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[要旨] 

Podoplanin (PDPN)と血小板の CLEC-2 との結合を阻害し、PDPN 惹起による血小板凝集を選択的に阻害し得

る新規抗血栓症治療薬の開発を進めている。これらの CLEC-2阻害化合物の薬効評価に先立ち、本研究では

マウス深部静脈血栓モデルの構築を行い、再現性の高い安定した結果が得られることを確認した。続いて本

モデル系での CLEC-2阻害化合物の薬効評価に着手した。複数の投与経路で試してみたが、現時点では血栓

形成抑制効果は見られていない。今後さらに投与溶媒ならびに投与ルートを工夫し、引き続き同モデルで評

価を行うとともに、別の病態モデルにおいても薬効評価を行う予定である。 

 

[Abstract] 

We have been developing novel anti-platelet agents that inhibit the interaction between platelet receptor CLEC-2 and 

podoplanin (PDPN). To evaluate the effectiveness of our CLEC-2 inhibitor compounds, we first assessed the suitability 

of the inferior vena cava (IVC) stenosis model in mice as a thrombosis model for our compounds and validated. We 

have tested our compounds on this mice model via various administration routes but so far obtained no promising results. 

We will need to improve drug vehicles and administrative routes as well as analyze anti-thrombosis effects in other 

thrombosis models. 

 

[Key Words] 

tumor metastasis, thrombosis, invasion, platelet aggregation 

 

 

1.はじめに 

Podoplanin (PDPN)は、ある種のガン細胞や炎症時の

マクロファージなどに発現誘導される膜タンパク質で

ある。PDPNには血小板活性化ドメインがあり、これ

が血小板膜上の膜タンパク質である C-type lectin 

receptor-2 (CLEC-2)に結合して血小板の活性化を誘

導する。この結果、血小板は凝集し、血液凝固系を活

性化させ血栓形成を導く[1]。末期ガンや重症感染症に

おいては全身の血管に血栓症[播種性血管内凝固症候

群(Disseminated Intravascular Coagulation: DIC)が

起こり多臓器障害の原因となるが、PDPN -CLEC2結

合を介した血小板活性化がこの一因として示唆されて

いる[1, 2]。したがって、PDPN と CLEC-2 との結合

を阻害できる化合物は、ガン、感染症、炎症に起因す

る幅広い血栓症に対して治療効果・予防効果が期待で

きる。我々は in silico 化合物ドックングシミュレーシ

ョンと、我々が独自に開発した in vitro 化合物結合阻

害能評価系との連携したスクリーニングにより、これ

1
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まで5種のヒット化合物を得た[3]。その後、ヒト血小

板の PDPN 惹起凝集に対して最も強い抑制を示した

化合物D12に着目し、共通の基本骨格を有し置換基の

みが異なる化合物のスクリーニングを行い、新たに10

種類のヒット化合物を得た。これらの化合物はいずれ

もヒト洗浄血小板の PDPN 惹起凝集に対し選択的な

抑制活性を示した(未掲載)。さらに、ヒト血小板に対し

てよりも若干抑制効果は弱いが、マウスの洗浄血小板

において、PDPN依存的な活性化を抑制できることが

判明した(図 1)。そこでマウス血栓症モデルを用いて

我々のCLEC-2阻害剤の薬効評価に着手した。本紀要

においてはモデル系の構築ならびにいくつかの候補化

合物の結果を報告する。 

 

2.結果の概要 

1)深部静脈血栓モデルの作成 

寝たきり状態や飛行機などで長時間座席に座り続けた

場合、血流の滞った深部の静脈で血栓が形成されるこ

とがある(後者はエコノミー症候群と呼ばれる)。これが

解離して血流にのった場合、心臓から肺動脈を経由し

て肺内部の動脈の塞栓をもたらす(肺塞栓症)。 

深部静脈血栓の動物モデルとして、外科的に下大静

脈(Inferior vena cava, IVC)を狭窄して血栓形成を誘

導する方法が広く用いられている(IVC stenosisモデル

[4])。この血栓症モデルにおいては、CLEC-2ノックア

ウトマウスで血栓量低下すること[5]、さらにCLEC-2

阻害活性が報告されているコバルト配位ヘマトポルフ

ィリン(Co-hematoporphyrin)の静脈内投与によって

血栓量低下することが報告されている[6]。機序として

は IVC の虚血状態に伴う炎症(sterile inflammation)

により血管内皮細胞にPDPN発現誘導され、CLEC-2

を介した血小板活性化が血栓形成に関与すると考えら

れている。そこで、我々のCLEC-2阻害化合物の薬効

評価もまず本モデルを用いて行うことにした。以下が

作成の手順となる。 

①マウスを麻酔下で開腹し、下大静脈(inferior vena 

cava: IVC)から側方へ分岐する iliolumbar vein等の細

血管(以下 side branch; 0~4 本の個体差あり)をすべて

結紮する。見逃して結紮できなかった場合、血栓形成

は著しく阻害される。 

②左腎静脈直下部分においてIVCと腹大動脈を剥離し

た小孔から糸を潜らせ、30-G 注射針を挟んで IVC を

結紮し、その後注射針を除く。この結果 90%の狭窄状

態になるといわれる[4]。 

③ 48時間後に安楽死させ開腹する。血栓の分離に先

立って、IVC の side branchの結紮に見落しがないか

どうか確認を行う。さらに IVC 背部の分岐(以下 back 

branch)の有無も確認する。尚back branchの結紮は事

実上不可能である。ただし通常 side branch より管径

が細く通常見逃しても影響は小さい)。検証後、IVCを

狭窄部分から下肢分岐部まで切除し、血管内から血栓

を押し出し、血栓重量を測定する。 

 

図1に示すように、C57BL/6Nマウスを用いた我々の

狭窄条件においても、血管へのPDPN発現、ならびに

48時間で20～25 mgの血栓が安定して形成された。 

 

 

 

 

2) 血小板の関与の検証 

2
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本モデル系での血栓形成が血小板の活性化依存的かど

うかを抗血小板薬Ticlopidineを用いて検討した(図3)。

Ticlopidineは不活性型のプロドラッグであり、肝臓で

代謝されて活性型となり、ADP 受容体 P2Y12 を非可

逆的に阻害する。Ticlopidineは手術当日、翌日とも各

回30 mg/kgで2回経口投与を行った。結果としては、

血栓形成が劇的に抑制された個体と、ほとんど効果が

見られない個体とに 2 極分化した。平均としては血栓

抑制傾向が見られたが、統計的有意差は見られなかっ

た。 

Ticlopidineの結果の不安定性の原因を探るべく、同

化合物をICRリタイアマウスに 2回投与し(採血24時

間前と14時間前、各回30 mg/kg)、洗浄血小板を調製

し凝集能を調べた。ところがこの条件ではADP惹起凝

集、collagen惹起凝集とも抑制は 30%程度であること

が判明した。マウスでの報告は不明であるが、ラット

においては Ticlopidine の薬効発現遅く、一方

Clopidgrel は即効性であること報告されている[7]。

Ticlopidineの薬効発現の遅さが我々の実験でのバラつ

きの大きに寄与している可能性が示唆された。そこで

即効性のClopidgrel用いることにした。Clopidgrelは

投与 4 時間で ADP 惹起凝集がほぼ抑制し、また本血

栓症モデルにおいても血栓症を減少させた(未掲載)。こ

れより血小板の活性化抑制剤は我々の病態モデルにお

いて抗血栓効果を発揮することが確認できた。 

3) 候補化合物の深部静脈血栓モデルでの効果 

候補化合物のDMSOストック溶液をPBS希釈した場

合、高濃度では完全に溶解せず、不溶性微粒子が混在

する懸濁液状態となった。この懸濁液を用い、まず皮

下投与によって評価した(30 mg/kg x 4回投与)。図4

に 3 種の化合物(X, Y, Z)それぞれを独立に評価しまと

めた結果を示した。候補化合物に抑制傾向は全くみら

れないため、この投与法は一旦中断することにした。 

次に同用量での経口投与を試したが、抑制効果は見

られなかった(図5)。続いてマウスでの薬効評価でオー

ソドックスな腹腔内投与で試した(図6)。しかしこの投

与法では、48時間後の解剖時に腹腔内に出血が見られ

た。IVC 狭窄では開腹手術を行っており、縫合部分は

ステープラーで補強し腹腔をやや圧迫しているため、

投与時に注射針による腸管膜の損傷や懸濁状の化合物

の粒子による炎症惹起の可能性が考えられた。いずれ

にせよ腹腔内投与で薬効評価を行うには大幅な改善が

必要となる。 

 

4) 候補化合物の深部静脈血栓への影響 

化合物の投与によりこれまで血栓量の減少効果は見ら

れていないが、血栓の形状には肉眼でも違いが見られ

た。IVC 血栓は肉眼で赤色部分と白色部分が入り混じ

った状態で観察されるが、いずれの投与経路の場合で

も、CLEC-2 阻害剤投与群では白色部分の割合が減少

していた。そこで血栓の違いを透過型電子顕微鏡で観

察した(図7)。白色部分はフィブリン様の繊維質であり、
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赤色部分は赤血球が変性した状態であった。血小板様

の粒子の含量はいずれの部分においても低く、またコ

ントロールと化合物投与群で顕著な違いは見られなか

った。 

 

3.考察＆展望 

今回、IVC 狭窄モデルでは薬効評価を優先した。すな

わち化合物の不溶性粒子は生体内で溶解して吸収され

ることを前提として、懸濁液状態で投与を行った。し

かし効果が見られない以上、この前提をしっかり検証

する必要がある。各投与ルートで投与した化合物がど

の程度血中に取り込まれているか、さらに血液中濃度

の半減期等を明らかにして用量と投与タイミングを至

適化する必要がある。また、投与溶媒も工夫し溶解性

を高め、静脈内投与への持続投与、飲水投与なども試

みる必要があると考える。しかし薬物動態解析

(ADME)や製剤化は専門性が高く、学内で行っている

研究室はないため、これらを迅速に行うには製薬会社

の専門部門との連携が必要とも考える。  

これまでのところ、我々のCLEC-2阻害化合物には

IVC 狭窄モデルにおいて血栓重量において抑制効果は

見られていない。しかし血栓の形状には違いが現れて

おり、何らかの効果が発揮されている可能性が判明し

た。今後、この違いをさらに解明を進めて行く予定で

ある。 

また、今後は他のモデルでの薬効評価進めていく必

要がある。脳梗塞や心筋梗塞など、動脈硬化のプラー

ク崩壊が引き金となる血栓症は莫大な患者がおり、世

界的な問題である。動脈硬化プラーク内に蓄積したマ

クロファージは PDPN の発現量が増加していること

を鑑みると[2]、我々のCLEC-2阻害剤は脳梗塞や心筋

梗塞に対する予防薬、治療薬としての効果も期待でき

る。適切な病態モデルを構築し薬効評価を行いたいと
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考えている。 

現在臨床で用いられている抗血小板薬は ADP 受容

体阻害剤(Clopidgrel など)とトロンボキサン A2 

(TXA2)産生を抑えるシクロオキシゲナーゼ阻害剤(ア

スピリンなど)あり、いずれも血小板の連鎖反応的な活

性化を抑えるため幅広い適用が可能である。しかしこ

の反面、いずれも出血リスクを高める欠点が問題とな

っており、惹起物質に対して選択性の高い薬剤の出現

が望まれている[8]。我々のCLEC-2阻害剤はまさに現

在の医療ニーズを満たすものであり、一刻も早く臨床

現場へ届けたいものである。 
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[要旨] 

生体内の重要な抗酸化分子であるグルタチオンは加齢と共に発現量が低下し、さらに酸化ストレス等

により不足するが補給は容易ではない。本研究では、細胞表面や血流中に存在するγ-グルタミルトラ

ンスペプチダーゼ(γ-GTP)による分解を受けない単糖修飾グルタチオン誘導体の調製を試みた。N-ア

セチルグルコサミンを付加した誘導体はγ-GTP抵抗性を有し、未修飾と同等以上のメラニン生成抑制

効果を示した。本修飾法はグルタチオンを用いる治療の効率向上に活用できると期待される。 

 

[Abstract] 

Glutathione, an important antioxidant molecule in vivo, decreases in expression with age, and is insufficient due to 

oxidative stress, etc., but replenishment is not easy. In this study, we tried to prepare monosaccharide-modified 

glutathione derivatives that are not degraded by γ-glutamyl transpeptidase (γ-GTP) present on the cell surface and 

in the bloodstream. Derivatives with N-acetylglucosamine had γ-GTP resistance and showed a melanogenesis 

inhibitory effect equal to or higher than unmodified. This modification method is expected to be utilized for the 

efficiency improvement of the treatment using glutathione. Additionally we have obtained the result that 

selenoglutathione in which cysteine residue of glutathione is replaced with selenocysteine has much higher 

antioxidant effects than glutathione, and the modification of this study seems to be applicable to selenoglutathione.  

 

[Key Words] 

glutathione, selenoglutathione, gamma-glutamyltranspeptidase, melanogenesis, oxidative stress 

 

 

1.はじめに 

セレンは必須微量元素であり、生体内では主として

セレノシステイン(Sec)というアミノ酸として存在する。

Secは自然界に存在する21番目のアミノ酸であり、シ

ステイン（Cys）の硫黄がセレンに置換されている。生

体内の中性付近の pH では、チオール基とセレノール

基のpKaの違いに基づき、Secの方がCysよりも明確

に反応性が高い[1]。そのため、酸化還元反応に関与す

る酵素の活性部位に含まれるSecをCysに置換すると

酵素活性が著減する例が多数報告されている[2]。 

本プロジェクトは、セレンの高い抗酸化力を活用し

て細胞の酸化ストレス・糖化ストレス抵抗性を向上さ

せ、健康の維持に役立てて QOL を高めることを目的

とする。そこで、生体内で最も重要な抗酸化分子であ

るグルタチオンに着目し、Cys 残基を Sec に置換して

反応性を高めたセレノグルタチオンを調製してその反

応性と有益性を検証してきた。しかしながら、グルタ

チオンを医薬品として用いるには幾つかの障害がある。

本研究では、外界から生体内に供給されたグルタチオ

ンの半減期を延長する目的で単糖で修飾したグルタチ
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オン誘導体を調製し、酵素による分解への抵抗性と抗

酸化分子としての反応性を検討した。 

2.研究の概要 

【先行研究による成果】 

グルタチオン はL-グルタミン酸 (L-Glu)、L-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。

L-Cys のチオール基が還元反応に必須であり、還元型

GSH と酸化型二量体 GSSG の比は生体内で厳密に制

御されている。酵素の補酵素として、また、独自で求

核性分子として有毒な共役受容体に結合するなど、多

様な反応系に関与している。本研究では、L-Cys を

L-Secに置換したセレノグルタチオン（還元型GSeH、

酸化型二量体GSeSeG）をデザインした（図１）。GSeH

は水溶液中で強い還元性を示し、容易に安定な

GSeSeG となる。我々はこれまでにGSeSeGの効率の

良い化学合成法を確立し、その反応性の解析と細胞の

酸化および糖化ストレス抵抗性向上への効果の検証に

取り組んできた[3-9]。 

(1) in vitroの実験系 

GSeH はGSH が補酵素として寄与する有害化合物

無毒化経路で、非酵素的反応により標的分子を無毒化

することが示唆された[5, 7]。 

GSeSeG は GSSG と同様にグルタチオン還元酵素

（GR）の作用を受ける。生成されたGSeHは、 

① 過酸化水素 (H2O2)を無毒化するグルタチオンペル

オキシダーゼ（GPx）非存在下でH2O2濃度を顕著

に低下させた。 

② メチルグリオキサール(MG)を無毒化する経路に必

須の老化抑制因子グリオキサラーゼ 1 (GLO1) 非

存在下でMG濃度を迅速に低下させた。 

糖化ストレスおよびカルボニルストレスの原因物質で

あるMG濃度が高い状況でGPxが失活する報告があり

[10]、細胞の酸化ストレス抵抗性低下につながると考え

られる。また、糖尿病患者では GLO1 の発現量低下が

報告されており[11,12]、過剰となった MG の弊害が生

じやすい。すなわち、有害となる化合物の無毒化に寄与

する酵素の失活や発現量低下が起きる状況下において、

糖化および酸化ストレスが相乗効果的に生体に与える

ダメージの軽減に GSeSeG の添加が有効である可能性

が示唆された。 

(2) 培養細胞を用いた実験系 

微量のGSeSeGを取り込ませた細胞では、 

① H2O2添加による酸化ストレス, 

② MG添加によるカルボニルストレス・糖化ストレス 

に対する細胞の生存率が明確に上昇する結果が得られ、

（１）in vitro の実験系で示唆されたGSeSeGの有用

性が裏づけられた[6,8,9]。 

 

【結果の概要】 

これまでに得られた成果をふまえてGSeSeGを医薬品

として活用するにあたり、最も障害となるのは、上皮組

織の細胞膜上や血流中に存在するγ-グルタミルトラン

スペプチダーゼ（γ-GTP、γ-グルタミルトランスフェ

ラーゼ(GGT)とも呼ばれる）という酵素による加水分解

である。γ-GTP はGSHのγ-グルタミル結合を特異的

に切断するため、血中GSHの半減期は分単位であると言

われている。GSeSeG および GSeH もγ-GTPの作用

を受ける結果を得ており[13]、GSeSeGは部品であるア

ミノ酸からの生合成がGSHよりもはるかに困難である

ため、加水分解を防ぐ方法を考えるに至った。 

まず、モデル分子としてγ-GTPによる分解を受けな

い GSH 誘導体を計算科学を用いてデザインした[14]。

γ-GTP が作用するには GSH 上の L-Glu を認識する

必要がある。そこで、L-Gluのα炭素のカルボン酸を修

飾し、側鎖のカルボン酸とL-Cysのアミノ基の間のγ-

グルタミル結合を認識・切断できないように妨害する一

方で L-Cys のチオール基が反応性を失わないような誘

図1 グルタチオンとセレノグルタチオンの構造 

γ -L-Glu-L-Cys-Gly γ -L-Glu-L-Sec-Gly

グルタチオン セレノグルタチオン

酸
化
型

還
元
型

GSeH

GSeSeGGSSG

GSH

γ -L-Glu-L-Sec-Gly

γ -L-Glu-L-Sec-Gly

Se

Se

γ -L-Glu-L-Cys-Gly

γ -L-Glu-L-Cys-Gly

S

S

γ-GTP 処理前 γ-GTP 処理後

L-Glu + L-Cys-Glyγ-L-Glu-L-Cys-Gly →

GlcNAc-L-Glu + L-Cys-Gly   

→
→

γ-GTP 処理後γ-GTP 処理前

GlcNAc -γ-L-Glu-L-Cys-Gly GlcNAc -γ-L-Glu-L-Cys-Gly

X

γ-GluーCys-Gly(A)
γ-GTP

GlcNAc -γ-GluーCys-Gly(B)
?

