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緒言 

 
近年、我が国において糖尿病や動脈硬化、高血圧、脂質異常症に代表される生活習慣病の罹患

患者が急増しており、それに伴う医療費の増加が緊急な社会問題となっている。生活習慣病は発

症後に開始される投薬治療では完治が困難なことから、日常的に摂取可能な機能性食品が発症や

病態進行の予防に有効な手段の一つになると考えられる。そこで、これまで食用として利用して

きた農産物に生活習慣病予防の機能性を見いだせれば、新たな価値を付加できると期待される。

本学農学部においても、様々な食品素材について再評価を行っている。しかし、多くの素材の中

からヒトにおいて高い効果を有する機能性成分を効率的に見出すためには、素材の選抜や生産か

ら臨床試験までを一貫して行うシステムが必要であった。そこで本プロジェクトでは、生活習慣

病に関連する生命現象の解明および、その予防を目指した機能性食品素材の探索を行う目的で、

各研究者が個別に行っていた試験を系統的にまとめ、有効性を試験管実験のみならず動物及びヒ

トによる試験で効果の実証を行う体制を検討している (Fig. 1)。 
今年度は食用として用いられてきた植物を中心に機能性を有する化合物の探索を行った。また、

腸内細菌叢の改善をターゲットとした機能性が注目されている乳酸菌についても、高い機能性を

有する系統の選抜および機能性メカニズムの解明を行った。さらに、多くの生活習慣病において

起きるミトコンドリア機能異常を反映して増加する 2SC の生体内における影響を明らかにするた

めモデルペプチドの合成を行った。 

 
 

Fig. 1. プロジェクトにおける役割分担 
 

 
1. 植物抽出物における機能性化合物の探索 



 
植物抽出物を対象に、生活習慣病等の予防や改善に利用できる化合物の探索を行った。今回

は、糖尿病等において生体中で増加することが明らかとなっている糖化反応の後期生成物であ

る Advanced Glycation End-products (AGEs) をターゲットとし、 AGEs 構造である

Nω-(carboxymethyl)arginine （CMA）および Nε-(carboxymethyl)lysine （CML）を抑制する化合物

を探索した（Fig. 2）。複数の植物より抽出された化合物においてスクリーニングを行った結果、

一部の化合物において高いCMA およびCML 抑制作用が認められた（Fig. 3）。これらの化合物

は構造に共通の骨格を有していたことから、AGEs 生成抑制作用に特定の構造が関与している可

能性が示された。今後、動物実験等の生体を用いた検証を進めることにより、実際にヒトにお

いて利用可能なAGEs 生成抑制に有効な食材が明らかになると考えられる。 
 

 
 

Fig. 2. スクリーニングに用いたAGEs 構造 
 
 

 
Fig. 3. 植物由来化合物におけるCMA およびCML の抑制率 

  



2. サツマイモ塊根およびルコウアサガオ種子（新規樹脂配糖体に関する研究） 
 
 樹脂配糖体は、ヒルガオ科植物を基原とする瀉下生薬に含有される特有のグリコリピドで、近

年、本成分の有する抗癌や抗菌、抗ウイルス、抗炎症などの生物活性が報告されている。今年度

は、サツマイモの一品種ムラサキマサリ塊根とルコウアサガオ種子に含まれる樹脂配糖体の研究

を行った。各材料をメタノールで抽出後、その抽出液を減圧下濃縮してエキスを調製した。エキ

ス中に含まれる樹脂配糖体を各種オープンカラムクロマトグラフィーならびにODSやπNAPを担

体とするHPLC を用いて単離した。次に、NMR や質量分析などの機器分析ならびに化学反応を用

いて、単離した化合物の化学構造を決定した。その結果、ムラサキマサリからは、murasakimasain 
I-IV と命名した４種を含む、７種の樹脂配糖体を単離、構造決定することができた（Fig. 4）。 続

いて、ルコウアサガオ種子からはmultifidin III–IX と命名した７種の新規樹脂配糖体を４種の既知

樹脂配糖体と共に単離し、構造決定することができた（Fig. 5）。 
 

 
Fig. 4. ムラサキマサリ由来の７種類の樹脂配糖体の化学構造 

 

