
食品総合研究所は 食料自給率の向上 地域農業 食品産業の活性化 健康的
で安全 安心な食生活の維持 増進 食品廃棄物の減少と環境負荷低減など わ
が国の抱えている問題解決のための研究に精力を傾けている 具体的には 革新
的な食品製造技術の開発 食品機能性成分の分子レベルでの作用機構の解明 偽
装表示防止のための判別 検知技術の開発 有害生物 化学物質の検出 制御技
術の開発のための研究を行っている
食品に係る技術のほとんどは基礎的な研究成果や既存の先端技術の組み合わせ

により成り立っており 食品研究は華 しい先端科学技術そのものではない地味
な研究分野である しかし 技術革新の必要性は他産業分野と変わりはなく 絶
えざる技術開発が求められている そのためには 最新の科学知識と技術を取り
入れることを怠ってはならない 食品研究の大きな助けとなるのが 進展著しい
バイオテクノロジ であり 食品総合研究所における研究にも最新のバイオテク
ノロジ の成果が活用されている
例えば 食品総合研究所は 最新の 解析技術を活用することにより 遺

伝子組換え農産物の検出 定量技術や農産物の品種判別技術を確立した 開発し
た技術は農林水産消費安全技術センタ などの検査機関に移転され 検査に必要
な試薬は企業からキットとして市販されている それ以外にも 味の認識機構
食品成分の体内動態や分子認識 有用物質の生産技術 有害微生物 物質の迅速
検出などに係る研究において バイオテクノロジ ライフサイエンスを活用し
た多くの成果をあげている
食糧 号では バイオテクノロジ を活用したトピックス的な研究について

解説する 食品に係る研究者や技術者だけでなく 食に関心をお持ちの多くの
方 にも広く活用して戴くとともに 現在の食総研の活動について少しでもご理
解戴ければ幸いである

平成 年 月
独 農業 食品産業技術総合研究機構 食品総合研究所

所 長 林 徹

ま え が き
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食事はヒトの生命活動に必要な栄養素を摂取するために必要不可欠なものであ
るが それだけに留まらず 精神的充足感をもたらすなど生活の質を決定づける
要因の一つでもある また 味 は本来 口腔内に含んだものが摂取すべき物か
否かを判断するために存在しているが 基本的に食べられるものだけが手に入る
現代においては 食品の消費の鍵を握る嗜好性を司る重要な要因として位置づけ
られている そこで 嗜好性の高い食品を開発するために人工甘味料を始めとす
る新規味物質の開発や どのような食品成分の組み合わせが嗜好性を高める味を
創出するかについての研究開発が長年行われてきた これらの過程で味を評価す
る方法の主流はヒトの感覚を用いた官能評価である 官能評価はヒトの嗜好性を
加味して食品丸ごとを評価できる優れた方法であるが 人を媒介として用いるた
め 必要とする人材や試料の確保などに問題点がある方法でもある そこで 筆
者らは官能評価法を補完する味の評価法の創出を目的として 人が味を受容する
分子的な仕組みを培養細胞に再現することにより味を評価する方法を開発し そ
の利用による新規味物質探索を試みた 具体的には 独自に味覚 チップを
開発して味を受け取る器官である味蕾に発現する遺伝子の網羅的取得の試み お
よび甘味 うま味受容体発現細胞の作製とその利用による味覚増強物質探索を
行ったので その概要を紹介する

味の話を誤解のないようにするのは難しい その原因の一つは 味の話に関わ
る言葉の定義がまちまちであることである そこで まず 味覚研究で使用され
る言葉の定義と一般の認識の差について紹介したい

味覚 といえばもちろん五感の中の一つを示す感覚である という定義は科学
に携わる方 でなくとも理解できると思われる しかしながら 視覚 嗅覚
など他の感覚と異なり 味覚 は科学用語の範疇を超えて使用されている 例え
ば 味覚の秋 味覚狩り 郷土の味覚 などで 美味しい農産物 おいしさ
を指す言葉として利用されているのを頻繁に目にするのではないだろうか 一
方 私たちが普段 味 という言葉を使うのは食べ物を口の中に入れた時の印象
であることが多いのではないかと推察する 例えば 味見 とは読んで字のごと
く 口に入れた食品の質を味覚を使って評価していると思っている方が多いかと

味 味覚 言葉の定義について

味を受け取る仕組みに関わる分子の同定と
その利用による味評価系の開発

はじめに

味 とは何なのか
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思われる しかし 味見をする時に使っている感覚は味覚だけではない 私たち
が口に食べ物を入れると味 味覚 香り 嗅覚 食感 触覚 温度 触覚 な
ど様 な感覚がほぼ同時に生じてくる つまり 私たちが口に入れた食品の質を
吟味している時には味覚以外の感覚からの情報が既に入っている あるいは混在
している状態にあり 純粋に味覚からの情報だけを感じている状況はほとんど皆
無である 味を扱う研究者 食品開発者はこのような背景を踏まえて語句を使用
していく必要があろう

味 に関して科学的にきちんと定義づけされているのが 基本味 である 基
本味の概念は 赤 青 緑 の組み合わせで色を作り出せるように 味につい
ても特定の要素を混ぜるだけで全ての味を作り出せないかという試みから産まれ
た定義づけである 基本味は 味蕾という舌を中心とする口腔内にある味を受容
する器官によって受容され互いに明確に区別できる味と定義付けされている こ
の定義に合致するのは現在のところ 甘味 苦味 酸味 塩味 うま味の つの
味である その他の 味 例えば辛味は 他の味とは明確に区別される味ではあ
るが 味細胞を介さず味蕾の近傍にある神経の自由終末によって受容されるため
基本味ではない また うま味の取り扱いには注意を要する うま味は基本味と
して 年頃から国際的に認識され始めた最後の基本味であり 学術用語で

と表記される の定義は グルタミン酸が呈し イノシン酸
グアニル酸などの核酸で増強される味 であり その他の味を含んでいないがこ
のことは意外に知られていない 一方 食品添加物を扱う方 の指し示す 旨味
には貝の味であるコハク酸などの有機酸などを始めとする おいしさ を呈する
味一般が含まれることが多い このように 使用する人により幅がある原因は
うま味 という言葉は元 うまい味 すなわち嗜好性を意味する言葉であるた
め 日本人は学術的な と嗜好性の表現である 旨味 を混同して使用
していることにある また グルタミン酸が呈する味 うま味 と コハク酸を
始めとする嗜好性の高い物質の 旨味 にどのような相関があるかについては
科学的にはほとんど解明されていないのが現状である 基本味の受容体について
は塩味以外は明らかになってきており うま味についても受容体 が
グルタミン酸を中心とするアミノ酸を受容し その応答はイノシン酸やグアニル
酸により増強されることからうま味受容体であるとされている このような分
子レベルの研究を取り入れるならば 単に うま味 というよりは受容体

を介する味 のように受容体分子の種類で味を分類する方が厳密な定義付
けを可能にするかもしれない
基本味以外の味としては 辛味 以外には えぐ味 渋味 などの味がある

また こく など人によって認識が異なる味や 厚み 広がり えもいえない

定義づけられている味 基本味
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基本味は味蕾の頭頂部にある味孔で受容される 味神経は味蕾を構成する味細胞とシナプ
ス結合して味細胞からの情報を伝達するが 自由神経終末はそれ自体が刺激を受容する

おいしさ など 風味 とも言われ 味 であるかどうかが明確でない要素も存
在している 本稿では 基本味の発生する仕組みを中心に話を進めるが 基本味
以外の味受容についても分子レベルでの研究が進んできており 辛味など味質に
よっては本稿で紹介する様な細胞を用いた味の評価法を展開することが可能であ
る

さて 味物質と味覚受容機構の話を始める前に まず味物質が口腔内に入って
から味として認識されるにいたるまでの経路について紹介をしたい 食べ物の中
の味を呈する物質 味物質は舌を中心とする口腔内に点在する味蕾という器官の
中の味細胞に結合する 図 味蕾は数十個の細長い味細胞と球状の基底細胞
から構成される 味細胞はその組織学的形状から 種類に分類され さらに甘味
を受容する細胞 苦味を受容する細胞というように味感受性により細分化され
る 味細胞には味覚受容体が存在し 味物質と結合するとその情報が細胞内に伝
達されて細胞が興奮し 味神経に味を受容した信号が伝えられるというのが 味
覚受容伝達機構の初期段階である その後 味神経に伝えられた情報は次 と神
経間に伝達され 大脳の味覚野で味と認識される 図 その伝達経路の過程で
味質間 嗅覚など他の感覚などとの相互作用が起こり 最終的な脳における味と
しての認識へと至る

味物質が味として認識されるまでの道筋

図 味を受容する器官である味蕾の模式図
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味蕾は舌の有郭 葉状 茸状乳頭中に存在する また 舌の基部 有郭乳頭 葉状乳頭
は舌咽神経に支配され 先端 茸状乳頭 は鼓索神経に支配されている これらの神経
を介して味覚情報は孤束核を経由し 大脳の味覚野に伝達される

味を受け取る仕組みが研究される以前から 新しい味物質は食経験や偶然から
発見されてきた 食経験を元に同定された味物質として代表的なのはうま味物質
グルタミン酸ナトリウムである グルタミン酸ナトリウムは今から約 年前
東京大学の池田菊苗博士が 湯豆腐の出汁の美味しさの原因物質を同定したいと
考え 約 もの昆布の出汁から うま味物質 として見出した 同様の手法を
用いて その後 鰹節からうま味を引き立てるイノシン酸が見出されている こ
れらのうまみ関連物質と同様に甘味物質も見出されている 低カロリ 飲料に使
用されているステビオシドはステビアという植物から抽出することにより見出さ
れたものである 一方 近年よく使用されているアスパルテ ム アセサルファ
ム などの人工甘味料は 実験中に指を舐めたなど偶然によって発見されてい
る
以上の味物質の発見は食経験であれ偶然であれ 実際に口に入れて味を評価す

ることだけで 物質の選抜を行っていることになる その一方で 医薬品開発な
ど生体を制御する物質の探索は作用点となる分子機構の解明とその利用により大
規模に展開されている そこで 筆者らは味物質の開発も医薬品開発のような方
法を取れないかと考えた 医薬品開発では ある特定の生理現象を制御すること
を目的に しばしば その現象を担う分子を標的に物質開発が行われる 図
その中で 対象とする現象が起こる分子機構をまず明らかにし 標的とする分子

図 舌と舌の神経支配の模式図

なぜ分子を利用した味の評価法が必要なのか
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物質探索を例にとり 筆者らが目指した医薬品開発の方法を応用した食品の味の評価系
開発の概略を示した

以上を踏まえ 本稿で紹介する内容は大きく二つである 一つは味覚 チッ

を設定し その分子に作用する物質を培養細胞や抗体 チップなどのツ
ルを用いて探索するのが 開発の第一段階 すなわち候補物質の絞り込みである
候補物質はその後 マウスなどの動物を用いた検討 最終的にはヒトによる臨床
試験を経て実用化への運びとなる 一方 官能評価を主流とする味物質評価をこ
のスキ ムに当てはめてみるとどうであろう あまたある物質に対していきなり
臨床試験を行うようなものではないだろうか そこで 味物質の探索についても
味を受容する仕組みを明らかにしてその仕組みを培養細胞に再現することができ
れば 味物質の探索において候補物質の絞り込みに利用できると考えた

プとその利用による味蕾特異的分子の取得とその機能解析であり もう一つは味
覚受容体の利用による味評価系の開発とその利用による新規味物質探索である

筆者らはまず 味を受容する仕組み すなわち味覚受容関連遺伝子の同定を試
みた 筆者らが味覚の研究を始めた当初 年 は 基本味 甘 苦 酸 塩
うま味 の受容体は一つも明らかにされていなかった そこで 筆者らはマウス
の味感受性の差の原因遺伝子の解明とマウスの味受容器である味蕾に特異的に発

味覚 チップの作製と利用による味蕾特異的発現候補遺伝子の取得

図 味覚受容 伝達機構を利用した食品の呈味性評価系の概念図

味覚受容関連遺伝子の単離と同定
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遺伝子座の近傍に味細胞特異的に発現する タンパク質共役型受容体

現している遺伝子の網羅的探索の二つの方法を行うことで味覚受容関連遺伝子を
取得しようと考えた まず マウスの甘味感受性の差の原因遺伝子座である

が位置することを手がかりとして 年に 遺伝子座に位置する タンパ
ク質共役型受容体 を発見した その一方で の同定に併行して
マイクロアレイを用いた味蕾特異的に発現する遺伝子の網羅的探索を試みた

マイクロアレイ法とは 数千から数万の遺伝子 をスライドガラ
スなどの上に固定化した チップを用いて特定の組織におけるそれら遺伝子
の発現を検出する方法である 現在では 生体に発現している のほとん
どを網羅するマイクロアレイが市販され 汎用されるようになったが 研究を始
めた当初は マイクロアレイに固定されている遺伝子の種類は限られており 脳
などの主要な組織に発現している遺伝子を取り扱うものしか市販されていなかっ
た 当然舌のわずかな部分を占める味蕾に対する チップは存在しない そ
こで 独自に マイクロアレイを作製して味蕾特異的に発現する遺伝子の
網羅的な取得を行った

味蕾特異的遺伝子候補として選抜した遺伝子については組織発現様式の解析を
行って味蕾や舌上皮における発現を解析した マウス有郭乳頭の切片を用いた
ハイブリダイゼ ション法を行ったところ 発現量が低いため味蕾における

発現を確認できない遺伝子や味蕾だけでなく上皮にも発現が確認される遺伝子な
どが複数確認された 最終的には味蕾特異的に発現する遺伝子を 種類得るこ
とに成功した 図
取得した味蕾特異的に発現する遺伝子に関して組織発現様式の解析を行い機能

の予測を行った 味蕾特異的に発現する遺伝子は 味蕾全体に発現する遺伝子と
特定の味細胞に発現する遺伝子に分類される 味蕾は多様な細胞から構成され
受容体の発現など細胞ごとに遺伝子発現様式が異なることが知られていることか
ら 特定の味細胞に発現する遺伝子に関しては 既知の味覚関連遺伝子との共発
現様式を調べることによりその機能を予測することが出来る また 近年は ほ
とんどの遺伝子が何らかの遺伝子情報を有していることから バイオインフォマ
ティクスを利用した遺伝子機能の予測も重要であり 両者を融合させた機能解析
を行っていくのが効果的である 図
そこで まず 取得遺伝子の内 特定の味細胞に発現する遺伝子について 二

重標識 ハイブリダイゼ ション法を用いて既知の味覚関連遺伝子との共
発現様式を解析した その結果 甘味 うま味受容体 と共発現して甘味あ
るいはうま味に関与することが予想される遺伝子 甘味 苦味 うま味情
報伝達に共通して関与する と共発現する遺伝子 などを

遺伝子発現様式の解析による取得遺伝子の機能予測
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取得した遺伝子についてマウス舌有郭乳頭上皮の味蕾における発現様式を示す 黒く染
色されている箇所が遺伝子が発現している細胞を示す 各写真左上の記号は著者らが暫
定的に付けた遺伝子番号である

見出した また これらのカテゴリ に属さず どの遺伝子とも部分的に共発現
する遺伝子も複数見出している これらの遺伝子の機能予測を行うには新たな味
細胞のマ カ となる遺伝子の知見が必要である

取得遺伝子に関しては さらに詳細な遺伝子発現様式の解析 他の分子との相
互作用の解析などを現在も進めており 味覚情報伝達に重要だと考えられる分子
を複数見出している
一つは味覚受容体と結合する可能性がある タンパク質 である

は口腔内の部位により発現に差があり 舌の奥の有郭乳頭 側部の葉状乳頭では
甘味 うま味受容体ファミリ と共発現し 特に 甘味受容体
とほぼ発現が重なる 一方 舌の先端に点在する茸状乳頭 軟口蓋の味蕾には発

取得遺伝子の機能解析

図 味覚 チップを利用して取得した味蕾特異的遺伝子の例
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現が観察されない よって 舌の奥で甘味受容に関与する可能性を筆者らは期待
しており その生物学的意義とともに現在検討中である
もう一つは細胞内のナトリウム カリウム濃度制御に重要な役割を持つポンプ

のレギュレ タ である 筆者らは と共に機
能する のサブタイプを探した結果 サブユニッ
ト と サブユニット が と共発現することを見出した これらはい
ずれも甘味 苦味 うま味受容体と同じ細胞に存在していることから 甘味 苦
味 うま味情報伝達には その他の味の情報伝達とは異なるナトリウム カリウ
ム濃度制御系があると考えており ナトリウム カリウムの細胞内イオン動態が
甘味 苦味 うま味の強さなどに影響する可能性も視野に入れて今後の研究展開
を図っている

筆者らは味覚受容関連遺伝子の探索と併行して 味覚受容体分子の食品開発へ
の応用を試みた すなわち 味覚受容体を発現している培養細胞を作製し 食品
成分の添加刺激の結果得られた応答を解析することで食品成分の呈味性を評価す
ることを計画した 味覚受容体を用いた呈味性の解析は国内外で広く行われるよ
うになってきており その大部分が培養細胞であるヒト胎児腎臓由来の
細胞を用いている 細胞はそのままでは味刺激に対して応答しないが
味覚受容体などの分子を導入することにより 味覚刺激に対して細胞内カルシウ

