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はじめに
　ゲノム編集法は，農業分野でも作物の飛躍的な改
良を可能とする技術として期待され，目覚ましくそ
の技術開発と応用研究が進められている。同様に技
術発展の著しいゲノム解析分野の研究から，膨大な
遺伝子情報（ゲノム情報）が短期間で得られるよう
になり，それが体系化されて整備されてきている。
この充実したゲノム情報を基盤として，個々の遺伝
子をより深く理解し，高度に利用する技術として，
ゲノム編集法は今後さらに発展すると思われる。本
稿では，著者が長年研究を積み重ねてきたトマト果
実の成熟を制御する仕組みについて，最近取り入れ
たゲノム編集法を活用した切り口により，これまで
の研究手法では知ることのできなかった新たな知見
を得るに至ったので，それを紹介したい。トマトの
成熟をコントロールする遺伝子として知られている
“RIPENING INHIBITOR (RIN)” という遺伝子をゲノ
ム編集の標的として，二つの異なる改変を行った。
その結果，一つの遺伝子に端を発する現象にも関わ
らず，異なる変異により，①異常に軟化が進行，逆に，
②軟化を強く抑制，という全く逆の方向性の性質を
示すトマトが得られた 1）。これらの変異トマトの詳
細を述べ，その分子メカニズムの考察から RIN の
機能を再考察するとともに，ゲノム編集法がこれま
での生物学の常識を変えていく可能性についても少
し触れる。なお，ここで述べる研究は本誌 2018 年

9 月号に掲載された拙著 2）の延長線上にあり，可能
であればそちらもご参照いただきたい。

1．「RIPENING INHIBITOR（成熟 “ 抑制 ” 因子）
遺伝子は，果実成熟を “ 促進 ” する機能を持つ」...?
　最初に，この章のタイトルをよく読み返していた
だきたい。RIPENING INHIBITOR （略して RIN）遺
伝子が本稿の主役となるのだが，遺伝子の名前とそ
の機能が全く正反対なのではないか，と気付かれる
と思う。遺伝子の研究をしていると，こういうこと
はよくありその理由も分かっているのであまり違和
感がないが，少し分野の違う研究をされている方に
はとても引っかかることらしい。一般の方には当
然，訳が分からないだろう。まず，RIN 遺伝子と果
実成熟の関係について，これまでの知見をその遺伝
子の存在の発見から現在に至る研究の歴史を振り返
り，この機能と合致しない遺伝子名について説明し
たい。
　トマトは果実の成熟研究の対象として古くから利
用されているが，それはトマトの経済的な重要性や
栽培の容易さ，成熟過程の明確さに加え，成熟に関
する種々の変異体が得られたことが研究対象として
有利だったことも一因であろう。様々な変わった性
質を示す変異体を正常なトマトと対比することによ
り，成熟のしくみを明らかにする研究が数多く行わ
れてきている。中でも 1968 年に報告のあった成熟

Key Words: トマト，成熟，転写因子，変異体，ゲノム編集
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の全く進まない変異体 3）は，その発見以来現在に至
るまで，常に注目され成熟研究に広く利用されてき
た。それが，ripening inhibitor（rin）変異である。こ
の変異をホモに持つ植物は，着果して果実が肥大し
ていく過程までは正常だが，普通のトマトが赤くな
る時期になっても一向に成熟が開始しない（図 1）。
何カ月経っても赤くならないし，果実は硬いままで，
半年後でもその姿を保つ。まさに成熟を阻害する変
異である。　　
　ここで植物における遺伝子名の付け方を説明して
おく。遺伝子の発見・同定は，まず遺伝子に変異が
生じて形質が変化した変異体が見つかり，その変異
が起こった遺伝子の DNA 塩基配列を探し出す，と
いうのがもっとも伝統的な流れである（近年はこれ
に当てはまらないことの方が多いが）。したがって
遺伝子の決定は，まずは「変異ありき」である。あ
る日畑で見つかった，全く成熟が進まない果実を着
ける変異（正確には変異型の対立遺伝子）は，その
表現型通りに「ripening inhibitor」と命名された 3）。
ここでいくつか基本的なルールがある。優性（顕
性）の対立遺伝子は大文字，劣性（潜性）の対立遺
伝子は小文字で標記されることになっている。そし
て通常，一文字から三文字程度に略称される。また
遺伝子名は斜体で，そのコードタンパク質は標準書
体で示される。この成熟に関する変異はホモで持つ

時にだけ，果実の成熟が完全に抑えられる表現型
を示すので，劣性対立遺伝子として，rin とされた。
その後，2002 年にこの遺伝子座の配列が決定され，
野生型の対立遺伝子が MADS ボックス転写因子を
コードしていることが明らかになった 4）。ここで，
誤解が生じる遺伝子命名のルールが出てくる。先に
述べたが，優性の対立遺伝子は，その遺伝子座に付
けられた名前を大文字で記載するので，rin として
命名された劣性対立遺伝子に対して，野生型対立遺
伝子は，大文字の「RIN」と標記されるようになっ
た（MADS-RIN と書いている論文も多い）。単に遺
伝子の記号名と割り切って，何も考えずにこの三文
字の略号を使っている分にはいいのだが，論文を書
く際には，初出時に遺伝子名をスペルアウトするこ
とが一般的なルールである。そのため，「RIPENING 

INHIBITOR(RIN) 遺伝子は，成熟を促進する機能を
持つ」，というような文章を書くことになる。少し
ややこしいが，ご理解いただけたであろうか ? 遺伝
子名を変更しても良さそうな事例であるが，既に世
界中に浸透しきっているためにもはや難しいと思わ
れる。同様の例として，トマトの花のガクの大き
さを制御する遺伝子「MACRO CALYX；（巨大ガク；
MC）」について説明すると，やはり，野生型の MC

遺伝子は名前と違って巨大なガクを作る機能はな
く，その表現型を示すのは mc 変異を有する対立遺

図 1　RIN 遺伝子における三種類の変異による成熟進行の影響
RIN 遺伝子座に起きた、三種類の異なる変異が，果実の成熟後の生理的変化にそれぞれ異なる影響を与える。rin 変
異は自然界で見つかった突然変異。ノックアウト変異および rinG2 変異は、ゲノム編集法で作出した変異体 ( 図 4 参照 )。
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伝子をホモにもつ植物だけである。説明する方もや
やこしいので読者の方々も混乱されるかもしれない
が，まずはここをご理解いただきたい。

2．RIN タンパク質の機能と rin 変異の再評価
　若干文脈が前後することになるが，RIN タンパク
質の機能と rin 変異の影響について，おさらいして
おきたい。上述の通り rin 変異を持つ果実は，成熟
の進行が全く進まない。赤くならず軟らかくならな
いし，何より成熟時におけるエチレンの生産量の増
大が全く見られない。エチレンはよく知られている
ように，成熟全体の進行を促す植物ホルモンであり，
その効果を阻害することで果実の成熟を抑えること
ができる。これらの現象から，発見当時から最近ま
で，野生型対立遺伝子 RIN の機能は，成熟を引き
起こすエチレンの生産よりも早い段階で成熟の開始
を制御している，そして rin 変異は野生型遺伝子の
機能を失わせた（loss-of-function），と考えられてき
た。rin 変異体はその発見以来現在に至るまで，世
界中の研究者や育種家に利用されてきており，RIN

は成熟研究の世界では誰もが知っている「お馴染み」
の遺伝子である。この遺伝子が成熟開始のスイッチ
であるという考えに疑問を持つ者はほとんどいな
かったと思われる。
　ところがこの遺伝子の機能が，実はそれまで考え
られてきたものとは異なることが，最近筆者らの研
究によって明らかになった。詳細は原著 5）および
その解説である拙著 2）をお読みいただくとよいの
だが，ここではかいつまんで説明する。筆者らは，
ゲノム編集法で RIN 遺伝子に対してノックアウト
変異（RIN タンパク質が全くできない変異）を創出
したところ，そのトマトはほんのり赤くなり，rin

変異体とは全く違って明らかな成熟の開始が認めら
れた（図 1）。つまり，① RIN がなくても成熟は開
始する（完熟には必要），② rin 変異は機能がなく
なる変異（loss-of-function）ではない，この二点に
要約できる。種明かしをすると，RIN タンパク質は
転写を活性化する機能を持っているが，rin 変異に
より，転写を「抑制する」機能に変換されていたの
である（詳細は後述）。すなわち，RIN は成熟に関
わる遺伝子の発現を活性化して成熟進行のアクセル
を踏む機能を持ち，一方 rin 変異タンパク質は発現
を積極的に抑制してしまう，いわばブレーキの機能

を持つ，と考えると分かりやすいかもしれない。そ
して，ノックアウト変異体で少し成熟が進むのは，
アクセルもブレーキも効いていない状態，自動車で
言うとオートマチック車のクリープ現象，という例
えが近いかもしれない。筆者らの論文発表に少し遅
れて同様の結果を示す論文も発表され 6），概ねこの
新しい RIN の機能の解釈は正しいと受け止められ
ていると思われる。RIN がノックアウトされても成
熟開始するのは，RIN と共通の機能を一部持つよう
な，似たよう遺伝子（ホモログ）があるのではないか，
という議論もあり，まだ完全にこのノックアウト変
異体の解釈が正しいとは言いきれていないが，少な
くとも RIN がないと成熟しない，という長く信じ
られてきた常識が大きく覆された。

3．RIN ノックアウト変異体の異常な成熟パターン
について
　このように RIN タンパク質の役割がこれまで常
識的に信じられてきたものとは異なることが明ら
かとなったが，今回，さらに研究を進めることで，
RIN の新たな側面が明らかになってきた 1）。簡単に
言うと，RIN には成熟の進行を進める機能だけでな
く，過剰な成熟を抑制する機能があるのではない
か，と解釈できる結果が得られてきた。野生型の
RIN が成熟抑制因子，つまり名前の通り “RIPENING 

INHIBITOR” の機能を，部分的にではあるが，持っ
ていると言える。この新しい発見について概説する。
　RIN のノックアウト変異は，rin 変異と異なり，
成熟が開始すると前述した。しかし成熟期に特徴的
な赤色への着色は不良で，この時期特有のエチレン
の産生上昇も見られるがその上がり方は非常に小さ
く，成熟全体が不完全にしか進行しない，と当初は
結論付けた。RIN は成熟開始に必須ではないが，し
かし果実の完熟には必須で，専ら成熟の進行を促進
する，と考えていた。この見解は，トマトが成熟開
始から通常 7 ～ 10 日間で完熟に至る，その期間で
は問題ないように見えた。成熟の促進因子である
RIN がなくなれば，成熟全体の進行がスローダウン
するはず，そう考えるのが素直であろう。
　しかし，である。この RIN ノックアウト変異体
に思わぬ変化が見られた。このノックアウト果実は
少し長く保存していると，果肉の軟化が栽培系統よ
り進行するのである（図 1）。普通のトマトは，1 ヶ
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月以上放置していると，萎れていって表面がシワシ
ワになり全体が縮むような変化をしていく。ドライ
トマトのように変化していくと考えてもらえばよい
だろう。ところがノックアウト果実は 2 カ月もおい
ておくと，さわるとブヨブヨで，中身が液状に近く
なり重力に逆らえずダラっと下に溜まっている感
じ，まるで水風船のよう，と書けばご理解いただけ
るだろうか。ブヨブヨになる前の段階で，顕微鏡写
真を撮るために果肉切片の調製をしていると，ポロ
ポロと細胞が離れてしまって，栽培系統のように細
胞がギッシリ固まっているのとは異なる様子が観察
される（図 2b）。個々の細胞が割れてしまうことは
ないので，細胞間の接着が弱まっていると考えられ
る。さらに，Magnetic Resonance Imaging（MRI）解

析をしてみると，成熟開始してから 4 週間後の RIN

ノックアウトトマトは，果肉のプロトン密度が上昇
し，ゼリー部と区別がつかなくなる（図 2a）。果肉
の組織中に流動性の高い水分子が多く含まれるよう
になったことを反映していると考えられ，実際に果
実をスライスすると，トロトロになって液体に近く
なっている様子が観察される。このようにノックア
ウト変異体でも明らかに軟化が進んでおり，しかも
それが栽培系統と変わらないどころかさらに過剰に
進行しているようにみえる。果実の軟化に関わる細
胞壁関連の酵素が数多く知られているが，トランス
クリプトーム解析によりそれらの遺伝子の発現につ
いて検討している。その結果，例えばペクチンの分
解酵素であるポリガラクチュロナーゼ（PG2a）や

図２　ノックアウト変異体の果肉の特徴
(a)  Magnetic resonance imaging (MRI) によるノックアウト変異体果実の成熟に伴う果肉組織変化の観察。プロトン密度

強調画像を示す。成熟開始直後にはゼリー部と果肉部で信号比が明確だが，成熟が進むと，ノックアウト果実で
は果肉部の信号が高くなってゼリー部と同程度のシグナルになる。プロトン（水素原子核）の信号は，生体では
水または脂質の多い部分で高く検出されるが，果実の場合は主として水と考えてよいと思われる。果肉組織が流
動性の高い水分子を多く含む組織に変化したと考えられる。

(b) 成熟した果実の果肉組織の顕微鏡観察。栽培型は細長い細胞が多くみられるが，rin 変異体ではコンパクトな形の
細胞が多い。細胞壁の分解進行の程度が細胞の膨圧に影響して形の違いに現れている可能性が考えられる。一方，
ノックアウト変異体では，組織切片を作成していると，容易に組織が崩れて，細胞がバラバラになりやすい。細
胞と細胞を接着している細胞壁成分の分解が過剰に進行していることが示唆される。
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ペクテートリアーゼ（PL）の遺伝子は，栽培系統
と比べても遜色ない発現がある。さらにマンナナー
ゼ（MAN4）にいたっては，栽培系統よりも高い発
現がみられる。一方でセルラーゼ遺伝子（Cel2）の
発現は強く抑制されている。したがってノックアウ
ト変異体でも，一部の酵素遺伝子を除き，成熟中に
細胞壁構造を変化させる種々の酵素の発現が認めら
れることは，軟化が進行することと矛盾しないとい
える。
　ここまでの結果について，特に rin 変異について
知識がある方にとっては，疑問を強く感じるのでは
ないかと思う。前出の PG2a 等をはじめ，多くの細
胞壁分解に関わる酵素遺伝子群は，栽培系統では成
熟期になると一気に発現が上昇するのだが，成熟が
進まない rin 変異体ではその発現上昇がみられない
ことがよく知られている。そのためこれらの遺伝子
の成熟時における発現は，専ら RIN の転写活性化
機能に依存している，というのが rin 変異体を扱っ
たことがある誰もが信じてきた成熟制御メカニズム
だと思われる。しかしながら今回の研究で，RIN が
全く存在しない状況下でこれらの遺伝子の発現が大
きく誘導されることが明らかになった。つまり，こ
れらの遺伝子は RIN がなくても発現誘導されるが，
rin 変異タンパク質はこれらの発現の抑制因子（リ
プレッサー）の役割を果たしている，と考えるのが
妥当だろう。ノックアウト変異体で多くの成熟関連
遺伝子の発現が上昇するのは，ノックアウト変異体
でもわずかながらエチレンの生産上昇があり，この
エチレンに誘導される，RIN とは別の種類の転写因
子が成熟遺伝子の発現誘導を行っているのではない
か，というのが一つの仮説である。
　今のところ RIN ノックアウト変異体が過剰に軟
化する現象を，分子レベルで説明するためのエビデ
ンスは乏しい。成熟開始後，2 点のみの経時変化（開
始後 4 日及び 7 日）における遺伝子発現解析（qRT-

PCR）の結果だけ見ると，いくつかの細胞壁分解に
関わる酵素遺伝子の発現は，栽培系統では 4 日後で
高く 7 日後に減少しているが，ノックアウト変異体
では 7 日後の方が高くなる傾向にある。もう少し，
長い期間にわたって観察する必要はあるが，仮説と
して，ノックアウト変異体では，細胞壁分解に関わ
る酵素の発現は，長期間に亘って高いレベルの発現
を維持し続けるのではないかと考えられる。確かに，

ノックアウト変異体の細胞壁抽出物を分析してみる
と，高分子化合物であるペクチンが単量体まで分解
されてできたと思われるガラクツロン酸が，栽培種
よりもずっと多く蓄積していたので，ノックアウト
変異体では細胞壁分解酵素の発現が高いレベルで維
持されているという仮説と矛盾しない。もしこの仮
説が正しいならば，逆に栽培系統の果実では，成熟
後期では RIN がある遺伝子群の発現をほどほどに

「抑制」し，過剰な軟化（成熟）を抑制している，
と解釈することも可能ではないか ? つまり，RIN が

「ripening inhibitor」の役割を果たしている，という
ことになる。冒頭で，野生型の遺伝子の機能は変異
で見られる形質の逆になるので，遺伝子名と機能が
正反対になるという話をしたが，RIN の場合は，一
部（全部ではないが），野生型の遺伝子名と機能が
一致する，ということになる。裏の裏は表だった，
といった感じで少しキツネにつままれたような気分
もするが，今回，慎重にすすめた研究結果を並べて
みると，この仮説も必ずしも間違いではないはずで
ある。今後の詳細な検討が必要になろう。

4．RIN のゲノム編集による新たな変異の影響
　上述の RIN のタンパク質ができない変異（ノッ
クアウト変異）以外に，もう一種類，ゲノム編集
で RIN 遺伝子上に変異を作出している 1, 7）。遺伝子
の後半部分を標的とし，変異導入により終止コド
ンが生じるようなフレームシフトにより，野生型
より少し短いタンパク質ができる変異である（変
異の詳細は後述）。rinG2 変異と命名したこの変異
体の果実は，栽培品種とも rin 変異体とも異なり，
オレンジ色の果皮色を示した（図 1）。リコペンの
蓄積に関しては，rin 変異体では全く見られないの
に対し，rinG2 変異果実では栽培品種よりずっと少
ないがそれでも明確な蓄積がみられた。一方でトマ
トの主要なもう一つのカロテノイドである β- カロ
テンに関しては，栽培品種よりも多く蓄積しており，
rinG2 変異果実がオレンジ色を呈する理由と考えら
れる。そして特徴的なのが，果実軟化の抑制がみら
れたことである。軟化のスピードが栽培品種に比べ
て明らかに遅く，rin 変異体ほどではないが，室温
で 2 カ月以上は姿を維持できる。
　これらの表現型の根拠を明確にするために，やは
りトランスクリプトーム解析から関連する遺伝子の
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発現を調査した。すると，成熟時に進むカロテノイ
ド合成の律速酵素と言われるフィトエンシンター
ゼ（PSY）の遺伝子発現が，rinG2 変異果実では栽
培品種よりも若干低い程度で明確な発現がみられ，
発現が強く抑制されている rin 変異体とは大きく異
なる。栽培トマトは成熟期間中に赤色色素であるリ
コペンを大量に蓄積するが，これは前駆体からリコ
ペンが合成されるまでの代謝経路に関わる多数の酵
素（ここに PSY も含まれる）がこの期間に活性化
すると同時に，リコペンを次の代謝物質へ変換する
経路が抑制されるためである（図 3）。リコペンの
次の代謝物の一つが β- カロテンであるが，栽培品
種ではその代謝に関わる酵素リコペン β- シクラー
ゼ（CrtL1）遺伝子の発現が成熟前の強い発現から
成熟中に強く発現抑制されるのに対し，rinG2 変異
果実では発現がそれほど下がらない。つまりせっか
く作ったリコペンを，せっせと代謝して β- カロテ
ンにしており，そのためオレンジ色を呈しているわ
けである（図 3）。
　軟化の抑制に関しても，種々の細胞壁関連酵素遺
伝子の発現を検討した。PG2a や Cel2，MAN4 につ
いて，栽培系統と比べ rinG2 変異トマトで顕著な発
現低下がみられ，軟化への関与が予想される。しか
しながら PG2a と MAN4 に関しては，それぞれを組
換え法により発現を抑制した報告があるが，軟化に
顕著な影響はないとされている 8, 9）。一方，最近 PL 

がトマトの軟化に強く影響すると報告されている 10）

が，rinG2 変異では明確な発現低下がみられていな
い。果実軟化は複合的な要因で進むとされており，
解析が困難な分野の一つである。これまで，軟化し
ない変異体として rin 変異を持つ果実が研究に用い
られてきたが，関連しそうな酵素遺伝子が軒並み発
現低下していて，狙いを絞りづらかった面がある。
軟化の抑制程度は若干劣るが，rinG2 変異体のさら
なる解析で，果実軟化に関わる酵素を絞り込めるの
ではないかと期待している。
　日持ち性改善はトマトの重要な育種目標であり，
rinG2 変異のもたらす果実の軟化抑制効果は育種素
材として魅力的である。緑から淡黄色程度にしか変
化しない rin 変異と異なり，成熟期間にカロテノイ
ド生産が増加する rinG2 変異のユニークな特徴も期
待を高めるものであるが，やはりトマトは鮮やかな
赤になってこそ，食品としての価値が高いのでは

ないだろうか。前述の通り，rinG2 変異果実はリコ
ペンが代謝された β- カロテンが蓄積しているので，
この代謝反応を触媒している酵素の遺伝子 CrtL1 を
ノックアウトすることにより，リコペンの蓄積が
改善するのではないか ? この可能性を検証するため
に，rinG2 変異体にさらにゲノム編集法で CrtL1 を
標的とした二重変異体の作出を試みた。ところが，
CrtL1 遺伝子のノックアウト変異をホモに持つとア
ルビノ植物になって生育できないことが判明した。
このことから葉などでは光合成装置に結合するカロ
テノイドを合成するために CrtL1 が必須であると思
われる。しかし変異をヘテロに持つ植物は生育でき
ることが分かったので，その果実を観察すると，確

図３　rinG2 変異体のカロテノイド合成経路とリコペン
高蓄積の試み

　成熟期の栽培トマトでは，フィトエンシンターゼ
（PSY）等の酵素の発現が増大して赤色色素であるリコ

ペンの合成を促進するとともに，リコペンの代謝を行
うリコペン β- シクラーゼ (CrtL-b) の発現が低下するこ
とにより，リコペンが多く蓄積する。rinG2 変異体では
CrtL-b の発現が低下しないので，リコペンが代謝され
て蓄積量が減少する。CrtL-b 遺伝子のノックアウト変
異をホモに持つと植物体は致死だが，ヘテロだと生育
して，rinG2 変異体の低リコペン蓄積を一部回復させる
ことができた。
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かにリコペン蓄積が改善し，見た目にも明るい橙赤
色の果実となった（図 3）。このことから，rinG2 変
異果実でリコペンが減少するのは，リコペン β- シ
クラーゼの活性が維持されるためであることが裏付
けられた。CrtL1 遺伝子のノックアウト変異のホモ
植物体が維持できないため育種的な利用は困難で
あるが，可能性としては，rinG2 変異体にヘテロで
CrtL1 のノックアウト変異をヘテロに持つ植物を，
クローン苗という形で増殖・栽培に用いる，という
方法しかないだろう。トマトにはリコペン β- シク
ラーゼをコードする遺伝子が，実はもう一種類あり，
こちらは生育には必須でない。この遺伝子の変異

（old gold 11））により果実のリコペン蓄積が改善して
栽培トマトがより赤くなることが知られている。こ
ちらの変異と rinG2 変異を組み合わせることで，赤
くて日持ちのよい果実が育成できる可能性がある。

5．RIN の変異バリエーションと分子機能の変化
　以上のように RIN 遺伝子に起こった様々な変異
により，予想以上に多様な表現型を示すことが明ら
かとなったが，その違いが生じた要因について，現
在の分析結果から分かっている部分について，遺伝

子と，そのコードタンパク質の点から整理しておき
たい（図 4）。
　まず野生型 RIN 遺伝子のコードタンパク質である
MADS ボックス転写因子について説明をしておく。
植物において MADS ボックス転写因子はその生活
環の中で様々な役割をしているものが知られている
が，最も詳細に研究されているのが，花の器官分化
の制御であろう。数種の MADS ボックス転写因子
がさまざまな組み合わせで高次複合体を形成し，ガ
ク，花弁，雄蕊，雌蕊のそれぞれが分化する制御の
仕組みを「ABC モデル」として説明されている 12）。
シロイヌナズナの MADS ボックス転写因子のうち，
RIN と最も相同性が高いのは，花器官分化に関わる
MADS ボックス転写因子の一つ，SEPALLATA（SEP）
である 13, 14）。参考までに，シロイヌナズナの果実で
RIN と同じような役割を果たす遺伝子は見当たらな
いことを付け加えておく。昔々に，シロイヌナズナ
とトマトの共通の先祖植物に果実の成熟制御に関わ
る RIN のプロトタイプ的な遺伝子があって，両種
が分化した後にシロイヌナズナのグループでは RIN

を失ったのか，あるいは両種がそれぞれ枝分かれし
て別の植物種となった後に，トマトのグループで

図４　RIN 遺伝子の変異とタンパク質構造
　RIN 遺伝子がコードする MADS ボックス転写因子は M，I，K，C の四つのドメインから構成されている。栽培型では，
C ドメインに転写活性化ドメインが含まれる。RIN 遺伝子のすぐ隣に MC 遺伝子がある。rin 変異により欠失が起こっ
た結果，RIN と MC の融合タンパク質が合成され，転写抑制機能が付加される（本文参照）。ゲノム編集を適用した結果，
RIN の開始コドン直後に終止コドンができた場合は，タンパク質ができないノックアウト変異となり，遺伝子後半に
終止コドンができた場合は，C ドメインの途中までのタンパク質ができる。この短くなったタンパク質は，転写活性
化能を失っている。
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SEP から派生した遺伝子が果実成熟に関わるように
なったのか，その起源も果実の組織や成熟の進化を
考える上で興味深い。
　異なる RIN 遺伝子の変異がどのようにコードタ
ンパク質の分子機能を変化させているのかを考える
ために，先に MADS ボックス転写因子の分子構造
を説明する。RIN が属する TypeII 型の MADS ボッ
クス転写因子は，図 4 の通り四つのドメインから
構成されており，一番最初の M ドメインに DNA

結合機能，その後の I，K ドメインはタンパク質間
相互作用があるとされる 15）。最後の C ドメインは
MADS ボックス転写因子間でも配列・機能に多様
性が高く，あるものは転写活性化機能があるとされ
ており，また四量体形成に必要であるとも言われて
いる。
　野生型の RIN タンパク質は，典型的な MIKC ド
メイン構造を持ち，SEP 型の分子機能の特徴を示す。
M ドメインが結合する DNA 配列は SEP の結合配列
と類似しており，また C 末端には転写活性化する
機能がある 16）。さらに成熟制御に関与する MADS

ボックス転写因子，TAGL1 や FRUITFULL ホモロ
グ（FUL1, FUL2）と四量体を形成する 17）。
　次に一番複雑な，rin 変異型の対立遺伝子がコー
ドするタンパク質について説明する。rin 変異によ
りコードタンパク質が，転写活性化因子から転写抑
制因子に変換される，そのプロセスとなる。この変
異の実態は，RIN 遺伝子の最終エクソンおよび遺伝
子の転写が終わるターミネーター領域を含む 1.7kb

の欠失である 4）（図 4）。この欠失により，この遺伝
子座で転写が起こると，転写が止まるはずの RIN

遺伝子のターミネーター領域がないために，延々
と隣の遺伝子，MC(MACRO CALYX) のターミネー
ター領域まで転写が続く。次にスプライシングが起
こるが，RIN 遺伝子の最終エクソンの前にあるイン
トロンでは，終わりとなる配列も失っている。その
ためこのイントロンは，となりの遺伝子の第一イン
トロンの終わりとなる配列までを一続きと認識さ
れ，長い配列がスプライシングで除去されることに
なる。結果として，RIN の最終エクソンと隣の遺伝
子の第一エクソンを抜き出した，RIN と MC の融合
した mRNA が出来上がる。ここで一つの注意点は，
RIN の最終エクソンには転写活性化ドメインがコー
ドされており，RIN の重要な機能が失われることで

ある。この融合した配列は，後半部分（MC コード
領域）もコドンの読み枠のずれが起こらないため，
結果として，長い融合タンパク質ができる。気にな
るのは，後ろに繋がった MC の機能であろう。MC

も実は MADS ボックス転写因子の一つであり，配
列の類似性からシロイヌナズナの APETALA 1(AP1)
のホモログとされる。しかし転写活性化機能を持つ
とされる AP1 と異なり，MC は転写の抑制機能を
持っており，それはタンパク質の C 末端側に存在
する 5）。つまり融合タンパク質は，元の RIN から
転写活性化ドメインを除き，逆の活性である転写抑
制機能が付与されたことになる。この融合タンパク
質は，DNA に結合することができるが，野生型の
RIN のパートナーと複合体を形成して結合するので
はなく，自分自身とホモ二量体を形成して結合する
活性が認められている 5）。ゲノム編集技術が進んだ
現在，rin 変異で生じた 1.7kb の欠失を人為的に起
こすことは不可能ではないが，そもそもこの部分を
削って転写活性化因子を抑制因子に変換する，そん
な大胆でち密に計算されたかのような機能変換を起
こすゲノム編集デザインを思いつけるような人間は
いるだろうか ? 偶然の産物とは言え，人知を超える
自然の力に驚嘆を覚える一つの例だと思っている。
　ゲノム編集で創出した変異のうち，ノックアウト
変異型の対立遺伝子からはタンパク質の蓄積が認
められないので，特に機能的に言及する点はない。
rinG2 変異は，遺伝子の後半部分を標的としたゲノ
ム編集を行い，遺伝子の途中で終止コドンが生じて
いる。その結果，野生型 RIN タンパク質が 242 ア
ミノ酸から構成されているのに対し，C ドメインの
中ほどから後ろの 43 アミノ酸が欠失した短いタン
パク質が合成される（図 4）。この欠失により転写
活性化能を失うが，rin 変異と異なって転写抑制能
もなく，転写に与える影響としてはニュートラル，
と言えるだろう。野生型と同じように，TAGL1 や
FUL と四量体を形成することができ，果実細胞内
でも野生型の標的遺伝子のプロモーターに結合して
いることが確認されている。転写活性化あるいは抑
制もしないこの複合体の結合が，転写にどのような
影響を与えるのか，この部分はよく分かっていない。
しかしながら，RIN 複合体が全くないノックアウト
変異体と比較しても，同じような転写のパターンを
示す標的遺伝子と，全く異なっている遺伝子があり，
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rinG2 タイプの複合体にも何かしらの作用があると
考えるのが妥当だろう。

おわりに
　トマトの RIN 遺伝子上の様々な変異によって，
これほどまでに多彩な表現型を示したことは実に予
想外な結果である。ゲノム編集作物の国内での取り
扱いについては，ゲノムの特定の位置を切断して，
その後生体の修復メカニズムのエラーで生じた変異
については，遺伝子組換え体としての規制の対象外
とされた（https://www.env.go.jp/press/106439.html; な
お，すべてのゲノム編集生物が対象外とされた訳で
はないので注意が必要である）。今回育成されたノッ
クアウト変異と rinG2 変異はこのカテゴリーに含ま
れ，今後その特徴を活かした実用育種につながるこ
とを期待したい。
　本稿ではトマトの成熟制御因子 RIN について，
これまで常識として考えられてきたその機能を大き
く見直す必要があることを，筆者らの最近の知見を
中心に述べた。この長年信じられてきた解釈の誤り
はどこから生まれたかと言うと，rin という，極め
て表現型がはっきりとした変異体が，この遺伝子座
の最初の変異として見つかったためではないのか，
と想像している。もし，この遺伝子座で最初に見つ
かった変異が rin ではなく，筆者らが作出したよう
なノックアウト変異であったらどうだっただろう ?

