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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

の単純化で層数を減らす厚層舗設工法および従来工法による舗設試験を実施し3 両工法に要求される

基本的な施工性と品質を比較検討した.その結果3 厚層舗設工法では，従来工法と同程度の水密性3

力学的性状，凍結融解に対する耐久性，斜面の安定性(耐震性)，およびジョイント部での一体性が確

保されることがわかった.

次に3 厚層舗設によるアスフアノレト表面遮水壁のジョインド施工法の合理化と確立に向けて検証試

験を行い3 厚層舗設工法を大規模な小丸川発電所上部調整池における底面部の施工に国内で、初めて適

用し3 得られた一連の品質および出来形についての施工実績を取りまとめた.厚層舗設による底面部

遮水層の施工実績(品質・出来形)および試験湛水結果から 3 通年で施工した底面部遮水層の品質(水

密性・変形追従性)と出来形精度(設計層厚)は所定の水準を満たすことが明らかになった.

さらに，低温下に置かれたアスフアノレト材料では3 温度応力に起因する低温ひび割れが発生する可

能性があることから 3 粘弾性モデルによる温度応力解析の適用について検討した.その結果，アスフ

アノレト混合物の性質が変化する転移点温度の高温側と低温側で粘弾性モデルや材料定数を変更させる

ことで3 アスフアルト混合物の粘弾性領域から弾性領域におけるひずみを再現することが可能である

ことがわかった.このことは3 本解析法が3 実構造物における温度応力による低温ひび割れの発生を

評価する手法として有効であることを示している.

フィノレダムや貯水池などの水利構造物におけるアスフアノレト表面遮水壁の建設には3 従来，多層舗

設工法(以下3 従来工法)が適用されてきた。しかし，極低温地では施工日数が限られているので，

限定された工期内で，従来工法により表面遮水壁を建設することは極めてむずかしい。本論文では，

このような課題を解決するために厚層舗設工法が有用であることを，舗設試験およびその成果の現場

への適用事例をもとに実証している。

まず3 両工法による舗設試験をもとに3 遮水壁の品質と施工性における厚層舗設工法の優位性を示

している。すなわちa 本工法は3 従来工法と同程度かそれ以上の水密性，力学性3 凍結融解に対する

耐久性，斜面の耐震性3 およびジョイント部の一体性を保証するとともに3 ブリスタリング(アスフ

アルト遮水層表面の局部的膨張)を抑制し3 舗装回数と層厚の低減により工期短縮とコスト削減を図

るという利点を有する。

つぎに3 厚層舗設によるジョイント部施工法の確立に向けて検証試験を行い3 その成果を高標高に

位置する小丸川発電所上部調整池の3 冬季における底面部施工に適用し，遮水層の品質と出来形につ

いての施工実績を取りまとめている。これらの実績と試験湛水の結果から 3 通年施工した遮水層の品

質としての水密性と変形追従性3 および設計層厚としての出来形は3 所定の水準を満たすことを明ら

かにしている。

さらに3 低温下で発生するアスフアノレト材料のひび割れを評価するために温度応力解析を行い3 材

料の変形に対する粘弾性モデルの適用性3および実構造物に対する本解析の有用性について検討した。

その結果3 材料が粘弾性から枠性に変化する転移点温度より高温側と低温側で，適切な材料定数を採

用すれば3 本モデルにより変形挙動の予測が可能なこと 2 また本解析法は，厚層舗設の実構造物に見

られる低温ひび割れの評価手法として有用で、あることを示している.

以上要するに本論文は，極低温下でのアスフアノレト表面遮水壁建設における厚層舗設工法の有用性

を実証したものであり 3 土環境学の発展に寄与する価値ある業績である。よって3本研究者ほ博士(農

学)の学位を得る資格を有するものと認める。
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SILKWORM（カイコにおけるファンコニ貧血経路に依存したDNA修復経路の解析）
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は、有精動物ではDNA二本鎖聞の架橋損傷に対する修復経路として、主要な修復樹拝と考えられている

ファンコニ経路について、カイコにおける間経路を究明し、比1納税斤を行ったものである。

まず、 DNA相同組換え修復に依存した架橋損傷彦復を測定するために、プラスミドに奇噺オリゴヌクレオチド

を挿入し、カイコ培害訴剛包が二本鎖架橋を認識し、相同組換えで修復反応を行うアッセイ系を構築した。同系を用

いて検討した結果、カイコ細胞内にも、二本鎖間架橋を認識し、除去する機構が備わっていることが認められた。

ファンコニ経路に関わるとされるタンパク質の保有様式は、生物種間で非常に多彩であるが、カイコにおいては、

桝信動物で同定されている 13種のタンパク質の内、 6種し州呆存されておらず、ファンコニ経路において最も重

要な反応(現象)のーっとされる FancD2のモノユピキチン化を丹帥某する FAコア複合体の構成因子の大部分を欠

いていることを明らかにした。この事実より、カイコではFancD2のモノユピキチン化とし1う現象が保存されてい

ない可能性が示唆された。そこで実際に、タンパク質レベノレで、FancD2の発明品拭を検出し、DNA架橋剤依存的lこ、

カイコFancD2のモノユピキチン化が起こることを示した。さらに、クロマチン分画のみにモノユピキチン化FancD2

が検出されることから、このユピキチン化が FancD2のクロマチンにおける安定化に重要で、あることを指摘してい

る。次に、FancD2がDNAの弘司喬修復に関与しているかを明らかにするために、FancD2のノックダウン細胞がDNA

架橋剤に対して感受性を示すかどうかを検討した。その結果、 FancD2ノックダウン車問包は、通常の細胞に比べ、

DNA架橋剤の濃度依存的に生存率が低下することが明らかlこなったo さらに、ユピキチン結合リジンを欠いた

FancD2ミュータントを過乗時苦現している細胞では、野生型の FancD2を過剰発現している細胞と比較して、 DNA

架橋剤に対して感受性を呈することを明らかにした。この結果は、 FancD2のモノユピキチン化がDNAの架橋修復

に必要な現象であることを示しτいる。以上を要すると、カイコはFAコア複合体の構成因子の大部分を欠いてい
るにも関わらず、ファンコニ経路の根幹を肪すFancD2のモノユピキチン化という現象を保存しており、この修飾

がDNA斉明喬損傷修復に必要であるというということを明らかにした。

続いて、 FancD2以外のフアンコニ因子で、ある FancI、 FancL、FancMタンパク質の機制勃庁を行った。脊推動物

で、はFancIはFancD2とダイマーを形成し機能していると考えられており、ファンコニ経路の進行を調整する機能が

あるとされるが、詳細なメカニズムは明らかにされていない。 FancD2と同様の系を用いて角軌庁した結果、 FancIを

ノックダウンした細胞ではDNA架橋剤に応答したFancD2のそノユピキチン化が検出されず、 DNA架橋斉憾受性

を呈した。このことは、 FancIがFancD2と同一経路で機能していることを示唆している。さらに、カイコ培養細胞

を用いてツーハイブリッドアッセイを行ったところ、FancD2とFancIは相互作用していることが確認された。また、

この相互作用には、モノユピキチン化は必須で、はなかった。次いで、 FancLの角軌斤を行った。 FancLはヒトにおい

ては臥コア複合体の回サブユニットであるファンコニ因子で¥FancD2のモノユピキチン化を直接触媒するタン

パク質である。 FancIと同様に、 FancLノックダウン細胞を用いて角軌斤した結果、ノックダウンにより DNA架橋剤

に依存したモノユピキチン化が抑制され、ノックダウン車問包のDNA架橋剤に対する感受性も増した。故に、この

タンパク質がファンコニ経路に関与していると結論している。最後に、 FAコア複合体をクロマチンに繋ぎ止める

ためのアンカータンパク質で、ある、 FancMについて角軌庁し，た。 FancMはヒトにおいて、ファンコニ経路以外で、も役

割を担っていることが示されており、エンドヌクレアーゼとして知られているXpfファミリーに分類される。しか

し、Xpfファミリータンパク質で非常に重要である、ERCC4ドメインがカイコ FancMには保存されておらず、FancM

のパートナータンパク質も保存されていない。カイコFancMを日巴H、MM1、b仏位、 b仏13の四つのフラグメント

に分けて角軌庁した結果、HeliフラグメントはFancMタンパク質の不安定化を引き起こす領域であることを示唆する

データを得た。また、 h仏11フラグメントはクロマチン結合タンパク質との相互作用ドメインを含んでいること、

111位フラグメントはリン酸化を受け、クロマチン上での安定化に寄与していることを推定した。次に、カイコ培

養細胞を用いて、ツーハイブリッドアッセイを行ったと
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氏名・（本籍・国籍） 山　下　　　隼（熊本県）
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論 文 内 容 の 要 旨
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

部は複合体を形成したまま付随する事など、これまで昆虫で、は未解明で、あったコシャペロンの動態を、

本研究によって初めて明らかとした。また新たに BmFtz-Flが Hsp90のクライアントであることも

発見した。

以上より、カイコにおける Hsp90シャベロンサイクノレの構成は、 H甫乳類とは異なり、少ないメンバ

ーで構成されていると考えられた。それらはカイコのホノレモン受容体の高次構造の安定化や転写の活性

化に寄与していると推測され、変態ホノレモン受容体の活性化経路において、正に制御していることが明

らかとなった。

本論文は、熱ストレス等によって発現が誘導される複数の Heatsh∞kprotein伺sp)の内、細胞において恒常的に
発現し、転写活性化因子やキナーゼの活性化を制御している Hsp90の補助因子(コシャペロン)のホモログをカイ

コで初めて単離・同定し、これらがホルそン受容体への直接的、及び間接的な相互作用を介して、その転明舌性化

機構にどのような影響を及ぼすのか、培養細胞を用いた実験系において究明したものである。

まず、カイコのゲノムおよび cDNAライブラリーの塩基配列情報を基に、カイコHsp卯コシャベロンホモログ

を探索し、候補遺伝子を同定した。その内、 BmCYPA遺伝子については、 BmHsp卯との相互作用解析の結果よりコ

シャペロンホモログではないと判断した。その結果、噛親類の代表的な Hsp90コシャペロンは Cdc37、Fkbp51、

52、匂φ40、Hop、p23の6分子であるのに対して、カイコでは Cdc37、Fkbp59、Hop、pおの4分子であること、

また、これらがカイコ培養細胞内で匝p90と直接結合していることを明示した。キイロショウジョウパエで、は、

これらに加え匂戸0も保存されており、同じ昆虫においても、Hsp90シャベロンサイクノレは、異なる因子から構

成されることが推測された。この結果は、 BmHsp卯コシャペロンのうち、 Bm政bp59の機能が噛手l顔とは異なる可

能性を示唆しており、カイコHsp90シャベロンサイクノレが晴手l類のHsp卯シャベロンサイクノレとは異なる機構で

制御されていることを示唆している。また、このタンパク質のフォーノlゲイング欄帯は、カイコを用いた紺換えタ

ンパク質発現系への応用が期待され、産業的にも価値の高い発見である。

次に、ホルモンレセプター BmEcR、BmUSPl、2、BmF!z-F1を単離し、細胞内局干主解1;斤を行った。 BmEcR、

BmUSPlは細胞質に局在しているが、エクジステロイドのアゴニスト MurAによって活性化し、核移行すること、

また BmF包-Flがホルモンの刺漣措紡ミら主に核に局在していることを示した。次いで、シャベロシ信手との相互作用

角軌斤を行い、 Bm出p卯と BmFkbp59のみが BmEcRおよび BmF包F1と直接結合することを明らかにした。シ

ョウジョウパエでは、 DmEcRとDmHsp卯が結合することは示されていたが、 BmHsp卯が BmEcRと直接結合

すること、また昆虫で初めて BmFkbp59が BmEcRと直接結合することを明らかにした。さらに Bm出p卯と

BmFkbp59が BmF包ーF1と結合することを明らかとし、 F包.-Flが出p卯のターゲットであることを初めて明示し

た。

次いで、局在の異なる 3種のタンパク質、 BmHsp如、 BmFkbp59、BmF包.-F1について、その相互作用を詳細に解

析したところ、 Bm出p卯と BmFk:bp59が、細胞質において BmF包-F1と給合し、複合体として核に移行している

ことを明らかとした。また、ロ甫字以賓の細胞においてHsp90阻害剤として使用されるゲノレダナマイシンをカイコ培養

細胞に適用したところ、 Bm出p90の機能阻害にも有効であることを明らかにした。この阻害剤を投与すると、

BmEcRの細胞内発現レベルが低下することが明らかとなり、 BmEcRの細胞内での安定化に BmHsp卯が寄与し

ていることが推測された。最後に、ショウジョウパエで既に確立しているEcRの転割舌性を角勃庁する培養細胞を

用いたレポーターアッセイ系が、カイコ培養細胞でも利用できることを明らかとし、このアッセイ系を用いて

Bm出p卯とそのコシャベロンが BmEcRの転割舌性を正に制御することを見出した。

これらの結果は、カイコが晴親類と異なる Hsp卯シャペロンサイクノレを保持していること、このタンパク質フ

ォールヂィング機構がカイコ変態ホルモン受容体を制御することを示唆したものであり、これまで、オミ解明であった

カイコHsp90シャベロンサイクノレの標的とその機能についての新知見を明らかにしたものである。

以上要するに、本論文はカイコHsp卯並びにそのコシャベロンの同定、及び、それらの標的であるホノレモン受
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むら やま　え    み
氏名・（本籍・国籍） 村　山　絵　美（長崎県）
学 位 の 種 類 博士（農　学）
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学 位 授 与 の 日 付 平成２３年３月２４日
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学 位 論 文 題 目 Molecular architecture of mammalian sperm flagella（哺乳類精子鞭毛における分子アー

キテクチャーの研究）
論 文 調 査 委 員 （主査）　教　授　　飯　田　　　弘
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論 文 内 容 の 要 旨
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

gcl-2BP1を単離した。 gcl-2BPlはORF全長が 651baseで、 216アミノ酸、分子量25kDaのタンパク質をコ

ードしており、 UPFドメインを持っている。週齢別RT-PCR解析の結果、精巣で3週齢から発現していた。抗

gcl・2BP1抗体を作成し、ウエスタンプロット解析および、免疫染色を行ったところ、 gcl-2BPlは精子鞭毛の中

片にその存在が確認された。

以上の結果から、 gcl-2，Tektin5および gc1-2BPlは晴乳類精子鞭毛の分子骨格として機能しており、

精子鞭毛の構造の安定化にはたらいていることが示唆された。

本論文は、日甫乳類ラット精子の軸糸周辺構造体を構成する 3つの新たな分子、gcl-2、Tektin5、

および gcl-2と相互作用する分子 gcl-2BP1を同定し、その精子内局在解析を行ったものであ

る。

「円形精子細胞に特異的に発現する遺伝子群JESTデータベースにある 215個の遺伝子断片

から臓器別・週齢別 RT-PCR解析等を用いて、 4週齢から精巣特異的に発現している遺伝子とし

て gcl-2を同定した。 gcl-2に対する抗ペプチド抗体を作成し、ウエスタンプロット解析およ

び免疫染色を行ったところ、 gcl-2は精細管内腔側に位置する伸長精子細胞の細胞質と精子鞭

毛の中片にその存在が確認された。また、免疫電子顕微鏡観察によって、 gcl-2は精子鞭毛中

片の外側粗大線維皮質部に局在していることが明らかになった。さらに、 gcl-2をbaitとして

酵母ツーハイブリッドスクリーニングを行い、相互作用する新奇分子 gc1-2BP1を単離した。

gcl-2BPl遺伝子は 216アミノ酸、分子量 25kDaのタンパク質をコードしており、精巣では 3週

齢から発現していた。抗 gc1-2BP1ペプチド抗体を作成し、ウエスタンプロット解析および免疫

染色を行ったところ、 gc1-2BP1は精子鞭毛の中片にその存在が確認された。また、 Tektinl-----3

を用いた BLASTサーチによって、データベース上で新奇遺伝子 Tektin5を見いだした。ノザン

プロット解析、臓器別・週齢別 RT-PCR解析の結果、 Tektin5は 5週齢から精巣特異的に発現す

ることが判明した。抗 Tektin5ペプチド抗体を作成し精子の免疫染色を行った結果、 Tektin5

は精子鞭毛の中片に局在していることが確認された。さらに、ウエスタンプロットおよび免疫

電子顕微鏡観察によって、 Tektin5は精子鞭毛中片のミトコンドリア鞘内側部に局在している

ことが明らかになった。以上の結果から、 gcl-2、 gcl-2BP1および Tektin5は晴乳類精子鞭毛

の分子骨格として、精子鞭毛構造の安定化に働いていることが示唆された。

以上要するに、本論文は噛乳類精子鞭毛の新たな構成分子 gcl-2、gc1-2BP1、および Tektin5

を同定し、それらの精子における分子局在を明らかにしたものであり、動物学および動物発

生学の発展に寄与する価値ある業績と認める。よって、本研究者は博士(農学)の学位を得

る資格を有すると認める。
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な害主として利用しているという現象は、この羽化後の摂食経験に伴う寄主選好性の可塑性によっ

て説明できる。また、本種がココヤシの希少な新天地に侵入した場合ココヤシ以外の新たな害主を

利用し定着するようになる可能性を示唆するものである。

今後の本種の分布拡大の可能性を検討するため、低温耐性を調査した結果、全ての発育ステージ

で、 QOCでは 5日、 5
0

Cでは 8日、 1Q
O
Cでは 19日で 95%の個体が死亡し、本種の低温耐性は極めて

低いことが明らかになった。この結果から、本種は、奄美大島以南でのみ越冬が可能であり、今後

奄美大島よりも北へ分布を拡大する可能性は極めて小さいと考えられた。

キムネクロナガハムシは、インドネシア、パプアニューギニアが原産地と考えられるが、太平洋

諸島、オーストラリア、東南アジア、日本に侵入し、ココヤシや他のヤシ科植物に大きな被害を出

している重要害虫である。侵入害虫は水際での阻止が重要課題であるが、本種の生態はほとんどわ

かっておらず、本種の侵入を防ぐ効率的な手段は開発されていない。本研究では、キムネクロナガ

ハムシの日本における侵入、定着、分布拡大の過程を明らかにするため、本種の現在の分布と分子

系統解析、生活史特性の解明を試みた。

まず、日本における本種の分布を明らかにするために、八重山諸島、沖縄本島、与論島及び沖永

良部島で発生調査を行い、これまでに発生が確認されている八重山諸島や沖縄本島に加え、与論島

と沖永良部島でも本種が生息すること、八重山諸島ではヤエヤマヤシを、沖永良部島で、はマニラヤ

シを主な寄主としていることを初めて明らかにした。次に、日本及び他のアジア、オセアニア地域

から採集した個体のミトコンドリア DNAチトクロームオキシダーゼ Iの 1044bpの塩基毘列を決定

し、比較した結果、本種は 2つの系統、パプアニューギニア、オーストラリア、サモア、インドネ

シアのスンパ島に分布する系統とスンパ島を除くインドネシアから東南アジア、日本を含むその他

の地域に分布する系統の存在を明らかにした。また、我が固に侵入したのはインドネシアを起源と

する系統であると推定した。さらに、ヤエヤマヤシを寄主とした本種の生活史特性を調べた結果、

ヤエヤマヤシはココヤシより寄主としての質が劣ることや、本種成虫は生得的にココヤシを好むが、

ヤエヤマヤシ摂食後はヤエヤマヤシを好むようになることを解明した。また、本種の低温耐性は極

めて低く、奄美大島以北へ分布を拡大する可能性が極めて小さいことを明らかにした。

以上要するに、本研究は今ムネクロナガハムシに 2系統が存在することを発見するとともに原産

地からの分布拡大経路と日本における本種の生態を明らかにしたものであり、昆虫学ならびに生態

学の発展に寄与する価値ある業績と認められる。よって、本研究者は博士(農学)の学位を得る資

格があるものと認める。
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カを e河内晩柑'で 45個シシユズ 3 で28個決定した.