図２ (A) GSH と (B) GlcNAc-GSHの構造と 
γ-GTP処理による分解の有無 

図中の赤い矢印はγ-GTPによる切断部位を示す。 

GlcNAc-GSHはγ-GTP処理による分解が認められなかった。 
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導体を想定した。さらに、仮に誘導体が生体内で分解さ

れた場合にも毒性を示さず、生体内で再利用可能な修飾

基を考案した。 

次に、デザインしたGSH誘導体を固相合成法により

調製し、その反応性を検討した。すなわち、GSHの

L-Gluのカルボキシ基をN-アセチルグルコサミン

(GlcNAc)で修飾したGSH誘導体（GlcNAc-GSH）を

化学合成した（図２）。さらに、得られたGlcNAc-GSH

について、(1) γ-GTP抵抗性と (2) チオール基の反応

性をGSHと比較した。 

(1)γ-GTP抵抗性 

まず、両者をγ-GTP で処理した後、反応生成物の

チオール基を蛍光ラベルしてHPLCによる組成解析を

行った。その結果、GSHは酵素処理により出発物質の

濃度が減少する一方、標準のL-Cys-Gly と同じ溶出位

置を示すピークが検出され、酵素による分解を受けた

ことが示された。それに対して、GlcNAc-GSHは出発

物質の濃度に減少が認められず、L-Cys-Gly と同じ

溶出位置を示すピークが検出されなかったことから、

γ-GTP抵抗性を有することが示された（表１）。 

(2)チオール基の反応性 

ヒトには黒色のユーメラニン(一般的なメラニン)と

黄色のフェオメラニンが存在し、その比率で皮膚や毛

髪の色に違いが生じる。その生成過程は、まず、チロ

シナーゼによってL-チロシンがL-ドーパ、次いでドー

パキノンへと代謝された後、Cys または GSH が共存

するとフェオメラニンの合成経路へと進み、結果とし

てメラニンの生成が抑制される [15]（図３）。そこで、

GSH と GlcNAc-GSH のメラニン生成抑制効果を in 

vitro の系で比較した。その結果、GlcNAc-GSH は

GSHと同等以上の効果を示した（図４）。 

 

3.展望 

〈期待される効果〉 

本研究で開発したGlcNAc-GSHは、デザインの目的

通りにγ-GTP による加水分解に対して抵抗性を有す

ることが示された。また、メラニン生成を抑制する効

果が認められたことからチオール基の反応性は維持さ

れていると考えられる。次のステップとしては、

GlcNAc-GSH を黒色メラノーマに添加して取り込ま

せてメラニン発現量への効果を検討した後、化粧品へ

活用を検討する予定である。GSHは日本ですでに医薬

品として扱われているが、生体内で短時間で分解され

ることが難点であり、パーキンソン病の治療や解毒、

美白などを目的として行われているグルタチオン点滴

療法では、グラム単位の GSH の点滴を定期的に受け

る必要がある。将来、本研究の成果を治療の効率向上

や患者側の負担低減に活用できれば有意義である。 

GSHのL-GluとL-Cys間の結合はL-Gluの側鎖の

カルボン酸を介したγ-グルタミル結合と呼ばれるア

ミド結合であり、一般的なペプチダーゼやプロテアー

ゼの作用は受けない。そのため、GlcNAc を結合させ

た単糖修飾グルタチオン誘導体は生体内での加水分解

を受ける可能性がかなり低い。当初の目的にしたがっ

てGSeSeGに同様の修飾を加えれば、生体内での分解

を低く抑えらえると考えられる。セレンは必須微量元

素でありながら使用許容濃度の範囲が狭いため、摂取

表１ γ-GTP処理前後のチオール化合物の組成 
GlcNAc-GSHの酵素処理後にCys-Glyに相当するピークは 

検出されなかった。 

γ-GTP処理前 γ-GTP処理後

GSH GSH Cys-Gly , GSH

GlcNAc-GSH GlcNAc-GSH GlcNAc-GSH

図３ ユーメラニンとフェオメラニンの生合成過程 

GSH の添加によるユーメラニンの生成抑制が

報告されている。 

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

100.0

120.0

0 0.2 0.5 1

メ
ラ
ニ
ン
生
成
比
率

(%
)

阻害剤の濃度(mM)

GSH
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図４ GSHとGlcNAc-GSHのメラニン生成抑制効果 

反応時間0分の値を 100%として、反応の進行が止まった 

40分後の比率(%)を表した。 
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量を抑えて効率良く有害物質の無毒化に役立てること

が重要である。 

他方、γ-GTP による分解を防ぐ目的のドラッグデ

リバリーシステム(DDS)としては、リポソームへの封

入が挙げられるが、①リポソームに内包する際に要す

る化合物の量および封入率の問題や ②治療薬として開

発する際に、リポソーム調製に必要なリン脂質やコレステ

ロールに含まれる微量な不純物が副作用を招く可能性は

無視できず、実用に至るまでのハードルとなると予想され

る。これに対して単糖修飾グルタチオン誘導体は、遺伝

子導入に汎用されている脂質性のキャリア分子に付着

させて細胞に取り込ませる手法も活用できると考えて

いる。また、グルタチオンに付加する糖鎖の構造を工

夫し、糖鎖受容体発現細胞への取り込み効率を制御で

きる可能性が期待される。 

〈予想される問題点〉 

GSH を補酵素として利用する酵素に対する反応性

の低下が予想される。すなわち、γ-GTP と同じ方向

から類似した仕組みで GSH を認識する酵素は単糖修

飾グルタチオン誘導体を補酵素として利用できず、酵

素活性が低下する可能性がある。 

以上の考察から、糖修飾グルタチオン誘導体は、

GSHが関与する生体内の抗酸化作用のうち、非酵素的

反応に効果が認められる可能性が高い。現在、今回解

析したメラニン生成抑制以外に、接触皮膚炎原因物質

の除去効果についても検証を進めている。 
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Analysis of human leukocyte localization in NOG- and NOG-hIL-4-Tg spleens reconstructed with 

human immune environment 
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[要旨] 

全身でヒト IL-4を産生する重度免疫不全マウス・NOG-hIL-4-Tgマウスはヒト PBMC移植により B細胞の生

存維持、IgGへのクラススイッチを誘導する。本研究では、ヒト免疫担当細胞のマウス脾臓への局在を明ら

かにするため、これらマウスの脾臓組織の免疫組織化学による構造・白血球局在の比較解析を行った。その

結果、両マウス脾臓では、共に陽性細胞が多く確認され、白血球がびまん性に存在しており、顕著な濾胞構

造が検出されなかった。 

 

[Abstract] 

Humanized mouse system, which is established by transplanting human PBMC into NOG-hIL-4-Tg mice can engraft B 

cells and induce antigen-specific IgM and IgG production. The localization of immune competent cells in this mice has 

not been reported. We conducted a immunohistochemistry to clarify the localization of human CD45+ leukocytes in the 

spleen of humanized mice. We found that the CD45+ human cells are localized in the spleen of humanized mouse, and 

the specific structures such as germinal centers had not seen. The difference between conventional NOG and 

NOG-hIL-4-Tg was not detected. These results suggest that the specific structure is not constructed in the humanized 

mice if it is not immunized. Moreover, no differences are observed between them. Our system may help predicting the 

response of human immune reaction of individual patient. 

 

[Key Words] 

NOG-hIL-4-Tg mice, spleen, immunohistochemistry, human CD45+ cells 

 

1.はじめに 

公益財団法人 実験動物中央研究所が開発した

NOD/Shi-scid,IL-2γnull(NOG)マウスは、T細胞・

B 細胞・NK 細胞・補体活性の欠損及び樹状細胞・

マクロファージの機能不全を有している重度免疫不

全マウスであり、ヒト免疫細胞を生着させることで

ヒトの免疫環境を構築したヒト化マウスとして実験

系に用いられる。しかし、移植されたヒトT細胞が

マウス細胞を攻撃する Graft Versus Host 

Disease(GVHD)を発症し死に至る。また、GVHD

はCD8陽性T細胞が活性化しTh1環境へ移行する

ため、マウス体内でヒトB細胞を維持することがで

きない。 

一方、ヒト IL-4遺伝子を導入した重度免疫不全マウ

スである NOD.Cg-Prkdcscidil2r γ tmlSug Tg 

(CMV-IL4)3-2Jic/Jic(NOG-hIL-4-Tg)マウスは全身

でヒト IL-4を産生している。 

IL-4は活性化CD4陽性T細胞、マスト細胞、NKT

細胞等によって産生され、Th2細胞の分化、増殖を

促進するTh2サイトカインの一つであり、B細胞の
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生存を維持し、IgMから IgGへクラススイッチを誘

導する[1]。 

移植片対宿主病(Graft versus host disease：GVHD)

の原因となるTh1細胞及びTh17細胞の活性化には

これらの細胞の分化に関わるサイトカインが豊富と

なる免疫環境が必要となる [2] 。しかし、

NOG-hIL-4-Tgマウスが産生しているヒト IL-4は、

Th2の免疫環境を構築するため、Th1細胞やキラー

T 細胞、Th17 細胞の活性化が抑制され体液性免疫

にシフトする[3]。 

 

今までに、我々はNOG-hIL-4-Tgマウスにヒト末梢

血単核球(PBMC)を移植後、免疫及び投与の処置を

行ったヒト化マウスに、抗原特異的な抗体が産生さ

れること、抗原特異的B細胞が抗体産生細胞に分化

することを明らかにしてきた[4]。抗原特異的抗体産

生が可能であることから、このヒト化マウスには胚

中心等の構造が存在する可能性がある。そこでこれ

らマウスの組織を摘出し、組織化学染色(HC)による

解析を行ってきたが、胚中心は観察されず、また、

PBMC 移植後の免疫担当細胞の脾臓への局在につ

いては明らかではなかった。 

 

そこで、PBMC を移植した NOG-hIL-4-Tg マウス

の脾臓組織を抗ヒト CD45 抗体で染色し、PBMC

移植したNOG マウスの脾臓組織との構造・白血球

局在の比較解析を行った。 

 

2.方法 

1) ヒト健常者から同意を得て採血をし、得た血液を

Ficoll 液 4mL 入れたチューブに上層し比重遠心分

離(831G、30min、20℃)を行った。遠心分離した末

梢血単核球(PBMC)を回収し、Cord Blood-Washing 

Buffer (CBWB:5%BSA、0.5M EDTA/PBS)を約

40mL加え遠心分離(467G、5min、4℃)した。上清

を除去し、RBC Lysis buffer(NH2Cl 4.15g/DW 

500mL:Tris-HCl pH7=9:1)を加え、静置し、遠心分

離(467G、5min、4℃)した。上清を除去し、CBWB

を10mL加え懸濁し、細胞数を計測した。 

 

2) NOG-hIL-4-Tg マウスにヒト健常者PBMC 5×

106cells/headをPhosphate Buffered Saline(PBS) 

100μLで懸濁し、全量を尾静脈移植した(29G×1/2)。

移植4週間後に解剖を行い、肺、肝臓、腎臓、脾臓

を摘出し、免疫組織染色でヒト白血球の局在を解析

した。 

 

3) キシレン(5min)、エタノール(3min)で脱パラフィ

ン処理を行った後、流水洗浄(5min)を行い、抗原賦

活化処理(97℃、20min)を行った。洗浄(0.01M PBS 

5min)を 3 回行い、内因性ペルオキシダーゼ処理

(0.3% H2O2/メタノール 10min)後、洗浄(0.01M 

PBS 5min)を 3 回行い、ブロッキング(1% goat 

serum 30min)、一次抗体(αhCD45、IgG1)をOver 

Night で反応させた。その後、洗浄(0.01M PBS 

5min)を 3 回行い、二次抗体(ヒストファイン シン

プルステイン MAX-PO(M) 60min)を反応させ、洗

浄 (0.01M PBS 5min) を 3 回 行 い 、

DAB(diaminobenzidine)反応させ、流水洗浄(3min)、

核染色(ヘマトキシリン)を行い、熱湯(5min)と流水

で洗い、エタノール(3min)、キシレン(3min)で脱水、

透徹を行い封入した。染色を行った組織を顕微鏡で

撮影を行った。 

 

3. 結果と考察 

PBMC 移植した無処置の NOG-hIL-4-Tg マウス脾

臓(図1A、図1B)とNOGマウス脾臓(図2A、図2B)

のそれぞれの写真を示した。両マウス脾臓では、共

に抗CD45抗体陽性細胞が多く確認され、白血球が

びまん性に存在することが明らかになった。しかし、

B 細胞濾胞や胚中心に特徴的な構造の存在は確認す

ることができなかった。 

以上の結果、PBMC を移植した NOG-hIL-4-Tg マ

ウスは、NOG マウスと同程度、脾臓にヒト白血球

が生着するが、濾胞構造は構築しないことが明らか

となった。 
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図1A. NOG-hIL-4-Tgマウス 

 

図1B. NOG-hIL-4-Tgマウス 

 

図2A. NOGマウス 

 

図2B. NOGマウス 

B は A を拡大したもの、撮影は KEYENCE 

BZ-X710を使用した。 
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[要旨] 

がんは突然変異の集積と選択により発生すると考えられている。そのため、抗がん剤開発は各癌腫に個別に

対応するものを主体として行われてきた。我々は、胎盤組織とがん組織に発現する遺伝子は非常に多くが共

通しており、その性状も類似点が多くあること、また、担がん状態の免疫系と妊娠免疫は他者に対して寛容

になるという点で類似していることに着目した。本総説では、両免疫系を比較することにより、その相違点

を明らかにし、かつその相違点を利用して抗がん剤が開発できる可能性について解説する。 

 

[Abstract] 

Malignant tumor is thought to develop by the accumulation of mutations in the host genome, followed by the selection 

of the cells bearing the cancer-related mutation. Therefore, newly developing molecular targeting anti-cancer drugs have 

been developed to recognize or attack specific molecules. It means that each drug targets a limited kind of cancers. We 

focused on the similarity of placental tissues and cancer tissues, such as the common gene expression in both tissues, and 

sharing the characteristics such as immune tolerance against non-self-antigen. In this review, we discuss the possibility of 

anti-cancer drug development, which may attack the common characteristics of most solid cancers, by comparing both 

cancer and pregnant immune systems. As pregnancy is somewhat healthy condition, the pregnancy-specific molecules 

may help control the immunity of cancer patients. 

 

[Key Words] 

anti-cancer drug, pregnant immunity, cancer immunity, tolerance 

 

 

1.はじめに 

 

固形がんと胎盤の胎児組織であるトロフォブラスト

は、非常に多くの遺伝子を共通に発現しており、その

性質にも共通点が多い。例えば、増殖、浸潤、血管新

生、免疫抑制は、両者が持つ典型的な特徴である。し

かし、妊娠におけるトロフォブラストの子宮内膜・脱

落膜への浸潤は、高度に調節されており、子宮筋層の

中でトロフォブラストの浸潤は停止し、制御を逸した

増殖は生じない。また、10ヶ月後には全てのトロフォ

ブラストは排出され、あるいはアポトーシスにより死

滅し、母体に残留することはない。また、妊娠中、妊

婦は極端に全身性に免疫機能が低下することはなく、

一般的な感染症に対しては、防御機能を維持している。

このようにがんとよく似た性質を持つトロフォブラス

トに対し、高度に調節された増殖・浸潤・免疫抑制を

行うためには、妊娠に特有の機構が働いていることが

推測される。そのため、免疫抑制や浸潤抑制に関わる

妊娠関連分子を特定し、それらをもとに抗がん剤を開

発すれば、がん組織の浸潤性の調節、免疫抑制の調節

が可能となる、新たな抗がん剤開発の概念をもつこと

ができる可能性がある。 
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この抗がん剤の大きな特徴は、現在大きな潮流とな

っている、癌組織の遺伝子解析による突然変異の同定

とそれに対応する個別化医療という考え方ではなく、

遺伝子変異が多様であるにもかかわらず、胎盤と共通

の性質を持つ癌という組織に対し、共通に適用可能な

治療法の確立を目指しているという点である。 

本総説では、その点について議論したいと考える。 

 

2.結果の概要 

1) 血漿中の妊娠関連タンパク質 

妊娠時は、担癌状態とは異なる妊娠関連タンパク質

が産生される。妊娠関連タンパク質は大きく２つに分

類できる。ひとつは母子境界で免疫抑制機能を発揮す

るタンパク質であり、もう一つは体内を循環する血漿

中の妊娠関連タンパク質である。母子境界では、トロ

フォブラストがFASL やPD-L1、HLA-G などアポト

ーシスを誘導する分子や免疫系を疲弊させる分子を発

現している。中でもPD-L1は抗がん剤の標的として近

年有名な免疫チェックポイント分子であり、リンパ球

を疲弊させることが知られている。また、HLA-Gは浸

潤性のトロフォブラストである extravillous 

trophoblast (EVT)に発現するため、マーカーとして汎

用される[1]。古典的 class I HLAと異なり、これらの

非古典的 class I HLAは免疫系を抑制する。FASLは

活性化リンパ球が発現するFASと結合し、アポトーシ

スを誘導する。これらの分子は絨毛管腔に流入する母

体のリンパ球がアロである胎児のトロフォブラストを

認識して拒絶しないように免疫抑制を行なっている。

また、これらのトロフォブラストが発現する分子は多

くの癌細胞で発現が認められており、現在抗がん剤の

標的分子となっているものも多い。これらについては

多くの研究、総説があり、ここでは割愛する[2]。 

一方、血漿中の妊娠関連タンパク質については、表 1

に示した。これらのタンパク質については、今まであ

まり焦点が当てられていない。しかし我々は、これら

全身性に存在する妊娠関連タンパク質には、がんの転

移を制御する重要な分子が存在するのではないかと考

えている。ヒトでは、妊娠初期から中期、後期にかけ

て 最 も大きく 動 く妊娠関 連タンパク 質は

pregnancy-zone protein (PZP)であり、妊娠時、数10

倍まで濃度が上昇する妊婦もいる。しかし、そのレベ

ルには個人差がある。我々は、この分子のオーソログ

が、進化的に浸潤性胎盤の形成を開始する新世界ザル

であるコモンマーモセットにおいても、妊娠末梢血中

で高濃度となることを明らかにした[3]。 

PZP は、非常に特徴的なプロテアーゼインヒビターで

あり、プロテアーゼによって、BAIT 領域という特徴

的な領域を切断されると、構造が変化し、プロテアー

ゼを包み込んでその活性を抑制する[4]。切断により機

能を発揮する点で、補体に関連した分子と位置付けら

れている。胎盤局所でも絨毛管腔血中には存在し、お

そらくトロフォブラストの浸潤の抑制に寄与している

ことが示唆される。また、全身に分布することで、胎

盤から漏れ出たトロフォブラストが、他の組織に浸潤

するのを抑制している可能性もある。近年は、PZP は

アルツハイマー病との関連性も指摘されており、今後

の研究によっては、創薬の対象となる可能性がある。 

我々のプロテーム解析により、他にも数種類のプロテ

アーゼインヒビターに変化が観察された。これらは

matrix metalloprotease (MMP)の阻害などに機能し、

組織への細胞浸潤や炎症誘導を抑制する可能性があり、

抗がん作用を持つ機能分子としてノミネート可能であ

ると考えられる。今回、微小なタンパク質についての

解析は行なっていないが、他にも検出限界を上げるこ

とにより、妊娠時のみに増加する重要な分子を同定で

きる可能性がある。 

 

2) 血漿中の妊娠関連ホルモン 

血漿中の妊娠関連タンパク質とは対照的に、血漿中

の妊娠関連ホルモン動態については非常に詳細が解析

されている。これは個人差によらず、非常に特徴的な

濃度の推移を呈することと、妊娠の可否が直結するた

めである。その一方で、エストロゲン、プロゲステロ

ン、グルココルチコイドなどのステロイドホルモンは、

その機能が多岐にわたるため、実際にどのような機能

を果たしているかを包括的に理解するのが困難である。

例えば、プロゲステロンは、婦人科系では抗がん剤と

しても利用されるが、乳がんの分野では、エストロゲ

ンと協働で腫瘍の進展に機能するとの報告がある[5,6]。 

これらのステロイドはその受容体を共有するとの報告

もあり、類似の機能を果たしていると考えることが一

般的である。例えばプロゲステロンとグルココルチコ

イドは共に免疫系を抑制するので、同一の受容体を認

識するのではないかと考えられている[7]。 

我々は、健常者及び乳がん患者末梢血単核球(PBMC)を

次世代重度免疫不全マウスであるNOG-hIL-4-Tgマウス

[8]に移植し、そのリンパ球のグルココルチコイド受容

体(GR)の発現をrealtime-rtPCRにて解析した。その結
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果、乳がん患者、特にホルモン受容体陽性のルミナー