きっと，軟化が異常に進行してしまうことが一番
に注目されて，変異名は over softening であるとか，
あるいは abnormal softening のようになっていたか
もしれない。そして，野生型の対立遺伝子（つまり
RIN）が，最初から「軟化の抑制因子」と予測され
たのではないだろうか ? だとしたら，これまでに示
されてきた成熟制御モデルは大きく書き換えられて
いたはずである。あるいは，最初に見つかった変異
が rinG2 変異だったらどうであろうか ? こちらは，
オレンジ色の果実色が注目されて orange ripening

のような名前だったかもしれない。いずれにしろ，
rin 変異のような強烈なインパクトがある表現型で

はないので，研究対象としてはもっと地味な遺伝子
になっていたかもしれない。
　このような誤った解釈は，「突然変異 = 遺伝子の
機能がなくなる」，という思い込みからきたのでは
ないだろうか ? 例えば赤い花色の植物が白い花を付
けるようになった変異では，赤色色素を合成する代
謝経路の酵素遺伝子が機能を失った，という分かり
やすい事例でいうとそれが正解かもしれない。しか
し今回の RIN の事例は，変異体の表現型の変化は，
必ずしもコードタンパク質の機能を失うことによる
とは限らず，変異の種類によってはむしろ逆方向に
表現型が向かうような，想定外のことが起きる可能
性があることを示している。そもそも，多くの集団
から変異体を選ぶときには，特別に派手な違いを示
すものが好んで選抜されるのではないか ? しかしそ
れは，遺伝子が機能を失った変異であると第一に考
えるのは危険で，むしろ，そんな派手な変異を起こ
すのは想像もつかない遺伝子の構造変化の賜物なの
かもしれない。今回の rin 変異は典型的なその例で，
隣の遺伝子と融合して機能をミックスしてしまうと
いう，驚くような離れ業が現実に起こっている。ま
た，トマトでは rin と同じような成熟しない表現型
を示す二つの変異，non ripening（nor）と Colorless 

non-ripening（Cnr）が知られているが，いずれも野
生型遺伝子にゲノム編集でノックアウト変異を誘発
しても，それぞれのオリジナルの変異体とは異なり，
成熟が開始している 18, 19）。こう考えると，従来の多
くの変異体の研究において，見つかった遺伝子に対
して RNAi 法やアンチセンス法で野生型遺伝子の発
現を抑制した組換え体を作出し，その機能を確認す
る手法が取られてきたが，オリジナルの変異体と組
換え体の表現型が異なるケースとなった場合，解釈
が難しく，論文として報告されなかった例も数多く
あるのではないか ? 本当は妥当な結果だったのかも
しれないのに，である。こう考えると，ゲノム編集
法の普及が，画期的な作物の育種に利用されるだけ
でなく，近年の生物学の常識を大きく書き換える可
能性も大いにあろう。
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はじめに
　かび（糸状菌）は，人や動物と同様に従属栄養
生物であり，自然界に広く分布している。発酵食
品や抗生物質を作るなど，人々の生活を豊かにす
るかびが多数いるいっぽうで，人畜に有害な毒素

（かび毒；マイコトキシン）を産生するかびも存在
する。国際機関の以前の調査によると，世界の重
要穀類を含む農産物の 25% が，かび毒汚染により
廃棄されている。かび毒として現在までに 300 種
類以上の化合物が知られているが，中でもアフラ
トキシン（AF）は，強力な発がん性と急性毒性を
有し，諸外国で規制値が設定され，管理対象となっ

ている（表 1）。AF 汚染は，熱帯～亜熱帯圃場の
土壌に生息する Aspergillus flavus， A. parasiticus，A. 

nomius 等のアスペルギルス属菌の一部の菌が汚染
源とされるが，近年は，地球規模の気候変動による
AF 産生菌の北上が懸念されている。これまでに，
数多くの AF 産生菌検出法が開発されているが，筆
者らは，日本で開発されたアンモニア（AM）法 1）に，
長年の AF 生合成研究の成果を組み合わせ，高度化
した AF 産生菌の高感度検出法：ジクロルボス - ア
ンモニア（DV-AM）法 2）を開発し，以前（2018 年）
本誌にて紹介した 3）。さらに筆者らは，土壌などの
多様な微生物が共存するサンプルにも利用できる

Key Words: かび（糸状菌），アフラトキシン (AF)，アンモニア (AM)，ジクロルボス (DV)，土壌，多様性

久城　真代 (KUSHIRO Masayo)1　矢部　希見子 (YABE Kimiko)2

アスペルギルス属かび毒産生菌の多様性の検出
～ DV-AM 法と画像解析・AM 法とのコンビネーション～

規制値 (ppb = ng/g)
AFB1 単独 Total AFs ＊

コーデックス基準 
加工原料用落花生，加工原料用木の実＊ 15
直接消費用木の実＊，直接消費用乾燥いちじく 10
米国 20
欧州（加工用） 5 10
欧州（食用） 2 4
日本 10 (2011 まで） 10 (2011 以降）
豪州 15
カナダ 15
ブラジル 20

 * Total AFs = AFB1 , AFB2 , AFG1 , AFG2 の和，参考）FAO Food and Nutrition Paper #81, 2003

表 1　各国のアフラトキシン規制



858   New Food Industry (New Food Indust.) 2020  Vol.62  No.12

アスペルギルス属かび毒産生菌の多様性の検出　～DV-AM法と画像解析・AM法とのコンビネーション～

AF 生産菌の選択培地を開発し，この培地を DV-AM

法に利用することで様々なサンプルについて AF 生
産菌を鋭敏に検出できることを明らかにした 4）。こ
の培地を用いた DV-AM 法は，菌を培養するだけの
操作で，「毒素を作るか否か」を平板培地の色調変
化観察により，目視で高感度な判別が可能である（図
1 上）5）。本方法は，高額な分析機器や遺伝子解析
設備，高度な技術を必要としないため，フードチェー
ンの各工程に関与する事業者にとっても使用が容易
かつ有益な技術であり，また食品中の AF 生産菌の
検出にも有効である 6）。本稿では，DV-AM 法のよ
り広範な適用事例（画像解析ないし AM 法と組み
合わせた土壌からの AF 産生菌の検出）として，最
近の著者らの論文「メキシコのトウモロコシ圃場で
の調査」7）ならびに「沖縄のさとうきび圃場での調
査」8， 9）について解説する。

1．DV-AM 法と画像診断とのコンビネーション
　土壌等の環境中に常在している AF 産生菌は，主
に腐生菌として収穫後の農作物に付着し，温度や
湿度などの条件が整うと繁殖して，保蔵中の農作
物に AF を蓄積する。産生された AF は加熱調理等
でも安定であり，除去や解毒が困難なため，各地
の土壌における AF 産生菌の検知と初期防除が肝要
である。

　日本国内では AF の自然汚染事例（食品衛生法上，
違反となるもの）として，2011 年に初めて 1 件（市
場流通せず）が発生した。今後，温暖化の影響によ
り，わが国でも AF 汚染事例が頻発する可能性があ
る。そこで，国内外の育種・栽培研究者の協力を得て，
海外を含めたより広範な地域から，種々の作物の圃
場土壌をサンプリングし，DV-AM 法による AF 産
生菌の検出を試みることとした。
　穀類の中では，トウモロコシの AF 汚染の報告
が，ムギやコメに比べて圧倒的に多い。トウモロコ
シの原産地とされるメキシコ国内に，トウモロコシ
の品種改良を行う国際トウモロコシ・コムギ改良セ
ンター（CIMMYT）という国際農業研究協議グルー
プ傘下の国際研究機関が設置されている。著者ら

（久城，矢部）は縁あって，CIMMYT のトウモロコ
シ育種研究者であるロラッズ博士（Dr. Aleksandre 

LOLADZE）の協力のもと，メキシコにて現地の技
術スタッフに対して DV-AM 法のデモ実演を行うこ
とができた。さらに，日本で開発された DV-AM 法
の海外での適用可能性の検証を目的として，AF 汚
染が問題となっている亜熱帯地域（メキシコ南東沿
岸部 Agua Fria，標高 80 m）のトウモロコシ試験圃
場から土壌 20 点（A1 ～ A20）を採取して，現地ス
タッフとともに DV-AM 法による AF 産生菌の検出
を試みた（図 1 ①）。

図 1　メキシコでの土壌採取と DV-AM 法の実施
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　採取した土壌を GYD-DV 平板培地（グルコース
とイーストエキスを入れた寒天培地に， コロニーを
コンパクトにするためデオキシコール酸を添加し
た培地 4−6）に， DV を塗布）に撒き，25℃で培養後，
アンモニア処理を行った（図 1 ②～③）。
　その際，新たな手法としてフリーソフトウェアで
ある Image J を用いて画像を加工することで，赤味
が強調され， AF 産生菌をよりクリアーに識別でき
ることが示された（図 1　MEX-A19-13 株）。一方， 

目視で微妙に赤変が観測された菌株では， Image J 

を用いた画像加工による赤味の強調は起こらなかっ
た（図 1　MEX-A19-2nd-5 株）。これら菌株は， 形態
観察により，　両株ともに Aspergillus flavus と考え
られた。これら 2 株は， DV-AM 法の検出原理（図
1 上）より， AF 生合成中間体（VHA と VOAc）の
蓄積量が異なる菌株と思われたが，最終産物である
AF 産生にも差が見られ，前者は AF 産生（主要 AF

のうち， B タイプの AFB1 と AFB2 を産生），後者の
AF 産生量は検出限界未満であった（図 1 ④）。
　DV-AM 法の特色として，目視での赤変観察によ
り AF 産生菌を分離できることが挙げられるが，画
像解析を組み合わせ「赤味の強調が起こるか否か」
を見ることで，AF 産生能の差異をより明確に識別
できる可能性が示された。今回，同一の土壌（A19）
から AF 産生能の異なる二系統の A. flavus が検出さ
れた 7）。
　以上より，日本で開発された DV-AM 法は，海
外の圃場土壌でも適用可能であることが示された。
1992 年にリオデジャネイロで調印された生物多様
性条約，ならびに 2010 年の名古屋議定書の採択以
降，締結国間では，生物資源の授受に MAT と PIC

が必要となり，かび毒産生菌を含む糸状菌も例外で

はない。しかし，本共同実験を通じて，DV-AM 法
を，実際に AF 汚染が問題となっているメキシコの
トウモロコシ圃場に普及することが出来たと思われ
る。現在，ロラッズ博士のもとで，DV-AM 法を用
いた AF 拮抗菌の効果（バイオコントロール剤とし
て AF 非産生菌を利用したトウモロコシの AF 汚染
低減）の検証が行われている（ロラッズ博士，私信）。

3．AM 法と組み合わせたスクリーニング
　前述の通り， アスペルギルス属のかび毒産生菌の
うち， AF 産生菌は， 主に熱帯および亜熱帯地域に生
息するとされている。日本国内の AF 産生菌の生息
域については， 1950 年代に真鍋らにより日本の広範
な地域での調査が行われ， 日本国内では， AF 産生菌
は， 主に真菌の繁殖や AF の生産に適した気候条件
である沖縄本島のような年間平均気温が 18 度以上
の地域で AF 産生菌が優占していることが明らかに
されている 10）。
　沖縄ではサトウキビが広く栽培されており， サト
ウキビ畑からは， 主要な AF 産生菌である Aspergillus 

flavus， A. parasiticus の分離報告が多い 11）。これら
AF 産生菌のほとんどは，海外で開発された AFPA

（Aspergillus flavus/parasiticus agar）培地法 12）を用い
てスクリーニングされている。著者らは， DV-AM

法を沖縄のサトウキビ畑の土壌試料から AF 産生ア
スペルギルス属菌をスクリーニングするために適用
してみた。
　現地の方々の協力により土壌を採取し， 1 回目の
スクリーニングを行った結果，  土壌サンプル 1 点

（K22）より， 多くの陽性（アンモニア処理により
赤く色調変化）コロニーを見出した（図 2）。1 株

（OKI-12）をピックアップし， 形態観察ならびに分

図 2　DV-AM 法でのコロニー識別
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子系統解析を行った結果， Aspergillus nomius clade 

に位置する A. pseudonomius というマイナーな AF

産生菌の一種であることが判明した（図 3）。よっ
て， DV-AM 法が， A. flavus， A. parasiticus 以外のマ
イナーな AF 産生菌の分離にも適していることが示
された 8）。
　さらに， OKI-12 株が出現したのと同じ土壌サン
プル（K22）を用いてより多種の AF 産生菌の分離
を試みた。この際， DV-AM 法での色調変化の観察
に引き続いて，従来の AM 法を用いたシングルコ
ロニーアッセイを行った。具体的には， DV-AM 法
での陽性コロニーを爪楊枝でピックアップして新し
い GY 培地（グルコースとイーストエキスのみの基
本寒天培地）に移して再培養し， AM 処理するとい

う， 2 ステップのスクリーニングを行った。
　K22 土 壌 を 10 枚 の GYD-DV 平 板 培 地（#1 ～
#10）で培養して DV-AM 法を実施した結果， 39 個
の赤色コロニーが見出された。その後， 各コロニー
をピックアップし， 新しい GY 培地に移して AM 法
でのシングルコロニーアッセイを行い， その形態観
察を行った。生育した 24 コロニーのアスペルギル
ス属菌には，2 グループが存在した。マイナーグルー
プ（OKI-2nd -20 と名付けられた 1 株）は AM 蒸気
で満たされると淡いピンク色を呈し， 大多数のグ
ループ（OKI-2nd -19， OKI-2nd -21 を含む 23 株）は
赤色を呈した（表 2）（図 4 上）。
　次いで， OKI-12 と OKI-2nd -20 の抽出物の AF 産
生性を比較した。OKI-2nd -20 は OKI-12 と同様に
主要 AF である AFB1， AFG1， AFB2， AFG2 を産生し
ていたが， 量的に OKI-12 より低く，  AFG1 産生が
ほとんどなかった（図 4 下）。このことから， OKI-

2nd -20 は他の主要な分離株とは別種の分離株の可
能性があると考えられた。そこでさらに， 微視的形
態観察ならびに cmd 遺伝子の部分塩基配列に基づ
いて分子系統解析を行った結果，  本菌は Aspergillus 

flavus clade に位置する Aspergillus novoparasiticus の
近縁種であることが示された 9）。
　A. novoparasiticus はコロンビアやブラジルで環境
もしくは臨床起源で報告されたばかりであり， 本
菌種の本邦での検出報告は初めてである 13）。 彼ら
の報告によると，  AF 産生菌の識別法として最も

図 3　OKI-12 株の形態観察と分子系統解析

培地 #
判定

成育せず 非アスペルギルス 薄桃色 赤色
#1 1
#2 1 3
#3 1 1 3
#4 1 3 4
#5 1 1
#6 1
#7 1
#8 1 1 7
#9 2 2 3

#10 1
計 6 9 1 23

表２　単離されたコロニー
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有名な AFPA 培地法（前述）は，  A. novoparasiticus

の識別には適していない。今回，  DV-AM 法とシ
ングルコロニー AM 法の組み合わせにより，A. 

novoparasiticus を AF 産生菌として識別することに
成功した。シングルコロニー AM 法は，  もともと
わが国で AF 産生株の迅速なスクリーニングのため
に開発された簡便な識別法であり，  本研究により，  

毒素産生量による AF 産生株の識別にも有用である
ことが判明した。以上から，  DV-AM 法とシングル
コロニー AM 法の組み合わせは， 圃場土壌に生育す
るアフラトキシン産生菌の多様性の解明に適用でき
ると考えられる。

おわりに
　かび毒のなかでも AF は強い毒性を持ち， 21 世紀
に入っても海外ではなお深刻な食中毒を引き起こし
ている。AF は安定な化合物であるため， 無毒化よ

図 4　AM 法によるシングルコロニーアッセイと HPLC クロマトグラム比較

りも AF の生産段階での制御， すなわち産生菌の検
出と防除がカギとなる。
　今回著者らは， DV-AM 法により，　海外のト
ウモロコシ圃場からメジャーな AF 産生菌であ
る A. flavus で AF 産生能が異なる菌を分離したほ
か， 国内のサトウキビ畑で採取した土壌試料に A. 

pseudonomius と A. novoparasiticus という異なる種の
AF 産生菌が含まれていることを明らかにした。画
像解析や AM 法とのコンビネーションは， 土壌に存
在する様々なアスペルギルス属菌を解明するための
強力な方法になりうる。
　今回の結果は， 異なる毒素産生能を持つ近縁のア
スペルギルス属菌が同一環境下で共存しているとい
う一般的な定説を裏付けるものである。天然物であ
るかび毒の農作物への汚染対策として， 原因菌の動
態解明のみならず， これらのアスペルギルス属菌間
の関係についても今後研究が必要である。
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* 一般財団法人　自然環境研究センター

　新型コロナ（COVD-19）騒ぎに明け暮れる毎日
だが，年初には私たちの生活にこれほどの影響を及
ぼすとは思ってもいなかった。あらためてパンデ
ミックの恐ろしさを実感している。一日も早く落ち
着いた日々に戻ってほしいものだ。
　この大騒ぎの中でマスクと消毒液としてのエタ
ノールが注目を浴び，毎日の生活の中にすっかり定
着してしまった。マスクはともかく，飲料としての
アルコールはすでにわが家の日々に定着して久しい
が，消毒液としてのアルコールは確かに新型コロナ
以来だ。スーパーや図書館など人の出入りが多い建
物の入口には必ずエタノール入りスプレーが置いて
あるし，わが家でも玄関・食卓・洗面所に鎮座して
折々に私の保健生活の支えとなってくれている。
　この消毒液としてのエタノールは 70% 近辺の濃
度が最も殺菌力があるということをよく耳にする。
実際，手元の市販のジェル入り消毒用アルコールス
プレーにも「エタノール濃度 70%」と大きく書い
てある。
　その昔，私は企業の発酵関係の研究室に所属して
いたが，実験台には蒸留水の入った洗浄ボトルや「殺
菌用アルコール溶液」と記した殺菌ボトルが置かれ，
実験器具などの洗浄や殺菌に用いていた。この「殺
菌用アルコール溶液」のエタノール濃度が 70% だっ
た。もうはるか昔の話しだけれど，このあたりの濃
度が最も殺菌力があるという先輩の教えに従って新
人の小生はなんの疑いもなく，アトロン缶入りの
96% 工業用エタノールに加水，約 70% に調製して

何十本とある「殺菌用アルコール溶液」と記したボ
トルに詰めて，各メンバーの実験台に置いてまわっ
たことを懐かしく思い出す。
　その後，ウイスキーの熟成研究に携わったが，ウ
イスキーの原酒を樽貯蔵する際のエタノール濃度が
60 ～ 70%。この濃度領域で最も樽材由来成分が抽
出される。そういうこともあって，この 70% 近辺
のエタノールの働きやその理由についてかねがね興
味を覚えていた。そして，今回の新型コロナ騒ぎに
出くわした。70% エタノール溶液が最も殺菌力が
あることを明らかにした人は誰だったのだろうか。
新型コロナウイルスに対しても効果があるのだろ
か。どのくらいの接触時間で効果を発揮するのだろ
うか。こういったことに関しての今までの世の中の
研究結果について私自身の感想も加えながら紹介さ
せていただこうと思う。

1．エタノール溶液の “ 殺菌力 ” の発見
　微生物を最初に発見したのはアントニ・レーウェ
ンフックで，17 世紀のことだ。彼は顕微鏡覗きを
趣味とするオランダの貿易商だった。しかし，微生
物が科学的な研究の対象になるには，19 世紀のル
イ・パスツール（1822 ～ 1895）とロベルト・コッ
ホ（1843 ～ 1910）の登場を待たねばならない。二
人の素晴らしい業績の結果，微生物分野に多くの研
究者が結集してさらに目覚ましい研究成果が成し遂
げられた（図 1）。この時期（1857 ～ 1910）は “ 微
生物の黄金時代 ” と呼ばれている。

Key Words: エタノール，殺菌力，抗ウイルス効果

古賀　邦正 (KOGA Kunimasa)*
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　この時代，エタノールの殺菌効果に注目したの
がコッホだった。 “ 微生物学の祖 ” と言われるコッ
ホの最初の仕事は炭疽菌（バシラス・アンスラシス）
の純粋培養である。コッホは純粋培養に成功した
ことによって，炭疽菌が炭疽病の病原菌であるこ
とを突き止め，病原菌の証明指針としていわゆる
“ コッホの 4 原則 ” を提唱した。彼はバシラス・ア
ンスラシスに対してのエタノールの効果を詳細に
調べたが，残念ながら顕著な結果は得られなかっ
たため，エタノールはコッホに “ 殺菌効果なし ”
の烙印を押されてしまった。エタノールは皮膚の
脂質を取り去って，当時，殺菌剤として用いられ
ていたフェノール溶液を皮膚深部に浸透させる補

助的な薬剤の役割に甘んじることとなった。
いったん胞子形成するときわめて手ごわいバ
シラス・アンスラシスを評価対象としたため
にこういう無残な結果になったのだろう。
　その後，コッホやその弟子たちによって病
原菌が次々と明らかにされて評価対象の菌種
が増え，1894 年以降，エタノール溶液の殺菌
剤としての働きが再度注目されるようになっ
た。エタノール溶液は脂質を除去してより深
部へ消毒薬を浸透させるばかりでなく，殺菌
剤として皮膚の消毒が可能であるという報告
がなされた。そして，乾燥状態の菌体と湿潤
状態の菌体とではエタノール溶液の効き方が
違うことが分かってきた。また，96% や 98%

の高濃度エタノールには殺菌効果があまり認
められないが，水を加えてエタノール水溶液にする
と殺菌効果が向上することも分かってきた。この不
思議な現象に興味がもたれて，多くの科学者がブド
ウ状球菌，緑膿菌，枯草菌，炭疽菌，大腸菌などに
対してエタノール濃度や処理時間を変えて実験を繰
り返し，同様の結果を確認した。しかし，対象菌種
や実験条件が異なるため “ 効き具合 ” が少しずつ異
なっていた。
　そこで，それまでの様々な報告・知見をもとに殺
菌用エタノールについての詳細な検討が 1903 年に
ハーバード・メディカル・スクールのチャールズ・
ハリントン（Charles Harrington; 当時，助教授）と
ハロルド・ウォーカー（Harold Walker; 当時，助手）

1857 微生物による発酵・腐敗の発見（パスツール）

1861 自然発生説の否定（パスツール）

1864 パストゥリゼーション（パスツール）

1867 外科治療（リスター）

1876 炭疽菌、コッホの三原則（コッホ）

1880 狂犬病ワクチン（パスツール）

1881 菌の純粋培養（コッホ）

1882 結核菌（コッホ）

1883 コレラ菌（コッホ）

1884 グラム染色法（グラム）

1898 赤痢菌（志賀　潔）

1910 梅毒治療薬サルバルサン（エーリッヒ，秦佐　八郎）

図 1　微生物学の " 黄金時代 "

*1 : 大腸菌群 (Bacillus coli communis)，緑膿菌 (Bacillus pyocyaneus)，黄色ブドウ球菌（Staphylococus pyogenes 
ayreus)，チフス菌（Bacillus typhosus)，ジフテリア菌 (Bacillus diphtheriae)   

*2 : 植菌と同時に培地に絹糸を浸漬
*3 : 処理時間；5m, 10m, 15m, 30m, 1h, 2h, 7h, 24h
　　　　　　 5m で活性のあった場合，さらに 1m, 2m, 3m, 4m, 5m
*4 : エタノール濃度；15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 94, 99(V/V%)
*5 : 菌体が付着した絹糸をエタノール溶液に浸漬

図 2　ハリントンらが行った実験
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によってなされ，専門誌（Boston Med. Surg. ジャー
ナル）に報告された。
　図 2 に彼らが行った実験の手順を示している。ブ
イヨン培地中の絹糸上で生育させた菌を絹糸ごと一
定時間，一定濃度のエタノール溶液に浸漬した後，
再度，ブイヨン培地に絹糸を戻して，絹糸上のエタ
ノール処理菌がブイヨン培地中で増殖するかどうか
を観察している。評価対象の菌としては，大腸菌群，
緑膿菌，黄色ブドウ球菌，チフス菌，ジフテリア菌
と幅広く行った。なお，ハリントンは学名で記して
いるが，微生物の分類体系が少しずつ見直されてい
るため，学名が現在とは異なっているものもある。
　どの菌の場合も乾燥状態の菌体は湿潤状態に比べ
てエタノール耐性が強いこととエタノール濃度が高
いとエタノールの殺菌活性が弱まっていることが確
認された。緑膿菌の結果を図 3 に示す。湿潤状態
の菌体に対しては 40% 以上の濃度・5 分のエタノー
ル処理で殺菌できるけど，乾燥菌体を 5 分で殺菌し
ようとすれば 40% ～ 70% のエタノール濃度に限ら
れてしまうことが分かる。評価した菌すべてに対し
てこれと類似した結果が得られた。
　ハリントンらは一連の実験結果からエタノール
溶液の殺菌作用について以下の 7 項目にまとめて
いる。
① 99% エタノールは乾燥菌体に対して 24 時間接触

させても殺菌力を示さない。70% 以上の濃度領
域のエタノール溶液は殺菌力が弱く，この濃度領
域では濃度が高いほど殺菌力は低下する。

②胞子形成していない湿潤状態の菌体に対して 40%

以上の濃度のエタノール溶液は 5 分以内に殺菌効
果を示す。また，1 分以内に殺菌効果を示す濃度
領域もある。

③ 40% 以下の濃度のエタノール溶液は湿潤状態で
も乾燥状態でも殺菌効果を示すのに時間がかかっ
たり，結果が不確実だったりする。

④エタノールに対して強い耐性を示す乾燥菌体に対
して殺菌効果を示すエタノール濃度は 60 ～ 70（v/

v%）である。この濃度領域は湿潤状態の菌体にも
最も効果的である（このことは処理時間を 5 分よ
りさらに短くすることによって明らかになった）。

⑤細菌の細胞壁は一定量の水を含まない時にはエタ
ノールを通さない。しかし，30 ～ 60（v/v%）の
水を含むエタノール水溶液と接した細菌は素早く
そこから必要量の水を吸収し，その結果，エタノー
ルは細胞壁を通過し，細胞質に達することができ，
菌体を破壊するのだろう。

⑥ 70% 以上の濃度のエタノール溶液は湿潤状態で
も 60 ～ 70% のエタノール溶液よりも殺菌効果が
弱い。しかも，乾燥状態の菌体には殺菌効果がほ
とんどないのだから 70% 以上の濃度のエタノー

Alcohol
Bacills pyocyaneus (Moist)

Time of Exposure
％ 5m. 10m. 15m 30m. 45m. 1h. 2h. 7h. 24h.
15 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
20 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ー
25 ＋ ＋ ＋ ＋ － ー － － －
30 ＋ － ー － － － － － －
40 － ー － － － － － － －
50 － ー － － － － － － －
60 － ー － － － － － － －
70 － ー － － － － － － －
75 － ー － － － － － － －
80 － ー － － － － － － －
85 － ー － － － － － － －
90 － ー － － － － － － －
94 － ー － － － － － － －
99 － ー － － － － － － －

図 3　緑膿菌に対するエタノール溶液の殺菌効果（ハリントンらの結果から）　
＋：処理後の増殖あり，－：処理後の増殖なし

Alcohol
Bacills pyocyaneus (Dried)

Time of Exposure
％ 5m. 10m. 15m 30m. 45m. 1h. 2h. 7h. 24h.
15 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
20 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
25 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ー － ー
30 ＋ ＋ ー ー － ー － － －
40 － ー － － － － － － －
50 － ー － － － － － － －
60 － ー － － － － － － －
70 － ー － － － － － － －
75 ＋ ー － － － － － － －
80 ＋ ー － － － － － － －
85 ＋ ＋ ＋ ＋ － ー － － －
90 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ー －
94 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
99 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
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ル溶液は皮膚の消毒に用いるべきではない。
⑦通常，皮膚のさらに深部の菌を殺菌する場合にも

60 ～ 70% エタノール溶液が消毒薬として頼りに
なると考えられるが，必ずしも常に 5 分以内に菌
体を破壊するとは言いきれない。

　このように外科医らしい意見を加えてまとめてい
る。また，ハリントンらは結果を示さず，エタノー
ルは炭疽菌には効果がなかったことを付記してい
る。そして，「この菌に対しては図にまとめる必要
はない。コッホが繰り返し言っているようにエタ
ノールはどんな濃度であっても効果がない。絶対濃
度のエタノールで処理した場合，12 時間たつと菌
は増殖を示した」と述べている。1903 年と言えば，
コッホが 1900 年に最初のノーベル賞を受賞，微生
学者として多くの弟子を指導し，大活躍をしている
時代であることからも彼への敬意が感じられる。
　なお，パスツール（1822 ～ 1895）はこの論文が
発表される 8 年前に亡くなっている。パスツールは
お酒の発酵も腐敗も微生物によることを明らかにし
た。また，微生物は神がつくったとする「自然発生
説」を完全に否定した「白鳥の首フラスコ実験」な
ども行った。彼の業績が微生物学の夜明けを告げた
とすると，コッホの業績は微生物学を確立したと言
うことができる。エタノール水溶液の殺菌作用・消
毒作用が明らかにされたのもパスツールやコッホが
登場した“微生物の黄金時代”の成果の一つなのだ。