培養細胞を用いた味応答の測定方法について

図 味蕾特異的発現遺伝子の機能予測および機能解析の概略

味覚受容体を利用した食品成分の呈味性評価系の開発
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ムイオン濃度が上昇するというかたちで応答するようになる そして 作製した
培養細胞内にカルシウムイオンの蛍光指示薬を導入し細胞内カルシウムイオンの
濃度変化による蛍光量の変化を測定するカルシウムイメ ジング法によって味応
答を観察することができる 図

このような方法を用いて食品成分の呈味性を評価することを目的に まず 筆
者らが 年に同定した甘味 うま味受容体 を利用して うま味受容体

および甘味受容体 を恒常的に発現する細胞の作製を
行った 手順を図 に示す 味覚受容体の発現プラスミドを構築し 細胞内に導
入したのち 発現プラスミドに対応した薬剤選抜を行った 培養細胞は種類が同
じであっても 細胞による応答能の違いが頻繁に観察される そこで 薬剤選抜

味覚受容体を恒常的に発現する培養細胞の作製

図 受容体を培養細胞に発現させて味覚応答測定する方法のイメ ジ図

図 味覚受容体を恒常的に発現する細胞作製の概略図
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図はそれぞれ味刺激前後の細胞応答強度を示す 白色になるほど細胞応答が強い

左 糖に対する応答解析例
右 人工甘味料アセサルファム に食品成分を添加した場合の甘味応答強度変化の解析例

後の培養細胞を数十種類単離して味覚応答を測定し 応答能の高い細胞を呈味性
評価に用いる細胞とした 現在 甘味受容体発現細胞とうま味受容体発現細胞を
保有している 図

筆者らは作製した甘味受容体を恒常的に発現する細胞を用いて 様 な食品成
分の評価を開始している その中の一つは糖の甘味度評価である 図 筆者ら
の保有する甘味受容体発現細胞は のショ糖に対して強い
応答を観察することが可能である そこで 同じ の糖 グルコ ス トレ
ハロ ス について応答強度を測定 比較してみた その結果 甘味強度はショ
糖 グルコ ス トレハロ スであり 官能評価と呼応することが示された
また 食品中の他の成分が甘味応答にもたらす影響についても検討を開始してい

味覚受容体を恒常的に発現する培養細胞の利用による食品成分の評価

図 作製した甘味あるいはうま味受容体を恒常的に発現する細胞

図 食品成分に対する甘味受容体発現細胞の応答
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プロトタイプのセルチップの設計図
プロトタイプのセルチップ 実際に探索に使用したセルチップは
チュ ブが直接接続されていない

る 今のところ 甘味応答に明瞭な影響を与える食品成分を見出すには至ってい
ないが 今後他の成分に関する解析と官能評価との相関について検討していきた
いと考えている

味覚受容体を発現する培養細胞は呈味性の評価に有効であるが 微妙な味の差
を明らかにするのが難しいこと 味の強さと時間の関係を評価できないこと 自
家蛍光や細胞傷害性を有するサンプルを評価できないといった制限があることが
短所である 一方 培養細胞を用いた評価法の長所は膨大な試料を比較的短時間
で評価できることと 評価に必要なサンプルの量が少なくて済むこと 評価に関
わる人が少人数で済むことである これらを考慮すると 味覚受容体発現細胞が
もっとも効力を発揮するのが新規味物質を探索するためのツ ルとしての利用で
あろう そこで 新規味物質の探索を試みることとし まず最初に探索系の構築
を検討した 実験室レベルの装置を探索という産業側に一歩踏み込んだシステム
へ発展させるためには 細胞応答測定の効率化を図る必要が生じた それまでの
細胞応答測定は 枚のシャ レに播種した細胞に対して一つの味物質を潅流刺
激し 顕微鏡を用いて蛍光量の変化を測定していた そこで 幅 以下の微
少な流路を作製し その流路を顕微鏡の視野内に 本集積させることで一度に
個の試料を潅流して連続的に評価できるセルチップを開発した 図 その結
果 流路に播種した細胞に連続 回の潅流刺激を行うことができ ウェルプ
レ トに分注した試料を連続的に評価することが可能になった また 微少な流

味覚受容体を恒常的に発現する培養細胞の利用による呈味増強物質の探索

図 開発した多検体微量試料を連続的 並行的に評価できるセルチップ
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路を利用することで 評価する試料の量はわずか数 で済むことも明らかに
なった そこで このセルチップを組み込んだ呈味物質探索装置を利用して呈味
増強物質の探索を行うこととした 図
探索のタ ゲットとする味としてうま味を選択した うま味は食品に心地よい

味を付加することが知られ うま味物質やうま味増強物質が食品に多用されてい
る 代表的なうま味物質としてグルタミン酸ナトリウム うま味増強物質として
イノシン酸ナトリウムが知られているが 何れもナトリウム塩である ナトリウ
ム塩の過剰摂取は高血圧を始めとした生活習慣病の発症への関与が示唆されてお
り適正な摂取が呼びかけられているが 我が国では過剰摂取になっている そこ
で ヒトうま味受容体 を利用した系を開発しナトリウム塩ではな
いうま味増強物質を探索することとした 探索源としては 日本発 の研究であ
ることを意識し 地域特産品を中心に食品を収集して食品成分ライブラリを作製
した そして ヒトうま味受容体 を発現させた培養細胞を組み込
んだ呈味物質探索装置を利用してうま味増強物質の探索を行った その結果 今
までにその効果を知られていないうま味増強物質を複数同定することに成功し
た 現在 同定した物質の諸性質を検討中である

図 目指す探索系のイメ ジ図
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以上の研究によって 味覚受容関連遺伝子の探索 同定という基礎研究を 食
品成分からの呈味増強物質の探索 同定といった応用研究へと展開した 本研究
では うま味に照準を絞った研究を行ったが 同様の手法は他の味にも適用可能
である 今後 本研究の成果を多数の味の評価に応用していくことにより 本法
が官能評価を補完する次世代型の味覚評価法として利用されていくことが期待さ
れる 図 また 本研究では膨大な食品成分を効率よく評価する方法にも成功
した よって 食品成分の機能評価という観点からも新たな評価のアプロ チを
示すことができたのではないかと考えている

食品機能研究領域 食認知科学ユニット 日下部 裕子

進藤洋一郎 日下部裕子 日野明寛 味覚研究への チップの応用 日
本味と匂学会誌

図 味覚受容体を発現する細胞を利用した味質の開発方法の概念図
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生体内で酸化修飾などの結果生じるのは酸化 のみではなくマロンジアルデヒド化
等の酸化 以外の修飾物が報告されており 広義には 修飾 と

いう用語を用いる方が適切である は 変性 している訳で
はないが 他の和文の総説等においては 修飾 ではなく変性 と記されること
が多い よって 本稿においても 変性 の名称を用いる

生活習慣病の代表である動脈硬化性疾患は 日本人の死因の を占め ガン
と並ぶ大きな要因となっている さらに 近年の急速な高齢化や生活習慣の変化
による発症予備軍の増大が指摘され 有効な予防対策の確立は必須である 動脈
硬化症は 食生活と密接な関係があり 食生活の改善は重要な予防法の一つとさ
れている 動脈硬化の危険因子として 悪玉コレステロ ルとして知られる酸化

低密度リポタンパク質 があげられるが 酸
化 とは 酸化的修飾などを受けた 分子の総称であり 酸化的修飾によ
り生じる変性 の分子形態は多種多様であり 修飾の程度も異なった不均一
な分子集団である 図

図 変性 の多様性 引用文献 より

受容体機能の解析と再構築による
分子認識素子の開発
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一方 生体内にはスカベンジャ 受容体 と名付けられた受容体ファミ
リ が存在する は 酸化 などの変性 を認識し取り込む機能を有
しており 動脈硬化の初期過程に関与する受容体として注目されている は
マクロファ ジなどに発現していることが知られていたが 動脈硬化症と密接な
関係にある血管内皮細胞から変性 を認識する受容体として始めてクロ ニ
ングされたのが であった

が酸化 を始めとする変性 を認識し取り込むことにより生じる
シグナルが 動脈硬化発症に向かう機能不全を血管内皮細胞に生じさせると考え
られている は動脈硬化症発症制御の一つの標的として 最近注目を集め
ており 種 の観点から多くの論文が発表されるようになっているが 発見当時
は 他の と全く構造を異にする であり 研究の手掛かりとなるような知
見も少なく 研究グル プ数も限られていた
一方 筆者らは 受容体等の膜タンパク質の機能解析とその活用に興味を持ち

研究を進め 発見前から内皮細胞由来の の研究にも着手していた 他
のグル プによって最初にクロ ニングされた は ウシ血管内皮細胞由
来であるが 筆者らはヒト血管内皮細胞からクロ ニングした

を研究対象とし リガンド認識機構 高次構造 リガンド取り込み機
構など 新たな知見を報告して来た
そこで本稿では を中心とした受容体機能の解析とその利用 並びに

今後の展開に関して解説する

は アミノ酸からなり 細胞内領域 膜貫通領域 細胞外領域の
つの領域から構成されている一回膜貫通型の膜タンパク質である 図 ア
ミノ酸からなる細胞内領域は ネック領域と タイプレクチン様領域
の つから構成されている ウシ血管内皮細胞由来 は多様な構造の変性

分子種を始めとして 老化赤血球 アポト シス細胞 細菌なども認識対象
とするマルチリガンド受容体であることが報告されていた 一方 は
クロ ニング直後の分子であったため リガンド認識に重要な構造に関しても何
ら知見がない状態であった そこで 筆者らは まず のリガンド認識に
必須な構造について解析を行った リガンド認識に直接関わるのは細胞外領域で
あるので この領域に常法に従い 欠損変異 部位特異的変異を導入し リガン
ド認識に必須の部位や配列を解析した 解析は 変性 取り込み能を欠く細
胞に 野生型 変異 を強制発現させ 蛍光標識を導入した変性

取り込み能を観察することにより評価した
その結果 末端の アミノ酸残基が のフォ ルディング 正しい

立体構造を形成すること やソ ティング タンパク質が翻訳後 細胞内小器官

リガンド認識に必須な構造
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を経て機能すべき場所に輸送されること に必須であること 番目
の アルギニンを意味する がリガ
ンド認識に必須のアミノ酸残基であること等が明らかとなった また 糖鎖の
付加が予想される配列が 箇所あるが には実際に糖鎖が付加され
ていることが確認された 図 しかし 糖鎖欠損変異においても変性 結
合能は維持されていることが示され 変性 の認識には糖鎖は関与していな
いことが示された また ネック領域には 箇所のシステイン残基 が存
在するが この を介して は分子間 結合を形成しており 細胞上
における の基本単位はダイマ であることを明らかにした しかし こ
の に変異を導入し ダイマ 形成能を失った も正常に変性 を
認識することから 分子間 結合の形成によるダイマ 形成は のリガ
ンド認識に必須ではないと当初考えられたが 現在では の安定化に分子
間 結合が重要であることが明らかにされている
上述の解析途上において 並びにダイマ 形成に必要な を含む

ネック領域の一部を付加した の大量調製に成功した 後述 そこで
リガンド認識領域の高次構造解析にも着手した 並びに の両者
の結晶化に成功し ダイマ を形成することにより 分子の が 変性

を認識するのに必須な位置関係を取ることを明らかにすると共に が
分子の配向に重要なアミノ酸残基であることが確認された また ダイ
マ の分子表面には 変異の導入により認識能を失うことが明らかになっていた

図 の構造
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残基が規則正しく並んでいることも示された 図 この塩基性残基
の並ぶ構造 は が酸化修飾の結果帯びる負の電荷と相互作用
し による変性 認識に大きく寄与していると考えられている

がダイマ を基本単位として細胞膜上に存在すること 並びに ダイ
マ 構造を取ることにより 変性 認識に重要な規則的な が形成
されることが高次構造解析 細胞生物学的解析 及び 生化学的解析から明らか
となった しかし ダイマ に対して 変性 分子の大きさは巨大で
あり の形成する領域が であるのに対して 変性 の半径は

ダイマ がどのようにして変性 を捕捉し 細胞内へ取り込むのか
という疑問が残っていた 既に 当時筆者らは 細胞上で がダイマ より
大きなオリゴマ を形成して存在することを示唆するデ タを得ていたことか
ら 結晶構造発表時においては ダイマ を形成した が クラスタ を形
成することにより巨大な変性 を認識し 取り込むという仮説を提唱した
図
また 筆者らは 発現細胞による変性 認識能の解析過程で
発現量に依存した認識 取り込みを示す一群の細胞集団がある一方で
が発現しているにも関わらず 変性 取り込み能を欠いている細胞集団があ
ることを発見した この現象をさらに詳細に解析していくと 細胞当たりの

発現量が一定量を超えると 発現量と変性 取り込み量に相関
が現れることが明らかなった 図 そこで この閾値を挟んだ を発現し
ている安定発現株を樹立し の発現状態と認識能の関連を詳細に解析す
ることとした 当時は 目的とする発現量のクロ ンを効率的にスクリ ニング
する手法や機器は開発されていなかったため 筆者らは に融合した蛍光

図 ダイマ を形成した の構造 左図の赤線が分子間 結合
を 右図の青色が を示す 引用文献 より

機能単位の解明
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タンパク質の蛍光強度を指標に 求める発現量のクロ ンを的確に選抜する手法
として スクリ ニングの早期 各コロニ は 細胞 細胞程度 にコロニ
の蛍光を蛍光顕微鏡でチェックし 適切な発現量のコロニ をクロ ン化する方
法を確立した この手法により 発現量が閾値以下の安定発現株

株 と閾値以上の安定発現株 株 を樹立し
た 上記の両細胞集団を比較したところ 株においては が細胞膜上の
特定の領域にクラスタ を形成していることなどが認められた さらに 変性

取り込み能を示す 株においてのみ ヘキサマ 以上の会合体を形成した
の存在が確認され はクラスタ を形成することにより巨大分子

である変性 を認識し取り込むことが実験的に示された 以上の結果から
はダイマ を基本単位として細胞膜上に存在するが 機能単位はダイ

マ が 分子以上会合したヘキサマ 以上のオリゴマ であることが明らかに
なった ここに 結晶構造解析の結果から提案された仮説が実験的に証明された
こととなった

ゴマ を形成し 酸化 を
図 が 基本単位であるダ 図 が機能単位であるオリ

イマ を細胞膜上で形成して
いる様子 赤い点は 残基 認識している様子 引用文献
引用文献 より より
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は蛍光タンパク質である との融合タンパク質として発現 変性 は蛍
光色素である によって標識されている 横軸が の発現量を 縦軸が取り込
まれた変性 の量を示している
領域 非特異的な蛍光 領域 の発現量が閾値以下でリガンド結合能が発揮
できない 領域 発現量が閾値を越え 発現量とリガンド結合量に相関が
ある 引用文献 より

冒頭に述べたように 変性 は 動脈硬化発症のリスクとして知られてい
るが その分子形態は多様である 従来 酸化 の定量方法として 酸化

中の特定の分子を検出する抗体を利用した手法 特定の分子の化学分析
法などが行われているが 全ての分子種を捕捉しているという確実な保証はな
い また の手法では 使用する抗体によって結果が異なり さらに これら
の抗体が確実に動脈硬化発症に関わる分子種を捉えているかについても曖昧な点
が多い 一方 は 全ての変性 分子種を認識可能なマルチ認識能を
有している さらに のリガンド認識に必須な構造を解析する過程で 糖
鎖を欠いた のみでもリガンド認識能を保持していることが示された そ
こで マルチ認識能を維持した 認識領域を再構築することにより 変性

分子種を広く捕捉可能な認識素子の開発が可能になると考え 認識

図 の発現量と変性 取り込み量の相関

リガンド認識能の再構築
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修飾の種類の異なる 種類の変性 完全酸化 初期酸
化 マロンジアルデヒド化 を再構築 は認識可能である
横軸が変性 量 縦軸は認識の強さを示す

能の再構築を試みた
その結果 大腸菌を宿主として大量発現させた際に菌体内に蓄積される凝集物
封入体 を筆者らが開発した再生手法 法と命名 によりリフォ ルディン
グ 正しい構造に巻き戻すこと することにより 簡便に再構築が行えることが
明らかになった 再構築受容体は マルチ認識能を有しており 変性 認識素
子として活用できることが確認された 図 結晶構造解析時には 古典的な
希釈透析法によるリフォ ルディングを行ったが これは 法に用いる界面活
性剤の持込などが結晶化に影響したことによる 希釈透析法は 膨大な手間と時
間を要する手法であり 認識素子の実用化を視野に入れた場合 他の手法が望ま
しい 法の適用により 簡便に大量の認識素子を提供するという問題が解決
された また 開発された認識素子を 法における抗体分子の替わりに マ
イクロプレ トリ ダ などの広く普及している機器による測定に用いることに
より 容易に変性 を検出するシステムの開発が可能なことが示された こ
の検出システムにより 変性 生成抑制を指標にした 食品や食生活の動脈
硬化発症抑制効果の評価などが可能になる他 診断技術への活用が期待される
また 大腸菌内で発現させる際に 末端にビオチン化タグなどを付加するこ

とにより リガンド認識に重要な 末側の構造に影響を与えずに 固相へ容易に
固定化可能なことも示されたことから 受容体チップなどとして活用する際に有
効であると思われる 図

