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　We 　have　previously　shown 　that　Ba‘1〃麗55 翼ゐ翩 ∫ secreted 　menaquinone −7　into　the 　incubation
mcdium 艮s　a　w 飢 er 　solubIe 　complex 　with 　a 　glycopeptide　w11 孟ch　was 　namcd 　vitamin −K2・binding

飴 ctor ，　KBF （Ewr．’ 8 面‘勧 π ．
，
192

，
219−224

，
1990）．　 Here　we 　examined 　the　gro65　properties　of

KBF 飴und 　in　n 飢 to　which 　are 　bOiled　soybeans 　ferrncnted　by　B 副 ’邸 祕 の
，　a　di価erent 　strain 　of β．

5醐 驫 ． Most 　Vitamin　Kt 　of 　natto 　syn しhesized　by β．剛 ω was 　Ibund　in　the 　water 　extract 　whereas

v 量tamin 　KI　known 　tQ　be　contained 　in　soybean 　itselfwas　only 　water −washed 　natto ，　indicating　that

KBF 　in　natto 　is　re3ponsible 　fbr　solubilization 　 of 　vitamin 　K2．　 The 　dution　pro億le30f　the　 wa 監er

extract 　by　DEAE ・chmmatog τaphy 　and 　Sepharose　4B 　chrornatography 　were 　sim 舖ar 【o　those　ob −

tained 　with 　KBF 　Qf β，励 ’f‘is，　revealing 　that　KBF 　in　natto 　is　acidic 　substance 　with 　apparcnt 　mo
・

1ccular　mass 　of 　100　kD，　 Examination 　of 　par匙ia匡ly　purified　KBF 　by　polyacrylamide　gel　disc　elec −

trophoresis 　showed 　that　KBF 　is　a 　glycopeptides　stainablc 　with 　both　Coomassie　brilliant　blue　and

periodic　acid1Schiff 　reagent 　and 山at　vitamin 　K 豊 was 　comigrated 　with 　KBF 　as　a　broad　band．　 As

vitami 題 K20f 　w 飢 er　soluble 　fbrm 瓰 pidly　decreased　upon 　storage 　of 　natto ，　the　stabllity 　of 　KBF

was 　also 　examincd 　undcr 　various 　storage 　con 山tions．
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　1． 緒　　貫

