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研究成果の概要（和文）：近年、メイラード反応後期生成物（AGEsもしくはmelanoidins）含量の高い食品を多く摂取
すると糖尿病が悪化するなど、我が国のAGEs含量の高い伝統食品である味噌や醤油の摂取も危険性が問われている。今
回我々は、味噌中のタンパクに存在するAGEsに対する抗体を作製し、味噌中AGEs含量の測定を可能とした。現在、抗体
と反応する構造を解析中であり、このAGE含量と病態の関与を解明することにより、AGEsを含有することによる味噌の
風評被害などを低減できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Recent studies demonstrate that Advanced Glycation End-products 
(AGEs)/melanoidins generated from the Maillard reaction in foods are associated with the worsening of 
diabetes. Those reports raise questions about the risk for intake of Japanese traditional foods such as 
Miso and Soy source. In the present study, we developed the assay system for AGEs content in Miso by 
instrumental analysis and immunochemical method. Accurate measurement of AGEs content in Miso may 
decrease the harmful rumor.

研究分野： 生化学　食品化学

キーワード： メイラード反応　食品　安全性　栄養学

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

 我が国ではメイラード反応を利用した伝

統的な食品が多く存在し、その後期生成物

（AGEs）の生成を制御することによってより

嗜好性の高い食品を開発する研究が続けら

れている。海外ではコーヒーやビールなどの

褐色色素の形成、香気及び味覚成分として長

きにわたり AGEs の研究が行われてきた。ま

た AGE化タンパク質は消化酵素による分解能

が低下するため、食物繊維と同様、腸内細菌

の繁殖を促しプレバイオティクス作用を有

することも報告されている(Rufián-Henares 

JA ら、J Agric Food Chem. 57(2):432-438, 

2009)。これに対して、生体内で酵素やコラ

ーゲン等の構造タンパク質に生成した AGEs

が加齢関連疾患の発症に関与することから

(Nagai Rら J. Biol. Chem. 282. 34219-34228, 

2007)、食品から経口的に摂取された AGEsも

生体に負の作用を及ぼす可能性が指摘され

ている。実際、AGEs 高含有の食品はマウス

(Sandu Oら、Diabetes 54. 2314-2319, 2005)

およびヒト(Uribarri J ら、Dibetes Care 34. 

1610-1616, 2011)において糖尿病の発症率を

増加させるという米国グループの研究報告

がなされ、味噌・醤油をはじめとする AGEs

高含有食品の安全性が広く問われはじめて

いる（図１）。しかし、これら AGEs高含有食

品のモデルは 230℃で 30分加熱するなど、一

般的調理法とは逸脱した条件で調製されて

いることが多い。また、永井ら（申請代表者）

は温度によって生成する AGEs の種類が変化

することを報告している(AGEs/メラノイジ

ンの生体応答とそのメカニズム：第 19 回日

本メイラード学会・シンポジウム)。食品中

AGEs の善悪に関する情報が錯綜する背景と

して、AGEsが単一構造ではなく定量が困難で

あり、生体への影響を評価する方法も統一化

されていないため、危険性が過剰に見積もら

れてしまう状況を招いている。 
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図１：食品における AGEs の利用価値と疑問

点 

 

２．研究の目的 

AGEs 高含有食品の危険性に関する情報が

錯綜する理由として、①AGEs は単一構造では

ないこと、②正確な定量が困難であり食品中

AGEs 含量の情報が統一されていないことが

あげられる。今回、特に味噌に焦点をあて、

AGEsの定量、生物学的影響に対する評価を行

い、安全性評価のみならず、新たな品質評価

の指標を構築する。 

 

３．研究の方法 

味噌中 AGEsの測定 

様々な味噌(図 1)1ｇを量りとり 3mLの蒸留

水を加えて TritonX-100 (final 0.5%)存在下

でテフロンホモジナイザーにてホモジナイ

ズした後、4000rpm 10min で遠心した。上



清をタンパク定量、アセトン沈殿にて脱塩し、

5-20%グラジエントの SDS-PAGEで解析を行っ

た。 

図 1： 様々な味噌試料 

 

褐色色素の単離 

SDS-PAGE の時と同様に味噌成分を抽出

し、ホクエツ HS、セパビーズなどの樹脂に

かけ、NaOH, HCl 等で色素成分を単離した。 

 

質量分析装置による分析 

SDS-PAGE の時と同様に味噌成分を抽出

し、分子量フィルターで濾過、脱塩、有機溶

媒抽出等で処理条件を検討し、液体クロマト

グラフィータンデム質量分析装置

（LC-MS/MS）で AGE 構造体として知られる

N-(carboxymethyl)lysine (CML)の分析を行

った。なお、熟成に伴う CML 含量の変化を

測定する目的で、未熟成の味噌を作製した。 

 

