
 

博士論文 (要約) 

 

マイコトキシン生産阻害物質の作用機構に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

古川 智宏 



略語一覧 

 

2D-DIGE: 2 dimensional differential gel electrophoresis 

APS: ammonium persulfate 

ATP: adenosine triphosphate 

BCA: bicinchoninic acid 

BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 

BLAST: basic local alignment search tool 

Boc: tert-butoxycarbonyl 

BPB: bromophenol blue 

BSA: bovine serum albumin 

CBB: coomassie brilliant blue 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 

CoA: coenzyme A 

DMF: N,N-dimethylformamide 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DNA: deoxyribonucleic acid 

DTT: dithiothreitol 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

FADH2: flavin adenine dinucleotide 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HPLC: high-performance liquid chromatography 

HRP: horseradish peroxidase 

IC50: half maximal inhibitory concentration 

IPTG: isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

KLH: keyhole limpet hemocyanin 

LB: luria-broth 



LC: liquid chromatography 

MIC: minimum inhibitory concentration 

mRNA: messenger ribonucleic acid 

MS: mass spectrometry 

NADH: nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NBT: nitro blue tetrazolium 

OD: optical density 

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 

PCI: phenol/chloroform/isoamyl alcohol 

PCR: polymerase chain reaction 

PDB: potato dextrose broth 

PVDF: polyvinylidene difluoride 

PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 

RNA: ribonucleic acid 

SD: standard deviation 

SDH: succinate dehydrogenase 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

TBTA: tris[(1-benzyl-1H-1, 2, 3-triazol-4-yl)methyl]amine 

TCA: trichloroacetic acid 

TEMED: N,N,N’,N’ -tetramethylethylenediamine 

THF: tetrahydrofuran 

TLCK: Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride 

Tris: tris (hydroxymethyl) aminomethane 

UV: ultraviolet 

X-gal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside 



略語一覧  

目次  

序論 1 

  

第一章 トリコテセン生産阻害物質 precocene II の作用機構 32 

1-1 precocene II 結合タンパク質の同定 32 

1-1-1  precocene II 固定化ナノ磁気ビーズの調製 32 

1-1-2 F. graminearum の細胞小器官の粗分画 32 

1-1-3 ウェスタンブロッティングによる分画の確認 33 

1-1-4 ミトコンドリア画分からの precocene II 結合タンパク質の同定 34 

1-1-5 核・未破砕画分からの precocene II 結合タンパク質の同定 35 

1-1-6 細胞質基質画分からの precocene II 結合タンパク質の探索 35 

1-1-7 大腸菌を用いた組換え VDAC の調製 36 

1-1-7-1 His-VDAC の発現 36 

1-1-7-2 精製 His-VDAC の調製 36 

1-1-8 His-VDAC と precocene II の結合実験 37 

1-1-9 酵母抽出物からの precocene II 結合タンパク質の同定 37 

1-2 活性酸素の発生と F. graminearum の 3-ADON 生産量の関係 38 

1-2-1 活性酸素関連試薬が 3-ADON 生産量に与える影響 39 

1-2-2 抗酸化物質が 3-ADON 生産量に与える影響 40 

1-2-3 precocene II が細胞内のスーパーオキシド量に与える影響 41 

1-2-4 precocene II の添加による酸化ストレスマーカーの変化 42 

1-2-5 precocene II が菌体内アセチル CoA 量に与える影響 43 

1-2-6 3-ADON 生産量、Tri6 発現量、ミトコンドリアスーパーオキシド量の経時変化

と precocene II が与える影響 

44 

1-2-7 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の作製 46 

1-2-7-1 MnSOD の遺伝子の同定 47 

1-2-7-2 Split-marker アプローチによる MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の作製 47 

1-2-7-3 サザンブロッティングによる MnSOD1 および MnSOD2 破壊の確認 48 

1-2-7-3-1 MnSOD1 破壊の確認 48 

1-2-7-3-2 MnSOD2 破壊の確認 49 



1-2-8  MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の生育 50 

1-2-8-1 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の胞子形成 50 

1-2-8-2 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の寒天培地上の生育 50 

1-2-9 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の 3-ADON 生産量 51 

1-2-10 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の Tri6 および Tri5 発現量 51 

1-2-11 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株のスーパーオキシド量の経時変化 52 

1-3 考察 52 

実験の部 90 

  

第二章 アフラトキシン生産阻害物質 dioctatin の作用機構 120 

2-1 dioctatin A が代謝と遺伝子発現に与える影響 120 

2-1-1 dioctatin A が代謝に与える影響 120 

2-1-2 dioctatin A が遺伝子発現に与える影響 121 

2-2 dioctatin 結合タンパク質の精製と同定 123 

2-2-1 dioctatin 固定化ビーズの調製 124 

2-2-2 dioctatin 結合タンパク質の精製 124 

2-2-2-1 加熱による溶出 125 

2-2-2-2 dioctatin 溶液による溶出 125 

2-2-3 dioctatin 結合タンパク質の同定 126 

2-2-3-1 LC/MS/MS による分析 126 

2-2-3-2 抗 ClpP ペプチド抗体による確認 128 

2-2-3-3 組換え ClpP と dioctatin の結合実験 128 

2-2-3-3-1 組換え ClpP-FLAG の発現 128 

2-2-3-3-2 ClpP-FLAG の精製 129 

2-2-3-3-3 ClpP-FLAG と dioctatin の結合実験 129 

2-3 ClpP の細胞内局在の解析 130 

2-3-1 A. flavus の細胞小器官の粗分画法の検討 130 

2-3-2 各画分の抽出タンパク質からの ClpP の検出 131 



2-4 ClpP の活性に対する dioctatin の影響 131 

2-4-1 dioctatin が ClpP のオリゴペプチド分解活性に与える影響 132 

2-4-2 dioctatin が ClpP のタンパク質分解活性に与える影響 133 

2-5 2D-DIGE を用いた dioctatin がミトコンドリアタンパク質の分解に与える影響の解析 133 

2-5-1 2D-DIGE 解析 134 

2-5-2 dioctatin 添加が影響を与えるタンパク質の同定 135 

2-6 考察 136 

実験の部 172 

  

第三章 シリング酸アルキルおよび類縁化合物のアフラトキシン生産阻害活性 189 

3-1 シリング酸アルキルがアフラトキシン生産および菌体重量に与える影響 190 

3-2 アルキルパラベンおよび没食子酸アルキルがアフラトキシン生産および菌体重量に

与える影響 

190 

3-3  シリング酸アルキルおよび類縁化合物が呼吸鎖複合体 II の活性に与える影響 191 

3-4 考察 192 

実験の部 200 

  

総合討論 202 

参考文献 209 

謝辞 223 

 

 



1 
 

序論 

 

マイコトキシン 

国土の大部分が温暖な気候に恵まれた日本は、樹木の豊富な山林が広い面積を占め

つつも、平野部は雨の多い農耕に適した土地となっており、米を始めとした豊かな農

産物をもたらしてくれる。その分、高湿、高温の梅雨の時期を、人々は豊作の証とし

て耐えてきた。住環境には黒カビが生え、食物を放置すれば青カビが生えてくる。こ

れらのカビは多くの場合、急性毒性をもたらすような毒物は生産しないが、一部のカ

ビにはヒトや家畜に強力な中毒を引き起し得る毒物を産生し、農作物を汚染するもの

がいる。カビの生産する有毒な二次代謝産物を真菌(myco-)の生産するトキシンとの

意味でマイコトキシン (mycotoxin) と呼ぶ [1]。 

現在では、300種類以上のマイコトキシンが報告されており、大部分が Aspergillus

属、Fusarium 属または Penicillium 属のカビによって生産される [1] 。マイコトキシ

ンによる穀物の汚染、とりわけ小麦、トウモロコシ、ナッツ類といった主要穀物の汚

染は広く世界的に認知されており、国際連合食糧農業機関 (FAO) による試算では毎

年世界で生産される農作物の 25%が何らかのマイコトキシンに汚染され、毎年 10億

トンの食糧が失われている [2]。 

マイコトキシン汚染と人間の社会との関係は古く、すでに紀元前 6世紀のアッシリ

アにカビに汚染されたライ麦の中毒の記録が見られるが、正確な記録は紀元 994年に

フランスのアキテーヌ地方で起きた中毒に残されており、当時の人口の半分に当たる

約 2万人が亡くなったとされている [3]。その後の研究により、ライ麦の急性中毒は

麦角菌 Claviceps purpurea の生産する ergotamine (図 0-1) をはじめとする数種類のア

ルカロイドが原因であるとわかり、アルカロイドの血管収縮作用が壊疽、流産、痙攣

を引き起こすことがわかった [4]。 

日本においてはカビ毒の研究が早くから行われており、昭和 12年には三宅らによ

り黄色に変色した米から Penicillium 属のカビが単離され、感染した米に毒性物質が

存在することが示されていた。黄変米の問題は戦後の食糧難で再び注目され、食糧生
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産の逼迫のため輸入された台湾産の米に黄変米が見つかり、マイコトキシンの研究が

精力的に行われる運びとなった。Penicillium citrinum から見つかった citrinin (図 0-1) 

は、黄変米に含まれるマイコトキシンの中で最も早く分離されたものであり、化学構

造は 1948 年にクラムらにより明らかにされていた [5]。その後の動物実験により、

citrinin は強い腎毒性を有し、毒性は腎臓での水の再吸収を抑制するために生じマウ

スでの半数致死量は体重 1 kg あたり 35 mgであることが明らかにされた [6]。のち

に、伊藤らにより citrinin は肝臓における発癌性を有することも示された [7]。 

 

本研究で対象とした Fusarium 属の生産するトリコテセン類の研究も日本人により

精力的に行われてきた。麦類に感染した Fusarium 属のカビにより赤色の代謝物質の

蓄積が見られるため、この麦の病変を麦類赤カビ病と呼ぶ。日本では小麦の開花期が

梅雨と重なるため、現在においても麦類赤カビ病の防除の徹底が図られている。1953

年には初夏から天候不順が続き麦類赤カビの大発生が生じ、汚染麦を食したヒトや家

畜での嘔吐や下痢を主症状とする中毒が報告された。これに伴って行われた研究の結

果、原因菌の Fusarium graminearum から角田らにより nivalenol (NIV) (図 0-2) [8]が、

吉澤らにより deoxynivalenol (DON) (図 0-2) [9]が単離同定されている。Fusarium 属菌

によるマイコトキシン汚染がもたらした人的被害は第二次大戦後のソビエトにおい

ても見られ、配給された保存穀物により食中毒性無白血球症 (alimentary toxin aleukia, 

ATA) と呼ばれる中毒が起きたが、この原因は Fusarium sporotrichioides の生産する T-

2 toxin (図 0-2) であった [10]。トリコテセン類は特徴的なトリコテセン骨格を基本骨

格とするセスキテルペン類であり、これまでに 100種類以上が同定されている。構造

の違いによりタイプ A から D の 4 種類に分けられるが、日本ではタイプ B の

deoxynivalenol (DON) が食品から検出されることが多く、2001年の WHO/FAO 合同

食品添加物専門家会議 (JECFA) により DON の暫定最大耐用量が体重あたり 1 日 1 

µg と定められたのに合わせ、2002年に厚生労働省は玄麦における DON の暫定基準

値を 1.1 ppmと定めた [11]。トリコテセン系マイコトキシンによる汚染は比較的中緯

度、高緯度地域で見られ [12]、アメリカでは小麦の DON 汚染により毎年 6.5億ドル
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の経済的被害が生じていると見積もられている [1]。トリコテセン系マイコトキシン

による中毒はリボソームのタンパク質生合成を阻害することにより生じることが知

られ、その毒性には C-9と C-10の二重結合、C-12と C-13のエポキシドを有した骨

格が必要である [13]。認められる病状として消化器障害による強い吐き気や下痢、β

細胞系リンパ球が消失し B 細胞の生産が止まることによる免疫不全、白血球、血小

板の顕著な減少などがある。DON は T-2 toxin や NIV と比較すると急性毒性は低い

が、吐き気や下痢性中毒の強さ [14]、広範な汚染により最も重要なトリコテセン系マ

イコトキシンと考えられる。DON の生合成経路、調節メカニズム、防除方法を後述

する。図 0-1に示した zearalenoneは DON同様 F. graminearum の生産するマイコトキ

シンであるが、DON と異なりポリケチド経路で生合成される。女性ホルモンと類似

した作用をもつ内分泌かく乱物質であり、子宮細胞内のエストロゲン受容体と強い結

合親和性を有することが報告されている [15]。ヒトよりも豚などの家畜に対する被

害が多く報告され、zearalenoneに汚染されたトウモロコシを食べたメスの豚の外陰部

が赤くはれ上がる中毒事故の報告がある。 

ochratoxin A (図 0-1) は Aspergillus ochraceus の培養物から単離されたマイコトキシ

ンであり、肝臓や腎臓に強い毒性を示すことが報告されている [16]。北欧諸国で報告

されていた豚の腎障害や、バルカン諸国でのヒトの腎疾患への関与が指摘されている。 

DON 同様に本研究で対象としたアフラトキシン類は、マイコトキシンが世界的に

注目される端緒となったいわゆる「ターキーX 病事件」後の調査により発見された。

イギリスでクリスマス用に飼育していた七面鳥数万羽が肝臓障害により中毒死した

1960年の事件は、Aspergillus flavus が感染したブラジル産のピーナッツミールが原因

であることが突き止められた [17]。その後の研究から A. flavus によってアフラトキ

シン B1、B2 (図 0-3)が生産されることがわかり、アフラトキシンが中毒の原因物質で

あることが確かめられた [18]。これらの毒物を摂取した家畜の乳汁からは、アフラト

キシン B1、B2が体内で水酸化された代謝産物としてアフラトキシン M1、M2 (図 0-3) 

も単離された。また A. flavus 以外のアフラトキシン生産菌として見出された

Aspergillus parasiticus はアフラトキシン B1、B2以外にアフラトキシン G1、G2 (図 0-3) 
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を生産することがわかった。アフラトキシンは急性毒性として肝機能障害、慢性毒性

として肝臓がんを引き起こすことが判明しているが [19]、中でもアフラトキシン B1

の発がん性は既知の天然物質で最強と言われている。アフラトキシン B1 の毒性の本

体は肝臓内のシトクロム P450モノオキシゲナーゼにより変換されて生じたアフラト

キシン B1-8,9-エポキシドにあり、これが DNA 中のグアニン残基の N-7位に付加する

ことで変異が生じると考えられている [20]。中緯度、高緯度地域に汚染が見られる

DON と比べ、アフラトキシンの汚染は発展途上の国々が多い熱帯、亜熱帯を中心に

見られ、インドネシア、フィリピン、タイの東南アジアの３カ国だけでも毎年 9億ド

ル以上の被害が生じ [1]、世界全体では約 45 億人が慢性的にアフラトキシンに曝さ

れていると見積もられている [21]。実際に、タイ、フィリピン、インドネシアの農耕

地の土壌からアフラトキシン生産菌の検出を行ったところ、約半数のサンプルからア

フラトキシン生産能を有する A. flavus または A. parasiticus が見つかったのとの報告

がある [22]。ケニアでは 2004年にアフラトキシンに汚染されたトウモロコシを食べ

たことによる大規模な急性中毒が起こり、317人の症例と 125人の死亡が報告された 

[23]。温帯に位置する日本では、沖縄の一部地域を除き A. flavus は検出されてもアフ

ラトキシン生産能はほとんど検出されないが、今後地球規模の温暖化が進めばアフラ

トキシン汚染が広がるケースは十分に考えられる。現在においても、食料の多くを輸

入に依存していることから、アフラトキシンに汚染された穀物が混入するリスクが常

に存在し、日本においては 10 ppbの厳しい規制値が設けられている。アフラトキシ

ンによる汚染は、その強い毒性、世界規模の汚染から最も深刻な問題であると考えら

れている。アフラトキシンの生合成経路、調節メカニズム、防除方法を後述する。 

 

DONの生合成経路および調節機構 

図 0-4にトリコテセンの生合成経路を示した [24]。トリコテセン生合成に特有の反

応は、TRI と名付けられたトリコテセン生合成酵素群によってなされる。トリコテセ

ン生合成の出発物質はアセチル CoAであり、アセチル CoAからメバロン酸経路を経

て生合成されるファルネシル二リン酸が一次代謝と二次代謝の分岐点となる。ファル
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ネシル二リン酸は真菌の細胞壁の主成分であるエルゴステロールの合成にも用いら

れるが、トリコテセン生合成においてはTRI5による複雑な環化反応により trichodiene

が生成し、TRI4による多段階反応によって isotrichotriolが生成後、更に複数段階の反

応が行われ二次代謝産物である DON が生産される。NIV を生産する一部の F. 

graminearum および Fusarium sporotrichioides 、また T-2 toxin を生産する F. 

sporotrichioides においては、Tri7 および Tri13 が機能することで calonectrinから DON

生合成とは別の経路をたどる [24, 25]。生合成経路中の 3-acetyldeoxynivalenol (3-

ADON)は脱アセチル化によって DONを与える DONの生合成前駆体であるが、DON

のアセチル化によっても生成することが知られている。これは、DON を毒性の弱い

3-ADON にしておくという菌のもつ耐性機構ではないかと考えられている。3,15-

ADON の C-15位を脱アセチル化し 3-ADON を与える酵素は同定されていない [24]。 

 

これまでに知られている DON生産の調節機構の概略を図 0-5に示した。DON の生

合成の大部分を担う TRI 酵素群をコードする Tri 遺伝子群の大半は、ファルネシル二

リン酸から trichodieneを生合成する酵素をコードする Tri5 を含む Tri5 クラスターに

存在する [24]。このクラスター内に存在する Tri6 は Cys2His2の zinc finger型の転写

調節因子 TRI6をコードするが、TRI6はこれまで明らかになった範囲では DON生合

成調節機構において最も上流に位置する転写調節因子だと考えられている [26]。ノ

ーザンブロット解析の結果から TRI6 は Tri10 を除くすべての Tri 遺伝子群の発現を

制御していることが示されており [27]、さらに Tri6 の破壊株では Tri 遺伝子群だけで

なく、メバロン酸経路の遺伝子である HMGS (hydroxymethylglutaryl-CoA synthetaseを

コードする遺伝子) と HMGR (hydroxymethylglutaryl-CoA reductaseをコードする遺伝

子) の転写量も減少していたことから、TRI6 はアセチル CoA からトリコテセンまで

トリコテセン生合成に関わるすべての遺伝子の発現を制御していると考えられてい

る。TRI10も TRI6 同様転写調節因子であり、TRI6 と複合体を形成し Tri 遺伝子群の

発現活性化を補助している可能性が考えられているが [26]、実験的な証拠は得られ

ていない。TRI6をタグつきで発現させ、タグを認識する抗体により TRI6を沈降させ
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て TRI6 の結合する DNA 配列を探索したクロマチン免疫沈降実験の結果から、TRI6

は Tri 遺伝子群のみならず 200近い遺伝子の転写に関わっていること示されており、

さらに Tri6 遺伝子自身の転写も制御することがわかっている [28]。 

Tri6 遺伝子をはじめとした Tri クラスターの遺伝子の転写に影響を与え、DON 生産

を調節する環境因子として pHや光、炭素源、窒素源が知られている。F. graminearum

は in vitro における培養において培地の酸性化が見られるが、培地の pH を中性また

はアルカリ性に保って培養すると Tri 遺伝子の発現が見られなくなり、トリコテセン

生産が停止する [29, 30]。pHによりトリコテセン生産が制御される要因として pHに

依存して遺伝子発現を調節する機能を持つ Pac1タンパク質の関与が報告されており、

Pac1を恒常的に発現させた変異株では Tri 遺伝子の発現が抑制されること、Pac1の

結合サイトと考えられる配列が Tri6 を含む複数の Tri 遺伝子に見られることがわかっ

ている [31]。 二次代謝における光作用のメカニズムは Bayramらにより Aspergillus 

nidulans においてはじめて示されたが、それには VelB、VeA、LaeA の 3 つのタンパ

ク質からなる velvet複合体が関与している [32]。光条件下では VeA が細胞質基質に

局在するのに対し、暗黒下では velB/VeA 複合体として核内に移行し、二次代謝全体

の調節因子として働く LaeAと結合して velvet複合体を形成し、二次代謝に関わる遺

伝子の発現を増加させると考えられている [32]。F. graminearum においても、VelB の

破壊株 [33]、VeA の破壊株 [34]でトリコテセン生産が減少したとの報告があり、

velvet複合体がトリコテセン生産を正に制御するメカニズムが示唆される。炭素源に

関しては、スクロース培地でトリコテセン生産が見られる一方、グルコース培地では

トリコテセン生産が見られないとの報告がある [35]。A. nidulans で同定された CreA

タンパク質はグルコース存在下で特定の遺伝子の発現を減少させることが知られる

が [36]、F. graminearum において CreAタンパク質の機能についての報告はない。窒

素源に関しても、A. nidulans で同定された AREA タンパク質のホモログの関与が示唆

されるが、現在その報告はない。 

また、過酸化水素を培地に添加すると 15-ADON 生産が増加したとの報告があり 

[37]、過酸化水素によりもたらされる酸化ストレスが DON 生産に影響する可能性が
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考えられている。一方で、NIV を生産する F. graminearum に対しては過酸化水素が

