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要旨:DNAマ イクロアレイ解析法を用いることで,沖 縄伝統野菜ニガナ(Crepidiastrurm lanceolatum)を

摂取させた実験動物の肝臓では,遺 伝子発現パターンが大 きく変動 していることを明 らかにした。特 に,ニ

ガナは強力なエ リスロポエチン(EPO)遺 伝子発現誘導活性 を有 していることがわかった。このことか ら,

ニガナの摂取 は体 内のEPOタ ンパ ク質産生 を上昇 させ る可能性が考え られた。さ らに,Potential Free

Energy(pF)1.5,pF1.8,pF3.0の 条件で灌水量 を調節 し,成 分量(栄 養成分 や硝酸態窒素)を 変化 さ

せ,品 質 を改良したニガナを作製 した。3種 類のニガナのうちpF1.5の 灌水量条件で栽培したニガナは,硝

酸態窒素含量およびカリウム含量が比較的少な く,そ の他のビタミンや ミネラル含量 は他 と同程度であった

が,EPO遺 伝子誘導活能が最 も高かった。本研究の結果,食 品を投与 した実験動物 を用いたDNAマ イク

ロアレイ解析は,食 品の新たな品質設計技術の一部 として有用であると考えた。

キ ー ワー ド:DNAマ イ ク ロ ア レイ 解 析,ニ ガ ナ,野 菜,食 品 機 能,マ ウ ス

「いわゆる健康食品」を含む機能性食品の市場 は,近

年,急 速 に拡大 している1)。これを一過性のもの とせず,

今後 も成長を維持させるためには,科 学的根拠(エ ビデ

ンス)に 基づいた機能性食品を普及 させてい く必要があ

る。

食毒性を含む食品の機能性の評価は,試 験管内解析,

細胞 ・動物実験,ヒ ト試験な どiηoit70か らi%伽0の

評価法 まで多彩 なアッセイ手法がある2―4)。しかし,そ

のほとん どが,限 定 された機能の評価 を行 うものであ

り,複 数の機能 を一度に評価す るのは困難 である。ま

た,こ れまでの手法では,ま った く機能未知な食品の効

能 ・効果や食毒性を評価するには,多 くの時間と労力が

必要である。

近年,栄 養学研究をハイスループットな遺伝子工学的

な手法で研究するニュー トリゲノミクスが着目されてい

る5)。DNAマ イクロアレイ技術は,こ の手法の一つで,

遺伝 子発現情 報 の解析 に利用 され てい る6)7)。1枚の

DNAマ イクロアレイチップには,1万 か ら数万種類の

遺伝子情報が搭載されている。すなわち,ヒ トやマウス

の ゲノム遺伝 子サ イズ は数万個 で あ るた め,1回 の

DNAマ イクロアレイ解析で全ゲノムの遺伝子発現情報

の解析 も可能 となる8)9)。

各臓器,各 組織の細胞は,同 一の遺伝情報を有 してい

るが,遺 伝子発現パターンが異なるため,そ れぞれ固有

の細胞 として機能 している。 また,個 体 レベルでは,一

個人 の遺伝子情報は一つであるが,健 康状態と疾病罹患

状態では,遺 伝子の発現パターンが異なる。そのため遺

伝子発現パターン解析 は,生 物学 ・医学分野で重要であ

ると考えられている。標的遺伝子の発現 を一つ一つ解析

するノザ ン解析法やRT―PCR法 が良 く用い られている。
一方

,DNAマ イクロアレイ解析法では簡便 に網羅的な

遺 伝子 発現 パ ターン解析 が可 能 に なった6)7)。また,

DNAマ イクロアレイ解析 は,従 来のアツセイ手法 と比

較 して,予 想や推測に拠る部分が少ないことも利点の一

つ としてあげられる。

本研究では,食 品品質設計技術へ の応用 を目標 に,

DNAマ イクロアレイ解析 を行った。DNAマ イクロア

レイ解析による食品機能評価が実用化すれば,機 能性食

品の客観的 ・合理的な科学的根拠 を明 らかにし,機 能性

食品市場の成長 を支える基盤技術の一つになると期待で

きる。本研究においては,DNAマ イクロアレイ解析に

よる遺伝子発現情報に基づいた農産物機能解析 を行い,

その結果を農産物 の栽培技術開発 に反映させ ることを目

的とした。農産物 については,健 康 と食生活に関する情

報の豊富な沖縄伝統野菜のニガナに着目した。

ニガナ(沖 縄名)の 和名 はホソバ ワダン(CYepidias一
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trum/anceolatum)で,キ ク科 ア ゼ トウ ナ 属 に属 し て

