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1.　助成金交付実績一覧
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農芸化学研究企画賞中小企業産学・産官連携研究助成の交付実績

年　　度 農芸化学研究企画賞 夢にチャレンジ企画賞 中小企業産学・産官連携研究助成 計
平成15年 2件 400万円 400万円

16年 3件 600万円 600万円
17年 4件 800万円 800万円
18年 3件 600万円 600万円
19年 2件 400万円 400万円
20年 3件 600万円 600万円
21年 3件 600万円 600万円
22年 3件 600万円 600万円
23年 3件 600万円 600万円
24年 3件 600万円 600万円
25年 3件 600万円 600万円
26年 2件 400万円 400万円
27年 3件 600万円 600万円
28年 3件 600万円 600万円
29年 2件 400万円 400万円
30年 3件 600万円 7件 700万円 1300万円

令和元年 2件 400万円 7件 700万円 1100万円
2年 3件 600万円 6件 180万円 7件 690万円 1470万円
3年 2件 400万円 2件 100万円 7件 695万円 1195万円
4年 3件 600万円 2件 90万円 7件 700万円 1390万円

研究奨励金国際会議出席費補助金の交付実績

年　　度 研究奨励金 国際会議出席費補助金 計

昭和48年 4件 180万円 6件 120万円 300万円

49年 8件 400万円 9件 270万円 670万円
50年 11件 550万円 9件 270万円 820万円
51年 10件 500万円 10件 300万円 800万円

52年 10件 500万円 10件 300万円 800万円

53年 10件 500万円 11件 300万円 800万円
54年 10件 500万円 10件 300万円 800万円
55年 10件 500万円 10件 300万円 800万円

56年 10件 448万円 10件 270万円 718万円

57年 10件 450万円 10件 270万円 720万円
58年 10件 450万円 10件 270万円 720万円
59年 10件 500万円 10件 300万円 800万円

60年 15件 750万円 14件 389.4万円 1,139.4万円

61年 17件 845万円 16件 450万円 1,295万円
62年 17件 850万円 16件 450万円 1,300万円
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年　　度 研究奨励金 国際会議出席費補助金 計
63年 17件 846.4万円 16件 450万円 1,296.4万円

平成元年 18件 894.7万円 15件 449.7万円 1,344.4万円

2年 20件 1,000万円 18件 521万円 1,521万円
3年 22件 1,099万円 18件 532.6万円 1,631.6万円
4年 22件 1,098万円 18件 532万円 1,630万円

5年 18件 900万円 12件 315万円 1,215万円

6年 10件 500万円 10件 200万円 700万円
7年 9件 449.8万円 12件 180万円 629.8万円
8年 5件 250万円 6件 89.7万円 339.7万円

9年 5件 250万円 6件 90万円 340万円

10年 5件 250万円 4件 57万円 307万円
11年 5件 250万円 8件 120万円 370万円
12年 5件 250万円 6件 90万円 340万円

13年 5件 250万円 6件 90万円 340万円

14年 5件 250万円 6件 89万円 339万円
15年 5件 250万円 5件 75万円 325万円
16年 5件 249万円 6件 90万円 339万円

17年 5件 250万円 5件 75万円 325万円

18年 5件 250万円 6件 85万円 335万円
19年 5件 250万円 6件 90万円 340万円
20年 5件 250万円 6件 90万円 340万円

21年 5件 250万円 6件 90万円 340万円

22年 5件 250万円 4件 60万円 310万円
23年 5件 250万円 4件 55万円 305万円
24年 5件 250万円 4件 60万円 310万円

25年 5件 250万円 3件 55万円 305万円

26年 5件 250万円 5件 90万円 340万円
27年 5件 250万円 10件 160万円 410万円

28年 5件 250万円 5件 100万円 350万円

29年 5件 250万円 4件 60万円 310万円

30年 5件 250万円 6件 104万円 354万円

令和元年 5件 250万円 3件 60万円 310万円

2年 5件 219.7万円 1件 2,220円 2,199,220円

3年 5件 250万円 3件 414,797円 2,914,797円

4年 5件 250万円 3件 60万円 310万円

女性研究者チャレンジ研究助成金
若手女性研究者チャレンジ研究助成金の交付実績

年　　度 女性研究者チャレンジ研究助成金 若手女性研究者チャレンジ研究助成金 計

3年 3件 297万円 3件 150万円 447万円

4年 3件 300万円 3件 150万円 450万円



2.　第18回農芸化学研究企画賞報告書
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第18回農芸化学研究企画賞報告書

受賞テーマ多剤耐性細菌感染治療に有効な次世代型抗菌薬の開発

大阪大学産業科学研究所
岡島俊英

「研究の背景」
薬剤耐性病原菌の市中への蔓延は世界の公衆衛生に対

する大きな脅威である一旦薬剤耐性病原菌のパンデミッ
クが起きれば多くの人命が失われ世界に大きな混乱をも
たらすことになる現時点において既存のすべての抗生
物質には耐性菌が存在しておりその薬剤耐性遺伝子が伝
播され共存することによってほとんどの抗生物質が効か
ない多剤耐性病原菌も出現している英国オニール委員会の
推計によるとこのまま何も対策を取らなければ2050年に
は全世界で薬剤耐性病原菌に起因する年間死者数が 000万
人へと爆発的に増加する危険性が警告されている感
染症に対する備えは決して怠るべきではないことは新型
コロナウィルスの世界的パンデミックからも明らかであ
るしかしながらすでに薬剤耐性病原菌に対抗しうる抗
菌薬の研究開発からは多くの製薬企業が撤退しておりそ
のため新規抗菌薬のパイプラインが枯渇してきているのが
現状である製薬企業にとっては抗菌薬の収益性が低いと
いう経済的な要因がある一方で抗菌薬開発停滞のもう
一つの大きな原因は創薬ターゲット・新規骨格の不足と
も言われている2製薬企業が一般的に行う汎用的大規
模化合物ライブラリーの単純なスクリーニングでは新規
な抗菌薬を得ることが困難になっている

このような状況の中アカデミックの研究者が果たす役
割は極めて重要であるそれは短期的な成果や採算性をあ
る程度度外視した長期的な視野に立つ開発研究が可能だか
らである基礎研究の積み上げにより何らかのブレイクス
ルーをもたらし停滞する抗菌薬開発を活性化できるもの
と期待されるこれまでに我々の研究グループでは細
菌の主要な環境応答システムである二成分情報伝達系

w   , 以 下
に注目してきた2図 は細胞膜に存在する
センサーヒスチジンキナーゼHと転写因子レスポン
スレギュレーターRRから構成されているH は外
部の環境シグナルに応答して自己の H残基をリン酸化
しそのリン酸基を RR の 残基へ転移するリン酸
化RR は各種遺伝子の発現を制御し各種の重要な生理過

程を制御する図 はヒト細胞にはなく細菌に特
有の情報伝達システムであり薬剤標的としても適してい
るゲノム解析によると細菌細胞あたり平均29個の
 が存在し各種の病原菌も多数の  を有している

病原性大腸菌30個赤痢菌30個緑膿菌2個黄
色ブドウ球菌7個腸球菌7個多種の  が
これらの病原細菌の増殖病原性薬剤耐性を制御してい
るその結果病原細菌はヒト体内で感染・増殖して病
原性を発現しさらに使用された抗菌薬に対して耐性を示
すことができるしたがってH の自己リン酸化を阻害
し の機能を妨害する化合物はヒト体内に感染し
た薬剤耐性細菌を含む各種病原細菌に対して抗菌性抗病
原性抗薬剤耐性を示すことが期待される本研究におい
て細菌情報伝達系H を新規な標的として捉え抗菌性
抗病原性抗薬剤耐性を併せ持つ次世代抗菌薬を創生する
ことを最終的な目的とした

「研究の課題」
我々の研究グループでは を構成する H を特異的

に阻害する化合物w, ,wk
を放線菌から複数発見し2特許化しているそのひとつ
w図は環と /x
環の 2 つの部分構造からなる直鎖状の化合物でありH
の自己リン酸化H残基周辺の保存領域Hx, 図に
特異的に作用し自己リン酸化阻害活性を示すそれによっ
てR やバンコマイシン耐性腸球菌等のグラム陽性
多剤耐性菌の情報伝達を阻害し抗菌作用を示すことが判明
している両病原菌に対する抗菌性は細胞壁合成に関与
し増殖制御に関わる H である W の阻害によるものと
考えられているさらに核磁気共鳴を用いた H との相
互作用解析H への変異導入および w誘導
体の阻害効果などに基づいて複合体モデルを構築した結
果環は水素結合ネットワークを介して Hx
領域にx環領域は疎水的な相互作用介して X領
域と呼んでいる保存性のある疎水性領域に結合すると考え
られた3このような二価性の結合によって H に阻害
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活性を示す天然化合物はH阻害による新規抗生物質を
開発する上で重要なシーズとなりうると期待されるし
かし天然化合物では広範な誘導体展開並びに最適化が困
難であるためw の特異性を担うと 
環を模した低分子合成化合物を多数作り出しw
を志向する化合物ライブラリーを得ることを計画した

図このような化合物群からオリジナルの w
 を超える H阻害活性と抗菌性を持つ化合物を得る
とともにさらにw が持つ幅広い H に対す
る阻害活性を生かして抗菌性に加え抗病原性抗薬剤
耐性を持つ化合物を得ることを目標とすることにした

「研究の結果」
我々の研究グループでは環を模倣した低

分子化合物群の合成を行なっておりこれまでに進めてい
た研究成果とも合わせ200種以上の化合物からなる w
 を志向する化合物ライブラリーを得ることに成
功した各化合物は基本的に fxDO
に可溶性であった薬剤耐性菌を含む種々の細菌に対して
DO による化合物希釈系列を用いて生存菌数を測定し
各化合物の最小発育阻止濃度値 I
Iを求め抗菌性を評価したまた
H自己リン酸化阻害活性については細胞質領域自己
リン酸化部位とキナーゼドメインを含むを調製しまず
一定濃度の化合物概ね 00μ/に対して自己リ

ン酸化阻害が見られるのか抗リン酸化H抗体を用いた
ウェスタンブロットによって網羅的に解析した図2
一定の阻害活性が認められた場合にはさらに化合物希
釈系列を用いて阻害活性を詳細に測定しその濃度依存
性から 50阻害濃度I50を求めた図2その結果
想定していたよりも多くの化合物に抗菌活性と H自己リ
ン酸化阻害活性が認められた表多くの化合物は元々
の w と同様に主にグラム陽性細菌に対して抗菌
性を示し多剤耐性を持つ R株である Staphylococcus 
aureus 50株に対しても抗菌性を示すことがわかった
詳細な   での転写産物の解析が今後必要であるが
w と同様におそらく細菌増殖に必須な H であ
る W の阻害によるものと推測された一方w
とは異なり少数の化合物ではグラム陰性細菌である
Klebsiella pneumoniae I02 に対しても抗菌活性を示す
化合物が見出された表,W3後述するようにグラ
ム陰性細菌は化合物の膜透過性の低さと W のような
生存必須性のある H がないことからその抗菌特性には
興味が持たれる少なくとも何らかの膜透過性を高める構
造モチーフが化合物の構造に含まれている可能性がある枯
草菌W に関する阻害活性に関してはw とほ
ぼ同レベルの活性を持つ化合物があることが判明した

これらの結果は環を模倣した化合物ライ
ブラリーに着目することが新規な抗菌薬を作り出すため
の方向性として正しいことを示唆しているただモデル

図1 二成分情報伝達系の模式図w の化学構造赤点線で囲った部分がライブライリー化した 環領域
に相当するW モデル上で予測される w結合部位W は二量体化ドメイン 4x 内の
Hx領域に結合すると考えられている
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とした枯草菌においてW に関する阻害活性と抗菌性
の間にはおおよその相関性が認められるものの必ずし
も一致しなかった抗菌性が高い化合物においてH阻
害活性が高いとは限らないおそらくは個々の化合物に
おいて膜透過性が異なることH以外に抗菌性の標的
となっている可能性があり抗菌性の高い化合物に関して
は今後より詳細な個別の解析が必要である

さらにW以外の病原菌の病原性や薬剤耐性に関わ
る H に対する阻害活性をより詳細に評価するために
W阻害能や w との交換性などに基づいて
4 つの化合物X,X2,X3,および X4をライブラリーか
ら選択し詳細な H阻害能の解析を行なったいずれも
有意な抗菌活性を有しておりW に対して自己リン酸
化阻害効果を示していたまず病原性大腸菌において感
染や病原性に関与する 4 つの H, , Z, Q, お
よび x4について選択した化合物の効果を調べ
た表2その結果化合物X‒X3 は上記の H に対し
ておおよそ 0‒00μ の I50 を示したこれらはモデル
としたwと概ね同様なレベルであったさらに
化合物X4 は上記の 4 つの H に対して 02‒3μ の
I50 を示し大幅な親和性の増大が認められたさらに

同じ化合物について非常に高い薬剤耐性獲得能有し院内
感染の原因菌として問題となっている Acinetobacter bau-
mannii に由来した , , および S. aureus由来し
た V, についても阻害活性を解析したA. 
baumannii において  は病原性因子の発現制御に
 はコリスチンポリミキシンなどの薬剤耐性に関与
することが知られているまたS. aureus において
 はクオラムセンシングを介して hlaα
などの病原性因子の発現制御にV はバンコマイシン
耐性の発現に関与することが示されている化合物X‒

図2 抗リン酸化ヒスチジン抗体で検出した化合物X4 の
V の自己リン酸化阻害効果化合物濃度を増加させ
るとリン酸化されたヒスチジンが減少していること
がわかるリン酸化されたヒスチジン含量の阻害
剤濃度依存性曲線化合物X4 をソーキングした
Streptococcus mutansV細胞質領域の結晶集積し
た化合物X4 によって結晶が赤紫色を示している

表1　環を模倣した化合物ライブラリーの抗菌活性Iと H阻害活性I50

 W W W2 W3 W4 W5 W W7

I/
 Bs 168 2  05 05 32   4

Sa 50
R 4  05  4 2 05 4

 Kp I02 2 32 2 05 32  32 4

I50/
 BsW 92 4 37 50 43 520 33 93
 SmV 0 47 4 0 ND ND ND ND
 EcZ  0 5  ND ND ND 04

Bs,Bacillus subtilisSa,Staphylococcus aureus,Klebsiella pneumoniaeSm,Streptococcus mutans
Ec,Escherichia coli; ND,

表2　化合物ライブラリーから選択された化合物の病原性および
薬剤耐性に関わる H に対する阻害活性I50

 W X X2 X3 X4

I50
 Ec  09 25 500 020
 EcZ 33 773 472 2 3
 EcQ 09 93 723 33 00
 Ecx 939 04 95 327 00
 SaV 55 ND ND ND 092
 Sa ND ND ND ND 22
 Ab 420 ND ND ND 024
 Ab 500 ND ND ND 059

Ec,Escherichia coliSa,Staphylococcus aureusSm,
Streptococcus mutans,Acinetobacter baumannii;
ND,
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X3 は w と同様なレベルの阻害活性を示したが
化合物X4 は上記の 4 つの H に対しても高い阻害活性
を示した表2, 図2これらの結果はX4 をはじめと
する化合物は病原菌の病原性薬剤耐性を制御する H
を特異的に阻害する合成阻害剤となりうることを示してい
る予備的なレベルではあるがより詳細な阻害機構と最
適化を進めるためにH との複合体の結晶構造解析も進
めている図2 は化合物X4 をソーキングした Streptococcus 
mutansV細胞質領域の結晶を示しているS. mutans
V はS. aureusW と相同性が高い H でありそ
の複合構造は W阻害による新規抗菌性化合物を作り出
すために重要な情報を与えるものと考えられる低濃度
の X4 に浸漬したにもかかわらず結晶の色から赤紫色を
示す X4 が結晶に集積しており高い親和性が示唆される
ソーキングにより X線回折データの分解能が 3Å程度に
まで低下することが避けられず現時点詳細な結合情報
は得られていないが今後結晶化条件および浸漬条件の
最適化によって高分解能データの X線回折データの収
集を目指す必要がある

「今後の実用化への展望」
以上のように主要なグラム陽性多剤耐性細菌である

R に関しては細胞壁合成を制御する生存必須の H
である W, バンコマイシン耐性に関わる V, および
病原性発現に関わる  を高い親和性で阻害する化合物

X‒X4を得ることができたこれらは抗菌性抗病
原性抗薬剤耐性を持つ次世代抗菌薬を実用化するための
シーズとして極めて重要である最適化によって3 つの
特性を併せ持つものを作り出すことも可能でありまた
個別の特性に特化するように最適化することも可能である
と考えている特に V に対する阻害剤の開発は急務で
あるバンコマイシン高耐性を示す V型では関連す
る遺伝子群はオペロンを形成しておりトランスポゾン上
にコードされているこのようなトランスポゾンが接合に
より異菌種間を移動することでバンコマイシン耐性が水
平伝播されるV はバンコマイシンを認識することで
活性化されオペロン全体の発現に関わるためこれを阻
害する薬剤があればバンコマイシン耐性の発現を妨害す
ることができる既存のバンコマイシン耐性菌において
耐性を無効化しバンコマイシンの抗菌性効果を高めるも

のと期待される
またグラム陰性の病原細菌に関しては病原性大腸菌

あるいは遺伝子に基づく分類では同種となる赤痢菌の感染
や病原性に関わる H についてw や本研究で
得られた合成阻害剤の効果を調べており有効な結果を得
ているAcinetobacter baumannii に由来した ,
についても表2 に示す阻害効果が示されているしかし
ながらグラム陰性細菌に関しては化合物の外膜透過性
が低く化合物が取り込まれない懸念があるこの問題を解
決する方策としてカテコール基を付加し鉄イオンの取
り込みを利用する方法がすでに他の研究グループから報告
されている5また前述したように本研究に含まれ
た少数の化合物ではグラム陰性細菌において何らかの膜
透過性を高める構造モチーフが含まれている可能性もあ
る

本研究において得られた化合物のいくつかについては
すでに in vivo での効果を検証する段階に入っている得
られた成果を発展させることによってわれわれの目指す
次世代型抗菌薬の実用化に迫ることができるものと期待さ
れる

謝辞
本研究を遂行するにあたり内海龍太郎先生大阪大学

五十嵐雅之先生微生物化学研究会石川彰彦先生岡山
大学江口陽子先生近畿大学中山二郎先生九州大学
先生UfR春田
純一先生大阪大学をはじめとする多くの共同研究者の
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受賞テーマブタ血液を原料とする酵素製剤の開発と糖尿病治療薬研究への応用

北海道大学大学院農学研究院
田上貴祥

【研究の背景】
農林水産省の『畜産物流通調査』によると日本国内で 

年間にと殺される家畜はウシ 00万頭食用鶏7億羽
ブタ ,50万頭にのぼる畜産業における資源循環は積極
的に取り組まれておりと畜副産物内臓や脂の飼料や
油脂への加工や家畜排せつ物の堆肥化・メタン発酵によ
るエネルギー生産などの研究に注力されてきた一方で
と畜の際に排出される血液の利用度は国内外を問わずに極
めて低くほとんどが汚水として排水処理施設にて処分さ
れているこのような畜産系廃棄物を原料として高付加価
値製品を安価に生産する技術の開発は経済的な効果のみ
ならず循環型社会の形成にも貢献できることが期待され
る

高付加価値製品の一例として人々の健康増進に貢献す
るファインケミカルがある国際糖尿病連合による調査で
は世界の糖尿病人口は 2045年までに 7億人世界人口
の 0を超えると推定されており糖尿病治療薬のさ
らなる研究開発が強く求められているしかし糖尿病の
創薬ターゲットである小腸局在型αグルコシダーゼ小腸
G と呼ぶは製剤化されておらず治療薬研究のスピー
ドが加速しない現状がある

申請者は過去に科研費の助成若手研究: 207年度
20年度を受けて様々な生物の G について研究し
ブタ血液中の G について以下の点を明らかにしていた

ブタ 頭分の血液に含まれる G量は約300 で
あること

2ブタ血液G は分子量200kD のタンパク質で
酵素学的機能基質特異性・至適H・H および温
度に対する安定性がヒト小腸G と同等である
こと

3ブタ血液G の遺伝子がヒト小腸G の遺伝子と
相同であること

4ブタ血液G遺伝子にコードされた N/ サブユ
ニットそれぞれの組換えタンパク質を生産しそれ
らが既報のヒト小腸N/ サブユニット組換えタン
パク質と同じ基質特異性を有すること

5ブタ血液G全長の組換えタンパク質生産に世界
で初めて成功したがその生産効率は低いこと

以上の研究結果はブタ血液G とヒト小腸G が酵素
学的に同等の酵素であることを示すものであり糖尿病治

療薬研究におけるブタ血液由来の小腸G製剤の有用性
を支持するものであったそこで第回農芸化学研究
企画賞において世界的に大量廃棄されているブタ血液を
原料とした小腸G製剤の生産と応用研究を提案した

【研究の課題】
畜産業では長らく血液に利用価値を見出せず世界の食

肉加工場の多くが費用とエネルギーを投じて血液を浄化処
理して排水してきた本研究の最終目標はと畜で排出さ
れる血液から有用酵素を回収して製剤化する新たな廃棄物
処理システムを構築し既存のと畜施設に実装することで
畜産業における経済的・資源循環の損失をプラスに転じる
こととしたまた応用研究として「小腸G製剤を用い
た糖尿病治療薬の新規単離同定法の実証実験」を計画し
た

ブタ血液からの小腸G製剤の開発における課題は
その調製法の確立であった実験開始時点において申請者
は2 リットル程度のブタ血液ブタ 23頭分から小
腸G を高純度で単離精製するプロトコールを確立して
いたが工業生産へのスケールアップにはコストがかかる
煩雑な方法であると考えられた一方で既存の食肉加工
場でと畜生産ラインを停止させずに血液を効率的かつ衛生
的に回収するには新たな専用設備を導入する必要があり
設備開発には時間を要するよって本助成期間内の到達目
標を「ブタ 頭分の血液から小腸G を簡便に精製する
技術を確立し用途に応じた純度の小腸G製剤を凍結
乾燥品として  オーダーで製造できる体制を整えるこ
と」とした目標設定の根拠は以下の通りであった
・純度酵素製剤は使用用途によって要求される純度が異
なる高純度製剤は低純度製剤の使用用途を包含するが
高純度化にはコストがかかる為に高純度製剤では費用対
効果が低い場合が想定される本研究では粗精製法と高純
度化精製法を開発し目的に応じた純度・コストの小腸
G製剤の生産技術を開発する
・製剤の性状保存性や取扱の容易さを考慮すると酵素
製剤を乾燥粉末として供給することが望ましい凍結乾燥
は酵素活性を維持したままタンパク質を粉末化することが
可能である場合が多く小腸G製剤の凍結乾燥品化を
目指すのは妥当である凍結乾燥機についてはラボ機セ
ミプラント機に至る様々な機種が市販されており将来的
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な小腸G製剤の工業スケールでの生産にも対応可能で
ある
・生産量先行研究の結果からブタ 頭分の血液に含ま
れる小腸G量が 300程度と見積もっている既報の
ラボスケールの精製法によって高純度精製した場合の回収
率は 5であったこれに匹敵する精製技術の確立を目
指すこととし スケールでの高純度製剤生産が妥当で
あると考えているただし将来的には設備の大型化によっ
て  スケールでの生産が可能になると考えている