NIV 生産を抑制したとの報告もあり [38]、F. graminearum のタイプによる応答性の違

いが示唆されている。最近、ヒストンアセチルトランスフェラーゼのひとつの触媒サ

ブユニットである酵母 ELP3の F. graminearum における変異株においてトリコテセン

生産と Tri 遺伝子の発現が減少していたとの報告があり [39]、変異株においてはヒス

トン H3 のアセチル化の減少が見られていたことから、ヒストンのアセチル化と Tri

遺伝子の発現の関連が示唆されている。 

以上述べたように、Tri 遺伝子の発現は種々の因子により制御が行われていること

がわかってきているが、報告の大部分が破壊株を用いて行われた実験結果に基づくも

のである。 

前述したように、DON は生産者である F. graminearum の細胞自身に対しても、リ

ボソームの阻害による毒性を発揮し得る。自身に対する毒性を回避するとともに、一

次代謝と二次代謝を空間的に分離するメカニズムとして、トキシソームと名付けられ

た DON生合成の工場となる小胞の存在が示唆されている [40]。Menkeらは、DON生

合成が誘導される条件下で GFPの蛍光タグをつけた TRI1、TRI4および HMGRが 3-

4 µmの小胞に共局在することを見出した。さらに小胞内で DON が生合成された後、

TRI12 を含む小胞が分離して細胞膜と融合し、DON が細胞外へ放出されるメカニズ

ムの存在を示唆した。HMGR は前述のようにファルネシル二リン酸の合成に関わる

メバロン酸経路の酵素であり、トキシソーム内では HMGR 以降のトリコテセン生合

成の反応が全て起こっていることが予想される。しかしながら、原料となるアセチル

CoA がどのように運ばれるのか、エルゴステロール合成に用いられるファルネシル

二リン酸も同様に小胞内で合成されるのか等はわかっていない [40]。 

 

DONの生産阻害物質 

F. graminearum による農作物の汚染に関する規制として、厚生労働省によって 2002

年に、小麦に含有される DON の暫定基準値 1.1 ppmが設定され、さらに農林水産省

によって 2003年、小麦の赤かび粒混入率 0.0%が設定されている。DON は熱安定性
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が高く、環境の変化や加熱により生産菌が死滅したあとも食品中に残存し、除去が困

難である。そのため、汚染を防除する以外に方法はなく、現在では DONの汚染およ

び赤かび病対策として品種の改良や播種時期の変更といった「耕種的防除」や、抗カ

ビ剤であるテブコナゾール、メトコナゾール、チオファネートメチルを農場に散布す

る「薬剤防除」、粒子の大きさや重さから罹病した小麦を判別する「選別」の 3 つの

方法が行われている。これらの方法により DON の検出値は 1.1 ppmを下回る場合が

多いが、基準値を上回るような年もあり [41]、さらなる汚染防除法の開発が求められ

ている。殺菌剤による防除は現在最重要視されているが、これらの薬剤はカビに対し

殺菌的に働くため、ひとたび薬剤耐性菌が生じると急激に蔓延する恐れがある。2002

年に Bai らにより、trichodiene合成酵素をコードする Tri5 を破壊しトリコテセン非生

産とした F. graminearum の分生子を圃場において小麦に散布したところ、小麦への初

期感染は見られるものの、赤かび病の発症が見られた穂の数が野生株に比べ大きく減

少したとの報告がなされた [42]。つまり、トリコテセン生産は F. graminearum の小麦

への初期の感染には関与しないが、小麦中の細胞の細胞壁を貫通して広がり、赤かび

病の症状を示すまで感染を拡大させる上で必須であることが示唆されている。つまり、

DON生産の抑制は赤かび病の防除にも繋がる可能性がある。ここから、DON生産を

特異的に抑制する薬剤は DON汚染および赤かび病に対し有用であるとの考えのもと、

植物成分、無機化合物および合成化合物といった種々のスクリーニング源から DON

生産阻害剤が探索された [43]。スクリーニング源のなかでも、植物由来の精油には比

較的複雑でない化合物が含まれるため同定が迅速に行えること、生合成遺伝子を利用

した組換え体作物への展開が可能であること、精油自体を用いた実用化が可能なこと

などの利点がある。市販の精油について F. graminearum の 3-ADON 生産阻害活性を

指標にスクリーニングが行われた結果、矢口、吉成らによりジャーマンカモミール

Matricaria recutica の精油から precocene I、precocene IIおよび(E)-、(Z)-spiroether (図 0-

6) [44, 45]が、ユーカリペパーミントガムの精油から(-)-piperitoneが活性物質として単

離同定された(図 0-6) [44]。(E)-、(Z)-spiroetherの 3-ADON 生産阻害活性は TRI4 を阻

害することで生じることが、酵母を用いたTRI4活性測定系により判明している [45]。
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これら阻害物質の中でも、precocene IIは F. graminearum の生育を阻害することなく、

IC50 1.2 µM の低濃度で 3-ADON生産を阻害する強い活性を示す。precocene Iおよび

precocene IIは抗幼若ホルモン活性物質としても知られる物質である。この precocene 

I または II を半翅目および直翅目昆虫に塗布すると、幼若ホルモンの産生器官である

アラタ体を摘出したのと同様の早熟変態が起こる。この抗幼若ホルモン活性において

も precocene IIは precocene Iよりも強い活性を有することが知られる [46]。以下にこ

れまでに判明している precocene IIの 3-ADON生産阻害活性における作用を示す。 

 

precocene IIの既知の作用 

precocene IIは図 0-7に示したように、スクロースを含む液体培地における 3-ADON

生産および Tri4, Tri5, Tri6, Tri10 の転写量を濃度依存的に大きく減少させる [44]。そ

の後、Cryptococcus neoformans において Co2+がエルゴステロール生合成の制御機構に

影響を与えるとの報告と [47]、エルゴステロール生合成の前駆体であるファルネシ

ル二リン酸の生合成遺伝子が TRI6の制御下にある事実を考え合わせ、露木らにより

Co2+が 3-ADON 生合成に与える影響が調べられた [48]。Co2+は 30 µM の添加で 3-

ADON 生合成を増加させ、Tri 遺伝子である Tri4、Tri6 の転写量、メバロン酸経路の

遺伝子である HMGS、HMGR の転写量、ファルネシル二リン酸からエルゴステロール

への生合成に関わる酵素遺伝子である erg3、erg25 の転写量を増大させたが、これら

の増加は precocene II 300 µM の共添加で抑制され、precocene IIの作用点が Co2+の作

用点の上流に存在することが示唆された。更に、坂本、露木らは、蛍光色素を用いた

二次元電気泳動解析 (2D-DIGE) から、precocene IIの添加によってエタノール発酵に

関与するアルコールデヒドロゲナーゼおよびピルビン酸デカルボキシラーゼと、解糖

系酵素のエノラーゼのタンパク質レベルが増大するとともに、ミトコンドリア由来の

クエン酸をアセチル CoAに変換する細胞質基質の酵素である ATPクエン酸リアーゼ 

(ATPCL) のタンパク質レベルが減少すること報告した [49]。前述したように、スク

ロースを含む培地で 3-ADON の生産が見られる一方、グルコースおよびフルクトー

スの培地では 3-ADONはほとんど生産されない [35]。坂本らは、ATPCL をコードす
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る遺伝子の転写量がグルコースおよびフルクトース培地に比べスクロース培地で有

意に増加しており、precocene IIの添加によってスクロース培地での転写量が減少す

ることを見出した [49]。また、30 µM の Co2+の添加により ATPCLをコードする遺伝

子の転写量が増加し、300 µM の precocene IIの共添加により転写量の増加が抑制さ

れることを示した。しかし、ATPCLをコードする遺伝子のプロモーター領域には TRI6

の認識配列は存在しないため、転写量増減のメカニズムは不明であり、precocene IIが

DON生産阻害をもたらす直接的な原因は未解明である。 

 

アフラトキシンの生合成経路および調節機構 

アフラトキシン生合成経路を図 0-8に示す。アフラトキシン誘導体は主としてアフ

ラトキシン B1、アフラトキシン B2、アフラトキシン G1、アフラトキシン G2 である

が (図 0-2)、家畜の乳汁からは代謝産物としてアフラトキシン M1、M2 (図 0-2)も単離

される。アフラトキシン B1、アフラトキシン B2、アフラトキシン M1 および M2 は

difurocoumarocyclopentenone構造を有するために紫外光により青色の蛍光を発するの

に対し、アフラトキシンＧ1、アフラトキシン G2は difrurocoumaro-δ-lactone構造を有

し、グリーンの蛍光を示す。アフラトキシンの生合成経路は遺伝子導入実験や遺伝子

破壊実験、in vitro での酵素反応系の構築などにより一部を除きほとんどが理解され

ている [50, 51]。アフラトキシンは acetyl-CoAを出発物質とし、菌体細胞内で 28段

階以上の酵素反応によって生合成されている。まず、脂肪酸合成酵素 Fas-1および Fas-

2 の働きにより acetyl-CoAと malonyl-CoAから hexanoyl-CoAが合成され、hexanoyl-

CoA はポリケタイド合成酵素 Pksの働きにより malonyl-CoAを基質として伸長され、

アンスロン骨格を有する hexanoyltetrahydroxyanthone (HexAT) が生成する。HexATの

アンスロン骨格内に酸素原子が導入され鮮やかな赤色を示す norsolorinic acid (NA) 

が生成するが、この反応が酵素により触媒されるのか自然に生じるのかは確定されて

いない。その後の nor-1 のコードする酵素による還元は厳密な立体特異性があり、NA

からは (1S) 体の averantin (AVN) が生じる。AVN からは更に複雑な酸化還元や脱水

反応を経て versicolorin Bが生成し、versicolorin Bが verA のコードする酵素により
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versicolorin Aに変換された場合の最終産物がアフラトキシン B1またはアフラトキシ

ン G1となる一方、versicolorin Bのまま反応が進んだ場合の最終産物はアフラトキシ

ン B2またはアフラトキシン G2となる。その後、複雑な骨格転移反応および 2回のメ

チル化を経て、ordA のコードする多機能酵素によりアフラトキシン B1 (またはアフ

ラトキシン B2) が生成する。ordA に加え、cypA、nadA のコードする酵素が加わった

場合、最終産物はアフラトキシン G1 (またはアフラトキシン G2) となる。 

 

図 0-9 にアフラトキシン遺伝子クラスターの模式図および調べられている aflR の

発現制御機構を記した。アフラトキシン生合成に関わる約 25 個の遺伝子は A. flavus

の 8 つの染色体のうち第三染色体上で約 70 kb のクラスター構造を形成しており、

Cys6の zinc finger型の転写因子である AflR は各酵素遺伝子のプロモーター領域に結

合し発現をポジティブに制御している [52]。aflR の近傍に位置する aflJ のコードす

るタンパク質もまた転写調節を行うと考えられているが、既知の転写因子の構造をと

らず、また破壊株においてもアフラトキシン生産は見られないにも関わらず pksA、

nor-1、ver-1、omtA の発現が確認され、その機能は確定していない [53]。トリコテセ

ン生合成における TRI10 と同様、AflR と複合体を形成する可能性が考えられ、AflR

の核内移行を補助することで効率的な転写活性化を行っていることが示唆されてい

る [54]。 

これらアフラトキシン生合成に影響を与える因子として、環境要因として光、pH、

酸化ストレス、栄養因子として炭素源や窒素源が調べられているが、これらの条件は

トリコテセン生合成の調節における条件と同様、多くのエネルギーを必要とする二次

代謝を好ましい環境条件下のみで行う真菌の対応戦略であると考えられる [55]。ア

フラトキシンは酸性 pH 条件下で合成される。アルカリ性条件下では転写因子 PacC

がアフラトキシン生合成酵素遺伝子の発現を抑制することが知られる [56]。トリコ

テセン生合成の場合と類似して、アフラトキシン生合成酵素遺伝子のプロモーターの

配列の解析によって炭素源によりアフラトキシン生合成を調節する転写因子として

CreA が、窒素源による調節因子として AreA の働きが示唆されている [57]。A. 
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parasiticus を用いた Reverberiらの実験により、酸化ストレスもまたアフラトキシン

生産に関与していることが示されている。酵母の yap1タンパク質は細胞質基質局在

性であるが、酸化ストレス条件下では核内に移行し、抗酸化酵素であるチオレドキシ

ンやグルタチオンシンターゼなどの発現を上昇させることが報告されている [58]。A. 

parasiticus の酵母 yap1ホモログである ApyapA の破壊株においては、アフラトキシ

ンが早期に蓄積するとともに、過酸化水素に感受性となり過酸化水素により生育が阻

害されことが示されている [59]。この結果から、破壊株では細胞内の酸化ストレスが

増大した結果、アフラトキシンの生産が促進されたと考えられた。後に述べるように、

アフラトキシン生産を抑制する抗酸化物質が見出されていることから、酸化ストレス

とアフラトキシン生産の関係性が窺われる。 

トリコテセン生合成の調節機構と同様、ヒストンのアセチル化とアフラトキシン生

合成の関連を示す報告がある。アセチル化したヒストン H4を認識する抗体を用いた

クロマチン免疫沈降実験から、pksA、omtA、ver-1 のプロモーター領域のヒストン H4

アセチル化の進行と、アフラトキシン生産の増加が時間的に相関することが見出され

た [60]。また、AflR に対する抗体を用いたクロマチン免疫沈降実験により、AflR の

omtA プロモーター領域への結合レベルとヒストン H4 のアセチル化レベルに相関が

見出された。Roze らはこの結果から、以下のようなモデルを提唱している。菌体の

増殖により減少した培地中のグルコース (またはスクロース) を GPCR が感知し、

cAMP/PKA 経路の活性が低下、CreAの脱リン酸化に伴いヒストンアセチルトランス

フェラーゼとの複合体が形成され、アセチル化が進行、アフラトキシン生産が進行す

るとのモデルである[60]。 

また、トリコテセン同様、アフラトキシン生合成もまたアフラトキシソームと名付

けられた小胞内で起こることが示されている。Chandaらは分画した小胞にアフラト

キシン生合成の前駆体であるステリグマトシスチンを添加するフィーディング実験

により、液胞、小胞画分に OmtA、Ver-1、Vbsの少なくとも 3つの生合成酵素が分画

されていることを見出すとともに、顕微鏡観察からアフラトキシン生産の誘導時に小

胞が蓄積することを示した [61]。現在では、アフラトキシン生合成のステップの多く
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がペルオキシソーム、ゴルジ体などから由来する小胞が融合したアフラトキシソーム

内で起こり、その後細胞膜との融合によりアフラトキシンは放出されると考えられて

いるが、原料となるアセチル CoA はどのように輸送されるかは不明であり、ミトコ

ンドリアから細胞質基質に放出され輸送されるものと、ペルオキシソーム内でβ-酸化

により生成したものが含まれると考えられている [62]。 

 

アフラトキシンの生産阻害物質 

アフラトキシンは DON同様食品中に含まれる状態で非常に安定性が高く、通常の

食品加工・調理の温度では分解されず、大部分が残存する [63]。トウモロコシ中のア

フラトキシンをアンモニアにより分解する手法も考慮されたが [64]、処理後の臭い

や変色の問題があり、実用化に至っていない。アフラトキシン非生産菌を圃場にまき、

アフラトキシン生産菌と競合させることで綿花などの汚染に効果があるとの報告も

あるが [65]、カビの胞子を大量に圃場にまくことの抵抗感に加え、効果のある作物に

限りがあるなどの問題がある。更に、アフラトキシン生産菌は上記のトリコテセン生

産菌と比べ薬剤に対する抵抗性が強く、効果的な殺菌剤が存在しない。また、殺菌剤

の施用には耐性菌蔓延のリスクが存在する。このため、薬剤耐性菌の早期の蔓延の懸

念の少ない、アフラトキシン生産特異的な阻害物質の利用は有効な汚染防除方法とな

ると期待できる。このような考えのもと、アフラトキシン生産阻害物質がさまざまな

スクリーニング源から探索されてきた [66, 43]。図 0-10には植物由来のアフラトキシ

ン生産阻害物質、図 0-11 には微生物由来のアフラトキシン生産阻害物質の一部を例

として示した。 

methyl syringateはシラカバの精油から単離され、A. parasiticus と A. flavus のアフラ

トキシン生産を IC50 値がそれぞれ 0.9 mM と 0.8 mM で阻害することが見出された 

[67]。methyl syringateは aflR、pksA、omtA の転写量を減少させたが、それはラジカル

消去による抗酸化活性が原因ではないことが示された。methyl syringateの誘導体と構

造類縁体に関しては、第三章に詳しく述べる。 

caffeineは液体培地に 2%の濃度で添加することにより A. parasiticus のアフラトキ
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シン生産を完全に阻害するが、その作用はグルコースの取り込みの阻害による炭素代

謝系に与える異常であることが示唆されている [68]。 

Dillapiol はイノンド (Dill) の精油から単離されたアフラトキシン G1生産特異的阻

害剤であり、A. parasiticus のアフラトキシン G1生産を IC50 0.15 µM の低濃度で阻害

する一方で、アフラトキシン B1および菌体の生育には影響を与えない。dillapiol はヒ

トのシトクロム P4503A4の阻害剤であることが知られており [69]、A. parasiticus に

おいてはアフラトキシン G1の生産のみに関わるシトクロム P450酵素である CypAを

阻害することが考えられる。(E)-、(Z)-spiroetherもまた A. parasiticus のアフラトキシ

ン G1生産の特異的阻害剤として見出され、IC50値はそれぞれ 2.8 µM と 20.8 µM であ

った [45]。先ほど述べた (E)-、(Z)-spiroetherの TRI4の阻害による 3-ADON生産阻害

活性は、A. parasiticus の CypA と F. graminearum の TRI4 の相同性に基づいて見出さ

れたものである。 

 dioctatin Aは Streptomyces 属の SA-2581株より単離された化合物である。詳細は後

述する。 

 ジケトピペラジンの一種である cyclo(L-Ala-L-Pro) は Stenotrophomonas 属の細菌の

培養液から単離され、A. flavusのアフラトキシン生産に対する阻害活性は強くないが、

同培養液からは単離されたジケトピペラジン cyclo(L-Val-L-Pro) もアフラトキシン生

産阻害活性を有していたため、有用なアフラトキシン阻害剤を開発するリード化合物

となりうると期待される [70]。cyclo(L-Ala-L-Pro) の作用機構については未解明であ

る。 

 aflastatin Aは、1996年に作田、小野らにより微生物から単離された最初のアフラト

キシン生産阻害物質であり、Streptomyces 属の MRI142 株の培養液から発見され、A. 

parasiticus のアフラトキシン生産を培地中の濃度 0.5 µg/mL で完全に阻害する強い活

性を有していた [71]。aflastatin Aと類似した構造を有する blastcidin Aの抗真菌活性

は福永らにより 1955年に見出されていたが [72]、A. parasiticus に対するアフラトキ

シン生産阻害活性が見出されるとともに構造の決定がなされた [73]。aflastatin Aの作

用機構についてはその後近藤らにより解析が進められ、pksA、omtA、ver-1 の転写量
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を減少させること、培地中のグルコースの消費量を増大させ、かつ培地中のエタノー

ル量を増加させることが示された [74]。blastcidin A に関してはその後吉成らにより

酵母のタンパク質合成を阻害することが示された [75]。他のタンパク質合成阻害剤

にもアフラトキシン生産阻害活性を示す物質が見出されたことから、blasticidin Aの

アフラトキシン生産阻害活性はタンパク質合成の阻害によるものと考えられたが、標

的タンパク質に関しては不明である。 

 また、理化学研究所の化合物ライブラリーを対象としたスクリーニングの結果、ミ

トコンドリアの呼吸鎖複合体阻害剤に A. parasiticus のアフラトキシン生産を強く阻

害するものが複数見出されている [76]。これまでに調べられた呼吸鎖複合体阻害剤

の分類、標的部位、化合物名および A. parasiticus のアフラトキシン生産に対する IC50

値を表 0-1 にまとめている。呼吸鎖複合体の阻害剤に関しては、第三章に詳述する。 

 

dioctatin Aの既知の作用 

dioctatin Aは、上記の blastcidin Aを酵母に添加するとある種のジケトピペラジンが

減少するとの発見を糸口として見出されたアフラトキシン生産阻害物質である。ジケ

トピペラジンは細胞内で N 末端から二番目のアラニンまたはプロリンを認識し、そ

の C末端を切断する酵素であるジペプチジルペプチダーゼ (DPP) により生産される

ジペプチドが環化して生じると考えられる。上記の発見から blastcidin Aの DPP阻害

活性が考えられたため、blastcidin Aの DPP阻害活性と既知の DPP阻害剤のアフラト

キシン生産阻害活性が調べられた。その結果、blastcidin Aはヒトの DPP IIおよび DPP 

IV に対し阻害活性を示さなかったが、1991年に竹内らにより DPP IIの阻害剤として

報告された dioctatin Aは、菌体の生育を阻害せず A. parasiticus のアフラトキシン生産

を IC50値 4.0 µM の低濃度で阻害した [77, 78]。dioctatin Aの液体培地への添加により

A. parasiticus の aflR、pksA、omtA、ver-1 の転写量の減少が確認されたことから、アフ

ラトキシン生産の減少はこれら生合成酵素の減少によるものであると考えられた。ま

た、dioctatin A は A. nidulans のステリグマトシスチン生産を阻害するとともに、A. 

