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研究成果の概要（和文）：本研究では、梨の成熟果および幼果をそれぞれ破砕して得られた抽出液を用いて出芽
酵母の長寿化効果およびアルコール産生を評価した。梨幼果成分の添加により、出芽酵母の長寿化効果、および
アルコール産生量の増加が認められた。本活性は梨成熟果には認められず、梨幼果に特異な活性であることが認
められた。データベースをもとに探索した梨幼果構成化合物を使用し、寿命延伸効果および遺伝子発現レベルに
ついて解析を行った結果、出芽酵母の経時寿命延伸効果は梨幼果成分に含まれる methyl trans-p-coumarate の
活性が大きく関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the lifespan longevity and alcohol production ability of 
budding yeast using extracts obtained from mature and immature pear fruit, respectively. The 
addition of immature pear fruit components increased the longevity of lifespan and ability of 
alcohol production of budding yeast. This activity was not observed in mature pear extracts and was 
found to be an activity that appeared specifically in immature pears. The results of the estimation 
of lifespan extension and gene expression using the compounds of immature pear components suggested 
that the activity of methyl trans-p-coumarate, a component of immature pear extract, may play a 
important role in the lifespan extending effect against budding yeast.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 酵母　長寿化　発酵生産

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、天然由来成分が発揮する酵母の寿命延伸効果のメカニズムを解明することを目的として、梨幼果に
含まれる寿命延伸成分の作用機序の解明、および長寿酵母によるアルコール発酵生産について出芽酵母をモデル
として評価を試みた。梨幼果成分の添加によって出芽酵母の顕著な長寿化効果が認められ、梨幼果添加による長
寿化細胞ではアルコール産生量の増加が認められた。また、本活性は梨成熟果には認められず、梨幼果に特異的
な活性であることが認められた。本研究により明らかにされた天然由来成分による寿命延伸ならびに発酵生産能
向上は、老化研究の裾野を広げる重要な基礎的知見となり、幅広い研究分野へと波及することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 酵母を利用する発酵生産においては、高品質な生産物を高効率で、かつ経済的に生産すること
を目指し、様々な技術開発がなされてきた。生産性の向上を目指した遺伝子組換えなど、酵母の
改良に関する研究が進められてきたが、発酵生産過程における死細胞や生産能力が低下した細
胞の混在が引き起こす生産物の質的低下という大きな問題には対応しきれておらず、近年、行き
詰まりの様相を呈している。これらの背景の中、発酵生産の現場からは、産業用酵母の死滅や機
能低下を抑制しつつ、発酵生産の長期継続を可能とする新たな技術が求められている。 
 出芽酵母をモデル細胞として、経時寿命（増殖を終えた細胞が引き続き生存し得る期間）を延
伸させる因子を探索する中で、天然物成分の添加によって、経時寿命を大幅に延伸させるという
興味深い事実が見出された。長寿化した酵母が生存し続けるためには一定の代謝が必要である
ことは言うまでもないが、細胞の長寿化に伴って一細胞が死滅するまでに生産する有用物質の
トータル量が増加することは容易に予見できる。これらの発見や予見に基づく研究成果は、発酵
生産技術に革新をもたらすのみならず、老化研究に多大に貢献し得る可能性が期待される。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、天然由来の梨幼果成分が示す出芽酵母の長寿化効果に着目し、寿命延伸メカ
ニズムを解明することである。さらに、長寿化酵母において維持される代謝活性を、発酵生産の
現場における生産性および品質の向上に向けた技術として応用することである。 
 酵母に対する長寿化効果を持つ天然由来成分については、これまでにポリフェノールに関連
する報告があるのみで、その数は極めて少ないことから、新たな長寿化因子を見出し、また、そ
れらが示す寿命延伸メカニズムを解明することは、老化研究の裾野を広げる重要な基礎的知見
となり、幅広い研究分野へと波及することが期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
（１）天然由来成分（梨成熟果・梨幼果）からの有効成分の抽出方法について 
 梨幼果の茎部分を根元まで切断し取り除き、果実の外面を 70% エタノールで拭き取った後、
フードプロセッサーで粉砕した画分 25～30 gに滅菌水（または 70% エタノール）を 10 mL加え
て遠心分離を行った。遠心分離後、上澄み 1 mLを梨幼果水（またはエタノール）抽出液として
実験に用いた。梨の成熟果は表皮を 70% エタノールで拭き、8 等分した梨（皮・種子部も含め
る）をフードプロセッサーで粉砕し得られた画分 25～30 gを遠心分離し、上澄み 1 mLを梨成熟
果抽出液として実験に用いた。ミキサーで粉砕した梨幼果 2.9 kgにアセトン 3 Lを加え混合液
とし、有効成分を抽出させるためオーバーナイトで静置処理により得られた混合液を複数回エ
バポレーター処理し、溶媒留去を繰り返した。さらに、溶媒留去を施したサンプルを凍結乾燥し、
最終的に得られた 6.18 gの粉末を梨幼果アセトン抽出成分とした。 
 
