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研究成果の概要（和文）：まず3種類のラジカル種を用いて、メラノイジン類似生成物（MLP）またはMLPをさら
にメタノール分画した試料の抗酸化活性を測定した。また、抗酸化活性と相関があると考えられているシミそば
かすの発生原因であるチロシナーゼに対する各種MLPの阻害活性も測定した。最後に、MLPの添加によって塩に対
する実験植物の耐性がどう影響を受けるのかを考察するために、植物体のミネラル濃度を測定する以外にも抗酸
化酵素活性などの生化学的指標も同時に測定した。結果として、抗酸化活性をもつMLPを培地に添加することに
よって、実験植物の耐性が上がることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that the addition of melanoidin-like product (MLP) from 
sugarcane molasses has positive influence on the growth of rapeseed. In this report, we first 
conducted the characterization of antioxidative activity of MLP and its derivatives obtained by 
alcoholic fractionation. In addition, MLP was revealed to have an inhibitory activity toward 
tyrosinase that is associated with the expression of melamine causing spots and freckles. Finally, 
we examined the influence of MLP on the salt tolerance of rapeseed by addition of sodium chloride or
 artificial seawater to the medium. Furthermore, we investigated several biochemical markers in the 
harvest time. As a result, it was demonstrated that the superoxide dismutase activity was 
significantly elevated by addition of MLP. This is contrary to our expectation that the 
antioxidative activity of MLP would remove superoxide produced under such a salinity stress.

研究分野：環境科学

キーワード： 植物除塩　塩害　食品廃棄物　抗酸化活性　メラノイジン　廃糖蜜　ファイトレメデーション　耐塩性
植物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MLPは抗酸化活性を持つことから、塩ストレスにより発生した活性酸素をMLPが解消するために本来その役目を担
うSODの活性が低下するのではないかと以前は考えていた。しかし、MLP添加により植物の活力増加が観察され、
かつSOD活性も上がることが判明したので、培地に添加されたMLPによる植物の活力上昇の原因は、MLPの抗酸化
活性特性によるものではないことがわかった。また、人工海水添加条件では植物体のMg濃度が高くなり植物の活
力が上がることことから、海水の侵入による塩害土壌においてMLP添加と組み合わせた植物除塩は非常に有効な
修復方法であることが結論づけられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
廃糖蜜とは精糖工場で発生する副産物であり、
世界で年間約 5100万トンも発生している。廃糖蜜
は残存糖を多く含むためにバイオエタノール生産
に利用されているが、発酵液の蒸留後の残渣は有
機物含量や色度が非常に高いため、そのまま廃棄
すると深刻な環境問題を引き起こす事が報告され
ている。そのため、微生物による有機物やメラノ
イジン類似生成物（MLP）の分解や、凝集・沈殿、
酸化処理によって廃液中のMLPを除去・分解して
色度を下げる処理がなされている。しかし、これ
らの処理には多量の水と広大な土地が必要となり、
かえって環境汚染を助長させる事が懸念される。
研究代表者は以前、酸性化した希釈廃糖蜜を合成
吸着樹脂 XAD-7HP を充填したカラムに通液する
事で廃糖蜜中の残存糖とMLPを分離・回収する非
常に簡素なシステムを開発した（図 1）。 また、
MLPが多くの重金属に対してキレート活性を持つ
事を最近発見し、各金属イオンに対するキレート
容量を明らかにした。1)

 
植物修復とは、水分や養分を根から吸収する能力を利用して土壌や地下水中の汚染物質
を植物に吸収させる技術である。従来の掘削除去や化学物質の抽出作業など物理的/化学的
修復技術と比べて、安価で広範囲の土壌処理が可能な環境調和型の技術である。一方で、
植物修復には生長に時間がかかる点や生育環境によって体内吸収率が異なるという課題も
ある。これらの解決策として、キレート剤を添加して土壌中の金属の移動性を高めて植物
体内への吸収率を上げる試みが世界中で研究されている。研究代表者はダイコン Raphanus 
sativus やセイヨウアブラナ Brassica napus などアブラナ科植物を、MLP を含む各種キレー
ト剤と硫酸銅または硝酸鉛含有培地で栽培した結果「MLP は植物体内に多くの重金属を取
り込ませるが、クエン酸錯体のような毒性は示さない」という植物修復促進剤として優れ
た特性を示す事を明らかにした。2)