以上の結果から，無核カンキツ育種において重要な基礎情報である S対立遺伝子変異と S対立遺伝子

頻度，主要品種における S遺伝子型，一部品種の自家不和合性雑種を識別する RAPDマ}カが明らかとな

った.

ほとんどのカンキツは配偶体型自家不和合性を有し，花粉が種子親と同じ不和合対立遺伝子を持

っていると花粉発芽後の伸長が花柱で阻害され，受精できない.したがって，自家不和合性品種が

結実するためには異なる対立遺伝子を持つ受粉樹が必要である.一方，単為結果性を持つ自家不和

合性品種では，受粉樹がなくても商品価値の高い無核果が生産できる.しかし，不和合性遺伝子 (S)

やS遺伝子型については決定されておらず，自家不和合性を利用した無核品種の育種が進んでいな

い.本研究は，多数のカンキツ品種を用いた交配試験によりカンキツの S遺伝子型を明らかにする

とともに，自家不和合性を支配する遺伝子の探索を目的として行ったものである.

まず，自家不和合性品種 (SaSbと仮定)である ζ晩白柚1cハッサク九 ε平戸ブンタン¥εクレメン

テイン'などの自家交配実生群 (SaS，α，SaSbまたはSbSb)を自家不和合反応が見られない若い奮を用い

た受粉により育成した.それらにそれぞれの親品種を授粉し，花柱における花粉管伸長の観察から

S遺伝子型がホモ (SoSα または S~b ;伸長促進)であるかヘテロ (SaSb;伸長阻害)であるかを決定

した.

次に 2種類のホモ実生聞の授粉 (SoSaXSaSaまたは SbSbX SaSα)を行って同様に花粉管伸長を調

査し S対立遺伝子をホモに持つ 2つの自家交配実生群の遺伝子型(SoSaとSbSb)を決定した.との

ときの各自家交配実生群におけるホモ(SaSa と S~b) :ヘテロ(SaSb)の分離比が 1 1であったことか

ら自家不和合性はー遺伝子支配であることを明らかにした.さらに，S遺伝子型をめんと定義した‘晩

白柚'の自家交配により得られた2種類のホモの 81実生群 (S1S1とS2S2) を，約 80の自家不和合性

品種・個体および半自家不和合性品種にそれぞれ授粉した.半自家和合品種では自家和合対立遺伝

子斗を一つ持つために斗を持つ花粉(全花粉の半分)は自家和合となる.これらの花柱における花

粉管伸長を調査した結果， 30%があ対立遺伝子を持ち， 21%がん対立遺伝子を持つこと，んとお

の対立遺伝子頻度はそれぞれ 16.1%と11.3%であることを明らかにした.S1とS2の対立遺伝子頻度

は他の S対立遺伝子頻度(数%)と比べてかなり高く， S1とんの対立遺伝子は始原的な対立遺伝子

と推察された.

同様にして，一部を除くめから Sl1までの対立遺伝子を順番に決定した.この結果， S遺伝子型

を決定できた代表的なカンキツ品種は£晩白柚'(S1S2)，ι土佐ブンタン，(S1S3) ，‘ハッサク，(S4S5) ，‘平戸

ブンタン'(S，s10)，εクレメンティン'(S3S11)，ウンシュウミカン(SjS4)，‘ナツダイダイ，(SjS2) ， 'カブ

ス'(SjS9)などである.これらの中で，ウンシュウミカン，クネンボおよびιハッサク'などは独特な

ん対立遺伝子を持っていることから系統発生的な近縁関係，たとえばウンシュウミカンと£ハッサ

ク'はクネンボの雑種であることが示唆された.

次に，自家不和合性の ι河内晩柑'と εシシユズ'に半自家和合性のグレ」プフノレーツを交配して得た

数ヶ月齢実生を幼樹開花させ，自家受粉した花粉の花柱における伸長阻害の調査から，これらの実

生が自家不和合性かまたは半自家和合性かを決定した.さらに、これらの葉から全 DNAを抽出し

て約 300のランダムプライマ}を用いて PCRを行い，自家不和合性遺伝子と連鎖する RAPDマ}

カを c河内晩柑'で、 45個，‘シシユズ'で、28個決定した.
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マツツジなどの花弁にも含まれていたことから，赤色花をもっ常緑性ツツジに広く含まれるアント

シアニンと思われた.

一方，ベトナム産タイワンヤマツツジ4集団，および日本産タイワンヤマツツジ 3集団を供試し，

成葉から全DNAを抽出し 2種類のフライマーペアを用いて AFLP分析を行った.得られた 550本

のフラグメン トをもとに作成した系統樹から， ベトナム産と日本産の集団は明確に区別することが

できた.さらに，ベトナムの集団は中国南部(雲南省)産のタイワンヤマツツジと遺伝的に類似し

ていることが明らかとなった

さらに，ベトナム産タイワンヤマツツジを花粉親とし，数種の常緑性ツツジ類と種間交雑を行い，

交雑親和性を調べた.ほとんどすべての組み合わせで種子が得られ，アイソザイム分析によりすべ

て種間雑種であることが確認された.このことから，ベトナム産タイワンヤマツツジを用いた新規

なツツジ園芸品種育成の可能性が示された.

タイワンヤマツツジ CRhododendronsimsii Planch.)は中国の中南部，タイ，ミャンマー，ベトナ

ム，台湾および日本の南西諸島に分布するツツジで3 現在，欧米や日本などで広く栽培されている

ベノレジアンアザレアの最も重要な育種親である.本種は形態的および生態的な変異が多いといわれ

ているが，ベトナムにおける集団についてはほとんど調査3研究が行われていなかった.本研究は，

日本産とベトナム産のクイワンヤマツツジの形態，花弁内アントシアニン構成， AFLP分析による

遺伝的類縁関係および種間交雑親和性を調査し，タイワンヤマツツジの遺伝的多様性とベトナム産

タイワンヤマツツジの育種親としての有用性について評価したものである.

まず，ベトナム産と日本産のタイワンヤマツツジの形態について比較し，ともに 花冠は漏斗型，

花色は赤3 花弁上部に濃赤色の斑点をもち，蔚の色は黄色， 10雄蕊，芽鱗に腺毛を有さないなど両

者にほとんど差異はないことを明らかにした.しかしながら，ベトナム産のタイワンヤマツツジの

葉は日本産のものに比べ細くて大きい，花冠はベトナム産のほうがやや小さいなどの差もみられ，

なかでもベトナム産のほうが鮮やかな赤色を示す個体が多いことを明らかにした.日本におけるタ

イワンヤマツツジの分布域が，奄美大島以南の島填の海岸線から標高 300m程度の陽光に恵まれた

丘陵地であるのに対し，ベトナムにおけるタイワンヤマツツジの分布域は同国中部ならびに北部の

標高 800m以上の山岳地帯の渓流沿いであり日照が乏しい.このことから，ベトナム産タイワンヤ

マツツジの細く大きな葉は低日照条件への適応であると考察している.

次に， HPLC分析によりベトナム産および日本産タイワンヤマツツジの花弁内アントシアニン構

成を調査し，供試したタイワンヤマツツジ花弁には総計 14のアントシアニンが含まれること，日本

産タイワンヤマツツジ集団の花弁内アントシアニン構成はベトナム産のそれよりも複雑であるが，

個々のアントシアニン含有率は，二つの主要なアントシアニンを除けばすべてきわめて少ないこと

を明らかにした.すべての系統にみられたこつの主要なアントシアニンをカラムクロマトグラフィ

ーおよび高速液体クロマトグラフィーで単離・精製し， lH-NMR，酸およびアノレカリ加水分解処理

により分析した結果，それらは cyanidin3・galactosideおよびcyanidin3司arabinosideであると同

定した.これらはサツキ，ヤマツツジ，キンモウツツジおよびケラマツツジなどの花弁にも含まれ

ていたことから，赤色花をもっ常緑性ツツジに広く含まれるアントシアニンであると推察している.

一方，ベトナム産タイワンヤマツツジ 4集団，および日本産タイワンヤマツツジ 3集団の成葉か

ら全DNAを抽出し， 2種類のプライマーベアを用いたAFLP分析により得られた 550本のフラグメ

ントをもとに作成した系統樹から，ベトナム産と日本産の集団は明確に区別することができ，ベト

ナムの集団は中国南部(雲南省)産のタイワンヤマツツジと遺伝的に類似していることを明らかに

した.
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下した.結局この研究では少量のカノレサイトを含む土壌の平衡pHを正確に測定する方法は確立で

きなかったが 3 いくつかの間題点を指摘できた.

次に 3 施設土壌中のリンの形態を調べるため 3 上述、の研究成果を参考にしながら，栽培作物や施

肥履歴の異なる 11点の施設土壌を採取した.平衡pH測定上の問題を避けるため，明らかに遊離の

カルサイトを含む土壌は分析対象から除外した.これらの土壌と 17地点で採取したミャンマー

土壌に， 2種類の連続抽出法を適用し3 その結果を比較すると同時に，リンの形態を推定した.そ

の結果，これらの施設土壌は石灰質土壌ではないものの，右灰質土壌を対象に開発された形態分析

法の方が明らかに適していることが明らかになった.また施設土壌としての使用歴の長い土壌では3

ミャンマー土壌と比較すると 4倍以上， 14OO"-'3000 mg/kg，のリンが蓄積していた.蓄積リンの

30"-'50%はリン酸二カルシウム 2 リン酸人カノレシウムおよびヒドロキシアパタイトであり，特に前

2者の割合が高かった.類似の土壌pBを持つミャンマー土壌で、は傾向が逆であった.

最後に 3 これらのリンが土壌溶液のリン酸イオン濃度に与える影響を評価するため 3 新たな水抽

出法を開発して適用した.この抽出法では土壌の還元を防止するため，連続適気によって抽出液を

大気と平衡させると同時に土粒子を撹持した.この方法を前述の研究で用いた 11点の土壌に適用

し，抽出液の主要イオン組成を分析3 イオン平衡計算を行った後，主要リン酸塩鉱物の溶解度ダイ

ヤグラムにプロットした.ダイヤグラム上でのデータ点の位置から， 5点の試料ではヒドロキシア

パタイトが 1点の試料ではリン酸三カノレシウムが溶解度を支配していると推定された.残りの試

料はその中間であった.支配鉱物の種類と抽出液の pHには密接な関係があり， pHが 7に近いほ

ど支配鉱物が溶解度の高いリン酸三カノレシウムとなる傾向があった.オストワルトの段階則に基づ

いて解釈すると 3 リン酸カノレシウムの高蓄積土壌では土壌pHが 6.5を下回ると蓄積リン酸のヒド

ロキシアパタイトへの転換が促進されると考えられた

溶解度ダイヤグラムは3 リン酸の高蓄積土壌におけるリン酸の形態変化傾向を判断するために有

用であった. しかし，ダイヤグラムを作成するために必要な分析項目が多く，このままでは土壌診

断には組み込みにくい.そこで3 通常の土壌診断分析項目に基づいて溶解度ダイヤグラムを作成す

る方法を開発した.

リン肥料は天然の難溶性リン酸カノレシウムを酸処理することにより溶解度の高いリン酸塩に転換

したものであるが，天然リン酸塩は希少資源であり，近い将来の枯渇が予想されている. リン酸イ

オンは土壌鉱物との反応性が高く s 施用されたリン酸塩の大半は種々の機構で不溶化されるため，

作物による利用率は 5"-'20%と推定されている. リン資源の有効利用のためには土壌中でのリン酸

イオンの挙動を理解し3 それに基づいて利用率の高い施肥法や3 土壌に蓄積されたりンの再利用法

などを開発することが必要である.この研究の目的は3 日本の施設栽培下の土壌を主な対象にし，

その中でのリンの存在形態を化学的 3 鉱物学的な観点から調べ3 より合理的な可給性評価法開発や

蓄積リンの再利用技術開発のための基礎的な知見を得ることである.

カノレサイトは，表面錯形成および土壌溶液の pHおよび、カノレシウムイオン活量を支配することに

よりリン酸イオンの挙動を支配する.既存の土壌中のカノレサイト定量法は石灰質土壌を対象として

いるため， 日本の施設土壌に適用するには感度が不足しており，さらに土壌診断へ利用できるほど

簡便で、はなかった.そこでまず，試料，に塩酸を添加した時に発生する二酸化炭素を検知管で定量す

るという方法を改良して操作性を高めるとともに，その性能を標準炭酸塩鉱物を用いて評価した.

開発された方法は 0.1cmollkgオーダーの炭酸塩も正確に定量できた.

また，施設土壌の土壌pHの測定法を検討した.土壌pHは土壌診断における標準的な測定項目

であるが，標準法では必ずしも平衡pHが得られない.少量のカノレサイトを含む施設土壌に適用し
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地下水の環境基準の項目に追加された.農耕地における地下水の硝酸態窒素汚染の原因には施肥や

家畜排植物が考えられ3特に露地野菜畑地帯に汚染地が広く分布しており対策が急務となっている.

一方，陽イオン交換反応において，アンモニア態窒素と同じふるまいをし，世界的な戦略資源でも

あるカリウムの土壌中での動態についても把握する必要がある.

そこで，本研究ではまず，露地野菜畑における施肥管理と土壌養分の実態を調査し，栽培期間の

短い品目ほど窒素利用効率が低く，リーフレタス，レタス 3 次いでホウレンソウにおいて低いこと

を明らかにした.また 3 一部で堆肥の過剰施用による窒素とカリの見かけの利用率の低下が認めら

れ，硝酸態窒素の多量の溶脱が懸念された 窒素溶脱を低減するためには，作物の生産性を維持し

つつ効率的に施肥量を減らす必要があり，そのために溶脱の予測が必要である.

陰イオンである硝酸イオンは3 土壌鉱物にはほとんど吸着されず水とともに動くので 3 溶脱を予

測するためにはまず水の移動特性を把握しておく必要がある そこで，グライ低地土の水回転換畑

の未撹乱土壌を充填したモノリスライシメータを用いて 3 重水および臭化物イオンをトレーサーと

して水移動様式を推定するための実験を行った.その結果，水移動はガンマ型確率密度関数を用い

て作成した浸透モデルによってよく記述できることが明らかになり，このモデルを利用することに

より，土壌水の流れの中に流速の速い選択流が多く含まれていることが明らかになった.また，圃

場条件では，臭化物イオンを硝酸態窒素移動のトレーサーとして利用できることも明らかにした.

この他3 キャベツを作付けした細粒灰色低地土の現地農家圃場において，水収支法とパンライシメ

ータ法の併用によって，基質中を緩やかに流れるマトリックス流と亀裂や粗孔隙中を急速に流れる

選択流を分別定量した.その結果3 多雨条件において選択流はマトリックス流の，最大で約 9倍に

及ぶことから，土壌構造が発達した灰色低地土畑では3 選択流が硝酸態窒素の溶脱に重要な役割を

担っていることが示唆された.

次に，ホウレンソウを栽植したカラム実験を行い，施肥窒素の溶脱機構を土壌の荷電特性および、

保水性に基づいて解析した.その結果，有効陽イオン交換容量が小さい中粒質灰色低地土における

施肥アンモニウムの土壌溶液への溶存割合は，黒ボク土および細粒質灰色低地土より 2.6倍多いこ

とが明らかになった.したがって3 アンモニア態窒素の溶脱特性の土壌間差，特に基肥アンモニウ

ム施用後の溶脱特性の差は陽イオン保持特性の差によるととろが大きいと考えられた.生育期間に

おける総浸透流出水量は中粒質>細粒質>黒ボク土の順に多く，土壌の保水容量(圃場容水量時の

保水量)が少ないほど多くなる傾向が認められた.また 3 黒ボク土は保水容量が大きいため積算降

水量がそれと蒸発散量の合量を越えない場合窒素溶脱量が最少であり，積算降水量がこれを越えた

場合，溶脱量が急増することが示唆された.前述の結果と合わせると，陽イオンであるアンモニウ

ムイオンといえども 3 有効陽イオン交換容量が小さく，祖孔隙が発達しているうえに保水容量が小

さい土壌においては硝酸イオンと同様に溶脱される可能性があることを示唆している.

さらに，灰色低地土の水回転換畑を模したライシメータにおいて，重窒素標識硫安を用いて施肥

由来窒素の動態の解明を試みた.その結果，栽培終了後の非作付け期聞における施肥窒素の溶脱が

少ないという傾向が認められたが3 これは施肥アンモニウムのうちかなりの割合が有機化したこと

によると考えられた.また，約 1年聞に溶脱した硝酸態窒素の 90%程度が土壌窒素を起源としてお

り，土壌由来の硝酸態窒素の溶脱が地下水環境に悪影響を及ぼす可能性が示唆された.このことは，

土壌条件によっては，有機質肥料もまた化学肥料と同様の地下水に対する硝酸負荷をもたらすこと

がありうることを示す.

