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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】安心感のある天然素材（抽出等をしていない）でかつ良好な風味を有し、脂質合

成（中性脂肪）上昇抑制機能、肝臓過酸化脂質改善機能および血清遊離脂肪酸低減効果を

有する、生活習慣病予防剤として有効な材料を提供する。

【解決手段】アントシアニン含有馬鈴薯を主成分とし、この馬鈴薯中の澱粉はα化したも

のであり、前記馬鈴薯には１０ｍｇ／１００ｇ以上のアントシアニンが含有されている生

活習慣病予防剤。この生活習慣病予防剤は、飲食品および飼料に含有させて利用すること

ができる。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 を 主 成 分 と し て 含 有 す る 生 活 習 慣 病 予 防 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 は 、 １ ０ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｇ 以 上 の ア ン ト シ ア ニ ン を 含 有 す る 請 求

項 １ に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 は 、 澱 粉 の リ ン 含 量 が ７ ６ ０ ｐ ｐ ｍ 以 上 で あ る 請 求 項 １ ま た は

２ に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 が 北 海 ９ １ 号 、 北 海 ９ ２ 号 、 キ タ ム ラ サ キ 、 イ ン カ パ ー プ ル お

よ び イ ン カ レ ッ ド か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か

１ 項 に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 は 、 該 馬 鈴 薯 中 の 澱 粉 を α 化 し た も の で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い

ず れ か １ 項 に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 。

【 請 求 項 ６ 】

中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 機 能 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 。

【 請 求 項 ７ 】

肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 機 能 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤

。

【 請 求 項 ８ 】

血 清 遊 離 脂 肪 酸 低 減 効 果 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤

。

【 請 求 項 ９ 】

請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 を 含 有 す る 飲 食 品 。

【 請 求 項 １ ０ 】

請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 を 含 有 す る 飼 料 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 生 活 習 慣 病 予 防 剤 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 を

主 成 分 と し て 含 有 し 、 中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 機 能 、 肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 機 能 を 有 す る 生 活 習 慣

病 予 防 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 日 本 人 の 生 活 環 境 は 変 化 し 、 特 に 食 生 活 に お い て 高 カ ロ リ ー 、 高 脂 肪 化 が 進 む と と も に

、 運 動 不 足 な ど も 加 わ り 、 体 内 エ ネ ル ギ ー 収 支 の ア ン バ ラ ン ス な ど か ら 肥 満 、 高 脂 血 症 、

高 血 圧 や ２ 型 糖 尿 病 な ど 生 活 習 慣 病 が 増 加 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ま た 、 食 生 活 の 高 カ ロ リ ー ・ 高 脂 肪 化 に 加 え て 、 農 薬 、

大 気 汚 染 、 薬 物 、 喫 煙 、 金 属 、 放 射 線 等 の 生 体 異 物 や シ ョ ッ ク 等 の ス ト レ ス に よ り 脂 肪 酸

合 成 が 亢 進 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ の よ う な 状 態 が 継 続 さ れ る と 中 性 脂 肪 が 上 昇 し

高 脂 血 症 や 肥 満 等 へ の 影 響 が 懸 念 さ れ る 。 生 体 異 物 や ス ト レ ス な ど に は 環 境 に 起 因 す る も

の も 多 く 容 易 に 排 除 す る こ と が 難 し い 場 合 が 多 い と 考 え ら れ 、 こ れ ら に よ る 脂 肪 酸 合 成 の

亢 進 を 軽 減 で き る 食 品 を 提 示 で き れ ば 健 康 に 大 き く 寄 与 で き る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 中 性 脂 肪 の 上 昇 を 抑 制 す る 方 法 と し て 、 「 黒 豆 、 大 豆 お よ び 小 豆 を 配 合 し 、 １ ２ ０ ℃ 、

６ ０ 分 間 の 条 件 で ロ ー ス ト し 、 次 い で 、 ９ ０ ℃ ２ ０ 分 間 の 条 件 で 水 系 溶 媒 に よ り 抽 出 し た

飲 食 用 組 成 物 （ 特 開 ２ ０ ０ ０ -１ ８ ９ １ ２ ３ 号 公 報 （ 特 許 文 献 １ ） ） 」 、 「 食 用 植 物 由 来
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の 食 物 繊 維 源 を ア ル カ リ 又 は 無 機 酸 で 処 理 し 、 中 和 、 乾 燥 し た も の で 、 セ ル ロ ー ス と リ グ

ニ ン の 結 合 体 が 乾 燥 後 の 食 物 繊 維 中 ５ ０ 重 量 ％ 以 上 か ら な る 食 物 繊 維 を 有 効 成 分 と す る 血

中 中 性 脂 肪 の 上 昇 抑 制 又 は 低 減 剤 （ 特 許 第 ２ ８ １ ４ １ ７ ２ 号 （ 特 許 文 献 ２ ） ） 」 、 「 植 物

由 来 で 、 セ ル ロ -ス と リ グ ニ ン を 主 構 成 成 分 と し 、 該 セ ル ロ ー ス と リ グ ニ ン は 植 物 体 中 の

結 合 状 態 を 維 持 し て い る 可 食 性 食 物 繊 維 を 有 効 成 分 と す る 血 中 脂 質 、 更 に は コ レ ス テ ロ ー

ル お よ び 中 性 脂 肪 の 上 昇 抑 制 又 は 低 減 剤 （ 特 開 平 ６ -３ ４ ０ ５ ３ ２ 号 公 報 （ 特 許 文 献 ３ ）

） 、 「 ホ エ イ タ ン パ ク お よ び リ ン 脂 質 を 組 み 合 わ せ る 脂 質 代 謝 改 善 組 成 物 （ 特 開 ２ ０ ０ ２

-２ ２ ６ ３ ９ ４ 号 公 報 （ 特 許 文 献 ４ ） ） 」 お よ び 「 フ コ イ ダ ン 、 そ の 分 解 物 又 は そ れ ら の

塩 を 利 用 し た 、 生 体 の 恒 常 性 維 持 作 用 を 有 す る 生 体 恒 常 性 維 持 剤 （ Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ２ ／ ０ ２ ２

１ ４ ０ （ 特 許 文 献 ５ ） ） 」 な ど が 提 案 さ れ て い る 。

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ -１ ８ ９ １ ２ ３ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 許 第 ２ ８ １ ４ １ ７ ２ 号

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 ６ -３ ４ ０ ５ ３ ２ 号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ -２ ２ ６ ３ ９ ４ 号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ２ ／ ０ ２ ２ １ ４ ０

