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第 1 章 序論  

 

 糖尿病（Diabetes mellitus: DM）は世界中で深刻な疾病の一つだと

いわれており、世界保健機関（World Health Organization:  WHO）が

実施した最新の調査によると、 2014 年の患者数は世界で 4 億 2200

万人と推定されている（World Health Organization, 2016）。DM は、

網膜症、腎症、神経障害、血管障害などの病変を突然発症するま

で、患者が症状を認識しないことが多いため、 “サイレントキラー ”

と呼ばれている（World Health Organization, 2016）。これらの合併症

は、失明、腎不全、および足潰瘍などを引き起こすことがあり、患

者の健康に関する生活の質（Quality of Life: QOL）に深刻な影響を

及ぼす。DM は原因が異なる I 型と II 型に大別される（Alberti and  

Zimmet, 1998）。DM 患者の約 90%以上を占める II 型 DM は、いくつ

かの遺伝的要因に食生活や肥満、運動不足等の生活環境が複雑に関

係して発症する疾患であり、主に末梢組織のインスリン感受性低下

と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の低下の

二つが原因であるとされている。DM とその合併症の進行に、高血

糖そのものが大きく関わっていることが明らかになるにつれ、食後

を含めたより厳格な血糖管理の重要性が認識されるようになった。

DM とその合併症を予防する方法の 1 つは、適切な食事を摂取する

ことによって食後の血糖値の上昇を抑制することである。食後の血

糖値の上昇を抑制する方法として、グルコース吸着能を有する成分

や多糖類の加水分解を阻害する成分の摂取が効果的といわれている

（Van de Laar et al . ,  2004）。  

 食物繊維（Braaten et al . ,  1991; Nishimune et al . ,  1991; Liljeberg et 

al . ,  1996; Cavallero et al . ,  2002）、ポリフェノール（Hara and Honda, 
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1990; Matsui et  al . ,  2007）、タンパク質（Shainkin and Birk,  1970; 

Silano et al . ,  1973; Buonocore et  al . ,  1977; Blonco-Labra,  1981; 

Weselake et al . ,  1983b）およびペプチド（Yu et al . ,  2012; Yan et al . ,  

2019）など、多くの食品素材に関して、食後の血糖値上昇を抑制す

る効果が報告されている。食物繊維は、グルコースを吸着し、排出

を促進するが、ポリフェノール、タンパク質およびペプチドは、 α-

アミラーゼや α-グルコシダーゼなどの酵素を阻害し、グリコシド結

合の加水分解とグルコース産生を遅らせることが知られている。  

穀物中のタンパク質には食後の血糖値上昇を抑制する効果を有す

るものがいくつか報告されている。穀物は、昆虫に対する生体防御

の役割でしばしば種子に高濃度の α-アミラーゼインヒビター（ α-

Amylase Inhibitor: α-AI）を含んでいる（Svensson et al . ,  2004）。 α-AI

はデンプン分解酵素である α-アミラーゼの活性を阻害するため、デ

ンプンから還元糖への分解を抑制する。そのため、 α-AI は食後血糖

値上昇抑制作用を有することが報告されている（ Figure 1-1）。タン

パク質性の α-AI としてよく研究されている例として小麦（ Trit icum 

aestivum）（Silano et al . ,  1973; O’Donnell and McGeeney, 1976; 

Petrucci et al . ,  1976）、米（Oryza sativa）（ Feng et al . ,  1991）、大麦

（Hordeum vulgare）（Weselake et  al . ,  1983a）、ライ麦（ Secale 

cereale）（Granum, 1978; Iulek et  al . ,  2000）、トウモロコシ（Zea 

mays）（Blanco-Labra, 1981）、およびインゲン豆（Phaseolus 

vulgaris）（Marshall  et  al . ,  1975）などの穀物由来のものがあるが、

特に、小麦とインゲン豆の α-AI は哺乳類の α-アミラーゼを強力に

阻害し、デンプンから還元糖への加水分解を遅らせると報告されて

いる（Tormo et  al . ,  2004; Kodama et  al . ,  2005; Tormo et al . ,  2006）。  

タンパク質は、溶解する溶媒の種類によって、水溶性のアルブミ
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ン、塩溶性のグロブリン、希酸・希アルカリ可溶性のグルテリン、

アルコール可溶性のプロラミンに大別され、各タンパク質の含量

は、穀物種によって大きく異なる（Radovic et al. ,  1999; Janssen et 

al. ,  2016; Hoogenkamp et al. ,  2016; Table 1-1）。小麦の α-AI は小麦タ

ンパク質のアルブミン画分に存在する（Puls and Keup, 1973; Koike 

et al . ,  1995; Lankisch et al . ,  1998）。また、小麦アルブミンはペプシ

ンやトリプシンによる消化に耐性を示し、熱安定性も有するため、

食品加工工程などにおける加熱後も α-アミラーゼ阻害活性を維持す

ることが期待できる（Oneda et  al . ,  2004）。小麦アルブミンは、既に

日本の特定保健用食品（ Food for Specified Health Uses:  FoSHU）の

血糖値の上昇を抑制する機能性成分として使用されている（Arai et 

al . ,  2008）。  

一方、米のアルブミン画分にもα -AI が含まれていることが知ら

れているが、哺乳類の α-アミラーゼは阻害せず、昆虫由来のアミラ

ーゼを阻害すると報告されている（ Feng et al . ,  1996; Ina et al . ,  

2016）。米アルブミンは、消化酵素による加水分解に強い耐性があ

り、哺乳類の α-アミラーゼは阻害にも関わらず、ラットでのグルコ

ース負荷時に血糖値の上昇を抑制した（ Ina et  al . ,  2016）。 Ina らは

このメカニズムをグルコーストランスポーターの発現抑制とグルコ

ースの吸着および排出促進だと推察しているが、グルコース吸着能

に関する定量的評価はできていない（ Ina et al . ,  2016; Ina et al . ,  

2020）。  

蕎麦  (Fagpopyrum esculentum  Moench) は、世界中でシリアル、パ

ン、クッキーおよび麺などの様々な製品に使用されており、日本に

おいても馴染み深い広義の穀物である。蕎麦種子のタンパク質含有

量は 12–15%であり、総タンパク質の約 44%をアルブミンが占めて
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いる（Gul and Yao, 2006）。蕎麦タンパク質は抗コレステロール活性

等を有する健康的な食品素材として注目されている（Kayashita et 

al . ,  1997; Tomotake et al . ,  2000; Wijngaard and Arend, 2006; Ma and 

Xiong, 2009; Yilmaz et  al . ,  2020）。蕎麦にもタンパク質性の α-AI（水

溶性のアルブミン画分）が含まれていると報告されているが（ Ikeda 

et al . ,  1993; Ikeda  et  al . ,  1994）、蕎麦 α-AI の血糖値上昇抑制効果お

よびそのメカニズムについてはは未だ明らかでない。  

また、タンパク質を機能性食品素材として利用するには、熱安定

性に加えて、溶解性、乳化性、起泡性など、加工時に有用な特性を

有することが望ましい。  

本研究では、蕎麦のアルブミン画分中に含まれる α-AI の食後血

糖値上昇抑制効果を小麦および米のアルブミンと比較し、その作用

メカニズムについて検討した。また、蕎麦アルブミンの物理化学的

特性、機能性についても検討した。  

 

本論文の構成は以下の通りである。  

第 2 章では、動物実験により、蕎麦アルブミンの食後血糖値上昇

抑制効果について検討し、小麦および米のアルブミンと比較した。

また in vi tro で、蕎麦、米、小麦のアルブミンの α-アミラーゼの阻

害活性を測定し、酵素動力学的な解析を行った。また、アルブミン

のグルコース吸着能について拡散モデルを構築し、定量的評価を行

った。  

第 3 章では、蕎麦アルブミンを消化酵素で加水分解し、蕎麦アル

ブミン加水分解物の食後血糖値上昇抑制効果について検討し、この

機能に関与するペプチドの推定を行った。  

第 4 章では、蕎麦アルブミンの食品素材としての応用のため、熱  
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安定性・水への溶解性・乳化性・起泡性といった物理化学的特性

を評価した。  
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Figure 1-1 Suppression of the postprandial blood glucose elevation  

by α-amylase inhibitor (α-AI).  
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Table 1-1 Content of albumin, globulin, glutelin,  and prolamin  

in cereals 
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第 2 章 穀物アルブミンの食後血糖値上昇抑制効果およびその特性

の比較（Ninomiya et al. ,  2018; Ninomiya et al . ,  2022a; Ninomiya et al . ,  

2022b）  

 

2-1 緒言  

 第 1 章で述べたように、糖尿病（DM）を予防する方法の 1 つ

は、適切な食事を摂取することによって食後の血糖値の上昇を抑制

することであり、食後の血糖値の上昇を抑制する方法として、グル

コース吸着能を有する成分や多糖類の加水分解を阻害する成分の摂

取が効果的である（Van de Laar et al . ,  2004）。  

小麦のアルブミン画分に含まれる α-AI は昆虫と哺乳類の両方の

α-アミラーゼを阻害し、ラット、犬、ヒトの血糖値の上昇を抑制す

ることが報告されている（Puls and Keup, 1973; Koike et al . ,  1995; 

Lankisch et al . ,  1998）。  

一部の食物繊維は、デンプンまたはグルコースと一緒に摂取する

と食後の血糖値上昇を抑制することが知られている（Braaten et al. ,  

1991; Nishimune et  al. ,1991; Liljeberg et al . ,1996; Chandalia et  al . ,  

2003）。食物繊維が血糖値の上昇を抑制する主なメカニズムとして

は 4 つが提唱されている。（ 1）粘度を上げることによってグルコー

スの拡散を妨げる、（ 2）胃内容排出を遅らせる、（ 3）グルコースを

吸着し、その排泄を促進することにより、グルコース濃度を下げ

る、（ 4）デンプンと酵素をカプセル化することによって α-アミラー

ゼ作用を遅らせる（Blackburn et al . ,  1984; Moron et al . ,1989; Flourie, 

1992; Gourgue et al . ,  1992; Ou et al . ,  2001）。血糖値の上昇に対する

食物繊維の抑制効果は、部分的なグルコースの吸着によるものであ

るため、食物繊維へのグルコース吸着特性を解明することは重要で
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ある。  

米アルブミンは消化酵素による加水分解に強い耐性があり、哺乳

類の α-アミラーゼは阻害しないにも関わらず、ラットでのグルコー

ス負荷後も血糖値の上昇を抑制した（ Ina et al . ,  2016）。 Ina ら

（ 2016）はこのメカニズムをグルコーストランスポーターの発現抑

制とグルコースの吸着および排出促進だと推察しているが、グルコ

ース吸着能の量的評価はできていない（ Ina et  al . ,  2016）。  

蕎麦（Fagpopyrum esculentum  Moench）にもアルブミン画分中に

α-AI が含まれていると報告されているが、蕎麦の α-AI の血糖値上

昇抑制効果およびそのメカニズムについてははまだ明らかでない

（ Ikeda et al . ,  1993; Ikeda  et  al . ,  1994）。そこで本章では、動物実験

により、蕎麦アルブミンの食後血糖値上昇抑制効果について検討

し、小麦および米のアルブミンと比較した。また in vitro で、蕎

麦、米、小麦のアルブミンの α-アミラーゼの阻害活性を測定し、酵

素動力学的な解析を行った。また、アルブミンのグルコース吸着能

について拡散モデルを構築し、定量的評価を行った。  
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2-2 実験材料と方法  

2-2-1 穀物アルブミンの食後血糖値上昇抑制効果の評価  

2-2-1-1 実験試料の調製  

（ 1）実験試料  

 蕎麦粉（北海道産そば粉（石臼一本挽），富澤商店株式会社，東

京、日本）、小麦粉（日清フラワー（薄力小麦粉），日清製粉株式会

社、東京、日本）、精白米（日本晴， 2012 年度産，滋賀）およびミ

ールワーム（Tenebrio moli tor）は市販品を購入した。ヒト唾液、膵

臓、ブタ膵臓 α-アミラーゼは、Sigma-Aldrich（St. Louis，State of 

Missouri，USA）から、 α-アミラーゼの基質である 2-chloro-4-

nitrophenyl-α-D-maltotrioside（G3-CNP）は、オリエンタル酵母（東

京，日本）から入手した。ミールワーム由来の α-アミラーゼの調製

は、Buonocore and Poerio（ 1975）の方法に修正を加えて行った

（Buonocore and Poerio,  1975）。ペプシン（ブタ胃由来）およびトリ

プシン（ウシ膵臓由来）は和光純薬工業（大阪，日本）から入手し

た。他の化学薬品はすべて特級試薬を使用した。  

 

（ 2）蕎麦タンパク質の分画  

 蕎麦粉に 5 倍量の 25 mM HEPES buffer（ pH 6.9）を加え、 4℃で 3

時間以上撹拌した。その後、高速冷却遠心機（ himac CR-21GⅡ，株

式会社日立ハイテクノロジーズ，東京）にて遠心分離（ 15,000×g、

15 min、 4℃）し、上清を回収した。得られた上清に 100%飽和とな

るように硫酸アンモニウムを加え、 4℃で一晩撹拌した。その後、

高速冷却遠心機にて遠心分離（ 15,000×g， 60 min， 4℃）し、沈殿を

回収した。沈殿は、少量の純水に溶解し、純水に対して透析を行っ

た。透析後、透析チューブ内の溶液を微量高速冷却遠心機（MX-
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300、株式会社トミー精工、東京）にて遠心分離（ 15,000×g， 15 

min， 4℃）し、得られた上清（アルブミン）と沈殿（グロブリン）

をそれぞれ凍結乾燥（ FDU-2000、東京理化器機株式会社、東京）

し、使用するまで−20℃で保存した。  

 SDS-PAGE に使用するサンプルは、タンパク質当量で 1 mg/mL と

なるよう純水に溶解し、等量の 2×SDS sample buffer と混合し 5 分間

煮沸し調製した。 α-アミラーゼ阻害活性測定に使用するサンプル

は、各試料粉末を 5 mg/mL となるよう α-アミラーゼ阻害活性測定用

buffer に溶解し、 2-2-1-3（ 1）の方法で α-アミラーゼ阻害活性を測

定した。  

 

（ 3）蕎麦、小麦および米アルブミンの調製  

 2-2-1-1（ 2）から蕎麦のアルブミン画分を抽出し、既に報告され

ている小麦および米アルブミンの抽出・精製を行った。  

蕎麦及び小麦アルブミンの調製は、 Feng ら（ 1991）の方法（ Feng 

et al . ,  1991）に一部修正を加えて行った（ Figure 2-1）。蕎麦粉

（Fagopyrum esculentum Moench，株式会社富澤商店，東京）あるい

は小麦粉（Triticum aestivum，日清製粉株式会社，東京）に 5 倍量

（w/v）の 25 mM 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid 

(HEPES) buffer（ pH 6.9）を加え、 4℃で 3 時間撹拌した後、遠心分

離（ 15,000×g， 15 min， 4℃）した。得られた上清を 80℃で 20 分間

加熱処理し、夾雑タンパク質を熱変性させ、遠心分離（ 15,000×g、

15 min、 4℃）することで除去した。得られた上清に 40%飽和とな

るように硫酸アンモニウムを加え、 4℃で一晩撹拌し、遠心分離

（ 15,000×g、 60 min、 4℃）  して沈殿を回収した。沈殿は、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，
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Thermo Fisher Scientific，USA）を行った。透析内液を遠心分離

（ 15,000×g， 15 min， 4℃）し、上清を凍結乾燥して、粗アルブミン

粉末を得た。  

 粗アルブミン粉末を 15 mg/mL となるように 20 mL の純水に溶解

し、ろ過フィルター（ 25CS045AS，アドバンテック東洋株式会社，

東京）で滅菌後、Sephadex G-50 column (ϕ 2.5 × 100 cm) (GE 

Healthcare UK Ltd.，Buckinghamshire，UK) にアプライし、流速 0.2 

mL/min、 5 mL フラクション、 4℃の条件で分離した。各フラクショ

ンは、 280 nm における吸光度を分光光度計（UV mini 1240，島津株

式会社，京都）を用いて測定した。さらに、各フラクションのブタ

膵臓由来 α-アミラーゼに対する阻害活性の測定を 2-2-1-3（ 1）の方

法を用いて測定した。 α-アミラーゼ阻害活性 90%以上のフラクショ

ンを凍結乾燥し、蕎麦 α-AI を得た。試料は、使用するまで−20℃で

保存した。  

 米アルブミンの調製は、 Ina ら（ 2016）の方法（ Ina et  al . ,  2016）

に一部修正を加えて行った（ Figure 2-2）。精白米を小型製粉機（ミ

クロパウダー・MPW-G008，槇野産業株式会社，東京）で破砕し、

粉状にした。この米粉末 600 g に 5 倍量（w/v）の 100 mM クエン

酸  buffer（ pH 6.0）を加え、 4℃で一晩撹拌した。その後は、蕎麦お

よび小麦アルブミンの調製と同様の操作を行い、米アルブミンを得

た。  

 タンパク純度は、BCA Protein Assay Kit（ 23250、Thermo Fisher 

Scientific）を使用して、BCA 法（Smith et al. ,  1985）により測定さ

れたウシ血清アルブミン（BSA）の標準曲線を元に算出した。  

 SDS-PAGE に使用するサンプルは、タンパク質当量で 1 mg/mL と

なるよう純水に溶解し、等量の 2×SDS sample buffer と混合し 5 分間   
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Figure 2-1 Extraction of buckwheat and wheat albumin. 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-2 Extraction of rice albumin. 
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煮沸し調製した。  