2．エタノール溶液の “ 殺菌力 ” の概要
　エタノールは昔から人類に馴染みのある素材でも
あることから食品の保存料としての関心が高まっ
た。実際に，醤油，味噌，ハンバーグ，麺類，水産
練り製品，菓子などにエタノールを 1 ～ 3% 添加す
ると有害微生物の増殖を抑え，食品の保存期間を相
当延長できることが明らかになった。“ 殺すか，殺
さないか ” も大事だが，微妙な作用を見つけ出して
うまくそれを利用することは科学の真髄とも言え
る。この分野での研究開発に長年携わってこられた
山下勝氏はエタノールの微生物に対する作用を濃度
別に以下のようにまとめている。
①低濃度（1 ～ 8%）エタノールによる微生物増殖

抑制作用 : この濃度領域ではエタノールは微生物
に対して殺菌作用を持たないが，微生物の増殖を

抑制することができる。そのメカニズムとしては，
まず細胞膜の脂肪酸組成などが変化した結果，細
胞膜の流動性や生理的性質が変化し，低分子物質
が細胞内から細胞外へ漏出する。また，細胞膜の
トランスポート系酵素が阻害されて細胞内への栄
養素の取り込みが阻害される。細胞内酵素の働き
も阻害されて ATP 合成や RNA 合成などが抑えら
れる。これら様々な働きが変調をきたした結果，
微生物の増殖が抑制される。

②中低濃度（8 ～ 20%）エタノールによる微生物
の殺菌作用 : この濃度領域では①で述べた現象が
もっと明確になる。その結果，アミノ酸や RNA

などの有機物や P, K などのミネラル成分の漏出
が顕著となり，微生物は飢餓状態になって時間を
かけてゆっくり死滅する。細胞からの成分漏出量
と死滅との相関性の高いことが明らかにされてい
る。なお，この領域で死滅した菌体の電顕写真で
は構造的に異常な点は見受けられない。

③中濃度（20 ～ 40%）エタノールによる微生物の
殺菌作用 :20% 以上のエタノール濃度領域になる
と殺菌メカニズムが変わり，中低濃度領域では認
められなかったカタラーゼの顕著な失活が観察さ
れる。他の補足実験でカタラーゼ活性と菌体のエ
タノール耐性とは密接に関係していることが明ら
かになった。また，カタラーゼ活性の低下ととも
に菌体内 H2O2 生成量が増すが，H2O2 生成量と菌
体死滅との相関性も高いことが知られた。なお，
この領域では死滅菌体の細胞膜の一部損傷も観察
された。従って，中濃度領域では中低濃度領域で
の死滅要因に加えて，カタラーゼの失活による菌
体内 H2O2 生成量や菌体内酸化成分の増大，細胞
膜の一部破損なども死滅の要因と考えられる。

④中高濃度（40 ～ 80%）エタノールによる微生物
の殺菌作用 : 従来から認められている短時間殺菌
領域で，微生物の細胞膜が急速に破壊されたこと
による死滅。電子顕微鏡でも細胞構造が破壊され
ていることが確認された。細胞からの顕著な漏出
物の増大も観察されるが，これは死滅の原因では
なく，細胞膜が破壊された結果と考えられる。

⑤高濃度（80% 以上）エタノールによる微生物の
殺菌作用：常温で湿潤菌体に対しては 40 ～ 80%

エタノール殺菌の場合と変わらず，微生物をほぼ
完全に殺菌できる。しかし，0℃以下や乾燥菌体
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に対しては殺菌力が低下する。80% の濃度を境
にしてエタノールの溶液状態に違いがあると考え
られる。

　微生物に対してのエタノール溶液の殺菌作用を考
えた場合，濃度領域によって変化するという山下氏
の指摘は大変興味が持たれる。ウイスキー原酒は
オーク樽で長期間貯蔵されるが，その原酒のエタ
ノール濃度は通常，60 ～ 70% である。前述したよ
うにこの濃度領域が最も樽材からの抽出成分量が多
く，原酒の熟成にとってきわめて大きな意味を持っ
ている。また，加水（ブレンディング）して 40 ～
43％に調製，暫く静置して後熟させた後に製品とし
ている。熟成の妙を愉しむ場合は，そのままの濃度

（ストレート）で味わったり，ほんの少し水を加え
て香味の変化を感じとったりする。また，同量の水
を加えて 20% 近辺の濃度で愉しむ場合も多くある

（氷を加えてハーフロックという）。大抵の場合は，
ハイボールや水割りにして 10% 以下で愉しむ。ウ
イスキーの場合には数えきれないほどの熟成成分が
含まれていて，それらが大きな意味を持っている。
また，微生物は単細胞生物であり，多細胞生物で皮
膚・粘膜で外界と隔てられているヒトの官能とは大
きな隔たりがあり，一概に消毒液としてのエタノー
ル溶液とウイスキーとを比較することは軽率の誹り
を受けるやも知れない。しかし，そうであったとし
ても，かねがね私は濃度の違いに伴うエタノール溶
液の状態変化はウイスキーの香味に深く関わってい
るではないかと考えている。従って，微生物に及ぼ
すエタノール濃度領域の違いに関して非常に興味が
持たれるのだ。

3．微生物やウイルスに対するエタノール溶液の“殺
菌力 ” の定量的把握
　消毒液としてのエタノール溶液は以下の通り規定
されている。
　日本薬局方（局方）　　　76.9 ～ 81.4（v/v）%

　米国薬局方（USP-NF）　  68.5 ～ 71.5（v/v）%

　WHO ガイドライン　　   60 ～ 80（v/v）%

　濃度範囲が少しずつ違っているが，これは 2000

年以前の実験データに基づいてそれぞれ決められた
ためということだ。殺菌力を評価する際の被験者の
個体差，エタノール溶液と対象菌株種との混合比や

作用時間などの処理条件がそれぞれ少しずつ違って
いるのだろう。
　ご承知の通り消毒用エタノールは採血する際や注
射する際に，その部位の皮膚を消毒するのに用いら
れている。また，体温計，聴診器の消毒にも用いら
れている。“ 新型コロナ ” 登場以降は人の出入りの
多い建物や施設に入る前にエタノール溶液を手にス
プレーしたり，食事前のテーブルやドアノブなどの
頻繁接触部位を清拭するのも習慣になっている。こ
のエタノール溶液による消毒作業によって実際にど
の程度殺菌できているかを把握することはきわめて
大事なことだ。　　　
　最近，神明朱美氏が種々の細菌・真菌・抗酸性細
菌やウイルスに対してエタノール溶液が短時間でど
の程度の殺菌効果や抗ウイルス効果を発揮するかを
評価した結果を「殺菌・抗ウイルス効果に及ぼすエ
タノール濃度の影響」というタイトルの論文として
報告している。大変興味深く読ませて戴いたのでそ
の結果を引用させて戴くことにする。
　評価に用いた菌を表 1 に示している。供試菌に
対しての基本的な評価方法は共通だ。一般細菌の場
合は供試菌体を培養後一定数に調製したものを供
試菌液とする。供試菌液 100μL をエタノール溶液
900μL に添加して 10 秒間ボルテックスで撹拌した
後，処理液を 9 倍量のリン酸バッファーに回収。10

秒処理だからこの段階を手早くする必要がある。さ
らに 10 倍希釈系列を作製して生存菌数を測定する。
得られた菌数は対数変換して「処理前の生菌数」か
ら「処理後生菌数」を差し引いた指数減少値が 5 以
上の場合を「殺菌効果あり」とした。すなわち，10

秒間エタノール溶液に菌を懸濁させることによって
菌数が 10 万分の 1 以下に減少した場合を「殺菌効
果がある」と判断している。この方法だと乾燥状態
の菌体の評価と 90％以上のエタノール溶液の殺菌
力の評価ができないが，通常のエタノール処理でど
の程度の効果があるかということが明確になるし，
最低どの濃度であれば「殺菌効果あり」と判断され
るかの最小有効濃度が把握できる。手のひらにエタ
ノール溶液をスプレーして 10 秒間手を擦り合わせ
たら菌数が劇的に減少する濃度領域が明らかになる
わけで，きわめて有意義な知見が得られる。
　一般細菌についてはグラム陰性菌；8 種・10 株，
陽性菌；7 種・9 株について評価している。その結
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Ⅰ．グラム陰性菌
1 Achromobacter xylosoxidans JCM9659
2 Burkholderia cepacia NRBC15124
3 Escherichia coli ATCC10536 ATCC25922
4 Klebsiella premoniae NBRC14940
5 Proteusu mirabilis NBRC105697
6 Pseudomonas aeruginosa ATCC15442 ATCC27853
7 Salmonella enterica subsp. Enterica JCM1239
8 Serratia marcescens JCM1239
Ⅱ．グラム陽性菌
1 Enterococcus faecalis JCM5803
2 Enterococcus facium JCM5804
3 Micrococcus luteus NBRC3333
4 Staphylococcus aureus ATCC6538 ATCC25923
5 Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 臨床分離菌
6 Staphirococcus epidermidis JCM2414
7 Staphirococcus hemolyticus NBRC109768
8 Streptococcus pyogenes JCM5674
Ⅲ．真菌
1．酵母糸状菌
1 Candida albicans NBRAC1393 NBRC1594
2 Candida glabratia 臨床分離菌
3 Candida orthopsilosis NBRC585
2．糸状菌
1 Aspergillus flavus NBRC5324
2 Aspergillus brasiliensis NBRC9455
3 Aspergillus niger NBRC105649
Ⅳ．抗酸菌 1
1 Mycobacterium abscessus ATCC19977
2 Mycobacterium aurum ATCC23366
3 Mycobacterium avium ATCC19421
4 Mycobacterium chelonae ATCC19235
5 Mycobacterium intracelluiare 臨床分離菌
6 Mycobacterium kansasii 臨床分離菌
7 Mycobacterium terrae JCM12143
Ⅴ．ウイルスと感受性細胞
1．ノンエンベロープウイルス
1 Adenovirus (Ad) 2 型，3 型，5 型，7 型，8 型，37 型

感受性細胞として A549 細胞（ヒト肺がん由来） JCRB0076
2 Coxsackievirus A7 (CVA7), A16 (CVA1), B5 (CVB5)

感受性細胞として Vero 細胞（アフリカミドリサル腎由来 DS ファーマ）
3 Felone calicivirus F9 (FCV/F9)

感受性細胞として CRFK 細胞（ネコ腎由来） JCRB9035
2．エンベロープウイルス
1 Influenzavirus A A. Pdm. 2009 No48, A/FM/1/47, A/PR8, A/Tokyo/2/75, A/USSR/92/97

感受性細胞として MDCK 細胞（イヌ腎由来） JCRB9035
2 Human herpesvirus 1 HF 株 (HSV-HF),

Human herpesvirus 2 UW 株 (HSV-UW),
感受性細胞として Vero 細胞（アフリカミドリサル腎由来 DS ファーマ）

表 1　供試微生物
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果，グラム陰性菌に対してはエタ
ノール濃度 36% 以上で「殺菌効
果あり」と評価されたのが 4 株，
45% 以上で「あり」と認められ
たのが 5 株，54% 以上で認めら
れたのが 1 株だった。一方，グラ
ム陽性菌に対してはエタノール
濃度 45% 以上の領域で「殺菌効
果あり」と認められたのが 4 株，
54% 以上で認められたのが 4 株，S. 

epidermidis が最もエタノール耐性
を持っており，63% 以上の濃度のエタノール溶液
で処理した場合に「殺菌効果あり」という結果だっ
た。従来からグラム陰性菌より陽性菌のほうがエタ
ノール耐性のあることが知られていたがそれを裏付
ける結果である。図 4 にグラム陽性菌と陰性菌の
細胞表層構造の違いが示している。リン脂質二重層
からなる細胞膜の外側をグラム陰性菌も陽性菌もペ
プチドグリカン層の細胞壁が取り囲んでいる。ペプ
チドグリカン層はアミノ糖のポリマーで構成され，
ポリマー同士がペプチドで架橋された袋状構造を形
成していて細胞に物理的強度を与えている。グラム
陽性菌はペプチドグリカン層が発達しているけど，
陰性菌のペプチドグリカン層は薄く，さらにその外
側を外膜が覆っている。外膜は内側がリン脂質，外
側がリポ多糖と呼ばれる糖脂質からなる二重層だ。
脂質成分を多く含む外膜がエタノール溶液によって
破壊されやすいことがグラム陰性菌と陽性菌のエタ
ノール耐性の違いとなったと考えられる。いずれに
しても一般細菌はエタノール消毒で充分殺菌される
ことが確認された。
　抗酸菌として Mycobacterium 属の 7 種，7 株が評
価された。抗酸菌もグラム陽性菌であるが，増殖が
遅く，一般細菌と異なる性質を示す。このグループ
は独特の複合的細胞壁を持っていて，その主要な細
胞壁多糖はアラビノースとガラクトースの共重合体

（アラビノガラクタン）で，この多糖に菌群特有の
炭素数の大きな脂肪酸（ミコール酸）を始め多くの
複合脂質が結合している。この複合脂質が多く存在
すると細胞壁の透過性は確実に低下することが知ら
れている。抗酸菌は増殖が遅いため 10 秒のエタノー
ル処理で菌数が 1 万分の 1 以下にまで減少した場合
を「殺菌効果あり」と判断している。その結果，7

株のうち 2 株に対してエタノール濃度 45% 以上，3

株に対して 54% 以上，1 株に対して 63% 以上のエ
タノール溶液で「殺菌効果あり」だった。最もエタ
ノール耐性は示したのは M. intracellulare で「殺菌
効果あり」と判断するには 72% 以上の濃度のエタ
ノール溶液が必要だった。抗酸菌は一般細菌よりエ
タノールの効きがよくないが，細胞壁の透過性の悪
いことに起因していると思われる。なお，結核菌の
M. tuberculosis もこのグループであり，脂質含量は
菌体総重量の 25% 以上であることが知られている。
エタノール溶液のターゲットの一つは脂質であると
指摘されており，グラム陰性菌の外膜の場合にはそ
の通りの結果だった。しかし，炭素数の多い複合脂
質（ミコール酸は炭素数 60 個から 90 個）が結合し
ている場合にはそうとは言えない結果となった。疎
水性が強すぎるとエタノールの攻撃をはねつけてし
まうのだろう。
　真菌は酵母のような単細胞状真菌として Candida

属の 3 種・4 株，いわゆるカビのような糸状菌とし
て Aspergillus 属の 3 種・3 株が評価されている。真
菌は一般細菌ほど菌体密度が上がらないので，10

秒間のエタノール処理で 1 万分の 1 以下に菌数が減
少した場合を「殺菌効果あり」としている。
　単細胞状真菌に対してはエタノール濃度 45% 以
上で 2 株，54% 以上で 2 株が「殺菌効果あり」を示し，
糸状菌に対しても 54% 以上で 1 株，63% 以上で 2

株が「効果あり」を示した。一般細菌と同様，真菌
に対してもエタノール消毒は効果的に働くことが確
認された。
　ウイルスにはノンエンベロープウイルスとエンベ
ロープウイルスがあり，それぞれについて評価が行
われた。両者の基本構造を図 5 に示した。ウイル

図 4　グラム陽性菌と陰性菌の細胞表層構造の違い
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スの核酸はカプソメアというタンパクユニットから
なるカプシドで守られている。カプシドをさらにエ
ンベロープで覆っているのがエンベロープウイル
ス，そうでないのがノンエンベロープウイルス。エ
ンベロープは脂肪，タンパク質，糖タンパク質で構
成されている脂質膜だ。通常，エンベロープには感
染する時に働くスパイクと呼ばれる突起がある。
　評価されたウイルスはノンエンベロープウイル
ス；3 種 10 株とエンベロープウイルス；2 種 7 株。
エタノールによる抗ウイルス効果については，保存
ウイルス液（100μL）と種々の濃度のエタノール溶
液（900μL）とを混合，一定時間（10 秒）保持した
後，直ちにウイルス感染価の測定を行った。ウイル
ス感染価の測定はエタノール処理液の 10 倍希釈系
列を感染細胞の維持用培地で作成し，その 10μL を
予め感受性細胞を培養した 96well plate の well に接
種して，一定期間 37℃で培養し，細胞変性効果を
観察している。すなわち，ウイルス濃度が薄くなる
と感染力をなくすため，処理液をどこまで希釈す
れば感染力を失くすかを把握してウイルス感染価

（TCID50/10μL）を求めた。比較として，エタノー
ルの代わりにリン酸バッファーを用い，感染価がエ
タノール溶液の 10 秒処理によって比較に比べて千
分の一以下に低下した（LR が 3 以上）場合か検出
限界以下を「ウイルス不活性化」としている。エン
ベロープウイルスに対しては，濃度 36% 以上のエ
タノール溶液で 10 秒処理すれば「不活性化効果あ
り」と評価されたのが 1 株，その他の 6 株も 45%

以上のエタノール溶液・10 秒処理ですべて不活化
することが示された。ノンエンベロープウイルスに
対してはエタノール濃度 45% や 54% で不活化され
るのもあったが，評価した条件で不活化されないウ
イルスが多かった。しかし，エタノール処理を 1 分
にすると濃度の違いはあるもののすべて不活化され
る結果が得られた。エンベロープはエタノールの影
響を受けやすい脂質膜から構成されているためこの
様な結果となったのだろう。一方，カプシドはタン
パク質で構成されていてエタノールの影響を受けに
くいためと考えられる。なお，動物性ウイルスは殆
どエンベロープを有しており，新型コロナウイルス
もエンベロープを有する RNA ウイルスであること
からエタノール溶液の不活性化力は比較的低濃度で
も充分発揮されると考えられる。因みにノロウイル
スやロタウイルスはノンエンベロープウイルスでエ
タノール溶液は効きにくいが，エタノール溶液にリ
ン酸などを添加した「酸性エタノール溶液」を用い
れば効果を発揮することが知られている。
　また，エタノール溶液の効きにくいノンエンベ
ロープウイルスも 1 分処理では不活化されるが，こ
の場合もエタノール濃度 60% を中心に最も効果が
顕れる現象が認められている。微生物に対してもウ
イルスに対しても効果的に働く 60 ～ 80% の濃度領
域のエタノール溶液はどのような状態にあるのだろ
う。このことについて，また，機会を見つけてまと
めてみたいと思っている。

図５　ウイルスの一般的な構造
（「Microbiology」より一部改変）

1．Charles Harrington and Harold Walker: The germicidal action of alcohol. Boston Medical and Surgical Journal, CXL Ⅷ， 21: 548-552,  1903.
2．山下　勝：アルコール類の微生物に対する作用、防菌防黴　24(3): 195-219, 1996.
3．神明　朱美：殺菌・抗ウイルス効果に及ぼすエタノール濃度の影響、東京医療保健大学平成 30 年度博士学位論文
4．百瀬　春生（編）：微生物工学（丸善株式会社）
5．G.J.Tortora, B.R.Funke, C.L.Case: Microbiology,  The Benjamin/Cummings Publishing Company, INC.
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腫瘍選択性が高く，副作用が低い
新規クロモン誘導体の開発

Key Words: クロモン誘導体，腫瘍選択性，有害事象，QSAR 解析，作用メカニズム
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Development of newly synthesized chromone derivatives with high tumor specificity, 
but low adverse effects

Abstract

　Many of the anticancer drugs that have been developed so far cause side effects such as oral mucositis, neurotoxicity, 

and extravasation. In order to solve this problem, it is necessary to measure both tumor specificity and side effects 

at the same time using an in vitro experimental system of human cells. Recently, we have found that many of the 

natural organic compounds have low tumor specificity, but derivatives with substituents introduced into the chromone 

ring (contained in the flavonoid skeleton) show high tumor selectivity. We have succeeded in synthesizing several 

compounds keeping high tumor-specificity and low keratinocyte toxicity. Based on the review we recently published 

(Medicines (Basel). 2020 Aug 26;7(9):E50. Doi: 10.3390/medicines7090050), we describe the development of such new 

chromone derivatives and the future direction of our research.

1 明海大学歯科医学総合研究所 (M-RIO) 　sakagami@dent.meikai.ac.jp
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4 埼玉医科大学総合医療センター　yoiijima@saitama-med.ac.jp
5 星薬科大学実務教育研究部門　m-sano@hoshi.ac.jp

要約
　抗がん剤の多くは，口腔粘膜炎，神経毒性，血管外漏出による皮膚傷害などの有害事象を引き起こす。我々
は，副作用の低い新規抗がん剤を探索するために，ヒト細胞を用いた in vitro 細胞傷害活性測定法を開発した。
我々は，これまでに，天然有機化合物の多くは腫瘍特異性が低いこと，そして，クロモン環（フラボノイド
骨格に含まれる）に置換基が導入された誘導体は高い腫瘍選択性を示すことを報告してきた。 そして，高い
腫瘍特異性と低いケラチノサイト毒性を維持するクロモン誘導体の合成に成功した。 最近公開したレビュー
(Medicines (Basel). 2020 Aug 26;7(9):E50. Doi: 10.3390/medicines7090050) に基づき，これまでの
研究の進展の経緯と今後の方向性について解説する。
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はじめに
　これまで開発されてきた抗がん剤の多くは，口腔
粘膜炎，神経毒性，血管外漏出による皮膚傷害など
の有害事象を引き起こすことが明らかになってき
た。この問題を解決するためには，ヒト細胞を用い
た in vitro 実験系で，抗がん剤の腫瘍選択性と副作
用の両方を同時に測定する必要がある。最近，我々
は，天然有機化合物の多くは腫瘍選択性が低いが，
フラボノイドの骨格に含まれるクロモン環に様々な
置換基を導入した誘導体が高い腫瘍選択性を示すこ
と，また，その中で，ケラチノサイト毒性が低い化
合物を合成することに成功した。我々の最近の総説
1）をもとに，これまでの研究を振り返り，今後の方
向性について述べたい。

1．抗がん剤の有害事象
1-1．口腔粘膜炎
　がん薬物療法や造血幹細胞移植において，口腔粘
膜炎は発症頻度の高い有害事象の一つである。標準
用量の化学療法を受ける患者の 5-50%，造血幹細胞
移植などに関連する高用量化学療法では 68-98% の
患者に口腔粘膜炎が発症すると報告されている。口
腔粘膜炎は痛みにより患者 QOL を低下させるだけ
でなく経口摂取量を低下させ低栄養，脱水を招き全
身状態を悪化させ，また細菌の侵入門戸となり全身
感染症の契機になりえる。化学療法において投与量
の減少，スケジュールの遅延はその有効性，生存率
の低下につながるが現在，口腔粘膜炎に対する確立
した予防法や治療法はなく，円滑ながん治療を妨げ
ている。

1-2．神経毒性
　がん薬物療法は殺細胞性抗がん剤，分子標的治療
薬の開発により生存率，QOL の向上に寄与してき
た反面，がん薬物療法の副作用は QOL の低下を招
き，薬物療法を中止せざるを得ない場面もある。代
表的な副作用として骨髄抑制をはじめとする臓器障
害，悪心，嘔吐のような身体障害，感覚異常に代表
される神経障害があげられる。抗がん剤誘発性末梢
神経障害 (chemotherapy-induced peripheral neuropathy; 

CIPN) は，骨髄抑制のように休薬により速やかに回
復する場合は少なく生涯にわたって何らかの障害
を残すことがある。また，CIPN は原因薬剤の中止

がその対処法の中心となっており化学療法継続の
妨げとなる重大な有害事象である。CIPN の発生頻
度は大腸がん，乳がん，婦人科がん，多発性骨髄腫
の患者 4179 例の追跡調査で化学療法終了後 1 ヶ月
以内で 68.1%，3 ヶ月後では 60.0%，6 ヶ月以降で
は 30.0% であったとの報告がある。しかしながら
CIPN の予防薬，治療薬の報告は少ない。CIPN の
原因薬剤として，白金製剤，タキサン系製剤，ビン
カアルカロイド系製剤等が知られているが薬剤によ
り末梢神経障害が起こるメカニズムが違うため症状
に特徴があるものがある。
　例えば，白金製剤のシスプラチンは，聴神経障害
により高音域の感音性難聴が起こる。蓄積性があ
り，投与中止後も長期間に症状が継続することが多
い。白金製剤のオキサリプラチンは，投与直後から
起こる急性症状と慢性症状がある。急性症状では四
肢末端や口唇周囲の知覚異常を特徴とし慢性期症状
は数ヶ月から数年持続することもある。白金製剤で
あるカルボプラチンは，通常量の使用では神経症状
の発現は比較的少なく，高用量でシスプラチンと同
様の症状が出現することがある。タキサン系製剤で
あるパクリタキセルは，四肢の知覚異常を主体とし，
一回投与量と総投与量に相関する。タキサン系製剤
であるドセタキセルは，感覚障害，運動障害が出現
するがパクリタキセルより頻度は少ないと報告され
ている。ビンカアルカロイド系製剤であるビンクリ
スチンは手指感覚異常，運動障害が治療開始から数
週間以内に起こり，投与中止後も長期間持続するこ
とが多い。CIPN の病理学的所見としては軸索障害，
神経細胞体障害，髄鞘障害に分類される。軸索障害
は CIPN の中で最も多くみられる障害である。一般
的に太く長い軸索から障害され神経細胞体は比較
的保たれる。臨床的には四肢末端から始まる glove 

and stocking 型の感覚障害を呈することが多い。代
表薬剤は微小管阻害剤であるビンカアルカロイド
系，タキサン系製剤である。
　神経細胞体障害は病変の主座が細胞体であり，主
に脊髄後根神経節細胞の細胞死によって発生し，軸
索や髄鞘も二次的に障害される。臨床的には軸索の
短い神経細胞体も障害されるため，感覚障害は四肢
末端とともに体幹や顔面にも発生する。代表薬剤は
白金製剤であるオキサリプラチン，シスプラチンな
どである。製薬会社のインタビューフォームより各
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種抗がん剤の粘膜炎，末梢神経障害の発生頻度をま
とめた（表 1）。最近，我々は，ボルテゾミブの神
経毒性を N-acetyl-L-cysteine が強力に抑制すること
を明らかにした 2）。メタボローム解析では，ボルテ
ゾミブによる神経毒性発現に，酸化ストレスが関与
していることが示唆された（論文投稿準備中）。

1-3．血管外漏出
　経静脈内投与によるがん薬物療法では，局所およ
び全身に複数の有害事象を引き起こす可能性があ
る。特に薬物の血管外漏出は，化学療法で最も組織
侵襲性の高い合併症の 1 つである。抗がん薬の血
管外漏出の全体的な発生率は 0.01 ～ 6.5%，中心静
脈カテーテルを介した血管外漏出の発生率は 0.3 ～
10.3% の範囲である。化学療法による血管外漏出の
正確な発生率は，突発性かつ希少性の高い事象であ
るため一般的に報告が少ない。化学療法による偶発
的な血管外漏出は，重度の組織損傷，組織壊死，水
疱形成，または注射部位の紅斑，腫脹，疼痛，熱感，
びらんなどを引き起こす可能性がある。 

　抗がん薬は，組織傷害性の程度により，壊死起因
性，炎症性，および非壊死性 / 非炎症性の 3 つのグ
ループに分類される（表 2）。壊死起因性抗がん薬は，

水疱の形成や組織壊死を誘発し，強い組織破壊を引
き起こす可能性がある薬物である。これら薬物は，
DNA 結合化合物と非 DNA 結合化合物に細分類さ
れる。 DNA 結合化合物は，より深刻な組織損傷を
引き起こす可能性があり，主にアントラサイクリン
系薬物やアルキル化薬などが含まれる。非 DNA 結
合化合物は，主にビンカアルカロイド系薬物とタキ
サン系薬物である。炎症性抗がん薬は，炎症反応の
有無にかかわらず，注射部位または静脈に沿って疼
痛を引き起こす可能性がある。いくつかの薬物では，
濃縮された薬液が不注意に大量溢出された場合にの
み，軟部組織の潰瘍を引き起こす可能性がある。 

非壊死性または非炎症性抗がん薬は，血管外漏出し
た場合，重篤な反応または組織壊死を引き起こすこ
とは稀である。
　ただし，血管外漏出を扱っている文献は，動物実
験，症例報告，および小規模な人間の後ろ向き研究
に限定されているため，その状況や症状に不明瞭な
ところが多い。さらに，ヒトを対象とした血管外漏
出の前向き試験は，倫理的な理由や施設ごとの血管
外漏出への対応差などが障壁となり困難を極める。
結果，血管外漏出に対する予防，発見，対策などの
指針は推奨グレードが低い状況にある。このような

分類 薬剤
報告されている発生率 (%)
口腔粘膜炎 末梢神経障害

ビンカアルカロイド
ビノレルビン 15.2 12.2
ビンブラスチン 0.4 2.2
ビンクリスチン 0.1 25.5

微小管阻害薬 エリブリン 39.5 24.7

白金製剤
シスプラチン 2.6 1.5
オキサリプラチン 12.0 45.5
カルボプラチン N.D. N.D.