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 特 許 文 献 １ に 記 載 の 発 明 は 、 コ ー ヒ ー 様 飲 食 用 組 成 物 で あ り 、 こ の コ ー ヒ ー 様 飲 食 用 組

成 物 は 、 カ フ ェ イ ン に よ る 胃 潰 瘍 の 悪 化 等 の 問 題 点 を 解 決 で き る 他 、 積 極 的 に 中 性 脂 肪 上

昇 抑 制 、 血 圧 上 昇 抑 制 を 図 る こ と が で き る と 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 コ ー ヒ ー 風 味 の 嗜

好 品 で あ る こ と 、 ロ ー ス ト し た あ と に 抽 出 工 程 な ど の 加 工 処 理 を 施 し た も の で あ る 等 の 点

で 、 改 善 の 余 地 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 特 許 文 献 ２ に 記 載 の 発 明 は 、 食 物 繊 維 を 有 効 成 分 と す る 血 中 中 性 脂 肪 の 上 昇 抑 制 又 は 低

減 剤 で あ る 。 食 物 繊 維 を 有 効 成 分 と す る た め 、 食 物 繊 維 は と り す ぎ る と 下 痢 を す る 場 合 が

あ り 、 ま た 、 ア ル カ リ や 酸 で 抽 出 す る な ど の 化 学 的 な 加 工 処 理 を 伴 う と い う 点 で 改 善 の 余

地 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 特 許 文 献 ３ に 記 載 の 発 明 は 、 可 食 性 食 物 繊 維 を 有 効 成 分 と す る 血 中 脂 質 、 更 に は コ レ ス

テ ロ ー ル お よ び 中 性 脂 肪 の 上 昇 抑 制 又 は 低 減 剤 に 関 す る も の で あ る 。 有 効 成 分 が 食 物 繊 維

の 一 種 で あ る た め 、 と り す ぎ る と 下 痢 を す る 場 合 が あ る 。 ま た 、 ア ル カ リ や 酸 で 抽 出 す る

な ど の 化 学 的 な 加 工 処 理 を 伴 う と い う 点 で 上 記 と 同 様 に 改 善 の 余 地 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 特 許 文 献 ４ に 記 載 の 発 明 は 、 ホ エ イ タ ン パ ク お よ び リ ン 脂 質 を 組 み 合 わ せ た 脂 質 代 謝 改

善 組 成 物 で あ る 。 リ ン 脂 質 は 、 溶 媒 抽 出 な ど の 化 学 的 な 加 工 処 理 を 伴 う と い う 点 で 上 記 と

同 様 に 改 善 の 余 地 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 発 明 は 、 フ コ イ ダ ン 、 そ の 分 解 物 又 は そ れ ら の 塩 を 利 用 し た 、 生 体

の 恒 常 性 維 持 作 用 を 有 す る 生 体 の 恒 常 性 維 持 剤 で あ る 。 抽 出 成 分 で 高 価 、 苦 味 が 残 っ て い

る も の と 予 想 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 上 記 の よ う に 、 　 従 来 の 中 性 脂 肪 の 上 昇 を 抑 制 す る 方 法 と し て 提 案 さ れ て い る も の は 、

溶 媒 に よ る 抽 出 な ど 化 学 的 な 加 工 処 理 を 施 し た 人 工 的 な 物 質 で あ る 。 特 に 、 特 許 文 献 ２ お

よ び ３ に 記 載 の も の は 、 食 物 繊 維 の 一 種 で あ り 摂 取 量 に よ り 下 痢 を 起 こ す 可 能 性 が 危 惧 さ

れ 、 ま た 特 許 文 献 ５ に 記 載 の も の で は 面 苦 味 な ど 風 味 面 か ら 使 用 の 制 限 等 が 懸 念 さ れ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 安 心 感 の あ る 天 然 素 材 （ 抽 出 等 を し て い な い ） で か つ 良 好 な 風

味 を 有 し 、 脂 質 合 成 （ 中 性 脂 肪 ） 上 昇 抑 制 機 能 、 肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 機 能 お よ び 血 清 遊 離

脂 肪 酸 低 減 効 果 を 有 す る 、 生 活 習 慣 病 予 防 剤 と し て 有 効 な 材 料 を 提 供 す る こ と に あ る 。 さ
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ら に 本 発 明 は 、 上 記 材 料 を 利 用 し た 飲 食 品 、 飼 料 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ア ン ト シ ア ニ ン を 含 有 す る 馬 鈴 薯 を 主 成 分 と し て 含 有 す る 材 料 が 、 血 中

中 性 脂 肪 の 上 昇 抑 制 効 果 、 肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 機 能 お よ び 血 清 遊 離 脂 肪 酸 低 減 効 果 の よ う

な 、 生 活 習 慣 病 予 防 効 果 を 有 す る こ と を 見 出 し て 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 は 、 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 を 主 成 分 と し て 含 有 す る 生 活 習 慣 病 予 防 剤 に 関 す

る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 上 記 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 は 、 安 心 感 の あ る 天 然 素 材 （ 抽 出 等 を し て い な い ） で あ り 、 ア

ン ト シ ア ニ ン を 含 有 し て い る に も か か わ ら ず 馬 鈴 薯 本 来 の 良 好 な 風 味 を 有 し て い る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 発 明 に よ れ ば 、 中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 機 能 お よ び 肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 機 能 を 有 す る 、 生 活 習

慣 病 予 防 剤 を 提 供 で き る 。 こ の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 は 、 下 記 特 徴 を 有 す る 。

　 　 ａ ） 食 経 験 の あ る 天 然 素 材 で あ る 。

　 　 ｂ ） 加 熱 な ど の 簡 単 な 方 法 で 調 整 で き 、 安 全 性 に 対 す る 安 心 感 が 高 い 。

　 　 ｃ ） 良 好 な 風 味 で あ る 。

　 し た が っ て 、 日 常 的 に 安 心 し て 摂 取 す る こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 は 、 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 を 主 成 分 と し て 含 有 す る 生 活 習 慣 病 予 防 剤 で あ る

。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 品 種 は 、 ア ン ト シ ア ニ ン を 含 有 す る 馬 鈴 薯 で あ れ ば 、 特 に 限

定 は な い 。 た だ し 、 優 れ た 生 活 習 慣 病 予 防 効 果 を 得 る と い う 観 点 か ら は 、 １ ０ ｍ ｇ ／ １ ０

０ ｇ 以 上 の ア ン ト シ ア ニ ン を 含 有 す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は ３ ０ ～ １ ０ ０ ０

ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｇ 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ０ ～

