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�

森  和俊  �
（京都大学大学院理学研究科  生物科学専攻  生物物理学教室ゲノム情報分野）�
  �

長田  重一  �
（大阪大学免疫学フロンティア研究センター  免疫・生化学部門）  �
�

喜多  正和  �
（京都府立医科大学大学院医学研究科  実験動物センター）�

波多野  亮    （立命館大学薬学部）�

2015年5月16日（土） 
9:10～18:10　（8:30 開場・受付開始）　　　 

 立命館大学びわこ・くさつキャンパス（BKC） 
 エポック立命21、ラルカディア 

 西澤 幹雄　（立命館大学 生命科学部 生命医科学科）　 例会長	


開催場所	


開催日	


協賛：関西実験動物研究会、立命館大学動物実験委員会　　　!

一般発表（口頭）	


一般発表（ポスター） ・ 高校生ポスター発表	
 ポスター前自由討論	


ランチョンセミナー　　宇留島 隼人 （国立研究開発法人  医薬基盤・健康・栄養研究所）�
	
   	
   	
  主催：株式会社アミノアップ化学	


平成２７年度日本生化学会近畿支部奨励賞	
  
授賞式・受賞記念講演	
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ご挨拶 
 

	
 この度、第 62回日本生化学会近畿支部例会が 2015年 5月 16日（土）に立命館大学び
わこ・くさつキャンパスにおいて開催するはこびとなりました。ひさしぶりに滋賀の地で

例会が開かれることになります。 
	
 日本生化学会近畿支部が毎年開催している近畿支部例会では、支部会員の研究・教育成

果の発信や情報交換の場を提供するとともに、将来の日本を担う若手研究者・学生の育成

につなげようとしています。この例会では、医学、薬学、理学、農学、生命科学などさま

ざまなバックグラウンドの研究者が一つのキャンパスに集まります。また、全国レベルの

学会とは異なり、学部生、大学院生、ポストドクトラルフェローなど若手研究者が多数発

表し、活発に議論を行える環境であることが大きな特徴です。 
	
 注目される最新の研究については、シンポジウムとして紹介しています。今回は「生化

学から先端生命科学へのゲートウェイ」と題して、昨年９月にラスカー賞を受賞された森

和俊先生（京都大学大学院理学研究科）、長田重一先生（大阪大学免疫学フロンティア研究

センター）、伊藤誠二先生（関西医科大学）のご講演を予定しております。そして、本シン

ポジウムに協賛していただいた関西実験動物研究会から喜多正和先生（京都府立医科大学

動物センター）にご講演いただきます。 
	
 さらに、新しい試みとして高校生による研究発表や、企業主催のランチョンセミナーも

予定しております。また、近畿支部の若手研究者の活動を盛り上げるため、本年度から創

設された「日本生化学会近畿支部奨励賞」を受賞された波多野亮先生（立命館大学薬学部）

に受賞記念講演をしていただきます。 
	
 本例会は学生と若手研究者の発表を促進するため、参加費や登録料はいっさい無料です。

若い力がみなぎるアクティブな例会で、おおいに研究について語り合い、議論しあってい

ただきたいと思っております。 
	
 関係者一同、皆様の参加を心よりお待ち申し上げております。 
 

第 62回日本生化学会近畿支部例会 
例会長	
 西澤 幹雄 

（立命館大学 生命科学部生命医科学科 医化学研究室 教授） 
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第 62回  日本生化学会近畿支部例会	
 プログラム  

 
開催日： 平成 27年（2015年）5月 16日（土）9:10~18:10 
開催場所: 立命館大学びわこ・くさつキャンパス（滋賀県草津市） 
  エポック立命 21・ラルカディア 
ホームページ： http://aqis-conf.org/2015reikai-jbskinki/ 
参加費：無料	
 	
 	
 懇親会参加費：4000 円（学生無料） 
 
タイムスケジュール	
 

08:30 – 受付開始（エポック立命 21 １階エントランス） 
09:10 – 09:15 開会の辞（例会長、西澤幹雄）（ラルカディア１階 R101） 
09:15 – 09:55 シンポジウム講演１：伊藤 誠二 
  「成熟した疼痛研究からの新しい展開」（ラルカディア１階 R101） 
10:05 – 11:55 一般発表（口頭発表）：11題／会場 
  A, B, C, D, L会場（エポック立命 21・ラルカディア；会場図をご参照ください） 
12:05 – 12:35 ランチョンセミナー（アミノアップ化学主催）：宇留島 隼人 
  「日本の伝統食品であるシソの新たな可能性~大腸炎治療効果のエビデンス獲得 
  に向けた研究~」（ラルカディア１階 R101） 
12:40 – 13:10 ポスター前で自由討論（エポック立命 21 １階ホール） 
13:10 – 14:10 一般発表（口頭発表）：6題／会場 
  A, B, C, D, E会場（エポック立命 21・ラルカディア；会場図をご参照ください） 
14:20 – 15:25 一般発表（ポスター発表）と高校生のポスター発表（エポック立命 21ホール） 
15:40 – 16:20 シンポジウム講演２：森 和俊  
  「小胞体ストレス応答によるタンパク質品質管理」（ラルカディア１階 R101） 
16:20 – 17:00 シンポジウム講演３：長田 重一 
  「細胞死と"eat me"シグナル」（ラルカディア１階 R101） 
17:00 – 17:40 シンポジウム講演４：喜多 正和 
  「動物実験と生化学の深い関係：社会に貢献する動物実験」 
  （ラルカディア１階 R101） 
17:40 – 18:10 平成 27年度日本生化学会近畿支部奨励賞の授賞式と受賞記念講演 
  波多野 亮「上皮膜輸送機能制御における細胞骨格系アダプター蛋白質エズリンの 
  役割」（ラルカディア１階 R101） 
18:30 – 20:00 懇親会（優秀発表賞の発表と表彰を含む）（ユニオンスクエア） 
 
12:00まで  ポスター掲示（エポック立命 21 １階ホール） 
17:00まで  ポスター撤去（エポック立命 21 １階ホール） 
 
*12:05 – 13:05 近畿支部評議員会をエポック立命 21 ３階 K304にて開催します。 
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参加者へのご案内  

	
 

会場 
 立命館大学びわこ・くさつキャンパス（BKC）です。詳しくは後に書いてある交通ア
クセスをご参照ください。大学内は全面禁煙ですので、御協力をお願いします。 

 
受付 
1. 8:30よりエポック立命 21の 1階エントランスにて開始します。 
2. 受付時に名前・所属等を確認し、例会に関する案内などの資料をお渡しいたします。 
3. 会場では、受付にてお渡しした名札に所属・氏名を記入の上、御着用ください。名札
はお帰りの際に受付にお返しください。 

4. 学部生・大学院生の筆頭著者の方には、昼食時に弁当（無料）をお渡しします。受付
にて確認し、名札にシールを貼ってもらってください。 

 
高校生のポスター発表	
 

1. ポスター発表のみを行います。エポック立命 21ホール（１階）がポスター会場です。 
2. ポスターを貼るパネルの大きさは幅 900 mm × 高さ 2100 mm（A0サイズまたは模造
紙が収まるサイズ）です。貼付に必要なピン等と付き添いの先生用のリボンをポスタ

ー会場受付でお渡しします。 
3. ポスターは 12:00までに掲示して下さい。パネルに演題番号（H1~H12）が貼ってあり
ますので、ご自身の演題番号のパネルにポスターを貼り付けてください。 

4. 発表者の人はポスターの前に立って簡単に研究内容を説明し、質問に答えてください。
ランチョンセミナー後にも、ポスター前で自由に討論できる時間を設けてあります。 

5. ポスター発表が終わった後、17:00までに撤去してください。 
 
一般講演の発表者の方へ	
 

 すべての発表を会場での口頭発表とポスター発表の両方で行う予定でしたが、演題数

が 103 題となったため、会場を１つ追加しました。それでも全員が会場での口頭発表
をすることは困難な状態となりました。編集会議で相談した結果、やむを得ず、一部

演題（演題番号が 18番以降）をポスター発表のみとしました。せっかく演題申込をし
ていただきましたが、このような結果となり、大変申し訳なく、ここに深くお詫び申

し上げます。なお、演題番号は演題表（会場案内の後のページ）でご確認ください。

演題番号は会場のアルファベットと番号からなっています（例 A7 = A会場の 7番）。 
 
口頭発表 
1. 演題番号が 1~17の発表者は、それぞれの会場にて口頭発表を行ってください。なお、
会場はエポック立命 21・ラルカディアに分かれています。演題表（会場案内の後のペ
ージ）と会場図（交通アクセスの後のページ）でご確認ください。 

2. 講演 8分、討論 2分（演者交代の時間を含む）の計 10分です。 
3. 各自パソコンをお持ちください。 
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4. 発表者のパソコンとミニ D-sub 15ピン（オス‐オス）ケーブルによって接続した液晶
プロジェクターからスクリーンに投影します。Macを使用する場合はミニ D-sub 15ピ
ン（オス）に接続するためのアダプタをお持ちください。 

5. 発表 20分前までに必ず事前の試写を各会場でお願いいたします。なお、試写をする場
所については各会場の入り口に掲示します。 

6. 発表者は、前の発表者が討論に入るまでにパソコンを起動しておいてください。画面
のスリープ機能はオフにしておいてください。プロジェクターのケーブルとの接続は

会場の担当者が指示します。 
7. プレゼンテーションに使用するソフトは自由ですが、トラブルの際に会場で対応可能
なソフトはMicrosoft社の PowerPointのみになります。 

8. 持ち込みのパソコンにトラブルが生じた場合のため、USB メモリにデータを保存した
ものをお持ちください。ファイルを会場備え付けのパソコン（Windows XP – Office2003）
に移して投影します。PowerPoint2007、2013等をお使いの場合は、念のため 2003の形
式でも保存しておいてください。 

 
一般講演のポスター発表	
 

1. エポック立命 21ホール（１階）がポスター会場です。 
2. 一般講演のすべての演題についてポスター発表を行います。 
3. ポスターを貼るパネルの大きさは幅 900 mm × 高さ 2100 mm（A0が収まるサイズ）
です。貼付に必要なピン等と発表者用リボンをポスター会場受付でお渡しします。 

3. ポスターは 12:00までに掲示して下さい。パネルに演題番号が貼ってありますので、ご
自身の演題番号のパネルにポスターを貼り付けてください。 

5. 発表者の人はポスターの前に立って説明し、質問に答えてください。 
6. ポスター発表が終わった後、17:00までに撤去してください。 
7. 一般発表のポスターは終日掲示し、その内容を評価して、投票により「優秀発表賞」（５
名程度）を決定します。対象は学生（学部生と大学院生）の筆頭著者とします。なお

ポスターの見栄えではなく、内容を評価して決定します。懇親会において表彰します。 
	
 

ランチョンセミナーと昼食について	
 

1. 高校生と付き添いの先生および学部生・大学院生の筆頭著者の方（名札にシールが貼
ってある人）は、ランチョンセミナー会場入り口にて弁当（無料）と飲料（無料）を

お受け取りください。 
2. ランチョンセミナーを聴かれる方は、ランチョンセミナー会場入り口にて弁当（無料）
と飲料（無料）をお受け取りください。 

3. ランチョンセミナーをお聴きにならない方は、ランチョンセミナー会場入り口にて弁
当を買うか、あるいはユニオンスクエアの生協食堂などをご利用ください。 

 

5



近畿支部評議員会	
 

 12:05から約１時間、エポック立命 21の３階 K304において近畿支部評議員会を開催し
ます。当日、受付で案内をお渡ししますので、評議員の方はお集まりください。 

 
懇親会	
 

 18:30 よりユニオンスクエアにて懇親会を行います。奮って御参加ください。会費は
4,000円です。学生は無料です。当日受付もあります。 

 
 
 

交通アクセス  

 
交通アクセス	
 

京都、大阪方面からは JR 琵琶湖線の「野洲行き」または「米原方面行き」電車に乗り、
南草津（最寄り駅）で下ります。「湖西線経由」の電車に乗らないようご注意ください。新

快速で京都から 17分で着きます。 
 
 
南草津駅（東口）前から近江鉄道バスに乗り、「立命館大学」で降ります（約 15分）。「立
命館大学正門前」で降りないようご注意ください。当日朝のシンポジウム講演１（S1）に
間に合うよう臨時バスも出ます。 
 
南草津駅（東口）出発の近江鉄道バス時刻表 
http://www.busqr.com/jikoku/01/stop/iku/167_13_2.html 
 
タクシーならば南草津駅（東口）前から約 10分です。近江タクシー（077-563-0106） 
 
 
学生以外の方は車で入校されても構いませんが、駐車場の台数に限りがございますので、

当日はなるべく公共交通機関をお使いください。車で来られる場合には正門を入ってすぐ

左の受付で入校許可を取ってください。 
 
 
なお、立命館大学のホームページもご覧ください。「立命館大学」で検索。 
（アクセス）http://www.ritsumei.jp/accessmap/index_j.html 
（キャンパスマップ）http://www.ritsumei.jp/campusmap/index_j.html 
（建物案内）http://www.ritsumei.jp/campusmap/map_bkc_j.html 
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会場案内  

 
会場案内	
 

 
①バス停留所「立命館大学」：スタジアム横。ユニオンスクエア前。 
②受付：エポック立命 21エントランス（１階） 
③一般講演（口頭発表）： 

A会場：エポック立命 21 ３階 K309 
B会場：エポック立命 21 ３階 K310 
C会場：ラルカディア２階 R201 
D会場：ラルカディア２階 R202 
E会場：ラルカディア１階 R102 
 

④シンポジウム会場：ラルカディア１階 R101（ホール） 
⑤ランチョンセミナー：ラルカディア１階 R101（ホール） 
⑥生協食堂：ユニオンスクエア 
⑦近畿支部評議員会：エポック立命 21 ３階 K304 
⑧ポスター発表（一般講演、高校生発表）会場：エポック立命 21 １階 エポックホール 
⑨シンポジウム講師控え室：ラルカディア３階 R301 
⑩本部、スタッフ控え室：エポック立命 21 ３階 K306 
⑪懇親会会場：ユニオンスクエア 
 
 
会場図（キャンパス全体）	
 

 
 

①!バス停留所!
（立命館大学）

エポック立命"#

ラルカディア

正門

ユニオンスクエア!
　⑥!生協食堂　!
　⑪!懇親会会場
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C 会場	


D 会場	


エポック立命21　 
１階	


⑧ポスター会場	


②受付	


エポック立命21 
3階	


A 会場	
 B 会場	


⑩本部スタッフ 
控え室	


⑦近畿支部 
評議員会	


ラルカディア　 
2階　	


ラルカディア　１階	


④シンポジウム会場 
⑤ランチョンセミナー	


E会場 

ラルカディア 3階   
R301 
⑨ シンポジウム講師 
　　控え室　	
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演題表

9：10～9：15

S1 9：15～9：55

10：05～11：55

A会場 B会場 C会場 D会場  E会場

エポック立命21　３階K309 エポック立命21　３階K310 ラルカディア　２階R201 ラルカディア　２階R202 ラルカディア　１階R102

1 10：05～10：15 A1：松本 直樹 B1：稲荷 尚吾 C1：大矢 知佳 D1：山崎 正幸 E1：栗田 宗一

2 10：15～10：25 A2：佐藤 真希 B2：澤野 俊憲 C2：小原 惇 D2：岩井 良祐 E2：小野寺 章

3 10：25～10：35 A3：位田 康熙 B3：藤井 愛理 C3：中尾 広美 D3：田中 誠 E3：平松 貴人

4 10：35～10：45 A4：田原 愛華 B4：岩佐 晃輔 C4：山田 敦子 D4：橋田 泰彦 E4：茶谷 絵理

5 10：45～10：55 A5：川井 眞好 B5：中尾 友香梨 C5：松島 章子 D5：山崎 聖司 E5：若本 拓朗

6 10：55～11：05 A6：三輪 瞬平 B6：松村 美紀 C6：齋藤 僚 D6：清水 莉子 E6：赤坂 一之

7 11：05～11：15 A7：大山 克明 B7：若井 恵里 C7：高井 雅聡 D7：加藤 洋平 E7：森川 ありさ

8 11：15～11：25 A8：藤井 裕己 B8：森口 剛介 C8：吉田 亜佑美 D8：山本 晃毅 E8：谷口 甲介

9 11：25～11：35 A9：山口 大志 B9：松岡 悦子 C9：堀部 智久 D9：横川 貫太 E9：田中 正和

10 11：35～11：45 A10：加藤 志郎 B10：大野 華奈 C10：芦野 佳那子 D10：辻 将吾 E10：英山 明慶

11 11：45～11：55 A11：西 海斗 B11：馬屋原 慈理 C11：Kongpracha P. D11：石田 莉葉子 E11：東本 菜月

L 12：05～12：35

12：40～13：10

13：10～14：10

A会場 B会場 C会場 D会場  E会場

エポック立命21　３階K309 エポック立命21　３階K310 ラルカディア　２階R201 ラルカディア　２階R202 ラルカディア　１階R102

12 13：10～13：20 A12：大野 絹代 B12：上田 佳奈 C12：山下 紘季 D12：山口 賀章 E12：内藤 朋樹

13 13：20～13：30 A13：吉田 沙織 B13：福井 健人 C13：牛田 吉泰 D13：池田 亜弥 E13：土谷 正樹

14 13：30～13：40 A14：柴田 理志 B14：藤井 正興 C14：田島 達也 D14：浅野 弘嗣 E14：徳永 智久

15 13：40～13：50 A15：河野 貴子 B15：梅川 碧里 C15：中西 加純 D15：坂本 凌 E15：豊竹 洋佑

16 13：50～14：00 A16：矢澤 一生 B16：志田 美春 C16：早川 結実子 D16：小西 諒 E16：木村 優花

17 14：00～14：10 A17：森田 寛之 B17：本田 葵 C17：和久 友則 D17：植山 萌恵 E17：片岡 三和

12：00まで

A18：田村 峻佑 B18：奥山 哲矢 C18：成川 智貴

A19：浅井 智広 B19：内田 弘子 C19：早川 千尋

A20：西田 亮 B20：平 宗一郎 C20：野津 遼祐

A21：川口 高徳 B21：横川 拓海 C21：近藤 真菜美

A22：井上 恭 D18：吉田 徳之 C22：小野 伯容

A23：松田 諒子 E18：井田 智恵利 C23：六嶋 千春

17：00まで

S２ 15：40～16：20 シンポジウム：森 和俊   （ラルカディア１階R101）

S３ 16：20～17：00

S４ 17：00～17：40

P 17：40～18：10 平成27年度日本生化学会近畿支部奨励賞の授賞式と受賞記念講演：波多野 亮　（ラルカディア１階R101）

18：30～20：00

座長については後日、ホームページでご連絡します。

開会の挨拶：西澤 幹雄　（ラルカディア１階R101）

シンポジウム：喜多 正和  （ラルカディア１階R101）

懇親会　（優秀発表賞の発表と表彰を含む）（ユニオンスクエア）

セッション

シンポジウム：伊藤 誠二　（ラルカディア１階R101）

一般講演　（演題番号は会場のアルファベットと番号からなっています。筆頭著者名を記載しています。）

一般講演　（演題番号は会場のアルファベットと番号からなっています。筆頭著者名を記載しています。）

ポスター発表　（エポック立命21 １階ホール）

シンポジウム：長田 重一  （ラルカディア１階R101）

セッション

ランチョンセミナー（アミノアップ化学主催）：宇留島 隼人　（ラルカディア１階R101）

ポスター前で自由討論　（エポック立命21 １階ホール）

近畿支部評議員会　（12:05~13:05、エポック立命21 ３階K304）

ポスター撤去

立命館慶祥高等学校

京都府立桃山高等学校

ポスター掲示　（エポック立命21 １階ホール）

A1~A17；B1~B17；C1~C17；D1~D17；E1~E17

14：20～15：25

一般講演のポスター発表 高校生のポスター発表

大阪府立天王寺高等学校

大阪府立園芸高等学校

奈良県立青翔高等学校

兵庫県立神戸高等学校

H1~H12

9



演
題

表

9：
10

～
9：
15

S1
9：
15

～
9：
55

10
：
05

～
11

：
55

A
会

場
B

会
場

C
会

場
D

会
場

 E
会

場

エ
ポ

ッ
ク

立
命

2
1
　

３
階

K
3
0
9

エ
ポ

ッ
ク

立
命

2
1
　

３
階

K
3
1
0

ラ
ル

カ
デ

ィ
ア

　
２

階
R

2
0
1

ラ
ル

カ
デ

ィ
ア

　
２

階
R

2
0
2

ラ
ル

カ
デ

ィ
ア

　
１

階
R

1
0
2

1
10

：
05

～
10

：
15

A
1
：
松

本
 直

樹
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
植

物
細

胞
壁

ペ
ク

チ
ン

の
生

合
成

に
関

与
す

る
ガ

ラ
ク

ト
ー

ス
転

移
酵

素
の

生
化

学
的

解
析

B
1
：
稲

荷
 尚

吾
（
同

志
社

大
学

）
 ら

．
血

漿
セ

レ
ン

含
有

タ
ン

パ
ク

質
S
e
le

n
o
pr

o
te

in
 P

に
よ

る
膵

臓
β

細
胞

障
害

の
メ

カ
ニ

ズ
ム

解
析

C
1
：
大

矢
 知

佳
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
表

面
マ

ー
カ

ー
S
c
a1

と
C

D
3
4
に

よ
る

体
細

胞
初

期
化

成
功

群
と

不
成

功
群

の
解

析

D
1
：
山

崎
 正

幸
（
龍

谷
大

学
）
 ら

．
食

物
ア

レ
ル

ギ
ー

問
題

の
解

決
に

電
磁

波
照

射
は

利
用

で
き

る
か

？

E
1
：
栗

田
 宗

一
（
滋

賀
医

科
大

学
）
 ら

．
Z
n
-
α

2
-
gl

yc
o
pr

o
te

in
の

血
清

中
濃

度
と

血
圧

の
相

関
お

よ
び

そ
の

分
子

機
構

2
10

：
15

～
10

：
25

A
2
：
佐

藤
 真

希
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
シ

ロ
イ

ヌ
ナ

ズ
ナ

P
H

O
T
2
の

L
O

V
ド

メ
イ

ン
の

光
サ

イ
ク

ル
が

生
理

反
応

へ
及

ぼ
す

影
響

の
解

析

B
2
：
澤

野
 俊

憲
（
大

阪
大

学
）
 ら

．
脳

梗
塞

時
の

ミ
ク

ロ
グ

リ
ア

機
能

に
対

す
る

S
e
m

a4
D

作
用

の
解

析

C
2
：
小

原
 惇

（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
G

at
a6

、
O

c
t4

、
S
o
x2

を
用

い
た

マ
ウ

ス
胎

児
線

維
芽

細
胞

か
ら

の
多

能
性

の
誘

導

D
2
：
岩

井
 良

祐
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
レ

プ
リ

カ
交

換
分

子
動

力
学

法
に

よ
る

プ
ロ

ト
ン

化
状

態
の

変
化

に
伴

う
ポ

リ
グ

ル
タ

ミ
ン

酸
の

ヘ
リ

ッ
ク

ス
‐

コ
イ

ル
転

移
の

研
究

E
2
：
小

野
寺

 章
（
神

戸
学

院
大

学
）
 ら

．
酸

化
亜

鉛
ナ

ノ
粒

子
は

レ
ニ

ン
-
ア

ン
ジ

オ
テ

ン
シ

ン
系

を
活

性
化

し
高

血
圧

を
惹

起
す

る

3
10

：
25

～
10

：
35

A
3
：
位

田
 康

熙
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
黄

金
色

藻
が

持
つ

オ
ー

レ
オ

ク
ロ

ム
の

光
受

容
能

お
よ

び
D

N
A

結
合

能
の

解
析

B
3
：
藤

井
 愛

理
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
オ

ウ
レ

ン
の

初
代

培
養

肝
細

胞
に

お
け

る
一

酸
化

窒
素

誘
導

に
対

す
る

効
果

C
3
：
中

尾
 広

美
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
新

規
ヒ

ト
iP

S
/
E
S
細

胞
マ

ー
カ

ー
抗

体
の

エ
ピ

ト
ー

プ
の

同
定

と
結

合
特

異
性

の
解

析

D
3
：
田

中
 誠

（
長

浜
バ

イ
オ

大
学

）
 ら

．
新

規
プ

ロ
テ

ア
ソ

ー
ム

阻
害

剤
リ

ダ
イ

フ
ェ

ン
-
F
の

構
造

活
性

相
関

研
究

E
3
：
平

松
 貴

人
（
神

戸
大

学
）
 ら

．
ヨ

ウ
素

染
色

を
用

い
た

ア
ミ

ロ
イ

ド
線

維
構

造
多

形
の

識
別

4
10

：
35

～
10

：
45

A
4
：
田

原
 愛

華
（
大

阪
工

業
大

学
）
 ら

．
ヨ

ー
グ

ル
ト

酒
か

ら
の

G
A

B
A

高
生

産
菌

の
分

離
と

G
A

B
A

生
産

条
件

の
検

討

B
4
：
岩

佐
 晃

輔
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
初

代
培

養
肝

細
胞

に
お

け
る

一
酸

化
窒

素
誘

導
に

対
す

る
チ

ョ
ウ

ト
ウ

コ
ウ

の
効

果

C
4
：
山

田
 敦

子
（
神

戸
薬

科
大

学
）
 ら

．
コ

ン
ド

ロ
イ

チ
ン

硫
酸

鎖
に

よ
る

骨
格

筋
分

化
・
再

生
過

程
の

制
御

メ
カ

ニ
ズ

ム
の

解
析

D
4
：
橋

田
 泰

彦
（
京

都
大

学
）
 ら

．
カ

ー
ボ

ン
ナ

ノ
チ

ュ
ー

ブ
を

自
己

組
織

化
的

に
被

覆
す

る
ペ

プ
チ

ド
分

散
剤

の
設

計

E
4
：
茶

谷
 絵

理
（
神

戸
大

学
）
 ら

．
イ

ン
ス

リ
ン

B
鎖

に
お

け
る

ア
ミ

ロ
イ

ド
線

維
前

駆
中

間
体

の
捕

捉
と

構
造

特
徴

の
解

析

5
10

：
45

～
10

：
55

A
5
：
川

井
 眞

好
（
姫

路
獨

協
大

学
）
 ら

．
S
ta

ph
yl

o
c
o
c
c
u
s 

au
re

u
sの

好
中

球
に

対
す

る
抵

抗
性

の
変

化

B
5
：
中

尾
 友

香
梨

（
大

阪
薬

科
大

学
）

ら
．

バ
イ

カ
レ

イ
ン

に
よ

る
脂

肪
細

胞
の

分
化

抑
制

機
構

の
解

明

C
5
：
松

島
 章

子
（
京

都
産

業
大

学
）
 ら

．
A

n
o
sm

in
-
1
の

血
管

形
成

に
お

け
る

シ
グ

ナ
ル

伝
達

経
路

の
解

析

D
5
：
山

崎
 聖

司
（
大

阪
大

学
）
 ら

．
細

菌
異

物
排

出
ポ

ン
プ

の
阻

害
剤

結
合

様
式

と
阻

害
メ

カ
ニ

ズ
ム

の
解

明

E
5
：
若

本
 拓

朗
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
高

圧
力

N
M

R
法

に
よ

る
ユ

ビ
キ

チ
ン

の
局

所
変

性
状

態
の

立
体

構
造

解
析

6
10

：
55

～
11

：
05

A
6
：
三

輪
 瞬

平
（
近

畿
大

学
）
 ら

．
イ

ネ
苗

立
枯

細
菌

病
菌

B
u
rk

h
o
ld

e
ri
a 

pl
an

ta
ri
iに

お
け

る
三

成
分

制
御

系
T
ro

K
,T

ro
R

1
,

T
ro

R
2
に

よ
る

ト
ロ

ポ
ロ

ン
合

成
制

御
シ

ス
テ

ム

B
6
：
松

村
 美

紀
（
大

阪
薬

科
大

学
）
 ら

．
甲

状
腺

ホ
ル

モ
ン

に
よ

る
脂

肪
滴

蓄
積

促
進

機
構

の
解

明

C
6
：
齋

藤
 僚

（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
神

経
分

化
過

程
に

お
け

る
小

胞
体

関
連

分
解

構
成

因
子

S
E
L
1
L
の

役
割

D
6
：
清

水
 莉

子
（
近

畿
大

学
）
 ら

．
細

菌
ヒ

ス
チ

ジ
ン

キ
ナ

ー
ゼ

の
H

-
bo

xを
標

的
と

す
る

新
規

抗
生

物
質

、
w

al
di

o
m

yc
in

E
6
：
赤

坂
 一

之
（
京

都
府

立
大

学
）
 ら

．
“
原

子
”
か

ら
“
い

の
ち

”
へ

ー
蛋

白
質

の
パ

ラ
ド

ッ
ク

ス
を

紐
解

く

7
11

：
05

～
11

：
15

A
7
：
大

山
 克

明
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
シ

ア
ノ

バ
ク

テ
リ

ア
生

物
時

計
再

構
成

系
に

お
け

る
K
ai

C
の

二
状

態
変

化
と

A
T
P

as
e
活

性

B
7
：
若

井
 恵

里
（
大

阪
薬

科
大

学
）
 ら

．
脂

肪
細

胞
に

お
け

る
プ

ロ
ス

タ
グ

ラ
ン

ジ
ン

D
2
受

容
体

の
機

能
解

析

C
7
：
高

井
 雅

聡
（
大

阪
医

科
大

学
）
 ら

．
卵

巣
明

細
胞

腺
癌

に
お

け
る

P
P

2
A

を
介

し
た

P
I3

K
 経

路
と

R
as

 p
at

h
w

ay
経

路
の

ク
ロ

ス
ト

ー
ク

D
7
：
加

藤
 洋

平
（
京

都
大

学
）
 ら

．
V

is
ib

le
im

m
u
n
o
pr

e
c
ip

it
at

io
n
 (

V
IP

) 
ア

ッ
セ

イ
に

よ
る

マ
ル

チ
サ

ブ
ユ

ニ
ッ

ト
複

合
体

の
構

築
様

式
の

解
明

E
7
：
森

川
 あ

り
さ

（
神

戸
学

院
大

学
）
 ら

．
銀

ナ
ノ

粒
子

に
よ

る
細

胞
毒

性
は

ミ
ト

コ
ン

ド
リ

ア
か

ら
の

R
O

S
産

生
に

関
連

す
る

8
11

：
15

～
11

：
25

A
8
：
藤

井
 裕

己
（
大

阪
大

学
）
 ら

．
バ

ク
テ

リ
ア

由
来

ア
ー

キ
ア

型
ヌ

ク
レ

ア
ー

ゼ
・
ヘ

リ
カ

ー
ゼ

様
酵

素
の

機
能

解
析

B
8
：
森

口
 剛

介
（
大

阪
工

業
大

学
）
 ら

．
活

性
化

し
た

褐
色

脂
肪

細
胞

に
お

い
て

抗
リ

ン
酸

化
N

F
kB

抗
体

が
認

識
す

る
タ

ン
パ

ク
質

に
つ

い
て

C
8
：
吉

田
 亜

佑
美

（
京

都
産

業
大

学
）

ら
．

V
E
G

F
-
A

/
N

R
P

1
シ

グ
ナ

ル
の

阻
害

は
が

ん
細

胞
の

増
殖

と
転

移
を

抑
制

す
る

D
8
：
山

本
 晃

毅
（
長

浜
バ

イ
オ

大
学

）
 ら

．
周

期
構

造
金

属
薄

膜
を

用
い

た
細

胞
分

離
と

赤
外

線
透

過
性

に
よ

る
検

出

E
8
：
谷

口
 甲

介
（
神

戸
学

院
大

学
）
 ら

．
非

晶
質

ナ
ノ

シ
リ

カ
は

P
I3

K
シ

グ
ナ

ル
を

介
し

た
血

管
の

弛
緩

反
応

を
惹

起
す

る

開
会

の
挨

拶
：
西

澤
 幹

雄
　

（
ラ

ル
カ

デ
ィ

ア
１

階
R

1
0
1
）

セ
ッ

シ
ョ

ン

シ
ン

ポ
ジ

ウ
ム

：
伊

藤
 誠

二
　

（
ラ

ル
カ

デ
ィ

ア
１

階
R

1
0
1
）

一
般

講
演

　
（
演

題
番

号
は

会
場

の
ア

ル
フ

ァ
ベ

ッ
ト

と
番

号
か

ら
な

っ
て

い
ま

す
。

筆
頭

著
者

と
タ

イ
ト

ル
を

記
載

し
て

い
ま

す
）

10



9
11

：
25

～
11

：
35

A
9
：
山

口
 大

志
（
近

畿
大

学
）
 ら

．
イ

オ
ン

液
体

耐
性

プ
ロ

テ
ア

ー
ゼ

の
特

性
と

イ
オ

ン
液

体
耐

性
細

菌
の

ゲ
ノ

ム
解

読

B
9
：
松

岡
 悦

子
（
大

阪
工

業
大

学
）
 ら

．
糖

尿
病

神
経

因
性

疼
痛

に
伴

う
脊

髄
に

お
け

る
ミ

ト
コ

ン
ド

リ
ア

の
機

能
解

析

C
9
：
堀

部
 智

久
（
京

都
大

学
）
 ら

．
P

5
活

性
阻

害
剤

の
ス

ク
リ

ー
ニ

ン
グ

お
よ

び
癌

細
胞

か
ら

の
M

IC
A

の
分

泌
に

及
ぼ

す
影

響

D
9
：
横

川
 貫

太
（
京

都
大

学
）
 ら

．
M

M
L
V

逆
転

写
酵

素
の

R
N

as
e
 H

ド
メ

イ
ン

の
性

状
解

析

E
9
：
田

中
 正

和
（
関

西
医

科
大

学
）
 ら

．
生

体
内

に
お

け
る

ポ
リ

A
D

P
リ

ボ
シ

ル
化

反
応

と
細

胞
増

殖
と

の
関

連
に

つ
い

て

10
11

：
35

～
11

：
45

A
1
0
：
加

藤
 志

郎
（
関

西
大

学
）
 ら

．
D

-
ア

ミ
ノ

酸
高

生
産

乳
酸

菌
の

ド
ラ

フ
ト

ゲ
ノ

ム
解

析

B
1
0
：
大

野
 華

奈
（
大

阪
工

業
大

学
）
 ら

．
糖

尿
病

性
神

経
因

性
疼

痛
に

伴
う

脊
髄

後
角

の
一

酸
化

窒
素

産
生

制
御

C
1
0
：
芦

野
 佳

那
子

（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
H

ip
po

経
路

を
制

御
す

る
T
R

IM
/
R

B
C

C
タ

ン
パ

ク
質

T
R

IM
3
の

機
能

解
析

D
1
0
：
辻

 将
吾

（
京

都
大

学
）
 ら

．
T
A

L
E
タ

ン
パ

ク
質

の
分

子
進

化
E
1
0
：
英

山
 明

慶
（
大

阪
大

学
）
 ら

．
タ

ン
パ

ク
質

N
末

端
ア

セ
チ

ル
化

を
介

し
た

選
択

的
ミ

ト
コ

ン
ド

リ
ア

分
解

の
制

御

11
11

：
45

～
11

：
55

A
1
1
：
西

 海
斗

（
京

都
府

立
大

学
）
 ら

．
好

熱
菌

M
e
io

th
e
rm

u
s 

ru
be

r 
H

3
2
8
株

が
産

生
す

る
ケ

ラ
チ

ン
分

解
性

プ
ロ

テ
ア

ー
ゼ

に
関

す
る

研
究

B
1
1
：
馬

屋
原

 慈
理

（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
フ

コ
キ

サ
ン

チ
ン

に
よ

る
肥

満
細

胞
形

成
阻

害
効

果

C
1
1
：
K
o
n
gp

ra
c
h
a 

P
.（

大
阪

大
学

）
 ら

．
In

h
ib

it
io

n
 o

f 
th

e
 L

A
T
1
-
m

e
di

at
e
d

le
u
c
in

e
 t

ra
n
sp

o
rt

 a
ff

e
c
ts

 m
u
lt
ip

le
c
e
llu

la
r 

pr
o
c
e
ss

e
s 

in
 p

an
c
re

at
ic

c
an

c
e
r 

c
e
lls

.

D
1
1
：
石

田
 莉

葉
子

（
和

歌
山

県
立

医
科

大
学

）
 ら

．
E
S
Iマ

ス
ス

ペ
ク

ト
ル

を
用

い
た

非
ワ

ト
ソ

ン
-
ク

リ
ッ

ク
型

塩
基

対
の

検
出

E
1
1
：
東

本
 菜

月
（
和

歌
山

県
立

医
科

大
学

）
 ら

．
ラ

ッ
ト

線
維

芽
細

胞
に

お
け

る
T
G

F
-
β

シ
グ

ナ
ル

の
H

sc
7
0
に

よ
る

制
御

に
つ

い
て

L
12

：
05

～
12

：
35

12
：
40

～
13

：
10

13
：
10

～
14

：
10

A
会

場
B

会
場

C
会

場
D

会
場

 E
会

場

エ
ポ

ッ
ク

立
命

2
1
　

３
階

K
3
0
9

エ
ポ

ッ
ク

立
命

2
1
　

３
階

K
3
1
0

ラ
ル

カ
デ

ィ
ア

　
２

階
R

2
0
1

ラ
ル

カ
デ

ィ
ア

　
２

階
R

2
0
2

ラ
ル

カ
デ

ィ
ア

　
１

階
R

1
0
2

12
13

：
10

～
13

：
20

A
1
2
：
大

野
 絹

代
（
奈

良
女

子
大

学
）
 ら

．
ク

ラ
ス

リ
ン

集
合

タ
ン

パ
ク

質
C

A
L
M

欠
損

が
及

ぼ
す

メ
ラ

ニ
ン

産
生

へ
の

影
響

B
1
2
：
上

田
 佳

奈
（
和

歌
山

県
立

医
科

大
学

）
 ら

．
M

in
di

n
 t

h
ro

m
bo

sp
o
n
di

n
 t

yp
e
-

1
 r

e
pe

at
 ド

メ
イ

ン
に

お
け

る
C

-
m

an
n
o
sy

l
化

に
よ

る
分

泌
促

進

C
1
2
：
山

下
 紘

季
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
ト

ラ
ン

ス
オ

ミ
ク

ス
に

よ
る

線
虫

C
ae

n
o
rh

ab
di

ti
s 

e
le

ga
n
sに

お
け

る
M

E
X
-
1

D
1
2
：
山

口
 賀

章
（
京

都
大

学
）
 ら

．
概

日
リ

ズ
ム

の
頑

強
性

を
担

う
視

交
叉

上
核

バ
ソ

プ
レ

ッ
シ

ン
神

経
結

合

E
1
2
：
内

藤
 朋

樹
（
京

都
大

学
）
 ら

．
リ

ン
脂

質
フ

リ
ッ

パ
ー

ゼ
A

T
P

1
0
A

の
P

C
フ

リ
ッ

プ
活

性
及

び
細

胞
膜

ダ
イ

ナ
ミ

ク
ス

へ
の

関
与

13
13

：
20

～
13

：
30

A
1
3
：
吉

田
 沙

織
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
胃

腺
上

皮
の

構
築

と
発

達
に

お
け

る
エ

ズ
リ

ン
ノ

ッ
ク

ダ
ウ

ン
の

影
響

B
1
3
：
福

井
 健

人
（
京

都
大

学
）
 ら

．
酵

母
P

kc
1
の

構
成

的
活

性
化

変
異

体
の

過
剰

発
現

が
細

胞
死

と
キ

チ
ン

含
量

に
及

ぼ
す

影
響

C
1
3
：
牛

田
 吉

泰
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
線

虫
C

ae
n
o
h
ab

di
ti
s 

e
le

ga
n
sに

お
け

る
セ

ラ
ミ

ド
キ

ナ
ー

ゼ
関

連
遺

伝
子

T
1
0
B

1
1
.2

の
遺

伝
子

発
現

お
よ

び
表

現
型

解
析

D
1
3
：
池

田
 亜

弥
（
神

戸
薬

科
大

学
）
 ら

．
ヘ

パ
ラ

ン
硫

酸
の

合
成

異
常

が
神

経
発

生
と

行
動

に
与

え
る

影
響

に
つ

い
て

の
解

析

E
1
3
：
土

谷
 正

樹
（
京

都
大

学
）
 ら

．
骨

格
筋

線
維

形
成

に
お

け
る

リ
ン

脂
質

フ
リ

ッ
パ

ー
ゼ

の
役

割

14
13

：
30

～
13

：
40

A
1
4
：
柴

田
 理

志
（
大

阪
大

学
）
 ら

．
A

R
H

G
E
F
1
0
は

R
ab

8
の

局
在

に
関

与
す

る
B

1
4
：
藤

井
 正

興
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
進

化
ト

レ
ー

ス
法

を
用

い
た

O
-
G

lc
N

A
c
転

移
酵

素
の

進
化

解
析

C
1
4
：
田

島
 達

也
（
摂

南
大

学
）
 ら

．
線

虫
(C

. 
e
le

ga
n
s)

の
オ

ス
特

異
的

な
受

精
必

須
遺

伝
子

sp
e
-
4
5
の

機
能

解
析

D
1
4
：
浅

野
 弘

嗣
（
京

都
産

業
大

学
）
 ら

．
カ

ル
マ

ン
症

候
群

原
因

遺
伝

子
産

物
A

n
o
sm

in
-
1
は

N
e
tr

in
-
1
と

結
合

す
る

E
1
4
：
徳

永
 智

久
（
京

都
大

学
）
 ら

．
エ

イ
コ

サ
ペ

ン
タ

エ
ン

酸
の

新
規

生
理

機
能

解
析

に
応

用
で

き
る

ω
-
 末

端
修

飾
型

脂
肪

酸
ア

ナ
ロ

グ
体

の
効

率
的

な
合

成
法

の
確

立

15
13

：
40

～
13

：
50

A
1
5
：
河

野
 貴

子
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
血

管
透

過
性

制
御

に
お

け
る

ミ
オ

シ
ン

軽
鎖

の
リ

ン
酸

化
制

御
シ

ス
テ

ム
の

解
析

B
1
5
：
梅

川
 碧

里
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
出

芽
酵

母
α

-
マ

ン
ノ

シ
ダ

ー
ゼ

A
M

S
1
の

活
性

制
御

機
構

の
解

析

C
1
5
：
中

西
 加

純
（
摂

南
大

学
）
 ら

．
線

虫
(C

. 
e
le

ga
n
s)

を
用

い
た

精
細

胞
活

性
化

因
子

の
同

定

D
1
5
：
坂

本
 凌

（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
m

ic
ro

R
N

A
-
1
2
7
0
に

拮
抗

す
る

イ
ン

タ
ー

フ
ェ

ロ
ン

α
c
o
m

pe
ti
n
g 

e
n
do

ge
n
o
u
s

R
N

A
ネ

ッ
ト

ワ
ー

ク

E
1
5
：
豊

竹
 洋

佑
（
京

都
大

学
）
 ら

．
S
h
e
w

an
e
lla

 l
iv

in
gs

to
n
e
n
si

s 
A

c
1
0
に

お
け

る
細

胞
膜

リ
ン

脂
質

多
様

性
に

関
与

す
る

P
ls

C
4
の

基
質

特
異

性
の

解
析

16
13

：
50

～
14

：
00

A
1
6
：
矢

澤
 一

生
（
大

阪
大

学
）
 ら

．
心

筋
特

異
的

な
膜

タ
ン

パ
ク

質
の

同
定

B
1
6
：
志

田
 美

春
（
神

戸
薬

科
大

学
）
 ら

．
コ

ン
ド

ロ
イ

チ
ン

硫
酸

鎖
の

発
現

制
御

に
よ

る
初

期
軟

骨
分

化
過

程
の

制
御

機
構

の
解

析

C
1
6
：
早

川
 結

実
子

（
長

浜
バ

イ
オ

大
学

）
ら

．
ヘ

リ
コ

バ
ク

タ
ー

・
ピ

ロ
リ

の
産

生
毒

素
V

ac
A

に
対

す
る

ペ
プ

チ
ド

ア
プ

タ
マ

ー
の

探
索

と
評

価

D
1
6
：
小

西
 諒

（
京

都
工

芸
繊

維
大

学
）

ら
．

核
酸

ド
ラ

ッ
グ

の
 R

IS
C

 に
対

す
る

結
合

親
和

性
評

価
法

の
開

発

E
1
6
：
木

村
 優

花
（
滋

賀
大

学
）
 ら

．
節

足
動

物
に

お
け

る
中

性
糖

脂
質

の
共

通
性

‐
ク

ロ
ス

ズ
メ

バ
チ

V
e
sp

u
la

 f
la

vi
c
e
ps

幼
虫

を
用

い
て

‐

一
般

講
演

　
（
演

題
番

号
、

筆
頭

著
者

、
タ

イ
ト

ル
を

記
載

し
て

い
ま

す
）

セ
ッ

シ
ョ

ン

ラ
ン

チ
ョ

ン
セ

ミ
ナ

ー
（
ア

ミ
ノ

ア
ッ

プ
化

学
主

催
）
：
宇

留
島

 隼
人

　
（
ラ

ル
カ

デ
ィ

ア
１

階
R

1
0
1
）

ポ
ス

タ
ー

前
で

自
由

討
論

　
（
エ

ポ
ッ

ク
立

命
2
1
 １

階
ホ

ー
ル

）
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17
14

：
00

～
14

：
10

A
1
7
：
森

田
 寛

之
（
姫

路
獨

協
大

学
）
 ら

．
K
in

e
si

n
 f

am
ily

 m
e
m

be
r 

2
0
A

(K
IF

2
0
A

)
の

多
核

化
と

細
胞

分
裂

へ
の

関
与

B
1
7
：
本

田
 葵

（
奈

良
先

端
科

学
技

術
大

学
院

大
学

）
 ら

．
糖

脂
質

硫
酸

基
転

移
酵

素
遺

伝
子

の
導

入
に

よ
る

ヒ
ト

子
宮

内
膜

癌
細

胞
の

表
現

形
質

の
変

化

C
1
7
：
和

久
 友

則
（
京

都
工

芸
繊

維
大

学
）

ら
．

異
方

性
形

態
を

有
す

る
ペ

プ
チ

ド
ナ

ノ
キ

ャ
リ

ア
に

よ
る

細
胞

内
抗

原
デ

リ
バ

リ
ー

D
1
7
：
植

山
 萌

恵
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
c
M

yc
に

よ
り

発
現

制
御

さ
れ

る
m

iR
1
7
-
9
2

の
iP

S
細

胞
誘

導
過

程
に

お
け

る
役

割
に

関
す

る
研

究

E
1
7
：
片

岡
 三

和
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
N

e
u
ro

sp
o
ra

 c
ra

ss
aに

お
け

る
セ

ラ
ミ

ド
代

謝
酵

素
遺

伝
子

ホ
モ

ロ
グ

の
生

理
的

役
割

12
：
00

ま
で

に
掲

示

A
1
~

A
1
7

B
1
~

B
1
7

C
1
~

C
1
7

D
1
~

D
1
7

E
1
~

E
1
7

A
1
8
：
田

村
 峻

佑
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
植

物
細

胞
壁

ペ
ク

チ
ン

由
来

ラ
ム

ノ
ガ

ラ
ク

ツ
ロ

ナ
ン

I（
R

G
-
I）

オ
リ

ゴ
糖

の
調

製
と

R
G

-
I

生
合

成
酵

素
の

活
性

測
定

法
の

構
築

B
1
8
：
奥

山
 哲

矢
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
ソ

ウ
ジ

ュ
ツ

に
よ

る
初

代
培

養
肝

細
胞

の
一

酸
化

窒
素

誘
導

の
効

果

C
1
8
：
成

川
 智

貴
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
初

期
化

4
因

子
に

よ
る

iP
S
細

胞
お

よ
び

心
筋

細
胞

の
誘

導
過

程
に

お
け

る
転

写
因

子
F
o
xd

1
の

果
た

す
役

割

D
1
8
：
吉

田
 徳

之
（
立

命
館

大
学

）
 ら

．
乳

癌
培

養
細

胞
並

び
に

組
織

に
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「生化学から先端生命科学へのゲートウェイ」  
 
 

