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1 動物培養細胞を用いた評価系

1.目的

過酸化水素(H202)､スーパーオキシドアニオンラジカル(02う､ヒドロキシルラジカル

(･OH)､一重項酸素(1o2)､などの活性酸素による酸化的細胞傷害が､ヒトの循環器系

疾患､癌､老化などの一因として注目されている｡本担当者はすでに動物培養細胞を用い

たコロニー形成法により､食品因子のうち-定の構造的特徴を持つ植物ポリフェノールが

酸化的細胞傷害を抑制することを明らかにした｡活性酸素の細胞内標的として､核内の

DNAか考えられるので､本研究では食品因子の生体防掛作用を､ DNA臨書抑制の観,L.ミミか

ら明かにすることを目的とした｡活性酸素はDNAに対し､塩基の酸化､塩基の脱触､糖

の酸化､ DNA切断などの様々な酸化傷害を起こす｡本研究では特にDNA切断に注目し､

これかDNA傷害のマーカーになり､さらに食品因子がこれを抑制するかどうかを検討し

た｡

2.方法

H202による細胞内DNA切断作用をアルカリ沈殿法により検uiした｡動物培養細胞とし

て､酸化的細胞傷害に対する食品因子の抑制効果における構造活性相fie-]がすでに明らかに

なっている､チャイニーズハムスターV79細胞を用いた｡予め細胞内のDNAを3H-チミジ

ンでラベルしておき､ H202を作用させたo一定時間インキュベ-トした後､細胞を洗い､

アルカリ条件下で高温処理することにより細胞を溶解させた｡再び低温にして遠心分離し

DNAを沈殿させた｡上宿中と沈殿中のDNA量をシンチレーションカウンター'で計測し､

その割合を計算した｡ DNA切断がおこると､ DNA断片が上宿中に残ることから､その切

断量が推測できる｡ H202を加える前に食品因子を細胞に取り込ませ､その結果DNA沈殿

量が増加すればその抑制効果が証明されたことになる｡またコロニー形成法によりH20ヱ

の細胞毒性に対する食品因子の抑制効果を調べた｡

3.結果

コンフルエントになった細胞に過酸化水素(H202)を30分間作用させ､アルカリ沈殿法に

より細胞内DNA単鎖切断を検出した｡すなわちH202の濃度を()-4(:)FLMまで増加させると､

沈殿したDNAの量がほぼ直線的に1000/oから約400/oまで減少した(figure 1)｡次に､これを

マーカーとして食品因子の抑制効果を調べた｡食品因子としては抗酸化性やH120ヱの細胞

毒性に対する抑制効果がすでに明らかになっている植物ポリフェノールを用いた｡ここで

は特に部分構造が一部だけ異なる典型的なポリフェノールとしてカフェ酸エチルエステル

(CAEE)とフェルラ酸エチルエステル(FARE)の効果を比較した｡これらのポリフェノール

を予め細胞に取り込ませておき､先ほどと同じ条件で40fJMのH20ヱを作用させた｡ CAEE



の場合はその濃度に応じて沈殿したDNAの割合が増加しているのに対し､ FAEEの場合は

ほとんど変わらないかむしろやや減少している(二figurc2､*と**はト検定においてポリフェ

ノール濃度が0のときに対する有意差の危険率がそれぞれ5%と1%であることを示してい

る〕
｡これはCAEEがH20zによる細胞内DNA切断を抑制したことを示している｡

Figし1rC3

に示すようにCAEEはo-dill)′rOXy構造をFAEEは(ト111Cthox)∫-phcnolを持ち､どちらもモデル

反応系においてはラジカル消去能を示す(二天然の植物ポリフェノールもどちらかの橋造を

持つものが多い)
｡したがって今回の抑制効果は単純なラジカル消去能に基ずくものでな

いことが確かである｡一方H202の細胞毒性をコロニー形成法で調べると､ CAEE､ FAEE

のうち､ CAEEだけが抑制効果を示した(figure 4)｡これは抑制効果にはやはりo-(仙ydroxy

梢造が必須なことを示している｡このように細胞分裂能というマクロなレベルの現象と

DNA切断という分子レベルの現象における抑制効果について同じ様造活性相関がみらオ1

たことは､その桟橋になんらかの共通点かあることを示唆している｡

4.考察

以上の結果から､アルカリ沈殿法を用いて検出される細胞内DNA切断はDNA傷害のよ

いマーカーとなり得ることが判明した｡さらにCAEEなどの食品因子による抑制効果がこ

の方法を用いて明らかになったことは､他の食品因子による生体r;)J一都作用を調べる場合に

も応用できると考えられる｡実際､没食子酸エステルやフラボノイドなど他のポリフェノ

ールにも同様の防御作用があることが明らかにされつつあり､食品因子全般に渡ってこの

方法を通用することが可能である｡
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2 フリーラジカルによる生体高分子の損傷と癌