図 再構築 による構造の異なる変性 の認識
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に認識され取り込まれた変性 は 細胞内小胞輸送系により輸送さ
れ 最終的にはリソソ ムに運ばれて分解されると予想される 変性を受けてい
ない通常の は 細胞内小胞輸送経路のモデルとして活発に研究が行われ

受容体の細胞内挙動共 多くの知見が蓄積されてきているが 並
びに認識され取り込まれた変性 がリソソ ムに至る細胞内輸送経路は全く
不明である 一般に リガンドが受容体に結合することによりシグナル伝達が生
じ 遺伝子の活性化 タンパク質分子の発現が引き起こされ 細胞機能が変化す
ることは良く知られている 近年はこれに加え 取り込まれたリガンドやリガン
ドと共に取り込まれた受容体分子が 細胞内輸送途上でシグナルの消長を起こす
ことが細胞の機能変化誘導に極めて重要であると考えられており 時空的解析の
重要性が広く認識されている
筆者らは 取り込まれた変性 が 未変性の と全く異なった動きを示

すことに研究の早期に気がつき 変性 は とは異なった細胞内装置を
介した小胞輸送経路を経ると考え その詳細解析に着手した 近年 蛍光タンパ

図 表面プラズモン共鳴による再構築 と変性 との相互作用の
様子を示すセンサ グラム 再構築 をチップ上に固定化し
酸化 溶液を で添加し で洗浄を行った結果 変性 とし
て を使用 濃度は の範囲で行った 引用文献
より

に取り込まれた変性 の細胞内挙動の解析
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ク質の活用による生細胞を対象にしたタイムラプス計測技術が 多くの情報をも
たらすようになっている これは 顕微鏡光学系などハ ド面の発展に負うとこ
ろが大きいが 細胞などの生物試料を供する手法が追いついていかず その機能
を十分に活かしていないのも事実である そこで研究を進めるに当たり 生細胞
の機能を維持したまま高分解能での細胞観察を可能にする手法の開発を行った
その結果 細胞のダメ ジを最小限に抑える顕微鏡用プレパラ ト作製手法の開
発に成功すると同時に この手法を発展させ 長時間に渡る生細胞反応の観
察を可能とする観察用チャンバ の開発にも成功した
多面的な生化学的解析に加え これらの装置を活用することにより

は 細胞膜上の特殊なドメインに局在し クラスタ を形成していることが明ら
かとなった さらに と共に細胞内に取り込まれた変性 は 未変性
の とは全く別の輸送系に入り 動脈硬化症に結びつく機能変化を細胞に引
き起こすことを見出した また 変性 の乗り物である小胞は 輸送速度も通
常の輸送小胞と異なることが確認された 図 発表準備中 これらの知見は
細胞生物学における新知見として興味を持たれている さらに によって
認識される分子が 生体において動脈硬化発症に結びつく特殊な分子であること
も示しており 機能を再構築した認識素子による検出 評価系の重要性
を裏付ける基礎的知見にもなっている

動脈硬化症と並び 食生活に密接な関係のある生活習慣病に 糖尿病性血管障
害 糖尿病性腎症 網膜症 神経症が 大合併症として知られている があるが
この発症 亢進因子である後期糖化反応生成物

も変性 同様に多様な分子種の集合体である 生体内には こ
の を認識する受容体 が存在し 同
様のマルチ認識能を有している を対象に進めた受容体のマルチ認識能
の再構築という考え方を にも適用したところ に対する認識素子
の創出と検出 評価系の開発に成功した

の細胞外領域が とネックという つの領域からなる単純な構造
であるのに対し の細胞外領域は つのイムノグロブリン様構造

からなる 図 認識素子として再構築する上で 認識に必要な構造単位
を絞り込むことが必須であった 特に の場合 再構築された分子が安定性
を欠くという大きな問題があった 当初 ドメイン間に存在するリンカ に相当
する配列が不安定さに寄与すると考えたが ドメイン内に存在するプロテア ゼ
感受性部位の関与も極めて大きいことが明らかになった 一方 は多様な
リガンドを認識するが 糖尿病血管障害に関係するリガンドである の認識
には 基本的には ドメインのみで十分であることが示された そこで

糖尿病血管障害に関わる受容体への応用
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による変性 取り込み開始後 秒後の細胞像 多くの変性 白い
点 が 細胞膜直下に留まっている 取り込み開始後 分後 リソソ ムへの変性

の集積が顕著になる 未変性の 取り込み開始 秒後の細胞像 既にリソ
ソ ム領域まで輸送された が認められる 取り込み開始 分後 大半の
の輸送が完了している

の認識能に絞り 安定な機能単位の作出に努めたところ が 条件を
満足する認識素子として機能することが明らかとなった は ド
メインに とのリンカ 配列 並びに ドメインの一部 分子内 結合を形
成する の直前までの アミノ酸残基 を付加した構造をしている 図
ドメインのみを発現させることは困難であったが この アミノ酸の付加に

より 発現が可能となった さらに は プロテア ゼ感受性部位であ
る を含むにも関わらず プロテア ゼ耐性 並びに保存中の安定性
が増大していた この結果は を対象に開発された手法が にも基
本的にも有効であり 今後 マルチ認識能を持つ多くのタイプの受容体にも展開
可能であることを示唆している

図 により取り込まれた変性 の細胞内挙動
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プロテア ゼ感受性部位を示す が安定性 認識能共に優れた認識素子
であることが確認された

動脈硬化症 及び 糖尿病血管障害は 発症予備軍の増大から大きな社会問題
になっており 食生活を通しての発症 亢進の抑制は 重要な課題である 研究
の過程で開発された認識素子は 安定性の向上 比色定量などの特殊機器を必要
としない検出 評価技術として完成度を高めることで 変性 や の生
成抑制効果 受容体に対する認識阻害効果などを指標にした 食品による発症抑
制効果を簡便に評価する技術への活用が可能である これらの技術の活用によ
り 食生活の向上に資する科学的根拠に基づいた情報の提供 食品開発に必要な
基盤的知見の蓄積がなされ 食品開発研究に貢献できることを期待している ま
た 認識素子は 発症予備軍に対する発症リスク評価 食生活改善効果の評価な
ど 診断分野における活用も予想される
今後は 細胞内小胞輸送を中心とした細胞内現象の詳細な解析をさらに進める

ことによりにより や に認識される分子が引き起こす現象に関す
る知見を蓄積することが必要であり また認識素子を用いた検出系の実用分野に
おける有効性の検証が重要と考えている

変性 が動脈硬化の危険因子であると言われて久しい 現在 この変性
原因説に基づいた動脈硬化発症機構が広く受け入れられており は

その初期の段階に関与する重要な分子だと考えられている 本稿では この流れ

図 の構造と 認識に必要な最小領域

今後の展開

おわりに
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の中で進められた研究を の機能解析と再構築を中心に解説した
しかし 変性 は動脈硬化巣が形成された結果として血中に漏れ出してい

るのではないか なぜ生体が動脈硬化という異常を起こすための受容体を最初か
ら持っているのか等 変性 原因説には多くの疑問があることが指摘されて
いる が変性 を認識するためには 発現量が増大し細胞膜上でクラ
スタ を形成することが必須であるが がヘキサマ 以上のクラスタ
を形成すること自体が異常な現象であり クラスタ を形成していない
は 生体の恒常性を維持するための本来の役割を担っている可能性も高い 今後
は 変性 上の特定の分子も含めて の内在性リガンドとして機能す
る真の構造が生体内に存在するのか のクラスタ 形成は如何に制御さ
れているのか等 新たな視点からの解析にも取り組み 認識素子の活用により得
られる評価結果が 生体内の反応を反映した意義ある結果であるかも見極めたい
と考えている

謝辞 本研究を推進するに当たり 多くの研究者にご助力頂いた 特に 高次
構造解析は 生物工学研究所 当時 の楯真一教授 現 広島大学 大木出博士
現 奈良先端大学助教 との共同研究成果である また 本研究は 農林水産省
パイオニア特別研究 バイオデザイン計画 信頼機能プロジェクト 科学
技術振興機構 革新技術開発研究事業 シ ズ発掘試験 及び 日本学術振興
会 科学研究費補助金 の助成を受けて進められたものである
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かび毒とはかび 糸状菌類 の産生する二次代謝産物で ヒトあるいは家畜
魚類など高等動物に対して急性もしくは慢性の生理的あるいは病理的障害を与え
る物質群に与えられた総称である
食品への混入率が高いかび毒はリスク管理措置の対象として国内外を問わず議

論および調査されており かび毒の毒性評価は アフラトキシンなど特に急性毒
性や発がん性の強いものを中心に 動物実験を通して行われている 現在行われ
ている実験動物を用いた主な毒性影響試験としては 単回投与毒性試験 反復投
与毒性試験 生殖毒性試験 催奇形性試験などがある さらに 変異原性試験で
はサルモネラ等を用いた微生物試験が行われる事が多い
単回投与毒性試験では 大量の実験動物を使うにも関わらず 得られるデ タ

は 投与された動物の が死亡する量 だけであるとして 動物愛護の観
点から問題視され 今後この試験方法は縮小 廃止の方向へ向かわざるをえない
と思われる
かび毒の毒性に関しては 高濃度で摂取した場合の急性毒性はもとより 低濃

度での長期曝露による慢性的な健康被害や胎児期に母体がかび毒に曝露された時
の胎児への発生毒性や催奇形性などへの懸念が増大している 反復投与毒性試
験 生殖毒性試験 催奇形性試験などでは いずれも実験動物の長期間の飼育
観察が必要であり 生殖や催奇形性試験にいたっては 個体に留まらない何世
代にも渡った試験が必要であるため 経費及び飼育場所等の問題が大きい さら
に かび毒は誘導体を含め その種類は現在知られているだけで 種類を越え
その全てについて動物を使っての毒性評価を行うことは 不可能に近い なぜな
ら 前述のように実験動物に関する福祉の概念が世界的にますます増大してお
り その審査も厳密になっているからである 各国行政でも動物実験代替法の具
体的な方策を打ち出しており 我が国でも 年国立医薬品食品衛生研究所の
中に日本動物代替法検証センタ が設立されている また こうした動きを法律
で明文化した動物愛護法が 年に改正され 科学的利用に供する場合の方法
の項に いままであった苦痛の軽減のほかに 使用数の削減 および動物を用い
ない他の方法を用いることが記載されている
そこで我 は 最小限の動物実験で最大限のかび毒の毒性評価を行うため ま

ず 真核微生物である酵母の遺伝子を用いて 大まかな毒性評価を実施出来る方

毒性評価法及び マイクロアレイを用いた
マイクロアレイと酵母細胞を用いたかび毒の

かび類の網羅的検出法の開発

はじめに
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法を開発したので紹介したい
また マイクロアレイは 特定の を有している生物の網羅的検出に

も有効であり ここでは 食品中に含まれる有害なかびについて 検出する方法
についても紹介する

かび毒の中でも最も有名かつ有害であるものとしては アフラトキシン群が第
一にあげられる アフラトキシンとは を始めとする 数種の関
連物質の総称であり 熱帯から亜熱帯地域にかけて などのか
びにより産生され 紫外線の照射により強い蛍光を発することが特徴的である
熱に強く 通常調理などに用いられる加熱状態では 分解されずに残留する割合
が高い アフラトキシンは 年にイギリスで七面鳥が大量死した際の分析中
に発見された 人に対する急性中毒の例としては 年にインドで肝炎のため
に 名が死亡した事件やケニアでの急性中毒事件などがある 日本では検疫所
の検査や自治体の衛生研究所などのモニタリング調査により厳重な監視が行われ
ている
また ある種類の植物病原菌は作物に病気を起こすだけではなく 人や家畜に

健康被害を及ぼすかび毒を産生する 麦類に赤かび病を起こす
はかび毒を産生する代表的な植物病原菌である 本病原菌の産生する毒

素で最も有名なものはデオキシニバレノ ル とニバレノ ル い
うトリコテセン系のかび毒である 図 に と の構造式を示した

には アフラトキシンのような明確な発がん性は知られていないが 悪
心 嘔吐 腹痛 めまい 下痢 頭痛等の諸症状を伴う中毒症を引き起こす急性
毒性があることは昔からよく知られていた 現在問題になっているのは こうし
た高濃度の汚染によるものだけではなく より低濃度の汚染でも 長期間摂取し
ていると成長抑制 体重低下や免疫力低下等ヒトの体に影響を及ぼすような長期
毒性である
このような背景から 国際連合食糧農業機関 と 世界保健機関

によって設立されたコ デックス委員会では 国際的な政府間機関の間で

図 と の構造式

食品中に含まれる主要なかび毒
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ゼアラレノンも同様に麦類やトウモロコシに寄生した

の基準値策定について議論され 我が国でも厚生労働省が 年にまず
に関する暫定基準値を 小麦原粒 に設定した これにより 現場におい
ては 基準値を越えた場合には自主的に出荷を停止することとなるため 生産者
にとっては単なる減収以上の大きな経済的打撃を受けることになり 事態は深刻
さを増している 本州 特に西日本では を産生する赤かび病菌も多く分布し
ていると言われ 今後 も規制に含めるべきかどうかが議論されて行く事が
予想される なお 赤かび病に関係のあるかび毒には や 以外でも
トキシン等 トリコテセン系のかび毒が知られている 年 旧ソビエ
ト連邦では ほ場で越冬させた穀類により中毒事故が発生しており トキシ
ンが原因と推定されている 我が国でも トキシンを含むトリコテセン類の
かび毒の健康被害が 年代に発生している

などが産生する 作用機序としては エストロジェンのアゴニストとして作用し
肝臓 消化管粘膜 赤血球あるいは消化管微生物によって代謝され ゼアラレ
ノ ルおよび ゼアラレノ ルとなり それぞれはさらに代謝されて および
ゼアララノ ルとなる この代謝反応は動物種によって大きく異なる 家畜の

中では豚の感受性が高いため 飼料に含まれることが許容されるゼアラレノンの
最大値が と暫定的に定められている 年 農水省畜産部飼料課長通
知 未成熟豚の外陰部の肥大 性成熟豚の発情間隔の延長 妊娠豚の死流産など
が見られ 流産や卵巣周期と無関係な発情兆候などがみられることがあり 今後
人への影響も含めて充分な監視が必要なかび毒である
パツリンは ペニシリウム属 アオカビ類 等によって

作られるかび毒である 一般に腐敗したリンゴで見られ リンゴ製品のパツリン
の量は製品の品質の基準として用いられる コ デックス委員会では

の最大基準値が設定されるとともに りんご果汁及びりん
ご果汁を原材料とする飲料のパツリン汚染防止及び削減のための行動規範が採択
されている これを受けて わが国では 食品衛生法 食品 添加物等の規格基
準 が平成 年 月 日に改正され りんご果汁 濃縮果汁含む 及び原料
用りんご果汁 に と基準値が設定された 図 にパツリンの構造式
を示した

図 パツリンの構造式
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世紀末に開発された マイクロアレイ技術は 網羅的な遺伝子発現解析
を可能にした その結果 少数の遺伝子発現解析による微視的な視点の生物反応
の研究から ほぼすべての発現遺伝子の解析を通した よりグロ バルな視点で
の研究が可能になった マイクロアレイでは 目的遺伝子の増減をプロ
ブとのハイブリダイゼ ションの有無とその量で検出する 基本は調べたい遺伝
子 群 と相補性のある配列の一部をスライドやメンブラン上にスポットし そ
れに対してサンプルの蛍光標識した をハイブリダイズさせ シ
グナルの有無 増減を検出器で検出する方法である 蛍光標識の方法としては
解析したい研究材料や状態により 単色法と 色法のどちらかが選択される 単
色法は 図 のように特定遺伝子の経時的発現量の変化などを解析する場合に有
効な手段である

この場合 遺伝子 に対し 遺伝子 では 時間から 時間までにその発現
量は減少し 遺伝子 ではその逆に時間の経過とともに 発現量が増加している
のがわかる
一方 色法 図 では 解析したい遺伝子配列と相補な配列 プロ ブ をア

レイ基盤上に配置し そこへ別 の色素で蛍光標識したサンプルの

図 単色法による マイクロアレイを用いた発現解析

マイクロアレイと酵母を用いたかび毒の毒性評価
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とコントロ ルの をハイブリダイゼ ションさせる
コントロ ルと比べて 発現量の変化が見られる遺伝子については 蛍光
強度の増減と色調の変化の形で検出することが出来 遺伝子発現の量的変化とと
もに質的変化も同時に捕らえることが出来る
また マイクロアレイの作成方法にも数種類の方法が有るが 紙面の都

合上割愛させていただきたい
当研究ユニットでは かび毒に関する毒性試験を取り巻く背景から 動物試験

の前段階での一次スクリ ニングを視野に入れ 酵母細胞を用いた マイク
ロアレイによるかび毒の毒性解明を試みてきた パンや酒等 発酵を必要とされ
る食品に用いられる酵母細胞は 一般に増殖が早く 倍加速度 時間程度 広く
自然界に分布している微生物である さらに 酵母細胞は 単細胞ではあるが真
核生物であり 生きる為のすべての機能を一つの細胞の中に有している また
約 種ある遺伝子のすべての 次配列が明らかにされており 生物種の中で
は群を抜いてその遺伝子の機能情報が充実している 遺伝子の機能情報はかび毒
の毒性を解析する上で重要であり マイクロアレイを用いた遺伝子発現解

