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研究成果の概要（和文）：　日本人の死亡原因の第一位を占めているガンは，食品中の機能性成分により予防可能であ
るという知見が多く報告されている。しかし機能性成分を含む食品類は，実際の食生活では加熱処理，更には消化酵素
などの作用を受ける事になる。本研究では，それら作用によって活性が変化するかについて検討した。
　タンパク質を多く含む食品を加熱した際に，発ガン物質が生成されたが，活性がある食品を一緒に添加すると生成は
抑えられた。また，活性を示す素材を消化酵素処理しても活性に変化はなかった。それら活性成分は発ガン物質に作用
していることも予想できた。活性を持った食品は実際の食生活でも効果を示すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：There are many reports to be able to prevent cancer, which is the first place of 
Japanese cause of death, by food factors. But foods, contain the factors, are treated by many process 
such as heat treatment and digested by enzymes etc. in dietary habit. In this study, their bioactive 
changes by these processings were investigated.
A carcinogens and/or mutagens were produced by heat treated high protein food. However, the formation of 
carcinogens and/or mutagens decreased, when the foods contained activities were heated together. In 
addition, the activity did not change even if the active materials were treated with digestive enzyme. It 
was expected that those active ingredients acted with carcinogens and/or mutagens directly. Therefore, it 
was suggested that the food containing the activity showed an effect in the eating habits.

研究分野： 食生活

キーワード： 抗変異原性成分　Nostoc属　消化酵素　加熱処理　活性発現メカニズム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
1981 年から日本人の死亡原因の第一位は

ガンが占めており，現在に至るまで増加の一
途をたどりながら第一位を継続しており，こ
の傾向は今世紀半ばまで変化する事はない
と予想されている（人口動態統計（2015））。
疫学調査の結果より，ガンの主要な発症要因
は，喫煙と食べ物で，他の要因を合わせて，
75％以上が発ガン物質による化学発癌であ
ることはよく知られている（M. Kee ら
（1983））。また，米国におけるデザイナーフ
ーズ計画などにおいて，食生活に気を付ける
ことによりガンを予防する事ができること
も知られている（大澤ら（1995））。 

前世紀の後半から活発に進んだ食品の第 3
次機能成分を明らかにする研究の一環で，発
ガン物質と関連性の高い変異原物質に対す
る抗変異原成分も精力的に明らかにされ（小
原ら，2013，2014，2015），これら物質がガ
ンの予防に有効に作用するのではないかと
期待されている。 
これら活性成分を含む食品類は，実際の食

生活では加熱処理を受け，更には実際に食用
に供すると消化酵素などの作用を受ける事
になる。しかし，これら複雑な処理によって
活性がどのように変化するかについて検討
した研究は寡聞ながら多く見受けられない
が，本知見を明らかにすることは，活力ある
高齢社会を構築するために必要な事である。 

 
２．研究の目的 
上記の背景の下，この複雑な系を通じて人

体に影響を与えるか否かを推定するために，
以下のモデルケースを通じて明らかにする
ことにした。 
① 動物性食品を加熱処理して生じる変異

原物質（主にヘテロサイクリックアミン
類（以下 HCA 類））の生成に対して活性
成分を含む食品を添加した際の生成へ
の影響 

② 研究代表者が明らかにした抗変異原性
を示す試料を用いて消化酵素処理する
事により試料の示す活性の消長 

③ 上記項目で活性を示した際の活性発現
メカニズムの推定 

 
３．研究の方法 
上記目的を達成するために以下実験を行

った。 
１） 高タンパク性食品を加熱処理して

生じる変異原物質（主に HCA 類）の生
成に対して活性成分を含む食品を添加し
た際の生成への影響 

HCA は，特に加熱調理された肉や魚等の
タンパク性食品で形成されることが多い。そ
のため日常生活において摂取する機会が多
く，HCA 形成を減少させることで発がんの
リスクを減らすことが期待できる。 
本研究では鶏肉と豚肉を用いて，加熱時間

と肉の種類の違いによる調理ロスの変化を

調べ，HCA 生成量の増減を HPLC 法による
分析（Y. Yao ら（2013），山本ら（1988），
江越ら（1995））と Ames test による変異原
性試験（矢作ら（1980））により評価した。
さらに豚肉においては抗変異原性を示すと
以前に報告のあった調味料・スパイス添加に
よる影響も調べた。 
２） 抗変異原性を示す試料を用いて消

化酵素処理する事により試料の示す活性
の消長 

胃の消化酵素であるペプシンと小腸で主
要な役割を果たすパンクレアチンによる処
理によって抗変異原性に変化が生じるか検
討をした。 
ペプシン溶液(pH2)あるいはパンクレアチ

