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がんにおける自然免疫型 T 細胞の機能解明 

－新規免疫療法を目指して－ 
 

1．研究の目的 
(1) MAIT 細胞は新規の自然免疫型 T 細胞であり、ヒトにおける最大の T 細胞亜集団を形成し、

微生物・ウイルス感染、自己免疫疾患、生活習慣病、がん等において重要な機能を有すると

考えられる。種々のがんにおいて MAIT 細胞は患者末梢血から消失し、がん浸潤リンパ球

(TIL)中に多く存在する。しかし、がんにおける MAIT 細胞機能の詳細については未解明であ

る。一方、実験動物モデルとして汎用されるマウスには MAIT 細胞は極微量にしか存在せず、

マウスでの解析が困難であった。そこで、本研究ではがんにおける MAIT 細胞機能を解明し、

新規の治療法を開発するため、  

① マウス MAIT 細胞由来 iPS 細胞から分化誘導した MAIT 細胞を利用して「MAIT 細胞を豊

富に持つ新規マウス」を構築する。 

② ①を利用してがんにおける MAIT 細胞機能を解明する。 

ことを目的とした。 

 

2．研究の計画 

(1) マウス iPS 細胞由来 MAIT 細胞（m-reMAIT 細胞）を用いた抗がん活性評価のための動物モ
デルの樹立 
① マウスMAIT細胞のiPS細胞化 

移入細胞をレシピエントと区別するためコンジェニックマウス由来MAIT細胞からiPS細胞

を樹立する。具体的にはLy5.1マウスからMAIT細胞を単離し、センダイウイルスベクター

を用いてiPS細胞化する。 

 

② iPS細胞からのm-reMAIT細胞分化誘導 

多能性細胞からのT細胞系への標準分化誘導法に則り、m-reMAIT細胞を分化誘導する。 

 

③ m-reMAIT細胞の性状解析 

m-reMAIT細胞をLy5.2マウスに移植し、移植細胞のレシピエントにおける生着臓器、細胞

表面マーカー・サイトカイン産生能を明らかにする。 

 

(2) m-reMAIT細胞養子移入によるMAIT細胞を豊富に持つ新規モデルマウスを用いた抗がん活

性評価 

① m-reMAIT細胞養子移入によるメラノーマに対する抗がん活性評価 

 

3．研究の成果 
(1)  Ly5.１マウス iPS 細胞由来 MAIT 細胞（m-reMAIT 細胞）の樹立 

① マウスMAIT細胞のiPS細胞化 
 

2018年の秋時点では本学におけるLy5.1マウスの繁殖の問題から、iPS細胞化に必要な十

分なMAIT細胞を精製することができなかった。その後、繁殖の問題が解決され、マウスか

らMAIT細胞を認識する試薬(5-OP-RU loaded murine MR1-tetramer）を米国NIH tetramer 

core facility (Atlanta州) より供与を受け、広くT細胞を認識するanti-マウスTCRβ抗

体と組み合わせることで、MAIT細胞を染色・セルソーティングすることにより95%以上の

純度で精製することができた。MAIT細胞（31,400個）に山中因子をコードするセンダイウ

イルスベクターを感染させることで36個のiPS細胞コロニーを得、以下の解析を行った。 

iPS細胞コロニーがMAIT細胞から由来することの確認 

得られたコロニーがMAIT細胞から由来することを確認するため、PCRを用いてiPS細胞が

遺伝子再構成済みMAIT細胞特有のT細胞受容体(TCR, Vα19-Jα33)を有するか確認した。 
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その結果、得られた36個のiPS細胞のうち、２個を除いたものがMAIT細胞由来であった。ま

た、MAIT細胞TCRはαβ型であり、そのβ鎖使用はTCRβ5, 6, 8に偏っていることが知られ

ている。そこで本研究で得られたMAIT細胞由来iPS細胞のTCRβ鎖をPCRによって解析したと

ころ、TCRβ5とTCRβ8の２種類であることが判明した。さらこれらiPS細胞はマウス繊維芽

細胞をフィーダーとして用いるとサイトカインleukemia inhibitory factor (LIF)の存在

下で無限の増殖能を示した。これらiPS細胞が多能性(pluripotency)を有するか否かの証明

はキメラマウスを産生する能力を測定する必要があり、現在鋭意、遂行中である。 

 

② iPS細胞からのm-reMAIT細胞分化誘導 

次にTCRβ5とTCRβ8を持つ代表的なLy5.1マウスMAIT細胞由来iPS細胞（TCRα鎖は共に

Vα19-Jα33）をOP9（血液細胞の分化誘導に頻用されるフィーダー細胞）にNotch ligand

であるDelta-like 1を強制発現させた細胞上(OP9/dlk1)に播種して、中胚葉・リンパ球幼

若細胞を誘導した。リンパ球幼若細胞をサイトカイン(IL-7及びFlt3-ligand)の存在下で培

養することによってLy5.1-m-reMAIT細胞を得た。iPS細胞を播種した時点から細胞数を測定

すると、上記分化誘導によって1000倍以上の増幅が観察された。この時、Ly5.1-m-reMAIT

細胞の純度はLy5.1で98 %, 5-OP-RU-mMR1Tetramer/TCRβ染色で95 %以上であった。 

 

③ m-reMAIT細胞の性状解析 
上記で得られたLy5.1+m-reMAIT細胞がMAIT細胞のアゴニストである5-OP-RUによってin 

vitroで活性化されるかを検討した。抗原提示細胞としてB細胞腫瘍株にMAIT細胞への抗原

提示を行うMR1を高発現させた細胞を用いた。その結果、Ly5.1+m-reMAIT細胞は5-OP-RU濃度

依存的に活性化され、CD25+CD69+で定義される活性化のEC50は5 pM程度であることが判明し

た。また、抗原提示細胞を使用しない実験系でもLy5.1+m-reMAIT細胞は5-OP-RUによって活

性化された。Ly5.1 m-reMAIT細胞をLy5.2マウスに移植し、移植細胞のレシピエントにおけ

る生着臓器、細胞表面マーカー・サイトカイン産生能を評価する実験は現在鋭意進行中で

ある。 

 

(2) 新規モデルマウスを用いた抗がん活性評価 

① m-reMAIT細胞養子移入によるメラノーマに対する抗がん活性評価 
 

- メラノーマ肺転移抑制 

in vivoにおけるLy5.1+m-reMAIT細胞の抗がん活性を評価するため、メラノーマ移植によ

るがんの肺転移を解析した。予めマウス(Ly5.2）にLy5.1+m-reMAIT細胞を腹腔内投与し、５

日後にメラノーマ(B16F10)を尾静脈経

由で移植する。移植後１８日でマウス

を安楽死させ、肺に転移したメラノー

マの結節数を測定するものである。対

照群としてLy5.1+m-reMAIT細胞を移入

せずにメラノーマを移植したものを用

いた。その結果、Ly5.1+m-reMAIT細胞

を移入した群では対照群に比して有意

に肺のがん結節数低下が観察された

（図1）。この抗がん活性の細胞・分子

機序を明らかにするため、メラノーマ

移植／Ly5.1+m-reMAIT細胞移入によっ

ていかなる免疫細胞集団の数・割合が

変動するのかを検討中である。  

 

 

- マウス生存期間延長 

Ly5.1+m-reMAIT細胞によるメラノーマ肺転移抑制能が担がんマウスの生存期間延長を

もたらすか検討した。上記の系を用いて実験を行った。Ly5.1+m-reMAIT細胞養子移入有無

図 1.m-reMAIT 細胞移入によるメラノーマ肺転移の抑制：

m-reMAIT 細胞（m-reMAIT 細胞移入群）または PBS（コントロー

ル群）静注後、5日後に B16 メラノーマを静注により移植した。

メラノーマ移植後 18 日後に肺を摘出し、がん結節数を測定し

た。(A)各群の代表的な肺。コントロール群には多数の黒色のが

ん結節が認められた。(B)各群 9 匹ずつのマウスから得られた肺

のがん結節数を顕微鏡下でカウントした（Mann-Whitney test

による P 値=0.0006）。 
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にてがんを移植し、マウスの生存期間を

測定した。この時、可能な限り動物に苦

痛を与えないという人道的見地から、エ

ンドポイントとして死亡のみならず、体

重・体温・呼吸等マウスの健康状態を日々

観察し、持続的低体温・体重減少・極度

な衰弱・長期に渡る下痢等の極限症状が

見られたらこの時点で死とみなしマウス

を安楽死させた。実験の結果、Ly5.1+m-reMAIT細

胞移入は担がんマウスの生存期間を有意に延長

させることが判明した（図２）。 

 

 

 

 

4．研究の反省・考察 

(1)  マウス iPS 細胞由来 MAIT 細胞（m-reMAIT 細胞）を用いた抗がん活性評価のための動物
モデルの樹立 
 

① マウスMAIT細胞のiPS細胞化 

L5.1マウスを理研バイオリソースセンターから本学に導入し、繁殖させるのに１年半以

上の時間がかかった。これは偏に本学の動物施設のハードの問題ではなく、Ly5.1マウス

の特性によると考えられる。事実、産仔の数はしばしば２−３匹にとどまり、多い時で５

匹程度、食殺もしばしば経験した。この繁殖力の弱さから、マウスMAIT細胞の精製に必要

なマウス数を用意するのに相当の時間を費やした。しかし、一旦、Ly5.1+MAIT細胞が十分

量精製できると以前行ったLy5.2 マウス（通常、繁殖業者から購入できるマウス）からの

MAIT細胞のiPS細胞化の経験が生かされ、問題なく、iPS細胞化が遂行できた。  

 

② iPS細胞からのm-reMAIT細胞分化誘導 

Ly5.1+MAIT細胞由来iPS細胞からのm-reMAIT細胞への分化誘導もLy5.2+MAIT細胞由来iPS

細胞からの分化誘導法に従って滞りなく、遂行できた。また、マウスMAIT細胞が使用して

いるTCRβ鎖の違い（Ly5.1m-reMAIT細胞のTCRはTCRβ5とTCRβ8であった）によるiPS細胞

の分化能には差異がなかったことから、iPS細胞からの選択的分化誘導には遺伝子再構成

済みTCRα鎖(Vα19-Jα33)が重要であることが改めて明らかになった。 今後、TCRβ鎖

による相違がm-reMAIT細胞の活性化、サイトカイン産生能等に影響を与えるのかを明らか

にしたい。 

 

(2) 新規モデルマウスを用いた抗がん活性評価 

 

本研究は従来の研究用マウスでは解析不可能であったMAIT 細胞の in vivo 抗がん活性評価

を新モデル構築によって可能とした。解析の結果、各種がん患者で見られるTIL における MAIT

細胞の集積はこの細胞の抗がん活性を説明するものと解釈できる。しかし、ここで観察され

た抗がん活性が細胞傷害性T細胞に代表されるようにMAIT細胞がエフェクター細胞として直

接がん細胞を殺傷することに起因するのか、あるいはMAIT 細胞がレギュラトリー細胞として

他の免疫細胞の活性・動態を制御することに起因するのかは今後の課題として残る。 

 

① m-reMAIT細胞養子移入によるメラノーマに対する抗がん活性評価 

  

 本研究の初年度で、m-reMAIT細胞のマウスへの養子移入によりメラノーマに対する肺転

移阻害と担がんマウス（メラノーマ）の生存期間延長が確認できた。 この詳細な分子・

細胞機序解明は今後の研究に委ねられるが、本研究は従来の概念にはない、がん免疫細胞

療法開発へ向けた第一歩を記すことができた。今後はメラノーマ以外の他のがん種にも
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図 2.m-reMAIT 細胞移入による担がんマウス生存期
間延長（カプランーメイヤー曲線）：B16F10 メラノ
ーマ移植マウス(破線）、m-reMAIT 細胞移入+メラノー
マ移植マウス(実線)。P 値は Log rank test による。
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m-reMAIT細胞は有効であるのか、MAIT細胞アゴニストである5-OP-RU、他のMAIT細胞活性化

方法（例えば、Toll-like ReceptorリガンドやIL-12/IL-18に代表される自然免疫型サイト

カイン、ピシバニール・BCG等に代表される生菌）投与は抗がん活性に影響を及ぼすのか、

を明らかにし、m-reMAIT細胞の応用範囲をさらに広げて行く。 

 

5．研究発表 
(1)学会誌等 

なし 

 

(2)口頭発表 

なし 

 

(3)出版物 

なし 

 

当該研究成果は喫緊に特許申請（本研究内容の特許性につき、既に弁理士と相談しており、

特許性ありとの予備判断をいただいている）並びに論文投稿を予定しており、学会・講演など

学外発表はその後となる予定である。 
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Ｘ線 1 分子計測法による微小管の極微分子運動現象の解明 

－脳の微小管の分子運動はなぜ小さいのか？－ 
 

1．研究の目的 
（1） 研究の背景  

全身性のあらゆる細胞においてその形態維持に必要とされる微小管は、恒常性維持や神経伝

達物質の軸索輸送に不可欠な小胞膜輸送機能にも関与していることが知られている。我々はこ

の小胞膜輸送に対して微小管の重合・脱重合に代表される分子動態の変化が作用し、形質膜表

面への小胞輸送に影響を及ぼす現象を明らかにしてきた(Nakayama, J Cell Sci 2012) 。更に

我々はこの微小管の分子動態変化に伴って分子運動自体にも変化が起きることにより輸送小

胞との物理的親和性が輸送効率に影響している可能性に着目し、ラット脳より精製した微小管

と、水溶タンパク試料にて 1 ピコメートルの分子運動変化を検出可能な新技術である X 線 1

分子計測法(DXT) (Sekiguchi, Sasaki PLoS One 2013)を用いて、分子運動度の計測を試みた。

その結果、脳由来の微小管において、これまで確認されたことのない極微な分子運動が存在す

る現象を見出してきた。またこの現象が他の臓器由来の微小管においても見られるか検証した

ところ、脳由来の微小管の方が肝臓由来のものと比べて、その分子運動度が小さくなる現象を

見出してきた。興味深いことに同様の現象は、MAPs, Kinesin 等の微小管結合タンパクを除い

た高純度の微小管でも確認された (Nakayama, Unpublished data)ことから、分子運動度の差

は微小管自体の分子運動に起因することが示唆された。この修飾因子を除いた場合、一般的に

タンパク質分子の運動に影響を及ぼす因子として分子内極性が大きな比重を占めていると考

えられるが、本現象の詳細については更なる解析が必要とされている。  

近年、組織特異性を示す Tubulin (TUB) isoform が多数同定されてきた。それらの中には、

ユビキタス発現型の TUBB5 以外にも、TUBB3 のような脳に高発現を示し小胞膜輸送に基づく

Axon ガイダンスに関与した isoform が同定されてきているが、これら isoform 間での特に C

末端領域においてアミノ酸配列相同性に相違が見られることが知られている(Leandro-Garcia, 

Cytoskeleton, 2010)。また TUB は様々な翻訳後修飾を受けるが、その中でも二量体分子の極

性に大きな影響を及ぼすＣ末端は、リン酸化，パルミトイル化，Δ２化，脱チロシン化，ポリ

グリシン化，ポリグルタミン酸化に代表される分子修飾を受けることが知られている。この中

で特に大きな荷電変化をもたらすポリグルタミン酸化は、興味深いことに、ほとんどの神経の

微小管で特異的に修飾を受けていることが明らかになっている(Janke, Trends Neurosci 
2010)。これらの知見は、脳と肝臓由来の微小管の間で極微な分子運動度に差が見られた現象