タキサン系
ドセタキセル 未報告 未報告
パクリタキセル 18.2 55
Nab- パクリタキセル 2.8 39

代謝拮抗薬
5-FU 6.7 0.2
ゲムシタビン 未報告 未報告

トポイソメラーゼ阻害薬
イリノテカン 未報告 未報告
エトポシド 未報告 未報告

アントラサイクリン系 ドキソルビシン 51.7 27.6

分子標的阻害薬
ラムシルマブ 54.3 未報告
セツキシマブ >10.0 0.5~10.0
ニボルマブ 1.0~5.0 3.1

プロテアソーム阻害薬 ボルテゾミブ <5.0 28.3  

表１　抗がん剤による口腔粘膜炎および末梢神経障害の発生率 1）
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理由から化学療法の血管外漏出のメカニズムを解明
するには，さらなる研究が必要である。

2．腫瘍特異性は高く，ケラチノサイト毒性は
低いクロモン誘導体の開発
2-1．何故クロモンに注目したか ?
　4 種のヒト口腔扁平上皮癌細胞 (OSCC) (Ca9-22, 

HSC-2, HSC-3, HSC-4），3 種のヒト間葉系口腔正

常細胞（歯肉線維芽細胞 HGF，歯根膜線維芽細胞
HPLF，歯髄細胞 HPC）（明海大学歯学部で樹立）
および 2 種のヒト上皮系正常口腔細胞（ヒト口腔
ケラチノサイト HOK および 初代ヒト歯肉上皮細胞
HGEP）を用いた in vitro 抗腫瘍活性の定量法を確立
した 1, 2）。腫瘍選択性（TS）は，正常細胞に対する
CC50 の平均と OSCC 細胞に対する CC50 の平均の比
率として計算した。間葉系細胞 (M) または上皮細

組織傷害性 主なカテゴリー 薬物

壊死起因性

DNAに結合する化合物

アントラサイクリン アムルビシン，ダウノルビシン，ドキソルビシン，エピルビシン，
イダルビシン，ミトキサントロン，ピラルビシン

アルキル化薬 ベンダムスチン，ブスルファン，カルムスチン，メルファラン，ニ
ムスチン，ラニムスチン，ストレプトゾシン

抗腫瘍性抗生物質 アクチノマイシン D
その他 トラベクテジン
DNAに結合しない化合物
タキサン ドセタキセル，パクリタキセル，Nab- パクリタキセル
ビンカアルカロイド ビンブラスチン，ビンクリスチン，ビンデシン，ビノレルビン
その他
抗体薬物複合体 ゲムツズマブオゾガマイシン 
抗腫瘍性抗生物質 マイトマイシン C

炎症性

アントラサイクリン アクラルビシン，ナノリポソームドキソルビシン
アルキル化薬 ダカルバジン，シクロホスファミド，イホスファミド，テモゾロミド
抗体薬物複合体 トラスツズマブエムタンシン
代謝拮抗薬 アザシチジン，ゲムシタビン，フルオロウラシル，テガフール
抗腫瘍性抗生物質 ブレオマイシン，ペプロマイシン

白金製剤 カルボプラチン，シスプラチン，オキサリプラチン，ネダプラチン，
ミリプラチン

プロテアソーム阻害薬 ボルテゾミブ
タキサン カバジタキセル
トポイソメラーゼ I 阻害薬 イリノテカン，トポテカン，ナノリポソームイリノテカン
トポイソメラーゼ II 阻害薬 エトポシド
その他 三酸化ヒ素，ネララビン，ピシバニール，ポルフィマーナトリウム

非壊死性 /
非炎症性

代謝拮抗薬 クラドリビン，クロファラビン，シタラビン，エノシタビン，フル
ダラビン，メソトレキセート，ペメトレキセド

抗体薬物複合体 ブレンツキシマブ ベドチン，イブリツモマブ チウキセタン
抗腫瘍性ホルモン薬 デガレリックス，フルベストラン，ゴセレリン，リュープロレリン

モノクローナル抗体
アレムツズマブ，ベバシズマブ，セツキシマブ，イピリムマブ，モ
ガムリズマブ，オファツムマブ，パニツムマブ，ペルツズマブ，ラ
ムシルマブ，リツキシマブ，トラスツズマブ

免疫チェックポイント阻害薬 アテゾリズマブ，アベルマブ，デュルバルマブ，イピリムマブ，ニ
ボルマブ，ペンブロリズマブ

その他

BCG，ホリナートカルシウム，セルモロイキン，デクスラゾキサン，
エリブリン，インターフェロン，L- アスパラギナーゼ，レボホリナー
ト，オクトレオチド，ペントスタチン，タラポルフィンナトリウム，
テセロイキン

表 2　血管外漏出後の組織損傷による抗がん薬の分類 1）
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胞 (A) を使用した場合，それぞれ，TSM および TSE

が得られる。ヒトの上皮系細胞を標的細胞として利
用できれば最も理想的だが，ほとんどの抗がん剤は，
上皮細胞に対して強力な細胞毒性を示す。そこで，
最初の網羅的検索の段階では，TSE 値ではなく TSM

値を採用した。この方法を使用すると，
( i ) ほとんどの抗がん剤は，高い TSM を示すこと，
( ii )  3 大ポリフェノール，すなわちリグニン配糖体，

タンニン，およびフラボノイドは，抗がん剤と
比較してはるかに低い TSM しか示さないこと，

(iii) フラボノイド，フラボン，フラバノン，イソフ
ラボンなどの骨格構造に含まれるクロモンの誘
導体は，ポリフェノール類よりもはるかに高い
TSM を示すことが明らかになった（表 3）2）。

　これらの発見により，我々は，腫瘍選択性が高く，
ケラチノサイト毒性の低いクロモン誘導体を探索す
る計画を立てることになった。

2-2．17 グループのクロモン誘導体，エステル類，
アミド類の構造
●クロモン誘導体：
(a) クロモン環を有する：3- スチリルクロモン (A), 

2- スチリルクロモン (B), 2-（N- 環状アミノ）クロ
モン (C), 3-（N- 環状アミノ）クロモン (D), 2- アゾ
リルクロモン (E), 3- ベンジリデンクロモン (F), ピ
ラノ [4,3-b] クロモン (G), フロ [2,3-b] クロモン (H)。

(b) クロメン環を有する：3- スチリルクロメン (I) ，
3- フラベン (J)。
(c) 開裂したクロモン環を有する : オーロン (K) ，
カルコン (L)。
●エステル類：
桂皮酸フェネチルエステル (M) ，ピペリン酸エス
テル (N)。
●アミド類：
フェニルプロパノイドアミド (O), ピペリン酸アミ
ド (P), オレオイルアミド (Q) （図 1）。

2-3．合成法（図 2）
クロモン誘導体：
　3- スチリルクロモン (A) は，対応する 3- ホルミ
ルクロモンとフェニル酢酸誘導体とのクネーフェ
ナーゲル縮合により合成した。2- スチリルクロモ
ン (B) は，対応する 2- メチルクロモンとベンズア
ルデヒド誘導体との塩基触媒下での縮合により合成
した。2-（N- 環状アミノ）クロモン (C) は，3- ヨー
ドクロモンとトリアゾールとの反応により合成され
た 2- トリアゾリルクロモン誘導体と，ピペリジン
およびピペラジン誘導体などの環状第二級アミン
との求核置換反応により合成した。3-（N- 環状ア
ミノ）クロモン (D) は，2, 3- エポキシクロモン誘導
体と環状第二級アミンとの縮合により合成した。2-

アゾリルクロモン (E) は，3- ヨードクロモン誘導体

化合物 TSM 平均値
（範囲）

リグニン配糖体　(n =4) 2.7 (1.7~4.1) 1

フラボン，フラボノール , (n =36) 1.2 (0.3~3.2)
フラボノイド (n =31) 3.2 (0.8~31.7)
イソプレニルフラボノイド (n =22) 2.1 (1.6~3.0)
トリシン，モリン，ケルセチン，ケンフェロール (n =4) 1.5 (1~2.2)
イソリキリチゲニン , ダチセチン , ガランギン (n =3) 2.0 (1~4)
レスベラトロール，ダイゼイン，ゲニステイン (n =3) 2.1 (1.1~2.9)
没食子酸，カテチン，エピガロカテキンガレート (n =3)                               2.1 (1.0~4.1)
プロシアニジン (n =6) 4.8 (1.0~7.4)
加水分解性タンニン（単量体） (n =7) 1.5 (1.0~2.5)
加水分解性タンニン （オリゴマー）(n =3) 1.4 (1.2~1.5)
大環状エラジタンニン (n =4) 4.4 (2.3~8.2)
2- スチリルクロモン (n =6) 7.3 (1.1~17.4)
3- スチリルクロモン (n =15) 14.9 (1.6~69.0)
アントラサイクリン系薬物 (n =4) 181 (47~259)

表 3　ポリフェノール類の腫瘍選択性 2）
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とさまざまなアゾールとの共役付加反応により合成
した。3- ベンジリデンクロモン (F) は，4- クロマノ
ンと置換ベンズアルデヒド誘導体との塩基触媒下で
の縮合により合成した。ピラノ [4, 3-b] クロモン (G)

図 1　クロモン誘導体 (A~L)，エステル類 (M, N)，アミド類 (O~Q) の構造

は，3- ホルミルクロモンとエノールエーテルとの環
化付加反応により合成した。フロ [2, 3-b]クロモン (H)

は，メタノクロマノンとアルデヒドまたはケトンと
の環拡大を伴う環化付加反応により合成した。3- ス
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図 2　各グループで最大の腫瘍選択性 (TSM) を示す化合物を，効力順に並べた
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チリルクロメン (I) は，2H- クロメン -3- カルバル
デヒドと市販のジエチルベンジルホスホネート誘導
体とのホーナー・ワズワース・エモンズ反応により
合成した。3- フラベン (J) は，2- ヒドロキシカルコ
ン誘導体の還元的分子内環化付加反応により合成し
た。オーロン (K) は，3 (2H)- ベンゾフラノンとベ
ンズアルデヒド誘導体との塩基触媒下での縮合によ
り合成した。カルコン (L) は，アセトフェノンとベ
ンズアルデヒド誘導体との塩基触媒下での縮合によ
り合成した。

エステル類およびアミド類：
　桂皮酸フェネチルエステル (M) は，桂皮酸およ
びその類似体（カフェ酸，フェルラ酸，p- クマル
酸など）とフェネチルアルコールとの縮合により合
成した。ピペリン酸エステル (N) は，ピペリン酸と
アルコールとの縮合により合成した。
　フェニルプロパノイドアミド (O) は，対応する
桂皮酸誘導体とさまざまな生体アミンとの縮合によ
り合成した。ピペリン酸アミド (P) は，ピペリン
酸の酸塩化物をさまざまなアミンと縮合させること
により合成した。原料となるピペリン酸は，ピペリ
ンのアルカリ加水分解により調製した。オレオイル
アミド (Q) は，オレイン酸と塩化オキサリルから
合成された塩化オレオイルと，対応するさまざまな
生体アミンとの縮合により合成した。

2-4．クロモン，エステル，およびアミドの腫瘍選
択性
　17 のグループ（A ～ Q）からの合計 291 の化合
物の 4 種のヒト口腔扁平上皮がん細胞 (OSCC)（Ca9-

22, HSC-2, HSC-3, HSC-4）および 3 種のヒト間葉系
正常細胞（HGF, HPLF および HPC）に対する細胞
毒性（CC50 で評価）を調べた。腫瘍選択性（TSM

により評価）は前述にようにして計算した。 腫瘍
特異性と腫瘍細胞に対する細胞毒性の両方を反映す
る効力選択性発現 (PSE) は，TSM を腫瘍細胞の CC50

で割り，次に 100 を掛けることによって計算した。
類似構造をもつ化合物の中で，限られた数の化合物
のみがより高い腫瘍特異性を示すことが判明した。 

クロモン化合物の腫瘍特異性は，3D 構造を反映す
る化学記述子との密接な相関関係を示すため，この
ような腫瘍特異性の高い化合物が最適な 3D 構造を
示す可能性がある（表 4）。 

　各グループで最も活性の高い化合物を図 2 に示
す。腫瘍特異性 ｛TSM（OSCC 対ヒト間葉系正常細
胞），TSE（OSCC 対ヒト上皮系正常細胞）｝を表 5
に示す。
　7- メトキシ -3-[(1E)-2- フェニルエテニル ] -4H-1-

ベンゾピラン -4- オン（化合物 22）が最も高い TS

値（TSM = 301.1） を 示 し， 以 下，2-[(1E)-2-（3, 4-

ジメトキシ）エテニル ] -4H-1- ベンゾピラン -4- オ
ン（化合物 40）（TSM = 89.1）> 2-[(1E)-2-（4- メト

腫瘍選択性と相関する化学的記述子
3- スチリルクロモン (A) 分子形状，静電相互作用，電荷
2- スチリルクロモン (B) 分子の形状と平坦性
2-（N- 環状アミノ）クロモン (C) 分子形状，3D 構造
3-（N- 環状アミノ）クロモン (D) 3D 構造，親油性
2- アゾリルクロモン (E) 3D / トポロジー形状，サイズ，分極率，親油性
3- ベンジリデンクロモン (F) 分子の形状，サイズ，分極
ピラノ [4,3-b] クロモン (G) 3D 構造，極性，イオン電位，電気状態
フロ [2,3-b] クロモン (H) 分子の柔軟性，密度，サイズと形状，親油性
3- スチリルクロメン (I) 分子の形状と平坦性
オーロン (K) 分子の形状，サイズ，分極率
カルコン (L) 分子の形状と分極
桂皮酸フェネチルエステル (M) 形状，サイズ，イオン化ポテンシャル
ピペリン酸エステル (N) 分子の形状，サイズ，イオン化ポテンシャル，電気陰性度
ピペリン酸アミド (O) 分子サイズ（表面積），静電相互作用
ピペリン酸アミド (P) 分子形状，静電相互作用
オレオイルアミド (Q) 分子分極と疎水性

表 4　分子形状は腫瘍特異性の重要な決定要因である
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キシフェニル）エテニル ] -4H -1- ベンゾピラン -4-

オン（化合物 34）（TSM = 84.1）>(E)-3-(4- ヒドロ
キシスチリル)-6-メトキシ -4H-クロメン -4-オン（化
合物 11）(TSM = 69.0) > 7- メトキシ -2-(4- モルホリ
ニル )-4H-1- ベンゾピラン -4- オン（化合物 62）(TSM 

= 63.4)>(E)-3-（4- コロロスチリル）-7- メトキシ
-2H- クロメン（化合物 182）(TSM = 59.9)>(3E)-2, 3-

ジヒドロ -3-[(3, 4- ジヒドロキシフェニル ) メチレ
ン ] -7- メトキシ -4H-1- ベンゾピラン -4- オン（TSM 

= 52.2）（化合物 136）の順であった。これらの化
合物は，ドキソルビシン (DXR) とほぼ同等の TSM

値を示し，5-FU よりもはるかに高い TSM 値を示し
た。 DXR および 5-FU は，ヒト口腔ケラチノサイ
ト（HOK）およびヒト歯肉上皮細胞のヒト前駆細
胞（HGEP）などのヒト上皮系細胞に対して強力な
毒性を示した（表 5）。 DXR が口腔ケラチノサイト
にアポトーシス（細胞表面微絨毛の喪失，クロマチ

ンの凝縮，核の断片化，およびカスパーゼ -3 の活
性化を特徴とする細胞死）を誘発することを以前に
報告した 3）。一方，化合物 11, 22, 34, 62 および 69

のケラチノサイト毒性ははるかに低かった（表 5）。

2-5．作用点
　3- スチリルクロモン (A) の化合物 11 および 22，
2- スチリルクロモン (B) の 34 および 40, 2- アゾ
リルクロモン (E) の 95，カルコン (L) の 228 お
よび桂皮酸フェネチルエステル (M) の 237 はヒト
OSCC 細胞株にアポトーシス［カスパーゼ -3 の活
性化（ウエスタンブロット解析により評価）および
subG1 細胞蓄積（セルソーターにより評価）］を誘
導した。 一方，2-（N- 環状アミノ）クロモン (C)
の 62, 3-（N- 環状アミノ）クロモン (D) の 69, 2- ア
ゾリルクロモン (E) の 107，ピラノ [4, 3 -b] クロモ
ン (G) の 154，およびフロ [2, 3-b] クロモン (H) の

グループ 化合物

腫瘍選択性
TSM TSE

OSCC/
HGF+HPLF

+HPC

OSCC/
HOK

OSCC/
HGEP

3- スチリルクロモン (A)
11 69.0 9.5 400.0
22 301.1 662.1

2- スチリルクロモン (B) 
34 84.1 52.8
40 89.1

2-（N- 環状アミノ）クロモン (C) 62 63.4 65.2
3-（N- 環状アミノ）クロモン (D) 69 >12.3 12.4

2- アゾリルクロモン (E)
94 24.2
95 24.1

107 21.2
3- ベンジリデンクロモン (F) 136 55.2 0.5 0.5
ピラノ [4,3-b] クロモン (G) 154 47.8 4.1
フロ [2,3-b] クロモン (H) 168 7.0
3- スチリルクロメン (I) 182 59.9
3- フラベン (J) 194 4.7
オーロン (K) 203 >9.7
カルコン (L) 228 >8.6
桂皮酸フェネチルエステル (M) 237 23.4
ピペリン酸エステル (N) 239 >10.5
ピペリン酸アミド (O) 252 >3.1
ピペリン酸アミド (P) 269 >10.7
オレオイルアミド (Q) 281 15.5 4.0 0.6
DXR 121.8 1.5 0.3
5-FU 16.2 0.4 0.3

表 5　クロモンおよび抗がん剤の腫瘍特異性とケラチノサイト毒性の比較
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168 は，アポトーシスを誘導しなかった（表 6）。 

化合物 22, 34, 40 および 107 も G2 + M 細胞の蓄積
を誘導したが，化合物 22, 34, 40 のみがアポトーシ
スを誘導した。 これは，G2 + M 蓄積の誘導がかな
らずしもアポトーシスを誘導しないことを示す。

2-6．G2 + M ブロッカーにおける神経毒性の 4
つの深刻な問題
　腫瘍特異性の高い 3- スチリルクロモン誘導体 [7-

メトキシ -3-[(1E)-2- フェニルエテニル ] -4H-1- ベン
ゾピラン -4- オン（化合物 22）および 3-[((E)-2 -(4-

ヒドロキシフェニル ) エテニル ] -7- メトキシ -4H-

1- ベンゾピラン -4- オン ( 化合物 29)]（TSM = 301

および 182）は subG1 および G2 + M 期に細胞を集
積させた。また，最近，タキサン系のパクリタキセ
ル（タキソール®，最初の微小管安定剤）やドセタ
キセルなどのいくつかの G2 / M ブロッカーが非常
に高い TSM 値（それぞれ > 7,267 および > 86,122）
を示すことが報告された 3）。最近，4'- メトキシ -2-

スチリルクロモンがパクリタキセルと同様にヒト
乳癌 MCF-7 やヒト肺腺癌 NCI-H460 に有糸分裂停
止を誘発することが報告された 4）。天然に存在する
フラボノールであるクドラフラボン C(Cud C) は，
PI3K-AKT 経路を標的とすることにより，結腸直腸
癌細胞 (CRC) にアポトーシス（カスパーゼの活性化）
と腫瘍選択的細胞毒性を誘発した 5）。しかし，我々
を含む多くの報告は，微小管を標的とした薬剤が強
力な神経毒性を示し，長期的に患者の生活の質に悪
影響を与えることを示した 6-9）。飯島らは最近，カ
ルボプラチンが非常に強い神経毒性を示すことを報

告した（TSN = 0.11（3.2 / 27.9）2）。クロモン誘導体，
エステル類，およびアミド類の神経毒性の血管外漏
出，および口内炎を調べることが急務である。

3．結論
　我々は以下のことを明らかにした。
●クロモンは，3 大ポリフェノールよりもはるかに

高い腫瘍特異性を示す。
● 17 のグループ（12 のクロモン，2 つのエステル，

および 3 つのアミドからなる）計 291 の新規合成
化合物は，広範囲の腫瘍特異性の強度を与える。

●それらの腫瘍特異性は，3D 構造と電気的状態を
反映する化学的記述子と相関する。

● 3- スチリルクロモンに属する 7- メトキシ -3-

[(1E)-2- フェニルエテニル ] -4H-1- ベンゾピラン
-4- オン（化合物 22）は，最も高い腫瘍選択性を
示す。

　化合物 22 は，ヒト OSCC 細胞株において subG1

および G2 + M 期の細胞の集積を誘導し，ドキソル
ビシンおよび 5-FU よりもケラチノサイト毒性がは
るかに少ない。 この化合物は，抗腫瘍性の高い化
合物を合成するためのリード化合物として期待でき
る。

4．今後の研究の方向性
　ターゲット分子を特定するために，13C 標識化合
物を調製し，次に悪性細胞と非悪性細胞への取り込
みを比較し，細胞小器官への分布を共焦点レーザー
顕微鏡を使用して調べる。クロモンをビーズに結合
させ，クロモン結合タンパク質の同定法を検討する

グループ 化合物 作用メカニズム
3- スチリルクロモン (A) 11 ミトコンドリアの空胞化 カスパーゼ -3 の活性化
3- スチリルクロモン (A) 22 subG1 期の細胞，G2 + M 期の細胞の増加
2- スチリルクロモン (B) 34, 40 subG1 期の細胞，G2 + M 期の細胞の増加
2-（N- 環状アミノ）クロモン (C) 62 アポトーシスを誘導しない，cytotoxic
3-（N- 環状アミノ）クロモン (D) 69 アポトーシスを誘導しない， cytostatic
2- アゾリルクロモン (E) 95 カスパーゼ -3 の活性化
2- アゾリルクロモン (E) 107 G2 + M 期の細胞の増加，アポトーシスを誘導しない， cytostatic
ピラノ [4,3-b] クロモン (G) 154 アポトーシスを誘導しない， cytostatic
フロ [2,3-b] クロモン (H) 168 アポトーシスを誘導しない
カルコン (L) 228 カスパーゼ -3 の活性化
桂皮酸フェネチルエステル (M) 237 カスパーゼ -3 の活性化

表 6　各グループで最も腫瘍選択性の高い化合物が，必ずしもヒト口腔扁平上皮癌（OSCC）細胞株にアポトー
シスを誘導しない
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図 3　新規クロモン誘導体の開発

（図 3）。
　より強力なクロモン誘導体を探索するために，
最高の TSM および TSE を与える最適な置換基を
QSAR を用いて予測する。予測した化合物を合成し，
腫瘍選択性と副作用を検討する。動物実験および臨
床応用の前に，ケラチノサイト毒性，神経毒性，お
よび血管外漏出を誘発するか否かを検討することが

重要である。
　本研究は，最適な 3D 構造を持つ選択された化合
物のみが最高の腫瘍特異性を示すのに対し，同様の
構造を持つ他のほとんどの類似体ははるかに低い腫
瘍特異性を示すこと明らかにした。今後，クロモン
の結合タンパク質または受容体の存在を明らかにし
てゆきたい。
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Abstract
  Recently, the number of obese people is increasing in Japan. Obesity may be high in subcutaneous fat or fat may be 
attached to internal organs, which is thought to lead to various diseases. The original purpose of a diet to eliminate 
obesity is not to lose weight, but to become healthier. In this study, we conducted clinical studies on immunopotentiation, 
antidiabetic, and diet effects in sericite (Tellus Gizer).
  Sericite (Tellus Gizer) excretes waste products from deep inside the body, enhances natural healing power, and restores 
cell moisture. Sericite (Tellus Gizer) enhances the natural resilience of cells by incorporating the blessings of nature 
such as "ondol (Korean heating system) of far infrared rays" and "minus ion" into the body. Also, when the body cold 
sensitivity, it stores water and fat, so it warms the body from the core and burns fat to increase basal metabolism. In 
addition, sericite (Tellus Gizer) is said to promote metabolism, stabilize autonomic nerves, balance hormones and the 
body, and promote decomposition and excretion of waste products in the body. Therefore, in this study, we applied 
sericite (Tellus Gizer) to good sleep and examined the effects on diet effect, antioxidant effect, skin-beautifying effect, 
anti-diabetic effect and basal metabolism, and the following results were obtained. The thermal effect of sericite has a 
detoxifying effect because it may be a chelating agent that inactivates heavy metals that catalyze the oxidation reaction 
as an antioxidant due to the increase of SH groups in the body and the activity of SOD. Due to the increased blood flow 
and antioxidant effect, metabolism is expected due to the diet effect and thermal effect.
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はじめに
　絹雲母石（Sericite）は，約 1 億 5 千万年前，ジュ
ラ紀のマグマによって床の温度が上昇し，熱により
その時代のマグマが固くなった鉱物である。絹雲母
は SiO2, Al2O3, K2O, CaO, Fe2O3, MgO, Na2O などを主
成分としており，毛穴の老廃物と余分な皮脂の除去，
血行促進，塩分排出を促進し，血圧強化効果。解毒
作用と精神安定効果，コラーゲン結合作用，老廃物
排出促進などの効能を持っていいる。このような効
能は古くから薬や化粧品の素材としても利用されて
きた。また，Sericite が持っている 3 つの効能がマ
イナスイオン，ゲルマニウム，遠赤外線の効果は，
他の鉱物より優れている。最近，先進国において生
活習慣病が増加しているので，これらの生活用品の
利用により，健康維持が必要である。従って，本研
究では，セリサイト（Tellus Gizer）における免疫増
強，抗糖尿病，ダイエット効果に関した臨床研究を
行った。セリサイト（Tellus Gizer）における免疫増
強，抗糖尿病，ダイエット効果に関した臨床研究を
行った。
　セリサイト（Tellus Gizer）は体の奥深くから老廃
物を排出し，自然治癒力を高め，細胞の潤いを取り
戻す。セリサイト（Tellus Gizer）は「オンドルの遠
赤外線」「マイナスイオン」といった大自然の恵み
を体内に取り入れることで，細胞本来の回復力を高
める。また体は冷えると水分と脂肪をため込むため，
体を芯から温め脂肪を燃焼させることで，基礎代謝
を上げる。また，セリサイト（Tellus Gizer）は新陳
代謝を促進し，自律神経の安定，ホルモンや身体の
バランスを整え，体内の老廃物を分解・排出を促進
したといわれる 1-2）。
　セリサイト（Tellus Gizer）は，老廃物を排出し，

自然治癒力を高め，細胞の潤いを取り戻す。セリサ
イトの温熱効果は，体内の SH 基の増加と SOD の
活性により，酸化防止として酸化反応に触媒作用を
呈する重金属を不活性化するキレート剤の可能性も
あり，デトックス効果もある。血流上昇と抗酸化作
用により，ダイエット効果および温熱効果により新
陳代謝が期待される 3）。

1．研究方法
1-1．使用機器
　セリサイトマット，肝機能（AST, ALT）KIT, 脂
質代謝（総コレステロール，LDL- コレステロール，
HDL- コレステロール，中性脂肪）KIT, 糖代謝（グ
ルコース，HbAlc）KIT, Cell-Takα 測定機器 : 血液学
的検査（白血球，赤血球，ヘモグロビン，ヘマトク
リット値，血小板），MRI 検査装置，超音波検査装置，
血流の検査装置，SOD 様活性の測定 KIT などを用
いた。

1-2．対象者
　本試験の目的，試験方法，予想される結果などに
ついて十分説明した後，同意が得て，書面において
参加の意思が確認し，健常成人および糖尿病の患
者女 15，男 5 名を対象とした。なお，試験内容は
大学内倫理委員会において承認と世界医師会総会

（World Medical Assembly）において承認されたヘル
シンキ宣言（2002 修正）の精神に則って実施した。

1-3．試験方法
　40-70 代女性と男性を対象に行った。試験は週 2

回とし，3 か月間㈱オーゾラのセリサイト（Tellus 

Gizer）を使用した。また，基礎代謝の指標として

要旨
　近年，日本において肥満者が増加している。肥満は皮下脂肪が多い場合と内臓の臓器に脂肪がついてしまっている
場合があり，さまざまな病気につながると考えられている。この肥満を解消したダイエットとは体重を減らすことで
はなく，より健康になることが本来の目的である。本研究では，セリサイト (Tellus Gizer) における免疫増強，抗糖尿病，
ダイエット効果に関した臨床研究を行った。
　セリサイト (Tellus Gizer) は体の奥深くから老廃物を排出し，自然治癒力を高め，細胞の潤いを取り戻す。セリサ
イト (Tellus Gizer) は「オンドルの遠赤外線」「マイナスイオン」といった大自然の恵みを体内に取り入れることで，
細胞本来の回復力を高める。また体は冷えると水分と脂肪をため込むため，体を芯から温め脂肪を燃焼させることで，
基礎代謝を上げる。また，セリサイト (Tellus Gizer) は新陳代謝を促進し，自律神経の安定，ホルモンや身体のバラ
ンスを整え，体内の老廃物を分解・排出を促進したといわれる。そこで本試験においては，セリサイト (Tellus Gizer)
を良い睡眠にあて，ダイエット効果，抗酸化効果，美肌効果，抗糖尿効果および基礎代謝への影響について検討し，
以下の結果が得られた。セリサイトの温熱効果は，体内の SH 基の増加と SOD の活性により，酸化防止として酸化
反応に触媒作用を呈する重金属を不活性化するキレート剤の可能性もあり，デトックス効果があった。血流上昇と抗
酸化作用により，ダイエット効果及び温熱効果により新陳代謝が期待される。
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体温測定を毎朝起床時に測定した。
　セリサイト（Tellus Gizer）をセットしてヒーター
の温度を設定した。一日 6-8 実感睡眠を取らせる。
随時，水分を補給したことを基本とした。
　試験開始 0，4，8 および 12 週後に観察を行った。
観察日は純真学園大学に集合し，以下に示す項目の
諸検査，測定および調査を行った。

1-4．生理学的検査
　身長（cm），体重（kg），体脂肪（%），ウエスト
囲（cm），ヒップ囲（cm）の測定を行った。

1-5．臨床検査
　被験者から 10mL の血液を採取し，以下の項目に
関して（株）ファルコバイオシステムの臨床検査部
に委託し，標準的検査法により測定した。採血時間
は検査日 10:00 を基本とした。
●肝機能（AST，ALT）
●脂質代謝（総コレステロール，LDL- コレステロー

ル，HDL- コレステロール，中性脂肪）
●糖代謝（グルコース，HbAlc）
●血液学的検査（白血球，赤血球，ヘモグロビン，

ヘマトクリット値，血小板）
● MRI 検査
●超音波検査
●血流の検査などの測定を行った。

1-6．SOD 様活性の測定
　被験者から 1 mL の血液を採取し，血液凝固防止
のためにヘパリン処理（100 単位 /mL）した後遠心
分離し，得られた血清をサンプルとして用い，SOD

（superoxide dismtase）様活性度を求めた。
　SOD 様活性の測定には，和光純薬工業株式会社
製 SOD Activity Detection Kit を 用 い て，NBT 還 元
法による血清中の SOD 様活性度の測定を行った。
NBT 還元法は，O2

- ラジカルの検出剤として，NO2

−TB（ニトロブルーテトラゾリウム）を用い，O2
-

ラジカルの生成反応（キサンチンとキサンチンオキ
シダーゼ）と SOD による不均化反応とを共役させ，
O2

- ラジカルによる還元呈色が低下した程度を阻害
率として SOD 様活性度を求める方法であり，抗酸
化活性を定量的に測定したことができる。Fig.1 に
SOD 様活性測定原理のモデルを示す。

　キサンチン（発色試液（XA））にキサンチンオキ
シダーゼ（酵素液（XOD））が作用したと O2

-・が
生成した（1）。生成した O2

-・は共存した NO2−TB（発
色試液）を還元し，ジホルマザンを生成した（2）が，
反応液中にスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）
が存在したと，O2

