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第526回講演会プログラム 

 

■ 開会の辞（13:00～13:05） 

秋山 康紀 開催校幹事代表 

 

■ ミニシンポジウム（13:05～15:10） 

人工代謝経路の構築に向けた酵素触媒の最適化［発表時間 35分：質疑応答 5分］ 

ミニシンポジウム趣旨説明 

世話人代表 藤枝 伸宇（阪公大院・農） 

 

1.  ユーグレナにおける嫌気的呼吸鎖と共役した脂質合成系の理解 

中澤 昌美（阪公大院・農） 

 

2.  酵素動力学パラメータの最適値について 

千葉 洋子（理研・環境資源科学研究センター） 

 

3.  耐熱性酵素を用いた細胞外代謝経路のデザインと駆動 

本田 孝祐（阪大・生物工学国際交流センター） 

 

■ 休憩（15:10～15:25） 

 

■ ⼀般講演（15:25～16:45） 

［発表時間 10分：質疑応答 ３分］*印は優秀発表賞対象講演 

 

*1.  膵臓β細胞におけるRedd2発現制御とノックアウトマウスを用いた 

機能解析 

○山田 志帆 1、浦川 夏帆 2、原田 直樹 1,2、北風 智也 1,2、松村 成暢 3、 

真下 知士 4、乾 博 1,2,5、山地 亮一 1,2 

（1 阪公大院・農、2 阪府大院・生命環境、3 阪公大院・生活科学、4 東大・医科研、
5 大手前大・健栄） 

 

*2.  Secretion mechanism of GLP-1 from enteroendocrine L-cells by  

black tea theaflavins 

○Kevin Odongo1, Naoki Harada2, Hitoshi Ashida1 

（1Grad. Sch. Agric. Sci., Kobe Univ., 2Grad. Sch. Agric., Osaka Metrop. Univ.） 

 

 

 



- 3 - 

 

 

*3.  立体選択的ヘテロDiels-Alder反応を触媒する人工金属酵素の構築 

○松本 隆聖 1、吉岡 紗穂 2、森田 能次 1、藤枝 伸宇 1,2 

（1 阪公大院・農、2 阪府大院・生命環境） 

 

*4.  Collimonas fungivorans が生産する真菌菌糸の形態や成長に影響を 

及ぼす化学因子 

○北村 心、北村 愛美、甲斐 建次 

（阪公大院・農） 

 

*5.  Cycloheximideが1×10-8 Mで根寄生植物Orobanche minorの種子発芽を 

阻害する 

○野上 凌介1、永田 真梨2、今田 理彩2、甲斐 建次1,2、川口 剛司1,2、谷 修治1,2 

（1阪公大院・農、2阪府大院・生命環境） 

 

*6.  光合成の光エネルギー変換を担う光化学系IIの活性向上型変異の発見と 

新規ゲノム編集法によるシロイヌナズナへの変異導入 

○今泉 滉 1、有村 慎一 2、西村 太志 3、長尾 遼 4,5、斉藤 圭亮 6,7、中野 雄司 3、

石北 央 6,7、野口 巧 4、伊福 健太郎 1 

（1 京大院・農、2 東大院・農生、3 京大院・生命、4 名大院・理、5 静大・農、 
6 東大・先端研、7 東大院・工学系・応用化学） 

 

■ 優秀発表賞の投票・集計（兼 休憩）（16:45～16:55） 

 

■ 2023年度農芸化学若手女性研究者賞 受賞記念講演（16:55～17:25） 

低酸素条件下における代謝酵素群による集合体形成の発見およびその制御

機構の解析 

三浦 夏子（阪公大院・農） 

 

■ 優秀発表賞表彰式（17:25～17:30） 

 

■ JSBBA KANSAI Student Committee からの案内（17:30～17:35） 

 

■ 中部・関西支部合同大会（第527回講演会）のアナウンスおよび閉会の辞

（17:35～17:40） 

森 直樹 ⽇本農芸化学会関西⽀部 ⽀部長 

 

■ 懇親会（17:45～18:45） 
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ユーグレナにおける嫌気的呼吸鎖と共役した脂質合成系の理解 

 

中澤 昌美（阪公大院・農） 

 

 Euglena gracilis（ユーグレナ：和名ミドリムシ）は、淡水に生息する単細胞真

核藻類である。本学では約 50 年前からユーグレナの生理生化学的研究が進めら

れ、その過程で、ユーグレナが嫌気的な環境への適応としてワックスエステルを

合成することが見出されてきた 1),2)。我々は基礎的な観点から、本現象が生物界

で初めて見出された「β酸化完全逆行による長鎖脂肪酸合成と共役した嫌気的

呼吸」であることを明らかにした 3)-6)。本システムを理解することは、他の物質

生産宿主や無細胞系において、高効率・高収量の脂質合成系を構築することに繋

がると期待し、以下に概説する。 

 

