
１．背　景

　経口摂取が困難な病状にある入院患者の栄養投

与は，多くの場合が栄養剤を胃腸に直接投与する

経管経腸栄養法を行なう。しかし，栄養剤の投与

開始時は下痢，膨満感や嘔気・嘔吐などの消化器

症状のため経管栄養の継続あるいは目標栄養量の

投与が困難な場合が多く，特に下痢は高頻度に発

症し患者の栄養状態に悪影響を及ぼす。当院で

は，経験的に経腸栄養剤の投与によって生じる下

痢の対応に味噌を使用してきた。

　これまでの研究で，経腸栄養剤による下痢の原

因は患者が経腸栄養を開始するまでの絶食期間，

抗生物質の使用期間，炎症反応の程度に影響を受

けることを明らかにしている。

　

　

２．目　的

　入院患者の経腸栄養法開始時に引き起こされる

下痢に対する「味噌」の効果について検討を行な

った。

　

　

３．方法，結果

・味噌スープ作り方と投与方法

使用味噌：山印信州味噌　低温熟成米麹味噌：

米麹６割　25℃ 発酵熟成，材料は大豆，米，

塩，酒精，食塩相当量は1,000mg/100g

　　①季節の野菜・フルーツなどを鍋に入れ，３

時間程度煮詰め野菜だしスープを作る。

　　②野菜のだし100ccに対して味噌８グラムを
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Factors
　

Fasting period
(per day for extension)

Period using antibiotics
(per day for extension)

Serum level of CRP
(Every rise in 1 mg/dl)

odds ratio
　

11.4
 

19.7
 

10.3
 

p-value
　

0.001
 

<0.001
 

0.001
 

Subjects: Thirty-six patients with diarrhea (19) and without diarrhea (17)

Multiple logistic regression analysis
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弱火で溶かし，味噌スープを作る。

　　③味噌スープをペーパータオルで漉し，

100ccに計量する。

　　④暖かい状態で病棟に配膳する。

　　※削り節，煮干しやだしの素などは使用しな

い。

［１］先行研究結果

　　対象：当院入院患者32名（平均年齢76.7± 

11.9歳)，小児患者１名（２歳）

研究開始時，全員が経管経腸栄養を実

施中であった。

　　方法：①味噌スープ100ccを27名に2-3回/日

投与する。

　　　　　②対照として10名に，GFO（グルタ

ミン，オリゴ糖，食物繊維を含む）

を同様に投与する。

　　　　　③栄養剤投与前に味噌スープあるいは

GFOの投与を終える。

結果：

　

対象患者の味噌スープ投与前の便のpH

を抗生物質の投与の有無別に比較した。

　

［２］研究結果

　　対象：下痢を一日に数回認めた当院入院患者

88名（男性60名　平均年齢71.7±13.9

歳，女性28名　平均年齢75.5±13.0歳)。

経鼻経管栄養患者（Nasogastric tube）

50名，胃瘻患者（Gastric Fistula）19

名，腸瘻患者（Intestinal Fistula）10

名。

下痢改善の判断は，１日３回以上の水

様便の発症が治まった日とした。     

結果：

　

　　　　・GFO使用によって下痢の改善がなかっ

た患者28名中20名は，味噌スープによ

って改善した。

　　　　・８名は下痢や心理的な影響のため，経

腸栄養の継続投与が困難となったが，

味噌スープを投与することで，経腸栄

養の継続が可能となった。

　　　　・下痢の改善までの期間は，平均2.7± 

1.9日であった。

　

　

４．まとめ

　経腸栄養開始時発症する厳しい下痢は患者の栄

養状態を不良にするが，その対策には苦慮する事

が多い。味噌スープは，このような下痢の改善に

有効であることが示唆された。

　今後，さらに臨床の現場における味噌の機能性

について明らかにする必要があると思われた。

　

第34回欧州静脈経腸栄養学会議 （2012. 09. 08-11 

: Barcelona, Spain）に於いて発表
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(19)
(03)

(07)

(03)

(32)

Method of treatment
(number of patients)

 
Miso-soup
GFO
Switch from GFO
to miso-soup

Stop laxatives

Total

Improvement
of diarrhea

 
16
 0

4

3 

23 

No improvement
of diarrhea

 
3
3 

3

0

9

 

(19)
(05)

pH of the stool before EN infusion

Patients with antibiotics
Patients without antibiotics

 

pH 6.5 ± 1.3
pH 5.7 ± 0.3

 
 

 
(50)
(24)
(14)

(88)

EN access
(number of patients)

 
Nasogastic tube
Gastric Fistula
Intestinal Fistula

Total

Miso-soup
Effective*

 
42
19
10 

71 

Days until
the recovery

 
3.6±2.0
3.7±1.9
2.8±1.3 

2.7±1.9 

Miso-soup
Ineffective*

 
5
1
2 

8 

*；We judged effective or ineffective by days until the recovery
　 from watery diarrhea (less than 3 times a day).
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緒　言

　本研究では，味噌醸造用麹菌Aspegillus oryzae

において熱誘導遺伝子プロモーターを用いたプロ

テアーゼ高生産性株を遺伝子工学的方法により作

成し，高温における遺伝子発現誘導機構の解明を

行うことを目的とする。味噌，醤油，清酒などの

醸造に用いられる麹菌Ａ. oryzaeは，固体培養に

おいてプロテアーゼ，アミラーゼなどの酵素を多

量に生産する。清酒麹においては製麹工程後期に

品温を高温とすることによりα－アミラーゼ生産

を促進する温度管理が行われ1)，味噌麹における

プロテアーゼ生産は高温の製麹で抑制されるた

め，低温の温度管理が行われている2)。製麹工程

の温度管理によって酵素生産性が大きく異なるこ

とは，酵素遺伝子の発現において温度制御機構が

存在することが考えられる。味噌麹のプロテアー

ゼ生産性向上のための基礎的知見を得ることを目

的として，麹菌の熱誘導性タンパク質（熱ショッ

クタンパク質，HSP）遺伝子のプロモーター領

域を用いてプロテアーゼ遺伝子の高発現組換え株

を作出するとともに，これを用いて高温における

遺伝子発現制御機構を解明する。

　2005年に麹菌Aspergillus oryzae RIB40株の全

ゲノム情報が解読され公開されている3)。同時に

近縁菌として米国，EUにおいてA. nidulans及

びA. fumigatusのゲノム情報が解読され4,5)，

Aspergillus属糸状菌の遺伝子情報の利用は容易

となった。また，味噌用麹菌等における有用遺伝

子の解析は，麹菌ゲノム情報を利用した研究進展

が期待されている。

　熱誘導タンパクHSPの遺伝子機能解析は，動植

物において研究が進んでいるが，A. oryzaeにお

いては，HSP遺伝子プロモーターの構造解析の研

究としてMatsushitaらの報告6)があるのみで，ほ

とんど研究が進んでいない。

　一方，組換えDNA技術による異種タンパク質

遺伝子の高発現には，amyB7)，glaA8)，agdA9), 

melO10), tefI11), enoA12)等の遺伝子プロモーター

の利用があり，これらは固有の誘導物質を必要と

する。これに対してHSPプロモーターによる遺伝

子発現は温度変化のみにて発現制御が可能であり
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有用と考えられるが，その研究はほとんど行われ

ていない。そこで本研究では，高温誘導性遺伝子

プロモーターと麹菌アスパルチルアミノペプチダ

ーゼ遺伝子dapA13)との融合遺伝子を麹菌に形質

転換し，その遺伝子発現について検討するととも

に，融合遺伝子の遺伝子導入形式について検討し

た。

　熱ショックタンパク質誘導因子（HSF）遺伝子

を高発現させることにより，高温誘導遺伝子の発

現誘導を高めることが考えられる。そのためには，

HSF遺伝子の他に，HSPプロモーターに連結し

た酵素遺伝子等の複数遺伝子の導入が必要と考え

られ，多重の遺伝子導入系が必要となる。これに

は形質転換宿主株としてpyrG遺伝子破壊株の利

用が知られている17)。そこで本研究においては，

A. oryzae RIB40株に対する遺伝子破壊による，

ウラシル要求性株ΔpyrG株の創成を検討した。

　

　

方　法

菌株と培地

　麹菌Aspergillus oryzae RIB40株および米白株

を遺伝子源ならびに形質転換用宿主菌として用い

た。大腸菌Escherichia coli DH5αをプラスミド調

製等の分子生物学実験操作に用いた。A. oryzae 

は，potato-dextrose agar（PDA）培地上に接種

し，30℃ にて生育させた。A. oryzae形質転換株

の選択培地として，ピリチアミン添加Czapeck-

Dox 培 地（PT-CD培 地，0.1μg/L pyrithiamine, 

0.3％ NaNO3, 0.1％ K2HPO4, 0.05% MgSO4・

7H2O, 0.05％ KCl, 10mg/L FeSO4・7H2O, ３％ 

Glucose, ２％ Agar）および5-FOA添加CD培地

（5FOA-CD）とウラシル添加CD培地を用いた。

　E. coli培養には，LB培地（１％ polypeptone, 

0.5％ yeast extract, １％ NaCl）を用い，必要に

応じて抗生物質を添加した。

　

形質転換と形質転換菌の選択

　A. oryzaeの形質転換には，プラスミドベクタ

ーpPTRI（タカラバイオ）を用いた。本ベクター

はAspergillus属糸状菌細胞内では自律的に複製

せず，染色体に組み込まれた状態でのみ安定に保

持される。選択マーカーとしてピリチアミン耐性

遺伝子ptrA14)を含み，この遺伝子が麹菌に組み

込まれるとピリチアミン耐性の形質転換コロニー

が得られる。

　A. oryzae の形質転換は，五味らの方法15) に従

って行った。すなわち，A. oryzae RIB40をCD液

体培地に接種し，30℃ にて振とう培養を行い，

生育した菌糸を滅菌ミラクロス（Carbiochem）に

てろ過集菌し，滅菌水にて洗浄した。集菌した菌

糸をプロトプラスト化液［0.015g/mL Yatalase

（タ カ ラ バ イ オ），0.005g/mL CELLULASE 

“ONOZUKA” R-10（ヤ クルト）を含む0.8M 

NaCl - 10mM Na Phosphate Buffer（pH6.0）］に懸

濁し，30℃ にて緩やかに振とうして溶菌を行

い，同緩衝液にて洗浄し，プロトプラストを得

た。プロトプラスト-PEG4000法による形質転換

を行い，ピリチアミン耐性コロニーを検索した。

　ウラシル要求性変異株は，5-fluoroorotinic acid

（5-FOA）添加CD培地を用いて，生育する麹菌

コロニーを分離し，ウラシル栄養要求性株を検索

した。

　

プラスミドの構築

　麹菌の熱ショックタンパク質遺伝子hsp30プロ

モ ー タ ー6)の－1～－476bp領域を，麹菌ゲノム 

DNAを鋳型として，PCR用プライマー，P-d9；

5’CAAGCTAGCGTTGATCTGGAG-GTC3’，

および P-hsp 30Pro3_DAP14475R；

5’GGCGATTTTCGAAGTCATTTTGGC-

TGTGTGTTGAGGTAG3’，を用いて増幅した。

麹菌のアスパルチルアミノペプチダーゼ遺伝子dApA

のコード領域（1970bp）を，麹菌ゲノムDNAを鋳

型として，プライマーP-hsp30Pro3_DAP14475F；

5’CAACACACAGCCAAAATGACTTCGAAAA-

TCG-CCCAAAATTTG3’，お よ びP-DAP14473R

；5’GCCTATGTCAAAGTTTCTAATAAC3’，

を用いて増幅した。増幅された各断片を混合し，

プライマーP-d9およびDAP14473Rを用いてフュ

ージョンPCRを行い，hsp30プライマー領域と

dapA領域の融合遺伝子hsp30Pro-DAPを作成し

た（図１）。プラスミドベクターpPTRI（タカラ
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バイオ）のSmaIサイトに融合遺伝子P-hsp-dap

を連結し，組換えプラスミドpPTRI-Phsp-dapを

作成した。

　麹菌ゲノムデータベースから得られたオロチジ

-5’-リン酸デカルボキシラーゼ遺伝子（pyrG）

（DOGAN, ID AO090011000868）データを参考

にし て ，プ ラ イマ ー AoODC_F； 5’

GAGGATCCCTGGTGGTTCTCCACTTG3’お

よびAoODC_R；5’CTGAATTCGCAGATG

-ATCCAATCAC3’を用いてpyrG領域（3kb）

をPCRにより増幅した。

　pyrG遺伝子の5’側領域（851bp）をプライマー

AoODC_P5；5’TATGTCGACCAAGCCGCTG

-CTGGAATTGA3’，AoODC_P6；5’

GGTATGCATCCAGAATACTGCAGTTGATG3’

を用い，3’側領域（544bp）をプライマーAoODC

_P7；5’GCAGTATTCTGGATGCATACCTGAAG

-CG T3’， A oO D C_P8； 5’

CAAAAGCTTATCAATACCGTACGGGAGAT

3’を用いて増幅し，各増幅断片をテンプレート

とし，プライマーAoODC_P5およびAoODC_P8

を用いてフュージョンPCRを行い，pryG遺伝子

破壊用断片DispyrG（1435bp）を作成した（図

２）。これをプラスミドベクターpTA2に組込

み，遺伝子破壊用プラスミドpTA2-DisPyrGjを

作成した。

　

PCR

　DNA断片のPCR増幅は，Pfu-X DNA polymerase

（グライナー）を用い，添付のプロトコルに従っ

て反応条件を設定して反応をおこなった。

　

酵素活性の測定

　本酵素の活性測定は，基質としてGlu-pNA 

（Glutamyl ρ-nitroanilide）を用い，酵素反応

によって遊離するρ-nitroanilide（ρNA）を405 

nmの吸光度によって定量した。酵素活性の１単

位は１分間に１μmoleのρNAを遊離する酵素量

とした。

　

タンパク質定量

　タンパク質は，Pierce BCA Protein Assay Kit

（タカラバイオ）を用い，ウシ血清アルブミンを

標準タンパク質として測定した。方法は，添付の

プロトコルに従って行った。

　

DNAシーケンス

　DNAシーケンスは，BigDyeTM Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit（ABI）によってシーケン

ス反応を行い，ABI 3730xl Analyzer（ABI）に

よって塩基配列解析を行った。シーケンス解析

は，株式会社マクロジェンジャパンによって行わ

れた。

　

　

結果と考察

遺伝子のクローニングと組換えプラスミドの構築

　麹菌A. oryzae RIB40株は，独立行政法人酒類

総合研究所において保存菌株であり，種々の菌株
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hsp30Pro DAP

1st PCR

2nd PCR

hsp30Pro-DAP

図１　フュージョンPCRによる融合遺伝子の作成
１stPCRによって，末端部分にオーバーラップ領域を付
加してそれぞれの目的の遺伝子領域を増幅し，２ndPCR
によって融合遺伝子を増幅した