図 色法による マイクロアレイでの発現解析
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析に非常に適した生物種であると考えている さらに特筆するべきは 上記のよ
うに食品等に昔から使われており その安全性が確立していることから 特段の
注意なく使える点で優れている事である
本研究では 種類の酵母遺伝子発現解析が可能な

型 マイクロアレイ
及びオリゴプロ ブ型 マイクロアレイ

を用いた
は黒い樹脂製の柱状構造の上端面にプロ ブを固定し さらにこの柱状構造を利
用して 柱間にビ ズを転がすことにより 溶液中のタ ゲットとプロ ブ

の反応促進を行い 感度をあげる事を可能にしている方法である

まず マイクロアレイでかび毒の毒性を解析する為には 酵母にかび毒
を曝露しなければならない 暴露量の決定方法には様 な方法があるが 当研究
ユニットでは 再現性のある の変化を捉える為には その毒物により酵
母細胞に明らかな障害が出る量が必要であると考えている この明らかな障害が
出るということにも 研究者によって様 な基準が用いられ 単一の基準が決め

図 トキシン曝露時の増殖曲線の変化

暴露量の決定と暴露方法
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以下に トキシンの添加量に対する 酵母の増殖曲線の変化を示した 図

られているという事ではない 一般に 障害を受けた酵母細胞は回復時に生育速
度を弱めて修復を優先する 逆に言うと 生育速度が遅くなるということは 何
らかの障害を受けて その修復をしていると考えられ その時に誘導されている
遺伝子群が受けた障害の影響を反映すると考える事が出来る

この図からもわかるように 添加したかび毒の量によって増殖曲線が異なってく
る 我 の実験では 一定の基準をもうけるという意味で 増殖曲線に影響を与
えない曝露量と全く酵母が増殖しない曝露量の中間の濃度 を用いている
図 の増殖曲線では に相当する量である
曝露量が決定したら 対数増殖期の酵母細胞にかび毒を添加し 時間培養を

継続したのち 酵母細胞を集菌して を抽出する 曝露群の を赤
色の蛍光で 被曝露群の を緑色の蛍光でそれぞれ標識し マイクロ
アレイに同時に添加する 各遺伝子に対応したプロ ブとイゼ ションにより
プロ ブに結合した各遺伝子の量を蛍光色素の量で測定する これにより 約

種類の遺伝子それぞれについて 曝露群と被曝露群の発現量の差異を評価
することが可能になる

パツリンの毒性は 動物実験において 消化管の充血 出血 潰瘍等の症状が
観察されている 一方 トキシンはフザリウムトキシンと呼ばれるトリコテセ
ン系のかび毒の一種であり 動物では 骨髄 胃腸管の粘膜上皮 皮膚 生殖細
胞等の細胞分裂が盛んな組織において 特に強く毒性を発揮する また 細胞膜
の構造や機能に影響を与えたり 細胞内のミトコンドリアの呼吸を阻害したり
ある種の酵素を不活化したりといった多くの作用を持っていることが知られてい
る

デ タベ ス 年 月時点で 遺伝子掲載 を利用
して パツリンによって発現が変動する遺伝子について 機能別に解析を試み
た 遺伝子の選択は コントロ ルに比べて 倍以上誘導された遺伝子 ある
いは半分以下に抑制された遺伝子を用いている 図 には パツリンと トキ
シンそれぞれを曝露した時に変動する遺伝子を機能別に分類したものを載せてい
る トキシン曝露では

そして カテゴリ で顕著な遺伝子発現の誘導が見られ
パツリン曝露においては カテゴリ において 顕著
な誘導が観察された

パツリンまたは トキシンによって発現が変動する遺伝子の特徴

パツリンと トキシンの毒性評価例
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コントロ ルに比べて 倍以上発現している遺伝子群のみ抜粋

このように 曝露した物質によって 酵母細胞の反応は異なる 次に それぞれ
のかび毒により変動する遺伝子の特徴とそこから推測される毒性について述べ
る

表 にパツリン曝露により高発現した遺伝子のうち カテゴリ
に含まれるものを記載した 最も発現が誘導されている遺伝子は であり

と続く このカテゴリ の遺伝子発現が誘導され
ているということは タンパク質の分解 代謝が進んでいるということを意味し
実際にプロテアソ ム系の遺伝子発現が多く誘導されている 特に はアル
キル化により がダメ ジを受けた際に高発現が見られる遺伝子であり

を有する遺伝子であることは注目に値する また
表 にパツリン曝露で高発現する遺伝子群のうち 酸化ストレス及びメチオニン
代謝に関する遺伝子を掲載した

など 酸化ストレスだけではなく
化合物との関わりを持つ遺伝子が多く発現誘導されていた 同時にシステイ

パツリンにより発現量が変動する遺伝子の特徴

図 パツリンと トキシン曝露後の酵母細胞の遺伝子群の発現量の変動
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表 パツリンによって発現誘導される遺伝子例 抜粋

表 パツリン曝露により発現誘導される 修復関連遺伝子群
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Protecting DNA against alkylating agents

PROTEIN FATE

SYSTEMATIC FOLD COMMON FUNCTION

YER W DD DNA Damage Inducible

YDR C UBC Ubiquitin-Conjugating

YBR C UMP Ubiquitin-Mediated Proteolysis

YBR C NPL Nuclear Protein Localization

YMR C PAI Proteinase A Inhibitor

YKL C LAP Leucine Amino Peptidases

OXIDATIVE STRESS

SYSTEMATIC FOLD COMMON FUNCTION

YLL C GTT Glutathione Transferase

YOL W GRE Stress Responsive Genes

YKL W SRX Sulfiredoxin

YPL C GRE Stress Responsive Genes

YGR C TRX Thioredoxin Isoenzyme

YDR C TSA Thioredoxin Peroxidase

METHIONINE METABOLISM

SYSTEMATIC FOLD COMMON FUNCTION

YLR W MET Methionine and Cysteine Synthase

-Phosphoadenylsulfate

YPR C MET Reductase

YJR W MET ATP Sulfurylase

YIR C MET Basic Leucine Zipper

YFR W MET Assimilatory Sulfite Reductase

YNL W MET L-Homoserine-O-Acetyltransferase

SYSTEMATIC FOLD COMMON FUNCTION

YDL C RAD Repair of double-strand breaks in DNA

YGL C RAD Recombinational repair of double-strand

breaks in DNA

YER C MAG

YAR C RFA Replication Factor A

YEL C RAD Protein with ubiquitin-like N terminus,

recognizes and binds damaged DNA
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ン合成関連遺伝子である

等が高発現し システインから合成されるグルタチオンが増加して その
グルタチオンによる解毒作用が誘導されていると考えられた デ タには示して
いないが 高濃度のグルタチオン添加により パツリンの毒性が緩和されること
から パツリンの解毒に 化合物が関与していると考えられる
さらに 表 に示すように 組み替え 修復に関する遺伝子

等がパツリン曝露により高度に発現している 組み替え 修復が
変異を起こしやすい修復であることから パツリンには変異原性の疑いがあるこ
とを否定する事が出来ない パツリンがリンゴジュ スに混入しやすいこと リ
ンゴジュ スが離乳期の子供に最初に与えられるジュ スの一つとして好まれる
事を考慮すると 今後パツリンの変異原性については 少量 長期に渡る摂取も
含めて さらなる詳細な検討が必要であると言える

トリコテセン系のマイコトキシンである トキシン曝露では 糖新生関連遺
伝子 等 や物質の移動に関連する遺伝子 等 が
多く発現誘導され これらの結果から トキシンが酵母の膜構造に重大なダ
メ ジを与えているのがわかる 表
さらに 等 細胞増殖停止に

関連する遺伝子が高度に発現誘導され これは妊娠マウスで
が誘導されるのと非常に類似したパタ ンを示し

ている

表 トキシンによって誘導された遺伝子群 抜粋

トキシンによって変動する遺伝子の特徴
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Hxt family protein with intrinsic hexose trans-

Hxt family protein with intrinsic hexose trans-

Mitogen-activated protein kinase (MAP kinase)

SYSTEMATIC FOLD COMMON DESCRIPTION

YJL W SIP Interacts with SNF protein kinase

YOL W HXT

port activity

YJL W HXT

port activity

YOL C-A DDR Heat shock protein DDRA

YHR W ARO Aaromatic amino acid aminotransferase II

YIL W HXT Strong similarity to sugar transport proteins

YFL W THI Ppyrimidine biosynthesis protein

YBL W FUS

YBR C PHO Na /phosphate co-transporter

MET sulfate adenyl transferase MET Me-

thionine and cysteine synthase MET -phosphoadenyl sulfate reduc-

tase

S

DNA RAD

RFA DNA

T-

SIP HXT PHO

T-

FUS mitogen-activated protein kinase gene

mitogen-activated

protein kinase gene pathway
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さらに 表 に示したように トキシン曝露では組み替え修復関連遺伝子
等 や除去修復関連遺伝子 等 はほとんど発現誘導されてい

ない このことから パツリンとは異なり トキシンには強い変異原性はない
ものと考えられた

以上のように 酵母細胞の マイクロアレイを用いて その毒性を解析し
た 例を示した この つのかび毒は酵母細胞の増殖を比較的低濃度で阻害し
反復実験での再現性も納得の出来るものであった
しかしながら 基本的に酵母はかび毒の毒性に対して耐性であり 著しい毒性

の現れないかび毒の方が多かった そこで 遺伝子破壊株プ ルより選抜した
変異株について かび毒に感受性株の選抜を行うとともに かび毒の毒性 取り
込み を増強するような界面活性剤についても検討をおこなっている 数種の変
異株では かび毒に対し感受性が高く また 程度の がさらにかび毒
の取り込みを促進させることがわかって来た 現在このような変異株 界面活性
剤を用いて 多種類のかび毒について マイクロアレイを用いて毒性の解明
を行っている

現在 食品安全行政の体系は 発生した事故への後追い的な対策を主とするも
のではなく 予想されるあるいは可能性のあるハザ ドに対する予防的措置に重
点を置いている 特に有害微生物が引き起こすハザ ドに対する対策には 一次
生産段階でのハザ ドの量の把握と同時に流通期間中のハザ ドの増加等を考慮
しなければいけない 食中毒菌等の微生物等をいち早く検出する技術としては

測定法や 法を用いた検出方法など 様 な方法が開発され 現在キッ
ト化されて安価に販売されている しかしながら かび毒のような有害な化学物
質を生産するかび類の検出 同定には 未だに専門知識が必要とされる平板培養

表 トキシン曝露により発現誘導される 修復関連遺伝子群

マイコトキシンの毒性を酵母遺伝子マイクロアレイで解析する際の問題点

マイクロアレイを用いた かび類の検出及び同定
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Protecting DNA against alkylating agents

SYSTEMATIC FOLD COMMON FUNCTION

YGL C RAD Recombinational repair of double-strand

breaks in DNA

YDL C RAD Repair of double-strand breaks in DNA

YER C MAG

YAR C RFA Replication Factor A

YEL C RAD Protein with ubiquitin-like N terminus,

recognizes and binds damaged DNA
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的に予防という観点に立った食品安全行政に寄与できる方法であると考えられる

後の形態観察や一部分の 配列解析からの同定などが行われ 数日を要しな
がらも実際には正確な判断が出来ない場合も多いのが現実である
現在ではかび毒そのものの検査には 化学的測定法や免疫学的測定法などが使

われ その結果として汚染食品などの除去が実施されている しかしながら か
び類の生育特性上 食中毒菌等とは異なり 水ぬれした部分など食品の一部分に
限定して生育している場合があり 適切なサンプリングが容易ではないことが散
見される また 化学物質そのものは増幅出来ないために 存在している微量の
かび毒 生産かび を見逃し その後の流通過程でかびが増殖することにより重
大な被害をもたらす可能性も指摘されている また 地球温暖化など環境の変化
により 今まで汚染がないとされてきた作物に 新たなかび毒を生産するかびが
寄生する可能性が十分に考えられる この場合 特定のかび毒による汚染がある
と予測して行う化学的測定法や免疫学的測定法では汚染の検出が不可能である
このような状況を鑑みた場合 今後はかび毒量の検査そのものの微量化を図るだ
けではなく かび毒生産かびそのものを網羅的に検出 定量する方が より現実

測定対象がかびの であるために増幅することが可能で 極微量のかび
に汚染されていても検出することが出来る
色法を採用することによる標準かびとの競合交雑により 検出だけでなく
定量が可能になるため 貯蔵 流通時の増殖 汚染拡大予測が可能である
エアレ ション等胞子の収集法に工夫を加えることにより かびの生育特性
上問題となるまだら汚染にも対応出来 より精度が向上する

以下に 種類のかび と を同時
に検出 定量する為のマイクロアレイのプロ ブの設計方法を示した 図
両者のリボゾ ム領域及び 領域のゲノム配列を比較し 一致しない部分に

ついて 出来るだけ多くのプロ ブを設計して マイクロアレイ基盤上に搭載す
る

の増幅は共通配列よりプライマ を設計し その共通プライマ を用い
て行うこととする

本研究課題の特徴

プロ ブの設計
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本法のタ ゲットが食品であるため の抽出時に 反応を阻害する
ような物質が入り込み 増幅効率が落ちる現象が観察された そこで かびの

の増幅法は 法を応用した
本方法は 種類のプライマ の濃度を変化させ 反応中において 段階
反応を行わせようというものである まず 第 段階では 従来の遺伝子増幅反
応を用いて 本鎖 を生成させ その後の第 段階で濃度の濃いプライマ
による片方鎖だけの増幅反応を行うものである この 段階反応の結果として
本鎖 と片方鎖だけが増幅された 本鎖 の混合物が蓄積する マイ
クロアレイ上でのプロ ブと の交雑は 本鎖に比べて 本鎖の方が格段
にその反応性がよいため 従来法に比べて約 倍程度の感度の上昇が期待で
きる
図 は実際に 種類のかびについて 法を用いて増幅し その後

制限酵素で 重鎖を切断して電気泳動を行ったもので 種類のプライマ セッ
トで すべてのかびについて 本鎖が合成されているのがわかる
図 は同じ量の と の をそれぞれ で蛍

増幅条件の決定

図 かび類検出用プロ ブ及び増幅用共通プライマ の設計図
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光ラベルし 図 で設計したような マイクロアレイ上でハイブリダイズし
たものである
この結果は 種類のかびの配列の違いをはっきり表している これらの情報

から マイクロアレイを用いてかびの検出ができるものと考え この成果
をもとに特許を出願した

本研究で設計したマイクロアレイは 近縁種を明確に分離出来ないという問題
点があり また 食品中からかびの をいかに完全に近い状態で抽出するか

問題点と展望

図 法で増幅したかび類 の例
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という点に問題が残っている プロ ブの改良等本研究のさらなる発展により
かび毒生産かび汚染というハザ ドを今までよりさらに緻密に検出する事が出来
るようになり 予防的観点を含むより安全な食品を国民に提供できるものと考え
ている

微生物利用研究領域 微生物評価ユニット 岩橋 由美子

図
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かびの検出方法 それに用いるマイクロアレイ及び検出用キット 岩橋由美
子 細田 浩 岩橋 均 北河恵美 特開
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機能が知られている サイクロデキストリン サイクロフルクタン

オリゴ糖は 単糖が 個から数個 個程度までを指すこともある 重合した
糖質である ビフィズス菌増殖因子 抗う蝕性 非う蝕性 低カロリ さわや
かな甘味など 様 な優れた機能性を有するものも多い 何種類かのオリゴ糖は
工業的に酵素生産され菓子や飲料に用いられている
オリゴ糖には直鎖構造のものと 環状構造のものがある 直鎖構造のオリゴ糖

は低カロリ 甘味料 整腸作用 保湿作用などの有用な性質をもつものが多い
デンプンから工業生産されるイソマルトオリゴ糖 結合から成るイソマル
ト スとイソマルトトリオ ス および と 結合から成るパノ スの
混合物 はおなかの調子を整える作用がある グルコ ス 分子が 結合し
たトレハロ スには さわやかな甘みや食味改善効果 保湿効果があり 加工食
品などに利用されている これら直鎖オリゴ糖で実用化されているものはほとん
ど 糖あるいは 糖の低分子のものである
一方 環状オリゴ糖は環状構造の内側に種 の物質を取り込み 包接体を作る

サイクロアルタナン などが知られているが 現在産業的に広く利用され
ている環状オリゴ糖は のみで 順に 結合したグル
コ ス分子 個から成る の 種類がある
著者らの研究グル プは 年の発見から現在に至るまで 環状オリゴ糖の

一種であるサイクロデキストラン の研究開発を行ってきた は と同
様グルコ スが環状に連結した構造であるが 結合様式が は 結合なの
に対して は 結合である点が異なる 発見当初の目的は では包接でき
ない難溶性物質を包接する新規の環状オリゴ糖を検索することであり 水溶性グ
ルカンであるデキストランを炭素源とした培地を用いて新規オリゴ糖を蓄積する
菌株をスクリ ニングした その結果 小熊らにより
株が取得された 本菌株はデキストランを含む培地で培養すると 個のグ
ルコ スが 結合のみで環状に連結したサイクロデキストラン 順にサイク
ロイソマルトへプタオ ス サイクロイソマルトオクタオ ス サ
イクロイソマルトノナオ ス を菌体外に生産する 後にグルコ ス
個以上が重合した高分子の も生産されることが明らかになり 現在のところ

