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はじめに

　わが国における 2011 年度のイヌおよびネコ

の累計飼育頭数は約 2,154 万頭であり，飼育世

帯率はイヌで 17.7%，ネコで 10.3% に上る 1）。

このような，ペットの定着には少子高齢化や

生活水準の向上を背景として，ヒトがペット

に癒しや家族同様の関係を求めるようになっ

たことが関係しているものと思われる。一方，

最近のペットを取り巻く環境の変化から，ア

レルギー性疾患を抱えるペットが増えている。

そこで，本稿では乳酸菌の抗アレルギー作用

に着目したペット向けサプリメントの開発に

ついて紹介する。

　ペットのアレルギー性疾患に関する報告は

年々増加傾向にある。例えば，ペットとして飼

育されているイヌのアレルギー罹患率は，イヌ

全体の約 15% に上り，特にアレルギー性皮膚

炎が小動物診療現場において多く観察されるよ

うになっている 2）。

　アレルギー性皮膚炎は，皮膚に強い痒みを伴

うことが特徴であり，その原因物質によりノミ，

ダニ，ハウスダストなどの小動物やその死骸に

対するアレルギー，食物アレルギー，接触性ア

レルギー，アトピー性皮膚炎などに分けられる。

しかし，それらのアレルギー症状が慢性化する

と，いずれの場合もマラセチア，膿皮症，脂漏

性皮膚炎などの二次的な皮膚疾患を引き起こ

す。そのために，まずマラセチアや濃皮症など

の合併した感染症を治療した後，副腎皮質ホル

モン剤などの抗アレルギー剤で症状を制御し，

アレルギーの原因となっているダニ，ノミ，ハ

ウスダスト，食物などのアレルゲンを遠ざける

ことが一般的である 3）。しかし，一度発症した

アレルギーの完治は極めて困難であることや，

一部の投薬は免疫力の低下を招き，感染症やそ

の慢性化を誘発することが知られている。その

ため，アレルギー症状の予防と改善という観点

から，副作用の少ないペット用アレルギー対策

サプリメントの開発が期待されている。

　アレルギーは，その発症メカニズムの違いに

より I 型〜 IV 型に大別される。それらの中で

も，ヒトやペットにおいて高い頻度で観察され

ているアレルギー性皮膚炎の多くは，イムノグ

ロブリン E （IgE） が発症に関与する I 型アレル
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ギーである。通常，免疫系は司令塔の役割を果

たす I 型ヘルパー T 細胞 （Th1） と II 型ヘルパー

T 細胞 （Th2） により巧みに調節されている。一

般に，I 型アレルギーでは，Th1 と Th2 のバラ

ンスが Th2 優位となり，アレルギーの原因物

質 （アレルゲンと呼んでいる） に対する血液中

の IgE レベルの顕著な上昇が観察される。その

ために，I 型アレルギーの発症には Th1/Th2 バ

ランスの破綻が関わっていると考えられている 

（図 1）。

　一方，ペットにおける Th1/Th2 バランスの破

綻の原因としては，嗜好性に優れた栄養価の高

いペットフードの普及や室外から室内飼育への

生活環境の変化などが招く肥満症，ストレス，

運動不足などが挙げられる。また，犬種の違

いによってアレルギー罹患率が異なることか

ら 2），遺伝的因子の関与が示唆されている。

　KT-11 は，キティー社が保有する菌株の中か

ら，Th1 の誘導を介して Th1/Th2 バランスの是

正を促す菌株として選抜されたラクトバチル

ス・クリスパタスに帰属する乳酸菌株である 

（写真 1）。KT-11 の Th1 誘導作用は，ラクトバ

チルス・クリスパタスの標準菌株，最近注目さ

れている植物由来のラクトバチルス・プランタ

ラム，ラクトバチルス・クリスパタスと類縁菌

でありヒト消化管由来ラクトバチルス・アシド

フィラスなどと比較して，極めて高いことを確

認している。また，加熱処理を加えることでそ

の作用が高まることも特徴の一つである 4）。

　既に述べたように，ペットのアレルギー性疾

患の中でも，イヌのアトピー性皮膚炎は高い頻

度で観察されるとともに，罹患率は犬種間で異

なる。また，原因物質としては，とりわけコナ

ヒョウヒダニの場合が多いことが知られている
5）。そこで，著者らは遺伝的にアトピー性皮膚

炎の発症因子を有するマウス （I 型アレルギー

自然発症マウス，NC/Nga マウス） への 1 日あ

たり 1 mg の加熱処理 KT-11 の 15 週間の経口

投与が，コナヒョウヒダニで誘起したアトピー

3. 乳酸菌 KT-11

4. アトピー性皮膚炎の改善効果

図 1　Th1/Th2 バランスとアレルギー

写真 1　KT-11 の電子顕微鏡写真
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性皮膚炎に及ぼす影響を調べた 4）。

　その結果，KT-11 投与マウスのアト

ピー性皮膚炎は，非投与の場合と比べ

て明らかに弱いことが観察された （写

真 2）。また，KT-11 を投与したマウス

の血液中のコナヒョウヒダニに対する

IgE レベルは，非投与の場合と比べて

有意に低く，Th1/Th2 バランスの是正

が確認された （図 2）。

　 す な わ ち， こ れ ら の 結 果 か ら，

KT-11 は Th1/Th2 バランスの是正を介

してアトピー性皮膚炎を改善するもの

と考えられ，アトピー性皮膚炎改善の

ためのペット用経口投与剤の原料として用いる

ことができることが示唆される。

　前項では，KT-11 の遺伝的アレルギーマウス

のアレルギー症状改善効果について紹介した。

しかし，既に述べたようにアレルギー性疾患の

増加には，生活環境の変化が大きく関係してい

ると考えられる。

　そこで，著者らは食物アレルゲンの一つであ

る卵白アルブミン （OVA） の過免疫により健常

マウスに後天的 I 型アレルギーを誘導し，その

マウスのアレルギー症状と免疫パラメーターを

加熱処理 KT-11 添加飼料で飼育した場合と無

添加飼料で飼育した場合と比較とした 6）。

その結果，KT-11 添加飼料 （5.0 × 107 個 /g） で

7 週間飼育したマウスは，無添加飼料で飼育し

た場合と比べて，アレルギーの指標となるく

しゃみの回数が有意に減少した （図 3）。また，

KT-11 添加飼料で飼育したマウスでは，無添加

飼料で飼育した場合よりも血液中の OVA に対

する IgE レベルの有意な低下と，Th1/Th2 バラ

ンスの是正が観察された （図 4）。 さらに，図

には示していないが KT-11 添加飼料で飼育し

たマウスは，アレルギーの発症に関与するマス

5. 後天的アレルギーの改善効果

図 2　KT-11 がアトピー性皮膚炎発症マウスの免疫系に及ぼ
す影響

各値は平均値または平均値と標準誤差で示している。*: p < 0.05

写真 2　KT-11 非投与 （左） および投与 （右） マウスの背部のアトピー性皮膚炎症状
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ト細胞や抗原提示細胞数が顕著に減少した。

　すなわち，KT-11 は Th1/Th2 バランスの是正

だけでなく，アレルギーの発症に関与する免疫

細胞の活性化の抑制を介して，後天的アレル

ギーマウスの症状を改善することが明らかに

なった。本結果も前項の結果と同様に，KT-11

を環境の変化により生じるアトピー性皮膚炎改

善のためのペット用経口投与剤の原料として用

いることができることを示唆している。

　KT-11 の I 型アレルギー軽減のための最低投

与量を知るために，後天的アレルギー発症マ

ウスを加熱処理 KT-11 添加飼料（低

濃度添加，中濃度添加，高濃度添加）

および無添加飼料で 6 週間飼育し，ア

レルギー症状と免疫パラメーターを

比較した。

　その結果，いずれの濃度の KT-11 添

加飼料で飼育した場合も無添加飼料で

飼育した場合と比べて，I 型アレルギー

症状の指標であるくしゃみの回数は有

意に減少し，Th1/Th2 バランスの是正

が観察された （図 5）。

　本結果に基づき，マウス一匹，一日

あたりの KT-11 の摂取量を給餌量から

図 3　KT-11 が後天的アレルギー発症マウスのア
レルギーの指標であるくしゃみの回数に及ぼ
す影響

各値は平均値と標準誤差で示している。**: p < 0.01

図 4　KT-11 が後天的アレルギー発症マウスの免疫系に及ぼ
す影響

各値は平均値または平均値と標準誤差で示している。*: p < 0.05

6. KT-11 の投与量とアレルギー改善効果

図 5　KT-11 の摂取量の違いがアレルギー症状に及ぼす影響

低濃度 : 0.00283% KT-11 添加，中濃度 : 0.0085% KT-11 添加，高濃度 : 0.0283% KT-11 添加。各値は平均

値または平均値と標準誤差で示している。*: p < 0.05，** p < 0.01，***p < 0.001
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画から KT-11 の安全性試験を行った。　

　その結果，表 1 に示したように，マウスお

よびラットへの単回投与試験，並びに Ames 試

験において KT-11 の毒性は認められなかった。

また，ビーグル犬への反復投与試験においても

一日あたり 900 mg/kg の投与では安全性に全く

問題がないことが確認された。

　すなわち，以上の結果は，前項で示したマ

ウスにおける I 型アレルギー改善効果を示す

KT-11 の投与量は，安全性において全く問題な

いことを示唆している。

おわりに

　本稿では，著者らが乳児糞便から分離同定

した乳酸菌（ラクトバチルス・クリスパタス） 

KT-11 のアトピー性皮膚炎や後天的アレルギー

の改善効果，並びにその安全性について紹介し

た。著者らは KT-11 をアレルギー症状の改善

を目的とした安全性の高いペット向けサプリメ

ントの素材として利用できるものと考え，現在，

臨床試験を進めている。

算出すると，低濃度添加の場合は約 5 mg/kg，

中濃度添加の場合は約 15 mg/kg，高濃度添加

の場合は約 47 mg/kg である。このことから，

KT-11 のアレルギー軽減効果はマウスでは少な

くとも 5 mg/kg 以上の投与において生じるもの

と考えられる。現在，本結果に基づき，KT-11

を配合した錠剤や顆粒分包などの形態に仕立て

たサプリメントを試作し （写真 3），ペット用ア

レルギー対策サプリメントの開発に向けて臨床

試験を行っている。

　一般に，乳酸菌は様々な生物の消化管内に常

在し，宿主に有益な作用をもたらすことは周知

のところである。KT-11 は乳児糞便から分離し

た乳酸菌であることから安全性は高いものと考

えられるが，ペット用飼料素材として用いる計

7. KT-11 の安全性

写真 3　KT-11 含有サプリメント 

表 1　KT-11 の安全性試験項目

安全性試験 対象 投与量
単回投与試験 マウス 7）・ラット 2.0g/kg
反復投与試験
（3 ヶ月間）

ビーグル犬 0.9g/kg

Ames 試験 細菌 5 種 －
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はじめに

　北海道における食用キノコの人工栽培産業の

生産額は，最新の統計によると 2008 年から 100

億円 / 年を超えるまでに達し，その生産量は生

シイタケ 6,400 t / 年，以下エノキタケ 4,300 t / 年，

ブナシメジ 3,300 t / 年，マイタケ 2,400 t / 年，

ナメコ 1,300 t / 年と続く 1）。そして，この産業

を支えてきた主要因としては，キノコ生産先進

地域からの栽培技術（培地組成，温湿度管理な

ど）の習得と独自改良，本州種菌メーカーや北

海道立林産試験場が開発した優秀な栽培用キノ

コ菌株 2, 3）の利用を挙げることができる。

　一方，食用キノコの菌株保存に注目すると設

備的に恵まれている試験・研究施設等であれば

-80℃以下での凍結保存法が用いられるが 4, 5），

一般には 5℃前後の温度を用いる継代培養保存

法が汎用されているものと考えられる。しかし

ながらエノキタケの菌株を継代培養保存する

と，発茸温度と保存温度が重なっている 6）こと

で保存培地に子実体が発生してしまうことが少

なくない（図 1 参照）。本研究では，この課題

解決の一方策を狙い，リーズナブルな家庭用冷

凍庫レベル（-20℃程度）の温度を利用したエ

ノキタケ菌株の凍結保存の可能性，および同保

存が菌株の子実体形成に及ぼす影響の把握を試

みることとした。また，コスト削減や作業の簡

略化を考慮し，凍結保護液の代わりに殺菌した

純水の利用可能性についても併せて検討した。

　 供 試 菌 の エ ノ キ タ ケ Flammulina velutipes 

（Curt.：Fr.） Sing には，野生系（A01）と白造

り系（A53）の 2 菌株を用いた。いずれもポテ

トデキストロース寒天（日水製薬㈱製，以下

PDA）平板培地を用いて温度 7℃で継代培養保

存したものである。各試験に用いる場合には，

直径 9 cm の PDA 平板培地に供試菌株を接種し

て 25℃で 7 日間培養し，コルクボーラーで培

純水と -20℃を用いた

エノキタケ菌株の凍結保存の試み

Key Words：菌株保存・食用菌・栄養成長・生殖成長

富樫  巌（TOGASHI Iwao）*　　幸田  有以（YUKITA Ai）*

* 旭川工業高等専門学校

1.
供試菌株と供試材料，および菌株の保存・
解凍条件

図 1　エノキタケ菌株の継代培養で発生した子実体

（7℃，左：野生系，右：白造り系）
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地ごと打ち抜いた直径 5 mm の菌体円盤を接種

源とした。

　凍結保護液には，高圧蒸気殺菌処理（121℃・

15 分）を施したグリセリン（和光純薬工業㈱製，

特級）の 10%（w/v）水溶液と純水を供試し

た。1.5 ml マイクロチューブに供試菌株の菌体

円盤 5 枚を入れ，凍結保護液や純水を分注して

同円盤全体を覆った。それらを，予冷すること

なく -80℃（日本フリーザ㈱製小型超低温槽），

-20℃（㈱トミー精工製アルミブロック超低温

槽）と平均温度 -18.5℃（㈱日立製作所製家庭

用冷凍庫），及びコントロールとして 7℃（同

家庭用冷蔵庫）の環境下へ最大 150 日間投入し

た。そして，一定期間経過毎にマイクロチュー

ブを取り出し，コントロールを除いて 30℃の

湯浴中に 3 分間浸漬することで解凍した。

　2-1． 生存率の測定方法

　PDA 平板培地 1 枚にマイクロチューブから

取り出した菌体円盤 5 枚を接種し，温度 25℃

のインキュベーター中で最大 10 日間培養する

ことで供試菌株の菌糸再生状況を，目視および

実体顕微鏡にて観察した。菌体円盤から菌糸再

生が見られた時を『発菌』，再生菌糸が PDA 平

板培地中に伸長した時を『活着』とした。活着

したものは全て菌糸伸長に至ったことから，活

着に至ったものを生存数とすることで各生存率

を求めた。

　2-2．グリセリン水溶液または純水，および

-20℃を用いた凍結菌糸の再生状況

　エノキタケ菌株については種々の凍結温度に

耐性があることが報告されている 7）こと，著

者らの予備試験でも良好な生存状況が得られて

いることから，通常は利用されない純水と温度

-20℃の組み合わせの利用可能性を検討するこ

ととした。対照となる凍結保護液には一般的な

10%（w/v）グリセリン水溶液を採用し，主に

は純水を用いて同温度で 3，5，10 日間凍結し

た供試菌株の菌糸の再生状況を観察した。

　その結果を図 2 と同 3 に示した。凍結保護

液の違い，菌株の違いにより生存率が 100% に

達する培養日数に多少の差異があったが，遅く

とも 5 日間で全ての菌体円盤が活着に至った。

図 4 には生存率 100% に達するまでに要した日

数をまとめたが，野生系（A01）をグリセリン

水溶液で 10 日間凍結保存した場合に 5 日間を

要したものの，多くが 2 〜 3 日間となっており，

凍結保護液と純水の差異は殆どみられなかっ

た。以上の結果からエノキタケ菌株の凍結保存

では純水と -20℃の組み合わせの利用可能が認

められる。そこで次に，純水と -80℃の組み合

わせの影響把握，さらには純水と -20℃の組み

合わせにおける中長期間の凍結保存の影響を把

握することとした。

2. 保存後の菌株の生存状況

図 2　純水使用・-20℃凍結保存菌株の菌糸再生状況（25℃培養）
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　2-3．純水と -80℃を用いた凍結菌糸の再生

状況

　温度 -80℃で 3，5，10 日間凍結した場合の 2

菌株の挙動を観察し，その菌糸再生状況を図 5

に示した。菌株により生存率が 100% に達する

培養日数に多少の差異はあるが，2 日間で全て

の菌体円盤が活着に至ったことで，-20℃（図

4 参照）よりも -80℃が望ましいことが分かる。

すなわち，-20℃凍結（一部，解凍操作の影響む）

はエノキタケ菌糸体への何らかのストレスを与

えており，その菌体円盤が活着に要した時間経

過の長さはダメージの回復に費やされたものと

推察される。

　2-4．純水と -80℃または -20℃を用いて中長

期間凍結した菌糸の再生状況

　凍結保護液の代わりに純水，凍結温度として

-80℃と -20℃（上述の 2 種類の器材使用）を

用い，供試菌株に対する 30 〜 150 日間凍結の

影響を観察した。

　その結果，全ての試験区で生存率が 100% と

なったが，そこに到達する培養日数に差異が観

察された。図 6 には，凍結温度と器材の違い

別に，生存率 100% 到達に要した日数をまとめ

た。-80℃ではいずれも 2 〜 3 日間で活着が全

て確認されたものの，-20℃では 120 日間以上

の凍結で 4 〜 6 日間を要した。これは，2.3 の

場合と同じく，-20℃凍結保存時に生じるスト

レスの可能性が考えられる。今後，実用化に向

けて更なる長期間凍結の影響を把握する必要が

ある。

　-20℃のアルミブロック超低温槽と家庭用冷

凍庫の違いは，前者の温度変動幅はほぼ 0 であ

るのに対し，後者の庫内には 10℃程度の温度

図 3　グリセリン使用・-20℃凍結保存菌株の菌糸再生状況（25℃培養）

図 4　-20℃凍結保存後の菌株が生存率 100％に達
するに要した日数（25℃）

図 5　純水使用・-80℃または -20℃凍結保存後の
菌株が生存率 100％に達するに要した日数

（25℃）
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変動幅（-20 〜 -12℃）が存在することである。

図 6 から，両者の違いが凍結保存に及ぼす差異

を判断することは難しいが，アルミブロック超

低温槽が僅かに優れる傾向がみられる。

　以上から，-80℃と比較して -20℃はエノキ

タケ菌株に何らかの凍結ストレスを与えるが，

5 カ月程度の保存期間では菌糸体の成長（栄養

成長）において回復可能なダメージレベルと判

断できる。続いて子実体形成（生殖成長）への

影響評価を試みることとした。

　3-1．エノキタケの栽培方法

　栽培用種菌培地については，エゾマツ（Picea 

iezoensis Carr.）のノコクズ（水分：7.9%）と米

ぬか（水分：7.5%）を体積比 4：1 で混合後に

水道水を加えて撹拌し，強く握った時に指の

間から僅かに水が染み出る程度の水分（60 〜

63%）とした。それをスクリューキャップ付の

200 ml 容ガラス培養ビンに約 100g 充填し，培

地中央に直径 9 mm の通気孔を 1 個あけて高圧

蒸気殺菌（温度 121℃・20 分）した。その後，

上述のように活着・伸長したエノキタケのコロ

ニーから得た菌体円盤を接種し，25℃で 2 週間

培養して培地全体に菌糸を蔓延させたものを栽

培用種菌として用いた。

　栽培培地については，栽培用種菌培地と同様

に調製・高圧蒸気殺菌処理を行った。ただし培

養ビン当たりの培地充てん量は 60g とし，その

培地組成は絶対乾燥質量換算でノコクズ 10g，

米ぬか 11g，水 39g （水分：65%）とした。室

温まで冷却した栽培培地の上面と通気孔へ 1 ビ

ン当たり約 5g の栽培用種菌を接種し，25℃で

培養することで培地全体に菌糸を蔓延させた。

培養期間については同一試験区の菌回りが全て

終了するまでとし（菌回り日数として把握），

菌回り後に菌掻きと殺菌水の吸水処理を 1 時間

行った。なお，試験区当たりの栽培培地の繰り

返し数は 6 とした。

　その後培養ビンに再度キャップをし，12℃

に設定した蛍光灯の照明付きインキュベー

ター（照度約 300 lux）で子実体の発茸と子実

体の生育を促した。子実体の採取時期は菌傘

が培養ビンのキャップに到達した時点とし，

発茸までに要した日数と採取までに要したそ

れぞれの日数（発茸日数と採取日数，いずれ

も 12℃に投入後の日数），および子実体の収量

と本数を測定するとともに目視による子実体

の形態を観察した。

　3-2．エノキタケの栽培試験結果

　栽培試験に供した 2 菌株の再生菌糸として

は 2.4 で示したように，純水を用いて -80℃と

図 6　純水使用・-80℃または -20℃凍結保存後の
菌株が生存率 100％に達するに要した日数

（25℃）

3.
純水中で凍結保存した菌株を用いた栽培
試験

注）ディープ：ディープフリーザー；アルミ：アルミ

ブロック超低温槽
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-20℃で 30，120，150 日間凍結保存処理を施し

たもの，およびコントロールは 7℃で継代培養

していたものを用いた。

　栽培試験の結果，コントロールを含めた全試

験区で子実体が得られ，子実体形成能が維持さ

れていることが示された。菌回り日数に注目す

ると，いずれの試験区も 12 日間前後で差異は

なかった。発茸日数と採取日数については，そ

れぞれ野生系（A01）が 12 日間前後と 24 日前

後，白造り系（A53）が 18 日間と 33 日前後で

あり，両菌株共に凍結保存条件の影響は確認さ

れなかった。

　両菌株の培養ビン当たりの子実体収量と子実

体本数の結果を図 7 と同 8 に示した。野生系

（A01）と白造り系（A53）を比較した場合の顕

著な差異としては，後者のコントロールにおい

て子実体収量が少ない試験区がみられたこと，

前者の子実体数が多いことである。この原因と

しては，本研究で用いた培養温度などの栽培環

境 8）が白造り系（A53）に適していなかった可

能性が考えられる。

　子実体発生が安定していた野生系（A01）の

結果を中心に考察すると，図 9 に示したよう

にコントロールと凍結保存処理区共に大きさの

揃った正常な形態の子実体が発生し，子実体収

量に関してコントロールとの間に有意な差が認

められなかった。図 7 に示すように，全ての試

験区で培養ビン当たりの子実体収量は 21g を超

え，培地質量の 35% 以上が利用されたことに

なる。なお，図 8 において凍結保存 150 日の試

験区の栽培試験結果で，コントロールを含めて

子実体本数が減少しているが，その原因は不明

である。

　以上から，エノキタケ菌株については，純水

に投入した菌体円盤を家庭用冷凍庫レベルの温

度で凍結保存しても，半年程度であれば生存の

維持と正常な子実体形成能が維持されることが

示された。

図 7　純水使用・-80℃または -20℃凍結保存後の
再生菌糸を用いた栽培試験結果（子実体収量）

注）ディープ：小型超低温槽；アルミ：アルミブロック超低温槽．（図 7，8 共通）

図 8　純水使用・-80℃または -20℃凍結保存後の
再生菌糸を用いた栽培試験結果（子実体本数）
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まとめ

　凍結保護液の代わりに純水を用い，かつ庭用

冷凍庫レベルの温度（-20℃程度）を用いてエ

ノキタケ2菌株の凍結保存試験（最大150日間），

および栽培試験を行った結果，全ての条件で菌

糸が再生した。一方，-20℃凍結保存は -80℃

の場合と比較して菌糸再生に多くの時間を要

したことで，エノキタケ菌糸に何らかの凍結ダ

メージを与えたものの，栄養成長においては回

復可能なレベルと思慮された。なお，同様の試

験をシイタケ 2 菌株で行ったところ，-20℃凍

結保存で 3 日間処理後において菌糸再生は生じ

図 9　栽培試験で発生した野生型エノキタケ（A01）の子実体

注）エゾマツ・米ぬか培地使用（培養温度：25℃；発茸・生育温度：12℃）

なかった（富樫，幸田：未発表データ）。純水

と -20℃凍結保存の組み合わせは，一部の種類

のキノコにのみ利用可能な条件と思慮される。

　また，凍結処理後を施したエノキタケの再生

菌糸を用いた栽培試験から，栽培に関わる種々

の日数や子実体の収量・本数・形態を精査した

結果，継代保存菌株のコントロールとほぼ同様

の結果となった。したがって，本研究の凍結保

存条件はエノキタケの子実体発生能（生殖成長）

に顕著な影響を及ぼさなかった。今後において

は，実用化に向けてより長期間の凍結保存の影

響把握が必要である。

コントロール（7℃・継代培養保存）から発生した子実体

－ 20℃アルミブロック超低温槽を用いて 120 日間凍結保存した
再生菌糸から発生した子実体
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はじめに

　カンピロバクター属菌は，獣医学領域では

100 年以上も前から家畜の流産の原因菌として

問題となっていた。1970 年代に入り，カンピ

ロバクター属菌が小児の下痢症の原因となるこ

とが明らかとされ，医学領域でも注目を集める

ようになった 1）。近年では，カンピロバクター

属 菌， 特 に Campylobacter jejuni と C. coli は，

我が国や欧米において最も重要な食中毒細菌

の 1 つとなっている。しかしながら，培養法に

基づくカンピロバクターの検査法には様々な問

題点がある。 多くのカンピロバクター属菌は，

微好気条件を好み，増殖が遅く，菌種同定まで

約 1 週間を要する。生化学的性状が酷似してお

り，菌種同定が容易でない。16S rRNA 遺伝子

の菌種間での相同性が高く，16S rRNA を基に

した菌種の鑑別が困難である。

　我々は，細胞膨化致死毒素（cdt）遺伝子が

ある種のカンピロバクター属菌に菌種特異的か

つ普遍的に存在することを見いだし，菌種同

定の標的遺伝子となりうることを報告した 2-5）。

本稿では cdt 遺伝子を標的としたカンピロバク

ター属菌の簡便で迅速な高感度検出キットとそ

の応用例について紹介する。

　カンピロバクター属菌は，グラム陰性のらせ

ん状桿菌で，両端に鞭毛を有し，コルクスク

リュー様の活発な運動をする。培養は微好気条

件下（5 〜 10% の酸素）で行い，水素を要求す

る菌種もある。カンピロバクター属には，現在

少なくとも 18 菌種報告されている（表 1）6）。

それらの多くは家禽類をはじめとする動物の腸

管内，ヒトの腸管内や口腔内に生息している。

多くのカンピロバクター属菌がヒトの胃腸炎の

原因となるが，これら 18 菌種の中で食中毒細

菌に指定されているのは C. jejuni と C. coli の 2

菌種である。一方，C. fetus は，食中毒細菌に

は指定されていないが，生レバーによる集団食

中毒の原因菌として報告されている 7）。

　我が国における 1 年間のカンピロバクターに

よる食中毒は，発生件数で 400 件前後，患者数

は約 3,000 名と近年常に上位を占めている。し

かしながら，食品安全委員会の報告によるとカ

ンピロバクターの感染者は年間述べ 1 億 5 千万

人と推定されている。我が国の下痢症患者から

分離されるカンピロバクター属菌の 98% 以上

が C. jejuni と C. coli である 9）。しかし，欧州で

食中毒細菌カンピロバクター属菌の

簡便で迅速な高感度検出キットの開発

Key Words：カンピロバクター・食中毒細菌・マルチプレックス PCR・Real-time PCR
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1. カンピロバクターとその感染症
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は C. jejuni や C. coli 以外にも C. 

