC03L，Merck ，DEU；1 :1 ,000）
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ま た は （ Ant i -mouse  IgG,  HRP- l inked  An t ibody， 7076S， Cel l  S igna l in g  

Techno logy， USA； 1 :10 ,000）］ を 加 え ， 37 °C で 2 時 間 反 応 さ せ た 。  

続 い て ， ECL Se l ec t  Wes t e rn  B lo t t i ng  De tec t i on  Reagen t（ RPN2235，

GE Hea l thca re） を 用 い て ， Chemi  Doc  MP（ Bio-Rad， USA） に て バ ン

ド を 検 出 し た 後 ， Image  Lab ソ フ ト ウ ェ ア （ Bio-Rad， USA） を 用 い て

バ ン ド 強 度 の 解 析 を 行 っ た 。 ロ ー デ ィ ン グ コ ン ト ロ ー ル で あ る β-ア

ク チ ン の Adj .  Vol .（ In t ） の 値 で SGLT1 の Adj .  Vol .（ In t） の 値 を 割 る

こ と に よ り ，サ ン プ ル 間 の 誤 差 を 補 正 し た 。ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル

の 値 を 平 均 し ， こ れ を 100%と し た と き の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル お

よ び LMP 添 加 群 の 値 を 求 め ， こ れ を SGLT1 re l a t i ve  abundance（ %）

と し た 。  

 

4-2 -7  統 計 解 析  

 デ ー タ は ，エ ク セ ル 統 計（ 株 式 会 社 社 会 情 報 サ ー ビ ス ，東 京 ）を 使

用 し た 一 元 配 置 分 散 分 析 （ ANOVA ） に よ っ て 分 析 し た 。 各 グ ル ー プ

間 の 比 較 は ，Tukey -Kramer の 検 定 ま た は Dunne t t の 検 定 を 使 用 し て 行

い ， p 値 が 0 .05 以 下 の 確 率 値 を 統 計 的 有 意 な も の と し た 。  
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4-3   結 果  

 

4-3 -1  ア ル カ リ ト リ プ シ ン 処 理 に よ る 米 ア ル ブ ミ ン 加 水 分 解 物 の 調

製  

ト リ プ シ ン 処 理 お よ び ア ル カ リ 処 理 ま た は 両 方 の 処 理 に よ る ， RA

の 消 化 性 の 変 化 を 比 較 し た 結 果 を Fi gure  4 -1 に 示 す 。ア ル カ リ 処 理 を

行 わ ず に ト リ プ シ ン 処 理 の み を 行 っ た 場 合 ， RA の 15- 16  kDa の バ ン

ド 部 は 部 分 的 に 加 水 分 解 さ れ た が ， 1 4 k D a の バ ン ド は 残 存 し て い た 。

一 方 で ，ア ル カ リ 処 理 の み を 行 っ た 場 合 ，RA の 14-16 kDa の バ ン ド は

加 水 分 解 し な か っ た が ， そ の 後 に 続 い て ト リ プ シ ン 処 理 を 行 っ た

RAH の 場 合 は ， 14 -16kDa の バ ン ド は ほ と ん ど 消 失 し ， 8  kDa 以 下 の

低 分 子 ペ プ チ ド に 加 水 分 解 さ れ た 。  

 

4-3 -2  ア ル カ リ ト リ プ シ ン 処 理 米 ア ル ブ ミ ン の 食 後 血 糖 値 上 昇 抑 制

効 果 の 検 討 （ OGTT）  

Wista r ラ ッ ト へ の OGTT に お け る ，RA お よ び RAH 投 与 後 の 血 糖 値

お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を 測 定 し た 結 果 を Fi g u r e  4 - 2 に 示 す 。 

コ ン ト ロ ー ル 群 に お い て ，血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は ，グ ル コ

ー ス 投 与 後 15 分 で ピ ー ク に 達 し ， 時 間 経 過 と と も に 空 腹 時 の レ ベ ル

に 戻 っ た 。 グ ル コ ー ス と  RA ま た は RAH 200 mg/kg 体 重 と の 同 時 投

与 は ，ピ ー ク 時 に お け る 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 を 有 意 に 減 少

さ せ た（ Figure  4 -2  A お よ び C ）。 投 与 後 15 分 で の 血 糖 値 は そ れ ぞ れ ，

コ ン ト ロ ー ル 群 が 179±10  mg/dL， RA 投 与 群 で 159±11  mg/dL， RAH

投 与 群 で 157±7 mg/dL で あ っ た 。 投 与 後 15 分 で の 血 漿 イ ン ス リ ン 値

は そ れ ぞ れ ， コ ン ト ロ ー ル 群 で 1 .81±0.30  ng/mL， RA 投 与 群 で

0 .74±0 .17  ng /mL， RAH 投 与 群 で 1 .0 6±0 .19  ng /mL で あ っ た 。 RA お よ
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び RAH 投 与 群 に お け る グ ル コ ー ス AUC は ，コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し

て ， そ れ ぞ れ 73％ お よ び 64％ に ま で 減 少 し た （ Figure  4 -2  B）。 さ ら

に ， RA お よ び RAH 投 与 群 に お け る イ ン ス リ ン AUC は ， コ ン ト ロ ー

ル 群 と 比 較 し て ，そ れ ぞ れ 69％ お よ び 76％ に ま で 減 少 し た（ Figure  4 -2  

D）。  

 

4-3 -3  米 ア ル ブ ミ ン 消 化 ペ プ チ ド （ HMP， LMP） の 食 後 血 糖 値 ・ イ

ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 の 検 討 （ OGTT）  

 Wis ta r ラ ッ ト へ の OGTT に お け る ，RA，HMP お よ び LMP 投 与 後 の

血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を 測 定 し た 結 果 を Figure  4 -3 に

示 す 。 コ ン ト ロ ー ル 群 に お い て ， 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は ，

グ ル コ ー ス 投 与 後 15 分 で ピ ー ク に 達 し ， 時 間 経 過 と と も に 空 腹 時 の

レ ベ ル に 戻 っ た 。 グ ル コ ー ス と  RA 200 mg/kg 体 重 お よ び RA 中 に 含

ま れ る そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド の 相 当 量 で あ る HMP 133  mg/kg 体 重 ま た

は LMP 67  mg/kg 体 重 と の 同 時 投 与 は ， ピ ー ク 時 に お け る 血 糖 値 お よ

び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 を 有 意 に 減 少 さ せ た（ Figure  4 -3  A お よ び C）。投

与 後 15 分 で の 血 糖 値 は そ れ ぞ れ ， コ ン ト ロ ー ル 群 が 157±4  mg/dL，

RA 投 与 群 で 143±4  mg/dL， HMP 投 与 群 で 140±5  mg/dL， LMP 投 与 群

で 146±3 mg/dL で あ っ た 。 投 与 後 15 分 で の 血 漿 イ ン ス リ ン 値 は そ れ

ぞ れ ， コ ン ト ロ ー ル 群 で 1 .10±0 .16  ng/mL， RA 投 与 群 で 0 .80±0 .16  

ng/mL，HMP 投 与 群 で 0 .79±0 .15  ng /mL，LMP 投 与 群 0 . 66±0 .14 で ng /mL

で あ っ た 。RA ，HM P お よ び LMP 投 与 群 に お け る グ ル コ ー ス AUC は ，

コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て ， そ れ ぞ れ 77％ ， 77％ お よ び 72％ に ま で

減 少 し た （ Figure  4 -3  B）。 さ ら に ， RA お よ び RAH 投 与 群 に お け る イ

ン ス リ ン AUC は ， コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て ， そ れ ぞ れ 70 ％ ， 77％

お よ び 71％ に ま で 減 少 し た （ Figure  4 -3  D）。 ま た ， RA ， HMP お よ び
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LMP 投 与 群 間 に お い て ，血 糖 値 お よ び イ ン ス リ ン AU C に 有 意 差 は 認

め ら れ な か っ た 。  

 

4-3 -4  マ ウ ス 小 腸 上 皮 由 来 細 胞 （ STC-1 細 胞 ） の SGLT1 発 現 量 に 及

ぼ す LMP の 効 果 の 検 討  

 STC-1 細 胞 に お け る 培 地 中 の LM P の 有 無 に よ る SG LT1 の 発 現 量

[ r e l a t ive  abundance  (%)]の 変 化 を 測 定 し た 結 果 を Figure  4 -4 に 示 す 。

SGLT1 の 発 現 量 は ， 培 地 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 が 3  mM か ら 25  mM へ

増 加 す る に つ れ て 急 激 に 増 加 し た 。 25  mM グ ル コ ー ス 培 地 に 100  

µg /mL の  LMP を 添 加 し た 群 に お い て ，SGLT1 の 発 現 は 25  mM グ ル コ

ー ス 培 地 群 （ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） の 4 0 ± 1 8 ％ に ま で 減 少 し た 。

す べ て の グ ル ー プ 間 に お い て ， 内 部 標 準 で あ る β-ア ク チ ン の 発 現 量

に 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た ， MTT ア ッ セ イ に よ り LMP の 細

胞 毒 性 を 調 べ た 結 果 ，3  mM グ ル コ ー ス 培 地 群 と LMP 群 間 に 有 意 な 差

は 認 め ら れ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ）。  
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F igu re  4 -1 .  In  v i t ro  d iges t i b i l i ty  o f  RA shown  by  SDS-PAGE.  M,  

molecu l a r-mass  marker ;  l ane  1 ,  RA;  l ane  2 ,  t ryps in - t r ea t ed  RA;  l ane  3 ,  

a lka l i - t r ea t ed  RA;  l ane  4 ,  RA hydro lyzed  by  a lka l i ne  and  t ryp t i c  

t r ea tmen t s  (RAH) .  
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F igu re  4 -2 .  E ffec t s  o f  RA and RAH on b lood  g lucose  l eve l  (A) ,  g lucose  

AUC (B) ,  p l a sma  insu l in  l eve l  (C ) ,  and  i n su l in  AUC (D )  a f t e r  t he  o ra l  

g lucose  t o l e rance  t e s t s  (OGTT)  on  Wis t a r  r a t s .  Va lues  wi th  d i ff e ren t  

l e t t e r s  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  vs .  cont ro l  g roup  by  

Tukey-Kramer ’s  t e s t .  Each  va lue  i s  t he  mean  o f  6–9  an imals  wi th  t he  SE  

shown  as  a  ve r t i ca l  ba r.  
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F igu re  4 -3 .  E ffec t s  o f  RA,  HMP and LMP on b lood  g lucose  l eve l  (A) ,  

g lucose  AUC (B) ,  p l a sma  insu l in  l eve l  (C )  and  in su l in  AUC (D)  a f t e r  t he  

o ra l  g lucose  t o l e rance  t e s t  (OGTT)  on  Wis t a r  r a t s .  Va lues  wi th  d i ff e ren t  

l e t t e r s  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  vs .  cont ro l  g roup  by  

Tukey-Kramer ’s  t e s t .  Each  va lue  i s  t he  mean  o f  9–15  an imal s  wi th  t he  SE 

shown  as  a  ve r t i ca l  ba r.  
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F igu re  4 -4 .  E ffec t  o f  LMP in  a  so lu t i on  o f  med ium g lucose  concen t ra t ion  

on  SGLT1 abundance  i n  STC-1  ce l l s  (Wes t e rn  b lo t t ing ) .  Ce l l s  were  

cu l t u red  i n  med ium con ta in ing  d i ffe re n t  concen t ra t i ons  o f  g lucose  (3  o r  

25  mM)  fo r  48  h  a t  37°C  and  5% CO 2 .  Va lues  wi th  *  a re  s i gn i f i can t ly  

d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  vs .  those  o f  the  c ont ro l  g roup  by  Dunne t t ' s  t e s t .  Each  

va lue  i s  t he  mean  o f  3  exper imen t s  wi th  SE  as  a  ve r t i ca l  ba r.  
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4-4  考 察  