　血 液凝固に 関与する ビ タ ミ ソ （ooagulation 　vitamin ）

と し て デ ソ マ ークの Dam ら
1）2）

に よ っ て 見出 され た ビ タ

ミ ソ K に は，天然 に 存在す る もの と し て ，
K1 （phyllPt

quinone ） と K2 （rnenaquinonc ）が あ る
3）．前者 は 植物

中 に 含 まれ ，中で も緑葉植物 に 多 く， 後者 は 細菌 に よ っ

て 生合成 され る．ビ タ ミ ン K2 は メ ナ キ ノ ン とも呼ばれ ，

その 同族体 は 側鎖 の 数 （n ： 2〜 14）に よ り MK −n と略称

され，細菌の 種類に よ っ て 生合成され る側鎖 の 数が異な

る
ω ．ビ タ ミ ン K は プ ロ ト ロ ン ビ γ や骨形成 タ ソ パ ク質

の 合成5）
に 関係す る が ， そ の 必要量は ご く微1 で あ る

6）．

新生児や生後 2 週間〜 2 か 月位の 乳児 が突然 吐 血 ・血

便 ・  吐 ・頭蓋内出血 な どの 出血 傾向 を示す こ とが あ る

が ， そ れ は血 液凝固 因 子 の 不足 ， 即 ち ビ タ ミ ソ K の 不

足 が 主 な原因 と考 え られ て い る
7，−9冫．こ れ らの 症状は 人

工栄養児に 比 べ 母乳栄養児に 多 くみ られ る が ， それ は 母

乳 よりも調整粉乳や牛乳などに ビ タ ミ ン K が多 く含 ま

れ て い る こ と10）1D と関 連が深 く，予防対策 と し て 新生児

に ビ タ ミ vKt を溶か した シ ロ
ッ プ液 の 投与 に よ る 方 法

がとられ て い る
12）ls，．妊婦に ビタ ミ ン K を 含む 食事 を

摂 らせ る こ とに よ り ， 新生児出血性疾患を 予防 で きる と

の報告
14｝

があ る．また 糸引納豆 （以下納豆 と略す） は ビ

タ ミ ン K2 （MK −7）を多く含む食品 とし て
15）

知 られ て い

る が ，こ れ を 授乳中 の 母 親に 摂取 させ る こ とに よ り ， 乳

児の 血液中 の 血液凝固能を高め る こ とが 認め ら れ て い

る
16）17），また ピ タ ミ ソ K2 は ビ タ ミ ン K

ヱ よ り吸収 され

易 い と言 わ れ て い る le）．

　我 々 は Bacillus　subtitis （IFO 　No ，3009）の 生成す る ビ

タ ミ ン K2 （MK −7）が 脂溶性 ビ タ ミ ン で あ る に もか か わ

らず，その 多 く （40 ％）は 水溶性 の 形で 存在す る こ とを
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見出 し ， そ の 可溶化が ビ タ ミ ン K 結合性因子 （KBF ）と

の 非特異的な混合 ミセ ル 形成に よ る こ とを 示唆した 19〕。

　今回我 々 は B．subtilis と異株で あ る納豆 菌 に よ っ て

作 られ る納 豆 中 の ビ タ ミ ソ K2 も，殆 どが KBF と結合

した形 で 水可溶化され る こ とを見出 した の で KBF の 部

分的な精製 ， ビ タ ミ ン K2 結合性及び ビ タ ミ ソ KrKBF

複合体 の 安定 性 に つ い て 検討 し た の で 報告す る ．

　2． 実験方法

　（1）試　 料

　市販糸引納豆 ．

　 （2）試　　薬

　 ビ タ ミ ン Kl お よ び ビ タ ミ ン Kt （MK −4，　MK −7）は

エーザ イ  よ り供与 された もの を使用 した．

　 また 他 の す ぺ て の 試薬 は 市販特級 品 を 使用 した．

　（3）納豆 の ビ タ ミ ン K の 抽出 お よび 測定

　納豆 （製造当 日）25g に 200　m 且 の 蒸留水 を加 え て 緩

やか に 室温 で 10分間攬拌 し， ガ
ーゼ で こ し 分 け，残 っ

た豆 を 100mI の 蒸留水 で洗 っ て濾過 し ， こ れ を さ らに

二 度繰 り返す．濾液は 集め て 8，　OOO × a，
30 分間 5℃ で

遠 心 分離 し ， 得られ た 抽出液 に つ い て 安部らの 方法
20）

に

準 じて ビタ ミ ン K の 抽出を 行 っ た，すなわ ち濾液 6m1

に イ ソ プ ロ パ ノ ール 8ml を 加えて 充分混和後，　 n一ヘ キ

サ ン 16m1 を加 え激し く混合 した の ちヘキ サ ン 層 8　ml

を正確に 秤取す る．N2 気流中 40℃ で ヘ キ サ ン を 留去

し，残 渣に イ ソ プ ロ パ ノール 500 μ1 を加 えて 良 く溶 か

し，その 20μiを高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（以後

HPLC と略 す ）に 注入 し て 測定 し，そ れ を 水 溶性 ビ タ ミ

ン K 量 と した．一
方不溶性の ビ タ ミ ン K 量 は 上 記残渣

お よび洗浄後 の 豆中の ビ タ ミ ン K を測定す る こ と に よ

っ て 求 め た ．残渣 は 集め て 水 に 懸 濁 し，水 抽出液 と同様

に イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル お よび n一ヘ キ サ ン を加 えて ビ タ ミ