parasiticus の PDA 寒天培地上の分生子形成を大きく減少させたため、これらの経路
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の上流に作用することが考えられる。 

dioctatin A誘導体の合成およびアフラトキシン生産阻害活性が調べられており、表

0-2に dioctatin誘導体の構造および A. parasiticus のアフラトキシン生産に対する IC50

値を示す [79]。誘導体の多くが強いアフラトキシン生産阻害活性を維持しているこ

とがわかった。  

更に、吉成は dioctatin Aを添加して培養した場合の A. flavus の菌体内タンパク質の

変動を 2D-DIGE 解析により調べ、これまで転写レベルでの減少しか確認されていな

かったアフラトキシン生合成酵素 VBS、OmtA、Nor-1、Ver-1のタンパク質レベルで

の減少を確認するとともに、抗酸化酵素であるカタラーゼ、グルタチオンレダクター

ゼと、ATPCLの減少を見出した [80]。これらの結果から、dioctatin Aによる酸化スト

レスの増加と、菌体内アセチル CoA 量の減少を示唆した。しかしながら、実際に

dioctatin Aが菌体内で直接のターゲットとする作用点の解明には至らず、これらの現

象を結びつけることには至っていない。 

 

生物活性物質の標的分子の同定 

生物活性物質の作用のメカニズムの全体像を理解するには、活性物質が直接的に結

合し、相互作用を及ぼす標的分子を同定する必要がある。脂質膜と結合することが知

られる比較的分子量の大きい非リボソーム性ペプチド類やポリエンマクロライド類

等を除き [81]、低分子の生物活性物質が直接相互作用する分子はタンパク質である

と考えられる [82, 83]。生物活性物質の結合タンパク質を同定することは、その活性

物質の作用機構の理解に繋がるだけではない。生物活性物質の作用機構研究は ‘gold 

mine’ であると言われるように、結合タンパク質の未知の機能や、注目する生命現象

のメカニズムの解明に繋がるブレークスルーをもたらすことが期待できる [84]。 

その最も顕著な例として、1989年に行われた免疫抑制剤 FK506 (タクロリムス) の

結合タンパク質の同定がある [85]。FK506と FKBP-12の結合を示した研究を端緒と

して、FK506と FKBP-12の複合体がカルシニューリンに結合してその脱リン酸化活

性を阻害し、転写因子の核内移行が阻害され T 細胞の分化増殖が抑制されることが
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わかり、免疫システムにおけるカルシニューリンの重要性が示された [86]。 

1996年には、ヒトにおける trapoxinの結合タンパク質が酵母の転写抑制因子 Rbd3p

の相同タンパク質であることが示された [87]。現在では、このタンパク質は少なくと

も 9 つあるヒストンデアセチラーゼの１つであることがわかっている。trapoxinがヒ

ストンの脱アセチル化を阻害すること、および細胞周期の進行を阻害することは

1996 年以前の研究で示されていたが、この研究がこの２つの事象を繋ぐいわばミッ

シング・リンクとなり、ヒストンデアセチラーゼが真核生物の遺伝子発現に深く関与

することが明らかとなっていった [88]。 

本研究ではこのような前例を鑑み、マイコトキシン生産阻害物質が直接的な相互作

用を行う結合タンパク質を同定し、その作用機構の解明を通してマイコトキシン生産

の分子機構における新たな知見を得ることを目的とした。 

 

生物活性物質の結合タンパク質を同定する方法として、生物活性物質と結合タンパ

ク質のもつアフィニティーを利用して精製する方法が 1950 年代から行われてきた 

[89]。従前のアフィニティー精製法では、多くの非特異的なタンパク質が結合してし

まい、真の結合タンパク質を見分けることが困難である場合が多い。そのような非特

異的なタンパク質の共雑を極力減らしたアフィニティー担体として、半田らはナノ磁

気ビーズの開発を報告した [90]。サリドマイドは半世紀前に鎮痛剤として広く処方

された薬剤だが、催奇性を有することが判明し世界的な問題となった。現在ではハン

セン病や多発性骨髄腫の治療薬として限定的に用いられているが、その催奇性のメカ

ニズムは未解明だったため、催奇性を有しない誘導体の開発のためにもその結合タン

パク質の解明が強く望まれていた。半田らはナノ磁気ビーズにサリドマイドを固定化

したビーズによりアフィニティー精製を行い、サリドマイドに特異的に結合するタン

パク質として cereblonを同定した [91]。さらに、cereblonがユビキチンリガーゼ複合

体のサブユニットであり、サリドマイドはユビキチンリガーゼの活性を阻害すること

で催奇性をもたらすことを示し、催奇性を有さない次世代新薬の開発に道を開いた。 
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本論文では、第一章においては F. graminearum の DON 生産を阻害する precocene II

について、第二章においては A. flavus および A. parasiticus のアフラトキシン生産を

阻害する dioctatinおよび dioctatin Aについて、これら生物活性物質を固定化したナノ

磁気ビーズを作製して結合タンパク質の同定を行い、結合タンパク質を通して作用機

構の解明を試みた。その結果、precocene IIはミトコンドリア外膜のチャネルタンパ

ク質に結合し、ミトコンドリア内のスーパーオキシドを増加させて DON生産を阻害

することを見出した。dioctatinはミトコンドリア内のプロテアーゼの触媒サブユニッ

トに結合することを見出し、異常なプロテアーゼ活性を付与することでアフラトキシ

ン生産の阻害に至るとのメカニズムを提唱した。さらに第三章において、methyl 

syringateの誘導体および構造類縁体のアフラトキシン生産阻害活性と呼吸鎖複合体 II

阻害活性の関連を示し、アフラトキシン生産阻害剤として産業応用に至る可能性を示

した。 



図 0-1. 序論で取り上げたマイコトキシンの構造
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図 0-3. aflatoxin類の構造
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図 0-4. トリコテセンの生合成経路および生合成遺伝子
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図 0-6. 精油から見出された DON生産阻害物質
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図 0-9. アフラトキシン遺伝子クラスターおよび aflR発現制御機構
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図 0-11. 微生物の代謝産物から見出されたアフラトキシン生産阻害物質
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分類 標的 化合物名 IC50 ( M)

複合体 I rotenone 13

siccanin 13

atpenin A5 9.7

複合体 III antimycin A 7.2

pyridaben 0.01

tolfenpyrad 0.18

複合体 II mepronil 23

fluacrypyrim 0.07

acequinocyl 1.7

bifenazate 20

複合体 II boscalid <0.01

pyridbencarb 0.43

cyazofamid 0.7

pyraclostrobin 0.06

kresoxim-methyl 0.06

azoxystrobin 0.4

trifloxystrobin 0.9

picoxystrobin 8.6

metominostrobin 9.9

天然物

合成殺ダニ剤

合成殺菌剤

複合体 II

複合体 I

複合体 III

複合体 III

表 0-1. 呼吸鎖複合体阻害剤の A. parasiticusに対するアフラトキシン生産阻害活性

IC
50
値は総アフラトキシン量 (アフラトキシン B

1
および G

1
) に対する 50％阻害濃度を示す。

[76]より改変
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表 0-2. dioctatin誘導体の A. parasiticusに対するアフラトキシン生産阻害活性
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第一章 トリコテセン生産阻害物質 precocene IIの作用機構 

 

本章では、序論で述べたFusarium graminearumの3-ADON生産を阻害するprecocene 

II (図 0-6) について行った作用機構解析の詳細を述べる。なお、1-1-1、1-1-2、1-1-4、

1-1-5、1-1-6の内容は筆者が修士論文で記した結果であり、図 1-1、図 1-3、表 1-1、

図 1-4、表 1-2、図 1-5は修士論文で使用した図表を引用し改変している。1-1-1、1-1-

2、1-1-4、1-1-5、1-1-6の文章は修士論文で記した文章を要約して記述した。 

 

1-1 precocene II結合タンパク質の同定 

 

F. graminearum の存在すると推測される precocene II結合タンパク質を明らかにす

るために、precocene II固定化ナノ磁気ビーズを調製し、precocene II結合タンパク質

を精製することにした。 

 

1-1-1  precocene II固定化ナノ磁気ビーズの調製 

 

precocene IIの構造活性相関に関して [92]、6 位をエトキシあるいはブトキシに置

換した誘導体は活性を維持していたため、6位を水酸基とした化合物 1 を磁気ビーズ

に結合させることにした。化合物 1 と、リンカーの末端にエポキシドが導入された市

販のナノ磁気ビーズを DMF 中 K2CO3 存在下で反応させ、precocene II固定化ナノ磁

気ビーズを調製した (図 1-1)。 

 

1-1-2 F. graminearum の細胞小器官の粗分画 

 

 precocene IIの結合タンパク質が存在すると考えられる細胞小器官として、ミトコ

ンドリアに着目した。その理由として、以下の 2点が挙げられる。 

 

1. 卵黄形成期のメスのチャバネゴキブリのアラタ体を precocene IIとともにインキ
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ュベートすると、巨大化したり凝集したりしたミトコンドリアをもつ異常細胞が

観察されるとの報告があった [93]。 

2. ラット肝細胞に対する precocene IIの毒性は、添加から短時間で生じるミトコン

ドリア膜電位の喪失、グルタチオン量の減少、ATP量の減少と関連することが報

告されている [94]。 

 

そこで、F. graminearum の細胞小器官を粗分画し、ミトコンドリアタンパク質を抽

出後、1-1-1で作製した precocene II固定化ナノ磁気ビーズによる結合タンパク質の精

製を行うことにした。SYEP液体培地中 26.5℃で F. graminearum を 2日間培養し、ろ

過により菌体を回収した。糸状菌細胞壁溶解酵素を含む 1.5 M NaCl中で 3 時間イン

キュベートし、菌体のプロトプラスト化を行った。遠心分離によりプロトプラストを

沈殿として回収し、細胞と等張としたバッファーに懸濁してホモジナイザーにより手

動で破砕した。懸濁液を 900 x g で遠心分離して核、細胞壁断片および未破砕の細胞

を沈殿させた (この沈殿を核・未破砕画分と呼ぶ)。上清を更に 10,000 x g で遠心分離

してミトコンドリアを沈殿させ (この沈殿をミトコンドリア画分と呼ぶ)、上清はミ

クロソームおよび細胞質基質画分として回収した (これを細胞質基質画分と呼ぶ)。 

 

1-1-3 ウェスタンブロッティングによる分画の確認 

 

 1-1-2 の方法によりミトコンドリアが目的通りミトコンドリア画分に分離されたこ

とを確認するため、各画分のタンパク質を等量ずつ SDS-PAGEにより分離し、膜に

ブロッティング後ミトコンドリアのマーカーとして用いられるシトクロム c に対す

る抗体により検出を行った。結果を図 1-2に示す。シトクロム c のバンドはミトコン

ドリア画分で最も濃いバンドとして見られ、ミトコンドリアがミトコンドリア画分に

濃縮されていることを示している。核・未破砕画分にもわずかにバンドが見られ、未

破砕細胞由来のミトコンドリアのシトクロム c であると考えられた。 
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1-1-4 ミトコンドリア画分からの precocene II結合タンパク質の同定 

 

1-1-2 で沈殿として回収したミトコンドリア画分をバッファーに溶解し、タンパク

質濃度を測定後、タンパク質 0.5 mgを 1-1-1で調製した precocene II固定化ナノ磁気

ビーズに加えた。低温でインキュベート後、磁気分離によりビーズを分離した。ビー

ズのバッファーへの分散、磁気分離によるビーズの分離と上清の破棄を繰り返すこと

で、ビーズを 3回洗浄した。3回目の洗浄後の上清を洗浄上清として回収した。ビー

ズに 5 mMの precocene II溶液を加えて低温でインキュベート後、磁気分離を行った

上清を precocene II溶出画分として回収し、有機溶媒によりタンパク質を沈殿後 SDS

サンプルバッファーに溶解させ、SDS-PAGEに供した。泳動後銀染色を行った像を図

1-3に示す。precocene II溶出画分を泳動したレーン 2 の約 30 kDaの位置に、洗浄上

清を泳動したレーン 1ではほぼ見られないバンドが確認された。ビーズとのインキュ

ベート前にタンパク質溶液に終濃度 5 mMの precocene IIを加え、競合阻害を行った

場合のレーン 3 ではこのバンドは消失していた。このことから、約 30 kDaのバンド

は precocene IIに特異的に結合するタンパク質を含むと考えられた。 

このタンパク質を同定するため、図 1-3のレーン 2 の約 30 kDaのバンドを含むよ

うゲルを切り出し、銀染色の脱色後、DTT およびヨードアセトアミド処理、トリプシ

ンによるゲル内消化を行った。ゲルからペプチドを抽出し、LC/MS/MSによる解析お

よび公開されている F. graminearum のタンパク質配列データベースとの解析ソフト

ウェアによる照合を行った。その結果、表 1-1 に示すように、アクセッション番号

FGSG_09933のタンパク質が最も高いスコアで同定された。FGSG_09933は

mitochondrial porin (voltage-dependent anion channel, VDAC) としてアノテーションさ

れているタンパク質であった。mitochondrial porinとの名はグラム陰性細菌が外膜に

有する porin タンパク質との構造的類似性から付けられたが、実際の機能は porin と

は大きく異なり、voltage-dependent anion channelの名が適当であるため、以下

FGSG_09933を VDAC として記す。 

VDAC は真核生物のミトコンドリアの外膜に存在するチャネルタンパク質であり、
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ミトコンドリア外膜を透過できない代謝物質は VDAC の約 3.2 nmの孔を通してミト

コンドリア内外を移動する。in vitro において、VDAC の物質透過性は膜内外の電位

差に依存することが報告されており[95]、VDAC が“開いた”状態では ATP などの陰

イオン性の物質に高い透過性を示すのに対し、”閉じた”状態では陰イオン性物質はほ

とんど透過できず陽イオンのみが透過性を示す。そこから、電位依存性のアニオンチ

ャネルと名づけられた。現在までのところ、VDAC と F. gramineaum の DON 生産を

関連付ける報告は存在しない。 

 

1-1-5 核・未破砕画分からの precocene II結合タンパク質の同定 

 

 ミトコンドリア画分以外にも precocene II結合タンパク質が存在する可能性を検証

するため、1-1-2 で沈殿として回収した核・未破砕画分をバッファーに溶解し、タン

パク質 0.5 mgに対し 1-1-4と同様の方法により precocene II固定化ナノ磁気ビーズに

よる精製を行った。結果を図 1-4に示す。1-1-3と同様に、precocene II溶出画分を泳

動したレーン 2 の約 30 kDaの位置に、洗浄上清を泳動したレーン 1 および競合阻害

を行ったレーン 3では見られないバンドが確認された。このタンパク質の同定を行っ

た結果を表1-2に示す。最も高いスコアを示すタンパク質として1-1-4と同様にVDAC

が同定された。VDAC はミトコンドリアの外膜に局在すると考えられるタンパク質

であるが、細胞膜にも存在する可能性が示唆されている [96]。核・未破砕画分には破

砕されなかった細胞も含まれると考えられるため、ミトコンドリアが混入し VDAC

が同定されたか、細胞膜に存在する VDAC が同定された可能性が考えられる。 

 

1-1-6 細胞質基質画分からの precocene II結合タンパク質の探索 

 

細胞質基質画分から precocene II結合タンパク質を探索するため、タンパク質 0.5 

mgに対し 1-1-4と同様の方法により precocene II固定化ナノ磁気ビーズによる精製を

行った。結果を図 1-5に示す。precocene IIにより溶出されると考えられるバンドは確
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認されず、細胞質基質画分には precocene II結合タンパク質は存在しないと考えられ

た。 

 

1-1-7  大腸菌を用いた組換え VDAC の調製 

 

1-1-6までの実験から、precocene IIと F. graminearum の VDAC との特異的な結合が

示唆された。そこで、VDAC の組換えタンパク質を作製し、precocene IIとの結合を

更に調べることとした。 

 

1-1-7-1 His-VDAC の発現 

 

SYEP液体培地で培養した F. graminearum の菌体を回収後凍結乾燥し、液体窒素下

で粉砕した。total RNAを抽出後精製し、逆転写酵素により cDNA を合成した。 

精製を容易にするため、VDAC を N 末端に 6x Hisタグを付加した組換えタンパク質

として発現させることとした。末端に制限酵素サイトを付加したプライマーを用いて

VDAC の配列を PCRにより増幅し、クローニング用ベクターへ挿入したのち、制限

酵素切断およびライゲーションを行って発現用ベクターpPRO HTbに組み込んだ。発

現用大腸菌 BL21 (DE3) の形質転換後、形質転換した大腸菌の培養、IPTG による組

換えタンパク質の発現誘導を一晩行い、菌体を回収した。超音波による破砕を行い、

遠心分離を行った上清と沈殿を SDS-PAGEに供した。培養温度、IPTG濃度の検討を

行った結果を図 1-6 に示す。His-VDAC は不溶性沈殿として回収された。そのため、

以降の実験で His-VDAC の可溶化と精製を行った。 

 

1-1-7-2 精製 His-VDAC の調製 

 

 1 L の LB 液体培地中で、形質転換した大腸菌を 37℃で OD600が 0.4になるまで培

養した後、IPTGを終濃度 1 mM で添加して一晩培養した。菌体を回収後超音波によ
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り破砕し、遠心分離を行った沈殿を 8 M 尿素を含むバッファーにより可溶化させた。

溶液をニッケルセファロースカラムに通し、カラムを十分に洗浄後 500 mMのイミダ

ゾールを通した溶出液を回収した。溶出液を尿素およびイミダゾールを含まないバッ

ファーを外液として一晩透析した。透析内液を回収し、一部を SDS-PAGEに供した

結果を図 1-7に示す。His-VDAC が単一のバンドとして回収された。 

 赤パンカビ Neurospora crassa の VDAC を大腸菌発現系で 6x Hisタグつきで発現さ

せた報告 [97]によれば、精製 His-VDAC を沈殿後 3.5 mM SDS/ 30 mM 1-dodecyl-β-D-

maltoside (DDM) を含むバッファーで可溶化すると、ネイティブの VDAC と同様の

CD スペクトルを示した。そこで、His-VDAC を含む透析内液を回収後、アセトンに

より His-VDAC を沈殿させ、3.5 mM SDS/30 mM DDMバッファーにより可溶化を行

い、以下の実験に供した。 

 

1-1-8 His-VDAC と precocene IIの結合実験 

 

 1-1-7で得られた精製 His-VDAC 5 µgを 1-1-1で調製した precocene II固定化ナノ磁

気ビーズまたは precocene IIを固定化していないコントロールビーズに加え、低温で

インキュベート後、磁気分離によりビーズを分離した。上清はフロースルーとして回

収した。ビーズを 5回洗浄後、SDSサンプルバッファーを加えて加熱してタンパク質

を溶出させ、SDS-PAGEに供した。泳動後膜に転写し、抗 6x His抗体により検出を行

った結果を図 1-8に示す。 

レーン 3の precocene II固定化ナノ磁気ビーズに結合した His-VDAC のバンドに比

べ、レーン 4のコントロールビーズに結合した His-VDAC のバンドは薄く、His-VDAC

は precocene II固定化ナノ磁気ビーズの precocene II部分に多く結合したことがわか

った。 

 

1-1-9  酵母抽出物からの precocene II結合タンパク質の同定 
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 1-1-8までの結果から、F. graminearum の VDAC は precocene IIの結合タンパク質で

あると考えられた。1-1-4で述べたように、VDAC は真核生物のミトコンドリアに広

く存在するタンパク質である。VDAC と precocene IIの特異的結合が他の生物でも存

在するかどうかを調べるために、真菌のモデル生物である出芽酵母 Saccharomyces 

cerevisiae から precocene IIの結合タンパク質を探索することにした。 

酵母を 1 L の YPD 液体培地で培養し、遠心分離により菌体を分離した。菌体をソ

ルビトールにより細胞と等張としたバッファーに懸濁し、酵母細胞壁分解酵素で処理

してスフェロプラストとした。スフェロプラストを手動で破砕後、1-1-2 と同様の手

法によりミトコンドリア画分を得た。ミトコンドリア画分をバッファーにより溶解後、

1 mgのタンパク質をとり、1-1-4と同様の方法で precocene II固定化ナノ磁気ビーズ

による precocene II結合タンパク質の精製を行った。SDS-PAGE後銀染色を行った結

果を図 1-9に示す。precocene II溶出画分を含むレーン 2の約 29 kDaの位置に、洗浄

上清を泳動したレーン 1 および前もって競合阻害を行ったレーン 3 では見られない

バンドが確認され、precocene II結合タンパク質が含まれると考えられた。 

このバンドを含むようゲルを切り出し、1-1-4 と同様の方法で処理したのち、公開

されている S. cerevisiae のタンパク質配列データベースとの照合を行った。解析の結

果を表 1-3 に示す。最も高いスコアを示したタンパク質としてアクセッション番号

YNL055Cが提示され、これは出芽酵母の VDAC としてアノテーションされているタ

ンパク質であった。ここから、precocene IIは F. graminearum 同様出芽酵母の VDAC

にも結合すると考えられた。 

 

1-2 活性酸素の発生と F. graminearum の 3-ADON生産量の関係 

 

1-1の実験から、precocene IIの直接の結合タンパク質として VDAC が同定された。

1-1-4で述べたように、VDAC はミトコンドリア外膜の物質透過孔として働いている

が、VDAC と F. graminearum の DON 生産との関連を示唆する報告はない。よって、

precocene IIと VDAC の結合がどのように 3-ADON生産の阻害に至るのかは明らかで
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ない。precocene II、VDAC、3-ADON生産の三者の関連を調べる上で、筆者は活性酸