ン溶液(pH7.5)に，抗変異原性を示す試料溶
液（今回は，食材として利用されている微細
藻類の一種（Nostoc 属）及び春日井サボテン
を研究試料として使用した）及び変異原物質
を加えて 37℃で前者は 30 分，後者は 2 時間
作用させた後に抗変異原性試験を行い，コン
トロール区と比較することにより活性を調
べた。 
３） 消化酵素処理によって活性を示し

た試料の活性発現メカニズムの検討 
Ames 試験で抗変異原活性が確認された葛

仙米活性成分が 1-NP に対してどのように作
用しているのか調べるために，短時間かつ簡
便に分析できる薄層クロマトグラフィーに
よる分離能を用いて調べた。葛仙米活性成分 
(メタノール画分，酢酸エチル画分)の 1-NP
に対する影響は，二次元薄層クロマトグラフ
法により出現したスポットで確認した。 
まず，メタノールを用いて濃度調製した

1-NP に葛仙米酢酸エチル画分またはメタノ
ール画分 100µL に 1-NP を 100µL ずつ加え，
37℃の恒温槽で 30 分間振盪させた。得られ
た混合液をそれぞれ酢酸エチル画分＋1-NP
溶液，メタノール画分＋1-NP 溶液として試験
に供した。 

TLC プレート(Silica gel 60F254)に抗変異
原性を示した葛仙米抽出画分，1-NP 溶液，
葛仙米抽出画分＋1-NP 溶液をそれぞれスポ
ットした後に展開させた（展開溶媒（ヘキサ
ン：酢酸エチル=4：6））。展開した後で目視
および紫外線ランプ(256Å)でスポットを確
認した。その後 TLC プレートを風乾させた
後に 90 度回転させて展開溶媒（酢酸エチル
=2：8）を用いて展開を行った。展開した後
に目視および紫外線ランプ(256Å)でスポッ
トを確認し，上記の試料溶液ごとに比較し，
スポットの消失や新たなスポットの出現な
どを確認した。 
 
４．研究成果 
1) 実動物性食品を加熱処理して生じる変

異原物質（主に HCA 類）の生成に対し
て活性成分を含む食品を添加した際の
生成への影響 

表 1 に示したように，鶏肉では加熱時間 7



分間，14 分間ともに HCA 類は検出できなか
った。しかし，豚肉においては多くの HCA
類において加熱時間が延びることによって
HCA 類の含有量が増えている。また，両試
料の変異原性を測定したところ，豚肉は復帰
コロニー数が 7 分で 800 に対して 14 分で
1600，鶏肉では 100 に対して 250 と両方と
も加熱時間が延びるのと並行して変異原性
は上昇していた(図 1)。 

このことより例外も認められるが，鶏肉と
豚肉において加熱時間が長くなればなるほ
ど HCA 形成量も増加したと結論した。 

 
 

 IQ MeIQ MeIQx 4,8-DiMeIQx PhIP 

鶏肉  7 分 ND ND ND ND ND 

14 分 ND ND ND ND ND 

豚肉  7 分 ND 0.390 0.169 0.233 ND 

14 分 ND 0.822 0.211 0.349 ND 

(ng/g) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
次に，我々はこれら食品を摂取する際には，

多くの場合，調味料や他の食材と一緒に加熱
処理する。そこで，今回はモデルケースとし
て「豚肉生姜焼き」をイメージした加熱処理
を行い，変異原性の動向と HCA の生成量を
調べた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 2 からも明らかなように，調味料を添加

して加熱処理を行った場合，そのまま加熱す
るよりも変異原性が上昇する場合もあるが，
複数の調味料を添加することにより変異原
性は低下することが観察された。 
また，それと同様に各種 HCA の生成量も

変化している。これら HCA は，種類によっ
て変異原性の強弱に差があるので，変異原性
の増減と全てが並行して生成量が低下して
いるわけではないが，概観すると生成量は全
ての調味料を添加した際に減少する傾向が
観察された（表 2）。今後，さらにその解釈に

ついては検討を加える必要がある。 
 
 

 醤油 醤油＋生姜 醤油＋砂糖 
醤油＋砂糖

＋生姜 

IQ 2.26 1.41 5.02 3.26 
MeIQ 1.22 2.00 1.04 0.82 
MeIQx 0.40 0.78 0.36 0.38 
2,8-DiMeIQx 1.01 0.53 0.37 trace 
PhIP ND ND 1.75 trace 
 