1 はじめに

今日の地球環境において､ヒトをはじめとする好気性生物における酸化ストレスとは何

を意味するのであろうか?これには､まず､酸素を利用し､ ATPなどのエネルギ-を産

生する際に､電子伝達系から漏れ出てくる活性酸素･フリーラジカルが重要であると考え

られる｡この現象は､細胞や個体は､生きている限り酸化ストレスに曝露されていること

を意味する｡ 1 988-90年に､カリフォルニア大学のAmes博士らは､体重あたりの

酸素消費量の多い動物(マウス>ラット>サル>ヒト)ほど､体内における体重あたりの

活性酸素の発生量が多く､しかも寿命が短いという興味ある事実を報告した｡その他の酸

化ストレスの原因としては､鉄などの遷移金属､紫外線､放射線､炎症､凹塩化炭素など

の化学薬品､喫煙､ディーゼルエンジンの排気ガス､アドリアマイシン･ブレオマイシン

といった抗癌剤､更には虚血･再潅流障害などがあげられる｡興味あることに､これらの

化合物や現象はすべて､発癌あるいは癌の細胞生物学に関係している｡本試験研究におい

ては､ 3年間に渡り､酸化ストレスのマーカーを開発すると同時に､それらのマーカ-杏

癌に関連した生物現象へ応用し､invivoにおける評価を行った.

2 酸化ストレスのマーカー

酸化ストレスのマーカーとしては､大きく分けて､ 1)フリーラジカル反応による修飾

化合物の生成; 2)酸化ストレスに対する防御因子となる化合物･酵素の減少あるいは誘

導; 3)転写因子の誘導あるいは阻書の3種類があげられる｡

生じたフリーラジカルの標的はすべての生体分子であるが､脂質･核酸･蛋白質かその

主要部分をしめる｡フリーラジカルは､膜(細胞膜､ミトコンドリア､小胞体など)の近

傍で発生することが多いため､最初に脂質過酸化反応が起こることか多い｡その産物は古

典的なチオパルビツール酸産物(TBA反応)として検出されるが､近年は､より特異性

の高い4-hydroxy-2-nonenal (HNE)やmalondiとIldehyde (MDA)の検出が利用される｡これら

のアルデヒド化合物は､脂質過酸化の最終産物でありながら､蛋白JLziとの反応性を有し､

特にヒスチジン､リシン､システイン戎基とMichaelこIdditionl-eaCtionにより､特徴的な五

員環構造を形成する｡私たちはこの構造に対する種々のモノクロ-ナル抗体を作成するの

に成功した｡このうち､ fmE-histidineを認識するmAbHNEJ-2に関する特異性のデータを

図1-3に示す｡私たちはこの抗体を､代表的なフリーラジカルを介した発癌モデルであ

る｢鉄ニトリロ三酢酸腎癌モデル｣に応用した｡この抗体は､免疫組織化学にも有用であ

った｡

核酸とフリーラジカルの反応は､特にDNAについて詳しく検討を行った｡反応の種類

としては､鎖切断､塩基修飾､ DNA ･蛋白架橋結合などがあげられる｡生体試料におけ

る鎖切断の測定は感度が低く､特異性にやや欠ける｡このなかで､ -j[&近最も高頻度に仕用
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されているのは､修飾塩基のひとつである8-oXoguanine (8-oxoG)である｡この修飾塩基