素種 (Reactive Oxygen Species, ROS)、中でも特にスーパーオキシドアニオンラジカル 

(以下スーパーオキシド) に注目した。ROS は好気呼吸の代償として発生する高い反

応性をもつ酸素化合物の総称であり、タンパク質や核酸、脂質など種々の生体分子と

反応しこれを損傷する [98]。スーパーオキシドはミトコンドリアの呼吸鎖複合体で

起こる酸素の還元において、不十分な還元が起きた際に生じる不可避の副産物である。

スーパーオキシドは除去酵素である superoxide dismutase (SOD) により過酸化水素に

変換され、過酸化水素はカタラーゼなどの酵素により更に水に分解されるが、分解か

ら逃れたこれらの ROSから、更に反応性の高い ROSであるヒドロキシラジカルが生

じる。 

 呼吸鎖複合体で発生し内膜と外膜の膜間腔に放出されたスーパーオキシドは、

VDAC を通って細胞質基質に移動することが、ラットあるいはマウスの単離ミトコ

ンドリアを用いた in vitro の実験により示唆されている [99, 100]。 

 一方、ROSと F. graminearum の関係としては、過酸化水素の添加によって DON生

産タイプの F. graminearum の DON 生産が増加する一方、NIV 生産タイプの F. 

graminearum の NIV 生産量が減少するとの報告がある [38]。それとは逆に、スーパー

オキシド発生試薬として知られる paraquatは、本章で用いた F. graminearum 

MAFF101551とは異なる株である F. graminearum CBS185.32の 15-ADON生産を低濃

度で阻害したとの報告があった [37]。 

これらの報告から、precocene IIが VDAC に結合し、VDAC のスーパーオキシド調

節機能に何らかの影響を及ぼす可能性が考えられた。 

 

1-2-1 活性酸素関連試薬が 3-ADON生産量に与える影響 

  

そこで、まず本章で用いた F. graminearum MAFF101551株の 3-ADON 生産および

菌体の生育に、種々の活性酸素関連試薬が与える影響を調べた。 

5 mLの SYEP培地に F. graminearum の胞子を植菌し、薬剤を添加後、26.5℃で 4 日
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間培養した。培養後ろ過により上清と菌体を分離し、上清から 3-ADON を抽出後、

LC/MS により 3-ADON 量を定量した。菌体は凍結乾燥を行い、乾燥菌体重量を秤量

した。結果を図 1-10に示す。前述したように、paraquatはスーパーオキシド発生試薬

として知られ、複数の酵素により還元されて生じた paraquat radicalが paraquatに戻る

際に、酸素を不完全に還元しスーパーオキシドが発生する  [101]。paraquatは

CBS185.32株の場合と同様、MAFF101551株の 3-ADON 生産を菌体の生育にほとん

ど影響を与えることなく低濃度で阻害した。menadioneもまたスーパーオキシド発生

試薬として知られる物質であるが [102]、培地中に終濃度 20 µM で加えることで 3-

ADON 生産を有意に減少させた。一方、過酸化水素の 1 mM までの添加は 3-ADON

の生産に有意な変化をもたらさず、3 mMの過酸化水素の添加によって菌体の生育が

完全に阻害された。 

 

1-2-2 抗酸化物質が 3-ADON生産量に与える影響 

  

1-2-1から、スーパーオキシド発生試薬により 3-ADON生産が阻害されることがわ

かったため、次に種々の抗酸化物質が 3-ADON生産に与える影響を調べた。 

α-tocopherolはビタミン Eとも呼ばれ、生体膜で生じた過酸化脂質を還元したり、

スーパーオキシドと直接反応し消去していると考えられている [103]。このとき生じ

たビタミンEラジカルはascorbic acidなどにより元のα-tocopherolに戻される。ascorbic 

acid はビタミン C とも呼ばれる水溶性の抗酸化物質であり、スーパーオキシドを含

む種々の酸化性物質と反応しこれを消去する。glutathioneは、自身の持つチオール基

によるタンパク質のシステイン残基の酸化抑制や、グルタチオンペルオキシダーゼの

基質として過酸化脂質や過酸化水素の還元に関与している。 

1-2-1と同様に、薬剤を添加して SYEP培地中で F. graminearum を培養し、培養後

上清から 3-ADON を抽出し、菌体は凍結乾燥後重量を秤量した。図 1-11に示すよう

に、50 µM のα-tocopherol、3 mMの ascorbic acid、1 mMの glutathioneの添加により 3-

ADON 生産量は有意に増加した。さらに、これらの抗酸化物質は、3 µM の precocene 
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II の添加によって減少した 3-ADON 生産量を有意に増加させた。特に、α-tocopherol

の添加は、precocene II存在下でも precocene IIなしでα-tocopherol を添加した場合に

近い量の 3-ADON を生産させた。これらの抗酸化物質の添加は菌体重量には有意な

変化をもたらさなかった。 

 

1-2-3 precocene IIが細胞内のスーパーオキシド量に与える影響 

 

 1-2-1および 1-2-2から、スーパーオキシド発生試薬は 3-ADON 生産を阻害する一

方、抗酸化物質は 3-ADON 生産を増大させ、precocene IIの効果を一部覆すことがわ

かった。そこで、precocene IIが細胞内のスーパーオキシド量に与える影響を調べる

ため、スーパーオキシドにより特異的に酸化され、酸化に伴い蛍光を発する蛍光試薬

を用いて細胞を染色し、蛍光顕微鏡により観察することにした。 

 dihydroethidium (図 1-12 (a)) はスーパーオキシドと特異的に反応し、反応産物の励

起波長および蛍光波長が長波長側にシフトする。細胞内において特定の局在を持たず、

主に細胞質基質のスーパーオキシドを検出する試薬として用いられている [104]。一

方、mitoSOX (図 1-13 (a)) は dihydroethidiumにヘキシル鎖とその先のトリフォスフォ

ニウム基 (TPP+) を結合させた誘導体である。TPP+ の脂溶性と正電荷は負の膜ポテ

ンシャルを有するミトコンドリア膜の透過に適しているため、mitoSOX はミトコン

ドリア選択的な局在を示し、ミトコンドリアのスーパーオキシド検出試薬として用い

ることができる [105]。 

  

 F. graminearum を SYEP培地中で 24時間培養後、precocene IIまたはスーパーオキ

シド発生のポジティブコントロールとして paraquatを加え、更に 24時間培養した。

菌体をろ過により回収し、蛍光試薬により処理して直ちに蛍光顕微鏡により観察を行

った。dihydroethidiumで処理して観察を行った結果を図 1-12 (b) に、mitoSOXで処理

して観察を行った結果を図 1-13 (b) に示す。 

 薬剤無添加のコントロールおよび precocene II 30 µM の処理では、dihydroethidium
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の蛍光はほとんど観察されなかった一方、paraquat 100 µM 処理により明確な赤色蛍

光の増大が観察され、paraquatによって細胞内のスーパーオキシドが増加することが

確認された (図 1-12 (b))。 

 一方、mitoSOX蛍光においては、precocene II 30 µM の処理でコントロールに比べ

明確な赤色蛍光の増大が観察された。蛍光の増大は paraquat 100 µM の処理によって

も観察された (図 1-13 (b))。これらの結果から、paraquatは細胞質基質とミトコンド

リアの別なくスーパーオキシドを増加させる一方、precocene IIは細胞質基質のスー

パーオキシド量には大きな変化を与えず、ミトコンドリア内のスーパーオキシドを増

加させることが考えられた。 

  

1-2-4 precocene IIの添加による酸化ストレスマーカーの変化 

 

 1-2-3から、precocene IIの添加によってミトコンドリアのスーパーオキシドが増加

すると考えられた。1-2-1で述べたように、スーパーオキシドを含む ROSはその高い

反応性のために脂質、核酸、タンパク質などと反応し、可逆的、または不可逆的な酸

化損傷を与える。precocene IIによるスーパーオキシドの増大を裏付けるため、生体

分子の酸化損傷の指標を調べた。 

 タンパク質の酸化損傷マーカーとして、側鎖のカルボニル化がある。プロリンやア

ルギニンの側鎖は ROSによるカルボニル化を受けやすく、カルボニル化した側鎖は

比較的安定であり、かつ 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) との反応により安定で特

徴的な吸光を示す dinitrophenylhydrazone 化合物を与える [106]。 

 precocene IIを添加または無添加で培養した F. graminearum の菌体を回収し、1-1-2

で述べた方法によりミトコンドリア画分を得た。バッファーによりタンパク質を抽出

し、DNPHと室温で反応後、タンパク質を全て沈殿させた。沈殿をよく洗って残存す

る DNPHを除いたのち、タンパク質を可溶化させ、366 nmの吸光度を測定してカル

ボニル化タンパク質を定量した。結果を図 1-14 (a) に示す。30 µM の precocene IIの

添加によってミトコンドリアタンパク質のカルボニル化が有意に増加しており、ミト
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コンドリアにおける酸化ストレスの増大が裏付けられた。 

次に、脂質の酸化損傷の指標であるチオバルビツール酸反応性物質(Thiobarbituric 

Acid Reactive Substances, TBARS) 量を測定した。生体膜中の脂質が ROSにより酸化

されると、種々の過酸化脂質が形成されるが、これら脂質の酸化の最終産物としてマ

ロンジアルデヒドが知られる。マロンジアルデヒドとチオバルビツール酸を高温化で

反応させると特徴的な吸光を示す付加化合物が得られるため、この吸光を測定するこ

とで、脂質の酸化損傷の程度を知ることができる。precocene IIを添加または無添加

で培養した F. graminearum の菌体を回収後凍結乾燥し、乾燥菌体を液体窒素下で粉砕

後チオバルビツール酸溶液を加え、1時間煮沸した。冷却後、有機溶媒により反応物

を抽出し、532 nmの吸光度を測定して TBARS 量を調べた。結果を図 1-14 (b) に示

す。300 µM の precocene IIの添加によって、TBARS量の有意な増加が見られ、脂質

の酸化をもたらす ROSの発生が裏付けられた。30 µM の precocene IIによっては有意

な変化は確認されなかった。 

 

1-2-5 precocene IIが菌体内アセチル CoA 量に与える影響 

 

序論で述べたように、アセチル CoAは TCA 回路、脂肪酸合成やヒストンなどのタ

ンパク質アセチル化に関わる必須代謝産物であると同時に、DON 生合成の出発物質

でもある [24]。アセチル CoA は、ミトコンドリアにおけるピルビン酸デヒドロゲナ

ーゼによるピルビン酸の変換、細胞質基質におけるアセチル CoA シンターゼ (ACS) 

による酢酸の変換および ATP citrate lyase (ATPCL) によるクエン酸の変換、ミトコン

ドリアやペルオキシソームにおける脂肪酸のβ酸化などにより生成している。

Aspergillus nidulans などの糸状菌においては、糖を炭素源とした培地で生育させた場

合、細胞質基質のアセチル CoA は ATPCL によるミトコンドリア由来のクエン酸から

の変換が主要であることが示されている [107]。すなわち、アセチル CoAの生成にお

けるミトコンドリアの重要性は非常に大きいことが考えられる。 

1-2-4までの実験から、precocene IIがミトコンドリアの酸化損傷を引き起こしてい
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ることがわかったため、precocene IIの添加により細胞内のアセチル CoAが減少する

ことが考えられた。そこで、precocene II添加または無添加で培養した F. graminearum

の菌体を凍結乾燥し、乾燥菌体を粉砕し過塩素酸水溶液により抽出を行った。K2CO3

水溶液による中和後、遠心分離を行った上清を回収し、LC/MS によるアセチル CoA

量の定量を行った。結果を図 1-15に示す。30 µM の precocene IIの添加によりアセチ

ル CoA量が有意に減少しており、precocene IIによるミトコンドリアの損傷が細胞全

体でのアセチル CoA 量の減少を引き起こしていると考えられた。 

 

1-2-6 3-ADON生産量、Tri6 発現量、ミトコンドリアスーパーオキシド量の経時変化

と precocene IIが与える影響 

 

図 1-16 は、precocene II 添加または無添加の SYEP 培地 5 mL に植菌した F. 

graminearum を培養時間毎に回収し、上清の 3-ADON量および乾燥菌体重量を測定し

たものである。3-ADON量は培養 60時間目から多くなり、培養 96時間目まで増加し

続けた。菌体重量は培養 24時間目から 48時間目まで最も大きく増加し、それ以降は

なだらかに増加した。培地に precocene IIを添加すると、3-ADON の生産がほぼ完全

に阻害される一方、菌体重量は無添加の場合とほぼ同様の増加を示した。次に、

precocene IIを添加する時間を変えて、培養 96時間目に培養液を回収して培養上清中

の 3-ADON 量および乾燥菌体重量を測定した結果を図 1-17に示した。培養 48 時間

目までに precocene IIを添加した場合、3-ADON の生産はほぼ完全に阻害され、培養

開始時に precocene IIを添加した場合と同様の結果となった。一方、培養 60時間目、

72時間目、84時間目に precocene IIを添加した場合は 3-ADON が検出されたが、図

1-16との比較から、これは precocene IIを添加した時点ですでに培地中に生産された

3-ADON であることが考えられ、precocene IIは培地に添加直後から強い 3-ADON 生

産阻害活性を発揮することが示唆された。 

次に、トリコテセン生合成遺伝子クラスターの調節因子である Tri6 の発現量の経

時変化を調べた。序論に述べたように、TRI6は DON 生産の最も上流に位置すると考
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えられる転写因子であり、precocene IIの添加によってその発現量が減少することが

調べられている [44]。各培養時間で回収した菌体から 1-1-7-1と同様に total RNAを

抽出後 cDNA を合成し、Tri6 遺伝子の配列に特異的なプライマーを用いてリアルタ

イム PCR法によって Tri6 の mRNA 量を定量した。結果を図 1-18に示す。薬剤無添

加区において、Tri6 の mRNA量は培養時間の経過に伴い増加し、培養 72時間目で最

大となった。図 1-16で示したように、3-ADON の生産は培養 72時間目から 84時間

目で最も活発であり、Tri6 の発現と関連していると考えられた。一方、precocene IIを

培地に添加した場合、Tri6 の発現は培養期間全体に渡って低レベルに抑制されており、

3-ADON 生産の阻害と一致していた。薬剤無添加で培養を開始し、培養 48時間目に

precocene IIを添加後、添加の直後、1時間後、２時間後、3時間後、６時間後、12時

間後、24時間後で菌体を回収し、同様の方法により Tri6 の mRNA量を定量した結果

を図 1-19 に示す。薬剤無添加は precocene II添加区と同時に回収した菌体の Tri6 

mRNA 量を示す。図 1-18の結果と一致して、薬剤無添加での Tri6 の発現量は 24 時

間後の回収、すなわち培養 72時間目まで上昇していた一方で、precocene IIの添加に

より Tri6 mRNA量の上昇は見られなくなり、precocene II添加後 3時間目から薬剤無

添加の場合より Tri6 mRNA 量は有意に減少していた。図 1-17 の結果と合わせて、

precocene IIは添加後直ちに Tri6 の発現を抑制することで、3-ADON 生産を阻害する

ことが考えられた。 

 

1-2-2から 1-2-4の実験より、スーパーオキシド発生試薬は 3-ADON 生産を抑制す

ること、および precocene IIはミトコンドリアのスーパーオキシドを増加させること

で 3-ADON 生産を阻害すると考えられることがわかった。ROSの発生と生育の関係

については、ROSの蓄積と生物の寿命の観点から調べられている [108]。出芽酵母に

おいては、copper-zinc superoxide dismutase (CuZnSOD) 破壊株の寿命が野生株に比べ

て顕著に減少し、かつその減少は嫌気的条件下の培養では大きく緩和されたとの報告

がある [109]。上記の 3-ADON生産量および Tri6 発現量の経時変化が、ミトコンドリ

アのスーパーオキシド量の経時変化となんらかの関連がある可能性を考え、培養時間
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ごとのスーパーオキシドの定量を行うことにした。 

蛍光画像を用いた定量方法の概要を図 1-20 (a) に示す。カルコフルオールは細胞壁

のキチンやセルロースに結合する非特異的蛍光色素であり、画像中の全細胞を染色す

るために用いた。カルコフルオールの蛍光画像を二値化し、黒領域を画像中の全細胞

の面積とした。一方、同じ箇所で撮影した mitoSOX 蛍光画像も同様に一定の閾値に

より二値化し、黒領域をミトコンドリアスーパーオキシドの蓄積箇所として定量した。

得られた値をカルコフルオールの値で除算することで、画像中のスーパーオキシド量

とした。この方法は画像の二値化を含むため、スーパーオキシドの量そのものを測定

することはできないが、スーパーオキシドの増減の目安とすることはできると考えら

れる。 

図 1-20 (a) の方法を用いて、precocene II添加または無添加で培養し各時間で回収

した菌体のミトコンドリアスーパーオキシド量を定量した結果を図 1-20 (b) に示す。

薬剤無添加で培養した菌体のミトコンドリアスーパーオキシド量は培養 24時間で最

大であり、その後単調に減少し、培養 60時間目以降蛍光はほとんど見られなくなっ

た。一方、precocene IIを添加して培養した菌体のミトコンドリアスーパーオキシド

量は薬剤無添加に比べて各時間で有意に増加し、培養 60時間目以降では蛍光は大き

く低下したが、60時間目、72時間目において無添加の場合より有意に増加していた。

これらの結果より、スーパーオキシド量の減少と 3-ADON 生産および Tri6 発現量の

増加に関連があることが示唆された。 

  

1-2-7 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の作製 

 

 本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。 

 

1-2-8  MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の生育 
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 本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。 

 

1-2-9  MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の 3-ADON生産量 

 

 本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。 

 

1-2-10  MnSOD1 および MnSOD2 破壊株の Tri6 および Tri5 発現量 

 

 本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。 

 

1-2-11 MnSOD1 および MnSOD2 破壊株のスーパーオキシド量の経時変化 

 

 本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。 

 

1-3 考察 

 

 DON 汚染は北米地域をはじめ多くの地域で見られ、小麦の DON 汚染によりもた

らされる経済被害はアメリカ合衆国だけでも年 6 億 5 千万ドルに達すると見られて

おり [2]、より優れた DON 汚染防除法の開発は喫緊の課題である。本章では、カメ

ムシ類の抗幼若ホルモン活性物質として見出され [46]、のちにF. graminearumのDON

生産阻害活性が見出された [44] precocene IIの作用機構の解析を行った。生物活性物

質の in vivo における作用機構を理解する上で、活性物質の標的分子を同定すること

は第一の目標であり [83, 84]、本章においてもまず precocene IIの結合タンパク質の
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探索を行った。precocene IIに関しては、その作用について細胞レベルでの解析が複

数行われており、チャバネゴキブリのアラタ体において、とりわけミトコンドリアの

形態に異常を生じさせること [93]、ラット肝細胞に対しミトコンドリア膜電位の喪

失、グルタチオン減少、ATP減少に起因すると考えられる細胞死をもたらすことが報

告されており [94]、これらの生物において precocene IIの作用点がミトコンドリアに

存在することが示唆されていた。F. graminearum においても、precocene IIの作用点が

ミトコンドリアに存在する可能性を考え、ミトコンドリア抽出タンパク質から

precocene IIの標的分子を探索した結果、VDAC が同定された。VDAC は核・未破砕

細胞画分からも同定されたが、未破砕細胞に含まれるミトコンドリア由来であること

が考えられる。 

大腸菌発現系から作製した His-VDAC は、precocene II固定化ナノ磁気ビーズに結

合後、ネイティブの VDAC のように precocene II溶液による溶出ができなかった (デ

ータは示していない) 。その理由として、組換えタンパク質において、膜タンパク質

である VDAC の正確な立体構造が再現されていなかった可能性がある。また、N 末

端部位に 6x His タグを導入した影響である可能性がある。すなわち、VDAC の機能

に関する構造生物学的解析から、ミトコンドリア外膜を貫通する VDAC のβ-バレル

構造においては、それぞれ 46度の角度に傾いた 13本のβ-ストランドがバレルの内壁

を構成し、結果として中央に直径約 2.5 nmの孔が開いていると考えられ [95]、一方、

N 末端部分は両親媒性のα-へリックスを形成し、他のタンパク質や低分子による認識

部位になっていると考えられている [112]。このため、N 末端に 6x Hisタグを導入し

たことが、VDAC と precocene IIの結合特性に影響を与えた可能性が考えられる。し

かしながら、His-VDAC はコントロールビーズよりも precocene II固定化ナノ磁気ビ

ーズに多く結合したことから、precocene IIと His-VDAC は強固な結合を示すと結論

づけた。 

出芽酵母のミトコンドリアから抽出したタンパク質に対し precocene II固定化ナノ

磁気ビーズを用いた精製実験を行った結果でも、ビーズに結合し precocene IIにより

特異的に溶出されるタンパク質として VDAC が同定された。図 1-28に F. graminearum
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の VDAC と出芽酵母の VDAC の配列のアラインメントを示した。配列の一致度は

