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緒言 

近年、糖尿病や動脈硬化、高血圧、脂質異常症をはじめとす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も緊急に解決すべき社会問題となっている。生活習慣病の発症や

進展は、日々のライフスタイルに起因しているため、発症してから開始される投薬治療以上に、

毎日の食生活や運動習慣等の改善が重要となる。よって、食の生産技術や機能性評価、生命現象

の解明に関する研究を行っている農学部の役割は医学部以上に重要なものと考えられる。 

しかし、各学科および研究室で扱っているテーマや素材は異なることから、多くの素材を対象と

した機能性成分の探索を効率的に行うためには、素材の選抜や生産から臨床試験までを一貫して

行う新たなシステムの構築が必要であった。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の評価だけでなく動物及びヒト

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、食用および薬用として用いられてきた植物中に存在する機能性化合物の探索および

評価を行った。また、腸内細菌叢の改善を介した機能性が注目されている乳酸菌における新たな

機能性の探索として、抗糖化作用や重金属吸着能に対する検討を行った。さらに、終末糖化産物

であるAGEs (Advanced glycation end-products)を病態のマーカーとして用いる際の測定手法の開発

にも着手した。 

 

  
 

Fig. 1. プロジェクトにおける役割分担 

 

  



1. コヒルガオの樹脂配糖体画分の構成有機酸および配糖酸に関する研究 

コヒルガオ（Calystegia hederacea Wall.）は、ヒルガオ科（Convolvulaceae）のつる性多年草で、

日本や東南アジアなどに広く分布する。本植物の全草は、面根藤と称し、淋病や月経不順などに

用いる。本研究では、本植物全草の樹脂配糖体画分の構成有機酸と構成配糖酸の研究を行った。 

 

1）樹脂配糖体画分の調製 

コヒルガオ全草をMeOHで抽出後、エキスを 70% MeOHと hexaneで分配した。このうち 70% 

MeOH可溶画分をDiaion HP20カラムクロマトグラフィーに付し、樹脂配糖体画分を得た（Fig. 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. 樹脂配糖体画分の分画 

 

2）構成有機酸 

樹脂配糖体画分をアルカリ加水分解して、有機酸画分と配糖酸画分に分画した。有機酸画分は

p-bromophenacyl bromide で処理後、シリカゲルカラムクロマトグラフィーと HPLC に付し、

p-bromophenacyl 2-methylbutyrate (1)、 p-bromophenacyl tiglate (2)および p-bromophenacyl nilate (3)を

単離した（ Fig. 3 ）。また、 2 と 3 の絶対配置は、旋光度ならびに 3 の 

(–)--methoxy--trifluoromethylphenylacetic acid (MTPA)エステル(3a)の1H-NMRスペクトルを標品の

それらと比較することにより、それぞれ 2Sと 2R,3Rと決定した（Fig. 4）。 
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Fig. 3. 1–3の単離および 3aの調整 

 

 
Fig. 4. 1–3と 3aの構造 

 

3）構成アグリコンおよび構成単糖 

配糖酸画分の一部を酸加水分解後、生成したアグリコン画分を trimethylsilyldiazomethane–hexane

で処理後、シリカゲルカラムクロマトグラフィーならびに cholesterol を担体とするカラムを用い

たHPLCで分離・精製して、methyl 11-hydroxyhexadecanoate (4)とmethyl 12-hydroxyhexadecanate (5)

を得た（Fig. 5）。また、両化合物の絶対配置は、4 の(+)-MTPAエステル(4a)の 1H-NMR スペクト

ルの標品のそれとの比較、ならびに 5の(+)-MTPAエステル(5a)と(–)-MTPAエステル(5b)にMosher

法を適用して、共に S配置と決定した（Fig. 6）。 

一方、単糖画分からは HPLC 分析で D-glucose, D-quinovose, D-fucose ならびに L-rhamnose を

thiocarbamoyl-thiazolidine誘導体として検出した。 
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Fig. 5. 4と 5の単離および 4a、5a、5bの調整 

 
Fig. 6. 4、5、4a、5aおよび 5bの構造 

 

4）構成配糖酸 

配糖酸画分の一部を p-bromophenacyl bromideで処理後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー

とHPLCを用いて 6種の配糖酸の p-bromophenacyl ester (6–11)を単離した。また、各エステルをア

ルカリ加水分解して、配糖酸(6a–11a)を得た（Fig. 7）。これらのうち、6aと7aは著者らがC. soldanella

の樹脂配糖体画分の構成配糖酸として報告した calysolic acid A と calysolic acid Cと同定した。また、

8a–11aは新配糖酸で、各種NMRスペクトル（1H-NMR、13C-NMR、1H-1H COSY、1H-1H TOCSY、

HMQC、HMBC）、FAB-MS データの解析ならび先記構成アグリコンと構成単糖のデータを基に、

構造決定した（Fig. 8）。 
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Fig. 7. 7–11の単離および 7a–11aの調整 
 