最後に，福岡県内の樹園地におけるカリ施肥量と土壌中の交換性カリウム保有量との関係を検討

した.宗像市の柑橘園ではpHの低下による土壌溶液中の陽イオン組成の変化によりカリウムが多

量に溶脱した可能性が明らかになった.
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硝酸態窒素は多量に摂取すると人体には有毒で、ある可能性が指摘されている.日本では，硝酸態

窒素および亜硝酸態窒素の基準値 10mg L-1が，1999年2月に公共水域および地下水の環境基準の

項目に追加された.農耕地における地下水の硝酸態窒素汚染の原因には施肥や家畜排池-物が考えら

れ3 特に露地野菜畑地帯に汚染地が広く分布しており対策が急務となっている.一方3 アンモニア

態窒素と類似のイオン交換挙動をするカリウムの土壌中で、の動態についても把握する必要がある.

そこで3 本研究ではまず，露地野菜畑における施肥管理と土壌養分の実態を調査し，栽培期間の

短い品目ほど窒素利用効率が低いことを明らかにした.また 3 一部で堆肥の過剰施用による窒素と

カリの見かけの利用率の低下が認められ3 硝酸態窒素の多量の溶脱が懸念された.窒素溶脱を低減

するためには，作物の生産性を維持しつつ効率的に施肥量を減らす必要があり，そのために溶脱の

予測が必要である.

硝酸イオンは，土壌鉱物にはほとんど吸着されず水とともに動くので，溶脱を予測するためには

まず水の移動特性を把握する必要がある.そこで3 グライ低地土の水回転換畑の未撹乱土壌を充填

したモノリスライシメータを用いて，重水および臭化物イオンをトレーサーとして水移動様式を推

定するための実験を行った，その結果， 71<移動はガンマ型確率密度関数を採用した浸透モデ、ノレによ

ってよく記述できることが明らかになり，このモデルを利用することにより，土壌水の流れの中に

流速の速い選択流が多く含まれていることが明らかになった.また，圃場条件では，臭化物イオン

を硝酸態窒素移動のトレーサーとして利用できることも明らかにした.この他s キャベツを作付け

した細粒灰色低地土の現地農家圃場において 3 水収支法とパンライシメータ法の併用によって，マ

トリックス流と選択流を分別定量した.その結果，多雨条件において選択流はマトリックス流の，

最大で約 9倍に及ぶことから 3 土壌構造が発達した灰色低地土畑では，選択流が硝酸態窒素の溶脱

に重要な役割を担っていることが示唆された.

次に 3 ホウレンソウを栽植したカラム実験を行い，施肥窒素の溶脱機構を土壌の荷電特性および

保水性に基づいて解析した.その結果3 有効陽イオン交換容量が小さい中粒質灰色低地土における

施肥アンモニウムの土壌溶液への溶存割合は，黒ボク土および細粒質灰色低地土より 2.6倍多いこ

とが明らかになった.したがって，アンモニア態窒素の溶脱特性の土壌間差3 特に基肥アンモニウ

ム施用後の溶脱特性の差は陽イオン保持特性の差によると ζろが大きいと考えられた.生育期間に

おける総浸透流出水量は中粒質>細粒質>黒ボク土の順に多く 3 土壌の保水容量が少ないほど多く

なる傾向が認められた.また3 黒ボク土は保水容量が大きいため積算降水量がそれと蒸発散量の合

量を越えない場合の窒素溶脱量が最少であり，積算降水量がこれを越えた場合，溶脱量が急増する

ことが示唆された.前述の結果と合わせると 3 陽イオンであるアンモニウムイオンといえども 3 有

効陽イオン交換容量が小さく 3 粗孔隙が発達しているうえに保水容量が小さい土壌においては硝酸

イオンと同様に溶脱される可能性があることを示唆している.

さらに，灰色低地土の水回転換畑を模したライシメ←タにおいて 3 重窒素標識硫安を用いて施肥

由来窒素の動態の解明を試みた.その結果，栽培終了後の非作付け期間における施肥窒素の溶脱が

少ないという傾向が認められたが，これは施肥アンモニウムのうちかなりの割合が有機化したこと

によると考えられた.また3 約 1年間に溶脱した硝酸態窒素の 90%程度が土壌窒素を起源としてお

り3 このことは3 土壌条件によっては有機質肥料もまた化学肥料，と同様の地下水に対する硝酸負荷

をもたらすことがありうることを示す，

最後に 3 福岡県内の樹園地におけるカリ施肥量と土壌中の交換性カリウム保有量との関係を検討

した.宗像市の柑橘園では pHの低下による土壌溶液中の陽イオン組成の変化によりカリウムが多

量に溶脱した可能性が明らかになった.

以上要するにこの研究は，実圃場試験およびカラム試験によってg 土壌中での窒素およびカリウ
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された糞を介した草地土壌への影響はこうした腸内細菌群集構造の影響を受けることが示唆された。

草地土壌において重要な土壌動物である大型貧毛類(ミミズ)の腸内では周辺土壌とは異なった

特異な微生物群集構造が形成され、周辺土壌に大きな影響を及ぼすことが欧米の研究で明らかにさ

れてきた。日本においてはこうした研究がほとんどなく、その上優占種も欧米とは異なる。本研究

では我が国の優占種、 Megascolecidaeミミズの腸内細菌群集構造を Lumbricidaeミミズと比較し

ながら特徴を明らかにし、ミミズ腸内における土壌微生物の生態と機能を考察したものである。

まず、四園地方の放牧用草地から採取した Megascolecidaeに属する Phθrθtima.hilgendorii及び

Lumbricidaeに属する Al101ohophoTa.ja.ponica.の腸内容物及び新鮮糞の抽出 DNAから 168rRNA 

遺伝子混合物を増幅し、細菌群集構造を変性剤濃度勾配ゲ、ノレ電気泳動法により解析した。その結果、

ミミズ腸内に見られる増幅バンドはほとんど周辺土壌中にも見られるが、その一部のみがそれぞれ

の種で優占しており、 MegascolecidaeとLumbricidae腸内には各々で異なる優占菌を有している

ことを示した。

次に、九州地方の放牧用草地において上述のミミズ種に加えて、 Megascolecidaeに属する

PheTθtima. het，θTopoda.を季節毎に採取し、それらの腸内容物をより詳細に分析した。その結果ミ

ミズ種(科)特有な腸内細菌群集構造は腸前部で既に形成されており、中・後部では若干の優占細

菌群が変化していることを示した。腸内細菌群集構造への採取季節の与える影響は両科とも明らか

ではなく、 Megascolecidaeではその群集構造は個体によらず一様であった。また、 Megascolecidae

腸内器官の特徴として存在し、 Lumbricidaeには無い腸盲嚢においては、連結する腸とは異なった

細菌群集構造が形成されており、ミミズ体内の窒素循環に影響を及ぼしている可能性がクローンラ

イブラリー解析から示唆されたが、腸内後部に与える影響は限定的であるとした。

更に、 2科のミミズを同ーの土壌・糞飼料を用いて室内飼育した。その結果両科の腸内優占菌は

同一土壌・糞飼料を摂食しても大部分の構成細菌は共通であるが、それぞれの種(科)に特有な優

占菌群も存在することを明らかにした。その優占菌群の一部は放牧用草地で採取されたミミズの腸

内優占菌と一致しているとした。

これらの解析から、ミミズ腸内細菌群集構造の違いがミミズ種特有なものであり、ミミズの排出

された糞を介した草地土壌への影響はこうした腸内細菌群集構造の影響を受けることを示唆した。

以上要するに、本研究は、我が国草地土壌に生息する大型貧毛類の腸内細菌叢の特徴及び大型貧

毛類と土壌細菌の相互作用を明らかにしたものであり、土壌微生物学の発展に寄与する価値ある業

績と認められる。よって、本研究は博士(農学)の学位を得る資格を有するものと認める。
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的代謝物質生産を改善する。一方、代謝工学的アプローチでは、遺伝子工学的手法による代謝系お

よびその制御系の改変により目的代謝物質生産を改善する。具体的には、目的代謝物質生産のキー

となる反応過程である代謝ボトノレネックや高Ij生産物生産経路の初発酵素をコードする遺伝子をそれ

ぞれ過剰発現、欠損・発現抑制する。この遺伝子改変候補の探索にはこれまで代謝系の各反応過程

の代謝流束(反応速度)分布を解析する代謝流東解析(MFA，Metabolic Flux A且alysis)が広く用いら

れてきた。従来の MFAは、細胞内代謝物濃度が一定であるとする擬定常状態を仮定していること

から、物質生産によく用いられる回分培養、流加培養のような時間的に代謝物濃度が変化する(非定

常状態にある)系に対する動的な解析は非常に困難であった。その後、 MFAは、これらにも対応す

るよう dynamicFlux Balance Analysis(dFBA)へと拡張されたが、 dFBAも各時刻においては、細

胞内代謝物濃度は一定であると仮定しており、細胞内代謝物濃度が時間的に急速に変化する場合へ

の適用は困難である。そのため、時間的変化も考慮した非定常状態に適用可能な動的代謝流束解析

手法が必要と考えられた。

また、これら 2つのアプローチは、別個のアプローチであるため、それぞれのアプロ)チで得ら

れた改善方策の相互作用は考慮されない。そのため、野生株や親株で培養条件などを最適化しでも、

遺伝子改変で得られた変異株でその条件は最適ではないと考えられる。

そこで本論文では、目的代謝物質生産増大のための培養工学的改善方策を提案する最適制御モジ

ューノレと代謝工学的改善方策を提案するシステム解析モジューノレを作成し、これらの組み合わせに

よる相互作用の検在、さらなる改善方策提案のための複合的アプローチを可能とする解析パイプラ

インの開発を目的とした。さらに開発した解析パイプラインをアセトンーブタノールーエタメール発

酵系におけるブタノーノレ生産の効率的生産問題に適用することを試みた。

本論文では、まず、第2章でシミュレーション、最適制御、システム解析モジューノレからなる解

析パイプラインを設計・開発した。そしてこの有用性を検証するために、アセトンーブタノ)ノレーエ

タノーノレ(ABE)発酵系に適用し、ブタノーノレ生産の改善方策を提案することとした。第 3章では、

開発した解析パイプラインで用いるキネティックモデルを構築した。構築したモデルは、主要な基

質や生成物およびバイオマス濃度の実験値を再現しており、実験値とシミュレーション値との相関

係数も 0.9以上であった。

次いで、このモデ、ノレを用いて最適制御モジューノレによる培養工学的改善方策(第 4章)、システム

解析モジューノレによる代謝工学的改善方策(第 5章)、そしてこれらを組み合わせた複合的改善方策

(第6章)を提案した。なお、全てにおいて初期グノレコ」ス濃度を295mM、回分培養におけるブタノ

)ノレ生産濃度を 185mM、を基準とした。

第4章では、ブタノーノレ最終濃度を目的関数に実数値遺伝的アルゴリズムによる総量一定の基質

の時間的投与に対する最適制御を行った。結果として、ブタノーノレ生産濃度は 191mMまで増大し

た。

第5章では、動的感度解析により、ブタノーノレ生産増大のための遺伝子改変方策を提案した。ま

た、ブタノーノレ生産に重要な酪酸再同化過程の 1つであり、遺伝子改変候補の lつでもある CoAT

経路を介した酪酸再同化抑制時のtime-slicedmetabolic flux analysis(TMFA)を行い、遺伝子改変

によるブタノーノレ生産増大メカニズムの代謝流東レベルでの解明を試みた。そして、CoAT経路 10%

抑制時のシミュレーションより、ブタノール生産濃度は、 185mMから 192mMまで増大すること

が示された。

そこで、第6章では、 CoAT経路 10%抑制時に対し、総量一定のグノレコースの時間的投与の最適

制御を行い、さらなるブタノーノレ生産濃度の増大を試みた。結果として、ブタノーノレ生産濃度は

197mMまで増大した。また、代謝工学的改変と培養工学的改変は累積的効果を生み出すことを明

らかにした。
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総量一定のグルコースの時間的投与に対する最適制御した全ての場合で、ブタノーノレ生産停止ま

での時聞が回分培養時の 2倍以上になり、バイオマスの最大値が大きく低下することが示唆された。

ブタノーノレ生産停止までの時間の長期化は、ブタノーノレ生産性(生産速度)を大幅に低下させるため、

回分培養の反復がブタノーノレ生産に有用と考えられた。また、バイオマスの最大値の大幅な低下は、

単位菌体あたりのブタノール生産能の改善を示唆している。そのため、低いブタノール生産速度を

補う高密度菌体培養法なEの適用もブタノーノレ生産増大に有用と考えられた。

このように、開発した代謝工学および培養工学的解析ノそイプラインは、代謝工学および培養工学

に対し、目的代謝物質生産増大のための改善方策を提案することに成功した。また、この解析パイ

プラインによる遺伝子改変と基質投与の最適制御を組み合わせた複合的な手法は、さらなる目的代

謝物質生産増大およびより最適な培養法の提案に有用なことが示唆された。

本論文は、目的代謝物質生産増大のための培養工学的改善方策を提案する最適制御モジューノレと

代謝工学的改善方策を提案するシステム解析モジューノレを組み合わせた解析パイプラインを設計 ・

開発し、アセトンーブタノーノレーエタノーノレ発酵系におけるブタノール生産の効率的生産問題に適用

し、その有用性を取りまとめたものである。

多くの有用物質が微生物により生産されており、その生産量・生産速度の最大化には、微生物の

環境に対する応答、代謝系の制御の深い理解が必要である。そしてこれらの知見に基づいて、目的

代謝物質生産プロセスの生産量 ・速度の向上が試みられる。微生物による物質生産プロセスの改善

は、培養工学的および代謝工学的アプロ)チに大別される。

培養工学的アプローチでは、培養法や培地成分の検討、 pH、基質、培地成分の制御などにより目

的代謝物質生産を改善する。一方、代謝工学的アプローチでは、遺伝子工学的手法による代謝系お

よびその制御系の改変により目的代謝物質生産を改善する。具体的には、目的代謝物質生産のキー

となる反応過程である代謝ボトルネックや副生産物生産経路の初発酵素をコードする遺伝子をそれ

ぞれ過剰発現、欠損 ・発現抑制する。この遺伝子改変候補の探索にはこれまで代謝系の各反応過程

の代謝流束(反応速度)分布を解析する代謝流東解析(MFA，Metabolic Flux Analysis)が広く用いら

れてきたが、従来の MFAは、細胞内代謝物質濃度が一定であるとする擬定常状態を仮定している

ことから、物質生産によく用いられる回分培養、流加培養のような時間的に代謝物質濃度が変化す

る(非定常状態にある)系に対する動的な解析は非常に困難であった。そのため、時間的変化も考慮

した非定常状態に適用可能な動的代謝流東解析手法が必要と考えられた。

本論文で開発した解析パイプラインは、1)実験で得られた各種代謝産物濃度の時間的変化を再

現しうる微分方程式に基づく数理モデル構築部、 2) 目的代謝産物生産増大のための遺伝子改変方

策を提案するシステム解析部、 3) 目的代謝産物増大のための時間的基質投与計画を提案する最適

化 ・最適制御部から構成される。システム解析部は、さらに、動的感度解析に基づく代謝ボトノレネ

ックの特定と、新しく開発した動的代謝流束解析手法である Time-slicedmetabolic flux analysis 

に基づく代謝物質生産増大メカニズムの解明に分けられる。最適化 ・最適制御部は、実数値遺伝的

アノレゴリズムを適用し、総量一定の条件で、目的代謝産物の生産量を最大化するために基質を培養

時間内でどのように投与するかを算出する。

開発した解析パイプラインの有用性を検註するために、アセトンーブタノールーエタノール発酵系

に適用し、ブタノーノレ生産の改善方策を提案した。その結果、基質であるグ、ノレコースの初期濃度を

295mMとした回分培養におけるブタノーノレ生産濃度が 185mMであったものが、総量一定の基質

の時間的投与に対する最適制御方策によって、ブタノーノレ生産濃度は 191mMまで増大する可能性

が示された。また、動的感度解析により提案された、ブタノーノレ生産増大のための遺伝子改変候補



― 684 ― ― 685 ―

ケヴィン　ウェビー　ソリ
氏名・（本籍・国籍） KEVIN  WEBBY  SOLI（パプアニューギニア）
学 位 の 種 類 博士（農　学）
学 位 記 番 号 生資環博甲第５７２号
学 位 授 与 の 日 付 平成２３年３月２４日
学 位 授 与 の 要 件 学位規則第４条第１項該当　生物資源環境科学府　生物機能科学専攻
学 位 論 文 題 目 Studies on Control of Pathogens on Fresh Produce（青果物における食中毒細菌制御

に関する研究）
論 文 調 査 委 員 （主査）　教　授　　宮　本　敬　久

（副査）　教　授　　下　田　満　哉　　　准教授　　本　城　賢　一

論 文 内 容 の 要 旨



― 686 ― ― 687 ―

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨



― 686 ― ― 687 ―

0157:H7は検出されなかった。しかしs 糞便系大腸菌がほとんどの検体から検出されたことから動

物の糞便に汚染された土壌や水が栽培に使用されていることを示唆している。また3 キャベツやレ

タスでは，最外葉の生菌数は 6Log cfu/g程度で，芯に近い部分でも 5Log cfu/gとほぼ同レベノレ

の生菌が存在した。さらに，生食用市販のレタス，セロリ 3 パセリ，ハツカダイコン，貝割れダイ

コンの細菌叢として 3 さまざまな属の細菌が検出されるが，Pseudomonas属，Xanthomonas属およ

びFlavobacterium属細菌などグラム陰性細菌が多いことから，生食用青果物の殺菌では3 これらを

効果的に殺菌することが重要で、あることを示している。

SAHWによるレタスの最適殺菌条件を確立するために，処理時間，処理有効塩素濃度および処理温

度について検討し，常温では有効塩素濃度は高い方が殺菌効果も高く，処理時聞は 5分間で十分で

あることを明らかにしている。 30mg/L SA聞の常温処理では生菌数の低下は 1Log程度であるが，

40~500Cでレタスを処理すると組織の損傷無しに生菌数を 2 Log低下させることができ， 500C処理

でのみ 60C，5日間保存中の褐変も防止されることを示している。さらに殺菌効果を向上させるため，

前処理として 3 野菜の洗浄に有効とされるショ糖脂肪酸エステノレによる洗浄および物理的補助手段

としてマイクロバブルの併用を試み，ショ糖パノレミチン酸エステノレ(100mg/L)による 5分間の前処

理をマイクロバブノレ発生下で、行うと，この後の SAHWによる殺菌効果が増大することを明らかにして

いる。これにより処理直後にレタスの生菌数は 3~4 Log低下し， 60C保存 5日目でも 4Log cfu/g 

以下に保たれており 3 保存中の褐変も防止されたことから，生食用カットレタスの保存期間を現在

の2倍以上に延長できることを示している。レタスの汚染菌叢の変化を生化学試験，リボタイピン

グ法および 16SrDNAの塩基配列分析により調べた結果，本併用処理により，主要菌叢を形成してい

るPseudoinonas属細菌のうち P. fluorescenceの割合は大きく低下するが， 6
0

C保存中に増殖して

再び優勢となったことから，より効果的に制御するには，これら低温細菌の増殖抑制が必要である

ととを示している。

最後にレタス以外の 7種の青果物について本法の殺菌効果ならびに冷蔵中の生菌数の変化を調べ，

カット野菜の殺菌および保存期間の延長に本法が有効ずあることを示している。

以上要するに，本研究はs 殺菌処理が強すぎれば組織が傷害を受けるため保存性が低下する青果

物の殺菌について 3 マイクロバブノレ発生下におけるショ糖ノ勺レミチン酸エステノレによる前処理と

500Cでの SAHW処理の併用効果を明らかにし，その有用性を示したものであり 3 食品衛生化学および

食品保蔵学の発展に寄与する価値ある業績と認める。

よって，本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有すると認める。
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Q/Zの生合成は，それぞれ高い相同性を示す ORF群によって担われる同様な機構で行われているも

のの，パクテリオシンあるいは生産株自身の違いに応じたバリエーションを持つことが示唆された.

