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[要旨]  

高い安定性が期待できる耐熱性D-セリン脱水素酵素(D-SerDH)はD-セリンの定量や、酵素センサ

ー開発への応用が期待できる有用酵素である。超好熱好酸性アーキアであるSulfurisphaera tokodaii

からD-SerDH 遺伝子を見出すと共に、構造・機能解析を目的にpET22bベクターに遺伝子クロー

ニングを行った。D-SerDHをコードする遺伝子をPCRで増幅後、タンパク質発現用ベクターにラ

イゲーションし、大腸菌を用いてD-SerDH遺伝子の発現を行った。その結果、NAD+依存性D-SerDH

活性を有す酵素の調製が可能であった。酵素の結晶化を行った結果、S. tokodaiiのD-SerDHでX

線回折実験に適した良質な結晶が得られたため、Ｘ線回折実験を行った。その結果、約6 Å分解

能データの取得ができた。 

 

[ Abstract]  

The thermostable D-serine dehydrogenase (D-SerDH), which can be expected to exhibit high stability, 

represents a valuable enzyme with potential applications in the quantification of D-serine and the 

development of enzyme-based sensors.  The gene encoding D-SerDH was identified from the 

hyperthermophilic and acidophilic archaeon Sulfurisphaera tokodaii, followed by gene cloning into the 

pET22b vector, aiming at structural and functional analysis.  After amplifying the gene encoding D-SerDH 

using PCR, we ligated it into a protein expression vector, followed by the expression of the D-SerDH gene 

in E coli.  As a result, it was possible to prepare an enzyme exhibiting NAD+-dependent D-SerDH activity.  

As a result of crystallization of the enzyme, high-quality crystals suitable for X-ray diffraction experiments 

were obtained for D-SerDH from S. tokodaii, leading to the subsequent X-ray diffraction experiments.  As 

a result, data with a resolution of approximately 6 Å were obtained. 

 

[ Key Words]  

D-serine dehydrogenase, hyperthermophilic and acidophilic archaea, X-ray crystallography 

 

1.はじめに 

近年L-アミノ酸の鏡像異性体であるD-アミノ酸が注

目されており、特に、乳酸菌や酵母を利用した発酵食

品中に、D-アミノ酸が多く含まれることがすでに知ら

れている。また、人の脳内にはD-セリンが存在してい

ることも知られており、D-セリンは脳神経の新規なバ

イオマーカーとしても着目されている。D-セリンの代

謝に関わる脱水素酵素はこれまでに報告例が少ないた

めに、本研究ではゲノム情報を利用したD-セリン脱水

素酵素(D-SerDH)の同定を行うと共に、クローニング、

1 
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酵素大量発現、精製および、結晶化を行った。安定性

の高い L-セリン脱水素酵素はこれまでに酵素の機能解

析および、立体構造解析の報告があり、環境中および、

食品中の L-セリンの定量用酵素として有用であること

がすでに明らかになっている[1-2]。しかし、耐熱性

D-SerDHは未だに発見されていないのが現状である。

安定性の高いD-SerDHは、D-セリンの定量や、酵素セ

ンサー開発への応用が期待できる。そこで、超好熱好

酸性アーキアであるSulfurisphaera tokodaii（生育温度；

75~80 ℃、生育pH 2~3）のゲノム情報からD-SerDHホ

モログ遺伝子を探索したところ、STK_15070が耐熱性

D-SerDHである可能性が高いことを明らかにした。本

研究では耐熱性 D-SerDHのクローニング、酵素の発

現・精製、機能解析、結晶化および、X 線回折実験を

行った。 

 

2.結果の概要 

S. tokodaii由来D-SerDHの発現、精製、結晶化、X線

回折実験 

D-SerDHの結晶構造解析には、大量の酵素が必要で

あるため、大腸菌を用いてリコンビナント酵素を大量

に発現させた。S. tokodaii由来 D-SerDHの遺伝子

(STK_15070)を下記の2種類のプライマー（ファスマッ

ク株式会社）を使用し、S. tokodaiiゲノムDNAを鋳型

と し て PCR を 行 う こ と で 増 幅 し た

5ô-catatgagacaaataaagacagtatccgta-3ô（下線部はNde Iサイ

ト）、5ô-ggatccttaaatctttcctcttaataattt-3ô（下線部は Bam HI

サイト）。その後、pGEM-Tベクターにライゲーション

を行い、東海大学 生命科学統合支援センター情報・核

酸部門のDNAシーケンス解析サービスを利用し、塩基

配列の確認を行った後、タンパク質発現ベクターであ

るpET22bベクターにライゲーションを行った。すなわ

ち、pGEM-TベクターをNde I、Bam HIで処理し、ア

ガロースゲル電気泳動した後、D-SerDH遺伝子のバン

ドを切り出して抽出、精製し、少量のTEバッファーに

溶解した。pET22b ベクターも同じ制限酵素で処理し、

16̄ C、16時間インキュベートしD-SerDH遺伝子とライ

ゲーションを行うことで pET22b/D-SerDの作製を行っ

た。BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL (Agilent Technologies) 

を形質転換した後に得られたコロニーを白金耳で掻き

取り、50 ɛg/mlアンピシリン含有の400 ml LB液体培地

に植菌し、37̄ C で 6 時間培養を行った。その後

isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside (IPTG) を終濃度 1 

mMになるように加えて 20̄ Cで 16時間培養を行うこ

とでD-SerDHの発現誘導を行った。培養後の菌体を遠

心分離により回収し、菌体をソニケーションすること

により細胞破砕を行った。 

上記の誘導条件で得られた粗酵素溶液を耐熱性酵素

の性質を利用し、70℃、30分間の熱処理を行った。そ

の後、遠心した上清をRed Sepharoseアフィニティーカ

ラムに供し精製を行った。平衡化バッファーには 10 

mM リン酸バッファー (pH 7.0), 500 mM NaClを用い

た。溶出には平衡化バッファーに1.0~2.0 Mになるよう

にNaClを添加したバッファーを用い、酵素の精製を行

った。その結果、精製は行えたが、収量が低く濃縮し

た際にD-SerDH以外の複数のバンドが検出されたため、

効率的な精製方法ではないことが明らかになった（図1、

レーン8）。 

 

図1. SDS-PAGEによるS. tokodaii由来D-SerDHの精製

結果。M；分子量マーカー、1；粗酵素、2；70 ,30分

熱処理遠心上清、3；Red sepharoseスルー、4；1.0 M NaCl

溶出、5；1.5 M NaCl溶出、6,7；2.0 M NaCl溶出、8；

1.5 M~2.0 M NaCl溶出の濃縮後の酵素 (4.4 mg/ml)。矢

印は精製D-SerDHを示している。 

 

そこで、pET22bベクターのC末端にHis-tagを付加

するために、ストップコドンであるTAA コドンを部位

特異変異により欠失させることで、C末端にHis-tagを

導入した。部位特異変異導入は、下記のプライマーを

用 い 、 Dpn I 法 [3] を 用 い て 行 っ た

(5ô-gaggaaagattaaggatccgaattcgagct-3ô, ô-agctcgaattcggatcctta

atctttcctc-3ô)。 

上記と同様の条件で発現を行って、得られた粗酵素

溶液を70℃、30分間の熱処理し、その後の遠心上清を

Talonコバルトアフィニティーカラムで精製した。平衡

化バッファーには10 mM Trisバッファー (pH 8.0), 500 

mM NaCl, 5 mMイミダゾールを用いた。溶出には平衡

化バッファーに300 mMになるようにイミダゾールを
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添加したバッファーを用い、酵素を単一に精製した（図

2、レーン4）。サブユニット分子量の理論値は約38 kDa

であるため、目的のS. tokodaii由来D-SerDHの発現、

精製に成功したと言える。 

 

図2. SDS-PAGEによるS. tokodaii由来D-SerDHの精製

結果（His-tag付き）。M；分子量マーカー、1,5；粗酵

素、2,6；70 , 30分熱処理遠心上清、3,7；Talonスルー、

4,8；Talon溶出。矢印は精製D-SerDHを示している (39 

kDa)。 

 

精製した酵素を SDS-PAGEに供した後、PVDF膜に

転写し、CBB染色を行った。その後、バンドを切り出

し、N 末端アミノ酸配列をプロテインシーケンサー

(Shimadzu PPSQ-51A)を用いて分析を行った。その結果、

MRQIKTVSVIG であり、予測された S. tokodaii由来

D-SerDHの配列が検出された。 

分子量測定の測定をゲルろ過カラム(TSKgel G3000 

SWXL)を用いて行ったところ、約75 kDaであったため、

本酵素は水溶液中でホモダイマー構造であることが明

らかになった。 

S. tokodaii由来 D-SerDH のアミノ酸配列には

H142
XXXP146

X3XXXXE154 （H；ヒスチジン、P；プロリン、

E；グルタミン酸）という特徴的なモチーフ配列がある

ことが配列解析の結果から明らかにしており、His142

が酵素の触媒に関わることが予測された。そのため、

部位特異変異導入により His のコドン(CAT)をアラニ

ンのコドン(GCT)に変異を行い、H142Aミュータント

を作製した。変異体の作製には、下記のプライマーを

用 い 、 Dpn I 法 [3] を 用 い て 行 っ た 。

5ô-gaggaattattgcagctccatggaatccac-3ô （下線部は変異導入

部位）、5ô-gtggattccatggagctgcaataattcctc-3ô（下線部は変異

導入部位）。H142A変異体酵素の発現、精製はWild-type

と同様の方法で行った（図2、レーン8）。 

D-SerDH活性の確認には D-セリン、補酵素 NAD+、

PMS還元型(1-methoxy phenazine methosulfate)および、

テトラゾリウム塩 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide) を用いた紫色のホルマザ

ン色素の生成を視覚的に確認できる活性染色法を用い

た。その結果、補酵素 NAD+存在下で紫色のホルマザ

ンが形成されており、基質である D-セリン(-)では反応

が起こらないことを確認した（図3）。また、触媒残基

と予測される 142番目の Hisをアラニンに変異させた

H142A変異体酵素では活性は確認できなかった（図3）。

この結果から、H142が活性に重要なアミノ酸残基であ

ることを証明した。また、活性染色法を用いて基質特

異性を定性的に分析した結果、D-セリン、DL-グリセリ

ン酸、3-ヒドロキシプロピオン酸には活性が検出され

たが（図4）、それ以外の基質アナログであるL-セリン、

DL-3-ヒドロキシ酪酸エチル、ヒドロキシピバル酸メチ

ル、DL-3-フェニルセリン、D-トレオニン、L-トレオニ

ン、Ŭ-メチル-DL-セリン、O-メチル-DL-セリン、DL-ホ

モセリンでは活性が検出できなかった（図4）。  

 

図3. S. tokodaii由来D-SerDHの活性染色。1；基質 (-)、

2；Wild-type (+)、H142A変異体酵素 (+)。 

 

図4. S. tokodaii由来D-SerDHの基質特異性 
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精製後のWild-typeの酵素を、15.6 mg/mlに濃縮を行

い、0.5 mM NAD+を添加後、結晶化スクリーニング

(Index、Cryo1,2; Rigaku)を 20℃で行った。その結果、

14~16%のPEG3350, 0.1 Mギ酸ナトリウムの条件で図5

のような単結晶が得られたため、高エネルギー加速器

研究機構（KEK、筑波）のBL-1Aビームラインにおい

てD-SerDH結晶のX線回折実験を行った。X線回折デ

ータの処理にはXDSを用いた（表1）。 

その結果、6.24 Å分解能の低分解能データを測定す

ることができた（図6）。H142A変異体酵素(8.9 mg/ml)

では結晶を得ることができなかった。 

 

図5. S. tokodaii由来D-SerDHの単結晶 

 

表1. D-SerDH結晶のデータ測定条件 

ビームライン KEK BL-1A 

波長 1.0700 Å 

1枚当たりの回転範囲 0.25° 

トータルフレーム 720 

結晶から検出器までの距離 113.1 mm 

測定温度 100 K 

1枚当たりのX線照射時間 0.1 sec 

クライオ条件 30% v/v エチレングリコール 

空間群 P422 

 

格子定数 

a = 106.720 Å, b =106.720 Å   

c = 354.124 Å,   

Ŭ = ɓ = ɔ = 90.000° 

分解能範囲（外側のシェル） 48.62 - 6.24 Å 

(6.98 - 6.24)  

 

 

 

図6. S. tokodaii由来D-SerDH結晶のX線回折像 

 

3.展望 

安定性の高いS. tokodaii由来D-SerDHの発現と精製

を行うことができた。また、X 線結晶構造解析を行う

ための結晶が得られると共に、6.24 Åの反射データを

測定することができた。今後、D-SerDHの機能・構造

解析を行うために活性測定および、さらに高分解能な

データが測定できる高品質な結晶を作製していく予定

である。 
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[要旨]  

 薬物代謝の第2相抱合反応において、硫酸転移酵素による硫酸化は、一般的に内因性および生体外異物の

両方の化合物を不活性化し排泄へと導くとされる。標的化合物が硫酸化代謝を通じて実際に不活性化または

活性化されるかを個々に定量的に精査することは重要である。我々は硫酸化と硫酸化代謝物の機能性に注目

し、生理学的および毒性学的観点から研究を行ってきた。硫酸化代謝前後での化合物の抗酸化活性の比較と、

マクロファージ細胞の酸化レベルおよび貪食能に及ぼす硫酸抱合体の影響についての研究成果を紹介する。 

[ Abstract]  

Upon phase-II conjugation in drug metabolism, sulfation by cytosolic sulfotransferases is generally thought to lead to 

the inactivation and disposal of both endogenous and xenobiotic compounds. It is important to quantitatively investigate 

whether the target compounds can indeed be inactivated or, conversely, activated through the sulfation pathway on an 

individual chemical. In this review, we present our efforts to understand the physiological and toxicological perspectives 

of Phase-II sulfation and sulfated compounds, with a particular focus on in vitro assessments of the antioxidant activities 

of several sulfated compounds using radical scavenging assays, as well as measuring intracellular oxidation levels and 

phagocytic activity in a macrophage cell model. 

[ Key Words]  

Sulfation, cytosolic sulfotransferases, phase-II conjugation, antioxidant activity, drug metabolism 

 

1. はじめに 

 硫酸化は、生体内においてステロイドホルモンや神

経伝達物質等の生理活性物質の恒常性および生体外異

物や薬物の代謝変換ならびに排泄を担う、重要な代謝

経路の 1つとして今まで長年研究されてきた[1-4]。生

体内における硫酸化は、細胞質に可溶な硫酸転移酵素

(SULTs)により触媒され、活性硫酸 3ô-phosphoadenosine 

5ô-phosphosulfate (PAPS)上の硫酸基を標的となる基質

化合物の主に水酸基に転移する(Figure 1) [5]。これによ

り、標的となるフェノール性物質の不活性化を導き、

水溶性を高めることで体外への排出を容易にする。 

 
Figure 1. Enzymatic sulfate-conjugation reaction catalyzed 

by cytosolic SULTs (ref. [5]). SULTs; sulfotransferases, 

PAPS; 3ô-phosphoadenosine 5ô-phosphosulfate, PAP; 

3ô-phosphoadenosine 5ô-phosphate. 
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1-1) 毒性学における薬物代謝と硫酸化 

 毒性学における薬物代謝経路において、例えば、薬

物や毒物などの外来の化学物質を摂取すると、これら

の異物は主に肝臓における第1相反応(Phase I)または第

2相反応(Phase II)の解毒代謝経路を経る(Figure 2) [6-8]。

その後、これらの化学物質はより親水性が高まり、胆

汁や尿として体外へと容易に排泄されるようになるた

め、この排泄機構を第 3相反応(Phase III)とも呼ぶ[9]。

このうち、第 2相反応には硫酸やグルクロン酸などと

の抱合化が含まれる。そのため硫酸化は、一般的に標

的となるフェノール化合物を不活性化し、水溶性を高

めることで体外への排出を容易にする役割を担うと考

えられている。 
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Figure 2. Drug metabolism and liver detoxification pathway 

in Toxicology (ref. [6-9]). 

 

1-2) ヒト硫酸転移酵素の分類と役割 

 ヒトには5つの偽遺伝子を含む計18のSULT遺伝子

が同定されており、現在までにSULT1、SULT2、SULT3、 

SULT4、 SULT6の5つの遺伝子ファミリーに分類され

ている[10,11]。基質特異性に基づき、SULT1は phenol 

sulfotransferases、SULT2はhydroxysteroid sulfotransferases

とも呼ばれている[10-13]。Table 1に、偽遺伝子のSULT

を除く13種類のヒトSULTsとその基質特異性、各々の

役割をまとめた。例えば、SULT1A1および SULT1A2

は伝統的にP-form PST (phenol sulfotransferase)と呼ばれ

ており、多種のフェノール化合物を広く基質として認

識する。SULT1A3は M-form PST (monoamine phenol 

sulfotransferase)と呼ばれ、ドーパミンや他のカテコール

アミンを基質とする。SULT1B1、SULT1E1、SULT2A1

それぞれは、順番に thyroid hormoneを主な基質とする

ため thyroid hormone sulfotransferase、estrogenを基質と

するためestrogen sulfotransferase、DHEAを基質とする

ためDHEA sulfotransferaseとも呼ばれる。しかしながら、

脳内で発見されたnervous system sulfotransferase (NST)

のように、神経系の統合失調症との関連性が指摘され

るものの、酵素の役割や基質が未だ完全には明らかに

なっていないSULTもある[10]。 

 

Table 1. Classification of 13 human cytosolic SULTs and 

their possible role (ref. [10-13]). 
SULT Name (another name): Prototype substrate(s) 

・ Possible role 

SULT1 (Phenol sulfotransferases) 

SULT1A1 (P-form PST): p-Nitrophenol 

・ Inactivation of phenolic compounds 

・ Metabolic regulation of thyroid hormones and estrogens  

・ Activation of N-hydroxy heterocyclic amines 

SULT1A2 (P-form PST): p-Nitrophenol 

・ Inactivation of phenolic compounds 

・ Activation of N-hydroxyaryl amines 

SULT1A3 (M-form PST): Dopamine 

・ Homeostasis of dopamine and other catecholamines 

・ Inactivation of monoamines from foods 

SULT1B1 (TH ST): Iodothyronines 

・ Metabolic regulation of thyroid hormones 

・ Inactivation of phenolic compounds 

SULT1C2 (SULT1C #1): p-Nitrophenol 

・ Inactivation of phenolic compounds 

・ Activation of N-hydroxyaryl amines 

SULT1C3: Bile acids, iodothyronines 

・ Metabolic regulation of bile acids and thyroid hormones 

SULT1C4 (SULT1C #2): p-Nitrophenol 

・ Metabolic regulation of thyroid hormones and estrogens 

・ Activation of N-hydroxyaryl amines 

SULT1E1 (EST): 17ɓ-Estradiol 

・ Inactivation of endogenous estrogens and transportation 

・ Inactivation of environmental estrogens 

・ Inactivation of catechol estrogens 

SULT2 (Hydroxysteroid sulfotransferases) 

SULT2A1 (DHEAST): dehydroepiandrosterone (DHEA) 

・ Metabolic regulation, transportation of DHEA and other 

hydroxysteroids 

・ Activation of polycyclic aromatic hydrocarbons 

SULT2B1a: Pregnenolone 

・ Metabolic regulation of pregnenolone and other 

hydroxysteroids 

SULT2B1b: Cholesterol 

・ Metabolic regulation of cholesterol and other oxysterols 

・ Metabolic regulation of other hydroxysteroids 

SULT4A1 (NST): Unknown 

・ Unknown 

SULT6B1: Unknown 

・ Unknown 

SULT, ST; sulfotransferase, P-form PST; phenol 

sulfotransferase, M-form PST; monoamine phenol 

sulfotransferase, TH ST; thyroid hormone sulfotransferase, 

EST; estrogen sulfotransferase, DHEA ST; 

dehydroepiandrosterone sulfotransferase; NST; nervous 

system sulfotransferase. 

 

 SULTによる硫酸化の第1の役割として、薬物や異物

の不活性化と排泄における解毒作用が挙げられる。第2

の役割には、内因性化合物の不活性化と排泄が挙げら

れ、そこでは生理活性因子の代謝調節による恒常性と

輸送に寄与していると推定される。 

 これまでに我々は硫酸転移酵素の持つ多様な生理機

能と疾病環境における役割について着目してきた

[12,13]。生体内における硫酸化は、単に生体外異物の

解毒代謝および体内物質の濃度および活性調節を行う
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に留まらず、エストロゲン代謝阻害を介した環境中内

分泌かく乱物質の活性発現メカニズムの標的となり得

ること、さらに疾病環境における酸化・ニトロ化スト

レスの結果生じる有害物質に対しても防御的に働く可

能性を見出してきた[12,13]。 

 しかしながら、例えばフラボノイドの 1つであるケ

ルセチンの硫酸化化合物によっては、低活性であるが

無視できないほどの抗酸化活性を有している場合があ

る[14]。一方、稀なケースではあるものの、SULTはヒ

ドロキシアリルアミン化合物などある種の化合物を硫

酸化により活性化させて発ガン性を高めることが知ら

れており、代謝活性化を引き起こすケースもある[15]。

また、降圧剤や発毛剤として知られる minoxidil は、

SULT1A1 による硫酸化によって血管拡張性およびカ

リウムチャネルの調節を行う活性化合物となることが

報告されている[16]。 

 

1-3) 研究目的 

一般的に、硫酸化は標的となる化合物を不活性化し、

水溶性を高めて体外への排出を容易にするとだけ考え

られてきたため、これまで硫酸化代謝物の生理活性や

機能面にはそれほど多くの注意が払われてこなかった 

[17,18]。その理由として、化合物が複雑な代謝経路を

経る可能性や、代謝物の入手が困難な場合も多いこと

が挙げられる。そのため、硫酸化されたフェノール類

は常に不活性であるのか、どの程度まで不活性化され

ているのか、逆に活性化されて機能を発揮する場合は

あるのか、未だ完全には解明されていない。従って、

標的化合物が硫酸化代謝を通じて実際に不活性化ある

いは活性化されるかを、個々の化合物レベルで定量的

に精査することは重要である(Figure 3)。 

 

 
Figure 3. Graphical objective of this study. 

 

そこで本稿では、第 2相硫酸化と硫酸化化合物を生

理学的および毒性学的観点より理解するため、特にラ

ジカル消去アッセイを用いて硫酸化化合物の抗酸化活

性を評価し、さらにマクロファージ細胞モデルにおけ

る酸化レベルと貪食能を in vitroで評価した我々の研究

成果を紹介する。 

 

2. 結果の概要 

2-1) Acetaminophen (APAP)とp-aminophenol (p-AP)の

硫酸体の抗酸化活性 

解熱鎮痛薬の APAPに加えて、その代謝物であり産

業的にはゴムの酸化防止剤や写真現像剤としても知ら

れるp-APは、単純モノフェノール構造を有する互いに

類似した化合物である。これらはSULTsにより硫酸化

されて、APAP O-硫酸体(APAPS)と p-AP O-硫酸体

(p-APS)が生じる[19,20]。一方、体内では、吸収された

APAPの約 20-46%が硫酸化される[21]。APAPと p-AP

の抗酸化活性に関しては、次の報告例がある。APAP

はプロスタグランジン生合成中の段階で酸化還元反応

に介入することで抗炎症作用を示し[22,23]、そこでは

APAP がシクロオキシゲナーゼの活性部位における活

性型ヘム基の還元や反応性チロシルラジカル消去をも

って抗酸化的な役割を担うとしている。また、APAP

は脳微小血管内皮細胞[24]や大脳皮質神経細胞[25]を

酸化ストレスから保護すること、APAPはH2O2による

赤血球の脂質過酸化を抑制すること[26]、も報告されて

いる。一方、p-AP はゴムの酸化防止剤であり、APAP

よりも強力なラジカル消去活性と脂質過酸化系への抑

制効果が認められている[23,27]。 

しかしながら、硫酸化された APAPSおよび p-APS

が実際にどの程度不活性化されているのか、あるいは

無視できないほどの活性を保持しているのかは不明で

あった。そこで、我々はAPAPSとp-APSの抗酸化活性

の評価を体系的に行い、それらの非硫酸体の活性と比

較した。そこでは、1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

フリーラジカル消去アッセイおよびヒト好中球細胞モ

デルを用いた細胞スーパーオキシドアニオン(O2
-)ラジ

カル生成アッセイにおける抗酸化活性を調べた。 

その結果、APAPSは、APAPの約 126分の 1に相当

する低い抗酸化活性を有していた(Figure 4) [28]。こ

れは、一般的によく知られた硫酸化代謝における活性

低減を支持するものであった。対照的に、p-APSはp-AP

と同程度の強い活性を示すことを我々は見出した。次

に、活性型ヒト顆粒球様好中球モデル細胞を用いて、

細胞の O2
-ラジカル産生に及ぼすこれら化合物の抑制

作用を調べた結果、ここでも同様の傾向を観察してい

る[28]。さらに、複数の他の類似化合物を用いてDPPH

ラジカル消去活性における構造活性相関を検証した結

果、APAPS の弱い電子供与性の「アセトアミド基」よ

りもp-APS の電子供与性の「アミノ基」が高い活性に
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寄与していることを明らかにした[28]。これらの結果は、

芳香族アミンのような「活性部位」に依存する場合に

は、硫酸化が必ずしもフェノール化合物の抗酸化活性

を低下させる訳ではない、という考えを支持するもの

であった。 

 

APAPS

p- APS

APAP

p- AP

(Active) (Less active)

Sul f at i on

Sul f at i on

(Active) (Active)

O2
-

Ant i oxi dant  Act i vi t y
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Ant i oxi dant  Act i vi t y

DPPH
Radi cal

DPPH
Radi cal

O

N
H

OH

H2N

OH

H2N

OSO3
-

O

N
H

OSO3
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Figure 4. Antioxidant activities of sulfated form of APAP and 

p-AP (see [28]). APAP; acetaminophen, APAPS; APAP 

O-sulfate, p-AP; p-aminophenol, p-APS; p-AP O-sulfate, 

DPPH; 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl, O2
-; superoxide 

anion. 

 

2-2) 1-Naphthol (1-Nap)と2-naphthol (2-Nap)の硫酸体

の抗酸化活性 

 1-Napおよび2-Napは、第1相薬物代謝反応において

シトクロム P450 によるヒドロキシル化により

naphthaleneから生じる naphthol (Nap)の異性体である

[29]。これらもまたSULTsによって硫酸化されてNap O-

硫酸体(NapS)が生じる[30,31]。Napは、産業的には染料、

香水、殺虫剤、抗菌性皮膚薬などの医薬品の製造に使

用されるほか、ゴム製品製造における酸化防止目的に

も使用される[32,33]。Napの生物活性に関連して、ペ

ルオキシラジカルに対する 1-Napによる抗酸化活性が

報告されている[34]。 

しかしながら、硫酸化されたNapSが実際にどの程度

不活性化されているのか、あるいは無視できないほど

の活性を保持しているのかについては不明であった。

そこで、我々は 1-NapSと 2-NapSの抗酸化活性につい

て評価を行い、それらの非硫酸体の活性と比較した。

そこでは、DPPHフリーラジカル消去アッセイおよび

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation 

(ABTS+)ラジカル消去アッセイにおける抗酸化活性を

調べた。 

その結果、両ラジカル消去アッセイにおいて、1-NapS

は、1-Napの約7分の1に相当する低い抗酸化活性を有

していた(Figure 5) [35]。本結果もまた、一般的によく

知られた硫酸化代謝における活性低減を支持するもの

であった。このとき、1-Napと2-Napはいずれも同程度

の抗酸化活性を有していた。ところが対照的に、2-NapS

は2-Napと同等の活性を保持していることを見出した。

これらの結果は、硫酸化される水酸基の位置によって

は、硫酸化が必ずしも抗酸化活性を低下させる訳では

無い、という新たな考えを支持するものであった。 
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1- NapS1- Nap

2- NapS2- Nap
Sul f at i on

DPPH
Radi cal

Ant i oxi dant  Act i vi t y

(Less active)
ABTS+

Radi cal

DPPH
Radi cal

Ant i oxi dant  Act i vi t y

ABTS+
Radi cal

 
Figure 5. Antioxidant activities of sulfated form of 1-Nap 

and 2-Nap (see [35]). 1-Nap; 1-naphthol, 1-NapS; 1-Nap 

O-sulfate, 2-Nap; 2-naphthol, 2-NapS; 2-Nap O-sulfate, 

DPPH; 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl, ABTS+; 

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation.  

 

2-3) マクロファージ細胞モデルにおける indoxyl 

sulfate (IS)の影響 

Indoxyl sulfate (IS)はタンパク質の tryptophanを由来と

する indoxylの硫酸化代謝物である[36,37]。食事中のタ

ンパク質は、体内ではアミノ酸に分解されるものの、

tryptophanはタンパク質の再構成のほか、セロトニン経

路、キヌレニン経路へと進む。Tryptophanの一部は腸

内にて indoleとなり、さらに indoxylへと代謝変換され

る。その後、SULT(s)による硫酸化によって indoxylよ

り ISが生じる[38]。Indoxylの一部は第2相反応でグル

クロン酸抱合体を生じるが、硫酸抱合体の ISはとくに

尿毒素としても知られる。生体外異物や生体内物質は、

通常は薬物代謝反応を介して代謝されて排泄されるた

め、ISのような尿毒素は健康な状態では問題とならな

い。しかしながら、CKD (慢性腎臓病)を含む腎臓病で

は、腎機能の低下によってこれらの尿毒素を適切に排

泄することが難しく、体内に蓄積する場合があり、血

中の IS濃度が100から1,000 ɛMにも達する[39]。ISを

含む尿毒素の蓄積に伴って、体内では酸化ストレスの

亢進と酸化物レベルの上昇が進行し、心疾患を含む各

種の合併症の進展ならびに免疫機能の低下にも繋がる

ことが懸念されている[40]。 

一般的には、硫酸化は不活性化を導く代謝経路であ

ると考えられているため、尿毒素である IS自体が実は

活性型の生理活性物質としてどのような役割を担って

いるのか、を解明することは大変興味深いテーマとな

る。そこで我々は、HL-60 分化ヒトマクロファージ細

胞モデルを用いて、ISが細胞内酸化レベルと貪食能に

与える影響と作用メカニズムについて調べた。 

8 



Bulletin of the Institute of Advanced Biosciences, Vol. 8, March 20 24 

その結果、ISはマクロファージの細胞内酸化レベル

を増加させ、貪食能を抑制した(Figure 6) [41]。このと

き、NADH oxidase (NOX)阻害剤の2-acetylphenothiazine 

(2-APT)を細胞へ同時に処理すると、2-APTは ISによる

細胞内酸化を緩和し、さらに低下した貪食能を回復さ

せることができた。有機アニオントランスポーターポ

リペプチド2B1 (OATP2B1)の阻害剤 rifampicin、protein 

kinase C (PKC)およびphosphoinositide 3-kinase (PI3K)の

各キナーゼ阻害剤であるdaphnetinとwortmannin、さら

には抗酸化物質の trolox でも同様の緩和効果を認めて

いる[41]。そのため、本研究で用いたヒトマクロファー

ジ細胞に対して ISは生理活性を示し、OATP2B1、PKC、

PI3KおよびNOX経路を含む酸化メカニズムを介して、

マクロファージの貪食能をダウンレギュレートする可

能性を見出した。なお、ISの前駆体である indoxylおよ

びその前駆体の indoleでも同様の試験を行ったが、そ

こでは ISよりも強い細胞毒性が認められ、低濃度にお

いても強力な細胞内酸化促進作用と貪食能に対する抑

制作用を示すことを確認している[42]。 

 

 
Figure 6. Effect of indoxyl sulfate on a macrophage cell 

model (see [41]). 2-APT; 2-acetylphenothiazine (an NOX 

inhibitor), OATP2B1; organic anion transporter 

polypeptide2B1, PKC; protein kinase C, PI3K; 

phosphoinositide 3-kinase, IS; indoxyl sulfate, NOX; NADH 

oxidase. 