までの 種類の が構造決定されている 構成しているグルコ

微生物が生産する高機能オリゴ糖
サイクロデキストラン の
発見から実用化に至るまで

はじめに
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ス分子の数は では 個以上と と比較して重合度が高い 図 にグルコ
ス 個から成る と 同じく 個のグルコ スから成る の構造を示す
と は結合様式が異なり 同じ数のグルコ ス分子のものでも環の口径が
のほうが大きい また は に比して極めて水溶性が高く のみがう

蝕菌のグルカン合成酵素を阻害して歯垢の形成を防ぐ作用を持つ の歯垢形
成阻害作用は ショ糖の存在下でも発揮されるという特徴がある この特徴を利
用して を加えて歯垢をできにくくした黒糖甘味料が 年に製造 販売さ
れるに至った また 当初から目的としていた包接剤としての機能としては イ
ソマルトデカオ ス 以上の高分子の に強い包接能が見いだされ 現
在 包接剤としての実用化に向けて研究開発中である

デキストランを原料として環状オリゴ糖を生成する菌をスクリ ニングするた
めに ブル デキストラン アマシャム バイオサイエンス社製 を炭素源
として加えた固体培地に土壌抽出物などを塗抹し ハロ を形成する ブル デ
キストランの分解によりハロ が生じる デキストラン資化性菌を選抜した 選
抜した菌を デキストラン アマシャム バイオサイエンス社製 を含む培地
で液体培養し 培養液を カラム 社製 を用いて高速液体クロ
マトグラフィ で分析した 現れたオリゴ糖ピ クは すべての
結合を分解するエンド型デキストラナ ゼ処理によって消失したが グル
カナ ゼや アミラ ゼでは分解されなかったことから 本オリゴ糖は
グルコシド結合より成ると推定できた また エキソ型グルカナ ゼでは分解せ
ず 末端構造を持たないことが推測できた 次に 各オリゴ糖ピ クを集めて

図 サイクロデキストラン 左 とサイクロデキストリン
右 の構造

サイクロデキストランの発見
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最初に 生産菌として分離された菌は 株であっ

分析 質量分析などで の構造決定を行った 分析結
果を図 に 質量分析結果を図 に示す 図 より はいずれも
基質のデキストランと同じ グルコシド結合を示すシグナルのみ検出されて
いるのがわかる 図 では については イオン

については イオン については
イオンが観察できた 質量分析結果から の推定分子量は順

に
となり 同じ重合度のグルコ スから成る直鎖のイソマルトオリゴ糖と比較する
と水 分子小さい値で が還元末端を持たないことが示唆された 両者
により は グルコシド結合をもつ環状オリゴ糖であることが確
認された

については 分析出来るだけの十分な量のサンプルが得られなかっ
たが 酵素消化試験結果および分子量から推測すると であると推測できる

た
その後 株 株 同 株 同
株 同 株 株 同 株 の合計 株が発見さ
れた これらの菌株はすべてデキストランを炭素源として培養したときに菌体外
液中に を蓄積したが 生産する 鎖長の組成に違いが見られた 図

株は および を主として生産するが このうち
を最も多く生産する 株も および

を主として生産するが を最も多く生産する これに対して
株は と の生産量が多く 同 株 同 株

図 サイクロデキストラン の 分析 と質量分析
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同 株 株は と および の生産量より
も を多く生産する菌株であった 菌株の種類によって生産
する の分子量分布が異なる原因は それぞれの菌株が持つ 合成酵素

の違いによるもの
であると予測している

は図 に示すように環状構造であるため末端基を持たず 従って還元性が
なく 加熱 酸 アルカリにも強い安定な糖質である また 水溶性が極めて高
く 温度や分子量に依らず等量以下の水に溶解する これは
の水溶性が常温で順に である のに比べて非常に高い値
である この性質は よりも高濃度での利用を可能にするため では可溶
化できない難水溶性の物質を可溶化 安定化できる可能性を期待させる また
は糖質ではあるがほとんど無味無臭であり 高濃度で使用しても味や風味を

損なうことなく 有効に異味 異臭をマスキングできると考えられる

サイクロデキストランの一般的物性

図 生産菌がデキストランを含んだ培養液中に生産するサイクロデキス
トランの 分析

サイクロデキストランの性質と機能
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た さらに 福島 今井ら により ショ糖の濃度 で

図 に示すように や などのヒトう蝕菌は
グルカン合成酵素の作用で ショ糖から非水溶性粘着性のグルカンを作る 歯の
表面に固着した不溶性グルカンに菌が付着増殖し 歯垢 プラ ク を形成する
付着したう蝕菌は乳酸を生成して歯の表面のエナメル質を脱灰し 虫歯が形成さ
れる はグルカン合成酵素の働きを強く阻害することによって 歯垢の原因と
なるグルカンの形成を抑制する作用 抗プラ ク活性 がある
小林ら による 菌の酵素を用いた の試験では 同じくグル

カン合成酵素阻害があるとされるパラチノ スが の濃度で不溶性グルカ
ンの形成を約 しか阻害しなかったのに対し は で約 阻害し

濃度以上の により顕著に人工プラ ク形成が抑制されると報告された
様 な分子量の 混合物を用いた場合でも と同程度の人工プラ ク形成
抑制が観察され さらに 程度まで濃度を下げても抑制効果が確認できた
今井ら 未発表デ タ また ラットを用いた動物試験においても 濃度の
を添加したう蝕誘発食 ショ糖含有 で飼育した 感染ラットは
無添加飼料で飼育した同ラットのう蝕スコアより有意に低いという結果も報

告されている 分子量の違いによって のグルカン合成阻害作用に変化がみ
られるかどうか について グルカン合成酵素の活性を
および の条件で測定した 少なくとも から までは分子量に

かかわらず いずれの においてもほとんど同じ強さのグルカン合成阻害作用
が検出できた 図 なぜ分子量が異なってもグルカン合成酵素阻害強度は同
じなのか理由はまだ解明されていないが がフレキシビリティ の高い構造
であるために重合度が高くてもグルカン合成酵素の活性中心に結合することがで
きるか あるいはグルカン合成酵素の触媒部位が大きな分子を受け入れるフレキ

サイクロデキストランの抗プラ ク活性

図 う蝕の形成とサイクロデキストランの作用点
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シビリティ があることが予測できる
以上のように はショ糖の存在下でもグルカン合成を強く阻害する作用があ

り ラットでは実際にう蝕スコアが有意に下がった は代替甘味料として食
品に利用されている非う蝕性の糖類とは異なり甘味はないが 砂糖が存在しても
歯垢をできにくくするという優れた特徴がある この特徴を利用した食品とし
て 最近 を添加した黒糖甘味料が実用化され 現在は精製糖や菓子などへの
応用も検討されている

は 同様分子内部が疎水性になっていると考えられ また 分子モデルか
ら同じグルコ ス重合度の に比べて口径が大きく厚みが薄く よりも分
子のフレキシビリティ が非常に高いことが予想されている は高いフレキ
シビリティ を持った構造であることが原因か と比較すると包接作用は概
ね弱いと言われており を用いた試験では これまでのところ
をしのぐ包接性は見いだされていない そこで 以上の高分子の に

ついても包接能を検定するため から までの 種類の について 室
温における リン酸緩衝液 中での ビクトリアブル 色
素の変化を測定した 通常の条件ではビクトリアブル 色素はリン酸緩衝液中で
は不安定で すみやかに褪色する そこで

および 対照としてグルコ ス またはサイクロデキストリン
を各 添加して褪色による吸光度の低下を測定した

図 は で保温し における吸光度を経時的に測定した結果を示す
無添加 グルコ ス添加 添加ではほぼ完全に青色が褪色し 吸光度が

サイクロデキストランの包接能

図 による
由来グルカン合成酵素の阻害
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以下に低下した 対照的に グルコ ス 個から成る を添加すると褪色が
著しく遅れ 時間保温後も吸光度の低下は 程度とその安定化効果は

よりも顕著であった はある特定の重合度で強い包接能を持つ
サイクロアミロ ス 数百個のグルコ スが環状につながった環状
グルカン のような性質を有する可能性も考えられる は強い包接能を持
つ高水溶性環状オリゴ糖としての応用が期待されている また ビクトリアブ
ル の場合は が最も強い包接性を示したが 水溶性の低いイソフラボンの
一種であるダイゼインやゲステインについては および に強い可溶
化能が確認できた も 同様 ゲスト分子の種類によって包接できる の
種類が異なると考えられるので さらに詳細にゲスト分子と 分子の関係を調
べていく必要がある 一方 に側鎖を付加することで分子のフレキシビリ
ティ を低下させると包接能が高まったとの報告もある

はグルコ スのみから成る単純な構造であり 同じように グルコシド
結合から成る糖質であるデキストランおよびイソマルトオリゴ糖は既に天然物と
して安全性が認知されている も化学構造から類推すると有害性はないと推
測されるが 環状構造であるため新規物質と見なされ 食品として利用するため
には安全性を立証する必要がある
様 な分子量の を含んだ 混合物について まず ラットを用いて急性毒

性試験 亜急性毒性試験を行った結果 にこれらの毒性は認められなかった

サイクロデキストランの安全性

図 サイクロデキストランによるビクトリアブル 色素の安定化
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加えて 細菌における変異原性も認められなかった ついで 才以上 才未満
の健常男女による 混合物のヒト安全性試験を行った 日 または を
ヶ月間摂取し 身長 体重 血圧 脈拍 問診 血液学検査 項目 生化学検
査 項目 特殊検査 項目 尿検査 項目 などを行った結果 異常は認
められなかった
さらに デキストランやイソマルトオリゴ糖が天然物であることから も天

然物ではないかと予測し 古くから食品として用いられてきた黒糖から の検
出を試みた 黒糖を活性炭カラム カラム等で処理して多糖 単糖
ショ糖などを取り除き エキソ型グルカナ ゼ処理によって直鎖のオリゴ糖を分
解除去した後に残存する環状オリゴ糖を カラム 社製 を用
いて で分離した 図 に示すように
と全く同じリテンションタイムに溶出するピ クが黒糖抽出成分に観察され

た これらのピ クはエンド型デキストラナ ゼによってすべての 結合を

図 黒糖 西表島産 中におけるサイクロデキストランの
による検出
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分解すると消失したが グルカナ ゼ アミラ ゼ エキソ型グルカ
ナ ゼでは分解されず の酵素消化試験と全く同じ結果となり 本オリゴ糖は

グルコシド結合より成る環状糖である と示唆された また これらの
ピ クについて質量分析した結果 および と同じ分子量を示す
シグナルが確認でき 図 は黒糖中に存在する天然物であることが示唆さ
れた
以上の結果から は食用として安全性が確認された天然のオリゴ糖である

と考えられる

図 黒糖 西表島産 中におけるサイクロデキストラン
の質量分析
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はう蝕の原因となる歯垢の形成を強く阻害する作用を持つが 興味深いこ
とに の原料デキストランは う蝕の原因といわれているショ糖から酵素合成
される 代表的な の生合成経路を図 に示す まず 属菌などが
生産するデキストラン合成酵素 デキストランスクラ ゼ が ショ糖を分解し
てフルクト スを遊離するとともに グルコ ス部分を転移して 結合鎖を
主鎖とする多糖デキストランを合成する ついで デキストランの 直鎖
部分に 属菌などが生産する が作用し 分子内転移反応で環状糖
が合成される このように ショ糖を原料として 種類の菌株由来の 種類

の酵素の作用で は生合成される また 最近 デンプンを原料とした 合成
経路も存在することが示唆され この生合成経路の解明に向けて研究を進めてい
る

デキストランは 製糖工場においてはパイプを詰まらせるという問題を引き起
こすが 製品としてのデキストランの場合は ショ糖から生産されるため デン
プン セルロ スなどと比較して高価な多糖であると一般に認識されている
を食品として利用する場合には その原料として高価な精製糖を用いることはコ
スト的に現実的でない そこで 甘蔗汁や廃糖蜜など ショ糖を含む安価な原料
から 良好に 生産に適したデキストランを生産する菌株をスクリ ニングし
た

はデキストランの 直鎖部分からのみ を合成することができ
分岐構造が存在するとそこで反応が停止すると考えられる そこで を効率良
く生産するためには 結合の割合の高いデキストランを生産することが必
要である 代表的なデキストラン工業生産株

サイクロデキストランの生合成

原料ショ糖のコスト低減とデキストラン高生産菌の取得

図 サイクロデキストランの生合成経路

サイクロデキストランの実用化技術開発
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株 は 結合を 含むデキストランを生産するため 生産に
適したデキストランを作る菌株の一つであると考えられるが 我 はさらに優秀
なデキストラン高生産菌株を取得するためスクリ ニングを行った デキストラ
ン生産菌は製糖工場内に多く生息するため 製糖工場ラインから菌をスクリ ニ
ングした ショ糖を 含む培地で培養して生産されたデキストランを比較した
結果 図 に示すように 株よりも生産量が多
く しかも への転換効率の高いデキストランを生産する菌株

株を得ることができた 株が生産するデキストラン合成酵素は
種類であり 株の酵素と同様 主として 結合から成るデキストラン
を合成する しかも 株の酵素よりも至適温度が 温度安定性は
高く 安定性も酸性側 アルカリ性側共に ずつ広いという生産性 安定性
ともに優れた性質を持っている さらに 株は原料をサトウキビ汁に替え
て培養した場合も 精製ショ糖を用いた場合と同様非常に良好に 結合の割
合の多いデキストランを生産した

の実用化において最も大きな問題は デキストランを に転換する菌株の
サイクロデキストラン高生産変異株の取得

図 分離したデキストラン生産株が生産するデキストラン生産量と生産
されたデキストランからの 転換量 ただし 生産量は

の合計で示す
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活性が極めて低いことであった すでに 遺伝子が 種類クロ
ニングされ 塩基配列も明らかになっていることから 遺伝子組み換
え技術を用いて タンパクを大量生産することは可能である しかし 遺
伝子組み換え技術を用いる際には規制が多く 食品産業など中小の企業が多い分
野での導入には困難が伴う そこで 最初に発見され 現在最も研究が進んでい
る 株をもとに ニトロソグアニジン耐性株を選抜し 図
左に示すように 活性が野生株の 倍に高まった変異株を取得した さ
らに 越智ら のリボゾ ム工学 ストレプトマイシン等の抗生物質を添加し
リボゾ ムの変異を誘発することによって転写機能が改変され 有用機能が活性
化されることを利用した育種法 を用いてストレプトマイシン耐性株を取得した
菌株を得ることによって活性を高め 図 右に示すように 活性が野生
株の 倍上昇した変異株を取得することができた 現在 リボゾ ム工学的手
法を応用して 重 重変異株の取得を試み より高い 活性を示す変異
株の育種を目指している

以上の技術を応用して を良好に生産することが可能となったが 実際に生
産される は 低分子から高分子まで幅広く 加えて副産物としてイソマルト
オリゴ糖 および未反応のデキストランなども残存する を分子量ごとに分離
精製するためには副産物の分解とクロマト分離が必要になり 食品として利用す
るには極めてコストがかかる そこで 未精製の状態で としての機能がどの
程度存在するかを確認することとした
様 な精製度の サンプルを試作し それらのグルカン形成阻害活性を測定

することにより 歯垢形成阻害剤として使用するためにはどの程度の純度が必要

サイクロデキストランの試作と 製品の機能

図 ニトロソグアニジン 左 およびストレプトマイシン 右 耐性菌
選抜によるサイクロデキストラン合成酵素高生産変異株の取得
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サンプル 高分子成分

サンプル
サンプル
サンプル
サンプル
サンプル

イソマルトオリゴ糖

て青色の褪色による吸光度の低下を測定した 用いた粗 サンプルは 成分が

であるかを検討した 調製した 種類の サンプルについて
の低分子 および の高分子 低分子のイソマルトオリゴ糖

高分子成分 高分子イソマルトオリゴ糖およびデキストラン の全
重量に対する割合を表 に示した
まず 粗 サンプルの水溶性については サンプル は精製した と同等の

極めて高い水溶性を示した 他のサンプルはいずれも 精製 よりは若干劣る
ものの 温度に拘わらず 程度溶解し 高い水溶性は保たれていた
粗 サンプルのグルカン合成阻害作用に対する不純物の作用についても検討

した 表 に示すようにイソマルト スなどの低分子のイソマルトオリゴ糖がい
ずれのサンプルにもわずかに含まれているが これらは 同様グルカン形成阻
害活性が確認されている サンプル に著量含まれている高分子のイソマ
ルトオリゴ糖や未反応のデキストランについては う蝕菌のグルカン合成を促進
する可能性が懸念される そこで これら粗 サンプルについて う蝕菌

および 由来のグルカン合成酵素による不溶性グルカンの合成阻
害試験を行った 図 対照として無添加 粉糖のみ およびウ ロン茶エキス
粉末 丸善製薬株式会社より恵与 ポリフェノ ル 以上 についても測定

した 粗 サンプルおよびウ ロン茶エキスは 有効成分 またはポリフェ
ノ ル が になるよう調整し 粉糖 濃度で 晩または粉糖 濃
度で 日間反応を行い 阻害剤無添加で生成した不溶性グルカン量をそれ
ぞれ とした相対値を図 に示した いずれの粗 サンプル いずれの条件
においても 粗 サンプルはポリフェノ ルよりも有効に不溶性グルカンの生
成を抑制した 低分子の 成分の割合が高く 高分子成分の割合が低いサンプ
ルに より強いグルカン合成阻害作用が認められる傾向があり 特にサンプル
が 酵素 酵素とも顕著に強い阻害活性を示した 多少の
イソマルトオリゴ糖および高分子成分の混入や その他の不純物はグルカン合成
阻害効果に大きな影響を与えないことがわかった
粗 サンプルの包接性に関しては 前記同様にビクトリアブル を指標とし

表 サンプルに含まれる糖質成分割合
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左 粉糖 濃度で 晩反応 右 粉糖 濃度で 日間反応

の合計として 含んだ であり これには
は 含まれている 並びに の濃度で
の安定化能を試験したが これらの試験液中の 成分濃度はそれぞれ

であり このうちの 濃度は それぞれ
相当である 図 に示すように 粗 サン

プルはビクトリアブル 色素の褪色を非常に有効に抑制した 高純度の を用

ノ ル による 由来グル
図 サイクロデキストラン試作品 およびウ ロン茶ポリフェ

カン合成酵素阻害

図 粗 サンプル によるビクトリアブル 色素の安定化

� �

� � � �
� � � � � �

� � �
� � � � ��
� �� � � � �

� �

� �
� � �

� �

�
�

�

� �

�
� � � �

�
� � �
� �

WP

A E

CI CI mix

Streptococcus sobrinus, S. mutans

58

: :

CI- CI- . w w CI mix CI-

. w w CI mix w v

CI .

