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略称一覧 
【化合物名】 

GABA  γ-Aminobutyric acid 

BCAA  Branched-chain amino acids 

GLS  Glucosinolates 

ITC  Isothiocyanate 

MTBGLS 4-Methylthio-3-butenyl glucosinolate 

MTBITC 4-Methylthio-3-butenyl isothiocyanate 

TPMT  2-[3-(2-Thioxopyrrolidin-3-ylidene)methyl]-tryptophan 

MeSTP 3-Methylthiomethylene-2-thioxopyrrolidine 

TPC  2-Thioxo-3-pyrrolydinecarbaldehyde 

TPCC  1-(2-Thioxopyrrolidine-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydro-β-carboline-3-carboxylic acid 

SCMC  S-(Carboxymethyl)-L-cysteine 

PLP  Pyridoxal-5-phosphate 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 

DTT  Dithiothreitol 

2-OG  2-Oxoglutarate 

ATP  Adenosine triphosphate 

γ-Glu-HXM L-Glutamic acid γ-hydroxamate 

NADH  Nicotinamide adenine dinucleotide (reduced type) 

NAD+  Nicotinamide adenine dinucleotide (oxidized type) 

AsA  Ascorbic acid 

 

【酵素名】 

GAD  Glutamic acid decarboxylase 

GABA-T GABA transaminase 

ALT  Alanine transaminase 

P5CS  Δ1-pyrroline-5-carboxylate synthase 

NADH-GDH NADH-glutamic acid dehydrogenase 

NAD+-GDH NAD+-glutamic acid dehydrogenase 

GS  Glutamine synthetase 

GOGAT Glutamic acid synthase 

LDH  Lactate dehydrogenase 

 

  



 

 

【遺伝子名】 

GAD1  GLUTAMIC ACID DECARBOXLASE 1 

GAD2  GLUTAMIC ACID DECARBOXLASE 2 

GAD4  GLUTAMIC ACID DECARBOXLASE 4 

GABA-T1 GABA TRANSAMINASE 1 

ALT1  ALANINE TRANSAMINASE 1 

P5CS1  Δ1-PYRROLINE-5-CARBOXYLIC ACID SYNTHASE 1 

GDH1  GLUTAMIC ACID DEHYDROGENASE 1 

GDH2  GLUTAMIC ACID DEHYDROGENASE 2 

GS1  GLUTAMINE SYNTHETASE 1 

GS2  GLUTAMINE SYNTHETASE 2 

GLT1  GLUTAMIC ACID SYNTHASE 1 

MYB28 myb domain protein 28 

MYB29 myb domain protein 29 

BCAT2  BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 2 

BCAT3  BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 3 

BCAT4  BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 4 

IPMDH1 ISOPROPYLMALATE DEHYDROGENASE 1 

MAM3 METHYLTHIOALKYLMALATE SYNTHASE 3 

GRS1  GLUCORAPHASATIN SYNTHASE 1 

RMB1  RADISH MYROSINASE B TYPE 1 

RMB2  RADISH MYROSINASE B TYPE 2 

 

【その他】 

RD  Raw daikon: 生大根 

SD  Shio-oshi daikon: 塩押しダイコン 

HD  Hoshi daikon: 干しダイコン 

JSCC  Japan society of clinical chemistry: 日本臨床化学会 

FW  Fresh weight: 湿潤質量 

DW  Dry weight: 乾燥質量 

HPLC  High performance liquid chromatography: 高速液体クロマトグラフィー 

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction: 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 

qRT-PCR Quantitative (real-time) RT-PCR: 定量的ポリメラーゼ連鎖反応，リアルタイムPCR 
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1. 1. 食生活の変遷と和食 

私たちを取り巻く食環境は，戦後の経済成長に伴い著しい変化を遂げてきた。殊に，1950

～1970 年代の高度経済成長期には，欧米の豊かな食生活に憧れ，パン，肉類および油脂の

摂取量が増加し，濃厚な風味が好まれるようになるなど，いわゆる「食の欧米化」が急速に

進んだ。さらに，核家族化や共働き世帯の増加によるライフスタイルの変化と，食品流通シ

ステムの発達は，「外食」あるいは「中食」といった食の外部化の進展をもたらした。外部

化の進展は，孤食あるいは個食などの食の個人化傾向を進め，各自が自己で食事をコントロ

ールしなければならない状況を生み，コントロールできない場合には食事バランスの乱れ

につながる。また，家庭内で食事を作る機会が減り，親から子へと受け継がれてきた食文化

が失われつつあると危惧される。こうした背景から，日本人の精神や日本の気候風土に根差

した和食文化を見直し，次世代につなげていく活動が国を挙げてなされ，2013 年には「和

食；日本人の伝統的な食文化」としてユネスコ無形文化遺産に登録された 1)。なお，ここで

定義されている「和食」は料理そのものではなく，「自然を尊ぶ」という日本人の気質に基

づいた「食」に関する「習わし」と位置付けている。 

日本では，天武 4 年（675 年）に肉食禁止令が定められて以降，明治 4 年（1871 年）に肉

食が解禁されるまで，畜肉の摂取が表向きには制限されていた。このような状況下で，先人

たちの知恵と経験によって，油脂に頼らず，多様で新鮮な食材を用い食材のうま味を最大限

に引き出す調理・加工方法が生み出されてきたと考えられる。日本の食事スタイルはご飯，

汁物，焼物や煮物，そして香の物（漬物）の「一汁三菜」による構成を基本とし，季節や風

土に合わせた食材を取り入れることで，理想的な栄養バランスを実現している。欧米の食文

化では，単に food（食べ物）や dish（料理）と表現され，主食・副食といった概念は存在し

ない 2)。日本では，米を炊いた「飯」は食事を意味し，「ご飯」を主食として，それを食べ

る菜である「おかず」で食事が構成されている。このように，「飯」が食事の意味を兼ねる

ことは，日本に限らず米食の東アジア一帯に共通している。 
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1. 2. 野菜の魅力を引き出す漬物 

和食が世界から注目されている理由の一つとして，野菜類を主とした副菜と味付けや調

理法の工夫が挙げられる。日本列島の地形は南北約 2,500 km に広がり，その気候は亜熱帯

から亜寒帯まで様々である。したがって，それぞれの耕地に適合した地方野菜が栽培され，

かつては野菜の摂取量の多い食事がなされてきた。近年では，多くの疫学研究によって，野

菜類の習慣的な摂取による健康維持・増進効果が認められており 3-5)，食物繊維による腸内

環境の改善効果 6, 7)，ビタミン類やポリフェノール類による抗酸化作用およびがん抑制効果

などが報告されている 8, 9)。実際に，医療費の増大が問題となっていた米国では，野菜およ

び果物の消費拡大を推進する「ファイブ・ア・デイ運動」によって，がんや心疾患による死

亡率が低下したと報告されている 10)。しかしながら，日本の 1 人 1 年あたりの野菜摂取量

は年々減少傾向にあり 11)，がんや心疾患による粗死亡率は依然として高く推移している 12)。

そのため，我が国でも，厚生労働省が提唱する「健康日本 21」において，1 日当たり 350 g

の野菜類を摂取することが推奨されている。 

また，日本の味噌，醤油，納豆，日本酒および漬物といった発酵食品は今や世界的に認知

されており 13)，和食文化を豊かにしている陰の主役ともいえる。その特徴として，高い保存

性，消化吸収性の良さ，微生物発酵による香りや栄養成分などが挙げられる。なかでも「漬

物」は，貯蔵技術が発達していなかった時代において，貴重な野菜類の保存性を高めるため

に塩漬けにしたことが始まりとされ，長い伝統をもった加工食品である。正確な起源は定か

ではないが，縄文時代には製塩および漬物用の容器が存在したと考えられている。また，奈

良時代に成立した万葉集では，製塩に関する歌が収められており，正倉院文書には多様な漬

物が記載されている。 

野菜の細胞膜に食塩が触れると，浸透圧によってその原形質が収縮して，細胞壁と細胞膜

間に食塩が浸透しやすくなる。さらに，原料野菜の自己消化によって生成する糖，アミノ酸，

核酸関連化合物および香辛成分などが食塩と混和し，細胞内にスープを形成する。この状態

を「浸かる」と言い，一種の野菜の調理方法と捉えることができる。漬物の種類は，塩を主
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とした材料で漬け込んだ「塩漬」，乳酸菌による発酵を促した「発酵漬物」，および高濃度の

食塩で野菜を漬け込み，製造時に脱塩・調味を行う「調味漬け」に大別される（Fig. 1–1）

14)。また，食塩濃度が 2 %程度で，新鮮な野菜の風味を生かした塩漬は新漬（浅漬）と呼ば

れている。さらに，日本の漬物は他国と比較して，原料および製法が極めて多岐にわたり，

江戸時代後期には現在の形として確立されたとされている 15)。 

近年，消費者の食志向の変化および健康志向の高まりを受けて，塩蔵食品である漬物の消

費は減少傾向であるが 16)，貯蔵・流通技術の発展と漬物企業のたゆまぬ努力の結果，従来の

おいしさを保持した減塩漬物が開発されている。しかしながら，減塩漬物は野菜の自己消化

による呈味成分や乳酸菌による発酵生成物が減少しているため，伝統的な漬物の味は損な

われているとも考えられる。 

漬物に関してさまざまな機能性研究が行われているが，熟成過程で起こる微生物発酵お

よび有用微生物の利用についてなされているものが多い。例えば「ぬか漬け」，「すんき漬け」

および「キムチ」などの漬物では，乳酸菌発酵によって，抗高血圧因子である γ-アミノ酪酸

（GABA），および疲労回復効果のあるバリン，ロイシンおよびイソロイシンといった分岐

鎖アミノ酸（BCAA）を蓄積する 17-19)。京都の伝統的な漬物「すぐき」から採取された乳酸

菌 Lactobacillus brevis KB290 には，整腸作用 20)および免疫系の働きに関わるインターフェロ

ン-α の産生能亢進効果 21)が報告されている。実際に食品メーカーからは，腸内環境改善効

果，美肌効果および集中力向上作用を示す乳酸菌 Lactobacillus plantarum TK61406 を含むキ

ムチが開発・販売されている 22)。また，漬物は野菜を脱水した食品であることから，濃縮さ

れた食物繊維による整腸作用およびプレバイオティクス効果も期待されている 23)。しかし

ながら，漬物の市場規模は味噌および醤油などの発酵調味料と比較して小さく，その文化，

製造技術および健康機能性に関するエビデンスは多いとは言えない状況である。したがっ

て，漬物の健康効果が注目される中，現代の食志向に合わせた研究・開発が望まれている。 

 