 

2-2-1-2 動物実験  

（ 1）実験動物  

 Wistar 系ラット（SPF， 7 週齢，オス）は日本 SLC 株式会社（静

岡）から購入し、環境への馴化のため、 1 週間予備飼育を行った。

飼育は、 5 連ゲージにラットを 1 頭ずつ入れ、予備飼育およびその

後の研究期間を通して、 23℃および 55%の湿度に制御された環境

で、 8： 00 から 20:00 までの 12 時間の明 /暗サイクル下の飼育室で

行った。飲料水としては滅菌水を与え、飼料の CE-2（マウス・ラッ

ト・ハムスター用飼育繁殖固形飼料（CE-2），日本クレア株式会

社，東京）は自由摂取させた。すべての動物実験は、日本大学動物

実験運営内規に則り行った（承認番号：AP11B012）。  

 

（ 2）デンプン負荷試験（OSTT）およびグルコース負荷試験

（OGTT）における蕎麦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  

 デンプン負荷試験（Oral Starch Tolerance Test：OSTT）およびグ

ルコース負荷試験（Oral Glucose Tolerance Test：OGTT）は  Ina ら

（ 2016）の方法（ Ina et  al . ,  2016）に一部改変して行った（ Figures 

2-3, 2-4）。予備飼育後のラットは、ランダムに以下の 6 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 +蕎麦アルブミン 300 mg/kg 体重

投与群、可溶性デンプン +小麦アルブミン 300 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 +蕎麦アルブミン 300 mg/kg 体重投与群、グルコース +小麦
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アルブミン 300 mg/kg 体重投与群。試験前に 14 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，ドイツ）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蕎

麦アルブミンまたは小麦アルブミンを無麻酔下でゾンデ（CL-

4596，日本クレア株式会社）によって経口胃内投与した。なお、可

溶性デンプンあるいはグルコースのみを 1 g/kg となるように PBS で

調製したものを投与した群をコントロール群とした。試料を投与し

た時間を 0 分とし、投与後 0、 15、 30、 45、 90 分に尾静脈よりヘパ

リン処理されたヘマトクリット採血管（ 22-362-566，Thermo Fisher 

Scientific）を用いて約 70 µL 採血するとともに Dexter-ZII （バイエ

ル薬品株式会社，ドイツ）を用いて血糖値を測定した。採取した血

液は 0.6 mL チューブに移し、遠心分離（ 3,000×g， 10 min， 4℃）

し、血漿を得た。得られた血漿は測定するまで−80℃で保存した。

血漿インスリン値はインスリンキット（AKRIN-010，Rat Insulin 

ELISA Kit (U-E type)，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 U C :  Area Under the Curve）および血漿中総

分泌インスリン量を示す曲線下面積（インスリン AUC）を Wolever 

and Jenkins（ 1986）の方法を用いて算出した（Wolever and Jenkins, 

1986）（ Figure 2-5）。  
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Figure 2-3 Experimental  design for oral  soluble starch tolerance test   

(OSTT) in normal rats.  
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Figure 2-4 Experimental  design for oral  glucose tolerance test  (OGTT)  

in normal rats.  
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Figure 2-5 Method of calculation of area under the curve. 
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2-2-1-3 穀物アルブミンのα -アミラーゼ阻害活性  

（ 1） α-アミラーゼ阻害活性測定  

 α-アミラーゼ阻害活性は Foo and Bais（ 1998）の方法（ Foo and 

Bais, 1998）に一部修正を加えて行った。ブタ膵臓由来 α-アミラー

ゼ（ α-Amylase from Porcine Pancreas（ 1325 U/mg protein），A6255-

10MG）、ヒト唾液 α-アミラーゼ（ α-Amylase from Human Saliva（ 210 

U/mg solid），A0521-500UN）およびヒト膵液由来 -アミラーゼ（ α-

Amylase from Human Pancreas， A9972）は、Sigma-Aldrich（USA）

から購入した。ミールワーム由来 α-アミラーゼは、Buonocore and 

Poerio の方法で抽出した（Buonocore and Poerio,  1975）。哺乳類の α 

-アミラーゼ阻害活性測定には、 50 M NaCl 3 mM CaCl2 含有 20 mM 

HEPES buffer（ 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 buffer（ pH 5.4）を活性

測定用 buffer として用いた。 α-アミラーゼの基質として、 2-chloro-

4-nitrophenyl-α-D-maltotrioside（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 buffer に

溶解して使用した。哺乳類由来の α-アミラーゼ阻害活性は、 α-AI 添

加時あるいは無添加時に G3-CNP が α-アミラーゼによって分解され

生じる 2-chloro-nitrophenol (CNP)の吸収波長である 405 nm における

吸光度を測定することにより求めた（ Figure 2-6）。  

α-アミラーゼ阻害活性は、マイクロプレート（Nunc イムノモジュ

ール +フレーム，サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会

社，東京）に、 25 μL の酵素溶液と 25 μL のサンプル溶液を混合

し、 37℃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℃）で、  1 mg のマルトースを遊離する酵素量として定義し  
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Figure 2-6 Hydrolysis of G3-CNP by α-amylase.  
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た。次に、 50 μL の基質溶液を加えて、 37℃で 10 分間酵素反応を行

った。さらに、 0％（w/v）Tris 溶液（ pH 10.5）を 100 μL 加え、酵

素反応を停止した。酵素反応により生成した CNP の 405 nm におけ

る吸光度を、イムノミニ（NJ-2300，バイオテック株式会社，東

京）を用いて測定した。  

α-アミラーゼ阻害率は、以下の式を用いて算出した。  

 

 阻害率 (%) = (Ac −  Ai)/Ac × 100               (1) 

 

     Ac：試料無添加時（OD 405 nm）  

     Ai：試料添加時（OD 405 nm）  

 

（ 2）蕎麦および小麦アルブミンによる α-アミラーゼ阻害の動力学

的解析  

 蕎麦および小麦アルブミンのブタ膵臓由来 α-アミラーゼに対する

α-アミラーゼ阻害活性測定は Seri ら（ 1996）の方法（Seri et al. ,  

1996）を一部改変して行った。蕎麦および小麦アルブミン濃度を

0.05、 0.15、 0.25、 0.35 mg/mL、基質濃度を 0.5、 1.0、 1.5、 2.0 

mM、 0.2 U/well のブタ膵臓由来 α-アミラーゼを酵素とし、 2-2-1-3

（ 1）と同様の操作を行った。測定データは、Lineweaver and Burk

（ 1934）の方法（Lineweaver and Burk, 1934）でプロットした。  

 

2-2-2 穀物アルブミンの特性の評価  

（ 1） In vitro における蕎麦アルブミンの消化性の評価  

 Iwami ら（ 1986）と Ma and Xiong（ 2009）の方法（ Iwami et al . ,  

1986; Ma and Xiong, 2009）を参考に、一部修正を加えて行った



23 

 

（ Figure 2-7）。蕎麦または小麦アルブミン 10 mg にブタ胃由来ペプ

シン（ 165-18711，富士フイルム和光純薬株式会社）を 0.1 mg/mL と

なるように HCl に溶解したペプシン溶液（ pH 2.0）を 1 mL 加えて

37℃で 2 時間インキュベートした。その後、 4% (w/v) NaHCO3 を 1 

mL 加えて酵素反応を停止した。さらに、 1 mg/mL となるように 50 

mM Tricine buffer（ pH 8.0）に溶解したウシ膵臓由来トリプシン

（ 208-13954，富士フイルム和光純薬株式会社）を 1 mL 加え、 37°C

で 2， 4， 6 時間インキュベートした。酵素反応は 100℃で 5 分間煮

沸することにより停止した。加水分解の程度は sodium dodecyl 

sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)にて評価し

た。SDS-PAGE には、各加水分解物 20 μL を等量の 2×SDS sample 

buffer［ 65 mM Tris-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］と混合し 5 分間煮沸したものを供した。

SDS-PAGE は Laemmli（ 1970）の方法（Laemmli, 1970）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 buffer と混合した試料を 10 μL と分子質量マーカ

ー（ 03-064，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、AE-6530P/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 buffer［ 25 mM Tris， 192 mM 

グリシン， 0.1%（w/v）SDS］を満たし、 100 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。電

気泳動後、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）Coomassie Bril liant Blue R-250， 5% 
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Figure 2-7 Hydrolysis of cereal albumin. 
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（ 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。  

 

（ 2）蕎麦アルブミン中の糖タンパク質の染色  

 電気泳動後、分画したタンパク質を polyvinylidene fluoride 

(PVDF) membrane（ ProBlott,  Applied Biosystem, Foster City,  CA, 

USA）に転写した。泳動後のゲルをブロッティング B 液（ 25 mM 

Tris， 5%メタノール）に 5 分間浸漬させ、セミドライブロッティン

グ装置（モデル AE-6677，アトー株式会社，東京）の陽極側からブ

ロッティング A 液（ 300 mM Tris， 5% メタノール）を染み込ませた

ろ紙（ 3030-909，GE Health care） 2 枚、B 液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 Tris，

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、 1 cm2 当たり 2 mA の定電流で 40 分間転写を行

った。転写後の膜は、TPBS（ phosphate-buffered saline containing 

0.05% Tween 20）で 10 分毎に 3 回洗浄し、 0.05%（ v/v）過ヨウ素酸

となるように TPBS に溶解した過ヨウ素酸溶液に浸漬させ、 10 分間

緩く撹拌した（ Figure 2-8）。その後、 PVDF 膜を TPBS で 10 分毎に

3 回洗浄し、 25 µg/mL となるように、ビオチンヒドラジド（ (+)-

Biotin hydrazide，B7639，SIGMA-ALDRICH，USA）を dimethyl 

sulfoxide（DMSO）に溶解し、NaOH で 40 倍希釈したビオチンヒド

ラジド溶液に浸漬し、 30 分間緩く撹拌した。撹拌後、PVDF 膜を

TPBS で 10 分毎に 3 回洗浄し、HRP-ストレプトアビジン（HRP-

conjugated streptavidin，フナコシ株式会社，東京）を TPBS で 500 
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Figure 2-8 Principle of non-reducing sugar hexose oxidation by NaIO4 .  
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倍希釈した HRP 標識アビジン溶液に浸漬させ、 15 分間緩く撹拌し

た。さらに、PVDF 膜を TPBS で 10 分毎 3 回洗浄し、ECL キット

（Amersham™ ECL™ Western Blotting Analysis System，RPN2109，

GE Healthcare，UK）を用いて化学発光させ gel imaging system 

(ChemiDoc MP, BioRad, Hercules, CA, USA)で検出した（ Figure 2-

9）。なお、HRP-ストレプトアビジンおよび ECL キットは使用直前

に調製した。  
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Figure 2-9 Method of saccharide chain detection. 
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（ 3）二次元電気泳動（ 2D-PAGE）  

 二次元電気泳動は Westermeier ら（ 2011）の方法を一部修正して

行った（Westermeier  et al . ,  2011）。蕎麦アルブミンまたは小麦アル

ブミンを immobilized pH gradient（ IPG） strips (pH 3-10 non-linear)に

流した。等電点電気泳動（ IEF）は、以下の条件で行った：一次元

目では、 175 V で 20 分間維持し、次にアルブミンを 175 V で 45 分

間、 2000V で 1 時間流した。  IEF 後、ストリップゲルを SDS 平衡

化 buffer（ 3 M Urea， 10%グリセロール， 1%SDS および 0.02%ブロ

モフェノールブルーを含む 18.66 mM Tris pH 8.8）に溶解した 50 

mM ジチオスレイトール（DTT）および SDS 平衡化 buffer に溶解し

た 50mM アクリルアミドに 15 分間浸漬した。次に、ストリップゲ

ルを NuPAGE 4-12% Bis-Tris ZOOM ゲル、 1.0 mm、 IPG ウェル

（NP0330BOX，Life Technologies Japan Ltd.，東京）に乗せ、XCell 

SureLockMini-Cell および SDS-PAGE を 200 V で 45 分間行った。電

気泳動後、ゲルを 0.025% Coomassie Brilliant Blue R-250 溶液（和光

純薬工業，大阪，日本）で染色した。  

 

2-2-3 水溶性高分子へのグルコース吸着挙動に関する検討  

2-2-3-1 グルコース拡散実験  

（ 1）実験試料  

 CMC（C 4888）、グアーガム（G 4129）、およびキサンタンガム

（G 1253）は Sigma-Aldrich（St. Louis，State of Missouri，USA）か

ら入手し、水溶性高分子として使用した。米アルブミンは 2-2-1-1

（ 3）の方法で調製した。  
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（ 2）グルコース拡散実験  

 グルコースの水溶性高分子（食物繊維や米アルブミンなど）への

吸着を評価するための、グルコース拡散実験は、 Ina ら（ 2016）が

米アルブミンの検討に用いた方法で行った（ Ina et al . ,  2016）。

Figure 2-10 は、本実験で使用された透析システムを示している。分

子量 3,500 以下の分子のみ透過する  Slide-A-Lyzer MINI 透析ユニッ

ト（Thermo Fisher Scientific）を使用した。 50、 100、あるいは 200 

mmol/L のグルコースと 2 mg/mL の水溶性高分子を含む溶液（ 250 

μL）を透析ユニットの上部コンテナに添加し、 2 mL の脱イオン水

を下部チャンバーに充填した。 37°C の振とう恒温槽（BT-300，ヤマ

トサイエンティフィック株式会社，東京，日本）で 100 cycle/min で

振とうさせた。拡散モデルのパラメータの値は次のとおりである。  

透析膜面積  A = 3.266×10 -5  m2  

透析膜厚み  L  = 2.8×10 -5  m 

上部チャンバーの溶液体積  V1  =2.50×10 -7  m3  

下部チャンバーの溶液体積  V2  =2.00×10 -6  m3  

振とう後 30、 60、 90、 120、および 150 分後に下部チャンバーか

ら 20 μL の透析液を採取し、グルコース CII テスト（和光純薬工

業，大阪，日本）を使用してグルコース含有量を測定した。  

 

2-2-3-2 グルコース吸着量の解析法  

（ 1）グルコース拡散モデル  

 透析膜を介したグルコース拡散を説明するために本実験で構築し

たモデルを Figure 2-11 に示す。  

  モデルの前提条件は次のとおりである。  
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Figure 2-10 Schematic diagram of dialysis system. 
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Figure 2-11 Model of glucose diffusion through a membrane. 

