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Thisresearchaimedtocomparethebiologicalandfunctionalpropertiesaswellas

physiologicaleffectsofbeef,Porkandchickenproteinhydrolysates.Lastyear,weexamined

theantihypertensiveeffectsbydeterminingtheIC50Valueofthethreementionedspecies.This

year,weaimedtochecktheantioxidativeproperties.

Inthecurrentstudy,Weevaluatedtheantioxidativeactivityofhydrolysatesofbiceps

femorismusclesfrom beef,porkandchicken.Allthemusclesseparatelyhydrolyzedwith

pepslnandtrypslnandthendeterminedtheirantioxidativeefficiency.Theantioxidative

activityofthehydrolysateswasdeterminedbytheDPPHradicalscavengingassayandthe

ORACantioxidantassay.Meathydrolysatesshowedtheantioxidantactivity(40JJM Trolox

equivalents(TE)/mgprotein)bytheDPPHradicalscavengingassay.Meathydrolysatesalso

showedthehighantioxidantactivity(750〟MTE/mgprotein)bytheORACantioxidantassay.

Antioxidativeactivitiyincreasedwithincreasingmeathydrolysatesconcentrations.No

slgnificantdifferencesinvariousediblemeatpeptidesweredetectedbytheDPPHradical

scavengingassayandtheORACantioxidantassay.However.therearedifferencesintheother

factorsforgivingtheantioxidativeactivityincludingaminoacidsequenceofthose

hydrolysates.Forinstance,Cysshowsstrongantioxidantactivitythatisconsideredtobe

specificforelectrontransferreactionOntheotherhand,thoughTrpa一sohasalsobeen

showingastrongactivity,asitindicatesonlyfortransferringatomofhydrogenduringits

reactions.Beefandporkpeptidesmayshowantioxidantactivityinspecificmannerthatare

influencedbyHisandTrp.Antioxidantactivityofchickenpeptidesaresmallandfarfrom

othermeatpeptidesespeciallywhencomparedtobeefandpork,InORACevaluation.Trp

patternsimilartoTrplnChickenone,inwhichwehypothesizethatTrpmaybevery

importantaminoacidthatdeterminewhetherpeptidesiseffectiveasantioxidativeornot.

Weconcludethatmeatinthethreespeciescontainpeptidesthatmayserveseveral

purposes.Basedonitsremarkableantioxidativeactivity,Wesuggestthatthefunctional

peptidesfrom meathydrolysatesmayhavepotentialapplicationsasfunctionalfood,which

couldbeusedassourcesofnaturalantioxidantsforfoods.
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1.日 的

