
生体内で過剰に生産された活性酸素はタンパク質，

脂質，DNAなどを傷害し生活習慣病や癌の発症に

関与している（1）。そこで，近年，カロテノイドや

フラボノイドなど食品に含まれる抗酸化成分の摂取

が生活習慣病の予防上注目され，多くの研究がなさ

れてきた。例えばカロテノイドは，活性酸素の一重

項酸素に対する消去作用が強いという特徴があり，

一方，フラボノイドに代表されるポリフェノール類

はスーパーオキシドラジカルに対する消去作用が強

いとされている（2）。一方，ペルオキシナイトライ

ト（以下PONと略）は活性酸素の一つであるスーパ

ーオキシドラジカルと，血管内皮由来弛緩因子とし

て発見された一酸化窒素の両ラジカルから生成し中

性条件下では半減期が数秒の不安定な物質で，スー

パーオキシドラジカルより強い酸化力を有する物質

である。またPONの生成速度はスーパーオキシド

ラジカルがスーパーオキシドジスムターゼによって

分解する反応速度より速く，タンパク質中でのチロ

シン残基やトリプトファン残基のニトロ化をもたら

すことから，生体組織タンパク質中の3-ニトロチ

ロシンの存在は PON生成を示唆すると考えられ

る（3）。PONによる生体物質のニトロ化反応は，生

体内に豊富（1.2mM）に存在する二酸化炭素（CO2）

により促進され，PONがCO2と直接反応し，生じ
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initiatedbyreactiveoxygenspecies（ROS）．Peroxynitrite（PON）isahighlyreactiveROS,
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たONOOCO－
2 が強いニトロ化活性を発揮すると考