い る。 和 名 の ニ ガ ナ とは別 種 で あ る。 ニ ガ ナ は,畑 の 周

りな ど に 自生 して い る野 草 の一 つ で,汁 や 白和 え に して

食 べ られ て い る10)11)。味 は 非 常 に 苦 く,そ の青 汁 は熱 冷

ま しの 民 間 療 法 と して も用 い られ る12)。現 在 で は,島 内

細 葉 系 在 来 種 と して 栽 培 さ れ,市 場 で も流 通 し て い る。

本 実 験 で は,挿 し木 苗 を 用 い 液 肥 栽 培 した ニ ガ ナ の 食

品機 能 性 を評 価 した 。 今 後 さ ま ざ ま な食 品 の 機 能 性 評 価

へ 応 用 す る こ と を考 え,実 験 動 物 は小 型 で ヒ トの モ デ ル

と して 良 く利 用 され て い る正 常 マ ウ ス を用 い,サ ンプ ル

投 与 は経 口単 回投 与 と した。 す なわ ち,ニ ガ ナ葉 部 を凍

結 乾 燥 後,純 水 に懸 濁 し,マ ウス に強 制 経 口投 与 した 。

投 与4時 間 後,マ ウス 肝 臓 の遺 伝 子 発 現 情 報 をDNAマ

イ ク ロ ア レ イ で解 析 し,そ の結 果 か ら,ニ ガ ナ の食 品 機

能 性 を検 討 した 。

実 験 方 法

1.ニ ガ ナ お よ び ホ ウ レン ソ ウの 通 常 水 耕 栽 培

ニ ガ ナ お よ び ホ ウ レ ン ソ ウ の 栽 培 は沖 縄 県 宮 古 島 で

行 っ た 。 ニ ガ ナ供 試 品 種 は 島 内細 葉 系 在 来 種 を用 い た 。

ホ ウ レ ン ソ ウ供 試 品 種 は サ ンク ス トを 用 い た 。 水 耕 栽 培

方 法 は,佐 久 間13)お よ び 加 藤 ら14)の 方 法 に準 じて 行 っ

た。 栽 培 試 験 は ガ ラ ス 室 で 行 った 。 パ ミ ス サ ン ドを 用

い,液 肥 は1,000L当 た り,大 塚 ハ ウ ス1号1,500g・ 大

塚 ハ ウス2号1,000gを 標 準 濃 度 と し,:灌 水 量 をPoten-

tialFreeEnergy(pF)1.8に 設 定 し 自動 灌 水 し た 。 通

常 可 食 す る大 き さ に成 長 した と こ ろ で収xし,実 験 に用

い た 。

2.ニ ガ ナ の 栽 培 条 件 の 検 討

水 耕 栽 培 に よ る作 物 の 品 質 改 良 法 は,Sunユmerset

a/.15),Kinluraeta/.16)の 方 法 に準 じ て行 っ た 。 島 内細

葉 系 在 来 種 ニ ガ ナ の5―8crnの ラ ンナ ー を パ ミス サ ン ド