upsaliensis，C. concius や C. fetus

などが下痢症患者から分離され

ている 10）。これらの違いは，培

養法あるいは地理的要因が影響

している可能性が考えられる。

　 一 方，C. jejuni や C. fetus を 始

めカンピロバクター属菌の中に

は，胃腸炎以外に敗血症の原因に

なる菌種もある。特に C. jejuni に

よる胃腸炎発症後，まれに末梢

神経障害であるギランバレー症候

群を併発することがある。さら

に，カンピロバクター感染症の続

発症として反応性関節炎，過敏

性腸症候群や炎症性腸疾患があ

る 11）。オランダの 2004 年の報告

では，人口 1,600 万人あたりカン

ピロバクターによる胃腸炎患者

は 59,000 人，そのうち入院患者

は 570 人，死者は 25 人で，続発

症としての反応性関節炎は 1,000

人，ギランバレー症候群は 60 人，

炎症性腸疾患は 22 人と見積もら

れている 11）。

　カンピロバクターの培養による

検査法は患者検体と食品検体とで

若干異なる。患者検体の場合，通

常，増菌培養を行わず抗菌薬を含

んだ Skirrow 培地か mCCDA 培地

上に直接便検体を塗布し，微好気

条件下 42℃で 48 時間以上培養を

行う。カンピロバクター様のコロ

ニーが得られれば，さらに純培養

を行い，生化学的性状試験にて菌

2. カンピロバクターの検査法
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菌の菌種同定が困難なことから，

特異的な遺伝子を検出するカンピ

ロバクターの菌種特異的検査法が

多数開発されている。しかし，完

璧な方法は確立されていない 13-

18）。我々は，カンピロバクター属

菌，すなわち C. jejuni，C. coli 及

び C. fetus が保有する細胞膨化致

死毒素（cytolethal distending toxin: 

cdt）遺伝子がこれら 3 菌種に特

異的かつ普遍的に存在することを

見 い だ し た 2）。CDT は，A，B，

C，3 つのサブユニットからなる

ホロ毒素で細胞を膨化後，致死

させる。A，C サブユニットが細胞表面のレ

セプターへの結合活性を，B サブユニットは

DNase 活性を有する毒素活性本態である 19）。

我々は，cdtA，cdtB，cdtC 遺伝子それぞれを標

的としたマルチプレックス PCR 法を開発し，

一度の PCR で 3 菌種を特異的に検出できるこ

とを確認した 4）。cdtB 遺伝子を標的としたマル

チプレックス PCR 法は PCR チューブあたり 10 

colony forming unit （cfu）の C. jejuni，C. coli お

よび C. fetus を菌種特異的に検出できた。当初

の解析では cdtB 遺伝子を標的としたものが特

異性，感度とも最も優れていたが，その後 cdt

遺伝子の変異や部分欠損株が見つかり，最近の

解析結果では cdtC 遺伝子の感度が最も優れて

いた 5）。しかし，より信頼性の高い結果を得る

ためには，cdtC 遺伝子と cdtB あるいは cdtA 遺

伝子を組み合わせることが重要である。分離菌

の場合，本マルチプレックス PCR 法と電気泳

動とを組み合わせ約 5 時間で菌種の同定が可

能である。

　一方，電気泳動を行わず定量的に C. jejuni と

C. coli を 1 度の PCR で検出できるデュプレッ

クスリアルタイム PCR（RT-PCR）法を開発

した。この方法は cdtC 遺伝子を標的とし PCR

種を同定する。最短でも 6 日程度要する（図 1）。

一方，食品検体の場合は，食品検体をストマッ

カーで処理し，同じく抗菌薬を含んだ Bolton

培地あるいは Preston 培地を用いて増菌培養を

24 〜 48 時間行う。増菌培養液を mCCDA 培地

に植菌し，微好気条件下で 48 時間培養する。

その後，得られたコロニーを臨床検体と同様に

純培養，生化学的性状試験を行いカンピロバク

ターの同定を行う。食品検体からカンピロバク

ターを培養法で調べる場合，最短でも 8 日を要

する。しかも，C. jejuni と C. coli の鑑別は馬尿

酸水解酵素活性の有無で判定するため偽陽性や

偽陰性となる場合もあり，生化学的性状試験だ

けでは鑑別は困難である 12）。それゆえ，食中

毒細菌として報告する場合も C. jejuni と C. coli

の鑑別は必須でなく C. jejuni/coli として報告し

てもよい。しかし，疫学的解析や続発するギラ

ンバレー症候群を予測する上においても鑑別す

る意義はある。

　生化学的性状試験によるカンピロバクター属

3.
カンピロバクターの簡便・迅速高感度検
出キットの開発

図 1　食品検体（A）および患者検体（B）のカンピロバクターの
検査手順

斜線左が，C.jejuni の数を右が C. coli の数を示す
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チューブあたり 1 cfu の菌を菌種特異的に約 2

時間で検出・同定することができる。この RT-

PCR 法 は Cycleave PCR Campylobacter （jejuni/

coli） Typing Kit として，また，cdtB 或は cdtC

遺伝子を標的とし 3 菌種を同時に検出できる

マルチプレックス PCR 法も Campylobacter （cdt 

gene） PCR Detection and Typing Kit としてタカ

ラバイオ社から販売されている。

　下痢症患者便を用いたカンピロバクターの検

査に，抗菌薬を含んだ Skirrow 培地と抗菌薬を

含まず菌の運動性と大きさで選択するフィル

ター法，すなわちフィルターを血液寒天培地の

上に載せフィルターを通過できる大きさの菌の

みを培養する方法と，cdtB 遺伝子を標的とした

マルチプレックス PCR 法で患者便中のカンピ

ロバクターを直接検出した結果を比較した 20）。

患者便 711 検体から，Skirrow 培地で C. jejuni

を 41 検体，C. coli を 2 検体から分離した。フィ

ルター法では C. jejuni は 36 検体からしか分離

されなかったが，C. coli は 3 検体から分離され

た（図 2）。また，フィルター法でのみ C. jejuni

が分離されたものが 5 検体，C. coli が 2 検体あっ

た。一方，マルチプレックス PCR 法を用いる

と 45 検体から C. jejuni が検出され，4 検体で C. 

coli が検出された。すなわち，培養法でも完璧

なものはなく，ある培地で分離された菌も別な

培地では分離されないことがある。3 つの方法

を比較すると，C. jejuni，C. coli の検出におい

て PCR 法が最も検出率が高く，臨床検体を用

いた検査において簡便で迅速なだけでなく，感

度の面においても優れていた。

　鶏肉の C. jejuni，C. coli および C. fetus の汚

染調査にそれぞれの PCR キットを用いて評価

した 21）。カンピロバクターで汚染されていな

いことを確認した市販鶏肉に C. jejuni，C. coli

および C. fetus をそれぞれ表 2 に示した菌数ス

パイクし，Bolton 培地あるいは Preston 培地を

用いて 12，16，24，48 時間増菌培養した。そ

れぞれの菌液を mCCDA 培地に植菌し，カン

ピロバクター様のコロニーが得られるか調べた

（表 2）。その結果，Bolton 培地を用いた場合，

12 時間増菌で 1.6 × 105 の C. coli をスパイクし

た鶏肉から菌が分離できたが，それ以外では全

く分離できなかった。Bolton 培地は Preston 培

に比べ選択性が弱く，雑菌の方が早く増殖した

ためと考えられた。

　Preston 培地を用いた場合，12 時間増菌では

2.7 × 104 の C. jejuni あるいは 1.6 × 102 以上の

C. coli をスパイクした鶏肉全てから菌を分離で

きたが，C.fetus は全く分離できなかった。16

時間増菌では 2.7 × 102 以上の C. jejuni をスパ

イクした鶏肉全てから菌を分離することがで

きた。C. fetus は 16 時間増菌で，6.9 × 104 を

スパイクした鶏肉からのみ菌を分離できた。24

5.
カンピロバクター検出キットの食品検体
への応用

4.
カンピロバクター検出キットの臨床検体
への応用

図 2　下痢症患者便から培養法と PCR 法によるカ
ンピロバクターの検出 20）

* 同一検体から C. jejuni と C. coli が分離され
たことを示す
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時間増菌では C. jejuni，C. coli，C. fetus をスパ

イクした鶏肉全てから植菌数に関わらず菌を分

離できた。

　一方，Campylobacter （cdt gene） PCR Detection 

and Typing Kit を用いた場合，Bolton 培地では，

12 時間増菌で 2.7 × 103 以上の C. jejuni，1.6 ×

103 以上の C. coli，そして 6.9 × 103 以上の C. 

fetus をスパイクした鶏肉全てからそれぞれの

菌を検出できた（表 2）。16 時間増菌では 2.7

×102 以上のC. jejuni，1.6×102 以上のC. coli，6.9

× 102 以上の C. fetus をスパイクした鶏肉全て

からそれぞれ菌を検出できた。24 時間増菌で

は，3 菌種とも最も少ない菌数をスパイクした

鶏肉からそれぞれの菌を検出できた。Preston

培地を用いた場合，12 時間増菌では C. jejuni

は 2.7 × 103 以上をスパイクした鶏肉全てから

菌を検出することができたが，C. coli は 1.6 ×

105 のみ，C. fetus ではどの群においても菌を検

出することができなかった。16 時間増菌では，

C. fetus は 6.9 × 104 スパイクした検体でのみ菌

を検出できたが，C. jejuni は 2.7 × 102 以上を，

C. coli は 1.6 × 103 以上をスパイクした鶏肉全

てから菌を検出できた。さらに 24 時間増菌す

ると，精製 DNA を用いなくともそれぞれ最も

少ない菌数で菌を検出することができた。

　次に，市販の鶏肉を Preston 培地あるいは

Bolton 培 地 で 12，16，24 時 間 増 菌 培 養 を 行

い，mCCDA 培地を用いて菌を分離し，同時に

ボイルテンプレートあるいは精製 DNA を鋳型

として Cycleave PCR Campylobacter （jejuni/coli） 

Typing Kit で菌の検出・同定を行った（表 3）。

その結果，Preston 又は Bolton 培地で 12 時間

増菌培養後に mCCDA 培地で菌の分離を試み

たところ Bolton 培地では菌を分離できなかっ

たが，Preston 培地では 5 検体から C. jejuni を

分離できた。16 時間増菌では，Bolton 培地で

は C. jejuni が 2 検体から，Preston では 7 検体

から C. jejuni，1 検体から C. coli を分離できた。

24 時間増菌では Bolton 培地で先と同じ 2 検体

から C. jejuni を分離し，Preston 培地では 8 検

体から C. jejuni を分離できたが，16 時間増菌

で分離された C. coli は分離できなかった。

　一方，Cycleave PCR Campylobacter （jejuni/coli） 

Typing Kit では 12 時間増菌培養した Bolton 培地，

Preston 培地から調整したボイルテンプレートで

は 3 検体で陽性となり，精製 DNA を用いると

菌 種
鶏肉 10 g にス

パイクした菌数

（cfu）

mCCDA 培地による分離 PCR Detection and Typing Kit
12 h 16 h 24 h 12 h 16 h 24 h

Bolton/Preston Bolton/Preston Bolton/Preston Bolton/Preston Bolton/Preston Bolton/Preston

C. jejuni

2.7 × 102 － / － － / ＋ － / ＋ － / － ＋ / ＋ * ＋ / ＋
2.7 × 103 － / － － / ＋ － / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋
2.7 × 104 － / ＋ － / ＋ － / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋
2.7 × 105 － / ＋ － / ＋ － / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋

C. coli

1.6 × 102 － / ＋ － / ＋ － / ＋ － / － ＋ * / － ＋ * / ＋
1.6 × 103 － / ＋ － / ＋ － / ＋ ＋ / － ＋ / ＋ * ＋ / ＋
1.6 × 104 － / ＋ － / ＋ － / ＋ ＋ / － ＋ / ＋ * ＋ / ＋
1.6 × 105 ＋ / ＋ － / ＋ － / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋ ＋ / ＋

C. fetus

6.9 × 101 － / － － / － － / ＋ － / － － / － ＋ */ ＋
6.9 × 102 － / － － / － － / ＋ － / － ＋ / － ＋ / ＋
6.9 × 103 － / － － / － － / ＋ ＋ / － ＋ / － ＋ / ＋
6.9 × 104 － / － － / ＋ － / ＋ ＋ / － ＋ / ＋ ＋ / ＋

* は精製 DNA を用いて PCR を行った結果を示す

表 2　培養法と Campylobacter （cdt gene） PCR Detection and Typing Kit を用いたカンピロバクターの定量的
検出結果の比較 21）
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それぞれ 8 検体と 7 検体で C. jejuni が

陽性となった（表 3）。Preston 培地に

よる 16 時間増菌から調整したボイル

テンプレートを用いた場合 8 検体で，

精製 DNA では 9 検体で C. jejuni が検

出されたが，Bolton 培地から調整した

ボイルテンプレートでは 3 検体から

C. jejuni が，2 検体で C. coli が検出さ

れ，精製 DNA を用いると 5 検体から C. 

jejuni が，2 検体で C. coli が検出され

た。さらに 24 時間増菌から調整した

ボイルテンプレートを用いた場合でも

Preston 培地で C. jejuni が 10 検体から C. 

coli が 2 検体から検出され，Bolton 培

地の結果（6 検体から C.jejuni，2 検体

から C. coli）より良い結果が得られた。

　以上の結果より，PCR 法はカンピ

ロバクターの検査時間を大幅に短縮

できただけでなく，陽性率の向上に

も 貢 献 し た。RT-PCR（Cycleave） 法

の結果をまとめると鶏肉 12 検体中 10

検体で C. jejuni が，3 検体で C. coli が

検出された（表 3）。一方，培養法の

結果をまとめると 8 検体から C. jejuni

が，1 検体から C. coli が分離された。

RT-PCR 法で死菌を検出していた可能

性は否定できないが，例えば表 3 の

7 番の検体では，12 時間培養では精

製 DNA を用いないと C. jejuni を検出

することができなかったが，16 時間，

24 時間増菌では，ボイルテンプレー

トでも C. jejuni を検出できた。このこ

とは，生きた C. jejuni が存在し培地中

で増殖したことを示している。同様の

ことが検体番号 1 や 12 の C. coli につ

いても言える。一方，概して Preston

培地を増菌培養に用いた方がカンピロ

バクターの分離率，検出率は高かった
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が，検体番号 10 や 12 の C. coli は Bolton 培地

でしか検出，分離されていない。しかし，培

養法による検査で Bolton 培地と Preston 培地の

両方を用い，mCCDA 培地で分離することは手

間とコストの面で困難である。Bolton 培地と

Preston 培地を用いて増菌し，PCR 法で検出す

る方法は分離に要する手間を大幅に削減でき

るだけでなく，複数の増菌時間の検体も容易

に調べることができる。例えば，検体番号 10

の C. coli の場合，Bolton 培地による 16 時間増

菌では C. coli が検出されたが，24 時間増菌で

は検出されなくなった。おそらく，雑菌が増

殖し，相対的に C. coli の比率が下がり C. coli

が検出できなくなったものと考えられる。い

ずれにせよ，PCR 法をカンピロバクターの検

査に適用することは時間の短縮，感度の向上

等様々な利点がある。

おわりに

　ヒトへの感染で最も問題となっている C. 

jejuni，C. coli および C. fetus の簡便で迅速な

PCR 法を開発した。培養法によるカンピロバ

クターの検査では，時間がかかるだけでなく，

用いる増菌培地の種類や分離培養に用いる培

地の種類によっても分離，検出される菌種のみ

ならず分離，検出率にも影響を及ぼした。PCR

法による検査は，これらの問題点を克服するこ

とを可能とした。しかし，RT-PCR 法は高価な

機器を必要とすることから，イムノクロマト法

のようなより簡便な検査キットの開発も求めら

れている。また，増菌培養を行うこと無くカン

ピロバクターの検査を行うことができればより

迅速な検査が可能となる。今後，検体中の菌を

濃縮する方法を確立し RT-PCR と組み合わせ，

より迅速に検査できる方法を開発して行くこと

が課題である。
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はじめに

　糸引納豆は一般に蒸煮した丸大豆の表面に

納豆菌を生育させ，独特の粘りと香りを醸成

する日本独自の大豆発酵食品である 1）。醤油，

味噌の発酵には麹菌や乳酸菌類，酵母菌類な

ど数々の微生物が関与しているが，納豆の発

酵・熟成に直接関わる微生物は納豆菌のみで

ある 2）。納豆菌の代表的な発酵生産物に血栓

溶解酵素であるナットウキナーゼがあり，こ

れが含まれていることで納豆は血栓症の治療

食としても期待されている 1）。また納豆菌に

よる大豆の発酵では，多量のビタミン K（主

にビタミン K2：menaquinone-7； MK-7）が産

出されることが知られている。発酵前の大豆

（国産の蒸煮品）可食部 100g あたりビタミン

K は 7 μg であるのに対して，発酵後の糸引納

豆のビタミン K は 600 μg と大幅に増加する 3）。

ビタミン K は骨へのカルシウム沈着に効果が

あるとされる一方，血液凝固因子の生成にも

関与しており，ビタミン K の投与が血液凝固

抑制作用を急速に減弱することが動物実験お

よび臨床実験で報告されている 4）。したがって，

心臓の人工弁置換術後などの患者が生涯の内

服を求められるワーファリン（抗血液凝固剤）

と拮抗して，ビタミン K 依存凝固因子の合成

を阻害する。そのためワーファリン内服患者

はビタミン K 含有量の多い食品を避ける必要

があり，ビタミン K を多量に含有する納豆の

摂食は禁忌とされている 5）。人工弁患者は全

国に数十万人存在し，生活習慣病である冠動

脈疾患は増加の一途にあることから，近い将

来ワーファリン内服患者数は百万人規模に到

達し得る。現在，医療現場には「ワーファリ

ンには納豆禁食」という固定観念が定着して

いるが，ビタミン K を含有しない納豆を提供

できれば，患者の食生活により高い自由度を

もたらすことができ，院内食におけるメニュー

設計の幅も広がると考える。また，国産納豆

の半分以上が本学の所在する茨城県で生産さ

れていることも併せると，ビタミン K を含有

しない納豆の開発は県内の産業振興に寄与す

る可能性がある。

　そこで著者らは当初，「ビタミン K を含有し

ない納豆」の開発を構想した。ビタミン K を

含有しない納豆を加工するには，発酵段階に

おいて納豆菌のビタミン K 産出を抑制する，

あるいは納豆中に生成されたビタミン K を分

解・除去する方法が考えられる。しかし，菌

株を改良したビタミン K の生産方法 6）やナッ

トウキナーゼ及びビタミン K の製造 7）に関す

ビタミン K オフ納豆風味大豆加工食品の開発

Key Words：納豆・ワーファリン・納豆菌・ビタミン K・加熱殺菌・紫外線照射・糸引き・除去
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*1 筑波大学生命環境系，*2 筑波大学医学医療系，* 3 フレッグ食品工業株式会社
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る報告はみられたものの，ビタミン K 産出を

発酵温度や時間等の調整により制御させよう

とする知見，あるいは生成したビタミン K を

分解・除去しようとする研究事例は見当たら

なかった。さらに，納豆菌は腸管内において

もビタミン K を産出し続けるので，納豆中に

生成されたビタミン K を分解・除去するだけ

でなく，納豆菌そのものも殺滅する必要があ

る。納豆を摂食する前に加熱殺菌を行う場合，

芽胞を形成する納豆菌には 120℃ 15 分以上の

加熱を要する 8）とされている。しかし大豆に

含まれるタンパク質は熱に対してかなり敏感

であり，タンパク質の変性や不溶化現象によ

る納豆食味の低下が懸念される。一方，ビタ

ミン K は熱的には安定性が高いとされるが，

紫外線照射により分解される 9）ことが判明し

た。しかし紫外線は透過力が小さいため 10），

固体食品である納豆への効用は期待できない。

　以上のように一般的な納豆の製造において，

その発酵段階でビタミン K 不産出の制御を行

うこと，あるいは製造後の納豆に加熱殺菌や

紫外線照射を適用することは困難であると判

断し，新たに「ビタミン K オフ納豆風味大豆

食品」の加工を考案した。すなわち納豆自体

の改質にこだわらず，納豆から納豆風味に富

む粘性物を抽出・液化することにより，殺菌

のための加熱やビタミン K 分解のための紫外

線照射などの適用性を高めるとともに，それ

を粉末化して蒸煮大豆の調味料とするもので

ある。具体的には図 1 に示すように，市販納

豆の撹拌後に得られる曳糸性粘性物質を浄水

に溶出し（以下，納豆粘性物水溶液），大豆と

分離する。これに熱処理・紫外線照射を行い，

含有される納豆菌やビタミン K の殺滅・分解

を行うとともに，その調味料としての利用性

を向上させるため，乾燥・粉末化を行う。粉

末化したものを別途蒸煮した非発酵の大豆に

添付して得られたものを「ビタミン K オフ納

豆風味大豆食品」とした。これによりビタミ

ン K の含まれない納豆の風味を再現した加工

食品が安心してワーファリン服用患者に提供

できるようになる。

　そこで本研究では，納豆粘性物水溶液中の

納豆菌の加熱殺菌およびビタミン K の分解特

性を解明するとともに，納豆粘性物水溶液の

曵糸性および官能特性について実験的に明ら

かにして，ビタミン K オフ納豆風味大豆食品

開発のための基礎資料を得ることを目的とし

た。

図 1　納豆風味大豆加工食品の加工プロセス
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　1-1．材料

1）納豆粘性物水溶液：市販の糸引納豆（タカ

ノフーズ）をボウルに入れて箸で 100 回撹

拌した。その後，納豆に蒸留水（使用する

蒸留水の 1/2 量）を加えてゆるやかに室温

で 10 分間撹拌し，ガーゼで豆と納豆粘性

物水溶液とにこし分け，さらに豆だけを蒸

留水（使用する蒸留水の 1/4 量）で洗って

濾過する作業を二度繰り返し 11），納豆粘性

物水溶液に加えた。また納豆と蒸留水の割

合を変化させることにより，納豆粘性物水

溶液の濃度を変化させた。

2）納豆粘性物水溶液の乾燥粉末：納豆粘性物

水溶液に賦形剤（デキストリン）を 5% 添

加し，薄く角バットに拡げ（水深：2 ± 1 

mm），約 60℃の乾燥機内で恒量になるまで

（約 20 時間）乾燥させた。その後，乾燥残

留物をすりこぎとすり鉢を用いて粉砕・粉

末化した。

3）蒸煮大豆：納豆用小粒大豆を大豆の約 3 倍

量の水に室温 23℃で 20 時間浸漬し，ザル

に移して軽く水切りを行った。その後，親

指と小指で軽くつまんでつぶれる位になる

まで，オートクレーブにて約 40 分蒸煮した。

　1-2．加熱殺菌特性の測定

1）加熱方法：作製した納豆粘性物水溶液 100 

mL を 200 mL 三角フラスコに入れ加熱殺

菌した。100℃以上の高温殺菌にはオート

クレーブを，100℃以下の低温殺菌には恒

温水槽を用い，納豆粘性物水溶液の濃度

（納豆 / 水（w/w））1/4 および 1/2 について， 

65℃，85℃，105℃，121℃で加熱を行った。

加熱中の菌数の経時変化を観察するととも

に，熱殺菌効果を log（生菌数 / 初発菌数）

として明らかにした。

2）菌数計測：標準培地で用いられる栄養成分

や冷水可溶性ゲル化剤，およびコロニー数

の計数を容易にする指示薬が含まれている

生菌数測定用フィルム培地（3M）を使用

した。各々の納豆粘性物水溶液の濃度（納

豆の水希釈率）や加熱温度を変えて得られ

た納豆粘性物水溶液のサンプルについて 10

倍希釈法により数段階希釈したのち，その

段階希釈した 1 mL を培地（× 3 枚）に接

種した。これらの操作は全てクリーンベン

チ内で行った。その後，枯草菌の最適培養

温度である 37℃の恒温器中にて，栄養細胞

だけで胞子形成がほとんど見られない 18

時間 12）培養し，コロニー計数法により菌

数測定を行った。

　1-3．ビタミン K 分解特性の測定

1）紫外線照射：加熱殺菌を行った納豆粘性物

水溶液 10 mL を直径 90 mm の滅菌シャー

レ（φ 90 mm）に液深 2 mm となるように

入れ，紫外線照射を行った 13）。紫外線照

射にはクリーンベンチ内の殺菌線出力 4.9 

W，紫外線主波長 253.7 nm の殺菌用紫外

線ランプ（SANKYO DENKI，GL-15）を使

用した。紫外線は透過力が小さいため，粘

性物水溶液の入ったシャーレ（蓋なし）を

スターラー上に置き，紫外線ランプの直下

で撹拌しながら 60 min 照射した。紫外線

ランプの照度をデジタルラジオメーター

（SPECTROLINE，DRC-100X）を用いて測

定したところ，シャーレ付近の平均紫外線

照度は 3.38 W/m2 であった。

2）ビタミン K（メナキノン -7）の定量：納豆

粘性物水溶液のビタミン K 含有量は，（財）

日本食品分析センターに測定を依頼した。

ビタミン K 含有量の分析は高速液体クロマ

トグラフ法により，メナキノン -4 に対す

るピーク面積比を求め，メナキノン -7 の

分子量で補正が行われ，メナキノン -7 量

1. 材料と方法
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とされた。

　1-4．糸引特性の測定

　粉末量を変えながら調製した納豆粘性物水

溶液について，レオメーター（RHEOTECH，

ADD-1002）を使用して引っ張り試験の要領

でその糸引長を測定した。すなわち円柱状の

プランジャーを水溶液の液面に触れさせた状

態から上昇させ（実際は水溶液を載せたス

テージを降下），プランジャーの先端と液面と

の間に展伸する粘性糸が切れた時点のプラン

ジャーと液面の距離（以後，糸引長）を測定

した。なおステージ降下速度は 10，60 cm/min

とした。

　1-5．官能特性の測定

　蒸煮大豆 45 g に対し，市販糸引納豆に添付

のタレ 1 袋（7 g）および作製した粉末 14 g を

添加し，粉末が完全に溶解するまでよく撹拌

して得られたものをビタミン K オフ納豆風味

大豆加工食品とした。官能評価は，外観，糸

引き，香り（納豆らしさ），風味（全体），豆

の味，苦味，甘味，総合評価の 8 項目について，

市販糸引納豆をコントロール（評価 4）として，

7 段階評価（1. 非常に悪い，2. 悪い，3. やや悪い，

4. 普通，5. やや良い，6. 良い，7. 非常に良い）

で行った 14）。パネラーは当研究室の学生 17 名

（男：8 名，女：9 名）に依頼した。

　2-1．納豆菌の加熱殺菌特性

　図 2 に加熱温度別に納豆菌数の経時変化を

示した。加熱殺菌は他の条件が同じであれば

温度の高い方が効果も大きくなるが，食品の

成分を変質しかねない。よって加熱殺菌の温

度が低い程，納豆の風味や曵糸性は保持され

ると予想される。実際に，牛乳の殺菌には病

原性微生物を対象とし，63℃ 30 分などが用い

られている 15）。しかし，ここでは低温域（65℃，

85℃）の加熱では納豆菌の減数を観察出来な

かった。一方，高温域（105℃，120℃）の加

熱では，105℃ 15 分以上もしくは 120℃ 1 分

以上において Log = -7 の納豆菌の殺菌が可能

であった。なおオートクレーブは機械の設計

上，加熱を開始すると一定温度（95℃前後）

に下がるまで蓋の開閉が行えないため，設定

温度まで上昇した時点から加熱を開始する，

2. 結果と考察

図 2　加熱処理における納豆菌数の経時変化
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あるいは加熱時間が終了した時点で試料を取