また応用研究として計画した「小腸G製剤を用いた
糖尿病治療薬の新規単離同定法の実証実験」については
小腸G の立体構造解析が課題であった申請者はこれ
までに小腸G の X線結晶構造解析を目指して結晶化条
件の探索を行なっていたが良質な結晶は得られていな
かったそこで本研究ではクライオ電子顕微鏡単粒子解
析による小腸G の立体構造解析を実施することとした

【研究の結果】
①小腸G粗精製法の検討

ブタ全血からガーゼで血餅を除去しろ液を遠心分離し
て得られた上清画分を血清とした血清および各種粗精製
法により得られた画分のタンパク質量および G活性を
測定しG活性の回収率および精製倍率比活性の変
化を比較した表検討した粗精製法の中では硫酸
アンモニウム分画が最も効果的であり精製倍率は 0倍
回収率は 2であったH調整有機溶媒沈殿活性炭
や柿タンニンによる夾雑タンパク質の沈殿除去を試みた
が小腸G も夾雑タンパク質と一緒に沈殿するなどし
てしまい低精製倍率・低回収率であった小腸G が
200kD という比較的大きなタンパク質であることから限
外ろ過膜によるサイズ分画も試みたが血清タンパク質と
の分離は不良であり比活性の向上は見られなかった以
上の結果から血清から小腸G を部分精製する方法と

しては硫酸アンモニウム分画が最適であると結論づけた

②小腸G の凍結乾燥条件の検討
血清から硫酸アンモニウム分画および 3種類のカラムク

ロマトグラフィーによって電気泳動的に単一になるまで精
製した小腸G を各種保護剤とともに凍結乾燥し活性
の測定した図保護剤には05 スクロース
05 トレハロース02  グリセロール0 ソルビ
トールおよび 04 アルギニン塩酸塩を用いた保護剤
未添加条件では凍結乾燥によって G活性が 3まで減
少したのに対しグリセロールを除く保護剤存在下では
5‒97の残存活性を維持していた

05スクロースを添加して凍結乾燥させた小腸G
を室温または 4℃で保存し経時的に G活性を測定し
た図保護剤を添加せずに凍結乾燥して 4℃で保存
した場合には2週間の保存によって活性が 0に減少
したスクロースを保護剤とした凍結乾燥小腸G は
室温で 2週間保存した場合に活性が 2に減少したが
4℃で 2週間保存した場合には活性の減少が見られなかっ
た以上の結果から小腸G は 05スクロースを含
む溶液中で凍結乾燥し4℃で保存することで安定に長期
保存が可能であると結論づけた

③クライオ電子顕微鏡単粒子解析による小腸G の立体
構造解析

G3 を用いて小腸G と擬似五糖阻害剤と
の複合体構造を分解能27Åで決定した小腸G は N
サブユニットと  サブユニットの 2 つの G サブユニッ
トが連結した構造でありそれぞれのサブユニットの活性
部位に擬似五糖阻害剤に一致する静電ポテンシャルマップ
が観察された擬似五糖はそれぞれのサブユニットに属す
るアミノ酸残基のみで補足されており2 つのサブユニッ
トが互い基質結合に関与しないことが明らかとなった

④新規阻害剤の探索
市販の茶葉45種を高圧熱水抽出し得られた抽出液の

小腸G阻害活性を測定した図2最も阻害活性を示
したのは「桑の葉茶」であった先行研究において桑葉に
は G を阻害する デオキシノジリマイシンが多く含ま
れることが明らかとなっており本研究における「桑の葉
茶」の G阻害活性物質も デオキシノジリマイシンで
ある可能性が高い一方でこれまでに報告例のない茶葉
抽出液においても G阻害活性が検出されており新規
の G阻害物質が含まれる可能性が示唆された

表1　各種粗精製法による小腸G の精製倍率と回収率

操作 回収画分 精製倍率
倍

回収率


血清 0 00
硫酸アンモニウム分画 沈殿 0 20

H調整H39 上清 04 450
3375エタノール沈殿 上清 0935 30
3375アセトン沈殿 上清 070 335

243G沈殿 上清 040 53
活性炭吸着 上清  

柿タンニン沈殿 上清 3 0
243G沈殿 沈殿 04209 0422

限外ろ過300,000WO 濃縮液 3 0
限外ろ過00,000WO 濃縮液 095 94
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【今後の実用化への展望】
本研究は畜産業が盛んな地域特性を活かした地域循環

共生圏の創造畜産業における水質環境負荷の軽減新た
な畜産廃棄物処理技術としての世界の畜産業への発信糖
尿病やポンペ病の治療研究の基盤形成による健康増進への
貢献を通じて『 50』や『DG』の実現に寄与で
きる発展性が見込まれるものである

本研究を実用化するためには食肉加工業者との共同研究
が不可欠であると考え本研究期間の 2年間を通じていく
つかの国内企業に研究シーズを紹介してきたが現時点で
共同研究開始の目処は経っていない今後は血液を原料

とする試薬開発を行う企業などにも対象を広げて共同研究
先を募り実用化への展開を目指していく

【謝辞】
ブタ血液は日本フードパッカー株式会社道南工場から恵

与された粗精製法の検討に用いた柿タンニンと限外ろ過
膜はそれぞれ株式会社三桝嘉七商店と東レ株式会社地球環
境研究所から提供された阻害剤探索のための茶葉は株式
会社ルピシアから提供されたクライオ電子顕微鏡単粒
子解析は IND の支援を受けて実施されたここに感謝
の意を表する

受賞テーマ昆虫疑似感染モデルを利用した昆虫寄生菌類分離法の確立と殺虫剤リード化合物の探索

北里大学大村智記念研究所現所属帝京科学大学生命環境学部
野中健一

「研究の背景」
近年の急激な人口増加に伴い住宅地の拡大による農作

地の減少および地球温暖化による干ばつ等が原因で食料不
足の問題は深刻であるこの様な中安定的に食料を供給

図1　小腸G の凍結乾燥条件の検討

図2　各種茶葉抽出液の小腸G阻害活性
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するためには農作物の天敵である害虫昆虫・線虫およ
び病原菌への対策として安全かつ効果的な農薬の開発が
急務となっている

昆虫寄生菌の一種である Beauveria bassiana は宿主に感
染する過程において宿主の神経に作用する毒性物質を
生産している事が解明された   J. Pathog.
202この様な物質は害虫駆除剤農薬に応用出来る
可能性を秘めており本種の寄生菌は植物病原性がないた
め安全な農薬への展開が期待されるそのため天然由来
の化学農薬の探索源や微生物農薬の開発において昆虫寄生
菌類線虫寄生菌類など農業害虫に寄生する菌類が注目を
集めている

しかし野外に発生した寄生菌類を探すのは容易でなく
出現時期や場所も限定的である寄生ステージでない時期
は通常土壌中に生息しているがこれら寄生菌類のみを選
択的に土壌から分離する方法は未だ確立されていないた
め分離培地上に出現した多種多様な菌類から絞り込まな
くてはならず膨大な時間と費用を要するそこでこれ
らの問題を打破する寄生菌選択分離法の確立が求められて
いる

筆者は事前検討として昆虫寄生菌類線虫寄生菌類お
よび菌寄生菌類が宿主に寄生する際にこれらの宿主であ
る昆虫の表皮線虫の卵および菌類の細胞壁の共通構成成
分の  つであるキチンを分解するためにキチナーゼを分泌
することに着目しキチン素材を含む培地の開発に取り組
んだ既存のキチン培地はキチン粉末を利用するが本粉
末は沈殿し易くハローの確認がしにくい難点がある

そこで筆者は繊維状新規素材であるキチンナノファイ
バーを低濃度寒天で固めた分離培地の開発を進めること
で均一な培地の作製に成功しキチン分解菌周辺のハロー
の確認がより容易になった岩崎・野中　日本農芸化学会
20年度大会発表

「研究の課題」
〈これまでの成果を発展させる工夫〉

キチン分解能を指標に土壌から菌類の分離を行う事で
昆虫寄生菌類のみならず線虫寄生菌類や菌寄生菌類等
様々な寄生菌類の効率的な収集が可能となったしかし
キチン分解菌には寄生菌類以外の菌類も存在する

昆虫寄生菌類が昆虫に寄生するシステムは宿主昆
虫の『認識』2昆虫表皮への『付着』3加水分解
酵素による昆虫表皮の『分解』4免疫応答からの『回
避』5宿主内での『増殖』の順で行われる
 J. Pathog 202これまで筆者が指標に利用して来た

「キチン分解能」は前述の3『分解』に相当するため

これに加え『認識』または2『付着』のシステムを
分離培地上で再現する事でより選択性が高い分離法の開
発が可能と考えた

そこで宿主の認識・付着・分解を利用した昆虫寄生菌
の選択分離法を達成する素材としてナノまたはマイク
ロカプセルの性質に着目した

〈ナノマイクロカプセルとは〉
内部に薬剤等を内包出来る極微小直径50 30μ

程度のカプセルであるカプセルの成分を酵素では分解
されず水に徐々に溶ける素材にすることにより目的の
部位まで分解されずに内包した医薬品を輸送することが可
能なドラッグデリバリーシステムに応用されている

〈　疑似昆虫培地の構築〉
寒天培地上で昆虫表皮を再現した分離培地を作製する

培地上の疑似昆虫は昆虫表皮成分の  つであるキチンで微
小カプセルを作成しカプセル内に昆虫寄生菌類の生育に
必須な栄養成分を内包する昆虫表皮を模倣した本カプセ
ルを栄養成分を全く含まない固形培地に添加するそう
することにより擬似昆虫カプセルを分解可能な菌類は栄
養を獲得出来るため生育が可能となるがカプセルを分解
出来なければ栄養を獲得出来ないため生育する事が出来な
い図この仕組みにより昆虫寄生菌類のみを高い選
択性で分離が可能になると考えた

固形培地に添加する微小カプセル疑似昆虫の大きさと
添加割合および内包栄養成分などの検討については土壌か
ら菌類の分離操作を行いながら決定することで土壌から昆
虫寄生菌類を選択的に分離する新たな方法を確立する

〈2　確立した分離法を駆使した未知寄生菌の探索〉
筆者は有用物質の探索源として国内の海洋島由来の菌類

特に寄生菌類に着目し203年までに全国から分離し
た ,500株を超える菌類について分類を行ったところ寄
生菌類の多くの種が所属するバッカクキン科菌類は日本本
土からの出現率が であるのに対し海洋島からの出現
率が と 2倍高い事を明らかとしたさらに分離株か
ら昆虫寄生菌類である Simplicillium属の 5新種Lecani-
cillium属の 新種などを含む 7新種の菌類を発見し報
告して来たNk  Mycoscience 20, 202, 203,
205 など

そこで確立した疑似昆虫培地を用いて寄生菌類が所属
する子嚢菌類のアナモルフの分離に最適な希釈平板法で海
洋島土壌から探索を行うことで未知寄生菌類の発見につ
なげる昆虫寄生菌類は昆虫に感染していない時は通常土
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壌中に生息している未知寄生菌類を効率良く分離するた
めに海洋島である伊豆諸島の土壌を使用し本研究で確
立した分離法を駆使して未知寄生菌類の探索を行う

「研究の結果」
①昆虫表皮を模倣した微小カプセルの作製

微小カプセルは重合体ポリマーで薬剤等を内包する
システムである昆虫寄生菌は加水分解酵素キチナーゼ
等で宿主の一部を分解して侵入するそこで昆虫表皮
の安定な構成成分であるキチンを水中で自己組織化させる
ことで微小カプセルを作製することを考案し作製におい
てはホソカワミクロン株式会社の協力を得て検討したし
かしながらカプセル作製時に利用可能な有機溶媒の中か
らキチンを溶解できる溶媒を見出すことが出来なかった
そこで代替案として作製実績があるポリエチレングリ
コールポリアミノ酸で自己組織化しキチンの脱アセチ
ル化体であるキトサンでコーティングした微小カプセルの
作成に成功した

キトサンは天然では接合菌類の細胞壁構成成分としての

み見出されているがキトサンは部分的にキチンを含んで
いるためキチナーゼによる分解が可能であると推測した
Beauveria属菌Lecanicillium属菌などの昆虫寄生菌類
4種を含む計0種の保有菌類を用いてキトサン分解試験を
行なったところ昆虫寄生菌類はキトサンを分解し非昆
虫寄生菌類は分解出来ない結果が得られたため本カプセ
ルで昆虫を模倣できると判断した

また微小カプセルの表面を糖鎖で修飾する予定であっ
たが作製が困難であることが判明したため代替案とし
て昆虫表皮を構成する脂肪酸成分で修飾することで昆
虫寄生菌類が昆虫へ「付着」するシステムを構築出来ると
判断したこれは現在も検討を継続中であるそのため
以下の検討は表面修飾なしのカプセルで行った

②カプセルの大きさおよび微小カプセルに内包する栄養
成分の決定

微小カプセルは 50 30µ の範囲で作製が可能で
ある昆虫寄生菌は胞子大きさ約3µが昆虫を認識
するがカプセルの大きさが小さいと認識できない可能性
がある前述の①の検討の際ナノカプセルの大きさを
5µ および 0µ の 2種を作製し土壌を用いた菌の分
離検討時に両者に明確な差が見られなかったため今後の
表面修飾の検討を考慮して 0µ を採用することとした

また①を検討する際に菌類の生育に適したポテト・デ
キストロース粉末またはグルコースを内包したカプセルを
試作した前述の昆虫寄生菌を用いて検討した結果ポテ
ト・デキストロース粉末とグルコースの間に明確な差が見
られなかったため扱いが容易なグルコースを内包成分と
して決定した

③培地への処理方法および固形培地への微小カプセルの添
加割合の検討

また実際の土壌からの菌類の分離は希釈平板法を利用
することを想定しており昆虫を模倣した微小カプセルを
培地に処理するにはカプセルを培地に「塗布」または「混
釈」する必要がある両者で比較検討を行なったところ
塗布法ではムラが生じ混釈法では均一に培地中に分布さ

図1　ナノカプセルを用いた分離培地

図2　土壌採取地域 図3　ナノカプセルの構造
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せることが可能であったため混釈法を採用した
微小カプセルの添加割合の検討は土壌を用いて菌類の

分離操作を行いながら実施する固形培地に添加するナノ
カプセルの濃度を 005の間で検討を行ったカプ
セルは比重が非常に小さいため低濃度であっても添加量
が多すぎてしまう結果となった寒天平板上に出現する菌
類のコロニー数を分離に適した 3050程度に調整する場
合はカプセル濃度を 005とした時が最も分離効率が良
い結果となった

④微小カプセルの酸耐性試験
本研究では昆虫寄生菌類の昆虫への感染システムを利用

して菌類の分離を想定しているが一部の菌類は生育する
過程で有機酸を生産する酸でカプセルが分解された場合
内包成分が漏れ出し昆虫寄生菌類以外の菌類も生育が可
能となってしまうためカプセルの酸耐性試験を行った
検討の際は H3,4,5, の 4段階で行ったその結果H3
ではカプセルが分解されてしまう結果となったがH4以
上では安定して形状を維持出来ていた培地上が強酸性と
ならなければ問題とならないため本分離法を用いた選択
分離に支障がないと判断した

⑤土壌からの昆虫寄生菌類の分離
東京都江戸川区八王子市伊豆諸島八丈島および神奈

川県相模原市より土壌を採取した現時点で採用した条件
の微小カプセルを用いて土壌から昆虫寄生菌類の分離検討
を行った土壌サンプルを改変Wk溶液を用い
て段階希釈し00倍希釈,000倍希釈溶液を作製した
各希釈溶液をカプセル含有分離培地に 200μ塗布し
25℃暗黒条件で 2週間培養した出現したコロニーは純化
した後に分離株として確立した分離株の同定は光学顕微
鏡下での微小形態観察および I配列に基づく分子同定
で行ったこの際菌類分離培地としてよく使用されるポ
テト・デキストロース寒天培地Dとの間で全分
離株に占める昆虫寄生菌類の多くが所属する旧バッカクキ
ン科菌類の割合で比較した

江戸川区および八王子市の土壌では全分離株に占める
旧バッカクキン科菌類の割合は D培地はそれぞれ ,
3, 2であるのに対し微小カプセル培地では 43,
32,2と大幅に分離割合が向上した一方で相模原
市の土壌では全分離株に占める旧バッカクキン科菌類の
割合はD培地と微小カプセル培地で明確な差は見ら
れなかったしかし分離された旧バッカクキン科菌類の
属数で比較した場合D培地では Metarhizium属属

のみであったのに対し微小カプセル培地では Metarhi-
zium属Tolypocladium属Metapochonia属Acremo-
nium属Purpureocillium属の 5属と分離属数が向上する
結果が得られた

「今後の実用化への展望」
昆虫等の寄生菌類は天然物由来の農薬の探索源および微

生物農薬の開発においても注目を集めているしかしこ
れら寄生菌を土壌から選択的に分離する方法は確立されて
いないそこで筆者は昆虫寄生菌が宿主に感染するシス
テムに着目したこの感染システムを菌類の分離に利用す
るためには昆虫の表皮を固形培地上で再現する必要があ
るこの目的を達成するために微小カプセルで昆虫の表皮
を再現し昆虫寄生菌類の選択的な分離に利用した例はな
い寒天培地を用いた菌類の分離は長い歴史と伝統を有
するがナノファイバーやナノカプセルといった新規素材
との組み合わせにより寒天平板法にはまだ発展の余地が
あることを示すことができたのではないかと考えている

本研究課題は理想型とするカプセルが完成していない状
態での結果ではあるが昆虫寄生菌類の選択分離法の可能
性を見出せることが出来たと考えているまたコロナ禍
で出張制限の影響で当初計画していた時期に伊豆諸島の土
壌を用いた検討が出来なかったため過去に昆虫寄生菌が
多く発見された本土の地域から採取した土壌を中心とした
検討となったが予測したよりも昆虫寄生菌類の分離割合
が高く十分に検討を進めることが出来た

今後はさらにカプセルの構成についても改善を進めてい
く予備検討により昆虫の脂肪酸成分が昆虫寄生菌類の
発芽・生育を促進する効果が見出されているため本成分
をカプセル表面に組み込むことによりより昆虫表皮に近
づけた擬似昆虫の作製が期待され更なる選択性の向上が
期待されるそのため本方法を発展させる様研究を継
続して行っている本方法の開発が達成されたなら昆虫
寄生菌類の収集に要する費用や時間を大幅に抑える事が可
能となると考えている今回の検討では昆虫を模倣したカ
プセルについて検討を重ねてきたが線虫や菌類を模倣し
たカプセルへと応用できる可能性もあるため農業用殺虫
剤のみならず殺線虫剤や殺菌剤の開発でも効率化を図るこ
とができる可能性を秘めているさらに通常の分離方法で
出現しにくい菌類の分離割合が向上した傾向から未知寄
生菌類の探索・収集の効率化も図ることができるため農
薬開発への展開のみならず微生物保全分野への寄与も期
待される
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第2回夢にチャレンジ企画賞報告書

がんカヘキシアにおける筋萎縮分子機序の解析

研 究 分 野生命科学健康科学分子栄養学医学
研究キーワード筋萎縮カヘキシア人生100年時代健康寿命アトロカイン
発表テーマ人生100年時代を迎えて寝たきりにならない社会を実現するために

筋タンパク質分解の活性化を遮断したマウスの解析から新規の生理活性物質「アトロカイン」を発見する

京都府立大学大学院生命環境科学研究科分子栄養学研究室
大藪　葵

研究成果の概要
がんなどの疾患に付随した筋萎縮は日常生活動作や生

活の質を低下させるだけでなく生命予後にまで影響を与え
ることが明らかになり筋量・筋機能の維持の重要性が指摘
されている本研究では骨格筋特異的,,欠損マウ
スのがんカヘキシアモデルを作製したその結果として筋
量の低下だけでなくがんカヘキシアに伴う筋力の低下も
骨格筋 シグナルの遮断によって抑制できることを明ら
かにしたまた臓器連関の解析から飢餓時の脂肪肝発症
における骨格筋 シグナルの重要性を示唆するデータを
得ていたことからタンパク質栄養欠乏タンパク質低栄養
によって誘導される脂肪肝における骨格筋 シグナルの
役割を調べたまた本企画賞の受賞を起点に筋萎縮由来
の生理活性物質として「アトロカイン」の概念を考案し現
在アトロカインの同定に向けた解析の準備を行っている

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢に伴う筋量や筋機能の低下サルコペニアおよび

がんなどに伴う悪液質筋量の減少を特徴とする代謝症候
群カヘキシアとも呼ばれるは日常生活動作や生活の
質を低下させるだけでなくこれまで骨格筋を「動かす」
ことで得られていた健康効果を消失させることなどから
さまざまな二次的疾患の罹患リスクを高めるとともにが
んにおいては抗がん治療における治療抵抗性の要因とな
るしたがって骨格筋の量と機能を調節する分子機構の
解明は「人生00年時代」を迎えた我が国における喫緊
の課題である本研究をさらに発展させることで骨格筋
の量および機能を調節する新しい分子機序の解明と筋萎縮
がもたらす全身性効果の理解に繋がりサルコペニアやカ
ヘキシアを起点とした多岐にわたる疾患の予防・治療を可
能にする新規介入法の確立につながると期待している

1　研究の背景
「人生00年時代」を迎え若者から高齢者まで全て

の国民が健康かつ元気に活躍し続けられる社会の実現は喫
緊の課題となっている加齢に伴う筋量や筋機能の低下

サルコペニアならびにがんなどの疾患に伴う悪液質
筋量の減少を特徴とする代謝症候群カヘキシアとも呼
ばれるは日常生活動作や生活の質を低下させることか
ら骨格筋の量と機能を維持することは健康で元気に活
躍し続けられる社会の実現において極めて重要な視点であ
る

骨格筋は筋タンパク質の合成と分解のバランスによって
維持されており筋分解系が筋合成系よりも亢進すること
で萎縮する研究代表者の研究室ではこれまでに骨格筋
特異的過剰発現マウスを作製することで
が筋萎縮を強力に誘導する因子であることを発見した

K,JBC,200近年研究代表者らを含めた研
究成果から骨格筋特異的,,欠損マウスでは飢
餓や除神経糖尿病後肢懸垂による不動化老化などに
おける筋萎縮に対して抵抗性を示すことが明らかになって
きたNat Commun 205, J Physiol 207,Diabetes 209,
FASEB J 2022,J Cachexia Sarcopenia Muscle202しか
しながら臨床で問題となっているがんカヘキシアにおい
て骨格筋特異的,,欠損マウスでがんカヘキシ
アに付随した筋萎縮の発症が抑制されるかは不明であっ
たまた上述のように骨格筋特異的,,欠損マウ
スはさまざまな筋萎縮に対して抵抗性を示すことが明ら
かになってきたものの個体全身レベルでの骨格筋
シグナルの役割は不明のままであった

そこで本研究ではがんカヘキシアに付随した筋萎縮や
タンパク質栄養欠乏タンパク質低栄養によって誘導さ
れる脂肪肝における骨格筋 シグナルの役割を調べた
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2　研究の目的
本研究では「疾患に付随した筋萎縮がどのような分子