に挿 し木 し,4週 間 後 に栽 培 ベ ッ ドに定 植 した 。 液 肥 は

1,000L当 た り,大 塚 ハ ウ ス1号1,500g・ 大 塚 ハ ウ ス2

号1,000gを 標 準 濃 度 と した 。 試 験 区 は,pF1.8区(標

準 区),pF1.5区,pF3.0区 と し た 。 試 験 区 はpFセ ン

サ ー に よ る 自 動 制 御(30分 に1回,1回1分30秒)に

よ る灌 水 法 で 行 った 。pFは 土 壌 な どの 固 体 か ら水 を 引

き離 す エ ネ ル ギ ー す なわ ち土 壌 保 水 力 を示 し,通 常 の植

物 が 生 育 し や す い 条 件 はpF1.8(標 準)と い わ れ,pF

1.8に 比 較 し てpF1.5は 灌 水 量 が 多 く,pF3.0は 乾 燥 し

て い る17)。栽 培 開 始 後,12週 間 で 収 穫 し た 。 生 育 は,

葉 長,葉 幅,葉 数,SPAD値(葉 緑 素 含 量),収 量 を 測

定 した16)。

収 穫 した ニ ガ ナ 葉 部 は,財 団 法 人 日本 食 品 分 析 セ ン

タ ー に依 託 し,水 分,タ ンパ ク質,脂 質,灰 分,炭 水 化

物,エ ネ ル ギ ー,硝 酸 態 窒 素,ナ ト リウ ム,リ ン,鉄,

カ ル シ ウム,カ リ ウム,マ グ ネ シ ウ ム,銅,亜 鉛,ビ タ

ミ ンA(カ ロ テ ン),ビ タ ミ ンB1,ビ タ ミ ンB2,ビ タ

ミ ンB6,ア ス コ ル ビ ン酸,ビ タ ミ ンE,ビ タ ミ ンK,

葉 酸,ナ イ ア シ ン を分 析 した 。 各 試 験 区 の ニ ガ ナ は採 集

後,損 傷 葉 を 除 去 後,無 作 為 に1kg選 択 し,こ れ を細

切,均 質 化 後,縮 分 し各 成 分 の 分 析 につ き30―60gを 使

用 した 。

3.ニ ガ ナ 粉 末 お よ び ホ ウ レ ン ソ ウ粉 末 の 作 製 法 と 実

験 動 物 投 与 法

試 料 の 調 整 法 や 投 与 法 はShimizueta/.18)の 方 法 に

従 っ た 。 ニ ガ ナ お よ び ホ ウ レ ン ソウ の葉 部 は,損 傷 葉 を

除 去 後,無 作 為 に 選 択 し1kgを 使 用 し た 。 そ れ ぞ れ

―80。C冷 凍 庫 で 凍 結 後
,凍 結 乾 燥 機(Freezone12Stop―

peringTrayDryer,Labconco)で 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結

