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緒言ならびに研究の概要

食品中には、ビタミンE、ビタミンCなどのビタミン類をはじめ、フラボノ

イド、カロテノイドなど種々の抗酸化成分が存在し、食品の変性を防ぐと同時

に、栄養成分としても体内で様々な役割を果たすとされている。しかし、これ

らの抗酸化成分は、試験管内では抗酸化作用を確かに持つものの、実際の食品

中やその調理時、更には生体内でどの様な機能を果たしているかは末だ明らか

でない点も多い。

例えば、ビタミンEやビタミンCが、油脂の酸化や食品の酸化的な変色を防

御できることは広く認められている。しかし、調理時など、多数の食品成分が

共存した場合の食品変性過程における抗酸化成分自体の変化や、水系での加熱

調理時における脂質の過酸化、アミノ酸など脂肪以外の食品成分の酸化に対す

る抗酸化性食品成分の効果などに関しては、いずれも信頼できる情報が少ない。

また、ほとんどの家庭科教科書に記載されている「ジャガイモのビタミンCは

加熱調理に対して安定であり、ジャガイモはビタミンCの供給源である」とい

うことについても、調理過程の種々の要因を含めて検討すれば、不明な点も残

されている。

さらに、ビタミンEやビタミンCの体内での抗酸化作用の発現と疾病防御と

の関連についても明らかになっていない点が多い。例えば、よく知られている

ように、ビタミンC欠乏症はその抗酸化作用と直接的な関連はない。またビタ

ミンE欠乏症はヒトでは知られておらず、ヒト遺伝性疾患のビタミンEによる

治癒効果も、これがビタミンEの抗酸化作用自体の機能か否かは明らかではな

い。最近のビタミンE結合タンパク質欠損マウスの研究でも、不妊症以外の障

害は見つかっていない。これらの知見は、抗酸化物質の摂取が生活習慣病の防

御に役立っとする報告と必ずしも矛盾するものではないが、作用の限界性の現

れと見ることも可能である。近年、大規模な疫学調査・臨床介入試験により抗

酸化性食品成分の機能を証明しようとする試みがなされるようになったが、生

活習慣病のような複雑な病態変化を伴う疾病群に対する抗酸化物質の防御効果

を、より信頼度の高いものとするためには、同時に、その効果の発現メカニズ

ムをより明確なものとする研究が必要とされている。

有益とされる抗酸化性食品成分の機能やその発現機構をより確かなものとす

るためには、解明しようとする機能の対象を限定したうえで、より正確な定量
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法や明確なアッセイ系を用いた評価を行うことが必要となる。我々は、これま

でに、マロンジアルデヒドの新規定量法(Biochim. Biophys.Ada, 1045, 1990)やビ

タミンCの特異的・高感度定量法(Anal. Chem. 64, 1992)を開発し、生体成分や食

晶系に適用してきた。一方、我々は、炎症反応の中心的なサイトカインである

腫癌壊死因子(TNF)により誘導されるアポトーシスを、ビタミンEが抑制する

作用を持つことを証明し、アポトーシスと関わりのある疾病を食物由来の成分

により治癒・予防できる可能性を示した(J. Nutr. 130, 2000)。

本研究は以上の成果をもとに、また上記のような抗酸化物質研究の現状をふ

まえて計画、実施されたものである。主要な内容は、 I.食品調理時における抗一

酸化ビタミンの動態、及びII.生体内における抗酸化物質の新しい機能の探索

の2点であり、それぞれ以下の内容に焦点を絞って研究を進めた結果、次のよ

うな成果が得られた。

1-1.調理モデル系におけるビタミンCの安定性に及ぼす調味料の影響

アスコルビン酸(AA)水溶液を100℃で加熱したときの安定性に及ぼす調味料

の影響について調理モデル系で調べた。調味料は、日本料理でよく使われてい

るものを使用し、 AAの濃度は汁物や煮汁に近い濃度とした。加熱時間につい

ても実際の調理を想定し、 30分以内の反応で行った。本実験系でのアスコルビ

ン酸の消失反応は、 1次反応であった。 AAの濃度が高いほど、速度定数が小

さくなったが、減少量としてはほぼ一定であることから、 100℃加熱において

は、溶存酸素がAAの減少に関わっていることが示唆された。 AA水溶液に調

味料を加えて加熱すると、食塩はAAの減少を抑制したが、酒やみりんはほと

んど影響を及ぼさなかった。しかし、醤油やみそ、風味調味料を添加すると、

添加濃度依存的にAAが減少した。そして醤油やみそを添加することによって

酸素が速く消費され、その後、嫌気的な条件下で反応が進行することが示唆さ

れた。これらの調味料がAAの分解を促進する要因として、鉄イオンだけでは

なく、アミノ酸も関与している可能性が考えられた。

1-2.調理過程におけるジャガイモのビタミンCの量的変動

一家庭科教科書におけるジャガイモの調理特性に関する記載内容の検討

とモデル実験によるビタミンC量の再評価-

家庭科教科書におけるジャガイモの成分及び調理特性に関する記載内容と指
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導上の問題点を調べた。平成10年改訂の指導要領に準拠した中学・高等学校

教科書には、 VCの性質と調理損失に関する記載内容が理解しにくいという問

題点も見られた。

続いて調理過程におけるジャガイモのVC量の変化をモデル実験で調べた。 1

個体のまま5℃で保存すると、 1週間後まではもとのアスコルビン酸(AA)レベ

ルが維持されていたが、その後徐々に減少し、 8週間後の残存率は約40%であ

った。加熱後のAAの残存率は、 「煮る」では70%(10分)、 50%(20分)であっ

たのに対し、 「焼く」では95%(160℃,10分)、 「電子レンジ加熱」では97%(20

秒)と高いレベルに維持されていた。 「煮る」場合の調味料がvCに及ぼす影響

を調べたところ、ジャガイモ中のAA量に対しては調味料の有無の間に有意差

がなかったが、煮汁中のAAは、醤油を添加すると有意に減少した。

以上より、調理方法によりvCの残存率が異なることが認められ、また方法

によっては期待するほどのVCが摂取できない可能性が示されたので、教師は

これらの事実も認識して指導することが望まれる。

H. TNF誘導アポトーシスに対する抗酸化物質の効果と細胞内グルタチオン

レベルとの関連

U937細胞をビタミンE(VE)などの抗酸化物質で処理すると、腫癌壊死因子

(TNF)誘導アポトーシスが抑制されるOこの抑制効果が細胞内グルタチオン

(GSH)レベルとどの程度対応するかについて検討した。

抗酸化物質(vE、 N-アセチルシステイン、 2-メルカプトエタノール、ブチル

ヒドロキシトルエン)を細胞に投与し、 TNF誘導のアポトーシスを評価したと

ころ、抗酸化物質によりアポトーシスが濃度依存的に抑制されたが、その抑制

率は40-60%であった。

N-アセチルシステインや2-メルカプトエタノール添加群では、無添加群より

もTNF刺激時のGSHレベルが有意に高く維持されていたが、 vEまたはBHT

添加群ではGSHレベルの変動は小さく、細胞内GSHレベルの変動で抑制効果

のすべてが説明できるわけではないことが示された。
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第1章

調理モデル系におけるビタミンCの安定性に及ぼす調味料の影響

Effects of Seasonings on the Stability ofAscorbic Acid in a Cooking Model System

Summary

The thermolability of ascorbic acid (AA) in aqueous solution at 100 C was assessed in

the presence of various seasonings commonly used in Japanese style cooking. A model

system approximated Japanese cooking with regard to the concentrations of AA and

seasonings and the heating time. The decrease of AA in the reaction system of this

experiment was a first-order reaction with respect to the concentration of AA loss.

Although kinetic constants for AA loss decreased with increasing concentrations of AA

(25 - 400けg/ml), the absolute amounts degraded were almost the same for all AA

concentrations, suggesting that dissolved oxygen is one of main factors affecting the

stability of AA solutions during heating at 100 ℃. When each seasoning was added to AA

solution, salt stabilized AA and Japanese alcohol-containing admixtures, such as sake and

sweet sake (mirin), did not have a significant effect on the stability. Conversely, soy sauce.

miso (fermented soybean paste) and broth powder from skipjack accelerated the decrease

of AA in a concentration-dependent manner. The kinetic study suggested that oxygen was

rapidly consumed and AA loss accelerated by addition of soy sauce or miso to AA

solution. Consequently it is likely that a reaction mechanism shifts from aerobic to

anaerobic reaction and the forward reactions proceed. Of the constituents of Japanese

seasonings, not only iron but also amino acids are involved in the acceleration of AA

degradation. The presence of amino acids should be taken into account when considering

the levels of AA in soups.

Key words: Ascorbic acid, Seasoning, Soy sauce, Salt, Amino acid
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Introdu ction

L-Ascorbic acid (AA), known as vitamin C, is widely distributed in both foods and

biological systems. It is generally accepted that AA possesses antioxidant properties and

is used in the food industry to delay oxidation. Moreover, antioxidant nutrients play a

beneficial role in maintaining human health (1, 2). However, AA is a typical heat-

sensitive nutrient and is easily oxidized. The degradation processes of AA are very

complex and involve a number of oxidation/reduction and intermolecular rearrangement

reactions. Numerous studies investigating the instability of AA during storage and

thermal processing have been reported (3 - 8). However, these studies have been

conducted in model systems at high AA concentrations (9 - 11), which do not reflect the

degradation pattern during the usual cooking processes.

