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Chapter　1:General　introduction.(緒言)

　 日本酒 は、蒸米 、水 、乳酸 か ら作 られ る、わが国の伝統 的な発酵 アル コール飲料

で あ る。 この 日本酒 は、黄麹菌(迩 ρθ紹1鰐oη 鷹oε)による米デ ンプ ンの糖化 と、清

酒 酵母(&駕 勧zo〃解 ε3　ceYevisiae)に よるアル コール発酵 が同時に進 行す る とい う、

並行複発 酵 によ り製造 され る。んQryzaeは ア ミラーゼ、プ ロテアーゼ を菌外へ分泌

す るた め、 日本酒醸造 中には、米 由来 の タンパ ク質お よびデ ンプ ンか ら多 くのオ リ

ゴ糖 や ア ミノ酸 、ペプチ ドが生成 され る。

　 ア ミノ酸 の1つ であるグル タ ミンは、水:溶液 中で環化 し、ピログル タ ミン酸 に変

換 され る。 この ピログル タ ミン酸 をア ミノ末端 に持つペ プチ ドをLLピ ログル タ ミル

ペ プ チ ド"と 呼ぶ。 この ピログル タ ミルペ プチ ドは食 品タンパ ク質加水分解 物 に広

く分 布 してお り、近年 、小麦 グル テ ン加水分解物 か ら肝保護 作用 お よび大腸炎掬制

作用 を持っ ピログルタ ミル ロイ シン(pyroGlu-Leu)が 同定 された。この報告 は、食 品

中の ピログル タ ミルペ プチ ドが ヒ トの健康 に対 して有 益な効果 を持つ ことを示唆す

る。 しか し、発酵 食品に含 まれ るピログル タ ミルペ プチ ドについて は、ほ とん ど研

究報告例 がない。

　 そ こで本研究 では、発酵食 品 に含 まれ る ピログル タ ミルペ プチ ドの基礎的知見 を

得 るた め、無塩の発酵食 品の1つ であ り、プロテ アーゼ、ペプチダーゼ 活性 の高い

A,oryzcteを 用 いて製造 され る 日本 酒 中の ピログル タ ミルペ プチ ドの同定 と、そのペ

プチ ドの機能 の一旦 を明 らかにす る ことを 目的 とした。



Chapter 2: Identification of  pyroglutamyl peptides from sake: presence of hepatoprotective

　 　　　　pyroGlu-Leu.(日 本酒 か らの ピログル タ ミルペ プチ ドの 同定お よび肝保護

　 　　　　作用 を持つpyroGlu-Leuの 存在)

　 市販 され てい る 日本酒 か ら19種 類 の短鎖 ピログル タ ミルペ プチ ドを分離 、同定 し、

pyroGiu:Lei.(pEL)とpyroGlu-Glnが 主要ペ プチ ドであ るこ とを明 らかに した(日 本

酒 ピログル タ ミルペプチ ド中、約36.2%お よび21。3%)。pELは 、すでに動物モデル

において肝炎および大腸炎 を抑 制す る ことが明 らかに され てい る。市販 の 日本酒(n

=5)に は40-60μM（10-15mg/L)の 濃度 でpELが 含 まれ ていた。 また、 日本酒醸 造

中の酒母 や醪 では、継 時的 にpEL濃 度 が増加 していた。 しか し、熱処理 した麹抽 出

液 を用 いた酵母培養では、pEL濃 度 は増加 しなかった。 さらに酒母 発酵 中に13C-Leu

を過 剰 に添加 して も、pyroGlu-＾13C-Leuの 割合 は増加 しなか った。0方 で、蒸米 をA.

oryzae由 来 プロテ アーゼ に よって消化す る ことで、　pEL濃 度 は増加 した。 これ らの

結果 は、 日本酒 中のpELが 、A.oryzae由 来 プ ロテ アーゼ によ る米 タンパ ク質分解 に

よ り生成 されてお り、pEL生 成 に対 して酵母 の存在 は必須 ではない ことが示唆 され

た。

Chapter　 3:Identification　 of　pyroglutamyl　 peptides　 with　 protective　 effect　 against　 dextran

　　　　　sulfate　sodium（DSS)-induced　 colitis　in　mice　from　sake.(マ ウスにお けるデ キ

　　　　　ス トラン硫酸 ナ トリウム(DSS)誘 発性 大腸炎 保護 作用 を持つ 日本 酒 ピ

　　　　　ログル タ ミルペ プチ ドの同定)