伊藤  誠二  
森  和俊  
長田  重一  
喜多  正和  

 
 

協賛  

関西実験動物研究会  

立命館大学  動物実験委員会  
 



成熟した疼痛研究からの新しい展開  
 

伊藤 誠二 
関西医科大学・医化学講座 

 
疼痛は病院を訪れる患者の最も多い主訴であり、成人の４～５人に１人は慢性的な痛み

を抱えている。なかでも、神経損傷に伴う神経障害性疼痛は痛覚伝達の最初の中継地であ

る脊髄後角での神経回路網の再構築や抑制性介在ニューロンの細胞死など器質的変化のた

め難治性と考えられてきた。1980 年代に遺伝子クローニング技術が確立し、電位依存性
Na+チャネル、グルタミン酸受容体、プロスタグランジン受容体など情報伝達に関係する
遺伝子が相次いでクローニングされ、遺伝子ファミリーを形成することがわかった。我々

は、さまざまな遺伝子欠損マウスに神経障害性疼痛モデルを作製し、どの遺伝子が慢性疼

痛に関与するか解析を行った。一連の実験結果、グルタミン酸 NMDA受容体 NR2Bサブユ
ニットの 1472 番目のチロシン残基のリン酸化とその下流にある Ca2+カスケードが重要で

あること、神経障害性疼痛は、脊髄後角の器質的変化ではなく機能的変化により生じてい

ることを明らかにした。実際、何年も持続した神経障害性疼痛患者の痛みが神経再生で治

療されたことは難治性疼痛が非可逆的な器質的変化で持続されているのではなく、可逆的

な機能的変化で持続していることを支持するものである。現在、様々な生体因子の遺伝子

改変マウスが作製され、疼痛行動に及ぼす報告がデータベース化されているが、神経障害

性疼痛が難治性であるのは、その原因が除去されないことにあると考えられる。このよう

に成熟しつつある痛みの研究は、感覚受容における神経伝達・神経可塑的変化を分子から

動物行動の個体まで体系的に解析できるすぐれた実験系でもある。痛みの研究を通じて、

遺伝子ファミリーの中のある遺伝子に埋め込まれた精巧な仕組みや機能が解明できたこと

を報告する。我々が確立した坐骨神経再生モデルを用いた末梢神経再生機構の解析と二光

子励起顕微鏡を用いる脊髄後角のイメージングの新しい取組もあわせて紹介する。 
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小胞体ストレス応答によるタンパク質品質管理  
 

森 和俊 
京都大学 大学院理学研究科 生物科学専攻 

生物物理学教室 ゲノム情報分野 
 
	
 新規に合成された分泌タンパク質や膜タンパク質の高次構造形成が行なわれる小胞体は、

これらのタンパク質が正しい立体構造をとっているかどうか峻別する能力を有し、タンパ

ク質の品質を管理するオルガネラとして知られている。正しく折り畳まれたタンパク質は

ゴルジ装置以降の分泌過程に進むことが許され、折り畳まれていないタンパク質は小胞体

に留められる。小胞体内には高次構造形成を介助・促進する分子シャペロンやフォールデ

ィング酵素（小胞体シャペロン）が多種多様に存在し、通常、新生タンパク質は効率よく

折り畳まれている。一方、折り畳みに失敗したタンパク質は細胞質に引き出され、ユビキ

チン・プロテアソーム系により分解される。この廃棄システムは小胞体関連分解機構

Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation (ERAD)と呼ばれている。このように、折り畳

みと分解という２つの相反する仕組みによって小胞体におけるタンパク質品質管理は成立

している。 

	
 しかしながら、いわゆる小胞体ストレスと総括されている状況下で、小胞体内に高次構

造の異常なタンパク質が蓄積すると小胞体ストレス応答（英語では Unfolded Protein 

Response; UPR）が活性化される。UPRは、小胞体ストレスを感知し小胞体膜を貫いたシグ

ナル伝達を行うことができる小胞体膜貫通型タンパク質によって媒介され、哺乳動物では、

IRE1、PERK、ATF6というユビキタスに発現している３つのタンパク質が重要な役割を果

たしている。これら 3つの経路の活性化により、新規合成タンパク質がそれ以上小胞体内

に送り込まれないように翻訳を抑制する小胞体の負荷軽減、小胞体シャペロンの転写誘導

による折り畳み容量の増強、ERAD因子の転写誘導による分解システムの活性化の３つの

対応がなされ、小胞体の恒常性は維持される。それでもなお小胞体ストレスが持続する場

合は、細胞がアポトーシスを起こし排除される。多細胞生物では、小胞体ストレスによっ

てある一定数以上の細胞が死滅し、組織としての機能を果たすことができなくなることが、

糖尿病を初めとして様々な疾患の原因となる。 

	
 本講演では、最先端の研究成果を交えながら、小胞体ストレス応答の分子機構、進化、

生理的意義ならびに疾患への関与についてお話ししたい。 
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細胞死と"eat me"シグナル  
 

長田 重一 
大阪大学 免疫学フロンティア研究センター（IFReC） 

免疫・生化学部門 
 
真核細胞の細胞膜を構成するリン脂質は外膜と内膜の間で非対称的に分布している。すな

わち、フォスファチジルセリン(PtdSer) やフォスファチジルエタノールアミン(PtdEtn)は内
膜に、フォスファチジルコリンやスフィンゴミエリンは主に外膜に存在する。この細胞膜

の非対称性は生命現象の種々の局面で崩壊する。例えば、細胞がアポトーシス(細胞死)を
起こすと PtdSerは細胞表面に暴露され、マクロファージに対する“eat me”シグナルとし
て作用する。一方、血小板が活性化されると PtdSerを暴露し、暴露された PtdSerが血液凝
固因子を活性化、血液凝固反応を進行させる。細胞膜の非対称性の維持には PtdSerや PtdEtn
を外膜から内膜に転移させる酵素フリッパーゼ、崩壊には内膜と外膜の間でリン脂質をス

クランブルさせる酵素スクランブラーゼの存在が仮定されていたがその実体は長い間不明

であった。私達は、８個の膜貫通領域を持つ TMEM16Fが Ca2+によって活性化されるスク

ランブラーゼ、６個の膜貫通領域を持つ Xkr8 がカスパーゼによって活性化されるスクラ
ンブラーゼとして同定した。そして、血友病の症状を示すヒト患者 (Scott Syndrome) が
TMEM16F 遺伝子に変異をもつことから、TMEM16F は活性化された血小板で PtdSer を暴
露させる分子と結論した。一方、私達は、P4-タイプ ATPase である ATP11Cが細胞膜で作
用するフリッパーゼであることを見いだした。この酵素は CDC50Aと呼ばれるシャペロン
様タンパク質により、細胞膜に運ばれ、ATP 依存的に PtdSer や PtdEtn を外膜から内膜へ
転移させる。この分子の中央にはカスパーゼによって認識される配列が３カ所存在し、ア

ポトーシス時に切断・失活した。すなわち、アポトーシス時の PtdSerの暴露にはスクラン
ブラーゼ (Xkr8) の活性化とともに、フリッパーゼの失活を必要条件とした。一方、フリ
ッパーゼを完全に失った細胞は生きながら PtdSerを構成的に暴露、マクロファージはその
“生きた”細胞を貪食した。以上、細胞膜の非対称性を制御する酵素とアポトーシスにお

けるこれら酵素の動態に関して紹介する。 
 
【文献】 1.  Segawa, K., Kurata, S., Yanagihashi, Y., Brummelkamp, T. R., Matsuda, F., and 

Nagata, S. (2014) Science 344, 1164-1168 
2. Suzuki, J., Denning, D. P., Imanishi, E., Horvitz, H. R., and Nagata, S. (2013) 

Science 341, 403-406 
3. Suzuki, J., Umeda, M., Sims, P. J., and Nagata, S. (2010) Nature 468, 834-838 
4. Nagata, S., Hanayama, R., and Kawane, K. (2010) Cell 140, 619-630 
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動物実験と生化学の深い関係：社会に貢献する動物実験	
 

	
 

喜多 正和 
京都府立医科大学 大学院医学研究科 実験動物センター 

 
「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準」（環境省）において、「動

物を科学上の利用に供することは、生命科学の進展、医療技術等の開発等のために必要不

可欠なものである。」と明記されており、「医療イノベーション５か年戦略」においても

「革新的医薬品・医療機器の開発等において動物を用いた試験実施は、極めて重要であり、

医療イノベーション推進のためには、研究内容を熟知する研究開発機関の自主的管理の下、

これを動物愛護の観点と科学技術の進歩の観点の調和を図りながら、引き続き、適切に実

施することが必要である。」とされている。このように、動物実験は、基礎から応用に至

る学術研究の進展や創薬等のイノベーションの推進に必要不可欠であり、人類の健康やラ

イフサイエンス研究の進展に多大な寄与をしていることは明らかである。	
 

一方、1973 年に制定された「動物の保護及び管理に関する法律」（動物愛護管理法）

は、その後、環境省の所管のもとに見直され、最新の改正版が 2013 年 9 月 1 日から施行

されている。今回の改正においては、大学等の動物実験施設の届出制又は登録制等の規制

導入は見送られ、いままで通りの自主管理体制を継続することになった。しかしながら、

動物実験に関する項目が環境省の動物愛護管理法の中にある限りは、5年毎の見直し対象

項目になることは避けられず、今後とも研究機関等における自主管理（機関管理）体制の

向上が必須であることは明白である。	
 

このような状況を踏まえ、国動協及び公私動協の幹事会は、文部科学省の指導の下に、

「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」（平成 18 年文部科学省告示

71 号）第 6第 3項に定められた情報公開を更に推進するために、それぞれの協議会の会

員校に対して、情報公開を積極的に実施するよう要請している。さらに、全国医学部長病

院長会議に新設された動物実験検討委員会において、同様の内容が検討され、全国医学部

長病院長会議	
 動物実験検討委員会委員長、国立大学法人動物実験施設協議会会長および

公私立大学動物実験施設協議会会長の連名で平成 25 年 12 月 12 日付け「動物実験に関す

る情報公開の実施について」という文章が全国の医学部を有する会員大学へ通知されてい

る。また、「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」第 6第 2項におい

て、基本指針への適合性に関する自己点検・評価を実施すること、及び当該研究機関以外

の者による検証を実施することに努めることが明記されているにも関わらず、相互検証プ

ログラムによる外部検証を受けている大学は必ずしも大多数ではなく、現状では残念なが

ら自主管理（機関管理）が着実に実施されているとは言い難い。なお、昨年 1月に相互検

証プログラムの問題点や課題を検討するため、相互検証プログラムに対する公開評価会を

開催し、現在、関係者からの意見に基づき第２期プログラムを準備中である。	
 

近年、「厚生労働省が所管する実施機関における動物実験等の実施に関する基本指針」

が平成 27 年 2 月 20 日に一部改正され、日本実験動物協会が平成 27 年に情報公開の指針

を新たに作成するとともに実験動物福祉規程を改正するなど、厚生労働省および農林水産

省管轄の研究所および企業などにおいても、情報公開や外部検証への取り組みが推進され

ている。また、日本生化学会の行動規範には、「動物実験においては、代替・削減・苦痛

軽減の原則を遵守し、真摯な態度でこれを行う。」と明記されており、動物実験における

法令遵守が重要と考えられる。本講演では、これらの最新の情報を取り入れながら、動物

愛護管理法の改正における今後の問題点ならびに動物実験をとりまく現状と社会の動向に

ついて解説したい。
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ガラクツロン酸    ラムノース    ガラクツロン酸    ラムノース    ガラクツロン酸	
 	
 蛍光標識	
  

ガラクト‐ス転移酵素	
 

図 1.ラムノガラクツロナンⅠの生合成に関与する	
 

ガラクトース転移酵素の活性測定	
 

	
 

ガラクツロン酸    ラムノース    ガラクツロン酸    ラムノース    ガラクツロン酸	
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ガラクトース 

植物細胞壁ペクチンの生合成に関与するガラクトース転移酵素の生化学的解析 
〇松本直樹，上原洋平，田村峻佑，石水毅 

立命館大・生命  
 

【目的】植物細胞壁成分のペクチンは 12種類
の単糖から構成されている多糖であり、その構

造は非常に複雑である。また、ペクチンの生合

成には約 50種類の糖転移酵素が関与している
と考えられている。しかし、これらの酵素遺伝

子はほとんど同定されていない。そこで、酵素

遺伝子の同定のためには、酵素の活性測定法を

構築する必要がある。ペクチン構成成分の一つ

であるラムノガラクツロナン Iは、主鎖にガラ
クツロン酸とラムノースの二糖繰り返し構造を

もつ。この主鎖のラムノース残基にガラクトー

スを構成単位とするガラクタンが側鎖として結

合している。ラムノース残基にガラクトースを

転移させるガラクトース転移酵素（図 1）は未
だ同定されていない。本研究では、このガラク

トース転移酵素の活性測定法を構築し、生化学

的性質を解析した。 
 
【方法】ドナー基質の UDP-ガラクトースは市販品を用いた。アクセプター基質の蛍光標識
ラムノガラクツロナンオリゴ糖は、市販のラムノガラクツロナン Iを TFAまたは加水分解
酵素（ドリセラーゼ、β-ガラクトシダーゼ）により加水分解し、生成した各オリゴ糖を 2-
アミノピリジンにより蛍光標識した。蛍光標識ラムノガラクツロナンオリゴ糖の精製およ

び酵素反応生成物と基質の分離には陰イオン交換 HPLCを用いた。酵素源として植物（ア
ズキ上胚軸、タバコ BY-2細胞）の粗抽出物を用いた。生成物の構造解析には ESI-MSを用
いた。 
 
【結果・考察】植物粗抽出物を酵素源にして、ラムノガラクツロナンオリゴ糖と UDP-ガラ
クトースを反応させると、HPLC上で新たな生成物が観察された。この生成物は、ESI-MS
により解析すると、ラムノガラクツロナンオリゴ糖にガラクトースが転移した化合物であ

ることがわかった。すなわち、この生成物を定量解析することで、ペクチン合成に関連す

るガラクトース転移酵素の活性を測定できる。本酵素によるガラクトース転移反応は、反

応時間ならびに酵素量に依存して、定量的に進行した。いくつかの植物の器官について、

酵素活性を調べたところ、活性の大きさに差があることがわかった。アズキ上胚軸由来の

酵素において、本酵素の至適温度は 30℃、至適 pHは 7.0であった。金属イオン依存性を
調べたところ、コバルトイオン存在下で最も高い活性を示した。他に、基質特異性や界面

活性剤依存性などについても報告する。 
	
 本研究で、植物細胞壁ペクチンの生合成に関与するガラクトース転移酵素の活性測定法

をはじめて構築できた。この方法を利用して、本酵素の遺伝子同定に向けた研究が展開で

きる。
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シロイヌナズナ  の  ドメインの光サイクルが生理反応へ及ぼす影響の解析

○佐藤真希，谷口晴香，新田拓也，高橋文雄，笠原賢洋

立命館大・院・生命

【目的】青色光は植物の生育にとって重要な情報であり、光屈性、葉緑体光定位運動、気

孔開口などの生理反応に関わっている。その青色光を認識する受容タンパク質としてフォ

トトロピンが存在する。フォトトロピンは、末端側に青色光を受容する つの
ドメイン、を持ち、 末端側に  キナーゼドメインを持つ。また、 つ

の  ドメインはそれぞれ発色団である  を結合しており、 は青色光照射によっ

てシステイン残基と一時的に共有結合を形成する。これが形成されることによ

り  ドメインが光活性化状態になり、 キナーゼ部位を活性化し自己リン酸化が

起こり、前述の生理反応に至る。 は自発的に解離し、暗所で  ドメインは基

底状態に戻るため、光活性化状態でなくなる。これを  ドメインの光サイクルと呼ぶ 。

 の持続時間は  の感度や生理反応に影響していると推測されている 。本研

究では、光活性化状態がより持続する変異  ドメインを持つ  を発現するシロイヌ

ナズナ組換え体PHOT2V 株の葉緑体光定位運動を調べ、光活性化状態の持続が生理反応に

どのように影響するかを検討した。

【方法】シロイヌナズナ  の  へ種々の変異を導入し、大腸菌で発現させ、精製

タンパク質を用いて光サイクルを解析した。その後、アミノ酸を  ヶ所 と 
置換した  を発現するシロイヌナズナ組換え体PHOT2V 株を作製した。野生株の葉

と PHOT2V 株の葉に青色光を照射し、葉緑体光定位運動の逃避運動を観察・比較した。 

【結果】大腸菌で発現させた  タンパク質はいずれも  を形成し、光

サイクルを示した。特に、と  のアミノ酸置換を導入すると、 解離

速度が約  倍遅くなった。次に、これらのアミノ酸置換を持つ  を発現するシロイ

ヌナズナ組換え体PHOT2V 株の葉緑体光定位運動を観察した。野生株はビーム照射部位か

ら出るとすぐに逃避運動が止まるのに対して、PHOT2V 株はビーム照射部位から出てもし

ばらく逃避し続けることがわかった。これを定量した結果、野生株は約   逃避運動を

したが、PHOT2V 株は約   まで逃避運動をした。それに加え、PHOT2V 株は青色光照

射から暗状態に戻した直後の分間分以外の時間で移動速度が野生株より速くなる

こともわかった。 分後暗状態に戻した後も、野生株は約  分間で元の位置付近に戻

ったのに対して、PHOT2V 株では葉緑体の戻りは遅く、 分経っても元の位置には戻らな

かった。 

【考察】PHOT2V 株と野生株には葉緑体光定位運動の移動距離と速さに違いが出ることが

分かった。このことにより、PHOT2V 株は  ドメインの光活性化状態の持続により野生

株より光の感度がよくなったのではないかと考えられる。 

【文献】
       Plant Cell Physiol.   
      Plant Physiol.   
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黄金色藻が持つオーレオクロムの光受容能および DNA 結合能の解析

○位田康熙 1, 池田美恵 2，笠原賢洋 1, 高橋文雄 1

1立命館大・院・生命,2順天堂大学・医

【目的】植物にとって光は光合成のエネルギー源や、環境の変化に対応するための環境因

子としての役割を持つ。受け取った光刺激をシグナルに変換するのが光受容体であり、緑

色植物では青色光受容体としてフォトトロピンが良く知られている。近年、黄色植物（藻

類）の一種である黄緑色藻フシナシミドロ(Vaucheria)から、フォトトロピンとは異なる青

色光受容体としてオーレオクロムが発見された 1)。オーレオクロムは中央部に転写因子に

見られるbZIPドメインとC末端側に青色光を受容するLOVドメインをそれぞれ一つ持ち、

珪藻や褐藻などからも発見された 2)ことから黄色植物に特有の青色光受容体であることが

示唆された。オーレオクロムに関する研究は主にフシナシミドロで行われており、他の藻

類に関しては遺伝子の存在の確認に留まっている。そこ

で本研究では黄金色藻が持つオーレオクロムの機能、特

に光受容能と DNA への結合活性を調べることを目的とした。

【方法】本研究では黄金色藻（Ochromonas danica）由来のオーレオクロム全長 (以下

OdAUREO)および LOV ドメインだけ (以下 OdAUREO-LOV)を用いて、大腸菌(Rosetta2 株)
によるタンパク質発現系の構築を行った。その後、分光解析やゲルシフトアッセイを行っ

て青色光に対する光サイクルや DNA 結合能の光依存性を調べた。

【結果】発現させた OdAUREO および

OdAUREO-LOVの吸収スペクトルを測定したところ、

450nm に吸収極大を持ち、375nm に第二のピークを

持つスペクトルが得られた。青色光の照射によって

450nm の吸収は減少し、LOV ドメインと FMN が

Cys-adduct を形成したことが確認できた。また青色

光照射後、暗所に置くことで吸収スペクトルは自発

的に元に戻ったことから、発現させた OdAUREO お

よび OdAUREO-LOV の光サイクルも確認できた。

Cys-adduct の半減期はそれぞれ 33.8 分、25.0 分で

あった。フシナシミドロのオーレオクロムの DNA 結合配列 (TGACGT)を用いてゲルシフト

アッセイを行ったところ OdAUREO のみが、DNA と結合した。また OdAUREO と DNA の

結合は、青色光によって活性化され、塩基を置換することで結合能は低下した。

【考察】以上の結果から、黄金色藻のオーレオクロムもフシナシミドロ同様に、青色光で

活性化される転写因子としての働きを持つことが考えられる。黄金色藻の青色光反応とし

ては、細胞の形態変化が報告されており、オーレオクロムがこれらの光形態形成を制御し

ている可能性が示唆された。

【文献】 1. Takahashi, F., Yamagata, D., Ishikawa, M., Fukamatsu, Y., Ogura, Y., Kasahara, M., 
Kiyosue, T., Kikuyama, M., Wada, M., Kataoka, H. (2007) Proc Natl Acad Sci U S A. 
104, 19625-19630. 

2. Ishikawa, M., Takahashi, F., Nozaki, H., Nagasato, C., Motomura, T., Kataoka, H. 
(2009) Planta. 230, 543-552. 

図 2 OdAUREOの吸収スペクトル

矢印は不動点を表す

図 1 オーレオクロム全長
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ヨーグルト酒からの GABA 高生産菌の分離と GABA 生産条件の検討

○田原愛華，大森勇門，大島敏久

大阪工業大院・工・生体医工

【目的】乳酸菌は動植物と共生して自然界に広く存在し，古来より人間の生活に深く関わ

りあってきた．多様な発酵食品の製造に関係しており，それらに様々な風味や栄養価を与

えている．また，乳酸菌は種々の生理活性物質を生産することが知られているが，その一

つに-アミノ酪酸（GABA）がある．GABA は抑制性の神経伝達物質として機能しており，

また経口摂取により，血圧降下作用やストレス低減作用を示すことが報告されている１）．

これらの機能を食品に付加させることを目的とした GABA含有食品の開発が進められてお

り，その展開が注目されている．本研究では日本酒とヨーグルトをブレンドしたヨーグル

ト酒を中心に酒類の GABA 濃度を分析し，GABA 高生産能を有する乳酸菌の分離と酒類の

GABA 生産機構の解明を主目的とした．

【方法】ヨーグルト酒といくつかの酒類について，超高速液体クロマトグラフィー（UPLC）
による GABA の定量分析を行った．また，加熱処理されていないヨーグルト酒からは，乳

酸菌を培養・分離し，分離菌の 16S rDNA 塩基配列解析による同定を行った．その分離菌

の GYP 液体培地における GABA 生産能の経時的変化を分析した．次に，GABA 生産能が

高い菌株を用いてヨーグルトを作製後，市販の日本酒と混合してヨーグルト酒を作製して

GABA の生成量の経時的変化を分析した．

【結果】先ず，市販の 25 種類の異なる日本酒，焼酎，ヨーグルト酒の GABA 分析を行っ

た．その結果，ヨーグルト酒が高濃度の GABA を含むことが明らかになった．しかし製品

によっては，GABA を含まないものもあった．これらの GABA が乳酸菌により生産される

ものと考え，次に GABA 含有量が高いヨーグルト酒から GABA 高生産と低生産乳酸菌を分

離した．両分離菌は 16S rDNA 塩基配列解析から， Streptococcus thermophilus と同定できた．

次に，その分離した 2 つの乳酸菌の GABA 生産能を GYP 培地と自作ヨーグルト酒を用い

て分析した．その結果，培地へ L-Glu を添加した場合，GABA 高生産菌では，その添加濃

度に比例して GABA 生産が認められ，その後の GABA 濃度の減少は殆どないことが分かっ

た．一方，低生産菌では,そのような生産性の増大は見られなかった．

【考察】九州産の焼酎をベースとしたヨーグルト酒では GABA 濃度は極めて低かった. こ
れは焼酎が蒸留酒であり遊離アミノ酸を含有していないことが原因であると考えられる．

また，日本酒とそれをベースとしたヨーグルト酒の分析から，ヨーグルト酒の製造過程で

GABA 濃度が増加し，それに伴い L-Glu 濃度が減少すること，さらにヨーグルト酒から分

離した GABA 高生産と低生産の 2 種の乳酸菌による GABA 生産性の分析から, ベースと

なる酒類中の L-Glu がヨーグルト中の乳酸菌（グルタミン酸脱炭酸酵素）の作用により，

GABA に変換されることが明かになった．このことから，GABA 高含有ヨーグルト酒を製

造する基本的戦略が示唆された．

【文献】 1. Stanton, H. C.: Arch. Int. Pharmacodyn. Ther., 143, 195�204 (1963). 
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Staphylococcus aureusの好中球に対する抵抗性の変化
○川井眞好 1，通山由美 2

1姫路獨協大・薬・衛生・微生物，2姫路獨協大・薬・生化

【目的】Staphylococcus aureusは常在菌であるが，しばしば日和見感染を引き起こす．しか
しながら，S. aureusが易感染化するメカニズムは詳細にはわかっていない．S. aureusは，
抗酸化活性を有するカロテノイド色素，スタフィロキサンチンを産生することにより，酸

化ストレスを和らげていることが報告されている 1)．そこで，我々は活性酸素種の産生を

通して生体防御能を発揮する好中球に注目し，好中球の生体防御機構，食作用や Neutrophil 
extracellular traps (NETs)に対して S. aureusが抵抗性を示すかどうか検討したので報告する．

【方法】好中球モデルとして，ヒト白血病細胞株 HL60 細胞を all-trans retinoic acid (ATRA)
処理にり好中球様に分化して用いた．菌株は，S. aureus ATCC12600を用いた．好中球に対
する S. aureusの抵抗性は，Soybean-Casein-Digest (SCD) 寒天培地を用いた生菌数測定によ
り生残率を求めた．

【結果】S. aureus ATCC12600を温度を変えて培養することにより，産生する黄色色素量が
変化した．すなわち，色素産生量は温度依存であることが明らかとなった．そこで，30～
43℃で培養し，色素産生量の異なる S. aureusについて好中球に対する抵抗性を検討したと
ころ，黄色の色素産生量の多い高温培養株が好中球への抵抗性を有していることがわかっ

た．次に，好中球による食作用と NETs形成のどちらに対して，抵抗性を示しているのか
区別するため，人工的な NETs形成誘導試薬，PMAで好中球を刺激後，S. aureusを加えて
生残率を解析した．黄色色素産生量の多い高温培養株は，色素産生量の低い低温培養株よ

り残存性が高かった．

【考察】S. aureusの産生する黄色色素は，好中球による生体防御作用の一つである NETs
形成に対する抵抗性に寄与していることが示唆された．今後，色素成分を同定し，分子メ

カニズムについて解析する．

【文献】 1. Cluditz,A., Resch, A., Wieland, K., Peschel, A., Gotz, F. (2006) Infect. Immun. 74, 
4950�4953 
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イネ苗立枯細菌病菌 Burkholderia plantarii における三成分制御系   による

トロポロン合成制御システム

○三輪瞬平 、吉岡誠訓 、紀平絵梨 、仲宗根 薫 、五十嵐 雅之 、波多野 和樹 、

吉川博文 、兼崎友 、江口 陽子 、内海 龍太郎  

近大院農バイオ、近大工、微化研、東京農大応生化バイオ、東京農大ゲノム解析セ 

【目的】．

イネ苗立枯病は、イネ苗立枯細菌病菌 Burkholderia plantarii によって生産される植物毒素

（ファイトトキシン）、トロポロンが主病原因子と考えられている。しかしながら、B.plantarii
におけるトロポロン生産制御については、明らかにされていない。我々は、B.plantarii の全

ゲノム解析情報をもとに、遺伝子破壊法を用いて、トロポロン生産制御に関する遺伝子と

して、二成分情報伝達に関与する ヒスチジンキナーゼTroK レスポンスレギュレー

ター TroR1, TroR2)を明らかにしてきた。本研究において、通常の  と異なり

TroK,TroR1,TroR2の三成分からなるトロポロン合成制御システムの解明を目的にした。

【方法】

 の自己リン酸化活性、リン酸化  から   へのリン酸転移を確認するた

めに、それぞれの遺伝子を発現ベクター にクローニング後、大腸菌  に
おいて、発現後、 アフィニティーカラム  を用いて精製した。精製後、 
を用いた自己リン酸化及び、リン酸基転移実験を行った。培地中に分泌生産されるトロポ

ロンを評価するために、培養ろ液の吸光波長  を   を用いて測定し

た。 の自己リン酸化部位の  ならびに   のリン酸基転移部位の  を、相同

解析により推定した    をアラニン置換した変異株を用いて、トロポロン生産

やリン酸化実験、リン酸基転移実験を行った。最後に、これらの変異株から、 を採取

し、次世代シーケンサー（イルミナ社）を用いて、 解析を行った。

【結果と考察】

精製された 、、 ならびに 、、 変異体を

用いた自己リン酸化、リン酸基転移実験の結果、のヒスチジンキナーゼ活性、
から    へのリン酸基転移の活性が確認され、３成分制御系であること

が確認された。TroK/TroR1/TroR2 欠損株における相補実験の結果 TroK/TroR1/TroR2 すべての

遺伝子が相補された場合のみトロポロン産生が回復し、TroK/TroR1/TroR2、三種類の遺伝子

がトロポロン産生に必要であることが示された。 のリン酸化部位である、、
 のリン酸化部位である 、 をアラニンに変異したプラスミドを用い、相補実

験を行った。TroKH253-A、TroR1D52-A、TroR2D46-A 変異プラスミドは、各変異株のトロポ

ロン生産を回復させることはできなかった。最後に、解析実験の結果、、
制御下のトロポロン合成に関与する遺伝子群が存在することが明らかになった。

これらの結果から B. plantarii において、トロポロン合成には、TroK,TroR1,TroR2 の  遺伝子

が必須で、 、 への三成分が関与する 
リン酸化リレーによるトロポロン合成制御システムの存在が明らかにされた。
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シアノバクテリア生物時計再構成系における KaiCの二状態変化と ATPase活性
○大山克明，中村香織，浅井智広，寺内一姫

立命館大・生命科学

【目的】シアノバクテリアは生物時計を内在する最も単純な生物である. その生物時計は 3
つの時計タンパク質 KaiA，KaiB，KaiC によって構成される. 時計の中心である KaiC は，
ATP依存的に六量体を形成し 1) 2)，自己リン酸化能と自己脱リン酸化能を示す. KaiAはKaiC
の自己リン酸化活性を促進し，一方，KaiBは KaiAの反応を阻害する．精製した 3つの Kai
タンパク質と ATP を混合することによる in vitro での生物時計の再構成系により 3)，KaiC
の ATPase活性も 24時間周期で変動することが明らかになった 4). さらに，KaiCのリン酸
化状態による六量体構造の揺らぎの変化も示唆されている 5). Kaiタンパク質による概日振
動生成には KaiCの構造と状態の変化が重要であると考えられているが，その詳細な分子機
構についての知見は乏しい. 本研究では KaiC の構造状態に着目しリン酸化状態変異型
KaiCを解析することでその相関解明を目指した.  

【方法】シアノバクテリア Synechococcus elongatus PCC7942由来の KaiA，KaiB，KaiCを
大腸菌において大量発現させ, 精製した. KaiCの 2つのリン酸化部位 (S431，T432) をアス
パラギン酸，グルタミン酸，アラニンに置換した 8種類の変異型 KaiC (KaiC-AA，KaiC-AT，
KaiC-AE，KaiC-SE，KaiC-DE，KaiC-DT，KaiC-DA，KaiC-SA) を作製し, 精製した．生物
時計再構成条件下において各タンパク質を反応させ Blue Native PAGE (BN-PAGE)で KaiC
の動態を解析し，HPLCで ATPase活性を評価した.  

【結果】KaiCには BN-PAGEで分離可能な 2種類の構造変化が確認され，それぞれの見か
けの分子量から単量体と六量体と推察された. 一方，ゲル濾過クロマトグラフィーでは，
KaiCは常に六量体の位置に溶出された. 私たちは BN-PAGEの際に添加する CBBが六量体
から単量体への解離を促すことでゲル濾過クロマトグラフィーとの挙動の違いが生じるの

ではないかと考え，Native PAGEで CBBの影響を解析した. その結果，CBB非存在下では
六量体を示し，CBB 存在下でのみ六量体と単量体に分離されることが確認された. 次に，
CBB存在下で 8種の変異型 KaiCを Native PAGEに供したところ，高リン酸化状態を模倣
した KaiC-DEと KaiC-DTでのみ六量体から単量体に解離した．さらに，8種の変異型 KaiC
の ATPase 活性を測定したところ、野生型と比べて高リン酸化模倣型 KaiC の活性は低く，
低リン酸化模倣型では高いことが明らかとなった.  

【考察】リン酸化状態が高くなると六量体構造は緩くなり ATPase活性が低くなることから，
KaiCのリン酸化状態と構造変化，ATPase活性は密接に関係していると考えられる.   これ
らの結果に基づき Kaiタンパク質による概日振動生成機構を考察する.  

【文献】 1. Mori, et al. (2002) PNAS 99, 17203-17208 
2. Pattanayek, et al. (2004) Mol Cell 15, 375-388 
3. Nakajima, et al. (2005) Science 308, 414-415 
4. Terauchi, et al. (2007) PNAS 104, 16377-16381 
5. Murayama, et al. (2011) EMBO J 30, 68-78 

A7 

25



バクテリア由来アーキア型ヌクレアーゼ・ヘリカーゼ様酵素の機能解析

○藤井裕己 1、井上真男 2、福井健二 3、金光 2、倉光成紀 1,2、上田昌宏 1,2、増井良治 4

1阪大・院生命機能、2阪大・院理、3大医大、4大阪市大・院理

【目的】DNA二重鎖切断 (DSB) は重篤な傷害の一つである。DNA修復系の一つである相
同組換え修復系は DSBを解消する修復経路であり、そのメカニズムはこれまで真核生物や
バクテリアを中心に研究されてきた。さらに近年ではアーキアにおける相同組換え修復系

についても研究が進められてきており、新奇のヌクレアーゼ NurAとヘリカーゼ HerAが、
DSB 部位に 3� 突出末端を形成することが示唆されている。しかし両酵素の遺伝子 nurA, 
herAの欠損が致死性を示すことから、その細胞機能の詳細については明らかになっていな
い。また NurA, HerAはアーキアに広く保存されている酵素として知られているが、そのア
ミノ酸配列を詳細に解析したところ、一部のバクテリアにも保存されていることがわかっ

た。本研究では NurA, HerAを備えたバクテリアを用いることで両酵素の細胞機能を解明す
ることを目的としている。

【方法】NurA, HerAを備えているバクテリアとして、好熱性真正細菌 Thermus thermophilus
HB8 (TtHB8) を用いた。TtHB8の nurA, herAについて遺伝子破壊株を作製し、増殖速度の
比較や、コロニーカウントによる通常培養条件下での生存率、紫外線感受性、自然突然変

異率、形質転換効率の測定を行った。また、大腸菌を用いて TtHB8由来 NurA, HerA（TtNurA, 
TtHerA）を大量発現・精製し、各酵素の分子機能を解析した。

【結果】各遺伝子破壊株において、紫外線照射に対する顕著な耐性の獲得がみられた。こ

の表現型は、一般的な DNA修復酵素の遺伝子破壊株で観察される表現型とは逆である。通
常培養条件下での生存率や増殖速度、自然突然変異率、形質転換効率に大きな変化は見ら

れなかった。またアーキア由来 NurA (ArNurA) は一本鎖 DNAに対するエキソヌクレアー
ゼ活性とエンドヌクレアーゼ活性、二本鎖 DNA に対するエキソヌクレアーゼ活性を持つ
のに対して、TtNurAはさらに二本鎖 DNAに対するニッキング活性を示した。一方、TtHerA
は一本鎖 DNA特異的な結合能と ATPase活性を示したが、アーキア由来 HerA (ArHerA) の
様なヘリカーゼ活性は示さなかった。また ArNurA, ArHerAと同様、TtNurA, TtHerAは強い
物理的相互作用を示した。

【考察】ArNurA, ArHerAは、その活性から相同組換え修復系への関与が示唆されているが、
TtNurA, TtHerAは、その遺伝子破壊株が紫外線照射に対する顕著な耐性を示すことから、
ヌクレオチド除去修復系、あるいはヌクレオチド除去修復系から相同組換え修復系へのバ

イパス経路に関与し、さらに DNAに傷害を加えない条件下では、野生株遺伝子破壊株の間
で増殖速度や生存率に差が見られないことから、DNA傷害の修復ではなく、修復を抑制・
制御する anti-recombination様の系の一つとして関与しているのではないかと考えられる。
今後は NurA, HerAの各分子機能が細胞内でどのように関与しているかを解析するため、分
子機能欠損変異体を作製し、表現型への影響を観察することを予定している。
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イオン液体耐性プロテアーゼの特性とイオン液体耐性細菌のゲノム解読

○山口大志 1，倉田淳志 2，岸本憲明 2

1 近畿大・院農・応用生命化学専攻，2 近畿大・農・応用生命化学科

【目的】イオン液体はアニオンとカチオンから構成され、常温常圧で液体の塩である。不

揮発性や難燃性を示すため安全性が高い。アニオンとカチオンの組み合わせを変化させる

ことで、親水性や疎水性を示すイオン液体を調製可能である。親水性イオン液体は、セル

ロースやケラチンなどの難水溶性バイオマスを溶解できるため、バイオマス利用技術に応

用されつつある。イオン液体は溶媒として有用性が高いが、高濃度の親水性イオン液体中

では酵素が変性して失活する。親水性イオン液体や疎水性イオン液体存在下では、

Escherichia coli や Bacillus subtilis の生育は阻害された。そのため高濃度の親水性イオン液

体中で利用できる酵素や微生物の開発が期待されている。

 本研究では、親水性及び疎水性イオン液体存在下で生育する細菌を探索して、イオン液

体耐性細菌の生産する酵素の諸性質の検討を目的とした。

【方法】親水性イオン液体 1-Butyl-3-methylimidazolium chloride ([BMIM][Cl])を用いて、81 
種類の海水や土壌、塩分を含む食品サンプルを単離源として、10% [BMIM][Cl]存在下で生

育する微生物を探索した。得られた微生物が生産する酵素を用いて、イオン液体耐性を検

討した。さらに得られた微生物のドラフトゲノムを解読して、イオン液体耐性酵素のクロ

ーニングを試みた。

【結果】親水性イオン液体[BMIM][Cl]存在下で生育する微生物を探索したところ、京都味

噌から Bacillus amyloliquefaciens CMW1 を見いだした。CMW1 株は、10% [BMIM][Cl]存在

下で良好に生育し、培養液上清中においてプロテアーゼ活性を検出できた。硫酸アンモニ

ウム沈殿と各種カラムクロマトグラフィーを用いて、培養液上清から本酵素を電気泳動的

に均一になるまで精製した。

 精製酵素を用いて、諸性質の検討を行った。PMSF によって酵素は失活したことから、

本酵素はセリンプロテアーゼに分類された。本酵素反応の最適 pH は 8.0~9.0 であった。

最適反応温度は 55℃であり、CaCl2 の添加により 65℃となった。本酵素は、pH 4.0~12.5 で

安定であった。10% [BMIM][Cl] 存在下では本酵素反応は  45% の活性を示した。

[BMIM][Cl]と NaCl を用いて酵素安定性を検討したところ、80% [BMIM][Cl]存在下、

23%NaCl 存在下で安定であった。有機溶媒耐性を検討したところ、50%（v/v）各種有機溶

媒中で活性を示した。さらに本菌株のゲノム配列の解読を試みたところ、スキャフォール

ド 19 本を得られ、ゲノムサイズは 3.9 Mbp であった。本酵素の N 末端アミノ酸配列を用い

てゲノム配列を検索したところ、本酵素遺伝子（1149 bp）を見いだした。

【考察】イオン液体耐性プロテアーゼは、アルカリ耐性、耐塩性、有機溶媒耐性を示した。

イオン液体の構造には、電荷を帯びた極性部分、疎水性を示す部分を見いだすことができ

る。そのため、イオン液体に耐性を示す本酵素は、アルカリ耐性や耐塩性、有機溶媒にも

耐性を示したと考えられた。

【文献】 1. Kurata, A., Hirose, Y., Misawa, N., Hurunaka, K., & Kishimoto, N. (2014) Genome 
announcements, 2(5), e01051-14. 
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植物細胞壁ペクチンの生合成に関与するガラクトース転移酵素の生化学的解析

D-アミノ酸高生産乳酸菌のドラフトゲノム解析
○加藤志郎 1，高橋俊成 2，老川典夫 1,3

1関大・先端機構，2菊正宗酒造、3関大・化学生命工

【目的】われわれはこれまでに、日本酒をはじめとする発酵食品の製造工程と D-アミノ酸
含量の相関解析を行い、発酵工程に存在する乳酸菌が製品中の D-アミノ酸含量増加に大き
く寄与することを報告してきた。また、乳酸菌におけるD-アミノ酸生産の解析を行う中で、
菌株間において D-アミノ酸生産量に有意な差異があることを見出し、他菌株と比較して D-
アミノ酸生産能の高い株の単離に成功した。本研究では乳酸菌による D-アミノ酸高生産機
構のゲノム解析を通した解明を目標として、次世代シーケンサーを用いて D-アミノ酸高生
産乳酸菌の全ゲノム配列の解読を進めている。

【方法】本研究で対象とする乳酸菌は、乳酸桿菌 Lactobacillus sakei および乳酸球菌
Leuconostoc mesenteroidesの 2菌種であり、それぞれ酒造会社の酒蔵より単離した乳酸菌群
から選抜した D-アミノ酸高生産株（L. sakei LK-145株および L. mesenteroides LK-151株）を
以降の解析に供した。これらの乳酸菌をMRS液体培地で培養し、得られた菌体から抽出・
精製したゲノムDNAを次世代シーケンサーでの解析に供した。次世代シーケンサーはRoche
社製の GS junior 454を用い、遺伝子のアノテーションには遺伝研のMiGAPを利用した。

【結果】L. sakei LK-145株および L. mesenteroides LK-151株のドラフトゲノム配列を構築し
た結果、推定ゲノムサイズはそれぞれ 1.95 Mbpおよび 2.07 Mbpであり、GC含量は 40%お
よび 37.5%、推定遺伝子数は 1949および 2070であった。両株はまた、それぞれ少なくと
も 3つずつの異なるプラスミドを保持することも明らかとなった。L. sakei LK-145株ゲノ
ム上には推定のアラニンラセマーゼ、アスパラギン酸ラセマーゼおよびグルタミン酸ラセ

マーゼ遺伝子が、L. mesenteroides LK-151株ゲノム上にはアラニンラセマーゼ、リシンラセ
マーゼ、ヒスチジンラセマーゼおよびグルタミン酸ラセマーゼ遺伝子がそれぞれ保存され

ており、これらの遺伝子差物がそれぞれの乳酸菌の D-アミノ酸産生を担うものと考えられ
た。

【考察】L. sakei LK-145株および L. mesenteroides LK-151株の推定ゲノムサイズ、GC含量
および遺伝子数はそれぞれゲノム解読が為された既報の株と比較して同程度の数値である

ことから、本研究で構築したドラフト配列はゲノムのほぼ全域をカバーしているものと考

えられた。上記のラセマーゼ遺伝子および対応する L-アミノ酸代謝関連遺伝子の保存性は
既報の株と一致しており、当該乳酸菌における D-アミノ酸の高生産は既知の D-および L-
アミノ酸代謝関連酵素遺伝子の有無ではなく、これらの遺伝子の転写に関わる遺伝子配列

の相違やその他の既知および未知遺伝子の有無によるD-アミノ酸代謝フラックス等に起因
するのではないかと考えられる。

【謝辞】本研究は「文部科学省私立大学戦略的研究基盤形成支援事業（平成 25年～平成
29年）」により実施している研究である。
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好熱菌 Meiothermus ruber H328株が産生するケラチン分解性プロテアーゼに関する研究
○西海斗 1、俣野明日香 1、清水歩 1、増村威宏 1、 川崎一則 2、茂里康 2、渡部邦彦 1

1京都府大院生命環境・応用生命、2産総研・健康工学

[目的] 好熱性細菌 Meiothermus ruber H328株は、ケラチン分解性プロテアーゼを分泌しト
リ羽毛を強力に分解する。このケラチン分解性プロテアーゼは巨大分子複合体を形成し
1)、プロテオームとゲノムデータを用いた構成タンパク質の同定解析から、機能未知タン

パク質 Protein A (MrH_0843)と、その 4 bp下流に位置するセリンプロテアーゼ Protein B 
(MrH_0844)の存在が明らかとなっている 2)。一方で、H328株は細胞外に膜小胞を産生し
ており、これら 2つのタンパク質が膜小胞上にも存在することが確認されている 3)。本研

究では、Protein Aと Protein Bのオペロン形成の有無、そしてそれらの遺伝子破壊株を用
いて、ケラチン分解機構と巨大分子複合体および膜小胞の関係性の解明を目的に行った。

[方法] Protein A、Bのオペロン形成の有無は、対数増殖期中期の H328株細胞から RNAを
抽出し、逆転写酵素による cDNA合成後、これを鋳型に PCRを行い解析した。1ステッ
プの相同組換えによる protein Aおよび B遺伝子の破壊は、両遺伝子の上流および下流領
域各 1 kb、そしてカナマイシン (Km)耐性遺伝子を含む 2つのプラスミドを構築して実施
した。また、野生株および得られた二つの破壊株の調製サンプルに対して、活性の調査、

そしてWestern blotting解析により 2つのタンパク質の存在の確認を行った。

[結果・考察]RT-PCRの結果、 Protein A、Bの 2つの遺伝子をカバーする約 4 kbpの位置
にバンド増幅が見られ、2つの遺伝子がオペロンを形成することが判り、さらにその上流
に位置する遺伝子はオペロン形成しないことが確認された。次に、組換え実験により得ら

れたコロニーを用いた PCR解析により protein Aおよび protein B遺伝子の破壊が確認され
た。野生株、⊿protein A株、および⊿protein B株の培養上清を用いてケラチン分解活性の
比較を行ったところ、両遺伝子破壊株は野生株に比べて~30％まで活性が低下した。これ
らの結果からこれら 2つの遺伝子がケラチン分解に大きく関わることが示された。次にこ
れら 3つの株の培養上清に対して、抗 ProteinA or B抗体を用いてWestern blotting解析を
行った。その結果、野生株については ProteinAおよび Bのバンドが検出されたが、両遺
伝子破壊株については、ProteinA、Bともにバンドは検出されなかった。この結果からこ
れら 2つの遺伝子が ProteinAと Bの発現に必要であることが示唆された。次に 3つの株
の培養液から、無細胞抽出液および細胞残渣サンプルを調製し、Western blotting解析を行
った。その結果、野生株では両サンプルについてバンドが検出されたが、両遺伝子破壊株

ではバンドが検出されなかった。このことから野生株において ProteinAおよび Bは、培
養上清だけでなく、ペリプラズム、そして細胞表層あるいは膜に埋め込まれた形で存在し