 
 
 
２．研究の目的 
第一の目的は、MLP を添加した塩性培地で植物を栽培して、各組織の Na 蓄積量と抗酸
化酵素活性そしてバイオマス量を調査する事によって、塩性培地における植物修復の促進
剤としてMLPが有効であるか、フミン酸など他のキレート剤の結果と合わせて評価する事
である。第二は、MLP自身の詳細な抗酸化活性特性を調査して、MLP添加による植物修復
実験での環境ストレス緩和によるバイオマス量の増大効果がMLP自身の抗酸化能に起因す
るのか、前述の抗酸化酵素活性の結果と合わせて総合的に考察する事である。 
 
 
３．研究の方法 
（1）MLP自身の抗酸化活性 
申請課題では、MLPまたはアルコールで MLPをさらに分画した試料を用いて、3 種類のラ
ジカル種を用いて抗酸化活性を測定した。具体的には、水系溶媒中での抗酸化活性を想定
して合成ラジカル ABTS、有機系溶媒中でのそれを想定して合成ラジカル DPPH、生体内
でのそれを想定して O2

–に対するラジカルの消去活性を測定した。ABTSと O2
–消去活性測

定は、それぞれ Yan らの手法 3)とファンケルの手法 4)でおこなった。DPPH 消去活性測定
は，Tanakaらの手法 5)を参考におこなった。  

 
（2）NaClを含む培地での各種キレート剤の植物修復への効果 
塩害に強く経済的に利用価値の高い園芸アブラナを用いた植物修復実験を行ない、添加す

 

図 1. 廃糖蜜からのエタノール生産 
一般の廃糖蜜発酵工場でも雑菌のコ
ンタミン防止のため希釈廃糖蜜を
pH4 程度まで酸性化するため、申請
者の処理法で得られる糖画分はその
まま酵母発酵工程に使う事ができ
る。難分解性のMLPがないため、そ
の蒸留残渣の廃棄処理は容易。 



るMLPの植物修復に対する効果（バイオマス量，Na蓄積量，各種生化学的指標）を調査した。
Na濃度に関しては、植物が塩害の症状を呈する280 mM前後に設定した。種子からある程度の
大きさまで人工気象器内で寒天培地において育成してから、本学のプロジェクト棟屋上
に設置したグリーンハウス内で9月上旬から二ヶ月間栽培した。収穫した植物体は各種
生化学的指標を測定した後で、真空乾燥器で完全に乾燥させて根と苗条の乾燥重量を測定
した。各組織のNaを始めとして、K，Mg，Ca濃度を誘導結合プラズマ発光分光分析法で測
定した。 
 
 
４．研究成果 
（1）MLPの抗酸化活性 
サトウダイコンとサトウキビ由来の廃糖蜜（国内三社の精糖会社から提供）のMLPを、
親水性吸着樹脂 XAD-7HP に吸着させて糖液と分離した。そして、樹脂からアルカリ溶出
させた MLP と様々のメチルアルコール濃度で溶出させた MLP を調整した。一方で、疎水
性吸着樹脂 XAD-4 を用いた同様の実験もおこなって、メタノール分画 MLP 試料を調製し
た。こうして得られた各種MLPと陽性対照としてアスコルビン酸とトロロックス、そして
陰性対照としてスクロースの抗酸化活性を測定した。代表的な結果として図 2 に、各種
MLPの O2

–に対する抗酸化活性（IC50）を示す。 
廃糖蜜の原料別の IC50値をみると、どのラジカル種もサトウダイコン（beet）由来より
もサトウキビ（sugar）の MLP（Fuji または Meiji）の抗酸化能が高いことがわかった。
ABTSと DPPHに関しては、フジ日本精糖（Fuji）よりも大日本明治製糖（Meiji）提供廃糖
蜜の MLP の抗酸化能が高いことがわかった。吸着樹脂別でみると、DPPH と O2

