
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３４０１

若手研究(B)

2016～2014

マガキから見出された細菌特有の適合物質エクトインの蓄積機構と生理的意義の解明

Analysis of the storage mechanisms and the physiological roles of ectoine in the
 Pacific oyster

７０４１０９６７研究者番号：

細井　公富（HOSOI, Masatomi）

福井県立大学・海洋生物資源学部・准教授

研究期間：

２６８５０１３４

平成 年 月 日現在２９   ６ ２２

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：LC-MS/MSによるエクトインの分析法を確立し、本法によりマガキがエクトインを蓄積
していることが明らかとなった。また、マガキには、細菌類には見られないエクトインの構造類縁体が複数存在
していることが示された。細菌類の既知生合成酵素遺伝子がマガキから検出されなかったことから、マガキには
未知のエクトイン生合成経路が存在する可能性がある。さらに、様々な海洋無脊椎動物がエクトイン類縁体を蓄
積していることが明らかとなった。これらの組織蓄積量は適合物質として有意な濃度であることから、様々な海
洋無脊椎動物において、エクトイン類縁体が浸透圧をはじめとしたストレス適応のために利用されていることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The accumulaton of ectoine in the Pacific oyster was confirmed by LC-MS/MS 
analysis. Some kinds of novel ectoine analogues were detected In the oyster. The homologous genes of
 the enzymes related to ectoine synthesis in bacteria were not detected by the degenerated RT-PCR on
 the oyster RNA, and by the homology search on the oyster genome, indicating that oyster might 
possess the unknown synthetic  pathway of ectoine, or take ectoine and it analogues directly. The 
ectoine analogues identified from the oyster were also accumulated in various marine invertebrates 
in the range from approximately 100 to 1000 ng/g tissue, in which the ectoine analogues were 
probably effective as compatible solute. 

研究分野： 海洋生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 エクトインは、1985 年に好塩性細菌である
Ectothiorhodospira halochlorisから同定さ
れた２つの窒素を含む六員複素環式化合物
である。現在では様々な好塩性細菌が生合
成・蓄積することが明らかとなっており、高
い親水性と保水性およびそれらに起因する
細胞内分子構造の維持機能から、これらの細
菌が高塩分・高温・乾燥などの各種ストレス
に適応するために適合物質として利用する
と考えられている。また、エクトインのこの
ような機能性を利用し、スキンケア製品や日
焼け止め製品に産業利用されている。さらに、
試験研究レベルでは、消化管や呼吸器におい
て抗炎症効果があることが知られているほ
か、酵素などタンパク質性分子の安定化剤と
して利用されている。 
 本 研 究 の 対 象 生 物 で あ る マ ガ キ
Crassostrea gigas は、水温や塩分変化の激
しい環境に固着して生息することから、高い
環境適応能を持つことが知られている。さら
に、世界的に重要な水産資源種であることか
ら、水産学および海洋動物学的観点から、そ
の環境適応機構についてこれまで多くの研
究がなされてきた。なかでも、浸透圧（塩分）
適応に関しては、特に多くの研究がなされ、
外部浸透圧環境に順応するための適合物質
（オスモライト）として、タウリンをはじめ
とした数種の遊離アミノ酸を利用すること
が知られている。これまでに研究代表者は、
タウリンをはじめとしたオスモライトの蓄
積機構についての研究を行ってきており、マ
ガキの高浸透圧ストレス応答機構解明の一
環として、キャピラリー電気泳動—質量分析
（CE-MS）による低分子代謝物の一斉解析（メ
タボローム解析）を行い、マガキ組織からエ
クトインと推定されるピークを検出した。こ
れは、エクトインが細菌以外の生物にも利用
されていることを示唆する最初の結果であ
る。 
 
 
２．研究の目的 
 
 前述の通り、真核生物では初めて、マガキ
がエクトインを蓄積している可能性が示唆
されたことから、マガキにおけるエクトイン
蓄積の確認とその生理的意義の検証を行う
ために、以下に挙げる項目について解析を行
った。 
 
(1) エクトインの分析法の確立とマガキに
おける蓄積の検証 
 
 CE-MS で検出されたエクトイン候補ピーク
が本当にエクトインであるのか確認するた
め、より高精度な分析（液体クロマトグラフ
ィー—タンデム質量分析：LC-MS/MS）による
エクトイン分析・定量法の確立を行った。 

