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 ⾷とは元来、⽣命活動に必要なエネルギーや⽣合成不能な栄養素を得るためのもので

ある。しかし、近年の豊かな⾷糧供給や⾷⽣活の多様化による過剰な栄養やエネルギー

補給が、肥満・⾼⾎圧をはじめとする⽣活習慣病を引き起こす要因となっている。⾷⽣

活やライフスタイルの改善が最良の予防・改善策であるが、発症の予防や健康維持のた

めに⾷品がもつ機能性を利⽤することも選択肢の１つである。そのような健康志向の⾼

まりから⾷品がもつ３次機能に関する研究が盛んに⾏われている。 

⾷品機能性評価において、⾮常に多くの成分が混在する⾷品中から機能成分を特定し、

有効量を決定することが必須であるため、種々の単⼀の化合物をターゲットに試験・研

究が進められることが多い。しかし、そのような報告の中には、細胞内環境に与える影

響やその作⽤の分⼦機構について詳しく解析されていないものも存在する。⾮栄養性の

化合物が⽣体に及ぼす影響を知るためには、まず細胞単位で遺伝⼦やタンパク質レベル

でどのような影響を与えるか、知⾒を得る必要がある。さらに、細胞から組織、個体に

広げた幅広い解析を⾏う必要があり、領域を跨いだ研究も必要にもなる。また、我々の

消化管の⼀部である腸管には⾃⼰の細胞数よりも多くの腸内細菌が棲息しており、それ

らへの影響も考慮しなければならない。腸内細菌叢の変化が我々宿主の健康や疾患に与

える影響が⾮常に⼤きい事が解ってきているためである。そこで本論⽂では、ポリフェ
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ノールの細胞内の栄養センサーの調節(飢餓模倣効果)による抗炎症効果の細胞レベル

での解析、植物性多糖のビフィズス菌による分解機構の解析、および機能性⾷品素材「梅

ポリフェノール」の肥満モデルマウスの腸内細菌叢へ与える影響の解析の３つの研究に

ついて報告する。 

 まず第２章では、動脈硬化症や糖尿病といった⽣活習慣病の発症原因である慢性炎症

反応に対する植物由来ポリフェノールの抑制機構について明らかにすることを⽬的と

した。植物由来ポリフェノールに抗炎症効果を謳う報告が多くなされている。これらの

多くは炎症物質の産⽣量低下や炎症物質をコードする遺伝⼦発現量の低下を指標とし

ている。しかしながら、これらポリフェノールの効果は細胞内の反応にどのような影響

を与え、どのようなシグナルを介して下流の遺伝⼦発現調節に⾄るのかが明らかでない

ものも多い。ポリフェノールの⾷品機能性として抗酸化活性はよく知られているが、抗

炎症作⽤やオートファジー活性化作⽤に関する報告も多く存在する[1]。レスベラトロ

ールを代表とする⼀部のポリフェノールは mTOR を制御することも知られており、細

胞内栄養センサーの調節を介して飢餓模倣効果を発揮する可能性が考えられる[2]。ポ

リフェノールによるオートファジーの活性化と、オートファジーを介した抗炎症メカニ

ズムの解明は、細胞内における炎症終息機構に関する新たな知⾒につながるだけではな



 - 5 -

く、新たな抗炎症効果を有する化合物の探索にも応⽤できる可能性がある。 

 次に第３章では、腸内細菌の中でも宿主に有益な働きをする善⽟菌の代表であるビフ

ィズス菌の植物性多糖分解機構を明らかにすることを⽬的とした。腸内環境改善のため

に、繊維質やオリゴ糖を多く含む⾷品の摂取が推奨されている。それらは宿主の消化酵

素により分解されず腸に到達し、⼀部の腸内細菌に利⽤されることで腸内細菌叢を改善

するためである。しかしながら、腸内細菌による植物性多糖の分解機構は完全には明ら

かにされていない。ビフィズス菌に関しては、⺟乳由来のオリゴ糖や宿主消化管から分

泌されるムチン等の糖タンパク質糖鎖の分解経路はこれまでに⽐較的よく研究されて

いるものの、植物性多糖の利⽤に関してはほとんど報告がない。そこで本研究では、植

物由来のヘミセルロースの中でも割合の多いアラビナンに着⽬し、ビフィズス菌におけ

るアラビナン分解の分⼦機構を明らかにすることを⽬的とした。この研究は、ビフィズ

ス菌のヒト成⼈の消化管への定着機構の理解につながるだけでなく、成⼈のビフィズス

菌を増殖させる新たな難消化性⾷品素材(プレバイオティクス)の開発につながる可能

性がある。 

 第４章では、肥満モデルマウスを⽤いて、新規⾷品素材である「梅ポリフェノー

ル」のビフィズス菌に対するプレバイオティクス効果を検討した。「梅ポリフェノール」
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は、和歌⼭県において梅⼲し製造過程で⼤量に⽣成する梅酢から吸着樹脂を⽤いてポリ

フェノールを回収した⾷品素材である。梅由来のポリフェノールに加え、果⾁から溶出

したと考えられる可溶性の多糖類を含むことがわかっている。「梅ポリフェノール」に

ついてはこれまでに、さまざまな健康増進効果などが検討されており、すでに飲料など

の製品にも応⽤されている。しかしながら、ビフィズス菌を含む腸内細菌叢への影響に

ついては⼗分に調べられていない。本研究では、⾼脂肪⾷を与えたマウスに「梅ポリフ

ェノール」を摂⾷させて、抗肥満効果、および腸内細菌叢の変化と短鎖脂肪酸の量・種

類の変化を評価した。さらに、いくつかのビフィズス菌株を⽤いて in vitro で増殖促進

効果を評価し、「梅ポリフェノール」のビフィズス菌に対する増殖効果の分⼦メカニズ

ムについて考察した。 

以上のとおり、植物由来⾷品成分による健康促進効果の分⼦メカニズムを明らかに

するために、実験動物、動物細胞、微⽣物などさまざまな研究対象を⽤いて、細胞およ

び個体レベルでの知⾒を得ることを⽬的として研究を実施した。  
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第 2 章 

マクロファージ細胞内でのオートファジーを 

介した炎症反応終結メカニズムの解析 
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２-１.  緒⾔ 

脊椎動物の免疫システムは、先天的に有している⾃然免疫機構と、後天的に獲得する

獲得免疫機構が存在する。マクロファージは単球から分化した遊⾛性を有する⽩⾎球の

⼀種であるが、⾃然免疫と獲得免疫の両⽅に関わる重要な免疫細胞である。⾃然免疫に

関しては、異物を貪⾷し消化分解するほか、貪⾷した異物を認識してさまざまな炎症物

質を分泌することで異物を撃退する。⼀⽅、獲得免疫においては、貪⾷して分解した異

物の断⽚ペプチドを細胞表⾯の MHC クラス II 分⼦に乗せて抗原提⽰し、抗原特異的に

活性化したヘルパーT 細胞 (Th1)からのシグナルを受け取ることができる。 

病原体に特有な成分をパターン認識受容体により検知し、炎症性サイトカインや I 型

インターフェロンを産⽣することで病原体を排除する仕組みは、⾃然免疫の最も重要な

機構である[3]。代表的なパターン認識受容体に TLR (Toll-like receptor)が存在する。TLR

は I 型幕貫通型受容体であり、細胞外のロイシンリッチリピートを含む領域で病原体関

連分⼦パターン(PAMPs; Pathogen-associated molecular patterns)を認識する[4]。TLR はヒ

トでは 10 種(TLR1~TLR10)、マウスでは 12 種の存在が確認されており、TLR1~TLR9 は

どちらの種でも保存されている[4]。細胞表⾯型の TLR は TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 な

らびに TLR6 である。マクロファージには TLR5 以外のものが発現している。TLR2 は



 - 9 -

TLR1 や TLR6 と複合体を形成して存在し、グラム陽性菌のペプチドグリカンやリポタ

イコ酸、真菌のザイモサン、インフルエンザウイルスのヘマグルチニンなど多種多様な

微⽣物の PAMPs をリガンドとして認識する[5]。しかしながら TLR2 複合体(TLR2-TLR1, 

TLR2-TLR6)は炎症性サイトカインの産⽣を誘発するが、I 型インターフェロンの産⽣は

誘導しない。 

TLR4 は炎症性サイトカインと I 型インターフェロンのどちらも産⽣誘導する。また

TLR4 の リ ガ ン ド は グ ラ ム 陰 性 菌 の 細 胞 壁 の 主 要 な 成 分 で あ る リ ポ 多 糖 (LPS; 

Lipopolysaccharide)であることから TLR メンバーの中でも最も研究が進んでいる。しか

し実際には TLR4 は LPS だけでなく⾃⼰成分をも認識する。細胞死が誘導されると、バ

イグリカン[6]、ヒアルロン酸断⽚[7]、バーシカン[8]、フィブロネクチン[9]などの⾃⼰

タンパク質が細胞内のプロテアーゼで分解されリガンドとなる。バイグリカンは炎症性

サイトカインの産⽣を誘導するが、tlr4-/-マウスではその反応が起こらない[6]。TLR4 が

活性化されると TIR ドメインを持つアダプタータンパク質である MyD88 と会合する。

リガンドの刺激を受けると直ちに、MyD88 は IRAK-4 を TLRs に呼び寄せる。IRAK-４

によりリン酸化され活性化した IRAK-1 は、E3 ユビキチンリガーゼである TRAF6 (TNF 

receptor associated factor 6)と会合する。TRAF6 は⾃⾝をポリユビキチン化し、それを⾜
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場として諸因⼦が結合した TRAF6 複合体を形成する[10]。そしてその複合体が TAK1

や IKK をリン酸化することで IkB がプロテアソームによる分解を受け NF-κB を遊離さ

せる。遊離した NF-κB は核内に移⾏して、転写因⼦として機能し炎症性サイトカイン

の発現を誘導する。 

細胞内のタンパク質や⼩器官のバルク分解機構であるオートファジーが、この TLR

シグナルに対して抑制的に機能することが明らかになりつつある。オートファジー関連

遺伝⼦である atg16l1 の変異が炎症性腸疾患であるクローン病の発症に関与している

[11]。これを裏付けるように atg16l1-/-マウスのパネート細胞では炎症関連遺伝⼦の発現

が顕著に増加しており[12]、オートファジーが炎症反応のブレーキに重要な役割を果た

す可能性があることが考えられる。 

オートファジーは真核⽣物に広く保存されている。⼆重膜構造をもつ細胞⼩器官であ

るオートファゴソームに不要タンパクやオルガネラが包み込まれ、そのオートファゴソ

ームがリソソームと融合することで内容物を分解する [13,14]。オートファジーの進⾏

には ATG 遺伝⼦群が関与している。ATG 遺伝⼦は酵⺟で現在約 40 種類ほど⾒つかっ

ており、真核⽣物の多くで保存されている。なかでもオートファジーの進⾏において

ULK1/2 (Atg1), Atg13 の ULK1 複合体と Atg12, Atg7, Atg10, Atg5, Atg16 の Atg12 共有結
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合システムと Atg8, Atg4, Atg7, Atg3 の Atg8 共有結合システムが重要な役割を果たす。

ULK1 複合体はオートファジーの開始に必要なシステムで、Atg12 共有結合システムと

Atg8 共有結合システムはオートファゴソーム形成において重要である。酵⺟ Atg8 のヒ

トホモログの１つに LC3 がある。LC3 は proLC3 として⽣合成され、C 末端側 22 残基

が Atg4 によって切断され可溶型の LC3-I として細胞質中で存在している。オートファ

ジーが開始すると、LC3-I の C 末端に Atg7, Atg3 の働きによりホスファチジルエタノー

ルアミン(PE)が結合し、オートファゴソーム膜局在型の LC3-II となる[15]。そのため

LC3-II/LC3-I ⽐や LC3-II 量の増加はオートファジー活性化の指標として広く使⽤され

ている。また LC3 は隔離膜末端が融合しオートファゴソームの⼝を閉じる際に必要な

タンパクである[16]。オートファジーには⾮選択的に細胞質成分を分解する⾮選択型オ

ートファジーと、特定のタンパク質や⼩器官を分解する選択型オートファジーが存在す

る。選択型オートファジーの基質となりうる不要タンパクはほとんどがユビキチンで修

飾されている。選択型オートファジーにおいて分解基質輸送に重要な役割を果たすのは

p62 というタンパクである。p62 はオートファゴソーム膜に局在する LC3 と相互作⽤し

[17,18]、ユビキチン結合ドメインも有するタンパクである。p62-/-マウスでは神経変性

[19]や肥満症[20]の表現型が⾒られることから、オートファジー以外にも体重維持・神
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経保護・ストレス耐性などの⽣理機能に重要な役割を果たしていると考えられている。 

⾃然免疫応答のメカニズムはよく調べられている。またオートファジーなどの細胞内

分解系が⾃然免疫応答に深く関わっていることも明らかとなってきている[11]。しかし

ながら⾃然免疫応答の終息機構について実験的に⽰された報告はほとんどない。加齢と

ともに⾒られる慢性炎症はオートファジーの機能低下と⼀定の相関が⾒られる。また慢

性炎症疾患のうちいくつかは atg 遺伝⼦に変異が⾒られることも判明している。このこ

とから⾃然免疫応答の終息にはオートファジーが関与しているのではないかと考え、オ

ートファジーをターゲットに炎症反応の終息機構の解析を⾏うことを本研究の⽬的と

した。  
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２-２.  材料・⽅法 

２-２-１. 培養細胞株 

本研究では RAW264.7 cell（mouse macrophage murine leukemia virus-induced tumor cell）

を使⽤した。 

２-２-２. 培地 

本研究に⽤いる細胞の cell culture には通常の培地は DMEM - low glucose (D6046-

500mL, Sigma)を使⽤し、アミノ酸飢餓処理時には DMEM high glucose without Amino 

Acids (048-33575, Wako)を使⽤した。培地は開封時に 500 mL に対して、Fetal Bovine Serum 

(NICHIREI BIOSCENCES INC. ) 55 mL と Penicillin/Streptomycin (nacalai tesque) 5 mL を

加えた。Fetal Bovine Serum は使⽤前に⾮働化(56℃で 30 分インキュベート)してから使

⽤した。 

２-２-３ 培養 

２-２-３-１ 通常培養 

RAW264.7 細胞は、CO2 インキュベーターを⽤いて、37℃で培養した。コンフルエン

トになるまで培養した細胞は、Trypsin-EDTA 液(Sigma)を⽤いて dish から剥がし、回収

した細胞を、4,000 g , 5 分, 25℃で遠⼼し、上清を除去し、DMEM で懸濁し、⼀部の
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細胞を新しい培地プレートに加えて継代培養を⾏った。 

２-２-３-２ LPS 処理 

サンプルに供する細胞は 6 well プレートに 2.5x105 / well で播種した。LPS 処理を事

前にするサンプルは 6 well プレートに播種した翌⽇に LPS を 2 mg/mL となるように添

加した。LPS は Lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:B5 (L2880, Sigma) を PBS

に溶解したものを使⽤した。各サンプルの調製条件は試験によって異なるため試験毎に

結果の項に記載した。 

２-２-４ 細胞抽出液の調製 

培養が終了した細胞を、培地を回収した後 PBS で洗浄・吸引し、新たな PBS で回収

し、4,000 g , 5 分, 25℃で遠⼼分離し上清を取り除き回収した。回収した細胞を Lysis 

buffer (20 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM オルトバナジン酸ナトリウ

ム, protease inhibitor)を加え懸濁して、氷上で 30 分静置した。この溶解液を 6,000 g , 3

分, 4℃で遠⼼し、上清を回収し細胞ライセート液とした。ライセート液は、泳動⽤サン

プルとして、使⽤分以外は、-20℃で保存した。 

２-２-５ SDS-PAGE 

 SDS-PAGE は Leammli 法[21]で⾏った。分⼦量マーカーとして Precision Plus Protein 
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Prestained Standard Dual Extra (BIO-RAD)を使⽤した。泳動後、ウエスタンブロットに⽤