Vegetables are an important source of vitamin C. Boiling vegetables is one of the

popular cooking methods in Japan, because it is possible to reduce the volume of

vegetables and to eat more than just raw vegetables. Since AA is dissolved in the water

phase when vegetables are boiled, it is recommended to have the soup. Moreover, various

kinds of seasonings, such as salt, soy sauce and sake (rice wine), are added for taste.

However, it is not known whether AA remains stable in soup or not.

The purpose of our study was to evaluate the stability of AA in a complex system such

as cooking. As the first step of the study, a model system, which approximated Japanese

cooking with regard to the concentrations of AA and seasonings, was applied. Soy sauce,

miso (fermented soybean paste), broth powder from skipjack, salt, sake and sweet sake

(mirin) were used as seasonings.

A recent report showed that dehydroascorbic acid (DHAA), orally administered into

mice, showed very low vitamin C activity, and the determination of both AA and DHAA

was recommended (12). Therefore post-column HPLC was used to separate AA and

DHAA according to the method by Yasui and Hayashi (13). Results obtained using this

HPLC method were in agreement with those using a specific and sensitive method

reported previously (14).

Our data indicated that, among seasonings tested, soy sauce, miso (fermented soybean

paste) and broth powder from skipjack accelerated the degradation of AA in a

concentration-dependent manner. Of the constituents of Japanese seasonings, not only

iron but also amino acids are involved in the acceleration of AA degradation.
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Matenals and methods

Materials

L-Ascorbic acid (AA) was purchased from Wako Pure Chemical Co. Ltd. (Osaka,

Japan), and dehydroascorbic acid (DHAA)from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI).

The seasonings used were commercially available. Soy sauce (Higashimaru and

Kikkoman), miso (Takeya), sake (Kamiyui-Shuzo), mirin (Hinode) and broth powder

from skipjack (Ajinomoto) were obtained from local sources in Japan. Other chemicals

were of reagent grade.

Preparation of experimental model systems

AA was dissolved in deionized water and aqueous AA solutions were prepared on the

day of use. A2 ml solution of AA (25 - 400 μg/mL) was placed in a glass test tube (16 x

100 mm) with a screw cap, and the solution was heated in a water bath at 100 ℃.

Heating time was set within 30 min, which approximated practical cooking process. After

heating, the reaction mixture was quickly cooled in an ice bath and 20% meta-phosphoric

acid (1 mL) and 20 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, 1 mL) were added to the

solution. The mixture was centrifuged or filtered through a syringe filter (0.45μm) for

HPLC. The reaction mixture was kept in a freezer at -85 ℃ before HPLC analysis.

For investigating the effects of seasonings on the stability ofAA,each seasoning was

added to the AA solution (50 or 100 μg/mL) and the total volume of reaction mixture was

adjusted to 2 raL AA concentration was determined from the amount generally used in

cooking as follows: when potato (50 g), tomato (30 g), onion (40 g), carrot (20 g) and

celery (20 g) per one person are used, the totalAAcontent in foods is about 30 mg

calculated from standard tables of food composition in Japan. If all of the AA is dissolved

in 150 mL of soup, the AA concentration in the soup is approximately 200 μg/mL. The

concentration of each seasoning used was also determined from its concentration when

used in cooking, and various levels were also examined. The final concentrations of sake,

sweet sake (mirin), soy sauce, raiso, broth powder and salt generally used in cooking are

approximately 5%, 5 - 10%, 5 - 20%, 10%, 0.5%, and 1%, respectively.

To study the influence of pH on the stability of AA, the pH of the solution was adjusted

to 5 and 6 by the addition of sodium phosphate and 0.1 M phosphate buffer, respectively.

Analysis ofAA and DHAA

AA and DHAA were simultaneously analyzed by HPLC with post-column conversion

according to the method ofYasui and Hayashi (13) with slight modification. Briefly,

HPLC was performed using a Shimadzu system equipped with a size exclusion column
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(Shim-pack SCR-101N). Elution was at a flow rate of 1.0 mL/min with 10 mM oxalic

acid containing 1 mM EDTA(pH 3.8) at 40 C. Post-column reaction was with 100 mM

sodium hydroxide containing 50 mM sodium borohydnde at a flow rate of 0.5 mL/mm

and the detection was at 300 nm. Commercial DHAAwas unsuitable for use as a standard

because it contains significant amounts of impurities (15) and DHAA is gradually

decomposed even if stored in a freezer. To analyze DHAA exactly, the purity of DHAA

was assessed using a method reported previously (14).

Data analysis and determination of kinetic parameters

All results were obtained from at least three independent experiments, and the means

were calculated. The standard deviation was shown with bars in figures, when necessary.

All statistical analyses were carried out using SPSS (version 11.5; SPSS Inc, Chicago, IL)

software. Significance of differences was defined as p < 0.05.

Reaction order was determined by plotting the natural logarithm of AA concentration

versus time for a first-order reaction; the best fit line (determined using a linear

regression model in the program of Excel) represented the reaction order.
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Results and discussion

Thermolability ofascorbic acid in aqueous solution

AA solutions were prepared at different concentrations and heated for 30 min. The pH

values of25, 50, 100, 200 and 400 pig/mLAA solutions were initially 4.2, 4.1, 3.9, 3.7

and 3.5, respectively, and these values did not change after heating. Figure 1-1 shows the

changes in AA and DHAA. As shown in Fig. I-1(a), AA levels decreased in accordance

with heating time at all concentrations of AA. DHAA was detected within 10 min, and

thereafter the ratio of DHAA to AAwas less than 5%, indicating that DHAA did not

accumulate. Accordingly, the residual level of AA could be used as a marker for

estimating its stability under heating in boiling water. Based on experimental data,

reaction order for AA loss under the present heating condition was determined. A plot of

the natural logarithm of remaining ratio of AA versus time gave a straight line (Fig. 1-1

(b)). Similar lines were given in other initial concentration of AA. Consequently, the

degradation of AA in the reaction system could be first-order reaction. The kinetic

constants (x 10-/min) forAAloss were as follows: 25 μg/mL, 5.79; 50 μg/mL, 2.03;

100 μg/mL, 0.74; 200 μg/mL, 0.49; 400 μg/mL, 0.28. The absolute amounts of AA

decrease during 30 min heating were almost commensurate (40 - 60 μg under the

conditions of this study) at all concentrations of AA. When the reaction was carried out

using a glass tube without a screw cap, the result obtained was similar to that with a cap.

This is probably because anaerobic conditions were maintained in boiling water either

with or without a cap. The level of oxygen dissolved at 26 -C under our experimental

conditions was 5.6 mg/L. When a sample solution was flushed continuously with argon

for 1 min, the argon-treated solution was more stable than the untreated one (data not

shown). In addition, the rate of AA degradation in different experimental systems was

shown to increase in the presence of oxygen (3, 5, 16). These results suggested that

initially dissolved oxygen is one of main factors affecting the stability of AA solutions

during heating at 100 ℃.

Effects of seasonings on the stability ofAA

Several kinds of seasoning were added to AA solutions (100 ng/mL), and the effect of

the seasoning on the heat stability ofAAwas estimated. Figure 1-2 shows the time course

of AA decrease in the presence of each seasoning. Heating of AA in the absence of any

seasoning was used as a control. The remaining percentage of AA in the presence of sake

was similar to that of AA alone, indicating that sake has little effect on AA stability (Fig.

1-2 (A)). In addition, neither sweet sake (mirin) (Fig. I-2(B)) nor sucrose (data not shown)
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affected AA stability.

The addition of soy sauce (light soy sauce) to AA solution accelerated AA degradation

in the initial stages of heating within 5 min (Fig. 1-2 (C)). The degradation was dependent

on the concentration of soy sauce. After 10 min heating, the remaining percentage of AA

did not change further for up to 30 min. When another soy sauce, dark soy sauce, was

added to AA solution, the results obtained were similar to those obtained with the light

one (data not shown).

When light colored miso (fermented soybean paste) was added to AA solution, the

decrease pattern of AA was similar to that obtained with soy sauce (Fig. 1-2 (D)).

Addition of different colored- (dark or white) miso also affected AA stability in the same

way as described above. In these experiments, the pH value of AA alone as a control was

4. However, the pH values inAAsolutions with 1 - 16% soy sauce and 1 - 20% miso

were 4.8 - 5.0 and 5.0 - 5.3, respectively. Since the pH difference might be involved in

the seasoning-induced accelerated degradation of AA , the effect of pH on AA stability

was further examined and is described in the next section. Addition of broth powder from

skipjack resulted in a decrease pattern similar to that of soy sauce or miso (Fig. 1-2 (E)).

In contrast, the addition of salt, in the form of sodium chloride, stabilized AA. After 30

min heating, the residual level of AA in the presence of 0.1 - 5% NaCl was significantly

higher than that of AA alone (Fig. 1-2 (F)). Eight percent soy sauce contains about 1%

NaCl and this level of NaCl is sufficient to have a suppressive effect on AA decrease.

However, the soy sauce had an accelerative effect, indicating that, in the decrease ofAA

certain constituents of soy sauce with the accelerative activity overcome the suppression

bysalt.