41%程度であるにも関わらず precocene IIが両種の VDAC に結合したことは、VDAC

内の保存された部分構造に precocene IIが結合していることを示唆している。上記の

ヒスチジンタグが存在する場合の結合状態を理解するためにも、今後 precocene IIと

VDAC の結合部位を調べるとともに、立体構造を明らかにする必要があるだろう。 

VDAC は細胞質基質とミトコンドリア膜間腔をつなぐ主要なチャネルを形成して

おり、ミトコンドリアで生成された代謝物質の多くはミトコンドリアマトリックスか

ら膜間腔へ輸送されたのち、VDAC を通って細胞質基質へ移行する。VDAC は、その

名の通り、in vitro で膜を再構成した実験において、膜間の電位差に応じて”閉じた”状

態と”開いた”状態が存在していることが知られる。開閉のメカニズムには正に荷電し

た可動性のセンサードメインが関与している。開いた状態ではセンサードメインは孔

の内壁を構成するため、負電荷をもつ ATP、クエン酸、コハク酸といった多くの代謝

物質がこれを透過できる [113]。一方、閉じた状態では正に荷電したセンサードメイ

ンが孔の上部に移動し、同時に孔の直径が狭まる。これによって、孔の内部は負に荷

電した状態となり、多くの代謝物質は VDAC を透過できない。 

in vivoでは電位に応じたVDAC の開閉に関する実験的証拠は見つかっていないが、

VDAC の開閉を調節する物質、たとえば低分子物質としてグルタミン酸、NADH、Mg-

NADPHなどが、タンパク質としてBcl-xL、mtHSP70などが見出されている [112, 114]。

precocene IIもまた VDAC の開閉に影響を与えている可能性を考え、F. graminearum

から単離したミトコンドリアを用いて、precocene IIが NADH のミトコンドリア内へ

の透過に与える影響を調べたが、有意な変化を見出すことはできなかった (修士論文

に記載) 。 

VDAC は、代謝物質だけでなくミトコンドリアで発生するスーパーオキシドの放

出にも関与していることが報告されている。スーパーオキシドは酸素の不完全な還元

によりミトコンドリア呼吸鎖複合体で不可避的に生成する副産物であるが [115]、内

膜の呼吸鎖複合体で生成後、ミトコンドリアマトリックスまたは膜間腔に放出されて

いる。マトリックスのスーパーオキシドはマトリックスに局在する MnSODにより過
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酸化水素に変換され、過酸化水素は速やかに膜を拡散するが、スーパーオキシドは脂

質膜を透過できず、膜間腔に放出されたスーパーオキシドは VDAC を透過して細胞

質基質に拡散していることが示されている [99, 100]。F. graminearum CBS185.32株に

おいて、過酸化水素が 15-ADON生産を増加させた一方、スーパーオキシド発生試薬

の paraquatはこれを阻害したとの報告があったことから [37]、筆者は precocene IIと

スーパーオキシドの関係性に着目した。 

蛍光試薬を用いた観察から、precocene IIはミトコンドリアのスーパーオキシドを

大きく増加させたが、細胞質基質のスーパーオキシド量には大きな変化をもたらさな

かった。precocene IIによるミトコンドリアのスーパーオキシドの増大は、ミトコン

ドリアタンパク質の酸化損傷が増加していることにより確認された。一方、本研究で

用いた MAFF101551株の 3-ADON 生産を低濃度で阻害した paraquatは、ミトコンド

リアと細胞質基質の両方のスーパーオキシドを大きく増加させていた。さらに、抗酸

化物質は 3-ADON 生産を増加させ、precocene IIの効果を抑制した。また、ミトコン

ドリアに局在することが予想される MnSOD1 と MnSOD2 の遺伝子破壊株のうち、

MnSOD2 破壊株はミトコンドリアスーパーオキシド量の増加、Tri6 転写量の減少、3-

ADON 生産量の減少を示し、ミトコンドリアスーパーオキシドと 3-ADOＮ生産量が

関係していることを明確に示していた。以上の実験事実から、precocene IIは VDAC

に結合し、ミトコンドリアのスーパーオキシドを増加させることで 3-ADON 生産を

阻害していると結論付けた (図 1-29) 。 

3-ADON生産量、菌体重量、Tri6 転写量、ミトコンドリアスーパーオキシド量の経

時変化を解析したところ、スーパーオキシド量は菌体の増加する培養 24時間目に最

も多く、その後単調に減少する一方、Tri6 の転写量はスーパーオキシド量とは反対に

培養 24時間目に最も少なく、その後 72時間目まで単調に増加することがわかった。

3-ADON 量は Tri6 転写量が多くなる培養 48 時間目から 60 時間目に生産が開始され

ていた。ミトコンドリアのスーパーオキシドの増加が 3-ADON 生産を阻害すること

と考え合わせると、F. graminearum は通常の生育時においても、生育の進行と同期し

たミトコンドリアのスーパーオキシドの減少に合わせ、Tri6 の転写および 3-ADON生
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産を開始する調節メカニズムを有する可能性が考えられる。 

本研究では過酸化水素の添加は DON 生産に有意な変化はもたらさず、3 mM の添

加で菌体の生育が見られなくなった。過酸化水素の添加により DON生産が増大した

との報告は CBS185.32株の他に INRA 605株 [110]、INRA 349株 [38]、8/1株 [116]

などに見られるが、過酸化水素の添加により F. graminearum の NIV 生産株において

NIV 生産が減少するとの報告もあり [38]、過酸化水素が与える影響の詳細はわかっ

ていない。 

また、MnSOD1 破壊株においては、培養 72時間目までミトコンドリアのスーパー

オキシド量に有意な変化が見られず、培養 24時間目に細胞質基質のスーパーオキシ

ドが大きく増加しているのみであったが、Tri6 および Tri5 転写量と 3-ADON 生産量

の減少が見られた。本研究の途上で、F. graminearum PH-1 (NRRL 31084) 株において

細胞質基質に存在する SOD である CuZnSODの遺伝子破壊株の作製が報告され、

CuZnSOD 破壊株は小麦小花に対する病原性の低下とともに DON 生産量が減少して

いた [117]。CuZnSOD 破壊株の細胞内スーパーオキシドの定量に関するデータはない

が、CuZnSODは細胞質基質局在性であることからミトコンドリア内のスーパーオキ

シドには影響を与えていないことが考えられ、MnSOD1 破壊株の結果と合わせて細胞

質基質のスーパーオキシド量の増大もまた DON 生産を阻害することが予想された。 

本研究では、スーパーオキシドの増大が Tri6 転写量の減少および DON生産の減少

に結びつく直接の経路を明らかにすることはできていない。最近、F. graminearum に

おいて、ヒストンアセチルトランスフェラーゼ (HAT) ファミリー内の触媒サブユニ

ットである酵母 ELP3のオーソログの遺伝子変異株が、異常な形態を示す胞子、Tri5

および Tri6 転写量の減少、トリコテセン生産量の大幅な減少、小麦に対する病原性

の低下を示すことが報告された [39]。哺乳類の ELP3はヒストン H3 および H4 のア

セチル化を行うことが知られており、ELP3 変異株においてもヒストン H3の 14残基

目リジンのアセチル化の減少が示された。また、TRI6 は Tri6 遺伝子のプロモーター

領域に結合し、自身の発現を増大させる self-regulationを行うことが示唆されている 

[28]。ヒストンのアセチル化においては、細胞質基質および核内のアセチル CoA 量、
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さらに原料となるミトコンドリア由来のクエン酸が豊富に存在することが重要であ

ると考えられる [107, 118]。 

また、DON 生合成が行われる細胞内区画としてトキシソームと名づけられた小胞

の存在が示唆されている [40]。DON 生合成の誘導条件においては中間体のファルネ

シル二リン酸の生合成に関わる HMG-CoA レダクターゼのトキシソームへの移動が

観察されているが、HMG-CoAレダクターゼより前の生合成段階が生じる細胞内区画

は定かではない。DON生合成において利用されるアセチル CoA の主要な供給源がミ

トコンドリアであるか、細胞質基質またはペルオキシソームであるかは明確ではない、

A. nidulans における ATPCL の重要性を考慮すると、DON 生合成に必須のアセチル

CoAの供給にミトコンドリアが果たす影響は大きいと考えられる。 

序論に述べたように precocene IIの添加は未知のメカニズムにより ATPCL の転写

量およびタンパク質量の減少をもたらすことがわかっている。以上の結果と考え合わ

せると、precocene IIの添加によるミトコンドリアのスーパーオキシドの増加がミト

コンドリアの機能不全によるクエン酸の減少を引き起こし、ATPCL の減少と合わさ

ってアセチル CoA 量の減少をもたらし、DON 生合成に利用可能なアセチル CoA の

プールを減少させるとともに、Tri6 遺伝子周辺を含むヒストンのアセチル化レベルを

減少させ、Tri6 遺伝子発現量の減少と DON 生産の減少をもたらすメカニズムが示唆

される (図 1-29)。しかしながら、precocene IIの添加は菌体重量への影響をもたらさ

ないことを考えると、ミトコンドリアの異常に起因する何らかのシグナルが直接的に

Tri6 転写量の減少と DON 生産の阻害を導く可能性もあり、今後更に解析する必要が

あると考えられる。 



図 1-1. precocene II 固定化ナノ磁気ビーズの調製
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図 1-4. precocene II 固定化ナノ磁気ビーズを用いた核・未破砕画分抽出タンパク質からの
precocene II結合タンパク質の精製と同定

レーン 1は 3回目の洗浄時の上清を泳動したもの。
レーン 2は続いて precocene II 溶液により溶出したもの。
レーン 3はタンパク質溶液と precocene II をあらかじめインキュベートしたもの。
M:分子量マーカー　input: 精製に供した抽出タンパク質　* : 混入したケラチンと考えられるバンド

precocene II (5 mM) 溶出

precocene II (5 mM) 
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図 1-5. precocene II 固定化ナノ磁気ビーズを用いた細胞質基質画分からの
precocene II結合タンパク質の探索

レーン 1は 3回目の洗浄時の上清を泳動したもの。
レーン 2は続いて precocene II 溶液により溶出したもの。
レーン 3はタンパク質溶液と precocene II をあらかじめインキュベートしたもの。
M:分子量マーカー　* : 混入したケラチンと考えられるバンド
**： LC/MS/MS解析により候補タンパク質が存在しなかったバンド
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各条件で培養した大腸菌の破砕後の上清または沈殿の SDS-PAGE像
図1-6.大腸菌発現系によるHis-VDACの発現条件の検討

M: 分子量マーカー
His-VDACの推定分子質量 : 33.0 kDa
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図1-7. His-VDACの精製および透析

M: 分子量マーカー
His-VDACの推定分子質量 : 33.0 kDa
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フロースルーはビーズを磁気分離後の上清を泳動したもの
図1-8. His-VDACとprecocene II 固定化ナノ磁気ビーズとの結合実験

M: 分子量マーカー
His-VDACの推定分子質量 : 33.0 kDa

input:結合実験に供した His-VDAC

34

27

precocene II 固定化ナノ磁気ビーズ

フロースルー ボイル溶出

1 2 3 4

input

(kDa)

anti-6x His Ab
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図 1-9. precocene II 固定化ナノ磁気ビーズを用いた出芽酵母ミトコンドリア画分抽出タンパク質からの
precocene II結合タンパク質の精製と同定

レーン 1は 3回目の洗浄時の上清を泳動したもの。
レーン 2は続いて precocene II 溶液により溶出したもの。
レーン 3はタンパク質溶液と precocene II をあらかじめインキュベートしたもの。
* : 混入したケラチンと考えられるバンド
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図1-10.活性酸素関連試薬がF. graminearum の3-ADON生産量および菌体重量に与える影響
(a): paraquat, (b): menadione, (c):過酸化水素

mean + SD, n = 4. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs control, Dunnett test. 
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** ** ** **

*

棒：3-ADON量　折れ線：乾燥菌体重量
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dihydroethidium

コントロール precocene II 30 M paraquat 100 M

蛍
光
観
察

明
視
野
観
察

上段は明視野観察像を示し、下段は同じ箇所の蛍光観察像を示す

図1-12.スーパーオキシドアニオン検出試薬を用いた蛍光観察

スケールバー：200 m

(a):スーパーオキシド検出試薬 dihydroethidiumの構造

(b): dihydroethidiumを用いたスーパーオキシドの検出

(a)

(b)

N

NH2H2N
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MitoSOX

コントロール precocene II 30 M paraquat 100 M

蛍
光
観
察

明
視
野
観
察

上段は明視野観察像を示し、下段は同じ箇所の蛍光観察像を示す

図1-13.ミトコンドリアのスーパーオキシドアニオン検出試薬を用いた蛍光観察

スケールバー：200 m

(a):ミトコンドリア特異的スーパーオキシド検出試薬 mitoSOXの構造

(b): mitoSOXを用いたスーパーオキシドの検出

(a)

(b)

N

(CH2)6 P

NH2H2N

I

73



0

3

6

9

12

15

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2

(a)

(b)

カ
ル
ボ
ニ
ル
化
タ
ン
パ
ク
質

(n
m

o
l/
m

g
ミ
ト
コ
ン
ド
リ
ア
タ
ン
パ
ク
質

)

0 30precocene II ( M)

T
B

A
R

S
量

(n
m

o
l/
m

g
乾
燥
菌
体
重
量

)

0 30precocene II ( M) 300

図1-14. precocene II が細胞の酸化ストレスマーカーに与える影響
(a):ミトコンドリアタンパク質のカルボニル化　(b):乾燥菌体の TBA反応物量
mean± SD, n = 6. ** P < 0.01, vs control, t-test (a) or Dunnett test (b).
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図1-15. precocene II が菌体のアセチルCoA量に与える影響
mean± SD, n = 6. ** P < 0.01, vs control, t-test.
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図1-16. 3-ADON生産量の経時変化およびprecocene II 添加が与える影響
白棒：3-ADON量 (薬剤なし )、灰色棒：3-ADON量 (precocene II 30 M)

黒点：乾燥菌体重量 (薬剤なし )、灰色点：乾燥菌体重量 (precocene II 30 M)

mean + SD, n = 6.

(precocene II 添加により3-ADON生産量は検出限界程度になるため、黒棒はほぼ見えない)
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図1-17.時間を変えて添加した場合にprecocene II が3-ADON生産に与える影響
棒：3-ADON量 

mean + SD, n = 3.

NA：precocene II添加なし

黒点：乾燥菌体重量 
横軸に示す培養時間の時点で precocene IIを終濃度 30 Mで添加
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図1-18. Tri6発現量の経時変化とprecocene II 添加が与える影響

mean + SD, n = 6. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.005, vs control, t-test

白棒：Tri6 mRNA量 (薬剤なし )

灰色棒：Tri6 mRNA量 (precocene II 30 M)
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図1-19.培養48時間目に添加したprecocene II がTri6発現量に与える影響

mean + SD, n = 3. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.005, vs control, t-test

白棒：Tri6 mRNA量 (薬剤なし )

灰色棒：Tri6 mRNA量 (precocene II 30 M)
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(a): 2種類の蛍光画像を用いたミトコンドリアスーパーオキシドの定量法の概要
(b):ミトコンドリアスーパーオキシド量の経時変化と precocene II が与える影響

mean + SD, ≧6 photos. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.005, vs control, t-test

24時間、薬剤なしの値を1とした相対値を表示

白棒：ミトコンドリアスーパーオキシド量 (薬剤なし )
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119  PFFTARGAFDLCLKSPTFVGDLTMAHEGIVGGAEFGYDISAGSISRYAMALSYFAKDYSL  178

       179  AITASDNLSVFAASYYHKVNSQVEAGAKATWNSK-TGNAVGLEVASKYRIDPVSFTKVKI  237

. | ...  . .......||. ...||||| |.| ....|..| |..|  |. | .|.|.

179  GATLNNE-QITTVDFFQNVNAFLQVGAKATMNCKLPNSNVNIEFATRYLPDASSQVKAKV  237

       238  NDRGIAALAYNVLLREGVTLGLGGSFDTQKLDQATHKLGASFTFEG  283

.|.||..|||. ||| |||||.|.|||. ||....|||| |..|..

238  SDSGIVTLAYKQLLRPGVTLGVGSSFDALKLSEPVHKLGWSLSFDA  283

F. graminearum VDAC

S. cerevisiae VDAC

F. graminearum VDAC

S. cerevisiae VDAC

F. graminearum VDAC

S. cerevisiae VDAC

F. graminearum VDAC

S. cerevisiae VDAC

F. graminearum VDAC

S. cerevisiae VDAC

図1-28. F. graminearum のVDACとS. cerevisiae のVDACのアミノ酸配列の比較

縦棒は同一のアミノ酸、点は性質の似たアミノ酸を示す。

配列の Identity: 120/286 (41%), Similarity: 234/286 (81%)
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実験の部 

 

試薬 

試薬は断らない限り、関東化学の特級品、Sigma-Aldrich、ナカライテスクまたは和

光純薬工業の製品を用いた。 

 

本文中で省略した各種溶液の組成 

CMC培地：1.5% carboxymethyl cellulose, 0.1% NH4NO3, 0.1% KH2PO4, 0.05% MgSO4, 

0.1% BactoTM yeast extract (BD) 

SYEP液体培地：5% sucrose, 0.1% BactoTM yeast extract (BD), 0.1% BactoTM peptone (BD) 

細胞破砕バッファー：250 mM sucrose, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.2 mM EDTA 

TNEバッファー : 1% Nonidet-P40, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA 

使用時に protease inhibitor cocktail for yeastを終濃度 1%で加えた。 

2xSDS サンプルバッファー：125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.02% BPB, 4% SDS, 20% 

glycerol, 200 mM DTT 

1xSDS サンプルバッファー：62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.01% BPB, 2% SDS, 10% 

glycerol, 100 mM DTT 

1xSDS泳動バッファー：25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS 

CBB染色液：0.1% CBB R-250, 30% methanol, 10% acetic acid 

CBB脱色液：20% methanol, 5% acetic acid 

Western blotting用転写バッファー: 

A 液: 300 mM Tris, 0.05% SDS, 20% methanol 

B 液: 25 mM Tris, 0.05% SDS, 20% methanol 

C液: 25 mM Tris, 0.05% SDS, 40 mM 6-aminohexanoic acid, 20% methanol 

TBS: 50 mM Tris, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCl (pH 7.5) 

T-TBS: 上記 TBSに Tween-20を終濃度 0.05%で加えたもの 

ビーズ結合バッファー：20 mM HEPES-NaOH (pH 7.9), 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.2 
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mM CaCl2, 0.2 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol, 0.1% Nonidet P-40 

SOC培地: 2% BactoTM trypton (BD), 0.5% BactoTM yeast extract (BD), 10 mM NaCl, 166 

mM NaOH, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose 

LB 液体培地: 1% BactoTM trypton (BD), 1% NaCl, 0.5% BactoTM yeast extract (BD) 

LB 寒天培地: 1% BactoTM trypton (BD), 1% NaCl, 0.5% BactoTM yeast extract (BD), 2% agar 

プラスミド調製試薬 

 Solution I: 50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA 

 Solution II: 0.2 M NaOH, 1% SDS 

 Solution III: 5 M potassium acetate (pH 4.8) 

TEバッファー: 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA 

PBS: 10 mM potassium phosphate pH 7.4, 150 mM NaCl 

His 結合バッファー：20 mM HEPES-KOH (pH 7.6), 500 mM NaCl, 8 M urea, 0.1% Nonidet 

P-40, 10 mM imidazole 

His 溶出バッファー：20 mM HEPES-KOH (pH 7.6), 500 mM NaCl, 8 M urea, 0.1% Nonidet 

P-40, 500 mM imidazole 

3.5 mM SDS/30 mM DDM バ ッ フ ァ ー ： 3.5 mM SDS, 30 mM n-dodecyl-β-D-

maltopyranoside (DDM), 20 mM HEPES-NaOH pH 7.2 

YPD液体培地：1% BactoTM yeast extract (BD), 2% BactoTM peptone (BD), 2% glucose 

Tris-SO4バッファー：100 mM Tris-SO4 (pH 9.4), 10 mM DTT 

ソルビトールバッファー：1.2 M sorbitol, 20 mM potassium phosphate (pH 7.4) 

酵母破砕バッファー：0.6 M sorbitol, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 1% protease inhibitor 

cocktail 

RIPAバッファー：1% Nonidet P-40, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM HEPES-

KOH (pH 7.2), 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% protease inhibitor cocktail 

DNPH溶液：10 mM 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), 2 M HCl 

グアニジン塩酸塩溶液：6 M guanidine hydrochloride, 2 M HCl 

TBARSアッセイ溶液：0.3% thiobarbituric acid (TBA), 0.01% dibutylhydroxytoluene, 5% 
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SDS, 7.4% acetate-NaOH (pH 3.5)  

核 溶 解 バ ッ フ ァ ー ： 200 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM EDTA pH 8.0, 2% 

cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 

DNA 単離バッファー：350 mM sorbitol, 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM EDTA 

DNA 抽出バッファー：上記の核溶解バッファー、DNA 単離バッファー、 

5% N-lauroylsarcosine sodium水溶液を 1:1:0.4で混合 

YEPD液体培地：2% glucose, 1% BactoTM peptone (BD), 0.3% BactoTM yeast extract (BD) 

1x STC：1.2 M sorbitol, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM CaCl2 

1x PTC：1x STCにポリエチレングリコール 4000を終濃度 40%で溶解し、フィルター

ろ過したもの 

TB3溶液：0.3% BactoTM yeast extract (BD), 0.3% casamino acids (BD), 10% sucrose 

TB3アガロース：上記 TB3溶液に低融点アガロースを 0.7%で含むもの 

V8 ジュース寒天培地：20% V8® vegetable and fruit juice (Cambell’s), 0.2% CaCO3, 1.5% 

agar 

ムング豆培地の調製：40 gムング豆 (GABAN) を 750 mL超純水中で 30分間煮沸し、

ろ過したろ液を超純水で 1 L にし、15 g agarを加えてオートクレーブした。 

TBEバッファー：89 mM Tris borate (pH 8.3), 2 mM EDTA 

変性溶液：0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl 

中和溶液：0.5 M Tris-HCl (pH 7.5), 1.5 M NaCl 

20x SSC：3 M NaCl, 300 mM sodium citrate (pH 7.0) 