ン K を抽出 し ， HPLC で 測定 し，洗浄後 の 豆 に つ い て

は その 5g を 磨砕 し ， 水 7・5ml を加 え て懸濁後 ， 上 記

と同様に抽出， 測定を行 う．

　納豆 中の 総 ビ タ ミ ソ K 量 は ， 納豆 5g を磨砕し水 Zs

mr を 加 え て 懸濁後，上 記 と同様に ビ タ ミ ン K を抽出 し，

HPLC で 測 定す る．以 上 の 操作は すぺ て 遮光中 で 行 う．

　HPLC は 島津 の シ ス テ ム （ポ ン プ ： LC −6A
， 検出器 ：

RF −530，データ処 理装置 ： ク ロ マ トパ
ッ

ク C −R3A ）を

使用 し ， 安部 らの 方法
20 ）

に 準じて 以下 の 条件 で ビ タ ミ ン

K の 測定を行っ た ．カ ラ ム は 島津 シ ン パ
ッ

ク ODS （0．6

xl5cm ）を使用 し，温度 50℃ で操作 した．移動相に は

エ タ ノ
ール ：水 （97 ： 3）を用 い ， 流速 1．Oml ／min で 行

28

っ た．反応 は 分離後，カ ラ ム か らの 溶出液に 反応液 （0，i

％ NaBH
‘

エ タ ノ
ー

ル 溶液 ， 流速 ；0．5／ml ）を加 え て

0・8mmx2m の ス テ ソ レ ス コ イ ル 中，オ ーブ ン 内 （50

℃ ）で 反応 した後，蛍光強度 ， 励起波長 ： 320　nm ，蛍光

波長 ： 430nm で 測定 した．本条件 に お け る MK −4，ビ

タ ミ ン Kl 及 び MK −7 の 保持時間 は それぞれ 6，3 分，

7．9 分 ， 10．　8分 である．

　 （4） ほ うれん草の ビ タ ミ ン K の 抽出お よび 測 定

　 ほ うれ ん 草の 緑葉の 部分 且Og を磨砕後，水 50　ml を 加

えて よ く混合 し た後，吸引濾過 し ， さ らに濾液を 10，000
x σ で 30分間 遠 心 分離 し，水抽出液 と残渣に 分 け る．

水抽出液並 び に 濾過 お よび 遠心分離 で 得 られた 残渣に つ

い て 先に述べ た 方法 で ビ タ ミ ン K を抽出 し，HPLC で

測定 す る．

　 （5）納豆 の 水抽出液 の ク Pt マ トグ ラ フ ィ
ー

　 （3）で 得た 水抽出液を用い て 既報
ID） と同様な方法 で納

豆 中 の KBF に つ い て 検討を行っ た．すなわ ち ， 納豆 の

水抽出液 400　mi を，あらか じめ 50　mM トリス 塩酸バ

ッ フ ァ
ー （pH 　8．　O） で 平衡化 し た DEAE −Shepharose

CL −6B （苴6．Ocm × 3．2cm ） の カ ラ ム に 加え ， 同バ
ッ

フ

ァ
ーで洗っ た後，0，2〜0．8M ま で 直線的に 塩濃度 を 上

げ て溶出を行っ た．ビ タ ミ ソ Kt を含む 画分を集め ， ト

リス パ
ッ

フ
ァ
ー

に 透析 した 後食塩 の 濃度勾配を変えて ，

・
さ らに 2回 DEAE に よ る イ オ γ 交換 を 行 っ た． 2 回目

は 14．5cm × 1．5cm の カ ラ ム を用 い て ，0．3〜O．8M

NaCI の 濃度勾配で ， 3回 目は 3．5cmx1 ・Ocm の カ ラ

ム を用 い て ，
0．35〜O．8MNaCl の 濃度勾配で 行 っ た ．

溶出パ タ
ーン は フ ラ ク シ ョ ソ 中 の ビ タ ミ ソ Kt の 測定並

び に UV モ ニ タ
ー

に よ っ て 得た．3 回の イオ ン 交換 で 得

た ビ タ ミ ン K2 画分を 透析 ・濃縮後 0，5MNaGl を 含 む

ト リス パ
ッ フ

ァ
ー

中で Sepharose 　4B （96　cm × L2cm ）

に よっ て ゲ ル 濾過 を行 い ，得 られ た 各 フ ラ ク シ ョ
ソ に っ

い て ビ タ ミ ン K2 を測定 した ．

　 ビタ ミ ン K2 を含む画分を 5mM ト リ ス に 透析後凍結

乾燥 し，
KBF の 試料と した ．

　 （6）電気泳動

　 ゲ ル 濾過 に よ っ て 得られた KBF 画分 に つ い て 5〜SO

％ポ リァ ク リル ア ミ ドゲ ル を用い て ス ラ ブ 電気泳動を 行

い
，

25 ％ イ ソ プ ロ パ ノ ール と 10％酢酸に 溶 か した 塩基

性色素の ア ク リジ γ オ レ ン ジ で染色した後，ク マ ジーブ

リ リ ア γ ト ブル ー（CB）で タ ン パ ク 質を染色 し，糖の 染

色は 過 ヨ ウ酸 シ
ッ

プ 染色法 （PAS ）で 行 っ た
！1）．

　納豆 の KBF の ビタ ミ γ K2 結合活性を調 べ る た め電

気泳動後 の ゲ ル を 0．5cm 間隔に 切 り取 り，先 に 述 ぺ た

（on ）
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納 豆中の 水可 溶 性 ビ タ ミ ン K2 複 合体 に つ い て