ル Aあるいはルミナール Bの患者では、GRの発現が有

意に増加していることを明らかにした[9]。これらの事

実は、グルココルチコイドのシグナルが、がんの進展

になんらかの作用を及ぼしている可能性を示唆してい

る。エストロゲン・テストステロンなどの性ホルモン

については拮抗阻害剤などが抗がん剤として汎用され

ているが、グルココルチコイドはむしろ免疫チェック

ポイント阻害剤の副作用軽減や、癌患者の緩和ケア等

で汎用されている。しかし、グルココルチコイドは免

疫機能を低減させてがんの進展を亢進する可能性があ

り、その代替となる優れた低分子化合物の開発が待た

れる。妊娠関連分子・ホルモンにこれを制御可能な物 

質がないかを探索していくことが重要と考えられる。 

 

 

表1 妊娠時血漿中で産生亢進する液性分子 

 

3) 妊娠免疫モデル動物作成 

このように、妊娠免疫とがん免疫を比較することは、

非常に重要な知見を我々に与えてくれると考えられる。

その一方で、この比較解析には大きな障壁がある。そ

れは、胎盤という臓器の進化のスピードが非常に速く、

妊娠免疫に関連する分子の発現が霊長類の中でも大き

く変化していることである。 

齧歯類の胎盤は、霊長類と異なり、ほとんどトロフォ

ブラストによる浸潤性がない。また、最も下等なサル

である原猿でも脱落膜への浸潤性は観察されない。

我々は、新世界ザルであるコモンマーモセット胎盤が

浸潤性であることを報告しているが、その浸潤のレベ

ルは旧世界ザル、類人猿、ヒトに至る進化の過程でよ

り深くなっている。さらに、プロゲステロンなど妊娠

ホルモンの動態なども種によって大きく異なる。先に

述べたように、新世界ザルでさえ、妊娠関連タンパク

質の代表であるPZPではなく、オーソログのA2ML1

を発現しているのである。 

また、浸潤性のみならず、胎盤組織は内在性レトロウ

イルスの発現やそれに伴う細胞融合を含み、かつ大量

のプロゲステロンを産生するためにミトコンドリアま

で変化するという劇的な変化を遂げる臓器である。そ

のため、個別のヒトの胎盤自身も必ずしも同一の突然

変異、遺伝子発現をしているとは限らないのである。 

免疫系そのものも進化の速度が速く、ヒトとマウスで

は異なる点も多い。そのため、最も汎用される齧歯類

では、ヒトの妊娠免疫を真に理解する実験系を組むこ

とはできないのである。また、抗がん剤の開発でも、

マウスでは有効であったが、ヒトでは有効性が確認さ

れないという現象が山積している。 

我々は、ヒト胎盤そのものをマウスに作成することは

現時点ではできないが、免疫系のみについてはヒト免

疫担当細胞を用いた in vivo 解析が可能なヒト化マウ

スモデルを利用している。特に、我々が開発した

NOG-hIL-4-Tg は、ヒト末梢血単核球を移植しても移

植片対宿主病を発症せず、T 細胞のみならずB 細胞も

生着するマウスである。我々は、このマウスに健常者

および乳癌患者の血液より調製した PBMC を移植し、

その免疫環境をある程度再現できることを報告した

[10]。これらのマウスを用いることにより、妊婦と癌患
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者の免疫系、免疫応答が抗がん作用に及ぼす影響を解

析することが可能と考えられる。また、in vitro培養し

たトロフォブラストを移植することにより、妊娠免疫

をある程度再構築できる可能性もある。 

 

3.展望 

現段階では、特定の妊娠関連分子が実際に抗がん剤と

して有効であるとの事実はなかなか得られないが、妊

娠免疫に関連する分子、がん免疫に関連する分子の詳

細を比較解析し、妊娠関連分子の機能を利用して抗が

ん剤を探索することは、理に適っていると考える。し

かしその有効性を確認するためには、同時に動物モデ

ルの開発も必須であり、今後、両者を並行して行うこ

とが重要である。もしそれが達成できれば、より患者

QOLの高い、多くのがんに有効な抗がん剤の開発が可

能となると考える。 
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ニューラルネットワークによる皮膚ガス組成を用いた癌診断法の開発 

 

Development of neural network for cancer prediction using human skin gas profiles 
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[要旨] 

 癌患者から放散する生体ガスには特有のにおいがあることが報告されている。そこで本研究では、体臭の

原因となる皮膚ガスに着目し、ニューラルネットワークに膵臓癌患者、胃腸系癌患者および健常者の皮膚ガ

ス組成（75成分の放散フラックス）を学習させ、癌の判別可能性を検討した。構築したニューラルネット

ワークに評価用皮膚ガス組成を入力した結果、癌患者と健常者を判別できることがわかった。 

 

[Abstract] 

Early diagnosis for carcinoma is important for extension of prognosis. However, in the incurable carcinoma cases 

such as pancreatic cancer, almost of patients are discovered in advanced stage because of difficulty of early diagnosis. 

This study aims to examine the possibility of early diagnosis for carcinoma on non-invasive basis by investigating trace 

gases emanating from human skin surface, so-called human skin gas. In this paper, we have applied an artificial neural 

network to cancer prediction using human skin gas profiles of cancer patients and healthy volunteers, which were 

obtained by passive flux sampler coupled with gas-chromatography- mass spectrometry (GC-MS) methodology. As a 

results, the developed neural networks worked for discriminating cancer patients from healthy subjects.  

 

[Key Words] 

carcinoma, early diagnosis, body odor, human skin gas, neural network 

 

1.はじめに 

ヒト皮膚表面から放散する微量生体ガスは皮膚ガス

と呼ばれ、体臭の原因となる。皮膚ガスは、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、腸内細菌による分

解生成物、吸入曝露・経口摂取された外因性化学物質

（外来因子）、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る混合ガスである 1,2)。この皮

膚ガスは、疾病の状態、疾病の予兆、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、

これまで肝障害患者の病態診断 3)、心理的ストレス診

断や睡眠の質のモニタリング 3)、農薬中毒患者の病態

診断 4)、重度熱傷患者の熱傷創の治癒程度の観察 5)等の

臨床研究においてその有用性が示されている。 

一方、筆者らは皮膚ガスを検体として用いた非侵

襲・非観血的な癌の診断法の開発を意図し、癌患者の

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癌患者

では違いがあること 6)、また多変量解析（因子分析、

判別分析等）により両群を判別できる可能性があるこ

と 7)を見出してきた。現在のところ、癌の特異的バイ

オマーカーは見出されていないため、皮膚ガス組成の

パターン認識に基づく判別法が有効と考えられる。 

人工知能（Artificial Intelligence, AI）は、人間の脳

の構造を工学的にモデル化し、認識、判断、記憶、学

習能力等の高度なその働きを、コンピュータ上で実現
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させるシステムである。ニューラルネットワーク

（Neural Network）は、パターン認識に特化したアル

ゴリズムであり、データの入力層、中間層および出力

層から構成され、脳の神経細胞（ニューロン）をモデ

ル化したニューロン素子を介して信号が伝達される

（図１）8,9)。中間層のニューロン素子は、他のニュー

ロンからの信号を受け取る複数の入力端子と、受け取

った信号に応じて自らの興奮の度合いを定めて信号を

発信する出力端子を持っており、ニューロンが階層構

造で結合していることから階層型ニューラルネットワ

ークと呼ばれている。 

本研究では、膵臓癌患者、胃腸系癌患者および健常

者の皮膚ガスデータにニューラルネットワークを適用

し、皮膚ガス組成のパターン認識に基づく癌の判別可

能性について検討したので報告する。 

 

入力層 中間層 出力層

皮膚ガス⇒

⇒癌患者

⇒健常者

皮膚ガス⇒

皮膚ガス⇒

皮膚ガス⇒

 

 

図１ 階層型ニューラルネットワークの概念図 

 

2.方法 

1)  皮膚ガスの捕集・分析 

本研究では、東海大学医学部付属病院において同意

が得られた癌患者から皮膚ガス検体を捕集し、東海大

学湘南校舎において皮膚ガスの化学分析を行った。 

皮膚ガスの捕集には東海大学湘南校舎で開発された

パッシブ・フラックス・サンプラー（Passive Flux 

ampler, PFS）法 10)を用いた。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、容器

状の本体部、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（図２）。今回、皮膚ガスの捕集部位は、

左右いずれかの前腕部とし、捕集時間は患者の状態を

見ながら1～2時間を目安とした。 

  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0.5 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0.3 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、極

性官能基を持つ化合物をトリメチルシリル化し、高感

度化を図るものである。誘導体化後、ガスクロマトグ

ラフ/質量分析計(GC : 7890B, Agilent Technologies社

製 MS : Q1050GC MkII, 日本電子社製)に導入し、

SIMモードで分析を実施した。 

 

0.1 cm

1.7 cm

1.0 cm
Trapping media 
MonoTrap® DCC18

0
.9

 c
m

Stopper
PTFE ring

Human skin

Diffusion length 

(0.8cm)

Sampler body 
PP screw cap

 

図２ PFSによる前腕部における皮膚ガス捕集 

 

2）用いたデータおよび解析方法 

 今回の検討には、膵臓癌患者20検体、胃腸系癌患者

7 検体（胃癌 3 検体、S 状結腸癌 2 検体，大腸癌 1 検

体，食道癌 1 検体）、健常者 22 検体の皮膚ガスデータ

を用いた。皮膚ガスデータは、各検体における75成分

の放散フラックス（ng cm-2 h-1）を用いた注。 

 ニューラルネットワークの構築には、IBM SPSS 

Statistics 28 Neural Networksを用いた。解析は次の

3パターンについて行った。 

① 膵臓癌患者と健常者の判別：学習データとして膵

臓癌患者17検体、健常者 19検体の皮膚ガス組成

を入力し、癌の有無を予測する評価データとして

ランダムに選択した膵臓癌患者 3 検体、健常者 3

検体の皮膚ガス組成を入力した。学習データとテ

ストデータ（過学習を防ぐため予測誤差の追跡に

使用するデータ）の割り当て数は 7:3 とし、アー

キテクチャは自動構築とした。 

② 胃腸系癌患者と健常者の判別：学習・テストデー

タとして胃腸系癌患者6検体、健常者19検体の皮

膚ガス組成を入力し、癌の有無を予測する評価デ

ータとしてランダムに選択した胃腸系癌患者 1 検

体、健常者 3 検体の皮膚ガス組成を入力した。計
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算条件は①と同様。 

③ 膵臓癌患者、胃腸系癌患者と健常者の判別：学習・

テストデータとして膵臓癌患者17検体、胃腸系癌

患者1検体、健常者19検体の皮膚ガス組成を入力

し、癌の有無を予測する評価データとしてランダ

ムに選択した膵臓癌患者 3 検体、胃腸系癌患者 1

検体、健常者 3 検体の皮膚ガス組成を入力した。

計算条件は①と同様。 

 

3.結果 

１）膵臓癌患者と健常者の判別 

 癌の有無の判定に用いるダミー変数の値として、膵

臓癌患者＝１、健常者＝0を従属変数、皮膚ガス75成

分の放散フラックスを共変量（要因ともいう）として

入力した結果、中間層は 1 層、6 ユニット、活性化関

数は双曲線正接のニューラルネットワークが構築され

た。癌の有無を予測する評価データに用いた 6 検体の

評価結果を表 1 に示す。膵臓癌患者の予測値はいずれ

も1となり、疑似確率99.9％で正解と判定された。ま

た健常者の予測値はいずれも 0 となり、疑似確率

99.9％で正解と判定された。このことから、構築した

ニューラルネットワークにより膵臓癌患者と健常者の

判別が可能であることがわかった。 

  

表 1 ニューラルネットワークによる膵臓癌患者と健

常者の判別予測結果 

癌無し 癌あり

膵癌患者#1 1 0.001 0.999 正解

膵癌患者#2 1 0 1 正解

膵癌患者#3 1 0.001 0.999 正解

健常者#1 0 0.999 0.001 正解

健常者#2 0 1 0 正解

健常者#3 0 0.999 0.001 正解

疑似確率
予測値評価データ 判定

 

 

2）胃腸系癌患者と健常者の判別 

 癌の有無の判定に用いるダミー変数の値として、胃

腸系癌患者＝１、健常者＝0 を従属変数、皮膚ガス 75

成分の放散フラックスを共変量として入力した結果、

中間層は 1 層、8 ユニット、活性化関数は双曲線正接

のニューラルネットワークが構築された。癌の有無を

予測する評価データに用いた 4 検体の評価結果を表 2

に示す。胃腸系癌患者の予測値は 1 となり、疑似確率

99.9％で正解と判定された。また健常者の予測値はい

ずれも0となり、疑似確率100％で正解と判定された。

このことから、構築したニューラルネットワークによ

り胃腸系癌患者と健常者の判別が可能であることがわ

かった。 

 

表 2 ニューラルネットワークによる胃腸系癌患者と

健常者の判別予測結果 

癌無し 癌あり

胃腸癌患者 1 0.001 0.999 正解

健常者#1 0 1 0 正解

健常者#2 0 1 0 正解

健常者#3 0 1 0 正解

評価データ 予測値
疑似確率

判定

 

 

3）膵臓癌患者、胃腸系癌患者と健常者の判別 

 癌の有無の判定に用いるダミー変数の値として、膵

臓癌患者＝１、健常者＝0、胃腸系癌患者＝－１を従属

変数、皮膚ガス75成分の放散フラックスを共変量とし

て入力した結果、中間層は 1 層、6 ユニット、活性化

関数は双曲線正接のニューラルネットワークが出力さ

れた。癌の有無を予測する評価データに用いた 7 検体

の評価結果を表 3 に示す。期待値と予測値には乖離が

生じ、健常者＃2 と胃腸系癌患者はいずれも予測値が

-0.3なり、判別が出来なかった。 

 

表3 ニューラルネットワークによる膵臓癌患者，胃腸

系癌患者および健常者の判別予測結果 

評価データ 期待値 予測値 残差

膵癌患者#1 1 0.5 0.6

膵癌患者#2 1 0.5 0.5

膵癌患者#3 1 0.6 0.4

健常者#1 0 0.0 0.0

健常者#2 0 -0.3 0.3

健常者#3 0 0.2 -0.2

胃腸癌患者 -1 -0.3 -0.7
 

 

4.考察 

 皮膚ガス組成を用いたニューラルネットワークによ

る癌の判別を 3 パターンで試みた。その結果、膵臓癌

患者と健常者の間、胃腸系癌患者と健常者の間での判

別は可能であった。特に胃腸系癌患者の学習・テスト

データ数は僅か 6 であったにもかかわらず判別できた

のは、皮膚ガス組成をパターン認識した場合、癌患者
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と健常者では顕著に異なっているためと考えられる。 

しかしながら、膵臓癌患者、胃腸系癌患者および健

常者を合わせた場合には、判定能力が低下した。これ

は、今回検体数が少なかったため、胃腸系癌として胃

癌、S 状結腸癌、大腸癌および食道癌を１群として取

り扱ったことに起因すると考えられ、今後は各症例に

ついて検体数を増やして検討する必要がある。一方、

ニューラルネットワークの構築過程で、アーキテクチ

ャは自動構成としたが、中間層の数、活性化関数など

手動で変化させた場合の影響についても検討したい。 

今後はさらに症例数を増やし、癌の有無だけでなく、

種別や進行度の診断に寄与する判別方法を検討し、遠

隔・在宅でも適用可能な癌の早期診断法の確立を目指

していく。 
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注 解析に用いた75成分：プロパノール、ブタノール、ペンタ

ノール、ヘキサノール、ヘプタノール、オクタノール、ノナ

ノール、デカノール、2-エチル-1 ヘキサノール、アセトアル

デヒド、プロパナール、ブタナール、イソ吉草酸アルデヒド、

吉草酸アルデヒド、ヘキサナール、ヘプタナール、オクタナ

ール、ノナナール、デカナール、トランス-2-ヘキセナール、

トランス-2-ノネナール、酢酸、プロピオン酸、酪酸、イソ吉

草酸、吉草酸、ヘキサン酸、ヘプタン酸、オクタン酸、ノナ

ン酸、デカン酸、アセトン、2-ブタノン、2-ペンタノン、2-

ヘキサノン、2-ヘプタノン、2-オクタノン、2-ノナノン、2-デ

カノン、2-ウンデカノン、2-ドデカノン、2-トリデカノン、2-

テトラデカノン、2-ペンタデカノン、ジアセチル、アセトイ

ン、6-メチル-5-ヘプテン-2-オン、酢酸エチル、酢酸シス-3-ヘ

キセニル、ブチルヒドロキシトルエン、ベンズアルデヒド、

フェノール、トルエン、エチルベンゼン、m, p-キシレン、o-

キシレン、スチレン、p-ジクロロベンゼン、ジェオスミン、

インドール、スカトール、α-ピネン、β-ピネン、リモネン、

メチルメルカプタン、エチルメルカプタン、アリルメチルス

ルフィド、ジアリルジスルフィド、γ-ヘキサノラクトン、γ

-ヘプタノラクトン、γ-オクタノラクトン、γ-ノナノラクト

ン、γ-デカノラクトン、γ-ウンデカノラクトン、バニリン 
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椎間板細胞製品開発における新規 Tie2アゴニスト化合物の探索 

 

Search for novel Tie2 agonist compounds in the development of intervertebral disc cell products 

 

酒井 大輔 1,2),相馬 葉月 1).平山 令明 2) 

東海大学医学部外科学系整形外科学 1)、東海大学先進生命科学研究所・医薬総合研究部門 2) 

 

Daisuke Sakai1,2), Hazuki Soma1), and Noriaki Hirayama2) 

1)Department of Orthopaedic Surgery, Surgical Science, Tokai University School of Medicine 

2)Division of Pharmaceutical Sciences、Institute of Advanced Biosciences, Tokai University 

 

[要旨] 

椎間板変性症による慢性腰痛症は治療法が未だ確立されていない。我々はその治療を標的とした同種再生医療等

製品の開発、産業化を目指す中で、髄核細胞に Tie2が発現することを報告した。Ang-1/Tie2 シグナル伝達経路

は癌や敗血症など血管系が重要とされる多くの疾患に関係していると報告されているが、我々は椎間板髄核細胞

においても Tie2 アゴニストの探索が椎間板変性を抑制する創薬の標的となることを示し、共同開発企業と in 

silico創薬による探索に着手した。 

 

[Abstract] 

  Chronic low back pain caused by intervertebral disc degeneration has yet to be treated. We have reported that Tie2 is 

expressed in nucleus pulposus cells. The Ang-1/Tie2 signaling pathway has been reported to be involved in many diseases in 

which the vascular system is important, such as cancer and sepsis. The Ang-1/Tie2 signaling pathway has been reported to be 

involved in many diseases such as cancer and sepsis. We have shown that the search for Tie2 agonists in nucleus pulposus is 

also a target for drug discovery. Therefore, we have started to search for Tie2 agonists by in silico drug discovery with 

co-development companies. 

