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図１．味噌上清の腹腔内投与によるDahl食塩感受性ラット血圧抑制効果
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図３．味噌上清中の抗酸化活性
左図は抗脂質過酸化活性を、右図はラジカルDPPHの消去活性を示す。
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図４．Ex vivo での味噌長期摂取中の活性酸素消去効果
左図は味噌摂取中の脳内過酸化脂質含量を、右図は SOD活性示す。味噌摂取により SOD活性が増加していること、脂質の
過酸化が抑制されていることを示す。Dahl 食塩感受性ラットを用いた。
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味噌摂取が食塩感受性体質を食塩抵抗性に変える機序
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図５．味噌摂取により食塩感受性高血圧が抑制され、高血圧性臓器障害が抑制される仮説9-13)
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　我が国は超高齢化社会を迎え，医療費等の増大

が見込まれることから，日常的な介護を必要とせ

ず自立した生活ができる生存期間である「健康寿

命」への関心が一層高まっている。「食」と「長寿」

の関係に関心が寄せられる中，味噌を始めとする

発酵食品は健康に良いと言われているが，味噌を

寿命の観点から科学的に評価する方法は確立され

ていないと考えられる。ヒトを対象とした疫学調

査では「食」以外の要素が寿命へ影響することを

考慮せねばならず，また，マウスを用いた実験で

は最低でも 3年以上の期間を要する。

　これまで報告者は，モデル生物である線虫

Caenorhabditis elegans を用いて寿命制御に関す
る研究に従事してきた。C. elegans は自家受精に
より増殖するため個体差が極めて少なく，寿命が

約 4週間と短いことから，寿命研究のための格

好の生物材料である，と考えられる。さらに，体

が透明であることから，生きたまま蛍光タグを付

加したタンパクを観察することができる。すなわ

ち，寿命制御タンパクの挙動を生きたまま観察で

きる。特筆すべきは，寿命を制御するインスリ

ン /インスリン様成長因子 -1 シグナルはヒト・C. 
elegans に共通に存在することである。
　そこで本研究では，優れたモデル生物C. 
elegans を用いて，①味噌の長寿効果を検証し，
②味噌に含まれる長寿（延命）物質を探索し単離・

構造解析を行うことを目指す。寿命制御機構には

インスリン様シグナル経路に加え，Sirtuin 経路，

TOR 経路が知られているが，本研究では，報告

者が寿命研究の標的としているインスリン様シグ

ナル経路に特化した展開を図る。

　

　

　使用した味噌は赤味噌（米辛口赤色系味噌）6

種（長野，宮城，新潟，徳島），豆味噌 1 種（愛

知），麦味噌 2種（長崎，大分），白味噌（甘味噌）

（京都）の 10種である。
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　線虫Caenorhabditis elegans として，野生株な
らびに TJ356 株（インスリン様シグナル下流の

転写因子 DAF-16 に GFP が連結した融合タンパ

クDAF-16::GFP を構成的に発現）を用いた。

　

　線虫個体を用いた寿命測定を行った。①みそ

懸濁液（10％）に野生株（50匹）を 1昼夜浸漬

し，寿命測定培地（通常飼育に用いるNGM培地

に FUdR を添加後，餌となる大腸菌を塗布）に移

し，寿命測定を行った。②寿命測定培地に味噌

を 10％あるいは 5％添加し，大腸菌の増殖を抑

えるためにアンピシリンを添加した寿命測定培地

上で野生株の寿命を測定した（50匹）。

　

　初代培養細胞を用いた細胞レベルでのインスリ

ン様シグナルの変動を観測した。TJ356 株を液

体培養により大量調製し，アルカリブリーチ法

により卵を分離した。コラゲナーゼ処理後，卵

殻を破砕することにより個々の細胞に分離した。

この状態では DAF-16::GFP が核に局在（長寿状

態）していることから，遺伝子組換えインスリ

ン（MBP::INS-6）を添加し，DAF-16::GFP を細胞

質に移行させた。その後，試料を添加し，DAF-

16::GFP の挙動（核移行）を共焦点レーザー顕微

鏡で観察した。

　

　