. . CI- . . mM

. . mM . . mM CI

CI

+,

+-

+ -1 + -* -1 2

1 +, +. . +*

+ . +* -* /*

+ ..

. -, 1 , +* * +. * 20

* ., , /2 * 1 . -, +-

�
� �



サイクロデキストラン混合品 ショ糖を原料としてサイクロデキストランを合成し
た後 フルクト スを除去し 脱塩した 粗製品
高純度サイクロデキストラン をそれぞれ
分離精製した試験研究用 製品
加工黒糖 黒糖に製品 を添加し 顆粒状に加工した黒糖スティックシュガ

いた前記の実験結果 図 と比較すると の粗 サンプルを加えた反応
で 含量が図 の場合の 割の濃度にもかかわらず 時間後の吸光度低下
がほぼ と の純品の を加えた場合と同等の効果を示した
粗 サンプルに含まれる 以外の成分でビクトリアブル 色素に対し包接
作用のある成分が含まれている可能性 または の包接作用を増強する成
分が含まれている可能性も考えられるため 今後検証していく必要がある
なお を加えると の水溶性が増加する現象が観察された また 抗癌

剤パクリタキセルについては または の添加で水溶性がやや増すが と
を同時に添加すると 単独の場合よりもさらに可溶化効果が上がる傾向がみ

られた の水溶性増強 パクリタキセルの可溶化 およびダイゼインやゲニ
ステインなど難水溶性のイソフラボンの可溶化についても粗 サンプルを用い
た場合にも純品の 同様の包接作用が認められた 未発表
以上 を包接剤として食品 化成品 医薬品などの用途に利用できる可能性

を期待させる知見が得られており 現在引き続き の包接に関する研究 開発
を進めているところである

表 に示した サンプル を改良し より高濃度の 成分を含み 不純物を
少なくしたものが 年に製品化された この 製品を添加した甘味料も製作
され 本製品のプラ ク合成阻害作用の確認を経て これも 年から市販が開

図 市販されているサイクロデキストラン製品 株式会社シ
アイ バイオ 提供
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始された また 高度に精製した までが
試薬として 年から販売されている これらの 製品を図 に示す
サイクロデキストランの用途については 砂糖の存在下でもグルカンの合成阻

害作用を強く示す の性質を利用した甘味料が実用化したが 包接剤としては
まだ課題を残している 不純物を完全に除去していない安価な 混合物にも包
接性が認められているが 高濃度で使用すると不純物のために製品の物性を損
なってしまう可能性がある 純度の高い は物性を損なわず高濃度で使用でき
ると考えられるが 製造にコストがかかり現段階では価格が非常に高く 実用化
には至っていない 今後さらにこれらの問題の解決に向けて の製造法開発を
進め 様 な食品への応用法を開発していきたい

微生物利用研究領域発酵細菌ユニット 舟根 和美

北畑寿美雄 糖質の科学 新家 龍 南浦能至 北畑寿美雄 大西正健編
朝倉書店
福島和雄 今井奨 阻害剤 う蝕細菌の分子生物学 クインテッセンス
出版社
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放線菌 にストレプトマイシン耐性変異 変異あるいは
変異 を導入することにより青色抗生物質 アクチノロ ジン の過剰生産が誘

発される

微生物は多彩な機能を有しており その能力を余すことなく引き出してやるこ
とが 微生物機能の高度利用化において重要である 我 は リボゾ ムタンパ
ク質の 変異により放線菌の抗生物質生産能が著しく活性化されることを 約
年前に見いだした 図 リボゾ ムは 細胞内において からタン

パク質を合成する翻訳過程に関与する細胞内小器官であるが 我 は以上の発見
を機に リボゾ ムを操作することにより 微生物の有用機能を活性化できる可
能性がある という着想を得 それをもとに研究を進めてきた その中では リ
ボゾ ムを作用部位とする抗生物質 タンパク質合成阻害剤 を利用した簡易な
リボゾ ム改良法 薬剤耐性選抜法 を確立した その結果 リボゾ ムを改変
して微生物機能を活性化することを基礎とした リボゾ ム工学 を確立でき
た さらに 遺伝情報の転写を司る酵素 ポリメラ ゼを改変することに
よっても微生物機能の活性化が可能であることを見いだした そして リボゾ
ム工学 と同様 ポリメラ ゼを作用部位とした抗生物質を用い 当該抗生
物質に対する耐性菌の選抜による改変技術 転写工学 を開発することに成功し
た 本技法によって得られた改変型 変異型 リボゾ ムまたは ポリメ

図 ストレプトマイシン耐性変異の導入による抗生物質生産の活性化

薬剤耐性変異の導入による翻訳装置および
転写酵素の改変と微生物機能の高度利用化
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ラ ゼがどのようなメカニズムによって微生物機能を活性化させるのかについて
も解析し そのメカニズムの解明に成功した 本稿では 薬剤耐性選抜法の概
要 図 及び微生物機能の活性化メカニズムについて紹介するとともに 最近
明らかにした 低レベルストレプトマイシン耐性菌の耐性機構 について概説す
る なお 本手法は放線菌を中心に開発を進め 本稿でも放線菌を中心に詳細を
記載するが 我 が調べた範囲のバクテリアすべてについて適用可能であること
が確認されている

一般的に用いられている抗菌剤の中には タンパク質合成阻害剤 すなわちリ
ボゾ ム攻撃性の薬剤が多数存在する こうした抗菌剤に対して耐性を示す変異
株を単離した場合 高い確率で リボゾ ム構成成分 タンパク質あるいは

の変異を見いだすことが出来る 即ち 薬剤耐性株を選択する事により改
変型のリボゾ ムを持つ株を効率的にスクリ ニング出来るのである 我 は
放線菌の二次代謝に着目して リボゾ ムの改変に適した薬剤の選択を行った
具体的には 放線菌 および
における青色二次代謝産物である アクチノロ ジン の生産をモデルとし

その活性化 生産性の増大 に適したリボゾ ム変異導入法の確立を行った 本
物質の生産は目視で簡単に判別できるため 効率的なスクリ ニング成功の鍵と
なった 種 の抗生物質を検討した結果 二次代謝の顕著な活性化に有効な変異
を付与する薬剤の一つとして 抗結核薬として有名なストレプトマイシンが見い
だされた 本稿の冒頭で述べた本手法開発の契機となった最初の発見も 偶然
使用していた株がストレプトマイシン耐性変異株であったことによった 対象と
する菌から高度ストレプトマイシン耐性変異株 最小発育阻止濃度の 倍以上
の薬剤濃度で生育可能 を取得すると その大半はリボゾ ムタンパク質 に
様 な変異が生じていることが確認され 中でも 番目のリジンがグルタミン
酸に変化した 変異がアクチノロ ジン生産の活性化に特に有効であること
が明らかとなった 一方 興味深いことに 高濃度ではなく低濃度のストレプ
トマイシンで高頻度に得られる低レベルストレプトマイシン耐性変異株 最小発
育阻止濃度の 倍程度の薬剤濃度で生育可能 においても顕著なアクチノロ ジ
ン生産が検出された 低レベルストレプトマイシン耐性を付与する遺伝子変異は
これまでに明らかにされておらず その同定は難渋を極めたが 最近になって

変異がその実体であることを確定した これについては後述する
二次代謝の活性化には ストレプトマイシン以外に 同じくリボソ ムを標的

とする薬剤であるゲンタミシン ジェネティシン パロモマイシン リンコマイ
シン フシジン酸あるいはチオストレプトンが有効である 図 したがって
リボゾ ムの改変 耐性変異の導入 による微生物機能の活性化は ストレプト

薬剤耐性選抜法によるリボゾ ムの改変
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フシジン酸耐性変異 チオストレプトン耐性変異 およびゲンタミシン
耐性変異 の導入によりアクチノロ ジン生産が著しく活性化される

図 リボゾ ム工学および転写工学の概要

図 各種薬剤耐性変異による抗生物質生産の活性化
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マイシン耐性に特有なものではなく これらの薬剤に共通に見られる現象であ
る これらの耐性変異の内 パロモマイシン耐性変異が 変異 ストレプトマ
イシン耐性とは異なるアミノ酸残基の変化 であることは判明しているが そ
の他は不明であり その実体解明は今後の課題である

転写酵素である ポリメラ ゼの改変も微生物機能の活性化に有効である
ことを 転写阻害剤であるリファンピシンを用いて明らかにした バクテリア
の ポリメラ ゼは および の各サブユニットからなる多量体酵素
であるが 得られたリファンピシン耐性変異株においては サブユニットを
コ ドする遺伝子 上に種 の変異が見つかり 中でも 種類の変異
及び がアクチノロ ジン生産を著しく活性化することを明らかにした

さらに 変異はリボゾ ム変異と相乗作用を示すことが確認され 図 こ
のことから 種 の抗生物質耐性変異を逐次的に付与していくことによって 微
生物機能を飛躍的に活性化できることが明らかとなった

リボゾ ム変異や ポリメラ ゼ変異がどのように微生物機能の活性化に
繋がっているかについて これまでに分かっていることを簡単に記しておくこと
とする 微生物機能活性化に有効な 変異およびその他のリボゾ ム変異
を有する株では 生育後期においてもタンパク質合成活性が低下しない 図
という特異な性質が明らかにされている 野生株では同時期にはタンパク質合成
活性は急激に低下する 抗生物質あるいは酵素などの生産は培養後期に見られ
ることが多く この時期にタンパク質合成能が保持されていることが 微生物機
能活性化の主要因であることは間違いない 図 低レベルストレプトマ
イシン耐性変異 変異 を有する放線菌変異株においては アデノシル
メチオニン 合成酵素遺伝子の発現が著しく上昇しており それに伴って
細胞内の レベルが有意に高くなっている は抗生物質生産を誘導
するシグナル物質であると考えられており その細胞内レベルの上昇により抗生
物質の過剰生産が起こる 微生物機能の活性化能を有する変異型 ポリメ
ラ ゼは 遺伝子の発現パタ ンを劇的に変化させることが観察されている 未
発表 したがって 目的遺伝子 例えば二次代謝遺伝子 を効率的に転写する変
異型 ポリメラ ゼをスクリ ニングしていることになる 微生物機能の活
性化については以上のような知見が得られているが リボゾ ム変異及び
ポリメラ ゼ変異による微生物機能活性化には数多くの因子が複雑に関係すると
予想されることから 活性化の全容解明は今後の課題である

薬剤耐性選抜法による ポリメラ ゼの改変

微生物機能活性化のメカニズム
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変異株では定常期においても高いタンパク質合成活性が保持されている

近年 微生物由来の新規生理活性物質の発見は減少してきており 一部では
微生物の限界 といったことがささやかれているのも事実である しかしなが
ら ここ 年間の間に蓄積されてきたゲノム情報から判断すると 新規有用物質

新規生理活性物質探索への利用

図 野生株および 株におけるタンパク質合成活性の経時変化

図 リボゾ ム変異による抗生物質生産活性化のメカニズム

薬剤耐性選抜法の活用例
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二次代謝産物 抗生物質 の生合成に関与していると考えられる遺伝子クラスタ

の探索という分野における微生物の高いポテンシャルは明らかである
抗生物質を始めとし 多くの有用物質の生産を担う放線菌が工業上最も重要な

微生物の一つであることは疑いの余地もない 年に 種類の放線菌
及び の全ゲノム配列が相次いで

報告された 放線菌のゲノムサイズは 超とバクテリアとしては異常に
大きく そこから読みとれる情報は本菌群の多彩な潜在能力を示すものであり
未知の物質生産の可能性を十分感じさせるものである 例えば これらの菌には

が では では クラスタ と 予想以上に多く存
在することが明らかとなっている これらの二次代謝遺伝子クラスタ の中には
通常の培養条件下では発現していないものも少なからずあり それらの効率的な
発現により 新規有用化合物の発見も十分期待できると思われる したがって
これら通常の条件では発現していない 潜在遺伝子 を活性化するのにわれわれ
が開発した薬剤耐性選抜法が有効であると予想された

保坂らは 土壌から分離された 属細菌の中から通常の培養条件
では抗菌物質を生産しない菌株を選択した これらの放線菌から薬剤耐性選抜
法により多数の変異株を取得したところ 新たに抗菌物質生産能を獲得した株が
高頻度で出現することを見いだした また この潜在的な抗生物質生産能の活性
化には ポリメラ ゼの改変およびリボゾ ム改変のいずれもが有効であ
ることも明らかにした さらには これらの活性化株の一つからは 新規イオノ
フォア系抗生物質の単離及び構造決定に成功し ピペリダマイシン と命名した
図 本物質は 分子のオルニチンを含む環状ペプチドであり これまでに例
のないユニ クな骨格を有していた 以上の成果は ポリメラ ゼの改変
およびリボゾ ム改変を用いた本技術が 新たな抗生物質の発見に有用であるこ
とを証明し 画期的な成果として社会的に認められるに至っている

上記の例は 実際の物質生産を指標にするスクリ ニング系で薬剤耐性選抜法
を活用したものであるが この方法では簡便でハイスル プットなアッセイ系が
必要となり 適用範囲が限定されるという問題がある そこで 遺伝子レベルで
目的の微生物機能を検出し さらにはそれらの発現の有無を迅速に判定できる技
術の開発を試みた 未発表 これらの技術を開発するにあたって我 がタ ゲッ
トとしたのは エリスロマイシンなどの抗生物質を始めとする有用物質の宝庫で
あるポリケタイド化合物である ポリケタイドの生合成においては ポリケタイ
ド生合成酵素 が鍵酵素であるため 遺伝子を 法により検出す

抗生物質の探索

新規なスクリ ニング系の開発
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ることにした プライマ の配列を工夫することにより 遺伝子の存在を高
感度に検出できると共に その増幅パタ ンから新規物質の生産を予測できるシ
ステムの構築に成功した さらには 法 逆転写 法 を応用するこ
とにより 目的とする 遺伝子の発現を高感度に検出できる技術を確立した
図 構築したシステムの有効性を検討するため 土壌より分離した放線菌を
対象としたスクリ ニングを行った 最初に 遺伝子を有する菌株をスク
リ ニング 次にその増幅パタ ンから新規化合物生産の可能性の高い菌株を選
抜した こられの株から薬剤耐性選抜法により変異株を取得し 遺伝子発現
の有無および強度を 法により判定した 遺伝子発現活性化の一例
を図 に示した この株では リボゾ ムの改変 ストレプトマイシン耐性変異
の導入 により 遺伝子の発現が顕著に活性化された 現在までに 新規ポ
リケタイド化合物の生産が期待される株を多数取得しており 幾つかの化合物に
ついては単離 構造決定が進行中である

薬剤耐性選抜法の利用としては微生物育種への応用が最も直接的であり 野生
微生物育種への利用

図 ピペリダマイシンの構造
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株を対象とした初期育種から 高度に育種された工業株にまで広く適用可能であ
る 初期育種の場合には 目的とする生理活性物質を薬理試験に供する あるい
は目的酵素の有用性をパイロット反応で検証するといった際に それらを必要な
量だけ供給するために行われる したがって いかに短期間で達成できるかが重
要なファクタ となってくる 一方 工業株の育種においては 目的とする物質
の生産量が重要なのは当然として 生育などが極端に低下しないことなど様 な
ファクタ を加味しなければならず 何年にもわたる長丁場になることもまれで
はない 一方 本手法による育種の基本ストラテジ は以下の通りであり 手法
が簡便で直接的であるため 迅速な育種が可能である 対象とする菌株から各
種薬剤 リボゾ ム攻撃性の薬剤およびリファンピシン に対する耐性株を取得
する 適当なスクリ ニングにより目的とする性質を有する変異株を選別す