 

3. まとめと展望 

 以上より、本稿では、特にラジカル消去アッセイを

用いて第 2相硫酸化で生じる硫酸化化合物の抗酸化活

性を評価した我々の近年の研究成果を紹介した。そこ

では、硫酸化が、標的となる化合物の化学構造の特徴

や硫酸化される位置によっては、必ずしも不活性化さ

せる訳ではないことを明らかにした(Figure 7) [28,35]。 

 さらに、尿毒素の ISが、ヒトマクロファージ細胞モ

デルの細胞内酸化レベルの上昇と貪食能の低下を引き

起こすことから、生理活性を有する硫酸化代謝物であ

ること、ISはOATP2B1、PKC、PI3KおよびNOX経路

を含む酸化メカニズムを介して、マクロファージの貪

食能を介した免疫機能を直接的にダウンレギュレート

し、これは制御可能であることを見出した[41]。 

 これまでに我々はSULTsの持つ多様な生理機能と疾

病環境における役割についても着目してきた[12,13]。

そこでは内分泌かく乱物質や酸化・ニトロ化ストレス

の結果生じる酸化物・ニトロ化物の硫酸化の生理的意

義について明らかにしてきた[12,13]。今後さらに酸

化・ニトロ化ストレスを介した疾患リスクやその発症

メカニズムとその制御法を明らかにする上で、硫酸化

代謝物の抗酸化活性を始めとする生理機能と解毒代謝

における硫酸化との関連性を紐解いていくことが重要

と考えている。 

食事由来のポリフェノール類もまたフェノール性の

水酸基を有することより、第 2相反応において硫酸化

される。そのため、これらの食品成分を含む機能性成

分や生理活性物質の硫酸化代謝物、さらには尿毒素な

どの硫酸化代謝物を包括的に理解するためには、生理

学的または毒性学的観点よりさらなる調査が不可欠で

ある。これらのアプローチは、ISを病因とする尿毒症

の発症メカニズムの解明のみならず、緩和や制御法の

開発に向けた足がかりとなることが期待できる。さら

に、硫酸化および硫酸化代謝物をベースとする機能性

食品や医薬品の開発に貢献できるものと期待される。 

 

 
Figure 7. Graphical abstract of this study.  
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ヒト皮膚から放散するアルデヒド類の発生メカニズムに関する考察 

 

Study on the emission mechanism of aldehydes from human skin surface 
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Yoshika Sekine1,2), Michihito Todaka3), Aya Kawanishi4), Masashi Morimachi4), Kenichi Hirabayashi5) 

and Tatehiro Kagawa4) 
1) Department of Chemistry, School of Science, Tokai University, 2) Institute of Advanced Biosciences, Tokai University 

 3) R&D laboratory, AIREX Inc., 4) Department of Gastroenterology, School of Medicine, Tokai University,  

5) Department of Diagnostic Pathology, Faculty of Medicine, University of Toyama 

 

[要旨]  

ヒト皮膚表面から放散する微量生体ガスを皮膚ガスという。C2-C10アルデヒド類は皮膚ガスの構成成分で

あり、皮脂に含まれる遊離脂肪酸の酸化分解によって生成し、紫外線などの外的要因だけでなく、生体内で

産生する活性酸素もその生成に関与することがわかってきた。活性酸素による酸化ストレスは、がんの発症

や悪性化に寄与することから、C2-C10アルデヒド類の組成はがんの罹患によって変化する可能性が考えられ

る。一方、紙巻たばこ主流煙中には、活性酸素の産生を促進する酸化還元活性物質が含まれており、喫煙行

為もC2-C10アルデヒド類の皮膚放散に寄与する可能性がある。本研究の目的は、がんの評価に有用な皮膚ガ

スバイオマーカーの探索であり、今回はC2-C10アルデヒド類に着目し、健常者、消化管がん患者および膵臓

がん患者における各アルデヒドの皮膚放散量を群間比較した。また健常喫煙者の喫煙に伴うアルデヒド類の

皮膚放散量の変化も調べた。その結果、C3-C7およびC9直鎖アルデヒドの皮膚放散量は、健常者群とがん患

者群で有意に異なることがわかった。喫煙の影響については、アセトアルデヒド(C2)以外は顕著ではなかっ

たが、今後症例を増やして検証する必要がある。 

 

[ Abstract]  

C2-C10 aldehydes are typical constituents of human skin gases and are produced through oxidative decomposition of 

free fatty acids contained in sebum. Recently, reactive active oxygen species (ROS) produced within the body has been 

found to be involved in their production and dermal emission. Since oxidative stress caused by the ROS contributes to 

cancer onset and development, the composition of C2-C10 aldehydes may be altered in cancer patients. Meanwhile, 

mainstream cigarette smoke contains redox active substances that promote the ROS production, and cigarette smoking 

may also contribute to the dermal emission of C2-C10 aldehydes. This study aimed to find the skin gas biomarkers that 

reflect the incidence of cancer, focusing on C2-C10 aldehydes. The dermal emission flux measured by a passive flux 

sampler ï GC/MS method was compared among healthy controls, digestive tract cancer patients and pancreatic cancer 

patients. Additionally, changes in the dermal emissions were investigated due to cigarette smoking. As a result, the 

dermal emission fluxes of C3-C7 and C9 normal aldehydes were significantly different between healthy subjects and 

cancer patients. Though the influence of smoking were not apparent except for acetaldehyde (C2), further studies should 

be required by increasing the number of cases.  

 

[ Key Words]  

Cancer patient, Human skin gas, Aldehydes, Biomarker, Oxidative stress, Cigarette smoking 
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1.はじめに 

皮膚ガスは、体表面から放散される揮発性の有機・

無機化合物であり、エネルギー基質（炭水化物、タン

パク質、脂質）の代謝生成物、外来因子（吸入・経口

摂取された外因性化学物質）、皮膚表面における生物

的・化学的な反応生成物などから構成されている[1,2]。

皮膚ガスを放散経路で分類すると、①血液由来、②皮

膚腺由来、③表面反応由来に大別でき、現在までに800

種類以上の皮膚ガス成分が同定されている[1,2]。この

皮膚ガスは、疾病の予兆、疾病の状態、疾病の治癒程

度を反映するバイオマーカーとしての利用可能性があ

り、筆者らは皮膚ガスを検体として用いた非侵襲・非

観血的ながんの診断法の開発を意図し、がん患者の皮

膚ガス検体の採取とガスクロマトグラフ/質量分析法に

よる分析を行い、皮膚ガス組成には健常者とがん患者

では違いがあること [3]、また多変量解析により両群を

判別できる可能性 [4]を見出してきた。 

アルデヒド類は、皮膚ガスの典型的な構成成分であ

り、皮脂に含まれる遊離脂肪酸の過酸化脂質による酸

化分解によって生成する(Fig.1)[5]。過酸化脂質の生成

には、紫外線などの外的要因だけでなく、生体内で産

生する活性酸素が関与しており、皮膚から放散するア

ルデヒド類の放散量にも影響することがわかってきた

[6,7]。活性酸素はがんの発症や悪性化に関連すること

から、アルデヒド類の産生にも影響すると考えられる。

Fuchs et al. [8 ]は肺がん患者の呼気からC1-C10直鎖ア

ルデヒドを採取して分析した結果、ペンタナール（C5）、

ヘキサナール（C6）、オクタナール（C8）およびノナナ

ール（C9）の呼気中濃度が健常非喫煙者および健常喫

煙者に比べて有意に高い値を示し、肺がんのバイオマ

ーカーになる可能性を示唆した。しかしながら、皮膚

から放散するアルデヒド類に及ぼすがん罹患の影響に

ついてこれまで検討されていなかった。 

ROOH
ROO

Lipid in sebum

ROS

UV

Free fatty acids
in sebum

Aldehydes
(Lipid peroxide)

 

Fig.1 Formation of adehydes via lipid peroxidation 

一方、Fuchs et al. [8 ]はアルデヒド類を肺がんのバ

イオマーカーに用いる場合、外因性化学物質、特に喫

煙の影響について注意を払う必要があると述べている。

たばこ主流煙中には活性酸素産生能を有する PAH キ

ノン類などの酸化還元活性物質が存在することが知ら

れている[9]。また筆者らは紙巻きたばこの喫煙に伴い、

主流煙中のアセトアルデヒド（C2）が肺から血液に移

行し、血液由来の皮膚ガスとして放散されることを報

告している[10]。 

本研究の目的は、がんの評価に有用な皮膚ガスバイ

オマーカーの探索であり、今回は C2-C10アルデヒド類

に着目し、健常者、消化管がん患者および膵臓がん患

者の皮膚から放散するC2-C10アルデヒドを測定し、各

アルデヒドの皮膚放散量を群間比較した。また、紙巻

たばこ喫煙者の喫煙に伴うアルデヒド類の皮膚放散量

の変化についても調査し、アルデヒド類の発生メカニ

ズムを考察したので報告する。 

 

2.方法 

1)  被験者試験 

研究目的を説明し、同意が得られた被験者から皮膚

ガス検体を捕集し、化学分析を行った。 

がん患者からの皮膚ガス捕集は東海大学医学部付属

病院の入院中に行い、消化管がん患者 7検体（胃がん

3検体、大腸がん3検体，食道がん1検体）、および膵

臓がん患者20検体を得た。またがん患者は比較的高齢

であるため、健常者については50～60歳代の19検体

を用いた。皮膚ガス測定に際し、食事・行動等の制限

は一切設けなかった。皮膚ガスの捕集部位は、左右い

ずれかの前腕部とし、捕集時間は1～2時間を目安とし

た。 

別途、紙巻たばこを常用する能動喫煙者 1名を対象

に、日常生活において皮膚ガス捕集を12：00～18：00

まで1時間毎に計6回、前腕部において行った。食事・

行動等の制限は一切設けず、また喫煙のタイミング、

たばこの銘柄、喫煙本数も被験者の自由選択とした。

尚、用いたたばこの銘柄は、MEVIUS（ニコチン0.8 mg、

タール10 mg）であった。 

 

2) 皮膚ガスの捕集・分析方法 

皮膚ガスの捕集にはパッシブ・フラックス・サンプ

ラー（Passive Flux Sampler, PFS）法を用いた [2, 10]。

PFSは分子拡散の原理を利用してガスを捕集する小形

デバイスであり、Fig.2 に示すように容器状の本体部、
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捕集材および止め具で構成されている。PFSの開口部

側を前腕部にのせてサージカルテープ等で固定し、こ

の時生じるヘッドスペース内を皮膚ガスが分子拡散し

て捕集材に捕捉される。 

 

0.1 cm

1.7 cm

1.0 cm
MonoTrap®

DCC18

0
.9

 c
m

Stainless 

steel mesh

Human skin

Screw cap 

made of PP

Diffusion length 

(0.8cm)

 

Fig.2 Human skin gas sampling by PFS 

 

皮膚ガスの分析は、既報[3]と同様に 74 成分の一斉

分析条件を用いた。皮膚ガス成分の捕集材からの脱離

には、抽出溶媒として二硫化炭素0.50 mL を用い、内

部標準としてトルエン-d8、吉草酸-d9、デカン酸-d2を

添加して試料溶液とした。試料溶液から0.30 mL 分注

し、誘導体化試薬としてN,O-ビス（トリメチルシリル）

トリフルオロアセトアミド（BSTFA）とトリメチルク

ロロシラン（TMCS）の99:1混合試薬（Sigma-Aldrich

社製）を25 µL添加し、4時間静置した。BSTFA-TMCS

混合試薬は、アルコール類および脂肪酸類をトリメチ

ルシリル化し、高感度化を図るものである（本研究で

着目したアルデヒド類は誘導体化されていない）。誘導

化後、ガスクロマトグラフ/質量分析計(GC : 7890B, 

Agilent Technologies 社製，MS : Q1050GC 日本電子

社製)に導入し、SIM モードで分析を実施した。 

得られた各成分の捕集量W (ng)、捕集時間 t (h)およ

び捕集部の面積S (cm2)から、①式により放散フラック

スE（ng cm-2 h-1）を求めた。 

 

    E = W/(S t)                      …① 

 

 3）統計解析 

健常者、消化管がん患者および膵臓がん患者におけ

る皮膚ガス 74成分のうち、アセトアルデヒド（C2）、

プロパナール（C3）、ブタナール（C4）、イソ吉草酸ア

ルデヒド（C5）、ペンタナール（C5）、ヘキサナール（C6）、

ヘプタナール（C7）、オクタナール（C8）、ノナナール

（C9）およびデカナール（C10）に着目し、それぞれの

皮膚放散フラックスを群間比較した。統計解析には

JMP ®14.2.0のWilcoxon 多重比較検定を用い、有意水

準は5％とした。 

 

３．結果および考察 

Fig.3 に健常者群、消化管がん患者群および膵臓がん

患者群における各アルデヒドの皮膚放散フラックスを

箱ひげ図で示す。尚、図中の×は平均値を示す。 

アセトアルデヒドは、膵臓がん患者において異常に

高い値を示す症例が見られた。膵液には、糖質、脂質

およびタンパク質に対する消化酵素が含まれている。

アセトアルデヒドは、糖質の代謝に由来して皮膚から

放散する成分であり、これら異常な高値には膵臓機能

の低下が影響した可能性が考えられる。群間で比較し

た場合、膵臓がん患者群と消化管がん患者群の間で有

意差が見られたが、他の群間では認められなかった。 

プロパナールの皮膚放散フラックスは、健常者群に

おいてばらつきが見られたが、膵臓がん患者群の間で

有意な差が見られた。 

ブタナールの皮膚放散フラックスは、群間でいずれ

も有意差が認められ、消化管がん患者群＞膵臓がん患

者群＞健常者群の順であった。消化管がん患者におい

てブタノールが高い放散フラックスを示す理由は明確

ではないが、ブタナールを指標にすることでがんの有

無だけでなく、消化管がんと膵臓がんの判別もできる

可能性がある。 

イソ吉草酸アルデヒドは、皮膚常在菌による汗中成

分の分解生成物であり[2]、汗臭の原因物質として知ら

れている。健常者の皮膚ガスは、日常の生活時間帯に

捕集したものであり、生活行為に伴う発汗が皮膚放散

量に反映されると考えられ、皮膚放散フラックスが健

常者群＞＞膵臓がん患者群＞消化管がん患者群となっ

たのは妥当であろう。 

ペンタナールの皮膚放散フラックスは、健常者群に

比べてがん患者群の方が有意に高い値を示した。ただ

し、消化管がん患者群と膵臓がん患者群では有意な差

は認められなかった。同様の傾向は、ヘプタナールお

よびノナナールにおいても観察された。このことは、

これらのアルデヒド類ががんの罹患に伴う共通の原因

によって生成したものと考えられる。 

ヘキサナールは、膵臓がん患者群で特異的に高い値

を示した。ヘキサナールは、リノール酸、パルミトレ

イン酸、ワセン酸などの酸化分解によって生成し、大

豆の青臭いにおいの原因になる[5]。呼気ヘキサナール 
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Fig.3 Comparison of the dermal emission fluxes of C2-C10 aldehydes from the skin surface healthy 
subjects (control), digestive tract cancer patients and pancreatic cancer patients.
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の生成には、酸化ストレスの関与が強く示唆されてお

り [11]、膵臓がん患者の皮膚ヘキサナールの放散にも

酸化ストレスが関与すると考えられる。ただし、People 

Allergic to Me （PATM）を主訴する被験者20名の皮

膚放散フラックスは平均8.2 ng cm-2 h-1であり [2]、同

等レベルであった。少なくとも皮膚放散フラックスの

比較のみでは膵臓がんの評価は困難といえる。 

一方、興味深いことにオクタナールは群間での有意

差が認められなかった。オクタナールは果実臭を有し、

体臭に寄与する主要な皮膚ガス成分の一つである[12]。

ポリフェノールやビタミンCなど抗酸化成分を含有す

るカシス粉末の摂取によってもオクタナールの皮膚放

散量は変化しないことが報告されており［6］、オクタ

ナールの放散に対して活性酸素はほとんど寄与してい

ないものと考えられる。 

デカナールの皮膚放散フラックスは、健常者群と膵

臓がん患者群の間で有意な差が見られた。 

 以上の結果は、がんの発症および種別により特異的

に変化するアルデヒドが存在する可能性を示唆するも

のであり、皮膚アルデヒド類はがんのバイオマーカー

の候補物質になると考えられる。ただし、Fuches et 

al.[8]が指摘したように、外因性のアルデヒド類は攪乱

因子になる可能性があり、特にがんの早期発見を意図

した場合には、喫煙のような生活行為の影響を評価す

ることは重要である。 

 Fig.4 は健常喫煙者 1名を対象に 12：00-18：00に

かけて 1時間毎に測定したアルデヒド類の測定結果を

示す。横軸は捕集開始時刻、縦軸は放散フラックスで

あり、この被験者からはアセトアルデヒド、ヘキサナ

ール、ヘプタナール、オクタナールおよびノナナール

が検出された。また喫煙マーカーとして測定した d-リ

モネン（たばこ葉のフレーバー成分）の皮膚放散フラ

ックスも示した。被験者は13：00-14：00、および16：

00-17：00の間に喫煙した。 

 喫煙マーカーである d-リモネンは、喫煙した時間帯

に顕著に皮膚放散フラックスが増加した。同様の傾向

は、アセトアルデヒドにも認められた。これらは主流

煙から取り込まれた後、肺から血液に移行し、血液由

来で皮膚から放散されたものと考えられ、既報の結果

と一致した[10]。一方、他のアルデヒド類に関しては、

ヘキサナール、ヘプタナールおよびノナナールのよう

に喫煙を伴う時間帯において皮膚放散フラックスが増

加する場合もあったが、再現性に乏しく、喫煙との関

連は明確ではなかった。 

近年、急速に普及が進んでいる加熱式たばこの主流

煙エアロゾルは、グリセリンやプロピレングリコール

を核とする水滴であり[13]、紙巻たばこ主流煙とは物

理・化学性状が異なる。しかしながら、グリセリンや

プロピレングリコールの熱分解によりアルデヒド類が

生成すること[14]、さらにはPAH キノン類などに起因

する活性酸素産生能を有することが報告されており[9]、

紙巻たばこの喫煙あるいは加熱式たばこの使用に伴う

アルデヒド類の皮膚放散量の変化についてはさらに詳

細な検討が必要である。 

  

４.結言 

皮膚から放散するアルデヒド類を対象に、皮膚放散

フラックスを健常者群、消化管がん患者群および膵臓

がん患者群で比較した結果、がんの発症および種別に

より特異的に変化するアルデヒドが存在する可能性を

示唆された。今後はこれらアルデヒド類を指標にした

がんの評価方法を検討すると同時に、喫煙などの生活

行為の影響も調査し、遠隔・在宅でも適用可能ながん

の早期診断法の確立を目指す。 
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Fig.4 Hourly variation of the dermal emission fluxes of d-Limone and  aldehydes from the skin 
surface of the healthy subject with and without cigarette smoking events. 
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[要旨] 

本研究では、熊本県阿蘇郡南阿蘇村で栽培されたブドウの未利用部位となる葉と未熟果実に注目し、これ

らが機能性食材としての価値を有するか初期評価を行うこととした。そこで総フェノール含量と抗酸化活性

を測定し、抽出法による違いを比較した結果、熱水抽出において葉が未熟果実よりも高い値を示したものの、

エタノール抽出では両者ともに低い値を示した。次に活性型 RAW264.7マウスマクロファージ様細胞によ

る一酸化窒素産生を炎症時のモデルとして評価した結果、全てのサンプルで概ね同等の抑制作用を認めた。 

 

[Abstract]  

In this study, we focused on the underutilized parts of grapes, especially leaves and immature fruits, cultivated in 

Minamiaso, Aso, Kumamoto, Japan, and conducted an initial assessment of their potential as functional foodstuffs. 

Results from determination of total phenolic content and antioxidant activity with two different extractions revealed that 

leaves exhibited higher values than immature fruits in hot-water extraction, although both showed relatively low values 

in ethanol extraction. Subsequently, the effect of these four samples were evaluated on nitric oxide production in an 

inflammatory cell model using an activated RAW264.7 mouse macrophage-like cells. The results showed 

approximately comparable inhibitory effects among all samples. 

 

[Key Words] 

Grape leaves, immature fruits, antioxidant activity, total phenolic content, macrophages 
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1. はじめに 

 ブドウ（学名：Vitis vinifera Linne）は、ヨーロッパの

コーカサス地方を原産とするブドウ科（Vitaceae）に属

する蔓性の落葉植物であり、果実は液果で甘味と酸味

があり食用とされる[1]。生食用のほか、ブドウ果汁や

果汁濃縮液は清涼飲料、菓子類に広く使用されており、

干しブドウやワインの材料となるため、果樹として世

界各地で広く栽培されている。現在までに栽培されて

いるブドウは、ヨーロッパ原産でワイン用の品種が多

いヴィニフェラ種（Vitis vinifera L.）、アメリカ原産のラ

ブルスカ種（Vitis labursca L.）、およびその交雑種（Vitis 

labruscana Bailey）に大別され、日本で生食とするブド

ウの多くはヴィニフェラ種とラブルスカ種の交雑種で

ある[2]。 

 日本でのブドウの栽培は1186年（文治2年）に山梨

県勝沼町で発見された株の移植に始まるとされる[1]。

我が国で最も古くから栽培されている品種は「甲州」

であり、諸説あるものの[3]、鎌倉時代から栽培が始ま

ったとされる。日本国内では生食用として60を超える

品種が栽培されており、「巨峰」の栽培が盛んである[4]。

農林水産統計によると、2022年（令和4年）産の国内

のブドウ収穫量は 162,600 t（概算）であり、都道府県

別収穫量の割合は、山梨県が 25%（48,000 t）、長野県

が18%（28,900 t）、岡山県が9%（14,600 t）、山形県が

9%（14,000 t）、福岡県が4%（7,170 t）と続き、これら

5県で全国の約7割を占めている[5]。 

 2021年（令和3年）産熊本県果樹振興実績書による

と、熊本県におけるブドウ生産量（1,355t）は全国的に

見てもそれほど多くはないものの、県内では宇城（510 

t）、熊本（191 t）、鹿本（175 t）、菊池（153 t）、玉名（126 

t）、阿蘇（75 t）と続き、うち669 tを「巨峰」が占めて

いる[6]。山鹿市菊鹿町内では、ワイン用ブドウの栽培

とワイナリーでのワイン醸造が行われている[7]。また、

阿蘇郡南阿蘇村にある観光ぶどう園ノースグレープフ

ァームでは、「巨峰」、「シャインマスカット」など聞き

馴染みのある品種をはじめ、16品種を栽培しており、

毎年 8月下旬から 9月下旬頃にかけて「巨峰」のぶど

う狩りが楽しめる[8]。 

 ブドウに含まれるポリフェノールにはフラボノイド

類が最も多く含まれており、色素系のアントシアニン

類や渋みのもととなるカテキン類などが挙げられる[9]。

例えば、黒ブドウの色素はアントシアニンであり、ア

ントシアニジンと呼ばれるフラボノイドに糖が付加し

た構造を有する。アントシアニンは果皮に存在し、ほ

かにもアントシアニンの重合体やアントシアニンとカ

テキン類の結合体、カテキン重合体などが含まれてい

る。ブドウの果実全体に含まれるポリフェノールのう

ち、約20-30%が果皮部分に、残りの約70%が種子に含

まれるとされる[9,10]。しかしながら、果汁には有機酸

などの単純フェノール類の存在が認められるものの、

全体のフェノール類の数％ほどにしか過ぎない。 

 近年、ブドウ果皮に含まれるポリフェノールのレス

ベラトロールによる保健機能効果が注目されており、

血栓症予防効果、ガン抑制効果、脳神経系への作用と

認知症やアルツハイマー病のリスク低下効果が期待さ

れている[10,11]。アントシアニンとは異なり、レスベ

ラトロールは色素では無いものの、紫外線照射や外部

刺激により産生される抗菌性のファイトアレキシンと

して知られており、栽培品種、原産地および真菌等の

感染の有無などでその含量は大きく異なる[11,12]。 

 世界各地で豊富な食経験を有するブドウの果汁以外

の部位の用途にも注目したい。日本では、ブドウの茎、

種子、種皮、葉、花は非医薬品成分リストに収載され

ている[13]。ギリシャやインド、トルコでは、新芽や若

葉を野菜として利用し[1]、ワイン醸造後の種子から搾

油されるグレープシードオイルは料理等にも幅広く使

用されている[13]。摘果したブドウの未熟果実は、欧米

諸国では酸味が特徴の調味料ソース「ヴェルジュース

（英名：Verjuice）、ヴェルジュ（仏名：verjus）」に加工

される。同製品は、「サワーグレープジュース」や「サ

ワーグレープソース」としても知られる[14,15]。「ヴェ

ルジュース」には、ポリフェノールとして高濃度の没

食子酸やカフェ酸などの有機酸、カテキンやケルセチ

ン配糖体などのフラボノイド類が含まれており、ポリ

フェノール重合体を含む[16]。そのため、未熟ブドウ果

実がワインの酸化防止にも有用であるとの報告もある

[14]。アメリカ南東部を原産とするマスカディンブドウ

（Vitis rotundifolia）は、果実の成熟と果汁抽出の過程で、

とくに果皮中のエラグ酸や他の抗酸化性ポリフェノー

ル含量が増加する[17]。 

 ブドウは部位によって含まれるポリフェノールなど

の有効成分が異なるものの、生理活性成分による抗酸

化作用、抗炎症作用、抗菌作用などの様々な薬理効果

が報告されている[18]。マウスの実験ではブドウ葉エキ

スが寄生虫感染時の酸化状態と炎症を改善することが

報告されている[19]。未熟果実の保健機能については報

告例が少ないものの、脂質代謝異常や動脈硬化症、ガ

ン、糖尿病などにおける生薬としての利用と縮合タン
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ニンによる効能が知られている[15]。 

 国内では北海道や石川県においてブドウ葉を利用し

たお茶や紅茶などの商品開発が行われている[20,21]。

しかしながら、ブドウ果実の商業利用と比べると、国

内での葉と未熟果実の商業的価値と機能性食材として

の利用については未だ開拓の余地がある。 

 そこで本研究では、 熊本県阿蘇郡南阿蘇村で栽培さ

れたブドウの未利用部位である葉と未熟果実に注目し、

これらが機能性食材としての価値を有するかについて

初期評価を行うこととした。まず熱水抽出とエタノー

ル抽出を行い、これらの総フェノール含量と抗酸化活

性を測定し、抽出法による違いを比較した。次に、リ

ポ多糖（LPS; lipopolysaccharide）により活性化させたマ

クロファージの炎症モデルに対する、これらの影響を

調査することとした。 

 

2. 結果の概要 

1) 研究材料 

 本研究で用いたブドウの葉と未熟果実の乾燥粉末は、

南阿蘇観光ぶどう園ノースグレープファーム（熊本県

阿蘇郡南阿蘇村）で栽培されたブドウ品種「巨峰」よ

り、2023年にサンプリング後に粉末調製されたもので

ある。ブドウの新芽の時期（4-5月の消毒前）に、3-5 cm

に成長した間引き対象の房を実と葉ごと摘み取り、分

別した。これらのサンプルは電気乾燥機を使用して

45℃で 4-5 日間かけて乾燥させ、その後ミルミキサー

を用いて粉砕し、乾燥粉末を得た。 

 

 
Figure 1. Dry powders from the grape leaves (left) and 

immature fruits (right) used in this study. 

 

2) 抽出物の調製  

 熱水抽出は、ブドウの葉と未熟果実の乾燥粉末それ

ぞれ0.2 gに対してMilliQ 水を10 mL加えて、攪拌を

行いつつ、90℃で45分間の条件で行った。その後、上

清をろ過し、ろ液を熱水抽出液（1x）とした。これを

適宜希釈して試験に供した。なお、細胞実験に用いる

際には、本抽出液を遠心濃縮機で溶媒除去後、10分の

1量の MilliQ 水に再溶解し（10x）、適宜希釈して試験

に供した。 

 エタノール抽出は、乾燥粉末それぞれ0.2 gに対して

エタノールを10 mL加え、撹拌しながら室温で15分間

の条件で行った。その後、上清をろ過し、ろ液をエタ

ノール抽出液（1x）とした。なお、本抽出液は、遠心

濃縮機で溶媒除去後、10分の1量（10x）または細胞実

験用に 20分の 1量のDMSOに再溶解し（20x）、適宜

希釈して試験に供した。 

 これらの熱水抽出液とエタノール抽出液の一部を濃

縮ならびに凍結乾燥させ、その重量を測定した。その

結果、ブドウの葉および未熟果実ともに、熱水抽出

（34.7-38.6%）のほうがエタノール抽出（3.30-5.35%）

よりも抽出効率に優れていた（Table 1）。 

 

Table 1. Definition of the concentration as 1x in hot-water or 

ethanol extraction, and yield of each extract per dry weight 

after extraction. 
 Conc. as 1x  

Yield 

(%)* 
 (mg 

extract/mL)* 

(mg 

D.W./mL) 

Leaves (HWE) 7.71 20 38.6 

Immature fruits (HWE) 6.93 20 34.7 

Leaves (EE) 0.660 20 3.30 

Immature fruits (EE) 1.07 20 5.35 

*Data shown represent mean value from two experiments.  