ユーグレナは、好気環境で蓄積した貯蔵多糖パラミロン（不溶性β-1,3 グルカ

ン）として細胞内に蓄積する。嫌気状態や低酸素状態にさらされると、パラミロ

ンを速やかに分解し（24～48 時間程度）、脂肪酸・脂肪アルコールエステルであ

るワックスエステル（WE）を合成する。WE は、中鎖飽和化合物で構成され（C14

が最も多い）、さらに著量の奇数鎖脂質を含むという、他の藻類や植物が合成す

る脂質とは異なる特徴を有している。WE 合成には ATP やマロニル-CoA が不要

であるという実験的事実から、1980 年代には「ミトコンドリア脂肪酸β酸化の

部分逆行により WE のアシル鎖が合成される」と推定されたが 2)、分子レベルの

理解には程遠い状況であった。 

そこで我々は、従来の代謝予測に加え、公開トランスクリプトーム情報を活用

した逆遺伝学的解析（RNAi 法によるノックダウン）を行った。その結果、ユー

グレナは、脂肪酸β酸化を完全逆行させることで ATP を使わずに脂質を合成し、

さらに嫌気的呼吸鎖と共役して ATP 合成も同時に行っていることを明らかにし

た 3)-5)。一般的な教科書には、β酸化による脂肪酸分解は、3 種の可逆反応に加

え、アシル-CoA デヒドロゲナーゼ（ACD）により触媒される不可逆反応から構

成される、との記載がある。では、なぜユーグレナは生理的に困難とされる「ACD

による逆反応」を可能にし、脂肪酸合成に活用できるのだろうか。現在の予想で

は、ユーグレナの嫌気的呼吸鎖を構成する低酸化還元型キノンであるロドキノ

ン（RQ）が、呼吸鎖複合体 I で生じた電子を、電子伝達フラボタンパク質（ETF）

を介して ACD に伝達する仕組みと、まだ実験的な証明はできていないが、ACD

上で electron bifurcation による電子分岐がおこり、熱力学的に有利な反応と組み
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合わさることで熱力学的な障壁を回避する仕組みが組み合わさって、トランス

エノイル-CoA への還元を可能にしていると考えられる。 

ユーグレナの嫌気下脂肪酸合成系を解析する中で、もうひとつ大きな矛盾が

あった。それは、呼吸鎖の複合体 I で利用される電子供与体が NADH であるこ

とに対して、既知のユーグレナ嫌気代謝では、pyruvate:NADP+ oxidoreductase

（PNO）という酸素感受性のアセチル-CoA 合成酵素による NADPH 供給のみが

知られていたことである。PNO のノックダウンは顕著なワックスエステル合成

低下と同時に ATP 低下も引き起こしたことから 4)、NADPH 供給そのものに生理

的意義があると仮説を立て、NADPH と NADH の変換反応を担う代謝要素を探

索した。その結果、ミトコンドリア内膜に局在する膜貫通型トランスヒドロゲナ

ーゼ（NNT）が嫌気下でのワックスエステル合成および ATP 合成に大きく寄与

していることを見出した 6)。NNT は酸化還元補酵素の相互変換反応に伴い、プ

ロトンを膜内外に輸送する機能を有する。NADH 生成方向に機能する場合には、

ミトコンドリア内膜におけるプロトン濃度勾配の形成に正の影響を及ぼし、複

合体 V による ATP 生産にも貢献している可能性も見出された。 

 

【参考文献】 

1. Inui et al. (1982) FEBS Lett. 150: 89-93. 

2. Inui et al. (1984) Eur. J. Biochem. 142: 121-126. 

3. Nakazawa et al. (2015) Lipids 50: 483-492. 

4. Nakazawa et al. (2017) Biosci. Biotechnol. Biochem. 81:1386-1393. 

5. Nakazawa et al. (2018) FEBS Lett. 592: 4020-4027. 

6. Nakazawa et al. (2021) FEBS Lett. 595: 2922-2930.  
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酵素動力学パラメータの最適値について 

 

千葉 洋子（理研・環境資源科学研究センター） 

 

 優れた化学触媒に求められる要素として、高触媒活性・高選択性・高耐久性の

3 つが知られている。では、生物の有する代謝酵素にはどのような要素が求めら

れているのだろうか？我々は、「代謝」という文脈で優れた酵素とはどのような

ものか、という問いに答えることを目指し、触媒活性およびそれを定める動力学

パラメータに注目して研究を行っている。これによって得られる知見は、将来的

には人工代謝経路構築における酵素選択・設計指針の策定に役立つと期待され

る。 

 

1．酵素活性を最大化する動力学的パラメータ（Km）の理論推定 [1] 

 酵素反応速度は、式 1 に示す反応機構に基づき、ミカエリス・メンテン（MM）

式（式 2）で表されてきた。 

 

本式において、反応速度は速度定数 kcat (=k2)、 MM 定数 Km（式 3）、基質濃度[S]

および酵素濃度[E]の関数で表される。そのため、酵素活性を向上させるために

は kcatを大きく、Kmを小さくすればよいと考えられてきた。しかし、両者にはト

レードオフがあり、活性を最大化するために kcat と Km にどの値を与えればよい

のか具体的な指針に欠けるという問題があった。そこで我々は、反応速度とギブ

スエネルギー変化（ΔG）には相関関係があるという仮定のもと数理計算を行い、

Km=[S]の時に反応速度が最大となることを示した。本数理計算は酵素活性が MM

式に従うこと、および反応の駆動力（ΔG）に対して活性化エネルギー（Ea）がど

れだけ敏感に応答するかを示す指標 α が 0.5 であることを仮定している。したが

って生成物阻害等によって活性が MM 式から逸脱する場合や α≠0.5 の場合、活

性を最大化する Kmは[S]からずれる。しかしそのずれはおよそ 1 桁以内に納まる

ので、これら仮定から逸脱する酵素においても Km=[S]は活性を高めるための指

標になると考えられる。 
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2．現存酵素は活性を最大化することを目指しているか？ 

 生物が有する酵素は、各生物の代謝にとって適切な動力学パラメータに進化

してきたと推定される。では、現存酵素の動力学パラメータは活性を最大化する

値、すなわち Km≒[S]となっているのだろうか？我々は以下の 2 つのアプローチ

で本疑問を検証した。 

2-1．既存のオミックスデータを用いた検証 [1] 