C :  Glucose concentration in dialysis membrane [kg/m3]  

C1 :  Concentration of free glucose in chamber 1 [kg/m3] 

C2 :  Glucose concentration in chamber 2 [kg/m3] 

D:  Diffusion coefficient  of glucose in dialysis membrane [m2 /s]  

j:  Diffusion rate of glucose in dialysis membrane [kg/(m2･s)] 
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i）チャンバー 1（上部チャンバー）とチャンバー 2（下部チャンバ

ー）の溶液は、透析実験中に完全に混合される。つまり、グ  

ルコース濃度はチャンバー 1 および 2 で均一である。  

i i）透析膜中のグルコースの拡散係数 D  [m2 /s]は、グルコース濃

度や透析膜内の位置に関わらず一定である。  

i i i）透析膜は準定常状態で、濃度は膜内の拡散方向に沿って直線

的に変化する。  

iv）静水圧と浸透圧の差による透析膜中の水の透過流束は無視で

きる。  

v）水溶性高分子に吸着されるグルコースの量 m  [kg]は、透析実

験中一定である。  

vi）パラメータ A、 L、V1、および V2 の値は、透析実験中一定で

ある。  

   グルコース吸着挙動の解析式は次のとおりである。  

透析膜を通過するグルコースの拡散速度 j  [kg/(m2・ s)]は、準定常状

態でのフィックの法則によって次のように記述される。  

 

 

 ここで、C1  [kg/m3]は上部チャンバーの遊離（水溶性高分子に結

合していない）グルコース濃度、C2  [kg/m3]は下部チャンバーのグ

ルコース濃度、D  [m2 /s]は上部チャンバーのグルコースの拡散係

数、L[m]は透析膜の厚さである。また、C1 と C2 は時間 t の関数で

ある。つまり、C1=  C1  (t) および C2  = C2  (t)である。下部チャンバー

のグルコースの物質収支から、  

    
j  =

dC2

dt
V2

A
(2)j  =

dC2

dt
V2

A
dC2

dt
V2

A
V2

A
(2)

 
j  = D

C1 – C2

Lj  = D
C1 – C2

L
C1 – C2

L
(1)
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となる。ここで、A[m2]は膜の面積である。システム内のグルコー

スの総量 M0[kg]は、  

M0= C1V1  + C2V2  +  m      (3) 

となる。ここで、V1 は上部チャンバー [m3]の溶液量、V2 は下部チャ

ンバー [m3]の溶液量である。  

（ 1）、（ 2）、（ 3）式から、次の微分方程式が得られる。  

 

   

 

ここで、パラメータ T は、透析膜内の拡散プロセスの時定数であ

り、次の式で定義される。  

 

 

 

微分方程式（ 4）は、次のように、 t  =0 で初期条件 C2  =0 を用いて解

くと、以下のようになる。  

 

 

となる。  

 

（ 2）水溶性高分子無添加時の拡散係数 D の評価  

水溶性高分子無添加時の実験では、（ 6）式で m をゼロと見なせる

ので、以下の式が得られる。  

       x  = x0  e - t / T      (7) 

ここで、変数 x と x0 は次のように定義される。  

 

 

(4)(C2 –
V1 +V2

M0 – m )dC2

dt
–= 1

T
(4)(C2 –

V1 +V2

M0 – m )dC2

dt
–= 1

T
(C2 –

V1 +V2

M0 – m )dC2

dt
–= 1

T

 

(5)T =
DA
LV2

V1 +V2

V1 (5)T =
DA
LV2

V1 +V2

V1T =
DA
LV2

DA
LV2

V1 +V2

V1

 

C2 =
M0 - m

V1 +V2

(1 – e-t/T ) (6)C2 =
M0 - m

V1 +V2

(1 – e-t/T )C2 =
M0 - m

V1 +V2

(1 – e-t/T ) (6)
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（ 7）式から、次の式が導かれる。  

       loge  (x/x0) = −  t /T       (10) 

水溶性高分子無添加時の透析実験から得られる loge（ x/x0）対 t プロ

ットの傾きは、 -1/T である。上述のように求められた T の値を用い

て D の値は、（ 5）式から算出される。  

 

（ 3）水溶性高分子存在下での吸着量 m の算出  

グルコース吸着量 m は、拡散係数 D の値を用い、水溶性高分子

存在下での実験から得られた C2 対 t プロットを（ 6）式に回帰する

ことによって算出した。  

 

（ 4）水溶性高分子溶液の粘度  

 食物繊維の血糖値上昇抑制作用は、溶液粘度上昇によるという説

がある（Dikeman and Fahey, 2006）ので、溶液粘度を cone-and-plate

型粘度計により測定した。粘度計としては、 cone-and-plate 型粘度計

TVE-22（東機産業株式会社，東京，日本）を、直径 48 mm、コーン

角度 1°34´のコーンを用いて使用した。コーンとプレートの間に各

サンプル溶液を充填し、ローター速度は 0.5 から 50 rpm まで変化さ

せた。粘度測定は 37°C で実施した。  

 

2-2-4 統計解析  

 データは Mac 統計解析 ver.3.0（エスミ株式会社，東京）を使用し

–x0 =
M0

V1 +V2

(9)–x0 =
M0

V1 +V2

M0

V1 +V2

(9)

 
–C2

M0

V1 +V2
x = (8)–C2

M0

V1 +V2
x = –C2

M0

V1 +V2

M0

V1 +V2
x = (8)
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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 の検定を使用して行い p 値が 0.05 未満を統

計的に有意なものとした。  
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2-3 結果  

2-3-1 蕎麦タンパク質の分画  

 Ikeda ら  (1994) は、蕎麦粉から 0.9%（w/v）NaCl 溶液で抽出し

たタンパク質が哺乳類の α-アミラーゼに対する阻害活性を有してい

ることを報告している（ Ikeda et  al . ,  1994）。そこで、蕎麦 α-AI を含

むタンパク質を特定するため、蕎麦粉から水溶性のアルブミンおよ

び塩溶性のグロブリン画分を抽出し、 α-アミラーゼ阻害活性を比較

した。希酸・希アルカリ可溶性のグルテリンおよびアルコール可溶

性のプロラミンは α-アミラーゼ阻害活性を測定する溶媒へ溶解しな

いため、 α-アミラーゼ阻害活性を測定できないので抽出を行わなか

った。蕎麦粉から pH 6.9 の緩衝液にて抽出したタンパク質を水に対

して透析することで、抽出を行った。透析内液を遠心分離した際の

上清を水溶性のアルブミン画分、沈殿物を塩溶性のグロブリン画分

として回収した結果、アルブミン画分にはグロブリン画分よりも 16

倍多く α-AI が含まれていた（ Figure 2-12 および Table 2-1）。このこ

とから、蕎麦タンパク質中の主な α-AI はアルブミン中に含まれて

いることが明らかとなった。  

 

2-3-2 穀物アルブミンの食後血糖値上昇抑制効果  

（ 1）デンプン負荷試験（OSTT）およびグルコース負荷試験

（OGTT）  

 蕎麦、小麦および米アルブミンのタンパク質純度を BCA 法によ

り算出した結果、どのサンプルもタンパク質純度が 85％以上だっ

た。このサンプルを動物実験に用いた。デンプン負荷後の血糖値お

よびインスリン値に対する蕎麦および小麦アルブミンの影響を、健

常ラットで検討した。蕎麦および小麦アルブミンを投与したラット  
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Figure 2-12 SDS-PAGE of buckwheat albumin and globulin.  
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Table 2-1 α-Amylase inhibitory activity of buckwheat albumin  

and globulin 
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のデンプン負荷後 15 分での食後血糖値は、デンプンのみ投与した

群と比較して、各々 12%と 15%低かった（ Figure 2-13AB）。曲線下

面積は、有意差はなかったものの、蕎麦アルブミン投与群は、コン

トロール群よりも低くなった。デンプン負荷後の同時間で、蕎麦お

よび小麦アルブミンを投与されたラットの食後血漿インスリン値

は、デンプンのみ投与したラットよりも各々 85%、 70%と低かった

（ Figure 2-13CD）。曲線下面積も、蕎麦アルブミン投与群は、コン

トロール群よりも有意に低い値であった。グルコース負荷試験で

は、蕎麦および小麦アルブミンは食後血糖値の上昇（ Figure 2-

14AB）あるいは血漿インスリン値の上昇（ Figure 2-14CD）を抑制

しなかった。  

 

（ 2） α-アミラーゼ阻害活性測定  

 様々な由来の α-アミラーゼに対する蕎麦および小麦アルブミンの

阻害活性を Figure 2-15 に示す。小麦アルブミンは、ヒト唾液

（ 99.5%）、ヒト膵臓（ 99.3%）、ブタ膵臓（ 99.4%）およびミールワ

ーム（ 97.6%）由来の α-アミラーゼを強力に阻害した。一方、蕎麦

アルブミンもブタ膵臓（ 97.9%）およびミールワーム（ 93.2%）由来

の α-アミラーゼを強く阻害したが、ヒト膵臓（ 68.7%）からの α-ア

ミラーゼの阻害はやや弱く、ヒト唾液（ 10.2%）由来の α-アミラー

ゼの阻害は非常に弱かった。  

 

（ 3）蕎麦および小麦アルブミンによる α-アミラーゼ阻害の動力学

的解析  

 小麦（ Figure 2-16A）および蕎麦（ Figure 2-16B）アルブミンの酵

素反応速度を評価するために Lineweaver-Burk プロットを生成し  
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Figure 2-13 Effect  of buckwheat albumin on blood glucose level (A), 

glucose AUC (B),  plasma insulin level (C), and insulin AUC 

(D) after oral loading of starch in normal Wistar rats.  

Values with different  let ters are significantly different at  p < 

0.05 vs.  control  group by Tukey-Kramer’s test.  

Each value is the mean of 6-7 experiments with S.E. shown 

as a vert ical  bar.  
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Figure 2-14 Effect  of buckwheat albumin on blood glucose level (A), 

glucose AUC (B),  plasma insulin level (C), and insulin AUC 

(D) after oral loading of glucose in normal Wistar rats.  

Values with different  let ters are significantly different at  p < 

0.05 vs.  control  group by Tukey-Kramer’s test.  

Each value is the mean of seven experiments with S.E. 

shown as a vertical  bar.  
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Figure 2-15 α-Amylase inhibitory activity of wheat , buckwheat, and rice 

albumins. Each value is the mean of three experiments with 

standard error (S.E.) shown as a vertical bar. n.d.  :  Not 

detected. 
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Figure 2-16 Kinetic analysis of the inhibitory activity against α-amylase 

from porcine pancreas. (A) Wheat α-AI;  and (B) Buckwheat 

α-AI.  
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た。小麦アルブミンのプロットは、横軸上で交差した。一方、蕎麦

アルブミンのプロットは、縦軸上で交差した。  

 

2-3-3 穀物アルブミンの特性の評価  

（ 1） In vitro での蕎麦アルブミンの消化性および糖タンパク質の染

色  

 蕎麦アルブミンの in vitro での消化性は、ペプシンおよびトリプ

シンによる連続消化にて評価した。 14 kDa の小麦タンパク質は高い

消化耐性を示したが（ Figure 2-17）、蕎麦タンパク質はほとんど 6.5 

kDa 未満のペプチドに加水分解され、蕎麦アルブミンには消化酵素

による耐性が認められなかった。  

高分子（ > 29 kDa）の蕎麦アルブミンの糖タンパク質は染色試薬

により検出された。一方、ネガティブコントロールとして使用した

ウシ血清アルブミン（BSA）では糖タンパク質はほとんど検出され

なかった（ Figure 2-17）。  

 

（ 2）蕎麦、小麦および米アルブミン α-AI の比較  

 蕎麦アルブミンの二次元電気泳動は、 pI  4.1–4.8 の範囲に、 10–17 

kDa の 4 つのスポットが認められた（ Figure 2-18）。一方、小麦およ

び米アルブミンのスポットは、それぞれ pI 4.5–5.7、 pI 5.5–7.2 であ

った。  

 

2-3-4 水溶性高分子へのグルコースの吸着挙動の解析  

（ 1）透析膜中でのグルコースの拡散係数 D の算出  

 Figure 2-19(A)に、水溶性高分子無添加時の下部チャンバー（C2）

のグルコース濃度の時間経過を示す。C2 の値は時間 t と共に増加し  
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Figure 2-17 SDS-PAGE of wheat  and buckwheat albumins before and 

after treatment with digestive enzymes and glycoprotein 

staining. (A) Wheat albumin; (B) rice albumin; (C) 

Buckwheat albumin. (M) Marker; (1) Undigested; (2) 

Digested by pepsin for 2 h; (3) Digested by pepsin for 2 h 

followed by digestion with trypsin for 2 h; (4) Digested by 

pepsin for 2 h followed by digestion with trypsin for 4 h; 

and, (5) Digested by pepsin for 2 h followed by digestion 

with trypsin for 6 h; (1S) Undigested and stained with 

glycoprotein-staining reagent; (D) Bovine serum albumin 

stained with glycoprotein-staining reagent.  
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Figure 2-18 Two-dimensional-electrophoresis of (A) wheat-albumin α-

AI,  (B) buckwheat-albumin α-AI,  and (C) rice-albumin α-AI.  
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Figure 2-19 Evaluation of coefficient of glucose diffusion through 

dialysis membrane (D) using experimental data. (A) The 

time course of the glucose concentration in the lower 

chamber C2  (B) Plots for evaluating D Initial  glucose 

concentration in the upper chamber: ● ,  50 mM; ■ ,  100 

mM; ▲ ,  200 mM 
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た。 x と x0 の値は、 Figure 2-19 (A)のデータを使用し、（ 8）および

（ 9）式から算出した。 Figure 2-19 (A)に示した 3 つの実験の loge

（ x /x0）対 t のプロットを Figure 2-19 (B)に示す。すべてのプロット

は、原点を通る一本の直線となった。傾きの逆数から、（ 10）式の T

の値は、 1.15×104  秒となった。この T の値を用いて、（ 5）式から、

透析膜中のグルコースの拡散係数 D の値は、 1.66×10 -11  m2 /s と算出

された。  

Figure 2-19 に示す実験では、容器上部の液面の変化は観察されな

かった。しかし、 300 mM（ 54 kg/m3）以上のグルコース濃度の場

合、おそらく浸透圧のため液面の上昇が観察された。（データは示

していない）。したがって、このモデルは、初期のグルコース濃度

が 300 mM の以上の場合には適用できないことが確認された。  

 

（ 2）水溶性高分子へのグルコース吸着量 m の算出  

 Figure 2-20 に、食物繊維存在下における透析実験中の時間経過に

よる C2 の変化を示す。コントロールとして、水溶性高分子無添加

時の C2 対 t プロット（ Figure 2-19 (A)）も示している。水溶性高分

子存在下での C2 の値は、水溶性高分子無添加時の値よりも低かっ

た。したがって、水溶性食物繊維は、 Ina ら（ 2016）が報告してい

るように、透析膜を介したグルコース拡散を遅延させることが示さ

れた（ Ina et  al . ,  2016）。同一時刻 t  における C2 の値は、キサンタン

ガム  > グアーガム  > CMC ＞  米アルブミンの順に減少した。

Figure 2-20 中の実線の曲線は、データを（ 6）式に回帰することに

より算出された（ Figure 2-19 (B)から得られた D=1.6×10 - 11  m2 /s を使

用）。すべての実験データは（ 6）式で良好に回帰された（相関係数

の値は 0.999 以上）。このことから、本研究で構築されたモデルは、  
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Figure 2-20 Effects of various sources of dietary fibres on glucose 

diffusion rate. Init ial  glucose concentration in the upper 

chamber: (A) 50 mM, (B) 100 mM, (C) 200 mM. ● ,  

Control;  ○ ,  CMC; □ ,  Xanthan gum; △ ,  Guar gum; ◇ ,  

Rice albumin. Concentration of dietary fibre in the upper 

chamber: 2 mg/mL. The solid curves: The best-fit  

computations from Eq. (6) using D  obtained from Figure 2-

16. 
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Figure 2-20 に示す透析膜を介したグルコース拡散速度を良好に記述

することが確認された。  

 水溶性食物繊維に吸着したグルコース量 m [kg]は、 Figure 2-20 の  

データを（ 6）式に当てはめることにより算出した。m の値から、

単位質量あたりの食物繊維に吸着されたグルコースの量 [kg/kg-

solid]（GAC）が算出された。 Figure 2-21 は、 37℃での CMC、グア

ーガム、キサンタンガムおよび米アルブミンのグルコース吸着等温

線を示している。グルコース濃度の増加に伴い、グルコースの吸着

量はほぼ直線的に増加した。吸着したグルコース量は、同じグルコ

ース濃度でキサンタンガム  ＞  グアーガム  ＞  CMC ＞  米アルブミ

ンの順に大きい傾向がみられた。  

 

（ 3）水溶性高分子溶液の粘度  

 Figure 2-22 は、キサンタンガムおよびグアーガムの 2 mg/mL の濃

度での流動特性（粘度  vs .  せん断速度のプロット）を示す。キサン

タンガムとグアーガムでは、ずり流動化（せん断速度の増加に伴う

粘度の低下）が観察された。水溶性食物繊維溶液の粘度は、添加す

るグルコース濃度の影響を受けなかった。 2 mg/mL の濃度での CMC

の粘度は、使用した cone-and-plate 粘度計で測定するには小さすぎ

たが、文献（Kumagai et al . ,  2009）によると、〜 100  mPa・ s であっ

た。Kumagai ら（ 2009）は、CMC 溶液が 2%（w/w）の濃度以下で

ニュートン流体に近い挙動を示すことを報告している（Kumagai et 

al. ,  2009）。  

Figure 2-23 にグルコースの吸着量と水溶性食物繊維の粘度の関係

を示す。 Figure 2-23 では、CMC 溶液の粘度を 1 mPa・ s とした。吸

着されたグルコース量と溶液粘度との間に相関関係は認められなか  
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Figure 2-21 Glucose adsorption isotherms of water-soluble dietary 

fibres.  Temperature: 37℃ .  Concentration of dietary fibre: 2 

mg/mL. ○ ,  CMC; □ ,  Xanthan gum; △ ,  Guar gum; ◇ ,  

Rice albumin. Each value is  the mean of three experiments 

with S.D. shown as a vertical bar.  
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Figure 2-22 Shear-rate dependence of viscosity of dietary-fibre solutions 

at 37℃ .  □ ,  Xanthan gum; △ ,  Guar gum. Concentration of 

dietary fibre:  2 mg/mL. 
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Figure 2-23 Relationship between amount of glucose adsorbed onto 

water-soluble dietary fibre and viscosity at shear rates of 

(A) 2 s -1  and (B) 20 s -1 .  CMC: ○ ,  50 mM glucose; +,  100 

mM glucose; ● ,  200 mM glucose. Xanthan gum: □ ,  50 

mM glucose; ◇ ,  100 mM glucose; ■ ,  200 mM glucose.  