食 物 タ ン パ ク 質 は ，ペ プ シ ン ，ト リ プ シ ン ，キ モ ト リ プ シ ン な ど の

胃 や 小 腸 に 存 在 す る 消 化 酵 素 に よ っ て ，ペ プ チ ド や ア ミ ノ 酸 に ま で 消

化 さ れ る 。 前 章 に お い て ， RA の 食 後 血 糖 値 お よ び イ ン ス リ ン 値 上 昇

抑 制 効 果 は ， 難 消 化 性 高 分 子 ペ プ チ ド で あ る HMP の 糖 吸 着 ・ 排 出 促

進 作 用 に よ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し な が ら ， RA か ら は 消 化 酵 素

に よ っ て 2  kDa 以 下 の LMP も 生 成 し ，RA の 効 果 に は ，こ れ ら の 低 分

子 ペ プ チ ド も 寄 与 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 そ こ で 本 章 で は ，

RA 分 解 ペ プ チ ド の 食 後 血 糖 値 お よ び イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 に つ

い て 検 討 し た 。  

ま ず ， RA を ア ル カ リ 処 理 す る こ と で 変 性 さ せ ， 消 化 耐 性 を 喪 失 さ

せ た 。 そ の 後 ト リ プ シ ン 処 理 を 行 う こ と で ， RA 全 て を 低 分 子 化 し た

RA 加 水 分 解 物 （ RAH） を 作 製 し た （ Figure  4 -1）。 こ の RAH を グ ル コ

ー ス と 共 に Wis ta r ラ ッ ト に 投 与 し ，OGTT を 行 っ た 。そ の 結 果 ，RAH

投 与 群 も RA 投 与 群 と 同 様 に ，食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の

上 昇 を 有 意 に 抑 制 し た （ Figure  4 -2）。 従 っ て ， RA の 食 後 血 糖 値 上 昇

抑 制 効 果 に は ， 難 消 化 性 の HMP に よ る 食 物 繊 維 様 の 作 用 だ け で は な

く ， LMP も 寄 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

そ こ で 次 に ，RA を ト リ プ シ ン で 消 化 し た 後 ，ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー に よ っ て HMP と LMP に 分 離 し ，そ れ ら を 用 い て OGTT を 行

っ た 。 RA か ら は ， ２ ： １ の 重 量 比 で HMP と LMP が 生 成 し た こ と か

ら ， Wis ta r ラ ッ ト に ， グ ル コ ー ス と 共 に RA の 2 /3 量 の HMP あ る い

は 1 /3 量 の LMP を 投 与 し ， 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を

測 定 し た 。そ の 結 果 ，  RA 投 与 群 だ け で な く HMP 投 与 群 お よ び LMP

投 与 群 に お い て も ，食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 上 昇 が コ ン ト

ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 に 抑 制 さ れ た （ Figure  4 -3）。 Ish ikawa ら は ，
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米 の ア ル カ リ 可 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ る グ ル テ リ ン の 加 水 分 解 ペ プ チ

ド が ， イ ン ク レ チ ン で あ る GLP-1 の 血 中 へ の 分 泌 を 刺 激 す る こ と ，

お よ び ， 血 中 に お い て イ ン ク レ チ ン 分 解 酵 素 で あ る D PP-Ⅳの 活 性 を

阻 害 す る こ と で ，膵 臓 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 を 促 進 し ，食 後 の 血 糖 値

上 昇 を 穏 や か に す る こ と を 報 告 し て い る （ Ish ikawa  e t  a l .， 2015 ）。 し

か し な が ら ，OGT T の 結 果 ，RA，H MP お よ び LMP の 経 口 投 与 に よ っ

て 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 は 抑 制 さ れ た （ Figure  4 -3  C）。 イ ン ス リ ン

分 泌 量 の 減 少 は ，小 腸 か ら の グ ル コ ー ス 吸 収 量 の 減 少 を 示 す こ と ，さ

ら に は ，前 章 の IP GTT 結 果 か ら ，R A は 血 中 で は な く 消 化 管 内 で 作 用

す る こ と が 明 ら か に な っ て い る こ と か ら ， RA 分 解 ペ プ チ ド は ， 米 グ

ル テ リ ン ペ プ チ ド と 異 な り ，小 腸 か ら 血 中 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み プ

ロ セ ス を 阻 害 す る こ と に よ り ，食 後 の 高 血 糖 を 抑 制 し た こ と が 示 唆 さ

れ た 。 HMP に お い て は ， 前 章 の グ ル コ ー ス 拡 散 試 験 の 結 果 よ り ， 消

化 管 に お け る グ ル コ ー ス の 吸 着・排 出 促 進 と い っ た 食 物 繊 維 様 の 効 果

が 示 唆 さ れ て い る 。 一 方 ， LMP に お い て は ， RA や H MP と 同 様 に ，

グ ル コ ー ス 吸 着 能 に つ い て の 詳 細 な 検 討 は 必 要 で は あ る も の の ，分 子

質 量 が 2  kDa 以 下 と 低 分 子 の た め ， HMP の よ う に グ ル コ ー ス を 吸 着

す る 可 能 性 が 低 い こ と か ら ，小 腸 上 皮 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス 輸 送 機

能 の 阻 害 に よ り ， 食 後 の 高 血 糖 を 抑 制 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

小 腸 か ら の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み は ， Na ＋ / グ ル コ ー ス 共 輸 送 体 で

あ る SGLT1 を 入 口 と し て 行 わ れ る 。 SGLT1 は 空 腹 時 に は ほ と ん ど 発

現 し て お ら ず ， 小 腸 上 皮 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る 甘 味 受 容 体 で あ る

T1R2/T1R3 ヘ テ ロ 二 量 体 に グ ル コ ー ス が 結 合 す る こ と に よ る シ グ ナ

ル 伝 達 に よ っ て ，瞬 時 に 発 現 す る（ Nel son  e t  a l . ,  2001 ;  Sh i raz i -Beechey  

e t  a l . ,  2011 ;  Gorboulev  e t  a l . ,  2012）。 ま た ， そ の 発 現 量 は ， 投 与 し た

グ ル コ ー ス の 濃 度 に 比 例 す る こ と が 知 ら れ て い る（ Va yro  e t  a l . ,  2001;  
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Dyer  et  a l . ,  2003）。 そ こ で ， LMP が SGLT1 の 発 現 に 及 ぼ す 影 響 を ，

実 際 の 小 腸 上 皮 細 胞 と 比 較 し て SGLT1 の 発 現 速 度 に 差 は あ る も の の ，

そ の 発 現 経 路 の 類 似 性 か ら ，現 在 最 も 適 し た 実 験 細 胞 で あ る と 考 え れ

ら れ る マ ウ ス 小 腸 上 皮 モ デ ル 細 胞 で あ る STC-1 細 胞 を 用 い て 評 価 し

た （ Vayro  e t  a l . ,  2001）。 そ の 結 果 ， 高 グ ル コ ー ス （ 25  mM） 存 在 下 に

お い て も ，LMP を 培 地 中 に 添 加 す る こ と で SGLT１ の 発 現 は 有 意 に 抑

制 さ れ た（ Figure  4 -4）。こ の 結 果 は ，LMP が 小 腸 上 皮 細 胞 で の SGLT1

の 発 現 を 阻 害 す る こ と に よ り ，小 腸 か ら 血 液 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み

を 抑 制 す る こ と を 強 く 支 持 し て い る 。 SGLT1 の 発 現 は ， い く つ か の

ペ プ チ ド に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 35 残 基 の ア ミ

ノ 酸 か ら な る 味 覚 修 飾 ペ プ チ ド で あ る グ ル マ リ ン は ， T1R3 の 細 胞 外

ド メ イ ン と T1R2 の 細 胞 外 お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン に 結 合 す る こ と で ，

SGLT1 発 現 に お け る ガ ス ト デ ュ ー シ ン 依 存 性 経 路 を 遮 断 す る ア ン タ

ゴ ニ ス ト と し て 作 用 し て ，SGLT1 の 発 現 を 阻 害 す る（ Margo lskee  e t  a l . ,  

2007 ;  Yasumatu  e t  a l . ,  2009）。 RA は ， 14-16  kDa の 複 数 の タ ン パ ク 質

の 集 合 体 で あ る こ と か ら ， そ の 分 解 物 で あ る LMP も 様 々 な ペ プ チ ド

で 構 成 さ れ て い る と 予 想 さ れ る 。 詳 細 な メ カ ニ ズ ム 解 明 の 為 に は ，

SGLT1 発 現 阻 害 の 核 と な る ペ プ チ ド を 特 定 す る 必 要 が あ る が ， LMP

に 含 ま れ る ペ プ チ ド も T1R2/T1R3 か ら の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の ど こ か

を 阻 害 す る こ と で ， SGLT1 の 発 現 を 抑 制 し た と 考 え ら れ る 。  

 一 方 で ， RA ， H MP お よ び LMP 投 与 群 の グ ル コ ー ス AUC は 同 程 度

で あ り ， HMP お よ び LMP の 相 乗 効 果 は RA 投 与 群 で ほ と ん ど 観 察 さ

れ な か っ た （ Figur e  4 -3  B）。 こ の 理 由 と し て ， RA は 不 十 分 に 消 化 さ

れ て 少 量 の HMP と LMP を 生 成 し た か ， RA は ペ プ シ ン や キ モ ト リ プ

シ ン な ど の 他 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て よ り 広 範 囲 に 消 化 さ れ ， LMP

中 の 生 理 活 性 ペ プ チ ド の 一 部 が 失 わ れ た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。こ の 疑
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問 を 解 消 す る た め に は ， ラ ッ ト へ の OGTT に お い て ， i n  v i t ro で 生 成

し た HMP と LMP の 混 合 物 を 投 与 す る と い っ た 方 法 で 検 証 を 行 う 必 要

が あ る だ ろ う 。  

 以 上 本 研 究 の 結 果 か ら ， RA の 血 糖 値 ・ イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果

は ， i n  v i vo に お い て RA か ら 産 生 さ れ る ， 難 消 化 性 の HMP に よ る グ

ル コ ー ス の 吸 着 ・ 排 出 促 進 と い っ た 食 物 繊 維 様 の 効 果 と ， LMP の 腸

上 皮 細 胞 に お け る SGLT1 の 発 現 阻 害 と い う ， 二 つ の 働 き に 起 因 し て

い る こ と が 示 唆 さ れ た （ Ina  e t  a l . ,  2020）。 一 方 で ， 本 研 究 に お い て

SGLT1 の 発 現 抑 制 効 果 を 検 証 し た の は LMP の み で あ り ， RA お よ び

HMP に お い て も 同 様 の 機 能 性 を 有 し て い る 可 能 性 が あ る こ と ，i n  v i vo

に お け る 実 際 の 小 腸 上 皮 細 胞 の SGLT1 発 現 抑 制 効 果 に つ い て は 未 知

な こ と か ら ， 今 後 更 な る 検 証 が 必 要 だ ろ う 。  

さ ら に 本 研 究 の 結 果 か ら ， LMP と い う 従 来 の 血 糖 値 ・ イ ン ス リ ン

値 上 昇 抑 制 メ カ ニ ズ ム と は 異 な る 作 用 機 序 で 効 果 を 発 揮 す る 機 能 性

成 分 の 発 見 に 至 っ た 。 現 在 ， SGLT1 の 発 現 を 阻 害 す る 食 品 成 分 に 関

す る 報 告 は 僅 か で あ り ，米 と い っ た 世 界 中 の 国 々 で 主 食 と さ れ る ほ ど

の 食 品 か ら の 発 見 は 本 研 究 が は じ め て で あ る 。 LMP を 濃 縮 し て 摂 取

す る 場 合 ，毒 性 や 安 全 性 に つ い て の 更 な る 検 証 は 必 須 で は あ る が ，⾧

年 摂 取 さ れ て い る 米 を 原 料 と す る も の で あ る た め ，安 全 性 は 高 い と 思

わ れ る 。 よ っ て 本 研 究 の 知 見 は ， 新 た な 機 能 性 食 品 成 分 と し て LMP

を 単 独 利 用 す る 観 点 か ら も 貴 重 な も の で あ る 。  
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第 5 章  機 能 性 食 品 素 材 と し て の 米 ア ル ブ ミ ン の 物 理 化 学 的 性 質 の