1. 3. ダイコンおよびたくあん漬の文化と機能性 
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我が国の野菜出荷量は 1,119 万トンであり，馬鈴薯，キャベツおよびダイコンなどが主要

な野菜として挙げられる 24)。なかでも，ダイコンは総出荷量の約 10 %を占めており，古く

から栽培・利用されてきた野菜の一つである。ダイコンの原産地は地中海沿岸，西南アジア

もしくは東南アジアと推定され，我が国に渡来したのは 1300 年以上前と考えられている。

古事記には既に於朋泥（おほね）の名称で記載されており，供物としても利用されてきたこ

と，平安時代には「すずしろ」とも呼ばれ，春の七草として日本の行事食にも利用されてき

た。また，「日本見聞録」（1609）によれば，「日本人の常食は米，大根・茄子などの野菜と

まれに魚類」とあり，1785 年には「大根一式料理秘密箱」という，大根料理だけの料理本が

刊行されるなど，和食文化と深い結びつきをもった食材といえる。 

ダイコン (Raphanus sativus L.) は，植物学的にはアブラナ目アブラナ科に分類され，同じ

アブラナ科野菜として，キャベツ，ハクサイ，カブ，ワサビおよびブロッコリーなどが挙げ

られる。アブラナ科の植物はミロシン細胞と呼ばれる異形細胞を有し，その液胞は加水分解

酵素であるミロシナーゼを多量に含んでいる 25)。さらに，アブラナ科の植物はグルコシノ

レート (GLS) 類を特異的に含んでおり，咀嚼やすりおろしによって損傷を受けることでミ

ロシナーゼと反応し，特有の辛味成分であるイソチオシアナート (ITC) 類を生成する 25)。

ITC類はアブラナ科野菜を特徴づけるフレーバーであり，代表的なものとしてワサビのAllyl 

isothiocyanate やブロッコリーの Sulforaphane などがある（Fig. 1–2）。ダイコンの主要な GLS

は 4-Methylthio-3-butenyl glucosinolate (MTBGLS)であり，そこから生成される ITC は 4-

Methylthio-3-butenyl isothiocyanate (MTBITC) である。これら GLS 類および ITC 類は抗菌，

抗血小板凝集，抗肥満，および抗がん効果に関する多くの報告があり，アブラナ科野菜のフ

ィトケミカルとして重要な役割を果たしている 26-29)。実際に，以前に日本国立がん研究セン

ターで行われた前向きコホート研究は，複数のアブラナ科野菜およびそれらの漬物の摂取

が多いグループについて，男性ではがん死，女性では心疾患死および外因死のリスクを下げ

ることが報告されている 30)。また，近年流通が増加しているカット野菜を用いた研究では，

ダイコンの千切りおよび搾汁の添加による，遊離アミノ酸減少抑制，褐変防止および一般生
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菌増殖抑制効果などが明らかとなっている 31)。このように，アブラナ科野菜の生理作用お

よび生鮮食品の鮮度保持効果について，食品関連業界における様々な利用が期待されてい

る。 

ダイコンは交雑しやすく，用途に合わせた品種開発が積極的に行われており，現在日本で

は 100 種以上の品種が存在する 32)。また，その形態や加工のしやすさから，保存用の野菜

としても重宝されてきた。ダイコンを塩漬けした「たくあん漬」は，江戸時代から続く日本

の代表的な漬物であり，越冬のための保存食として親しまれてきた。名前の由来については

諸説あるが，考案者である臨済宗の沢庵和尚にちなんだという説が有力である 33)。たくあ

ん漬は一般的に，原料となるダイコンを脱水処理した後，塩糠とともに数ヶ月間漬け込み，

脱塩・調味漬けを経て製造される（Fig. 1–3）。ダイコンの脱水処理方法は，塩と重石を用い

た「塩押し」と，天日を利用した「日干し」に大別され（Fig. 1–4），現在の漬物業界では製

品の安定性という面から「塩押し」が主流である。 

他方, たくあん漬の特徴である鮮やかな黄色は，ダイコンの特性に由来する天然色素によ

るものである。たくあん漬の塩蔵プロセスでは，MTBGLS が出発物質として，特徴的な天

然の黄色色素である 2-[3-(2-Thioxopyrrolidin-3-ylidene)methyl]-tryptophan (TPMT) ， 3-

Methylthiomethylene-2-thioxopyrrolidine (MeSTP)，2-Thioxo-3-pyrrolydinecarbaldehyde (TPC)お

よび 1-(2-Thioxopyrrolidine-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydro-β-carboline-3-carboxylic acid (TPCC) を生成

する 34-36)。しかし，たくあん漬の黄色色素は蛍光灯の光によって退色しやすいことから，市

販品では着色料が添加されていることが多い。また，たくあん漬特有の含硫系フレーバーは，

黄変化反応の副産物である Methanthiol によるものであり，いわゆる「たくあん臭」の原因

となる 36)。近年では，農研機構の研究グループによって，黄変および臭気のもととなる

MTBGLS 欠損性のダイコン品種「悠白」および「サラホワイト」が開発された。「悠白」お

よび「サラホワイト」の主要な GLS は 4-Methylthiobutyl glucosinolate (glucoerucin)であり，

ミロシナーゼと反応することで 4-Methylthiobutyl isothiocyanate (erucin)を生成する 37)。辛味

成分である Erucin は水存在下でも安定であるため，たくあん臭の原因となる Methanthiol が
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発生しないが，加工製品中に辛味が残存すること，新品種であるため普及に時間を要するこ

とが課題となっている。 

たくあん漬の黄色色素である TPMT，TPC および TPCC には，抗酸化作用，抗菌作用およ

び抗変異原性を持つことが明らかとなっている 38-41)。また，鹿児島県の山川漬（つぼ漬），

宮崎県および群馬県のたくあん漬では，血圧上昇抑制因子である GABA が蓄積すること，

GABA および分岐鎖アミノ酸（BCAA：バリン，ロイシンおよびイソロイシン）が，ダイコ

ンの脱水処理工程において顕著に蓄積することが報告されている 42-44)。さらに，高血圧モデ

ルラットを用いた動物実験によって，たくあん漬の血圧上昇抑制効果が明らかとなってい

る 45)。しかしながら，たくあん漬に含まれる機能性成分の代謝機構については科学的に未

解明な点が多く，特に生体への影響については十分に検討されていないのが現状である。 

 

1. 4. 本研究の目的と意義 

これまでの研究で，たくあん漬製造におけるダイコンの脱水処理工程において，GABA を

はじめとする機能性成分が顕著に蓄積することが明らかとなっている 44)。さらに，これら

の二次代謝産物は発酵微生物由来ではなく，ダイコンが本来持つ代謝機構により生成する

ことが示唆されている。また，漬物研究の機能性研究では微生物発酵が注目されているが，

原料野菜の分子機構に焦点を当てた例は稀である。そこで，本研究では，たくあん漬製造の

初期工程である「脱水処理」が，原料となるダイコンの二次代謝機構とその発現機構に与え

る影響を明らかにすること，ダイコンをたくあん漬に加工することの付加価値を見出すこ

とを目的とした。 

 

1. 5. 本論文の概要 

本論文は四章により構成され，第二章では，脱水処理中に顕著な蓄積が見られた GABA，

アラニンおよびプロリンの代謝動態を明らかにすることを目的として，高速液体クロマト

グラフィー（HPLC）による遊離アミノ酸の定量分析，各アミノ酸代謝に関連する酵素活性
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試験および定量的ポリメラーゼ連鎖反応（qRT-PCR）による酵素遺伝子の発現解析を行った。

第三章では，脱水処理工程がダイコンの BCAA および GLS 代謝に与える影響を明らかにす

ることを目的として，MTBGLS の代謝動態を包括的に解析した。最後に，第四章として総

括的考察を行った。
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Fig. 1–1 Main manufacturing method of Japanese pickles. 
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Fig. 1–2 Molecular structure of typical isothiocyanates in Brassicaceae vegetables. 
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Fig. 1–3 Typical manufacturing method of salted radish root (Takuan-zuke). 
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Fig. 1–4 Appearances of both dehydration process in takuan-zuke manufacturing. 

塩押し処理の様子 

日干し処理の様子 
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第二章 

たくあん漬の脱水処理工程における 

グルタミン酸代謝機構の解析
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2. 1. はじめに 

これまでの研究で，たくあん漬の脱水処理工程において，GABA，アラニンおよびプロリ

ンなどの遊離アミノ酸が蓄積すること，塩押し処理と比較して日干し処理で遊離アミノ酸

が顕著に蓄積することが明らかとなっている 44)。GABA は脊椎動物において抑制性神経伝

達物質として働き，交感神経からのノルアドレナリンの放出を阻害することによって，血圧

上昇を抑制することが報告されている 46, 47)。また，アラニンは甘味を呈するアミノ酸であ

り，核酸系うま味成分である 5’-イノシン酸の添加により相乗的な旨味増強効果を示す 48, 49)。

さらに，プロリンは甘味，酸味および苦味を呈し，食品の味に深みを与えるアミノ酸である

49)。よって，上述した遊離アミノ酸は，たくあん漬の食品機能性を向上する重要な成分であ

ると示唆される。 

他方，GABA，アラニンおよびプロリンは植物の代表的なストレス誘導性アミノ酸であり，

塩，乾燥および浸透圧などの環境ストレス曝露によって蓄積する 50-52)。また，GABA，アラ

ニンおよびプロリンはグルタミン酸を前駆体として，それぞれ Glutamic acid decarboxylase

（GAD），Alanine transaminase（ALT）および Δ1-Pyrroline-5-carboxylic acid synthase（P5CS）

によって合成される（Fig. 2–1）。したがって，たくあん漬における機能性成分の蓄積は，ダ

イコン自体がもつ脱水ストレス反応機構が強く影響していると推測される。たくあん漬の

脱水方法としては，伝統的な日干し処理よりも，食品工業的に品質管理のしやすい塩押し処

理が一般的である。漬物業界では塩漬けを「塩殺し」と呼んでいるが，たくあん漬における

二次代謝反応は，植物の栽培中に誘発されるストレス反応とは異なる可能性がある。そこで

本章では，たくあん漬の遊離アミノ酸と，その代謝にかかわる酵素活性および遺伝子発現を

解析することで，ダイコンのストレス反応機構，特に脱水処理工程がグルタミン酸代謝に及

ぼす影響を明らかにすることを目的とした。 
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Fig. 2–1 Metabolic pathway of GABA, alanine, proline and glutamic acid. 
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2. 2. 試料および方法 