機序で発症するのか」を問いとしてがんカヘキシアに
付随した筋萎縮における骨格筋 シグナルの役割の解
明を目指した

研究代表者はこれまでに飢餓誘導性の脂肪肝の発症に
は骨格筋 シグナルが抑制的に機能することを見出
していたそこで本研究ではタンパク質栄養欠乏タン
パク質低栄養によって誘導される脂肪肝における骨格筋
 シグナルの役割を調べることを目的とした

3　研究の方法
①がんカヘキシアモデルマウスの作製

骨格筋特異的,,欠損マウスはヒト-α--
H-発現プラスミドを FoxO1fox/fox, FoxO3 fox/fox,
FoxO4 fox/fox マウスの受精卵にマイクロインジェクション
することによって作製した,FASEB J 2022
マウスは2日本クレア餌を自由摂取させ2℃,
2時間の明暗周期下で飼育したマウスのがんカヘキシ
アモデルはルイス肺がん細胞LL細胞を麻酔下で
皮下注射し週間飼育することにより作製しコント
ロールマウスには麻酔下で同量の  を皮下注射した
設定した人道的エンドポイントから腫瘍重量が体重の
0を超えないように細心の注意を払うとともにマウス
が被る苦痛を最小限に抑える努力を施した骨格筋重量と
筋力の測定握力測定装置G-0 を使用に加えて
骨格筋における遺伝子発現解析qRT-Rタンパク質
発現解析ウェスタンブロットを行った

②タンパク質栄養欠乏モデルマウスの作製
タンパク質栄養欠乏実験では離乳直後の骨格筋特異的

,,欠損マウスとコントロールマウスFoxO1fox/fox,
FoxO3 fox/fox, FoxO4 fox/foxに表1 に示した 20カゼイ
ン食カゼイン食カゼイン食を 2週間給餌した
肝臓および血漿中のトリグリセリド量はトリグリセリド

-テストワコーを用いて測定した

　研究の成果
①がんカヘキシアに伴う筋萎縮における xOシグナル
の重要性
I vv でがんカヘキシアに付随した筋量・筋機能の低

下が 経路によって制御されているかを明らかにする
ために骨格筋特異的,,欠損マウスのがんカヘキ
シアモデルを作製した骨格筋特異的,,欠損マウ
スとコントロールマウスでは腫瘍形成の程度や血中炎症
性サイトカインIL6の濃度に変化は見られなかったも
のの腫瘍形成に伴う筋量と筋力の低下が抑制された

図また標的遺伝子である筋萎縮関連遺伝子
g,R, δの腫瘍形成に伴う発現増加
は骨格筋特異的,,欠損マウスでは抑制された

図2以上の結果からがんカヘキシアに伴う筋萎縮は
骨格筋特異的,,欠損マウスで抑制されることが示
された
②離乳直後のタンパク質欠乏誘導性脂肪肝における骨格筋

xOシグナルの役割
研究代表者はこれまでに飢餓誘導性の脂肪肝の発症に

は骨格筋 シグナルが抑制的に機能することを見出
していた飢餓時にはエネルギー欠乏とタンパク質欠乏
の両方が生じタンパク質欠乏だけでも脂肪肝が誘導され

図1　筋特異的欠損マウスでは腫瘍形成に伴う筋量と
筋力の低下が抑制された

表1　タンパク質欠乏の組成500g調製の場合

　 20カゼイン餌
20g

3カゼイン餌
g

1カゼイン餌
g

カゼイン 00 5 5
L-メチオニン .2 0.65 0.2
コーンスターチ 7.55 6.25 662.5
スクロース 52 52 52
大豆油 75 75 75
ビタミン  5 5 5
ミネラル  60 60 60
セルロース 50 50 50
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ることが知られているそこでタンパク質栄養欠乏時の
脂肪肝の発症における骨格筋 シグナルの役割を調べ
るために骨格筋特異的,,欠損マウスのタンパク
質栄養欠乏モデルを作製したその結果骨格筋特異的
,,欠損マウスではタンパク質欠乏による肝臓内
トリグリセリドの蓄積が野生型マウスと同程度あるいは若
干抑制された図以上の結果から骨格筋 シグ
ナルは離乳直後のタンパク質欠乏による脂肪肝を悪化させ
ないことが示唆された離乳直後では骨格筋形成が未成
熟な段階であることからタンパク質欠乏時の骨格筋
 シグナルの役割を明らかにするためにはより成熟
したマウスにおいても検討が必要であると考えられる
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K

図2　筋特異的欠損マウスでは腫瘍形成による筋萎縮関連遺伝子の発見増加が抑制された

図3　離乳食後のタンパク質欠乏誘導性脂肪肝には骨格筋 は影響を及ぼさない



—       —2
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k, R Kwg, g Kw, Y , Kg
I, Tk g, j , Y
K

光合成ハウス
微生物を最大活用し環境問題を解決する

 吉万莉

解決したい社会課題
人間は生産活動や消費活動の結果さまざまな排出物

や廃棄物を生み出している産業革命以降人間の活動が
より活発になり2排出量は依然として急速に増加し
近年の大気中の 2濃度は過去200万年の間で最も高いレ
ベルに達している世界で人為的に排出されている
2量50億トン炭素のうち自然吸収源陸と海が
吸収できる量は約半分にすぎず今後も大気中の 2濃
度は急速に増加し続ける‒現在では2 の他に生成
機構が複雑な光化学オキシダントや低濃度長期暴露による
健康影響が心配される有害大気汚染物質による大気汚染が
起きているこのように自然環境の汚染がすすみ生態系
が破壊されて人間の健康にも被害が生じ大気汚染をはじ
めとする公害問題が発生するようになった地球温暖
化や大気汚染などの地球環境問題は私達の子孫が生存の
基盤を失うほど深刻なものになりつつある

今後予想されている気候変動による生態系や社会への危
険な影響を避けるため長期的な気候変動対策として地
球平均の気温変化を「産業革命前に比べて 2℃増加」に抑
えることいわゆる「2℃目標」に国際合意G8,U
カンクン合意等がすでに得られているしかしこの目
標を達成するためには近い将来に世界の 2排出量を
頭打ちにし2050年には排出量を 50以上削減しさら
に今世紀の後半には排出量を負にしなければならず達
成は非常に難しいこのように全世界的に緩和策が求めら
れている中日本は再生可能エネルギーを最大限に導入す

る方針を固めているしかし太陽光や風力は天候に左右さ
れるというデメリットがあるため電力を安定させるため
に火力発電は欠かせない化石燃料の使用を完全にゼロに
するのは現実的ではないことから単に排出を削減するだ
けでなく大気中の 2 を吸収するネガティブエミッショ
ン技術の開発および大規模に実施することが求められてい
る

課題解決のための着想に至った研究成果
植物は光合成によって 2 を吸収することで温室

効果ガスのひとつである 2 を減らし地球温暖化を抑
える力を持っているまた植物には窒素酸化物
や硫黄酸化物 などの大気汚染物質を吸収するはた
らきがあることもわかっているそこで植林や森林保護を
することで 2 の吸収を試みているが人口増加や農地
への転用焼畑移動耕作などの理由から森林面積は減少の
一途をたどっている5

ゴーヤなどのつる性の植物を利用して建物の窓や壁面に
強い日差しが当たらないようにしたグリーンカーテンな
ど垂直方向の面積を有効活用する手段もとられている
グリーンカーテンは日射の熱エネルギーの 80をカット
する効果があるとされ0の電力を削減することができ
るとされているまた82 のグリーンカーテンの 2

削減量としては杉の木約9本分の削減効果があると推定
されている6しかし虫が集まりやすく栽培や枯れ
た後の掃除も多くの労力がかかるなどの理由から普及して
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いない
垂直方向の面積を有効活用する手段としてフォトバイ

オリアクターによる微細藻類の培養に関する研究が広く行
われている微細藻類の一種であるシアノバクテリアは
2 を回収し光合成による 2固定を行いバイオマ
スを産生する半数のシアノバクテリアは窒素固定を行う
ため を変換することができるその他に希少糖や
ポリマー原料として注目されているシアノフィシンを生産
することが知られているしかし目的物質の生産性やコ
ストパフォーマンスの低さから実用化には至っていない
また研究室や工場以外での運用ができないため変換で
きる 2量も少ない現在は陸生のシアノバクテリアを
用いたフォトバイオリアクターの研究が進められ培養液
を最小限にすることで低コスト化に成功しているこれら
のシアノバクテリアは工場などの排気ガス通気下でも培養
可能である7図しかし培養器への菌の塗布や回
収が難しいなど低コスト状態で大量培養するには大きな
問題があるまた陸生シアノバクテリアのバイオマスや
糖タンパク質などの有用物質の生産性は低く生産性の
向上が求められるこれらの結果から地球温暖化および
大気汚染などの環境問題解決のためのシアノバクテリアを
用いたグリーンカーテンという着想に至ったグリーン

カーテンとして使用後は肥料や飼料として活用すること
を視野に入れている

研究課題のブラッシュアップ
フォトバイオリアクターを実用化し二酸化炭素の削減

に取り組むため様々な方との話し合いを経て課題のブ
ラッシュアップを行った 一つ目の課題はフォトバイ
オリアクターの設計と最適化であるフォトバイオリアク
ターの設計に関して反応槽の形状寸法材料などを最
適化する必要があるさらにフォトバイオリアクター内の
微生物が必要な二酸化炭素酸素などのガスを効率的に供
給し産生された酸素水素などを効果的に除去する方法
を研究する必要もあるそしてフォトバイオリアクターの
製造コストや運用コストを低減し持続可能なシステムも
検討課題であるこれらの課題を考慮しフォトバイオリ
アクターの形状を決めるために培地削減海水の利用排
水システム通気システム気化熱の発生2 の固定
臭い窓見た目菌体の方法塗布設置軽量化回収
方法培地供給方法等の要件を実用化にあたる優先順位に
基づき法律をふまえ装置の形状や素材を検討すること
としたまた2 の放出を防ぐための循環系も検討する
こととした二つ目の課題は微生物の選定であるフォト
バイオリアクターに利用する光合成微生物の生存成長
光合成能力の維持を向上させるために日本の気候に適応
可能な微生物の選定を課題とした

本研究の目的
先述の通り環境問題の大きな原因の一つである 2

は地球温暖化や大気汚染の原因となり異常気象や生態
系破壊を引き起こすしかし人の産業活動を止めること
はできないので早急に 2削減する施策が必要である
特に日本政府は世界的な取り決めであった 20年比50
削減がこのままでは不可能であると試算を出している残
りの を削減するには新規の効果的な 2削減方法が必
要である我々はこの残りの , 5250万トンの削減を
この光合成ハウスプロジェクトで達成したいと考えてい
るしかし建物の壁面に設置するようなフォトバイオリ
アクターの実用的な方法は提案できていない我々は実用
化を目的とした . 光合成微生物の選定2. フォトバイオ
リアクターの形状の選定. フォトバイオリアクターの
素材の選定の  つのアプローチにより光合成ハウスに
最適なフォトバイオリアクターの基盤研究を行うことを目
的とした

図1　課題解決のための着想に至った研究成果
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本研究の取り組み
1　光合成微生物の選定

日本において建物の壁面に設置するフォトバイオリアク
ターに利用する光合成微生物には光ストレス耐性高温お
よび低温耐性乾燥耐性などの能力を有する必要がある
これまでのフォトバイオリアクターの研究で用いられてい
る光合成微生物は生育度が高く燃料となるバイオマスを
生産するしかしこれらの微生物は遺伝子組換えされて
おり培地も強塩基性であるなど地震多い日本で安全に
活用でき上記のような耐性を持つ株はみられなかった
そこで様々なストレスに強い陸棲シアノバクテリア等を
検討した結果 .X-0株Lg .X-0
株 . X-05株 , 
.X-06株の 5株を選抜したその中でも .X-0
株は光ストレス耐性高低温耐性乾燥耐性窒素固定能
を持ちタンパク質含有量も高く古くより健康食品とし
て食べられており有用性が高い今後本研究ではこの
 . X-0株を最有力候補として研究を進める予定
である
2　フォトバイオリアクターの形状

様々な形状を比較した表日本において建築物の壁
面に設置する上で最も重要なことは法律および気象であ
るまず日本の建築物には多くの法律がありそれに適

応しなければならない臭い環境衛生法住宅であれ
ば窓を塞がないこと建築基準法高さ 以下建築
基準法などがあるこれらの点から需要が最も高い大
型倉庫または工場をターゲットとすることとしこれらの
建築物に適応する装置が求められるさらに建築物省エネ
法が改正されこれに対応できるような装置であれば尚良
いと考えるそのため当初は臭いやコンタミネーション
を防ぐために閉鎖回転式や水槽型を想定していた表
しかし日本には台風があり異常気象も起こっている
これらの風雨に耐えうるまたは受け流す形状である必要が
あるそこで風雨を受け流すことができ閉鎖系であり
培地を循環させることも可能であるチューブ状の形状が最
適であると考える図2
3　フォトバイオリアクターの素材

今回のようなリアクターに使用するには透明かつ紫外
線による劣化や雨による加水分解を起こさない樹脂である
必要があるそこで光透過性UV耐性耐候性を持つ
アクリル樹脂ポリカーボネートメタクリル樹脂を選抜
したまた気化熱による節電効果のために多孔性の物質
である吸水ポリマーやエアロゲルについても検討した吸
水ポリマーは強い塩基性を示し開放形であってもコンタ
ミネーションを防ぐには最適であるしかし菌体のみの
回収は困難であり肥料など二次利用には不向きであり

表1　当初検討のフォトバイオリアクター比較
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生分解性ポリマーでは耐久性に欠ける続いて半透明な
多孔質で熱伝導率が極めて低く超軽量であるエアロゲル
は非常に軽量であるため建物への負荷を減らすことができ
るしかし非常に高価で成形が難しく脆く崩れやすい
ため今回は見送ったゆえに今後はポリカーボネート
樹脂またはアクリル樹脂メタクリル樹脂を活用しようと
考えている

今後の展望
本技術の確立には温度や光ストレスなど日本における

自然環境に対応可能な装置が必要であり大型のプロトタ
イプを作製し検証実験を進める加えてカーボンクレ
ジットへの適用を見越して行政および企業様へのヒアリン
グを通して実用化を目指す
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第3回農芸化学中小企業産学・産官連携研究助成報告書

「松太郎のゲノム編集による香気コントロール」

 研究代表者　福島大学共生システム理工学類・教授　杉森大助
 中小企業研究責任者　IN株式会社・代表取締役社長　永石俊夫

1背景企業からの説明
・背景事業課題本事業を行うに至った背景

松太郎はシイタケLentinula edodesとマツタケTri-
cholomamatsutakeのハイブリッド種であり弊社では
吊り下げ式により大規模栽培し市販しているところが
松太郎のマツタケ香が安定しないため生産性が安定しな
いという大きな課題を抱えていた
・大学との連携研究の具体的内容

松太郎のマツタケ香を安定化させるための育種研究が必
要と考え研究実施可能な福島大・杉森先生に相談し本
事業に応募することとした
・成果による事業への期待効果

目的のうち 5割以上の成果が得られた具体的には香
気成分分析により香気コントロールの指針が得られた
さらにゲノム編集あるいは育種のためターゲット遺伝子
の絞り込みができた得られた成果を活用し今後香気品
質の高い松太郎の栽培技術を確立し事業に活かしたいと
考えている

2研究成果大学からの研究成果報告
・研究に関する背景

これまでの「松太郎」の栽培技術の検討栄養成分分析
の実績技術の蓄積を活かし本研究では香気成分分析法
を確立した後栽培法と香気成分の関係ゲノム編集によ
る「松太郎」の香気品質向上を目指した
・研究の詳細

香気品質が低下した「松太郎」では悪臭成分であるス
ルフィド系化合物および O2 が増加しマツタ
ケ香であるケイ皮酸メチルとマツタケオールが低下してい
ることを突き止めたこの結果を踏まえ栽培技術を検討
した結果珈琲滓含有培地を用いた栽培により悪臭成分
の低減とともに香気成分を増強させることに成功した

さらにゲノム編集による「松太郎」個体そのものの育
種にチャレンジした「松太郎」ゲノム解析N―q

N変動解析KGG パスウエイおよび文献調査に

より破壊遺伝子悪臭成分生合成に関与する遺伝子の
推定とともにゲノム編集を行うために「松太郎」細胞のプ
ロトプラスト化子実体形成のための培養法の検討遺伝
子導入法の検討を行ったゲノム解析の結果表1 に示す
ように「松太郎」のゲノムサイズはシイタケより約10
M大きく予測遺伝子数も約15倍多いことがわかった
「松太郎」ゲノムはシイタケゲノムのほとんどの領域

をカバーしており835がシイタケゲノムにアライメン
トされたしかしながら配列も 20程度ある
ことがわかった一方マツタケゲノムには「松太郎」
のリード配列は 2のみアライメントされたつまり
マツタケと「松太郎」は塩基配列レベルで類似する部分
がほとんどないことがわかり多くがシイタケゲノムであ
ると考えられた

N―q解析の結果「松太郎」N のうちマツタ
ケのみにヒットした配列が 176配列うちタンパク質を
コードする配列が 10配列うち 127配列が帰属できた

KGG パスウエイおよび文献調査により破壊候補遺
伝子としてリポキシゲナーゼ 10x
[C:1131162]遺伝子を推定した図1本遺伝子はマ
ツタケブナシメジ中には類似配列が見出されたがマツ
タケには存在しないことからも破壊候補遺伝子となり得る
と考えた

リポキシゲナーゼ遺伝子をゲノム編集により破壊するた
め「松太郎」のプロトプラスト化条件と遺伝子導入法を
検討したその結果プロトプラスト化条件と遺伝子導入
法を確立し導入効率は極めて低いものの遺伝子導入確認
用の蛍光タンパク質GFP の発現まで確認することができた
・考察と展望

廃棄物である珈琲滓を利用した培地で栽培することによ

表1　各キノコのゲノムサイズと予測遺伝子数

ゲノムサイズ/ 予測遺伝子数

松太郎  56,28,96 1,93
マツタケ 175,758,22 22,86
シイタケ  5,870,312  9,80
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り香気品質の安定化と品質向上を達成できたことは大きな
収穫と言えるまた香気品質に関わる香気成分を明らか

にしその生合成経路を概観することができたさらに
ゲノム解析および N―qN変動解析結果を
踏まえ香気品質向上につながると予想される遺伝子を推
定しゲノム編集により当該遺伝子を破壊するための準備
を整備した今後ゲノム編集「松太郎」を創製しより
一層香気品質が向上した商品につなげたいと考えている

3謝辞
助成していただいた公益社団法人日本農芸化学会に感謝

申し上げます

成果報告および参考文献
 1 城　斗志夫工藤卓伸田裕二藤井二精原　崇キ

ノコの香気とその生合成に関わる酵素におい・かおり環
境学会誌2013

「アミノ酸高生産酵母の育種技術を活用した
泡盛の高付加価値化・ブランド化」

 研究代表者　奈良先端科学技術大学院大学　高木博史
 中小企業研究責任者　株式会社バイオジェット　塚原正俊

1背景企業からの説明
・背景事業課題本事業を行うに至った背景

600年以上の歴史を有する沖縄県の伝統的蒸留酒である
泡盛は県内食品産業の大きな柱でありその継続的発展
は県全体の産業振興に不可欠であるしかし近年は需要
の微減傾向が続き酒税軽減措置の終了競合商品である
焼酎ブームなどの厳しい環境下にある一方消費者の嗜
好は個性的な本物志向が進み泡盛の認知度と競争力の向
上には各酒造所での独自な商品開発や製造工程の改良が
求められている泡盛製造には黒麹菌Aspergillus lu-
chuensisと酵母Saccharomyces cerevisiaeが用いられ
泡盛の風味や酒質に大きな影響を与えている特に主要
な芳香成分である高級アルコールエステル類は発酵過程
で主に酵母のアミノ酸代謝から生成される泡盛では主と
してエタノール生産性と芳香性に優れた「泡盛101号酵母」

101株が使用されているがこれまで育種に関する研
究は行われてこなかったしたがって泡盛の品質向上や
酒質の差別化にはアミノ酸の組成や生成量に特徴を有し
泡盛に高香味性を付与できる酵母の育種が重要である

・大学との連携研究の具体的内容
最近塚原中小企業研究責任者は泡盛のブランド化

戦略として沖縄らしいイメージを持つ島バナナの茎から
泡盛の醸造に応用可能な酵母島バナナ酵母を単離した
そこで本研究では高木研究代表者のアミノ酸高生産
酵母の育種技術を活用し島バナナ酵母を用いて多様な風
味を有する泡盛の開発を目的に本事業に応募することと
した

・成果による事業への期待効果
本事業で取得した島バナナ酵母の変異株NN80株

は新たな泡盛醸造用酵母として付加価値の高い特性を有
することから本菌株を用いた泡盛の開発を泡盛酒造所

比嘉酒造と進めており新たな泡盛として 2023年に商
品化される予定である

またアミノ酸高生産酵母の育種技術を活用することで
泡盛酵母だけでなく種々の産業酵母清酒酵母ビール
酵母ワイン酵母焼酎酵母パン酵母醤油酵母バイ
オエタノール酵母などの高機能開発エタノール生産
性・発酵力の向上味・風味の差別化など酵母を利用
した食品酒粕酵母エキスなどの高付価値化味・風

図1　キノコ香気成分の合成経路
参考文献1
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味の強化健康機能性の向上などに資することができる

2研究成果大学からの研究成果報告
・研究に関する背景

高木研究代表者は酵母に見出したアミノ酸の新し
い代謝制御機構および生理機能について解析しており多
くの業績を挙げている日本農芸化学会賞生物工学功績
賞などまた突然変異や代謝工学によりアミノ酸の高生
産株を効率的に取得作製する育種手法を「アミノ酸機能
工学」と命名して産業酵母パン酵母清酒酵母泡盛
酵母ビール酵母の高機能開発発酵力の向上味・風
味の多様化健康イメージの付与などを行ってきた 1‒
泡盛においては塚原中小企業研究責任者との共同研
究により酵母の育種と泡盛の商品化に成功している 5‒7
まずロイシンの代謝中間体から合成され吟醸香・
バナナ香の主要成分である酢酸イソアミルIに着目
し泡盛酵母の  アナログトリフルオロロイシン
F耐性変異株から親株に比べて  および I の
含量が増加した株を取得した次に本株にはαイソプロ
ピルリンゴ酸シンターゼ をコードする遺伝子LEU4
にアミノ酸置換を伴う変異があり によるフィード
バック阻害感受性の低下が 高生産の原因であること
を明らかにしたこれは泡盛酵母の育種に関する初めての
成果であり本株で醸造した泡盛は香味性が向上し商品
化されたまた沖縄に自生するハイビスカスの花から酵
母を単離し次世代シーケンサーを用いたゲノム解析に
よって詳細な系統解析を行うとともに および I
の含量が増加した株を育種しLEU4遺伝子の新規変異お
よび 高生産機構の解明泡盛の商品化に至った

最近塚原は泡盛のブランド化戦略としてハイビスカ
スの他に沖縄らしいイメージを持つ島バナナの茎から泡盛
の醸造に応用可能な酵母島バナナ酵母351株を単
離した351株を用いた泡盛に含まれる I は従来の
泡盛酵母101株の約60と低かったそこで本研究では
アミノ酸高生産酵母の育種技術を活用し島バナナ酵母か
ら ・I を高生産する株の育種に取り組み多様な
風味を有する泡盛の開発を行うことを目的とした