HWE; hot-water extract, EE, ethanol extract, D.W.; dry 

weight. 

 

3) 総フェノール含量の比較 

 総フェノール含量の測定は、既報[22]のフォーリンチ

オカルト法に従い、一部を改変して行った[23]。即ち、

抽出液（25 ɛL）と 10 倍に希釈したフォーリン試薬（フ

ォーリンチオカルトフェノール試薬）（125 ɛL）を含む

混合液に、10%炭酸ナトリウム水溶液（125 ɛL）を添加

し、室温（20-25°C）で 10 分間インキュベートした。

その後、マイクロプレートリーダー（SH-1000Lab、コ

ロナ電気、茨城、日本）を用いて、600 nmにおける混

合液の吸光度を測定した。検量線作成には、標準物質

としてクロロゲン酸を使用した。総フェノール含量は、

サンプル 1 gの乾燥重量（D.W.）当たりのクロロゲン

酸相当量（CAE）mgとして算出した。 

 その結果、熱水抽出後のブドウの葉の総フェノール

含量（69.1 mg）は、同抽出後の未熟果実（46.9 mg）の

値よりも約1.47倍も高かった（Figure 2）。これらの値
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は、我々が過去に報告した市販の抹茶（97.9 mg）[24]

および熊本県産のヤーコン茶（77.6 mg）[23]の熱水抽

出後のデータに近い値であった。 

 一方、エタノール抽出後の総フェノール含量は、葉

（3.54 mg）および未熟果実（3.68 mg）ともに低い値で

あった。また、ブドウの葉と未熟果実の総フェノール

含量は、熱水抽出のほうがエタノール抽出よりもそれ

ぞれ19.5倍および12.7倍も高かった。従って、ブドウ

の葉と未熟果実には、エタノール可溶性のポリフェノ

ールよりも水溶性ポリフェノールに富むことが示され

た。市販の抹茶[24]およびヤーコン茶[23]においても同

様に、熱水抽出のほうがエタノール抽出よりも抽出効

率に優れており、総フェノール含量と収量も高い値を

示している。ヨーロッパの報告例では、異なる 9系統

のブドウの葉よりメタノール/水（70:30）抽出後に測定

された総フェノール含量は29.0-44.0 (mg gallic acid相当

量/g D.W.)である[25]。抽出方法および検量線作成時の

標準物質に違いがあるものの、葉の熱水抽出時の我々

の結果もまたこれを支持する比較可能なものであった。

なお、未熟ブドウ果実においても有機酸やフラボノイ

ドなどのポリフェノールに富むことが報告されている

[14,15]。 

 

 
Figure 2. Total phenolic content of four grape extracts from 

the leaves and immature fruits after hot-water or ethanol 

extraction. Data shown represent mean ± S.D. from three 

experiments. Bars not sharing a common superscript letter are 

considered significantly different (p<0.05, one-way analysis 

of variance (ANOVA) followed by Tukey-Kramer test). 

CAE; chlorogenic acid equivalent, D.W.; dry weight. 

 

4) 抗酸化活性の比較 

 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)ラジカル消去活

性を指標とした抗酸化活性は、既報[26]に基づき、一部

を改変して測定した[23]。抽出液（10 ɛL）、70% EtOH

（90 ɛL）および0.1 M 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5.5、

100 ɛL）を含む混合液（200 ɛL）に、0.5 mM DPPH-EtOH

溶液（50 ɛL）を加えることにより、室温で 30分間反

応を行い、反応液の517 nmにおける吸光度を測定した。

標準物質に troloxを使用し、サンプル1 g D.W.当たりの

trolox相当のDPPHラジカル消去活性をmg TE として

抗酸化活性を算出した。 

 その結果、熱水抽出後のブドウの葉の抗酸化活性

（5.42 mg TE）は、同抽出後の未熟果実（2.34 mg TE）

の活性よりも約2.32倍の高い値を示した（Figure 3）。

一方、エタノール抽出後には、葉（0.208 mg TE）およ

び未熟果実（0.210 mg TE）の抗酸化活性はここでも低

かった。また、ブドウの葉と未熟果実では、熱水抽出

のほうがエタノール抽出よりもそれぞれ26.1倍および

11.1倍も高かった。本実験で得られたこれらの活性の

強さは、総フェノール含量で認められた結果と同様の

傾向を認めている（see Figure 2）。 

  

 

 

Figure 3. Antioxidant capacity of four grape extracts from 

the leaves and immature fruits after hot-water or ethanol 

extraction on the DPPH radical scavenging assay. Data 

shown represent mean ± S.D. from three experiments. Bars 

not sharing a common superscript letter are considered 

significantly different (p<0.05, one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey-Kramer test). TE; Trolox 

equivalent, D.W.; dry weight. 

 

 さらに、両結果で得られたデータの比率をもとに、

各抽出物中のフェノール含量当たりの抗酸化活性を算

出したところ、熱水抽出後のブドウの葉の抗酸化活性

（0.0784 mg TE/mg CAE）は、同抽出後の未熟果実

（0.0499 mg TE/mg CAE）の活性よりも約1.57倍の高

い値を示した（Figure 4）。一方、エタノール抽出後に

は、葉（0.0592 mg TE/mg CAE）および未熟果実（0.0571 

mg TE/mg CAE）のフェノール含量当たりの活性は同程

度であり、各々の熱水抽出時との間でも有意な差は認

められなかった。これらの結果から、ブドウの部位に

よっては抗酸化力の異なる水溶性のフェノール性成分

が含まれていること、各抽出物中に含まれるフェノー

ル類の成分の違いによって、フェノール含量当たりの
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活性に差があることが示唆された。しかしながら、ブ

ドウの葉と未熟果実に含まれるエタノール可溶性のフ

ェノール含量あたりの抗酸化活性は、水溶性フェノー

ル含量の抗酸化活性に匹敵するものの、その含量が低

いために乾燥重量当たりの抗酸化活性に対する寄与度

は低いものと考えられた。 

 また、ヨーロッパの報告例では、異なる 9系統のブ

ドウの葉よりメタノール/水（70:30）抽出後に測定され

た DPPHラジカル消去活性による抗酸化活性は、

142-241 ɛmol TE/g D.W.（=35.5-60.3 mg TE/g D.W.）であ

る[25]。前述の通り抽出方法や換算方法に違いがあるも

のの、葉の熱水抽出時における我々の結果は、これと

比較して低いものであった。本研究では、熱水抽出ま

たはエタノール抽出後に活性試験を行っているが、親

水性や親油性の抗酸化成分を一斉に効率よく抽出する

ためには、溶媒の選択や混合比といった抽出時の条件

検討も必要と思われる。 

 

 

Figure 4. Ratio of the determined antioxidant capacity and 

total phenolic content of four grape extracts from the leaves 

and immature fruits after hot-water or ethanol extraction. 

Data shown represent mean ± S.D. from three experiments. 

Bars not sharing a common superscript letter are considered 

significantly different (p<0.05, one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey-Kramer test). AC; antioxidant 

capacity, TPC; total phenolic content, TE; Trolox equivalent, 

CAE: chlorogenic acid equivalent, D.W.; dry weight. 

 

5) RAW264.7マウスマクロファージ様細胞のNO産生

に及ぼす影響の比較 

 RAW264.7 マウスマクロファージ様細胞

（ECACC91062702、DSファーマバイオメディカル株

式会社、大阪）によるNO産生量の測定は、既報[24,27]

に従って行った。RAW264.7細胞を 50x104 cells/mLと

なるように調整し、96ウェルプレートにそれぞれ 100 

ɛLずつ播種した。3時間の前培養を行なった後、ウェ

ルあたり試料溶液（1.25 ɛL、添加時の濃度0.25x〜10x）、

1 ɛg/mL となるように培地中に予め調製した LPS

（Escherichia coli O111:B4由来、L-4391、Sigma-Aldrich 

Co. LLC、MO、USA）（12.5 ɛL、終濃度100 ng/mL）と

培地のみ（11.25 ɛL）の合計25 ɛLを各ウェルに添加し

（総量125 ɛL）、さらに24時間培養した。熱水抽出液

は培地中に 1%となるように添加した。DMSOに再溶

解させたエタノール抽出液は、DMSOの毒性が出ない

よう0.5%となるように添加した。即ち、予め2倍濃い

濃度で調整したエタノール抽出液0.625 ɛLと培地0.625 

ɛLの計1.25 ɛL（添加時の濃度は上記同）を試料溶液

とした。培養後、上清中に放出された NO量を Griess

法[28]により測定した。即ち、培養上清100 ɛLとGriess

溶液100 ɛLを混合し、マイクロプレートリーダーを用

いて550 nmにおける吸光度を測定した。このとき100 

ng/mLのLPSで処理した際に認められたNO 産生量を

100%として、サンプル添加時のNO産生率（%）を以

下の式により算出した。  

NO Production (%) = (Asample ï ABlank) /(ALPS ï ABlank) x100  

  Asample: LPS刺激時のサンプル処理後の吸光度 

  ALPS: LPS刺激のみの吸光度 

  ABlank: ブランクの吸光度 

 

 マクロファージは、細菌などの異物を捕食すること

から生体防御を担う重要な細胞性免疫の 1つとして働

き、各種の炎症性サイトカインや一酸化酸素を産生す 

る[29]。過剰な免疫応答は時として炎症状態を引き起こ

すため、活性化したマクロファージの免疫機能を制御

できる天然由来の抗炎症性の植物原料や成分の探索が

注目されている。我々は、これまでにも RAW264.7マ

ウスマクロファージ細胞による炎症モデルを用いて、

熊本県産の食用イグサ[24]およびヤーコン茶[27]など

の健康食品素材の抗炎症作用について検証してきた。 

 そこで本研究では、LPSで刺激し活性化させたマク

ロファージ様細胞による過剰な NO産生を炎症モデル

とし、ブドウの葉および未熟果実の抽出液がこれを抑

制できるか調べた。その結果、熱水抽出後のブドウの

葉は抑制作用を示し（Figure 5A）、1x（培養液中の終

濃度200 ɛg D.W./mLに相当）以上の濃度処理で有意な

差が認められた。同抽出後の未熟果実においては、2x

（培養液中の終濃度400 ɛg D.W./mLに相当）以上の濃

度処理で有意な抑制作用を示した（Figure 5B）。一方、

エタノール抽出後には、ブドウの葉（Figure 5C）およ

び未熟果実（Figure 5D）は、ともに1xよりも低い0.25x

または0.5xの処理濃度においても、有意な抑制作用が

認められた。これらの結果を処理濃度10x（培養液中の
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終濃度2 mg D.W/mLに相当）で比較すると、未熟果実

の阻害効果が葉よりもやや強い傾向にあり、約 50%付

近にまで阻害を示した。以上、乾燥重量あたりで比較

評価を行ってきたところ、多少の差異はあるものの、

概ね同等の抑制効果が認められた。 

 続いてTable 1で得られた抽出物（エキス）の収率を

もとに、50%付近の阻害を示す処理濃度 10x における

培養液中のエキスの終濃度の算出を試みた。その結果、

エタノール抽出後のブドウの葉の 66.0 ɛg extract/mL

（Figure 5C）および未熟果実の 107 ɛg extract/mL

（Figure 5D）は、熱水抽出後のブドウの葉の 771 ɛg 

extract/mL（Figure 5A）および未熟果実の 693 ɛg 

extract/mL（Figure 5B）よりも低かった（Table 2）。こ

のことは、ブドウの葉および未熟果実ともにエキスレ

ベルでは、エタノール抽出物のほうが熱水抽出物より

も低濃度で強い抑制作用を有していることを意味して

いる。さらに、処理濃度 10xにおけるNO産生への影

響と同濃度で培地中に含まれる総フェノール含量との

関係性について比較を試みた。その結果、とくにエタ

ノール抽出後のブドウの葉（7.08 ɛg CAE/mL）および

未熟果実（7.36 ɛg CAE/mL）で処理した培地中の総フ

ェノール含量は、熱水抽出後のブドウの葉（138 ɛg 

CAE/mL）および未熟果実（93.8 ɛg CAE/mL）よりも極

端に低かったにも関わらず、50-60%付近にまでNO産

生を抑制できることが判明した。 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Inhibitory effects of four grape extracts from the 

leaves and immature fruits after hot-water or ethanol 

extraction on LPS-stimulated NO production in RAW264.7 

mouse macrophage-like cells. Cells were incubated in the 

presence of varying concentrations of HWEs from leaves (A) 

and immature fruits (B), or EEs from leaves (C) and 

immature fruits (D), plus 100 ng/mL LPS for 24 h. The 

culture media were collected and subjected to determine NO 

levels by the Griess method. Data shown represent mean ± 

S.D. from three experiments. Bars not sharing a common 

superscript letter are considered significantly different at 

p<0.05, one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 

Tukey-Kramer test. Final concentration of 1x corresponds to 

200 ɛg D.W./mL in the culture media. Calculated final conc. 

of 1x at extract level; 77.1 ɛg extract/mL (A), 69.3 ɛg 

extract/mL (B), 6.60 ɛg extract/mL (C), and 10.7 ɛg 

extract/mL (D). LPS; lipopolysaccharide, NO; nitric oxide, 

HWE; hot-water extract. EE; ethanol extract. 
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Table 2. Relationships of the determined NO productivity in 

macrophage cells and the calculated total phenolic content of 

four grape extracts from the leaves and immature fruits after 

hot-water or ethanol extraction. 
 

 

NO 

Prod. 

 Sample 

Final Conc. 

TPC in 

Final Conc. 

 (%) (fold) (ɛg 

D.W./

mL) 

(ɛg 

extract

/mL) 

(ɛg 

CAE/mL) 

Leaves  

(HWE) 

87.8 

67.2 

1x 

10x 

200 

2,000 

77.1 

771 

13.8 

138 

Immature 

fruits (HWE) 

87.8 

55.7 

1x 

10x 

200 

2,000 

69.3 

693 

9.38 

93.8 

Leaves 

 (EE) 

73.7 

66.8 

1x 

10x 

200 

2,000 

6.60 

66.0 

0.708 

7.08 

Immature 

fruits (EE) 

73.1 

51.0 

1x 

10x 

200 

2,000 

10.7 

107 

0.736 

7.36 

*Data shown represent mean value from three experiments.  

HWE; hot-water extract, EE, ethanol extract, D.W.; dry 

weight. NO Prod.; nitric oxide production, TPC; total 

phenolic content, CAE; chlorogenic acid equivalent. 

 

 従って、マクロファージ細胞に及ぼす NO産生抑制

効果は、エタノールに可溶なフェノール性成分による

強力な阻害効果に大きく依存している可能性も考えら

れた。なお、市販のCell Counting Kit-8（同仁化学研究

所、熊本）を用いて細胞毒性の有無を調べた結果、こ

れらのサンプルを24時間細胞に処理しても毒性は認め

られなかった（Figure 6）。 

 

 
Figure 6. No cytotoxic effects of four grape extracts from the 

leaves and immature fruits after hot-water or ethanol 

extraction in RAW264.7 mouse macrophage-like cells. Cells 

were incubated for 24 h in the presence of varying 

concentrations of HWEs from leaves and immature fruits, or 

EEs from leaves and immature fruits. Data shown represent 

mean ± S.D. from three experiments. Significant difference 

from control was considered at p<0.05 followed by Dunnett 

test. HWE; hot-water extract, EE; ethanol extract, N.S.; no 

significance. 

 

 次に予備試験として、NOを自発的に発生するsodium 

nitroprussideの存在下で、これら抽出液によるNO消去

活性の有無を細胞の非存在下で調べた。その結果、反

応溶液中に終濃度 2 mg D.W./mLまでの濃度範囲内で

は、いずれも消去作用を示さなかった（data not shown）。

そのため、これらのブドウの葉および未熟果実の抽出

液は、NOを直接消去すること無く、細胞内のNO合成

経路に干渉して細胞の NO産生を制御していると考え

られる。 

 ブドウの収穫前の葉や摘果時の未熟果実は、国内で

はその多くが未利用資源となっており、利用法の開発

が期待される。抗酸化活性や抗炎症作用などの様々な

効能を明らかにすることができれば、機能性食材とし

ての価値を見出すことができる可能性がある。我々は、

これまでにヤーコン塊根を収穫する際の残渣となるヤ

ーコンの葉に注目し、高度活用を目指して多機能性に

関する研究を推進してきた[30,31]。そこでは、加熱処

理がヤーコン葉中のフェノール性物質と抗酸化活性に

影響すること[32]、糖類分解酵素に対して阻害活性を示

すこと[33]、マクロファージの炎症モデルにおける低減

効果[27]を明らかにしてきた。一方、ヤーコンの葉部分

は健康食品のヤーコン茶としても市販されており、食

経験を有する。ヤーコン茶の抽出条件によっては、熱

水抽出が抗酸化活性[23]およびポリフェノール含量に

優れることを報告してきた[34]。さらに、品種や採取時

期の違いと、ヤーコン葉中の総フェノール含量、抗酸

化活性、糖類分解酵素阻害活性における差異を明らか

にしてきた経緯がある[32,35]。 

 

 国内ではブドウの葉を用いたお茶や紅茶などのブラ

ンド茶が、北海道や石川県などで市販化されている

[20,21]。ドイツやフランスでは、特定のブドウ品種の

赤い葉（Vitis vinifera folium）の部位が、足のだるさ、む

くみ（浮腫）、痛みや張りなどの症状を伴う慢性静脈不

全に有効な生薬として使用されている[36]。現在、我が

国でも、「夕方の脚のむくみを軽減する」の機能性表示と

ともに、赤ブドウ葉（Vitis vinifera種）由来のポリフェ

ノールを機能性関与成分としたサプリメント形状の機

能性表示食品2件の届け出があり、2023年11月時点で

消費者庁のウェブ上で閲覧可能である[37]。 

 農産物未利用資源の付加価値を見出す上で、食品と

して利用することを前提とした農産物の特性ならびに

機能性を明らかにしていくことは重要である。我が国

ではあまり注目されてこなかったブドウの葉および未

熟果実の商業的価値を見出し、機能性食材としての利

用を推進するためには、今後も継続して機能性成分の

特定、加熱加工処理時の機能成分の安定性、品種の違

いによる機能性成分含量と保健機能効果の差異を明ら

かにしていく必要がある。将来的には、機能性食材の

23 



東海大学先進生命科学研究所紀要 第 8巻 2024年 3月 

みならず、石鹸や化粧品等のコスメ分野[38,39]への用

途開発にも期待したい。 

 

3. まとめと展望 

以上より、本研究では熊本県阿蘇郡南阿蘇村で栽培

されたブドウの未利用部位である葉と未熟果実の総フ

ェノール含量と抗酸化活性を評価し、エタノール抽出

よりも熱水抽出で高い値を示すことを認めた。さらに、

RAW264.7マウスマクロファージ様細胞の LPS誘導の

NO産生を指標とした炎症モデルに対し、全てのサンプ

ルで抑制作用を認めた。これらのブドウ由来の未利用

資源の保健機能性に注目した食品開発を行うためには、

今後も継続して成分の特定と分析、ならびに抗酸化活

性や抗炎症作用以外の機能性評価を行っていく必要が

ある。 

 

4. 引用文献 

[1] 佐竹元吉ら編, 健康・機能性食品の起源植物事典, 

中央法規出版株式会社, 東京, pp.661 (2016) 

[2] 大橋義孝ら, 福島県農業総合センター報告, 2, 11-20 

(2010) 

[3] 三輪錠司ら, アグリバイオ, 7, 260-264 (2023) 

[4] 農林水産省, 広報誌aff（あふ）, 5·6, 4-20 (2019) 

[5] 農林水産省, 農林水産統計, 作物統計調査, 令和 5

年 （ 2023 年 ） 2 月 15 日 公 表 ,  

https://www.maff.go.jp/j/tokei/kouhyou/sakumotu/sakky

ou_kazyu/attach/pdf/index-21.pdf（2023.11.23アクセ

ス） 

[6] 熊本県農林水産部, 令和3年産熊本県果樹振興実績

書（2023年2月2日更新）. 果樹の品種・系統別栽

培 面 積 と 生 産 量 . P60. 

https://www.pref.kumamoto.jp/soshiki/76/162588.html

（ 2023.11.23 ア ク セ ス ）

https://www.pref.kumamoto.jp/uploaded/life/162588_37

5028_misc.pdf（2023.11.23アクセス） 

[7] 菊鹿ワイナリー熊本ワインファーム株式会社 菊鹿

醸造所 HP. https://www.kikuka-winery.jp（2023.11.23

アクセス） 

[8] 南阿蘇観光ぶどう園 ノースグレープファーム HP. 

https://userweb.www.fsinet.or.jp/dorimu/（2023.11.23ア

クセス） 

[9] 佐藤充克, 農業および園芸, 93, 296-308 (2018) 

[10] 西川研次郎監修, 藤田哲ら編, 食品機能性の科学, 

株式会社産業技術サービスセンター , 東京 , 

pp.327-330 (2008) 

[11] L. Fremont, Life Sci, 66, 663-673 (2000) 

[12] L.L. Creasy and M. Coffee, J Amer Soc Hort Sci, 113, 

230-234 (1988) 

[13] 西川研次郎監修, 藤田哲ら編, 食品機能性の科学, 

株式会社産業技術サービスセンター , 東京 , 

pp655-656 (2008) 

[14] G. Fia et al., Foods, 10, 1499 (2021) 

https://doi.org/10.3390/foods10071499 

[15] G. Fia et al., Aust J Grape Wine Res, 28, 8-26 (2022) 

[16] M.S.P. Nikfardjam, Mitt Klostreneubg, 58, 28-31 (2008)  

[17] J.-H. Lee and S.T. Talcott, J Agric Food Chem, 52, 

361-366 (2004) 

[18] M. Nassiri-Asl and H. Hosseinzadeh, Phytother Res, 23, 

1197-1204 (2009) 

[19] M. Murshed et al., Pharmaceuticals, 16, 928 (2023) 

https://doi.org/10.3390/ph16070928  

[20] 東奥日報社, Web 東奥 HP,（2023.2.10公開）

https://www.toonippo.co.jp/articles/-/1498730

（2023.11.25アクセス） 

[21]中日新聞社 中日新聞HP,（2023.3.26公開、2023.3.27

更 新 ） https://www.chunichi.co.jp/article/660403

（2023.11.23アクセス） 

[22] V.L. Singleton and J.A. Rossi, Am J Enol Vitic, 16, 

144-158 (1965) 

[23] S. Sugahara et al., J Food Sci, 80, C2420-C2429 (2015) 

[24] T. Nishimura et al., Food Sci Technol Res, 22, 395-402 

(2016) 

[25] D. Ġukoviĺ et al., Foods, 9, 138 (2020) doi: 

10.3390/foods9020138. 

[26] M.S. Blois, Nature, 26, 1199-1200 (1958) 

[27] 上田裕人ら, 東海大学紀要農学部, 36, 37-43 (2017) 

[28] L. Marcocci et al., Biochem Biophys Res Commun, 201, 

748-755 (1994) 

[29] E.A. Ross et al., Front Immunol, 12, 708186 (2021) doi: 

10.3389/fimmu.2021.708186 

[30] 上田裕人ら, Bio九州, 224, 9-14 (2019) 

[31] 上田裕人ら, 東海大学先進生命科学研究所紀要, 7, 

23-30 (2023) 

[32] Y. Ueda et al., Biosci Biotechnol Biochem, 83, 

2288-2297 (2019) 

[33] 上田裕人ら, 東海大学先進生命科学研究所紀要, 1, 

33-37 (2017) 

[34] Y. Ueda et al., Food Sci Technol Res, 25, 131-139 (2019) 

24 

https://www.maff.go.jp/j/tokei/kouhyou/sakumotu/sakkyou_kazyu/attach/pdf/index-21.pdf
https://www.maff.go.jp/j/tokei/kouhyou/sakumotu/sakkyou_kazyu/attach/pdf/index-21.pdf
https://www.pref.kumamoto.jp/soshiki/76/162588.html
https://www.pref.kumamoto.jp/soshiki/76/162588.html
https://www.pref.kumamoto.jp/uploaded/life/162588_375028_misc.pdf
https://www.pref.kumamoto.jp/uploaded/life/162588_375028_misc.pdf
https://www.kikuka-winery.jp/
https://userweb.www.fsinet.or.jp/dorimu/
https://doi.org/10.3390/foods10071499
https://doi.org/10.3390/ph16070928
https://www.toonippo.co.jp/articles/-/1498730
https://www.toonippo.co.jp/articles/-/1498730
https://www.chunichi.co.jp/article/660403
https://www.chunichi.co.jp/article/660403


Bulletin of the Institute of Advanced Biosciences, Vol. 8, March 202 4 

[35] Y. Ueda et al., JARQ, 55, 347-358 (2021)  

[36] V. Fintelmann and R.F. Weiss著, 三浦於菟ら監修, フ

ィトセラピー植物療法事典, ガイアブックス, 東京, 

pp.167-169 (2012) 

[37] 消費者庁 HP, 機能性表示食品の届出情報検索, 機

能性関与成分を含む原材料名の項目に「ブドウ」と

入 力 し て 検 索 . 

https://www.caa.go.jp/policies/policy/food_labeling/food

s_with_function_claims/search/（2023.11.27アクセス）

https://www.fld.caa.go.jp/caaks/cssc01/（2023.11.27アク

セス） 

[38] M.A. Nunes et al., In: Handbook of Grape Processing 

By-Products (C.M. Galanakis, ed.), Academic Press 

(Elsevier), Cambridge, Massachusetts, U.S.A. 

pp.267-292 (2017) 

[39] S.M. Ferreira and L. Santos, Molecules, 27, 969 (2022) 

doi: 10.3390/molecules27030969. 

 

5. 謝辞 

 本研究に用いた試料抽出液の調製に際し、当食品機

能科学研究室の近藤奏磨氏ならびに酒見颯香氏にご協

力いただきました。本研究の一部は、東海大学モニタ

ー農家制度活動方針に則り東海大学農学部とモニター

農家との連携協力、ならびに先進生命科学研究所のプ

ロジェクト研究の資金援助により実施されています。 

 

25 

https://www.caa.go.jp/policies/policy/food_labeling/foods_with_function_claims/search/
https://www.caa.go.jp/policies/policy/food_labeling/foods_with_function_claims/search/
https://www.fld.caa.go.jp/caaks/cssc01/


 

東海大学先進生命科学研究所紀要 第８巻 2024年 3月 

 

（総説）生体酵素が指し示す酸化的フォールディング触媒の設計指針 

 

(Review) Design Guidance for Oxidative Folding Catalysts Indicated by Biological Enzymes 

 

三神瑠美 1，2、荒井堅太 1，2, 3  
1東海大学大学院総合理工学研究科,  2 東海大学先進生命科学研究所,  3東海大学理学部化学科 

 

Rumi Mikami1and Kenta Arai1,2 

1 Graduate School of Science and Technology, Tokai University, 2Institute of Advanced Biosciences, Tokai University 

3 Department of Chemistry, School of Science, Tokai University 

 

[要旨]  

酸化的フォールディング（folding）は、システイン残基を一次配列中に有する新生ポリペプチドが生理活

性な三次元立体構造を形成するための必須プロセスである。代表的な folding 促進酵素である protein 

disulfide isomerase（PDI）の模倣分子開発は、蛋白質合成効率の向上と folding病に関連する薬剤開発の鍵

を握る。本総説では、PDIの機能と構造から想起された人工 folding試薬の具体例を挙げながら、その設計

指針について概説し、未来の生命有機化学分野が踏破すべき次世代型 folding触媒の分子像について論じる。 

 

[ Abstract]  

Oxidative folding is an essential process, by which the nascent polypeptides containing cysteine residues in the primary 

sequence gain bioactive three-dimensional structures. The development of mimetics of protein disulfide isomerase (PDI), a 

representative foldase, is a key to improve the yield of synthetic proteins and also to develop drugs related to folding diseases. 

In this review, we outline design guidance for artificial folding reagents, which is inspired by the function and structure of PDI, 

and discuss images of the next-generation folding catalysts that bioorganic chemists should explore in the future. 

 

[ Key Words]  

Protein folding, Enzyme mimic, Redox, Neurodegenerative disorder 

 

1.  蛋白質の酸化的フォールディング 

合成されたポリペプチド鎖が「蛋白質」として生理機

能を発揮するには、生体内、試験管内に関わらずそれ

らが固有の三次元立体構造を構築（フォールディング: 

folding）することが必須である（Fig. 1）。古典的な蛋白

質科学においては、ポリペプチドは最安定構造へと自

発的に foldingすることができるものと定義される（Fig. 