畜産食品の消費量は約半世紀の間に急増 した

が,これは我が国が長寿国になった一つの理由と

も考えられる｡一方,日本人のライフスタイルの

変化に伴い,生活習慣病の患者が増加 してお り,

国民の健康への関心は極めて高くなっている｡そ

こで昨年度は,我が国の死亡原因の2-3位を占

める心疾患,脳血管疾患の原因と深 くかかわって

いる高血圧症の予防効果に及ぼす各種食肉ペプチ

ドに焦点を当て比較検討した1'｡

1981年以降,日本人の死因第一位になり,その

増加が続いている現状を背景としてがん予防に関

する早期研究が求められている2｣｡ がんは様々な

要因が複合的に働いた結果引き起こされる｡ この

ような危険因子の中で特に注目すべき物質は活性

酸素種 (ROS:ReactiveOxygenSpecies)と呼

ばれる悪性の酸素である｡ROSは酸素が紫外線や

環境中の様々な要因により化学変化を起こして生

じる｡ 通常,酸素は02だが特殊な環境中では一重

項酸素02~やベルオキシラジカルLOO~のように

変化する｡このように酸素は様々なROSへと変化

し,細胞,DNA,タンパク質,脂質等に影響を

与え,動脈硬化や心筋梗塞等を引き起こすと共に

細胞のがん化が促進されると考えられている｡ ま

た食品中の成分にもこのようなROSを消去する

能力 (抗酸化能)があると言われている｡ これま

でにポリフェノール,ビタミンE,グルタチオン,

カルノシンなど様々な物質で抗酸化活性に関する

報告がなされている3 4'｡ 従って食品成分の摂取

で,日頃からROSを消去していくことは非常に効

果的であると考えられる｡ またタンパク質を分解

して生じるペプチ ドにも抗酸化活性を有するもの

があると言われている｡

食肉は良質なタンパク質を豊富に含み,近年,

血圧降下作用などの保健的効果についての研究が

進められている5-13'｡

抗酸化活性の測定には原理の違いにより,DPPH

法,ORAC法,SOD様活性法,β-カロテン法,

金属キレー ト活性法など多様な評価方法がある｡

現在主流になりつつあるのがCIRAC法とDPPH法

である｡ 特にORAC法は食品の抗酸化活性を評価

するのに最も適した方法であると考えられ,米国

を中心として世界的に統一されつつある評価方法

である｡ORAC法は2,2'-azobis(2-amidinopropane)

dihydrochloride(AAPH)か ら誘導 されるベル

オキシラジカルにより蛍光プローブが分解されて

蛍光を失う過程の抑制を評価することで抗酸化活

性を測定する方法である｡ つまり抗酸化活性の持

続能を評価できることがORAC法の特徴でもあ

る｡ さらに生体に近い条件で測定できる事,そし

て親水性,親油性物質いずれの抗酸化物質も評価

できる点が抗酸化活性測定法の標準として統一さ

れつつある理由として考えられている｡一方,

DPPH法 とは比較的安定な有機ラジカルである

DPPHラジカルを用い,520nmに吸収極大を有す

る紫色のDPPHラジカルが還元されて退色する性

質を利用して試料の抗酸化活性を評価する方法で

ある｡ 操作が非常に簡単である事が長所である

が,生体に無いラジカルを使用していることが欠

点である｡ORAC法とDPPH法は原理が異なる｡

ORAC法 は 水 素 供 与 (HAT:hydrogenatom

transfer)反応に基づ く測定方法であ り,DPPH

法は電子供与 (ET:electrontransfer)反応に基

づ く測定方法である14･15)｡
現在,抗酸化ペプチ ドに関する詳細な研究はほ

とんど行われていない｡例えば現在,ペプチ ドが

抗酸化力を示す要因としてペプチ ドの ｢アミノ酸

組成｣および ｢構造｣の違いが考えられている

が,どちらの要因がどれだけ抗酸化活性に寄与し

ているのかなど基本的な考えさえも提唱されてい

ない ｡
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そこで本研究では,タンパク質を豊富に含む食

肉を題材とし,ペプシン･トリプシン･パンクレ

アチンによる酵素分解で生じるペプチ ド混合物を

調製する｡ さらにORAC法とDPPH法に焦点を絞

り,食肉由来ペプチ ドの抗酸化力を評価する｡ ま

たペプチ ドを構成する20種類のアミノ酸の抗酸化

活性を測定し,食肉由来ペプチ ドが抗酸化活性を

示す要因について考察していく｡ この研究により

抗酸化ペプチ ドおよび食品化学の基礎的知見を与

え,新規食品素材の開発 ･発展に貢献していくこ

とが本研究の目的である｡

2.方 法

2.1 実験材料

市販の宮崎県産の各種食肉 (牛肉 ･豚肉 ･鶏肉

いずれもモモ肉)を実験材料に用いた｡

2.2 食肉由来ペプチ ドの調製

食肉由来ペプチ ドの調製は以下のとおりである｡

各種食肉のミンチ肉に2倍量の蒸留水を添加して

フー ドプロセッサー (PanasonicMK-K48)を用

いて30秒間,2回ホモジナイズした｡70℃で30分

間インキュベ- ト後,このホモジェネ- トを酵素

未処理の加熱食肉タンパク質サンプル ｢Whole｣

とした｡ その後,このホモジェネ- トをHClで

pH1.8に調整 し,胃粘膜 由来ペ プシン (1:

10000)(和光純薬工業株式会社製)をタンパク質

量 (食肉重量当たり20%のタンパク質が含まれる

ことを仮定した)に対して1/1000倍量添加し,

撹拝しながら37℃で2時間インキュベ- トした｡

NaOHを用いてpH6.8に調整し,10分間煮沸 した

後,溶液温度を40℃まで低下させた｡この溶液を

ペプシン消化サンプル ｢ペプシン (2h)｣とし

た｡さらに トリプシン (和光純薬工業株式会社)