5’pyrG 3’pyrG

851bp 544bp

1st PCR

2nd PCR

相同組換え

pyrG

pyrG

DispyrG

1435bp

DispyrG

図２　DispryGDispryG遺伝子の作成と相同組換えの概要
１stPCRによって，末端部分にオーバーラップ領域を付
加してそれぞれの目的の遺伝子領域を増幅し，２ndPCR
によって融合遺伝子を増幅した
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の中でも，野生株に近いものと考えられている。

本菌株は，清酒，甘酒，味噌等の発酵食品製造に

おいて実用株としての使用が可能であるとされ，

麹菌ゲノム解析の対象菌株として全ゲノム配列が

解明されており，麹菌の遺伝子資源として研究に

おいて有用な菌株である。

　麹菌A. oryzae RIB40株のゲノムDNA70ngを

鋳型DNAとして， hsp30プロモーターに対応す

る467bp増幅断片およびDAP酵素遺伝子をコード

する1970bp増幅断片を取得した。得られたhsp30

プロモーター断片とDAP遺伝子断片を混合し，

プライマーP-d9およびP-DAP14473Rを用いてフ

ュージ ョンPCRを行い，PCR産物とし て約

2.47kbの融合遺伝子hsp30Pro-DAPを取得した

（図３B）。得られた融合遺伝子のDNAシーケン

スを解析し，配列置換がないことを確認した。

hsp30Pro-DAPをpPTRIのSmaIサイト連結し，

組換えプラスミドpPTRI-P-hsp30-DAPを構築し

た。

pyrG遺伝子破壊ベクターの構築

　領域を麹菌ゲノムデータベースから得られたオ

ロチジン-5’-リン酸デカルボキシラーゼ遺伝子

（pyrG）（DOGAN, ID AO090011000868）デ ー

タを参考にして，プライマーAoODC_F；および

AoODC_Rを用いてpyrG領域（3kb）をPCRに

より増幅した。

　pyrG遺伝子の5’側領域（851bp），3’側領域

（544bp）を増幅し，各増幅断片をテンプレート

とし，プライマーAoODC_P5およびAoODC_P8

を用いてフュージョンPCRを行い，pryG遺伝子

破壊用断片DispyrG（1435bp）を作成した（図

３）。これをプラスミドベクターpTA2に組込

み，遺伝子破壊用プラスミドpTA2-DisPyrGを構

築した（図４）。

　

組換え麹菌の選択

　麹菌A. oryzae のプロトプラスト4 X 107に対

して，組換えプラスミドpPTRI-hsp30Pro-DAP

の16μgを添加して形質転換を行い，PT-CD培地

上にピリチアミン耐性（PTr）コロニーが生育し

た。全形質転換コロニー数は約50コロニーであ

り，形質転換率は約3.12コロニー/μgであっ

た。pPTRIによる形質転換率は約6.6コロニー/

μgとの報告16)があり，本実験における形質転換

率は，やや低いものの既報とほぼ同等の値であっ

た。これらの菌株について菌体抽出液のグルタミ

ルアミノペプチダーゼ活性を測定した。

　pyrG遺伝子破壊プラスミドpTA-DispyrGを

A. oryzae RIB40プロトプラストに対して形質転

換し，5-FOA添加CD寒天培地上にて，5-FOA耐

性コロニーを生育させ，形質転換コロニー21株

を取得した。得られた形質転換コロニーについ

て，ウラシル要求性を確認したところ，ウラシル

添加CD培地にのみ生育することが確認されたこ

とから，ウラシル要求性株が得られ，ウラシル要
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Ｍ １ ２ ３ ４ ５ Ｍ ６

図３　DispryGDispryG遺伝子の作成
レーン１，２，３，４，５；１stPCR産物，
６；２ndPCR産物，Ｍ；１kbラダーマーカー

Ampr

pTA2（2.8kb）

lacZ

（1.4Kb）DispyrG

図４　組換えプラスミドpTA2-DispyrGの概要
ベクターpTA2のlacZ内部のSmalサイトにPCRによって，
作成したDispyrGを組み込んだ
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求性相補による形質転換系の宿主株の創成に成功

した。同時に，麹菌のpyrG遺伝子のPCRクロー

ニングにも成功している。

　

DAP酵素生産株の取得

　組換え麹菌をCD液体培地に接種し，30℃ およ

び37℃ にて５日間振とう培養を行い，培養菌体

を取得した。培養菌体を液体窒素存在下乳鉢にて

粉砕し，菌体抽出液の酵素活性を測定したとこ

ろ，４株について酵素活性が検出されたため，そ

れぞれをAsp①～④株とした。米白株を対照とし

て，菌体量当たりの酵素活性を比較したところ，

Asp②株が対照株よりも約４倍の酵素生産性を示

した（図５，６）。酵素生産性が高いことから形

質転換によるdap遺伝子の導入に成功したと考え

られる。続いて，Asp①～④株についてコロニー

PCRによってPhsp-dap融合遺伝子の増幅を行っ

たところ，融合遺伝子断片の増幅は観察されなか

った。融合遺伝子領域の増幅が検出されなかった

ことは，染色体に組込まれた融合遺伝子に何らか

の変異が生じたことが原因の一つと考えられ，今

後検討する必要がある。
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背　景

　塩分過剰摂取は高血圧の原因として広く知られ

ており，減塩が世界的に推進されている。しか

し，本邦の塩分摂取量は依然10 g／日を下回ら

ず，欧米の塩分摂取量（８g／日）や世界保健機

構が掲げる減塩目標値（６g／日）と比較しても

未だに塩分摂取過剰である。

　塩分摂取過剰は，高血圧ひいては動脈硬化と関

連することが報告されており，1),2)これまで本邦の

減塩手段として，味噌汁の安易な制限が行われて

きた．しかし，味噌には単に塩分だけではなく，

高血圧や動脈硬化を抑制するとされるカリウムや

イソフラボンが含まれている。実際，動物実験に
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て，味噌自体が高血圧を予防する可能性が示唆さ

れている。3),4)また，一般地域住民を対象とした我

々の研究において，味噌汁摂取頻度が多いほど家

庭血圧に基づく高血圧の有病率が低率である傾向

が，2011年度の中央味噌研究所研究助成の成果と

して報告されている。5)従って，味噌汁摂取は高

血圧，さらには高血圧が一因である動脈硬化や臓

器障害を抑制する可能性が考えられる。しかし，

味噌汁と動脈硬化の関連を明確に示した疫学研究

は存在しない。

　動脈硬化の一つの指標として，頸動脈内膜中膜

壁厚（IMT: intima-media thickness）が挙げら

れる。IMTとは，三層構造を持つ頸動脈壁の内

膜と中膜を併せた厚さであり，高血圧や糖尿病，

脂質異常などの古典的な危険因子との関連性や，

冠動脈および末梢動脈疾患との相関が示されてい

る。6),7)さらに，多くの前向き研究においても，頸

動脈病変は脳心血管疾患発症のリスクとなること

が報告されている。8),9)

　以上から本研究の目的は，一日の平均味噌汁摂

取量（味噌汁摂取頻度）と動脈硬化の指標である

IMTとの関連を検討することとした。

　

　

方　法

対象

　本研究は大迫研究の一環である。10),11)大迫研究

とは1986年に開始された岩手県花巻市大迫町の一

般地域住民を対象とした高血圧・循環器疾患に関

するコホート研究である。対象者は，大迫町在住

の55歳以上の一般地域住民のうち，2011年以降の

高齢者健診を受診し，同意の得られた131名であ

る。このうち，味噌汁に関するアンケートの回答

が得られなかった４名，頸動脈エコー検査を実施

しなかった２名を除外した125名を解析対象者と

した。

　

味噌汁摂取頻度

　味噌汁摂取頻度を計るにあたり，摂取頻度およ

び一日摂取量を，面接形式のアンケートにて調査

した。摂取頻度を「ほとんど飲まない」，「月に１

～３日」，「週に１～２日」，「週に３～４日」，「週

に５～６日」，および「毎日飲む」の選択肢か

ら，また，一日摂取量を「１杯未満」，「１杯」，

「２杯」，「３杯」，「４杯」，「５杯」，「６杯」，「７

～９杯」，および「10杯以上」の選択肢から，表

１および表２に示す換算値によって算出した。こ

れらの値を基に，味噌汁摂取頻度（杯／日）を

「頻度×杯数」として算出した。算出された味噌

汁摂取頻度によって対象者を，味噌汁≦１杯／日

群，味噌汁２杯／日群，および味噌汁≧３／日群

の３群に分類した。

　

頸動脈エコー検査

　頸動脈エコー検査は，２名の熟練した医師によ

り，下記の標準化された方法に基づいて評価され

た。エ コ ー 断 層 装 置は，Toshiba Sonolayer 

SSA-250A，および7.5 ＭＨｚアニュアレイ型Bモ

ード超音波プローブ（エコー距離分解能: 0.25 

mm）を用いた。IMTを，座位にて測定し，プラ

ークによる肥厚を除外した，各領域での最大の内

膜中膜複合体の厚さと定義した。8),12),13)左右および

near wall，far wallのIMTを３方向（前斜位，

側方位，後斜位）から測定し，各壁において，頸

動脈分岐部よりおよそ１cm心臓側での最大IMT
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朝・昼・夕食あわせて，
一日におよそ何杯飲みますか？

　

１ 杯 未 満
１ 杯
２ 杯
３ 杯
４ 杯
５ 杯
６ 杯
７ ～ ９ 杯
1 0 杯 以 上

　
杯　数
　

0.5
1
2
3
4
5
6
8
11

味噌汁をどのくらいの頻度で飲みますか？
　

ほ と ん ど 飲 ま な い
月 に １ ～ ３ 日
週 に １ ～ ２ 日
週 に ３ ～ ４ 日
週 に ５ ～ ６ 日
毎 日 飲 む

頻　度
　

0
0.07
0.214
0.5
0.786
1

表２．味噌汁の一日摂取量

表１．味噌汁の摂取日数
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を検出した。本研究では，先行研究に準じて，左

右および near wall，far wallの計４ポイントにお

ける最大IMTの平均（mean IMT）を指標とし

た。なお，欠損値がある場合は，残りの地点の最

大IMTの平均とした。

　

血圧測定

　家庭血圧測定には，HEM747ICN（Omron 

Health-care，Kyoto，Japan）14)を用いた。日本

高血圧学会の指針15)に従い，起床後１時間以内，

排尿後，朝食前，服薬前，座位２分間の安静後の

条件下で測定された。家庭血圧は，４週間にわた

って測定された朝１機会１回目の全測定の平均値

とした。

　随時血圧測定は，健診時に少なくとも２分間

の安静後，座位で２回行われ，その平均値を随

時血圧と定義した。測定装置には，自動血圧計

（HEM 907; Omron Healthcare Co. Ltd）16)を用い

た。

　本研究では，日本高血圧学会高血圧治療ガイド

ライン2009の基準に基づき17)，家庭高血圧を家庭

血圧≧135／85 mmHgまたは降圧薬服用，随時高

血圧を随時血圧≧140／90 mmHgまたは降圧薬服

用と定義した。

　

統計解析

　味噌汁摂取頻度と基礎特性の関連は，性別およ

び年齢で補正後の共分散分析（ANCOVA： 

analysis of covariance）および多重ロジスティ

ック回帰分析を適宜用いて解析された。味噌汁摂

取頻度と高血圧有病の関連の検討は，性別，年

齢，および各種危険因子（body mass index，喫

煙習慣，飲酒習慣，高脂血症既往，糖尿病既往，

脳心血管疾患既往歴）を補正項目として加えた多

重ロジスティック回帰分析によって解析された。

味噌汁摂取頻度とMean IMTの関連は，補正項目

として上記の項目の他に家庭収縮期血圧および降

圧薬服用を追加したANCOVAによって解析され

た。

　

　

結　果

味噌汁摂取頻度別による基礎特性と家庭高血圧有

病

　対象者特性を表３に示す。味噌汁≦１杯／日群

は30名（24.0％），味噌汁２杯／日群は56名（44.8

％），および≧３杯／日以上群は39名（31.2％）で

あった。平均年齢は68.6±7.1歳，女性は76名（60.8

％），body mass indexは23.8±3.2 kg／m2，およ
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* 性・年齢で補正は行っていない。

　
　

平均値± S D

　

女性，％*
年齢，歳*
Body mass index，kg／m2

脳心血管疾患既往歴，％
糖尿病，％
高脂血症，％
喫煙，％
飲酒，％
降圧薬服用，％
家庭血圧
収縮期，mmHg
拡張期，mmHg
高血圧，％

随時血圧 （122名）
収縮期，mmHg
拡張期，mmHg
高血圧，％

　
　
全　体

（n＝125）

60.8
068.6±7.1
023.8±3.2

13.6
14.4
44.8
13.6
43.2
53.6

133.1±12.9
076.4±8.4

67.2

138.7±18.8
074.3±10.4
000.7±0.4

　
　

≦１杯／日
（n＝30）

76.7
066.8±7.6
024.6±3.8

06.7
13.3
63.3
16.7
36.7
66.7

130.6±11.3
076.0±8.6

73.3

138.9±18.4
074.1±9.8
000.8±0.4

味 噌 汁 摂 取 頻 度
　

２杯／日
（n＝56）

62.5
069.5±6.8
023.3±3.0

16.1
12.5
44.6
08.9
42.9
55.4

132.8±13.7
076.8±8.4

69.6

134.3±18.3
074.1±11.1
000.7±0.5

　
　

≧３杯／日
（n＝39）

46.2
068.9±6.9
023.8±3.1

15.4
17.9
30.8
17.9
48.7
41.0

135.4±12.9
076.1±8.5

59.0

145.2±18.4
074.7±10.2
000.8±0.4

　
　

性別・年齢
補正後 P

0.03
0.2
0.1
0.4
0.7
0.04
0.4
0.9
0.006

0.8
0.6
0.048

0.03
0.8
0.7

表３．対象者の基礎特性
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びmean IMTは0.648±0.083 mmであった。味噌汁

摂取頻度が高値となる毎に，女性の割合が有意に

低値であった。一方，性別・年齢補正後，高脂血

症，降圧薬服用，および家庭高血圧有病の割合は

有意に低値であった。随時収縮期血圧と味噌汁摂

取頻度の関連は有意であったが，２杯／日群で随

時収縮期血圧が最も低値と一貫した関連は認めら

れなかった。

　前回の報告5)の再現性を確立するため，味噌汁

摂取頻度と家庭高血圧有病の関連を解析した。各

種因子補正後，味噌汁摂取頻度が高値となる毎

に，家庭高血圧有病オッズ比が低値となる傾向が

認められた（図１）。同様の解析を随時高血圧有

病に関しても行ったが，味噌汁≦１杯／日群を基

準としたときの随時高血圧有病オッズ比は，味噌

汁２杯／日群で0.61 （95％ C.I.: 0.19－1.98，P= 

0.4），および≧３杯／日以上群で0.79 （95％ C.I.: 