ていることが示唆された。

[文献] 1) Appl. Microbiol. Biotechnol. 98:2973�2980 (2014); 2) Genome Announc. 1: e00176�13 
(2013); 3) Biosci. Biotechnol. Biochem, 78:1623-1625 (2014) 
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クラスリン集合タンパク質 CALM 欠損が及ぼすメラニン産生への影響 

○大野絹代*1, 増田成美*1, 小河穂波 1,住吉麻実 1, 
早川夏姫 1, 稲垣綾華 1, 大塚瑞希 1, 中尾知美 1,  

鈴木麻衣 1, 田中宏和 2, 森田詠子 3, 酒井良明 3, 渡邊利雄 1

1奈良女子大・院人間文化, 2 近畿大・医学部, 3 (株)プロテックス・ジャパン 

【目的】我々はクラスリン集合タンパク質 CALM の欠損マウスを作製し、（１）CALM の

欠損はトランスフェリンの取り込みを低下させ、マウスに貧血を引き起こすこと、（２）

CALM はアルツハイマー症で見られるアミロイド斑の成分であるアミロイドベーターの産

生に必要なこと、（３）CALM 欠損マウスは B6 の純系背景では誕生直後に死亡すること

を見出してきている 1, 2)．CALM 欠損胚では胚の目の色が薄いことから、小胞輸送時の被覆

のクラスリンを集合させる CALM のメラニン産生への関与が推定された．「CALM の欠損

によるメラニン産生への影響」の有無の解明が本研究の目的である．

【方法】CALM 欠損マウスの 18.5 日胚と、誕生後すぐのマウス(P0)を集め、目の色を検討

した．CALM 欠損マウスは誕生後すぐに死亡するため、個体から単離した細胞（メラノサ

イト）レベルでの解析の代わりに、メラニンを産生しているB16C2Mメラノーマ細胞に shRNA
を発現させ、CALM タンパク質の発現を低下させた株を取得し、細胞の色、メラニン産生

量を、それぞれ目視、吸光度の測定にて解析した．

【結果】CALM 欠損マウスの 18.5 日胚と、誕生後すぐのマウス(P0)を集め、目の色を検討

したところ、いずれの場合でも CALM 欠損体では目の色が薄かった．

東北大学加齢医学研究所の医用細胞資源センターから譲渡された B16C2M メラノーマ細胞

に CALM 特異的な HuSHTM shRNA Plasmid Panels (29-mer) for Picalm-Mouse (ORIGENE)を導入し

た．コントロールとしてスクランブル配列のものを導入した．ウエスタン法で CALM タン

パク質の発現量が検出限界以下のものを選んだ．コントロール細胞は黒い沈殿となるが、

CALM 発現低下 B16C2M 細胞は白っぽい沈殿となった．吸光度によるメラニン量の測定か

ら、CALM 発現低下 B16C2M 細胞でのメラニン合成量の低下が見られた．

【考察】以上の結果は、CALM 欠損マウスの目の色素細胞でのメラニン産生の低下が起こっ

ている可能性を示している．加えて、B16C2M メラノーマ細胞でのメラニン産生に CALM
が必要な可能性を示している．今後、CALM 欠損マウスでのメラニン量の低下、B16C2M
メラノーマ細胞での CALM 発現量低下効果の特異性の実態の解明を行っていく．加えて、

他の輸送関連因子の欠損によるメラニン産生の低下には、メラニン合成酵素（Tyrp1 など）

の存在量の低下の関与が報告されているので、CALM 欠損の場合にも同様のことが見られ

るのかを検討する．

【文献】 1. Suzuki M, Tanaka H, Tanimura A, Tanabe K, Oe N, Rai S, Kon S, Fukumoto M, Takei 
K, Abe T, Matsumura I, Kanakura Y, and Watanabe T. (2012) The mouse clathrin 
assembly protein PICALM is required for erythroid maturation and transferrin 
internalization. PLoS ONE 7(2): e31854. 
2. Kanatsu K, Morohashi Y, Suzuki M, Watanabe T, Tomita T, and Iwatsubo T. (2014) 
Decreased CALM expression reduces A42 to total A ratio through clathrin-mediated 
endocytosis of -secretase. Nature Communications, DOI: 10.1038/ncomms4386. 
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胃腺上皮の構築と発達におけるエズリンノックダウンの影響

○吉田沙織 ，波多野亮 ，向所賢一 ，杉原洋行 ，浅野真司 

立命館大・薬・分子生理学，滋賀医大・医・分子診断病理学

【目的】胃は食物の一次消化と強酸性条件下での殺菌を行う器官であり、生体防御の最前

線に位置する。胃粘膜は調節的に胃酸と消化酵素を分泌すると共に、強酸から組織を防御

するバリア機能をもつ。アクチン結合タンパク質であるエズリンは、主に消化管の刷子縁

膜に集積し、細胞膜上のタンパク質と細胞骨格とをクロスリンクして、微絨毛の形成や膜

融合など細胞の構造変化に関わる。胃体部においてエズリンは胃酸分泌を行う壁細胞に発

現し、胃酸分泌プロトンポンプを含む細胞内の細管小胞と分泌膜との融合に関わる。その

ため、遺伝的にエズリンの発現を阻害したノックダウンマウスでは、この膜融合が行えず

胃酸分泌障害を起こすことが報告されている 1)。一方、胃粘膜において壁細胞は細胞分化

に関わる因子を分泌して組織構築に関わることも報告されている 2)。本研究ではエズリン

の壁細胞における働きに加え、胃粘膜の構築と発達における機能について検討を行った。 

【方法】ノックダウンマウスは、エズリン遺伝子のイントロン部分に変異カセットを導入

することで作製し 1)、胃におけるエズリンの発現は野生型と比較して 5％以下に低下した。

胃粘膜の構造や胃腺を構成する細胞を確認するために、組織化学染色や免疫抗体染色を行

った。  を用いて細胞マーカーの  発現量の比較を行った。ラジオイムノ

アッセイ法を用いて血清ガストリン値を測定した。また、壁細胞内の微細構造を観察する

ために、電子顕微鏡像について検討した。 

【結果】ノックダウンマウスでは顕著な成長遅延が見られるにも関わらず、胃の肥大化が

観察された。また、血清中のガストリン値の上昇と対応した胃腺上部の腺窩上皮の過形成

（細胞増殖）が観察された。さらに、幹細胞が存在する頸部おいて  で染色される増殖

細胞の増加が観察され、胃腺内の細胞数が有意に増加していた。また、胃腺を構成する細

胞の割合を野生型と比較したところ、壁細胞や主細胞（ペプシノゲン分泌細胞）の減少と

副細胞（粘液分泌細胞）の増加が見られた。壁細胞内の微細構造の観察では、ミトコンド

リアや細管小胞の減少とあわせて、壁細胞内に空胞や多重膜に囲まれた小胞が観察された。

【考察】ノックダウンマウスでは胃酸分泌障害に伴い、血清中のガストリン値が上昇し、

腺窩上皮の過形成が起こっていると考えられた。このことは、プロトンポンプ阻害剤の長

期投与による胃酸分泌阻害を行ったラットでの報告と一致する 3)。エズリンの欠損または

胃酸分泌の阻害に伴う、壁細胞内の細管小胞の減少や空胞が観察されたことは、胃酸分泌

プロトンポンプ（  ）欠損マウスの報告と一致する 4)。これらの結果に加え、

新たに胃腺を構成する壁細胞や主細胞の減少と副細胞の増加が観察されたことは、壁細胞

の減少または変性にともない、副細胞から主細胞への分化が阻害された可能性が考えられ

た。以上の結果から、エズリンは壁細胞の酸分泌に関わるだけでなく、胃粘膜を構成する

細胞の分化・増殖にも影響することが確認された。 

【文献】      J. Cell. Biol.   
      Am. J. Physiol.   
     Biochem. Biophys. Res. Commun.   
     J. Biol. Chem.   
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ARHGEF10は Rab8の局在に関与する 
○柴田 理志 1, 辻 智波 1, 河内 翼 1, 大岡 嘉治 2, 稲垣 忍 1  

1.阪大・医・保健・神経生物, 2.徳島文理・薬・生体防御 
 
【目的】細胞が移動するためには進行方向に形成された先導端での細胞骨格の再構成や膜

成分の輸送が必要である。これらの細胞機能には様々な低分子量G蛋白質が関与しており、
細胞骨格であるアクチン繊維は Rhoファミリーに、膜成分の輸送は Rabファミリーにより
制御されている。Rabファミリーは 60種類以上ありそれぞれの Rabが様々なオルガネラ膜
に局在し膜成分の輸送や融合などで機能している。ARHGEF10は Rhoファミリーの活性化
因子であることが解っているがその機能はほとんど明らかにされていない。我々はARHGEF10
の細胞内局在や ARHGEF10欠失細胞の解析を行うことで ARHGEF10の機能を明らかにす
ることを目的としている。 
【方法】ARHGEF10の特異抗体を作成し HeLa細胞における ARHGEF10の局在を蛍光免疫
染色により明らかにした。更に、ARHGEF10のノックダウンを行い、ARHGEF10欠失細胞
の機能を蛍光免疫染色や migration assay、invasion assayにより調べた。 
【結果】HeLa細胞を ARHGEF10の特異抗体を用いて蛍光免疫染色したところ細胞膜付近
に粒状に局在していた。この局在は微小管の脱重合剤で処理することで核付近に集積する

ことが解った。この結果から ARHGEF10の局在は微小管により制御されていることが考え
られた。オルガネラ間や細胞膜―オルガネラ間の膜成分の輸送の多くは微小管を介して行

われている 1)。この様な輸送には Rabファミリーが関与していることから ARHGEF10の局
在を様々な Rabと比較した結果、Rab6と Rab8が陽性である小胞に局在していることが明
らかとなった。この小胞はゴルジ装置から細胞膜へと輸送される分泌タンパク質や膜タン

パク質を含む小胞であることが報告されている。Rab6は小胞のゴルジ装置からの分裂や細
胞膜までの輸送で、Rab8は Rab6依存的に小胞に局在し細胞膜への融合で機能しているこ
とが知られている 2)。Rab6をノックダウンした細胞では ARHGEF10が Rab8と同様に小胞
に局在できなくなっていた。また、ARHGEF10をノックダウンした HeLa細胞で Rab6と
Rab8の局在を調べたところ、Rab6の局在には異常は認められなかったが Rab8が小胞に局
在できなくなっていることが解った。更に、ARHGEF10欠失細胞の機能を調べると、Rab8
のノックダウンと同様に浸潤活性の低下が認められた。 
【考察】以上の結果から ARHGEF10はゴルジ装置から細胞膜へと輸送される小胞に局在し
ていることが解った。また、Rab6は ARHGEF10を介して Rab8の小胞への局在を制御して
いることを示唆するものであった。浸潤中の細胞では Rab8がゴルジ装置で作られた細胞外
基質などを分解する酵素を含む小胞を先導端の細胞膜へと輸送することで、効率的な浸潤

を可能にしていると考えられている 3)。ARHGEF10欠失細胞で認められた浸潤活性の低下
は Rab8がこれらの小胞に局在できなくなり、細胞外基質の分解などに異常が生じたことが
原因だと考えられ、ARHGEF10が Rab8を介して細胞浸潤活性を制御していることを示唆
するものであった。 
 
【文献】  

1. Horgan, Conor P. McCaffrey, Mary W. (2011) Biochem Soc Trans. 2011 
Oct;39(5):1202-6. 
2. Grigoriev I. et al. Curr Biol. 2011 Jun 7;21(11):967-74.  
3. Bravo-Cordero JJ et al. EMBO J. 2007 Mar 21;26(6):1499-510. 
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血管透過性制御におけるミオシン軽鎖のリン酸化制御システムの解析

○河野貴子 1，太田茜 1, 槙峰希和子 1, 山川侑季乃 1, 鈴木健二 1, 2

1 立命館大・薬・薬, 2立命館大・薬・創薬

【目的】血管は全身の組織に酸素や栄養を供給する重要な器官である。血管内皮細胞は血

管内腔に一層のシート状の構造を形成し、血液成分と組織間の選択的な物質交換を制御し

ている。また、炎症の際には、血管透過性が一時的に亢進し、炎症細胞が血管外へ遊走す

る。血管透過性の厳密な制御は生体の恒常性維持において不可欠である。

 細胞骨格であるアクトミオシンの収縮は血管透過性を亢進させることが知られており、

アクトミオシンの収縮はミオシン軽鎖(MLC)のリン酸化により誘導される。MLC のリン酸

化は Rho-kinase をはじめとするキナーゼとミオシン脱リン酸化酵素のバランスによって制

御されており、血管透過性制御において重要であると考えられる。本研究では、MLC のリ

ン酸化を制御するシグナルネットワーク全体のバランスを司るメカニズムを明らかにする

ことを目的に MLC のリン酸化のシステムの制御原理の解析を行った。

【方法】システムの制御原理の解析のために、MLC のリン酸化制御シグナル伝達経路につ

いて微分方程式で表現した数理モデルを構築した。構築した数理モデルを用いて、コンピ

ュータシミュレーション及び数理解析を行った。さらに、数理モデルから予測された新規

シグナル伝達経路について、実験により同定を行った。

【結果】数理解析から、以下の結果を得た。

① MLC のリン酸化制御システムには、新規シグナル伝達経路として、ミオシン脱リン酸

化酵素の自己活性化フィードバックシグナル伝達経路が存在する 1)。

② ミオシン脱リン酸化酵素の自己活性化によって、Rho/Rho-kinase による MLC のリン酸

化は双安定性と呼ばれるスイッチのような特徴的な挙動を示す 1)。

 さらに、数理解析結果から予測されたミオシン脱リン酸化酵素の自己活性化フィードバ

ックシグナル伝達経路の存在を示唆する実験結果を得た。

【考察】以上の結果は、ミオシン脱リン酸化酵素による自己活性化制御シグナル伝達経路

がフィードバックループの役割を果たし、双安定性を誘導することを示している。双安定

性は物理学や制御工学の分野では良く知られる性質であり、上流シグナルが閾値を超える

と、下流シグナルの状態が不可逆的に切り替わるスイッチのような役割を果たす。実際、

上流シグナルである Rho の活性が一過的でも、MLC のリン酸化が持続することが報告され

ており 2)、この結果は、MLC のリン酸化が双安定性を示すことと良く一致する。

【文献】 1. Kaneko-Kawano, T., Takasu, F., Naoki, H., Sakumura, Y., Ishii, S., Ueba, T., Eiyama, 
A., Okada, A., Kawano, Y., Suzuki K. (2012) 
PLoS One. 7(6), e39269 

2. Maeda, A., Ozaki, Y., Sivakumaran, S., Akiyama, T., Urakubo, H., Usami, A., Sato, 
M., Kaibuchi, K., Kuroda, S. (2006) 
Genes Cells. 11(9), 1071-1083 
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心筋特異的な膜タンパク質の同定

○矢澤一生，矢白木翔平，新谷泰範，高島成二

大阪大学・生命機能研究科

【目的】AMPKはATPの加水分解産物であるAMPによって活性化されるリン酸化酵素で、
エネルギー代謝を制御している。ATPが消費され AMPが増加した低エネルギー状態では
AMPKは ATPの消費を抑制する。近年 AMPKはエネルギー代謝の他に細胞の分化や増殖に
も関連があることが報告されている。我々は心筋において AMPKは細胞接着部位である介
在板に局在していることを見出した。心筋で最も ATPを消費するアクチンとミオシンの収
縮がおこるサルコメアではない部位に局在がみられたことは、心筋における AMPKの役割
がエネルギー代謝以外にあるのではないかと予想された。そこで本研究では心筋における

AMPKの新規基質を同定することを目的とした。

【方法】AMPKの基質のスクリーニングを行った。まずマウスの心臓をホモジナイズ塩析
後、密度勾配超遠心により介在板分画を抽出した。この分画を用いて AMPKリン酸化部位
のコンセンサスシークエンス抗体による免疫沈降を行った。その後質量分析を行い AMPK
の基質を同定した。同定した基質のひとつについてマウスの各組織で RT-PCRし、心臓と
骨格筋における特異的な発現を検討した。またこの分子に対するペプチド抗体を作成しラッ

ト心筋細胞、マウス心臓凍結切片のそれぞれで免疫染色を行った。HEK293T細胞で発現、
精製したリコンビナントタンパクを PNGase F処理することで糖鎖修飾の有無を検討した。

【結果】介在板分画の免疫沈降および質量分析の結果 16kDaの分子 Xが同定された。マウ
スの各組織での RT-PCRの結果から分子 Xは心筋と骨格筋で特異的に発現していることが
確認された。ラットの培養心筋細胞を用いた免疫染色では分子 Xの細胞間接着部位への局
在がみられ、マウスの心臓凍結切片を用いた免疫染色では介在板への局在が確認された。

N末端に FLAGを付加したリコンビナントタンパクを PNGase F処理をすると分子量シフト
がみられ、糖鎖修飾を受けていることが示唆された。

【考察】AMPKの新規基質として同定された分子 Xは心筋と骨格筋に特異的に発現し、細
胞間接着部位に局在している膜タンパクであることが明らかとなった。また PNGase F処理
による検討から LSMEM2は糖鎖修飾を受けていることが確認された。今後結合するタンパ
ク質の探索、ノックアウトマウスの作成によって機能解析を進めていく予定である。

A16 

34



Kinesin family member 20A(KIF20A)の多核化と細胞分裂への関与

○森田寛之 1，福井彩乃 1, 小山可奈子 1, 有馬太陽 1, 通山由美 1, 
1姫路獨協・薬学・生化

【目的】

キネシンスーパーファミリータンパク質（KIFs）は、高度に保存されたモータータンパク
質のドメインを共有し、微小管に沿ってプラス端へ動く。さらに KIFsは細胞分裂時の紡錘
体形成や染色体分離、小胞と細胞小器官の細胞内輸送など様々な細胞機能に関与している。

なかでも KIF20A は、細胞分裂の後期では中央部紡錘体に、終期では中央体と分裂溝に蓄
積し、細胞質分裂に関与することが報告されている 1,2。そこで我々は、KIF20A ノックダ
ウン細胞を作成し、KIF20Aの細胞分裂時の機能について経時的に検討した。

【方法】

ヒト白血病細胞株 HL60をマクロファージ様または好中球様に分化し、KIF20Aの発現量の
変化をウェスタンブロッティングで解析した。次に HL60 に KIF20A-shRNA および
control-shRNAを導入し、KIF20Aノックダウン細胞型 HL60と control-sh 細胞を樹立した。
メイグリュンワルド・ギムザ染色および蛍光色素染色により、細胞分裂におけるクロマチ

ンの動態を解析した。

【結果】

HL60 をマクロファージ様または好中球様に分化すると急激に KIF20A の発現量が減少し、
KIF20Aが細胞増殖、即ち細胞分裂に関わることが示唆された。蛍光色素染色法で解析する
と、control-sh細胞は中期にて双極紡錘体形成と染色体整列が確認された。一方 KIF20Aノ
ックダウン細胞では 3 つ以上の紡錘体様の構造と染色体不整列が認められ、細胞分裂が途
中で停止した細胞も多く見られた。その結果として、1 細胞あたり 2 核以上存在する細胞
の割合が control-sh細胞の10％以下に対し、KIF20Aノックダウン細胞は 60％以上であった。

【考察】

KIF20Aノックダウン細胞では 3つ以上の紡錘体様の構造があることから、中期における紡
錘体形成に関与していることが示唆された。染色体不整列による細胞分裂異常も認められ、

細胞質分裂に加え有糸分裂にも関与していると考えられる。

【文献】
1. Keisuke Taniuchi, Mutsuo Furihata, Toshiji Saibara (2014). KIF20A-Mediated RNA Granule 

Transport System Promotes the Invasiveness of Pancreatic Cancer Cells. NEOPLASIA 16(12) 
1082-1093. 

2. Yu Zhang, Jun Liu, Xu Peng, Cheng-cheng Zhu, Jun Han, Jia Luo, Rong Rui. (2014) KIF20A 
Regulates Porcine Oocyte Maturation and Early Embryo Development. PLoS ONE 
9(7):e102898. 
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植物細胞壁ペクチン由来ラムノガラクツロナン I（RG-I）オリゴ糖の調製と
RG-I生合成酵素の活性測定法の構築

○田村峻佑 1,上原洋平 1,松本直樹 1 ,溝口正 2,民秋均 2,石水毅 1

1立命館大・生命，2立命館大・薬

【目的】植物細胞壁の主成分であるペクチンは、植物の成長時に盛んに合成される。すな

わち、ペクチン生合成は細胞成長と関連している。ペクチンは 12種類の単糖、約 50種
類の糖鎖結合様式から構成され、その生合成には多くの酵素が関与している。しかし、ペ

クチンの構造が複雑なため、酵素の活性測定に必要な基質が容易に調製できず、これらの

酵素のほとんどは同定されていない。

ペクチン主成分の一つであるラムノガラクツロナン I（RG-I）の生合成に関わる酵素の
活性測定法を構築するためには、1-4 結合したガラクツロン酸と1-2 結合したラムノー
スの二糖繰り返し構造の、RG-I主鎖由来のオリゴ糖が基質として必要である。これを基質
に用いると、RG-Iを合成するガラクツロン酸転移酵素やラムノース転移酵素など、5種類
の酵素の活性測定を行うことができる。当研究室ではこの基質の精製をしてきたが、得ら

れる基質は 3糖～6糖（表 1）と限定的であり、酵素解析を行うのに不十分な量であった。
本研究では様々な長さの RG-I オリゴ糖を効率的に調製することを試みた。またこれらの
オリゴ糖を用いて RG-I生合成に関与する糖転移酵素の活性測定法の確立を試みた。

【方法・結果】市販の RG-Iをドリセラー
ゼ、もしくは強酸によって加水分解した。生

成した各オリゴ糖を 2-アミノピリジンで蛍光
標識し、オリゴ糖を陰イオン交換HPLCと逆
相 HPLCにより分離、精製した。さらにこれ
らのオリゴ糖について質量分析を用いて分子

構造の同定を行い、3～10糖（表 1）の長さ
のオリゴ糖を、従来法の約 10～100倍量得る
ことができた。3糖、5糖については NMRに
よる構造解析も行った。今回得られた基質

は、酵素活性を検出するのに必要な量があ

り、これらを基質に用いることで、RG-Iの生
合成に関与するガラクツロン酸転移酵素、ラム

ノース転移酵素、ガラクトース転移酵素の活性

測定法を構築できた。

【考察】今回構築した糖転移酵素の活性測定法を用いることで、RG-I生合成に関与する
酵素の遺伝子同定が可能となり、RG-I生合成分子機構の解明に寄与できる。

ラムノガラクツロナ

ンオリゴ糖

従来法

(nmol)
改良法

(nmol)
 8  90 
 7 760 
17 180 
16 750 
 0  96 
 0 280 

  0  43 
 0  57 

表 1．RG-I 100 mgから得られたラム
ノ

GalUA Rha 

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA
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ホモダイマー光合成反応中心複合体の人工的ヘテロダイマー化

○浅井智広 1,4，Kwang Kim1，近藤徹 2，原田二朗 3，伊藤繁 2，大岡宏造 1

1阪大・院理，2名大・院理，3久留米大・医，4現：立命大・生命

【目的】植物やシアノバクテリアがもつ光化学系（PS）Iと II に代表される「光合成反応
中心（RC）」は、多数の光合成色素と膜タンパク質から成る超分子複合体である。RCは光
合成の初期反応を駆動する機能をもち、クロロフィル色素の光電荷分離によって生じた高

エネルギーの電子が、RC 内部に配置された電子伝達コファクターの上を次々と移動する。
電子伝達コファクターはダイマー構造のコアタンパク質のダイマー会合面に存在し、偽 C2

対称な 2本の電子伝達経路を形成しているが、実際には排他的あるいは優先的に決まった
片方の経路を電子が移動する。この機能的な非対称性は、コアタンパク質がヘテロダイマー

であるために、電子伝達コファクター周辺の局所的な物理化学的性質が2本の経路で異なっ
ていることが原因と考えられているが、その原子レベルの構造要因を実験的に同定した例

は現時点で存在しない。また現代の RC は、ホモダイマー構造のコアタンパク質をもつ共
通の祖先分子から進化し、遺伝子重複によってヘテロダイマー化したと考えられている。

一方で、緑色硫黄細菌やヘリオバクテリアなどの一部の光合成細菌では、光合成が誕生し

て以来、約 30億年以上もコアタンパク質がヘテロダイマー化していない。これは、RCの
機能進化にコアタンパク質のヘテロダイマー化が深く関わっていることを示している。こ

の問題に取り組むため、RCコアタンパク質のダイマー構造と電子移動反応の非対称性の相
関関係を実験的に検証可能な実験系の構築を目指した。

【方法】絶対嫌気性の光合成細菌である緑色硫黄細菌 Chlorobaculum tepidumは、現代にお
いても祖先型と同じホモダイマー構造のコアタンパク質（PscA2）の RCをもち、ホモダイ
マーRCをもつ生物のうち唯一、遺伝子操作が可能な生物種である。この性質を利用し、私
たちは「pscA遺伝子の偽二倍体化」という C. tepidumのホモダイマーRCを人工的にヘテロ
ダイマー化する方法を提案している 1)。これは、任意の変異を導入した変異型の pscA遺伝
子を DNAの相同組換えに必須な recA遺伝子のコーディング領域に組み込み、pscA遺伝子
を二倍体化するという方法である。ゲノム上に安定に保持された野生型と変異型の 2つの
pscA遺伝子から発現する 2種類の PscAがランダムに会合することで、任意の部位特異的な
変異でヘテロダイマー化した RC が発現する。変異型遺伝子として野生型遺伝子を用いた
モデル実験を実践することで、「pscA遺伝子の偽二倍体化」の戦略の有効性を検証した。
【結果】「pscA遺伝子の偽二倍体化」によって発現する人工ヘテロダイマーRCの発現量を、
LC/MS/MS解析で定量的に調べた。変異型遺伝子として Hisタグ付きの pscA遺伝子をもち
い、Hisタグのアフィニティークロマトグラフィーによって調製した RC標品に含まれる野
生型 PscAを定量した結果、細胞内に発現している全 RCのうち約 10%がヘテロダイマー型
RCであると見積もられた。本来の野生型 pscA遺伝子に Strepタグを付加し、変異型遺伝子
として Hisタグ付きの pscA遺伝子を導入したところ、発現した人工的なヘテロダイマーRC
が少量であってもHisタグとStrepタグのタンデムアフィニティークロマトグラフィーによっ
て簡便且つ高純度に精製できることがわかった。

【考察】以上の結果は、私たちが提案する「pscA遺伝子の偽二倍体化」がホモダイマーRC
を人工的にヘテロダイマー化する方法として有効であることを示している。一方、ヘテロ

ダイマーRCは PscAのランダムな会合を仮定した場合の約 1/5程度しか発現しておらず、
ヘテロダイマーRCの大量発現には遺伝子重複だけでは不十分であることがわかった。これ
は、RCコアタンパク質を安定的にヘテロダイマー化するには、コアタンパク質のアセンブ
リや安定性に関わる別な進化的メカニズムが必要であることを示唆している。

【文献】 1. C. Azai et al. (2011) Biochim. Biophys. Acta 1807, 803�812 
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大腸菌一遺伝子欠失株 Keio コレクションを用いたテルル酸還元関連遺伝子の網羅的解析

○西田亮 1，安間友香理 1，田島寛隆 1,2，斎藤茂樹 1,2，谷泰史 1,2，戸部隆太 1，三原久明 1

1立命館大・生命・生工，2立命館大・R-GIRO  

【目的】硫黄やセレンの同族元素であるテルルは，太陽電池や電子部品材料として先端産

業分野で利用されている．テルルは，水溶液中ではオキシアニオンのテルル酸，亜テルル

酸として比較的安定に存在し，環境汚染要因となるため，テルルオキシアニオンを毒性の

低い不溶性の元素状テルルに還元する微生物が注目されている．微生物における亜テルル

酸還元に関しては，膜結合型硝酸還元酵素 1，細胞内チオレドキシン・グルタチオン系 2や

キノンプール 3の関与など，複数の例が報告されている．一方，テルル酸還元については

大腸菌でモリブドプテリン含有酵素の関与 4が示唆されるのみであり，その詳細なメカニ

ズムはわかっていない．そこで，大腸菌の一遺伝子欠失株コレクションである Keio コレク

ション株を用いてテルル酸還元に関与する遺伝子を網羅的に探索し，テルル酸代謝経路の

解析を行った．

【方法】テルル酸は還元されると黒色を呈する元素状テルルとなる．そこで，テルル酸含

有固体培地上で元素状テルルによる黒色を呈さない表現型を指標として，テルル酸還元能

欠失株を選出した．これらの株をテルル酸を含む TSB 培地で培養し，生成した元素状テル

ルを定量した．また，セレン酸，亜セレン酸に対する還元能の有無を調べた．テルル酸と

各オキシアニオン（硫酸，硝酸，亜硝酸）を含む TSB 培地で野生株を培養し，オキシアニ

オンのテルル酸還元への影響を調べた．

【結果】大腸菌遺伝子欠失株コレクション（Keio コレクション）全 3812 株より，8 株のテ

ルル酸還元能欠失株（ynbA, ydaS, yjeB, yidH, moeA, paaG, pdxY, nsrR）を

選抜した．これらの遺伝子欠失株ではテルル酸に加え，セレン酸の還元能も低下していた．

一方，亜セレン酸の還元能低下は見られなかった．NsrR は，リン酸エクスポーター活性を

もつ YjbB5の遺伝子の正の転写調節因子である 6．NsrR は NO 感受性の鉄硫黄クラスター

を有し 7，亜硝酸添加（NO 産生）条件下では，NsrR による yjbB の転写促進は解除される．

そこで，亜硝酸とその他のオキシアニオンが野生株のテルル酸還元能に影響を与えるかを

調べた．その結果，亜硝酸，硝酸が含まれる TSB 培地においてテルル酸還元の遅延が観察

された．また，亜硝酸，硝酸によるセレン酸還元の遅延も同様に見られた．

【考察】選抜した遺伝子欠失株 8 株ではテルル酸，セレン酸の還元能が低下していたこと

から，テルル酸とセレン酸の還元は共通の機構によるものであり，亜セレン酸還元とは独

立していることが示唆された．亜硝酸，硝酸の添加によるテルル酸，セレン酸の還元阻害

の一部は，細胞内に取り込まれた亜硝酸，硝酸から生成された NO による NsrR 不活化を介

した yjeB 発現量低下による可能性が考えられた．

【文献】 1. Sabaty, M., et al., (2001) Appl. Environ. Microbiol., 67, 5122-5126 
2. Rigobello, M. P., (2011) Free Radic. Biol. Med., 50, 1620-1629 
3. Wang, X., (2011) Bioresour. Technol., 102, 3268-3271 
4. Theisen, J., (2013) Appl. Environ. Microbiol. 79, 3171-3175 
5. Motomura, K., et al., (2011) FEMS Microbiol. Lett., 320, 25-32  
6. Filenko, N., et al., (2007) J. Bacteriol., 189, 4410-4417 
7. Tucker, N. P., et al., (2008) PLoS One, 3, e3623 
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腎尿細管での電解質再吸収におけるアクチン結合タンパク質モエシンの生理的役割の解明

○川口高徳 ，波多野亮 ，田村淳 ，月田早智子 ，浅野真司 

立命館大・薬，阪大・院生命機能

【目的】  共輸送体（）は腎臓の太いヘンレの上行脚（   
）において電解質の再吸収を担うトランスポーターである．現在汎用されている中で
最も強い利尿作用を示すループ利尿薬の標的分子であることや，その機能異常が電解質再

吸収不全による   の喪失を特徴とする 型バーター症候群を引き起こすことなど
が知られており，臨床上の重要性も高い．近年，上皮組織において膜タンパク質とアクチ

ン細胞骨格とをクロスリンクする役割をもつアダプタータンパク質の１つであるモエシン

が，in vitro の系において  と相互作用することが報告された ．しかし，未だモエ

シンの腎臓における機能的役割に関する知見は得られていない．そこで，本研究ではモエ

シンノックアウト  マウス  を用いて，生体内におけるモエシンの欠損が腎臓での

尿濃縮機能に与える影響について検討した．

【方法】マウスの尿や血漿における電解質    及びクレアチニンの濃度測
定や血圧測定を行った．生理機能の変化を検討するため電解質の分画排泄率を算出，尾静

脈からの イヌリン投与により糸球体ろ過量  を解析した．また，腎組織におけ
る免疫組織染色や，細胞膜表面タンパク質のビオチン化修飾及び密度勾配遠心法などの手

法で調製した膜分画，脂質ラフト画分における の発現を検討した．

【結果】雄のマウスにおいて   それぞれの尿中への分画排泄の有意な亢進

が認められ（図 ），及び血圧の有意な低下が確認された．また，マウスでは野
生型マウスに比べて の脂質ラフトでの局在性が低下していることが確認された．

図  野生型，モエシンノックアウトマウスにおける電解質の分画排泄率．

【考察】マウスが電解質の尿中への喪失傾向を示しており，バーター症候群様の表現
型を引き起こすことが示唆された．は脂質ラフトに集積し，管腔膜に発現する
チャネル  と共役して効率的な電解質再吸収を行っていることが知られている
が， マウスでは  の脂質ラフトでの局在性が低下していることが確認された．
生体内ではモエシンが  の脂質ラフトにおける局在制御を介して尿濃縮機能に関与
していることが示唆された．

【文献】                
     Biol. Cell 104  

               J. Biol. 
Chem. 274  
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GPR120の脂肪細胞分化に対する影響の解析
○井上 恭 1，渡邉貴之 2，前田奈美 1, 宮里文野 1, 河野貴子 1, 鈴木健二 1, 2, 3

1立命館大・薬・薬, 2立命館大・生命科学･生命情報, 3立命館大・薬・創薬

【目的】今日大きな社会問題となっているメタボリックシンドロームは、肥満に伴うイン

スリン抵抗性（インスリン作用不全）が主要な原因である。脂肪細胞の肥大化と脂肪組織

へのマクロファージの集積が慢性炎症とインスリン抵抗性をもたらし、これがメタボリッ

クシンドロームの病態の基礎となると考えられている。最近、脂肪酸をはじめとした脂質

分子が特異的な受容体や結合タンパク質を介して様々な細胞機能制御に関与をしているこ

とが多くの研究から明らかになってきた。GPR120は中･長鎖の脂肪酸によって活性化され、
腸管細胞からのインクレチンの分泌とマクロファージにおける炎症応答の抑制に与り、個

体のインスリン感受性やエネルギー代謝の調節に重要な役割を果たすと考えられている。

2007年に Gotohらは GPR120が脂肪細胞分化の制御に関与することを報告した 1）が、その

詳細な分子メカニズムについては不明な点が残されている。本研究では GPR120 の細胞内
第３ループと C末端領域のセリン・スレオニン残基をアラニンに置換した変異体を作製し、
受容体下流の細胞内情報伝達系の解析を行って、脂肪細胞分化に対する GPR120 の作用を
分子レベルで明らかにすることを目的とする。

【方法】マウス GPR120の細胞内第３ループ及び C末端領域のセリン・スレオニン残基を
アラニンに置換した変異体を部位特異的変異導入法により作製した。野生型及び変異型

cDNA を RAW264.7 細胞や 3T3-L1 細胞に遺伝子導入し、安定発現株を樹立した。合成ア
ゴニスト刺激による細胞内情報伝達系の活性化（ERK のリン酸化、細胞内カルシウム濃度

変化）をそれぞれウェスタンブロッティングと蛍光試薬を用いた二波長測定法によって解

析した。LPS 刺激により誘導されるサイトカイン産生量の変動は RT-PCR により測定した。

インスリン・IBMX・デキサメサゾンによる脂肪細胞分化の評価は、Oil Red O染色により
行った。

【結果と考察】HEK293細胞を GPR120のアゴニスト GW9508で刺激して誘導される ERK
のリン酸化は、細胞内第 3 ループのリン酸化部位を欠失した変異体では減少し、反対に C
末端領域のリン酸化部位を欠失した変異体では増加した。一方、リガンド刺激による細胞

内カルシウム濃度の変動については変化がなかった。3T3-L1細胞の脂肪細胞分化について
は GPR120 変異体発現細胞では野生型と比べて抑制されていた。RAW264.7 細胞における
LPS刺激によるサイトカイン産生は GW9508処理で抑制されたが、セリン・スレオニン残
基のアラニンへの変異はその抑制効果を阻害した。以上の結果は、3T3-L1細胞の脂肪細胞
分化に対して GPR120下流でのアレスチン経路の関与を示唆している。

【文献】 1. Gotoh, C. et al. (2007). The regulation of adipogenesis through GPR120. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 354 (2), 591�597.  
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植物細胞壁生合成に必要な UDP-アピオースの調製法の開発 
○松田諒子，鈴木真未, 石水毅 

立命館大・生命 
 
【目的】植物細胞壁ペクチンには、ラムノガラクツロナンⅡ(RG-Ⅱ)という構造単位が含ま
れる。RG-Ⅱの構成単糖のアピオース残基は、ホウ素原子とホウ酸ジエステル結合をする
ことでペクチンを架橋しており、ペクチンの構造形成に重要な役割を果たしている。RG-
Ⅱは、その生合成に約 20種類の糖転移酵素が関与する。しかし、アピオース転移酵素をは
じめ、ほとんどの酵素が未同定である。その理由の一つは、糖転移酵素の基質の調製が困

難なことである。ペクチン生合成に関与するアピオース転移酵素の基質 UDP-アピオースは、
アルカリ条件下で 2 位の水酸基が隣接するリン原子を求核攻撃することで容易に分解され
るため(図１)１）、これまでに単離されていない。本研究は、UDP-アピオースが溶液中で分
解されにくい条件を探索し、UDP-アピオースの調製法を開発することを目的とした。 
 

 
       UDP-アピオース	
       アピオシル-1,2-環状リン酸	
     UMP 
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 図１. UDP-アピオースは溶液中で容易に分解される 
 
【方法】大腸菌で発現させた UDP-アピオース/UDP-キシロース合成酵素と、その基質であ
る UDP-グルクロン酸、補酵素 NAD+、緩衝液を混合して 25℃で 19時間反応させた。この
とき、生成した UDP-アピオースの分解を防ぐために、正電荷を持つかさ高い緩衝剤として、
N,N-ジメチルシクロヘキシルアミンを用いた。そして、反応生成物を逆相 HPLC で分析し
た。 
 
【結果・考察】酵素反応生成物を逆相 HPLCで分析すると、UDP-アピオースと思われる新
規生成物が生じた。この生成物をアルカリ(pH9.0)で処理すると、UMPが定量的に生じた(図
１)。また、生成物を 4Mトリフルオロ酢酸で処理すると、アピオースが定量的に生成して
いた。以上より、新規生成物は UDP-アピオースであると考えられた。現在、この生成物の
さらなる構造解析を進めている。本研究の達成によって、UDP-アピオースを基質とするア
ピオース転移酵素の同定を行うことができる。 
 
【文献】1. Kindel,P.K.&Watson,R.R.(1973)Biochem.J.,133,227-241
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血漿セレン含有タンパク質 Selenoprotein Pによる膵臓β細胞障害のメカニズム解析 
 

○稲荷尚吾 1，高部稚子 1，三田雄一郎 1，御簾博文 2，篁	
 俊成 2，野口範子 1，斎藤芳郎 1， 
1同志社大学・生命医科学・医生命システム，2金沢大学・医薬保健研究域・包括的代謝学 

 
【目的】Selenoprotein P（SeP）は、血漿に存在するセレン含有タンパク質であり、細胞に
セレンを供給する働きを担う。2型糖尿病患者において血漿 SeP濃度が増加し、SeP濃度と
空腹時血糖値には相関性が認められている。マウスに SePを投与するとインスリン抵抗性
が増大することなどから、過剰の SePは糖尿病を悪化させると考えられる。一方、2型糖
尿病患者において、インスリン分泌能の低下や膵β細胞の減少に伴うインスリン分泌量の

減少が知られている。最近の研究から、2型糖尿病患者におけるインスリン分泌能と血漿
SeP濃度との間に負の相関が認められた。本研究では、マウス膵β細胞由来MIN6細胞を
用い、2型糖尿病患者で増加した血漿 SeP濃度に相当する SePの添加効果および、その作
用機序について以下の検討を行った。 
 
【方法】マウス膵 β細胞由来培養細胞株のMIN6細胞を使用した。SePはヒト血漿から精
製して用いた。生存率の測定にはWST-8および LDH assay を用いた。タンパク質の発現
量はWestern Blot 法にて評価した。 
 
【結果と考察】MIN6細胞に可変量の SePを添加し、72時間培養した結果、濃度依存的な
生細胞数の低下が認められた。健常人の血漿 SeP濃度は 5 µg/mlであり、糖尿病態では約
10 µg/mlまで増加する。本研究で認めたMIN6細胞死は、5 µg/ml以上の濃度で認められた。
SePによるMIN6細胞死は、全カスパーゼ阻害剤 z-VAD-FMKによって有意に抑制された。
さらに、SeP処理により、アポトーシス実行因子 Caspase-3の断片化による活性化も確認さ
れた。これより、過剰の SePは、MIN6細胞にアポトーシスを誘導すると考えられた。 
	
 SePは、システインの硫黄がセレンに置き換わったセレノシステイン（Sec）の形でセレ
ンを含む。MIN6細胞死の誘導に SePに含まれる Secが関与するかについて、 セレノシス
チン（2分子の Secが Se間で共有結合した化合物）の添加効果を検討した。その結果、セ
レノシスチン濃度依存的にMIN6細胞死誘導が引き起こされた。また、SeP 10 µg/mlに相当
するセレノシスチンで細胞死が認められ、SePによる細胞死の誘導に Secの供給が関与す
ると考えられた。 
	
 次に、細胞内に供給された Secのセレンを脱離し、細胞内セレン含有タンパク質の合成
に関わる Selenocystein lyase (Scly)の関与について、siRNA法を用いて検討した。SePおよび
セレノシスチンによるMIN6細胞死は、Sclyのノックダウンにより有意に抑制された。こ
の結果から、SePおよびセレノシステインにより供給された Secから切り出されたセレン
がアポトーシスの誘導に関与すると考えられる。以上、本発表では SePにより誘導される
MIN6細胞死およびそのメカニズムについて述べる。 
 
【文献】 1. Saito Y, Takahashi K (2002) Eur J Biochem  269, 5746-5751 

2. Misu H. et al. (2010) Cell Metabolism 12, 483-495 
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脳梗塞時のミクログリア機能に対する Sema4D作用の解析 
 

○澤野俊憲 1，渡邉文也 1，石口満津子 1,2，土江伸誉 3，古山達雄 4，稲垣忍 1 
1阪大・医(保)・神生，2阪大・歯・口腔外，3兵医療大・共教，4香川県立保大・保医 

 
【目的】Sema4Dは反発性軸索ガイダンス因子として同定された分泌型・膜貫通型タンパ
クであるが、免疫機能にも様々な影響を与えることが明らかにされている 1, 2)．脳梗塞は虚

血のみならず、それに続いて生じる炎症によっても重度な傷害がもたらされる免疫学的な

イベントである．これまでに脳内の免疫を司るミクログリアの活性化が培養条件下におい

て Sema4Dによって促進されることが明らかとなっているが、生体内におけるミクログリ
アへの Sema4D作用は解明されていない 3)．そこで我々は脳梗塞時の脳内におけるミクロ

グリアに対する Sema4D作用を明らかにすることを目的とした． 
【方法】実験には CB-17/Icr-+/+ Jcl野生型(WT)マウスと Sema4D欠失型(Sema4D-/-)マウスを
使用した．脳梗塞モデルマウスの作製は生後 6週齢のマウスに対し中大脳動脈を電気焼灼
することによって行った 4)．脳を取り出した後、免疫組織染色によって組織学的な解析を

行った．脳内の一酸化窒素(NO)濃度は Griess反応を用いて推定した．行動異常の評価は
Open-field testによって行い、10分間におけるマウスの移動数を計測した． 
【結果】Sema4D-/-マウスではWTマウスと比較して、脳梗塞作製後 3日目(PO3)におけるミ
クログリアのAmeboid形態への変化と、ミクログリアの一酸化窒素合成酵素(iNOS)の発現、
脳内のNO産生が抑制された．一方でミクログリアのBrdU取り込みはPO3においてSema4D
の欠失により亢進した．Ameboid形態のミクログリアと Ramified形態のミクログリアを比
較すると、iNOSの発現は Ameboidミクログリアでより活発であり、BrdUの取り込みは
Ramifiedミクログリアにおいてより活発であった．Sema4D欠失によるミクログリアの iNOS
発現の抑制と BrdU取り込みの促進は主に Ameboid形態のミクログリアではなく、Ramified
形態のミクログリアにおいて生じた．また、Sema4D-/-マウスではWTマウスと比較して、
梗塞巣周囲における TUNEL陽性細胞数が減少し、脳梗塞によって生じる移動行動の増加
が抑制された． 
【考察】活性化し iNOSを発現したミクログリアは NOを産生することで傷害的な作用を
示すことが知られている．Sema4Dの欠失によってミクログリアにおける NO産生が減少し
たが、これは iNOS発現率の高い Ameboidミクログリアの減少と Ramifiedミクログリアに
おける iNOS発現の抑制によるものだと考えられる．一方で脳梗塞後のミクログリアの増
殖は Sema4Dの欠失によって促進された．これまでに脳梗塞後に増殖したミクログリアが
IGF-1の産生により保護的に作用することが示唆されている 5)． Sema4D-/-マウスでは脳梗

塞後の細胞死、行動異常がWTマウスと比較して軽度であることから、Sema4Dは脳梗塞
時の傷害的に作用するミクログリアの活性化に関与する因子であることが考えられる． 
【文献】 1. Elhabazi, A., Delaire, S., Bensussan, A., Boumsell, G. (2001) J. Immunol. 166, 

4341–4347 
2. Wang, X., Kumanogoh, A., Watanabe, C., Shi, W., Yoshida, K., Kikutani, H. (2001) 

Blood. 97, 3498–3504 
3. Okuno, T., Nakatsuji, Y., Moriya, M., Takamatsu, H., Nojima, S., Takegahara, N., 

Toyofuku, T., Nakagawa, Y., Kang, S., Friedel, RH., Sakoda, S., Kikutani, H., 
Kumanogoh, A. (2010)  J. Immunol. 184, 1499–1506 

4. Taguchi, A., Kasahara, Y., Nakagomi, T., Stern, DM., Fukunaga, M., Ishikawa, M., 
Matsuyama, T. (2010) J. Exp Stroke Transl Med.  3, 28-33 

5. Lalancette-Hebert, M., Gowing, G., Simard, A., Weng, YC., Kriz, J. (2007) J. 
Neurosci. 27, 2596-2605 
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オウレンの初代培養肝細胞における一酸化窒素誘導に対する効果	
 

	
 

○藤井愛理 1，奥山哲矢 1,池谷幸信 2,西澤幹雄 1 
1立命館大・生命・医化学，2立命館大・薬・生薬 

 
【目的】オウレン（黄連）は、キンポウゲ科オウレン属の常緑多年草であるオウレン（Coptis 
japonica Makino, C. chinensis Franchet, C. deltoidea C. Y. Cheng et Hsiao, C. teeta Wallich）の根
をほとんど除いた根茎を乾燥させた生薬である。生薬のオウレンは、清熱燥湿と瀉火解毒