り出す，という操作は不可能である。従って，

120℃ 1 分加熱殺菌であっても，120℃まで上

昇させる時間，また 120℃から温度を下げる時

間が含まれていないので，実際は 105℃ 15 分

以上は加熱されていたことになる。よって納

豆菌を殺菌するには，105℃ 15 分以上の加熱

が必要であることが分かった。

　2-2．ビタミン K の分解特性

　紫外線照射未処理の納豆粘性物水溶液のビ

タミン K 含有量は 224 μg/100 g であった。一方，

紫 外 線 照 射（ 平 均 紫 外 照 度 3.38 W/cm2，60

分）を行った納豆粘性物水溶液からはビタミ

ン K は検出されなかった。分析の定量下限は

1 μg/100 g である。このことから，液深 2 mm

の水溶液に対するビタミン K の分解は少なく

とも 3.38 W/m2，60 分の紫外線照射によって

確実に達成されることが明らかとなった。こ

れは納豆に含まれる粘性物を水溶液化するこ

とにより初めて可能になったと言える。また，

紫外線照度がさほど強くはない紫外線ランプ

の使用によってビタミン K 分解が達成された

ことも，実用上重要と思われる。なお吉野ら

によれば，ここで使用したものより強い照度

を有する紫外線ランプを使用すれば，納豆菌

の殺菌も可能であるとされている 13）。よって，

納豆粘性物水溶液に対して紫外線照射処理の

みを行うことによって納豆菌の殺菌とビタミ

ン K の分解を同時に行える可能性がある。納

豆粘性物水溶液に対する加熱殺菌を行わずに

済めば，より納豆らしい風味や曵糸性を保持

出来ると考えられる。

　2-3．納豆粘性物水溶液の糸ひき特性

　納豆のつくる粘質物はグルタミン酸のポリ

ペプチドとフラクトースの重合体であり，粘

質物の中の重量比は前者が 90 〜 81% である。

糸を引く原因は，納豆菌が糸を引くプラスミ

ドをもっているためで，Bacillus 属の枯草菌に，

このプラスミドを組み込むと糸を引くように

なり，プラスミドが欠落すると糸を引かなく

な る。図 3 に 105 ℃ 15 分，120 ℃ 1 分 の 2 条

件で殺菌を行った納豆粘性物水溶液粉末の還

元水溶液濃度と糸引長の関係を示した。105℃ 

15 分加熱殺菌で得た粉末の方が，120℃ 1 分加

熱殺菌のものと比べ糸引長は大きく増加した。

これは，より高温にて加熱した方が，納豆の

図 3　加熱温度の異なる粘性液粉末の還元水溶液濃度と糸引長の関係
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糸引の主成分であるグルタミン酸ポリペプチ

ドが熱変性を生じたためと考えられる。よっ

て，加熱殺菌はなるべく低温で行う方が，粘

性物の曵糸性が保持されることが示唆された。

　図 4 に，異なる水希釈率すなわち納豆 / 水（w/

w）が 1/2，1/4，1/8 で得た納豆粘性物水溶液

の粉末濃度と糸引長の関係を示した。同じ粉

末濃度であっても，納豆の水希釈率が大きい

もの程，曵糸性は弱かった。水希釈率を上げ

た方がより多くの糸引き成分を抽出できると

考えたが，実際は抽出量が増加しなかったた

め，粉末中に占めるデキストリン（粘性水溶

液の一律 5 wt% を添加）の見かけ濃度が高まり，

糸引き長が短くなったと推察された。また糸

引き長は乾燥前の水溶液よりも乾燥後の粉末

還元水溶液の方が高くなる傾向にあった（デー

タは示していない）。これは粉末化において添

加したデキストリンによる粘性増加が影響し

ていると考えられた。したがって，納豆から

粘性物を水溶させるときは，粉末の特性にデ

キストリンが影響しないよう，できるだけ少

量の水で行う必要があることが示された。あ

るいは納豆からの抽出法に代わる粘性物水溶

液の生成法として，液体培地などを用いた納

豆菌の培養法の検討が求められる。

　2-4．納豆風味大豆食品の官能特性

　図 5 に作成した納豆風味大豆食品の官能評

価の結果を示した。最も評価が低かった項目

は糸引きであった。糸引長測定の結果では，

粉末を水溶することによってある程度強い曵

糸性が再現される結果が得られた。しかし実

際に，蒸煮大豆に粉末を添加し作成した納豆

風味大豆食品の曵糸性は，市販糸引納豆のも

のと比較すると非常に弱かった。すなわち市

販糸引納豆は糸引きによって大豆の粒同士が

絡み凝集し，より強固な糸引きを形成してい

るのに対し，納豆風味大豆食品ではそれらは

認められなかった。レオメーターにて測定し

た糸引長測定の結果は，プランジャーと納豆

粘性物水溶液との間に表面張力が生じ，曵糸

性を強めた可能性があり，固体を含まない水

溶液のみの曵糸性しか測定できていないので，

その解析には測定法の見直しが必要である。

次に評価の低かった項目は香り（納豆らしさ）

であった。芽胞の殺菌を目的とした場合，過

度の加熱により，香気成分の飛散・蒸発が起

こり，また，成分同士の化学反応も進行する

ため，味や風味の低下が起こった 16）と考えら

れる。香りや風味の低下を避けるためには，

加熱に代わる殺菌法を適用することが有効と

図 4　希釈倍率の相違が還元水溶液中の粉末濃度と
糸引長の関係に与える影響 図 5 　納豆風味大豆食品の官能評価チャート
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考えられる。

　一方，パネラーのコメントとして，「市販糸

引納豆より食べやすい」「豆の色が明るく，見

た目が良い」など好評価も得られた。また，「豆

の味が強い」とのコメントもあった。蒸煮大

豆を発酵していないので，豆の味そのものが

残り，市販糸引納豆より豆の味が強く感じら

れるためと思われた。以上を総合した納豆風

味大豆食品の評価は 3.75 となった。官能評価

結果には個人差があったが，平均値としては

市販糸引納豆（段階 4）より少々劣る結果となっ

た。風味，香りの再現において課題が残るも

のの，納豆風味大豆食品開発の第一歩として

は評価したい。

おわりに

　全国に数十万人と言われるワーファリン内

服患者を対象とする「ビタミン K を含有しな

い納豆」を加工するには，納豆菌のビタミン

K 産出を抑制する，もしくは腸内でもビタミ

ン K を産出し続ける納豆菌を殺滅すると共に，

生成されたビタミン K を分解・除去する必要

がある。しかし，固体食品である納豆に対して，

これらの操作は困難であることが予想された。

そこで，改めて「ビタミン K を含まない，も

しくは含有量の極めて低い納豆風味大豆食品」

を加工することを本研究の目的とした。ここ

で提案する「ビタミン K オフ納豆風味大豆食

品」の加工とは，納豆から納豆風味に富む粘

性物を取り出し，液化することにより，殺菌

のための加熱やビタミン K 分解のための紫外

線照射などの適用性を高めると共に，それを

粉末化し蒸煮大豆の調味料とするものである。

具体的には，市販の納豆から得られる曳糸性

粘性物質を浄水に溶出し，大豆と分離し，そ

の水溶液に熱処理・紫外線照射を行い，含有

される納豆菌やビタミン K の殺滅・分解を行っ

た。その後に，粘性物水溶液の加工性を向上

させるため，その乾燥・粉末化を行った。実

験の結果，粘性物水溶液中の納豆菌を殺菌す

るには，105℃以上の加熱が必要であることが

分かった。また殺菌後の粘性物の乾燥粉末に

ついて，その水溶量を増加させる程，糸引長

は増加したが，105℃ 15 分で得た粉末の方が，

120℃ 1 分のものと比べ大きく増加した。また

納豆の水希釈率が大きくなる程，曵糸性は弱

くなった。納豆風味大豆食品の総合評価は 3.75

となった。官能評価結果には個人差があった

が，平均値としては市販糸引納豆（段階 4）よ

り少々劣る結果となった。これは糸引きと香

り（納豆らしさ）が弱かったことによる。今

後は加熱によらない殺菌すなわち紫外線照射

による納豆菌の殺菌とビタミン K の分解を同

時に行い，納豆風味大豆加工食品の官能性を

高めるとともに，納豆の豆部分を廃棄しない

で済むよう，納豆粘性物の液体培養法を確立

することなどが必要である。
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はじめに

　生姜は全世界的に香辛料あるいは薬草として

賞用されているが，その類縁植物の約 80 種類

も食材，香辛料，薬草としてインドと東南アジ

アで用いられている。ショウガ科の植物の原産

地はインドからマレイにかけての熱帯地方と推

定され，いくつかは栽培されている。

　本稿では伝統的にタイで用いられているブ

ラックジンジャーについての最近の知見を概観

し，特にその機能性食品への応用可能性につい

て考察したい。

　ブラックジンジャーはショウガ科に属し学名

は Kaempferia parviflora 

Wall. Ex Baker（図 1）で，

タイでは栽培が行われク

ルチャイダムの名で知ら

れ て い る（ 写 真 1）。 タ

イをはじめとする南アジ

ア で は そ の 根 を 食 材 の

他，民間薬として利用す

る。また，酒の原料とし

ても用いられる。ブラッ

ブラックジンジャーについて

Key Words：ショウガ・ウコン・香辛料・抗酸化・血小板凝集阻害・抗炎症・アユールヴェーダ

堀田  幸子（HORITA Sachiko）*1　　小谷  明司（KOTANI Akeshi）*2

*1 備南ハイフーズ株式会社，*2 技術士 / 水産部

1. ブラックジンジャーとは

写真 1　ブラックジンジャーのタイの農場での栽培
風景

単子葉植物綱 （Monocotyledlonae）
　ショウガ目 （Zingiberales）
　　　ショウガ科 （Zingiberaceae）
　　　　　カンファリア属 （Kaempferia）
　　　　　　　ブラックジンジャー （Kaempferia parviflora Wall. Ex Baker）
　　　　　ショウガ属 （Zingiber）
　　　　　　　生姜（Zingiber officinale）
　　　　　　　茗荷（Zingiber mioga）
　　　　　ウコン属 （Curcuma）
　　　　　　　ウコン（Curcuma longa）
　　　　　　　マンゴー生姜 （Curcuma amada Roxb.）

図 1　ブラックジンジャーの植物分類学上の位置付け

クジンジャーの根のエタノール抽出液は体の痛

み，消化器官の不調，痛風，膿瘍の治療等に用

いられる 1-3）。最近，ブラックジンジャーの機

能性についてタイの研究者達が精力的に研究を
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進めている。

　筆者達が検索した範囲ではブラックジン

ジャーについて抗菌活性，抗炎症活性，抗癌

活性についての研究が実施されている。活性

成分としてはフェノール化合物の配糖体とポ

リヒドロキシフラボン誘導体が注目されてい

る 1-4）。ブラックジンジャーの毒性については S. 

Chivapat 等によるラットを用いるエタノール

抽出物の 6 ヶ月にわたる経口投与試験が行わ

れ，健康被害につながる所見はなかったと報

告している 1）。

　2-1．抗菌活性

　N. Chaichanawongsaroj 等 は ブ ラ ッ ク ジ ン

ジャーが胃潰瘍治療に用いられることに注目し

て，ブラックジンジャーの根をヘキサン，酢

酸エチル，メタノールでそれぞれ抽出し，各

抽出物のピロリ菌［Helicobacter pylori］に対す

る抗菌活性を調べ，いずれの抽出物にも活性を

認めたが，特に酢酸エチル抽出物にピロリ菌の

HPe-2 細胞への侵入を防止する強い効果を認め

た。酢酸エチル抽出物のピロリ菌の HPe-2 細

胞への内部侵入阻止濃度は 32 μg/ml であった。

この研究はヒトの胃潰瘍でピロリ菌が胃粘膜の

上皮細胞内に侵入し，定着してヒトに有害な作

用を発現するとの知見に基づいて行われたもの

である 5）。胃潰瘍の発病の前提となるピロリ菌

の胃粘膜への定住の阻止，あるいは胃潰瘍患者

あるいはその予備軍の抗生物質による除菌処置

後の再感染の予防を目的とする機能性食品への

応用が期待される。

　2-2．抗炎症活性

　S. Tewtrakul 等 は， ブ ラ ッ ク ジ ン ジ ャ ー の

抽出物を分画し 7 個のメトキシフラボン化合

物を単離した 3）。これらの中で 5- ヒドロキシ

-3,7,3',4'- テトラメトキシフラボンに最も強い

ラットのマクロファージに対する一酸化窒素

遊離抑制作用［IC50=16.1 μg/ml］を認めた。次

いで，5- ヒドロキシ -7,4'- ジメトキシフラボン

［IC50=24.5 μg/ml］，5- ヒ ド ロ キ シ -3,7,4'- ト リ

メトキシフラボン［IC50=30.6 μg/ml］にも活性

が認められた。5- ヒドロキシ -3,7,3',4'- テトラ

メトキシフラボンはさらにリポ多糖類により誘

発されるプロスタグランディン E2 の遊離も抑

制した［IC50=16.3 μg/ml］が，TNF-α の遊離は

抑制しなかった（図 2）。S. Tewtrakul 等はフラ

ボン環のメトキシ残基と活性との関連も考察し

ている。この研究は炎症反応のメディエーター

としての一酸化窒素，プロスタグランディン類

や TNF-α の機能に注目し実施されたものである。

　2-3．抗癌活性

　R. Banjerdpongchai 等はブラックジンジャー

のエタノール抽出物のヒト白血病細胞［HL-60］

に対する作用を検討し，IC50 は 24 時間で 25.5 

mg/ml，48 時 間 で 18.5 mg/ml，72 時 間 で 14.5 

mg/ml であることを観察した。活性発現にはア

ポトーシスが関与するとしキャスパーゼ 3 の活

性化過程の関与を論じている 4）。

R1 R2
5 ‐ ヒドロキシ ‐ 3,7,3',4' ‐ テトラメトキシフラボン ‐ OCH3 ‐ OCH3

5 ‐ ヒドロキシ ‐ 7,4' ‐ ジメトキシフラボン ‐ H ‐ H
5 ‐ ヒドロキシ ‐ 3,7,4' ‐ トリメトキシフラボン ‐ OCH3 ‐ H

図 2　ラットのマクロファージからの一酸化窒素遊離抑制作用を示したメトキシフラボン誘導体の化学構造

2. ブラックジンジャーの機能性
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　これとは別に V. Leardkamolkarn 等はブラッ

クジンジャーのエタノール抽出物と，それから

単離した 5,7,4- トリメトキシフラボンのヒト胆

管癌細胞［HuCCA-1，RMCCA-1］に対する効

果を検討した。エタノール抽出物は 48 時間処

理で IC50 はおよそ 50 〜 60 μg/ml であった。5,7,4-

トリメトキシフラボンは溶解性が極めて悪いた

めに詳しい検定は行えなかったようだ。彼らも

ブラックジンジャーのエタノール抽出液の胆管癌

細胞への抑制作用についてキャスパーゼ 3 の活性

化によるアポトーシスの関与を論じている 2）。

　ヒトは発癌過程について種々の防御機能を本

来有しており，癌化の前提となる遺伝子の異常

発生に対してアポトーシス機序が自動的に発動

され異常細胞が死滅するのもその一つに挙げら

れている。癌細胞ではアポトーシス発現機序が

破壊もしくは凍結されており，癌細胞に対して

アポトーシス機序発現の回復を促す物質は抗癌

剤として機能するとの観点に基いて本研究は実

施された。

おわりに

　著者達はタイ産ブラックジンジャーの乾燥根

を入手し商品化について検討したが（写真 2），

このものは極めて強い苦味を示し一般的な加工

形態では味覚上の制約条件が厳しいと判断し

た。カプセル，錠剤等の剤形が好ましいように

思われる。

　ブラックジンジャーの根の抽出物と，それか

ら単離された化合物の生物活性については研究

が始まった段階であると見られる。筆者達はブ

ラックジンジャーの乾燥根のエタノール抽出液

の薄層クロマトグラムを観察したが，通常の生

姜の生物活性成分とされる 6- ジンゲオールの

含有は確認できなかった。また，同じくショウ

ガ科に属するウコンとも異なるクロマトグラム

を示した（写真 3）。

　本稿で述べたように，ブラックジンジャーの

抽出物あるいは含有成分には，抗ピロリ菌活性，

抗炎症作用，癌細胞増殖阻害作用等の薬理作用

が見いだされており，日本の高齢化社会の本格

化を念頭に置いた機能性食品の開発への応用が

期待できる可能性を秘めている。ブラックジン

写真 2　タイ産ブラックジンジャーの根のスライス
乾燥品

（オルシノール硫酸発色［シリカゲル / クロロホル
ム：メタノール：酢酸：水＝ 65：16：1：2］）

① 6 ‐ ジンゲオール
②生姜
③ブラックジンジャー
④マンゴージンジャー
⑤ターメリック

①        ②        ③        ④        ⑤

写真 3　ブラックジンジャーとショウガ科植物の
乾燥根のエタノール抽出液の薄層クロマ
トグラム
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はじめに

　小松菜は東京都江戸川区が全国でもトップク

ラスを誇る野菜である。小松菜は江戸幕府将軍

の徳川吉宗が「冬菜（とうな）」と呼ばれてい

る葉物を，江戸川区の小松川にちなみ命名した

と伝えられている。東京都江戸川区では区内農

家の団体である江戸川区農業経営者クラブと連

携して，特産である小松菜のブランド化に向け，

新しい品種の栽培や加工食品への応用を進めて

きた。その取り組みの一つとして，小松菜に含

まれる様々な成分の健康に対する機能を明らか

にする共同研究を，平成 18 年度から弘前大学

とおこなっている。これまでに，糖などの栄養

成分や調理方法によるおいしさの評価，青森産

のリンゴと小松菜を組み合わせた商品開発など

様々な取り組みをおこなってきた。今回はこの

取り組みの中で見いだされた，小松菜に含まれ

る色素成分であるカロテノイドによる，主に脂

肪細胞をターゲットとした肥満による疾患の予

防改善作用と，硝酸塩を含む生の野菜を摂取し

た際の安全性に関する検討について紹介する。

　小松菜などの緑黄色野菜には様々な色素成分

が含まれる。赤やオレンジ色の色素であるカロ

テノイドもその一つである。カロテノイドは

β- カロテンやルテイン，ビオラキサンチンな

どがある。カロテノイドの生理機能としては，

抗酸化機能や抗がん作用が知られている 1）。ま

た，ある種のカロテノイドには肥満に関係する

疾患の原因となる脂肪細胞に働きかけ，効果的

に生活習慣病を予防，改善する機能があること

が報告されている 2）。小松菜にもさまざまなカ

ロテノイドが含まれることから，このような作

用を示す可能性が考えられた。そこで小松菜に

含まれるカロテノイドの肥満に関与する疾患の

予防，改善作用について，脂肪細胞を用いた評

価をおこなった。

　また，小松菜は通年で栽培されているが，茹

でるなどの加熱調理をして食べることが多い野

菜であり，調理の面倒さから夏場には需要が落

ちてしまう。また，機能性成分であるカロテノ

イドは一般的に熱に弱いため，加熱調理で分解

されやすい。このことから，カロテノイドを効

率よく摂取するためにも生で摂取することは効

果的であると考えられる。このような理由から，

江戸川区では，生でも食べやすい品種の生産や

サラダ，ジュースなどの調理方法の情報を提供

している。特に区内農家が栽培している生食用

小松菜の「サラダ小松菜」は甘味が高く，生食

に適した商品である（図 1）。しかし，葉物野菜

を食べる場合にしばしば，野菜に含まれる硝酸

東京都江戸川区産小松菜の色素成分の

生理機能と硝酸塩の安全性の検討

Key Words：カロテノイド・メタボリックシンドローム・脂肪細胞・硝酸塩・小松菜

前多  隼人（MAEDA Hayato）*1　　阿部  美菜子（ABE Minako）*1　　伊藤  聖子（ITO Seiko）*2

片方  陽太郎（KATAGATA Yohtaro）*1　　加藤  陽治（KATO Yoji）*3

*1 弘前大学農学生命科学部，*2 静岡県立大学食品栄養科学部，*3 弘前大学教育学部



（34）NewFoodIndustry 2013  Vol.55  No.1

塩の身体への影響が指摘されることがある 3, 4）。

野菜に含まれる硝酸塩は湯煎することで除くこ

とができるため，小松菜は茹でて食べることが

一般的に望ましいとされている。一方で野菜か

ら摂取する場合の硝酸塩の健康に対する影響に

ついては議論が分かれている。厚生労働省 HP

「野菜中の硝酸塩に関する情報」でも，むしろ

野菜摂取による健康向上における利点について

言及されている。そこで本研究では，硝酸塩を

含む小松菜を投与した場合のマウスの成長に対

する影響についても評価をおこなった。

　日本における肥満者の割合（BMI ≧ 25）は，

平成 20 年の厚生労働省の統計によると男性で

28.6%，女性で 20.6% とされてい

る。肥満により引き起こされる疾

患としては，近年増加の一途をた

どる，糖尿病，高血圧，高脂血症

などの生活習慣病が挙げられる。

こうした疾患が合併した状態であ

るメタボリックシンドローム（内

蔵型肥満症候群）は，心筋梗塞や

脳梗塞のリスクが高まることが明

らかとなっている。よってこれら

の疾病を減少させる上で肥満を予

防することは極めて重要な意味を

持つ。肥満には生体内の脂肪細胞

の肥大化や分化，増殖が密接に関

わっている。間葉系幹細胞から発

生した前駆脂肪細胞は，分化誘導

処理により脂肪滴を蓄積し，分

化脂肪細胞へと分化する（図 2）。

分化した脂肪細胞に更に脂肪が蓄

積するとアディポサイトカインと

呼ばれる様々なホルモン様物質

が脂肪細胞から分泌される 5）。こ

れらアディポサイトカインは糖尿病，高血圧，

動脈硬化などの原因となることから，脂肪細

胞への脂肪の過剰な蓄積を抑えることは重要

である。

　本研究ではマウス由来 3T3-L1 細胞に小松菜

から抽出した色素成分を添加し，脂肪蓄積に与

える効果について評価した。小松菜（江戸川区

産）を凍結乾燥し，アセトンによりカロテノイ

ドを含む色素成分を抽出した後，ろ過処理し実

験サンプルとして使用した。マウス由来前駆脂

肪細胞（3T3-L1 細胞）を脂肪細胞への分化誘

導培地で 6 日間培養した。培養期間中に小松菜

色素抽出物を 25，50，100 μg/mL 培地に添加し，

無添加で培養したコントロールの細胞との脂質

の蓄積度合の違いをオイルレッド O 法により

比較した。その結果，小松菜色素抽出物を 25，

1. 小松菜色素成分による脂肪細胞に対する機能

図 1　東京都江戸川区産サラダ小松菜と小松菜に含まれるカロテノイド

図 2　脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカインとメタボリッ
クシンドローム
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50，100 μg/mL 添加した細胞では，コントロー