 
(2) マガキが蓄積するエクトインの起源に
ついての検討 
 
 マガキに蓄積したエクトインの由来につ
いての情報を得るために、エクトイン生合成
遺伝子のクローニングおよびアフィニティ
ークロマトグラフィーによるエクトイン結
合性タンパク質の探索を行った。 
 
(3) 海洋無脊椎動物および藻類におけるエ
クトイン類縁体の蓄積 
 
 マガキ以外の海洋生物がエクトインを蓄
積しているかどうか検証するために、種々の
海洋動物および藻類を対象にエクトイン蓄
積の有無とその蓄積量の定量を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)マガキ組織を 80％エタノール中でホモジ
ナイズすることによりエクトインを含む抽
出 液 を 得 た 。 得 ら れ た 抽 出 液 を
LC-MS/MS(API2000)に供し、選択イオンモニ
タリング（Selected ion monitoring, SIM）
およびMS/MSスペクトルによる同定を行うと
ともに、選択反応モニタリング(Selected 
reaction monitoring, SRM)により定量を行
った。さらに、本分析の過程で新規に見出さ
れたエクトインの構造類縁体についても、同
様に解析を行った。 
 
(2)細菌類のエクトイン合成関連酵素遺伝子
の配列に基づいた縮重 RT−PCR 法により、マ
ガキ組織由来RNAからエクトイン合成酵素遺
伝子のクローニングを試みた。また、エクト
インを固定化したアガロースビーズを用い
て、マガキから抽出したタンパク質に対して
アフィニティークロマトグラフィーを行い、
エクトイン結合性タンパク質の探索を行っ
た。 
 
(3)本研究の過程で、マガキ以外の海洋無脊
椎動物および藻類においてもエクトインの
蓄積が確認されたため、種々の生物を対象に
上述(1)で確立した分析法を用いてエクトイ
ン蓄積量の定量を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)エクトインの分析法の確立とマガキにお
ける蓄積の検証 
 
①主な成果 
 研究開始当初、LC-MS/MS によるエクトイン
分析法の報告はなかったため、まず、クロマ
トグラフィーの分離条件、イオン化および質
量分析の条件を検討し、分析法の確立を行っ



た。分析対象は、エクトインおよびその水酸
化物であるヒドロキシエクトインである。ヒ
ドロキシエクトインは、エクトインと同様に
細菌類が蓄積する適合物質であり、その生理
的機能はエクトインとほとんど同じである
と考えられている。 
 分析条件を検討した結果、エクトインおよ
びヒドロキシエクトインの同定および定量
分析が以下の分離条件を用いて可能となっ
た（分離カラム：Intrada Amino Acid(100 x 
3 mm id.,3μm)、溶離液：（アセトニトリル：
ギ酸＝1000：1）:100mM ギ酸アンモニウム
=80：20、流速：0.2ml/min、カラム温度：35℃）。
次に、上記分離条件のもとで SIM を行い、マ
ガキ抽出物からエクトイン（m/z=143）およ
びヒドロキシエクトイン（m/z=159）標品の
保持時間と一致するピークを検出すること
ができた。さらに、同ピークの MS/MS スペク
トルは、標品のものとほぼ同一であることが
確認されたことから、これらのピークをそれ
ぞれエクトインおよびヒドロキシエクトイ
ンと同定した。つまり、マガキがエクトイン
とヒドロキシエクトインを蓄積することを
高精度に確認することができた。 
 また、m/z=143 および m/z=159 の SIM 分析
の過程で、エクトイン、ヒドロキシエクトイ
ン標品と保持時間が一致するピークの他に、
ともに複数のピークが検出された。どちらの
分析においても、エクトインおよびヒドロキ
シエクトインの標品ピークの近傍に複数の
ピークが現れたため、それらの MS/MS スペク
トルを確認した。その結果、それぞれ２つの
ピークは、その MS/MS スペクトルが標品のも
のと類似性が高かった（複数の主要なプロダ
クトイオンが共通して確認された）ことから、
これらをエクトインおよびヒドロキシエク
トインの構造類縁体であると判断した。 
 さらに、細菌代謝物由来の試料ではこの類
縁体は検出されなかったことから、これらの
化合物はマガキに特有の新規化合物である
と考えられた。また、これらをふくめたエク
トイン類縁体は、分析したマガキ組織（外套
膜、鰓、閉殻筋、肝膵臓・消化管を含む体幹
部組織）の全てで検出された。 
 