の薬能を持つことから、皮膚掻痒症等に使う黄連解毒湯や口内炎等に使う半夏瀉心湯など

の漢方処方に配剤される。薬効としては抗炎症、健胃、抗菌作用がある。オウレンの主要

成分は四級アルカロイドの berberineであり、止瀉作用や抗炎症作用が知られている。しか
し、berberine以外にもオウレンの抗炎症作用を担う成分が含まれているのではと考え、肝
細胞を用いて、炎症メディエーターである一酸化窒素（NO）の産生誘導の抑制作用を抗炎
症作用の指標とし、オウレンの抗炎症成分を検討した。 
【方法】オウレンをメタノールで還流抽出して得たメタノールエキスを水に溶解し、酢酸

エチル、次いで n-ブタノールで分配抽出した。各抽出液をそれぞれ減圧濃縮し、酢酸エチ
ル可溶部（A画分）、n-ブタノール可溶部（B画分）、水可溶部（C画分）を得た。これとは
別に、メタノールエキスを 1%硫酸水溶液に溶解し、ジエチルエーテルで分配抽出して得た
ジエチルエーテル抽出液を濃縮し、非アルカロイド画分とした。残った水層に炭酸ナトリ

ウムを加え弱アルカリ性とし、再びジエチルエーテルで分配抽出して三級アルカロイド（3AL）
画分を得た。さらに水層に水酸化ナトリウムを加え強アルカリ性とした後、クロロホルム

で分配抽出し、四級アルカロイド（4AL）画分を得た。	
  
	
 Wistarラットから初代培養肝細胞を調製し、37℃、5% CO2の条件下で一晩培養した後、

オウレンの各分画を IL-1β（1 nM）と同時に添加して 8時間培養した。培地中の NO量を
Griess法により測定し、50%阻害濃度（IC50）を求めた。細胞障害性は、培地中に放出され

た乳酸脱水素酵素の活性を測定することで確認した。薄層クロマトグラフィー（TLC）に
より、画分中の成分を解析した。 
【結果】 
1．オウレンのメタノールエキス 15.43 g（100%重量比）を粗分画したところ、A画分 1.10 g
（7.1%）、B画分 5.71 g（37.0%）、および C画分 8.62 g（55.9%）が得られた。 

2．オウレンのメタノールエキス 17.90 gを非アルカロイドとアルカロイドに分画したとこ
ろ、非アルカロイド画分 0.85 g（7.6%）、アルカロイド画分である 3AL画分 0.12 g（1.1%）
と 4AL画分 10.22 g（91.3%）が得られた。 

3．上記のすべての画分が、IL-1βによる NO産生誘導を抑制した。 
4．C画分のみ、30 µg/ml以上の濃度で細胞障害性が見られた。  
5．IC50値は、A画分 50.3 µg/ml、B画分 17.1 µg/ml、C画分 16.3 µg/mlであり、非アルカロ
イド画分 71.1 µg/ml、3AL画分 18.5 µg/ml、4AL画分 9.9 µg/mlであった。 

6．TLC分析から、Bと C画分に、A画分より多くの berberineが含まれていることがわかっ
た。また、非アルカロイド画分には berberineがほとんど含まれていなかった。 

【考察】ラット初代培養肝細胞を用いた先行研究で、berberineは NO産生を抑制すること
がわかっている。TLCの解析結果とあわせると、A、B、Cおよび 4AL画分による NO産
生の抑制は berberineに由来することが示唆された。しかし、berberineをほとんど含まない
非アルカロイド画分にも NO産生抑制が見られたため、オウレンには berberineのようなア
ルカロイド成分以外にも NO産生を抑制する成分が含まれていることが考えられた。
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初代培養肝細胞における一酸化窒素誘導に対するチョウトウコウの効果 
 

○岩佐 晃輔 1，奥山 哲矢 1，池谷 幸信 2，西澤 幹雄 1 
1立命館大・生命・医化学, 2立命館大・薬・生薬 

 
【目的】 
釣藤鈎（チョウトウコウ）は、アカネ科カギカズラ Uncaria rhynchophylla Miquel、U. sinensis 

Havilandまたは U. macrophylla Wallichの通例とげを乾燥させた生薬であり、平肝清熱、平
肝媳風の薬能を持つことから高血圧症や頭痛に使う釣藤散、高血圧症に伴う頭重・のぼせ

に使う七物降下湯などの漢方処方に配合されている。チョウトウコウは、降圧作用 1)や血

管拡張作用 2)が報告されているが、主要活性成分は未だ明らかになっていない。一酸化窒

素（NO）により血管平滑筋が弛緩し血管が拡張することが知られている。NO産生は、初
代培養肝細胞においてインターロイキン 1β（IL-1β）の刺激により誘導される。本研究では、
初代培養肝細胞を用いて、チョウトウコウ抽出エキスが NO 産生誘導を促進するかどうか
調べ、血管拡張作用を持つ成分が含まれている可能性を検討した。 
【方法】 
チョウトウコウ（Uncaria rhynchophylla Miquelのとげ）のメタノール抽出エキスを水に
溶解し、酢酸エチル、次いで n–ブタノールで分配抽出した。各抽出液をそれぞれ減圧濃縮
し、酢酸エチル可溶部（脂溶性画分、A画分）、n–ブタノール可溶部（両親媒性画分、B画
分）、水可溶部（C画分）に粗分画した 3)。さらに、B画分を Diaion HP-20（三菱化学）カ
ラムクロマトグラフィーに付し、疎水性によって 4 画分（Fr. B1〜B4）に分画した。ラッ
ト初代培養肝細胞に、チョウトウコウの各画分と IL-1βを同時に添加し、8時間培養した後、
培地中の NO量を測定した。 
【結果】 
1. チョウトウコウのメタノール抽出エキス 7.26 g（100%重量比）から、A 画分 4.30 g
（59.2%）、B画分 0.88 g（12.1%）、C画分 2.08 g（28.7%）を得た。 

2. A画分は IL-1βによる NO産生誘導を有意に抑制したが、B画分は NO産生を有意に促
進した。C画分は NO産生量に影響を与えなかった。設定した濃度範囲内では、いずれ
の画分にも細胞障害性は認められなかった。 

3. B画分 225.5 mgを Diaion HP-20カラムクロマトに付し、Fr. B1 47.1 mg（22.6%）、Fr. B2 
135.5 mg（64.8%）、Fr. B3 12.9 mg（6.2%）、Fr. B4 13.4 mg（6.4%）を得た。 

4. Fr. B2は NO産生誘導を有意に促進した。一方、Fr. B1は NO産生に影響を与えず、Fr. 
B3と Fr. B4は NO産生を有意に抑制した。設定した濃度範囲内では、細胞障害性は認
められなかった。 

【考察】 
チョウトウコウの B 画分が NO 産生の誘導促進を示したことから、肝細胞における NO

産生誘導促進成分は両親媒性であることが示唆された。その中でも NO 産生を有意に促進
した Fr. B2は、両親媒性の成分の中でも高極性である。このことからチョウトウコウの両
親媒性で比較的高極性の成分がチョウトウコウによる血管拡張作用に関与している可能性

が示唆された。 
【文献】 1. Masumiya H, Saitoh T, Tanaka Y, Horie S, Aimi N, Takayama H, Tanaka H, 

Shigenobu K. Life Sci. 65: 2333–2341 (1999). 
2. Choi DY, Huh JE, Lee JD, Cho EM, Baek YH, Yang HR, Cho YJ, Kim KI, Kim DY, 

Park DS. Biol Pharm Bull. 28: 2248–2252 (2005). 
3. Ohno N, Yoshigai E, Okuyama T, Yamamoto Y, Okumura T, Sato K, Ikeya Y, 

Nishizawa M. HOAJ Biology. 1: 2 (2012).  
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バイカレインによる脂肪細胞の分化抑制機構の解明 
 

○中尾 友香梨，吉原 秀人，天野 富美夫，藤森 功 
大阪薬大・薬・生体防御学 

 
 
【目的】肥満は，糖尿病や高血圧症，脂質異常症やメタボリックシンドロームなど様々な

生活習慣病の危険因子であり，生体内因子やホルモンの働きにより複雑に制御されている．

近年，肥満人口の増加が問題となっており，その予防や解消は重大な課題である．本研究

では，フラボノイドの 1つであるバイカレイン（baicalein）に注目した．バイカレインは漢
方にも用いられるコガネバナ（Scutellaria baicalensis）に多く含まれており，脂肪細胞分化
抑制効果について報告がなされているが，作用機序については不明な点が多い．そこで，

マウス前駆脂肪細胞 3T3-L1細胞を用いて，バイカレインによる脂肪蓄積抑制機構の解明を
目的に研究を行った． 
 
【方法】マウス 3T3-L1細胞を用いて，バイカレイン存在下で培養を行い，WST-8アッセ
イによりバイカレインの細胞障害性を検討した．また， 3T3-L1細胞をバイカレイン存在下
で成熟脂肪細胞へと分化誘導を行い，Oil Red O染色や細胞内トリグリセリドレベルを測定
し，脂肪滴蓄積量の変化を検討した．さらに，リアルタイム PCR法により，脂肪細胞分化
マーカーや脂肪酸合成系酵素，中性脂肪分解系酵素，グルコーストランスポーターの遺伝

子発現レベルを測定した． 
 
【結果】3T3-L1細胞を用いて，0-100 µMのバイカレイン存在下で 6日間培養を行い，WST-8
アッセイにより細胞障害性を検討したところ，0-50 µMでは細胞生存率に有意な差は見ら
れなかったが，100 µMでは約 78％まで低下していた．また， 3T3-L1細胞を 50 µMバイカ
レイン存在下で 6日間分化誘導したところ，バイカレインを非添加で分化誘導した場合と
比較して，細胞内トリグリセリドレベルは有意に減少した．さらに，脂肪細胞分化マーカー

である PPARγ，aP2(Fabp4)，C/EBPα，脂肪酸合成系酵素である ACC，FAS，SCD，中性脂
肪分解系酵素である ATGL，HSL，MGLやグルコーストランスポーターである GLUT4の
遺伝子発現レベルは有意に低下していた． 
 
【考察】バイカレインは脂肪酸合成系を抑制し，さらにグルコース取り込みを抑制するこ

とにより，脂肪細胞における脂肪滴蓄積を低下させることが示唆された．したがって，バ

イカレインは肥満を抑制し，多くの生活習慣病の発症予防や改善のために有用であると考

えられた． 
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甲状腺ホルモンによる脂肪滴蓄積促進機構の解明 
 

○松村 美紀，岸保 有里奈，天野 富美夫，藤森 功 
（大阪薬科大・薬・生体防御学） 

 
 

【目的】甲状腺ホルモンの一つであるトリヨードサイロニン（T3）は白色脂肪細胞におい

て脂肪滴蓄積を促進するが、その調節機構は未だ不明な点が多い．これまでの研究により，

T3は脂肪細胞において脂肪酸合成系の遺伝子である fatty acid synthase （FAS）の遺伝子レ
ベルでの発現を亢進させ，脂肪酸合成の促進により細胞内脂肪滴の蓄積を促進することが

示唆された．本研究では，脂肪細胞において，T3が脂肪酸合成系遺伝子の発現を上昇させ

る調節機構について解析した。また，T3の中性脂肪分解経路への影響について中性脂肪分

解酵素の遺伝子発現解析を行った．	
 

	
 

【方法】マウス前駆脂肪細胞 3T3-L1 細胞を，T3を添加した培地で 6 日間脂肪細胞へと分
化誘導し，Oil Red O染色および細胞内トリグリセリド測定により脂肪滴蓄積量を調べた．
次に，リアルタイム PCRおよびウェスタンブロット解析により，FASを始めとする脂肪酸
合成酵素，HSLなどの中性脂肪分解系酵素，T3受容体である甲状腺ホルモン受容体（TR）
のサブタイプの発現を調べた．さらに，FAS遺伝子の転写調節機構についても解析した．	
 
 
【結果および考察】T3により FASの発現は遺伝子およびタンパク質レベルで上昇すること
が分かった．さらに，脂肪細胞では，TRの 2つのサブタイプのうち，TRαが発現している
ことが分かった． FASのプロモーター領域を解析したところ，TRが結合するシス配列が
存在しており，クロマチン免疫沈降法により TRは T3に依存して FASプロモーターに結合
することが分かった．つまり，T3は TRαを介して FASの遺伝子発現を亢進させ，脂肪酸
合成の促進により細胞内脂肪滴の蓄積を増加させることが示唆された．また，T3によりHSL
の発現レベルが低下しており，中性脂肪分解への関与も示唆された.
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脂肪細胞におけるプロスタグランジン D2受容体の機能解析 
 

○若井恵里 1，天野富美夫１，裏出良博 2,3，藤森 功 1,3 
1大阪薬科大・生体防御学，2筑波大・IIIS，3大阪バイオサイエンス研 

 
【目的】脂質メディエーターであるプロスタグランジン（PG）D2は，脂肪滴の蓄積を促進

することが分かっている．また，PGD2の代謝物は、脂肪細胞分化において重要な役割を果

たす PPARγを活性化し，脂肪蓄積を促進する．しかし，PPARγを抑制しても脂肪蓄積を
完全に抑制することができないことから，PGD2は PPARγとは異なる経路を介しても脂肪
蓄積を促進していることが示唆される．さらに，脂肪細胞における PGD2受容体の役割に

ついては全く分かっていない．本研究では，脂肪細胞における PGD2受容体を介した脂肪

滴蓄積促進機構について検討した． 
 
【方法】マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1細胞を脂肪細胞へと 6日間分化誘導し，脂肪細胞に
おける PGD2受容体の発現レベルをリアルタイム PCRにより調べた．また，PGD2受容体ア

ゴニスト，アンタゴニスト存在下で脂肪細胞へ分化誘導し，細胞内トリグリセリドレベル，

遊離グリセロール量を定量し，さらに脂肪関連遺伝子の発現レベルを調べた． 
DP2受容体欠損マウスから mouse embryonic fibroblast（MEF）を作製し，脂肪細胞へ分化
させ，細胞内トリグリセリドレベル，遊離グリセロール量を測定し，さらに各種遺伝子の

発現レベルを調べた． 
 
【結果】脂肪細胞の分化過程において，PGD2合成酵素の一つであるリポカリン型 PGD合
成酵素（L-PGDS）の発現レベルが上昇し，さらに PGD2産生量も増加した．また，L-PGDS 
siRNA及び L-PGDS阻害剤である AT-56により PGD2産生量は低下し，脂肪細胞の分化が

抑制された． 
次に，脂肪細胞において PGD2受容体である DP1と DP2（CRTH2）受容体の発現レベル

をリアルタイム PCRにより調べた結果，DP1受容体はほとんど発現しておらず，DP2受容
体が高発現していた．DP2受容体アゴニストである 15(R)-15-methyl-PGD2を脂肪細胞の培

地中に添加して分化誘導を行ったところ，遊離グリセロール量は濃度依存的に低下した．

また，DP2受容体アンタゴニストである CAY10595を添加したところ，脂肪滴の蓄積が抑
制された．さらに，DP2ノックアウトマウス由来MEFを脂肪細胞へ分化誘導したところ，
細胞内トリグリセリドレベルは低下し，遊離グリセロール量は増加した． 
 
【考察】PGD2の代謝物が PPARγと結合して脂肪細胞の分化を促進するだけでなく，PGD2

自体が DP2受容体を介して脂肪細胞の分化を亢進することが示唆された．さらに，遊離グ
リセロール量の変化から，PGD2は DP2受容体を介して脂肪分解を抑制していることが示
唆された．現在，DP2受容体を介した脂肪分解メカニズムについて解析を行っている． 
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活性化した褐色脂肪細胞において抗リン酸化 NFkB抗体が認識するタンパク質について 
 

○森口剛介，井上智博、松村潔 
大阪工大・院・生体医工学 

 
【目的】マウスにおいて寒冷暴露や皮膚へのメントール（冷受容器の活性化剤）塗布は褐

色脂肪細胞（Brown adipose tissue; BAT）を活性化し、熱産生を増加させる。この時、BAT
において、抗リン酸化 nuclear factor kappa B p65（ser276）（以下、抗 pNFkB抗体）で認識
されるタンパク質が核に集積する 1。この反応のメカニズムと生理学的意義を明らかにする

研究を行っている。 
【方法】in vivo実験：C57Bl6マウス（雄、8週齢）を 30℃で飼育し、その一部を 4℃に 1
時間暴露した。BATを採取し、抗 pNFkB抗体を用いた免疫組織化学法、ウェスタンブロッ
ト法で解析した。製造元の異なる複数の抗 pNFkB抗体を用いた。 
in vitro実験：マウスおよびラットの BATの初代培養をおこなった。 isoproterenol（ISO:β
受容体アゴニスト)、 phenylephrine（PHE;α受容体アゴニスト)、forskolin（adenylate cyclase 
活性化剤)、H89（A kinase阻害剤）に対する反応を、抗 pNFkB抗体を用いた免疫組織化学
法で検討した。また ISOに対する反応を抗 pNFkB抗体を用いたウェスタンブロット法で検
討した。 
【結果】in vivo 実験：マウスへの寒冷暴露（4℃1時間）により BAT細胞の核に抗 pNFkB
抗体が認識するタンパク質が集積した（図 1）。対照群（30℃）ではこのような反応はほと
んど見られなかった。異なる製造元の一次抗体で同様の結果が得られた。ウェスタンブロッ

ト法では 63kDと 100kD付近に陽性反応が見られた。対照群と寒冷暴露群で比較すると、
63kDのバンドはほぼ同等で、100kDのバンドは寒冷暴露で増強した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1	
 BATにおける抗 pNFkB抗体を用いた免疫組織化学 
 
in vivo 実験： ISO（10-6M）10分の刺激により、BAT細胞の核に抗 pNFkB抗体が認識する
タンパク質が集積した。Forskolin刺激でも同様の反応が見られた。ISO刺激による反応は
H89により減弱した。PHEでは反応が見られなかった。 
初代培養 BAT細胞をウェスタンブロット法で検討した結果、ISO刺激により 100kD付近の
バンドが増強した。 
【考察】以上の結果は活性化した BAT細胞において抗 pNFkB抗体で認識されるタンパク
質は、β受容体⇒cAMP⇒A kinaseの経路でリン酸化されることが明らかとなった。刺激に
より核に集積したタンパク質は当初想定されていた NFkB p65ではなく、100kDの別のタ
ンパク質である可能性が高い。 
【文献】 

1. Tajino et al. (2007) Application of menthol to the skin of whole trunk in mice induces autonomic and 
behavioral heat-gain responses. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2007 Nov;293(5):R2128-35 
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糖尿病神経因性疼痛に伴う脊髄におけるミトコンドリアの機能解析 
 

○松岡悦子 1,  大野華奈 1,  鍵本真人 2  ,安永俊之 3,  松井凌介 3,  坂元秀幸 3,  芦高恵美子 1,2,3 
1大阪工大・院工・生体医工，2大阪工大・工・生命工学，3大阪工大・工・生体医工 

 
【目的】糖尿病性神経因性疼痛は高血糖による末梢神経系のポリオール代謝亢進，終末糖

化産物の産生，酸化ストレスによる細胞障害などに起因することが知られている．近年，

糖尿病に伴う感覚神経におけるミトコンドリア機能障害の関与が報告されているが，中枢

神経系における詳細は明らかではない．本研究では，糖尿病に伴う疼痛の中枢性感作に重

要な脊髄後角におけるミトコンドリアの機能変化と,  損傷したミトコンドリアを分解する
オートファジー関連分子について解析を行った.   
 
【方法】5週齢雄 C57BL6マウスにストレプトゾトシン（STZ，200 µg/g）を腹腔内投与し
糖尿病モデルマウスを作製した．STZ投与後週毎に，体重測定，機械刺激による疼痛評価
（von Frey試験），マウスの尾静脈血をグルコースパイロットにて血糖値を測定した．脊髄
組織の ATP測定はホタルルシフェラーゼ発光反応を利用した ATP発光測定キット(TOYO 
INK)を用いた．4％パラホルムアルデヒドで灌流固定したマウスから脊髄切片を作製した．
一酸化窒素(NO)測定には NADPHジアホラーゼ活性を，活性酸素種(ROS)はジヒドロエチ
ジウム(DHE)染色法を用いた．また,	
 ミトコンドリア陰イオンチャネルの VDAC,  アポトー
シス関連分子 cleaved caspase3，オートファジー関連分子の p62，LC3，LAMP2，Hsc70抗
体を用いて免疫染色を行い,	
 共焦点レーザー顕微鏡を用いて撮影し,	
 蛍光強度は ImageJ
で定量した． 
  
【結果】 STZ投与後 1-5週間に体重減少と 5週目では 2.8倍の血糖値が上昇した． STZ投
与 1-5週において機械刺激に対する疼痛閾値が低下し痛覚過敏反応が見られた.	
  STZ投与
1-5週において脊髄組織の ATP量に有意な変化はなく,  脊髄後角では VDACの発現にも差
はなかった.	
 脊髄後角では顕著な NADPHジアホラーゼ活性が上昇したが,	
 DHE染色に
は有意な差はなかった．脊髄後角での cleaved caspase3,	
 p62，LC3，LAMP2には変化なく,	
 
Hsc70に僅かな上昇が見られた.	
  
 
【考察】STZ投与による糖尿病モデルマウスにおいて，機械刺激による疼痛過敏反応や脊
髄後角では顕著に NO産生が上昇した.	
 一方,	
 ミトコンドリアタンパク質の VDACの発
現,	
 ATP産生,	
 ROS産生,	
 アポトーシス誘導，オートファジー関連分子の発現に対して
は顕著な変化は見られなかった.	
 脊髄後角において,	
 NOが糖尿病性神経因性疼痛の中枢
性制御を担っていることが示唆された.	
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糖尿病性神経因性疼痛に伴う脊髄後角の一酸化窒素産生制御 
 

○大野華奈 1，安永俊之 2，芦高恵美子 1,2,3 
1大阪工大・院工・生体医工，2大阪工大・工・生体医工，3大阪工大・工・生命工学 

 
【目的】糖尿病の合併症の 1つである糖尿病性神経因性疼痛には、ポリオール代謝亢進や
タンパク質糖化に加え、末梢神経の変性や脱落が関与すること明らかにされているが、中

枢神経系の制御についての詳細は明らかではない。私たちは、疼痛の中枢性制御を担う脊

髄後角において糖尿病に伴い一酸化窒素（NO）の産生が上昇することを明らかにした。本
研究では、疼痛治療薬による脊髄後角の NO産生に対する効果を解析した。 
 
【方法】5週齢の雄マウスにストレプトゾトシン(STZ, 200 µg/g)を腹腔内投与することによ
り糖尿病モデルマウスを作製した。STZ投与後週毎に von Frey試験により機械刺激に対す
る疼痛反応を測定した。また、血糖値はグルコースパイロットを用いて測定した。STZ投
与後 3週目のマウス脊髄切片を作製し、疼痛制御ペプチドのノシセプチンの受容体拮抗薬
(JTC-801)を添加し NADPHジアホラーゼ活性による NO産生を測定した。NADPHジアホ
ラーゼ活性測定は、脊髄切片をニトロブルーテトゾリウムと NADPH存在下に 37℃で反応
させ、ニトロブルーテトラゾリウムフォルマザンの青色の発色を顕微鏡で観察し、Image J
により定量した。さらに、STZ投与後 3週間目のマウスに JTC-801とガバペンチン(電位依
存性 Ca2+チャネルα2δ阻害剤)を経口投与し、疼痛反応と NADPHジアホラーゼ活性を測
定した。 
 
【結果】STZ投与後 1-3週間に機械刺激に対する疼痛過敏反応が見られた。STZ投与後 3
週目の脊髄後角では NADPHジアホラーゼ活性が上昇していた。STZ投与後 3週目のマウ
ス脊髄切片に JTC-801 (100 nM )を添加したところ、NADPHジアホラーゼ活性は有意に抑
制された。そこで、STZ投与後 3週目のマウスに JTC-801(10 µg/g) を経口投与したところ、
投与後 1時間に疼痛過敏反応と脊髄後角の NADPHジアホラーゼ活性を抑制した。また、
ガバペンチン(30 µg/g)は、2-3時間に有意な疼痛抑制と NADPHジアホラーゼ活性を抑制し
た。 
 
【考察】STZ投与による糖尿病モデルマウスでは、機械刺激による疼痛過敏反応や脊髄後
角における NO産生が認められた。ノシセプチンの受容体拮抗薬 JTC-801は、糖尿病に伴
う脊髄後角の NO産生を、in situおよび in vivoにおいて抑制し、疼痛過敏反応も抑制した。
ノシセプチンが糖尿病神経因性疼痛の中枢性感作機構に関与していることが示唆された。 
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フコキサンチンによる肥満細胞形成阻害効果 
 

○馬屋原慈理 1，松井澪 1，田邊甫樹 1，東泰孝 2，藤田隆司 1 
1立命館大・薬・分子薬効毒性学，2大阪府立大・獣医・応用薬理 

 
【目的】 
カロテノイドは肝臓や小腸粘膜上皮細胞でレチノール（ビタミン A）に代謝され，生理
作用が生じる．ビタミン Aは皮膚の恒常性の維持に重要であると考えられるが，ビタミン
Aの過剰摂取による慢性的な中毒症状として，嘔吐や下痢とともに皮膚障害を呈すること
も古くから知られている．一方外用でカロテノイドを使用した場合、代謝を経ないで作用

する可能性がある．我々はカロテノイドの 1つ、フコキサンチンが皮膚バリアタンパクで
ある Filaggrinや Loricrinを誘導することに加え，肥満細胞形成を阻害することを見出して
きた．今回，フコキサンチン(FX)が肥満細胞形成に抑制的に作用することを見出したので
報告する。 
 
【方法】 

WHEI-3の培養液（IL-3含有）を用い，骨髄細胞を培養した．肥満細胞の分化マーカー
はリアルタイム PCRにより評価し，顆粒形成は蛍光免疫化学的に評価した． 
 
【結果】 

FXは肥満細胞形成を阻害し，GATA活性に抑制的に作用した。また，GATA1，GATA2
の発現抑制を示した．顆粒のマーカーであるトリプターゼの発現抑制も FX暴露により観
察された． 
 
【考察】 
以上の結果から， FXが肥満細胞形成抑制効果を有し，皮膚のかゆみを抑える新たな成
分として産業利用されることが期待される． 
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Mindin thrombospondin type-1 repeat ドメインにおける C-mannosyl化による分泌促進 
 

○上田佳奈 1，井内陽子 2，持田沙織 3，村田顕優 3，松井仁淑 2，田尻道子 4，和田芳直 4，

井原義人 2 

1和歌山県医大・医・学部 5年，2和歌山県医大・医・生化，3和歌山県医大・医・大学院準

備課程，4大阪府立母子医療セ 
 

【目的】糖付加修飾 C-mannosyl化では、タンパク質の Trp-X-X-Trpモチーフ上のはじめの
Trpのインドール環にマンノース 1分子が直接 C-C結合で結合する。この修飾の多くは機
能モジュール thrombospondin type-1 repeat (TSR) 上で確認されており、補体タンパク質、細
胞外マトリクス、神経ガイダンス分子などの分子表面に露出し、何らかの生理的機能を担

うと考えられる。多くの TSRタンパク質が多数の機能性サブドメインと多種の糖修飾を含
む分泌タンパク質であるのに対し、F-spondinファミリーの分泌タンパク質mindinはF-spondin
ドメインと TSRドメインのみからなり、唯一の糖修飾として C-mannosyl化を含む。そこ
で mindinをモデルとして C-mannosyl化がタンパク質分泌におよぼす影響を検討した。 
【方法】マウス肺 total RNA由来の mindin cDNAをクローニングし、mycおよび His-tagを
融合した mindin-wild type (WT) 発現用プラスミドを作製した。さらに C-mannosyl化修飾を
うける Trp282を Pheあるいは Alaに変異させた (mutFあるいは mutA) 、非 C-mannosyl化
mindin発現用プラスミドを作製した。COS7をはじめとする複数の細胞株にこれらを導入
し、mindinの細胞外への分泌、細胞内局在をWestern Blotting、免疫蛍光染色、ショ糖密度
勾配遠心法で検討した。また、野生型 mindinの C-mannosyl化を質量分析法によって確認
した。 
【結果】Mindin-WT、-mutF、-mutA発現プラスミドを COS7細胞に導入した結果、mindin-WT
が時間経過とともに細胞外液に蓄積された。細胞外液より His-tagを用いて mindin-WTを
精製し、トリプシン消化後にMALDI-TOF-MS、nanoESI-IT-MSによって分析したところ、
Trp282における C-mannosyl化が確認された。一方、mindin-mutF、-mutAの分泌は mindin-WT
の 40%に留まり、細胞内への貯留が認められた。このような非 C-mannosyl化変異による
mindin分泌の低下は他の細胞株でも確認された。また変異 mindinは、chemical chaperone
処理により、分泌抑制の改善が認められた。 

Mindinの細胞内分布を検討したところ、野生型 mindinが小胞体および Golgi 体に局在す
るのに対し、変異型の mindinは小胞体への分布が優位で、Golgi体への移行が抑制されて
いた。 
【考察】Mindinタンパク質内で比較的安定性の低い TSRドメインは、その C-mannosyl化
により安定化と小胞体から Golgi体への移行が促進され、分泌されると考えられた。
C-mannosyl化のない変異型も、chemical chaperoneによってこの作用の一部が代償され、分
泌量の低い変異型 mindinについても細胞外液からの大量精製が可能となった。今後、mindin
がもつ細胞外基質、パターン認識分子、オプソニン化分子としての生理的作用について

C-mannosyl化が果たす機能の解明への利用が期待される。 
 
【文献】 1. Ihara, Y., Inai, Y., Ikezaki, M. (2011) Trends Glycosci. Glyc. 23, 1-13 

2. Furmanek, A., Hofsteenge, J. (2000) Acta Biochim. Pol. 47, 781-9 
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酵母 Pkc1の構成的活性化変異体の過剰発現が細胞死とキチン含量に及ぼす影響 
 

○福井健人、野村	
 亘、井上善晴 
京大・院農・応生科 

 
【目的】動物細胞は少なくとも 10種類以上のプロテインキナーゼ C（PKC）アイソザイム
を持つのに対し、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）には PKCをコードする遺伝子は PKC1
しか存在しない。Pkc1は C1ならびに C2ドメインを持つが、その活性にジアシルグリセロ
ールや Ca2+を必要とせず、Pkc1の活性化機構は未だよくわかっていない。出芽酵母におい
て、Pkc1はアクチン細胞骨格の制御や、Mpk1-MAPキナーゼとともに cell wall integrity（CWI）
経路を形成し、熱ショックストレスなどの細胞壁ストレスに応答して、細胞壁の合成や維

持に重要な役割を果たしている。本研究では、これらの役割以外の酵母 Pkc1の細胞内機能
を探索することを目的として、Pkc1 の構成的活性化変異体（Pkc1R398P）の過剰発現株の表

現型の解析を行った。 
 
【方法】Pkc1R398Pの過剰発現には GAL1 プロモーターを用いた。蛍光顕微鏡によるミトコ
ンドリアの観察には mtGFPを、液胞の観察には FM4-64を用いた。Pkc1R398Pの過剰発現が

β-1,3-グルカン含量に及ぼす影響は、Zymplyase処理による細胞のバーストによって評価し
た。また、Calcoflour whiteを用いて細胞壁のキチン分布を観察した。 
 
【結果および考察】Pkc1R398Pの過剰発現により、熱ショックストレスがない状態でもMpk1
の基礎リン酸化レベルが上昇した。先行研究により、Pkc1R398P の過剰発現によって細胞死

が起こる 1)ことが報告されているが、mpk1∆株では Pkc1R398の過剰発現による細胞死は抑制

された。また、Mpk1のキナーゼ活性を持たない変異体（Mpk1K54R）を持つ株でも Pkc1R398P

の過剰発現による細胞死が抑制されたことから、Pkc1 の構成的活性化による細胞死には
Mpk1のキナーゼ活性が必要であると考えられた。一方、Pkc1R398Pの過剰発現によってミト

コンドリアの断片化や液胞のシュリンクといったオルガネラ形態の異常が観察されたが、

これらの異常も mpk1∆株では抑制された。Pkc1は細胞壁合成に関与することから、Pkc1R398P

の過剰発現が細胞壁の主要な構成成分であるβ-1,3-グルカン含量に及ぼす影響を、細胞壁
溶解酵素 Zymolyase に対する感受性を指標に検討した。その結果、Pkc1R398P過剰発現株を

Zymolyaseで処理すると、野生株と比較して細胞のバーストが抑制された。しかしながら、
mpk1∆株で Pkc1R398Pを過剰発現させた場合も Zymolyase 耐性を示したことから、Pkc1R398P

の過剰発現による細胞死にβ-1,3-グルカン含量の増加は関与しないと考えられた。次に、
キチン合成に及ぼす Pkc1R398Pの過剰発現の影響を検討した。キチンは酵母細胞壁成分の 1
〜2%程度しかなく、bud neckや出芽痕に多く分布している。Calcoflour whiteを用いてキチ
ン含量を観察した結果、Pkc1R398P過剰発現株では細胞壁全体が Calcoflour whiteによって強
く染色されたが、その変化は mpk1∆株では観察されなかった。さらに、キチン合成酵素を
コードする CHS3欠損株では、Pkc1R398Pの過剰発現による細胞死が抑制された。Mpk1の下
流で転写調節される機能未知遺伝子PRM5とそのパラログであるYNL058Cの二重破壊株で
は、Pkc1R398P の過剰発現による細胞死が抑制され、キチン含量の上昇も抑制された。これ

らのことから、機能未知タンパク質 Prm5 と Ynl058c はキチン合成に関与するとともに、
Pkc1R398P の過剰発現による細胞死がキチン含量の上昇や分布の異常によって引き起こされ

る可能性が考えられた。 
 
【文献】1) Watanabe, Y., Irie, K., and Matumoto, K. (1995) Mol. Cell. Biol. 10, 5740-5749.
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1. Lichtarge, O., Bourne, HR., Cohen, FE. (1996) J. Mol. Biol. 257, 342-358 
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出芽酵母α-マンノシダーゼ AMS1の活性制御機構の解析 
 

○梅川碧里、槙島一樹、氏原将人、山本祥平、若山守 
立命館大・生命 

 
【目的】S.cerevisiaeのα-マンノシダーゼである AMS1は、細胞質内で発現し、選択的オー
トファジーである Cytoplasm-to-vacuole targeting (Cvt)経路によって液胞へ輸送され、細胞内
遊離糖鎖の分解を担う糖加水分解酵素である 1), 2)。S.cerevisiae のいくつかの液胞内プロテ
アーゼなどの酵素は、窒素源飢餓により発現量が増加し、オートファジーによる細胞内へ

のアミノ酸供給に関わることが報告されているが、AMS1 の活性制御機構及び生理機能は
明らかでない。本研究では AMS1の活性制御機構の解明を試みた。 
 
【方法】S.cerevisiae の野生株、AMS1 の遺伝子欠損株 ams1 及び AMS1 の過剰発現株を用
いて栄養条件下、糖質飢餓条件下及び窒素源飢餓条件下における pNP- α-Mannopyranoside
に対する分解活性を測定することによって、AMS1 の細胞内活性を解析した。そして種々
のオートファジー関連遺伝子及び栄養ストレス応答関連遺伝子の欠損株における AMS1の
活性誘導レベルを評価した。また、AMS1 のタンパク質発現レベルをウエスタンブロッテ
ィングにより解析した。 
 
【結果と考察】無細胞抽出画分の pNP- α-Mannopyranoside 分解活性の解析の結果、糖質飢
餓及び窒素源飢餓によって AMS1の活性が強く誘導されることが明らかとなった。本酵素
の活性上昇は、オートファジー及び Cvt経路に必須な ATG1の欠損株においては著しく抑
制されたが、AMS1の液胞輸送の際のアダプタータンパク質である ATG19、ATG34の両遺
伝子欠損株においては野生株と同程度であったことから、AMS1 の活性上昇にオートファ
ジー誘導は必要であるが、AMS1 の液胞輸送は必要でないことが示唆された。また、主な
栄養ストレス応答因子 TORC1の阻害剤である Rapamycinの添加によって、AMS1の細胞内
活性及びタンパク質発現量が著しく増加したことから、AMS1の細胞内活性は TORC1によ
ってタンパク質の発現レベルで負に制御されていることが示唆された。 
 
【文献】 
1. Yoshihisa T and Anraku Y (1990) J Biol Chem. 265, 22418-25 
2. Chantret I, et al. (2003) Biochem J. 373, 901-8 
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コンドロイチン硫酸鎖の発現制御による初期軟骨分化過程の制御機構の解析 
 

○志田美春 1，橋本翔世 1，三上雅久 1，北川裕之 1 

1神戸薬大・生化  
 
【目的】 
コンドロイチン硫酸（CS）は，全身の組織の細胞表面や細胞外マトリックスに普遍的
に存在する直鎖上の硫酸化糖鎖であり，とりわけ軟骨組織に多く存在する。また，いく

つかの CS生合成酵素の変異や欠損により，重篤な軟骨形成不全にいたることが明らか
となっていることから，CS鎖が軟骨の機能維持だけでなく，分化制御においても重要な
役割を果たしていることが示唆されている 1, 2)。したがって，CS鎖による軟骨分化の制
御機構の解明は，難治性の軟骨疾患に対する治療法の確立につながることが期待できる。

また，このメカニズムの解明には，軟骨分化が多段階過程を経ることから，CS鎖により
制御される分化段階の特定が必要課題である。 
これまでに，軟骨の一連の分化過程を再現できる ATDC5細胞を用いた CS生合成酵素
の発現変動の解析から，コンドロイチン 4-O-硫酸基転移酵素-1（C4ST-1）およびコンド
ロイチン N-アセチルガラクトサミン転移酵素-1（ChGn-1）が，軟骨分化マーカーである
アグリカンおよびⅡ型コラーゲンに同調した挙動を示すことを見出している。そこで本

研究では，これらの CS生合成酵素の発現を撹乱することにより，CS鎖により制御され
る軟骨分化段階の同定および，その段階における CS鎖の機能の解明を試みた。 

 
【方法】 
軟骨分化マーカーに同調した挙動を示す C4ST-1および ChGn-1を各々ノックダウン
（KD）した ATDC5細胞を樹立し，各 KD細胞の軟骨分化段階における分化マーカーの
発現変動を解析した。さらに，軟骨の分化過程を制御する骨形成サイトカインであるbone 
morphogenetic protein（BMP）に着目し， 細胞凝集過程以降における BMPシグナルの下
流の分化イベントの解析を行った。また，CS鎖と BMPとの結合性を，BIACOREを用
いて解析した。 

 
【結果・考察】 

C4ST-1 および ChGn-1 のいずれの KDにおいても軟骨分化段階の第一段階である細胞
凝集過程以降の分化過程が抑制されることが分かった。さらに，各 KDにより，細胞凝
集過程以降の分化過程に関与する BMPシグナルの下流イベントが，抑制されることも
見出した。また，BIACOREを用いた分子間相互作用により，CS鎖が BMPと親和性を
示すことが明らかとなった。 
これらのことから，CS鎖は BMPの Co-receptorあるいは reservoirとして機能すること
で軟骨分化を制御しており，CS鎖の発現が時期特異的に制御されることが，この制御に
おいて必要不可欠である可能性が示唆された。 

 
【文献】 

1. Thiele H., et al., (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 101,10155-10160. 
2. Watanabe Y., et al., (2010) Biochem. J., 432, 47-55. 
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糖脂質硫酸基転移酵素遺伝子の導入によるヒト子宮内膜癌細胞の表現形質の変化 
○本田葵 1、田中京子 2、青木大輔 2、岩森正男 3 

（1近大・理工（現奈良先端大）、2慶應大・医・産婦、3近大・理工） 
 
【目的】 
ヒト子宮内膜癌は病理的に低分化型と高分化型に分類される。高分化型癌は低転移性であ

り抗がん剤が効き易く、硫酸化糖脂質を含むという特徴を持っている(1)。高分化型形質と
硫酸化糖脂質の関係を調べるために、硫酸化糖脂質を含まない子宮内膜癌細胞に糖脂質硫

酸基転移酵素（GST）遺伝子を導入し癌細胞の性質の変化を調べた。 
【方法】 
ヒト子宮内膜癌細胞：硫酸化糖脂質を高発現する HEC-108 と全く発現していない SNG-II
細胞を用いた。両細胞は 10% FCS含有 DMEM培地を用い、5% CO2下で培養した。 
SNG-II-GST細胞：HEC-108細胞の全 RNAより cDNAを調製し、TAクローニングキット
を用いて GST遺伝子の ORFを得、発現ベクターpcDNA3.1/V5-His-TOPOに導入した。DNA
配列を確認後、pcDNA3.1-GSTプラスミドをセルフェクト形質転換キットを用いて SNG-II
細胞に導入、G418選別後、クローニングチャンバーを用いて 5個のクローン細胞を分離し
た。各細胞の GST活性を測定し、最も非活性の高い細胞を SNG-II-GSTとした。 
細胞の性質：SNG-IIおよび SNG-II-GSTについて、トリプシン感受性、倍加時間、ヌード
マウス皮下移植、抗がん剤感受性試験を行った。糖脂質組成は常法に従って分析した。 
【結果と考察】 
細胞生物学的特徴： SNG-IIと SNG-II-GSTの倍加時間は 24 hr、43 hrであり、SNG-IIは敷
石状に増殖するのに対し、SNG-II-GSTは積み重なって増殖し、高頻度にドーム構造を形成
した。ヌードマウス皮下への移植生着率は SNG-II が 12/15 であるのに対し、SNG-II-GST
は 3/15であった。移植組織の形態は SNG-IIが低分化型、SNG-II-GSTは腺構造を持ち高分
化型形質を示した。 
糖脂質組成：SNG-IIの糖脂質組成は GlcCer, LacCer, Gb3Cer, Gb4Cer, GM3, GM2であり、
SNG-II-GST はこれらの糖脂質に加え、II3SO3-LacCer と II3SO3-Gg3Cer を含んでいた。
SNG-II-GST の両硫酸化糖脂質含有量は全糖脂質の 30%に達していたが、GST の活性増加
は糖脂質全体の含有量に影響を与えず組成変化をもたらしていることが分かった。 
抗がん剤感受性：抗がん剤パクリタキセルとシスプラチンの作用を MTT 法で測定したと
ころ、両抗がん剤とも SNG-IIに比べ、SNG-II-GSTの方が感受性であることが分かった。
両細胞のMDR1遺伝子の発現量に大きな違いは見られないことから、硫酸化糖脂質がトラ
ンスポーター活性を抑制し、感受性化している可能性がある。硫酸化糖脂質は正常内膜の

分泌期に腺上皮管腔側に発現し、腺構造の形成や分泌作用に関わっていることが予想され

ている(2)。今回の実験を通じて、硫酸化糖脂質の発現が細胞の様々な性質を大きく変化さ

せることから、糖脂質の代謝制御を通じて抗がん剤の治療効果を高める方策が生まれるこ

とが期待される。【文献】(1) Mikami M et al, Oncol. Lett. 1(2010) 113-117. (2) Kubushiro K et al, Arch. 