は､ 1 9 8 4年にわが国の葛西らにより初めて報告されたが､ HPLCと電気化学検臼].罪

により比較的容易に測定可能である｡その構造は､グアニンの8位に水酸基が付加された

ものであるが(生体内ではケト基で存在)
､この付加により立体配位梢造が変化し､シト

シンのみならずアデニンとも水素結合で対合できるようになる｡このため8-oXoGは､ D

NA複製の際にGからTへの変異を誘発しうるが､この現象は発癌や癌生物学においても

重要であると考えられる｡ 8-oXoG以外にも､実に多数の修飾塩基がフリーラジカルの反

応により生成するが､これらの測定には､質量検出器とガスクロマトグラフィーを必要と

するため､まだ世界的にデータ不足の状態である｡私たちは､鉄ニトリロ三酢酸による腎

発癌モデルにおいて､ 8-oXoG以外の種々の修飾塩基やDNA ･蛋白架橋結合である
thymine-tyrosine cross-1inkを検出した｡

′

更に､私たちは越智､大滞らにより開発された8-oxo-2.1dcoxygua110SillCに対するモノク

ロ-ナル抗体を使用し､半定量的免疫組織化学法を確立した｡この方法には､臓器におけ

る局在の同定が可能､従来よりしばしば問題にされたサンプル処理段階で生じる8-oxoG

の人工的産生の問題をクリアできるなどの長所を持つ｡他の測定法との併用が望まれる｡

2)の範暗に入るものとしては､低分子のものより､グルタチオン(GSH)
､チオレ

ドキシン(TRX, adult T-cell leukemia-derived factor) ､ TRX-dependent pcroxidc reductLISC

(thiol-specificantioxid之Int)
､グルクレドキシン(thiol-transferase)

､
GSH peroxidase､ GSH

S-transfcrase､ catalase､ superoxidedismutascなどがある｡ 3 )については､ NF-kB, c-myc,

c-fos,cJunなどがあげられる｡ 2) 3)は1)を緩和するためのレドックス制御機構と理

解することもできる｡これらについては､現在評価を続行中である｡

3 酸化ストレスと発癌

鉄ニトリロ三酢酸により活牲酸素を介して誘発された腎癌には以下の特徴がある｡ 1)

上皮性である; 2)組織像がと卜の腎癌に類イ以する; 3)腫癌が､約半数で転移･腹腔内

浸潤するため､動物は肺転移による呼吸不全や腹腔内出血で死亡する例が多い｡これらは､

他の化学発癌や遺伝性の動物腎癌モデルでは見られない特徴であり､次の項目で述べる癌

細胞における酸化ストレスと何らかの関連があるのではないかと､私たちは推測している｡

また､分子疫学の観点より､腎癌の遺伝子解析も行われているが､変異や欠損などの頻度

の高い標的遺伝子は現在検討中である｡私たちは､低頻度ではあるか､肺転移を認める例

のp 5 3癌抑制遺伝子において､ 8-oXoGで説明のつくGからTへの変異を見いだした｡

4 癌生物学における酸化ストレス

酸化ストレスと発癌に関する研究の歴史は長く､確立されたものであるが､癌生物学に

おける酸化ストレスの研究は8 0年代の後半より始まったばかりである｡私たちはと卜腎
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細胞癌の手術材料を使用し､癌と非癌部の8-oxoGの比較を試みた｡手術例を使用したの

は､病理解剖より得られた試料では､非癌部の8-oXoGの値が非常に高くなるからである｡

これには､おそらく死亡直前の虚血性変化と死後変化の双方が関与していると考えられる｡

腎細胞癌では非腫癌部腎より8-oxoGが5 0%ほど高いという結果を得た｡また､この傾

向は腫癌の形態学的悪性度や臨床病期に無関係であった｡前述のF e
-NTAによる発癌

モデルにおいては､その急性期において8-oxoGの値は2- 1 0倍に上昇し､その後は腎

近位尿細管の壊死が見られる｡したがって､ 8-oXoGの大幅な上昇は細胞死を誘発すると

考えられる｡ 5 0%の上昇は､癌細胞の増殖に都合のよい範囲である可能性がある｡この

ような調節を行うためには､当然､何らかの抗酸化物質の誘導やレドックス制御が必要で

あろう｡
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3 過酸化脂質由来4-ヒドロキシノネナ-ルを指標にした加工食品の