10x SSC：1.5 M NaCl, 150 mM sodium citrate (pH 7.0) 

2x SSC：0.3 M NaCl, 30 mM sodium citrate (pH 7.0) 

低ストリンジェンシーバッファー：0.1% SDS, 2x SSC 

高ストリンジェンシーバッファー：0.1% SDS, 0.5x SSC 

洗浄バッファー：0.1 M malate (pH 7.5), 0.15 M NaCl, 0.3% tween-20 

ブロッキング溶液：2% blocking reagent (Roche Molecular Systems), 0.1 M malate (pH 7.5), 

0.15 M NaCl 
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検出バッファー：0.1 M Tris-HCl (pH 9.5), 0.1 M NaCl 

5x YEG寒天培地：0.5% BactoTM yeast extract (BD), 2% glucose, 1.5% agar 

complete medium (CM) 寒天培地：3% sucrose, 0.25% casamino acids (BD), 0.2% NaNO3, 

1% MEM Vitamin Solution (100X) (Thermo Fisher Scientific), 0.1% BactoTM yeast extract 

(BD), 0.1% KH2PO4, 0.05% MgSO4, 0.05% KCl, 0.02% trace element solution*, 1.5% agar 

*trace element solution：5% citric acid, 5% ZnSO4, 1% Fe(NH4)2(SO4)2, 0.25% CuSO4, 0.05% 

MnSO4, 0.05% H3BO3, 0.05% Na2MoO4 

 

以下の 1. precocene II固定化ナノ磁気ビーズの調製、2. F. graminearumの胞子懸濁

液の調製、3. F. graminearumの細胞小器官の粗分画、6. precocene II固定化ナノ磁気ビ

ーズを用いた precocene II結合タンパク質の精製、7. precocene II結合タンパク質の同

定は修士論文の記述を改変して記載した。 

 

1. precocene II固定化ナノ磁気ビーズの調製 

1-1. vanillineから化合物 1 に至る化合物の合成 

合成はスキーム 1-1 に示すように行った。反応の経過は TLC Silica Gel 60 F254 

(Merckmillipore)で確認した。 

 

 

vanilline (東京化成工業) 6g (1 eq)、30%過酸化水素 8.9 mL (2.2 eq)、二酸化セレン 

0.35 g (0.08 eq)を氷冷下ジクロロメタン 100 mL中で 2 時間撹拌混合し、その後室温で

6 時間撹拌した。反応液を濾過後、ろ液に 100 mLの蒸留水を加えて分液した。ジク

ロロメタン層を 10% NaHSO3 (ナカライテスク)水溶液 100 mLで洗浄し、無水硫酸ナ

トリウムで一晩脱水した。脱水後の溶液に全量が約 100 mLになるようジクロロメタ
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ンを加え、6 M NaOH 20 mL (3 eq)を加えて 20分間撹拌した。反応後、蒸留水 100 mL

を加えて分液し、水層を回収して 6 M HCl により pH 4.5に調整した。調整後酢酸エ

チルにより分液して有機層を回収し、無水硫酸ナトリウムで一晩脱水後エバポレータ

ーにより濃縮した。濃縮後、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製し、2

を 1.3 g得た(29.7%)。クロマトグラフィーは、シリカゲル Wakosil C-200 (Wako) 150 

g、酢酸エチル：n- ヘキサン (15：85)で行った。 

δH (CDCl3、500 MHz)：6.76 (1H, d, J=8.25 Hz), 6.45 (1H, d, J=2.75 Hz), 6.32 (1H, dd, J=8.25 

and 2.75 Hz), 3.85 (3H, s) 

 

 

2 1.16 g (1 eq)、3-メチルクロトン酸(東京化成工業) 912 mg (1.1 eq)、ポリリン酸(Acros 

Organics) 2.204 gを 300 mLのナスフラスコにとり、薬さじを用いてよく撹拌混合し

た。オートクレーブを用いて 110℃で 20分間反応させた。室温に冷却後、100 mLの

飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加えて反応を停止し、酢酸エチルにより分液して有

機層を回収し無水硫酸ナトリウムにより脱水した。エバポレーターにより濃縮後、シ

リカゲルクロマトグラフィーにより 3 を 567 mg得た(31.3%)。クロマトグラフィー

は、シリカゲル 25 g、酢酸エチル：n- ヘキサン (15：85)で行った。 

δH (CDCl3、500 MHz)：6.55 (1H, s), 5.85 (1H, s), 3.80 (3H, s), 2.63 (2H, s), 1.30(6H, s) 

 

 

 3 567 mg (1 eq)、LiAlH 4 126 mg (1.3 eq)、有機合成用 THF 27 mLを混合し、窒素存
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在下で 6 時間還流させた。反応液に氷上で 15% NaOH水溶液 2 mL、蒸留水 100 mL

を加えて反応を停止させた。反応液を濾過後、酢酸エチルによる分液を行って有機層

を回収し、無水硫酸ナトリウムで一晩脱水した。エバポレーターで濃縮後、THF 20 

mL、4 M HCl 1 mLを加えて室温で 30分間撹拌した。反応液に飽和炭酸水素ナトリウ

ム水溶液 100 mLを加えて反応を停止し、酢酸エチルで分液後有機層を回収して無水

硫酸ナトリウムで脱水した。濃縮後、シリカゲルクロマトグラフィーにより 1 を 390 

mg得た(74.2%)。クロマトグラフィーは、シリカゲル 30 g、酢酸エチル：n- ヘキサン 

(15：85)で行った。 

δH (CDCl3、500 MHz)：6.58 (1H, s), 6.40 (1H, s), 6.22 (1H, d, J=9.46 Hz), 5.49 (1H, d, J=9.46 

Hz), 3.85 (3H, s), 1.42 (6H, s) 

 

1-2. precocene II固定化ナノ磁気ビーズの調製 

FG® beads Linker beads (多摩川精機株式会社) を用い、ホームページ上に公開され

ているプロトコルに従い precocene II固定化ナノ磁気ビーズの調製を行った。リンカ

ービーズ 2.5 mgを 1.5 mLチューブにとり、15,000 x g、5分間の遠心分離を行い、上

清を破棄した。DMF 500 µLを添加し、超音波洗浄機を用いてビーズを分散させ、15,000 

x g、5分間の遠心分離を行い、上清を破棄した。この DMF による洗浄操作をさらに

2 回繰り返した。化合物 1 を 50 mMの濃度で含んだ DMF 溶液 500 µL を加え、超音

波によりビーズを分散させた。35 mgの K2CO3を加え、遮光して 60℃で 24時間振盪

した。15,000 x g、5分間の遠心分離を行い、上清を破棄した。50% DMF 500 µL を添

加し、超音波洗浄機を用いてビーズを分散させ、15,000 x g、5分間の遠心分離を行い、

上清を破棄した。この 50% DMFによる洗浄を更に 1回繰り返した。蒸留水 500 µL に

より、同様の洗浄操作を行い、更に 50% MeOHによる洗浄操作を 3 回行った。50% 

MeOH 100 µL にビーズを分散させて、4℃で保存した。 
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2. F. graminearumの胞子懸濁液の調製 

本章では、3-ADON 生産菌として F. graminearum MAFF101551株を使用した。F. 

graminearumを CMC 液体培地 100 mLに植菌し、26.5℃、180 rpmの振盪培養機上で

5日間培養した。培養後 Miracloth (Merckmillipore) によりろ過し、ろ液中の胞子数を

血球計数盤により測定した。2,500 x gの遠心分離により胞子を沈殿させ、20%グリセ

ロールに 105 spore/µL になるように懸濁して-80℃で保存した。 

 

3. F. graminearumの細胞小器官の粗分画 

 100 mLの SYEP液体培地に 2 で調製した胞子懸濁液を加え、28℃で一晩培養し

た。培養した菌体を Miracloth (Merckmillipore) によりろ過して回収し、プロトプラス

ト化溶液 (100 mg Yatalase (TaKaRa)、100 mg Glucanex®、5 mL 1.5 M NaCl) を加えて

28℃で 3 時間インキュベート後、900 x g の遠心分離によりプロトプラストを沈殿と

して回収した。プロトプラストを 3 mLの細胞破砕バッファーに懸濁し、懸濁液をポ

ッターエルベジェム型ホモジナイザーに移し、氷上で手動により細胞を破砕した。懸

濁液を 900 x g、4oC、10分間遠心し、上清と沈殿を分離した。沈殿には 400 µL の TNE

バッファーを加えて懸濁させ、15,000 x g、4℃、10分間遠心分離した上清を回収して

核・未破砕細胞画分抽出タンパク質とした。900 x gの遠心分離の上清は別の 1.5 mL

チューブに回収し、10,000 x g、4oC、10分間遠心して上清と沈殿を分離した。上清は

別の 1.5 mLチューブにとって細胞質基質タンパク質とした。沈殿には 100 µL の TNE

バッファーを加えて懸濁させ、4℃で 1 時間ローテーターにより転倒撹拌したのち、

15,000 x g、4oC、10分間遠心分離の上清を回収してミトコンドリア画分抽出タンパク

質とした。Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific) により、BSAをス

タンダードとして溶液のタンパク質濃度を定量した。 

 

4. SDS-PAGE 

 電気泳動を行うタンパク質サンプルが水溶液である場合、等量の 2x SDSサンプル

バッファーを加えて混合し、5分間煮沸した。サンプルが沈殿物である場合、沈殿に
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1x SDSサンプルバッファーを加えてボルテックスにより混合して溶解させ、5 分間

煮沸して泳動に供した。分離ゲルのアクリルアミド濃度が 10%のものを作製した。以

下に組成を示す。 

分離ゲル (アクリルアミド濃度 10%) 

30%アクリルアミド/ 

0.8% N,N’-メチレンビスアクリルアミド水溶液 
3.3 mL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 mL 

超純水  4.1 mL 

10% APS水溶液 50 µL 

TEMED 7 µL 

合計 10 mL 

 

濃縮ゲル (アクリルアミド濃度 4%) 

30%アクリルアミド/ 

0.8% N,N’-メチレンビスアクリルアミド水溶液 
0.65 mL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 1.25 mL 

超純水  3.05 mL 

10% APS水溶液 25 µL 

TEMED 7 µL 

合計 5 mL 

 

分子量マーカーとして Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range (BIO-RAD) を用

いた。泳動はゲル 1枚の場合 20 mAの定電流、2枚の場合 40 mAの定電流で 1x SDS

泳動バッファー中で行った。 

 銀染色を行う場合、SilverQuest™ Silver Staining Kit (Thermo Fisher Scientific) を用い

て製品付属のプロトコルに従いゲルを染色した。CBB 染色を行う場合、CBB 染色液

を用いて室温で 30分間振盪して染色後、染色液を CBB脱色液に入れ換え、バックグ
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ラウンドが十分に脱色されるまで室温で振盪した。ウェスタンブロッティングを行う

場合、ゲルをそのまま転写に供した。 

 

5. ウェスタンブロッティング 

使用した一次抗体および二次抗体のメーカー、製品番号および希釈濃度を記す；抗

シトクロム c抗体 (マウスモノクローナル, Abcam, ab110325, 1/5000), Anti-6 × Histidine

抗体 (マウスモノクローナル, BioDynamics Labolatory, F008, 1/1000), HRP標識ヤギ抗

マウス IgG (H+L) 二次抗体 (ThermoFisher Scientific, 32430, 1/2000) 

Western blotting用転写バッファー A 液、B 液、C液にブロッティング用ろ紙 (ATTO) 

をそれぞれ 2枚、1枚、3枚ずつ浸し、ブロッティング用 PVDF膜 (ATTO) をメタノ

ールに 1 分間浸したのち Western blotting用転写バッファー B 液に 30 分以上振盪さ

せながら浸した。SDS-PAGE後のゲルをとり、ブロッティング装置の陰極側から C液

に浸したろ紙 3枚、ゲル、PVDF膜、B 液に浸したろ紙 1枚、A 液に浸したろ紙 2枚

の順で重ね、100 mA定電流で 1時間通電した。転写後の膜を T-TBSで洗浄後、5%ス

キムミルク/TBS-T を加え室温で 1 時間振盪した。液を破棄し、一次抗体を上記の濃

度で含んだ 5%スキムミルク/TBS-Tに膜を入れ、4℃で一晩または室温で 2 時間振盪

した。液を破棄し、TBS-Tで 3回洗浄したのち、二次抗体を上記の濃度で含んだ 5%

スキムミルク/TBS-T に入れ、4℃で一晩または室温で 2 時間振盪した。液を破棄し、

TBS-Tで5回洗浄したのち、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE healthcare) 

の混合液を膜にかけ ImageQuant LAS 4000 (GE healthcare) により化学発光を検出した。 

 

6. precocene II固定化ナノ磁気ビーズを用いた precocene II結合タンパク質の精製 

1-2で調製したビーズを 0.2 mg分 1.5 mLチューブにとり、ビーズ結合バッファー

を 300 µL 加え、チューブを上下に振ってビーズを分散させた。磁気によりビーズを

チューブの底に集め、上清を破棄した。ビーズ結合バッファーによる洗浄を更に 2回

行った。3で調製した抽出タンパク質 1 mgを含むビーズ結合バッファー300 µL をビ

ーズに加え、ビーズを分散させて、4℃で 4 時間ローテーターにより転倒撹拌した。
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4時間後、磁気によりビーズを分離し、上清を破棄した。ビーズ結合バッファーを 300 

µL 加え、チューブを上下に振ってビーズを分散させ、磁気によりビーズを分離して

上清を破棄した。ビーズ結合バッファーによる洗浄を更に 2回繰り返した。洗浄後の

上清を回収した後のビーズに、5 mMの precocene IIを含む 300 µL のビーズ結合バッ

ファーを加え、4℃で 1時間ローテーターにより転倒撹拌したのち、磁気分離を行い、

上清を回収して precocene II溶出画分とした。precocene IIによる競合阻害は、抽出タ

ンパク質溶液に precocene IIを終濃度 5 mMとなるよう加え、4℃で 1時間ローテータ

ーにより転倒撹拌してからビーズに加えることで行った。 

回収した洗浄上清および precocene II溶出画分に、800 µL のメタノール、200 µL の

クロロホルム、600 µL の超純水を加えて混合後、20,000 x gで遠心分離した。二層に

分かれた上層を慎重に破棄したのち、下層に 600 µL のメタノールを加えて混合後、

20,000 x gで遠心分離し、上清を破棄して沈殿を減圧下乾燥させた。沈殿に 1x SDSサ

ンプルバッファーを 50 µL 加え、100℃で 5 分加熱して SDS-PAGEに供した。4 で述

べた方法により電気泳動後、銀染色を行った。 

 

7. precocene II結合タンパク質の同定 

銀染色後、目的のバンドを含むようゲルをメスにより切り出し、1.5 mLチューブに

いれ、超純水でよく洗浄した。SilverQuest™ Silver Staining Kit付属の脱色液により銀

染色を脱色し、200 µL のアセトニトリルを加えて 15分間置いた。上清を破棄し、減

圧遠心濃縮機でゲル片を乾燥させたのち、100 µL の還元溶液 (10 mM DTT, 100 mM 

NH4HCO3) を加え 56℃で 1時間インキュベートした。上清を破棄し、100 µL のアル

キル化溶液 (55 mM ヨードアセトアミド, 100 mM NH4HCO3) を加え、室温で 45分置

いた。上清を破棄し 200 µL の 100 mM NH4HCO3を加え 10分室温、上清を破棄し 200 

µL のアセトニトリルを加え 15分室温という操作を計 2回行った。最後のアセトニト

リルを除いた後、減圧遠心濃縮機でゲル片を乾燥させ、20 µL のトリプシン溶液 (10 

ng/ µL Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade (Promega), 50 mM NH4HCO3) を加えゲル

を膨潤後、20  µL の 50 mM NH4HCO3を加えて 37℃で一晩静置した。翌日、上清を 1.5 
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mL チューブに回収した。残ったゲル片に超純水 40 µL を加え 20 分間マイクロミキ

サーで攪拌後、上清を上記チューブに加えた。同様に、20分間マイクロミキサーで攪

拌後上清を上記チューブに加える操作を 0.1% TFA、60%アセトニトリル 40 µL、0.1% 

TFA, 80%アセトニトリル 40 µL、0.1% TFA、99.9%アセトニトリル 40 µL の順番に行

った。集めた抽出液を 20,000 x g で遠心分離後、上清を新しい 1.5 mLチューブにと

って減圧遠心濃縮機により 10 µL 程度に濃縮し、Orbitrap Velos Pro (Thermo Fisher 

Scientific) によりペプチドの分析を行った。機器の操作は東京大学 分子細胞生物学

研究所 根岸瑠美博士に依頼した。検出されたペプチド断片からのタンパク質の同定

は Proteome Discoverer 1.4ソフトウェアに搭載されたアルゴリズムにより行われた。

ソフトウェアにインプットする配列データとして、F. graminearum PH-1株のゲノム配

列からアノテーションされ [110]、Fusarium Comparative Database (Broad Institute) に

おいて公開されているタンパク質配列データを用いた。 

 

8. His-VDACの調製 

8-1. total RNAの抽出および cDNA の合成 

SYEP液体培地 5 mLで培養した F. graminearum菌体をろ過により回収後、液体窒

素で凍結し、凍結乾燥機により乾燥させた。乾燥菌体を液体窒素下で粉砕し、Trizol® 

(ThermoFisher Scientific) 500 µL を加えて 1.5 mLチューブにとった。クロロホルム 100 

µL を加えて混合後、20,000 x g で遠心分離し、回収した上清中の RNA を PureLink® 

RNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific) により精製した。精製した total RNA 1 µg を

ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix (TOYOBO) により製品付属のプロトコルに従っ

て逆転写し、cDNA を得た。 

 

8-2. 発現用プラスミドベクターの調製 

 VDAC の配列に Nco I 認識部位および Sal I 認識部位を付加した下記プライマー； 

VDAC F: 5’ - GGGCCATGGGATCTGTCCCCGCCTTCTC - 3’ 

VDAC R: 5’ - GGGGTCGACTTAACCCTCGAAGGTGAAGC - 3’ 
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により、8-1で調製した cDNA をテンプレートとして TaKaRa Ex Taq®を用いて PCR

反応を行った。PCR 溶液の組成および反応条件は製品付属のプロトコルに従った。

PCR産物 50 ng分と pGEM®-T Easy Vector (Promega) 25 ngを混合し、DNA Ligation Kit 

(TaKaRa) を用いて一晩 16℃でライゲーション反応を行ったのち、大腸菌 XL-1 blue

コンピテントセル (アジレント) の形質転換に用いた。形質転換は以下の手順で行っ

た。コンピテントセルにライゲーション反応液を加え、氷上で 30分間静置し、42℃

のヒートショックを 45秒間行ったのち氷上で 2分間静置した。これに SOC培地を加

え、37℃で 1 時間インキュベートしたのち、50 µg/mL アンピシリンナトリウム 30 

µL、0.1 M IPTG 30 µL、2% X-gal 30 µL を塗布した LB 寒天培地に塗布し、37℃で一

晩培養した。 

 生じたシングルコロニーを爪楊枝でつつき、Go Taq master mix (Promega) および

pGEM®-T Easy Vector由来の 2種のプライマー； 

T7 promoter F: 5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’ 

M13 R: 5’- CAGGAAACAGCTATGAC -3’ 

を含む PCR反応液中に加えて、PCR反応を行った。PCR産物をアガロースゲル電気

泳動に供し、プラスミド内部に目的のインサートが存在するかどうかを確認した。イ

ンサートが確認できたコロニーを終濃度 50 µg/µL のアンピシリンを含む LB 液体培

地に加え、37℃で一晩培養した。 

 培養後の大腸菌菌体を遠心分離により回収し、Solution I を加えてボルテックスに

より懸濁し、Solution IIを加えて穏やかに懸濁後、Solution IIIを加えて混合し、20,000 

x gで遠心分離した。上清を回収し、エタノールおよび 3 M 酢酸ナトリウムを加えて

混合後 20,000 x g で遠心分離し、上清を破棄した。沈殿を 70%エタノールで洗浄後、

TEバッファーに溶解し、RNase Aで処理した。 

 調製したプラスミドをテンプレートとして BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequence 

Kit (Applied Biosystems) を用いてサイクルシーケンス反応を行った。プライマーは上

記の T7 promoter Fおよび M13 Rを用い、反応組成および条件は製品に付属するプロ

トコルに従った。反応後の産物をエタノール沈殿により精製し、風乾後、シーケンス
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解析に供した。サンプルのシーケンス解析は株式会社ファスマックに委託した。 

 

 正確な塩基配列のインサート DNA の挿入が確認されたプラスミドについて、Nco I

および Sal I で処理した。N 末端に 6xヒスチジンタグが導入された組換えタンパク質

を調製するためのプラスミドベクターとして、pPROEX HTb vector (Invitrogen) を用

い、同様に Nco I および Sal I で処理した。これらの制限酵素処理産物をアガロースゲ

ル電気泳動に供し、泳動後のゲルから目的の DNA 断片を含むようゲルの切り出しを

行ったのち、QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN) を用いて DNA 断片を抽出した。

抽出後のインサート DNA およびプラスミド DNA のライゲーションのため、 Ligation 

Kit (TaKaRa) を用いて一晩 16℃でライゲーション反応を行ったのち、上記の方法と

同様に大腸菌 XL-1 blue コンピテントセルの形質転換を行った。形質転換後の培養、

インサートチェック、プラスミドの抽出は上記の方法と同様である。ただし、形質転

換後の培養は 50 µg/mL アンピシリンナトリウム 30 µL を塗布し、IPTGおよび X-gal

を塗布していない LB 寒天培地で行った。これにより、発現用プラスミドベクターを

調製した。 

 