乾 燥 した ニ ガ ナ とホ ウ レ ン ソ ウ は ブ レ ン ダ ー(DLC-7G,

Cuisinart)で 粉 砕 後,150,umapertureの 節(Testing-

Sieve,TokyoScreen)を 通 過 した粉 末 を試 料 と した 。

この ニ ガ ナ粉 末 あ る い は ホ ウ レ ン ソ ウ粉 末 を縮 分 後,純

水 で5%(w/v)懸 濁 液 を作 製 し,C57BL/6Jマ ウ ス に

150,uL経 口 投 与 した(乾 燥 粉 末 と し て0.3g/kg)。

動 物 実 験 の ス ケ ジ ュ ー ル はManoeta1.19)お よ び

KatoetLzl.ao)の 方 法 に 準 じ て行 っ た 。 実,験動 物 は,8週

齢 雄C57BL/6Jマ ウ ス を 用 い た。 マ ウ ス を3日 間,固

形 飼 料(MF=オ リエ ン タ ル 酵 母)で 飼 育 し,実 験 前 日

は12時 間 絶 食 させ た 。 ニ ガ ナ懸 濁 液,ホ ウ レ ン ソ ウ 懸

濁 液 あ る い は比 較 対 照 群 とし て純 水 を,経 口 胃 ゾ ンデ を

用 い150,uL投 与 した 。 投 与 後 は,飲 料 水(純 水)の み

を 自由 摂 取 させ 絶 食 と し,4時 間 後 に頸 椎 脱 臼 法 で 屠 殺

した 。 動 物 実 験 は,総 理 府 の 「実 験 動物 の飼 育 及 び保 管

等 に関 す る基 準 」 お よ び城 西 大 学 生 命 科 学 研 究 セ ンタ ー

の 「動 物 実 験 に 関 す る ガ イ ドラ イ ン」 に従 っ て行 っ た 。

4.臓 器 か ら のRNA抽 出

動 物 臓 器 か ら のRNAの 抽 出 お よ び 定 量 はManoet

al.19)の 方 法 に従 っ た 。屠 殺 直 後,臓 器 を摘 出 し,Trizo1

試 薬(lnvitrogen)を 用 い,定 法 に従 っ て,RNAを 抽 出

した 。総RNAは ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボネ ー ト(DEPC)処

理 した超 純 水 に溶 解 し,260nmと280nmで 吸 光 度 を測

定 し定 量 し た。

5.DNAマ イ ク ロ ア レイ 解 析 法

DNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 法 はAffymetrix社 お よ び

Endoeta/.21),Katoeta1.22)の 方 法 に準 じて 行 っ た 。 同

一 群 の5匹 の マ ウス か ら抽 出 し た総RNAを 等量 ず つ 混

合 し,DNAマ イ ク ロ ア レ イ解 析 に用 い た。 混 合 し た そ

れ ぞ れ のRNAサ ン プ ル は,T7pronloterregion配 列

を 連 結 した オ リ ゴdTプ ラ イ マ ー で 逆 転 写 し,RNase

H処 理 後,dsDNAsを 作 製 し た(SuperScriptChoice

System,Invitrogen)。 そ の 後,dsDNAsか ら ビオ チ ン

化 核 酸 でInvztyoRNA転 写 を行 っ た(EnzoBiochem,

Farmingdale)。 合 成 したcRNAは,ス ピ ン カ ラ ム で 精

製 した(RNeasyMiniKit,Qiagen)。 精 製 したcRNA

は940C35分 間 の加 熱 で 断 片 化 し,そ れ ぞ れ15,ugを 定

法 に従 っ て,MurineGenomeU74Av2array(Affymetrix)

にハ イ ブ リダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ後,Fluidics
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station400(Affymetrix)で 洗 浄 し,結 合 し て い る

RNAを ス トレ プ トア ビ ジ ン標 識 後,蛍 光 標 識 抗 ス トレ

プ トア ビ ジ ン抗 体 で 検 出 した 。ア レイ 情 報 はAffymetrix

scanner(Affyrnetrix)で 測 定 し,Genechip解 析 ソ フ ト

(Affyrnetrix)で 数 値 化 し た 。 解 析 処 理 は,Spotfire

DecisionSite7.1forFunctionalGenomics(Spotfire)

を用 い た 。 各 群 の マ ウ ス肝 臓 の 遺 伝 子 発 現 量 の値 は,純

水 投 与 群 の コ ン トロー ル 値 と比 較 した 。

6.RT-PCR解 析 法

RT-PCR解 析 は,常 法 に 従 っ て 行 っ た 。 逆 転 写 は

Manoeta1.23)の 方 法 で,総RNAを 用 い,SuperScript

III(Invitrogen)とOligod(T)プ ラ イ マ ー を用 い 逆 転

写 し,cDNAを 作 製 し た 。 こ のcDNAを 用 い,ExTaq

ポ リ メ ラ ー ゼ(TAKARA)でPCRを 行 っ た 。PCRの

条 件 お よ び コ ン トロ ー ル 遺 伝 子 の プ ラ イ マ ー の 設 計 は

Manoeta1.24)の 方 法 に従 っ た 。 コ ン トロ ー ル 遺 伝 子 の

Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase(GAP)は,

(GAPDH5';TTGACCTCAACTACATGG,GAPDH3';

ATGAGGTCCACCACCCTG)の プ ラ イ マ ー を 用 い,

(940C・1min―58℃ ・1min-720C・3rnin)の 条 件 を,25

サ イ クル でPCRを 行 い,電 気 泳 動 後,871bpのDNA断

片 を検 出 した 。Erythropoietin(EPO)は,Dameeta/.25)