いた。 

２-２-６ Western blotting (WB) 

 SDS-PAGE 後のゲルを PVDF 膜 (Immmobilon-P, Merck) に転写した。なお PVDF 膜は

使⽤前にメタノールに 10 分浸した後、転写バッファーに浸した。転写バッファー浸し

たろ紙３枚の上に PVDF 膜、ゲルさらにその上に、転写バッファーに浸したろ紙を３枚

重ねてサンドイッチを形成した後セミドライ式ブロッティング装置を⽤いてブロティ

ングを⾏った。ブロティング終了後、PVDF 膜をブロッキング液（1% skim milk / TBSt）

でブロッキングした。ブロッキング液で希釈した１次抗体と反応させた。反応後、PVDF

膜を TBSt で洗い、２次抗体と反応させた。２次抗体も１次抗体同様に、ブロッキング

液で希釈をした。反応後、TBSt で洗浄し、Pierce Western Blotting Substrate Plus (Thermo)

を⽤いて化学発光させた。 

２-２-７ 使⽤抗体 

  本研究に使⽤した抗体は Table 1 に記載した。 

２-２-８  Immunocytochemistry (IC) 

滅菌処理を施したカバーガラスに 0.1%ゼラチン溶液 (190-15805, Wako)をコーティン
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グした。その後 6 well プレートに沈め⽅法 2-2-2 と同様に細胞を播種し、所定の処理を

施しサンプルを作成した。カバーガラスを回収し、-20℃のメタノールに 10 分浸漬して

固定化処理を⾏った後に、-20℃のアセトンに 1 分間浸漬して透過処理を⾏った。続い

て 1％ BSA/PBS で 1 時間ブロッキング処理をした。その後 PBSt で３回洗浄を⾏った。

１次抗体を PBS に希釈した。１次抗体液をカバーガラスに滴下し室温で 1 時間反応を

⾏った。その後 PBSt で３回洗浄を⾏った。2 次抗体を PBS に希釈した。2 次抗体には

Alexa Fluor 594 (Invitrogen)を⽤いた。2 次抗体液をカバーガラスに滴下し室温で 30 分反

応を⾏った。その後 PBSt で３回洗浄を⾏った。スライドガラス表⾯に封⼊材を滴下し

て、このカバーガラスを反転させて乗せサンプルを封⼊した。封⼊材は ProLong Diamond 

Antifade Mountant (Invitrogen)を使⽤した。カバーガラスの端をマニキュアで固定しよく

⾵乾させた。蛍光顕微鏡は IX81(OLYMPUS)を⽤い、対物レンズは油浸 40 倍レンズを使

⽤した。撮影・編集には MetaMorph (Molecular Devices)ソフトウェアを⽤いた。 

２-２-9  semi-qRT-PCR 

培養が終了した細胞を、培地を回収した後 TRIzol 試薬 (Life Technologies Japan Ltd.)

で細胞を溶解し、試薬⼿順通りに RNA 画分を抽出した。この RNA 画分をイソプロパ

ノール沈殿により精製・濃縮したのち RNase free water に溶解した。この RNA 500 ng を
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Prime Script RT-PCR kit (TaKaRa Bio Ltd.)で⼿順に従い逆転写を⾏った。この逆転写反応

液を⽤いて SpeedSTAR HS (TaKaRa Bio Ltd.)で PCR を⾏った。なお PCR に⽤いたプラ

イマーの配列は Table. 2 に⽰す。PCR 反応液を 7%ポリアクリルアミドゲル、TBE バッ

ファーで電気泳動を⾏った。マーカーには 100 kb DNA Ladder (TaKaRa Bio Ltd.)を⽤い、

染⾊には SYBR Gold nucleic acid gel stain (Invitrogen)を⽤いた。検出されたバンドを画像

解析ソフト ImageJ で半定量化を⾏った。各遺伝⼦の値は gapdh 遺伝⼦の値を元に補正

した。Table 1 に使⽤したプライマーの配列を記載する。 

２-２-１0  Griess 試験 

⼀酸化窒素測定には、Nitric Oxide Assay kit（CELL BIOLABS.INC）を⽤いた。培養上

清を回収し、キット通りに操作し、⽐⾊定量法で培地中に含まれる Nitric Oxide の量を

定量した。 

２-２-１１  ELISA 

IL-6 と TNF-の検出に Mouse IL-6 ELISA kit (KMC0061, Invitrogen)及び TNF-Mouse 

ELISA kit (KMC3011, Invitrogen)を⽤いた。サンプルには所定の処理を施した細胞の培養

上清を⽤いた。キット通りに操作し、⽐⾊定量法で培地中に含まれる IL-6 及び TNF-

の量を定量した。 



 - 18 - 

２-２-１２  siRNA 

siRNA の実験には Silencer Serect Pre-desingned siRNA (invitrogen)の Atg5 (#4390771)を

購⼊した。細胞への導⼊にはリポフェクション法を⽤い、リポフェクタミンは

Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (invitrogen)を使⽤した。サンプルに供する

細胞は前⽇に 6 well プレートに 1.0x105/well で播種した。RNAi MAX 試薬の⼿順に沿っ

て 6 pmol の siRNA を RAW264.7 細胞にトランスフェクションした。⽬的遺伝⼦のサイ

レンシングの確認は⽬的タンパクの減少あるいは消失を WB で確認した。 

２-２-１3  co-Immunoprecipitation (co-IP) 

IP に使⽤するビーズは SureBeads Protein G Magnetic Beads (Bio-Rad Laboratories, Inc.)

を使⽤した。このビーズをサンプル１つにつき 30L 使⽤した。⽬的の抗体をビーズに

1/1000 量加えた。このビーズ・抗体液を 4℃、振盪条件下でオーバーナイト反応させた。

培養が終了した細胞を、培地を回収した後 PBS で洗浄・吸引し、新たな PBS で回収し、

3,000 	g , 5 分, 25℃で遠⼼し上清を取り除き回収した。回収した細胞を IP-Lysis 

buffer(150 mM NaCl, 0.05% Triton-X100, 1 mM オルトバナジン酸ナトリウム, protease 

inhibitor)を加え懸濁して、氷上で 30 分静置した。この溶解液を 16,000 g , 5 分, 4℃で

遠⼼し、上清を回収し細胞ライセート液とした。このライセート液の 25%を Input ⽤に
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-20℃で保管した。残りの 75%のライセート液を IP に供した。75%のライセート液に抗

体付ビーズ液を 30 mL 添加して 120 分、４℃、振盪条件下で反応させた。反応後、ビー

ズを回収し、洗浄を⾏った後に SDS-PAGE サンプルバッファーで 90℃で 10 分加熱し

溶出させた。この溶出液を IP のサンプルとし、WB で解析を⾏った。  
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Table 1 本研究で使⽤した抗体⼀覧 

抗体名 型番、メーカー 

AKT Rabbit Ab #9272, CST 

P-AKT(S473)(D9E)XP Rabbit mAb #4060, CST 

mTOR Rabbit Ab #2972, CST 

phpspho-mTOR(S2448)(D9C2)XP Rabbit mAb #2971, CST 

PI3 Kinase p85(19H8) Rabbit mAb #4257, CST 

P-PI3K p85(Y458)/p55(Y199)Rabbit Ab #4228, CST 

Anti-LC3 pAb #PM036, MBL 

Anti-p62/SQSTM1 pAb #PM045, MBL 

Anti-mouse TRAF6 #597, MBL 

Anti-Atg5 pAb #PM050, MBL 

GAPDH (D16H11)XP Rabbit mAb #5174, CST 

Goat anti-rabbit IgG-HRP #sc-2301, Santa Cruz Biotechnology 

 

Table 2 本研究で使⽤した qRT-PCR ⽤プライマーの配列 

primer name Primer sequence 

inos (Sense) 5’- TGGGAATGGAGACTGTCCCAG - 3’ 

inos (Antisense) 5’- GGGATCTGAATGTGATGTTTG - 3’ 

il-6 (Sense) 5’ - CATCCAGTTGCCTTCTTGGGA - 3’ 

il-6 (Antisense) 5’ - CATTGGGAAATTGGGGTAGGAAG - 3’ 

gapdh (Sense) 5’- GCCAAGGTCATCCATGACAACT - 3’ 

gapdh (Antisense) 5’- GAGGGGCCATCCACAGTCT - 3’ 
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２-３.  結果 

２-３-１ 炎症反応におけるオートファジー活性化の経時変化 

 炎症反応とオートファジーの関連についてはいくつかの論⽂により報告されている。

細胞内に侵⼊した細菌の分解[22]や IL-1b 分泌にオートファジーシステムが必要である

[23]ことや MHC クラス II への抗原提⽰に必要である[24,25]など様々な報告が存在する。

そこで⾮炎症時 (LPS 処理なし)、炎症時（24 時間の LPS 処理）、炎症終了（LPS 除去）

後１、２、３時間後の 5 フェーズに分割してマクロファージ内のオートファジーの挙動

を観察した。 

オートファジーの活性化は、オートファゴソームに局在した LC3 を免疫染⾊したの

ち、形成したドットを蛍光顕微鏡観察することで評価できる[26]。オートファジーが起

こっていない⾮炎症時には細胞質全体に LC3 が確認できるもののドットの形成はない。

⼀⽅で、LPS 処理を⾏うと細胞膜側に沿って⼩さなドットの形成が確認された。LPS を

除去した後は、除去後 1〜2 時間において⽐較的⼤きなドットの形成が確認された(Fig. 

1A,B)。このことより LPS に曝露されたマクロファージ細胞内では LPS 曝露が終了した

後、炎症反応が終結へ向かう際にオートファジーが活性化されることが判明した。 

次にこのオートファジーはどのようなシグナル経路で活性化されたのかを検討した。
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オートファジーは⽣来、飢餓に対する防御反応で栄養・細胞増殖に関与するシグナル伝

達系により制御される[27]。この伝達系の最も主要なものに AKT/mTOR を介した伝達

系が存在する[27]。リン酸化 mTOR はオートファジーの開始を担うタンパク質である

Atg13 を直接リン酸化することでオートファジーの抑制に関与する[28]。そこで mTOR

とその上流である AKT、PI3Kinase のリン酸化レベルを経時変化を調べた。その結果、

オートファジーの活性化が確認された LPS 除去後 1〜２時間後と同⼀の時期に mTOR

の顕著な脱リン酸化が確認された。またこの mTOR の脱リン酸化の前後において AKT

の顕著なリン酸化も確認された(Fig. 1C)。⼀般的に mTOR を介するオートファジーは

mTOR の脱リン酸化とオートファジーの活性化が同調する。このことから LPS 除去後

1〜２時間後のオートファジーの活性化は mTOR を介したものである可能性が考えられ

た。 
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Fig. 1 炎症反応時におけるオートファジーの挙動解析 

(A) RAW264.7 細胞をカバーガラス上に培養し、LC3 を IC した写真。通常時(左上)、LPS 曝
露時(中央上)、LPS 曝露後、LPS 除去をしてから１時間(右上)・２時間(左下)・３時間(中央
下)の５サンプルで⾏った。各写真左下の⽩線は 0.1 mm を⽰す。(B) LC3 のドット数を計数
したグラフ。(C) RAW264.7 細胞を培養し、通常時、LPS 曝露時、LPS 曝露後、LPS 除去をし
てから１時間・２時間・３時間・6 時間時の主要なオートファジー関連シグナル伝達タンパ
ク質のリン酸化レベルを WB で検出した。 
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２-３-２ 炎症性サイトカインの産⽣量はオートファジー活性化レベルと反⽐例する 

前項で、炎症反応終息時に mTOR を介したオートファジーが活性化する可能性を

⽰した。そこで、外部刺激により強⼒にオートファジーを活性化すると炎症物質・

炎症性サイトカインの産⽣がどのように変化するのかを検討した。mTOR 依存的な

オートファジーはアミノ酸飢餓により容易にかつ強⼒に活性化することができる

[29]。そこで炎症反応を惹起させた RAW264.7 細胞にアミノ酸飢餓処理を施し、炎

症時に放出される⼀酸化窒素 (NO) 量を測定した。まず RAW264.7 細胞に LPS 処理

を⾏った。その後に全ての培地を除去し、LPS を含まない通常培地 (AA＋) 交換群

とアミノ酸フリー培地 (AA―) 交換群と LPS 処理を⾏わなかったコントロール群を

作成して、その後３時間培養した。その結果、AA―交換群において NO 産⽣量がコ

ントロール群と同程度であった (Fig. 2A)。炎症反応後アミノ酸飢餓に曝すと NO 産

⽣量が通常培地より 50%低下しており、アミノ酸飢餓により強⼒にオートファジー

を活性化すると炎症物質の産⽣が低下した。またこの細胞を回収し inos 遺伝⼦の発

現量も確認したところ、AA＋交換群ではコントロール群に対して４倍程発現してい

たのに対して、AA―交換群では 1.5 倍まで抑えられていた(Fig. 2B)。このことから炎

症後にアミノ酸飢餓によってオートファジーを活性化すると NO 産⽣量の減少スピ



 - 26 - 

ードが早くなることが明らかとなった。アミノ酸飢餓条件下で炎症性物質・炎症性

サイトカインの産⽣量を抑えられる可能性を⽰した。しかし、このアミノ酸飢餓に

よる反応がオートファジー活性化によるものかどうかは断定できなかった。 

 この炎症物質の低下が NO 固有の現象ではないことを確認するために炎症性サイ

トカインである IL-6 や TNF-でも同じ試験を⾏い確認した。この試験では AA＋交

換後 LPS 刺激を継続した LPS 群を追加した。その結果、IL-6 においては AA ＋交換

群では LPS 群に対して産⽣量が 77.72±5.64 pg/mL 下がったのに対して、AA―交換

群では 119.67±5.13 pg/mL 下がった (Fig. 2C)。TNF-においては AA＋交換群では

LPS 群に対して産⽣量が 68.98±14.78 pg/mL 下がったのに対して、AA―交換群では

82.13±17.51 pg/mL 下がった (Fig. 2D)。IL-6 及び TNF-においても NO 程の顕著な

差は⾒られなかったが、炎症後にアミノ酸飢餓によってオートファジーを活性化す

ると炎症性サイトカインの減少スピードが早くなることが明らかとなった。ここま

でから炎症後に炎症反応の早期終結にはオートファジーの活性化が重要であるこ

とが⽰唆された。 

アミノ酸飢餓条件下で炎症性物質・炎症性サイトカインの産⽣量を抑えられる可

能性を⽰した。しかし、このアミノ酸飢餓による反応がオートファジー活性化によ
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るものかどうかは断定できない。そこでオートファゴソーム形成に必須である Atg5

の遺伝⼦ノックダウン (KD) し、オートファゴソームの形成を⼀過的に阻害した

RAW264.7 細胞を⽤いて前述と同様の試験を⾏い IL-6 及び TNF-の検出を⾏った。

トランスフェクションによる細胞への影響を考慮し、WT RAW264.7 細胞もリポフ

ェクタミン処理を施した。RNAi 処理が出来ているかは WB にてタンパク量を確認

したところ siAtg5 群において Atg5 の顕著な減少が確認できたことからこれを⽤い

て試験を⾏った(Fig. 2E) 

IL-6 においては WT RAW264.7 細胞では LPS 群に対して産⽣量が 77.72±5.64 

pg/mL 下がったのに対して、Atg5 KD RAW264.7 細胞では 56.25±11.00 pg/mL 下が

った (Fig. 2F)。TNF-においては WT RAW264.7 細胞では LPS 群に対して産⽣量が

68.98±14.78 pg/mL 下がったのに対して、Atg5 KD RAW264.7 細胞では 35.28±9.70 

pg/mL 下がった (Fig. 2G)。WT RAW264.7 細胞は培地交換により LPS を除去すると

炎症性サイトカインの産⽣量が減少していくが、Atg5 をノックダウンすると WT よ

りも産⽣量が減らなかった。このことからやはり、炎症反応終結時の炎症性サイト

カイン産⽣の低下はオートファジーが関与している可能性が⽰唆された。 
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Fig. 2 炎症性サイトカインの産⽣量はオートファジー活性化レベルと逆相関する 