 

[Key Words] 

intervertebral disc degeneration, regenerative medicine, Ang1/Tie2 signaling pathway, in silico, small molecule 

 

 

1.はじめに 

 腰痛は日本国民の多くが抱えており、超高齢化社会

である我が国にとって社会的な課題である[1]。腰痛は、

一般的に椎間板変性の進行に関連しているとされて

おり、椎間板は全体の約 80％が水分でできており、

椎骨にかかる衝撃の吸収、脊柱の前後側屈や回旋運

動などを可能とし、全体の強度と安定性を担ってい

る[2]。しかし、人間の身体において最大の無血管臓

器とも呼ばれる椎間板に変性が生じると解剖学的異

常や退行性変化を引き起こし、椎間板ヘルニアや変

性側弯症などの障害を進行させる原因の一つとなる。

こうした椎間板変性の病理病態は未だ明確には解明

されていない。加齢、外傷、ストレス、喫煙、遺伝

的要素など様々な原因が関与されていると考えられ

ており、その進行機序は個々人により異なるのが現

実である[2-3]。 

 椎間板変性に由来する腰痛の治療方法は限られて

おり、理学療法や鎮痛剤などの対症療法、症状が重

い場合は脊椎固定術などの外科的介入が検討される

[4-6]。しかし、椎間板からくる痛みの原因を特定す

ることは困難である場合が多い為、抜本的治療とは

言えず、現存の治療法における限界となっている[7]。

腰痛患者に対し痛みを和らげるだけでなく、失われ

た椎間板組織の機能を回復させる有効な治療法は未

だ確立されていない。 

 我々は血管恒常性維持に重要なAng1/Tie2システ

ムの運動器、皮膚の幹細胞維持機構での重要性を見

出した。特に腰痛の主因となる椎間板変性において
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内在性幹細胞の維持に Tie2 発現は必須であり、そ

の消耗は加齢と変性進行を促す(Sakai D et al. Nat 

Comm.2012)。また Tie2 リガンド Ang-1 刺激によ

り、現在取り組む同種椎間板細胞製品開発において

産業化に耐えうる拡大培養技術を獲得した

(6712740)。さらなる効率化に向け低価格なTie2ア

ゴニスト開発を目指し、in silico創薬に着手した。 

 

2.結果の概要  

1) Ang1/Tie2経路 

アンジオポエチン（Angpt）/ Tie2 リガンド

受容体システムは 1996 年に内皮血管特異的受

容体チロシンキナーゼの2番目のクラスとして

発見され、Tie2、およびその分泌タンパク質リ

ガンドであるAng-1は、生理学的および病態生

理学的条件下で重要な血管新生メディエーター

として同定された[8]。 

Tie2は癌細胞や線維芽細胞、壁細胞、ケラチ

ノサイト、平滑筋細胞など、疾患および正常組

織の非内皮細胞においても発現し、Tie2受容体

はアンジオポエチンリガンドを持つ。周皮細胞

で発現されるAng-1によって活性化され、静止

状態のEC表現型の維持に寄与する。胚発生に

おける血管構造に必要なシステムである[9]。  

Ang-1/Tie2システムにおいてAng-1とAng-2

は最も特徴的なアンジオポエチンである。

Ang-1 は Tie2 受容体の必須アゴニストとして

作用し、自己リン酸化の誘導、血管の安定性や

リモデリングなど成熟に重要な役割を果たすこ

とでTie2へ結合することが示されており、注目

されている[10]。 

Ang-1を介したTie2リン酸化は、抗アポトー

シス、抗炎症、および抗透過性の効果があり、

AKT 依存のFOXO1 調節により血管が生存し、

安定する。逆に、共有細胞外Tie2結合ドメイン

へのAng-2結合は、Tie2脱リン酸化をもたらす。 

これまでに、さまざまな実験モデルにおける

競合的拮抗薬Ang-1およびAng-2の変化の結果

としての Tie2 活性化の基本的な役割は実証さ

れてきている[10]。 

 

2) Ang-1/Tie2システムが関与する病態 

我々は、腰痛の主原因となる椎間板変性にお

いて髄核細胞に発現する細胞表面マーカーとそ

の機能の関係性を解析し、新たな分化カスケー

ドを提唱した。中でも Tie2 の発現が加齢や変

性により急速に減衰することを発見し、外来性

Ang-1刺激により椎間板の恒常性維持が促され、

Tie2 アゴニストの探索が創薬の標的となるこ

とを示した[11-12] 。さらに、Tie2が椎間板の

老化と変性の高感度マーカーであり、椎間板変

性の診断に有用なマーカーになるのではないか

と報告し、Tie2/Ang-1シグナル伝達は髄核細胞

の維持と生存に役割を果たしていることが示唆

された[11]。 

 

Ang-1/Tie2システムは、癌、敗血症、糖尿病、

動脈硬化症、眼疾患など、血管系が重要な役割

を果たす多くの疾患に関係していることが報告

されている。 

敗血症および急性肺損傷において、Ang-2は

病因的意義があることが示されている[13]。外

傷後早期のアンジオポエチンと VEGF の役割

について評価したところ、Ang-2は損傷の重症

度と全身性低灌流の両方に比例し、外傷後早期

に放出されることが示された。さらに、Ang-2

の血漿レベルは、内皮活性化、凝固異常、およ

び補体カスケードの活性化のマーカーと相関し、

高レベルであるとより悪い臨床転帰と関連して

いることから、Ang-2が重度の外傷後の内皮活

性化と機能不全の直接的なメディエーターのマ

ーカーである可能性があることが示された[13]。 

血管新生は、腹部大動脈瘤（AAA）の発症と

進行において Angpts が果たす潜在的な役割を

評価した[14]。マウスに Ang-2 アデノウイルス

（AdEV）を投与したところ、プラーク病変の大

きさにより評価されるアテローム性動脈硬化症の

重症度が低下し、AdEV に応答して、アテローム

内の酸化LDLのマーカーが減少した[15]。In vitro

研究における HUVEC での関連した研究では、

Ang-2 が LDL 酸化形成を減少させ、一酸化窒素

（NO）依存的に泡沫細胞の形成を引き起こす可能

性があることを示唆している。最近、Ang-1がア

ペリンの発現を増強することによってアテロー

ム保護特性を持つことを示唆している。また、

Ang-1で刺激した後、アペリンの発現が時間依

存的に増加することを示し、これはAng-1を過

剰発現させたトランスジェニックマウスを用い
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た in vivoにおいても示されている[16]。 

 

3) 椎間板再生医療へTie2/Ang-1システムの応用 

我々は椎間板変性症による慢性腰痛症の治療

を標的とした同種再生医療等製品の開発、産業

化を目指している。本開発では10代の若年者ド

ナーから得られる少量の椎間板組織から椎間板

内の細胞の Tie2 発現を維持したまま拡大培養

する必要がある。Ang-1 は多量体を形成する糖

タンパク質であることから Tie2 アゴニストの

創薬は困難で、上市化した化合物はこれまでに

ない。可溶性 Ang-1 の添加より Tie2 リン酸化

は促せるが、高コスト、臨床使用にリスクもあ

り、より効率的かつ安価で臨床使用に耐えうる

Tie2 アゴニストを求めて共同開発企業と in 

silico 創薬による探索に着手した。Chemical 

Computing Group 社が配布している 653,214

化合物を対象とし、Ang-1 様の構造を持ち、か

つTie2への親和性の高い分子を探索した。 

30 化合物の化学構造式および化合物 code の

中から、最も親和性の高いヒット化合物を得た。

(図1) 

 

 図1  Tie2（cartoon）と 新規化合物 

（space-filling model）の相互作用 

 

 

3.展望 

 本邦において現在、椎間板修復のための細胞療法

に関する臨床応用、産業化への道筋は急速に進行し

ている。しかし、これまでいくつもの臨床研究にお

いて痛みや障害を軽減するための有益な結果や、胸

腰椎の特徴の改善を示唆するデータを提示している

ものもあるものの、これらの試験は適切なプラセボ

やシャムコントロールが欠けている為、限界がある

とされている[17-18]。 

2019年、本邦にて腰椎椎間板変性症に対する細胞

移植の治験が開始された[19-20]。DiscGenics社が開

発した細胞治療製品の安全性と有効性を評価する目

的で、第 I / II相臨床試験が開始され[20--21]、細胞

移植療法の可能性として、腰椎椎間板変性症患者の

変性した椎間板を修復し、それに伴う腰痛を緩和す

ることが挙げられている。前臨床試験では、明らか

な安全性の問題もなく、誘発された椎間板の変性を

減少させる効果があることが示されている[22-23]。 

 

様々な動物がモデルとして採用される研究の多く

は、細胞移植が椎間板を部分的に修復し、椎間板の

高さを維持または回復する事を実証しているが、未

だ多くの疑問が残っている。椎間板由来の細胞は大

量に入手することが難しく、さらに in vitroでは細

胞の能力を損なうことなく拡大することが難しい。

同様に移植する細胞の数も結果に影響することが示

されており、犬の研究では低用量の細胞が高用量の

細胞よりも優れている可能性が示唆されている一方、

ヒトの初期の研究では、細胞数が多いほど結果が向

上することが示唆されている[23-25]。これらの未解

決である問題に答えるために、細胞治療のさらなる

研究と最適化が期待されている。我々は次世代とな

る同種他家髄核細胞を用いた製品（同種 Tie2 陽性

髄核細胞製品）の導入を目指している。本来、腰椎

椎間板ヘルニアの手術において破棄する組織より髄

核細胞を分離して用いることで、より高い細胞活性

を持つ製品の導入が可能である。Tie2は細胞活性が

高いとされており、その発現の多いとされている若

年者の患者を対象としている。前述のように、

Ang-1/Tie2 経路は椎間板以外の様々な組織におい

て再生力が示されており、髄核細胞においても同様

の機能を発揮し、より質の高い製品の開発を目指し

ている[26]。 

 

腰痛患者数、関連する医療、または腰痛の強度が

わずかに減少するだけで、社会経済的コストが大幅

に削減され、多くの患者に大きなメリットがもたら

される可能性が示唆されている。細胞治療は、椎間

板の変性に対処するための有望な手段であるとされ、

世界中で様々な臨床試験が行われている。近い将来、

これらの製品が整形外科の脊椎外科医のための新し
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い治療法の1つとして実現されることを期待してい

る。 
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SARS-CoV-2 の L452R 変異が細胞性免疫から逃れる分子メカニズムに関する検討 

 

A Possible Molecular Mechanism of the L452R Variant of SARS-CoV-2 Escaping from the 

HLA-restricted cellular immunity 
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[要旨] 

In silico 研究により、SARS-CoV-2 ウイルスのスパイク・タンパク質の受容体結合モチーフにある 10

量体ペプチド NYNYLYRLFR は HLA-A24 の免疫優性エピトープになる可能があることを予測した。

また、この抗原ペプチド、HLA-A24 および T 細胞受容体(TCR)の分子間相互作用シミュレーション

を行い、L452R 変異株由来の対応するエピトープ NYNYRYRLFR が HLA-A24 に結合すると、TCR

への結合親和性が減弱し、HLA-A24 拘束性の細胞性免疫からこの変異株が逃避する可能性のあるこ

とを示した。 

[Abstract] 

In silico study has demonstrated that the 10-mer peptide of NYNYLYRLFR in the receptor binding motif of 

SARS-CoV-2 spike protein should be an immunodominant epitope of HLA-A24. The simulations of 

molecular interactions between the possible antigenic peptide, HLA-A24 and a T cell receptor have revealed 

the mutated epitope NYNYRYRLFR derived from the naturally occurring L452R might decrease the binding 

affinity of the epitope-HLA complex to the T cell receptor leading to evasion of the cellular immunity. 

 

 [Key Words] 

SARS-CoV-2, L452R, HLA-A24, cellular immunity, docking simulations  

 

 

1. はじめに 

新型コロナ・ウイルス(SARS-CoV-2)による全世界

の感染者数は2021年10月時点で、約２億4000万人

であり、死者数は490万人余りである。これまで日

本国内で最大の感染者数を出した第５波の大きな原

因として考えられているのが、SARS-CoV-2 のスパ

イク・タンパク質にL452R変異が起こったデルタ株

と言われている。デルタ株は2020年末にインドで出

現した「懸念すべき変異株」であり。インドにおけ

る感染爆発の主要な原因とされている。 

T細胞が関与する細胞性免疫は長期免疫記憶上重

要であるが、L452R変異株がHLA-A24拘束性細胞

性免疫から回避することが、最近になり指摘された

[1]。日本人にもっとも多いとされているHLA分子

がHLA-A24で、日本人の約70％が持っているとさ

れることから、L452R変異株によるHLA-A24拘束

性細胞性免疫回避が起こり、感染拡大と共に重症化

に繋がることが懸念されている。 

L452R変異株によるHLA-A24拘束性細胞性免疫

回避の分子メカニズムはまだ実験的には明らかにな

っていない。そこで、本研究では野生株と L452R

変異株のHLA-A24との相互作用の分子レベルでの

相違およびＴ細胞受容体(T cell receptor : TCR)と

の相互作用の変化を理解するために、スパイク・タ

ンパク質の受容体結合ドメイン（receptor binding 

domain : RBD）から生成してエピトープとなり得

るペプチド断片と HLA-A24 の相互作用

（epitope/HLA-A24）さらに epitope/HLA-A24 と

TCRとの分子間相互作用を in silico解析した。 
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２．結果の概要 

 以下のすべての計算は統合計算化学システム

MOE[2]を用いて行った。 

 

2.1. L452R変異を含むエピトープの特定 

HLA A-24は 10残基からなるペプチド断片を認

識することが多い。そこで本研究では L452を含む

10 残基からなるペプチドがエピトープになると考

えて解析を行うことにした。しかし、RDB におい

てL452を含む10残基ペプチドは10通り考えられ

る。 

その内、どのペプチドがHLA A-24と相互作用す

る上で重要かを我々が開発したソフトウェア

HLABAP[3]で解析した。HLABAP では、X- 線結

晶構造やホモロジーモデリングで得られた HLA- 

ペプチド複合体立体構造に基づき、一群の候補ペプ

チドと対象 HLA 分子との複合体立体構造をまず

構築する。次に各複合体について、HLA- ペプチド

相互作用の強さを判断する親和性スコアを計算し、

高い結合能を持つペプチド候補を定量的に選択する。 

この解析では HIV1 由来のエピトープである

Nef138-10 ペプチド、HLA A-24およびδ/αβ TCR

が作る複合体の結晶構造[4](PDB ID: 5XOV)をテン

プレートに用いた。結合親和性を判断する指標には

結 合 自 由 エ ネ ル ギ ー に 相 当 す る

GBVI/WSA_dG(kcal/mol)[5]を用いた。野生株

(L452L)および変異株 L452R についての計算結果

を図１および図２に示す。452番目の残基を赤字で

示した。 

 

図１．野生株L452L 

 

sequence  GBVIWSA_dG(kcal/mol) 

SKVGGNYNYL  -15.32 

KVGGNYNYLY  -17.97 

VGGNYNYLYR  -16.10 

GGNYNYLYRL  -15.31 

GNYNYLYRLF  -18.08 

NYNYLYRLFR  -19.71 

YNYLYRLFRK  -19.56 

NYLYRLFRKS  -16.86 

YLYRLFRKSN  -18.19 

LYRLFRKSNL  -17.67 

 

これらの結果は、野生株においては

NYNYLYRLFR という配列を持つペプチドが最も

強くHLA A-24に結合するエピトープであることを

示唆し、Kiyotaniらが bioinformaticの手法で予測

したエピトープ[6]とも一致する。即ち、HLA A-24

によって認識される野生株のエピトープは

NYNYLYRLFRであると考えられる。 

図２．変異株L452R 

 

sequence, GBVIWSA_dG(kcal/mol) 

SKVGGNYNYR  -16.18 

KVGGNYNYRY  -17.62 

VGGNYNYRYR  -16.78 

GGNYNYRYRL  -14.37 

GNYNYRYRLF  -18.50 

NYNYRYRLFR  -19.67 

YNYRYRLFRK  -19.01 

NYRYRLFRKS  -19.56 

YRYRLFRKSN  -18.03 

RYRLFRKSNL  -18.09 

 

変異株 L452R についての結果もやはり同じ領域

のNYNYRYRLFRという配列を持つペプチドが最

も強くHLA A-24に結合するエピトープであること

を示唆する。 

 従って、HLABAP による解析の結果は、野生株

においても変異株 L452R においても共通に

NYNYL(R)YRLFR配列がHLA A-24によって優先

的に認識されることは示した。さらにL452がRに

変異することで、変異エピトープのHLA A-24によ

る認識がごくわずかではあるが甘くなることが

GBVIWSA_dG値から示唆された。 

 HLABAP により求められた NYNYLYRLFR/ 

HLA A-24およびNYNYRYRLFR/ HLA A-24複合

体の立体構造を図３および図４に示す。 

 

2.2. TCRによるエピトープ/HLA A-24複合体の認

識 

 HLA分子表面に提示されたエピトープはTCRに

よって認識される。NYNYLYRLFR/HLA A-24複合

体およびNYNYRYRLFR/HLA A-24複合体がTCR

によってどのように認識されるかをドッキング・シ

ミュレーションにより解析した。ドッキング計算に

は、ソフトウェアASEDock[7]を用いた。相互作用 
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図３. NYNYLYRLFR/HLA A-24複合体の立体構造 

 

 

 

 

 

 

 

図４. NYNYRYRLFR/HLA A-24複合体の立体構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

の相手である TCR の立体構造には、上述した結晶

構造(PDB ID: 5XOV)中のδ/αβ TCRの構造を用い

た。相互作用の強さを判断する指標には結合自由エ

ネルギーに相当する GBVI/WSA_dG(kcal/mol)[5]

を用いた。 

 初期構造を root mean square gradient が 0.01 

kcal/mol/Å2 になるまで最適化した。最適化後の

NYNYLYRLFR/HLA A-24/TCR お よ び

NYNYRYRLFR/HLA A-24/TCR 複 合 体 の

GBVI/WSA_dG 値は各々 -16.48 および -15.15 

kcal/mol であり、NYNYRYRLFR に変異すると相

互作用は 1.33 kcal/mol 不安定になる。すなわち、

L452R変異株由来のエピトープ/HLA複合体に対す

るTCRの認識能は、少なくても1.33 kcal/molだけ、

野生株由来のエピトープに対する認識能よりも低下

することをこのシミュレーション結果は示す。 

 

図５.TCRを認識するNYNYLYRLFR/HLA A-24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

構造最適化したNYNYLYRLFR/HLA A-24/TCR

およびNYNYRYRLFR/HLA A-24/TCR複合体の立

体構造を各々図５および図6に示す。TCR分子のα

ヘリックスおよびβシートは、各々はシアンおよび

マゼンタの色で示す。 

 図 3-6はPyMOL[8]で描いた。 

 

３.考察 

本研究は、SARS-CoV-2ウイルスのスパイク・タ

ンパク質の受容体結合モチーフにある

NYNYLYRLFRというアミノ酸配列をもつ10量体

ペプチドはHLA-A24の抗原ペプチド結合部位に強

く結合し、免疫優性エピトープとして働く可能性の

あることを示した。しかし L452R 変異株における

対応ペプチドNYNYRYRLFRのHLA-A24抗原ペ

プチド結合部位への結合性は若干弱くなることも示

した。 
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図 6. TCRを認識するNYNYRYRLFR/HLA A-24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに NYNYRYRLFR/ HLA-A24 複合体と TCR

との相互作用はNYNYLYRLFR/ HLA-A24複合と

TCR との相互作用に比較して有意に減弱すること

が本研究により推定された。 

 すなわち、L452R株は少なくともHLA-A24拘束

性細胞性免疫を減弱させる可能性が本研究のシミュ

レーションで示された。 

これまで、COVID-19の世界的なパンデミックの

初期において日本人での COVID-19 患者数がなぜ

少ないのかが大きな疑問の１つだったが、もしHLA 

A-24 がこのように積極的に細胞性免疫に関与して

いれば、つまりHLA A-24による免疫応答で感染拡

大を抑制して来たとすれば、日本人における患者数

が少なかった理由の1部は説明できることになると

共に、L452Rの関与が大きいとされる国内での第５

波において感染者数が増加したことも説明できる。

一方、インドにおける爆発的な感染拡大が E484Q

および L452R の二重変異株によるのではないかと

推測されているが、インド人口におけるHLA A-24

の保有率は約35%と言われており、欧州に比べて遥

かに高く、L452Rによる細胞性免疫回避がこの感染

急拡大に関係している可能性も否定できない。 

残念ながら、野生株や L452R 株に対する細胞性

免疫に関する研究は少なく、本研究で示唆される関

連性を確認することは今のところできていないが、

SARS-CoV-2の今後の感染制御や感染後の後遺症対

策等を考える上で SARS-CoV-2 に対する細胞性免

疫応答に関する研究は重要であると考えられる。 
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[要旨] 

 本学では、2020 年に熊本県上益城郡益城町に位置する臨空校舎予定地圃場で、油糧作物であるエゴマを

栽培し、産学官連携の一環でエゴマ油の試作製品化を行った。そこで搾油後に廃棄される搾り粕に着目し、

総フェノール含量と抗酸化活性を評価した。その結果、エゴマ搾り粕粉末は、比較対象として用いた市販の

すりゴマよりも、約 10〜12.5倍高い総フェノール含量とともに、約 20倍高い抗酸化活性を示した。以上よ

り、エゴマ搾り粕は、すりゴマよりも抗酸化ポリフェノールに富む食材となり得ることが示された。 

 

[Abstract] 

  In 2020, an oil crop perilla was cultivated at the agricultural test field of scheduled Rinku Campus of Tokai University 

located at Mashiki-cho, Kamimashiki-gun, Kumamoto in Japan. Therein, a prototype of perilla oil has been produced 

under a course of project in collaboration with our university, industry, and government. Here, we focused on the 

by-produced perilla pomace, and determined its total phenolic content and antioxidant activity. The perilla pomace 

powder showed approximately 10- to 12.5-times higher phenolic content and almost 20-times higher antioxidant activity 

than those of the commercial ground products from sesame seeds. Collectively, it is suggested that the perilla pomace 

can be a good food material rich in antioxidant polyphenols than ground sesame products.   