8-3. 発現の条件検討 

 8-2 で調製した発現用プラスミドベクターにより、発現用大腸菌コンピテントセル 

BL21 (DE3) の形質転換および培養を上記と同様の方法により行った。生育したシン

グルコロニーを 50 µg/mL のアンピシリンを含む LB 液体培地に加え、37℃で一晩培

養し前培養液とした。前培養液を 50 µg/mL のアンピシリンを含む LB 液体培地に加

え、OD600が 0.4になったところで IPTGを加え、条件ごとに温度、IPTG濃度を変え

培養した。培養後、遠心分離により菌体を回収し、PBSに懸濁して超音波破砕機によ

り菌体を破砕した。20,000 x gで遠心後、上清と沈殿を分離した。上清は等量の 2x SDS

サンプルバッファーと混合、沈殿は 1x SDSサンプルバッファーに溶解後、4 で示し

た方法により SDS-PAGEを行い CBB染色した。 
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8-4. His-VDACの大量発現 

 上記の前培養液を 50 µg/mLのアンピシリンを含む LB 液体培地 1 Lに加え、OD600

が 0.4になったところで IPTGを終濃度 1 mMになるように加え、37℃で一晩培養を

行った。培養後、培養液を 50 mLチューブに分注し、4,800 x gで遠心分離して菌体を

分離し、PBSに懸濁して-20℃で保存した。 

 

8-5. His-VDACの精製 

 8-4で調製した菌体を PBSに懸濁し、超音波破砕後、2,500 x gで遠心分離した沈殿

を回収した。沈殿を 0.1% Triton X-100/PBSで 2回洗浄したのち、His 結合バッファー

を加えてインキュベートして全て溶解させた。Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE healthcare) 

を空カラムに詰め、製品に付属するプロトコルに従い平衡化処理を行ったのち溶液を

全てアプライし、His 結合バッファーで十分に洗浄後、His 溶出バッファーをアプラ

イして溶出液を回収した。溶出液を 1 L のビーズ結合バッファーを外液として 4℃で

一晩透析し、透析内液を回収した。精製の程度を 4に述べた方法により SDS-PAGEで

確認した。 

 

8-6. His-VDACの沈殿および可溶化 

 8-5で得られた精製 His-VDAC に氷冷したアセトンを加えて混合し、20,000 x g で

遠心分離後上清を破棄した。沈殿を風乾し、3.5 mM SDS/30 mM DDMバッファーを

加えて 4℃でローテーターにより一晩混合後、20,000 x g で遠心分離した上清を回収

し、Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific) により BSAをスタンダー

ドとして溶液のタンパク質濃度を定量した。 

 

9. His-VDACと precocene II固定化ナノ磁気ビーズの結合実験 

8で調製した精製 His-VDAC を 5 µgとり、6で述べた方法と同様に precocene II固

定化ナノ磁気ビーズとの結合実験を行った。ただし、precocene IIを固定化していな

いリンカービーズをコントロールビーズとして用いた。また、精製 His-VDAC とビー
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ズのインキュベート後磁気分離を行った上清をフロースルーとして回収した。フロー

スルーは、6で述べた方法によってメタノールおよびクロロホルムによる沈殿後、40 

µL の 1x SDSサンプルバッファーを加えて煮沸し SDS-PAGEに供した。また、ビー

ズ結合バッファーによるビーズの 5回の洗浄後、ビーズに 40 µL の 1x SDSサンプル

バッファーを加えて煮沸し、磁気分離を行った上清を回収して SDS-PAGEに供した。

4 で述べた方法により電気泳動後、5 で述べた方法により Anti-6 × Histidine抗体を用

いてウェスタンブロッティングを行った。 

 

10. 出芽酵母抽出物からの precocene II結合タンパク質の同定 

 S. cerevisiae INVSc1株 (Invitrogen) を YPD液体培地 5 mLに加え、26.5℃で一晩培

養して前培養液とした。1 L の YPD液体培地に前培養液を加え、26.5℃で OD600が 1.0

になるまで培養後、900 x gの遠心分離により菌体を回収した。菌体を 50 mLの Tris-

SO4バッファーに懸濁して 30℃で 30分間インキュベート後、900 x gの遠心分離によ

り回収し、ソルビトールバッファーで洗浄した。菌体を 50 mgの zymolyase-20T (ナカ

ライテスク) を含むソルビトールバッファーに懸濁し、30℃で 1時間インキュベート

した。形成されたスフェロプラストを 900 x gの遠心分離で回収し、15 mLの酵母破

砕バッファーに懸濁して氷上でホモジナイザーにより手動で破砕した。3と同様の方

法によりミトコンドリアを単離、タンパク質を抽出し、6および 7で述べた方法によ

り precocene II結合タンパク質の同定行った。ただし、Proteome Discover v1.4ソフト

ウェアにインプットする配列データとして、Saccharomyces GENOME DATABASE 

(Stanford University) により公開されている S. cerevisiae S288C株の ORFの翻訳デー

タを用いた。 

 

10. 3-ADONの定量および乾燥菌体重量の秤量 

10-1. F. graminearumの培養 

 試験管中の 5 mL の SYEP培地に 2 で調製した胞子懸濁液を 1 µL 植菌した。薬剤

を添加する場合は最大で 5 µL とし、薬剤無添加として等量の溶媒を加えたコントロ
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ールを用意した。26.5℃、振盪培養機上 300 rpmで培養した。特に断らない限り 4日

間培養した。培養後、Miracloth (Merckmillipore) によりろ過して上清と菌体を分離し

た。 

 

10-2. 3-ADONの抽出と定量 

 分離した培養上清 1 mLに酢酸エチル 400 µL を加えて混合し、20,000 x gで遠心分

離して酢酸エチル層を別のチューブにとった。減圧遠心濃縮機により濃縮した残渣を

50 µL のメタノールに溶解し、10 µL をとって 190 µL の 10 mM酢酸アンモニウム/ア

セトニトリル (9:1) 溶液と混合した。溶液中の 3-ADON量を LC/MSにより定量した。

条件を以下に記す。 

 

HPLC条件； 

装置: Waters 2695 HPLC system (Waters) 

カラム: Capcell-Pak C1 4.6 mmϕ x 35 mm (SHISEIDO) および 

 Capcell-Pak C18 2 mmϕ x 250 mm (SHISEIDO) 

流速: 0.2 mL/min 

移動相: A 液: 10 mM 酢酸アンモニウム 

 B 液: アセトニトリル 

グラジエント: 

time (min) A 液 (%) B液 (%) 

0-2 90 10 

2-20 90→10 10→90 

20-25 10 90 

検出波長: 254 nm 

Retention time: 16.1 min 

 

MS条件; 
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装置: Waters Micromass ZQ (Waters) 

ESI: ポジティブ 

ソース温度: 120℃ 

脱溶媒温度: 350℃ 

コーン電圧: 30 V 

脱溶媒ガス量: 600 L/h 

コーンガス量: 50 L/h 

キャピラリー電圧: 2800 V 

検出: 3-ADON m/z 339 (M+H)+ 

 

濃度既知の 3-ADON 標品のピーク面積から検量線を作成し、サンプル中の 3-ADON

量を定量した。グラフには培養液中の 3-ADON濃度に換算した値を表示した。 

ただし、MnSOD1および MnSOD2破壊株の 3-ADON 生産量の定量は国立医薬品食品

衛生研究所 衛生微生物部第四室 吉成知也博士に依頼した。 

 

10-3. 乾燥菌体重量の秤量 

 回収した菌体をあらかじめ重量を測定したチューブごと液体窒素により凍結し、凍

結乾燥機により乾燥させた。重量を測定し、チューブの重量を減算することで乾燥菌

体重量を測定した。 

 

11. 蛍光顕微鏡による観察 

11-1. mitoSOXを用いたミトコンドリアスーパーオキシドの観察 

 mitoSOX (Molecular Probes) の DMSOストック溶液を製品付属のプロトコルに従い

Hank'sバッファー (HBSS, Gibco) に終濃度 5 µM となるよう溶解して用いた。10-1と

同様に F. graminearumを培養し、24時間後に薬剤を添加し更に 24時間培養した。ろ

過により菌体を回収し、超純水で洗浄後、上記の mitoSOX溶液中に加えて 37℃で 10

分間インキュベートした。HBSSで菌体を洗浄後、スライドガラスに載せ蛍光顕微鏡



107 
 

により観察した。条件を下記に記す。 

 

顕微鏡: BX53 (Olympus) 

撮影装置: DP70 (Olympus) 

蛍光ミラーユニット: U-FBW (Olympus) 

露光時間: 1秒 

 

11-2. dihydroethidiumを用いた細胞質基質スーパーオキシドの観察 

 dihydroethidium (Molecular Probes) の 30 mM DMSOストック溶液を Hank'sバッフ

ァー (HBSS, Gibco) に終濃度 30 µM となるよう溶解して用いた。他の条件は全て 11-

1と同様である。 

 

11-3. mitoSOX蛍光画像を用いたミトコンドリアスーパーオキシド量の定量 

 細胞壁を染色するカルコフルオール溶液として、Fluorescent Brightener 28 (Sigma-

Aldrich) を終濃度 3 µM で含む HBSS溶液を用いた。10-1と同様に precocene II添加

または無添加で培養した菌体を各時間でろ過により回収し、超純水で洗浄した。11-1

と同様に mitoSOX 溶液とインキュベート後、菌体を上記カルコフルオール溶液に加

えて 37℃で 2 分間インキュベートし、顕微鏡観察に供した。条件は 11-1と同様であ

るが、カルコフルオールの蛍光観察の際は蛍光ミラーユニットを U-FUW (Olympus)、

露光時間を 5ミリ秒とした。 

 

 得られた蛍光画像の処理は Image Jソフトウェア (US National Institutes of Health) 

により行った。カルコフルオールの蛍光画像を 3色の色要素に分割し、青色要素の画

像について閾値を auto に設定し二値化画像を得たのち、面積を定量して画像中の菌

体量の指標とした。mitoSOXの蛍光画像については、バックグラウンド減算後、同様

に色要素に分割し、赤色要素の画像について閾値を 20に設定して二値化後、面積を

定量した。mitoSOX の面積をカルコフルオールの面積で除算することで画像中のス
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ーパーオキシド量とし、各画像で同様の処理を行ったのち、培養 24時間、薬剤無添

加のスーパーオキシド量を 1とした相対値をグラフに表示した。 

 

11-4. dihydroethidium蛍光画像を用いた細胞質基質スーパーオキシド量の定量 

 dihydroethidium蛍光画像をバックグラウンド減算後、色要素に分割し、赤色要素の

画像を閾値 15で二値化した。他の点は 11-3と同様である。 

 

 

12. カルボニル化タンパク質の定量 

 precocene II添加または無添加の SYEP培地 100 mLに 2で調製した胞子 20 µL を植

菌し、3 で述べた方法によりミトコンドリアを単離した。ミトコンドリアを RIPA バ

ッファーに懸濁し、ストレプトマイシン硫酸塩を終濃度 1%で加えて室温で 10 分間

静置し、20,000 x gで遠心分離して核酸を沈殿させた。上清を回収して Pierce™ BCA 

Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific) により BSA をスタンダードとして溶液のタ

ンパク質濃度を定量した。200 µgのタンパク質を別のチューブにとって、DNPH溶液

を加えて室温で 1 時間インキュベートした。TCA 水溶液を終濃度 20%になるよう加

えて氷上で 10分間静置し、20,000 x gで遠心分離した沈殿を 20%TCA水溶液で 1回、

エタノール/酢酸エチル (1:1) 溶液で 3 回洗浄して余剰の DNPHを除去した。200 µL

のグアニジン塩酸塩溶液に溶解後、366 nmの吸光度を測定し、22,000 M-1 cm-1のモル

吸光係数を用いてカルボニル化タンパク質を定量した。 

 

13. TBARSの定量 

 10-1で述べた方法により precocene II添加または無添加で F. graminearumを培養し、

乾燥菌体を得た。乾燥菌体を液体窒素下で乳棒により破砕し、TBARS アッセイ溶液

800 µL を加えて氷上で 20分静置した。30分間煮沸により加熱し、室温に冷却後、ブ

タノール/ピリジン (1:1) を 1 mL加えてよく混合し、20,000 x gで遠心分離した上清

を回収した。上清の 532 nmでの吸光度を測定し、156,000 M-1 cm-1のモル吸光係数を
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用いて TBARSを定量した。 

 

14. 菌体内アセチル CoAの定量 

 10-1で述べた方法により precocene II添加または無添加で F. graminearumを培養し、

乾燥菌体を得た。液体窒素下で乳棒により菌体を粉砕し、5%過塩素酸水溶液 200 µL

を加え混合後 1.5 mLチューブに取った。LC/MS の内部標準物質として 3,4-ジメトキ

シアニリンを 1 µmol 加え混合後、20,000 x gで遠心分離した上清を回収した。1 M ト

リエタノールアミンを終濃度 100 mMになるよう加え、3 M K2CO3水溶液により pH

が 7 前後になるよう調整し、よく混合した。20,000 x g で遠心分離した上清を 50 µL

とって水/メタノール (3:1) 150 µL と混合し、LC/MS分析に供した。条件を以下に記

す。 

 

HPLC条件； 

装置、流速、カラム、検出波長は 10-2で記した条件と同一である。 

移動相: A 液: 5 mM ヘキシルアミン (酢酸で pH 6.3に調整) 

B 液: 90%メタノール/10%酢酸アンモニウム (アンモニア水溶液で pH 8.5に

調整) 

グラジエント: 

time (min) A 液 (%) B液 (%) 

0-2 100 10 

2-50 100→0 0→100 

50-60 0 100 

60-75 0→100 100→0 

Retention time: 28.2 min 

 

MS条件; 

装置、ESIモード、ソース温度、脱溶媒温度、コーン電圧、脱溶媒ガス量、コーンガ
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ス量、キャピラリー電圧は 10-2で記した条件と同一である。 

 

検出: acetyl-CoA m/z 810 (M+H)+ 

     3,4-dimethoxyaniline m/z 154 (M+H)+ 

 

濃度既知の acetyl-CoA標品のピーク面積から検量線を作成し、サンプル中の acetyl-

CoA 量を定量した。acetyl-CoA のピーク面積は内部標準として用いた 3,4-

dimethoxyanilineのピーク面積による補正を行った。グラフには抽出を行った乾燥菌

体重量あたりの acetyl-CoA量に換算した値を表示した。 

 

14. リアルタイム PCR法による mRNA 量の定量 

テンプレートとした cDNA は 8-1で述べた方法により調製した。 total RNA 0.04 µg

分から合成した cDNA を各リアルタイム PCR反応で用いた。FastStart Universal SYBR 

GreenMaster (Rox) (Roche Molecular Systems) を用いて反応を行った。反応溶液の組成

を下に示す。 

 

FastStart Universal SYBR GreenMaster (Rox) 12.5 µL 

cDNA  2 µL (total RNA 0.04 µg相当) 

Real-time PCR primer F (5 µM) 2.5 µL 

Real-time PCR primer R (5 µM) 2.5 µL 

超純水 5.5 µL 

合計 25 µL 

 

分析機器：ABI 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 

PCR条件：95℃ 10 min, (95℃ 15 sec, 60℃ 1 min) 40サイクル 

 

cDNA の希釈系列を調製し、希釈系列の Ct 値から検量線を作成した。各サンプル
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の Ct 値を検量線に当てはめ、mRNA 量の相対値を算出した。さらに、GAPDHをコ

ントロール遺伝子として、測定遺伝子の相対 mRNA 量を GAPDHの相対 mRNA量で

除算することで、サンプルごとの測定値の標準化を行った。 

用いたプライマーの配列を以下に記す。 

 

GAPDH F: 5’- TCAAGGGTGTTCTGGCCTAC -3’ 

GAPDH R: 5’- AGTAACCCCACTCGTTGTCG -3’ 

Tri6 F: 5’- TGCTCGGCATGAGTCTAAGC -3’ 

Tri6 R: 5’- CACCGATCCCTCGTCAACAC -3’ 

Tri5 F: 5’- CGACGATGAGCGTGACCAA -3’ 

Tri5 R: 5’- TGGGTGAGCTTCTCCAAAGC -3’ 

 

15. 遺伝子破壊株の作製 

 

 本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。 

 

16. DIG標識プローブを用いた遺伝子破壊の確認 

 

 本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。 

 

17. 統計解析 

 各図中にバイオロジカルレプリケートの数を記した。グラフは平均値±標準偏差ま

たは平均値+標準偏差を表示した。二群間の比較は Welch t-testにより行い、多群間の

比較は一元配置分散分析 (ANOVA) による検定後、Dunnett testによりコントロール

に比べ有意差の存在する群を検定した。p<0.05を有意差の基準とした。 



polyphosphoric acid

29.7% (2 step)

31.3%

vanilline
2 3

1

スキーム 1-1

HO

MeO CHO

HO

MeO OH
O

HO

MeO

O

O

HO

MeO

COOH
1) H

2
O

2
, SeO

2

CH
2
Cl

2

2) NaOH

CH
2
Cl

2

74.2% (2 step)

1) LiAlH
4

THF

2) HCl

119



120 
 

第二章 アフラトキシン生産阻害物質 dioctatin の作用機構 

 

 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年

以内に出版予定。 
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第三章 シリング酸アルキルおよび類縁化合物のアフラトキシン生産阻害活性 

 

序論で述べたように、シラカバ Betula alba のエッセンシャルオイルから単離され

たシリング酸メチルは、Aspergillus parasiticus および Aspergillus flavus のアフラトキ

シン生産をそれぞれ 0.9 mM および 0.8 mM の IC50 値で阻害する [67]。また、シリン

グ酸の類縁化合物である没食子酸も A. flavus のアフラトキシン生産を阻害すること

が報告されている [144]。 

一方、食品添加物として用いられる没食子酸のアルキルエステル体について、その

抗菌活性がアルキル鎖の構造と相関し、メチルからノニルまでアルキル鎖が長くなる

ほど抗菌活性が強くなることが報告されている [145, 146]。さらに、没食子酸アルキ

ルにミトコンドリア呼吸鎖複合体 II の阻害活性が存在し、その活性もまたペンチル

からノニルまでアルキル鎖が長くなるほど強くなることが示されている [146]。没食

子酸アルキル同様シリング酸アルキルの類縁化合物であるアルキルパラベンにおい

ても、アルキル鎖が長いほど抗菌活性および呼吸鎖複合体 II の阻害活性が強くなる

ことが報告されている [147]。 

呼吸鎖複合体 II の阻害剤として知られる boscalid、atpenin A5、siccanin を含め、複

数のミトコンドリア呼吸鎖複合体の阻害剤に A. parasiticus のアフラトキシン生産阻

害活性が報告されている [76]。しかしながら、その活性の強さと阻害の対象となる呼

吸鎖複合体の種類に相関は見出されていない。 

 

以上の報告と、シリング酸アルキル、没食子酸アルキルおよびアルキルパラベンの

構造の類似性から、シリング酸アルキルの呼吸鎖複合体 II 阻害活性および、没食子

酸アルキルとアルキルパラベンのアフラトキシン生産阻害活性が予想された。さらに、

これらの活性とアルキル鎖の長さの関連が予想された。そこで本章では、図 3-1 に示

した種々の長さのアルキル鎖をもつシリング酸アルキル、アルキルパラベンおよび没

食子酸アルキルを用いて、これらのアフラトキシン生産阻害活性と呼吸鎖複合体 II 阻

害活性を調べた。 
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3-1 シリング酸アルキルがアフラトキシン生産および菌体重量に与える影響 

 

 シリング酸アルキルが A. flavus のアフラトキシン生産に与える影響を調べるため、

PDB 液体培地 2 mL に A. flavus の胞子を 20,000 個植菌し、薬剤添加または無添加で

28℃、4 日間静置培養した。培養後、ろ過により上清と菌体を分離し、上清からアフ

ラトキシンを抽出し HPLC によりアフラトキシン B1 量を定量した。菌体は凍結乾燥

を行い、乾燥菌体重量を秤量した。結果を図 3-2 に示す。シリング酸エチルおよびシ

リング酸プロピルは 0.1 mM の濃度でアフラトキシン生産に影響を与えなかったが、

シリング酸ブチルは 0.1 mM で、シリング酸ペンチルおよびそれよりアルキル鎖の長

いシリング酸アルキルでは 0.05 mM でアフラトキシン生産を 27%以下に強く抑制し

た (図 3-3 (a)) 。菌体重量に関しては、シリング酸ブチルおよびそれよりアルキル鎖

の長いシリング酸アルキルで有意な菌体重量の減少が見られたが、その減少率は最も

大きい場合で薬剤無添加に比べ 36%程度の減少であった (図 3-3 (b))。 

 

3-2 アルキルパラベンおよび没食子酸アルキルがアフラトキシン生産および菌体重

量に与える影響 

 

 3-1 と同様の実験をアルキルパラベンおよび没食子酸アルキルを用いて行った。結

果を図 3-3 に示す。プロピルパラベンは 0.1 mM で、ヘプチルパラベンおよびオクチ

ルパラベンは 0.05 mM でアフラトキシン生産を有意に減少させた。没食子酸プロピ

ルはアフラトキシン生産に大きな影響を与えなかった一方、没食子酸オクチルは 0.05 

mM でアフラトキシン生産を強く抑制した。アルキルパラベンが菌体重量に与える影

響に関しては、プロピルパラベンとそれよりアルキル鎖の長いアルキルパラベンで菌

体重量の有意な減少が見られたが、その減少率は最も大きい場合で薬剤無添加に比べ

16%の減少であった。没食子酸オクチルに関しては、0.1 mM で薬剤無添加に比べ 44%

の菌体重量の減少が見られた。 
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3-3  シリング酸アルキルおよび類縁化合物が呼吸鎖複合体 II の活性に与える影響 