方法で ビ タ ミ ン Kt を 抽出 ・測 定 し ， 糖 タ ン パ ク とビ タ

ミ ン K2 の 分 布状態を調べ た．

　（7）納豆 の 保存中に お ける ビ タ ミ ン K2 量 の 変化

　冷蔵庫内 （5℃ ） で 1〜 3週 間 保 存 した納豆 ，冷凍庫

（
− 20℃ ・1か 月）で 保存 した納豆 お よび凍結乾燥 し て

保存 （且か 月）した納豆に つ い て ， 水溶性 の ビ タ ミ ソ K2

量を 測定した．

Table　L　VItamin　K 　contents 　in　natto 　and 　spinach

　　　　　　　　　　
Vi
櫑

Kt事 V
職 ）

K
・
串

　 3． 績　　果

　 （1）納豆中の 水溶性 お よび 不 溶性 ビ タ ミ ソ K

　 Fig．1 に HPLC に よる標準 ビタ ミン K ，納豆 及 び

ほ うれ ん草の ク ロ マ トパ タ ーソ を示 し た ．こ の 図 に 見 ら

れ る よ うに 納豆 に つ い て は ビタ ミ ン K1 と MK −7，また

ほ うれ ん 草に つ い て は ビ タ ミ ソ K1 の み の ピー
クがそれ

ぞれ認め られ た．すなわ ち納豆中の ビ タ ミソ Kt は全 て

MK −7 （以後 ビ タ ミ ン K2 と表示 ）で あ る こ とが分か る．

　 Table　 1 に は納豆 の 測定結果と共 に ほ うれ ん 草中 の

ピ タ ミ ソ K の 結果 も示 した．表 か ら明 らか な よ う に 納

豆及びほ うれ ん 草中の ビ タ ミ ン K 且 は 不 溶性 の 形 で 存在

す る の に 対 し，B ，　 natto に よ っ て 生産され た ビ タ ミ ン

K2 の 大 部分 は水 抽出液中に 認め られ た．こ の よ うに 納

豆中 の ビ タ ミ ン K2 の 殆 どが水溶性 の 形で 存在 して い る

こ とは，既 に 我 々 が報告した よ うに 19，

，
B ．　subtitis の 培

養液中の ビ タ ミ ン K2 と同 じ様 に KBF に よ り可溶化さ

れ分泌 され て い る こ とを示す もの で ある．即 ち ビ タ ミ ン

K2 の 殆 どが ビ タ ミ ン Kt 結合性因子 （KBF ）と復合体 の

11

コ

t　　 t　　 ，

4　　 1　　 1tmh

ibレ

Natto

　 Whole

　 Water 　extraCt

　 Residue

　 Washcd　natto
Spinach

　 Whole

　 Water 　extract

　 Residuc

7802

册

4，927

　 844

，846

6，2406

，249

　 730
　 336

3

2l

　　　 l 量

4　　　 6 盲2剛

／c ；

000

Fig・1・　HPLC 　patterns　 of 　standard 　 v 五tamin 　K 　（a｝，
　　　　hexane　extrac ！of 　60珍6　propanol−treated　natto
　　　　（b＞and 　that　of 　spinach （c）

Peak　l，2　and 　3　Tepresent 　MK −4，　vitamin 　Ki　a皿d　MK −7
respectively．　HPLG 　was 　carried 　out 　under 　the　conditlo 皿

speci 丘ed 　 below．　 Column ： Shimazu　Shimpach　ODS
（0．6cm 　x　15cm ）； column 　temp ： 50°G ； mobile 　phase：
C2H50H −H20 （97 ；3），　How 　ra 宦e ： 1．Oml ！min ；reagent ：