（２）出芽酵母の経時寿命の評価について 
 出芽酵母Saccharomyces cerevisiae W303株をYPD液体培地（1% Yeast extract、2% Bacto-Peptone、
2% D-Glucose）にて前培養（16時間、30℃）した後、D-Glucose濃度を調整した YPD培地（1% 
Yeast extract、2% Bacto-Peptone、5 (or 8%) D-Glucose）にて 30℃で本培養を行った。予備実験の
結果から本培養を開始した日から 4日目の菌体が定常期にあると判断されたため、4日目の生菌
数を 100% とし、以降の生菌数の減少率をコロニーカウント法により計測することによって経
時寿命を評価した。 
 
（３）出芽酵母の遺伝子への影響の解析について 
 出芽酵母 S. cerevisiae W303 株を YPD 液体培地（1% Yeast extract、2% Bacto Peptone、2% D-
Glucose）にて前培養（16時間、30℃）した後、集菌した細胞を新たな YPD液体培地（1% Yeast 
extract、2% Bacto-Peptone、2% D-Glucose）に移し、梨幼果抽出成分の有無の条件下で本培養（4
時間、30℃）を行った。本培養液の細胞濁度（OD600）をもとに菌体数が 5×107 cellsとなるよう
集菌し、RNA抽出キット（RNeasy® Mini Kit(50)、QUIAGEN）を用いて Total RNAを抽出した。
抽出した Total RNA濃度は、分光光度計（UV-1200、SHIMADZU）を用いて OD260を測定するこ
とにより算出した。 
 
（４）発酵生産に係るアルコール産生量の解析について 
 出芽酵母のアルコール産生量は、酵母によるアルコール発酵の過程で生じる炭酸ガスの発生
量をもとに解析した。実験には、出芽酵母 S. cerevisiae BY4741 株を使用した。YPD液体培地（1% 
Yeast extract、2% Bacto-Peptone、2% D-Glucose）にて前培養（16時間、30℃）した後、前培養液



の細胞濁度が OD600 = 0.1 となるように新たな YPD 液体培地に調整し、コントロール処理とし
て 10% IEW、梨幼果処理として 1%、5%、10%となるよう梨幼果水抽出液を添加し、30℃で 10
日間、あるいは、15℃で 30日間の静置培養を行った。24時間ごとに電子天秤で重量測定を行い、
求められた炭酸ガス発生量をもとにアルコールの産生量を推量し解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）出芽酵母の経時寿命に及ぼす梨成熟果および幼果抽出液の影響 
 梨成熟果抽出液の添加は、10％ IEW処理条件下で培養されたコントロール細胞の経時寿命と
比べ、何ら変化を及ぼさなかったが、梨幼果水抽出液を添加した条件下においては、定常期以降
の細胞生存率、すなわち、経時寿命を有意に延長させることがわかった（図１A、B）。出芽酵母
の長寿化を示す梨幼果成分の抽出に用いる溶媒をエタノールに変更し、エタノール抽出により
得られた成分の経時寿命への影響を調べた。その結果、エタノール抽出液を添加した場合におい
ても、コントロールと比べて著しく経時寿命を延長させる効果が認められた（図１C）。さらに、
梨幼果アセトン抽出液を用いて出芽酵母の経時寿命の延伸効果に及ぼす影響を調べた。その結
果、梨幼果アセトン抽出液を添加した培養においても、顕著な経時寿命延長効果が認められた
（図１D）。梨幼果成分においては、水抽出、エタノール抽出、および、アセトン抽出のいずれの
抽出成分も長寿化因子を含んでおり、それらは濃度依存的に経時寿命の延長効果を示すことが
認められた。 

 
（２）梨幼果抽出成分による遺伝子レベルでの影響 
 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction （RT-PCR）試験によって出芽酵母の mRNAの
転写量を分析し、梨抽出成分による遺伝子レベルでの影響を評価した。梨幼果水抽出成分を添加
した条件下では、ヒト長寿遺伝子（SIRT1）の相同遺伝子とされている SIR2、および SIR4 の発
現量に増加傾向が認められたが、エタノール抽出成分を加えたものでは、それら遺伝子における