安全性評価

1 研究目的

脂質由来の過酸化物4-ヒドロキシノネナ-ル(以下HNEという)は､食用油脂の加

熱､工業用油脂の劣化､生体膜傷害などにおいて発生する主要な毒性物質の一つであり､

多量に摂取すると肝臓や腎臓等の障害を引き起こし､ときには急性腎不全のため死に至る

場合もある｡我々の研究室では､この毒物であるHNEを指標として､これを迅速･微量

定量することにより､食品や工業用油脂の劣化あるいは生体の酸化ストレスの評価を試み

てきている｡

本研究課題において､我々はHN丘を特異的に認識するモノクロ-ナル抗体の['F成に成

功するとともに､ E L I S A(Enzymc-linked lmmunosorbentAssEly)法を基盤にした免疫化学

的迅速･微量定量法の確立にも成功した｡

2 研究方法

2･1 HNEの合成

HNEは､グリニヤール試薬であるn-ペンチルマグネシウムブロミドとフマルアルデ

ヒドモノジメチルアセタールとの一段階反応により合成した｡

2･2 モノクロ-ナル抗体の作成

HNEとカギアナカサガイのヘモシアニン(以下KLHという)とを反応させ､これを

HNE修飾蛋白質として免疫に用いた｡このHNE修飾蛋白質を抗原とし､免疫されたマ

ウスの牌臓細胞と､同系のミエローマのハイブリッドを作成し､そのハイブリドーマを増

殖させることにより､抗HNE修飾蛋白質に対するモノクロ-ナル抗体量を増加させた後､

HN E修飾蛋白質に対するモノクロ-ナル抗体(AbHNEJ-2)を分離した｡
し

2･3 ELISA法によるHNEの定量

図1にHNE定量法のプロトコールを示した｡ ELISAプレートの各ウェルにあらか

じめHNEの標的となる蛋白質(グリセルアルデヒド3リン酸デヒドロゲナ-ゼ､ GAP

DH)溶液を分注しておき､ 4C､ 24時間インキュベ-トするoそして､ =.NEを含ん

だ試料を分注し､インキュベ-卜してウェル内でHNE修飾蛋白質を生成させる｡その後､

HNE修飾蛋白質に対するモノクロ-ナル抗体(AbHNEト2)､続いてペルオキシダーゼ結

合二次抗体との反応を行い､最終的に過酸化水素･フェニレンジアミンの混合液を加えプ

レート内で発色させ､ ELISA用自動比色定量装置(プレートリーダー)により定量し

た｡

3 研究結果と考察
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HN E修飾蛋白質に対するモノクロ-ナル抗体(Ab=NEト2)の矧生を検討したところ､

AbHNEト2は過酸化脂質分解産物である2-ノネナ-ル､ 2-ヘキセナ-ル､ 1
-ヘキセ

ナ-ル､ 4-ヒドロキシー2-ヘキセナ-ルにより修飾された蛋白Ji15rとは全く交差反尉生

を示さなかったo 1)また､高濃度のグルタールアルデヒドあるいはホルムアルデヒドに

よる修飾蛋白質もまたほとんど反応性を示さなかった｡このことは､グルタールアルデヒ

ドあるいはホルムアルデヒドにより固定された組織への本抗体の有用性を示している｡

本研究課題において開発されたEL I SA法により､標品であるHNEを用い､検量線

を作成したところ､良い直線性が得られるとともに､かなり低濃度のHNEの定量か可能

であることが分かった(図2)
oそこで本法を用い､加熱後の食用iu)))旨中のHNEの定量

を試みた(図3)
oその結果､コーン油とサフラワー仙こおいて最も高濃度のHNEが坐

成されており､続いて菜種油にも多量の==E生成が確認された｡興味軌､ことに､酸化

安定性､老化防止作用などが報告されているゴマ仙においてはHNEの生成が全くみられ

なかったo従来の油脂過酸化測定法では､食)l].71帖ど枯質性の試料についてはその劣化度

を評価することは困難であったが､今回の免疫化学的定量法により､こうした問題を克服

することができた｡

このほか､動脈硬化症とも関連して､最近では悪玉コレステロールとして名高い低密度

リポタンパク質(以~FLDLという)の過酸化により==Eの生成かみられるのかどうか

を調べたところ､図4のようにコントロールのLDLに比べ､極めて多量のHNEか生成

されていたo HNEは強い細胞毒性が知られており､もし血管内において生成された場合､

内皮細胞などの傷害を引き起こし､これが動脈硬化発症につながっている可能性が予測さ

れる｡

従来の天然･生体試料を用いての=NEの定量は高速液体クロマトグラフィーなどを用

いて行われてきており､定量性に問題があるほか､測定に長時間を要すること､装置が極

めて高価であること､またカラム交換などに多額の維持費用を要するなど､改良すべき問

題点が多すぎたoしかし､本研究において開発された免疫化学的定量法はこうした問題.与

を克服し､さらにEL I SAプレートを用いることにより多検体同l剛促が可能になった｡

また､試料の色や試料に含まれる不純物の影響を全く受けないなどの利点があった｡従っ

て､今後本法峠食品のみならず､医学､薬学､工業化学の各分野において有用と考えられ､

キット化を含め大いに利用されるようにになるものと確信する｡
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1. WeIIにGAPDHをl吸着させる.