ルの細胞と比較し，細胞への脂質の蓄積が抑え

られていることが明らかとなった（図 3（A））。

また，別の脂肪細胞への分化の指標としてグリ

セロール -3- リン酸脱水素酵素（GPDH）活性

の測定をおこなった（図 3（B））。GPDH は脂

肪細胞内において脂質合成に関与する酵素であ

り，脂肪細胞の分化の過程において活性が高ま

る。前駆脂肪細胞と比較し，分化脂肪細胞（ポ

ジティブコントロール）では酵素活性が 12 倍

まで上昇した。それに対して小松菜色素抽出物

を添加した細胞では GPDH 活性の減少が認め

られ，脂肪細胞での脂質の合成能が低下してい

ることが明らかとなった。これらのことから，

小松菜色素成分には前駆脂肪細胞から脂肪細

胞への分化を抑制する効果を示すことが示さ

れた。

　次に小松菜色素成分が脂肪細胞への分化を抑

制することから，その成分を同定するために，

シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより

Fraction 1 〜 5 に分画した。その後，それぞれ

の Fraction を 3T3-L1 前駆脂肪細胞へ 50 μg/mL

の濃度で添加し，脂肪細胞への分化誘導をおこ

ない，分化の度合いを GPDH 活性にて評価した。

その結果，Fraction 5 に強い分化抑制効果の傾

向が示された。この Fraction 5 に含まれる色素

について，更に詳細に検討した結果，ネオキ

サンチンが主に含まれることが明らかとなった

（図 1）。そこでこのネオキサンチンについての

脂肪細胞に対する効果について検討した。

　ネオキサンチンは β −カロテン，ルテイン，

ビオラキサンチンと共に高等植物の葉緑体中に

含まれる主要なカロテノイドである。特徴とし

て 3 つの炭素原子の間に 2 重結合が連続したア

レン構造を含む（図 1）。近年，このようなア

レン構造を持つカロテノイドは他のカロテノイ

ドには見られない，特徴的な機能を示すことが

明らかになってきている。例えば，ワカメな

どの海藻に含まれるフコキサンチンは肥満モデ

ルマウスの体重と内臓脂肪の蓄積を抑制するこ

と，更には脂肪組織でのアディポサイトカイン

遺伝子の発現を調節しインスリン抵抗性を改善

することで血糖値改善効果が期待できることが

明らかとなっている 6, 7）。また，フコキサンチ

ンは脂肪細胞での熱産生に関係する脱共役タン

パク質（UCP1）の発現を亢進し，エネルギー

2.
ネオキサンチンによる脂肪細胞への分化抑
制効果とアディポサイトカインの調節作用

図 3　小松菜色素抽出物による脂肪細胞の分化抑制効果

*：p <  0.05 vs ポジティブコントロール



（36）NewFoodIndustry 2013  Vol.55  No.1

消費を亢進する。このような作用を示す食品成

分は報告されておらず，極めて特徴的な作用で

ある。小松菜に含まれるネオキサンチンはフコ

キサンチンと同様にアレン構造を有するカロテ

ノイドである。アレン構造を有するカロテノイ

ドは数少なく，ネオキサンチンは最も豊富に野

菜類から摂取できるアレンカロテノイドである

と考えられる。このような特異な構造を有する

ネオキサンチンはフコキサンチンのように，他

のカロテノイドには見られない効果的な機能を

示す可能性が高い。そこで小松菜色素成分の中

で特に脂肪細胞への分化抑制効果の強かった

Fraction 5 からネオキサンチンを精製し，脂肪

細胞に対する機能について評価した。

　小松菜色素成分と同様に，3T3-L1 前駆脂肪

細胞に小松菜から抽出したネオキサンチンを

1，5，10 μM の濃度で添加し，分化誘導処理を

おこなった。その後，脂肪細胞への分化の度合

いを GPDH 活性により評価した。その結果ネ

オキサンチンを添加した細胞で，脂肪細胞への

分化が抑制する傾向を示した（図 4（A））。こ

のことから，小松菜に含まれるネオキサンチン

は脂肪細胞に働きかけ，肥満を予防，改善する

作用を有することが示唆された。

　次に，既に肥満になった状態の脂肪細胞に対

しては効果を示すのかどうかについて明らかに

するため以下の実験をおこなった。マウス由来

3T3-L1 前駆脂肪細胞を 8 日間，インスリンを

含む分化誘導培地で培養し，充分脂質を蓄積し，

肥大化した分化脂肪細胞に培養した。次にその

分化脂肪細胞にネオキサンチンを添加し，イン

スリン抵抗性の惹起に関るアディポサイトカイ

ンの発現量に与える効果について検討した。肥

満状態の肥大化した脂肪細胞からは，レジスチ

ンなどのインスリン抵抗性を高める物質が分泌

される。また，脂肪細胞へ血液中のマクロファー

ジの遊走を促す MCP-1 も分泌され，炎症状態

を惹起する。このようなアディポサイトカイン

図 4　 （A）ネオキサンチンによる脂肪細胞の分化抑制効果　（B）レジスチンの mRNA 発現量の変化 （C）
MCP-1 の mRNA 発現量の変化

*：p <  0.05 vs コントロール



NewFoodIndustry 2013  Vol.55  No.1（37）

により，体内の筋肉や肝臓などの糖代謝に関わ

る組織のインスリン抵抗性が進むと，体内の

糖代謝が滞り糖尿病となる（図 2）。そのため，

脂肪細胞へ働きかけこのようなインスリン抵抗

性を高めるアディポサイトカインの分泌を制御

することは糖尿病を予防する上で効果的な方法

である。

　分化脂肪細胞にネオキサンチンを添加した場

合，肝臓や筋肉組織でのインスリン抵抗性の惹

起に関るレジスチンの mRNA 発現量が，添加

濃度に依存して減少することが明らかとなった

（図 4（B））。また，脂肪細胞にマクロファージ

を誘引させ，脂肪細胞での炎症状態を引き起こ

す MCP-1 の mRNA 発現量も減少していた（図

4 （C））。これらは比較対照として用いた糖尿病

の治療薬であるトログリタゾン 10 μM 添加し

たものと比較し，強い傾向を示した。このこと

から，小松菜に含まれるネオキサンチンは肥

満により既に肥大化した脂肪細胞にも働きか

け，インスリン抵抗性の惹起に関るアディポ

サイトカインの発現を抑制することが明らか

となった。

　硝酸塩は土壌を含めた自然界に広く分布し，

植物の成長には欠かせない重要な窒素源であ

る。我々は生活の中で水や食品から日常的に摂

取をしている。一方で大量に摂取した場合，硝

酸塩から生成するとされる亜硝酸塩による健

康に与える影響が，一部で懸念されている 3, 4）。

しかし，野菜に含まれる硝酸塩を摂取した場合

の影響については報告例が少なく，不明な点も

多い。そこで本実験ではマウスに対して小松菜

を含む飼料を約 12 週間投与し，安全性評価試

験を実施した。

　小松菜粉末は生の小松菜（江戸川区産）を細

かく切断し凍結乾燥機により水分を除去したも

のをミキサーにて粉末化したものを用いた。茹

で小松菜粉末は約 90℃にて小松菜を湯煎した

後，硬く絞り水分を除去したものを凍結乾燥

し，粉末化したものを用いた。表 1，2 に今回

の実験で使用した粉末の一般組成及びコンパク

トイオンメーター（HORIBA）にて測定した硝

酸塩量を示した。茹でることにより硝酸塩が約

30% にまで有意に減少した。

　次にこれらの小松菜の粉末を含む実験飼料を

作成し，3 週齢のオスの正常マウス（BALB/c

マウス）に対して 1 週間の予備飼育の後，12

週間の実験飼育をおこなった。実験飼料は

AIN-93G の組成を参考に作製し，表 1 の一般

成分分析結果に従い，タンパク質，脂質，炭水

化物，食物繊維の成分組成を各群揃えた。実験

群はコントロール群，飼料の 10%，15% を小松

菜凍結乾燥粉末に置換した群（小松菜生10%群，

小松菜生 15% 群），及び飼料の 10% を茹でた小

松菜凍結粉末にしたものに置換した群（小松菜

茹で 10% 群）の計 4 群で，各群 6 匹で実施した。

なお，小松菜茹で 10% 群は，硝酸塩を湯煎す

ることで減少させた小松菜生 10% 群の対照群

として設けた。図 5 には実験飼料中の硝酸塩

含量を測定した結果を示した。小松菜生 10%，

3.
小松菜を大量に摂取した場合のマウスの
成長に対する影響の検討

小松菜生
乾燥粉末

小松菜茹で
乾燥粉末

水分 2.7 3.4
タンパク質 30.9 31.6
脂質 4.2 7.6
糖質 9 3.4
灰分 24.7 7.4
食物繊維 28.5 46.6

表 1　小松菜粉末の一般成分（%）

小松菜生乾燥粉末 小松菜茹で乾燥粉末
水分 103 ± 4.7 31 ± 5.8*

表 2　小松菜粉末 1g 中の硝酸塩（mg）

*：p < 0.05 vs. 小松菜生乾燥粉末
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15% 群は硝酸塩含量が高く，コントロール群と

比較し，10 倍以上高い値であった。

　実験飼育中は体重，摂餌量，飲水量の測定，

並びに外見や行動の異常についての観察をおこ

なった。12 週間飼育後に解剖をおこない，各

種臓器や血漿成分への影響について調べ，小松

菜の長期摂取による安全性について評価した。

　マウス一匹あたり 1 日平均して約 3.6 g の摂

餌量であったことから，マウス一匹あたり 1 日

小松菜生 10% 群で約 36mg，小松菜生 15% 群で

約 43 mg の硝酸塩を摂取した結果となった。

　図 6 に実験飼育中の各群の体重変化を示し

た。コントロール群と比較し小松菜生 10% 群，

小松菜生 15% 群いずれも体重に有意な差は認

められなかった。このことから小松菜投与によ

りマウスの成長に悪影響を与えないことが明ら

かとなった。小松菜茹で 10% 群はコントロー

ル群と比較し有意に体重が高かったが，これは

実験飼育初期に小松菜茹で 10% 群の摂餌量が

多かったことが原因として考えられる。実験飼

育中の飲水量や，行動異常や痙攣，呼吸や姿勢，

尿や排泄物の異常は各群に認められなかった。

　表 3 に血漿成分結果について示した。肝臓

や腎臓の異常時に変化を見せるアルブミン，

GPT，ALP に各群有意な差は認められなかっ

た。また血漿脂質成分（中性脂肪，遊離脂肪酸，

HDL コレステロール，LDL コレステロール），

及び血糖値に有意差は認められなかった。小松

菜生 15% 群において総コレステロールの上昇

が認められたが，これは HDL コレステロール

の上昇に起因すると考えられる。HDL コレス

テロールは善玉コレステロールと呼ばれ，血液

中の余分なコレステロールを排除し，血管性疾

患を防ぐ働きのあるコレステロールである。以

上のように血漿成分はコントロール群と比較し

て，試料投与群に変化は認められなかった。こ

のことから硝酸塩を含む小松菜飼料が血液成分

に悪影響を与えないことが示された。

　体重 100 g あたりに換算した各臓器の重量に

ついて表 4 に示した。各臓器重量には有意な差

が認められなかった。また，白色脂肪組織に小

松菜に由来する色素（おそらくカロテノイドの

代謝物）の蓄積が見られたが，その他の各臓器

に肥大化や出血などの肉眼的な異

常は確認されなかった。また，組

織学的には変化が起こっている可

能性も考えられることから，薬物

による異常が認められやすい肝臓

の組織切片を作製し，観察をおこ

なったが，細胞の形態には大きな

異常は確認されず，血漿成分や臓

器重量の結果からも判断して肝臓

への悪影響は生じていないと考え

られた。

　ヒトに対する硝酸塩の ADI（許

図 5　 飼料中の硝酸塩含量 (mg/g)

図 6 　小松菜凍結乾燥粉末を含む飼料を投与したマウスの体重変化
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容日摂食量）は，現在 JEFCA（FAO/WHO 合

同食品添加物専門家委員会）及び EU 食品科学

委員会において，1 日体重 1 kg 当たり 3.7 mg 

NO3
−となっている。このデータはマウスに対

して硝酸塩を1%以上含んだ飼料を与えた結果，

いくぶん成長の低下が見られたという結果から

導かれており，現在その妥当性についての疑

問が言われている 3）。また，硝酸塩から変化し

た亜硝酸による発がん性が危惧されているが，

Maekawa らはマウスに対して硝酸ナトリウム

を 2.5，5% 添加した飼料を 2 年間与えた結果，

発がん性に影響が認められなかったことを報告

している 8）。本実験では小松菜生 10% 群の飼料

には約 1%，小松菜生 15% 群には約 1.2% の硝酸

塩が含まれていた。このことから考えても食品

中の 10%，15% という高い割合で小松菜を摂取

表 3　小松菜摂取による血漿成分への影響

コントロール群 小松菜生 10% 群 小松菜生 15% 群 小松菜茹で 10% 群

総タンパク質（g/dL） 5.7 ± 0.3 5.7 ± 0.3 5.4 ± 0.2 5.5 ± 0.2
アルブミン（g/dL） 2.9 ± 0.2 3.0 ± 0.2 3.2 ± 0.1 2.8 ± 0.5
GOT（lU/L） 118 ± 28 126 ± 41 114 ± 27 103 ± 34
GPT（lU/L） 65 ± 34 44 ± 9 40 ± 11 63 ± 50
γ -GTP（lU/L） 3 ± 0.5 2 ± 0.4 2 ± 0.0 2 ± 0.5
ALP（lU/L） 266 ± 24 265 ± 16 357 ± 39 249 ± 23
直接ビリルビン（mg/dL） 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0
中性脂肪（mg/dL） 54 ± 9 51 ± 8 68 ± 36 55 ± 10
遊離脂肪酸（μ Eq/L） 2617 ± 415 2705 ± 421 2546 ± 479 2700 ± 343
総コレステロール（mg/dL） 127 ± 4 140 ± 6 157 ± 10* 115 ± 7
HDL コレステロール（mg/dL） 109 ± 5 117 ± 5 131 ± 7 91 ± 19
LDL コレステロール（mg/dL） 3 ± 1 3 ± 1 5 ± 1 3 ± 2
血糖値（mg/dL） 102 ± 12 77 ± 29 84 ± 18 77 ± 30

*：p < 0.05 vs. コントロール群

表 4 　小松菜摂取による臓器重量への影響 (g/ 体重 100g あたり )

コントロール群 コマツナ 10% 群 コマツナ 15% 群 コマツナ茹で 10% 群

白色脂肪組織（精巣周囲） 1.15 ± 0.23 0.95 ± 0.16 1.27 ± 0.35 1.22 ± 0.14
白色脂肪組織（腎周囲・後腹膜） 0.49 ± 0.15 0.40 ± 0.09 0.37 ± 0.08 0.37 ± 0.09
褐色脂肪組織 0.38 ± 0.07 0.34 ± 0.08 0.36 ± 0.10 0.34 ± 0.06
肝臓 4.45 ± 0.22 4.30 ± 0.14 4.37 ± 0.12 4.40 ± 0.27
脾臓 0.34 ± 0.08 0.39 ± 0.06 0.37 ± 0.03 0.33 ± 0.03
大腸 0.57 ± 0.08 0.61 ± 0.18 0.67 ± 0.25 0.60 ± 0.14
小腸 3.07 ± 0.20 3.44 ± 0.47 3.29 ± 0.53 3.04 ± 0.13
腎臓 1.53 ± 0.13 1.56 ± 0.12 1.42 ± 0.07 1.51 ± 0.08

したとしても，硝酸塩による健康に与える影響

は少ないと考えられた。また，近年は野菜に含

まれる食物繊維やカロテノイドなどの健康の維

持に役立つ効果が多く報告されている。これを

受け JEFCA は 1995 年に「野菜からの硝酸塩の

摂取量を ADI と比較することや，野菜から摂

取する硝酸塩の上限を ADI から直接計算する

のは不適切である」と報告している。本実験で

マウスの一日当たりの摂餌量から，マウス体重

1 kg 当たりの硝酸塩の摂取量を計算すると，小

松菜生 10% 群，小松菜生 15% 群でそれぞれ約

1200 mg，1440 mg の硝酸塩を 1 日に摂取した

結果となった。これは ADI と比較すると大量

の摂取量であるが，マウスの成長や摂食量，行

動，組織には異常は認められなかった。これら

の結果から，野菜からの硝酸塩の大量摂取では，
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危篤な中毒が生じる可能性は少ないことが示唆

された。

おわりに

　小松菜を生で食することで，小松菜に含まれ

るネオキサンチンを初めとした比較的熱に弱い

カロテノイドも多く摂取することができる。近

年，メタボリックシンドロームが問題とはなっ

ているが，日本人は極度の肥満である割合が欧

米人と比べて少ない。その一方で，日本人は他

の人種よりも軽度の肥満でも体内のインスリン

抵抗性を発症し，糖尿病になりやすいことが明

らかとなっている。糖尿病の予防や治療には肥

満による脂肪の増加を抑えるだけではなく，脂

肪細胞の質的な改善が重要である。本研究によ

り小松菜などに含まれるカロテノイドを摂取す

ることで，脂肪細胞の質的な変化を与え，糖尿

病の予防，改善に効果を示すことが強く示唆さ

れた。

　食料自給率低下が危惧されている中，地域

で生産された旬の食材を地域で消費する地産地

消の重要性が言われている。江戸川区と江戸川

区農業経営者クラブ，弘前大学の小松菜を中

心とした研究と消費の拡大を目指した取り組

みは，農林水産省が取り組む「FOOD ACTION 

NIPPON」において，フード・アクション・ニッ

ポンアワード 2010 入賞に選出された。野菜，

果実類に含まれる，カロテノイド，ポリフェノー

ルをはじめとした微量な成分による，がんや肥

満，アレルギーの予防などの健康に対する機能

が，次々と明らかになってきている。このよう

な成分を上手に組み合わせ，薬とは違った意味

で健康の向上に役立つ「食」を提供してゆくこ

とが大事である。

［謝辞］

　本研究は，江戸川区（東京都），江戸川区農

業経営者クラブ，江戸川花卉園芸組合，弘前大

学との共同研究「えどがわ産農産物のブランド

化に関する研究」で行われたものです。
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はじめに

　北海道における馬鈴しょ澱粉の製造は安政

年間（1850 年代）に始まったともいわれ，販

売用としては明治 15 年（1880 年）渡島支庁八

雲村において水車を動力として製造されてき

た 1）。北海道の馬鈴しょ生産量（2010 年 175

万 3,000t・全国の 78.4%）のうち，約 50%（2007

年 55.3%，2008 年 54.2%，2009 年 51.3%，

2010 年 49.1%）が澱粉の原料として用いられ

ている 2-4）。

　澱粉に化学的・物理的処理を施した加工澱粉

がさまざまな形で利用されるようになり，親水

性の増加，糊化開始温度の低下 1, 5-6）や食粘度

安定性および耐熱性の向上 7）などの特徴が挙

げられている。ベーカリー製品への加工澱粉の

役割としては，テクスチャーの改良や機能性付

与（保存性の向上，電子レンジ耐性，水分や糖

度のコントロール）など 8）が挙げられている。

そこで，今回は加工澱粉添加パンの調理科学的

特性と嗜好性について報告する。

　1-1．試料

　実験に使用した加工澱粉は松谷化学工業（株）

製馬鈴しょ澱粉由来のリン酸架橋澱粉（ねりこ

み No9），ヒドロキシプロピル化リン酸架橋澱

粉（ファリネックス AG600）を用いた。パン

試料は加工澱粉を添加した 2 種類（リン酸架橋

澱粉とヒドロキシプロピル化リン酸架橋澱粉）

と馬鈴しょ澱粉を添加した（コントロール）の

3 種類とした。

　1-2．配合割合

　配合割合は，小麦粉 70%，澱粉 30%（以上

で 100%） と し， 牛 乳 15%， マ ー ガ リ ン 7%，

グラニュー糖 5%，塩 2%，生イースト 2%，水

60% を加えた。

　1-3．パンの調製

　パンの調製は，シロクマ・北海食品（北海道

札幌市）に依頼した。

　2-1．パンの水分量

　水分量は，焼成後，1 時間室温（25℃）に放

冷した試料のクラム（パン内部の白色部分）の

中央部を厚さ 1 cm に切り，電子式水分計（島

津製作所製，MOC-120H）を用いて，乾燥減量

法（105℃）により測定した。

　

小麦粉の一部に加工澱粉を添加した

食パンの調理科学的特性

Key Words：加工澱粉・馬鈴しょ澱粉・製パン・加工技術・冷凍・水分
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1. 試料及び調製方法

2. 実験方法



（42）NewFoodIndustry 2013  Vol.55  No.1

　2-2．パンの体積および比容積

　焼成後，1 時間室温（25℃）に放冷した試料

を用い，菜種置換法により体積を測定し，比容

積は，比容積 = 体積（ml）÷重量（g）により

算出した。

　2-3．パンの色調と色差

　クラム（内相）はパンを縦半分に切り，底部

より 5 cm，左右側面から 2 cm の部分を除いて

調整した。側面などのクラスト（外皮側面部）

は 3 cm 直方体に切断した試料を用いた。パン

の色調と色差は分光色彩計（日本電色工業㈱製，

SD-5000）により，CIE 系に属する L* 値，a* 値，

b* 値を測定し，これらの数値から彩度（C* 値）

および色差を算出 9）した。

　2-4．パンの物性測定

　焼成後，2 時間室温（25℃）に放冷した一定

体積パン（2 cm 直方体）のかたさ応力，凝集

性，ガム性応力をクリープメーター（レオナー

RE.3305 山電㈱）で測定した。

　2-5．官能検査

　焼成後，1 時間室温（25℃）に放冷した試料

について，藤女子大学教職員（12 名）をパネラー

とし，3 種類の食パンの官能検査を冷凍前と解

凍後に実施した。官能検査は 7 項目（色相，き

めの細かさ，香り，硬さ，もちもち感，しっと

り感，味）について，その特性および総合評価

をそれぞれ 5 段階評点法で行った。

　3-1．パンの水分量

　パンの解凍後の水分量は，ヒドロキシプロピ

ル化リン酸架橋澱粉パン +4.4%，リン酸架橋澱

粉パン +7.8%，未加工澱粉パン +16.8% であり，

加工澱粉の変化率が少なかった。

　3-2．パンの比容積

　パンの比容積は，ヒドロキシプロピル化リン

酸架橋澱粉パンが最も低くなった。パンの断面

は（図 3），未加工澱粉パンとリン酸架橋澱粉

パンが同様に山型となって観察されたが，ヒド

ロキシプロピル化リン酸架橋澱粉パンは，右側

にくびれを生じていた。このくびれが生じたこ

とにより，ヒドロキシプロピル化リン酸架橋澱

図 1　パンの水分量

図 2　パンの比容積

図 3　パンの断面

右から，未加工澱粉，中央：リン酸架橋澱粉，左：ヒ

ドロキシプロピル化リン酸架橋澱粉パン

3. 結果および考察
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粉パンの比容積が小さくなったと推察する。 

　3-3．パンの色調

　 パ ン（ ク ラ ム： 内 相 ） の 明 度（L* 値：

lightness）は，同じ条件で照明された白に見え

る面で標準化された明るさを示しているが，明

度は，リン酸架橋澱粉パン，ヒドロキシプロピ

ル化リン酸架橋澱粉パン，未加工澱粉パンの順

に低くなった。パン（クラム）の色差（⊿ E）は，

未加工澱粉パンに比べて加工澱粉パンは「めだ

つほどに」（appreciable） 色差があった。

　パン（クラスト：外皮側面部）の明度は未加

工澱粉パン，リン酸架橋澱粉パン，ヒドロキシ

プロピル化リン酸架橋澱粉パンの順に低くなっ

た。鮮やかさを示す彩度（C* 値）はリン酸架

橋澱粉パンが高く，未加工澱粉パン，ヒドロキ

シプロピル化リン酸架橋澱粉パンの順に低く

なった。パンの色差（⊿ E）は，加工澱粉パン

は未加工澱粉パンに比べてそれぞれ「めだつほ

どに」（appreciable）という評価であった。

　3-4．パンの物性測定

　パンの物性は（図 4），冷凍・解凍後パンの

かたさ応力が未加工澱粉パン，ヒドロキシプロ

ピル化リン酸架橋澱粉パン，リン酸架橋澱粉パ

ンの順に低くなり，パン解凍後の変化は加工澱

粉添加パンが少ないことが観察された。

　3-5．官能検査

　パンの好ましさの順位は冷凍前・解凍後とも

にヒドロキシプロピル化リン酸架橋澱粉パン，

リン酸架橋澱粉パン，未加工澱粉パンの順にな

り，二元配置分散分析の結果，澱粉の種類によっ

て有意差がみられた（冷凍前パン p < 0.05，解

凍後パン p < 0.01）。

　以上より，加工澱粉を小麦粉に添加して用い

ることにより，その特性を活かした冷凍パンな

どへ利用の可能性が示唆される。

図 4　パンのかたさ応力

L* 値 a* 値 b* 値 C* 値 ⊿ E
未加工澱粉 58.0 -2.9 14.0 14.3 0.0
ヒドロキシプロピル化リン酸架橋澱粉パン 60.9 -3.7 13.2 13.7 3.1 appreciable
リン酸架橋澱粉 65.6 -2.9 14.9 15.2 4.8 appreciable

⊿ E　0-0.5：trace，0.5-1.5：slight，1.5-3.0：noticeable，3.6-6.0：appreciable，6.0-12.0：much
色調（L* 値：明度，C* 値：彩度），色差（⊿ E）

表 1　パン（クラム）の色調と色差

L* 値 a* 値 b* 値 C* 値 ⊿ E
未加工澱粉 53.2 12.0 36.5 38.4 0.0
ヒドロキシプロピル化リン酸架橋澱粉パン 45.7 11.8 32.7 34.8 8.4 appreciable
リン酸架橋澱粉 50.1 12.0 45.1 46.7 9.6 appreciable

⊿ E　0-0.5：trace，0.5-1.5：slight，1.5-3.0：noticeable，3.6-6.0：appreciable，6.0-12.0：much
色調（L* 値：明度，C* 値：彩度），色差（⊿ E）

表 2　パン（クラスト）の色調と色差
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おわりに

　馬鈴しょ澱粉に澱粉の有する機能を助長した

加工澱粉を添加したパンの調理科学的特性と嗜

好性について，次のような結果が得られた。

①加工澱粉パンの水分量は，冷凍・解凍後の変

化が少なかった。

②パンの比容積は，ヒドロキシプロピル化リン

酸架橋澱粉パンが低くなった。

③パン（クラム：内相）明度は冷凍・解凍後，

リン酸架橋澱粉パン，ヒドロキシプロピル

化リン酸架橋澱粉パン，未加工澱粉パンの

順に低くなった。

④パンのかたさ応力は，加工澱粉パンが未加工

澱粉パンに比べて冷凍・解凍後に低くなっ

た。

図 5　冷凍前パンの官能検査
澱粉の種類 * p < 0.05

図 6　冷凍・解凍後パンの官能検査
澱粉の種類 ** p < 0.01

⑤パンの官能検査における好ましさの順位で

は，ヒドロキシプロピル化リン酸架橋澱粉

パン，リン酸架橋澱粉パン，未加工澱粉パ

ンの順に好まれていた。

　加工澱粉は小麦粉などに添加して用いること

により，その特性を活かして，冷凍・解凍後の

パンなどへ利用可能性が示唆される。
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　最近日本では肌の美白を望む女性が増えてお

り，美白化粧品を含む化粧品の市場規模が年々

大きくなっている。美白成分の探索にはマウス

由来 B16 メラノーマ細胞を用いたメラニン産

生試験とマッシュルーム由来チロシナーゼを用

いたチロシナーゼの活性阻害試験が広く利用さ

れている。しかし，メラニン産生試験は時間や

培養スケール，さらには利便性などの様々な問

題がある。また，チロシナーゼの活性阻害試験

は簡便で迅速ではあるが，用いているのがマッ

シュルーム由来のチロシナーゼであり，結果が

ヒトに応用できるか不明であること，そしてチ

ロシナーゼの発現量の減少を見出すことができ

ないという問題点がある。したがって，これら

の方法はスクリーニングには不向きである。そ

こで，私たちはメラニンの産生に最も重要な酵

素であるチロシナーゼの転写調節領域に着目を

し，マウスのチロシナーゼの転写活性を測定す

るハイスループットなレポーターアッセイ法を

構築した。

　この評価系を用いて，メラニンの産生を亢進

させるテオフィリン，メラニンの産生を抑制す

るアルブチンを測定したところメラニン産生試

験の結果と強い相関があった。また，以前私た

ちが美白作用を有する化合物として紹介したブ

ロッコリーのスプラウトに含まれるスルフォラ

ファンもチロシナーゼのプロモーター活性を低

下させた 1, 2）。これらの結果より，このレポー

ターアッセイ法は美白成分を探索する評価系と

して用いることが可能であることが示された。

　50 種類以上の化合物を用いてスクリーニン

グを実施したところ，新規の美白剤の候補とし

てローズマリーに含まれるカルノソール，アカ

メガシワに含まれるロットレリンを見出すこと

が出来た。

　本稿では，レポーターアッセイ法を用いた美

白効果の評価システムの構築とその応用につい

て紹介する 3）。

　メラニン色素の合成は，メラニン合成酵素で

あるチロシナーゼ，チロシナーゼ関連タンパ

ク（TRP-1，TRP-2）により制御される。この

中で最も重大な役割をもつのはメラニン合成に

おける初期律速反応を触媒するチロシナーゼで

ある。チロシナーゼの転写調節領域には M-box

とよばれる 10 塩基からなる配列と E-box とよ

ばれる 6 塩基からなる配列がある。M-box と

E-box はともに CATGTG という配列が含まれ

レポーターアッセイを用いた美白評価

Key Words：ルシフェラーゼ・チロシナーゼ・メラニン・カルノソール・ロットレリン・美白
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1. メラニン合成経路とチロシナーゼ
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ており，これがコアプロモーター領域と言われ