 Park らのデータ[2]を用い、3 生物（大腸

菌、酵母、マウス細胞）における細胞内代謝

産物濃度[S]とそれら生物の有する酵素の

Kmの関係を評価した（図 1）。ATP や NADH

等の補因子においては、Km<[S]という傾向

が認められた。一方これら補因子を除いた

データセット（図 1 <50）では Km≒[S]を中

心とする正規分布となり、解析対象の 53％

で Kmが 1 桁以内の誤差で[S]に一致した。す

なわち、高触媒活性は現存酵素に求められる

要因の一つであると考えられる。なお、補因

子において Km=[S]が成立しない理由の一つ

として、MM 式は基質の競合を想定していな

いことが考えられる。 

2-1．同一の反応を触媒する多生物由来酵素を用いた検証 [3] 

 同一反応を触媒する酵素(phosphoserine phosphatase; PSP)間で、どれだけ動力学

パラメータに差があるのか検証した。系統的・生理的に多様な 10 生物由来の PSP

の Km と kcat を同一反応条件で比較したところ、Km は 3 桁以上、kcat も 2 桁の違

いが認められた。特に Kmは、各酵素を有する生物の至適増殖温度で比較しても

2 桁の差があった。これは、各生物で想定される[S]の差（1 桁以内）よりも大き

い。本結果は、生物において酵素の動力学パラメータを定める選択圧が活性の最

大化以外にも存在することを示唆するのではないかと、我々は考えている。 

 

[1] Ooka H,Chiba Y, Nakamura R. bioRxiv, https://doi.org/10.1101/2023.02.01.526728  

[2] Park J.O. et al. Nat. Chem. Biol. 2016, 12, 482–489 

[3] Chiba Y, Ooka H. et al. bioRxiv, https://doi.org/10.1101/2023.03.10.532031 

 

 

図 1: Kmと細胞内基質濃度[S]の関係 

>300, >50 はそれぞれ 300 種、50 種以

上の酵素においてKmが報告されてい

る 基質[S]とれに対する Km の関係を

示しており、中央値が Km<[S]である。

その他基質に対する酵素では Km≒

[S]を中心とする正規分布が認められ

る。 
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耐熱性酵素を用いた細胞外代謝経路のデザインと駆動 

 

本田 孝祐（阪大・生物工学国際交流センター） 

 

【はじめに】演者らは、好熱菌などに由来する耐熱性酵素を細胞外で組み合わせ、

代謝経路を模したカスケード反応を構築・駆動し、これを有用物質生産に応用す

ることに取り組んでいる（図１）。構築したい経路を構成する耐熱性酵素群を大

腸菌などの中温菌内で過剰発現させたのち、その無細胞抽出液を 70～80℃程度

の熱処理に供することで目的酵素の簡易精製標品からなるカクテルを得ること

ができる。こうして構築された細胞外代謝経路は、必要十分数の酵素のみから構

成されるため、副反応を伴わず高い対基質収率で生産物を与えることができる。

また細胞の生死によらず目的の変換反応が実施可能であるため、細胞毒性を示

す代謝物の生産にも適している。一方で、酵素が再生産されない点、高価な補酵

素類を外部添加する必要がある点など、生きた微生物の代謝機能を利用する場

合にはない課題も存在する。本講演では、演者らがこれまでに構築してきた種々

の細胞外代謝経路を紹介するとともに、これらの利用可能性を高めるために残

された技術課題について議論したい。 

 

【補酵素収支のバランスしたキメラ型解糖経路の構築】上記のとおり、細胞外で

代謝経路を駆動する場合、ATP や NAD(P)H などの補酵素を外部から添加する必

要が生じる。これらは高価な物質であり、その使用量を低減させるためには、

ATP/ADP あるいは NAD(P)+/NAD(P)H の消費と再生をバランスさせ、これらを

リサイクルしながら継続的に使用させる工夫が必要となる。しかし、天然の代謝

経路を無作為にコピー＆ペーストしただけの再構成経路はほとんどの場合、い

ずれかの補酵素の過不足に陥る。この課題に対し、演者らのグループでは、好熱

性細菌由来の解糖経路（Embden-Meyerhof 経路；EM 経路）の一部を超好熱性ア

ーキアの変形 EM 経路に由来する酵素で置換することで ATP と ADP の消費・再

図１ 耐熱性酵素を用いた細胞外代謝経路の構築スキーム 
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生がバランスしたキメラ型 EM 経路をデザイン・構築した 1)。また、脱炭酸反応

を伴わず、酸化還元反応が生じない（すなわちNAD(P)+/NAD(P)Hを要求しない）

人工解糖系として知られる non-oxidative glycolysis（NOG）経路を細胞外構築し、

これらを用いた種々の物質生産を実証している 2)。 

 

【NAD+サルベージ合成経路の構築】耐熱性酵素を用いる動作原理上、演者らが

構築した細胞外代謝経路は高い温度域で良好に動作する。一方で、NAD(P)+や

NAD(P)H といったニコチンアミド補酵素類は熱安定性に乏しく、これらの補酵

素の高温域での安定化は耐熱性酵素の利用可能性を高めるための重要なチャレ

ンジとなっている。この課題に対し演者らは、ニコチンアミド補酵素を安定化さ

せるのではなく、これらの分子をその熱分解物から再合成することで「見かけ上」

安定化させることに取り組んだ。NAD+は高温域で、ニコチンアミドと ADP リ

ボースへと分解されるが、好熱菌を含む多くの生物は、これらの熱分解物から

NAD+を再合成するサルベージ合成経路を有している。演者らは好熱菌から取得

した NAD+サルベージ合成酵素群を上述のスキームで組み合わせ、これを用いる

ことで高温域における NAD+の見かけ上の安定化が達成できることを示した 3)。

また演者らは、生きた好熱菌の細胞「内」における NAD+サルベージ合成経路の

生理的意義についても調査を行い、同経路が好熱菌の生育温度上限を決定する

因子のひとつであることを実証している 4)。 

 