の 方 法 に準 じて,(mrEPO-F;GTTCTGGAGAGGTA-

CATCTT,mrEPO-RCTGTGAGTGTTCGGAGTG-

GA)の プ ラ イ マ ー を用 い,(94.C・1min-58ｰC・1min

-72.C・3rnin)の 条 件 で
,40サ イ ク ル でPCRを 行 い,

電 気 泳 動 後,339bpのDNA断 片 を検 出 した 。電 気 泳 動

後,画 像 解 析 ソ フ トImageJ(NIH)で 処 理 し数 値 化 し

た 。

実 験 結 果

1.ニ ガ ナ 投 与 お よ び ホ ウ レ ン ソ ウ投 与 に よ る 肝 臓 遺

伝 子 発 現 パ タ ー ン の 変 化

DNAマ イ ク ロ ア レ イ解 析 の 結 果,通 常 の水 耕 栽 培 で

作 製 した ニ ガ ナ あ る い は ホ ウ レ ン ソウ投 与 に よ り,マ ウ

ス肝 臓 の さ ま ざ ま な遺 伝 子 の 発 現 量 が 変 化 す る こ とが 分

か っ た 。Table1に 示 す よ うに,今 回 調 べ た12,621個 の

遺 伝 子 の う ち,コ ン トロ ー ル マ ウ ス で は5,046個,ニ ガ

ナ投 与 マ ウ ス で は4,778個,ホ ウ レ ン ソ ウ投 与 マ ウ ス で

は5,318個 の遺 伝 子 が,肝 臓 で の 発 現 が 検 出 さ れ た 。 ニ

ガ ナ 投 与 で は,純 水 投 与 と比 較 し て163個 の遺 伝 子 の 発

現 量 が2倍 以 上 に増 加 し,296個 の 遺 伝 子 の 発 現 量 が

0.5倍 以 下 に減 少 した 。 ま た,ホ ウ レ ン ソ ウ投 与 で は,

113個 の 遺 伝 子 の発 現 量 が2倍 以 上 に増 加 し,43個 の 遺

伝 子 の 発 現 量 が0.5倍 以 下 に減 少 した 。

さ ら に,各 遺 伝 子 を い くつ か の カ テ ゴ リー に分 類 し,

発 現 量 が2倍 以 上 あ る い は0.5倍 以 下 に 変 動 した 遺 伝 子

数 をTablelに 示 した 。 カ テ ゴ リー の後 ろ の カ ッ コ内 の

数 字 は本DNAマ イ ク ロア レ イ チ ッ プ上 に搭 載 さ れ て い

る,各 カ テ ゴ リー に含 ま れ る遺 伝 子 の 数 で あ る。 ス トレ

スやエネルギーに関与する遺伝子の発現は,顕 著 に変化

しなかった。遺伝子発現 ・転写にかかわる遺伝子の発現

は,ホ ウレンソウ投与マウスおよびコントロールマウス

と比較 してニガナ投与マウスにおいて顕著に増加 してい

る遺伝子数が多 く,ニ ガナ投与マウスおよびホウレンソ

ウ投与マウスにおいてコン トロールマウスと比較 して減

少 している遺伝子が認められた。免疫 にかかわる遺伝子

の発現は顕著 に変化 しなかった。細胞周期にかかわる遺

伝子の発現は,ニ ガナ投与マウスで増加,ホ ウレンソウ

投与マウスで減少する遺伝子が多かった。恒常的に発現

していると考 えられているリボゾーム関連の遺伝子の発

現 は顕著に変化 しなかった。

また,増 殖因子 と造血因子の遺伝子発現情報 をTable

2に 示 した。数値 は純粋投与のコントロールマウスの遺

伝子発現量を1と したときの各群のマウスの遺伝子発現

量 を相対強度値 で示 してい る。多 くの遺伝子 はコン ト

ロール と比較 し,2倍 以内の変動であった。しかし,エ

リスロポエチ ン(EPO)の みが,ニ ガナ投与で コン ト

ロール と比較 して5.3倍 増加 していた。ニガナは,マ ウ

ス肝臓 のEPOの 遺伝子発現量 を顕著 に増加 させる可能

性が高い と考 えた。

2.ニ ガナ栽培条件の検討ならびに収量 ・成分比較

通常水耕栽培のニガナにEPOmRNA発 現誘導活性

があることがわかったので,栽 培方法 を改良す ること

で,EPOmRNA発 現誘導活性の高いニガナの作出を試

Table 1 Numbers of genes whose expressions 
were up- or down-regulated compared with con-
trol (water) at least twofold in the liver of mouse 
fed with nigana or spinach.
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み た 。