1, path a）[1]。しかしながら、多種多様な分子が高濃度

で混在する環境下では、分子間相互作用とそれによる

不可逆的な凝集体形成は無視できず、蛋白質がもつ潜

在的な folding能力だけで正しい構造を獲得することは

不可能である。ゆえに、近代的な蛋白質科学では、

foldingを正確に促す酵素群の構造と機能解明が重要で

ある[2]。 

システイン（Cys）残基間におけるジスルフィド（SS）

結合の架橋は、とりわけ分泌系蛋白質にとっては典型

的かつ重要な翻訳後修飾であり、SS結合形成が連動す

る foldingを一般的に「酸化的 folding」と呼ぶ[3]。酸化

的環境が維持された小胞体（ER）は、新生ポリペプチ

ド鎖が酸化的 folding を受ける重要な反応場である。

Protein Disulfide Isomerase（PDI）は、小胞体に内在する

典型的な酸化還元酵素であり、20種類以上のPDIファ

ミリー酵素（PDIs）と協同的に ER内の蛋白質恒常性

を保っている（Fig. 1, path b）[4]。酸化ストレスなどに

起因するPDIの機能不全は、ER内の蛋白質恒常性の破

綻を招き、ミスフォールド体（MF 体）、オリゴマー/

凝集体、アミロイドの形成（Fig. 1, path c）、ひいては神

経変性疾患、糖尿病、アテローム血栓性脳梗塞などあ

らゆる致命的な疾患を誘発する[5ï11]。 
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一方で、化学合成したポリペプチド鎖もその生理機

能を発揮するためには酸化的 folding が必須である。

Merrifieldによる蛋白質の先駆的な固相合成法の開発に

よって、現代では、任意のアミノ酸配列を有するポリ

ペプチド鎖の合成が可能となった[12]。結果として、希

少蛋白質、非天然蛋白質、ペプチド系製剤の調製が容

易となり、関連する構造生物学、医療、創薬といった

分野が目覚ましい発展を遂げてきた。一般的に、得ら

れた合成ポリペプチドをマイルドな酸化的環境下で処

理することで、その酸化的 foldingは妥当な時間（数時

間から数日）で完結する。しかし、ペプチド鎖中にシ

ステイン残基を 3個以上含むものは、原理的に天然体

以外に、SS 結合架橋位置を掛け違えた異性種

（scrambled species）が生成し、蛋白質合成の効率は著

しく低下する。 

 

ל
ˢ ˣל

ổ ϯЬкϱЖ

Folding •

ל
ЬІТ϶˔иЖ

Ḇכ

Т϶˔иЖ

a

bc

 

Fig. 1. 蛋白質の folding。(a) 希釈水溶液中でのみしばし

ば観測される自発的な folding。(b) Folding促進酵素に

よって制御される実際の生体内 folding。(c) 蛋白質の

misfoldingと凝集体/アミロイドの形成。 

 

2.  フォールディング促進酵素 

PDIは、4つのチオレドキシン（Trx）様ドメインが直

列に連結した構造を有する（Fig. 2a）[13ï16]。両端のaお

よび aǋドメインには酸化還元活性中心として、

Cys-Gly-His-Cys（CGHC）を含む。生理的環境下にお

いては、CGHC配列はジスルフィド型（PDIox）とジチ

オール型（PDIred）二つの酸化還元状態間で平衡状態に

ある（Fig. 2b）。PDIoxは分子間SS結合交換反応によっ

て基質蛋白質へ速やかにSS結合を導入する（SS form- 

 
Fig. 2. Protein disulfide isomerase(PDI)による酸化的

foldingの促進。(a) PDIの三次元構造 (PDB code: 2b5e)。

(b) PDI活性中心の酸化還元平衡反応。(c) 酸化的 folding

におけるPDIの触媒メカニズム。 

 

ation in Fig. 2c）。一方、PDIredは、自身のチオール基の

優れたに電子供与能を利用して、基質蛋白質の掛け違

えたSS結合を一時的に切断し、位置異性化を促す（SS 

isomerization in Fig. 2c）。 

PDI がこれらの反応を効果的に促進させるために

CGHC部位は特筆すべき二つの物理化学的性質を有す 

る。PDIoxのジスルフィド還元電位（ 180 mV）は、他

のTrxファミリーに存在する同様のCXXCモチーフに

おけるそれよりも著しく高い。つまり、PDIoxは強い酸

化力を有し、SS結合形成を促す点においては理想的な

特性を有している。また、PDI のチオール基は近傍の

His 残基の一般塩基効果のために、通常のシステイン

SH基のpKa（ca. 8.3）よりも低いpKa値（ca. 6.7）を有

する。つまり、PDIredのSH基からの求核攻撃から開始

される SS異性化反応においても CGHCは理想的な特

性を有する。また、さらに SS還元電位が高いことは、
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PDIoxに環化しにくい熱力学的特性を有していること

を意味し、PDIredがSS還元よりはむしろ、SS異性化を

促すことに特化していることを意味する。さらに、PDI

は自身の疎水性キャビティ内に疎水性領域を露出させ

た構造未成熟な蛋白質を積極的に取り込みながらその

foldingを触媒する。このような分子機構によって、PDI

は基質蛋白質一分子を反応系中で孤立させることがで

きるため、未成熟蛋白質どうしの分子間相互作用によ

る凝集をも抑制する機能を有している。 

 

3.  低分子ジスルフィド/チオール試薬 

原理的に、低分子有機ジスルフィド（RSSR）化合物

は、共存するチオール（R'SH）系化合物と水溶液中で

酸化還元平衡状態で存在しうる（Eq. 1）。 

 

 ÅÅÅ (Eq. 1) 

 

故に、これは PDIによく似た分子メカニズムに従って

蛋白質の酸化的 foldingが促すことができる[17]。 

グルタチオン（GSH; 1）や、システアミン（2）など

のよりシンプルなモノチオール化合物は、安価で入手

可能な典型的な酸化的 folding試薬として利用されてき

た。しかし、これらのチオールの物理化学的特性は、

PDI 活性中心がもつそれとは大きくかけ離れており、

妥当な folding収率と速度を達成するには緻密な条件設

定と大量の試薬添加が必要となる。 

 

1

5

2

3 4

6 7

Eǋ = 238 mV
pKa = ca. 8.2

Eǋ = 236 mV
pKa = ca. 8.4

 

Fig. 3. 蛋白質の酸化的 foldingを促進する代表的な低分

子チオール試薬。 

 

化合物3および4のように、PDIをはじめとするTrx

ファミリーの酸化還元活性中心（CXXC）を含むペプ

チド系化合物の設計と合成は、PDI 様活性を有する試

薬開発における最もシンプルで合理的な戦略である

[18ï20]。非ペプチド系低分子化合物も PDIミミックとし

て多数報告されている。Rainsらによって報告された

trans-1,2-bis(2-mercaptoacetamido)cyclohexane（BMC; 5）

は[21]、その酸化体（9員環SS体）の不安定さゆえに閉

環しにくく、極めて高い SS還元電位を示す。また、

BMCのチオール pKaは一般的にGSH（1）などの一般

的な脂肪族チオールの pKaよりもわずかに低い。つま

り、BMCは folding促進剤としては理想的な物理化学

的特性をもち、PDIと同様の触媒サイクル（Fig. 1c）に

よって酸化的 foldingを良好に促進剤する。 

PDI様機能を有するモノチオール化合物も多く報告

されている。Leesらは、脂肪族チオールよりも比較的

低いpKa値を有する芳香族チオール種（6）に着目した。

これらは、グルタチオンに代わるチオール添加剤とし

て用いることで、基質蛋白質の酸化的 foldingは収率と

速度の両面から強化された[22]。一方、精緻な分子設計

が施された脂肪族モノチオール種もまた、良好な PDI

模倣物となりうる。化合物 7 は、グアニジノ基と SH

間における水素結合のために、高いSS還元電位を有す

る。加えて、グアニジノ基の誘起効果のために、チオ

ールpKaはGSHのそれよりも著しく低い。つまり、PDI

活性中心チオールと類似した物理化学的特性を有し、

良好な酸化的 folding促進剤として機能する[23]。 

 

4. セレノール基を利用した酵素様機能の亢進 

必須微量元素であるセレンは、体の中において主に

セレノシステイン（Sec）として取り込まれる。Secは

蛋白質中のビルディングブロックとして様々な酸化還

元酵素の活性中心として機能する。Secは、システイン

のSH基がセレノール（SeH）基に置換された類縁体で

あり、Secも含め、あらゆる有機セレノール化合物

（RSeH）もRSHと同様に共存するチオール分子（R'SS 

R'）と共に酸化還元平衡状態となる。(Eq. 2) 

 

 ÅÅÅ (Eq. 2) 

 

一般的に、有機セレノール（SeH）のpKaは対応する

チオール化合物のそれよりも著しく低い。SeHの反応

性が高すぎることから、単離精製が難しく、SeH基の
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pKaを見積もられた化合物の例はほとんどないが、Cys

および Secは過去にそれぞれ 8.3[24]および 5.2[25]と報告

されている。故に、SeH基は生理的環境下においては

ほぼ脱プロトン化した状態（セレノラート；Se-）とし

て存在し、極めて優れた求核試薬として機能する。SeH

基はPDIの活性中心におけるCys残基の酸性度よりも

高いと予想され、SS異性化を促す試薬としてはより理

想的といえる。一般的にジセレニド（SeSe）結合の還

元電位は、SS結合のそれよりも著しく低いことから

SeSe化合物がSH基をSS結合へと酸化する反応（Eq. 2, 

正反応）は熱力学的には不利である[26]。つまり、SeSe

結合の還元電位を向上させる分子設計が、PDI ミミッ

クとしての有機SeSe系化合物の機能向上の鍵となる。 

14

8 9

10 11

12 13

Eǋ = 407 mV

Eǋ = 368 mV Eǋ = 291 mV

Eǋ = 304 mV

 

Fig. 4. 蛋白質の酸化的 foldingを促進する代表的な低分

子ジセレニド試薬。 

 

チオールおよびジスルフィドの反応特性を利用した

酸化的 folding触媒開発のトレンドから脱却し、ジセレ

ニド／セレノール化学の概念をいち早く取り入れたの

はHilvertらのグループであった[27]。彼らは、グルタチ

オンのS原子をSe原子に置き換えたセレノグルタチオ

ン（GSeSeG; 8）が、還元型リボヌクレアーゼA（RNase 

A）の酸化的 foldingにおいて GSSGよりも良好に SS

形成（GSeSeG + Protein[SH,SH] Ÿ 2GSe- + 2H+ + 

Protein[S-S]）を促進することを明らかにした。低い還

元電位を有するGSeSeG（ 407 mV）がGSSG（ 256 mV）

以上に高いSS架橋能力を示すことは、一見矛盾してい

る。しかし、SeSeへのSH基の求核攻撃は、SSへのSH

基の求核攻撃より 4桁も速く[28]、速度論の観点からは

SS形成試薬としてより望ましい。さらに SS形成中に

副生成物として生じるモノセレノール GSeH（GSe- + 

H+）が効果的にSS異性化反応（Fig. 2c）を促進しフォ

ールド体を速やかに与えているものと考えられる。そ

の後、Metanisらは、より安価な出発物質から単経路で

合成することができる低分子SeSe化合物（9 11）を酸

化的 foding触媒として報告しており、その触媒活性は

GSeSeGと同等であることが示された[29]。 

一方、本著者らは環状 SeSe化合物の folding促進効

果に着目してきた。筆者らは、GSHおよびGSSGが共

存するレドックス緩衝溶液中における還元型 RNase A

の酸化的 foldingに、化合物 12およびその 5員環アナ

ログ（13）を触媒量（蛋白質SH基モル数に対して1/4

等量）添加することで、酸化的 foldingが加速すること

を明らかにした[30]。化合物 13の SeSe還元電位（ 265 

mV）は、その 5員環構造の不安定な環ひずみにより、

6員環ジセレニド12のそれ（ 365 mV）よりも著しく

高い。つまり、13は酸化的 foldingにおいて良好な SS

形成試薬として機能するとともに、反応中に生成する

ジセレノール体がSS結合の還元よりもSS異性化を優

先して促すことを示唆している。実際、RNase Aの還

元体をモデル基質とした酸化的 foldingでは、13は 12

よりも優れた触媒活性を示した。 

さらに、我々は6員環SeSe化合物（12）に塩基性ア

ミノ酸を接合することで容易に、SeSe還元電位を上昇

させられることも報告した[31ï33]。いずれのアミノ酸接

合体（14a d）も親化合物とする 12よりも優位にその

ジセレニド還元電位を上昇させたが、ヒスチジンを接

合した化合物 14aにおいて、その効果は特に顕著であ

った。還元型セレノールとイミダゾール側鎖との間に

おいて水素結合あるいは塩橋が形成し得ることが量子

科学計算の結果から示唆されている。つまり、この異

常な酸化還元電位の上昇は、開環型ジセレノールの熱

力学的安定性が相対的に強化されたためであると推察

される。実際、化合物 14aは、非塩基性アミノ酸接合

体14dだけでなく他の塩基性アミノ酸接合体（14b c）

よりも優れた酸化的 folding触媒活性を示した。 

 

5. シャペロン様機能を包含する folding促進剤 

PDIは、酸化的 foldingにおいて SS関連反応を触媒

するだけでなく、未成熟蛋白質間の不要な会合体形成
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を抑制する分子シャペロンとしても機能する。PDI の

疎水性キャビティにおける開口側の長さは約 15- 30Å

であり、構造未成熟な基質蛋白質やその一部を収容す

ることができる。PDI の優れた基質親和性および基質

認識能力を模倣した人工 folding 試薬/触媒もいくつか

報告されている（Fig. 5）。適切な長さのアルキル鎖を

有する界面活性剤系チオール（15）は、変性蛋白質が

表面に露出させた疎水性アミノ酸残基と相互作用する

ことで、効果的に凝集を抑制するとともに酸化的

foldingを促す[34]。同様の効果は、芳香族系チオール（6）

に関しても報告されている。また、化合物 7は蛋白質

と塩橋を形成することで、蛋白質の凝集を抑制するこ

とが報告されている。さらにReinsらは、PDIの基質蛋

白質を補足する能力を人工的に模倣するために、二つ

のチオール間のスペーサーに疎水性置換基を接合し、

高い試薬-基質親和性を有するジチオール化合物（16）

を開発した。彼らは、化合物の疎水性度（logP）とPDI

様活性強度（folding反応速度）の間には強い相関があ

ることを明らかにした[35]。凝集抑制活性をも包含する

セレン系 folding触媒はこれまで報告されてこなかった

が、最近我々は、化合物14aが低濃度（0.3~0.5 mM）

の添加で、変性リゾチームの凝集を効率よく抑制する

ことを報告した。変性蛋白質との強固な分子間塩橋形

成がこの優れた凝集効果を発揮させているものと考え

られるが、詳細な分子メカニズムは不明である。 
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Fig. 5. PDIのシャペロン活性および分子認識機構を模

倣した酸化的 folding試薬。 

 

PDI が基質蛋白質濃度に対して等量以下で、優れたシ

ャペロン様活性を発揮するのに対し、報告されている

化合物が効果的な凝集抑制効果を発揮するには、基質

蛋白質に対して少なくとも 2倍以上の添加が必要とな

る。より効果的に基質蛋白質をキャプチャーし、正確

な foldingを促す有機酸化還元分子を開発することは、

細胞内の蛋白質ホメオスタシスの制御を目指すうえで

重要な課題であろう。 

 

6. 生命有機化学が目指す新たな分子像 

PDI の卓越した触媒能力は、生物学者のみならず有

機触媒学を専門とする化学者も魅了し続けてきた。上

記のように、緻密な設計と最適化が繰り返され、時代

を追うごとに、少ない添加量で妥当な folding速度と収

率を達成する試薬が開発されてきた。ごく最近では、

蛋白質中に形成しうるSS結合と当量の添加で、迅速か

つ高収率に酸化的 foldingを促すチオール試薬が報告さ

れている[36]。また、本著者らが報告してきたSeSe系化

合物は、さらに少ない添加量で効果的な folding触媒活

性を発揮する。人工 folding試薬／触媒とPDI活性中心

の物理化学的特性においてもはや差はないが、それで

もなお PDIの酵素活性は、これまでに報告されている

すべての人工試薬の能力を圧倒的に凌駕する。これは、

従来の試薬が PDIの優れた基質認識（捕捉）能力を再

現できていないことを意味している。PDI がそうであ

るように、基質蛋白質が有する特定の構造あるいは極

性領域を認識・補足し得る中～高分子量の酸化還元マ

テリアルが、次世代 PDIミミックの分子像として浮き

上がる。 

また、PDI模倣化合物の優れた folding促進能力は、

細胞内における新生蛋白質の構造不全とそれに起因す

る各種疾患の予防・治療戦略に利用できるものと期待

される。一方で、細胞を反応場とした人工 folding試薬

の特性については生物学的、化学的議論が展開された

例はほとんどない。これは、化合物の高活性化と細胞

毒性低減の両方の課題を同時に克服することが極めて

困難なためである。misfolding病に関連する因子あるい

は環境依存的にその反応性を変調させるような、生体

適合型の folding試薬の開発も、医薬・創薬への応用展

開に向けて重要な課題であると考える。 
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[要旨]  

 ビタミンとサルコペニアに関する報告は脂溶性ビタミンが多くを占めており、水溶性ビタミンによる報

告は一部に限られている。本研究では、チアミン塩酸塩(Thi),  ニコチン酸(Nic) およびビオチン(Bio) を対

象に、筋萎縮に対する影響を明らかにすることを目的とした。その結果、高濃度においては全てのビタミ

ンにて筋萎縮抑制作用が認められた。なかでもBioは低濃度においても作用が認められたことから、最も

活性の高いビタミンと考えられた。 

 

[ Abstract]  

 Most reports on vitamins and sarcopenia are based on fat -soluble vitamins, with only a few reports 

on water- soluble vitamins.  In this study, we aimed to clarify the effects of thiamine hydrochloride 

(Thi), nicotinic acid (Nic) and biotin (Bio) on muscle atrophy. The results showed that all vitamins 

had an inhibitory effect on muscle atrophy at high concentrations. Among the vitamins, Bio was 

considered to be the most active vitamin, since its effects were observed even at low concentrations.  

 

[ Key Words]  

muscle atrophy, water-soluble vitamins, dexamethasone, C2C12 

 

1.はじめに 

近年、日本人の平均寿命は延び続けている。平成22

年と令和元年を比べた際、平均寿命は男性が1.86年延

伸し 81.41歳、女性は 1.15年延伸し、87.45歳となっ

ている[1]。一方、健康寿命に関しては、72.68歳、75.38

歳であり、介護等が必要な期間が男性では 8年以上、

女性では12年以上となっている。 

そのため最近では、健康寿命を延伸する目的として、

サルコペニア予防の重要性について啓発されるように

なっている[2]。サルコペニアとは加齢に伴い生じる筋

肉量の減少および筋力の低下のことをいう[3]。サルコ

ペニアを発症すると、歩行速度の低下や骨折の危険性

が上がる等の問題が発生する。原因としては、加齢を

はじめ、活動量の少ない生活や栄養状態の劣化など、

様々な要因が報告されている[4]。そのため、サルコペ

ニア対策として、適度な運動を継続すること、タンパ

ク質やアミノ酸を適切に摂取することが挙げられてい

る[5]。 

一方で、サルコペニアの発症メカニズムについては

未解明な部分が多い。そのなか、サルコペニア発症の

一因として、体内における活性酸素（Reactive Oxygen 

Species, ROS）の過剰産生があることが報告されてい

る[6]。 

筋萎縮抑制に効果のある成分として、抗酸化力の強

いアスタキサンチン[7]、スサビノリ由来の粗タンパク

質[8]、ポリフェノール[9]などが報告されている。 

筋萎縮抑制に関わるビタミンに関する報告を見ると、

ビタミンＤが最も多く研究されている[10,11]。水溶性

ビタミンでは、ビタミンＣ[12]、ビタミンB12[13]、ジ

ベンゾイルチアミン塩酸塩[14]、ビオチン[15]、葉酸

[16]などが報告されているが、一部に限られている。そ

こで本研究では、チアミン塩酸塩(Thi)、ニコチン酸 
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(Nic)およびビオチン(Bio)を対象に、筋萎縮に対する

影響を明らかにすることを目的とした。 

 

2.材料・方法 

 

1) 培地の作製 

通常培地は、Dulbecco’s Modfied Eagle 

Medium(D-MEM)(高グルコース、L-グルタミン、フェ

ノールレッド、ピルビン酸ナトリウム含有) 500ml、

4- (2hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic 

acid12.5ml、ペニシリン-ストレプトマイシン 5.5ml

及び牛胎児血清(FBS) 55mlを添加したものを用いた。

また、分化培地はD-MEM 500mlにHEPES 12.5ml、ペ

ニシリン-ストレプトマイシン 5.5ml及びウマ血清

(HS) 12.5ml を添加したものを用いた。なお培地は、

すべてウォーターバスで37℃に温めてから用いた。 

 

2) 細胞ストックの作製 

  マウス筋芽細胞(C2C12, ATCC, CRL -1772) 6.2× 

10⁵ cells/ml を 37℃の温水にて解凍し、225cm²フラ

スコに通常培地 54ml と共に播種した。CO₂インキュ

ベーターで37℃、CO₂ 5%環境下で3日間培養した(写

真1)。 

 

写真1. 通常培地で3日間培養後のC2C12 

 

培地は一日間隔で交換した。3 日間培養したフラスコ

内の培地を取り除き、希釈したトリプシン 15ml を添

加した。添加後、CO₂インキュベーター内で細胞が浮

遊するまで約15分間静置した。倒立顕微鏡にて細胞の

8-9割程度浮遊していることを確認した後、通常培地を

20ml 加えた。その懸濁液を遠沈チューブに回収し、室

温下で1100 rpm  10分の条件下にて遠心分離した。そ

の後に上清を除去し、通常培地 19ml に DMSO 1ml

を添加して作製した凍結保存用培地を5ml 加え、懸濁

した。C-Chip に細胞液 10µl、トリパンブルー 10µl

を添加して細胞を染色させたのち、生細胞数を測定し、

1.5Ĭ10  cells/ml となるように凍結保存培地で希釈した。

希釈した懸濁液は1ml ずつ凍結保存用チューブに分注

し、-80℃フリーザーで 24時間凍結させたのち、液体

窒素にて保存した。 

 

3) 細胞毒性 

37のウォーターバスにてストック細胞を解凍し、

滅菌済みの 96 ウェルマイクロプレートに

5×10³cells/well となるように播種し、CO₂インキュベ

ーター内で24時間培養した。滅菌済み1.5ml マイクロ

チューブにThi を3.7mg, Nic1.3mg, Bio1.3mgをそれ

ぞれPBS1ml に溶解させることで、11mM Thi, 11mM 

Nic および5.5mM Bio溶液を作製した。上記の溶液を

PBSにて希釈することで、10, 100, 1000µM Thi、10, 

100, 1000µM Nic および、125, 250, 500µM Bio液と

し、各ウェルに添加した。添加後、CO₂インキュベー

ター内で37℃、5％条件下にて48時間培養した。培養

後、Cell Counting Kit -8溶液を各ウェルに10ȋlずつ

添加し、CO2インキュベーター内で3時間呈色反応を

行った。反応後、マイクロプレートリーダーにて

450nm の吸光度を測定した。測定は n=3 で行い、得

られた結果で細胞生存率を[(検体の吸光度 – ブランク

吸光度)/(陰性対象の吸光度 – ブランク吸光度)] × 

100で算出した。 

 

4) 筋萎縮抑制作用の検証 

ストック細胞を 37℃の温水にて解凍し、225cm²フ

ラスコに通常培地 54ml と共に播種した。CO₂インキ

ュベーターで37, CO₂ 5%環境下で3日間培養した。

C-Chip を用いて生細胞数を測定し、C2C12を5 × 10⁵  

cells/ml となるように通常培地で希釈した。 

希釈した細胞液 1ml と通常培地 4ml を 6cmディッ

シュに播種し、CO₂インキュペーターにて 37  5% 

条件下で 2日間培養した。その後、分化培地に培地を

交換し筋管細胞への分化誘導をかけた。分化誘導はCO

₂インキュペーターにて 37  5% 条件下で 2日ごと

に新しい分化培地に交換を行い、5日間かけて分化(図

1)を行った。 
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図1. 分化のメカニズム 

筋分化転写制御因子であるMyogenin とMRF4 は分化の開始に関

与している。筋芽細胞は減数分裂を繰り返しながら、筋細胞となり、

隣接細胞と融合して多核筋管になり、筋肉特異的タンパク質である

MHC(ミオシン重鎖)、マッスルクレアチンキナーゼ(MCK)、α-アク

チンを発現する[17]。 

         

分化誘導後、サンプル及び筋萎縮誘導剤としてデキ

サメタゾン(Dex)を添加した。Dexは滅菌済み1.5ml

マイクロチューブに 1mg測り取り、DMSO 250µl

を入れて、懸濁した。滅菌済み1.5ml マイクロチュ

ーブにチアミン塩酸塩(Thi)、ニコチン酸(Nic)および

ビオチン(Bio)をそれぞれ16.9mg, 6.2mg, 0.6mg測

り取り、それぞれ PBS500µl に溶解させることで、

100mM Thi , 100mM Nic および5mM Bio 溶液を

作製した。上記の溶液をPBSにて希釈することで、

100, 1000µM Thi、100, 1000µM Nic および、10, 

50µM Bio 液とした。Dexのみの培地にはサンプル

溶液の代わりにPBSを110µlを加えた(写真2) 

 

写真2. 分化誘導後のC2C12(Dex群) 

 

コントロールはDex溶液の代わりにDMSOを11µl、

サンプル溶液の代わりに PBS110µl を添加した(写

真3)。 

 

写真3. 分化誘導後のC2C12(Con群) 

 

デキサメタゾンモデルは分化培地 11ml にDex溶液を

11µl、サンプル溶液を 110µl 加えた。それらの培地を

用いて分化誘導終了から3日後まで24時間ごとに培地

交換を行った。コントロール(Con)、Dex 添加(Dex)、

Dex及びチアミン塩酸塩(Dex+100, 1000µM)、Dex及

びニコチン酸(Dex+100, 1000µM)、Dex及びビオチン

(Dex+10, 50µM)、これら8条件のディッシュを作業し

た。なお、各条件はそれぞれn=2で行った。 

筋径測定は長さ 200～500µm の筋管細胞を選定

し、細胞の横幅を測定した。筋管細胞は光学顕微鏡、

Scorp-on Direct usb を用いて撮影した。撮影した写

真は Image J を用いて筋径を測定した。測定本数は

各ディッシュ25本とし、1条件につき50本を測定

した。筋径測定は長さ200～500µmの筋管細胞を選

定し、細胞の横幅を測定した(写真4)。 

 

写真4. 筋径測定の基準 

 

分析データをもとに、平均値±標準偏差(SD)を求め

た。 

 

5) 統計分析 

各サンプル間の比較をするため、一元配置分散分析

を行い、Bonferroni 法による多重比較を行った。解析

ソフトはMicrosoft Excel を用い、両側検定で5%を統

計学的有意水準とした。 
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3.結果および考察 

〈細胞毒性〉 

図2にConを 100%とした場合の細胞生存率を算出

し、グラフ化した。細胞生存率はどの検体においても

Con と同程度であり、添加濃度の範囲であれば、毒性

等は生じないことが確認できた。 

 

 

 

図2.細胞生存率(Thi, Nic, Bio)  

 

 

 

〈筋萎縮抑制作用の検証〉 

・チアミン塩酸塩 

筋径測定の結果 Con(29.7±3.6ȋm), Dex(23.5±

2.9ɛm), Dex+100µM Thi(27.7 ± 4.0ɛm), 

Dex+1000ɛM Thi(29.4±3.4ɛm)となり、Dex添加によ

り約20％の筋萎縮が認められた。チアミン塩酸塩を添

加することにより、筋径が有意に高値を示したことよ

り、チアミン塩酸塩は筋萎縮抑制作用を有することが

示唆された。さらに、濃度依存性を有することが示唆

された(図3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3.筋径(チアミン塩酸塩) 

  

・ニコチン酸 

筋径測定の結果、Con(30.5±3.6µm)、Dex(23.3±

2.7µm) 、 Dex+100ɛM Nic(28.8 ± 2.7µm), 

Dex+1000ɛM Nic(29.2±3.6ɛm)となった。Dex添加に

より筋萎縮が認められるなか、ニコチン酸を添加する

ことにより、筋径が有意に高値を示したことから、ニ

コチン酸は筋萎縮抑制作用を有することが示唆された。

添加濃度に応じて筋径の値に有意な差は確認できなか

った(図4)。 

 

 
 

 

図4.筋径(ニコチン酸) 

 

・ビオチン 

筋 径 測 定 の 結 果 、 Con(29.7Ñ3.6ȋm), 

Dex(23.5Ñ2.9ȋm), Dex+10ɛM, Bio(27.7 ± 4.0ɛm), 

Dex+50µM Bio(29.4±3.4ɛm)となった。Dex添加によ

り筋萎縮が認められるなか、ビオチンを添加すること

により、筋径が有意に高値を示したことから、ビオチ

ンは筋萎縮抑制作用を有することが示唆された。添加

*p＜0.05 vs Dex, mean±SD 

          ｎ=50 

(µm) 

(%) 

(µm) 

*p＜0.05 vs Dex, mean±SD 

          ｎ=50 

mean±SD 

n=3~5 
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濃度に応じて筋径の値に有意な差は確認できなかった

(図 5)。Sawano[15]らは C2C12において、1µM Dex

で 24時間処理し、410µM Bio を添加すると筋萎縮を

抑制したと報告している。本実験と比較すると、Dex

濃度は低値であり、Bio 濃度は高値であった。この文

献のConに対しての相対値を算出すると、Dex約66％、

Dex＋410µM Bio約85％であるのに対し、本実験では

Dex約79％、Dex＋10µM Bio約91％、Dex＋50µM Bio

約 95％であった。両データを比較すると、萎縮率

(Dex/Con)に差は生じるもの、Dex/Con と Dex＋

Bio/Con 間から算出した萎縮抑制率には顕著な差は確

認できなかった。そのため、本実験よりビオチンは低

濃度においても筋萎縮抑制に対して有効性が高いビタ

ミンと考えられた。 

 

 
 

図5.筋径(ビオチン) 

 

本研究はチアミン塩酸塩、ニコチン酸は100, 1000ɛM

で、ビオチンは 10, 50ɛM に設定して実験を行った。

そのため、添加濃度を考慮すると、今回選定した水溶

性ビタミンの中で最も効果が高かったといえるのは、

低濃度でも筋萎縮抑制作用を有することが認められた

ビオチンであることが示唆された。 

 これらの結果は、今後、行っていく予定である in vivo

における動物実験の添加濃度の参考にしていきたいと

考えている。さらに、ヘモグロビンの上昇、抗酸化能

力、膜保護、タンパク質と脂質酸化の減少などの側面

でビタミンCとビタミンEの相乗作用があること[18]、

ナイアシンとビタミン D の組み合わせで HMVEC が

有意に増加したことを報告している[19]。今回本実験で

得た結果を参考に、今回選定した水溶性ビタミン、あ

るいはそれ以外のビタミンによる併用使用による相乗

効果の検証も行いたいと考えている。 
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[要旨]  

 本研究は火山ガスに含まれるSO2・H2Sの分別定量法の正確さの検証及び、SO2、H2Sの濃度や同位体比を

用いた指標に対する影響の評価を目的とした。火山ガスをKI-KIO3溶液で洗気することにより分離・回収さ

れたSO2とH2Sの捕捉率は、それぞれ99.7～99.9 %、91.3～98.2 %となった。通過したガス成分濃度から、

SO2/H2Sモル比、同位体平衡温度、化学平衡温度等の指標を補正することができる。大涌谷の火山ガス組成

にみられる変化の傾向は補正により影響を受けなかった。 

 

[ Abstract]  

The purpose of this study was to verify the accuracy of the fractional determination method for 

SO2 and H2S in volcanic gases and to evaluate the effect of SO 2 and H2S concentrations and isotopic 

ratios on the indicators used. The capture rates of SO 2 and H2S separated and recovered by washing 

volcanic gases with KI -KIO3 solution ranged from 99.7 to 99.9 % and 91.3 to 98.2 %, respectively. 