・研究の詳細
1 蓄積を伴う島バナナ酵母変異株の分離

島バナナ酵母351株について泡盛醸造に適した特性
を付与するためI の高生産株の取得を目指し細胞内
に  を蓄積する F耐性変異株の分離を試みた351
株を 6分間の紫外線照射により変異を誘発した後F

50/ を含む最少培地に播種したところ約100個の

F耐性コロニーが得られたこれらのコロニーから
を高生産する株をスクリーニングし最終的に NN80株
を選抜したNN80株は親株351株と比較して乾
燥重量当たりの 含量が約33倍に増加していた図1

2 NN80株の LEU4遺伝子配列の解析
NN80株 の LEU4遺 伝 子 配 列 を 解 析 し た と こ ろ

LEU4遺伝子の 1,732番目の塩基がグアニンからアデニン
へのホモ接合変異を特定しこの変異は  タンパク質
のアミノ酸置換578を伴うことを確認した
清 酒 酵 母 で は の 578 を  に 置 換 す る と
 によるフィードバック阻害感受性が低下し が過
剰生産されることで清酒中の I の含量が増加すること
が報告されている 8したがってNN80株の  の
578置換も  によるフィードバック阻害に対し
て脱感作することが考えられた

3 LEU4変異が 合成におよぼす影響
 の 578置換が 合成に及ぼす影響を解析

したその結果変異体578を発現する
351株の細胞内含量は空ベクター導入株および親
株351株と比較して乾燥細胞重量当たり 16倍および 1
倍高かった図2

 変異体における 結合部位の構造予測
フィードバック阻害を引き起こす  と結合した結核菌

図1 島バナナ酵母351株と 80株の細胞内u含量
 酵母細胞を 5 の最少培地で 30℃2日間培蓑した

OD600100数値は 3回の独立した実験での平均と
標準偏差で示す



—       —29

由来 の構造PDID:3FIGでは2 つの 結合
部位が隣接する単量体の調節ドメインで構成されている 9
 の活性を阻害する  は の 515, I518,
59,G577,V579 に対応する 532*,535*,565,
P625,I627 によって認識されるアスタリスクは隣接
するモノマー残基を示す と結合した結晶構造と 
を含まない結晶構造PDPID:3HPZの比較では532*
と 565 の空間位置が  を認識するように変化してい
ることが示された参照構造として ロイシンPDP ID:
3HPZを使用せずに  から構築した  のホモ二量体
構造モデルwP06208では578
は 2 つの隣接するモノマーのモノマーモノマー界面に位
置し578 の側鎖のヒドロキシル基は581 との
モノマー内相互作用および 89* および 95* と
のモノマー間相互作用していると予想された図3一方
 を結合した MIPM3FIGを鋳型として構築された

 の構造モデルではG577,89*,95* の側鎖
の向きを変えることで515* が  を認識するよう
に移動することが示唆された図3さらに578 と
95* の間の相互作用は 結合によって遮断され
578 が  を介したコンフォメーション変化に寄与す
ることが示唆されたしたがって578 をアスパラギ
ンに置換するとこの相互作用が消失することで同じモ
ノマーの G577 と隣接するモノマーの 515 の空間位
置が変化し の結合が妨げられると考えられた

5 NN80株の泡盛酵母としての有用性
NN80株を用いて小仕込み試験を行い得られた泡盛

に含まれる ビニルグアヤコールVGイソアミルア
ルコールI の濃度を評価した図その結果
VG濃度は泡盛酵母101株と比較して約倍で親株の
351株と同等の値でありNN80株は VG を高生産
することが確認された図一方イソアミルアルコー
ルI は泡盛酵母101株と比較して351株では低
かったものの約87,60NN80 では親株351株
の 3‒5倍 に 増 加 し て い た 図 以 上 の 結 果 か ら
NN80株を用いることで泡盛酵母101株と比較して
古酒香成分バニリンの前駆体である VG濃度および吟醸
香成分である I の濃度がともに高い泡盛醸造が可能で
あることが示された

・考察と展望
今回島バナナの茎から分離された 351株を親株とし

て育種した NN80株は①従来の商用酵母泡盛酵母
101株とは系統的に異なり沖縄独自の系統と考えられる
株で本菌株を用いることで②泡盛古酒香のバニリンの
前駆体である VG を高含有かつ③吟醸香の一つである
I を多く含む泡盛の醸造が可能な酵母であることが示

図3 u変異体における u結合部位の構造予測
 が結合していない状態が結合した状態についてMPMを使用して構築されたの構造モデルを示した

それぞれは 水色578マゼンタG557灰色581白89*黄95*黄515*黄
のスティックモデルとして表示した黒い点線は推定水素結合を示すG577 と 581 の間の残基は白いリボンで示し
89* と 515* の間の残基は黄色で示す

図2 80株の LEU4変異が細胞内u含量に及ぼす
影響

YC130 ベクターのみV, YC130_W, および
YC130_J578D578Nを保持する酵母の細胞内
含量数値は 3回の独立した実験での平均と標準偏差で示す
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されたさらにNN80株の I高生産に寄与する機
構を解明することもできたNN80株は新たな泡盛醸
造用酵母として付加価値の高い特性を有することから本
菌株を用いた泡盛の開発を泡盛酒造所と進めており新た
な泡盛として 2023年に商品化される予定である

3謝辞
本研究を行うにあたり多大なる助成をいただきました

公益社団法人日本農芸化学会に深く感謝申し上げますま
た島バナナ酵母の分離とゲノム解析でご協力いただいた
株式会社バイオジェットの東春奈さん塚原恵子さん変
異株の取得と遺伝子・酵素レベルの解析でご協力いただい
た奈良先端科学技術大学院大学の豊川洋一博士磯貝章太
博士に厚くお礼申し上げます
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図 80株を用いた小仕込み試験における泡盛の香気
成分

 VG濃度イソアミルアルコールI濃度
 数値は 3回の独立した実験の平均と標準偏差で示す
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「バラポリフェノールの抗肥満作用及び
コレステロール代謝改善作用に関する研究」

 研究代表者　岐阜大学　長岡　利
 中小企業研究責任者　株式会社東洋発酵　岡田利孝

1背景企業からの説明
・背景事業課題本事業を行うに至った背景

ポリフェノールは植物体に含まれる様々な生体調節機能
を示す食品成分であり我々の健康維持・向上に寄与する
ことが期待されているOCY®70 はバラ花び
らから抽出されたポリフェノールを濃縮した機能性素材

他社には類を見ない東洋発酵の独自の素材であり肌
の老化防止や脂肪吸収抑制食後の血糖値上昇抑制抗酸
化活性が若干報告されているが脂質代謝改善作用の詳細
は明らかにされていない特にバラ花びらに含まれるポ
リフェノールは多様な成分から構成されており脂質代謝
改善作用を発揮する有効成分は未だ不明であるそこで
本研究岐阜大学応用生物科学部長岡利と株式会社東
洋発酵との共同研究2016年現在ではまずはin 
vitro においてヒト培養肝細胞HG2 を用いて O
CY®70 およびバラ花びらに特徴的に含まれるポリ
フェノールである  の脂質代謝に対する影響を検
討中でありその一部は特許申請1類似特許なしし
学会発表した2

1 特許出願脂質代謝改善剤脂質代謝改善剤の製造方
法組成物および成形体
特願2017‒238375出願日2017年12月13日特許
第702965号

2 長岡　利ら日本農芸化学会2018年度大会講演要旨
名古屋

・大学との連携研究の具体的内容
上述の主に in vitro の共同研究成果を考慮し同時に

肥満は心血管疾患高血圧Ⅱ型糖尿病および慢性疾患や
癌の増加に大きく影響を与えており特に心血管疾患は毎
年世界の死因の第1位であることからこの現状を改善
するため我々は OCY®70 の抗肥満作用につ
いて更に発展的に共同研究することとしたなおバラ
には健康維持・向上に寄与する機能性の発揮が期待される
多様なポリフェノールが含まれているがバラポリフェノー

ルの研究は極めて少ないOCY®70 はバラ花
びらから抽出したポリフェノールを濃縮した機能性素材で
あり株東洋発酵では肥満に対する影響は未検討であ
るそこでin vivo で食餌性肥満マウスを用いてバラポ
リフェノールOCY®70の肥満などに対す
る影響評価及び作用機構解明を共同研究の目的とする

・成果による事業への期待効果
共同研究を実施した結果OCY®70 は抗

肥満作用を発揮することを明らかしたまたその作用機
構の一部も明らかにした今後は得られた研究成果を基
盤にしてO CY®70 に含まれるポリフェノー
ルの構成成分などを解明し機能性表示食品などの事業展
開を視野に入れた研究開発に生かしていく方針である

2研究成果大学からの研究成果報告
・研究に関する背景　

岐阜大学長岡利と株東洋発酵との共同研究は 2016
年から継続中であるその間まずはヒト培養肝細胞HG2
を用いて OCY®70 およびバラ花びらに特徴的
に含まれるポリフェノールである  の脂質代謝に
対する影響を検討した結果脂質代謝改善作用が in vivo で
も期待できる成果を得て上述1 の学会発表や特許出願・
取得した以上の研究成果を基盤に in vivo で食餌性肥満マ
ウスを用いてバラポリフェノールOCY®70
の肥満などに対する影響評価・作用機構解明を実施した

・研究の詳細
方法C57/6J系雄マウスに高脂肪食C群高
脂肪食025OCY®70025OCY
群図中では C70を 35日間摂取させ体重増加量
食餌摂取量肝臓重量血清トリグリセリド濃度血清コ
レステロール濃度脂肪組織精巣上体腎臓周囲皮下
腸間膜重量を測定した肝臓及び糞中脂質は F法に
より抽出し市販のキットで測定した肝臓組織および脂
肪組織の総N を回収し脂質代謝関連遺伝子N発
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現量は PC により測定した

結果下記の F1Hに記載のように025O
CY群は C群と比較して体重体重増加量
肝臓重量脂肪組織重量精巣上体腎臓周囲皮下腸
間膜血清コレステロール及び肝臓総脂質肝臓中性脂
肪トリグリセリドは有意に低下した025O

CY群は C群より糞中トリグリセリドは有意
に上昇した肝臓の C 1

CD1,HxCHMGC
及び Czf1C1の
N は025OCY群で C群より有意
に低下したH H N は
025OCY群で C群より有意に上昇した
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W脂肪組織の G,
H, Px f  

PPγ,PxzxCOX
の N は 025OCY群で C群より有
意に上昇したN は N  で表示し
た

・考察と展望
以上の研究結果により糞中トリグリセリドの上昇は

OCY®70 が食餌脂肪吸収を抑制する効果があ
ることを示しているO CY®70 は脂肪分解系
H及び G の N発現量を上昇させ脂肪分解を
促進するOCY®70 は脂肪合成系CD1 の
N及びタンパク質発現量を低下させ脂肪合成を抑
制するよってO CY®70 は食餌脂肪の吸
収抑制脂肪分解促進及び脂肪合成の抑制作用により抗
肥満作用を発揮することを明らかにした今後は得られ

た研究成果を基盤にしてOCY®70 に含まれ
るポリフェノールの構成成分などを解明し抗肥満作用に
寄与する有効成分を特定し機能性表示食品などの研究開
発に生かしていく方針である

3謝辞
本研究を実施するにあたり第3回中小企業産学・産官

連携研究助成をしていただいた公益社団法人日本農芸化学
会に感謝申し上げます

成果報告および参考文献
1 バラポリフェノールの抗肥満作用に関する研究

葉　宇陽1川口勇矢1岡田利孝2長岡　利11岐
阜大応生2株東洋発酵
日本ポリフェノール学会第1回学術大会発表2021
年9月10日
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「天然色素を利用した高付加価値化粧品の開発研究」

研究代表者　北海道大学大学院　農学研究院　橋本　誠
 中小企業研究責任者　株式会社マナビス　粟井浩二

1背景企業からの説明
・背景事業課題本事業を行うに至った背景

ナデシコ目特徴的に含まれる天然赤色色素であるベタニ
ンは同じ赤色色素であるアントシアニンと異なりイン
ドール骨格やアミノ酸骨格中のアミノ基を利用した部分構
造をもちこの化学的反応性に由来するアントシアニンに
は見られない代謝や生理活性が期待されているデキスト
リンなどの基材にまぶすことにより安定性が増し低濃度で
もヒトの視覚による認識が容易であることから化粧品素材
として注目してきたがその生理活性はベタニン自身の反
応性の高さ化学的不安定性に立脚しており網羅的な
化学的性質について検討されることはほとんど無くその
為適用可能な加工工程の予測も立てる事が難しいのが実情
であったベタニン色素において最も含有率が高いとされ
るものですら量的確保が難しい状況にありベタレイン色
素群はその詳細な生理活性について検討することが難し
かった

・大学との連携研究の具体的内容
上記の問題を解決するために比較的全国の中でも栽培の

進んでいる北海道で栽培し易く比較的植物体量を確保でき
る赤ビートを用い新規の効率的ベタニン単離精製方法の
確立による高濃度ベタニンの安定供給が可能な手法を開発
中の北海道大学農学研究院　橋本先生に相談し本事業に
応募することとした

・成果による事業への期待効果
数種の試作品を作成しその保存性色素安定性につい

て検討した結果ワセリン系を利用したクリームとするこ
とで保存性安定性が向上されることが明らかとなり
この結果を踏まえ商品化事業に生かしていきたい

2研究成果大学からの研究成果報告
・研究に関する背景

有色ビートからの赤色色素ベタニンの単離精製方法を検
討する中で色素成分の退色が高濃度ベタニンの安定供給
に向けて一番の問題となり共存する水を含む求核性化合
物の共存を可能な限り排除することが重要であるとのこれ

までの知見に基づき連携研究を進めた

・研究の詳細ならびに考察と展望
各問題点に関し以下の検討を実施した
問題点1色認識は可能だが絶対含有量の少なさにより
単離精製品での生理活性検討がされていない
解決策北海道の気候が赤ビート栽培に適していることを
利用して十分な原材料の確保と効率的な単離精製方法の
確立による化粧品素材としての安定的な供給
成果2021年度は天候不順により塊根の極端な不作に見
舞われ予定量通り抽出が難しい困難に見舞われた精製
方法に関しては硫酸アンモニウムゲルろかを用いた除た
んぱく質操作により大量処理を可能とし色素単離の簡便
化に成功した
問題点2高い反応性のため単離生成が容易ではなく有
機合成化学による調製も困難
解決策部分構造ならびに全体構造に関する化学的安定性
に関する知見を蓄積することで加工配合時に適用可能
な処理に対する反応性の予測や高濃度生理活性測定時に
おける安定性に対する考察を行う
成果当初予想したように精製後の化合物の不安定性よ
る退色よりも精製途中の段階による共存物による退色進
行が問題となることが経時観察により明らかとなり
問題点3最も含有量の多いとされるベタニンですらこの
状況なので　含有量の更に少ないベタキサンチン類の生理
活性の詳細検討はほとんど行われていない
解決策微量ベタキサンチン類の大量調製法を確立し生
理活性検討の検討
成果黄色ビートを用い赤色色素の手法を利用した単離精
製を検討した赤色色素とはゲル濾過担体に対する吸着力
に違いがあることが明らかとなりその特性を利用した単
離精製法の確率を検討した

また赤ビート色素抽出物が液体飲料として市販されて
いることからそれらの経口摂取における運動機能性への
影響も検討することでより多くの提供方法の可能性を検
討した
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3謝辞
この研究を推進するにあたり助成していただいた公益

社団法人日本農芸化学会に感謝申し上げます

成果報告および参考文献
口頭発表
 1 Y G,  K, M H, Y

,   f x 
fw10xC

wHZH
CX,,H
,202337

 2 後藤優弥加藤嵩士橋本誠崎浜靖子
  イエロービーツ由来x の精製および動物細胞に

対する生理活性に関する研究日本農芸化学会　2022年度
北海道支部学術講演会札幌北海道大学202212

 3 中村駿太郎志村虎太郎橋本　誠崎浜靖子若林　斉
  赤ビーツ摂取が寒冷環境下における末梢循環と手指作業能

力に及ぼす影響第2回日本体力医学会北海道地方会大会
  札幌北海道大学2022

「球磨焼酎粕で培養する光合成細菌の稲作での
有効性に関する検証試験」

研究代表者　崇城大学生物生命学部　宮坂　均
 中小企業研究責任者　株式会社C　古賀　碧

1背景企業からの説明
・背景事業課題

弊社は崇城大学発学生ベンチャーで大学研究シーズを
基に球磨焼酎粕かすで培養する光合成細菌を事業化し
ているこの光合成細菌を稲作で普及させることを目的に
弊社と崇城大学はこれまでに水田での実証試験を行い種
もみを光合成細菌で処理する方法により 1反10あた
り 80 から 100程度の増収効果があることを確認し
ている

・大学との連携研究の具体的内容
上述のように現場での実証データは出つつあるが光合

成細菌の稲作での有効性についての科学的エビデンスはほ
とんどないそこで実験室での研究により科学的エビデ
ンスを強化することを目的として本事業に応募することと
した

・成果による事業への期待効果
本研究により光合成細菌の稲作での効果について「2

研究成果」で述べる科学的エビデンスが得られた今後は
このデータを顧客にわかりやすく説明する工夫をして光
合成細菌販売の促進につなげたいまたエビデンスはイネ
に限ることではないので他の作物での光合成細菌の普及
にも活用したいまた予想外の結果として光合成細菌が
植物の病害や環境ストレス抵抗生を高める可能性が示され
たので病害対策微生物資材としての製品開発も今後行い
たい

2研究成果大学からの研究成果報告
・研究に関する背景　光合成細菌紅色非硫黄細菌は通

性嫌気性菌で病原性がなく安全な菌であり植物の成
長促進効果があるため農業で利用されている植物成長
促進効果のメカニズムも多く解明されてきており主な
メカニズムとしては光合成細菌が生産する植物ホルモ
ンのインドール酢酸Iや葉緑素前駆体の 5アミノ
レブリン酸光合成細菌による窒素固定リン
酸の可溶化硫化水素の分解などが知られている 1ま
た当研究室では光合成細菌の新たな成長促進物質とし
て細胞壁成分の Pをコマツナ

Brassica rapa  perviridisを用いた研究で明らか
にした 2本研究では光合成細菌の稲作における有効性
に関する科学的エビデンスを確立するために画像解析
による根の発達の定量的評価および次世代シーケン
サーによる遺伝子発現解析Nqを行った

 1 ,M2020,13,1336‒13652　
 2 H,M2022,10,771

・研究の詳細
1根の画像解析による光合成細菌バイオプライミングの

有効性の実証
バイオプライミングとは種子を微生物や植物ホルモン

で浸漬処理することにより発芽後の成長を促
進したりストレス耐性を高めたりする技術である図1

図2 に光合成細菌バイオプライミングの播種後の根の発
達に及ぼす効果の画像解析による定量評価を示した

光合成細菌株は熊本県八代市坂本町鶴喰つるばみ地
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区の水田から分離した Rhodopseudomonas2以
下2および Rhodobacter3以下3
を用いた1×105菌/ の濃度の光合成細菌液生菌ま
たは死菌にイネ種もみ品種くまさんのちからを
2時間浸漬してバイオプライミングを行い7×7 のセル
トレイに播種して栽培した2週間後に根の発達を画像分
析システム WHIZOIIで評価
したWHIZO は水に浮かべた根をスキャンして画像
化し総根長根表面積根端数分岐数などを自動的に
数値化して表すことができる2 および 3 で
バイオプライミングを行うことで総根長根表面積根
端数分岐数が増大し特に 3 で顕著かつ有意な効
果が認められたまた生菌だけでなく死菌でも効果がみら
れた死菌でも効果がみられたことから有効成分を P
と予想しP によるバイオプライミングも検討した
P は光合成細菌標準株の Rhodobacter sphaeroides NC
12203由来PIGを用いた結果を図3 に示
したP濃度5, 50/ の条件で根の伸長促進効
果が見られ有効成分の一つが P であることがバイオ
プライミングでも示された

2次世代シーケンサーxqu:
R-qによる遺伝子発現レベルでの効果の検証

光合成細菌の効果のエビデンスを遺伝子発現レベルで示
すためにNq による網羅的遺伝子発現解析を行っ

た光合成細菌は標準株R. sphaeroides NC 12203 を
用い同株由来の P についても検討した処理濃度は
光合成細菌死菌1×101菌/菌乾燥重量約50/
P 10/ として寒天培地に添加した培地上でイ
ネ種子を発芽させ発芽後3日目に根から N を回収し
て Nq解析を行った図 に P と死菌により有
意に発現上昇した遺伝子の重なりをベン図で示したP

300,死菌128,共通遺伝子67合計361遺伝子が有
意に発現上昇した全361遺伝子の発現変動2F
C: FCの P と死菌での相関を図 に示した
FC値は P と死菌で高い相関P0001を示しこ
のことから P が光合成細菌の有効成分であることが遺
伝子発現レベルでも証明された

表1 に P と死菌で共通して有意にPj005発現
上昇した遺伝子のリストを示した機能不明の 20遺伝子
を除いた 7遺伝子のうち 遺伝子がストレス応答に関連
する遺伝子で特に病害ストレス環境ストレス応答に関
わるジャスモン酸シグナル関連の 18遺伝子で有意な上昇
が見られた

図1　バイオプライミング

図2　光合成細菌バイオプライミングの効果

図3　Rhodobacter sphaeroides NC 12203由 来P に よ
るバイオプライミングの効果

図　R. sphaeroidesNC12203由来P と同菌の死菌に
より有意に発現上昇した遺伝子数と P と死菌の相関

P と死菌の有意に発現上昇した遺伝子の重なりを
示すペン図　P と死菌の個々の遺伝子の発現変動

2FC:FCの相関
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図5 に P と死菌のジャスモン酸シグナル関連遺伝子
NG でマップされた全36遺伝子の発現変動を示した
縦軸は FC値横軸はその遺伝子の発現レベルNG

の M値を示している赤い丸は有意に発現変動
した遺伝子を示しているP, 死菌ともにジャスモン酸
シグナル関連遺伝子の発現が上昇していることがわかる

表1　P と死菌で共通して有意にPj005発現上昇した遺伝子のリスト
機能不明の 20遺伝子を除いた 7遺伝子を P の FC値が高い順にソート

P D


GID FC G ストレス
関連 J*

O06051100 617 782 , X
O100177300 538 528 C X
O030183500 5 388 FCz X X
O110603000 3 17 x‒‒xHH X X
O020137700 25 253 NDP X
O01096600 365 27 G1,3 X
O10039200 355 201 f X X
O070153000 351 38 JZIMJZf X X
O060513781 31 309 , X
O03071100 329 267 x‒‒xf,D X X
O11068000 325 176 Mf X X
O01096700 317 193 G1,3 X
O03012600 310 352 Mf X X
O030180900 309 222 JZIM X X
O100118200 308 29 Of X
O01012700 30 193 w‒ X
O030181100 292 278 f X X
O1207800 290 26 GF/x
O010225500 285 37 32xxf X
O01012650 291 18 w‒ X
O050161500 273 275 CG X
O020808000 257 198 W2 X
O050586200 253 135 G3GH3 X
O080190100 238 212 G X
O120503000 208 208  X
O09039200 197 12 JZIM X X
O010108600 176 151 x‒‒xHH X X
O020181300 175 156 WKYf X X
O03002800 171 089 IFYf,JMONZIMJZ X X
O030198600 171 156 Hzf,fx X X
O120138800 159 192 x, X X
O1205801 158 16 P X
O060231600 153 113 INGH21Q X
O07075900 150 152 C X
O120267200 16 132 Cf X
O09001300 15 057 JMONZIMJZ X X
O070138200 137 151 NCf,f X
O01031800 132 111 3 X
O1106700 129 161 P X
O060112100 117 103 N
O050126800 115 102 M X
O010370000 11 133 NDH:x/NDHx X
O05052200 106 069 /f1 X
O09028900 10 130 M/N X X
O07063300 090 151 IQ X
O12062600 082 08 P1
O00517100 07 061 G2MYf,C,f