乳酸菌が生産する抗菌ペプチド、パクテリオシンは天然由来の安全な抗菌物質

として、様々な分野での応用が進展している。通常、パクテリオシンはリーダー

配列をもっプレペプチドとしてリボソーム上で合成され、その後、分泌の際に活

性型のものとなる。しかし、近年、リーダー配列をもたないパクテリオシンが発

見されているが、その生合成機構についての知見は未だ得られていない。九州大

学微生物 工学研究室で分離した Lactococcuslactis QU "5はリーダー配列をもたな

い新奇パクテリオシン、ラクティシン Q を生産する。

本研究は、ラクティシン Qの生合成機構の解明を目的として、ラクティシン Q

菌体外輸送 ・自己耐性機構、ラクティシン Q 発現制御機構、ラクティシン Q 類

縁体のスクリーニングと生合成機構の比較、について検討したものである。

ラクテ ィシン Q の構造遺伝子(lnqQ) 周辺に見出された 11個の推定 orfの機

能解析を目的とし、ラクティシン Qの異種発現系の構築を試みた。その結果、 lnqQ

およびその下流に位置する 5つの orf(lnqBCDEF) を共発現させることで、宿主

菌体からのラクティシン Q生産および自己耐性能が確認された。さらに、各遺伝

子(群)を網羅的に欠損して解析した結果、ラクティシン Q の菌体外輸送には

lnqBCDEFが必要である一方、自己耐性においては ABCトランスポーターをコー

ドする lnqEFのみが必須であった。以 上 の結果から、ラクティシン Q の菌体外輸

送ならびに自己耐性能は同一のトランスポーター(LnqEおよび LnqP) によって

担われており、 LnqB，LnqCおよび LnqDはアクセサリータンパク質として菌体外

輸送を補助するという新規な生合成機構が示された。

lnqQの上流に位置する lnqRは転写調節因子と推定されるタンパク質をコード

していた。そこで、 lnqRを QU5株で過剰発現させた結果、ラクティシン Q生産

量の大幅な増加と自己耐性能の向上が確認された。同時に、 RT-PCRを用いた転

写量解析の結果から、ラクティシン Qの生合成遺伝子群(lnqQBCDEF) の発現量

の増加も確認された。以上の結果から、 LnqRが生合成遺伝子群の発現を正に制
御する転写調節因子であることが示された。

L. lactis QU 14からラクティシン Q類縁体であるラクティシン Zを発見 ・同定

した。ラクティシン Qおよびラクティシン Zは全日アミノ酸残基中、 3残基が

置換したパクテリオシンホモログであった。ラクティシン Z構造遺伝子の周辺に

も lnqRBCDEFと高い相向性を示す orf群の存在を確認した。両生合成遺伝子群の

機能互換性の検討により、それぞれのパクテリオシンに対する交差耐性が見られ

たが、菌体外輸送、発現制御機構には十分な機能互換性が確認されず、それぞれ

のパクテリオシンに応じた生合成遺伝子群の変異が示唆された。

以上要するに、本研究はリーダー配列をもたない構造的特徴を有する乳酸菌ノ〈

クテリオシンの生合成機構の解明に新規な知見を見出したものであり、分子微生

物学の発展に寄与する価値ある業績と認める。よって、本研究者は博士(農学)

の学位を得る資格を有するものと認める。
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求められている。①生産する乳酸が光学活性体である(高い光学純度)、②副産

物が少ない(高い乳酸収率)、③乳酸の生産速度が速い(高い乳酸生産性)、④

生産する乳酸濃度が高い、⑤混在する様々な糖を遅滞なく消費する(広い糖資化

性)、⑤基質/生成物阻害がおきにくい、⑦耐熱性である、など。

本研究は、このような点を考慮して、リグノセノレロース由来糖から光学活性の

乳酸を生産することを目的として、新奇な乳酸菌を分離し、その諸特性について

検討したものである。

種々の分離源から得られた 631の分離株の中で、 Enterococcusmundtii と同定

された QU25株は、リグノセノレロース由来の様々な糖から光学純度 99.9%以上の

L -乳酸を生産した。その発酵では、 ~rj 産物が少なく、乳酸生産速度が高かった。

そこで、 QU25株による乳酸発酵の最適化を行った。

四分培養の結果、乳酸発酵の最適 pHと温度は pH 7.0と 430Cであり、高温で

の発酵に適していた。糖資化性や基質/生成物阻害に関しては、高濃度の基質(グ

ノレコース、 150g/L ;キシロース、 104g/L ;セロピオース、 151g/L) からそれぞ

れ 121g/L、 87.6g/L、 119g/Lの高濃度のレ乳酸を生産し、かつ発酵阻害が認め

られないことを明らかにした。また、三糖のセロトリオースおよび四糖のセロテ

トラオースからもほぼ 100%の乳酸収率が得られた。通常、ペントースであるキ

シロースを用いた場合、ヘテロ型の乳酸発酵形式となり、副産物として酢酸やエ

タノーノレを生じる結果、乳酸収率は 1.0 mol/mol以下となる。しかし、 QU 25株

はホモ型の乳酸発酵形式を示し、乳酸収率が 1.4mol/mol以上であった。

リグノセノレロースを前処理すると様々な糖を含んだ混合糖となる。 QU25株は

グノレコース/キシロース、グルコース/セロピオース、グノレコース/キシロース/セロ

ピオースの混合糖をそれぞれカタボライト抑制をおこさずに代謝し、高効率の乳

酸生産を示した。 すなわち、これら混合糖を用いた時の最大乳酸生産性はそれ

ぞれ 3.6g/Llh、5.1g/Llh、2.6g/Llh、最大乳酸収率は消費糖当たりそれぞれ 0.83

g/g、 0.97 g/g、0.79g/gであった。

以上要するに、本研究は未利用バイオマスであるリグノセノレロース由来糖から

きわめて効率よくレ乳酸を生産する新奇乳酸菌を見出し、その優れた特性を明ら

かにしたものであり、応用微生物学の発展に寄与する価値ある業績と認める。よ

って、本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有するものと認める。
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

Tecremの mRNAは供試したすべての臓器からほぼ等しいレベノレで、検出された。

さらに、 Tecremが実際に補体活性化を制御するかどうかを、補体活性化の実験系が充実している

コイを用いて検討した。まず、コイ Tecremの完全長 cDNAをクローニングした。その推定アミノ

酸配列から、コイ T巴cremは、 SCRモジューノレが 4個である点を除いてゼブラフィッシュ Tecremと

同じドメイン構造を有することが判明した。また、コイ T巴cr巴111は分子系統樹解析でゼブラフイツ

シュ Tecremとクラスターを形成し、さらに RT-PCR解析でゼブラフィッシュ T巴cremと同様なl幅広

い組織分布を示した。次に、コイ Tecremの全長 cDNAをpcDNA8.1 vectorに導入し、 N末端に 6

XHis Tagを付加した組換え Tecremを安定的に発現する CHO細胞株 (CHO-Tecre血)を樹立し

た。コイ Tecremによる補体活性化抑制作用を解析するために、 CHO-Tecremと非発現 CHO細胞

(CHO-mock)をカノレセインで蛍光標識後、両細胞株に対するコイ補体の細胞傷害活性を、抗 CHO

コイ抗体と正常コイ血清を用いた細胞溶解試験によって比較した。その結果、 CHO守ecremはコイ

血清による細胞障害活性に対して CHO"mockよりも有意に高い抵抗性を示し、 Tecremが補体活性

化抑制作用を示すことが確認された。

すでに他魚種で報告されている分泌型 RCAタンパク質の補体制御機能に加えて、本研究で膜型

RCAタンパク質の制御機能が魚類で初めて確認されたことは、分泌型および膜型 RCAの関与が、

補体系の活性化制御の基本的なメカニズムとして、脊椎動物を通じて進化的に保存されていること

を示唆する。また、日南乳類の補体系は分泌型よりも多種類の膜型 RCAタンパク質を含むのに対し、

魚類補体の RCAタンパク質については、膜型でなく分泌型が高度に多様化しているという特長が

明らかとなった。

自然免疫の液性因子である有li体系は、外来の標的細胞を破壊する強い生理活性を示す一方、この

作用が宿主の組織に及ばないように、その活性化を厳密に制御する因子を内在することが必要であ

る。魚類にも日甫乳類に匹敵する高度に発達した補体系が備わっているが、補体制御因子の同定は著

しく遅れており、補体の活性化と制御の分子機構の解明が急務となっている。本研究では、補体活

性化の制御に重要な役割を果たすと考えられる Regulatorof Compl巴m巴ntActivation (RCA)ファミリ

ーに属する遺伝子を、ゼブラフイツシュから網羅的に同定するとともに、コイを用いて膜型 RCA

タンパク質の補体活性化制御機能を解明することを目的とした。

まず、ゼブラフイツシュのゲノムおよび ESTデータベースを利用して、 RCAファミリー遺伝子

の網羅的な探索を試みたところ、 22番と 23番染色体に、合計 8種の RCAタンパク質をコードする

遺伝子を見出し、 T巴l巴ostCompl巴mentR巴gulatorySecretory prot巴in(T巴cr巴s)-Al~ A6、Tecres-B、および

Teleost Complement R巴gulatoryMembran巴prot巴in(T巴cr巴111)と命名した。膜貫通領域の有無に基づき、

Tecr巴s-Al~A6 および Tecres-B は分泌型、T巴cr巴111 は膜結合型の RCA タンパク質であると予測した。

分泌型 RCAタンパク質の一次構造を、データベース中および cDNAクローニングで得た塩基配

列を用いて詳細に解析した結果、 T巴cres-A1~A6 は、それぞれ 12 個、 11 個、 10 個、 4 個、 5 個、お

よび 6個の ShortCons巴nsusRep巴at(SCR)モジューノレが直列に繰り返すドメイン構造を取ると推定し

た。さらに、分子系統樹解析により、これら RCAタンパク質が、 Tecres-Al~ A3から構成される α

-typ巴、 Tecres-A4で構成される日】type、および Tecres-A5とA6で、構成される γーtyp巴の 3種のサブタ

イプに分類された。一方、 Tecres-Bは3個の SCRモジューノレからなり、 T巴cres-Aタイプとは大きく

異なる系統の分子であることを明らかにした。

次いで、 Tecremの完全長 cDNAをクローニングし、その一次構造を決定した。 Tecr巴mは魚類で

初めて発見された膜型 RCAタンパク質であり、分子系統樹解析では日甫乳類の RCAタンパク質のい

ずれともクラスターを形成しなかったが、そのドメイン構造や発現組織分布の類似性に基づき、機
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

Lysophosphatidylcho1in巴acyl仕組sferase(LPCAT)のクローニングを行った。 Schizochytriumsp. F26-bの

ゲノムライブラリーからヒト LPCATに相向性を持つ遺伝子pcalを取得した。pcalのORFは 1938旬、その

産物 PCA1の推定分子量は 72.9kDaで、ヒト LPCAT1とアミノ酸レベノレで、29%の同一性を示した。pcalを

導入したおccharomycescerevisiaeの細胞抽出液を用いて、脂肪酸をリゾPCに転移する LPCAT活性を測

定したところ、 mocktransfectantと比較して顕著な活性の増大が観察された。さらに、 Schizochytriumsp. 

F26-bにおいてpcalをknockout(KO)したところ、本遺伝子 KO株においてはLPCAT活性が顕著に減少

していることが確認された。 F26-bの野生株とpcαl-KO株のPCの脂肪酸分子種を比較した結果、pcal-KO

株においてはDHA及び C16:0を含む PCが減少していることが明らかとなった。以上の結果から、 PCA1は

F26-b株においてPCのリモデリングに関与している LPCATであることが示された。

一方、pcal-KO株においてもPDPCが検出されることから、 PCA1以外にもPDPCの生成に関与する酵素

の存在が考えられた。そこで、pcalに類似した候補遺伝子としてlpat抑6をクローニングし、この遺伝子のKO

を行った。 KO株においては、 PCのみならずトリアシノレグリセロール(TG)、ホスファチジノレエタノーノレアミン

(PE)、ホスファチジノレイノシトーノレ(pI)において C15:0，C17:0を含む分子種が増加した。このことは、本酵素

がリン脂質生合成経路の共通前駆体であるホスファチジン酸(PA)の生成に関与することを示唆している。ま

た、本酵素の KO株はPDPCをはじめとするPCの組成パターンに変化があったことから、 Lpat-f26はPDPC

の生成にも関与していると推測される。

ドコサヘキサエン酸 (DHA，C22:6n-3)や DI-IA含有リン脂質は、血清脂質の改善作用やレム睡眠

の増強効果などの報告があり、機能性食品の素材としての利用など産業的にも高い関心が寄せら

れている。また、 DI-IAの代謝産物で、あるレゾノレピンDなどのドコサノイドは、抗炎症薬の標的として注

目されている。しかしながら、 DHAや DHA含有リン脂質の作用機序や代謝に関しては不明な点が

多い。その理由のlっとして、これまで、脂肪酸やリン脂質の解析モデ、ノレとして用いられてきた大腸菌

や酵母は、 DHAを始・めとする高度不飽和脂肪酸を合成しないことが挙げられる。 DHAやDHA含有

リン脂質の研究を一段と進展させるためには、新たなモデノレ生物が求められている。本論文は、

DHAを高度に蓄積するラピリンチュラとし¥う海洋性単細胞真核生物をモデノレとして、 DHA含有リン

脂質の構造とその代謝に関する研究を取りまとめたものである。

先ず、ラピリンチュラ類の一種、 Schizochytriumsp. F26-bの脂質組成を解析し、 DHAはトリアシノレ

グ、リセローノレ等の中性脂質及びホスファチジルコリン (PC)等のリン脂質に多く含まれていることを示

した。さらに、 DHAを含むリン脂質の分子種を詳細に解析し、 sn-l位に pentadecanoicacid (C 15 :0) 

やpalmiticacid (C16:0)、sn-2イ立にDHAを持つPCが主要な分子種であることを明らかにした。

このように奇数鎖脂肪酸と DI-IAを持つ PC(1司pentadecanoyl-2-docosahexaenoyl-slr

glycero-3-phosphocholine， PDPC)は、本研究によって初めて同定された。

H甫乳類では、多くの不飽和脂肪酸は Lands'cycleによるリモデリング反応でリン脂質に取り

込まれると考えられている。そこで PDPCもリモデリング反応で、生成されると考え、リゾ

PCに脂肪酸を転移する lysophosphatidylcholineacyltransferase (LPCAT)の検索を行い、 F26-b

株からヒトLPCATに相向性を持つ遺伝子としてpcalをクローニングした。pcalのORFは1，938bp、

その産物 PCAlの推定分子量は 72.9kDaで、ヒトLPCATlとアミノ酸レベノレで 29%の同一性を示し

た。pcalを導入した出芽酵母の細胞抽出液を用いて、 LPCAT活性を測定したところ、空ベクター

導入対照株と比較して顕著な活性の上昇が観察された。さらに、 F26-b株のpcalを相同組み換え法

で破壊したところ、本遺伝子破壊株は LPCAT活性が顕著に減少した。また、本遺伝子破壊株は野

生株と比較して、 DHAとC16:0を含む PCが減少していることが明らかとなった。以上の結果から、

PCAlはF26七株において PCの脂肪酸リモデリングに関与している LPCATで、あることが示された。
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するための第一歩として、EPAとAAを蓄積するラピリンチュラの作製を目指した。EPAとAAは、