参考文献 

1) Ye X, Honda K, Sakai T, Okano K, Omasa T, Hirota R, Kuroda A, Ohtake H, 

Microbial Cell Fact, 11: 120 (2012) 

2) Alim GS, Okano K, Honda K, ChemBioChem, 23: e202200210 (2023) 

3) Honda K, Hara N, Cheng M, Nakamura A, Mandai K, Okano K, Ohtake H,: Metab 

Eng, 35: 114-120 (2016) 

4) Taniguchi H, Sungwallek S, Chotchuang P, Okano K, Honda K, J Bacteriol, 199: 

e00359-17 (2017) 
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〇 演者プロフィール 

名前：中澤 昌美（Masami Nakazawa） 

連絡先：〒599-8531 大阪府堺市中区学園町 1-1 

    大阪公立大学大学院農学研究科生命機能化学専攻 

E-mail address: mami@omu.ac.jp 

略歴： 

2001 年 9 月  大阪府立大学農学生命科学研究科博士後期課程 退学 

2001 年 10 月 大阪府立大学大学院農学生命科学研究科 助手 

2007 年 4 月  大阪府立大学大学院生命環境科学研究科 助教 

2011 年 3 月  博士（応用生命科学） 

2011 年 10 月 科学技術振興機構 さきがけ研究者兼任（～2015 年 3 月） 

2019 年 4 月  大阪府立大学大学院生命環境科学研究科 講師 

2022 年 4 月  大阪公立大学大学院農学研究科 講師 

現在に至る 

 

主な研究テーマ：微細藻類ユーグレナの低酸素下代謝機構の解明・バイオリファ

イナリー化。ユーグレナおよび近縁種の分子生物学的研究ツールの開発。 

今後の展望：ユーグレナ研究で得られた知見を、広い物質生産宿主へと移転した

い。ユーグレナやその近縁種など、変な生き物の研究から普遍的な発見を達成し

たい。 

 

 

名前：千葉 洋子（Yoko Chiba） 

連絡先：〒351-0198 埼玉県和光市広沢 2-1 

    理化学研究所 環境資源科学研究センター 

E-mail address: yoko.chiba.ey@riken.jp 

略歴： 

2007 年 3 月  京都大学農学部資源生物科学科卒業 

2009 年 3 月  京都大学大学院農学研究科博士前期課程修了 

2011 年 4 月  日本学術振興会特別研究員（DC2） 

2012 年 3 月  東京大学大学院農学生命科学研究科修了,博士（農学） 

2012 年 5 月  筑波大学生命環境系 助教 

2016 年 4 月  国立研究開発法人海洋研究開発機構 ポストドクトラル研究員 

2019 年 4 月  国立研究開発法人理化学研究所 研究員 

2021 年 6 月  国立研究開発法人理化学研究所 上級研究員（現職） 
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2021 年 11 月 筑波大学生命環境系 准教授（連携大学院）（現職） 

2022 年 10 月 マックスプランク研究所（ドイツ）客員研究員 

 

主な研究テーマ：微生物の中央代謝経路、特に炭酸固定経路およびアミノ酸生合

成経路の解析 

今後の展望：代謝・酵素の多様性およびそれを生み出した因子の解明 

 

 

名前：本田 孝祐（Kohsuke Honda） 

連絡先：〒565-0871 大阪府吹田市山田丘 2-1 

    大阪大学生物工学国際交流センター 

E-mail address: honda.kohsuke.icb@osaka-u.ac.jp 

略歴： 

1998 年 3 月 京都大学農学部農芸化学科卒業 

2000 年 3 月 京都大学大学院農学研究科応用生命科学専攻修士課程修了 

2003 年 3 月 京都大学大学院農学研究科応用生命科学専攻博士課程修了、

博士（農学） 

2003 年 4 月 京都大学大学院農学研究科博士研究員（JSPS 特別研究員、21

世紀 COE プログラム研究員） 

2005 年 4 月 大阪大学大学院工学研究科生命先端工学専攻・助教 

2010 年 6 月 同上・准教授 

2011 年 4 月 科学技術振興機構 さきがけ研究員（兼任、2014 年 3 月まで） 

2019 年 11 月 大阪大学生物工学国際交流センター・教授 

現在に至る 

 

主な研究テーマ：極限環境微生物（好熱菌、有機溶媒耐性菌）のバイオテクノロ

ジー 

今後の展望：極限環境微生物を軸とした基礎研究と応用研究の両立 
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*1 
膵臓 β 細胞における Redd2 発現制御とノックアウトマウスを

用いた機能解析 

 
○山田 志帆 1、浦川 夏帆 2、原田 直樹 1,2、北風 智也 1,2、 

松村 成暢 3、真下 知士 4、乾 博 1,2,5、山地 亮一 1,2 

（1阪公大院・農、2阪府大院・生命環境、3阪公大院・生活科学、 
4東大・医科研、5大手前大・健栄） 

 