が、その構成因子である TUB 二量体の isoform の構造および翻訳後修飾による分子特性の差に

起因している可能性を示唆しているものと考えられる。  

 

（2） 研究の目的  

従って本研究は、TUBB3, 5 に代表される脳と肝臓で高発現を示す内在性 TUB 二量体の詳細

な分子運動度の測定を行う。更に組換えタンパク質を用いた再構成実験によって、微小管の極

微な分子運動が TUB 配列依存的に決定されるのか、分子修飾依存的に決定されるのかの可否を

明らかにすることを通して、微小管の分子運動度に差が生まれる因子を同定し、微小管の新し

い小胞輸送機能の解明へ向けた基盤を築くことを目的とする。  

 

2．研究の計画 
(1) 内在性 Tubulin（TUB）二量体の精製（中山）  

脳由来の微小管で高発現を示す TUBB3,4A と脳以外の組織由来の微小管で高発現を示す

TUBB5, 2C について分子運動度計測のための内在性 TUB 精製を行う(Nakayama, J Cell Sci 2012)。具体

的には、内在性 TUB 二量体を精製するために、ラット脳および肝臓組織より抽出を行う。具体

的にはラット脳および肝臓組織に Reassembly buffer (RB)を加え破砕を行い、超遠心により

TUB-rich 上清を得て微小管重合および脱重合反応を行い TUB 分画を得る。この TUB 分画を

Phosphocellulose カラムに通し、MAPs, Kinesin モーター等の TUB 結合タンパク質の除去を
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行った高純度 TUB 分画を得る。上記 TUB isoform について Protein-G 架橋した抗 TUB 抗体カラ

ムを作製し、高純度 TUB 分画との結合反応、酸溶出、中和、自然重合阻止のための処理を行い、

最終的に技法の異なる極微１分子計測(X 線、電子線)の為の組織特異的内在性 TUB 二量体の精

製試料を得る。 

 

(2) 内在性 TUB 二量体の X 線１分子計測による分子運動解析（佐々木･小川）  

(1)にて得られた精製 TUB 二量体サンプルをもとに、水溶試料にてピコメートルオーダーの

極微小な分子変化を検出可能なX線1分子計測法(DXT)と電子線1分子計測法(DET)を用いて分

子運動度の評価を行う(Yamamoto, Ogawa, Sasaki FEBS Open Bio 2016)。特徴として、DXT は早い時分解能 (10

μsec)を持つ X 線照射によって大量の回折点が得られデータ取得が容易である一方で、 DXT

は微量サンプル(50nl)でより正確な 3 次元分子運動測定が可能である。具体的には、1-10μg

の精製タンパクと金ナノ結晶との間で、チオール基の配位結合を介した架橋標識を行う。次に

水溶試料の計測を可能にする DXT セル内にセットするため、金ナノ結晶架橋タンパク試料を金

支持基板上に固定し、100μl の緩衝溶液中において、SPring8-BL40XU による DXT 計測を行う。

このDXT計測により、早い時間成分におけるTUB二量体の分子運動が定量的に同定可能になる。

また電子線 1 分子計測法(DET)(Ogawa,Sci Rep 2013)は DXT 計測法と同じく水溶試料にて極微分子変

化を検出可能である。特徴としては微量サンプル(50nl)でより正確な 3 次元分子運動測定が可

能な一方で、取得データ数と時分解能は悪い(1msec)。具体的には、(1)にて得られた精製 TUB

二量体サンプルと金コロイド粒子との間で、チオール基の配位結合を介した架橋標識を行った

後、厚さ 20nm、耐圧 1.3 気圧の真空蒸着カーボン隔膜と対峙した支持膜上に固定し、DET セル

内にて 50nl の緩衝溶液中において計測を行う。この DET 計測により、遅い時間成分における

TUB 二量体の分子運動が 3 次元詳細情報として定性的に同定可能になる。技法の異なる一連の

DXT、DET 計測を通して、より確度の高い分子運動が計測可能になると共に、組織特異性をも

つTUB二量体の分子運動度の値から微小管とTUB二量体の分子運動の相関関係を示せることが

期待される。 

 

(3) 組換え TUB 二量体の極微１分子計測による分子運動解析(中山･佐々木･小川･池口） 

TUB 二量体は、isoform により極性アミノ酸の位置と数が異なっている。そこで組換え TUB

二量体を用いたDXT,DET計測を行うと共に、分子動力学法(MD)による予測計算 (Yoshidome, Ikeguchi, 
Phys Rev E. 2015)を行う。具体的には、(2)で得られた分子運動情報の比較から配列特異性を抽出し、

翻訳後修飾の少ない大腸菌発現系で野生型とアミノ酸置換を施した組換えタンパク質の作製

(Nakayama, FEBS lett 2003)を行い、再構成 TUB 二量体と 37℃、GTP 存在下で重合させた微小管系にお

ける DXT,DET 計測によって配列依存性の検証を行うと共に、スーパーコンピューターを用いた

原子間力計算に基づく MD により isoform 間、アミノ酸置換に伴う理論的な動態変化予測を行

う。MD 計算に際しては、モデリング構造と実験値を比較した溶液構造モデルを導出すると共

に、必要に応じて粗視化 MD、全原子 MD による動態変化予測を行う。微小管の DXT,DET 計測に

際しては静電気的吸着法により行い、二量体の計測では詳細な運動方向を計測するため、TUB

二量体が支持膜上に垂直に固定されるようヒスチジン法を採用し、セル内の Ni2+支持基板を介

して TUBA のヒスチジン(6ｘHis)タグを固定し計測を行う。 

 

3．研究の成果 
内在性 TUB 二量体を精製するために、ラット脳及び肝臓組織より TUB-rich 上清を得て、微

小管重合及び脱重合反応を行い TUB 分画を得た。この TUB 分画を Phosphocellulose カラムに

通し、TUB 結合タンパク質の除去を行った高純度 TUB 分画を得た。脳由来の微小管で高発現を

示す TUBB3,4A と脳以外の組織由来の微小管で高発現を示す TUBB2C,5 isoform の各抗体を

ProteinG に架橋した TUB 抗体カラムを作製し、高純度 TUB 分画を用いて、最終的に技法の異

なる極微１分子計測(X 線、電子線)の為の組織特異的内在性 TUB 二量体の精製試料を得ること

に成功した。これにより得られた精製 TUB 二量体サンプルをもとに、水溶試料にてピコメート

ルオーダーの極微小な分子変化を検出可能な X 線 1 分子計測法(DXT)と電子線 1 分子計測法

(DET)を用いて分子運動度の評価を行った結果、脳由来 TUB 二量体の方が肝臓由来のものと比

較してχ軸方向の分子運動度が低くなる傾向を示し、微小管運動の結果と相関傾向にあること

が示された。そこで次にこの現象が TUB アミノ酸配列に起因しているか否かの検証を試みた。
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具体的には、上記脳由来 TUBB と肝臓由来 TUBB について翻訳後修飾の少ない大腸菌発現系で

His タグ組換え TUB 二量体を作製し、再構成 TUB 二量体が支持膜上に垂直に固定されるよう、

観測セル内の Ni2+支持基板を介して二量体中の TUBA のヒスチジンタグを固定し、詳細な運動

方向の計測を行った。その結果、脳由来 TUBB 二量体の方がそれ以外の TUB 二量体と比べて垂

直軸方向の分子運動が低下していたことから、脳由来 TUBB 中に配列特異性がある可能性が示

唆された。そこでスーパーコンピューターを用いた原子間力計算に基づく分子動力学法(MD)

による予測計算により isoform 間での理論的な動態変化予測を行ったところ、TUBA と TUBB の

会合面におけるインターフェース領域中に存在する３つのアミノ酸残基の相違により、脳と肝

臓由来の TUB 二量体間で分子運動度が変化するというシミュレーション結果が得られてきた。

そこで各々の二量体について、インターフェース領域中に相違がみられるアミノ酸残基を置換

した変異クローンを作製し、三次元分子運動測定が可能な DET 法により詳細な分子運動の計測

を行った。その結果、脳由来 TUBB 変異体では、野生型で低下していたχ軸方向の分子運動が

上昇する現象が得られてきた。 

 

4．研究の反省・考察 
内在性 Tubulin 二量体の分子運動度解析より、脳由来 TUB 二量体と肝臓由来 TUB 二量体との

間で比較をして、χ軸方向の分子運動度が低くなる明確な傾向が得られてきた。また組換え

Tubulin 二量体の分子運動度解析により、脳由来 TUBB のインターフェース領域中に TUB 二量

体の分子運動の差を規定する因子が存在することを明らかにしたことは大きな発見であった。

これらの結果は、脳と肝臓由来の微小管で見られた分子運動度の違いが、それらを構成する

Tubulin 二量体のインターフェース領域中に存在するアミノ酸配列の差に起因していること

を示唆しているものと考えられる。今後の解析により、これらのアミノ酸配列に変異を加えた

発現ベクターを構築し、培養細胞における微小管重合と小胞輸送動態に与える影響を明らかに

することを通して微小管の新しい小胞輸送機能の解明へ向けた研究を行っていく予定である。 

 

5．研究発表 
(1)学会誌等 

① Ogawa N, Yamamoto YY, Abe K, Sekiguchi H, Sasaki YC, Ishikawa A, Frydman J, Yohda 

M. “Time-Resolved Measurement of the ATP-Dependent Motion of the Group II 

Chaperonin by Diffracted Electron Tracking.” Int J Mol Sci. 2018 19(4). pii: E950. 

doi: 10.3390/ijms19040950. 

② Sekiguchi H, Kuramochi M, Ikezaki K, Okamura Y, Yoshimura K, Matsubara K, Chang 

JW, Ohta N, Kubo T, Mio K, Suzuki Y, Chavas LMG, Sasaki YC. “Diffracted X-ray 

Blinking Tracks Single Protein Motions.” Sci Rep. 2018  8(1):17090. doi: 

10.1038/s41598-018-35468-3.  

(2)口頭発表 

① Nakayama T, Fukutomi T, Fujiwara T, Hamada H, Terao Y, Akagawa K.“Suppression of 

a neuron-specific positive regulator of the syntaxin 1A gene transcription causes 

unusual behavioral profile.” The 41st Ann Meeting of Japan Neuroscience Society 

2018, kobe. 

(3)出版物 

なし 

―  95  ――  95  ―



平成30年度（第43回）学術研究振興資金　学術研究報告

学 校 名 研究所名等

研  究  課  題 研 究 分 野 理 学

キ ー ワ ー ド

○研究代表者

所                  属 職       名

理 工 学 部 教 授

○研究分担者

所                  属 職       名

理 工 学 部 教 授

理 工 学 部 教 授

理 工 学 部 助 教

理 工 学 部 助 教

片 山 建 二 無輻射過程等の光誘起ダイナミクスの解析

松 本 剛 光応答性有機配位子及び錯体の合成

孫 雲 龍 水素種の励起状態ダイナミクスの測定と解析

張 浩 徹 研究代表者　総括

氏        名 役      割      分      担

芳 賀 正 明 光誘起電子・プロトン移動の設計

中 央 大 学 理 工 学 研 究 所

光駆動型エネルギーキャリアシステムの構築

①　メタノール　②光脱水素　③金属錯体　④光触媒

氏        名 役      割      分      担

―  96  ――  96  ―



 

 

光駆動型エネルギーキャリアシステムの構築 

 
 

1．研究の目的 
究極的な一次エネルギーが太陽光であり、光電変換技術や人工光合成技術が日に日に高まって

いるにも関わらず「光によるエネルギーキャリア(EC)操作技術は未踏の域」である。EC の社会

普及には、安全性や利便性、経済性や環境性能が要求される事を踏まえると、光 EC 技術の基本

駆動原理を明確化することが何よりも重要となる。即ち、どのような EC 種がどのような光触媒

により活性化できることを明らかにしつつ、熱には無い光の優位性を最大限利用する事が可能な

システムを構築する必要である。申請者らは、H25 年に安価な o-フェニレンジアミン(opda)を含

む Fe(II)錯体が「室温で光により有機骨格から水素を触媒的に発生」することを見出した（J. Am. 
Chem. Soc.表紙)。更に水素 EC としての利用が熱望されている MeOH の脱水素化にこの材料設計

概念を応用し、opda の NH2の一つを O に置換したアミノフェノール(apH)及びその Fe(II)錯体が、

「室温で MeOH の触媒的光脱水素化を世界最高の量子収率(2.9-4.8%)で駆動」することを発見し

た(Nature Commun.)。これらの反応は、安価な有機骨格と非貴金属の相乗効果により発現する光

反応であることから、これまでに無い EC 操作技術として高い注目を集めている。そこで本研究

では、申請者らが見出した apH-3d 金属錯体が示す有機骨格上での光誘起電子・プロトン移動の

高次設計と反応ダイナミクスの解明による、高活性光駆動型キャリアシステムの構築を目指す。 
 

2．研究の計画 
（1）課題１：光触媒の基本設計—活性種の光誘起発生—（主担当：張、松本） 

 申請者らが見出した apH 等のプロトン・電子プーリング配位子と Fe(II)等の非貴金属の協奏

による光水素発生反応は、有機骨格の光励起を引き金として生じる。具体的には、π-π*状態へ

の励起に続く N–H(π-σ*)状態への円錐交差により N–H 結合が均等解裂し、「水素ラジカル(H•)」
を発生することが実証されている(Nature Commun., 2016)。ここで、EC を活性化する触媒部位