それぞれの前駆体脂肪酸 eicosatetraenoicacid (ETA， C20:4n-3)と dihomo-y-linolenicacid (DGLA， 

C20:3n-6)にム 5デサチュラーゼによって二重結合が導入されることで生成される。そこで、 f

aurθumからム 5デサチュラーゼ候補遺伝子 tau.L15dθsを単離した。 tau.L1 5desを出芽酵母に導入

したところ、培地に加えた ETAとDGLAをそれぞれEPAとAAに変換する!J.5デサチュラーゼ活

性が検出された。

次ぎに、 tau.L1 5desをラピリンチュラ用の発現ベクタ」に組み込み、ユピキチンプロモーターを

駆動力として Aurantiochytriumlimacinum mh0186内で発現させた。 RT-PCRの結果、 tau.L1 5des 

が mh0186内で発現していることが確認され、 tauLl 5des発現株では mocktransfectantと比較し

て1.4倍の EPAを生産することが分かつた。さらに、培地中に EPAの前駆物質ETAを添加すると

mock transfectantと比較して 4.6倍の EPAが生産され、 AAの前駆物質である DGALAを添加し

た場合には 13.2倍の AAが生産された。パン酵母を宿主とした時に比較して、 ETAから EPAの変

換率および EPAの蓄積率は非常に高く、ラピリンチュラ類は有用 PUFAを分子育種するための優

れた宿主であることが示された。

続いて、 T.au:reum において tauLl 5desのノックアウト (KO) を試みた。 tauLl 5des ORFの上

流 530bpと下流680bpの相同組み替え部位を G418耐性遺伝子カセットに連結した KOコンストラ

クトをパーティクノレガンで T.aureumに導入した。 G418耐性遺伝子が tauLl5de8のORF内に組み

込まれたことは PCRで確認されたが、組み換えが起こっていない tauLl5de8も検出された。そこ

で、 tau.L15desの二つ自のアリノレをハイグロマイシン耐性遺伝子で破壊した。 RT-PCRの結果、該当

遺伝子が完全に破壊されていることが示されたので¥T.aureumは2倍体であると推測された。 tau

.L1 5dθ8KO株においては、野生株ではほとんど検出されない ETAとDGLAの蓄積、およびEPAと

AAの減少が観察された。

海洋性真核単細胞生物であるラピリンチュラ類は、細胞内油滴中に高度不飽和脂肪酸

(HUFA)を大量に蓄積するため、魚油に替わる新たな HUFA供給源として注目されている。

有用 I-IUFA生産能の高いラピリンチュラ類を分子育種するためには、効率の良い形質転換法、

遺伝子の過剰発現およびノックアウト法の開発などの遺伝子操作の基盤技術の開発が必須で、

あるが、ラピリンチュ♂ラ類におけるそれらの知見は極めて乏しい。また、ラピリンチュラ類

の主要 I-IUFAはドコザヘキサエン酸 (DI-IA，C22:6n-3)であり、エイコサペンタエン酸 (EPA，

C20:5n-3)やアラキドン酸 (AA，C20:4n-6)は比較的少ない。本研究は、有用 HUFA生産株の

分子育種を目指して、ラピリンチュラ類の遺伝子工学的技術基盤の確立および EPAとAA生

成の責任酵素であるム5デサチュラーゼの遺伝子クローニング、並びに過剰発現とノックアウ

トを行った研究を取りまとめたものである。

先ず、ラピリンチュラ類で効率よく働く形質転換系の開発を目的として、ラピリンチュラ類

の標準菌株の 1つである ThraustochytriumαureumATCC34304で恒常的に発現しているユピキ

チン遺伝子のプロモーターとターミネーター領域をゲノムウォーキング法で単離した。これ

らの配列をラピリンチュラ類のコドン使用頻度に基づいて人工合成したネオマイシン耐性遺

伝子と連結して pUC18ベクターに組み込み、発現ベクターを構築した。

EPAとAAは、それぞれの前駆体脂肪酸であるエイコサテトラエン酸 (ETA，C20:4n-3)とピス

ホモ十リノレン酸 (DGLA，C20:3n-6)にム5デサチュラーゼの作用によって二重結合が導入

されることで生成される。そこで、 EPAとAAを蓄積するラピリンチュラ類の作製を目指し、

他生物由来の!J.5デサチュラーゼの保存領域の配列を利用して T.aureumから tauL15desをクロ

ーニングした。本遺伝子を出芽酵母に導入したところ、培地に加えた ETAとDGLAをそれぞ

れ EPAとAAに変換するム5デサチュラーゼ活性が検出された。
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メ)の腸管から糖脂質を精製した。これらの精製糖脂質と 35S標識した 3種のピブリオ菌(巧brio

anguillarum、V.damsela、V.parahaemolyticus) を用いた TLCoverlay assayによって、糖脂質とピブ

リオ菌の接着を調べた。その結果、調べた全てのピブリオ菌は、魚種の違いを超えて、共通の糖脂

質受容体に接着することが分かつた。受容体活性を持つ糖脂質 (GlycolipidReceptor、GLRと呼称)

の化学構造を GC、FAB-MS、NMR等によって決定した。その結果、マダイの GLRは GM4

(NeuAcα2-3Gals1-1'Cer)、それ以外の魚種の GLRは GM3(NeuAccx.2-3Gals 1-4Glcs 1-1 'Cer)で、あるこ

とが判明した。さらに、糖鎖構造の異なる各種糖脂質を用いて、ピブリオ菌の糖鎖部位への結合特

異性を詳細に調べ、ピブリオ菌が接着するのに必要な最小糖鎖構造は'NeuAcα2-3Gals-'で、あること

を明らかにした。

糖脂質の脂質部位、特に脂肪酸部位は多様性に富んで、いるが、その生理機能に関しては不明な点

が多い。 GLRの脂質部位の構造解析を行った結果、 GM4とGM3の主要脂肪酸はそれぞれヒドロキ

シ化 C24:1とC24:1であるがそれ以外にも様々な脂肪酸分子種が含まれていた。そこで、脂肪酸分

子種がピプリオ菌と糖脂質の接着にどのような役割を果たしているかを調べるために、SCDaseとい

う酵素を用いて異なる単一脂肪酸を有する GM4および GM3を酵素合成し、ピブリオ菌との接着活

性を調べた。その結果、ピブリオ菌は、 C24:0の飽和脂肪酸を持つ糖脂質に比較して、 C24:1のモノ

不飽和脂肪酸を持つ糖脂質に対して強い接着活性を示すことが明らかになった。また、該当糖脂質

を吸着させた赤血球とピブリオ菌を用いた凝集実験によっても同様の結果が得られた。さらに、

C24:0とC24:1を含む GM3の単分子膜を作製し、 BIAcoreを用いた表面プラズモン共鳴法によりピ

ブリオ菌との相互作用を測定した結果、脂肪酸の不飽和化によってピブリオ菌の接着活性が増強さ

れることが観察された。以上の結果は、 GLRの脂肪酸部位の不飽和化がピブリオ菌の接着に大きな

影響を与えることを示している。

GLRを認識するピブリオ菌の接着タンパク質を同定するために、宿主との接着に重要と考えられ

ている IV型線毛の形成に関与する遺伝子を欠損させた V.harveyiの変異株を作製した。 IV型線毛欠

損変異株は、野生株と比較してバイオフィノレムの形成能がほぼ完全に消失していたが、予想に反し

て GM4に対する結合力は野生株と変化がなかった。

ピブリオ属細菌(以下ピブリオ)は、多くの海産魚の腸内常在菌として知られている。ある

種のピブリオは、水温の上昇や水質の劣化、過密飼育等の様々な環境ストレス下で、ピブリ

オ病を引き起こすと考えられている。しかし、なぜピブリオが海産魚の普遍的な腸内細菌な

のか、ということの分子基盤は良く分かっていなかった。一方、晴乳動物に感染する細菌、

ウイルスは宿主細胞表面のスフィンゴ糖脂質(以下糖脂質)の糖鎖を特異的に認識し、接着、

侵入することが知られている。本論文は、ピブリオの魚類腸管の糖脂質受容体を検索し、そ

の構造解析、構造と受容体活性の相関に関する研究を取りまとめたものである。

先ず、国内の主要海産養殖魚 7種(マダイ、ブリ、ヒラマサ、カンパチ、マアジ、マサパ、

ヒラメ)の腸管から糖脂質を精製した。これらの精製糖脂質と 35S標識した 3種のピブリオ

(Vibrio anguillarum、Vdamse旬、 Vparαhaemolyticus) を用いた TLCoverlay assayによって、

糖脂質とピブリオの接着を調べた。その結果、調べた全てのビブリオは、魚種の違いを超え

て、共通の糖脂質受容体に接着することが分かつた。受容体活性を持つ糖脂質の化学構造を

GC、FAB-MS、NMR等によって決定した。その結果、マダイの糖脂質受容体は GM4

(NeuAcα2-3Gals 1-1 'Cer)、それ以外の魚種の糖脂質受容体は GM3

(NeuAcα2-3Galsl-4Glcsl-l 'Cer)で、あることが明らかになった。さらに、糖鎖構造の異なる各種

糖脂質を用いて、ピブリオの糖鎖部位への接着特異性を詳細に調べ、ピブリオが接着するの
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的な治療方法は未だ見出されていない。そのため、停み感覚発生のキーシグナノレを明らかにするこ

とは痔み研究において重要な課題と考えられる。本研究で、はマウス脳内における神経伝達物質や神

経ペプチドの機能と変化に着目し調査した。最初に、末梢性の摩み物質 compound48/80 (C48/80)に

よる痔み感覚や引っ掻き行動の発生に、神経伝達物質であるドーパミン(DA)とその DlおよびD2受

容体が関与しているか否かを調査した。次に、痔み感覚伝達の重要なメデイエーターとされている

gastrin-releasing peptide (GRP)による引っ掻き行動が、中枢性ならびに末梢性の痔み受容体を介して

起こっているのかを調査した。また、引っ掻き行動における新たな実験モデ、ル確立のために、ラッ

トを用いて求心路遮断処理後の痔み刺激に対する反応性と新生時の痔み関連行動について調査した。

その詳細は下記の通りである。

まず、 Dj受容体の選択的措抗薬である SCH23390の大槽内投与によって、 C48/80による引っ掻き

行動が有意に抑制された。この結果より、 DAやDj受容体が末梢から中枢へと痔み刺激を伝達する

因子である可能性が示唆された。さらに、免疫組織化学的手法により、 SCH23390とC48/80を共に

投与すると、大脳脚部(PLH)付近における c-fos陽性細胞・神経線維の発現が他の処理よりも有意に

強化されることが明らかとなった。このことから、 C48/80が誘導する引っ掻き行動の抑制には

SCH23390による PLH神経の強い活性が関与し、 SCH23390は下行性抑制システムに何らかの影響

を与えることが考えられた。また、 PLHにおけるかfos陽性細胞・神経線維は D2受容体の陽性反応

と共存在していたが、 Dl受容体の陽性反応との重なりはみられなかった。以上のことから、

SCH23390による C48/80誘導性引っ掻き行動の抑制には PLH付近に存在する D2受容体が関与する

ことが示唆された。

次いで、 C48/80による引っ掻き行動に果たす DAの役割について明らかにするために、 DAの前

駆物質である L-DOPAをマウスに投与し、行動への影響と脳(線条体、視床下部および脳幹)のモ

ノアミンやアミノ酸の代謝に及ぼす影響について調査した。 Dj受容体が引っ掻き行動の抑制に積極

的な役割を果たすならば、脳内 DA含量を L-DOPAの投与によって増加させることで引っ掻き行動

允進すると考えた。しかし、 C48/80が誘導する引っ掻き行動は L-DOPA投与によって逆に有意に減

少した。そのメカニズムを追求するために各種モノアミンとその代謝産物の濃度を高速液体クロマ

トグラフィー(HPLC)によって測定した。その結果、 L-DOPA投与によって DAなどの脳内モノアミ

ン含量は変化するものの、モノアミンの変化と行動の聞に関係は認められなかった。しかし、脳幹

においてのみ C48/80投与の影響によりノノレエピネフェリン(NE)の代謝回転率が上昇することが明

らかとなった。脳幹における NE代謝の変化はストレス反応の一部として起こること、また、スト

レスも痔み感覚発生の重要な因子であることから、末梢への C48/80が中枢のストレス制御機構へ何

らかの影響を与えている可能性が示唆された。脳幹においてのみアミノ酸のいくつかはしDOPA非

存在下で C48/80投与によって高くなるが、その値は L-DOPA投与によって減少した。変化がみられ

たアミノ酸のうち、 γーアミノ酪酸(GABA)、 L-グノレタミン、 L-グノレタミン酸およびグリシンは、

L-DOPA投与により急激に減少した。特に、 L-DOPA非存在下おいてみられた C48/80投与による

しグルタミン酸含量の増加は N-methyl-D-aspartat巴 φ品1DA) もしくは
α-amino-3 -hydroxy四5-methyl斗 isoxazolepropionat巴(AMPA)受容体を刺激し、引っ掻き行動を促すと考

えられた。 L-DOPA投与による脳のアミノ酸代謝の変化が、引っ掻き行動に関連する可能性が示唆

された。

さらに、 GRPによる引っ掻き行動がどのような特徴を持つのかを調査した。 μーオピオイド受容体

は中枢性、また、ヒスタミンHl受容体は末梢性の痔み感覚のメディエーターとして知られている。

GRPによる引っ掻き行動がこれら受容体を介するのかについて調査した。また、上述のようにスト

レスは痔み感覚発生の重要な因子の一つであることから、ストレスの指標として血柴中のコノレチコ

ステロン濃度を測定した。 μーオピオイド受容体の桔抗薬であるナロキソンを腹腔内に投与すると
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GRPによる引っ掻き行動は有意に抑制された。しかし、ヒスタミン H1受容体の桔抗薬であるテル

フェナジンの経口投与では GRPによる引っ掻き行動は影響を受けなかった。血摂コルチコステロン

濃度にも有意な変化はみられなかった。以上のことから、 GRPによる引っ掻き行動は μーオピオイド

受容体を介するが、ヒスタミン H1受容体やストレス反応を介する可能性は低いことが判明した。

引っ掻き行動の新たなモデノレ動物の作製を試みた。新生時期にカプサイシン処理すると求心路を

遮断できることが既に知られていた。カプサイシン処理ラットにおいて化学的反応の低下がみられ

たが、ヒスタミンと C48/80による引っ掻き行動の誘起に対しては影響を与えなかった。この結果

は、痔み特異的な末梢性の C線維がカプサイシン処理によっては破壊されないこと、もしくは、 C

線維以外の捧み伝達経路が存在する可能性を示唆した。

さらに、生後 7または 14日目の新生ラットに C48/80を投与し、成熟ラットやマウスで認められ

る痔み誘発時の行動が現れるか否かを調査した。 C48/80によって生後 7および 14日目の新生ラッ

トにおいて引っ掻き行動の発生が認められた。さらに生後 7日目の新生ラットでは痔み物質投与直

後から「もがくJという行動が観察された。この行動は、運動機能の発達していない未熟な段階に

特徴的な痔みに関連する行動と判断された。成熟動物を用いた痔み研究は行われているが新生動物

における知見はほとんどない。本結果は、幼若な個体における痔み研究を行う際の有用なモデ、ルを

提供する。

一連の研究は、痔み発生の機序解明に一助をもたらすと共に過剰な引っ掻き行動の軽減の策定に

向けて貢献するものである。

皮膚炎や様々な全身性の疾患において痔みは主な症状のーっとして現れる。しかし、

痔みや引っ掻き行動の発生メカニズムの詳細は不明な点が多い。本研究では神経伝達物

質や神経ペプチドの機能と変化に着目しメカニズムを調査した。

最初に、末梢性の痔み物質 compound48/80 (C48/80)による痔み感覚や引っ掻き行動の

発生に、神経伝達物質であるドーパミン(DA)が関与しているか否かを調査した。まず、D1

受容体の選択的措抗薬である SCH23390の大槽内投与によって、 C48/80による引っ掻き

行動が有意に抑制された。この結果より、 DAや D1受容体が末梢から中枢へと捧み刺激

を伝達する因子である可能性が示唆された。次いで、 C48/80による引っ掻き行動に果

たす DAの役割について明らかにするために、 DAの前駆物質であるしDOPAをマウス

に投与し、行動への影響と脳のモノアミンやアミノ酸の代謝に及ぼす影響について調査

した。 C48/80が誘導する引っ掻き行動は ιDOPAの腹腔投与によって逆に有意に減少し

た。 L-DOPA投与によって DAなどの脳内モノアミン含量は変化するものの、モノアミ

ンの変化と行動の聞に関係は認められなかった。脳幹においてアミノ酸のいくつかは

L-DOPA非存在下で C48/80投与によって高くなるが、その値はしDOPA投与によって減

少した。 L-DOPA投与による脳のアミノ酸代謝の変化が、引っ掻き行動に関連する可能

性が示唆された。

次に、痔み感覚伝達の重要なメデイエーターとされている gastrin-re1easingpeptide 

(GRP)による引っ掻き行動が、中枢性ならびに末梢性の、痔み受容体を介して起こってい

るのかを調査した。 μーオピオイド受容体は中枢性、また、ヒスタミン H1受容体は末梢

性の痔み感覚のメディエーターとして知られている。十オピオイド受容体の措抗薬であ

るナロキソンを腹腔内に投与すると GRPによる引っ掻き行動は有意に抑制された。し

かし、ヒスタミン H1受容体の桔抗薬であるテノレフェナジンの経口投与では GRPによる

引っ掻き行動は影響を受けなかった。以上のことから、 GRPによる引っ掻き行動は十
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

調に働くと考えられている。一方，月周産卵をするアイゴにおいて，概日時計遺伝子の一つである

period2 (per2)の発現量と血中メラトニン量が新月と満月の夜で異なることが報告されており，

月周リズムの形成にも概日時計遺伝子とメラトニンが関与している可能性がある。そこで本研究で

はs松果体の機能に焦点をあてて，クサフグのpθrの周期的発現，メラトニンの周期的合成と分泌，

メラトニン作用のキ一分子であるメラトニン受容体 (Mel)の分布と周期的発現について解析した。

また，生殖機能の中枢である視床下部の機能をメラトニンが調節することが考えられるため，視床

下部を含む間脳における mel遺伝子の周期的発現を解析した。

クサフグの松果体において， 4種類の perサブユニット遺伝子は明期にピークを持つ明瞭な日周

変動を示した。また，恒暗条件下でも主観的明期にピークを持つ概日変動を示したととから，クサ

フグの松果体においても perを中心とした概日時計が機能していると考えられる。また，明期と暗

期の一定の時刻に 4日もしくは 5日おきに 1ヶ月間，松果体を採取して月周変動を調べた結果，明

期 3 暗期ともに，月周に依存した変動は示さなかったo perは月周同調産卵リズムに直接的には関

わっていないと考えられる。

クサフグの松果体におけるメラトニンの分泌リズムを，器官培養系を用いて解析した。メラトニ

ン分泌量は暗期に著しく上昇し，明期には急激に低下した。恒暗条件下でも主観的暗期にピークを

持つ 24時間周期のリズムを示した。また，メラトニン合成の律速酵素であるアリールアルキルア

ミン Nアセチルトランスフエラーゼ (AANAT)遺伝子の発現量も同様の周期的変動を示した。と
れらの結果から，メラトニンは松果体から明暗周期依存的に分泌されることが分かった。さらに 3

aanat2遺伝子の発現の月周変動を調べたが，明期，暗期ともに月周に依存した変動は示さなかった。

クサフグではメラトニン分泌量は月周に伴った変動は示さないと考えられるが，血中メラトニン量

を直接測るなど，月周変動についてはさらに検討する必要がある。

クサフグの 4種類の melサブタイプ遺伝子は，網膜や視蓋，間脳の視覚情報の処理に関わる脳領

域と下垂体，生殖腺，牌臓などの末梢組織に発現していた。松果体においては， 4種類のサブタイ

プ遺伝子は同期した日周変動と概日変動を示した。特に，概日変動は 15時間周期のリズムを示し，

概潮汐リズム (12.4時間周期)との関連が示唆された。さらに，meha 1.4とmehbの発現量は月齢

5.4にピークを持つ月周変動を示した。これらの結果は，クサフグの松果体に 15時間周期を刻む時

計と月周時計が存在することを示すとともに，melの発現量の変動がクサフグの月周同調産卵リズ

ムに重要な役割を持つことを示している。一方，間脳においても 4種類の melサブタイプ遺伝子は

同期した日周変動と概日変動を示し，視床下部に対するメラトニンの作用は強く時間に依存するこ

とが分かった。視床下部においては，生殖機能を調節するキスペプチンとLPXRFアミドペプチド，
またそれらの受容体の遺伝子発現が日周および概日変動することが分かつており，それらはメラト

