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subsp ．1α ctis （旧 名 L．　leichimannii）　ATCc7830 を用 い た 微生

物学的定量法 で 行 わ れ て い る ．本定量菌 は，ヒ トに とっ

て 生 理 的 に 不 活性 な コ リ ノ イ ド化合物 や B ，2 以 外 の 化 合

物 （い わ ゆ る ア ル カ リ耐性 因子）に も作用す る 場合 が あ

り，誤 っ た 成分 表示 に よ り栄養摂取 量 に 影響 を与 え，健

康被害 に 発展す る可能性が ある，

　Bv2は，主に 動物性食品に含まれ て い る が，タケ ノ コ な

ど の
一

部の 植物性食品 に も豊富に 含 ま れ て い る とマ ス コ

ミな どで 報道 され る場合 が あ る．しか し，タケ ノ コ に 含

まれ る Bn を詳細 に 分析 した 結果　タ ケ ノ コ で B12 と して

評 価 され た 乳 酸 菌 増殖活性 は，ア ル カ リ耐 性因子 に よ る

こ とが 明 ら か とな り，ア ル カ リ耐性因子 の 補正 を怠 っ た

こ とに 起 因す る もの で あ っ た，また，栄 養 補 助 食 品 な ど

に 利用 され て い る 藍藻由来食品に お い て 食品分析 で は多

量 に B12を含 む に もか か わ らず，ヒ トの 生体利 用 性 が 顕

著 に 低 い こ とが 多数報告 さ れ て い た．そ こ で ，こ の 原因

を解 明 す る た め に 複数 の 食用 藍藻か らコ リ ノ イ ド化合物

を単離
・
同定 した 結果，こ れ ら藍 藻食品に 含 まれ る 主 要

な コ リ ノ イ ド化合物 は，ヒ トに対 して 生 理 的 に 不活性 な

シ ュ
ードBlz で あ っ た．従来法で は，　 BL2 の 下方配位子の

塩 基 の 微 細 な構 造 変 化 を分 別 す る こ とが で き な い こ と に

起因して い た．

　各種食 品か らコ リ ノ ド化 合物 を 単離 ・同定 す る 作 業 は，

長時 間 を要 し，煩雑 な作業で ある た め，ア ル カ リ耐性因

子や 不活性なコ リ ノ イ ド化合物 が 混在す る 食品中で 真の

Bn を簡便 で安価 な 方法 で分 析する 必 要が あ る．

　 そ こ で 今回，乳酸菌 よ りも Bn に 対す る 構造特異性 は

低 い が ，菌の 安定性 や 操作性 な らび に培 地 の 経 済 性 に 優

れ た Bn 依存性大腸菌 E．　coli　215 を定量用菌 と して 着 目し

た．大腸 菌 の B12構造特性 の低 さ は，食 品 抽 出 液 を シ リ

カゲ ル 60 薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィー
で 分離する こ とで 克服

し，バ イ オ オ ートグ ラ ム 法 で 可 視 化 す る こ とで 食 品 中 の

コ リ ノ イ ド化合物 の 分析 を行 っ た．その 結果，本法 で は，
10pg の Bn か ら赤色 ス ポ ッ トと して 検出で き，薄層 ク ロ

マ トグ ラ フ ィー
の Rf値 とス ポ ッ トの 面 積比 か ら同定 と定

量 を 同時 に 行 うこ とが で きた．現在，従来法 と本法 で 定

量値を比 較検討 して い る．

〔論　 議〕

　岩井顧問　微生物定量法 にお い て 最 も問題 と な る の は

特異性 の 問題 で す が，そ れ を確認す る に は バ イ オ オ
ー

ト

グ ラ フ ィ （Bioautography ）に よ る 同定が 良 い 方法で ある こ

と を私 ど も は約 40 年前 に 提示 しま した．し か し，残念 な

が ら なか なか一
般 に は活用 さ れ て きませ ん で し た．今 回

の 発表で は，こ の Bioautographyとの 併 用 に よ り慎 重 な 検

討 を進 め られ て きて お られ る わ けで 当 を得 た もの と思い

ます．今後の ご研究の 進展を期待 して い ます，

　渡辺 文 雄委員　 ご 指摘 の よ うに バ イ オ オートグ ラ ム で