X X

* ジャスモン酸シグナルに関連する遺伝子
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以上のことから植物に病原性がない光合成細菌が植物に
よって病原菌と認識されていることが示された

光合成細菌によって根の伸長が促進される理由について
はデータは示さないが活性酸素Ox
: O発生系・消去系の遺伝子の上昇が認められた
ことから微弱な O発生が起こり根の伸長が促進され
たものと推測している

・考察と展望
これまで一部の農家の間で行われていた光合成細菌バイ

オプライミングについて画像解析による定量的なデータ
と有効成分Pの特定により科学的エビデンスを確

立することができた
Nq による網羅的遺伝子発現解析を行った結果

光合成細菌死菌P で多くの病害ストレス環境スト
レス関連遺伝子の発現上昇が認められ植物に病原性がな
い光合成細菌が植物によって病原菌と認識されていること
が示されたこのことは光合成細菌が植物の自然免疫を活
性化して病害抵抗性を高める可能性を示している今後は
光合成細菌により実際に植物がカビなどによる病害に強く
なるかを検討していく予定である

3謝辞　
本研究を助成していただいた公益社団法人日本農芸化学

会に感謝申し上げます
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特許申請
出願番号特願202219802, 発明の名称コーティング種子種
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蒟蒻芋多糖類の完全加水分解とその多様な用途開発

研究代表者　　山口大学大学院創成科学研究科・教授　薬師寿治
中小企業研究責任者　株式会社原田食品・代表取締役　原田敏弘

研究の背景マンノースとグルコースがβ1,結合してい
る蒟蒻芋の多糖類コンニャクマンナンはヒトには不消化
なために蒟蒻芋は古くから食材コンニャクに用途が限定
されてきた酸やアルカリを使わずに温和な酵素反応に
よって蒟蒻芋多糖類を完全に加水分解する事例の報告は殆
んど見られていない研究代表者らは蒟蒻芋麹図1を

作りこれを使って蒟蒻芋多糖類を完全に加水分解できる
ことを見出したBiosci. Biotechnol. Biochem., 810,
2160‒2173, 2020蒟蒻芋多糖類の加水分解に関する研究
報告の殆んどは蒟蒻芋から精製した蒟蒻粉精粉を使
用していて外皮に近い部分が製麴時に含まれていないこ
とが指摘できる蒟蒻芋多糖類の完全加水分解に必要な酵

図5　R. sphaeroidesNC12203由来Pと同菌の死
菌によるジャスモン酸シグナリング関連遺伝子の
発現変動　●は有意に変動した遺伝子を示す
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素の誘導生成は外皮構造を分解できる酵素が十分に製麹さ
れていることと密接な関係が推察される本課題申請にあ
たり外皮をも含んだ蒟蒻芋麹を使用すると蒟蒻マンナン
は完全に加水分解されマンノースとグルコースの混合液

M/G1516が得られた加水分解液を発酵原料にア
ルコールや焼酎の製造ができアルコール発酵液に酢酸菌
を植えると食酢が製造できた加水分解液に含まれるマン
ノースからマンノン酸やケトマンノン酸を製造できたマ
ンノースを還元したマニトールの用途に加え酢酸菌で酸
化すると果糖を生産できたヒトには不消化な蒟蒻芋を豊
かな炭水化物資源として食料や発酵醸造産業の原料となる
ことを明らかにした上記論文本研究によって蒟蒻
芋がエネルギー源としてカロリーを計算できる食料資源と
なって我が国の食料自給率向上に寄与できる

年産約55千トンの蒟蒻芋を生産する群馬県以外では
各地で小規模な蒟蒻芋栽培が継続している昭和30年代
から平成の初めに相当する往時に比べて蒟蒻芋農業のそ
の後の衰退には以下の要因が指摘される1食事の欧米
化によるコンニャク消費量の減少2蒟蒻芋栽培に適し
た中山間地の農業人口の減少と農業人口構成の変化老齢
化3収穫まで 3年を要する蒟蒻芋の慢性的な価格の
低迷100‒150円/などである昨年来の輸入小麦の
政府売り渡し価格の大幅な値上がりは米豪やアフリカ
での大旱魃や露のウクライナ侵攻などが要因と言われる
食卓のパンをはじめとする食品・調味料などの生活物資の
大幅な高騰は人々の生活を圧迫し始めた外貨を使っても
穀物を輸入できなくなる事態はこれまで想定されていな
かったが我が国の食糧自給率をいかに維持・向上させる
かは今後の重要な国政課題となってきた

このような状況下にあって蒟蒻芋から何ができるのか
蒟蒻芋の加水分解液中に含まれるマンノースを果糖へ異性
化して果糖・ブドウ糖・液糖が製造できれば多くの技術

的欠陥を擁しているトウモロコシからの異性化糖製造を凌
ぐ新規な技術開発につながると考えた幸いなことに本
研究への共同研究者として株式会社原田食品が名乗って
くださり以下に述べる研究の展開となった株式会社原
田食品は 202年に創業100年を迎える山口県内屈指のコ
ンニャク製造業を営まれ大学の研究室はコンニャクに関
する知識の大いなる注入と刺激を享受することになった

研究結果マンノースを果糖への異性化反応を触媒する
マンノース異性化酵素が酢酸菌に細胞膜結合型で見つかっ
た図2糖質異性化酵素が細胞膜結合型で見つかった
例はこれまでになく本研究が最初の知見となった細胞
膜結合型マンノース異性化酵素MMIの特性を調べた
結果MMI は酸性H域H 5‒6でよく反応し広い

図1　蒟蒻芋麹

図2　細胞膜結合型Dマンノース異性化酵素の証明
Dマンノースを基質として細胞細胞膜画分細胞質画分
又は細胞膜画分からの可溶化酵素とを反応させてそれぞれ
の反応液を C解析した結果を示す図であるF レーンは
標準果糖1 レーンは細胞と Dマンノースとの反応液2
レーンは細胞膜画分と Dマンノースとの反応液3 レーンは
細胞質画分と Dマンノースとの反応液 レーンは細胞膜画
分からの可溶化酵素と Dマンノースとの反応液である図に
示すように細胞細胞膜画分と可溶化酵素は果糖を生成し
たが細胞質は果糖を生成しなかった即ちDマンノース
異性化酵素は典型的な細胞膜結合型であると確認された従
来知られている細菌由来の糖類の異性化酵素は例外なく細胞
質に存在するのと対照的である
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温度域でよく反応し50˚C で 1ヶ月以上も酵素活性は安定
に保持された図3対照的にこれまで報告されてい
る糖質異性化酵素はすべて細胞質に存在しアルカリ域に
最適反応H を示し熱安定性や酵素活性の半減期が産業
化において重要な要素となっていたMMI はマンノース
から果糖への異性化率は 80を超えたトウモロコシ澱
粉からの現行の異性化糖製造では果糖濃度が約2に
達すると反応は停止するのとは対照的であったMMI の
酵素化学的理化学的諸性質も明らかにしたMMI の酵
素分子質量は 196D で8D サブユニット 個から
構成されていたN末端アミノ酸配列の解析結果から
MMI が真のマンノース異性化酵素であることも明らかに
なったMMI はマンノースを唯一の基質として反応した
MMI を含む酢酸菌細胞またはその膜画分をアルギン酸カ
ルシウムゲルとして固定触媒化したものでは一層効率よ
くマンノースから果糖が製造できた固定化触媒は酵素活
性を失うことなく乾燥させることができて水に浸漬する
ことで活性な固定化触媒として機能を取り戻した蒟蒻芋
加水分解物と少量の固定化MMI触媒とを 50˚C で 3日間反
応させた結果反応2日目でほぼ異性化反応は平衡に達し
仕込み時のマンノースは 80を超える変換率で果糖へ変
換された図 に要約するように蒟蒻芋から果糖・ブド
ウ糖・液糖が製造できた蒟蒻芋から得られた液糖は官
能評価の結果トウモロコシからの液糖と異なりクロロ
ゲン酸に由来する爽やかな苦味が特徴であったデータの
詳細については公表成果3を参照

蒟蒻芋の中心部から精粉蒟蒻粉が作られ多くはコ
ンニャク製造に仕向けられているその外皮として廃棄さ
れる部分にはかなりの蒟蒻マンナンが含まれていてそれ
を蒟蒻芋麹で分解したのちMMI を使って果糖・ブドウ
糖・液糖を作った生芋からコンニャクを作る場合蒟蒻
芋をスライスしたのち外皮部分を分厚く除去するので蒟

蒻芋の約10‒15に相当する部分が外皮として廃棄されて
いる精粉からコンニャクを外皮から液糖を作れば産
業廃棄物として捨てられていた外皮の有効利用に繋がると
考えた今叫ばれている DG にも合致するものといえる
生芋が小さければ外皮の占める割合は高く逆に大きな芋
では外皮として捨てられる部分の割合は小さくなるこれ
らの結果からコンニャク製造工場でコンニャク製造と液
糖製造を並行して実施できるトウモロコシ澱粉からの異
性化糖製造では技術的欠陥を補うために設備が巨大化し
ているのと対照的に本稿でのべる蒟蒻芋からの液糖製造
には巨額な設備投資も必要ないと見積もられる

図3　MMI の最適反応H,及び反応温度

図　蒟蒻芋から果糖・ブドウ糖・液糖の製造
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本研究から得られた産物
1 MMI活性を持つ固定化酢酸菌触媒
2 蒟蒻芋からの果糖・ブドウ糖・液糖の製造法の確立
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  発明者足立収生薬師寿治片岡尚也松下一信
2 特許出願　2021001162021 1 6出願: PC出願PC/
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  特許の名称Dマンノース異性化酵素及び Dフルク

トースの製造方法
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「熊野市特産柑橘『新姫』の肥満症予防効果の検証とその応用」

研究代表者　十文字学園女子大学　渡辺章夫
 中小企業研究責任者　熊野市ふるさと振興公社　今西孝典

1背景企業からの説明
・背景事業課題

新姫はタチバナと在来柑橘が交配した比較的新しい柑
橘であり三重県熊野市で限定的に栽培されている特産柑
橘である熊野市ふるさと振興公社では新姫の強い酸味と
独特の爽やかな香りを活かしたジュースやポン酢など様々
な商品をこれまでに開発してきた新姫には肥満症予防・
改善する効果が期待されることから新しい可能性を見出
すため本事業を十文字学園女子大学と共同で実施するこ
ととなった

・大学との連携研究の具体的内容
抗肥満効果については他の研究チームにより新姫果皮

粉末を投与したラットにおいて中性脂肪蓄積抑制作用が報
告されているが具体的な作用成分や肥満症モデル動物

抗肥満抗糖尿病におけるや作用メカニズムなど明ら
かにされていないそこで申請者らは新姫の未利用資源
を有効活用する DG に貢献する素材として果皮搾汁残渣
に着目し搾汁後に果皮を乾燥させた果皮搾汁乾燥残渣を
十文字学園女子大学に提供することで肥満症モデル動物

抗肥満抗糖尿病における影響を検討した

2研究成果大学からの研究成果報告
・研究に関する背景

新姫には抗肥満効果のあるノビレチンを豊富に含むとい
う特徴があり既にシークヮーサー由来のノビレチンにお

いて「中性脂肪を低減させる効果抗肥満効果を有する」
機能性関与成分として届出されている新姫もまたノビレ
チンを豊富に含むことからシークヮーサーと同様の抗肥
満効果が期待されているそこで新姫の肥満症に対する
機能性を顕在化することを目的としたまず①ノビレチ
ンを中心としたポリメトキシフラボノイドを高純度で精製
する技術を確立し②ポリメトキシフラボノイド高含有粉
末エキスを肥満症モデル動物および③Ⅱ型糖尿病モデル動
物における糖脂質代謝への効果の検証と④331脂肪細
胞を用いた作用メカニズムを解析した

・研究の詳細
①ノビレチンを中心としたポリメトキシフラボノイドを高

純度製法
新姫果皮搾汁残渣からエタノール抽出およびアルカリ・酸
沈殿法によりPMF を 258まで高純度にした新姫由来
PMF エキスを製造した

②PMF エキスの肥満症モデル動物における糖・脂質代謝
への効果の検証

高脂肪・高ショ糖食誘発性肥満モデル動物に新姫由来
PMF エキスの長期投与実験を行ったところ高脂肪・高
ショ糖食新姫由来PMF エキス投与群では高脂肪・高
ショ糖食のみ投与群と比較して有意に体重増加と白色脂
肪細胞の増加を抑制したまた新姫果皮抽出エキス投与群
では血中コレステロールと遊離脂肪酸を減少させたこれ
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らのことから新姫には抗肥満効果があることが示唆され
た

③PMF エキスのⅡ型糖尿病モデル動物における糖・脂質
代謝への効果の検証
次に糖尿病に与える影響を検討するためにⅡ型糖尿病モ

デルである KK マウスを用いて新姫果皮抽出エキスの
Ⅱ型糖尿病への影響を検討することを目的として実験を
行ったところ随時および絶食時における血糖値の上昇を
抑制する効果が認められたしかし糖負荷試験による耐

糖能改善効果やインスリン抵抗性改善効果は認められな
かった血漿脂質成分等を測定したところ中性脂肪を有
意に抑制していた体重に影響は見られなかったが白色脂
肪細胞の増加を有意に抑制する効果が認められた

④PMF エキスの 331脂肪細胞を用いた作用メカニズ
ムを解析
新姫果皮抽出エキスの抗肥満効果の作用メカニズムを明

らかにするために新姫果皮抽出エキスを 331成熟脂肪
細胞に添加したところ新姫果皮抽出エキスが濃度依存的



—       —3

に脂肪分解を促進するという結果が得られた脂肪分解作
用における詳細な作用メカニズムについては解析中である

・考察と展望
『新姫』果皮抽出エキスに耐糖能改善効果やインスリン

抵抗性改善効果は認められなかったが脂肪蓄積を抑制す
る抗肥満効効果は認められた新姫には抗肥満効果がある
ことが示唆されシークヮーサーと同様に脂質代謝の改善

に有効な新しい機能性食品素材として展開できると考えら
れた本研究助成による研究により新姫搾汁残渣に新し
い付加価値が見い出されたことから新姫果皮抽出エキス
を新しい健康食品素材として展開できれば栽培農家から
の買取価格にも転嫁することが可能となり熊野市の農産
業を支援することに繋がると考えられるまた新姫搾汁残
渣は未利用資源で DG にも貢献できる素材でもあり持
続可能な社会の実現に繋がる今後はヒト臨床試験を行
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うための大規模な外部研究資金の獲得を目指したいと考え
ている

3謝辞
助成していただいた公益社団法人日本農芸化学会に感謝

申し上げます


成果報告および参考文献
招待講演
 1 新姫由来ポリメトキシフラボノイドの成分特性と健康機

能渡辺章夫第5回ノビレチン研究会2021/12/10
学会発表
 1 熊野市特産柑橘『新姫』果皮抽出エキスのⅡ型糖尿病モデ

ルマウスに対する影響渡辺章夫ら渡邉晴奈石川富夕音
山野亜紀夏目矩行照屋俊明米澤貴之禹　済泰第
6回ノビレチン研究会2022/11/26

 2 新姫由来ポリメトキシフラボノイドの体内吸収評価衛藤
未侑小山彩華要害　心米澤貴之禹　済泰渡辺章夫
第6回ノビレチン研究会2022/11/26
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第8回研究奨励金報告書

医薬品の創製を志向したチオ糖の効率的な新規合成法の開発

東北医科薬科大学薬学部　名取良浩

背景・目的
糖の環内部の酸素を硫黄でおきかえた糖をチオ糖という 

図1チオ糖は糖の疑似体であり糖の代謝に関わる
酵素やトランスポーターをコントロールし得る化合物であ
るそのためチオ糖は薬の候補化合物と考えられこれ
までに精力的な研究が行われてきた

その結果フロリジンリンゴの根の皮から発見から
開発されたチオ糖であるルセオグリフロジンが薬となった 

図2天然の有機化合物をもとにチオ糖の薬が開発され
たためその研究は農芸化学における重要な課題である
本研究では高活性な新規チオ糖の誘導体を開発し活性
を評価することで創薬科学研究を行うことを目的とした

応募者のこれまでの知見
応募者はこれまでにキラルプール法によるチオフラ

ノースの合成を報告した スキーム 1L-アラビノース 
1から 6工程でモノチオアセタール 2 を合成した化合
物2 をメシル化した後水素化ホウ素ナトリウムと水を加
えるとチオフラノース 3 が収率86 ワンポットで得ら
れたこの反応はメシラート  から「3員環と 5員環が縮
環したスルホニウムイオン 5 鍵中間体」ができた後メ
トキシ基のローンペアによる3員環の開環を経て進行する

今回応募者は「3員環と 5員環が縮環したスルホニウ
ムイオン」から着想を得て分子間での 3員環の開環を鍵
工程としてチオフラノース誘導体を合成することとした

研究結果
R-グリシドール 8を原料として 4工程でシス体の

環状炭酸エステル 9 を得た スキーム 2炭酸エステル
部の加溶媒分解光延反応により 4-メトキシ安息香酸エス
テル 10 を合成したチオウレアによりエポキシドを立
体反転させつつチオエポキシ化したTBDPS基で保護し
たヒドロキシ基をメシラートに変換して環化前駆体である
チオエポキシド 11 を得た

チオエポキシド 11 を用いてチオフラン環の構築を行っ
た表160℃の DMF中酢酸イオンが発生する条件で
反応を行ったuns 1‒3その結果フッ化セシウムと
酢酸の組み合わせを用いた際に収率が向上することが判

図1　糖とチオ糖の化学構造

図2　ルセオグリフロジン薬とフロリジン天然物の
構造

スキーム 1　申請者がこれまでに開発したチオ糖の合成法

スキーム 2　環化前駆体11 の合成
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明したさらに反応温度を検討した結果60℃が最適で
あることがわかった uns 3‒6

環化体13 に対して 4位のヒドロキシメチル基の保護基
を TBS基に変更した後酸化してスルホキシド 1 を合成
した スキーム 3無水酢酸との Pummerer転位によっ
て 1位にアセトキシ基をもつチオフラノース誘導体15 を
合成できた1位を 6-クロロプリンで置換して化合物16 を
ジアステレオマー混合物として得たさらに塩素からアミ
ノ基への置換・保護基の除去を経て 4′-チオコルジセピン
18 コルジセピン糖部の酸素を硫黄に置き換えたものの
合成を達成したなおコルジセピン 3′-デオキシアデノ
シンは冬虫夏草由来の天然物であり抗がん・抗ウイ
ルス活性をもつことが知られている

まとめ
本研究では応募者の過去の知見をもとに新しいチオ糖

誘導体の合成を検討し以下の知見を得た
・チオ糖合成の鍵工程としてチオエポキシド 11 からチ

オフラン環と 4位の置換基を一挙に構築できる画期的な
手法を開発した

・チオフラン環をもつ化合物13 から4′-チオコルジセピ
ン 18 の合成を達成した
今後は4′-チオコルジセピン 18 の活性評価およびア

デニン以外の核酸塩基を導入する予定である

謝辞
本研究の遂行にあたり研究助成を賜りました公益社団

法人日本農芸化学会に深く感謝いたします

スキーム 3　環化体13 から 4′-チオコルジセピン18の合成

表1　チオエポキシド 11 の環化反応の条件検討



6.　第49回研究奨励金報告書



—       —

第9回研究奨励金報告書

植物病原菌二次代謝産物フシコクシンは植物成長を促進する

信州大学学術研究院農学系　
大神田　淳子

背景・目的
ジテルペン配糖体フシコクシン, は植物

病原真菌が生産する 次代謝産物であり気孔開口と蒸散を
過剰に促進し植物を枯死に至らしめる植物毒として知られて
いるその植物毒性の作用機序は孔辺細胞の原形質膜に存
在する HHが
4‒‒ たんぱく質と相互作用して活性化する際このた
んぱく質複合体の疎水性間隙に結合して相互作用を安定化
し結果H の酵素活性が亢進して気孔が
過剰に開口し蒸散過多を誘導するものと理解されている

4年に名古屋大学の木下俊則教授らはシロイヌナ
ズナの孔辺細胞特異的に H を過剰発現させ
ると二酸化炭素吸収量と光合成活性が促進され植物成長
が亢進することを明らかにした []これらのことは十
分な光と水の供給下では気孔開度が植物成長の光合成と成
長における制限要因であり人為的な気孔開口の制御が作
物収量を向上させる有効な戦略となり得ることを示してい
る従ってH を活性化させ時空間特異的
な気孔開口の調節を可能とする低分子量有機化合物は化
学的なアプローチによる植物成長促進剤としての農業利用
が期待できると考えた本研究では「気孔開口促進活性
を持つ  を水や光を十分に供給する適切な条件下で
植物に処理したとき毒ではなくむしろ気孔開口により光
合成活性を向上させ成長促進活性を示すのではないか」と
の作業仮説を立て図, 各種類縁体を用いた構造活
性相関を指標に検証を進めた

結果・考察・展望
 の植物成長促進効果は H末端と 4‒

‒ の相互作用の安定化能に依存すると予想される結晶
構造解析から の 位水酸基と 位メトキシ基が安定
な 者会合体形成に重要であることが判っているこのこ
とから天然型 と類似の化学構造を持つ生合成中間
体 は  と同等の活性を示し一方位と 位の
構造特性が異なる H では活性が低下すると予想された

類の気孔開口促進効果について検討した結果
と  では顕著な気孔開口促進効果が観察された一方
H ではその効果が弱いことが判った図またA. 
thaliana  H抗体を用いた共免疫沈降実験お
よび H の 末端ペプチドと 4‒‒ を用いた蛍光偏
光滴定実験により類は H の 末端と
4‒‒ と 者会合体を形成して  を亢進することが明
らかになったさらに気孔コンダクタンスおよび光合成活
性を測定した結果化合物処理により二酸化炭素吸収量と
光合成活性が共に亢進されることが確認された

これらの結果を踏まえ化合物の植物成長促進活性の検
証を行った十分な水と光の供給下において A. thaliana
に  を 日間葉面散布して栽培したところ明らか
な成長促進効果が見られた図この効果は化合物投
与量と相関して増加し最大倍の重量増加が観察され
た同様の条件下で 類の成長促進効果を比較検証した
結果 においては  と同等の重量増加が確認さ
れた一方でH はほぼ不活性であったことから植物
成長が  による 安定化と気孔開口の亢進に相関する
ことが示された

