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線虫を用いた食品機能性因子の探索

武藤 信吾（管理栄養学科・講師）

緒言
健康な身体を維持するためには栄養バランスの良い食事が重要である。質の良い食生活
は生活習慣病などの疾病予防などの効果がある。神奈川県には、海産物から農産物まで豊
かな食材に恵まれている地域である。これらの食品の特徴・特性を理解し付加価値を高め
ることは地産地消の推進のみならず、健康的な地域づくりにも重要であると考えられる。
特に近年では機能性表示食品制度の普及などから、単に健康に良い食品というだけでは不
十分で、食品と生体について分子レベルのエビデンスを求められる。そこで本研究では神
奈川県産の果物を用いて比較的簡単に測定ができる酸化ストレスの指標として DPPH（2,2
-Diphenyl-1-picrylhydrazyl）ラジカル消去活性試験、SOD（Superoxide dismutase）様活性試験
を、高血圧の指標として ACE（アンジオテンシンⅠ変換酵素）阻害活性試験を実施した。
さらに本研究では実験のモデル生物としてよく知られている線虫に着目した。線虫は大腸
菌などの微生物を餌としている。口から肛門までの消化管を備えており、摂取された餌
は、消化管内で酵素により分解され細胞膜を介して線虫体内に取り込まれる（１）。したがっ
て基本的な消化吸収システムをもつ線虫は、栄養の消化吸収や異物代謝研究のモデルに成
り得ると考えられる。そこで本研究では、ヒトでは肝臓や小腸に発現していることが知ら
れている核内受容体に着目した（２）。ヒトでは４８種類の核内受容体が知られているが、線虫
ではゲノム配列の解析から２００以上の核内受容体が存在することが示唆されている（３）。ヒ
トの核内受容体で異物代謝に関わるものは CAR（constitutive androstane receptor）や PXR
（pregnane X receptor）が知られている。細胞質に存在している CARや PXRは外来異物に
応答して、核内へと移行してチトクローム P 450などの薬物代謝酵素遺伝子の発現を促進
する（４）。さらに実験モデルとして広く利用されている線虫の食品機能研究に利用する可能
性を、線虫とヒトの栄養代謝や異物代謝に関わる核内受容体の解析を行った。またそれら
の因子と現在食品機能成分と注目集めている化合物が、そのリガンドに成り得るのか、コ
ンピューターベースのドッキングシミュレーションを実施し検討した。

実験方法
試料
試料として２０２２年に神奈川県藤沢市で収穫されたぶどう（品種：藤稔）、梨（品種：豊
水）、柿（品種：富有柿）を用いた。それぞれの果物は皮、種を取り除き可食部位５０ｇに対
して１０倍量の精製水を加えフードプロセッサーで粉砕した。粉砕液をろ過（東洋濾紙
No.2）して得られた抽出液を試料とした。試料は１０mLずつ分注し、使用時まで－１８℃で
冷凍保存した。
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DPPHラジカル消去活性測定
DPPHは安定な合成ラジカルであり、その溶液は紫色を示す。抗酸化物質によりラジカ
ルが消去されると透明な溶液へと変化する。DPPHラジカル消去活性は DPPHAntioxidant
Assay Kit（Dojindo）を用いて測定した。ラジカル消去活性は抗酸化物質である Troloxをポ
ジティブコントロールとして用い、Troloxに対する相対的な活性として求めた。DPPHラ
ジカル消去活性は添付のマニュアルに従い求めた。

SOD様活性試験
スーパーオキサイド（O2−）は活性酸素種の一つであり、体内での酸化ストレスの要因と
なる（５）。SODはスーパーオキサイドを過酸化水素と酸素へと不均化する酵素である。
SOD様活性は SODAssay Kit - WST（Dojindo）を用いて測定した。実験サンプルに SOD
様活性があると、本キットに含まれるキサンチンオキシダーゼにより生成されたスーパー
オキサイドをサンプルが不均化する。SOD様活性はキット添付のマニュアルに従い求め
た。

ACE阻害活性
ACEは、血圧調整において、ペプチドホルモンであるアンジオテンシンⅠを切断し、
血圧上昇作用をもつアンジオテンシンⅡへ変換する酵素である（６）。また同時に降圧ペプチ
ドであるブラジキニンを分解する。すなわち ACEは血圧上昇に大きく関与している酵素
である。ACE阻害薬は高血圧症の治療薬にも用いられている。ACE阻害活性は ACE阻害
活性測定キット（Dojindo）を用いて測定した。サンプルを含まないブランクの ACE活性を
１００％として、活性測定値の減少分を ACE阻害活性とした。から ACE阻害活性はキット
添付のマニュアルに従い求めた。