-・の一部は H2O2 と O2 に不均一
化され（3），ジホルマザンの形成が減少する。
　したがって，O2

-・と NO2−TB との反応に基づく
ジホルマザン形成の減少の程度を，阻害率として求
めることにより，試料中の SOD 活性値を求める。
　測定法は，被験者の静脈採血により，テルモ社製
シリンジ（針 :23G）を用いて，全血の採血を行い
血液凝固防止のためにヘパリン処理（5 単位 /mL）
し た 後， 遠 心 分 離（1000rpm，10min（2 ～ 4 ℃））
にかけ得られた血清を用いる。この血清をサンプル
として，検体（S），盲検（Bl），検体盲検（S-Bl），
試薬盲検（Bl-Bl）をたて，96 穴マイクロプレート
に各サンプルを 10μL/well ずつ分注を行った。その
際の分注は，検体（S）と検体盲検（S-Bl）には血
清を，盲検（Bl）と試薬盲検（Bl-Bl）には蒸留水
とした。各サンプルの分注後，発色試薬を 100μL/

well ずつ分注し，1 分間攪拌を行い，その後，検体（S）
と盲検（Bl）には酵素溶液，検体盲検（S-Bl）と試
薬盲検（Bl-Bl）に㈱オーゾラのセリサイト（Tellus 

Gizer）ランク液を 100μL/well ずつ分注し，再び 1

分間の攪拌後，37℃で 28 分間正確にインキュベー
とした。インキュベート後，各サンプルに反応停止
液を 20μL/well ずつ分注し，5 分間の攪拌後，東洋
曹達株式会社製マイクロプレートリーダー MPRA4

を用いて波長 560nm にて吸光度を測定した。測定
より得られた吸光度から（1）式により SOD 様活性
度を求める。

　ES: 検体の吸光度　 EBl: 盲検の吸光度　ES-Bl: 検体
盲検の吸光度　EBl-Bl: 試薬盲検の吸光度

Fig.1　SOD 様活性測定原理のモデル
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1-7．ケミルミネッセンス法による抗酸
化測定（AAPH 法）
　2, 2- アゾビス（2- アミジノプロパン）
二塩酸塩（AAPH）の加温発生ラジカル
とアルカリ条件下のルミノール発光を
組み合わせた系を用い測定した。Fig.2
に血清によるケミルミネッセンス抑制
機構のモデルを示す。
　AAPH 試薬は 37℃でペルオキシラジカ
ル（AOO・）を発生した。ペルラオキシ
ラジカルとルミノール由来のセミキノン
ラジカルが反応したことにより化学発光したが，こ
のときラジカルスカベンジ能力を有した血清が存在
したと，セミキノンラジカルと反応したペルオキシ
ラジカル量が減少したため化学発光が減少した。
　実験試薬は以下のものを用いる。

試薬の調製方法は以下の手順で行った。
1．0.1M Na2HPO4 溶液
　 Na2HPO 47.098g を Distilled Water（蒸留水）に溶
かし，500mL にメスアップした。
2．0.1M NaH2PO4 溶液
　 NaH2PO 45.999g を D.W. に溶かし，500mL にメ
スアップした。
3．0.1M リン酸緩衝液（pH7.0）
　 0.1M Na2HPO4 溶液
　 305mL + 0.1M NaH2PO4 溶液 195mL とした。
4．AAPH 試薬
　 2,2-azobis（2-amidinopropane）dihydrochloride

（AAPH）（和光純薬）5.4238g を 0.1M リン酸緩衝液
に溶解させ 500mL にメスアップした。
5．0.05M ホウ酸緩衝液（pH9.3）
　 ホウ酸 1.54575g を 400mL の D.W. に溶かし，1M 

NaOH で pH9.3 に合わせた後 500mL までメスアッ
プした。

6．1M NaOH

　 20g の NaOH を D.W. に溶かし 500mL にメスアッ
プした。
7．ルミノール試薬
　 50.438mg の Cytochrome C チトクローム C（和光
純薬）と 9.744mg の Luminol ルミノール（和光純薬）
を 0.05M ホウ酸緩衝液（pH9.3）：メタノール =1:3

の割合の溶液に溶かして 500mL にメスアップした。
　測定試料は静脈採血に得られた血液を遠心分離

（1000rpm，10min（2 ～ 4℃））し上澄み（血清）を
用いる。血清をラウンドチューブに 100μL 採り
900μL の 0.1M リン酸緩衝液を添加混合し，10 倍希
釈した。この溶液をラウンドチューブに 100μL 採
り 900μL の 0.1M リン酸緩衝液を添加混合しさらに
10 倍希釈し 100 倍希釈した。
　100 倍希釈した血清をラウンドチューブに 200μL

採り同量の AAPH 試薬を添加混合した。測定試料
は一匹につき 2 本作り，その平均を用いる。ブラン
ク液は 0.1M リン酸緩衝液 200μL+AAPH200μL とし
た。測定は測定試料をアロカ社製 BLR-201 ルミネッ
センスリーダーに入れ 2 分間 37℃で加温し，ルミ
ノール試液を入れ，20 秒反応させた後，発光量を
測定し，blank（全発光量）よりそれぞれの試料の
発行量を引き抗酸化活性度を求める。

1-8．免疫実験の測定
　採血を行ない，自動血球測定器を用い，白血球数，
リンパ球数の測定を行った。
フローサイトメーターによる癌幹細胞比率の分析
　回収した細胞を 2×105 ずつ分注し，抗 CD44 抗
体（PE 標識マウス抗ヒトイムノグロブリン抗
体 ,Becton Dickinson）20μL, 抗 CD24 抗 体（FITC 

MW
（分子量）

2,2-azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH) 271.19

Na2HPO4 141.96
NaH2PO4 119.98
Boric Acid（ホウ酸） 61.83
Luminol（ルミノール）2 ～ 10℃で遮光保存 177.16

各 500mLAAPH
Luminol

Fig.2　血清によるケミルミネッセンス抑制機構のモデル



886   New Food Industry (New Food Indust.) 2020  Vol.62  No.12

セリサイト (Tellus Gizer)における免疫作用，抗糖尿病とダイエット効果に関する臨床研究

標識マウス抗ヒトイムノグロブリン抗体 , Becton 

Dickinson）20μL, 抗 EpCAM 抗 体（PerCP-Cy5.5

標識マウス抗ヒトイムノグロブリン抗体 ,Becton 

Dickinson）4μL を順次反応させ，FACS Caliber を
用いてフローサイトメトリーを施行した。その後，
CellQuest Pro を用いて分析した。CD24-/low/CD44+/ 

EpCAM+ を CSC と同定した。

1-9．その他
　被験者の㈱オーゾラのセリサイト（Tellus Gizer）
を使用した前と，使用後 2 週間毎に尿も採取し，3

か月まで行った。各グループのデータを比較検討し，
統計学的有意差を算出した。

1-10．アンケート調査
　吹き出物等の肌に対した影響について，被験者の
主観的症状への影響を調査した。

1-11．統計解析
　結果はすべて平均値 ± 標準誤差で示す。有意差
検定はクロスオーバーの単回実施試験では対応の
ある DUNETT 検定，連続実施試験では対応のない
DUNET,T 検定にて行い，両側検定で 5% 以下を有
意水準とした。

2．研究結果
2-1．生理学的検査
2-1-1．体重の変化
　体重の測定結果を Fig. 3 に示す。セリサイトマッ
ト使用実施前 0 週目の平均体重と比較して，セリサ
イトマット使用実施後 4 週目，セリサイトマット使
用実施後 8 週目，セリサイトマット使用実施後 12

週目の平均体重の減少が認められた（p < 0.05）。
2-1-2．体脂肪率の変化
　体脂肪率の測定結果を Fig.4 に示す。セリサイト
マット使用実施 0 週目の体脂肪率と比較して，セリ
サイトマット使用実施後 4 週目の体脂肪率，セリサ
イトマット使用実施後 8 週目の体脂肪率，セリサイ
トマット使用実施後 12 週目までの体脂肪率の減少
が認められた（p < 0.05）。
2-1-3．BMI の測定結果
　BMI の測定結果を Fig.5 に示す。セリサイトマッ
ト使用実施 0 週目の BMI と比較して，4 週目から，

8週目，12週目のBMI の減少が認められた（p < 0.05）。
2-1-3．BMI の測定結果
　BMI の測定結果を Fig.6 に示す。セリサイトマッ
ト使用実施 0 週目の腹部 MRI（内臓脂肪の経時的
変化）と比較して，4 週目から，8 週目，12 週目の

Fig.3　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な平
均体重の変化　The result represents the mean value ± 
S.E. Asterisks indicate groups significantly different from 
control at p < 0.05（*）

Fig. 4　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な体
脂肪率の変化　The result represents the mean value ± 
S.E. Asterisks indicate groups significantly different from 
control at p < 0.05（*）

Fig.5　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な
BMI の 変 化　The result represents the mean value ± 
S.E. Asterisks indicate groups significantly different from 
control at p < 0.05（*）
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腹部 MRI（内臓脂肪の経時的変化）の減少が認め
られた。
2-1-3．BMI の測定結果
　BMI の測定結果を Fig.7 に示す。セリサイトマッ
ト使用実施 0 週目の腹部超音波（内臓脂肪の経時的
変化）と比較して，4 週目から，8 週目，12 週目の
腹部超音波（内臓脂肪の経時的変化）の減少が認め
られた。

2-2．臨床検査
2-2-1．総コレステロールの測定値
　総コレステロールの測定値を Fig. 8 に示す。総コ
レステロールは 0 週と比較すると 4 週，8 週，12 週
までと経時的に減少が認められた（p < 0.05）。
2-2-2．HDL- コレステロールの測定値
　HDL- コレステロールの測定値を Fig.9 に示す。

HDL- コレステロールは 0 週と比較すると 4 週から
12 週まで増加が認められた（p < 0.05）。
2-2-3．LDL- コレステロールの測定値
　LDL- コレステロールの測定値を Fig.10 に示す。
LDL- コレステロールは 0 週と比較すると 4 週，8 週，
特に 12 週に減少が認められた（p < 0.05）。
2-2-4．中性脂肪の測定値
　中性脂肪の測定値を Fig.11 に示す。中性脂肪は
0 週と比較すると 4 週，8 週，特に 12 週に減少が認
められた（p < 0.05）。

Fig.7　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な腹
部超音波（内臓脂肪の経時的変化）の変化

腹部超音波（内臓脂肪の経時的変化）

Before

After 8 weeks After 12 weeks

After 4 weeks

Fig.8　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な総
コレステロールの測定値の変化　The result represents 
the mean value ± S.E. Asterisks indicate groups 
significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.9　 セ リ サ イ ト（Tellus Gizer） 実 施 後 の 経 時 的
な HDL- コレステロールの測定値の変化　The result 
represents the mean value ± S.E. Asterisks indicate 
groups significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.6　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な腹
部 MRI（内臓脂肪の経時的変化）の変化

腹部 MRI（内臓脂肪の経時的変化）

Before

After 8 weeks After 12 weeks

After 4 weeks
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2-2-5．血糖値の測定値
　血糖値の測定値を Fig.12 に示す。血糖値は 0 週
と比較すると 4 週，8 週，12 週に減少が認められた

（p < 0.05）。
2-2-6．Hb-A1C の測定値
　Hb-A1C の測定値を Fig.13 に示す。Hb-A1C は 0

週と比較すると 8 週，12 週に減少が認められた（p 

< 0.05）。
2-2-7．AST（GOT）の測定値
　AST（GOT）の測定値を Fig.14 に示す。AST（GOT）
は 0 週と比較すると 4 週，8 週と 12 週（22±2 IU/L）
に減少が認められた（p < 0.05）。

Fig.10　 セ リ サ イ ト（Tellus Gizer） 実 施 後 の 経 時 的
な LDL- コ レ ス テ ロ ー ル の 測 定 値 の 変 化　The result 
represents the mean value ± S.E. Asterisks indicate 
groups significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.11　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な中
性脂肪の測定値の変化　The result represents the mean 
value ± S.E. Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p < 0.05（*）

Fig.12　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な血
糖値の測定値の変化　The result represents the mean 
value ± S.E. Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p< 0.05（*）

Fig.13　 セ リ サ イ ト（Tellus Gizer） 実 施 後 の 経 時 的
な Hb-A1C の測定値の変化　The result represents the 
mean value ± S.E. Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p < 0.05（*）

Fig.14　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な
AST（GOT）の測定値の変化　The result represents the 
mean value ± S.E. Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p < 0.05（*）
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2-2-8．ALT（GPT）の測定値
　ALT（GPT）の測定値を Fig.15 に示す。ALT（GPT）
は 0 週と比較すると 4 週，特に 8 週（27±2 IU/L）
と 12 週（25±2 IU/L）に減少が認められた（p < 0.05）。
2-3．脂肪抽出の結果
　Table1 に，それぞれの部位における脂肪増減比の
平均値を示す。皮下脂肪，内臓脂肪，脂肪全体において，
脂肪の減少傾向は見られなかった。しかし，個人の
データをそれぞれ比較すると，脂肪の減少と増加し
ている数は半々なので個体差が大きいと考えられる

2-4．抗酸化作用
2-4-1．SOD 様活性度 

　縦軸に測定した SOD 活性度（%）をとり，セリ
サイト（Tellus Gizer）使用後の 0 週目，4 週目，8

週目，12 週目群の血清におけるラジカルに対する

抗酸化作用の結果を Fig. 16 に示した。
　0 週 目 の 発 光 強 度 と 比 較 し て，4 週 目，8 週
目，12 週目ともに SOD 活性度の増加が顕著（p 

< 0.01）な増加であった。このことから，4 週目，
8 週目，12 週目に対する抗酸化作用認められ，
特に長期使用に対する抗酸化作用があることが
示唆された。
2-4-2．ルミノール測定
　縦軸に測定した発光強度をとり，セリサイト

（Tellus Gizer）使用後の 0 週目，4 週目，8 週目，
12 週目の血清におけるペルオキシラジカルに対す
るスカベンジング作用の結果を Fig.17 に示した。0

週目の発光強度 Kcounts と比較して，4 週目，8 週
目，12 週目ともに有意（p < 0.05）な発光抑制が見
られた。このことから，セリサイト（Tellus Gizer）
使用グループにペルオキシラジカルスカベンジン
グ作用が期待でき，さらに，相乗効果があること
が示唆された。

計測部位
測定時期

0W 4W 8W 12W

皮下脂肪
Ave. 1 0.98 0.95 0.89
S.E 0.05 0.07 0.05 0.08

内臓脂肪
Ave. 1 0.95 0.89 0.87
S.E 0.06 0.07 0.05 0.05

脂肪全体
Ave. 1 0.93 0.84 0.76
S.E 0.05 0.14 0.1 0.13

Table1.　0W-12W における皮下脂肪、内臓脂肪およ
び全体脂肪の MRI 画像による脂肪抽出解析

Fig.16　Effect of sericite on blood levels on SOD activity
（inhibition rate, %）in human serum.DW, new sericite were 
treatment for 12weeks. The results represent the mean 
± S.E.（n=10）． Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p < 0.05（*）and control.

Fig.17　Effect of sericite on blood levels of anti-
oxidation activity in human serum. DW, sericite were 
treatment for 12weeks. The results represent the mean 
± S.E.（n=10）. Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p < 0.05（*）

Fig.15　セリサイト（Tellus Gizer）実施後の経時的な
ALT（GPT）の測定値の変化　The result represents the 
mean value ± S.E. Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p < 0.05（*）
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2-5．体内デトックス効果　血中の尿素，乳酸，ア
ンモニア濃度の結果
2-5-1．血中の尿素濃度
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後の血中の尿素濃
度は，0 週目，4 週目，8 週目，12 週目の血清にお
ける尿素濃度の結果を Fig. 18 に示した。
0 週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目では，
有意な低下が認められた（p < 0.05）。
2-5-2．血中の乳酸濃度
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後の血中の乳酸濃
度は，0 週目，4 週目，8 週目，12 週目の血清にお
ける乳酸濃度の結果を Fig.19 に示した。
　0 週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目と有
意な低下が認められた（p < 0.05）。

2-6．尿による金属元素（鉛，カドミウム）の検査
の結果
2-6-1．尿中鉛の濃度（mEq/L）
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後の尿中鉛の濃度
は，0 週目，4 週目，8 週目，12 週目の尿中鉛の濃
度の結果を Fig.20 に示した。
0 週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目まで経
過時間的に有意な増加が認められた（p < 0.05）。
2-6-2．尿による Cd の濃度
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後の尿中 Cd の濃
度は，0 週目，4 週目，8 週目，12 週目の尿中 Cd

の濃度の結果を Fig.21 に示した。
0 週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目まで有
意な増加が認められた（p < 0.05）。

Fig.18　セリサイト（Tellus Gizer）使用グループに対
する血中尿素の量（mg/dL）　Asterisks indicate groups 
significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.19　セリサイト（Tellus Gizer）使用グループに対
する血中乳酸の量（mg/dL）　Asterisks indicate groups 
significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.20　セリサイト（Tellus Gizer）使用グループに対
する尿中鉛の濃度（mEq/L）　Asterisks indicate groups 
significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.21　セリサイト（Tellus Gizer）使用グループに対す
る尿中 Cd の濃度（mEq/L）　Asterisks indicate groups 
significantly different from control at p < 0.05（*）
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2-7．免疫実験の結果
2-7-1．白血球数
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後の白血球数につ
いて，0 週目，4 週目，8 週目，12 週目の抹消血液
中の白血球数の結果を Fig.22 に示した。
0 週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目まで経
過時間的に有意な増加が認められた（p < 0.05）。
2-7-2．リンパ球数
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後のリンパ球数に
ついて，0 週目，4 週目，8 週目，12 週目の抹消血
液中のリンパ球数の結果を Fig.23 に示した。
　0 週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目まで
経過時間的に有意な増加が認められた（p < 0.05）。
 2-7-3．リンパ球サブセットによる CD44+ の活性
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後のリンパ球サブ
セットによるCD44+の活性について，0週目，4週目，

8 週目，12 週目の抹消血液中のリンパ球サブセット
による CD44+ の活性の結果を Fig.24 に示した。0

週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目まで経過
時間的に有意な増加が認められた（p < 0.05）。

2-8．血管年齢の変化の結果
　セリサイト（Tellus Gizer）使用後の血管年齢の変
化について，0 週目，4 週目，8 週目，12 週目の血
管年齢の変化の結果を Fig.25 に示した。
0 週目と比較して，4 週目，8 週目，12 週目まで経
過時間的に有意な低下が認められた（p < 0.05）。

 3．考察
3-1．生理学的検査
　体脂肪測定において，本試験ではインピーダンス
法を使用した体脂肪体重計を用いた。インピーダン

Fig.22　 セ リ サ イ ト（Tellus Gizer） 使 用 グ ル ー プ に
対 す る 白 血 球 数 の 変 化　Asterisks indicate groups 
significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.25. セリサイト（Tellus Gizer）使用グループに対す
る経時的な血管年齢の変化　The result represents the 
mean value ± S.E. Asterisks indicate groups significantly 
different from control at p < 0.05（*） 

Fig.23　 セ リ サ イ ト（Tellus Gizer） 使 用 グ ル ー プ に
対 す る リ ン パ 球 数 の 変 化　Asterisks indicate groups 
significantly different from control at p < 0.05（*）

Fig.24　 セ リ サ イ ト（Tellus Gizer） 使 用 グ ル ー プ に
対 す る リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト に よ る CD44+ の 活 性 化　
Asterisks indicate groups significantly different from 
control at p < 0.05（*）
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ス法とは体脂肪が水分を含まず電気を通しにくいと
いう性質を利用し，感じない程度の微弱な電流を体
に流すことで電気抵抗値を測って算定する方法であ
り，今回は電極を分離して足を広げることで測定姿
勢が安定し，内股や膝が接触せず誤差が生じるの
を防いだ。体脂肪の評価としては，男性は 10-20%，
女性は 20-30% が標準値である。
測定結果より，0 週目に比べ，4 週目から 12 週目
と標準値内での減少傾向が認められた。また，体
重，BMI に経時的な減少傾向が認められたことか
ら，内臓脂肪の燃焼により体脂肪率が減少したとこ
とが示唆された。体脂肪には重金属類（鉛，カドミ
ウムなど）が沈着しやすく，単に汗をかくだけでは
その付着した重金属類も流れ出ることはなかなか難
しく，脂肪そのものも減少しにくくなっている。よっ
て，セリサイト（Tellus Gizer）により新陳代謝力が
上昇し，恩熱効果による体内の老廃物を分解・排出
を促進し解毒作用が働いたと考えられる。
　
3-2．臨床検査
　総コレステロールの基準値，LDL- コレステロー
ル値は，0 週目に比べて 4 週目，8 週目，12 週目に
有意な低下が認められた特に 12 週目において最も
低下が認められ，効果が認められた。HDL- コレス
テロール値は，0 週目に比べて 8 週目と 12 週目に
有意な増加が認められた。コレステロールは細胞膜
あるいは細胞内の構造物の重要な構成因子のひとつ
であり，胆汁酸生成などに関する重要な生体内物質
である 8）。近年，血漿中のコレステロール濃度が上
昇する高コレステロール血症が増加しており，動脈
硬化，脳動脈硬化，心筋梗塞，脳血栓との関連で，
特に強い関心が払われている。血液中のグルコース
は肝細胞内で様々な過程を経てアセチル CoA を生
成し，さらにアセチル CoA はオキザロ酢酸と縮合
してクエン酸を生成し，クエン酸サイクルで分解さ
れる。このときクエン酸サイクルが機能しないと，
蓄積したアセチル CoA はメバロン酸を経由してコ
レステロールを生合成する 1）。LDL（低比重リポた
んぱく）は血液中に増加すると沈殿して動脈硬化を
引き起こす原因となり，一方 HDL（低比重リポた
んぱく）はそれを除去する抗動脈硬化作用がある。
したがって HDL が低いと動脈硬化が進展しやすく，
高いと起こりにくいとされている 2）。そこで，セリ

サイト（Tellus Gizer）の各種コレステロール値への
影響について検討した。測定結果より，0 週と比較
して，4 週 -12 週までは LDL- コレステロールの減
少が認められ，総コレステロール濃度の減少が示さ
れた。よって，セリサイト（Tellus Gizer）の熱刺激
により血流が改善され，コレステロール値が減少し
たと考えられる。
　中性脂肪の基準値は 35-149 mg/dL である（メ
ディック（株）検査基準値より）。中性脂肪はグルコー
スとともに，人体のエネルギー源として全身の脂肪
組織に貯蓄されており，内臓脂肪型肥満や動脈硬化，
脂肪肝等の原因にもなり得る 3-8）。測定結果より，0

週と比較して 4 週 -12 週まで中性脂肪値が減少した
ことから，熱刺激による血流の改善により脂肪の分
解能が上昇したと考えられる。

3-3．MRI&US の臨床検査
　脂肪細胞には，白色脂肪細胞と褐色脂肪細胞があ
り，白色脂肪細胞は，脂肪を貯める｡ この白色脂肪
細胞増やす遺伝子の一部が変異し，摂取したエネル
ギーの吸収（蓄積）効率を上げたり，消費するエネ
ルギーを減らしたりするはたらきをもつようになっ
たもののことである 9-12）｡ いくつかの倹約遺伝子が
知られているが，代表的なものに ｢β3 アドレナリ
ン受容体遺伝子｣ というものがある 13）｡ β3 アドレ
ナリン受容体は，白色脂肪細胞と褐色脂肪細胞の両
方にそなわっている｡ 交感神経の末端から分泌され
る ｢ノルアドレナリン｣ というホルモンを受けとる
ための受容体である 14）｡  β3 アドレナリン受容体に
ノルアドレナリンが結合すると，白色脂肪細胞で
は，中性脂肪が分解されて遊離脂肪酸となり，血管
を通じて褐色脂肪細胞へと移動する｡ 一方，褐色脂
肪細胞では，遊離月旨肪酸を燃料として熱を発生し，
体外 - と放出する｡ 従って，このようなセリサイト

（Tellus Gizer）の温熱効果の効果により，新陳代謝
のメカニズムにより，本研究の脂肪減少効果かが明
らかにされたと考えられる 15）。

3-4．抗酸化作用
　肥満特徴は，食事と運動不足に伴い有病率が増加
することであり，新陳代謝が密接に関連することは
広く知られている 16）。酸素を利用しエネルギーを
得る生体内では，常に活性酸素種（reactive oxygen 
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species; ROS）が産生されている。ROS はその高い
反応性からタンパク質，脂質，DNA などの機能分
子を修飾することで，細胞機能の障害を引き起こす。
細胞は ROS に対する防御機構を備えているが，細
胞の内外で過剰に産生される ROS を十分に処理で
きないときに OS が生じる。AD を含めた神経変性
疾患の発症に ROS の関与が指摘されている 17）。ま
た，生体の OS 防御に関わる物質は，SOD，グルタ
チオン・ペルオキシダーゼなどのフリーラジカル発
生防止型抗酸化物質，ビタミン C，ビタミン E，フ
ラボノイドなどのフリーラジカル補足型抗酸化物
質，およびリパーゼ，プロテアーゼなどの酸化傷害
修復酵素に分けられる 18）。
　セリサイト（Tellus Gizer）は，温熱効果の抗酸化
物質により，ペルオキシラジカルを消去し，アゾ化
合物による LDL の酸化を抑制し，これらの活性酸
素種に対する消去作用の主な成分は SOD 活性であ
ることが報告されている 19）。
　本研究では，O2·- 分解酵素である SOD 様の活
性度および AAPH 由来のペルオキシラジカルの消
去能を抗酸化作用の指標としセリサイト（Tellus 

Gizer）の温熱効果の抗酸化作用に対する影響を検
討した。
　セリサイト（Tellus Gizer）の温熱効果において
SOD 様の活性は認められた。また，AAPH 由来の
ルミノール発光強度が顕著に抑制されたことから，
セリサイト（Tellus Gizer）の温熱効果による血流
上昇と新陳代謝による SH 基や SOD 様活性により，
ペルオキシラジカルをスカベンジングし，生体内
の OS を減弱させることが推察された。また，セ
リサイト（Tellus Gizer）の温熱効果におけるラジ
カルスカベンジング能が大きかったことから抗酸
化作用が期待できる。従って，セリサイト（Tellus 

Gizer）は，抗酸化作用より，体内の汚れを除去す
ると考えられる。

3-5．セリサイト（Tellus Gizer）の温熱効果によ
るデトックス効果
　本研究では，肥満社会に向かって，セリサイト

（Tellus Gizer）の温熱効果のデトックス効果につい
て検討を行った。本研究では，温熱による決了の増
加によるデトックス効果が考えられる 20）。
　血液より，尿素，乳酸などを液体クロマトグラフィ

で検査した結果と尿による金属元素の検査による
鉛，カドミウム等を液体クロマトグラフィで検査し
たから，セリサイト（Tellus Gizer）使用後の血中の
尿素濃度は，0 週目に比べ，4 週目，8 週目，12 週
目でも，有意なデトックス効果が認められた。その
中でも特に 12 週目では，最も効果が著しく，効果
が認められた。
尿によるセリサイト（Tellus Gizer）使用後の尿中重
金属の濃度は，0 週目に比べて 4 週目，8 週目，12

週目に有意な低下が認められた特に 12 週目におい
て最も低下が認められ，効果が認められた。
　セリサイト（Tellus Gizer）の温熱効果は，体内の
SH 基の増加と SOD の活性により，酸化防止とし
て酸化反応に触媒作用を呈する重金属を不活性化す
るキレート剤の可能性もあり，解毒としても期待さ
れる。解毒作用により体内の活性酸素を排出する働
きを有することが明らかとなり，体内消臭効果も期
待される 21-26）。本研究では，セリサイト（Tellus 

Gizer）の温熱効果の継続使用によって抗酸化作用
や新陳代謝の旺盛により，体内老廃物（尿素，乳酸
など）排泄によるデトックス効果が期待される。
　血流量については，セリサイトマット使用実施前
と比較して，実施後 4-12 週目の血流量の増加が認
められた。セリサイト（Tellus Gizer）の温熱効果に
より，血流量の増加で新陳代謝の促進も期待できる。

4．結論
　本研究では，体重，BMI に経時的な減少傾向が
認められたことから，内臓脂肪の燃焼により体脂肪
率が減少したとことが示唆された。体脂肪には重金
属類（鉛，カドミウムなど）が沈着しやすく，単に
汗をかくだけではその付着した重金属類も流れ出る
ことはなかなか難しく，脂肪そのものも減少しにく
くなっている。よって，セリサイト（Tellus Gizer）
により新陳代謝力が上昇し，恩熱効果による体内の
老廃物を分解・排出を促進し解毒作用が働いたと考
えられる。 

　セリサイトの温熱効果は，体内の SH 基の増加と
SOD の活性により，酸化防止として酸化反応に触
媒作用を呈する重金属を不活性化するキレート剤の
可能性もあり，デトックス効果があった。血流上昇
と抗酸化作用により，ダイエット効果および温熱効
果により新陳代謝が期待される。
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イントロダクション
　新しい製品の開発とマーケット展開は，今日の
激しい競争ビジネスの環境の中で不可欠，必須
で，企業ビジネス戦略の一部であり，そして広く
リスクを伴うロードとして認識されている。グル
テンフリー穀物製品を必要とする消費者が，小麦，
ライ麦，大麦をベースとする食品のグルテンから
くるセリアック病および他アレルギー反応を示す
人々の増加と共に次第に増えている。グルテンフ
リー穀物製品は，グローバルな健康と健全なマー
ケット内でマーケット成長のチャンスを示し，食
品産業業者にとり消費者リードによる高級な価値
感レベルの新製品を発展させ，最終的には消費者
の受け入れられるものとなる。
　この章では，グルテンフリー穀物製品のマーケッ
トを調べ，この食品がうまく展開するマーケット
に関し，戦略的重要点のいつかにハイライトをあ
てる。イントロダクションに続き，グルテンフリー
マーケット全体像を眺め，その新たに現れた傾向
について議論する。健康と健全マーケットに対す
る鍵となる戦略的重要点を概略し，グルテンフリー
穀物製品に応用して，成長する製造業者とグルテ
ンフリー穀物製品の消費者誘導マーケットの枠を
ガイドする。

グルテンフリーマーケットの全体像
　グルテンフリー穀物製品のマーケットは，セリ
アック病の診察レベルの上昇に反応して消費者の要
望の増加と，さらにまた特別の消費者が彼らの食
事から意識的にグルテン除去という選択をすると
いうことから非常に大きく増えることが期待され
る。さらに診察レベルが上がるように準備され，米
国では診察の最も遅れている病気と考えられてい
る（Palmer , 2004）。グルテンフリー食品製品のマー
ケットは，セリアック病を持つ人々，彼らの食事か
らグルテンを除去したい人々のニーズを満足させる
ために成長していることと，さらに重要な事は，そ
こにとどまっているマーケットであることだ。
　グルテンフリー穀物製品の米国におけるマーケッ
トは 2006 年 700 million US ドルであり，年に 25%