図 法による新規物質スクリ ニング系
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る 必要に応じて異なる種類の薬剤耐性変異を逐次的に付与 目標とするレベ
ルの育種を達成する このステップにより効率的な微生物育種が可能となる
王らは 種類の薬剤耐性変異の逐次的導入 ストレプトマイシン耐性変異

ゲンタミシン耐性変異 リファンピシン耐性変異 パロモマイシン耐性変異
ジェネティシン耐性変異 フシジン酸耐性変異 チオストレプトン耐性変異 リ
ンコマイシン耐性変異 により のアクチノロ ジン生産を 倍

に増強することに成功した ここで使用された薬剤は 転写
阻害剤であるリファンピシンを除いて全てリボゾ ム攻撃性の薬剤であり この

図 遺伝子の検出およびストレプトマイシン耐性 変異の導
入による遺伝子発現の活性化
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赤色で示した塩基はストレプトマイシンと直接結合することが示されている 破線で結
んだ部分は塩基対を形成する

育種に要した期間はわずか ヶ月であった 最終的に得られた株は多少生育が低
下していたものの胞子形成能も保持しており 実用に充分耐えられるものである
ことが確認できた
一方 田中らは 低レベルストレプトマイシン耐性変異 変異 および高

度ストレプトマイシン耐性変異 変異 の導入によるアクチノマイシン生産
菌の育種について報告した 彼らは 放線菌 にこれ
ら 種類の変異を逐次的に付与することにより 野生株にくらべて 倍以上の
アクチノマイシン生産を達成している
上記の例は 野生株を対象にした初期育種の好例であるが 本手法を実用菌株

に応用した例として 動物用抗生物質 サリノマイシン の工業生産株
の育種について以下に述べる 為広らは 現在使用されている工業

株に対して ストレプトマイシン耐性およびゲンタミシン耐性変異 さらにはリ
ファンピシン耐性変異を逐次的に導入することにより そのサリノマイシン生産
性を倍増 から に増加 することに成功した 野生株においてそ

図 において高度に保存された ル プの構造および
タンパク質の標的部位
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の物質生産力を 倍に増強することはたやすいが 高度に育種された工業株での
倍アップは大変に困難であり それを達成した意義は極めて大きい上 育種操
作に要した期間はわずか ヶ月であった
本手法は抗生物質だけではなく 酵素生産にも適用可能であり これまでに

枯草菌のアミラ ゼおよびプロテア ゼの生産性向上にも有効であることが確認
された さらに 最近 食総研の越智 舟根らのグル プは 抗う蝕活性を有す
るオリゴ糖であるサイクロデキストランの生産性向上を目的とし 本オリゴ糖合
成酵素生産菌 工業株を使用 のさらなる育種を試みており 非常に良好な結果
を得ている 未発表

これまでに述べたように 薬剤耐性選抜法に使用するリボゾ ム攻撃性の薬剤
の種類は多岐にわたっている また 得られる耐性菌も 高度耐性から低レベル
耐性まで様 である 高度薬剤耐性に関与する変異の多くは これまでの研究に
より明らかにされている 一方 低レベルの薬剤耐性変異の実体については不明
のケ スも多い 我 は これらの変異の多くはこれまでに知られていない新規
なものであると予想しており その実体 変異遺伝子 解明は 実用面のみなら
ず学問的にも非常に重要であると考えている しかしながら これらの低レベル
耐性変異は 選択培地上での判別が難しく このことが古典的な遺伝解析 既知
の遺伝マ カ との連鎖解析 による変異同定を困難にしている主因である 近
年 ゲノム解析技術の進歩は目を見張るばかりであり ドルでヒトゲノムを
解析 等の謳い文句も近 達成されるであろう これらの技術革新は 微生物の
ゲノム解析においても非常に有効なツ ルを提供しており 既に全ゲノム情報が
明らかにされている株であれば そこから得られた変異株の変異点 遺伝子 を
同定することは比較的安価 万円 かつ短期間 ヶ月 で出来るように
なっている 我 は これまでに 未知の変異を有する薬剤耐性株の解析を試み
いくつかのケ スでは変異遺伝子を決定することが出来た 残念ながら現時点
において完璧な方法は存在せず 全ゲノム情報を用いた解析によっても変異が見
つからないリスクはかなり ある 以下において 低レベルストレプト
マイシン耐性変異の解析について述べる

薬剤耐性選抜法において ストレプトマイシンは代表的な使用薬剤であるが
微生物機能の活性化に有効な高度ストレプトマイシン耐性 変異 の出現頻
度は非常に低く である 栄養要求変異などの出現頻度は

程度である 一方 低レベルストレプトマイシン耐性は の高い
頻度で得られ この変異も放線菌の抗生物質生産の活性化に有効なことは早くか

低レベルストレプトマイシン耐性変異の実体解明

未知の薬剤耐性変異の実体解明とその意義
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精製 タンパク質およびリボゾ ムを用いた生化学的解析の結果 本メチ

ら知られていた 図 放線菌 を用いたその後の解析により 本
変異株の性質について以下のことが明らかにされた 合成酵素遺伝子

遺伝子 の発現が野生株に比較して著しく上昇している それに伴い細
胞内の 濃度も上昇しており このことが抗生物質過剰生産の主な要因であ
る 本変異株は このように非常に興味深い形質を示すが 古典的な遺伝学では
その変異の同定には至らなかった そこで我 は 新しい変異探索の方法である

の利用を試みた 詳細については割
愛するが 本解析手法は マイクロアレイの変法である この方法により

から得られた低レベルストレプトマイシン耐性変異株を解析したと
ころ 後に と命名される遺伝子に変異が検出された 我 が分離 保存
していた 低レベルストレプトマイシン耐性変異 抗生物質過剰生産の形質を示
す の変異株 株 について調べたところ 全ての株で 変異が
確認され 本遺伝子の機能欠損により 上記の形質を獲得することが予想された
このことは 実際に 欠失株を作製することにより直接証明した
次に 遺伝子の機能について解明を試みた 本遺伝子によってコ ド

されるタンパク質は そのアミノ酸配列から 一種のメチル化酵素であると考え
られた 上述の様に 本遺伝子の欠損はリボゾ ム攻撃性の薬剤であるストレプ
トマイシンに対する耐性を付与することから タンパク質の基質は何らか
のリボゾ ム構成因子であると予想された

ル化酵素の基質は リボゾ ムの サブユニットの構成因子である
であることを見いだした 最終的に 本酵素が の 番目のグアノシ
ン を メチルグアノシンへと変換する酵素であることを解明した 図

これらの結果から 本遺伝子を 修飾酵素の命名則にしたがっ
て と命名した は全
てのバクテリアの において保存されており ストレプトマイシンと直
接結合するヌクレオチドの一つであることが明らかにされている 変異
によりそのメチル化が消失することにより ストレプトマイシンに対するリボ
ゾ ムの親和性が低下 結果として本薬剤に対する耐性が付与されるものと考え
られる なお 変異による 遺伝子の発現上昇のメカニズムについて
は現在解析中である

ストレプトマイシンは 古くは結核治療の臨床現場で繁用された その結果
多くの結核菌が本薬剤に対する耐性を獲得し 現在では第一選択肢の治療薬では
無くなった しかしながら 依然として重要な薬剤の一つであることは間違いな
い ストレプトマイシンは 年に発見されているが その 年後には耐性菌

変異解明の社会的意義
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の報告がなされている また ストレプトマイシン耐性変異には高度耐性およ
び低レベル耐性の 種類が存在することが知られていた 高度耐性が 変異の
結果であることは 年代には明らかにされている さらに 結核菌では

遺伝子 の変異によっても高度ストレプトマイシン耐性を獲得する
ことが 年代に解明されている 一方 低レベル耐性の実体に関しては
年間不明のままであった 実際に臨床から分離されたストレプトマイシン耐性結
核菌を解析しても 変異あるいは 変異を持たない株が数多く 見
つかっている 我 は これら変異未知の臨床分離結核菌には 変異株が
少なからず含まれているのではないかと予想し 薬剤耐性結核菌のエキスパ ト
である北海道大学の鈴木定彦教授と共同研究を開始した その結果 予想通り多
くの臨床分離耐性株において 変異を見いだすことに成功した 結果とし
て 年来のミステリ に終止符を打つことになり 薬剤耐性結核菌の診断およ
び治療にも貢献するという 社会的に非常にインパクトのある成果となった
以上のように 未知の薬剤耐性変異の同定は 微生物機能活性化のメカニズム

解明の点から重要であるのみならず 時として予想外の波及効果をもたらすこと
もあり 着実に進展させる必要がある

薬剤耐性選抜法は タンパク質合成装置であるリボゾ ムあるいは遺伝子の転
写を司る酵素である ポリメラ ゼを変異によって望ましい形質に改変し
それを微生物機能の活性化に利用する技術である 有効な変異が得られる可能性
の高い薬剤については本稿で述べたとおりである 本手法の特徴は なんといっ
てもその簡便さにある 即ち 対象とするバクテリアから薬剤耐性株を分離し
目的とする性質を示す株をスクリ ニングすればよいのである
もう一つの特徴は 本手法の実施にはゲノム情報などは必要なく 土壌から分

離した菌株にも直ちに適用可能な点である 現在 ゲノム情報を活用した微生物
育種が盛んに行われているが その中では遺伝子組み換え技術が用いられること
も多い カルタヘナ法などの法規制を考えると それらの育種株をオ プンな環
境で利用することには高いハ ドルが存在する 本手法は 組換え生物を作製す
るわけではないのでこの点では非常に有利であると言える 今後 本手法がゲノ
ム育種を補完する重要な育種法として 更に発展 利用されることを願う

食品バイオテクノロジ 研究領域 生物機能解析ユニット 岡本 晋
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左側に示すものはヒト血漿に検出される主要なカロテノイド

カロテノイドは食品に黄色 赤色の美しい色彩を与える脂溶性色素であり ま
た カロテノイドに由来する低分子成分は食品のフレ バ に寄与しているな
ど 極めて重要な食品成分である ほとんどのカロテノイドは 炭素数 の炭化
水素骨格に長鎖の共役結合をもつ分子 図 であり そのため 高い疎水性 可
視領域での光吸収や抗酸化性などの特徴をもつ 微生物や植物によって生合成さ
れ 自然界には 種類もの多様なカロテノイドが存在している 光合成生物で
はアンテナ色素として光エネルギ 捕集や光障害防御などの生理的役割を担って
いる 動物では鳥類の羽毛や魚類の体色などの標識色素として機能している ま
た カロテノイド由来の低分子物質は接合菌類のトリスポリン酸 植物のアブシ
ジン酸 動物のレチノイン酸などのホルモン様物質として多様な生理現象に深く
関わっている このようにカロテノイドは 古細菌から哺乳動物にいたる多様な
生物に分布し 地質学的にも古い時代から生物に利用されてきた物質である
食品として摂取されたカロテノイドの一部は 体内でビタミン に変換され

視覚 形態形成 成長 生殖 免疫応答などの複雑な生理現象において重要な役
割を担っている また カロテノイドは長鎖の共役二重結合をもつため ラジカ

図 食品に含まれる代表的カロテノイド

カロテノイドの吸収と体内動態
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ル捕捉や一重項酸素の物理的消去などの抗酸化活性をもち 脂溶性抗酸化物質と
して酸化ストレスに関わる疾病の予防に寄与していると考えられている ヒトは
食品から様 なカロテノイドを摂取しているが 個 のカロテノイドが抗腫瘍作
用 免疫増強作用 抗肥満作用などの特異な生物活性をもつことが報告され ヒ
トの健康維持に役立つものと期待されている
このようなカロテノイドの生物活性をヒトの健康維持のために利用するには

その作用機構を明確にするとともに 食品からの吸収と体内動態を明らかにして
おく必要がある 摂取したカロテノイドもしくは代謝産物が標的組織に到達する
効率 生体利用性 は 消化管内での可溶化 腸管吸収効率 体内での代謝等に
依存する したがって 食品カロテノイドを効率的に利用するためには 生体利
用性に影響するさまざまな要因を明らかにする必要がある 本稿では カロテノ
イドの腸管吸収及び代謝変換に関して 我 の研究成果を中心に紹介する

カロテノイドの腸管吸収は油脂やビタミン などの脂溶性食品成分と比較し
て著しく低く 食品を摂取してからカロテノイドが小腸から吸収されるまでには
さまざまな要因が影響する カロテノイドは疎水性が高く常温で固体の物質で
あるため 単独では水に溶解あるいは分散することはない そのため 小腸から
吸収されるまでに 消化管内で両親媒性物質の働きで十分に可溶化され 小腸上
皮細胞から吸収可能な状態にならなければならない この可溶化の過程が腸管吸
収の つの律速段階となっている 食品中のカロテノイドのうち小腸によって吸
収可能な可溶化状態になる割合はバイオアクセシビリティ
と呼ばれ 食品カロテノイドの吸収性の つの指標とされている さらに 可溶
化されたカロテノイドがすべて小腸上皮細胞から吸収されるわけではなく カロ
テノイドの構造やミセル構成成分によって細胞への吸収の程度が異なる このよ
うに 食品として摂取したカロテノイドの腸管吸収は 消化管内での可溶化と小
腸上皮細胞への吸収の二つの過程に大きく分けることができる 図

食品を摂取すると まず 食品マトリックスからカロテノイドが遊離する 野
菜では固い細胞壁のためカロテノイドが遊離し難く 果実などと比較して吸収さ
れにくい 加熱加工 調理は 固い細胞壁などの構造を破壊することによって食
品マトリックスからのカロテノイドの遊離を促進する 遊離したカロテノイド
は 次の段階で消化管内で十分に分散されなければならない 胆汁として分泌さ
れるリン脂質や胆汁酸はカロテノイドの分散を促進する また 摂取された油脂
はカロテノイドを溶解することによって 消化管内でカロテノイドを分散しやす
くする 一方 油脂の摂取は胆汁の分泌を促進することによっても分散を促進す

消化管内でのカロテノイドの可溶化

カロテノイドの腸管吸収
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るものと考えられる 消化が進行するに伴い分散されたカロテノイドは 小腸管
腔内に生成する混合ミセルに可溶化される 混合ミセルは 油脂の消化産物であ
る遊離脂肪酸やモノアシルグリセロ ル及び胆汁の成分である胆汁酸 リン脂
質 コレステロ ル等から構成される 混合ミセルは 外周を胆汁酸が取り囲ん
だ円盤状のミセルであり 内部に脂質加水分解物や脂溶性物質が可溶化した微細
な分子集合体 粒径 である このような混合ミセルに可溶化されたカ
ロテノイドのみが小腸上皮細胞に吸収されるものと考えられる このように 食
品カロテノイドのバイオアクセシビリティ は 食品マトリックス 調理 加工
油脂の共存等によって変動するが カロテノイドの構造によってもバイオアクセ
シビリティ は異なる 野菜に含まれるカロテノイドを調べた結果では 疎水性
の高い カロテンやリコペンなどではバイオアクセシビリティ が低く 水酸
基などをもつやや疎水性の弱いルテインなどのキサントフィルでは高いと報告さ
れている 疎水性のものほど 水系への分散性が低いことに起因しているもの
と考えられる

上述したように混合ミセルに可溶化されたカロテノイドの一部が小腸上皮細胞
へ吸収される 従来から カロテノイドは単純拡散によって細胞へ移行するもの
と考えられてきた 我 は ヒト腸管モデル細胞 を用いて 混合ミセルに
溶解した 種類の食品カロテノイドの細胞への取り込みを調べてみた その結
果 可溶化状態が全く同一の状態では 疎水性の高いカロテノイドほど細胞へ取
り込まれやすいことを見出した 図 このことは 疎水性の高い物質ほど細

図 カロテノイドの可溶化と腸管吸収

小腸上皮細胞によるカロテノイドの取り込み
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胞膜の脂質二重層を透過しやすいという一般則に良く一致し 単純拡散を支持す
るものであった 一方 最近 クラス スカベンジャ レセプタ タイプ

のようなレセプタ がカロテノイドの細胞への取り込みに関与していること
が報告されている しかし レセプタ の機能を阻害しても取り込みは完全に
は抑制されないので 実際は 単純拡散とレセプタ が関与する取り込みの両者
が機能しているものと推察されるが 結論は今後の研究を待たねばならない カ
ロテノイドの吸収は動物種によって著しく異なり個体差も大きいことが知られて
いるが その原因がレセプタ を介する吸収にある可能性が考えられる レセプ
タ の発現量やカロテノイドに対する特異性が種によって異なっていることや同
一種であっても遺伝子多型によってレセプタ の活性が異なっていることが吸収
の差をもたらすのかもしれない
小腸上皮細胞によるカロテノイド取り込みは その化学構造のほかに カロテ

ノイドを可溶化する混合ミセルの構成成分によっても大きく影響を受ける 物理
的にミセルとして可溶化されていれば 濃度に依存して細胞へ取り込まれるとい
う単純なものではないことに留意する必要がある 我 は ミセルに可溶化した
カロテノイドのヒト腸管モデル細胞である 細胞への取り込みを調べたと

図 細胞によるカロテノイドの取り込みと オクタノ ル
水分配係数 との相関
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ホスファチジルコリン リゾホスファチジルコリン