えられている（4）。3-ニトロチロシンの存在は抗ニ

トロチロシン抗体を用いた免疫組織染色法や

WesternBlotting法の結果から，動脈硬化，成人

呼吸促迫症候群，急性肺傷害，アルツハイマー病，

虚血再灌流，Helicobacterpylori感染（胃炎）など，

様々な病態で確認されている（5,6）。そのような背

景から，近年は食品成分によるPON除去効果を評

価する研究も多く見られるようになった（7,8）。

米ぬかはフィチン酸，イノシトール，フェルラ酸，

ビタミンB1や，ビタミンE，γ-オリザノールなど，

生理作用で注目される成分を多量に含んでおり，フ

ェルラ酸やビタミンEはビタミンCやフラボノイ

ドなどと並んで抗酸化性を有していることが知られ

ている。既報（9）で我々は，チロシンやトリプトフ

ァンがニトロ化により黄色を呈し特徴的な吸収帯を

もつようになることを利用し，フェルラ酸をはじめ

いくつかの生体関連物質によるPON消去能を分光

学的手法を用いて報告した。今回，我々は米ぬか抽

出液に強いPON消去能を見出したので，その消去

能を分光学的手法，免疫学的手法，そして酵素の失

活抑制効果測定法の3つの異なる方法で評価した結

果をここに報告する。

実験方法

試薬

PON溶液は DojindoLaboratories社製，ブタ

心臓由来乳酸脱水素酵素（以下LDHと略）はRoche

Diagnostics社製，ウシ血清アルブミンA-6003（以

下BSAと略）はSigma-Aldrich社製，抗ニトロチ

ロシン抗体（rabbitpolyclonalIgG）はUpstate社

製， 抗-IgG Rabbit， Donkey-Poly， APは

ChemiconInternational社製を用い，その他の試

薬は市販の高純度試薬を使用した。

米ぬか抽出溶液の調製法

近隣の米穀店で市販されている米ぬか25gに蒸

留水100mlを加えて室温で30分浸漬したのちポッ

ター型ホモゲナイザーを用いてホモジナイズした。

その後，20,000g，15分間，4℃で遠心分離を行い，

その上澄液を試料とした。抑制効果を測定するとき

は上澄液をさらに蒸留水で10倍に希釈したものを

使用した。

タンパク質のPON処理

PON処理の条件は，BSAを用いた黄色吸収帯

（以下黄色成分）生成の分光学的測定，抗ニトロチロ

シン抗体を用いた免疫学的検出，LDHを用いた酵

素活性の測定のいずれも，以下の反応条件で行った。

すなわち，1.5ml容エッペンドルフ型遠心チュー

ブに1M カリウムリン酸緩衝液（pH7.4）0.20ml，

0.5mM ジエチレントリアミン五酢酸 0.20ml，

0.5M NaHCO3 0.05ml，蒸留水と試料溶液を合わ

せて 0.45～0.50ml加え，1.0mg BSAあるいは

0.03U LDHを加えて全量を 1.0mlとした。これ

らを37℃ の恒温槽で5分間加温し，PON濃度が

0.33mMになる液量（5μl以下）をすばやく加え混

合し37℃ の恒温槽で1分間放置した。このPON

添加操作を3回繰り返し，PONの最終添加濃度が

1.0mMになるよう調整した。また，BSAあるい

はLDHのみ加えない状態でPONを1.0mMまで

添加し 37℃，5分間放置後，BSAあるいは LDH

を添加したものをブランクとして用いた。

PONによるBSAの黄色吸収帯生成の分光学的測定

米ぬか抽出液の黄色成分生成を抑制する能力につ

いては，米ぬか抽出液の存在下，非存在下で前述の

PON処理を行った後，BSAの可視部領域の吸収ス

ペクトル変化を測定し，既報の方法（9）に従い評価

した。

PONによるBSA中チロシン残基のニトロ化の免疫

学的測定

米ぬか抽出液の3-ニトロチロシン残基生成を抑

制する能力は，WesternBlotting法を利用した免

疫学的方法で行った。 Western Blotting法は

Sang-Guk Shin等の方法（10）を参考に実施し，

BSAを濃度の異なるPONで処理して検量線を作

成し，それをもとに抑制率を評価した。すなわち，

米ぬか抽出液の存在下，非存在下で前述のように
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PON処理を行った後，SDS-PAGEでBSAを分離，