RAW264.7 細胞に前処理として 24 時間 LPS 処理を施し、その後 LPS 不含の DMEM あるいはア
ミノ酸不含の DMEM に交換し３時間後の NO 産⽣量(A)と inos 遺伝⼦発現量(B)、また６時間後
の IL-6 産⽣量(C)と TNF-産⽣量(D)。IL-6 と TNF-は LPS 処理を継続した群も作成した。Atg5 

KD を WT RAW264.7 細胞と Atg5 KD RAW264.7 細胞を⽤いて Atg5 タンパク量を確認するため
に WB をした(E)。si RNA 処理を 12 時間⾏い WT RAW264.7 細胞と Atg5 KD RAW264.7 細胞を
作成したのちそれを⽤いて前処理として 24 時間 LPS 処理を施し、その後 LPS 不含の DMEM に
交換する群と LPS も再度添加する群を⽤意し６時間インキュベートした時の IL-6 産⽣量(F)と
TNF-産⽣量(G)。誤差バーは標準偏差(SE) n = 4。AA は amino acid。  
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２-３-３ オートファジーは TLR シグナル伝達タンパクを選択的に分解する 

TLR4 シグナル伝達系の細胞内シグナルはまず MyD88 が TLR4 の細胞質領域に結合

するところから始まる。この MyD88 は IRAK を介して TRAF6 をリン酸化する。その

後 TRAF6 は⾃⼰ユビキチン化を⾏い、種々のタンパクと会合して下流の TAK1, IKK を

リン酸化する。IKK は IBをユビキチン化してプロテアソームで⼀部を分解させるこ

とで NF-B を遊離させる。このように TRAF6 は TLR4 シグナル伝達系において上流と

下流を結ぶシグナル反応に重要な役割を果たすタンパクである。前述のように TRAF6

の活性化メカニズムは明らかになっているが、炎症終結時における活性化 TRAF6 の除

去・分解メカニズムの詳細は明らかにされていない。そこで選択的オートファジーに着

⽬しこれを検討した。選択的オートファジーの基質の選択輸送には p62 というタンパク

が関与している。p62 はユビキチン結合ドメイン(UBA)と LC3 結合ドメイン(LIR)を有

するオートファジーにおけるアダプタータンパクである。また p62 はオートファジーに

より基質とともに分解されるので p62 の減少はオートファジー活性化の指標となりう

る[18]。p62 は TRAF6 と TRAF6 結合(TB)ドメインを介して結合することが知られてい

る[30]。そこで p62 が TRAF6 と結合し、オートファゴソームへ輸送され分解されると

いう仮説を⽴てた。p62 と TRAF6 が炎症のどの時期にまた、どれくらいの量が結合す

るかを検討した。まず細胞内の p62、TRAF6 のタンパク量の変化を確認するために LPS
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処理、アミノ酸飢餓処理、Bafilomycin A1 処理の有無別にサンプルを作成し、そのライ

セートを WB で直接検出した(Fig. 3A)。まず LPS 処理をすると処理しないものと⽐べ

p62 の量が⼤きく増加し、TRAF6 も微増した。アミノ酸飢餓によりオートファジーを活

性化すると、p62、TRAF6 共にその量が⼤きく減少した。またこの減少は LPS 処理の有

無に関わらず⾒られた。V 型 ATPase 阻害剤である Bafilomycin A1 は、リソソーム内の

分解酵素を阻害しオートリソソーム内容物の分解が⾏われなくなる。Bafilomycin A1 を

添加した群では p62, TRAF6 の分解が抑制されたことから、これらの減少にはオートフ

ァジーが関与している可能性が考えられた。次に通常時、炎症時及びオートファジー活

性化時(炎症終結期模倣時)の RAW264.7 細胞を溶解しタンパクを抽出した後に、p62 抗

体を⽤いて co-IP を⾏い p62 に結合する TRAF6 を WB により検出した。アミノ酸飢餓

によるオートファジーの活性化において p62 および TRAF6 の分解が確認された(Fig. 

3A)ため、培養中全てのサンプルに Bafilomycin A1 を添加し、p62-TRAF6 がオートファ

ジーによって分解されてしまうのを防いだ。その結果いずれの時期も co-IP p62 サンプ

ルに TRAF6 のバンドが確認された(Fig. 3B)。このことから少なくとも p62 は TRAF6 と

常時結合しうることが確認できた。直接結合しているのか、他のタンパクを介して結合

しているのかは確認できなかった。次にこの TRAF6 がオートファゴソーム上の LC3 と
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結合しているかを確認した。co-IP p62 と同様に細胞溶解液から抗 LC3 抗体を⽤いて co-

IP LC3 サンプルを作成し、LC3 に結合している TRAF6 を WB で検出した。その結果炎

症時以外は LC3 と TRAF6 は⼀定量結合していることが判明した(Fig. 3C)。LC3 と TRAF6

の結合を⽰した報告は⾒られないが、双⽅のタンパクと結合できうる p62 を介して結合

していると考えられる。LPS 処理をしている炎症時には LC3 に結合している TRAF6 の

量は減少する(Fig. 3C)。が、これは炎症時には TRAF6-p62 が LC3 へのリクルートが抑

制されている可能性が考えられた。 

  これより、p62 と TRAF6 は細胞内で同調して増減し、TRAF6 の分解は p62 を介した

選択的オートファジーによるものである可能性が⽰唆された。  
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Fig. 3 選択的オートファジーは TRAF6 の分解を担っている 
RAW264.7 細胞に無処理、LPS 処理、LPS＋アミノ酸飢餓処理を⾏い 12 時間培養した後に回収・

溶解し、p62 抗体(A)もしくは LC3 抗体(B)で IP したものまた IP しない通常ライセート(C)を WB

で解析した。オートファゴソーム内容物の分解を抑制する⽬的で Bafilomycin A1 を各処理時に
必要なサンプルに添加した。Bafilomycin A1 は DMSO に溶解し、終濃度 0.1 M で使⽤した。 
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２-３-４ 炎症反応終息時にオートファジー関連タンパクと TRAF6 の量は顕著に変動
する 

 ２-３-３において TRAF6 は p62 を介して選択的オートファジーで分解されることが

明らかとなった。２-３-３は条件を模倣するために試薬処理を⾏い細胞にとって各条件

において極限環境でのタンパク量の変化を観察した。２-３-１から炎症反応終結時にオ

ートファジーが活性化することが明らかになっている。そこで炎症が起こり、終結する

⾃然状態での細胞内タンパク量変動の検出を⾏い、炎症終結時に活性化するオートファ

ジーによる TRAF6、p62、LC3 タンパク量の変化・相互作⽤を確認した。 

 まず LPS 処理を⾏い、培地を交換した後に 0 ~ 8 時間のあいだ１時間ごとに細胞を回

収・溶解し、TRAF6 抗体で co-IP を⾏った。この時ライセートの⼀部を IP せず保管し

た。両サンプルを WB で解析を⾏い、必要に応じてバンドの濃さも定量化を⾏った。co-

IP TRAF6 から培地交換後 2 時間で p62 のタンパク量が⼀過的に減少した(Fig. 4A, B)。

Input サンプルでは LPS 添加以後に p62 が著しく増加するため(Fig. 3A)、p62 の増減で

のオートファジーの確認はできなかった。Input サンプルの結果より TRAF6 ⾃体のタン

パク量も減少しており、LPS を除去してから２時間でシグナル伝達に関与した TRAF6

が分解されていると考えられる。アミノ酸飢餓時のように p62 と TRAF6 の顕著な減少

は、LPS 刺激の有無だけでは⾒られなかった。これは炎症終結時に活性化されるオート
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ファジーは軽微であるが、アミノ酸飢餓で活性化されるオートファジーは強⼒であるこ

とからその活性化レベルまた、活性化時間の違いによるものであることが考えられる。

炎症終結時オートファジーは LPS 除去後 1~2 時間で活性化される(Fig. 1A)ことからこ

の TRAF6 タンパク量の変動はオートファジーが関与している可能性を⽰唆している。
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Fig. 4 オートファジー関連タンパクと TRAF6 の量の経時変化 

RAW264.7 細胞に前処理として 24 時間 LPS 処理をした後に培地を交換し 0~7 時間の間 1 時間
おきに細胞を回収した。回収した細胞を溶解した後の溶解液の 75%を抗 TRAF6 抗体で IP した。
残りの 25%は Input サンプルとして保管しておいた。両サンプルを WB で TRAF6, p62, LC3 を検
出した(A)。IP-TRAF6 サンプルの p62 バンド(B)と Input サンプルの TRAF6 バンド(C)と LC3-I バ
ンド(D)の濃さを画像解析ソフト Image J を⽤いて解析を⾏った。 
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２-３-５ レスベラトロールを⽤いたオートファジー依存的抗炎症活性の検討 

 レスベラトロールはブドウ(Vitis spp.)やイタドリ(Fallopia japonica)などに多く含まれ

るポリフェノールの１種である。レスベラトロールはオートファジーを強く活性化させ

ることができる[1]。レスベラトロールは SIRT1 に作⽤し、AMPK を介して AKT/mTOR

依存的なオートファジーを活性化することが知られている[31]。そこでレスベラトロー

ルはアミノ酸飢餓と同じ経路で炎症反応終結を促進できるのではないかと考えた。まず

レスベラトロールがオートファジーを活性化できる最⼩濃度の探索を⾏った。レスベラ

トロールは Sigma-Aldrich 社より購⼊し DMSO に溶解し使⽤した。RAW264.7 細胞に各

濃度のレスベラトロールで 12 時間処理し、オートファジーの指標である p62 の減少を

確認したところ 5 M 以上で p62 の減少が⾒られた(Fig. 5A)。p62 と TRAF6 の相互作⽤

はレスベラトロール処理で変化が起きるのか、無処理群、LPS 処理後培地交換した群、

LPS 処理後 5 M レスベラトロールを処理した群を⽤意し、細胞を溶解した後に抗

TRAF6 抗体で co-IP を⾏いそのサンプルを抗 p62 抗体を⽤いた WB で検出を⾏った。

レスベラトロール処理を⾏った群は⾏っていない２群と⽐べて TRAF6 と p62 その後作

⽤は強くなっていることが判明した(Fig.5B)。これにより TRAF6 はオートファジーによ

る分解を受けやすくなると考えられる。最後にレスベラトロールが炎症を抑制できるの
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かを検討するために炎症性サイトカインである IL-6 の遺伝⼦発現量を確認した。全て

の群に LPS 処理を⾏いその後、無処理群、追 LPS 群、アミノ酸飢餓群、レスベラトロ

ール群に分けて 3 時間処理を⾏った。無処理群との優劣の⽐較をするため３時間処理し

た。処理後、cDNA を調製して qRT-PCR を⾏った。LPS を除去すると il-6 発現量が 60%

低下したが、アミノ酸処理では 80%まで低下した。レスベラトロール処理では LPS 処

理時と⽐べて 90%、LPS からの無処理群と⽐較して 75%低下した(Fig. 5C)。このことか

らレスベラトロールは mTOR 依存的にオートファジーを活性化させ、TRAF６の分解を

促進することで NF-kB の核内移⾏を妨げ炎症性サイトカインの１つである IL-6 の遺伝

⼦発現量を⼤きく低下させることが明らかとなった。このようにアミノ酸飢餓を模倣で

きる化合物であれば、⼀定の抗炎症効果が期待できる可能性がある。  
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Fig. 5 レスベラトロールを⽤いたオートファジー依存的抗炎症活性の検討 

(A) RAW264.7 細胞を 0, 0.1, 1, 5, 10 mM レスベラトロールで 12 時間処理したのち回収し、細胞
溶解液を WB で p62 を検出した。(B)コントロール、LPS 処理から培地交換して無処理、LPS 処
理から培地交換して 5 M レスベラトロール処理をした細胞を溶解し、抗 TRAF6 抗体で co-IP を
⾏い、WB で p62, TRAF6 を検出した。(C)LPS を前処理した細胞を無処理、LPS 継続処理、アミ
ノ酸飢餓処理、5 M レスベラトロール処理 3 時間⾏った。その細胞を回収し cDNA を調製し、
il-6 プライマーペアーを⽤いて qRT-PCR を⾏った。LPS-無処理群を１として発現量を相対⽐と
して⽰した。  
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２-４. 考察 

 はじめに LPS 曝露による炎症中および炎症後におけるオートファジーの挙動を確認

した。LPS 除去後 1~2 時間後においてオートファゴソームの形成が促進し、⼀過的な

mTOR 依存的なオートファジの活性化が確認された。このオートファジーは AKT 以下

のシグナル伝達がオートファジーを活性化する⽅向に進んだことによって起こったが、

本研究の試験では AKT 直上の PI3Kinase には変化は⾒られなかった(Fig. 1B)。本来の飢

餓応答のオートファジーであれば各レセプターが受容した刺激が細胞膜下に存在する

PI3Kinase の働きによって AKT に伝えられるが、別経路で AKT に作⽤したと考えられ

る。AKT には直接 IKK をリン酸化する作⽤がある[32]。今回の AKT リン酸化は mTOR

の脱リン酸化を引き起こしオートファジーを活性化させ TLR-MyD88-TRAF6 伝達系か

ら離脱し、AKT から IKK への伝達を切り替えることで炎症反応終息へ向けた準備であ

る可能性があると考えた。そのことを⽰すように LPS を除去した点(0 hour)に AKT がリ

ン酸化され、オートファジーの活性化が収まってきた時期(3 hour)にもう⼀度リン酸化

されている。LPS 除去後、３時間以後の AKT リン酸化は解除され TLR-MyD88-TRAF6

伝達系及び AKT-IKK 伝達系の両⽅が遮断されることで細胞内での炎症反応は終結を迎

えると考えられる。TLR-MyD88-TRAF6 伝達系においてはこの LPS 除去後の AKT のリ
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ン酸化による mTOR 依存的なオートファジーの活性化が炎症終結において⼤きな鍵を

握っていると考えられた。この時期に atg 遺伝⼦の変異などで mTOR 依存的なオート

ファジーの活性が起こらないもしくは遅れると、炎症反応が終結に向かわず慢性炎症を

引き起こしてしまう原因になるのではないかと考えられる。健常なヒトでも⽼化ととも

に慢性炎症が発⽣しやすくなる傾向にある。それに相関し加齢に伴って atg 遺伝⼦の発

現低下や変異が上昇するといった報告も存在する[33]。このようなことから薬剤など外

部的な⼒を利⽤して mTOR 依存的なオートファジーの活性を維持することは健康維持

の側⾯から⾒ても重要であると⾔える。 

 TLR-MyD88-TRAF6 伝達系においてシグナルの減弱は AP による NF-B の機能抑制

[34]や Regnase1 による炎症性サイトカインをコードする mRNA の分解[35]が明らかと

なっているが、IKK より上流の減弱機構はあまり解明されていなかった。今回、オート

ファジーが TRAF6 を分解することによる IRAK1 から TAK1/2 までの間のシグナル遮断

を⽰した(Fig. 6A, B)。活性化 TRAF6 は蓄積すると⽪膚においては乾癬などの原因にな

ることが報告されている[36]ことから不必要な時には分解される必要があるタンパク

でもあると考えられる。p62 と TRAF6 が常時結合できるのは炎症のシグナル伝達以外

の TRAF6 が不必要な時には合成と分解の均衡を取ることで不必要な炎症反応を引き起
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こさない為のシステムではないかと考える。炎症時 TRAF6 は LC3 との相互作⽤が弱か