2. 2–1. たくあん漬の調製 

 たくあん漬の調製は，Takahashi ら 36)の方法を一部改変して行った（Fig. 2–2）。本研究で

は，2016 年 8 月～11 月に群馬県高崎市で栽培されたダイコン品種「干し理想」（タキイ種

苗）を使用した。原料となるダイコンは収穫・水洗後，その日に塩と重石を用いた塩押し（塩

押しダイコン：SD）および日干し（干しダイコン：HD）を開始した。また，塩押し処理に

は，白塩 M®（日本海水）を用いた。 

塩押し処理：基部および根端部 3～5 cm 切り落としたダイコン（114 kg）に，8 wt%の食

塩を加え，2 倍重の重石を乗せ脱水処理を開始した。 脱水 2 日目にダイコンに対して 2 wt%

の食塩を加え，12 日間の脱水を行った。塩押し処理は，2°C の低温管理下で，計 14 日間行

った（第一章，Fig. 1–4）。 

日干し処理：根端部 3～5 cm 切り落としたダイコン（151 kg；葉部を含む）をはざ掛けし，

風通しの良い日陰で 14 日間の脱水を行った（第一章，Fig. 1–4）。 

たくあん漬試料は，新鮮ダイコン（RD）および各脱水処理の 2 日後（SD-2d / HD-2d），7

日後（SD-7d / HD-7d），14 日後（SD-14d / HD-14d）にサンプリングを行った（Fig. 2–2）。試

料は液体窒素を用いて急速凍結後，凍結乾燥を行った。凍結乾燥した試料はマルチビーズシ

ョッカー®（MB901THW-S；安井器械）を用いて，氷温粉砕および均質化を行い，使用時ま

で真空包装し–30˚C で保管した。 

 

2. 2–2. 水分量，NaCl 濃度および pH の測定 

 水分量は，湿潤質量から凍結乾燥後のダイコン質量を差し引くことによって求めた。NaCl

濃度は，乾燥粉末試料 100 mg に対し，凍結乾燥前ダイコン質量あたり 2 倍重の純水を加え，

転倒混和した。4˚C，20,630 × g で 10 分間の遠心分離後，上清を 20 倍希釈し，塩分分析計

（SAT-210；DKK-TOA）を用いて電量滴定法によって測定を行った。pH は凍結乾燥試料に

超純水を加え湿潤質量に戻し，pH メーター（HM-30；DKK-TOA）を用いて直接測定を行っ
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た。 

 

2. 2–3. 遊離アミノ酸の分析 

乾燥粉末試料 50 mg にメタノール/クロロホルム/水（5:5:2）混液 2.25 mL を加え，37˚C，

300 rpm で 30 分間振とう抽出を行った。水 900 μL を加え，4˚C，1,450 × g で 3 分間の遠心

分離後，水相 1.8 mL を真空濃縮し，水で最終容量 1.5 mL に調整した。 

遊離アミノ酸の分析は，o-フタルアルデヒドおよび塩化フルオレニルメチルオキシカルボニ

ルを用いたプレカラム誘導体化-HPLC 法 53)により行い，内部標準物質として S-カルボキシ

メチルシステイン（SCMC）およびサルコシンを用いた。HPLC 装置は，Agilent 1100-1200 シ

リーズ（Agilent Technologies）を使用した。 

 

2. 2–4. 酵素活性試験 

2. 2–4–1. Glutamic acid decarboxylase 活性試験 

 GAD 活性試験は Miyashita ら 54)の方法を一部改変して行った。乾燥粉末試料 50 mg にポ

リビニルポリピロリドン（PVPP）10 mg および GAD 抽出緩衝液（100 mM トリス–塩酸（pH 

7.5），1 mMエチレンジアミン四酢酸（EDTA），1 mMフッ化フェニルメチルスルホニル（PMSF）

および 10 % (v/v) グリセロールを含む）1 mL を加え，マルチビーズショッカー®を用いて氷

温粉砕抽出を行った。4˚C，20,630 × g で 10 分間の遠心分離後，上清を GAD 抽出液として

用いた。 

 GAD 反応緩衝液（150 mM リン酸カリウム（pH 5.8），0.1 mM ピリドキサールリン酸（PLP）, 

20 mM グルタミン酸および GAD 抽出液 20 μL を含む）200 μL 中で，40˚C，2 時間インキュ

ベートを行った。1.2 M 過塩素酸 200 μL を加えることで反応停止した。内部標準溶液（3.6 

mM SCMC）100 μL およびアセトニトリル 1.5 mL を加え，4˚C，1,450 × g で 10 分間遠心分

離後，上清中の GABA を上記の方法 53)に従い定量した。GAD 活性（U）は，40˚C，pH 5.8

における 1 分間あたりの GABA 生成量（μmol min-1）を 1 unit として求めた。 
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2. 2–4–2. GABA transaminase および glutamine synthetase 活性試験 

 GABA-T および GS 抽出液は Lu ら 55)の方法に従い，酵素抽出緩衝液（100 mM トリス–塩

酸（pH7.6），1 mM EDTA, 1 mM 塩化マグネシウムおよび 10 mM 2-メルカプトエタノール含

む）を用いて調製した。GABA-T および GS の抽出は，前述した GAD 抽出方法に沿って氷

温粉砕抽出を行った。 

GABA-T 活性試験は Miyashita ら 54)の方法に従い，GABA-T 反応緩衝液（50 mM トリス–

塩酸（pH 8.0），1.5 mM ジチオスレイトール（DTT），0.75 mM EDTA，0.1 mM PLP，16 mM 

GABA，4 mM 2-オキソグルタル酸（2-OG）および GABA-T 抽出液 20 μL を含む）200 μL 中

で，37˚C，2 時間インキュベートを行った。8 mM 5-スルホサリチル酸 200 μL を加えること

で反応停止した。内部標準溶液（3.6 mM SCMC）100 μL およびアセトニトリル 1,500 μL を

加え，4˚C，1,450 × g で 10 分間遠心分離後，上清中のグルタミン酸を上記の方法 53に従い

定量した。GABA-T 活性（U）は，37˚C，pH 8.0 における 1 分間あたりのグルタミン酸生成

量（μmol min-1）を 1 unit として求めた。 

GS 活性試験は Rhodes ら 56)および Viégas ら 57)の方法に従い，GS 反応緩衝液（50 mM イ

ンダゾール–塩酸（pH 7.2），18 mM アデノシン三リン酸（ATP），45 mM 硫化マグネシウム, 

6 mM 塩化ヒドロキシルアミン，92 mM グルタミン酸および GS 抽出液 20 μL を含む）160 

μL 中で，37˚C，2 時間インキュベートを行った。塩化鉄溶液（10 % (w/v) 塩化鉄 (Ⅲ)/ 24 % 

(v/v) トリクロロ酢酸 / 6 M 塩酸 (1:1:1)）200 μL を加え反応停止した。反応混合液をプレー

トフィルター（AcroPrep™ Advance Filter Plate；ポアサイズ 0.2 μm；Pall）でろ過し，マイク

ロプレートリーダー（SH-9000Lab；CORONA ELECTRIC）を用いて，560 nm における吸光

度を測定した。外部標準物質として，γ-グルタミルモノヒドロキサム酸（γ-Glu-HXM）を用

いた。GS 活性（U）は，37˚C，pH 7.2 における 1 分間あたりの γ-Glu-HXM 生成量（μmol min-

1）を 1 unit として求めた。 
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2. 2–4–3. グルタミン酸代謝関連酵素活性試験 

粗酵素抽出液は Miyashita ら 58)の方法に従い，酵素抽出緩衝液（100 mM トリス–塩酸

（pH7.5）, 1 mM DTT, 5 mM EDTA, 10 mM システイン, 0.1 mM PMSF および 5 μM ロイペプ

チンを含む）を用いて調製した。粗酵素の抽出は，前述した GAD 抽出方法に沿って氷温粉

砕抽出を行った。 

Glutamic acid synthase（GOGAT）活性試験は Ertan ら 59)の方法に従い，粗酵素抽出液 20 μL

に GOGAT 反応緩衝液（62.5 mM トリス–塩酸（pH 7.6），3.75 mM 2-OG および 62.5 μM 還元

型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）を含む）160 μL を加え，30˚C で 5 分

間予備加温を行った。50 mM グルタミン 20 μL を加え反応を開始し，30˚C，340 nm におけ

る吸光度を 5 分毎，20 分間カイネティック測定した。 

ALT 活性試験は日本臨床化学会（JSCC）標準法 60)に従い，粗酵素抽出液 15 μL に ALT 反

応緩衝液（111 mM トリス–塩酸（pH 7.5），2.5 U mL-1乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH），0.015 % 

(w/v) 牛血清アルブミン（BSA），0.25 % (v/v) グリセロール，625 mM アラニンおよび 0.2 

mM NADH を含む）120 μL を加え，37˚C で 5 分間予備加温を行った。150 mM 2-OG（in 111 

mM トリス–塩酸緩衝液，pH7.5）15 μL を加え反応を開始し，37˚C，340 nm における吸光度

を１分毎，10 分間カイネティック測定した。 

P5CS 活性試験は Liu ら 61)の方法に従い，粗酵素抽出液 20 μL に P5CS 反応緩衝液（100 

mM トリス–塩酸（pH 7.2），20 mM 塩化マグネシウム，75 mM グルタミン酸および 5 mM 

ATP を含む）160 μL を加え，30˚C で 5 分間予備加温を行った。0.4 mM NADH 20 μL を加え

反応を開始し，30˚C，340 nm における吸光度を５分毎，20 分間カイネティック測定した。 

Glutamic acid dehydrogenase（GDH）活性試験は Glevarec ら 62)の方法に従い，グルタミン

酸合成方向（NADH-GDH）および 2-OG 合成方向（NAD+-GDH）を解析した。 

NADH-GDH 活性試験：粗酵素抽出液 20 μL に NADH-GDH 反応緩衝液（100 mM トリス–

塩酸（pH 8.0），1 mM 塩化カルシウム，50 mM 硫化アンモニウムおよび 0.25 mM NADH を

含む）160 μL を加え，30˚C で 5 分間予備加温を行った。130 mM 2-OG（in 100 mM トリス–



20 

 