は、a) プロトン・電子プーリング配位子と、b) 非貴金属から構成される。従って、これらの

組み合わせにより、望む EC の触媒的光活性化を達成しうる。以下その具体的設計を記す。 
①プロトン・電子プーリング配位子の設計：配位子は、光吸収部位である π 電子系と、金属へ

の配位部位(O, S, NHx, PHx (x = 1, 2)からなる。X = O, S, NHx と、Y = N, P を組み併せること

で、異なる反応活性種を発生しうる。本研究では、各種金属及びこれらの配位子を組み合わ

せにより光による活性種の発生を実現する。中でも、EC 種との反応性が期待される水素ラ

ジカルとヒドリド種を効率的に発生する配位子開発を次に記す金属種の選定と組み合わせ

により遂行し、他に類を見ない独自の活性種ライブラリを活用した触媒設計を進める。 
②非貴金属の設計：金属は、活性電子/水素種を発生する配位子と結合することで配位子の分

解を抑制し、触媒サイクルを担保する役割を担う。本研究では、高活性 EC 活性化触媒を創

成するための金属種の役割である、１）活性光励起状態の形成、２）電子・ プロトン移動

の促進、３）基質活性化能を重要視し、非貴金属種に限定した触媒開発を展開する。１）に

ついては金属が絡む MLCT, LMCT（可視光励起）状態からの活性種の放出を、２）におい

ては配位子からのスムーズな活性種の放出を、３）に関しては金属中心における EC 分子の

トラップと活性化を指向し、高活性触媒を構成する化学因子を最適化する。 
（2）課題 2：活性種の光発生効率の向上—励起状態の制御—（主担当：芳賀、片山、孫） 

効率的な EC からの光脱水素には、高い光水素活性種（例：水素ラジカル）発生効率に加え、

活性種と EC の選択的反応が必須である。よって、目的反応を阻害する励起状態からの輻射失

活（発光）や無輻射失活を抑制しつつ、活性種を発生する励起状態へ如何に高効率に励起する

かが鍵となる。本年発表した報告(Nature Commun.)では、アミノフェノール（光水素発生量子

収率(ΦH2)= 2.9%）、アミノフェノラート(ΦH2 = 3.7%)及びその Fe(II)錯体(ΦH2 = 4.8%、世界最

高)の光 MeOH 脱水素触媒能を報告している。加えて申請者らは既に Fe(II)の代わりに、Mg(II), 
Mn(II), Co(II)を用いることで、それぞれ 7.8, 8.9, 4.8%の水素発生量子収率を実験により得てお

り、金属種の選択により量子収率が上昇することを確認している。また配位子への電子供与性

―  97  ――  97  ―



置換基の導入により、吸収極大が長波長シフトする事も実験で確認している。以上の知見を踏

まえ、EC からのの脱水素を引き起こす水素ラジカル・ヒドリド発生効率を向上すべく、金属

種及び配位子骨格への電子供与基及び電子吸引基の導入効果を水素発生量(TON, TOF)や失活

に通ずる輻射（発光）効率を測定し明らかにする（担当：芳賀）。また、これらの活性種が示

す反応ダイナミクスを各種時間分解分光法により定量的に明らかにし（担当：片山・孫）高活

性触媒の設計にフィードバックする。 
 

3．研究の成果 
 光化学的に水素ラジカルを生成し MeOH からの脱水素を触媒的に駆動する反応場において、

発生した水素ラジカル種と2-iminosemiquinonatoを有する中間体間のN–H結合再形成や配位子部

位の解離に伴う触媒の不活化といった副反応を抑制し、効率的にメタノールと反応させるための

中心金属および配位子の設計が重要であると考えられる。そこでまず以下の検討を行い有用な知

見を得た。 
（1）MeOH の触媒的光化学的脱水素反応に対する金属効果の解明 

貴金属触媒を使用した高温反応により進行する既報の熱的メタノール脱水素反応に比べ、本

系の TONH2 は低く、さらなる改善が必須である。特に、光反応過程において推定される輻射

及び無輻射失活を抑制し、効果的に*および*状態へ光励起させた後、発生すると予想さ

れる水素ラジカルとメタノールを効率的に反応させる反応条件を見出すことが、触媒活性向上

への鍵となると考えられる。そこで本研究では、d6 電子配置を有する既報の Fe(II)に対し、d5

及び d7配置を持つ Mn(II)と Co(II)に加え、d0及び d10配置を有する Mg(II)および Zn(II)を用い

た系統的研究により、最適な金属イオンを選定し、d 電子数の違いに依存した反応性の差異を

確認した。各種金属塩と apH の混合により得られる MapH (M = Fe, Mn, Co, Mg, Zn)の MeOH-d4

中での 1H NMR スペクトルを測定したところ、MapH (M = Mn, Co)はブロードなシグナルを与

え、常磁性錯体種の形成が示唆する一方、MapH (M = Mg, Zn)は apH2類似のシグナルパターン

を与えたものの、いずれも apH2よりわずかに低磁場側にシグナルを与えた。実際、Co につい

ては、同形の単結晶構造解析に成功し、上述の仮定を支持する結果を得た。apH2 (2.0 mM)およ

びMapH (M = Fe, Mn, Co, Mg, Zn) (1.0 mM)のMeOH溶液に、紫外光 (289 ± 10 nm)照射を行なっ

たところ、apH2の MeOH 溶液への 6 時間の光照射により 0.8 当量の水素発生が確認された。

一方、MapH (M = Fe, Mn, Mg, Zn)においては 1.1, 1.5, 0.7, 1.5, 1.0 当量の水素が発生し、Co を除

く金属イオンの利用による発生量の増加が確認できた。 
（2）MeOH の触媒的光化学的脱水素反応に対する置換基効果の解明 

中心金属を Fe(II)から Mn(II)へ変更し、前述の FeapH と同様の反応条件において光反応を検討

した結果、MnapH では 8.9 当量 (5 h)の水素が発生することが明らかになった。さらに Mn(II)錯体

に関して、t-Bu基をapHの4位並びに4,6位にそれぞれ導入した錯体 (MnBuapHおよびMnBu2apH)
の光水素発生量は、9.2 (5 h)、9.4 当量 (5 h)となり、いずれの場合も MnapH と比べ水素発生量は

向上した。これらの反応においては、触媒の構造や性質に関する詳細は明らかではないものの、

配位子に導入する置換基が反応活性に有意な影響を及ぼし得ることを明らかにした。 
（3）光脱水反応を阻害する抑制反応の解明 

本光触媒活性を向上させるためには、それを抑制する因子の制御が重要である。apH2の MeOH
溶液に対し光照射したところ、新たな吸収帯を 406 nm に示した。その生成物の 1H NMR スペクト

ルにはオルト二置換ベンゼン骨格の形成を示唆する二組の二重線および三重線を与え、MS 測定

により 2,3-ジヒドロベンザオキサドールの形成が示唆された。2,3-ジヒドロベンザオキサドールは、

apH 及び HCHO の暗条件下における反応によっても生成が確認されたことから、光照射後の 2,3-
ジヒドロベンザオキサドールの形成は、遊離した apH と MeOH の光脱水素化により生成する

HCHO 間の暗反応により生成したと推察された。一方、MapH (M = Fe, Mn, Co, Mg, Zn)は光照射後

にそれぞれ薄黄色、燈色、茶色、薄茶色、黄色、黄色を呈する生成物を与え、1H NMR スペクト

ルにおいても apH2 とは異なるオルト二置換骨格の存在を示唆する二組の二重線および三重線シ

グナルを与えた。注目すべき事に、MapH (M = Mg および Zn)の場合は apH2の場合と同様の光照

射後生成物に由来するシグナルと共に、光照射前に確認された錯体種由来のシグナルが確認され

た。これらの結果は、錯形成により光照射後生成物の生成が抑制され、初期状態の錯体種が残存

していることを示唆する。以上の結果は、金属イオンの共存により apH が固定化され、光生成し

た HCHO との反応を抑制した結果、光反応活性が向上したことが強く示唆された。 
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（4）金属中心のスピン状態が与える効果の解明 

前述の様に、光反応中に apH の脱離と分解が副反応として進行することが実験的に示唆された。

これは錯体中の高スピン型 Fe(II)の置換活性が影響していると考えられた。そこで本研究では、触

媒の安定性並びに活性向上を目的に、強配位子場を与え得る補助配位子を用いた電子状態制御と光

反応性に及ぼす効果について検討した。常磁性錯体種である Fe(II)錯体に対しそれぞれ二当量の

NBu3, PEt3 および DMAP を添加した結果、MeOH-d4 中での 1H NMR スペクトルにおいて、補助配

位子添加前には見られないブロードな芳香族プロトン由来のシグナルが現れた。一方、それぞれ二

当量の tBuNCおよびAdNCを添加した錯体種においては、より先鋭化されたシグナルが確認され、

反磁性錯体種の形成が示唆された。また、それぞれの錯体種の MeOH 溶液への光照射 (ex = 289 ± 10 
nm)によりそれぞれ 1.1, 1.1, 0.8, 0.3, 1.3, および 0.3 当量の水素が発生し、発生量に差異が見られた。

これらの結果は、補助配位子のドナー性の違いにより錯体の電子状態に影響を及ぼしていることを

示し、補助配位子効果を考慮した錯体種の設計により触媒の活性および安定性を制御可能であるこ

とを示唆する結果である。 
 

4．研究の反省・考察 
 これまでに我々が見いだした光レドックス活性錯体触媒を用いた MeOH の光脱水素化を実現すべ

く、１）金属、２）置換基及び、３）金属中心のスピン状態の効果を実験的に明らかにし、高活性触

媒化に向けた分子レベルの検証を行ってきた。その結果、これらの三因子がいずれも MeOH 脱水素

化反応に影響する事を見いだすと共にその活性を定量的に示すことができた。一方、このような均一

系にて得られた知見を不均一系へと展開する点においては今後迅速に遂行するべきと考える。本研

究では本触媒を中低温での反応に応用すべく、シリカや MCM 表面のターミナル酸素、または担

体への異種金属のドーピングにより固定化する。担体としては、(i)光透過性、(ii)熱的・機械的

安定性、(iii)高い表面積、(iv)化学的安定性、(v)経済性に加え(vi)PRC の固定に必要な十分な量の

固定化サイトが求められるため、メソポーラス担体を中心に最適化する。また HCHO の過剰酸

化を化学因子の最適化により抑制しつつ、最適な担持法を探索する。 
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スフィンゴ脂質の代謝制御機構の解明と 

先天性代謝異常症への応用 
 

1．研究の目的 
 スフィンゴ脂質は、スフィンゴイド長鎖塩基を持つ脂質で、脂質ラフトなど生体膜ミクロ

ドメインの構成を介して様々な機能を持つ。スフィンゴイド塩基と脂肪酸の鎖長や極性頭部

の種類により、様々な分子種が存在しうる。各スフィンゴ脂質分子種は異なる物性を有し、

ミクロドメインの物性の調節など、生体膜の機能を変化させる。各スフィンゴ脂質分子種の

機能を明らかにする為には、各分子種の産生・代謝経路を正確に理解する必要がある。本研

究ではスフィンゴ脂質の脂肪酸および極性頭部に着目し、以下４つの課題に対して、ゲノム

編集技術と高速液体クロマトグラフィー−質量分析系によるメタボローム解析を用いた解析

を行う。 

① 極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質の細胞生物学的意義の解明：スフィンゴ脂質は、リン

脂質等の他の複合脂質と比較して、炭素数が24以上の極長鎖脂肪酸を含む割合が高い。

申請者は、細胞内の極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質群を増加又は減少させることで、

極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質代謝制御機構の細胞生物学的意義を解明する。 

② 副腎白質ジストロフィー患者早期発見を目的とする新生児マススクリーニング技術の

開発：副腎白質ジストロフィーは、極長鎖脂肪酸の蓄積を生化学的な主徴とする先天性

代謝異常疾患で、約2万人に1人の頻度である。現時点で唯一の治療法は造血幹細胞移植

であり、脱髄症状等を抑制する為には早期の移植が必須となる。申請者は新生児マスス

クリーニングに適用可能な極長鎖脂肪酸含有スフィンゴミエリン (SM)分子種の簡便な

測定系を開発する。 

③ スフィンゴ糖脂質の網羅的分析方法の確立：スフィンゴ脂質の主要な産生・代謝酵素は

同定されているが、各スフィンゴ脂質量の制御機構について定量的な議論は殆ど進んで

いない。申請者はスフィンゴ糖脂質の網羅的分析方法を確立する。 

④ SMとスフィンゴ糖脂質の産生振り分け機構の解明：SMとスフィンゴ糖脂質は、共通の基

質であるセラミドに対して、ホスホコリンもしくはグルコースが結合することで生合成

される。SMとスフィンゴ糖脂質の生理的意義は大きく異なるが、どちらをどれくらい産

生するかという制御機構は不明である。申請者はSMとスフィンゴ糖脂質の産生振り分け

制御機構を解明する。 

 

2．研究の計画 
  本研究では以下４つの計画に従って行われた。 

① 極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質の細胞生物学的意義の解明：細胞内の極長鎖脂肪酸量

は、厳密に制御される。申請者は、細胞内の極長鎖脂肪酸含有脂質量を上昇させるため

に、極長鎖脂肪酸の代謝に必須であるABCトランスポーターの欠損細胞株を、ゲノム編

集技術を用いて確立する。さらにこの細胞に対して、さらに様々な脂質代謝酵素の機能

を変動させることで、極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質の変動を解析する。 

② 副腎白質ジストロフィー患者早期発見を目的とする新生児マススクリーニング技術の

開発：副腎白質ジストロフィーの診断基準は、血中の極長鎖脂肪酸値の上昇である。し

かし従来の極長鎖脂肪酸の測定は、試料の前処理が煩雑であり、一検体あたりの測定時

間も長い。そこで申請者は、副腎白質ジストロフィー患者では血中の極長鎖脂肪酸含有

SMが上昇することに注目し、より簡便なスクリーニング技術を開発する。具体的には、

試料である濾紙血から適切な溶媒によってSMを含む脂質画分を溶出し、これを直接、質

量分析計に投与して極長鎖脂肪酸含有SMを検出する方法を検討する。 

③ スフィンゴ糖脂質の網羅的分析方法の確立：スフィンゴ糖脂質の極性頭部を構成する糖

鎖構造は、糖鎖の数と共に、その結合様式が非常に多様である。そのために分子種間の

疎水性度が近似しており、高速液体クロマトグラフィー−質量分析系で通常用いられる

疎水性カラムによる分離は困難である。申請者は、糖鎖構造の立体構造の差異に注目し、
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キラルカラムを用いて各分子種を分離、測定する。 