った(Fig. 3C)が、これは炎症時においては TRAF6 が分解されるのを防ごうとしている

ものであると考えられる。しかしながら、選択的オートファジーの基質輸送メカニズム

の複雑さや活性化 TRAF6 が⾼度にユビキチン化されていることが解析やデータの解釈

を複雑にし、そのメカニズムの解明には⾄らなかった。この点に関しては活性化 TRAF6

の挙動や NBR1 のような p62 以外のオートファジーにおけるアダプタータンパクとの

作⽤などを視野に⼊れ検討される必要があると考えられる。炎症反応のシグナル伝達系

においてユビキチン化は活性化と分解が紙⼀重であり、TRAF6 や IBといった炎症反

応伝達においてポイントとなるタンパクの活性化がリン酸化ではなくユビキチン化で

あることは、⾮活性化時において素早く分解することができるようになっているのでは

ないかと思われる。 

 近年健康ブームの⾼まりから、⾷品由来成分の機能性の解析が盛んに⾏われている。

炎症反応の抑制も例外ではなく、炎症性サイトカインの産⽣抑制や遺伝⼦発現の抑制な

ど根拠は異なるものの様々な成分(分⼦)から抗炎症効果に関する報告が存在する[37]。

またオートファジー活性化に関する報告も増えている[1]。しかしながらレスベラトロ

ールやケルセチンなどこの抗炎症効果とオートファジー活性化を⽰す化合物はほとん
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どが重複しておりその機能性がオーバラップしている[1,37]。また、mTOR をターゲッ

トにしたオートファジー活性化薬で有名な Rapamycin は臨床では免疫抑制剤として使

⽤されている。このことからも炎症抑制とオートファジーが密接な関係にあることが伺

える。このオートファジーの⼤半が mTOR を介することから外部刺激による mTOR 依

存的なオートファジーの活性化は炎症反応の低減に⼤きな役割を果たすと考えられる。

本研究及びの結果からも mTOR の脱リン酸化を指標としたオートファジー活性化の検

出は新たな抗炎症物質のスクリーニング法になりうる可能性を秘めている。本研究の進

展が様々な疾病の原因となりうる慢性炎症の解決に寄与できるであろうと考えている。
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Fig. 6 p62-TRAF6 はオートファゴソームへ運ばれることで TLR シグナルは減弱する 

炎症が発⽣している時(A)から炎症が終息に移⾏する時(B)、オートファジーが活性化し、p62 の
はたらきにより TRAF6 がオートファゴソームに輸送される。TRAF6 が分解されることにより
NF-B の核内移⾏が起こらなくなり炎症物質をコードする遺伝⼦の転写が抑制され、結果とし
て炎症反応がおさまる。 
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第３章 

 
Bifidobacterium longum subsp. longum における 

アラビナン分解に重要な 
２つの-L-アラビノフラノシダーゼの解析 
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3-1. 緒⾔ 

 ヒトの腸内には数百種以上、約 100 兆個の腸内細菌が棲息している。この数は宿主で

あるヒトの細胞数よりはるかに多く、腸内細菌と宿主の細胞との相互作⽤によって、宿

主の体内環境は影響を受けると考えられている。ビフィズス菌(Bifidobacterium 属)はヒ

ト⼤腸における腸内菌叢の主要な構成菌群の⼀つである。ビフィズス菌はグラム陽性、

カタラーゼ陰性の桿菌であり、糖を資化して乳酸と酢酸を⽣成することから乳酸菌に分

類される。しかし、ビフィズス菌と狭義の乳酸菌は分類学上⼤きく異なる細菌群であり 

[38]、狭義の乳酸菌において主要な菌属である Lactobacillus 属や Lactococcus 属 は

Firmicutes ⾨に属する⼀⽅で、Bifidobacterium 属は Actinobacteria ⾨に属する。また、ヒ

ト⼤腸内での存在量も⼤きく異なり、ビフィズス菌は乳酸菌の 100 倍以上存在すると

報告されている [39]。ビフィズス菌は主にヒトや動物の腸管から単離されるが、その⽣

息種は年齢によって異なる。ヒト成⼈の糞便から検出されるビフィズス菌の割合は検出

⽅法によって異なるが全ての菌のうち 10%程度で、Bifidobacterium adolescentis, B. 

pseudocatenulatum, B. longum subsp. longum が主要である [38, 40, 41]。⼀⽅で、⺟乳栄養

児の糞便からはビフィズス菌が最優勢で検出され[42]、B. breve, B. bifidum, B. longum 

subsp. longum, B. longum subsp. infantis が⾼頻度で検出される。ビフィズス菌は腸の善⽟
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菌の代表であり、「適量を経⼝摂取することで宿主に良い影響を与える⽣きた微⽣物」

と定義されるプロバイオティクスとしても利⽤されている。 

 ビフィズス菌は消化管下部（⼩腸下部〜⼤腸）に棲息する。この消化管下部には腸内

細菌が容易に代謝できる単糖などの糖成分はほとんどないため、ビフィズス菌は多様な

糖加⽔分解酵素を有しており、限られた糖質を効率的に利⽤することができる[43]。ゲ

ノムプロジェクト株である B. longum NCC2705 におけるゲノム解析の結果から、ORF 全

体のうち約 8.5%が糖質分解と代謝に関わるタンパク質をコードしていると予測されて

いる [44]。 

私たちを含むいくつかの研究グループにより、乳児腸内のビフィズス菌 B. bifidum、

B. longum subsp. infantis および B. longum subsp. longum がヒト⺟乳由来のオリゴ糖 [44-

52]および消化管から分泌されるムチンなどの糖タンパク質のセリン/スレオニン結合

型糖鎖[53-59]を利⽤できることが報告されている。 

 ⾷物繊維は⾷品標準成分表においてヒトの消化酵素で消化されない⾷品中の難消化

性成分の総体と定義されている [60]。⾷物繊維の⼀部は消化管下部に棲息する腸内細

菌の発酵を受けて代謝され、ヒトの健康にとって有⽤な⽣理作⽤を⽰すことが特徴であ

る。「経⼝摂取することで腸内細菌フローラを調節し宿主に良い影響を与える⾷品成分」
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と定義されるプレバイオティクスは、①消化管上部で分解・吸収されない、②⼤腸に共

⽣する有益な細菌の選択的な栄養源となり、それらの増殖を促進する、③⼤腸の腸内フ

ローラ構成を健康的なバランスに改善し維持する、④⼈の健康の増進維持に役⽴つ、の

4 条件を満たすことが WHO の指針である。難消化性オリゴ糖によるプレバイオティッ

ク効果の代表的なものに、便性状改善や排便の促進、短鎖脂肪酸の増加などが存在する。

この短鎖脂肪酸には、脂質代謝の改善や環境を酸性にすることで Clostridium 属菌など

の有害菌の⽣育抑制や、それが産⽣する２次胆汁酸などの変異原性物質や有害物質の減

少、免疫機能の調節などの効果があることも⾒いだされている。[61, 62] 

アラビノースは、五炭糖及びアルドースに分類される糖の⼀種である。他の単糖とは

異なり、⾃然界では D 体ではなく⼤部分が L 体で存在するという特徴を持つ。L-アラビ

ノースは⼩腸で吸収され難いことが、ネズミやニワトリ、ブタなどで明らかにされてい

る[63-66]。アラビノースを含む多糖には主にアラビノキシラン、アラビノガラクタン、

アラビナンの３種がある。アラビノキシランは、針葉樹やイネ科植物に含まれるヘミセ

ルロースの⼀つである。針葉樹ヘミセルロースとしてはグルコマンナンの次に多く含ま

れ、含有率は 10%程度に達する。β1,4 結合したキシロースの主鎖に対し、キシロース

10 残基当たり、α1,2 結合または α1,3 結合で L-アラビノフラノースが 1 残基、α1,2
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結合で 4-O-メチルグルクロン酸が 2 残基結合している。アラビノガラクタンはおもに

アラビノース残基とガラクトース残基からなる多糖であり、⼤きく分けてタイプ I と

タイプ II がある。タイプ I アラビノガラクタンは 1,4--D-ガラクタンを主鎖とし、⼀

部のガラクトース残基の C3 位にアラビノフラノシル-1,5-アラビノフラノース残基が

結合したものである。タイプ II アラビノガラクタンは 1,3--D-ガラクタンを主鎖とし、

⼀部のガラクトース残基の C6 位にさまざまな糖残基が結合したものを基本構造として

いる。アラビナンは、1,5--L-アラビノフラノース鎖を主鎖とし、ところどころの L-ア

ラビノフラノース残基の C3 位または C2 位に、-L-アラビノフラノース残基が結合し

ている [67]。以上の多糖の簡便な構造を Fig. 7 にまとめた  
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Fig. 7 アラビノキシラン、アラビノガラクタン、アラビナンの構造の模式図 
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以前の研究で、アラビナン、アラビノキシラン、アラビノガラクタンなどの植物マト

リックス多糖類由来のオリゴ糖が、成⼈型ビフィズス菌の潜在的な炭⽔化物源であるこ

とが⽰唆されている[68]。しかし、ビフィズス菌がどのようにアラビナンを利⽤するの

かはよくわかっていない。そこで、幼児と成⼈の両⽅の腸に⽣息する B. longum subsp. 

longum におけるアラビナン分解のメカニズムを理解することを⽬的に植物多糖分解酵

素の解析を⾏った。糖質関連酵素データベース(CAZy)（http://www.cazy.org）には、Ｂ. 

longum subsp. longum JCM 1217 由来の 23 の Glycoside Hydrolase（GH）ファミリーに属

する 59 個のグリコシダーゼが登録されている。私はこれらの GH ファミリーのうち、

α-L-アラビノフラノシダーゼ、β-キシロシダーゼ、アラビナナーゼ、およびキシラナ

ーゼなどのヘミセルロース分解グリコシダーゼを含む GH43 ファミリーに注⽬した。11

個の GH43 ファミリードメインを含む 9 個の ORF が、Ｂ. longum subsp. longum JCM 1217

のゲノム中に存在する。特に、5 つの GH43 ファミリーORF、BLLJ_1850 – BLLJ_1854

はゲノム中で連続し遺伝⼦クラスターを形成する。本研究において、私は 2 つの GH43

ファミリーに分類され、BLLJ_1852 にコードされる GH43 subfamilly 27（GH43_27）に

属する BlArafC と BLLJ_1853 にコードされる GH43 subfamilly 22（GH43_22）に属す

る BlArafB をクローニングし性質を解析した。 
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３-２. 材料と⽅法 

３-２-１.  培地及び培養法 

・⼤腸菌 

 使⽤菌株は Table 3 にまとめた。液体培地は、LB 培地（BD）を使⽤し、寒天培地は、

同液体培地に 寒天（Wako）を終濃度で２％添加して作製した。培地は調製後、オート

クレーブ滅菌した。Table 4 のプラスミド保有株を培養する際は、アンピシリン（Wako）

を終濃度 100g/ml となるように添加した。37℃、好気条件で培養した。 

・ビフィズス菌 

 使⽤菌株は Table 3 にまとめた。液体培地には、GAM ブイヨン（⽇⽔製薬）を使⽤し、

寒天培地は、同液体培地に 寒天（Wako）を終濃度で２％添加して作製した。培地は調

製後、オートクレーブ滅菌した。37℃、嫌気条件で培養した。なお嫌気培養は、

AnaeroPack-Anaero（三菱ガス化学）及び密閉容器を⽤いた。 

３-２-２.  ゲノム抽出 

GAM 培地で 24 時間培養した B. longum subsp. longum JCM1217 株を回収した。Nucleo 

Spin（Takara）を⽤いて⼿順通りに操作し DNA を抽出した。抽出した DNA の保管は

4 ℃で⾏った。 
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３-２-３.  発現プラスミドの構築 

 B. longum subsp. longum JCM 1217 ゲノム上の機能未知遺伝⼦ bllj_1852 の配列のうち

N 末端シグナル配列と C 末端膜貫通領域のアミノ酸配列を除いた領域を対象として、

その DNA 配列を PCR で増幅させる DNA プライマーを設計した（Table 5）。プライマ

ーは、PCR 産物の 5ʼ-末端側に NdeⅠ、3’-末端側に HindⅢの制限酵素サイトが組み込ま

れるように設計した。B. longum subsp. longum JCM 1217 ゲノムを鋳型として、KOD plus 

ver. 2（TOYOBO）を⽤いて PCR を⾏い、pET23b ベクターを NdeⅠと HindⅢで処理した。

制限酵素処理した PCR 増幅断⽚と pET23b ベクターを Ligation High ver. 2（TOYOBO）

を⽤いてライゲーションし、pBlArafC 発現プラスミド（pET23b-T7p-bllj_1852-His6
+ bla+）

を構築した。 

 機能未知遺伝⼦ bllj_1853 も同様に、N 末端シグナル配列と C 末端膜貫通領域のアミ

ノ酸配列を除いた領域を対象として DNA 配列を特異的に増幅する DNA プライマーを

⽤いた PCR で増幅した（Table 6）。PCR 増幅断⽚と pET23b ベクターを EcoRⅠと XhoⅠで

処理した後ライゲーションし、発現プラスミド pBlArafB（pET23b-T7p-bllj_1853-His6
+ bla+）

を構築した。 
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Table 3 本研究における使⽤菌株 

株 ⽤途 
Bifidobacterium longum subsp. longum JCM1217 ゲノム抽出、増殖試験 
Bifidobacterium longum NCC 2705 増殖試験 
Escherichia coli DH5α 発現ベクター作製 
Escherichia coli BL21 λDE3 ΔlacZ  リコンビナント酵素発現 
 

Table 4 本研究で使⽤したプラスミド 

Plasmid  

pET23b ColEl replicon rop+ bla+ lac1q T7p-His6 

pBlArafC pET23b-T7p-bllj_1852-His6
+ bla+ 

pBlArafB pET23b-T7p-bllj_1853-His6
+ bla+ 

 

Table 5  pBlArafC のクローニングに使⽤したプライマーの配列 

primer name primer sequence 

BLLJ_1852 F GGAATTCCATATGGATACCGTTCCGACCAATAATCTCATC

BLLJ_1852 R CCCAAGCTTAGACAGACCGAGCTTGTTGCCCG 

 

 

Table 6  pBlArafB のクローニングに使⽤したプライマーの配列 

Oligo name Sequence 

BLLJ_1853 F GGAATTCCATATGGATACCGTTCCGACCAATAATCTCATC

BLLJ_1853 R CCCAAGCTTAGACAGACCGAGCTTGTTGCCCG 
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３-２-４.  ⼤腸菌の形質転換 

 コンピテントセルは野島法[70]で調製し、使⽤までは-80℃で保存した。コンピテント

セル 50μL にプラスミド溶液を加え、氷上で 30 分静置した後にヒートショック処理

（42 ℃、45 秒）をした。素早く氷冷した後に 500μL の SOC 培地(2% Pepton, 0.5% Yeast 

extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose)を添加し

て 37 ℃で 40 分インキュベートした後に LB アンピシリン寒天培地に適当量塗布し、

37 ℃で培養しコロニーを出現させた。プラスミド作製には E. coli DH5α を、リコンビ

ナント酵素発現には E. coli BL21（λDE3）ΔlacZ 株のコンピテントセルを使⽤した。 

３-２-５.  プラスミド抽出 

 プラスミド抽出には High pure plasmid collection kit（Roche）を⽤いて⼿順通りに操作

を⾏いプラスミドを回収した。抽出したプラスミドは-20 ℃で保管した。 

３-２-６.  リコンビナントタンパクの発現と精製 

 各プラスミドを導⼊した E. coli BL21(λDE3)ΔlacZ を LB アンピシリン培地に植菌

し、37℃で振とう培養を⾏い、OD600 値が 0.3 〜 0.5 となった時に氷冷した後に、IPTG 

(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)（Nacalai）を終濃度 0.5 mM になるように添加した。

その後、25 ℃で 12 時間振とう培養を⾏い、⽬的タンパクの発現を誘導した。培養終了
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後、遠⼼分離にて集菌した。回収した菌を BugBuster Protein Extraction Reagent（Novagen）