PVDF膜への転写，抗3-ニトロチロシン抗体処理，

二次抗体による発色を行わせ，PVDF膜上に現れ

た発色バンドをスキャナーで読み取り，その面積と

濃さをNIH Imageを用いて解析し，あらかじめ作

成した検量線をもとに評価した。

LDH活性阻害の抑制効果測定

PONはヒト Mn-SODなど，いくつかの酵素活

性を完全に阻害することが判っているが，容易に入

手可能な市販酵素の活性に及ぼす影響を検討した結

果（未発表データ），LDHは1.0mM PONによって

活性が比較的顕著に阻害（約70％）されることが判

った。そこでこのLDH活性がPON処理時に米ぬ

か抽出液の存在下，非存在下でどのくらい阻害され

るかを測定し，PONによる酵素活性阻害抑制率を

評価した。ただし，米ぬか抽出液の共存はLDH活

性をわずかに活性化するので阻害抑制率は以下のよ

うにして算出した。すなわち，1.5ml容エッペン

ドルフ型遠心チューブに①米ぬか抽出液を加えず

PON処理もせずにLDH添加した状態で得られる

活性測定用，②米ぬか抽出液を加えLDHも添加し

た状態でPON処理をしないで得られる活性測定用，

③米ぬか抽出液，LDHを加えた状態でPON処理

をし得られる活性測定用，④米ぬか抽出液を加えな

い状態でLDHをPON処理したときの活性測定用

の4種類の反応液を用意した。PON処理溶液の組

成は，最終的にそれぞれのチューブに1Mリン酸

カリウム緩衝液（pH7.4）0.20ml，0.5mMジエチ

レントリアミン五酢酸 0.20ml，0.5M NaHCO3

0.05ml，蒸留水と米ぬか抽出液を合わせて0.50ml，

LDH 50μl（約5U）を加え全量を1.0mlにした。

反応後の LDHの残存活性の測定は全量 3.0ml中

に，300μmolリン酸カリウム緩衝液（pH7.0），

2μmolピルビン酸ナトリウム，0.4μmolNADH

を含む反応混液に適量の PON処理した反応混液

（約0.02ml）を添加することで開始し，340nmにお

ける吸光度の減少を分光光度計により測定した。抑

制率の計算は以下の算式に従い算出した。

抑制率（％）＝｛〔1－（④/①）〕－〔1－（③/②）〕｝

/〔1－（④/①）〕×100

注:①②③④は上記文中の反応液で得られた活性を示す

結果と考察

BSA中の黄色成分生成に対する米ぬか抽出物の効

果～分光学的測定

BSAに PONを反応させるとニトロ化反応が起

き，反応混液の色が黄色く呈色する。この呈色を指

標として，米ぬか抽出液を加えることでPONによ

る呈色がどの程度抑制されるかを分光学的に測定し

た。米ぬか抽出液によるBSAの黄色成分生成は，

米ぬか抽出液120μlで56％抑制された（Fig.1）。

この抑制率は，同じ条件で実験した生体関連物質の

うち比較的抑制効果が大きい 0.3mM フェルラ酸

（42.5％），0.3mM NADPH（47％），0.3mM 還元

型グルタチオン（56.1％），1.0mMトリプトファン

（51.9％）など（9）の結果に相当するものであった。

以上の結果から，米ぬかのPON消去能は高いと

推定されたので，以下に示す異なる評価法でもその

効果を確認した。

BSA中チロシン残基のニトロ化に対する米ぬか抽

出液の効果～免疫学的測定

BSAにPONを反応させると，BSA中のチロシ

ン残基がニトロ化され，3-ニトロチロシンを生成す

る。これを市販の抗ニトロチロシン抗体�二次抗体

を利用して発色させ，米ぬか存在下でのニトロチロ

シン生成量を調べた。これを非存在下で作成した検

量線による生成量と比較し，米ぬか抽出液の添加量
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Fig.1 米ぬかによる黄色成分の抑制



とその抑制効果の関係をFig.2に示した。米ぬか

抽出液90μlで41％，300μlで71％のニトロ化抑

制がみられた。

もともと，WesternBlotting法を利用したニト

ロチロシンの検出は免疫組織化学的検出に優れてい

るが，定量性に乏しいといわれている。Fig.2に見

られるように米ぬか抽出液添加の実験は5～19回繰

り返したが，かなり大きな標準偏差を有する結果と

なった。

PONによる LDH活性阻害に及ぼす米ぬか抽出液

共存の効果

LDH活性は①の条件で得られる活性値に対し④

で得られる活性値は28.2～28.8％であり，約70％

の活性が阻害されることが判った。一方，米ぬか抽

出液の LDH活性に対する影響は，米ぬか抽出液

60μlを添加した②で得られる活性値は①の状態に

較べ125％に増加し，米ぬか抽出液の添加量が増え

るに従い増加傾向が認められた。PONに誘導され

るLDH活性の阻害は米ぬか抽出液の添加量に対し，

濃度依存的に抑制され，120μlの添加時は76％の

抑制効果があった（Fig.3）。

今回の研究では，PONで誘導されるBSAの化

学修飾を分光学的測定と免疫学的測定で，また

PONによるLDHの活性阻害をもとに，米ぬかの

PON消去能を評価した。いずれの方法でも強い

PON消去能を確認することができ，LDHを用いた

実験方法はデータの再現性も良好であった。米ぬか

はビタミンB，Eやナイアシン，ミネラル，食物繊

維，ポリフェノールなど，多くの有用成分を含んで

いることが知られているが，米ぬかのポリフェノー

ルとしてはフェルラ酸やシナピン酸など抗酸化活性

をもった成分が含まれている。既報（9）では，この

0.3mMフェルラ酸に比較的強いPON消去能があ

ることを確認したが，今回の実験条件での米ぬか抽

出液のPON消去能もこれら抗酸化成分の影響と考

えることができる。しかし抽出液中に含まれるフェ

ルラ酸濃度は前回の実験で用いた濃度よりも低濃度

と考えられる。別の抗酸化成分の関与やフェルラ酸

の配糖体のような結合型フェノールが存在している

ためかもしれない。今後は米ぬか中のPON消去能

を有する化学成分の分離同定を行いたい。

最後に，我々は最近，神経細胞PC12の粗抽出

液をPON処理後，プロテオーム解析を行ったとこ

ろ，LDHのアミノ酸配列上でニトロチロシンおよ

びニトロトリプトファンを見出しており，この

PONによるLDHの修飾が，より生体系に近い環

境でも生じることを確認している（Kawasaki,H.et

al.,未発表）。今後，LDHの吸収変化や抗体との反

応等も用い，酵素失活と修飾部位との関連について

も検討したい。

要 約

米ぬか抽出液のPON消去能を，タンパク質の修

飾反応の抑制という視点から異なる三種類の方法で

検討した。その結果，米ぬか抽出液には60～75％

の修飾抑制効果があることが判った。
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Fig.2 米ぬかによるニトロ化抑制

Fig.3 LDH活性阻害の抑制
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