成長し，2010 年までには 1.7 billion US ドルに達す
る（Gourmet Retailer, 2006）。2006 年 UK グ ル テ ン
フリーマーケットは 225 million ユーロと計算され
た（Food Production Daily, 2006）。Gourmet Retailer

（2006）によると，殆どのグルテンフリー穀物製品
はこれまでの伝統的穀物ベース食品に変わり，そこ
には大麦食品，パスターや，例えば米やトウモロコ
シのような穀物，粉が入る。グルテンフリーマー
ケットの発展に結びつく困難な点は，その分野の厳

Key Words: グルテンフリー穀物製品，マーケット

　本論文「新解説 グルテンフリー穀物製品のマーケットについて（１）」は “Gluten-Free Cereal Products and 
Beverages” (Edited by E. K. Arendt and F. D. Bello) 2008 by Academic Press (ELSEVIER) の第 17 章 The marketing
of gluten-free cereal products by J.Bogue and D.Sorenson の一部を翻訳紹介するものである。
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しい加工上の要求によるもの，またその認められ
るマーケットのサイズの点である（Mark 2006）。し
かしながら Food Production Daily（2006）によると，
UK で 2000-2002 の間 37.1% グルテンフリー穀物製
品の成長がマーケットにあった。ヨーロッパ，米国
で 300 人中 1 人がグルテン不耐性であり，ドイツで
はもっと高くて（200 人中 1 人），UK では（100 人
中 1 人）であると計算される（Food Navigator USA, 

2006a）。マーケットが飽和している場合，食品不耐
性区分をターゲットにする食品会社にとりマーケッ
トチャンスが有り，ライバル会社との競走の利点を
得るチャンスがある。
　　マーケットの要求とは何か ? 消費者にとりグル
テンフリー食事を消費することが必要な時，彼らは
従来のものと同一の形，テクスチュアのグルテンフ
リー穀物製品を探す。しかしながらグルテンフリー
ベーカリー食品の殆どのマーケットにあるものは，
非常に貧弱な品質で，特に小麦による相対する物に
比べた場合はそうである（Arendt et al., 2002）。
　毎年治療受けるセリアック病の人々の数は増加
し，彼らの欲するベターな味，ベターなテクスチュ
アは，食品製造業者に対し食品マーケットの大きな
機会を提供している（Shinsato, 2006）。Coeliac UK

（2007）の記述する所によると，グルテンフリー穀
物食品のマーケットはスケールも大きくなり，顕
著に洗練されて来た。しかしながら Food Navigartor 

USA（2006b）によると，或る大きな食品企業は未
だマーケットに参入していないが，一定のグルテン
フリー穀物食品のルールが収まるまで，彼らはリ
サーチと発展のための研究を不承不承しているとい
う。Food and Drug Administration（FDA）は 2006 年
に適当なルールの提案を要求し，最終的ルールが
2008 年に出され，食品ラベルに “ グルテンフリー ”
という言葉を自発的に用いることを決めた。

グルテンフリーマーケットの傾向
　グルテンフリー食物製品のマーケットは，これか
らの数年間極めて大きく成長する事が期待されてお
り，これは会社に多くの製品の成長，それは，味よく，
てごろな新グルテンフリー穀物製品のマーケット
の機会を供給するであろう（Reeves, 2006）。Milton

（2003）によると，食品マーケットを通じ，これか
らの新しい食品の展開（NPD= 新製品開発）で鍵と

なる食品領域に含まれるものは，インスタント食品，
健康食品（food with perceived health benefits），低脂
質のオーガニック食品，範囲の拡張，ブランドの拡
張，商品の改良，新カテゴリー，高級品質食品がある。
これらの領域は消費者が認めるグルテンフリー穀物
商品開発のチャンスを製造業者に与えてくれる。さ
らにこのマーケットの機会は，薬や手術でもないセ
リアック治療法であると示すことができ，すなわち
グルテンフリー食品の消費による唯一の治療である

（Reeves, 2006）。
　グルテンフリー穀物食品の強い食品の傾向は
2006 年は明らかであり，それは多分 2010 年まで
ω-3 油脂，特別のタンパク質，プロバイオテック
ス，プレバイオテックスをふくむ他成分・栄養物質
が入り続く（Stagnito Communications 2006a）。これ
らの特別食品成分の演壇上牽引物質は，全ての食
品，飲料，サプルメントマーケットのいたるところ
で NPD の活性を期待させる。予想されるのは，グ
ルテンフリー食品，飲料のマーケットは 10 倍ほど
2010 年まで成長するが，それは新しいグルテンフ
リー食品と飲料のマーケットが成長する機会を与え
る（Food Navigator USA, 2006b）。例えば，飲料部門
で Anheuser-Busch は，モロコシビールを Red bridge 

と呼び，小麦フリーあるいはグルテンフリー食品を
求める消費者をターゲットに開発している（Nutra 

Ingredients USA, 2007）。
　グルテンフリーマーケットは，セッリアック病の
97% の人が未だ未診断で未治療であることにライ
トをあててその機会を見込むことができる（Gourmet 

etailer, 2006）。Reeves（2006）が述べているように，
もっと調査の進んでいる国々では（例えばイタリ
ア），セリアック病の人々の数値は明らかにもっと
高い。グルテンフリー食品の食品範囲は ; ドレッシ
ング，飲料，ピザ，冷凍アントレ（肉料理），ベー
キングミックスとフラワー，グルテンフリー甘いシ
ロップ，ビール，菓子製品である。Palmer（2004）
によると，消費者から要求される人気グルテンフ
リー穀物製品は ; パン製品，ピザクラスト，パスタ，
スナックフード，グルテンフリー粉，ベーキング
ミックス，ケーキ，クッキー，バーである。この製
品範囲は多分，セリアック病を持つ多忙な人々が彼
らのライフスタイルに合う食品製品を求めるほど広
くなるだろう ; そこには外食フード，ファストフー
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ド，スナックフード，レデイミール，機能性飲料を
含む。これらのライフスタイルの傾向は，“ これか
らの食品を考える人 ” に顕著な新しい食品，それは
消費者ライフスタイルの変化にあった製品を作る
機会を提供する（Reeves, 2006）。例えば Wennstrom 

and Mellentin（2003）が報告するのは，消費者は彼
らの食事関連のことを中心に考えるよりも，できる
だけ自分に適応した食事を次第に容認するように
なる。これは多忙なライフスタイルの消費者にと
り，一定の食事よりむしろフレキシブルな食事とい
う結論である。さらに利便性の傾向は，消費者にと
り作るのにシンプルで簡単な毎日の食事を求めてい
ることを意味している。グルテンフリーマーケッ
トで 1 つの大きな傾向で気になる点は，グルテン
フリー製品展示マーケットから，特別主流グルテ
ンフリー食品マーケットへ移り，毎年着実に成長
していることだ（Nutra Ingredients USA, 2004; Food 

Production Daily, 2006）。さらにグルテンフリー穀物
製品の生産は，クラフト産業に機会を与えるが，そ
れは例えばベーカリー製品販売レベル増加のための
付加価値として商品に包装紙を使うからである。こ
のマーケットチャンスは，また，工業用ベーカリー
からの量産品からの製品の差別化の手段を与える

（Food Navigator USA, 2006a）。この製品の差別化
は Anheuser-Busch のモロコシビール，Redbridge で
小麦あるいは大麦を抜いた手作りビールの発明に
みられた（Nutra Ingredients USA, 2007）。このよう
な隙間のマーケット製品は食事からグルテンを抜
きたい消費者を明らかにターゲットにしたもので
ある。このような隙間のマーケットは特異的会社
に魅力的なものであり，僅かな 2−3 の競争会社を
引きつける（Kotler, 2000）。グルテンフリー穀物製
品の新しい食品のアイデア源は，消費者，競争者，
配送者チャンネル，従業員提案，マネージメント
からである。

マーケットの重要点と新しい食品
　Wennstrom and Mellentin（2003）は健康と健全マー
ケットに入る 5 つの戦略を確認した ; 隠された栄養
的利点の効力，新カテゴリーの生成，新セグメント
の生成，カテゴリー代替え，および食品製造の改造
である。これらのマーケットへの入口戦略は，企業
目的として食品と飲料のカテゴリーにまたがってグ

ルテンフリーマーケットに参入する際，マーケット
チャンスの開発目的のため企業に使われる。これは
グルテンフリー穀物製品の進歩に革新的な成分が用
いられる場合に応用され，そこでは消費者はこれら
の成分の長所に自信を持つ必要があり，使って安全
であり，官能品質を改良し，シェルフライフを長く
するものである。その文脈中，健康と健全マーケッ
トにおいて新しい食品に対し多くの障害が消費者の
納得にはあった。消費者は新しい成分に親しみがな
いものであり，また，これらの成分の消費からのメ
リットに気がつかない。例えば，栄養的に強化され
た食品についてはこれらの食品を購入するためにあ
る危険が伴う。1 つのこの危険とは消費者が毎日の
必要栄養量の過剰摂取をするということで，有毒
化するかも知れない（Frewer et al., 2005）。同様に，
セリアック病の人々にとり，グルテンフリー穀物製
品購入にリスクがあるため，Reeves（2006）が暗示
するように，セリアック病の患者は “ 食品に用心深
くなり，時間をかけて，ゆっくりした食料品店での
買い物のあいだ，ラベルを細心に読む ” ようになる。
殆どの消費者にとり，食品の安全性が優先され，消
費者にとりその食品が安全で栄養的であることを期
待させる（Frewer et al., 2005）。しかし，セリアッ
ク病の人々にとり，食品と結びつく危険認識があり，
彼らの健康に悪い影響を与えるグルテンが僅かにで
も含んでいるかどうかである。
　健康・健全のマーケットに非常に注目される失敗
があった一方，戦略的マーケットの教訓がそのマー
ケットプレースでうまく進んだ製品から学ばれた。
Wennstrom and Mellentin（2003）は特別な健康・健
全食品の戦略的な成功を研究し，次のように結論し
た。このマーケット中で成功した製品のデザインと
ポジショニングは 4 つの鍵になる成功のファクター
と関係した ; その製品を必要とする消費者 ; その成
分を受け入れる消費者 ; その成分の価値を理解する
消費者 ; さらにそのブランドを信頼する消費者であ
ると。グルテンフリー穀物製品と関連して，4 つの
成功のファクターは，グルテンフリー穀物製品の
ターゲットマーケットにも応用する事ができる。こ
のターゲットマーケットには，セリアック病の患者
とセリアック病ではないがグルテンフリー穀物製
品をほしい人々の両方を含む。もし Wennstrom and 

Mellentin（2003）の 4 つの成功ファクターがグルテ
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ンフリーマーケットに応用されるならば，消費者は
まず十分に研究された食品あるいは飲料を望まねば
ならず，そしてそれが彼らのライフスタイルにぴっ
たり合致したものでなければならぬ。さらに，それ
らは受け入れられ，グルテンに変わる成分はセリ
アック病の人々にとり耐性であるか，あるいは耐え
る事はできないものかという観点で理解されねばな
らない。
　最終的には，彼らはそのブランドを信用せねばな
らず，そのブランドは製品の品質と安全性の観点か
ら配達される。Wennstrom and Mellentin（2003）の
4 つの成功ファクターは，グルテンフリー食品がう
まく成長するためのマーケット戦略のガイドに重要
な役割を演じることができる。

グルテンフリーターゲットのマーケット
　Heasman and Mellentin（2001）は，新規の革新的
な健康・健全製品をターゲットとする消費者グルー
プの鑑別において，食品と飲料製造業者が遭遇す
る困難な場面を再考する。全体的には，健康・健
全マーケットで新しい食品の成功の鍵になるファ
クターは，以下のように要約される ; 消費者受け入
れ問題の克服 ; 効能の証明 ; 健康宣言する健康・健
全製品プロモーションの立法上の問題 ; 製品促進
と消費者教育 ; それと重要な点は，鍵となるター
ゲットマーケットの同定と選択である（Hilliam and 

Young, 2000; Heasman and Mellentin, 2001; Bistrom 

and Nordstrom, 2002）。新しいマーケットに入る企
業は，区切り，区切りのターゲット，さらにその
マーケット中の製品の位置について確認せねばなら
ない。マーケット区分はマネージメントの道具であ
り，全マーケットを特別のマーケットプログラムに
よって決まる消費者グループに分ける（Hisrich and 

Peters,1991）。これは会社が，特別だが類似の製品
に関する要望，必要，性質で，消費者グループを分
けることを指す（Meulenberg and Viaene, 2005）。あ
るマーケット区分とは，「ある与えられたマーケッ
トミックスに面した時，期待した反応が類似する消
費者グループ。ある区分は製品あるいは購入した
サービスにユニークな一連の価値を求める」と定義
する（Bradley, 1995）。そこで鍵となるグルテンフ
リー食品関与の戦略的決定は，まずマーケットプ
レースでターゲットになるこれらの製品のための適

当なマーケット区分の同定である。グルテンフリー
マーケット中の適当な区分の同定は，消費者が製品
に求め，あるいはそこから受けとる価値に基づき消
費者をグループ化する行動的分節化プロセスを通じ
て前にすすめられる（Kotler, 2000）。グルテンフリー
マーケットの場合，消費者は彼らが購入する製品か
ら受け取る非常に特異的な価値を求め，例えばその
製品とはグルテンフリーであり，購入者に品質と安
全性を与える物である。
　グルテンフリーマーケット区分を含む消費者のい
ろいろなグリープがあり，例えばこれらの消費者は
食品への不耐性の人々でありまた彼らの食事からグ
ルテンを除去したいと思っている人々である。Food 

Navigator USA（2006b）によると，グルテンフリー
食品は単にセリアック病の人々で消費されるだけで
はなく，その家族メンバーで同じ製品の異なった
バージョンを買うのをいやだと思う人々も消費す
る。さらにセリアック病が遺伝すると知られている
ので，ファミリーのメンバーはグルテンフリー穀物
製品を予防理由で消費するのであろうが，それはセ
リアック病がよく診断不足でしばしば患者にとり曖
昧であるためである。さらに，Mark（2006）によ
るとグルテンフリー穀物製品は他の医学治療にも価
値があり，例えば自閉症，注意血管障害（ADD），
他の小麦，卵，大豆，ミルクアレルギーの消費者で
ある。そこで，もしファミリーの他のメンバーがグ
ルテンフリー穀物製品を消費するならば，食品製造
業者は製品の本質的な面，味，テクスチュア，見て
くれの面に関心を持たねばならない。
　さらにもう一つはっきりしたターゲットマーケッ
トは，食事からグルテンを除去したい消費者であろ
う。Gourmet Retailer（2006）によると，これらの消
費者は有機，天然食品マーケットから移動してきた
人々で，中間から上級消費者としてこれらをプロ
ファイルする。彼らは，例えば偏頭痛，月経のよう
な他の体調を悪化するかもしれないと感じるアレル
ゲンをもつ食品の消費を避けようとする。さらに，
セリアック病ではないが他の理由で小麦を避けたい
消費者がいる。しかし，この態度の違うマーケット
区分をターゲットにすることは，特にこのように食
品が貧弱な消費者の受けとめに遭遇する場合，健康
食品マーケットで追求する機会のチャレンジを伺っ
ている企業に難題を提示する。（Verbeke 2004; Saher 
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et al., 2004）。これは消費者の受けとる問題点が，企
業により無視，あるいは貧弱な理解程度の両方であ
る事を示す。Wennstrom and Mellentin（2003）の議
論に ;“ しばしば技術は製造者に対し制作価値の作
成に用いられ，これは時に顧客の価値作成とは全
く異なる ” とある。そこで消費者基盤はグルテンフ
リー穀物製品が広がるにつれて，グルテンフリー穀
物製品のテクスチュア，味プロフィールの改良に力
点を強める（Food Production Daily, 2006）。
　広がったマーケットベースは英国の Sunstart 

Bakery により示されたが，彼はグルテンフリークッ
キ – を扱う雑貨店に多くのものを供給した。彼らの
マーケットはセリアック病の患者用，少し小麦不耐
性の人用，あるいは単に小麦を避ける消費者用に分
けたと彼らは述べた（Food Production Daily, 2006）。
今マーケットにあるものより新たに進歩した高品質
のグルテンフリー穀物製品の開発，例えば栄養価を
上げたパン，シェルフライフを長くしたパン，さら
に普通のパンのテクスチュアに似せたパンで，グル
テンフリー穀物製品をより広げたマーケットに提供
する（Medical New Today, 2006）。

グルテンフリーマーケットの商品の位置（positioning）
　Hisrich and Peters（1991）によると，マーケット
プレース（市場）でのブランドの位置の理解不足が，
全紹介新製品のうち大部分，約 80% は失敗する原
因である。Kotler（2000）はその位置のことを，“ 企
業提案のデザインの行為とターゲットマーケットの
精神の独特の場所占拠するためのイメージ “ と定義
した。マーケット戦略の全ての要因が，そのため
マーケットプレースにおける製品の位置を決める助
けとなり，企業はマーケットにおける製品のよい位
置をきめる必要があり，つぎに消費者へのこの位置
を売り込む。市場での明確な位置を持つことにより，
ブランドは競争的長所の強い権限を展開することが
できる。製品の位置の点から，消費者はある環境下
におかれ，そこで彼らは連続的なマーケットのメッ
セージの猛攻撃にあい，マーケットインフォメー
ションのオーバーロードに対して，防御し，消費者
は叫び，彼らに提供されたマーケット情報の多くを
拒絶する（Trout and Ries, 1995）。結果的に，食品会
社はいかにしてそのメッセージが消費者により聞か
れ，受けとめられたかを確かめことができるか ? 会

社はマーケットリサーチをすすめて区分 option（選
択）を決め，そしてどのように消費者がいろいろな
マーケット戦略に反応するかを求める。最も大切な
戦略的マーケット問題の 1 つは，ポジションの戦略
はターゲットマーケットの心の中で競争品からその
製品を差別することである。
　企業マーケットにとりグルテンフリー穀物製品，
特別のマーケットの疑問がそこで明らかになって
くる ; いかにこれらの製品が成功するマーケット
戦略の不可欠なパートとして位置すべきであるか ?

マーケットポジショニングは始めにマーケットの区
分に関係があり，そして次に製品と消費者グルー
プのターゲットに関係する。ポジションプロセスの
最後のステップは，競争他社の製品に関し，特定の
製品を消費者の気持ちの中に位置付けることであ
る。グルテンフリーマーケットでは，企業は彼ら
の商品の価値（グルテンフリー），あるいは彼らの
製品の属性（特別の官能品質），あるいはその両方
に基づいて位置戦略を展開する。例えば，Stagnito 

mmunications（2006b）は，企業が狭いターゲットの
健康アピールに置き換える時に，新しい健康ラベル
の主張はできた商品の幾つかのブランドあるいはカ
テゴリをアピールするものであると報告している。
　例えば Unilever は , ダイエット効果のあるシェー
ク（のみもの）やエネルギーバーの路線の Slim-

Fast（早く痩せる）を通して，乳製品やグルテン由
来成分を含まない消化しやすい製品を始めた。これ
らの製品はグルテンアレルギー，あるいは乳糖不耐
性の消費者のために作られた。セリアック病の人々
にとり，グルテンフリー製品に要求される大部分の
1 つは，如何なるグルテンの残渣も含まないことで
ある。確かなグルテンフリー信頼性の面で，これら
の製品の位置はセリアック病を持つ人々にとりマー
ケットが非常に意識的に純粋を求めるので重要であ
る（Barr, 2004）。この事は生産者がグルテンフリー
穀物製品を作るのに用いるレシピー，加工のために
ターゲットのマーケットの必要性に合う食品を作ら
ねばならぬことを示している。この点で強く信頼お
けるブランドの発達は，多分この消費者にとり非常
にはっきりしていて，これらブランド面の品質と同
じ意味で，購入決定時に巻き込まれるリスク面を減
らすこともできる。セリアック病をもつ純粋でまじ
めな消費者に答えるために，ある企業はグルテンフ
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リー穀物製品の製造のために食品施設を独占的に開
いた。これはグルテンフリー穀物と普通の品種の物
との間のクロスコンタミを防ぎ，新しいものを購入
する時，安心を与え，その危険を減らす。さらに製
品を美味しく，わくわくさせるようにすることが必
要で，それはまさに置き換えたふつうの製品のよう
にである。食品を選択する面で，多くの影響が製品
選択のため消費者にはあるが，製品の味，テクスチュ
ア，見てくれの点は，グルテンフリーマーケット中，
特にこのマーケットがより複雑化したとしても，製
品受けとめ側のずっと奥にある。

マーケットミックスとグルテンフリー穀物製品
　新製品の展開と上首尾のマーケット化が実現する
ためには，会社にとって 2 つの鍵となる重要な戦略
的考えが有る。グルテンフリー穀物製品の成功する
マーケット戦略の展開は，これらの製品を消費者全
体に受け入れさせるためには不可欠であり，さらに
セリアック病の人々に対してはこれらの製品を彼ら
の健康状態をコントロール下に置くというライフス
タイルの戦略の一部に統合する。セリアック病を持
つ患者はグルテンを避けて入れば正常な生活がおく
れるが，そのためのブランド，ラベル，受け取る品質，
パッケージ面の，これらの製品の表面的関与（マー
ケッテング）があり，初めての消費者への購入とさ
らにその再購入に向けられる。企業の新規，あるい
は修正を加えたグルテンフリー製品の成長にとっ
て，1 つの鍵となるものはマーケット戦略の案出で
あり，そこには製品の様相，ブランデング（銘柄）
とパッケージ，値段，配送チャンネル，および特別
な製品 / マーケット状態のプロモ−ション等の正確
なミックスを含む（Hisrich and Peters 991）。これは
明らかに新しいグルテンフリー食品や飲料の加工の
進歩やマーケットに関する消費者情報の統一を必要
とする。
　製品とマーケット開発プロセスにおける殆どの活
動は確率的設定で行われ，その不確実性は新しい製
品の概念，属性，マーケット戦略の特定化する点で，
このプロセスの初期の段階の特徴であり，殆ど有望
視されているもので，最終的には消費者の受け入れ
を と る（Kim and Wilemon 2002）。Slater and Narver

（1996）と Moorman（1995）が議論するのは，マーケッ
ト志向の文化，例えば組織文化や消費者志向である

会合活動が，新しい革命的製品の市場開発プロセス
の中で生じる危険性の多くを低下させることができ
るということである。Calantone et al.,（1996）のノー
トによると，“ 消費者の購入意欲を理解するために
また競争者の戦略について学ぶためには，消費者の
製品に対するニーズ，要望，特徴づけの理解，その
ためマーケットと競合的情報を集め，評価すること
が大切である。” そこで，マーケット志向型組織は，
彼らのマーケットチャンスと競争者からの脅しの両
方面の外的要因を連続的に調査する。消費者の必要
性に注目して，マーケット組織会社は出現する必要
性を十分にみとめ，消費者の新しい製品に対する反
応を素早く調査するために準備する。事実，彼らの
マーケット調査努力を通じて，マーケット組織会社
は進みつつあるマーケットの適所，区域を探す事が
可能であり，競争者の間違いによって生じる機会を
見つける事ができる（Slater and Narver, 1996）。ある
会社の情報発信システムとプロセスは，そこで製品
の成果とマーケット発展プロセスにひどく影響を与
える。
　多くの会社は実現する事ができず，正式の情報
発信プロセスをマネージできない，そして製品と
マーケットの発展プロセスの危険的段階を無視す
る（Harmsen 1994, Bogue, 2001）。マーケット情報は
製品とマーケット発展プロセスを通して生まれて
く る が，Bogue（2001）， Urban and Hauser（1993）， 

Cooper（1988）のような研究者らは，特に初期段階
のプロセスでの “ 消費者の声 ” 情報のまとめには，
消費者の満たされないニーズ，および欲しい物を知
ることができると主張する。製品のマーケット発展
プロセスの初期段階は，まずチャンスが初めに考え
られ，そしてさらに展開のため舞台の扉のプロセス
を通り抜ける。事実 Cooper（1993）は，これらの
初期ステージでの力の重要性を強調し，フロントエ
ンド（一番最初）の活動を避けることを強調したが，
それはフロントエンドの活動に関連した失敗は製品
の失敗の危険性の増加に結びつくからだ。会社はそ
こで，新製品の発達とマーケット成功のために，“ 消
費者の声 ” により大きな理解をする必要がある。
　そこで如何にしてグルテンフリー穀物製品の発
展とマーケットを望む会社のビジネス価値を生む
ためマーケット志向がビジネスに接近するか ? 素早
い技術の変化，マーケットへの新規加入，消費者傾
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向の変化，製品のライフサイクル短縮化と言った要
因は，新しい製品の活動量と，またふくまれる固有
のリスクとの両方を増加させるいくつかの起動力と
なるものである。このリスクの認識，適切な質問は
次のようだ ; マーケットを作るものは，グルテンフ
リーマーケットに新製品の成功のチャンスを得やす
くする方法を知っているのか ? どんな製品の発展と
マーケット戦略がグルテンフリーマーケット中でお
そらく成功を納められるのだろうか ? 増加する競争
マーケットの中で，マーケットをつくるものは，単
に製品の開発時間を減らすことのみでなく，消費者
により受け入れられる製品の品質改良からも圧力を
うける。これらの両方の要求を成就するのにある広
く認められた手段で，製品のデザインの段階で消費
者ニーズの理解によく関心を示し，さらにこれらの
ニーズを消費者が満足する製品に変えるのである。
理論的には，消費者を初期の段階で新しい製品生産
の進展プロセスに取り込むことは，消費者ニーズの
理解，これらのニーズの満足性，さらに最終的に良
い製品をつくることと効果的なマーケットプログラ
マのデザイン等の目的となる。例えば，多くの高技
術産業，企業間のマーケットの中で，消費者はこの
製品の開発プロセスの初期の段階で高レベルの成功
を得るために利用される。しかしながら，より複雑
なマーケットでは，例えば消費者製品マーケットの
様なところでは，消費者を利用した製品開発はより
難しくなり，そこでは食品の供給鎖にそって生産者
と消費者の間に分離が広がる。
　グルテンフリー食品と飲料の開発は，消費者の
納得を得るが，それらはこれらの最適の食品の
マーケット的（外的なこと），技術 / および官能
的（内的なこと）関わりの点で NPD（new product 

development，新製品開発）職員への多くの技術的
なマーケット上の挑戦を構えさせる。これらの外
的，内的関わりはこの食品の消費者の受けとめ方
に強い影響を示す。マーケット組織 NPD プロセス
で，消費者は製品の共同デザイナーとして見られ

るが，それは彼らが効果的な貢献を新食品製品デ
ザインにするためであり，さらに NPD プロセスと
消費者の統一はコンセプト構想とコンセプトスク
リーニングと最適化の発達前段階で成就されるのが
ベストである（Cooper ,1993; Bogue, 2001; Sorenson 

and Bogue 2005）。さらに消費者は会社による効果
的なデザイン，効果的なマーケット戦略の役割を演
じることができる。例えば，Anheuser-Busch は彼ら
の Redbridge モロコシビールを開発した時，グルテ
ンフリーあるいは小麦フリーライフスタイルをリー
ドする消費者のニーズをよく理解して the National 

Foundation for Celiac Awareness （NFCA）と密接に連
絡して行った（Nutra Ingredients USA, 2007）。こう
して，成功するマーケット戦略では，アイデアが消
費者に接近し，ライフスタイルのファクターが含ま
れてゆく新グルテンフリー穀物製品の開発とマー
ケットが進む。これはイタリアからグルテンフリー
マーケット会社 Schar のマネージングのデレクター
から指摘された点であるが，;“ 我々が正しい方向に
あると確信できるのは，消費者との接近が我々に残
されている唯一の確実な方法だからである ”（Schar, 

2006）。Grunert（2005）は以下のように指摘している。
我々は消費者に彼らがどんな新製品を欲しているか
を聞くことはできないが，消費者の動き，購入動機
を理解することは，新製品に対する失敗の程度を減
らす助けになるであろう。
　それではどのようにマーケット担当者，技術の
R&D 担当者はグルテンフリー穀物製品の最適なデ
ザインをするのに NPD プロセスを持つ消費者をま
とめてゆくのか ? マーケット組織する消費者はその
技術を研究するが，そこでは NPD プロセスの初期
の段階に焦点を絞り，よりシステム的，学際的に製
品の進歩に近づくように導かれる。消費者研究技術
の集団があり，それは技術的 R&D とマーケット情
報の両方を利用している。これらのテクニックは
マーケット機能とテクニカル機能の間をより近くに
統合することを進める。
　次号につづく
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はじめに
　新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）は，気管や血管の細胞表面にあるアンジオテンシン変換酵素 2（ACE2）
に結合して感染する。そのため ACE2 は「SARS-CoV-2 の受容体」とも呼ばれている。その ACE2 が細胞を
離れると，血液に溶けて全身を循環しはじめる。可溶化，血漿，循環などの接頭語をつけて呼ばれているが，
ここでは循環 ACE2 と呼ぶことにする。
　SARS-CoV-2 に感染した COVID-19 患者に，感染から回復した元患者の血液を輸血する方法が注目されて
いる。元患者の血液に含まれている抗 SARS-CoV-2 抗体を活用する治療法が効を奏するのである。その抗体
の代替として，人工合成した循環 ACE2 にも一定の効果があると言われて試行されている（Muslim S, et al.: 

SN Compl Clin Med. 2020 Aug 22;1-6.）。
　さて，去る 10 月 3 日のランセット誌に「循環 ACE2 の高値は心血管系疾患の重症化～死亡の兆候」との
コメント記事が掲載されました。従来のバイオマーカーより精度が高いとも強調されています。となります
と，COVID-19 で循環 ACE2 による治療が長引くと，副作用のリスクが気になります。また，疫学研究では「心
臓病による死亡リスクはコーヒーで下がる」となっていますから，コーヒーと循環 ACE2 の関係も気になる
所です。
　以下は筆者によるランセット誌（Vol.396 Oct 3,2020 pp937-9）の翻訳です。