OJ％ NaBH4 　ethanol 　soL
，　How 　rate ： 0．5　ml ！min ； reac ・

ti・ n ・・i豊・ 0・8 皿 m 　x2 　m ； d ・ t・・ ti・ n ・ nu 。・e・ce ・ ・ e （E ，
・

320nm
，
　Em ：430　nm ）．

＊ The 　contents 　were 　normalized 　wet −weight 　 of 　natto

　and 　spinach 　respectively ．

形で 存在 して い る と考えられ る，従 っ て，イ オ ン 交換，

　ゲ ル 濾過，電気泳動で ピ タ ミ ソ K と共 に 溶出，な い し

は 泳動す る部分に KBF が含まれ て い る は ず で あ り， こ

れ らの 分離操作を 繰 り返す こ とに よ っ て ，ビ タ ミ ソ K2−

KBF 複合体 を分離す る こ とが で き，同時に そ の 安定性

を 調ぺ る こ とが 出来 る．

　 後述 の よ うに 納豆中の KBF は，電気泳動 に お い て 糖

染色並 び に タ ソ パ ク質染色 が 可能 で あ る こ と か ら，
B．

subtilis の KBF と同様，一種の 糖ペ プ チ ドで あ る と考

えられ るが 収量がきわ め て 少ない ため ，今回 化学 分析す

るに は 至 らな か っ た．以 下 の 実験 で は ，
KBF の 分離 精

製を 試み る と同時 に KBF の ビ タ ミ γ K2 結合活性並び

に そ の 複合物 の 安定性に つ い て検討 した．

　 （2）納豆 の KBF の 精製

　 Fig．2 は 納豆 の 水抽出液を ， 既報
19 ）

に 従 っ て DEAE −

Sepharose　CL −6B を 用い て 繰 り返 し 3回 イオ ン 交換 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 行 っ た結果 で ある．3 回 の イオ ン 交

換 ク 戸 マ トグ ラ フ ィ
ー

に お い て，い ずれ の 場合もビ タ ミ

ン K2 は 0．5MNaC 工濃度付近 に 鋭 い 且本の ピーク と し

て 溶 出 され．合成培地で 培 養 した B ．subtitis の イ オ ン

交換 ク P マ ト グ ラ フ ィ
ー

の 場 合 と類 似 の 溶出傾向を示 し

た ig）．

　 さ らに Sepharose　4B で ゲ ル 濾過を行 っ た と こ ろ Fig．
3 に 示 した よ うに ，3 つ の ピークが 得 られ た が ビ タ ミ ソ

Kt は 分子量 100　kD の 位置に 溶出 され る ピー
ク に 含 ま

れ て お り， この 場合も B ．subtilis の KBF と類似の 溶出

傾向を示 した．こ の 画分中に 含 ま れ る ビ タ ミ ン Kt が

KBF と 結合 して い る こ とを 確 認する た め に 電気泳動 を

行 っ た．
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Flg．2，　Isolation　of 　KBF 　by　consective　DEAE −Sepha・

　　　　rose 　CL−6B　chromatography

Thc 　 watcr 　 extract 　 of 　natto 　was 　 apPlied 　to　山 e　 first

DEAE −Sepharose　colurrm （16，5　cm 　x 　3．2cm ＞equilibrated
with 　50　mM 　Tris−HCI

，
　pH 　8．0．　A 良er 　wa8 屈 ng 　the 　column

蝋 h 血 e 訟 皿 。 buffer
，
　a 置inear　salt　gradient　was 　app 膕

as　indicated（A）．　The　fract韮ons 　containing 　menaqUlnone

were 　pooled，　dialyzed　against 　50　mM 　Tris・H α
，
　pH 　8．O

and 　applied 　to　the 　second 　DEAE 　co1   （14．5　cm × L5
cm ＞equ 覲lbrated　 with 　 the　 same 　Tris　buffer（B），　The
vit創 m 臨 K1　e！uted 　 at　 the　 same 　 salt　 concentration 　 was

pooled，　 con   丑 trated　 and 　 sψ lected！o 　 a 　 third 　 DEAE

chromatographic 　separation
，
　which 　 was 　 car τied　 out 　in

the 　samc 　manner 　as （B）on 　the　smaller 　column （3、5cm
xlcrn ）（C）．　The　eluti 。n　of　peptide　was 【nonitored 　 by

Ateo（一 ）and 　the 　 elution 　of　v 五tamin 　K2 （一 一＞was

fbUowed　by　measuring 置ts　content 　by　HPLC ，

　（3） ビ タ ミ γ Kt−KBF 復合体の 電気泳動 と泳動ゲ ル

　　　中の ビ タ ミ ン K2 の 分布状態

　B．subtilisの KBF は酸性 ア ミ ノ酸を多 く含ん で い る

ため ， 通常の 染色法で は 染色されない こ とが分か っ て い

る
19〕．B．　 natte の KBF の 場合も，直接 CB で 染色す る

こ とが 出来なか っ た の で ， 電気泳動後， あらか じめ酸性

物質を強 く染色す るア ク リジ ン ナ レ ン ジ で ゲル を染色 し

た の ち，CB で タン パ ク 質を染色 し （Fig．4−b），糖 は

SO
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Fig．3．　 Scphar（rsc　4B　 chromatography 　or 　the　third