発現量増加は認められなかった（図２）。梨幼果成分において、水抽出とエタノール抽出液では
酵母の長寿化効果はみられるが、活性本体は水抽出成分とエタノール抽出成分で異なる成分が
関与していることが示された。すなわち、梨の幼果成分における、水抽出成分およびエタノール
抽出成分では、極性が異なる成分が、それぞれに異なる機序によって出芽酵母の経時寿命延長に
関与している可能性が示唆された。 
 
（３）梨幼果抽出成分の添加によるアルコール産生への影響 
 本実験で使用した出芽酵母は 30℃ 付近の生育環境が至適とされており、一方、酒醸造では
15℃ の生育環境で発酵を行うことから、30℃ および 15℃ のそれぞれの環境下での炭酸ガス産
生量を測定し、それらの値よりアルコール産生効率を推量した。30℃条件下において YPD液体
培地で培養した出芽酵母では、10% 梨幼果水抽出液を添加した条件下で、コントロールと比較
して、炭酸ガス発生量の増加に有意な増加が認められた（図３A）。一方、15℃ の環境下におい
ては、コントロールと比較して梨幼果水抽出液を添加した条件下で炭酸ガス発生量が微弱な減
少傾向を示した（図３B）。このことから、出芽酵母に梨幼果抽出液を添加した場合、30℃ 環境
下においては、発酵によるアルコール産生の効率が改善するのに対して、酒醸造環境をモデルと
した 15℃ での発酵では、アルコール産生の効率改善が認められなかった。 

 
 さらに、梨幼果抽出成分によるアルコール産生能への影響について、酵母アルコール発酵の経
路に関与する mRNA の転写量を RT-PCR により測定し、梨幼果抽出成分によるアルコール発酵
関連遺伝子への影響を検討した。本実験では、RIM15、SCH9、ADH5、ADH1の 4種類のプライ
マーを使用した。RIM15 は酵母がアルコール発酵を行う経路でのシグナル伝達因子であり、欠
損することでアルコールの生産量が増加する。SCH9は、RIM15を阻害する遺伝子であり欠損さ
せることでアルコールの生産量が減少する。ADH5、および ADH1は、どちらも酵母のアルコー
ル発酵でアセトアルデヒドをアルコールに還元する際に働くアルコールデヒドロゲナーゼの関
連因子である。これら 4種類の遺伝子発現について調べた結果、コントロールと比較して、mRNA
転写量に差は認められなかった。このことから、本実験で調べた遺伝子に関しては、梨幼果水抽
出液を添加した際の炭酸ガス発生量の増幅効果への関与が認められなかった。 
 
（４）梨幼果含有成分による長寿化効果の検証 
 梨幼果が示す出芽酵母の長寿化効果の活性本体について、データベースをもとに梨幼果含有
成分の探索を行い、methyl trans-p-coumarate、trans-p-coumaric acid、3,5-O-dicaffeoyl quinic acidを
候補成分とした。まず、各成分による mRNA の転写量について調べたところ、methyl trans-p-
coumarate、trans-p-coumaric acidおよび 3,5-O-dicaffeoyl quinic acidのそれぞれを添加した出芽酵
母において、遺伝子 SIR2および SIR4の転写量の増加が認められた（図４）。 



 一方で、これらの候補成分による出芽酵母の経時寿命延長効果を調べたところ、methyl trans-
p-coumarate を添加した酵母では（図５A）、trans-p-coumaric acid、および 3,5-O-dicaffeoyl quinic 
acid を添加した酵母（図５B、C）と比較し、経時寿命を有意に延長させることが判った。以上
の結果から、梨幼果の成分は寿命延長あるいは老化に関連する数種の mRNA の転写活性の亢進
を介して、出芽酵母の経時寿命を延長させる活性、すなわち、長寿化効果を示していることが判
った。また、遺伝子に及ぼす影響、長寿化に及ぼす影響を総合的に評価した結果、梨幼果含有成
分のうち、少なくとも methyl trans-p-coumarateは出芽酵母の長寿化に大きく関与している可能性
が示唆された。 

 
 本研究では、天然由来成分が発揮する酵母の寿命効果のメカニズムを解明することを目的と
して、梨幼果に含まれる寿命延伸成分の作用機序の解明、および長寿酵母によるアルコール発酵
生産について出芽酵母をモデルとして評価を試みた。梨幼果成分の添加によって出芽酵母の顕
著な長寿化効果が認められ、梨幼果成分の添加により長寿化した細胞ではアルコール産生量の
増加が認められた。また、本活性は梨成熟果成分には認められず、梨幼果に特異的な活性である
ことが認められた。本研究により明らかにされた天然由来成分による寿命延伸ならびに発酵生
産能向上は、酵母を用いた発酵生産技術への応用のみならず、老化研究の裾野を広げる重要な基
礎的知見となり、幅広い研究分野へと波及することが期待できる。 
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