0.21－2.92，P= 0.7）と，有意な関連は認められ

なかった。

　

味噌汁摂取頻度とmean IMT

　各種因子，降圧薬服用，および家庭収縮期血圧

で補正後の平均mean IMT±標準誤差は，味噌汁

≦１杯／日群で0.666±0.014 mm，味噌汁２杯／

日群で0.642±0.010 mm，≧３杯／日以上群で

0.641±0.012 mmと，味噌汁摂取頻度が高値とな

る毎にmean IMT低値となる傾向を示したが，有

意差は認められなかった（ANCOVA P= 0.4）。

一方で，性別による層別解析を行ったところ，有

意ではなかったものの，女性においてのみ，味噌

汁摂取頻度とmean IMTが負に関連する傾向を示

した（ANCOVA P= 0.09）（図２）。男性におい

ては，味噌汁摂取頻度とmean IMTの一貫した関

連が認められなかった（味噌汁≦１杯／日群： 

0.649±0.034 mm，味噌汁２杯／日群： 0.693± 

0.016 mm，≧３杯 ／ 日 以 上 群： 0.684±0.018 

mm，ANCOVA P= 0.5）。性別と味噌汁摂取頻度

のmean IMTに対する有意な交互作用は認められ

なかった（P= 0.3）。
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図２．女性76名における，味噌汁摂取頻度と
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差（エラーバー）を示す。ANCOVA P＝0.09。
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考　察

　本研究において，味噌汁摂取頻度と家庭高血圧

有病が負に関連する傾向を示した。また，女性に

おいて，味噌汁摂取頻度とmean IMTは負に関連

する傾向を示した。

　過去に我々は，1997年のデータを用いて味噌汁

摂取頻度が多い群ほど，家庭高血圧有病率が低率

であることを示している。5)同様の関連が，2011

年度以降のデータを用いた本研究においても認め

られたことから，味噌汁摂取頻度が高値となる毎

に家庭高血圧有病率が低下するという結果の再現

性が示された。また，前回の報告5)と同様に，味

噌汁摂取頻度と随時高血圧有病が関連する傾向は

認められなかった。随時血圧は医療環境下という

特殊な状況における血圧であり，白衣効果などの

バイアスが加わった血圧である。18)一方，家庭血

圧は，随時血圧に比べ，白衣効果などのバイアス

を含まず19)，再現性が良好で11)，予後予測能にお

いても優れており20)，信頼性の高い血圧として知

られている。従って，味噌汁摂取頻度と高血圧と

の関連は，家庭血圧のような非医療環境下の血圧

測定に基づいて検討されることで，より明瞭に検

出される可能性が考えられる。21)正常血圧者445

名を対象とした先行研究において，味噌汁２杯／

日以上の摂取が，４年後の高血圧発症率と負に関

連したことが示されている。21)しかし，これは随

時血圧に基づく結果であり，味噌汁摂取頻度と高

血圧発症の関連が過小評価されている可能性が考

えられる。21)今後は，味噌汁摂取が高血圧発症を

真に抑制するかを証明するため，非医療環境下の

血圧に基づく縦断的な検討が望まれる。

　本研究において，女性でのみ，味噌汁摂取頻度

は，mean IMT低値と関連する傾向を示した。ま

た，この関連は家庭収縮期血圧および降圧薬服用

とは独立した関連であった。我々が知る限り，味

噌汁摂取頻度とmean IMTなどの動脈硬化指標の

関連を報告した研究は存在しない。本研究は，女

性における，味噌汁摂取頻度とmean IMTの負の

関連を示した初めての疫学研究であるといえる。

　一方で，味噌汁摂取頻度とmean IMTの一貫し

た傾向は，男性では認められなかった。味噌の原

料は大豆であり，大豆に多く含まれるイソフラボ

ンは女性ホルモンであるエストロゲン様の作用を

示すことで血管内皮障害を抑制する可能性が示さ

れている。22)エストロゲンは，血管内皮における

一酸化窒素の産生によって直接的に，または血清

LDLコレステロールを抑制することで間接的に

抗動脈硬化作用を示すことが知られている。23)閉

経後の女性を対象とした先行研究において，大豆

イソフラボンが，一酸化窒素介在の血管拡張作用

を有している可能性が報告されている。24),25)本研

究の対象者は，既に閉経期をむかえていると考え

られる55歳以上の女性である。従って，味噌汁摂

取は大豆イソフラボンのエストロゲン様作用によ

って，閉経などエストロゲンが欠乏している女性

の動脈硬化を抑制している可能性が考えられる。

しかしながら，大豆イソフラボン摂取が動脈硬化

抑制とは関連しないことを示唆する報告も存在し

ている。26),27)また，本研究における味噌汁摂取頻

度と性別のmean IMTに対する交互作用が有意で

はなかったことから，味噌汁摂取と動脈硬化に関

するさらなる基礎および臨床研究が必要と考えら

れる。

　本研究はいくつかの研究限界を有する。まず，

本研究は，横断的検討であるため，味噌汁摂取と

高血圧および動脈硬化との間の因果関係について

言及することができない。つまり，「高血圧や各

種脳心血管疾患リスクを有しているために，味噌

汁の摂取を控えている」という要因が含まれてい

る可能性がある。次に，本研究は，東北地方の一

地域における一般地域住民を対象に実施されてい

るため，本研究の結果を他の地域あるいは異なる

人種に対してそのまま適応することは適切ではな

い可能性がある。さらに，アンケート調査である

ため，味噌汁摂取頻度・一日摂取量が過小申告さ

れている可能性がある。よって，味噌汁摂取頻度

とmeanIMTの負の関連が過小評価されている可

能性がある。今後は，陰膳調査などによって実際

の味噌汁摂取量を調査したうえでの検討が望まれ

る。
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結論と展望

　女性において，味噌汁摂取頻度は動脈硬化の指

標であるmean IMTと負に関連する傾向が示され

た。味噌汁摂取は，特に女性において，高血圧お

よび動脈硬化に対して防御的に働いている可能性

が考えられる。味噌汁摂取が高血圧および動脈硬

化を抑制するという因果関係を確立するために，

さらに多くの対象者を含んだ縦断的な検討が望ま

れる。また近年では，大豆が生活習慣病を予防す

ると報告されていることから29)，味噌汁摂取が各

種生活習慣病，さらには腎障害，無症候性脳血管

障害，および脳卒中などの臓器障害を抑制し，最

終的に予後を改善するかを検討する必要がある。

以上の関連は，追跡調査を継続している大迫研究

によって解析可能であり，今後も検討を続けてい

きたい。
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　一般住民1,460名（男性1,076名，女性384名）

を対象として味噌摂取量と身体状況，一般血液生

化学検査データー，血中脂肪酸濃度，栄養摂取状

況および食行動との関連について解析を行った。

男性において味噌摂取量が多い者は，少ない者に

比べ，野菜および魚介類の摂取量が多かった。ま

た，味噌摂取量が多い者は血液中のn-3系脂肪酸

濃度も高く，魚介類摂取量との関連性が示唆され

た。味噌摂取が高血圧発症のリスクを上昇させる

のか解析を行ったところ，味噌摂取は高血圧発症

のリスクを上昇させなかった。同様の結果は女性

においても認められた。味噌の摂取状況は，各種

栄養素および食品摂取と関連しており，それは特

に男性で顕著に認められた。

　

１　はじめに

　大豆製品は，伝統的に日本をはじめとするアジ

ア諸国で多く食されている食品である。大豆製品

が注目をされたのは，1990年代に米国国立がん研

究所が，食品および食品成分の抗癌効果に関する

研究プログラム「デザイナーフーズプログラム」

をスタートさせたことに始まる。この研究は，食

品と健康，特にがんをはじめとする疾病の植物性

化学物質による予防効果に関するものが中心的課

題であり，大豆は最も重要度の高い食品として位

置づけられた1)。大豆を多く摂取するアジア地域

と欧米では，多くの疾患で発症率が大きく異なっ

ており，その中でもホルモン依存性の悪性腫瘍で

ある乳癌や前立腺癌，骨粗鬆症の発症リスク低下

に大豆製品が係わっていることを示す疫学研究が

報告されている2)。

　動物実験やヒト臨床により大豆成分には，脂質

代謝，骨代謝や抗腫瘍作用があることが知られて

いる。これまで，大豆および大豆製品に注目した

研究は数多く存在するが，大豆の発酵食品である

味噌と健康に関する指標に着目し実施された研究

は非常に限られている。前年度の研究では，味噌

摂取量が多いものが必ずしも血圧が高くない事を

示したが，今回は調査対象者を約倍に増やし精度

を高めると共に高血圧疾患リスクに関する関連性

についても検討を行った。
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２　対象と方法

２．１　対象者

　徳島県に居住している20歳～60歳代の成人

1,460名（男性1,076名，女性384名）を対象とし

た。本研究は，徳島大学倫理委員会の承認を受け

実施された。

　

２．２　食事調査

　食事調査用紙は，各調査施設に郵送し，対象者

本人に記入してもらった。検診当日に調査票を持

参してもらい，調査担当者が対象者立会いの下，

回答確認および調査票の回収を行った。栄養素お

よび食品摂取量は「エクセル栄養君　食事摂取頻

度調査FFQg ver.2.0」（建帛社）を使用し算出を

行った。味噌の摂取量は，大豆製品に関する聞き

取り調査票を作成し，各種大豆製品の写真を示し

ながら摂取量および摂取頻度について聞き取り調

査を行った。

　

２．３　食行動に関する調査

　国民健康栄養調査の生活に関する質問項目を参

考に作成された自記式アンケート調査票を，食事

摂取頻度調査票と共に対象者に郵送し，回答を得

た。

　

２．４　統計処理

　結果は，男女別とし，各種栄養素摂取量などの

単純集計および味噌の摂取量と栄養素摂取量・生

活習慣等の各因子との関連について，SPSS 16.0J 

for windowsを用い解析を行った。栄養素・食品

群別摂取量については，摂取エネルギーによる影

響を除くためエネルギー補正を行った後，解析に

供した。味噌の摂取量調査結果より対象者を25パ

ーセンタイル未満（Ⅰ），25パーセンタイルから

50パーセンタイル（Ⅱ），50パーセンタイルから

75パーセンタイル（Ⅲ）および75パーセンタイル

以上（Ⅳ）に分類した。高血圧症の者は収縮期血

圧が140 mmHg以上又は拡張期血圧が90 mmHg以

上の者とした。各群間の平均値の差については一

元配置分散分析，疾患リスクに関してはロジッス

ティク回帰分析を用いて解析を行った。なお，結

果は平均値±標準誤差で示し，統計学的有意水準

は５％以下とした。

　

　

３　結果・考察

　今回の研究では，味噌の摂取量により４群に分

類した。男性においては少ない群から多い群の順

に摂取量は，1.8±0.1 g，4.9±0.1g，8.1±0.1g，

14.5±0.4g/1,000 kcalであり，女性では1.2±0.1 

g，3.7±0.1g，6.9±0.1g，13.4±0.6g/1,000 kcal

であった。まず，男性において解析をしたとこ

ろ，それぞれの摂取群で，身体状況として年齢，

身長，体重，BMI，体脂肪，ウエスト周囲，ヒ

ップ周囲，収縮期血圧および拡張期血圧の値を比

較したが，味噌摂取量による差を認めなかった

（表１）。血液生化学検査では，サイトカインと

してIL-6，IL-8およびIL-18を測定したが，群間

において統計的有意差を認めなかった。さらに一

般的な血液生化学検査項目である，CRP，遊離

脂肪酸，インスリン，LDLコレステロール，

HDLコレステロール，中性脂肪，総コレステロ

ール等をはじめとする１９種類の検査項目について

も群間比較を行ったが，群間において差を認めな

かった。血清中の２０種類の脂肪酸について解析を

行ったところ，味噌の摂取量が多いものは少ない

者に比べてエイコサペンタエン酸，ドコサヘキサ

エン酸およびドコサペンタエン酸といったn-3系

脂肪酸の濃度が高いことが明らかとなった。これ

らの脂肪酸は血液凝固を抑制し動脈硬化を予防す

ることが示されている脂肪酸である3)。これら脂

肪酸の供給源は主として魚類であるので魚介類に

着目して解析をしてみると味噌の摂取量が多いも

のは少ない者に比べて魚介類の摂取量が多かった

（表１）。また，味噌と各種食品摂取量との相関

関係を調べたところ，味噌摂取量と魚摂取量との

間に有意な相関関係が認められた（表３）。すな

わち，味噌摂取量が多い者はn-3系脂肪酸の血中

濃度が高いが，これは魚介類の摂取量が多いこと

が理由として推察される。食塩摂取は血圧上昇の

リスク因子の一つであることはであることが知ら

れている4)。今回の調査で判明した事は，味噌摂取
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味噌  (g/1000 kcal)
（身体状況）

年齢（歳）
身長（m）
体重（kg）
BMI
体脂肪（％）
ウエスト周囲（cm）
ヒップ周囲（cm）
収縮期血圧（mmHg）
拡張期血圧（mmHg）

（血液生化学検査）
IL-6（ng/ml）
IL-18（ng/ml）
CRP（mg/dl）
遊離脂肪酸（mEq/L）
インスリン（μU/ml）
LDLコレステロール （mg/dl）
HDLコレステロール（mg/dl）
中性脂肪（mg/dl）
AST（IU/L）
ALT（IU/L）
γ-GTP（IU/L）
総コレステロール（mg/dl）
クレアチニン（mg/dl）
尿酸（UA）（mg/dl）
尿素窒素（mg/dl）
グルコース（mg/dl）
HbA1c（％）
ヘモグロビン（g/dl）
血中ナトリウム（mEq/L）
アディポネクチン（μg/ml）

（血中脂肪酸）
エイコサペンタエンサン（μg/ml）
ドコサペンタエンサン（μg/ml）
ドコサヘキサンエンサン（μg/ml）

（栄養素摂取量）
エネルギー（kcal）
タンパク質（g/1000 kcal）
脂質（g/1000 kcal）
炭水化物（g/1000 kcal）
ナトリウム（mg/1000 kcal）
カリウム（mg/1000 kcal）
鉄（mg/1000 kcal）
多価不飽和脂肪酸（g/1000 kcal）
コレステロール（mg/1000 kcal）
食物繊維（g/1000 kcal）
食塩（g/1000 kcal）
脂肪酸（mg/1000 kcal）
n-3系脂肪酸（g/1000 kcal）
n-6系脂肪酸（g/1000 kcal）