ている（図 1） 4, 5）。

　2-1．レポータープラスミドの作製

　C57BL/6 マウスの腎臓から得た染色体 DNA

を鋳型として Polymerase chain reaction（PCR）

を行った。使用したプライマーはマウスのチ

ロシナーゼの転写調節領域（-521/+31）を含

む よ う に 設 計 し た。Sense primer （-521/-502）

に は Xho Ⅰ サ イ ト（CTCGAG） の 5'- 末 端

に CCG,3'- 末端に G を加えたものを付加し，

Antisense primer （+12/+31） に は Bgl Ⅱ サ イ ト

（GAAGATCTTC）を付加した。PCR の反応液

は Reaction buffer，染色体 DNA，0.3 unit KOD 

–plus-，1.5 mM MgSO4，125 μM dNTPs，10 

pmol Sense primer，10 pmol Antisense primer で

全量が 20 μl となるように調製した。PCR は

95℃で 3 分間変性させた後，95℃ 30 秒，55℃

45 秒，68℃ 2 分間の 3 ステップ反応を 30 サイ

クル行った。その後，68℃で 20 分間インキュ

ベートした後，PCR 産物を 0.7% アガロースゲ

ルで電気泳動により分離してサイズを確認し

た。アガロース電気泳動により分離した遺伝

子断片をゲルから抽出し，制限酵素 Xho Ⅰと

Bgl Ⅱで処理した。この遺伝子断片を Ligation-

Convenience Kit を 用 い て pGL4 neo の Xho Ⅰ

と Bgl Ⅱサイトにサブクローニングし，E. coli 

XL1-Blue MRF' にトランスフェクトした。ク

ローンのスクリーニングにはコロニー PCR を

用いた。得られたクローンよりミニプレップ法

を用いてプラスミドを精製した。これを鋳型に

し て，Big Dye Terminator v3.1 cycle Sequencing 

Kit を用いて ABI PISM 310 Genetic Analyzer に

よりシークエンス解析を行った。得られた塩基

配列の解析には GENETYX-MAC Ver.11.2.5 を

使用した。

　2-2．安定発現細胞株の樹立

　100 mm ディッシュに B16 細胞を 500 cells 播

種し，播種してから 24 時間後に，ミディプレッ

プ法を用いて作製したマウスのチロシナーゼの

転写調節領域を含むレポータープラスミド 12 

μg DNA 相当量と 24 μl の HilyMax reagents の混

合液を添加した。4 時間後に 1,000 μg/ml G418

を含む DMEM に置き換え，4 週間培養した。4

週間後，大きくなったコロニーを 15 個単離し，

それぞれのコロニーを 35 mm のディッシュで

培養し，サブコンフルエントになった後にルシ

フェラーゼ活性を測定した。最も高い活性を示

したものを以降の実験で用いた。

　2-3．ルシフェラーゼ活性測定

　レポータープラスミドを安定発現させた B16

細胞を 35 mm のディッシュに 3.0 × 105 cells 播

種し，24 時間後に化合物を 10 μM もしくは細

胞毒性のない濃度で 24 時間処理した。テオフィ

リンとアルブチンは 10，50，100，500，1,000 

μM の濃度で処理した。24 時間後，培地を除き，

PBS で洗浄した。可溶化液を加えて細胞を可溶

化し，遠心分離（12,000 × g，30 分，4℃）後，

上清を粗抽出液として用いた。なお，粗抽出液

のタンパク質濃度は Lowry 法を用いて測定し

た。粗抽出液 20 μl にルシフェラーゼアッセイ

キットの基質を 50 μl 加え，ボルテックスで混

2. 実験方法

図 1　マウスのチロシナーゼの転写調節領域

太文字の -106 から -97 までの 10 塩基対が M-box，

-12 から -7 までの 6 塩基対が E-box を示す。
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処理したとき，ルシフェラーゼ活性は 105.4 ± 

7.1%，81.9 ± 4.6%，77.8 ± 2.2%，46.2 ± 7.4%，

38.5 ± 10.0% で， メ ラ ニ ン 産 生 量 は 92.9 ± 

5.9%，82.1 ± 7.1%，76.2 ± 0.9%，67.8 ± 5.4%，

67.4 ± 11.3% であった（図 2）。

　テオフィリンを 10 μM から 1,000 μM の濃度

で処理したとき，ルシフェラーゼ活性は 114.0 

± 25.0%，134.9 ± 11.6%，151.4 ± 10.9%，

236.0 ± 29.1%，296.8 ± 58.9% で，メラニン産

生量は 113.0 ± 10.4%，128.9 ± 10.2%，146.6 

± 6.4%，161.4 ± 10.8%，188.0 ± 25.9% であっ

た（図 3）。アルブチン，テオフィリンともに

ルシフェラーゼ活性とメラニン産生量に相関が

あった。

　また，私たちが美白作用を以前紹介したスル

フォラファンも 1，5，10 μM の濃度で処理し

合後にルミノセンサー -PSN（ATTO）でルシフェ

ラーゼ活性を測定した。得られた値をタンパク

質濃度で割り，コントロールの値を 100% とす

ることで相対的な評価を行った。

　2-4．メラニン産生試験

　B16 細胞を 35 mm のディッシュに 3.0 × 105 

cells 播種し，播種してから 24 時間後に化合物

を処理した。なお，コントロールは DMEM に

0.1% となるように DMSO を添加したものを処

理した。24 時間後に培地を除き，PBS で洗浄

した。トリプシンを加え，1 分後にトリプシン

インヒビター，PBS を加え細胞を剥がし回収し

た。回収した細胞を遠心分離（1,000 × g，5 分，

20℃）し，細胞の沈殿を得た。細胞の沈殿に

PBS を 1 ml 加えよく懸濁し，100 μl はトリパ

ンブルーを用いた細胞毒性評価を行うために，

残りは再度遠心分離（1,000 × g，5 分，20℃）

した。得られた沈殿に 1 M 水酸化ナトリウム

を加え可溶化し，405 nm の吸光度からメラニ

ン産生量を測定した。得られたメラニン産生量

を生細胞数で割り，コントロールの値を 100%

とすることで相対的な評価を行った。

　2-5．統計解析

　結果は全て平均値±標準偏差で示した。統

計解析には Dunnett's test を用いた。統計的な

有意差は p < 0.05 に設定した。有意差は全て

Control との比較である。

　3-1．ルシフェラーゼ活性とメラニン産生量

の相関

　チロシナーゼの発現を抑制することによって

メラニンの産生を阻害するアルブチンとテオ

フィリンを用いてルシフェラーゼ活性とメラニ

ン産生量を測定した。それぞれの化合物を 10 

μM から 1,000 μM の濃度で 24 時間処理した。

　アルブチンを 10 μM から 1,000 μM の濃度で

図 2 　アルブチンのメラニン産生とルシフェラー
ゼ活性の相関

図 3 　テオフィリンのメラニン産生とルシフェ
ラーゼ活性の相関

3. 結果



NewFoodIndustry 2013  Vol.55  No.1（49）

たときのルシフェラーゼ活性は 89.4 ± 10.1%，

69.7 ± 5.9%，66.4 ± 3.9% であり，濃度依存的

な活性の低下が見られた（データは未掲載）。

　3-2．レポーターアッセイを用いた化合物の

スクリーニング

　50 種類以上の化合物を 10 μM もしくは細胞

毒性のない濃度で 24 時間処理した。2 倍以上

のルシフェラーゼ活性を示した化合物はアピ

ゲニン，クリシン，ルテオリン，ビオカニン A，

ダイゼイン，ゲニステイン，ガランギン，レ

スベラトロール，ホモハリグトニン，ケンパ

ウルノンの 10 種類であった（表 1，表 2）。

　一方，ルシフェラーゼ活性が 70% 以下を

示した化合物はカルノソールと既に美白作用

が報告されているカルノシン酸とスルフォラ

ファンの 3 種類であった 1, 2, 6）。細胞毒性が若

干見られたものの，ルシフェラーゼ活性が 1 

μM で 64.7 ± 9.0% を示したロットレリンにつ

いてもメラニン産生量を調べた。

　3-3．カルノソールとロットレリンのルシ

フェラーゼ活性への影響

　カルノソールを 1，5，10 μM の濃度で処理

したときのルシフェラーゼ活性は 86.3 ± 3.3%，

58.3 ± 18.2%，38.8 ± 8.8% であり，濃度依存

的にルシフェラーゼ活性は減少していた（図

4）。ロットレリンは細胞毒性の見られない 0.05，

0.1，0.5 μM の濃度で処理したときのルシフェ

ラ ー ゼ 活 性 は 93.9 ± 6.7%，100.1 ± 3.0%，

87.6 ± 4.9% であった（図 5）。

　3-4．カルノソールとロットレリンのメラニ

ン産生抑制作用

　 カ ル ノ ソ ー ル を 1，5，10 μM の 濃 度 で 処

理したときのメラニン産生量は 85.7 ± 4.4%，

63.8 ± 4.6%，52.3 ± 3.9% で濃度依存的に減少

した（図 6）。ロットレリンは 0.5 μM のとき，

メラニン産生量が 75.7 ± 4.6% で有意にメラニ

Compound
（10 μM）

Luciferase activity
（% of control）

Compound
（10 μM）

Luciferase activity
（% of control）

Flavonoids Anthraquinones
Flavones Alizarin 132.6 ± 4.6

Apigenin 276.0 ± 53.5 Danthron 114.8 ± 9.5
Chrysin 260.3 ± 12.5 Ofloxacin 113.7    ± 3.5
Diosmin 133.7   ± 6.6 Others
Luteolin 204.8 ± 44.5 Resveratrol 291.7  ± 54.2

Flavolignan Curcumin 78.4    ± 9.0
Silymarin 108.1   ± 9.7 Theaflavin 3,3-digallate 73.5  ± 10.3

Flavones Carnosic acid 69.9    ± 6.6
Biochanin A 207.7 ± 53.5 Carnosol 37.1    ± 6.6
Daidzein 260.3 ± 12.5
Genistein 292.5 ± 60.1
Glycitein 195.4 ± 36.3

Catechins
EGC 91.5  ± 7.4
EGCG 125.7 ± 19.9

Anthocyanidins
Cyanidin chloride 96.3   ± 5.4
Pelargonidin chrolide 102.2 ± 16.6
Delphinidin chloride 98.5 ± 15.6

Flavonols
Kaempferol 157.1   ± 9.4
Quercetin dihydrate 175.5 ± 15.3
Galangin 260.4 ± 15.2

表 1 　ポリフェノール類のルシフェラーゼ活性
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ン産生量が減少した（図 7）。

図 4 　カルノソールのルシフェラーゼ活性への影響

図 5 　ロットレリンのルシフェラーゼ活性への影響

図 6 　カルノソールのメラニン産生抑制作用

図 7 　ロットレリンのメラニン産生抑制作用

表 2　 非ポリフェノール類のルシフェラーゼ活性

Compound
（10 μM）

Luciferase activity
（% of control）

Compound
（10 μM）

Luciferase activity
（% of control）

Alkaloids Others
Caffeine 116.3 ± 11.6 Lipoic acid 132.6 ± 4.6
Capsaicin 87.3 ± 7.6 GABA 118.5 ± 19.7
Chepharantine 1 μM 107.5 ± 6.2 Anisomycin 1 μM 91.6 ± 6.9
Homoharrigtonin 10 nM 240.5 ± 37.4 Hexadecyl acetyl glycerol 1 μM 92.9 ± 11.0
Tropine 109.4 ± 7.4 Kenpaullnone 202.2 ± 23.1

Isothiocyanates Rottlerin 0.5 μM 87.6 ± 4.9
BITC 5 μM 138.4 ± 20.8 Tryphhostin 94.5 ± 8.0
3-Methoxyphenyl-ITC 107.5 ± 18.2 Tiglic acid 95.1 ± 12.3
Sulforaphane 66.4 ± 3.9 Benzylphosphonic acid 113.0 ± 12.3

Steroids Cantharidin 172.1 ± 15.7
Teststerone 124.8 ± 19.8 Captopril 106.4 ± 10.3
17 β-estradiol 93.0 ± 2.2 Enalapril 105.8 ± 6.2
Cholesterol 105.6 ± 11.0 Ketoconazole 126.2 ± 0.1
Cholic acid 95.0 ± 9.4
Deoxycholic acid 104.3 ± 11.6
Keto-deoxycholic acid 91.8 ± 7.7

Terpenoids
Artemisin 95.7 ± 3.0
Carveol 114.0 ± 14.7
Ginkgolide A 105.3 ± 7.6
Phytol 99.5 ± 3.5
Thymol 105.4 ± 2.2
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　メラニンは紫外線や活性酸素から皮膚や髪を

保護する重要な役割を有しているが，メラニン

の過剰産生や蓄積が起こるとしみやそばかすな

どの原因となる 7, 8）。近年，しみやそばかすに

悩む女性は増えており，化粧品産業や医薬品産

業において改善効果や予防効果をもった製品の

開発が進められている。

　これまでに美白作用，つまりメラニン産生抑

制作用を有する化合物を探索するためにマウス

由来 B16 メラノーマ細胞を用いたスクリーニン

グ法が一般に用いられてきた。この方法のメリッ

トは最終産物であるメラニンの産生量を簡便に

測定できるところにある。また，B16 細胞はヒ

ト由来メラノーマ細胞である G361 細胞よりチロ

シナーゼ活性か高いことからスクリーニングに

よく用いられる一つの要因となっている 5）。し

かし，このスクリーニング法のデメリットとし

て培養スケールが大きい，化合物の処理時間

が 48 時間から 96 時間かかる 9-11），さらに細胞

の回収からメラニンの産生量の測定までの作業

の工程が煩雑であることが挙げられる。本研究

では上記の問題点を改善した新たな評価系を開

発し，新規の美白成分の探索法の開発を目指し

た。チロシナーゼはメラニンの合成において最

も重要な酵素で，転写開始点から 106 塩基上流

（-106/-97），そして 12 塩基上流（-12/-7）に存

在する CATGTG という配列がチロシナーゼの

転写調節部位のコアプロモーター領域と言われ

ている。転写開始点から 106 塩基上流に存在す

る配列は M-box，12 塩基上流に存在する配列

が E-box とされている 4, 5）。本研究では M-box

と E-box を含む 552 塩基対の配列をルシフェ

ラーゼ遺伝子が組み込まれたベクターに挿入

し，レポータープラスミドを作製した（図 1）。

このプラスミドを B16 細胞に組み込み，安定

発現系細胞を構築し，実際にスクリーニング

法として用いることが可能か，否かを検証し

た。チロシナーゼの活性化を誘導するテオフィ

リンやゲニステインではルシフェラーゼ活性が

上昇し，チロシナーゼの発現を抑制するアルブ

チンやスルフォラファンではルシフェラーゼ活

性の低下を確認することが出来た 1, 2, 12-14）。ま

た，このレポーターアッセイシステムは化合物

の処理時間が 24 時間で済み，既存の方法より

も大幅に処理時間を削減することが出来た。さ

らに，既存の方法はメラニンの産生量を測定

するため，培養スケールが 35 mm ディッシュ

以上の容量が必要である。本研究のアッセイ系

ではルシフェラーゼの感度が非常に高いため，

実験自体は 35 mm ディッシュを用いて行った

が，その後の検証で培養スケールを 96 穴マル

チプレートまでスケールダウンすることが可能

であることを確認した。このアッセイ系を用い

て 50 種類以上の化合物の評価を行ったところ，

カルノソールとロットレリンが新規の美白剤と

なりうる化合物として見出すことが出来た。

　カルノソールはローズマリーに含まれるフェ

ノール性のジテルペン類に属する化合物で，こ

れまでに抗酸化作用や抗炎症効果が報告されて

いる 15）。ロットレリンはアカメガシワといわ

れる植物に含まれる赤色の色素であり，プロテ

インキナーゼ C-δ（PKC-δ）の阻害剤として用

いられている 16, 17）。カルノソールとロットレ

リンのメラニン産生量も調べたところ，メラニ

ン産生量の減少を確認することが出来た。した

がって，このスクリーニングを用いることに

よって既存の方法より簡便かつ迅速に美白作用

が期待される新規の化合物を見出すことが可能

であることが示された。今後，この方法を一次

スクリーニング法として用いて多くの美白作用

を有する新規の化合物を見出し，作用メカニズ

ムの解明に繋げたいと考えている。

4. 考察
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　著者らは一連の報告 1-4）で以下の点を明らか

にした。

　・シロザケ稚魚に与える飼料によって体型や

成長に違いが生じるのみでなく，体成分組成，

絶食耐性，絶食からの回復能力，海水への馴致

能力等にも大きな違いが出る。

　・餌付け用飼料に魚油を添加すると摂餌性

が悪く，成長他に可也長期間悪い影響を及ぼ

す。餌付け時に魚油を添加すべきではなく，

餌付け後 4 日程度で魚油添加飼料に切り替え

れば良い。

　・魚体の脂質含量と脂肪酸組成は飼料の脂質

含量と脂肪酸組成を反映する。

　・魚体の脂質含量が多い程絶食耐性が強く，

絶食からの回復能力も高い。一方，魚体の脂質

含量が少ない程絶食中の死魚数が多く，しかも

肥満度が大きい魚も死ぬ傾向が有る。

　・絶食耐性や絶食からの回復能力を規定して

いるのは魚体の脂質含量で，肥満度ではない。

但し，脂質含量が多い魚は一般的に肥満度も高

いので，現場で容易に測定出来る肥満度を指標

にしても問題になることは無いと思われる。

　・同一グループで餓死する魚が出るくらい衰

弱すると給餌を再開しても容易に回復しない。

給餌しても摂餌出来ない位に衰弱しているか，

消化管の消耗によって摂餌しても消化・吸収す

る能力が無くなっている可能性が有る。

　・魚体の脂質含量が多い魚の方が海水への馴

致能力が高い。

　・絶食時には魚体の脂質が著しく減少する。

脂質が絶食時の主たるエネルギー源になってい

るものと思われる。

　・シロザケ用飼料に添加すべき油は，必須脂

肪酸としての役割を有する n6 系と n3 系脂肪酸

を必要量含み，更にパルミチン酸やオレイン酸

等のエネルギー源として利用される脂肪酸をも

豊富に含む油が良いと思われる。

　・色々な指標から判断してシロザケ用飼料へ

の魚油の至適添加量は外割で 7%（飼料の脂質

含量として約 12%）程度である。

　・絶食に起因する大量死が起こる時の体成分

の目安は，脂質が約 5% 乾物，タンパク質が約

90% 乾物で，この時の水分含量は約 85% であ

る。但し，この値は絶食開始時の魚の大きさに

よって多少変化する可能性が有る。

　・約 1-2g まで孵化場で飼育されたシロザケ

稚魚の大部分は河川に放流される。特に早期放

流魚は可也長期間河川に滞留しており，河川に

十分量の餌が存在しないこともあって降海時に

は痩せて飢餓状態にあると云われている。

シロザケ用飼料の油脂源

Key Words: シロザケ用飼料・油脂源・魚油・綿実油・肥満度・脂質含量・飼育成績・絶食耐性・回復能・

　　　　　海水馴致能

大橋　勝彦 *1　　酒本　秀一 *2

*1OHASHI   Katsuhiko（日本ドナルドソントラウト研究所），*2SAKAMOTO   Shuichi 
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　・稚魚が海に下っても海水に馴染めずに死ん

でしまっては放流の意味が無い。痩せて脂質含

量が少ない魚は海水に適応する能力が低いこ

と，絶食後再給餌してある程度魚体の脂質含量

を多くした魚は十分に海水に適応出来ること等

から，シロザケ稚魚の放流時には魚体に脂質を

十分量蓄積させておくことが重要である。

　これらの条件を満たす為にはシロザケ用飼料

にどの様な油脂を添加すれば良いのであろう

か。単品での添加であれば魚油が最も適してい

るであろう。

　これまでに能勢ら 5, 6）は魚油と併用すること

によって牛脂も十分にシロザケ用飼料のエネル

ギー源として利用出来ることを報告している。

また，酒本はニジマスにおいて魚油と大豆油の

等量混合油 7）あるいは魚油（マグロ油）: 植物

油（亜麻仁油）: 獣脂（豚脂＋牛脂）=65:28:7

の混合油 8）が魚油単独よりも優れた飼育成績

を示すことを明らかにしている。

　シロザケ用飼料でも魚油単独ではなく，獣脂

や植物油を併用すれば更に良い結果が得られる

可能性が有る。よってシロザケ用飼料への植物

油の添加効果を調べることとし，本試験では綿

実油を検討した。

　図 1 に試験全体の流れを示す。試験飼料での

飼育試験，絶食試験，同一飼料を用いての回復

試験の順に行い，絶食試験と回復試験の終了時

には海水馴致試験も行った。また，定期的に各

区から 100 尾ずつサンプリングして体重と尾叉

長を測定した。更に各試験の開始時と終了時に

は全魚体の一般成分分析を行った。夫々の詳細

は各試験の項で説明する。

　1. 方法

　1-1. 試験区と試験飼料

　A-D の 4 試験区を設定した。A 区は市販の油

無添加シロザケ稚魚用飼料のみを与えた区。こ

の飼料を基本飼料とした。B 区は基本飼料に魚

油［理研ビタミン（株）フィードオイル Ω］を

外割で 7% 添加した飼料を与えた区。C 区は魚

油と綿実油（J- オイルミルズ）を夫々外割で 3.5%

ずつ添加した飼料を与えた区。D 区は綿実油を

外割で 7% 添加した飼料を与えた区である。

　必要量の基本飼料をボールに計り入れ，精秤

した油を添加して十分に混合し，油を均一に吸

着させて各試験飼料を調製した。

　表 1 に飼料の分析値と供試油の脂肪酸組成

を示す。但し，油添加飼料の分析は行わなかっ

たので，この値は油が外割で 7% キチンと添加

されていたと仮定して計算で求めた値である。

これまでの試験でも同じ方法で調製した飼料の

分析値と理論値の間に問題になるような違いは

無かったので，多分本試験でも理論値と分析値

の間に大きな違いは無いものと考える。なお，

図 1　サケ稚魚試験の流れ

飼育試験
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カロリー数はタンパク質 4，脂質 9，炭水化物

2Cal/g の数値を用いて計算で求め，C/P 比はカ

ロリー数をタンパク質含量で除して求めた。

　魚油の脂肪酸組成は分析値であるが，綿実油

の脂肪酸組成は日本食品標準成分表 9）の値を

引用した。大豆油はニジマス試験との比較の為

に記した。魚油は炭素数 20 以上の n3 系脂肪酸

が多いこと，綿実油はリノール酸（18:2n6）の

占める割合が著しく多く，n3 系脂肪酸が殆ど

含まれていないことに特徴が有る。綿実油と大

豆油の違いは，綿実油にはリノレン酸（18:3n3）

が 0.3% と少ないのに，大豆油には 8% 含まれ

ていることである。

　1-2. 飼育条件

　3 月 10 日にアトキンス式孵化水槽（文献 3，

29 ページの写真参照）に各区 1500 尾ずつシロ

ザケ稚魚を収容して飼育試験を開始した。水温

は 9℃，給餌率はライトリッツ給餌率，給餌回

数は日に 2 回（午前中に 2 回投与）である。試

験期間は 3 月 10 日から 5 月 2 日の約 2 カ月間

であった。

　前述した様に餌付けから油

添加飼料を与えると摂餌性に

問題を生じる為，餌付けは油

無添加の基本飼料で行い，4

日間基本飼料を与えた後試験

飼料に変更した。A 区のみは

基本飼料を継続した。最初の

4 日間の給餌量は少ないので，

魚の増重量，飼料効率（増重

量× 100/ 給餌量），タンパク

質効率（増重量× 100/ 給与タ

ンパク質量）等の飼育成績に

殆ど影響しない。

　飼育期間中の死魚は尾数と

体重を記録し，増重量の補正

に用いた。

　1-3. 魚体測定と成分分析

　飼育試験開始時の 3 月 10 日に 100 尾，その

後中間時の 4 月 8 日と終了時の 5 月 2 日に各区

から 100 尾ずつサンプリングして魚体測定を

行った。FA100 で麻酔してペーパータオルで体

表の水を拭い取り，ノギスと電子天秤で尾叉長

と体重を測定した。それぞれの値から肥満度（体

重× 1000/ 尾叉長 3）を求めた。3 月 10 日と 5

月 2 日の魚はそのまま全魚体の一般成分の分析

に供した。水分は常圧加熱乾燥法，タンパク質

はケルダール法（N- タンパク質換算係数 :6.25），

脂質はソックスレー法，灰分は直接灰化法で分

析した。

　4 月 8 日の魚は体成分の分析を行わなかった

が，この時の体成分を 3 月 10 日と 5 月 2 日の

分析値の平均値と仮定し，各飼料の分析値と給

餌量ならびに魚体成分の増加量から，推定値で

はあるが飼料成分の魚体蓄積率を求めた。なお，

各区共死魚数は少なかったので，死魚の補正は

行わなかった。

試験区 A B, C, D 供試油 魚油 綿実油 大豆油
水分（%） 8.28 7.74 14:0（%） 6.1 5.9
タンパク質 49.1 45.9 16:0 13.1 18.0 11.2
脂質 6.98 13.1 16:1n7 10.5 0.5
灰分 11.9 11.1 18:0 2.6 2.2 4.1
炭水化物 23.8 22.2 18:1n9 20.1 17.0 22.5
Cal/100g 306.8 345.9 18:1n7 1.2
C/P 比 6.25 7.54 18:2n6 0.3 54.0 54.2

A 区 : 市販飼料
B 区 : 市販飼料 + 魚油外割 7%
C 区 : 市販飼料 + 魚油外割 3.5%
　　　　+ 綿実油外割 3.5%
D 区 : 市販飼料 + 綿実油外割 7%

18:3n3 0.5 0.3 8.0
20:1n9 17.1
20:4n6 0.4
20:5n3 8.3
22:1 12.3
22:5n3 0.8
22:6n3 4.0
∑n3 13.6 0.3 8.0
∑n6 0.7 54.0 54.2
∑n3/∑n6 19.4 0.006 0.15
n3HUFA 13.1

表 1　試験飼料と供試油の分析値
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　2. 結果

　2-1. 飼育成績

　魚油添加飼料で餌付けを行った時の様な摂餌

性の悪さは無く，基本飼料から油添加飼料への

切り替えにも全く問題は無かった。

　飼育試験の結果を表 2 に示す。生残率は何

れの区も 99% 以上で高く，明確な区間差は無

かった。増重量，飼料効率，タンパク質効率は

魚油添加区（B，C）が油無添加区（A）より高

く，特に魚油単独添加の B 区が優れていた。綿

実油単独添加の D 区は油無添加区と同等か，や

や劣る結果であった。魚油と綿実油の等量添加

である C 区の増重量，飼料効率，タンパク質効

率は B 区と D 区の平均値（増重量 :1717g，飼

試験区 A B C D
生残率（%） 99.4 99.6 99.3 99.6
増重量（g） 1693 1754 1718 1679
給餌量（g） 1508 1508 1508 1508
飼料効率（%） 112.3 116.3 113.9 111.3
タンパク質効率（%） 228.8 253.5 248.3 242.6

表 2　飼育試験の結果

試験区 A B C D
体重（g）
　　3 月 10 日 0.35 0.35 0.35 0.35
　　4 月   8 日 0.85 0.88 0.87 0.97
　　5 月   2 日 1.53 1.57 1.62 1.51
尾叉長（cm）
　　3 月 10 日 3.86 3.86 3.86 3.86
　　4 月   8 日 4.79 4.78 4.77 4.92
　　5 月   2 日 5.79 5.79 5.87 5.73
肥満度
　　3 月 10 日 5.95 5.95 5.95 5.95
　　4 月   8 日 7.57 7.77 7.67 7.89
　　5 月   2 日 7.76 7.93 7.80 7.80

表 3　体重，尾叉長，肥満度の変化

図 2　飼育試験終了時の肥満度

図 3　飼育試験終了時の尾叉長と肥満度
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料効率 :113.8%，タンパク質効