【目的】 膵臓β細胞からのインスリン分泌能の低下は2型糖尿病発症の一因となる。2

型糖尿病を予防するためには、慢性的な高血糖が導く膵臓β細胞への酸化ストレス

と、それに続く機能不全や細胞死の抑制が重要である。Regulated in development and 

DNA damage response 2（Redd2）は酸化ストレス誘導剤ストレプトゾトシン（STZ）を投与

したマウスの膵島で発現が増加することが報告されている。我々は、ラットINS-1膵臓β

細胞においてSTZ刺激によりRedd2の発現が上昇し、発現したRedd2が細胞死促進因

子として作用すること、そして、全身Redd2ノックアウトマウスでは高脂肪食摂取時の耐

糖能が改善することを見出した。本研究では、膵臓β細胞におけるRedd2の発現制御

解析と膵臓β細胞特異的ノックアウトマウスを用いた機能解析を行った。 

【方法・結果】 レポーターアッセイによるプロモーター解析の結果、STZにより活性化

する転写因子であるNrf2またはp53を高発現させるとマウスRedd2プロモーター（-2328

～-1）活性が上昇すること、Nrf2とp53はEpRE2（-349～-340）とp53RE1（-90～-81）を介

して活性を上昇させることが示唆された。Nrf2とp53はそれぞれEpRE2およびp53RE1

の両方に結合することをChIP assayにより見出した。Nrf2とp53の共高発現は、Redd2プ

ロモーター活性を相乗的に上昇させた。これらの転写因子の内在レベルでのRedd2発

現への影響を検討したところ、p53のノックダウンによりSTZ刺激によるRedd2の発現が

減少した。さらにRedd2の機能を解析するため、Cre/loxPシステムにより膵臓β細胞特

異的Redd2ノックアウトマウスを作製した。Redd2のエキソン2を挟むようにloxP配列を組

み込んだRedd2flox/floxマウスを作出し、マウスインスリン1プロモーター下流でCreを発現

するIns1-creマウスと交配し、Ins1-cre; Redd2flox/flox（βRedd2-KO）マウスのRedd2ノックア

ウトをジェノタイピングにより確認した。4週齢のβRedd2-KOとコントロール（Redd2flox/flox）

マウスに高脂肪食を14週間与え飼育した。12週齢時に腹腔内糖負荷試験を行った結

果、βRedd2-KO群で耐糖能が改善した。このときインスリン感受性は2群間で差はな

く、グルコース応答性のインスリン分泌量は統計的な差異は認められなかったが

βRedd2-KO群で高い値を示した。以上の結果から、膵臓β細胞に酸化ストレスが誘導

されるとp53の活性化によりRedd2発現が上昇し、高脂肪食摂取時の耐糖能を悪化さ

せることが示唆された。 
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*2 
Secretion mechanism of GLP-1 from enteroendocrine  

L-cells by black tea theaflavins  

 
Kevin Odongo1, Naoki Harada2, Hitoshi Ashida1 

（1Grad. Sch. Agric. Sci., Kobe Univ., 

 2Grad. Sch. Agric., Osaka Metrop. Univ.） 

 

【Purpose】Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is an attractive hormone due 

to its anti-obesity and anti-diabetes effects. GLP-1 is stored in 

enteroendocrine L-cells and secreted by certain stimuli. Its secretion 

mechanisms are complex and differ from the stimulus. It has been reported 

that various nutrients stimulate GLP-1 secretion. However, little is 

known about the involvement of plant bioactive compounds. Here, we 

investigated the secretory mechanism of GLP-1 from STC-1 cells by black 

tea theaflavins (TFs) and confirmed their effect in mice. 

【Method】GLP-1 was analyzed by our developed ELISA. The secretory 

pathways were examined using protein inhibitors, receptor antagonists, 

and reporter assay. Ca2+ response was examined by fluorescence 

spectrophotometry. Animal experiments were conducted using male ICR mice.  

【Results】TFs increased GLP-1 secretion. Significant effects were 

observed from 1 nM and peak effects at 100 nM. As for the secretory 

mechanism, TFs increased intracellular Ca2+ response and activated the 

CaMKII- and MEK-ERK-signaling pathways. Moreover, pretreatments with 

inhibitors for Ca2+ signaling, PLC, CaMKII, and MEK-ERK, but not PKA 

abolished TFs-increased GLP-1 secretion. GPR55 antagonist also reduced 

TFs-increased GLP-1 secretion, while antagonists for GPR40, GPR120, and 

TGR5 did not. Consistently, TF2B significantly activated SRE-mediated 

transcription only in the presence of GPR55 by reporter assay. 

Interestingly, oral administration of TFs-rich extract to ICR mice 

suppressed acute hyperglycemia in an oral glucose tolerance test 

accompanied by increased plasma GLP-1 and insulin levels. Moreover, co-

administration with exendin 9-39, a GLP-1R antagonist, canceled the TFs-

increased glucose-lowering effect. In conclusion, black tea TFs activate 

GPR55 and prevent postprandial hyperglycemia by mobilizing GLP-1 

secretion via Ca2+/CaMKII- and MEK-ERK-signalling pathways in 

enteroendocrine L-cells. We, therefore, demonstrated a novel biological 

function of TFs, and provide a molecular mechanism for GLP-1 secretion 

mediated by foods. 
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*3 

立体選択的ヘテロ Diels-Alder 反応を触媒する人工金属酵素

の構築 
 
○松本 隆聖 1、吉岡 紗穂 2、森田 能次 1、藤枝 伸宇 1,2 

（1阪公大院・農、2阪府大院・生命環境） 

 