で溶菌させ、⼿順通りに操作を⾏い無細胞抽出液を調製した。得られた無細胞抽出液を

His GraviTrap column（GE healthcare）を⽤いて推奨の緩衝液を使⽤し精製した。その

後、溶出緩衝液に含まれるイミダゾールを除去するために 10 mM 酢酸ナトリウム緩衝

液 (pH5.5) に対して 4℃で終夜透析した。 

３-２-７.  酵素活性の測定 

 合成基質 pNP (p-nitrophenyl)-glycoside を⽤いた酵素反応の解析は、酵素反応によって

⼈⼯基質 pNP-glycoside から遊離した pNP を、アルカリ条件下で⽐⾊定量する⽅法で酵

素活性を測定した。適当な反応条件で酵素反応を⾏い、反応停⽌時には 500 mM Na2CO3

を反応液の 1.5 倍量添加し反応停⽌し、405 nm における吸光度を測定した。  

 天然基質に対する作⽤は、酵素と基質を 37℃で終夜反応させたものを薄層クロマト

グラフィーを⽤いて評価した。天然基質として、コムギ由来アラビノキシラン

（Megazyme）、テンサイ由来アラビナン（Megazyme）、ブナ由来アラビノガラクタン（東

京化成）を使⽤した。遊離アラビノースは L-Arabinose/D-Galactose Assay Kit(Megazyme)

を⽤いて定量した。 
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３-２-８.  薄層クロマトグラフィー（TLC） 

 天然基質と合成２糖の分析を⾏う際に薄層クロマトグラフィー（TLC）を⾏った。TLC

プレートとして TLC Silica Gel 60（Merck）を⽤い、展開溶媒と発⾊試薬は Table 7 のも

のを⽤いた。展開後、スプレービンを⽤いて発⾊試薬を⼗分に噴霧した後に、ガラス板

に挟み 150℃で 12 分程度加熱した。 

３-２-９.  SDS-PAGE 

 SDS-PAGE は Leammli 法[20]で⾏った。分⼦量マーカーとして Precision Plus Protein 

Prestained Standard Dual Extra（BIO-RAD）を使⽤した。泳動後、EzStain Aqua（ATTO）

を⽤いてタンパク質を染⾊した。 

３-２-１０.  遺伝⼦発現量解析 

培養が終了した菌体を、集菌した後 TRIzol 試薬 (Life Technologies Japan Ltd.)で菌体

を溶解し、試薬⼿順通りに RNA 画分を抽出した。この RNA 画分をイソプロパノール

沈殿により精製・濃縮したのち RNase free water に溶解した。この RNA 500 ng を Prime 

Script RT-PCR kit (TaKaRa Bio Ltd.)で⼿順に従い逆転写を⾏った。この逆転写反応液を⽤

いて SpeedSTAR HS (TaKaRa Bio Ltd.)で PCR を⾏った。なお PCR に⽤いたプライマー

はクローニングに使⽤したものと同じものを使⽤した。PCR 反応液を 0.8%アガロース
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ゲル、TAE バッファーで電気泳動を⾏った。マーカーには 2-log DNA Ladder (NEB)を⽤

い、染⾊には SYBR Gold nucleic acid gel stain (Invitrogen)を⽤いた。検出されたバンドを

画像解析ソフト ImageJ を⽤いて定量した。 

３-２-１１. ビフィズス菌増殖試験 

 B. longum subsp. longum JCM 1217 を GAM 液体培地で 24 時間嫌気培養した。集菌し

リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔（PBS）に懸濁した後、終濃度が OD600=0.25 になるように各培

地で希釈した。5.0%アラビナン溶液、5.0%アラビノース溶液及び 5.0%グルコース溶液

を 0.45m フィルターで除菌した後、終濃度 1.0%になるように糖質制限培地に添加し

た。96 ウェルプレートに各培地を分注した後に、マイクロシール R（MSB1001, Bio-

Rad, CA, USA）で空気が⼊らないように上⾯をシールし、パワースキャン HT（⼤⽇本

住友製薬、⼤阪市）を⽤いて 37℃で 48 時間インキュベートし、3 時間ごとに OD600 を

測定した。糖質制限培地は 1.0% Bacto Peptone （BD, NJ, USA）、0.5% Bacto Yeast 

Extract（BD）、0.5% 酢酸ナトリウム三⽔和物（和光純薬）、0.2% クエン酸⽔素⼆アン

モニウム（和光純薬）、0.02% 硫酸マグネシウム七⽔和物（和光純薬）、0.08% L-システ

イン塩酸塩⼀⽔和物（和光純薬）、1.36% L-アスコルビン酸（和光純薬）、0.44% 無⽔炭

酸ナトリウム（和光純薬）を混合し調製した。調製後、オートクレーブ滅菌を⾏った。
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Table 7  TLC の展開溶媒と発⾊試薬 

天然基質の展開溶媒 
ブタノール : 酢酸 : DW = 2 : 1 : 1 
 

合成２糖の展開溶媒 
クロロホルム : メタノール : 酢酸 = 6 : 1 : 1 
*展開溶媒の混合比は全て容積比 

 

発⾊試薬の組成 
Reagent volume 

Acetone 10 mL 

Aniline 0.1 mL 

Diphenylamine 0.1 g 

Phosphoric acid 1 mL 
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３-３.  結果 

３-３-１.  B. longum subsp. longum JCM 1217 のアラビナン培地における増殖 

アラビノオリゴ糖はビフィズス菌に対するプレバイオティクスとして作⽤する[68]。

⼀⽅、アラビナンについては、B. longum subsp. longum の株間で資化能が異なることが

知られている [71,72] 。そこでまず初めに、ヒトにおいて乳児から成⼈の腸内に幅広く

⽣息するビフィズス菌種である B. longum subsp. longum JCM 1217 が、アラビナンを唯

⼀の炭素源として増殖できるかどうかを調べた（Fig. 8）。本菌株は、アラビナンおよび

アラビノースを含む培地でほぼ同等に増殖できることが明らかになった。この結果から、

本菌株はアラビナンをアラビノースに分解して利⽤していることが⽰唆された。 
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Fig. 8 B. longum subsp. longum JCM 1217 のアラビナン培地における増殖 

菌をそれぞれの糖を 2%加えた糖質制限培地で、嫌気条件下 37℃で培養した。48 時間培養しそ
の間 3 時間ごとに OD600 を測定した。誤差バーは SD (n=6)。 
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３-３-２.  アラビナン存在下における BLLJ_1852 と BLLJ_1853 の発現 

 アラビナン分解に関わるグリシダーゼを同定するために、B. longum subsp. longum JCM 

1217 のゲノム情報を調べたところ、GH43 に属する遺伝⼦ BLLJ_1850–BLLJ_1854 が遺

伝⼦クラスターを形成していることが明らかになった。これらのうち、BLLJ_1854 は既

にアラビノガラクタンに作⽤する BlArafA α-L-アラビノフラノシダーゼであることが報

告されている[73]ので、残る BLLJ_1850–BLLJ_1853 の４つの遺伝⼦のアラビナン存在

下とグルコース存在下における発現量を RT-PCR により調べた。その結果、BLLJ_1852

と BLLJ_1853 は、アラビナン存在下でグルコース存在下の場合のそれぞれ 4.0 倍と 5.4

倍に発現量が増加した(Fig. 9)。BLLJ_1850 は発現量が⼤きく変化しなかった。BLLJ_1851

は今回の RT-PCR 条件では検出できなかった。この結果から、BLLJ_1852 と BLLJ_1853

はアラビナン分解と利⽤に関わることが強く⽰唆された。 
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Fig. 9 アラビナン存在時の BLLJ_1850~BLLJ_1853 の遺伝⼦発現量 

糖質をグルコースのみとアラビナンのみに制限し培養した B. longum subsp. longum 

JCM 1217 の bllj_1850~bllj_1853 の qRT-PCR。電気泳動後の各レーンのバンドの濃さを
解析ソフトを⽤いて数値化し、相対値を各レーンの上に記載した。相対値は n = 3 でそ
の平均値を⽤いた。  
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３-３-３.  BlArafC, BlArafB のアミノ酸配列の解析 

 遺伝⼦ BLLJ_1852 の全⻑は 3738 bp で、1246 アミノ酸残基をコードし、分⼦量は 137 

kDa であることが推定された。遺伝⼦ BLLJ_1853 の全⻑は 3291 bp で、1097 アミノ酸

残基からなり、分⼦量は 120 kDa であることが推定された。いずれも N 末端にシグナ

ル配列、C 末端付近に膜貫通領域を持ち、細胞質可溶性でないことから細胞外に配向し

た膜酵素であることが⽰唆された (Fig. 10)。両酵素とも、GH43 ドメイン以外に機能が

不明である LamG ドメインや Bacterial Ig-like ドメインを有していた。 
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Fig. 10 各酵素のドメイン構造 
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３-３-４.  リコンビナントタンパク質の発現・精製 

 BLLJ_ 1852 を PCR によりクローニングし、pET23b に挿⼊し構築した発現プラスミ

ド pBlArafC を⼤腸菌 E.coli BL21（λDE3）ΔlacZ に導⼊し、IPTG で誘導発現・精製し、

BLLJ_1852 リコンビナントタンパク質を得た。これを 1 mM 酢酸ナトリウム Buffer で

透析した。BLLJ_1852 の酵素活性を pNP-glycoside 基質で確認したところ、pNP--L-

arabinofuranoside （ pNP-α-Araf ） の み を 分 解 し た こ と か ら BLLJ_1852 は -L-

arabinofuranosidase であることが明らかとなった。機能未知遺伝⼦ BLLJ_1852 を BlArafC

と命名した。この BlArafC を SDS-PAGE に供したところ、推定分⼦量とほぼ⼀致する

137 kDa の位置に単⼀のバンドが確認できた（Fig. 11）。同様に、BLLJ_ 1853 を PCR に

よりクローニングし、pET23b に挿⼊し構築した発現プラスミド発現プラスミド

pBlArafB を⽤いて BLLJ_1853 リコンビナントタンパク質を得た。これを 1 mM 酢酸ナ

トリウム Buffer で透析した。BLLJ_1853 の酵素活性を pNP-glycoside 基質で確認したと

ころ、pNP-α-Araf のみを分解したことから BLLJ_1853 は-L-arabinofuranosidase である

ことが明らかとなった。機能未知遺伝⼦ BLLJ_1853 を BlArafB と命名した。この BlArafB

を SDS-PAGE に供したところ、推定分⼦量とほぼ⼀致する 120 kDa の位置に単⼀のバ

ンドが確認できた（Fig. 12）。 
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Fig. 11 リコンビナント BlAraC の SDS-PAGE 

10%アクリルアミドゲルを⽤いて電気泳動を⾏った。M: marker, E: recombinant BlAraC 

 

  
Fig. 12 リコンビナント BlAraB の SDS-PAGE 

10%アクリルアミドゲルを⽤いて電気泳動を⾏った。M: marker, E: recombinant BlAraB 
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３-３-５.  BlArafC の酵素化学的諸性質の解析 

 基質として pNP-α-Araf を⽤いて、BlArafC ⽣化学的性質を調べた。⾄適 pH は 6.0、酵

素活性を有する安定 pH の範囲は pH 5.0 - 10.0 であった（Fig. 13A）。最適温度は 45°C、

⼗分な活性を有する安定温度は 20~50℃において 1 時間の処理で 70％以上の活性を保

持していた（Fig. 13B）。pNP-α-Araf に対する Km、kcat、および kcat / Km 値は、それぞれ

9.8mM、19.2s-1、および 1.9s-1mM-1 であった。BlArafC は、pNP-α-Arap、pNP--Xylp、pNP-

-Xylp などの他の pNP 基質には全く作⽤しなかった(Fig. 15A)ことから、α 結合の Araf

に特異的な α-L-アラビノフラノシダーゼであることが明らかになった。 

３-３-６.  BlArafB の酵素化学的諸性質の解析 

基質として pNP-α-Araf を⽤いて、BlArafB の⽣化学的性質を調べた。⾄適 pH は 6.0

であったが、活性を有する安定 pH の範囲は pH 9.0 - 10.0 であり BlArafC とはかなり異

なっていた（Fig. 14A）。最適温度は 40°C であった。⼗分な活性を有する温度安定性に

ついては 60℃でもまだ活性を保持していた（Fig. 14B）。そこで、より⾼い温度での活性

を試験し、20~90℃で 50％を超える活性が維持されることを⾒出した（Fig. 14C）。pNP-

α-Araf に対する BlArafB の速度論的パラメーターは、この基質に対する活性が低いため

に決定することができなかった。BlArafB も BlArafC と同様、pNP-α-Araf 以外の pNP 基
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質には全く作⽤しなかった。  
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Fig. 13 BlArafC の諸性質 

pNP-α-Araf を 37℃で組み換え酵素とインキュベートした。 （A）BlArafC に対する pH の影響。 

pH 安定性試験は酵素を各 pH 緩衝液中 37℃で 16 時間曝したのち、pH 6.0 のバッファーで活性
を測定した。（B）BlArafC に対する温度の影響。温度安定性試験は、酵素を酢酸ナトリウム緩衝
液（pH 6.0）中各温度で 1 時間プレインキュベートした後に、37℃で活性を測定した。エラーバ
ーは SD を⽰す（n = 3）。 
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Fig. 14 BlArafB の諸性質 

pNP-α-Araf を 37℃で組み換え酵素とインキュベートした。（A）BlArafC に対する pH の影響。 

pH 安定性試験は酵素を各 pH 緩衝液中 37℃で 16 時間曝したのち、pH 6.0 のバッファーで活性
を測定した。（B）BlArafC に対する温度の影響。温度安定性試験は、酵素を酢酸ナトリウム緩衝
液（pH 6.0）中各温度で 1 時間プレインキュベートした後に、37℃で活性を測定した。（C）BlArafB

の⾼温における熱安定性 エラーバーは SD を⽰す（n = 3）。  
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３-３-７.  BlArafC 及び BlArafB の反応に 2 価⾦属イオンが及ぼす影響 

いくつかの GH43 グリコシダーゼはそれらの活性部位にカルシウムイオンを有する

と報告されている[74,75]。pNP-α-Araf に対する組換え BlArafC および BlArafB の活性

を、様々な⼆価⾦属イオンの存在下で測定した。試験した全ての⼆価⾦属イオン（Zn2+、

Mn2+、Cu2+、Ca2+、Co2+、Mg2+、および Ni2+）の存在下で、BlArafC 活性は約 1.5 倍増加

した。対照的に、BlArafB 活性はこれらの⾦属イオンによって増強されず、Cu2+によっ

て激しく阻害された（Fig. 15A）。両⽅のグリコシダーゼは EDTA によって阻害され、⼆

価の⾦属イオンが必要であることを⽰唆している（Fig. 15A）。 BlArafC は、BlArafB よ

りも EDTA に対してより影響を受けた（Fig. 15B）。次に、EDTA 処理酵素にこれらの⾦

属イオンを添加することでこれらの EDTA 処理酵素を回復できるかどうかを調べた。 

BlArafC と BlArafB を 100μM EDTA で 4℃、16 時間処理した後、反応液に各⾦属イオン

を加えて活性を測定した。BlArafB は Zn2+以外で EDTA 処理前まで活性が回復した。

BlArafC はすべての⾦属イオンで EDTA の作⽤を打ち消し、活性が⼤きく上昇した。

（Fig. 15C）。 
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Fig. 15 BlAraC および BlAraB の活性に対する⼆価⾦属イオンの効果 

（A）BlAraC および BlAraB に対する⾦属イオンの影響。⼆価⾦属イオンを 5.0ｍＭで添加した。
（B）BlAraC および BlAraB に対する様々な濃度の EDTA の効果。（C）EDTA 処理後の⾦属イオ
ンの添加による酵素活性の回復。 全ての実験において、pNP-α-Araf を基質として⽤いた。 
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３-３-８.  BlArafC 及び BlArafB の基質特異性 