率 :248.1%）と良く一致してお

り，飼育成績は魚油の添加量

によって略決められているよ

うに思える。

　飼育成績から見る限り綿実

油はシロザケ用飼料の油脂源

として好ましくないようであ

る。ニジマスでは大豆油は十

分に利用出来たのに何故シロ

ザケでは綿実油が利用出来ないのであろう。

魚種の違いによる必須脂肪酸の要求量の違い

によるのか，大豆油と綿実油の脂肪酸組成の

違いに原因が有るのか，今後明らかにすべき

問題である。

　2-2. 魚体測定

　体重，尾叉長，肥満度の変化を表 3 に示す。

各区共 3 月 10 日から 4 月 8 日の飼育前半での

肥満度の増加が大きく，それ以降の増加は小

さかった。図 2 の様に飼育試験終了時の肥満

度は B>C=D ≧ A 区の順に大きく，魚油添加

区の肥満度が大きいことが分かる。また，綿

実油添加区の肥満度も油無添加区よりやや大

きい様である。

　飼育試験終了時の尾叉長と肥満度の関係を図

3 に示す。油無添加の A 区と魚油単独添加の B

区は尾叉長，肥満度とも略一定の範囲に収まっ

ているのに，綿実油を添加した C 区と D 区は

バラツキが大きかった。魚油・綿実油等量添加

の C 区は尾叉長のバラツキが大きく，綿実油

単独添加の D 区は尾叉長，肥満度共にバラツ

キが大きかった。この結果から何が云えるであ

ろう。一つは同じシロザケでも綿実油を利用出

来る魚と利用出来ない魚が居る可能性である。

また，大小差は時間と共に大きくなるので，同

じ池内の魚に大小差が出ることは飼育管理上好

ましくないと云うことである。

　飼育成績同様，魚体測定の結果からも綿実油

はシロザケ用飼料の油脂源として好ましくない

と云わざるを得ない。

　2-3. 魚体成分

　飼育試験開始時と終了時の魚体成分を表 4 に

示す。各区共魚の成長に伴って水分が減少し，

タンパク質，脂質，灰分が増加していた。飼育

試験終了時の各区の水分含量を図 4 に示す。油

添加区は無添加区より水分が少なく，添加区間

では魚油単独添加区（B）< 魚油・綿実油等量

添加区（C）< 綿実油単独添加区（D）の順に

少なかった。魚油・綿実油等量添加区（C）の

値は魚油単独添加区（B）と綿実油単独添加区

の中間値を示していた。

　飼料への油，特に魚油の添加は魚体の水分含

量を少なくし，脂質含量を多くすることが分か

る。

　水分と脂質の関係を図 5 に，脂質とタンパ

ク質の関係を図 6 に，脂質と灰分の関係を図 7

時期 開始時 終了時
試験区 A B C D

湿物
　　水分（%） 81.8 79.2 77.4 77.7 78.0
　　タンパク質 14.0 15.4 15.3 15.3 15.3
　　脂質 2.3 3.3 5.6 5.1 5.0
　　灰分 1.5 1.9 1.9 1.9 1.9
乾物
　　タンパク質（% 乾物） 76.9 74.0 67.7 68.6 69.5
　　脂質 12.6 15.9 24.8 22.9 22.7
　　灰分 8.24 9.13 8.41 8.52 8.64

表 4　飼育試験開始時と終了時の全魚体の分析値

図 4　飼育試験終了時の全魚体の水分含量
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は飼料に添加される油の種類と量によって決め

られ，魚体では脂質の量が水分，タンパク質，

灰分の量を決めていることになる。

　魚体の脂質含量が絶食耐性，絶食からの回復

能，海水への馴致能等に大きな影響

を及ぼすことがこれまでの試験で明

らかになっている。飼育成績の面で

綿実油はシロザケ用飼料の油脂源と

して好ましくないが，綿実油にも魚

体の脂質含量を増やす効果は有るよ

うである。綿実油も絶食耐性，絶食

からの回復能，海水への馴致能をあ

る程度高める効果を持つ可能性が有

る。

　2-4. 飼料成分の魚体蓄積率

　結果を表 5 と図 8 に示す。タンパ

ク質と灰分の蓄積率は油添加区が無

添加区より高く，添加区間では魚油

添加区（B，C）の蓄積率が高かっ

た。脂質の蓄積率は油無添加区≧魚

油単独添加区 > 魚油・綿実油等量添

加区 > 綿実油単独添加区の順に高く，

意外なことに油無添加区が飼料脂質

の魚体蓄積率が最も高かった。これ

は魚体の脂質含量は最も少ないもの

の，飼料の脂質含量も少ないことが

関係している。また，油無添加区は

タンパク質の蓄積率が少ないことか

ら，タンパク質をエネルギー源とし

て利用する割合を高くし，魚体にど

うしても必要な脂質を蓄積する方向

に代謝が進んでいるのであろう。油

添加区では魚油の添加量が多い程脂

質の蓄積率が高かった。魚油・綿実

油等量添加の C 区の値は魚油単独添

加の B 区と綿実油単独添加の D 区の

値の中間値に近く，魚油の添加量が

脂質の蓄積率を左右しているものと

に示す。何れにも強い負の相関が認められる。

これは魚体成分の変化の主因をなすのは脂質

で，脂質の変動に伴って水分，タンパク質，灰

分等が動いていることを示し，魚体の脂質含量

図 5　水分と脂質の関係

図 6　脂質とタンパク質の関係

図 7　脂質と灰分の関係
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　・綿実油単独添加区は魚油添加区より飼料の

タンパク質，脂質，灰分共に魚体蓄積率が低く，

これが飼育成績に反映されたものと思われる。

シロザケ用飼料の油脂源として綿実油は魚油よ

り劣ると判断した。

　・魚体成分変化の主因をなすのは脂質で，脂

質の変動に伴って水分，タンパク質，灰分が動

いている。魚体の脂質量は飼料に添加される油

の種類と量によって決められている。

　・綿実油添加区の脂質含量は魚油添加区より

少ないものの，油無添加区より可也多かった。

飼育成績の面で綿実油はシロザケ用飼料の油脂

源として好ましくないが，魚体の脂質含量を増

やすにはある程度効果が有る。綿実油の添加に

よっても絶食耐性，絶食からの回復能，海水馴

致能を高く出来る可能性が有る。

　・飼料脂質の魚体蓄積率が最も高かったのは

油無添加区であった。これは魚体の脂質含量は

最も少なかったものの，飼料の脂質含量も少な

いことによる。また，同区のタンパク質の蓄積

率が少ないことから，タンパク質をエネルギー

源として利用する割合を多くし，魚体にどうし

ても必要な脂質を蓄積しているものと思われる。

　・油添加区間では魚油の添加量が多い程飼料

脂質の魚体蓄積率が高かった。魚油の添加量が

有る程度脂質の蓄積率を決めているのではない

かと思われる。

　1. 方法

　5 月 2 日に飼育試験が終了したので，残りの

魚をそのまま絶食試験に用いた。各区の開始時

尾数は 1290 から 1294 尾で，略同じであった。

飼育条件は無給餌である以外は飼育試験と同じ

である。試験期間は 5 月 2 日から 6 月 5 日の約

1 カ月で，絶食による大量死が発生する前に終

了した。その間約 1 週間毎に各区から 100 尾ず

思われる。

　綿実油単独添加区（D）は油添加区の中では

タンパク質，脂質，灰分共に蓄積率が最も低く，

シロザケ用飼料の油脂源として魚油より可也劣

ることが分かる。この綿実油単独添加区の飼料

成分の魚体蓄積率の低さが飼育成績に反映され

ているものと思われる。

　脂質の蓄積率はタンパク質と灰分の蓄積率よ

り著しく高いが，これは魚体内で炭水化物から

脂質へ転換される部分も有ることによるのであ

ろう。

　3. 要約

　・増重量，飼料効率，タンパク質効率等の飼

育成績は魚油添加区が良く，特に魚油単独添加

区が優れていた。綿実油単独添加区は油無添加

区と略同等かやや劣る結果であった。

　・魚油・綿実油等量添加区の飼育成績は魚油

単独添加区と綿実油単独添加区の平均値と良く

一致しており，飼育成績は魚油の添加量によっ

て決められていた。

図 8　飼料成分の魚体蓄積率

試験区 A B C D
タンパク質（%） 36.3 39.7 41.2 38.1
脂質 58.6 57.7 53.9 49.1
灰分 21.4 23.9 24.4 22.8

表 5　飼料成分の魚体蓄積率

絶食試験
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つサンプリングし，体重，尾叉長，肥満度の変

化を調べた。また，終了時には魚体成分の分析

も行った。

　2. 結果

　2-1. 死魚数と生残率

　絶食中の死魚数と生残率は表 6 に示す通り

である。今回は絶食による大量死を起こす前に

試験を終了したので生残率は各区共 95% 以上

と高かったが，その中でも魚油単独添加区（B）

が最も高かった。また，終了時には油無添加区

（A）はフラフラして元気の無い魚が多かった

ので，もう少し絶食期間を長くしていれば大量

死を起こしたものと思われる。

　これまでの試験で給餌を再開しても約 10 日

程度絶食に起因する斃死が継続することが分

かっているので，絶食試験後の回復試験での死

魚数と生残率も表 6 に併記した。予想通り回復

試験中の死魚数は油無添加区が著しく多く，油

添加区は少なかった。油添加区間では魚油の添

加量が多い程死魚数が少なかった。

　絶食試験と回復試験を合わせた通期の死魚数

と生残率を表 6 の最下段に，絶食試験，回復試

験，通期の死亡率を図 9 に示した。やはり魚油

単独添加区の死魚数が少なく，生残率が高かっ

た。また，綿実油添加区も油無添加区より死魚

数が少なく，生残率が高かった。飼育試験終了

時の魚体成分から推測した通り，魚油より劣る

ものの綿実油にも絶食耐性を高める効果が有る

ことがハッキリした。

　2-2. 肥満度

　絶食試験中の体重，尾叉長，肥満度の変化を

表 7 に示す。各区共尾叉長に殆ど変化は無く，

絶食中魚は全く成長していない。終了時の肥

満度は図 10 に示す様に魚油単独添加区（B）>

魚油・綿実油等量添加区（C）≧綿実油単独添

図 9　絶食試験と回復試験の死亡率

試験区 A B C D
絶食試験
　　死魚（尾） 44 15 45 38
　　生残率（%） 95.4 98.4 95.3 96.1
回復試験
　　死魚（尾） 22 8 10 12
　　生残率（%） 96.8 98.9 98.5 98.3
通期
　　死魚（尾） 66 23 55 50
　　生残率（%） 92.3 97.3 93.9 94.5

表 6　絶食試験，回復試験の生残率

試験区 A B C D
体重（g）
　　5 月   2 日 1.53 1.57 1.62 1.51
　　5 月   9 日 1.39 1.53 1.49 1.50
　　5 月 16 日 1.34 1.45 1.43 1.50
　　5 月 22 日 1.31 1.35 1.35 1.30
　　5 月 29 日 1.11 1.37 1.22 1.38
　　6 月   5 日 1.13 1.29 1.19 1.25
尾叉長（cm）
　　5 月   2 日 5.79 5.79 5.87 5.73
　　5 月   9 日 5.74 5.86 5.82 5.84
　　5 月 16 日 5.77 5.80 5.81 5.94
　　5 月 22 日 5.80 5.76 5.78 5.74
　　5 月 29 日 5.60 5.85 5.70 5.92
　　6 月   5 日 5.72 5.82 5.73 5.83
肥満度
　　5 月   2 日 7.76 7.93 7.80 7.80
　　5 月   9 日 7.20 7.46 7.28 7.27
　　5 月 16 日 6.86 7.22 7.05 6.95
　　5 月 22 日 6.58 6.78 6.76 6.64
　　5 月 29 日 6.13 6.58 6.34 6.43
　　6 月   5 日 5.92 6.38 6.18 6.15

表 7　絶食試験中の体重，尾叉長，肥満度の変化
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加区（D）> 油無添加区（A）の順に高かった。

絶食期間中の各区の肥満度の変化を図 11 に示

す。各区共肥満度は直線的に減少し，絶食日数

と肥満度の間には強い負の相関が認められた。

各区の回帰直線の傾きは A 区が− 0.0538，B 区

が− 0.0458，C 区が− 0.0475，D 区が− 0.047 で，

絶食による肥満度の低下は油無添加区で最も大

きく，魚油単独添加区が最も小さかった。この

様に綿実油にも魚油より劣るものの肥満度の減

少を小さくする効果が有ることが分かった。

　絶食による肥満度減少の傾きが区によって違

うので，絶食開始時の肥満度で比較するのは不

適切と考え，終了時の肥満度と絶食試験と回復

試験を合わせた魚の死亡率の関係を図 12 に示

す。両者の間には強い負の相関が有り，絶食終

了時の肥満度が高い程死亡率が低いこ

とが分かる。絶食開始時の肥満度が同

じであったとしても絶食中の肥満度の

減少が少ない魚油単独添加区の死亡率

が低いことになる。

　2-3. 魚体成分

　絶食試験前後の魚体成分を表 8 と図

13 に示す。湿物の比較では水分と灰分

が増え，タンパク質と脂質が減少して

いた。増加が大きかったのは水分で，

減少が大きかったのは脂質であった。

また，脂質の減少が大きい区ほどタン

パク質の減少が少なかった。絶食中は

脂質をエネルギー源として優先的に利

用することによってタンパク質がエネ

ルギー源として利用されるのを防ぎ，

生体に大きなダメージを与えないよう

にしているものと思われる。タンパク

質と脂質の単位重量当たりのカロリー

量（タンパク質 4Cal，脂質 9Cal/g）か

らして，合理的な対応であると云える。

　油添加区の方が絶食中に脂質の減少

が大きく，油添加区では魚油添加区（B，

C）の減少が大きく，綿実油単独添加区（D）

の減少は少なかった。この順番は絶食開始時の

魚体の脂質含量が多い順番と一致しており，魚

体に脂質が多い魚ほど絶食時に脂質をエネル

ギー源として用いることを示している。

　絶食中の魚 100 尾当たりの体成分の減少量と

図 10　絶食試験後の肥満度

図 11　絶食日数と肥満度の関係

図 12　絶食試験終了時肥満度と絶食試験と回復試験を合わせ
た死亡率
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減少率を表 9 に示す。この結果によって絶食中

にどの成分の減少が最も大きいかが分かる。各

区共減少量が最も大きいのは水分で，次いでタ

ンパク質，脂質の順で，灰分は殆ど減少してい

なかった。一方，減少率が最も大きいのは脂質

で，次いでタンパク質，水分の順であった。

　絶食開始時と終了時の総体重の減少量と体成

分分析による各成分の減少量を合わせた値は略

一致しているので，夫々の数値に問題は無いと

考える。ところが絶食開始時と終了時の尾叉長

差を見ると，A 区− 0.07cm，B 区＋ 0.03cm，C

区− 0.14㎝，D 区＋ 0.10cm と可也違いが大き

かった。よって，C 区は減少量，減少率共に大

きく出，D 区は小さく出ている可能性が高い。

この点を補正して考えると，以下の事が云える。

　絶食による総重量の減少は飼料への油添加に

よって少なく出来，特に魚油の添加による効果

が大きい。また，魚体に脂質が多い魚は絶食時

にエネルギー源として脂質を消費する率が高

図 13　絶食試験前後の体成分含量の変化

試験区 A B
開始時 終了時 差 開始時 終了時 差

水分（%） 79.2 83.5 ＋ 4.3 77.4 81.3 ＋ 3.9
タンパク質 15.4 13.9 － 1.5 15.3 14.4 － 0.9
脂質 3.3 1.1 － 2.2 5.6 2.5 － 3.1
灰分 1.9 2.4 ＋ 0.5 1.9 2.3 ＋ 0.4
タンパク質（% 乾物） 74.0 84.2 ＋ 10.2 67.7 77.0 ＋ 9.3
脂質 15.9 6.67 － 9.23 24.8 13.4 － 11.4
灰分 9.13 14.5 ＋ 5.37 8.41 12.3 ＋ 3.89

試験区 C D
開始時 終了時 差 開始時 終了時 差

水分（%） 77.7 82.0 ＋ 4.3 78.0 82.3 ＋ 4.3
タンパク質 15.3 14.3 － 1.0 15.3 14.3 － 1.0
脂質 5.1 2.0 － 3.1 5.0 2.2 － 2.8
灰分 1.9 2.4 ＋ 0.5 1.9 2.3 ＋ 0.4
タンパク質（% 乾物） 68.6 79.4 ＋ 10.8 69.5 80.8 ＋ 11.3
脂質 22.9 11.1 － 11.8 22.7 12.4 － 10.0
灰分 8.52 13.3 ＋ 4.78 8.64 13.0 ＋ 4.36

表 8　絶食試験中の体成分変化

試験区 A B C D
総重量 /100 尾
　　開始時 153.19 157.22 162.35 151.10
　　終了時 113.22 128.67 119.44 124.79
　　減少量（g） 39.97 28.55 42.86 26.31
　　減少率（%） 26.1 18.2 26.4 17.4
水分
　　減少量（g） 26.8 17.1 28.2 15.2
　　減少率（%） 22.1 14.1 22.4 12.9
タンパク質
　　減少量（g） 7.9 5.6 7.7 5.3
　　減少率（%） 33.5 23.2 31.0 22.9
脂質
　　減少量（g） 3.81 5.58 5.89 4.81
　　減少率（%） 75.3 63.4 71.1 63.6
灰分
　　減少量（g） 0.19 0.03 0.21 0.00
　　減少率（%） 6.53 1.00 6.82 0.00

表 9　絶食試験中の体成分の減少量と減少率
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く，脂質が少ない魚はタンパク質を消費する率

が高い。これが絶食耐性の強弱に反映されるの

で，魚油添加区の絶食耐性が高いのであろう。

　3. 要約

　・絶食に起因する大量死が起こる前に試験を

終了したので生残率は各区共 95% 以上であっ

たが，魚油単独添加区の死魚数が他区より著し

く少なかった。

　・絶食試験と回復試験を合わせた死魚数は魚

油単独添加区が少なく，生残率が高かった。綿

実油単独添加区も油無添加区より死魚数は少な

く，綿実油にも絶食耐性を高める効果が認めら

れた。

　・絶食試験終了時の肥満度は魚油単独添加区

> 魚油・綿実油等量添加区≧綿実油単独添加区

> 油無添加区の順に大きく，飼料への魚油の添

加が絶食時の肥満度の減少を小さくしていた。

また，魚油より劣るものの綿実油も肥満度の減

少を小さくする効果を有していた。

　・絶食によって肥満度は日数と共に直線的に

減少し，直線の傾きは上記とは逆の順に大き

かった。絶食開始時の魚の状態によって肥満度

の減少率が異なることが分かった。

　・絶食終了時の肥満度が大きい程絶食中の死

魚数が少なかった。

　・絶食によって体成分では水分と灰分の占め

る割合が増え，タンパク質と脂質の占める割合

が減少した。

　・絶食による魚 100 尾当たりの体成分の減少

量と減少率を調べたところ，減少量が最も大き

かったのは水分で，次いでタンパク質，脂

質の順であった。灰分は殆ど減少していな

かった。一方，減少率が最も大きかったの

は脂質で，次いでタンパク質，水分の順で

あった。

　・魚体に脂質が多い魚は絶食時にエネル

ギー源として脂質を消費する割合が高く，

脂質が少ない魚はタンパク質を消費する割合が

高かった。

　1. 方法

　絶食試験終了時に海水馴致試験用に各区から

30 尾ずつサンプリングし，残りの魚をそのま

ま回復試験に用いた。絶食からの回復能力を直

接比較出来るように各区共同じ飼料を与えるこ

とにし，魚油単独添加飼料（飼育試験の B 区

飼料）を用いた。消化管に急に大きな負担を与

えないように回復試験開始後 3 日間は与える飼

料の量を少なくしたが，4 日目からは普通の量

を与えた。試験期間は 6 月 5 日から 6 月 21 日で，

その間 6 月 13 日と 6 月 21 日に各区から 100 尾

ずつサンプリングして体重と尾叉長を測定し，

肥満度を求めた。6 月 21 日の魚はそのまま魚

体成分の分析に供した。

　2. 結果

　2-1. 回復状態

　結果を表 10 に示す。各区共同じ飼料を与え

たにも拘らず生残率は飼育試験で油添加飼料を

与えた区の方が高かった。油添加区間では魚油

単独添加区（B）> 魚油・綿実油等量添加区（C）

> 綿実油単独添加区（D）の順で，魚油の添加

量が多い区ほど生残率が高かった。回復試験中

の死魚数は絶食試験終了時の魚の衰弱状態をそ

のまま反映しているものと思われる。

　増重量，飼料効率，タンパク質効率は魚油・

試験区 A B C D
生残率（%） 96.8 98.9 98.5 98.3
増重量（g） 291.0 284.1 367.6 253.4
給餌量（g） 285 285 285 285
飼料効率（%） 102.1 99.7 129.0 88.9
タンパク質効率（%） 207.9 217.2 281.0 193.7

表 10　回復試験の結果

回復試験
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綿実油等量添加区（C）が著しく高く，理屈に

合わない結果を示した。この原因を調べたとこ

ろ，6 月 5 日のサンプリング魚がグループの平

均値より小さかったのに，6 月 13 日と 6 月 21

日のサンプリング魚が大きかった可能性が高い

ことが分かった。この為同区は増重量が著し

く大きく出，その結果として飼料効率とタン

パク質効率も高い値を示したものと推測出来

る。C 区の値を除いて考えると，絶食による

衰弱が大きかった区ほど回復が急で，増重量，

飼料効率，タンパク質効率が高くなるものと

思われる。衰弱が大きい魚ほど急速に回復を

図らなければならないことと，これまで不足

していた栄養成分（脂質）を与えられるよう

になったことで著しく飼育成績が改善された

のであろう。

　2-2. 魚体測定

　回復試験中の体重，尾叉長及び肥満度の変化

を表 11 に示す。C 区の魚の尾叉長を見ると前

述した様に他区と比較して 6 月 5 日は小さく，

6 月 13 日と 6 月 21 日は大きいことが分かる。

但し，肥満度は正常な値を示していた。

　回復試験中の肥満度の変化を図 14 に示す。

飼育日数と肥満度の間には強い正の相関が認め

られる。綿実油単独添加区（D）は理由は不明

であるが測定毎のバラツキが大きいので除い

て考えると，油無添加区（A）の直線の傾きは

0.0563，魚油単独添加区（B）は 0.0513，魚油・

綿実油等量添加区（C）は 0.0562 と絶食期間中

の衰弱が大きかった区ほど回復が急速である。

　2-3. 魚体成分

　回復試験開始時と終了時の魚体成分の変化を

表 12 に示す。各区共タンパク質と脂質が増え，

水分が減少している。灰分は殆ど変化していな

い。増減が最も大きいのは水分で，次いで脂質，

タンパク質の順であった。絶食中魚の衰弱程度

が大きかった区ほど再給餌による脂質の増加が

大きい傾向が認められる。なお，C 区の値は前

述した理由によって脂質の増加が多く出過ぎて

いる可能性が高い。

　回復試験前後の体成分の変化率を図 15 に示

す。各区共水分の減少と脂質の増加が最も大き

かった。水分と脂質，脂質とタンパク質の間に

は負の相関が有るので脂質の増加が著しい区は

水分の減少が大きく，タンパク質の増加が小さ

くなるはずである。多少のバラツキは有るもの

の，その通りの結果になっている。

　絶食試験終了時に脂質が最も少なかった油無

試験区 A B C D
体重（g）
　　6 月   5 日 1.13 1.29 1.19 1.25
　　6 月 13 日 1.33 1.43 1.47 1.37
　　6 月 21 日 1.58 1.71 1.75 1.64
　　増加 0.45 0.42 0.56 0.39
尾叉長（cm）
　　6 月   5 日 5.72 5.82 5.73 5.83
　　6 月 13 日 5.89 5.90 6.00 5.92
　　6 月 21 日 6.08 6.11 6.20 6.12
　　増加 0.36 0.29 0.47 0.29
肥満度
　　6 月   5 日 5.92 6.38 6.18 6.15
　　6 月 13 日 6.38 6.74 6.60 6.41
　　6 月 21 日 6.82 7.20 7.08 6.94
　　増加 0.90 0.82 0.90 0.79

表 11　回復試験中の体重，尾叉長，肥満度の変化

図 14　回復試験中の肥満度の変化
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添加区（A）の脂質の増加と水分の減少が最

も大きく，タンパク質の増加は小さかった。

絶食試験終了時に最も脂質が多かった魚油単

独添加区（B）は逆の傾向を示し，魚油・綿実

油等量添加区（C）と綿実油単独添加区（D）

はその中間の値を示した。

　回復試験による各区の増重量と各成分の増加

量，増加率を示したのが表 13 である。開始時

と終了時のサンプル魚の尾叉長差は A 区 0.36

㎝，B 区 0.29㎝，C 区 0.47㎝，D 区 0.29㎝なので，

A 区と C 区，特に C 区は増加量と増加率が高

く出ている可能性が高い。

　バラツキが大きいので断言は出来ないが，油

無添加区の水分，脂質，灰分の増加が油添加区

より大きく，特に脂質の増加が大きい傾向が有

るように思える。油無添加飼料で飼育された後

絶食させられ，魚体に脂質が著しく不足してい

る状態になっているところへ回復試験で魚油添

加飼料を与えられたので，不足していた脂質を

優先的に蓄積したのではないかと考えられる。

灰分の増加は魚の成長に伴うものと思われる

図 15　回復試験前後の体成分含量の変化

試験区 A B
開始時 終了時 差 開始時 終了時 差

水分（%） 83.5 80.8 － 2.7 81.3 79.9 － 1.4
タンパク質 13.9 14.0 ＋ 0.1 14.4 14.6 ＋ 0.2
脂質 1.1 2.9 ＋ 1.8 2.5 3.3 ＋ 0.8
灰分 2.4 2.3 － 0.1 2.3 2.3 0.0
タンパク質（% 乾物） 84.2 72.9 － 11.3 77.0 72.6 － 4.4
脂質 6.67 15.1 ＋ 8.43 13.4 16.4 ＋ 3.0
灰分 14.5 12.0 － 2.5 12.3 11.4 － 0.9

試験区 C D
開始時 終了時 差 開始時 終了時 差

水分（%） 82.0 80.2 － 1.8 82.3 80.5 － 1.8
タンパク質 14.3 14.4 ＋ 0.1 14.3 14.4 ＋ 0.1
脂質 2.0 3.2 ＋ 1.2 2.2 2.9 ＋ 0.7
灰分 2.4 2.2 － 0.2 2.3 2.3 0.0
タンパク質（% 乾物） 79.4 72.7 － 6.7 80.8 73.8 － 7.0
脂質 11.1 16.2 ＋ 5.1 12.4 14.9 ＋ 2.5
灰分 13.3 11.1 － 2.2 13.0 11.8 － 1.2

表 12　回復試験中の体成分変化

試験区 A B C D
総重量（g/100 尾）
　　開始時 113.22 128.67 119.44 124.79
　　終了時 157.91 170.53 175.12 163.63
　　増重量（g） 44.69 41.86 55.68 38.84
　　増重率（%） 39.5 32.5 46.6 31.1
水分
　　増加量（g/100 尾） 33.1 31.7 42.5 29.0
　　増加率（%） 35.0 30.3 43.4 28.2
タンパク質
　　増加量（g/100 尾） 6.4 6.4 8.1 5.8
　　増加率（%） 40.8 34.6 47.4 32.6
脂質
　　増加量（g/100 尾） 3.33 2.40 3.21 2.00
　　増加率（%） 266.4 74.5 134.3 72.7
灰分
　　増加量（g/100 尾） 1.58 1.02 0.98 0.89
　　増加率（%） 58.1 34.5 34.1 31.0