およびパンクレアチン (同会社)をそれぞれペプ

シンと同量添加し,再び撹拝しながら37℃で2時

間インキュベ- トした｡最後に10分間煮沸した試

料を食肉由来ペプチ ドとした｡この溶液をペプシ

ン･トリプシン処理サンプル ｢ペプシン/ トリプ

シン (4h)｣とした｡

なお,加熱食肉タンパク質 ｢Whole｣および各

反応段階で得られた酵素消化により生じたペプチ

ド混合物を0.45〟mセルロースアセテー トメンブ

レンフィルター (ア ドパ ンティツク東洋 (秩))

にてろ過した試料を実験に供した｡

2.3 タンパク質の定量

酵素未処理の食肉タンパク質 ｢Whole｣の定量

はBiuret法16'により行った｡すなわち,タンパク

質溶液に対し,4倍量のBiuret試薬を加えて常温

で30分間反応させた｡反応液をSHIMADZU (冒

本)製UV-VISSpectrophotometer 1245型分光

光度計 (吸光度 :540nm)にて測定した｡また分

解物であるペプチ ドについてはUV法17)を適用

し,測定を行った｡ すなわちタンパク質溶液の

215nmの吸光度から225nmでの吸光度を差し引

き,144倍した時の数値をタンパク質濃度とした｡

測定には上記と同じ分光光度計を使用した｡

2.4 DPPHラジカル消去活性の測定

DPPHラジカル消去活性の測定は,DPPH分光

測定法に準 じて行った18)｡すなわち,400FLM

DPPH,MES(2-morpholino-etanesulphonicacid)

buffer,200/.エタノールを同量ずつ加え,混液を

作製した｡混液を0.9m1分注し,80%エタノール

を240〃1とサンプルを60〟1加え,20分間反応させ

た｡その後,サンプルを加えた順に前述の分光光

度計にて吸光度520nmで測定した｡また,サンプ

ルの代わ りに,0.2mMTrolox(Sigma社製)を

使って標準として測定し,検量線からサンプルの

Trolox相当量を算出した｡ MESBufferはMESを

蒸留水に溶解 し,NaOHでpH6に調整したもの

を使用した｡

2.5 0RAC法による抗酸化活性の測定

(独)農研機構九州沖縄農業研究センターの報
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告をもとに改良 して測定 した19--㌔ す なわち

96wellマイクロプレー トに81.6nMフルオレセイ

ンを200〟1.サンプル20〟1を添加 し.マイクロプ

レー トリーダー (TECANGENiosMultifunction

FluorescenceVjrginja.USA)にて37℃で励起波

良485nm.境光波長520nmにおける蛍光強度を測

定した｡10分後200mMAAPH 75-LJlを添加 し.