　線虫を味噌試料に一昼夜浸漬した後に寿命測定

を行ったところ，特段に寿命延長効果は認められ

なかった。そこで，寿命測定培地に味噌試料を添

加し，恒常的に味噌を摂食させる状態で寿命測定

を行った。

　10％の味噌を含む培地ではおそらく浸透圧の

影響により早期に死滅する線虫が認められた。そ

こで，培地に添加する味噌試料を 5％として寿命

測定を行った。

　まず，赤味噌6種の延命効果を検証したところ，

3種（宮城，新潟，徳島産）に対照区（試料無添

加）と比較して有意な延命効果が認められた（

,　 ）。

　次いで，豆みそ・麦みそ・白みその延命効果を

検証したところ，麦みそ（長崎産，大分産）なら

びに白みそ（京都産）に対照区（試料無添加）と

比較して有意な延命効果が認められた（ ,　

）。

　そこで，麦みその延命効果がインスリン様シグ

ナルによるものかどうかを，TJ356 株初代培養

細胞を用いて検証した。

　調製した初代培養細胞はインスリン様シグナ

ルが亢進していないため，リン酸化を受けない

DAF-16::GFP が核に局在する（ ）。これは

寿命延長時のDAF-16 の挙動と一致する。そこに

インスリン様分子（MBP::INS-6）を添加すると，

DAF-16::GFP がリン酸化され細胞質に移行した
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図１．赤みその延命効果（カプランマイヤー法）
* : P<0.05，** : P<0.01 vs. Con．バーは標準偏差，n=10

表１．ログランクテストによる有意差検定
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（ ）。

　DAF-16::GFP は殆どの細胞で細胞質に移行し，

核・細胞質両者に認められる細胞もあった。しか

しながら，核のみに DAF-16::GFP が認められる

細胞は皆無であった。

　そこで，インスリン様分子を添加し DAF-16:: 

GFP を細胞質に移行させた（通常寿命状態）後，

味噌試料を添加し DAF-16::GFP の挙動を観察し

た。なお，味噌試料に含まれる NaCl の影響を勘

案して，活性炭クロマトグラフィーに吸着・洗

浄・メタノール溶出したものを試料とした。

　インスリン様分子を含む 5％味噌試料を添加し

た場合には，細胞質の局在していたDAF-16::GFP

が核に移行し，約 80％の細胞で核・細胞質に，

約 20％の細胞で核のみに DAF-16::GFP が観察さ

れた（ ）。

　また，10％味噌試料を添加した場合には，細

胞質の局在していた DAF-16::GFP が核に移行し，

ほぼ全ての細胞で核のみに DAF-16::GFP が観察

された（ ）。以上の結果から，延命効果を示

す麦みそ試料は濃度依存的に DAF-16::GFP の核

移行（延命）を促進することが判明した。現在，

活性炭処理した麦みそ試料の延命効果を個体レベ

ルで検証している。

　

　

　本研究において，10 種の味噌の延命効果を検

証した。赤みそ 3種，麦みそ 2種，白みそに有

意な延命効果が認められた。試験に赤みそ 6種

のうち，3種のみが延命効果を示したことは興味

深い。成分分析の結果を詳細に比較することによ

り，延命効果を示す成分が見出せるのではないか
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図２．豆みそ・麦みそ・白みその延命効果（カ
プランマイヤー法）

* : P<0.05，** : P<0.01 vs. Con．バーは標準偏差，n=10
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* : P<0.05，** : P<0.01 vs. Con．バーは標準偏差，n=10

表２．ログランクテストによる有意差検定
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図３．TJ356初代培養細胞のインスリン様分子添
加前後の共焦点レーザー顕微鏡写真

* : P<0 05 ** : P<0 01 vs Con バーは標準偏差 n=10
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と考えている。長寿（延命）物質の単離・構造解

析も重要なテーマであると考えられる。

　また，延命効果を示す麦みそに関して，寿命を

制御するインスリン様シグナル依存的な延命効果

か否かを検証した。その際，試料に関する感受性

が高い初代培養細胞を用い，かつ，TJ356 株を

用いることで DAF-16::GFP の細胞内局在の変動

により延命効果を検証した。麦みそ試料は濃度依

存的に DAF-16::GFP の核移行を促進したことか

ら，その延命効果はインスリン様シグナル依存的

であることが判明した。初代培養細胞を用いた本

システムは迅速に延命効果（DAF-16::GFP の核移

行）を検出できることから，長寿（延命）物質の

単離の際に用いるアッセイ系として，非常に優れ

ていると考えられる。

　