【目的】 

一般に、有機合成における触媒は遷移金属錯体が用いられ

ることが多い。しかし近年では、合成錯体をタンパク質骨格に

より増強した新規なハイブリッド触媒、通称人工金属酵素が注

目を浴びている。人工金属酵素の特徴は、本来水系を苦手と

する錯体に対してタンパク質が親水性を与えると同時に、非対

称な反応場として立体選択性をも付与する点にある。一方で

錯体とタンパク質を連結する方法には種類に限りがあるほか、

タンパク質そのものが不安定になるといった懸念点を残してい

る。そこで、当研究室では金属イオンをタンパク質のアミノ酸残

基に直接配位させることでより簡便に人工金属酵素を構築することを目指してきた。土

台タンパク質として、4つのヒスチジンからなる金属結合部位を有する超好熱菌である

Thermotoga maritima由来TM1459タンパク質を用いることで、様々な遷移金属イオンを

配位させることが可能となる(Figure 1)。本研究では環化付加の代表であるDiels-Alder

反応をモデル反応にし、立体選択的な生成物の作り分けを達成する人工金属酵素の

構築を目指した。 

【方法・結果】 

 有機合成では二座もしくは三座の窒素系配位子をベースとした添加剤を用いること

が多いことに着目し、4つのヒスチジン残基のうち1つあるいは２つを変異させることで

様々な第一配位圏を含む変異体ライブラリーを作成した。大腸菌BL21(DE3)株にて発

現し、得られた菌体を超音波破砕、アフィニティクロマトグラフィー、陰イオン交換クロマ

トグラフィーを用いて変異体タンパク質を精製した。基質として,-不飽和アシルイミダ

ゾールとジヒドロフランを用いて、得られた変異体タンパク質を硫酸銅存在下で添加す

ると、ほとんどの変異体では反応が進行しなかったが、52番目のヒスチジンをアラニン

に変異させたH52A変異体を用いた場合には反応が進行した。さらに、第一配位圏だ

けでなく、第二配位圏に存在する基質近辺のアミノ酸残基もアラニンに変異させること

でキャビティを拡大し、より基質のアクセスを促進するような変異体を作製した結果、生

成物を収率89 %、エナンチオ過剰率94 %で合成することができ、立体選択的なDiels-

Alder反応を触媒する人工金属酵素の構築に成功した。本発表では変異体の設計や

基質結合の詳細について議論する。 

Figure 1. 

The structure of TM1459 
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*4 

Collimonas fungivorans が生産する真菌菌糸の形態や成長

に影響を及ぼす化学因子 
 
○北村 心、北村 愛美、甲斐 建次 

（阪公大院・農） 

 

【目的】 土壌中において，細菌と真菌

は主要な微生物であり，互いに影響を

与えながら生息している。Collimonas 

fungivorans Ter331株は，貧栄養時に真

菌の菌糸を資化するグラム陰性細菌で

ある。Ter331株は，ポリイン化合物であ

るcollimonin A–Dを特徴的に産生し，

Aspergillus nigerなどに対して強い抗真菌性を示す。Collimonin類に加え，Ter331株

のゲノムには複数の二次代謝生合成遺伝子クラスターが存在し，真菌類との相互作

用時にこれらが協調的に作用する可能性が考えられた。グラム陰性細菌では，菌密

度依存の遺伝子発現調節機構であるクオラムセンシング（QS）が二次代謝を制御する

例が多い。Ter331株はアシルホモセリン（AHL）型のQS機構を持つことが予想されて

いたが，その機能については何も分かっていなかった。そこで本研究では，A. nigerの

形態や成長に影響を及ぼすTer331株由来の化学因子とQS機構について調べた。 

【方法・結果】 A. nigerとTer331株を共培養すると，A. nigerの生育は大きく阻害され，

菌糸先端では激しい分岐が確認された。そこで，これらの現象にcollimonin類などの

二次代謝産物が関与するかを検証した。Collimonin欠損株（∆colA）と対峙した場合，

A. nigerの生育阻害は緩和し，菌糸分岐は観察されなくなった。また，QS欠損株

（∆funI）はA. nigerに対し，生育阻害と菌糸分岐のいずれの作用も示さなかった。よっ

て，A. nigerの菌糸分岐にはcollimonin類が，生育阻害にはcollimonin類とQS制御下

にある他の二次代謝産物が関与する可能性が示唆された。Ter331株と∆funI株の二次

代謝プロファイルを比較すると，環状リポペプチドであるtripropeptin類と分子量1339の

NRPSペプチドのピークが欠損株で消失していた。したがって，これらの化合物も抗真

菌性に寄与することが強く示唆された。Tripropeptin欠損株（∆trpA）とA. nigerを共培養

したところ，A. nigerに対する生育阻害は観察されなくなった。NRPSペプチドは新規化

合物であると予想され，NMRによる構造解析を進めている。 

以上の結果から，Ter331株の真菌資化性には，collimonin類に加えて，tripropeptin

類とNRPSペプチドも関与することが分かった。さらに，これらの生産は，AHL型のQS

機構によって制御されていた。真菌に対する拮抗現象においても，細菌QS機構によ

って複数の因子が巧妙に制御されていることが明らかになった。 
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*5 

Cycloheximide が 1×10-8 M で根寄生植物 Orobanche 

minorの種子発芽を阻害する 
 
○野上 凌介 1、永田 真梨 2、今田 理彩 2、甲斐 建次 1,2、 

川口 剛司 1,2、谷 修治 1,2   

（1阪公大院・農、2阪府大院・生命環境） 

 