2) 抗変異原性を示す試料を用いて消化酵

素処理する事により試料の示す活性の
消長 

① 微細藻類（Nostoc 属）及びその他の抗
変異原活性 

変異原物質は，取込まれた物質そのものが
直接 DNA に損傷を与える直接変異原物質と，
代謝活性化された物質が DNA に損傷を与え
る間接変異原物質に分類される。 
本試験では，発ガンイニシエーターであり

各種変異原物質に対する消失作用を検討し
た。即ち，試料の各画分の濃度は 1mg/mL に
統一して行った。各変異原物質の濃度は，1
日に摂取する食品によって誘起されると推
定される総変異菌数が 340,000(-S-9)である
ことを参考に(大村ら(1986))，40,000 の約
1/1000 に相当する復帰コロニー数を生じる
濃度(1-NP:1.5μg/mL，Trp-P1:0.7μg/mL 及
び IQ:20ng/mL)に調製して行った。 
まず，直接変異原物質に対してどの程度抗

変異原性を示すのかを検討した。 
n-ヘキサン，酢酸エチル，メタノールで順

次超音波抽出した Nostoc 属(髪菜，イシクラ
ゲ，葛仙米)各抽出物 1mg/mL の 1-NP に対
する抗変異原活性を以下に示した。髪菜のヘ
キサン抽出画分は収量が少なく必要量採取
することが出来なかった為，酢酸エチルとメ
タノール抽出画分のみで実験を行った。 
髪菜は酢酸エチル抽出画分が 17.0%，イシ

クラゲはヘキサン抽出画分が 26.4%，葛仙米
はヘキサン抽出画分が 30.5%と最も高い活性
を示した。各画分の濃度をさらに 2mg/mL と
5mg/mLに調整して抗変異原活性を測定した
ところ，葛仙米のヘキサン抽出画分を例外と
して，活性は濃度依存的に上昇し，またイシ
クラゲと葛仙米は濃度を 5mg/mL に上げると
酢酸エチル抽出画分の活性がそれぞれ 62.3%，
89.1%と 3 画分の中で最も高い活性を示した。 

また，4-NQO に対しては，髪菜は酢酸エチ
ル抽出画分が 36.6%，イシクラゲが 3 画分と
も 50%前後の活性を示した(ヘキサン:49.4%，
酢酸エチル:60.3%，メタノール:60.3%)が，葛
仙米は 3 画分とも活性を示さなかった。 
次に間接変異原物質 Trp-P-1 及び IQ に対す

る抗変異原性を検討した。 
Trp-P-1 に対しては，試料 3 種類とも活性

を示さなかった。しかし同じ間接変異原物質
でありHCA類の 1つである IQに対しては，
イシクラゲは酢酸エチル抽出画分が 43.6%，

表 1 鶏肉，豚肉の加熱処理によって生じる HCA 類 

図 1 鶏肉，豚肉の加熱によって生じる変異原性 

図 2 豚肉加熱処理による変異原性に対する調味料の影響 

表 2 豚肉加熱処理による HCA 生成における調味料の影響 



葛仙米はメタノール抽出画分が 43.0%と他の
画分と比較して高い活性を示した。髪菜は 3
画分とも活性を示さなかった。 杉村は，変
異原物質の HCA 類は大別すると，IQ のよう
にイミダゾール部分が構造に組み込まれた
もの(IQ-type)と，Trp-P-1 のようにイミダゾ
ール部分の無いもの(non-IQ-type)とに分類
でき，魚肉・牛肉を加熱した時は IQ-type が
多いと報告している(1995）。このように食品
に含まれる変異原物質は化学構造上多様な
種類が存在する。よって種々の変異原物質に
対しての抗変異原活性を評価することは，髪
菜，イシクラゲ，葛仙米の示す抗変異原活性
が実際の食生活において多岐に働くことに
繋がる。 

Nostoc 属 3 種類の各画分の各種変異原物
質に対する抗変異原活性の強さを表 1にまと
めた。イシクラゲの酢酸エチル抽出画分は直
接変異原物質に対して最も高い抗変異原活
性を示し，間接変異原物質の IQ に対しても
同様の抗変異原活性を示した。よって種々の
変異原物質を抑制する可能性が示唆された。 

 
 

 直接変異原物質 間接変異原物質 

 1-NP 4NQO Trp-P1 IQ 

髪菜   

ヘキサン NT NT NT NT 

酢酸エチル ± ＋ － － 

メタノール ＋ － － － 

イシクラゲ    

ヘキサン ± ＋ － － 

酢酸エチル － ＋＋ － ＋ 

メタノール ± ＋＋ － － 

葛仙米    

ヘキサン ± － － － 

酢酸エチル ± － － ± 

メタノール ＋ － － ＋ 

 
 