From the concentrations of gas components that passed through, indices such as SO 2/H2S molar ratio, 

isotope equilibrium temperature, and chemical equilibrium temperature can be corrected. The trend 

of changes seen in the volcanic gas composition at Owakudani was not affected by the correction.  

 

[ Key Words]  

Volcanic gas, SO2, H 2S, Sulfur i sotope 

 

1.はじめに 

日本には多数の活火山が存在している。これらの活

火山は噴火による溶岩流や火砕流、噴石の落下、火山

灰の降灰などの様々な災害を引き起こす。最近起きた

活火山の噴火の例として 2014 年９月の御嶽山での水

蒸気噴火や 2015 年５月の口永良部島の爆発的噴火が

挙げられる。火山噴火の予測と火山活動の評価につい

て、様々な観点から研究されている。火山ガスを分析

することも手段の一つである。ここで、火山ガスは活

火山や地熱帯にある噴気孔から放出される高温のガス

を示す。火山ガスは H2Oを主成分とし SO2や H2S、

CO2などの成分が含まれている。 

神奈川県西部に位置する箱根火山では 2015 年に水

蒸気噴火が発生した。その後、2017年と2019年に火

山性地震の頻発や地殻変動が観測された（Mannen  et 

al., 2021）。箱根火山における火山ガスの観測において、

水蒸気噴火の前後で組成の変化がみられた（Ohba et 

al., 2019, Mannen  et al ., 2021）。火山ガスに含まれて

いるSO2やH2Sなどの硫黄成分の濃度や安定同位体比

は、火山ガス成分の挙動や過程の追跡、平衡温度の推

定を可能とする有用なパラメータの一つである。その

ため火山ガスの観測において、SO2とH2Sの濃度の観
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測は極めて重要である。 

本研究の目的は、国際的に実績のある火山ガスの

SO2・H2Sの分別定量法（小沢, 1968）の正確さを検証

し、SO2、H2S の濃度や同位体比を用いた指標に対す

る補正の影響を評価する。 

 

2.方法 

1)  採取方法 

箱根火山中央火口丘の大涌谷地熱地帯に位置する、

15-2噴気孔で火山ガスの採取を行った（図１）。この噴

気孔は2015年の水蒸気噴火の際に形成された。採取は

2022年12月から2023年11月の期間でほぼ月に1回

の頻度で行った。採取に用いた装置を図２に示す。ま

ず噴気孔にチタン管を挿し、すき間を土砂等によって

埋めた。 

 

 

図１ 噴気孔（15-2）の位置（赤丸） 

背景に国土地理院の地形図を使用 

 

 

図２ 実験装置の概念図 

a1、b1、c1は噴気中のCO2、H2S、SO2それぞれの濃度（％）、

δ1は噴気中のH2Sのδ34S、a2、b2、c2は通過したCO2、H2S、

SO2それぞれの濃度（％）δ2は通過したH2Sのδ34S、δS

はKI -KIO 3溶液中で生成するSのδ34S 

次に火山ガスをガス吸収管に入れたKI -KIO 3溶液で

洗気させた。火山ガスに含まれるSO2・H2SとKI -KIO 3

溶液は①及び②に示されるように反応する。 

 

SO2 + I2 + 2H2O Ÿ SO4 2ī + 2I ī + 4H + ① 

H2S + I2 Ÿ S Ź +2I ī + 2H +  ② 

 

この反応によって火山ガス中のSO2とH2Sが分離さ

れる。その後、KI -KIO 3溶液と反応せず、通過したガ

ス成分をTedlar  bag（アズワン株式会社）に捕集した。

図２の装置とは別に KOH の入った真空容器に火山ガ

スを吸引させ、CO2ガスを溶解させて、回収した。 

 

2)  分析方法 

KI -KIO 3溶液によって分離されたSO2とH2Sは、実

験室で硫酸バリウムに転換した。その重量から火山ガ

ス中のSO2とH2Sを定量した（小沢, 1968）。Tedlar  

bag に捕集された CO2、H2S、SO2の濃度を、採取後

直ちにガス検知管（GASTEC 社：2H、4H、5La）を

用いて測定した。KOH に溶解した CO2成分は微量拡

散分析法を用いて定量した（猿橋,1955）。 

 

3)  通過率計算 

H2SとSO2ガスは、KI -KIO 3溶液と反応し、ほとん

どが酸化されて、それぞれ、S と硫酸イオンに転換す

るが、一部のガスが反応せずに、ガス吸収管を通過す

る。通過したガスは、Tedlar  bagに捕集される。一方

で、CO2ガスは、KI -KIO 3溶液と反応しないため、ガ

ス吸収管を通過して、Tedlar  bagに捕集される。そこ

で、KI -KIO 3溶液を通過する前のH2S, SO2ガスのCO2

に対する比率と、KI -KIO 3溶液を通過した後の比率を

比較することにより、H2SとSO2ガスの通過率を求め

ることが出来る（式③，④）。KI -KIO 3溶液と反応した

H2SとSO2は捕捉率として全体から通過率を差し引い

て求めた。 

：H2Sの通過率 (0 ≦  ≦1) 

：SO2の通過率 (0 ≦  ≦1) 

 ③ 

 ④ 
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3.結果 

 KI -KIO 3溶液を通過したガス成分の濃度を表１、噴

気中に含まれるガス成分の濃度と SO2、H2Sの通過率

と捕捉率を表２に示す。通過したガス成分の濃度につ

いて、CO2 は 6.6％～12.8％、H2S は 260ppm～

2200ppm、SO2は0.6ppm～4.4ppmの範囲になった。 

捕捉率についてH2Sの範囲は91.3～98.2 %、SO2の範

囲は99.7～99.9 %となった。SO2の捕捉率は99％以上

と高いが、H2Sの捕捉率はSO2と比較すると若干低い。 

 

4.考察 

1) SO2/H2Sモル比 

SO2とH2Sの濃度を捕捉率から補正し、SO2/H2Sモ

ル比を評価した。図３では 2022年 12月~2023年 11

月までの補正する前と後のSO2/H2Sモル比を対数値で

比較した。補正する前と後の SO2/H2S モル比には

0.008～0.016の差があり、補正後のSO2/H2Sモル比が

少し下がった。しかしSO2/H2Sモル比の時間変化の傾

向には大きな影響はなかった。 

 

 

図３ 観測されたSO2/H2S比(〇)と、補正した

SO2/H2S比(実線)の比較 

 

2) 見かけの平衡温度 

SO2とH2Sの通過率から、見かけの同位体平衡温度

に対する影響を調べた。見かけの同位体平衡温度を求

めるには、SO2とH2Sの硫黄同位体比を用いる。硫黄

同位体比の測定は標準試料(米国アリゾナ州の Canyon 

Diablo 隕石中のトロイライト)の持つ同位体存在比と

の比較で行なわれ、結果はその標準試料からの"ずれ"、

δ値(δ34S)という形で表現される(式⑤)。δ値の単位は

いずれもパーミル(‰)である。 

 

  ⑤ 

()x,()STD はそれぞれ測定試料および標準試料中の同

位体存在比である。本研究では、KI -KIO 3溶液によっ

て分離されたSO2とH2S由来の硫酸バリウムを株式会

社地球科学研究所の連続フロー型安定同位体比質量分

析装置（DELTAplus Advantage+FLASHEA1112 ）で

硫黄同位体比の測定を行った。正確な同位体平衡温度

を求めるにはH2Sのδ34Sを補正する必要がある。H2S

のδ34Sは⑥～⑧の式で補正される。図１より、δ1は

噴気中のH2Sのδ34S、δ2は通過したH2Sのδ34Sを

表す。δSは KI -KIO 3溶液中で生成する Sのδ34S(‰)

であり、H2S成分由来の硫酸バリウムを用いた分析値

となる。Δは採取時の KI -KIO 3溶液中の反応②にて、

S-H2S間の 34S分別(‰)を示す。このとき KI -KIO 3溶

液中の温度を 40℃と仮定すると、Δは 1.0‰と推定さ

れる(Richet et al., 1977)。 

  ⑥ 

   ⑦ 

⑤と⑥より 

=  -    ⑧ 

式⑨に示すように、SO2と H2Sのδ34Sの差より、

見かけの分別係数 が求められる。さらに式

⑩により、分別係数の温度依存性より、見かけの同位

体平衡温度が計算される(Richet et al., 1977)。Tは絶

対温度(K)である。 

 ⑨ 

 ⑩ 

見かけの化学平衡温度(AET)は飽和水蒸圧下で式⑪

の化学反応が平衡状態に達成していると仮定して、式

⑫と⑬より火山ガス中のSO2、H2、H2S、H2Oの組成

濃度より計算した(Ohba et al., 2010）。 

 

SO2 + 3H2 = H2S + 2H2O  ⑪ 

 

  ⑫ 

 ⑬ 
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図４は2019年の活動期（2019年1月～2020年5月）

における補正前と補正後の同位体平衡温度を示す。補

正後は補正前よりも0.38～0.47℃の範囲で減少した。

時間変動の傾向に大きな変化は見られなかった。 

 

 

図４ 補正前と補正後の同位体平衡温度の変動 

 

図５は 2019年の活動期（2019年 1月～2020年 5

月）における補正前と補正後の化学平衡温度を示す。

補正後は補正前よりも 0.51～1.07℃の範囲で減少した。

時間変動の傾向に大きな変化は見られなかった。 

 

 

図５ 補正前と補正後の化学平衡温度の変動 

 

5.結論 

 国際的に実績のある火山ガスの採取および分析方法

(小沢, 1968)で示されているSO2・H2S分別定量法の正

確さを検証した。SO2の回収率は99％以上、H2Sの回

収率は91.3～98.2 %であることが判明した。既存の研

究(Lee et al., 2016）によると、人工的に生成した火山

ガスを、KI -KIO 3溶液を用いて回収した結果、SO2、

H2S共に 9割以上回収できていた。この結果と比較し

て、実際の火山ガスを用いた本研究の結果は、同等の

回収率を達成したといえる。 

組成濃度や硫黄同位体比を用いた指標に対する影響

について、化学平衡温度や同位体平衡温度は補正によ

り 1℃程度の変化が生じた。またこの変化は箱根山大

涌谷噴気孔で観測された時間変動の幅と比較して極め

て小さい。 

これらのことから KI -KIO 3溶液を用いた SO2・H2S

分別定量において、多少のH2Sの通過がみられるもの

の、組成濃度や硫黄同位体比を用いた指標に対する影

響は限定的と考えられる。 
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表１ KI-KIO3溶液を通過した火山ガス成分の濃度 

 a2  b2 c2 
  

Date CO2  H2S SO2 H2S/CO2 SO2/CO2 

 
%  ppm ppm molar ratio  molar ratio  

2022/12/7  17.0  2200 1.00 1.29˷10-2 5.88˷10-6 

2023/5/26  11.6  260 0.75 2.24˷10-3 6.47˷10-6 

2023/6/19  6.6  300 1.70 4.55˷10-3 2.58˷10-5 

2023/7/14  7.4  400 4.40 5.41˷10-3 5.95˷10-5 

2023/8/8  9.0  710 0.60 7.89˷10-3 6.67˷10-6 

2023/9/15  11.8  660 3.40 5.59˷10-3 2.88˷10-5 

2023/10/6  8.0  520 2.60 6.50˷10-3 3.25˷10-5 

2023/11/7  12.8  1300 17.00 1.02˷10-2 1.33˷10-4 

 

 

表２ 噴気中に含まれるガス成分の濃度とSO2、H2SガスのKI -KIO 3溶液への通過率と捕捉率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
a1 b1 c1 

  ᵃ   

Date H2O CO2 H2S SO2 H2S/CO2 SO2/CO2 H2S SO2 H2S SO2 

 % % % % molar ratio  molar ratio  % % % % 

2022/12/7  99.4 0.399 0.177 0.0393 0.442 0.098 2.93 5.98˷10-3 97.1 99.9940 

2023/5/26  99.1 0.724 0.090 0.0590 0.124 0.081 1.81 7.94˷10-3 98.2 99.9921 

2023/6/19  99.4 0.422 0.089 0.0642 0.210 0.152 2.17 1.69˷10-2 97.8 99.9831 

2023/7/14  99.3 0.502 0.129 0.0416 0.258 0.083 2.10 7.19˷10-2 97.9 99.9281 

2023/8/8  99.3 0.497 0.118 0.0632 0.237 0.127 3.32 5.24˷10-3 96.7 99.9948 

2023/9/15  99.2 0.617 0.096 0.0384 0.156 0.062 3.58 4.63˷10-2 96.4 99.9537 

2023/10/6  99.2 0.675 0.106 0.0461 0.157 0.068 4.13 4.76˷10-2 95.9 99.9524 

2023/11/7  98.9 0.934 0.110 0.0435 0.117 0.047 8.67 2.85˷10-1 91.3 99.7148 
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学習能力を評価するTokai High Avoider (THA)ラットの系統確立と 

表現型に関わる遺伝子の探索 

 

Establishment of strains of Tokai High Avoider (THA) rats to evaluate learning ability and search for 

genes related to phenotypes 

 

遠藤整 1) 5)、多賀朱里 1)、大塚正人 2) 3) 5)、宮沢正樹 4) 5) 

東海大学医学部 衛生学公衆衛生学 1)、東海大学医学部 分子生命科学 2)、 

東海大学総合医学研究所 3) 東海大学健康学部 健康マネジメント学科 4)、 

東海大学先進生命科学研究所・医薬総合研究部門 5) 
 

Hitoshi Endo1) 5), Akari Taga1), Masato Ohtsuka2) 3) 5), Masaki Miyazawa4) 5) 

1)Department of Preventive medicine, Tokai University School of Medicine 

 2)Department of Molecular Life Science, Tokai University School of Medicine 

3)Institute of Medical Science, Tokai University 

4)Department of Health Management, Undergraduate School of Health Studies, Tokai University 

5)Division of Pharmaceutical Sciences Institute of Advanced Biosciences, Tokai University 

 

[要旨]  

低濃度の化学物質であっても周産期の曝露は、次世代の学習機能に影響することが懸念されている。Tokai 

High Avoider(THA)ラットは、学習能力の高い個体を選抜し掛け合わせ続けた系統であり、学習機能におけ

る次世代影響評価に有用な高学習能モデル動物である。本研究では、THA ラットの学習能力を支える分子

を探索するため、学習能力が異なるWistar ラットと THA ラットを用いて遺伝子の網羅的解析を行った。

その結果、高学習能力を示す個体に共通して変動が認められる遺伝子群の存在が明らかとなった。 

 

[ Abstract]  

There are concerns that perinatal exposure to even low concentrations of chemicals may affect the learning 

functions of the next generation. Tokai High Avoider (THA) rats are a strain in which individuals with high 

learning ability are selected and continuously crossed, which are a model animal with high learning ability that is 

useful for evaluating the effects of next generation on learning functions. In this study, to explore the molecules 

that support the learning ability of THA rats, we performed microarray analysis using Wistar rats and THA rats, 

which have different learning abilities. The results revealed the existence of a group of genes that exhibit common 

alteration in individuals exhibiting high learning ability.  

 

[ Key Words]  

Tokai High Avoider (THA) rats, inbred laboratory animal, learning and memory, phenotype 

 

1.はじめに 

 

胎生期や授乳期の発達過程は、個体形成が未熟であ

るため、環境要因の影響を受けやすい。そのため、低

濃度の化学物質曝露は、大人のような成熟した個体に

対して健康影響が全く生じないとしても、周産期の曝

露においては、次世代の子供の学習能力に影響を及ぼ

すことが危惧されている[1]。しかしながら、次世代の

学習能力への影響評価は、in vivo でリスク評価するた

めに適した実験動物が存在しないことが大きな障壁と

なっており、新たなモデル動物の開発が望まれてきた。 

次世代の学習機能への影響評価は、妊娠中の母体に

43 



東海大学先進生命科学研究所紀要 第８巻 2024年 3月 

目的となる化学物質を投与し、出生後の仔を用いて任

意の行動試験を実施することが標準的な方法とされて

いる[2]。ただし、投与物質が低濃度の場合、次世代の

学習能力への影響を検出することには限界がある。そ

れは、出生前の子供の学習能力は知り得ないこと、出

生後の学習能力は個体差が大きく、投与した化学物質

が原因であると断定が出来ないこと、さらには、評価

をするために多くの動物実験を実施する必要があるこ

と、などが理由に挙げられる（図1）。そのため、高い

学習能力を有して生まれることが出生前から保証され、

個体差の少ないモデル動物であれば、そのような課題

を乗り越えることができる。しかしながら、生得的な

高学習能を保証することは、現実的には困難である。

その解決策の 1つに、学習・記憶能力に優れた遺伝子

改変マウスが有用であると考えられるが、遺伝子改変

による代償作用が出現している可能性があり、健常な

個体とは言い難い[3]。また、学習や記憶はたった1つ

の分子で制御されているわけではないため、遺伝子改

変動物では自然な高次脳機能を捉えることは出来ない。

さらに、複雑な学習行動試験にはマウスよりラットが

より適していることなど[4]、学習機能の次世代影響評

価にはさらに多くの課題が残されていた。 

Tokai High Avoider (THA)ラットは、東海大学医学部

でWistarラットをもとに、レバー押し回避学習試験で

好成績を示した個体を選抜し掛け合わせ続けて確立し

た、近交系動物である[5]。THAラットは、生まれなが

らに高い学習能力を示し、個体差が極めて小さい実験

動物である。この特徴は、化学物質の周産期曝露によ

る次世代の学習への影響評価において、乗り越えられ

なかった課題を全て克服している。そのため、従来の

評価方法では捉えられなかった低濃度の化学物質曝露

の生体影響において、特に周産期曝露の次世代影響に

ついて、THAラットは新たな情報を提供することが期

待される。 

本研究は、高学習能モデル動物THAラットの系統確

立に至るプロトコールについて紹介する。また、遺伝

子発現の網羅的解析の結果から、高学習能を規定する

遺伝子について検討した。 

 

2.結果の概要 

 

1)  高学習能を示す個体の選抜交配による THA ラッ

トの系統確立 

クローズドコロニーの系統である Jcl:Wistarが THA

ラットの由来元である。雌雄のラットに対して、レバ

ー押しによる電気刺激を回避する学習行動試験（学習

試験）を10回行い、95％以上の回避率を達成した雌雄

個体を選別し、交配したことが系統の樹立に向けた始

まりである（図2A）。出生後は、4週齢時に離乳し、5

週齢時に全個体に対し学習試験を行う。95％の回避率

を示した個体を選抜し、10週齢時に同腹の兄妹交配を

行うことで次の世代を得る。一般的には、兄妹交配に

よるサイクルを20世代以上繰り返すことで近交系を確

立したといえるが、全ての出生仔が安定して95％以上

の回避成績を示すようになるためには、おおよそ40世

代以上の交配が必要である。現在の選抜基準は、10回

行われる学習試験において、5回目時点で 95％以上の

回避率を示すことを最低条件としており、可能な限り5

回目の最初の 30分間で 95％以上の回避率に到達した

個体を優先的に選抜している。より厳しい選抜基準に

することで、学習能力の個体差をさらに小さくするこ

とを目指している。 

学習試験は、Sidamanが開発したスケジュールに基づ

き実施している[6-8]。すなわち、5秒毎に1回の間隔で

足下のグリッドから嫌悪刺激として100 V, 0.7 mA, 0.5

秒間の電気ショックが発生し、Skinnerôs box内のレバー

を押すことで30秒間の休息時間が与えられるものであ

る（図 2B）。ラットは、嫌悪刺激から逃避する中で偶

発的にレバーを押す時があり、レバーを押すと電気刺

激から回避できるという条件を学習する。レバーを押

し続けたとしても、30秒間の休息後には再び5秒毎に

1回の電気ショックが発生することを経験する。そのた

め、30秒間以内にもう一度レバーを押すことが回避し

続ける上で必要であることも学習し、それを記憶しな

ければならない。このスケジュールによる学習試験は1

日1回1時間、計10回行われる。学習試験の電気刺激

発生装置およびスケジュール制御のソフトウェア 

1  
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(Jc l:Wist ar )

( )

A B

(Skinner s box)

(MED-PC® IV)は、Med Associates社（米国）を使用

し、電気刺激の被ショック数から被ショック率を算出

し学習成績を表した。 

飼育は、温度23Ñ1、湿度 50±10%、明暗サイクル

8：00〜20：00の環境下で行われている。THA ラット

は、系統作成時の 1980年代から現在に至る 40年以上

にわたって維持され、143世代目（2024年 2月時点）

が生体で維持されている。 

 

2)  WistarラットとTHA ラットの学習能力の比較 

5週齢の雄性WistarラットおよびTHAラットにおい

て、Sidmanスケジュールに基づいた学習試験の結果を

示す（図3）。 

Wistarラットの電気刺激の回避率は、試行を重ねるご

とに上昇していき、10試行目の回避率は約90％程度と

なる。一方THAラットは、４試行目までに急激に回避

率が上昇し、5試行目以降ほとんどの個体が 95％以上

の回避率を示す。この結果は、レバーを押すことで電

気刺激を回避できる条件を速やかに学習したことを意

味している。また、一度獲得した95％以上の回避率は

10試行目まで維持され続けていることから、記憶能力

が優れていることも示している。Wistarラットは学習

能力に大きな個体差があるが、THAラットは一様に高

回避成績を示しバラツキがない。以上の結果から、THA

ラットは高い学習能力を有しかつ個体差の少ない系統

であるといえる。 

 

3)  Wistar ラットと THA ラットの表現型と海馬にお

ける遺伝子発現の比較 

学習や記憶を担う遺伝子を探索するために、5試行目

までの学習試験の成績をもとに、低学習能Wistarラッ

ト(Wistar-L)、高学習能 Wistarラット(Wistar-H)、THA

ラット(THA)の3グループに分けた（図4A）。学習試験

5試行目終了後、3つのグループの海馬より全RNAを

抽出し、Agilent technologies社のSurePrint G3 Rat GE 8 × 

60k Microarrayをプラットホームに用いて網羅的な遺

伝子発現解析を行った。Wistar-L に比べ Wistar-H で 2

倍以上発現が上昇した遺伝子数は404個、2倍以上発現

が低下した遺伝子数は 374個であった（図 4B）。一方

で、Wistar-Lに比べTHAで2倍以上発現が上昇した遺

伝子数は 988個、2倍以上発現が低下した遺伝子数は

634 個であった（図 4B）。次に、Wistar-L と比較し

Wistar-HとTHAで共通して遺伝子発現が2倍以上の上

昇または低下した遺伝子について、機能的属性をグル

ープ分けするためGene Ontology解析を行った。その結

2 THA  

A. THA  B.  

 

3 Wistar THA  
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果、olfactory遺伝子群、Gタンパク質共役受容体(GPCR)

遺伝子群の増加（図4C）、MHC class I遺伝子群の減少

（図 4D）などが挙げられた。これらの遺伝子群には、

多数のサブファミリーが存在し、学習・記憶を司る高

次脳機能のみならず、多様な生理機能に関与すること

が報告されている。系統が異なるWistarラットとTHA

ラットにおいて、学習行動に関わる共通の遺伝子群を

抽出することで両系統に普遍的な分子の存在が示唆さ

れたものの、学習や記憶を制御する分子の複雑性も示

された結果となった。 

 

3.展望 

 

疾患の発症やその進行メカニズムの解明には、遺伝

子改変動物をはじめとするモデル動物の存在は欠かす

ことが出来ない。これまで、次世代の学習機能への影

響を評価するためには、最適な実験動物は存在しなか

った。最大の理由の 1つに、出生前後の比較が出来な

いことにある。例えば、妊娠母胎に化学物質を曝露さ

せ、出生した仔の学習能力を測定したとしても、当然

であるが出生前の学習能力と比較することは不可能で

ある。さらに、図 3で示したように、Wistarラットの

ような安定供給されている系統であっても、学習能力

には大きな個体差があり、わずかな学習能力への影響

は見逃すことになる。一方でTHAラットは、出生前か

ら高い学習能力と小さな個体差が保証された高学習能

モデル動物であるため（図3）、妊娠母胎に生じるよう

な学習への影響を感度良く捉えることが十分期待され

る。それゆえ、従来の方法では困難とされた毒性試験

や次世代影響評価が可能となるため、化学物質の新た

な特性を知ることにつながるであろう。将来は動物個

体を用いる毒性評価から、簡便で再現性のある手法に

移行することが課題となる。その際、THAラットから

次世代影響評価に最適なバイオマーカーや体細胞が樹

立することが出来れば、in vitroで評価できる方法を供

給することが出来る。 

THA ラットは、東海大学発のオリジナルかつ非常に

ユニークなマテリアルである。今後は、脳科学分野を

始めとする多様な研究領域で活用して頂くことで、実

験動物の価値と本学の研究力の向上に貢献していきた

い。 
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煮だこ４種の身質比較 

 

Comparison of meat property of four types of  

commercially available boiled octopus 

 

田村桃子 1,2)・平塚聖一 1,2)  

1) 東海大学海洋学部，2) 東海大学先進生命科学研究所・高機能食品研究部門 

 

Momoko Tamura1,2) and Seiichi Hiratsuka1,2)  

1) School of Marine Science and technology, Tokai University 
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[要旨]  

国産および輸入のマダコ、ヤナギダコ、ミズダコ４種の煮だこの身質を比較した。脂質量はいずれの煮だ

こも1%以下と少なく、水分はマダコ２種に比べてヤナギダコとミズダコで多かった。また、マダコは国産、

輸入ともに硬めの物性であること、ミズダコは柔らかい物性であり、甘味アミノ酸が多いこと、ヤナギダ

コはマダコよりも硬くて弾力があり、噛み切りにくい物性を有し、苦味アミノ酸が多いことが明らかにな

った。 

 

 [ Abstract]  

The meat properties of four types of boiled octopus, domestic and imported common octopus, chestnut 

octopus, and north pacific giant  octopus, were compared. The lipid content was low at less than 

1% in all types of boiled octopus, and the water contents were higher in chestnut octopus and north 

pacific giant  octopus than in the two types of common octopus. In addition, both domestic and 

imported common octopus had hard physical properties. North pacific giant  octopus had soft physical 

properties and contained a lot of sweet amino acids. It has been considered that chestnut octopus 

is harder and more elastic than common octopus, has physical properties that make it difficult to 

chew, and contains more bitter amino acids.  
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1.はじめに 

 

兵庫県や堺市の弥生時代の遺跡からイイダコを漁る

蛸壺が出土しており、日本人は先史時代からタコを食

べていたと考えられている[1]。また、日本は世界の漁

獲量の 3分の 2以上のタコ類を食べる世界一のタコの

消費国でもある[2]。このように日本人に馴染みの深い

食材であるタコ類は生食も可能であるが、大部分は煮

だことして流通し、酢だこ、煮もの、唐揚げ、タコ焼

きなどとして食べられている。煮だこの原料は西アフ

リカのモロッコやモーリタニア等からの輸入品と日本

の沿岸で漁獲される国産のタコ類がほぼ同等の割合と

なっている[3,4]。また、煮だこの原料になるタコ類は

マダコ、ミズダコ、ヤナギダコで、独特の歯ごたえが

消費者に好まれている[5]。 

 しかし、これまでにタコ類の身質に関する報告は断

片的なものしか見当たらない。一般に流通現場ではマ

ダコは食感があり旨味が強く、ミズダコは柔らかく甘

味があると評価されているが、ヤナギダコの身質に関

する評価はほとんどない。 

 本研究では国内に流通している国産および輸入のマ

ダコ２種にヤナギダコ、ミズダコを加えた４種の煮だ

この物性および呈味成分を比較することにより、これ

らの身質の特徴を整理することを目的とした。 
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2.  方法 

1) 試料 

本実験で用いた試料は表１に示した市販の煮だこ４

種類で、いずれも冷凍品を入手した。なお、ミズダコ

は大型であるため腕部４本を使用した。これらを実験

日の前日より5℃にて14時間解凍し実験に供した。ま

た、試料には腕部を用いた。 

♯ ▀  ᶘ  

ЫЍЀˢ⁯▀ˣ ᾉ Octopus sinensis 4 792.4 ± 147.7

ЫЍЀˢ ˣЯкАЀ Octopus vulgaris 4 1034.2 ± 190.4

бЗϻЍЀ ᵤ Paroctopus conispadiceus 4 968.0 ± 124.0

ЬЇЍЀ ᵤ Enteroctopus dofleini 4 530.3 ± 76.9

(g)

ᾓτםʹ͍ Μθ♯

 

 

2) 分析方法 

一般成分：常法[6]により行った。ドリップ率：阿部

らの方法[7]に準じて遠心ドリップを測定した。すなわ

ち、遠沈管に試料を採取後、4℃、2,500rpm、15分間

で遠心分離を行い、採取試料の重量に対する上清重量

の割合を測定した。物性：腕部の中央部を 5mm にス

ライスしたものを試料とし、（株）山電のレオメーター

TPU-2Lにより測定した。遊離アミノ酸：5%スルホサ

リチル酸溶液にて抽出後、オルトフタルアルデヒド

(OPA)により蛍光誘導体化しHPLC により分析した。

脂肪酸組成：Bligh＆Dyer 法のHanson＆Olley 変法[8]

に従って抽出した脂質を、三フッ化ホウ素メタノール

を用いてメチルエステル化し、GC により分析した。

得られたデータをエクセル統計ソフト(Bell curve) を

使用して、一元配置分散分析を行い、Tukey 法により

有意差検定を行った。 

 

3.  結果 

 煮だこの一般成分およびドリップ率を表２に示した。

ヤナギダコとミズダコの水分はそれぞれ81.3%、80.7%

であり、国産および輸入のマダコ（78.4%、77.8%）に

比べて多い傾向がみられ、ドリップ率もヤナギダコと

ミズダコがマダコ２種に比べて有意に多かった。脂質

量は４種全てで1%以下と少なかった。また、タンパク

質はヤナギダコで低い傾向がみられた。 

ԁ (g/100g)

ʹ ʹ 78.4 ± 2.7 ab 77.8 ± 1.5 a 81.3 ± 1.6 b 80.7 ± 1.8 ab

ʹᵥʹ 2.3 ± 0.3 a 2.0 ± 0.2 a 1.3 ± 0.1 b 1.3 ± 0.1 b

ל ♦ʹ 0.8 ± 0.1 0.9 ± 0.1 1.0 ± 0.1 1.0 ± 0.1

ʹЌрОϼל 16.7 ± 1.5 ab 18.7 ± 0.3 a 14.9 ± 1.1 b 17.1 ± 1.8 ab

ЖзАФ (%)31.3 ± 5.8 a 26.5 ± 3.5 a 39.4 ± 3.4 b 38.1 ± 4.5 b

ιά͐וּʹ͎ χԁ ΣϢόЖзАФ

ЬЇЍЀбЗϻЍЀЫЍЀ( )ЫЍЀ(⁯▀)