　 日本酒5倍 濃縮物 を大容 量等 電点電気泳動法(Autofocusing)を 用い て、pHに よ り

10画 分 に分画 し、DSS誘 発性大腸炎 マ ウスに投与 した。酸性 ・高濃度ペプチ ド画 分

で ある画分8を 経 口投与 させ たマ ウス群 では、コン トロール群 と比較 してDisease

activity　index(DAI)scoreが 有 意に低下 し、炎症 改善効 果 を示 した。一方 で酸性 ・低

濃度ペ プチ ド画分である画分1-5や 塩 基性画分であ る画分10を 投与 させたマ ウス群

で は、炎症 増悪傾 向が見 られた。 また分画前の 日本酒:_縮 物投与群 は大腸炎改善効

果 が見 られ なかった。 この画分8を 調製用逆相 クロマ トグラフィーによ り4画 分 に

分画 し、 同様にDSS誘 発性大腸炎マ ウスに投 与 させた。 この 中で画分3投 与群 は、

コン トロール群 と比較 して 、有 意 に体重 減少 が挿制 され た。 この画分3か ら、

pyroGlu-Tyr,　pyroGlu-A.sn-lle(pENI),　pyroGlu-Asn-lle-Asp-Asn-Proが 、ピログル タ ミル

ペ プチ ドとして同定 され た。それ ぞれ 単独 でのDSS誘 発性大腸炎 に対す る獅制効果

を検証 した結果 、pENIが 、1.O　mg/kg経 口投与 で有意 な大腸炎挿制効果 を示 した。

このpEMは 、 日本酒か ら同定 され た新規 の機能性 ピログル タ ミルペ プチ ドで ある。



Chapter　4:Preparation　 　of　 rice-fermented　 beverage　 with　 protective　 activity　　against

　 　 　 　 DSS-induced　 colitis　in　mice.(マ ウス にお け るDSS誘 発性 大腸 炎 保 護 作 用 を

　 　 　 　 持 っ米 発 酵 飲料 の調 製)

　 酵 母 を添 加せ ず 、 麹 の み を用 い た 大 腸炎 抑 制 作 用 を持 つ 米 発酵 飲 料 の作 成 を試 み

た 。 麹 米(精 米 歩合90%)、 蒸 米 、水 を混 合 し、 高 温(55°C)で4時 間糖 化 を保 持 し

た 米 高 温発 酵 物 で は 、pyroGlu-Leu(pEL)(約20江M)とpyroGlu-Tyr(約4ゆ の が 検 出

され た が 、pyroGlu-AsnlleやpyroGluAsn-lle-Asp-Asn-Proは 検 出 され な か っ た。一方 、

麹 米(精 米 歩 合90%)、 水 、乳 酸 を混 合 し、20°Cで2週 間発 酵 させ た米 低 温発 酵 物 で

は 、pyroGlu-Leuを100μM程 度含 有 し、市 販 の 日本 酒 中pEL,よ りも高 濃 度 で あ った。

そ の他 の3ペ プ チ ドで も、市 販 の 日本 酒 中濃度 に 近 い 濃 度 を持 っ て い た。 この2サ

ン プル を3.Omg総 ペ プチ ド/kg体 重 でDSS誘 発性 大 腸 炎 マ ウス に投 与 した結 果 、

高 温 発 酵物 投 与群 で は改 善効 果 が 見 られ なか った の に対 し、低温 発 酵 物 投 与 群 で は、

コン トロー ル 群 と比較 して、有 意 にDAI　 scoreが 低 下 し、大 腸 炎 改 善 効果 が得 られ た。

Chapter　5:General　discussion　and　conclusion(総 括)

　 本研 究では、日本酒 に含 まれ る短鎖 の ピログル タ ミルペ プチ ドを網羅的 に解析 し、

19種 類の ピログル タ ミルペプチ ドを 同定 した。 これ は 日本酒 に含 まれ るピログル タ

ミルペ プチ ドの構 造 に関す る最初 の知 見で ある。 同定 されたペプチ ドの1つ であ る

pyroGlu-Lou{pEL)は 、小麦 グルテ ン加 水分解 物か ら肝 保護作用ペ プチ ドと して同定

され た既知 の成分 であったが、 日本酒 中に比較的高濃度 で存在 していた。また、pEL

以外 に も、pyraCrlu-Asn-lleが マ ウスへ の1.0mg/kgの 単独経 口投与 で、　DSS誘 発性 大

腸炎 を有意 に改善 した。

　 日本酒 はAutofocusingに よる分画 を行 うことで大腸 炎改善効果 を示 した。 これ は

日本酒 にDSS誘 発 性 大 腸炎 を増 悪 す る成 分 と改 善 す る成 分 の 両方 が存 在 し、

Autofocusingに よって両成分 を分離可 能で あることを示 してい る。また、酵母 を添加

せず 、麹 、米 、水(お よび乳酸)の みで発酵物 を作成 し、大腸炎改善効果 を検証 した

結 果、甘酒 に近 い製法 で ある高 温短 期 間発酵 よ りも、 日本酒 醸造条件 に近い低温長

期 間発酵 において、高いDSS誘 発性 大腸炎 改善効果 が得 られ た。 この発酵物 は、酵

母 を添加 しない低 アル コール飲 料で あ り、ヒ トへ の投与が容 易で あると考え られ る。

今 後、 ヒ ト試験 での麹 を用いた米低 温長期発酵物摂 取 に よる大腸炎改善効果 とそ の

メカニズムの解 明が必 要であ る。