 

[Key Words] 

Perilla frutescens, perilla pomace, total phenolic content, antioxidant activity 

 

 

1. はじめに 

 エゴマ（荏胡麻、英名：Perilla、学名：Perilla frutescens 

(L.) Britton var. japonica Hara）はシソ科シソ属の一年生

草本で、草丈1 m付近にまで生育する東南アジア（イ

ンド、中国中南部）原産の油糧作物である[1-3]。植物

学上エゴマはシソ（紫蘇、英名：Perilla、学名 Perilla 

frutescens var. crispa Thunb. Deane）と同種であるものの、

シソはエゴマの変種に位置づけられている。わが国で

はインド原産のゴマ（胡麻、英名：Sesame、学名：

Sesamum indicum Linne）よりも歴史的に古くより利用

されてきた。エゴマは約5,000年前の縄文時代の遺跡か

らも出土されており、エゴマ種子が炭化したパン状の

もののなかに混ぜられていることから、古代より食さ

れていたと考えられている[1,2]。エゴマには約46-50%
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の油脂が含まれており、灯火用、漆器の製造や桐油紙、

雨合羽、雨傘、提灯などの防水加工のための塗装剤、

ペンキや建材リノリウムなど、エゴマ油が工業用とし

ても古くより利用されてきた[1-3]。江戸時代以降は、

菜種や綿実が油の主原料となって普及したためエゴマ

栽培は衰退した経緯があり、エゴマが各地で帰化植物

となって野生化したとされる。わが国の2020年におけ

る可食油としての植物油脂全体の国内生産量は 70,169 

t（うち菜種1,014 t）、これに対する輸入量は1,558,848 t

（うち菜種974,785 t）であり[4]、油糧作物は大きく輸

入に頼っている現状にある。 

 エゴマ種子には約 50%の油脂がトリグリセリドの形

で含まれており、現代ではエゴマ油脂が健康志向食と

しても見直されるようになってきた[3]。特にエゴマに

特徴的な成分としても知られる n-3 系不飽和脂肪酸の

α-リノレン酸のはたらきによる動脈硬化予防作用[5]や

コレステロール低減作用[6]が報告されており、さらに

ロズマリン酸やルテオリンなどのポリフェノール成分

による認知機能改善効果[7]や抗炎症作用[8]などが期

待されている。そのため、工芸作物の区分に位置する

エゴマの特産品化が全国各地で図られ、地域ごとに栽

培や普及活動、話題作り等が行われている[9]。国内の

2019年におけるエゴマ子実の年間生産量（収穫量）は

137.9 tであり、北海道（33.8 t）、福島県（21.6 t）、島根

県（18.3 t）、岩手県（8.1 t）、広島県（8.1 t）、長野県（6.0 

t）、山形県（5.3 t）の順に生産量が多く、九州圏内では

とくに熊本県（3.0 t）が山都町および菊陽町などで栽培

に力を入れている[10]。エゴマは多くの地域で在来種が

継続的に栽培されていることから、中山間地域の食料

生産と国土保全の面でも有用であり、在来作物の持つ

多様性、地域の個性、つながりの面からも注目されて

いる[9]。 

 

 
Figure 1. Schematic diagram of the recycling project with 

sunflower, perilla, and sweet potatoes (ref. Agricultural 

Education and Training Center, Tokai University) 

 

本学では「農ある仲間、土ほぐす福幸プロジェクト」

として、2020年に農学教育実習センターが中心となっ

て、阿蘇実習フィールド（熊本県阿蘇郡南阿蘇村）お

よび臨空校舎予定地（熊本県上益城郡益城町）でヒト・

自然・動物が関わり循環することができるよう景観の

向上も含めた目的でプロジェクトを開始し、その一環

として臨空校舎予定地の圃場で油糧用のヒマワリやエ

ゴマ、サツマイモなどの栽培を開始した（Figure 1）。

産学官連携のもと、熊本県南阿蘇村の協力により島根

在来のエゴマと栽培技術の提供を受け、さらに県内企

業の協力のもと搾油を行った。本プロジェクトでは、

熊本地震からの復興の意味も込めて「福幸油」と名付

けられたヒマワリ油とエゴマ油の試作製品化を行って

いる（Figure 2）[11,12]。 

 

 
Figure 2. Prototype of seed oil products from perilla and 

sunflower cultivated in this project. 

 

エゴマの搾油時には原料の約4〜6割が残渣（搾り粕）

として排出される。この残渣は、前述のプロジェクト

では本学の阿蘇実習フィールドで飼育される家畜動物

に給餌し、嗜好調査等にも活用されている。エゴマの

産地によってはエゴマ搾り粕の粉末が比較的安価で販

売されており、和食を中心に様々な料理の材料に利用

されている。しかしながら一般的にエゴマ搾り粕の多

くは廃棄処理されているのが現状である。 

 そこで本研究では、搾油時に生じるエゴマ搾り粕の

利用価値を見出していくために、本学産のエゴマ種子

からの搾り粕の総フェノール含量と抗酸化活性を測定

することとした。さらに、エゴマ搾り粕粉末と形状や

風味が似ていることから用途を考察していく際の参考

とするため、市販の 2 種類のすりゴマ粉末と比較する

こととした。 

 

2. 結果の概要 

1)  研究材料 

32



東海大学先進生命科学研究所紀要 第 6 巻 2022 年 3 月 

 本研究で用いた黒種子系のエゴマは、2014年頃に島

根県のエゴマ産地より南阿蘇村が譲り受けたものであ

る。その後、熊本県農業研究センター高原農業研究所

（熊本県阿蘇市）において品種の比較栽培試験が行わ

れ、熊本県内の高冷地となる標高 200-500 m 付近の中

山間地域でも生育に適することが実証されている[13]。

これを本学の農学教育実習センターが譲り受け、2020

年5月 22日に播種をしたうえで、同7月2日に本学臨

空校舎予定地で苗を植え付けて栽培した。同10月8日

に開花を確認し、同 11 月 4 日に収穫を行った。また、

収穫後のエゴマ種子の搾油は熊本県内企業（有限会社

堀内精油、熊本県八代郡氷川町）により行われた。エ

ゴマ種子はおおよそ 10~15 分間かけて 100~110℃まで

加熱し、職人による経験に基づいて焙煎が行われ、そ

の後搾油された。その過程で生じたエゴマ搾り粕の粉

末を本実験に使用した（Figure 3）。比較対象に用いた

白ゴマと黒ゴマを原料とする市販のすりゴマは、東京

都内の製油会社にて煎りあげて国内製造されたもので

あり、熊本県内の量販店で購入した。 

 

 

Figure 3. Perilla pomace powder used in this study. 

 

2)  抽出物の調製 

 エゴマ搾り粕 0.5 gに対してメタノール 20 mlを加

えて撹拌を行い、1,800 xgで遠心分離後の上清を得た。

残渣に同量のメタノールを加えて再度抽出し、同様に

上清を得た。その後、上清を混合してろ過し、ろ液を

抽出液とした。これを減圧下で約 25時間遠心濃縮した。

また、比較対象として市販の白ゴマと黒ゴマのすりゴ

マから同様に抽出を行った。各サンプル 2 本ずつ調製

を行った結果、0.5 gずつ秤量したエゴマ搾り粕、白ゴ

マおよび黒ゴマより得られた抽出物の収率は、それぞ

れ 19.4%、13.4%および 16.1%であった（Table 1）。黄

色い油状の抽出物が得られ、これをDMSOに再溶解し

てストック溶液とし、以降の実験に用いた。エゴマ搾

り粕より 19.4%の抽出物がメタノールにより回収でき

た本結果は、エゴマ搾り粕となる脱脂エゴマ種子が約

20%の脂質を含むという過去の報告を支持するもので

あった[14,15]。なお、先行実験としてエゴマ搾り粕0.5 

gから単回抽出を行う際にメタノール量の違い（10, 15, 

20, 25, 30 ml）が収率に及ぼす影響を調べたところ、最

大2,000分間までの遠心濃縮中に、少なくとも20 ml以

上の液量が必要であることを確認している（data not 

shown）。 

 

Table 1. Yield of methanol extracts from perilla pomace and 

ground white sesame and black sesame seed products. 

 Initial 

weight 

(g) 

Yield 

Sample 

name 

Weight 

(g) 

Ave.  

(g) 

Ratio 

(%) 

Ave. 

(%) 

Perilla 

pomace 

0.501 

0.500 

0.097 

0.097 

0.097 19.4 

19.4 

19.4 

White 

sesame 

0.500 

0.501 

0.066 

0.068 

0.067 13.2 

13.6 

13.4 

Black 

sesame 

0.501 

0.504 

0.079 

0.083 

0.081 15.8 

16.5 

16.1 

Data shown represent mean value from two experiments. 

Ave.; average. 
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Figure 4. Total phenolic content of the extracts (A) or 

products (B) of perilla pomace, ground white sesame and 

black sesame seeds. Data shown represent mean ± SD from 

three experiments. Values 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. 
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試料中の総フェノール含量はフォーリンチオカルト

法に基づき、既報に従ってクロロゲン酸相当量として

測定した[16,17]。抽出物1 g中の総フェノール含量を調

べた結果、エゴマ搾り粕で認められた値24.8 mgは、白

ゴマの 2.92 mgと黒ゴマの2.89 mgよりも約8.3倍高か

った (Figure 4A)。収率を加味して各サンプル粉砕物1 g

中の総フェノール含量を算出した結果、エゴマ搾り粕

では4.81 mgの値が得られ、白ゴマの0.391 mgと黒ゴ

マの 0.465 mg よりも約 10～12.5 倍高かった (Figure 

4B)。国内の在来種および中国種のエゴマ種子中のポリ

フェノール含量としてそれぞれ 4.431 mg/g（= 443.1 

mg/100 g）および3.784 mg/g（= 378.4 mg/100 g）が報告

されている[14]。本研究でエゴマ搾り粕より得られた値

（4.81 mg/g）はこれらの報告値と同程度であった（see 

Figure 4B）。 

 

4)  エゴマ搾り粕、白ゴマ、黒ゴマの抗酸化活性の比

較 

 既報に従って [16,17]、化成品ラジカル種の

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)ラジカルに対する

消去活性を測定した。その結果、エゴマ搾り粕の抽出

物では濃度依存的な活性の上昇とともに 157 µg/ml の

EC50 値が得られた。一方、白ゴマと黒ゴマの抽出物で

は、1,500 µg/mlのときそれぞれ最大で31.1%と 27.1%

の活性を示すのみであった。このとき、ポジティブコ

ントロールとして用いた抗酸化剤 trolox の EC50 値は

9.57 µg/mlであった(Figure 5)。 

 

 
Figure 5. Effect of concentrations of the extracts from perilla 

pomace, ground white sesame and black sesame seed 

products, and trolox on the DPPH radical scavenging assay. 

Data shown represent mean ± SD from three experiments.  

 

 このとき、抽出物1 gあたりの抗酸活性を trolox相当

のTE値で表した結果、エゴマで得られた値61.6 mg TE

は、白ゴマの4.12 mg TEと黒ゴマの 3.67 mg TEよりも

約15~17倍高かった (Figure 6A)。さらに、各サンプル

粉砕物1 gあたりの抗酸活性を同じくTE値で表した結

果、エゴマ搾り粕の値 12.0 mg TEは、白ゴマの0.552 mg 

TE と黒ゴマの 0.590 mg TE よりも約 20 倍高かった

(Figure 6B)。 
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Figure 6. Antioxidant capacity of the extracts (A) or 

products (B) of perilla pomace and ground white sesame 

and black sesame seeds on the DPPH radical scavenging 

assay. Data shown represent mean ± SD from three experiments. 

Values 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. 

 

 本研究で用いたエゴマ搾り粕はエゴマ種子を 

100~110℃付近で焙煎した上で搾油したものであり、高

温加熱されている。比較対象とした市販の黒ゴマと白

ゴマのすりゴマも炒りゴマとして加熱処理されていた。

そのため、エゴマ搾り粕中のポリフェノールなどの抗

酸化成分は比較的熱にも安定で、機能性成分として残

存していることが考えられた。炒りエゴマから新規の

抗酸化成分が見いだされた報告もあり[18]、エゴマ油の

酸化安定性やエゴマの成分と加工利用時の成分変動も

考慮することにより[14,19]、風味とともに機能性成分

の安定性や効能に及ぼす適切な加熱処理条件について

も調べることも重要と考えられる。一方、国内の在来

種および中国種のエゴマ種子の DPPH ラジカルに対す

る抗酸化活性としてそれぞれ 6.58 mg TE/g（= 2,633 

mmol TE/100 g）および4.65 mg TE/g（= 1,858 mmol 

TE/100 g）が報告されている[14]。本研究でエゴマ搾り

粕より得られた値（12.0 mg TE/g）はこれらの報告値よ

りも1.8-2.6倍ほど高かった（see Figure 6B）。 
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 これまでに、Oxygen Radical Absorbance Capacity

（ORAC）法で評価したエゴマ油の抗酸化活性が、ゴ

マ油、菜種油ならびにアマニ油よりも高いこと、エゴ

マを用いた加工食品のすりゴマ、焙煎エゴマならびに

エゴマ味噌の抗酸化活性が白ゴマおよび黒ゴマよりも

高い傾向にあることが報告されている[20]。したがって、

油糧作物のなかでもエゴマ油の抗酸化性が優れるもの

の、エゴマ搾り粕もまた抗酸化性に富む加工食品の原

料となりうることが示唆された。ゴマなどの油糧作物

や加工品については保存期間や保存環境によって油脂

過酸化物の程度も異なる可能性がある[21]。そのため、

過酸化物価等を測定し、抗酸化活性の持続性や有効性

についても詳細を検証していく必要があることと考え

られる。 

 エゴマの種子および搾り粕中のフェノール性抗酸化

成分として、カフェ酸-3-O-グルコシド、カフェ酸、ル

テオリン-7-O-グルコシド、ロズマリン酸-3-O-グルコシ

ド、ロズマリン酸、アピゲニン-7-O-グルコシド、ルテ

オリン、アピゲニン、キロソエリオール、ロズマリン

酸メチルエステルの10種類が認められており、なかで

もロズマリン酸、ルテオリン、アピゲニンおよびロズ

マリン酸-3-O-グルコシドの 4つが注目すべき特徴的な

成分として報告されている[22]。そこでは、エゴマ種子

および搾り粕ともに類似したフェノール性成分の含有

パターンを示すものの、とくに上述の 4 種類の成分は

搾り粕のほうが種子よりも約 2 倍多く含まれている。

同様に韓国産のエゴマ種子中のフェノール性抗酸化成

分にはカフェ酸を含む 6 種類が認められており、ここ

でもロズマリン酸-3-O-グルコシドとロズマリン酸が複

数の栽培種間で共通した主要なフェノール性成分であ

る[23]。 

 また、エゴマ種子に含まれるロズマリン酸やルテオ

リンはカテキンやクロロゲン酸と同等の活性酸素（ス

ーパーオキシドアニオンラジカル）消去作用を示し、

活性酸素消去への寄与が大きい可能性が示されている

[15]。酸化剤（t-ブチルヒドロペルオキシド）誘発の

HepG2 ヒト肝臓細胞の酸化肝障害モデルにおいては、

エゴマ種子メタノール抽出物が細胞内の抗酸化系酵素

の改善を促すことで肝細胞保護作用を有するとの報告

がある[24]。 

 搾油後のエゴマ搾り粕は、脂質が半減する一方で、

タンパク質などの成分は種子の 1.5 倍程度、約 30%に

まで高濃縮され、さらには約 30%の食物繊維を含有す

る食素材としての特徴を有する[15]。そのため、残存油

脂の酸化変敗への防止策を講じながらも他の食品用途

への開発に期待が寄せられる。  

 エゴマは種子の色から大きく白種と黒種に分けられ

るものの、品種改良がほとんど行われておらず、多く

の地域で在来種が継続的に栽培されてきた[9,25]。現在

までに、国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研

究機構（NARO）農業生物資源ジーンバンクに登録の

エゴマ全190点のうち、167点が在来種として保存され

ている[26,27]。エゴマの栽培適地に加えて、搾油量や

搾油効率、さらには機能性成分の含量や効能面におい

ては、在来種ごとに多様性が認められるものと考えら

れる。これまでに、エゴマ新品種「飛系アルプス1号」

が2013年に登録公示されており、子実中の機能性成分

α-リノレン酸が安定して高くルテオリンに富む特徴

や栽培法が報告されている[28,29]。また、2018 年に登

録出願し公表中の品種「飛騨小坂おんたけ1号」が「飛

系アルプス1号」と同等のα-リノレン酸、ルテオリン、

含油率を示すことが報告されている[30,31]。そのため、

エゴマ搾り粕の保健機能効果を目指した利用を図るに

あたっては、原料となるエゴマ自体の栽培時の生育特

性や機能性成分含有量の特徴づけも重要であると考え

られる。 

 

3. 展望 

 以上より、本研究では熊本県内で栽培され生産され

た、本学産のエゴマ種子からの搾り粕と市販の 2 種類

のすりゴマについて、総フェノール含量と抗酸化活性

の測定を行い、エゴマ搾り粕が白ゴマと黒ゴマに比べ

て高い値を示すことを明らかにした。エゴマ種子やエ

ゴマ搾り粕を用いた製品や特産品の事例では、まず粉

末状に一次加工された後に料理や菓子類の原料として、

二次加工利用されている現状がある。今後は、本実験

で比較対象として用いたすりゴマなどの実用例も参考

にしながら、エゴマ搾り粕を用いた製品などを考案す

ることが重要と考える。これにより、食品ロスを減ら

すとともに本学で生産されるエゴマをより有効活用で

きるよう、提案していく必要がある。また、国内エゴ

マの消費のほとんどを輸入に依存している現状があり、

特に中山間地域で、生育に適したエゴマの栽培普及や

ユニークなエゴマ製品の開発と需要拡大に、今後も期

待が寄せられる。 
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[要旨] 

L-ロイシン脱水素酵素 (LeuDH)は納豆菌が生産する特有の匂い物質である、4-メチル-2-オキソペンタン酸

の生産に関わる酵素である。納豆菌であるBacillus subtilis subsp. natto BEST195からLeuDH遺伝子を見出す

と共に、構造機能解析を目的に遺伝子クローニングを行った。LeuDH をコードする遺伝子をクローニング

した後、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 LeuDH 遺伝子の発現を行った。

その結果、LeuDH活性を有す酵素の調製が可能であった(比活性；35.1 U/mg) 。酵素の結晶化を行った結果、

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、7~11 Å程度の低分

解能データの測定ができた。 

[Abstract] 

 

L-leucine dehydrogenase (LeuDH) is an enzyme involved in the production of 4-methyl-2-oxopentanoic acid, a 

peculiar odorant produced by natto Bacillus.  The LeuDH gene was found in Bacillus subtilis subsp. natto BEST195, a 

natto bacterium, and was cloned for structural and functional analyses.  The cloned gene encoding LeuDH was ligated 

to a protein expression vector, and expressed in Escherichia coli.  Thus, an enzyme with LeuDH activity (specific 

activity: 35.1 U/mg) was produced.  Upon crystallization, enzyme crystals suitable for X-ray diffraction were obtained.  