Guar gum: △ ,  50 mM glucose; ▽ ,  100 mM glucose; ▲ ,  

200 mM glucose.  
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った。  

 

（ 4）グルコースの拡散シミュレーション  

透析膜を用いた拡散実験における緩和過程（平衡状態に達する過

程）の状況を明瞭にするために、構築した拡散モデルを用いて、初

期グルコース濃度 100 mM（ 18 kg/m3）での拡散実験のシミュレーシ

ョンを行った。結果を Figure 2-24 および Figure 2-25 に示す。上部

チャンバーと下部チャンバーの間の拡散は、約 5～ 6×104 秒（約 14

〜 17 時間）で平衡に達した。 Figure 2-24 では、食物繊維存在下での

C1 と C2 は、同時に t でコントロール溶液よりも低くなっている。

平衡状態の C1 の値は、初期値の約 10 分の 1 に減少した。  

膜を通過する拡散の推進力（C1  – C2）と膜を通過するグルコース

流束を Figure 2-25 に示す。平衡状態では、C1  – C2 がゼロになり、 j

がゼロになる。食物繊維存在下での C1  – C2 の値は、 t のコントロー

ル溶液の値よりも低くなった。  
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Figure 2-24 Simulation of time course of (A) C1  and (B) C2  during 

diffusion experiment. C, CMC; G, Guar gum; X, Xanthan 

gum; Control , without dietary fibre.  Temperature: 37℃ .  

Concentration of dietary fibre: 2 mg/mL. Initial  glucose 

concentration in the upper chamber: 100 mM (18 kg/m3).  

Eqs.  (3) and (6) were used for Figure 2-23 (A), and Eq. (6) 

for Figure 2-23 (B).  
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Figure 2-25 Simulation of time course of C1  −  C2  and  j  during diffusion 

experiment. C, CMC; G, Guar gum; X, Xanthan gum; 

Control,  without dietary fibre. Concentrat ion of dietary 

fibre: 2 mg/mL. Temperature: 37℃ .  Init ial glucose 

concentration in the upper chamber: 100 mM (18 kg/m3).  

Eqs.  (3) and (6) were used for Figure 2-24 (A), and Eqs.  (2) 

and (6) for Figure 2-24 (B).  
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2-4 考察  

 2-4-1 穀物アルブミンの食後血糖値上昇抑制効果  

本章では、蕎麦アルブミンが健常ラットの食後血糖上昇を抑制す

ることを示した。小麦アルブミンは、昆虫および哺乳類両方の α-ア

ミラーゼを阻害すること（Silano et al . ,  1973; O’Donnell et al . ,  1976; 

Petrucci et al. ,  1976; Oneda et  al . ,  2004）および血糖値上昇抑制効果

を有すること（Puls and Keup, 1973; Koike et al . ,  1995; Lankisch et  

al . ,  1998）が既に報告されている。本章では、蕎麦アルブミンの α-

アミラーゼ阻害活性と食後の血糖値上昇に対する抑制効果を小麦お

よび米アルブミンと比較した。  

 OSTT では、蕎麦アルブミンは、小麦および米アルブミンと同様

に食後の血糖値および血漿インスリン値の上昇を抑制したが

（ Figure 2-13）、OGTT では、蕎麦および小麦アルブミンのどちらも

食後の血糖値および血漿インスリン値の上昇を抑制しなかった

（ Figure 2-14）。小麦アルブミンの結果は、Puls and Keup（ 1973）の

結果と同様であった（Puls and Keup, 1973）。米アルブミンは OSTT

と OGTT の両方で食後の血糖値上昇を抑制することが報告されてい

る（ Ina et  al . ,  2016）。  

この血糖値上昇メカニズムを検討するために蕎麦、小麦および米

アルブミン α-アミラーゼ阻害活性を比較した。様々な穀物には α-AI

が含まれており、哺乳類由来のアミラーゼを阻害するものもあれ

ば、ミールワーム由来のアミラーゼのみを阻害するものもある。

Figure 2-15 に示すように、小麦アルブミンは、ヒト唾液、ヒト膵

臓、ブタ膵臓、およびミールワーム由来の α-アミラーゼを阻害し

た。米アルブミンは、ミールワーム由来の α-アミラーゼを阻害する

が、ヒト唾液、ヒト膵臓、およびブタ膵臓由来の α-アミラーゼは阻
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害しないことが報告されている（ Ina et al. ,  2016）。大麦（Weselake 

et al . ,  1983a）、ライ麦（Granum, 1978; Iulek et al . ,  2000）、トウモロ

コシ（Blanco-Labra, 1981）およびインゲンマメ（Marshall  et  al . ,  

1975）の α-AI も、ミールワームの α-アミラーゼを阻害すると報告

されている。一方、蕎麦アルブミンは、ヒト膵臓、ブタ膵臓および

ミールワーム由来の α-アミラーゼを阻害したが、ヒト唾液の α-アミ

ラーゼは阻害しなかった（ Figure 2-15）。これは、Buonocore and 

Poerio（ 1975）、  Feng ら（ 1991）、および Ikeda and Kishida

（ 1993）の結果と同様であった（Buonocore and Poerio, 1975; Feng et  

al . ,  1991; Ikeda and Kishida, 1993）。この結果は、ヒト唾液および膵

臓からの α-アミラーゼの基質認識のメカニズムが異なり、蕎麦およ

び小麦 α-AI の構造が同一ではないことを意味している。  

 小麦および蕎麦 α-AI の酵素阻害メカニズムを調査するため、

Lineweaver-Burk プロットを作成した。 Figure 2-16 において、小麦

α-AI の Lineweaver-Burk プロットは、横軸上で交差しており、以前

に報告されているように、小麦 α-AI がブタ膵臓からの α-アミラー

ゼを非競合的に阻害することを示している（O’Connor et al . ,  

1981）。一方、蕎麦 α-AI のプロットは、縦軸上で交差しており、蕎

麦 α-AI が α-アミラーゼを競合的に阻害することを示している。一

般的に、糖は α-アミラーゼの活性部位に適合し、ペプチドは基質と

して認識される可能性が低いため、蕎麦 α-AI から生成された糖ペ

プチドが競合阻害剤になっている可能性が考えられる。一部の研究

者は、植物から得られた糖タンパク質が α-アミラーゼを競合的に阻

害することを報告した（Maskos et al . ,  1996; Gibbs and Alli,  1998; 

Gadge et al . ,  2015）。さらに、 29 kDa 以上の糖タンパク質が未消化の

蕎麦アルブミンで検出された（ Figure 2-17）。蕎麦アルブミン調製中
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に遊離の糖が除去され、蕎麦アルブミンのほとんどが 6.5 kDa 未満

のペプチドに加水分解されたことを考慮すると、蕎麦アルブミン中

に存在する糖タンパク質から消化酵素による加水分解によって生成

された糖ペプチドが α-アミラーゼ阻害活性を示した可能性が考えら

れる。また、蕎麦アルブミンの α-AI の二次元電気泳動パターンは

小麦アルブミンの α-AI とは異なり（ Figure 3-11）、蕎麦 α-AI の α-ア

ミラーゼ阻害活性を有するアミノ酸配列が小麦アルブミンの α-AI

と異なることを示している（Baker, 1988; Feng et  al . ,  1996）。したが

って、蕎麦および小麦 α-AI のアミラーゼ阻害活性のメカニズムは

互いに異なるため、これらは構造と分子量の異なるタンパク質だと

推察される。  

 蕎麦アルブミンは Figure 2-15 に示すように、デンプン負荷後の食

後血糖値上昇抑制効果は、 in vitro で哺乳類由来の α-アミラーゼを

阻害したため、小麦アルブミンのメカニズムと同様に、デンプンか

ら還元糖への加水分解を阻害したことに起因することが示唆され

た。米アルブミンのグルコース負荷後の食後血糖値上昇抑制効果に

ついては、米アルブミンは哺乳類由来の α-アミラーゼを阻害せず、

消化酵素によって加水分解もされないため、小腸でグルコース分子

を吸着する食物繊維様の作用によるものだと考えられる（ Ina et  al . ,  

2016）。そこで、米アルブミンの食後血糖値上昇抑制メカニズムを

検討するため、透析膜を用いたグルコース拡散実験を行った。  

 

2-4-2 水溶性高分子へのグルコース吸着挙動の解析  

Ina ら（ 2016）は、Ou ら（ 2001）の方法を修正した透析膜を用い

た拡散実験により、米アルブミンとグルコースの相互作用を評価し

た（ Ina et  al . ,  2016）。Ou ら（ 2001）は、分子量 12000 で分画する透
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析バッグを使用し、 200 mL の脱イオン水に対して 25 mL のグルコ

ースと水溶性高分子の混合物を透析した。最大拡散速度は、コント

ロール  > CMC > グアーガム  > キサンタンガムの順で減少した

（Ou et al. ,  2001）。本研究では Ina ら（ 2016）と同様に、分画分子

量が 3500 の透析ユニットを使用して透析実験を行い、上部チャン

バー内にグルコースと水溶性高分子の混合物 250 μL を入れ、下部

チャンバーに 2 mL の脱イオン水を加え、水に対して振とうしなが

ら透析した。本実験の拡散システムでは、溶液量が少なく、振とう

の影響により、 2 つのチャンバーでグルコース濃度が均一になると

予想される（ Ina et  al. ,  2016）。このような実験条件下でも、 Figure 

2-19 に示すように、コントロールと水溶性高分子を含む溶液の間に

C2 の違いが観察された。C2 の値は、Ou ら（ 2001）によって報告さ

れた傾向と同様にキサンタンガム  ＞  グアーガム  ＞  CMC の順に

減少した（Ou et al. ,  2001）。以前の研究では、米アルブミン、

CMC、またはグアーガムを含む溶液はコントロールと比較しグルコ

ース濃度 C2 に有意差（ p  < 0.05）が観察され、C2 は Ou ら（ 2001）

によって報告された傾向と同様にコントロール＞  CMC ＞  米アル

ブミン  ＞  グアーガムの順に減少した（Ou et al. ,  2001）。本実験で

は、透析膜を通過する拡散速度を、輸送現象に基づく拡散モデルを

使用してさらに定量的に解析した。  

 Figure 2-19 では、透析膜におけるグルコースの拡散係数 D の値は

1.66×10 -11  m2 /s と算出された。水中のグルコースの拡散係数は約

7×10 -10  m2 /s（Suhaimi and Das,  2016）で、Suhaimi ら（ 2015）は、

27–30°C で膜を通過するグルコースの拡散係数の値が 10 -11〜 10 -10  

m2 /s であることを報告した（Suhaimi et al . ,  2015）。透析膜における

グルコースの拡散係数の値は、膜の細孔サイズに依存する。本実験
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では、分画分子量が 3500 の透析膜を使用し、D  = 1.66×10 -11  m2 の評

価値は妥当であると考えられる。  

本実験で構築されたモデルでは、静水圧と浸透圧の差による透析

膜を通る水の浸透流束は無視されている。 Figure 2-10 および Figure 

2-11 に示す実験では、 Figure 2-19 および Figure 2-20 に示すよう

に、上部チャンバー内の液面の変化は観察されなかった。したがっ

て、静水圧および浸透圧の差による透析膜を通る水の透過流束は無

視できることが確認された。  

一般に透析膜を用いた実験では、溶液中の高分子による膜の目詰

まり、透析膜表面でのゲル分極が起こりうる。しかし、本研究の実

験系において、拡散実験中に目詰まりやゲル分極が進行すれば、拡

散係数 D は見かけ上低下し、その結果グルコース吸着量も変化する

はずである。 Figure 2-19、 Figure 2-21 に示すように一定の拡散係数

D の値を用いて求められたグルコース吸着量  m  は拡散実験中一定

である（回帰の良好さがそれを示している）。本研究で用いた膜の

分画分子量は 3,500 であるので、おそらく食物繊維は透析膜中の細

孔にほとんど入らなかったと推察される。また、用いた食物繊維は

水溶性であり、使用濃度が 2 mg/mL と低濃度なので、膜表面での

ゲル分極も起こらなかったと考えられる。  

（ 5）式の時定数 T は、拡散が平衡状態に達するまでの緩和時間と

見なすことができる。（ 6）式によると、 t  = 0 から平衡状態（ t→

∞）への C2 の変化は、 T の経過後に 63%、 3T 後に 95%、 5T 後に

99%であった。  T≈1.15×104 秒（約 3.2 時間）であるため、拡散プロ

セスは 5×105 秒（約 14 時間）後に平衡に達すると見なされた。この

結果は、 Figure 2-24 および Figure 2-25 に示すシミュレーション結

果と矛盾しない。Ou ら（ 2001）は拡散が平衡に達したと仮定し



63 

 

て、 37°C で 6 時間攪拌した後、水溶性高分子に結合したグルコース

量を測定した。しかし、我々の計算によれば、Ou らの実験では 6

時間で平衡状態に達していない可能性が考えられる。  

我々が構築したモデルでは、各実験中に透析膜でも準定常状態に

なると想定されるため、この仮定を検証した。厚さ L [m]の平板内

の拡散過程は、無次元時間 Dt  / (L /2)2 が 2 以上、つまり t  > L2  / (2D)

になると、平衡状態または定常状態になる（Gurney and Lurie, 

1923）。本実験では、L2 /(2D)の値は (2.8×10 -5)2 /{2×(1.66×10 - 11)}=24 秒

であった。したがって、膜の両側の溶液のグルコース濃度が一定の

場合、膜の濃度分布は約 1 分で定常状態に達すると推察される。拡

散実験は Figure 2-19 および Figure 2-20 に示すように数時間程度の

ため、各実験の間に透析膜中では準定常状態となり、濃度は膜内の

拡散の方向に沿って直線的に変化すると考えられる。  

Figure 2-19 (B)では、 Figure 2-19 (A)の 3 つの実験の loge（ x/x0）

対 t のプロットは、原点を通る一本の直線である。これは、膜内の

拡散が定常状態でフィックの法則に従うこと、および D の値が本実

験で選択されたグルコース濃度の範囲で一定であることを示してい

る（Bird et al . ,  1960）。  

Figure 2-20 では、C2 の値は 9000 秒まで増加した。 Figure 2-24 に

示すように、上部チャンバーの C1 の値は、 9000 秒で初期の C1 値の

約 3 分の 1 になった。 Figure 2-21 から、グルコース濃度の増加に伴

い、グルコースの吸着量はほぼ直線的に増加した。本実験で使用し

た水溶性高分子へのグルコースの吸着が可逆的であるなら、 Figure 

2-20 に示す実験中に、グルコースの吸着量は徐々に減少するであろ

う。本実験では V2 /V1  = 8 であるため、C1 の値は平衡状態の初期 C1

の約 9 分の 1 になり、水溶性高分子に結合するグルコースの量は脱
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着によって初期値の 9 分の 1 に減少する。もしそうであるなら、C2

対 t のプロットは（ 6）式では記述されなかったであろう（モデルに

おいて、m は拡散実験の間一定であると仮定されている）。おそら

く、水溶性高分子からのグルコースの脱着速度が遅いため、吸着さ

れたグルコースの量が実験の間（数時間）ほぼ一定に保たれていた

と考えられる。  

Figure 2-20 に示すように、CMC、キサンタンガム、およびグアー

ガムの溶液は、透析膜を通過するグルコースの拡散を遅らせた。膜

を通るグルコース拡散速度は、溶液の粘度の増加とともに減少した

可能性が考えられる。粘性多糖類の粘度は、グルコース吸収の阻害

に重要な役割を果たすと考えられているが（Qi et al . ,  2016）、米糠

繊維のグルコース拡散および透析遅延指数（Glucose Diffusion and 

Dialysis Retardation Index : GDRI）はそれらの粘度と相関していない

（López et al ,  1996）。López ら（ 1996）はアーティチョーク繊維に

よって引き起こされたグルコース拡散の遅延は溶液粘度が要因でな

かったと述べている（López et  al ,  1996）。また、 Fabek ら（ 2014）

は、キサンタンガムやグアーガムなどの食物繊維の粘度だけが、食

後の血糖値の調節における唯一の要因ではない可能性を述べている

（ Fabek et  al . ,  2014）。他の研究でも、粘度と食後血糖値の上昇に対

する抑制効果との間に関連は認められないが、一部の粘性食物繊維

は溶液粘度による血糖値上昇抑制に効果的であるといわれている

（Dikeman and Fahey, 2006）。CMC 溶液の粘度は水の粘度に近かっ

たが、グルコース拡散速度をグアーガムと同じレベルで低下させ

た。グアーガムの粘度は、せん断速度 10 s -1 で水の粘度の数十倍で

あった。さらに、 Figure 2-20 に示すように、吸着されたグルコース

量と溶液粘度の間に相関関係は認められなかった。水溶性高分子の
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粘度の増加は、透析膜を通過する拡散速度の減少の程度を適切に説