まず合成基質に対する BlArafC および BlArafB の特異性を調べた。認識されうる可能

性のある基質(pNP--Araf, -Arap, -Xylp, -Galp)を⽤いた。BlAraC および BlAraB

のいずれの酵素も pNP--Araf にのみ作⽤した(Fig. 16A)。次に天然基質に対する BlArafC

および BlArafB の特異性を調べた。 BlArafC はアラビナンおよびアラビノキシランの

両⽅から L-アラビノースを遊離させたが、BlArafB はアラビナンのみから L-アラビノ

ースを遊離した（Fig. 16B, C）。アラビナンの α1,5-poly-L-アラビノフラノシル主鎖には、

α1,2- および α1,3- アラビノフラノシル側鎖がある。アラビノキシランのキシラン主鎖

上には、同じ α1,2- および α1,3-アラビノフラノシル側鎖が存在する。したがって、結合

特 異 性 に 調 べ る た め に 次 の ３ つ の 合 成 ア ラ ビ ノ ビ オ ー ス 、 Araf1,2Araf-OMe, 

Araf1,3Araf-OMe, および Araf1,5Araf-OMe を使⽤した。BlArafC は α1,2- および

α1,3- 結合に作⽤したのに対して、BlArafB は α1,5 結合にのみ作⽤した（Fig. 16D）。こ

れらの結果は、BlArafC がアラビナンおよびアラビノキシランの側鎖を加⽔分解し、そ

して BlArafB がアラビナンの⾻格を加⽔分解することが⽰唆される。BlArafC と BlArafB

は異なる結合特異性を有するので、我々はアラビナン分解についての BlArafC と

BlArafB の同時インキュベーションの効果を評価した（Fig. 16E）。 BlArafC および
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BlArafB をアラビナンと同時インキュベートしたとき、分解の相加効果が観察された。 

５つの基質からのＬ-アラビノースの遊離速度を定量した（Table 8）。両酵素はアラビ

ナンに対して最も⾼い活性を⽰した。BlArafC はアラビノキシランに作⽤したが、その

速度はアラビナンのわずか 0.9％であった。合成グリコシド、pNP-α-Araf および 4- 

methylumbelliferyl-α-Araf（4MU-α-Araf）は、両⽅の酵素によって⾮常にゆっくりと加⽔

分解された。pNP-α-Araf および 4MU-α-Araf に対する BlArafC の⽐活性は、アラビナン

に対する⽐のそれぞれ 1.4％および 0.9％にすぎず、BlArafB の⽐活性は、アラビナンに

対する⽐のそれぞれ 0.2％および 5.2％であった。 
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Fig.16  BlArafC および BlArafB の基質特異性 

基質を BlArafC または BlArafB と 37℃で⼀晩インキュベートし、TLC で分析した。（A）合成基
質に対する作⽤。-Araf, pNP--L -arabinofuranoside; -Arap, pNP--L -arabinopyranoside; -Xylp, 

pNP--xylopyranoside; -Galp, pNP--galactopyranoside; Ara, standard L-arabinose; Xyl, standard D-

xylose; Gal, standard D-galactose.（B）天然基質に対する BlArafC の作⽤。AX, arabinoxylan; AG, 

arabinogalactan; AN, arabinan; Ara, standard L-arabinose.（C）天然基質に対する BlArafB の作⽤。AX, 

arabinoxylan; AG, arabinogalactan; AN, arabinan; Ara, standard L-arabinose.（D）合成⼆糖基質に対す
る BlArafC および BlArafB の作⽤。2, Araf1,2Araf-OMe; 3, Araf1,3Araf-OMe; 5, 

Araf1,5Araf-OMe; Ara, standard L-arabinose.（E）アラビナン分解に対する BlArafC および
BlArafB の同時インキュベーションの相乗効果。アラビナンを BLLJ_1852 および BLLJ_1853 の
⼀⽅または両⽅と共にインキュベートした。放出されたＬ−アラビノースの量を測定し、そして
アラビナンの加⽔分解（％）をパネルの上に⽰した。 
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３-３-９.  GH43遺伝⼦クラスターがアラビナン資化に及ぼす影響 

5個のGH43遺伝⼦（BLLJ_1850‒BLLJ_1854）は B. longum subsp. longum JCM 1217 ゲ

ノム上でクラスターを形成している（Fig. 17A）。データベースに登録されているいく

つかの B. longum subsp. longum 株のゲノムを⽐較したところ、このGH43クラスターは

すべての株で保存されてるわけではないことが明らかになった。これらの菌株のうち、

B. longum NCC 2705 はBLLJ_1850‒ BLLJ _1853を⽋損していた。またこれらの遺伝⼦

クラスターと相同性の⾼い遺伝⼦は⾒られなかった。そこで、BLLJ_1852 とBLLJ_1853 

のアラビナン資化における重要性を調べるために、B. longum subsp. longum JCM 1217 と 

B. longum NCC 2705 の2菌株の、糖質制限培地をベースにしたアラビナン培地における

増殖を⽐較した。B. longum subsp. longum JCM 1217 はグルコース培地ほどではないが、

アラビナン培地やアラビノース培地で⼗分に⽣育が確認された。しかしながら、本遺伝

⼦クラスターを有さないB. longum NCC 2705 は、アラビナン培地でほとんど⽣育でき

なかった（Fig. 17C）。両菌株の遺伝⼦の差異はこの遺伝⼦領域だけではないが、この

結果から、BLLJ_1852 とBLLJ_1853 は B. longum subsp. longum のアラビナン資化に重

要である可能性が考えられた。 
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Fig. 17 アラビノース分解酵素遺伝⼦クラスターとB. longumの糖資化性試験 

（A）B. longum subsp. longum JCM 1217におけるヘミセルロース分解遺伝⼦クラスターの地図。
Gray boxes, glycosidases; striped boxes, sugar transporters; black boxes, transcriptional regulators; white 

boxes, hypothetical proteins（B）様々なB. longum株における保存されたGH43クラスター地図。 ボ
ックスの上に⽰されたスコアは、B. longum subsp. longum JCM 1217とアミノ酸配列の相同性(%)

を⽰した。（C）1.0％アラビナンを添加した糖制限基礎培地中でのB. longum subsp. longum JCM 

1217およびB. longum NCC2705の増殖。菌株は37℃、嫌気性条件下で培養した。 エラーバーはSD

を⽰す（n = 3）。 Symbols: circle, L-arabinose; square, arabinan; triangle, no sugar. 
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Table 8 様々な基質に対する BlArafC 及び BlArafC の⽐活性 

 

  pNP 4MU  AN AX AG  

BlArafC  1.00 0.62 70.23 0.62 nd  

BlArafB 0.009 0.23  4.42  nd nd  

反応混合物を 37℃で 30 分間インキュベートした。 放出された L-Arabinose を酵素測定法によ
り測定した数値は BlArafC の pNP の値を基準に相対値で⽰す。 

pNP, pNP--l-arabinofuranoside; 4MU, 4-methylumbelliferyl--l-arabinofuranoside; AN, sugar-beet 

arabinan; AX, wheat arabinoxylan; AG, larch wood arabinogalactan; nd, not detected. 
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３-４. 考察 

GH43はCAZyデータベースに10,000以上の配列が登録されている⼤規模なファミリ

ーで、現在37のサブファミリーに分類されている[76]。GH43には、B. longum subsp. longum 

JCM 1217由来の11個のGH43ドメインを含む9個の酵素がリストアップされている。そ

れらは、8つの異なるサブファミリーに属する10個のドメインと1個の未分類ドメインで

あり、⾮常に多様化している。これらのうち、本論⽂で明らかにしたBlArafC（GH43_27）

およびBlArafB（GH43_22）を含む4つのGH43酵素がこれまでに機能解析されている。

GH43_29に属するHypAA (BLLJ_0213)は、植物糖タンパク質のArafα1-3Arafβ1-2Arafβ1-

2Arafβ1-ヒドロキシプロリンの⾮還元末端のα1,3-結合Arafを特異的に分解するα-L-アラ

ビノフラノシダーゼである[77]。GH43_24に属するBLLJ_1840は、タイプIIアラビノガラ

クタンの主鎖に作⽤するexo-β1,3-ガラクタナーゼである[78]。本研究では、exo--L-アラ

ビノフラノシダーゼであるBlArafC（GH43_27）とBlArafB（GH43_22）が協調してアラ

ビナンを分解することを⾒出した。BlArafCはアラビナン中のα1,2結合およびα1,3結合の

アラビノフラノース側鎖を分解し、BlArafBはアラビナン主鎖のα1,5結合のアラビノフ

ラノースを⾮還元末端から分解する。BlArafCは、Araf 1,2/3Xylpβ1-Rを含むアラビノキ

シランにも⾮常に緩やかに作⽤したが、Araf1,3Galpβ1-Rを含むアラビノガラクタンに
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は作⽤しなかった。Araf、XylpおよびGalpはC2およびC3位置にエクアトリアルのヒドロ

キシル基を有するが、GalpのみC4位置にアキシアルのヒドロキシル基を有するので、

BlArafCはアグリコンのC4ヒドロキシル基の厳密な認識機構を有することが⽰唆される。 

 予備的な検討により、BlArafE (BLLJ_1850; GH43_22_34)、BlArafD (BLLJ_1851; 

GH43_unclassified subfamily_26)、およびBlArafA (BLLJ_1854; GH43_22)もまた、-L-ア

ラビノフラノシダーゼであることを明らかにしている。BlArafEはアラビノキシランに

よく作⽤し、アラビノガラクタンに緩やかに作⽤した。また、BlArafDはアラビナンに

よく作⽤し、アラビノキシランに緩やかに作⽤した（投稿準備中）。BlArafA (BLLJ_1854)

はアラビノガラクタンには速やかに作⽤するが、アラビナンには緩やかに作⽤した[72]。

BLLJ_0213を除いて、これらのGH43酵素は遺伝⼦クラスターを形成するが、機能的冗⻑

性はほとんどない（Fig14A）。 

GH43 27は、細菌由来の酵素に限定される⼩さなサブファミリーである。これまでの

ところ、Paenibacillus sp E18由来のAbf43B -L-アラビノフラノシダーゼ（GenBank登録

番号AFC38437）[79]およびGeobacillus thermoleovorans IT-08 

由来のGbtXyl43Bβ-D-xylosidase（ABD48561）[80]のみが実験的に調べられている。前

者はpNP-α-L-Arafを加⽔分解したが、アラビナンとアラビノキシランは加⽔分解せず、
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後者はpNP-β-D-Xylpとキシランを加⽔分解した。BlArafCはアラビナン分解性exo-1,2-

1,3-α-L-アラビノフラノシダーゼであるため、BlArafCの基質特異性はAbf43Bおよび

GbtXyl43Bのそれとは全く異なる。BlArafCのGH43_27ドメイン（アミノ酸738〜1087）

のアミノ酸配列は、対応するAbf43BおよびGbtXyl43Bのドメインとそれぞれ10％および

9％の相同性しかなかった。⼀⽅、成⼈型ビフィズス菌にはより⾼い45-50%の相同性を

もつホモログが存在する。それらは、B. adolescentis ATCC 15703由来のBAD_0149、B. 

catenulatum 由 来 の BBCT_0647 、 B. pseudocatenulatum 由 来 の BBPC_0158 、 お よ び B. 

scardovii由来のBBSC_0258である。しかしながら、ゲノムデータが⼊⼿可能なB. longum

の株の中では、B. longum 35264、B. longum BG7、およびB. longum NCC2705（Fig. 17B）

のようないくつかの株でBLLJ_1852ホモログは⽋失していた。 

GH43_27と⽐較して、サブファミリーGH43_22は⽐較的⼤きく、細菌に加えて真核⽣

物（いくつかの⽷状菌）および古細菌に広く分布している。このサブファミリーでは、

実験的に証明されていないが、B. adolescentis由来のBAD_1527がendo-β-1,4-キシラナー

ゼと推測されている[81]。B. longum subsp. longum JCM 1217には、このサブファミリー

に属する3つの酵素、BlArafE (BLLJ_1850; GH43_22_34）、BlArafB、およびBlArafA 

(BLLJ_1854)があり、これらはそれぞれ上記のようにアラビノキシラン、アラビナン、
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およびアラビノガラクタンに対して異なる基質特異性を⽰す。B. longum株内では、B. 

longum NCC 2705を除いて、BLLJ_1853およびBLLJ_1850のホモログが保存されているの

に対して、BLLJ_1854ホモログはすべての株で保存されている（Fig. 10B）。BlArafB 

(BLLJ_1853)はアラビナン分解性exo-1,5-α-L-アラビノフラノシダーゼである。同様の基

質特異性を有する酵素は、サブファミリーGH43_26に分類されている。それらは、

Streptomyces avermitilis MA-4680由来のAbf43K (BAC68753)[82,83]、ならびにCellvibrio 

japonics Ueda107由来のABf43K (ACE82749)と Abf43L (ACE84379) [84]である。しかしな

がら、BlArafBのアミノ酸配列は、Araf43Aと13％、Abf43Kと11％、およびAbf43Lと15％

の相同性であり、進化の起源が異なる可能性が⾼い。exo-1,5-α-L-アラビノフラノシダー

ゼ活性をもつ酵素は、他のGHファミリーであるGH51にも存在し、Bacillus subtilis 168株

由来のAbfA（CAA99595）[85]が報告されている。 

B. longum subsp. longumは、幼児および成⼈の腸内に広く分布していることが知られ

ている。ヒト分離株の⽐較ゲノム解析に関する最近の研究により、このGH43遺伝⼦ク

ラスターが成⼈由来の株によく保存されていることを明らかとなった [86] 。アラビナ

ン利⽤におけるこの遺伝⼦クラスターの重要性は、いくつかのヒトから単離された株に

おいてin vitroの培養実験によっても⽰されている [87,88] 。これらの知⾒は、この遺伝
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⼦クラスターが、野菜や穀物を消費する成⼈腸内におけるB. longum subsp. longum の定

着にとって重要であることを⽰唆している。この遺伝⼦クラスターを保有する株は、ビ

フィズス菌集団および腸内⽣態系内でのアラビナンのクロスフィーディングにおいて

も重要な役割を果たす可能性がある。 
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第４章 
 

肥満モデルマウスに対する梅ポリフェノールの
プレバイオティック効果とビフィズス菌増殖 

メカニズム 
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４-１. 緒⾔ 

和歌⼭県は果実⽣産が盛んであるが、なかでもウメ（Prunus mume Siebold et Zuccarini）

果実の収穫量の全国順位は１位で、平成 29 年には全国⽣産量の 62％を占めている[89]。

ウメ果実は⼤部分が梅⼲しへと加⼯され消費されている。梅⼲しは、古来より⽇本⼈の

⾷⽣活を⽀えてきた伝統的な保存⾷品である。⽇本の伝統的な加⼯⾷品は発酵⾷品が多

いが、梅⼲しは発酵を必要としない⾷品である。梅⼲しは完熟ウメ果実を約１ヶ⽉間塩

漬けし、その後に天⽇⼲しされたものが⽩⼲し梅であるが、塩漬け中に副産物として⼤

量の梅酢が発⽣する。梅酢はウメ果実由来のポリフェノールや可溶性多糖を多く含むが、

塩分濃度が⾼いため、あまり有効利⽤されていない。近年、和歌⼭県では、梅酢から合

成吸着剤を⽤いてポリフェノール化合物を回収し、濃縮・粉末化する技術が開発された。

これを梅ポリフェノール（梅 PP）と名付け、新規の機能性⾷品素材としての応⽤展開

が進められている。梅 PP は約 12%のフェノール化合物、約 65%の糖質、約 4%の⽔分

を含み、フェノール化合物の主成分は、カフェ酸、クマル酸、フェルラ酸などのヒドロ

キシ桂⽪酸類である[90]。ヒドロキシ桂⽪酸類の⼀部は、アセチル化ショ糖とエステル

結合し、ウメの花や果実に特徴的な糖エステル化合物であるプルノースを構成している

[91, 92]。その他の糖質は⽔溶性の多糖類で、平均鎖⻑約 100 残基と⾒積もられている
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が、詳細な構造は明らかではない。 