塩酸緩衝液，pH 8.0）20 μL を加え反応を開始し，30˚C，340 nm における吸光度を 5 分毎，

20 分間カイネティック測定した。 

NAD+-GDH 活性試験：粗酵素抽出液 20 μL に NAD+-GDH 反応緩衝液（100 mM トリス–塩

酸（pH 9.0），1 mM 塩化カルシウムおよび 0.25 mM 酸化型ニコチンアミドアデニンジヌク

レオチド（NAD+）を含む）160 μL を加え，30˚C で 5 分間予備加温を行った。130 mM 2-OG

（in 100 mM トリス–塩酸緩衝液，pH 9.0）20 μL を加え反応を開始し，30˚C，340 nm におけ

る吸光度を 5 分毎，20 分間カイネティック測定した。 

GOGAT，ALT，P5CS および GDH 活性（U）は，各反応緩衝液の pH および反応温度にお

ける 1 分間当たりの NADH 酸化還元量（μmol min-1）を 1 unit として求めた。各酵素活性試

験における吸光度測定は，マイクロプレートリーダー（SH-9000Lab；CORONA ELECTRIC）

を用いて行った。NADH のモル吸光係数は 6.3 mM-1 cm-1とした。 

 

2. 2–5. 遺伝子発現解析 

乾燥粉末試料 50 mg を滅菌マイクロチューブに秤量し，RNA 抽出キット（NucleoSpin® 

RNA Plant and Fungi；MACHEREY-NAGEL）を用いて，メーカープロトコルに従い total RNA

を抽出した。次いで cDNA 合成キット（PrimeScript™ RT Master Mix；TaKaRa bio）を用いて

メーカープロトコルに従い，37˚C–15 分間，85˚C–5 秒間の逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-

PCR）を行った。RT-PCR は，PCR Thermal CyclerDice® Touch（TaKaRa bio）を用いて実施し

た。 

グルタミン酸代謝に関わる遺伝子発現について，TB Green™ Premix Ex Taq™ II（TaKaRa 

bio）を用いてメーカープロトコルに従い，相対定量法によるリアルタイム PCR（qRT-PCR）

を行った。qRT-PCR に使用したプライマーを Table 2–1 に示した。リファレンス遺伝子とし

て β-アクチン遺伝子（ACTIN2/7）を使用した。qRT-PCR は以下の条件で行った：GLUTAMIC 

ACID DECARBOXLASE 1（GAD1）：95˚C–5 秒間，56˚C–30 秒間，40 サイクル；Δ1-PYRROLINE-

5-CARBOXYLIC ACID SYNTHASE 1（P5CS1）：95˚C–5 秒間，60˚C–30 秒間，72˚C–20 秒間，40
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サイクル；GLUTAMIC ACID DECARBOXLASE 2（GAD2），GLUTAMIC ACID DECARBOXLASE 

4（GAD4），GABA TRANSAMINASE 1（GABA-T1），ALANINE TRANSAMINASE 1（ALT1），

GLUTAMINE SYNTHETASE 1（GS1），GLUTAMINE SYNTHETASE 2（GS2），GLUTAMIC ACID 

SYNTHASE 1（GLT1），GLUTAMIC ACID DEHYDROGENASE 1（GDH1）および GLUTAMIC 

ACID DEHYDROGENASE 2（GDH2）：95˚C–5 秒間，60˚C–30 秒間，40 サイクル。qRT-PCR

は，TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® Real Time System II（TaKaRa bio）を用いて実施した。 

 

2. 2–6. 統計解析 

遊離アミノ酸および酵素活性は，NaCl を除いたダイコン乾燥質量（DW）で補正し，平均

値 ± 標準偏差で示した。脱水処理区間比較は一元配置分散分析後，Holm-Sidak 検定（α = 

0.05）を行った。経時的群間比較は二元配置分散分析後，Tukey-Kramer の多重比較検定（α 

= 0.05）を行った。統計解析は GraphPad Prism version 8 for Mac（Graphpad Software）を用い

て行った。
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Fig. 2–2 Pickling schedule of takuan-zuke. 
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2. 3. 結果および考察 

新鮮，塩押しおよび日干しダイコンにおける遊離アミノ酸の定量結果を，Table 2–2，2–3, 

2–4 および 2–5 に示した。なお，脱水処理による質量変化を考慮して，Table 2–2 の値は NaCl

を含む湿潤質量（FW）100 g あたりのアミノ酸質量 (mg)，Table 2–3 の値は NaCl を除いた

100 g FW あたりのアミノ酸質量 (mg)，Table 2–4 の値は NaCl および水分を除いた乾燥質量

（DW）1 g あたりのアミノ酸質量 (mg)，Table 2–5 の値は NaCl および水分を除いた 1 g DW

あたりのアミノ酸質量 (µmol)で示した。 

 各脱水処理工程におけるダイコンの平均質量，歩留まり，水分量，NaCl 濃度および pH の

値を Table 2–6 に示した。塩押し処理 2 日後，7 日後および 14 日後におけるダイコンの歩留

まりは，それぞれ 77.8 %，67.2 %および 58.1 %であった。一方，日干し処理 2 日後，7 日後

および 14 日後におけるダイコンの歩留まりは，それぞれ 81.4 %，52.1 %および 34.1 %であ

った。 

 

2. 3–1. 塩押しダイコンにおける遊離アミノ酸の変化 

新鮮ダイコンおよび各脱水処理工程におけるグルタミン酸，グルタミン，アラニン，プロ

リンおよび GABA の定量結果について，Fig. 2–3 に示した。塩押し処理では，湿潤質量あた

りの総遊離アミノ酸濃度は，SD-7d まで経時的に増加し，SD-14d で減少した（RD vs. SD-7d：

181.7 %；SD-7d vs. SD-14d：58.6 %）（Table 2–2）。塩押し処理では高濃度の食塩をダイコン

に添加して脱水する。したがって，塩押し処理 7 日後までは脱水による成分の濃縮およびス

トレス応答による遊離アミノ酸の誘導が起きたと示唆された。さらに，塩押し処理 7～14 日

後の間に細胞膜の半透性が失われたことで，所謂「漬かった」状態となり，細胞内の遊離ア

ミノ酸が上がり水中に流出したと示唆された（Table 2–2）。 

 アラニンおよびプロリン含量は，新鮮ダイコンでそれぞれ 9.10 ± 0.16 μmol g-1 DW，13.95 

± 0.35 μmol g-1 DW であり，新鮮ダイコンと比較して塩押し処理中に有意な変化は観察され

なかった。GABA 含量は，新鮮ダイコンで 5.57 ± 0.56 µmol g-1 DW であり，塩押し処理によ
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って，以前の報告 44)と同様に GABA の有意な蓄積を示した（RD vs. SD-14d：9.6 倍，p < 

0.001）。グルタミン酸含量は新鮮ダイコンで 37.89 ± 1.10 µmol g-1 DW であり，新鮮ダイコン

と比較して塩押し処理 2 日後において 12.2 %まで急速に減少した。グルタミン酸含量は新

鮮ダイコンで 37.89 ± 1.10 µmol g-1 DW であり，新鮮ダイコンと比較して塩押し処理では 2

日後において 12.2 %まで急速に減少した。 

 

2. 3–2. 塩押しダイコンにおける酵素活性の変化 

機能性成分である GABA，アラニンおよびプロリンは，Fig. 2–1 に示す代謝経路によって

蓄積する。そこで，新鮮ダイコンおよび各脱水処理工程における酵素活性を測定し，その変

化について Fig. 2–4 に示した。GAD 活性は，新鮮ダイコンにおいて 7.02 ± 0.18 U g-1 DW で

あり，新鮮ダイコンと比較して塩押し処理 7 日後において 21.9 %まで低下した。GABA-T 活

性（GABA からコハク酸セミアルデヒドへの分解反応）は，新鮮ダイコンにおいて 0.12 ± 

0.01 U g-1 DW であり，GAD 活性と比較して顕著に低かった。さらに，GABA-T 活性は新鮮

ダイコンと比較して塩押し処理 2 日後において約 75 %低下した。ALT 活性（アラニンおよ

びグルタミン酸の可逆的反応）は，新鮮ダイコンにおいて 5.25 ± 0.49 U g-1 DW であり，塩

押し処理 2 日後において約 85 %低下した。P5CS（プロリン合成における律速段階）活性は，

新鮮ダイコンにおいて 0.19 ± 0.01 U g-1 DW であり，各脱水処理 2 日後において約 40 %低下

した。 

NADH-GDH 活性（2-OG からグルタミン酸への代謝反応）は，新鮮ダイコンにおいて 10.1 

± 0.18 U g-1 DW であり，塩押し処理 2～7 日後にかけて有意に増大した（p < 0.001）。NAD+-

GDH 活性（グルタミン酸から 2-OG への代謝反応）は，新鮮ダイコンにおいて 1.47 ± 0.06 U 

g-1 DW であり，塩押し処理 7 日後において 61.2 %保持されていたものの，7～14 日後にか

けて有意に低下した（p < 0.05）。GS 活性（植物における重要な窒素同化酵素）および GOGAT

活性（グルタミンからグルタミン酸への代謝反応）は，新鮮ダイコンにおいてそれぞれ 1.18 

± 0.11 U g-1 DW および 0.27 ± 0.03 U g-1 DW であり，塩押し処理処理 2～7 日後にかけて，約
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60 %保持されていた。 

これまでの研究で，たくあん漬の製造工程において，グルタミン酸から GABA，アラニン

およびプロリンが合成されること，ダイコンの脱水処理が GAD を活性化し，GABA 含量を

増加させることが明らかとなっている 44, 63)。本研究で得られた結果はこれらの報告を支持

するものであり，塩押し処理 2 日後まで GAD 活性が約 40 %保持されていた。また，GABA

分解酵素である GABA-T 活性は，GAD 活性の 5 %未満であったことから，塩押し処理工程

では，GABA シャントを介した TCA サイクルへの導入は低いことが示唆された。ALT 活性

は日干し処理 2～7 日後にかけて増大したが，塩押し処理では 2 日後で急速に失活した。

P5CS 活性は各脱水処理において増大したが，塩押し処理では Fig. 2–3 に示したように，プ

ロリンの蓄積が観察されなかった。これは，塩押し処理２日後においてグルタミン酸が急激

に減少したためと示唆される。 

一般的には，含塩食品の摂取は高血圧のリスクになるとされているが，Kumakura ら 45)は

動物実験において，含塩食品であるたくあん漬の摂取による降圧作用および腎機能改善効

果を報告している。さらに，グルタミン酸を含む調味液にたくあん漬を浸漬し乳酸菌発酵さ

せることで，より多くの GABA を生成することが明らかとなっている 63)。したがって，た

くあん漬の摂取は必ずしも高血圧症のリスク要因にはならず，適量であれば降圧効果があ

ると考えられる。 

 