 
Fig. 8. 6–11および 6a–11aの構造 

 

5）ヒト白血病細胞株HL-60に対する細胞毒性 

樹脂配糖体の癌細胞に対する細胞毒性が報告されていることから、本研究で得た樹脂配糖体画

分、配糖酸画分、6a と 8a について HL-60 に対する細胞毒性を調べた。また、構造活性相関を明

らかにするために、6aあるいは 7aを構成配糖酸とする真性樹脂配糖体 calysolin II (12)、III (13)、

VIII (14)、IX (15)、XIV (16)および XVI (17)についても同活性試験を行った（Fig. 9）。なお、12–13

は著者らが C. soldanella から単離した化合物である。その結果、樹脂配糖体画分(IC50 23.4±2.5 

µg/mL)ならびにラクトン構造を有する 12–16は活性(IC50 5.75±1.01 〜14.5±3.1 M)を示したが、配

糖酸画分(IC50 >300 g/mL)、6aと 8a (IC50 >300 M)は活性を示さず、またラクトン構造を持たない

17は弱い活性(IC50 69.8±9.5 M)であった。したがって、ラクトン構造が活性に関与していると推

察された。また、樹脂配糖体画分にはラクトン構造を有する真性樹脂配糖体が含有されると考え
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られた。 

 
Fig. 9. 12–17の構造 

 

 

 

  



2. 生活習慣病の予防を目的とした天然物由来AGEs生成阻害成分の探索 

メイラード反応の後期生成物である終末糖化産物（AGEs）は加齢に伴い生体内に徐々に蓄積す

るが、老化関連疾患の発症に伴い、生成・蓄積量が著しく増加することが知られている。生体に

おける AGEs の蓄積はタンパク質の変性や炎症反応を惹起する要因となり、生活習慣病の発症お

よび進展に関与すると考えられている。そこで農学部で扱っている植物より、日常的に摂取する

ことでAGEsの生成および蓄積を低下させることが可能な食品成分の探索を行った。 

シソ科（Lamiaceae）やクマツヅラ科（Verbenaceae）の植物より抽出・単離された化合物を用いて

AGEs生成抑制作用の検証を行った結果、ヒドロキシチロソールおよびコーヒー酸（Fig. 10）の構

造を有する化合物は AGEs 構造である Nω-(carboxymethyl)arginine （ CMA ）および

Nε-(carboxymethyl)lysine（CML）の生成を抑制する作用を有することが明らかとなった（Fig. 11）。

そこで、これらの化合物における AGEs 生成抑制メカニズムの解明を目的とした実験を行った。

一般的な AGEs 生成抑制化合物の探索では、糖であるリボースとタンパク質を混合し、生成する

AGEsを添加する化合物が抑制しているかを評価するが、今回はグリオキサールとタンパク質とし

てジェラチンを混合することにより、化合物がグリオキサールのカルボニルをトラップすること

によってAGEs 生成を抑制する経路を有するか検証した。その結果、3 種の化合物においてCML

が顕著に抑制され、これらの化合物ではカルボニルトラップ型の AGEs 生成抑制作用をもつこと

が明らかとなった（Fig. 12）。一方、CMA に対する生成抑制作用は認められなかったことから、

CMA の抑制はメイラード反応の前期反応生成物であるアマドリ化合物を介した生成経路に関与

している可能性が高い。 

今後、より詳細な AGEs 生成抑制メカニズムの解明を行いつつ、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. 10. AGEs生成抑制作用をもつ化合物に共通して存在する構造 

 

 



 

Fig. 11. 植物由来化合物におけるCMLおよびCMAの抑制率 

 

 

 

 

Fig. 12. グリオキサールとジェラチンの混合溶液中におけるCMLおよびCMAの抑制率 

  



 

3. 病態マーカーの高感度・低コスト分析法の開発 

 