（食品摂取量）
穀類（g/1000 kcal）
イモ類（g/1000 kcal）
緑黄色野菜（g/1000 kcal）
その他の野菜（g/1000 kcal）
海藻（g/1000 kcal）
豆類（g/1000 kcal）
魚介類（g/1000 kcal）
肉類（g/1000 kcal）
卵類（g/1000 kcal）
果物（g/1000 kcal）
菓子類（g/1000 kcal）
調味料（g/1000 kcal）

（食行動）
欠食（回/週）
間食（回/週）
夜食（回/週）

Ⅰ（n=267）
　

1.8 ± 0.1*0
 40.3 ± 9.400 
38.6 ± 0.600 
171.4 ± 0.300 
70.2 ± 0.600 
23.9 ± 0.20  
22.2 ± 0.50  
81.3 ± 0.60  
94.6 ± 0.400 
120.8 ± 0.900 
75.4 ± 0.800
9.6 ± 17.80
1.23 ± 0.060
221 ± 4.407
0.084 ± 0.155
475 ± 11.60
7.2 ± 0.300
119 ± 25.10
56 ± 15.00
112 ± 4.100
22 ± 15.70
28 ± 11.90
46 ± 34.00
195 ± 2.097
0.88 ± 0.070
6.0 ± 0.100
13.4 ± 0.200
91.2 ± 0.580
5.1 ± 0.100
15.3 ± 0.100
140 ± 1.400
7.99 ± 0.200
40.3 ± 9.400 
44 ± 2.100 
16.9 ± 0.400 
119 ± 3.200 
21.8 ± 7.000 
1990 ± 43.90
31.5 ± 0.300
33.6 ± 0.497
131 ± 1.020
1497 ± 26.00
1014 ± 12.40
3.22 ± 0.040
6.3 ± 0.100
155 ± 3.000
4.6 ± 0.100
3.8 ± 0.110
28.9 ± 0.380
1.02 ± 0.010
5.25 ± 0.060
25.9 ± 15.70
188.0 ± 4.000
9.3 ± 0.500
22.2 ± 1.097
36.6 ± 1.620
1.0 ± 0.100
17.3 ± 1.000
23.2 ± 1.040
49.5 ± 1.400
16.1 ± 10.10
18.2 ± 1.400
41.5 ± 1.610
10.3 ± 0.380
15.0 ± 0.900
1.9 ± 0.200
3.0 ± 0.200
1.1 ± 0.110

Ⅱ（n=267）
　

4.9 ± 0.100 
 

38.7 ± 0.600 
170.8 ± 0.300 
70.3 ± 0.700 
24.0 ± 0.200 
22.8 ± 0.500 
81.9 ± 0.600 
94.6 ± 0.400 
122.8 ± 0.900 
 76.1 ± 0.700
9.6 ± 17.80
1.30 ± 0.100
210 ± 4.407
0.086 ± 0.155
521 ± 41.60
6.9 ± 0.200
125 ± 25.10
56 ± 15.00
111 ± 4.100
22 ± 15.70
28 ± 11.90
41 ± 24.00
200 ± 2.097
0.87 ± 0.010
6.0 ± 0.100
13.1 ± 0.100
91.4 ± 0.580
5.1 ± 0.300
15.3 ± 0.100
140 ± 1.400
7.53 ± 0.200
40.3 ± 9.400 
45 ± 2.100 
17.3 ± 0.400 
122 ± 3.200 
21.8 ± 7.000 
1938 ± 30.90
32.0 ± 0.300
33.1 ± 0.497
132 ± 1.020
1639 ± 27.00
1035 ± 11.40
3.30 ± 0.040
6.4 ± 0.100
159 ± 3.000
4.9 ± 0.100
4.1 ± 0.110
28.6 ± 0.380
1.09 ± 0.020
5.34 ± 0.070
25.9 ± 15.70
197.0 ± 4.000
11.1 ± 0.500
25.2 ± 0.897
41.4 ± 1.420
1.4 ± 0.100
19.1 ± 0.800
27.0 ± 1.140
47.9 ± 1.300
17.1 ± 9.200
21.4 ± 1.700
38.4 ± 1.410
12.8 ± 0.480
15.0 ± 0.900
1.8 ± 0.200
3.1 ± 0.200
1.3 ± 0.410

Ⅲ（n=269）
　

8.1 ± 0.100 
 

41.3 ± 0.600 
170.9 ± 0.300 
69.3 ± 0.600 
23.6 ± 0.200 
21.9 ± 0.500 
81.3 ± 0.600 
94.2 ± 0.400 
124.0 ± 0.900 
 77.6 ± 0.700
9.6 ± 17.80
1.23 ± 0.080
214 ± 4.407
0.119 ± 0.021
483 ± 13.60
6.9 ± 0.300
125 ± 25.10
56 ± 15.00
114 ± 4.100
24 ± 15.70
30 ± 11.90
46 ± 24.00
201 ± 2.097
0.87 ± 0.010
6.2 ± 0.100
13.6 ± 0.200
92.1 ± 0.580
5.1 ± 0.100
15.3 ± 0.100
140 ± 1.400
7.61 ± 0.220
40.3 ± 9.400 
54 ± 2.100 
18.9 ± 0.500 
135 ± 3.200 
21.8 ± 7.000 
1886 ± 26.90
33.4 ± 0.300
32.9 ± 0.397
129 ± 1.020
1754 ± 27.00
1079 ± 187.0
3.55 ± 0.040
6.8 ± 0.100
163 ± 3.000
5.0 ± 1.100
4.4 ± 0.110
28.5 ± 0.380
1.19 ± 0.180
5.56 ± 0.060
25.9 ± 15.70
198.0 ± 3.000
12.9 ± 0.600
28.5 ± 1.097
49.5 ± 1.620
2.0 ± 0.100
26.5 ± 1.000
31.6 ± 1.140
46.7 ± 1.300
16.4 ± 9.100
23.7 ± 1.600
31.9 ± 1.210
14.3 ± 0.480
15.0 ± 0.900
1.3 ± 0.100
3.0 ± 0.200
0.8 ± 0.110

Ⅳ（n=268）
　

14.5 ± 0.400 
 

42.4 ± 0.600 
171.4 ± 0.300 
69.9 ± 0.600 
23.7 ± 0.200 
22.3 ± 0.500 
82.3 ± 0.600 
94.6 ± 0.400 
123.9 ± 0.900 
 77.5 ± 0.700
9.6 ± 17.80
1.17 ± 0.070
216 ± 4.407
0.105 ± 0.020
523 ± 26.60
6.5 ± 0.200
123 ± 25.10
56 ± 15.00
117 ± 5.100
24 ± 15.70
30 ± 11.90
45 ± 24.00
199 ± 2.097
0.87 ± 0.010
6.0 ± 0.100
13.1 ± 0.100
92.1 ± 0.880
5.2 ± 0.100
15.3 ± 0.100
140 ± 1.400
7.62 ± 0.210
40.3 ± 9.400 
52 ± 2.100 
18.6 ± 0.400 
135 ± 3.200
21.8 ± 7.000 
1695 ± 27.90
33.3 ± 0.300
31.1 ± 0.397
133 ± 1.020
1903 ± 507.0
1074 ± 127.0
3.58 ± 0.040
6.6 ± 0.100
161 ± 3.000
5.7 ± 1.400
4.8 ± 0.110
27.0 ± 0.380
1.18 ± 0.020
5.40 ± 0.030
25.9 ± 15.70
216.0 ± 4.000
11.0 ± 0.600
30.5 ± 1.197
50.0 ± 1.620
2.2 ± 0.100
27.4 ± 1.000
32.0 ± 1.040
43.7 ± 1.200
15.8 ± 9.000
21.7 ± 1.600
27.2 ± 1.210
17.3 ± 0.480
15.0 ± 0.900
1.7 ± 0.400
2.5 ± 0.200
0.6 ± 0.110

統計学的有意差
 

1 vs 3,4 　2 vs 3,4

1 vs 3,4 2 s 3,4
1 vs 3,4 2 vs 3
1 vs 3,4 2 vs 3,4

1,2,3 vs 4
1 vs 3,4  2 vs 3,4
1 vs 4  2 vs 3,4
3 vs 4
1 vs 3,4  2 vs 3,4  3 vs 4
1 vs 3,4

1 vs 3,4  2 vs 3

1 vs 2,3,4  2 vs 3,4

1 vs 4  2 vs 4  3 vs 4
1 vs 2,3,4  2 vs 3,4 
1 vs 3

1,2,3 vs 4
1 vs3
1 vs 3,4  2 vs 4
1 vs 3,4  2 vs 3,4
1 vs 2,3,4  2 vs 3,4
1 vs 3,4  2 vs 3,4
1 vs 3,4  2 vs 3,4
1 vs 4

1 vs 3,4  2 vs 3,4
1 vs 2,3,4  2 vs 4

表１　味噌摂取量と健康関連指標との関連性（男性）
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味噌  (g/1000 kcal)
（身体状況）

年齢（歳）
身長（m）
体重（kg）
BMI
体脂肪（％）
ウエスト周囲（cm）
ヒップ周囲（cm）
収縮期血圧（mmHg）
拡張期血圧（mmHg）

（血液生化学検査）
IL-6（ng/ml）
IL-18（ng/ml）
CRP（mg/dl）
遊離脂肪酸（mEq/L）
インスリン（μU/ml）
LDLコレステロール （mg/dl）
HDLコレステロール（mg/dl）
中性脂肪（mg/dl）
AST（IU/L）
ALT（IU/L）
γ-GTP（IU/L）
総コレステロール（mg/dl）
クレアチニン（mg/dl）
尿酸（UA）（mg/dl）
尿素窒素（mg/dl）
グルコース（mg/dl）
HbA1c（％）
ヘモグロビン（g/dl）
血中ナトリウム（mEq/L）
アディポネクチン（μg/ml）

（血中脂肪酸）
エイコサペンタエンサン（μg/ml）
ドコサペンタエンサン（μg/ml）
ドコサヘキサンエンサン（μg/ml）

（栄養素摂取量）
エネルギー（kcal）
タンパク質（g/1000 kcal）
脂質（g/1000 kcal）
炭水化物（g/1000 kcal）
ナトリウム（mg/1000 kcal）
カリウム（mg/1000 kcal）
鉄（mg/1000 kcal）
多価不飽和脂肪酸（g/1000 kcal）
コレステロール（mg/1000 kcal）
食物繊維（g/1000 kcal）
食塩（g/1000 kcal）
脂肪酸（mg/1000 kcal）
n-3系脂肪酸（g/1000 kcal）
n-6系脂肪酸（g/1000 kcal）

（食品摂取量）
穀類（g/1000 kcal）
イモ類（g/1000 kcal）
緑黄色野菜（g/1000 kcal）
その他の野菜（g/1000 kcal）
海藻（g/1000 kcal）
豆類（g/1000 kcal）
魚介類（g/1000 kcal）
肉類（g/1000 kcal）
卵類（g/1000 kcal）
果物（g/1000 kcal）
菓子類（g/1000 kcal）
調味料（g/1000 kcal）

（食行動）
欠食（回/週）
間食（回/週）
夜食（回/週）

Ⅰ（n=267）
　

1.2 ± 0.1*0
 40.3 ± 9.400 
37.6 ± 1.000 
158.7 ± 0.500 
54.5 ± 1.000 
21.6 ± 0.40  
28.8 ± 0.90  
68.5 ± 0.90  
90.8 ± 0.700 
113 ± 2.000 
68 ± 1.0.000
9.6 ± 17.80
1.02 ± 0.070
219 ± 51.07
0.038 ± 0.007
640 ± 28.60
5.4 ± 0.300
108 ± 35.10
69 ± 15.00
68 ± 4.100
18 ± 15.70
14 ± 11.90
18 ± 14.00
192 ± 3.097
0.67 ± 0.010
10.7 ± 0.200
13.4 ± 0.200
86.9 ± 0.880
5.1 ± 0.100
13.0 ± 0.100
140 ± 1.400
11.9 ± 0.410
40.3 ± 9.400 
41 ± 3.100 
15.2 ± 0.600 
118 ± 4.200 
21.8 ± 7.000 
1713 ± 40.90
33 ± 0.500
35.5 ± 0.597
130 ± 2.020
1511 ± 42.00
1033 ± 22.40
3.51 ± 0.840
6.5 ± 0.100
158 ± 5.000
5.9 ± 0.100
3.8 ± 0.110
30.2 ± 0.580
1.07 ± 0.030
5.37 ± 0.100
25.9 ± 15.70
187.0 ± 5.000
15.1 ± 1.500
33.5 ± 2.097
57.1 ± 3.220
1.2 ± 0.100
20.3 ± 1.600
26.8 ± 2.040
47.8 ± 2.400
14.1 ± 0.900
28.1 ± 3.500
51.1 ± 3.010
8.3 ± 0.580
15.0 ± 0.900
1.4 ± 0.200
5.0 ± 0.300
1.1 ± 0.210

Ⅱ（n=267）
　

3.7 ± 0.100 
 

39.3 ± 1.100 
158.5 ± 0.500 
53.6 ± 0.800 
21.3 ± 0.300 
27.5 ± 0.800 
68.1 ± 0.800 
90.0 ± 0.600 
112 ± 2.000 
68 ± 1.0.000
9.6 ± 17.80
1.35 ± 0.180
167 ± 61.07
0.051 ± 0.001
573 ± 25.60
5.2 ± 0.300
109 ± 35.10
67 ± 15.00
65 ± 3.100
17 ± 15.70
14 ± 11.90
17 ± 14.00
190 ± 3.097
0.66 ± 0.010
11.2 ± 0.300
13.1 ± 0.100
86.1 ± 0.780
5.0 ± 0.100
12.8 ± 0.100
140 ± 1.400
11.5 ± 0.410
40.3 ± 9.400 
38 ± 3.100 
14.2 ± 0.500 
110 ± 4.200 
21.8 ± 7.000 
1801 ± 46.90
33 ± 0.500
35.5 ± 0.497
130 ± 1.020
1660 ± 39.00
1062 ± 17.40
3.53 ± 0.700
6.7 ± 0.100
161 ± 4.000
5.9 ± 0.100
4.2 ± 0.110
30.6 ± 0.480
1.13 ± 0.030
5.62 ± 0.110
25.9 ± 15.70
183.0 ± 5.000
17.6 ± 1.100
32.2 ± 1.897
51.8 ± 2.720
1.6 ± 0.200
24.5 ± 1.900
26.6 ± 1.540
44.7 ± 1.900
15.4 ± 0.900
31.1 ± 2.900
48.9 ± 2.510
10.9 ± 0.580
15.0 ± 0.900
1.1 ± 0.200
5.5 ± 0.500
1.2 ± 0.210