評 価  

 

5-1  緒 言  

 

 米 は ，多 く の 国 々 で 主 食 と し て 食 さ れ ，ア ジ ア に お い て は ，主 要 な

炭 水 化 物 お よ び タ ン パ ク 質 の 供 給 源 と し て ，最 も 広 く 消 費 さ れ て い る

植 物 性 食 品 の 一 つ で あ る （ Kennedy  a nd  Bur l i ngame， 2003）。 米 の 胚 乳

に は ，約 8 ％ の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ て お り ， 溶 媒 へ の 可 溶 性 の 違 い か

ら ， グ ル テ リ ン （ 酸 ア ル カ リ 可 溶 性 画 分 ： 含 有 率 80 ％ ）， グ ロ ブ リ ン

（ 塩 水 可 溶 性 画 分 ： 含 有 率 12％ ）， ア ル ブ ミ ン （ 水 溶 性 画 分 ： 含 有 率

5％ ）， プ ロ ラ ミ ン （ ア ル コ ー ル 可 溶 性 画 分 ： 含 有 率 3 ％ ） に 分 け ら れ

る （ Ju  e t  a l . ,  2001）。 米 タ ン パ ク 質 の 中 に は ， 栄 養 源 と し て だ け で は

な く 病 気 の 予 防 や 治 療 に 有 効 な 生 理 機 能 を 持 つ も の が 知 ら れ て お り ，

プ ロ ラ ミ ン と グ ロ ブ リ ン は 血 中 や 肝 臓 の コ レ ス テ ロ ー ル を 低 下 さ せ

る 効 果 を も つ こ と や （ Yang  et  a l . ,  2007;  Tong e t  a l . ,  2012） や ， グ ル テ

リ ン は 糖 尿 病 性 腎 症 の 進 行 に 対 す る 改 善 効 果 を も つ こ と な ど が 報 告

さ れ て い る （ Kubo ta  e t  a l .  2013）。 筆 者 も 前 章 ま で 研 究 に お い て ， RA

が 食 後 の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 を 抑 制 し ，糖 尿 病 の 予

防 に 有 効 な 機 能 食 品 素 材 で あ る こ と を 明 ら か に し て き た （ Ina  e t  a l . ,  

2016 ;  Ina  e t  a l . ,  2019a ;  In a  e t  a l . ,  2020）。  

一 方 で ，タ ン パ ク 質 を 食 品 素 材 と し て 工 業 的 に 製 造・加 工 す る 場 合 ，

溶 解 性 ・ 熱 安 定 性 ・ 乳 化 性 ・ 起 泡 性 な ど の 物 理 化 学 的 性 質 が 高 い こ と

も 重 要 で あ る （ Wa ng  e t  a l .  1999）。 し か し ， タ ン パ ク 質 の 中 に は ， ネ

イ テ ィ ブ な 状 態 に お い て は 高 い 機 能 性 や 加 工 特 性 を 有 し て い て も ，殺

菌 処 理 に お け る 加 熱 や 酸・ア ル カ リ 処 理 に よ る pH 変 化 に よ り 変 性 し ，
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そ の 特 性 を 失 う も の も 多 い 。 RA は ， 水 溶 性 ・ 無 味 ・ 無 臭 で あ り ， 飲

料 を は じ め と す る 種 々 の 食 品 に 利 用 で き る 可 能 性 が あ る た め ， も し

RA が 高 い 熱 安 定 性 を も ち ， 広 い p H 範 囲 に お い て 優 れ た 物 理 化 学 的

性 質 を 備 え て い る の で あ れ ば ，様 々 な 形 態 の 食 品 に 適 用 す る こ と が 可

能 と な る 。  

そ こ で 本 章 で は ， RA の 健 康 機 能 性 食 品 素 材 と し て の 利 用 可 能 性 を

評 価 す る こ と を 目 的 と し ， RA の 熱 安 定 性 と ， そ れ に 及 ぼ す 分 子 内 ジ

ス ル フ ィ ド 結 合 の 影 響 に つ い て 評 価 し た 。続 い て ，食 品 の 加 工 に お い

て 一 般 的 な pH 3 - 8 の 範 囲 に お け る ，RA の 溶 解 性 ，起 泡 性 ，乳 化 性 お

よ び 表 明 疎 水 性 度 と い っ た 物 理 化 学 的 性 質 に つ い て ，食 品 産 業 で 一 般

的 に 使 用 さ れ る カ ゼ イ ン （ Kinse l l a ,  1984 ）， 大 豆 タ ン パ ク 質 分 離 物

（ SPI:  Yasumatsu  e t  a l . ,  1972） お よ び 乾 燥 卵 白 （ DEW:  Campbe l l  e t  a l . ,  

2003） と 比 較 し て 評 価 し た 。  
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5-2  実 験 材 料 と 方 法  

 

5-2 -1  実 験 材 料  

 RA（ タ ン パ ク 質 純 度 85-95%）は ，2 -2 -1 の 方 法 で 調 製 し た 。SPI（ Soy  

p ro t e in  i so l a t e； タ ン パ ク 質 純 度 90%）， DEW（ D ried  egg  whi t e タ ン パ

ク 質 純 度 94%）， カ ゼ イ ン （ 牛 乳 由 来 ， タ ン パ ク 質 純 度 83%） は ， そ

れ ぞ れ 不 二 製 油 株 式 会 社（ 大 阪 ），キ ユ ー ピ ー 株 式 会 社（ 東 京 ），富 士

フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 （ 大 阪 ） か ら 購 入 し た 。  

 

5-2 -2  米 ア ル ブ ミ ン の 熱 安 定 性 の 評 価  

米 ア ル ブ ミ ン の 熱 安 定 性 の 評 価  

RA の 熱 安 定 性 は ， 加 熱 処 理 後 の R A の ミ ー ル ワ ー ム 由 来 α-ア ミ ラ

ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 RA を 純 水

1  mL に 0 .1%（ w/ w） と な る よ う に ネ ジ 口 試 験 管 の 中 で 溶 解 し ， 室 温

で 60 分 間 撹 拌 し た 。 RA 溶 液 を 100°C で 10-120 分 間 加 熱 さ せ た 後 ，

室 温 ま で 冷 却 し ， ミ ー ル ワ ー ム 由 来 α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性

を 2-2 -2 の 方 法 で 測 定 し た 。 熱 安 定 性 は ， 加 熱 処 理 後 の RA の 残 存 す

る α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 の 比 と し て 表 し ， 以 下 の よ う に 計 算 し た  

 

熱 安 定 性 （ %） =（ 加 熱 RA の α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 /未 加 熱 RA 

 の α -ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 ） ×100  

 

米 ア ル ブ ミ ン の 濃 度 が 熱 安 定 性 に 及 ぼ す 影 響 の 評 価  

RA の 濃 度 が 熱 安 定 性 に 及 ぼ す 影 響 は ， 種 々 の 濃 度 に お け る R A の

ミ ー ル ワ ー ム 由 来 α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 を 測 定 す る こ と に

よ っ て 評 価 し た 。 RA を 純 水 1  mL に 0 .1 -10%（ w/w） と な る よ う に ネ



82 
 

ジ 口 試 験 管 の 中 で 溶 解 し ， 室 温 で 60 分 間 撹 拌 し た 。 各 溶 液 を 2 つ の

試 験 管 に 分 け ， 一 方 の 試 験 管 を 100 °C で 60 分 間 加 熱 し た 。 両 試 験 管

を 氷 冷 し ， 最 終 濃 度 が 0 .05%（ w/w） と な る よ う に 純 水 で 希 釈 し た 。

こ れ ら の 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 （ 10 ,000g， 15  min， 4°C ） し ， 上 清 を 純 水

で 25 倍 希 釈 し ， ミ ー ル ワ ー ム 由 来 α-ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 を

2-2 -2 の 方 法 で 測 定 し た 。 熱 安 定 性 は ， 上 記 と 同 じ 方 法 で 計 算 し た 。  

 

DSC を 用 い た 米 ア ル ブ ミ ン の 熱 安 定 性 に お け る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の

寄 与 の 評 価  

RA の 熱 安 定 性 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 寄 与 は ， 示 差 走 査 熱 量

計（ DSC）を 用 い て ，還 元 剤 の 有 無 に お け る 変 性 温 度 を 測 定 す る こ と

に よ り 評 価 し た 。 RA を 水 ま た は 200  mM DTT 溶 液 へ 20%（ w/w） と

な る よ う に 溶 解 し ， 室 温 で 16 時 間 撹 拌 し た 。 続 い て ， 各 RA 溶 液 30  

mg を 銀 パ ン （ GC A-0021， 株 式 会 社 日 立 ハ イ テ ク サ イ エ ン ス ， 東 京 ）

に 秤 量 し た 。パ ン を 密 閉 し ，DSC（ DSC-100:セ イ コ ー イ ン ス ツ ル 株 式

会 社 ， 千 葉 ） へ セ ッ ト し ， 1°C/min の 昇 温 速 度 で 25-130°C ま で 加 熱

し た 。リ フ ァ レ ン ス と し て ，等 量 の 蒸 留 水 ま た は 200  mM DTT 溶 液 を

含 む 密 閉 パ ン を 用 い た 。 変 性 開 始 温 度 （ T i ）， 変 性 ピ ー ク 温 度 （ Tp ），

変 性 収 束 温 度 （ T f ） お よ び 変 性 の エ ン タ ル ピ ー (ΔH ) は ， Standard  

Ana lys i s  （ セ イ コ ー イ ン ス ツ 株 式 会 社 ） を 用 い て DSC サ ー モ グ ラ ム

か ら 計 算 し た 。  

 

5-2 -3  可 溶 性 窒 素 量 の 評 価  

 Bera と Mukher j ee の 方 法 （ Bera  and  Mukher j ee ,  1989） を 参 考 に ， 一

部 修 正 し て 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 試 料 200 mg を ク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液

（ 50  mM ク エ ン 酸 ， 100  mM リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム を 混 合 し pH 3 -8
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に 調 整 ） 20  mL に 懸 濁 し ， 室 温 で 6 0 分 間 撹 拌 し た 後 ， 2 つ の 試 験 管

に 分 け た 。 一 方 は 80°C で 20  min 加 熱 し ， も う 一 方 は 室 温 で 保 っ た 。

２ つ の 試 験 管 を 遠 心 分 離 （ 10 ,000g ， 15  min ， 室 温 ） し ， 上 清 の 窒 素

含 有 量 を ケ ル ダ ー ル 法 に よ り 求 め た 。 ま た ， タ ン パ ク 質 100  mg 中 の

全 窒 素 含 有 量 を 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ る こ と な く 測 定 し た 。  

ケ ル ダ ー ル 法 は 以 下 の 操 作 で 行 っ た 。試 料 を 精 秤 し ，ケ ル ダ ー ル フ

ラ ス コ に 移 し た 。分 解 促 進 剤（ 硫 酸 カ リ ウ ム :硫 酸 銅・5 水 和 物 ＝ 9 :1）

2  g と 濃 硫 酸 20  mL を 加 え ， ケ ル ダ ー ル 分 解 台 で 青 緑 色 に な る ま で 加

熱 し た 。 青 緑 色 を 呈 し て か ら 更 に 1 時 間 加 熱 し ， 放 冷 後 ， 蒸 留 水 で

50  mL に f i l l  up し た 。ケ ル ダ ー ル 蒸 留 装 置 を 洗 浄 後 ，少 量 の フ ェ ノ ー

ル フ タ レ イ ン を 加 え た 1 /20  N H 2 SO 4  10  mL と グ ロ ー ク 氏 液［ 0 .1%（ v /v）

メ チ ル レ ッ ド ， 0 .1% （ v /v ） メ チ レ ン ブ ル ー 含 有 エ タ ノ ー ル 溶 液 ］ 2

滴 を 受 け フ ラ ス コ に 入 れ ， 冷 却 管 の 先 に 設 置 し た 。 試 料 分 解 液 5  mL

に 30%（ w/v） N a OH 10  mL を 加 え て 蒸 留 し た 。 受 け フ ラ ス コ の 溜 出

液 が 80  mL 以 上 で 蒸 留 を 終 了 し た 。受 け フ ラ ス コ に 残 っ て い る 1 /20  N 

H 2 SO 4 を 1 /20  N N aOH で 滴 定 し た 。 盲 検 と し て ， 1 /20  N H 2 SO 4  10  mL

を 1 /20  N NaOH で 滴 定 し た 。 試 料 中 の 窒 素 含 有 量 お よ び ， 各 pH の 緩

衝 液 に お け る 可 溶 性 窒 素 量 は 以 下 の 式 で 算 出 し た 。  

 