明していないといえる。一方、透析膜を通過するグルコースの拡散

速度は、（ 1）式の（C1  – C2）に比例する。 Figure 2-25 に示すシミュ

レーションによると、水溶性高分子を含む溶液の C1  – C2 はコント

ロールよりも小さく（ Figure 2-25（A））、グルコース流束 j が減少す

る（ Figure 2-25 (A)(B)）。このように、水溶性高分子（CMC、キサ

ンタンガム、グアーガム）は、水溶性高分子溶液の粘度が高いため

ではなく、グルコースの吸着によって、透析膜を介したグルコース

拡散を遅らせることが確認された。  

Figure 2-21 に示すように、CMC、グアーガム、キサンタンガムに

吸着するグルコース量は、グルコース濃度の増加に伴ってほぼ直線

的に増加した。米糠繊維（Rice Bran water-Insoluble Fibre: RBIF）お

よび硫酸修飾米糠繊維（Sulfuric acid-Modified Rice Bran Insoluble 

Fibre: SMRBIF）の場合、グルコース吸着量（Glucose-Adsorption 

Capacity:  GAC）はグルコース濃度とともに増加した。RBIF および

2.0% SMRBIF の GAC の値は、それぞれ約 0.05 mmol/g（ = 0.009 

kg/kg）および 1.5 mmol/g（ = 0.27 kg/kg）であった（Qi  et al . ,  

2016）。一方、 Figure 2-21 に示すように、CMC、グアーガム、キサ

ンタンガムに吸着したグルコース量は、 100 mM グルコース濃度で

それぞれ約 1.5、 1.8 および 2.7 kg/kg であった。水溶性高分子は、

WISDF よりも多くのグルコースを吸着する可能性が考えられる。 In 

vivo での実験は小麦ふすま等の不溶性食物繊維が食後のグルコース

応答にほとんど影響を及ぼさないことを示しているが、オート麦、

大麦、およびライ麦などの可溶性食物繊維は、食後の血糖値の上昇

を抑制する。  

本研究で構築されたモデルは、グルコース拡散系での拡散速度を
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よく表している（Dikeman and Fahey, 2006）。さらに、水溶性高分

子に吸着されたグルコース量を測定することができる。グルコース

吸着による小腸でのグルコース濃度の低下は、食後の血糖値上昇に

対する食物繊維の抑制効果の重要なメカニズムの 1 つであるため、

ここで提案する拡散モデルは、DM の予防に効果的な食物繊維のス

クリーニングに使用可能であると考えられる。さらに、この拡散モ

デルは、食物繊維や難消化性タンパク質などの高分子量化合物への

グルコース以外の物質の吸着の分析への利用も期待できる。  
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2-5 小括  

本章では、動物実験により、蕎麦アルブミンの食後血糖値上昇抑

制効果について検討し、小麦および米のアルブミンと比較した。ま

た in vitro で、蕎麦、米、小麦のアルブミンの α-アミラーゼの阻害

活性を測定し、酵素動力学的な解析を行った。さらに、アルブミン

のグルコース吸着能について拡散モデルを構築し、定量的評価を行

った。  

蕎麦および小麦アルブミンは、哺乳類の α-アミラーゼ活性を競合

的および非競合的に阻害することにより、デンプン負荷後の食後の

血糖値上昇を抑制したが、米アルブミンは哺乳類の α-アミラーゼ阻

害活性は認められなかったにも関わらず、デンプンおよびグルコー

ス負荷の両方の食後の血糖値上昇を抑制した。蕎麦アルブミンは、

酵素によって低分子に加水分解されたが、小麦および米アルブミン

は難消化性を示した。  

米アルブミンの食後血糖値上昇抑制メカニズムを検討するため、

透析膜を通過するグルコース拡散速度を記述するためのモデルを構

築し、水溶性高分子に吸着するグルコースの拡散実験を行った。透

析膜におけるグルコースの拡散係数 D は、グルコース濃度に関係な

く一定を示した。グルコース濃度の増加に伴い、水溶性高分子への

グルコース吸着量は直線的に増加し、米アルブミンも水溶性高分子

と同等にグルコースを吸着していることが示された。さらに、グル

コース拡散速度の低下は、粘度との相関が認められなかった。  

したがって、各穀物アルブミンの血糖値上昇抑制メカニズムにつ

いては、蕎麦および小麦アルブミンは哺乳類の α-アミラーゼに対す

る競合的および非競合的な阻害、米アルブミンは食物繊維様に働

き、グルコースを吸着することに起因することが示唆された。  
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第 3 章 蕎麦アルブミン加水分解物の食後血糖値上昇抑制効果    

および関与ペプチドの推定（Ninomiya et al. ,  2018, Ninomiya et al . ,  

2022b）  

 

3-1 緒言  

 前章にて、蕎麦アルブミンはペプシンおよびトリプシンによる消

化耐性は認められなかったが、酵素消化により低分子化した蕎麦ア

ルブミンが α-アミラーゼ阻害活性を維持し、食後血糖値上昇抑制効

果を有する可能性が考えられる。  

本章では、蕎麦アルブミンを酵素により加水分解し、残存する α-

アミラーゼ阻害活性および in vivo における蕎麦アルブミン加水分解

物の食後の血糖値上昇に対する抑制効果を検討した。さらに、ゲル

濾過クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、お

よび High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)を使用して加水

分解物中の活性ペプチドを精製した後、 α-アミラーゼ阻害活性に関

与するペプチドのアミノ酸配列の分析を行った。  
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3-2 実験材料と方法  

3-2-1 実験試料  

蕎麦粉（富澤商店株式会社、東京、日本）と小麦粉（日清製粉株式

会社、東京、日本）は市販品購入した。ブタ膵臓由来の α-アミラー

ゼは、Sigma-Aldrich（St. Louis，State of Missouri，USA）、および

α-アミラーゼの基質である 2-chloro-4-nitrophenyl-α-D-maltotrioside

（G3-CNP）はオリエンタル酵母（東京、日本）から入手した。ペ

プシン（ブタ胃由来）およびトリプシン（ウシ膵臓由来）は和光純

薬工業（大阪、日本）から入手した。他の化学薬品はすべて特級試

薬を使用した。  

 

3-2-2 蕎麦および小麦アルブミン加水分解物の α-アミラーゼ阻害活

性  

 2-2-2（ 1）の方法で加水分解した蕎麦アルブミン加水分解物の残

存した α-アミラーゼ阻害活性を 2-2-1-3（ 1）の方法で測定した。  

 

3-2-3 動物実験試料としての蕎麦および小麦アルブミン加水分解物

の調製（ Figure 3-1）  

 動物実験試料としての蕎麦および小麦アルブミン加水分解物は、

2-2-2（ 1）の方法を一部修正して行った。初めに、蕎麦および小麦

アルブミン 100 mg を 10 mL のトリプシン溶液に懸濁し、 37°C で 6

時間インキュベートした。インキュベート後、 10 mL のペプシン溶

液を加え、 37°C で 2 時間インキュベートした。酵素反応は 100℃で

5 分ボイルすることにより停止した。加熱後、 3 kDa 以上の高分子

画分はフィルター（Amicon® Ultra-15 3,000 NMML，Merck Millipore 

Co.,  Ltd.,  US）を用いて遠心分離（ 10,000×g、 10 min、 4°C）によっ  
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Figure 3-1 Digestibil ity of cereal  albumins.  
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て除去した。得られた 3 kDa 未満の画分は、蕎麦および小麦アルブ

ミン加水分解物として凍結乾燥した。加水分解の程度は、 2-2-2

（ 1）の方法と同様に SDS-PAGE にて評価した。  

 

3-2-4 実験動物  

 実験動物である Wistar ラットの飼育は 2-2-1-2（ 1）と同じ条件で

行った。本章における全ての動物実験は、日本大学動物実験運営内

規に則り行った（承認番号：AP12B059）。  

 

3-2-5 蕎麦および小麦アルブミン加水分解物のデンプン負荷試験

（OSTT）（ Figure 3-2）  

 試験前、ラットをランダムに以下の 3 群に分けた（ n=7/群）：可

溶性デンプン投与群、可溶性デンプン＋蕎麦アルブミン加水分解物

300 mg/kg 体重投与群、可溶性デンプン＋小麦アルブミン加水分解

物  300 mg/kg 体重投与群。なお、可溶性デンプンのみを 1 g/kg とな

るように PBS で調製したものを投与した群をコントロール群とし

た。以降、 2-2-1-2（ 2）と同様の方法で OSTT を行い、血糖値、血

漿インスリン値および曲線化面積を算出した（Wolever and Jenkins, 

1986）。  

 

3-2-6 ペプチド推定のための蕎麦アルブミンの精製（ Figure 3-3）  

 2-2-1（ 4）で得られたゲルろ過後にブタ膵臓由来 α-アミラーゼに

対する阻害活性 90%以上示した画分をアフィニティークロマトグラ

フィーおよび HPLC を用いて精製した。まず、 10 mg の蕎麦アルブ

ミンを 1 mg/mL となるように 50 mM Tricin buffer（ pH 8.0）に溶解

したトリプシン 1 mL と混合し、 37℃で 4 時間インキュベートし  



72 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-2 Experimental  design for oral  soluble starch tolerance test   

(OSTT) in normal rats.  
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Figure 3-3 Analysis of primary structure of peptides with α-amylase  

inhibitory activity.  
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た。インキュベート後、酵素反応は 100℃で 5 分のボイルにより停

止させ、溶液を凍結乾燥した。アフィニティーカラムは α-アミラー

ゼとカップリングした HiTrap NHS-activated HP column (φ  0.7 cm×2.5 

cm, 17-0716-01, GE Healthcare Japan, Tokyo, Japan)を作製した。カラ

ムを 1 mM HCl で洗浄後、 10 mg のブタ膵臓由来 α-amylase (1663 

U/mg protein) を加えた 1 mL のカップリング buffer（ 0.2 M 炭酸水

素ナトリウムおよび 0.5 M NaCl 含有、 pH 8.3）をカラムにアプライ

し、 4℃で 4 h 静置した。次に、 3 mL のカップリング buffer をアプ

ライした。未反応の官能基をブロックするため、 6 mL の  ブロッキ

ング buffer（ 0.5 M monoethanolamine（MEA）および 0.5 M NaCl 含

有、 pH 8.3）をアプライし室温で 1 h 静置した。その後、洗浄 buffer

（ 0.1 M 酢酸ナトリウムおよび 0.5 M NaCl 含有、 pH 4.0）、ブロッ

キング buffer および洗浄 buffer を各 6 mL アプライし、 11 mL の平

衡化 buffer（ 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, および 3 mM CaCl2 含有、

pH 6.9）をアプライした。次に、 3 mL の平衡化 buffer に溶解した

20 mg の蕎麦アルブミンペプチドをカラムにアプライし、平衡化

buffer は  280 nm での溶出吸光度がおおよそ 0 になるまでアプライ

し続けた。 α-アミラーゼとカラム内で結合した蕎麦アルブミンペプ

チドは溶出 buffer（ 0.1 M グリシンおよび 0.02 M HCl 含有）で溶出

した。各フラクション（ 1 mL）は  280 nm での吸光度および α-

amylase 阻害活性を測定し、 90%以上のブタ膵臓由来 α-アミラーゼ

に対する阻害活性を示したフラクションを回収し凍結乾燥した。蕎

麦アルブミンペプチドの HPLC は COSMOSIL 5C18-AR-Ⅱ  column 

(4.6 mm I.D.×150 mm, 38144-31, ナカライテスク株式会社 ,京都 )を接

続した l iquid chromatographic system (株式会社島津製作所 ,  京都 )を

用いた。測定条件は以下の通り :  カラム温度 ,  40°C: 移動相 ,  100% 
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溶媒 A (0.05% TFA in 5% acetonitrile solution) を 50 min、 80% 溶媒

A/20% 溶媒 B（アセトニトリルに溶解した 0.05%トリフルオロ酢酸

（TFA））を 80 min、および 100% 溶媒 B を 60 min: 流速 ,  0.5 

mL/min; 注入量 ,  20 μL; および検出 ,  215 nm。蕎麦アルブミンペプ

チドは溶媒 A に溶解し、 0.45 μm membrane-fil ter (Millex-LH, Merck 

Co.,  Ltd.,  Tokyo, Japan)でフィルターろ過した。各フラクション（ 0.5 

mL）は回収し、 α-アミラーゼ阻害活性を測定した。ブタ膵臓由来 α-

アミラーゼに対する高い α-アミラーゼ阻害活性を示したフラクショ

ンは凍結乾燥した。  

 

3-2-7 蕎麦アルブミン中の α-AI の推定  

 HPLC によって精製した蕎麦アルブミン α-AI ペプチドは 0.05% 

TFA および 5%アセトニトリル水溶液に溶解し、N-末端タンパク質

配列はプロテインシーケンサー (Applied Biosystems model492, 

Thermo Fisher Scientific K.K.,  Tokyo, Japan)で分析した。得られたア

ミノ酸配列から、蕎麦ゲノムデータベース（Kazusa DNA Res. Inst. 

(http://www.kazusa.or.jp/e/resources/database.html)）よりタンパク質

の一次配列を推定した（Yasui et al . ,  2016; Kazusa DNA Research 

Inst itute,  2015）。分子量および親タンパク質の理論上の pI は

ExPASy ProtParamtool (https://web.expasy.org/protparam/)を用いて推

定した。  

 

3-2-8 統計解析  

 データは平均±標準誤差（S.E.）として表し、Mac 統計解析 ver.3.0

（株式会社エスミ、東京）を使用した一元配置分散分析（ANOVA）

によって評価した。各グループ間の比較は、Tukey-Kramer の検定を
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使用して行い p < 0.05 を統計的に有意なものとした。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

3-3 結果  

3-3-1 蕎麦および小麦アルブミン加水分解物の α-アミラーゼ阻害活

性  

 消化酵素による消化後の蕎麦および小麦アルブミンの残存するア

ミラーゼ阻害活性を測定した（ Figure 3-4）。蕎麦アルブミンは消化

酵素によって加水分解されたが、高い α-アミラーゼ阻害活性を保持

していた（ 91.4%）。一方、小麦アルブミンの α-アミラーゼ阻害活性

は、ペプシンおよびトリプシンによる消化耐性を有するにも関わら

ず、 55.9%に低下した。  

 

3-3-2 動物実験試料としての蕎麦および小麦アルブミンの酵素的加

水分解  

 トリプシンおよびペプシンによる加水分解前後の蕎麦および小麦

アルブミンの SDS-PAGE は、消化前に観察された 10 kDa を超える

全てのバンドが消失した（ Figure 3-5）。蕎麦および小麦アルブミン

のどちらも、消化酵素によって加水分解された 10 kDa 未満のペプ

チドを回収することができた。  

 

3-3-3 蕎麦および小麦アルブミン加水分解物のデンプン負荷試験

（OSTT）  

 蕎麦アルブミン加水分解物の経口投与では、デンプン負荷後 15

分で食後の血糖上昇を有意に抑制し、食後血糖値はコントロールと

比較して 87%であった（ Figure 3-6 (A)）。デンプンと共に小麦アル

ブミン加水分解物を経口投与した際の食後 15 分後の血糖値は、コ  

ントロールの血糖値の約 93%であった（ p = 0.25）。曲線下面積は、

有意差はなかったものの、蕎麦アルブミン投与群は、コントロール  
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Figure 3-4 α-Amylase inhibitory activity of wheat and buckwheat 

albumins after digestion. (1) Undigested; (2) Digested by 

pepsin for 2 h; (3) Digested by pepsin for 2 h followed by 

digestion with trypsin for 2 h; (4) Digested by pepsin for 2 h 

followed by digestion with trypsin for 4 h; (5) Digested by 

pepsin for 2 h followed by digestion with trypsin for 6 h.  