　

　本研究に対して多大なるご支援を賜りました一

般社団法人中央味噌研究所に心よりお礼申し上げ

ます。
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図６．麦みそ試料10%を添加した際のDAF-16:: 
GFPの細胞内局在

* : P<0.05，** : P<0.01 vs. Con．バーは標準偏差，n=10
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図１．ラットの摘出消化管図（胃部から大腸・直腸まで）
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図２．トランスウェル装置
* : P<0.05，** : P<0.01 vs. Con．バーは標準偏差，n=10
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図１．単一化合物として得られたソヤサポニンの ZIP4 発現促進効果
　Ａ．HPLC による単一化合物であることの確認。Ｂ．ソヤサポニン（サポ），あるいは精製前の大豆抽出物は，ZIP4 の
mRNA　の発現には大きな影響を与えない。Ｃ．精製前の大豆抽出物と同様に，ソヤサポニン（サポ）は ZIP4 タンパク質
の発現を増加させる。
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図２．ソヤサポニンを含む大豆抽出物の細胞への影響の評価
　Ａ．ソヤサポニン（サポ）と精製前の大豆抽出物は，MT-I の発現量を
増加させる。Ｂ．ソヤサポニンを含む大豆抽出物は，Texas Red で標識
されたトランスフェリンの細胞内への取り込みに影響を与えない（細胞
内に赤い小胞に変化がないことがわかる）。（ -）はトランスフェリンの
処理がない場合。Ｃ．大豆抽出物（終濃度を%で示した）が細胞毒性を
与えないことを示すMTT アッセイの結果。MTT アッセイでは，細胞死
が起こると595 nmの波長が減少する。
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図３．ヒトZIP4 の発現に及ぼす味噌抽出物の影響
　いくつかの味噌抽出物において，MDCK 細胞の膜表面に発現させたヒトZIP4 量を増加させる活性があることがわかる。
Nは処理無しを示す。ソヤサポニンと精製前の大豆抽出物にもヒトZIP4 の発現を増加させる活性が確認できる。
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図１．慢性拘束ストレス負荷および仙台味噌摂取による体重増加率の変化および血清中コルチコステロン
　　　濃度の変化
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図２．慢性拘束ストレス負荷および仙台味噌摂取による体重増加率の変化および臓器重量の変化
Ｗ ： 分画していない味噌サンプル溶液
>3kDa：3kDa 以上のペプチドを含む味噌サンプル溶液の分画
<3kDa：3kDa 以下のペプチドを含む味噌サンプル溶液の分画
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図３．慢性拘束ストレス負荷および仙台味噌摂取による血清中コルチコステロン濃度の変化
Ｗ ： 分画していない味噌サンプル溶液
>3kDa：3kDa 以上のペプチドを含む味噌サンプル溶液の分画
<3kDa：3kDa 以下のペプチドを含む味噌サンプル溶液の分画

海馬

視床下部室傍核

Vehicle CRS CRS + No.4 > 3kDa

図４．慢性拘束ストレス負荷および仙台味噌No.4 の 3kDa 以上のペプチド分画摂取によるGRの局在お
　　　よび発現変化
GR は DAB 染色，核はメチルグリーンにより染色して検出した。
GRは正常時に CA1および DGに好発現しているのだが，CRS により海馬全体でDABの色調が強くなった。

中味研報告　第36号（2015）



CRS CRS + No.4 > 3kDaVehicle

図５．慢性拘束ストレス負荷および仙台味噌 No.4 の 3kDa 以上のペプチド分画摂取によるアポトーシ
　　　ス陽性細胞の変化
アポトーシス陽性細胞はDAB + Ni 染色，核はメチルグリーンにより染色して検出した。
矢印の濃く染まった細胞がアポトーシス陽性細胞である。

CRS CRS + No.4 > 3kDaVehicle

図６．慢性拘束ストレス負荷および仙台味噌 No.4 の 3kDa 以上のペプチド分画摂取による神経系前駆
　　　細胞（BrdU 陽性細胞）の変化
神経系前駆細胞（BrdU 陽性細胞）はDAB + Ni 染色，核はメチルグリーンにより染色して検出した。
点線で囲った海馬DG付近に濃く染まった神経系前駆細胞が多く観察できる。
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µ