同条件にて2分間臓で45回測定した｡またORAC

佃 は NetAUC (AreaUnderCLlI･ヽ7e) - AUC

sample-AUCblallkを用いて算出した｡検品線作

成にはTrolox(125.250.500.1000iLM)を使

用した｡

2.6 遊離アミノ酸分析

分析試料 1g.に対して3倍豊の3%スルホサリ

チル酸を加え.冷蔵F封で1時間静置してタンパク

質を沈殿させたCその後.3000rpmで15分間逆心

分離を行った｡上清 をフィル ター (Cellulose

Acetate 0.45FLm)でろ過 し分析試料とした｡ こ

れをアミノ酸EJ動分析機 (JTC-500)で分析 した｡

3.結果と考察

各種食肉酵素分解物のタンパク'Llの'))il･:Ii.･うJh布

については平成21年度報告番に掲載したとおりで

あるl)｡すなわちSDSIPAGEによるサンプル全体

のタンパク賃の分子塁分布およびゲルろ過HPLC

による食肉タンパク質の経略的変化の観察と分･f･

是分布の測定を行った｡SDS-PAGEによって.酵

素処理時間に伴い.各種食肉タンパク質の分析が

進行したことが認められた｡またHPLCの結果よ

り分子･立2O.000Da以上 の食 肉 タンパ ク質 は

6.000Da以下に分解されることが明らかとなった0

3.1 食肉由来ペプチ ドのDPPHラジカル消去

活性およびORAC法による測定比較検討

抗酸化活性の評価に用いるタンパク'fl濃度の検

討を行った｡ゲルろ過HPLCカラムであるTSK-

GelG2000SW＼【を用いて食肉ペプチ ド混合物に含

まれるペプチ ドがすべて安定的に検山されるには

0.1mg/ml以上が必安であることが明らかになっ

た｡従って本研究では主に0.5および1.0mg/mlの

食肉ペプチ ドを抗酸化活件の評価に供与したCな

お.標準物質には抗酸化ペプチ ドとして知られて

いるヒスチジン合名ペプチ ドのカルノシンおよび

システイン含イJ■ペプチ ドのグルタチオンを用いた

Fig.Iに各村食肉由来ペブナ トおよび標 呼物宮了
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andI:hlCk(,rlhydr｡l)･S;llL,S. TE.′rrolo.7(Equivalent.

の1)PPHラシカル消去活性 を小 した TEとは既

知 の抗酸化物 質で あ る トロ ロ ック ス州 ii'(:追.

(Tro)oxEqLLivalent)の略である｡各榔食肉間で

は10111g/ml浪度でおよそ40FLM TEを示 し.ll'志

井は/f･.じなかったO またカルノシンは娘跡椎度の

･LTil'F'しか示 さず.グルタチオンはDPPHO)紫色が

確.LJtJ.できないほど強力な抗酸化盲ITj件を示した-_

このi.Ff朱は柳JJJらの柁;J=Iと一致 した13-｡これは

クJL,タナオンが電子仇Ili反).L､に息づ く抗酸化ノJを

有 している,-ilE拠である｡また食肉ペプチ ドがカル

ノシンよ りも'[･:W ､清他 を示 した裡由としては.

椎々のペプチ ドによる相乗効果であると推測され

た,,

Fig.2-aに各種 食肉由来ペプチ ドおよび標準

物質のORAC法により測定 した結果を示 したーカ

ル ノシン ･グルタチオン共に05および1.0mg/mJ

を試験に供 したO また食肉山東ペプチ ドはO.1.

O5.O,75および1.0mg/m】を試験 に供 した｡ どの

サンプルも濃度 [･.昇に伴い心意にORAC偶が l･.秤

したーこれはORAC法が】)PPTl法よりもJl･ii','に感

度の高い評価系であることが叩Fllとしてゼえられ

るo また各種食肉間でORAClltJ:の石.也こ差は認めら

れなかったが.食肉ペプチ ドは同濃吐o)カルノシ

ンと近似 したORAC他を小 したことかわかる,ま

たDPPH法と同様にORAC法でもグルタチオンは

他のサ ンプルよりもi'3い活性を示 した.

次に.ORAC法を用いて10mg/lTllにおける抗

酸化力持続能 を調査した (Fig.2-い ｡ トロロッ

クスとグルタチオンが似た椎田.つ まり.一正帖

問フルオレセインの分解をIOO%BIL'ii'.こし,ある時

点から急激に抗酸化力が失われるパターンを持つ

ことがわかったC.一方.カルノシンや食肉FI]釆ペ

プチ トは徐/.TにILIIT一件をリ二･)でい くパターンを有 し

ていたJ

Fig.3にORAC値およびDPpH値の棚HJA関係 を

不 した｡食肉ペプチ ド問では相関係数 r=0.9905.

ORAC伯 =12.375×DPPfl仙十209.69とな り.非

常に高い相関関係をホ した｡一方.カルノシンと
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食肉ペプチ ドの間には相関関係は見られなかっ

た｡一般にORAC他はDPpH値よりも高い値を示

す傾向があることが知られているIl lJJ>0本研究の

結果もこの報-;JL=と一致した｡ORAC値がDPpH値

よりも高い値を示す理由は解明されていないが.

本研究を進める過梓でORAC法は食肉ペプチ ドが

1.0×10;mg/ml以下でも測定可能なほど高感度

であ-)た■カーを確認した〔従-'てORAC値>r)PPII

借となる可能性が非常に高いと考えられた-1

このようにペプチ ドが抗酸化活性を示す要因(

何か｡その要因の一つにはペプチ ドを構成する'

ミノ酸の種類が考えられる｡そこで,次にアミ

酸の抗酸化活性について詳細に調査した｡

3.2 アミノ酸の抗酸化活性

まず個々のアミノ酸単独の抗酸化活性をDPP

法により調査した,.規/i.抗酸化アミノ酸とし■

はヒスチジン (His).システイン (Cys),チ 1

シ ン (Tyr)などが知られているが.どC7)アミ
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酸がどのような性質の抗酸化活性を示すかはB)jら