栽 培 期 間(12月 一翌 年3月)の 気 温 お よ び 日 照 時 間

は,は じ め 低 温,寡 日照 で あ っ た が,生 育 後 半 は,気

温,日 照 時 間 と も に平 年 な み に 推 移 した 。 平 均 気 温 は,

18―25.Cの 問 を推 移 し て い た 。 日照 時 間 に 関 し て,前 半

は4時 間 以 下 の 日 が65%で あ っ た が,後 半 は4時 間 以

上 の 日が65%以 上 あ っ た。

生 育 状 況 は,生 育 前 半 は葉 長,葉 幅,葉 数,SPAD値

と もに,各 区 で大 きな 差 は な か った が,生 育 後 半 か ら差

が 生 じ は じ め た。 最 終 的 な収 量 は,pF1.5区(13.94kg/

m2)が 多 く,pFl.8区(13.80kg/m2),pF3.0区(9.65

kg/m2)の 順 とな った 。

各 区 の ニ ガ ナ の成 分 値 をTable3に 示 した 。 各 区 の ニ

ガ ナ の エ ネ ル ギ ー,タ ンパ ク質,脂 質,炭 水 化 物,灰 分

な ど一 般 成 分 の含 量 に大 き な差 は なか っ た 。 ミネ ラ ル類

は,pF3.0区 の ニ ガ ナ で 高 い傾 向 が あ っ た が,鉄 含 量 は

pF1.5区 の ニ ガ ナ が 最 も高 く,カ リ ウ ム 含 量 はpFl.5

区 が 最 も低 か っ た 。 ビ タ ミ ン類 は,各 区 で 大 き な差 はな

か っ た が,カ ロ テ ン,ビ タ ミ ンK,ア ス コル ビ ン 酸 の

含 量 はpF1.8区 の ニ ガ ナ が 最 も高 か っ た 。 ―・方,硝 酸

態 窒 素 は,pF3.0区 の ニ ガ ナ が 最 も高 濃 度 で あ っ た 。

3.EPOmRNA発 現 誘 導 活 ―生が 高 い ニ ガ ナ

DNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で,EPO遺 伝 子 の 発 現 量

が ニ ガ ナ 投 与 マ ウ ス の肝 臓 で顕 著 に増 加 して い る こ とが

わ か った 。 そ こで,栽 培 条 件 を 変 更 し て ニ ガ ナ を栽 培

し,EPOrnRNA発 現誘 導 活 性 の 高 い ニ ガ ナ の 作 出 を試

み た 。 実 験 は,DNAマ イ ク ロ ア レ イ解 析 と比 較 して 安

価 に解 析 で き るRT-PCR法 で 行 った 。 また,遺 伝 子 発

現 量 が 普 遍 的 な こ とが 知 ら れ て い るGlyceraldehyde-3-

phosphatedehydrogenase(GAP)を 標 準 遺 伝 子 と し,

純 水 を投 与 した マ ウ ス を コ ン トロ ー ル とした 。

マ ウ ス の 肝 臓 のEPOnユRNAとGAPmRNAを,

RT-PCR法 で増 幅 し,電 気 泳 動 後,ImageJ(NIH)で

数 値 化 し,EPOmRNA量 をGAPmRNA量 で 除 し,純

水 を投 与 した コ ン トロ ー ル の 値 を1と し,相 対 強 度 と し

て グ ラ フ に示 した(Figurel)。

RT―PCR法 は定 量 的 で な い が,DNAマ イ ク ロ ア レイ

解 析 と同 様 に,通 常 水 耕 栽 培 条 件 で あ るpF1.8区 の ニ

ガ ナ を投 与 した マ ウ ス の肝 臓 で,コ ン トロー ル に比 較 し

てEPOmRNA量 が増 加 し て い る こ とが 確 認 で き た 。

さ ら に,灌 水 量 の 多 いpF1.5区 な らび に灌 水 量 の 少 な

いpF3.0区 の ニ ガ ナ を 投 与 し た マ ウ ス の 肝 臓 で は,コ

ン トロ ー ル あ る い はpF1.8区 の ニ ガ ナ を投 与 し た 場 合

と比 較 して も,EPOmRNA量 が顕 著 に増 加 し て い た 。

一 方
,い ず れ の ニ ガ ナ の投 与 で もマ ウ ス の 腎 臓 に お い て

は,EPOrnRNA量 は変 動 し て い な か っ た(Datanot

shown)o

Table 2 Relative gene-expression levels com-

pared with control (water) in the liver of mouse 
fed with nigana or spinach.

* nd
, not detected. HGF, hepatocyte growth factor; 

IGF, insulin-like growth factor; EGF, epidermal 

growth factor; TGF, transforming growth factor; 
CSF, colony stimulating factor; G-CSF, granu-

locyte-colony stimulating factor; GM-CSF, granu-

locyte-macrophage colony stimulating factor; EPO, 

erythropoietin; TPO, thrombopoietin.

Table 3 Nutrients contents in the nigana cul-
tured in three irrigation-rate conditions (pF 1.5, 
1.8 and 3.0).
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考 察