2. 3–3. 塩押しダイコンにおける遺伝子発現の変化 

 qRT-PCR による遺伝子発現解析の結果を Fig. 2–5 に示した。各脱水処理 7～14 日後の試

料は，mRNA が断片化していたため，発現解析を行わなかった。GAD 遺伝子の発現は，塩

押し処理２日後において GAD1 および GAD2 が低下傾向を示し，GAD4 が有意に増大した

（p < 0.001）。ALT1 の発現は，塩押し処理 2 日後に有意に増大した（p < 0.001）。GABA-T1

の発現は塩押し処理 2 日後に有意に低下し（p < 0.05），P5CS1 の発現も低下する傾向を示し

た。GDH 遺伝子および GLT1 の発現は，塩押し処理 2 日後において有意な変化は観察され
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なかった。GS1 の発現は，塩押し処理 2 日後に有意に低下したが（p < 0.05），GS2 の発現に

変化は見られなかった。 

 

2. 3–4. 日干しダイコンにおける遊離アミノ酸の変化 

日干しダイコンにおけるグルタミン酸，グルタミン，アラニン，プロリンおよび GABA の

定量結果について，Fig. 2–3 に示した。たくあん漬の遊離アミノ酸レベルは，塩押し処理と

比較して日干し処理で高いとされるが 44)，本研究においても総遊離アミノ酸濃度が示すよ

うに，同様の結果を得ることができた（総遊離アミノ酸：SD-14d：215.5 ± 20.6 µmol g-1 DW；

HD-14d：345.5 ± 29.1 µmol g-1 DW）（Table 2–5）。アラニン，プロリンおよび GABA 含量は，

以前の報告 44)と同様に，新鮮ダイコンと比較して日干し処理 14 日後において有意な蓄積を

示した（RD vs. HD-14d；アラニン：3.2 倍，p < 0.001；プロリン：4.8 倍，p < 0.001；GABA：

18.6 倍，p < 0.001）。また，日干し処理におけるグルタミン酸含量は，塩押し処理と比較し

て緩やかに減少した（Fig. 2–3）。 

 

2. 3–5. 日干しダイコンにおける酵素活性の変化 

日干しダイコンにおける各酵素活性試験の結果について，Fig. 2–4 に示した。日干し処理

中の GAD 活性は，脱水開始 2～7 日にかけて約 60 %が残存していた。また，日干し処理中

の GABA-T 活性は，塩押し処理とは対照的に，脱水開始から 7 日後まで保持されていた。

日干し処理中の ALT 活性は約 40 %保持されており，脱水開始 2～7 日後にかけてわずかに

増大した。日干し処理中の P5CS 活性は，脱水開始 2～7 日後にかけてわずかに増加した。

日干し処理中の NADH-GDH 活性は，脱水開始から 7 日後にかけて保持されていた。一方，

NAD+-GDH 活性は日干し処理 2～7 日後にかけて増大した。GS 活性は日干し処理 2～7 日後

にかけて，約 60 %保持されていた。さらに，日干し処理 14 日後における GS 活性は 0.73 ± 

0.03 U g-1 DW であり，塩押し処理と比較して長期間保持されていた。GOGAT 活性は日干し

処理 2 日後にかけて増加した。 
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2. 3–6. 日干しダイコンにおける遺伝子発現の変化 

 qRT-PCR による遺伝子発現解析の結果を Fig. 2–5 に示した。ALT1 の発現は，新鮮ダイコ

ンおよび塩押し処理 2 日後と比較して，日干し処理 2 日後に有意に増大した（p < 0.001）。

P5CS1の発現は，新鮮ダイコンと比較して，日干し処理 2日後で有意に増大した（p < 0.001）。

GAD 遺伝子の発現は，新鮮ダイコンと比較して，日干し処理 2 日後において GAD2 が低下

傾向を示した。一方，GAD4 の発現は，新鮮ダイコンおよび塩押し処理 2 日後と比較して，

日干し処理 2 日後において有意に増大した（p < 0.001）。GABA-T1 の発現は，塩押し処理 2

日後と同様に，日干し 2 日後においても低下傾向を示した。GDH1 の発現は，新鮮ダイコン

と比較して，日干し処理２日後に有意に増大した（p < 0.05）。GDH2 の発現は，塩押し処理

2 日後と同様に，日干し 2 日後においても有意な変化は観察されなかった。GS 遺伝子およ

び GLT1 の発現は，新鮮ダイコンと比較して，日干し処理 2 日後において有意な変化は観察

されなかった。 

 アブラナ科のモデル植物であるシロイヌナズナでは，全ゲノム解読によって 5 つの GAD

遺伝子配列が同定されている 50)。さらに，シロイヌナズナの根部では主に GAD1 および

GAD2 が発現しており，低酸素ストレスにより GAD4 の発現が増大することが明らかとなっ

ている 50)。また，シロイヌナズナには 4 つの ALT アイソザイムが存在し，根部では主に

ALT1 が発現している 58)。さらに，タバコおよびダイコンでは，脱水ストレスによる P5CS1

の発現増大が報告されている 61, 64)。これらの報告は，本研究の結果を裏付けるものと考え

られる。すなわち，本研究では，ダイコンの脱水処理によって GAD4，ALT1 および P5CS1

の発現が増大し，GAD，ALT および P5CS が活性化したため，二次代謝産物（GABA，アラ

ニンおよびプロリン）が誘導されたことが示唆された。 

 

2. 3–7. 脱水処理工程におけるダイコンのグルタミン酸代謝 

日干し処理は，たくあん漬の栄養および健康機能性を向上させる有効な方法であること
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が示唆されている 44)。本研究においても，塩押し処理と比較して日干し処理においてアラ

ニン，プロリンおよび GABA が顕著に蓄積した（Fig. 2–3）。しかしながら，ダイコンをは

じめとする天日干し野菜は生産効率が悪く，食品業界における利用は少ない。したがって，

実際に市販されている漬物の多くは，野菜を塩または塩水で脱水して調製されている。本章

では，塩押しダイコンにおいて，日干しダイコンほど顕著ではないが，新鮮ダイコンと比較

して遊離アミノ酸の蓄積が観察された。これは，塩押し処理においても，一時的なストレス

反応が生じていることを示唆している。 

本研究で解析した各酵素活性は，塩押し処理と比較して日干し処理において保持されて

いることが明らかとなった。植物は窒素同化の過程で，GDH および GS/GOGAT によってグ

ルタミン酸を合成する 65)。さらに，グルタミン酸は GABA，アラニンおよびプロリン合成

の基質であり，ダイコンの脱水処理によって誘発される遊離アミノ酸の変化は，重要なスト

レス反応であると示唆される。トマトおよびイネでは，中程度の塩ストレスによる GS およ

び NADH-GDH の活性化が報告されている 66, 67)。本研究では，塩押し処理において GDH に

よるグルタミン酸合成が増大した（Fig. 2–4）。また，塩押し処理は GS/GOGAT サイクルを

阻害し，日干し処理では保持・増大することが明らかとなった（Fig. 2–4）。したがって，各

脱水処理間におけるグルタミンおよびグルタミン酸動態の差異は，GS/GOGAT サイクルが

寄与しており，既存の酵素活性に起因すると考えられた。また，ダイコンの脱水処理はグル

タミン酸合成を誘発し，GABA，アラニンおよびプロリンなどの浸透圧調節物質（オスモラ

イト）を蓄積すると示唆された。 
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Fig. 2–3 Changes in free amino acids during takuan-zuke processing. 

a) Shio-oshi samples. b) Hoshi samples. The x-axis denotes processing time; the y-axis denotes concentration per 

grams dry weight (µmol g-1 DW; mean ± standard deviation). Data are means ± standard deviation of triplicate 

samples. Error bars shorter than the size of the symbol are not drawn. 
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Fig. 2–4 Temporal changes in enzyme activity during daikon dehydration. 

The x-axis denotes processing time; the y-axis denotes enzyme activity per grams dry weight (U g-1 DW; mean ± 

standard deviation). Data are presented as means ± standard deviation of triplicate samples (*p < 0.05 as determined 

by the Tukey-Kramer method). Error bars shorter than the size of the symbol are not drawn. DW, dry weight; GAD, 

glutamic acid decarboxylase; GABA-T, GABA transaminase; ALT, alanine transaminase; P5CS, Δ1-pyrroline-5-

carboxylate synthase; NADH-GDH, NADH-glutamic acid dehydrogenase; NAD+-GDH, NAD+-glutamic acid 

dehydrogenase GS, glutamine synthetase; GOGAT, glutamic acid synthase. 
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Fig. 2–5 Transcriptional modulation of target genes after 2 d dehydration of shio-oshi and hoshi. 

The legend denotes a processing step (RD, raw daikon; SD-2d, after 2 days shio-oshi drying; HD-2d, after 2 days hoshi 

drying). Data are presented as means ± standard deviation (*p < 0.05 as determined by the Tukey-Kramer method; n = 4–6). 
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2. 4. 要約 

たくあん漬は，原料となるダイコンを「塩押し」または「日干し」による脱水処理をした

後，塩蔵熟成することで製造される。先行研究では，上述した脱水処理工程において，ダイ

コン中にアラニン，プロリンおよび GABA などの遊離アミノ酸が経時的に蓄積し，これら

の前駆体であるグルタミン酸が減少すること，脱水処理方法によってアミノ酸動態が異な

ることが明らかとなっているが，その代謝機構については不明な点が多い。そこで，本研究

では，脱水処理工程におけるダイコンの遊離アミノ酸，酵素活性および遺伝子発現を定量的

に解析した。 

研究の結果，ダイコン中のアラニン，プロリン，GABA およびグルタミン酸代謝に関連す

る各酵素活性は，脱水処理工程において保持されていた。さらに，アラニン，プロリンおよ

び GABA 合成酵素をコードする遺伝子発現が，脱水処理によって，特に日干し処理におい

て有意に増加することが明らかとなった。 

以上のように，本章では，たくあん漬の脱水処理工程が，ダイコンのグルタミン酸代謝に

及ぼす影響について，遺伝子発現レベルで明らかにできた。これは，脱水処理工程がダイコ

ンのストレス反応を誘発し，たくあん漬中の機能性成分の増加に寄与していることを示唆

している。また，その影響は塩押し処理と比較して日干し処理で顕著であり，得られた結果

はこれまでにない知見である。しかしながら，脱水処理工程におけるダイコンのストレス反

応と，様々な生育環境下におけるモデル植物のストレス反応とでは，誘導される分子機構が

異なることが示唆され，その詳細については検討の余地がある。 
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第三章 

たくあん漬の脱水処理工程における分岐鎖アミノ酸お

よびグルコシノレート代謝機構の解析 
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3. 1. はじめに 