は 簡便 に チ ェ ッ ク で きますの で，特 に，食 品分 析 分 野 で

普及 させ て い きた い と考 え ます．あ りが とうご ざい ま し

た．

　永津会友　 ビ タ ミ ン Bm の 微 生 物 法 に よ る 測 定 の 特 異

性 は，化学測定法で 確認され て い る の で しょ うか．

　渡 辺 文 雄 委 員　食 晶 の ビ タ ミ ン Bu 含 量 は 低 く，直接

HPLC な どの 機器分析 で 定量す る こ と は で きませ ん が，

HPLC や TLC で 分 離 後 バ イ オ オートグ ラ ム で 確 認 して

い ます．

5．ビ タ ミ ン C の 特異的分析 法の開発 とそ れ に

　 基 づ く酸化 ス ト レ ス 評価 とデ ヒ ドロ ア ス コ

　 ル ビ ン 酸の 生理 活性

奈良女子大学　小城　勝相

　食品中の ビ タ ミ ン C （C ）は 貯蔵 や 調理で 容易 に デ ヒ ド

ロ ア ス コ ル ビ ン 酸 （DHA ）に 酸化 され る．　 C の 正確な測 定

法 の 無 か っ た 数十年前 の 実験 に よ っ て，経 口 投与 し た

DHA の 生 理 活性は C と同等と結論 され，現在で もそ の よ

うに 考えられ て い る．我 々 は 特異的、高感度な測定法
ヨ〕

を用 い て，経 口投与 した DHA の C 活性 を評価 した，

　遺伝的 に C を合成 で きな い ODS ラ ッ ト （雄，6 週齢）を

5群 に 分 け，そ れ ぞ れ に 異 な る 濃 度 の C を含 む 水 で 飼 育

した，正 常 な発育 をす る 0．1°／。　C，低濃度の 水 と して 0，03％

C ，O．Ol°f，　C，さ ら に C が 0％ の 欠乏群を用 意 した．3 週

間後 12臓 器の C を測定 した．そ の 結果，12臓器 につ い

て ，O．1％ −C で 飼育 した対照群 の 臓器全 C 量 を 100％ と し

た と きの 各群 の C 量 の 相対値 を 比 較す る と，O．1％ −DHA

で 飼育 した群の C 濃度は ，0，1％ −C 群 （対照群）や 0．03％ −C

群 に比 べ て有意 に低 く，全 12臓 器 で 有意差 が 無か っ たの

は 0、Ol ％−C 群 で あ っ た こ と から，経 口 投与 の DHA の C

活 性 は C の 10％ で あ る こ とが判 明 した
z）．

　C の 酸化 ス トレ ス 指標 と して の 意味を探 る た め，化学

物質 に よ る肝 障害をモ デ ル と して い くつ か の 酸化 ス ト レ

ス 指標 と細胞死 の 関係 を検討 した 結果，肝臓 の C が 最も

鋭敏 に 酸化ス トレ ス を反映す る こ とが わ か っ た．こ れ を

MAPK 活性化機構 の 検討 に用 い た，増殖，分化，細胞死

などの 基本的な細胞活動 に Mitogen　activated 　protein　kinase

（MAPK ）カ ス ケードが重 要 な役割 を果 た す こ とが 最近明

らか に され て い る．こ れ らの研究 は ほ とん どが 培養細胞

を用 い る研究 で あ る．ま た酸化 ス トレ ス に よ りMAPK の

活性化 が 起 こ る と され て い るが，実際 に酸化 ス ト レ ス と

MAPK 活 性 化の 関係 を動物組織で 検討 した例 は なか っ た，

　酸化 ス トレ ス に よ っ て 広汎 に ア ポ ト
ー

シ ス や 壊死 を起

こ す こ とが 判 明 して い る D一ガ ラ ク トサ ミ ン （D −Galn）
3｝を

用 い た．D −Galn（lg！kg体重）を腹腔内投与する と，6 時間

後 か ら血 漿 GOT ，　 GPT 活性 が 有意 に上 昇 し，肝 臓 で 壊 死

が 起 こ る．血 漿 GOT ，　 GPT 活性 は 24 時間後 に は 最高値

に 達 した．肝 臓で の 最 も鋭 敏 な 酸化 ス ト レス 指標 で あ る
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C4／
，
の 濃度変化 を調べ る と，　 D −Galn投与 3 時間後 に は 有意