 
Fig. 5. ルコウアサガオ種子由来の 11 種類の樹脂配糖体の化学構造 

 



 次に、HL-60 ヒト白血病細胞に及ぼすルコウアサガオ種子の樹脂配糖体画分の細胞傷害活性を

調べた。抗腫瘍活性成分の探索に汎用される HL-60 ヒト白血病細胞を、試験サンプルまたは抗癌

剤のマイトマイシン C とともに 24 時間培養し、CCK-8 キットを用いて未処理時の生細胞数に対

する相対生細胞数を算出した。その結果、ルコウアサガオ種子の樹脂配糖体画分の 50%阻害濃度

IC50値には 25.0 μg/ml が得られた（Fig. 6）。このときポジティブコントロールとして用いた抗癌剤

MitomycinC では 5.36 μg/ml の IC50値が得られた。ルコウアサガオ種子から得られた７種の新規樹

脂配糖体と４種の既知樹脂配糖体のうち、活性試験に供するのに十分な収量が得られた７サンプ

ルについて、HL-60 細胞に対する毒性試験を実施した。その結果、これらの中で multifidin III, 
multifidin IVおよびoperculin XIIIにヒト白血病細胞株HL60に対する抗癌剤よりも強い細胞毒性を

見出した（Fig. 7）。HL60 に対する強い細胞毒性を認めたMultifidin III, multifidin IV および operculin 
XIII の IC50は 3.46, 14.7 および 10.9 μM であった。これらの結果は、大環状ラクトン構造が、活性

発現に関与している可能性を示唆した。 
 
 

 
Fig. 6. HL-60 ヒト白血病細胞に及ぼすルコウアサガオ種子の樹脂配糖体画分の細胞傷害活性. 細

胞は試験試料とともに 24 時間培養し、CCK-8 キットを用いて未処理時の生細胞数に対する相対生

細胞数を算出。 
 

 

Fig. 7. HL-60 ヒト白血病細胞に及ぼすルコウアサガオ種子の樹脂配糖体の細胞傷害活性. 細胞は

試験試料とともに 24 時間培養し、CCK-8 キットを用いて未処理時の生細胞数に対する相対生細胞

数を算出。 
 



 なお、上述のサツマイモ塊根およびルコウアサガオ種子由来の新規樹脂配糖体に関する研究の

成果については、論文にて報告している。 
  



3. 豆乳ヨーグルト（抗酸化能に関する研究） 
 
 豆乳中は、大豆サポニン、イソフラボン、ポリアミン、ビタミン E などの抗酸化物質を多く含

む大変優れた食品である。一方、乳酸菌も抗酸化作用のほか、整腸作用、免疫賦活化作用、血清

コレステロール低下作用、血圧低下作用など、様々な機能性が知られている。昨年度までの研究

で乳酸菌で豆乳を発酵させた豆乳ヨーグルトについて抗酸化能を評価し、発酵により抗酸化能が

向上する乳酸菌を発見した。また、特に高い抗酸化を示した 4 菌株（Leuconostoc mesenteroides MYU 
60, Lactobacillus plantarum MYU 74, Lactobacillus reuteri MYU 220 および Pediococcus pentosaceus 
MYU 759）を選抜した。本年度は過酸化水素による HCT116 細胞の DNA 損傷抑制効果をコメッ

トアッセイにて評価すると共に、機能分子の探索として菌体外多糖（EPS）に着目して抗酸化試験

を行った。 
 Fig. 8 にはコメットアッセイの結果を示した。全ての選抜菌は未発酵のコントロール豆乳よりも

低いコメット値（DNA 損傷のスコア：Fig. 8a 参照）を示した。具体的にはコントロールが 110 だ

ったのに対し、Leu. mesenteroides MYU 60 で 63、 Lb. plantarum MYU 74 で 67、Lb. reuteri MYU 220
で78、P. pentosaceus MYU 759で60 であった。詳細なスコアはTable 1に示した。特にP. pentosaceus 
MYU 759 は、レベル 4 のDNA 損傷スコアが 4 つと選抜菌の中で最も低い値であった。そのため、