Kinetic evaluation for AA loss was examined to study effects of seasonings. As shown

in Fig. 1-3, natural log of residual AA concentration was not well correlated with time up

to 30 min when soy sauce or miso was added to AA solution, although a straight line was

given in reaction system of AA alone. The line for the first-order reaction to evaluate

effects of seasonings on AA loss was obtained in the reaction up to 10 min. Table 1-1

shows kinetic constants for AA loss in the presence of each seasoning. The kinetic

evaluation basically supported the results described above. In addition, it is suggested that

AA loss is accelerated and oxygen is rapidly consumed up to 10 min by addition of soy

sauce or miso to AA solution. Consequently it is likely that a reaction mechanism shifts

from aerobic to anaerobic reaction and the forward reactions proceed. The mechanism of

anaerobic degradation of AA has not been fully established (ll).

Table 1-1 also shows the effect of a mixture of seasonings on AA loss (system II).

When salt, soy sauce and broth powder as a mixture were added to the AA solution, the
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residual level of AA was significantly lower than with salt or broth powder alone, and the

mixture of seasonings accelerated AA loss. These results showed that soy sauce affected

AA decrease even in the presence of salt.

Factors affecting AA stability

Our next study focused on the stability of AA at different pHs or in the presence of iron

or oc-amino acids such as glutamate, because this might explain the effect of soy sauce,

miso and broth powder in accelerating the AA decrease. At first, the stability of AA was

examined at different pHs (Fig. 1-4). At pH 4, the residual AAwas approximately 60%

after 30 min heating. AA instability was accompanied by increasing pH, as indicated in

many studies. The stability ofAAwith 8% soy sauce was compared with that of AA in

solution at pH 5. The residual AAlevel with 8% soy sauce decreased after 5 - 10 min and

was significantly lower than that of AA in the absence of soy sauce at pH 5. No

significant difference was observed after 30 min heating. The time course of AA decrease

was different between AA alone and AAwith soy sauce, although the pH values were the

same. These results suggest that the decrease of AA levels by soy sauce was not only due

to the pH value.

We next examined the effect of the iron in soy sauce on AA stability under our

experimental conditions since previous studies have shown that Fe (III) reduced AA in

aqueous solution (17 - 19). In addition, it was reported that high concentration of soy

sauce (50 %) showed the accelerative effect on the decomposition of linoleic acid

hydroperoxide due to iron ions (20). Ferric chloride (FeCl3 ・ 6H2O) was used for the

experiment. The final concentration of iron in the reaction mixture was 1 μg/mL, which is

equivalent to that of 8% soy sauce. As shown in Table 1-2, the residual level of AA in the

presence of iron was significantly lower than that of AA alone as indicated in literature (4,

17 - 20). Although the residual AA level with soy sauce was significantly lower than that

with iron, the iron in soy sauce could be partially involved in the accelerated decrease of

AA.

As the next experiment, sodium glutamate was added to AA solution. According to

standard tables of food composition in Japan, 8% soy sauce contains approximately 0.1%

glutamate. When sodium glutamate (0.01 - 1%) was added to AA solution, the pH value

was 5.1 - 5.4. Accordingly, the pH of the AAsolution as a control was adjusted to pH 5 in

this experiment. As shown in Fig. 1-5, residual AA levels with sodium glutamate

decreased significantly up to 10 min and the decrease pattern was similar to that of soy

sauce, suggesting that AA degradation is affected by the presence of amino acids.

However, in contrast to the effect of soy sauce on AA loss, decrease of AA did not depend
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on the concentration of sodium glutamate. As a next experiment, glycine, alanine or

sodium aspartate was added toAAsolution (pH 5.0) and heated for 10 min. As shown in

Tableト3, the residual level ofAAin the presence of each ammo acid was lower than of

AA alone. However, the decrease of AA did not depend on concentrations of amino acids

examined as well as sodium glutamate, and no significant difference among amino acid

groups was observed. The levels of DHAAwere about 5 - 10% of the initial amount of

AA regardless of concentrations of amino acids. On the other hand, it has been reported

that AA reacts with amino acids or proteins to form brown pigments (21-23). These

findings and our results indicate that ammo acids in seasonings were involved in the

acceleration of AA decrease.

In relation to the stabilizing effect of NaCl on AA decrease, KCl, CaCl2 or MgCl2 was

added to AA solution and heated for 30 mm to determine whether these salts had the

same effect as NaCl on the stability of AA (Table 1-4). The residual level of AA without

salt was 64.9%, while that with salt was significantly higher, about 80%. No significant

difference was observed among the different salt groups. The suppressive mechanism of

salt is not clear, but an ion protective effect associated with the ionic strength of the

solutions may be related to AA stability.

Most seasonings, such as soy sauce and miso, are rich in umami and contain high

amounts of ammo acids and peptides, providing abundant precursors for the Maillard

reaction. The Maillard reaction products formed in soy sauce have antioxidative activity

and could retard oxidative rancidity (24, 25). Concerning effects of amino acids on the

stability of linoleic acid hydroperoxide in the water phase, most amino acids stabilized

hydroperoxides, except for cysteine (26). Conversely, the present study has indicated that,

in addition to iron, ammo acids in soy sauce, miso and broth powder involved in the

acceleration of AA decrease, overcoming any protection conferred by salt. Since soy

sauce or miso consists of a number of components, it is assumed that not a single factor

but two or more factors are involved in AA degradation. At the present time, it is unclear

how or what extent individual components in seasoning participate in AA degradation.

Although the mechanism for the acceleration of AA decrease by amino acids in

seasonings under the heating condition at 100 C has not been clarified, the presence of

ammo acids should be taken into account when considering the levels of AA in soups.
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Fig. I-1 (a) Thennolability of ascorbic acid in aqueous solution.

AA solutions (25 - 400 μg/mL) were heated in a water bath at 100 ℃. After heating for 5,

10 and 30 min, reactions were terminated, and AA and DHAA were analyzed by HPLC as

described in "Materials and Methods". The pH values of 25, 50, 100, 200 and 400 μg/mL

solutions were 4.2, 4.1, 3.9, 3.7 and 3.5, respectively. The amount of AA at the initial

point was taken as 100 % and DHAAwas not detected at that time. Values are mean ±SD

(n=4).

Fig. 1-1 (b) Relationship between heating time and natural logarIthm of

remainmg ratio of AA.
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Fig. 1-2 Stability of ascorbic acid in the presence of seasoning.

AA solution (100 μg/mL) was heated in the presence of seasoning. The final concentration of each

seasoning in the reaction mixture is indicated in the appropriate figure. Data points represent mean,

n = 3 (sake, mirin, and broth powder) or n = 4 (soy sauce, miso, and salt).

(A) sake, (B) mirin (sweet sake), (C) soy sauce, (D) miso, (E) broth powder,のsalt
*: pく0.05 (vs. none)
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Fig. 1-3 Relationship between heating time and natural logarithm of residual AA

concentration in the presence of soy sauce.
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Thble 1-1 Kinetic constants forAA loss in the presence of seasoning(s)

K inetic constant R 2

(x 10,-2/m in)

S ystem I 1)

C ontro1 (A A 100 μg /m L ) 1.20 0 .9 1

S ake (5 % ) 1.11 0 .87

M irin (5 % ) 1.29 0 .93

S oy sauce (8 % ) 5.65 ′ 0 .92

M iso (10 % ) 4.52 0 .83

B roth pow der (0.5 % ) 1.40 0 .96

S alt (1 % ) 0.46 0 .93

S ystem II2)

C ontrol (A A 50 μg/m L ) 0.94 0 .99

S oy sauce (4 % ) 4.33 0.99

B roth pow der (0.25 % ) 1.48 0 .89

S alt (0 .5 % ) 0.42 0.89

M ixture ) 3 .34 0 .9 5

)Kinetic constants were calculated from results (Fig. 2) obtained in 10

mm heating.

)AA (50 μg/mL) was heated for 10 min with or without seasoning(s).

1 soy sauce (4 %), broth powder (0.25 %), and salt (0.5 %)
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Fig. 1-4 Stability of AA in buffer systems at pH 4, 5 or 6 and in 8% soy sauce.

AA solution (100 μg/mL) was heated at different pH to compare with AA stability in 8% soy

sauce. The pH of AA in the presence of soy sauce (8%) was 5. uIe amount of AA atthe initial

point was taken as 100 % and DHAA was not detected at that time. Values are mean ±SD (n

= 5). Different letters indicate significant differences among means at each time point (p.

0.05).
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Table 1-2 Effect of iron on the stability of ascorbic acid

R eaction m ixture R esidual rate (% )

A A D H A A

A A 89.6 ± 4.5 0 a

A A + Fe a ilV U l μg/m L ) 5 1.9 ± 3.1 27 .9 ± 0.9

A A + soy sauce (8% ) 31.8 ± 14.3 7.4 ± 4.2 l

AA (50 μg/mL) was heated for 10 min with Fe (III) or soy sauce. The final

concentration is indicated in parentheses. Results are expressed as the residual

rate ofAAor DHAA(mean ± SD, n = 5). The amount ofAA at the initial point

was taken as 100% and DHAA was not detected. Different superscript letters

indicate significant differences among means in AA or DHAA (p < 0.05).

)Ferric chloride(FeCl3・6H2O)
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Fig. 1-5 Effect of sodium glutamate on the stability of AA.

AA solution (100 μg/mL, pH 5.0) was heated with sodium glutamate.