④ SMとスフィンゴ糖脂質の産生振り分け機構の解明：スフィンゴミエリン合成酵素とグル

コシルトランスフェラーゼのヘテロ複合体における近傍領域を同定するために、スフィ

ンゴミエリン合成酵素とグルコシルトランスフェラーゼのアミノ末端が近接するのか

を蛍光タンパク質再構成法で調べる。具体的には蛍光タンパク質VenusのN末端側あるい

はC末端側を、スフィンゴミエリン合成酵素とグルコシルトランスフェラーゼそれぞれ

のN末端あるいはC末端に付加したキメラ蛋白質の発現ベクターを構築する。これらを細

胞に発現させ、共焦点顕微鏡およびフローサイトメトリーを用いて細胞内局在および蛍

光強度を解析し、スフィンゴミエリン合成酵素とグルコシルトランスフェラーゼのヘテ

ロ複合体における近傍領域を同定する。 

 

3．研究の成果 
① 極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質の細胞

生物学的意義の解明：極長鎖脂肪酸の代

謝に必須であるABCトランスポーター遺

伝子の欠損細胞株を、ゲノム編集技術を

用いて確立し、極長鎖脂肪酸を含有する

リン脂質分子種が増加することを確認し

た。さらに、この細胞に対して、幾つか

の脂質代謝酵素の機能を、ゲノム編集技

術を用いてさらに欠損させることで、極

長鎖脂肪酸含有脂質代謝への寄与を検証

し、その候補分子を得た。 

② 副腎白質ジストロフィー患者早期発見を

目的とする新生児マススクリーニング技

術の開発：有機溶媒を用いて濾紙血から極長鎖脂肪酸

含有 SM を効率良く回収可能であることを確認した。

また、先だって開発した SM 測定技術 (Lipids (2017), 
図1) に関する問い合わせが多かった為、詳細な手技を

公開した (J Vis Exp (2018))。 

③ スフィンゴ糖脂質の網羅的分析方法の確立：マウス脳

及びHeLa細胞から総脂質画分を抽出し、中性および酸

性スフィンゴ糖脂質の分子種解析を行った。 その過程

で脳内の一部のスフィンゴ糖脂質クラスでは SM に比

べて極長鎖脂肪酸を含有する割合が高いことも見出し

ている。保有する質量分析器の検出可能域はm/z 2000
以内であり、特に複雑な糖鎖構造を有するガングリオ

シド分子種は一価のイオンとして測定不可能であった

が、質量分析器の各種条件検討の結果、二価イオンと

して測定可能になった。 

④ SMとスフィンゴ糖脂質の産生振り分け機構の解明：ス

フィンゴミエリン合成酵素の N 末端と グルコシルト

ランスフェラーゼ の C 末端が近傍にあることを明ら

かにした (図2 AおよびB)。さらに、ラパマイシンを用

いた蛋白質複合体を誘導実験によって、スフィンゴミエリン合成酵素とグルコシルトラ

ンスフェラーゼのヘテロ複合体が SM の産生を正に制御することを見出した (図2 C)。 

 

4．研究の反省・考察 
① 極長鎖脂肪酸含有スフィンゴ脂質の細胞生物学的意義の解明：検証した脂質代謝酵素は、

極長鎖脂肪酸含有脂質代謝への関与が認められるものの、その寄与度は十分ではないこ

とから、他の代謝酵素とのリダンダンシーが考えられた。今後は当該代謝酵素のファミ

リー内の分子を中心にその他の代謝酵素との相互作用を検証する必要がある。 
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② 副腎白質ジストロフィー患者早期発見を目的とする新生児マススクリーニング技術の

開発：試料中の大量のホスファチジルコリンが原因と考えられるイオン化抑制効果が見

られた。そこで、試料をアルカリ処理することでホスファチジルコリンを加水分解し、

脱塩処理することでイオン化抑制効果を克服できるかを検証する。 

③ スフィンゴ糖脂質の網羅的分析方法の確立：キラルカラム使用時の各スフィンゴ糖脂質

分子種の溶出時間の決定が今後の課題である。その為に、グルコシルトランスフェラー

ゼをノックアウトすることでスフィンゴ糖脂質が減少した細胞を作出し、これと親細胞

株とを比較することで、スフィンゴ糖脂質特異的なシグナルを効率良く検出し、スフィ

ンゴ糖脂質の溶出時間決定に用いる。また、スフィンゴ糖脂質に含まれる脂肪酸には、

炭素数や二重結合数だけでなく、水酸基が結合したものが見つかるなど、当初の予想以

上に多様なスフィンゴ糖脂質分子種が存在することが分かった。これらの分子種につい

ても溶出時間を決定する必要がある。 

④ SMとスフィンゴ糖脂質の産生振り分け機構の解明：本年度の研究によって、SM 合成酵

素は様々なタンパク質と相互作用することで、その機能を調節している可能性が示され

た。今後は、SM 合成酵素と近傍にあるタンパク質を網羅的に探索し、SM 合成酵素の制

御機構の全貌を明らかにする必要がある。 

 

5．研究発表 
(1)学会誌等 

① Hama K*, Fujiwara Y, Morita M, Yamazaki F, Nakashima Y, Takei S, Takashima S, 

Setou M, Shimozawa N, Imanaka T, Yokoyama K. Profiling and Imaging of 

Phospholipids in Brains of Abcd1-Deficient Mice. Lipids, 3(1):85-102, 2018  

(*corresponding author) 

② Hama K*, Fujiwara Y, Yokoyama K. Quantitative and Qualitative Method for 

Sphingomyelin by LC-MS Using Two Stable Isotopically Labeled Sphingomyelin 

Species. J Vis Exp, May 7;(135). doi: 10.3791/57293, 2018 (*corresponding author) 

③ Hayashi Y, Nemoto-Sasaki Y, Matsumoto N, Hama K, Tanikawa T, Oka S, Saeki T, 

Kumasaka T, Koizumi T, Arai S, Wada I, Yokoyama K, Sugiura T, Yamashita A. Complex 

formation of sphingomyelin synthase 1 with glucosylceramide synthase increases 

sphingomyelin and decreases glucosylceramide levels. J Biol Chem, 

293(45):17505-17522, 2018 

④ Fujiwara Y, Hama K, Tsukahara M, Izumi-Tsuzuki R, Nagai T, Ohe-Yamada M, Inoue 

K, Yokoyama K. Acyl Chain Preference in Foam Cell Formation from Mouse Peritoneal 

Macrophages. Biol Pharm Bull, 41(1):86-91, 2018 

⑤ 山下 純，岡 沙織，谷川 尚，中島 圭佑，杉浦 隆之, ‘LPI受容体としてのGPR55’, 生化学, 第

90巻5号, 2018 

(2)口頭発表 

① 濱弘太郎、藤原優子、山下純、横山和明「ロレンツォオイル添加時の各種極長鎖脂肪

酸脂肪酸CoAの定量」第60回日本脂質生化学会、八王子、2018年6月 

② 藤原優子、濱弘太郎、横山和明「キラルカラムを用いたヒドロキシ脂肪酸含有スフィ

ンゴ糖脂質の解析」第60回日本脂質生化学会、八王子、2018年6月 

③ Yasuhiro Hayashi  

“Sphingomyelin synthase 1 forms a complex with glucosylceramide synthase that 

is involved in the regulation of selective ceramide usage”  

Gordon Research Conference, The Biochemistry, Biophysics and Physiology of 

Glycolipid and Sphingolipid Biology 

February 11 - 16, 2018, Galveston, TX, USA (招待講演) 

(3) 出版物：なし 
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ヌクレオソームダイナミクスの分子機構に関する研究 

－原子レベルから細胞までの統合的理解－ 
 

 

1．研究の目的 
真核生物において、クロマチンの基本単位であるヌクレオソームは、ゲノムDNAを核内に収

納するだけでなく、生命の根幹に関わるDNAの転写、修復、組換えなどを制御する機能を有す

る。このような制御において、ヌクレオソームの構造はダイナミックに変化することが考えら

れているが、その分子機構はほとんど不明である。そこで本研究では、緊密な共同研究体制を

組み、ヌクレオソームダイナミクスに重要と考えられるDNAの構造特性、ヒストンバリアント、

及びヒストン結合因子に着目した。そして、それらを原子レベルでの立体構造解析から細胞に

おける機能解析まで多角的に解析することによって、ヌクレオソームダイナミクスの分子機構

を統合的に解明することを目的とした。 

 

2．研究の計画 
(1) DNA構造特性によるヌクレオソーム多様性の解析 

DNAの構造特性とヌクレオソーム構造の多様性との関係を明らかにすることを目的として、

ヒトゲノムに存在する単純反復配列に着目した。ヒトゲノムでは3〜5塩基の単純反復配列

（マイクロサテライト配列）が広く見出されている。そこで、リピート配列の中で安定なヌ

クレオソームを形成し、筋強直性ジストロフィー症などの疾患との関係が明らかにされてい

るCTGリピートに着目した。CTGリピートを含むヌクレオソームを再構成し、X線結晶構造解

析を行い、標準的なヌクレオソームの立体構造と比較した。 

 

(2) 出芽酵母ゲノムにおけるH2A.Zを含むヌクレオソームの解析法の開発 

出芽酵母のゲノム上でのH2A.Zを含むヌクレオソームの位置と動態を解析するために、酵

母遺伝学・分子生物学的手法に化学的アプローチを組み合わせ、ヒストンH2A.ZのDNA結合部

位特異的化学切断法を開発することを目的とした。出芽酵母ヌクレオソーム及びヒトH2A.Z

を含むヌクレオソームの結晶構造に基づき、ヒストンH2A.ZのDNA接触部位を予測した。それ

らのアミノ酸残基にCys変異を導入し、N-(1,10 phenanthroline-5-yl) iodoacetamideを連

結して、Cu2+をキレートした後に、OHラジカルを局所的に発生させてDNAを切断する方法を開

発した。 

 

(3) クロマチン上でのDNA修復反応の分子機構の解明に向けた構造生物学的研究 

RAD52は、活性酸素やDNA複製のエラーによって発生する単鎖DNA領域に結合し、その領域と

相同なDNA領域を、クロマチン構造を有する姉妹染色分体または相同染色体の中から見つけ

出す。その分子機構を明らかにすることを目的として、まずRAD52と単鎖DNAとの複合体のX

線結晶構造解析を行い、複合体の立体構造からRAD52が触媒するDNA修復反応のモデルを構

築した。 

 

3．研究の成果 
(1) DNA構造特性によるヌクレオソーム多様性の解析 

DNAの構造特性がヌクレオソームの安定性と構造の多様性に及ぼす影響を調べることを目

的として、CTGリピートを含むヌクレオソームの再構成を試みた。CTGリピートを含む146 bp 

DNAは、合成オリゴDNAをアニーリングすることにより大量調製した。CTGリピートは、146 bp 

DNAの中でヌクレオソームの形成と安定性に最も影響すると考えられる中央の位置に導入し

た。調製したDNAは、リコンビナントヒトヒストン（H3.1、H4、H2A、H2B）より再構成した

ヒストン八量体と混合し、塩透析法によるヌクレオソームの再構成を行なった。再構成した

ヌクレオソームは、非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動（Prep Cell）により、高純度

に精製した。 
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再構成したCTGリピートを含むヌクレオソームのX線結晶構造解析を行ったところ、3.6 Å程

度の分解能でその立体構造を明らかにすることに成功した。これまでに決定された標準的な

ヌクレオソームの立体構造との比較を行った結果、ヒストン八量体の構造は両者の間でほと

んど違いはなかったが、DNAの構造に違いが見られた。CTGリピート領域では、標準的なヌク

レオソームの対応するDNA領域と比べてminor grooveが広がっていた（Kagawa, Shimizu et al., 

投稿論文準備中）。 

 

(2) 出芽酵母ゲノムにおけるH2A.Zを含むヌクレオソームの解析法の開発 

ゲノムにおけるヌクレオソームの配置の解析には、従来、micrococcal nuclease (MNase)

が広く用いられているが、その塩基配列特異性のために、得られた結果の解釈に問題が指摘

されてきた。本研究において、MNase法と併用して、ヒストンH4のDNA部位特異的化学切断法

を核に適用したパラレルマッピング法を確立した。本法は、従来のMNase法のみよりも精度

が高く、正確にヌクレオソームの位置を決定することを可能にした（Fuse et al.,PLoS One, 
2017）。この方法を用いて、H2A.Zを含むヌクレオソームの構造的特徴を新たに見いだした

（Shimizu, Kagawa et al., 投稿論文準備中）。 

 

(3) ヒストンのDNA結合部位特異的切断によるヌクレオソーム解析法の開発 

In vivoでの多様なヌクレオソーム構造と動態を明らかにするために、酵母遺伝学・分子

生物学的手法に化学的アプローチを組み合わせて、全ヒストンのDNA結合部位を特異的に切

断する方法の開発を目的とした。出芽酵母ヌクレオソームのX線結晶構造に基づいて、4種類

のコアヒストンH2A、H2B、H3、H4のDNA接触部位を予測し、それらをCys残基に置換した各ヒ

ストンの変異株の作製に成功した。現在、各ヒストンの様々なDNA結合部位を次世代シーケ

ンサー（NGS）によって解析しているところである。これらの結果に基づいて、個々のヒス

トンの結合部位の全てについてゲノムアトラスの作成を進めている。 

 

(4) クロマチン上でのDNA修復反応の分子機構の解明に向けた構造生物学的研究 

X線結晶構造解析によりRAD52と単鎖DNAとの複合体の立体構造を3.6 Å分解能で決定した

（Saotome et al., iScience, 2018）。RAD52と結合した単鎖DNAはB-form様構造をとり、

Watson-Crick塩基対を形成する塩基の部位が溶媒側に露出していた。RAD52はこのような単

鎖DNAの立体構造を誘起することで、相同なDNA同士の対合反応を促進することが考えられた。

さらに、複合体の構造解析によって、単鎖DNAはRAD52が形成する溝の内側に結合することが

明らかになり、その近傍に存在する第2のDNA結合領域に二重鎖DNAが結合することによって、

RAD52がDNA修復反応を触媒するモデルが考えられた。 

 

4．研究の反省・考察 
本研究は、CTGリピートを含むヌクレオソームの立体構造をX線結晶構造解析により決定し、

CTGリピートが特徴的なDNA構造を有することを明らかにした。この情報は、今後CTGリピート

の伸長と疾患との関係性を解明するために、手がかりとなる可能性が考えられる。In vivoの
解析においては、ヌクレオソームの解析法として、部位特異的化学切断法を、MNaseを用いた