表 13　回復試験中の体成分の増加量と増加率



（66）NewFoodIndustry 2013  Vol.55  No.1

が，灰分の消化・吸収と蓄積に脂質が関与して

いる可能性も考えられるので，今後検討しなけ

ればならない。

　油添加区間の比較では，水分，タンパク質，

脂質，灰分共に魚油単独添加区（B）> 魚油・

綿実油等量添加区（C）> 綿実油単独添加区（D）

の順に増加が大きく，飼育試験で魚油の添加量

が多かった区ほど絶食後の回復もスムースであ

るように思える。

　回復試験の結果からも綿実油はシロザケ用飼

料の油脂源として魚油より劣ると判断出来る。

　3. 要約

　・各区同じ飼料を与えたにも拘らず，生残率

は魚油単独添加区 > 魚油・綿実油等量添加区 >

綿実油単独添加区 > 油無添加区の順に高かっ

た。この結果から，回復試験中の死魚数は絶食

試験終了時の魚の衰弱状態を反映しているもの

と考える。

　・飼育試験に魚油の添加量が多い区ほど生残

率が高く，シロザケ用飼料の油脂源としては綿

実油より魚油の方が適していると判断した。

　・絶食による衰弱が大きかった区ほど再給餌

による増重量，飼料効率，タンパク質効率の増

加が急速である傾向が認められ，この結果は肥

満度の変化にも反映されていた。また，再給餌

による脂質の増加でも同じ傾向が認められた。

　・絶食後の再給餌によって魚体のタンパク質

と脂質が占める割合が増え，水分の占める割合

が減少する。灰分は殆ど変化しなかった。増減

が最も大きいのは水分で，次いで脂質，タンパ

ク質の順であった。

　・絶食後の再給餌によって油無添加区の水分，

脂質，灰分の増加が油添加区より大きく，特に

脂質の増加が大きかった。タンパク質に他区と

の違いは無かった。

　・魚油の添加量が多い飼料で飼育した魚ほど

絶食後の回復能が強いように思えた。

　1. 方法

　絶食試験終了時と回復試験終了時に各区から

30 尾ずつサンプリングし，海水馴致試験に供

した。海水は天然海水を用い，各区 10L とした。

供試魚は淡水から直接海水に移し，水温 9℃，

止水・通気状態で 7 日間飼育した。なお，海水

は毎日半量ずつ交換した。試験中に死亡した魚

の数と体重，尾叉長は記録した。馴致試験終了

時まで生き残っていた魚は全て同じ方法で魚体

測定を行った。

　回復試験後の供試魚は 3 日間一尾も死亡せず

に元気で，死にそうに思える魚は認められな

かったので，3 日で試験を中止した。生残魚の

魚体測定は行わなかった。

　2. 結果

　絶食試験終了時の海水馴致試験の結果を表

14 に示す。死魚数は油無添加区が最も多く，

他区より大きな魚（体重と尾叉長が大きい魚）

も死んでいた。肥満度は他区より小さかった。

　死魚，生残魚それぞれの尾叉長と肥満度の関

係を図 16 に示す。各区共成長が遅く（尾叉長

が小さい），肥満度が小さい魚が死ぬ傾向が認

められるが，特にグループ内の小さい魚が死亡

海水馴致試験

試験区 A B C D
生残魚
　　尾数 19 25 21 27
　　生残率（%） 63.3 83.2 70.0 90.0
　　体重（g） 1.24 1.26 1.46 1.31
　　尾叉長（cm） 5.90 5.82 6.10 5.87
　　肥満度 5.97 6.24 6.36 6.23
死魚
　　尾数 11 5 9 3
　　死亡率（%） 36.7 16.7 30.0 10.0
　　体重（g） 0.82 0.78 0.78 0.73
　　尾叉長（cm） 5.31 5.01 5.13 4.97
　　肥満度 5.24 6.18 5.79 6.02

表 14　海水馴致試験の生残魚と死亡魚（絶食試験後）
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している点が共通していた。油無添加区と添加

区では死亡する魚の大きさが違っていた。無

添加区では尾叉長が 6㎝以下で肥満度が小さい

魚，添加区では尾叉長が 5.5㎝以下の魚が肥満

度に拘らず死亡する可能性が高い様である。

　回復試験終了時の魚は海水馴致試験で一尾も

死亡せず，全て海水に馴致した。回復試験終了

時の魚体測定と魚体成分の分析結果から，平

均尾叉長 6.08㎝，肥満度 6.82，脂質含量 2.9%

（15.1% 乾物）以上の魚であれば問題無く海水

に移行出来るものと考える。

　今回の試験結果では，綿実油に増重量，飼料

効率，タンパク質効率等の飼育成績を改善する

効果は無かった。ところが魚体の脂質含量を増

やし，絶食耐性，絶食からの回復能，海水馴致

能を高める作用は魚油より弱いものの認められ

た。この一見矛盾する結果をどう考えれば良い

のであろうか。

　シロザケの必須脂肪酸については竹内ら 10）

が「シロザケ稚魚は必須脂肪酸欠乏に著しく

敏感な魚で，必須脂肪酸としてリノール酸

（18:2n6），リノレン酸（18:3n3），n3 系高度不

飽和脂肪酸（n3HUFA）の何れにも効果が有り，

成 長 促 進 効 果 は n3HUFA>18:3n3>18:2n6 で あ

る。また，最大成長に必要なそれぞれの要求量

は 18:2n6 と 18:3n3 は 約 1%，n3HUFA で あ れ

ば 0.5-1.0% と推定される。」と報告している。

　綿実油の 18:2n6 の組成比は 54% である。綿

実油単独添加区はこれを 7% 外割で添加したの

であるから，3.8% 程度の 18:2n6 を飼料に添加

したことになる。更に，配合飼料には原料に由

来する 18:2n6 も可也の量含まれている。一方，

綿実油には 18:3n3 は 0.3% しか含まれていない

ので，0.02% しか添加されておらず，原料由来

の 18:3n3 も殆ど含まれていない。綿実油には

n3HUFA は全く含まれていないので，原料の魚

粉に由来する n3HUFA が飼料に含まれている

図 16　海水馴到試験での死魚と生残魚の違い

考　察
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だけである。

　この様に綿実油添加区は n3 系脂肪酸の不足

ならびに n6 系脂肪酸と n3 系脂肪酸のバランス

の不良によって飼育成績の改善が認められな

かったのであろう。

　綿実油も消化・吸収されて蓄積され，魚体

の脂質含量を高くする。絶食耐性，絶食から

の回復能，海水馴致能等は魚体の脂質含量が

高い魚の方が強いことが分かっている。これ

が綿実油添加区で一見矛盾する結果が出る理

由であろう。

　シロザケ用飼料の油脂源として綿実油が魚油

より劣るのは，シロザケは必須脂肪酸欠乏に著

しく敏感であると云う魚種特異性と，魚油と綿

実油の脂肪酸組成の違いによるところが大きい
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のであろう。また，大豆油との違いもシロザケ

とニジマスと云う魚種の違いと 18:3n3 含量の

違いによるのであろう。

　魚油を中心に複数の油脂を混合するのは，魚

油単独よりも飼育成績他が可也改善されること

や，コストが大幅に安くなることを期待するも

のである。綿実油の場合にはこの二つとも期待

出来ない。わざわざ魚油に綿実油を混合する必

要は無いと考える。
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はじめに

　ハウス食品株式会社は 1913 年（大正 2 年）

に創業者浦上靖介が，大阪市松屋町筋に薬種化

学原料店「浦上商店」を創業。当時の主な扱い

品目は肉桂，大黄などの和漢薬品であった。そ

の他，ソースの原料である唐辛子，山椒，クミン，

セージなども扱っていた。会社が軌道に乗って

きた 1921 年（大正 10 年）に，得意先からカレー

粉の販売を委託された。これが後のハウス食品

とカレーとの出会いである。これを機にカレー

粉の研究に没頭した。1926 年（大正 15 年）に

は懇意にしていた会社の社長から自社の「ホー

ムカレー粉」の製造・販売部門を買い取って欲

しいという依頼があり，熟慮の末，多額の借金

をして，営業権や工場などの譲受を決断した。

早速，オリジナルの粉末即席カレーを研究開発

し，販売を開始した。これが，ハウス食品のカ

レーの誕生である。

　1928 年（昭和 3 年），それまで使用していた

「ホームカレー」のブランドに商標権の問題が

持ち上がった。この時，「ホーム」がだめなら

「ハウス」にしようと考えた。「ハウス」のほう

が歯切れがよく，明るい響きを持っていると判

断した。「ハウス」の名前はこのようにして誕

生した。ハウス食品は 1963 年（昭和 38 年）に”

リンゴとハチミツとろ〜りとけてる”でおなじ

みの『バーモントカレー』を発売し，大ヒット

した。今年が発売して 50 年目にあたる。日本

のインスタントカレー市場を創造し，牽引して

きた。

　2012 年 3 月期の売上高は 2,143 億円，営業利

益 141 億円であった。資本金は 99 億 4800 万円，

従業員は 4,450 名である。また，連結子会社は

19 社あり，米国の他，アジア圏にも進出して

いる。業務はカレーの他にスパイス，デザート，

レトルト食品，シチューなどのコンビニエンス

食品，ラーメン，スナック，ドリンクなど幅広

い分野で商品を開発し参入している。

　企業理念は「食を通じて，家庭の幸せに役立

つ」である。また，コーポレートメッセージは

「おいしさとやすらぎを」である。おいしいも

のを食べると，何だかホッとあたたかい気持ち

になる。食べることは，栄養をとるだけじゃな

い。ココロまで豊かになることだとハウスは思

“インスタントカレー市場”を創造した驚くべきヒット商品

−『バーモントカレー』ハウス食品株式会社 −

Key Words : インスタントカレー・ロングヒット食品・商品開発・ブランド化・マーケティング戦略

田形　睆作 *

*TAGATA Yoshinari（TAGATA 食品企画・開発）

1. ハウス食品の会社概況

2. ハウス食品の企業理念とコーポレートメッセージ
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見に満ちていたい。これまでも，そしてこれか

らも。

う。だからこそハウス食品の製品は，いつもお

いしくありたい。安心できるものでありたい。

誰でも作れるものでありたい。そして新しい発

3. ハウス食品の歩み

1913 年（大正   2 年） 創業者浦上靖介，弱冠 21 歳で大阪市松屋町に薬種化学原料店「浦上商店」を創業。
1921 年（大正 10 年） カレー粉の販売開始。
1926 年（大正 15 年） 「ホームカレー」の稲田商店を吸収し，自社工場で即席カレー（ホームカレー）

の製造を始める。

1928 年（昭和   3 年） 「ホームカレー」を「ハウスカレー」にブランド名を改称。

1947 年（昭和 22 年） 株式会社組織に改め，社名を「株式会社浦上糧食工業所」とする。
1949 年（昭和 24 年） 社名を「株式会社ハウスカレー浦上商店」と改める。
1951 年（昭和 26 年） ラジオ CM を開始。
1954 年（昭和 29 年） 東京に営業所を設置（現，東京支店）。
1955 年（昭和 30 年） 名古屋に営業所を設置（現，名古屋支店）。
1956 年（昭和 31 年） 福岡に営業所を設置（現，福岡支店）。
1957 年（昭和 32 年） 札幌に営業所を設置（現，札幌支店）。
1959 年（昭和 34 年） 広島に営業所を設置（現，中国支店）。大阪に即席カレールウの新工場竣工。
1960 年（昭和 35 年） 社名を「ハウス食品工業株式会社」と改める。同社で初めての固型ルウタイプカ

レー「印度カレー」を発売。
浦上靖介社長の次男郁夫入社。

1961 年（昭和 36 年） 研究室を新設。
1962 年（昭和 37 年） 本社新社屋完成（現，東大阪市）
1963 年（昭和 38 年） 『バーモントカレー』を発売。

テレビ CM にも登場し，爆発的
ヒット商品となる。
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　4-1．1913 年（大正 2 年）～ 1922 年（大正 11 年）

　●創業者浦上靖介，21 歳で独立・創業。  

　創業者の靖介は明治 25 年，徳島の士族の家

に五人兄弟の末っ子として生まれた。明治 35

年，満 10 歳の時に，すでに大阪市東区で薬種

原料店を営んでいた兄（当時 22 歳）を頼り，

奉公に出ることを決意。翌年，船場の薬種問屋・

河村伊之助商店に移り，10 年間にわたる丁稚

奉公で大阪商人としての心構えや商売の基礎を

みっちり仕込まれた。そして，大正 2 年，21

歳の秋に独立を決め，薬種化学原料店「浦上商

店」を松屋町筋に開業した。取扱品目は，肉桂，

大黄 , 千振，白南天などの和漢薬品で，のちに ,

丁字，桂皮，唐辛子，セージといったソース原

料や松脂粉末，アラビア糊，硫酸，炭酸などの

工業薬品類も扱った。独立後は「商売は信用が

第一。信用こそ資本であり，商人の命である」

と堅く心に誓い，わき目も振らずに働いた。靖

介を陰で支えたのが，大正 3 年に結婚した 6 つ

年下の靖代夫人であった。靖介は商売のため各

地を飛び回って留守がちで，特に販路拡大のた

4. 創業～ハウスバーモントカレー誕生まで

1964 年（昭和 39 年） 仙台に営業所を設置（現，仙台支店）「プリンミクス」を発売。
1965 年（昭和 40 年） 本社営業部を大阪営業部に改称（現，大阪支店）。
1966 年（昭和 41 年） 浦上靖介社長逝去。会長に浦上靖代，社長に浦上郁夫就任。奈良工場竣工（奈良

県大和郡山市）「シチューミクス」を発売。
1969 年（昭和 44 年） 高松に営業所を設置（旧，高松支店。現，中国支店に統合）。
1970 年（昭和 45 年） テクノロジーセンター（現，ソマテックセンター），イデアックセンター（研修所）

完成。関東工場竣工（栃木県佐野市）。「ククレシチュー」を発売。

1971 年（昭和 46 年） 東京・大阪両証券取引所市場第二部に株式上場。「ククレカレー」を発売。
1972 年（昭和 47 年） 名古屋証券取引所市場第二部に株式上場。
1973 年（昭和 48 年） 東京・大阪，名古屋証券取引所市場第 1 部に株式上場。「シャンメンしょうゆ味」

を発売し，ラーメン業界に参入。

1974 年（昭和 49 年） 東京本部を設置（現，東京支店）。「ねりわさび」を発売。
1976 年（昭和 51 年） 福岡工場竣工（現，古賀市）「フルーチェ」を発売。
1977 年（昭和 52 年） 米国ゼネラルミルズ社との技術提携により「ポテトチップス」を発売し，スナッ

ク食品分野に参入。

1978 年（昭和 53 年） 「とんがりコーン」を発売。
1979 年（昭和 54 年） 「うまかっちゃん」を発売。
1980 年（昭和 55 年） ”楽しい家庭料理の世界をひろげるハウス食品”を新しいスローガンに，社のマー

ク及びロゴタイプを一新。売上高 1,000 億円突破。

1983 年（昭和 58 年） 「六甲のおいしい水」発売。飲料業界に進出。東京ディズニーランドに企業参加。「カ
レーマルシェ」を発売。

1985 年（昭和 60 年） 電子レンジ専用食品「レンジグルメ」を発売。
1990 年（平成   2 年） 「オー・ザック」を発売。
1993 年（平成   5 年） 社名を「ハウス食品株式会社」と改める。
1995 年（平成   7 年） 「冷しゃぶドレッシング」を発売。
1996 年（平成   8 年） 「こくまろカレー」「北海道シチュー」を発売。
2004 年（平成 16 年） 「ウコンの力」発売。
2006 年（平成 18 年） 通販部設立「活性ウコン」販売開始。「北海道ホワイトカレー」発売。
2008 年（平成 20 年） 「カレー鍋つゆ」発売。
2009 年（平成 21 年） 「めざめるカラダ朝カレー」発売。
2011 年（平成 23 年） 「のっけてジュレ」「温めずにおいしいカレー」「唐辛子の力」発売。
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めに台湾にまで出かけるようになると，月のう

ち 10 日くらいしか家にいなかった。

　4-2．1923 年（大正 12 年）～ 1932 年（昭和 7 年）

　●「ハウスカレー」誕生。カレーの製造・販

売が事業の中心に

　大正 10 年頃，浦上商店はお得意先からビン

詰の「カレー粉」の販売を委託された。これを

機に，本格的にカレー粉の研究に没頭し始めた。

河村商店に奉公していた頃から，鋭い臭覚の持

ち主として主人も一目をおくほどで，漢方薬の

配合には重宝がられていた。カレー粉の香に取

りつかれ，原料の配合を変えてみたり，日本人

の好みにあった香辛料を選んだり，試行錯誤を

繰り返しながら研究を続けていた。

　1926 年（大正 15 年）のある日，稲田食品製

造所の稲田社長が浦上商店を訪ねてきた。「ホー

ムカレー」という会社を引き受けてくれないか

という話であった。稲田社長は会社を譲りたい

と思ったのである。靖介は非常に心を動かされ

た。カレーがすぐれた調味食品であり，応用

範囲がひろいことを当時すでに見出していた。

もっと改良すれば，日本中の家庭に普及するの

ではという思いがあった。その一方で，カレー

を本格的に販売するには，市場も未成熟でリス

クが大きすぎると感じていた。悩んだ靖介は靖

代夫人に相談した。「やりなはれ，夫婦が力を

合わせたら実らんわけはあらしまへん」そう

言い切る夫人の言葉に後押しされ，「ホームカ

レー」の製造・販売に乗り出す決心をした。

　営業権や小阪工場などの譲り受け金額は

4,000 円。手持ちの資金の 2,400 円を内金で支

払い，残金はその後 3 年がかりで完済した。

研究成果を活かしてオリジナルの粉末即席カ

レーが誕生したのは 1926 年（大正 15 年）の

秋であった。

　即席カレーの売り込みに京阪神，中四国，九

州を丹念に回った。しかし，売れ行きは芳しく

なかった。何度も挫折しそうになったが，辛抱

強く配合や製法の改良をくり返した。努力が

実って売り上げが伸び始めた矢先，使用してい

たブランド「ホームカレー」に商標権の問題が

持ち上がった。争い事を好まないので，あっさ

りと商標権を譲り，新ブランドを作ることにし

た。夫人は「日本には”ホーム”の概念はあら

しまへん。“ハウス”だす」と提言。歯切れの

良い活気ある語調，明るい響きに「これこそ日

本人にぴったりの商標である」と確信。こうし

て，1928 年（昭和 3 年）新商標，家のマークの「ハ

ウスカレー」が誕生したのである。

　「カレーって何 ? 食べられるの ?」といった

具合に，カレーを食べたことがない人が多かっ

た。売り上げを伸ばす効果的な方法を考え続け

ていた時，夫人が「調理法が簡単なことと，そ

のおいしさを実際に知ってもらうのが一番」と

提案。食品業界初の試みである”店頭実演宣伝

販売”1928 年（昭和 3 年）に開始した。女性

の実演宣伝員を小売店の店頭に派遣，お客様の

目の前で調理し，試食してもらった。現代で言

う”デモンストレーター”である。こうして，

斬新な方法と地道な努力は，予想以上の話題を

集めた。

ホームカレー」の営業権譲り受け，カレーの
本格的製造と販売に乗り出す。

カレーを店頭で調理，試食販売する食品業界
初の実演宣伝員を派遣

歯切れの良い語調，明るい響き。商標を「ハ
ウスカレー」に変更
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　1931 年（昭和 6 年），初めての新聞広告を朝

日新聞に掲載，以後も継続して各新聞に広告を

出した。また，当時まだ珍しかった宝塚歌劇団

の観劇や自転車，集金袋，前掛けなどの景品付

き特売も実施した。他にも，市電の車内広告な

ど，あらゆる広告手段を積極的に利用。その結

果，「ハウス」の名前はしだいに世の中に浸透

していった。

　4-3．1933 年（昭和 8 年）～ 1942 年（昭和 17 年）

　●事業基盤の安定を機に会社組織に変更。従

業員の福利厚生も充実

　社員の給料は月額3円（昭和3年当時）ほどで，

そのうち半額を天引き貯金をしても，食事は店

で用意してくれたので生活には不自由しなかっ

た。休日は月 2 回，第 1・第 3 日曜日。この日

は工場で働く者も松屋町筋の店に集まり，一緒

に昼食をすませてから遊びに行くのが習わしで

あった。この昼食はあらかじめ夫人が一人一人

の希望を聞いておき，肉・魚料理，シチューな

ど，それぞれの好みの食事を用意した。春と秋

には「慰安会」（社員旅行）が行われた。

　「ハウスカレー」の生産が軌道に乗り始め，

生産・販売体制が整ってお得意様も安定したこ

とから 1934 年（昭和 9 年）5 月，個人事業だっ

た「浦上商店」を「合資会社浦上靖介商店」と

して会社組織に変更，浦上靖介は代表取締役社

長に就任した。そして，帳簿を洋式帳に改めて

経営を刷新，経験を積んだ外交，経理のベテラ

ンを入社させるなど販売面の強化を図った。

　拡販活動の範囲は九州や四国，北海道などの

国内はもとより，中国，朝鮮，台湾などの周辺

諸国にも及んだ。特に旧満州（中国東北部）は，

当時の国策に従って大挙進出していた財閥や商

社の需要が旺盛で，やがて最大のお得意先へと

成長していった。製造品目も多岐にわたるよう

になった。純カレー，ハウスカレー，コショー，

わさびのほか，ハヤシライスの素，ポッポ煮（大

豆と海藻の佃煮），コーヒーやココア，ふりか

けなどを次々に発売し，売り上げを大きく伸ば

した。そして，1935 年（昭和 10 年），西区の

新社屋に移転した。しかし，戦争の影が近づく

につれ，1941 年（昭和 16 年）に「ハウスカレー」

の製造を中止せざるを得なくなった。その後，

戦争がはげしくなるにつれて殆どの製品の生産

が不可能になり，空襲により店も焼失した。

　4-4．1943 年（昭和 18 年）～ 1952 年（昭和 27 年）

　●即席ハウスカレーの製造を再開。CM や宣

伝カーを使い知名度をアップ

　第二次世界大戦後の混乱が一段落し，統制さ

れていた食材や物資が出回り始めたことから，

1949 年（昭和 24 年）「即席ハウスカレー」の

製造を再開した。食品業界はにわかに活気づい

てきた。そして，1951 年（昭和 26 年）9 月，

民間ラジオ局，中部日本放送や新日本放送（現，

毎日放送）などが相次いで開局。各家電メーカー

もラジオを発売したことから，ラジオは庶民の

最大の娯楽として人気を集めた。民放の開局に

伴って，ラジオ CM が登場した。化粧品，医

薬品，電気製品，食品などのメーカーは争って

CM をはじめ，それぞれに大きな効果をあげ

た。ハウス食品でもいち早く CM ソングを制作，

1951 年（昭和 26 年）9 月の開局と同時に「ハ

ウスカレーの歌」が電波に乗ってお茶の間に流

れた。歌は当時の子供達が口ずさむほど流行。

「即席ハウスカレー」の売り上げは急速に伸び

春と秋には慰安会。
正月には全員で祝いの膳を囲む

空前のラジオブームが到来。
CM ソングを制作し消費者にアピール

順調に成長していた浦上商店。
やがて直面した戦争の影

「ハウスカレー」の名前を広めるべく，新聞
広告などの宣伝を積極的に活用
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始めた。

　4-5．1953 年（昭和 28 年）～ 1962 年（昭和 37 年）

　●粉末カレーから固型カレーへ。組織も一新

して近代経営に乗り出す

　主力製品「即席カレー」は全国で着実に伸ば

していた。関東地区だけは伸び悩んでいた。そ

の理由は，戦前からのお得意先が戦争によって

少なくなったことと，地元の純カレーが主流を

しめ，「即席ハウスカレー」の食い込む余地が

なかった。そこで 1954 年（昭和 29 年），関東

地区を中心に甲信越・東北までを幅広くカバー

する拠点として，東京営業所を台東区入谷に開

設した。当初の営業所員は所長を含む男性 6 人

と現地採用の女性社員で問屋や小売店を休み返

上でセールスに明け暮れた。ここでも，ラジオ

CM や宣伝カーの効果は大きかった。中でも，

店頭での実演販売が評判となった。こういった

努力が功を奏し「即席ハウスカレー」の売り上

げは順調に向上していった。

　1955 年（昭和 30 年）代に入ると，各家庭に

インスタント食品が普及し始めた。「即席ハウ

スカレー」もこの一連のブームの中で順調に売

り上げを伸ばしていった。その一方，東京では

固形ルウのカレーが販売され始め，急速に人気

が高まっていた。販売店からも固形ルウカレー

の製造の要望が相次いだ。しかし，粉末のカ

レーが大きく伸びているこの時期に，あえてリ

スクを冒してまで固形カレーの製造に乗り出す

ことは適切なのか ? 社長は熟慮を重ねた。けれ

ども，社内からも製造を推す声が強かったこと

もあり，ついに固形カレー分野への進出を決断

した。

　この決断を受けて，研究スタッフが早速開発

に取り組んだ。これまで粉末カレーで培った技

術と，ハウスカレーならではの豊かな風味を生

かした固形ルウの開発に成功。東大阪工場内に

新工場を建設して量産体制を整えた後，1960

年（昭和 35 年）4 月，固形タイプの新製品「印

度カレー」を全国一斉に発売した。

　その後，カレーメーカーとしての地位を不動

のものにすることになる『バーモントカレー』

の開発は，この固形ルウカレー「印度カレー」

の技術があってこそ実現した。

　4-6．1963 年（昭和 38 年）～ 1972 年（昭和 47 年）

　●創業精神を受け付きながら第 2 の創業期に

向けて経営基盤を拡充

　インスタントカレーの先駆者として，ハウス

食品は急成長を続けていた。しかし，「即席ハ

ウスカレー」の成長鈍化，「印度カレー」は主

力商品の仲間入りを果たしたばかりで，シェア

的には満足すべきものではなかった。その打開

策として新しい戦略商品の研究開発が求められ

た。当時の家庭の食卓では「大人はカレーライ

ス，子供はハヤシライス」と棲み分けができて

いた。郁夫副社長は「大人も子供も一緒に食べ

られるマイルドなカレーを」と考えていた。そ

こで注目したのが「リンゴとハチミツ」である。

アメリカ東部にある長寿で有名なバーモント州

に伝わる，リンゴ酢とハチミツを使った「バー

モント健康法」にヒントを得たものである。マ

イルドな味がだせるだけでなく，美容と健康に

も良いリンゴとハチミツを使い，試作品が次々

関東地区の売り上げ向上を目的に東京営業所
を開設

初めての固形ルウカレー「印度カレー」の製
造を開始

これまでのカレーの常識をくつがえす『バー
モントカレー』の誕生
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と作られていった。まさに，ハウス食品の社運

をかけたと言っても過言ではない『バーモント

カレー』は研究をスタートしてから 1 年 6 か月

後の 1963 年（昭和 38 年）9 月，ついに発売となっ

た。「リンゴとハチミツ」，「美容と健康」をキャッ

チフレーズに，集中的にテレビ CM を流すなど，

大々的な宣伝活動を展開し，「ハウスバーモン

トカレーの歌」も大ヒットした。

　1966 年（昭和 41 年）2 月 15 日，ハウス食品

の創業者である浦上靖介が逝去した。新社長に

は副社長の浦上郁夫が選出され，浦上靖代が会

長に就任した。弱冠 28 歳の郁夫新社長は，就

任の挨拶で「お客様のことを考えられる社長に

なりたい」と述べ，同時に「社員とお得意先，

そして株主を大切にする会社でありたい」と先

代社長が掲げたきた創業精神をしっかりと受け

継ぐことを表明した。

　●「商品ラインアップ」

・ハウスバーモントカレー〈甘口〉

5.
インスタントカレー市場を創造した『バー

モントカレー』の商品情報

創業者・浦上靖介逝去。
郁夫新社長に引き継がれる創業精神

容量 価格 　　賞味期限

119g 180 円 製造後 1 年 6 か月（未開封）

238g 295 円 製造後 1 年 6 か月（未開封）

容量 価格 　　賞味期限

119g 180 円 製造後 1 年 6 か月（未開封）

238g 295 円 製造後 1 年 6 か月（未開封）

容量 価格 　　賞味期限

119g 180 円 製造後 1 年 6 か月（未開封）

238g 295 円 製造後 1 年 6 か月（未開封）

食用油脂（牛脂豚脂混合油，パーム油），小麦粉，砂糖，食塩，でんぷん，
カレーパウダー，オニオンパウダー，トマトパウダー，チーズ加工品，
はちみつ，ポークエキス，ごまペースト，チーズ，粉乳小麦粉ルウ，粉
末ソース，トマトエキス，バナナペースト，ココア，バターミルクパウ
ダー，りんごペースト，ガーリックパウダー，麦芽糖，しょうゆ加工品，
ブドウ糖，脱脂大豆，酵母エキス，ローストオニオンパウダー，玉ねぎ
エキス，香辛料，調味料（アミノ酸等），着色料（カラメル，パプリカ色素），
乳化剤，酸味料，香料，香辛料抽出物，（原材料の一部に鶏肉を含む）