Values with different  let ters are significantly different at  p  < 

0.05. 
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Figure 3-5 SDS-polyacrylamide gel  electrophoresis patterns of (A) wheat  

albumin and (B) buckwheat albumin digested by pepsin and 

trypsin. (M) Marker;  (1) undigested;  (2) digested by pepsin 

for 2 h and trypsin for 6 h.  
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Figure 3-6 Effect of buckwheat and wheat albumins hydrolysates blood 

glucose level (A), glucose AUC (B), plasma insulin level (C),  

and insulin AUC (D) after oral loading of starch in normal 

Wistar rats.  Each value is the mean of 7 experiments with 

S.E. shown as a vertical bar. Values with different letters are 

significantly different at p  < 0.05. 
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群よりも低くなった。蕎麦アルブミン加水分解物および小麦アルブ

ミン加水分解物群の血漿インスリン値は、有意差は認められなかっ

たが、食後 15 分でコントロール群よりも低い傾向がみられた（そ

れぞれ p  = 0.33 および 0.35）（ Figure 3-6 (C)）。各群の各時間の間に

は有意差が認められた。  

 

3-3-4 蕎麦アルブミン α-AI ペプチドの精製  

 蕎麦アルブミンはゲルろ過クロマトグラフィーで分離した

（ Figure 3-7）。フラクション No.27-51 は高い α-アミラーゼ阻害活性

を示したため、それらを回収し、トリプシンによって加水分解し

た。蕎麦アルブミンペプチドを α-アミラーゼをリガントとしたアフ

ィニティークロマトグラフィーに供した。アフィニティークロマト

グラフィー後、 0.1M グリシンと 0.02M HCl を含む溶出バッファー

で溶出されたフラクション No.8 および 9 は、高い α-アミラーゼ阻

害活性を示した（ Figure 3-8）。これらの画分を HPLC でさらに精製

し、 74 分にペプチド濃度が高く、 α-アミラーゼ阻害活性を持つ単一

画分が得られた（ Figure 3-9）。 α-アミラーゼ阻害活性の高い画分が

他にもいくつか認められたが、アミノ酸配列の分析に供するための

ペプチド濃度が十分ではなかった。この精製を 3 回行い、ほぼ同一

のクロマトグラムが得られた。  

 

3-3-5 蕎麦アルブミン α-AI ペプチドの分析  

 HPLC による 74 分でのフラクションの N 末端アミノ酸配列を、

タンパク質シーケンサーを使用して分析した。精製は 3 回行い、 3

回の別々の精製から 3 つのペプチドが得られた（Table 3-1）。  

蕎麦のゲノムデータベースによると、このペプチドは分子量 17.8 
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Figure 3-7 Sephadex G-50 gel filt ration chromatogram of buckwheat 

albumin and α-amylase inhibitory activity of each fraction. 
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Figure 3-8 α-Amylase affinity chromatogram of buckwheat peptides and 

α-amylase inhibitory activity of each fraction. 
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Figure 3-9 Peptide concentration (solid line) and α-amylase inhibitory 

activity (bars) of buckwheat albumin hydrolysates separated 

by HPLC chromatography.  
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kDa の親タンパク質であり、理論上の pI 4.77 であり、未確認のアミ

ノ酸はシステイン残基であることが明らかとなった（ Figure 3-10）。  
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Table 3-1 Amino-acid sequences of buckwheat α-AI peptide measured by 

protein sequencer 
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Figure 3-10 Homology of amino-acid sequences between buckwheat-

albumin α-AI and wheat-albumin α-AI. 
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3-4 考察  

 小麦アルブミンは α-アミラーゼの活性を阻害することが知られて

おり、食後の血糖値の上昇を抑制するため、既に特定保健用食品

（ FoSHU）の機能性成分として用いられている。前章で、蕎麦アル

ブミンは α-アミラーゼの活性を競合的に阻害することにより、デン

プン負荷後の食後の急激な血糖値の上昇を抑制することを示した

（Ninomiya et al . ,  2018）。また、蕎麦アルブミンの in vitro での α-ア

ミラーゼ阻害活性は小麦アルブミンよりも低かったが（ Figure 2-

15）、蕎麦アルブミンの in vivo での食後血糖値上昇抑制効果は小麦

アルブミンよりも高かった（ Figure 2-13）。この相反する現象を解明

するために、 in vitro 消化後の α-アミラーゼ阻害活性を評価した。

小麦アルブミンの α-アミラーゼ阻害活性は、ペプシンおよびトリプ

シン消化後に 60%に減少した（ Figure 3-4）が、消化耐性が認められ

た（ Figure 2-17）。一方、蕎麦アルブミンは消化酵素によって低分子

量ペプチドに加水分解されたが（ Figure 2-17）、消化後もほぼ 100%

のアミラーゼ阻害活性を保持していた（ Figure 3-4）。  

Figure 3-6 に示すように、タンパク質が消化酵素によって小さな

ペプチドに加水分解されたにも関わらず、OSTT において蕎麦アル

ブミン加水分解物がデンプン投与 15 分後に血糖値の上昇を有意に

抑制した。この結果は、蕎麦アルブミン加水分解物中のいくつかの

小さなペプチドによって、デンプンからグルコースへの加水分解が

抑制され、小腸から吸収されるグルコースの量が減少したことを示

している。  

 蕎麦アルブミン加水分解物投与群の血漿インスリン値は増加しな

かったが、食後 15 分でインスリン分泌の上昇を抑制する傾向が認

められた（ Figure 3-6）。これは、蕎麦アルブミンの血糖値上昇抑制
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効果がインスリンによる細胞へのグルコース取り込みの促進ではな

く、腸内の α-アミラーゼ阻害に起因することを意味している。食後

の血糖値上昇に対する蕎麦アルブミン加水分解物の抑制効果が小麦

アルブミン加水分解物よりも高かったのは、小麦アルブミンの α-ア

ミラーゼに対する阻害効果が加水分解により低下したことも一因と

考えられる（Ninomiya et al . ,  2018）。  

 これらの結果は、蕎麦アルブミン加水分解物が高い α-アミラーゼ

阻害活性を有していた一方で、小麦アルブミンが in vivo で部分的に

消化され、食後の血糖値上昇に対する抑制効果を低下させたことを

示唆している。これは、蕎麦アルブミンが、小麦アルブミンと比較

して、 in vitro での α-アミラーゼ阻害活性が弱いにもかかわらず、

食後の血糖値上昇に対してより強力な抑制効果を示した理由である

と考えられる。  

 蕎麦アルブミン加水分解物が α-アミラーゼ阻害活性を有する理由

として、 3 つの仮説が考えられる：（ 1）特定のペプチド配列が α-ア

ミラーゼ阻害活性を示す、（ 2）ペプチドに共有結合した糖鎖が α-ア

ミラーゼ阻害活性を示す、（ 3）糖鎖およびペプチド配列が α-アミラ

ーゼ阻害活性を示す。  

 食後の血糖値上昇抑制に関与するペプチドを推定するために、蕎

麦アルブミンペプチドを α-アミラーゼをリガントとしたアフィニテ

ィークロマトグラフィーおよび HPLC によって精製した。この手順

を 3 回繰り返し行い、毎回ほぼ同じクロマトグラムが得られた。タ

ンパク質シーケンサーによる N 末端アミノ酸配列の測定には、 α-ア

ミラーゼ阻害活性が高く、ペプチド濃度が十分な画分を使用した。

一部の残基は特定できなかったが、 3 つの別々の精製から得られた

3 つのペプチドのアミノ酸配列はほぼ同一であった（Table 3-1）。次
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に、この配列を蕎麦ゲノムデータベースの配列と比較したところ、

読み取り不可能なアミノ酸残基がシステイン残基であることが明ら

かとなった（ Figure 3-10）。推定されたアミノ酸配列

YVEPDCGNLGCCYHC は、分子量 17.8 kDa および理論上の pI  4.77

の親タンパク質に含まれていた。蕎麦アルブミンの α-AI と小麦ア

ルブミンの α-AI のアミノ酸配列の相同性は非常に低かった。前章

の Lineweaver-Burk プロットの結果から、蕎麦アルブミンの α-AI は

α-アミラーゼを競合的に阻害するが、小麦アルブミンの α-AI は非競

合的に阻害する（ Figure 2-16）。蕎麦アルブミンの α-AI と小麦アル

ブミンの α-AI の異なる阻害様式も、アミノ酸配列が異なることを

支持している。一部の研究者は、植物から得られた糖タンパク質が

α-アミラーゼを競合的に阻害すると報告している（Maskos et  al . ,  

1996; Gibbs and Alli ,  1998; Gadge et al . ,  2015）。蕎麦アルブミン α-AI

の阻害様式から、ペプチド自体が α-アミラーゼの活性部位に適合す

る可能性は低いため、本章で推定された蕎麦 α-AI ペプチドはグリ

コシル化されていると推測される。  

糖鎖はアスパラギン（Asn）の側鎖中のアミド窒素原子、セリン

（Ser）およびスレオニン（Thr）の酸素原子に結合することが知ら

れている。今回得られた配列から 33 番目のアスパラギン、 18–19、

23–24、 84， 86、 93、 96、 108–109、 119–120、 135、 161、 177 番目の

セリン  、 4、 151、 158、 167 番目のスレオニンに糖鎖が付加してい

る可能性が考えられる。また、トリプシンによってアルギニンおよ

びリジンのカルボキシル基側でペプチド結合が切断されることか

ら、 Figure 3-10 に示す線の位置でペプチドの切断が起こると推測さ

れる。したがって、トリプシンによる加水分解によって生じたペプ

チドあるいは上述したアスパラギン、セリン、スレオニンへ付加し
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た糖鎖が α-アミラーゼの活性中心に入り込み α-アミラーゼを競合阻

害したことが推察される。  

 我々はこれまでに、米アルブミンが、デンプン負荷時だけでな

く、グルコース負荷時でも食後の血糖値上昇を抑制することを示し

た（ Ina et  al . ,  2016）。米アルブミンは、昆虫由来の α-アミラーゼの

活性は阻害するが、哺乳類由来の α-アミラーゼの活性を阻害しない

（ Figure 2-13）。したがって、食後の血糖値を抑制するメカニズム

は、蕎麦アルブミンとは異なる。米アルブミンは、おそらくジスル

フィド結合によって形成された強固な構造のため、ペプシンおよび

トリプシンに対して消化耐性を有すると考えられる。しかし、蕎麦

アルブミン α-AI のシステイン残基数は 14 であり、米アルブミンよ

りも多いが、蕎麦アルブミンは消化酵素によって容易に加水分解さ

れた。これは、蕎麦のアルブミン α-AI のシステイン残基がジスル

フィド結合による強固な構造の形成に寄与しないことを示してい

る。  

 本章では、蕎麦アルブミン加水分解物が腸内の α-アミラーゼ活性

を阻害することにより、 in vivo での食後血糖値の上昇に対して抑制

効果を有することを示し、この機能に関与するペプチドを推定し

た。しかし、ペプチド濃度が低く、 α-アミラーゼ阻害活性が高い画

分がいくつかあったため、蕎麦アルブミン加水分解物には他の α-AI

ペプチドが含まれている可能性が考えられる。これらのペプチドの

アミノ酸配列を解明し、 in vivo での実験でその機能を証明するには

さらなる研究が必要である。  
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3-5 小括  

 本章では、蕎麦アルブミンを酵素により加水分解し、残存する α-

アミラーゼ阻害活性および in vivo における蕎麦アルブミン加水分解

物の食後の血糖値上昇に対する抑制効果を検討し、ゲル濾過クロマ

トグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、および High-

Performance Liquid Chromatography (HPLC)を使用して精製した後、

α-アミラーゼ阻害活性に関与するペプチドのアミノ酸配列の分析を

行った。  

蕎麦アルブミンは、消化酵素によって加水分解された後も α-アミ

ラーゼ阻害活性を維持し、デンプン負荷試験において血糖値上昇を

抑制した。この蕎麦アルブミンの血糖値上昇抑制効果は、 α-アミラ

ーゼの活性を阻害し、食後の血糖値上昇を抑制することが知られて

いる小麦アルブミンの加水分解物よりもいくらか高かった。蕎麦ア

ルブミンのアミノ酸配列と分子量は小麦アルブミンのものとは異な

っていた。これらのことから、食後血糖値上昇抑制のメカニズム

は、蕎麦アルブミンはペプチドなどの低分子による α-アミラーゼ阻

害、小麦アルブミンは主にタンパク質による α-アミラーゼ阻害、米

アルブミンはグルコースの吸着に起因することが明らかとなった。

したがって、蕎麦アルブミンは、食後の血糖値上昇を抑制するため

特定保健用食品の機能性成分としての利用が可能と考えられるが、

メカニズムの解明にはさらなる検討が必要である。  
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第 4 章 機能性食品素材としての蕎麦アルブミンの物理化学的性質

の評価（Ninomiya et al . ,  2018，Ninomiya et  al . ,  2022c）  

 

4-1 緒言  

 前章までに、蕎麦アルブミンが α-アミラーゼインヒビター  (α-

amylase inhibitor:  α-AI)として働き（ Ikeda and Kishida,  1993; Ikeda et 

al . ,  1994; Ninomiya et al . ,  2018）、食後の急激な血糖値上昇を抑制す

ることを明らかにした（Ninomiya et  al . ,  2018）。また前章におい

て、蕎麦アルブミンは、既に血糖値上昇抑制する特定保健用食品

(FoSHU)（Kodama et al . ,  2005; Arai et al . ,  2008）の機能性成分とし

て知られている小麦アルブミンと比較すると、加水分解後も高い α-

アミラーゼ阻害活性と食後の血糖値上昇抑制効果があることを明ら

かにした（Ninomiya et al . ,  2018）。  

蕎麦アルブミンは、水溶性のうえに無臭・無味であるため、食品

の嗜好性に影響を与えることなく、血糖値の上昇を防ぐ機能性食品

素材としての利用が期待できる。それゆえ、蕎麦アルブミンは糖尿

病予防の FoSHU の機能性成分として有効であると考えられる。  

タンパク質は食品加工中の加熱時に変性し、不溶性になることが

多いため、タンパク質を食品産業の原料として利用するには、高い

熱安定性が必要である。加えて、高い乳化および起泡性を有するこ

とにより、食品での幅広い用途が可能になる。卵タンパク質は優れ

た表面特性を持つことが知られており、マヨネーズ、アイスクリー

ム、メレンゲおよびスポンジケーキに使用されている。蕎麦アルブ

ミンが高い乳化および起泡性を有するのなら、卵タンパク質の代替

品として効果的に使用できる。   

蕎麦については、既に、蕎麦粉およびグロブリン画分の乳化およ



94 

 

び起泡性が報告されているが（Tomotake et al . ,  2000; Tang, 2007; 

Raikos  et  al . ,  2014; Kumari  et al . ,  2015）、蕎麦アルブミンの物理化学

的特性は十分に研究されていない。そこで本章では、蕎麦アルブミ

ンの耐熱性、水への溶解性、乳化性および起泡性を検討し、機能性

食品への応用の可能性を検討した。また、部分的なタンパク質の分

解はタンパク質の表面特性を変化させることがあるため（Kumagai 

et al . ,  1994; Kim et al . ,  1990; Kumagai et al . ,  2002; Zeng et  al . ,  

2013）、本章では、蕎麦のアルブミン加水分解物の乳化および起泡

性についても検討した。  
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4-2 実験材料と方法  

4-2-1 実験試料  

 蕎麦粉（富澤商店株式会社、東京、日本）は市販品を購入した。  

卵アルブミンおよびカゼインは和光純薬工業（大阪、日本）から入

手した。プロテアーゼ A「アマノ」SD は天野エンザイム株式会社

（名古屋、日本）から入手した。  ブタ膵臓由来 α-アミラーゼは

Sigma-Aldrich（St.  Louis，State of Missouri，USA）から入手し、 α-

アミラーゼの基質である 2-chloro-4-nitrophenyl-α-D-maltotrioside

（G3-CNP）はオリエオリエンタル酵母工業株式会社（東京，日

本）から入手した。他のすべての試薬は特級を使用した。  

 

4-2-2 蕎麦アルブミンの調製  

 蕎麦アルブミンの調製は 2-2-1-1（ 3）と同様の方法で行った。  

 

4-2-3 蕎麦アルブミンの熱安定性の評価  

 蕎麦および小麦アルブミンの熱安定性は、加熱後のブタ膵臓由来

α-アミラーゼに対する α-アミラーゼ阻害活性の残存活性によって評

価した（ Figure 4-1）。蕎麦および小麦アルブミンは、 0.1% (w/w)と

なるように純水 1 mL に溶解し、 100℃で 10、 30、 60 および 120 分

間加熱した。室温まで放冷後、 α-アミラーゼ阻害活性を 2-2-1-3

（ 1）と同様の操作で行った。  加熱処理後に残存している α-アミラ

ーゼ阻害活性の割合（%）を熱安定性として定義し、以下の式によ

り算出した。  

熱安定性  (%) = IAh/IAn × 100               (4-1) 

IAh：  加熱後の α-アミラーゼ阻害活性  

IAn：未加熱  の α-アミラーゼ阻害活性  
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Figure 4-1 Method of thermal stability measurement.  
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4-2-4 示差走査熱量測定（DSC）による蕎麦アルブミンの変性温度

測定  

 変性温度測定は、 Ina ら（ 2019）の方法で行った（ Ina et al . ,  2019; 