ニンによって調節されると考えられる。

本研究により 3 クサフグの月周同調産卵リズムの形成に，松果体と視床下部におけるメラトニン

受容体が重要な役割を持つことが示された。 Melの周期的発現と月周同調産卵リズムとの関連の実

体の解明は今後の課題であるが， Melと概日時計遺伝子との相互作用により月周および潮汐に依存

した産卵リズムが形成されると考えられる。特に，松果体における 15時間周期の時計と月周時計

という新しい計時機構とメラトニン作用との関係の解明が重要であろう。

魚類はp 季節性，月周性3 日周性3 潮汐性などのさまざまな産卵リズムを示すが 3 その調節機構

はまだよく分かつていない。本論文では3 月周同調産卵を行うクサフグを材料にして 3 月周同調産

卵リズムを形成する脳内機構を明らかにするため 3 松果体と問脳の視床下部の働きに焦点をあてて

研究した。松果体では，概日時計遺伝子の一つである Periodの周期的発現を解析すると共に 3 メラ
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トニンの合成と分泌活性の周期的変化 2 およびメラトニン受容体遺伝子の周期的発現を解析した。

また P 視床下部ではメラトニン受容体遺伝子の周期的発現を解析した。

クサフグは 3 春から夏にかけて3 大潮の日の満潮前に海岸で集団産卵する。また 3 その産卵は夜

の満潮の 2-3時間前になされることから 3 クサフグの産卵は月周性と日周性の両リズムを持って

いる。クサフグの松果体において， 4種類の Periodサブタイプ遺伝子は3 明期にピークを持つ明瞭

な日周変動を示した。また，恒暗条件下でも主観的明期にピークを持つ概日変動を示したことから 3

クサフグの松果体において， Periodを中心とした概日時計が機能していることが示唆された。また3

Period遺伝子の発現の月周変動を調べるため 3 同時刻に 4日もしくは 5日おきに 1ヶ月間，松果体

を採取して発現量を解析した結果3 月周に依存した変動は示さなかった。

次に 3 クサフグの松果体におけるメラトニンの分泌リズムを，器官培養系を用いて解析した。メ

ラトニン分泌量は暗期に著しく上昇し 3 明期には急激に低下した。恒暗条件下でも主観的暗期にピ

ークを持つ 24時間周期のリズムを示した。また 3 メラトニン合成の律速酵素であるアリールアノレ

キノレアミン Nアセチノレトランスフエラーゼ (AANAT)遺伝子の発現量も同様の周期的変動を示し
た。これらの結果から 3 メラトニンは松果体から明暗周期依存的に分泌されることが明らかになっ

た。さらに， AANAT遺伝子の発現の月周変動を調べたが 3 月周に依存した変動は示さず3 メラト

ニン分泌量は月周に伴った変動は示さないと考えられた。

クサフグの 4種類のメラトニン受容体サプタイプ遺伝子は3 松果体において 3 同期した日周およ

び概日変動を示した。特に 3 概日変動は 15時間周期のリズムを示し， 12.4時間周期の概潮汐リズ

ムとの関連が示唆された。また3 メラトニン受容体遺伝子の発現量は3 月齢 5.4日にピークを持つ

月周変動を示すことを明らかにした。これらの結果は 3 クサフグの松果体に 15時間周期を刻む時

計と月周時計が存在する可能性を示すとともに 3 メラトニン受容体の発現量の変動がクサフグの月

周同調産卵リズムに重要な役割を持つことを示すものである。

一方 3 間脳の視床下部においても， 4種類のメラトニン受容体サブタイプ遺伝子は，同期した日

周および概日変動を示した。また，これらの遺伝子の発現は 3 生殖機能の調節に重要なキスペプチ

ンチンと LPXRFアミドペプチドの視床下部における遺伝子発現と同期することが明らかになった。

これらの結果は 3 両神経ペプチドの発現がメラトニンにより調節されることを示している。

以上要するに本論文は3 クサフグの松果体に 15時間周期の時計と月周時計という新しい計時機

構が存在する可能性を示すとともに 3 クサフグの月周同調産卵リズムの形成に 3 松果体と視床下部

におけるメラトニン受容体が重要な役割を持つことを示したものであり 3 魚類の生殖神経内分泌学

の発展に寄与する価値ある業績と認める。よって本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有す

るものと認、める。
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the specia1 treatment ofrice imports has been extended to 2014. In exchange for extending the 

specia1 treatment， however， Korean govem皿 enthad to agree to doub1e the rice MMA and to 

allow retai1. sa1es of imported rice. The import expansion has influenced al1 areas re1ated to 

rice， such as production， consumption， prices， income， marketing， producer subsidies， and 

policies. A 10t of debates on rice tariffication have been made main1y due to recent soar of 

intemationa1 rice price， nsmg rice inventory in Korea， and progress in DDA agricu1tura1 

negotiations. 

In this study， random n也priceauctions are conducted to eva1uate foreign rice re1ative to 

Korean rice. This study assess consumers' premium for Korean rice and market share under 

various scenario using auction bids. This study ana1yzes some economic impacts of an ear1y 

tariffication in 2011 and tariffication in 2015 after the comp1etion of imp1ementation period 

for the special treatment. This study proposes a dynamic ex-ante partia1 equilibrium 

simu1ation mode1 and presents deterministic and stochastic simu1ations to measure the effects 

of the tariff reduction and the TRQ expansion on the Korean rice sector with scenarios 

constructed by the revised drafts ofthe DDA agricultura1 negotiations ofthe WTO. This study 

a1so presents policy imp1ications to Korea through the case studies on rice tariffication in J apan 

and Taiwan 

According to the resu1ts of the experimenta1 auction， consumers wou1d be wil1ing to pay 

15.4% and 18.4% premium for Korean rice against U.S. rice and Chinese rice， respectively. 

This study found that consumers sensitive1y respond to the countrγof origin and taste of rice. 

Under the situation of high tariff and intemational price， the results of market share simulation 

suggest that substantia1 impacts of tariffication on the market share of domestic rice are not 

expected in Korean rice market. Moreover， if rice is designated as a specia1 product， Korean 

rice is ab1e to keep its shares regard1ess of intemationa1 price. 

The projections of the Korean rice economy by deterministic and stochastic simu1ations 

indicate that the earlier Korean adoption of rice tariffication rather than increases in MMA 

vo1ume， the better chances to reduce negative effects on Korean rice industry. The results a1so 

suggest that Korea shou1d maintain the deve10ping country status and procure rice as a specia1 

product in the DDA n 
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

J apan and Taiwan have already experienced a similar market opening process from 

special treatment for rice import (MMA) to tariffication. As for the rice import after 

tariffication， tariff imports (out-quota import) have been a1most comp1ete1y prevented main1y 

due to high tariffs in both countries. Simu1taneous1y， TRQ rice has been disturbed in the 

domestic rice market. This study suggests that Korea shou1d take measures to improve the 

competitiveness of its rice sector and to prepare for tariffication. 

本研究は、韓国におけるコメ輸入の現状と今後の対応策について研究したものである。韓国のコ

メ輸入はガッ ト・ ウルグアイラウンドの 1994年合意事項に基づいて発展途上国扱いの Specia1

Treatmen t C特別扱い ・ミニマムアクセス米)として 1995年から開始され、今では年間35万 トンの

コメが輸入されているが、日本が 1999年にそれまでの「特別扱いJから 「関税化Jに移行したのと

同様に、韓国内でも今、「関税化」への移行が国民を巻き込んだ大議論の中、真剣に検討されている。

本研究はその国家的議論に対してアカデミックな観点からより斬新な示唆を提供するものである。

韓国のコメ輸入の分析においては、過去にも多くの研究がみられるが、主に次の二点で改善が

求められていた。①外国産米のより正確な経済的評価、 ②将来のコメ輸入シミュレーションにおい

て圏内及び国際価格や為替レートの最新のデー夕、及び、変化のリスクを取り入れた、計測手法の

開発である。本研究ではこうした内容において、既存の研究の内容を改善すべく、①に対しては、

これまでの CVM法(仮想評価法)によるのではなく、 75人からなるパネルを設定し、ここに現金を

使った現実的な評価をパネリストに課すという Randomn-th P r i ce Auc t i on (RNPA)手法をとった。
また、この手法では評価(入札)を 5回繰り返してより安定した回答を得る対応をとっている。こ

の手法を用いて、外国産のコメ(米国産と中国産)をまずブラインドテストによる官能評価

CTreatinent A)で表し、次に、生産国の情報を明らかにした官能評価 CTreatmen t B)、さらに生産

国の情報のみによる評価 (Treatmen t C)で消費者の評価を統計学的に比較分析した。 これにより、

韓国の消費者は外国産米に対しては国産米に比べ先入観的に低い評価をする傾向にあるが、味覚評

価のみからは外国産米を圏内産米同様に高く評価することが示唆された。官能評価と生産国情報と

を合わせた総合評価においては、圏内産が中国産より 18.4%、米国産より 15.4%高く評価する傾向に

あることが示唆された。

本研究では、さらに、この外国産米に対する総合評価を下に韓国がコメの輸入において 2011年に

関税化に移行した場合、及び、遅らせて 2015年に移行した場合のシナリオについて、その影響が

2021年にどのように出るかを分析した。そのシミュレーション手法として、 1996年から 2009年の

データをベースにしながらも、データの分散を考慮した StochasticSimu1ation CSS)手法を取り

入れ、単収や為替レート、価格の変化などのリスクを含んだ、計測を試みた。また、本研究では新た

なシナリオ(韓国がWTOにおいて発展国扱いか発展途上国扱いか)も加え、計測した。乙の結果、

韓国のコメ輸入では発展国扱いで関税化を 2015年まで遅らせた場合が 2021年に予測される輸入量

は 64.5万 トンで最も多くなり、逆に、発展途上国扱いでしかも 2011年に関税化に移行した場合が

2021年には 35.1万トンレベルに押さえられることが示唆された。とのことは、既存の報告が関税

化を遅らせた方が輸入量が抑えられる、としたものと逆の分析結果となり、より新しいデー夕、及

び、 斬新な手法を駆使したことにより新たな示唆が与えられることとなった。

計測はこれのみでなく、コメ在庫量の予測、さらには圏全体に及ぼす経済効果にまで及んでいる。

このような計測結果は政府の今後の政策に大きな影響を与えることは必至で、政府や国民がアカデ
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対象の 3JAでは3生産履歴の記帳と事後的な確認が主体で農薬誤使用の防止対策が十分でないが 3

多数の全組合員に対応することが優先されている o 第7章ではs 生産履歴管理システムを実運用し

ている JAを対象に 3 農薬誤使用チェックリストの現場向け整備と農薬誤使用のリスク低減効果の

評価を行った。具体的な起こりえるエラーのリスト化仁農家へのアンケートによる各エラーの影

響評価によって，システム利用によるエラー防止効果が数値として算出され，また対策を講じるべ

きエラー項目が見出された。これにより p この評価手法の有効性が明らかとなった。

終章では3 農薬使用リスク管理システムのあり方として，機能要件の実現方法ならびにシステム

運用の評価手法を総括した。さらに本研究の手法を農作業全般に応用することで， r農作業リスク管
理システムJとその構築方法についても提案を行った。

本研究は、農産物の安全性および消費者の信頼向上に有効な農薬誤使用の未然防止を支援するリ

スク管理システムの構築方法をシステム試作および現地実証によっで考察すると共に、現地実態調

査によって既存システムの運用実態を解明・評価し、農薬使用リスク管理システムのあり方につい

て総合的に考察したものである。無登録農薬使用問題を発端として農薬取締法が 2002年に改正さ

れ、農薬を使用する者(農薬使用者)に対して農薬登録上の使用基準の遵守が義務化され、罰則規

定も定められた。こうした法整備および消費者の農薬使用に関する関心の高まりから、農薬使用リ

スク管理のシステム構築に対する社会的要請が高まっている。本研究によって得られた主要な結果

は以下の通りである。

第一に、リスク管理システム構築の基礎となる農薬登録情報の数値化と農薬登録情報データベー

スの再構築手法を提案すると共に、この手法を実データに適用し農薬登録情報の数値化が実用的な

水準で可能であることを明らかにした。第二に、既存関連システム調査および現地調査に基づいて、

リスク管理システムが具備すべき主要機能を明らかにすると共に、現地ニーズに応じた具体的な複

数のシステム試作および現地実証を通してこれら機能の必要性と有用性を実証的に明らかにした。

第三に、関連システムの実運用実態を調査解明し、農薬誤使用チェックリストの現場向け整備と農

薬誤使用のリスク低減効果の評価を行った。これより、システム利用によるエラー防止効果が定量

化され、具体的対策を講じるべき項目が明らかになった。

以上要するに、本研究は、農産物の信頼性向上に有効な農業経営管理に資する農薬使用リスク管

理の構築の前提となる農薬登録情報の数値化およびデータベース構築手法を考案すると共に、具体

的なシステム試作と現地実証を行い、農薬使用リスク管理システムの持つべき機能と運用方法を実

証的に明らかにしたもので¥農業経営学および農業情報学の発展に寄与する価値ある業績であると

認める。よって、本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有するものと認める。
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を提示した。以上の分析により，今後の技術開発方向について総合的な指針を導くことを可能とし，

開発技術の評価場面において本方法が有効であることを明らかにした。

第 6章では3 農薬使用の環境影響に配慮した営農計画支援システムを開発し，本システムを経営

意思決定に活用する方法を提示した。そして，開発システムを用いた経営シミュレーションを通じ

て，経営管理過程におけるシステム利用の可能性について考察した。その結果，環境保全型農業経

営の営農計画において，本システムは農薬環境リスク管理と温室効果ガス排出管理といった複数領

域の環境管理や，収支等その他の営農指標を統合的に考慮しうる意思決定支援システムとして有用

であることを明らかにした。

第 7章は，結言であり 3 本研究で得られた成果を総括した。

以上3 本研究において，農業経営や技術開発主体が環境問題を認識し 3 管理可能とするためには

数量的指標を利用することが有効であり，農薬環境影響のように科学的不確実性により指標化が困

難な場合でも，予防的管理アフローチを援用することによって環境リスク管理指標が数値化可能と

なるということを明らかにした。そして，定量的な環境リスク管理指標は，農業技術情報を媒介と

して経済成果指標と関連付けるときに効果的な意思決定支援が可能となり，そのためには情報シス

テムの利用が有効であると結論づけた。

本研究は、農薬使用に伴う環境リスク管理指標の開発を行うと共に、農業経営管理への応用方法

を実証的に分析し、総合的に考察したものである。得られた主要な結果は以下の通りである。

第1に、予防的管理原則の考え方に依拠して、農薬成分の毒性係数と農薬使用量などの情報を用

いて、「農薬使用の技術危険度 (RST)Jを定義し、その算出方法を提案すると共に有効性と課題を

実証的に解明した。具体的には、有効成分使用回数や有効成分使用量など、営農現場の実務で使用

されている農薬に関する既存のリスク管理指標と農薬使用の技術危険度 (RST)を比較し、 これら

の既存指標が農薬使用に伴う環境負荷を必ずしも正確に反映するものではないことを明らかにした。

第2に、環境リスク管理指標である農薬使用の技術危険度 (RST)と既存の経済指標とを組合わせ

ることで、環境保全型農業の経営的評価が総合的に可能になる手法を提案した。この手法を、環境

保全型農業生産技術体系の一つであるリビングマノレチ栽培技術の経営的評価へ適用し、その有効性

を明らかにした。さらに、リビングマノレチ栽培技術の導入により除草剤使用は減少するものの、環

境リスクの大きい殺虫剤使用量が減少しないため、結果的には農薬使用に伴う環境リスクの総量は

ほとんど低減せず，除草剤の削減だけでは取り組みとして十分ではないことを明らかにした。第3

に、営農現場における実際の営農計画および農業技術の経営的評価にこれらの手法を適用する際に

不可欠な意思決定支援システムを構築し、環境リスクと経済リスクの両リスクを総合的に勘案した

経営シミュレーションを可能にした。本システムでは、農業生産に伴う温暖化ガス排出量の推定も

可能になっており、農業生産に伴う農薬環境リスクを総合的に管理することを可能にしている。

以上要するに、本研究は、農薬環境リスク管理指標を開発すると共にその有効性を解明し、さら

に、営農計画や農業技術評価等の農業経営管理への具体的応用方法を明らかにしたもので、農業経

営学の発展に寄与する価値ある業績であると認める。よって、本研究者は博士 (農学)の学位を得

る資格を有するものと認める。
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本論文は，現在，世界貿易機関 (WTO)農業交渉において 3 最も重要な議題の 1つとなっている

輸出規律強化について 3 脱脂粉乳を対象に 3 計量的に分析を行ったものである.そして，輸出規律

強化の貿易効果丸 WTO農業交渉上の含意について明らかにしている.

現在の輸出規律強化の議論では，輸出補助金と 3 輸出国家貿易企業(ExportingState Trading 

Enterprises，略して，輸出 STE)に代表される 3 輸出補助金と同等の効果を有するその他の措置

の両方に対し，同様に規律を確保すること 3 つまり，パラレリズムに基づき輸出規律'を確保するこ

とが合意されている.また，その後の交渉の結果， 2013年以降，輸出補助金を撤廃し，輸出 STE

の輸出独占権が廃止されることで議論が進んでいる

こうした背景を受け 3本論文では，まずs輸出補助金制度と輸出 STEの現状を明らかにした上で，

WTO農業交渉上，なぜそれらが問題視されているのかについて整理し，輸出規律強化の現状と課

題について明らかにしている.具体的には， EUに代表される輸出補助金交付国において輸出補助

金の撤廃は進んでいるものの 3 輸出 STEをもっニュージーランドとカナダにおいては 3 必ずしも輸

出STEの輸出独占権の廃止は順調に進展していないことを明らかにしている.こうした社会的背景

や現状，課題について明らかにすることは，計量分析を行う前提として重要であり，従来の輸出規

律強化に関する分析が 3 輸出補助金のみを考慮し 3 輸出 STEについて考慮してこなかった点を改善

する必要があることを明らかにした点が評価できる.