【目的】根寄生植物は、宿主植物の根に寄生し、養水分を奪うことで生育する植物

の総称であり、アフリカなどを中心に甚大な農業被害を及ぼしている。日本では農

業被害は報告されていないが、紫ツメクサに寄生する根寄生植物 Orobanche minor

が日本各地に蔓延しており、当研究室では、微生物由来の化合物を用いた防除法

開発に向けた研究を展開している。本研究では、O. minor の種子発芽阻害におけ

るシクロヘキシミドの作用機構解明を目的としている。 

【方法・結果】 まず前任者が、土壌中から放線菌を単離し、培養液をアセトン抽出し

たサンプルを用いて、O. minor の種子発芽を阻害するサンプルを探索した。結果、

992 サンプルの中から、O. minor の種子発芽を完全に阻害するものの、大腸菌

Escherichia coli、麹菌 Aspergillus oryzaeおよび紫ツメクサ Trifolium pratenseの生

育および発芽への影響が小さいサンプルを一種選抜した。16S rRNA DNA 解析よ

り、この分離株を Streptomyces sp. no. 226 と同定した。本菌培養液から、発芽阻害

物質を精製、解析した結果、意外にも抗真菌剤として知られているシクロヘキシミド

が同定された。O. minor の種子発芽を阻害するシクロヘキシミドの  IC50 は 2.6 

ng/mLで、A. oryzaeの IC50の約 1000分の 1で有効であることが判明した。 

そこで本研究では、シクロヘキシミドが低濃度で O. minor の種子発芽を阻害する

機構について解析した。シクロヘキシミドによる翻訳阻害には、Saccharomyces 

cerevisiae の 60S リボソームタンパク質のサブユニットの 1つ (RPL28) の 38番目の

グルタミンとシクロヘキシミドが相互作用することが重要である。O. minorのRPL28オ

ルソログである RPL27A の 38 番目のアミノ酸はメチオニンであった。そこで、S. 

cerevisiaeを宿主として rpl28遺伝子座で、O. minorの RPL27Aを発現する株 (Om) 

および、 RPL28 の 38 番目のグルタミンをメチオニンに置換した RPL28_Q38M を発

現する株 (Q38M) をそれぞれ作出した。コントロール株として作出した内在の

RPL28 発現株（WT）と Om 株、および Q38M 株のシクロヘキシミド含有培地上での

生育を比較した。その結果、WT 株と比較し、Om 株がシクロヘキシミド耐性を示し、

Q38M 株はシクロヘキシミド高濃度条件下で若干のシクロヘキシミド耐性を示すこと

が明らかになった。この結果から、O. minor のシクロヘキシミド感受性には RPL27A

の 38番目のメチオニンは関与していないことが分かった。以上より，シクロヘキシミド

によるO. minorの種子発芽阻害は，既知の作用機構とは異なる機構によるものであ

ることが示唆された。 
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*6 

光合成の光エネルギー変換を担う光化学系 II の活性向上型

変異の発見と新規ゲノム編集法によるシロイヌナズナへの変

異導入 
 
○今泉 滉 1、有村 慎一 2、西村 太志 3、長尾 遼 4,5、斉藤 圭亮 6,7、 

中野 雄司 3、石北 央 6,7、野口 巧 4、伊福 健太郎 1 

（1京大院・農、2東大院・農生、3京大院・生命、4名大院・理、 
5静大・農、6東大・先端研、7東大院・工学系・応用化学） 

 

【目的】 近年、光合成を利用した物質生産や光合成で固定したCO2由来の植物バイ

オマス利用、光合成を模倣してエネルギーをクリーンに生む人工光合成など、持続可

能な資源開発に光合成を活用する試みが進んでいる。そのため、光合成メカニズムの

深い理解と光合成効率の向上が求められている。光化学系II (PSII) は光合成電子伝

達の初期過程を担う色素-タンパク質超複合体である。PSIIは、光エネルギーを用い

て、水から電子を取り出して酸素を生じる「水分解-酸素発生反応」を触媒することか

ら、究極の光エネルギー変換装置といえる。本研究では、PSIIの触媒中心 (Mn4CaO5

クラスター) について、PsbPサブユニットの保存されたループ領域 (Loop 4) がその近

傍に挿入されることに着目し、PsbP-Loop 4を構成するアミノ酸への変異導入がPSIIの

活性に及ぼす影響を調べた。 

【方法・結果】 大腸菌を用いてLoop 4のアミノ酸に様々な変異を導入した組換えPsbP

タンパク質を作出し、in vitro再構成系により、植物から単離したPSIIに結合させて、

PSIIの酸素発生活性を測定した。その結果、PsbPのLoop 4領域におけるアミノ酸変異

がPSIIの酸素発生活性に大きく影響することを明らかにした。とりわけPsbPのD139N変

異によってPSIIの酸素発生活性が顕著に向上することを発見した。PSIIの酸素発生活

性が向上するようなアミノ酸変異は極めて稀である。様々な溶液条件下における酸素

発生活性の測定や、光誘起FTIR分光法、理論化学的手法を用いて、PsbP-D139N変

異による活性向上メカニズムを検討した。その結果、D139N変異によってPSII触媒中

心近傍に結合する補因子Cl−の結合が安定化されることが示唆された。 

  PsbPのD139N変異によりin vitroでPSIIの活性が上がるにもかかわらず、植物の多く

でPsbPのD139残基が保存されている。その理由を明らかにするために、シロイヌナズ

ナのPsbP-D139N変異体を作出した。多くの陸上植物の場合、相同組換えの仕組み

を用いた標的組換えによるゲノム編集は困難である。そこで、最近報告されたオルガ

ネラゲノムの標的一塩基置換法 (TALECD法) を核ゲノムに応用し、PsbP-D139N変

異の導入を試みた。その結果、ホモ接合型PsbP-D139N変異体が高確率で得られ

た。従って、本手法は核ゲノムにコードされた遺伝子に塩基特異的置換を導入するゲ

ノム編集法としても有用であることが明らかとなった。 
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低酸素条件下における代謝酵素群による集合体形成の発見および 

その制御機構の解析 

 

三浦 夏子（阪公大院・農） 

 