方法と併用するパラレルマッピングを確立し、ヒストンバリアントのDNA結合部位特異的切断

による新規ヌクレオソーム解析法の実現性を示した。また、RAD52が触媒するDNA修復反応の詳

細な分子機構を解明し、今後クロマチン上で修復反応が起こる分子機構を解明するための重要

な知見となった。今後、in vivoでのヌクレオソームマッピングの結果とin vitroでの結果を

相互検証することにより、クロマチンダイナミクスを統合的に理解できることが期待される。 
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5．研究発表 
(1)学会誌等 

① Saotome, M., Saito, K., Yasuda, T., Ohtomo, H., Sugiyama, S., Nishimura, Y., 

Kurumizaka, H., Kagawa, W. Structural Basis of Homology-Directed DNA Repair 

Mediated by RAD52. iScience 3, 50-62.（査読あり）DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.isci.2018.04.005 

② Fuse, T., Yanagida, A., Shimizu, M. The Yeast Minichromosome System Consisting of 

Highly Positioned Nucleosomes in vivo. Biol. Pharm. Bull. 42, 289-294.（査読あ

り）DOI: https://doi.org/10.1248/bpb.b18-00732 

 

(2)口頭発表 

① 五月女美香、相澤由有希、香川亘、RAD52による不正確なアニーリング反応の生化学的解

析、第36回染色体ワークショップ・第17回核ダイナミクス研究会、宝塚（兵庫県）、2019

年1月23日〜25日 

② 清水光弘（依頼講演）部位特異的化学切断によるヒストン−DNA 結合部位のゲノムワイド

解析への展開、平成30年度国立遺伝学研究所研究会「クロマチン・細胞核の動的構造変

換とゲノム機能制御」2018年10月17〜18日，国立遺伝学研究所，三島（静岡県） 

③ 五月女美香、相澤由有希、香川亘、RAD52が触媒するDNAアニーリングにおけるミスマッ

チ配列の影響、第91回日本生化学会大会、京都、2018年9月24日〜26日 

 

(3)出版物 

なし 
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動いている生体分子 1 分子の高時間分解能蛍光検出 

－定常蛍光検出と蛍光寿命測定－ 
 

1．研究の目的 
(1)本研究の背景 

生命科学の研究現場において生体分子を生きたままイメージングできる蛍光顕微鏡はな

くてはならないツールとなっている。とりわけ、蛍光標識した生体分子 1 分子を実時間で直

視できる蛍光 1 分子検出技術は、個々の生体分子の運動・相互作用・構造変化などのダイナ

ミクスを集団平均することなく実時間で観察できる強力な蛍光顕微鏡法である。生体内で通

常動き回って機能している生体分子 1 分子の高時間分解能蛍光検出が、そのダイナミクスや

関連する生命現象の生体分子間相互作用の機序を理解する上で重要であるにもかかわらず、

光検出器の性能上の制約から、同一の動いている生体分子 1 分子の継続した高時間分解能蛍

光検出の報告はない。蛍光 1 分子検出でよく使われる電子増倍型 CCD（EMCCD）は広視野観

察ができるが時間分解能は数 ms に制限される。一方、それ以上の高時間分解能検出が可能

であるアバランシェホトダイオード（APD）は受光面が小さいため広視野観察はできない。 

そこで我々は広視野高時間分解能蛍光1分子検出が可能なHPDを用いて研究を行っている。

HPD は APD と同等の高い時間分解能の特長をもちながら、CCD なみの広い受光面をもつ。HPD

は光電子増倍管にまさる光検出器として高エネルギー物理学の研究用に開発されたため、生

命科学の分野ではほとんど知られていない。 

(2)本研究の目的 

本研究では、ハイブリッドホトディテクタ（HPD）と呼ばれる微弱光検出器を用いて生命

機能で重要な役割を果たしている動いている生体分子 1 分子の高時間分解能蛍光検出を達

成することを目的とした。この蛍光検出から対象とする生体分子の運動様式や構造変化を解

き明かしたい。 

①本研究で対象とする蛍光検出技術 

蛍光検出技術はその励起光の性質によって連続した励起光を用いる定常蛍光検出とパ

ルス状の励起光を用いる時間分解蛍光検出に大別される。従来の蛍光1分子検出のほとん

どは定常蛍光検出である。本研究では、時間分解蛍光測定光学系を構築し、蛍光寿命測定

にも取り組む。研究期間である3年間で以下の系を構築する。 

ア 偏光2成分同時時間分解蛍光検出系 

イ 蛍光2色同時時間分解蛍光検出系 

②本研究で対象とする動く生体分子 

ア 2次元自由拡散する脂質 

イ ミオシン上で滑走するアクチンフィラメント 

ウ DNA上で運動するDNA修復タンパク質 

③本研究で用いる蛍光プローブ 

ア 蛍光色素 

イ 半導体超微粒子（Qdot） 

ウ 蛍光ダイヤモンドナノ粒子 

(3)本研究から期待できる波及効果 

本研究で行う動いている生体分子 1 分子の高時間分解能蛍光検出は、さまざまな生体分子

への適用が想定できる。本研究は、蛍光 1 分子検出系の高度化と生体分子のダイナミクスの

解明に貢献し、様々な病態の発現機構などの分子レベルでの理解に通じる。 

 

2．研究の計画 
平成30年度は動いている蛍光標識した生体分子1分子の高時間分解能蛍光測定を継続する。

また、HPD を 1 台追加導入し、蛍光 2 色同時検出・偏光 2 成分同時検出の系に拡張する。 

(1)動いている生体分子 1 分子の定常蛍光検出・時間分解蛍光検出 

連続した励起光を用いて、動いている生体分子1分子の定常蛍光検出を行う。生体分子に
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図 1：pH 感受性蛍光色素を標

識した Qdot1 分子の蛍光寿命

測定． 

標識する蛍光プローブとして、Qdotや研究代表者が取り扱ってきた蛍光ダイヤモンドナノ粒

子を用いる。生体分子の構造や周囲の環境（pH・温度・疎水性）、運動性の変化を高時間分

解能で検出する。 

(2)蛍光 2 色同時検出・蛍光偏光 2 成分同時検出系の構築 

HPD を 1 台追加導入し、偏光ビームスプリッターとダイクロイックミラーなどを加えて蛍

光 2 色同時検出・偏光 2 成分同時検出の系に拡張する。こうすることで、蛍光を直交する 2

つの偏光成分に分けて同時検出したり、2 色の蛍光を同時検出することができるようになる。 

 

3．研究の成果 
(1)周囲環境の定常蛍光 1 分子検出・時間分解蛍光 1 分子検出 

①pH 感受性蛍光色素標識 Qdot の蛍光寿命変化測定 

pH感受性蛍光色素を標識したQdotの蛍光寿命測定を行った。

そして、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を利用して、pH変

化をQdot1分子の蛍光寿命変化として検出した（図1） 

②温度変化系の構築 

顕微鏡のステージに取り付けられる加温冷却プレートを導

入した。定常蛍光1分子検出・時間分解蛍光1分子検出によっ

て、生体分子のすぐそばの局所的な温度や温度変化の検出を

実証する準備が整った。 

(2)蛍光 2 色同時検出・蛍光偏光 2 成分同時検出系の構築 

HPD を 1 台追加導入し、偏光ビームスプリッターやダイクロイックミラーなどを加えて蛍

光 2 色同時検出・蛍光偏光 2 成分同時検出の系に拡張した。1 台の時間相関単一光計数モジ

ュールで 2 成分の時間分解蛍光 1 分子の同時検出を可能にするため、複数（4）チャンネル

ルーターモジュールも導入した。 

(3)蛍光 2 色同時検出系を用いた動いている生体分子 1 分子の定常蛍光検出・時間分解蛍光検 

  出 

①2次元自由拡散を行うQdot標識脂質分子の蛍光寿命測定 

構築した蛍光2色同時検出系を用いて、2次元自由拡散を行う脂質分子に標識した

Qdot585とQdot655の定常蛍光検出と蛍光寿命測定（図2）を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4．研究の反省・考察 
(1)動いている生体分子 1 分子の定常蛍光検出・時間分解蛍光検出 

①生体分子の蛍光標識 

脂質はタンパク質と異なり活性を気にする必要がないので、比較的スムーズに計画通り

の研究を遂行することができた。一方、アクチンフィラメントについては、蛍光ダイヤモ

ンドナノ粒子標識したものの運動を観察することができたが、標識された蛍光ダイヤモン

ドナノ粒子1個の蛍光検出には至っていない。蛍光ダイヤモンドナノ粒子のアクチンフィ

ラメントへの標識率を上げ、より効率的な蛍光検出ができるようにしたい。DNA修復タン

パク質については蛍光ダイヤモンドナノ粒子による標識はできたが、まだそのDNA結合活

性が確認できていない。標識率を上げ、DNA結合活性があるもの効率的に見つけられるよ

うにできる必要がある。 

図 2：平面上を 2次元自由拡散する Qdot 標識脂質分子に標識した Qdot585 と Qdot655 の蛍光寿命同時測定（3

秒ごと）．(a)模式図．(b)蛍光像（EMCCD（デュアルビュー光学系））．(c)蛍光寿命の時間経過（HPD）上：Qdot585 

下：Qdot655. (c)Qdot585 の軌跡（EMCCD）．(d)Qdot655 軌跡（EMCCD）． 
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(2)周囲環境の定常蛍光 1 分子検出・時間分解蛍光 1 分子検出 

ガラス基板に固定したpH感受性蛍光色素標識Qdotの蛍光寿命変化測定によって、pH変化が

検出できることを実証した。次は、生体分子にこのQdotを標識し、動いている状態でもpH

変化が検出できることを実証する。また、構築した温度変化系を用いて、定常蛍光1分子検

出・時間分解蛍光1分子検出によって、生体分子のすぐそばの局所的な温度や温度変化が検

出できることを実証する。 

(3)蛍光 2 色同時検出・蛍光偏光 2 成分同時検出系の構築 

HPD を 1 台追加導入し、偏光ビームスプリッターやダイクロイックミラーなどを加えて蛍

光 2 色同時検出・蛍光偏光 2 成分同時検出の系に拡張した。 

(4)蛍光 2 成分同時検出系を用いた動いている生体分子 1 分子の定常蛍光検出・時間分解蛍光 

  検出 

構築した蛍光 2 色同時検出系を用いて、2 次元自由拡散を行う脂質分子に標識した 2 色の

Qdot の定常蛍光検出と蛍光寿命測定ができることを実証した。次は、構築した蛍光偏光 2

成分色同時検出系を、動いている生体分子に適用していく。 

  

5．研究発表 
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圧力が拓く生命科学の新領域「圧力生命科学」 

－タンパク質の離合集散の圧力応答研究－ 
 

1．研究の目的 
(1) 生命の圧力応答に関する研究は、温度や他の環境因子に比べ圧倒的に不足している。本課

題では、生命現象の圧力に対する応答を解明し、「圧力生命科学」という特徴ある学術領域

を発展させる。とりわけ、タンパク質のコンフォメーション平衡と離合集散が織りなす生命

現象に注目し、圧力実験から他の環境因子の研究では得られない新しい情報を収集し、その

メカニズムの解明と応用研究を行う。 

①タンパク質の多様なコンフォメーションの構造研究を可能にする溶液NMR法とＸ線結晶構

造解析法を開発する。 

②多剤耐性菌であるメチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)に対し抗菌性を示すリード化合

物の創出を行う。 

③圧力実験によるシアノバクテリアの生物時計の制御メカニズムの解明を行う。 

 

2．研究の計画 
(1) タンパク質の多様なコンフォメーションの観測を可能にする溶液 NMR 法とＸ線結晶構造

解析法を開発する。 

①超高磁場NMR装置（大阪大学 950 MHz）を用いた高圧力NMR測定を行う。 

②高圧力NMR法によりタンパク質のコンフォメーション平衡と水和状態の変化を観測する。 

③圧力を用いたコンフォメーション選択的結晶化技術の開発 

(2) コンフォメーション選択的な新たな作用機序をもつ抗 MRSA 薬の開発を目指す。 

①圧力軸実験（高圧NMR法、高圧蛍光法）によるFtsZの多型構造の探索を行う。 

②圧力を用いたコンフォメーション選択的結晶化技術の開発とX線結晶構造解析による各コ

ンフォメーションの立体構造解明を行う。 

③FtsZに対する阻害剤の結合様式解明に基づく抗菌剤リードの構造最適化を行う。 

(3) 圧力実験によるシアノバクテリアの生物時計の制御メカニズムの解明を目指す。 

①KaiC周期長変異体について研究を拡張し、KaiCの「体積揺らぎ」がATPase活性、さらには

周期長を制御することを立証する。 

②核磁気共鳴(NMR)法を用いて、KaiC内のリン酸化状態の概日変動を捉える。 

③高圧顕微セルを導入し、発光酵素ルシフェラーゼ-遺伝子を導入したシアノバクテリアを

用いて、生物発光の変化からin vivoでの概日周期長の圧力応答を解明する。 

 

3．研究の成果 
(1) タンパク質の多様なコンフォメーションの観測を可能にする溶液 NMR 法とＸ線結晶構造

解析法を開発 

①超高磁場NMR装置（大阪大学蛋白質研究所 950 MHz）に高圧力NMRシステムを構築し、2500

気圧までの測定を可能にした。 

②高圧力NMR法を用いて、ユビキチンについて水からタンパク質アミド水素への磁化移動

を捉えるCLEANEX-PM測定を行い、コンフォメーション変化に伴う水和状態の変化を観測

した。 

③キャピラリーを用いたバッチ法により、高圧力下でタンパク質の結晶化に成功した。 

④様々なタンパク質を用いて、Ｘ線結晶構造解析法の技術開発を行った。 

(2)コンフォメーション選択的な新たな作用機序をもつ抗 MRSA 薬の開発 

①圧力軸実験（高圧NMR法、高圧蛍光法）により、細胞分裂に関わるタンパク質FtsZの多型

構造の探索を行った。黄色ブドウ球菌由来FtsZ（SaFtsZ）のX線構造解析を行い、構造状

態の異なる二種類のFtsZの立体構造を同一結晶内から初めて明らかにした。その結果、

FtsZはフィラメントを形成する構造状態（T-state）からフィラメントから解離する構造

状態（R-state）へその構造を変化させることによって、FtsZの離合集散が制御されてい
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ることが示された。遺伝子操作によってSaFtsZにトリプトファンを導入し高圧蛍光測定