Figure 4-2）。ジスルフィド結合の熱安定性への影響は、還元剤添加

あるいは無添加時の蕎麦アルブミンの変性温度を示差走査熱量計

(DSC-100; Seiko Instruments Inc. , Chiba,  Japan)で測定し、評価した。

蕎麦アルブミンは、水あるいは 200 mM dithiothreitol (DTT) 溶液を

加え 20% (w/w)となるよう溶解し、室温で  16 時間静置した。次

に、DTT 添加あるいは無添加の各蕎麦アルブミン溶液は銀製の pan

に 30 mg となるよう秤量した。密封した pan は 1°C/min で 170°C 

まで加熱した。同量の水あるいは 200 mM DTT 溶液を入れた密封し

た pan をリファレンスとした。ピーク温度  (Tp) とエンタルピー変

化 (ΔH)は Standard Analysis (Seiko Instruments Inc.)で算出した。   

 

4-2-5 蕎麦アルブミンの溶解度測定  

 溶解性は Ina ら（ 2019）の方法を一部修正して行った（ Ina et  al . ,  

2019; Figure 4-3）。タンパク質サンプル  (100 mg)は 50 mM citrate-

phosphate buffer (pH 3.0–6.0) 10 mL に懸濁し、室温で 60 分撹拌し

た。溶液は 2 つの試験管に分割した； 1 つは室温に、もう 1 つは

80°C で 20 分間加熱した。遠心分離（ 10,000×g、 15 min）後、上清

のタンパク質含有量を BCA protein assay kit  (Thermo Fisher 

Scientific,  Kanagawa, Japan)にて測定した。溶解度は以下の式で算出

した：溶解度  (%) = (上清のタンパク質濃度 /全タンパク質濃度 ) × 

100 
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Figure 4-2 Method of DSC measurement.  
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Figure 4-3 Method of solubility measurement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 

 

4-2-6 酵素製剤による蕎麦アルブミンの加水分解  

 酵素による加水分解は Kumagai ら（ 1994）の方法を参考に一部修

正して行った（Kumagai et  al . ,  1994; Figure 4-4）。蕎麦アルブミン 10 

mg を 0.5 mL の水に溶解し、 0.5 mL の 0.002% プロテアーゼ  A「ア

マノ」SD 溶液を加え、 50°C で 15–60 分間インキュベートした。酵

素反応は、沸騰湯浴中で 10 分間ボイルし停止させた。各加水分解

物は凍結乾燥し、使用するまで -20°C で保管した。  

 

4-2-7 蕎麦アルブミンの加水分解度測定  

 加水分解度は Kumagai ら（ 1994）の方法を参考に一部修正して行

った（Kumagai et al . ,  1994）。蕎麦アルブミン加水分解物 (1 mg/mL)

は 10 mL の 1.2 M トリクロロ酢酸と混合し、室温で 30 分間撹拌し

た。遠心分離（ 13,000×g、 20 min、 20°C）後、上清から 350 μL を分

取し 0.42 M NaOH を 500 μL 加え中和した。タンパク質 /ペプチド濃

度は BCA 法により測定した。加水分解度は上清中のペプチド濃度

と総タンパク質濃度から算出した。   

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel  electrophoresis (SDS-

PAGE) は Laemmli（ 1970）の方法（Laemmli,  1970）で行い、ゲルは

0.025% (w/v) Coomassie Brilliant  Blue R-250 solution (Wako Pure 

Chemical Industries)で染色した。  

 

4-2-8 α-アミラーゼ阻害活性  

 α-アミラーゼ阻害活性は 2-2-1-3（ 1）と同様の方法で行った。  

 

4-2-9 乳化性測定  

 蕎麦アルブミンとその加水分解物の乳化性は Ina ら（ 2019）の方  
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Figure 4-4 Hydrolysis of buckwheat by protease A “amano” SD. 
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法を一部修正し、 pH 3.0–6.0 の溶液中で卵アルブミンおよびカゼイ

ンと比較し評価した（ Ina et  al . ,  2019; Figure 4-5）。蕎麦アルブミン

（未処理あるいは加水分解物）、卵アルブミン、あるいはカゼイン

(24 mg)は 50 mM クエン酸リン酸 buffer (pH 3.0–6.0) 2.4 mL に懸濁

し、室温で 10 分間撹拌した。次に、コーン油 0.8 mL を各懸濁液に

加え、 homogeniser (Physcotron, NS-52K; Microtec Co.,  Ltd., Chiba, 

Japan) で乳化（ 25,000 rpm、 1 min）した。乳化後 0、 10、および 30

分に、 50 μL のエマルションを試験管底部から採取し、 5 mL of 0.1% 

SDS 溶液で希釈した。希釈したエマルションの吸光度は 500 nm で

測定した。乳化能（Emulsifying Activity: EA) はホモジナイズ直後

に測定した 500 nm での吸光度から、乳化安定性 (Emulsion Stabili ty: 

ES)はホモジナイズ後 10 分および 30 分後の吸光度から算出した。  

 

4-2-10 起泡性測定  

 蕎麦アルブミンとその加水分解物の起泡性は Ina ら（ 2019）の方

法を一部修正し、 pH 3.0–6.0 の溶液中で卵アルブミンおよびカゼイ

ンと比較し評価した（ Ina et  al . ,  2019; Figure 4-6）。蕎麦アルブミン

（未処理あるいは加水分解物）、卵アルブミン、あるいはカゼイン

（ 25 mg）は 50 mM クエン酸リン酸 buffer（ pH 3.0–6.0） 5 mL に懸

濁し、室温で 10 分間撹拌した。各懸濁液は、泡立て器（Creamer 

Qto CQT-45, Hario,  Tokyo, Japan）にて 1 分間泡立てた。起泡体積は

泡立て後 0–120 分後に測定した。起泡能（ Foaming Capacity:  FC）

は泡立て直後の起泡体積から、起泡安定性（ Foaming Stabil ity:  FS）

は泡立て後 30 および  120 分後の起泡体積を測定し算出した。  
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Figure 4-5 Measurement of emulsifying properties.  
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Figure 4-6 Measurement of foaming properties.  
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4-2-11 統計解析  

 各グループ間の比較は、エクセル統計  Version 7.0（株式会社エス

ミ、東京）の Tukey-Kramer の検定を使用して行い p 値が 0.05 未満

を統計的に有意なものとした。  
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4-3 結果  

4-3-1 蕎麦アルブミンの熱安定性の評価  

 蕎麦および小麦アルブミンの熱安定性は、 100℃で 10–120 分間加

熱した後に α-アミラーゼ阻害活性を測定し評価した（ Figure 4-7）。

小麦および蕎麦アルブミンのどちらも、 100℃で 120 分間加熱後も

高い α-アミラーゼ阻害活性を維持した（各々 98.2%および 75.4%）。  

 

4-3-2 蕎麦アルブミンの変性温度  

 DTT を添加時と無添加時の蕎麦アルブミンの示差走査熱量測定

（DSC）サーモグラムを Figure 4-8(A)に示す。DTT 無添加時は、蕎

麦アルブミンの変性吸熱ピークは、変性開始温度（T i）が 110°C

で、変性終了温度（T f）が 160°C の幅広い範囲観察された。そのピ

ーク温度（Tp）とエンタルピー変化（ΔH）はそれぞれ 148.4°C と

3.45 J/g であった（ Figure 4-8(A)）。対照的に、DTT 添加時の蕎麦ア

ルブミンの変性 -吸熱ピークはより鋭く、T i、T f、Tp、および ΔH は

それぞれ 110°C、 160°C、 136.3°C、および 4.05 J /g であった

（ Figure 4-8(A)）。さらに、DTT 添加時にはゲル化が観察された

（ Figure 4-8(B)）。  

 

4-3-3 蕎麦アルブミンの溶解性  

 Figure 4-9 は、加熱の前後の、 pH 3.0–6.0 での蕎麦アルブミン、卵

アルブミン、およびカゼインの溶解性を示している。蕎麦アルブミ

ンは、測定した全ての pH で高い溶解性を示し、加熱後もその高い

溶解性を保持していた。卵アルブミンと比較すると、卵アルブミン

の溶解性は蕎麦アルブミンの溶解性の 50–60%であり、加熱後、 pH 

4.0 を超えると約 10%に低下した。カゼインの溶解性は pH 3.5–5.0 
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Figure 4-7 Thermal stability of wheat and buckwheat α-AIs.  Each value 

is the mean of 2-3 experiments with S.E. shown as a vertical  

bar.  
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Figure 4-8 (A) DSC thermogram of buckwheat albumin with and without 

the addit ion of DTT. (B) Gelation of buckwheat albumin 

with the addition of DTT. 
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Figure 4-9 Solubility profiles buckwheat albumin, casein,  and egg 

albumin in solutions at different pH values with and without 

heating at 80℃  for 20 min. Results  are expressed as the mean 

of three experiments ±  SD. 
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の間で非常に低く、 pH 5.5 を超えると蕎麦アルブミンの溶解度の

50–60%程度まで増加したが、加熱後も変化しなかった。  

 

4-3-4 蕎麦アルブミンの加水分解度  

 プロテアーゼによる蕎麦アルブミンの加水分解の程度は時間の経

過と共に増加し、 60 分間の加水分解後には < 15 kDa のペプチドに分

解された（ Figure 4-10）。加水分解度は、 15 分、 30 分、 60 分処理

後、それぞれ 31.7%、 47.1%、 63.3%であった（ Figure 4-11）。  

 

4-3-5 酵素製剤による加水分解後の蕎麦アルブミンの α-アミラーゼ

阻害活性  

 プロテアーゼ処理後の蕎麦アルブミンの残存する α-アミラーゼ阻

害活性を Figure 4-12 に示す。残存する α-アミラーゼ阻害活性は、

15 分、 30 分、および 60 分のプロテアーゼ処理後、それぞれ 96.1% 

± 0.008、 94.8% ± 0.008、および 95.2% ± 0.014 であった。プロテア

ーゼによって加水分解されたにも関わらず（ Figure 4-10 および

Figure 4-11）、蕎麦アルブミンは 60 分のプロテアーゼ処理後でも依

然として α-アミラーゼに対する元の阻害活性の 95.2%を保持してい

た。  

 

4-3-6 蕎麦アルブミンおよびその加水分解物の乳化性  

 蕎麦アルブミン、蕎麦アルブミン加水分解物、卵アルブミン、お

よびカゼインの乳化性を Figure 4-13 に示す。蕎麦アルブミンと卵ア

ルブミンの両方が、測定した全ての pH の 0 分で高い乳化性

（Emulsifying Activity: EA）を示した。乳化後 30 分での蕎麦アルブ

ミンの乳化安定性（Emulsifying Stabil ity: ES）はその EA の約 50% 
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Figure 4-10 SDS-PAGE of buckwheat albumin before and after protease 

treatment.  (M) Marker; (1) unhydrolysed; (2) hydrolysed by 

protease for 15 min;  (3) hydrolysed by protease for 30 min;  

(4) hydro-lysed by protease for 60 min. 
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Figure 4-11 Change in degree of hydrolysis of buckwheat albumin 

treated by protease.  Results are expressed as the mean of 

three experiments ± SD. 
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Figure 4-12 α-Amylase inhibitory activity of buckwheat albumin before 

and after hydrolysis by protease up to 60 min. Results  are 

expressed as the mean of three experiments ± SD. 
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Figure 4-13 Emulsifying properties of buckwheat albumin and its 

hydrolysate in solutions of various pH immediately,  10 min 

and 30 min after emulsification compared with those of egg 

albumin and casein. Results are expressed as the mean of 

three experiments ± SD. 
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であった。ただし、 pH 4.0–6.0 では蕎麦アルブミンは卵アルブミン

よりも高い乳化性を示し、 pH 3.0–3.5 ではほぼ同程度であった。カ

ゼインは、特に pH 3.5–5.0 の間の 0 分で低い EA を示し、 10 分と 30

分での ES は、測定した全ての pH での EA よりも低かった。蕎麦ア

ルブミン加水分解物は、加水分解されていない蕎麦アルブミンの

50%の EA を示し、ES は EA よりもかなり低かった。  

 

4-3-7 蕎麦アルブミンおよびその加水分解物の起泡性  

 蕎麦アルブミン、その加水分解物、卵アルブミン、およびカゼイ

ンの起泡性を Figure 4-14 に示す。蕎麦アルブミンは、測定した全て

の pH で高い起泡性（ Foaming Capacity:  FC）を示し、 10 分および

30 分での起泡安定性（ Foaming Stabil i ty: FS）は FC の約 80%であっ

た。卵アルブミンとカゼインと比較すると、カゼインは蕎麦アルブ

ミンの 20–60%の FC を示し、卵アルブミンは蕎麦アルブミンの 30–

70%の FS を示した。蕎麦アルブミン加水分解物の FC および FS も

高く、未分解の蕎麦アルブミンのものに近かった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-14 Foaming properties of buckwheat albumin and its  

hydrolysate in solutions of various pH immediately,  10 min 

and 30 min after whipping compared with those of egg 

albumin and casein. Results are expressed as the mean of 

three experiments ± SD. 
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4-4 考察  

 食品工業において加熱による殺菌・滅菌は不可欠なプロセスであ

る。食品の pH は通常 3–6 の範囲にあるため、タンパク質を食品産

業の原料として利用するには、生理学的機能に加えて、耐熱性、水

への溶解性、弱酸性下での表面特性などの物理化学的機能を考慮す

る必要がある。さらに、前章までに、蕎麦アルブミンとその加水分

解物の両方が、デンプン負荷時の血糖値の上昇を抑制することを示

した（Ninomiya et  al . ,  2018, Ninomiya et al . ,  2022b）。したがって、

本章では、蕎麦アルブミンの機能性食品成分としての潜在的な用途

を見出すために、蕎麦アルブミンとその加水分解物の物理化学的機

能を評価した。  

 蕎麦アルブミンの熱耐性は、加熱後の α-アミラーゼに対する残存

活性と DTT 添加時と無添加時の DSC による変性温度を用いて評価

した。 Figure 4-1 に示すように、小麦および蕎麦アルブミンは、加

熱後も高い α-アミラーゼ阻害活性を維持していた。小麦アルブミン

は分子内ジスルフィド結合により高い熱安定性を示すと報告されて

おり（Oneda et  al . ,  2004）、 100℃で 120 分間加熱後でも α-アミラー

ゼ阻害活性を 98%以上保持した結果と一致する。蕎麦アルブミンの

α-アミラーゼ阻害活性は、加熱時間に伴い徐々に低下したが、 120

分後も 75%を示した。この結果は、蕎麦アルブミンの糖鎖が α-アミ

ラーゼ阻害活性を有し、加熱による変性後もその活性を保持してい

るという仮定と一致する。また、蕎麦アルブミンの熱安定性は高

く、加熱を伴う食品の加工にも利用可能だと考えられる。  

DSC サーモグラムによると、蕎麦アルブミンの変性ピーク温度

（Tp）とエンタルピー変化（ΔH）はそれぞれ 148.4°C と 3.45 J/g で

あった（ Figure 4-8）。本章で得られた DSC による高い変性温度は、
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蕎麦アルブミンの加熱後に残存する α-アミラーゼ阻害活性で認めら

れた耐熱性と一致している（ Figure 4-1）。また、蕎麦アルブミン

は、 pH 3–6 の溶液で 80–100%の溶解性を示した。これは、加熱後も

高い溶解性を維持するという点で卵アルブミンとは異なる（ Figure 

4-3）。蕎麦アルブミンの耐熱性と高い水への溶解性は、製造工程で

加熱による殺菌・滅菌する必要のある食品へ応用するために望まし

い特性である。  

 DTT 添加時は、Tp が 136.3°C に低下し、ΔH が 4.05 J/g に上昇し

た。これは、タンパク質構造の安定性にジスルフィド結合が関与し

ていることを示している。ジスルフィド結合はタンパク質の熱安定

性に寄与することが知られており（Matsuda et  al . ,  1982, Wetzel et 

al . ,  1988）、小麦および米アルブミンは、分子間ジスルフィド結合の

ために耐熱性があると報告されている（Silano and Zahnley, 1978; 

Oneda et al . ,  2004; Ina et  al . ,  2019）。蕎麦アルブミンは小麦アルブミ

ンよりもシステインの含有量が高いため（ Javornik and Kreft,  1984; 

Zhu et  al . ,  2006）、形成されるジスルフィド結合の数が多いほど、構

造の安定性が向上する可能性が考えられる。さらに、DTT 添加時の

蕎麦アルブミンでゲル化が観察された（ Figure 4-2）。これは、DTT

によって切断された分子内ジスルフィド結合が他のタンパク質分子

のチオール（SH）基と再結合し、分子内ネットワークを形成した結

果である可能性が考えられる（Hashizume and Sato, 1988; Matsudomi 

et al . ,  1992; Otte et al . ,  2000）。  

 DTT によるジスルフィド結合の切断は蕎麦アルブミンの Tp を低

下させたが、その値は依然として 100°C 超を示した。対照的に、

DTT の添加により、米アルブミンの Tp は 100.8°C から 52.0°C に低

下した（ Ina et al . ,  2019）。米アルブミンとは異なり、蕎麦アルブミ
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ンは糖タンパク質であり（Ninomiya et al . ,  2018）、タンパク質のグ