２ ５ ０ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｇ の ア ン ト シ ア ニ ン を 含 有 す る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 馬 鈴 薯 中 の ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 量 は 、 実 施 例 に 記 載 の 方 法 （ ｐ Ｈ の 違 い に よ る 方 法 ） に

よ り 定 量 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 １ ０ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｇ 以 上 の ア ン ト シ ア ニ ン を 含 有 す る 馬 鈴 薯 は 、 そ の 多 く が

高 リ ン タ イ プ の 澱 粉 を 含 む も の で あ り 、 澱 粉 の リ ン 含 量 が ７ ６ ０ ｐ ｐ ｍ 以 上 で

あ る こ と で 、 他 の 澱 粉 と 比 較 し て ア ミ ラ ー ゼ に よ る 分 解 が 遅 く 、 ゆ っ く り 吸 収

さ れ る と 予 想 さ れ る た め 、 肝 臓 で 糖 か ら 脂 肪 の 合 成 が 抑 制 さ れ 中 性 脂 肪 を 抑 制

さ せ る と い う 利 点 が あ る 。 澱 粉 の リ ン 含 量 は 、 好 ま し く は ８ ６ ０ ｐ ｐ ｍ 以 上 で

あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 馬 鈴 薯 澱 粉 中 の リ ン 含 量 は 、 次 の 手 順 に 従 い 、 澱 粉 を 湿 式 灰 化 し た 後 、 リ ン ・ バ ナ ド ・

モ リ ブ デ ン 酸 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る （ 生 化 学 実 験 法 第 19巻 、 澱 粉 ・ 関 連 糖 質 実 験

法 、 32頁 、 1986年 、 学 会 出 版 セ ン タ ー ） 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 澱 粉 試 料 0.2gに 硝 酸 2.0ml加 え て 弱 火 で 加 熱 す る と 、 ま ず 濃 暗 褐 色 の 煙 が 出 て く る 。 　

煙 が 薄 く な れ ば 加 熱 を や め 、 放 冷 し て 、 60%過 塩 素 酸 1.5ml、 硝 酸 1.5mlを 加 え る 。 再 び 加

熱 し 、 白 煙 が 生 じ れ ば 加 熱 を や め 、 放 冷 す る 。 な お 、 白 煙 が 生 じ る 前 に 分 解 液 が 乾 固 す れ

ば 爆 発 の 危 険 が あ る の で 、 注 意 を 要 す る 。 分 解 液 が 不 足 し た ら 、 60%過 塩 素 酸 1.5ml、 硝 酸

1.5mlを 追 加 し て 、 再 び 加 熱 し 、 白 煙 が 生 じ る ま で 行 う 。 灰 化 し た 無 色 透 明 の 液 は リ ン 酸
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の 一 部 が ピ ロ リ ン 酸 に な っ て い る の で 、 灰 化 液 に 蒸 留 水 を 3.0ml加 え て 沸 騰 す る ま で 加 熱

し 、 ピ ロ リ ン 酸 を 正 リ ン 酸 に す る 。 放 冷 後 、 10mlに 定 容 し 、 リ ン 含 量 測 定 用 の 試 料 と す る

。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 灰 化 液 中 の リ ン 含 量 は 、 リ ン ・ バ ナ ド ・ モ リ ブ デ ン 酸 法 で 求 め る 。 す な わ ち 、 リ ン 含 量

測 定 用 の 試 料 （ リ ン を 5-25μ g/ml含 む 灰 化 液 ） 1.0mlに 、 蒸 留 水 1.5ml、 60%過 塩 素 酸 0.25m

l、 0.02Mバ ナ ジ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 0.75ml、 3.53%モ リ ブ デ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 1.5ml

こ の 順 序 で 十 分 攪 拌 し な が ら 加 え る 。 室 温 で 、 30分 放 置 後 、 420nmの 吸 光 度 を 測 定 す る 。

な お 、 リ ン 標 準 溶 液 と し て 、 リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム 溶 液 を 用 い る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 １ ０ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｇ 以 上 の ア ン ト シ ア ニ ン を 含 有 し 、 か つ 澱 粉 の リ ン 含 量 が

７ ６ ０ ｐ ｐ ｍ 以 上 で あ る 馬 鈴 薯 は 、 上 記 の 高 リ ン 澱 粉 と ア ン ト シ ア ニ ン の 作 用

に よ っ て 中 性 脂 肪 の 上 昇 を よ り 効 果 的 に 抑 制 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 、 馬 鈴 薯 品 種

と し て は 例 え ば 、 北 海 ９ １ 号 、 北 海 ９ ２ 号 、 キ タ ム ラ サ キ 、 イ ン カ パ ー プ ル お よ び イ ン カ

レ ッ ド か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 は 、 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 が 、 該 馬 鈴 薯 中 の 澱 粉 を α 化

し た も の で あ る こ と が 適 当 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 を 以 下 の

よ う に 加 工 し た も の で あ る こ と が 適 当 で あ る 。

　 す な わ ち 、 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 を 剥 皮 し て １ ｃ ｍ 程 度 の 厚 さ に 切 断

し た も の を 、 ２ ０ 分 間 蒸 煮 し て か ら ド ラ ム ド ラ イ ヤ ー （ ド ラ ム 表 面 温 度 １ ２ ０

～ １ ４ ０ ℃ ） で 乾 燥 し て 得 ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 は 、 後 述 の 実 施 例 に お い て 具 体 的 に 示 す よ う に 、

少 な く と も 中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 機 能 、 肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 機 能 お よ び 血 清 遊 離 脂 肪 酸 低 減 効

果 を 有 す る 。

　 こ こ で 、 中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 機 能 と は 、 食 事 の 高 カ ロ リ ー ・ 高 脂 肪 化 や 農 薬 、

大 気 汚 染 、 薬 物 、 喫 煙 、 金 属 、 放 射 線 等 の 生 体 異 物 お よ び シ ョ ッ ク 等 の ス ト レ ス に よ り 脂

肪 酸 の 合 成 が 亢 進 さ れ る 状 態 に お い て 、 通 常 よ り 血 中 中 性 脂 肪 が 上 昇 す る こ と を 抑 制 す る

機 能 を 意 味 す る 。

　 ま た 、 肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 機 能 と は 、 肝 細 胞 の 酸 化 を 軽 減 す る こ と な ど に

よ り 、 肝 臓 の 過 酸 化 脂 質 含 量 が 低 減 す る こ と を 意 味 す る 。

　 ま た 、 血 清 遊 離 脂 肪 酸 低 減 効 果 と は 、 血 液 中 に 存 在 す る 遊 離 の 脂 肪 酸 量 が

通 常 よ り 低 下 す る こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 を 含 有 す る 飲 食 品 を 包 含 す る 。