表１．本研究に用いた味噌とその原料

図１．スクリーニング試料の分画スキーム
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H3K9me3 H3K27me3 H3K27ac H3K9me3 H3K27me3
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H3K27ac

Control

miso 2-2

miso 3-3

miso 3-10

miso 6-4

miso 8-2

miso 8-10

miso 15-1

miso 15-9

Fraction

-

CHCl3

CHCl3

H2O

CHCl3

CHCl3

H2O

CHCl3

H2O

Layer

-

70％ MeOH

70％ MeCN

70％ MeOH

80％ MeCN

70％ MeOH

70％ MeOH

50％ MeOH

50％ MeOH

RP CC

図２．味噌画分によるヒストン修飾変化
　活性画分（画分番号，液層，RP　CCでの溶出液）と，HeLa および hTERT-RPE1 細胞それぞれにおけるヒストン修飾に
対する各画分の影響。顕著な変化を及ぼした画分についてのみ免疫染色の結果を示した。
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Control miso 2-2

H4K16ac

図３．画分2-2の H4K16ac に対する効果
　HeLa 細胞に画分2-2を30µg/mLで添加し，H4K16ac
を免疫染色により検出した。
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図５．化合物１および２がニューロン・アストロサイト分化におよぼす影響 
　神経幹細胞をニューロンまたはアストロサイトへ分化誘導する際に，化合物１１および２２を終濃度1および0.1　µg/mLと
なるように添加し，３日後にニューロンおよびアストロサイトに対する特異的な抗体を用いて免疫染色を行い，Hoechst
陽性細胞数に対する各抗原陽性細胞数の割合から分化効率を算出した（左：ニューロン分化効率，右：アストロサイト分
化効率，*p<0.05）。

Control Compound 1 Compound 2

H4K16ac

図４．化合物１および２がH4K16ac に対する効
　　　果
　HeLa 細胞に化合物１１および２２を40　µg/mLで添加し，
H4K16ac を免疫染色により検出した。
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図１．D-キシロースとグリシンより生成した主
要青色色素 Blue -M1 の構造
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図２．Blue-M1 のインキュベーション溶液の逆相系 HPLC
* : P<0 05 ** : P<0 01 vs Con バーは標準偏差 n=10
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図３．Peak-2の化学構造（PPA-1）
* : P<0 05 ** : P<0 01 vs Con バーは標準偏差 n=10
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図４．Peak-1の化学構造（PPA-2）
* : P<0 05 ** : P<0 01 vs Con バーは標準偏差 n=10
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表１．Peak-1 の NMRデータ 表２．Peak-3 の 1H-NMR データ
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図５．Peak -3（Yellow -M1）の推定構造
* P 0 05 ** P 0 01 C バ は標準偏差 10
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図６．リノール酸の自動酸化に対する抗酸化性（ａ）PPA-1 ;（ｂ）各種試料
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図１．遠心式補助人工心臓 EvaHeart を応用した
両心室置換 fitting study

* : P<0.05，** : P<0.01 vs. Con．バーは標準偏差，n=10
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データ収集装置

光電センサ

安価・小型で
装着が簡単

脈波

心電図

Pulse wave transmission time

脈波＋心電図→ PTT

（PTT）

図２．味噌などの発酵食品が血圧反射に与える影響の解析装置
* : P<0.05，** : P<0.01 vs. Con．バーは標準偏差，n=10

表１．タイプＡスケーリング（Type A scale）

中味研報告　第36号（2015）



5

4

3

2

1

0

Fr
eq
ue
nc
y

0 20 40 60

mss1

8

6

4

2

0

Fr
eq
ue
nc
y

0 20 40 60 80

mss2

MSS1 : Miso Ratio
MSS2 : Frequent Miso customs,
Related to Total amount of Miso

図３．生活習慣における味噌摂取回数と頻度 
　

30

25

20

15

10

5

0

Ty
pe
-A
 S
ca
le

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Miso Standard Scale

Miso SS vs Type-A Scale

Correlation
-0.5829

ｙ=-0.1726x+18.862

Ｐ＞┃ｔ┃
0.508

図４．味噌摂取習慣とタイプＡスケーリング 
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