窒 素 含 有 量 ＝ 1 /20  ×  14  ×（ V 0 ʷ V 1 ） × F N a O H  /  F H ₂ S O ₄  × 50/5  

V 0 ： 盲 検 の 滴 定 値 （ mL）  

V 1 ： 分 解 液 の 滴 定 値 （ mL ）  

F N a O H ： 1 /20N NaO H の 力 価  

F H ₂ S O ₄ ： 1 /20N H2SO4 の 力 価  

 

可 溶 性 窒 素 量 （ %） =（ 上 清 の 窒 素 含 有 量 /全 窒 素 含 有 量 ） × 100  
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5-2 -4  米 ア ル ブ ミ ン の Hydropathy  index の 評 価  

 Kyte と Dool i t t l e の 方 法（ Kyte  and  Dool i t t l e ,  1997）に 従 い ，ExPASy

デ ー タ ベ ー ス 上 の 自 動 タ ン パ ク 質 構 造 計 算 サ ー バ ー （ ExPASy  

P ro t eomics  Se rve r， h t tp : / /www.expasy. ch / cg i -b in /p ro t sca l e .p l， Swiss）

を 用 い て 行 っ た 。 目 的 タ ン パ ク 質 に は ， 3-3 -3 で 同 定 さ れ た

Os07g0214300  [Oryza  sa t i va  J apon ica  Group]（ Access ion ,  113610721）

を 用 い た 。  

 

5-2 -5  乳 化 性 の 評 価  

Pearce と Kinse l l a の 方 法 （ Pearce  and  Kinse l l a ,  1978） を 参 考 に ， 一

部 修 正 し て 行 っ た 。タ ン パ ク 質 試 料 30  mg を 1  %（ w/v ）と な る よ う ，

ク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 3 -8） 3  mL に 溶 解 し ， 60 分 間 室 温 で 撹 拌

し た 。 遠 心 分 離 （ 10 ,000g ， 10  min ， 室 温 ） を 行 い ， ガ ラ ス 製 試 験 管

に 上 清 2 .4  mL， コ ー ン 油 （ 富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ） 0 .8  mL

を 加 え ，ポ リ ト ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー（ PT-1200E，K INE MATICK，CHE ）

で ホ モ ジ ナ イ ズ （ 25 ,000  rpm， 1  min， 室 温 ） し ， 0 分 ， 10 分 経 過 時 に

試 験 管 底 部 よ り 試 料 混 合 液 を 50  μL 分 取 し ，0 .1%（ w/v）SDS 溶 液 5  mL

に 混 合 し た 後 ， 500 nm の 波 ⾧ に お け る 吸 光 度 を ， 分 光 光 度 計

（ UVmin-1240，島 津 製 作 所 ，東 京 ）を 用 い て 測 定 し た 。乳 化 測 定 後 ，

試 験 管 を 静 置 し ， 10 分 後 に 同 様 に 乳 化 を 測 定 し た 。 こ れ を 乳 化 安 定

性 と し た 。  

 

5-2 -6  起 泡 性 の 評 価  

 Wang ら の 方 法（ Wang  e t  a l . ,  1999）を 参 考 に ，一 部 修 正 し て 行 っ た 。

タ ン パ ク 質 試 料 24  mg を 0 .2%（ w/v） と な る よ う ， ク エ ン 酸 リ ン 酸 緩
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衝 液 （ pH 3 -8） 12  mL に 溶 解 し ， 6 0 分 間 室 温 で 撹 拌 し た 。 遠 心 分 離

（ 10 ,000g， 10  min， 室 温 ） を 行 い ， 上 清 10  mL を 250  mL 容 ガ ラ ス 製

メ ス シ リ ン ダ ー （ ф35  mm） 中 に 入 れ た 。 窒 素 ガ ス ボ ン ベ と 連 結 し た

シ リ コ ン チ ュ ー ブ の 先 に ピ ペ ッ ト 用 デ ィ ス ポ ー サ ブ ル チ ッ プ

（ 00-BMT2-SG ， 株 式 会 社 ニ チ リ ョ ー ， 埼 玉 ） を 装 着 し ， チ ッ プ の 先

端 が メ ス シ リ ン ダ ー の 底 部 に 到 達 す る ま で チ ュ ー ブ を 垂 ら し た 。続 い

て ， 窒 素 ガ ス を 90  cm 3 /m in の 風 速 で 5 分 間 ， 15 秒 ご と に 注 入 し ， 最

も 高 い 泡 の 体 積 を 起 泡 性 と し た 。 泡 立 ち 測 定 後 ， 空 気 の 注 入 を 止 め ，

そ こ か ら 10 分 後 の 泡 の 体 積 を 測 定 し ， こ れ を 泡 立 ち 安 定 性 と し た 。  

 

5 -2 -7  表 面 疎 水 性 度 の 評 価  

Iwami ら の 方 法（ Iwami  e t  a l . ,  1986)を 参 考 に 。タ ン パ ク 質 試 料 30  mg

を 1%（ w/v） と な る よ う ， ク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH  3 -8） 1  mL に

溶 解 し ，60 分 間 室 温 で 撹 拌 し た 。遠 心 分 離（ 10 ,000g，10  min，室 温 ）

を 行 い ， 上 清 を ク エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 (pH 3 -8 )で 0 .1 -0 .0125%（ w/v）

と な る よ う に 希 釈 し た 。各 溶 液 200  μL を 96 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト

に 分 注 し ， 100  mM リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.0） に 溶 解 し た 8  mM 1-ア ニ リ

ノ -8 -ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸（ ANS；富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 ）

1  μL を 添 加 し た 。 ANS の 蛍 光 強 度 は ， そ れ ぞ れ 390  n m と 470  nm の

励 起 お よ び 蛍 光 波 ⾧ を 用 い て ，フ ル オ ロ メ ー タ（ Synergy  2，BioTek，

USA）を 用 い て 測 定 し た 。蛍 光 強 度 と タ ン パ ク 質 濃 度 の 線 形 回 帰 分 析

の 係 数 を タ ン パ ク 質 表 面 疎 水 性 の 指 標 と し て 用 い た 。  

 

5-2 -8  統 計 解 析  

 デ ー タ は ，エ ク セ ル 統 計（ 株 式 会 社 社 会 情 報 サ ー ビ ス ，東 京 ）を 使

用 し た 一 元 配 置 分 散 分 析 （ ANOVA ） に よ っ て 分 析 し た 。 各 グ ル ー プ
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間 の 比 較 は ，Tukey -Kramer の 検 定 ま た は Dunne t t の 検 定 を 使 用 し て 行

い ， p 値 が 0 .05 以 下 の 確 率 値 を 統 計 的 有 意 な も の と し た 。  
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5-3  結 果  

 

5-3 -1  米 ア ル ブ ミ ン の 熱 安 定 性 の 評 価  

 RA の 熱 安 定 性 は ，ミ ー ル ワ ー ム 由 来 α -ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活

性 を 指 標 と し て 評 価 し た 。α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 は ，加 熱 時 間 が ⾧ く

な る に つ れ て 徐 々 に 低 下 し た が ， 濃 度 が 0 .1%の 場 合 ， 100°C で 120

分 間 加 熱 後 も 残 存 阻 害 活 性 は 50%に と ど ま っ た （ Figur e  5 -1）。 ま た ，

表 面 疎 水 性 度 は ，α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 と 反 比 例 し て ，加 熱 時 間 が ⾧

く な る に つ れ て 徐 々 に 増 加 し た （ Figure  5 -1 ）。 種 々 の 濃 度 に お け る

RA の 熱 安 定 性 を 測 定 し た 結 果 ， α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 は 濃 度 依 存 的

に 低 下 し た が ， 100°C で 60 分 間 加 熱 し た 後 も α -ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性

が 残 存 し て い た （ Figure  5 -2）。 ま た ， 結 果 に は 示 し て い な い が ， 加 熱

に よ る 変 性 凝 集 は 濃 度 依 存 的 に 増 加 し た 。  

DSC に よ る 測 定 の 結 果 ， DTT（ 還 元 剤 ） を 添 加 し て い な い RA の 変

性 吸 熱 ピ ー ク は 7 3 .3°C （ T i ） で 開 始 し ， 114 .8°C （ T f） で 終 了 し た 。

変 性 ピ ー ク 温 度（ T p）と 変 性 エ ン タ ル ピ ー（ ΔH ）は ，そ れ ぞ れ 100 .8°C

と 3 .15  J /g で あ っ た （ Figure  5 -3  A ,  Tab le  5 -1）。 対 照 的 に ， DTT を 添

加 し た RA の 変 性 吸 熱 ピ ー ク の T i お よ び T f は ， そ れ ぞ れ 37 .3°C と

59 .3°C で あ り ， T p と ΔH は そ れ ぞ れ 52 .0°C と 0 .78  J /g で あ っ た 。 さ

ら に ， DTT 添 加 後 で は ， 溶 液 の 白 濁 が 確 認 さ れ た （ Fi gure  5 -3  B）。  

  

5-3 -2  可 溶 性 窒 素 量 の 評 価  

 80°C，20 分 間 の 加 熱 前 後 に お け る 種 々 の pH の 溶 液 へ の タ ン パ ク 質

の 溶 解 性 を ， 可 溶 性 窒 素 量 と し て 評 価 し た （ Figure  5 -4）。 RA は 加 熱

後 も い ず れ の pH に お い て も 高 い 溶 解 性 を 示 し た 。DE W の 溶 解 性 は 加

熱 前 で は 高 か っ た が ， 加 熱 後 に 大 幅 に 減 少 し た 。 カ ゼ イ ン は pH 5 以



88 
 

下 の 溶 液 に 溶 解 し な か っ た が ，未 加 熱 お よ び 加 熱 後 の い ず れ に お い て

も pH 7 以 上 の 溶 液 に 溶 解 し た 。 SPI の 溶 解 度 は ， 他 の タ ン パ ク 質 サ

ン プ ル ほ ど 高 く は な か っ た が ，未 加 熱 お よ び 加 熱 後 の い ず れ に お い て

も pH の 増 加 に 伴 っ て 徐 々 に 増 加 し た 。  

 

5-2 -4  米 ア ル ブ ミ ン の Hydropathy  index の 評 価  

 タ ン パ ク 質 構 造 自 動 計 算 サ ー バ ー ExPASy  を 用 い て ， RA に 含 ま れ

る タ ン パ ク 質 で あ る Os07g0214300 の hydropa thy  i nde x を 算 出 し た 結

果 を ， Figure  5 -5 示 す 。 5-24 番 目 の ア ミ ノ 酸 を 除 き ， 殆 ど の ア ミ ノ 酸

残 基 が 0 以 下 の 値 を 示 し た 。Os07g0214300 の 1-26 番 目 の ア ミ ノ 酸 は ，

シ グ ナ ル ペ プ チ ド と し て 切 断 さ れ て い る と 予 想 さ れ て い る こ と か ら

（ Adach i  e t  a l . ,  1993）， Os07g0214300 は ， 構 造 内 に 小 さ な 疎 水 性 コ ア

を 持 ち ，表 面 に は 多 く の 親 水 基 が 露 出 し た 親 水 性 の 高 い タ ン パ ク 質 で

あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 

5-3 -3  乳 化 性 の 評 価  

 い ず れ の タ ン パ ク 質 も 中 性 領 域（ pH 6 -8）付 近 に お い て 高 い 乳 化 性

を 示 し た が ， カ ゼ イ ン お よ び SPI は pH 5 以 下 で 低 い 乳 化 性 を 示 し た

（ Figure  5 -6 ）。 一 方 で ， RA の 乳 化 性 は 安 定 し て お り ， す べ て の pH

に お い て 高 い 値 を 維 持 し た 。 ま た ， カ ゼ イ ン ， SPI， お よ び DEW と

は 異 な り ， RA の 乳 化 安 定 性 は 酸 性 領 域 （ pH 3 -5 ） で は 比 較 的 高 か っ

た が ， pH 6 で は 低 か っ た 。 SPI と DE W の 乳 化 安 定 性 は ， 測 定 さ れ た

い ず れ の pH に お い て も 低 か っ た の に 対 し ，カ ゼ イ ン の 乳 化 安 定 性 は

pH 大 き く な る に つ れ て 徐 々 に 増 加 し ， pH 7 -8 に お い て は RA と ほ ぼ

同 程 度 で あ っ た 。  
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5-3 -4  起 泡 性 の 評 価  