図1　類による気孔開口促進と植物成長促進の作業仮説



—       —

同じアブラナ科であるコマツナを屋外ビニールハウスで
水耕栽培し を継続的に処理したところ の場
合とほぼ同等の成長活性が認められたまたセロリレ
タスネギについても  の処理群において有意な重量
増加が観察され本化合物が栽培作物にも広く適用可能で
あることが明らかになった []さらに室内施設における
レタス水耕栽培のパイロット試験を実施した結果育苗期
間のみに  を処理しその後は薬剤処理をせずに栽培し
ても4週目の重量が 程度増加することが判った植
物工場での実地応用の可能性を示す結果として興味深い

以上本研究では は孔辺細胞中の H
と 4‒‒ の相互作用を安定化することで気孔開口の促
進に伴い O吸収量光合成活性を向上させこれまで
の植物毒としての通説と相反する植物成長促進活性を示す
ことを明らかにした []真菌のバイオ生産により大量取

得可能な  は食糧生産効率を改善する植物成長促進剤
として農業利用が期待できる

謝辞
本研究にご支援を賜りました公益財団法人農芸化学研究

奨励会に深謝いたします

参考文献
 [] YW,,Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 201,111,

‒
 [] O,HK,K,H,K

, JP Patent‒4
 [] H K,  K, Y H,  K, 

K,H,O,2023,

超好熱アーキアにおける -プロリン生合成酵素の同定

徳島大学大学院社会産業理工学研究部
川上竜巳

研究の背景と目的
以前の研究で超好熱アーキア Pyrococcus horikoshiiO

の増殖におけるアミノ酸要求性を解析した結果本菌は L
プロリンを生合成できることが示唆された Lプロリンは
Lアルギニンを出発物質としてアルギナーゼ
オルニチンアミノトランスフェラーゼOピロリン
カルボン酸レダクターゼRの 酵素が関与して
生合成されるが図左アーキアにおいて各酵素活性
が検出された例は報告されていなかった最近我々のグ

ループは P. horikoshii から O を見出し プロリン
生合成経路解明の第一歩とすることができた本研究では
O反応で生じた  を還元する R について注目
した

R は通常H依存的に  を還元する酵素
であり超好熱アーキアにおいては一部にしか保存されて
いない一方で我々は超好熱アーキアに幅広く保存され
ている Lプロリン/H脱水素酵素複合体H/
HHを見出している αβγδ構造のこの酵素はα,

図2　フシコクシン類の気孔開口促進活性
図3　化合物の長期間処理によるシロイヌナズナの成長促進

効果
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βサブユニットがそれぞれ単独で HH活性H
活性を示しα, γ, δサブユニットには鉄硫黄クラスター

が含まれている図右これまでこの複合体酵
素 の 生 理 的 な 機 能 に つ い て は 全 く 不 明 で あ っ た が
H反応の逆反応が進行すれば反応自体は既知の
R と同じであることに気が付いたそこで本研究では
この複合体酵素における R活性の検出を試みた

これまでの研究経過
①R活性の解析

R活性の測定はO反応との共役反応で行った
Lオルニチンオキソグルタル酸H と O,
H/HHもしくは Rを嫌気的に混合し
℃で 分間インキュベートすることで行いH
減少量と Lプロリン生成量を経時的に定量した

まず初めにR を用いて活性測定を行った結果L
プロリン量の増加に伴ってH量は減少しており
この活性測定系に問題ないことを確認した図上こ
の条件でH/HH を用いて測定を行ったとこ
ろH減少量に比べて Lプロリン生成量が若干少な
いもののこの複合体酵素が R反応を触媒できること
を明らかにできた図下このことはこの酵素が既
知の R とは反応機構が全く異なる新奇な R であ
ることを示している
②H/HH の結晶化

我々はこれまでにも複数種の H/HH を組
換え発現させ結晶化に取り組んできたが成功には至って
いない結晶化要因の一つとしてタンパク分子としての
単分散性が関与することが一般的に知られている今回
Thermococcus peptonophilus の酵素がこれまでの酵素より
高い単分散性を示すことが強く示唆されたためαまたは
βサブユニットに H タグ配列を付加した発現ベクターを
構築したH, また比較のためにP. 

horikoshii の酵素H, の発現ベクター
も構築し発現させた

可溶性画分として発現した各酵素をニッケルカラムで
精製した後の 図左と  

図中央の結果から各酵素は適切な複合体構造を形
成しているがH の方が高い単分散性を示すこと
が分かった精製酵素を濃縮し結晶化クリーニングによ
り図右のような結晶を得ることにも成功したこの条
件を基に良質な結晶を作製し回折実験を行う予定である

まとめ
これまで機能不明であった H/HH複合体か

ら R活性を検出できたことにより超好熱アーキアに
おける Lプロリン生合成経路の解明をさらに進めること
ができたこの複合体酵素の詳細な構造を明らかにするこ
とで鉄硫黄クラスターを介した分子内電子伝達システム

図1　Lプロリン生合成経路左と H/HH複
合体の構造右

図2　R上と H/HH複合体下を用い
た活性測定における H と Lプロリンの定量

図3　左,左からH,,マーカー
H,,中央,左か
ら H, , H, , マ ー
カー右H の結晶
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の解明につなげていきたい現在アルギナーゼの候補タ
ンパク質についても解析を進めており超好熱アーキアに
おける Lプロリン生合成経路の全貌を明らかにしたい

謝辞
本研究を遂行するにあたりご支援を賜りました公益社

団法人日本農芸化学会に深く感謝いたします
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モデル生物カイコを用いた in vivo評価系による
農薬シード化合物の探索

北里大学感染制御科学府　博士課程
近藤直純

背景・目的
農作物の安定した大量生産には害虫制御が必須であり

現状農薬の使用は必要不可欠であるしかし同一系統
の農薬を連続使用することで起こる農業害虫の薬剤耐性化
が問題となっているガ類害虫は農業害虫の中でも特に薬
剤耐性化の報告頻度が高く 世界的なガ類害虫であるコ
ナガ・オオタバコガ・ハスモンヨトウにおける薬剤耐性化
および農業被害は深刻であるこれらガ類害虫の薬剤耐性
化を回避する戦略として異なる作用機序を有する農薬の
ローテーションが有効であることからガ類害虫に対して
有効な新規作用の農薬開発が強く望まれているこのよう
な状況から所属研究所ではガ類害虫の 種であるハスモ
ンヨトウを用いた殺虫活性物質の探索研究が実施されてき
たしかしガ類害虫は様々な要因から殺虫剤に対する感
受性が低くガ類害虫を試験生物として機能未知の殺虫活
性物質を新たに見出すことは困難であった我々はガ類
昆虫のモデル生物として知られるカイコBombyx mori
が他のガ類昆虫と比べ殺虫剤に対して感受性が高いことに
着目し カイコ初齢幼虫を用いた高感度殺虫活性検出系
を新たに構築した 本評価系を用いることでガ類害虫
の 種であるハスモンヨトウ初齢幼虫と比較して最大で
倍の検出感度でサンプル中の殺虫活性成分を捉えるこ
とが可能となった さらにカイコ評価系において殺虫
活性を示す化合物はコナガオオタバコガハスモンヨト
ウに対しても活性を示すことを確認している そこで本
研究では微生物培養物からのカイコ初齢幼虫を用いた殺

虫活性物質の探索を行った

方法
・カイコ初齢幼虫を用いた殺虫活性評価

4w プレートに詰めた人工飼料に微生物培養物サン
プルを添加しカイコ初齢幼虫が入った別のプレートと
w同士を重ねた図左初齢幼虫は w の壁を登り
エサを食べるためエサを食べたカイコの成長度合いや行
動を観察して殺虫活性を評価することができる殺虫活性
の評価基準としてはエサを摂食したカイコが初齢幼虫の
まま成長せず動かないあるいはその他異常行動をとる
群を活性ありとした図右一方エサを摂食して成
長し活発に活動する群は活性なしとした図右

・薬剤感受性酵母を用いた選択性評価
事前検討において前述したカイコ評価系は非特異的な

図1　カイコ初齢幼虫を用いた評価系
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生物活性物質であるスタウロスポリンやロイシノスタチン
などでも殺虫活性を検出することが分かっていた その
ためカイコ評価系において殺虫活性を示した微生物培養
物サンプルの中で非特異的な生物活性物質を含むサンプ
ルを排除する必要があると考えたそこで薬剤耐性に関
わる薬剤排出ポンプや膜透過性に関わるエルゴステロール
の発現を抑制した出芽酵母株である薬剤感受性酵母4に
着目した薬剤感受性酵母は通常の出芽酵母と比較して薬
剤感受性が高いことからより鋭敏にサンプル中の非特異
的活性物質を検出できると考えたすなわち殺虫活性を
示したサンプルを用いて薬剤感受性酵母に対するペーパー
ディスク法による抗真菌活性評価を行い双方に活性を示
すサンプルを排除することで殺虫活性選択的なサンプルを
選別した

結果・考察
所属研究所が保有する放線菌・糸状菌培養液ライブラ

リーから , サンプルを用いた殺虫活性物質のスクリーニ
ングを実施したスクリーニング結果を以下に示す表

カイコを用いたスクリーニングの結果糸状菌と放線菌
合わせて 4 サンプルに殺虫活性を確認したさらに薬
剤感受性酵母を用いることで殺虫活性選択的な微生物培養
物 サンプルを選別することができたまた我々が先
行して実施したハスモンヨトウ初齢幼虫を用いたスクリー
ニングと比較するとカイコ評価系の陽性検出率は約倍
に向上したこの結果からカイコ評価系を利用すること
でより幅広く・より鋭敏に微生物培養物中の殺虫活性物
質を検出可能であることが示唆された本スクリーニング
を通過したサンプルの中で殺虫活性の再現性があり摂
食したカイコが特有の表現型を示したサンプルから優先し
て殺虫活性物質の精製を行った

長野県の土壌より分離された糸状菌Penicillium 
K株の培養物を摂食したカイコ初齢幼虫はエサ

の w に留まることが出来ず下の w に落下してしま
うために成長することが出来ない筆者はこの表現型に興
味を持ち本株培養物から殺虫活性を指標とした生物活性
物質の精製を試みた以下に培養・精製工程を示す

糸状菌PenicilliumK株の種培養物L を
きな粉を主成分とする液体培地L に接種した日間の
振盪培養後同量のアセトンを加えたのちに遠心分離にて
上清を回収し減圧下で溶媒を留去することで培養抽出水
溶液L を得たこれを O カラムクロマトグラフィー
に供しアセトニトリル 画分L に殺虫活性を確
認した本画分を減圧下で有機溶媒を留去し酢酸エチル
抽出を行うことで有機層 に殺虫活性を確認した
本画分を高圧液体クロマトグラフィーに供することで殺
虫活性物質1,L2,L
3,L,L
を得たこれらの高分解能解析および
H, R解析結果を天然化合物データベースである
   と照合したその結果
2 を 3 を 類縁体である  7̓
 を  と同定した物質1 についてはデー
タベースと一致する化合物が確認されなかったため 次元
R解析に基づく詳細な化学構造解析を行っている

謝辞
本研究を遂行するにあたりご支援を賜りました公益財

団法人農芸化学研究奨励会に深く感謝致します

引用文献
  R
  Afr. J. Biotechnol.,2010,9,77‒77
  ACS Agric. Sci. Technol.,2023,3,7‒
 4 J. Gen. Appl. Microbiol.,201,60,‒
        , R

,
  Agric. Biol. Chem.,1988,52,‒
 7 Chem. Pharm. Bull.,1990,38,47‒47
  Agric. Biol. Chem.,1991,55,4‒4

表1　殺虫活性物質のスクリーニング結果



—       —

ワイン発酵におけるプロリン資化抑制機構の解明

奈良先端科学技術大学院大学
先端科学技術研究科
西村　明

1　研究背景と目的
酵母Saccharomyces cerevisiae はワインなどの酒造に

用いられる微生物であり酵母による原料の資化細胞へ
の取り込みと利用が酒類の特性を決めている特に窒
素源の資化は味や香りに影響を与える窒素源の代謝に直
接関係し酒質を決める重要な因子となっているプロリ
ンはワインの原料であるブドウ中に最も豊富に含まれる窒
素源であるしかし発酵中の酵母はプロリンをほとんど
利用することができず発酵後も多量に残存することが知
られている残存したプロリンは苦味の増加や酸味の減少
を引き起こし最終製品であるワインの酒質を低下させる
と考えられているさらに発酵中の窒素源枯渇を防ぐた
めに人工窒素源アンモニウム塩などの添加が必要と
なるこの添加物はワインの品質に影響を与えるだけで
なく製造コストの増加要因にもなっているこのため
プロリンは「最も無駄な窒素源」として認識されており
いかにしてプロリンを資化できるかという試みが 年以
上前からなされてきたが現在でも未解決のままである

本研究では実用ワイン酵母を用いてプロリン資化の
抑制に関与する遺伝子群の探索・解析を行うことでプロ
リン資化抑制機構の解明およびプロリン高資化性酵母の創
製を目指した

2　研究結果と考察
プロリン要求性株はプロリン資化が抑制される環境では

生育できないためプロリン要求性株を使用することでプ
ロリン資化抑制に関与する遺伝子のスクリーニングが可能
であるそこでワイン酵母のプロリン要求性株を親株と
して白ブドウ培地でも生育可能な自然突然変異株をスク
リーニングしたところ個の細胞から 個の変異株を
取得したまたこれらの変異株のプロリン消費を測定し
た結果白ブドウ培地でもプロリン資化が可能であること
がわかったこれらの変異株の全ゲノム  シークエン
ス解析を実施し親株のゲノム情報と比較したその結果
両者のゲノムの CDC25遺伝子にストップコドンが生じる
同一のホモ変異が存在していることが判明した は
グルコース応答に関わる    

    R/の制
御因子として知られている取得した変異株は活性部位で
ある R ドメインが削除された変異型 を発現
するため機能欠損型である可能性が考えられた以上の
ことから炭素源の代謝がプロリン代謝に関与しているこ
とが示唆された最後にRR/ システムによっ
て野生株に cdc25変異を導入した結果野生株はプロリン
消費が全く見られない一方でcdc25変異株は有意にプロ
リンを消費することが判明した

本研究ではプロリン要求性株を利用してプロリン資
化抑制に関与する遺伝子の探索とその解析を行ったその
結果糖代謝の制御に重要な /R/依存性プ
ロテインキナーゼ  シグナル経路がプロリン資化抑制を
制御していることが判明した以上より酵母において糖
代謝とプロリン代謝の密接なクロストークの存在が強く示
唆された図

3　今後の課題と展望
プロリン高資化性変異株は世界で初めて取得されたもの

であり大きな成果である今後この変異株については
共同研究先である   のワイン・ビール研究所にお
いて発酵試験を実施する予定である一方で同定した
遺伝子群がプロリン資化を制御するメカニズムは全く不明
であるため今後は K経路の下流遺伝子の破壊や網羅
的な発現解析を通して全体像を明らかにする予定である

ビール・ワイン醸造においてプロリンは「最も無駄な窒
素源」として認識されておりいかにしてプロリンを資化
可能にするかという試みがなされてきた本研究で得られ
たプロリン高資化性酵母を用いることでプロリン含量が
低下し苦みを抑えたすっきりとした味わいのビール・ワ

図1　本研究のまとめ



—       —

イン醸造が可能となりビール・ワインの高品質化に資す
ると考えているまた酵母が利用可能な窒素源が増える
ことで香味性の強化人工添加物の添加なしのオーガニッ
クなビール・ワインが製造可能となりビール・ワインの
高付加価値化に繋がると考えている図

　謝辞
本研究を遂行するに当たり貴重なご支援を頂いた公益社

団法人日本農芸化学会に厚く御礼を申し上げます

活性硫黄含有アミノ酸群の
システイン脱硫黄酵素に対する作用に関する研究

埼玉大学大学院理工学研究科
藤城貴史

【序論】
システイン脱硫黄酵素は生体内における硫黄を含む有

機無機補因子例チアミン鉄硫黄クラスターや
R などの生合成において無機硫黄を供給する重
要な役割を担う酵素であり活性部位のピリドキサール̓
リン酸L部位で基質Lシステインからの無機硫黄
の抽出反応を触媒する []これまでのアミノ酸配列比較
や分子系統解析の結果からシステイン脱硫黄酵素は活
性部位の構造の違いによって  つの  に分けられるこ
とが示されており長らくシステイン脱硫黄酵素の異なる
間での共通点や相違点は興味が持たれてきたこの
問いに答えるべく我々はごく最近鉄硫黄クラスター生
合成系に見られる異なる  のシステイン脱硫黄酵素

:,:の基質Lシステインに対す
る触媒反応およびシクロセリンによる阻害反応におけ
る両者の共通点や相違点を明らかとした [, ]一方で
システイン脱硫黄酵素の非天然の硫黄含有アミノ酸との反

応性についての研究はこれまで全くなされていないも
し上記の研究によりシステイン脱硫黄酵素の新たな反
応性を引き出すことができればシステイン脱硫黄酵素の
新たな阻害剤の開発やバイオテクノロジー分野における
基質特異性改変型システイン脱硫黄酵素を用いた硫黄含有
物質の合成触媒系の開発などが見込める

そこで本研究では  つの異なる  のシステイン脱
硫黄酵素,  を用いてこれらの酵素と天然基質L
システイン以外の硫黄含有アミノ酸との反応についての調
査を行う硫黄含有アミノ酸として天然由来のもの例
システインLホモシステインLシステイン
ビタミン 非天然のもの例L,S
Lと , を混合しL由来の V
 スペクトル吸収変化を追うことで反応性の有無につ
いて調べたまた,結晶に上記アミノ酸をソー
キングすることで複合体型結晶を作成する系を構築しそ
の X線結晶構造解析により,  の L を含む活

図2　本研究の展望
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性部位周辺にソーキングしたアミノ酸が結合するかどう
かを調べた

【結果と考察】
, のどちらの場合にも分子サイズが大きく分

子量で 以上程度これらの活性部位に立体障害によ
り収まらないと思われる硫黄含有アミノ酸はL由来
の V スペクトルの変化を示さない結果となった
一方より小さい硫黄含有アミノ酸については全てのア
ミノ酸が L に反応しうる 級アミンを持つにも関わら
ずV スペクトルが変化するものと変化しないも
のに分けられたつまり少なくとも「加えたアミノ酸の
サイズだけが,  との反応の有無を決める要因で
はない」ということがこの実験から示された

V スペクトルが変化するアミノ酸をソーキング
した ,  の X線結晶構造解析の結果どの場合も
L の 4ʼの部位にアミノ酸ソーキング前よりも大きな電
子密度が観測されておりアミノ酸が L に直接共有結
合したことが示された現在より詳細な構造精密化を進
めている段階であり特に 4‒4 に吸収
ピークq‒ に吸収ピーク, または
‒ に吸収ピーク などのLアミ
ノ酸付加体の共役系の異なる分子種の構造に関する検証や
議論が必要となっている

【今後の展望】
X線構造解析が完了し次第システイン脱硫黄酵素とア

ミノ酸の混合系で実際に起こる反応について調べるすな
わち電子密度が観測されたアミノ酸は天然基質Lシス
テイン同様の硫黄抽出がなされるのかあるいはただ単
に阻害剤のように L に結合しただけなのかなど詳細
な検証を進めていくもし  などの分子種の確定
が困難である場合には結晶の顕微V スペクトル
測定を行い[],分子種に特異的な吸収ピークから結晶中
に生成した分子種の共役状態の判断を行う構造と分光分
析生化学的な反応解析のデータを統合して最終的に
種々の硫黄含有アミノ酸と , との反応機構を決定
する予定である

【引用文献】
 []  j, R , K K, Y ,

      
   Biophys. Physicobiol. ,
,

 [] R,H, Ow,Y,
j,   L  L 
w
z. FEBS J. 7,‒4,

 [] R,Ow,Y,j,
 L
 FEBS J., 47‒
7,
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第76回国際会議出席費補助金報告書

OWkpCy2022参加報告

筑波大学人間総合科学学術院人間総合科学研究群
宇津木優樹

2022年9月5日から 9月8日までドイツの Heidelberg, 
EMBL Advanced Training Centre で開催された EMBO 
Workshop Chemical biology 2022 において口頭発表を
させていただきました

EMBO Workshop Chemical biology は2年に一度EMBL
で開催されるケミカルバイオロジーに関する国際学会です
2020年度はCOVID-19 の流行のためVirtual での参加
のみでしたが2022年度はVirtual と On-site の両方で
の参加が可能でしたOn-site での参加にはCOVID-19 の
陰性証明と医療用マスクの着用が必要でした

2022年度は以下の 6 つの Session topic が設定され
Keynote lecture, Invited lecture, Oral presentation, Flash 
talks, Poster presentation が行われました
· Drug and target discovery
· Genetically-encoded biosensors
· Structure-function relations in chemical biology
· Chemical tools for biological imaging
· Metabolism and natural products
· Synthetic biology and protein design

会議では改変した HaloTag や小分子蛍光プローブを
用いた生体内イメージング法やタンパク質間相互作用の検
出法から計算薬物設計や蛍光タンパク質レパートリーの
計算科学的デザインに至るまで様々なトピックを扱って
いました博士課程修了後に欧州または米国でケミカル

バイオロジー分野の postdoctoral researcher を目指す私
にとって魅力あるプログラムが組まれており欧州を中
心に世界の研究動向を探る上でこの上ない機会となりま
した

初日はProf. Dorothee KernBrandeis Universityに
より35億年の間に地球が冷却することによって生じた触
媒速度の低下に酵素がどのように適応してきたか分子
進化プロセスの解明を目指した生物物理学的研究について
基調講演が行われましたシンプルな科学的疑問から生
物学的に重要な発見が導かれたストーリーが興味深かった
です

Poster presentation で はArnaud GautierSorbonne 
Universityの研究グループが開発したタンパク質の三元
相互作用の検出法や Hagan BayleyUniversity of Oxford
の研究グループが開発した protein nanoreactor について
の発表を聞き理解できなかった原理や研究データで気に
なった点を中心に質問しました発表者の postdoctoral 
researcher と PhD student はともに私と年齢が近く同
世代の研究者でしたが研究内容や発表のレベルが高いだ
けでなく研究課題の設定から実施まで主体的に遂行して
おり刺激を受けました

私は4日目の Session 6 で“A method for conditional 
control of cellular protein stability using an excisable 
degron tag” という演題で発表を行いました私たちの研

写真1　Heidelberg 写真2　会場
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究グループが開発した細胞内脱ユビキチン化酵素により
切除可能なデグロンタグを用いた標的タンパク質発現制御
法について発表させていただきました講演後はProf. 
Yimon Aye EPFLと Prof. Edward Lemke IMBから
標的タンパク質の局在や半減期の違いによる発現制御への

影響について質問を受けました発表に対する質疑応答を
通して今後開発した研究手法の一般性をより詳細に評
価していく上で考慮すべき重要な気づきが得られました

Coee Break, Lunch, Dinner の間には前述の Prof. Aye
の研究グループや Prof. Gonçalo Bernardes University of 
Cambridgeの研究グループの postdoctoral researcher や
PhD student から研究内容や研究環境について情報を得
ることができました同世代の研究者とも交流ができ有意
義な時間となりました

ケミカルバイオロジー分野で最前線を走る世界中の研究
者の前で自身の研究課題を口頭発表する機会に恵まれた
ばかりでなく同世代の研究者とも交流ができ将来に向
けて貴重な経験を得ることができました今後はこの経
験を生かして一層研究活動に励んで参りたいと思います