リコシル化は Tp の増強に効果的であると報告されている（Takano et 

al . ,  2007）。したがって、蕎麦アルブミンの高い耐熱性は、部分的に

そのグリコシル化構造に起因している可能性が考えられる。  

 乳化および起泡性は、食品添加物としてタンパク質を使用する際

に考慮すべき重要な特性である。両親媒性のタンパク質は、疎水性

領域を油相または気泡に、親水性領域を水相に向けることにより、

優れた界面活性剤として機能する。ただし、ほとんどのタンパク質

には、より大きな疎水性領域が含まれている。タンパク質のグリコ

シル化は、親水性領域を増やすことによって物理化学的特性を改善

することが知られている（Nakamura and Kato, 2000; Takano et al . ,  

2007; Matemu et al . ,  2009）。グリコシル化されている蕎麦アルブミ

ンは、優れた親水性と疎水性のバランスを持ち、その結果、より優

れた機能特性を示すことが期待される。そこで、蕎麦アルブミンの

乳化および起泡性の検討を行った。  

 卵タンパク質は表面特性が高いことが知られているが、カゼイン

は酸性 pH への溶解度が低く、乳化性と起泡性が低いと考えられて

いる。したがって、卵アルブミンとカゼインはそれぞれポジティブ

コントロールとネガティブコントロールとして使用した。卵タンパ

ク質、カゼインナトリウム、およびカゼインは、中性 pH で一定レ

ベルの乳化性（EA）および乳化安定性（ES）を示すことが報告さ

れている（Ven der Ven, 2001; Kuan et al . ,  2011）。蕎麦アルブミン

は、 pH 3–6 の卵アルブミンとほぼ同じ高い EA を示した。さらに、

乳化後 30 分での卵アルブミンの ES は、 pH 4–6 の EA の 10–25%に

減少した。一方、蕎麦アルブミンの ES は、測定した全ての pH で

EA の 50%に維持された（ Figure 4-7）。これらの結果は、蕎麦アル
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ブミンが卵アルブミンよりも親水性と疎水性のバランスが良く、エ

マルションを形成していることを示唆している。カゼインは、 pH 5

まで低い EA を示したが、 pH が 6 に近づくにつれて徐々に EA が増

加した（ Figure 4-7）。カゼインの EA と ES が低いのは、 pH 5 未満

での溶解性が低いためである可能性が考えられる（ Figure 4-3）。  

 卵タンパク質は中性 pH で優れた起泡性を持つことが知られてお

り（Kumagai et al . ,  2002; Raikos et  al . ,  2007; Gharbi and Labbafi , 

2019）、メレンゲ、スポンジケーキ、ホイップクリームによく使用

されている。蕎麦アルブミンの起泡性（ FC）と起泡安定性（ FS）は

どちらも、 pH 3–6 の卵アルブミンおよびカゼインの FC と FS より

もはるかに高かった（ Figure 4-8）。卵アルブミンとカゼインの FC

は、蕎麦アルブミンの FC の各々 30–60%と 25–45%であった。ま

た、卵アルブミンとカゼインの FS は、蕎麦アルブミンの FS の各々

30–70%と 30–55%であった。このように、蕎麦アルブミンは卵アル

ブミンやカゼインよりも起泡性が高く、さまざまな食品の製造に応

用可能だということが示唆された。  

 乳化性や起泡性などの物理化学的特性は、溶解度の影響を強く受

ける（Kinsella and Melachouris,  1976; Ahmedna et al . ,  1999）。蕎麦ア

ルブミンは、加熱後も pH 3–6 の溶液に高い溶解性を示した。酸性

pH での蕎麦アルブミンの乳化および起泡性はカゼインのものより

高かった（ Figure 4-8）。カゼインの乳化性と起泡性が低いのは、 pH 

3–6 での溶解性が低いためだと考えられる。タンパク質の溶解性

は、空気 -水界面でのタンパク質の吸着に影響を与える高い正電荷を

必要とするため、タンパク質の溶解性は起泡性を向上するために考

慮すべき事項である（Ahmedna et al . ,  1999）。  

乳化および起泡性は、加水分解後に変化することがよく見受けら
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れる（Kumagai et al . ,  1994; Zeng et  al . ,  2013）。蕎麦アルブミンは、

プロテアーゼ処理によって最大 60%加水分解された（ Figure 4-5）。

しかし、 α-アミラーゼに対する阻害活性は、加水分解後でも変化が

認められなかった（ Figure 4-6）。したがって、蕎麦アルブミン加水

分解物が優れた表面特性を有する場合、糖尿病を予防するための機

能性食品の素材として有用である。  

 ペプチドは、界面張力を低下させ、液滴の崩壊を促進し、再合体

を防ぐことにより、乳化および起泡性に影響を与えることがある

（Walstra and Smulders, 1997）。本章では、蕎麦アルブミンの EA と

ES は加水分解によって減少したが、 FC と FS は未分解の蕎麦アル

ブミンと同等に保持された。したがって、蕎麦アルブミン加水分解

物の表面特性を発揮するメカニズムは、未分解の蕎麦アルブミンと

は異なる可能性が考えられる。この結果と同様に、ミールワームの

タンパク質は加水分解時に EA の減少を示したが、 FC の増加を示し

たと報告されている（Leni et  al . ,  2020）。加水分解はしばしばタンパ

ク質の疎水性領域を表面に露出させ、親水性と疎水性のバランスを

変化させる。また、乳化および起泡性には適した親水性 -疎水性バラ

ンス（Hydrophilic-Lipophilic Balance:  HLB）があることが知られて

いる。通常の HLB 範囲は 1–20 で、数値が大きいほど水溶性が高い

（親水性が高い）ことを示し、その逆も同様である。乳化に適した

HLB は 8–18 といわれているが、起泡性の場合はより高い値のほう

が好ましいとされている（Zhang et  al . ,  2012）。疎水性粒子は、気泡

の液面近辺に並び、液膜間の圧力差を減少させることによって泡沫

を安定化させることが報告されている（Kumagai et al . ,  1991）。した

がって、加水分解し疎水性が向上することにより、蕎麦アルブミン

加水分解物が高い FC および FS を示した可能性が考えられる。  
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4-5 小括  

 本章では、蕎麦アルブミンの食品素材としての利用のため、蕎麦

アルブミンの耐熱性、水への溶解性、乳化性および起泡性を検討

し、機能性食品への応用の可能性を検討した。また、部分的なタン

パク質の分解はタンパク質の表面特性を変化させることがあるた

め、蕎麦のアルブミン加水分解物の乳化および起泡性についても検

討した。  

蕎麦アルブミンは、 150°C 近くの変性ピーク温度（Tp）で高い耐

熱性を示し、加熱後も pH 3–6 の溶液に高い溶解性を示した。DTT

添加時では、ゲル化とともにわずかに Tp の減少が観察された。これ

は、蕎麦アルブミンがグリコシル化しているだけでなく、ジスルフ

ィド結合の存在が部分的に起因している可能性が考えられる。さら

に、蕎麦アルブミンは、弱酸性 pH で優れた乳化および起泡性を有

することが示された。また、蕎麦アルブミンは加水分解により乳化

性は低下したが、起泡性は未分解のものとほぼ同等であった。蕎麦

アルブミン加水分解物の乳化性と起泡性にこれほどの差が表れたの

は、乳化および起泡に最適な親水性 –疎水性バランス（HLB）が異

なるためだと考えられる。したがって、蕎麦アルブミンは、食後の

血糖値の上昇を防ぐだけでなく、パンやケーキなど加熱による殺菌

が必要な加工食品などの様々な機能性食品に利用可能と考えられ

る。  
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第 5 章 総括  

 

 糖尿病（Diabetes mellitus: DM）は世界中で深刻な疾病の一つだ

といわれており、 2014 年の患者数は世界で 4 億 2200 万人と推定さ

れている。DM は、網膜症、腎症、神経障害、血管障害などの病変

を突然発症するまで、患者が症状を認識しないことが多いため、

“サイレントキラー ”と呼ばれている。DM 患者の約 90%以上を占め

る II 型 DM とその合併症を予防する方法の 1 つは、適切な食事を摂

取することによって食後の血糖値の上昇を抑制することである。食

後の血糖値の上昇を抑制する方法として、グルコース吸着能を有す

る成分や多糖類の加水分解を阻害する成分の摂取が効果的といわれ

ている  

穀物中のタンパク質には食後の血糖値上昇を抑制する効果を有す

るものがいくつか報告されている。穀物は、しばしば種子に高濃度

の α-アミラーゼインヒビター（ α-Amylase Inhibitor: α-AI）を含んで

いる。 α-AI はデンプン分解酵素である α-アミラーゼの活性を阻害す

るため、デンプンから還元糖への分解を抑制する。そのため、 α-AI

は食後血糖値上昇抑制作用を有することが報告されている。  

本研究では、世界中で様々な製品に使用されており、日本におい

ても馴染み深い広義の穀物である蕎麦のアルブミン画分中に含まれ

る α-AI の食後血糖値上昇抑制効果を小麦および米のアルブミンと

比較し、その作用メカニズムについて検討した。また、蕎麦アルブ

ミンの物理化学的特性、機能性についても検討した。  

 

本研究は、第 1 章  序論および第 2～ 4 章から成り、内容は以下の

通りである。  
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第 2 章では、動物実験により、蕎麦アルブミンの食後血糖値上昇

抑制効果について検討し、小麦および米のアルブミンと比較した。

また in vi tro で、蕎麦、米、小麦のアルブミンの α-アミラーゼの阻

害活性を測定し、酵素動力学的な解析を行った。また、食物繊維へ

のグルコース吸着特性を解明するため、グルコース吸着能について

拡散モデルを構築し、アルブミンの定量的評価を行った。得られた

知見は以下の通りである。  

特定保健用食品として既に報告されている小麦アルブミンと同様

に蕎麦アルブミンもデンプン負荷後の食後の血糖値上昇抑制効果を

示した。このメカニズムは、蕎麦および小麦アルブミンは哺乳類の

α-アミラーゼ活性を競合的および非競合的に阻害することによるこ

とが明らかとなった。米アルブミンは哺乳類の α-アミラーゼ阻害活

性は認められなかったにも関わらず、デンプンおよびグルコース負

荷の両方の食後の血糖値上昇を抑制した。蕎麦アルブミンは、酵素

によって低分子に加水分解されたが、小麦および米アルブミンは難

消化性を示した。二次元電気泳動の結果、蕎麦の α-AI は pI  4.1-4.8

の酸性タンパク質であり、小麦および米アルブミンと異なるタンパ

ク質であることが示唆された。  

米アルブミンの食後血糖値上昇抑制メカニズムを検討するため、

透析膜を通過するグルコース拡散速度を記述するためのモデルを構

築し、水溶性高分子に吸着するグルコースの拡散実験を行った。透

析膜を通過するグルコースの拡散速度を表すモデルが開発され、水

溶性高分子の存在下および非存在下でのグルコースの拡散速度に関

するデータはモデルによって良好に記述された。水溶性高分子に対

する透析膜におけるグルコースの拡散係数 D は、グルコース濃度に
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関係なく一定を示した。グルコース濃度の増加に伴い、水溶性高分

子へのグルコース吸着量は直線的に増加し、米アルブミンも水溶性

高分子と同等にグルコースを吸着していることが示さ、様々な水溶

性高分子に吸着されたグルコース量を評価しうることが明らかとな

った。さらに、グルコース拡散速度の低下は、粘度との相関が認め

られなかった。  

したがって、各穀物アルブミンの血糖値上昇抑制メカニズムにつ

いては、蕎麦および小麦アルブミンは哺乳類の α-アミラーゼに対す

る競合的および非競合的な阻害、米アルブミンは食物繊維様に働

き、グルコースを吸着することに起因することが示唆された。  

 

第 3 章では、蕎麦アルブミンを酵素により加水分解し、残存する

α-アミラーゼ阻害活性および in vivo における蕎麦および小麦アルブ

ミン加水分解物の食後の血糖値上昇に対する抑制効果を検討し、ゲ

ル濾過クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、

および High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)を使用して精

製した後、 α-アミラーゼ阻害活性に関与するペプチドのアミノ酸配

列の分析を行った。得られた知見は以下の通りである。  

蕎麦アルブミンは、消化酵素によって加水分解された後もα -アミ

ラーゼ阻害活性を維持し、デンプン負荷試験において血糖値上昇を

抑制した。一方、小麦アルブミンは加水分解することによりα -アミ

ラーゼ阻害活性が低下し、デンプン負荷試験において血糖値上昇抑

制効果を示さなかった。蕎麦アルブミンのアミノ酸配列と分子量は

小麦アルブミンのものとは異なっていた。これらのことから、食後

血糖値上昇抑制のメカニズムは、蕎麦アルブミンはペプチドなどの

低分子によるα -アミラーゼ阻害、小麦アルブミンは主にタンパク質
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による α-アミラーゼ阻害であることが明らかとなった。したがっ

て、蕎麦アルブミンは、食後の血糖値上昇を抑制するため特定保健

用食品の機能性成分としての利用が可能だと考えられるが、メカニ

ズムの解明にはさらなる検討が必要である。  

 

第 4 章では、蕎麦アルブミンの食品素材としての利用のため、蕎

麦アルブミンの耐熱性、水への溶解性、乳化性および起泡性を検討

し、機能性食品への応用の可能性を検討した。また、部分的なタン

パク質の分解はタンパク質の表面特性を変化させることがあるた

め、蕎麦のアルブミン加水分解物の乳化および起泡性についても検

討した。得られた知見は以下の通りである。  

蕎麦アルブミンは、 150°C 近くの変性ピーク温度（Tp）で高い耐

熱性を示し、加熱後も pH 3–6 の溶液に高い溶解性を示した。DTT

添加時では、ゲル化とともにわずかに Tp の減少が観察された。これ

は、蕎麦アルブミンがグリコシル化しているだけでなく、ジスルフ

ィド結合の存在が部分的に起因している可能性が考えられる。さら

に、蕎麦アルブミンは、弱酸性 pH で優れた乳化および起泡性を有

することが示された。また、蕎麦アルブミンは加水分解により乳化

性は低下したが、起泡性は未分解のものとほぼ同等であった。蕎麦

アルブミン加水分解物の乳化性と起泡性にこれほどの差が表れたの

は、乳化および起泡に最適な親水性 –疎水性バランス（HLB）が異

なるためだと考えられる。したがって、蕎麦アルブミンは、食後の

血糖値の上昇を防ぐだけでなく、パンやケーキなど加熱による殺菌

が必要な加工食品などの様々な機能性食品に利用可能と考えられ

る。  
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以上、本研究では、蕎麦アルブミン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初めて明

らかにした。また、その血糖値上昇抑制メカニズムについては、蕎

麦アルブミンはペプチドなどが α-アミラーゼを競合的に阻害するこ

とによることを明らかとし、主にタンパク質が α-アミラーゼを非競

合的に阻害する小麦アルブミンとグルコースを吸着する米アルブミ

ンと異なることを示した。さらに、蕎麦アルブミンは、高い熱安定

性、水への溶解性、乳化性、起泡性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（Table 5-1）。

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

材の開発において大きく寄与することが期待される。  
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Table 5-1 Summary of this study 
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 日本大学  生物資源科学部  くらしの生物学科  くらしの園芸研究

室、新町文絵教授にはペプチドの解析等、多大なるご指導、ご助言

をいただきました。生命化学科  食品化学研究室、赤尾真元専任講

師、研究員の若林秀彦博士および稲成信博士には、有意義な御意見

を賜りました。また、共同実験者の同研究室、下平史哉さん（平成

22 年度卒）、中谷友美さん（平成 22 年度卒）、宮地由貴子さん（平

成 23 年度卒）、森麻由美さん（平成 23 年度卒）、雨森秀介さん（平

成 24 年度卒）、瀬上雅人さん（平成 24 年度卒）、谷口朋子さん（平

成 27 年度卒）、福井三晃さん（平成 27 年度卒）、鈴木雄貴さん（平

成 28 年度卒）、藤原里美さん（平成 28 年度卒）、中村華恵さん（平

成 30 年度卒）、濱田彩さん（平成 30 年度卒）、山田勇太さん（令和

2 年度卒）、渡邉晃太郎さん（令和 2 年度卒）、森千将さん（令和 3

年度卒）、小川里桜さんには、多大な御協力、御意見を頂きまし

た。また、同研究室の皆様には、研究全般にあたり多大なご協力を

頂きました。ここに厚く御礼申し上げます。  

日本大学  生物資源科学部  生命化学科  栄養生理化学研究室、関

泰一郎教授、細野崇准教授には、実験機器を快く貸して頂きまし
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た。ここに厚く御礼申し上げます。  

 

 最後に、本研究に携わった実験動物に感謝するとともに、御冥福

をお祈りいたします。  