Biochem. Biophys. 268 (1989) 129-136. 
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ソウジュツによる初代培養肝細胞の一酸化窒素誘導の効果 
 

○奥山 哲矢 1，野口 奈央 1，池谷 幸信 2，西澤 幹雄 1 

1立命館大・生命・医化学，2薬・生薬学 
 

【目的】	
 ソウジュツ（蒼朮）は、キク科オケラ属であるホソバオケラ Atractylodes lancea、
A. chinensisまたはそれらの雑種の根茎を乾燥させた生薬である。ソウジュツの薬能は袪風
除湿、健脾益気などがあり、薬効は鎮痛、健胃、利尿、止汗が挙げられる。ソウジュツが

含まれる漢方処方には、補中益気湯、抑肝散、六君子湯、加味逍遥散、柴苓湯などがある。

主要成分は、セスキテルペノイドの β-eudesmol、hinesol、atractylodin などである。ソウジ
ュツは、四塩化炭素を投与したマウスにおいて肝障害を抑制するとの報告があるが、抗炎

症作用については報告されていない。炎症性サイトカインであるインターロイキン１β
（IL-1β）は、肝細胞において誘導性一酸化窒素合成酵素（iNOS）を誘導し、炎症メディエ
ータ―である一酸化窒素（NO）の産生を促す。本研究では、初代培養肝細胞において IL-1β
によって誘導されるNO産生を指標とし、ソウジュツのNO産生誘導に与える影響を調べ、
活性を持つ成分について検討を行った。 
【方法】	
 ソウジュツをメタノール抽出した後、減圧濃縮によってエキスを得た。このエ

キスを水に溶解後、酢酸エチルで抽出し、減圧濃縮を行って脂溶性画分（A画分）を得た。
次に水層を n-ブタノール抽出したものを両親媒性画分（B画分）、残りの水層を水溶性画分
（C画分）として凍結乾燥を行った。初代培養肝細胞はコラゲナーゼ灌流法によってWistar
ラットから調製し、一晩培養後、各画分または β-eudesmol（和光純薬、純度 98%）と IL-1β
を同時添加し、37℃、5% CO2の条件下で 8時間培養した。培地中の NO量を Griess法で測
定し、粗画分と成分の細胞障害性は、培地中に放出された乳酸脱水素酵素活性を測定して

確認した。ウェスタンブロット法によって iNOSタンパク質量を測定した。 
【結果】  
1. ソウジュツ（84.60 g）をメタノール抽出してエキス 28.23 g（100%重量比）得た。この
エキスを分画し、A画分 10.73 g（38.0%）、B画分 3.94 g（14.0%）、C画分 13.56 g（48.0%）
を得た。 

2. ソウジュツA画分およびB画分は、IL-1βによるNO産生誘導を濃度依存的に抑制した。
A画分の方がより低濃度で NO産生抑制効果を示した。C画分では NO産生誘導抑制効
果はみられなかった。各画分の設定濃度範囲内では、細胞障害性は確認されなかった。 

3. AおよびB画分は、IL-1βによる iNOSタンパク質の発現誘導を濃度依存的に抑制した。 
4. HPLC解析の結果、A画分に β-eudesmolが多く含まれていた。 
5. β-Eudesmolは IL-1βによる NO産生誘導を有意に抑制した。設定範囲内での細胞障害性
は確認されなかったものの、抑制は軽度であった。 

【考察】	
 ソウジュツの Aおよび B画分はともに IL-1βによる NO産生誘導を抑制し、A
画分の方がより高い抑制活性を示した。両画分は iNOS タンパク質の発現も抑制したこと
から、転写レベルまたはそれ以降のレベルで NO 産生誘導を抑制していることが推測され
た。A画分に含まれる β-eudesmolも NO産生誘導を抑制したことから、β-eudesmolがソウ
ジュツの A画分における NO産生誘導の抑制に関係する成分の１つであることが示唆され
た。さらに β-eudesmol 以外にも、NO 産生誘導を抑制する成分が含まれることが示唆され
た。 
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シャクヤクとボタンピによる初代培養肝細胞の一酸化窒素誘導に対する効果 
 

○内田 弘子 1，白井 葵 1，藤井 愛理 1，奥山 哲矢 1，池谷 幸信 2，西澤 幹雄 1 
1立命館大・生命・医化学，2立命館大・薬・生薬 

 
【目的】シャクヤク（Paeonia lactiflora Pallas）はボタン科の草本で、コルク皮を除いた根
を生薬として用いる。薬能には補血、清熱涼血があり、当帰芍薬散などの漢方処方に配合

され、薬効には抗炎症作用、鎮痛がある。主要成分である peoniflorinには抗炎症作用が報
告されている。同じボタン科のボタン（Paeonia suffruticosa Andrews）は木本で、根皮を生
薬のボタンピ（牡丹皮）として用いる。薬能には駆瘀血、清熱涼血があり、大黄牡丹皮湯

などの漢方処方に配合され、薬効には抗炎症作用、抗アレルギー作用がある。主要成分に

は paeonolがある。炎症性サイトカインであるインターロイキン 1β（IL-1β）は、肝細胞に
おいて一酸化窒素合成酵素を誘導し、炎症メディエーターである一酸化窒素（NO）を産生
する。本研究では、肝細胞における NOの産生誘導系を用いて、シャクヤクおよびボタン
ピが IL-1βによる NO産生誘導に与える影響を調べ、活性を持つ成分について検討した。 
 
【方法】シャクヤクおよびボタンピ（調剤用）をメタノール抽出し、エキスを調製した。

このエキスを水に溶解し、酢酸エチル、次いで n–ブタノールで分配抽出した。各抽出液を
それぞれ減圧濃縮し、酢酸エチル可溶部（脂溶性画分、A画分）、n–ブタノール可溶部（両
親媒性画分、B画分）、水可溶部（C画分）に分けた。初代培養肝細胞はコラゲナーゼ灌流
法によりWistarラットから調製し、37℃、5％ CO2の条件下で一晩培養後、各画分または

paeoniflorin（東京化成工業）、paeonol（東京化成工業）を IL-1β（1 nM）と同時添加し 8時
間培養した。培地中の NO量を Griess法で測定した。薬物の細胞障害性は、培地中に放出
された乳酸脱水素酵素活性を測定し確認した、シャクヤクの各画分の構成成分は薄層クロ

マトグラフィー（TLC）で解析した。 
 
【結果】シャクヤクのメタノール抽出エキス 517.1 gより、A画分 43.9 g（8.5%）、B画分
84.8 g（16.4%）、C画分 320.6 g（75.1%）を得た。ボタンピのメタノール抽出エキス 23.6 g
より、A画分 5.15 g（23.0%）、B画分 6.10 g（27.2%）、C画分 11.2 g（49.8%）を得た。と
もに画分の乾燥重量の総計を 100％とした。 
	
 シャクヤクの A、B画分は、IL-1βによる NO産生誘導を濃度依存的に抑制し、C画分は
弱い NO産生誘導抑制を示した。TLC分析よりシャクヤクでは paeoniflorinは主に B画分に
含まれていることがわかった。Paeoniflorinは IL-1βによる弱い NO産生誘導抑制がみられ
た。いずれも設定濃度範囲内での細胞障害性はみられなかった。 
	
 ボタンピの A、B画分は IL-1βによる NO産生誘導を濃度依存的に抑制したが、C画分は
NO産生誘導を有意には抑制しなかった。Paeonolでは IL-1βによる NO産生誘導を濃度依
存的に抑制した。いずれも設定濃度範囲内での細胞障害性はみられなかった。 
 
【考察】シャクヤクおよびボタンピはともに A画分が最も強く NO産生を抑制したことか
ら、双方ともに脂溶性成分が NO産生誘導抑制に最も関与していることが示唆された。一
方、paeoniflorinはシャクヤク B画分に多く含まれていたことから、シャクヤク A画分には
paeoniflorinよりも強い NO産生誘導抑制活性をもつ成分の存在が考えられた。Paeonolは
NO産生を抑制したため、これを主要成分とするボタンピの NO産生誘導抑制に関与してい
ることが考えられた。ボタンピでは B画分も比較的高い抑制活性を示したことから、シャ
クヤクとは異なる活性成分が配合されていることが示唆された。
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フコキサンチンによるアトピー性皮膚炎予防効果 
 

○平宗一郎 1，松井澪 1，田邊甫樹 1，馬屋原慈理 1，高倉祐希 1，東泰孝 2，藤田隆司 1 
1立命館大・薬・分子薬効毒性学，2大阪府立大・獣医・応用薬理 

 
 
【目的】 
フコキサンチン(FX)は藻類から抽出できるカロテノイドの一種で、ビタミン Aに類似し

た構造であり、体内でビタミン Aに似た作用を示すと言われている。ビタミン Aは皮膚へ
の美容効果があると言われており、FXはその美容効果と肌の老化を防ぐ強力な抗酸化作用
を併せ持っている。これまで私たちは FXが皮膚バリアタンパク質である Filaggrin(Flg)の
発現を増加させ、皮膚の紫外線（UVA）ダメージに対して保護・治療効果を有することを
明らかにしてきた。アトピー性皮膚炎(AD)モデルマウスである Nc/Ngaマウスを用いて、
皮膚ダメージに対する FXの影響を調べた。 
 
【方法】 

Nc/Ngaマウスを用いて、外用塗布による FXの抗アレルギー効果を調べた。マウス背側
を除毛し、0.1 %含有 FXを塗布した群を、ワセリン塗布群を対象に試験した。塗布は、5
週間毎日行った。マウスの行動学的変化は 3週経過時にビデオ撮影により記録して掻痒行
動をカウントし、5週経過時に安楽死させた後、皮膚及び血液、耳介リンパ節を摘出した。
皮膚の免疫染色とウェスタンブロット、および血中の IgE濃度と耳介リンパ節の浮腫、BrdU
の取り込みを測定した。 
 
【結果】 
アレルギー症状の進行を示す耳介リンパ節の浮腫及び BrdUの取り込みは、ワセリン、

FX含有ワセリンを塗布した双方の群で有意差はなく、血中 IgE濃度も双方とも正常値を大
きく上回っていた。掻痒行動は FX含有ワセリンを塗布した群で顕著に抑制された。また、
FX含有ワセリンを塗布した群では、皮膚バリアタンパク質である Flg、Loricrin(Lor)の発現
が増加していた。 
 
【考察】 

FXにより Flg、Lorの発現が増加して皮膚バリアが増強され、アレルゲンの侵入を防ぐ
ことができると考えられた。UVAダメージ試験では、FXは Flgのみ誘導作用が見られた
が、ADモデルマウスでは Lorの発現も誘導されていた。AD症状をきたす皮膚において、
バリアタンパク質の発現が高まり、外的因子の皮内侵入を抑制することで、皮膚のダメー

ジを軽減、抑制することが出来ると考えられた。 
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神経細胞において p38 MAPKおよび cAMP シグナルは PGC-1 familyの発現を制御する 
  

○横川拓海 1，守村直子 2，三品昌美 2，藤田隆司 3，田中秀和 4，林達也 1，橋本健志 5 
1京都大・人環，2立命館大・総研，3立命館大・薬学，4立命館大・生命科学，5立命館大・

スポーツ健康科学 
 
【目的】ミトコンドリアは脳の高次機能および健康の維持に必須の細胞内小器官である. 
そのため, 神経細胞におけるミトコンドリア生合成の分子機序の解明は, 神経変性疾患の
治療法の確立だけでなく, 脳の高次機能の分子機序の解明に対する重要な知見をもたらす
可能性がある. 先行研究は, 神経成長因子群 NGFおよび BDNFが, 神経細胞におけるミト
コンドリア生合成を亢進させることを報告しており, その分子機序として, ミトコンドリ
ア生合成の決定的因子である peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 
(PGC-1) familyである PGC-1αのプロモーター領域への活性化型CREBの結合が増加するこ
とを示唆している . 一方 , 骨格筋細胞においては , 筋収縮に伴い活性化する p38 
MAPK/ATF2 経路が PGC-1αの CRE領域に対し機能的であるとの報告がなされている. 以
上より, 本研究では, 初代神経培養細胞における, PKAおよび p38 MAPKの薬理学的な活性
化が PGC-1 familyの遺伝子発現に及ぼす影響を検討した.  
 
【方法】胎生 18 日齢のラットの大脳皮質および海馬由来の神経細胞を調整した. 培養 5-8
日目の神経細胞に対し, H-89および SB 203580で 60分間の pretreatmentした後, タンパク質
のリン酸化状態の検討のため 90 分間, 遺伝子発現の検討のため 16 時間, forskolin および
anisomycin 刺激を実施した. その後, 神経細胞を回収し, ウェスタンブロット法および
real-time PCRによる解析を実施した.  
 
【結果】神経細胞への PKA活性化剤である forskolinの刺激は, CREB及びリン酸化を亢進
した一方, ATF２のリン酸化を減少させた. PKA阻害剤である H-89は forskolinの CREBお
よび ATF２のリン酸化状態への効果を抑制した. 16時間の forskolin刺激は, PGC-1αの遺伝
子発現を抑制し, H-89によりその効果は抑制され, PGC-1βおよび PRCの遺伝子発現への効
果は見られなかった. 一方, 神経細胞に対する p38 MAPK活性化剤である anisomycinの刺
激は, p38 MAPKおよび ATF2のリン酸化を亢進させ, p38 MAPK阻害剤である SB 203580
により, anisomycinの p38 MAPKおよび ATF2への効果は抑制された. 16時間の anisomycin
刺激は, PGC-1α, PGC-1β, PRCの遺伝子発現を増加させ, SB 203580によりその効果は減弱
された.  
 
【考察】神経細胞に対する forskolin刺激は, CREBのリン酸化を増加させが, PGC-1αの遺伝
子発現を減少させたことから, 先行研究とは異なり, PKA/CREB経路は PGC-1αの抑制因子
として作用する可能性が示唆された. 一方, Anisomycin刺激は, p38 MAPKならびに ATF2
のリン酸化および, PGC-1 familyの遺伝子発現を増加させ, その効果が SB 203580により減
弱したことから, 神経細胞においても, p38 MAPK/ATF2経路が, PGC-1 familyの遺伝子発現
を増加させることが示唆された. 以上より、神経細胞において、PKA/CREB経路および p38 
MAPK/ATF2 経路の相互作用により、PGC-1 family の遺伝子発現の制御がなされている可
能性が示唆された。 
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表面マーカーSca1と CD34による体細胞初期化成功群と不成功群の解析 
○大矢知佳 1，十河孝浩 2，重野麻子 1，馬場藍 1，植山萌恵 1， 
小原惇 1，成川智貴 1，野津遼祐 1，早川千尋 1，川村晃久 1 

1立命館大・院生命科学・生命医科，2京都医療センター展開医療研究部 
 
【目的】体細胞を初期化することで人工多能性幹(iPS)細胞を作製する技術は、再生医療
の切り札として注目されている一方で、その実用化に向けて安全性の検証や初期化のメカ

ニズム解析が求められている。しかし、初期化（=iPS細胞形成）に成功し iPS細胞が形成
される効率が低いため詳細な解析が困難であることが問題になっている。 
我々はこれまでの研究から、初期化過程の早期から発現する表面マーカーSca1,CD34を
見出し

1)
、これを指標に初期化過程で将来的に iPS細胞になる可能性の高い細胞に標的を

絞った解析を行っている。本研究では、これまで初期化に関連すると報告された表面マー

カーと比較したり、あるいは、Sca1,CD34をもとに細胞を分画することにより、iPS細胞形
成過程の特徴を遺伝子レベルで解析する。 
 
【方法】野生型 C57BL/6マウスの胎生 13.5~14.5日の胎児から線維芽細胞(mouse embryonic 
fibroblasts, MEFs）を採取して、iPS細胞を作製するための体細胞として用いた。MEFsにレ
トロウイルスを用いて初期化 4因子（Oct4、Sox2、Klf4、cMyc ; 4F）を発現させ 2)

、初期

化誘導過程の早期から後期までを、2つの表面マーカーSca1と CD34に着目して解析を行
った。誘導 5,7,9,12日目に、セルソーターで細胞選別を行い RNAを採取したり、細胞培養
を再開し、フローサイトメトリー、免疫染色、QPCRを用いた解析を施行した。 
 
【結果】Nanog陽性 iPS細胞コロニーは、誘導 5日目における Sca1/CD34二重陰性細胞群
から主として出現すること、Sca1/CD34二重陽性細胞群からはほとんど出現しないことが
判明した。Sca1/CD34二重陰性細胞群は、培養再開後、間葉上皮移行に関連する遺伝子の
発現が上昇し、p53標的遺伝子の発現が低下した。さらにマイクロアレイによる網羅的な
遺伝子発現解析により、クロマチン修飾や DNA代謝経路など種々のカテゴリーおいて重
要な遺伝子群の発現誘導が確認された。 
 
【考察】初期化に成功する細胞の運命が誘導 5日目頃の早期から決定されつつあることが
判明した。初期化過程で出現する多様な細胞集団の中で、Sca1/CD34二重陰性細胞群は、
早期に判定できる初期化成功候補集団として重要な細胞ソースとして考えられる。また、

初期化成功群と失敗群の間で、明らかに遺伝子発現のパターンが異なっており、現在、代

謝関連遺伝子とその制御因子である核内受容体に着目して解析を進めている。正常な体細

胞と比べて、増殖の盛んな癌細胞や多能性幹細胞では代謝の仕組みが異なっていることが

近年の研究から明らかになりつつあり、初期化過程で代謝制御の変化が初期化成功に重要

であると考えられる。 
 
【文献】 1. Kida YS*, Kawamura T*, et al.  ERRs mediate a metabolic switch required for somatic cell 

reprogramming to pluripotency.  (*Equal co-first ) Cell Stem Cell Epub ahead of print 
2. Kawamura T et al. Linking the p53 tumour suppressor pathway to somatic cell 
reprogramming.  Nature 2009; 460: 1140-1144. 
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新規ヒト iPS/ES細胞マーカー抗体のエピトープの同定と結合特異性の解析 
○中尾広美 1, 松本尚悟 1, 豊田英尚２, 川端健二３,  瀧  孝雄４, 川嵜伸子 1, 川嵜敏祐 1 

1立命館大・糖鎖工学研究センター,2立命館大・薬・生体分析化学, 
３医薬基盤研・創薬基盤研究部,４新潟薬大 

 
【目的】近年ヒト iPS/ES細胞による再生医療はめざましい発展をとげ、すでに臨床治療が

始められているが、これらの細胞の品質・規格をどのように確保するか、移植後にがん化

するおそれのある未分化細胞の再生組織への混入の可能性をいかにして除くかなどの課題

も指摘されている。我々が最近開発した 2種の新規なヒト iPS/ES細胞マーカー抗体（R-10G

および R-17F）は、これらの課題の解決に貢献できる可能性を有しており、研究の進展が

期待されている 1)。このうち、R-17Fは、大変興味あることに、ヒト iPS/ES細胞に対して

強い細胞傷害活性をもつことを明らかしている。本研究ではこの R-17F により認識される

ヒト iPS細胞表面のエピトープ（抗原）の解析と R-17F抗体の結合特異性の解析を行った

ので、これらの結果について報告する。 

 

【方法】R-17Fのヒト iPS/ES細胞への結合を蛍光免疫組織染色法により調べると、細胞表

面全体が強く染色された。しかし、細胞の RIPA buffer 可溶化物を SDS-PAGE/Western blot

で調べると陽性バンドはほとんど観察されなかった。この結果は、R-17F の抗原が細胞表

面の脂質性分子であることを示唆している。そこで、ヒト iPS より抽出した全脂質を

CHCl3/MeOH/H2O (65/25/4, v/v/v)を展開溶媒として TLC分画したのち、PVDF膜に blotし、

R-17Fによる免疫染色を行うと、Rf値約 0.1の位置に１本の陽性バンドが観察された。こ

の位置には通常の脂質染色で検出されるバンドは観察されず、R-17F 抗原は微量成分と考

えられた。分取用 TLC を行い、陽性バンドより脂質成分を抽出し、これを精製 R-17F抗原

とした。次に、この精製標品について、１）MALDI-TOF MS分析、MS2, MS3 分析、２）特異

性既知の各種糖鎖認識抗体に対する反応性の解析、３）抗原活性に及ぼすグリコシダーゼ

消化の影響の解析を行い R-17F 抗原の構造を推定した。また、４）R-17F の糖鎖結合特異

性を、neoglycolipid 化した 13種の化学合成オリゴ糖鎖を用いた糖鎖マイクロアレイ法に

より解析した。 

 

【結果】１）R-17F 抗原の MS 分析により得られたスペクトラムの全てのシグナルは

Fuc-Hex-HexNAc-Hex-Hex-Cer およびその部分構造と推定された。MS2, MS3 分析の結果もこ

れを支持していた。２）フコース結合レクチン(AAL)および抗血液型 H1(O)抗原抗体と反応

したが、抗-Lewis x 抗体、抗-Lewis a 抗体、抗 SSEA-3抗体、抗 SSEA-4抗体、抗血液型

H2(O)抗原抗体とは反応しなかった。３）抗原活性はα1-2 フコシダーゼ処理により消失し

た。４）R-17Fは Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glcに最も強く、ついで

Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc(β1-3)Galに結合した。 
 
【考察】以上の結果はヒト iPS 細胞表面の R-17F 抗原は Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc(β

1-3)Gal(β1-4)Glc-Cer であり、R-17F 抗体のエピトープは Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc 

(β1-3)Gal(β1-4)であることを示している。本抗原糖鎖は Lacto-N-fucopentaose 1 
(LNFP1) と呼ばれ、血液型 H1(O)抗原あるいは SSEA-5としても知られている。 
 
【文献】 
１．Kawabe, K.et al.,(2013) Glycobiology 23, 322-336
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トランスオミクスによる線虫 Caenorhabditis elegansにおけるMEX-1	
 
翻訳調節候補遺伝子群の同定	
 

 
○山下紘季 1,	
 白波瀬拓馬 1,	
 冨田想美 1，押目武弘 1，小島寿夫 1，	
 

早野俊哉 2，伊藤將弘 1	
 
1立命館大・生命科学・生命情報，2立命館大・生命科学・生命医科	
 

 
【目的】線虫 Caenorhabditis elegansの細胞運命は，成虫期の生殖腺から mRNAが発現する
母性由来遺伝子の産物（タンパク質）によって決定する．特に，細胞運命の決定に重要な

システムのひとつに遺伝子カスケードがあり，いくつかの母性由来遺伝子産物の翻訳因子

が母性由来遺伝子や初期胚以降における多くの遺伝子の mRNAの 3’-UTRに結合すること
で行われる翻訳調節に関連している．遺伝子 mex-1は，遺伝子産物であるMEX-1は 2つの
CCCHタイプのジンクフィンガーモチーフを持つ RNA結合タンパク質 1)として，細胞運命

の決定に重要な母性由来遺伝子の翻訳調節に関与 2)している．本研究では，翻訳調節機構

の解明を目的とし，C. elegansの野生株 N2と mex-1（or286）における次世代シーケンサー
を用いた比較定量トランスクリプトーム解析及び iTRAQを用いた比較定量プロテオーム解
析を統合したトランスオーム解析を進めることで，MEX-1によって翻訳調節されている遺
伝子群の特定を目指した．	
 

	
 

【方法】C. elegansの野生株 N2と mex-1（or286）の胚発生期を試料として用いた．試料か
らタンパク質を抽出して，トリプシン消化を行った後，iTRAQタグを用いて標識し，LC-MS/MS
による測定後，自動ペプチド同定ソフトウェアである Protein Pilotを用いてタンパク質の同
定および定量情報を獲得した．同様の試料よりmRNAを抽出してcDNAへの逆転写を行い，
次世代シーケンサーにより Reference配列との照合を行うことで mRNAの同定および発現
情報を獲得した． 
 
【結果】トランスオーム解析により mRNAとタンパク質双方の定量情報を得ることができ
た 1,564種類の遺伝子を解析の対象とした．そのうち 175種類は N2と mex-1（or286）の比
較で mRNAの発現量に変化はなく，タンパク質発現量のみが変動した遺伝子であった．線
虫の in situハイブリダイゼーションのデータベースである NEXTDBを参照すると，175種
類のうち 117種類が母性由来遺伝子であった．加えて，WormBaseにて表現型を調べた結
果，	
 76%（89種類）が胚致死を示した．これらの結果から，MEX-1が初期胚において重
要な母性由来遺伝子群の翻訳調節に関与していることが示唆された．	
 

 
【文献】  

1. Susana G. and James R P, (1997), Development., 124, 731-739 
2. Marieke O., Scott M.R, Tugba G.O., Caroline S., David G. and Rueyling L., (2013), 

Development., 140, 4614-4623 
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線虫 Caenohabditis elegansにおける 
セラミドキナーゼ関連遺伝子 T10B11.2の遺伝子発現および表現型解析 

○牛田吉泰，六嶋千春，山地美佳，小島寿夫，伊藤將弘 
立命館大・生命科学・生命情報 

 
【目的】近年，スフィンゴ脂質は生体膜の構造維持だけでなく，細胞内シグナル伝達分子

として機能することがわかってきた．スフィンゴ脂質代謝の中心的脂質であるセラミドは，

アポトーシス，細胞増殖，分化，インスリン抵抗性などを制御するシグナル伝達分子とし

て注目されている 1-5）．しかし，セラミドをはじめスフィンゴ脂質代謝の構成分子の生成

量は複雑かつ巧妙に調節されており，その調節機構および機能は未だ十分には解明されて

いない．セラミドの主要代謝産物の一つである，セラミド-1-リン酸（C1P）の合成経路も
その一つである．現在判明している C1Pの合成経路は，セラミドキナーゼによるセラミド
のリン酸化経路のみである 6, 7）．線虫 Caenorhabditis elegans（C. elegans）にはヒトセラミ
ドキナーゼと相同なタンパク質 T10B11.2（51% similarity）が存在する．本研究では，定量
RT-PCRと ΔΔCt法を用いた野生株 N2の 3発生段階（胚発生期，幼虫第 1期，成虫期）に
おける T10B11.2の mRNA発現量解析および，変異株 T10B11.2 （tm5727）の表現型解析か
ら，T10B11.2の機能解析を目指した． 
【方法】mRNA発現量解析は，N2の各発生段階試料からそれぞれ total RNAを抽出し，逆
転写した後 RT-PCRにより T10B11.2 mRNA発現量を測定．ハウスキーピング遺伝子である
act-1 （β-action） mRNA 発現量測定値により，T10B11.2 mRNA発現量を補正した．T10B11.2 
および act-1特異的なプライマーは Primer3plus （http://primer3plus.com/） およびWormBase 
BLAST （http://www.wormbase.org） を用いて設計した．3発生段階間の相対発現量比を ΔΔCt
法により求めた．表現型解析は，NGM培地にて 20ۜC飼育した T10B11.2 （tm5727）の表現
型観察を行い N2と比較解析した． 
【結果】mRNA相対発現量解析より，胚発生期における発現量が幼虫第 1期および成虫期
に比べ十分に高く，かつ幼虫第 1 期が最も低いことが分かった．さらに表現型解析では，
胚発生初期の卵割および割球形成の異常や成虫期の卵細胞の形態異常，子宮内の卵の配列

異常が観察された． 
【考察】C. elegans の in situ ハイブリダイゼーションデータベース NEXTDB 
（http://nematode.lab.nig.ac.jp/） では，T10B11.2は成虫期の生殖腺から胚発生期初期にかけ
て mRNA 発現量が高いことが報告されており，本研究で得られた発生段階別 mRNA 発現
量と表現型の異常の局在はこれと一致する．これらの結果は，T10B11.2は卵形成および胚
発生初期において重要な遺伝子であり，成虫の生殖腺および胚発生期初期で特異的に機能

している可能性が高いことを示唆する． 
【文献】 1. Okazaki, T., Bielawska, A., Bell, R. M., Hannun, Y. A. (1990) J Biol Chem. 265(26), 

15823-15831 
2. Mathias, S., Dressler, K. A., Kolesnick, R. N. (1991) Proc Natl Acad Sci. USA 

88(22), 10009-10013. 
3.  Hannun, Y. A. (1994) J Biol Chem. 269(5), 3125-3128. 
4.  Deng, X.,Tin, X., Allan,R., Lu, D. D., Maurer, C. W., Haimovitz-Friedman, A., 

Fuks, Z., Shaham, S., Kolesnick, R. (2008) Sci. 322(5898), 110-115. 
5.  Gomez-Munoz, A. (1998) Biochim Biophys Acta. 1391(1), 92-109. 
6. Boath, A., Graf, C., Lidome, E., Ullrich, T., Nussbaumer, P., Bornancin, F. (2008) J 

Biol Chem. 283(13), 8517-8526. 
7.  Gomez-Munoz, A., Duffy, P. A., Martin, A., O'Brien, L., Byun, H. S., Bittman, R., 

Brindley, D. N. (1995) Mol Pharmacol. 47(5), 833-839. 
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線虫(C. elegans)のオス特異的な受精必須遺伝子 spe-45の機能解析 
○田島達也 1，髙山順 2，大浪修一 2，Steven W L’Hernault3，西村仁 1,3 

1摂南大・院理工・生命科学，2理研・QBiC，3エモリー大・生物 
 
【背景・目的】線虫(Caenorhabditis elegans)の雄性生殖細胞系列で機能する遺伝子は
spe(sperm-defective)と呼ばれているが，その中で spe-9クラスは受精に関連する遺伝子群で
ある．最近，当研究室で免疫グロブリン様膜タンパク質をコードしている新規 spe 遺伝子
(spe-45)を同定した．この遺伝子の欠失変異体は不妊だったが，減数分裂による精細胞形
成や精細胞から精子への活性化は正常だった．一方，野性型の雌雄同体が産生する自己精

子は貯精嚢で起こる受精で消費されるのに対し，変異体の自己精子の数はほとんど減少せ

ず，受精で消費されないように思われた．従って，spe-45 が変異すると受精が起こらない
可能性が高く，この遺伝子は spe-9クラスであると思われた．しかし，線虫では体外受精系
がないことから，spe-45を含めた spe-9クラス遺伝子の変異精子が受精できないことを直接
的に証明できていない．本研究では，(1)ライブイメージング法による spe-45変異精子の受
精異常の観察，(2)各種トランスジェニック線虫を用いた spe-45の機能解析，を行った． 
 
【方法】まず，核が mCherryでラベルされた精子を産生する野性型または spe-45変異型の
オスと細胞膜が GFPでラベルされた卵子を産生する雌雄同体を交配し，雌雄同体の貯精嚢
内で起こる受精の様子をライブイメージングで観察した．次に，GFP遺伝子の両端に spe-45
の 5’-UTR(untranslated region， 非翻訳領域)と 3’-UTRを持つトランス遺伝子(transgene，TG)
を構築し，この TG を発現させた野性型のオス線虫を蛍光顕微鏡下で観察した．また，細
胞質ドメイン中に FLAGタグを持つ SPE-45タンパク質(SPE45-CTFLAG)の TGも構築し，
CRISPR-Cas9法を用いて spe-45変異体のゲノムに挿入した．さらに，得られたトランスジェ
ニック線虫からタンパク質溶液を調製して抗 FLAGモノクローナル抗体による免疫沈降実
験を行った． 
 
【結果】ライブイメージング解析を行った結果，野性型精子と受精した卵子の細胞膜にお

いて，GFPのシグナルが一部消失した．一方，spe-45変異型精子と受精した場合，GFPの
シグナルはほとんど消失しなかった．次に，GFP レポーター遺伝子を持つオス線虫を観察
すると，近位生殖巣の生殖細胞で GFP シグナルが検出された．また，SPE45-CTFLAG を
spe-45変異体で発現させた所，変異体の不妊が約 77% レスキューされた．しかし，免疫沈
降実験では，抗FLAGモノクローナル抗体と特異的に結合するタンパク質は同定できなかっ
た． 
 
【考察】本研究より，spe-45 遺伝子は雄性生殖細胞系列で発現しており，受精における配
偶子間融合のステップに関係していることが示された．現在，SPE45-CTFLAG TG を持つ
オス線虫が産生する精細胞を抗 FLAGモノクローナル抗体で免疫染色している．また，そ
のオス線虫に含まれる細胞を分画し，ウエスタンブロット解析で FLAGシグナル陽性の細
胞画分を同定することも検討している．  
 
【文献】 
1. Nishimura, H., and L’Hernault, SW. (2010) Dev. Dyn. 239, 1502-1514.   

2. Nishimura, H., Tajima, T., Comstra, S., and L’Hernault, SW. (2014) In Sexual Reproduction in 
Animals and Plants (ed. by Sawada, H., Inoue, N., and Iwano, M.), pp199-213, SpringerOpen.   
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線虫(C. elegans)を用いた精細胞活性化因子の同定 
○中西加純，荒崎彩音，田島達也，西村仁 

摂南大・院理工・生命科学 
 
【背景・目的】減数分裂によって作られた精細胞が運動能を持つ精子へ活性化する際，そ

の引き金となる精細胞活性化因子(Spermatid-Activating Factor，SAF)の実体はほとんどの生
物種で不明である．線虫(Caenorhabditis elegans)では，オスと雌雄同体に性特異的な SAF
が存在すると考えられている．オスの場合，SAFは TRY-5(セリンプロテアーゼ)である可
能性が高いが，雌雄同体の SAFは全く不明である．しかし，in vitroの SAFであるプロナー
ゼ(各種プロテアーゼの混合物)やプロテイナーゼ K(セリンプロテアーゼ)を使った研究よ
り，雌雄同体の SAFもセリンプロテアーゼと予想される．本研究では，実体が不明な雌雄
同体 SAFの同定を試みた． 
 
【方法】線虫ゲノムには 10個のセリンプロテアーゼ遺伝子(try-1～try-10)が存在するが，
上述のように try-5はオス SAF遺伝子と考えられる．そこで，他の try遺伝子と try-5の多
重変異体を作製し，雌雄同体が不妊となる系統を探索した． 

try-1や try-2，try-5については既存の欠失変異体が存在するが，過去の研究より，try-2
が SAF遺伝子である可能性は低いと思われた．残りの try遺伝子の場合，既存の変異体が
存在しなかったので，CRISPR/Cas9法(ゲノム編集)あるいは feeding RNAi法(遺伝子ノック
ダウン)でそれぞれの遺伝子機能を調べた． 

  
【結果】まず，CRISPR/Cas9法で try-3変異体を作製し，交配によって try-1; try-3; try-5変
異体を得た．しかし，この三重変異体の自家受精能は，ほぼ野性型と同じだった．また，

feeding RNAi法を使い，try-5欠失変異体中で try-4，try-8，try-9または try-10を単独でノッ
クダウンしても不妊傾向は見られなかった．しかし，try-5変異体の try-4，try-8，try-9およ
び try-10を同時にノックダウンすると，自家受精による F1の数が減少した． 
 
【考察】以上の結果より，(1)try-1または try-3が雌雄同体における唯一の SAF遺伝子であ
る可能性は低い，(2) try-4，try-8，try-9および try-10の中で，少なくとも 2つの遺伝子が
SAFと関係している可能性がある，ことが考えられた．今後は， CRISPR/Cas9法で try-4，
try-6，try-7，try-8，try-9，および try-10の変異体を作製し，SAF遺伝子の候補となる try遺
伝子を絞り込む予定である． 
 
【文献】 1. Nishimura, H., and L’Hernault, SW. (2010) Dev. Dyn. 239, 1502-1514.   

2. Nishimura, H., Tajima, T., Comstra, S., and L’Hernault, SW.(2014) In Sexual 
Reproduction in Animals and Plants (ed. by Sawada, H., Inoue, N., and Iwano, M.), 
pp199-213, SpringerOpen.   
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異方性形態を有するペプチドナノキャリアによる細胞内抗原デリバリー 
○和久友則，笠井彩音， 功刀 滋，田中直毅 

京工繊大院 
 
【目的】従来のがんの治療法と比較し、低負担、低副作用であることからペプチドワクチ

ン療法が注目を集めている。高効率な免疫誘導には、がん細胞を特異的に攻撃する細胞傷

害性 T細胞 (CTL) の活性化が必要である。CTLの活性化のためには、抗原提示によるシグ
ナルに加えて、抗原提示細胞の活性化に伴って発現する副刺激分子やサイトカインによる

シグナルが必要である。しかしながら抗原ペプチド単独では、細胞内移送性が低くまた抗

原提示細胞を活性化する作用も有しないため、これらのシグナルを活性化することはでき

ない。そのため、抗原送達能と抗原提示細胞活性化能 (アジュバント活性) の両方を併せ持
つキャリアとそれによる抗原デリバリーシステムの開発が求められている。 
これまでに我々は、 シート配列 (FVIFLD; ) に抗原配列 (257SIINFEKL264: OVA) と親水性

配列 (oligo(ethylene glycol)12; EG12) を導入したペプチド ( -OVA-EG12) の自己組織化を利用す
ることで、抗原担持ナノファイバー (NFs) を作製し、その細胞取り込みと構造の解析を行っ
てきた。本研究では、キャリアとしての機能性の向上を目指し、ethylene glycol鎖長の違い
が細胞取り込み、毒性などに与える影響を評価した。 
 
【方法】-OVA-EG12ペプチドを5% dimethyl sulfoxide (DMSO) を含むphosphate buffered saline 
(PBS; NaCl 137 mM, KCl 27 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM: pH 7.4) に溶解させ、60oC
で 24時間加熱を行った。得られた NFs分散液をフィルター (孔径: 0.45 m) に通すことで、
線維長を制御した。 -OVA-EG6および -OVA-EG24ペプチドに関しても同様の操作で NFs
を調製した。 
 
【結果および考察】 -OVA-EGn NFsの作製 
蛍光基を導入した -OVA-EGn-FAMペプチドと -OVA-EGnペプチド (n = 6, 12, 24) を PBS中
1 : 19のモル比で混合し、60oCで 24時間インキュベートすることで約数 mの長さを持つ
蛍光ラベル化 -OVA-EGn NFsを調製した。さらに、この NFs分散液を孔径 0.45 mのフィ
ルターで濾過することで、平均線維長がそれぞれ 230±50 nm (n = 6)、260±70 nm (n = 12)、
230±70 nm (n = 24) の NFsを作製した。 
EG鎖長が細胞取り込みおよび細胞毒性に与える影響 
3種類の -OVA-EGn NFs (n = 6, 12, 24) を用いて、EG鎖長の違いが細胞取り込みに与える影
響を評価した。無血清培地中で 3種類の蛍光標識化 NFs (10 M, 20 M) と 2時間共存させ
た JAWS II細胞をフローサイトメーターにより解析した。その結果、FCMにより得られた
蛍光強度は、大きい順に -OVA-EG6 NFs > -OVA-EG12 NFs > -OVA-EG24 NFsであった。次
に、共焦点顕微鏡観察を行ったところ、 -OVA-EG12 NFsと共存させた細胞においては、細
胞内部からの蛍光シグナルが観察され、NFsの細胞内への取り込みが確認された。また、
この蛍光シグナルは、 -OVA-EG24 NFsと共存させた細胞よりも強く、FCM測定の結果と一
致した。一方、 -OVA-EG6 NFsと共存させた細胞においては、細胞内部からの蛍光シグナ
ルはわずかであり、細胞膜表面からの強い蛍光シグナルが観察された。このことより、

-OVA-EG6 NFs は細胞表面との相互作用は大きいが、細胞内部への移行性は低いことが分
かった。これは、EG鎖長が短いために NFsの分散性が低くなり、細胞取り込みに不利なサ
イズの凝集体を形成したためと考えられる。
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線虫 Caenorhabditis elegansにおける 
抗微生物ペプチド遺伝子 cnc-2発現経路のモデル構築 

○小野伯容 1，小島寿夫 1，伊藤將弘 1 
1立命大院・生命科学・生命情報 

 
【目的】 線虫 Caenorhabditis elegans は，体が透明で観察が容易であることや，全ゲノム
が解読されていることから，病原体と宿主の相互作用（宿主―病原体相互作用）を解明す

るためのモデル生物である．また C. elegansは真菌の感染に対し，遺伝子 cnc-2がコードす
る抗微生物ペプチドを発現し，抵抗している 1)．したがって cnc-2発現システムを解明する
ことは，真菌に対する感染防御機構の理解に繋がる．その一方で，cnc-2発現システムは，
分子ネットワークを構成する各分子濃度の経時変化を測定することが実験的に困難である．

本研究では Zugastiらの実験データ 1)に基づき，真菌 Drechmeria coniospora に感染された幼
虫第 4期の C. elegansを想定した cnc-2発現経路の数理モデル構築とシミュレーションによ
り，cnc-2発現経路の成因分子濃度の経時変化の予測を行った． 
【方法】 C. elegansは，真菌未感染時の 1上皮細胞内の各分子濃度は明らかになっていな
い．そこで，論文 2)およびWormBaseと PaxDBデータベースから，分子濃度の初期値を決
定した．また，cnc-2発現システムを構成する分子は部分部分で同定されたものの集まりで
あり，全ての分子が同定されていない 1)．本研究では，SMA-3のヒトのホモログ分子 R-Smad
の分子ネットワークを参考に，新たに転写因子 SMA-3の核内非リン酸化状態および脱リン
酸化反応を考慮したモデルを構築した．本提案モデルの信頼性を確認するために，全速度

定数の推定と cnc-2発現シミュレーションを行った． 
【結果】 まず，既報の分子ネットワークだけでモデルを構築し，シミュレーションを行っ
た結果， D. coniosporaの感染から 12時間後の cnc-2発現量の予測値は, 12時間後以外の実
験値と比較して差異は大きく示された．次に，本提案モデルでのシミュレーションでは， 12
時間後の cnc-2発現量に差異は少なからず改善した．また，上述の２つのモデルを比較す
ると， 8時間後と 24時間後の cnc-2発現量の差異は大きいが，全実験値と全計算値の相対
誤差は，本提案モデルの方が小さい．この結果は，本提案モデルが精度向上したことを示

唆する．  
【考察】 本提案モデルから，核内リン酸化 SMA-3の脱リン酸化は，実際に分子ネットワ
ークに含まれている可能性がある．その一方で，12時間後の cnc-2発現量に対する実験値
と計算値の差異を縮小するため，cnc-2発現量に応答するフィードバック機構を考慮した新
たなモデルを構築する予定である．  
【文献】 
1. Zugasti, O., Ewbank, J. J. (2009) Nat. Immunol. 10, 249-256 
2. Kim, D. H., Grün, D., van Oudenaarden, A. (2013) Nat. Genet. 45, 1337-1344 
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食物アレルギー問題の解決に電磁波照射は利用できるか？	
 

	
 

○山崎正幸 1、三谷友彦 2、岡崎史子 1、塩尻かおり 3 
1龍谷大・農・食品栄養，2京都大・生存研, 3龍谷大・農・植物生命 

 
【目的】鶏卵、牛乳、小麦、ソバ、ピーナッツなどに代表される食物アレルギーは、我々

の「食」による精神的な充足を著しく妨げる現代の大問題であり、その原因は多くの場合、

食品に含まれるタンパク質にあることがわかっている。その対策としてアレルゲンフリー

食品の利用などが挙げられるが、遺伝子改変技術の導入など道徳的な問題を抱える。ここ

で我々は、アレルゲンタンパク質の性質を改変できる可能性として、生存圏にあふれるエ

ネルギーの中から電磁波に着目した。電磁波は、食物を完全なかたちのまま深部まで均一

的に処理できる特質を持ち、その照射はアレルゲンタンパク質の構造を変化させる可能性

がある。また、電磁波を種子に照射すれば、生育後のアレルゲンタンパク質含有量などに

影響を与える可能性がある。	
 
 
【方法】卵白の主要アレルゲンタンパク質であるオボアルブミンを精製し、鶏卵中の状態

を模したアルカリ溶液（pH10.0）中で保存した。その上で 2.45GHz 帯の電磁波を 24 時間

照射し、オボアルブミンのアレルゲン性低下を観察した。さらに、その過程において見出

した、低温アルカリ処理がアレルギー性の低下に与える影響を検討した。	
 

	
 ソバの種子を純水中に保存し、同じく 2.45GHz 帯の電磁波を 40 度、60 度、80 度で５分

間照射した。それら種子において抽出された可溶性タンパク質量の変化、成長後の個体の

変化、その葉を食した害虫の生育の変化を測定した。 
 
【結果】 

電磁波照射を行ったオボアルブミンについてアレル

ゲン性の低下を観察した（左図）。また低温アルカリ処

理がアレルゲン性低下に大きな効果を示した。今後は

他の波長帯を用いた電磁波照射が持つアレルゲン性低

下の可能性に着目したい。ソバの種子に対する電磁波

照射が与える影響では、その後の成長や葉を食する害

虫の生育に関する予備的結果を得た。今後は葉の成分

分析を行い、種子時の電磁波照射による生理的影響を

検討する。 
 

 
 
【考察】電磁波照射による食品や植物への影響を正しく検討するためには、被照射サンプ

ルに応じた正しいデバイスの構築とそれに対する照射コントロールや正しい対照群の設定

が必須である。今後も、電磁波照射が我々にもたらす未知の可能性として、食物アレルギ

ー問題の解決に焦点を絞りたい。 
なお、本研究は京都大学研究大学強化事業「融合チーム研究プログラム-SPIRITS-」及び京
都大学生存圏研究所「生存圏萌芽研究」の支援のもと行われた。
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レプリカ交換分子動力学法によるプロトン化状態の変化に伴う	
 

ポリグルタミン酸のヘリックス－コイル転移の研究	
 

○岩井良祐, 永井哲郎, 高橋卓也 
立命館大学・院生命・生情 

	
 

【目的】	
 

	
 タンパク質の構造形成,	
 機能の発現において溶媒の pHは重要である.	
 本研究では,	
 溶
媒の pHによるポリグルタミン酸(PGA)の Helix-coil転移を分子動力学(MD)シミュレーシ
ョンによってどの程度再現できるかを調べることを目的とした.	
 

	
 

【方法】	
 

	
 ソフトウェアAmberを用いて,	
 末端をACEとNMEでキャッピングした8, 16, 21, 30残基の
中性条件(GLU)と酸性条件(GLH)の二状態に対応するPGAに対して,	
 陰溶媒(GBSA法)で,	
 
4つの力場(ff03, ff99SP, ff99SB, ff14SB)で,	
 100 nsのレプリカ交換分子動力学(REMD)シミ
ュレーション[1]を行った(16残基,	
 中性条件,	
 ff03でのPGAについては2回シミュレーショ
ンを行い,	
 酸性条件,	
 ff14SBでのPGAについては200 nsシミュレーションを行った.).	
 そ
の後,	
 10000	
 stepsに一度サンプリングした構造に対して,	
 DSSP[2],	
 特定のニ次構造に対
応する二面角の範囲に含まれる残基数の割合,	
 末端間距離の解析を行った.	
 
 
【結果】 
DSSPの解析結果において, ff03, 酸性条件での PGAでは残基数の増加に伴い, helix 

content(310-helix, α-helix, π-helixを合わせた割合)が増加し, 中性条件での helix contentは
減少した. ff99SPでは, 残基数が増加するに連れて, 両方の pHの条件での helix contentは増
加し, 酸性条件における PGAの helix contentは中性条件の helix contentに比べ高い値を示し
た. ff99SBでは, ff99SPのものとは対照的に, 両方の pHの条件で, 残基数の増加に従って
helix contentは減少した. 加えて, 中性条件での PGAの方が酸性条件での PGAに比べ高い
helix contentを示した. ff14SBでは, 割合は異なるが ff03と同様の傾向を示した.16残基の中
性条件における ff03を用いた PGAと酸性条件での ff14SBの PGAでは他の条件の力場に比
べ, helix contentの誤差の値が大きかった. また, 中性条件において, ff99SPと ff14SBでは
310-helixの割合が他の力場に比べ多く観察された. 
 
【考察】 
	
 Dontenらの CD法による helix contentの測定結果[3]によれば, 残基数の増加に伴いより明
瞭に Helix-coil転移を示すと考えられる. 加えて, 310-helixは形成されにくく[4],  陰溶媒で
は水分子が関与する水素結合を再現できないため helix構造を過安定化させる[5]ことから,  
pHにおける Helix-coil転移を再現する力場は ff03であると考えられる. 
 