The concentrations of sodium glutamate added are indicated in the figure.

Values aremean,n = 3 (5 and 10 min) Om = 5 (30min).

C: p<0.05 (vs. none)
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Table 1-3 Effects of amino acids on the stability of ascorbic acid

R e actio n m ix tu re R esid u a l rate

A A D H A A

A A 6 6 .3 ± 5 .2 一 7 .3 ± 1.3

A A + G ly sin e (1 m M ) 4 2 .2 ± 9 .8 ' 1 0 .4 ± 2 .9

(10 m M ) 4 6 .2 ± 9 .8 a,b 8 .4 ± 2 .7

(5 0 m M ) 4 7 .3 ± 12 .3 a,b 8 .3 ± 4 .1

A A 6 6 .3 ± 5 .2 ; 7 .3 ± 1.3

A A + A lan in e (1 m M ) 4 7 .5 ± 7 .8 6 .6 ± 1.0

(1 0 m M ) 3 8 .5 ± 5 .7 5 .0 ± 0 .8

(5 0 ra M 4 2 .5 ± 5 .6 5 .6 ± 1.7

A A 6 6 .3 ± 5 .2 7 .3 ± 1.3

A A + A sp N a ^ l m M ) 5 1 .0 ± 6 .5 7 .7 ± 0 .6

(1 0 m M ) 4 6 .3 ± 9 .2 6 .0 ± 2 .3

(5 0 m M ) 7 1 .5 ± 1 7 .3 4 .7 ± 1.0

A A 6 6 .3 ± 5 .2 ; 7 .3 ± 1.3

A A + G lu N a 2)(l m M ) 3 6 .3 ± 4 .2 ' 6 .7 ± 1.1

(1 0 m M ) 4 3 .4 ± 17 .9 ・ 5 .3 ± 1 .8

(5 0 m M 5 5 .3 ± 5 .0 a,b 5 .4 ± 1 .1

AA (100 μg/mL, pH 5.0) was heated with each amino acid for 10 min. The

final concentration of ammo acid in reaction mixture is indicated in

parentheses. Results are expressed as the residual rate ofAAor DHAA

mean ± SD, n = 3). The amount ofAAat the initial point was taken as

100% and DHAA was not detected. Different superscript letters indicate

significant differences in each amino acid group (p < 0.05). 1) Sodiun

aspartate, )Sodium glutamate

Table 1-4 Effect of vanous salts on the stability of ascorbic acid

R eaction m ixture R esidual rate (% )

A scorbic acid (A A ) 64 .9 ± 1.6

A A + N aC 82.3 ± 5.5

A A + K C 1 79.2 ± 3.9

A A + C aC L 79.5 ± 4.7

A A + M gC l, 76.3 ± 6.6

AA (50 μg/mL) was heated for 30 min in the presence or absence of each salt.

The final concentration of salt was 1%. Results are expressed as the residual

rate of AA(mean ± SD, n = 4). The amount of AAat the initial point was

taken as 100%.

*, pく0.05 (vs.AA)
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第2章

調理過程におけるジャガイモのビタミンCの量的変動
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調理過程におけるジャガイモのビタミンCの量的変動

一家庭科教科書におけるジャガイモの調理特性に関する記載内容の検討とモデル実験によるビタミンC量の再評価-

Changes in vitamin C content of potato during cooking processes

- Description concerning cooking properties of potato in textbooks of home economics,

and re-evaluation of content of vitamin C using a cooking model system一

岸田恵津*新田文**田中麻衣子***

Etsu KISHIDA Aya NITTA Maiko TANAKA

ジャガイモはいも類の中でビタミンC (VC)含量が比較的多く、一度に摂取する量も多いことからVCのよい供給源と

・されており、またジャガイモのVCは加熱に対して安定であるとされている。しかしこれまでの研究では、 VCが特異性の

低い方法で定量されているため、 VCの量的変動については不明な点も存在する。そこで本研究では、まず家庭科教科書

におけるジャガイモの成分及び調理特性に関する記載内容を検討した。平成10年改訂の指導要領に準拠した小学校の教科

書には、 VCの記載がなくなり、エネルギー源になることのみが扱われていたO中学・高等学校では炭水化物に加えてVC

と食物繊維が扱われていたが、 VCの性質と調理損失に関する記載内容が理解しにくいという問題点も見られた。

続いて調理過程におけるジャガイモのVC量の変化をモデル実験で調べた。本研究では、アスコルビン酸(AA)とデヒ

ドロアスコルビン酸(DHAA)を特異的に分別定量できるポストカラムHPLC (high performance liquid chromatography)

により評価した。なおAAとDHAAを合わせてVCとした。冷却貯蔵の影響を調べるために、ジャガイモを1個体のまま5℃

で保存すると、 1週間後まではもとのAAレベルが維持されていたが、その後徐々に減少し、 8週間後の残存率は約40%で

あったo 「煮る」 「焼く」 「電子レンジ加熱」で加熱した後のAAの残存率を比較すると、 「煮る」では70% (10分)、 50% (20

分)であったのに対し、 「焼く」では95% (160℃,10分)、 「電子レンジ加熱」では(20秒)と高いレベルに維持されて

いた。 「煮る」場合の調味料がVCに及ぼす影響を調べたところ、ジャガイモ中のAA量に対しては調味料の有無の間に有意

差がなかったが、煮汁中のAAは、醤油を添加すると有意に減少した。今回得られた結果は、 AAの絶対量としてはこれま

で報告されている値よりも低かったが、加熱方法によるVCへの影響を相対的に残存率として比較すると、これまでの結

果をほぼ支持するものであった。なお調味料がVCに及ぼす影響については、さらに検討する必要がある。

以上より、調理方法によりVCの残存率が異なることが認められ、また方法によっては期待するほどのVCが摂取できな

い可能性が示されたので、教師はこれらのことも理解して指導することが望まれる。

キーワード:ビタミンC、アスコルビン酸、ジャガイモ、調理、家庭科

Keywords : vitamin C , ascorbic acid, potato, cooking, home economics

1.緒言

ジャガイモはいも類の中ではビタミンC (VC含量

が比較的多く、一度に食する量も多いことからVCの供

給源になりうる。平成10年度に使用されていた小・中・

高等学校の家庭科教科書には、いも類の成分特性として、

炭水化物(でんぷん)を含むことに加えてVCを含み、

ジャガイモはVCのよい供給源になることが記載されて

いた。

慣用名がVCであるL-アスコルビン酸(AA)は、抗酸

化性を有している。そしてAAが酸化されたデヒドロア

スコルビン酸(DHAA)もAAとVC効力が同等とされて

おり、両者を合わせてVCと定義されている(なお本論

文でも特に記載しない限り、 AAとDHAAを合わせてVC

とする)。 AAは多岐に渡る生理作用を持ち、健康維持に

は不可欠であるが、ヒトはAAを体内で合成することが

できないので食品からAAを摂取している。しかしAAは

熱の影響を受けやすく、酸化されやすい1ト3)。一方、平

成元年の指導要領に準拠した高等学校の家庭科教科書5

杜7冊中4冊に、いも類のVCは加熱調理でも比較的強い、

または減少が少ないという記載があり、これに対して、

VCの一般的な性質との違いがわかりにくいこというこ

とが教員養成系の大学生から指摘された。

野菜類はVCの供給源として重要であり4)、通常何らか

の調理操作を経て摂取するので、調理に伴う野菜類の

VC量の変化に関する報告は、 1980年頃から、わが国七

も多くの研究者によりなされている5ト12)しかし、そ

れらの多くは特異性が低いと指摘されている方法でVC

が定量されており、必ずしも真の値を表しているとは限

*兵庫教育大学第5部(生活・健康系教育講座) **兵庫教育大学学校教育学部平成10年度卒業生平成14年10月21日受理

***兵庫教育大学学校教育学部平成11年度卒業生
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らない。また最近、 DHAAのVCとしての効力は果たして

AAと同等であろうかという論文も出され、 AAとDHAA

を分別定量する必要性も指摘されている13)