次に 3 輸出規律強化の貿易効果を分析するための空間均衡モデルを展開している.従来，輸出規

律強化に関する計量分析において 3 輸出補助金については考慮しているモデルはあるものの 3 輸出

STEを明示的に取り扱えるモデルは，国際的にも皆無であった.本論文では，各国市場の不完全競

争度を表すラーナ一指数を含む空間均衡モデルに 3 二重構造不完全競争空間均衡モデ、ノレを統合する

ことで，輸出補助金，輸出 STEおよび不完全競争を同時に含む空間均衡モデルを新たに構築し 3 輸

出規律強化を総合的に分析することを可能にした点で，独創性が高い.

続いて 3 上記空間均衡モデルで必要となる 3 限界費用やラーナ一指数をキャリプレートする方法

を新たに開発している.そして 3 その方法を脱脂粉乳市場に適用し3 各国の市場構造が，相対的に

は完全競争に近いものの不完全競争的であり 3 特にアメリカ 3 ニュージーランドおよび日本の不完

全競争度が比較的高いことを明らかにしている.また，カナダにおいては 3 ラーナー指数は比較的

小さいが J 国内外の価格差別の度合いが大きいことをも明らかにしている.さらに，これらのキャ

リプレーションの結果3 現実の生産量p 純輸出量，需要量および市場価格はほぼ完全に再現されて

おり，開発されたキャリプレートの方法が優れていることが明らかとなっている.

最後lこ3 輸出規律強化の政策シミュレーション分析を行っている.その結果，輸出補助金や輸出

STEは貿易を歪曲しており 3 輸出規律の強化の影響は，当事国のみならず，その他の純輸出国や輸

入国においても大きいことを明らかにしている.また， EUにとって 3 パラレリズムを主張するこ

とは直接のメリットはないが 3 パラレリズムによる輸出規律強化は，当事国以外の貿易の利益を拡

大することを明らかにしている.以上の分析結果から， WTO農業交渉上の含意として， EUは3 パ

ラレリズムの主張を輸出競争以外の分野での交渉材料に利用する可能性があることを明らかにして

いる‘

以上のように 3 本論文では3 現在重要視されている WTO農業交渉下の輸出規律強化に関し，現

状と課題を明らかにした上で3 計量的に分析可能なモデルを新たに開発し，政策シミュレーション

分析を行っている点で独創性が高く 3 輸出規律強化の貿易効果についてだけで、なく， WTO農業交

渉上の含意についても明らかにしており 3 農業経済学に寄与する業績であると認められる.よって

本論文の著者は3 博士(農学)の学位を授与される資格を有すると認める.
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た.一方3 導管液中のイオン濃度に対する環境作用は小さかったことから 3 根のイオン吸収に対す

る環境作用には3 吸水の変動も大きく関与していることが示唆された.根の吸水は3 気象条件によ

って変化する蒸散によって駆動され，膜輸送タンパク質が存在する細胞膜へのイオンのマスフロー

を伴いs 膜輸送タンパク質とイオンの趨遁頻度に影響すると考えられる.したがって 3 根域温度，

光強度 3 気温3 湿度などの気象環境要素は2 蒸散(吸水)速度 (E)の変化を通してイオン吸収速

度 (QM)に影響すると考え 3 ミカエリス ・メンテン式中のイオン濃度 ([M]) をp 細胞膜へのイオ

ンのマスフロー速度 ([M]・E)に置き換えた養水分吸収統合モデ、ノレ

[MJ.E 
QM =仏一一一一

出 KM+[M].E 
に基づいて，イオン吸収に対する環境作用を解析した.その結果 3 この養水分吸収統合モデソレで，

イオン吸収に対する多様な環境要素および蒸散(根の吸水)の影響を表現できた.さらに 3 本統合

モデ、ノレに基づ、くことによって 3 活発な蒸散時の過剰施肥の可能性を示唆するとともに，高塩類環境

下での作物(トウモロコシ3 ヒマワリ)の塩類吸収速度を定量的に評価できた以上のように 3 作

物根のイオン吸収に対する環境作用の定量的評価が可能になり 3 養水分吸収統合モデノレの節肥技術

および塩類集積農地における塩類動態制御への応用の可能性が示唆された

高品質野菜の省エネルギー栽培，過剰施肥の回避と肥培管理コストの抑制のための節肥，乾燥地

の畑作圃場における塩類集積の緩和などを可能にする環境保全的な栽培技術が求められている。こ

れらの技術の確立のためには，根の物質吸収機能に対する環境作用の定量的評価が必須である。本

論文は，根のイオン吸収の速度論的モデ、ノレを構築し 3 根のイオン吸収に対する根域環境および気象

環境の影響を評価するとともに，環境保全的な栽培技術への応用の可能性を検討したものである。

まず3 インタクトの根群の吸水速度，イオン吸収速度および呼吸速度を計測するための養液栽培

システムを構築し3 水およびイオンの吸収速度が2 広い測定範囲において相対誤差 3.5%以内で評

価可能であることを示している。また 3 水とイオンの吸収速度の同時計測が，根の導管内のイオン

濃度の推定を可能にしている。

構築したシステムを用いて，根の物質吸収機能に対する根域環境の影響を，高品質野菜の養液栽

培の視点から調べている。まず，根への低温ストレスの短期間付与による高付加価値ホウレンソウ

栽培を対象として 3 根の水およびイオン吸収に対する根域温度の影響を評価している。その結果3

根の吸水およびイオン吸収における低温感受性の違いと低温ストレスによる吸水の著しい抑制

を確認し 3 低温ストレス付与による野菜の高付加価値化の主要因が 3 根の吸水抑制に伴う植

物体の浸透圧調節機能であることを明らかにしている。次に，夏季の養液栽培で頻発する水

耕液の高温条件と低溶存酸素濃度条件の影響を 3 ネギの周年養液栽培を対象にして評価している。

高温かつ低溶存酸素濃度の条件下における呼吸速度の顕著な低下と根の褐変を明らかにし，

褐変を生じた根においては，水およびイオン吸収が著しく阻害されることを確認している。

次に，水耕液のイオン濃度に対するイオン吸収速度の依存性を酵素反応速度論に基づく濃度依

存型イオン吸収モデルによって解析し 3 モデ、ノレを構成する 2つのパラメータ 3 すなわち高濃度と低

濃度におけるそれぞれの吸収速度を律速するパラメータが，根域環境によって大きく変化すること

を確認している。また，環境作用によってイオン吸収速度が変化する場合でも導管液中のイオン濃

度の変化が小さかったことから 3 根のイオン吸収に対する環境作用には 3 吸水の変動も関与してい

ることを示唆している。根の吸水は，日射強度，湿度 3 風速などの気象条件によって変化する葉の

蒸散に連動して引き起こされ，イオンチャンネノレなどの膜輸送タンパク質が存在する根の細胞膜へ

のイオンのマスフローを駆動している。したがって，各イオン種と各イオン種固有の膜輸送タンパ
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

茶の品質を客観的測定値で評価する ことを可能にした。

本論文は3 西九州地域の特産茶種である釜:抄り製および蒸し製玉緑茶について 3 茶種の特徴把握

ならびに品質定量化技術の確立を目的とし 3 簡便かつ迅速な分光学的手法を利用した茶種の特徴解

析および品質的な欠点の判別方法を提案するとともに 3 官能評価の代替技術としての客観的品質評

価手法を確立しようとしたものである。

まず3 同一の原料生葉を用いて 3 製造方法の異なる 3茶種3 すなわち釜妙り製3 蒸し製玉緑茶な

らびに普通煎茶の作り分けを行い 3 荒茶の色沢を分光反射率3 水色を浸出液の分光透過率として計

測し 3茶種の特徴を比較している。その結果， 380'""'"'780mnの測定全波長域において 3茶種聞に

分光反射率の差があること 3 釜:旬、り製2 蒸し製玉緑茶は普通煎茶と比較して L* ， b*値が有意に

小さいことを見出している。またs 分光透過率は測定全波長域において釜;抄り製玉緑茶が他茶種に

比べて高く， L*値は同様に釜:抄り製玉緑茶が有意に大きいこと等を明らかにしている。

次に 3 上市された釜:抄り製3 蒸し製玉緑茶を対象に 3 荒茶色沢ならびに水色の官能評価と分光測

色値の関係を判別分析により解析している。荒茶色沢の官能評価の評価項目である各種欠点を目的

変数，分光反射率を説明変数とした判別式の判別的中率は3 釜妙り製玉緑茶で 100%，蒸し製玉緑

茶で 96.9%，また 3 水色の各種欠点を目的変数3 分光透過率を説明変数とした判別分析でも判別的

中率は両茶種とも 100%であったことから 3 荒茶色沢， 71<..色の欠点の客観評価が可能で、あることを

見出している。

続いて 3 上市された蒸し製玉緑茶を用い，近赤外分光分析により測定した化学成分含有率ならび

に分光測色値と審査評点の関係を重回帰分析により明らかにしている。すなわち 3 審査評点合計点

は3 総遊離アミノ酸，中性デタージェント繊維3 色沢ならびに水色の測色値を説明変数とした重回

帰式で表され3 検証用試料における寄与率 0.80の値を得ている。これにより，蒸し製玉緑茶の品質

を近赤外分光分析ならびに分光測色を用いた客観的測定値で評価可能であることを実証している。

以上要するに 3 本論文は釜妙り製3 蒸し製玉緑茶を光学的に特徴づけるとともに 3 官能評価によ

り行われてきたこれら玉緑茶の品質評価を 3 分光学的手法を用いて客観的に評価可能にしたもので

あり 3 生産流通科学に寄与する価値ある業績と認める。

よって 3 本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有するものと認める。
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70% ofheptachlor a:fter 14 days ofincubation. In addition， P. acanthoのJstis，P. brevi.spora， P. lindtneri， and P. aw-ea removed 

about 20% of reca1ci回ntheptachlor epo羽dea:fter 14 days. In mostPhlebia species， hep匂chlorwas conve.巾dinto heptachlor 

epoxide， 1-hydro勾chlord巴neandトhydro勾r-;2，3-epo勾chlordene.In P.α'canthocys耐，P.brevi.spora， and P.αurea， heptachlor 

epoxid巴wasconv巴rtedinto heptachlor di01 andトhydroxy-2，3-epoxych1ordene伽oughhydrolysis of epoxy ring and oxidative 

dechlo出lation，resp 巴ctively. In P. acanthocysti.s， P. brevi.spora， and P. lindtneri， 1ト-h匂1万yd命rm勾cych印10αrd白e釘叩n即lおewaおsc∞on即ve剖l此te吋d:into 

1.ト】七-

Ph仇le巴b幻 S叩pecie邸smi担ghtha:卸可ves叩p巴民C団ca釦ctiv札ityfおort白heh匂1yd命roly:戸si包sofor屯g佃 O∞ch1吐由10巾巾1児epo日u匂nt包sa低t叩m勾q白巾1沼g.百世sis the first report 

that heptach10r epoxide and 1-hydroxy-2，3-epoxychlordene， well-know "dead end" for microbial degradation， are metabo1ized 

仕立oughepo可巾gopen by microorganisms. 

P. acanthocys耐，P.brevi.spora， P. [，かultneri，and P.αw-ea were selected for degradation capacity and metabolic produc包

towards chlordane and lindane. Over 50% of chlordan巴wasremoved企omcu1tures of sel巴ctedfungi a:fter 42 days of 

incubation. A large number of hydroxylated products such as heptachlor diol， dihydro可dihydroch1ordene，mono“叩d

dihydro可ch1ordene，which have been not reported as metabolites of ch10rdane in microorganisms were produced as 

metabolites of chlordane by fungal treatment， especiaUy P. lindt.ηeri can degr記e閃ca1citrantoxychlordane into its 

hydroxylated product through oxidぽivedechlo巾従ion:111Is study is the白'Str'叩orton metabolism of chlordane by wl1Ite rot 

五mgi.After 42 days of incubation， about 50% of lindane was degraded by four fungi. The high巴strate of degradation of 

1indane was ob組問dwi社lP.brevispora， 37.5% and 76.0% oflindane disappeared in this fungal cu加res，a:fter 14 and 42 days 

of incubation， respectively. A novel m巴tabolicpathway inc1uding succ巴ssivehydroxy1ation w出 observedin the degradation 

process of1indane by select，巴dPhlebiaspecies 

111e ability of P. lindtnelゴandP. brevispora to degrade DDT and its intermediate metabolites was investigatl巴d.P.‘[uult;ηeri 

and P. b問vi.sporadegr胡ed70% and 30% ofDDT a:fter 21-day incubation， respectively，佃dmetabolized DDT to DDD， 

DDA， DBP， DBH and some single-ring aromatic metabolites such as 4-ch10robenzoic acid， demons回出g也atthe cleavage 

reaction of the aliphatic-ruyl carbon bond occurs :in the de.伊 dation
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

persistent Organic Pollutants (POPs) 、残留性有機汚染物質に関するストックホル

ム条約により、 9種の有機塩素系農薬の製造と使用の禁止、ダイオキシン類の排出削

減が義務づけられている。有機塩素系農薬は、 1970年代に使用が禁止されたが、現在

でも環境中から検出され、浄化技術の開発が求められている。一方、難分解性高分子

であるリグニンを分解可能な白色腐朽担子菌は、様々な環境汚染物質を分解可能であ

り、特に Phlebia属菌は、難分解性有機塩素化合物である PCBおよびダイオキシン類

も分解可能であることが明らかにされている a 本論文では、白色腐朽担子菌 Phlebia

属菌による POPsの分解を試み、分解物の検索により代謝機構を推定し、 POPs汚染環

境のバイオレメディェーション基盤技術の開発を目的とした。

まず、デイノレドリンを基質とした、 20種の Phlebia属菌のスクリーニングの結果、

P. acanthocystis， P. breνisporαおよび P.aureαにデイノレドリン分解能が認められた。

本菌株 3種に P.lindtneriを加え、各菌株によるデイノレドリン、アノレドリン、エンドリ

ン、へプタクロノレ、クロノレデン、リンデン、 DDTの処理を試み、分解生成物を検索し

た。分解生成物および中間生成物のさらなる処理試験により、分解代謝経路を推定し

た。代謝経路においては、水酸化反応が基盤となり、脱塩素を伴う水酸化、エポキシ

化ちエポキシ環の加水分解、脱塩化水素、カノレボキシノレ化合物への酸化変換反応など

を確認した。また DDTにおいては、単環化合物への分解など、多様な変換反応を明

らかに‘し、いずれの化合物の代謝反応においても、微生物分解では初めての報告とな

る分解物の生成を認めた。

さらに、シトクローム P450阻害剤である、ピペロニノレブトキシドおよびトアミノ

ベンゾトリアゾーノレ添加時の代謝実験を検討 Lた結果、各化合物の分解において、シ

トクローム P450が重要な役割を演じていることを明らかにした。

以上要するに、本論文は POPsの白色腐朽菌によるバイオレメディエーションにお

ける分解代謝について基礎的知見を得、環境修復への応用の可能性を示唆じたもので

あり、環境修復学および森林資源科学の発展に寄与する価値ある業績と認める。よっ

て、本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有するものと認める。



― 722 ― ― 723 ―

スリ　ファトマワティ
氏名・（本籍・国籍） SRI  FATMAWATI（インドネシア）
学 位 の 種 類 博士（農　学）
学 位 記 番 号 生資環博甲第５８９号
学 位 授 与 の 日 付 平成２３年３月２４日
学 位 授 与 の 要 件 学位規則第４条第１項該当　生物資源環境科学府　森林資源科学専攻
学 位 論 文 題 目 The Inhibitory Compounds from Ganoderma lucidum on Aldose Reductase and 

α-Glucosidase（マンネンタケからのアルドースレダクターゼ及びα-グルコシダーゼ
阻害成分）

論 文 調 査 委 員 （主査）　教　授　　近　藤　隆一郎
（副査）　准教授　　堤　　　祐　司　　　准教授　　田　中　宏　幸
　　　　長崎国際大学　　教　授　　正　山　征　洋

論 文 内 容 の 要 旨



― 724 ― ― 725 ―

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

potent inhibitory activiザbecauseof much lower level of inhibitory activity oftheir methyl esters. 

The ICso of CHCh extract against ルglucosidasewas 106.3μg/mL， which was three times lower 

th叩 thatof acarbose as positive control with ICso of 336.7μg/mL (521.5μM). The ICsos of neutral fraction 

and acid合actionwere 89.8μg/mL and 568.6μg/mL， respectively. The ICso of neutral 合actionwas six times 

lower than也atof acid企action.The compounds isolated from neutral 企actionwere ergosterol (16)， 

ganoderol B (17)， ganoderiol F (18) and ganodermanontriol (19). Ganoderol B (17) showed sなongest

α-glucosidase inhibitory activity with ICso of 48.5μg/mL (119.8μM) among them. This value was six times 

lower than that of acarbose. 

In conclusion， the compounds isolated from G lucidum have been shown a prospective outcome to 

inhibit aldose reductase and αぢlucosidase.Thus， related with the usage of this mushroom for anti-diabetic， 

this study give evidences that G lucidum can be used as therapeutic potential for diabetic complications 

based on their inhibition of aldose reductase and α-glucosidase inhibitions， though further clinical research is 

needed. 