【文献】 
[1]Y. Sugita and Y. Okamoto, Chem. Phys. Lett. 314, 141-151, (1999). 
[2]W. Kabsch and C. Sander, Biopolymer, 22, 2577‐2637, (1983). 
[3]M. L. Donten, P. Hamm, Chem Phys 422, 124-130, (2013). 
[4]D. J. Barlow, J. M. Thornton, J. Mol. Bio. 201, 601－19, (1988). 
[5]A. E. Garcia and K. Y. Sanbonmatsu, PNAS 99, 2782-2787, (2002) 
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図 1. 阻害剤ピットの比較  

細菌異物排出ポンプの阻害剤結合様式と阻害メカニズムの解明 
○山崎聖司 1, 2，中島良介 3，櫻井啓介 3，林克彦 1, 2，長田親広 4， 

星野一樹 4，小野寺宜郷 4，山口明人 3，西野邦彦 1, 2 
1阪大・産研・生体分子制御，2阪大・院薬・細胞生物， 

3阪大・産研・生体防御，4第一三共製薬 
 
【目的】近年、様々な抗菌薬に対して耐性を示す多剤耐性菌が出現し、臨床現場で深刻な

問題となっている。その主原因として、菌体内から菌体外へ多様な化合物を排出できる、

異物排出ポンプが特に注目されている 。これまで異物排出ポンプの阻害剤開発には多くの

努力が傾けられたが、未だに臨床的に有効な阻害剤は得られていない。大腸菌の排出ポン

プ AcrBを阻害するピリドピリミジン誘導体 ABI-PPは、緑膿菌の排出ポンプMexBの特異
的阻害剤であるが、多剤耐性緑膿菌のもう 1つの有力な原因である排出ポンプMexYを全
く阻害できず、多剤耐性緑膿菌感染症の治療薬にはならなかった。私たちは 2011年に、薬
剤は排出ポンプの基質輸送経路上の近位ポケットと遠位ポケットを順に通過して細胞外へ

排出されるという蠕動機構を解明した(Nature, 2011)。本研究では、阻害剤 ABI-PPの結合様
式を調べ、ABI-PPがMexYに効かない理由を解明することで、分子標的創薬による新規治
療薬開発のための情報基盤の構築を目指した。 
 
【方法】排出ポンプと化合物との共結晶構造情報をもとに、様々な変異型ポンプ発現株を

構築し、各薬剤に対する感受性および排出活性測定等によって、阻害剤感受性に重要なア

ミノ酸を同定する。 
 
【結果】AcrB・MexBと ABI-PPとの共結晶解析の結果、
遠位ポケット内部に阻害剤結合ピットの存在が示唆され

た。まず ABI-PPの阻害剤としての機能を調べたところ、
基質薬剤とは異なり、AcrBによって全く排出されなかっ
たことから、ABI-PPは阻害剤ピットに強く結合すること
で、排出ポンプの蠕動機構を抑制していることが示され

た。また、AcrB・MexBの阻害剤ピットにある Phe (F)が、
MexYの同位置では Trp (W)	
 に置き換わっており、その
大きな側鎖による立体障害で ABI-PPが結合できなくなっていると考えられた（図 1．便宜
上MexYモデルには AcrB結合型 ABI-PPを重ね合わせている）。解析の結果、AcrB_F178W
変異体はABI-PPの阻害を受けなくなり、MexY_W177F変異体は逆に阻害されるようになっ
た。一方、MexB_F178W変異体は、依然として ABI-PPの阻害を受けていたため、ABI-PP
との共結晶を解析したところ、MexBの阻害剤ピットには余裕があり、Trp (W)に変異して
もピット内に側鎖が突き出ないことが示唆された。そこで、ピット内部のスペースをわず

かに増やした AcrB_F178W/V139A変異体、MexY_I138A変異体を構築して解析した結果、
Trp (W)があるにも関わらず、ABI-PPの阻害を受けるようになることが明らかとなった。 
 
【考察】以上より、阻害剤 ABI-PPに対する感受性は、阻害剤結合ピットにおけるごくわ
ずかな立体障害によって決まることが示された。この立体障害を回避するような誘導体を

分子設計することで、AcrB・MexBのみならず、MexYを含めた広域異物排出ポンプ阻害
剤の開発が可能となった(Nature, 2013)。現在、当構造情報を利用した新規阻害剤の探索も
進めており、実際に既存の阻害剤が効かないMexYにも効果がある新規化合物が複数得ら
れ、製薬企業との共同開発を開始している。
 

AcrB  	
    	
 	
 	
   MexYモデ
ル  
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細菌ヒスチジンキナーゼの H-boxを標的とする新規抗生物質、waldiomycin 
○清水 莉子 1、江口 陽子 1、犬飼 洋一 1、栃尾 尚哉 2、岡島 俊英 3、新家 粧子 1、深溝 慶 1、

五十嵐 雅之 4、木川 隆則 5、内海 龍太郎 1 
1近大・院・農、2広大、3阪大・産研、4微化研、5理研 

 
【目的】細菌の二成分情報伝達システム(two-component system: TCS)はヒスチジンキナーゼ
（HK）と対となるレスポンスレギュレーター（RR）からなり、細菌の病原性、増殖、バ
イオフィルム形成等の遺伝子発現の制御も担っていて、新規抗菌剤の標的として有効であ

る。HKは細胞外のセンサードメイン、細胞内 2量体化(DHp)ドメインと ATP結合(CA)ド
メインを構成成分として共通に有し、DHpドメインは、2本のヘリックス(Ⅰ,Ⅱ)からなり、
それらがサブユニットとなりホモ二量体(4へリックスバンドル構造)を形成している。本研
究室から見出した新規抗生物質、waldiomycin(1)  は細菌HKのDHpドメインと相互作用し、
自己リン酸化活性を阻害することが知られている。本研究では立体構造が既知である大腸

菌の HK EnvZ DHpドメインを用いて、waldiomycinによる EnvZ DHp ドメインの内の標的
部位を明らかにしようとした。 
【方法】15N-EnvZ DHpを調製し、NMRによる 1H,15N-HSQCスペクトルを用いたwaldiomycin
滴定実験を行い、waldiomycinとの相互作用の有無、また、相互作用領域を特定した。特定
した相互作用領域を中心にアミノ酸残基のアラニン変異体を用いて、waldiomycin による自
己リン酸化阻害活性(IC50)を測定した。IC50測定において waldiomycinに耐性化を示した変
異体を 15N-EnvZ DHp変異体として調製し、waldiomycin滴定実験を行い、相互作用の変化
を観測した。 
【結果】15N-EnvZ DHpを用いての waldiomycin滴定実験を行った結果、へリックスⅠ内の
自己リン酸化ヒスチジン残基およびその近接領域である H-boxと、ヘリックスⅡの C末端
に保存された疎水性アミノ酸を含む X-regionを中心に明らかなクロスピーク強度の減衰が
見られ、相互作用が確認された。H-box、X-regionに位置するアミノ酸残基のアラニン変異
体を用いて、waldiomycin による自己リン酸化阻害活性(IC50)を測定した結果、H-box内の変
異体 S242A、D244A、T247A、P248A は waldiomycinに顕著な耐性化を示した。これら 4
種の 15N -EnvZ DHp変異体を用いて、waldiomycin滴定実験を行った結果、シグナル強度の
減衰は観測されず、waldiomycin結合能が明らかに弱くなったと考えられた。これらの結果
は DHpドメイン内に共通に保存された H-box内の S242、D244、T247、P248は waldiomycin
の結合に重要なアミノ酸残基であることを示した。 
【考察】waldiomycinは H-box、X-regionを含む他のクラス I HKに対して、自己リン酸化
活性を阻害した。H-boxを保持しないクラスⅡ HK CheAや、ヘリックスⅡの C末端が短く
X-region を保持しないクラスⅡ HK NtrBには自己リン酸化阻害を示さなかった。これらの
結果は waldiomycinが クラス I HKの DHpドメインのヘリックスⅠの H-boxとヘリックス
Ⅱの X-regionへの結合により、CAドメインの HK触媒作用を阻害するという我々のモデ
ルを強く支持した。現在、HKの DHpドメインに作用するキナーゼ阻害剤はまだ報告され
ておらず、waldiomycinは DHpドメインの H-boxを標的とする最初のヒスチジンキナーゼ
阻害剤であることが明らかとなった。 
 
【文献】 1. Igarashi M., Watanabe T., Hashida T., Umekita M., Yanagida Y., Kino H., Kinoshita 

N., Sawa R., Nishimura Y., Utsumi R., Nomoto A. J.Antibiot. 66,459-464 (2013). 
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Visible immunoprecipitation (VIP) アッセイによるマルチサブユニット複合体の構築様式の
解明 

○	
 加藤洋平 1，野崎梢平 1、寺田将也 1、中山和久 1 
1京大・院薬・生体情報 

 
【目的】細胞内のタンパク質には単独で働くものと、複数のタンパク質が組み合わさって

働くものがある。多数のタンパク質から構成されるマルチサブユニット複合体は、単独の

タンパク質では成しえない複雑な機能を担っている。このような複合体は細胞や組織から

生化学的な手法を用いて単離されることが多い。しかし、多数のサブユニットがどのよう

に組み合わさって複合体を形成するのか、という点については天然の複合体だけでは解明

することが難しい。また一方で、個々のタンパク質間相互作用の解析には酵母２ハイブリ

ッド法、GSTプルダウン法、共免疫沈降法などが用いられているが、これらの方法は主に
1 対 1 のタンパク質間相互作用を調べるのに適した方法であり、複数のタンパク質が関与
する複雑なタンパク質間相互作用を調べることは困難である。そこで本研究では、マルチ

サブユニット複合体における複雑なタンパク質間相互作用を解明できる新たなアッセイ法

を開発し、その手法を用いてマルチサブユニット複合体（具体的には BBSome 複合体、
Exocyst複合体、IFT複合体）の構築様式を解明することを目的とした。 
 
【方法】 Visible immunoprecipitation (VIP)アッセイ 
 アルパカ由来の単鎖抗体でGFPを認識する anti-GFP-Nanobodyの cDNAを人工遺伝子合成
し、pGEX6P1ベクターにクローニングした。大腸菌で GST-anti-GFP-Nanobodyを発現させ、
グルタチオンセファロースビーズを用いて精製した。 
 GFP融合遺伝子とRFP融合遺伝子をコードしたプラスミドをHEK293T細胞にポリエチレ
ンイミンを用いてトランスフェクションした。24時間後に蛍光タンパク質の発現を顕微鏡
で確認し、その後 cell lysateを調製した。次に lysateと GST-anti-GFP-Nanobodyビーズを用
いて共免疫沈降を行った。最後に免疫沈降後のビーズを蛍光顕微鏡で観察することで、

GFP/RFP融合タンパク質間の相互作用の有無を調べた。 
 
【結果】 VIPアッセイは蛍光タンパク質と単鎖抗体の Nanobodyを組み合わせた共免疫沈
降法をベースとしている。基本原理は一般的な共免疫沈降法とほぼ同じであるが、手間の

かかるウェスタンブロットをするのではなく、ビーズ上の蛍光タンパク質のシグナルを顕

微鏡で直接検出するという点が大きく異なっている。この工夫により簡単、迅速、安価に

タンパク質間相互作用を調べることができるようになった。また、VIPアッセイでは 1対 1
の相互作用だけでなく、4 種類の蛍光タンパク質を使うことで一度に 4 サブユニット間の
相互作用を解析することができた。さらに複数のサブユニットをまとめて細胞に発現させ

ることで、これまで困難だった複数サブユニット間の相互作用、すなわち 1 対 2、1 対 3、
2対 2のような複雑な相互作用の解析にも応用できることがわかった。 
 これまでに VIPアッセイを用いて、一次繊毛でのタンパク質輸送やメンブレントラフィッ
クに関与する BBSome複合体（8サブユニット）、Exocyst複合体（8サブユニット）、IFT-B
複合体（16サブユニット）の構築様式を解明することができた。 
 
【考察】 VIPアッセイはシンプルでありながら多目的に応用できる方法であり、今後さま
ざまな複合体の構築様式を解明するために役立つと考えている。 
 
【文献】 
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周期構造金属薄膜を用いた細胞分離と赤外線透過性による検出 
〇山本晃毅 1，森康介 1，白井恵美 1，井上有香 1，萬壽優 2，渡邉順子 2， 

神波誠治 2，近藤孝志 2，長谷川慎 1 
1長浜バイオ大学バイオサイエンス学部・研究科，2（株）村田製作所 

 
【目的】本研究は、メッシュ状の繰り返し構造を持つ金属薄膜を用い、細胞など生体由来

粒子の分離と赤外線透過特性を利用したセンシングの技術開発を目的としている。半導体

作製技術を利用した精密微細加工により作製された金属薄膜（メタルメッシュデバイス

(MMD)）は、その構造的な特徴から粒子の大きさによる既存法にない精密な“ふるいわけ”
が可能である。この性能を生かして、細胞を大きさにより分離できれば、遠心分離によら

ない細胞回収が可能となり、細胞工学分野での幅広い応用が期待できる。 
 
【方法】孔径 1.8µmのMMDを用いて、大腸菌、HeLa細胞の分画実験を行った。MMD
を吸引ポンプのライン上にセットし、それぞれの細胞を吸引ろ過した。これにより、フィ

ルター上に残留した細胞を光学・電子顕微鏡により観察した。さらに FT-IRを用いて赤外
透過性から表面残留物の定量を検討した。 
 
【結果】MMD 表面の誘電率の変化により、赤外透過ピークのシフトが生じた。このシフ
ト差および透過率の変化の定量性について検討した結果、細胞数 100個レベルでの検出が
可能であることが確認された。細胞をろ過した結果、孔径以下のサイズである大腸菌は通

過し、直径約 15µmの HeLa細胞はMMD表面に残留した。また、MMD表面を金粒子で
修飾することにより、赤外透過ピークによる定量性やふるい効果による細胞の分離効率が

改善した。 
 
【考察】細胞の吸引ろ過の結果より、マイクロメートルオーダーでの精密な分画できるこ

とが示された。今後、形状から細胞の違いを分別できるか検討を進める。 
 

 
図 1 メタルメッシュデバイスの外観 

 
(http://www.murata.com/ja-jp/about/newsroom/news/application/healthcare/2014/0902) 
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TALEタンパク質の分子進化 
○辻将吾，今西未来，二木史朗 

京都大・化研 
 
【目的】任意の塩基配列に結合するようにデザイン可能な DNA結合タンパク質は遺伝子
転写制御や遺伝子改変など生命科学技術への応用が期待されている。近年、Transcription 
activator-like effector (TALE)と呼ばれる DNA結合タンパク質が発見され、注目されている。
TALEは 34アミノ酸から成るユニットが繰り返される領域を含んでおり、繰り返しユニッ
トひとつが標的 DNAの 1塩基を認識する。各繰り返しユニットは 12、13番目のアミノ酸
以外は保存されており、この 2アミノ酸（可変アミノ酸）の配列変化によって、各繰り返
しユニットが、どの塩基に結合するかが決定される。異なるユニットを組み合わせるだけ

で任意の塩基配列に結合する TALEを容易に作製することが可能である 1) 。しかし、TALE
が標的 DNAに効率的に結合するためには、繰り返しユニットによって認識される塩基配
列に加えて、5’末端側に Tが必要であるという制限がある。また遺伝子転写制御に重要な
働きをするといわれる5位メチル化を受けたシトシン(5mC)を選択的に認識するユニットは
未だ存在しない。そこで本研究では、より自由に標的配列を選択することができる TALE
タンパク質を獲得することを目指した。 
 
【方法】TALEによる 5’末端チミン認識には、リピート-1と呼ばれる繰り返しユニット類
似構造部分の関与が示唆されていた。そこで 5’-Tの制限を解除するために、リピート-1の
ループ構造部部に相当する 230番目から 233番目の 4アミノ酸（KQWS）をランダム化し
たライブラリーを作製した。また 5mC選択的認識ユニットを獲るため、繰り返しユニット
の可変アミノ酸を含めた周辺部位をランダム化したライブラリーを作製した。これらのラ

イブラリーから大腸菌を用いたBacterial one-hybrid screening 2) によりセレクションを行った。

その結果得られた変異体タンパク質に関して、ルシフェラーゼレポーターアッセイやゲル

シフトアッセイにより結合活性を個別に評価した。 
 
【結果】リピート-1のランダム化ライブラリーのセレクション
の結果、得られた全ての変異体において 231番目のグルタミン
残基がアルギニンに置換されていた。それらの変異体を用いて

ルシフェラーゼアッセイを行ったところ、5’-A/T/Gから始まる
標的配列への結合活性が5’-Tから始まる標的配列に対する活性
と同程度まで上昇することが明らかとなった 3)	
 。またユニット

ランダム化ライブラリーからのセレクションの結果、比較的小

さなアミノ酸を多く含む変異体が得られた。変異体の結合活性

をルシフェラーゼアッセイで評価したところ、既存の 5mC結
合性を示すユニットに比べて、5mC/C結合比において大きな上
昇が見られた（図 1）。 
  
 
 
【文献】 1. J. B. Adam et al., Science 333, 1843-1846 (2011) 

2. M. B. Noyes, Meth. Mol. Biol. 786, 79-95 (2012) 
3. S. Tsuji, S. Futaki, M. Imanishi, Biochem. Biophys. Res. Commun. 441, 262-265 

(2013) 
 

図 1.	
 	
 得られた 5mC 選択的結合

ユニットのルシフェラーゼ活性	
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ESIマススペクトルを用いた非ワトソン-クリック型塩基対の検出 
○石田莉葉子、岩橋秀夫 

和医大・院医・生体分子解析学 
 
【目的】DNAの二重らせんを形成する際はワトソン・クリック型塩基対 Aと T、Gと C
が形成されている。ところが、Ｘ線結晶解析やＮＭＲ法にてd(CCCC), d(CCCT), d(CCCAAT), 
d(TAACCC)の 4重鎖及び d(G-A)4, d(T-C)4の 3重鎖が形成され、前者に C:C、後者において
は Hoogsteen型 C:Gの非ワトソン-クリック型塩基対が見いだされた。その生成には pHが
影響すると報告されている。そこで ESIマススペクトル法を用いて単量体レベルで非ワト
ソン-クリック型塩基対を検出し、その安定性を評価することを試みた。 
【方法】1 mM Adenosine, Cytidine,Guanosine,Thymidine,Uridine,5-Bromouridineと塩酸 0.1 mM
～4 mMを混合し、ESIマススペクトルを測定した。 
【結果】1.0 mMの塩酸を添加したとき、Adenosineの場合は m/z 268のイオンが検出され、
これは単量体に相当する。二量体に相当する m/z  535のイオンは、ほとんど検出されなかっ
た。Cytidineの場合は単量体（m/z 244）と二量体（m/z 487）が検出され、単量体に対する
二量体の相対存在比 0.28であった。Guanosineの場合は単量体（m/z 284）、二量体（m/z 568）
が検出され、単量体に対する二量体の相対存在比 0.19であった。Thymidimeの場合は単量
体（m/z 243）、二量体（m/z 485）が検出され、単量体に対する二量体の相対存在比 0.87と
なった。Uridineの場合は単量体（m/z 245）、二量体（m/z 489）が検出され、単量体に対す
る二量体の存在相対比 0.54となった。5-Bromouridineの場合は（m/z 323・m/z 325）、二量
体（ m/z 645・ m/z 647・ m/z 649）が検出され、単量体に対する二量体の相対比 0.49となっ
た。5-Bromouridineにおいては単量体に相当する２種類のイオン m/z 323・m/z 325が検出
された。これは臭素に 79Br、81Brという同位体が存在するからである。二量体に相当する
３種類のイオンとして m/z 645・ m/z 647・ m/z 649 が検出され、それらは二量体中に 79Br
と 79Br、79Brと 81Br、81Brと 81Brをそれぞれ含むイオンに相当する。 
塩酸の濃度を変化させ、Adenosine, Cytidine,Guanosine,Thymidineの二量体イオンの強度を

塩酸濃度に対してプロットすると、Adenosine	
 では 0.5 mM、Cytidineでは 0.5 mM、Guanosine
では 1.0 mM、Thymidineでは 2 mMで最大となった。 
	
 Thymidine,Uridine,5-Bromouridineの二量体形成能を比較するために、それぞれの混合溶液
（T/U、T/BrU、U/BrU）の ESIマススペクトルを測定した（表 1）。 
 
表 1	
  Thymidine (T),Uridine (U),5-Bromouridine (BrU)の混合溶液の ESIマススペクトル 

 T-T (%) U-U (%) BrU-BrU (%) T-U (%) T-BrU (%) U-BrU (%) 
T/U 60±17 9±6  30±11   

T/BrU 56±4  6±2  38±2  
U/BrU  37±7 28±14   40±9 

 
表 1の結果より、二量体形成能は、T-T＞U-U＞BrU-BrUであった。 
【考察】Cytidine,Guanosine,Thymidine,Uridine,5-Bromouridineで非ワトソン・クリック塩基
対が検出された。塩基対の形成には加えた塩酸の濃度に依存した。このことより塩基への

プロトン付加が二量体形成に直接関与していることが推測される。Thymidine, Uridine, 
5-Bromouridineの二量体形成能の違いは、５位の置換基の影響を受けているものと思われ
る。置換基の電気陰性度が大きくなるにつれて二量体形成能が低下していた。
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概日リズムの頑強性を担う視交叉上核バソプレッシン神経結合 
○山口賀章，岡村 均 

京都大・院薬・システムバイオ 
 
【目的】欧米へと海外渡航をすると、不眠や胃腸障害など、いわゆる時差ボケに悩まされ

る。これは、ジェット機旅行により環境の明暗リズムは瞬時に位相変動するが、自身の体

内時計は直ちに渡航先の現地時間にリセットされないため、外界時計と体内時計の時刻位

相が乖離してしまうからである。しかしながら、時差が生じる分子神経機構はほとんど解

明されていなかった。そこで私は、概日リズムの中枢である視交叉上核 (SCN) をターゲッ
トとして分子スクリーニングを行い、バソプレッシン (AVP) の受容体である V1aと V1b
を時差の分子候補として得た。 
【方法】野生型マウスとして、C57Bl/6マウスを用いた。V1aV1bダブルノックアウト 
(V1aV1bDKO) マウスは、V1aKOマウスと V1bKOマウスを交配することで得た。マウスを
時差環境におくために、12時間明期/12時間暗期の明暗環境位相を 8時間前進させた。時
差環境下における時計遺伝子の発現変動を定量的に解析するために、時差前は 1日半、時
差後は野生型マウスでは 10日間、V1aV1bDKOマウスでは 6日間にわたって、4時間毎に
各点 2匹のマウスから SCN、肝臓、腎臓をサンプリングし、RT-PCR法を用いて定量的に
時計遺伝子の発現量を測定した。 
【結果】明暗環境を 8時間前進させた時差環境下では、野生型マウスは新しい明暗環境に
再同調するのに 10日程度を要したが、V1aV1bDKOマウスは瞬時に再同調した。しかしな
がら、V1aV1bDKOマウスは、恒暗条件下での概日行動リズムの周期や SCNにおける時計
遺伝子の発現リズムおよび光パルス刺激に対する応答性は全て正常であった。すなわち、

V1aV1bDKOマウスは通常の明暗飼育環境下では概日時計システムが正常なマウスである
が、時差環境下におかれた時のみ素早く再同調するという、極めてユニークな特徴を持っ

たマウスであることがわかった 1。 
続いて、時差環境下における時計遺伝子 Per2の発現を長期間にわたって測定した。野生

型マウスの SCNにおいて、Per2は時差を起こす前は明瞭な日周リズムを示していたが、時
差を起こした直後はそのリズム性が消失した。以後リズム性は日々少しずつ回復し、時差

後 8日目に時差前と同様の明瞭な日周リズムが観察された。一方で V1aV1bDKOマウスの
SCNの Per2は時差後 3日目と非常に早く回復した。同様の結果は、他の時計遺伝子である
Per1、Bmal1および Dbpにおいても観察された。また、肝臓や腎臓といった末梢臓器にお
いても時計遺伝子は 24時間周期のリズムで発現振動するが、時差環境下において
V1aV1bDKOマウスは、時差後野生型マウスよりも早く再同調した 1。 
【考察】AVPは SCNの主要なペプチドであり、AVP神経細胞群は V1aと V1b受容体を介
して SCN内で局所神経ネットワークを形成する。SCN切片培養を用いて数百個に及ぶ SCN
神経細胞の個々のリズムをリアルタイム計測したところ、正常マウスの SCNは外界からの
リズム撹乱因子の存在下であっても各SCN神経細胞がオリジナルのリズム位相を維持でき
たが、V1aV1bDKOマウスの SCNでは維持されなかった 1。よって、SCNの AVP神経結合
が概日リズムの頑強性に大きく寄与していると考えられる。このような強靭な体内時計に

より、満月や山火事といった異常な明暗環境下であっても、地球上の生命体は自身の時間

を維持できるものと考えられる。しかしながら、ジェット機旅行が実用化された現代では

その堅牢性がかえって仇となり、時差の原因になっているようだ。 
【文献】 1. Yamaguchi Y#, Suzuki T#, Mizoro Y, Kori H, Okada K, Chen Y, Fustin JM, 

Yamazaki F, Mizuguchi N, Zhang J, Dong X, Tsujimoto G, Okuno Y, Doi M, 
Okamura H. Science 342, 85-90, 2013. (#: co-first). 
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ヘパラン硫酸の合成異常が神経発生と行動に与える影響についての解析 
池田	
 亜弥，○石野	
 敦重,  尾ノ井	
 孝一,  中村	
 侑,  灘中	
 里美,  北川	
 裕之 

神戸薬大・薬・生化 
 
【目的】ヘパラン硫酸 (HS) は, 脳の発達過程で重要な機能を担い, その生合成は厳密に制
御されている. これまでに, HS の主要な生合成酵素遺伝子, EXT1, を欠損させたノックアウ
トマウスが作製され, HS が合成されなかった場合には, 著しい脳の形態形成異常を示すこ
と, 神経細胞特異的な EXT1 の欠損により自閉症に似た表現型を呈することが明らかにな
っている. しかし, EXT1 の欠損による HS の合成不全は致死を招くため, EXT1  遺伝子がヒ
トの精神疾患と関連する可能性は低いと考えられる. 今回, 私たちは, HS の合成を下方制御
する分子 EXTL2 のノックアウトマウス 1-3)を用いて,  HS の合成量が正常レベルよりも増加
した場合, 神経の発生過程にどのような異常が生じるのか, この異常が行動にどのような影
響を与えるのかについて調べた。 
 
【方法】免疫組織染色法により, 野生型マウスとノックアウトマウスの大脳皮質に存在す
る神経細胞, および胎仔期の神経前駆細胞の数を種類ごとに調べた。また, 神経前駆細胞の
増殖や分化について, ブロモデオキシウリジン (BrdU) の取り込みと細胞周期関連核タンパ
ク Ki67 を指標に調べた。野生型および EXTL2 ノックアウトマウスの行動は, オープンフ
ィールド試験, 高架式十字迷路試験, および明暗箱試験により評価した。 
 
【結果】大脳皮質に存在する神経細胞について調べた結果, EXTL2 ノックアウトマウスで
は興奮性神経細胞数に変化はなかったが, 抑制性神経細胞数が増加していることがわかっ
た. 抑制性神経細胞の増加の原因を調べた結果, 胎生期における抑制性神経細胞前駆細胞の
増殖が亢進していることが示された. 次に, 抑制性神経細胞と興奮性神経細胞の数のバラン
スの乱れがどのような行動異常を示すのかについて調べた. 通常の飼育条件で活動量に有
意な差は見られなかったが, オープンフィールド試験から, 新奇環境下で多動の傾向を示す
ことがわかった. また, 高架式十字迷路試験で壁のない走行路 (オープンアーム) への進入
回数の増加, 明暗箱試験で明箱における滞在時間の延長が認められた. 
 
【考察】以上の結果は, EXTL2 による HS 合成の制御が神経発生の過程で重要な役割を担
うことを示している. また, この制御機構の破綻によって HS 合成が恒常的に増加した結果, 
神経前駆細胞の増殖が亢進し, 大脳皮質における抑制性神経細胞数が野生型マウスよりも
増加していることが示唆された.	
 大脳皮質の神経細胞は,	
 8 割が興奮性神経細胞,	
 2 割が
抑制性神経細胞で構成されており,	
 これらのバランスが正常な高次脳機能の発現に重要で

ある.	
 今回の解析から,	
 抑制性神経細胞が増加した EXTL2 ノックアウトマウスは情動行
動の異常を示すことがわかった. 今後, EXTL2遺伝子欠損が抑制性神経細胞前駆細胞を増加
させる機構を詳細に解析するとともに, EXTL2 遺伝子欠損により生じる行動異常がどのよ
うな精神疾患に関連するのかを明らかにしていきたい。 
 
【文献】 

1) Nadanaka, S., Zhou, S., Kagiyama, S., Shoji, N., Sugahara, K, Sugihara, K., Asano, M., 
and Kitagawa, H. (2013) J. Biol. Chem. 288, 9321-9333 

2) Nadanaka, S., Kagiyama, S., and Kitagawa, H. (2013) Biochem. J. 454, 133-145 
3) Nadanaka, S. and Kitagawa, H. (2014) Matrix Biol. (2014) 35, 18-24 
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カルマン症候群原因遺伝子産物 Anosmin-1は Netrin-1と結合する 
 

○浅野	
 弘嗣 1、竹内	
 祥人 1、清水	
 昭男 1、佐藤	
 直子 2、瀬尾	
 美鈴 1 
1京産大・総合生命科学・生命システム学科，2東大・医・小児科 

 
カルマン症候群(KS)は、低ゴナドトロピン性性腺機能低下、嗅覚低下・消失、二次性徴
の欠如を伴う先天性疾患である。現在までに、Anosmin-1(Anos1)をコードする KAL-1遺伝
子を含む 8つの原因遺伝子が同定されている。KS患者は、嗅神経の嗅球への軸索伸展、嗅
球形成、およびゴナドトロピン放出ホルモン(GnRH)神経の嗅上皮から視床下部への移動に
障害があることが報告されているがその分子メカニズムについては不明な点が多い。また

Anos1は細胞外分泌タンパク質であり、誘因性軸索ガイダンス分子と考えられているが、
その作用機序はほとんど明らかにされていない。 

Anos1のタンパク質ホモロジー解析により、DCCおよび Neogeninの細胞外領域と約 40％
の相同性があることを見出した。DCCおよびNeogeninは、軸索ガイダンス分子Netrin-1(NTN1)
の受容体として知られ、ノックアウトマウスやモルフォリノを用いたゼブラフィッシュの

解析から、NTN1シグナルが GnRH神経の細胞移動や嗅神経の嗅球への投射を制御する事
が明らかにされている。本研究では、Anos1が NTN1の可溶型受容体として働いて、NTN1
シグナルを制御することにより、嗅球形成や GnRH神経の移動を促進する可能性を検証す
る。 
Anos1と NTN1が相互作用するかを検討するため、Anos1および NTN1を過剰発現させた
HEK293T細胞の細胞培養上清を用いて共免疫沈降を行った。その結果、NTN1と Anos1が
直接結合した。Biacoreを用いたタンパク質相互作用の解析から、Anos1と NTN1の結合は
高親和性 (Kd: 5.23nM)であることが明らかになった。加えて、欠損型Anos1を用いた Biacore
の解析から、4つの FNIIIドメインの中で 2つ目の FNIIIドメインが NTN1との結合に関与
していることが示唆された。次に、Anos1が NTN1に結合することにより NTN1の受容体
への結合を制御するという仮説を立て、AP-binding assayにより検証を行った。その結果、
NTN1受容体 DCC及び UNC5Bへの NTN1の結合を Anosmin-1が阻害することが明らかに
なった。次に、Anos1が NTN1の生物学的活性を実際に制御しているかを検証するため、
PC12細胞を用いた成長円錐崩壊アッセイを行った。その結果、NTN1単独添加により成長
円錐の崩壊が誘導されたのに対し、Anos1と NTN1の同時添加により成長円錐の崩壊が阻
害された。NTN1による成長円錐崩壊の細胞内シグナルを検討した結果、アクチン重合の
制御タンパク質cofilin-1の脱リン酸化が誘導され、Anos1を同時添加することによりcofilin-1
の脱リン酸化が阻害された。これらの結果から、Anos1は、NTN1の可溶型受容体として
働き、NTN1シグナルを阻害することにより誘因性軸索ガイダンス作用を持つことが示唆
された。先行研究の知見を合わせて考えると、Anos1は NTN1といった全く異なるガイダ
ンスシグナルを制御することにより、嗅神経軸索の投射や GnRH神経の移動を制御してい
ることが示唆された。 
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microRNA-1270に拮抗するインターフェロンαcompeting endogenous RNAネットワーク 
○坂本凌、蔣時文、吉田徳之、木村富紀 
立命館大学薬学部薬学科病原微生物学研究室  

 
【目的】	
 我々はこれまでに、自然免疫の主たるエフェクターをコードするインターフェ

ロンα1 (IFN-α1)遺伝子の逆鎖から転写されるアンチセンス (AS) RNAが、同 mRNAを転
写後性に安定化し、IFN-αタンパク質の発現を増大させることを報告した 1)。その作用メ

カニズムとして、IFN-α1 mRNAの発現を負に制御する microRNA-1270 (miR-1270)が同 
mRNAに結合するに際し、IFN-α1 AS RNAが競合的に拮抗する可能性を考えた。しかし、
IFN-α1 AS RNAが競合的拮抗阻害を果たすためには、同分子と miR-1270の分子比が概ね
1:1になることが必要と考えられる 2)。しかしながら、これまでの研究から IFN-α1 AS RNA
を含め、 アンチセンス RNAの発現は一般的に mRNAに比較し低レベルにとどまることが
知られている 1)。そこで、IFN-α1 AS RNAによる同 mRNA安定化の新たなメカニズムを
知る目的で、miR-1270に対するデコイ RNAとして機能する可能性を検討した。その結果、
IFN-α1 AS RNAは他の miR-1270標的分子と共にネットワークを形成し、miR-1270を吸着
する結果、IFN-α1 mRNA分解に拮抗することを見出したので報告する。 
 
【方法】	
 IFN-α1 AS RNA並びに mRNA及び miR-1270の分子数を RT-qPCRにより定量
した。続いて、IFN-α1 AS RNA上にmiR-1270 response element (MRE-1270)をマッピングし、
ルシフェラーゼレポーターにより検証した。加えて、miR-1270過剰発現及び miR-1270の
中和実験により、その標的であるMRE-1270を有する分子の同定を図った。 

 
【結果と考察】	
 IFN-α1 AS RNA上には、MRE-1270が 5ヶ所に分布した。同 AS RNA分
子数が 1 µg RNA量あたり 1,558±82であり、antimiR-1270によりその発現は 3.6倍に増大
したことから、IFN-α1 AS RNAが有するMRE-1270は、1 µg RNAあたり 100,100±9,696
分子存在する miR-1270に対し、その約 30％に相当することが明らかになった。しかしな
がら IFN-α1 AS RNAが competing endogenous RNA (ceRNA)として miR-1270に拮抗するに
は、残余の 70%を充当する他のMRE陽性分子の存在が必要と考えた。そこでMRE-1270
陽性分子のバイオインフォマティクス解析と antimiR-1270導入による内因性miR-1270の中
和実験を行ったところ、IFN-αファミリーに属する IFN-α8,10,14,17  mRNA に加え、IFN-
α7,8,10,14 AS RNAおよび
CAPRIN1を含む 5種の mRNA
分子が、MRE-1270を介して
miR-1270に拮抗することが明ら
かになった。以上の結果から、

IFN-α1 AS RNAをはじめとす
るこれらの AS RNA並びに
mRNA群が、miR-1270に対す
る ceRNAネットワークを形成
しmiR-1270に拮抗することで、
IFN-α1 mRNAの発現を制御
する事が考えられた(図 1)3)。 
 
【文献】 1. Kimura, T. et al. (2013) Cellular and molecular life sciences, 70: 1451-1467. 

2. Tay, Y. et al.  (2014) Nature 505: 344–352. 
3. Kimura, T. Sakamoto, R. et al. (2015) Cellular and molecular life sciences, in press.         

図 1	
 IFN-α	
 ceRNAネットワークモデル	
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核酸ドラッグの RISC に対する結合親和性評価法の開発 
○小西諒1, 松山洋平1, 有吉純平1, 小堀哲生1, 村上章2, 山吉麻子3,4 
1京工繊大院工芸科学, 2京薬科大, 3京大白眉センター, 4京大院理学, 

 
【目的】microRNA (miRNA) は、ヒトの遺伝子発現の約 3 分の 1 以上を制御している
non-coding RNA であり、その発現異常が癌などの疾患に関与していることから、核酸医薬
の標的分子として非常に注目を浴びている。miRNA の機能を阻害する代表的な手法とし
てアンチセンス法が挙げられる。現在、アンチセンス核酸 (ASO) の設計は、miRNA と 
ASO との熱力学的安定性 (二重鎖融解温度:Tm) を指標とするのが一般的である。しかし、
miRNA と ASO の Tm と、細胞内における miRNA の機能阻害効果との間には必ずしも
相関性が得られないことが報告されている 1)。そこで本研究では、miRNA が機能を発現す
るためには必ず RNA-induced silencing complex (RISC) と呼ばれる、リボヌクレオプロテイ
ンを形成する点に着目し、RISC と ASO の結合親和性 (解離定数:Kd) を算出する手法の
開発を目的とした。RISC と ASO の Kd を求めることが出来れば、 ASO を設計する上
で有用な指標となることが期待される。 
【方法】ASO の標的として、Firefly luciferase mRNA を切断する miRNA (miR-Luc) を選
択し、RISC を形成する miR-Luc のガイド鎖 RNA の 5' 末端に 32P 標識を行った。次に 
in vitro RNAi system 2) を応用し、RISC と ASO との結合親和性を Native agarose gel 電気
泳動により評価した。 
【結果と考察】Native agarose gel 電気泳動による分析の結果、ASO (2'-OMe型) の濃度が
上昇するに伴ってバンド①が消失し、バンド②へシフトすることが明らかとなった (Figure 
1)。この結果より、バンド①は RISC であり、バンド②は RISC-ASO 複合体であることが
示唆された。次にバンド①とバンド②の輝度を ASO の濃度に対してプロットし回帰分析
を行ったが、適切な回帰曲線を得ることが出来ず、RISC と ASO との Kd を求めること
が出来なかった。この原因と

して、ウェルに検出されるバ

ンドが考えられる。このバン

ドは RISC が凝集化し、泳動
されなかったものであると想

定した。そのため、RISC と 
RISC-ASO 複合体を正確に分
画出来なかったと考察した。

RISC の凝集化を防ぐために
ポリビニル硫酸を添加し、泳

動パターンの検証を行った。発表ではその検証結果について報告する。 
【文献】  
1. C. Esau, et al. (2006) Nucleic Acids Res., 34, 2294-2304.   
2. T. Kawamata, Y. Tomari, et al. (2009) Nat. Struct. Mol. Biol., 16, 953-960. 

Figure 1. Native agarose gel 電気泳動による
RISC-ASO 複合体の分析 
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cMycにより発現制御される miR17-92の iPS細胞誘導過程における役割に関する研究 
 

○植山 萌恵 1、重野 麻子 1、十河 孝浩 2、馬場 藍 1、大矢 知佳 1、 
小原 惇 1、成川 智貴 1、野津 遼祐 1、早川 千尋 1、川村 晃久 1 

1立命館大・生命科学・生命医科学，2国立病院機構・京都医療センター 
 
【目的】 
	
 人工多能性幹(iPS)細胞を用いた再生医療が期待されている一方で、その安全性を検証す
ることが現在の課題の一つである。この問題を解決するために、依然として不明な点が多

く存在する。特に iPS細胞が樹立する分子メカニズムについて詳細に解明する必要がある。
我々は、これまで、iPS細胞への初期化過程で発現が変化する転写産物を網羅的に解析し、
最近、非コード RNAである microRNA17-92 cluster(miR17-92)の発現が初期化早期から亢進
している可能性を見出した。また、これまでの報告から、miR17-92は下流の標的遺伝子と
して癌抑制遺伝子 Ptenの発現を負に制御していることが示唆されている。さらに、Ptenは
Aktを脱リン酸化することで、細胞増殖やがんを抑制することから iPS細胞形成を負に制御
している可能性が強く示唆される。そこで本研究の目的は、iPS細胞誘導過程における
miR17-92の果たす役割について検討することである。 
 
【方法】 
	
 野生型 C57BL/6マウスの胎生 13.5-14.5日の胎児から線維芽細胞(mouse embryonic 
fibroblasts,MEFs)を採取して、iPS細胞を作製するための体細胞として用いた。レトロウイ
ルスを用いた iPS細胞の誘導は、過去の報告 1)に従って行った。RT-QPCR法により、誘導
過程における遺伝子の発現を mRNAレベルで解析した。miR18a、19aの発現に関しては
Applied Biosystems社のキットを用いたRT-QPCR法により定量解析を行った。またRT-QPCR
法、蛍光免疫染色、胚様体形成における多分化能の確認実験及び奇形腫形成実験解析によ

り miR17-92を用いて作製した iPS細胞株の特性解析を行った。 
 
【結果】 
	
 初めに、初期化過程で miR17-92の発現を定量する目的で RT-QPCRを行った。誘導過程
早期(5日目)で、初期化 4因子(Oct4/Sox2/Klf4/cMyc)により miR17-92の中で miR18a、19a
の発現が 2-3倍程度まで上昇し、cMycがこの原因となっていることが判明した。さらに
miR17-92をウイルスにより強制発現させることで、iPS細胞の形成効率の上昇を認めた。
また cMycを除いた 3因子による iPS細胞誘導においても miR17-92の強制発現によって、
Nanog陽性のコロニー形成効率の上昇を認めた。miR17-92のプロモーター解析の結果では、
誘導過程における cMycの結合部位が同定された。興味深いことに、miR17-92の発現が亢
進している未分化 ES細胞においては、初期化誘導過程とは cMycが結合する領域が異なる
可能性が示唆された。 
 
【考察】 
	
 以上の結果より、cMycによる miR17-92の発現は iPS細胞形成に重要であるということ
が明らかになった。また、多能性の誘導と維持において cMycが miR17-92の発現に果たす
役割が異なっている可能性が示唆された。 
 
【文献】 1. Kawamura T et al. Linking the p53 tumour suppressor pathway to somatic cell 

reprogramming. Nature 2009; 460: 1140-1144.	
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乳癌培養細胞並びに組織における EphA2アンチセンス RNAの発現 
○吉田徳之 1，西澤幹雄２，杉江知治３，奥村忠芳３，木村富紀 1 

1立命館大・薬・病原微生物，2立命館大・生命科学・医化学，3関西医大・医・外科学 
 
【目的】我々は転写後性の遺伝子発現制御メカニズムに注目し、宿主自然免疫の主エフェ

クターをコードする IFN-α1 mRNAを対象にその発現制御研究を進め、IFN-α1遺伝子の逆
鎖から転写される IFN-α1アンチセンス（AS）RNAが IFN-α1 mRNAの発現を安定化させ
ることを見い出した 1)。近年 Eph ファミリーが悪性腫瘍において高発現することが報告さ
れ、癌の悪性化に関与するという報告がある 2)。そこで、これまでの知見を生かし、EphA2 
AS RNAによる同 mRNAの発現調節機構を明らかにし、乳癌をモデルとする癌治療開発に
おける新規創薬シーズ発掘へと発展させることを到達目標とした。その為にまず、EphA2 
AS RNAを同定し、その発現解析を行ったので報告する。 
【方法】EphA2 AS RNAを同定する目的で、乳癌培養細胞MDA-MB-231を用いたノーザン
ブロッティングを行った。さらに、同 AS RNA の 5’及び 3’端の決定とゲノム上における
EphA2 mRNAに対する局在を決定する目的で、PCRマッピング、RACE実験を行った。 
	
 EphA2 mRNA 及び同 AS RNA 発現を解析するために、3 種の乳癌培養細胞（MCF10A, 
MCF-7, MDA-MB-231；MCF10A は乳腺上皮細胞、MCF-7 は分化型乳（腺）癌細胞、
MDA-MB-231 は未分化型乳（腺）癌細胞）、又はヒト乳癌組織を用いて定量的 RT-PCR を
行った。 
【結果】ノーザンブロッティングの結果から、EphA2 mRNAが 5 kb長なのに対し、同 AS 
RNAは 1.9 kb長と推定された。この結果並びに、PCRマッピング、RACEの結果を合わせ、
EphA2 AS RNA は同 mRNA 3’UTR領域と重複し、第 17エクソン領域に伸長することを明
らかにした。 
	
 乳癌培養細胞、及びヒト検体において、EphA2 AS RNA発現が高いと同 mRNA発現も高
いという強い正の相関関係があった。更に乳癌培養細胞においては、細胞の分化度に逆相

関して EphA2 mRNAと同 AS RNA発現が増大した。しかしながら予想に反して、ヒト検体
においては、乳癌組織より正常組織において EphA2 mRNAと同 AS RNA発現が髙値であっ
た。 
【考察】EphA2 mRNAと同 AS RNA発現には強い正の相関関係が認められ、EphA2 AS RNA
は同 mRNA の発現制御に何らかの関与をすることが推測された。EphA2 AS RNA は同
mRNA 3’UTR領域に対応して逆鎖方向で存在することから、iNOS AS RNAにおいて報告さ
れるように 3)、この領域のARE（AU-rich element）部分で、HuR（human homolog R of embryonic 
lethal-abnormal visual protein）、PTB（polypyrimidine tract-binding protein）や hnRNP L
（heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L）と複合体を形成して、EphA2 mRNAの安定化調
節に関与する可能性が考えられる。 
	
 ヒト検体において、正常組織より乳癌組織で EphA2 mRNAと同 AS RNA発現が抑制され
た結果は、今までの報告と矛盾する。この結果を更に検証するために、EphA2 の下流因子
（JAK/STAT、Wnt/β-cat経路）を解析しており、この結果を合わせて報告する予定である。 
 
【文献】 1. Kimura, T., Jiang, S., Nishizawa, M., Yoshigai, E., Hashimoto, I., Nishikawa, M., 

Okumura, T., Yamada, H. (2013) Cell. Mol. Life Sci. 70, 1451-1467 
2. Landen, CN., Kinch, MS., Sood, AK. (2005) Expert. Opin. Ther. Targets. 9, 

1179–1187 
3. Matsui, K., Nishizawa, M., Ozaki, T., Kimura, T., Hashimoto, I., Yamada, M., 

Kaibori, M., Kamiyama, Y., Ito, S., Okumura, T. (2008) Hepatology. 47, 686-697 
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Zn-α2-glycoproteinの血清中濃度と血圧の相関およびその分子機構 
○栗田宗一、竹内圭介、上山久雄、扇田久和 

滋賀医大・分子病態生化学 
 

【目的】Zn-α2-glycoprotein (ZAG) はヒト血漿α2分画中に存在する分子量 41kDaのタンパ
ク質で、がんなどの疾患との関連が報告されている 1)。ZAGは脂質代謝の制御にも関与す
ると考えられているが 2)、血清中 ZAG 濃度と BMI や血圧などのメタボリックシンドロー
ムの指標との相関については明らかにされていない。本研究では、定期健康診断受診者の

血清中 ZAG濃度を調べ、メタボリックシンドロームに関連する指標や生化学マーカーとの
相関とその分子機構を検討するとともに、ZAGの発現制御機構の解析を行った。 
 
【方法】定期健康診断受診者 326人 (男性 236人、女性 90人、17-79歳) の血清中 ZAG濃
度を ELISA 法により定量し、健康診断の BMI、血圧、血糖値、LDL コレステロールなど
の生化学マーカーとの相関を解析した。ZAG濃度と正の相関が見られた血圧について、血
圧上昇に関与する血管平滑筋の収縮を引き起こす RhoAの活性化を GSTプルダウン法によ
り解析した。ZAGは主に肝臓で産生されるため、培養肝細胞を用いたルシフェラーゼアッ
セイにより ZAGのプロモーター解析を行い、ゲルシフトアッセイでその領域に結合する転
写因子を解析した。 
 
【結果】血清中の ZAG濃度は平均 67.3 ± 21.1 µg/mlであった。ZAG濃度は、体重、BMI、
血糖値、総コレステロール、LDLコレステロールとは相関しなかったのに対し、収縮期血
圧および拡張期血圧と正に相関した。高血圧群 (81人) では正常血圧群 (245人) に比べて、
ZAG濃度が有意に高かった。ルシフェラーゼアッセイでは ZAG遺伝子の上流-110から-101
の領域に強いプロモーター活性が認められた。その領域を含む DNA 断片を用いたゲルシ
フトアッセイにおいて、培養細胞の核抽出液の添加によりバンドシフトが起こり、そこに

転写因子 Sp1 の抗体をさらに添加するとスーパーシフトが確認された。実際に培養肝細胞
において Sp1をノックダウンすると、ZAGの発現が低下した。血管平滑筋細胞を ZAGで
刺激すると、RhoAの活性化がみられた。 
 
【考察】受診者の高血圧と血清中 ZAG濃度の高値の因果関係は不明ではあるが、培養細胞
を用いた実験の結果から、血清中 ZAG濃度の上昇は、血管平滑筋細胞において RhoAの活
性化を引き起こし、それによって血管が収縮して血圧が上昇する可能性が示唆された。ま

た、ZAGの発現上昇に Sp1が関与することを示したが、そのさらに上流の因子や他の制御
機構を含め、ZAGの発現を亢進させる分子機構のさらなる解析が必要である。 
 
【文献】 1. Bürgi W, Schmid K. J Biol Chem. (1961) 236, 1066-1074. 