DNAマ イクロアレイ解析 は,1度 で数万個 の遺伝子

発現情報を取得可能な手法である。 この数万個 は,ヒ ト

やマウスなどの哺乳動物のゲノムサイズと同等 である。

このため,DNAマ イクロアレイ解析は,機 能がまった

く未知の食品の機能性を網羅的に検索 ・評価可能である

と考えられる。

本研究で はDNAマ イクロア レイ解析 を用いること

で,沖 縄県在来作物ニガナが,一 般的な葉菜類のホウレ

ンソウと比較 して,肝 臓 におけるEPOInRNA発 現量

を顕著に増加 させることを発見 した。EPOは,赤 血球

系前駆細胞の増殖 と分化を促進 し,末 梢血中の赤血球数

を調節する因子である26)。また,現 在では,腎 不全患者

では,組 換 え体EPOが 腎性貧血 の治療薬 として用いら

れている27)。EPO遺 伝子 は腎臓や肝臓 で発現 している

ことが報告 され,肝 臓は胎児のみならず成体でも骨髄 と

同様に,造 血臓器の一つ と考 えられている251。本研究に

おいて,肝 臓でニガナが誘導 したEPO遺 伝子発現は,

体内の赤血球の増殖 ・分化に影響 している可能性が考 え

られる。特 に,ニ ガナが肝臓でEPOmRNA発 現誘導

活 性 を 示 し た こ と は,腎 不 全 患 者 で の利 用 を考 え る とお

お い に 意 義 が あ る と考 え られ る。

未 だ不 明 な点 が 多 い もの の,野 菜 の もつ 生 理 機 能 と し

て,栄 養 素 の供 給 源 の み で な く,抗 酸 化 性,発 が ん 予 防

機 能,免 疫 賦 活 性,抗 ア レル ギ ー 性 な どが 着 目 され 始 め

て い る鮒 。 また,ホ ウ レ ン ソ ウ の栽 培 条 件 を変 化 さ せ る

こ とに よ り,ホ ウ レ ン ソウ 自身 の 遺 伝 子 発 現 レベ ル が 変

化 し29),ホ ウ レ ン ソ ウ に 含有 され る カ ロ テ ン 含 量 が 変 化

す る16)こ と も報 告 され て い る。 本 研 究 で はFigure1に

示 す よ う に,灌 水 量 を変 更 す る こ とで,ニ ガ ナ のEPO

mRNA発 現 誘 導 活 性 を 高 め る こ と が で き た 。EPO

mRNA発 現 誘 導 活 性 はpF1―5お よ びpF3,0の 条 件 で

栽 培 し た ニ ガ ナ で 高 か っ た 。 ま た,pF1.5とpF3.0の

条 件 で栽 培 した ニ ガ ナ を比 較 す る と,一 般 的 に摂 取 量 が

低 い方 が 良 い と され る硝 酸 態 窒 素 お よび 腎 障 害 者 で摂 取

を制 限 し た 方 が よ い と さ れ る カ リ ウム の 値 はpF1.5で

栽 培 した ニ ガ ナ で低 値 で あ っ た 。 そ の他 の ミネ ラ ル も,

pF3.0と 比 較 す る と,pFl.5の 条 件 で栽 培 した ニ ガ ナ で

低 値 の傾 向 を示 した が,カ ロテ ン,ビ タ ミンE,ビ タ ミ

ンK,ビ タ ミ ンB1,ビ タ ミ ンB2,ナ イ ア シ ン,葉 酸,

ビ タ ミ ンCの 含 量 は 顕 著 な 差 は な か っ た 。 以 上 の こ と

か ら,現 時 点 で は,EPOmRNA発 現 誘 導 活 性 の 高 い ニ

ガ ナ を栽 培 す る に はpF1.5が 適 し て い る と考 え られ る。

ニ ガ ナ に よ る,EPO遺 伝 子 発 現 誘 導 機 序 を考 え る と,

こ れ ま で 栄 養 素 と し て 鉄3〔1),ビ タ ミ ンA31)お よ び 葉

酸32)がEPO遺 伝 子 発 現 を誘 導 す る こ とが 報 告 され て い

る。 本 研 究 に お い て,EPOmRNA発 現 誘 導 活 性 の 高 い

ニ ガ ナ に 含 まれ る鉄,ビ タ ミ ンAお よ び そ の 前 駆 体 の

カ ロ テ ン,葉 酸 の 含 量 は必 ず し も高 値 で はな か っ た 。 さ

ら に,ニ ガ ナ のEPOmRNA発 現 誘 導 活 性 と今 回 測 定

した栄 養 素 の濃 度 に,相 関 の 高 い も の は な か っ た。 この

こ とか ら,ニ ガ ナ のEPOn1RNA発 現 誘 導 に は,こ れ

ら一 般 的 な 栄 養 素 が 関 与 して い る可 能 性 は低 い と考 え ら

れ る。 一 般 的 な 栄 養 素 以 外 で は,乳 中 の カ ル ニ チ ン が

EPOmRNA発 現 誘 導 活 性 を有 して い る こ とが 報 告 され

て い る33)。 しか し,カ ル ニ チ ン は動 物 性 食 品 に 多 く含 ま

れ て い るが,植 物 性 食 品 に は 含 まれ な い 。 本 研 究 で見 出

した ニ ガ ナ のEPOmRNA発 現 誘 導 活 性 は,ど の よ う

な成 分 に よ り惹 起 され て い る か 不 明 で あ るが,今 後,フ

ラ ボ ノ イ ド類 な どに 着 目 した,活 性 本 体 の 同 定 に も興 味

が もた れ る。

ビ タ ミ ンA2。)や 甲状 腺 ホ ル モ ン'91な ど の栄 養 素 や 生

理 活 性 物 質 を投 与 し た動 物 に お い て,代 謝 を介 さ ず,そ

の 物 質 が直 接 的 に遺 伝 子 発 現 に影 響 を与 え る場 合 で は,

そ の物 質 の 投 与1時 間 後 で す み や か に特 定遺 伝 子 の発 現

パ タ ー ンが 変 化 し は じめ,4時 間 後 に は最 大 変 化 に到 達