アブラナ科野菜特有の成分であるグルコシノレート（GLS）類は現在 130 種以上が同定さ

れており，前駆体アミノ酸の種類によって，脂肪族 GLS（アラニン，イソロイシン，ロイシ

ン，バリンおよびメチオニン由来），芳香族 GLS（チロシンおよびフェニルアラニン由来）

およびインドール GLS（トリプトファン由来）に分類される 25)。ダイコンの主要な GLS で

ある MTBGLS は脂肪族 GLS に分類され，たくあん漬の黄変化反応および健康機能性に寄

与する重要な成分である（Fig. 3–1）。他方，GLS の生合成における反応ステップの一部は，

BCAA の生合成経路と一致しており，相互に関連していることが示唆されている 26)。植物

生理学分野では，植物の成長条件と環境ストレスが BCAA および GLS の含有量に大きな影

響を与えることが知られている 68, 69)。特に，塩および浸透圧ストレスに曝されたアブラナ

科植物では，BCAAおよびGLS濃度が増加することが報告されている 70-72)。これらのBCAA，

GLS および ITC を積極的に摂取することによる，抗肥満効果，2 型糖尿病のリスク改善作

用などが，動物実験によって明らかとなっている 29, 73-75)。 

先行研究では，たくあん漬の脱水処理工程において，機能性成分である BCAA が蓄積す

ることが報告されている 44)。また， GLS 代謝酵素であるミロシナーゼは， NaCl およびの

アスコルビン酸（AsA）によって濃度依存的に活性化することが明らかとなっている 76)。第

一章の結果から，脱水処理によりダイコンのストレス反応が誘導され，GABA，アラニンお

よびプロリンが蓄積すること，それを促進する酵素作用および遺伝子発現について検討し，

塩押し処理と比較して日干し処理で顕著であること，GS/GOGAT サイクルがグルタミン酸

動態に寄与すること，遺伝子発現レベルで変動がみられることを明らかにした 77)。そのメ

カニズムについて十分な説明には至っていない。次いで本章では，たくあん漬の脱水処理工

程がダイコンの BCAA および GLS 代謝に及ぼすメカニズムを明らかにするために，二次代

謝産物，酵素活性および遺伝子発現の包括的解析を行った。  
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Fig. 3–1 Glucosinolate and isothiocyanate metabolic pathways of daikon. 

MTBGLS: 4-methylthio-3-butenyl glucosinolate; MTBITC: 4-methylthio-3-butenyl isothiocyanate; TPC: 2-thioxo-3-
pyrrolydinecarbaldehyde; MeSTP: 3-methylthiomethylene-2-thioxopyrrolidine; TPCC: 1-(2-thioxopyrrolidine-3-yl)-
1,2,3,4-tetrahydro-β-carboline-3-carboxylic acid; TPMT: 2-[3-(2-Thioxopyrrolidin-3-ylidene)methyl]-tryptophan. 
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3. 2. 試料および方法 

3. 2–1. たくあん漬の調製 

 ダイコンおよびたくあん漬試料は，第二章 2. 2–1 で調製したものを使用した。 

 

3. 2–2. 水分量，NaCl 濃度および pH の測定 

 水分量，NaCl 濃度および pH の測定は，第二章 2. 2–2 と同様に行った。 

 

3. 2–3. グルコシノレート（GLS）の分析 

GLS の分析は，Wathelet ら 78)の方法に従い行った。乾燥粉末試料 50 mg を秤量し，75˚C

で 1 分間加熱した。75˚C で 1 分間予備加温した 80 % (v/v) メタノール 0.75 mL および内部

標準溶液（5 mM シニグリン）0.1 mL を加え，75˚C で 10 分間加熱した。試料混合液を氷冷

後，1,450 × g で 5 分間遠心分離を行い，上清を回収した。残渣は 80 % (v/v) メタノールに

よる熱抽出を 2 回繰り返し，回収した上清を約 2.5 mL に調整したものを粗抽出液とした。

カラムに 1 g の陰イオン交換樹脂（DEAE Sephadex A-25；GE Healthcare）を充填し，下記の

順序で通液した：水 1 mL × 2，粗抽出液 1 mL，水 1 mL × 2，20 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）

× 2。カラムにエンドキャップをした後，スルファターゼ溶液 75 μL を加え，25˚C で一晩反

応させた。その後，水 0.5 mL によって回収し，HPLC による定量解析を行った。 

HPLC 装置は Agilent 1100-1200 シリーズ（Agilent Technologies）を使用し，下記の条件で

分析を行った：分離カラム：Poroshell 120 EC-C18（φ3.0 × 50 mm, 2.7 µm, Agilent Technologies）；

カラム温度：35˚C；流速：0.85 mL min-1；グラジエントプログラム：0.2 %B（0.00–0.25 min），

0.2 - 19.8 %B（0.25–6.00 min），19.8 %B（6.00–7.00 min）；溶離液 A：50 mM リン酸緩衝液

（pH3.0）；溶離液 B：メタノール。 

 

3. 2–4. アスコルビン酸（AsA）の分析 

AsA の分析は Lykkesfeldt ら 79)の方法に従い行った。乾燥粉末試料 50 mg に内部標準溶液
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（1 μg mL -1ハイドロキノン（in 5 %メタリン酸））5 mL を加えた。5 分間の超音波処理後，

1,450 × g で 5 分間の遠心分離を行った。上清をディスクフィルター（Nylon, 13 mm，0.2 µm，

Agilent Technologies）でろ過し，AsA 抽出液を得た。AsA 抽出液 500 μL に 10 mM DTT（in 

0.5 M トリス–塩酸緩衝液，pH 9.0）250 μL を加え，25˚C で 5 分間反応させた。反応後，0.2 

M H2SO4 500 μL を加え反応停止した。反応混合物の AsA 濃度は，電気化学検出–HPLC 法に

より定量した。 

HPLC 装置は HITACHI L-2000 シリーズ（HITACHI High-Technologies）を使用し，下記の

条件で分析を行った：分離カラム：Inertsil® ODS-4（φ3.0 × 150 mm，3.0 µm，GL Sciences）；

カラム温度：35˚C；流速：0.22 mL min-1；15 %B（アイソクラティック）；溶離液 A：50 mM

リン酸緩衝液（pH 3.0）；溶離液B：メタノール。電気化学検出器はDECADE Ⅱ（Antec Scientific）

を使用し，下記の検出条件で行った：フローセル：glassy carbon-Hyref；検出電圧：+ 0.38 v。 

 

3. 2–5. 遊離アミノ酸の分析 

 遊離アミノ酸の分析は，第二章 2. 2–3 と同様に行った。 

 

3. 2–6. ミロシナーゼ活性試験 

 ミロシナーゼ活性試験は，Hara ら 80)の方法を一部改変して行った。乾燥粉末試料 250 mg

に 5 mM DTT 5 mL を加え，４˚C で 15 時間の振とう抽出を行った。抽出液を 4˚C，1,450 × g

で 30 分間遠心分離後，上清をセライトろ過した。ろ液 500 μL を限外ろ過（Amicon® Ultra-

0.5，30 k，Merck Millipore）し，残渣を回収した。残渣を 5 mM DTT 250 μL に懸濁し，ミロ

シナーゼ抽出液とした。 

ミロシナーゼ反応緩衝液（120 mM リン酸カリウム（pH 6.6），80 μg mL-1シニグリンおよ

びミロシナーゼ抽出液 30 μL を含む）100 μL 中で，37˚C，30 分間インキュベートを行った。

沸騰水中で 10 分間加熱し，反応を停止した。0.5 M 3-メチル-1-フェニル-5-ピラゾロン 100 

μL および 1 M 水酸化ナトリウム 10 μL を加え，70˚C で 15 分間インキュベートした。5 分間
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の氷冷後，1 M 塩酸 10 μL およびクロロホルム 200 μL を加えた。4˚C，20,630 × g で 3 分間

遠心分離し，上清中のグルコースを HPLC で定量した。試料中のグルコース濃度は，10 μM

～1.0 mM グルコースを用いた 5 点検量線法によって求めた。ミロシナーゼ活性（U）は，

37˚C，pH 6.6 における 1 分間あたりのグルコース生成量（μmol min-1）を 1 unit として求め

た。 

HPLC 装置は Agilent 1100-1200 シリーズ（Agilent Technologies）を使用し，下記の条件で

分析を行った：分離カラム：Poroshell EC-C18（φ3.0 × 150 mm，2.7 µm，Agilent Technologies）；

カラム温度：40˚C；流速：0.85 mL min-1；グラジエントプログラム：21.3 %B（0.00 - 3.50 min），

21.3 – 75.0 %B（3.50 - 4.50 min）， 70.0 %B（4.50 - 7.00 min）；ポストタイム：1.5 min；検出

波長：245 nm；溶離液 A：20 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）；溶離液 B：アセトニトリル。 

 

3. 2–7. 遺伝子発現解析 

 Total RNA の抽出は，第二章 2. 2–5 と同様に行った。qRT-PCR は iTaq™ Univeral SYBR® 

Green Supermix（Bio-Rad Laboratories）を用いてメーカープロトコルに従い，相対定量法に

よる解析を行った。qRT-PCR に使用したプライマーを Table 3–1 に示した。リファレンス遺

伝子として β-アクチン遺伝子（ACTIN2/7）を使用した。qRT-PCR は以下の条件で行った：

myb domain protein 29（MYB29），BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 2（BCAT2），

BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 3（BCAT3）および GLUCORAPHASATIN SYNTHASE 

1（GRS1）：95˚C–5秒間，58˚C–30秒間，40サイクル；BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 

4 （ BCAT4 ） ， ISOPROPYLMALATE DEHYDROGENASE 1 （ IPMDH1 ） ，

METHYLTHIOALKYLMALATE SYNTHASE 3（MAM3）および RADISH MYROSINASE B TYPE 2

（RMB2）：95˚C–5 秒間，60˚C–30 秒間，40 サイクル；myb domain protein 28（MYB28）およ

び RADISH MYROSINASE B TYPE 1（RMB1）：95˚C–5 秒間，62˚C–30 秒間，40 サイクル。qRT-

PCR は，CFX Connect™ Real-Time System（Bio-Rad Laboratories）を用いて実施した。 
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3. 2–8. 統計解析 

 統計解析は第二章 2. 2–6 と同様に，GraphPad Prism version 8 for Mac（Graphpad Software）

を用いて行った。 
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3. 3. 結果および考察 

 各脱水処理工程におけるダイコンの平均重量，歩留まり，水分量，NaCl 濃度および pH の

値を Table 3–2 に示した（第二章，Table 2–6 再掲）。新鮮，塩押しおよび日干しダイコンに

おける遊離アミノ酸，グルコシノレートおよびアスコルビン酸の定量結果を，Table 3–3 に

示した（第二章，Table 2–5 一部再掲）。 

 