(4oC, 0/N)

2. TTBSで洗浄した後､ HNEの

入った試料を入れ反応させる

(37oC, 2h｢)とHNE修飾タンイヾ

ク質が生成する.

3. TTBSで洗浄した後､抗原が

吸着していない固相表面を､

抗原と細関係なタンパク質で

覆う. (37oC.30min)

4. TTBSで洗浄した後､ HNE修飾

タンパク質を認識する一次抗体

を添加する.

(4oC, 0/N or 37oC, 3hr)

5. TTBSで洗浄した後､一次抗体

に対するペルオキンダーゼ標識

二次抗体を添加する.

(37oC, 1h｢)

6･ TTBSで洗浄した後､基質(o-フェ

‥レンジアミン)を添加する.

(R/T, 15min)

7. 2N硫酸で､反応を停止する.

8. 492nmのl吸光度を､測定する.

図1 ‥ EL I SA法を用いた4-ヒドロキシノネナ-ルの免疫化学的定量法
のプロトコール｡
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図2 :検量線の作成｡

図3.･食用油脂の加熱による4-ヒドロキシノネナ-ルの生成｡食jH.7山脂(二市

販のものを用いた)をオイルバス中､ 1 80Cで加熱し､経特的にサンプリ

ング後､ ELISA法により4-ヒドロキンノネナ-ルを定量した｡
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ナ-ルの牡成｡ヒト血祭より超遠心分画によりLDLを調製し､銅イオン(こ5

mM)との反)JEこ(二3 7度､ 2･4時間)により過酸化LDLを調製した.
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4 ゴマの老化抑制効果及びゴマリグナンのどタミンE増強効果

ゴマには老化防止効果がある食品として古くより中国､日本で賞用されてきたか､最近

まで科学的解明はほとんどなされていなかった｡ゴマはタンパク質か約2()%､脂質が約5()

%､またどタミン､ミネラルも豊富に含む栄養に富んだ食品である｡その他､ゴマにはゴ

マに特有なリグナン物質(セサミン､･セサモリン等)が多量含まれている｡ゴマ油は古く

から最も酸化安定性に優れた油として賞用されてきたo ]丘木らは他の植物れ山こ較べてゴマ

油の極めて高い酸化安定制はゴマに特徴的な成分であるリグナン物質が関係していること

を明らかにした｡

老化は過酸化脂質の蓄積によって促進されるという酸化障害老化原因説かある｡ゴマ

成分がゴマ抽の酸化を防止いると同じ様に､ゴマ摂取により生体内の酸化か抑制されれば､

老化の進展を遅らす可能性が考えられる｡そこで老化研究の有川なモデル動物として京都

大学の竹田俊男教授らにより開発された老化促進モデルマウス(SAM)を導入して､ゴ

マの老化抑制効果に関する研究に着手した｡
)

/

1.ゴマの老化抑制効果

1 )ゴマ投与によるSAMの促進老化の抑制

s AMには正常に発育したあと急速に老化兆候を示すP系と通常に老化するR系かあり､

またP系にはそれぞれ特徴的な老化兆候を示すP lからP 1 lまである｡私たちは老化兆

候としてアミロイドウシスと免疫不全を主兆候とするP l系とその対照となるRl系を京

大竹田研究室より導入して実験を開始した｡先ず最初の実験として､ SAMP l系マウス

をゴマ200,,6含有飼料で7ヶ月間飼育し､老化の進展を2ヶ月齢SAMR lマウスを対照に

細川らが考案した外観より判定する老化度評点法で評価した｡図1に示すようにゴマ如添

加群に比べゴマ添加群は明らかに老化の進展が抑制されていた｡この効米は自ゴマより71F.ti;