Ⅲ（n=269）
　

6.9 ± 0.100 
 

37.8 ± 0.900 
158.7 ± 0.600 
54.0 ± 0.800 
21.5 ± 0.300 
28.9 ± 0.700 
67.9 ± 0.700 
90.6 ± 0.600 
110 ± 2.000 
67 ± 1.0.000
9.6 ± 17.80
1.06 ± 0.130
172 ± 61.07
0.052 ± 0.012
544 ± 21.60
5.5 ± 0.200
112 ± 35.10
70 ± 15.00
65 ± 3.100
19 ± 15.70
17 ± 11.90
22 ± 24.00
197 ± 3.097
0.66 ± 0.010
11.9 ± 0.300
13.6 ± 0.200
86.5 ± 0.680
5.1 ± 0.100
12.7 ± 0.100
140 ± 1.400
12.2 ± 0.510
40.3 ± 9.400 
39 ± 2.100 
14.5 ± 0.400 
117 ± 4.200 
21.8 ± 7.000 
1725 ± 40.90
33.5 ± 0.400
34.3 ± 0.597
132 ± 1.020
1852 ± 47.00
1055 ± 19.40
3.53 ± 0.600
6.6 ± 0.100
160 ± 4.000
6.0 ± 1.100
4.7 ± 0.110
29.8 ± 0.580
1.11 ± 0.030
5.47 ± 0.100
25.9 ± 15.70
199.0 ± 5.000
13.4 ± 0.900
34.7 ± 1.997
55.9 ± 3.120
1.9 ± 0.200
22.8 ± 1.300
34.2 ± 2.340
46.5 ± 1.700
15.1 ± 0.700
29.9 ± 2.700
44.7 ± 2.510
13.8 ± 0.780
15.0 ± 0.900
1.3 ± 0.200
5.8 ± 0.300
0.9 ± 0.210

Ⅳ（n=268）
　

13.4 ± 0.600 
 

40.5 ± 1.000 
158.1 ± 0.600 
53.2 ± 0.800 
21.3 ± 0.300 
28.2 ± 0.800 
68.5 ± 0.800 
90.2 ± 0.600 
112 ± 2.000 
67 ± 1.0.000
9.6 ± 17.80
1.06 ± 0.100
170 ± 51.07
0.052 ± 0.020
614 ± 25.60
4.9 ± 0.300
108 ± 35.10
70 ± 25.00
68 ± 4.100
19 ± 15.70
15 ± 11.90
22 ± 24.00
194 ± 3.097
0.66 ± 0.010
11.8 ± 0.300
13.1 ± 0.100
86.2 ± 0.880
5.1 ± 0.100
12.7 ± 0.100
140 ± 1.400
12.5 ± 0.610
40.3 ± 9.400 
49 ± 3.100 
16.2 ± 0.500 
130 ± 4.200 
21.8 ± 7.000 
1656 ± 38.90
34.6 ± 0.500
33.6 ± 0.597
132 ± 2.020
1955 ± 55.00
1137 ± 23.40
4.01 ± 0.830
7.0 ± 0.200
169 ± 5.000
6.6 ± 1.500
5.0 ± 0.110
28.8 ± 0.580
1.26 ± 0.030
5.74 ± 0.130
25.9 ± 15.70
203.0 ± 5.000
17.2 ± 1.300
41.6 ± 2.597
71.2 ± 4.020
2.2 ± 0.200
32.7 ± 2.100
28.7 ± 1.040
40.4 ± 1.900
17.4 ± 1.100
38.5 ± 3.600
39.8 ± 2.210
15.6 ± 0.880
15.0 ± 0.900
1.3 ± 0.300
5.2 ± 0.300
0.5 ± 0.110

統計学的有意差
 

1 vs 3,4 　2 vs 3,4

2 vs 4  3 vs 4
2 vs 4
2 vs 4

1 vs 4  2vs 4

1 vs 3,4  2 vs 3,4
1 vs 4

1 vs 4

1 vs 4
1 vs 3,4  2 vs 3,4

1 vs 4  2 vs 4 3 vs 4

2 vs 4

1 vs 4  2 vs 4
1 vs 4  2 vs 4  3 vs 4
1 vs 3,4  2 vs 4
1 vs 4  2 vs 4
1 vs 4  2 vs 4  3 vs 4
1 vs 4

1 vs 4

表２　味噌摂取量と健康関連指標との関連性（女性）
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量の多い者は，食塩および調味料の摂取が多いこ

とである。一方で緑黄色野菜，その他の野菜，海

草類の摂取量が多く，それら食品中には血圧を低

下させる作用があるカリウムが含まれている5)。

味噌の摂取量で４群に分類した群で収縮期および

拡張期血圧を比較してみるといずれの血圧でも統

計的な有為差を認めなかった（表１）。さらに血

圧に影響をおよぼすと考えられる要因を調整し高

血圧発症のリスクをロジッスティク回帰分析によ

り解析したところ味噌摂取量が増えても高血圧発

症のリスクは上昇しなかった（表５）。女性にお

いても男性と同様の解析を行ったが，男性ほど味

噌摂取量と各種健康関連指標および食品摂取量と

の関連性は認められなかったが，ほぼ同様の結果

を得た（表２，４および５）。

　今回の結果で明らかになったことをまとめると

以下の通りである。味噌摂取量が多い者は，(1)

野菜摂取量が多い，(2)魚介類の摂取量が多い，

(3)n-3系脂肪酸の摂取量が多い，(3)血中のn-3系

脂肪酸の濃度が高い，(5)食塩の摂取量が多い。

食塩の摂取量が多いものの，血圧低下に関わる食

品摂取量も多いことが特徴と考えられる。近年，
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* P < 0.05，** P < 0.01

　
　
ドコサヘキサン
エ ン サ ン

エイコサペンタ
エ ン サ ン

穀 類

 
い も 類
 
緑黄色野菜
 
その他の野菜
 
海 草 類
 
豆 類
 
魚 介 類
 
肉 類
 
卵 類
 
乳 類
 
果 実 類
 
菓 子 類
 
嗜 好 飲 料
 
砂 糖 類
 
種 実 類
 
油 脂 類
 
調 味 料
 
大 豆 製 品

み そ

ドコサヘキサン
エ ン サ ン

1.000**

.810**

.086**

.061**

.163**

.165**

.084**

.148**

.343**

-.105**

-.028**

-.034**

.169**

-.169**

-.024**

.071**

.026**

-.062**

.071**

.172**

.104**

エイコサペンタ
エ ン サ ン

.810**

1.000**

.123**

.075**

.153**

.189**

.088**

.152**

.322**

-.125**

.007**

-.024**

.203**

-.195**

-.056**

.090**

.032**

-.045**

.084**

.173**

.123**

穀類
　

.086**

.123**

1.000**

-.080**

-.035**

-.001**

-.031**

.004**

-.025**

-.240**

.028**

-.144**

-.041**

-.408**

-.369**

-.061**

-.176**

-.217**

.048**

-.004**

.163**

いも類
　

.061**

.075**

-.080**

1.000**

.196**

.212**

.224**

.173**

.106**

-.006**

.068*

.017**

.208**

-.032**

-.138**

.171**

.052**

.029**

.025**

.123**

.072**

緑黄色野菜
　

.163**

.153**

-.035**

.196**

1.000**

.658**

.251**

.359**

.329**

.065**

-.001**

.041**

.185**

-.237**

-.164**

.124**

.006**

.042**

.063**

.247**

.183**

その他の野菜
　

.165**

.189**

-.001**

.212**

.658**

1.000**

.260**

.328**

.316**

.036**

-.005**

-.027**

.173**

-.265**

-.123**

.134**

.037**

.130**

.046**

.253**

.200**

海草類
　

.084**

.088**

-.031**

.224**

.251**

.260**

1.000**

.291**

.200**

-.080**

.092**

.034**

.148**

-.154**

-.032**

.139**

.063**

.055**

.157**

.263**

.259**

豆類
　

.148**

.152**

.004**

.173**

.359**

.328**

.291**

1.000**

.270**

-.053**

.013**

-.021**

.147**

-.202**

-.153**

.105**

.053**

-.073**

.071**

.427**

.255**

魚介類
　

.343**

.322**

-.025**

.106**

.329**

.316**

.200**

.270**

1.000**

-.063**

-.030**

-.084**

.184**

-.244**

-.085**

.083**

.085**

-.052**

.081**

.170**

.172**

肉類
　

-.105**

-.125**

-.240**

-.006**

.065**

.036**

-.080**

-.053**

-.063**

1.000**

.041**

-.067**

-.118**

-.256**

-.077**

-.142**

-.053**

.190**

-.079**

-.128**

-.085**

表３　血中脂肪酸濃度量および食品摂取量における相関関係（男性）
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動物実験であるが味噌汁成分には血圧を低下させ

る作用があることが示された6)。大豆成分と血圧

に関する１１論文のメタアナリシス解析では，高血

圧者に対して大豆成分の一種であるイソフラボン

に降圧作用があることが示された7)。

　今回の調査では血中のn-3系脂肪酸濃度と味噌

摂取量との明確な関連性が示された（表１および

２）。これら脂肪酸は魚介類由来であるが，味噌

摂取量との明確な関連が認められたという事は味

噌摂取量と魚介類摂取量との間に密接な関連性が

あることを示すものである。味噌摂取量と魚介類

摂取量との相関関係を調べてみると男性で0.172

（表３），女性で0.147（表４）と必ずしも相関係

数は高くないが見た目の数字以上の関連性がある

のかもしれない。

　今回の研究で味噌摂取量の多い者の特徴の概略

をうかがい知る事ができる。味噌摂取を積極的に

取り入れた場合，全体の献立に与える影響はどの

ようなことがあるであろうか。いわゆる伝統的な

味噌汁の組み合わせを仮定すると魚や野菜を多く

取り入れたメニューになる事が予想される。すな

わち味噌汁という一つの料理だけでなく組み合わ
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乳類
　

-.034**

-.024**

-.144**

.017**

.041**

-.027**

.034**

-.021**

-.084**

-.067**

-.055**

1.000**

.154**

-.034**

-.213**

.078**

-.051**

-.055**

-.086**

-.010**

-.055**

卵類
　

-.028**

.007**

.028**

.068**

-.001**

-.005**

.092**

.013**

-.030**

.041**

1.000**

-.055**

.006**

-.180**

-.015**

.049**

-.077**

.087**

.058**

.010**

.071**

果実類
　

.169**

.203**

-.041**

.208**

.185**

.173**

.148**

.147**

.184**

-.118**

.006**

.154**

1.000**

-.026**

-.239**

.171**

.048**

-.059**

-.012**

.103**

.022**

菓子類
　

-.169**

-.195**

-.408**

-.032**

-.237**

-.265**

-.154**

-.202**

-.244**

-.256**

-.180**

-.034**

-.026**

1.000**

-.144**

-.013**

.063**

-.138**

-.153**

-.162**

-.231**

嗜好飲料
　

-.024**

-.056**

-.369**

-.138**

-.164**

-.123**

-.032**

-.153**

-.085**

-.077**

-.015**

-.213**

-.239**

-.144**

1.000**

-.091**

.065**

.010**

.008**

.006**

-.053**

砂糖類
　

.071**

.090**

-.061**

.171**

.124**

.134**

.139**

.105**

.083**

-.142**

.049**

.078**

.171**

-.013**

-.091**

1.000**

.047**

.055**

.034**

.083**

.025**

種実類
　

.026**

.032**

-.176**

.052**

.006**

.037**

.063*

.053**

.085**

-.053**

-.077**

-.051**

.048**

.063**

.065**

.047**

1.000**

.055**

-.047**

.016**

-.049**

油脂類
　

-.062**

-.045**

-.217**

.029**

.042**

.130**

.055**

-.073**

-.052**

.190**

.087**

-.055**

-.059**

-.138**

.010**

.055**

.055**

1.000**

.089**

.027**

.044**

調味料
　

.071**

.084**

.048**

.025**

.063**

.046**

.157**

.071**

.081**

-.079**

.058**

-.086**

-.012**

-.153**

.008**

.034**

-.047**

.089**

1.000**

.167**

.374**

大豆製品
　

.172**

.173**

-.004**

.123**

.247**

.253**

.263**

.427**

.170**

-.128**

.010**

-.010**

.103**

-.162**

.006**

.083**

.016**

.027**

.167**

1.000**

.368**

みそ
　

.104**

.123**

.163**

.072**

.183**

.200**

.259**

.255**

.172**

-.085**

.071**

-.055**

.022**

-.231**

-.053**

.025**

-.049**

.044**

.374**

.368**

1.000**
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せといった観点から食生活および健康状態に対す

る影響を検討する事も必要かと思われる。
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* P < 0.05，** P < 0.01

　
　
ドコサヘキサン
エ ン サ ン

エイコサペンタ
エ ン サ ン

穀 類

 
い も 類
 
緑黄色野菜
 
その他の野菜
 
海 草 類
 
豆 類
 
魚 介 類
 
肉 類
 
卵 類
 
乳 類
 
果 実 類
 
菓 子 類
 
嗜 好 飲 料
 
砂 糖 類
 
種 実 類
 
油 脂 類
 
調 味 料
 
大 豆 製 品

み そ

ドコサヘキサン
エ ン サ ン

1.000**

.831**

.098**

-.007**

.225**

.279**

.130**

.118**

.405**

-.088**

.025**

.061**

.206**

-.234**

-.065**

.197**

.082**

-.064**

.072**

.034**

.097**

エイコサペンタ
エ ン サ ン

.831**

1.000**

.092**

-.004**

.196**

.264**

.123**

.064**

.383**

-.068**

.041**

.054**

.142**

-.232**

-.011**

.146**

.035**

-.016**

.045**

.000**

.118**

穀類
　

.098**

.092**

1.000**

-.093**

-.069**

.004**

.061**

-.033**

.054**

-.167**

.003**

-.224**

-.094**

-.481**

-.253**

-.036**

-.168**

-.075**

.174**

.021**

.191**

いも類
　

-.007**

-.004**

-.093**

1.000**

.283**

.254**

.240**

.181**

.038**

.017**

.053**

.104**

.202**

-.188**

-.104**

.202**

.179**

.088**

-.036**

.077**

-.041**

緑黄色野菜
　

.225**

.196**

-.069**

.283**

1.000**

.654**

.277**

.255**

.362**

.029**

.038**

.046**

.231**

-.305**

-.121**

.304**

.176**

.057**

-.014**

.108**

.119**

その他の野菜
　

.279**

.264**

.004**

.254**

.654**

1.000**

.318**

.245**

.253**

.001**

.125**

-.010**

.261**

-.354**

-.115**

.264**

.047**

.159**

.053**

.152**

.216**

海草類
　

.130**

.123**

.061**

.240**

.277**

.318**

1.000**

.312**

.208**

-.085**

-.004**

.024**

.070**

-.214**

-.060**

.189**

.154**

.033**

.067**

.195**

.156**

豆類
　

.118**

.064**

-.033**

.181**

.255**

.245**

.312**

1.000**

.241**

-.107**

-.015**

.105**

.168**

-.265**

-.074**

.109**

.081**

-.075**

.063**

.420**

.179**

魚介類
　

.405**

.383**

.054**

.038**

.362**

.253**

.208**

.241**

1.000**

-.014**

.036**

.057**

.166**

-.357**

-.140**

.095**

.071**

-.066**

.009**

.036**

.147**

肉類
　

-.088**

-.068**

-.167**

.017**

.029**

.001**

-.085**

-.107**

-.014**

1.000**

-.006**

-.069**

-.148**

-.296**

.013**

-.127**

-.093**

.154**

-.087**

-.100**

-.137**

表４　血中脂肪酸濃度量および食品摂取量における相関関係（女性）

年齢，体重，アルコールおよび喫煙で調整を行った

男 性

味噌摂取量
　

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

　