3. 3–1. 塩押しダイコンにおける遊離アミノ酸，グルコシノレートおよびアスコルビン酸の

定量結果 

 塩押し処理中の BCAA および MTBGLS 前駆体アミノ酸（グルタミン酸，アスパラギン

酸，アラニン，セリンおよびメチオニン），MTBGLS および AsA の変化について，Fig. 3–2

に示した。Table 3–3 に示すように，塩押し処理中の総遊離アミノ酸濃度は，新鮮ダイコン

と比較して，SD-2d: 83.1 %, SD-7d: 126.7 %, SD-14d: 102.5 %であった。BCAA 濃度は，新鮮

ダイコンと比較して，塩押し処理 7 日後に 1.4 倍に増大した。MTBGLS 濃度は，新鮮ダイ

コンと比較して SD-2d: 66.1 %, SD-7d: 113.3 %, SD-14d: 56.9 %であった。新鮮ダイコン中の

AsA 濃度は，11.1 ± 0.8 μmol g-1 DW であり，塩押し処理 2 日後に 62.2 %まで低下したが，そ

の後有意な変化は見られなかった。BCAA および MTBGLS の前駆体アミノ酸（グルタミン

酸，アスパラギン酸，アラニン，セリンおよびメチオニン）の変動は以下の通りであった: 

グルタミン酸およびアスパラギン酸濃度は，塩押し処理 2 日後に，それぞれ 12.4 %および

17.8 %まで急激に低下し，その後顕著な変化は観察されなかった。アラニン濃度は，新鮮ダ

イコンと比較して，塩押し処理 7 日後に 2.5 倍に増大したが，その後有意に減少した（p < 

0.001）。セリン濃度は，塩押し処理 2 日後に有意に減少したが（p < 0.001），その後顕著な変

化は観察されなかった。新鮮ダイコン中のメチオニン濃度は，0.1 ± 0.1 μmol g-1 DW であり，

塩押し処理中に有意な変化は観察されなかった。 

本研究で分析した二次代謝産物は，塩押し処理 7 日後に増加し，その後減少する傾向を示

した。これは，塩押し処理中に原料であるダイコンの二次代謝，とくにアミノ酸代謝が持続
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していること，脱水処理によって遊離アミノ酸，アスコルビン酸およびグルコシノレートが

水分（上がり水）とともに溶出したことを示唆している。AsA はヒトが体内で合成すること

のできない必須ビタミンに分類され，野菜や果物はその主要な供給源である 81)。しかしな

がら，AsA は水溶性であり，易酸化性であるため，調理および貯蔵工程における損失が大き

い 82)。したがって，ダイコンの塩押し処理中に溶出した AsA は，酸素と接触しやすくなっ

たため，速やかに酸化分解されたことが示唆された。 

 

3. 3–2. 塩押しダイコンにおけるミロシナーゼ活性の変化 

 新鮮ダイコンおよび 2 つの脱水処理中のミロシナーゼ活性の変化を Fig. 3–3 に示した。ミ

ロシナーゼ活性は，新鮮ダイコンで 0.96 ± 0.07 U g-1 DW であり，塩押し処理 2 日後に 28.5 %

まで低下したものの，その後有意な変化は見られなかった。ミロシナーゼは GLS を ITC に

代謝することでダイコンの辛味発現に寄与する酵素である 25)。さらに，ミロシナーゼの活

性は AsA および NaCl 濃度により影響され，カブおよびハクサイの浅漬けでは，0.01~0.1 % 

AsA，0.1~1.0 % NaCl の範囲で濃度依存的にミロシナーゼ活性が増大するが，1.0 % AsA お

よび 10.0 % NaCl 条件下ではミロシナーゼ活性が抑制されることが報告されている 76)。本研

究では，塩押し処理中の湿潤質量あたりの AsA 濃度は SD-2d: 15.8 ± 0.6 mg 100 g-1 FW，SD-

7d: 12.4 ± 0.6 mg 100 g-1 FW および SD-14d: 11.6 ± 0.6 mg 100 g-1 FW であり，0.01 % (w/w，

10.0 mg 100 g-1) 以上保持されていたことが明らかとなった。さらに，塩押し処理中のダイ

コンのミロシナーゼ活性は，完全に失活することなく，低い値で保持されていた。これは，

塩押し処理によってダイコン中の NaCl 濃度が急激に上がり（Table 3–2），ミロシナーゼ活

性が低下したものの，AsA濃度が湿潤質量あたり 0.01 %以上であったため賦活作用が働き，

ミロシナーゼが完全には失活しなかったと示唆された（Table 3–3）。 

 

3. 3–3. 塩押しダイコンにおける遺伝子発現の変化 

脱水処理工程における二次代謝物動態について，分子レベルから把握するためにqRT-PCR
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による遺伝子発現解析を行い，その結果を Fig. 3–4 に示した。2 つの脱水処理 7～14 日後の

試料は，mRNA が断片化していたため，qRT-PCR の解析に使用しなかった。 

MYB28 および MYB29 は，MTBGLS などのメチオニン由来 GLS の正の調節因子として同

定されているが 83, 84)，本研究では塩押し処理 2 日後に減少傾向を示した。この結果は，塩押

し処理 2 日後における MTBGLS の減少に対応する。BCAA 合成および MTBGLS 合成の初

期（メチオニン鎖延長反応）を担う BCAT2， BCAT3 の発現は，塩押し処理 2 日後に低下傾

向を示した。また BCAT4 の発現は，有意差は得られなかったものの，塩押し処理 2 日後に

増大傾向を示した。BCAT 遺伝子と同様に，メチオニン鎖延長反応を行う MAM3 および

IPMDH1，ミロシナーゼ遺伝子である RMB1 および RMB2，MTBGLS 合成酵素である GRS1

の発現は，塩押し処理 2 日後に低下傾向を示した。 

MTBGLS 濃度は塩押し処理 7 日後に増大しているが（Fig. 3–2），これはミロシナーゼ遺

伝子（RMB1 および RMB2）の減少によりミロシナーゼ活性が低下（Fig. 3–3），MTBGLS が

MTBITC へと代謝されなかったため，一時的に蓄積したものと考えられる。ブロッコリーや

ラディッシュスプラウトなどのアブラナ科野菜では，塩ストレスによる GLS 類の蓄積が報

告されている 70, 71, 85)。しかしながら，スプラウトのような植物の成長過程と比較して，ダイ

コンのたくあん漬加工過程における塩ストレスでは影響が異なるものと考えられる。すな

わち，塩押し処理ではその工程において細胞膜の損傷および成分の流出が懸念され，遺伝子

発現レベルも低下していることから，BCAA は維持されているものの，ミロシナーゼ活性が

低下したため MTBGLS が一時的に増加したと示唆された。 

 

3. 3–4. 日干しダイコンにおける遊離アミノ酸，グルコシノレートおよびアスコルビン酸の

定量結果 

次に日干し処理中のダイコンの遊離アミノ酸，アスコルビン酸およびグルコシノレート

の定量結果を述べる。Table 3–2 に示すように，日干し処理中の総遊離アミノ酸濃度は，新

鮮ダイコンと比較して，HD-2d: 111.2 %, HD-7d: 157.0 %, HD-14d: 141.7 %であった。BCAA
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濃度は，新鮮ダイコンと比較して，日干し処理 7 日後に 2.6 倍に増大した。MTBGLS 濃度

は，新鮮ダイコンと比較して HD-2d: 68.6 %, HD-7d: 72.2 %, HD-14d: 84.4 %であり，日干し

処理 2 日後で低下したが，2 日後から 14 日後に経時的に増加した（p < 0.001）。AsA 濃度は，

新鮮ダイコンと比較して，HD-2d: 104.5 %, HD-7d: 55.9 %, HD-14d: 61.3 %であり，日干し処

理 2 日後まで同等の AsA が保持されていた。アスパラギン酸濃度は，新鮮ダイコンと比較

して，日干し処理 2 日後に 45.4 %まで急激に低下した。しかし，グルタミン酸濃度は，塩押

し処理と比較して保持されていた: HD-2d: 67.0 %; HD-7d: 39.6 %; HD-14d: 11.6 %; vs. RD（新

鮮ダイコン）。アラニン濃度は，新鮮ダイコンと比較して，日干し処理 7 日後に 3.1 倍，日

干し処理 14 日後に 3.2 倍に増加した（p < 0.001）。セリン濃度は，新鮮ダイコンと比較して，

日干し処理 7 日後で 2.4 倍に増加し，その後有意に減少した（p < 0.001）。メチオニン濃度

は，日干し処理中に有意な変化は観察されなかった。 

遊離アミノ酸の中でも，BCAA はヒトが合成できない必須アミノに分類され，野菜類はそ

の重要な供給源の一つである。血中および組織中の BCAA 濃度が上昇することにより耐糖

能の上昇およびタンパク質分解抑制などの生理機能を示す 86, 87)。さらに，BCAA，GLS およ

び ITC を積極的に摂取することで，2 型糖尿病のリスクを改善することが報告されている 

73-75)。最近の動物実験では，ダイコン由来の MTBITC を摂取することで抗肥満効果が示され

ている 29)。 

本研究の結果は，日干し処理 14 日後の総遊離アミノ酸および BCAA 濃度は，塩押し処理

14 日後と比較して顕著に高く，我々の以前の研究を裏付けるものである 44)。さらに，ダイ

コン中の MTBGLS 濃度は，日干し処理によって緩やかに増加することが明らかとなった。

すなわち，天日に曝されたダイコンが徐々に乾燥し，グルコシノレートの前駆体アミノ酸

（Glu，Ala，Ser および Asp など）の代謝が活性化し，そして塩押し処理のように浸出液（上

がり水）への成分の流出がないため，BCAA および MTBGLS が誘導されたと示唆された。 

 

3. 3–5. 日干しダイコンにおけるミロシナーゼ活性の変化 
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Fig. 3–3 に示すように，日干し処理中のダイコンのミロシナーゼ活性は，新鮮ダイコンと

比較して，HD-2d: 79.4 %, HD-7d: 66.9 %, HD-14d: 32.8 %であった。すなわち，日干し処理中

のミロシナーゼ活性が，塩押し処理と比較して，長い期間保持されていたことを示す。した

がって，日干し処理中の AsA 濃度が脱水開始 2 日後まで新鮮ダイコンと同等であったこと

（Fig. 3–2），湿潤質量あたりの AsA 濃度（HD-2d: 19.3 ± 0.7 mg 100 g-1 FW; HD-7d: 14.0 ± 0.6 

mg 100 g-1 FW; HD-14d: 24.1 ± 0.2 mg 100 g-1 FW）が塩押し処理と比較して高いレベルで保持

されていたことが，日干し処理におけるミロシナーゼ活性の保持に寄与していると示唆さ

れた。 

 