そこで本研究ではまず、大学生レベルでも理解しにく

い点に着目して、ジャガイモを含むいも類の成分特性と

詞理性に焦点を当てて、家庭科教科書の記載の現状を調

べ、問題点を探った。その結果、 VCに関する内容が理

解しにくい記載内容と関わっていることが示唆されたの

で、この点を検討するために、ジャガイモの調理過程で

のVCの量的変動を、多数の試料が分析可能なモデル実

験で調べた。なおジャガイモのVC含量については、大

羽らにより、加熱調理や貯蔵に伴う変化が詳細に報告さ

れているが9) -11)、今回はAAとDHAAを特異的に分別定

量できる方法を用いて再評価した。さらに日常の調理を

想定し、調味料存在下でのVCの安定性に関する実験を

新たに加えた。

2.方法

2- 1家庭科教科書の記載内容の整理

小学校と中学校については、平成10年度改訂の学習指

導要領14). 15)に準拠し、 13年に検定済みの教科書の各2

社2冊を分析対象とした。高等学校については、平成11

年学習指導要領16)に準拠した教科書を対象にしようとし

たが、見本用しか入手することができなかったので2社

4冊の見本用を対象とした。教科書の中から、ジャガイ

モの調理性や成分、またVCの生理作用に関する用語や

説明文の記載を表1の分類項目にしたがって整理した。

2-2.ジャガイモの調理過程におけるVCの変化を調

べるためのモデル実験

2-2-1.試料

ジャガイモは加東郡社町内のスーパーマーケットで購入

した北海道産のメークインを使用した。 L-アスコルビ

ン酸(AA)は和光純薬株式会社製、デヒドロアスコル

ビン酸(DHAA)はAldrich社製を用いた。

2-2-2.冷却貯蔵

ジャガイモを1個体のまま8-10個ずつポリエチレン

製の透明の袋に入れ、 5℃で貯蔵した。購入した目を貯

蔵開始日とし、経目的にジャガイモを3-5個取り出し、

後述2-2-4の方法で分析試料を調製した。

りり-3.調理モデけ

使用するジャガイモ及び器具は、水道水で洗浄後、蒸

留水でリンスして水気をペーパータオルで拭き取とっ

た。ジャガイモは、皮をむかずに、直径1.2cmのコルク

ボーラーでくり抜いて1.0cmの厚さに切断した。切断面

のAAの酸化を防止するために、切断したジャガイモを

直ちに5%メタリン酸溶液に浸した。そしてジャガイモ

を取り出し、ペーパータオルで水気を拭き取ってモデル

実験の試料に用いた。なお実験は、同じ設定条件で3回

以上行い、結果を総合して分析した。

(1)水浸漬モデル

100ml容ビーカーに脱イオン蒸留水(以後、 「蒸留水」

とする)を50ml入れ、その中に試料5切片を浸漬させた。

浸漬時間を15、 30、 60分とし、ふたをしないで室温

(22℃)で放置した。ビーカーは浸漬時間ごとに分けた。

なお蒸留水のpHは6.2であった。

(2) 「煮る」モデル

200ml容ビーカーに蒸留水または調味液40mlとジャガ

イモ試料5切片(約20g)を入れ、時計皿で蓋をして加

熱した。加熱開始から沸騰までは中火(ビーカーの周り

から炎が出ない程度)で、その後、火を弱めたが沸騰状

態を維持させた。なお開始時の水温は22℃、沸騰までに

要する時間は、 7-8分であった。調味液の組成は、文

献を参考にして17)、薄口醤油(ヒガシマル製) 8%、砂

糖(台糖製) 5%とした。

(3) 「焼く」モデル

ジャガイモ5切片をアルミホイル(30cm×30cm)に

重ならないように並べ、ホイルを折りたたんでジャガイ

モを包み、ガスオーブン(RinnaiRCK-7ESLPガス用)

で160℃、 10分間加熱した。

(4) 「電子レンジ加熱」モデル

ジャガイモ5切片をポリ塩化ビニリデンのラップフィ

ルム(旭化成製) (20cm×30cm)の上に重ならないよう

に並べ、フィルムを折りたたんでジャガイモを包み、電

子レンジ(シャープ株式会社Hi-Cooker, RE-130, 1989年

輿,定格高周波出力500W)で加熱した。加熱時間は10、

20、 40秒としたが、硬さの点で20秒が最適であった。

2-2-4.ジャガイモからのVCの抽出と定量

生ジャガイモの場合は、 4-5個のジャガイモから上

記方法で試料を作成し、その中からランダムに5切片

(約20g)を選んだ。切片を5%メタリン酸の入った乳鉢

へプラスチック製のおろし器を用いて約10gすりおろ

し、すりおろしたものを水冷しながら15分間放置した。

放置中に、光や大気の接触を防ぐために、ラップフィル

ムで、さらにその上からアルミホイルで乳鉢を覆った。

15分間放置後、試料をメスシリンダーに移し、 5%メタ

リン酸溶液を加えて全量を50mlにした。そしてメスシリ

ンダーを上下に5回振った後、懸濁液の一部を分取し、

13000 rpmで10分間遠心分離した。その上清液をポアサ

イズ0.45μmのフィルターで漉過し、 HPLC分析用試料

とした。なお、試料を水冷しながら操作を行った。抽出

した試料を褐色瓶に入れ、調製当日に分析する場合は、

HPLC分析まで氷冷し、後目分析する場合は、分析直前

まで-85℃で保存した。

加熱したジャガイモの場合は、おろし器ですりおろす

とVCの抽出量が少ないことが予備実験から確認された
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ので、以下の方法で抽出操作を行った。ジャガイモ5切

片(約20g)を選び、 1切片を2-4つに包丁で切った。

そのうち約10gを部位差がでないように考慮して取り出

して乳鉢に入れ、 5%メタリン酸溶液に海砂を加えた中

でジャガイモを押しつぶした。乳鉢中で15分間放置後、

5%メタリン酸溶液を加えて全量を100mlにした。その懸

濁液を85000rpmで10分間遠心分離し、上清液をポアサ

イズ0.45μmのクロマトディスクで洩過して分析試料と
した

上記の方法で調製した試料を、安居・林によるポスト

カラムHPLC法18)に準じてVC定量を行った。 HPLCシス

テム及びカラム(Shim-pack SCR-101N)は島津製作所梨

を用いた。移動相は1mM EDTA/10mMシュウ酸(pH

3iを用い、流速は1.0ml/min、またポストカラム反応

液は、 50mM水素化ホウ素ナトリウムAOOmM水酸化ナ

トリウムを用い、流速0.5ml/minで流した。検出は

300nmで行った。定量の標準物質となるDHAAは、市販

品は純度が低く、一定ではないので純度を調べた後に定

量に用いた19)。なおAAとDIIAAを合計して総VCとした。

3.結果及び考察

3-1.家庭科教科書におけるジャガイモ及びVCの生

理作用に関する記載

記載内容を項目に従って分類した結果を表1に示し

た。小・中・高等学校を適して学習する内容は、炭水化

物を含み、エネルギー源になることである。平成元年の

指導要領準拠の教科書では、ジャガイモの成分として

小・中・高等学校のすべての段階の教科書に炭水化物

(でんぷん)、 VCを含むことが記されていた。しかし今

回調べた教科書のうち、小学校ではビタミンに関する内

容がなくなり、また小・中学校では「でんぷん」という

名称も使われていなかった。 10年度の指導要領の改訂に

より、小学校では栄養素の柵かな働きを接わないことに

なり、また調理実習項目からジャガイモの調理が必須で

はなくなったためであろう。

中学校では、 6つの基礎食品群を学習するところでい

も頬の成分的特徴が扱われている。この食品群では、い

も類は5群(穀類・いも類・砂糖)に含まれ、 「おもな

成分は炭水化物である」とされているが、 「いも類は、

VCや食物繊維も含んでいる」と記されており、いも類

の特徴としてVCも含んでいることが扱われている。

高等学校では家庭一般等が、習得単位数の違いにより、

家庭総合と家庭基礎に変わったが、いずれの科目でもジ

ャガイモ及びVCに関する記載内容に違いが見られなか

寮1.家庭科教科書におけるジャガイモ及びビタミンCの生理作用に関する記載

紀載項 目 小学校 中学校 商等学校

A B A B C D

ジャガイモについて

ビタミンC ビタミンC ○ ○ ○ ○

貯蔵 癖失は少ない

加熱網理 損失は少ない

ビタミンC

以外の成分

炭水化物 ○ ○ ○ ○ ○

エネルギー源 ○ ○ ○ ○

水分が多い ○ ○

農期保存不可

○

○

貯蔵 しやすい ○

カ リウム

食物繊維 ○ ○ ○ ○

ソラニン ○

体に審になる成分 ○ ○

その他 一年中手に入 りやすい ○

塀理 しやすい ○

選ぷ観点 ○

変色を防 ぐ方法 ○ ○

収穫 しやす い ○

ビタミンC の生理作用

血管をじようぷ

にする,傷の回復

をよ くする

傷の回復 を早め

るのに役立つ

酸化遺元作用, 細

胞間の結合,組織

の強度維持

細胞間の結合組織

を強 くする,細胞

内の呼吸作用

○印は記載があることを示す. A Dは出版社
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ったので、表1には家庭総合の記載内容を示した。 C・