　 　 　 　 DEAE 　fraction

The　third 　DEAE 　fraction （6．8　mg ） was 　applied 　to　a

s¢ pharose　4B　coIu πnn （90　c皿 x12crn ）　and 　eluted 　wi ヒh
50　mM 　Tris・HCI

，　pH 　8．0，　 containing 　O．5　M 　NaC1
，
　 at　a

How　rate 　of 　6　ml ／hr・Peptide　elution 　was 　monitored 　by
the 廊 ・rbance 　at　280　nrn （一 ）．　Vit・min 　K2 。・ntent

（
一一一→ was 　determined　by　HPLG ．

．　　　　F广

　 　 十

　　　　abO5101520

　　　　　　　　　　　 VtTAMIN　K2 （ng ｝

Fig・4・　Po旦yacrylamide 　d三sc 　electrophoresiS 　of 　出 e

　　　　sePha 「05 ¢ 4B　fraction　and 　the 　distribut五〇 豆 of

　　　　menaquinone −7　in　the　gel
Thc　Sepharose　4B　fraction　（2ア2　Ag＞was 　applied 　 to　a

gradient　 polyacrylamide　gc1　〔5−30％）．　The　gel　 wa3

stained 　丘｝r　carbOhydrate 　by　the 　periodic　acid1Sch 壇

r ¢ agent 　（且ane 　a ）　and 　fbr　peptide　by　acridine 　orange

followed　by　coornassie 　brilliant　blue （lane　b）．　The
unstained 　gel　was 　 sli  d　at 　O．5cm 　 intervals，　 and 　 each

slice　was 　extracted 　with 　bopropyl　atcohottwatcr （50：50｝
f（）rdeIerminat 三〇n 　of 　the　menaquinone −7　contcnt ．

PAS に よ っ て染色 した （Fig．生 a），　 Fig．4 か ら も明 ら

か な よ うに ，ビ タ ミ ン K
： とタ ソ パ ク質お よび糖を含む

成分の 分布は完全に 重な っ て い る こ と， 並び に泳動バ タ

ーン が B，subtilis の そ れときわ めて 類似 して い る こ と

か ら，両者は類似の 穂ペ プチ ドで あ る と考 え ら れ る、

（硲 ）
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納豆 中 の 水 可溶 性 ピ タ ミ ソ K2 複合 体に つ い て