X-ray diffraction results yielded low-resolution data of approximately 7 - 11 Å.   

 

[Key Words] 

L- leucine dehydrogenase, Enzyme expression and purification, X-ray crystallography 

 

1.はじめに 

LeuDHは補酵素NAD+依存的にL-ロイシンのα位の

酸化的脱アミノを触媒する酵素 (EC: 1.4.1.9) である[1]

（図 1）。LeuDHはBacillus属細菌（納豆菌）に多く見

られ、細胞内において分岐鎖アミノ酸の分解や、芽胞

形成に関わると考えられている。LeuDHの酵素反応生

成物は 4-メチル-2-オキソペンタン酸であり、この短鎖

分岐脂肪酸が納豆特有の匂いを生み出すことが知られ

ている[2]。これまでに、納豆特有の匂いを減少させた

新しい納豆の作出を目的に、LeuDHの酵素活性の少な

い有用な納豆菌の育種と低臭納豆への利用が行われて

いる[3, 4]。我々は納豆特有の匂い物質を生産する原因

酵素であるLeuDHを納豆菌Bacillus subtilis subsp. natto 

BEST195 から見出すと共に LeuDH の機能解析と結晶

構造解析を目的に LeuDH の大腸菌を利用したリコン

ビナント酵素の大量発現を行った。また、酵素を応用

利用するための基礎的研究として LeuDH の大量発現

および、精製と結晶化を行った。 
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図1. LeuDHが触媒する脱水素反応 

 

2.結果の概要 

1)  B. subtilis subsp. natto BEST195由来LeuDHの発現、

精製、結晶化、X線回折実験 

LeuDHの結晶構造解析には、大量の酵素が必要とな

るので、クローニングを行うことで、目的タンパク質

を大量に発現させた。B. subtilis subsp. natto BEST195由

来 LeuDH の遺伝子をファスマック株式会社に依頼し

合成した。また、人工合成遺伝子は 5’末端にNde Iサイ

トを、3’末端にBam HIサイトを付加した。合成した遺

伝子を pET15bベクターにライゲーションを行った。す

なわち、人工合成遺伝子(pUC/LeuDH) をNde I、Bam HI

で処理し、アガロースゲル電気泳動した後、LeuDH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。pET15bベクターも同じ制限酵

素で処理し、16C、16 時間インキュベートし LeuDH

遺伝子とライゲーションを行うことで pET15b/LeuDH

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 μg/mlアンピシリン含有の150 ml 

LB 液体培地に植菌し、37C で 3 時間培養を行った。

その後 isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) を終

濃度1 mMになるように加えて37Cで3時間培養を行

うことでLeuDH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。 

SDS-PAGEによりB. subtilis由来LeuDHの発現確認

を行ったが、可溶性画分である粗酵素ではなく、不溶

性画分に多くの酵素が存在しており、精製することが

できないことが明らかになった（図2）。そこで、IPTG

を終濃度1 mMになるように加えてから20Cで16時

間培養を行うように、誘導条件を変更したところ、

LeuDHの可溶性画分への発現が可能になった。発現確

認のため、SDS-PAGE 後に His-Detect In-Gel Stain で

His-tag 染色したところ、粗酵素溶液（可溶性画分）に

LeuDH と予測される約 40 kDa のバンドが観察できた

（図3）。 

 

 

図2. SDS-PAGEによるB. subtilis subsp. natto BEST195

由来LeuDHの発現確認。M；分子量マーカー、1；IPTG(-)、

2；細胞破砕液、3；粗酵素、4；不溶性画分。矢印は

LeuDHを示している (40 kDa)。 

 

 

図3. His-Detect In-Gel StainによるLeuDHの発現確認。

M；分子量マーカー、1；細胞破砕液、2；粗酵素、3；

不溶性画分。 
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上記の誘導条件で得られた粗酵素溶液を Talon コバ

ルトアフィニティーカラムを用いることで LeuDH の

精製を行った。平衡化バッファーには10 mM Trisバッ

ファー (pH 8.0), 500 mM NaCl, 10 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添加したバッファーを用い、酵

素を単一に精製した（図4）。 

LeuDH活性の確認には基質であるL-ロイシン、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、基質

L-ロイシン存在下でのみ紫色のホルマザンが形成され

ており、基質(-)では反応が起こらないことを確認した

（図5）。 

NAD+依存性 LeuDH の酵素活性測定（酸化的脱アミ

ノ反応）は下記の活性測定用反応溶液を用いて行った。 

すなわち、100 mM グリシン/NaOH (pH 9), 10 mM L-ロ

イシン、1.25 mM NAD+、精製酵素, 蒸留水が合計1 ml

になるように調製した。NAD+以外の反応溶液を光路長

1 cm のキュベットに入れて混合した後、NAD+を添加

して波長 340 nm における 1 分間の吸収の増加量

(NADH の増加量)を分光光度計(Hitachi U-2910)を用い

て室温で測定した。酵素濃度の測定には Bradford 色素

結合法を用い、検量線作成のための標準タンパク質は

ウシ血清アルブミンを用いた。その結果、比活性 35.1 

U/mg、収率30.1%で2.42 mgのLeuDHを精製すること

ができた（表1）。  

精製後の酵素は10 mM Trisバッファー (pH 8.0), 0.2 

M NaClに4Cで透析を行い、13.8 mg/mlに濃縮を行っ

た。その後、0.5 mM NAD+を添加後、結晶化スクリー

ニング(Crystal Screen, Crystal Screen 2, Wizard 3,4、Index、

Cryo1,2; Rigaku)を行った。その結果、35% PEG600, 0.1 M 

citrate buffer (pH 5.8)の条件で図6のような結晶が得ら

れたため、高エネルギー加速器研究機構（KEK、筑波）

のBL-5AビームラインにおいてLeuDH結晶のX線回

折実験を行った結果、7~11 Åの低分解能データを測定

することができた（図 6）。クライオ条件として 40% 

PEG600、パラトンオイルを使用したが、いずれの条件

でもデータの分解能に差は見られなかった。 

 

 

図4. SDS-PAGEによるLeuDHの精製確認。M；分子量

マーカー、1；素酵素、2；Talon溶出画分 (40 kDa)。  

 

 

図5. B. subtilis由来LeuDHの活性染色。1；L-ロイシン

(+)、2；L-ロイシン(-)。 

 

表1. LeuDHの精製表 

精製段階 総タン

パク量 

(mg) 

総活性 

(U) 

比活性 

(U/mg) 

収率 

(%) 

粗酵素 45.2 282.0 6.23 100 

Talon 2.42 85.0 35.1 30.1 

  菌体湿重量 1.7 g 

 

 

図6. B. subtilis由来LeuDHの結晶およびX線回折像 
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3.展望 

B. subtilis subsp. natto BEST195由来LeuDHの発現、精

製および、結晶化には成功し、低分解能ではあるが反

射データが得られた。今後、結晶構造解析を行うため

に高品質な結晶を作製していく予定である。 
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河川に放流されたアユの香りと脂肪酸組成の変化 

 

Changes in volatile flavor compound and fatty acid composition of stocked ayu 
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【要旨】 

河川に放流されたアユの揮発性成分と脂肪酸組成を調べた。放流前の海産および人工種苗は天然に

比べて皮の Hexanalと 1-Penten-3-olが多かった。また、海産および人工種苗は天然に比べて n-3系脂肪

酸の組成比が低く、オレイン酸の組成比が高かった。しかし、放流から 1ヶ月以降では 3種類間の揮

発性成分量と脂肪酸組成比の差は認められなかった。種苗放流されたアユの香りと脂肪酸組成は放流

後 1ヶ月程度で天然と同レベルになると考えられた。 

 

【Abstract】 

  The volatile components and fatty acid composition of ayu stocked into rivers were investigated. Before stocking, 

Hexanal and 1-Penten-3-ol of skin in marine and artificial seedlings were more than those in wild ayu. In addition, 

marine and artificial seedlings had a lower composition ratio of n-3 fatty acids and a higher composition ratio of 

oleic acid than wild ayu. However, one month after stocking, no difference was observed in the amount of volatile 

flavor components and the fatty acid composition ratio among the three type ayu. It was considered that the flavor 

and fatty acid composition of ayu stocked from the seedlings would be the same level as the wild ayu about one 

month after stocking. 

 

【Key Words】 

ayu, flavor, fatty acid, stocking 

 

1. はじめに 

アユ Plecoglossus altivelisはサケ目・アユ科に

分類される淡水魚で、昔から特徴的なキュウリ

やスイカのような香りが好まれており、「香

魚」とも呼ばれている。また、この香りはアユ

が摂餌する川石に付着した藻類由来であると考
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えられている 1,2)。しかし、近年では市場の大

半を養殖アユが占めており、2020年の岐阜中

央卸売市場における天然アユの流通量は養殖ア

ユのわずか 9.3 %となっている。また、天然ア

ユの平均卸売価格は 1㎏あたり 3,768円であっ

たのに対して養殖アユの平均価格は 1㎏あたり

1,055円であり、天然アユと養殖アユの間には

大きな価格差を生じている 3)。これまでに天然

アユと養殖アユの体成分を比較した研究が幾つ

か報告されており、腹部筋肉の脂質含量は養殖

アユで多く 4)、アユ独特の香りは天然アユで強

いことなどが明らかになっている 1)。また、両

者の脂肪酸組成の比較では、C18:3n-3（α-リ

ノレン酸）は天然アユで多く、C18:1n-9（オレ

イン酸）と C18:2n-6（リノール酸）は養殖アユ

で多いと報告されており、天然アユで C18:3n-3

が多いのはアユの餌である付着珪藻類の脂肪酸

組成に由来していると考えられている 5)。 

ところで、天然アユと呼ばれているものには

春先に海域から遡上したアユだけではなく、種

苗センターなどで放流用に飼育され、解禁前に

河川に放流されたアユが含まれている。栃木県

の利根川水系における天然遡上アユ調査による

と、遡上アユの 9割以上が放流種苗であった

6)。この河川に限らず、近年では国内の多くの

河川において種苗放流魚の割合が増えていると

推察される。放流種苗は放流されるまでの一定

期間は配合餌料を摂取している。したがって、

昔から「香魚」として親しまれてきた天然アユ

独特の香りも変化している可能性が考えられ

る。 

本研究では種苗放流されたアユの香りと脂肪

酸組成に着目し、放流してからどれくらいの期

間を経ることで天然アユと同レベルの香りや脂

肪酸組成になるのかを明らかにすることを目的

とした。 

 

2. 実験方法 

2-1. 試料 

本実験で用いた試料は以下の 3種類とした。

すなわち、静岡県浜松市の都田川ダム湖（いな

さ湖）での陸封アユ（以下、天然）、駿河湾沿

岸にて採取された稚鮎を静岡県内水面漁連鮎種

苗センターにて中間育成されたアユ（以下、海

産種苗）、鹿児島県鶴田湖産の親魚を静岡県内

水面漁連鮎種苗センターにて継代飼育されたア

ユ（以下、人工種苗）である。これら 3種のア

ユを解禁１ヶ月前の 5月（以下、放流時）、解

禁直後の 6月（以下、放流 1ヶ月後）、解禁か

ら 2か月後の 8月（以下、放流 3ヶ月後）に採

集した。検体数はそれぞれ、放流前が 3種を各

10尾、放流 1ヶ月後を 30尾、放流 3ヶ月後を

41尾とした。なお、放流後のアユはDNA分析

により、3種類のいずれのアユであるかを分類

した。 

 

2-2. 試料の調整 

 頭、鰓、骨を除去した後、内臓、筋肉、皮の

3部位に分け、それぞれをホモジナイズした

後、分析に供するまで-30℃で保管した。ま

た、右胸鰭はDNA分析に供するため、99.5%

エタノールで固定し、その後、数回エタノール

を交換しながら十分に脱水してから常温にて保

存した。 

 

2-3. 分析方法 

DNAは川島ら 7）の方法に従って行った。揮発

性成分は内臓と皮を試料として、平塚ら 8）の方

法に準じて GC-MS により分析を行った。脂肪

酸組成は筋肉を試料とし、Bligh＆Dyer 法の

Hanson＆Olley 変法 9)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
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テル化し、ヘキサンに溶解した後、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、Scheffe法により有意差検定を行った。 

 

3. 結果 

3-1.  放流後に採取したアユの由来判別 

放流時のアユのDNAマーカーとの比較によ

り、放流後のアユを判別した。川嶋ら 7)の方法

により、人工種苗は海産種苗および天然と容易

に判別できた。一方、海産種苗と天然はDNA

マーカーでは判別できなかったが、放流時と採

取時においてアユの体長に差があったため、体

長により判別できる個体のみを判別した。すな

わち、放流時の平均体長は海産 12.8cm、天然

で 7.4cm、放流１ヶ月後の平均体長は海産

16.6cm、天然 11.2cm、放流 3ヶ月後の平均体

長は海産 16.9cm、天然 11.9cmであった。した

がって、放流後のアユで体長が海産の最低体長

以下のものは天然と判別した。その結果、放流

1ヶ月後に採取したアユ 30検体から、海産種

苗 5検体、人工種苗 7検体、天然 7検体を判別

した。同様に、放流 3ヶ月後に採取したアユ

41検体から、海産種苗 8検体、人工種苗 3検

体、天然 7検体を判別した。 

 

3-2. アユの内臓の揮発性成分 

 放流後の経過時間に伴うアユ内臓の主要な揮

発性成分量の変化を図 1に示した。初めに脂質

劣化に由来する魚臭成分であり、特に赤身魚で

の報告が多い 8,10)として報告されているケトン

類の 2,3-Pentanedione、アルデヒド類の

Hexanal、アルコール類の 1-Penten-3-olについ

て記述する。2,3-Pentanedioneは放流時および

放流１ヶ月後のアユでは海産および人工種苗に

比べて天然で有意に少なかったが、放流 3ヶ月

後では 3種類間に有意差はみられなかった。

Hexanalは放流前後において 3種類間で差はみ

られなかった。1-Penten-3-olは放流前のアユで

は海産種苗に比べて天然で有意に少なかった。

放流 1ヶ月後および 3ヶ月後では 3種類間に有

意差はみられなかった。アユのキュウリ臭の香

りとして知られている 2,6-Nonadienal2)は放流時

のアユでは天然で多い傾向がみられたが、放流
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1ヶ月後および 3ヶ月後では 3種類間に差はみ

られなかった。アユのスイカの香りとして知ら

れている 3,6-Nonadien-1-ol2)は放流時のアユで

は海産および人工種苗に比べて天然で有意に多

かったが、放流 1ヶ月後および 3ヶ月後では 3

種類間に有意差はみられなかった。人工飼料由

来の臭いとの報告がみられる炭化水素類の

2,6,10,14-Tetramethyl-pentadecane11)は放流時のア

ユでは海産および人工種苗に比べて天然で有意

に少なく、また、放流 1ヶ月後においても天然

で少ない傾向がみられた。一方、放流 3ヶ月後

では３種類間で差はみられなかった。 

 

3-3. アユの皮の揮発性成分 

 放流後の経過時間に伴うアユ内臓の主要な揮

発性成分量の変化を図 2に示した。2,3-

Pentanedioneは放流前のアユでは海産種苗に比

べて人工種苗で、さらに人工種苗に比べて天然

で有意に少なかったが、放流 1ヶ月後および 3

ヶ月後では 3種類間に有意差はみられなかっ

た。Hexanalは放流前のアユでは海産種苗に比

べて人工種苗と天然で有意に少なかったが、放

流１ヶ月後と 3ヶ月後では 3種類間に差はみら

れなかった。1-Penten-3-olは放流前のアユでは

海産種苗に比べて天然で有意に少なかったが、

放流 1ヶ月後および 3ヶ月後では 3種類間に有

意差はみられなかった。2,6-Nonadienalは放流

前後で３種類のアユに有意差はみられなかっ

た。3,6-Nonadien-1-olは放流前のアユでは海産

種苗に比べて人工種苗で有意に少なく、さらに

人工種苗に比べて天然で有意に少なかった。

2,6,10,14-Tetramethyl-pentadecaneは放流前のア

ユでは海産および人工種苗に比べて天然で有意

に少なかったが、放流 1ヶ月後および 3ヶ月後

では 3種類間で有意差はみられなかった。 

 

3-4. アユの筋肉の脂肪酸組成 

 放流後の経過時間に伴うアユ筋肉の脂肪酸組

成を表１に示した。放流前のアユでは海産およ

び人工種苗に対して天然で組成比が大きく異な

っていた。すなわち、C16:0（パルミチン酸）、

C16:1n-7（パルミトレイン酸）、C18:1n-9（オレ

イン酸）および C18:2n-6（リノール酸）は天然

に比べて海産および人工種苗で有意に多く、反
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対に C18:3n-3（α-リノレン酸）、C20:4n-6（ア

ラキドン酸）、C20:5n-3（エイコサペンタエン

酸、EPA）および C22:6n-3（ドコサヘキサエン

酸、DHA）は海産および人工種苗に比べて天

然で有意に多かった。放流 1か月後のアユでは

人工種苗に比べて天然で C20:4n-6が有意に多

かったが、これを除けば 3種類間で組成比の有

意な違いはみられなかった。しかしながら、

C22:6n-3は海産および人工種苗に比べて天然で

高い傾向がみられた。放流 3か月後のアユでは

主に海産種苗と天然とで組成比が異なる傾向が

みられた。すなわち、C18:1n-9および C18:2n-6

は海産種苗に比べて天然で有意に少なく、反対

に C16:1n-7、C20:4n-6および C20:5n-3は海産

種苗に比べて天然で有意に多かった。 

 