ゴマの方がいくぶん大きいように見受けられた｡ 7ヶ月間飼育したマウスを処理し､肝臓

の過酸化脂質とリボフスチン量を調べたところ､ゴマ投与群で低下する傾向が認められ､

ゴマの成分に老化の原因となる物質の蓄積を抑える作用のあることか認められた｡

2)ゴマを唯一のどタミンE源とした飼料の老化抑制効果

ゴマはタンパク質､脂質､ビタミン､ミネラルを豊富に含む栄養仙の高い食品であるが､

老化防止に最も関係が深いどタミンEはどタミンE活性の低いγ一トコフェロールしか含

有せず､活性の高いα一トコフェロールは殆ど含まれない｡ゴマはγ一体でかなりの量

(二23mg/1〔)Og)のトコフェロールを含有するので以前にはゴマはどタミンEが豊富に含ま

れるとよく書かれた｡しかし､日本標準食品成分表の別冊として日本食品脂肪酸･コレス

レロール･ビタミンE成分表が発表されて以米､食品のどタミンE呈出まE効)Jで比較する

ようになった｡成分表のE効力はそれぞれ同族体含有量にαは1､ βはし)･25､ γは()･O5､

BはO.()()1を乗じて加算された数値である｡重要などタミンE娠である植物油のE効力を
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比較するとα休をほとんど含まないゴマ油は最もE効力の低い油である｡ゴマも当然のこ

とであるが成分表でみればE効力は低い｡そうすると先の実験で観察されたゴマの老化防

止効果にどタミンEは関与していないのかという疑問がもたれる｡先の実験ではα-トコ

フェロールを充分含む飼料にゴマを添加していたので､今回はゴマを唯一のどタミンE源

とした飼料とα-トコフェロールを充分含む飼料でSAMを9ヶ月飼育した｡ビタミンE

欠乏で動物は不妊になることからどタミンEは発見された｡そこでこの実験は雌雄マウス

をペアで飼育し､その間の出産回数と雄マウスの老化度を調べることにした｡図2に示す

ように,'_li産回数は両者において差はなく9ヶ月後には全く出産しなくなった｡一方､老化

度評点の合計は飼育開始(1.5ヶ月齢)から5ヶ月間は両者に差はなかったが9ヶ月後は

ゴマ群が有意に低値を示した｡この結果はα一トコフェロールを摂取しなくてもゴマ摂取

のみでS AMの促進老化は抑制されることを示す｡

3)セサミノールの老化抑制効果

並木グループはゴマサラダ油から強い抗酸化性を示すリグナン物質を単離しセサミノー

ルと命名した｡ゴマのみでS AMの老化抑制効果が認められたことからゴマ成分rF7に老化

]LTrJ制効果を示す物質の存在が示唆された｡最も可能性の高い物質としてリグナンが考えら

れる｡入手可能なリグナン物質としてセサミンとセサミノール(竹本油脂より供与)lがあ

った｡私たちは老化を酸化障害の蓄積によるものという仮設のもとに研究を進めてきた｡

セサミンはin ～,itroの実験では抗酸化性は示さないし､一方セサミノールはゴマ種子中には

ごく微量しか含まれない｡ゴマの効果をセサミノールの結果で説明するのは問題があるか

もしれないが､新規抗酸化物質セサミノールの生理機能を調べることは意義あることと考

えセサミノールの老化抑制効果を調べることにした｡この実験ではセサミノールの効果を

鮮明にするために対照を50%ビタミンE欠乏食(α小コフェロール25mgn(g)とし､セサ

ミノール食は対照に0･lO/oのセサミノールを添加した｡試験飼料で5ヶ月間飼育後の老化

度はセサミノール群で明らかに低値を示し､セサミノール投与によりSAMの老化抑制が

観察された｡特に皮毛の状態が良好に保持されていた｡最近､大洋らはゴマ種子にセサミ

ノールが配糖休で存在することを見いだしている｡まだ証明さオ1ていないが､ゴマ油製造

工程中でセサモリンかセサミノールに変換したように生体内でセサモリンからセサミノー

ルが生成することも在り得る｡このセサミノール添加実験からゴマリグナンによってどタ

ミンE効果が高められる可能性が考えられた｡

以上老化促進モデルマウスを用いた実験で､ S AMの促進老化がゴマ投与により抑制さ

れ､飼料にα-トコフェロールを含まない状態でゴマを投与しても老化は抑制され､更に

ゴマの代りにゴマリグナン物質であるセサミノールを投与しても老化抑制効果が認められ

た｡

2.ゴマのどタミンE活性増強効果

1)ゴマ7,-トコフェロールのどタミンE活性
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先にも述べたようにどタミンE効力の極めて低いゴマを唯一のどタミンE源としてSA