タンパク質と還元糖との非酵素的反応で生じる終末糖化産物（AGEs）は加齢に伴い体内に蓄積

し、糖尿病の発症によりその蓄積速度は上昇する。また、網膜症や腎症といった合併症患者の組

織中AGEsの蓄積は組織損傷にも関与することが報告されている。その為、AGEsは糖尿病合併症

の発症・進展における診断マーカーとして注目されている。 

AGEs化反応はアミノ酸側鎖に生じ、これまで約 40種類同定されている。一般的なAGEs定量

分析はAGEs化したタンパク質を 6 M塩酸中 110℃24時間の酸加水分解により遊離AGEs化アミ

ノ酸とし、アミノ酸分析機や質量分析機を用いて行われる。この従来法では高感度で測定が可能

であるが試料調製に多段回操作と長時間が必要なこと、塩酸加水分解で分解または他の構造へ変

化してしまう AGEs 構造も知られているため、正確な AGEs 定量法には、試料調製に改善すべき

部分が残されている。これらの背景から、高効率・短時間かつ安価で正確な遊離 AGEs 化アミノ

酸の調製法はその糖尿病合併症の発症・進展に関する研究推進の重要課題である。 

タンパク質は生体内でタンパク質分解酵素により選択的にアミノ酸へ分解される。本年度は、

初年度に確立したマイクロビーズ上へのポリリジンを介した酵素固定化技術を発展させ、固定化

酵素を用いたフロー系の酵素リアクターを作製する。酵素リアクターの安定性に関する性質を確

認し、従来の塩酸加水分解よりも高効率・短時間かつ再利用することで安価な遊離 AGEs 化アミ

ノ酸の調製法への応用の可能性を検討した。 

 酵素リアクターの性能を評価する為に、モデル酵素としてラッカーゼを選択した。PEGA マイ

クロビーズ上への酵素固定化条件は初年度の結果を用いた。得られた固定化ラッカーゼ

（Lac-PEGA）の利用における安定性の評価は、①反応温度、②反応 pH、③有機溶媒、④再利用

に対して行った。反応は固定化酵素をサンプルチューブにいれたバッチ系で行った。その結果、

Lac-PEGAは酵素溶液反応と比較して、酵素活性を保持したまま、各反応条件下で安定性が高いこ

とが示された。加えて、50回再利用が可能であった （Fig. 13）。ポリリジンを介した固定化法は

酵素分子の立体構造を維持したまま酵素架橋体が形成できる為、熱・有機溶媒・pH変化による変

性を受けにくく、触媒活性を保持した再利用が可能であったと考えられた。 

① 反応温度  ②反応 pH   ③有機溶媒  ④再利用回数 

 

Fig. 13．固定化ラッカーゼの安定性。基質濃度：[ABTS] = 100 M、反応時間：30分。 

（黒：Lac-PEGA、白：ラッカーゼ溶液） 

 

 上記の結果から、ポリリジンを介した PEGA マイクロビーズ上への固定化は酵素活性を保持

した安定な酵素を調製可能であることが確認できた。次に迅速かつ簡便な調製法とする為、フロ

ー系での反応性能を評価した。フロー系で反応を行う利点は、①基質サンプルをリアクターにシ

リンジポンプ等で注入し、リアクター先端から反応液を回収できる為、操作が単純であること、

②複数の固定化酵素を接続可能することで一度の反応で多段化反応が制御可能であること、③反

応温度コントロールが容易であること、④基質サンプルの注入速度を変化することで反応時間の
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変更が容易であることなどがあげられる。Lac-PEGAはテフロンチューブ（内径 1 mm, 長さ 5 cm）

に充填し、両端をフィルターでふさぎ酵素リアクターとした（Fig. 14右 参照）。得られた酵素リ

アクターは期待どおり迅速かつ簡便な酵素反応実験がおこなえた。加えて、基質流速と反応温度

のコントロールが容易であり（Fig. 14左）、最適条件検討も迅速に行えた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14．酵素リアクターによるフロー系での反応制御。（左）固定化ラッカーゼの性質。基質濃度：

[bisphenol A] = 100 M。（右）酵素リアクターによる遊離アミノ酸の調製法の模式図。固定化酵素

の組み合わせと最適な反応条件により遊離アミノ酸を主生成物とする調製法。ここでは簡易的に 2

種の固定化酵素の組み合わせ例を示す。 

 