4. 考察 

4-1. 揮発性成分 

 静岡県西部の都田川に放流された海産および

人工種苗と、都田川に生息し再生産している天

然アユの 3種類を材料として、皮、内臓の揮発

性成分を調べた。その結果、揮発性成分は皮よ

りも内臓で多く検出され、これは Suyama et 

al.11)と一致していた。また、放流時のアユにお

いては、皮、内臓いずれも海産および人工種苗

に比べて天然で 2,3- Pentanedione、Hexanal、1-

Penten-3-olが少なかった。これらの成分はいず

れも魚臭成分として知られており、特に

Hexanalは養殖アユに多く不快魚臭の一つであ

ることが平野ら 12)により報告されている。本

研究では種苗センターにて飼育された海産およ

び人工種苗でHexanalが多い傾向がみられたこ

とから、養殖あるいは放流種苗として飼育され

たアユでは天然に比べて不快な魚臭成分が多く

なると推察された。 

キュウリ様臭である 2.6-Nonadienalは、内臓に

おいて放流種苗よりも天然で多い傾向がみられ

C14:0 3.95 ± 0.23 a 4.07 ± 0.29 a 0.84 ± 0.14 b 2.38 ± 0.18 3.49 ± 1.08 2.30 ± 0.75 4.30 ± 0.36 3.70 ± 0.51 4.47 ± 0.63

C15:0 0.25 ± 0.02 a 0.24 ± 0.01 a 2.75 ± 0.83 b 0.43 ± 0.13 0.42 ± 0.16 0.39 ± 0.09 0.50 ± 0.12 0.45 ± 0.05 0.46 ± 0.15

C16:0 34.00 ± 1.21 a 30.89 ± 0.85 b 26.09 ± 1.18 c 26.38 ± 1.74 27.60 ± 1.94 28.52 ± 1.52 31.55 ± 1.56 31.09 ± 0.22 30.03 ± 0.94

C17:0 0.27 ± 0.04 a 0.24 ± 0.01 a 0.58 ± 0.11 b 1.29 ± 0.44 1.03 ± 0.49 1.22 ± 0.39 1.42 ± 0.32 1.34 ± 0.26 1.24 ± 0.28

C18:0 6.21 ± 4.24 3.45 ± 0.13 5.00 ± 0.18 3.64 ± 0.39 3.38 ± 0.54 3.75 ± 0.32 3.07 ± 0.16 2.96 ± 0.19 2.75 ± 0.24

C16:1 n-7 7.24 ± 0.21 a 8.43 ± 1.14 a 1.87 ± 1.02 b 8.36 ± 2.11 9.23 ± 3.81 7.31 ± 2.94 8.35 ± 1.53 a 10.91 ± 2.59 ab 14.05 ± 1.92 b

C17:1 n-8 1.21 ± 0.88 0.46 ± 0.04 0.31 ± 0.04 1.09 ± 0.24 0.93 ± 0.28 1.12 ± 0.36 0.95 ± 0.21 1.17 ± 0.17 1.79 ± 0.49

C18:1 n-9 11.38 ± 5.3  ab 14.57 ± 1.11 a 5.93 ± 0.67 b 3.85 ± 0.70 7.43 ± 4.90 3.77 ± 0.73 5.79 ± 1.37 a 4.87 ± 0.21 a 2.95 ± 0.26 b

C18:1 n-7 2.97 ± 1.30 2.66 ± 0.14 2.70 ± 0.15 2.20 ± 0.31 2.22 ± 0.21 2.20 ± 0.16 1.86 ± 0.14 1.78 ± 0.10 1.74 ± 0.07

C20:1 n-9 0.81 ± 0.07 a 0.88 ± 0.03 a 0.28 ± 0.02 b 0.04 ± 0.09 0.18 ± 0.21 0.02 ± 0.01 0.06 ± 0.17 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

C18:2 n-6 5.07 ± 2.67 ab 6.72 ± 0.17 a 3.92 ± 1.15 b 2.48 ± 0.57 3.42 ± 1.17 2.28 ± 0.16 3.93 ± 0.58 a 3.29 ± 0.45 ab 2.94 ± 0.61 b

C18:3 n-3 0.70 ± 0.04 a 0.69 ± 0.03 a 2.41 ± 0.5  b 10.89 ± 2.91 10.16 ± 5.73 10.03 ± 1.07 13.55 ± 2.74 11.91 ± 1.68 9.75 ± 2.69

C18:4 n-3 0.52 ± 0.05 0.51 ± 0.03 0.72 ± 0.28 0.89 ± 0.03 0.72 ± 0.22 0.73 ± 0.24 0.86 ± 0.10 0.70 ± 0.08 0.58 ± 0.13

C20:3 n-6 0.21 ± 0.02 0.25 ± 0.04 0.29 ± 0.06 0.26 ± 0.13 0.27 ± 0.05 0.32 ± 0.05 0.32 ± 0.03 0.35 ± 0.01 0.37 ± 0.04

C20:4 n-6 0.70 ± 0.09 a 0.67 ± 0.14 a 3.64 ± 0.23 b 1.91 ± 0.24 ab 1.45 ± 0.48 a 2.24 ± 0.23 b 1.22 ± 0.14 a 1.60 ± 0.15 ab 2.15 ± 0.38 b

C20:5 n-3 4.82 ± 0.27 a 4.72 ± 0.45 a 13.51 ± 0.85 b 9.70 ± 1.98 6.74 ± 1.84 8.95 ± 1.00 4.27 ± 0.58 a 5.35 ± 0.91 ab 6.04 ± 0.95 b

C22:4 n-6 0.43 ± 0.07 0.87 ± 0.64 0.48 ± 0.06 0.80 ± 0.90 0.26 ± 0.11 0.31 ± 0.05 0.22 ± 0.09 a 0.39 ± 0.06 ab 0.59 ± 0.19 b

C22:5 n-6 0.22 ± 0.02 a 0.23 ± 0.04 a 1.01 ± 0.15 b 0.06 ± 0.13 0.24 ± 0.19 0.36 ± 0.08 0.16 ± 0.07 0.21 ± 0.04 0.30 ± 0.05

C22:5 n-3 1.86 ± 0.11 a 2.01 ± 0.23 a 3.81 ± 0.26 b 3.87 ± 0.49 2.93 ± 0.82 3.84 ± 0.45 2.32 ± 0.21 2.58 ± 0.28 2.48 ± 0.22

C22:6 n-3 12.54 ± 1.57 a 11.48 ± 2.22 a 17.02 ± 1.66 b 9.50 ± 1.49 9.13 ± 2.75 11.50 ± 2.07 6.30 ± 1.44 6.01 ± 1.08 6.07 ± 0.88

Others 4.33 ± 1.11 6.02 ± 0.61 7.02 ± 1.28 9.72 ± 1.52 8.74 ± 2.74 8.87 ± 1.09 7.54 ± 1.22 7.57 ± 1.32 7.13 ± 0.58

Saturates 44.7 ± 5.37 a 38.9 ± 1.01 ab 35.3 ± 1.62 b 34.1 ± 1.11 35.9 ± 2.05 36.2 ± 1.24 40.8 ± 1.51 a 39.6 ± 0.62 ab 38.9 ± 0.58 b

Monoenes 24.2 ± 2.69 a 27.7 ± 2.14 a 10.9 ± 1.03 b 15.5 ± 1.91 20.1 ± 5.32 14.4 ± 2.84 17.1 ± 2.33 18.9 ± 2.78 20.5 ± 2.20

Polyenes 27.9 ± 2.77 a 29.3 ± 3.07 a 48.1 ± 2.49 b 41.6 ± 2.00 36.3 ± 7.60 41.7 ± 2.79 33.7 ± 2.54 33.2 ± 1.81 32.5 ± 1.41

n-3 / n-6 3.15 ± 0.71 ab 2.25 ± 1.19 a 3.98 ± 1.21 b 5.91 ± 1.99 5.34 ± 1.89 6.49 ± 1.56 4.78 ± 3.62 4.53 ± 2.59 4.02 ± 2.87

異なる符号間で有意差があることを示す（p ＜0.05)

表1　放流前後におけるアユ筋肉の脂肪酸組成

脂肪酸

( Wt % )

放流 3ヶ月後

海産種苗 (n =8) 人工種苗 (n =3) 天然 (n =7)

放流前 放流 1ヶ月後

海産種苗 (n =10)人工種苗 (n =10) 天然 (n =10) 海産種苗 (n =5) 人工種苗 (n =7) 天然 (n =7)
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た。一方、スイカ様臭である 3,6-Nonadien-1-ol

は内臓では放流種苗よりも天然で多かったが、

皮では天然よりも放流種苗の方が多かった。

2.6-Nonadienalは、C18:3n-3からリポキシゲナ

ーゼの作用によって生合成されること 13)、ま

た、その際には 3,6-Nonadien-1-olを経由するこ

と 14)が報告されている。一方、章ら 15)はアユ

の皮から抽出した粗酵素液を各種のポリエン酸

と反応させて生成物を調べた結果、EPAと

DHAを基質とした際に天然アユでは 2,6-

Nonadienalを多く、養殖アユでは 3,6-Nonadien-

1-olを多く生成し、これが天然アユと養殖アユ

の香りの差に起因している可能性を推察してい

る。本研究で 3,6-Nonadien-1-olは内臓では放流

種苗よりも天然で多かったことから、養殖ある

いは種苗生産されたアユの皮では 3,6-Nonadien-

1-olを生成しやすいと推察された。 

放流 1ヶ月後には 3種類のアユの揮発性成分で

有意差がみられなくなったことから、人工種苗

は天然と同程度の品質に変化したと考えられ

た。 

 

4-2. 脂肪酸組成 

放流時のアユでは海産および人工種苗と天然と

で組成比が大きく異なっており、天然に比べて

放流された 2種類の種苗で一価不飽和脂肪酸が

多く、多価不飽和脂肪酸が少なかった。これは

人工飼料に多く含まれている C18:1n-9がアユ

の筋肉の脂肪酸組成に反映された結果と考えら

れた。多価不飽和脂肪酸の 1種である C18:3n-3

は川石に付着している藻類の主要脂肪酸である

ことが知られている 5,16)。したがって、河川に

生息するアユの筋肉中の C18:3n-3比を調べる

ことで付着藻類をどの程度摂取したかを判断す

ることが可能である。平野ら 5)は栃木県那珂川

に生息する天然アユの C18:3n-3比は 9～10%で

あったと報告している。一方、山澤ら 16）はア

ユが生息していない河川を占有し、人工飼料で

飼育された種苗をその河川に放流して筋肉の脂

肪酸組成を調査している。その結果、放流種苗

の C18:3n-3比は 0.7%と極めて少ないこと、放

流アユの C18:3n-3比が 10%を超え、天然アユ

のそれと同等になるには放流後 2ヶ月を要した

ことを報告している。本研究においては、放流

前のアユの C18:3n-3比は 2種類の放流種苗で

0.7%であったのに対し、天然では 2.4%と有意

に多かった。しかし、天然アユの C18:3n-3比

が 2.4%と少ないことから、解禁前に河川に生

息していた天然アユは付着藻類の摂取状況が良

くなかったと考えられた。また、C20:5n-3比と

C22:6n-3比が高かったことから、藻類以外に水

生生物を摂取していたことが示唆された。一

方、放流から１ヶ月経った解禁直後では、3種

類のアユの C18:3n-3はいずれも 10%を超えて

おり 3種類間に差はみられなかった。したがっ

て、種苗放流されたアユは放流から 1ヶ月程度

で天然アユと同等の脂肪酸組成になると考えら

れた。山澤ら 16)の調査よりも本研究の方が放

流後に天然と同等になるまでの期間が短かった

のは、アユの餌になる藻類の繁茂状況の違いな

どが考えられた。 
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異なるカロテノイド色素を給餌した場合のスチールヘッドの身質変化 
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【要旨】 

地下海水を用いた陸上養殖で，ニジマスの降海型であるスチールヘッドに与える飼料中のカロテノイド色

素の種類や添加量と身色との関係を調べた．スチールヘッドにアスタキサンチン 100 ppm を含む飼料または

アスタキサンチン 50 ppm，カンタキサンチン 50 ppmを含む飼料を与えた場合の筋肉の総カロテノイド量と

色差を比較した結果，アスタキサンチンを高濃度で添加した飼料を与えた方が筋肉の総カロテノイド量が高

く，筋肉の色調は赤と黄が強くなった． 

 

【Abstract】 

  The relationship between the amount and type of carotenoid pigments added to the diets fed to Rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss), a demersal form of Steelhead, and body color was investigated in land-based aquaculture 

using groundwater.  The total carotenoid content and color difference in muscle of steelhead fed diets containing 

100 ppm astaxanthin or diets containing 50 ppm astaxanthin and 50 ppm canthaxanthin were compared, and the 

results showed that the total carotenoid content in muscle of steelhead fed diets containing high concentrations of 

astaxanthin was greater than that of steelhead fed diets containing low concentrations of astaxanthin.  The total 

carotenoid content of the muscle was greater in the diet with higher concentration of astaxanthin, and the color tone 

was more red and yellow. 

 

【Key Words】 

underground seawater, aquaculture on land, steelhead, carotenoid, astaxanthin 

 

 

 

48



 

東海大学先進生命科学研究所紀要 第 6 巻 2022 年 3 月 

1. はじめに 

静岡県静岡市三保地区内で採水される地下海

水の水温は，18～19℃であり，年間を通して

0.5℃程度の変化しかない 1)．また，塩分が約

33 psu，pHが約 7.3と一定である 2)．さらに，

曝気前の地下海水は溶存酸素量が約 0.8 mg/L

であるため 2)，好気性の細菌及び生物が皆無で

あり，極めて清浄である．これらの利点を利用

して，これまでヒラメ Paralichthys olivaceusや

クロマグロ Thunnus orientalis，アワビ類などの

水産生物の陸上養殖に関する研究が行われてき

た．国内におけるサケマス類の海面養殖は，夏

季の海水温上昇により，海水での飼育期間が限

定されてしまうが，水温が周年を通して一定で

ある三保地区内で取水可能な地下海水を利用す

ることで，通年の陸上養殖の可能性が考えられ

る．そこで，地下海水を利用したサケマス類の

陸上養殖が注目されている． 

サケマス類を海水で飼育すると，海水適応の

ために脳下垂体から成長ホルモンが分泌される

ため，短期間で大型化することが知られてい

る．さらに，淡水と比較して，海水で育てられ

た場合に旨味成分であるアミノ酸総量が高いこ

とが報告されている 3)．国内市場では，海水で

飼育されたニジマスは，トラウトサーモンとい

う名称で販売され，タイセイヨウサケ，通称ア

トランティックサーモンと並んで生食用や切り

身としての需要が高まっている．日本国内で

は，国内漁撈，養殖及び海外からの輸入を合わ

せて，年間約 40万トンのサケマス類が流通し

ているが，このうち約 56%がノルウェーやチ

リなどの海外からの輸入に頼っている 4,5)．海

外から輸入されたサケマス類は，突発的な魚病

の発生や為替変動と不況などの影響で，世界市

場における供給と価格は短期でも大幅な動きが

あった 6)．そのため，国内でのサケマス類の生

産の向上が求められている． 

地下海水には酸素が含まれていないため，十

分に曝気処理を行い，飼育水中の溶存酸素量を

上げてから飼育をしなければならないが，寄生

虫のリスクがなく，凍結殺菌しなくても，生食

用として安全な商品を提供できるという利点も

備えている． 

サケマス類の身の紅色は主にカロテノイド系

色素のアスタキサンチンで，カンタキサンチン

も微量存在している．天然のサケマス類は，オ

キアミなどのカロテノイド色素を含む甲殻類を

捕食することで，魚肉の紅色を保っている 7)．

そのため，養殖サケマス類については，飼料に

アスタキサンチン及びカンタキサンチンを添加

して魚肉の着色を補っている．その添加量は農

林水産省令に定められており，飼料 1 t中アス

タキサンチン 100 g以下，カンタキサンチン 80 

g以下とされている．そのため，限られたカロ

テノイド量の中で，サケマス類の色揚げ飼料を

作製する必要がある．そこで，本研究では，飼

料に含まれるカロテノイド色素の違いや配合量

と身色との関係を調べた． 

 

2. 実験方法 

2-1. 異なるカロテノイド配合飼料をスチール

ヘッドに与えた場合の成長比較 

2020年 11月 17日に直径 1 m，高さ約 1.25 m

（容積約 1 kL）の円形 FRP水槽 2槽に，トラ

ウトロッジ社－林養魚場経由で入手したスチー

ルヘッドを 25個体ずつ収容し，実験を開始す

るまで S＝34 psuの地下海水をかけ流して飼育

した．この時のスチールヘッドの体重の平均値

と標準誤差は，300.2±8.6 g（n＝50）であっ

た．水槽中心で底面から約 10 cmの位置にエア

ーストーン 3個を吊るして通気した．溶存酸素
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量を 10 mg/L以上に維持するために，マグネッ

トポンプ（RMD-401，レイシー）で飼育水を

循環させ，酸素ガス発生装置（オージネーター

601，近畿酸素株式会社）で発生させた高濃度

酸素をファインバブル発生器（FB-S15AI，株

式会社坂本技研）で溶解させ，溶存酸素量約

10 mg/Lに設定した． 

色素の添加量については，飼料安全法に従い

上限値とした．飼料条件は，アスタキサンチン

100 ppmを含む飼料（以下，アスタ 100）を与

えた場合，アスタキサンチン 50 ppmとカンタ

キサンチン 50 ppmを含む飼料（以下，アスタ

50カンタ 50）を与えた場合の 2条件とした．

飼料試験の作製を日本農産工業株式会社に依頼

した．飼料の形態は沈降性のエクストルーデッ

ドペレット（EP）とした． 

実験開始時，30，60日後に各水槽から 5個

体ずつ取り出し，頭部殴打し気絶させ，体長，

体重測定後，鰓弓を切断し，鰓の赤味が薄くな

るまで海水中で出血させた．カロテノイド量測

定までの間，密封容器に入れ，－80℃で冷凍保

存した． 

毎日 9時と 15時にデジタル塩分計

（EC300A，YSI），DO計（ProODO，YSI）を

用いて水温，塩分，DOを測定し，水質測定後

に各試験飼料を飽食量給餌した．なお，飽食給

餌については，投与した餌が，摂餌されずに水

面または水底に残った状態が続いたことを目安

とした．これを 15分後に再び行い，摂餌しな

くなったところで飽食給餌とした．給餌後に，

排水バルブを開くことで一時的に排水量を増加

させ，排泄物を排出した． 

測定によって得られた値から，下記の計算式

を用いて，増重量，補正飼料効率を算出した． 

 

補正飼料効率（%）＝補正増重量（g）※1/総摂

餌量（g）×100 

 

※1 補正増重量（g）＝増重量※2（g）＋斃死

個体の全重量（g） 

※2 増重量（g）＝終了時全重量（g）－開始

時全重量（g） 

（飼料効率全漁連補正法） 

 

2-2. 筋肉の色差 

背鰭起点から垂直に切断し，頭部側の身と尾

部側の身に分けた．また，それらを垂直に 2等

分し，背骨に沿うように切断し，酒本 8)に従
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い，筋肉に蓄積した色素量の数値が安定してい

る 8個の部位に切り分け，分析した．左半身の

頭部側の身の中で，背鰭起点側のうち背側の部

位である図 1-①，尾部側の身の中で，背鰭起

点側のうち背側の部位である図 1-②の色差分

析し，カロテノイド量を測定した． 

分光測色計（CM-2500d，コニカミノルタ株

式会社）で筋肉の色差を測定した．測定径

8mm，色調は L*，a*，b*モードで測定した．

L*は明度，a*，b*は色度を表し，a*は（＋）方

向が赤，（－）方向が緑，b*は（＋）方向が

黄，（－）方向が青を意味する．色差を 3回測

定し，平均値を色差とした． 

 