本菌株を選抜し、抗酸化物質の特定を試みた。 
 乳酸菌の抗酸化物質としてEPS が知られている。そのため、P. pentosaceus MYU 759 からEPS
の精製を試みた。EPS を抽出後、陰イオン交換クロマトグラフィーに供したところ、本菌株は中

性EPS（nEPS）と酸性多糖を（aEPS）の二種類のEPS を産生することが分かった。それぞれをゲ

ルろ過クロマトグラフィーに供し、簡易的に分子量を推定したところ nEPS は約 100,000、aEPS は

約 20,000 であることが分かった。また、1L の培養物に対して 623 mg の nEPS を、355 mg の aEPS
を得た。 
 Fig. 9 には精製EPSs を用いてORAC およびHORAC 法による抗酸化試験の結果を示した。その

結果、ORAC およびHORAC 法で aEPS において高い活性を明らかにしたが、nEPS についてはほ

とんどまたは全く活性が観察されなかった。これらのことから、P. pentosaceus MYU 759 により作

製された豆乳ヨーグルトの抗酸化の一部には aEPS が寄与していることが示唆された。 
 

Table 1. Breakdown of scores in the comet assay 

Comet score Control MYU60 MYU74 MYU220 MYU759 

0  0  0  0  0  0  

1  6  16  11  10  15  

2  30  24  16  26  26  

3  42  15  24  30  15  

4  32  8  16  12  4  

Total 110  63  67  78  60  

A total of 50 cells were counted per slide and scored according to their damage 
condition 
(comet score, see Fig. 1a). 
Numbers indicate the cumulative value of the score for each comet score. 

 
 
 



 
 



 



4. 乳酸菌グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素（GAPDH）の立体構造解析 
 

乳酸菌Lactobacillus plantarum の菌体表層に発現している特異なGAPDH（グリセルアルデヒド

-3-リン酸脱水素酵素；解糖系の脱水素酵素）の重金属吸着能および、ヒト腸管内糖鎖結合能の分

子メカニズムを酵素の立体解析から解明するために、組み換え酵素の結晶化および水銀をソーキ

ングした結晶を用いて結晶構造解析を行った。その結果、GAPDH-水銀複合体の立体構造を 2.1Å
分解能で決定し、4 量体構造であることや、活性に関わる触媒残基周辺のアミノ酸残基の構造や補

酵素結合部位の構造を解明した(Fig. 10)。水銀の結合に関与する部位を特定した結果、触媒反応に

関与する His183, Cys156 は水銀の結合には全く関与せず、その周辺のシステイン残基である

Cys101, Cys160, Cys328 の先に水銀(銀のボールで表示)が結合することを明らかにした(Fig. 11)。触

媒残基である Cys 156 はシステインであるにも関わらず水銀が結合しない理由は未だに不明であ

るがこれらの研究成果をまとめ、ミルクサイエンス誌に発表した(Yoneda K, Ogata M, Nishiyama K, 
Fukuda K, Yasuda S, Igoshi K, and Kinoshita H. "Crystal Structure of Cell Surface 
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase from Lactobacillus plantarum: Insight into the Mercury 
Binding Mechanism."  Milk Science. 2019; 68: 3-11. )。今後はGAPDH のヒト腸管内糖鎖結合メカニ

ズムを解明していく予定である。 
 
 
  



 

 
Fig. 10. 乳酸菌由来GAPDH の 4 量体構造と触媒残基周辺の構造 

 
 
 
 

 
Fig. 11. 乳酸菌由来GAPDH の水銀結合構造 

 
  