そ の よ う な 飲 食 品 と し て は 、 例 え ば 、

（ １ ） ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 馬 鈴 薯 の 乾 燥 品 （ フ レ ー ク 等 ） を 主 に 使 用 す る 下 記 食 品 ［ 例 え

ば 、 麺 類 、 パ ン 、 ケ ー キ 、 ス ナ ッ ク 、 タ ブ レ ッ ト 、 練 り 製 品 、 餅 ］ 、 （ ２ ） ア ン ト シ ア ニ

ン 含 有 馬 鈴 薯 （ 生 、 加 熱 あ る い は 冷 凍 ） を 主 に 使 用 す る 食 品 ［ 例 え ば 、 フ ラ イ 製 品 （ フ ラ

イ ド ポ テ ト 、 ポ テ ト チ ッ プ ス 、 コ ロ ッ ケ な ど ） 、 ス ー プ （ ビ シ ソ ワ ー ズ 、 野 菜 ス ー プ 、 シ

チ ュ ー 、 カ レ ー な ど ） 、 具 材 （ シ チ ュ ー 、 カ レ ー 、 ピ ザ な ど ） 、 煮 物 （ 肉 じ ゃ が な ど ） 、

サ ラ ダ 、 グ ラ タ ン ］ を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 こ れ ら 飲 食 品 に お け る 生 活 習 慣 病 予 防 剤 の 含 有 量 は 、 飲 食 品 の 種 類 や 目 的 等 を 考 慮 し て

適 宜 決 定 で き る が 、 例 え ば 、 ５ ～ ９ ５ 質 量 ％ の 範 囲 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 は 、 澱 粉 と し て 、 成 人 の 場 合 、 一 日 当 た り 、 １ ０ ～ ３ ０ ０ ｇ

、 好 ま し く は ５ ０ ～ ３ ０ ０ ｇ を 摂 取 す る こ と が 、 良 好 な 中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 、 肝 臓 過 酸 化 脂

質 改 善 効 果 お よ び 血 清 遊 離 脂 肪 酸 低 減 効 果 を 得 る と い う 観 点 か ら 適 当 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 を 含 有 す る 飼 料 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 飼 料

と し て は 、 例 え ば 、 家 畜 用 、 家 禽 用 あ る い は 養 魚 用 の 飼 料 、 ペ ッ ト フ ー ド 等 を 挙 げ る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 は 、 動 物 の 種 類 に よ っ て 異 な る が 、 澱 粉 と し て 、 体 重 １ ｋ ｇ

当 た り 、 一 日 当 た り 、 ４ ～ ４ ０ ｇ 、 好 ま し く は ４ ～ ２ ４ ｇ の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 を 摂 取 す る

こ と が 、 良 好 な 中 性 脂 肪 上 昇 抑 制 、 肝 臓 過 酸 化 脂 質 改 善 効 果 お よ び 血 清 遊 離 脂 肪 酸 低 減 効

果 を 得 る と い う 観 点 か ら 適 当 で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 以 下 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

ａ ） 一 般 成 分 （ 食 物 繊 維 含 む ） の 分 析 方 法

　 水 分 は 常 圧 加 熱 乾 燥 法 、 タ ン パ ク 質 は ケ ル ダ ー ル 法 （ 窒 素 ・ タ ン パ ク 質 換 算 係 数 6.25）

、 脂 質 は 酸 分 解 法 、 灰 分 は 直 接 灰 化 法 、 食 物 繊 維 は 水 溶 性 食 物 繊 維 、 不 溶 性 食 物 繊 維 共 に

酵 素 -重 量 法 （ プ ロ ス キ ー 変 法 ） を 用 い た 。

　 炭 水 化 物 は 100-（ 水 分 +タ ン パ ク 質 +脂 質 +灰 分 ） の 計 算 式 で 算 出 し た 。 エ ネ ル ギ ー は 栄

養 表 示 基 準 （ 平 成 15年 度 厚 生 労 働 省 告 示 第 176号 ） に よ る エ ネ ル ギ ー 換 算 係 数 ： タ ン パ ク

質 、 4； 脂 質 、 9； 炭 水 化 物 、 4を 用 い て 算 出 し た 。

　 （ ポ テ ト フ レ ー ク の 成 分 ）

【 ０ ０ ３ ３ 】

【 表 １ 】

※ ポ テ ト フ レ ー ク は 、 生 馬 鈴 薯 を ブ ラ ン チ ン グ し て か ら マ ッ シ ュ し た も の を 、 ド ラ ム ド ラ

イ ヤ ー （ ド ラ ム 表 面 温 度 １ ３ ０ ℃ ） で 乾 燥 粉 砕 し た も の 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

ｂ ） 下 記 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル 、 ア ン ト シ ア ニ ン 、 フ ラ ボ ノ イ ド の 分 析 方 法

　 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 は Folin-Ciocalteuの 方 法 を 用 い て 、 750nmの 吸 光 度 で gallic acid（

没 食 子 酸 当 量 ） と し て 求 め た 。

　 参 考 文 献 ： Singleton VL, Orthofer R and lamuela-Raventos R M (1999) Analysis of

total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-
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Ciocalteu reagent.　 Methods Enzymol. 299, 152-158.

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ア ン ト シ ア ニ ン 量 は pHの 違 い に よ る 測 定 法 で 定 量 し た 。 pH1.0と pH4.5で そ れ ぞ れ 510nm

、 700nmの 吸 光 度 で 測 定 し 、 以 下 の 式 を 用 い て シ ア ニ ジ ン 3-グ ル コ シ ド （ cyanidin 3-glu

coside (26900 l cm-1mg-1)） の 吸 光 度 係 数 を 用 い て 算 出 し た 。 Anthocyanin contents w

ere calculated using the molar extinction coefficient of cyanidin 3-glucoside (2

6900 l cm-1mg-1) and absorbance A = [(A 5 1 0 - A 7 0 0 ) p H 1 . 0 - (A 5 1 0 - A 7 0 0 )  p H 4 . 5 ]。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 参 考 文 献 ： Giusti M M and Wrolstad RE (2001) Characterization and measurement of

 anthocyanin by U V-visible spectroscopy, pp. F1.2.1-1.2.13. In Wrolstad RE(ed).

Current protocols in food analytical Chemistry (2001). Wiley, New York．

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 フ ラ ボ ノ イ ド 量 は 510nmの 吸 光 度 で カ テ キ ン 当 量 と し て 算 出 し た 。

　 参 考 文 献 ： Jia Z, Tang M and Wu J (1998) The determination of flavonoids conten

ts in mulberry and their scavenging effects on superoxides radicals. Food Chemis

try, 64, 555-559.