Tablc　2，　 Changcs　of 　Vitamin　Kt　eontents 　in　water

　　　　　extracts 　of　natto 　by　storage 　conditions

Storage　conditiens

Vitamin 　K2　content

in　watcr 　extracts 寧

（ngl9 ） （％）

IntactRefrigeratien

FrcezingFreeze

・drying

且 week2w

  ks3weekS

6，2493

， 4303

，5123

伽4495

，5431

，981

100．054
．956

，255

，288

．731
．7

解 The 　 contents 　 were 　 nermalizeCl 　fbr　 we レ weight 　 of

　 intact　 n 飢 to．

B ．subtitis の KBF と同様に 不均
一

な糖染色パ タ
ー

ソ を

与え るが ， こ れは 前報
19）

で 指摘した よ うに 糖ベ ブ チ ドの

糖含量の 不均一
性 に よる もの と思わ れ る，

　（4）納豆 中の ピ タ ミ ソ Kt −KBF 複合体の 保存中に お

　　　ける変化

　納豆の 保存中に お け る水可 溶化形 の ビタ ミン K2 量の

変化を 見る た め，冷蔵保存 1週間，2 週間，3 週間お よ

び 冷凍保存 1か 月，凍 結乾燥保 存 且か 月の 各納豆 の 水抽

出液の ビ タ ミ ソ Ks 量 の 測定結果を Table　2 に 示 した，

水可溶化形 の ビタ ミ ン K2 は 冷蔵保存で は 1週間以内の

減少が著し く，製造当日納豆 に 比べ 約45％も減少 し た

が ， その後は殆ど減少し なか っ た。冷凍保存では ビ タ ミ

ソ K2 量 の 減少は 冷蔵 保存 に 比 ぺ て 少 な く，そ の 減少率

は約 11％ で あ っ た．また ，凍結乾燥保存で は 約 68 ％ と

そ の 減少率は 高 くな る傾向を示 した．

　4 　 考 　 　察

　 ほ うれん 草中の ビ タ ミ ン Kl は 水抽出液中に は 含まれ

ず ， 不溶性の 形 で 存在 して い るの に 対 し （Table　1）， 納

豆 中の ビ タ ミ ン K2 の 殆どは 水 抽出液中に 水溶性 の 形で

存在して い る．本研究の 結果は 本来脂溶性 ビタ ミン で あ

る ビ タ ミ ン K2 が，　B．　 subtilis の 培養液の ビ タ ミ ン K2

と同様 に 糖 ペ プ チ ドと複合体を 形成す る こ とに よ っ て 可

溶化されて い る こ とを示 して い る，た だ ．
B，　 subtilis の

場合 （40 ％が水溶性） と異な っ て ， 納豆 の 場合は 80 ％

以上 の ビ タ ミ ソ K2 が水溶佐 の 形 で 存在す る．こ れ は 菌

の 種類 の 違 い とい うよ りもむ し ろ ， 培養 条件 に よ っ て

KBF の 生成量及び その ビ タ ミ ン K2 複合体の 安定性 の

差 に よ る もの と考え られ る。事実 B 　．　subtitis の 培 養液

の 組成 に よ り水 可溶化形 の ビ タ ミ ン Kt の 比率が変動す

る （未発表データ）．

　 納豆 の KBF は 水抽出液をイオ ソ 交換 ・V ル 濾過及び

電気泳動に お い て B ．sublilis の それ と きわ め て 類似 し

た挙動 を示 す．納 豆 の KBF が イオ ン 交換に お い て 0．5

M の 高い 食塩濃度 で 溶出され る こ とは ，
GB で 直接染色

で きない こ とと相まっ て ， それが酸性 ア ミ ノ 酸を多く含

む こ とを示唆 して い る （B．subtilis の 場 合 ：Asp 　l4，5 ％，

Glu　19．2％），

　 Sepharose　4　B に ょる ゲ ル 濾過に お い て 溶出され る ピ

タ ミ ソ Kt の ピー
クの 位置 et　B．　 subtilis の 場合 と一致 し

た，B．躍 旃 傭 の KBF は ， ゲ ル 濾過 に よ っ て 約 100　kD

を持つ と推定 さ れ る が ，
SDS 電気泳動 で は 分 子量 約 2

kD を示 す こ と，また そ の ベ ブ チ ド構成 は 特異 的 で 4 種

類 の ア ミ ノ 酸 （酸性 ア ミ ノ 酸 ； Glu 　 19．　2　％ ，
　Asp 且4．5

％ ， 疎水性 ア ミ ノ 酸 ：Leu　 43．6 ％ ，
　 Val　 l3．3％）か ら

成 っ て お り，穂 の 存在 （約 20％ ） も認 め られ て い る こ

とか ら， 混合 ミセ ル を形成する こ とに よ っ て ビ タ ミ ン

K2 を可溶化 し て い る と考え られる
19》．

　納豆 の KBF は，イオ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーや ゲ

ル 濾過 な どの 結果 とあわせ て 考 え る と，ポ リア ク リル ア

ミ ド ゲ ル 尾 気 泳動 に お い て B．subtilis の KBF と 相 似

した泳動図 を 示 し，か つ 塘の 存在や ビ タ ミ ソ K2 結合活