核内受容体のアミノ酸相同性解析
線虫とヒトの核内受容体のアミノ酸配列の相同性を、Clustal Omega（https : //www.ebi.ac.

uk/Tools/msa/clustalo/）を使用して解析した（７）。解析の供した線虫およびヒトの核内受容体
のアミノ酸配列は NCBI（https : //www.ncbi.nlm.nih.gov/）データベースより得た。以下のア
クセッションナンバーの配列、Daf-12（AAD 34462.1）、NHR-8（AAD 03684.1）、NHR-48
（NP_001361880.1）、CAR（NP_005113.1）、PXR（NP_003880.3）、VDR（NP_001361591.1）、
を用いた。Daf-12の LBD（リガンド結合ドメイン）と CAR、PXR、VDRとの相同性は低い
ため、N末端側の領域について相同性を解析した。

タンパク質立体構造予測
タンパク質立体構造予測にはWebベースで AlphaFold 2（https : //colab.research.google.com

/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb）を用いて行った（８）。予測された構造
の信頼度は構造モデル内に色別で提示した。入力アミノ酸配列はアミノ酸相同性解析に用
いた配列を使用した。さらにヒト CAR（hCAR）およびマウス CAR（mCAR）については、
全アミノ酸配列を使用した構造予測を行った。また線虫の Daf-12全長の立体構造の予測
モデルは低かったために鉤虫 Ancylostoma ceylanicumの Daf-12（3 UP 0）を使用した。リガ
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ンドが結合し得る領域を推定するため、その予測されたモデルの LBD内における Cavity
の部位および体積を CB-DOCK 2（https : //cadd.labshare.cn/cb-dock2/index.php）を用いて検索
した（９）。

タンパク質－リガンドドッキングシミュレーション
Daf-12、hCARおよび mCARと食品中に含まれる化合物との結合のドッキングシミュョ
ンを CB-DOCK 2を用いて行った。使用した化合物の以下の通りである。化合物の 3 D構
造は Pubchem（https : //pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）より得て、カッコ内に Pubchem CIDを記
した。Resveratrol（445154）、Nicotinamide mononucleotide（14180）、Epigallocatechin（65064）、
Isohumulone（93090）、Daizein（5391140）、Delphinidin（5391140）、Pelargonidin（440832）、
Tcpobop（1,4-bis-[2−(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen 5382）。タンパク質と化合物の結合のア
フィニティーは Vina score（kcal/mol）で示され、－７．０以下の値を閾値とした。

結果
各果実の抗酸化活性を評価するために、各果実の DPPHラジカル消去活性を測定した。

その結果を図１に示す。柿の抗酸化活性が最も高く Troloxに対して約８０％の活性であっ
た。次いでぶどうで約５０％、梨では４０％であった。一般的に果実は高い抗酸化活性を持つ
ことが知られている。本実験で得られた結果も、果実が高い抗酸化活性を持つことを示し
ている。
SODは植物や動物で活性酸素種であるスー
パーオキサイドを消去する酵素として重要であ
る。図２に示すように、各果実に含まれる SOD
様活性を測定したところ、柿が最も強い SOD
様活性を持つことが明らかとなった。またぶど
うと梨の SOD様活性では、ぶどうの方が５％
高かった。
果物の健康に対する機能性として高血圧に対
しての効果が期待されている。そこで実験サン
プルにアンジオテンシンＩを昇圧ペプチドであ

図１ 各果実のDPPHラジカル消去活性
（Mean ±SD、n＝５）

図２ 各果実のSOD様活性
（Mean ±SD、n＝５）

図３ 各果実のACE阻害活性
（Mean ±SD、n＝５）
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るアンジオテンシンⅡへと変換阻害を行う成分が含まれているのか評価した。その結果、
図３に示すように、柿に最も高い ACE阻害活性が認められた。またぶどうと梨の ACE阻
害活性は、柿の１／３程度であった。