 RA お よ び DEW は ，す べ て の pH に お い て 安 定 し た 起 泡 性 を 示 し た

が ，カ ゼ イ ン お よ び SP I は pH 5 以 下 で 低 い 値 を 示 し た（ Figure  5 -7 ）。

酸 性 領 域（ pH 3 -5 ）に お い て は ，RA と DEW の 起 泡 性 は カ ゼ イ ン お よ

び SP I よ り も 高 か っ た 。中 性 領 域（ p H 6 -8）で は ，RA の 起 泡 性 は SPI

お よ び DEW と ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た が ， カ ゼ イ ン よ り も 低 か っ た 。 ま

た ， す べ て の タ ン パ ク 質 の 泡 立 ち 量 は 10 分 後 に は 減 少 し た 。 RA の

起 泡 安 定 性 は pH 4 -5 で わ ず か に 高 か っ た が ，pH 6 以 上 で は 低 か っ た 。 

 

5-3 -5  表 面 疎 水 性 度 の 評 価  

 RA と DEW の 表 面 疎 水 性 度 は ，い ず れ の pH に お い て も 比 較 的 安 定

的 で 高 か っ た の に 対 し ， SPI と DEW の 表 面 疎 水 性 度 は pH 4 -5 に お い

て 低 か っ た （ Figur e  5 -8）。  
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F igu re  5 -1 .  Remain ing  α -amylase  i nh ib i to ry  ac t iv i ty  and  su r fac e  

hydrophobic i t y  o f  RA wi th  d i ff e ren t  h ea t i ng  t imes .  Sol id  ba r,  α -amylase  

inh ib i t o ry  ac t i v i t y ;  ha t ched  ba r,  su r face  hydrophob ic i t y.  Hea t ing  

t empera tu re  was  100°C .  Values  wi th  d i ff e ren t  l e t t e r s  a re  s ign i f i can t ly  

d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  by  Tukey-Kramer ’s  t e s t .  Each  va lue  i s  t he  mean o f  3  

exper imen t s  wi th  SD shown  as  a  ve r t i c a l  ba r.  
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F igu re  5 -2 .  Remain ing  α -amylase  i nh ib i t o ry  ac t i v i t y  o f  RA a t  d i ff e ren t  

concen t ra t i ons  a f t e r  hea t i ng  a t  100°C  fo r  60  min .  Va lues  wi th  d i ff e ren t  

l e t t e r s  a re  s i gn i f i c an t ly  d i ff e ren t  a t  p  < 0 .05  by  Tukey -Kramer ’s  t e s t .  

Each  va lue  i s  t he  mean  o f  3  exper imen t s  wi th  SD shown  as  a  ve r t i ca l  ba r.  
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F igu re  5 -3 .  Changes  i n  t he rmal  s ens i t i v i t y  o f  r i ce  RA a f t e r  the  add i t i on  o f  

a  r educ ing  agen t  ( DTT) .  A ,  DSC the rmograms  o f  RA u nt rea t ed  (a )  o r  

t r ea t ed  (b )  wi th  DTT fo r  16  h r  a t  room t empera tu re ;  B ,  Changes  i n  the  

tu rb id i t y  o f  RA a f t e r  t he  add i t i on  o f  a  r educ ing  agen t ,  l e f t :  un t rea t ed ,  

r i gh t :  t r ea t ed  wi th  DTT.  
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Ta b l e  5 - 1 .  C h a n g e s  i n  t h e  d en a t u r a t i o n  t e mp e r a t u r e  a n d  e n th a l p y  o f  RA b y  t he  

a d d i t i on  o f  r e du c i ng  ag e n t  (D T T )  

 

T i ,  dena tu ra t i on - in i t i a t ed  t empera tu re ;  Td ,  dena tu ra t i on  peak  

t empera tu re ;  T f ,  dena tu ra t i on - t e rmina t ed  t empera tu re ;  ΔH ,  denatu ra t i on  

en thalpy.  Each  va lue  i s  ca l cu l a t ed  f rom the  DSC the rmogra ms .  

 

 

  

Ti (℃) Td (℃) Tf (℃) ΔH (J/g)

Non-treated RA 73.3 100.8 114.8 3.15

DTT-treated RA 37.3 52.0 59.3 0.78
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F igu re  5 -4 .  Ni t rogen  so lub i l i ty  p ro f i l e s  o f  RA,  case in ,  SP I ,  and  DEW at  

d i ff e ren t  pH va lues .  A ,  non-hea t - t r ea t ed ;  B ,  hea t - t r ea t ed  (80°C ,  20  min ) .  

Each  va lue  i s  t he  mean  o f  3  exper imen t s  wi th  SD shown  as  a  ve r t i ca l  ba r.  
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F igu re  5 -5 .  Hydropa thy  i ndex  o f  RA (Os07g0214300)  ca l cu l a t ed  by  

ExPASy  P ro t eomics  Se rve r.  
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F igu re  5 -6 .  Emul s ion  ac t i v i t y  and  s t ab i l i t y  o f  RA,  case in ,  SP I ,  and  DEW 

a t  d i ff e ren t  pH va l ues .  A ,  emul s ion  a c t i v i ty ;  B ,  emul s ion  s t ab i l i t y  a f t e r  

10  min .  Va lues  wi th  *  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  f rom the  co r responding  

RA va lue  a t  p  < 0 .05  by  Dunne t t ’s  t e s t .  Each  va lue  i s  t he  mean  o f  4  

exper imen t s  wi th  SD shown  as  a  ve r t i c a l  ba r.  
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F igu re  5 -7 .  Foaming capac i t y  and  s t ab i l i t y  o f  RA,  case in ,  SP I ,  and  DEW 

a t  d i ff e ren t  pH va lues .  A ,  foaming  capac i t y ;  B ,  foaming  s t ab i l i t y  a f t e r  10  

min .  Va lues  wi th  *  a re  s i gn i f i can t ly  d i ff e ren t  f rom the  co r responding  RA 

va lue  a t  p  < 0 .05  by  Dunne t t ’s  t e s t  Each  va lue  i s  t he  mean  o f  4  

exper imen t s  wi th  SD shown  as  a  ve r t i c a l  ba r.  
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F igu re  5 -8 .  Su r face  hydrophob ic i t y  p ro f i l e s  o f  RA,  case in ,  SP I ,  and  DEW 

a t  d i ff e ren t  pH va lues .  
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5-4  考 察  

 

タ ン パ ク 質 を 食 品 素 材 と し て 工 業 的 に 製 造 ・ 加 工 す る た め に は ，

溶 解 性 ・ 熱 安 定 性 ・ 乳 化 性 ・ 起 泡 性 な ど の 物 理 化 学 的 性 質 が 高 い こ

と も 重 要 で あ る 。 一 方 で タ ン パ ク 質 は ， 食 品 産 業 に お い て 欠 か せ な

い 工 程 で あ る 加 熱 殺 菌 や ， 加 工 工 程 に お け る pH 変 化 に よ り 変 性 し や

す く ， そ の 機 能 を 失 う こ と も 多 い 。  

RA は ， 消 化 酵 素 に よ っ て 14  kDa の HMP と 2  kDa 以 下 の HMP に 加

水 分 解 さ れ る 16  k Da の タ ン パ ク 質 で あ る 。 HMP は ， ペ プ シ ン で 6 時

間 ， パ ン ク レ ア チ ン 6 時 間 処 理 し て も 分 解 さ れ な い 難 消 化 性 ペ プ チ

ド で あ る が ， こ の 高 い 消 化 耐 性 は ， LC/MS/MS に よ る 構 造 解 析 に よ

っ て 示 唆 さ れ た 5 つ の 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る 強 固 に 折 り た

た ま れ た 構 造 に 起 因 し て い る 可 能 性 が あ る 。 そ こ で ， こ の 分 子 内 ジ

ス ル フ ィ ド 結 合 が タ ン パ ク 質 の 構 造 を 安 定 さ せ ， 加 熱 処 理 や pH 変 化

に 対 し て 影 響 を 及 ぼ す の か 検 討 し た 。  

タ ン パ ク 質 の 熱 安 定 性 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 寄 与 は ， DSC

を 用 い て 還 元 剤 の 有 無 に よ る RA の 変 性 温 度 の 変 化 か ら 評 価 し た 。

そ の 結 果 ， DTT 未 処 理 RA の 変 性 ピ ー ク 温 度（ Tp）は 100.8°C と DTT

処 理 に よ り ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 切 断 し た RA の 52 .0°C よ り も 大 幅 に

高 か っ た （ Figure  5 -3  A） 。 ま た ， D TT 添 加 に よ り RA の 変 性 エ ン タ

ル ピ ー （ Δ H） は ， 3 .15  J /g か ら 0 .78  J /g へ と 減 少 し ， 溶 液 の 白 濁 が 観

察 さ れ た（ Figure  5 -3  B）。 こ の ΔH の 減 少 は ， DSC 分 析 の 前 に ， RA が

DTT 処 理 に よ り 変 性 凝 集 し た こ と に よ り 内 部 エ ネ ル ギ ー が 減 少 し た

た め だ と 考 え ら れ る 。 以 上 の 結 果 か ら ， RA の 変 性 温 度 は タ ン パ ク 質

と し て は 非 常 に 高 温 で あ り ， そ の 構 造 安 定 性 に は 分 子 内 ジ ス ル フ ィ

ド 結 合 が 寄 与 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。  
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変 性 に 対 す る 加 熱 時 間 及 び RA 濃 度 の 影 響 を ， ミ ー ル ワ ー ム 由 来

α- ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 及 び 表 面 疎 水 性 度 を 測 定 す る こ と に

よ っ て 評 価 し た 。 RA の 濃 度 が 0 .1%の 場 合 ， 100°C で 60 分 間 加 熱 し

た 後 で は α -ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 は 約 80%残 存 し て お り ， 100°C で 120

分 間 加 熱 し た 後 に お い て も 約 50%残 存 し て い た（ Figure  5 -1）。 RA の

表 面 疎 水 性 度 は ， 100°C で の 加 熱 時 間 に 依 存 し て 増 加 し ， 加 熱 後 に

RA の 立 体 構 造 が 不 可 逆 的 に 変 性 し た こ と を 示 し て い る 。 DSC 分 析 に

よ り 観 測 さ れ た R A の Tp が  100 .8°C と ほ ぼ 同 じ で あ る た め ， こ れ ら

の 結 果 は ， DSC の 結 果 と 一 致 し た 。 ま た ， RA の α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活

性 は ， RA 濃 度 が 増 加 す る に つ れ て 減 少 し た（ Figure  5 -2）。 こ れ は ，

RA の 濃 度 の 増 加 が 加 熱 に よ り 誘 発 さ れ る タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 を

増 加 さ せ ， RA の 凝 集 を 促 進 し た た め と 思 わ れ る 。  

よ く 知 ら れ て い る 耐 熱 タ ン パ ク 質 と し て は ， カ ゼ イ ン ， オ ボ ム コ

イ ド お よ び T4 リ ゾ チ ー ム が 挙 げ ら れ る 。 カ ゼ イ ン は ， プ ロ リ ン を 豊

富 に 含 み ， 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 非 常 に 少 な い 。 こ の 構 造 的 特