高血圧のリスク
　

1
1.151
1.393
1.129

　

95％信頼区間
　
　

（0.663-2.001）
（0.823-2.358）
（0.657-1.940）

女 性

味噌摂取量
　

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

　

高血圧のリスク
　

1
0.853
0.374
0.698

　

95％信頼区間
　
　

（0.260-2.792）
（0.088-1.592）
（0.206-2.367）

表５
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乳類
　

.061**

.054**

-.224**

.104**

.046**

-.010**

.024**

.105**

.057**

-.069**

-.064**

1.000**

.110**

-.144**

-.079**

.037**

-.027**

-.085**

-.087**

.024**

-.087**

卵類
　

.025**

.041**

.003**

.053**

.038**

.125**

-.004**

-.015**

.036**

-.006**

1.000**

-.064**

.012**

-.147**

-.062**

-.064**

-.043**

.120**

.066**

.022**

.210**

果実類
　

.206**

.142**

-.094**

.202**

.231**

.261**

.070**

.168**

.166**

-.148**

.012**

.110**

1.000**

-.133**

-.151**

.199**

.101**

-.109**

.003**

.120**

.041**

菓子類
　

-.234**

-.232**

-.481**

-.188**

-.305**

-.354**

-.214**

-.265**

-.357**

-.296**

-.147**

-.144**

-.133**

1.000**

-.037**

-.092**

.079**

-.168**

-.181**

-.109**

-.169**

嗜好飲料
　

-.065**

-.011**

-.253**

-.104**

-.121**

-.115**

-.060**

-.074**

-.140**

.013**

-.062**

-.079**

-.151**

-.037**

1.000**

-.125**

-.019**

.017**

.052**

-.009**

-.096**

砂糖類
　

.197**

.146**

-.036**

.202**

.304**

.264**

.189**

.109**

.095**

-.127**

-.064**

.037**

.199**

-.092**

-.125**

1.000**

.130**

-.003**

.170**

.095**

.096**

種実類
　

.082**

.035**

-.168**

.179**

.176**

.047**

.154**

.081**

.071**

-.093**

-.043**

-.027**

.101**

.079**

-.019**

.130**

1.000**

-.041**

-.068**

.073**

-.127**

油脂類
　

-.064**

-.016**

-.075**

.088**

.057**

.159**

.033**

-.075**

-.066**

.154**

.120**

-.085**

-.109**

-.168**

.017**

-.003**

-.041**

1.000**

.035**

-.070**

.141**

調味料
　

.072**

.045**

.174**

-.036**

-.014**

.053**

.067**

.063**

.009**

-.087**

.066**

-.087**

.003**

-.181**

.052**

.170**

-.068**

.035**

1.000**

.151**

.415**

大豆製品
　

.034**

.000**

.021**

.077**

.108**

.152**

.195**

.420**

.036**

-.100**

.022**

.024**

.120**

-.109**

-.009**

.095**

.073**

-.070**

.151**

1.000**

.277**

みそ
　

.097**

.118**

.191**

-.041**

.119**

.216**

.156**

.179**

.147**

-.137**

.210**

-.087**

.041**

-.169**

-.096**

.096**

-.127**

.141**

.415**

.277**

1.000**
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　子宮筋腫は良性疾患だが，女性の約25～50％に

認められ過多月経・月経痛・圧迫等によりＱＯＬ

を著しく障害する1)。外科治療が標準治療とさ

れ，子宮摘出の三分の一は筋腫に対して行われて

いる。筋腫は女性ホルモン（エストロゲン）依存

性に増殖するため，閉経でエストロゲン分泌がな

くなれば治療の必要性はなくなる。子宮筋腫に対

する薬物治療では，エストロゲンによる筋腫細胞

増殖機構を抑制するGnRH アゴニストが使用さ

れるが，重篤な副作用のため長期投与できない。

閉経前の筋腫増殖速度を抑制し閉経まで乗り切れ

ば子宮温存薬物療法は達成されるが，このような

薬物は存在しない。疫学的には，大豆製品摂取に

よる筋腫発症抑制の可能性が報告されている2)。

大豆中には植物性エストロゲンであるイソフラボ

ンが含まれており，そのなかのジエニスタインに

ついては我々の先行研究において子宮筋腫細胞増

殖に対するPPARγを介する抑制効果を認めてい

る3)。我々が最近開発したヒト子宮筋腫モデルマ

ウスは長期間にわたり筋腫の組織学的構造維持が

可能である4)。昨年度の検討では，エストロゲン

単独補充下のモデルにおいては，腫瘍サイズの縮

小を認めなかった。もともと，このモデルにおい

ては，エストロゲン単独補充では腫瘍サイズの増

大を認めず，そのために味噌による増殖抑制効果

が確認できなかった可能性が考えられた。子宮筋

腫の増大にはエストロゲンにプロゲステロンを加

えることが必要とされる5)。そこで，本年度はエ

ストロゲン・プロゲステロン両者を補充したモデ

ルを用いて味噌による子宮筋腫増殖抑制効果につ

― 61 ―

新規ヒト子宮筋腫モデルマウスを用いた

味噌経口摂取による子宮筋腫増殖抑制効果についての検討

　

武田　卓１,2，築地謙治２，Li Bin２，八重樫伸生２

　

1）近畿大学東洋医学研究所

2）東北大学大学院医学系研究科産婦人科学講座

Antiproliferative effect of Miso on uterine leiomyoma cells in vitro and in vivo

Takashi TAKEDA1,2，Kenji TSUIJI2，Bin LI2，Nobuo YAEGASHI2

1 Division of Women's Health, Research Institute of Traditional Asian Medicine,

  Kinki University School of Medicine

377-2, Ohno-Higashi, Osaka-Sayama, Osaka 589-8511, Japan
2 Department of Obstetrics and Gynecology, Tohoku University School of Graduate

  Medicine, Sendai, Miyagi, Japan;

1-1, Sendai, Aoba, Sendai, 980-8574, Japan

近畿大学東洋医学研究所　　〒589-8511　大阪狭山市大野東377-2

TEL: (072) 366-0221　FAX: (072) 366-6661

E-mail: take@med.kindai.ac.jp

研研　　究究　　報報　　告告

中味研報告　第34号（2013）



いて検討し，子宮筋腫治療法の新たな展開を目的

として実験を行った。

　

　

１　実験方法

　東北大学利益相反委員会，東北大学倫理審査委

員会，動物実験委員会で承認された実験プロトコ

ールに基づいて研究をおこなった。

　

１）試料

　中央味噌研究所より供与された米味噌（仙台

系）を使用した。味噌を等量の蒸留水に溶解懸濁

し，約５分間ボイル後に遠心し上清部分を実験に

使用した（以下，味噌上清と表記）。

　

２）ヒト子宮筋腫モデルマウス

　患者同意のもと過多月経等の症状のため子宮全

摘あるいは子宮筋腫核出により摘出した子宮筋腫

組織（６症例）を使用した。子宮筋腫組織を細切

し免疫不全マウスであるNOGマウスの皮下に麻

酔下で移植しヒト子宮筋腫モデルマウスを作製し

た。NOGマウスには子宮筋腫組織移植の４８時間

前にエストロゲンサポートのためのエストロゲン

ペレット（エストラジオール徐放性ペレット）と

腫瘍増大を目的としてプロゲステロンペレット

（P4　徐放性ペレット）を皮下に留置した。

　安楽死後に移植組織片を摘出し，HE染色を行

い，子宮筋腫の組織構築および特性を検討した。

また，細胞増殖の指標としてKi-67免疫染色，ア

ポトーシスの指標としてTUNEL染色をおこなっ

た。

　味噌上清投与は，強制経口ゾンデ方により仙台

味噌上清0.1mlを連日投与した。

　

　

２　実験結果および考察

　ヒト子宮筋腫モデルマウスに味噌上清の経口投

与実験をおこなった。味噌はこれまでのin vitro

の検討でより強い細胞増殖抑制効果を認めた仙台

系を使用し移植後８週まで投与を行った。これま

でのエストロゲン単独投与では，移植組織片のサ

イズの増大を認めなかったのに対して，エストロ
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ゲン・プロゲステロン併用投与により，移植片は

体積で約１.２倍に増大した（図１）。味噌投与によ

っても移植組織片腫瘍サイズに経過中変化を認め

ず，摘出した組織からの検討では，HE染色での

組織学的構築に差を認めず，また細胞増殖・アポ

トーシスに関してもKi-67免疫染色・TUNEL染

色の評価では差を認めなかった（図２）。
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３　要約

　ヒト子宮筋腫モデルマウスを用いた検討では，

エストロゲン・プロゲステロン両者を補充するこ

とにより，移植組織のサイズの増加を認めた。し

かしながら，味噌上清投与による腫瘍増大に対す

る抑制効果を認めることができず，in vitroで認

めた抑制効果をin vivoで検証することができな

かった。
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■　要　約

　大豆の発酵食品である味噌には大豆や麹由来の

成分が数多く含まれており，昔から貴重な栄養食

品のひとつとして利用されてきた。「みそ」の

「三素五強」の効能のひとつに「美素」があり，

「美」を養う成分が豊富であるといわれている。

そこで，肌にハリを与えてふっくらさせる真皮内

ムコ多糖であるヒアルロン酸に対する味噌の効果

について調べた。まず，味噌を乾燥させ，含水エ

タノールに室温で１週間浸漬し，30％，50％，

80％の各エタノール抽出物を作成した。次に，こ

れらの抽出物を添加した培地でヒト真皮線維芽細

胞を３日間培養し，培養上清中のヒアルロン酸を

定量した。このとき，細胞数も測定して，細胞１

個あたりのヒアルロン酸量を濃度別に比較した。

その結果，味噌の80％エタノール抽出物にヒアル

ロン酸量を増加させる効果があることがわかっ

た。さらに，味噌に含まれる代表的な遊離脂肪酸

であるリノール酸のヒアルロン酸生成に対する効

果を調べた結果，リノール酸によって細胞1個あ

たりに算出したヒアルロン酸量が多くなることが

わかった。

　

■　緒　言

　加齢とともに肌にしわやたるみ，しみが生じて

くる。しわやたるみと関係の深い肌の弾力性を測

定すると，年齢とともに肌の弾力性は低下し，伸

びやすく戻りにくい古くなった輪ゴムのようにな

る。肌の粘弾性は真皮に存在するコラーゲン繊維

やエラスチン繊維といった繊維性タンパク質とヒ

アルロン酸などの高分子多糖によって構成された

組織構築によって決められている。すなわち，こ

れらの量が減少したり，質が低下したりすると，

しわやたるみができやすくなる。皮膚の繊維性タ

ンパク質が60代から減少する1)のに対し，ヒアル

ロン酸は40代後半から減少しはじめることが報告

されている2)。したがって，40～60代はヒアルロ

ン酸の生成を促進する食品を毎日摂取するように

すれば，肌のしわやたるみといった老化を少しで

も遅らせることができると期待される。

　ヒアルロン酸はグルクロン酸とN-アセチルグ

ルコサミンが交互に結合した高分子多糖で，分子

量は数百万にもなり，水分を保持する能力が非常

に高く，真皮に多量に存在しており，肌にハリを

与えてふっくらさせている。ヒアルロン酸は

HAS（Hyaluronan synthase）１やHAS２，
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HAS３などの３種類の合成酵素により合成さ

れ，真皮においては主にHAS２により高分子ヒ

アルロン酸が合成される3)。大豆の発酵食品であ

る味噌のヒアルロン酸生成促進効果を培養真皮線

維芽細胞で調べた結果，味噌抽出物にヒアルロン

酸の生成を促進する効果があることがわかった。

本研究では，ヒアルロン酸の生成を促進する味噌

に含まれる美容成分について調べた。

　

　

■　方　法

１．味噌の含水エタノール抽出物の作製

　米味噌５gに含水エタノール（30％，50％，

80％）45gを加え，１週間室温暗所に静置した。

抽出エキスをろ過後に回転型エバポレータで溶媒

を留去し，固形物を得た。40mg/mlになるよう

にジメチルスルホキシド(DMSO)で溶解し，さら

にDMSOで４mg/ml，0.4mg/mlに希釈した。

　

２．ヒト真皮線維芽細胞の培養

　ヒト真皮線維芽細胞は75cm2フラスコに10％

FBS-DMEMを用いて炭酸ガスインキュベーター

内で培養し，増殖させた。96穴プレート１枚にヒ

ト真皮線維芽細胞を3,000cells/wellずつ播種し，

DMEM GlutaMAXに２％ウシ血清を含む培地

（２％FBS-DMEM）で１日培養した。各濃度に

調製した味噌抽出物を1μlずつ添加し，炭酸ガス

インキュベーターで３日間培養した後に，以下の

方法でヒアルロン酸量，細胞数の測定を行った。

　

３．培養上清中のヒアルロン酸量の測定

　３日間培養した後に培養上清を採取して，培養

上清中のヒアルロン酸をELISA（enzyme-linked 

immunosorbent assay）法で測定した。炭酸緩衝

液で200倍希釈したヒアルロン酸結合タンパク質

（hyaluronan-binding protein; HABP，５μg/ml）

溶液を高吸着96穴プレート（Immulon　4HBX）

の各ウエルに100μlずつ入れて４℃で一晩静置し

た。300μlの洗浄液 (0.05％ Tween-20 /PBS)で各

ウエルを２回洗浄後，風乾した。５％ BSAを300

μl添加し，４℃ で一晩静置した。洗浄液で２回

洗浄した。標準HA溶液（50，100，200，400，

800ng/ml）お よ び サ ン プ ル をassay buffer 

（0.02％ Tween-20，１％ BSA / PBS）で20倍希

釈し，ウエルに100μlずつ添加して室温で２時間

静置した。washing bufferで４回洗浄した。1,000

倍希釈したBiotin-HABP（250ng/ml）を100μl

ずつ添加し室温で30分静置した。洗浄液で4回洗

浄後，純水で１回洗浄した。10,000倍希釈した

streptavidin-HRP（100ng/ml）を100μlずつ添

加した。室温で30分静置後，洗浄液で４回洗浄

し，純水で１回洗浄した。ABTS［=2,2'-Azinobis

（3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid ammonium 

salt）］を100μlずつ添加し10～20分静置し，マイ

クロプレートリーダーで405nmの吸光度を測定し

た。

　