Mを飼育するとα一トコフェロールを充分含有する飼料群と同じような繁殖力を示し､更

にその上老化度評点はα一トコフェロール群より良好であった｡このような結果にどタミ

ンEはどの様に関与しているのか疑問が持たれたので､今一度ゴマのビタミンE活性をラ

ットを用いて調べてみることにした｡実験としてはどタミンEフリー(十E)飼料を対照

に､ビタミンE源としてα一トコフェロール､ γ一トコフェロール､ゴマ(3群ともトコフ

ェロール量は約50mg/kgにする)を用いた飼料でラットを8週間飼育し､ビタミンE活性

を調べた｡ビタミンE活性の指標として溶血率､血凍ピルビン酸キナ-ゼ､山菜･肝臓の

過酸化脂質量､血焚･肝臓のトコフェロール量を測定し比較した｡ビタミンEが欠乏する

と赤血球膜や組織を形硬している細胞膜が脆弱化し､執hしたり､ fbLJ一内申に多く存在して

いるピルビン酸キナ-ゼが血液中に洗出してくるので山姥のピルビン岐キナ-ゼ活性か_上_

昇する｡また､ E欠乏で血渡や組織の過酸化脂質は増加する｡測定の結果､図3に示すよ

うにどタミンEフリー群､ γ一トコフェロール群は溶血率､血祭ピルビン酸キナ-ゼ活性､

過酸化脂質が高く､ビタミンE欠乏状態であったが､ α一トコフェロール群ではこれらど

タミンE欠乏状態を示す指標はすべて低く､ α一トコフェロールはγ一トコフェロールに比

べ明らかにどタミンE活性が高いことが示された｡ところがどタミンEとしてγ-トコフ

ェロール群と同量のγ-トコフェロールをゴマとして摂取したゴマ群はα-トコフェロール

群とほぼ同じどタミンE活性を示した.そこで山姥および肝臓のトコフェロール量を測定

したところ､図4に示すようにα一トコフェロールはα-トコフェロールを摂取した群にの

み高レベル検出され､他の3群は極微量しか検出されなかった.一方､ γ-トコフェロー

ルはγ-トコフェロール群にはばとんど検出されなかった｡ α-トコフェロールを摂脱すれ

ば､ α一トコフェロールは生体内に充分量保留されるのに､同量のγ-トコフェロール摂取

ではT-トコフェロールは生体内にほとんど保留されないことが判った｡このためにγ一ト

コフェロールは生理活性が低いのであろう｡その理由は後述するようにほぼ解明されつつ

ある｡ところが同量のγ一トコフェロールをゴマとして摂取するとγ-トコフェロールは生

体内に充分量保留され､ α一トコフェロールと同じ様にどタミンEとして働いていること

が判った｡そしてゴマ成分中にγ-トコフェロールを生体内に保持させる働きのあるもの

の存在が推定された｡その物質としてゴマの特徴的成分であるリグナンが先ず考えられた｡

そこでゴマの代りにγ-トコフェロールとセサミノール､ γ-トコフェロールとセサミンの

組合わせで飼料中に添加し同様の実験を行った｡ γ一トコフェロールと共に投与されたコ

マリグナン物質の作用により､溶血率､血渡ピルビン酸キナ-ゼ活性､過酸化脂質は顕著

に抑制され､ゴマ投与の場合と同様に､生体内に多量のγ一トコフェロールか検出された

(図5)
｡この効果はセサミンより抗酸化性を持つセサミノールの方が鎖著であった｡こ

れらの実験からゴマはゴマリグナン物質がγ-トコフェロールと相乗L[i/Jに働いてγ一トコフ

ェロール量だけからば糾定できない高いどタミンE活性を持つことが判明した｡

2)ゴマリグナン物質とα-トコフェロールとの相乗効果
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生体内ではα一トコフェロールが絶対的な優位性を示す｡先の実験で示したように同量