を行なったところ、加圧とともに長波長シフトし、2500気圧、3000気圧で波長シフトが

終了している様子が確認でき、圧力によってSaFtsZの構造平衡が偏る様子が初めて観測

できた。 

②高圧下の結晶化を、キャピラリーを用いたバッチ法で行い、SaFtsZの結晶を得ることがで

きたが、結晶の取り出しや凍結の際の技術的課題があり、構造解析することはできなかっ

た。そこで、FtsZの新たなコンフォメーションを捕らえることを目的に、黄色ブドウ球菌

以外の細菌FtsZの発現・精製・結晶化・構造解析に取り組んだ。これまでに、黄色ブドウ

球菌と同様に院内感染の原因菌である肺炎桿菌FtsZおよび大腸菌FtsZの発現・精製・結晶

化に成功し、これらのFtsZについては世界で初めて立体構造を決定することができた。構

造解析の結果、これまでのFtsZの構造研究では見られなかった新しいコンフォメーション

を捕らえることができた。 

③FtsZに対する阻害剤の結合様式解明に基づく抗菌剤リードの構造最適化 

FtsZに対する阻害剤を開発する上で、障害となっているのが、FtsZへの阻害剤の親和性

を評価する方法がないことである。一般に、阻害剤の親和性は、表面プラズモン共鳴法と

等温滴定カロリメトリー法が用いられるが、FtsZは自己集合する性質を有するタンパク質

であるため、それらの方法を使用することができない。そこで、これまで私達が開発して

きた阻害剤の結合様式を利用して、新たに阻害剤に蛍光官能基を結合させた蛍光分子を設

計・合成し、阻害剤の親和性評価に挑戦した。その結果、初めてFtsZの親和性を評価する

ことができ、さらにそれらの蛍光分子がFtsZのフィラメント形成を妨害しないことを、X

線構造解析によって明らかにすることができた。 

さらに、これまで開発してきた阻害剤の結合構造を元に新しく阻害剤を設計・合成し、

それらの阻害剤の結合構造を２種決定することができ、構造-活性相関の解明を行った。 

 (3) シアノバクテリア生物時計の制御メカニズム解明 

①時計タンパク質KaiCの六量体を構成する2つのリング構造解析 

KaiCが有する２つのATPaseの役割を明らかにすることを目的として、KaiC六量体を構成

するCIリングとCIIリングとよばれる2つのリング構造を個別に作製した。ゲル濾過クロマ

トグラフィーの解析により、CIリングは常に六量体構造を維持し、CIIリングは単量体へ

解離する不安定な構造であることがわかった。また、その要因がCIIリングにある特定の

トレオニン残基のリン酸化修飾であることを質量分析解析により明らかにした。 

②時計タンパク質KaiCのC末端領域の機能解析 

KaiC六量体には、リング構造から飛び出た約30アミノ酸からなるC末端領域が存在する。

本研究においては、この領域を欠失させた変異型KaiC（N-Strep-KaiC487）を作製した。

N-Strep-KaiC487のリン酸化状態は常に高リン酸化状態を示し、KaiAやKaiBを加えてもリ

ン酸化状態は変化しなかった。さらに、Blue Native-PAGE解析では、N-Strep-KaiC487は

KaiAともKaiBとも相互作用しないことが明らかとなった。KaiCはKaiAおよびKaiBと結合離

脱を繰り返すことにより生物時計として機能が発揮されることから、N-Strep-KaiC487は

時計としての機能失っていると考えられた。すなわち、C末端領域はKaiCが時計タンパク

質として働くために必須の領域であることがわかった。 

(4)シアノバクテリアの生物時計の圧力応答 

①高圧蛍光法によるKaiCリン酸化サイクルの観察 

KaiCリン酸化サイクルに伴う蛍光強度の観測を行った。1気圧と複数の高圧条件下によ

る観測を各3回以上行い、平均値と標準偏差を求めた。 

②KaiCのATP加水分解活性の圧力依存性 

KaiCの野生型および変異体の高圧力下のATP加水分解実験を温度調節可能な耐圧容器と

液体クロマトグラフィーを用いて行った。KaiC全体における活性に加え、CIまたはCIIの

触媒能を欠如させた変異体を作製し、CIドメインとCIIドメインそれぞれの活性評価を1気

圧と複数の高圧条件で行った。また、KaiC周期長変異体(R393CおよびF470Y)について、1

気圧及び200気圧でATP加水分解活性の評価を行い、野生型と顕著に異なる結果を得た。そ

れぞれ4回〜17回の実験回数を重ね、平均値と標準偏差を示した。これにより、それぞれ

のドメインのATP加水分解に伴う活性化体積の算出に成功し、ドメイン間の差異について

の定量的な解明に至った。 
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③KaiCリン酸化の圧力依存性 

KaiABCおよびATPを混合した試料を、耐圧容器を用いて30℃、1気圧または高圧下で保管

し、定期的なサンプリングを行った。KaiCのリン酸化率をSDS電気泳動法により定量した。

1気圧及び高圧下におけるKaiCのリン酸化周期は、高圧蛍光測定により得られた蛍光強度

の振動周期と良い一致を示した。KaiCのリン酸化周期が、KaiCのATPase活性と相関がある

ことが示されているが、野生型KaiCについては高圧力下でも周期長とATPase活性に相関性

があることがわかった。 

④高感度NMR検出器を用いた31P-核磁気共鳴(NMR)法により、ATP由来およびADP由来のNMR信

号、KaiC内のリン酸化セリン、リン酸化スレオニンの観測に成功した。 

 

4．研究の反省・考察 
(1) 高圧力 NMR によるタンパク質の多様なコンフォメーションの構造、物性研究 

①高圧力下で、ユビキチンやT4リゾチームなど複数のタンパク質について天然状態を逸脱し

た高いエネルギー状態（高エネルギー状態）を発見し、その構造やダイナミクス、水和の

解析、部分モル体積変化など熱力学量の算出に成功した。 

(2) コンフォメーション選択的な新たな作用機序をもつ抗 MRSA 薬の開発 

①FtsZの2種類のコンフォメーションを確認でき、構造遷移を伴いながら、重合・解離サイ

クルが進行するという分子モデルを提案することができた。今後は、圧力下で重合サイク

ルの進行過程を直接観察する手法を試験する。 

②高圧結晶成長法による結晶化方法を確立して、さらにトリプトファン変異体の作製・精製・

結晶化にも成功したが、結晶の取り出しや凍結の際の技術的課題があり、構造解析するこ

とはできなかった。 

③FtsZの親和性評価を、新たに阻害剤に蛍光側鎖を結合させた蛍光分子を設計・合成するこ

とで達成できたことは、今後抗菌剤リードの構造最適化において重要なステップである。 

 (3) シアノバクテリアの生物時計の制御メカニズムの解明 

①KaiCの２つのリング構造の安定性の違いが明らかになった。２つのリング構造をコードす

るアミノ酸配列は相同性が高く、ともにATPaseとして働く。これらリング構造が互いに協

同して24時間周期を刻む仕組みを明らかにするために、より詳細なKaiCのATPase活性測定、

リン酸化状態の解析とともに構造解析も進める必要がある。 

②KaiCのC末端領域が生物時計として機能に重要であり、特にKaiAのみならずKaiBとの結合

にも関わっていることは新しい発見であった。3つの時計タンパク質の結合様式がより詳

細になることで概日振動するタンパク質の制御解明が可能になると期待できる。 

③高圧力下でKaiCリン酸化周期長やATP加水分解活性が変化することが分かった。周期長決

定因子であるKaiCの構造や酵素活性が、進化的に温度変化に耐性を備えているのに対し

（温度補償性）、圧力では比較的容易に変化することがわかった。 

④シアノバクテリアの生物発光を数日間観測するためには、光と二酸化炭素の供給が必須と

なる。圧力下で生物発光を観測するためには、光と二酸化炭素の供給が可能な高圧顕微鏡

システムの開発が必要である。 
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非フラーレンアクセプターを用いた 

半透明有機薄膜太陽電池の開発 
 

1．研究の目的 
有機薄膜太陽電池は貴金属を使用しない環境に優しい軽くフレキシブルな太陽電池である。

この有機薄膜太陽電池はプラスチック基板上にロール・ツー・ロールなどの低温印刷プロセス

を利用することで安価に大量生産できるため、ユビキタスな電源装置としての幅広い用途への

応用が期待されている。特に、半透明有機薄膜太陽電池は、その意匠性と軽量性を生かすこと

で、ビルの窓ガラスやブラインド、マンションのベランダの手摺、ビニールハウスなど従来の

シリコン太陽電池では困難であった場所への応用が期待されている。しかしながら、現状での

有機薄膜太陽電池の光電変換効率はシリコン太陽電池の半分以下であり、実用化に向けては更な

る高効率化が必要不可欠である。この様な中、最近非フラーレンアクセプター（non-fullerene 

acceptor）を用いた有機薄膜太陽電池が注目されている。これまで有機薄膜太陽電池には、フラー

レンと呼ばれるサッカーボール構造を有する炭素材料が用いられていたが、この誘導体は伝導性

に優れているものの、可視領域の光を吸収せず、光電変換にはほとんど寄与していなかった。そこ

で、強い光吸収特性を持つ非フラーレンアクセプターの利用が提唱され、近年有機薄膜太陽電池の

高効率化に貢献している。本研究ではこの非フラーレンアクセプターを用いた半透明有機薄膜太

陽用電池を開発し、有機薄膜太陽電池の更なる性能の向上を目指すことを目的とした。具体的な研

究テーマを以下に記す。 

(1) 非フラーレンアクセプターを用いた三元ブレンド薄膜太陽電池の開発 

(2) 新規非フラーレンアクセプターの開発 

(3) カーボンナノチューブシートを用いた透明薄膜太陽電池の高効率化 

 

2．研究の計画 
本研究では上述の目的を達成するために主に以下の研究項目を実施することにした。 

(1) 非フラーレンアクセプターを用いた三元ブレンド薄膜太陽電池の開発 

本研究ではこれまでPTB7という有機ドナーとPC71BM、およびITICという非フラーレンアク

セプターを用いて三元ブレンド薄膜太陽電池の高効率化に関する研究を行ってきたが、本年

度はより高効率かつ透明性が高いPTB7-Thを利用して三元ブレンド薄膜太陽電池の高効率化

を実現する。 

(2) 新規非フラーレンアクセプターの開発 

非フラーレンアクセプターとしてフェノチアジン誘導体を骨格に含む新たな非フラーレ

ンアクセプターを合成し、有機薄膜太陽電池のn型有機半導体としての特性を評価する。 

(3) カーボンナノチューブシートを用いた透明薄膜太陽電池の高効率化 

非フラーレンアクセプターを用いた太陽電池について、カーボンナノチューブシートと有

機層との間のバッファ層に用いる材料の探索と作製条件の最適化を進める。 

 

3．研究の成果 
平成３０年度は当初の研究計画に従い主に３元系有機薄膜太陽電池の高効率化、新規非フラー

レンアクセプターの開発、カーボンナノチューブ（CNT）シートを用いた半透明有機薄膜太陽電

池に関する研究を行った。三元系太陽電池の開

発に関しては順調に光電変換効率の向上が実現

できたものの、非フラーレンアクセプターの開

発に関しては当初目的としていた分子の合成に

は至らなかった。また、カーボンナノチューブ

（CNT）シートを用いた半透明有機薄膜太陽電池

に関する研究に関しては概ね順調に進捗してお

り、当該年度は更に、無機・有機複合ポリマーを

バッファ層に用いた有機薄膜太陽電池にて有機 図１，三元系有機薄膜太陽電池 

―  119  ――  119  ―



薄膜太陽電池の高効率化が確認できた。各課題の具体的な進捗状況を以下に記す。 

(1) 三元系有機薄膜太陽電池の高効率化 

有機薄膜太陽電池の高効率化の新たな手段として3種の有機半導体を活性層にした三元系

誘起薄膜太陽電池が注目されている。本研究では新たにPTB7-Th、PC71BM、ITICという3種類

の有機半導体を組み合わせた薄膜太陽電池を作製し、その特性を評価した。その結果ITICと

PC71BMの重量比が7:3の時に最も高い光電変換効率を示した（図１）。 

(2) 新規非フラーレンアクセプターの開発 

今年度は主に新規非フラーレンアクセプターとしてベンゾ

フェノチアジン（BTPT）誘導体の合成を行った。ベンゾフェノ

チアジンは可視領域に強い吸収を示す色素であり、溶解性を向

上させるためにアルキル基を導入した（図２，O-octyl-BTPT）。

この分子は560nmに吸収極大を持つ分子であり、660nmに極大を

持つ強い蛍光が観測された。単結晶X線構造解析の結果、BTPT

骨格がπスタックにより一次元カラムを形成しており、溶解性

が高いためスピンコートによる成膜も容易であった。電界効果

トランジスタ（FET）を作製し、キャリア輸送特性を調べた結

果、ホール輸送性を示し、キャリア移動度は2.0×10-5 cm2/Vs

であった。ただし、該当年度は更にアクセプター性置換基の導

入を行う予定であったが、合成がうまくいかず目的の非フラー

レンアクセプターの合成まで行うことが出来なかった。 

(3) 半透明太陽電池の光電変換特性評価 

透明太陽電池の開発に向けて、半透明太陽電池の特性評価

を実施している。上部透明電極としてカーボンナノチューブ

（CNT）シート、下部透明電極にITOを用いた太陽電池につい

て、光照射方向と光電変換特性との関係について調べたとこ

ろ、照射方向による短絡電流密度に顕著な違いが見られた。

この原因を明らかにするために、異なる膜厚の有機層を持つ

半透明太陽電池を作製し、短絡電流密度の光照射方向による

違いの膜厚依存性を調べたところ、膜厚が厚くなるにつれて

CNTシート側照射時の光電流が相対的に低くなる傾向が見ら

れた（図３）。これは、短絡電流密度の差が透明電極の透過

率の違いのみによって生じているのではなく、有機層内から

の電子と正孔の取り出し効率の違いによる可能性が高いこ

とを示唆している。このことは、バルクヘテロ構造を用いた

透明太陽電池の最適化において、有機層の膜厚およびドナー材料とアクセプター材料のブレ

ンド比などを考慮する際の有益な情報となると考えている。現在さらに詳細な検証実験およ

び理論的検討を実施している。 

(4) 無機・有機複合ポリマーをバッファ層に用いた有機薄膜太陽電池 

当該年度は上記のテーマに加え、無機・有機複合ポリ

マーをバッファ層に用いた有機薄膜太陽電池の開発を

行った。研究代表者はこれまで金属イオンと有機架橋配

位子からなる配位高分子と呼ばれる無機・有機複合型ポ

リマーの研究を行っており、金属イオンと有機架橋配位子

のエネルギー準位を考慮することで種々の半導体材料を

合成してきた。特にホール輸送性を有するハロゲン化銅

(I)と大きなπ共役平面を有するヘキサアザトリフェニレン

（HAT）誘導体からなるｄ−π複合体はバンドギャップの小

さな半導体として振る舞い、更にその半導体をホール輸

送層に用いた有機薄膜太陽電池が、従来のホール輸送

層であるMoO3を用いた太陽電池素子よりも、短絡電流密

度が増大し、その結果として光電変換効率が向上するこ

とを見いだした（図４）。 

図４，配位高分子をバッファ層とした薄
膜太陽電池 

図３，光照射方向による短絡電流
密度の膜厚依存性の違い 

図２，O-octyl-BTPT の構造式と

単結晶 X線構造 
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4．研究の反省・考察 
(1) 三元系有機薄膜太陽電池の高効率化 