以上の結果から、ポリリジンを介した固定化酵素はその触媒活性を保持したまま高い酵素活性

を有することを確認した。加えて、固定化酵素をチューブ内に充填することで容易に酵素リアク

ターが調製できること、酵素リアクターによる酵素反応のコントロールは容易であることを示し

た。現在、最終目的である遊離 AGEs 化アミノ酸の迅速かつ容易な調製に用いる固定化プロテア

ーゼを 3 種類（トリプシン、キモトリプシン、スブチリシン）作製している。これらに加えて基

質特異性のことなるプロナーゼ、アミノペプチダーゼ、プロリナーゼを固定化酵素とすることで、

Fig. 14右に示すような、多段階酵素反応を一回の実験で行える酵素リアクターの開発を引き続き

行っている。 
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4. 豆乳ヨーグルトの機能性について 

豆乳は、大豆サポニン、イソフラボン、ポリアミン、ビタミン E など抗酸化物質を多く含む大変

優れた食品である。昨年度までの研究において、豆乳を乳酸菌で発酵させた発酵豆乳（豆乳ヨー

グルト）において、抗酸化能が向上し、細胞のDNA損傷を抑制できること、また、乳酸菌が産生

する菌体外多糖（EPS）が抗酸化に寄与していることを見出した。本年度は、酸化反応がその生成

に関与する終末糖化産物（AGEs）に着目し、AGEs生成抑制試験を行った。14菌株の乳酸菌で豆

乳ヨーグルトを作製し、70%エタノール抽出物を得た。得られた抽出物を 50 mg/ml となるよう

DMSOに溶解し、これを原液とし、1/10溶液も作製した。ゼラチン（終濃度：2.0 mg/ml）とリボ

ース（終濃度：30mM）を混合し、これにサンプルを添加して、37℃、1週間インキュベート後に

ELISA法によりNω-(carboxymethyl)arginine （CMA）およびNε-(carboxymethyl)lysine （CML）を測

定した。その結果、未発酵豆乳でも高い抑制効果が見られ、発酵物と有意な差は見られなかった

（Fig. 15）。しかしながら、TK4やTK17株などは発酵してもAGEs生成抑制能が落ちなかったと

も言える。また、in vitroでは評価できないタンパク質の低分子化やイソフラボンのアグリコン化

などによる生体での利用性の向上や菌体そのものの機能も考えられるため、今後、in vivo 試験に

おいて評価していく予定である。 
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                             CML 

 

Fig. 15. 豆乳ヨーグルトによるCMAおよびCML生成抑制試験 

 

 



5. 乳酸菌Lactobacillus plantarumの菌体表層に発現するNAD+依存性 

グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素の構造解析 

 

乳酸菌Lactobacillus plantarumの菌体表層に発現している特異なグリセルアルデヒド-3-リン酸脱

水素酵素（GAPDH）は菌体の表層に発現することで本来の機能である解糖系の脱水素酵素として

働くのではなく、ヒトの腸管内糖鎖と結合することで乳酸菌が腸管内に長く留まることに関与す

ることが近年の研究で明らかになっている。また、菌体表層に GAPDH が発現することで、水銀

やカドミウムなどの重金属を吸着（トラップ）する能力もあることもすでに明らかになっている。

これらの分子メカニズムを酵素の立体解析を用いて解明するために、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分解能で決定し水銀の結合に関与する部位を特定した。また、触媒反応に関与

するHis183, Cys156は水銀の結合には関与せず、その周辺のシステイン残基であるCys101, Cys160, 

Cys328の先に水銀が結合することを明らかにした（Fig. 16）(Milk Science. 2019; 68: 3-11.)。 

GAPDHとヒト腸管内糖鎖の結合メカニズム解明を目的としてGAPDH結晶にA型糖鎖0.1 mM

をソーキングしたところ、 糖鎖のソーキングにより結晶にヒビが入り解析に適した回折像は得ら

れなかった（Fig. 17）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Fig. 16. 菌体表層に発現する乳酸菌由来GAPDHの水銀結合構造 

 

 

 

 

Fig. 17. 乳酸菌由来GAPDHの糖鎖ソーキング結晶及びＸ線回折像 

 

  



総括 

今年度は、薬用植物であるコヒルガオから、4種の新配糖酸を単離し、それらの構造を決定する

こと成功した。また、樹脂配糖体画分に細胞実験において抗ガン作用が認められた。さらにAGEs

生成抑制作用を有する植物由来化合物の共通構造が明らかとなり、抑制メカニズムにおいても新

たな知見が得られた。AGEsに関しては測定技術の開発も行い、ポリリジンを介した固定化酵素を

用いた酵素リアクターを使用することで AGEs 測定時の前処理工程を効率化できる可能性が示さ

れた。また、乳酸菌における新たな機能性として、重金属の吸着メカニズムの解明や、乳酸菌に

よって発酵された豆乳の AGEs 生成抑制試験が実施され、水銀の吸着メカニズムや豆乳における

AGEs生成抑制作用等において新たな情報が得られた。 

以上のように本年度は、本研究所が有する測定系を用いて、生活習慣病の予防や改善に有効な

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他、新たな測定技術の開発も試みた。 

今後もより多くの食品素材を効率的に評価していく他、生体における効果の検証も実施していく

予定である。 
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[外部資金] 

令和元年度（公財）浦上食品・食文化振興財団学術研究助成「乳酸菌を利用した新たな機能性発

酵食品の開発と菌株ライブラリの構築」（研究代表・木下英樹）3,000,000円、2019年 10月〜2021

年 3月 

 

令和元年度 研究成果最適展開支援プログラム A-STEP 産学協同フェーズ シーズ育成タイプ

「健康寿命延伸を目的としたAGES蓄積早期検知システムの構築と予防食品の開発」（研究代表・

永井竜児）27,755,000円、 2018年 10月～2021年 3月 （総額: 89,482,900円） 