Dの共通した記述は、いも類はエネルギー源になること

に加えて、 VCを含む、水分が多い、食物繊維に富むと

いうことである。改訂前の教科書6社7冊のうち4冊で

は、ジャガイモに含まれるVCは、貯蔵及び加熱調理に

おいて損失が少ないという内容が記載されていたが、 D

には今回も記載されていた。これは調理経験の乏しい生

徒にとって、解釈がむずかしい内容であると考えられる。

高等学校では、食品群別摂取量のめやすを4群分類で学

習する。この食品群では、いも類は、野菜・くだものと

ともに3群に入り、 3群の栄養的特徴は、ビタミン・無

機質などを含み、生理機能を調節する、とされている。

このことからも、いも頬のVCの性質を取り上げて学ぶ

のかも知れない。さらに生徒の理解が困難であることが

予想されるのは、 「水分を多く含むため長期保存は不可

である」と同時に「貯蔵しやすい」という貯蔵・保存に

関する記述である。この記述は、以前の教科書7冊中4

冊に見られたが、改訂後もD社では残っていた。このよ

うにVCの性質と調理損失に関わる内容が指導する上で

問題になる可能性が示唆された。

VCの生理作用については、同じ校種内での教科書間

の差はほとんど見られなかった。マスメディアからの情

報により、肌を白くする、しみ・そばかすを防ぐなどが

VCの働きであるかのように一般に認識されているので、

教師には、科学的な根拠に基づいた情報をわかりやすく

説明することが求められる。

小・中・高等学校を適して記載されているのは、いも

頬は炭水化物を含むこと、中・高等学校ではVC及び食

物繊維を含むことである。小学校ではジャガイモはエネ

ルギー源になることや購入の仕方を中心に学び、中学校

ではいも類に関する記載は少ないが、いも類にはVCも

含まれ、またVCの栄養素としての働きを学ぶ。そして

高等学校では、 VCに対する貯蔵や加熱調理の影響へと

及んでいる。このように繰り返して学習する内容を含ん

でいるが、指導内容は段階に応じて異なり、授業の深ま

りに差があると思われる。指導内容に深まりを持たせ、

児童・生徒に食物への興味・関心を持たせるためには、

教師は記述内容の科学的裏付けを理解する必要があり、

また研究者は正しい情報を提供しなければならないと考

える。

3-2.調理過程におけるジャガイモのVCの変化

3-2-1.冷却貯蔵

ジャガイモは室温で保存される場合が多いが、購入後

約1か月を経過すると発芽し、外観が悪化してゆく。し

かし冷蔵庫で保存すると3-4か月間、外観が変わらな

いため常備薬として便利であるが、成分変化については

外観ではわからない。そこで冷却貯蔵におけるVC量の

変化を調べた。庫内温度が5℃の冷蔵庫にジャガイモを

入れて8週間保存し、経口的に試料を取り出してAAと

DHAAを定量した。この実験は異なる時期に2回行った

ため、購入直後のジャガイモ100g当たりののAAと

DHAA量にやや差が見られた(1回目AA 18.7± 3.8mg、

DHAA 0.3± 0.3mg、 2回目AA 16.1± 2.7mg、 DHAA

1.2± 0.9mg)。そこで購入直後の総VC量を100%とした残

存率を算出して結果を表した(図1)。

1週間後、 AAはほとんど変化がなかったが、 2週間後

から徐々に減少し、 3週間後には開始時よりも有意に減

少して、残存率は76%になった0 5週間後にはさらに減

少し、 8週間後には残存率は42%であった。 DHAAは微

量の増加と減少をたどるが、ほとんど蓄積されることな

く、総VCはAA量を反映していた。

他の品種のジャガイモの冷却貯蔵(4℃)に伴うVC

量の変化については、大羽らによって調べられており

9)-11)、貯蔵2-3日後にAAがやや増加し、 5日後あた

りから減少傾向になることが示されている。この増加す

る現象については、低温ストレスによりAAの著しい消

費が起こり、それを補うためのAA合成酵素活性が上昇

し、オーバーシフト的にAA量が増加すると推察されて

いる。我々は1週間より短い期間の検討を行っていない

が、それ以後の傾向は同様であった。以上より、冷蔵庫

でジャガイモを保存すると外観はほとんど変化がなく8

週目でも十分食べることができるが、 VC量を考慮する

と冷蔵庫での保存は2週間以内が望ましいと考えられ

る。また発芽とVC含量には関係がない。なお15℃に貯

蔵した方が、 4℃に貯蔵した場合よりもVC量の減少が

小さいことが確認されている10) 11)

Fig.1 Changes in vitamin C content of potato during

storage at 5℃

The amount of total VC (AA + DHAA) at the initial

point was taken as 100%.

Results are expressed as the mean ±SD (n=6).

**, p<0.01 (vs. AAattime0)
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3-2-3.水浸溝の影響

一般に、ジャガイモの皮を剥いた後に、ジャガイモを

水に浸ける。そこでVC量に及ぼす水浸清の影響を調べ

た.,本実験で用いたジャガイモのAAとDHAA量は、ジャ

ガイモIOOg当たりAA 10.8 ± 0.5mg、 DHAA 1.8 ± 0.5mg

であった。図2には、浸漬前のVC量を100%とした残存

率で結果を示した。 60分後の総VCは、浸漬前のVCより

も有意に減少したが、その他の時間、及びAA- DHAA量

では有意な変化は認められなかったO

3-2-4.加熱方法の遠い

加熱方法として「煮る」 「焼く」 「電子レンジ加熱」を

取り上げ、加熱方法の違いがVC量に及ぼす影響を、多

数の試料が分析可能なモデル系で検討した。モデル系で

の試料の大きさは、日常の調理で調製されるものよりも

小さめであるが、本研究では、まず加熱方法によって

VC量の変化が異なるか否かを調べることを目的として

いるので、ここでは大きさについては考慮しなかった。

食べることができる硬さになるまでの加熱時間は、加熱

方法によって異なっており、 「煮る」においては、 10分

ではやや硬く、 20分ではかなり軟らかいという状態であ

った。 「焼く」では、 10分後に十分に軟らかく、適当な

硬さになっていた。 「電子レンジ加熱」では、 10、 20、

40秒と加熱したところ、 20秒が適当な硬さであった。

「電子レンジ加熱」では、ラップフィルムで試料を覆っ

たにもかかわらず、他の加熱方法に比べて重量変化が著

しく、 20秒後では92.9%、 40秒後では76.7%に減少してい

た。表2には、食べるのに適当な硬さに加熱した場合の

VC量について得られた結果を示した。なお本実験で用

いたジャガイモのAAは、ジャガイモ100g当たり10-12

mg、 DHAAは検出されず、加熱後もAALか検出されな

かった。結果は、生イモ中のAA量を100%とした残存率

で表した。

「焼く」 「電子レンジ加熱」では加熱後もAAの残存率

は95-97%であり、有意な減少は認められなかった。ま

た「焼く」については1個体のままアルミホイルに包ん

で200℃で30分加熱した場合についてもAAの残存率を調

べたところ、 93.3±6,6%とほとんど減少しなかった。こ

れに対,し、水を媒体とする「煮る」では10分、 20分後と

もにAAは有意に減少した。

3-2-5. 「煮る」における調味料及びジャガイモの

形態の影響

ジャガイモは和風煮物として用いられることが多いの

で、醤油と砂糖を含む調味液中で煮る場合を想定した実

験を行い、調味料添加がVCに及ぼす影響を調べた(図3)。

調味料無添加群では、先の衰2で示したように、イモ

中のAAは10分後に残存率が約70%と有意に減少し、さら

に10分後から20分後にも有意に減少した(図3-A),

煮汁中には、 AAがもとの約18% (10分後)、 28% 20分後)

存在し、煮汁とイモ中のAAを合わせると20分後でも生

イモ中AAの約85%が残存していた。調味料が存在すると、

10分後のイモ中AA残存率は58.5%で、調味料無添加群よ

りも有意古手低くなっていた。,しかし20分後のイモ中AA

残存率は10分後と同程度であった。 -I-・方、煮汁中のAA

は、調味料が存在すると残存率が低くなる傾向が見られ

たが、有意な差ではなかった。これらの結果から、醤油

と砂糖とともにジャガイモを加熱すると、 AAの減少が

促進される傾向が示された。

次にAAの減少を促進するのは、醤油と砂糖のいずれ

かが、または両方であるのかについて検討したOなお加

熱時間は15分とし、この条件では、イモは適当な硬さと

形状を保っていた。図3-Bに示したように、調味料の

有無にかかわらず、加熱15分後にはイモ中AAの残存率

Fig.2 Changes in vitamin C content of potato during

soaking in distilled water at 25℃

The amount of total VC (AA + DHAA) at the initial

point was taken as 100%.

Results are expressed as the mean ±SD (n=3).

**, p<0.05 (vs. Total VC at time 0)

Table 2. Effects of heating method on vitamin C

content of potato

M ethod Tim e R esidualA A in potato

(% )

R aw 100

B oiling 10 m in 70.2 ±5.9 **

20 m in 57.8 ± 1.8 **

B aking 1) 10 m in 95.0 ± 8.8

M icrow ave 20 sec 96.7 ± 5l8

The amount of AA in raw potatoes was taken as 100 %.

DIlAA was not detected in raw potatoes used m the present

study. Results are expressed as the mean ± SD (n-4).