【 ０ ０ ３ ８ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ３ ９ 】

ｃ ） 飼 育 方 法

１ ． 実 験 動 物 お よ び 飼 育 条 件

　 実 験 動 物 は 7週 齢 F344/DuCrj雄 ラ ッ ト を 日 本 チ ャ ー ル ズ ・ リ バ ー 株 式 会 社 （ Yokohama,Ja

pan） か ら 購 入 し 、 1週 間 の 訓 化 を 行 っ た 後 に 投 与 を 開 始 し た 。 室 温 を 23± 1℃ 、 湿 度 を 60

± 5％ と し 、 明 暗 周 期 を 12時 間 （ 明 07:00、 暗 19:00） と し た 。 ラ ッ ト は プ ラ ス チ ッ ク ケ ー

ジ を 用 い て 個 別 に 飼 育 し 、 ラ ッ ト の 取 り 扱 い に つ い て は Guide for the Care and Use of

Laboratory Animalsに 従 っ て 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

２ ． 実 験 食

　 AIN93G配 合 、 20％ カ ゼ イ ン 及 び 5％ 大 豆 オ イ ル 添 加 食 を 基 本 飼 料 と し 、 本 実 験 の 正 常 食

と し た 。 ま た 、 0.5％ ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン （ A AP） を 添 加 し た 正 常 食 を A AP食 と し た 。 試 験

食 は 25%ホ ッ カ イ ゴ ガ ネ フ レ ー ク （ A AP食 ホ ッ カ イ コ ガ ネ ） 、 25%キ タ ム ラ サ キ フ レ ー ク （ A

AP食 キ タ ム ラ サ キ ） 、 25%北 海 91号 フ レ ー ク （ A AP食 北 海 91号 ） 、 25%北 海 92号 フ レ ー ク （ A

AP食 北 海 92号 ） を そ れ ぞ れ の α 化 コ ー ン 澱 粉 の 25％ に 置 き 換 え て 用 い た 。 実 験 食 は オ リ エ

ン タ ル 酵 母 株 式 会 社 （ Tokyo,Japan） に て 調 整 し 、 酸 化 防 止 の た め -30℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

投 与 サ ン プ ル

　 １ ） 正 常 食 ：

　 ２ ） Ａ Ａ Ｐ 食 　 　 　 　 ： Ａ Ａ Ｐ を 添 加

　 ３ ） Ａ Ａ Ｐ 食 ホ ッ カ イ コ カ ゛ ネ ： Ａ Ａ Ｐ を 添 加 、 α 化 コ ー ン ス タ ー チ の 一 部 を ホ ッ カ イ

コ カ ゛ ネ フ レ ー ク に 置 き 換 え
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　 ４ ） Ａ Ａ Ｐ 食 キ タ ム ラ サ キ 　 ： Ａ Ａ Ｐ を 添 加 、 α 化 コ ー ン ス タ ー チ の 一 部 を キ タ ム ラ サ

キ フ レ ー ク に 置 き 換 え

　 ５ ） Ａ Ａ Ｐ 食 北 海 91号 ： Ａ Ａ Ｐ を 添 加 、 α 化 コ ー ン ス タ ー チ の 一 部 を 北 海 91号 フ レ ー ク

に 置 き 換 え

　 ６ ） Ａ Ａ Ｐ 食 北 海 92号 ： Ａ Ａ Ｐ を 添 加 、 α 化 コ ー ン ス タ ー チ の 一 部 を 北 海 92号 フ レ ー ク

に 置 き 換 え

【 ０ ０ ４ ２ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ４ ３ 】

３ ． 採 血 お よ び 肝 臓 摘 出 方 法

　 実 験 は 7週 齢 の ラ ッ ト を 1週 間 、 市 販 の 粉 末 飼 料 を 与 え て 訓 化 を 行 い 、 各 投 与 区 間 で 体 重

に 有 意 差 が な い よ う に 各 投 与 区 5匹 に な る よ う に 区 画 分 け を 行 っ た 。 1匹 の ラ ッ ト に 1日 20g

の 給 餌 を 行 い 、 食 餌 と 水 は 任 意 に 摂 取 さ せ た 。 実 験 期 間 は 4週 間 と し 、 7日 毎 に 体 重 及 び 摂

食 量 の 計 測 を 行 っ た 。 摂 食 量 は 給 与 量 と 残 量 の 差 か ら 算 出 し た 。 各 週 に 計 測 し た 摂 食 量 を

7日 分 に 換 算 し た 和 を 実 験 期 間 中 の 総 摂 食 量 と し た 。 頚 静 脈 採 血 は 実 験 期 間 の 0、 1、 2、 3

、 4週 目 の 9:00か ら 11:00の 間 に 行 い 、 血 中 成 分 の ば ら つ き を 低 く す る た め に 、 採 血 前 の 12

時 間 は ラ ッ ト に 絶 食 さ せ た 。 採 取 し た 血 清 は 凝 固 阻 害 剤 の 入 っ て い な い 1.5mlの 遠 心 チ ュ

ー ブ に 移 し 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 後 に 1500× gで 20分 間 の 遠 心 分 離 を 行 っ た 上 澄 み を 血 清

と し た 。 得 ら れ た 血 清 は 生 化 学 的 成 分 の 分 析 に 用 い る ま で -30℃ で 保 存 し た 。

　 実 験 期 間 の 最 終 日 に ネ ン ブ タ ー ル 麻 酔 下 で 心 臓 採 血 を 行 い 放 血 し 、 肝 臓 の 摘 出 を 行 っ た

。 摘 出 し た 臓 器 は 冷 食 塩 水 （ 0.85％ 　 NaCl） で 洗 浄 し 、 乾 燥 し た ろ 紙 で 水 分 を 除 去 し た 後

に 重 量 を 測 定 し た 。 分 析 に 用 い る ま で 肝 臓 は -80℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

４ ． 分 析 方 法

　 中 性 脂 肪 は 酵 素 法 （ 第 一 化 学 薬 品 の ク リ ニ メ イ ト Ｔ Ｇ -２ 試 薬 キ ッ ト ） に よ り 分 析 し た

。 遊 離 脂 肪 酸 は 、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 製 の NEFA-HR試 薬 キ ッ ト を 用 い た ACS・ ACO D（ ア シ