性 を示す こ とか ら ， 先 に 我 々 が見付 け た B，sublilis の

KBF と同一
或 は類似の 糖 ベ ブ チ ド と考 え られ る．

　白幡ら
t2）　k一よび Shearert3）

らは ， 妊婦に お い て ビ タ ミ

ン K ，とりわけ ピ タ ミ ソ Kl は 胎盤を通 して 移行 され

に くい と述ぺ て い る．こ れ は ，ビ タ ミ ン K 且 の体内へ の

吸 収率が 低い こ とに よ る もの と考え られ る．授乳中の 母

親に 納豆を摂取 させ る こ とに よ り乳児の 血 液凝固能 が 高

ま る こ とが知 られ て い る が
15〕17），こ の こ と は，ビ タ ミ ソ

K
！ が納豆中 に 水溶性の 形 で 存在 して い るた め体内 に 吸

収され 易い こ と と関連して い る可能性が 考えられ る．ビ

タ ミ ン Kl の 場合，動物体内で phyty 且 基 が geranyl。

geranyl 基 と置き換わ りピ タ ミ ソ Kt に 変化 して か ら利

用 され る の に 対 し ，
ビ タ ミ ソ K2 は その 過程を 必要 とせ

ずtの そ の ま ま利 用 され る た め ，利用率が高くな り乳汁中

へ の 分泌 が 高 ま る もの と思 わ れ る．

　納豆 は 栄養価の 高い 食品で あ り， また ビタ ミ ン Kt の

給源 とし て も望ましい 食品で あ る．しか し納豆 は 購入 し

た あ とす ぐに 食ぺ られ る とは 限らな い．納豆の 保存期間

は冷蔵庫 で 取週間位 と言われ て い るが購入 者 に よ っ て は

1週間以上保存 した後 ， 食す る こ と も考えられ る．そ こ

で 保存方法の 違 い に よ る納豆 中 の 水溶性 ビ タ ミ ン K2 量

の 変化に つ い て 検討を行 っ た ，冷蔵庫で 1〜3 週間保存

（647） 3ユ
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し た場合，冷凍庫保存 お よ び凍結乾燥保存した場合の 水

溶性 ビ タ ミ ソ K2 量 の変化を 見て み ると （Table　2），製

造直後の 納豆 中の 水溶性 ビ タ ミ ン K2 量 は 6，　249　ng ／g

で あ っ た もの が ， 1週間冷蔵保存す る と 3
，
430ng ／g と

約 且／2 に著し く減少 し た が そ の 後 は 殆 ど減少 しな か っ た，

こ の 水溶性 ビ タ ミ ン K2 量 の 減少は すなわ ち KBF 一複合

体 の 減少 と考え られ る．納豆 中で 混合 ミ セ ル の 形をと っ

て ビ タ ミ ン K2 を安定 化 して い た KBF は ベ プチ タ ーゼ

や プ ロ テ ア ーゼ な どの 酵素 に よ っ て 糖 ペ プ チ ド鎖が切ら

れ ， ビ タ ミ ン K2 が遊離して 不安定な状態 とな っ て 減少

す る こ とが考 え られ る．ま た冷凍保存 し た 場合 の ビ タ ミ

ソ K ！ の 減少は 約 11％と少ない が，こ れ は凍結 に よ り

先 に 述ぺ た酵素の 活性が抑制され ，
KBF へ の 影 響 が 少

な く， 従 っ て ビ タ ミ ソ Ke の 減少も少な くな るた め と思

わ れ る・一
方 ， 凍結乾燥保存で は ビ タ ミ ン Kt の 減少は

約 68　％ と著 し い が ，こ れは 凍結乾燥 に よ っ て 納豆 中 に

含 まれ て い る 脂質の 酸化 に 伴う KBF の 変性が 原因か も

しれ な い ．以上 の こ とか ら ビ タ ミ ン K2 摂取 の 点か ら考

え る と納豆 は 購入直後 に 食 した 方が好 ま しい が ，購入 し

て す ぐに 食 さな い 場合 は冷凍庫内で の 保存が 望ま しい こ

とが分か る．

　 5． 要　 　約

　（1）納豆中 の ビ タ ミ ン K2 は その 殆どが水抽出液中 に

水溶性 の 形 で存在 した が ， 植物性由来の ビ タ ミ ン Kl は

不 溶 性 の 形 で 存在 し た ．

　（2）納豆 の ビ タ ミ ン K2 は 既報 の B ．　 subtilis と 同様

に一
種 の 糖 ベ プ チ ドと複合体 を形成 し，可 溶化 され た 形

で 存在 し て い る こ とを確認 した．

　（3）納豆 中 の ビ タ ミ ソ Kt は 納豆 を冷蔵庫 で 保存 し た

場合， 1 週 間以内 の 変化 が 著 し く約 1／2 に 減 少 す るの に

対 し，冷凍保存した場合 ビ タ ミ ン Kt の 減 少 は 約 11％

と少なか っ た．しか し ， 凍結乾燥 に よ っ て ビ タ ミ ン K2

は 著 し く減少 （68％ ） した．

　最後 に 本研究 に あた り，ご指導頂 きました本学謝名堂

昌信教授 ， 土居幸雄助教授 な らび に ビ タ ミ ン Kl お よび

ビ タ ミ ン K2 （MK −4，　MK −7）を ご提供頂 きま した エ
ー

ザ イ 株式会社 に 感謝致し ます．
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