ころ ミセルを調製するために用いる合成界面活性物質によって 著しく取り込
み量が異なっていた したがって 小腸でのカロテノイドの吸収特性をモデル系
で調べるためには 生理的可溶化状態を再現することが必須であることが分かっ
た そこで できるだけ生理的な組成に近い混合ミセルを用いてカロテノイドの
取り込みを調べてみた 混合ミセルを構成するリン脂質については ホスファチ
ジルコリンが 細胞によるカロテノイドの取り込みを濃度依存的に抑制
し 逆に リゾホスファチジルコリンは促進する という予期しない現象を見出
した 図 これらのリン脂質の効果は脂肪酸残基の鎖長に依存することから
親水性 疎水性バランス が重要な因子となっているものと考えられた
すなわち 極性の高いリゾホスファチジルコリンは 細胞膜の脂質二重層の構造
を乱すことによって透過性を高めている可能性が考えられた 一方 ホスファチ
ジルコリンは長鎖アシル基を 分子もち疎水性が高いためカロテノイドとの親和
性が高く 細胞側へカロテノイドを渡しにくいものと考えられた リン脂質のこ
のような作用は 生理的意味をもっていると考えられる すなわち 胆汁から分
泌されたホスファチジルコリンがカロテノイドの分散を促進する重要な働きを担
うが ミセル中に残存するとカロテノイドの小腸上皮細胞への吸収を抑制するこ
とになる しかし 消化酵素によってホスファチジルコリンが加水分解されると
この吸収の抑制は回避され 生成したリゾホスファチジルコリンが吸収を促進す

図 細胞によるカロテノイド取り込みに対するリン脂質の影響
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る このようにして 脂溶性の物質を効果的に吸収する役割をリン脂質が担って
いると考えられる ミセルの構成成分がカロテノイドの透過性に大きく影響する
ことが明らかになり 食品由来の脂質成分がカロテノイドの可溶化の他に細胞透
過にも影響することが十分に考えられる ホスファチジルエタノ ルアミンなど
の他のリン脂質は ホスファチジルコリンとは異なり透過を促進することも見出
している 現在 このようにミセルを構成する成分がカロテノイドの腸管上皮
細胞への取り込みに与える影響を調べているが カロテノイドのみならず 脂溶
性ビタミン類や水に溶解しにくい機能性物質の腸管吸収を調節する技術につなが
るものと期待している

混合ミセルから小腸上皮細胞に取り込まれたカロテノイドは 細胞内でトリア
シルグリセロ ルを主成分とするカイロミクロンに組み込まれてリンパ液中へ分
泌される この段階まできて カロテノイドが体内に吸収されたことになる 小
腸では活発に上皮細胞が増殖し古くなった細胞は消化管管腔へ脱落しているの
で 小腸上皮細胞に取り込まれたとしても細胞が脱落すれば体内に吸収されたこ
とにはならない カイロミクロンへのカロテノイドの組み込みは 上皮細胞内の
脂質代謝と密接に関係しているので 摂取した油脂によって影響を受ける可能性
が十分に考えられる この点に関する研究は進んでおらず 今後の課題である

すでに述べたように カロテノイドの吸収 蓄積は動物種間で著しく異なる
たとえば ラットではほとんどカロテノイドの蓄積は見られず ウシやウマなど
ではカロテン類は蓄積されるがキサントフィル類は蓄積されない ヒトでは カ
ロテン類とキサントフィル類の両方が蓄積される このような種間差は消化管内
における可溶化能力 腸管吸収における選択性 体内動態等における何らかの相
違に起因すると考えられるが 原因は全く分かっていない 腸管吸収における選
択性に関して 興味深い一例を以下に紹介する ヒトは食品から様 なカロテノ
イドを摂取しているが組織に見出されるカロテノイドは ルテイン及びそれより
極性の低い クリプトキサンチン カロテン カロテン リコペンにほぼ限
定されている たとえば 緑葉野菜にはネオキサンチンやビオラキサンチンなど
の極性の高いキサントフィルが含まれるが 通常の食事をとっているヒトの血漿
にはこれらのキサントフィルは検出されない 特に ネオキサンチンはアレン結
合を含むカロテノイドで抗腫瘍作用があり これらの高極性キサントフィルがヒ
トにどの程度吸収されるかが注目される 我 は ほうれん草のヒト摂取試験を
行い ほうれん草に含まれるネオキサンチンの吸収について調べた 健常人
名に一週間 昼食時にほうれん草 新鮮重 カロテン ル

小腸上皮細胞からリンパ液へのカロテノイドの分泌

カロテノイド腸管吸収の選択性
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実線 ホウレン草摂取後 破線 摂取前

テイン ビオラキサンチン ネオキサンチンを含む を油で炒めた
ものを摂取してもらい 一夜絶食後採血し血漿カロテノイドを分析した ほうれ
ん草摂取によって カロテン及びルテイン濃度は有意に増加したが ネオキサ
ンチン及びネオクロ ム 胃酸によってネオキサンチンから生成する は わず
かに増加したものの定量限界以下であった 図 同様にビオラキサンチン及び
その胃酸との反応産物も定量限界以下であった このことから ネオキサンチン
やビオラキサンチンは腸管からほとんど吸収されない あるいは 吸収されても
速やかに代謝されて血液から消失することが考えられた ほうれん草を摂取して
から 時間後に採血しても微量しか検出されなかったので 後者の可能性は低
い また ほうれん草からのネオキサンチンの可溶化に問題があることも考えら
れたが ほうれん草の 消化試験を行うとルテインと同等の可溶化率で
あった ルテインは吸収するが ネオキサンチンやビオラキサンチンは吸収しな
いという選択性がヒトの腸管には備わっている可能性が考えられる 一方 マウ
スでの精製カロテノイドの吸収を調べるいくつかの独立した実験 実験条件はほ
ぼ同じ を行ったが ネオキサンチン はルテインや カロテン と同じ程度に
吸収されることを見出している このことは ヒトには選択性があるが マウス
にはないことを示唆している 腸管吸収が単純拡散のみにしたがうと考えるとこ
のような選択性は説明できないが 取り込みに関与するレセプタ の特異性や何

図 ホウレン草摂取後のヒト血漿抽出物の プロファイル
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いる 特にルテインの代謝産物として ヒドロキシ カロテン オン

らかの管腔側への排泄機構などによって選択的吸収が行われているとすれば考え
やすい このような選択的吸収機構がヒトに備わっているとすれば その生理的
な合目的性があるかもしれない 今のところ推測の域を出ないが たとえば 網
膜の光障害を抑制するために必要なルテインは吸収するが それより極性の高い
不要なキサントフィルは生体異物として排除するようなことが考えられる 今
後 腸管吸収におけるカロテノイドの選択性が解明されれば 様 な食品カロテ
ノイドを機能性成分として利用する上で合理的な取捨選択が可能になり 吸収を
高める方法も見出すことができると考える また 各哺乳動物の選択性に合目的
性があると仮定すれば 選択されたカロテノイドの生理的機能の重要性が裏付け
られると考える

小腸から体内に取り込まれたカロテノイドの動態については不明な点が多い
プロビタミン カロテノイドのビタミン への変換については詳細な研究が行
われてきた しかし それ以外のカロテノイドの代謝変換については 代謝産物
と推定されるものがヒト組織に見出されているだけで その代謝変換反応に関わ
る酵素系はほとんど未解明である 各組織への分布にはカロテノイドの種類や蓄
積量に特徴がみられるのもの 組織への移行のメカニズムについては網膜でのレ
セプタ の関与以外にはあまりよく知られていない さらに どのような代謝産
物として体外へ排泄されるかは全く不明である ここでは 先ず キサントフィ
ルの水酸基に関わる酸化的代謝について紹介し ついで カロテノイドの炭素骨
格の開裂代謝と低分子開裂産物の代謝について述べる
魚類や鳥類についてはカロテノイド代謝産物に関する研究が進んでおり 魚類

においては 水酸基の導入 そのカルボニル基への酸化などの酸化的代謝経路や
逆方向の炭化水素への還元的代謝経路が提唱されている 一方 鳥類においては
酸化的代謝産物のみが検出されている ヒトでは 等が血漿及び組織の
カロテノイドを詳細に分析し 代謝産物として推定されるものを 種類検出して

ヒドロキシ カロテン オンや カロテン ジオンを検出してい
る これらは 水酸基の酸化及び二重結合の移動によって生成することが示唆さ
れている 図 また 食品には存在しないカロテノイドとして ジメトキ
シ カロテンをヒトに投与した研究では ヒトの血漿に脱メチル化産物やその
脱水素産物であるカンタキサンチンが検出され 水酸基の酸化的代謝が示唆され
ている さらに カプサンチンを摂取をしたヒト血漿には二級の水酸基がカルボ
ニル基へ酸化されたカプサントンが検出されている これらの結果は ヒト体内
においてキサントフィルの二級の水酸基をカルボニル基へ酸化する代謝が起きて
いることを強く示唆している

キサントフィルの酸化的代謝
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我 はマウスへフコキサンチン投与しその代謝産物を調べた フコキサンチ
ンは昆布やワカメなどの褐藻類の主要なカロテノイドであり 抗腫瘍作用や抗肥
満作用を示すキサントフィルとして注目されている フコキサンチンは消化管内
で脱アセチル化されフコキサンチノ ルとなって吸収される 血漿中にはフコキ
サンチンは検出されずフコキサンチノ ルが検出される さらにもうひとつの代
謝産物が検出された マウス肝臓ホモジネ トとフコキサンチノ ルをインキュ
ベ ションすることによってこの代謝産物を調製し 分離 精製ののち構造を決
定した その結果アマロ シアキサンチン と同定され フコキサンチノ ルか
らエポキシ基の開環を伴う 位の水酸基の酸化によって生成するものと考えられ
た この代謝変換は肝臓ミクロソ ムの 依存性の脱水素酵素によって触媒
されることが分かった 図 また ヒト肝がん由来 細胞とフコキサン
チノ ルをインキュベ ションするとアマロ シアキサンチン が生成し ヒ
トもマウスと同様の代謝能力をもつと考えられた 原索動物のホヤやニワトリな
どでもアマロ シアキサンチン が検出されることから 動物に広く存在する
代謝活性と考えられた このような脱水素酵素が ヒト血漿に検出されたルテイ
ンやカプサンチンの代謝産物生成に関わっているものと考えられる ヒト血漿中
のカロテノイドの一般分析では これらの代謝産物の分離分析が困難なことも
あって これまで ほとんど注意が払われてこなかった しかし 上述したよう
に 哺乳動物において キサントフィルの酸化的代謝が活発に起きていることが

図 ヒト血漿中に検出されるキサントフィル代謝産物
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考えられ これらの代謝産物の抗酸化性や生物活性にも注目する価値があると考
える

哺乳動物でのカロテノイド代謝において 酵素と遺伝子レベルで明らかにされ
ている唯一のものがビタミン の生成である すなわち 小腸上皮細胞に取り込
まれた カロテンは分子中央の 位二重結合でオキシゲナ ゼ に
よって特異的に酸化開裂され 分子のレチナ ルを生成する 図 動物に
ビタミン を供給する生理的に重要な代謝反応である 小腸で生成したレチ
ナ ルは レチノ ルへ還元され脂肪酸エステルとなる さらに カイロミクロ
ンに組み込まれてリンパ液中に放出され 最終的に肝臓に取り込まれレチノ ル
脂肪酸エステルとして貯蔵される 必要に応じて肝臓から血液中にレチノ ルが
分泌され全身にビタミン が供給されている 本酵素は小腸以外にも肝臓など

図 マウスにおけるフコキサンチンの代謝経路

カロテノイド炭素骨格の開裂代謝
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物 動物等に広く分布している たとえば 植物には ネオキサンチンの

の組織 に発現しており 血流から供給されるビタミン とは別に組織に蓄積
されたプロビタミン から直接ビタミン を生成する役割をもっている可能性
が考えられる 一方 最近 この酵素の遺伝子と塩基配列が類似する遺伝子がマ
ウスに見出された 大腸菌に発現させたところ カロテノイドの分子中央でなく

位の二重結合を特異的に開裂する酵素 であることが分かった
中央開裂酵素はカロテノイドの少なくとも片側に イオノン環をもつもの プ
ロビタミン が基質となるが 後者の酵素は カロテン以外にリコペンも開裂
する特徴を持っている 図 残念ながら でこの酵素が機能している
証拠はまだ見つかっていない このように カロテノイドの共役二重結合の特定
の位置で酸化開裂し低分子のカルボニル化合物を生成させる酵素は 微生物 植

位の二重結合を酸化開裂し植物ホルモンの つであるアブシジン酸の前駆体を生
成する酵素が存在する 脊椎動物における中央開裂酵素は核内レセプタ のリガ
ンドであるレチノイン酸の前駆体 レチナ ル を生成する アブシジン酸とレ
チノイン酸は それぞれ植物と動物でカロテノイドから生成する生理活性物質で
あり好対照となっている このように 生物はカロテノイドから遺伝子発現を調
節する種 の低分子化合物を生成しているのである したがって 哺乳動物で新
たに見出された 位の二重結合を特異的に開裂する酵素が実際に機能して

図 オキシゲナ ゼによるカロテノイドの酸化的開裂
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いるとすれば 開裂産物が何らかの重要な生理的役割を担っている可能性が十分
に考えられよう
このような酸化開裂酵素の働きで生成する低分子化合物は 化学的な酸化反応

によって生体系でも容易に生成すると考えられる カロテノイドはペルオキシラ
ジカルと反応し共役安定化した付加物を生成することによってラジカル捕捉活性
を示す また 一重項酸素を物理的に消去すことによっても抗酸化性を示す し
かし 同時に活性酸素と反応し様 な酸化物を生成するが これらの中にはジオ
キセタンを経由する共役二重結合の酸化的開裂によって生成するカルボニル化合
物が含まれる カロテンからは自動酸化によって アポ カロテナ ルやレチ
ナ ルが生成することが報告されている 我 は トルエン 水溶液や
リポソ ムに可溶化させたリコペンを自動酸化させると鎖長の異なる種 のアポ
リコペナ ルが生成することを明らかにしている 図 酵素による開裂反応で
は特定の位置で二重結合が開裂されるが 開裂位置に特異性は見られない リコ
ペンの分子中央で開裂すると 非環式レチナ ルが生成する これらのアルデヒ
ドは反応性が高いため 生体中ではアミノ化合物と反応したり速やかに代謝され
ることが考えられる 実際 非環式レチナ ルを肝臓ホモジネ トとインキュ
ベ ションすると 非環式レチノイン酸へ変換された アポリコペナ ルも生体
中でアポリコペン酸に代謝されるものと考える このような低分子の開裂産物の
中には 非環式レチノイン酸のようにレチノイン酸と構造が類似したものが含ま
れるので カロテノイド開裂産物が何らかの生物活性を発現する可能性がある
このような炭素骨格の開裂反応産物が生体組織中に実際に検出されている た

図 リコペンの自動酸化によって生成する開裂産物
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とえば アスタキサンチンを摂取したヒト血漿に アスタキサンチンの 位
の二重結合で開裂して生成したと考えられる代謝産物が検出されている ヒト黄
斑ホモジネ トには ルテインあるいはゼアキサンチンの酸化に由来すると考え
られる ヒドロキシ イオノン 位での開裂産物 と ヒドロキシ
アポカロテナ ル 位での開裂 などが検出されている カロテン
を投与したヒト血漿には アポ カロテナ ルが検出されている リコ
ペンを投与したラット肝臓には アポ リコペナ ルとアポ リコペナ ル
が検出されている これらのことは 開裂酵素による反応産物か化学的酸化産物
かは不明であるが 確かに動物組織中でカロテノイド開裂反応が起きていること
を強く示唆している
上述した反応によりカロテノイドから生成した低分子のカルボニル化合物はど

のように代謝されていくのであろうか アポカロテナ ルについては アポ
カロテノイン酸へ酸化された後 脂肪酸の 酸化系で順次酸化され 位にメチ
ル基をもつレチノイン酸で停止し 結果としてレチノイン酸 炭素数 が生成
する経路が考えられている 我 は 食用色素であるクチナシ色素あるいはサフ
ラン色素の主成分であるクロセチンの吸収を調べた クロセチンは炭素数 の
ジカルボン酸でアポカロテノイドの つである マウスにクロセチンを投与する
と 素早く吸収され血漿中にはクロセチン そのモノグルクロニド及びジグルク
ロニドが出現する 図 一方 レチノイン酸はグルクロン酸抱合体として体
外へ排泄されることが知られている したがって 炭素数 程度の鎖長のジカル
ボン酸やモノカルボン酸になると グルクロン酸抱合体として体外へ排泄される
可能性が考えられる 以上のことから カロテノイド骨格の開裂反応により低分
子カルボニル化合物が生成し グルクロン酸抱合体として体外へ排泄されるとい
う経路がカロテノイドの消失動態の つとなっていると考えられる

カロテノイドは 食品機能性成分として早くから注目され長期間にわたるヒト
介入試験も行われた物質であり 数多くの生物活性が報告されている しかし
上述したように ヒトが摂取したあとの体内動態については大部分が未だにブ
ラックボックスのままである カロテノイドの生物活性発現機構を明らかにし
また 機能性成分として安全に効率良く利用していくためには 今後さらに体内
動態を明らかにすることが望まれる

食品素材科学研究領域 脂質素材ユニット 長尾 昭彦
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図 マウスにおけるクロセチンの代謝産物
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