3. 3–6. 日干しダイコンにおける遺伝子発現解析 

Fig. 3–4 に示すように，メチオニン鎖延長に関連する BCAT2 および BCAT3 の発現は，新

鮮ダイコンと比較して，日干し処理 2 日後に有意な変化は観察されなかった。一方で，BCAT4，

MAM3 および IPMDH1 の発現は，日干し処理 2 日後において有意に増大した（p < 0.001，

vs. 新鮮ダイコン）。このことは，Fig. 3–2 の経路においてメチオニンおよびグルタミン酸か

ら BCAA の合成系が促進され，BCAA が蓄積することを説明できる。MTBGLS 合成酵素で

ある GRS1 の発現は，日干し処理 2 日後において有意に増大した（p < 0.001, vs. 新鮮ダイコ

ン）。また，MTBGLS の合成系は塩押し処理と比較して日干し処理で促進されることを示唆

するが，MTBGLS の量的な増加は認められなかった。このことは，日干し処理による脱水

ストレスによって，MTBGLS など脂肪族 GLS の調節因子である MYB 遺伝子の発現は低下

するものの，メチオニン鎖延長酵素（BCAT4，MAM3 および IPMDH1），MTBGLS 合成酵素

（GRS1）およびミロシナーゼ遺伝子（RMB1 および RMB2）の発現が増大したことで，

MTBGLS 濃度は収支として，新鮮ダイコンの６割以上を保持しているものと示唆された。 

 

3. 3–7. 脱水処理工程におけるダイコンの分岐鎖アミノ酸およびグルコシノレート代謝 

本研究で明らかとなった，脱水処理によるダイコンの分岐鎖アミノ酸およびグルコシノ
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レート代の代謝機構を Fig. 3–5 に示した。様々な植物種において，浸透圧ストレスの曝露に

よって BCAA が蓄積すること，BCAT 遺伝子の誘導によって BCAA 合成が活性化すること

が報告されている 72, 88-90)。本研究では，MYB 遺伝子の発現は各脱水処理 2 日後に低下した

が，BCAA および GLS 合成酵素遺伝子，ミロシナーゼ遺伝子の発現は，日干し処理で増大

することが明らかとなった（Fig. 3–4）。したがって，日干しのような脱水処理によって，ダ

イコンの BCAA および MTBGLS 合成を誘発すること，グルコシノレート–ミロシナーゼシ

ステムを活性化することが示唆された。 
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Fig. 3–2 Secondary metabolic pathway of BCAAs and MTBGLS in takuan-zuke based on the 

concentrations of various metabolites during daikon dehydration (time: 14 days). 

Data are presented as mean value ± standard deviation (triplicate samples). ○ Shio-oshi samples. ● Hoshi 

samples. Error bars shorter than the size of the symbol are not drawn. DW: dry weight; Ala: alanine; Ser: serine; 

Asp: aspartic acid; Glu: glutamic acid; Met: methionine; BCAAs: ranched-chain amino acids; MTBGLS: 4-methylthio-

3-butenyl glucosinolate; AsA: ascorbic acid; MTBITC: 4-methylthio-3-butenyl isothiocyanate; BCAT: branched-chain 

aminotransferase; MAM: methylthioalkylmalate synthase; IPMDH: isopropylmalate dehydrogenase; GRS: 

glucoraphasatin synthase. 
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Fig. 3–3 Myrosinase activity in takuan-zuke during daikon dehydration for 14 days. 

Data presented as mean value ± standard deviation (triplicate samples). Statistical significance (*p < 0.05) was determined 

using the Tukey-Kramer method. Error bars shorter than the size of the symbol are not drawn (DW: dry weight) 
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Fig. 3–4 Transcriptional modulation of target genes after 2 d of shio-oshi and hoshi dehydration. 

Data presented as mean value ± standard deviation. Statistical significance (∗p < 0.05) was determined using the Tukey-Kramer 

method; n = 4–6. raw daikon (RD); after 2 days shio-oshi processing (SD-2d); after 2 days hoshi processing (HD-2d). 
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Fig. 3–5 Schematic diagram of branched-chain amino acid glucosinolate metabolism during 

daikon dehydration. 

Ala: alanine; Ser: serine; Asp: aspartic acid; Glu: glutamic acid; Met: methionine; Homoser: homoserine; 2-OA: 2-

oxo acid; Dihomo-met: dihomo-methionine; BCAAs: ranched-chain amino acids; MTBGLS: 4-methylthio-3-

butenyl glucosinolate; AsA: ascorbic acid; MTBITC: 4-methylthio-3-butenyl isothiocyanate; BCAT3: branched-

chain aminotransferase 3; BCAT4: branched-chain aminotransferase 4; MAM3: methylthioalkylmalate synthase 

3; IPMDH1: isopropylmalate dehydrogenase 1; GRS1: glucoraphasatin synthase 1; MYB28: MYB domain protein 

28; MYB29: MYB domain protein 29; RMB1: radish myrosinase B type 1; RMB2: radish myrosinase B type 2. 
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3. 4. 要約 

 本章では，ダイコンの脱水処理工程が，分岐鎖アミノ酸（BCAA）およびグルコシノレー

ト（GLS）–ミロシナーゼシステムに与える影響について，二次代謝産物，酵素活性および

遺伝子発現レベルで包括的に解析した。研究の結果，ダイコン中の BCAA，GLS およびそ

れらの前駆体アミノ酸は，脱水処理工程において一時的に増加することを確認した。さらに，

BCAA，GLSおよびイソチオシアネート合成に関連する一連の酵素遺伝子群（BCAT4，MAM3，

IPMDH1，RMB1，RMB2 および GRS1）の発現が，脱水処理工程において顕著に増大するこ

とを明らかにした。これらの結果は，ダイコンの生物学的反応が，たくあん漬に特徴的な風

味や健康機能性を付与することを示唆している。 

さらに，たくあん漬を摂取した際の健康機能性を考慮すると，塩押し処理と比較して日干

し処理の方が優れていることが示唆された。市販の漬物は脱水後に調味液に浸漬して供給

されている。塩漬でも短いプロセスであれば健康機能性を向上させることが可能であり，植

物のストレス応答メカニズムを応用した調製条件の制御により，健康有益性の高い漬物の

生産が可能となる。今後，漬物の製造条件をより最適化することで，高機能性を備えた漬物

の製造に貢献することが期待される。 
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第四章 

総括 
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筆者らの先行研究では，伝統的漬物「たくあん漬」製造の初期段階，すなわち「塩押し」

や「日干し」といった脱水処理工程において，グルタミン酸を基質として様々な遊離アミノ

酸が蓄積すること，それらがたくあん漬の味や健康機能性の向上に寄与することを明らか

にした。さらに，ダイコンの二次代謝反応は，微生物発酵によるものではなく，ダイコンの

脱水ストレス応答に依存していることが示唆された。そこで本論文では，上述の脱水処理工

程が，たくあん漬の原料となるダイコンの分子機構に与える影響を明らかにするため，ダイ

コン中の二次代謝産物と，機能性成分の代謝に関わる酵素活性および遺伝子発現の変化を

経時的かつ網羅的に解析し，以下の三章にまとめ報告した。 

 第一章では，緒言として，我が国の食生活の変遷，和食文化を背景に，漬物の歴史，利用，

健康機能性，漬物関連産業の動向および課題について具体例を挙げた後，これまでに行って

きたダイコンおよびたくあん漬の機能性研究を踏まえ，本研究の目的と意義，本論文の概要

を 5 つの項目にまとめて述べた。 

 第二章では，ダイコンの脱水処理工程における遊離アミノ酸の代謝動態を明らかにする

ため，二次代謝物とそれらの代謝に関連する酵素活性および遺伝子発現を解析した。これに

より，たくあん漬の特徴的な成分である GABA，アラニンおよびプロリンなどの遊離アミ

ノ酸は，脱水処理によるダイコン由来関連代謝酵素（GAD，ALT および P5CS）の活性化，

酵素遺伝子（GAD4，ALT1 および P5CS1）の発現増大によって蓄積することを明らかにし

た。 

 第三章では，第二章の結果から，「塩押し」や「日干し」といった脱水処理工程が，アブ

ラナ科野菜特有の機能性成分である GLS，およびたくあん漬の特徴的な成分である BCAA

の代謝を活性化すると仮定し，その分子機構について標的オミックス解析を行った。これに

より，ダイコン中の GLS および BCAA は，各脱水処理によって蓄積または増加傾向を示す

ことを確認した。さらに，GLS および BCAA の合成に関わる一連の酵素遺伝子群（BCAT4，

MAM3，IPMDH1 および GRS1），ダイコンの辛味発現と黄変化反応に関連するミロシナーゼ

遺伝子（RMB1 および RMB2）の発現が増大することを明らかにした。 
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日本の食卓では，ダイコンをはじめとするアブラナ科野菜は漬物の原料として広く利用

されており，それらは前処理として「下漬け」と呼ばれる脱水プロセスが含まれるほか，一

部の野菜（カブ，ハクサイなど）は天日を利用した脱水処理を行う場合もある。また，下漬

けや塩蔵を伴わず，少量の塩で短期間（数日から一週間程度）に調理された「浅漬け」も普

及している。本研究では，「塩押し」や「日干し」といった脱水処理がダイコンの分子機構

を活性化し，結果としてたくあん漬の機能性成分を増加させることを明らかにした。また，

本研究で分析したダイコン中の機能性成分，酵素活性および遺伝子発現の変化は，日干し処

理において顕著に増大する傾向であったが，塩押し処理においても，短いプロセスであれば

GABA 等の機能性成分を増加させることが可能であると示唆された。 

漬物に関する機能性研究は，熟成過程で起こる微生物発酵および有用微生物の利用によ

るものが多くなされてきた。しかしながら，本研究の結果は，「原料野菜の生理学的反応」

が漬物中の機能性成分増加に大きく寄与していることを示唆している。今後の研究によっ

て，様々な漬物の脱水処理条件を詳細に検討し，従来の製品以上の機能性成分高含有漬物を

開発することで，農産加工品の高付加価値化や関連産業の振興が期待される。さらに，培養

細胞系試験および動物実験系試験等により漬物の健康機能性を実証することで，人々の健

康増進に貢献していくことが望まれる。食品栄養学分野において，「食」すなわち生命をつ

なぐ日々の営みを科学的姿勢で探求するとともに，人々が健やかな生活を送り，日本が誇る

和食文化を後世へと保護・継承していくことを切に願い，本博士論文の結びとする。 
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