図４ 線虫とヒトの核内受容体構造とアミノ酸配列相同性
（A）核内受容体構造の模式図 核内受容体は転写活性を持つN末端側のAF-1 ドメインとAF-
2 ドメイン、ジンクフィンガーモチーフを持ちDNAに結合するDBD、リガンド結合ドメイ
ン LBDから構成される。（B）表１に示した線虫とヒトのDBDの Clustal Omega 解析による
アミノ酸配列アライメント。CARの Thr 38 はアスタリスクで示した。（C）Clustal Omega 解
析により示された系統樹。
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図４（A）に示すように核内受容体の構造はアミノ酸配列から、転写活性を持つ AF-1およ
び AF-2ドメイン、DBDと LBDとそれらをつなぐヒンジドメインからなる。表１に示すよ
うに、ヒトと線虫の DBDのアミノ酸配列の相同性は５０％程度であった。InterPro（https : /
/www.ebi.ac.uk/interpro/）を用いて、これら DBDのモチーフ検索をしたところ何れの核内
受容体にもジンクフィンガーモチーフが認められた。核内受容体は DBDのジンクフィン
ガーモチーフを介して DNAと結合することが知られている（１０）。また図２（B）のアスタリ
スクで示す CARのスレオニン残基はリン酸化および脱リン酸化を受けて、標的遺伝子の
発現を調節することが知られている（１１）。このスレオニン残基（もしくはセリン残基）は、
多くの VDRやエストロジェンレセプター αなど核内受容体で保存されている（１２）。しかし
ながら、本研究で使用した線虫の Daf-12、NHR-8および NHR-48では、それらに相当す
るスレオニン残基あるいはセリン残基は保存されていなく、アスパラギンであった。また
図４（C）に示した系統樹から、ヒトの CARに最も核内受容体は Daf-12の可能性が示唆さ
れた。

表１．線虫としての核内受容体

図５ AlphaFold 2 により予測した線虫とヒトの核内受容体の立体構造
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AlphaFold 2は人工知能を用いたタンパク質立体構造予
測プログラムである。２０２１年に無償公開された（８）。精度の
高い立体構造予測から利用が拡大している。本研究で使用
した線虫とヒトの核内受容体の DBDの構造予測の結果を
図５に示した。これらのタンパク質のアミノ酸配列の相同
性は５０％程度であったが、予測された構造では、ほとんど
の領域で９０％以上の信頼度の構造が得られた。DBDの構
造の２つの αヘリックスが重なり三角を形成している。
その二つのαヘリックス結ぶ領域に、ヒトの CARでは３８
番目のスレオニン残基があり、そのリン酸化・脱リン酸化状態により、αヘリックに挟ま
れる DNA配列との結合が調節されていると考えられている

さらに LBDの立体的な空間（Cavity）の予測を AlphaFold 2で得られた構造をもとに CB
-DOCKを用いて行った。図６に得られた Cavityの空間充填モデルを示した。hCARと
mCARでは４つの、Daf-12では３つの Cavityが認められた。また最大 Cavityは mCARで
1119 Å 3であった（表２）。
表３に健康効果が注目されている食品に含まれる化合物と、核内受容体それぞれのとの
ドッキングシミュレーションを CB-DOCK 2を用いて実施した際の Vina scoreを示した。
Vina scoreは CB-DOCK 2が用いる AUTO DOCK Vinaというアルゴリズムから得られるレ
セプターとリガンドの親和性を表したものである。その数値は低いと親和性が高く、一般
に－７以下が特異的な結合と考えられている（９）。また CARのリガンドを介した活性化に

表２ 予測された
Cavity の体積

図６ LBDの Cavity 予測
LBDの立体構造を予測し、その構造に含まれるCavity の箇所および
体積を解析した。立体構造モデル内の充填領域がCavity に相当する。
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は種差が知られている（１３）。TCPOBOPは
マウスの CARのアゴニスト（活性化剤）
で あ る。mCARの Vina scoreは－６．６で
あり、ある程度の親和性があるが、ヒト
の CARの数値は－１．８であるので、本
ドッキングシミュレーションでおいても
妥当な特異性が示されている。図７に、
最も Vina scoreが低かった Daf-12と大
豆に含まれるイソフラボンの一つである
Daizeinとの結合部位の拡大モデルを示
した。Daizenは４’位と６位に水酸基を持
つが、それぞれ Daf-12の Ile 526と Arg
536と結合していることが観察された。

考察
本研究では神奈川県で生産されている果物であるぶどう、梨、柿の機能性について抗酸
化性および高血圧症に関する観点から実験を実施した。酸化ストレスに対しては、DPPＨ
抗酸化性および SOD様活性について、柿が最も高い機能性を持つことが示唆された。本
研究に供した柿は甘柿の富有柿である。柿は黄色い果肉から多くの βカロテンを含んでい
る。日本食品標準成分表２０２０年版によると可食部１００ｇあたりの βカロテン当量は甘柿で
４２０μg、ぶどうでは３９μg、梨では０であった。果物の抗酸化性物質についてはビタミン
やポリフェノール等が関係しているのでぶどうや梨でも、柿の半分から１／３程度の抗酸化
性が認められる。また ACE阻害活性を指標とすると、柿が最も高血圧に対しては効果的
であると考えられる。柿にはポリフェノールの一種であるタンニンを多く含んでいる。タ
ンニンなどのフェノール化合物はタンパク質に非特異的に結合しやすく、その結合したタ