最後に本学会への参加にあたりご支援をいただきまし
た公益社団法人日本農芸化学会に厚く御礼申し上げます

写真3　筆者
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21WCf&Ty
第21回世界食品科学技術会議に参加して

鹿児島大学大学院連合農学研究科　応用生命科学専攻博士課程3年
鶴留奈津子

2022年10月31日から 11月3日までの 3日間シンガポー
ルのマリーナベイサンズにて開催された 21st World Con-
gress of Food Science & TechnologyIUFoST2022に
て発表する機会を与えていただきましたシンガポールは
多民族国家で街中には中国・インド・イスラムなどの伝
統的文化が広がりまるで数カ国を訪問したような錯覚を
抱くほど多種多様な文化を肌身に感じることが出来まし
た

今回参加した IUFoST は 1962年から近年は 2年おきに開
催されており前回の 2020年大会はコロナウイルスの世界
的なパンデミックにより中止となっていましたそのため
本大会は世界中が待ち望んだ 4年ぶりの開催となりました
本会議のサブテーマは Future of Food ‒ Innovation, Sus-
tainability & Health で世界的な食糧危機を打開するため
に研究者に求められる資質や科学技術などに関して様々
な発表を聞くことが出来ました

本学会で私は「Use of setin and mulberry leaves as 
nutraceuticals to prevent vascular abnormal contraction」
という演題名のもとポスター発表を行いました私の研
究で対象としている血管異常収縮は世界的な死因の約
50を占めている血管病の一因で偏頭痛や肩こりをはじ
め最悪の場合は心筋梗塞や脳梗塞を引き起こし突然死
の原因となるような病態ですしかしながらその発症機
序や治療法予防法については未解明で多くの人が現在も
苦しめられていますたとえ救命されたとしても重篤な後
遺症を来すことが多く治療法ではなく予防法の確立が重
要であると考え私の研究では日常的な食生活から予防で
きるよう血管異常収縮を予防する食品探索と機能性成分の
同定を行ってきましたその結果桑葉に血管異常収縮予
防効果を見出しその活性成分がフラボノイド類に属する
Fisetin であることを同定したため本学会ではその研究
成果について発表を行いました桑葉Mulberry leaves
はアジアのみならず世界中に自生しているもののその主

な飲食方法である桑茶は紅茶や緑茶と比べあまり普及し
ていませんそのため桑葉を受け入れてもらえるのかと不
安でしたが日常的に飲食されている国もあり毎日飲ん
でいるお茶で健康になれたらラッキーよねといった声を
多くいただきました

また様々なアドバイスをいただき今後の研究の展開に
繋がるような議論を交わすことが出来ました博士課程の
最終学年でこのような機会を頂けたことを大変有難く感じ
ております

本学会は博士課程の学生やポスドクなどの若手研究者が
多く参加されておりどなたと話してもコロナ禍で本学会
が久々の対面での国際学会だと仰っていました特に同学
年の学生とは博士課程入学と共にコロナ禍に突入しこ
れが学生最初で最後の国際学会だという話で盛り上がりま
したコロナ禍に翻弄された 3年間でしたが国境を問わ
ず皆同じことに惑わされた経験談を共有することができ
感慨深くもより一層仲良くなれた気がします

また本学会では多くの発表で SDGs についての発表が
ありましたSDGs は近年よく耳にしますが多くの項目
が私たち食品科学の研究者に関係する課題です世界で加
速する高齢化と食糧不足に打ち勝ち健康寿命を延伸させ
ることが私たち研究者に求められているのだと思います

写真1　会場の様子
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今回IUFoST2022 に参加したことで様々な分野の研究
発表を拝聴しまた自分の発表を通じて多くの方と交流す
ることで世界との一体感を感じることが出来ましたま
た国内外問わず多くの研究者と知り合い様々な研究に
ついて学ぶことでたくさんのアイデアが浮かびました

今後の研究活動が楽しみで仕方ないです学術研究者とし
て自立を目指すこのタイミングでこのような貴重な機会
を頂戴しましたことに感謝申し上げますまた本会議へ
の参加にあたりご支援いただきました日本農芸化学会に
厚く御礼申し上げます

写真2　発表の様子 写真3　学会参加登録会場にて
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ゴードン会議生体エネルギー参加報告書

京都大学農学研究科応用生命科学専攻
石川　萌

開催期間2023年6月24日‒29日
開催場所アメリカ合衆国・ニューハンプシャー州

1　学会の概要
ゴードン会議生体エネルギーとは生体エネルギー

分野の研究者が最先端の研究について共有し所属や世代
を問わないニュートラルな議論の場を提供することで当
該分野の発展に貢献することを目的に行われている国際会
議であるCVID-19 の感染も収まりつつあり数年ぶり
となる規制なしの国際会議ということで生体エネルギー
資源TP を生産する F1F0-TPnh をはじめTP
生産の駆動力を提供する Hイオン勾配に寄与するミトコ
ンドリアの呼吸鎖酵素群および原核生物中で イオ
ン勾配を形成する酵素群に関する専門家が一堂に会した

また本会の 1日前には学生およびポスドクを中心とし
た若手による研究集会GRも企画されておりポスター
発表や一部選抜された学生による口頭発表が行われた

2　学会の雰囲気
開催地はプロクターアカデミーという学校の施設であ

り参加者はその敷地内の寮に寝泊まりした午前中の口
頭発表セッションは毎日8時ごろに始まり昼過ぎにはポ
スターセッションが二時間ほど行われ夕食を挟んで再び
口頭発表が午後9時半ごろまで行われた口頭発表では当
分野では知らぬ人がいないほどの大御所の発表をはじめ

さまざまなアプローチでエネルギー生産酵素を理解しよう
という最新の試みを聴講することができ多くの刺激をい
ただいたまた適宜挟まれるコーヒーブレイクでは発
表者に直接質問を試み実験手法の細い注意点や実験につ
いてもアドバイスもいただくことができた食事は朝昼晩
とフルーツや生野菜を含む健康に配慮されたメニューが提
供され毎食ごとに初対面の参加者と意見交換や交流をお
こなうことができたまた昼食後には毎日二時間ほどの
自由時間が設けられており学会が用意したハイキングな
どのアクティビティーに参加する人もいればビリヤード
などのゲームを介して交流を図る人など過ごし方は人それ
ぞれであった1日の終わりには必ずお酒を交えた交流会
があり研究の話題のみならず進路の選択や異国での生
活のことまでなんでも質問することができた私自身がア
ジアの女子学生というマイノリティーであることもあって
か会期全体を通して多くの方が認知してくださり毎日
フレンドリーに声をかけてくださったこのようなオープ
ンな雰囲気のおかげで沢山の方と顔見知りになることが
できたくさん連絡先を交換できたことは今後の研究人生
において大きな財産となるに違いない

3　発表の反響
今回光栄なことに若手の会および本会ともに口頭発表

に選抜していただき一部参加費を免除していただいた

図1　発表会場前で参加者と記念撮影
図2　会場内での撮影は禁止されていたため発表スライド

の表紙
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若手の会では「5歳児にもわかるように研究を紹介しよ
う」というテーマのもと研究紹介を行ったそこで私
の研究対象であり勾配の「形成に寄与する QR と
いう酵素を某人気アメコミ漫画のメンバーに例えたり日
本の某人気海賊漫画の言い回しを引用したり自作のイラ
ストを用いることで初めて海外で笑いを取ることに成功し
た本会では「薬剤耐性菌に対抗する」というテーマの
セッションにて大御所の先生たちに一人紛れて口頭発表
を行ったCVID-19 のせいもあり博士課程後期の最終
年度にして初めての海外学会・初めての英語口頭発表でま
さかの大舞台を仰せつかり人生で一番緊張したことは言
うまでもない自分の発表が近づくにつれてみるみる血

の気が引くのを感じ不安の波が途方もなく押し寄せた
しかしディスカッションリーダーが直前の紹介で場を和
ませてくださり同じセッションの先生たちも励ましてく
ださったこともありどうにか発表を終えることができた
発表後有益な質問をいただき食事の際やすれ違い様に
もたくさんの反響をいただくことができた

私は卒業後に海外で研究を行うことを計画しているた
め卒業前に自分の語学における課題と研究に関する手応
えを明確にできかけがえのない人脈を作る機会をいただ
けたことは関係各位に感謝しても仕切れないほどである
最後に会議への参加にあたりご支援いただいた公益社団
法人日本農芸化学会に厚く御礼申し上げます

T6HWkp2023参加報告書

筑波大学　理工情報生命学術院　生命地球科学研究群生物学学位プログラム
海老原佳奈

開催期日2023年6月18日6月24日
開催場所アメリカ合衆国リバーサイド

学会の概要
国際昆虫ホルモンワークショップTh6hInrnon-

l Inc Hormon Workho 2023IIHW2023 は
2023年6月18日から 24日にアメリカ合衆国カリフォルニ
ア州リバーサイドの ThMonInnHol& にて開
催された写真1会場はリバーサイドのダウンタウン
にありあちこちにヤシの木がある街並みが印象的であっ

た写真26月のカリフォルニアは雨が降らず日本と
比べて湿度が少なく過ごしやすい気候だった

HWとは
Inrnonl Inc HormonWorkhoIIHW は

昆虫のホルモンに関する最新の研究成果を共有・議論する
ことを目的とするワークショップである本ワークショッ
プは1976年にロンドン王立協会英国が主催した昆虫
ステロイドホルモンエクジソンの研究集会1975‒2010
を源流とするが2013年に「InrnonlIncHormon
Workho」と名称を変えあらゆる昆虫ホルモンに焦点
を当てたワークショップへと変革したそして現在では
本会議は昆虫ホルモンに関心を持つ多様な研究者が参集す
る世界で最も重要な会合と認識されている

写真1 写真2
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2023年の IIHW の参加者は 70名ほどで例年よりも少な
かったようだ講演は口頭発表招待講演含むが 42題
ポスター発表が 20題であった

会場はとても和やかで服装も T シャツにジーンズ姿
の参加者が多いそのような中でエクジソン幼若ホルモ
ンをはじめとする昆虫ホルモンに関する論文投稿前のデー
タについて積極的に発表し議論されていた研究室の論
文紹介でよく耳にしている有名な研究者ばかりで聞き応
えのある発表ばかりだった

筆者の発表
筆者は6月19日のポスターセッションにおいて

“Lrvclcomounhnhbhnzmccv
of h Hllown luhon S-rnfr or-bo
from h moquoAedes aegypti” というタイトルで発表
した写真3エクジソン生合成酵素の阻害を標的とし

た蚊に対する新規の殺虫化合物について発表した
初めての国際学会の参加でありこれまでに英語での発

表の経験はあったものの英語の質疑応答に関して不安が多
くあった しかしポスターの前に立つと多くの方々に
足を止めていただけて筆者が質問を聞き取れなかった時
も嫌な顔せず真摯に聞いてくださる方ばかりだったそ
のおかげで落ち着いて一つずつの質問に答えることがで
き活発な議論ができたまた聞いてくださった方々が
優しく褒めていただくことができた

これまで CVID-19 の影響で筆者はオンラインでの学
会参加がほとんどであったため学外の同世代の研究者と
の交流の機会に恵まれてこなかった本学会の初日と 4日
目の懇親会写真4では様々な研究者と交流する機会が
あり同世代の研究者とのコミュニティを築くことができ
たまた懇親会を通して英語が伝わることの嬉しさと
研究の話以上に日常の会話が難しいことを痛感し今後の
英語学習のモチベーションが高まった

謝辞
本会議への参加にあたり多大なるご支援賜りました公

益財団法人日本農芸化学会に熱く感謝申し上げます

21upCyypu
第21回欧州糖質会議参加報告

京都工芸繊維大学繊維学系
田中知成

2023年7月9日日13日木にフランス・パリで
開催された 21EuronCrbohrmoumEu-

rocrb 21, 第21回欧州糖質会議に参加したEurocrb
は 2年に一度ヨーロッパ内で開催される糖質科学に関す

写真3

写真
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る国際会議である当初2021年7月にパリでの開催が予定
されていたが新型コロナウイルス CVID-19 の影響に
より開催が延期された会場はセーヌ川左岸南部に位
置する MonlChm化学会館でエッフェル塔
ルーブル美術館コンコルド広場などに程近いパリの中心
地でパリの雰囲気を味わうには抜群のロケーションで
あった毎日エッフェル塔を見ながらセーヌ川を渡って
会場まで歩いて行く道程は久しぶりのヨーロッパの雰囲
気を感じるのに十分満足な時間であった開催直前にはパ
リ近郊での暴動がパリ市内にまで広がったと報道されて
少々心配したが私自身がパリ市内でその影響を感じるこ
とは無かった今回の Eurocrb への筆者自身の参加は
2017年7月のスペイン・バルセロナでの開催以来2回目
であった

会議初日は夕方から始まり糖質科学に関する国際賞で
ある Eml Fchr wr の受賞講演が2021年受賞の
nono Molnro教授と今年2023年受賞の JronCoé
教授の 2名により 2件行われたまた糖質科学の若手研

究者に贈られる CrbohrRrchwr を 2021年
に受賞した慶應大学の高橋大介先生の受賞講演も行われ
た今回の Eurocrb には 37 か国600人以上が参加し
11件のプレナリー講演17件の基調講演144件の口頭発
表72件のフラッシュ発表を含む 296件のポスター発表が
行われた

筆者自身はEnzmclcolonclzbGH84
O-Glccunnoxzolnrvv のタイトルで発
表した近畿大学農学部の大沼貴之先生のグループとの共
同研究であり糖質加水分解酵素のファミリー84 に分類さ
れる N-アセチルグルコサミン加水分解酵素を触媒とする初
めてのグリコシル化反応の報告について発表した海外の
研究者と直接ディスカッションや交流をすることにより非
常に有意義な時間を過ごすことができ今後の本研究テー
マの発展を心に強く刻んだ

最後に本国際会議参加にあたりご支援いただきました
公益社団法人日本農芸化学会にこの場を借りて厚く御礼
申し上げます

写真1　会場内風景 写真2　会場の中庭
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第1回農芸化学女性研究者チャレンジ研究助成報告書

渋味刺激の消化管感覚神経による認識メカニズムの解明

 芝浦工業大学　システム理工学部　生命科学科　
 越阪部奈緒美

1　背景
ポリフェノールは最大の多様性を示す植物二次代謝産物

群であり現在8000種以上が同定されており我が国で
はトクホや機能性表示食品の関与成分として広く普及して
いるまた植物性食品の黄色紫といった色調あるい
は苦味・渋味といった官能特性を示すことから食文化に
おいても重要な成分である2022年4月にはカカオ由来
のポリフェノール画分を 21万人の高齢者を対象に 36年
間摂取させた介入試験結果が報告され約30の心血管
系疾患死の低減が確認された 1一方2000年代初頭には
食品から摂取したポリフェノールは消化管からは吸収され
ずそのほとんどが糞便へと排泄されることが明らかと
なったことから 2, 現在ではポリフェノールの標的臓器は
消化管であると考えられている 2ポリフェノールは抗菌
物質であり腸内細菌叢を変動させることが知られている
そのため腸内細菌バランスの変動や変化した細菌叢が生
成する代謝物がなんらかの機能性を示すのではないかとす
る「腸内環境説」が唱えられているが 3, 証明には至って
いない他方多くの介入試験においてポリフェノールを
豊富に含む食品の摂取2時間後には末梢血管内皮細胞機
能の亢進が認められることが報告されている 4我々は実
験動物で再現する試験系を開発し様々なポリフェノール
類の作用を比較した 5その結果渋味を呈するポリフェ
ノールにおいて摂取直後から骨格筋血流量の顕著な上昇
が観察されたことからこの効果は腸内環境に依存しな
いのではないかまた神経系を介して認識される渋味その
ものが生理的な変動を与えるのではないかと考えたそ
こで本研究では--ptnCおよびその四量体

である nnmtnnn22を渋味モデル化合物図1
として用い渋味の認識メカニズムを解明することを目的
として実験を進めた

2　実験方法および結果
ポリフェノールは電気化学的に強い活性を示す化合物で

あり特に pH の上昇によって安定性が顕著に低下し酸
化分解することが知られている一方口腔・小腸・大腸
の pH は中性であることから消化管を模した条件におけ
る C および 2 のレドックス特性を発光試薬MPC を用
いて観察した中性条件下でキサンチン-キサンチンオキ
シダーゼ系を用いて発生させた 2

-に対してC は低濃
度でプロオキシダント高濃度でアンチオキシダント活性
を示したのに比較し2 はいずれの濃度においても 2

-

産生を増加させた図2
次にウレタン麻酔下で挙睾筋をプレパレーションした

Wt系雄性ラットにカニューレから C または 2 を
10μg/kg経口投与し挙睾筋細動脈血流量をレーザードッ
プラー法で計測したところ投与直後から C では若干の

図1　渋味モデル化合物の化学構造

図2　C左または 2右のレドックス特性
 キサンチンキサンチンオキシダーゼ系で発生させた

2MPC発光量に対する割合で示した

図3　C または 2経口投与後のラット骨格筋血流量の変化
左および 2 と促進性アドレナリン受容体阻害剤
v共投与後の血流量の変化右

　*p005,**p001,***p0001vv
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また 2 では顕著な血流量の上昇が見られ2 のこの効
果は促進性アドレナリン受容体ブロッカーであるカルベジ
ロールの共投与によって阻害された図3

これらのことから2 は交感神経活動亢進を介して
血流を上昇させることが推測されたまた同様に抗酸化
剤である N-アセチルシステインNCを共投与した場
合2 の血流上昇作用はキャンセルされたことから2
が産生を促進する活性酸素が作用の発現に関与することが
示唆された図4感覚神経終末上には侵害受容器であ

る TnntptptntTRPチャネルが分布し
活性酸素を認識することが知られている 6そこで TRP
vnV1阻害剤であるカプサゼピンあるいは
TRPnkyn1阻害剤である HC030031 を 2 と供与
投与したところカプサゼピンでは血流上昇がキャンセル
されHC030031 では部分的に抑制されることが示された

図4
これらのことから作用の発現には活性酸素を認識する

TRP チャネルが関与することが示唆された次にC や
2 と TRPV1 あるいは TRP1 との相互作用をモデリン
グシミュレーション法で推測することとした図5 に示し
たように C あるいは 2 の TRP チャネルとの結合エネ
ルギーはそれぞれのリガンドであるカプサイシンやアリ
ルイソチオシアネートITCと比較して非常に高く
直接的に結合することは難しいことが予測された図5

3　考察と今後の展望
以上のことからポリフェノール摂取直後に観察される

末梢血流の上昇は消化管内で発生する 2
-とそれらを認

識する TRP チャネルが関与することが明らかとなり
TRP チャネルが渋味受容体である可能性が示された図
6この仮説を立証するためにはTRP チャネルノック

図　2 と抗酸化剤NC共投与2 と TRPV1阻
害剤pzpn共投与b2 と TRP1阻害剤

HC03001共投与後血流量の変化
　*p005,**p001,***p0001vv

図5　TRPV1-または TRPV1-とそれぞれのリガンドあるいは C・2 とのモデリングシュミレーション左2D; 右
3Dと結合エネルギー
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アウトマウスや電気化学的に不活性なポリフェノール誘導
体を用いた検証が必要であるまたポリフェノール摂取
直後には認知機能の改善や脳血流量の増加が報告されてい
ることから「渋味」と脳機能の関係性についても更なる
検討を重ねる予定である

引用文献
 1 SHD,tmJCnNt2022115,1490‒1500
 2 BbS　tFRBM200233,142‒8
 3 BznFtNPJSytBpp20228,24
 4 kbN&TJNtRv201876,174‒186
 5 越阪部奈緒美　他中枢神経賦活化剤PCT/JP2021/012174
 6 CpmDNt2003426,517‒24

新規組成バイオプラスチックの微生物合成を目指した
モノマー供給酵素活性向上変異体の創出

岩手大学農学部
山田美和

【研究の背景と目的】
世界規模で深刻となっているマイクロプラスチック問題

の解決策のひとつとして生分解性プラスチックの微生物
合成法の開発がある近年天然のバイオプラスチック重
合酵素の改変により非天然のグリコール酸Gモノ
マーを取り込んだpygyt-co-3-yxybtt[P

G-co-3HB] 共重合体G ポリマーの生合成が可能
になった[STg,MYmt,PNt
SUS, 105, 173232008,KMtmt t , JB-
t, 156, 2142011]合成された G ポリマーの物性解
析によってポリマー中の G分率を向上させることがで
きれば優れた弾性能や生分解性の制御など既存の生分
解性プラスチックにはない新たな機能の開発が期待できる
とわかってきたそこで本研究ではポリマー中の G分
率を高める戦略として培地へ G を添加する従来法から
細胞内の G生産法に切り替えることを考案している細
胞内部で G を高濃度に生産しポリマー鎖内への G取
込み効率を上げるための新規代謝経路を構築する原料は
エチレングリコール産業廃棄物の主成分とし細胞内
に流入すると同時に G に変換されG高分率の共重合
コポリマーが合成されるデザインである図1我々は
すでに試薬のエチレングリコールから G への細胞内変
換の基盤を開発してきたが本研究では G供給酵素の活

性向上変異体作成によって細胞質内に高濃度に G モノ
マーを合成しG凝縮環境で重合系と連動して化学合
成でも報告のない G高分率ポリマーの合成系構築の実現
を目指す

【研究成果】
多くの先行研究においてEscherichia coli 由来ty

図6　渋味の認知機構と生体調節作用仮説

図1　本研究で目指す G高分率ポリマー
合成経路
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tFと ty ygn
を過剰発現させた組換え E. coli によるエチレングリコールを
基質とした G合成が報告されているが生産性の低さが課
題であったそこで我々は本反応系における律速酵素と
推定された fucO にランダム変異を導入したライブラリーか
らG生産性を向上させる F高活性変異体を探索した
高活性変異体のスクリーニングアッセイではfucO変異体ラ
イブラリー遺伝子と AldA を共発現させるプラスミドを導入
した大腸菌において G を合成させG合成量が高いと培
地中の pH が低下するという現象を利用した具体的には
プレート培地に pH指示薬を添加し低pH本実験の場合黄色
の呈色を示したコロニーを選抜する方法を構築し採用した

図2
スクリーニングの結果エチレングリコール添加培地で

の培養時に野生型F を導入した際の組換え大腸菌と
比較して G合成量を 13倍程度向上させる F変異体
m2‒9 を 4,600 コロニーの中から取得したこの m2‒9変
異体は3塩基のミスセンス変異アミノ酸置換は D23,
222K, G363Sと 2塩基のサイレント変異93G,
1131TCを有していた我々は最初にm2‒9 に
おけるミスセンス変異が G合成量の向上に寄与している
と考えFD23/222K/G363S 変異体を作製した
がG合成量は野生型F を用いた場合と差がなかっ
たそこでサイレント変異のみを導入した F変異体
を作製した結果F1131TC変異体は野生型の 13
倍の G を合成しm2‒9 と同等の G合成量を示した
よってm2‒9 における G合成量の向上はF の
1131TC サイレント変異の影響によるものであること
が強く示唆された