循環 ACE2: 心血管病リスクの新たなバイオマーカー
Jay Ramchand* and Louise M Burrell** （訳 : 岡 希太郎）

* 米国クリーブランド病院心血管研究所，** オーストラリア・メルボルン大学医学部

　レニン - アンジオテンシン系の調節不全は，ヒトの心血管疾患の進行に大きな役割を果たしています。レ
ニン - アンジオテンシン系内の酵素反応はアンジオテンシンⅡを生成し，血管収縮と炎症など有害な心血管
作用を促進します 1）。アンジオテンシンⅡを分解するアンジオテンシン変換酵素 2（ACE2）は，この系の有
害作用を打ち消すように作用します 2, 3）。2005 年に，ACE2 は重症急性呼吸器症候群コロナウイルス（SARS-

CoV）の受容体として同定されました 4）。ACE2 は今回の SARS-CoV-2 のウイルス侵入にも関与し，感染患者
（COVID-19 患者）が広範な全身性疾患を引き起こす原因になっています 5）。ACE2 は血管内皮細胞に存在し
ていますが，注目すべきは，循環血中へのいわゆる脱落を起こすことです。心血管疾患の患者では，循環

循環 ACE2 高値は心臓病の新バイオマーカー循環 ACE2 高値は心臓病の新バイオマーカー循環 ACE2 高値は心臓病の新バイオマーカー
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ACE2 活性の増加により，心不全，冠状動脈狭窄，大動脈弁狭窄などの症状が有害転帰すると予測されま
す 6-8）。ただし，その他の患者や健常者においては，循環 ACE2 がリスクのバイオマーカーなのか否かは解っ
ていません。
　Sukrit Narula らは Lancet 誌で，一般集団における循環 ACE2 濃度に関する最大の疫学データセットを提示
しています 9）。彼らは，多国籍の前向き都市農村疫学研究からの 10,753 人の参加者を含むコホート研究を行
いました。これにはサブコホートとして無作為に選んだ 5,084 人の患者と，心血管症状を示す 5,669 人が含
まれています。サブコホートでは，2,935 人（57.7%）が男性で，2,149 人（42.3%）が女性でした。平均年
齢は 50.79 歳（SD 9.58）でした。解析結果として，従来の心血管リスクマーカー（喫煙，糖尿病，収縮期血
圧，非 HDL コレステロール，および BMI）と比較して，死亡リスクと最も強く関連する独立予測因子は循
環 ACE2 濃度であったと報告しています 9）。循環 ACE2 濃度の上昇と従来のリスク因子上昇との関係は次の
通りでした : 全死亡リスク（1SD 増加あたりのハザード比 [HR] 1.35 [95%CI 1.29–1.43]），心不全発作（1SD

増加あたりの HR1.27 [1.10–1.46]），脳卒中（1SD 増加あたりの HR1.21 [1.10–1.32]），心筋梗塞（1SD 増加あ
たりの HR1.23 [1.13–1.33]），糖尿病発症（1SD 増加あたりの HR1.44 [1.36–1.52]）。
　Narula らが解析したデータの膨大さは称賛に値します。彼らの研究の強みとして，サンプルサイズが大き
いこと，表現型が良好な患者集団であること，および追跡期間が長いこと（中央値 9.42 年 [IQR 8.74-10.48]）
を指摘できます。また，Narula らの研究の注目すべき特徴は，心血管疾患と薬物が循環 ACE2 レベルにどの
ように影響するかを知るために，メンデル・ランダム化解析を使ったことです。表現型データと組み合わせ
た解析によって，BMI 増加と循環 ACE2 の増加が糖尿病発症と関係する可能性を示唆しています。一方で研
究の欠点としては，他に類型がないことであり，そのため最終的には，循環 ACE2 をリスク予測のバイオマー
カーとして実用化する前に，独立したコホートでの Narula らの結論の検証が必要です。独立したコホートで
の検証が不可欠となる理由は，バイオマーカーの実際の信頼度は最初の評価ほど良くはないからです 10）。さ
らに，普通は各個人の ACE2 測定値は 1 回しか得られないため，疾患の進行に伴う変化や，治療による変動
などは不明です。循環 ACE2 を臨床現場でのリスクマーカーとして使用するには，ACE2 レベルに対するさ
まざまな病状の影響を男女別に評価して基準を明確にする必要があります。
　もう 1 つ次のような疑問があります。心臓血管医学における有害予後を予測する血液バイオマーカーの使
用には長い歴史があります。これらのマーカーは個別化医療のなかで患者固有のリスクの予測に役立ってき
ました。それでも更に新たなバイオマーカーが必要でしょうか ? 循環 ACE2 などのバイオマーカーのスクリー
ニングは，恐らく不十分な医療資源を競合し合って，結果として，心血管疾患の有害な後遺症を防ぐための
治療的意味を持ち，かつ費用対効果の高いバイオマーカーだけが生き残るはずです。循環 ACE2 測定の費用
対効果を標準的な現行法と比較するには，例えば質調整生存年（QALY）当たりの増分コストに基づいて判
断することになります 11）。QALY に関するバイオマーカーの費用対効果は，直接介入する場合の費用対効果
よりも小さい可能性が高いため，特に重要となるのです 11）。
　恐らく，現在進行中の COVID-19 パンデミックの下で実施された Narula らの研究の最も重要な情報の 1 つ
は，循環 ACE2 レベルと治療薬である ACE 阻害薬，アンジオテンシン受容体遮断薬（ARB），β ブロッカー，
カルシウムチャネルブロッカー，および利尿薬の使用量との間に関連性がないことです 9）。これらの結果
は，同時に実施されたメンデル・ランダム化研究によっても検証されたので，ACE2 値の改善だけを目的と
してレニン - アンジオテンシン系阻害薬を差し控えるべきではないという証拠を裏付けています 9, 12）。また，
ACE 阻害薬も ARB も，心血管疾患患者の循環 ACE2 活性を変化させないという以前のデータとも矛盾しま
せん 8, 13）。観察されたデータは，ACE 阻害薬と ARB が COVID-19 患者に悪影響を及ぼさないことを示して
はいますが，この分野で進行中の，レニン - アンジオテンシン系の治療薬を中断したり新たに開始すること
の無作為化対照臨床試験の結果を待たなければ確定はできません。COVID-19 呼吸器疾患の ARB 薬を評価す
る CLARITY 試験では，COVID-19 であってかつレニン - アンジオテンシン系阻害薬未投与患者を，インド
とオーストラリアに拠点を置く試験（NCT04394117）で，ARB またはプラセボにランダムに割り当てて実施
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中です。
　Narula らは，循環 ACE2 がレニン - アンジオテンシン系調節不全のマーカーである可能性を述べています 9）。
確かにこの特性は将来的に，循環 ACE2 レベルが上昇した個人を，より集中的な生活習慣の改善または薬理
学的な治療対象とすることで，予防的～治療的に対処する可能性を示しています。患者の予後を改善するた
めの臨床試験が必要な仮説でもあるのです。
　この論文には競合する利害関係が無いことを宣言します。
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城西大学薬学部　白瀧　義明（SHIRATAKI Yoshiaki）

野山の花　— 身近な山野草の食効・薬効 —

　初冬を迎え，北から初雪の便りが届く頃，民家の軒先で鮮やかな黄色の果実を見かけます。ユズ（柚，柚子）

は，別名をユノスといい，中国中央部〜揚子江上流を原産とする常緑小高木で，5 月頃，葉のわきに白い 5

弁の花を咲かせ，秋には表面がでこぼこした黄色い果実を結びます。果実は種子の多いものが多く，酸味が

強く独特の芳香を放ち，ミカン属の中ではもっとも耐寒性が強く，年平均気温 12 〜 15℃の涼しい気候を適

地とします。古書に飛鳥時代・奈良時代には，すでに栽培されていたという記載があり，酸っぱいことから

「柚酸（ユズ）」と書かれ，「柚ノ酸」の別名が生まれたとされています。種小名の junos は，四国・九州地方

で使われた「ゆのす」に由来し，中国の植物名は香
こうとう

橙といい「柚子」は中国の古い名で，今では「柚」や「柚

子」はブンタンを指しています。ユズは成長が遅いことでも知られ「桃栗 3 年柿 8 年，ユズの大馬鹿 18 年」

や「桃栗 3 年柿 8 年，ユズは 9 年の成り始め」などといわれます。このため，栽培に当たっては，種子から

育てる実生栽培では，結実まで 10 年以上もかかってしまうため，カラタチ C. trifoliata への接ぎ木により数

年で収穫可能にすることが多いようです。現在，日本で栽培されるユズは，本ユズとして「木頭系」，早期

結実品種として「山根系」，無核（種無し）ユズとして「多田錦」があり，かつては埼玉県が主な産地でし

たが，1970 年以降，高知県､ 徳島県などが主要な産地となり，西日本の産地が大規模化する一方，東日本

の産地は年々，縮小しています。

　薬用には，風邪の初期，就寝前に生の果皮を削ったものを小さじ半分量か，果実 1 個分の果汁を搾り，砂

糖か蜂蜜を適宜加えて熱湯を注いだ「ポン酢湯」を飲んですぐに就寝すると，口やのどの渇きが癒え，咳も

和らぐそうです。その他，果汁には，顔や手足にすり込むと肌荒れやあかぎれ予防に役立つとされ，ユズの

種子油には，メラニンの生成抑制やアレルギー性皮膚炎の症状緩和の効果があるとする研究報告もなされて

ユズ Citrus junos (Makino) Siebold ex Tanaka
(Citrus junos Sieb. ex Miq.）（ミカン科 Rutaceae）

連絡先：城西大学薬学部
　　　　shiratak@josai.ac.jp

写真 1　ユズ（花） 写真 2　ユズ（果実）
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写真 4　カラタチ（果実）写真 3　カラタチ（花）

図 1　成分の構造式
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います。ユズの成分としては，vitamin C （L -ascorbic 

acid）, citric acid（クエン酸），tataric acid（酒石酸），

精油の citral [geranial (E 体), neral (Z 体) の混合物]，

セスキテルペノイドの germacrene B, germacrene C, 

bicyclogermacrene, フラバノン配糖体の hesperidin

等が報告され，果皮に含まれる vitamin C はウンシュ

ウミカンの約 4 倍（約 150 mg）あるとされていま

す。ユズの精油成分は，独特の爽やかな香りのため，

様々な香水に使用されます。柚子料理のうち果肉の

部分をくりぬいて器状にしたものは「柚子釜」とよ

ばれ，料理の盛りつけなどに用いられます。ユズ自

体を味わう調理例としては，保存食としての柚
ゆ べ し

餅子

の他，果汁を砂糖と無発泡水で割ったレモネードの

ような飲み物もありますが，ユズは熟したものでも酸味が非常に強いため，直接，食用とすることはありま

せん。果汁は，調味料として香味・酸味を加えるために用いられ，ユズの皮は七味唐辛子に加えられるなど，

香辛料・薬味として使用されています。冬至の風物詩である柚子湯は，収穫時期の冬場に，果実全体または

果皮を布袋にいれて浴湯料として湯船に浮かべ入浴するものです。血行を促進させることにより体温を上昇

させ，風邪を引きにくくする効果があるとして，肩こり，腰痛，神経痛，痛風，冷え症などに良いとされて

います。

写真 5　七味唐辛子（ゆず七味）
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　デンマークは 11月になると日照時間が短くなり，紅葉している木々の葉っぱも落ち，冬がどんどん深まっ

ていきます。サマータイムからウィンタータイムへの切り替えも 10月最終週の土曜日から日曜日の夜中に

行われます。10月の末はハローウィーンですが，デンマークでもここ 10年くらいの間にハロウィーンが大

きなイベントになってきました。しかし今年はコロナウィルスの影響で，人の集まるイベントの制限や，ソー

シャルディスタンスの推奨もあり，ハロウィーンの夜の通りも例年に比べると静かな夜でした。

　寒くなってくると，暖かいものが食べたくなりますが，今回は

デンマークのラーメン事情を紹介したいと思います。日本食は世

界各国で高い評価を得ていますが，中でも寿司は日本の代表的な

料理としてデンマークでも多くの人に受け入れられています。し

かし近年，寿司の他にも，ラーメンが注目され始めています。

　10年前には，デンマークにラーメン屋さんは存在しなかったと

思われますが，ここ 5〜 6年の間に，コペンハーゲン市内にラー

メン屋が数件進出し始めました。今では，若者や，新しもの好き

の人にはラーメンは珍しいものではなくなっています。ラーメン

をこちらのアルファベットで表現すると，Ramen となり，Rはデ

ンマーク語の発音では，ガとラの混ざったような発音になるため，

デンマーク人からラーメンについて聞かれると，なんのことか一

瞬わからないこともありますが，Ramen という言葉がデンマーク

人との会話の中に出てきたら，それは紛れもなく日本のラーメン

のことなのです。

　では，ラーメンがなぜデンマーク人に受け入れられているのか ?

については，寿司が大人気であることのような明快な

説明がありません。寿司はヘルシーでファンシー（お

しゃれ）であることが大人気となった背景にあります

が，ラーメンは，ヘルシーとはいえません。おしゃれ

であるかといえば，寿司ほどのバリエーションや寿

司ほどの高級感を出すことも難しいといえます。おそ

らく，ラーメンは単にその美味しさが受けているので

はないかと思われます。アジアのレストランはコペン

ハーゲンでは珍しくないですが，ラーメンは，中華料

理の麺料理や，タイ料理の麺料理と比べると，スープ

のおいしさや，コシのある麺が際立つように感じます。

そこに日本料理という，いいイメージも手伝って，新

デンマークのラーメン

Naoko Ryde Nishioka

人気のラーメン屋さんにはよく行列ができる

コペンハーゲンにあるラーメン屋さんのお
洒落な店内
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しもの好きのデンマーク人や，グルメなデンマーク人

に受け入れられているのかもしれません。

　さて，実際のラーメン屋にはどのようなものがある

かというと，まずラーメン屋の先駆け的存在の「ラー

メンとビール」というお店があります。日本の渋谷に

もある，MIKKELLER というマイクロブルワリーとの

ジョイントで開店したラーメン屋さんです。店内には，

日本のラーメン屋さんにあるような自動発券機が置い

てあったりと，日本のラーメン屋さんを，デンマーク

流にちょっとおしゃれにしたような店内でラーメンを

味わうことができます。日本のラーメン屋さんとの違

いは，店内でビールを楽しんで長居しているお客さん

がいることでしょう。

　また，別のラーメン屋さんでコペンハーゲンで人

気なのは，Ramen Slurp というお店があります。予

約は取らないお店なので，その点では日本の街のラー

メン屋さんを思わせますが，実際に行ってみると，お

しゃれな店内で，一見するとラーメン屋というよりは

おしゃれなカフェといった様相です。メニューは，ラー

メン数品（醤油，塩，味噌，ベジタリアン）と，いく

つかのつまみのみ（枝豆とキムチなど）です。このお

店は行列がよくできるお店で，食事時にいくと，たい

ていはお店の外に数人の列ができています。気にな

る価格ですが，デンマークの外食は基本的に高くつ

くのですが，ラーメン屋も例外ではなく，Ramen Slurp のラーメンは一杯 140クローネ（2000 円強）です。

ラーメン一杯と飲み物を飲んだら，一人 3000 円となります。しかし，ラーメンの質はかなり高く，期待を

裏切らない美味しさと言えます。お店によって日本の庶民的なラーメンを思わせるお店もあれば，日本のラー

メンをちょっとおしゃれにローカライズしたようなラーメンもあります（醤油ラーメンに，マッシュルーム

ペーストが入っていたり）が，美味しいことに変わりはありません。ということでラーメンはデンマーク人

に受け入れられつつある食品となってきています。デンマークで，Ramen という文字を掲げた提灯や，の

れんに遭遇する可能性は今後どんどん高くなっていくかもしれません。

　最後に，デンマーク通信を約 4年 4ヶ月にわたり連載させていただいてきましたが，今回で終了となりま

す。学術論文中で「デンマーク通信」が読者の一服の清涼剤になっていただけたなら幸いです。長きにわたっ

て，お読みいただきありがとうございました。N. RN

日本のラーメン屋さんのようなカウンター席

ラーメンは一杯 2000 円強
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林田　千代美（HAYASHIDA Chiyomi）*

2019 年夏のスコットランド紀行
－ビフォーコロナ－（2）ファイフ

海外紀行文海外紀行文海外紀行文

* 明海大学歯学部　形態機能成育学講座　口腔解剖学分野
  〒 350-0283　埼玉県坂戸市けやき台1-1
   e-mail: hayashida@dent.meikai.ac.jp

Key Words: スコットランド南東部，ファイフ，セントアンドリュース

はじめに
　前回，スコットランドの首都エディンバラのエディンバラフェスティバルとカールトンヒルについて述べ
た。スコットランドには 4 泊 5 日の滞在だったが，全日程，エディンバラを拠点に旅した。今回は，ファイ
フ地区への旅について述べたい。ファイフ地区を訪れた目的は，世界最古のゴルフ場，セントアンドリュース・
リンクス・オールドコースの芝を踏むことだった。
　この日は車で移動した。旅のルートは，①エディンバラ→②フォース湾の世界遺産フォース橋（エディン
バラ地区とファイフ地区を結ぶ橋）→③鉄鋼王アンドリュー・カーネギーの出生地ダンファームリン→④港
町アンストラザーで昼食→⑤セントアンドリュース。

1．エディンバラ旧市街→エディンバラの名門パブリックスクールのフェテスカレッジ
　午前のはじめ，エディンバラ市街もまた少し散策し
たので，紹介したい。作家の J.K. ローリングが「ハリー
ポッター」第 1 作を執筆中に利用していたというカフェ

「エレファントハウス」の前を通り，旧市街の Google 

map 上 で 見 つ け た「The Vennel Viewpoint Edinburgh 

Castle」という写真撮影のおすすめ地点からエディン
バラ城を眺めた。エディンバラ出身の作家には，ウォ
ルター・スコット（19 世紀初頭に英国で初めて存命中
に世界的ベストセラー作家となり，エディンバラ市街
にスコットモニュメントがある），「シャーロックホー
ムズ」の著者コナン・ドイル，そして「ジキル博士と
ハイド氏」の著者ロバート・ルイス・スティーブンソ 写真 1-1　エレファントハウス
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ンなどがいる。エディンバラを歩いていると，ハリー
ポッターの魔法の世界や霊的なもう一つの世界が本
当に今ここにありそうで，スコットランド人が英知
をつくして生き延びてきた歴史と懐かしさを感じら
れ，こういう地で教育されると，自分にもできそう
と信じられそうな，インスピレーションも湧きそう
な，創作活動に適した街だと感じた。

　その後，旧市街から車で 10 分ほど北上し，パブリックスクール「フェテスカレッジ」を見物。英国のパブリッ
クスクールは，日本やアメリカで言う公立学校とは全く違う，英国社会オリジナルな名門私立進学校（多く
が中高レベルで男子校）である。身分，境遇，出身地域の区別を排除して公開された学校という意味でパブリッ
クたが，年間 3 万～ 5 万ポンドの学費を支払える貴族階級や富裕層の子か，超優秀で奨学金の与えられた子
といった選ばれた子供だけが入学できる学校である。英国のトップ大学群ラッセルグループ（ケンブリッジ
大学，オックスフォード大学，エディンバラ大学など 24 校が属する）の大学への進学のための学力と，トッ
プエリート社会で活躍するためのリーダーシップやコミュニケーション力，運動能力，体力やお作法を身に
着けるために寮生活を基本とし，幅広く学ぶらしい。フェテスカレッジには附属小学校もあり，自宅通学も
認められている。有名な卒業生はトニー・ブレア元首相，映画「007」の主人公ジェームズ・ボンド（架空
の設定上）など。広々とした校庭にはラグビー場があった。私たちは外観だけ眺め，子孫がここに入学する
にはどうすればいいのだろう何世代かかるのだろう…と憧れの世界に思いを馳せた（写真 1）。

2.　世界遺産フォース橋
　エディンバラ地区の西北端部のサウスクイーンズ
フェリーという地点から，フォース湾の対岸のファ
イフ地区のノースクイーンズフェリーという地点を
結ぶ，1890 年完成の全長 2530m のフォース橋（フォー
ス鉄道橋）を眺めることができる（写真 2）。フォー
ス橋はフォース湾に架かる赤色の橋で，カンチレバー
トラス構造の橋では世界一の長さを誇るらしい。ユ
ネスコ世界遺産への登録基準の「人間の創造的才能
を表す傑作である」とういう項目等に合致し，2015

年に文化遺産に登録された。英国の世界遺産は現在
31 個登録されており，そのひとつ。フォース鉄道橋

写真 1-2　The Vennel Viewpoint Edinburgh Castle

写真 1-3　フェテスカレッジ

写真 2　フォース橋
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の隣には 1964 年開通のフォース道路橋があり，道路橋のまた隣に 2017 年開通のクイーンズフェリークロッ
シングという橋がある。巨大かつスマートな造りの3本の橋の眺めは，巨大建造物マニアにはたまらない絶景。
私たちは車でクイーンズフェリークロッシングを渡って海を越え，ファイフ地区に入った。

3．フォース湾を渡ると，ファイフ王国
　フォース湾を渡ると，ノースクイーンズフェリー
からセントアンドリュースまでは，ファイフという
行政区内に位置する。両地点間は，直線距離で約 40

マイル，車で直行すると 1 時間強で着くが，途中，
寄り道をしながら向かった。ファイフ地区というの
はかつて，スコットランド人（アイルランドから移
住してきたスコット族）が住み着く前の古代に，先
住民ピクト人の一部族が築いたファイフ王国があっ
た貴重な歴史ある土地。まず，ノースクイーンズフェ
リーから約 3 マイルの距離にあるダンファームリン
という街に寄り道した。
　ダンファームリンでは鉄鋼王アンドリュー・カー
ネギーの生家博物館を訪れた。生家に隣接して生涯を
たどる博物館，子供用の展示物，カーネギーの名言集
や名言をデザインにとり入れたグッズの土産物店，カ
フェがある。カーネギーは，1835 年（英国産業革命
の終わり頃）に手織り職人の長男として生まれた。産
業革命による機械化のあおりを受け，貧困から逃れる
ため 1848 年に一家でアメリカに移住した。生家の建
物は職人用の住み込み社宅のようなもので，屋根裏の
6 畳一間ほどの空間に一家 4 人で住み，寝るのも食べ
るのも何をするのもこの空間だけで，非常に貧しい生
活だった様子。貧しすぎて他の大人の目にとまる機会
がなく，前述のようなパブリックスクールに推薦され
る状況になかったのかもしれないと想像した。渡米後
も学校には通えず，無料開放の本や通信・鉄道関連の
実務を通して独学で知識を得，発想力もあり，周囲の
信頼を得て事業を任され成功していったようだ。株や
鉄道，鉄鋼業で財を成し，カーネギー財団を設立し莫
大な資産をアメリカ・ニューヨークのカーネギーホー
ル，その他各地の博物館，図書館，研究所，大学の建
設などに費やした。成功についての名言が多数残され
ており，努力を惜しまず，好きなことを仕事にし，他
者と協力して仕事をし，富は社会に還元することが大
事とのこと（写真 3）。

4．港町アンストラザー
　ダンファームリンから北東に 38 マイル，車で約 1 時間のところに，アンストラザーという港町がある。

写真 3-1　アンドリュー・カーネギー

写真 3-2　カーネギーの生家

写真 3-3　カーネギーの生家博物館
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Anstruther Fish Bar という，全英のフィッシュアンドチップスコンテストで優勝経験のある有名店があるので，
昼食はここにした。英国王室のウィリアム王子が学生時代に度々訪れていたお店。町に入ると，紙製のトレ
イをもった人々が，漁港の船着き場や堤防などあちこちに腰かけていた。皆，この店からテイクアウトして
食べていた。
　フィッシュアンドチップスは，今回の旅まで，大した料理ではないと思っていた。しかし，魚の産地，新鮮さ，
衣の厚さやサクサク度，揚げる油の種類，チップスのポテトの形や油の種類も，すべてお店によるこだわり
があり全然違うのだとわかり，私は敬意を持った。19 世紀中ごろのイングランド北部発祥の英国の国民食的
ファーストフードであり，イギリスを代表する貴重な料理なのである。魚は主にタラ（haddock か cod）を
使われることが多い。
　Anstruther Fish Bar では，毎朝近くの漁港で仕入れた新鮮な魚やきちんと管理された魚を使っているらしい。
衣が薄めのサクサクしたタイプ。テイクアウトして食べている人が多かったが，私たちは 20 分並び，店内
で食べた。シンプルな塩味で本当に美味しく，何度もまた食べたい味だった。店の看板キャラクターは黄色
のマリンウェアを着た漁師のひげおじさんだが，店の配膳スタッフは看護婦さんのような衛生面に配慮して
いますというような白い制服を着ていて，こだわり盛りだくさんな良いお店だった。塩味に飽きたら，レモ
ン汁，酢，グレイビーソース（ウスターソースみたいなもの），カレーソース，タルタルソース，ケチャッ
プをつけて食べる。魚はタラの他に，サバ（mackerel），salmon，おひょう（巨大カレイ north sea halibut）があっ

写真 4-1　アンストラザーフィッシュバー 写真 4-2　看板キャラクターの漁師

写真 4-3　定番のタラのフライとチップス 写真 4-4　サバの素揚げとサラダ
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た。フィッシュアンドチップスの付け合わせの定番は英国中どこでもグリーンピースのペースト，“ マッシー
ピーズ ”。 マッシーピーズはレストランでは別に注文しなくても同じ皿に乗ってくるが，テイクアウトでき
る形式の店だと，サイドオーダーとしてきちんと注文しないとマッシーピーズは食べられない（写真 4）。

5.　ゴルフの聖地セントアンドリュースへ
　アンストラザーからセントアンドリュースまでの距離は約 10 マイルで，車で 20 分弱である。あいにく雨
が降り出したが，セントアンドリュース・リンクスのうちの最も由緒ある 1552 年に作られた世界最古のゴ
ルフコース「オールドコース」の芝を踏み，1 番と 18 番ホールに架かる「スウィルカン橋」と呼ばれる小さ
な橋の上で写真を撮影するという目的が達成できた。スウィルカン橋は有名ゴルファーも記念写真を撮る場
所だ。ゴルフの権威である R&A ゴルフクラブ（The Royal and Ancient Golf Club of St. Andrews）があり，隣
接して英国ゴルフ博物館もある。ゴルフのオープン・トーナメントの四大メジャーで最古の歴史を誇る全英
オープン（The Open，男子の大会）は，5 年に 1 度はここで行うのが慣例。2020 年の全英オープンはコロナ
禍で 1945 年以来の中止だったが，2022 年にはセントアンドリュースでの開催が内定している。
　セントアンドリュースは，中世スコットランドの宗教の中心地として栄えた。セントアンドリュース大学
は英国王室のウィリアム王子とキャサリン妃が卒業した大学である。1413 年設立のスコットランド最初の大
学であり，英国中ではオックスフォード大学（11 世紀末設立），ケンブリッジ大学に次いで三番目に古い大
学だ。
　スコットランドと言えば，スコッチウイスキー。せっかくなので，セントアンドリュース産のシングルモ
ルト・スコッチウイスキーをお土産に買った（写真 5）。

写真 5-1　オールドコースの標識 写真 5-2　スウィルカン橋 写真 5-3　スコッチウイスキー



916   New Food Industry (New Food Indust.) 2020  Vol.62  No.12

随想随想

Lipomyces 属酵母を新しく分離し分類する

Key Words: 酵母，L. starkeyi，酵母細胞，菌体，胞子

兎束　保之（UDUKA Yasuyuki） 山梨大学名誉教授

　微生物の世界を少しでも知ると，わが手で新しい
菌株を分離したくなる。蝶の収集に夢中になった人
達が捕蝶網を持って，中南米にまで行きたくなる気
持と同じである。
　長い間，L. starkeyi を研究材料にして問いかけを
続けてくると，微生物の保存・分譲機関から譲り受
けた菌株ばかりではなく，自分の手で分離した新し
い菌株がほしくなる。幸い，これまでに蓄積した知
識と研究経験から，実現は難事業だとは思われな
かった。唯ひとつの障壁は，分離できた菌株を分類
する経験が欠落していたところである。

1． Lipomyces 属酵母は土から分離されていた
　過去に出版されている学術論文から，Lipomyces 

属酵母が分離できた生息場所を整理すると，僅かな
例外を除いて，土すなわち土壌が圧倒的に多い。残
念ながら，日本の土から分離したという日本人が書
いた確かな学術文献には行き当たらなかった。極め
て稀に眼にできた文献では，肝心な菌株の分離方法
と分類学的なデータを見出せなかった。
　特定の性質を持った微生物を探索しようという動
機は，人間生活に役立つ利用方法を念頭に置くこと
が多い。目的を達成するのに役立ちそうな微生物（病
原菌も含む）が見つかると，その微生物を分類学的
に位置付けし，学術論文に，あるいは特許にして観
察記録を公表してゆくのが通例である。こうして発
見された微生物が，日本では JCM（独立行政法人 

理化学研究所），NBRC（独立行政法人 バイオテク
ノロジー本部），あるいは特許庁などの公的な研究

機関に集積されてきた。
　 こ れ ま で の 経 験 を 生 か し， 日 本 の 土 壌 か ら
Lipomyces 属酵母を分離する確かな方法，分離した菌
株を分類学的に位置付けする方法を，整理しようと
した。
1 ｰ 1．R. L. Starkey 博士の論文から学び，それを
超えよう
　Lipomyces 属の酵母を最初に発見した R. L. Starkey

博士の論文には，土壌から窒素固定細菌を分離する
意図で実験を開始した，と記述されている。その論
文によれば，窒素源を添加しない培地（無窒素培地）
の寒天平板上へ少量の土をまき，微生物コロニーの
出現を待った。初めは窒素固定細菌のコロニーが現
れたが，それから数日を経て酵母のコロニーが現れ
た，とある。日本の土を使って追試してみた。とこ
ろが，酵母らしいコロニーは出てくるが，周辺に細
菌（バクテリア）のコロニーだけではなく，カビ（糸
状菌）の菌糸が覆いかぶさるように現れるという。
カビの菌糸を上手に避けて，酵母らしいコロニーか
ら純粋に細胞を取り出すのは至難の技だろうと，報
告してきた。
1-2．pH が低い寒天平板培地を使用して細菌の生
育を抑制
　そこからが，過去の培養経験と知恵を生かすとこ
ろである。L. starkeyi を Wickerham が提案した合成
培地組成を基礎にしてつくったグルコース・無機塩
類培地で培養すると，培地の pH は細胞増殖と共に
下がり，最終的には 3.0 を下回った。L. starkeyi は
通常の細菌が増殖できる pH より低い環境で増殖が
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可能だから，この酵母を分離したい平板培地の pH