2-3. 筋肉中カロテノイド量 

ミンチにした試料 1g をガラス遠沈管に精秤

し，アセトンを適量入れながら攪拌し，10mLに

定容した．これを 3,000rpm で 15 分間遠心分離

し，上清を 0.45μmのメンブレンフィルターで

ろ過したものを分析用試料溶液として以下の分

析に供した． 

総カロテノイド量：分光光度計にて 478nmの

吸光度を測定し，吸光係数 2,200（濃度 1%, 光

路長 1cm）を用いて総カロテノイド量を算出し

た． 

アスタキサンチンおよびカンタキサンチン：

HPLC により定量した．HPLC の分析条件は以

下のとおりである． 

装置；島津高速液体クロマトグラフ LC-20AD 

検出器；島津 SPD-10A 

カラム；GLサイエンス Inertsil ODS-SP 5μm  

4.6×150mm 

カラム温度；40℃   検出波長；478nm 

流速；1ml/min.     注入量；2μL 

 

 

3. 結果 

3-1. 異なるカロテノイド配合飼料をスチール

ヘッドに与えた場合の成長比較 

異なるカロテノイド配合飼料をスチールヘッ

ドに与えた結果，実験期間中の水温は，アスタ

100飼料を与えた水槽で 16.2～20.2℃，アスタ

50カンタ 50飼料を与えた水槽で 17.0～19.9℃

であった．溶存酸素量と酸素飽和度の平均と標

準偏差については，アスタ 100飼料を与えた水

槽で 10.2±1.5 mg/L，133.7±19.6%，アスタ 50

カンタ 50飼料を与えた水槽で 10.5±1.9 

mg/L，136.2±29.7%であった（図 2）． 

斃死数については，実験期間中に，アスタ

100飼料を与えた水槽で 5個体，アスタ 50カ

ンタ 50飼料を与えた水槽で 3個体であり，飼

料条件に関係なく，生残率は 85%以上であっ

た． 

体重の平均値については，実験開始時に，ア

スタ 100飼料を与えた水槽で 297.8±9.8 g（n＝

25），アスタ 50カンタ 50飼料を与えた水槽で

302.5±14.0 g（n＝25）であり，試験飼料を給

餌してから 60日後に，アスタ 100飼料を与え

た水槽で 923.6±65.6 g（n＝15），アスタ 50カ

ンタ 50飼料を与えた水槽で 715.7±86.3 g（n＝

17）となり，個体差が大きく，飼料のカロテノ

イド配合量の違いによる差は見られなかった

（t-test，p>0.05）． 

補正飼料効率については，アスタ 100飼料を

与えた場合で 89.3%とアスタ 50カンタ 50飼料

を与えた場合の 78.7%より高かった（表 1）． 

3-2. 筋肉の色差 

 筋肉の色差の平均値については，部位①にお

ける L*は，実験開始時に 39.9±0.6（n＝5）

で，試験飼料を給餌してから 30，60日後に，

アスタ 100飼料を与えた水槽で 37.3±0.8，38.4

±0.7（n＝5），アスタ 50カンタ 50飼料を与え
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た水槽で，37.7±0.8，37.1±0.9（n＝5）といず

れの試験飼料を与えた場合でも，試験飼料を給

餌してから 30日後にかけて低下した．しか

し，試験飼料を給餌してから 30日後から 60日

後にかけてアスタ 100飼料を与えた水槽では上

昇する傾向であったが，アスタ 50カンタ 50飼

料を与えた水槽では低下する傾向であった．こ

れに対して，部位②では，実験開始時に 38.0±

0.5（n＝5）で，試験飼料を給餌してから 30，

60日後に，アスタ 100飼料を与えた水槽で

34.9±1.2，35.5±0.9（n＝5），アスタ 50カンタ

50飼料を与えた水槽で，33.6±0.4，33.6±0.8

（n＝5）と部位①同様に，実験開始時から試験

飼料を給餌してから 30日後にかけて低下した
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が，試験飼料を給餌してから 30日後から 60日

後にかけて変化は見られなかった（図 3）．ア

スタ 100飼料を与えた水槽で部位①における

a*は，実験開始時に 0.6±0.3（n＝5）で，試験

飼料を給餌してから 30，60日後に，11.5±

1.2，14.5±0.3（n＝5）であり，b*は，実験開

始時に 0.8±0.3（n＝5）で，試験飼料を給餌し

てから 30，60日後に，7.9±0.9，10.2±0.4（n

＝5）であり，部位②における a*は，実験開始

時に 2.2±0.4（n＝5）で，試験飼料を給餌して

から 30，60日後に，11.0±0.9，14.6±0.3（n＝

5）であり，b*は，実験開始時に 2.4±0.4（n＝

5）で，試験飼料を給餌してから 30，60日後

に，6.0±0.4，9.4±0.3（n＝5）といずれの部位

であっても，飼育日数の経過に伴い，a*，b*い

ずれも上昇する傾向があった．これに対して，

アスタ 50カンタ 50飼料を与えた水槽で部位①

における a*は，試験飼料を給餌してから 30，

60日後に，10.4±0.6，12.4±0.6（n＝5），b*は

試験飼料を給餌してから 30，60日後に，7.1±

0.7，8.5±0.6（n＝5）であった．部位②におけ

る a*は，試験飼料を給餌してから 30，60日後

に，12.1±0.3，11.8±0.2（n＝5），b*は，試験

飼料を給餌してから 30，60日後に，7.1±0.4，

6.9±0.4（n＝5）であった．部位①では a*，b*

いずれも，実験開始時から試験飼料を給餌して

から 60日後にかけて上昇する傾向があった

が，部位②では a*，b*いずれも実験開始時か

ら試験飼料を給餌してから 30日後にかけて上

昇し，60日後にかけて変化は見られなかった

（図 4）． 

 

3-3. 筋肉中カロテノイド量 

 筋肉中のカロテノイド量の平均値について

は，実験開始時にアスタキサンチン 0.7±0.1 

ppm（n＝5），カンタキサンチンは検出されな

かった．試験飼料を給餌してから 30，60日後

に，アスタ 100飼料を与えた水槽でアスタキサ

ンチン 5.9～23.2 ppm，カンタキサンチンは検

出されなかった．アスタ 50カンタ 50飼料を与
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えた水槽では，アスタキサンチン 7.0～10.7 

ppm，カンタキサンチン 4.7～7.3 ppmといずれ

の試験飼料を与えた場合でも，飼育日数の経過

に伴い，増加する傾向があった．また，筋肉中

のアスタキサンチン量とカンタキサンチン量の

合計を総カロテノイド量とした場合，カンタキ

サンチンの量が総カロテノイド量に占める割合

は，アスタ 50カンタ 50飼料を与えた水槽で，

30日後に 38.7±1.1%，60日後に 40.5±0.9%と

低く，アスタキサンチンと比較して蓄積量が少

ない傾向であった（図 5）． 

総カロテノイド量と L*，a*，b*の関係を比

較すると，L*は総カロテノイド量が増加して

も増減は見られず，30～40であった（相関分

析，r＝0.5349，n＝25，図 6）．a*は総カロテノ

イド量が増加すると上昇する傾向が見られた

（相関分析，r＝0.9651，n＝25，図 7），b*も同

様に，総カロテノイド量が増加すると上昇する

傾向が見られた（相関分析，r＝0.9187，n＝

25，図 8）． 
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4.  考察 

 体重の平均値が 300.2 gのスチールヘッドに

アスタキサンチンを 100 ppm含む飼料とアスタ

キサンチン 50 ppm，カンタキサンチン 50 ppm

を含む飼料の異なるカロテノイド配合飼料を与

え 60日間飼育した場合，筋肉の総カロテノイ

ド量はアスタキサンチンを 100 ppm含む飼料を

与えた方が多かった．また，アスタキサンチン

50 ppm，カンタキサンチン 50 ppmを含む飼料

を与えた場合，等量の色素を添加したにも関わ

らず，アスタキサンチンの蓄積割合はカンタキ

サンチンと比較して高かった．酒本はニジマス

に色素量が 50 ppmとなるように，合成アスタ

キサンチンあるいは合成カンタキサンチンを添

加した飼料を与えた場合，経時的に背肉の総カ

ロテノイド量は高くなるが，両色素で明確な違

いは認められなかったことを報告している 9)．

G. I. Page・S. J. Daviesはニジマスに色素量が約

50 ppmとなるようにアスタキサンチンあるい

はカンタキサンチンを添加した飼料を与え，10

週間飼育した場合，筋肉の総カロテノイド量に

差は見られなかったことを報告している 10)．

本実験では，等量のアスタキサンチンとカンタ

キサンチンを配合した場合，アスタキサンチン

の方が蓄積量は多かったが，過去の知見では，

各色素を単独で配合した場合，蓄積量に差は見

られなかった．このことから，アスタキサンチ

ン及びカンタキサンチンの配合割合で筋肉への

色素蓄積量が異なることが考えられる．筋肉の

色差について，アスタキサンチン 100 ppmを含

む飼料を与えた場合，L*32.1～41.1，a*13.5～

15.4，b*8.0～11.5であったことに対して，アス

タキサンチン 50 ppm，カンタキサンチン 50 

ppmを含む飼料を与えた場合，L*31.2～40.6，

a*10.2～13.8，b*6.0～10.3であり，L*について

は大きな差は見られなかったが，a*，b*いずれ

もアスタキサンチン 100 ppmを含む飼料を与え

た方が高かった．a*は（＋）側では数字が大き

い程，赤の度合いが大きく，（－）側では数字

が小さい程，緑の度合いが強いことを示す．b*

は（＋）側では黄色の度合い，（－）側では青

の度合いを示す 11)．今回の実験では，アスタ

キサンチン 50 ppm，カンタキサンチン 50 ppm

を含む飼料と比較して，アスタキサンチン 100 

ppmを含む飼料を与えた方が，筋肉の色調は赤

と黄が強くなることが考えられる．アスタキサ

ンチン，カンタキサンチンはいずれも脂溶性の

カロテノイドであるが，カンタキサンチンはア

スタキサンチンと比較して食用油に難溶である

12)．食用油は主に植物性の油であり，本実験で

使用した飼料に含まれる脂質の魚油は，植物油

同様に不飽和脂肪酸の割合が高く，常温で液体

の物質である．魚油は高度不飽和脂肪酸であ

り，アスタキサンチン及びカンタキサンチンの

溶解度に関する知見はないが，食用油同様，ア

スタキサンチンの方が溶けやすい可能性がある

と考えられる．B. Bjerkengらは飼料中の脂質

配合量はアスタキサンチンの保持率に大きく関

係しており，保持率は脂質配合量の増加に伴い

大きくなることを報告している 13)．Lg Buttle

らはニジマス体内でのカンタキサンチンの保持

率はアスタキサンチンと比較して劣ることを報

告している 14)．本実験では，飼料の脂質配合

量が 20%と比較的高いものを使用したため，

カンタキサンチンと比較してアスタキサンチン

の方が効率良く吸収された可能性が考えられ

る．これより，スチールヘッドの身質改善につ

いては，脂質配合量が高く，アスタキサンチン

を高濃度で添加した飼料を用いることで筋肉の

色調は赤と黄が強くなることが明らかになっ

た． 
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環状オリゴ糖含有ポリビニルアルコールナノファイバーの創製とにおい分子包接能評価 

 

Fabrication of Cyclodextrin-loaded Nanofibers Composed of Poly(vinyl alcohol) 

and Inclusion Ability of Odor Molecules 
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Erika Takemoto1, Misako Kubota1, Shinichi Koguchi2,3, Takeru Ito2,3, Masashi Higuchi1,2 and Yosuke Okamura1,2* 

1 Department of Applied Chemistry, School of Engineering, 2 Division of Cosmetic Science, Institute of Advanced Biosciences,  

3 Department of Chemistry, School of Science, Tokai University. 

 

[要旨] 

本研究では、環状オリゴ糖を含有したポリビニルアルコール（PVA）からなるナノファイバーを電界紡糸法で創製

し、そのにおい分子包接能を検証した。ナノファイバーの加熱圧縮とグルタルアルデヒド架橋工程を組み合わせ

ることでナノファイバーの比表面積を向上でき、かつ耐水性を付与することに成功した。におい分子モデル

（trans-2-ノネナール）の包接能を評価したところ、環状オリゴ糖を含有させた効果は発現しなかったものの、

PVAナノファイバーの比表面積の向上により、trans-2-ノネナールを十分吸着できることを明らかにした。 

 

[Abstract] 

We herein propose electrospun nanofibers composed of poly(vinyl alcohol) (PVA) containing cyclodextrins (CDs) and evaluate 

their inclusion abilities of odor molecules (e.g. trans-2-nonenal). In fact, CDs-loaded PVA nanofibers were successfully 

fabricated by a combination process of hot-pressing and crosslinking with glutaraldehyde. Their inclusion abilities of trans-2-

nonenal was sufficient in comparison with non-crosslinked nanofibers as a control. Unfortunately, the effect of CDs loaded into 

the PVA nanofibers was not expressed. 

 

 [Key Words] 

nanofiber, polyvinyl alcohol, cyclic oligosaccharide, trans-2-nonenal 

 

1. はじめに 

「におい」は我々の日常生活に密接に関わっている。

これまで数多くの嗅覚受容体が同定されており[1]、におい

分子濃度が 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]。従って、においがそのヒトの第

一印象を決定するといっても過言ではない。最近、体臭

などの不快なにおいを消し、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。しかし、いずれも液状・粉

末状で肌に塗布したり噴霧する用法のため、有効成分は

汗等で流れてしまうほか、揮発性の高いにおい分子は消

臭・芳香能の持続性が不足している課題が残されている。

最近、加齢臭の原因物質（trans-2-ノネナール）の発生部

位は、うなじ・額・上腕部などに限定されていることも報

告され[3]、全身に消臭剤を施す必要はないと考えられる。 

電界紡糸法によって紡糸される高分子ナノファイバー

は調製法が簡便であり、繊維の細さ故の高い比表面積を

活かした環境・医療分野への応用が期待されている[4]。他

方、環状オリゴ糖は、D-グルコースが-1,4グリコシド結

合によって環状構造を形成しており、水溶性化合物では

あるが、環内部の疎水領域に疎水性分子を包接できるこ

とが知られている[5]。 

本研究では、環状オリゴ糖を含有したポリビニルアル

コール（PVA）からなるナノファイバーを創製し、におい

分子包接能を付与した新規消臭剤としての可能性を検証

することを目的とする。 

 

2. 結果の概要 

1) 環状オリゴ糖含有PVAナノファイバーの調製 

シリコンウェハ（30 × 30 mm2）上に水溶性かつ耐熱性

を有する高分子水溶液（100 mg/mL）を滴下後、スピンコ

ートし（4000 rpm, 60 s, MS-A 100, ミカサ社製)、犠牲膜と

した。PVA水溶液（重合度: 1500, 10 wt%, 4 mL）に環状オ

リゴ糖（-CD or -CD, 67 M）をそれぞれ添加し、犠牲膜

を塗布したシリコンウェハをターゲットとして 1 分間紡
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糸した（NANON-03,メック社製,ノズル径: 27G,ノズルタ

ーゲット間距離: 150 mm, 送り速度: 1.0 mL/h, 印加電圧: 

30 kV）。次いで、得られたCD含有PVAナノファイバー

を小型熱プレス機（AH-2003, アズワン社製）にて加熱圧

縮（80oC, 40 MPa, 5 min）した。ナノファイバーを角シャ

ーレ（容量216 mL）に入れ、別容器に添加したグルタル

アルデヒド水溶液（GA: 25%, 350 L, 酸性雰囲気下）と

直接触れないように静置（25oC, 24 h)し、気相中にて架橋

させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

加熱圧縮後、GA 架橋工程を経た PVA ナノファイバー

をシリコンウェハごと水中に浸漬させたところ、瞬時に

犠牲膜が溶解し、基板と同サイズで透明性の高いPVAナ

ノファイバーが得られた（図1 (a)）。純水で洗浄後、走査

型電子顕微鏡にて観察したところ、ファイバーの形状を

維持していたことから（図1 (c)）、GA架橋が十分進行し、

水に不溶化したと考えられる。また、加熱圧縮工程を経

ないPVAナノファイバー（図 1 (b)）と比較して、ファイ

バー径が優位に増大していた。 

PVA ナノファイバーのファイバー径と加熱圧縮／架橋

工程の関係を図 1 (d)に示す。紡糸直後のファイバー径は、

環状オリゴ糖（-CD or -CD）の有無に関わらず、約130 

nm であった（灰色カラム）。ただし、このままでは架橋

していないため純水で溶解してしまう。GA 架橋を施す

とファイバー径は約150-220 nmとなり、架橋工程により

約20-70 nm増大するとともに、水に不溶な構造体に変化

した（白色カラム）。さらに、加熱圧縮を経てGA架橋を

施すと、ファイバー径はさらに増大した（約280-370 nm）

（赤色カラム）。従って、GA架橋によって水に不溶な構

造体になるとともに、加熱圧縮工程を組み合わせること

で比表面積（g/m2）の向上に繋がる知見を得た。 

 

2) におい分子包接能評価 

 trans-2-ノネナールをにおい分子モデルとした。プラス

チック容器（245 mL）に、1)の方法で得た一連のナノファ

イバーと trans-2-ノネナール（200 L）を接触しないよう

に入れて密閉し、静置（r.t., 2 h）した。各種ナノファイバ

ーをアセトン（4 mL）に浸漬させ、吸着した trans-2-ノネ

ナールを抽出後、ガスクロマトグラフィー分析（GC-8APF, 

島津製作所社製）に供した。このとき、ファイバーの単位

重量当たりに対する trans-2-ノネナールの吸着量を算出

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 その結果を図 2に示す。残念ながら、PVAナノファイ

バーに環状オリゴ糖（-CD or -CD）を含有させても、

trans-2-ノネナールの吸着量に差異はなかった。しかし、

GA未架橋体（灰色カラム）と比較して、GA架橋工程を

経ると trans-2-ノネナールの吸着量は 1.5～3 倍向上した

（白色カラム）。さらに、加熱圧縮後に GA 架橋工程を

経ると、吸着量は 4～7 倍と顕著に向上した（赤色カラ

図 1 (a) 水中で剥離したPVAナノファイバー（加熱圧縮／GA
架橋工程あり）の写真.  (b) PVA ナノファイバー（GA 架橋工
程のみ）の電子顕微鏡写真. (c) PVAナノファイバー（加熱圧縮
／GA架橋工程あり）の電子顕微鏡写真. (d) PVAナノファイバ
ーのファイバー径と加熱圧縮／GA 架橋工程の関係（灰色カラ
ム: 加熱圧縮／GA 架橋工程なし, 白色カラム: GA 架橋工程の
み, 赤色カラム: 加熱圧縮／GA架橋工程あり） 
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図 2  環状オリゴ糖含有PVAナノファイバーの trans-2-ノネナ
ールの吸着量. （灰色カラム: 加熱圧縮／GA架橋工程なし, 白
色カラム: GA 架橋工程のみ, 赤色カラム: 加熱圧縮／GA 架橋
工程あり） 
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ム）。この結果から、ファイバーの形状変化によって、比

表面積が向上し吸着量が増加したことが示唆された。ま

た、各ファイバーの trans-2-Nonenal の吸着量は、うなじ

単位面積あたりの発生量（約7.8 pmol/cm2）[3]を優位に上

回っており、消臭剤として十分機能する可能性が示唆さ

れた。 

 

3. 展望 

 環状オリゴ糖を含有したPVAナノファイバーを調製し

た。加熱圧縮と GA 架橋工程を組み合わせることでナノ

ファイバーの比表面積を向上でき、かつ耐水性を付与す

ることに成功した。今回、環状オリゴ糖を含有させた効

果は発現しなかったものの、PVA ナノファイバーの比表

面積の向上により、trans-2-ノネナールを十分吸着できる

ことを明らかにした。今後、環状オリゴ糖の意義を再検

証するともに、新たな戦略を進める計画である。 
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