ル -CoAシ ン タ ー ゼ ・ ア シ ル -CoAオ キ シ ダ ー ゼ ） 法 に よ り 定 量 を 行 っ た 。 総 コ レ ス テ ロ ー ル

は コ レ ス テ ロ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ ・ Ｄ Ａ Ｏ Ｄ 法 に よ り 測 定 し た 。 肝 臓 の 過 酸 化 脂 質 の チ オ バ

ル ビ ツ ー ル 酸 法 の 定 法 に よ り 分 析 し た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】
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ｄ )　 結 果

（ 血 清 脂 質 へ の 影 響 ）

　 正 常 食 、 Ａ Ａ Ｐ 食 、 コ ガ ネ Ａ Ａ Ｐ 食 、 キ タ ム ラ サ キ Ａ Ａ Ｐ 食 、 北 海 ９ １ 号 Ａ Ａ Ｐ 食 、 北

海 ９ ２ 号 Ａ Ａ Ｐ 食 の お け る ４ 週 間 目 の 血 清 脂 質 デ ー タ と し て 中 性 脂 肪 、 遊 離 脂 肪 酸 、 総 コ

レ ス テ ロ ー ル の デ ー タ を 表 ４ に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン に よ り 血 清 中 の コ レ ス テ ロ ー ル と 中 性 脂 肪 が 有 意 に 上 昇 し た が 、 ア

ン ト シ ア ニ ン を 含 有 す る 馬 鈴 薯 の フ レ ー ク を 添 加 す る と 、 中 性 脂 肪 が 有 意 に 抑 制 さ れ る と

と も に 正 常 食 以 下 ま で 低 下 し た 。

　 ま た 、 血 清 中 の 遊 離 脂 肪 酸 含 量 は ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン に よ り 影 響 さ れ な か っ た が 、 ア ン

ト シ ア ニ ン を 含 有 す る 馬 鈴 薯 の フ レ ー ク を 添 加 す る と 、 正 常 食 と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た

。

【 ０ ０ ４ ８ 】

（ 肝 臓 過 酸 化 脂 質 へ の 影 響 ）

　 中 性 脂 肪 の 合 成 抑 制 効 果 の 見 ら れ た 、 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 す る 馬 鈴 薯 の フ レ ー ク を 添 加

し た 場 合 （ 正 常 食 、 Ａ Ａ Ｐ 食 、 キ タ ム ラ サ キ Ａ Ａ Ｐ 食 、 北 海 ９ １ 号 Ａ Ａ Ｐ 食 、 北 海 ９ ２ 号

Ａ Ａ Ｐ 食 ） の 肝 臓 の 過 酸 化 脂 質 デ ー タ を 表 ５ に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ９ 】
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【 表 ５ 】

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 ア ン ト シ ア ニ ン 含 有 す る 馬 鈴 薯 の フ レ ー ク を 添 加 し た 場 合 （ キ タ ム ラ サ キ Ａ Ａ Ｐ 食 、 北

海 ９ １ 号 Ａ Ａ Ｐ 食 、 北 海 ９ ２ 号 Ａ Ａ Ｐ 食 ） は 、 正 常 食 や ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 添 加 食 を 与 え

た 場 合 と 比 較 し て 肝 臓 の 過 酸 化 脂 質 が 有 意 に 低 下 し た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

(肝 臓 に お け る カ タ ラ ー ゼ mRN Aの 発 現 量 の 決 定 )

１ ） 肝 臓 組 織 か ら の RN Aの 抽 出

　 Acid guanidium-phenol-chiriform抽 出 法 に 従 っ て 行 っ た 。 約 100mgの 肝 臓 に ISO GEN(Nip

pon Gene,Tokyo,Japan)を 1ml加 え ， 1000rpmで 氷 中 に て 冷 却 し な が ら ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。

ホ モ ジ ネ ー ト は 1.5mlの 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し ， 200μ lの ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え て ， 約 15秒 間

激 し く 混 合 し て RN Aの 抽 出 を 行 っ た 。 こ れ を 4℃ ， 17,000× gで 15分 間 遠 心 分 離 し ， 水 層 を

別 の チ ュ ー ブ に 移 し 取 っ た 。 移 し 取 っ た RN A溶 液 に 500μ lの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え て 混

合 し た 後 ， 4℃ ， 17,000× gで 15分 間 遠 心 分 離 す る こ と で RN Aの 沈 殿 を 得 た 。 上 澄 み は ア ス

ピ レ ー タ ー に よ り 除 去 し ， チ ュ ー ブ の 壁 面 を 洗 浄 す る た め に 80％ エ タ ノ ー ル を 加 え て 再 び

4℃ ， 17,000× gで 15分 間 の 遠 心 分 離 を 行 っ た 。 同 様 に 上 澄 み を 除 去 し ,50μ lの 滅 菌 超 純 水

を 加 え て 常 温 で 約 20分 間 放 置 す る こ と で 抽 出 し た RN Aを 膨 潤 さ せ ， ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り

完 全 に 溶 解 し て -80℃ に て 保 存 し た 。 以 上 の 操 作 に 用 い た 器 具 は す べ て 滅 菌 処 理 し た も の

を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

２ ） RN A溶 液 中 の 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 濃 度 の 決 定

　 50μ lの 滅 菌 超 純 水 に 溶 解 し た RN A溶 液 の 4μ lを 1.5mlの 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し 取 り ， こ れ

に 滅 菌 蒸 留 水 を 1ml加 え て 混 合 し た 。 こ の 全 量 を 石 英 セ ル に 移 し ， 分 光 光 度 計 （ U V-1600;S

himadzu） を 用 い て 260nmに て 核 酸 ， 280nmに て タ ン パ ク 質 の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 ブ ラ ン ク

に は 滅 菌 蒸 留 水 を 用 い た 。 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 吸 光 度 が 1.0で 40mg/mlと し て 算

出 し た 。 ま た ， 260nmと 280nmに お け る 吸 光 度 の 比 を と り ， こ の 値 が 1.6-1.8の 範 囲 で あ る

こ と を 確 認 し て か ら 以 下 の 実 験 に 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】
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３ ） RN A試 料 中 の D N A分 解

　 抽 出 し た RN Aの 20μ gを 0.5mlの 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し 取 り ， 60m M MgCl 2 ， 100m M DTT， 200m

M Tris-HCl（ pH7.5） の D Nase bufferを 5μ l， RNase inhibitor（ TaKaRa） を 20Uお よ び RQ1

Dnase（ Promega,WI） を 1U加 え ， 滅 菌 超 純 水 に よ り 50μ lに メ ス ア ッ プ し た 。 こ れ を 37℃ で

45分 間 酵 素 反 応 さ せ る こ と で D N Aを 分 解 し た 。 反 応 後 ， 滅 菌 超 純 水 50μ lお よ び フ ェ ノ ー ル