1) 160℃, **, p<0.01 (vs. raw)
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は50-54と生イモよりも有意に低くなっていたが、グ

ループ間での有意差は認められなかった。 一方、煮汁中

のAAについては、砂糖添加群と調味料無添加群での残

存率は生イモの約40%であり、イモ中AAと合わせると約

90%になり、高い残存率であった。なお調味料無添加群

と砂糖添加群での有意差はなかった。これに対して、醤

油添加群と醤油と砂糖添加群では残存傾向が似ており、

煮汁中AAの残存率は、いずれも生イモの約17%であり、

これは調味料無添加群、砂糖添加群よりも有意に低いと

いう結果であった。以上より、和風煮物では砂糖と醤油

で調味することが多いが、イモから煮汁に溶出したAA

は醤油が存在すると不安定になり、 AAが減少すること

が明らかになった。醤油がAAに及ぼす作用機構につい

ては検討中である,

これまでの結果から、水の存在下でジャガイモを加熱

するとVCが溶出するが、 「焼く」や「電子レンジ加熱」

のようにイモから水への溶出を防ぐことができればVC

は安定であり、残存することが示唆された。そこで最後

に、 「煮る」場合のVCの損失を防ぐための方法を提案す

るための実験を行った。すなわち、皮を除かずに1個体

のままと1/2に切ったもの(この場合切断面には皮がな

い)を蒸留水中で加熱した。 1個体のままのものは、

500ml容ビーカーに蒸留水250 mlとジャガイモ(lOOg前

後) 1個を入れて、 30分間加熱した。 2分の1に切断し

たものは、 300ml容ビーカーに蒸留水200mlと切断した

ジャガイモ(40前後) 1個を入れて、20分間加熱し

た。どちらもアルミホイルで蓋をしたC 3検体以上の

VCを定量した結果、 1個体のままでは生に対してAAは

98.5±2.7%、 2分の1に切断したものでは、 95.6±

5.3%残存していた。以上の結果から、表皮部を除去せ

ず、また切断面を小さくすることによりVCの流出を防

ぐことができると考えられる。

本研究では、ジャガイモの調理過程でのVCの変化を

AAとDHAAに分別し、特異的に定量して再評価を行った。

本研究で用いたジャガイモのVC量は、これまでに報告

されている結果9)-11)よりも、絶対量としては低値であ

ったが、相対的に評価した残存率については概ね支持す

るものであった。調味料のVCへの影響を検討した報告

はなく、今回、醤油を添加すると、ジャガイモのVCに

も影響を及ぼすことが示されたので、詳細について今後

さらに検討する必要がある。一方、五訂食品成分表に示

Fig.3 Changes in vitamin C content of potato during heating in boiling water.

(A) Effect of heating time and soy sauce (8%) and suger (5%) on VC in potato and the soup. The amount of

total VC (AA + DHAA) of raw potatoes was taken as 100%. However DHAA was not detected in raw

potatoes used in the present study. Results are expressed as the mean ±SD (n=3). **, p<0.01 *, p<0.05

(B) Effect of soy sauce (8%) and suger (5%) on VC in potato and the soup. Potatoes were heated in boiling

water in the presence or absence of soy sauce or (and) sugar for 15min. a, p<0.01 (vs. none); b, p<0.01

vs.sugar)
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調理過程におけるジャガイモのビタミンCの量的変動

されているジャガイモのVC量はIOOg当たり35mgである

のに対し、我々が購入したジャガイモのVC量は相対的

に少なく、また購入時期によっても差があり、 10月から

12日に購入したものでは約10mg、 1月から2月では

6-8mg、 4月から6円では12-15mgであった。この

違いは、春イモと秋イモ.という収穫時期や収穫後の貯蔵

状態や期間によると考えられ、購入する時点ですでに

VC量に大きな差が生じている。さらに家庭での貯蔵方

法や期間、加熱により、摂取する時点でのVCは、成分

表に示されている値(蒸し15mg/100g、水煮21mg/

100g)とも差があることが予想される。したがって調理

方法によっては、期待するほどのVCが摂取できない可

能性が示唆される。

日本では、ジャガイモの煮物は家庭和風料理の定番の

一つに位置付けられており、ジャガイモは水を使い、さ

らに醤油中で加熱することが多い。焼いて供されるベー

クドポテトが多く食べられている欧米とは食べ方がやや

異なる。ジャガイモのVCは、調理方法によっては高い

割合で残存しており、安定であることが再確認できたが、

日本で一般に行われている調理方法では、ジャガイモの

VCは加熱に対して必ずしも安定ではないので、 VCの損

失は少ないと結論づけることはむずかしいと考える。
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第章

TNF誘導アポトーシスに対する抗酸化物質の効果と細胞内グルタチオン

レベルとの関連

1.序

アポトーシスに関する研究が進展し、単に組織傷害や炎症反応の結果とされ

てきた種々の病態にアポトーシスが関与することが明らかにされており、炎症

反応の中心的なサイトカインである腫癌壊死因子(TNF)は、アポトーシスを誘

導することが示されている。また種々の疾病への関与が指摘されている活性酸

素種は、直接細胞死を導く活性を持つが、その場合の細胞死の一部はアポトー

シスのプロセスをたどる。

我々は、 n-3系脂肪酸であるドコサ-キサエン酸(DHA)を培養細胞のリン脂質

膜に多く取り込ませることにより、 TNFで誘導されるアポトーシスが抑制され

ること、またこのような効果はアラキドン酸やェイコサペンタエン酸(EPA)では

見られず、 DHAに特異的な効果であること、さらにはDHAと抗酸化ビタミン

であるビタミンE(VE)を同時投与すると相加的に抑制効果が表れることを報告

してきた(M.Yanoetal. JNutr. 130, 1095-1101,2000)。これらの結果は、アポト

ーシスと関わりのある疾病を食物由来の成分により治癒・予防できる可能性を示

唆している。

一方、グルタチオンが細胞内酸化還元レベルの変動の重要な指標の一つと考

えられている。

そこで本研究では、生体内における抗酸化物質の新しい機能の探索として、

まずTNFで誘導されるアポトーシスに対する抗酸化物質の効果を調べ、そして

抗酸化物質によるアポトーシス抑制作用と細胞内グルタチオンレベルとの関連

について検討した。

2.方法

2-1.細胞培養

Human monocytic U937 cellsは、ヒューマンサイエンス研究資源バンク(大阪)

から得た。

2-2.アポトーシスの誘導と評価方法

細胞(2× 106 cells/ml)を1時間前培養した後、 TNF (0.5 or2ng/ml)とシクロヘキ
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シミド(CHI, 1μg/ml)を投与し、 3時間培養した。 TNF刺激後、核を-キスト試

薬で染色し、蛍光顕微鏡下で核の断片化を観察し、アポトーシスを評価した。

2-3.抗酸化物質の投与方法

N-アセチルシステイン(NAC)と2-メルカプトエタノール(2-ME)は、 PBSに溶

解してスットク溶液を調製した。細胞(2 x 10- cells/ml)を1時間前培養した後、

NACまたは2-MEを投与し、その直後にTNF刺激を行った。

VE、ブチルヒドロキシトルエン(BHT)、ブチルヒドロキシアニソール(BHA)

はエタノールに溶解したものをストック溶液とし、細胞培養液に投与する際の

最終エタノール濃度を0.25%とした。なお、このエタノール濃度は細胞培養に

影響を及ぼさないことは確認済みである。細胞(9 x 103 cells/ml)をvE、または

BHT、 BHAと24時間培養した。その後、細胞を洗い、 2x10-cells/mlに調整し、

抗酸化物質が存在しない状態で1時間前培養、そしてTNFで細胞を刺激したo

抗酸化物質によるアポトーシス抑制率は次式により算出した。

100 x {(A-B) - (C-D)}/ (A-B)

Aは、 TNFにより誘導されたアポトーシス細胞の割合(%)

Bは、 TNFの溶媒によって起こるアポトーシス細胞の割合(%)

Cは、抗酸化物質存在下でTNFにより誘導されたアポトーシス細胞の割合(%)

Dは、抗酸化物質の溶媒によって起こるアポトーシス細胞の割合(%)

2-4.細胞内総グルタチオンレベルの定量

細胞をトリクロロ酢酸(TCA)存在下で破砕してグルタチオンを抽出した。

DTNB-グルタチオンレダクターゼを用いたGriffthの方法により総グルタチオン

(GSH)を定量した。

2-5.細胞内GSHの除去

細胞(1 x l(f cells/ml)をL-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO, 0.5 - 50 μM)で24

時間処理することによりGSHレベルを低下させた。
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3.結果と考察

3-1. TNF誘導アポトーシスに対する各種抗酸化物質の影響

U937細胞を血清存在下でCHI (1μg/ml)とTNFで3時間刺激したときのアポ

トーシス細胞の割合は、 TNF0.5 ng/ml投与では20-30% 、 2 ng/ml投与では35-

45%であった。

方法2-3.に示した方法でU937細胞に抗酸化剤を添加し、 TNFで細胞を刺激

したO添加した抗酸化物質の濃度とアポトーシス抑制率の関係をFig. II-1に示

した。 BHTを24時間添加した場合の細胞増殖については、 50μM以下ではコ

ントロール(0.25%エタノール)と変わらなかったが(前日比1.25-1.4)、 100μM

になるとコントロールに対して約60%になった。またBHA添加群の細胞増殖

については、 50μM添加でコントロールの95-100%、 100μMでは80%であった。

このためBHTとBHAの添加濃度は50μM以下とした。他の抗酸化物質による

細胞増殖-の影響については、 Fig. II-1に示した範囲の濃度では問題なかった。

NACまたは2-ME、 VE、 BHTの添加により、 TNF誘導のアポトーシスが濃

度依存的に抑制されたが、その抑制率は40-60%に留まっていた。このことよ

り、 TNF誘導アポトーシス経路の一部に活性酸素種が関与していることが示唆

された。

3-2.抗酸化物質存在下でTNF刺激したときの細胞内GSHレベルの変動

NAC(5mM)または2-ME(5mM)を培地に添加し、添加直後にTNFで細胞を刺

激した。そして刺激45、 90、 180分後の細胞内GSHを定量した。抗酸化剤な

しTNFなし(vehicle)群のGSHレベルを100%として結果を% controlで表した

(Fig. II-2)。なお、本実験で用いたU937細胞106個あたりのGSH量は4.5nmol

であった。抗酸化物質を添加しない群(Fig. II-2 (A))では、 TNF投与により45、

90分後にGSHレベルがやや変動したが、 TNFなしの非刺激群と比べて有意な

変動ではなかったOしかし180分後には、 TNF0.5、 2ng/mlいずれの刺激条件で

もGSHレベルは非刺激群よりも有意に低下し、約74%であった。 NAC(Fig.II-2

(B))または2-ME(Fig. II-2 (C))を添加すると、 TNF非刺激時のGSH量は増加し、

無添加に比し、NAC添加TNF刺激90分後には約160%、2-ME添加では約250%

になった。この細胞をTNF刺激すると細胞内GSH量は減少したが、 NACまた

は2-ME添加群では、無添加群よりもGSH量が高いレベルに維持されていた。
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一方、 VE(0.5 mM)またはBHT(50 μM)を添加して24時間培養した細胞では、