–に関して
は，XAD4（X4）よりも XAD7（X7）樹脂で分画したMLPの抗酸化能が高いことがわかっ
た。分画したメタノール濃度が抗酸化能に与える影響として，DPPH では濃度が高くなる
に従って抗酸化能は強くなった。O2

–に関しては、分画したメタノール濃度と抗酸化能の間
に強い相関が確認できた（図 2）。特に XAD7 樹脂での 75%メタノール分画試料（X7-Fuji-
Me75 と X7-Meiji-Me75）は，アスコルビン酸と同等の抗酸化能を示した。ABTS に関して
は、分画濃度と抗酸化能との間に顕著な相関が確認できなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）MLPのチロシナーゼ阻害活性 
 抗酸化活性と相関があると考えられているシミそばかすの発生原因であるチロシナーゼ
に対する各種 MLP の阻害活性を測定した。国内三社より提供の廃糖蜜由来の MLP 全てか
らチロシナーゼ阻害活性が確認できた。そのなかで X4樹脂からメタノール 100%画分に溶
出してきたフジ日本精糖会社の廃糖蜜試料（X4-Fuji-Me100）は、最大のチロシナーゼ阻害
活性率（37%）を示した。メタノール濃度勾配によって XAD-4 樹脂カラムから溶離した
MLP分画試料では，X4-Fuji-Me50 < X4-Fuji-Me75 < X4-Fuji-Me100という順の阻害活性の強
さを示した。このことから、MLP の中で疎水性の強い成分がチロシナーゼ阻害活性を強く
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図 2．各種MLPの O2–に対する抗酸化活性 
各実験は、三連でおこなった。エラーバーは、標準偏差を示す。 



示すことが示唆された。最も強い阻害活性を示した X4-Fuji-Me100 のチロシナーゼに対す
る IC50値は、約 140 μg/mLだった．Lineweaver-Burkと Dixonプロット解析によって，混合
阻害形式でチロシナーゼを阻害し、その阻害定数は 83 μg/mLであることがわかった。 
 
（3）園芸アブラナを用いた植物除塩へのMLP添加の影響 
培地の Na濃度条件としては 280 mM を最大塩濃度に設定して，NaCl水溶液と実際の塩
害を想定して人工海水を準備した。そして、MLP を培地に添加することにより塩に対する
実験植物の耐性がどのような影響を受けるのか考慮するために、植物体中のミネラル濃度
を測定する以外に pH，糖度，電気伝導度，硝酸イオン濃度，スーパーオキシドディスムタ
ーゼ（SOD）活性などといった生化学的指標を測定した。植物除塩実験の結果として、人
工海水を加えた条件ではMLPの添加量とは無関係に、NaCl添加条件と比較してMgのみが
二倍ほど多く取り込まれるという興味深い結果を示した。NaCl及び人工海水 280 mM添加
条件において、MLP を添加しない条件では全ての植物体が枯死した。収穫した植物体の各
種生化学的指標の中で、導電率，糖度，硝酸イオン濃度では塩やMLP添加による有意な増
減は見られなかった一方で、pH 値は塩濃度 140 mM の条件では MLP 添加によって有意に
低下することがわかった。また、MLP添加条件において SOD活性が対照実験と比べて有意
に増加したことから、MLPを添加することによって植物は SODの発現量を増加させて、塩
ストレスに順応させる効果があることがわかった（図 3）。以上のことから、培地へのMLP
添加はアブラナを用いた植物除塩実験に有効であることが示唆された。 
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図 3. 園芸アブラナの SOD活性 
グラフ下の条件系列において w/oは MLP無添加の条件、MLP100は MLPを 100 
mg/Lの濃度で添加した条件、MLP500は MLPを 500 mg/Lの濃度で添加した条
件を意味する。各条件の標本数は 5である。エラーバーは標準偏差を示す。灰色
の棒グラフは 1ヶ月後、黒は 2 ヶ月後の試料の値を示す。薄い水色背景は NaCl
添加培地、濃い背景は海水添加培地を示す。 

blank 140 mM 280 mM 
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