に低下 した．こ の 結果 は 3 時 間 後 に 肝 臓 で の 酸 化 ス ト レ

ス が 亢 進 す る こ と を示 して い る．そ の 後 月刊蔵の C は 低

レ ベ ル を維持 し た．リ ン 酸 化 さ れ た JNK と ERK は

D−Galn投与後 3 時間 で 有意 に 増加 し，6 −・．12時間 の 問，

活性化状態が 持続 した．p38MAPK の リ ン 酸化 は投与後 6

時間で 有意 に 増加 した．

　こ れ らの結 果 は．酸化 ス トレス の 亢 進 と MAPK の 活性

化 は ほ ぼ 同時に 起 こ る こ と を示す，こ れ まで 培養細胞を

用 い た研 究 で も両 者 の 時 間 関 係 を 調 べ た もの は少 な く，

単純 に 酸化ス トレス が MAPK を活性化する と され て い る．

もし酸化 ス トレス が MAPK 活性 化 を引 き起 こす と して も，

両者の 問に は時聞的 に も緊密な関係が存在する こ とか ら，

何 らか の 情報伝達機構の 存在が窺える
5／
’
．

　 ヒ トへ の 応用 を考え る た め，粥状動脈硬化症を取 り上

げ る．動 脈 硬 化 発 症 の 鍵 を握 る の は，低密度 リ ポ タ ン パ

ク 質 （LDL ）の 酸化反応 で あ る と さ れ て い る，従 来，　 LDL

の 酸化 反 応 の 研 究 は，ほ とん ど脂質過酸化 に 関す る もの

で ある ．我 々 は最近，LDL の タ ン パ ク部分 で ある ア ポ リ

ポ タ ン パ クes　B−100〔ア ポ B ：分子量 512kDa 〕が 銅 イ オ ン

に よ る ラ ジ カ ル 反応 に よ り，断片化 及 び 架橋 して い くこ

と．同 様 の 分 解 は 血 漿 の ラ ジ カ ル 反 応 で も起 る こ と を

Western　blot法 を用い て 証明した fi／・，

　血 漿 を酸化 す る と，ア ル ブ ミ ン や トラ ン ス フ ェ リ ン が

全 く変化 しない 時期 に ア ポ B は すで に完全 に分 解 して い

た，即 ち，ア ポ B の 反 応 性 は ビ タ ミ ン E （E）と 同程度で ，

他の 血漿 タ ン パ ク 質 に比べ て 異常 に 高 い
7）．早 くか ら粥

状硬化症 とLDL の 関 係 が 注 冂 され て きた 理 由の 1つ が，

酸化反応 に 対す る ア ポ B の 異常な高反応性 の た め で あ ろ

う，

　 断 片 化 お よ び 架橋 した ア ポ B は ヒ ト血 清 に 存在す る ．

そ こ で 三 重県 K 町 に お け る健康診断で，文書 で 同 意 を得

た 住民 の 血 清 を SDS −PAGE の あ と，抗 ヒ トア ポ B 抗体 を

用い て Westem 　blotを行 っ た．画像をス キ ャ ナ
ー

で 取 り込

み ，バ ン ドの 積分 を行 っ た．そ して （架橋 ＋ 断片化 ア ポ B）

量 を と っ て B−ox と命名 した，　 B−ox は 各個 人 の 酸化 生成

物の 量 なの で，こ れ が 大 きい ほ ど酸化ス トレ ス が 強い こ

と を意味す る．

　B −ox は 頚 動 脈 内膜 中 膜 複 合 体肥 厚度 （IMT ＞，　 LDL コ レ

ス テ ロ ー
ル，総 コ レ ス テ ロ ー

ル，トリグ リセ リ ド，年齢

と有意 な 正 の 相 関 を 示 した ．ま た，HDL コ レ ス テ ロ ール

と C とは 有意 な 負の 相関 を示 した 9」．こ の 結果 は動脈硬

化予防 に お ける C の 重要性 を示す．
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6，食品中 B6 ビタ マ
ー

の実用 的分別定量方法

　 一植物性食品に 注目を一

高 知大 ・
農

・生 物資源　八 木　年晴

　食品中 に は，ピ リ ドキ シ ン，ピ リ ドキ サール ，ピ リ ド

キ サ ミ ン な らび に そ れ らの リ ン 酸エ ス テ ル の 計 6 種類 の

ビ タ ミ ン B6 化合物が 含 まれ て い る．また，こ れ ら以 外 に ，

植 物 食 品 中 に は配 糖体 で あ る ピ リ ドキ シ ン ーβ一グ ル コ シ ド

が 存在す る，現在，食品中の こ れ ら ビ タ ミ ン B6 化合物 と

配糖体 は，微 生 物 定量 法に よ っ て ，総 量 と して 定量 され，

食品成分表 に 記載 さ れ て い る ，しか し なが ら，こ れ ら 6

種の ビ タ ミ ン B6化合 物 は 栄養機能 と して 等価 で あ るが ，
こ の 配 糖体 に つ い て は，その 栄養価 は ビ タ ミ ン B6 化合物

よ り低 く，総 量 の 中 に含まれ る の は 問題 が あ る．さ らに，
最 近，こ れ ら天 然 型 ビ タ ミ ン B6化合物の 各々 が特有の 生

理 ・薬理 機能を示 す こ と が 明 らか に さ れ て い る た め ，食品

中 の ビ タ ミ ン B6化 合 物 を分 別 定 量 定量 す る こ とが 必 要 に

な っ て きて い る．特 に ，ピ リ ド キ サ ミ ン は ，抗活性 カ ル

ボ ニ ル 作 用 を示 し，糖 尿 病 合 併 症 の 予 防 ・治 療 効 果 を 有

す る こ とが 分 か っ た，し た が っ て ，食品巾の ピ リ ドキ サ

ミン と ピ リ ドキ サ ミ ン 5
’一リ ン 酸 含 有 量 を把 握 す る こ とは，

さ ま ざ ま な分野で 有益で あ る と思 わ れ る．

　 こ れ まで 様 々 な ビ タ ミ ン B6定 量 法 が 考 案 さ れ て きた

が，食品中の 全 ビ タ ミ ン B，，分別定量 法 と し て ，実用 可 能
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