 ヒトの腸内には 500〜1, 000 種類、100 兆個以上の腸内細菌が存在する。腸内細菌は

主に宿主の⾷餌から栄養を得ており，宿主が消化できない物質から主要なエネルギーを

得ている。また腸内細菌が⽣産する有機酸などの代謝物が宿主に利⽤されることも多い。

宿主と腸内細菌叢はこのような関係を保ち共⽣している。近年、次世代型シーケンサー

の開発により，腸内細菌の単離培養を介さずに、総 DNA の塩基配列により菌を分類・

同定することができるようになっている。 

 当研究室では以前に、標準⾷を給餌した BALB/c SPF マウス（⽇本チャールズリバー）

に梅 PP を投与し、腸内細菌フローラへの影響を評価した[93]。梅 PP は、硫化⽔素、ア

ンモニア、インドール、吉草酸などの腐敗臭を⽣産するとされる OTU（operational 

taxonomic unit）を減少させ、酢酸や酪酸を⽣産するとされる OTU を増加させた。これ

らの結果から、梅 PP には腸内細菌フローラの改善効果、すなわちプレバイオティック

効果があることが⽰唆された。しかしながら、このマウスの腸内にはビフィズス菌が全

く⽣息していなかったため、梅 PP のビフィズス菌への効果を調べることができなかっ

た。ところで、SPF マウスは飼育施設によって腸内細菌フローラが⼤きく異なることが

知られている。その後、C57BL/6J SPF マウス（紀和実験動物研究所）の腸内にはビフィ
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ズス菌が⽣息することがわかったため、改めて梅 PP 投与試験を実施することにした。

本研究では、⾼脂肪⾷を給餌した C57BL/6J 肥満モデルマウスに対して梅 PP を投与し、

肥満型の腸内細菌フローラに対する効果について調べた。動物実験の結果から、梅 PP

にビフィズス菌増殖促進効果が認められたため、いくつかのヒト由来ビフィズス菌の in 

vitro 増殖促進試験をおこない、増殖促進メカニズムの解明を試みた。 
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４-２. 材料及び⽅法 

４-２-１. 梅 PP 

 梅 PP（lot no. 121210）は株式会社サンアクティス（⼤阪市）より供与していただい

たものを使⽤した。 

４-２-２. 動物実験 

 5 週齢の C57BL/6J kwl SPF マウスは株式会社紀和実験動物研究所（和歌⼭県紀美野

町）より購⼊した。AIN-93M 飼料と HFD-60 飼料はオリエンタル酵⺟⼯業株式会社（東

京都板橋区）より購⼊した。温度 20.0 ± 2.0℃、湿度 50 ± 30%の環境で飼育し、餌と

⽔は⾃由に摂取させた。5 ⽇間の馴化期間の後に体重を測定し、各群が均等になるよう

3 群に分けた。標準⾷群には AIN-93M 飼料＋2.0%セルロース粉末、⾼脂肪⾷群には

HFD-60 飼料＋2.0%セルロース粉末、梅 PP 群には HFD-60 飼料＋1.0%梅 PP＋1.0%

セルロース粉末を、それぞれ与えた。各群とも雄 4 匹, 雌 4 匹で試験を⾏った。週に 3

回、採餌量と体重を測定した。5 週間後に解剖した後、採⾎し、盲腸を採取・重量測定

した。解剖前の絶⾷は実施しなかった。本動物実験は近畿⼤学⽣物理⼯学部 動物実験

⼩委員会の承認を得て実施した（承認番号 KABT-25-003）。 
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４-２-３. 盲腸内容物の解析 

  盲腸を採取後、盲腸内容物のみを搾り取り、−80℃で解析まで保存した。T-RFLP

（Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism）解析と有機酸の測定は、株式

会社テクノスルガラボ（静岡県静岡市）に於いて実施した。T-RFLP では、PCR で増幅

させた 16S rRNA 遺伝⼦を制限酵素 BstI で切断した断⽚を解析に⽤いた。 

４-２-４. 菌株および培地 

  Bifidobacterium bifidum JCM 1254、B. adolescentis JCM 7046、B. longum subsp. 

longum JCM 1217 は理化学研究所バイオリソース研究センター（茨城県つくば市）よ

り⼊⼿した。前培養には GAM Broth（⽇⽔製薬株式会社、東京都台東区）を、増殖試

験には糖質制限培地を使⽤した。糖質制限培地は 1.0% Bacto Peptone （BD, NJ, USA）、

0.5% Bacto Yeast Extract（BD）、0.5% 酢酸ナトリウム三⽔和物（和光純薬）、0.2% ク

エン酸⽔素⼆アンモニウム（和光純薬）、0.02% 硫酸マグネシウム七⽔和物（和光純薬）、

0.08% L-システイン塩酸塩⼀⽔和物（和光純薬）、1.36% L-アスコルビン酸（和光純薬）、

0.44% 無⽔炭酸ナトリウム（和光純薬）を混合し調製した。 
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４-２-５. ビフィズス菌増殖試験 

 B. bifidum JCM 1254、B. adolescentis JCM 7046、B. longum subsp. longum JCM 1217 を

GAM 液体培地で 24 時間嫌気培養した。集菌しリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔（PBS）に懸濁し

た後、終濃度が OD600=0.25 になるように各培地で希釈した。5.0%梅 PP 溶液及び 5.0%

グルコース溶液を 0.45mm フィルターで除菌した後、梅 PP は終濃度 0.1%および 0.5%、

グルコースは終濃度 1.0%になるように糖質制限培地に添加した。96 ウェルプレートに

各培地を分注した後に、マイクロシール R（MSB1001, Bio-Rad, CA, USA）で空気が⼊

らないように上⾯をシールし、パワースキャン HT（⼤⽇本住友製薬、⼤阪市）を⽤い

て 37℃で 36 時間インキュベートし、1 時間ごとに OD600 を測定した。 

４-２-６. ビフィズス菌由来-L-アラビノフラノシダーゼによる梅 PP 多糖の分解試験 

 3 章でクローニングした B. longum subsp. longum JCM 1217 由来の糖質加⽔分解酵

素ファミリー43（GH43）および GH51 の組換え- L-アラビノフラノシダーゼを⼤腸菌

Escherichia coli BL21(λDE3)で発現させたのち、His GraviTrap（GE Healthcare, IL, 

USA）で精製して⽤いた。0.1mg の梅 PP と 5mg の各酵素を 50ml の 1.0 mM 酢酸ナト

リウム緩衝液（pH5.5）中で、37℃で 24 時間インキュベートし、シリカゲル 60 TLC プ

レート（Merck Millipore, MA, USA）で糖を分析した。1-ブタノール：酢酸：⽔（2: 1: 
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1）で展開後、アセトン：アニリン：ジフェニルアミン：リン酸（100: 1: 1:10）を噴霧

し、オーブンを⽤いて 150℃で 15 分程度加熱した。 
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４-３. 結果 

４-３-１. 梅 PP の抗肥満効果 

 5 週齢の C57BL/6J kwl SPF マウスを 3 群に分け、標準⾷、⾼脂肪⾷、1.0%梅 PP を含

む⾼脂肪⾷を与え、5 週間飼育した。1 ⽇あたりの採餌量は、標準⾷群に対して⾼脂肪

⾷群でやや減少し、梅 PP 群でも同様であった（Fig.18A, B）。体重は、標準⾷群に対し

て⾼脂肪⾷群でより増加して肥満傾向を⽰したが、梅 PP 雄群では⾼脂肪⾷群と体重変

化量は変わらなかったものの（Fig. 18C）、梅 PP 雌群では体重増加が有意に抑制されて

いた（p=0.03）（Fig. 18D）。 
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Fig. 18 梅 PP の体重と⾎中脂質への影響 

A. 雄群の採餌量、B. 雌群の採餌量、C. 雄群の体重増加量、D. 雌群の体重増加
量誤差バーは標準誤差（n=4）、p 値は⾼脂肪⾷群に対する⽚側 t 検定確率、NS

は有意差なしを⽰す。 
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４-３-２. 梅 PP の盲腸内環境への影響 

 マウスの盲腸はヒトの⼤腸に相当し、腸内細菌を多く含む。腸内細菌の良好な⽣育の

指標となる盲腸重量は、⾼脂肪⾷群雄では標準⾷群に対して有意に減少し、梅 PP 群で

回復傾向を⽰した（p=0.15）（Fig. 19A）。雌では各群に差異はなかった（Fig. 19B）。腸内

細菌により⽣成される盲腸内の短鎖脂肪酸および乳酸含量については、雄試料のみで測

定した。酢酸と n-酪酸は、⾼脂肪⾷群で減少し、梅 PP 群で回復する傾向が⾒られた（Fig. 

19C, D）。乳酸は、⾼脂肪⾷群で顕著に減少し（p=0.002）、梅 PP 群でさらに減少した

（p=0.01）（Fig. 19E）。梅 PP に⾼脂肪⾷による変化を回復させる効果を想定し⽚側 t 検

定を実施したが、両側 t 検定であっても有意な減少である（p=0.02）。 
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Fig. 19 梅 PP の盲腸重量と盲腸内有機酸含量への影響 

A. 盲腸重量（雄）、B. 盲腸重量（雌）、C. 盲腸内容物の酢酸含量（雄）、D. 盲腸内容物の n-酪
酸含量（雄）、E. 盲腸内容物の乳酸含量（雄）。 

誤差バーは標準誤差（n=4）、p 値は⾼脂肪⾷群に対する⽚側 t 検定確率、NS は有意差なしを⽰
す。 
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４-３-３. 梅 PP の腸内細菌フローラへの影響 

 梅 PP は消化酵素による分解を受け、単糖や消化可能な多糖の⼤半は⼤腸到達時には

失われている。宿主腸内で梅 PP が菌叢にどのような影響を与えるのかをマウスを使い

検討した。 

T-RFLP 法を⽤いて、盲腸内容物の細菌フローラを解析した。腸内細菌フローラには

性差は認められなかったので、雌雄各 4 匹のデータを合わせて解析した（Fig. 20A）。ヒ

ト腸内細菌のデータベースを参照して種群を推定したが、標準⾷群に対して⾼脂肪⾷群

と梅 PP 群で同定不能なシグナルが約 4 倍に増加した（Fig. 20B）。Bifidobacterium 属は、

⾼脂肪⾷群で検出限界以下にまで減少したが、梅 PP 群でわずかではあるが有意に回復

した（Fig. 20C）。乳酸菌⽬（Lactobacillales）は⾼脂肪⾷群で有意に増加し（p=0.05）、梅

PP 群では⾼脂肪⾷群と差が無かった（Fig. 20D）。Bacteroides 属は標準⾷群と⾼脂肪⾷

群で変化が無く、梅 PP 群で増加傾向が⾒られた（Fig. 20E）。Prevotella 属は標準⾷群で

最も優勢なグループで、全体の約 60%を占めるが、⾼脂肪⾷群では顕著に減少し

（p<0.001）、梅 PP 群で有意に回復した（p=0.03）（Fig. 20F）。Clostridia 綱は、胆汁酸耐

性の⾼いものが多いため、⾼脂肪⾷群で有意に増加したが（p=0.01）、梅 PP 群では⾼脂

肪⾷群と差が無かった（Fig. 20G）。Bacteroides は肥満の⼈ではその数が減少することが
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知られている[94]。肥満型フローラの指標となる Firmicutes/Bacteroidetes ⽐を、Firmicutes

⾨に属する Lactobacillales ⽬と Clostridia 綱の和と、Bacteroidetes ⾨に属する Bacteroides

属と Prevotella 属の和の⽐から算出した。標準⾷群では 0.2 であったが、⾼脂肪⾷群で

1.6 と⾼値になり、梅 PP 群では 1.1 と中間的な値となった。これらの結果から、梅 PP

には、⾼脂肪⾷で誘導された肥満型のフローラを、健常型のフローラの⽅向へ改善する

プレバイオティック効果があることが⽰された。 
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Fig. 20 梅 PP の腸内細菌フローラへの影響 

A. T-RFLP 分析、B. 未同定種の割合、C. Bifidobacterium 属の割合、D. Lactobacillales ⽬の割合、
E. Bacteroides 属の割合、F. Prevotella 属の割合、G. Clostridia 綱の割合。B–G の誤差バーは標準誤
差（n=8）、p 値は⾼脂肪⾷群に対する⽚側 t 検定確率、NS は有意差なしを⽰す。 
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４-３-４. ビフィズス菌増殖試験 

 マウス盲腸内容物の T-RFLP 解析から、梅 PP にはビフィズス菌の増殖促進効果があ

ることが⽰唆された。梅 PP には⼀部のグラム陰性菌に対して弱い抗菌活性があること

が報告されている[95]。そこで、梅 PP がビフィズス菌の増殖を直接促進しているのか、

他の腸内細菌の増殖を抑制することで相対的なビフィズス菌の割合が増加したのかを

確かめるために、in vitro における純粋培養系でビフィズス菌の増殖促進試験を⾏った。

ヒト由来の世代間の分布特性の異なる代表的な 3 菌種、すなわち、乳児の腸管に多い B. 

bifidum JCM 1254、成⼈の腸管に多い B. adolescentis JCM 7046、乳児・成⼈の両⽅に⽣

息する B. longum subsp. longum JCM 1217 を評価に⽤いた。糖質を制限した培地に、梅

PP またはグルコースを添加し、菌の増殖を経時的にモニターしたところ、B. adolescentis 

JCM 7046 と B. longum subsp. longum JCM 1217 では梅 PP 含有培地での良好な増殖が確

認できた（Fig. 21A, B）。しかしながら、B. bifidum JCM 1254 においてはグルコース培地

では増殖したものの、梅 PP 培地での増殖は認められなかった（Fig. 21C）。この結果か

ら、成⼈に多いビフィズス菌では、梅 PP は糖質源として利⽤され、増殖を促進するこ

とが判明した。 
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Fig. 21 梅 PP 含有培地におけるビフィズス菌の増殖 
A. B. adolescentis JCM 7046、B. B. longum subsp. longum JCM 1217、C. B. bifidum JCM 1254。 

▲. 梅 PP、■. グルコース、●. 糖質なし。誤差バーは標準誤差（n=3）を⽰す。 
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４-３-５. 梅 PP の酵素分解試験 

 梅 PP には約 65%の糖質が含まれるが、その主要成分はアセチル化ショ糖の桂⽪酸

エステルであるプルノースと可溶性の多糖類であり、遊離の単糖は含まれていない。ま

た、酸加⽔分解後の単糖組成分析の結果、梅 PP にはアラビノースが⽐較的多く含まれ

ていることがわかっている（未発表）。梅 PP の投与で増加した腸内細菌には、梅 PP 中

のアラビノースを含む多糖を利⽤し増殖するものがあると考えられる。アラビノオリゴ

糖はビフィズス因⼦として知られ、ビフィズス菌を選択的に増殖させる効果がある[69, 

96]。そこで乳児・成⼈両⽅の腸内に存在している B. longum subsp. longum JCM 1217 が

梅 PP 中のアラビノース含有多糖を分解・利⽤して増殖する可能性を検証した。公開さ

れている B. longum subsp. longum JCM 1217 のゲノムには、-L-アラビノフラノシダーゼ

候補遺伝⼦として糖質加⽔分解酵素ファミリー43（GH43）に属するものが 9 個、GH51

に属するものが 4 個存在する。これらのうち、私たちは、GH43 に属する 3 個［BlArafE 

(BLLJ_1850), BlArafC (BLLJ_1852), BlArafB (BLLJ_1853)]と GH51 に属する 4 個

（BLLJ_0101、BLLJ_0445、 BLLJ_0474、BLLJ_1650）について、遺伝⼦クローニング

と⼤腸菌での組換え酵素発現に成功している。これらの各組換え酵素を梅 PP に作⽤さ

せたところ、GH43 に属する BlArafC と BlArafB を作⽤させた時にアラビノースの遊
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離が確認できた(Fig. 22）。さらに、これら 2 種の組換え酵素を共存させるとアラビノー