②成果の位置付けと今後の展望 
 LC-MS/MS によるエクトインおよびヒドロ
キシエクトインの分析法を確立し、本法によ
りマガキにおけるエクトインおよびヒドロ
キシエクトインの蓄積を初めて明らかにし
た。さらに、マガキに特有の構造類縁体の存
在が示唆された。このことは、マガキが細菌
とは異なる独自の生合成経路を持つ可能性
を示唆している。新規に見出された類縁体の
構造解析を進め、これらの生理機能について
も研究を進める必要がある。 
 
 
(2)マガキが蓄積するエクトインの起源 
 

①主な成果 
 細菌が持つ複数のエクトイン生合成酵素
遺伝子の配列に基づいた縮重RT-PCRにより、
酵素遺伝子のクローニングを試みた。しかし
ながら、有意な相同性を持つ遺伝子断片を得
ることはできなかった。この結果は、エクト
インを生合成する細菌がマガキ組織内に存
在しないことを示唆する。さらに、公開され
ているマガキゲノムのドラフトシークエン
スに対して、エクトイン生合成酵素の相同性
検索を行ったが、これまでに、有意な類似性
を示す遺伝子を見出すことはできていない。
これらの結果から、マガキが蓄積するエクト
インは、摂餌などにより外部から直接摂取・
蓄積されている、あるいは、細菌とは異なる
生合成経路によってマガキ自身が生合成を
行っている可能性が考えられる。前述した通
り、マガキには細菌には見られない類縁体が
複数存在することを考慮すると、マガキ自身
が生合成している可能性が高いと現時点で
は考えている。 
 さらに、アフィニティークロマトグラフィ
ーによるエクトイン結合性タンパク質の探
索により、エクトイン固定化ビーズに結合す
るタンパク質のバンドが SDS-PAGE 上で複数
検出された。これらは、マガキにおけるエク
トインの生合成・代謝や輸送などに関与する
タンパク質である可能性がある。 
 
②成果の位置付けと今後の展望 
 既知の生合成酵素に類似する遺伝子が検
出されなかったことから、マガキが蓄積する
エクトインは、少なくともマガキ組織内で細
菌が合成したものではなく、外部からの直接
摂取したものか、あるいはマガキ自身が細菌
とは異なる経路で生合成している可能性が
示唆された。構造類縁体の存在とエクトイン
結合性タンパク質の存在は、マガキにおける
未知のエクトイン生合成経路の存在を示唆
している。現在、検出された結合タンパク質
の構造解析を進めており、この仮説の検証を
行っていく。 
 
 
(3)海洋無脊椎動物および藻類におけるエク
トイン類縁体の蓄積 
 
①主な成果 
 マガキ以外の無脊椎動物（軟体動物：ヒザ
ラガイ類・腹足類・二枚貝類・頭足類、節足
動物、棘皮動物、脊索動物）、藻類（褐藻、
紅藻、緑藻）および脊椎動物（魚類）につい
て、エクトイン類縁体の蓄積を検証した。そ
の結果、分析したすべての海洋無脊椎動物に
おいて、エクトイン・ヒドロキシエクトイン
およびマガキで見つかったそれらの類縁体
の蓄積が確認された。分析した種の中でもっ
とも高い蓄積量を示したのはマガキで、エク
トイン類縁体の総蓄積量は約 1000ng/g 組織
であった。また、もっとも蓄積量の小さかっ



たヒザラガイでは約 100ng/g 組織であった。 
 植物培養細胞を用いた既報論文では、
70ng/g 以上のエクトイン蓄積により塩分ス
トレスに対する耐性が増大することが報告
されている。このことから、海洋無脊椎動物
においても塩分等のストレスへの適応にお
いてエクトイン類縁体が有意な生理的役割
を担う可能性が示唆された。一方、魚類では
エクトイン類は痕跡程度しか検出されず、海
藻類および淡水性二枚貝類においても、その
蓄積量はごくわずかであった。また、海洋無
脊椎動物に蓄積する類縁体の組成は種によ
って様々であり、分類群による傾向を見出す
ことはできなかった。 
 
②成果の位置付けと今後の展望 
 様々な海洋無脊椎動物においてエクトイ
ン類縁体の蓄積が確認されたことから、これ
らの生物で広くエクトイン類縁体を適合物
質として利用されていることが明らかとな
った。淡水性の貝類ではごく僅かしか検出さ
れなかったことも、エクトイン類縁体の適合
物質としての利用を裏付けている。今後、類
縁体の構造を明らかにし、より多くの種の蓄
積プロファイルを明らかにすることで、海洋
無脊椎動物におけるエクトイン類縁体の利
用について体系的な解明を進める。 
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