かにされていないrFig.4laに供与濃度1.Omg/

mlでDPPHラジカル消去活性を発現 したア ミノ酸

を示 した)IJis. メチオニン (Met),Tyr. 卜T)

プ トフ ア ン (Trp) はOR八C伯 を示 したため

lJig･.4-aにも掲･抜したが,それらのDPPII活性は

痕跡程度であった,従って明瞭な電子供与反応に

よる抗酸化能を示したアミノ酸はCysだけであっ

た.)すなわち食肉LI]来ペプチ ドの電子供Ji反応活

性はCys含有墓に人きく/uL:.LJされることが'Jミ唆さ

れた-,

Fig.4lhにORAC法にて評価 したアミノ駿の抗

酸化tLTT件.の結果を示 した,また評価 方法として

ョoo/LM トロロックス相､Ll豊を示すときのア ミ

ノ鞍 濃度 (mg/′ml)を用いた(ア ミノ憶の抗酸

化力はTrp>Tyr-Cys>Hisの順に高い1Ltiを示し

た】特にTrpは他のアミノ酸よりも非常に強い活

性を示 した)従ってTrpは微丑でも抗恨化甘性に

大きな役割を果たすことが示唆された.

Fig.4lCはアミノ酸の抗酸化持続能をORAC法
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にて解析 した#.米である(.また各ア ミノ酸濃度は

一律でなく.I叶)三験系に収まる濃度に設定 したu

この結果から杭酸化力には2つのパ ターンが存在

することが示唆 されたOそれ らを 1､電子供 ′j･

(ET)蕃l.i.2.水素供Ij･(HA'l､)型と名付けた.〕

E′1､製とはここではCys.グルタチオン, トロロッ

クスのようにDPPIiラジカル消去活性が高 く.

定時間フルオレセ インの分解を100%柑害 し.あ

る日打..lLから急激に活性が低 Fするパターンを持つ

物質のことを,いう､HAT型とはHis.＼′1(il.Tyr.

カルノシンなどを指 し.経時L削 こフルオレセイン

が分解 されていくパターンを持つ物質のことであ

る､このように個 々のア ミノ酸やペブナ ドには特

有のTJ'し酸化清作を持･)ことが明らかになった,_tそ

こでア ミノ椴やペプチ ドの持つこのような性J鍔は

食肉ペブナ ト●のijL酸化活性にどのような影響を及

ほしているのか調査した､

3.3 各棟食肉由来ペプチ ドとアミノ酸の抗酸

化活性の関係

各種食肉由来ペプチ ドとアミノ酸の抗酸化活性

の関係を示 した (Fig･.S).⊃ここで注 目すべ き点

は. JF肉 ･豚肉ペプチ ドと鶏肉ペプチ ドの違いで

ある,､午 ･豚肉はHisに近い曲線を描いた,.つ ま

り2段階のなだらかなカープを持ち.フルオレセ

インが祥時的に分解 されるパ ターンを示 した｡ ま

た鶏肉はTrpの措 くカーブと非常に近似 してい

たC,'rrpは微 鼠でも大 きな抗酸化活性を示すア ミ

ノ酸である｡従 って牛 ･豚肉ペプチ ドはTrpや

Hisなどの彫響が大 きく.鶏肉はTrpのぶ壬鞘 をそ

の まま反映 した抗酸化力であることが示唆 され

たO従って次にHisやTrpな ど抗酸化ア ミノ酸の

定韻が必要であると考えられた J そこで各種魚肉

にどのようなア ミノ酸が含まれているのか.特に

抗酸化アミノ酸に注 目して定鼓した純米をTablel

に示 した/,.すでに報-'FIはあるが.′卜肉および豚肉

は非常に蝕似 したア ミノ酸組成を持つし しか し鶏

l和ま牛肉や豚肉と比較 してカルノシンやアンセリ

ンの含有1_lt･がら?･jd:る点が特徴である2㌦ データに

は示 しではいないがアンセリンはカルノシンと同

等のnPpH値および()RAC値を示すHis含有抗酸

化ペブナ トである ,̀このように鶏肉は他の2椎 と

比較 してHis含イi量が少な く.わずかであるが

Trpを多 く含む, しか し既述の通 り.わずかな

Trp母が抗倍化油性 に影響 を5･えた と考えられ

る.従ってTrp含有量はペプチ ドの抗酸化JJを大

きく左右するア ミノ酸であるといえる｢
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UnLl(mg/100g)