表３ 食品由来化合物との
ドッキングシミュレーション

図７ Daf-12 と Daizein の結合モデル
（左）Daf-12 と Daizein の結合モデル。Daizein を充填モデルで示している。
（右）Daf-12 のアミノ酸残基とDaizein の結合
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ンパク質を不溶化することが知られている（１４）。本研究の実験系において、果実に含まれ
ているポリフェノールが非特異的に ACEに結合して、ACEが不溶化した結果かもしれな
い。またこの酵素とポリフェノールの結合は非特異的でるのであれば、ぶどうや梨で測定
された ACE阻害活性についての特異性についての検討が必要であると考えられる。その
ような目的のためには、抽出液から対象物質を精製し結合定数や阻害定数を求める実験が
必要である。このような in vitroの実験系は、植物がもつ性質を検討する上で重要である
と考える。しかしながら生体内での酸化ストレスや高血圧に対して食品成分がどのような
分子機構で効果を発揮するのかを検討するには不十分である。したがって実際の生体内で
の食品成分の挙動を解析する必要がある。
CARや PXRと相同性をもつ線虫の核内受容体では Daf-12、NHR-8および NHR-48が報
告されている（１５）。図４に示すアミノ酸配列解析の結果から Daf-12が hCARと近いことが
分かった。図５に示すように、AlphaFold 2で予測された DBDの構造は、それぞれ似てい
る構造を持っていることが分かった。ヒトやマウスの CARは DBD内の３８番目のスレオ
ニン残基のリン酸化・脱リン酸化により標的 DNAへの結合が制御されている（７）。しかし
ながら Daf-12では、それに相当するリン酸化サイトはなかった。Daf-12の転写活性の制
御がリン酸化に左右され得るのか明らかにするためには、DNAとの結合を測定するゲル
シフトアッセイや細胞内での局在などの観察が必要であると考えられる。
さらに食品に含まれる化合物が核内受容体のリガンドとなり得るのか検討するため、い
くつかの化合物を用いてドッキングシミュレーションを行った。先に、リガンド分子内の
Cavityの推定を行ったところ、hCAR、mCARおよび Daf-12には表２に示す複数の Cavity
が推察された。これらの核内受容体は、様々な外来化合物に対して反応を示すことから、
複数のリガンド結合サイトを持つことは理にかなっているのかもしれない。赤ワインに含
まれるレズベラトールや緑黄色野菜に含まれる Nicotinamide mononucleotide（NMN）は、長
寿遺伝子として知られているサーチュイン遺伝子を制御し、長寿化に貢献することが知ら
れている（１６）。また大豆に含まれるイソフラボンの一つであるダイゼインは Daf-12と最も
強く結合することが示唆された。大豆イソフラボンにはエストロゲン様作用があり、ホル
モン依存性乳がんの予防に関与すると考えられている（１７）。ホップに含まれビールの苦み
のもととなるイソフムロンは脂肪酸をリガンドとする核内受容体の PPARα（ペルオキシ
ソーム増殖薬活性化受容体）の活性化を介して、血糖値上昇抑制効果とインスリン抵抗性
改善効果があることが報告されている（１８）。ペラルゴニジンとデルフィニジンは赤紫色の
アントシアニン系の色素の一種であり、いくつかの核内受容体を活性化してコレステロー
ル沈着による動脈硬化を防ぐ可能性が示唆されている（１９）。エピガロカテキンはカテキン
誘導体の一種で緑茶や渋柿の苦みの主な成分である。培養細胞を用いたレポーターアッセ
イにおいて、エピガロカテキンは mCARではなく hCARを活性化する報告がある（２０）。今
回、実施したドッキングシミュレーションでは、これらの化合物が核内受容体に結合し得
るモデルを示した。3-Keto-4-Cholestenoic Acid（dafachronic acid）は、コレステロールの C
3と C 26の位置を線虫の Daf-9（哺乳類のチトクローム P 450 CYP 27 Aの Ortholog）の存在
下で酸化することにより合成される。この物質が線虫 Daf-12の内在的なリガンドとなり、
環境および食餌の合図に応答して、休止期、生殖発生、脂肪代謝、および寿命を制御する
ことが報告されている（２１，２２）。
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今後は、線虫を生体モデルとして用いて食品機能成分の解析を進める。線虫の Daf-12
変異体が報告されており、酸化ストレスや熱ストレスに対する daf-12は寿命を伸ばした
り縮めたりする調節する遺伝子であることが明らかとなった（２３）。食品由来の成分が特定
の遺伝子の抑制を通じて老化やストレス応答を調節するメカニズムや、核内受容体により
ある特定の遺伝子が調節を受け寿命の決定におる役割を検討していきたい。さらに近年の
動物実験を減らそうとする観点からも線虫の利用は注目されている（８）。線虫の外来異物受
容体の研究は、化学物質の安全性評価法の開発についても期待できる。
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