*Ӱ ‹ḧπ Ӫ₯ΚϤ Ps˻0.05ˣ
 

煮だこの物性の測定結果を図１に示した。破断荷重は

ヤナギダコがマダコ２種よりも有意に高く、ミズダコ

は他の３種よりも有意に低かった。破断距離はヤナギ

ダコがマダコ（国産）よりも有意に長かった。破断強

度は破断荷重と同様にヤナギダコで高く、ミズダコで

低かった。 

 

 

 

           Ӱ ‹ḧπ Ӫ₯ΚϤ(p＜0.05) 

 ͍ ιά͐וּ χ  
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煮だこの遊離アミノ酸含有量を表３に示した。図中の

うま味アミノ酸は Asp, Glu の総量、甘味アミノ酸は

Thr, Ser, Gly, Ala の総量、苦味アミノ酸はVal, Met, Ile, 

Leu, Tyr, Phe, Lys, His, Arg の総量を示している。煮

だこの主要な遊離アミノ酸類はタウリン（Tau）、アル

ギニン（Arg）、チロシン（Tyr）、アラニン（Ala）で

あった。アラニンはマダコ（輸入）に比べてミズダコ

で有意に多く、甘味アミノ酸総量もミズダコが他の３

種よりも多い傾向がみられた。一方、チロシンはヤナ

ギダコとミズダコがマダコ２種よりも有意に多かった。

また、ヤナギダコは他の３種に比べて苦味アミノ酸総

量が多い傾向がみられた。 

Asp 13.0 ± 2.4 5.8 ± 0.9 4.5 ± 0.4 5.1 ± 1.9

Thr 8.6 ± 0.8 7.1 ± 2.3 7.2 ± 4.6 10.6 ± 4.7

Ser 12.6 ± 1.9 5.7 ± 1.9 3.5 ± 0.6 10.6 ± 5.1

Glu 12.2 ± 1.0 13.4 ± 7.1 11.1 ± 2.3 12.0 ± 3.5

Gly 5.0 ± 0.5 4.8 ± 3.0 3.2 ± 0.6 7.6 ± 3.0

Ala 19.9 ± 1.8 ab 16.1 ± 11.8 a 18.7 ± 4.8 ab 38.5 ± 17.1 b

Val 3.8 ± 5.0 3.9 ± 7.1 0.0 ± 0.0 0.3 ± 0.5

Met 12.9 ± 2.8 a 9.1 ± 8.3 ab 1.0 ± 0.8 b 4.2 ± 4.3 ab

Ile 10.8 ± 3.9 a 4.8 ± 5.5 ab 1.2 ± 0.8 b 0.5 ± 0.5 b

Leu 26.7 ± 5.2 a 7.8 ± 1.2 ab 3.4 ± 1.8 b 3.0 ± 2.0 b

Tyr 11.2 ± 2.8 a 53.6 ± 47.1 a 238.4 ± 29.8 b 204.6 ± 83.7 b

Phe 6.1 ± 1.0 4.6 ± 4.6 3.3 ± 1.0 2.4 ± 1.7

Lys 30.3 ± 3.5 a 7.8 ± 1.8 ab 3.6 ± 1.1 b 6.9 ± 3.7 ab

His 13.2 ± 9.8 4.5 ± 5.1 1.1 ± 1.0 2.8 ± 2.6

Arg 91.3 ± 12.8 a 73.0 ± 27.7 a 85.8 ± 15.5 ab 18.3 ± 6.5 b

Tau 425.0 ± 99.1 810.0 ± 195.6 647.6 ± 174.9 580.5 ± 199.5

ΞϘ ϯЬЛ▒ 25.2 ± 3.1 15.8 ± 4.0 15.7 ± 2.5 17.1 ± 5.1

Ḗ ϯЬЛ▒ 46.1 ± 4.5 ab 26.4 ± 7.5 a 32.6 ± 9.3 ab 67.3 ± 28.1 b

ἂ ϯЬЛ▒ 206.4 ± 14.4 151.7 ± 72.5 338.0 ± 32.3 242.8 ± 102.6

›ʹὓ 702.6 ± 103.6 1046.6 ± 295.0 1033.9 ± 205.8 907.7 ± 319.4

*Ӱ ‹ḧπ Ӫ₯ΚϤs p˻0.05x

ιά͐וּʹ͏ χ ϯЬЛ▒ḯ

(mg/100g)

ЫЍЀˢ⁯▀ˣ ЫЍЀˢ ˣ бЗϻЍЀ ЬЇЍЀ

 

 

表４に煮だこの脂肪酸組成を示した。煮だこの主要な

脂肪酸は C16:0（パルミチン酸）、C18:0（ステアリン

酸）、C20:4 n-6（アラキドン酸、AA）、C20:5 n-3（エ

イコサペンタエン酸、EPA）、C22:6 n-3（ドコサヘキ

サエン酸、DHA）であった。最も組成比の高いC22:6 

n-3（DHA）比は４種間に有意差はみられなかった。

一方、ヤナギダコとミズダコはマダコ２種に比べて

C20:4 n-6（AA）比が有意に低く、C20:5 n-3（EPA）

比が有意に高かった。また、n-3/n-6比はヤナギダコと

ミズダコがマダコ２種よりも有意に高かった。 

4. 考察 

1) 一般成分およびドリップ率 

タコ類は水分が多くて、脂質が少ないことが知られ

ている。すなわち、菅野[9]は岡山県知先で漁獲された

生のマダコの粗脂肪は 0.1%、水分は 78～86%であっ

たこと、浅野[10]は相模湾で漁獲された生のマダコの粗

脂肪は0. 3%、水分は83～85%であったことを報告し

ている。また、飯田ら[11]はミズダコ（煮だこ）の水分

は 83%であったと報告している。本研究の結果でも４

種の煮だこの脂質量はいずれも 0.8～1.0%と少なかっ
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たことから、タコ類は種類を問わず脂質量が少ないこ

とが明らかになった。また、本研究ではマダコの水分

に比べてヤナギダコとミズダコのそれは有意に多かっ

た。ミズダコの水分が多いことは流通現場でも知られ

ていたが、本研究の結果からヤナギダコもミズダコと

同様に水分が多いことが明らかになった。これら２種

のタコ類はドリップ量も多く、これは水分が多いため

と考えられた。 

 

Fatty acid

C14:0 0.80 0.19 0.87 ± 0.11 1.03 ± 0.19 1.71 ± 0.18

C15:0 0.23 0.02 0.25 ± 0.17 0.19 ± 0.12 0.27 ± 0.03

C16:0 15.16 2.12 ab 13.07 ± 1.15 a 17.23 ± 0.91 b 16.51 ± 0.79 b

C17:0 1.36 0.20 4.88 ± 3.72 1.05 ± 0.10 1.05 ± 0.06

C18:0 7.89 0.73 a 6.84 ± 0.61 a 3.95 ± 0.36 b 4.38 ± 0.10 b

C20:0 0.31 0.22 0.18 ± 0.20 0.15 ± 0.20 0.46 ± 0.77

C16:1 n-7 0.75 0.26 0.78 ± 0.14 0.68 ± 0.09 0.83 ± 0.04

C17:1 n-8 0.66 0.75 1.48 ± 2.40 0.08 ± 0.15 0.33 ± 0.52

C18:1 n-9 2.55 0.85 a 2.23 ± 0.42 ab 1.74 ± 0.17 ab 1.27 ± 0.15 b

C18:1 n-7 1.70 0.19 1.78 ± 0.38 3.68 ± 0.17 2.38 ± 0.17

C20:1 n-11 0.20 0.40 1.39 ± 1.60 0.42 ± 0.29 0.31 ± 0.10

C20:1 n-9 3.07 0.54 1.19 ± 1.26 4.21 ± 2.54 3.84 ± 0.39

C22:1 n-11 0.37 0.16 0.28 ± 0.21 0.10 ± 0.20 0.10 ± 0.20

C22:1 n-9 0.40 0.24 0.71 ± 0.40 1.18 ± 0.78 1.07 ± 0.35

C16:2 n-4 0.00 0.00 0.78 ± 1.20 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

C18:2 n-6 0.40 0.13 0.61 ± 0.17 0.07 ± 0.13 0.52 ± 0.10

C18:3 n-3 0.05 0.09 0.00 ± 0.00 0.19 ± 0.39 0.00 ± 0.00

C18:4 n-3 0.15 0.18 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

C20:4 n-6 13.55 1.15 a 7.01 ± 1.54 b 3.59 ± 0.56 c 3.17 ± 0.50 c

C20:4 n-3 0.28 0.05 0.40 ± 0.14 0.00 ± 0.00 0.27 ± 0.04

C20:5 n-3 9.76 0.46 a 15.90 ± 1.55 b 22.73 ± 2.00 c 21.32 ± 0.55 c

C22:4n-6 3.47 0.82 1.54 ± 0.37 0.73 ± 0.50 0.76 ± 0.46

C22:5 n-6 0.94 0.03 ab 1.20 ± 0.42 a 0.57 ± 0.14 bc 0.49 ± 0.11 c

C22:5 n-3 2.96 0.12 a 2.57 ± 0.47 ab 1.84 ± 0.71 b 2.21 ± 0.21 ab

C22:6 n-3 22.17 0.85 23.52 ± 2.67 24.01 ± 0.16 26.11 ± 1.81

Dimetylacetal

C16:0 0.61 0.23 0.64 ± 0.49 1.10 ± 0.12 0.69 ± 0.25

C18:0 4.61 1.29 4.23 ± 2.26 1.95 ± 0.34 2.34 ± 0.91

others 5.62 1.59 5.67 ± 0.99 7.54 ± 1.17 7.59 ± 0.88

Saturates 25.75 2.73 26.08 ± 2.13 23.60 ± 1.30 24.39 ± 0.46

Monoenes 9.70 2.45 9.84 ± 1.99 12.09 ± 2.80 10.14 ± 0.53

Polyenes 53.72 2.05 53.53 ± 2.61 53.72 ± 1.81 54.86 ± 1.24

Dimetylacetal 5.21 1.51 4.88 ± 2.65 3.05 ± 0.44 3.03 ± 1.16

n-3/n-6 1.93 0.12 a 4.15 ± 0.61 a 10.05 ± 1.81 b 10.20 ± 1.35 b

ιά͐וּʹ͐ χ♦ ▒

*Ӱ ‹ḧπ Ӫ₯ΚϤ ps˻0.05x

ЫЍЀˢ⁯▀ˣ ЫЍЀˢ ˣ бЗϻЍЀ ЬЇЍЀ

(Wt %)

 

2) 食感 

破断荷重、破断距離、破断強度いずれもヤナギダコ

が最も高く、破断荷重と破断強度はミズダコが最も低

かった。流通現場では一般にミズダコは身が柔らかく

生食が可能であること、マダコは硬さと歯切れ、舌ざ

わりも重要な要因であること[9]、ミズダコは加熱する
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と肉質が硬くなりやすいこと[12]などの報告がみられ

るが、ヤナギダコに関する知見は見当たらない。本研

究結果より、煮だこの食感はミズダコが最も柔らかく、

次いでマダコであり、ヤナギダコは最も硬い食感を有

することが明らかになった。また、ヤナギダコはマダ

コ（国産）とミズダコよりも破断距離が長かったこと

から、弾力があり、噛み切りにくい食感を有意してい 

ると考えられた。 

3) 呈味性 

武ら[13]は、核酸類や有機酸類はタコの旨味を決定す

る成分ではなく、グルタミン酸やグリシンを主体とす

るアミノ酸がタコの呈味成分を構成している可能性が

高いことを報告している。浅野[10]、平岡ら[14]はイカ

類とマダコの遊離アミノ酸類を調査しており、マダコ

の主要な遊離アミノ酸類含有量としてはタウリンが最

も多く、次いでアルギニンであり、アラニンとグルタ

ミン酸も比較的多いこと、マダコはイカ類よりも遊離

アミノ酸含有量が少ないことを報告している。また、

加藤ら[15]によると、マダコとミズダコの遊離アミノ酸

総量に大きな違いがなく、これらの知見はいずれも本

研究結果と一致した。また、ヤナギダコは苦味アミノ

酸であるチロシンとアルギニンが多く、他の３種より

も苦味アミノ酸総量が多い傾向がみられた。ミズダコ

は甘味アミノ酸であるアラニンが多く、他の３種より

も甘味アミノ酸総量が多い傾向がみられた。ミズダコ

は甘味が強いとの市場評価があることから、本研究結

果はこれを指示するものであった。一方、ヤナギダコ

の市場評価に関する知見はないが、苦味を有する可能

性が考えられた。さらに、マダコは旨味が強いとの市

場評価があるが、国産では旨味アミノ酸総量が多い傾

向がみられたが、輸入品はヤナギダコと同程度であっ

た。この違いはボイル条件等が影響しているものと考

えられた。したがって、今後は製造方法についても調

査する必要があると考えられた。 

 

4) 脂肪酸組成 

本研究の結果から、煮だこ４種は必須脂肪酸であり

生活習慣病の改善効果が報告されている C22:6n-3

（DHA）、C20:5 n-3（EPA）、C20:4 n-6（AA）の組

成比が高いことが明らかになった。一方、C20:4 n-6

（AA）組成比はマダコ２種で高く、反対にC20:5 n-3

（EPA）組成比はヤナギダコとミズダコで高くなって

おり、マダコ２種とヤナギダコ、ミズダコとでは組成

比が大きく異なっていた。魚類ではn-3 系高度不飽和

脂肪酸であるC20:5 n-3（EPA）とC22:6 n-3（DHA）

の組成比が高く、 n-6系脂肪酸のC20:4 n-6（AA）組

成比が低いものが多い[16]。一方、日本食品標準成分表

[17]によると、マダコのボイル品は多価不飽和脂肪酸組

成比が 60.7%と著しく高く、C20:4 n-6（AA）組成比

も 7.7%と比較的高く、本研究結果に近い値であった。

したがって、マダコの脂肪酸組成はC20:4 n-6（AA）

組成比が高いという特徴を有していることが明らかに

なった。一方、本研究結果ではC20:4 n-6（AA）組成

比がマダコ（国産、13.6%）で高く、ヤナギダコ（3.6%）、

ミズダコ（3.2%）で低かった。この理由としては暖海

に生息するマダコと冷海に生息しているヤナギダコ、

ミズダコとで餌生物が異なり、両者の脂肪酸組成の違

いは餌環境の影響を受けた可能性が考えられたことか

ら、今後、より詳細な調査が必要である。 

 以上のことから、市販の煮だこの特徴として、マダ

コは国産、輸入ともにやや硬めの物性であること、ミ

ズダコは柔らかい物性であり、甘味アミノ酸が多いこ

と、また、これまで知見が皆無であったヤナギダコは

マダコよりも硬くて弾力があり、噛み切りにくい物性

を有し、苦味アミノ酸が多いことが明らかになった。 
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[要旨]  

本研究では、シクロデキストリン（CD）を表面に担持させたキトサンからなる生体適合性ナノ薄膜を創製

し、その芳香分子徐放能を検証した。犠牲層を塗布したシリコンウェハ上にキトサン水溶液をスピンコー

トした後、4,4ô-ジフェニルメタンジイソシアネートによるキトサン間の架橋とCD担持反応を経て、水に不

溶な自己支持性 CD 担持キトサンナノ薄膜を創製した。開放系における芳香分子モデル（リナロール）の

徐放能を評価したところ、b-CDを担持させたキトサンナノ薄膜はリナロールの揮発を制御し、長時間徐放

できることを実証した。 

 
[ Abstract]  

We herein propose a freestanding biocompatible chitosan nanosheet carrying cyclodextrins (CD), and 

evaluate their controlled release properties of fragrance compounds (e.g. linalool as a model). The 

CD-conjugated chitosan nanosheets were successfully fabricated by a combination process of spin-coating 

and crosslinking with 4,4 -diphenylmethane diisocyanate. In fact, we demonstrated that the b-CD-conjugated 

chitosan nanosheet can control the volatilization of linalool for a long time in the open evaluation system. 

 

 [ Key Words]  

Polymer nanosheet, Chiosan, Cyclodextrin, linalool 
 

1. はじめに 

「におい」は人々の日常生活に密接に関わっている。

これまで多くの嗅覚受容体が同定されており[1]、におい

分子の濃度がpM～nMレベルであっても嗅覚受容体を

介して高感度に検知される[2]。近年、好みの香りを肌に

塗布する香粧品が市場を賑わしている。これらはいず

れも液体状・粉末状の製品であり、肌に塗布あるいは

噴霧する方法で利用されている。しかし、芳香分子は

揮発性の高いため香りの持続性が不足していたり、芳

香成分が汗等で流れてしまうなどの課題が残されてい

るのが実情である。 

これまで我々は、厚みをナノ寸法に制御した生体適合

性高分子からなるナノ薄膜を提案してきた[3-5]。興味深

いことに、100 nm程度の膜厚にすると、ナノ厚特有の

柔軟性と平滑性ゆえに、貼りたい界面の凹凸に追従し

ながら面接触吸着でき、極めて高い接着性が発現する

ことを見出してきた。したがって、接着剤を使用せず

物理吸着のみで肌に貼付できる他、透明なため貼って

も視認できず貼った本人は装着感すらないことも特筆

すべき点である。他方、シクロデキストリン（CD）は、

D-グルコースがa-1,4 グリコシド結合によって環状構

造を形成した有機化合物である。とくに、D-グルコー

スが6, 7, 8分子結合したものを、それぞれa-, b-, g-CD

と呼ぶ。CD は水酸基を豊富に有するため水溶性を示

すが、環内部の疎水領域に疎水性分子を包接できるナ

ノキャリアとして機能することが知られている[6]。
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本研究では、芳香分子をいったん捕捉してから徐放

する CD担持生体適合性ナノ薄膜を創製し、芳香能の

持続効果を検証する。ナノ薄膜の組成として、生体適

合性を示し、CD担持の標的となる官能基（アミノ基・

水酸基）を有する多糖であるキトサンに注目した。ま

た、芳香分子のモデルとして、ラベンダー由来のリナ

ロールに着目し、その徐放特性を評価した。 

 

2. 結果の概要 

1) CD担持キトサンナノ薄膜の創製 

 SiO2基板（20 × 20 mm2）上に酢酸セルロースのジオ

キサン溶液（40 mg/mL）をスピンコート（4,000 rpm, 20 

s）し犠牲膜とした。次いで、キトサン水溶液（10 mg/mL）

をスピンコート（6,000 rpm, 60 s）し、キトサンナノ薄

膜を調製した。キトサン間の架橋並びにナノ薄膜にCD

を担持するために、架橋剤である 4,4ô-ジフェニルメタ

ンジイソシアネート（MDI）を用いた。MDI（final 

concentration: f.c. 15 mM）、b-CDあるいはg-CD（f.c. 3.8 

mM）、トリメチルアミン（f.c. 2.5 mM）を混合したDMF

溶液（0.5 mL）にキトサンナノ薄膜を基板ごと浸漬後、

加熱（70 °C, 1 h）した。DMFで洗浄後、SiO2基板ごと

アセトン中に浸漬させたところ、犠牲膜である酢酸セ

ルロースが溶解し、基板の形状を維持した状態で透明

性の高い自己支持性ナノ薄膜が得られた（図 1A）。ナ

ノ薄膜を水中に展開しても不溶であったことから、ナ

ノ薄膜を構成するキトサンの水酸基やアミノ基を標的

とし、MDI のイソシアネート基を介した架橋（ウレタ

ン結合・ウレア結合）が進行したと考えられる。得ら

れたナノ薄膜を走査型電子顕微鏡（FE-SEM S-4800, 日

立ハイテク社製）にて観察したところ、表面は破断な

く平滑であった（図 1B）。また、得られたナノ薄膜は

肌に貼付することも可能であり、目立たず装着感すら

ないことも特筆すべき点であった（図1C）。 

上述の条件（6,000 rpm, 60 s）にてキトサン水溶液を

スピンコートした場合、得られたb-CD あるいはg-CD 

担持キトサンナノ薄膜の膜厚（触針式表面形状測定器

にて測定, DektakXT, ブルカー社製）は、それぞれ106 ± 

9 nm、110 ± 7 nmであった（図2）。この値は、MDI架

橋処理を施さない場合の膜厚（71 ± 3 nm）と比較して

約40 nm増加したことから、キトサン間の架橋により

膨張したことやナノ薄膜に CDが担持されたことに起

因するものと考えられる。また、スピンコート時の回

転数が増加するにつれて、膜厚は減少することも確認

した（図 2）。これは、遠心力が増加するため、基板に

濡れ広がるキトサン水溶液の厚みが減少したためと考

えられる。したがって、キトサン水溶液をスピンコー

トする際の回転数によって膜厚を制御可能であること

を実証した。以降の実験では、膜厚の誤差が少ないス

ピンコート条件（6,000 rpm, 60 s）に統一した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) ナノ薄膜へのCD担持の実証 

 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS, 3AS)-b-CD（NH 2-b-CD, 

東京化成工業社製）、あるいは3A-Amino-3A-deoxy-(2AS, 

3AS)-g-CD（NH2-g-CD, 東京化成工業社製）のDMF 溶

液 （ 38 mmol, 1.5 mL ） に  Fluorescein 

5(6) -isothiocyanate（FITC, Sigma-Aldrich 社製）の

DMF 溶液（77 mmol）を滴下し撹拌（r.t., 15 h）した。

この溶液をクロロホルム/アセトン混合溶液（3/1 (v/v), 

12 mL）に滴下し、遠心分離（3,750 rpm, 10 min）を

図 1 (A) アセトン中で浮遊した自己支持性キトサンナノ薄膜. 

(B) b-CD担持キトサンナノ薄膜の電子顕微鏡像（Anodisc®フィ
ルター上に貼付して撮影）. (C) b-CDキトサンナノ薄膜を肌に

貼付した様子. 

図 2 キトサン水溶液のスピンコート時の回転数と得られたナ

ノ薄膜の膜厚の関係. (■) MDI 未架橋キトサンナノ薄膜. (●) 

b-CDキトサンナノ薄膜. (▲) g-CDキトサンナノ薄膜.（N = 9, 

Mean ± S.D）. 
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行うことにより、沈殿物を得た。沈殿物をアセトンで

洗浄し、乾燥（r.t., 15 h）させることにより FITC を

標識した CD（FITC -b-CDあるいはFITC -g-CD）を得

た。 

 キトサン水溶液（10 mg/mL）をカバーガラス（18 ˷ 

18 mm2）に直接スピンコート (6,000 rpm, 60 s) した。

次いで、この基板をMDI（f.c. 15 mM）、b-CDあるいは

g-CD（f.c. 3.2 mM）、FITC -b-CDあるいはFITC -g-CD

（f.c. 0.6 mM）、トリメチルアミン（f.c. 2.5 mM）を混合

したDMF溶液（0.5 mL）に浸漬後、加熱（70 °C, 1 h）

した。最後に、DMF にて洗浄し、MDI を介して 

FITC -CD を担持させたキトサンナノ薄膜を調製した。

この時、MDI を含まない系を比較対照とした。 

得られたナノ薄膜表面をピンセットで傷つけ、カバ

ーガラスとナノ薄膜の境目を蛍光実体顕微鏡（SMZ25, 

ニコン社製）にて観察した。この時、Image Jソフトウ

ェアを用いて、得られた顕微鏡画像のナノ薄膜面とカ

バーガラス面の蛍光強度差を算出した。その結果、架

橋剤のMDI非存在下でもCDは非特異的に吸着する傾

向を示したが（図3 A, C）、それらと比較してMDI存

在下では蛍光強度は有意に増大していた（図3 B, D）。

また、b-CDあるいはg-CD 添加系の蛍光強度差はほぼ

同等であることから、担持量は同等であることも確認

できた（図3 E）。 

 

3) CD担持キトサンナノ薄膜の芳香分子包接能評価（密

閉系） 

芳香分子のモデルとして、ラベンダー由来のリナロ

ールを選択した。リナロール（0.2 mL）を充満させた

密閉ビン（容量 350 mL）中に、SiO2基板上のb-CDあ

るいはg-CD 担持キトサンナノ薄膜（30 × 30 mm2）を

静置した（r.t., 15 h）。その後、ナノ薄膜に包接したリナ

ロールをアセトン（1 mL）で抽出した。抽出液をガス

クロマトグラフィー分析（GC-8A, 島津製作所製）に供

し、ナノ薄膜の単位面積当たりのリナロール包接量を

定量した（測定条件; 注入量: 1 mL, 気化室温度: 250 °C, 

キャリアガス: N2 (70 kPa), カラムオーブン温度: 150 °C, 

FID検出器: 250 °C, 分離カラム: Shinwasorb-S 80/100, 

2.1 mm×3.2 mm I.D）。この時、CD未担持キトサンナノ

薄膜（MDI架橋あり）を比較対照とした。 

その結果、CD未担持キトサンナノ薄膜でも非特異的

にリナロールが包接され、単位面積当たりのリナロー

ル包接量は0.30 ± 0.27 nmol/cm2と算出された（図4）。

そこで、CD担持キトサンナノ薄膜で同様の試験を行っ 

 

たところ、CD未担持体と比較してリナロール包接量は

4倍以上となった（b-CD担持体: 1.30 ± 0.52 nmol/cm2、

g-CD担持体: 1.41 ± 0.65 nmol/cm2）。これは、キトサン

ナノ薄膜に表面修飾された CDによってリナロールが

有意に包接されたことを支持しており、密閉系におい

ては、b-CD、g-CDのリナロール包接能は同等であると

判断した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 密閉系におけるb-CD or g-CD担持キトサンナノ薄膜のリ

ナノール包接能評価 (N = 3, Mean ± S.D.). 
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図 3 FITC-CD担持キトサンナノ薄膜の蛍光顕微鏡観察と CD

担持の実証. (A) FITC-b-CD担持キトサンナノ薄膜 (MDI未添

加系). (B) FITC-b-CD担持キトサンナノ薄膜 (MDI添加系). (C) 

FITC-g-CD 担持キトサンナノ薄膜 (MDI 未添加系). (D) 

FITC-g-CD担持キトサンナノ薄膜 (MDI添加系). (E) 蛍光強度

差のまとめ (黒カラム: MDI未添加系, 白カラム: MDI添加系). 

(N = 6, Mean ± S.D.). 
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4) CD担持キトサンナノ薄膜の芳香分子徐放効果（開

放系） 

b-CDあるいはg-CD 担持キトサンナノ薄膜をポリエ

チレン基板（PE, 10 mmf）上に貼付した。その上にリ

ナロールのエタノール溶液（30%（v/v）, 10 µL）を滴

下し、恒温恒湿下（温度: 25 °C, 湿度: 40%）、 開放系

で静置した。所定の時間（10 min～24 h）経過後、ナノ

薄膜貼付PE基板をサンプル瓶に入れ、セプタムラバー

で密閉した。5 分間静置後、NeedlEx（信和化工社製）

を取り付けた気体捕集ポンプを用いてサンプル瓶内の

気体を採取し、ガスクロマトグラフィー分析に供して

気相中のリナロールの揮発量を定量した。 

比較対照としてナノ薄膜を貼付しない PE基板に直

接リナロールを滴下したところ、気相中のリナロール

濃度は時間経過とともに顕著に減少した（図5, 黒カラ

ム）。これと比較して、CDを担持していないキトサン

ナノ薄膜を貼付した際、静置 4時間以降、気相中のリ

ナロール濃度が増大していた。これは、リナロールが

ナノ薄膜に非特異的に吸着して揮発が抑制され、緩や

かに徐放されたためと考えられる（図 5, 白カラム）。

そこで、b-CD担持キトサンナノ薄膜を貼付したところ、

他群と比較して静置 1時間以降から気相中のリナロー

ル濃度が有意に増大し、24時間後も高値を示した（図

5, 赤カラム）。これは、リナロールがナノ薄膜表面の

b-CDに一旦包接されて揮発が抑制され、時間経過とと

もに徐放する効果が発現したためと考えられる。しか

し、g-CD担持キトサンナノ薄膜を貼付した場合、その

効果は見られず、CD 未担持体と同程度であった（図

5, 灰色カラム）。これはg-CDの内径がリナロールに対

して大きく、包接はするものの徐放効果が見られなか

ったためと考えられる。以上より、b-CD担持キトサン

ナノ薄膜はリナロールの揮発を制御し、長時間徐放で

きることを明らかにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 展望 

本研究では、芳香分子を徐放する CD担持キトサン

ナノ薄膜を創製し、芳香能の持続向上を狙うことを目

的とした。その結果、CD担持キトサンナノ薄膜の調製

法を確立し、得られたナノ薄膜は肌に貼付できること

を確認した。また、b-CD担持キトサンナノ薄膜はリナ

ロールの揮発を制御し、長時間徐放できることを明ら

かにした。本法は、b-CDのみならず、種々のCDを混

在させて 1枚のナノ薄膜表面に固定することも可能で

ある。今回、芳香分子のモデルとして、ラベンダー由

来のリナロールを選択したが、これに限定されず複数

の芳香分子を徐放するナノ薄膜の設計に拡張できるこ

とが期待できる知見であろう。 
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イノシトール誘導体を標的としたリン酸化反応の検討 

 

Investigation of phosphorylation targeting inositol derivatives 

 

澁谷 優我*  1)、小口 真一 1), 2) 

東海大学先進生命科学研究所* 1)東海大学理学部化学科 2) 

 

Yuga Shibuya* 1) and Shinichi Koguchi1), 2) 

Institute of Advanced Biosciences, Tokai University* 1), Department of Chemistry, Tokai University2) 

 

[要旨] 

特定の水酸基を保護した特異なイノシトール誘導体に対するリン酸化反応の開発はイノシトールリン酸

化合物類を合成する上で非常に重要である。本研究では様々なイノシトールリン酸化合物の効率的合成法

を開発する上で最も重要である保護基を有するイノシトール誘導体に対しリン酸化反応の検討を行った。

その結果、ホスホロアミダイト法を用いたリン酸化反応が最も有効な方法であり、更に、様々な保護基を

有するリン酸基の導入にも適応できる優れた反応系であることも明らかとした。 

 

[Abstract]  

Phosphorylation of inositol derivatives is the one of the most important reaction in synthesis of inositol 

phosphate compounds. Hence, a efficient way to enable the production of phosphate monoesters from highly 

functionalized precursor alcohols is, highly desired. In this study, various phosphorylation methods were used for 

inositol derivatives. As a result, it became clear that the phosphoramidites method was the most superior during 

the synthesis of inositol phosphate compounds Furthermore, it was revealed that this method is an excellent 

method for phosphorylating compounds with various protecting groups. 