し,20時 間 後 に は通 常 レベ ル に 回 復 しは じめ る こ とが

報 告 され て い る。 本 研 究 で は,研 究 の端 緒 と して,ニ ガ

ナ 単 回 経 口 投 与4時 間 後 の 肝 臓 に お け る 遺 伝 子 発 現 パ

タ ー ン を解 析 し た。 ま た,本 研 究 で は,体 重1kg当 た

Figure 1 The mRNA levels of EPO in the liver 
of mouse fed with the cultured nigana. 

(A) RT-PCR analysis of EPO mRNA in the liver. 
(B) Relative signal intensity calculated after 
measurement with "Image J". Mean and SD of 

triplicate samples are shown.
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りニガナ乾燥粉末 として0.3gを 単回経口投与 した。こ

れは,体 重50kgの ヒ トではニガナ乾燥粉末15gに 相

当す る。生のニガナ植物体(可 食部)の 水分含量 を約

90%と すると,体 重50kgの ヒ トが150gの 生のニガナ

を一度 に摂取す ることになる。葉菜類の摂取 としては,

多めであるが十分可能な範囲と考えられる。しかし,ニ

ガナは沖縄で食経験があるが,長 期間摂取による効果や

その安全性は十分検証されているとはいえない。今後,

ニガナ投与の経時的変化や投与量に関する解析に興味が

もたれ,ニ ガナの長期摂取による安全性な どを十分 に調

べる必要があると考えられる。

本研究の遂行 にあた り,懇 切 なご指導を賜 りました東

京大学大学院農学生命科学研究科阿部啓子教授ならびに

松本一朗助教授,サ ン トリー株式会社木 曽良信博士に深

く感謝中し上げます。ニガナ,ホ ウレンソウの栽培 は,

沖縄 県農業試験場宮古支場 において行われました。ま

た,本 研究 は,平 成14年 度農林水産省食 品産業技術開

発支援事業 「DNAマ イクロアレイ解析 による食品の品

質設計技術の開発」に関する研究の一環 として実施 した

ものであります。
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Summary : DNA microarray technology was used to evaluate the effect of dietary intake of nigana 
( Crepidiastrum lanceolatum) , an edible plant in Okinawa, on gene-expression pattern in the liver. The 
expression levels of several genes were changed in the liver of mice that consumed nigana or spinach. 
Whereas dietary intake of spinach and water did not affect the mRNA level of erythropoietin (EPO) , intake 
of nigana induced gene expression of EPO in the mouse liver. To produce high-quality vegetables, we changed 
the growth conditions for nigana. Three irrigation rates (potential free energy; pF 1.5, 1.8, and 3.0) were used 
for nigana hydro culture. The irrigation conditions affected the contents of nutritional factors in nigana as 
well as the level of expression of the EPO gene in the liver of mice that ingested the plant. The pF 1.5 
condition did not afford the highest levels of nutrients. However, the low levels of potassium and nitric acid 
found under this condition were a positive aspect, as these chemicals are known to be unfavorable factors in 
vegetables. The greatest induction of EPO mRNA at pF 1.5 was also beneficial. These findings indicate that 
the application of DNA microarray technology to experimental animals ingesting a specific dietary compo-
nent is useful for producing high-quality food.
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