 

 次に、各化合物の呼吸鎖複合体 II 阻害活性を調べるため、ウシ Bos taurus の心臓

のミトコンドリアを用いた市販のキットによる複合体 II の活性測定を行った。実験

方法の概要を図 3-4 に示す。複合体 II はコハク酸デヒドロゲナーゼ活性およびユビキ

ノンレダクターゼ活性を有し、コハク酸をフマル酸に酸化すると同時に FAD を

FADH2 に還元する。FADH2 は複合体 II から遊離せず、ユビキノン (UQ) の還元に用

いられ FAD と UQH2 が生成する。アッセイ溶液に含まれるジクロロフェノールイン

ドフェノール (DCPIP) は波長 600 nm に極大吸収を有するが、UQH2 により還元され

DCPIPH2 となると 600 nm の吸光が減少する。すなわち、600 nm の吸光度を経時的に

測定することで、複合体 II の活性を測定することができる。実験に供する各化合物

について、複数の濃度で吸光度の減少を測定し、薬剤無添加の吸光度の減少速度との

比率から複合体 II 活性阻害率を算出した。化合物の濃度と阻害率をプロットしたグ

ラフから、50%阻害濃度 (IC50) を算出し、各化合物についてまとめたものが表 3-1 で

ある。本実験では、複合体Ｉ、複合体 III、複合体 IV の影響を抑制するために、それ

ぞれの特異的阻害剤であるロテノン、アンチマイシン A、シアン化カリウムを添加し

て行った。 

 シリング酸メチルおよびシリング酸エチルは実験で行った濃度では阻害が見られ

なかったが、シリング酸プロピルおよびそれよりアルキル鎖の長いシリング酸アルキ

ルで複合体 II 阻害活性が確認された。また、アルキル鎖が長くなるほど IC50 値が減

少する傾向が見られた。一方、プロピルパラベンは 2 mM で 25%の阻害を示したが、

5 mM で化合物の析出が見られ、IC50 値の算出ができなかった。オクチルパラベンお

よび没食子酸オクチルはシリング酸オクチルと同等かより小さな IC50 値を示した。

複合体 II の阻害剤として知られ、A. parasiticus のアフラトキシン生産を 0.01 µM 以下

の IC50値で阻害するボスカリドは [76]、本アッセイ系においては複合体 II 活性を IC50

値 0.02 mM で阻害した。 
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3-4 考察 

 

 シラカバの精油から単離されたシリング酸メチルはアフラトキシン生産阻害活性

を持つ [67]。シリング酸の類縁化合物として、トゥーレアリ産のクルミ中に含まれる

没食子酸がアフラトキシン生産阻害活性を有していることが報告されていた [144]。

また、没食子酸アルキルは抗菌活性および複合体 II 阻害活性を有し、その活性はと

もにアルキル鎖が長くなるほど強くなることが報告されていた [145, 146]。呼吸鎖複

合体 II の阻害は A. parasiticus のアフラトキシン生産の阻害に結びつくことが示され

ていたため [76]、本章ではシリング酸メチルのアルキル鎖を延長した化合物および

その類縁化合物の、A. flavus に対するアフラトキシン生産阻害活性および呼吸鎖複合

体 II 阻害活性を調べた。 

 その結果、シリング酸アルキルのアフラトキシン生産阻害活性と呼吸鎖複合体 II 阻

害活性はともにアルキル鎖が長くなるほど強くなる傾向が見られることが確認され

た。また、アルキル鎖の長いシリング酸アルキルは菌体の生育を減少させたが、その

減少率はアフラトキシン生産阻害率と比べわずかであり、アフラトキシン生産を選択

的に阻害していると言える。A. parasiticus のアフラトキシン阻害活性を有する呼吸鎖

複合体の阻害剤においても、菌体の生育を大きく阻害するものは報告されておらず 

[76]、ミトコンドリア呼吸鎖の阻害は選択的なアフラトキシン生産の阻害をもたらす

と考えられる。 

アルキルパラベンおよび没食子酸アルキルにおいても、シリング酸アルキルと同様

にアルキル鎖の長いものほど強いアフラトキシン生産阻害活性と複合体 II 阻害活性

をもつことが確認された。前述したように、没食子酸アルキルおよびアルキルパラベ

ンには抗菌活性が存在することが知られ、Aspergillus 属に対する抗菌活性としては、

没食子酸オクチルが A. flavus ATCC 9170 株に対し最小阻害濃度 (MIC) 0.063 mM で生

育阻害を示したとの報告がある [148]。本実験においても、アフラトキシン生産の阻

害活性を有したプロピルパラベン、ヘプチルパラベン、オクチルパラベンおよび没食
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子酸オクチルは菌体の生育も有意に減少させたが、0.05 mM の没食子酸オクチルは A. 

flavus IMF47798 株の PDB 液体培地における生育に影響を与えることなくアフラトキ

シン生産を強く阻害していた。このことから、没食子酸オクチルは耐性菌の急速な蔓

延を招かないアフラトキシン汚染防除剤として利用できる可能性を有している。 

アルキルパラベンはその抗菌活性や化学的安定性、低い毒性や非揮発性のために化

粧品の防腐剤として用いられている。しかし、アルキルパラベン類はエストロゲン様

活性を有することが報告されており [149]、現在、添加物としての利用が問題視され

ている。一方、没食子酸オクチルに関しては抗腫瘍活性が最近報告されたほかは慢性、

急性毒性および変異原性に関する報告は存在せず [150, 151]、今後も食品添加物とし

ての利用が継続されるものと考えられる。そのため、農産物収穫後の貯蔵や輸送段階

でのアフラトキシン汚染に対する、アフラトキシン制御剤として没食子酸オクチルを

利用する産業応用性が期待される。 

 

表 3-1 で示されるように、長いアルキル鎖を有するシリング酸アルキルおよび類縁

化合物はウシ B. taurus の複合体 II 阻害活性を有していたが、その IC50 値は図 3-2 お

よび図 3-3 から推測される A. flavus に対するアフラトキシン生産阻害活性の IC50 値

より数倍から数十倍高かった。3-3 で述べたように、ボスカリドは A. parasiticus のア

フラトキシン生産を 0.01 µM 以下の IC50 値で阻害したが [76]、本章で行った複合体

II 阻害実験での IC50 値はその二千倍以上となる 0.02 mM であった。この原因として 2

通りの考え方ができる。ひとつは、複合体 II に対する阻害活性はわずかであっても、

アフラトキシン生産は大きな影響を受ける可能性である。すなわち、複合体 II の活

性阻害がミトコンドリア好気呼吸のバランスを崩し、アセチル CoA などの種々の代

謝物質や ATP 生産量を減少させ、波及的にアフラトキシン生産の減少に結びつく可

能性である。 

もうひとつは、A. flavus の複合体 II と B. taurus の複合体 II の構造の相違である。

複合体 II はミトコンドリアマトリックスに露出した親水性サブユニットである

SDHA および SDHB と、内膜に挿入された疎水性サブユニットである SDHC および
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SDHD からなる。B. taurus の SDHA、SDHB、SDHC と、A. flavus の SDHA、SDHB、

SDHC について、GENETYX ver.10 ソフトウェアで計算される配列一致度およびアミ

ノ酸の性質から計算される配列類似性を下に列記する。なお、A. flavus の SDHA、

SDHB、SDHC は、A. flavus のタンパク質配列データベースに対し B. taurus の SDHA、

SDHB、SDHC をもって相同性検索を行った結果で、最も一致度の高かったタンパク

質を選定した。SDHD については、A. flavus のタンパク質配列データベースには B. 

taurus の SDHD と高い配列一致度をもつタンパク質は存在しなかった。 

SDHA (フラボタンパク質)； Identity: 69% Similarity: 87% 

SDHB (鉄硫黄タンパク質)； Identity: 66% Similarity: 91% 

SDHC (疎水性タンパク質)； Identity: 42% Similarity: 70% 

親水性サブユニットである SDHA および SDHB は両者でやや高い配列類似性を有す

るが、疎水性サブユニットである SDHC の配列類似性はそれより低かった。一方、シ

リング酸アルキルおよび類縁化合物のアルキル鎖が長いほど疎水性が高くなると考

えられ [147, 148]、これらの化合物が複合体 II と相互作用する場合、複合体 II の疎水

性部位と相互作用することが考えられる。すなわち、上記の A. flavus および A. 

parasiticus に対するアフラトキシン生産阻害活性と B. taurus の複合体 II 阻害活性の

IC50 値の隔たりは、両種の複合体 II の疎水性部位の構造の違いに起因し、A. flavus お

よび A. parasiticus の複合体 II は B. taurus で見られたよりも低い濃度のシリング酸ア

ルキルおよび類縁化合物で阻害される可能性がある。今後、Aspergillus のミトコンド

リアを単離し、複合体 II の活性を測定する実験を通し、この可能性を検証する必要

があると考えている。 
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図3-1. シリング酸アルキル、アルキルパラベン、没食子酸アルキルの構造
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図3-2. シリング酸アルキルがアフラトキシン生産および菌体の生育に与える影響

(b)

(a)

(a): 4日間培養後の A. flavus 培養上清中のアフラトキシン B
1
量に対するシリング酸アルキルの効果

(b): 4日間培養後の A. flavus の菌体重量に対するシリング酸アルキルの効果

各化合物について、薬剤無添加の aflatoxin B
1
量を 1とした相対値を表示した。

mean ± SD, n = 6. ** P < 0.01 vs control, Dunnett test. 

mean ± SD, n = 6. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs control, Dunnett test. 
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図3-3. アルキルパラベンおよび没食子酸アルキルが
アフラトキシン生産および菌体の生育に与える影響

(b)

(a)

(a): 4日間培養後の A. flavus 培養上清中のアフラトキシン B
1
量に対するアルキルパラベンの効果

(b): 4日間培養後の A. flavus の菌体重量に対するアルキルパラベンの効果

各化合物について、薬剤無添加の aflatoxin B
1
量を 1とした相対値を表示した。

mean ± SD, n = 6. ** P < 0.01 vs control, Dunnett test. 

mean ± SD, n = 6. ** P < 0.01 vs control, Dunnett test. 
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* は、20 mMで阻害が見られなかったことを意味する。 

** は、2 mMで25%の阻害が見られたが、
それより大きい濃度で化合物の析出が見られ活性を測定できなかった。

compound IC50 (mM)

methyl syringate - *

ethyl syringate - *

propyl syringate 22

butyl syringate 9.7

pentyl syringate 2.8

hexyl syringate 1.1

heptyl syringate 1.3

octyl syringate 0.34

propyl paraben >2 **

octyl paraben 0.16

octyl gallate 0.29

boscalid 0.02

表3-1. シリング酸アルキルおよび類縁化合物の複合体 II 阻害活性のIC
50
値
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実験の部 

 

試薬 

 プロピルパラベン、ヘプチルパラベンおよび没食子酸オクチルは東京化成工業のも

のを用いた。エチルパラベンおよびボスカリドは和光純薬工業のものを用いた。他の

シリング酸アルキルおよびオクチルパラベン、没食子酸プロピルは作田が調製したも

のを用いた。これらの化合物は DMSO に溶解して用いた。他の試薬は断らない限り

関東化学の特級品を用いた。 

 

1. A. flavus の胞子懸濁液の調製 

第二章実験の部で述べた方法と同様である。 

 

2. アフラトキシン B1の定量および乾燥菌体重量の秤量 

 第二章実験の部で述べた方法と同様である。シリング酸アルキルおよび類縁化合物

は 0.05 Mまたは 0.1 Mで調製したものを PDB液体培地 2 mLに対し 2 µL 加えた。コ

ントロールとして DMSO 2 µL を加えた。 

 

3. 複合体 II 阻害活性の測定 

 複合体 II の活性は MitoCheck® Complex II Activity Assay Kit (cayman chemical) を用

い、製品付属のプロトコルに従って測定した。600 nm の吸光度の連続的な測定は

Model 550 microplate reader (Bio-Rad) により行った。各化合物の DMSOによる希釈系

列を調製し、各濃度で吸光度の減少を測定し、近似直線の傾きを算出した。同様に算

出した薬剤無添加区の吸光度の減少速度の近似直線の傾きとの比率から、当該濃度に

おける複合体 II の阻害活性を算出した。化合物の濃度と阻害活性をプロットしたグ

ラフを作成し、Image Jソフトウェア (US NIH) のグラフ解析機能から IC50値を算出

した。 
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4. 統計解析 

 各図中にバイオロジカルレプリケートの数を記した。グラフは平均値±標準偏差を

表示した。多群間の比較は一元配置分散分析 (ANOVA) による検定後、Dunnett testに

よりコントロールに比べ有意差の存在する群を検定した。p<0.05 を有意差の基準と

した。 
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総合討論 

 

農作物のマイコトキシン汚染は有史以来人類の食の安全を脅かしてきた問題であ

る。世界銀行が 1993 年に発行した報告によれば、発展途上国においては「早死によ

って失われた年数」と「障害により健康が失われた年数」を合算した数値である「障

害調整生存年数」の 40%がマイコトキシンによる疾病が原因とされている [152]。日

本においては、最も深刻な害をもたらすアフラトキシン汚染が見られないこと、DON

や他のマイコトキシンによる小麦等の汚染は殺菌剤を要とした綿密な防除が図られ

ていることから、現代においては実生活で問題となることは少ない。しかしながら、

地球規模の温暖化が進行するなか、今後もマイコトキシン汚染が広がらない保証はな

い。もとより、輸入に依存する食糧や飼料の安全を確保する上で、産地や輸送時にお

いてマイコトキシン汚染防除策が実施されることは大きな意義を持つ。故に、優れた

マイコトキシン汚染防除法の開発は広く世界に求められる課題である。このような観

点のもと、マイコトキシン生産を特異的に阻害する生物活性物質は、マイコトキシン

汚染防除剤として実用化が期待されるばかりでなく、その作用機序を理解することで

マイコトキシン生産の分子機構に対する理解を得ることができ、より優れた汚染防除

策の構築に貢献できると期待される。 

そこで本研究では、第一章において F. graminearumの DON生産阻害物質 precocene 

II の、第二章において A. flavus および A. parasiticus のアフラトキシン生産阻害物質

dioctatin の結合タンパク質の同定と作用機構の解明を行い、第三章において methyl 

syringate誘導体および類縁体の活性の評価を行った。 

 

第一章では、precocene IIの固定化ナノ磁気ビーズを利用し、precocene IIの作用点

が存在すると考えられたミトコンドリアの抽出タンパク質から、precocene II 結合タ

ンパク質として VDAC を同定した。大腸菌発現系により調製した His-VDAC はネイ

ティブの VDACと異なり precocene IIにより precocene II固定化ナノ磁気ビーズによ

り溶出されなかったが、precocene II を固定化していないビーズにはほとんど結合し
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ない一方 precocene II固定化ナノ磁気ビーズには多くの His-VDACが結合していたこ

とから、VDACは precocene IIに強固に結合すると結論付けた。出芽酵母のミトコン

ドリアタンパク質からも precocene II結合タンパク質としてVDACが同定されたこと

は、precocene IIは F. graminearumの VDACと出芽酵母の VDACで共通した構造に結

合していることを示唆している。出芽酵母の生育や代謝に対する precocene IIの活性

を今後調べていくことで、F. graminearumの DON生産と VDACとの関係に新たな展

開が開けるかもしれない。 

VDACを通した precocene IIの DON生産阻害のメカニズムとして、VDACのスー

パーオキシド放出における機能に着目した。ミトコンドリアの呼吸鎖複合体で放出さ

れているスーパーオキシドは、ミトコンドリア内のスーパーオキシドジスムターゼ 

(主にMnSOD)で分解されるか、または VDACを透過して細胞質基質に移動し、細胞

質基質のスーパーオキシドジスムターゼ (主に CuZnSOD) により分解される。スー

パーオキシドを特異的に検出するとともに、局在指向性を有する蛍光試薬を用いた観

察によって、コントロールとして用いたスーパーオキシド発生試薬の paraquatは細胞

質基質およびミトコンドリア内の両方のスーパーオキシドを増加させていた一方、

precocene II はミトコンドリア内のスーパーオキシドのみを増加させていることがわ

かった。precocene II はミトコンドリアタンパク質の酸化損傷を増加させることが見

出され、ミトコンドリアのスーパーオキシドの増加が裏付けられた。paraquatによる

スーパーオキシドの発生は paraquatが還元されて生じる paraquat radicalを経由すると

考えられているが、還元を行う酵素については NADPH-cytochrome c reductaseとする

説や NADH-quinone oxidoreductaseとする説などが存在し未だ確定していない [101]。 

更に、paraquatおよびスーパーオキシド発生試薬である menadioneが 3-ADON生産

を阻害したこと、抗酸化物質を添加した場合 3-ADON 生産が増加するとともに、低

濃度の precocene IIによる 3-ADON生産阻害が覆されることがわかった。ミトコンド

リアに局在することが予想される MnSOD2 の遺伝子破壊株ではミトコンドリアのス

ーパーオキシドの増加、Tri6遺伝子の転写量減少、3-ADON生産阻害が見られたこと

から、ミトコンドリアのスーパーオキシドの増加は 3-ADON生産阻害に繋がること、
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および precocene II はミトコンドリアのスーパーオキシドを増加させることで 3-

ADON生産阻害をもたらすことが明確にされた。 

一方、MnSOD1 の遺伝子破壊株は細胞質基質のスーパーオキシドの増加のみを示

したにも関わらず、MnSOD2破壊株より弱いながらも Tri6転写量の減少、3-ADON生

産の減少を示したことから、細胞質基質におけるスーパーオキシドの増加も 3-ADON

生産の減少に繋がることが示唆された。このことは、ミトコンドリアの存在に依存し

ない、スーパーオキシドのシグナルとしての機能を示唆しており、今後調べていく必

要があるだろう。 

precocene II によるミトコンドリアのスーパーオキシドの蓄積と、菌体内アセチル

CoA 量の減少、ヒストンアセチル化と DON 生産の関係に関する報告 [39]から、

precocene II添加により Triクラスターのヒストンアセチル化が減少し、Tri遺伝子発

現が減少するメカニズムが示唆された。precocene II添加後直ちに生じる Tri6転写量

の減少は、アセチル CoAの迅速な代謝回転が阻害されるためであるかもしれない。 

precocene IIは、A. flavusのアフラトキシン生産に対しても弱い阻害活性を有するこ

とを見出している (データは示していない) 。アフラトキシン生産においては、細胞

内の酸化ストレスの上昇とアフラトキシン生産の正の相関が示唆されている [153]。

しかしながら、precocene IIは F. graminearumの VDACと出芽酵母の VDACの両者に

結合すること、第二章、第三章で示したように dioctatinや呼吸鎖複合体阻害剤がミト

コンドリアを標的とし阻害的に働いていると考えられることを総合すれば、precocene 

IIは A. flavusの VDACに結合し、ミトコンドリアにスーパーオキシドを蓄積させる

ことでアフラトキシン生産を阻害することが十分に考えられる。 

 

「本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以

内に出版予定。」 

 

第三章では、既存の食品添加物のアフラトキシン汚染防除剤への実用化を見据えて、

以前に見出されていた呼吸鎖阻害剤のアフラトキシン阻害活性 [76]、アルキルパラ
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ベン類および没食子酸アルキル類のアルキル鎖の長さと呼吸鎖複合体 II 阻害活性の

相関に関する報告 [146, 147]、およびシリング酸メチルの構造類似性をもとにして実

験を行った。すなわち、シリング酸アルキル類のアルキル鎖の長さと呼吸鎖複合体 II

阻害活性、アフラトキシン生産阻害活性の相関、およびアルキルパラベン類と没食子

酸アルキル類のアフラトキシン生産阻害活性を調べた。その結果、シリング酸アルキ

ル類はアルキル鎖が長いほど呼吸鎖複合体 II 阻害活性およびアフラトキシン生産阻

害活性が増大すること、没食子酸アルキル類およびアルキルパラベン類もまたアフラ

トキシン生産阻害活性を有することを確認した。没食子酸アルキル類は食品添加物と

して広く用いられている物質であり、今後アフラトキシン汚染制御における実用化を

期待したい。 

 

以上本研究で得られた結果は、3種類の物質の作用機構モデルを図 4-1 (学術雑誌論

文として出版する予定の部分を含むため、公表できない。5年以内に出版予定) のよ

うにまとめることを可能とし、それは F. graminearumと A. flavusという種の違いを越

えた、マイコトキシン生産におけるミトコンドリアの重要性を示している。 

真菌の二次代謝物質であるマイコトキシンの生産と、ミトコンドリア機能との関係

を明確に示した報告は本研究がはじめてである。今後さらにそれらの関係についての

研究を深めていくことで、より効果的なマイコトキシン汚染防除法の開発に繋がると

ともに、真菌の二次代謝の生産調節機構や、進化と二次代謝の関わり、二次代謝産物

の生産微生物にとっての役割を解明する手がかりが得られることが期待できると考

える。 

本研究の成果が、マイコトキシン汚染防除法の開発に向かう応用研究と、微生物の

物質生産機構の解明に向かう基礎研究の、両者を発展させる一助となることを期待し

たい。 
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