徴 は ， 三 次 構 造 を 制 限 し 熱 安 定 性 に 寄 与 す る 。 一 方 ， オ ボ ム コ イ ド

お よ び T4 リ ゾ チ ー ム は ， そ の 構 造 を 安 定 化 す る 上 で 重 要 な 役 割 を 果

た す 複 数 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る （ Matsuda  e t  a l . , 1982 ;  Wetze l  e t  

a l . ,  1988） 。 さ ら に ， RA と 高 い 相 同 性 を 有 す る 小 麦 ア ル ブ ミ ン に お

い て も ， 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 耐 熱 性 に 寄 与 し て い る （ Si l ano  

and  Zahn ley,  1978;  Oneda  e t  a l . ,  2004)。 こ れ ら の 知 見 は ， RA の 熱 安 定

性 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 寄 与 し た と い う 結 果 を 支 持 し て い る 。  

続 い て ， RA の 構 造 を 安 定 化 す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 酸 性 条 件 下 で

切 断 さ れ に く い こ と や ， 一 般 的 な 食 品 の pH は 酸 性 か ら 中 性 付 近 で あ

る こ と か ら ， RA の 物 理 化 学 的 性 質 に お け る 酸 安 定 性 に つ い て 検 討 し

た 。  
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可 溶 性 窒 素 量 は ， 種 々 の pH の 溶 媒 に 溶 解 し た 後 の 上 清 に 残 存 す る

窒 素 量 と 全 窒 素 量 の 割 合 に よ っ て 測 定 し た （ Figure  5 - 4） 。 本 研 究 に

お い て 観 察 さ れ た ， カ ゼ イ ン ， SPI お よ び DE W の 可 溶 性 窒 素 量 の 傾

向 は ， 既 報 と よ く 一 致 し て い た（ Ah medna  et  a l . ,  1999）。 カ ゼ イ ン の

可 溶 性 窒 素 量 は 等 電 点 付 近 の pH 3 -5 で は ほ ぼ 0%で あ っ た が ， pH 7 -8

で は 高 い 可 溶 性 窒 素 量 を 示 し た 。 SPI は 難 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ る こ

と か ら 窒 素 溶 解 度 は ， い ず れ の pH に お い て も そ れ ほ ど 高 く は な か っ

た 。 DE W の 可 溶 性 窒 素 量 は ， 加 熱 前 の 状 態 で は pH 3 -8 の い ず れ に お

い て も 高 か っ た が ， 80°C ， 20 分 間 加 熱 し た 後 で は ほ と ん ど 溶 解 し な

か っ た 。 一 方 ， RA の 可 溶 性 窒 素 量 は ， 加 熱 前 の カ ゼ イ ン お よ び SPI

の よ り も 高 く ， 測 定 し た す べ て の p H に お い て 80%以 上 で あ っ た 。 ま

た ， 加 熱 処 理 後 も 大 き く 減 少 す る こ と は な く 80% 程 度 を 維 持 し た 。

RA に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 で あ る O s07g0214300 の hydropathy  i ndex を

算 出 し た 結 果 ， Os 07g0214300 は 分 子 内 に 小 さ な 疎 水 性 コ ア を 持 ち ，

表 面 に は 多 く の 親 水 基 が 露 出 し た 親 水 性 の 高 い 構 造 を も つ と 推 定 さ

れ た （ Figure  5 -5） 。 RA 中 の 大 部 分 を 占 め る 14-16  kDa の タ ン パ ク 質

群 は ， そ の ほ と ん ど が α -amylase  i nh ib i to r s  and  seed  s to rage  p ro t e in  

sub fami ly に 属 し ， 互 い に ア ミ ノ 酸 配 列 に 高 い 相 同 性 を 持 っ て い る

（ Adach i  e t  a l . ,  1993;  Alva rez  e t  a l . ,  1995）。 こ の こ と か ら ， RA 中 の 他

の 14-16  kDa の タ ン パ ク 質 に お い て も 同 様 の 性 質 を 有 し て い る こ と が

予 想 さ れ る 。 ま た ， RA は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 強 固 に 折 り た た ま

れ た 構 造 を 有 し て い る こ と や ， 100 °C で の 加 熱 後 も α -ア ミ ラ ー ゼ 阻

害 活 性 を 維 持 し た 結 果 な ど か ら（ Fig ure  5 -1）， 加 熱 後 や pH が 変 化 し

て も ，そ の 親 水 性 の 高 い 三 次 構 造 は 維 持 さ れ ， 高 い 窒 素 溶 解 度 を 示 し

た も の と 思 わ れ る 。 こ の よ う な R A の 性 質 は ， 溶 解 度 の 高 い タ ン パ

ク 質 食 品 素 材 と し て ， 液 体 食 品 お よ び 飲 料 へ の 利 用 可 能 性 を 広 げ る
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も の で あ る 。 さ ら に ， RA は ， 食 品 産 業 に お け る 煮 沸 程 度 の 加 熱 処 理

や 酸 性 か ら 中 性 に お け る pH 変 化 に よ っ て も 不 溶 化 し な い こ と か ら ，

沈 殿 や 不 溶 化 に よ る 外 観 上 の 品 質 低 下 を 抑 え る こ と が 可 能 で あ る 。

こ の よ う な RA の 特 徴 は ， 沈 殿 物 の 分 離 工 程 を 回 避 す る こ と に も 繋

が り ， 廃 棄 物 の 削 減 に も 貢 献 す る も の で あ る 。  

乳 化 性 お よ び 起 泡 性 は ， 食 品 添 加 物 と し て の 水 溶 性 タ ン パ ク 質 の

利 用 性 を 評 価 す る た め に 重 要 で あ る 。 RA の 乳 化 性 お よ び 起 泡 性 は ，

こ れ ら の 物 理 化 学 的 性 質 が 水 へ の 溶 解 性 の 影 響 を 強 く 受 け る こ と か

ら （ Kinse l l a  and  Melachour i s ,  1976 ;  Ahmedna  e t  a l . ,  1999)， 種 々 の pH

に お い て 可 溶 で 加 熱 後 も そ の 溶 解 性 を 失 わ な い RA は ， 一 般 的 な タ

ン パ ク 質 よ り も 優 れ て い る と 予 想 さ れ る 。 本 研 究 で 観 察 さ れ た カ ゼ

イ ン ， SPI お よ び DEW の 乳 化 性 は ， 既 報 と 一 致 し て い た （ Chober t  e t  

a l . ,  1988 ;  Tomotake  et  a l . ,  2002 ;  Chen  e t  a l . ,  2012） 。 酸 性 pH に お け る

RA の 乳 化 性 お よ び 安 定 性 は ， 他 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 有 意 に 高 か

っ た（ Figure  5 -6 ）。 酸 性 pH に お け る カ ゼ イ ン お よ び SPI の 低 い 乳 化

性 と 安 定 性 は ， そ の pH に お け る 溶 解 度 が 低 い た め と 考 え ら れ る 。

DEW の 乳 化 性 は RA の 約 3 分 の 2 程 度 で あ り ， カ ゼ イ ン や SPI ほ ど

低 く な か っ た 。 RA の 乳 化 安 定 性 は ， 酸 性 pH に お い て 他 の タ ン パ ク

質 よ り も 高 か っ た が ， pH 6 に お い て は 低 か っ た 。 こ れ は RA の 等 電

点 が pH 6 -7 で あ る こ と か ら （ Matsuda  e t  a l . ,  1991） ， 付 近 の pH に お

け る 低 い 正 味 電 荷 が エ マ ル ジ ョ ン を 不 安 定 に し た た め だ と 考 え ら れ

る 。 起 泡 性 は ， す べ て の タ ン パ ク 質 に お い て 可 溶 性 窒 素 量 と 同 様 の

傾 向 を 示 し た 。 RA の 起 泡 性 は ， す べ て の pH に お い て DEW と ほ ぼ 同

程 度 で あ り ， pH 4 -5 に お い て は ，カ ゼ イ ン お よ び SPI よ り も 高 か っ た

（ Figure  5 -7） 。 タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 に は ， 空 気 と 水 の 界 面 に お け る

タ ン パ ク 質 の 吸 着 に 影 響 す る 高 い 正 味 電 荷 が 必 要 な た め （ Cher ry  an d  
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McWat t e r s ,  1981）， タ ン パ ク 質 の 溶 解 度 が 高 い と 起 泡 性 が 向 上 す る と

考 え ら れ て い る （ Townsend  and  Nak a i ,  1983） 。 本 研 究 に お け る タ ン

パ ク 質 の 起 泡 安 定 性 は ， 非 常 に 低 い よ う に 思 わ れ た が ， 他 の 研 究 に

お い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ て い た 。 Ahmedna ら は ， SPI， DEW お

よ び カ ゼ イ ン ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 泡 立 た せ ， 30 分 後 に 残 っ て い る 液 体

量 を 測 定 す る こ と に よ り 安 定 性 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 ， こ れ ら の タ

ン パ ク 質 に 関 し て ， 泡 の 約 10 ％ が 残 る と 報 告 し て い る （ Ahmedna  e t  

a l . ,  1999） 。 さ ら に ， Wang ら は ， p H 7 .4 に お け る 米 糠 タ ン パ ク 質 の

泡 の 安 定 性 を 評 価 し ， 泡 立 て て か ら 30 分 後 に 残 る 泡 の 体 積 が 初 期 体

積 の 約 30％ に 減 少 す る こ と を 報 告 し て い る （ Wang  e t  a l . ,  1999） 。 一

方 で ， 卵 白 の メ レ ン ゲ の よ う に ，変 性 を 受 け や す い タ ン パ ク 質 は ， 表

層 に 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 が 露 呈 し や す く ， 泡 の 表 面 に 容 易 に 整 列 し

泡 沫 を 安 定 化 さ せ る 。 RA は ， 測 定 し た す べ て の pH に お い て ， 安 定

し た 表 面 疎 水 性 度 を 示 し た こ と か ら ， RA の 起 泡 安 定 性 が 低 い の は ，

変 性 に 対 す る 耐 性 が 高 い こ と に 起 因 す る た め だ と 推 察 さ れ た（ Figur e  

5 -8） 。  

以 上 ， 本 研 究 の 結 果 は ， RA が 一 般 的 な 食 品 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て

優 れ た 熱 安 定 性 を も ち ， 食 品 の 一 般 的 な pH（ 特 に 酸 性 pH）に お い て

も 安 定 し た 溶 解 性 ， 乳 化 性 お よ び 起 泡 性 を 示 す こ と を は じ め て 明 ら

か に し た 。 よ っ て RA は ， 飲 料 や そ の 他 の 様 々 な 形 態 の 食 品 に 添 加

可 能 な ， 加 工 性 に 優 れ た 機 能 性 食 品 素 材 で あ る こ と が 明 ら か と な っ

た （ In a  e t  a l . ,  2019b） 。  
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第 6 章  総 括  

 

糖 尿 病 は ， 症 状 や 発 症 原 因 の 違 い に よ り 「 1 型 糖 尿 病 」 と 「 2 型 糖

尿 病 」 の 2 種 類 に 分 類 さ れ ， そ の 大 半 は 2 型 糖 尿 病 で あ る 。 2 型 糖 尿

病 と は ， 肥 満 ・ 体 質 と い っ た 遺 伝 的 因 子 と ， 食 生 活 ， 喫 煙 ， 運 動 不 足

な ど の 環 境 因 子 が 複 雑 に 関 係 し て 発 症 す る 疾 患 で あ り ，膵 臓 の ラ ン ゲ

ル ハ ン ス 島 β 細 胞 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 低 下 と 末 梢 組 織 で の イ ン ス