GSH量の有意な増加が認められず、 TNF刺激によるGSHの有意な減少も見ら

れなかった。 VE、 BHTの溶媒として使用したエタノール(最終濃度0.25%)のみ

を添加した細胞でもTNF刺激時においてGSH量は減少しなかった。 GSHレベ

ルは、エタノール添加によりその変動が押さえられ、 TNF刺激の影響を受けな

くなったものと考えられる。
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Fig. II-1 Dose-dependent eflects of antioxidants on TNF-induced apoptosis

(A) (B) Cells (2 x 106 cells/ml) were prewarmed for 1 h and treated with TNF (0.5 or 2 ng/ml)

for 3 h in the presence of NAC (A) or 2-ME (B). (C) (D) Cells (9 x 105 cells/ml) were incubated

with VE (C), BHT or BHA (D) for 24 h. After the incubation, cells were washed, suspended in

culture medium (2 x 106 cells/ml) and prewarmed for 1 h. Apoptosis was induced with TNF (0.5

or 2 ng/ml) for3 h.

The percentage of inhibition rate was determined as described in the text. Values are mean ±

SD. Asterisks indicate significantly different from no antioxidant supplementation. * *, p < 0.01;

C,p<0.05
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Fig. D-2 GSH levels in cells treated with antioxidants in the course ofTNF stimulation

(A) (B) (C) Cells (4 x 106 cells/ml) were preincubated for 1 h. After the preincubation, cells were treated with

TNF (0.5 or 2 ng/ml) in the presence of5 mM NAC (B) or5 mM 2-ME (C), or in the absence of any

antioxidant (A).

(D)(E) (F) A stock of VE or BHT was prepared in ethanol and the final concentration of ethanol was 0.25 %.

Cells (9 x 105 cells/ml) were incubated with 0.25 % ethanol (D), 0.5 mM VE (E) or 50 μM BHT (F) for24 h.

After the incubation, cells were washed, suspended in culture medium (4 x 10U cells/ml), and preincubated for

1 h. Apoptosis was induced with TNF (0.5 or 2 ng/ml).

The GSH level of vehicle in the absence of antioxidant was taken as a control (100 %). Results are expressed

percentage of time-matched control and are means ± SD・

■, TNF 0.5 ng/ml; ○, TNF 2ng/ml; △, vehicle.

a, pく0.01 (vs. control); **,p < 0.01; *, p < 0.05.
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3-3. GSHレベルの上昇または低下とTNF誘導アポトーシスとの関連

NACまたは2-MEを添加すると、先に示したように、時間経過に伴って細胞

内GSHレベルが上昇した。このような細胞をTNF刺激すると細胞内GSH量は

減少したが、 NACまたは2-ME添加群では、無添加群よりもGSH量が高いレ

ベルに維持されていた。しかし、ここでは、予めGSHレベルを上げておかず

にTNF刺激を行った結果である。そこで、細胞内GSHレベルを上昇させてお

けばアポトーシスの抑制が可能か否かを確かめるために、 NACまたは2-MEを

添加して90分後、細胞内GSHレベルが上昇してからTNFで細胞を刺激した。

TableII-1には、アポトーシスの抑制率を示した。 2-ME(5mM)をTNF刺激の90

分前に添加群では、 TNF 2ng/mlを投与するとアポトーシスの抑制率は有意に上

昇した。しかし、 0.5ng/mlでも上昇する傾向にあったが、有意な上昇ではなか

った。一方、 NAC添加群では、予め添加してGSHレベルを上げておいても抑

制率に影響がなかった。

次に、 GSHレベルを下げたときのアポトーシス-の影響を調べた。 GSH合

成阻害剤であるBSOを培地に24時間添加することにより細胞内GSHレベル

を低下させ、その後TNFで3時間刺激したときのアポトーシス細胞の割合を

TableII-2に示した。 BSOを24時間添加した後のGSHレベルは表に示す通りで

ある。 GSHをコントロール(BSO未処理)レベルの75%にすると(BSO 1 μM

添加)、 TNF 0.5ng/mlで刺激したときのアポトーシス細胞の割合は、コントロー

ルが20.0%であったのに対し、 27.6%と有意に増加していた。しかしBSOの濃

度を上げて、 GSHレベルを約20%のレベルまで低下させても、アポトーシス細

胞の割合は増加しなかった。 TNF 2ng/ml刺激群でもGSHレベルを下げると、

ややアポトーシス細胞の割合が増加する傾向にあったが、有意な増加ではなか

った。したがって、 GSHレベルを低下させるとアポトーシス細胞が増加する傾

向にあるが、説明できる範囲が限られていることが示された。

これまでの結果をもとに、 GSHレベルとアポトーシス阻害率の関係を散布図

に表した(Fig. II-3)。抗酸化剤によるアポトーシスの抑制効果と細胞内GSHレ

ベルとは弱い相関(r = 0.65)にあるが、すべての抑制効果をGSHレベルの上昇

によっては説明できないことがわかった。
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Table n-1 Effect of incubation time with antioxidant on TNF-induced apoptods

A ntioxidant T N F (ng/m l) Incubation tim e (m in)

0 1) on 2)

Inhibition rate (% )

N A C 0.5 49.2±0.4 46.3±19.2

2 3.8±2.0 44.0 ±3.0

2-M E 0.5 52.4±10.8 59.3 ±7 .2

2 44.7±8.3 60.0±2.1

Cells (2 x 106 cells/ml) were preincubated for 1 h. )After the preincubation, NAC (5 mM) or 2-ME (5

mM) was added to the culture medium, and shortly thereafter cells were treated with TNF for 3 h.

)After the preincubation, cells were pretreated with NAC or 2-ME for 90 min followed by the

treatment with TNF for 3 h.

p <0.05 (vs. 0 min)

Tbble II- 2 Effect of GSH reduction on TNF-indnced apoptosis

B SO (μM ) G SH lev el X) T N F stim ulation (ng/m l)

0 0.5 2

(% control) % apoptotic cells (% control)

0 100 1.0±0.3 20.0 ±2.6 (100) 39.2 ±1.9 (100)

1 75.0 ±4.5 0 .9±0.5 27.6±2 .9 a(141) 40.1±0.7 (103)

5 5 1.9±3 .7 1.0±0.2 27.3±1.2 b (138) 44.8±6.1 (115)

25 19.9±2 .7 0 .4±0.3 27 .4±2.9 a(142) 44.3±2.0 (115)

Cells (1 x 106 cells/ml) were incubated with BSO for 24 h, and then treated with TNF for 3 h.

1) GSH level in cells after the BSO treatment

p < 0.01, b p < 0.05 (vs. without BSO)

-38-



Fig. II-3 Relationship between GSH level and inhibition of

apoptosis by antioxidants
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要約

抗酸化物質によるアポトーシス抑制作用とグルタチオン(GSH)レベルとの関

連について調べた。

(1) N-アセチルシステイン(NAC)、または2-メルカプトエタノール(2-ME)、ビ

タミンE(VE)、ブチルヒドロキシトルエン(BHT)などの抗酸化物質により、

TNF誘導のアポトーシスは抑制されたが、その抑制率は40-60 %にとどま

った。

(2)NACまたは2-MEを添加すると、 TNF非刺激時のGSH量は増加していた(無

添加に比し、NAC90分添加で約160%、2-ME添加で約250%)。この細胞をTW

で刺激すると細胞内GSH量は減少したが、 NACまたは2-ME添加群では、

無添加群よりもGSH量が高いレベルに維持されていた。

(3) NACまたは2-MEを添加して90分後、細胞内GSHレベルが上昇してから

TNFで刺激すると、 2-ME添加群ではアポトーシスの抑制率が上昇する傾向

が見られたが、 NAC添加群では変化がなかった。

(4) VEまたはBHTを添加して24時間培養した細胞では、 GSH量の有意な増加

が認められず、 TNF刺激によるGSHの減少も見られなかった。 VE、 BHT

の溶媒として使用したエタノール(最終濃度0.25%)のみを添加した細胞でも

TNF刺激時においてGSH量が減少しなかった。 GSHレベルは、エタノール

添加によりその変動が押さえられ、 TNF刺激の影響を受けなくなったもの

と思われる。

(5) GSH合成阻害剤BSOを1μM添加した細胞は、 TNF刺激(0.5ng/ml)による

アポトーシスを増加させたが、より高濃度のBSOによりGSHレベルを更

に減少させても、アポトーシスの割合は増加しなかった。

以上のことより、抗酸化物質によるアポトーシスの抑制効果と細胞内GSH

レベルとは弱い相関にあるが、すべての抑制効果をGSHレベルの上昇によっ

ては説明できないことがわかった。
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