 

[Key Words] 

Phosphorylation, Inositol phosphates, Phosphoramidite, Dialkyl Phosphoryl Chloride, Tetraalkyl  diphosphate.  

 

1. はじめに 

イノシトールリン酸は水酸基が１つ以上リン酸化さ

れたイノシトールの総称である。これらは生体内にお

いてシグナルの伝達や細胞調整等、重要な役割を持つ

ことから盛んに研究されている。種々のイノシトール

リン酸化合物を合成するためには、水酸基が保護され

た特異なイノシトール誘導体に対しリン酸基を導入す

ることが非常に重要である。 

当研究室ではこれまでにmyoイノシトールを出発物

質とし、水酸基の保護、位置選択的な脱保護を行うこ

とによって、イノシトール 5位以外の水酸基に保護基

を 導 入 し た イ ノ シ ト ー ル 誘 導 体 で あ る

6,8,9-tris((4-methoxybenzyl)oxy)-3-phenyl-2,4-dioxabicyclo

[3.3.1]nonan-7-ol（以下 TPDN）の合成に成功した

(Scheme 1)。 

Scheme 1  TPDNの合成 

 

そこで、本研究はこのTPDNへのリン酸エステル導

入を目的として種々リン酸化反応を検討した。なお、

リン酸化反応後は、酸で処理することによってイノシ
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トール上の保護基を脱離したイノシトール 1リン酸へ

誘導することが可能である。(Scheme 2)。 

 

 

Scheme 2 イノシトール誘導体を標的としたリン酸化

反応 

 

アルコールに対するリン酸基の導入方法は主に以下

の2つの化学的アプローチが知られている。 

（１）5価のホスホリル供与体との反応 

（２）3価の亜リン酸塩の形成とそれに続く酸化 

5 価のホスホリル供与体との反応においてはクロロ

リン酸ジエステルを用いた方法と、ピロリン酸テトラ

エステルを用いた方法が一般的である。クロロリン酸

ジエステルを用いたリン酸化法は、塩基存在下でクロ

ロリン酸ジエステルに対しアルコールを作用させるこ

とで対応するリン酸エステルを得る(Scheme 3 (A))。ま

た、Cramerらは溶媒に DMFを用いることでクロロリ

ン酸ジエステルは優れた活性を示す付加化合物を形成

し、これにより迅速かつ良好にリン酸化反応が進行す

ることも報告している[1]。 

ピロリン酸テトラエステルを利用したリン酸化反応

においては、クロロリン酸ジエステル同様反応には塩

基が必要であるものの、ピロリン酸テトラエステルは

比較的安定な化合物であることから簡便な操作でリン

酸エステルが得られる(Scheme 3 (B)) [2]。 

 一方、3価の亜リン酸塩の形成とそれに続く酸化によ

るリン酸化法は、亜リン酸ジエステルのモノアミド体

であるホスホロアミダイト法が最もよく利用されてい

る[3]。この反応は二つの段階を経てリン酸エステルが導

入される。まず、アルコールに対し、ホスホロアミダ

イトと活性化剤を用いて縮合することにより、亜リン

酸エステルを得る。その後、過酸化物等による酸化に

よって目的のリン酸エステルに変換する(Scheme 3 (C))。 

非常に反応性がよく、固相合成においては簡便に単離

ができることから核酸合成等幅広く用いられている。

本研究では TPDNに対し上記３つのリン酸化を行い反

応性の比較検討を行った。 

 

 

Schem 3 (A)クロロリン酸ジエステルを用いたリン酸

化反応, (B)ピロリン酸テトラエステルを用いたリン酸

化反応, (C)ホスホロアミダイトを用いたリン酸化反応 

 

2.結果の概要 

1)  クロロリン酸ジエステルを用いたリン酸化反応 

 クロロリン酸ジエステルとしてクロロリン酸ジベン

ジルを用いたリン酸化反応を試みた。なお、クロロリ

ン酸ジエステルは大気中での不安定さゆえに試薬とし

て販売されることは少なく、一般的には亜リン酸ジエ

ステルを塩素化することによって調製した試薬を用い

ることが多い。そのため本反応においても亜リン酸ジ

ベンジルをトリクロロイソシアヌル酸によって別途調

整した塩素化したクロロリン酸ジベンジルを用いて反

応を試みた。 

 TPDNをDMFに溶解し、水素化ナトリウムを加えて

攪拌した。その後、上述の通り調整したクロロリン酸

ジベンジルを加え、NMRにてリン酸化反応の進行を確

認した。本反応ではリン酸化後の単離精製が困難であ

ったため、同反応系内で開環反応まで進行させイノシ

トール1リン酸を収率11％で得た(Scheme 4)。 
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Scheme 4 クロロリン酸ジベンジルを用いたイノシト

ール誘導体のリン酸化反応 

 

しかし本反応系では低収率であることに加え、再現

性に乏しかったため、溶媒検討を試みた。クロロリン

酸ジベンジルを用いたリン酸化反応においては、溶媒

にピリジンを用いることでもリン酸エステルが高収率

に得られることが報告されている[4]。そこで溶媒をピリ

ジンに変更し反応を行ったが、この条件では本リン酸

化反応の進行は確認されなかった。 

 また、本反応が低収率である原因としてクロロリン

酸ジベンジルの分解も考えられたため試薬の生成とリ

ン酸化反応をワンポットで行う手法についても検討を

行った。しかし、本条件においてもリン酸化反応の進

行は確認されなかった。 

 これらの結果から、クロロリン酸ジエステルを用い

たリン酸化反応は、本イノシトール誘導体には適して

いないことが明らかとなった。 

 

2) ピロリン酸テトラエステルを用いたリン酸化反応 

 ピロリン酸テトラエステルとしてピロリン酸テトラ

ベンジルを用い、リン酸化反応の検討を行った。 

 TPDNをTHFに溶解し、窒素雰囲気下で塩基を加え

た後、ピロリン酸テトラベンジルを加えて攪拌した。1

時間後NMRにて反応の進行を確認した(Table 1)。 

 4種類の塩基を用いそれぞれ検討を行った。結果とし

て、カリウム tert-ブトキシド、トリエチルアミン、n-

ブチルリチウムにおいては目的のリン酸化反応は確認

されなかった。一方で、水素化ナトリウムを用いた条

件ではわずかではあるが反応の進行が確認された

(Entry 1)。 

 そこで収率の向上を図るため、異なる溶媒条件で反

応を行った。その結果、溶媒にDMFを用いた条件では

良好に反応が進行し、単離収率67％で目的のリン酸化

体を得た(Scheme 5)。 

 

 

 

Table 1 塩基の検討 

 

Scheme 5 DMF溶媒中でのリン酸化反応  

 

 比較的高収率でリン酸化体が得られたことから、本

条件を最適化条件とし、他のピロリン酸テトラエステ

ルにおいても適応可能であるか検討した。反応にはベ

ンジル基とレブリン酸エステル基(LevB基)、もしくは

ベンジル基と 2-シアノエチル基をそれぞれ二つ有する

ピロリン酸テトラエステルを使用した 

(Scheme 6)。 

 

 

Scheme 6 種々の置換基を有するリン酸無水物との 

反応 

 

 しかし、いずれの反応においてもリン酸化反応の進

行は確認されなかった。本反応では強塩基である水素

化ナトリウムを用いたことから、系内で保護基の脱離

が起こり、目的の反応が進行しなかったことが考えら

れた。 
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3) ホスホロアミダイトを用いたリン酸化反応 

ホスホロアミダイトとしてジベンジル N,N-ジイソプ

ロピルホスホロアミダイトを用いたリン酸化反応を試

みた。 

TPDN、活性化剤をアセトニトリルに溶解した後、窒

素雰囲気下でジベンジル N,N-ジイソプロピルホスホロ

アミダイトと反応させた。その後、tert-ブチルヒドロペ

ルオキシドを用いて得られた亜リン酸エステルを酸化

し、その後、クロロリン酸ジエステルを用いた条件と

同様に、トリフルオロ酢酸を用い開環反応まで進行さ

せイノシトール 1リン酸を得た。活性化剤、反応温度

の検討結果を以下に示す(Table 2)。 

 

Table 2 活性化剤及び温度条件の検討 

 

  活性化剤として 1-テトラゾール、4,5-ジシアノイミ

ダゾールをそれぞれ用い検討を行ったが、常温条件で

はいずれも中程度の収率であった（Entry1, 3）。反応後

の 1HNMR スペクトルより、未反応のイノシトール誘

導体が確認されたことから、反応速度が遅く反応が完

結する前にホスホロアミダイトが失活したことが考え

られた。そこで、反応活性を向上させるため反応溶液

を 40まで加温して反応を行ったところ、4,5-ジシア

ノイミダゾールを用いた条件では反応が良好に進行し、

目的のイノシトールリン酸を収率94％で得た(Entry 4)。

一方で、1Hテトラゾールを用いた条件は加温条件にお

いても著しい収率の向上が見られなかったことから、

イノシトール誘導体のリン酸化反応においては 4,5-ジ

シアノイミダゾールが活性化剤として適していること

が明らかとなった。 

 ホスホロアミダイトを用いる一般的なリン酸化反応

においては、溶媒としてアセトニトリルのほかにジク

ロロメタンを用いる方法が知られている。そこで溶媒

にジクロロメタンを用いる条件についても検討を行っ

たが、収率の低下が確認された。 

 これらの結果から、Table 2 Entry 4を最適化条件とし、

LevB基、2-シアノエチル基をそれぞれ有するホスホロ

アミダイトについて検討を行った(Scheme 7)。 

 

Scheme 7 種々の置換基を有するホスホロアミダイト

との反応 

 

いずれの置換基を有するリン酸エステルにおいても

高収率で目的のイノシトールリン酸を得た。このこと

から、ホスホロアミダイトを用いたリン酸化反応はイ

ノシトール誘導体との反応において様々な置換基を有

するリン酸エステルを導入可能な優れた反応であると

いえる。 

 

3.要約 

 本研究では、イノシトール誘導体に対し様々なリン

酸化反応を試みた。クロロリン酸ジエステルを用いた

リン酸化反応は試薬の安定性が乏しいことから、再現

性良く反応を行うことが困難であることが明らかとな

った。また、無水リン酸を用いたリン酸化反応は比較

的簡便に目的物が得られるものの、反応に強塩基を用

いることから基質の適応範囲が限られた。ホスホロア

ミダイトを用いたリン酸化反応は良好に進行し、目的

のイノシトールリン酸を高収率で得た。また、異なる

置換基を有するリン酸エステルの導入にも適応可能で

あった。このことから、現段階ではイノシトール誘導

体である TPDNに対するリン酸エステルの導入にはホ

スホロアミダイトを用いたリン酸化反応が最も有効で

あることを明らかとした。 
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セレノグルタチオンによるストレス原因物質の非酵素的無毒化反応を維持する 

新規システム 

 

A novel system to maintain the non-enzymatic detoxification reaction of stress-causing agents with selenoglutathione 
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東海大学工学部生物工学科1),東海大学先進生命科学研究所・医薬総合研究部門2) 
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[要旨]  

還元型セレノグルタチオン (GSeH) は高い反応性を有する反面、不安定である。一方、酸化型

(GSeSeG)は非常に安定な化合物であり、保存や運搬が容易である。今回、GSHが非酵素的な反応で

GSeSeGを活性化し、GSeHを生成させるという新規な知見を得た。この知見は、GSeSeGをプロドラ

ッグとして用い、GSeHの反応性を治療や予防に活用するための投与法を構築する上で有益であり、

GSeHの高い抗酸化能の実用化の幅が広げられた。 

 

[ Abstract]  

Reduced selenoglutathione (GSeH) is highly reactive but unstable. On the other hand, the oxidized form 

(GSeSeG) is a very stable compound and is easy to store and transport. In this study, we obtained new 

information that GSH activates GSeSeG in a non-enzymatic reaction to produce GSeH. These findings are useful 

for constructing administration methods to use GSeSeG as a prodrug and utilize the reactivity of GSeH for 

treatment and prevention, to expand the scope of practical applications of  high antioxidant capacity of GSeH.  

 

[ Key Words]  

glutathione, selenoglutathione, glutathione S-transferase, non-enzymatic reaction, antioxidant capacity  

 

 

1.はじめに 

グルタチオンは、生体内の主要な抗酸化分子であり、

グルタミン酸(L-Glu)、システイン(L-Cys)、グリシン

(Gly)から成るトリペプチドである。細胞内は 0.5〜

10mMという高濃度のGSHが存在する還元環境下にあ

り、還元型(GSH)と酸化型二量体（GSSG）の比率は厳

密に制御されている。特に細胞質では GSH と GSSG

の比率が 100:1と言われ、GSHは生来の酸化・糖化ス

トレス原因物質の無毒化や有害物質の解毒機構に不可

欠である。しかしながら、老化による生成量の低下や

高い酸化ストレスが原因で GSHが不足する場合があ

るが、外界からの供給は容易ではない（図１）。GSH

は細胞質で生合成されて消費されるが、一部は特異的

なトランスポーターを介して細胞外へ放出される。 
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他方、GSHを細胞内に取り込むトランスポーターは

特殊な細胞のみに発現されており[1]、通常、上皮細胞

の細胞膜上や血中に存在する ɔ-グルタミルトランスペ

プチダーゼ(ɔ-GTP)によってɔ-グルタミル結合が切断さ

れた後にアミノ酸レベルまで加水分解されてから細胞

内に輸送されて改めて生合成されると言われている

[1,2]。 

そこで、GSHの非活性を上げる手法を模索する中で、

GSHの L-Cys をセレノシステイン(L-Sec)に置換した

セレノグルタチオンの利用を発案した。セレノグルタ

チオンは、還元型 (GSeH)と二量体の酸化型(GSeSeG)

が存在し、GSeHが高い反応性を有する一方、GSeSeG

は非常に安定な化合物である。先行研究では、GSeHが

生体内の中性付近のpHでGSHよりも高い還元力を有

することに着目し、GSeHの非酵素的作用による有害物

質の効率の良い無毒化反応や細胞生存率向上のメカニ

ズムを解析してきた。その過程で、GSeHが非酵素的反

応により、過酸化水素の無毒化に携わるグルタチオン

ペルオキシダーゼ(GPx)様活性や、終末糖化産物の前駆

体であるメチルグリオキサール（MG）の濃度低下に寄

与するグリオキサラーゼ１(GLO1)に則した活性を有す

ることを見出した [3-6]。 

今回、GSeHが細胞内の解毒機構に不可欠な酵素であ

るグルタチオン S-トランスフェラーゼ(GST)様活性を

有するかどうかを検討し、さらに、新規な GSeSeG活

性化機構を見出したので報告する。 

 

2.結果の概要 

【方法・結果】GSTは、細胞内で求電子性を有する毒

物や薬物にGSHを付加し、グルタチオン抱合体として

細胞外に、ひいては体外に排泄する役割をもつ、生体

内の解毒作用に不可欠な酵素である。本研究では、GST

活性の検出試薬として知られる 1-クロロ-2,4-ジニトロ

ベンゼン(CDNB)を標的化合物として選択し、GSH共

存下でCDNB濃度低下に及ぼす影響をGSTとGSeSeG

で比較した（図２）。すなわち、 

(1) CDNBのGSH抱合体(GS-DNB)の検出法である、

波長340nm における吸光度を測定し、その経時変

化により反応速度を求めた。 

(2) HPLC/MSによって、反応生成物の組成および構造

解析を行なった。 

その結果、(1) 調べた濃度の範囲では GSTより反応

速度が低めであるものの、GSeSeG存在下ではGSHの

み (+Buffer)よりも高いGST様活性が認められた。つま

り、GSH自体も非酵素的反応による弱いGST様活性を

示したが、GSHよりも低濃度のGSeSeGの共存によっ

て顕著に CDNB 濃度が低下し、その GST様活性は

GSeSeG濃度依存性を示した（図３）。 

 

次に、(2) HPLCによって反応液の組成分析を行った

（図４）。(A),(B)では反応生成物のピークが１本検出さ

れ、この画分を単離して測定したマススペクトル（MS）

の解析により、GS-DNB であると同定された。 した

がって、GSTの酵素作用による反応生成物には、GSH

の非酵素的反応によって生じた少量のGS-DNBが含ま

れていると考えられる。 

一方、GSeSeGを加えても (C) GSH非存在下では生

成物は検出されなかったが、(D) GSH存在下では反応

が進行し、生成物のピークが2本検出された。(B) GST

添加の場合と比較して、先に溶出されたものが

GS-DNBと考えられ、その生成量は (A) GSHのみの場

合と同程度であった。他方、後に溶出されたものが

GSe-DNBであると推定された。生成物のピーク画分を

単離してMSを測定した結果、推定のとおりGS-DNB

とGSe-DNBであることが示された[7-9]。 
 

 

CDNB GSHCDNB ?

( 3˂40nm)

GSH

GST

GSeSeG

GS- DNBCDNB GSH

 GST  
CDNB GS-DNB  

340nm  
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【考察】 

空気と接触している溶液には、大気中の酸素分子が溶

存酸素として溶け込んでいる。GSeHは溶存酸素を迅速

に還元し、速やかにGSeSeGが生成される。 

 4GSeH + O2Ÿ 2GSeSeG + H2O 

そのため、通常、GSeHの反応性を in vitroの系で解析

するには、用いる溶液を窒素あるいはアルゴン(Ar)ガス

等で脱気する必要がある。先行研究でGSeHのGPx用

活性を検証した際は、Ar ガスで脱気した溶液中で

GSeSeGをグルタチオンレダクターゼ（GR）処理して

GSeHを生成させ、解析に用いた。 

他方、GSeSeGを培養細胞に添加する場合、細胞内

に取り込まれた後に GRの作用を受けて生じた GSeH

が抗酸化活性を発揮するとみなされてきた。細胞質は

当然ながら溶存酸素が存在する環境であるが、溶存酸

素の還元等によって生じたGSeSeGは、再度 GRの作

用を受けて２分子の GSeHが生成されるという、リサ

イクル経路が機能していると想定した。 

さらに今回、共存するGSHによってGSeSeGが活性

化されて、非酵素的反応によって GSeHが生成される

という新規な反応経路が示された（図５）。すなわち、

細胞内の還元環境下は mMオーダーの GSHが共存す

る状態であり、GSeSeGから非酵素的にGSeHが生成さ

れて機能する可能性が示唆された(図６)。 
 

したがって細胞質では、GSHは GRの作用によって、 

GSeHはGRの作用およびGSHによるGSeSeGの活性

化という非酵素的反応によってリサイクルされると考

えられる。それらの反応経路が効率よく組み合わされ

て有害物質の無毒化、あるいは解毒作用が進行すると

期待できる。 

上記の酵素作用と非酵素的反応の相乗効果は、細胞

質のGSHに比べて 1/1000程度の低濃度のGSeSeGの

添加が細胞に顕著な酸化ストレス・糖化ストレス抵抗

性向上をもたらす、という先行研究の結果 [4] を支持

するものである。GSeSeGの再利用は、投与する量を最

 HPLC  

CDNB 246nm GS-DNB GSe-DNB  
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GS- DNBCDNB GSH
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低限に節約することにつながる。セレンは必須微量元

素でありながら使用許容量の幅が狭いので、可能な限

り低濃度で効果を出すことは大変意義がある。 

 

3.展望 

GSeHの高い抗酸化力を利用して医薬品を開発する

際、以下のような利点と課題がある。 

まず、GSeSeGは非常に安定であり、保存や運搬が容

易である。また、我々は GSeSeGの効率の良い化学合

成法を樹立している。一方、GSeHは反応性が非常に高

いので、不安定である。そのため、GSeSeGをプロドラ

ッグとして細胞に添加、あるいは生体に投与すること

になるが、GSeHが生成される環境を整える必要がある。 

今回新たに得られた知見により、GSeSeGが細胞質に

取り込まれた場合に 

( I ) GR  

( II ) GSH  

ことにより、生成されたGSeH がリサイクルされて機

能することが示唆された。 

(II)の知見は細胞外で GSeHを生成させる手法として

も応用できる。例えばGSeSeGとGSHを別々の容器に

保存し、使用直前に必要量のGSHとGSeSeGを混合す

る、という手法であり、医薬品としての GSeSeGの用

途の幅が大きく広がると期待できる。 

ところで、これまでに得られた成果から、培地に加

えた GSeSeGは細胞内に取り込まれて機能していると

考えられるが、搬入機構は解明されていない。医薬品

としての投与法を考慮する上で必要な情報であるため、

培養細胞を用いる実験および動物実験によって生化学

的・細胞生物学的および臨床的な視点からの検証を進

める予定である。 
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ヒトB細胞リンパ腫Raji 細胞株を用いたプロゲステロンの 

Ca2+ influx 抑制効果の解析 

 

Effect of progesterone on Ca2+ influx in Human B-lymphoblastoma cell line, Raji 

 

山田壮我、大島志乃、亀谷美恵、椎名隆 

東海大学医学部基礎医学系分子生命科学、東海大学先進生命科学研究所・医薬総合研究部門 

 

Soga Yamada, Shino Ohshima, Yoshie Kametani, Takashi Shiina 

Division of Pharmaceutical Sciences, Institute of Advanced Biosciences, Tokai University 

 

[要旨] 

プロゲステロン(P4)は、様々なシグナル経路を介して腫瘍増殖抑制機能を示すステロイドホルモンである。我々

は、B細胞腫瘍株であるRaji に対するP4およびその標的分子の一つである voltage-gated ion channel Kv1.3 の

阻害剤PAP-1が ionomycin 刺激により誘導されるCa2+ influx に与える影響を比較した。その結果、P4は高濃

度ではRaji のCa2+ influx を有意に抑制したが、PAP-1はCa2+ influx の抑制傾向はあるが有意差は観察されず、

Raji におけるP4のCa2+ influx 抑制経路には相違がある可能性が示唆された。 

 

[Abstract]  

Progesterone (P4) is a steroid hormone which suppresses tumor cell proliferation through various signaling 

pathways. While P4 is a powerful candidate of anticancer drug, the molecular mechanism is complicated and 

difficult to identify, and the detail has not been clarified yet. We aimed to clarify the molecular mechanism 

based on the Ca2+ related pathways. Because Kv1.3, a voltage -gated Potassium  channel, is involved in the 

target of P4, we compared the effect of an inhibitor of Kv1.3 named PAP -1 (5-(4-phenoxybutoxy)psoralen) on the 

Ca2+ influx induced in Raji, a B -lymphoma cell line, stimulated with ionomycin, with that of P4. As a result, 

we found that P4 significantly suppressed the Ca 2+ influx of Raji dose dependently. Meanwhile, PAP -1 

showed the tendency to suppress the Ca 2+ influx, but the effect was not significant . These results suggest 

that P4 might suppress Ca 2+ influx of Raji using some additive signaling pathways different from 

voltage-gated Potassium dependent pathway.  

 

[Key Words] 

Progesterone, Ca2+ influx, Kv1.3, inhibitor, cancer 

 

1.はじめに 

 

プロゲステロン(P4)は多くのシグナル経路に関与す

ることがあきらかとなっており、癌との関連性にお

いても、Wnt/b-Catenin経路や PI3K/AKT 経路、

Ras/Raf/MEK/ERK経路など、多様な経路を制御する

ことが報告されている[1]。我々は、P4の細胞増殖抑

制効果に着目し、効率よく腫瘍細胞に P4をデリバ

リーすることにより、高い抗腫瘍効果を持つ抗がん

剤を開発することを目指している。その過程で、P4

に、さまざまな腫瘍細胞株およびB細胞の増殖抑制

効果があることを明らかにした[2]。 

P4が関与するシグナル経路は多岐に渡り、かつ、P4

の受容体としては、核内受容体のみならず膜受容体

（mPRŬ）も知られており、genicおよび extra-genic

な作用が報告されていることから、抗腫瘍効果の分

子機構の全体像を特定するのは極めて難しいことが

予想される。しかし、高濃度 P4が優れた抗がん作

用のある生理活性物質である可能性は高く、デリバ

リー方法の改良を行うことで、P4を組み込んだ有用

な抗がん剤を開発することができる可能性がある。

そのため、その作用機序を包括的に理解することは
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極めて重要である。 

以前我々が抗腫瘍効果を明らかにした細胞株は、ト

リプルネガティブ乳がん細胞株やHEK293を含むが、

必ずしも核内受容体を発現する細胞に限定されない

ことから、P4の抗腫瘍効果はmPRaなどの膜受容体

を介するextragenicな反応であることが予想された。

P4は、Ca2+ influx を制御する progesterone receptor 

membrane component 1(PGRMC1) [3]、およびK+ を

制御する Kv1.3[4]の２つの voltage-gated ion channel

と結合し、ネクローシスやアポトーシスを亢進する

ことが報告されている[5]。PGRMC1がP4特異的で

ある一方、Kv1.3については、P4以外のステロイド

も結合するが、他のステロイドと比較して P4の親

和性が高いことが報告されている[4]。そこで、我々

は、P4がこれらのどちらかを主として阻害し、カル

シウムシグナルを効率よく制御することにより、高

い抗腫瘍効果を示すのではないかと考えた。 

PGRMC1が直接的に Ca2+を制御するのに対し、

Kv1.3は K+を制御するチャネルであるが、Kv1.3の

特異的な阻害剤である5- (4-Phenoxy)psoralen (PAP-1)

は、細胞を20分程度前処理することにより白血球の

Ca2+ influxを低下させることが報告されている [6]。

これは、最初Ca2+ influxは阻害されないが、K+の流

出が阻害されることにより、間接的にCa2+の流入が

阻害されて生じるためと考えられる。そのため、

PAP-1によるCa2+ influx抑制は、PGRMC1を介した

シグナル抑制に遅れて生じる可能性がある。P4によ

るCa2+ influxの制御が、PAP-1に先んじて生じるな

らば、P4による阻害はPGRMC1を介したシグナル

の直接的阻害である可能性が考えられる。また、

PAP-1 などと同じ動態を示すのであれば、Kv1.3の

寄与がある可能性がある。 

そこで本研究では、B細胞腫瘍株であるRajiを 

用い、P4を添加したRajiがKv1.3阻害剤であるPAP-1

添加と同様のCa2+ influxの動態を示すのか、比較解

析し、P4の早期のCa2+ influx抑制、及び細胞増殖抑

制にKv1.3ブロックが寄与する可能性を明らかにす

ることを試みた。 

 

2. 材料と方法  

 

1) 培地調製 

RPMI1640（島津ダイアグノスティクス株式会社 

東京 日本）にHEPES 

 (SIGMA-ALDRICH St.louis MO  USA ) を最終濃度

2.38mg/mlになるように添加し、また、炭酸水素

ナトリウム（富士フイルム和光純薬株式会社 大

阪 日本）を最終濃度 2mg/ml、ピルビン酸

(SIGMA-ALDRICH St.louis MO  USA) を最終濃度

0.11mg/ml、ペニシリンGカリウム(meiji seika フ

ァルマ株式会社 東京 日本)を最終濃度 100 

unit/ml 、硫酸ストレプトマイシン(meiji seika 

ファルマ株式会社 東京 日本)を最終濃度 0.1 

mg/ml、メルカプトエタノール（SIGMA-ALDRICH 

St.louis MO  USA）を最終濃度0.004µl/mlとなる

ように添加した。さらに、Fetal bovine serum 

(FBS) ( SIGMA-ALDRICH St.louis MO  USA )を最終

濃度 10％となるように添加した(RPMI1640 10％

FCS培地)。 

 

2)細胞培養 

ヒトバ－キットリンパ腫瘍細胞株(Raji) を 8.0×10

³/ml 密度で RPMI1640 10％FCS培地に懸濁し TPP 

TISSUE CULTURE FLASK 75（SIGMA-ALDRICH STL USA） 

に播種し、37℃ 5％ CO2に設定したインキュベータ

ーで培養した。最終密度が6x10⁶/FLASKとなった所

で回収、以降の実験に用いた。 

 

3)細胞質内 Ca
2+ 

ラベリング 

Ca2+ influx の測定には Cell Meter TM Flow 

Cytometric Calcoum Assay Kit(AAT  Bioquest. Inc 

santa clara CA USA)を使用した。Raji の細胞数を

計測し、遠心分離(467×g、 5min、4℃)して上清を

除去し、PBS10 mlで洗浄した。上清を除去して1ml 

PBSに懸濁し、1アッセイあたりを 50mltubeに分

注し、遠心分離(467×g、 5min、4℃)した。上清を

除去して室温で1ｘ10⁶/5mlで溶液Bに細胞を懸濁し

た。これにCalybryte520AM液を1μl/1 ｘ10⁶添加し

Ｃ液を最終濃度0.25mMになるように添加した。 

転倒混和後、37℃ 5％ CO2に設定したインキュベー

ターに 30分静置し、10分毎に転倒混和したのち、

遠心分離(467×g、5min、4℃)して上清を除去し、D

液に懸濁した。300µlずつメッシュを通して FACS 

tubeに移し、フローサイトメトリーにて解析を行っ

た。 

 

4) フローサイトメトリーによる Ca2+ influx の測
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定  

 

細胞懸濁液をミキサーで攪拌し BD LSRFortessaTM 

(Becton Dickinson and Company,Franklin  lakes、

NJ,USA)に装着し、室温で、10秒間フローサイトが

安定化するのを待ち、その後30秒間そのまま添加前

の Ca2+のベースラインとして蛍光強度（FL-1）を測

定 し た 。 FACS tube を 一 旦 外 し て 、

ionomycin( SIGMA-ALDRICH St.louis MO  USA )と濃

度条件を変えたP4（SIGMA-ALDRICH St.louis MO  USA）

あるいは PAP-1（Cheｍscene NJ USA monmouth 

junction ）を添加し再度BD LSRFortessaTMに装着し、

300秒間蛍光強度を計測した。計測開始10分後に再

度同条件で30秒間計測した。 

フローサイトメトリーの結果は解析ソフト FlowJo 

((Becton,Dickinson and Company,Franklin lakes 、

NJ,USA)を用いて解析した。 

 

5)統計処理 

統計処理はMicrosofto office  Professional Plus  

2016.16 （Microsoft  seattle WA USA）を用いて

行い、mean±Standard deviation(SD) を計算した、

またStudent’s t - test による有意差検定を行った。 

 

3. 結果 

 