-ク ロ ロ ホ ル ム -イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ 25:24:1,v/v/v） 100μ lを 加 え ， 15分 間 激 し く 混

合 し ， 4℃ で 17,000× gの 遠 心 分 離 を 行 っ た 。 上 層 を 別 の チ ュ ー ブ に 移 し ， 再 び フ ェ ノ ー ル

-ク ロ ロ ホ ル ム -イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ 25:24:1,v/v/v） を 100μ l加 え て 抽 出 お よ び 洗 浄

操 作 を 繰 り 返 し た 。 移 し 取 っ た 水 層 に 3M NaO Acを 10μ l， 99.5％ エ タ ノ ー ル を 300μ lお よ

び ペ レ ッ ト ペ イ ン ト を 1μ l加 え ， 良 く 混 合 し た 後 に 4℃ ， 17,000× gの 遠 心 分 離 を 行 っ た 。

上 澄 み を ア ス ピ レ ー タ ー に よ り 除 去 し ， 80％ エ タ ノ ー ル を 加 え て 4℃ ， 17,000× gの 遠 心 分

離 を 行 い ， 上 澄 み を ア ス ピ レ ー タ ー に よ り 除 去 し て チ ュ ー ブ の 壁 を 洗 浄 し た 。 得 ら れ た RN

Aに 28μ lの 滅 菌 超 純 水 を 加 え ， ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 溶 解 し た 。 以 上 の 操 作 は す べ て 滅 菌

処 理 し た 器 具 を 用 い て 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

４ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 （ RT）

　 D N Aを 分 解 ， 除 去 し ， 滅 菌 超 純 水 に 溶 解 し た RN A試 料 の 7μ lを 0.5mlの 遠 心 チ ュ ー ブ に 移

し た 。 こ れ に oligo(DT)primer（ GIBCO,Gaithersbrg,M D） を 0.5μ l加 え て 滅 菌 超 純 水 で 8μ

lに メ ス ア ッ プ し ， 70℃ で 10分 間 培 養 し た 後 に 氷 中 に て 1分 間 急 冷 し RN Aを 直 鎖 状 に し た 。

そ の 後 に ， 375m M KCl， 15m M MgCl 2 ， 250m M Tris-HCl(pH8.3)の strand bufferを 4μ l， 2.5

m M dATP， 2.5m M dGTP， 2.5m M dCTPの dNTP mixture（ TaKaRa） を 4μ l， 0.1M DTTを 2μ lお

よ び RNase inhibitorを 10U加 え ， 42℃ で 5分 間 の 前 培 養 を 行 う こ と で RN Aと プ ラ イ マ ー を ア

ニ ー リ ン グ さ せ た 。 そ の 後 に Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase（ M

M LV-Rtase;GIBCO） を 200U加 え ， 滅 菌 超 純 水 で 20μ lに メ ス ア ッ プ し ， 42℃ で 50分 間 培 養 す

る こ と で RTを 行 い ， cD N Aを 合 成 し た 。 続 い て 70℃ で 15分 間 培 養 し ， 氷 中 に て 1分 間 急 冷 す

る こ と で M M LV-Rtaseの 失 活 お よ び RN Aと cD N Aの 解 離 を 行 っ た 。 こ れ に RNase H（ GIBCO） を 2

.2U加 え て 全 量 21μ lと し ， 37℃ で 20分 間 培 養 し て RN Aを 分 解 し た 。 得 ら れ た cD N Aは PCRに 供

す る ま で -20℃ で 保 存 し た 。 以 上 の 操 作 は 全 て 滅 菌 処 理 し た 器 具 を 用 い て 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

５ ) ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR）

　 合 成 し た cD N A溶 液 の 1μ lを 0.5mlの PCRチ ュ ー ブ に 移 し 取 り 、 500m M KCl、 15m M MgCl 2 、 1

00m M Tris-HCl（ pH 8.3） の PCR bufferを 5μ l、 dNTP mixtureを 4μ l、 EX-Taq polymerase

（ TaKaRa） を 1.25Uと 0.1m Mの Upper primer、 お よ び Lower primerを 0.25μ lず つ 加 え 、 滅

菌 蒸 留 水 で 50μ lに メ ス ア ッ プ し た 。 プ ラ イ マ -は 、 カ タ ラ -ゼ プ ラ イ マ -（ Upper primer,

5'-CTG GTTA ATGCG A ATG G A G A G-3'(配 列 番 号 1); Lower primer, 5'-TG G G GTA GTA GTTG G G A GCAC-3

' (配 列 番 号 2)） を 用 い た 。 サ -マ ル サ イ ク ラ -（ PTC-100; MJ Research INC., Watertown,

 M A） の 温 度 条 件 は 、 最 初 の サ イ ク ル が 94℃ で 3分 間 D N Aの 解 離 、 60℃ で 1分 間 プ ラ イ マ -と

の ア ニ -リ ン グ 、 72℃ で 2分 間 D N A鎖 の 伸 長 を 行 っ た 。 2サ イ ク ル 目 以 降 は 、 D N Aの 解 離 を 94

℃ で 1分 間 と し 、 最 後 の サ イ ク ル は D N A鎖 の 伸 長 を 72℃ で 10分 間 行 っ た 。 カ タ ラ -ゼ の 増 幅

は 25サ イ ク ル 、 増 幅 後 に -20℃ で 保 存 し た 。 増 幅 し た D N A断 片 の 塩 基 配 列 を シ -ケ ン サ -（ 37

3A D N A sequencing system; PE Biosystem, Foster City, CA） に よ り 解 読 し て 相 同 性 を

確 認 し た 。 ま た 、 増 幅 し た D N A断 片 の 塩 基 数 は カ タ ラ -ゼ が 556bpで あ っ た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

６ ） 増 幅 し た D N A断 片 の ア ガ ロ -ス ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色

　 電 気 泳 動 に は 40m M Tris， 33m M NaO Ac， 2m M EDTA， 0.17％ AcO Hと し た 1× TAEの 2％ ア ガ

ロ -ス （ Seaken M E agarose,FM C Bio products,Rockland M E） ゲ ル を 用 い た 。 PCR産 物 の 10

μ lを 0.5mlの 遠 心 チ ュ -ブ に 移 し ， こ れ に dye solutionを 2μ l加 え ， ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ

り 混 合 し た 後 に 電 気 泳 動 に 供 し た 。 泳 動 槽 （ Mupid-2, Cosmobio,Tokyo,Japan） は 1× TAE

で 満 た し ， 1レ -ン に 10μ lの 試 料 を 供 し た 。 ま た ， 分 子 量 マ -カ -と し て 100bp ladder（ SIG

M A genosis） も 同 様 に 泳 動 し た 。 電 圧 は 100Vと し ， BPBが ゲ ル の 3分 の 2の 位 置 に 達 す る ま
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で 泳 動 し た 。 電 気 泳 動 終 了 後 に ， 暗 所 に て ゲ ル を エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 溶 液 に 浸 し て 30分

間 静 置 す る こ と で 染 色 を 行 っ た 。 続 い て 滅 菌 超 純 水 中 で 15分 間 振 と う す る こ と で 余 分 な エ

チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 除 去 し た 。 こ れ に 256nmの 紫 外 線 を 照 射 し て ， 分 子 量 マ -カ -の 移 動

度 か ら 増 幅 し た D N A断 片 を 確 認 し た 。 そ の 後 に ， ゲ ル を 0.5M NaO H， 1.5M NaClの denaturin

g buffer中 で 30分 間 振 と う し ， 続 い て 3M NaCl， 0.5M Tris-HCL（ pH 7.5） の neutralizati

on buffer中 で 30分 間 振 と う し て エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 洗 浄 し た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

７ ） 増 幅 し た D N A断 片 の ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン へ の 転 写

　 洗 浄 し た ゲ ル を 3M NaCl， 0.3M Sodium citrateの 20× SSC中 で 30分 間 振 と う し た 。 ナ イ

ロ ン メ ン ブ ラ ン （ Biodine B,Pall Bio-support,East Hills,N Y） は 滅 菌 超 純 水 中 で 30分 間

振 と う し た 後 ， 20× SSC中 で 30分 間 振 と う し た も の を 使 用 し た 。 ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン へ の

転 写 は 20× SSCに よ る 毛 細 管 現 象 を 用 い た 12時 間 の Upward transfer methodに よ り 行 っ た

。 転 写 終 了 後 に ， 膜 の 電 気 泳 動 し た 原 点 に 印 を 付 け ， 室 温 に 約 20分 間 放 置 す る こ と で 膜 を

乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 に U V cross linker（ Funakoshi,Tokyo,Japan） を 用 い て 膜 上 の cD N Aを

紫 外 線 固 定 し た 。 以 上 の 操 作 は す べ て 滅 菌 処 理 し た 器 具 を 用 い て 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

８ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ -シ ョ ン

　 プ ロ -ブ に は 、 DIGに よ り 3'-tailing labelし た カ タ ラ -ゼ プ ロ -ブ （ 5'-A GTTG GCCACGCG A G

GCACG GTA G G G A ACA GTTCACA G GTATCTGCA G ATA GTTTG-3'(配 列 番 号 3） 、 用 い た 。

　 プ ロ -ブ に は DIGに よ り 3'-tailing labelし た 。

紫 外 線 固 定 し た 膜 を 2× SSC中 に て 約 5分 間 振 と う ， 20× SSCを 洗 い 落 と し ハ イ ブ リ ダ イ ゼ -

シ ョ ン オ -ブ ン (MICRO-4H YBRIDIZATIO N

O VEN;Hybaid,Teddington,U.K.)中 に て 42℃ に 暖 め た 50％ Formamide， 5× SSC， 2％ Blocki

ng regent（ Boehringer） ， 0.1％ Sarkosyl， 0.02％ SDSの hybridization buffer中 に 膜 を

移 し ， 42℃ で 約 2時 間 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ -シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 後 ， ハ イ ブ リ ダ イ ゼ -

シ ョ ン ボ ト ル に そ れ ぞ れ の プ ロ -ブ を 10pmol加 え ， よ く 混 合 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ -シ ョ ン を

開 始 し た 。 42℃ で 16-20時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ -シ ョ ン を 行 っ た 。 以 上 の 操 作 は す べ て 滅 菌

処 理 し た 器 具 を 用 い て 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

９ ） 抗 体 の 結 合 と 発 光 検 出

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ -シ ョ ン し た 膜 を 常 温 で 2× SSC， 0.1％ SDS中 に て 10分 間 の

振 と う を 2回 ， あ ら か じ め 暖 め て お い た 0.1× SSC， 0.1％ SDS中 に て 50℃ ， 15分 間 の 振 と う

に よ る 洗 浄 操 作 を 3回 繰 り 返 し 行 う こ と に よ り ， 膜 に 結 合 し な か っ た プ ロ -ブ を 除 去 し た 。

そ の 後 ， 9.1％ blocking regent， 92m M Maleic acid， 137m M NaCl の blocking buffer中

に 膜 を 移 し ， 常 温 で 30分 間 振 と う す る こ と で 膜 の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ ，

anti-DIGと の 結 合 並 び に CSPDと の 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 ， 膜 を 5-60分 間 常 温 に て X線

フ ィ ル ム に 露 光 し 現 像 し た 。 現 像 し た X線 フ ィ ル ム は ， ス キ ャ ナ -で 取 り 込 み ， NIH-image

に よ る デ ン シ ト メ ト リ -で 発 光 の 強 さ を 測 定 し た 。 以 上 の 操 作 は す べ て 滅 菌 処 理 し た 器 具

を 用 い て 行 っ た 。

　 肝 臓 カ タ ラ -ゼ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 量 は 、 正 常 食 の 発 光 量 を １ ０ ０ と し た 場 合 の 相 対 値 で 表

６ に 示 し た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】
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【 表 ６ 】

【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 で あ る 有 色 フ レ -ク を 食 べ さ せ た 場 合 、 正 常 食 お よ び ア セ ト

ア ミ ノ フ ェ ン 食 と 比 較 し て 、 カ タ ラ -ゼ の 遺 伝 子 発 現 量 が 有 意 に 増 加 し た 。 カ タ ラ -ゼ は 、

過 酸 化 水 素 を 水 と 酸 素 に 分 解 す る 酵 素 で あ り 、 過 酸 化 水 素 は 過 酸 化 脂 質 の 原 因 の 一 つ で あ

る の で 、 本 発 明 の 生 活 習 慣 病 予 防 剤 が 過 酸 化 脂 質 に 対 す る 低 下 効 果 を 有 す る と い う 上 記 結

果 と 整 合 性 の あ る 結 果 と な っ た 。 尚 、 カ タ ラ -ゼ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン の

投 与 に よ る 上 昇 は 見 ら れ な か っ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 本 発 明 は 、 健 康 食 品 等 の 飲 食 品 や 飼 料 の 製 造 産 業 等 に お い て 有 用 で あ る 。

【 配 列 表 】

2007161689000001.app
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