原材料名 原材料名

原材料名

1 皿分（製品 19.8g）の栄養成分

1 皿分（製品 19.8g）の栄養成分

熱量 105kcal，タンパク質 1,1g，脂質 7.4g，炭水化物 8.6g，
ナトリウム 890mg（食塩相当量 2.3g）

熱量 105kcal，タンパク質 1,2g，脂質 7.4g，炭水化物 8.4g，
ナトリウム 870mg（食塩相当量 2.2g）

25 品目のうち，乳成分，小麦，大豆，鶏肉，豚肉，りんご，
バナナを含む原料を使用している。

25 品目のうち，乳成分，小麦，大豆，鶏肉，豚肉，りんご，
バナナを含む原料を使用している。

アレルギー物質（食品衛生法による）

アレルギー物質（食品衛生法による）

・ハウスバーモントカレー　〈中辛〉

・ハウスバーモントカレー　〈辛口〉

食用油脂（牛脂豚脂混合油，パーム油），小麦粉，砂糖，食塩，でんぷん，
カレーパウダー，粉乳，砂糖粉乳混合品，トマトパウダー，脱脂大豆，
はちみつ，チャツネ，粉乳小麦粉ルウ，玉ねぎエキス，ごまペースト，チー
ズ加工品，オニオンパウダー，ローストオニオンパウダー，ポークエキ
ス，バナナペースト，ココア，りんごペースト，香辛料，しょうゆ加工
品，ブドウ糖，ガーリックパウダー，ローストガーリックパウダー，チー
ズ，着色料（カラメル，パプリカ色素），調味料（アミノ酸等），乳化剤，
香料，酸味料，香辛料抽出物，（原材料の一部に鶏肉を含む）

食用油脂（牛脂豚脂混合油，パーム油），小麦粉，食塩，でんぷん，砂糖，
カレーパウダー，トマトパウダー，香辛料，脱脂大豆，ポークエキス，チー
ズ加工品，粉末ソース，はちみつ，ごまペースト，バナナペースト，ガーリッ
クパウダー，ローストオニオンパウダー，チャツネ，オニオンパウダー，
粉乳小麦粉ルウ，玉ねぎエキス，砂糖粉乳混合品，バターミルクパウダー，
全粉乳，リンゴペースト，しょうゆ加工品，チーズ，ブドウ糖，ココア，
酵母エキス，調味料（アミノ酸等），着色料（カラメル，パプリカ色素），
乳化剤，酸味料，香料，香辛料抽出物（原材料の一部に鶏肉を含む）
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　●「商品特長」 

・使用する油脂量を減らしながら，おいしさを

凝縮し，じっくり加熱した，濃縮加熱製法で

さらにおいしく，ヘルシーになった。

・マイルドなスパイスと風味豊かな蜂蜜，乳製

品などを加えたまろやかでコクのあるカレー

が味わえる。

・100% 国産のりんごペーストと風味豊かなハ

チミツ，乳製品などを加えたまろやかでコク

のあるカレーが味わえる。

　インスタントカレーの小売りベースでの市場

規模は 2011 年度で 600 〜 650 億円と推定され

ている。そのうち，バーモントカレーのシェ

アは約 30%，ハウス食品のその他のインスタ

ントカレーのシェアが約 30% であり，併せて，

約 60% である。昭和 50 年代ではバーモントカ

レーの金額シェアは約 40% 強であった。また，

昭和 60 年前後では 40% 台後半であり，この数

字が過去最高のシェア % であった。

　昭和 62 年（1987 年）には日本食糧新聞社か

ら「ロングセラー賞」を受賞している。授賞理

由は「カレーの需要層を子供にまで広げたいと

考え，昭和 38 年（1963 年）当時，米国北東部

のバーモント地方の人々の長寿の秘訣であっ

た”バーモント療法”にヒントを得て，この『バー

モントカレー』を作ることを提案したことが，

開発の背景になっている。昭和 38 年 9 月に新

発売後，宣伝媒体にはテレビが有効に活用され，

「ハウスじゃなければ出来ないカレー」「若い子

供の味がする」「リンゴとハチミツ，ハウス・

バーモントカレー」などの CM が全国に流れた。

昭和 35 年（1960 年）に発売した日本初のカレー

ルウ（インスタントカレー）「印度カレー」は

辛みの効いた大人の味に近く，子供と一緒に食

べられるカレーとして開発されたのが『バーモ

ントカレー』である。

　現在の即席カレールウ（昭和 62 年当時）の

配合スパイスは三十数種といわれるが，毎年，

味覚テストを行い，いつも「今の味」を作り出

し「味は大人，マイルドさは子供」が受けてい

るのではないか」となっている。

　新商品を開発し，その商品がお客様の手元に

届くために，筆者は新商品開発 5P をチェック

用に使用している。

　先ず第一に『Product』ありきである。『Product』

には商品コンセプト，商品仕様，ネーミングな

どを決定しなければならない。

　第二は『Package』である。包装仕様，デザ

インなどを決定しなければならない。

　第三は『Price』である。第四は『Place』である。

『Target』の属性を定め，お客様に届けるには

どのチャネルが良いのか。量販店なのか，CVS

なのか，専門店なのか，ドラッグなのか，それ

とも通販なのか。色々なチャネルがあるので，

選択と集中が必要になる。第四は『Promotion』

である。店頭プロモーション，媒体プロモーショ

ンなど費用がかかるので効果的なメディアミッ

クスが重要である。

　最後に 5P ではないが，『Target』がある。全

ての 5P は『Target』を明確にした後のことで

1 皿分（製品 19.8g）の栄養成分

熱量 106kcal，タンパク質 1,3g，脂質 7.8g，炭水化物 7.8g，
ナトリウム 910mg（食塩相当量 2.3g）

25 品目のうち，乳成分，小麦，大豆，鶏肉，豚肉，りんご，
バナナを含む原料を使用している。

アレルギー物質（食品衛生法による）

8.
『バーモントカレー』をターゲット，TPO
と 5P にのっとり紹介6. インスタントカレーの市場状況

7. 日本食糧新聞社から「ロングセラー賞」を受賞
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ある。『Product』は『Target』が明確にならな

いと決まらないはずである。

　さらに，包装仕様を決定するうえで重要なの

が T（Time）,P（Place）,0（Ocasion） で あ る。

この考えに基づき，『バーモントカレー』を整

理してみる。『Product』である『バーモントカ

レー』の製造技術，設備は昭和 35 年（1960 年）

に発売した同社のカレールウ（インスタントカ

レー）「印度カレー」でできていた。

　「印度カレー」は大人をターゲットにした辛

口の商品であったため，シェア的には満足のい

くものではなかった。当時の家庭の食卓では「大

人はカレー，子供はハヤシライス」と棲み分け

ができていた。ところが，カレーは学校給食で

人気があり，家でもカレーを食べたいという子

供たちが増えてきた。ハウス食品が消費者調査

をした結果，家庭では牛乳を入れたり，りんご

をすりおろしたりして，カレーの辛さを和らげ

る工夫をしていることが分かった。

　こうしたニーズを解決するために「大人も子

供も一緒に食べられるマイルドなカレールウを

開発しよう」と言う話がでてきた。これを解決

するために注目したのが「リンゴとハチミツ」

である。アメリカ東部にある長寿で有名なバー

モント州に伝わる，リンゴ酢とハチミツを使っ

た「バーモント健康法」である。この健康法は

当時，日本でもブームになっていた。美容と健

康に良いリンゴとハチミツを食べる方法であ

る。リンゴとハチミツを使うと味がマイルドに

なることを発見し，1 年 6 か月をかけて，大人

も子供も満足する味が完成した。

　昭和 38 年（1963 年）9 月，ついに発売となっ

た。「リンゴとハチミツ」，「美容と健康」を

キャッチフレーズに，集中的にテレビ CM を

流すなど，大々的な宣伝活動を展開し，「ハウ

スバーモントカレーの歌」も大ヒットした。

　発売当時の『バーモントカレー』は 120g で

60 円であり，味も 1 種類のみであった。爆発

的に売れたため昭和 41 年（1966 年）大箱を発

売した。240g で 110 円であった。味は同じく 1

種類のみであった。

　昭和 47 年（1972 年）に辛口を発売した。内

容量はそれぞれ小箱 120g と大箱 240g の 2 種類

をそろえた。昭和 58 年（1983 年）には中辛を

発売した。容器は小箱，大箱の 2 種類である。

これで甘口，中辛，辛口の 3 種類が揃い，容器

も小箱，大箱であり現在と同じ商品ラインが

揃った。但し，当時の小箱の内容量は 125g で

あり，大箱は 250g であった。

　平成 22 年（2010 年）には使用する油脂量を

控えながら，おいしさを凝縮し，じっくり加熱

したヘルシーな「濃縮加熱製法」が完成した。

この製法で甘口，中辛，辛口すべてを製造開始

した。その結果，内容量が小箱で120gが119gに，

大箱が 240g が 238g になった。大箱と小箱の売

り上げ構成は大箱が 80 〜 90% である。

　『Price』は，発売当時は 60 円 /120g（6 皿分）

であった。発売当時（昭和 38 年 1963 年）の物

価は食パン 1 斤 ;35 円，コーヒー一杯 ;40 円，

ラーメン一杯 ;40 円，コロッケ 1 個 ;10 円，ア

ジフライ 1 枚 ;10 円，豚肉 100g;55 円，ジャガ

イモ 1 カゴ（やまもり）;10 円，電車賃（一区

間）山手線 ;15 円といった状況であった。バー

図 1　商品開発 5P; 開発品はユーザーの手元に届く
仕組みになっているか
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モントカレー 120g;60 円は妥当な価格と考えら

れる。現在では 119g が 180 円であり，50 年過

ぎた現在において約 3 倍である。

　『Package』は半分のルウを使用後コンパクト

に保存できるように工夫してある。その情報を

外箱に記載してある。その結果，商品情報，調

理情報など，全ての情報を残すことができる。

また，鍋ぶたをしてエコ料理 ! の情報も記載し

てある。書体は，読みやすさを重視し，はっき

りと大きくした「ユニバーサルデザイン（UD）

フォント」を商品パッケージに取り入れている。

ハウス食品では 2010 年秋頃から取組，2011 年

6 月頃からは『バーモントカレー』（大箱）のパッ

ケージに使っている。原材料の表記やカレーの

作り方の表示がすっきりとし，視力が衰えたシ

ニアでも読みやすくしてある。その他にも，多

くの情報が記載してあり，『Package』をみれば，

商品に関する情報はすべて入手できると言って

も過言ではない。

　『Promotion』は社運をかけ，集中的にテレビ

CM を流すなど，大々的に宣伝活動を展開した。

“リンゴとハチミツとろ〜りとけてる”でおな

じみのテレビ CM で，西城秀樹をはじめ多く

の芸能人が出演した。“リンゴとハチミツとろ

〜りとけてる”のコピーは商品パッケージにも

商品名の『バーモントカレー』の下に記されて

いる。また，「ハウスバーモントカレーの歌」（作

詞・山上路夫，作曲・いずみたく）も大ヒット

した。

　『バーモントカレー』を発売して 50 年になる

が，1996 年から幼稚園児を対象に「はじめてクッ

キング」と銘打ったイベントを始めた。朝から

野外で園児，保護者，先生たちがご飯を炊き，

野菜を切ってカレーを作り，食べるイベントで

あり，子供たち，保護者の皆さんにここで作っ

たカレーのおいしさを知ってもらうのが目的で

ある。おいしくできれば園児から「ママ，今日

食べたカレーをおうちで作ってよ」となる。こ

の場では，使用したカレールウが『バーモント

カレー』であることは話していない。帰りのお

土産の中に『バーモントカレー』を入れておく。

　この取り組みは 1996 年から始まり，2012 年

までに，延べ参加した人数は約 500 万人である。

現在では，1 年間に全国の園児の約 1 割，50 万

人が参加するというイベントに育った。子供に

も，母親にも『バーモントカレー』のおいしさ

を記憶していただき，カレーと言ったら『バー

モントカレー』を連想してもらうのが狙いであ

る。多くの食品で割安なプライベートブランド

（PB 商品）の商品数が増え，売り上げも増えて

いる。カレールウ市場は嗜好性が強いのでおい

しさを記憶して貰えれば，ブランドを指名買い

してもらえるのではないかと考えている。こう

いった活動がカレールウ市場におけるハウス食

品のシェアが約 60%，『バーモントカレー』の

シェアが約 30% という結果になっている。

　カレールウの 2 人以上世帯の 1 世帯当たり年

間購入金額，購入数量，ユニット価格の推移を

家計調査年報のデータをもとに図 2 にまとめ

た。カレールウの 1 世帯当たり年間購入金額

は 1992 年をピークに徐々に減少しているが，

2004 年からは余り変化はない。一方，購入数

量は 1998 年から 2004 年までは多少の変化はあ

るが，ほぼ安定した購入数量である。2006 年

以後は減少傾向にある。ユニット価格は 1990

年から 1994 年はグラム当たり 100 円強である

が，1996 年から 2006 年までは下がる傾向にあっ

たが，2008 年以後は回復傾向にある。表 1 に

は 2 人以上世帯の年齢別購入金額とユニット価

格を示した。購入金額は 40 歳から 49 歳が最も

多く，次が 50 歳から 59 歳である。これはカレー

を食べる家族人数が 40 歳から 69 歳が多いと推

察される。ユニット価格は 50 〜 69 歳は高い。

9. 消費者の購入状況



NewFoodIndustry 2013  Vol.55  No.1（79）

年間購入
金額（円） 比率 ユニット

価格（円 /g）

2 人以上の
世帯平均 1539 100 88

～ 29 歳 1273 65 88
30 ～ 39 歳 1523 99 83
40 ～ 49 歳 1852 120 85
50 ～ 59 歳 1758 114 92
60 ～ 69 歳 1538 100 92
70 歳～ 1086 71 88

表 1　世帯主の年齢別購入金額とユニット価格

図 2　カレールウの購入金額，購入数量推移とユニット価格推移（2 人以上世帯）

その他の年齢の方は比較的安価な商品を購入さ

れている。特に，30 〜 39 歳の方は価格意識が

高いことが伺われる。

おわりに

　ハウス食品は 1913 年（大正 2 年）創業者浦

上靖介が大阪に「浦上商店」を創業後，カレー

に強い”おもい”を抱きながら会社を成長さ

せてきた。戦中，戦後の物資がない時期を乗
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り越え，1960 年（昭和 35 年）に初めて固形カ

レールウ「印度カレー」を発売した。当時は

大人は辛い“カレー”，子供は甘い”ハヤシラ

イス”という食習慣が定着していた。『バーモ

ントカレー』はこの常識を打ち破り「子供でも，

大人でもおいしく食べられるカレールウ」を

コンセプトにした全く新しいカレールウであ

る。『バーモントカレー』のコンセプトを満足

する技術は”リンゴとハチミツをはじめ，スパ

イス等の調合技術”にある。大人にも子供にも

おいしく食べてもらえるカレールウの開発には

1 年 6 か月の期間を必要とした。商品名は，先

述の健康法にちなみ『バーモントカレー』とし

た。1963 年（昭和 38 年）に発売した。郁夫副

社長の社運をかけた大きな仕事であった。1966

年創業者の突然の逝去で郁夫社長が誕生した以

後，次々とヒット商品を発売し，現在では，2,143

億円を売り上げる企業に成長した。ハウス食品

には今後も世の中にない新しい商品を開発・上

市し，日本の食品業界に刺激を与え，引っ張っ

ていただくことを期待する。

[ 参考資料 ]

1）90th  Thanks&toTheFuture  2003 年 11 月 11 日発行，発行者 ; ハウス食品株式会社広報室

2）カレーのひみつ　2005 年 10 月 31 日初版発行，発行 ; 株式会社学習研究社

3）カレーの経営学　2012 年 5 月 3 日発行，著者 ; 井上岳久　発行所 ; 東洋経済新報社
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山田　和彦

　師走ともなると先生でなくても，

なんとなく慌しい。普段からせわ

しなく人が動き回っている築地に

いてもそう感じるのは，体内の遺

伝子に刻み込まれた体内時計が感

じるからなのか，などと考えつつ，

木枯らしの吹く晴海通りを築地市

場へと向かう。場外市場は普段よ

り買出しの人が増え，正月飾りを売る出店などもあって，年末の風景

に彩を添えている。場内を見ても，北国の魚を中心にした冬の魚が増

えて，冬を感じさせる。

　今回は冬の貝，ホタテガイを紹介する。

　ホタテガイを分類学的に表すと

二枚貝綱 - カキ目 - イタヤガイ科 -

ホタテガイ属 - ホタテガイとなる。

イタヤガイ科の貝は，殻は扇形で

頂点側に耳状の張り出しがある。

左右の殻で色が異なり，左側の殻

の色が濃い。殻を開くバネに相当

する弾帯は，殻の頂点（殻頂）の

内側にある。殻を開閉する筋肉は

1 つなどの特徴を持っている。ホ

タテガイの含まれるイタヤガイ科に近いのは，マガキが含まれるカキ

科と考えられている。ホタテガイとマガキでは殻の形がまるで違うよ

うに見えるが，殻を作る構造などが同じようになっている。イタヤガ

イ科には世界でおよそ 400 種，日本でも 60 種以上が含まれる大所帯で

築地市場魚貝辞典（シシャモ）

−分類−

師走の築地市場

ホタテガイ
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−形態−

ある。見た目はどれもホタテガイに似たようであるが，殻の色が変化

に富んでいて，たとえば日本に分布し，築地市場にも入荷することの

あるヒオウギは，同じ種類のうちでも殻の色が紫色，黄色，橙色など

変異が多く，見た目にも美しい。ホタテガイのほかは一般には馴染み

が少ないが，ヒオウギ，アズマニシキ（アカザラガイを含む），イタヤ

ガイは築地市場でも見かけることがある。ホタテガイ属はホタテガイ

のほかはアラスカに分布するホンホタテのみで，日本近海にはホタテ

ガイ 1 種だけが分布する。

　ホタテガイは，スーパーなどの店先でも殻付きで売られているので，

馴染みがあるのではないだろうか。居酒屋でもホタテガイは殻付きで

焼かれて出てくることが多い。殻は丸い扇型で，表面には殻の頂点（殻

頂 ; かくちょう）から放射状に 20 から 26 条の膨らみのあるスジ（肋 ;

ろく）が伸びている。この肋を横断するように同心円状のスジがある。

これは夏季の成長が滞ったときにできる成長線で，これを数えるとお

よその年齢を知ることができる。殻頂の前後には殻の本体から張り出

したような耳状部がある。二枚の殻を合わせたところを横から見てみ

ると，左の殻は膨らみがほとんどなく，右の殻は大きく膨らんでいる。

左右の殻は閉じるとほぼかみ合っているが，殻頂の左右にはすき間が

できている。

　殻を開くとまず目に付くのが大きな貝柱（閉殻筋 ; へいかくきん）

である。ハマグリやアカガイなど，ふつうの二枚貝は身を挟むように

前後に 1 つ筒ずつあるが，ホタテガイは閉殻筋が主役のように中央に

ある。そのため，体の諸器官は閉

殻筋を取り巻くようにある。殻の

縁に沿ってあるフリル状のものは

外套膜で，ここで殻を作っている

ほか，密に並んだヒゲ状の触覚や，

小さく丸い眼（眼点 ; がんてん）

が並んでいる。外套膜の後ろには

レースのような鰓（えら）があり

呼吸をするほか，海水とともに取

り込んだプランクトンを濾しとっ

て食べる。取り込まれた餌は，殻

頂に近い部分にある黒い塊状の中

腸腺（ちゅうちょうせん）で消化

殻の膨らみとすき間

体のつくり
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される。閉殻筋に寄り添うようにある鎌状のつるりとした部分は生殖

腺でクリーム色は精巣，オレンジやピンク色は卵巣である。ここを見

れば雌雄を知ることができる。

　殻の色は，左側の殻は赤紫色，右側は白い。まれに左右ともに同

色のものがある。殻長は 20cm を超えるが，ふつう出回っているのは

10cm ぐらいのものが多い。

　太平洋側では千葉県の銚子から，日本海側では富山湾から，北海道，

サハリン，千島列島まで分布している。主に沿岸の水深 70m までの砂

礫底にすむ。潜ってみると，海底の砂が“笑って”いる。何だろうと近寄っ

てみると，すっかり砂をかぶったホタテガイが殻を開いていて，その

部分が笑顔の口のように見えていたわけである。このように海底の砂

に浅く潜っていながら，海水を取り込んでプランクトンを食べている。

このような砂底にはヒトデがいる。

　ヒトデは二枚貝が大好物で，ホタテガイも狙われることになる。そ

こで役立つのが，形態の項で説明した殻と閉殻筋である。外敵のヒト

デが近づくと，ホタテガイは自慢の閉殻筋を使って殻を開閉する。す

ると殻の中に取り込まれた海水は，殻頂の前後に開いた隙間から勢い

よく噴射されることになる。ジェット推進である。これで，かなり離

れたところまで逃げることができる。ただ，どの方向へどれだけ逃げ

るのかまでは考えていないようである。

　産卵期は 4 月から 6 月で，いっせいに卵と精子を海中に放出し，受

精させる。受精した卵は幼生となって海中を浮遊し，稚貝となる。殻

ができてからもしばらく泳ぎ回っているが，やがて海底に下りて海藻

や石に糸（足糸 ; そくし）を出してくっつくようになる。やがて足糸

も切って，砂底で生活するようになる。1 年で殻長 2cm，2 年で 6cm，

4 年で 12cm に成長する。寿命はおよそ 10 年。

　生態の項でふれたように，ホタテガイはやや浅い砂底にすんでいる。

そのためホタテガイを漁獲するには網を海底に這わせて曳く桁網（け

たあみ）が使われる。しかし，完全な天然ものは資源の変動が著しく，

安定して漁獲できない問題があった。そこで養殖の方法がいくつか考

案され，現在では生産量のほとんどが養殖となっている。ホタテガイ

の場合，養殖といっても自然の海の中で天然の餌であるプランクトン

を食べて育つので，天然ものと味などの差はないもの魅力である。現

在行われている主な養殖方法は，自然の海底を均し稚貝を撒き育った

−漁業−

−生態−
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ことに漁獲する「地撒き」，稚貝を

籠に入れて海中に吊るしておく，

または殻の耳の部分に穴を開け糸

を通して吊るしておく海中垂下が

ある。

　海外では朝鮮半島の北部にも分

布し養殖も行われているので，冷

凍品が輸入されているが，国内の

養殖物の生産量が圧倒的に多い。

ただホタテガイ以外のイタヤガイ

類の貝もホタテガイと同じような

閉殻筋を持つので，一時期“ホタ

テガイ”や“ベビーホタテ”など

の名前で輸入，販売されていたこ

ともある。

　築地市場では，1 年を通して見

ることができる。海水に入れられ

て仲卸の店先に置かれた活のホタ

テガイが，そばを通る人に驚いて

殻を閉じ海水を飛ばすのもよく見

る光景である。活け物のほか，剥

いたり貝柱だけにした生鮮，冷凍や加工品が入荷する。主な産地はそ

の生息地である北海道，青森県，岩手県，宮城県である。発泡スチロー

ルの箱には新鮮などの字が躍り，産地の質の良さを競っている。

　ホタテガイは身の全体を食べることができるが，やはり多く甘味の

強い貝柱が進上であろう。生にしても加熱しても，和食，洋食を問わ

ず，どんな料理にも向く重宝な食材である。しかも養殖されているため，

安定供給されることも大きな要因であろう。刺身，寿司，殻焼き，バター

焼き，中華風炒め物，煮付け，シュウマイ，フライ，テリーヌ，燻製。

調理法に限りがない。東北地方の浜辺。取れたてのホタテガイを炭火

の上の網において，殻が開くのを待つ。じゅうじゅう汁が沸き立って

くるとぱっと殻が開く。そこへさっと醤油をたらす。醤油のこげる香

ばしい臭いが漂い，食欲をそそる。焼きすぎないうちに火から下ろし，

熱々をほおばるときは至福のひと時でもある。

　殻を開いたとき，レースのような鰓上に白っぽい 1cm ぐらいの塊

−利用−

活け物

生鮮加工品

ボイル加工品



New Food Industry   2013  Vol. 55  No.1   （85）

がいくつか付いているのを見るこ

とがある。これはホタテエラカザ

リという寄生虫絵ある。まるで豆

腐の破片のような姿はとても動物

とは思えないが，コペポーダとい

うミジンコのような甲殻類の仲間

で，寄生生活に適応してこんな方

になっている。食べても人体には

影響はない。

　ふつう貝柱の色は白というか

うっすらクリーム色がかっている

が，時々オレンジ色がかっている

ものを見ることがある。これは疾

患の一つで，しばらくすると衰弱

して死んでしまうこともあるよう

である。ただし，これも人体には

影響はない。

　ホタテガイはプランクトンを餌

としている。このため，時に有毒

プランクトンを取り込んで貝自体

が毒化することがある。いわゆる

貝毒である。プランクトンの種類

によって毒の正常も異なり，以前は中毒事故も起きていた。現在では

産地の水産試験場などでプランクトンの増減と貝の毒量を調べており，

基準値を超えると出荷停止となる。そのため，市場に毒化したホタテ

ガイが流通することはない。ホタテガイのパックに貼られた検査済み

のマークが安心の証である。

　ホタテガイの産卵期は初夏である。魚のように脂が乗るわけではな

いが，産卵を控え栄養を蓄えて肥えた冬が旬といえる。

　今日では最も身近な食用貝の 1 つであるホタテガイも，以前は産地

に行かないと食べられないローカルなものだったらしい。そのため，

ホタテガイに似ているイタヤガイの仲間は，みなホタテガイと思われ

ていたようである。移動することと殻の形から，その殻を船の帆のよ

うに風に立てて海を渡っていると考えられたのも無理からぬことで，

そのネーミングは的を得たものだったのであろう。ホタテガイの分布

−エピソード−

ホタテエラカザリ

検査証
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範囲を見ると，今でも人が多くすむ場所から離れている。そのため学

術的に命名されたのは以外と遅く，幕末に日本へやってきたペリーが

持ち帰った標本に基づいている（わずか 150 年前のこと）。学名には当

時の北海道である蝦夷の名が用いられている。そのような事情から，

ホタテガイと人とのかかわりは，東北地方や北海道などの産地を除く

と，あまりない。これらの地方でも大きな殻を器に利用する程度であっ

ただろうか。ヨーロッパでは貴族の紋章あるいは石油会社のトレード

マーク，絵画の題材としてホタテガイが用いられている。しかし厳密

にはこれらはホタテガイではなく，同じイタヤガイ科の別種である。

極東の寒冷地にすむホタテガイをヨーロッパの人が目にするのは，もっ

と時代が下がってからである。
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