４．細胞増殖促進効果の測定

　Cell Counting kit-8（同仁化学株式会社）を用

いた。Cell Counting kit 溶液を，各ウエルに10 

μl ずつ添加した。炭酸ガスインキュベーター内

で２時間反応を行った後に，マイクロプレートリ

ーダーで450nmの吸光度を測定した。検量線から

細胞数を算出した。

　

５．味噌に含まれるヒアルロン酸生成促進成分の

探索

　シリカゲル薄層クロマトグラフィを行い，味噌

に含まれる成分を調べた。TLC板に味噌抽出物

をアプライし，展開溶媒（クロロホルム：メタノ

ール：水＝16：６：１）で展開した。TLC板を

乾燥後，発色剤CAMに浸し，キムワイプ等で余

分な発色剤を拭き，ホットプレート（110℃）で

加熱した。 CAMは45 ml の蒸留水に 5 mlの濃硫

酸 を 加 え，1.25 g の（NH4）6Mo7O24・4H2O，２ 

g のCe（NH4）4（SO4）4・2H2O を加え，撹拌して

作成した。

　

６．培養上清中のヒアルロン酸量と細胞増殖に対

する脂肪酸の影響

　大豆の脂肪酸組成はリノール酸が約50％，オレ

イン酸が約20％，パルミチン酸が約10％，リノレ

ン酸が約10％，ステアリン酸が約５％なので，こ

― 66 ―

中味研報告　第34号（2013）



れらの脂肪酸によるヒアルロン酸量と細胞数へ

の影響について調べた。96穴プレート１枚にヒ

ト真皮線維芽細胞を3,000cells/wellずつ播種し，

DMEM GlutaMAXに２％ウシ血清を含む培地

（２％ FBS-DMEM）で１日培養した。１mg/ 

mlに調製した脂肪酸を１μlずつ添加し，炭酸ガ

スインキュベーターで３日間培養した後に，上記

の方法でヒアルロン酸量，細胞数の測定を行っ

た。

　

７．統計学的解析

　EXCELの対応のないt-検定を用いて有意差検

定を行い，P <0.05を有意差ありとした。

■　結　果

　味噌を30％，50％，80％の各エタノールで抽出

して，それらの抽出物を４μg/ml，40μg/ml，

400μg/mlになるように培地に加えて３日間線維

芽細胞を培養したときの培養上清中に含まれるヒ

アルロン酸量を測定した。その結果，味噌の80％

エタノール抽出物（40μg/ml，400μg/ml）に

よって細胞１個あたりで算出したヒアルロン酸量

が増加した（図１）。味噌の50％エタノール抽出

物（400μg/ml）によってもヒアルロン酸量が増

加したが，その作用は80%エタノール抽出物より

も弱かった（図１）。一方，30％エタノール抽出
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物（４μg/ml，40μg/ml，400μg/ml）にはヒ

アルロン酸量を増加させる作用はみられなかった

（図１）。TLCで調べた結果，80％エタノール抽

出物と50％エタノール抽出物には遊離脂肪酸が検

出され，その量は80％エタノール抽出物のほうが

多かった。30％エタノール抽出物には遊離脂肪酸

は検出されなかった。

　リノール酸（C18：２），オレ イン酸（C18：

１），パル ミチン 酸（C16：０），リ ノレ ン 酸

（C18：３），ステアリン酸（C18：０）の各１μ

g/mlの ヒアルロン酸量への影響を調べた結果，

リノール酸によって細胞１個あたりで算出したヒ

アルロン酸量が増加することがわかった（図

２）。

　

　

■　考　察

　味噌抽出物を添加した培地でヒト真皮線維芽細

胞を培養することによって細胞１個あたりで算出

したヒアルロン酸量が増加することから，味噌に

はヒアルロン酸を増やす効果があると考えられ

た。また，味噌に含まれる遊離脂肪酸の効果を調

べた結果から，リノール酸が味噌に含まれるヒア

ルロン酸増加因子の一つである可能性が考えられ

た。一方，大豆には遊離脂肪酸が結合したアシル

ホスファチジン酸が1.02mg/g含まれているとい

う特徴もある4)。アシルホスファチジン酸にはヒ

アルロン酸の生成を促進する作用があるので，味

噌抽出物中のヒアルロン酸の生成促進作用にアシ

ルホスファチジン酸等のその他の成分も関与して

いるかもしれない。今後，味噌のどのような成分

がどのようなメカニズムで効果を発現するかを調

べ，味噌の美容と健康に対する有用性を明らかに

していく。
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要　旨

　ガンは日本人の死因第１位となって久しい。こ

のためガンと戦う化合物を探索し，抗がん剤や特

定健康食品として実用化することは，健康な生活

を送る上で大きな助けとなる。最近 mRNAの成

熟過程が抗ガン剤の有望な標的として注目されて

いる。したがって mRNAの成熟過程をモニタリ

ングする系を用いて mRNA成熟の阻害活性を持

つ化合物，すなわち抗ガン活性を持つ化合物を探

索する系を構築すること，さらにその探索系を用

いた活性化合物の単離が期待されている。探索の

標的として様々な原材料と微生物による発酵過程

を経ることで化合物の宝庫となっている味噌やそ

の原材料を用いることで活性化合物を探索した。

　まず探索系の構築を行った。レニラ・ルシフェ

ラーゼによる１次スクリーニング，RNA-FISH

による２次スクリーニング，mRNAスプライシ

ングを評価する３次スクリーニングにより 

mRNAの成熟過程をモニタリングするシステム

の構築に成功した。次いで味噌サンプルより活性

化合物を含む可能性を持ついくつかのサンプルを

得た。加えて原材料に多く使用される大豆より活

性画分の探索を行いイソフラボン画分に mRNA

成熟阻害活性を見いだした。今後活性化合物の精

製単離を目指したい。

　

　

緒　言

　日本は他に例を見ないスピードで高齢化社会を

迎えつつある。死因のうち，ガンによる死亡は 

1981年に第 1位となって以降，他の死因を引き離

して第１位を占めている。このことからガンを予

防する化合物の探索は，日本において非常に重要

な意味を持っている。発ガンの原因には，化学物

質，ウイルス，紫外線や原発事故による放射線，

ストレスなど，さまざまなものが挙げられる。よ
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ってガンになりにくい食事の摂取が必要であると

ともに，一歩進んでガンを抑制する活性化合物を

様々な食品中から探索し，積極的に利用すること

で健康な長寿社会の実現に近づく。 

　従来，ガンに効く，動脈硬化を防止する等の活

性を持つ食品成分が数多く報告されてきた。その

一部は特定保健用食品として認可されている。し

かし既知のスクリーニングが数多く行われた現

在，同様の手法では新たな活性化合物の発見は難

しくなっている。このため新たな指標による活性

化合物の探索が求められている。最近，mRNA

の成熟過程は，新たな抗ガン剤の重要なターゲッ

トとして期待されている（Kaida et al., 2007; 

Kotake et al., 2007）。私たちの研究グループ

は，mRNAの成熟因子に関する研究を行ってき

たことから（Strasser et al., 2002; Masuda et al., 

2005; Yamazaki et al., 2010），mRNAの成熟阻害

という作用機序の明らかなアッセイ系を用いて，

mRNAプロセシングを制御する因子の探索系を

開発した（Fujiwara et al., 2010）。また，この

探索系に加えて，mRNAスプライシングの阻害

を判定するアッセイ系を構築することで，簡便に

抗ガン活性化合物を探索・利用するためのスクリ

ーニング・評価系として利用できると考えられ

た。本研究は，mRNAプロセシングを制御する

因子の探索系を用いて，mRNA成熟過程を阻害

する化合物の探索に使用できるよう改変するこ

と，さらにこのアッセイ系を用いて mRNA成熟

過程を阻害する味噌を探索することとした。

　

　

方　法 

RLM１株の作製 

　pRL-CMVプラスミドのイントロン部分 ATA

領域を ATGに変異したプライマーを用いて，２

段階の PCRにより変異レニラ・ルシフェラーゼ

発現ベクターを定法により構築した（平成 22年

度報告書）。変異部位は DNAシークエンスによ

り確認した。変異プラスミドを，HeLa細胞に薬

剤耐性遺伝子を含む pApuroとともに導入した。

ピューロマイシン 0.5μg/mlで生育したコロニー

をピックアップし，レニラ・ルシフェラーゼの発

現をルミノメータで測定した。 10個のコロニー

からレニラ・ルシフェラーゼを発現する４つのコ

ロニーを同定した。この内，発現の高かった 

RLM１ならびに RLM７株を凍結保存した。な

お，以後の実験には RLM１株を用いて解析し

た。

　

RNA-in situ hybridyzationによる mRNAの局在の

解析 

　RNA-in situ hybridyzation（FISH）は，既報

告の方法により行った（Fujiwara et al., 2010）。

簡単には，細胞をカバーグラス上に培養し，サン

プルを添加後適切な時間培養した。その後，PBS

で洗い，10％ホルムアミドで固定化した。さら

に 0.1％ TritonX100で細胞を透過化した。これ

を 2xSSCで 洗 浄 し，Ambion社 の oligo-hybri 

bufferで１時間処理した。その後 Cy3で標識し

た oligo-dTと一晩ハイブリダイズした。翌日，

2xSSC，0.5xSSC，0.1xSSCで洗浄した後，DAPI

を用いて核を対比染色した。mRNAと染色体 

DNAの局在を蛍光顕微鏡で観察した。

　

Reverse transcription（RT）-PCRによるレニラ・

ルシフェラーゼ mRNAのスプライシング状態の

解析

　試料を添加した細胞から Sepasolを用いて定法

により total RNAを抽出した。この内，0.5μgの 

totalRNAを逆転写し，cDNAを作製した。つい

でレニラ・ルシフェラーゼのイントロンを挟む形

で RT-PCRを行った。増幅した産物を１％のア

ガロースゲルで電気泳動し，増幅したバンドを 

FAS-IVを用いて観察した。

　

サンプルのアッセイ

　今回使用したサンプルは，中央味噌研究所のご

協力により全国の味噌製造会社より収集した味噌

と大豆分画物を使用した。味噌の原材料は，豆，

米，麦の多岐にわたる。味噌 0.4gを１mlの水に

懸濁した後，10分間加熱処理した。固形物を除去

するために遠心した。その後，上澄を回収してフ

ィルター滅菌した。サンプルは，使用まで -20℃
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で保存した。そのほかのサンプルは， DMSOあ

るいは PBSに溶解後，使用まで -20℃ で保存し

た。サンプルを添加後， 24時間培養した。その

後，細胞を回収し，レニラ・ルシフェラーゼ用溶

解液を使用してレニラ・ルシフェラーゼ測定用サ

ンプルを調整した。

　

　

結　果

スクリーニング系 

　本研究で使用したスクリーニング系を図１に示

した。

　

テスト化合物スプライソスタチンを用いたアッセ

イ系の構築

　アッセイ系が，味噌成分からの mRNA成熟因

子探索に適しているかについて，すでに mRNA

スプライシングを阻害することが報告されている

化合物スプライソスタチン（SSA）を用いて検

討した。まずSSAを RLM1株に添加後 24時間培

養したもののルシフェラーゼ活性を測定した（図

２A）。

　SSAの濃度依存的にルシフェラーゼの活性が

低下していることがわかる。次いで mRNAの挙
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味噌成分からのmRNA成熟阻害因子の探索とその評価系━
サンプル　
┃
▼

１次スクリーニング
ルシフェラーゼによるmRNA成熟阻害の評価（図２A） 

┃
▼

２次スクリーニング
RNA-FISHによるmRNA成熟阻害の直接評価（図２B，C）　

┃
▼

３次スクリーニング
mRNAスプライシング過程における阻害活性の評価（図２D，E，F）　

┃
▼

サンプルのmRNA成熟阻害因子の評価
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動について RNA-FISHを用いて観察した（図２

B，C）。SSAを処理しない場合，mRNA（赤色）

は主として細胞質に存在していた。SSAを処理

するとその局在は徐々に細胞質から核に移り，

100ng/ml SSAでは，ほとんどのmRNAは核に

局在し，mRNAの細胞質への輸送が阻害されて

いることを観察できた。最後に，スプライシング

の状態について RT-PCR法を用いて検討した。

図２Dは，ルシフェラーゼ遺伝子と PCRの増幅

に使用した領域を示している。スプライシングが

行われた mRNAは，295塩基対の大きさとな

り，スプライシングが阻害されたことでイントロ

ンが除去されない場合， 430塩基対の大きさとな

る。SSAを処理すると濃度依存的に 430塩基対の

バンドが生じていた（図２E，F）。これらの結果

より，本アッセイ系は，味噌成分からの mRNA

阻害因子の探索に適したものに改変することに成

功した（Fujita et al., 2012）。

　

味噌からの mRNA阻害活性の検出

　今度は，味噌サンプル中の mRNA成熟阻害活

性の測定を行った。これらを RLM１株に終濃度

１％，３％，10％（w/v）となるように添加し，

24時間培養後，ルシフェラーゼの活性と細胞量の

指標としてタンパク質量を測定した。すると終濃

度 10％添加した場合，いずれの味噌サンプルで

も細胞のタンパク質量が大きく減少していた。一

方３％添加の場合，細胞のタンパク質量はコント

ロール群と差はなかった。そこで以後の実験にお

いては３％とした。

　提供された 100種類の味噌サンプルについて解

析したところ，１回目の測定において，45種類に

活性の低下が見られた。また８種類には活性の上

昇が見られた。これら活性に変化の見られたサン

プルについて再度検討したところ，活性の低下し

た 45種類中９種類において再現性が見られた。

また活性上昇の見られた８種類のうち，４種類に

おいて再現性が見られた。

　このようにいくつかの種類の味噌サンプルにお

いてレニラ・ルシフェラーゼ活性の変化を観察で

きた。

　

RNA-FISHによる核内 mRNA蓄積の観察

　いくつかのサンプルについて，RNA-FISHを

行った。その結果，味噌サンプル１では，コント

ロールに比べて優位に mRNAが核内に蓄積して

いた（図３）。またサンプル 10もその傾向が観察

された。一方サンプル 14では，コントロールと

差は見られなかった。
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大豆イソフラボン画分中の mRNA成熟阻害活性

の検出 

　いくつかの味噌サンプル中に mRNA成熟阻害

活性が検出されたことから，その原材料として使

用されている，大豆，米，麦成分中に mRNA阻

害活性が存在するかについて解析した。今年度

は，大豆に焦点を当てて解析を行った。するとイ

ソフラボン画分に mRNA成熟阻害活性を検出し

た。まずルシフェラーゼ活性の結果を図４に示

す。イソフラボンの添加濃度依存的にルシフェラ

ーゼ活性が低下した。そこで２次スクリーニング

系として RNA-FISH解析を行った。その結果，

イソフラボン添加濃度依存的に核内 mRNAの蓄

積が観察された（図５）。

　