のα-トコフェロールと7,-トコフェロールを摂取した時､ α-トコフェロールは生体内に多

毒保留されていたか7,-トコフェロールはほとんど検出さなかった｡また私たちは日常の

食生活でα休よりγ休を多く摂取しているが､血凍中のトコフェロールは大部分がα一ト

コフェロールである｡このαの優位性､ αとγの識別は肝臓に存在するトコフェロール輸

送タンパク質で行われていることが最近束大の新井らにより明らかにされた｡肝臓に入っ

てきたトコフェロールはトコフェロール輸送タンパク質と結合して超低密度リポタンパク

質(:VLDL)の合成の場に運ばれ､ VLDLに組込まれて各組織に運ばれる｡ αはトコ

フェロール輸送タンパク質に著しく強い親和性を持つが､他の同族体は親和性が弱いため

生体内に保留されることなく排他されるといわれている｡

ところで私たちの研究であるが､日常ゴマのみを摂取することはなく､多少ともα一トコ

フェロールの存在下にゴマを摂取しているので､ α-トコフェロールとゴマとの関係を明

らかにする必要がある｡そこで飼料中のα-トコフェロール量を()､ 1() (低) ､
5O (通常) ､

25O (二高)m〆kgdictと4段階とりそれぞれにゴマ(20%)を加えた飼料でラットを8週間

飼育し､ゴマの添加効果を調べた｡その結果を図6に示す｡血渠α一トコフェロール量は

摂取したα-トコフェロールに応じて増加した｡ゴマはα-トコフェロールが存在しない場

合はα一トコフェロール量に影響しないが､ α一トコフェロールが存在すると著しくα-トコ

フェロール量を増加させた｡一方γ-トコフェロールはα-トコフェロールが存在しないか

その量が少ない時のみ検出され､ α-トコフェロールの摂取が増すと血祭中に存在しなく

なることが判った｡この結果はゴマはα､ γに関係なく生体内トコフェロール保有量を上

昇される効果を持つ｡ αがある程度以上存在するとγは生体内に保留されなくなるという

ことはゴマの効果とは別に､ αとγの識別が優先して働いていることを示している｡

α-トコフェロールの摂取の少ない時､ゴマを摂取すればどタミンE不足状態が改善さ

れ､生体内のどタミンE活性が上昇している可能性が考えられる｡そこで､低α-トコフ

ェロール(10 mgn{g)食にゴマを5%､ 1O%､ 15%添加してゴマの効果を調べた｡図7に示

すように肝臓の過酸化脂質は低α一トコフェロール食ではかなり高いがそこへゴマを5%添

加すると過酸化脂質生成は著しく抑制された｡血奨α一トコフェロールはゴマ5%添加で有

意に上昇し､ 1()%添加で更に上昇したが159/o添加は109Zoと差はなかった｡一方､ナ-トコ

フェロールもα-トコフェロールの摂取が少ないので血渠中にかなりの量検出された｡ γ一

トコフェロールもゴマ5%より10%で増加し､ 10%と150,J6で差はなかった｡肝臓の過酸化

脂質生成抑制効果にはゴマ5%添加で充分であったが､トコフェロール量上昇効果は最大

限発揮するには1 0 9/oの添加が必要であった｡

次にゴマの効果にリグナン成分が酪与していることを確認するために前述したと同じよ

うにゴマリグナン物質としてセサミノールとセサミンを用い､低α-トコフェロール食に

セサミノールまたはセサミンを添加してリグナンのどタミンE括牡l朗虫効果を調べた｡図

8に示すように肝臓過酸化脂質は低α一トコフェロール食で高値を示していたがセサミノ
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-ルやセサミンの添加で正常α一トコフェロール群と同じレベルまで低下し､血焚や肝臓

のα-トコフェロール量は著しく上昇した｡ α一トコフェロール上昇効果はセサミンよりセ

サミノールの方が明らかに強かった｡

結論

これらの実験を通して､ゴマまたはゴマリグナン物質はトコフェロールと相乗的に働い

てラットの生体内α-またはγ一トコフェロール量を著しく上昇させ､過酸化脂質生成を抑

制することが判った｡この効果は強い抗酸化性を持ったセサミノールでより顕著に認めら

れた｡ゴマについていわれている老化抑制効果の一部はこのリグナン成分によるどタミン

E活性増強効果によって説明されると思われるが､まだその機械はばとんど解明されてい

ない｡
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図1 :老化促進モデルマウス(S AM)の促進老化に及ぼすゴマ長期間投与
による老化抑制効果
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