三元系有機薄膜太陽電池に関してはPTB7-Tを用いることで従来の三元系有機薄膜太陽電

池より高効率化が実現することを見いだした。ただし、そのメカニズムの解明に関しては更

なる検討が必要である。また、今後は更なる高効率化に向けてバンドギャップの小さなド

ナーやLUMO準位の低い非アクセプターフラーレンなどを検討していく。 

(2) 新規非フラーレンアクセプターの開発 

今年度は主に新規非フラーレンアクセプターとしてベンゾフェノチアジン（BTPT）誘導体

の合成を行いアルキル基を導入したO-octyl-BTPTを合成し、単結晶X線構造解析および基礎

物性を測定したものの、アクセプター性置換基の導入には至らなかった。そこで、2019年度

は有機合成を専門とする本学の須藤篤教授、松本浩一准教授にも本プロジェクトに参加して

もらい非フラーレンアクセプターの開発を加速することとした。 

(3)半透明太陽電池の光電変換特性評価 

カーボンナノチューブシートを用いた透明電極形成技術についてはある程度確立したが、

形成時に100℃程度の加熱処理を必要とするために、有機層の種類によっては熱負荷による

劣化が生じてしまい、適用が困難な場合が見られた。現在より低負荷な電極形成技術に取り

組んでいるが、問題が生じる可能性がある。透明太陽電池に適した有機層の探索に加えて、

電極形成技術もより発展させていく必要があるが、現状ではややこれが立ち遅れている。

カーボンナノチューブ以外の透明電極材料についての探索も検討を進めていく予定である。

光照射方向による光電変換特性の違いの原因については、興味深い結果が得られた。光電変

換特性の照射方向依存性は透明太陽電池の最適化の指標の一つとなり得ると考えられるの

で、さらなるデータの蓄積と解析を進めていく。特に、現状では一種類の有機層での検討に

とどまっているので、種々の有機層についても検証を進めていく必要がある。 

(4) 無機・有機複合ポリマーをバッファ層に用いた有機薄膜太陽電池 

本研究において、無機・有機複合ポリマーを有機薄膜太陽電池のバッファ層に用いること

で、光電変換効率が向上することを見いだした。この技術は様々な有機薄膜太陽電池に応用

可能であり、今後は膜厚の最適化や、金属イオンと有機配位子の組成比の最適化などを行い、

有機薄膜太陽電池における汎用的な技術となり得るか検討を行う必要がある。 

 

5．研究発表 
(1)学会誌等 

① “Measuring the competition between bimolecular charge recombination and charge transport in 
organic solar cells under operating conditions”, M. C. Heiber, T. Okubo, S.-J. Ko, B. R. Luginbuhl, 
N. A. Ran, M. Wang, H. Wang, M. A. Uddin, H. Y. Woo, G. C. Bazan, T.-Q. Nguyen, Energy 
Environ. Sci., 2018, 11, 3019-3032. 

② "P3HTの臭素化によるπ共役長の短縮とP3HT:PCBMバルクヘテロ太陽電池の光電変換特

性との相関"、義富 卓也、高田 謙、谷合 伯斗、安東 秀峰、松本 浩一、田中 仙君、電

気学会論文誌Ｃ 2018 年 138 巻 11 号 pp. 1298-1304. 

(2)口頭発表 

①“Conducting Properties and Application to Organic Solar Cells of Coordination Polymers 
Consisting of Copper(I) Halides and Hexaazatriphenylene Derivatives”, T. Okubo, W. Genno, M. 
Okita, S. Shimakawa, K. Nakamura, K. Himoto, M. Maekawa, T. Kuroda-Sowa, 43rd 
International Conference on Coordination Chemistry, Sendai, Japan, 2018年8月. 

② “Crystal Structures and Carrier Transport Properties of Coordination Polymers Including 
Copper(I) Halides”, Takashi Okubo, Wataru Genno, Sanshiro Fukuda, Masahiko Maekawa, 
Takayoshi Kuroda-Sowa, 2018 Nankai International Symposium on Advanced Materials, Tianjin, 
China, 2018年11月. 

③“Conducting Properties and Application to Organic Solar Cells of Coordination Polymers 
including Copper(I) Halides”, Takashi Okubo, Wataru Genno, Misaki Ohkita, Sanshiro Fukuda, 
Masahiko Maekawa, Takayoshi Kuroda-Sowa, Advances in Organic and Hybrid Electronic 
Materials 2018 (AOHM19), Dubrovnik, Croatia, 2019年3月. 

④ "半透明有機薄膜太陽電池の光電変換特性の膜厚依存性"  義富 卓也、田中 仙君、第79回応

用物理学会秋季学術講演会、20p-PB4-7、2018年9月20日 
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⑤ "半透明有機太陽電池の光照射方向依存性" 義富卓也、田中仙君、有機エレクトロニクス研

究会（OME）2018年11月28日 

(3)出版物 

なし 
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学 校 名 研究所名等

研  究  課  題 研 究 分 野 理 学

キ ー ワ ー ド

○研究代表者

所                  属 職       名

薬 学 科 教 授

○研究分担者

所                  属 職       名

医 療 ビ ジ ネ ス 薬 学 科 准 教 授

薬 学 科 教 授

薬 学 科 教 授

北 海 道 科 学 大 学 薬 学 部 講 師

小 林 力 研究データーの解析

井 上 裕 子 メラトニン合成関連遺伝子の解析

千 葉 健 史 母乳産生に対するメラトニンの役割の解析

前 田 智 司 研究統括及び母乳中のメラトニンの定量・解析

氏        名 役      割      分      担

阿 部 賢 志 メラトニンの定量法の確立

日 本 薬 科 大 学 共 同 研 究

母乳中に含まれるメラトニンの乳幼児および母乳産生
に対する役割
－母乳による乳児の覚醒と睡眠の制御－

①母乳　②メラトニン　③母乳産生制御　④覚醒と睡眠　⑤生理活性物質

氏        名 役      割      分      担
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母乳中に含まれるメラトニンの乳幼児および 

母乳産生に対する役割 

－母乳による乳児の覚醒と睡眠の制御－ 
 

1．研究の目的 
(1)母乳中に含まれる生理活性物質の測定法の確立および乳児に対する役割 

①母乳中の生理活性物質（セロトニン、メラトニン、ノルアドレナリン等）の測定方法の確

立を行う。 

②母乳中の生理活性物質（セロトニン、メラトニン、ノルアドレナリン等）の乳児に対する

役割の検討を行う。 

(2) メラトニン合成関連遺伝子の発現解析を行う。 

①乳腺上皮細胞にメラトニン合成系が存在しているか確認を行う。 

(3) 母乳産生制御に関するノルアドレナリンの役割の解明を行う。 

①母乳中のノルアドレナリンの定量を行う。 

②母乳中のノルアドレナリンの役割の解明を行う。 

 

2．研究の計画 
(1) 母乳中に含まれる生理活性物質の測定法の確立および乳児に対する検討 

①ヒト母乳中の生理活性物質（セロトニン、メラトニン、ノルアドレナリン等）の精製方法

および高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用いた測定方法の確立を行う。 

②授乳ラットまたはマウスを用いて、母乳を回収し、ヒト同様に生理活性物質の定量を行う。 

③母乳中の生理活性物質（セロトニン、メラトニン、ノルアドレナリン等）の乳児に対する

役割を授乳中のラットおよびその乳児ラットを用いて検討する。 

(2) メラトニン合成関連遺伝子の発現解析を行う。 

①乳腺上皮細胞およびヒト乳腺上皮初代培養細胞を用いて、メラトニン合成経路の律速酵素

であるアリルアミンN-アセチル転移酵素 (AA-NAT)の発現をmRMAおよびタンパク質レベルで

測定する。 

(3) 母乳産生制御に関するノルアドレナリンの役割の解明を行う。 

①母乳中に含まれているノルアドレナリンの機能解明を行う。 

②ストレスにより母乳の質変化が起こるか検討を行う。 

 

3．研究の成果 
(1) 母乳中に含まれる生理活性物質の精製法および測定法の確立 

①セロトニンおよびノルアドレナリンは固相抽出法により精製し、HPLCに電気化学検出器

(ECD検出器)を組み合わせたHPLC-ECDで検出する方法を確立した。ヒト母乳中に含まれる

セロトニンおよびノルアドレナリンの濃度はそれぞれ約30 ng/mL、500 ng/mLであった。

これらの成果は論文として投稿した。メラトニンはクロロホルムを用いた液液抽出法によ

り精製し、HPLCに蛍光検出器を組み合わせたHPLC-蛍光検出器によるメラトニンの定量法

の確立を行い、現在定量中である。 

②マウス・ラット搾乳器を用いて、授乳中のラットより母乳の回収を行った。搾乳方法は、

搾乳の4～6時間前に母親と子を隔離し、ラットにイソフルラン(40 mg/Kg)をオールインワ

ン小動物用麻酔器を用いて吸入麻酔を行った。麻酔が効いていることを確認後、オキシト

シンを0.2 U/kgで腹腔内注射し、10分間放置後、母乳の回収を行った。1匹あたり1-2 mL の

回収であった。回収したラット母乳を用いて、クロロホルムを用いた液液抽出法によりメ

ラトニンを精製し、HPLC-蛍光検出器の定量中である。 

③授乳ラットから母乳を搾乳する方法を習得でき、1回あたり、母親ラットが産生する母乳

量を測定した結果、おおよそ2 mL程度であることが示された。今後、その量をもとに母乳

か人口ミルクで育てたラットで学習の能力等に差がでるか検討を行う。 
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(2) メラトニン合成関連遺伝子の発現解析を行う。 

①乳腺上皮細胞およびヒト乳腺上皮初代培養細胞を用いて、メラトニン合成経路の律速酵素

であるアリルアミンN-アセチル転移酵素 (AA-NAT)の発現をmRMAおよびタンパク質レベルで

測定し、AA-NATの発現を確認した。 

(3) 母乳産生制御に関するノルアドレナリンの役割の解明を行う。 

①乳腺上皮細胞にノルアドレナリンを添加し、母乳産生マーカーの1つであるβ-カゼインの

発現量を測定したところノルアドレナリン濃度依存的にβ-カゼインの発現量の低下が観

察された。また、乳腺上皮細胞でノルアドレナリンが合成されているか、ノルアドレナリ

ンの合成経路の律速酵素であるチロシン水酸化酵素（TH）をノックダウンし、ノルアドレ

ナリンの量が減少していることを明らかにした。 

②ノルアドレナリンはストレス応答に関係しており、ストレス時にノルアドレナリンを介し

たストレス応答が生じているか検討を行った。その結果、マウスを狭い筒状の容器にいれ。

ストレスをかけた場合、母乳中のノルアドレナリンが有意に上昇し、β-カゼインの発現

量の低下が観察された。これらの成果は論文として投稿した。 

 

4．研究の反省・考察 
(1) 母乳中に含まれる生理活性物質の測定法の確立 

①セロトニン、ノルアドレナリン、ヒスタミンの精製は市販されている固相カラムを用いて

精製法およびHPLCでの測定方法を確立することができた。しかしながら、メラトニンの精

製には適した固相カラムがなく、クロロホルムを用いた液液抽出法を用いて行った。いく

つかの固相カラムで精製可能か検討していたため、メラトニンの精製法確立までにはセロ

トニンやノルアドレナリンの精製法確立よりも時間がかかり、現在ヒトおよびラットの母

乳中のメラトニン量を定量中である。 

②授乳中のラットより母乳の回収を行った。市販のマウス・ラット搾乳器を用いてラットよ

り母乳を回収している。搾乳を行うにも経験およびコツが必要であり、授乳ラットの体重

が約300-350 gの場合、2 mL弱の母乳が搾乳できる。今後は、1回搾乳したラットを再度ケ

ージに戻し、4-6時間後に再度母乳が搾乳可能か検討を行っていく予定である。 

③母乳中に含まれる生理活性物質の乳児に対する役割に関しては、研究計画よりも遅れてい

る。論文等を調査した結果、母乳中に含まれる生理活性物質のうち、メラトニンの合成酵

素が自然発生的に欠損したマウスがおり、このマウスを用いてメラトニンの乳児ラットに

対する役割の検討を行っていく予定である。 

(2) メラトニン合成関連遺伝子の発現解析を行う。 

①メラトニンの合成酵素であるAA-NATのmRNAおよびタンパク質レベルの発現は観察された。

これまでに、乳腺上皮細胞はセロトニン、ノルアドレナリンの生合成系も有していること

が報告されており、非常に興味深い結果であると考えている。今後は、プロラクチン刺激

等でも発現の変動が生じるか発現制御機構も含めて検討を行っていく予定である。 

(3) 母乳産生制御に関するノルアドレナリンの役割の解明を行う。 

母乳中に含まれるノルアドレナリンに着目して、ストレスにより母乳産生の質の変化が

起こることを今回の研究から示すことができた。しかしながら、ストレスにより母乳産生

量の変化が起こるか検討することができず、今後は、ストレスにより母乳産生量の変化が

おこるかヒトおよびマウス等を用いて検討を行っていく予定である。 

本研究では、主に、母乳中に含まれる生理活性物質の母乳産生制御機構の役割を明らか

にした。今後は乳児に焦点をあて、母乳中の生理活性物質の役割の解明を進めていく予定

である。 

 

5．研究発表 
(1)学会誌等 

①千葉健史,前田智司,工藤賢三, セロトニンを介した母乳産生制御メカニズム, 薬学雑

誌,138(6), 829-836 (2018). 