スの遊離量が増加し、梅 PP から重量⽐約 20%のアラビノースが遊離した（Fig. 20）。

3 章 で BlArafC は ア ラ ビ ナ ン の 側 鎖 に 存 在 す る Araf1,2Araf1-R 構 造 と

Araf1,3Araf1-R 構造に、BlArafB はアラビナン主鎖の Araf1,5Araf1-R 構造に作⽤

することを明らかにしている。⼀⽅、アラビノキシランの側鎖のアラビノフラノシド結

合に作⽤する GH43 の BlArafE (BLLJ_1850)や GH51 の酵素は、梅 PP からアラビノ

ースをほとんど遊離させなかった。以上の結果と酵素の基質特異性から、梅 PP にはア

ラビナン様の多糖が含まれ、これがビフィズス菌の-L-アラビノフラノシダーゼにより

分解されて、遊離したアラビノースが利⽤されたものと考えられた。 
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Fig. 22 B. longum subsp. longum JCM 1217 由来 GH43 -l-アラビノフラノシダーゼによ

る梅 PP の分解とアラビノースの遊離 

1. 梅 PP (100 µg)のみ、2. 梅 PP＋BlArafE、3. 梅 PP＋BlArafC、4. 梅 PP＋BlArafB、5. 梅 PP＋
BlArafC＋BlArafB、6. アラビノース標準品 (40.0µg)。 

図の上には、アラビノースの各スポット強度を ImageJ で定量し、標準品 (40.0µg) のスポット強
度との相対値から換算した重量値を⽰す。ND, 検出できず。 
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４-４. 考察 

４-４-１. 肥満モデルマウスに対する梅 PP のプレバイオティック効果 

 梅 PP は梅酢から調製されるため、成分は⾷経験のある梅由来のものであり、安全性

は⾼いと考えられる。実際にマウスを⽤いた経⼝投与試験で、単回投与 5g/kg 体重、連

続投与 1 mg/kg 体重において毒性・変異原性がないことが確認された[97]。また、ヒト

臨床試験でも、安全性は確認されている[98]。梅 PP および類似の梅由来成分の⾷品機

能としては、⾎圧低下作⽤[99]、抗⾻粗鬆症活性[100]、ピロリ菌⽣育阻害[101]、⾷後⾎

糖値上昇抑制作⽤[102]、運動模倣効果[103]などが検討されている。 

 本章では、⾼脂肪⾷で誘導した肥満モデルマウスに対する効果を評価した。腸内細菌

フローラ解析の結果、⾼脂肪⾷で誘導された肥満型フローラから、健常型フローラの⽅

向に回復させる効果も認められた。無菌マウスを⽤いた実験では、肥満型の腸内細菌フ

ローラを移植することで肥満を誘導することができると報告されている[104]。すなわ

ち、肥満型のフローラは肥満の原因であり、梅 PP はこの原因を打ち消すことで抗肥満

効果を発揮していると考えられる。 

 盲腸内の短鎖脂肪酸では、酢酸と n-酪酸が⾼脂肪⾷群で低下し、梅 PP 群で回復する

傾向が⾒られた。腸内の酢酸は、病原性⼤腸菌 O-157:H7 の感染を防御するなどの効果
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をもつことが知られている[105]。ビフィズス菌は糖を発酵して乳酸と酢酸を⽣成する

特異なヘテロ乳酸発酵経路をもつが、梅 PP 群におけるビフィズス菌のわずかな回復が

酢酸の増加に寄与した可能性がある。⼀⽅、乳酸は梅 PP 群で低下した。腸内細菌が利

⽤する単糖がヘキソースからペントースに変化すると、代謝産物が乳酸から酢酸にシフ

トするという報告がある[106]。アラビノースを多く含む梅 PP 多糖がビフィズス菌に利

⽤されることで、乳酸が減少して酢酸が増加したものと考察できる。 

 ビフィズス菌とともに有意な変化を⽰した腸内細菌は Prevotella 属である。ヒトでは、

⾷⽣活のタイプによって、Prevotella 属が多い型、Bacteroides 属が多い型、Clostridia 綱

に属する Ruminococcus 属が多い型に分けられる[107]。Prevotella 型は、⾷物繊維を多く

摂取するヒトに⾒られるタイプで、肥満者には少ない。マウスにおいても、梅 PP に含

まれる糖質により Prevotella 属が増加して肥満が抑制されたと考えられる。 

 ⾼脂肪⾷が引き起こす腸内細菌フローラの特徴のひとつに、Clostridia の増加が挙げ

られる。⾼脂肪⾷は⼗⼆指腸における胆汁酸の分泌を促進するが、その結果、胆汁酸に

耐性をもつ Clostridia が増加する。Clostridia の中には、胆汁酸-7-デヒドロキシラーゼ

により⼆次胆汁酸であるデオキシコール酸やリトコール酸を⽣成するものがあり、これ

ら⼆次胆汁酸は再吸収されて肝臓の肝星細胞を傷害し、肝癌を誘発する作⽤があること
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が知られている[109,109]。Clostridia については、T-RFLP 解析の結果、Clostridium cluster 

IV、Clostridium subcluster XIVa、Clostridium cluster XI、Clostridium cluster XVIII の 4 つの

クラスターに分けてデータが得られたが、いずれも⾼脂肪⾷群と梅 PP 群で有意な差は

認められなかった。 

 以上のとおり、梅 PP は Clostridia を抑えることはできないが、Prevotella 属や

Bacteroides 属を増やすことで Firmicutes/Bacteroidets ⽐の⾼い肥満型フローラを改善し、

また、ビフィズス菌を増やすことにより、脂質代謝や抗肥満効果を⽰すことが考えられ

た。 

４-４-２. 梅 PP のビフィズス菌増殖促進効果 

 本章の後半では、ヒトが梅 PP を摂取した場合を想定して、主にヒト腸管に⾒られる

ビフィズス菌に対する梅 PP の増殖促進効果について検討した。ビフィズス菌は、炭素

源として糖を要求するが、消化管下部には腸内細菌が利⽤できる単糖や⼆糖は限定され

る。そのためビフィズス菌は、多種多様な糖加⽔分解酵素をもち、ヒトが消化できない

難消化性の糖質を利⽤している。幅広い年代のヒト腸内に存在する B. longum subsp. 

longum JCM 1217 では、糖加⽔分解酵素遺伝⼦がゲノム中の全遺伝⼦のうち 4.3%も占

めている。これは他の⽣物種、例えばヒト（Homo sapiens）では約 0.4%、キイロショウ
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ジョウバエ（Drosophila melanogaster）では約 0.5%、出芽酵⺟（Saccharomyces cerevisiae）

では約 1.0%であるのと⽐較すると、⾮常に⼤きな割合であることがわかる。また、ビ

フィズス菌は、ヒトの年代によって⽣息する種が変化することが知られている[110]。乳

児の腸管に多い B. bifidum や B. longum subsp. infantis は、フコース、シアル酸、ガラク

トース、N-アセチルグルコサミン、N-アセチルガラクトサミンなどを含むミルクオリ

ゴ糖や消化管ムチン糖鎖を利⽤するための酵素群を備えている[49-52]。⼀⽅、成⼈の腸

管に多い B. adolescentis は、アラビノースやキシロースを含む植物由来の糖鎖の分解に

適した酵素の候補遺伝⼦を多数保有している。B. longum subsp. longum は乳児から成⼈

まで幅広く分布するが、ミルクオリゴ糖やムチン糖鎖と植物糖鎖の両⽅に作⽤しうる酵

素群の候補遺伝⼦をもっている。梅 PP を単⼀の糖質源として添加した培地での試験で

は、予想どおり B. longum subsp. longum と B. adolescentis で旺盛な増殖が⾒られ、B. 

bifidum ではほとんど⾒られなかった。 

ミルクオリゴ糖や消化管ムチン糖鎖の分解に関わるビフィズス菌の酵素群は、私たち

の研究グループを中⼼としたいくつかのグループによりかなりよく解明されているが、

植物由来の糖鎖の分解酵素系はまだ未解明な点が多い。梅 PP にはアラビノースをはじ

めとする糖質を多く含む。そこで３章の組換え酵素を梅 PP に作⽤させたところ、-
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-L-アラビノフラノシダーゼである BlArafC と--L-アラビノフラノシダーゼである

BlArafB を作⽤させた時に、アラビノースの遊離が確認された。ふたつの酵素を同時に

作⽤させるとアラビノースの遊離量の増加が観察され、梅 PP 重量の約 20%のアラビノ

ースが遊離した。BlArafC と BlArafB は、それぞれアラビナンの側鎖と主鎖を特異的に

切断する酵素であるため、梅 PP 多糖にはアラビナン様の構造が存在し、これが分解さ

れていると考えられる。ビフィズス菌はペントースリン酸経路をもっており、遊離した

アラビノースを利⽤することができる。 

これまでにも、ビフィズス菌の増殖因⼦の探索が精⼒的に⾏われてきたが、天然物と

してはほとんどがミルク由来の難消化性オリゴ糖である[111]。ミルク由来以外で実⽤化

されたものは、キシロオリゴ糖である[112]。その他には、ラクトースやスクロースを原

材料にして、-ガラクトシダーゼやフルクトフラノシダーゼの糖転移反応を利⽤して⽣

産されたガラクトオリゴ糖やフルクトオリゴ糖も実⽤化されている。これらは、特に乳

児⽤の粉ミルクに配合されている。しかし、乳児と成⼈とではビフィズス菌の種類の構

成が異なり、資化する糖質も変化してくる。そこで成⼈の菌種に特化した増殖因⼦の探

索が必要であるが、成⼈の菌種は多様でありまたビフィズス菌以外の腸内細菌も多様な

糖質分解酵素を有するので、選択性の点で⾮常に⾼い壁が存在する。アラビノオリゴ糖
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によるビフィズス菌増殖促進効果やプレバイオティック効果についてはいくつかの報

告があることから[69,113,114]、梅 PP はヒト成⼈に対してビフィズス菌増殖を介したプ

レバイオティック効果を発揮することが期待できる。  
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第５章 
 

総括  
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我々は⽣命維持に必要不可⽋な栄養素とエネルギーを摂取する⽬的で⾷餌をとって

いる。しかしながら、昨今の豊かな⾷糧事情で我々は必要以上の栄養素やエネルギーを

摂取してしまい、⾷餌が疾病の原因を⽣み出してしまっているという問題がある。疾病

を発症する前であれば、⾷⽣活の⾒直しによりこの問題は解決することも可能でもある。

また、ポリフェノールや難消化性多糖のような機能性のある⾷品成分を必要に応じて摂

取することで、疾病の緩和や予防になる。⾷品は⽇々摂取するものであるため、医薬品

とは異なり継続的に摂取することが可能である。そのような観点から、⽇々の⾷事によ

り健康を⽬指す志向が⾼まりつつある。科学的エビデンスがあり健康の維持増進に役⽴

つ特定保健⽤⾷品に加えて、栄養機能⾷品や機能性表⽰⾷品が消費者に選ばれる傾向に

ある。その⼀⽅で、梅⼲しの殺菌作⽤やヨーグルトの整腸作⽤のように古来から経験的

に健康に良い効果があることが解っている⾷品も好まれる傾向にある。そこで、このよ

うな⾷品に含まれる⾮栄養的な成分がヒトの健康に与える分⼦メカニズムを明らかに

する⽬的で本論⽂では３つの研究を実施した。 

２章では、炎症終息の新規分⼦機構の解析と⾷品に含まれる植物ポリフェノールでの

抗炎症作⽤について報告をした。炎症が終息する際に TLR は栄養センサーである

AKT/mTOR のリン酸化レベルを調節することによって細胞内分解・リサイクル機構で
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あるオートファジーを活性化させていることを明らかにした。以前からオートファジー

と免疫系の関連は考えられていたが、炎症終息時においてこの２つの関連性を⽰した報

告はなく、重要な報告であると考えられる。また TLR による炎症伝達系で重要な役割

を果たす TRAF6 は、オートファジー関連タンパクと相互作⽤し、オートファゴソーム

へと輸送され分解される可能性を⽰した。この章の最後では上述の２つの現象を恣意的

に引き起こすことで炎症反応を抑制できることを、果実に含まれるポリフェノールの１

種であるレスベラトロールで実証した。これは栄養センサーである AKT/mTOR のリン

酸化レベルを調節する機能のある化合物で再現可能であると考える。⾷餌中の成分で細

胞内栄養センサーの調節、すなわち飢餓模倣効果をもつ成分を摂取すれば、慢性的な炎

症反応の緩和に役⽴つと思われる。 

3 章ではビフィズス菌がアラビノース含有多糖をどのように分解するかを報告した。

ヒト腸内に乳児・成⼈関わらず幅広く存在する B. longum subsp. longum はアラビノオリ

ゴ糖を利⽤し増殖することができる。B. longum subsp. longum の基準株 B. longum subsp. 

longum JCM 1217 は、主鎖及び側鎖がアラビノースで構成されるアラビナンを分解し⽣

育できることを⾒出した。本菌のゲノム中からアラビノース含有糖鎖の分解に関わるこ

とが予想される菌体外の糖質加⽔分解酵素遺伝⼦クラスターを発⾒し、その遺伝⼦の中
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からアラビナン分解に重要な役割を果たす２遺伝⼦を特定した。その遺伝⼦産物である

BlArafC (BLLJ_1852)及び BlArafB (BLLJ_1853)の遺伝⼦クローニングにより組換え酵素

を取得し、性質解析を⾏った。酵素の最適 pH が弱酸性よりであることや 2 価⾦属イオ

ンの存在が酵素活性を上昇させることを⽰した。本研究によってアラビナン分解の詳細

なメカニズムを解析したが、これは成⼈の腸管におけるビフィズス菌の定着機構を明ら

かにしたのみならず、植物多糖を利⽤した新たなプロバイオティクスの創出につながる

可能性がある。 

４章では、⾼度な利⽤がなされていない梅酢より調製された新規⾷品素材である梅ポ

リフェノールのプロバイオティクス効果を検討した。近年、我々の⾷⽣活は欧⽶化の⼀

途をたどり、腸管は多くの脂肪分に晒されるようになった。それに伴って腸内フローラ

も肥満型のフローラへと変化してしまっている。そこでマウスに⾼脂肪⾷を摂取させ、

その⾼脂肪⾷とともに梅ポリフェノールを摂⾷させるとどのような変化があるかを報

告した。梅ポリフェノールを摂取させた群では体重増加が抑えられた。また腸内細菌叢

も肥満型の菌叢からの改善が⾒られた。また特筆すべきは⾼脂肪⾷で検出されなかった

Bifidobacterium 属菌が少数ではあるが検出されている点である。この現象の本質を捉え

るために菌体の培養試験や３章で報告した植物多糖に作⽤する酵素を⽤いて分解試験
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を⾏ったところ、梅ポリフェノールに含まれる可溶性多糖を分解できそれを利⽤してい

る可能性を明らかにした。 

本論⽂は以上３つの報告からなる。研究成果は、⾷品がもつ健康促進効果の分⼦メカ

ニズムの解明の⼀端を担うものであり、今後の機能性⾷品開発や⾷⽣活改善、⾷育の⼀

助になればと考えている。医学の進歩や⽣活環境の改善で年々世界各国の平均寿命が増

加しているが、寿命が伸びても健康寿命が伸びなければ、⻑寿に対する喜びは半減する。

医学の進歩とともに栄養学・⾷品機能学の進歩が必要であり、本論⽂中の３つ研究成果

はこれを⽀持するものである。これらの報告が今後成⻑すべき医学のみに頼らない⾷か

らの健康寿命の延⻑に貢献していくのではないかと考えている。  
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