を 3 以下にすれば，細菌のコロニーは形成されない
だろう。
　この着想を受けた安藤君が pH 3 の寒天培地を作
ろうとしたところ，平板培地にならなかった。酸
性度が強すぎて，培地の殺菌を目的にした 110℃−
10 分のオートクレーブ処理の間に，固化剤の寒天
が加水分解されてしまったのだ。培地に加える栄
養源の組成を目的の 2 倍濃度の水溶液にして三角
フラスコに入れてオートクレーブ殺菌し，寒天だ
けを濃度 2 倍にして別の三角フラスコ内で殺菌処
理をしておく。やや冷え始めた頃に同量ずつ混合
し，シャーレに入れて平板培地にすると，きれい
に固まった。その平板培地を使うと細菌のコロニー
は出なかった。しかし，まだカビの生育のほうが
優勢なので，酵母らしいコロニーから細胞を取り
出すのは困難だった。
1-3．薬剤の使用でカビ菌糸の生長を抑える
　現在では様々な抗生物質の作用機構が分かってお
り，それらを上手に使えば，目的とする微生物だけ
を選択的に分離できる。Wicherham の発案から出
発した生理学的分類方法の一部にも薬剤耐性が採
用されており，シクロヘキシミド（cycloheximide）
の 0.1% 溶液に対する耐性を分類基準のひとつと
している（下掲の〔注〕を参照）。この濃度にす
ると Lipomyces 属酵母は耐性を持ち，カビは原則
としては耐性を持たない。この記述を応用するこ
とにした。
　土壌の小粒を撒いた pH3 の無窒素寒天培地に
シクロヘキシミドを加えると，完全とは言いが
たいが，確かにカビの菌糸伸張は抑制された。
Lipomyces 属酵母のコロニーは水分を含んで粘り
気が強く，表面がキラキラ光っていた。この状態
なら，コロニーから細胞を分離するのは容易で
あった（図 1）。
1-4．土を水ガラス溶液に分散させメンブランフィ
ルターで濾過する
　日本で採取できる土には湿り気が多いので，平板
培地上には撒きにくい。これを乾燥してしまえば，
土の中で生息していた酵母を殺してしまう心配が

ある。検出試料とした土の中で近接して Lipomyces

属酵母が存在すると，個々にコロニーへ発達する途
中で互いに融合してしまうおそれもある。これらの
障害を一挙に解決したのが，土壌試料を水ガラス溶
液へ分散させた後に，メンブランフィルターを使っ
た濾過であった。
　微生物の一般的な性質として表層は電気的にマイ
ナスに帯電しており，プラスに荷電した物質の表面
に付着しやすい。その現象を裏側から見れば，微生
物の表面にはプラスの荷電を持った水溶性金属イオ
ンが容易に吸着される。
　土壌粒子を構成している鉱物の多くは，マイナス
に帯電する珪酸イオンと，プラスに帯電したアルミ
ニウム，カルシウム，マグネシウム等の金属イオン
が複雑に混合されたまま固まった状態にある。した
がって土壌微生物は，土壌粒子の金属イオン部分に
付着していると考えられる。付着している酵母を土
壌粒子から引き剥がすには，土壌粒子の中心をなす
珪酸イオンを水溶液として多量に加え，土壌粒子を
構成している金属イオンの表面を覆ってしまえば，
そこへ吸着されていた微生物は遊離してくるだろう
と，想像した。
　水溶性の珪酸イオンを大量に加えるには水ガラ

〔 注：シクロヘキシミドはカビを含む真核生物ではタンパク質合成の場であるリボソームの合成を阻害するが，原核
生物のリボソームの合成は阻害しない抗生物質。〕

図 1　1,000 ppm シクロヘキシミド・無窒素・pH3
平板培地上に形成された Lipomyces 属酵母の粘性コロ
ニー（左端部分にカビの菌糸が僅かに生えている）　
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スを使えばよい。水ガラスとは珪酸ナトリウムで
あり，透明で粘度が極めて高く，水に溶かせば強
いアルカリ性を示す。これを中和すれば白色の沈
殿になってしまうので，注意深く塩酸を加えてゆ
き pH 10 にした。
　この水溶液 5 mL と 0.2 g の土を試験管に加え，
市販の試験管撹拌機ダイレクトミックスで充分に撹
拌した。撹拌した懸濁液を直径 47 mm，孔径 0.45 

μm のメンブランフィルターで濾過すると，フィル
ター上面に分散された土壌粒子と微生物が残り，分
散材とした水ガラス溶液は濾過面を通過する。
　初めに行ったモデル実験では，土壌として粉
砕した赤玉土を使い，その表面へ L. starkeyi を
吸着させた後，pH 10 の水ガラス溶液で離脱させ
た。このモデル実験系では，メンブランフィル
ターの土粒子を捕捉した濾過面を上にして，上記
の寒天培地上へ置くと，数日間の培養でほぼ定量
的に L. starkeyi のコロニー数を検出できた（図 2）

（Naganuma ら Biosci. Biotechnol. Biochem., 63: 195

～ 198 1999）。
1-5．亜日本の土壌には Lipomyces 属酵母が生息
しているか
　森林から採取してきた土壌と，猪苗代湖畔から採
取してきた土壌，各 0.2 g ずつを検出用の試料とし
て使い，10 回繰り返すコロニー形成試験をした（表
1）。試料にした土壌が不均一であるから検出でき

たコロニー数にバラツキはあるが，少なくとも，性
質が異なる日本の土壌から Lipomyces 属酵母が検出
できた。
　それからは研究室があった山梨県甲府市の市街部
から南アルプス山塊の 3,000 m 級の山岳にいたる各
地，学生の帰省先，学会や家族旅行に出かけた先で
少量の土を採取して持ち帰り，検出対象にした。
　「今日は土の採取に行ってきます」と，研究室を
午前中に出かけた学生に採取先を聞くと，富士五湖
方面や清里を初めとする観光地が多かった。その当
時，神奈川県相模原市近郊の竹藪で 1 億円が入った
カバンが見つかった。早速そこへ遠征した学生がお
り，“ 金 ” は見つけられなかったが，“ 菌 ” は検出
できる土壌を採取してきた。

2．視野を広げて生まれた「低栄養微生物とし
ての酵母」の概念
　L. starkeyi が pH 3 でシクロヘキシミドを添加した
無窒素寒天培地上でコロニーを作る，という事実を
前にし，小さな新聞コラムを思い出した。1980 年
前後に，当時は富山大学の学長をしておられた柳田
友道先生が，極端に栄養物濃度が低い培地で増殖す
る微生物を意味する「低栄養微生物」の研究がまだ
不足している，と述べておられた。
2-1．低栄養培地で増殖する酵母を探索する
　無窒素寒天培地上では眼で見えるほど大きなコロ
ニーを作る酵母だから，窒素以外の栄養源を与えな
い培地でも，L. starkeyi は細胞増殖できるかもしれな
い，という思いに駆られた。直ちに試薬レベルの精
製寒天と，北米産海草を精製して作ったアガロース

図 2　赤玉土に吸着された Lipomyces 属酵母の水ガラ
ス溶液による脱着

表 1　異なる土壌から Lipomyces 酵母を 10 回ずつ検
出試験した結果

実験回分
出現コロニー数

静岡県篭坂峠
雑木林土壌

福島県猪苗代湖
湖岸砂質土壌

1 95 3
2 84 0
3 88 3
4 70 1
5 102 0
6 102 0
7 101 1
8 86 1
9 54 1

10 80 1
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の 2 種類をゲル化材とし，そこへ栄養源を無添加か
らはじまり，添加する種類を逐次増加させた 6 段階
の平板培地を作った。これら総計 12 種類の培地の上
に 15 属 38 種の酵母菌株を植え付けて，コロニーの
形成を待った。表 2 にその結果を示した（兎束保之 

化学と生物 30, 431-440, 1992）。
　平板培地を作るのに使った水は，全てガラス製の
装置で 3 回蒸留した再々蒸留水だけという平板培地
で，コロニー形成を確認できたのは 16 種に及んだ。
これらの種は，低栄養微生物と呼ぶに相応しい酵母
ではないかと考えられた（図 3）。
　日常生活で酵母といえば，アルコール飲料を作る，

パンやお菓子を作るという人間の食生活に直結する
使われ方が多い。そこから，栄養源が豊富な場所に
生息しているイメージがあっても不思議ではない。
ところが実験をしてみると，栄養源を人為的には全
く与えていない平板培地の上にコロニーを形成す
る種が，想像以上に多かったのである。酵母と呼ば
れている一群の微生物の中には，低栄養微生物とい
える種が，実際には多数含まれているのではないか，
という疑念と希望を抱くようになった。
2-2．L. starkeyi は極端な低栄養環境下でも増殖する
　低栄養微生物としての酵母の存在を明確にする
目的で，それらしい酵母の代表として，再び L. 

表 2　蒸留水から段階的に栄養源を加えた平板培地上おける供試酵母の増殖

寒天培地 アガロース培地

菌　株
区
分

寒
天
の
み

＋
B
i
o

＋
V9
＋
無
機
塩
類

＋
無
機
塩
類
＋
V9 

YM ア
ガ
ロ
ー
ス
の
み

＋
B
i
o

＋
V9
＋
無
機
塩
類

＋
無
機
塩
類
＋
V9

＋
無
機
塩
類
＋
V9 

＋
グ
ル
コ
ー
ス

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Lipomyces starkeyi IAM 4753，CBS 1807，L. 
konoenenkoae IFO 10375，L. tetrasporus CBS 5910，
Hansenula saturuns R 263， Candida boidinii AJ 
4779，IFO 10035，C. hydrocarbofumaria IFO 1973，
Cryptococcus humicolus JCM 1457､ Cr. laurentii 
IFO 12264､ Rhodotorula glutinis JCM 5949､ Rh. 
rubra IAM 12232､ Rhodosporidium diobovatum IFO 
1829､ Rhodosp. toruloides IFO 0871，Spotidiobolus 
pararoseus JCM 5350､ Sporid. ruinenii IFO 1689

A

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ − − ＋ ＋ ＋ ＋
L. japonicus JCM 7254､ Torulaspora pretoriensis JCM 
3662

B

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ − − − ＋ ＋ ＋

Myxozyma geophila JCM 5220､ M. melibiosi CBS 2102､ 
Debaryomyces hansenii JCM 5205､ Deb. polymorphus 
JCM 1628､ Saccharomyces cerevisiae IAM 4274､ T. 
delbrueckii JCM 2204､ Filobasidium capsuligenum IFO 
1119

C

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ − − ＋ − ＋ ＋ Sacch. cerevisiae JCM 5917 D
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ − − − − ＋ ＋ Waltomyces lipofer IFO 1288 E
− ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ − − − − ＋ ＋ C. versatilis IFO 10038 F
− − ＋ ＋ ＋ ＋ − − − ＋ ＋ ＋ Sacch. cerevisiae IFO 0847 G
− − ＋ ＋ ＋ ＋ − − − − ＋ ＋ Zygosaccharomyces florentinus IFO 1806 H
− − ＋ − ＋ ＋ − − ＋ − ＋ ＋ Zygosacch. fermentati IFO 0851 I

− − − − − ＋ − − − − − ＋

L. anomalus JCM 5988､ Sacch. servazzii JCM 
5179､ JCM 5200､ Schizosaccharomyces pombe 
1011､ IFO 342､ T. globosa IFO 0073､ Zygosacch. 
rouxii JCM 5924

J

＋ Bio：ビオチン添加，＋ V9：可溶性ビタミン 9 種添加
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starkeyi を使い，徹底的な追い詰め作戦に入った。
先ず，精製寒天とアガロースという 2 種類のゲル化
材に含まれている元素の分析をした。これらのゲル
化材 10 g を再々蒸留水 80 mL に懸濁し，室温で 24

時間振盪したのち，可溶化してきた元素類，グルコー
ス量等を測定した（表 3）。いずれも原料が海草と
いうこともあって，Na，Ca，K，Mg，P は 100 μg/

g を超えた。想像していた量以上の溶解量があった
ので，天然物を固化材にした平板培地は使わないこ
とにした。
　最高純度のポリビニールアルコールを企業から
提供して頂き，そのゲルの上に，再々蒸留水で
徹底的に洗浄してから再々蒸留水へ分散した L. 

starkeyi の細胞を植え付けた。それでもコロニーを
形成した。形成したコロニーを再々蒸留水に懸濁
し，希釈してから再びポリビニールアルコールゲ
ルの表面へ植えつけた。まだ小さいながらもコロ
ニーができた。もう一度，再々蒸留水への懸濁と
ゲルへの植え付けを繰り返したら，コロニーは出
現しなくなった。
　この結果を利用して，L. starkeyi がトリアジン
系農薬を分解して窒素源にできることを証明する
実験にまで発展した（Nishimura ら Appl.Microbiol.

Biotechnol., 58: 848-852  2002）。
2-3．低栄養酵母という概念は認知されるか
　通常の細菌用平板培地に与える栄養物質濃度に比
べて 100 分の 1 の低濃度にしか栄養源を与えていな
い培地上で増殖が確認できる細菌を，低（濃度）栄
養（性）細菌（oligotrophic bacteria）と呼んでいる。

図 3　寒天と蒸留水だけの培地上にコロニーを作った L. 
starkeyi

表 3　寒天およびアガロースから水に溶解する元素の分析結果

全含有量（μg/g） 可溶化量 *1
（μg/g）

寒天 アガロース 寒天 アガロース

A B 電気泳動用
等電点

電気泳動用
A B 電気泳動用

等電点
電気泳動用

グルコース 18.4 10.4 2.4 20.4
NH3-N 4.8 35.2 1.2 1.7

N 20.0 240.0 − −
P 145.6 55.0 1.2 8.8 114.2 85.7 − −
K 64.7 119.1 − 53.1 46.8 85.7 − 54.0

Mg 537.9 122.2 1.1 13.2 354.0 54.2 0.1 7.9
Na 2850.8 3366.4 1368.9 599.1 2437.0 2191.4 461.3 497.6
Ca 342.6 283.9 227.6 197.8 379.6 233.8 1.0 79.6
Mn 15.6 1.7 − 0.3 5.7 0.6 − 0.2
Zn 0.3 0.7 0.2 2.4 0.6 1.1 − −
Fe 77.5 16.2 4.5 17.4 7.4 5.1 0.5 4.0
Cu 0.6 − − 0.4 − − − −
Mo − − − − − − − −
B 75.5 14.2 30.5 9.7 42.8 14.9 39.4 9.4
I − − − − − − − −

(T)*2 （4131.1）（4219.4）（1634.0） （902.2） （3392.9）（2707.8） （503.5） （654.4）

分析方法　N：セミミクロケルダール法（BU
･ ･

CHI 322 distillation unit-BU
･ ･

CHI 342 control unit），グルコース：ムタロターゼ・
GOD 法（glucose C-test Wako），NH3-N：インドフェノール法（ammonia-test Wako），その他の元素：HNO3-H2SO4-
H2O2 分解後，ICP 発光分光器（SEIKO SPS 1200 VR plasma spectrometer）で測定

*1 10g の試料を 3 回蒸留した水 80ml に懸濁後，24 時間振盪（100rpm，室温）
*2 （T）：元素の総量，可溶化量の場合にはグルコースを除く元素量
−：検出限界以下
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ところが，酵母を低栄養微生物として取り扱った研
究論文は，調査した限りでは見つからなかった。筆
者達の研究室で収集した実験結果は，低栄養環境下
で増殖できる酵母の存在を示している。許されるな
ら，低栄養性酵母（oligotrophic yeasts）と呼びたい。
　一般的な畑では，ヘクタールあたり 7 トンの土壌
生物が存在し，その 20 ～ 25％が細菌，70 ～ 75% が
カビと放線菌，残りがダニ，ミミズなどの土壌生物
だという。酵母についての記載例を目にすることは
なかった。これらの文献値と筆者達の経験に基づい
て土壌微生物の生息数を中心にすれば，土壌 1 g 当
たりの生息密度は図 4 に纏めた程度と推測される。
　土壌は研究室内で使用する培地に比較すれば栄養
源濃度が低く，しかも生存競争する相手が多い。そ
の土壌で生活する Lipomyces 属酵母が生き残る術とし
て，他の微生物では利用できないほど低濃度の栄養
源を細胞内に取り込み，その栄養源を徹底的に利用
して増殖する能力を獲得したのではないだろうか。

3．土壌から新しく分離した Lipomyces 属酵母
を分類する
　日本の土壌から Lipomyces 属酵母と考えられる
酵母菌株を幾つも採取できたが，それらが間違いな
くその属の酵母であるかを確認し，さらに種を決定
するには伝統的な分類学的裏づけが必要になった。
　残念ながら，筆者には酵母分類学を正面から学び，
実験をした経験がなかった。微生物分類学を理解し
ようと書物を読み，その道の先輩から解説をしても

らう手探り状態で動き始めた。分類学を学ぼうとし
て大きな難関になったのは，特有な単語が次々と出
てきて，それらを理解するのが困難なところであっ
た。コト細かに歩んできた道を説明しようとすれば，
際限のない単語の嵐に巻き込まれるので，必要最少
限の知識で土壌から分離した酵母の分類経過を記述
する。
3-1．酵母とよばれる生物群を，ひとことでは定義
できない
　その道の先輩の話を聞くと，酵母という単語でく
くられている生物群は，生物分類学の視点からは正
式な名称ではなく，俗語だという。
　これは驚きであり，肝をつぶす思いだった。微生
物を論ずるときに，カビ，細菌と並んで酵母という
単語が頻繁に現れてくるのに，“ 酵母とは ” として，
他の生物群とは明確に区別が出来ないのだという。
　自然科学の世界では，全ての分野で言葉の定義か
ら始まり，その定義された言葉を正確に使わなけれ
ば，第三者に納得してもらえる客観的な説明ができ
ないのが通り相場である。それなのに酵母という言
葉が俗語だというのだから厄介である
　平易に表現すれば，酵母とはカビの仲間とキノコ
の仲間のうちで，単細胞で生活する期間が圧倒的に
長いものを指している。カビは菌糸を長く伸ばすの
で，四季や場所を問わないで目に付き易い。キノコ
は，平素は菌糸の状態で生活しているが，気候の流
れが適した時期になると，傘（カサ）の部分とそれ
を支える柄の部分を大きく成長させるので，不思議
な生きものとして人の興味をそそる。
　酵母の分類学を扱った「The Yeasats, a taxonomic 

study」の第 4 版では，酵母の定義を二箇所に分け
て記述している。はじめに，「酵母は栄養細胞が主
として出芽あるいは分裂で増殖する菌類であり，生
育は主として単細胞状態で行われる」と栄養増殖を
中心にした概説を示している。そこから 10 行ほど
の討論を経てから，「酵母は子嚢菌系あるいは担子
菌系を問わず，一般に出芽あるいは分裂で栄養増殖
する特色があり，有性状態を持ってはいるが，それ
は子実体の中に隔離されているのではない」，と性
の区別を主題にしている。ここでいう子嚢菌とはカ
ビを指しており，担子菌とはキノコを指している。
　Spencer ら は「Yeasts in natural and artificial 

habitats」で，「一般的に酵母とは，栄養増殖の段階

図 4　土壌中に棲息している微生物密度（推定値）
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では単細胞であって，出芽あるいは分裂で殖え，有
性段階では胞子（分散して繁殖するための菌体単
位）を作ったり作らなかったりし，それまでに他の
タイプの菌類としての名称が与えられていない担子
菌類，あるいは子嚢菌類に属する菌類と定義するの
が妥当であろう」，としている。いずれをとっても，
一度読んだだけで具体的なイメージが浮んでくるほ
どの明解さには欠けている。生物学的には広い範囲
にまたがる雑多な微生物の集団が示す，共通の性質
を集約しようとした苦心の作文である。
3-2．酵母の分類学的な位置
　 地 球 上 の 生 物 全 体 は， 分 類 学 で は 5 つ の 界

（Kingdom）に分けられている。そのひとつが菌界
（Fungi）であり，そこにカビ，キノコ，酵母が入っ
ている。菌界をさらに分けた門（Division）の中に，
Ascomycota（広くカビの仲間と考えてほしい）と
Basidiomycota（広くキノコの仲間と考えてほしい）
等がある。ここで出てきた門は幾つもの綱（Class）
に分かれ，それらの中に分散して酵母という微生物
が存在している。なお，分類学では綱を細分化して
目（Order），目を細分化して科（Family），さらに
連（族）（Tribe），属（Genus），種（Species）へと
細分化して終わる。これは原則であり，綱以下では
“ 次の ” あるいは “ 次位 ” を意味する『亜』を付け
た仕分け段階がよく見られる。
3-3．子嚢菌系酵母
　Ascomycota 門のすぐ下に位置する Ascomycotina

亜 門（ 子 嚢 菌 亜 門 ） に 属 す る 菌 類 は， 通 常 は
Ascomycetes（子嚢菌類）といわれ，ここでは属の

数だけでも 3,000 を越え，種の数はその 10 倍程度で
あるといわれている。子嚢菌系（ascomycetous）と
はAscomycetesの形容詞である。子嚢とは胞子（spore）
を納めておく容器であるが，その形態や構造はさま
ざまで，それらが分類学の基準となっている。
　一般論としての子嚢菌類は，子嚢（ascus，複数
形は asci，英語の sac の意味）の中で遺伝子の数を
半数にする減数分裂（reduction division）をしてか
ら胞子を形成する。子嚢を作るまでの細胞は，両親
から受け継いだすべての遺伝子を対（つい）にして
持っているから複相（二倍体：diploid）であるが，
減数分裂を経た後は単相（一倍体：haploid）になる。
これが配偶子（gamete）の遺伝子状態である。子嚢
の中では，標準的には 8 個の胞子が作られるが，そ
の数は種によってバラツキがある。
　単細胞でありながら子嚢を形成するところが特徴
である子嚢菌系酵母では，カビの胞子形成とは様子
が異なる。生活の本体である細胞がそのまま子嚢に
なる場合（例えばアルコール飲料を発酵生産する
Saccharomyces 属酵母）や，細胞の外側が大きくふ
くらんで子嚢になる場合（例えば Lipomyces 属酵
母などがある。
3-4．担子菌系酵母
　Basidiomycota 門のすぐ下にくる Basidiomycotina

亜 門（ 担 子 菌 亜 門 ） に 属 す る 菌 は， 一 般 に
Basidiomycetes（担子菌類）とよばれている。そこに
は約 1,500 属，23,000 種のキノコの仲間が存在する。
　キノコでは，性が異なる（身近な哺乳類の言葉で
表現すれば精子と卵子に相当する）2 種類の交配型

図 5　担子菌類のかすがい連結
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胞子（basidiospore）から，それぞれ細胞が連なっ
た一次菌糸が伸長する。それらが出会ったところで
細胞同士は融合してひとつになるが，交配型が異な
る 2 種類の核は融合しないで二次菌糸となる。2 種
類の核はそれぞれ独立して 1 個の細胞内に共存し
ながら二次菌糸は栄養増殖する。この状態を重相

（dikaryotic phase）と呼んでいる。
　二次菌糸が伸長するようになったとき，しばし
ば，ひとつの細胞の末端の一部分を包むように，次
の細胞から出ている突起構造が接着する。この特徴
的な結合様式をかすがい（鎹：両者の間をつなぎと
めるもの）連結（clamp connection，クランプ結合）
と呼んでいる（図 5）。成熟して有性生殖をする時
期になると，多数の二次菌糸が集合して子実体（キ
ノコ）をつくり，その一部の菌糸末端が棍棒形を
した細胞，すなわち担子器（basidium）となる。担
子器で 2 種類の核の融合がおき，続いて減数分裂
して 4 核になる。原則として，その 4 核が担子器
の上へ移行して担子胞子となる。担子菌類に属する
酵母（担子菌系酵母）では，上記のような担子菌と
しての一連の経過を観察できる場合と，一部が省略
されて観察できない場合がある。
3-5．アナモルフ（Anamorph）とテレオモルフ

（Teleomorph）
  酵母の分類学や有性世代と無性世代の関係を理解
しようとして文献を調べていると，アナモルフとテ
レオモルフという単語に出会う。このふたつの訳語
から記すと，アナモルフとは不完全な相（Imperfect 

phase，不完全時代），テレオモルフとは完全な相
（Perfect phase）である。何が不完全，あるいは完全
なのかというと，観察している人間の知恵や技術の
及ぶ範囲が関わっているから面倒である。
　成熟した個体の中で性の異なる配偶子をつくり，
ひとつの性と，それとは異なる性を持った配偶子が
出会ったときを考える。出会いに続いて接合する過
程をたどり，新しい個体をつくりだす経過が観察さ
れていないか（不完全），あるいはすでに観察され
ているか（完全）を問題にしている。すなわち有性
生殖が無い（まだ発見されていない）のか，有る（す
でに発見されている）のか，を問題にしている。
　菌類（カビ，キノコ，酵母）とは本質的には有性
生殖をするものとし，その有性生殖がまだ人間に
よって発見されていないものをアナモルフ（無性世

代と訳すことがある），すでに有性世代が確認され
ているものをテレオモルフ（有性世代と訳すことが
ある）と呼んでいる。新しい発想に基づく実験方法
の開発により，アナモルフがテレオモルフに修正さ
れた例がある。こうした場合には，アナモルフに付
けられていた学名を廃し，テレオモルフの学名を優
先して使用する。
3-6．日本の土壌から新しく分離した酵母は L. 

starkeyi か
　北海道から沖縄にいたる日本各地から採取した土
壌試料約 100 点から，1-4 にまとめた方法を使い，
Lipomyces 属酵母と期待される酵母菌株を分離した。
分離した菌株は，例外なく AF 培地上で細胞から膨
れ出た胞子嚢を作り，その中へ複数個の褐色の胞子
を作った。ここまでの実験結果だけで，特徴的な胞
子の作り方から，子嚢酵母で Lipomyces 属の酵母だ
と判断できた。そこから先は，属の中の種を特定し
なければならない。幸いなことに，Lipomyces 属酵
母の種の数は限られており，現在では L. japonicus，
L. kononenkoae，L. starkeyi，L. tetrasporus の 4 種 と
考えてよい。歯切れが悪く「考えてよい」と表現し
たのは，公式に認定されている限りでは，という但
し書きを必要とするからである。
　幸い，Lipomyces 属酵母が形成する胞子の外形（表
面構造）は，種によって異なることが知られている。
L. japonicus の胞子には表面にイガクリ状の突起が
あり，L. kononenkoae の胞子表面は平滑，L. starkeyi

の胞子表面には不規則な皺があり，L. tetrasporus の
胞子表面は縦に走る明瞭な縞模様がある。これらの
特徴を見分けるには，走査型電子顕微鏡で観察しな
ければならない。4 種の type strain に胞子を作らせ，
それらの姿を図 6 に示した。
　 研究室で検出できた土壌酵母の結果を整理
すると，日本の土壌から分離された全 326 菌株
の Lipomyces 属 酵 母 の 91.4 ％ が L. starkeyi で あ
り，L. japonicus が 4.9 ％，L. tetrasporus が 2.8 ％，L. 

kononenkoae が 0.7％，所属不明が 1.8％であった。
　L. starkeyi が圧倒的に多く，古くから存在が知ら
れていた L. kononenkoae と L. tetrasporus は意外に少
なかった。学術的には最も新しく存在が知られる
ようになった L. japonicus は，見掛けの検出比率は
4.9％であった。ところが，そこにはカラクリがある。
走査型電子顕微鏡観察を始めた頃は全く検出されて
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いなかったが，研究生が山梨県内のある桃畑の土か
ら最初の菌株分離に成功した。
　万が一にも間違いがあってはならないと，保管し
てあった同じ土壌試料から再度検出を試みたとこ
ろ，再び L. japonicus が出てきた。その土壌試料を
採取した畑へあらためて出向き，もう一度土壌試
料を採取してきた。その新しい土壌試料からも，L. 

japonicus が出てきた。畑の所有者を尋ね当て，そ
の方が所有する別の桃畑の土壌試料を採取したが，
そこからも出てきた。そんな分離作業を繰り返して
いるうちに，L. japonicus の菌株が増えてしまった
のである。
　L. japonicus には，日本国名の Japan が織り込まれ
ている。その名称が付けられた経緯を不確かながら
説明しておきたい。日本で開かれた国際学会に出席
した研究者の一人が，自国の酵母分類学者に依頼さ
れて，どこかで土壌試料を採取して持ち帰ったらし
い。その試料から検出された Lipomyces 属酵母の
菌株のひとつが新種だったので，日本を記念して命
名したようである。筆者達の経験では，極めて限定
された土地の試料からしか L.  japonicus を検出でき
なかった。偶然とはいいながら，少数の土壌試料か
らこの種を発見できたとは，なんと運の強い研究者
がいるものだろうかと感心した。
　以上は研究の中の「良い所取り」で綴った粗筋で

図 8 ｰ 6　Lipomyces 属酵母の胞子の形態

ある。手っ取り早く結論に近づく内容を，古典的な
手法で裏打ちをする作業があってこそ，信頼される
研究結果になる。形態観察，27 種類の炭素源の資
化性試験，5 種類の窒素源の資化性試験，主要 CoQ

の分子種試験，DNA を抽出して GC 含量の測定と
相同性の判断，核内 DNA の本数と長さを測定する
核型解析等が残されていた。
　資化性試験では数多くの卒論生の手を借りてデー
タを揃えた。Lipomyces 属酵母は菌体の外に大量の
酸性多糖を分泌する。その酸性多糖の性質が DNA

の性質と共通するところがあったので，DNA を純
粋な形で抽出できるようになるまでが大変な作業
だった。その難事業に果敢に立ち向かい，冷静に観
察を続けながら成し遂げた研究生の，昼夜を分か
たぬ努力には頭が下がる思いが残る（Nishimura ら 

Biosci. Biotechnol. Biochem., 66: 1563-1566, 2002）。解
析技術と結果の信頼性が統計学的に信頼できるよう
にする目的で，10 回も繰り返す実験によく耐えた。
　研究生達の目立たない舞台裏の作業があってこ
そ，信頼性がある分類学的データが揃えられた。
これらの実験の積み重ねがあってから，日本産の L. 

starkeyi と確信できた 10 菌株を，NBRC へ寄託す
るお誘いを受けた。同所で保存管理する菌株に登
録する手続きを進めてもらい，カタログに記載さ
れている。
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