2. Russell ST, Hirai K, Tisdale MJ. Br J Cancer. (2002) 86, 424-428. 
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酸化亜鉛ナノ粒子はレニン-アンジオテンシン系を活性化し高血圧を惹起する 
○小野寺	
 章 1,2，屋山	
 勝俊 1，河合	
 裕一 1 

1神院大・薬，2神戸理研・CLST 
 
【目的】 
ナノマテリアルは、一次粒子の大きさが 100 nm未満の材料を意味する。これまでにシリ
カ・銀・酸化亜鉛を原料とする多数のナノマテリアルが生産されており、一般消費者向け

の製品への利用拡大が進んでいる。しかしながら、これらナノマテリアルが一定の曝露条

件を満たすことで、マウス等に影響を与える研究成果が多数報告されている。本研究グルー

プにおいても、銀ナノ粒子がミトコンドリア由来の酸化ストレスを増加させ細胞毒性を引

き起こすこと[1]、及びシリカナノ粒子が母体を経由して胎児の生育に影響すること[2]を明ら

かとしてきた。 
このような背景を踏まえ、経済開発協力機構では 14種類の代表的ナノマテリアルを抽出
し、安全性項目に関する情報収取を実施している。酸化亜鉛ナノ粒子もこの 14種に含まれ
ていたが、現在はこれら対象から外れている。本研究グループにおいても、過剰量の酸化

亜鉛ナノ粒子を曝露させない限り、血液生化学検査などの一般毒性試験ではマウス個体へ

の影響は観察できなかった。しかしながら、腹腔からの酸化亜鉛ナノ粒子の単回投与によっ

て、マウスの血圧が上昇し、この高血圧状態が数日間続くことを見出した。そこで本研究

は、ナノ酸化亜鉛による高血圧のメカニズムを明らかにすることを目的に、薬理学的研究

手法による解析を実施し、新知見を得たので紹介する。 
【方法】 
酸化亜鉛ナノ粒子は、粒子経が 100 nmの素材を用いた（nZnO100、SIGMA-ALDRICH）。

血圧動態の解析は、BALB/c雄性マウスを用い、腹腔又は頸静脈から単回投与し、その 1、
2、7日後の心拍数と収縮期血圧を tail-cuff法により測定した。次に、血管への影響を解明
するため、Wistar系雄性ラットの摘出胸部大動脈を用い、血管の弛緩収縮機能をマグヌス
法により評価した。また、血漿中のレニン活性を RIA法で測定し、血漿中のナノトリウム
濃度を酵素的測定法（Sodium Enzymatic Assay Kit, Diazyme laboratory）で測定した。 
【結果・考察】 

nZnO100の腹腔もしくは頸静脈からの単回投与により、マウスの血圧が上昇した。この
高血圧状態は、投与 2日後まで持続し、7日後には正常値に回復した。一方、これらマウ
スの心拍は正常であり、拍動の乱れもなかった。次に、高血圧の原因の一つである血管収

縮への影響を解析した。しかしながら、nZnO100は血管を収縮させず、弛緩反応も惹起し
なかった。そこで、一般的な高血圧の原因であるレニン-アンジオテンシン系への影響を明
らかにするため、血漿中のレニン活性及びナトリウム濃度を測定した。その結果、高血圧

を示したマウスのみ、活性の上昇とナトリウム濃度の増加が測定された。 
すなわち、nZnO100はレニン活性を直接に亢進する、もしくはナトリウム排泄の低下を
原因とする高血圧を惹起すると示唆された。 
【文献】 
 
 
 
 

 
1. A. Onodera, F. Nishiumi, K. Kakiguchi, A. Tanaka, N. Tanabe, A. Honma, K. 

Yayama, Y. Yoshioka, K. Nakahira, S. Yonemura, I. Yanagihara, Y. Tsutsumi, Y. 
Kawai. (2015) Toxicology Reports. 2, 574–579 

2. K. Yamashita, Y. Yoshioka, K. Higashisaka, K. Mimura, Y. Morishita, M. Nozaki, T. 
Yoshida, T. Ogura, H. Nabeshi, K. Nagano, Y. Abe, H. Kamada, Y. Monobe, T. 
Imazawa, H. Aoshima, K. Shishido, Y. Kawai, T. Mayumi, S. Tsunoda, N. Itoh, T. 
Yoshikawa, I. Yanagihara, S. Saito, Y. Tsutsumi. (2011) Nat. Nanotechnol. 6, 
321–328 
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ヨウ素染色を用いたアミロイド線維構造多形の識別	
 
○平松貴人 1，Ha Seongmin1，増田裕輝 1，茶谷絵理 1， 

1神戸大・院理・化 
 
【目的】アミロイド線維はタンパク質の異常凝集体であり、アルツハイマー病などアミロ

イドーシスと呼ばれる多数の疾患の原因物質である。アミロイド線維は cross-β構造と呼ば
れる共通構造を有しているが、その一方で階層的あるいは微視的な構造は異なっており、

同じタンパク質でもしばしば構造多形を示すことが知られている。アミロイド線維の構造

多形は疾病の症状や伝播性の分子基盤をなすことが提唱されており、アミロイドーシスの

分子的メカニズムの解明のためにも線維構造の解析は必須である。しかし、線維構造を解

析可能な手法は現状では非常に限られており、新たな手法の開発が望まれている。そこで

我々は生体内に沈着したアミロイド線維を染色可能なヨウ素 1）に着目し、線維構造に対す

る新規プローブとしての有用性の評価を試みるとともに、線維―ヨウ素間の詳細な反応メ

カニズムを解明することを目的とした。 
 
【方法】インスリンタンパク質を異なる３種類の条件(NaCl添加、SDS添加、添加物なし)
で自発的に線維形成させてアミロイド線維の構造多形を誘導し、３種類の線維を得た。線

維の形成をチオフラビン T蛍光、原子間力顕微鏡及び赤外分光法により確認した後、これ
らを KI / I2混合溶液でヨウ素染色し、それぞれの紫外可視吸収スペクトルを測定した。次

に線維を超音波で破砕して線維断片を作製し、これと天然状態のインスリンを混合して線

維構造伝播反応(シーディング反応)を行った。得られた線維をヨウ素染色し、そのスペク
トル形状をシーディング反応前のものと比較することでシーディング反応のヨウ素染色へ

の影響を評価した。最後に線維に対してヨウ素溶液を滴定し、ヨウ素濃度に対する吸収ス

ペクトル変化の観察及び解析を行った。 
 
【結果】ヨウ素染色した３種類の線維はそれ

ぞれ異なる色調を示し、可視領域の吸収スペ

クトルの形状に違いが見られた(図 1)。この
スペクトル形状はシーディング反応の前後で

完全に保存されたことから、ヨウ素染色によ

り示される色調は多形を識別していることが

示唆された。更に滴定実験により得られた吸

収スペクトルの解析を行ったところ、線維の

種類に応じて異なる吸収成分が存在すること

と、各吸収成分がヨウ素濃度に対して応答が

異なることが明らかとなった。すなわち、線

維には特異性の高いヨウ素結合部位が存在すること、更にその結合部位は線維の種類に応

じて異なることを示している。 
 
【考察】以上の結果より、ヨウ素染色はアミロイド線維の構造多形を精度よく区別可能で

あることが明らかとなった。またこの様な構造識別能はチオフラビン Tやコンゴーレッド
など既存のアミロイドプローブには見られないものであり、ヨウ素染色は線維構造の研究

において強力な手法になり得ると考えられる。 
 
【文献】 1. Virchow et al. (1854) Virchows Arch. 6, 268 

図 1.ヨウ素染色した３種類の	
 
線維の紫外可視吸収スペクトル 
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ヨウ素染色を用いたアミロイド線維構造多形の識別	
 
○平松貴人 1，Ha Seongmin1，増田裕輝 1，茶谷絵理 1， 

1神戸大・院理・化 
 
【目的】アミロイド線維はタンパク質の異常凝集体であり、アルツハイマー病などアミロ

イドーシスと呼ばれる多数の疾患の原因物質である。アミロイド線維は cross-β構造と呼ば
れる共通構造を有しているが、その一方で階層的あるいは微視的な構造は異なっており、
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【文献】 1. Virchow et al. (1854) Virchows Arch. 6, 268 
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高圧力 NMR法によるユビキチンの局所変性状態の立体構造解析 
○若本拓朗 1，北沢創一郎 2, 矢木–内海真穂 3, 加藤晃一 3, Nicola J. Baxter4, Christian 

Roumestand5, Mike P. Williamson4, 北原亮 6 
1立命大・生命科学研究科，2立命大・理工学研究科, 3 分子研, 4Dept. Mol. Biol. and Biotec., 

Univ. Sheffield, 5Centre de Biochimie Structurale, Univ. Montpellier, 6立命大・薬学部 
 
【目的】近年、蛋白質の天然状態よりも高いギブズ自由エネルギーをもった状態(高エネル
ギー状態)と、分子認識や蛋白質の機能発現との関わりが注目されている。高エネルギー状
態は存在率が低いため通常は分光学的に観測困難であるが、高圧力 NMR 法を用いる事に
より圧力下でその分布率を増加させ観測可能にできる(1-3。高圧力 NMR 法により、ユビキ
チンは 2 つの高エネルギー状態(準安定状態 N2,局所変性状態 I)を持つ事が明らかになって
いる(1。変異体 Q41Nを用いた研究から、298 K・250 MPa下で N2状態の分布率が 97％にま
で増加し、3 次元 NMR 測定に基づいた高精度な立体構造解析に成功している(2。一方、I
状態は 33−42残基のループ及びβシート領域が局所的に不安定な構造をとると考えられて
いるが(3、詳細な立体構造解析には至っていない。本研究では、高圧力 NMR法を用い I状
態の立体構造の解明を目的としている。 
 
【方法】変異体 Q41Nを用いて低温（278 K）・酸性(pH4.0)条件下で、0.1-250 MPaまでの
範囲で高圧力 NMR測定を行い、信号強度の変化から N(N1+N2)状態,I状態,U状態の各分布
率を算出した。距離情報(NOE)と主鎖二面角情報(TALOS+)を基に CYANAversion3.96 を用
いて立体構造解析を行い、15Nスピン緩和法 (R1,R2,hNOE)により主鎖の運動性を調べた。 
 
【結果】変異体 Q41Nの場合、250 MPa (278 K, pH 4.0)では、N、I、Uの分布率はそれぞれ
30%、50%、20%であった。15Nスピン緩和測定から、I状態では、33-42残基でアンフォー
ルド様の高い運動性を持ち、他の領域は N状態と類似の運動性であることがわかった。ま
だ構造の最終的な精密化に至っていないものの、立体構造解析からは 33-42 残基以外の領
域では N状態と類似の 2次構造を持つことが示唆された。 
 
【考察】3状態が混在している NMR構造解析が非常に困難な系であるが、各部位から得ら
れる NOE信号（距離情報）や主鎖二面角情報を丁寧に集めることにより、I状態の立体構
造解析が収斂しつつある。高エネルギー状態の原子座標解析は、近年のタンパク質構造研

究で注目されている研究であるが、化学シフト情報を用いた構造モデリング法

(CS-ROSETTA 法)に止まっており、NOE を用いた精密構造解析に成功した例は、高圧力
NMR法による我々の結果だけである(1,2。 
 
【文献】 1. Kitahara, R., Yokoyama, S., Akasaka K. (2005) J. Mol. Biol. 347, 277-285 

2. Kitazawa, S., Kameda, T., Kumo, A., Yagi, M., Baxter, N., Kato, K., Wiliamson, MP., 
Kitahara, R. (2014) Biochemistry. 53, 447-449 
3. Kitahara, R., Akasaka, K (2003) PNAS, 100, 3167-3172 
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【目的】蛋白質はすべての生命に共通にその現象の最前線を受け持つ反面、化学的には単純な原子から

なる分子に過ぎない。一方で単純な原子・分子で、一方で地球上のあらゆるいのちの現場を受け持つ事

実は、一見して矛盾―“パラドックス”ともいえる。このパラドックスを紐解くことは生化学の基礎で

あり、同時に素粒子や原子分子よりなる宇宙の中で、どうして生命現象が可能かの問に答える鍵でもあ

る。その鍵を、結晶中でのいわゆる“天然構造”の中に見出そうとする試みは、部分的にしか成功して

いない。高分解能高圧 NMR法[1]によって蛋白質を眺めれば、このパラドックスの原点が見えてくる。 
 
【方法】高分解能高圧 NMR法[1]を 15N,13C核等で標識した蛋白質試料に適用する。 
【結果】ニワトリリゾチームの加圧下での NMRスペクトル[2]を図１に示す。同じ蛋白質分子から、加
圧下で図のような全く異なる２つのスペクトル群が得られる。水溶液中のフォールド状態では個性的な

変化(A)、もう一方のウレア中では非個性的な変化(B)を示す。右のプロットはこれを裏打ちしている。 

.     	
  
図 1. （左）ニワトリリゾチームの加圧下での NMRスペクトル(1H/15N HSQC) 

（右）信号のシフト変化の大きさを残基毎のプロットで示す。[2] 
 
【考察】 この結果から、機能を有する蛋白質分子では、主鎖の Nや H原子が加圧下で独特のうごき

をしていることが明白である。ウレア中ではそれが消失している。 
加圧下での NMRスペクトル変化は、常圧下での揺らぎ（うごき）を拡大して示している [3]。本来
ランダムな熱揺らぎは“生きたうごき”に変っている！さまざまな蛋白質での実験結果は、その動

きはそれぞれの蛋白質に個性的で、それぞれの機能に特化したものであることを示している[4]。 
私はこの結果をこうみる：生物は適当な温度と圧力等の環境下で環境に適応して生息できる。

それは、蛋白質がランダムな熱揺らぎを、自ら“生きたうごき”―それぞれの蛋白質機能に

結びつく“うごき”―に変えているからである。現存する蛋白質には、これを可能にする“隠

れたデザイン”がある。このデザインは加圧によって顕在化することができる[4]。 
 
ランダムな熱揺らぎを“生きたうごき”に変えることはどうして可能なのか？ 
１つには、自然はこれを可能にする“分子技術”を使っている。 
２つには、自然はこれに適したアミノ酸配列を“進化の時間”の中で選びとってきた。 

従って、蛋白質のパラドックスは、単に宇宙に内在する原子・分子に共通の原理に依るのではなく、

数十億年の時間をかけて生物自身が関与して創りあげた特別な分子であることに由っている。 
 
【文献】 1.  Akasaka K, Yamada H. (2001) Methods Enzymol. 338:134-58. 

2. Kamatari YO, Yamada H, Akasaka K, Jones JA, Dobson CM, Smith LJ. (2001) 
Eur J Biochem.268(6):1782-1793. 

3. Hirata1 F, Akasaka K (2015) Journal of Chemical Physics 142(4):044110 
4. Akasaka K. (2006) Chemical Reviews 106(5):1814-35. 
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銀ナノ粒子による細胞毒性はミトコンドリアからの ROS産生に関連する 
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【目的】 
ナノマテリアル(NM)は、従来のサブミクロンサイズ以上の素材とは異なる新たな機能を
有することから、次世代を担う素材として注目されている。一方で、NM特有の毒性が懸
念されており、安全性の確保が急務となっている。現在までに、NMの細胞毒性の１つに
活性酸素種(ROS)による酸化的損傷が挙げられている。酸化的損傷は、抗がん剤や重金属ス
トレス、または炎症反応との関連が示されており、その発生源や作用機序は個々の事象に

より異なる。本研究では、NMによる細胞毒性と酸化的損傷の関連を明らかにすることを
目的に、2種類の NMを用い ROSの局在性について検討した[1]。 
 
【方法】 
本研究は、粒子径 70 nm (nSP70)のナノシリカ、粒子径 1 nmのサブナノ銀（snAg）を NM

のモデル材料として用いた。これら NMの処置条件は、11.1～300 µg/mLの nSP70、もしく
は 0.1～10 µg/mLの snAgを Balb/3T3細胞へ 1時間処置とした。細胞毒性は、WST-1法で
生細胞数を定量評価し、ROSの局在性は、ラジカル反応性蛍光プローブの DCFH-DA を用
い、共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV1000 (OLYMPUS) によりイメージングした。 

 
【結果・考察】  

nSP70の細胞毒性は、300 µg/mLを最大とする濃度範囲では、生細胞数の低下は観察され
なかった。一方、snAgの細胞毒性は、1 µg/mLの処置条件で生細胞数が40％に低下し、5 µg/mL
では 0％となった。また、0.1～0.5 µg/mLの濃度範囲では生細胞数の低下は観察されなかっ
た。次に nSP70による ROSの産生は、細胞質全体で DCFの蛍光が観察され、snAgではミ
トコンドリアでの DCFの局在が確認された。以上より、ナノマテリアルの細胞毒性発現メ
カニズムは、ミトコンドリアからの ROS産生と強く関連すると示唆された。 

 
【文献】 
 
 
 
 

 
1. A. Onodera, F. Nishiumi, K. Kakiguchi, A. Tanaka, N. Tanabe, A. Honma, K. 

Yayama, Y. Yoshioka, K. Nakahira, S. Yonemura, I. Yanagihara, Y. Tsutsumi, Y. 
Kawai. (2015) Toxicology Reports. 2, 574–579 
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非晶質ナノシリカは PI3Kシグナルを介した血管の弛緩反応を惹起する 
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【目的】 
先の研究で我々は、非晶質シリカが細胞内の遊離 Ca2+濃度を一過性に増加させる新たな
ナノバイオ反応を見出した。細胞内遊離Ca2+濃度の増加は、Ca2+依存性のシグナルカスケー
ドを活性化し、血管においては内皮細胞依存性の弛緩反応を惹起する。本研究では、ナノ

サイズの非晶質シリカが血管の弛緩反応を惹起するか否かを明らかとし、さらに、Ca2+チャ
ネル、PI3K、COX阻害剤を用い、非晶質ナノシリカによる血管弛緩反応のメカニズムを解
析した。 
 
【方法】 
ナノサイズの非晶質シリカは、1次粒子径が 70 nm (nSP70)を用いた。マイクロサイズの
非晶質シリカは、1次粒子径が 300 nm (nSP300)及び 1000 nm (mSP1000)の 2種を用いた。血
管の弛緩反応は、1 µMのphenylephrine(Phe)による収縮条件下でマグヌス法を用い評価した。
マグヌス法で用いる血管は、11 週齢のWistar系雄性ラットの摘出胸部大動脈をリング標本
として用いた。各粒子径の非晶質シリカは、終濃度を 100 µg/mLとし、陽性対照に 1 µMの
Acetylcholine(Ach)を用いた。また、Ca2+チャネル阻害剤は Dantrolene(10 µM)（小胞体）、
SKF96365(100 µM)（細胞膜）を用い、PI3K阻害剤はWortmannin(100 nM)、L-NAME(40 µM)、
COX阻害剤は Diclofenac(10 µM)を用いた。 
 
【結果・考察】 
Phe収縮条件下の血管は、ACh処置により弛緩し、その最大弛緩率は約75%であった。nSP70
処置においても弛緩反応が観察され、その最大弛緩率は約 75％であった。一方、nSP300、
mSP1000処置では、微弱な弛緩反応が観察され、最大弛緩率はそれぞれ約 15％、約 10％で
あった。以上の結果により、ナノサイズの非晶質シリカが、AChと同様に血管弛緩を惹起
すると示唆された。そこで、各種阻害剤を用い nSP70による血管弛緩反応のメカニズムを
追究した。その結果、SKF96365、Wortmannin、L-NAME処置により nSP70による血管弛緩
反応は抑制された。一方、Dantrolene、Diclofenac処置では nSP70による血管弛緩反応は抑
制されなかった。これら結果より、血管への nSP70処置は、血管内皮細胞の Ca2+チャネル
の開口および PI3Kを介した NO産生を活性化し、血管弛緩を惹起すると示唆された。 
 
【文献】 

E8 

111



生体内におけるポリ ADPリボシル化反応と細胞増殖との関連について 
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 益谷美都子 3 , 三輪正直 2 
1関西医科大学・医・微生物学,  2長浜バイオ・院・バイオサイエンス,	
 	
 

3国立がんセンター・ゲノム安定性,  4名古屋女子短期大・生活 
 
 
 
【目的】細胞内でのポリ ADP-リボシル化反応の役割については、塩基除去修復が知られて
きたが、染色体の安定性や細胞増殖における関与等を含めて未だ多くの不明な点が残って

いる。我々は DNA損傷が無い状態での生体内に微量に存在するポリ ADPリボース（PAR）
量の変化が細胞の増殖とどのような関係にあるのかについて、PARP 阻害剤を用いて解析
を行った。 
 
 
【方法】 CHO-K1細胞およびMEF細胞に対し、ポリADPリボシル化阻害剤（3AB, NU1025, 
AG14361）の効果について調べた。細胞増殖性についてはトリパンブルー細胞計測、細胞
周期についてはフローサイトメーター( FCM )を用いて、中心体数はγ-tubulin抗体を用い
た免疫染色法にて、染色体数の計測はギムザ染色後による顕微鏡観察によって計測した。

増殖シグナルの影響については、Immunoblot法により検出を試みた。なお AKT阻害剤は
（10-NCP, API-2）を用い、PARPの活性測定は、NAD＋を基質とした酵素活性法を用いて
測定した。 
 
 
【結果】全ての用いたポリ ADPリボシル化阻害剤では細胞死は認められなかったにも関わ
らず、細胞増殖は抑制された。しかし細胞周期のパターンの変化は認められなかった。故

に細胞周期の進行が全体として遅延していることが判明した。この結果を踏まえ、細胞外

からの増殖刺激による細胞増殖シグナル経路を検討したところ、ポリ ADPリボシル化阻害
により AKTの強い脱リン酸化が認められた。さらに我々は AKT阻害剤を用いて同様に検
討したところ、細胞増殖性の低下ならびに中心体数の増加、異数染色体数の増加が認めら

れた。その一方で AKT阻害剤そのものには PARP活性の阻害は認められなかった。以上の
結果から、in vivoレベルでのポリ ADPリボシル化反応は AKT経路を通して、細胞増殖を
調整していることが示唆出来た。 
 
 
【考察】現在、PARP阻害剤は BRCA変異を持つ遺伝性乳がんに対して合成致死性を誘導
する新しい抗がん治療薬候補として、また虚血再還流障害の軽減作用など臨床応用が期待

されている。今回の AKTによる細胞増殖機構の調節とポリ ADP-リボシル化との間に何ら
かの関連があることを示唆する所見を得られた。今後はこの点について更に検討して行き

たいと考えている。
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E9 
タンパク質 N末端アセチル化を介した選択的ミトコンドリア分解の制御 

○英山明慶, 岡本浩二 
阪大・生命機能 

 

【目的】マイトファジーは細胞内において、ミトコンドリアを選択的に分解する機構であ

り、機能不全となったミトコンドリアを除去することで、その品質管理に貢献している。

出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeでは、呼吸増殖を長時間行った場合にマイトファジーが
誘導される。この際、ミトコンドリア分解の分別マーク・タンパク質 Atg32が発現し、ミ
トコンドリアの表層に局在することでマイトファジーが進行する。Atg32を中心に、マイ
トファジーの分子メカニズムの解明が進められているが、その制御機構は未だ不明な点が

多い。我々はマイトファジーのメカニズムの解明を目指し、その制御に関与する新規因子

の候補として、NatAを同定した。NatAはタンパク質 N末端アセチル基転移酵素であり、
触媒サブユニット Ard1とアダプターサブユニット Nat1で構成される複合体である。NatA
はリボソームと結合し、新生ポチペプチド鎖 N末端の 2番目のアミノ酸残基に対して、ア
セチル CoAからのアセチル基を転移させる。本研究では、タンパク質の N末端アセチル化
とミトコンドリア分解の関係性について解析を行った。 

【方法】Nat1と Ard1をそれぞれ欠損させた酵母細胞を用いて、ミトコンドリアの液胞(酵
母のリソソーム)への取り込みを確認するため、蛍光顕微鏡による観察を行った。また、ジ
ヒドロ葉酸レダクターゼ(DHFR)に赤色蛍光タンパク質mCherryを付加した融合タンパク質
を、ミトコンドリアのマトリックスに局在させた株を作成した。この細胞を使用し、ウェ

スタンブロッティングによって freeの mCherryの蓄積が検出されれば、ミトコンドリアの
分解度合を示すことになる。ここでは Nat1と Ard1の欠損細胞だけではなく、NatAの酵素
活性が阻害されるように、Ard1に変異を入れた細胞も用いて解析を行った。さらに、NatA
がマイトファジーのどの段階に関与しているかを調べるために、ミトコンドリアが隔離膜

で囲まれた構造体（マイトファゴソーム）の形成についても蛍光顕微鏡を用いて解析を行っ

た。最後にマイトファジーの必須因子である Atg32の発現量の変化についてもウェスタン
ブロッティングによる解析を行った。 

【結果】呼吸増殖において、NatA欠損細胞ではミトコンドリアの液胞への取り込みがあま
り確認できなかった。加えて、ミトコンドリアの分解を示す freeの mCherryの蓄積も、野
生型の細胞と比べ、NatA欠損細胞と酵素活性を阻害した Ard1の変異体では強く抑制され
た。さらに、ミトコンドリアが隔離膜で囲まれたマイトファゴソームに関しても、NatA欠
損細胞ではその形成の異常が確認できた。また、Atg32の発現誘導も部分的に抑制された。
一方、NatAの欠損細胞で Atg32の発現量を上げた場合、ミトコンドリアの分解が一定の割
合で回復することもわかった。 

【考察】以上の結果から、NatAがミトコンドリアの選択的分解の進行に極めて重要な因子
であることが示唆された。酵素活性を無くした NatAでも、ミトコンドリアの分解が抑制
されたことから、アセチル化作用がマイトファジーに重要であることは確からしいと考え

る。そして、NatA欠損細胞でマイトファゴソーム形成に異常が見受けられたことから、こ
の因子はマイトファジーの初期段階の制御に関与している可能性が高い。また、NatAは
Atg32の発現制御に関与していることも示唆された。つまり、少なくとも Atg32は、NatA
とマイトファジーの間を介する因子の一つであると考えられる。しかし、アセチル化を受

けるタンパク質の数が非常に多いことから、NatAの基質でマイトファジーの制御に関わっ
ている因子が他にもある可能性が高く、今後は Atg32以外に、アセチル化とマイトファジー
を繋ぐ因子の更なる探索が必要である。
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ラット線維芽細胞における TGF-βシグナルの Hsc70による制御について 
○東本菜月 1，池﨑みどり 2，松村考 1，井原義人 2 

1和歌山県医大・医・大学院準備課程，2和歌山県医大・医・生化 
 
【目的】TGF-βは細胞の増殖、分化、アポトーシス、遊走や細胞外マトリックス産生を含
む様々な細胞プロセスを制御している。TGF-βは、様々な組織の線維化において重要な促
進因子とされており、線維芽細胞の活性化を介して細胞外マトリックス蓄積を促すことが

知られている。TGF-βシグナルは、転写因子である Smad2や Smad3が TGF-βⅠ型受容体、
TGF-βⅡ型受容体によりリン酸化されて、核内に移行し標的遺伝子の転写を制御している。
一方、熱ショックタンパク質は種々のストレスによる細胞障害の防御・修復に重要な役割

を担う分子シャペロンであるが、非ストレス下においても機能していることが知られてい

る。熱ショックタンパク質 Hsp70ファミリーの 1つである Hsc70は、細胞質や核で構成的
に発現しており、変性タンパク質のフォールディングだけではなく、エンドサイトーシス

や細胞内膜輸送、シャペロン介在性オートファジーなどに関与することが報告されている。

本研究では、ラット線維芽細胞 NRK 49Fを用いて、Hsc70の TGF-βシグナルに対する影
響を明らかにすることを目的とした。 
 
【方法】NRK 49F細胞にHsc70 siRNAを導入しHsc70発現を抑制後、TGF-β処理を行った。
TGF-βシグナルへの影響は、リン酸化 Smad2とリン酸化 Smad3レベルについてイムノブ
ロット法、免疫蛍光染色法により評価した。また、細胞抽出 RNAを用いて TGF-β誘導性
の結合組織成長因子（CTGF）産生に対する影響をリアルタイムRT-PCR法により解析した。
次に、NRK 49Fは Hsp70発現が低いため、熱処理により発現誘導を行い、上記と同様の解
析を行い、TGF-βシグナルへの影響を評価した。 
 
【結果】siRNAによる Hsc70発現抑制により、TGF-β依存性の Smad2および Smad3のリ
ン酸化レベルの抑制が認められた。免疫蛍光染色法により、リン酸化 Smad2、Smad3核内
集積の阻害が観察された。また、Hsc70発現抑制されることで、TGF-β誘導性の CTGF産
生についても、低下していた。Hsc70発現抑制により、Hsp70発現の増加が認められたこ
とから、TGF-βシグナルに対する Hsp70の影響について評価を行った。熱処理により Hsp70
発現を誘導し、TGF-β依存性の Smad2および Smad3のリン酸化レベルを解析した結果、
変化は見られなかった。 
 
【考察】ラット線維芽細胞において、Hsc70発現抑制により TGF-βシグナルが阻害される
ことを見出した。この抑制効果は、Hsp70発現増加によるものではないことが確認された。
今後の研究において、Hsc70とTGF-βシグナル制御分子との相互作用について解析を行い、
Hsc70の TGF-βシグナル制御機構の解明を目指したい。 
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【結果】siRNAによる Hsc70発現抑制により、TGF-β依存性の Smad2および Smad3のリ
ン酸化レベルの抑制が認められた。免疫蛍光染色法により、リン酸化 Smad2、Smad3核内
集積の阻害が観察された。また、Hsc70発現抑制されることで、TGF-β誘導性の CTGF産
生についても、低下していた。Hsc70発現抑制により、Hsp70発現の増加が認められたこ
とから、TGF-βシグナルに対する Hsp70の影響について評価を行った。熱処理により Hsp70
発現を誘導し、TGF-β依存性の Smad2および Smad3のリン酸化レベルを解析した結果、
変化は見られなかった。 
 
【考察】ラット線維芽細胞において、Hsc70発現抑制により TGF-βシグナルが阻害される
ことを見出した。この抑制効果は、Hsp70発現増加によるものではないことが確認された。
今後の研究において、Hsc70とTGF-βシグナル制御分子との相互作用について解析を行い、
Hsc70の TGF-βシグナル制御機構の解明を目指したい。 
 
 
 

E11 
リン脂質フリッパーゼ ATP10Aの PCフリップ活性及び細胞膜ダイナミクスへの関与 

○内藤朋樹、高津宏之、宮野吏永、高田直人、中山和久、申惠媛 
京大院・薬・生体情報 

 
【目的】 
生体膜は脂質二重層から成っており、その脂質組成は外葉と内葉とで非対称に保たれて

いる。P4-ATPaseファミリーはリン脂質を外葉側から内葉側へと転移させる(フリップする)
ことにより、この非対称性を創出・維持している酵素(フリッパーゼ)である。また、P4-ATPase
が小胞体から出るためには CDC50というシャペロン様の膜タンパクが必要である。近年の
我々の研究により、多くの P4-ATPaseが CDC50Aと相互作用することで各オルガネラに局
在できるようになることが分かった 1)。さらに数種類のヒト P4-ATPaseについてリン脂質
フリップ活性の基質特異性も明らかにした 2)。しかしながら、P4-ATPaseのうち ATP10A
については、糖尿病や肥満といった病態との関与が示されているのみで、CDC50との関連
性や基質特異性などの酵素的特徴、生理的な機能は全く分かっていない。 
	
 今回我々は、ATP10Aと CDC50タンパク質との相互作用を明らかにすること及びリン脂
質フリップ活性の基質を突き止めることを目的として研究を行った。また ATP10Aの機能
を探るため、細胞に過剰発現させた時の影響を調べた。 
【方法】 
	
 免疫染色法による ATP10Aの細胞内局在観察及び細胞の形態観察。 
	
 共免疫沈降法による ATP10Aと CDC50Aの相互作用の調査。 

siRNA法による ATP10A及び CDC50Aのノックダウン。 
蛍光標識リン脂質を利用した P4-ATPaseリン脂質フリップ活性の測定。 
【結果】 
単独発現させた ATP10Aは小胞体に局在した。一方、CDC50A共発現下では細胞膜に局

在した。CDC50Bとの共発現では小胞体に局在したままであった。また ATP10Aを免疫沈
降すると、CDC50Aが共沈降した。 
   ATP10Aを発現させた細胞ではホスファチジルコリン(PC) の取り込みが顕著に増加した。
さらにATPase活性のない変異体を用いた実験ではこの PCフリップ活性が見られなくなっ
た。ホスファチジルセリン(PS)やホスファチジルエタノールアミン(PE)に対する活性は見ら
れなかった。 
ATP10Aを過剰発現させた細胞では、形態が変化し細胞の大きさが減少した。これらの細
胞の細胞接着の様子を経時的に観察してみると、細胞接着の遅延及び Spreadingの抑制が見
られた。 
【考察】 
	
 今回の結果では ATP10Aは CDC50A共発現時に細胞膜に局在し、また CDC50Aと相互
作用することが確認された。これらの結果から、ATP10Aは CDC50A依存的に局在変化を
起こして機能すると考えられる。 
	
 リン脂質フリップ活性の測定により、ATP10Aが PC特異的なフリッパーゼであることが
分かった。一般的に細胞膜では外葉に PCが多く保たれていることから、ATP10Aはこの非
対称性を維持するためというよりは、局所的に非対称性を崩すような機能があると考えら

れる。事実、ATP10A発現細胞では細胞接着や Spreadingが抑制されており、PCフリップ
の亢進による非対称性の崩壊が、細胞膜のダイナミクスに強く影響することが示唆される。 
【文献】 1. Takatsu, H., Baba, K., Shima, T., Umino, H., Kato, U., Umeda, M., Nakayama, K., 

and Shin, H.W. (2011) J. Biol. Chem. 286, 38159-38167 
2. Takatsu, H., Tanaka, G., Segawa, K., Suzuki, J., Nagata, S., Nakayama, K. and Shin, 

H.W. (2014) J. Biol. Chem. 289, 33543-33556 
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骨格筋線維形成におけるリン脂質フリッパーゼの役割 
○土谷正樹，原雄二，西岡諒太郎，長尾耕治郎，梅田真郷 

京大・院工・合成・生物化学 
 
【目的】骨格筋線維は単核の筋芽細胞が互いに融合することで形成される．筋芽細胞の融

合において細胞膜突起・膜小胞の形成や膜半融合など膜構造の活発な編成が行われるが，

細胞融合素過程の根幹である「膜融合前後の脂質分布の制御機構」は明らかではない．そ

こで，脂質膜外層から内層へのリン脂質輸送を促進し、多様な細胞機能に関与するリン脂

質フリッパーゼに着目した．哺乳動物におけるフリッパーゼの主要ユニットとして 14種類
の P4型 ATPaseが同定され，補助サブユニットの 3種類の CDC50蛋白質と複合体を形成
して機能すると考えられているが，詳細な細胞機能は明らかにされていない．本研究では

骨格筋線維形成におけるリン脂質フリッパーゼP4型ATPase/CDC50の機能解明を目指した． 
 
【方法】本研究ではマウス骨格筋由来筋芽細胞株 C2C12 をモデル系として解析を行った．
まず，筋分化前後における P4型 ATPase/CDC50の遺伝子発現変化を解析するため，C2C12
細胞を増殖培地(20% FBS-DMEM)で培養後，分化培地(2% HS-DMEM)に交換して培養し，1
日毎に Total RNAを回収して RT-PCRを行った．次に，筋線維形成におけるリン脂質フリッ
パーゼの役割を検討するため，C2C12 細胞への CDC50A に対する siRNA の導入や，
CRISPR/Cas9システムによる P4型 ATPase遺伝子欠損株の樹立を行い，分化誘導した各細
胞について筋分化マーカーであるミオシン重鎖に対する免疫染色を行い，形態を観察した。 
 
【結果】 C2C12細胞の筋分化前後における遺伝子発現解析の結果，P4型 ATPase について
14種類のうち 7種類の発現を検出した．このうち 5種類は分化誘導前または分化初期にお
いて最も強く発現し，分化が進むにつれ発現が減少した．一方，他 2 種類は分化の進行に
伴い発現が上昇した．CDC50について 3種類のうち CDC50Aのみの発現を検出し，分化前
後で概ね同程度の発現を維持していた．そこで，C2C12細胞の筋管形成における CDC50A
の発現抑制効果を検討した (図)．コントロール細胞は横幅がほぼ均一な数個の核を含む筋
管を形成したのに対し，CDC50A発現抑制細胞は，巨大なシート状の細胞形態を形成し，1
つの細胞融合体の中に非常に多数の核を含有した．またコントロール細胞から生じた筋管

は一定方向に並列し、横方向での細胞融合はほとんど観察されなかったのに対し，CDC50A
発現抑制細胞は特定の方

向性を示さず，ランダム

な細胞融合が観察された． 
さらに，筋分化誘導によ

り発現が増強された P4
型 ATPase 遺伝子欠損株
は CDC50A 発現抑制細
胞と同様の異常な細胞融

合形態が観察された． 
 
【考察】以上の結果から，

筋芽細胞の筋管形成にお

いて，上記の P4型 ATPaseが CDC50Aと協同して細胞融合の制御および極性の形成に関与
することが示唆された．現在，リン脂質フリッパーゼによる筋芽細胞における膜融合調節

機構の全容解明を目指し，同分子により惹起されるシグナル経路の同定を行っている．
 

図. CDC50A発現抑制細胞の巨大な細胞融合形態. siRNA を導入して筋分化
を誘導した C2C12 細胞について, 蛍光染色法にて核および筋分化マーカー
であるミオシン重鎖の検出を行った. 
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骨格筋線維形成におけるリン脂質フリッパーゼの役割 
○土谷正樹，原雄二，西岡諒太郎，長尾耕治郎，梅田真郷 

京大・院工・合成・生物化学 
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【方法】本研究ではマウス骨格筋由来筋芽細胞株 C2C12 をモデル系として解析を行った．
まず，筋分化前後における P4型 ATPase/CDC50の遺伝子発現変化を解析するため，C2C12
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後で概ね同程度の発現を維持していた．そこで，C2C12細胞の筋管形成における CDC50A
の発現抑制効果を検討した (図)．コントロール細胞は横幅がほぼ均一な数個の核を含む筋
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図. CDC50A発現抑制細胞の巨大な細胞融合形態. siRNA を導入して筋分化
を誘導した C2C12 細胞について, 蛍光染色法にて核および筋分化マーカー
であるミオシン重鎖の検出を行った. 

E13 
エイコサペンタエン酸の新規生理機能解析に応用できる 
ω- 末端修飾型脂肪酸アナログ体の効率的な合成法の確立 
○徳永智久 1，渡辺文太 1，川本	
 純 1，栗原達夫 1 

1京大・化研 
 
【目的】エイコサペンタエン酸（EPA）はシス型二重結合を 5つ有するω-3系多価不飽和
脂肪酸であり、抗炎症作用や抗腫瘍作用を有し、動脈硬化や高脂血症といった血管性疾患

の予防など様々な効能を持つ生理活性物質として、近年、大きな注目を集めている。EPA
は脂質メディエーターの前駆体として知られているとともに、リン脂質のアシル鎖として

存在し、生体膜の生理機能発現に重要な役割を担っていると考えられている。南極海水よ

り単離された低温適応細菌 Shewanella livingstonensis Ac10は EPA含有リン脂質を低温誘導
的に生合成する。本菌において、細胞分裂部位に EPA含有リン脂質が濃縮されたマイクロ
ドメインが形成されることが明らかとなっており 1)、本菌において EPAが新たな生理機能
を担う可能性が示唆されている。当研究室では、このような EPAの生理機能を解析するた
めに EPAの可視化や EPA修飾タンパク質の探索に応用可能な末端エチニル型 EPAが開発
された。しかし、当初確立された合成法は、全 19段階の多段階反応であり、収率が 0.0010% 
以下と非常に非効率的な合成系であった。本研究では、従来法よりも効率的な末端エチニ

ル型 EPAの合成法の確立に取り組み、さらに、その合成法を応用して EPA重水素ラベル
体の合成を行った。 
 
【方法・結果】化合物 1および 2を銅触媒によりカップリングし、TMS基を除去して化合
物 3を得た（図 1）。同様に化合物 4および 5をカップリングした後、水酸基を臭素原子
で置換して化合物6を得た。次に、
化合物 3および 6をカップリング
して化合物 7を得た。さらに化合
物 7の非共役三重結合を P-2ニッ
ケルを用いて部分還元し、アセター

ルを加水分解して化合物8とした。
最後に、化合物 8および 9をWittig
反応により縮合した後、加水分解

して目的化合物である末端エチニ

ル型 EPA 10を得た（全 12段階、
収率 4.5%）。また、化合物 8およ
び化合物 11をWittig反応により
縮合した後、加水分解することに

より目的化合物であるEPA重水素
ラベル体 12を合成した。 
 
【考察】末端エチニル型 EPAの合成において、従来法に比べて 7段階減らすことができ、
収率も約 4500倍にすることができた。また、化合物 9や化合物 11のようなホスホニウム
塩を用いることにより、化合物 8から末端エチニル型 EPAや EPA重水素ラベル体をはじ
め、炭素鎖長の異なる末端エチニル型 EPAアナログや天然型 EPAなどの多様な ω 末端修
飾型 EPAアナログの合成が可能である。 
 
【文献】 1. Sato, S., Kawamoto, J., Sato, B. S., Watanabe, B., Hiratake, J., Esaki, N., Kurihara, T.  

J. Biol. Chem. 2012, 287, 24113-24121 

図 1	
 末端エチニル型 EPAおよび EPA重水素ラベル体の合成法 
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Shewanella livingstonensis Ac10における細胞膜リン脂質多様性に関与する 
PlsC4の基質特異性の解析 

○豊竹洋佑, 趙 賢南, 川本 純, 江崎 信芳, 栗原 達夫 
京大・化研 

 
【目的】1-アシル-sn-グリセロール-3-リン酸アシルトランスフェラーゼ (PlsC) は, 細胞膜リ
ン脂質 sn-2位にアシル鎖を導入する．我々は, 低温菌 Shewanella livingstonensis Ac10が 5つ
の PlsCホモログ(PlsC1〜5)を有していることを見出しており 1), 本菌では, それぞれの PlsC
ホモログが異なる脂肪酸をリン脂質に導入していることが示唆される．本研究では, これら
の PlsCホモログのうち, 分子鎖飽和脂肪酸を選択的にリン脂質に導入する PlsC4を見出し
た． 
 
【方法】相同組み換えにより plsC4遺伝子破壊株を作製した．その細胞内全リン脂質を Bligh 
and Dyer法で抽出して ESI-MSに供した．また, PlsC4高発現ベクターを破壊株に導入する
ことで plsC4相補株を作製し, 破壊株と同様にその細胞内全リン脂質を抽出して ESI-MSに
供した．破壊株, 相補株それぞれについて, 抽出したリン脂質の sn-2位のエステル結合をホ
スホリパーゼ (PLA2) を用いて加水分解し, ESI-MSに供した．また, 細胞内リン脂質由来の
全脂肪酸をメチルエステル化し, その組成を GC-MSで解析した．一方, 膜懸濁液を酵素液
として調製し, 種々のアシル CoAを基質として用いたリゾホスファチジン酸へのアシル基
転移を解析することで, PlsC4のアシル鎖転移活性を評価した． 
 
【結果】細胞内全リン脂質組成を ESI-MSで解析した結果, 破壊株では炭素数 13の飽和脂
肪酸含有リン脂質の生産量が野生株に比べて著しく低下していることが見出された．一方, 
相補株ではそれらのピークが回復した．PLA2によるリン脂質の加水分解産物を ESI-MSに
供した結果, 破壊株では炭素数13の飽和脂肪酸のピークが著しく低下し, 相補株では回復し
ていることが見出された．よって, PlsC4はリン脂質の sn-2位に炭素数 13の飽和脂肪酸を
導入しているものと考えられた．細胞内リン脂質由来の脂肪酸組成を GC-MSによって解
析した結果, 破壊株では炭素数13の飽和脂肪酸のピークのみ低下し, 相補株では回復してい
ていることが見出された．さらに, 炭素数 13の直鎖, iso, anteiso-fromの 3種類の異性体の溶
出時間と比較すると, 本菌由来の炭素数13の飽和脂肪酸は, iso-formと溶出時間が一致した．
このことから, PlsC4は iso-formである 11-メチルラウリン酸の導入を触媒することが示さ
れた．また, in vitroで PlsC4-Hisのアシル鎖転移活性を調べた結果, 炭素数 12から 14まで
の飽和脂肪酸に対する活性を示したが, 炭素鎖長16以上の脂肪酸には活性を示さなかった． 
 
【考察】以上の結果から, PlsC4は鎖長の短い脂肪酸に対して基質特異性を有するアシル鎖
転移酵素活性を有しており, in vivoにおいては 11-メチルラウリン酸含有リン脂質の生合成
を担う PlsCであることがわかった． 
 

【文献】1．Cho, H, - N., Kasai, W., Kawamoto, J., Esaski, N., Kurihara, T. Trace Nutr. Res. 29, 
92–99 (2012).  
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【目的】細胞膜の構成成分の一つであるスフィンゴ糖脂質は，多様な糖鎖構造を有してお

り生体内での重要な生理機能を果たしていると考えられている。当研究室では，主に下等

動物のスフィンゴ糖脂質に着目し，それぞれの動物種における特徴的な構造を見出し，生

物進化との関係を明らかにしようとしてきた。中でも節足動物においては，共通の Arthro
系列糖鎖(GlcNAcβ1-3Manβ1-4Glcβ)を有する動物が各種報告されている。一方で，ハエ 1)

以外では non-Arthro系列の糖鎖構造を持つ動物も報告されてきている。 
本研究で用いるクロスズメバチ(Vespula flaviceps)は，節足動物門昆虫綱ハチ目に属する。
既に同種のセイヨウミツバチの中性糖脂質は，CMS (GlcβCer)，CDS (Manβ4GlcβCer)， 
CTS1 (GlcNAcβ3Manβ4GlcβCer)および CTS2（Manβ4Manβ4GlcβCer）を持つと報告されてい
る。CMS～CTS1は節足動物に共通してみられる Arthro 系列糖鎖であるが，CTS2は植物の

コムギからの報告があるのみで動物からは初めて見出された糖脂質である 2) 。 
本研究では，クロスズメバチのスフィンゴ脂質の構造解析を行うことで，同種のミツバ

チとの中性糖脂質の共通性および節足動物における中性糖脂質の共通性について検討する。 
 
【方法】クロスズメバチ幼虫 2.0kg (約 19,000 固体)，乾燥重量 770.5g から，CHCl3/MeOH
及び CHCl3/MeOH/Water によって総脂質を抽出し，弱アルカリ水解及び酸処理によって，
粗スフィンゴ脂質画分 (30.1g) を得た。順に DEAE-，QAE- Sephadex，Florisil カラムクロマ
トグラフィーに処し，酸性・極性・中性・両性脂質の 4 画分に分画した。それぞれについ
て糖，アミノ基，リン酸の検出によって TLC分析を行った。 
	
 中性糖脂質画分は，高速液体クロマトグラフィーを用いた C/M/W系濃度勾配溶出法によ
る Iatrobeads カラムクロマトグラフィーに処し分画を行った。C/M/W 系及び PrOH 系の 2
種類の展開溶媒を用いて TLC分析を行い，精製度を確認した。また，それぞれの画分は，
MALDI-TOF/MSにより分子量を測定し，単離精製した画分に対しては，１H-NMRによる分
析，GCを用いた構成糖分析，長鎖塩基分析を行った。 
 
【結果・考察】TLC分析の結果から，酸性脂質画分に糖とリン酸の発色が見られた。極性
脂質画分では，糖の発色はなく，アミノ基とリン酸の発色が確認できたことから，セラミ

ドホスホエタノールアミン(CPEA) であると考えられる。さらに，両性脂質画分には，スフィ
ンゴミエリン(Sph)と考えられる発色が見られた。中性糖脂質は，キンバエ由来の中性糖脂
質と比較して 1糖から 6糖の糖鎖を持つ糖脂質と考えられる発色が確認できた。 
中性糖脂質画分を Iatrobeads カラムクロマトグラフィーにより精製し，分子量測定した
結果，CMS，CDS，CTS，CQS，CPS，CHS に相当するピークが検出された。CMS，CDS
の画分に対しては構成糖分析も行ったところ，CMSの画分からは Glcのピークが，CDSの
画分からは Glc，Man のピークが検出された。従って，これらは Arthro 系列糖鎖を持つ糖
脂質の前駆体となることがわかった。しかし，CQSはフコースを含むピークが検出されて
いることからArthro系列糖鎖を持つ糖脂質の他に，セイヨウミツバチとは異なる non-Arthro
系列の糖脂質も存在していると考えられた。 
 
【文献】 1) Itonori, S.; Sugita, M. (2005) Trends in Glycoscience Glycotechnology, 17, 15-25 

  2) 西尾匡, 小島寿夫, 他 (2010) 立命館大学理工学研究所紀要, 69, 99-108 
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Neurospora crassaにおけるセラミド代謝酵素遺伝子ホモログの生理的役割 
○片岡三和 1、山下泰典 1、谷泰史 1,2、三原久明 1 

1立命館大・生命, 2立命館大・R-GIRO 
 
【目的】スフィンゴ糖脂質は真核生物の細胞膜の重要な構成成分であり、脂質ラフト構造

の形成に関与し、細胞膜で起こる様々な生命現象において重要な役割を果たすと考えられ

ている。糸状菌のスフィンゴ糖脂質としては、一般に、脂質部分がセラミド構造を有する

中性スフィンゴ糖脂質と、脂質部分がフィトセラミド構造を有する酸性スフィンゴ糖脂質

（イノシトールリン酸セラミド）の２種類が知られている。スフィンゴ糖脂質の基本骨格

であるセラミドも細胞シグナル伝達物質として細胞膜で起こる様々な生命現象において重

要な役割を果たすと考えられている。しかし、糸状菌におけるスフィンゴ糖脂質やセラミ

ドの詳細な機能や生合成経路細は未だ明らかになっていない。本研究では、Neurospora crassa
のゲノムに存在するセラミド代謝酵素遺伝子ホモログ 7種の欠損株を用いて、これら遺伝
子ホモログの N. crassaにおける生理的役割を解明することを目的とした。 
 
【方法】N. crassaに存在するセラミド代謝酵素遺伝子ホモログ 7 種に着目した。各遺伝子
欠損株（NCU00008、NCU00642、NCU02282、NCU02969、NCU04395、NCU06465、NCU08927）
と野生株の表現型を比較した。また、Vogel液体培地にて培養した各菌株からスフィンゴ
糖脂質を抽出し、薄層クロマトグラフィー（TLC）分析にて調べた。TLC分析においては、
オルシノール硫酸を糖検出試薬として用いた。さらに、Vogel固体培地にて生育した各菌
株を光学顕微鏡にて観察し、菌糸生長についても比較を行った。 
 
【結果・考察】セラミド代謝酵素遺伝子ホモログ欠損株のうち 3 株（NCU06465、NCU02969、
NCU02282）は、Vogel液体培地にて野生株と同様の生育を示し、薄層クロマトグラフィー
分析の結果から、スフィンゴ糖脂質の組成と量についても野生株と大きな違いはないこと

が分かった。一方、残り 4株（NCU00008、NCU00642、NCU04395、NCU08927）において
は、Vogel液体培地を用いた液体培養において菌糸生長が観察されず、栄養細胞の TLC分
析から、スフィンゴ糖脂質が生成されていないことが示唆された。一方、固体培地上で高

温培養したところ、これら 4株の菌糸形成が観察された。固体培地から得られたこれら 4
株の菌糸体よりスフィンゴ糖脂質を抽出し、TLC分析したところ、スフィンゴ糖脂質が存
在していた。また、光学顕微鏡でこれら 4株の菌糸を観察したところ、野生株と比較して、
いずれの遺伝子欠損株も菌糸幅が小さいことを見いだした。以上より、NCU00008、NCU00642、
NCU04395、NCU08927において欠損されているセラミド代謝酵素遺伝子ホモログは、スフ
ィンゴ糖脂質の生合成を介して菌糸形成に関与することが示唆された。 
 
【文献】 1.  Obeid, L. M., Okamoto, Y., Mao, C. (2002) Biochim. Biophys. Acta 1585: 163-171. 