は じ め に 

出芽酵母やがん細胞等では，低酸素条件下で解糖系の代謝が亢進する．この代謝

調節メカニズムは，低酸素に応答した転写調節に起因することが知られてきた

が，低酸素条件下における各酵素の挙動や触媒機能の変化等については不明な

点が多い．筆者らは 2013 年に，出芽酵母を低酸素条件にさらすと細胞質内で解

糖系酵素を含むタンパク質群が集合体を形成することを初めて報告し，集合体

形成によって解糖系代謝が促進される可能性を示した 1)．この現象は 2016 年以

降，他グループによってセンチュウの神経細胞 2)やがん細胞株 3,4)等で相次いで

再確認され，集合体は“Glycolytic body (G-body)”等と名付けられた．細胞内の代

謝酵素が，特定の条件下で液-液相分離により集合体を形成する現象は近年注目

を集めており，G-body 以外の大規模な酵素集合体としては HeLa 細胞内で de 

novo purine合成経路にかかわる酵素群が形成するPurinosomeが報告されている．

筆者は G-body や Purinosome を含む一過的に形成される酵素集合体群をまとめ

て Metabolic Enzymes Transiently Assembling (META) body と名付け 4)，その形成

制御機構について解析を進めている． 

1.  低酸素条件下における代謝酵素群による集合体形成の発見 

各種解糖系酵素に蛍光タンパク質をタグ付けして出芽酵母内で発現すると，静

置培養した細胞質内で解糖系酵素群が集合体を形成する．これは，培養液中の酸

素濃度が低下した低酸素条件下で引き起こされる現象である（図１）．解糖系酵

素群の中でも特に細胞内での存在量が多いエノラーゼについて，集合体を形成

しない 1 アミノ酸変異（集合体形成不全）株を構築して細胞内での酵素集合体

形成が細胞の代謝に与える影響を検証したところ，

集合体形成時には集合体形成非形成時に比べてよ

り迅速に代謝変換が進んでいた．これは細胞が低酸

素条件下で代謝酵素群の集合体を形成することで

多段階からなる生合成反応を効率化していること

を示唆するものであり，従来の転写制御に加えた解

糖系代謝調節の新たな仕組みとして注目を集めて

いる． 

図 1. 低酸素条件下における

集合体形成 
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2.  低酸素条件下でタンパク質の局在解析を行うための手法開発 

従来の低酸素培養手法は容量が大きいため，一度に多数のサンプルを扱うこと

が困難であり，また操作に習熟が必要であるため，再現性のあるデータをとるた

めには長い時間を要した．そこでまず，集合体形成の観察を迅速に多サンプルで

行える，簡易な低酸素培養系の検討を行っ

た．様々な手法を検討したところ，解糖系酵

素群の集合体は固形培地・液体培地どちら

で培養した場合も形成されること，培養系

を小スケール化することで集合体形成がみ

られる時期が早くなることが明らかとなっ

た．また，96 ウェルプレートと低酸素イン

キュベーターを組み合わせることで，培地

量を従来の約 500 分の 1 以下に抑えた 150 

µL スケールで安定的に低酸素状態を維持できる培養系を構築することに成功し

た 6)．構築した小スケール低酸素培養法は，集合体形成酵素の動態を追跡するほ

か，集合体形成に影響する物質のスクリーニングにも使用可能である．そこで，

G-body を形成する 3 つの酵素（エノラーゼ，ピルビン酸キナーゼ，ホスホグリ

セリン酸ムターゼ）について経時的な動態を追跡したところ，各酵素の集合順序

は厳密に規定されていることが明らかになった（図２）5)．  

G-body の形成制御による細胞代謝の調節効果を捉えるには，リアルタイ

ムでの代謝測定が有効である．そこで，細胞から個体に至る様々な系で，超偏極

13C-NMR 等を用いて低酸素条件下で簡便にかつ非侵襲的に糖代謝のターンオー

バーを測定可能な系の構築を進めてきた．具体的には，がん細胞の三次元カプセ

ル化法を工夫することでがん細胞株を簡便に低酸素培養できること，三次元培

養した細胞を用いて低酸素条件下における放射線治療効果を超偏極 13C-NMR で

検証できることを示した 6)．さらに，低酸素条件下で特異的にみられる代謝変換

反応である，2-ヒドロキシグルタル酸の生成を非侵襲的に捉えることのできる新

たなプローブを開発した 7,8)．ここで構築した手法は，出芽酵母等を用いた微生

物にも適用可能である． 

以上により，in vivo, in vitro それぞれの条件下において，低酸素条件下に

おける代謝酵素集合体の形成に伴った代謝変化を追跡できる系を構築できた． 

3.  集合体形成制御機構の解析 

低酸素条件下における解糖系酵素群による集合体形成機構は，現在もほぼ明ら

かになっていない．筆者は集合体を形成する酵素群のアミノ酸配列が集合体形

図 2. 解糖系酵素による集合体形成の経時変化 
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成の制御メカニズムの鍵を握ると考えて，すべての集合体形成酵素がもつアミ

ノ酸配列について解析を進めている．特にエノラーゼでは，N-末端の 5-25 番目

に位置するアミノ酸が集合体形成に深くかかわること，22 番目のバリン残基を

アラニンに置換すると集合体形成が阻害されることを示した 1)．エノラーゼがも

つ集合体形成領域は分子表面に位置していることから，エノラーゼの集合体形

成機構には未知の分子間相互作用が重要であると予想される．今後，前述した小

スケール低酸素培養法などを活用することで，集合体の形成制御にかかわる分

子や修飾機構等が明らかになると期待できる． 

お わ り に 

低酸素条件下における酵素群の集合体形成については，制御機構やその機能に

ついて不明な点が多く残されている．今後は本稿で紹介した手法などを用いる

ことで，酵素集合体が関与する生命現象の解明や，酵素集合体の形成原理を用い

たものづくりへと展開を進めていきたい． 
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