　

考　察 

　本研究では，まず mRNAの成熟を阻害するア

ッセイ系を構築することによりmRNAの成熟を

阻害する活性を持つ化合物を探索した。そのため

にテスト化合物として mRNAスプライシング阻

害活性を持つスプライソスタチンを用い，活性化

合物の探索に適切なスクリーニング系を構築した

（Fujita et al., 2012）。この探索系を用いて味噌

サンプルについて検討した。様々な地方から集め

られた味噌サンプルを用いてアッセイしたとこ

ろ，レニラ・ルシフェラーゼ活性の減少するも

の，変わらないもの，増加するものが見られた。

このことから，味噌によって中に含まれている化

合物には多様性のあることが推察された。その中

で再現性の得られた９種類の減少サンプルと４種

類の増加サンプルは，さらなる解析が必要である

と考えられた。また RNA-FISHを行い，mRNA

の成熟を阻害するサンプルが存在していた。

　いくつかのサンプル中に活性が存在すると考え

られたため，その原材料中の活性化合物の可能性

を検討した。大豆・米・麦などの原材料より大豆

に焦点を絞って解析したところ，ルシフェラーゼ

アッセイ並びに RNA-FISHアッセイからイソフ

ラボン画分に活性化合物の存在が認められた。今

後は， RT-PCRによりスプライシングの阻害活

性があるか，また活性化合物の単離同定を進めて

いきたい。
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はじめに

　味噌は，古くから食されてきた伝統的な食品

で，主に調味料として幅広く使用されている。一

般的な味噌の主成分は大豆であるが，大豆にはさ

まざまな生理機能成分が含まれていることが近年

明らかになってきている1)。たとえば，大豆タン

パク質やペプチド，イソフラボンやサポニン，レ

シチン，リノール酸，大豆オリゴ糖などである。

従って，主に大豆から製造される味噌にもまたこ

れらの健康機能成分が含まれており，また他にも

米麹由来の成分や，発酵によって新たに生成・増

強される有益成分や，ペプチドのように発酵によ

り高機能化される成分などが豊富に含まれる1)。

　しかしながら，大豆は５大アレルギー食品とし

て，一定のアレルギー誘発リスクを有しているこ

とが知られている2)。また，近年，花粉症と関連す

る新しい大豆アレルギーが明らかとなっており3)，

小児だけでなく成人においても大豆のアレルギー

は健康危惧要因として認識されてきている4)。こ

のような，新しい大豆アレルギーも含めて味噌で

はそのアレルゲン性が低減化されていることが示

唆されるが，実際に個々のアレルゲンに対して解

析した例はほとんど見られない。

　このような背景から一昨年度は，我が国におけ

る主要な味噌について，そのタンパク質パターン

や各種アレルゲンレベル，さらには各種味噌のエ

タノール抽出物のヒト肝細胞に対する脂質代謝適

正化能を検討した。その結果，主要な味噌におい

て，主要なアレルゲンの存在レベルが低下してい

ることを実証する事ができた。また，味噌抽出物

中には肝細胞からのアポB含有リポタンパク質

（悪玉コレステロール）の分泌を抑制する効果を

示すことも明らかにした。さらに，昨年度は，こ

れらの低アレルゲン性の相対値をデンシトグラム

で計測し半定量した5)。加えて，一部のアレルゲ

ンに関しては新たな抗体の作製を行うとともに新

規な大豆アレルゲン（PM30）のクローニング及

び抗体作成にも成功した6)。

　今年度は，これまでの研究をさらに発展させ，

大豆以外の主要副産物として，コメや大麦由来の

アレルゲンの残存を評価するとともに，臨床的な

味噌のアレルゲンリスクを評価する目的で，大豆

やコメアレルギー患者血清を用いた評価などを行

った。
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実験方法

（１）味噌サンプル

　味噌は中央味噌研究所より一昨年度供与いただ

いたものを解凍して用いた。実験に使用した味噌

とその原材料の一覧を表１に示す。今回検討した

味噌は，昨年同様，甘口米みそ１種類，辛口米み

そ７種類，麦みそ，豆みそ各１種類である。

　

（２）味噌からのタンパク質の抽出

　昨年と同様に，一定量の味噌サンプルに水を一

定量加え，ミキサーにて攪拌した。得られた抽出

物をタンパク定量し，各アレルゲンの検出に適し

た一定レベルのタンパク質量を電気泳動やウエス

タンブロッティング，ELISAなどに供した。

　

（３）味噌中に含まれる副産物（コメ，大麦）の

アレルゲンレベルの評価

　各種味噌サンプルを電気泳動に供し，コメのア

レルゲン（グリオキサラーゼ，RAG2，LTP1，

α-グロブリン）や大麦のアレルゲン（LTP）に

対する特異抗体を用いてウエスタンブロッティン

グを行った。ウエスタンブロッティング法の手順

としては，まず味噌サンプルをSDS化し，SDS-

PAGEにて電気泳動を行ったのち，PVDF膜にセ

ミドライブロッティング法にてタンパク質を転写

した。転写後のPVDF膜はスキムミルクにてブロ

ッキング後，各アレルゲンに対する抗体（１次抗

体）と反応させ，PBSTにて洗浄後，HRP標識抗

マウスIgG，HRP標識抗ラビットIgGなどの２次

抗体を用いて反応させ，最終的にはHRPの化学発

光基質（ECL western blotting detection reagent）

を用いて発光させ，Ｘ線フィルムに露光させた。

Ｘ線フィルムはレンドール，酢酸，レンフィック

スを用いて現像・固定した。

　

 （４）患者血清を用いた味噌のアレルゲン性の評

価（IgE-ELISA）

　同一タンパク質量の大豆・コメ抽出液または各

種味噌サンプルをELISAプレートに固相化し，

ブロッキング後，大豆やコメに反応する市販のア

レルギー患者血清を50倍希釈にて２時間反応させ

た。その後，ウェルを洗浄し，HRP標識抗ヒト

IgE抗体を反応させ，最終的にはTMB発色試薬

を用いて発色させ，リン酸にて反応を停止した。

反応停止後の黄色の発色をプレートリーダーを用

いて450nmの吸光度を測定した。

　

　

結果と考察

（１）各種米味噌での副材料であるコメのアレル

ゲンの評価（イムノブロッティング）

　コメの主要アレルゲンとして，α－グロブリ

ン，LTP1，グリオキサラーゼ，RAG2などが知

られている。そこで，大豆以外に，味噌の副原料

としてのコメのアレルゲンに注目した。LTP１は

Lipid Transfer Proteinであり，もともとは脂質

結合タンパク質として機能解析が行われたアレル

ゲンであるが，近年の研究では，これは植物が病

害虫被害や生育ストレスに晒された際に生体防御

のために発現が増加する感染特異的タンパク質の

一種と考えられている7)。

　コメのLTP1に対する特異抗体は，コメ中の本

分子を明瞭に検出できたが，米みそ中の本アレル

ゲンはまったく検出できなかった（図１）。従っ

て，コメのアレルゲンであるLTP1は味噌の発酵

・醸造中に効率的に分解を受けることが判明し

た。LTP1は，汎アレルゲンとして，消化抵抗性

があり，食物アレルギー発症において重篤なアナ

フィラキシー症状を引き起こす強力なアレルゲン

として知られている。従って，味噌ではそのリス
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甘 味 米 み そ
辛 口 米 み そ Ａ
辛 口 米 み そ Ｂ
辛 口 米 み そ Ｃ
辛 口 米 み そ Ｄ
辛 口 米 み そ Ｅ
辛 口 米 み そ Ｆ
辛 口 米 み そ Ｇ
麦 み そ
豆 み そ

実験で使用した各種みその原材料

：
：
：
：
：
：
：
：
：
：

米，大豆，食塩，水飴，酒精
米，大豆，食塩，酒精
大豆，米，食塩
大豆，米，食塩，酒精
大豆，米，食塩
大豆，米，食塩，酒精
大豆，米，食塩，酒精
大豆，米，食塩，酒精
大麦，大豆，食塩，酒精
大豆，食塩

表１．実験に使用した味噌とその原料
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クは少ないと考えられた。

　コメアレルゲンのうち，グリオキサラーゼ I 8)

についても検討したところ，このアレルゲンもコ

メ中では明瞭な反応性を示したが，米みそ中では

検出出来なかった。従って，本アレルゲンも

LTP1と同様に味噌の発酵・醸造過程で分解を受

けやすいものと考えられた。

　一方，コメアレルゲンのうち，RAG2 やα-グ

ロブリンに関しては，味噌中にも有意に検出され

た（図１）。特に，α-グロブリンは，甘口米み

そや辛口米みそのうちの醸造期間の短いと思われ

る淡色系の味噌では，ほとんど分解されていない

と思われるものも見られた。RAG2に関しても，

甘口米みそや辛口米みそのうちの醸造期間の短い

と思われる淡色系の味噌では分解の程度が弱いこ

とがわかった（図１）。従って，これらのアレル

ゲンに感作されているコメアレルギー患者におい

ては，味噌の摂取でも臨床反応を引き起こす可能

性が否定できないため，注意が必要である。

　

（２）大豆アレルギー患者血清を用いた味噌のア

レルゲン性の評価（IgE-ELISA）（図２）

　次に，より臨床的なアレルゲン性を評価するた

めに，大豆に反応する３名の市販アレルギー患者

血清を用いて，各種味噌に対する反応性をIgE-

ELISAにて検討した。コントロールとして，大

豆抽出液（豆乳）を用いた。その結果，いずれの

場合も，大豆抽出液（豆乳）と比べて，いずれの

味噌でもIgE結合性は低下しており，特に豆味噌

は低かった。甘口米みそや一部の辛口米みそで

は，一部反応性の残存が確認されたが，それ以外

の味噌ではほとんど検出できなかった。また，こ

れまでの研究でも指摘したとおり，豆味噌におい

ては各種アレルゲンが極めて少ない事が明らかと

なっているが，患者血清を用いた本実験において

も，豆味噌では反応性が極めて低いことが明らか

となった。これまでに大豆の各種アレルゲンの存

在レベルを各アレルゲン特異抗体を用いて検討し

てきたが，今回はより臨床的なアレルゲン性を評

価しうる患者血清を用いた評価を行ったが，同様

に低減化が評価できた。従って，これら２つの評

価系によって，味噌における大豆アレルゲンリス

クの低減化を実証することができた。

　

（３）米アレルギー患者血清を用いた味噌のアレ

ルゲン性の評価（IgE-ELISA）（図３）

　同様に，各種米味噌における，米アレルギー患

者血清を用いた反応性をIgE-ELISAにて検討し
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図１．米味噌における主要米アレルゲンの検出
Oligo -dT欄は細胞内の mRNAの局在を、DAPIは染色体 DNAを示している。
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た。コントロールとして，米抽出液を用いた。患

者血清として３名分の市販血清を用いた。その結

果，いずれの場合も，米抽出液と比べて，いずれ

の味噌でもIgE結合性は低下していた。ただし，

甘口米みそや一部の辛口米みそでは，半分程度の

反応性の残存が確認された血清も認められた。特

に，患者血清３においては，いずれの味噌でも半

分程度の反応性の残存が見られたが，これは，米

アレルゲンのうち抵抗性のあるRAG2 やα-グロ

ブリンが関与している可能性があり，一部の米ア

レルギー患者では注意が必要である。

（４）麦味噌における副材料である大麦のアレル

ゲンの評価（イムノブロッティング）

　麦味噌においては，麦由来のアレルゲンが残存

している可能性が考えられた。そこで，大麦の主

要アレルゲンであるLTPに対する抗体を用い

て，麦味噌に対するイムノブロッティングを行っ

たが，検出限界以下であり検出出来なかった（デ

ータ省略）。そこで現在，より高感度なサンドイ

ッチELISAにて検討を行っている。
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図２．各種味噌に対する大豆アレルギー患者血清IgEの結
　　　合性の検討
Ａ；SSAによるルシフェラーゼ活性の低下，Ｂ；RNA-FISH
によるmRNAの核内の蓄積， Ｃ；Ｂのデータの定量化，Ｄ
；RT-PCR法によるルシフェラーゼmRNAのスプライシング
阻害の検出 Ｅ；RT PCRによるスプライシング阻害の検出

図３．各種米味噌に対する米アレルギー患者血
　　　清IgEの結合性の検討
Ａ；SSAによるルシフェラーゼ活性の低下，Ｂ；
RNA-FISHによるmRNAの核内の蓄積， Ｃ；Ｂの
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（５）大豆及び味噌の人工消化系における消化抵

抗性の評価

　一般に，食物アレルゲンなどのアレルゲン性の

タンパク質は，ペプシンやトリプシンなどの消化

酵素に対して抵抗性があることが知られている9)。

これは，消化酵素からの分解を免れて腸管へと到

着しやすく，未消化で腸管から吸収されることに

よって感作や発症（惹起）などが引き起こされる

ためである。また実際に，豆腐と豆乳では含まれ

るアレルゲンの消化抵抗性が大きく異なり，それ

がアレルゲン性の差異に影響している可能性が示

されている10)。そこで，今回は味噌の形態中の大

豆アレルゲンが消化抵抗性を有しているかどうか

を人工消化系を用いて検討した。

　甘口米味噌（白味噌）は，醸造期間が短いた

め，味噌の中では比較的アレルゲンが残存してい

るが，これを人工消化系で評価したところ，最も

消化性の良いと考えられる液体形態の大豆抽出液

（豆乳）と比べて同等の消化性を示した（データ

省略）。従って，味噌の被消化性は液体の豆乳と

同等であり，アレルゲン性と相関する消化抵抗性

は賦与されていないと考えられた。よって，味噌

は発酵・熟成の過程ですでに大豆・コメ・麦のア

レルゲンが高度に分解されているのみならず，経

口摂取後も被消化性の高い豆乳と同等にアレルゲ

ンが消化されることが判明した。さらに，実際の

大豆やコメのアレルギー患者の血清IgEの結合性

も有意に低く，これまでの結果とも合わせて味噌

の低アレルゲン性が立証された。

　

　以上の結果より，味噌は，大豆以外の副材料で

あるコメや大麦のアレルゲンも十分に低減化して

いることが判明した。ただし，コメの場合，

RAG2 やα-グロブリンに関しては，いずれの味

噌でもアレルゲンが比較的高レベル残存している

事が判明した。また，大豆アレルゲンでも，コメ

アレルゲンでも，アレルゲン性の低減化は，熟成

期間の長い豆味噌が優れており，このことから発

酵熟成過程がアレルゲン分解や機能成分の増加と

いった健康機能性に有益な変化をもたらすと考え

られた。
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