抗体作製 

味噌や醤油の熟成過程において、糖の分解

からグリセルアルデヒド（GLA）の生成を推

測した。そこで、グリセルアルデヒド修飾し

たウシ血清アルブミン(GLA-BSA)をマウスに

免疫し、グリセルアルデヒド修飾した

Keyhole limpet hemocyanin (GLA-KLH)陽性、

未修飾の BSA陰性の抗体産生ハイブリドーマ

を探索し、GLA由来 AGEs 構造に対するモノク

ローナル抗体を作製した。新たに得られたグ

リセルアルデヒド由来 AGEs 構造に対するモ

ノクローナル抗体と、熟成期間の異なる味噌

との反応性を確認する。また、α位を Cbzで

保護したリジンとグリセルアルデヒドを保

温した後、生成物を高速液体クロマトグラフ

ィーで分取し、どの画分が抗体と反応するか

を競合法 ELISA で確認し、抗体のエピトープ

を解析した。単離された抗体と反応性を示す

画分は精密質量分析装置及び NMRで構造解析

を行った。 

 

４．研究成果 

SDS-PAGE による解析 

5-20%グラジエントのSDS-PAGEで解析を行

った所、熟成した味噌ではバンドがほとんど

検出されなかった(図2)。これは熟成に伴って

タンパクの大半はペプチドレベルに分解され

ていたと考えられる。 

 

図 2： SDS-PAGE による蛋白の単離 

 

褐色色素の単離 

食品の色素成分を抽出するホクエツHSあるい

はセパビーズ樹脂にかけ、味噌中の色素成分

の単離を行った(図3)。その結果、ホクエツ

HS樹脂にかけた後、1N NaOHで溶出するこ

とによって、味噌中の色素成分が単離できる

ことが確認された。 

 



図 3： 色素成分の単離：(左)単離前、（右）

単離後 

 

質量分析装置による分析 

分子量フィルターで濾過、脱塩、有機溶媒

抽出等で処理条件を検討し、タンデム質量分

析装置で AGE 構造体として知られる CML

の分析を行った。低分子画分を抽出すること

によって、CML が綺麗に検出されることが

明らかとなった(図 4)。これに対して、未熟

成味噌では CML 含量が非常に低く、測定が

困難であった。 

Sample 1 （未熟成味噌）

Sample 10（赤味噌）

プロダクトイオン 84

プロダクトイオン 130

プロダクトイオン 84

プロダクトイオン 130

 

図 4：未熟成味噌と赤味噌中の CML 検出結果

比較 

 

また、米・大豆、大豆、麦・大豆の味噌でそ

れぞれ CMLを測定した結果、以下の通りとな

った(図 5)。 

 

 

米・大豆 

大豆 

麦・大豆 

 

図 5：各種味噌における CML の測定 

 

抗体作製 

GLA で AGEs 化したウシ血清アルブミン

(GLA-BSA)をマウスに免疫して 3 株のモノク

ローナル抗体を得た。特に活性の高かった

2A5の反応性を酵素標識免疫法（ELISA）で確

認した結果、GLA 修飾蛋白と強い反応性を示

した(図 6) 。 

図 6：2A5 の反応性 

 

本抗体を用いて、味噌中 AGEs を競合 ELISA

で測定した。競合 ELISAのため、発色を抑制

した試料は AGEs 含量が高いと評価できる。

その結果、＃11-12の味噌が特に AGEs 含量が

高いことが確認された(図 7)。 

 

図 7：競合 ELISA による味噌中 AGEs の測

定 

 

また、GLA 由来 AGEs を認識するモノクロー

ナル抗体のうち、特に活性の高かった 2A5 の

エピトープ解析を行った。その結果、本抗体

は GLA修飾した Ac-Lysと反応性を示したが、

GLA 修飾した Ac-Arg や Ac-His とは反応性を

示さないことが競合 ELISAで確認され、本抗

体のエピトープ構造は Lys 由来の AGEs 構造

であると考えられた。次に GLAと Lys由来の

AGEs構造をさらに特定する目的で、αアミノ

基が CBZで保護された Lysを用いて GLA修飾

体を作製し、ODS カラムを備えた高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）で分画を行った。

現在、本抗体のエピトープ構造を解析中であ

る。 
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まとめ 

食品の色素成分を抽出するホクエツHSある

いはセパビーズ樹脂にかけ、味噌中の色素成

分の単離を行った結果、ホクエツHS樹脂で効

率良く色素成分が単離され、現在構造の解析

を進めている。また熟成味噌において既知

AGEs構造であるCMLがLC-MS/MSで測定が可

能となり、CMLは熟成期間に応じて増加する傾

向が認められた。 

また、発酵中に生成すると考えられるグリ

セルアルデヒドから AGEs が生成すると予測

し、グリセルアルデヒド由来 AGEs 構造に対

するモノクローナル抗体の作製に成功した。

したがって、競合 ELISA による食品中 AGE 測

定のための土台ができたと考えられる。 
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