An【ioxidantiuttirlOaL.idsandpeptides Beer Pr)rk Chicken

Hiヽ 2.15 1.48 4.74

Cys 0.19 0.21 N.D

Met. 3.57 2.47 4.23

Tyr 10.79 1().15 12.49

Trp 8.39 l 7.34 9.17

Cと1TnOSine 208.31 243.80 44.26

以上の結果から,食肉酵素分解物の抗慨化活性

を評仙 した結果,単純にILIfi･件仲を比較しただけで

は各種食肉問に有意差は認められなかった｡ しか

し.構成アミノ酸にtij-Elして研究を進めた場合.

牛肉 ･豚肉と鶏肉では抗酸化活性の性質が界なる

ことが示された(.また特にペプチ ドの抗酸化活性

を左右する竜要なアミノ酸は高い'Ej'･侠Ij-(ET)

活性を示すCys.および高い水素供j･(HAT)宿

性を'Jけ Trpであることが示唆されたJ

一般にペプチ ドは多様な機構によって抗酸化活

性を発現しており.その活用においては個々のペ

プチ ドに適した使用条件の設定が必安である｡そ

のため単一のペプチ ドよりは.タンパク質分解物

の方がより多様な活牲酸素椎に対応できると考え

られる15-｡従ってタンパク質酵素分解物の抗酸化

活性評価を行うことは奄要な研究となってくるだ

ろう｡

そこで我々は今後もタンパク質酵素分解ペプチ

ド混合物の抗酸化活性評価や抗酸化ペプチ ドの基

礎的研究を行っていく｡例えば.ペプチ ドが抗酸

化活性を発現する要因である ｢アミノ酸組成｣お

よび ｢立体構造｣のどちらが韮%-Lであるのか,調

査していく必安があるCまたそれら要凶の抗酸化

活性への寄与･度を具体的に数値化 し.食肉由来ペ

プチ ド等の抗酸化活性発現作用を明確にしていく

必要がある｡

4.要 約

本研究では,ORAC法とDPPH法に焦 点を絞 り,

食肉由来ペプチ ドの抗酸化力を評価 した.またペ

プチ ドを構成する20種類のアミノ酸の抗惜化活性
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を測定し,食肉由来ペプチドが抗酸化活性を示す

要因についても考察した｡

DPPH法にて調査した結果,各種食肉間ではタ

ンパク質濃度1.0mg/mlでおよそ40JJM トロロッ

クス相当量の抗酸化活性を示したが,畜種間の活

性に有意差は認められなかった｡なお,食肉酵素

分解物の添加濃度依存的に抗酸化活性は増加し

た｡カルノシンは痕跡程度の活性しか示さず,グ

ルタチオンはDPPHの紫色が確認できなくなるほ

ど強力な抗酸化活性を示した｡ これはグルタチオ

ンが電子供与反応に基づく抗酸化力を有している

証拠であると考えられた｡また食肉ペプチ ドがカ

ルノシンよりも高い活性を示した理由としては,

食肉が有する様々なペプチドによる相乗効果であ

ると推測された｡ORAC法にて測定した結果,各

種食肉共に非常に高い抗酸化化活性を有すること

が確認された｡各種食肉間でそれらの値に有意差

は認められなかったが,同濃度のカルノシンと近

似した値が得られた｡このように単純に活性値を

比較しただけでは各種食肉間に有意差は認められ

なかったが,食肉を構成するアミノ酸に注目し,

ORAC法による抗酸化活性の経時変化を見ると,

牛肉および豚肉と鶏肉では抗酸化活性を左右する

アミノ酸が異なることが明らかになった｡特に重

要なアミノ酸は高い電子供与活性を示すCys,高

い水素供与活性を示すTrpであることが示唆され

た｡

我々は今後も,抗酸化ペプチドの基礎的研究を

行っていく｡ 次なるステップとしてペプチ ドの

｢アミノ酸組成｣および ｢構造｣どちらが重要で

あるのか調査することにより,食肉由来ペプチド

の抗酸化活性発現作用を明確にする必要があるO
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