5. 病態マーカーの高感度・低コスト分析法の開発 
 
生活習慣病の病態進展を評価する手段の一つとして、病態マーカーを定量することが考えられ

る。ここで病態マーカー量の増減は病態進展に関与する生成物の量をさす。一般的な病態マーカ

ーの分析は機器分析装置を用いるが、効率の良い分析には標準物質を用いた分析条件の検討が必

要である。タンパク質の 2SC 化は老化や生活習慣病のマーカー候補であるが現在、その分析には

条件検討にもちいる標準物質が必要とされている。そこで、2SC の高感度機器分析手法の確立を

めざし、標準物質 2SC ペプチドの合成法を検討とした。 
モデルペプチドには既に同定されているアディポネクチンの 2SC 含有ペプチドを選択した。ペ

プチド合成は定法の Fmoc 固相合成法で行い、ペプチド精製は逆相 HPLC で行った。ペプチドの

2SC 化反応は精製ペプチドを緩衝液中でフマル酸と混合することで行った。目的物の同定は

ESI-MS で行った。その結果、ペプチド鎖伸長合成は高純度（＞70%）で得られたが、2SC 化反応

は反応時間、反応 pH を種々検討したが、副生生物が主に生成し、目的の 2SC 化ペプチドはほと

んど得られなかった。 
改善点として、2 点を検討した。①2SC 化は Cys 側鎖のチオール基とフマル酸の 2 重結合間で

のマイケル付加反応で形成するが、マイケル付加反応はフマル酸の 2 つカルボン酸がエステル（保

護体）の方が効率は良いと考えた。加えて、フマル酸よりも幾何異性体であるマレイン酸は立体

障害が少ないと考えた。種々のマレイン酸誘導体を検討した結果、マレイン酸ジエチルを用いた

とき、効率よく付加反応が観測された。そこで、以下の実験には 2SC 化反応にはマレイン酸ジエ

チルを用いた。②ペプチドの酸化および副反応を避けるため、ペプチド鎖伸長後に固相樹脂上で

の 2SC 化を試みた。 
上記 2 つの改善点を加えた固相上での 2SC ペプチド合成のスキームをFig. 12 に示す。ペプチド

配列は最近同定されたRCM1 を選択した。これは、上記アディポネクチンは長鎖でペプチド鎖伸

長反応に時間がかかるため、2SC 化反応の条件検討には短鎖のRMC1 が適当と考えたためである。

固相上でCys 側鎖保護には選択的に脱保護する為Mmt 基を用いた。また、マレイン酸ジエチルと

の反応は緩衝液中で行うため、固相樹脂には緩衝液中で膨潤率の高いPEG 樹脂を用いた。エチル

エステルはアルカリケン化反応で処理した。その結果、目的の 2SC ペプチドの生成が純度 30%で

確認できた。未修飾のペプチドが 6 割ほど得られたが、これはCys 側鎖のMmt 基の脱保護が不十

分であったと考えられた。この点を改善することでさらなる純度および収量の向上が可能と考え

る。 
以上の結果から、収量増加はさらなるが検討が必要ではあるが、機器分析に用いるには十分量

の 2SC ペプチドの合成法を確立した。 
  



 
 

Fig. 12. 合成ペプチドの固相上での 2SC 化反応 
(a) Fmoc 固相ペプチド合成, (b) 20% ピぺリジン/NMP, (c) TFA/ H2O/ TIS 

  



総括 
 

今年度は、サツマイモを含むヒルガオ科の植物から、新規樹脂配糖体の構造を複数決定すること

成功し、一部の構造では細胞実験において抗ガン作用が認められた。また、乳酸菌で豆乳を発酵

させた豆乳ヨーグルトでは、特に高い抗酸化能およびDNA 保護作用を示す菌株の選抜に成功した。

さらに乳酸菌では、Lactobacillus plantarum に発現する金属吸着能を有したGAPDH の結晶化構造

解析を行い、水銀の吸着に関与する部位が特定された。また、生活習慣病に伴って生体に蓄積す

るAGEs生成抑制成分の探索を目的に、多くの天然物由来化合物のスクリーニングを行った結果、

特定の構造を有する化合物が共通して AGEs 生成抑制作用を示すことが明らかとなった。AGEs
と同様に生活習慣病の発症や進展に関与する修飾アミノ酸の 2SC では、生体内に生成する 2SC 化

タンパク質の効率的な特定を目的としたモデルペプチドの合成に成功した。 
以上のように本年度は、本研究所が有する測定系で候補となる食品素材の探索および機能性

メカニズムの解明を行った。今後もより多くの食品素材の評価を行う他、生体における効果の

検証のため動物実験等も実施していく予定である。
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