リ ン 感 受 性 低 下 に 伴 う 慢 性 的 な 高 血 糖 が 主 な 発 症 原 因 で あ る 。こ の 2

型 糖 尿 病 の 予 防 に は ，食 後 の 血 糖 値 上 昇 を 抑 制 す る こ と が 有 効 で あ る

と 考 え ら れ て お り ，そ の よ う な 作 用 を 有 す る 食 品 成 分 の 探 索 が 広 く 行

わ れ て き て い る 。  

食 事 由 来 の デ ン プ ン が ， 口 腔 内 お よ び 小 腸 内 の α- ア ミ ラ ー ゼ ， マ

ル タ ー ゼ に よ っ て グ ル コ ー ス ま で 分 解 さ れ る と ，小 腸 で グ ル コ ー ス ト

ラ ン ス ポ ー タ ー が 発 現 し ，小 腸 か ら 血 中 へ グ ル コ ー ス が 輸 送 さ れ ，血

糖 値 が 上 昇 す る 。 血 糖 値 が 上 昇 す る と ， 膵 臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 β

細 胞 か ら イ ン ス リ ン が 分 泌 さ れ ，血 中 か ら 抹 消 細 胞 へ と グ ル コ ー ス が

輸 送 さ れ る こ と に よ り ，血 糖 値 が 低 下 す る 。従 っ て ，血 糖 値 の 上 昇 を

抑 制 す る に は ， 消 化 酵 素 の 阻 害 ， グ ル コ ー ス の 吸 着 に よ る 排 出 促 進 ，

イ ン ス リ ン の 分 泌 促 進 ，グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー を 介 し た グ ル コ

ー ス の 輸 送 阻 害 な ど の 方 法 が 考 え ら れ る 。 こ れ ま で の 研 究 に お い て ，

水 溶 性 食 物 繊 維 が グ ル コ ー ス を 吸 着 し 消 化 管 内 で の 拡 散 を 防 ぐ こ と

で ，そ の 吸 収 を 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 。ま た ， 小 麦 ， 大 麦 ， ラ

イ 麦 ，イ ン ゲ ン 豆 な ど の 穀 類・豆 類 の 種 子 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ て い る

α-ア ミ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー （ α-A I） は ， 消 化 管 内 に お い て ， デ ン プ ン

分 解 酵 素 で あ る α -ア ミ ラ ー ゼ の 活 性 を 抑 制 す る こ と で ， 食 後 の 血 糖

値 の 上 昇 を 穏 や か に す る こ と が 知 ら れ て い る 。特 に ，小 麦 種 子 の ア ル
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ブ ミ ン（ WA ）に 含 ま れ る α-A I は ，血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 を 有 す る 特 定

保 健 用 食 品（ 消 費 者 庁 省 許 可 ）に 使 用 さ れ て い る 。し か し ，小 麦 タ ン

パ ク 質 は ，ア レ ル ゲ ン と な っ た 場 合 ，ア ナ フ ィ ラ キ シ ー を 伴 う 重 篤 な

症 状 を 示 す 危 険 性 が あ る 。 一 方 ， 小 麦 と 同 じ イ ネ 科 植 物 の 稲 （ Oryza  

sa t i va  j aponica） の 種 子 で あ る 米 の ア ル ブ ミ ン （ RA ） に も α-A I が 豊

富 に 含 ま れ る こ と が 知 ら れ て い る が ，こ れ ま で に 詳 細 な 検 討 は 行 わ れ

て い な い 。ま た ，米 ア レ ル ギ ー で は ，ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 症 状 を 示 す こ

と は な い と さ れ て い る 。 こ の こ と か ら ， RA に 哺 乳 類 の α-ア ミ ラ ー ゼ

に 対 す る 阻 害 活 性 が あ れ ば ，血 糖 値 上 昇 抑 制 作 用 を 有 す る 新 た な 機 能

性 食 品 素 材 と な り え る 。  

ま た ，タ ン パ ク 質 を 機 能 性 食 品 素 材 と し て 利 用 す る に は ，そ の 加 工

特 性 も 重 要 で あ る 。タ ン パ ク 質 の 中 は ，起 泡 性 や 乳 化 性 な ど の 食 品 加

工 上 有 用 な 特 性 を 有 す る も の も あ る が ，タ ン パ ク 質 は 一 般 的 に 加 熱 や

pH 変 化 に 弱 く ， 変 性 に よ り 機 能 性 が 消 失 し た り ， 溶 解 性 ・ 起 泡 性 ・

乳 化 性 が 低 下 す る と い っ た 現 象 が 起 こ る こ と が 多 い 。  

そ こ で 本 研 究 で は ， ま ず ， RA の 食 後 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン

値 上 昇 抑 制 効 果 に つ い て 検 討 し ，そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 行 っ た 。

次 に ， RA の 機 能 性 食 品 素 材 と し て の 利 用 可 能 性 を 調 べ る た め ， 熱 耐

性 ・ 溶 解 性 ・ 起 泡 性 ・ 乳 化 性 と い っ た 物 理 化 学 的 性 質 の 評 価 を 行 な っ

た 。  

ま ず ， 第 2 章 で は ， 米 か ら 水 溶 性 タ ン パ ク 質 と し て R A を 抽 出 し ，

そ の 分 子 量 や α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 を 調 べ た 。こ の R A を SDS-PAGE

に て 分 離 し た と こ ろ ，14-16  kDa の 分 子 質 量 を 有 し て い た 。RA が ，α -

ア ミ ラ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る か 検 討 す る た め ，哺 乳 類 と し て

ヒ ト 唾 液 と ブ タ 膵 臓 由 来 ， 昆 虫 と し て ミ ー ル ワ ー ム 由 来 の α-ア ミ ラ

ー ゼ を 用 い て ，こ れ ら に 対 す る RA の 阻 害 活 性 を 評 価 し た 。そ の 結 果 ，
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RA は ，ミ ー ル ワ ー ム 由 来 の α -ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て は 強 力 な 阻 害 活 性

を 示 し た も の の ， 哺 乳 類 由 来 の α- ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て は 阻 害 活 性 を

示 さ な か っ た 。 し か し ， RA に 消 化 酵 素 を 作 用 さ せ た と こ ろ ， ペ プ シ

ン で ２ 時 間 ， パ ン ク レ ア チ ン で ６ 時 間 処 理 し て も ， 14  kDa の バ ン ド

が 残 存 し ，消 化 耐 性 が 高 い ペ プ チ ド が 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。

こ の こ と か ら ， RA は ， WA の よ う な α-ア ミ ラ ー ゼ 阻 害 に よ る 血 糖 値

上 昇 抑 制 作 用 は 示 さ な い も の の ， 食 物 繊 維 の よ う な グ ル コ ー ス の 吸

着・排 出 促 進 に よ る 血 糖 値 上 昇 抑 制 作 用 を 示 す 可 能 性 が あ る と 考 え ら

れ た 。  

そ こ で ，RA を 用 い て ，経 口 デ ン プ ン 負 荷 試 験（ Or a l  S t a rch  Tole ranc e  

Tes t ;  OSTT） お よ び 経 口 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 （ O ra l  Glucose  Tole ranc e  

Tes t ;  OGTT） を 行 っ た 。 ま ず ， Wis ta r ラ ッ ト に ， デ ン プ ン と 共 に RA

を 投 与 し た 場 合 に は ，デ ン プ ン の み を 投 与 し た コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ

て ，食 後 血 糖 値 と 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 が 有 意 に 抑 制 さ れ た 。ま た ，

デ ン プ ン 投 与 後 90 分 間 で の 血 中 総 取 込 み グ ル コ ー ス 量 を 示 す 曲 線 下

面 積 （ グ ル コ ー ス AUC）お よ び 90 分 間 で の 血 漿 中 総 分 泌 イ ン ス リ ン

量 を 示 す 曲 線 下 面 積 （ イ ン ス リ ン A UC） に お い て は ， RA 投 与 群 は コ

ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ 減 少 傾 向 を 示 し た 。 さ ら に ， グ ル コ ー ス と 共 に

RA を 投 与 し た 場 合 に も ， グ ル コ ー ス の み を 投 与 し た コ ン ト ロ ー ル 群

と 比 べ て ，食 後 の 血 糖 値 と 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の 上 昇 が 有 意 に 抑 制 さ れ

た 。 ま た ， グ ル コ ー ス AUC お よ び イ ン ス リ ン AUC に お い て も ， RA

投 与 群 は コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ 減 少 傾 向 を 示 し た 。  

 以 上 ， 第 2 章 の 結 果 か ら ， RA は デ ン プ ン ば か り で な く グ ル コ ー ス

を 投 与 し た 場 合 に お い て も ，食 後 の 血 糖 値 お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン 値 の

上 昇 を 抑 制 し ，糖 尿 病 の 予 防 に 有 効 な 機 能 食 品 素 材 と な り う る こ と を

は じ め て 見 出 し た 。 ま た ， そ の 効 果 は ， WA の よ う な 糖 質 分 解 酵 素 の
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阻 害 と は 異 な る メ カ ニ ズ ム で あ る こ と を 明 ら か に し た 。  

続 い て 第 3 章 で は ， RA の 食 後 血 糖 値 ・ イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果

が ， そ の 食 物 繊 維 様 作 用 に よ る も の か に つ い て 検 討 し た 。 ま ず ， RA

が 消 化 管 内 で 作 用 す る の か 否 か を 検 討 す る た め ，腹 腔 内 グ ル コ ー ス 負

荷 試 験（ In t rape r i t onea l  Glucose  To le rance  Tes t ;  IPGTT ）を 行 っ た 。Wis ta r

ラ ッ ト に RA を 経 口 胃 内 投 与 し ， そ の 15 分 後 に ， 腹 腔 内 に グ ル コ ー

ス を 投 与 し ， 血 糖 値 の 変 化 を 測 定 し た 。 も し ， RA が 消 化 管 内 で 作 用

し て い る の で あ れ ば ， 血 糖 値 の 変 化 は ， RA を 投 与 し な い コ ン ト ロ ー

ル 群 と 同 じ に な る 。 一 方 ， も し ， RA が 消 化 吸 収 後 に 血 中 で 作 用 し て

い る の で あ れ ば ， 血 糖 値 の 上 昇 は 抑 制 さ れ る は ず で あ る 。 そ の 結 果 ，

RA を 経 口 投 与 し て も ， 血 糖 値 の 変 化 は コ ン ト ロ ー ル 群 と ほ ぼ 同 じ で

あ っ た 。 ま た 2 章 に お い て ， RA は ， グ ル コ ー ス を 経 口 投 与 後 の 血 糖

値 ・ イ ン ス リ ン 上 昇 値 上 昇 を 抑 制 し た 。 イ ン ス リ ン の 分 泌 量 低 下 は ，

グ ル コ ー ス 吸 収 量 の 減 少 を 示 す こ と か ら ， IPGTT の 結 果 と あ わ せ て ，

RA の 血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 は ， 小 腸 管 腔 内 に お け る グ ル コ ー ス の 吸 収

抑 制 に よ る も の と 考 え ら れ た 。  

小 腸 に お い て グ ル コ ー ス の 吸 収 を 抑 制 す る 物 質 と し て は ，水 溶 性 食

物 繊 維 が 知 ら れ て い る 。食 物 繊 維 は ，一 般 的 に 難 消 化 性 の 多 糖 を 指 す

が ，タ ン パ ク 質 に も 難 消 化 性 の も の が あ る 。例 え ば ，大 豆 中 の 疎 水 性

タ ン パ ク 質 は ，生 体 内 の 消 化 酵 素 で 分 解 さ れ に く く ，高 分 子 の ま ま 消

化 管 内 に 到 達 し ，脂 質 を 吸 着 す る こ と で そ の 吸 収 を 抑 制 す る こ と が 報

告 さ れ て い る 。し か し ，水 溶 性 タ ン パ ク 質 に よ る 糖 質 の 吸 収 阻 害 に 関

す る 報 告 は ほ と ん ど な い 。 そ こ で ， RA が 既 知 の 水 溶 性 食 物 繊 維 と 同

様 に ，グ ル コ ー ス 吸 着 能 を 示 す の か ，半 透 膜 を 用 い た グ ル コ ー ス 拡 散

試 験 に て 検 討 し た 。 そ の 結 果 ， RA は 血 糖 値 上 昇 抑 制 効 果 が 知 ら れ て

い る 食 物 繊 維 と 同 様 に グ ル コ ー ス 吸 着 能 を 示 し た 。  
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し か し ，元 々 RA 中 に 含 ま れ る 14  kD a の タ ン パ ク 質 が グ ル コ ー ス 吸