 
また，詳細なデータは示していないが，研

究代表者がアドバイザーとして参画し地元
製品としてブランド化を進めている春日井
サボテンについても同じ手法で検索を進め，
酢酸エチル画分に 1-NP に対する抗変異原性
が存在することを明らかにしている。また，
本画分の活性成分の一つがフェルラ酸であ
ることも見出している。 
② 1-NP に対する抗変異原活性の消化酵素

処理による活性の消長 
実際の食生活を想定して，活性を示した試

料に対して消化酵素処理を行い，活性の変化
を調べた。 
粉末乾燥物の試料と 1-NP を消化酵素溶液

中で反応させたものを試料溶液として抗変
異原活性試験を行った。ペプシン処理区，パ
ンクレアチン処理区共に無処理区と有意な
差を示さなかった。このことから，今回使用
した試料の髪菜，イシクラゲ，葛仙米は，消

化酵素処理によって活性は消滅せずに維持
されると推察された。 
次に 1mg/mLの濃度で 1-NPに対して高い

抗変異原活性を示した髪菜の酢酸エチル抽
出画分，イシクラゲのヘキサン抽出画分，葛
仙米のヘキサン抽出画分について，同様に消
化酵素処理をして抗変異原活性試験を行っ
た。イシクラゲと葛仙米はペプシン処理区，
パンクレアチン処理区共に無処理区との間
に有意な差を示さなかった。髪菜はペプシン
処理では，pH2.0 において活性が消滅したの
に対し，pH4.0 と pH 5.0 では活性が復活し，
さらに無処理区より優位に高い活性を示す
結果となった(p<0.05)。胃内は本来 pH2 と言
う事になっているが，実際は食品などの固形
物が入ることによって，pH4 程度に上昇して
いる場合もあるので，実際の食生活において
活性は残っている可能性が高いことが示唆
された。Nostoc 属や他の微細藻類についての
消化酵素処理における抗変異原活性の変化
についての報告は，寡聞ながら研究代表者の
調べた範囲では見受けられなかったが，
Fern ndez らは，一般的に消化酵素処理によ
って機能性成分の構造が変化し，この理由と
して処理時間や消化液の pH の違いによるも
のだと述べている(2013)。本実験における髪
菜の酢酸エチル抽出画分も，pH の変化によ
って抗変異原活性が減少或いは増加したの
かもしれない。今後詳細に検討をする必要が
ある。 
 
3) Nostoc 属の抗変異原成分の活性発現メ

カニズムの推定 
1-NP に対し活性を示した葛仙米抽出物

（酢酸エチル画分，メタノール画分）が 1-NP
に対してどのように影響しているのか調べ
るために薄層クロマトグラフィー(TLC)によ
る分離・分析を行った。 
酢酸エチル画分を 1-NP に作用させた際の

結果を図 3 に示した。左から酢酸エチル抽出
画分を分離したもの，1-NP のみを展開した
もの，酢酸エチル画分と 1-NP を作用させた
混合液を分離したものとなっている。 
図 3 より明らかなように，酢酸エチル画分

及び 1-NP 由来のスポット以外に，新しいス
ポットN1及びN2が新たに出現をしており，
活性成分が 1-NP に作用して新たなスポット
に由来する生成物を生成する事によって変
異原物質，1-NP，の変異原性を減少させた事
が予想された。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
次に，メタノール画分と 1-NP を作用させ

++, 60%以上 : +, 31~60% : ±, 15~30% : －, 15%未満  

 NT：試験できず  

 

表 3 Nostoc 属 3 種類の抗変異原性 

図 3. 葛仙米酢酸エチル画分の 1-NP に対する影響 

(ヘキサン：酢酸エチル＝4：6 and ヘキサン：酢酸エチル＝2：8) 



た際の結果を図 4 に示した。左からメタノー
ル抽出画分を分離したもの，1-NP のみを展
開したもの，メタノール画分と 1-NP を作用
させた混合液を分離したものとなっている。 
図 4より明らかなように混合液を分離した

図において，点線のスポットで示した 1-NP
のスポットが観察できなくなり，1-NP が消
失した可能性が示唆された。しかし，酢酸エ
チル抽出画分との混合液を分離した際に観
察できた新たに出現したスポットはみあた
らなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から，葛仙米の酢酸エチル画分

は，1-NP と反応し，新しい物質を生成する
こと，メタノール画分は 1-NP に作用し 1-NP
のスポットを消失させることで高い抗変異
原活性を示したことより，抗変異原性を示す
物質は変異原物質に作用して新たな物質を
形成することが示唆された。 
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図 4 葛仙米中メタノール画分の 1-NP に対する影響 

(ヘキサン：酢酸エチル=5：5 and  酢酸エチル 100％) 
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