②Chiba T., Maeda T., Fujita Y., Takeda R., Kikuchi A., Kudo K. Stress-induced 

suppression of milk protein is involved in a noradrenergic mechanism in the mammary 

gland., Endocrinology, 160(9), 2074-2084(2019年) 
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(2)口頭発表 

①勝治みなみ, 千葉健史, 前田智司, 藤田融, 武田リカ, 菊池昭彦, 工藤賢三, 乳腺上皮細

胞にはノルアドレナリンのオートクライン機構が存在する, 第138回日本薬学会年会, 金沢, 

3月 (2018) 

②石黒絵理香, 齋藤祐真, 千葉健史, 平舩寛彦, 前田智司, 工藤賢三,授乳中のストレスは、母

乳中ノルアドレナリンを増加させる, 第138回日本薬学会年会, 千葉, 3月 (2019). 

(3)出版物 

なし 
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○研究代表者
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○研究分担者

所                  属 職       名

工 学 部 准 教 授

鈴 木 郁 郎 研究代表者総括
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睡眠覚醒リズムを持つヒト iPS 細胞由来神経ネットワークの創生 

－生体概日リズムを模倣した薬効評価系の構築－ 
 

1．研究の目的 
我々はヒト iPS 細胞由来ニューロンの電気活動を長期間モニタリングできる機能評価技術

を開発し、薬剤応答性を見出すと共に、開発技術を用いた医薬品の開発および安全性・毒性評

価法への展開を目指している。本研究では、開発した評価系の薬効評価精度を更に向上させる

為に、培養細胞であるヒト iPS 細胞由来ニューロンに生体脳で見られる現象である睡眠・覚醒

状態を惹起させることを目的としている。前年度までに、神経伝達物質及び電気刺激が有効な

惹起法である可能性を示した。平成 30 年度は、 (1)神経伝達物質刺激に用いるヒト iPS 細胞

由来神経ネットワークの細胞種の同定および各種受容体刺激に対するネットワーク活動の変

化、(2)ノンレム睡眠時にみられる徐波を模倣した電気刺激に対する神経ネットワーク活動の

変化とシナプス結合強度の変化を明らかにすることを目的とした。 

 

2．研究の計画 
(1) 神経伝達物質刺激に用いるヒト iPS 細胞由来神経ネットワークの細胞種の同定および各

種受容体刺激に対するネットワーク活動の変化 

平面微小電極アレイ上にヒト iPS 細胞由来ドーパミンニューロン(iCell DopaNeurons, 

Cellular Dynamics International)を 8.0×105 cells/cm2の密度で培養し、細胞種の同定お

よび受容体の機能について以下の 2 つの方法で評価した。 

①ドーパミンニューロン、グルタミン酸ニューロン、GABAニューロン抗体による細胞種の同

定を行い、中脳ドーパミンニューロンのマーカーであるFoxa2の発現、D1受容体、D2受容

体の発現の確認を行った。 

②培養したドーパミンニューロンにおける受容体の電気生理学的機能を評価する為に、D1 

receptorのアゴニストであるSKF 83822、D2 receptorのアンタゴニストであるHaloperidol、

セロトニン再取り込み阻害剤であるSertraline、Paroxetineを累積投与し、自発活動の変

化を調べた。 

(2) 徐波刺激による神経ネットワーク活動の変化とシナプス結合強度の変化 

ノンレム睡眠時に見られる徐波を模倣した1 Hzの電気刺激(LFS)をヒト iPS細胞由来神経

ネットワークに入力することで、睡眠恒常性仮説で提唱されている LTD 現象が見られるかを

調べた。具体的には、培養 10 週目の Gluta neuron ネットワーク（GABA ニューロンも含む）

に LFS を入力し、以下の 2 つを調べた。 

①自発活動の発火数、同期バースト数(SBFs)の変化 

②シナプス強度の変化 

 

3．研究の成果 
(1) 神経伝達物質刺激に用いるヒト iPS 細胞由来神経ネットワークの細胞種の同定および各

種受容体刺激に対するネットワーク活動の変化 

①グルタミン酸、GABA、TH（ドーパミンニューロンマーカー）抗体で染色した結果、使用し

た Dopaminergic neuron には、TH 陽性ニューロンだけではなく、グルタミン酸ニューロ

ンや GABA ニューロンも含有していることが判った。次に、Dopaminergic neuron の特徴

づけのために、中脳の Dopaminergic neuron の発生や維持に重要な転写因子の 1 つであ

る Foxa2 を染色した[Fig 1A(a)]。今回培養したドーパミンニューロンは中脳の

Dopaminergic neuron であることが確かめられた。また、anti-dopamine D1 receptor と

anti-dopamine D2 receptor の発現も確認された [Fig 1A(b)] 。 

②培養したDA neuronal networkにD1 receptorのアゴニストであるSKF 83822、を投与すると、

D1様受容体が活性化され、10 µMで同期バースト発火数が184 ± 34.3%に増加した

[p=0.0227,Fig 2(a)]。D2 receptorのアンタゴニストであるHaloperidolを投与すると、0.1 

µMで同期バースト発火が137 ± 19.6%に増加し、1 µMでは3.33 ± 3.33%に減少した
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[p=0.004,Fig 2(b)]。3 µM投与時には、バースト発火が消失した。Haloperidolは、低容量

時にはD1 receptorに作用し、高容量時には5-HT2 receptorに拮抗作用を示すことが報告さ

れている。0.1µMでは、D1レセプターの活性化により同期バースト数が増加し、1µM以上の

用量では5-HT2レセプターへの作用により同期バースト数が減少したものと考えられる。 

セロトニン再取り込み阻害剤のSertraline、Paroxetineを投与すると、10 µMで同期バース

ト発火が見られなくなった[Fig 1B(d), (e)］。SertralineとParoxetineはratのVTAのDA neuron

の自発活動を阻害させることが報告されている。本実験による同期バースト発火の消失は動物

実験での報告と類似した結果となった。 

また、DMSOの累積投与では顕著な応答は見られなかった[p>0.999,Fig 1(c)]。以上から、培

養したDA neuronal networkにはD1 receptor、D2 receptor、Serotonin receptorが存在して

おり、in vivoドーパミンニューロンと同様の電気生理学的特徴を有していることがわかった。 

 
Figure 1. 神経伝達物質刺激に用いるヒトiPS細胞由来神経ネットワークの細胞種の同定

および各種受容体刺激に対するネットワーク活動の変化. (A) 23WIVのiCell Dopaneuron

のFoxa2及びD1およびD2受容体の免疫蛍光画像. (a) Foxa2の発現. (b)ドーパミン受容体発

現の確認. (B)SKF 83822, Haloperidol, DMSO, Sertraline, Paroxetine投与におけるSBFs

および発火数の変化. One way ANOVA検定及び、Dunnett’s検定を行った. [* p<0.05, ** p<0.01 

vs. vehicle (SBFs), † p<0.05, †† p<0.01 vs. vehicle (total spikes)].  
 

(2) 徐波刺激による神経ネットワーク活動の変化とシナプス結合強度の変化 

①１Hzの電気刺激（LFS）による自発活動の発火数、同期バースト数(SBFs)の変化 

睡眠時に脳波でみられる徐波を模倣した1 Hzの電気刺激を外部から入力することで、

培養したヒト神経ネットワークに睡眠状態が惹起できるか検証した。実験の概念図を
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Fig 2A(a)に示す。まず、電気刺激入力前に3時間の自発活動計測を行い、その後、90分を

1セットとした刺激セットを4回入力した。刺激セットを4回行った後、3時間の自発計測を

行った。培養したヒトiPS細胞由来神経ネットワークは1 Hzの電気刺激に追従する形で誘

発応答を示した[Fig 2A(b)]。電気刺激直後15分間の発火数は、4回それぞれ、85.7 ± 

2.74%(195-210 min)、82.1 ± 2.06%(285-300 min)、80.3 ± 2.52%(375-390 min)、78.4 

± 2.77%(465-480 min)に減少した(p<0.01、one way ANOVA及びDunnett検定)。また、4

回目の電気刺激後４時間(After、690-705 min)で刺激直前(Before、165-180 min)の状態

まで回復した(93.3 ± 3.23 %、p = 0.0756、t test)。15分間毎の同期バースト発火数（SBF

数）の変動をFig 2B(b)に示す。総発火数と同様に刺激前の165-180分のデータを100%とし

て算出し、赤は電気刺激直後の15分間のデータを示している。赤で示した電気刺激直後15

分のSBF数は、stim 1の直後から順に、84.5 ± 5.05%(195-210 min)、81.6 ±4.86%(285-300 

min)、80.1 ± 4.81%(375-390 min)、78.5 ± 3.47%(465-480 min)に減少した(p<0.05、

one way ANOVA及びDunnett検定)。また、stim 4の電気刺激後30分(After、480-495 min)

で刺激前の状態(Before、165-180 min)に回復した(101 ± 4.37%、p = 0.899、t test)。

以上から、睡眠時の徐波を模倣したLow frequency stimulation (LFS)後に、ヒトiPS細胞

由来神経ネットワークの自発活動頻度が減少し、時間と共に回復する現象が繰り返し見ら

れることがわかった。 

 
Figure 2. 徐波刺激による神経ネットワーク活動の変化. (A) 実験概要. 90周期で1 Hzの電

気刺激を入力した.(a) 実験概念図. (b) 電気刺激に対する神経ネットワークの誘発応答の

典型例. (B) 徐波刺激に対する神経ネットワークの応答(n=8). 一回目の電気刺激の直前の

15分間(165-180 minutes)を100%とした. (one way ANOVA及びDunnett's test、* p<0.05、

** p<0.01 vs. 165-180 minutes). 

 

②LFSによるシナプス強度の変化 

LFSによる細胞間のシナプス結合強度の変化を2つの電極間の電気活動の同期性で評価

した。ある電極の1発のスパイクに対して100 ms以内に別の電極のスパイクがある場合、

その2つのスパイクをSynchronized spikeとして、カウントした(Fig 3A(a), top)。カウ

ントしたSynchronized spikeを定量化するために、各電極のスパイク間隔(ISI)をランダ

ムに入れ替えたsurrogate dateを100個作成し、同じようにSynchronized spikeをカウン

トした(Fig 3A(a), bottom)。100個のsurrogate dateから得られたSynchronized spike

の平均と標準偏差から、実際のスパイクデータのSynchronized spikeのZスコアを算出し

た(Fig 3A(b))。その結果、LFS後はZスコアが減少し、神経ネットワークの結合強度が減

少していた。さらに、電極同士の距離が近いほど刺激直後15分間のZスコアが優位に減少
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した(Fig 3B)。また、Sporadic spikesのBeforeのZスコアが2.58を超える(p < 0.01の有

意水準)電極のペアのZスコアの減少率は85.6%、一方Zスコアが2.58以下のペアのZスコア

の減少率は53.2%であった(Fig 3C)。これらの結果から、刺激前のZスコアが大きい、すな

わち結合強度が強いものがZスコアの減少が大きいことが分かった。Sporadic のデータに

ついてBeforeのZスコアの平均が2.58を超える電極のペアのみを解析の対象とし、Zスコア

のLFSに対する時間変化を評価すると、電気刺激直後15分間のZスコアはStim 1から順に、

76.4 ± 6.53%, 74.0 ± 5.43%, 71.7 ± 7.86%, 70.3 ± 4.77%に有意に減少した(Fig 

3D)。ノンレム睡眠時にみられる徐波を模倣したLFSは神経ネットワーク内の結合強度を弱

める、つまり、ネットワークの興奮性を弱める傾向が認められた。 

 
Figure 3. 徐波刺激によるシナプス結合強度の変化. (A) シナプス結合強度の定量化. (a) 

2電極間のSynchronized spikesのカウント. (b) RealデータとSurrogateデータの

Synchronized spikesの数のヒストグラム. Surrogate(black), Real(red). (B) 電極間の

距離とZスコア. SBFs以外のspike(Sporadic spikes)とSBF内のspike(Burst spikes)に分け

てそれぞれのzスコアを算出した. 左の3つのグラフはBefore stimulation(blue), 15 

minute after stimulation(red), After for stimulation sets(green)のzスコアを示す. 点

は電極ペアごとのzスコア、実線は電極距離ごとの平均を示す. 右のグラフは電極距離ごと

の平均を示す(n=8 well × 120ペア). 検定は、Before stimulationと15 minute after 

stimulationとでt検定を行った(* p<0.05、** p<0.01 vs. Before stimulation). (a) 

Sporadic spikes. (b) Burst spikes. (C) Sporadic spikesの電気刺激前のzスコアと刺激

後の変動(n=8 well × 120ペア). 検定はBeforeと15 minute after stimulationとでone 

way ANOVA 及びDunnett's testを行った(* p<0.05、** p<0.01 vs. Before stimulation).  
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4．研究の反省・考察 
使用しているヒトiPS細胞由来ドーパミンニューロンの基礎的な性質を調べ、中脳の

Dopaminergic neuron であること、D1 receptor、D2 receptor、Serotonin receptorが存在して

おり、in vivoドーパミンニューロンと同様の電気生理学的特徴を有していることがわかった。

また、ノンレム睡眠時に出現する徐波に注目し、それを模擬する低頻度の電気刺激を標本に対

して加えた実験からは、LFS刺激は、ヒトiPS細胞由来神経ネットワーク内の結合強度を弱める

ことがわかった。この結果は、シナプス結合が睡眠時に純減するという現象を再現している可

能性がある。さらに、低頻度刺激を行う前のz scoreと低頻度刺激によるz scoreの変化量との

関係を調べたところ、元々z scoreが大きい電極の組み合わせほど、低頻度刺激後にz score

が減少する傾向を見出した。この結果は、全ての電極において同じ強度で刺激を加えているに

も関わらず、シナプス結合の減弱は一様ではなく一部（特に元々強い結合）にのみ誘導される

ことを示唆している。これは、徐波はシナプス結合を一様に減弱させるのではなく、強い結合

を減弱させる、言い換えれば結合強度のばらつきを解消させるように回路を変化させることを

暗示しており、とても興味深い。 
睡眠恒常性仮説では、ノンレム睡眠中に観察される特徴的な脳波である約１Ｈｚの徐波が

ニューラルネットワークのシナプス結合を弱めることが示唆されている。本研究は、培養ヒト

由来神経ネットワークにおいて、睡眠恒常性仮説を支持する初の結果と言える。 

睡眠関連薬剤の応答は今年度実施できなかった為、来年度に実施する予定である。 
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