着 能 を 示 す か ， あ る い は ， 16  kDa の タ ン パ ク 質 の 分 解 に よ り 生 成 し

た 14  kDa ペ プ チ ド が 作 用 を 示 す の か は 定 か で は な い 。そ こ で ，RA に

消 化 酵 素 を 作 用 さ せ た 後 ， 残 存 し て い る 14  kDa の タ ン パ ク 質 ／ ペ プ

チ ド の 同 定 を 質 量 分 析 計 を 用 い て 行 っ た 。 そ の 結 果 ， こ の 14  kDa の

バ ン ド は ， 16  kD a の タ ン パ ク 質 の 分 解 物 で あ り ， 16  kDa の タ ン パ ク

質 は ， NCBI デ ー タ ベ ー ス 上 の α- a mylase  i nh ib i t o r s  and  seed  s to rage  

p ro t e in  sub fami ly に 属 す る Os07g0214300 で あ る こ と が 明 ら か に な っ

た 。 従 っ て ， 16  kDa の RA タ ン パ ク 質 は ， 消 化 酵 素 に よ り ， 2  kDa 以

下 の 低 分 子 ペ プ チ ド （ LMP） と 14  kDa の 高 分 子 ペ プ チ ド （ HMP） に

分 解 さ れ ， 14  kDa の HMP は 高 い 消 化 耐 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。 得

ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 か ら ，立 体 構 造 既 知 の WA を 鋳 型 と し ，タ ン

パ ク 質 モ デ リ ン グ サ ー バ ー （ SW ISS-MODEL） を 用 い て 構 造 特 性 を 推

定 し た 結 果 ，16  kD a の RA は ，分 子 内 に 5 つ も の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を

有 す る 強 固 に 折 り た た ま れ た 構 造 を も つ こ と が 示 唆 さ れ ，こ の 構 造 特

性 が 高 い 消 化 耐 性 の 一 因 で あ る と 推 察 さ れ た 。  

RA の 酵 素 消 化 物 か ら こ の 14  kDa の HMP を 分 画 し ， 上 記 と 同 様 の

方 法 で 半 透 膜 を 用 い た グ ル コ ー ス 拡 散 試 験 を 行 っ た 結 果 ，HMP も RA

と 同 様 に ，グ ル コ ー ス 吸 着 能 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。こ れ ら の 結 果

か ら ，RA の 摂 取 に よ り 消 化 管 内 で 生 成 し た 難 消 化 性 ペ プ チ ド の HMP

が ，グ ル コ ー ス を 吸 着 し ，そ の 排 出 を 促 進 す る こ と で ，食 後 血 糖 値 の

上 昇 が 抑 制 さ れ た と 考 え ら れ る 。  

一 方 で ， RA か ら は 消 化 酵 素 に よ っ て 2  kDa 以 下 の L MP も 生 成 し ，

RA の 効 果 に は ， こ れ ら の 低 分 子 ペ プ チ ド も 寄 与 し て い る 可 能 性 が 考

え ら れ る 。 そ こ で 第 4 章 で は ， RA 分 解 ペ プ チ ド の 食 後 血 糖 値 ・ イ ン

ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 に に つ い て 検 討 し た 。 ま ず ， RA を ア ル カ リ 処
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理 す る こ と で 変 性 さ せ ，消 化 耐 性 を 喪 失 さ せ た 。そ の 後 ト リ プ シ ン 処

理 を 行 う こ と で ， RA 全 て を 低 分 子 化 し た RA 加 水 分 解 物 （ RAH） を

作 製 し た 。 こ の RAH を グ ル コ ー ス と 共 に Wis ta r ラ ッ ト に 投 与 し ，

OGTT を 行 っ た 。そ の 結 果 ，RAH 投 与 群 も RA 投 与 群 と 同 様 に ，食 後

血 糖 値 と イ ン ス リ ン 値 上 昇 を 有 意 に 抑 制 し た 。 従 っ て ， RA の 食 後 血

糖 値 上 昇 抑 制 効 果 に は ，難 消 化 性 の 高 分 子 ペ プ チ ド に よ る 食 物 繊 維 様

の 作 用 だ け で は な く ，低 分 子 ペ プ チ ド も 寄 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ

た 。  

そ こ で 続 い て ， RA を ト リ プ シ ン で 消 化 し た 後 ， ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ ー に よ っ て HMP と LMP に 分 離 し ， そ れ ら を 用 い て OGTT

を 行 っ た 。 RA か ら は ， ２ ： １ の 重 量 比 で HMP と LM P が 生 成 し た こ

と か ら ， Wis ta r ラ ッ ト に ， グ ル コ ー ス と 共 に RA の 2 / 3 量 の HMP あ

る い は 1 /3 量 の L MP を 投 与 し ， 血 糖 値 ・ イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を 測 定

し た 。そ の 結 果 ，H MP 群 と LMP 群 の い ず れ に お い て も ，食 後 血 糖 値 ・

イ ン ス リ ン 値 上 昇 が 有 意 に 抑 制 さ れ た 。 第 3 章 の IPG TT 結 果 か ら ，

RA は 消 化 管 内 で 作 用 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 低 分 子 ペ プ チ

ド の 小 腸 内 に お け る グ ル コ ー ス 吸 収 抑 制 作 用 メ カ ニ ズ ム と し て は ，小

腸 上 皮 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス 輸 送 の 機 能 阻 害 が 考 え ら れ る 。  

小 腸 か ら の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み は ， Na ＋ / グ ル コ ー ス 共 輸 送 体 で

あ る SGLT1 を 入 口 と し て 行 わ れ る 。 SGLT1 は 空 腹 時 に ほ と ん ど 発 現

せ ず ，グ ル コ ー ス 投 与 後 に 瞬 時 に 発 現 し ，発 現 量 は 投 与 し た グ ル コ ー

ス の 濃 度 に 比 例 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ こ で ， L MP が SGLT1 の

発 現 に 及 ぼ す 影 響 を ， マ ウ ス 小 腸 上 皮 モ デ ル 細 胞 で あ る STC-1 細 胞

を 用 い て 評 価 し た 。 そ の 結 果 ， LM P を 培 地 中 に 添 加 す る こ と で ， 高

グ ル コ ー ス 添 加 時 に お い て も S G LT １ の 発 現 量 が 著 し く 抑 制 さ れ た 。 

 以 上 の 結 果 か ら ， RA の 血 糖 値 ・ イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 効 果 は ， 難
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消 化 性 の HMP に よ る グ ル コ ー ス の 吸 着 ・ 排 出 促 進 と い っ た 食 物 繊 維

様 の 効 果 と ， LMP の 腸 上 皮 細 胞 に お け る SGLT1 の 発 現 阻 害 と い う ，

二 つ の 働 き に 起 因 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た ， LMP と い う 従

来 の 血 糖 値・イ ン ス リ ン 値 上 昇 抑 制 メ カ ニ ズ ム と は 異 な る 作 用 機 序 で

効 果 を 発 揮 す る 新 し い 機 能 性 成 分 を は じ め て 発 見 し た 。  

 タ ン パ ク 質 を 食 品 素 材 と し て 工 業 的 に 製 造 ・ 加 工 す る 場 合 ， 溶 解

性 ・ 熱 安 定 性 ・ 乳 化 性 ・ 起 泡 性 な ど の 物 理 化 学 的 性 質 が 高 い こ と も 重

要 で あ る 。し か し ，タ ン パ ク 質 の 中 に は ，ネ イ テ ィ ブ な 状 態 に お い て

は 高 い 機 能 性 や 加 工 特 性 を 有 し て い て も ，加 熱 や 酸・ア ル カ リ 処 理 に

よ り 変 性 し ， そ の 特 性 を 失 う も の も 多 い 。 従 っ て 第 5 章 で は ， RA の

健 康 機 能 性 食 品 素 材 と し て の 利 用 可 能 性 を 評 価 す る た め ，そ の 物 理 化

学 的 性 質 を ，食 品 産 業 で 一 般 的 に 使 用 さ れ る カ ゼ イ ン ，大 豆 タ ン パ ク

質 分 離 物 （ SPI）， お よ び 乾 燥 卵 白 （ DEW） と 比 較 し た 。  

 ま ず ， RA の 熱 安 定 性 を 示 差 走 査 熱 量 測 定 （ DSC） を 用 い て 測 定 し

た 。そ の 結 果 ，RA の 変 性 ピ ー ク 温 度 は 100 .8℃と 非 常 に 高 温 で あ っ た

が ，還 元 剤 の 添 加 に よ り 変 性 ピ ー ク が 52 .0℃へ と シ フ ト し た 。こ の こ

と か ら ，第 2 章 で 推 定 さ れ た 分 子 内 の 5 つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が ，熱

安 定 性 に 寄 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 続 い て ，食 品 の 一 般 的 な pH 値 で あ る pH 3 -8 の 範 囲 に お け る RA の

溶 解 性 ， 乳 化 性 ， 起 泡 性 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 ， RA は pH 3 -8 の 範 囲

に お い て ， い ず れ も 80%以 上 の 優 れ た 溶 解 性 を 示 し ， 80℃， 20 分 の

加 熱 後 も ほ と ん ど 変 化 し な か っ た 。 ま た ， RA は い ず れ の pH に お い

て も ，安 定 し た 乳 化 性 と 起 泡 性 を 示 し ，pH3-5 の 範 囲 に お け る 乳 化 性

は ， 4 つ の タ ン パ ク 質 の 中 で 最 も 優 れ ， pH4-5 の 範 囲 に お け る 起 泡 性

は ， DEW と 同 程 度 ま で 高 か っ た 。  

 以 上 の 結 果 か ら ， RA は ， 優 れ た 熱 安 定 性 と 溶 解 性 を も ち ， 食 品 の
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一 般 的 な pH に お い て 安 定 し た 乳 化 性 と 起 泡 性 を 示 す 加 工 性 に 優 れ た

機 能 性 食 品 素 材 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。  

本 研 究 で は ， RA が 食 後 血 糖 値 上 昇 抑 制 作 用 を 有 し ， 糖 尿 病 の 予 防

に 有 効 な 機 能 性 食 品 素 材 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。ま た ，そ の 効 果

が ， 生 体 内 の 消 化 酵 素 で の 分 解 に よ り 生 成 す る HMP の グ ル コ ー ス の

吸 着 排 出 促 進 と い っ た 食 物 繊 維 様 の 効 果 と ， LMP の 小 腸 上 皮 細 胞 に

お け る SGLT1 の 発 現 阻 害 に よ る グ ル コ ー ス の 吸 収 阻 害 と い う ， 二 つ

の 働 き に 起 因 す る こ と を 明 ら か に し た 。 さ ら に ， RA が 優 れ た 物 理 化

学 的 性 質 を 有 す る ，食 品 工 業 的 な 取 り 扱 い に 適 し た 機 能 性 食 品 素 材 で

あ る こ と を 明 ら か に し た 。 RA お よ び そ の 分 解 ペ プ チ ド は ， 食 用 と し

て ⾧ 年 摂 取 さ れ て い る 米 を 原 料 と す る も の で あ る た め ，安 全 性 は 高 い

と 思 わ れ る 。 ま た ， RA は 精 白 米 の 胚 乳 の 表 面 近 傍 に 多 く 含 ま れ ， 日

本 酒 製 造 に お い て 米 を 削 っ た 際 に 出 る 削 り 粉 ，米 加 工 品 を 製 造 す る 際

の 洗 米 廃 液 か ら 抽 出 す る こ と が 可 能 で あ り ，廃 棄 物 有 効 利 用 の 観 点 か

ら も 好 ま し い 食 品 素 材 で あ る 。本 研 究 の 成 果 は ，糖 尿 病 予 防 効 果 が 期

待 さ れ る 新 た な 機 能 性 食 品 素 材 の 開 発 お よ び 未 利 用 資 源 の 活 用 に お

い て 大 き く 寄 与 す る も の で あ る 。  
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