１）P4によるCa2+ influx 阻害効果の亢進 

我々は最初に、B 細胞腫瘍系列である Raji の

ionomy-cin刺激によるCa2+ influx亢進へのP4の影響

を解析した。ionomycin添加直後にCa2+ influxは急上

昇するが、その後漸減し、10分後には最初のレベル

より高い濃度で安定した（図１A,B,C）。また、P4

は、2mM では ionomycinのみ添加群より高い Ca2+ 

influxを示したが、20mMより高い濃度では濃度依存

的にCa2+ influxを抑制した(図１B)。 

２）P4とPAP-1によるCa2+ influx 阻害効果の比較 

次に、Rajiの ionomycin刺激系に2~20 nMのPAP-1

を添加した場合のCa2+ influxの変化を測定した。先

行研究に従うとPAP-1の作用の適正濃度は10 nMで

あるため、この濃度をカバーする3段階の希釈系列

を決定し[6]、P4の1/1,000に設定した。2~200mM P4

および 2~200nM PAP-1 を添加して測定した結果、

PAP-1 2nMはP4 2mMと同程度のCa2+ influx亢進を

示した（図２）。一方、それぞれの濃度から10倍お

よび 100倍高い濃度で同様の ionomycin刺激を行い

Ca2+ influxを測定したところ、P4, PAP-1は共に濃度

依存的にCa2+ influxを抑制する傾向が観察された。

P4では2 mMと比較してCa2+ influxが50%程度低下

しており、有意にCa2+ influxを抑制することが明ら

かになった。一方、PAP-1 では平均 25%程度 Ca2+ 

influxが減少しており、2nMと比較して 100倍濃度

でも有意差は検出されず、P4と動態が異なることが

明らかとなった。 

 

 

図１ P4によるRajiのCa2+ influx阻害効果 

A. Rajiへの ionomicin投与後の Ca2+ influxの変化

（-30 secから300secまで）。縦軸はFL-1の蛍光強度

であり、相対的な細胞質内 Ca2+濃度を示す。Ca2+投

与後0 secから50 secずつのsectionとし、それぞれ

のdotの割合を示している。B. 0 secから300 secま

での其々のsectionの蛍光強度の平均値を算出し、P4

濃度毎に示した。C. ionomycin添加細胞について600 

sec (横軸0 sec)以降の蛍光強度の推移を示した。 

 

図２ PAP-1によるKv1.3阻害によるCa2+ influxの

抑制 

P4(A)、PAP-1(B)添加によるCa2+ influxの変化を600 

sec後に測定した結果(mean±SD)を示す、縦軸は図1

と同様である。有意差検定はStudentôs t-testを用い、

**はp<0.01である。 
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4. 考察・展望 

本研究では、P4がB細胞腫瘍株のCa2+ influxを濃度

依存的に抑制するか、また、Kv1.3の阻害剤 PAP-1

と P4が同様の挙動を示すのかについて検討した。

その結果、P4が低濃度では添加直後からCa2+ influx 

を亢進する一方で、それ以上の濃度では濃度依存的

にCa2+ influx を低下させることが明らかとなり、 P4

のRajiに対する抗腫瘍効果にCa2+ influxの低下が関

与している可能性が示された。 

一方、この分子機構に関与するKv1.3の阻害剤であ

るPAP-1添加によりCa2+の細胞質内濃度は対照群で

ある ionomycinのみと比較して低濃度ではP4同様上

昇し、その後、濃度が高くなるとともに低下傾向に

あるものの、10分後では高濃度 P4と比較して明確

な濃度依存的な低下は示されなかった。このように、

PAP-1添加後のCa2+ influxは高濃度P4とは異なる挙

動を示すことから、P4添加後の初期のCa2+ influxの

抑制については、PGRMC1に代表される他の経路も

関与することが示唆された。 

高濃度で P4が抑制効果を示すという現象について

は、例えば、PGRMC1以外でもTGF-b受容体を介し

たシグナルやPI3K/AKTシグナルがあることが報告

されている[5]。中でも、P4とそれにより誘導される

Ca2+ influx の低下は、その後ミトコンドリアの細胞

質膜に存在する mitochondrial permeability transition 

pore (MPTP)のopeningを活性化し、extragenicなアポ

トーシス誘導を促進する[5]。細胞質膜上の受容体及

びミトコンドリア膜上の受容体への P4の結合や機

能の誘導の研究は重要であるが、ミトコンドリア膜

上にあるとされるプロゲステロン受容体の機能解析

は進んでおらず、これについてもより詳細な解析が

待たれる。 

 

今後は、PGRMC1あるいは未同定のmPRŬに焦点を

当て、P4により阻害されるCa2+ influxの下流のシグ

ナルを同定していく予定である。 
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磁気共鳴画像化法による鱗翅目昆虫の休眠蛹の蛹化 9日目における 

体内の体液動態の解明 

 

Elucidation of fluid dynamics within the diapause pupa of lepidopteran insects on day 9 of pupation 

using Magnetic Resonance Imaging 

 

池上 聖人 1, 2，黒田 輝 1,3 
1東海大学総合理工学研究科総合理工学専攻，2東海大学先進生命科学研究所，3東海大学情報理工学部情報科学科 
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[要旨]  

完全変態昆虫の体内における組織変化を探るため，鱗翅目アゲハチョウ（Papilio Xuthus ）の蛹体内を磁

気共鳴画像化法（Magnetic Resonance Imaging, MRI）を用いて撮像し，形態ならびに水分子動態の変化を

解析した．拡散テンソル画像（Diffusion Tensor Imaging, DTI ）に基づく見かけの拡散係数（Apparent 

Diffusion Coefficient, ADC ）ならびに部分異方性（Fractional Anisotropy, FA ）の解析は体液の動きや

筋繊維の構造を観察し，蛹体内の組織変化の特徴を探るために有用であることがわかった． 

 

[ Abstract]  

To investigate tissue changes within the pupa of holometabolous insects, Apparent Diffusion 

Coefficient (ADC) and Fractional Anisotropy (FA)  analyses based on Diffusion Tensor Imaging (DTI)of 

Magnetic Resonance Imaging (MRI) were applied to Papillio Xuthus . In addition to morphological 

structure, dynamics of tissue  fluids in the d orsal vessels, malpighian tubules, proboscis, and 

compound eyes were recognized proving that the DTI technique useful for revealing the tissues change 

within the pupa.  

 

[ Key Words]  

Magnetic Resonance Imaging, Diffusion Tensor Imaging, holometabolous insects, pupa, metamorphosis  

 

 

1.はじめに 

 

完全変態昆虫は蛹期を経て幼虫と成虫で劇的な形態

変化を遂げる．蛹体内で幼虫組織が崩壊し成虫組織が

再構築される変態過程は，未だ多くの謎に包まれてい

る．蛹の外殻を形成するクチクラは硬く，対照的に内

容物は極めて柔らかいために，解剖して内部を観察す

ることは非常に困難である上，切開することで被検体

は死亡してしまう．X 線コンピュータ断層撮影法

（X-ray Computed Tomography, X -CT）は空間分解能

に優れ，詳細な組織観察が行えることに加えて，複数

回の観察も可能であるが[1-3]，電離放射線の照射が被

検体への致命的なダメージとなる[1]．これらの手法に

対し，磁気共鳴画像化法（Magnetic Resonance 

Imaging, MRI ）は電離放射線を用いないためほぼ非侵

襲であることに加え，水素の原子核を信号源とするた

めに X-CT よりも軟部組織の描出に優れているほか，

連続観察に適している．しかしながら，これまでの研

究では形態画像の取得のみに留まっており MRI の有

する多様な撮像技術が十分生かされてこなかった[4-6]．  

完全変態昆虫の代表的な種のひとつである，鱗翅目

に属するアゲハチョウは蛹で越冬する休眠蛹と，春か
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ら夏の間に孵化から羽化までに至る非休眠蛹が存在す

る．これらは蛹期間がそれぞれ半年以上と 2週間程度

と異なることから，その蛹体内の変化にも違いが存在

することが予想された。 

そこで本研究では，まずは観察期間の長く取れる，

アゲハチョウの休眠蛹を対象にした観察を試みた．解

剖学的な画像である横緩和強調画像（T2-weighted, 

T2W）に加えて，拡散テンソル画像（Diffusion Tensor 

Imaging, DTI ）を撮像し，拡散の程度ならびに異方性

の観点から水分子の動態を解析した． 

 

2.方法 

 

神奈川県横浜市鶴見区で採集されたアゲハチョウ休

眠蛹を自作容器に固定し，内径20mmのRF電磁波の

送受信コイルに挿入し，9.4 T 鉛直型 MR 装置

（ Ascend400WB/AvanceIII/ParaVission 6.0.1, 

Bruker）で撮像した．撮像条件は以下の通りとした：

T2W（TR/TE, 8200/40ms; slice surface, sagittal; slice 

thickness, 0.25mm; slice gap, 0mm; number of slices, 

36; FOV, 28×14mm; matrix, 256 ×128; spatial 

resolution, 109×109μm, number of averaging, 2 ），

DTI（TR/TE, 8000/32.9ms; slice surface, sagittal; 

slice thickness, 0.25mm; slice gap, 0mm; number of 

slices, 36; FOV, 28×14mm; matrix, 128 ×64; spatial 

resolution, 219×219μm, number of averaging, 2 ; 

δ, 2.5ms; Δ, 8.5ms; b-value, 650; MPG application 

axis, 30）．得られた画像は Digital Imaging and 

Communications in Medicine （DICOM）形式にて取

り出し，DICOM ビューアーのHoros（Horos project）

にて解析した．T2W は任意多断面再構成（Multi Planar 

Reconstruction, MPR）よりcoronal画像を作成し，DTI

は見かけの拡散係数（Apparent Diffusion Coefficient, 

ADC）ならびに異方性比率（Fractional Anisotropy , 

FA）画像を作成した． 

 

3.結果 

 

蛹化後9日目のT2WをFig. 1 に，ADC map ならび

にFA mapをFig. 2 に示す．ADC map ならびにFA 

mapでは形態画像で確認されにくい組織が観察された．  

 

Fig. 1  アゲハチョウ休眠蛹の T2W．coronal におけ

る抽出されたスライス(a)． (b, c )ならびに(f, g)

間のスライス間隔は 1mm，(c, d, e, f) 間のスライ

ス間隔はそれぞれ0.25mmである．赤の矢頭は背縦走

筋を示し，黄色の矢頭は背腹筋を示す．青の楕円は体

液溜[7]を示し，緑の楕円は精巣，橙の楕円はマルピー

ギ管を示す． 

 

Fig. 2 アゲハチョウ休眠蛹の ADC map(a- f) ならび

にFA map(g- l) ．FA mapの色とその異方性は頭尾方

向が青，背腹が緑，左右が赤とした．スライスの抽

出はFig. 1 と同様である．白の矢頭は口吻が格納さ

れている領域を，桃色の矢頭は眼を，緑の矢頭は背

脈管を示す．赤と黄色の矢頭はFig. 1 と同様である． 

 

4.考察 

眼や口吻が格納されている領域や背脈管では 1600

μm2/s 程度と速い拡散が観察されたほか，飛翔筋であ

る背縦走筋（dorsal longitudinal muscles, DLM ）なら

びに背腹筋（dorsal ventral muscles, DVM ）の走行に

沿った異方性が観察された．ADCならびにFA解析は，

体液の動きや筋繊維の構造を観察し，蛹体内の組織変

化の特徴を探るために有用であると考えられた．体液

溜[7] は，完全変態昆虫の別の種である鞘翅目カブ

トムシと比較すると非常に小さいことがわかった．  

 

5.結論 

 

蛹化9日目のアゲハチョウ休眠蛹において，管状の組織

においてはADCが高く，筋肉組織においてはその走行に沿
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ったFAを示したうえ，背脈管は頭尾方向に異方性を持つこ

とがわかった．これにより， 組織変化の解明のための一ス

テップとして，体液動態の特徴を一部抽出することができた． 

 

6.展望 

 

 アゲハチョウ蛹は個体サイズが小さいため，より高

分解能の画像を得ることでさらなる情報を得る．今回

は休眠蛹の蛹化 9日目のデータのみであるが，蛹化か

ら羽化まで連続的に撮像することで組織変化とそれに

伴う水分子動態を観察する．さらに，非休眠蛹につい

ても観察することで蛹期の長さの違いが組織変化の速

さと関連するかを調べる． 
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脳波計測を用いた長期・短期的内発的報酬つき強化学習の脳基盤の検討 

 

Investigating the Neural Mechanisms of Reinforcement Learning with Short- and Long-term Intrinsic 

Rewards Using Electroencephalography 

 

倉重 宏樹，山田 遼介 

東海大学情報通信学部 

 

Hiroki Kurashige, Ryosuke Yamada 

School of Information and Telecommunication Engineering, Tokai University 

 

[要旨]  

先行研究から，人を含めた動物も強化学習にしたがった意思決定を行うこと，およびその処理の脳基盤

が明らかになってきている．本研究ではこれを内発的報酬を持つ強化学習に拡張する．迷路探索課題中の

人から得た行動データと脳波計測データをモデルベースの手法で解析したところ，推定された強化学習パ

ラメータと各人の好奇心の特性に妥当な対応が見られること，推定された短期・長期的な内発的および外

的報酬に関わる潜在変数と各場面への脳活動応答に妥当な対応が見られることが示された． 

 

[ Abstract]  

Previous studies have revealed that animals, including humans, make decisions based on 

reinforcement learning and the brain basis of this processing. In this study, we extend this to 

reinforcement learning with intrinsic reward. We used model -based methods to analyze behavioral 

and electroencephalographic data obtained from individuals during a maze exploration task . We found 

that there was a reasonable correspondence between the estimated reinforcement learning parameters 

and the individual's curiosity characteristics . Moreover, it is shown that the brain activity 

responses to each situation  is predictable from the estimated short -  and long - term intrinsic and 

extrinsic reward - related latent variables .  

 

[ Key Words]  

human brain, electroencephalogram, reinforcement learning, intrinsic rewards, curiosity  

 

 

1.はじめに 

強化学習は未知の環境に対してトライアルアンドエ

ラーを繰り返すことで最適行動を学習する AI アルゴ

リズムである[1]．強化学習では行為主体であるエージ

ェントと環境を想定する．エージェントは現在の状態

に対して行動を選び，それに対して環境は確率論的な

法則に従って状態を移し，エージェントに報酬を与え

る．報酬は正のもののみならず，負であることやゼロ

であることもある． 

人や動物の行動が特定の AI モデルと相同に振る舞

うと想定し，行動データや実験課題の条件といった測

定可能な変数をそのモデルの対応する変数にフィッテ

ィングすることで，その背後にある潜在変数やパラメ

ータを推定することができる．こうして得られた潜在

変数やパラメータを脳活動や脳構造と比較することに

よって，その行動が実際にそのようなモデルに相同な

仕組みによって担われているか，さらにはその脳基盤

は何かを探ることができる．このような方法論をモデ

ルベースアプローチと呼ぶ[2]．これを用いた先行研究

により，人を含めた動物は実際に強化学習にしたがっ

た行動意思決定をおこなっていること，さらにそれが

モデル中の特定の変数やパラメータに対応づけ可能な

脳活動や脳構造に基盤を持つことが明らかになってき

ている[3-6]． 
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これまでのモデルベースアプローチを用いた人や動

物の強化学習を検討した研究では，報酬として，人の

場合は課題成功の明示的フィードバックや金銭，動物

の場合はエサといった，いわゆる外的報酬が用いられ

てきた．しかし，人を含めた動物は，そのような外的

報酬がない場合にも何らかの基準にしたがった行動意

思決定の選好を示す．これは内発的動機づけと呼ばれ，

心理学や学習科学，教育工学といった分野でその性質

や応用が研究されてきている[7,8]． 

AI 研究のコミュニティにおいても内発的動機づけ

はホットトピックの一つである[9,10]．とくにスパース

報酬と呼ばれる外的報酬が稀な状況において，内発的

動機づけを強化学習に組み込むことで，探索が効率化

されることが示されてきている．これは報酬関数のな

かに，予測からのずれで定義される新規性や，状態・

行動の一貫性を報酬とする項を導入することで実装さ

れる．このような強化学習のクラスは「内発的動機づ

けを持つ強化学習」「好奇心駆動型強化学習」等と呼ば

れている． 

本研究では人の探索行動が「内発的動機づけを持つ

強化学習AI」に相同なメカニズムで動いていると仮定

し，モデルベースアプローチを用いてこれを検証した．

とくに，迷路探索課題を行なっている人から測定した

行動データからベイズモデリングの方法によって強化

学習モデルの潜在変数とパラメータを推定した．これ

をelectroencephalogram (EEG)脳活動データおよび質

問紙で得た好奇心特性と比較した． 

 

2.方法 

1) 参加者 

16名の日本語を母語とする健康な成人男女を対象と

した(年齢：18 歳–23 歳)．全員が正常視力あるいは正

常範囲の矯正視力を持っていた．本研究はヘルシンキ

宣言を遵守し，東海大学「人を対象とする研究」倫理

委員会で承認を受けたプロトコルのもと実施された．

実験前に各参加者に書面と口頭による説明を行い，手

書きによるインフォームドコンセントを得た． 

 

4) 実験課題 

EEG 計測下において4×4のグリッド状に配置した

部屋を移動する迷路探索課題を行なった（図１A）．こ

れは左下の部屋がスタート，右上の部屋をゴールとし，

ボタン押しによって左右どちらかのドアを開けること

で確率的に次の部屋に遷移するマルコフ決定過程課題

となっていた．中央の 4つの部屋については，左ボタ

ンに上下遷移，右ボタンに左右遷移が割り当てられて

いる部屋と，左ボタンに左右遷移，右ボタンに上下遷

移が割り当てられている部屋を交互に配置した．いず

ΧΧ

room action moveA

B

 

ᶫ  (A) EEG計測中の行動課題画面．(B) ベイズモデルに拡張したGao-Edelman モデルのベイジアンネットワ

ーク．赤字はパラメータ，青字は過去のステップで観測された変数，マゼンタはこのモデルから生成される行動

変数を表している．詳細は本文を参照のこと． 
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れの場合も下遷移 40%・上遷移 60%もしくは左遷移

40%・右遷移 60%とした．壁側の部屋についても基本

的には同じ遷移規則を設定したが，遷移不能な方向に

ついてはその部屋に留まるとした． 

ボタンを押すとドアが開いているシーンが 1秒間提

示され，その後移動中を表すテキストが 2秒間提示さ

れ，それから次の部屋が提示された．ゴールに辿り着

くとまたスタート地点に戻され，そこからまったく同

じ迷路の探索が開始された．参加者はこれを繰り返し

た． 

参加者にはゴールまでなるべく早くたどり着くよう

にすることがタスクとして伝えられ，左右のボタンを

押すと対応するドアが開くこと，ドアは確率的にどこ

かにつながっていること，その確率自体や迷路の構造

は課題を通して不変であることだけが伝えられ，迷路

の具体的な構造や遷移確率は伏せられていた．明示的

な課題成功のフィードバックはゴールの提示のみであ

ったため，これはスパース報酬条件の強化学習課題と

みなせる． 

参加者は最初ゴールを含めて 4つの部屋からなる簡

易版の迷路の探索を操作の練習のためにプレーし，そ

れから45分間の本番課題をプレーした． 

課題のプログラムはWin32API を用いて作られた． 

 

5) EEG計測・前処理 

EEG データは32ch Polymate V (ミユキ技研, 日本)

を用いて計測された．電極は'Fp1'，'Fp2'，'F3'，'F4'，

'C3'，'C4'，'P3'，'P4'，'O1'，'O2'，'F7'，'F8'，'T3'，'T4'，

'T5'，'T6'，'Fz'，'Cz'，'Pz'，'AFz'，'FC5'，'FC6'，'FC1'，

'FC2'，'CP1'，'CP2'，'CP5'，'CP6'，'PO3'，'PO4'に配

置された．計測データはサードパーティの MATLAB

（MathWorks, U.S. ）ツールボックスである

EEGLAB[11] を用いて前処理をした．具体的には

1-40Hzのバンドパスフィルターを適用後，ICA を用い

て同定されたアーチファクト成分を除去し，平均への

再基準化を行なった． 

 

6) 質問紙 

EEG 計測実験の前に日本語版CEI -II 質問紙[12,13]

を用いて知的好奇心の特性を調べた．これは 9項目か

らなる質問紙であり，自分がすでに有しているものを

成長させるために新しい機会を探し求める伸展型好奇

心と予期しない出来事でも積極的に受け入れる拡張型

好奇心という好奇心の下位尺度から構成されている． 

7) モデル 

本研究で用いたモデルは，Gaoと Edelman によっ

て提案された短期および長期的内発的報酬を組み入れ

た強化学習モデル[14]（以下ではGao-Edelman モデル

と呼ぶ）をベイズモデルへと拡張したものである（図

１B）．そこでまずGao-Edelman モデルを手短に説明

し，それからそのベイズ拡張を説明する． 

状態を ，行動を ，外的報酬を と置き，時刻 までの

これらの事象の履歴を と書

くとする．Gao-Edelman モデルではこの履歴上に定義域

を持つ次の報酬関数の想定する： 

 

これは短期的な事象に関する報酬 と長期的な事象に関

する報酬 の重ね合わせである． はその重みづけを定

めるパラメータである． は次の式で定義される： 

 

はそれぞれ状態新規性，行動新規性，外的報

酬で，次のように定義される： 

 

 

 

と は新規性を好む度合いを定めるパラメータとして

解釈できる．ただし， は以前に を訪れたとき

からのステップ数である．また は以前に で

行動 を行ったときからのステップ数である．いずれの

場合も，計算リソースの問題から20ステップを考慮する

最大のステップ数とした． は次で定義される： 

 

は(短期的事象に関する)報酬の予測誤差であり，次

で与えられる： 

 

これは短期的な報酬を長期 ( としている) に渡

って平均した値からのずれであるため，長期的な事象に

関わる報酬であると言える． は短期的な事象に関す

る報酬の長期的一貫性であり，次で与えられる： 

 

 

Gaoと Edelman の論文では，ある強化学習タスクを

幾らかのパラメータ値や設定のもとでQ学習によって解
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き，それらパラメータや設定がAI エージェントの挙動に

与える影響が調べられた．これはパラメータを所与とし

て主体の行動を見るアプローチである（パラメータから

行動）．しかしそのままでは，逆に行動がデータとして与

えられたときに，そのような行動を生む主体が有してい

るであろうパラメータを知ることはできない（行動から

パラメータ）．そこで本研究ではこのモデルをベイズモデ

ルに拡張し，ベイズ推論の枠組みで行動データからパラ

メータを推定できるようにした．これを以下で説明して

いく． 

先行研究同様，本研究でもQ学習を想定する．その行

動価値関数は以下で定められる： 

 

 

次のように，その値からソフトマックス関数を通じて

行動選択確率 が生成されるとした： 

 

具体的な行動 は，この をパラメータとするベルヌー

イ分布から生成されるとした： 

 

これは二択からなる確率的行動選択の標準的なモデル

化である．詳しくは[1]を参照のこと． 

学習率 および割引率 はともにベータ分布から生成

されるとした： 

 

 

と とのあいだの重みづけを与えるパラメータ はベ

 

ᶫ  推定されたパラメータ値と拡張型好奇心の相関分析．拡張型好奇心は，5件法を最小1点，最大5点とし

て，対応する項目の平均値で定めた．パラメータ値はハミルトニアンモンテカルロ法で推定した事後分布の平均

値で定めた．各点は各参加者を表す．5%水準で有意となったものをマゼンタ色にしている．参加者数の少ない

パイロット研究であるため，多重比較補正は行わなかった． 
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ータ分布から生成されるとした： 

 

新規性を好む度合い と はベータ分布から生成される

とした： 

 

 

以上のように，本研究では[0,1]の範囲に値を持つパラメ

ータは，[0,1]上で定められる確率分布であるベータ分布

ですべてモデル化している．現時点ではこれらに特別な

事前情報を仮定していないため，分布パラメータはすべ

て(1,1)とし，一様分布に等しくしている．しかしながら，

何らかの事前知識を組み入れて分布パラメータ値を定め

ることや，分布パラメータも生成対象とするような階層

化も可能である． 

短期的な事象に関する報酬 および長期的な事象に関

する報酬 をなす各要素への重みづけは，それぞれディリ

クレ分布から生成されるとした： 

 

 

ディリクレ分布は，n 次元単体（今回の場合は 3次元単

体）上に値を持つことから，多値の離散確率や割合のパ

ラメータの生成に標準的に使われる分布である．今回は

重みづけの割合を生成するため，これを用いた． 

以上のベイズモデルを先述の迷路探索課題から得られ

た行動データに適用し，潜在変数およびパラメータ推定

を行なった．モデルは RStan (v2.21.8; Stan 

 

ᶫ  推定されたパラメータ値と伸展型好奇心の相関分析．伸展型好奇心は，5件法を最小1点，最大5点とし

て，対応する項目の平均値で定めた．パラメータ値はハミルトニアンモンテカルロ法で推定した事後分布の平均

値で定めた．各点は各参加者を表す．参加者数の少ないパイロット研究であるため，多重比較補正は行わなかっ

た． 
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Development Team, 2023)で実装し，ハミルトニアンモ

ンテカルロ法で潜在変数およびパラメータの事後分布を

算出した．チェーン数は4，繰り返しステップ数は2000，

ウォームアップステップ数は1000とした． 

 

3.結果と考察 

1) 好奇心特性と強化学習パラメータの比較 

内発的報酬に従った探索行動は好奇心と関与すると考

えられる．そこで，各参加者の行動データからハミルト

ニアンモンテカルロ法によって推定された各パラメータ

の事後分布の平均を，質問紙で測定した拡張型好奇心と

伸展型好奇心の値と比較した．まず大きな傾向として，

拡張型好奇心に対してはいくらかのパラメータが相関し

ていたが（図２），伸展型好奇心と有意に相関するパラメ

ータは見られなかった（図３）． 

拡張型好奇心と相関を示している個別のパラメータに

ついて見ていく．まず割引率 が負に相関していた．これ

は拡張型好奇心が高いほど即時的な報酬よりも遠隔的な

報酬を好むということであり，拡張型好奇心が自分がす

でに有しているものを成長させることを好む心的傾向で

あることに整合であると考えられる．また外的報酬への

重みづけ が正に相関していた．今回の課題では外的報
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ᶫ  正中溝上の各電極の応答振幅を従属変数とした重回帰分析の回帰係数．横軸に記している変数が説明変数

である（ と はそれぞれモデルの式の と に対応している）．従属変数である脳活動応答は，左

列は部屋に入ってから100msから300msの期間の応答振幅の平均，中央の列は行動選択の200ms前から0ms

までの期間の応答振幅の平均，右列は次の部屋に移動する場面の開始から100msから300msの期間の応答振幅

の平均とした．5%水準で有意だった回帰係数をマゼンタで着色した．エラーバーは95%信頼区間． 
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酬はゴールへの到達であるので，拡張型好奇心が高い方

がそもそもの目標を追うことを好むというこの結果は，

この好奇心の意味から考えても妥当と考えられる．また

予測誤差への重みづけ は正に相関していた．これは

予想外のことを好むということであり，そもそもの知的

好奇心の意味を考えれば，これにも妥当性がある．また

正の報酬についての長期的一貫性への重みづけ は負

に相関していた．これも先の予測誤差への選好と同様の

理由で妥当と考えられる． 

 

2) EEG脳活動と報酬関連潜在変数の比較 

次に脳活動と行動データから推定された報酬に関わる

潜在変数の事後分布の平均を比較した．具体的には，正

中溝上に位置する4つのEEG電極(ôAFzõ, ôFzõ, ôCzõ, ôPzõ)

の各々に対し，それらから得られた応答振幅を潜在変数

， ， ， ， を説明変

数とする重回帰分析で予測した． 

大きな傾向として，部屋に入ってから行動を選ぶまで

の“状態が確定している状況”（図４左列と中列）におい

ては短期的事象に関わる報酬を構成する ， ， が

EEG応答に関与し，行動を選んでから次の部屋に移るま

での“状態が不確定の状況”（図４右列）においては長期

的事象に関わる報酬を構成する と がEEG応答に

関与していた．これは，前者の状況ではまさにいま目の

前に提示されている状態の処理が進行しているのに対し，

後者の状況では過去の記憶に依拠した処理が進行してい

るためと考えられる．実際，後者において と の両

方がPz応答の予測に寄与していたが，Pzの位置は大脳

皮質においてエピソード記憶の処理に深い関与を持つ楔

前部[15]に対応する． 

ほかに特徴的な観察として，行動選択の直前（図４中

列）においては状態新規性に対応する が前頭の電極に

おいては EEG 応答に負に，頭頂の電極においては正に

寄与していた．前頭の電極位置は，大脳皮質において価

値の処理に関わる内側前頭前皮質や前部帯状皮質に対応

する[16-18]．頭頂の電極は，先述の通り，エピソード記

憶の処理に関与が深い楔前部を含む．ここから，とくに

行動選択においては状態新規性を価値と記憶の両面から

評価する処理が行われている可能性がある． 

また Fz 電極の応答はすべての期間で何らかの変数か

ら予測されていた．これは上述の通りFzが価値の処理に

関与の深い前部帯状皮質上に位置するためと考えられる． 

 

4.まとめと展望 

本研究では短期的・長期的事象に関わる内発的およ

び外的報酬を組み入れた強化学習モデルをベイズモデ

ルのかたちに拡張し，迷路探索課題中の人から測定し

た行動データから，モデルのパラメータおよび潜在変

数を推定した．推定されたパラメータを質問紙で測定

した個々人の好奇心特性と比較したところ，とくに拡

張型好奇心について，いくらかのパラメータと妥当な

対応が見られた．また推定された潜在変数は，その場

面に応じて脳の正中溝上のEEG応答を予測した． 

 以上の結果は，人が内発的報酬を組み入れた強化学

習アルゴリズムと相同性のある方法で行動意思決定を

行っていることを示唆する．加えて，その脳活動部位

との対応から，その処理には価値やエピソード記憶の

処理に関わるとされている脳部位が関与していること

が示唆された． 

一方で，本研究は多くの変数とパラメータを含むモ

デルに対してそのままベイズ推論を適用しており，こ

れがその推定精度を低めていた可能性がある．実際，

潜在変数からの脳活動の予測の効果量は大きくない．

崩壊型ギブスサンプリング[19]などの方法によって変

数のいくらかを周辺化する等，推定上の工夫を行うこ

とでこれが改善しうると考える．また今回は脳活動の

解析を時間領域で行ったが，これを周波数領域で行う

ことも精度の向上に寄与しうる．これらは今後の課題

である． 
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