さらにこの F サイレント変異は同プラスミド上

でオペロンを形成しfucO遺伝子の下流に位置している
aldA の発現量を向上させることがSDS-PG や酵素活
性測定によって確認できたそこで の mRN量
を RtmPCR法により比較分析したところサイレン
ト変異導入の有無によって  の mRN量に有意な差
はなかった一方でmRN の安定性を計算した結果
F へのサイレント変異導入によって mRN の局所的
不安定化高次構造形成しにくいことが予測されfucO
遺伝子下流に存在する aldA の SD配列にリボソームが結
合しやすくなりaldA発現量が向上した可能性が示唆さ
れたさらに本成果によって本系における G合成で
はF ではなく予想外に  の反応が律速である
ことが示唆された

今後は得られた成果・知見を基に大腸菌におけるさら
なる G合成量の向上を目指すとともにエチレングリ
コールを原料とした G高分率な G ポリマーの微生物合
成を試みる

【学会発表】
 1 村主　渉杉森大助山田美和生物工学会北日本支部　

2021年度第一回オンライン若手シンポジウム2021
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図2　G合成量を向上させる F高活性変異体のスクリーニング方法
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第1回農芸化学若手女性研究者チャレンジ研究助成報告書

カルノシンの筋幹細胞および筋再生における
生理的役割の解明および応用

広島大学大学院統合生命科学研究科
TKg

研究の背景及び目的
カルノシンβアラニルLヒスチジンは骨格筋におい

て豊富に存在するイミダゾールジペプチドファミリーの一
つである骨格筋に対するカルノシンの保護効果が示唆さ
れているがin vivo においてはカルノシン摂取による運
動能力の改善効果が示されている程度であり生理機能は
未だ解明されていない本研究では骨格筋より単離した
単一筋線維細胞やカルノシン合成酵素遺伝子欠損マウス

カルノシン欠損マウスを用い筋衛星細胞の観察と骨
格筋再生モデルを作製することでカルノシンの新規生理
機能を探索する
研究の結果
1　骨格筋の損傷・再生過程におけるカルノシンの動員

骨格筋の損傷・再生過程では損傷誘発後12時間以内
に筋線維の壊死が急速に起こり図1Bその後24時間
後に炎症性細胞の浸潤が起こる図1受傷後48時間

図1Dには死筋細胞の除去のためにより多くの炎症
細胞が受傷部位に集められる受傷後5日目には筋再生が
始まり中心部に核を持つ新しい筋線維が生成される図
1E受傷後10日目には新しく再生した筋線維が成長し
大きくなる図1F

本研究で筋肉の損傷・再生過程でカルノシンが動員さ
れる極めて興味深い結果が得られた図2 において骨
格筋のカルノシンは筋線維の壊死が始まる受傷後12時

間で急速に減少し筋再生が始まる受傷後5日で増加し始
め筋線維の成長が始まる受傷後10日で基底レベルにま
で回復した一方骨格筋タンパク質から放出される
L, V, I などの遊離アミノ酸は受傷後徐々に増加し
た後炎症と死筋細胞のクリアランスが顕著になる受傷後
48時間から有意に増加したこの遊離アミノ酸の増加は
受傷後5日目まで持続し受傷後10日目には基底レベルに
まで低下した

次にカルノシン代謝に関わる酵素の発現を調べたとこ
ろカルノシン分解酵素であるカルノシナーゼND1
は受傷後12時間で発現レベルが顕著に上昇し図2B
2日目から 10日目まで基底レベルに戻った逆にカルノ
シン合成酵素であるカルノシンシンターゼRNS1の
発現は受傷後12時間で著しく下がりその後徐々に上昇
し受傷後10日目で基底レベルに戻ったこの結果は損
傷後12時間でカルノシンが急速に減少したこと図2
の理由となるものである

これらの結果から骨格筋は筋外傷に応答して自身の
筋タンパク質を分解する前にまずカルノシンを分解する
ことが示されたこのことはカルノシンが筋タンパク質
の分解を防ぐことで筋萎縮を予防・遅延させるために重
要であることを示唆していると考えられる

1　T  g  k  g
dg/g

2　Mbz f   d  z
dg/g
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2　カルノシンの筋衛星細胞に与える影響
21　外来性カルノシンの筋衛星細胞への影響

次にカルノシンが骨格筋幹細胞である衛星細胞に対し
て何らかの影響を及ぼすかどうかを単一筋線維を用いて
検討したD1 マウスの長指伸筋から単一筋線維を分離
しカルノシンを 1,5,25M で含む生理的濃度培地で 24
時間培養した図3 は筋線維の衛星細胞の x7 と
x7抗体の特異的結合を示す図3B に示すように培地
中にカルノシンを添加しない場合単一筋線維当たりの衛
星細胞の数は24時間培養後には単離した直後0時間
と比較して減少しており衛星細胞は活性化後に細胞死を
起こしている可能性が示されたしかしカルノシン

25Mを培地に添加することでこのような衛星細胞数
の減少を防ぐことができたさらに筋線維の培養時間を
48時間に延長したところ衛星細胞の増殖を示す x7/
MD の核数はコントロール培養と比べてカルノシ
ン存在下で多くなった図3活性化後24時間で衛星
細胞の数は有意に減少するため図3Bx7/MD

自己複製x7/MD増殖x7/MD分
化核の割合を算出したところ有意な差は見られなかっ
た図3Dこの結果からカルノシンは自己複製や増
殖の過程および細胞分化には影響を与えない可能性が高
いが活性化後24時間の衛星細胞の初期細胞死に対する
感受性を低下させることが示唆された
22　内因性カルノシンの筋衛星細胞への影響

衛星細胞の感受性に対するカルノシンの影響を確認する
ためにカルノシン欠乏マウスの長指伸筋から単一筋線維

を分離し24時間培養を行った図4 においてカルノシ
ン欠乏マウスRNS1/は静止期0時間
培養していないにおいてRNS1/と比較し
て筋線維上の衛星細胞数が同程度であり静止状態の衛
星細胞プールに対してカルノシンの影響がないかほとんど
ないことが示されたしかし24時間培養後カルノシ
ン欠乏マウスの衛星細胞数は有意に減少したこのことは
衛星細胞が最も脆弱である活性化の初期段階においてカ
ルノシンが衛星細胞の細胞死を防ぐのに重要である可能性
を示しており2.1 の知見を支持していると言える
3　カルノシンの筋再生への影響

カルノシンが筋再生に何らかの影響を及ぼすかどうかを
調べるためカルノシン欠乏マウスの前脛骨筋をカルジオ
トキシンTX注射により損傷した損傷後5日目では
RNS1/マウスと RNS1/マウスの
間で再生筋量と筋線維大きさに有意差はなかったしかし
筋損傷後1 か月回復させた後再び損傷したところ
RNS1/マウスは RNS1/マウスに
比べて再生筋量が著しく低く筋線維が小さいことがわ
かった図5この結果はカルノシンは筋再生の初期
にはあまり影響を及ぼさないが筋再生後の筋成長筋肥

3　25M g
d d  g b f S 
bdf24,B48,D.x7

/MDx7/MD, d x7/MD d
 fw, fg, d dff
d S, . 20‒50 b/
g

　T b f S  fb d f
RNS1/dRNS1/d
f024.70b/g

5　dRNS1/xb
d w  gw   .

 Rgg  ,B gg
bz,ddbf gg
b.
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大時に筋量や筋線維の大きさを維持するために重要で
ある可能性を示している
　ビタミン 6の筋肉再生への影響

次にビタミン B6 がカルノシンの強力な調節因子である
ことを示す図6 においてビタミン B6欠乏食1g/
kg食餌および過剰食35g/kg食餌はビタミン
B6推奨レベル食7g/kg食餌と比較して骨格筋の
カルノシン濃度を有意に低下させたこの結果は我々の
グループの以前の研究結果1と一致するまた図6BD
に示すようにビタミン B6 の欠乏はビタミン B6推奨
レベルと比較して再生筋量が少なく筋線維が小さいこ
とから筋再生に障害を与えた我々の予想に反してビ

タミン B6 の過剰も筋肉の再生を悪化させたビタミン
B6欠乏食および過剰食摂餌時における筋肉の修復・再生
の遅延はMH面積が高いことでも確認された図6E,
Fこの結果はビタミン B6 の適度な摂取が適切な筋
肉再生プロセスに重要であることを示唆している
5　ビタミン 6の筋衛星細胞への影響

単一筋線維を用いてさらに検討したところビタミン
B6欠乏が静止状態の衛星細胞数を減少させその増殖
と自己複製を抑制しているように見えることを明らかにし
たさらにビタミン B6欠乏培地が212筋細胞にお
けるカルノシン生合成を抑制することを見出したより詳
細な結果は論文として発表している2これらのことか
らビタミン B6 はカルノシンを誘導しそのビタミン
B6 の減少や欠乏は衛星細胞の生存性や機能に悪影響を
及ぼす可能性があることが仮説として導かれる
結論

カルノシンが筋肉の損傷・再生過程に関与していること
がわかった筋肉の外傷に対してカルノシンの分解は筋
タンパク質の分解の前に起こっている可能性が高いカル
ノシンは筋肉の成長または筋肥大に関与している可能性
があるカルノシンはまた活性化された衛星細胞の感受
性を調節する役割を果たすカルノシンの強力な調節因子
であるビタミン B6 についてはビタミン B6 の欠乏およ
び高濃度摂取により筋肉の再生に遅れが生じることを発
見したビタミン B6 は静止状態の衛星細胞プールを維
持し衛星細胞の増殖と自己複製を助ける役割を担ってい
るこれらのことからカルノシンとビタミン B6 はサ
ルコペニアを予防するための栄養素として期待される
参考文献
 1 Kg T.  . N b db 

gB6d.J.N.B.
2019;65:26‒34.

 2 KT.  . SExbDdN
bdIdFSgMbId
fVB6D M.N. 2021; 1312:
4531.

ヒザラガイ類のトランスクリプトーム比較に基づく
生物磁鉄鉱形成の分子基盤解明

岡山大学学術研究院環境生命自然科学学域
根本理子

研究背景と目的
海岸の岩場などで見られる軟体動物のヒザラガイは歯

舌と呼ばれる歯を持ちその歯冠部に磁鉄鉱F3O4を
沈着させる磁気メモリや二次電池の材料MRI造影剤

6　V B6 df1g d d
35gd  d  g
fwg10df.k
 , gg  B,
b z,D, d MHx 

E, F. N HI; dx dd, MH;
b
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などとして様々な分野で応用されている磁鉄鉱は工業的
には劇物存在下や 90℃を越える高温条件下で合成される
ヒザラガイはタンパク質等の生体分子を使って鉄の濃縮
や酸化還元を制御することで生体内の穏和な条件下で磁鉄
鉱を形成していると考えられるヒザラガイの磁鉄鉱形成
を制御する生体分子を明らかにすることができれば環境
に優しい磁鉄鉱合成法の開発につながり材料科学分野に
大きなインパクトをもたらす

筆者らはヒザラガイの磁鉄鉱形成機構を明らかにする
ため世界最大のヒザラガイオオバンヒザラガイCryp-
tochiton stelleriを用いて研究を行ってきたヒザラガイ
は通常歯舌の前方の数列の歯のみ摂餌に利用しており
歯が擦り減ると新しく形成された歯が後方から前に押し
出されることにより歯が新生されるそのため歯舌組織
中では常に新しい歯が形成されている筆者らは歯舌組
織の発現遺伝子を明らかにするため次世代シーケンサー
を用いて RN シーケンス解析を行ないトランスクリプ
トームデータを取得した遺伝子発現解析を行なったとこ
ろ発現上位20位に鉄の輸送・蓄積に関わるフェリチン
遺伝子が含まれており歯舌組織が磁鉄鉱形成に特化した
細胞から成る事が示唆された次に磁鉄鉱が沈着した歯
からタンパク質を分離・抽出する方法を確立し22個の
磁鉄鉱歯特異的タンパク質を同定することに成功したこ
の中には酸化還元タンパク質鉄を酸化するフェロキシ
ダーゼの他に既知のタンパク質に相同性を示さない機能
未知の新奇タンパク質が含まれていたこれらのタンパク
質は歯内部で磁鉄鉱形成に関与している可能性が示唆さ
れたN,.2019一方で歯舌組織の高発現遺
伝子や磁鉄鉱歯特異的タンパク質が他のヒザラガイ類に共
通するかは不明である

そこで本研究ではヒザラガイ類の歯舌組織のトランス
クリプトームデータを比較し歯舌組織の高発現遺伝子お
よびオオバンヒザラガイで見つかった磁鉄鉱歯特異的タン
パク質ホモログを同定・比較しヒザラガイの磁鉄鉱形成
に必要なタンパク質の最小セットを明らかにすることを目
的とする

結果および考察
本研究ではオオバンヒザラガイ C stelleri のほかに

新たに 3種のヒザラガイ類ヒザラガイAcanthopleura 
japonicaヒメケハダヒザラガイAcanthochitona ach-
atesババガセPlaciphorella stimpsoniについてコン
ティグ数約10万個ORF数約4万個の歯舌組織トランス
クリプトームデータを構築した

構築した 4種のヒザラガイ類の歯舌組織トランスクリプ

トームデータを比較しヒザラガイ類が共通して有する磁
鉄鉱歯の形成に関与する可能性のある遺伝子を探索した
相同性検索を行った結果オオバンヒザラガイから同定さ
れた 22個の磁鉄鉱歯特異的タンパク質のホモログが他の
3種のヒザラガイ類の歯舌組織で共通して発現しているこ
とが明らかとなった特にオオバンヒザラガイで同定さ
れた機能未知の新奇タンパク質のホモログが全てのヒザラ
ガイ類から同定されたことから磁鉄鉱歯特異的な新奇タ
ンパク質はヒザラガイ類のみに存在するタンパク質である
事が示唆された

次に4種のヒザラガイ類の歯舌組織で共通して高発現
している遺伝子の探索を行ったオーソログ解析を行った
結果9,400個の Og解析対象種における共通
祖先の 1 つの祖先遺伝子から派生した遺伝子グループが
4種のヒザラガイ類の歯舌組織で共通して発現しているこ
とが明らかとなった共通だった 9,400個の Og
についてドメイン検索及びリード数から推定した発現量
データを用いて発現量が特に高いグループで高頻度で
出現するドメインを調査した解析の結果発現量が高い
グループにはキチン結合ドメインが高頻度で出現したこ
れらの遺伝子の中で機能が明らかになっているものには
キチン繊維の配列を制御する Ob E やキチンの
分解反応を触媒する d 1, キチンの脱アセチ
ル化反応を触媒する  d をコードする遺伝
子が含まれていたヒザラガイ類の歯はキチンを主成分と
する基盤構造上に形成される従ってヒザラガイ類の歯
舌組織で共通して高発現していたキチン結合タンパク質
は基盤構造の形成において重要な役割を果たしていると
考えられた

オオバンヒザラガイの歯舌組織では鉄の貯蔵及び輸送に
関与するフェリチンタンパク質が高発現しており歯の形
成に必要な鉄の輸送に関与していることが示唆されてい
るそこでフェリチン遺伝子について解析を行ったとこ
ろ4種のヒザラガイ類の歯舌組織では細胞質型と分泌型
の 2種類のフェリチンが発現していることがわかったト
ランスクリプトームデータのリード数から各フェリチン
遺伝子の発現量を推定した結果細胞質型のフェリチンの
発現量は分泌型の 30倍以上であり最大数千倍高発現し
ていた以上の結果よりヒザラガイ類の歯舌組織では細
胞質型のフェリチンが分泌型のフェリチンと比較して高発
現していることが明らかとなった

4種のヒザラガイ類の歯舌組織で共通して発現していた
遺伝子について歯の形成に伴う発現量変化を解析した
酸化鉄が沈着していない形成初期の透明の歯列をステージ
1, 赤茶色を呈し非晶質の酸化鉄フェリハイドライト
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が沈着している歯列をステージ 2, その後酸化鉄が結晶
化し黒色の磁鉄鉱が沈着した歯列をステージ 3 とし各
ステージにおける遺伝子発現量を解析したその結果キ
チン結合タンパク質の多くが歯の基盤構造が形成されるス
テージ 1 で最も高発現しており歯の形成初期において重
要な役割を果たす可能性が考えられたまた細胞質型フェ
リチン遺伝子の発現量はステージ 1 で最も高く形成初期
の歯への鉄の輸送に関与していることが示唆された一方
22個の磁鉄鉱歯特異的タンパク質遺伝子について発現量
を解析した結果酸化還元タンパク質である xdx

 6遺伝子およびヒザラガイ類に特異的な新奇タンパク質
の遺伝子がステージ 2 で高発現しておりこれらのタンパ
ク質が酸化鉄の沈着に関与していることが示唆された上
記結果の 1部を日本農芸化学会中四国支部会第58回講演
会例会で報告した現在論文投稿準備中
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2020年度農芸化学女性研究者賞報告書

種子植物の生殖器官における発熱分子機構と
ミトコンドリア特性に関する研究

宮崎大学農学部
稲葉靖子

背景・目的
種子植物の花花序や球果を含むによる発熱には訪

花昆虫の誘引や昆虫との相利共生等原始種子植物の生殖
機構に絡む主要な役割がある一般的に花の温度を外気
温に対して 0℃以上上昇させる能力を持つ植物のことを

「発熱植物」と呼び発熱能力の高い植物では花の温度
が外気温に対して 20℃以上も上昇するこれまでに報告
された発熱植物の中で約半数は裸子植物のソテツソテ
ツ科とザミア科から成るが占め残りを占める被子植物
の大部分はサトイモ科植物である 1これまでのトランス
クリプトーム解析から植物の発熱組織や発熱期に発現が
上昇する遺伝子は多数同定されているがこれら遺伝子の
機能解析はこれまでシロイヌナズナや酵母を用いて行わ
れており発熱植物の細胞を用いて機能解析を行う手法は
確立されていなかったそこで本研究ではサトイモ科発
熱植物からプロトプラスト細胞壁を酵素的に除去した細
胞を調製して当該細胞における一過的遺伝子発現

TE-b  x法の確立
を目指した

方法・結果
最初にサトイモ科発熱植物の中で発熱能力の高いザゼ

ンソウSymplocarpus renifoliusを用いて実験を行った
まず本植物の葉から純度の高いプロトプラストを

高い収量10x10/ghWghで調製する方法を確
立した図1続いて調製したプロトプラストに対して
ポリエチレングリコール法により35S::GFP のトランス
フェクションを行ったその結果0程度の良好なトラ
ンスフェクション効率が得られかつ タンパク質は
細胞内の核を中心に局在したさらに植物ミトコンドリ
アにおいて発熱に強く関与すると推定されているタンパク
質の中からシアン耐性呼吸酵素OX1脱共役タ
ンパク質U或いはタイプ IINDH脱水素

酵素ND1と  との融合タンパク質を当該プ
ロトプラストで発現させたところOX1-, U-
-, ND1- はいずれもミトコンドリアに局在
することが判明した図2ただしU- を発
現したプロトプラスト内のミトコンドリアはOX1-
, ND1- を発現した場合に比べて個々のミト
コンドリアが凝集したような大きな塊として観察された

次にザゼンソウの葉で確立した TE システムが発
熱性を持つ植物の発熱器官に適用できるかを検証するた
めザゼンソウS. renifoliusおよびクワズイモAlacasia 
odoraの花序を用いて実験を行った

まず葉と同様の方法でザゼンソウの発熱器官である
肉穂花序からプロトプラストを調製したところ球形のプ
ロトプラスト様細胞を単離することができこれらの細胞
に対しては35S::GFP のトランスフェクションも成功し
たしかしながら当該プロトプラストは収量もトラン
スフェクション効率もともに低く安定した結果を得るこ
とはできなかった一般的に発熱能力の高い植物細胞の
多くは固い細胞壁に覆われておりこのことがザゼン
ソウ花序からの安定的なプロトプラスト調製を困難にして
いるのではないかと考えられた　　　

そこでザゼンソウ花序よりも発熱能力が低いクワズイ
モを利用して実験を進めることにした図クワズ
イモは一つの花序内に発熱能力の異なる複数の部位を
持ち合わせているザゼンソウの花序が両性花であるのに
対してクワズイモの花序は単性花であり上から付属体

x稔性雄花M 不稔部位
雌花 と分かれている図付
属体と稔性雄花が主たる発熱部位であり不稔部位と雌花
は発熱能力が微弱な部位である本実験では発熱期

hg gのクワズイモ花序の 4 つの各部位か
らTE法によりプロトプラスト調製および 35S::GFP
のトランスフェクションを行ったところ発熱能力が最も
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低い雌花では安定したプロトプラスト収量290×10/g
Wおよびトランスフェクション効率46を得る
ことができた図B一方で不稔部位からのプロトプ
ラスト収量は値が一桁小さく48×104/g W当該
プロトプラストへのトランスフェクションは成功しなかっ
た稔性雄花および付属体についてはプロトプラストの
回収もできなかった続いて発熱前-hg
gの花序の各部位からも同様の実験を行ったところ
発熱期花序を用いた実験と類似した結果が得られ発熱能
力が最も低い雌花では安定したプロトプラスト収量248
×10/gWおよびトランスフェクション効率0
を得ることができた一方で不稔部位と雄花から各々
04×104/gW および 094×104/gW の収量で調製でき
たがトランスフェクション効率はともに極めて低かった
付属体についてはプロトプラストの回収はできなかった

今回我々はサトイモ科発熱植物の葉および花序から
プロトプラストを調製して当該細胞における TE法の
確立に関して一定の成果を得た 2本システムは今後
花の発熱を調査する有効な生物学ツールとして利用できる
ものであるしかしながら発熱能力の高い植物組織では
プロトプラストの収量が低かったりトランスフェクショ
ン効率が低かったりして現時点では本システムが十分
に機能しているとは言い難い先に述べたように発熱能
力の高い植物細胞は固い細胞壁に覆われていることが多い
ためプロトプラスト調製の際の細胞壁を分解する工程を
見直す必要があるまた今回ザゼンソウのように発熱能
力が高い植物ではなくクワズイモのように発熱能力が低
中程度の植物を選定して実験をした方が良好な結果が得
られたことからTE法が有効に機能する新たな植物種
の選定をしていく必要があるかもしれない

プロトプラストは植物研究では必須の実験ツールで
あり植物にみられる生理的応答や細胞活性概日時計
光応答葉緑体形成プロセス花弁の匂い物質整合性など
をそのまま維持する例も多いしたがって植物の発熱組
織から発熱性を持つ或いは発熱ポテンシャルを持つプ

ロトプラストを調製することは不可能ではないと考えて
いる今後は植物組織の選定を含めた一連の実験プロセ
スをハイスループット化して各段階で実験の最適化を行
うことにより発熱性或いは発熱ポテンシャルを持つ細胞
の調製を目指して行きたいこのような細胞を単離するこ
とで例えばゲノム編集により発熱遺伝子をノックアウ

図1　ザゼンソウ葉由来プロトプラストの調製
　 左鉢植えザゼンソウ真ん中左写真の矢印の葉

を切り取り外葉中葉内葉を並べた写真右
調製したプロトプラスト

図2　ザゼンソウ葉由来プロトプラストにおける OX1-
, U-, および ND1- の細胞内局
在解析

図3　クワズイモ発熱期花序からのプロトプラスト調製およ
び 35S::GFP によるトランスフェクション

　 発熱するクワズイモ花序の熱画像左および可
視画像右

　 B雌花から調製したプロトプラスト左および
 タンパク質による緑色蛍光が観察された細胞

右
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トして細胞の発熱を抑える実験などを開始することがで
きることから植物の発熱機構を解明する上で当該技術
はやはり欠くことのできない技術と考えている
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