2. Costantino, V., Mangoni, A., Teta, R., Kra-Oz, G., Yarden, O.  (2011) J. Nat. Prod. 74: 
554-558. 
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1長浜バイオ大・バイオサイエンス，2名古屋女子大・短期・生活，3関西医大・微生物，4

三重大学・生資・生物圏生命 
 
【目的】タンパク質の翻訳後修飾反応の一つであるポリ ADP-リボシル化（以下 PAR化と
略す）はポリ (ADP-リボース) ポリメラーゼ（以下 PARPと略す)により触媒され DNA修復
や転写制御、細胞増殖、細胞死など様々な細胞内機能に関与している 1)．生理的な条件下

におけるポリ（ADP-リボース）（以下 PARと略す）量の変化を調べることで細胞内機能に
おける PAR化の役割の解明につながる。しかし、PARの生理的な条件下での存在量は、極
めて微量であり、PARを抽出するための細胞破砕操作が人為的な PARの合成や分解を引き
起こすため、正確な PAR量の測定は困難である。今回、培養細胞における PAR量を測定
するためELISAをベースとした高感度なPAR測定法の確立と培養細胞からの人為的なPAR
の合成や分解を抑えた PAR抽出法の検討を行った。 
 
【方法】2種類の PAR抗体を用い、PARを結合させ、酵素標識された二次抗体を用い、基
質の発色をマイクロプレートリーダーにより測定するサンドイッチ ELISA法の確立を行っ
た。 

HeLa細胞から PARを抽出する際、trichloroacetic acid（以下 TCAと略す）を用いて、細
胞内の酵素類を失活させた後、細胞を破砕し PARを抽出したサンプルと細胞からタンパク
質を抽出する際によく用いられる RIPA buffer（50 mM Tris HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 % 
Nonidet P40, 0.5 %sodium deoxy cholate, protease inhibitor cocktail, 0.1 % SDS）で抽出したサン
プルの PAR量を比較した。さらに、PARP阻害剤を用い、細胞破砕時における PAR量の変
化が抽出操作の際に PARPが人為的に働いたものかを検討した。PAR量の測定は、PAR抗
体を用いたWestern blot法と ELISA法の 2種類の方法で行った。 
 
【結果】 
	
 今回の検討により、5 pgからの PARを測定可能な感度の良い測定法を確立した。細胞か
ら PARを抽出する際、TCAで固定したサンプルに比べ、RIPA bufferで抽出したサンプル
の PAR量は 450倍多くなった。PARP阻害剤を加えた RIPA bufferで抽出した場合、RIPA 
bufferのみで抽出した場合より、PAR検出量が大幅に減少した。しかし、TCA固定したサ
ンプルと比較するとまだ 50倍多く検出された。この差異は、ELISA法では検出できたが、
PAR抗体を用いたWestern blot法では検出できなかった。 
 
【考察】PARを直接測定する方法は限られており、従来の放射性同位元素（RI）を使用す
る方法は施設面と実験者の健康面から、非 RI測定法が求められている。本研究により確立
した、ELISA法を用い、細胞内の生理的な条件下での微量な PAR量の測定に用いることが
可能となった。さらに、今回の検討から、サンプル調整時には PARPを含む酵素類の迅速
な失活を行うことが、in vivo でのPAR量を測定する上で重要であることが明らかとなった。 
 
【文献】 1. Miwa, M., Masutani, M. PolyADP-ribosylation and cancer, (2007) Cancer Sci. 

981528–1535 
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無葉緑植物ギンリョウソウと外生菌根菌の共生関係  
―外生菌根菌を介した地下部ネットワークの解明― 

 
立命館慶祥高等学校  自然科学部生物班   

3年  越智匠海	
 2年	
 佐藤直, 菅原麻由 
 
 
【目的】 
 ECM(外生菌根菌)とは樹木の根の部分に付着する菌類であり
(pic.2)，ギンリョウソウ(pic.1)とは葉緑素を持たないため独自に光合成産物を生産できず，その根に
存在する ECMを介して樹木から養分を受け取っている植物である．社会一般ではこの関係は中立
であるといわれているが私達の 2012年の研究ではギンリョウソウが ECMに対して寄生，2013年
の研究では両者は相利共生であるという考察に至った．そして最終目的を ECMネットワーク全体
の解明，また地球温暖化問題の解消を目的とし，研究を行った． 

 
 
 
 
 

 
【方法】 
北海道札幌市に位置する平岡公園でギンリョウソウを見つけ，その直下，60cm離れた地点，ギン
リョウソウの影響を受けない controlの土壌ブロックを採取し根と土に分け，それぞれの ECMの数
をカウントし，その結果を多変量解析にかけた．また 2014年は 2013年 1サイトしか行うことので
きなかった細分調査を 5サイト用いて行い，ECM群集構造をより細かく把握した． 
 
【結果】 
類似性指数，多様度指数からギンリョウソウと ECMには何かしらの関係があると考察し，DNA

解析により t9がギンリョウソウと直接的に関係を持つベニタケ属であると判明した．出現頻度，対
応分析，細分調査からベニタケ属はそもそも絶対数が少なく，ギンリョウソウの真下に現れる傾向

があった． 
  
【考察】 
研究結果から，ベニタケ属はギンリョウソウに養水分を与える一方で,ギンリョウソウから何かし

らの形で生存しやすい環境を作ってもらっていると考えられる．つまり両者は相利共生の関係にあ

ると考えられる．今研究は昨年度の結果をより確かなものとし，社会一般での中立という考えを否

定する一つの要因となった．今後はシャーレ内で ECMの種間競争を行うことで，ベニタケ属の生
存率や他の ECMとの勢力関係を調べるとともに，研究室内で三者の相互関係を再現し，新たな実
験系を組み立てることで ECMネットワークの解明と，自然環境に与える影響を調べる予定である. 

 
【参考文献】

ブナ林の共生菌とその役割. (ブナ林をはぐくむ菌類.金子繁，佐橋憲生，文一総合出版，東京). 79-149 
宝月岱造 (2004) Smith SE, Read DJ (1997) Mycorrhizal Symbiosis Second edition. 605 pp, Academic 
Press. London, UK. 佐橋憲生 (2004) 森の構成者としての菌類. (菌類の森. 東海大学出版会, 神奈川). 
1-37 

pic.2 

pic.1 
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サリドマイドは植物の生長にどのような影響を及ぼすか  
西井	
 瑞季，東畑	
 和真，髙橋	
 亮蔵	
 

指導教員	
 加藤	
 正宏	
 

京都府立桃山高等学校 
 
【目的】最近、サイドマイドの標的分子が「セレブロン」であることが判明した 1)。セレ

ブロンは、442個のアミノ酸からなるタンパク質で、ユビキチンリガーゼの構成
因子であり、植物からヒトまで進化的に保存されている 2)。以上の知見から次の

ような仮説を立てた。すなわち、「サリドマイドは、植物体内のセレブロン（も

しくはユビキチンリガーゼ複合体）に作用し、その生長に影響を与える」、とい

う仮説である。そこで、この仮説の検証を目的として研究を行った。	
 
 
【方法】（１）サリドマイドは、既報を参考にし、市販の原料から 2ステップで合成する 3)。 
 

 
 
 

（２）カイワレダイコン種子の発芽と成長に対する影響 
①	
 サリドマイド水溶液を浸した脱脂綿上に種子 10粒置く。	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 ②	
 20 oC、遮光下で静置する。	
 
 
【結果】（１）白色の結晶を得た。機器分析等の結果より、サリドマイドの合成に成功した

と考えられる（総収率 70 ％）。 
 
 

（２）発芽率や茎長に有	
 

	
 意差は観察されな	
 

かった。しかし、	
 

茎の強度に影響を	
 

与えた（右写真）。	
 
 
 
 
【考察】サリドマイド投与群は、明らかに茎が弱っていた。この原因は、仮説の通り「植

物にも存在すると考えられているセレブロンに対する作用の影響」かもしれない。

また、オーキシン受容体がユビキチンリガーゼ複合体を構成するタンパク質であ

ることを考慮すると、サリドマイドは、オーキシン活性阻害剤として作用したか

もしれない。 
 
【文献】 1. Ito, T., Ando, H., Suzuki, T., Ogura, T., Hotta, K., Imamura, Y., Yamaguchi, Y., & 

Handa, H. (2010) Science. 327, 1345–1350. 
2. 伊藤拓水, 半田宏. (2011) 生化学.  第 83巻, 第 2号,118–122. 
3. Kumata, K., Takei, M., Ogawa, M., Yui, J., Hatori, A., Suzuki, K., and Zhang, M. 

(2010) J. Label Compd. Radiopharm., 53, 53–57. 
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バナナの皮のキリン化現象について  
田端 優貴、平瀬 詩織、原田 勇輝、田中 美穂 

指導教員	
 加藤 正宏 
京都府立桃山高等学校 

 
【目的】バナナ果皮は、その成熟に伴い、褐色化する。この現象は、「皮中のドーパミンが

酵素の作用等で重合し、ポリドーパミン（メラニン）が生成すること」が原因であると言

われている（図１）。しかし、「なぜ“斑点

状”に褐色化するのか」、この理由について

は、はっきりしていない。そこで、「“斑点

状”に褐色化するメカニズムの解明」を主

目的にしながら、バナナ果皮の褐色化に関

する総合的な研究を行った。	
 

今回、（１）バナナ果皮の褐色化現象の温度依存性、（２）バナナ果皮中のドーパミンの

抽出、について研究結果を発表する。なお、バナナ果皮が斑点状に褐色化した状態がキリ

ンの皮膚模様に似ているので、「果皮の斑点化現象」を「キリン化現象」と呼んでいる。	
 
 
【方法】（１）バナナ果皮の褐色化現象の温度依存性 

各温度（-10	
 ～	
 200 oC）の装置内にバナナ（甘熟王：Sumiflu）3本を静置し、
その変化を観察する。	
 

	
 
（２）バナナ果皮中のドーパミンの抽出	
 

①果皮を抽出溶媒に浸漬し、ミキサーにかける。	
 ②ろ過後、TLCで分析する。	
 
 
【結果】（１）20 oC、30 oC保存時のみ、典型的な斑点状の褐色化現象が観察された（図２）。	
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）2 mol/L塩酸およびメタノールにて、ドーパミンの抽出に成功した。	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【考察】酵素が失活するような温度（200 oC）でも、褐色化が観察された。高温下と低温
下では、ドーパミンの重合メカニズムは異なっているかもしれない。また、ポリドーパミ

ンの化学構造も異なっているかもしれない。
 

図１．ドーパミンの重合反応	
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乳がん細胞の上皮間葉転換（EMT）における線維芽細胞増殖因子（FGF1）  
及び形質転換増殖因子（TGF-β1）の役割  
池田楓, 岡本侑里香, 水谷彩乃, 安田悠真, 山之内志穂 

大阪府立天王寺高等学校 

指導教員	
 河井 昇 

目的 

線維芽細胞増殖因子（FGF１）は、細胞の増殖・遊走・分化といった生理学的、病理学的

に重要なプロセスに関与しており、EMT を抑制と促進の両方向に制御する。しかし、この

FGF1がどのような条件で抑制、あるいは促進するのかは未だはっきりと解明されていない。

そこで、EMTの主要誘導因子である形質転換増殖因子（TGF-β）が働くときには、FGF1が

EMT を抑制・促進のどちらの方向に制御するのかということを明らかにすることを本研究

の目的とした。 

 

方法 

MCF10A(ヒト正常乳腺上皮細胞株)を未処理、50 ng/ml FGF1で刺激、5 ng/ml TGF-β1で刺

激、50 ng/ml FGFと 5 ng/ml TGF-β1で刺激し cDNAを合成した。それぞれの cDNAを PCR

法を用いて遺伝子を増幅させた。増幅産物を 1.5％アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、

遺伝子の発現量の違いを測定した。 

 

結果 

E-cadherinは TGF-βの刺激で EMTが進行し発現量は低くなるはずだが増加した。FGFの

刺激でも発現量が増加した。これは TGFで刺激した場合より多かった。TGF-βと FGFで刺

激した場合は EMT が促進され発現量は低下した。N-cadherin は TGF-β の刺激で EMT が進

行し、発現量は増加した。FGFで刺激した場合は低下し、TGF-βと FGFで刺激した場合は

TGFのみの刺激と同様に発現量が増加した。Snailは TGF-β、FGFのそれぞれ単独で刺激し

た場合では変化がなかった。TGF-βと FGFの刺激では発現量が低下した。Vimentinと Slug

は TGF-β単独、FGF単独、TGF-βと FGFの両方で刺激、すべてで発現量の違いが見られな

かった。SMAは TGF-βの刺激で EMTが促進され発現量は増加した。また、FGFの刺激で

も EMTが促進され増加しているが、TGF-βで示された結果より低くなった。TGF-βと FGF

の両方では TGF-βのみの場合よりも発現量は低下した。 

 

考察 

	
 E-cadherin、SMA においては TGF-β または FGF のみで刺激すると EMT を抑制した。

TGF-β+FGFだと EMTが促進され、転移しやすくなる。N-cadherinにおいては、TGF-βのみ、

TGF-β+FGFの刺激だと EMTが抑制され、FGFのみの刺激では促進される。Snailにおいて

は、TGF-β+FGFにおいてのみ EMTが抑制されることから、Snailは E-cadherinを TGF-β+FGF

で刺激した際の効果には関与していないと考えられる。Vimentin においては、転移に関与

すると考えられていたが、今回の実験ではどの条件で刺激しても変化が見られなかったの

で、転移には関係ないと考えられる。 
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野生乳酸菌のプロバイオティクス性に関する研究  
Search of  the  Wild Probiot ic  Lact ic  Acid Bacteria  

 
桑野崚 ,  國藤侃志 ,  石田祐輔 ,  高橋鳳翔  

指導教員：山下  昭  
大阪府立園芸高等学校  バイオサイエンス科  バイオ研究部  

 
Abstract  

We isola ted  the  wi ld  lactic acid bacteria from fig and grape fruits, and the 
tolerance of  the bacteria to the simulated digestive juice was  inves t iga ted .  The  
bacteria i so la ted  f rom the  grape  f ru i t s  were high tolerant to the juice. Then, 
they were  thought  to  be  the  probiot ics. 
 
１．目的  
野生乳酸菌、既知のプロバイオティクス乳酸菌の人工消化液耐性試験を

通して、野生乳酸菌のプロバイオティクスとしての可能性を検討する。  
 
２．方法  
	
 市販ヨーグルト（ 3 種類 B､C､E）、市販乳酸菌飲料（ 2 種類 A､C）、
果実由来乳酸菌株前培養液（ 2 種類 F､G）を試料とした。  
人工胃液に試料を加え 37℃で 3 時間反応させ、BCP 寒天培地を用いて、

反応前後の生菌数を測定し生菌率を求めた。人工胃液反応物を人工腸液に

加え 37℃、24 時間嫌気下で反応させ、反応後の生菌数を測定し増殖率を
求めた。  

人 工 胃 液 耐 性 試 験 	
 	
 人 工 腸 液 耐 性 試 験  

３．結果  
試料 G は試料 A、 C、 E と同等の耐性  

を示した。試料 B､D は耐性が低かった。                  	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
                                                     
 
４．考察  
試料 G は試料 A、 C、 E と同様に胃酸

で死滅せず、大腸に定着する可能性が高

く、プロバイオティクスとしての適応性が

認められる。今後は、プロバイオティクスとしての別の機能（抗菌性、コ

レステロール吸着性）について調べたい。  
 
５．参考文献   
乳酸菌の人工消化液中での生残性 . 瀧口隆一*, 鈴木豊 . *雪印乳業 (株 ) 

 
６．キーワード  
プロバイオティクス , 乳酸菌 , 消化液耐性 , 人工消化液    
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フザリウム属のカビを利用した海藻からの還元糖の生成とアルコール生産の可能性	
 

松口果歩,	
 松口莉歩	
 

指導教員：西村秀洋	
 

大阪府立園芸高等学校	
 バイオサイエンス科	
 バイオ研究部	
 

	
 

【目的】私達は、寒天を分解し生育するカビを土壌中から分離した。そのカビの形態と分

類について調べたところ、フザリウム属の仲間であることが分かった。私達は、寒天を分

解できるフザリウムが海藻を栄養源として利用できると考え、複数の海藻上で生育試験を

試み成功した。そこで、大阪湾など内海で夏場に大量発生し、海洋汚染源になっているア

オサをバイオ燃料にする技術を開発したいと考え、このカビの粗酵素液を用いた糖化実験

とパン酵母を用いたアルコール発酵試験を行った。	
 

	
 

【方法】	
 

１．アオサの糖化実験	
 

①アオサとフザリウムの粗酵素液を混合し、液中の還元糖量を 48 時間まで、ソモギ

ーネルソン法によって計測した。②滅菌後、2週間、5、15、30℃で糖化実験を行った。	
 

	
 ２．アルコール発酵試験	
 

①フザリウム粗酵素液との反応によりアオサから得られた還元糖を含む液にパン酵

母、を入れ、アインホルン管を用い、ガス発生の有無を確かめた。②サッポロビール

社のアルコール 0.00％の簡易測定法に従い、アルコール発生の有無を調べた。	
 

	
 

【結果】	
 

１．①：処理後 5時間まで還元糖量が増加した（図左）。しかし、24 時間後は還元糖が減

少した（図右）。②：2週後において還元糖量の減少はなく、反応温度に従い増加した。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

２．①：アインホルン管にはほんのわずかな気体の発生が認められた。②：アルコール

発生は確認できなかった。	
 

	
 

【考察】糖化実験では、フザリウムから得られる酵素により、アオサを分解し、還元糖が

得られることを実証することができた。一方、アルコール発酵試験では、アオサから得ら

れる還元糖を基質に、パン酵母はアルコールを生産することができなかった。このことは、

アオサから得られる還元糖をパン酵母は資化できないにことを示していると考える。	
 

今後はアオサから得られる還元糖を資化できる酵母の探索に取り組みたい。またフザリ

ウムから得られる酵素のアオサを糖化する反応の最適条件についても明らかにしたい。	
 

	
 

【文献】	
 

北村	
 進一・中屋	
 慎.	
 糖の定量法.	
 生物工学	
 第 90 巻．	
 

サッポロビール株式会社.	
 アルコール 0.00％の簡易測定法、2013．	
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「池田ミカン」の系譜に関する研究  
‐果実からのＤＮＡ抽出とＲＡＰＤ分析による系統分析の可能性‐  

橋本英和, 山地潤心 
指導教員：西村秀洋 

大阪府立園芸高等学校 バイオサイエンス科 バイオ研究部 
 

【目的】大阪府立園芸高校のある池田市は、中熟系普通温州ミカンの主要系統「南柑 4号」

の母本となっている「池田ミカン」の起源地とされている。バイオ研究部では池田市が町

おこしの資源として注目している「池田ミカン」の系譜に関する研究の計画を立て、その

端緒として、ＤＮＡ抽出とＲＡＰＤ分析を試みた。 
	
 

【材料】静岡試験場で保存されている「池田ミカン」株をつぎ木し、校内で栽培されてい

る「池田みかん」２株（以下「静岡池田１」「静岡池田２」）と地元農家より提供された

池田ミカンと思われる残存株をつぎ木した 2株（以下「残存池田１」「残存池田２」）か

ら得られた果実と葉を使用した。また、校内で生産実習用に栽培されている「早生温州ミ

カン（以下「早生温州」）」と「金柑」も実験に供試した。	
 

	
 

【方法】○実験１：「静岡池田１」「早生温州」、「金柑」の未展開の小葉、十分に展開した

大葉、果実を採取し、果実から外果皮、中果皮、砂じょうをそれぞれ切りだした。これら

の各部位約５０ｍｇからキアゲン社（米国）のＤＮＡ抽出キット DNeasy plant mini Kitを使
用し、ＤＮＡ抽出液２００μLを得た。得られたＤＮＡ抽出液は２％アガロースゲル電気

泳動を実施するとともに紫外可視分光光度計を用いた吸光度測定を行い、ＤＮＡの濃度を

調べ、260/280 比を調べた。○実験２：実験１で得られた各ＤＮＡサンプルの他、「残存

池田」の葉および外果皮からのＤＮＡサンプルを用い、濃度調整の後これをテンプレート

として、予備実験で選抜した 3種類の１２mer ランダムプライマー（Ａ２４，Ａ２７、Ａ

３１）でＰＣＲを行い、得られたＤＮＡバンドから類似度（Dice）を算出した。	
 

	
 

【結果】○実験１：ＤＮＡ抽出液の電気泳動の結果、「池田ミカン」、「早生温州」、「金

柑」のいずれも小葉、大葉、外果皮の順でＤＮＡ量が多かった。また吸光度測定の結果、

濃度は低いがいずれの中果皮、砂じょうからもＤＮＡが得られていることが確かめられ、

吸光度の比（260/280）は、ほぼ 1.8 を越える値を示した。○実験２：3種類のプライマー

で１１本のＤＮＡバンドが得られた。このうち、すべてのサンプルに共通して出現したバ

ンドは 1本のみであった。算出した類似度は、葉、外果皮を抽主組織としたサンプル間の

値に比較して、同一株からであっても、内果皮や砂じょうとの間では明らかに低い値にと

どまった。葉および外果皮から抽出したサンプルによるＤＮＡバンドの類似度を「静岡池

田１・２」、「残存池田」、「早生温州」、「金柑」の間で比較すると「金柑」とその他

の間では明らかに低くなったが、「静岡池田」「残存池田」「早生温州」間ではややばら

つきはあるものの「池田ミカン」と「早生温州」に明らかな差異はなかった。	
 

	
 

【考察】「池田ミカン」の系譜に関する今後の研究の留意点が明らかになった。	
 

	
 １．分析用ＤＮＡを果実から得る場合は、外果皮から抽出することが必要である。	
 

	
 ２．ＲＡＰＤ分析に適用できるプライマー数を十分に確保し「池田ミカン」と「早生温

州」間で差異の検出がされることを検証する段階が必要である。	
 

	
 

【文献】	
 熊代克巳、平成６年、高等学校農業用「果樹」、ｐ９７、農文協	
 他	
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輪紋病発生に関与する環境要因の解析  
植田友也, 太田菫月, 小田彩乃, 古川菜々美 

指導教員：水本祐之 
奈良県立青翔高等学校  

 
【目的】リンドウ子房輪紋ウイルス（Gentian	
 ovary	
 ring-spot	
 virus;	
 GoRV）はリンドウ

の子房に輪紋症状を引き起こす植物ウイルスとして、2014 年に岩手県で発見された(1)。輪

紋症状とは、植物の茎、葉、果実などに生じる同心円状の模様である（図 1）。輪紋は植

物ウイルスによる病害として広く知られている症状であるが、輪紋が生じるメカニズムに

ついては明らかとなっていない。本研究では輪紋発生のメカニズムの解明を目指し、輪紋

発生に対する温度と光の影響について解析した。 
 
【方法】GoRVをベンサミアーナタバコ(Nicotiana benthamiana)に接種すると、ウイルスを
接種した葉に輪紋が生じる。そこで本研究で、栽培が容易なベンサミアーナタバコをモデ

ル植物として用いた。ベンサミアーナタバコに GoRVが感染した植物葉の磨砕液、もしく
は精製ウイルス粒子（20 µg/ml）を接種した。温度の影響を見るために、接種個体を 26℃
に設定し蛍光灯（約 1500 lx）の光を 16時間あてた植物培養器、および野外の温室でそれ
ぞれ 7~10日間培養した。また、光の影響を見るために、GoRVを接種した植物を 26℃に
設定し蛍光灯の光を 16 時間あてた培養器、および 26℃に設定し光をあてない培養器でそ
れぞれ培養した。培養後、輪紋の直径を計測するとともに、植物の状態を観察した。 
 
【結果】 
1. 2014 年 10 月に実験をおこなった際、屋内と屋外で培養した植物に生じた輪紋の直径

は 4 ~ 28 mmであった。この時、屋外の昼の気温は 18 ~ 26 ℃であった（図 1）。 
2. 2014 年 12 月に実験をおこなった際、屋内と屋外で培養した植物に生じた輪紋の直径

は 1 ~2 mmとであった。この時、屋外の昼の気温は 10 ~ 18 ℃であった(図１)。 
3. 2015年 3月に実験をおこなった際、屋内で蛍光灯の光をあてた植物に生じた輪紋の大
きさは 1.5 ~ 5.0 mmであった。一方、暗黒条件で培養した植物は枯死した（図 2）。 

 
【考察】 温度を 26 ℃に設定した植物培養器においても、10月と 12月では輪紋の大きさ
が異なることから、輪紋の発生には温度以外の要因が関与している可能性がある。興味深

いことに、GoRV を接種した植物を暗黒条件で培養したとき、植物はウイルス病により枯
死した。このことは、輪紋病の発生は、光の影響を大きく受けることを示唆している。今

後は輪紋発生における光の影響をさらに調べ、輪紋病を光で防除する技術の開発を目指す。 
 
【文献】 1. Atsumi, G., Tomita, R., Yamashita, T., Sekine K. (2015) J. Gen. Virol. 96, 431–439 
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タンパク質以外の不凍物質  
平重輝 1，西島拓海 1，伊藤黎弥 1，吉岡友裕 1，生田依子 2 

1奈良県立青翔高等学校２年生，2奈良県立青翔高等学校教諭 
 
【目的】タンパク質の不凍物質はよく研究されているが、熱・酸やアルカリなどによって

失活し、働きを失うため、加熱する冷凍食品などには使用できない。そこで、タンパク

質以外の不凍物質を探すことを目的とした。試料はタンパク質が少なく、糖を多く含む

キノコのなかで、もっとも低温で生育するエノキタケを用いた。 
 
【方法】 
① 	
 生のエノキタケに同量の水を加えてミキサーで粉砕し、一方は 10℃、他方は 100℃で

6時間加熱した。それぞれろ液の糖度を測定した。 
② 	
 水酸化カリウム濃度が２％になるように加え、さらに 100℃で 2.5時間加熱した。 
③ 	
 水酸化カリウム濃度が 20％になうように加え、さらに 100℃で 2.5時間加熱した。 
④ 	
 蒸留水と方法①の 10℃と 100℃のろ液同量を冷凍庫に入れ、どちらが先に凍結するか
観察した。方法③のろ液と 20％水酸化カリウムを同量、冷凍庫にいれ、どちらが先に
凍結するか確認した。 
 

【結果】方法①のろ液の糖度は 10℃は 4.8±0.5Brix%、100℃は 5.5±1.3 Brix%であった。10℃
と 100℃のろ液は糖度は高いが、蒸留水と同時に凍結した（図 1）。20％水酸化カリウム

だけの水溶液が凍結した時点

で、20％水酸化カリウム＋エ
ノキタケの水溶液は凍結しな

かった（図 2）。 
	
 図 1. 左から蒸留水・10℃水＋エノキタケ・100℃＋エノキタケ 

 
 
 
 
 
 
 

図 2．左	
 20％KOH、右	
 20％KOH＋エノキタケ 
 
【考察】水と熱水で抽出した場合、糖度は高いが凍結した。この結果より、不凍効果を持

つ物質は水と熱水では抽出できないと考えられる。また、20％水酸化カリウム水溶液で
アルカリ抽出した場合、エノキタケの成分を含む水溶液は、エノキタケの成分を含まな

い 20％水酸化カリウム水溶液が凍結した時点では凍結しなかった。この結果より、アル
カリ抽出されたエノキタケの成分には不凍効果を持つ物質が含まれ、100℃で 6時間加熱
しても機能を失わないため、タンパク質以外の物質と考えられる。エノキタケにはキシ

ロマンナンという多糖類が含まれており 1)、キシロマンナンには不凍効果がある 2)と知ら

れているため、本研究の不凍効果はキシロマンナンによると考えられる。 
 
【文献】 1. F. R. Smiderte , E. R. Carbonero, C. G. Mellinger, G. L. Sassaki, P. A. Gorin, M. 

Iaccomini (2006) Phytochemistry 67, 2189-2196 
2. 河原秀久.(2014) 不凍タンパク質に次ぐ新製品を開発	
 エノキタケ由来不凍多糖
の量産化に世界で初めて成功 関西大学プレスリリース	
 配布資料 
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二種の溶液を混ぜた混合溶液での再結晶  
野口 輝 井西 司 若狭 航季 浅井 雄飛 

指導教員	
 辻田弘仁 

奈良県立青翔高等学校 
 
【目的】 1, 混合溶液での結晶の様子を観察する。 
Purpose 2, 溶液ごとの結晶の特徴を観察する。 
 
【方法】 

1, 50 ml, 60℃の水に飽和する(KNO3, NaNO3, Na2SO4, CuSO4, AlK(SO4)2, NaCl)を用意し
た。 

 2, それらを 2種類ずつの組み合わせで 50 mlの水に入れたものを 15種類作った。 
 3, それぞれを 60℃に加熱し、15℃の恒温槽で静置した。 
 
【結果】 

② KNO3×Na2SO4・・・針状の結晶が多く析出。 
Result: ⑨ NaNO3×NaCl・・・不定型な結晶となり、区別がつかない。 
Result :⑩ Na2SO4×CuSO4・・・青い粒状の結晶を透明な結晶が取り囲んでいる。 
Result :⑭ CuSO4,×NaCl・・・緑色の膜状の結晶ができた。→画像 
Result :⑮ AlK(SO4)2×NaCl・・・まとまった大きな結晶ができた。 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 etc… 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【考察】 

AlK(SO4)2のような複塩がすぐに出来るのかと思っていたがそうではなく、それぞれが

それぞれの形で結晶化しているのが多かった。 
･CuSO4,×NaClの場合のみ、Cu2+と Cl-が配位結合を起こして Na2[CuCl4]の結晶になって
いたのかと思われる。 
･KNO₃を含んでいる結晶は底に KNO₃以外の結晶ができ、その上に KNO3の柱状の結晶

が生えるような形で成長していた。これは KNO3単体の結晶の時と酷似している。 
 
 
【文献】 ･理科年表ポケット版平成 14年度版 

Re･数研出版高校理科用化学 
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イネの有効活用～食べるだけじゃもったいない！～  
辻伶衣 1，柴田規迪 1，杉村侑亮 1，橋爪沙良 1，武内菜穂子 2 

1青翔高校・S探究イネ研究班，2青翔高校・教員 
 
【目的】本校はタイのプリンセスチュラボーンナコンシータンマラート校と姉妹校提携を

結んでいる。タイでは近年の経済発展によりエネルギーの需要が高まり、安定供給のため

にバイオエタノールの生産が盛んである。しかし、その材料はサトウキビやキャッサバで

あるため、食糧と燃料のバランスが問題となっている。この問題を解決するために、本校

と姉妹校ではバイオエタノール生産について共同研究を行うことにした。 
	
 本校の周辺は水田が広がる豊かな稲作地域で毎年多くの米が生産されている。しかし、

米を収穫した後のイネわらは廃棄するだけである。そこで、「米を食べるだけではもった

いない！」と感じて、イネわらからバイオエタノールを作ることにした。昨年度は基

礎的な実験データをとるために、バイオエタノール生産と食用の両方に適したイネの品種

を探索し、イネわらの糖化や発酵について研究を行ったのでこれを報告する。 
 
【方法】実験①  ７品種のイネ（うるち米４種・もち米２種・酒米１種）を栽培し、草丈、
分げつ数、葉齢、イネわらの質量、種子の数、種子の質量について計測を行った。実験②  
イネわらを乾燥させて粉末（最大径 250 µm以下）にし、セルラーゼを含む酢酸緩衝液中
で糖化した 1）。糖化を確認するため、糖化液の糖度を測定した。また、糖化液をシリカゲ

ル薄層クロマトグラフィー（TLC）で展開して糖組成を調べた 2）。 
 
【結果】実験①  ７品種のイネの各種パラメーターの計測により、草丈、イネわらの質量、
種子の数、種子の質量の値が大かったのは、旭糯であった。実験②  旭糯とヒノヒカリのイ
ネわらを糖化して糖度を比較したところ、顕著な違いは見られなかった。さらに、糖組成

の分析から、糖化液にはグルコースが含まれていることが明らかになった。 
 
【考察】本研究の目的に合うイネわらの質量と種子の質量の値がともに大きい品種は旭糯

（もち米）であった。もち米はうるち米よりも草丈が大きくなるという特徴がある。植物

の草丈が高くなるには細胞壁を強固にする必要があり、これにはリグニンという成分が重

要な役割を担う。このことから、旭糯はリグニン成分が多い可能性が考えられた。リグニ

ンは糖化を邪魔する物質であることから、旭糯とうるち米のヒノヒカリについて糖化を比

較したところ、糖化に顕著な違いは見られなかった。リグニン量は少ないがセルロースや

ヘミセルロース密度が高いために細胞壁が強固になり倒れにくい品種も報告されている 3）。

今回用いた旭糯がリグニン量の少ない品種との報告は見つけられなかった。しかし、現段

階では、もち米だから糖化に悪影響がでるという結果は得られていない。 
	
 ポスター発表では、その他さらに進めた実験の詳細を結果も合わせて考察したい。 
 
【文

献】  
1.	
 佐藤啓ら、市販セルラーゼによる微粉砕したスギとイネわらの糖化 (1998) 
2.	
 山崎光廣ら、TLCによる糖質の分離挙動と食品試料への応用 （1988） 
3.	
 T.Ookawa et al., Increased lodging resistance in long-culm, low-lignin gh2 rice for 

improved feed and bioenergy production. (2014) Scientific Reports 
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地衣類から新抗生物質を見つける	
 

赤坂貴浩,	
 河合真央,	
 合田元英,	
 齊藤良典,	
 里井俊太	
 

指導教員：中澤克行	
 

兵庫県立神戸高等学校	
 総合理学科	
 

	
 

【目的】本研究の目的は、神戸高校周辺に生息する地衣類から新抗生物質を見つけること

である	
 

【方法】	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 【結果】	
 

	
 

	
 

	
 

【考察】	
 

①のコフキジナリアでは、3回の実験ともに、阻止円が観測された。また阻止円の大き

さにはばらつきがあるが、阻止円が観測された菌のパターンが 3回とも同じであるため、

この地衣類は抗生物質を持ち、既存の系統であればテトラサイクリン系、あるいはアミノ

グルコシド系であると考えられる。	
 

	
 ②のレプラゴケのなかまでは阻止円が観測されたため、抗生物質が存在していると考え

られるが、3回の実験のうち阻止円が観測された菌のパターンが一致してないため、再度

確認する必要がある	
 

③のロウソクゴケは 3回中 1回のみしか阻止円が観察されなかったため、再度確認する

必要がある。	
 

【文献】	
 

[1]	
 厚生省.	
 畜水産食品中の残留抗生物質簡易検査法（改訂）.	
 2003 年	
 

[2]	
 吉村康.	
 原色日本地衣類図鑑.	
 保育社、1974 年	
 

[3]	
 井上哲男,	
 慶田雅洋.	
 報文	
 地衣類の抽出成分.ウスニン酸とその利用.	
 粧抜誌	
 第14

巻第 1号、1980 年

地衣類1.0 gを採取し磨砕する 

地衣類にクエン酸アセトン緩衝液を2.0～3.0 
ｍL加え、6日間放置した後、遠心分離を行う　　　　　　　　　　　　　　　　　　

この溶液の上澄み液を試験液とする 

3種の試験菌の培地に試験液を含ませたペーパ
ーディスクを置く	
 

阻止円の有無を確認	
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上皮膜輸送機能制御における細胞骨格系アダプター蛋白質エズリンの役割  
 

波多野	
 亮 
立命館大学薬学部 分子生理学 

 
	
 上皮組織は、様々な栄養物質を体内へと取り込むと同時に老廃物や生体異物を体外へと

排出する事で生体内外の物質環境の恒常性維持に関わる重要な役割を果たしている。トラ

ンスポーターを介した様々な物質の上皮細胞膜輸送はこの恒常性維持において重要な役割

を担っており、その発現及び膜局在制御機構の解明は生体内におけるトランスポーターの

生理学的役割や疾患の発症機序の解明、標的薬物の開発などにおいて重要である。このよ

うな膜輸送体の機能や局在は足場タンパク質など様々なタンパク質との相互作用の上に成

り立っており、それらの足場タンパク質の生理的な役割を明らかにすることが必要である。

我々はそのような足場タンパク質の一種であるエズリンの生体内における機能について着

目し、研究を進めている。エズリンはアクチン細胞骨格とトランスポーターなどの細胞膜

タンパク質や足場タンパク質とを架橋する機能を有するタンパク質であり、ERM (Ezrin- 
Radixin -Moesin)ファミリーに属している。遺伝子改変マウスを用いたこれまでの研究では、
エズリンの欠損はより重篤な表現型を呈する事が示されている。エズリンは特に上皮細胞

における発現が特徴的であり、胃、小腸・大腸、腎臓、肺などに存在する様々な上皮細胞

において発現している。個体レベルでは、胃壁細胞や腸管の吸収上皮細胞におけるエズリ

ンの役割についての研究が中心になされ、その他の臓器での個体レベルでの検討は十分に

なされていなかった。我々は、エズリンノックダウン(KD)マウスを用いて、他の臓器にお
けるエズリンの機能解析を進め、エズリン KDマウスの腎臓及び肝臓内胆管において機能
的な異常が生じている事を新たに見出している。腎臓においては、エズリンは近位尿細管

細胞の頂端膜側に局在しており、これまでにも Na-リン酸共輸送体 Npt2aや足場タンパク
質である NHERF1 (Na+/H+ -exchanger regulatory factor 1)の局在を制御しているものと考えら
れていた。エズリン KDマウスではこれらのタンパク質の頂端膜側における局在の異常と
尿中へのリン酸排泄の亢進が見られることから、エズリンが Npt2aの細胞膜局在制御を介
して生体内リン酸ホメオスタシスの調節に重要な役割を担っているものと考えられた。ま

た、血液解析の結果、エズリン KDマウスにおいて重篤な肝機能障害が生じている事を見
出した。エズリンは肝臓においては胆管細胞において特異的に発現している。胆管は肝細

胞から毛細胆管中に分泌された胆汁の流動性を調節する重要な役割を担っており、この胆

管細胞においてエズリンは Cl-チャネルである CFTR(Cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator)などの頂端膜側における局在を制御する事で胆管細胞のイオン分泌、
とりわけ CFTRによる Cl-分泌を利用した二次的な HCO3

-の管腔内への分泌を制御する事で、

細胞表面での HCO3
-バリア形成亢進に重要な役割を果たしているものと考えられる。以上

のように、これまでの研究成果から、エズリンが生体内において様々な上皮細胞の頂端膜

側における膜輸送体タンパク質の局在制御を担う重要な分子であると考えられた。今後

個々の上皮組織におけるエズリンの機能的・生理的役割を明らかにする事によって様々な

疾患の発症機序の解明や治療法の開発に繋げていきたいと考えている。	
  
 
【文献】 
1. Hatano R et al. Knockdown of ezrin causes intrahepatic cholestasis by the dysregulation of bile 

fluidity in the bile duct epithelium. Hepatology. in press, 2015. 
2. Hatano R et al. Ezrin, a membrane cytoskeletal cross-linker, is essential for the regulation of 

phosphate and calcium homeostasis. Kidney Int. 83(1): 41-49, 2013
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宇留島  隼人  

 

 

主催  

株式会社アミノアップ化学  
 
 



日本の伝統食品であるシソの新たな可能性  
～大腸炎治療効果のエビデンス獲得に向けた研究～  

 
宇留島 隼人 

国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 免疫シグナルプロジェクト 
 
私は鳥取大学農学部獣医学科を卒業後、臨床獣医として 7年間勤務しました。ペット業
界でもヒトと同様に様々なサプリメントが存在し、ペットの健康増進および治療を目的と

して使用されています。しかし、全てのサプリメントのエビデンスレベルが高いわけでは

なく玉石混淆で、飼い主さんに自信を持って勧められるサプリメントが少ないという状況

でした。そこでサプリメントについてもっと勉強をしよう、研究をしようと思い大阪大学

大学院医学研究科の生体機能補完医学寄附講座（現在は統合医療学寄附講座に名称変更）

に入学しました。消化器外科医である伊藤壽記教授のご指導の下、腸管免疫に影響を与え

る食事成分を研究することとなり、良い素材がないかと探していたところアミノアップ化

学社製のシソ葉熱水抽出物（シソエキス）を学会で知りました。 
シソは東南アジア原産の一年草で、シソの葉は防腐効果を有し古来より刺身のツマとし

て利用されてきました。また、漢方においても健胃、鎮咳、鎮静、発汗、利尿などを目的

として、シソの葉を成分の一つとして含む柴朴湯、半夏厚朴湯、香蘇散などが処方されて

います。シソエキスはこれまでにマクロファージからの TNF-α産生を抑制することや抗ア
レルギー作用など様々な抗炎症作用が報告されています。クローン病や潰瘍性大腸炎など

の炎症性腸疾患（IBD）は厚生労働省の特定疾患に指定されている再発・寛解を繰り返す
原因不明の難病ですが、腸管粘膜免疫の破綻により、TNF-α、IL-6や IL-17Aなどの炎症性
サイトカインが過剰に分泌されていることが病態の一つであると考えられています。そこ

でシソエキスの抗炎症作用に着目し、IBDマウスモデルである DSS誘導腸炎モデルに対す
る PEの安全性、有効性、および PE成分の免疫細胞におけるサイトカイン産生に対する影
響についての研究を行うこととなりました。 
シソエキスの投与によって DSS誘導腸炎による体重減少が軽減され、腸管粘膜の抑制性
Ｔ細胞が増加し、炎症からの回復が促進されることが確認できました。またシソエキスの

主な成分であるルテオリン、アピゲニン、ロスマリン酸のリンパ球に対する影響を検討し、

ロスマリン酸、アピゲニンがリンパ球からの炎症性サイトカイン産生を抑制すること、ロ

スマリン酸が抑制性Ｔ細胞の分化を促進することも確認しました。 
 
	
 今回のランチョンセミナーでは、その実験結果を中心に大学院での機能性食品研究につ

いて話させていただきます。 
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研究機器の検索サイト「研究機器オンライン」
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第62回日本生化学会近畿支部例会を開催するにあたり、以下の企業に多大なご協力を
頂きました。関係者一同、御礼申し上げます。 
 

株式会社アミノアップ化学  

ライオン株式会社  

タカラバイオ株式会社  

ナカライテスク株式会社  

株式会社廣川書店  

株式会社ツムラ  

小野薬品工業株式会社  

株式会社南江堂  
プラス薬局  若草本店（滋賀県草津市）   
和研薬株式会社   
株式会社南出理化商会  
パスカル薬局（滋賀県草津市）  

 
 
第62回日本生化学会近畿支部シンポジウムに協賛いただいた 
 

関西実験動物研究会  

立命館大学動物実験委員会  

 
に感謝いたします。また、要旨集の写真を提供していただいた 
 
滋賀県フォトライブラリー  
立命館広報課  

 
に感謝いたします。  





 

 

 

 

 

 

 

 
	
 

	
 

	
 	
 

第 62 回日本生化学会近畿支部例会	
 

例会長	
 

西澤	
 幹雄（立命館大学	
 生命科学部生命医科学科）	
 

	
 

実行委員	
 

浅野	
 真司（立命館大学	
 薬学部薬学科）	
 

三原	
 久明（立命館大学	
 生命科学部生物工学科）	
 

鈴木	
 健二（立命館大学	
 薬学部薬学科）	
 

藤田	
 隆司（立命館大学	
 薬学部薬学科）	
 

寺内	
 一姫（立命館大学	
 生命科学部生命情報学科）	
 

	
 

第 62 回日本生化学会近畿支部例会要旨集	
 

2015 年 5 月 16 日発行	
 

発行者：	
 第 62 回日本生化学会近畿支部例会長	
 西澤	
 幹雄	
 

〒525-8577	
 滋賀県草津市野路東 1-1-1	
 

立命館大学	
 生命科学部生命医科学科	
 医化学研究室内	
 

日本生化学会	
 近畿支部	
 例会事務局	
 

電話：077-561-2876	
 Fax：077-561-2876	
 

E-mail：jbsk2014@gst.ritsumei.ac.jp	
 

印刷・製本：	
 株式会社	
 北斗プリント社	
 