世界保健機関 (WHO) によると、 2006 年の時点で世界には少なくとも 1億

7100万人の糖尿病患者がいると報告されている。患者数は急増し、 2030年までにこ

の数は倍増すると推定されており、より安価で安全な糖尿病の治療に資する素材の探

索は、緊急を要する課題である。糖尿病では、合併症(糖尿病性網膜症、同腎症、同

神経症)が病状を深刻化させる。細胞内の糖代謝経路の一つであるポリオール代謝経

路は糖尿病状下において異常冗進される。そのポリオーノレ代謝経路において、グノレコ

ースがソルピトーノレへと還元される反応を触媒する酵素がアルドースレダクターゼで

ある。本論文では、古来より食用・薬用に用いられてきているキノコに着目し、アノレド

ースレダクターゼ阻害活性を指標に 17種をスクリーニングした。その結果、マンネ

ンタケ (GanodθTmaJucidum) 子実体の抽出物が、強力な阻害活性を有することを

見いだした。さらに、その効果は、ガラクトース摂食ラットを用いた動物実験におい

ても確認された。

アノレドースレダクターゼ、阻害活性を指標に活性成分の探索を行ったところ、特徴的

な官能基を有するラノスタン型.トリテルペノイド類である ganoderic acid化合物群

が、阻害活性に関与していることが示された。さらに、新規化合物として、強力なア

ノレドースレダクターゼ阻害活性を有する ganodericacid Dfを見いだした。

一方、糖尿病の治療薬として、 αーグノレコシダーゼ阻害剤が知られている。そこ

で、マンネンτタケ抽出物の当該阻害効果を検討したところ、ポジティブコントローノレ

として用いたアカノレボースよりも高い活性が確認された。活性成分の探索を行ったと

ころ、 ganodermaalcohol化合物群が、阻害活性に関与していることが示され、高

い阻害活性を有する ganoderolBを見いだした。

以上要するに、本論文は、食用・薬用キノコから糖尿病の治療に有用な素材の探索

を行い、マンネンタケを見いだし、本キノコに含有されるアノレドースレダクターぜな

らびに αーグノレコシダーゼ阻害成分を明らかにしたものであり、天然物化学および森林

資源科学の発展に寄与する価値ある業績と認める。よって、本研究者は博士(農学)の

学位を得る資格を有するものと認める。
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から、視覚的な注意の持続が必要な環境における注意力低下抑制効果が期待された。一方、モミ精

油ならびに酢酸ボノレニノレには、作業後に覚醒水準の低下および心拍間隔の増大、主観的な疲労感の

軽減が観察されたことから、同環境における作業後の疲労軽減効果が期待された。

植物の揮発成分による気分の変化や作業効率の向上など、精神心理学的な効果を期

待した利用用途が、近年、注目されてきている。従来の植物の揮発成分の機能性に関

する研究では、行動 ・生理 ・心理学的な変動解析、ガスクロマトグラフ ー質量分析計を

用いた揮発成分の定性 ・定量分析などが個別に行われてきたが、それらの方法では、

実環境における視覚作業時の揮発成分提示の有効性について検証することは困難であ

った。そこで本研究では、従来、個別に行われてきた解析法を組み合わせた実験系を

構築し、揮発成分の量的質的変化が作業遂行時の作業効率、生理・心理応答へ与える

影響について、解析を行った。

試料には、モミ (AbiθS sibirica) 精油ならびに本精油の主要成分である酢酸ボル

ニノレ、月桂樹(LauTus 刀ob1is) 葉、イネ科植物のベチパー (ViθtivθTia

zizanioidθS)根を用いた。本 4 種の試料を用いて各試料量を二段階(高濃度群、低

濃度群)に変化させて、被験者に提示し、空気のみを与えた対照群との比較を行っ

た。被験者にはモニターに現れる数字の判別により視覚的な注意を継続させ、作業効

率の変化を正答率と反応時聞から判定した o

その結果、ベチパー根ならびに月桂樹葉は、作業時の正答率の維持および反応時間

の遅延抑制を有することから、視覚的な注意の持続が必要な環境における注意力低下

抑制効果が示された。また、本素材の効果は、揮発成分の提示量比例的な効果は観察

されず、低濃度群の方が、高い注意力低下抑制効果を示した。 一方、モミ精油ならび

に酢酸ボノレニノレには、作業後に、覚醒水準の低下および心拍間隔の増大、主観的な疲

労感の軽減が観察されたことから、同環境における作業後の疲労軽減効果が示され

た。これらの結果は、検討した 4種の天然素材(成分)の新たな機能性を示したもの

である。即ち、組み合わせ実験系の'構築により、有効な濃度域を明らかにしたもので

あり、本知見に基づいた新規高度利用法の開発が期待された。

以上要するに、本論文は、天然素材由来揮発成分の視覚作業時の生理・心理応答へ与

える影響を調べ、新たな機能を見いだしたものであり、天然物化学および森林資源科

学の発展に寄与する価値ある業績と認める。よって、本研究者は博士 (農学)の学位を

得る資格を有するものと認める。



― 726 ― ― 727 ―

おお  た　てつ   じ
氏名・（本籍・国籍） 太　田　徹　志（大分県）
学 位 の 種 類 博士（農　学）
学 位 記 番 号 生資環博甲第５９１号
学 位 授 与 の 日 付 平成２３年３月２４日
学 位 授 与 の 要 件 学位規則第４条第１項該当　生物資源環境科学府　森林資源科学専攻
学 位 論 文 題 目 Utility of very high spatial resolution remotely sensed imagery for forest management

（森林経営のための高分解能リモートセンシングデータの有効性）
論 文 調 査 委 員 （主査）　教　授　　吉　田　茂二郎

（副査）　准教授　　溝　上　展　也
　　　　新潟大学　　准教授　　村　上　拓　彦

論 文 内 容 の 要 旨



― 728 ― ― 729 ―

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

行った。その結果，フーリエ変換法は，局所最大値フィノレタ法に比べて 3 頑強でかつ安定して一定

の精度で、本数密度を推定できることが明らかにした。

最後に， 5章で高分解能データと従来からある中分解能データを比べて 3 高分解能データを利用

することでどの程度詳細な情報を得ることが出来るか検証した。前者としては QuickBird(分解能

O.6m) を3 後者としては LANDSATIETM十(分解能 30m)を用いた。林相区分と林分構造推定の 2

種類の段階で， 2つのデータ聞の精度を比較した。林相区分は3 スギ・ヒノキ・広葉樹の 3区分と

し2 林分構造としては3 材積と本数密度の推定を行った。林相区分の全体精度は高分解能データで

81 %，中分解能データで 73%で、あった。林分構造推定でほ3 高分解能データのテクスチャ情報やス

ペクトノレ情報と本数密度の間に相関はみられなかったが3 材積との間には相闘がみられ，スギ・ヒ

ノキ共に誤差 15%程度で材積を推定できることを明らかにした。一方で，中分解能データでは本数

密度5 材積ともに相関が認められなかった。

以上の結果から 3 高分解能データのテクスチャ情報は3 林中目区分や林分構造推定に有効であるこ

とが示唆された。このことから 3 高分解能データは従来の中分解能ヂータに比べて林分構造などの

より詳細な情報を得る可能性があると結論づけた。

近年，森林の情報を効率的に得る手法として，高分解能リモートセンシングデータ(以

下，高分解能データ)の活用が考えられている。この高分解能データでは，画素値の空

間分布であるテクスチャ情報の活用が重要となると予想される。そこで，本研究は 3 森

林経営に必要な森林情報を取得する際の高分解能データから得られるテクスチャ情報

の有効性について検討したものである。

まず，テクスチャ情報が林相区分の分類精度に及ぼす影響を，空間分解能(以下，分

解能) 4mから 30mまでの複数分解能問で比較した。その結果 3 分解能 4mから 25m未満

までは，スペクトル情報とテクスチャ情報を組み合わせることが望ましく， 25mより粗

い場合は，テクスチャ情報を考慮する必要性が低いことを明らかにした。

次に，テクスチャの計算法として一般的な同時生起行列(以下， GLCM)とスギ本数密
度の関係解析をスギ林分のコンビュータ ・グラフィックス・モデル(以下， CGモデル)
を利用して行った。その結果， GLCMと本数密度には相闘があることを見出し，かつ GLCM
による間伐遅れ林分把握の可能性を示唆した。

さらに， 2種類の手法(フーリエ変換法と局所最大値フィルタ法)を応用することで，

スギ本数密度の推定精度を比較した。その結果，前者は後者に比べて，頑強でかつ安定

して本数密度を推定できることを明らかにした。

最後に，高分解能データ(分解能 O.6m)と従来の中分解能データ(同 30m)を比べて，

林相区分と林分構造・本数推定がどの程度可能か検証した。その結果，林相区分の全体

精度は前者で 81%，後者で同 73%であり，人工林の林分構造推定では，前者では材積と

の聞には相闘があり，その誤差は 15%程度であることを明らかにした。

以上，要するに本研究は，森林情報を取得する際の高分解能データのテクスチャ情報

の有効性について検討し，従来の中分解能データに比べてより詳細な情報の推定の可能

性を明らかにしたものであり，森林計測学と森林リモートセンシングの発展に寄与する

価値ある業績と認める。よって本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有するもの

と認める。



― 728 ― ― 729 ―

ナイン　ゾ　トウン
氏名・（本籍・国籍） Naing  Zaw  Htun（ミャンマー）
学 位 の 種 類 博士（農　学）
学 位 記 番 号 生資環博甲第５９２号
学 位 授 与 の 日 付 平成２３年３月２４日
学 位 授 与 の 要 件 学位規則第４条第１項該当　生物資源環境科学府　森林資源科学専攻
学 位 論 文 題 目 Monitoring and evaluating protected area from the social and ecological perspec-

tives: towards the effective protected area management （A case study in Popa Moun-
tain Park Central Myanmar）（社会・生態学的視点からの保護地域のモニタリングと評
価に関する研究　−効率的な保護地域管理にむけて（中央ミャンマーのポパ山岳公園に
おける研究）−）

論 文 調 査 委 員 （主査）　教　授　　吉　田　茂二郎
（副査）　准教授　　溝　上　展　也　　　教　授　　佐　藤　宣　子

論 文 内 容 の 要 旨



― 730 ― ― 731 ―

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

さらに空間予測図では、菊訪防費沙・劣化は主にポパ山岳公園の西側と南側部分に発生しており、公園はその地域

での保全活動を強イヒすべきであるニとを明らかにした。

以上のように、本研究は保護i醐tの効率的管理のために有効な新たなモニタリング・評価手法を社会経済附則
面と生態制則面から提案したものであり、{持露出或に対する脚或住民の認識や態度、森林タイプや樹材蕗少・劣

化のモニタリミ/グおよて牒砂防費少・劣化の要因に関して新たな知見を得た。この成果は生物多様|由呆全のみなら

ず気候変麟蔚口の観劇hらも国防割引こ脚光を浴びている繋滞よ{蛾における保護士出或に対する今後の重要な管理指

針を与えるものである。

発展途上国の熱帯保護地域の有効性は、生物多様性の保全のみならず、全球規模の気

候維持にとってもより一層高まっており、その確保には生態、環境、社会経済ならびに

地域社会の生活をも含めた多様な視点からの評価とモニタリングが求められている。そ

こで本研究は、中央ミャンマーのポパ山岳公園保護地域(以下、ポパ山岳公園)を対象

に、地域社会学と生態学の両面から、保護地域を効率的に保全するための有効な手法の

検討を行ったものである。

始めに、保護地域に対する地域住民の認識度や態度の把握のため、ポパ山岳公園周辺

の 14村、合計 208世帯でアンケー ト調査を実施した。その結果、住民の好意的な認識

と態度は住民が有する基礎知識に関連が深く、一方否定的なそれは経済的な苦難や経済

的な損失によって影響しているととを明らかにした。

次に、衛星画像と地理情報システム(G 1 S) の解析から、公園内での森林減少は公圏

外と比較して非常に低い乙とを明らかにするとともに、森林劣化の実面積は、公園内が

公圏外よりも大きく上回ることを明らかにした。

さらに、人間活動による撹乱程度がどの程度まで現存する森林の植生構造と多様性構

造に影響を与えているかについても分析を行った。その結果、 168プロットの現地調査

結果から、現存する森林は 3タイプ(非撹乱、中程度撹乱、重度撹乱)に区分でき、撹

乱が重度になるにつれて、立木密度、胸高断面積そして多様性が減少しかっ優占度が強

くなる傾向があり、それらは土壌水分、土壌窒素含有量、標高、傾斜、方位、公園境界

からの距離と村からの距離に有意に関係があることを見出した。

最後に、森林減少と森林劣化が発生する可能性を初めて多重ロジスティク回帰モデル

を利用して推定し、実測値と比較することで予測モデルの評価を行った。その結果、予

測精度は非常に高く、その重要な予測要因は、標高と公園境界からの距離であることを

明らかにした。

以上、要するに本研究は、国際的に脚光を浴びている熱帯保護地域に対する今後の重

要な管理手法と有用な指針を与えたものであり、森林計画学と森林計調，IJ学の発展に寄与

する価値ある業績と認める。よって本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有する

ものと認める。
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In Chapter IV， the developed paternity diagnosis system was applied to analyze the mating 

system of 4 seed orchards. Of seed samp1e 10ts ana1yzed， three 10ts showed some seed 

contaminations. The seed contamination seems to be caused by a mis-p1antation of ramets at 

seed orchard foundation. On the other hand， the average pollen contamination in all bu1ked 

seed 10ts was 27%， wbich is much 10wer than those reported in other conifer species. One of 

the reasons is that SNP presents more reliab1e genotype than SSR， wbich is prone to 

mis-genotype because of the slippage during PCR. Therefore， it was suspected that the 

previous1y published ratios were overestimated. On the contrary， a comparative1y high 

se1f-fertilization ratio (6.2%) was revea1ed. Though the se1f-fertilization has an effect on the 

seed yie1ds， it is considered not to be a problem for genetic efficiency. 

The nuc1eotide diversity and genetic re1ationship in P thunbel'宮iiand its c1osely-re1ated 

species， P densiflol匂 andP luchuensis， were measured using 10w-copy anchor 10ci in Pi仇nαceαe.

The average nuc1eotide dive白rS1抗tyamong these thre閃eJ apanese pines revea1ed t也ha抗tP t的hun刀'~be白r宮g♂ii

was the h恒ighes坑t(何6.562x 1印0σ-勺-

x 1印0-3勺). In comparison to other conifers species， it was conc1uded that the three Japanese 
pines possessed intermediate leve1 of nuc1eotide diversity. Deoxychalcone synthase and Heat 

shock protein (HSP) genes in P. thunbergii， Phenylalanine tRNA synthetα問 RuBPcarboxylase， 

and Disease resistαnce response protein 206 genes in P. densiflora were deviated丘omstandard 

neutra1 mode1. Some of these genes were re1ated to stress or pathogen/defense response. As 

the samp1es used in this study were collected from natura1 popu1ations that showed resistance to 

pine wilt nematode， it was hypothesized that the initial se1ection was an important factor in 

resu1ting the deviation from neutrality mode1. Phylogenetic relationsbip analysis shows that P. 

thunbergii and P. luchuensis were grouped in the same sister c1uster， whereas P. densiflorαwas 

separated企omthe former two species. In conc1usion， these three Japanese pines were 

genetically c1ose-related， and P. thunbergii was c10ser to P. luchuensis than to P. densiflora. 

本論文は，クロマツ (Pinusthunbergii ParU の遺伝育種研究に DNA分析手法を利用

することを目的として， SNP (single nuc1eotide polymorphism) ベースの DNAマーカー

の開発と近縁種との系統解析を行ったものである。

まず， SCAR (sequence characterized amplified region)フラグメント中に存在する SNP

の探索 ・単離を行った。その結果， 20個の遺伝子座における 124個の SNPを明らかに

した。これらの SNPに， ESTP (expressed sequence tag polymorphism)から開発した SNP

を加え，変異性の高い 18個の SNPを用いた個体(品種/クローン)識別と親子鑑定シ

ステムを開発した。さらに， SNuPE (multiplex single nuc1eotide primer extension) 法を

用いた高効率 ・高信頼の分析系を構築した。この分析系の平均ヘテロ接合体率 (He) は

0.448，平均 PIC(polymorphic information content) は 0.574と高く，個体識別における

DcumuJative (cumulative discrimination pow巴r)は 0.9999999であった。また 3 親子鑑定に

おける父親に対する父性排斥確率は 0.965，両親の排斥確率は 0.996であった。また

SNuPE分析系をもとに， ASP (alle1e-specific PCR)法を導入して 3 育種現場で利用可能

な簡便・安価な個体識別分析系を構築した。この分析系の平均 PICは 0.425，Dcumulative 

は 0.99999であり，高精度で簡便な鑑定システムを確立した。
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10 %以内の精度で樹液流計測を行うためには樹幹周囲3方向の樹液流計測が必要なことを提示した.

次に 3 単木蒸散量は胸高直径 (DBH) と大気飽差 (VPD)だけでほぼ説明できることを明らかにし

た.単木蒸散量はs 単木辺材面積と単木平均樹液流速の積であるが 3 前者は DBHの関数として 3

後者は VPDの関数として表すことができることを明らかにし3 単木蒸散量を DBHとVPDから推

定する方法を提案した.この単木蒸散量推定法を導入すれば3 ヒノキ林分収穫表(林齢-DBH，林

齢ー立木密度)を用いることで，任意の林齢の標準的なヒノキ林分蒸散量を推定することができる.

この林分蒸散量推定法を用いて長伐期施業の有効性を評価したところ，林齢 50年生のヒノキ人工林

が 100年生になった場合に減少する林分蒸散量は 13%程度であり 3既存の研究で推測されていた減

少幅より小さいことが明らかとなった.

本論は3 ヒノキ人工林における森林構造の変化が林分蒸散量に与える影響を定量化した初めての

研究である.本論で確立した方法は，現在提案されている森林管理の有効性を評価することに貢献

できるものである.

日本の国土の 67%は森林で覆われており，人工林がその 41%を占めている.そのため，人工林

は水源地として重要な役割を担っている 近年，林業の衰退により人工林の管理が十分に行われな

くなっており，水源酒養機能の低下が懸念されている.そこで，人工林の長伐期施業や間伐などに

より林分構造(立木密度，胸高直径など)を制御し，水源からの流出量すなわち利用可能な水資源

量を確保することが提案されている.しかし，人工林の管理が水資源量に与える影響についてはこ

れまで定量的に評価されてこなかった これは，人工林の林分構造は予測可能であるものの，林分

構造の変化が主要な損失水量である蒸散量にどのような影響を及ぼすかが明らかにされていないた

めである.特に，日本の人工林主要樹種であるヒノキについては，単木蒸散量の計測法も確立され

ていない状況である.

そこで本論では，ヒノキ人工林における長伐期施業が蒸散量に与える影響を定量化する方法を確

立することを目的とした.林分蒸散量は単木蒸散量と立木密度から算定されるため，まずヒノキに

おける単木蒸散量の計調11法を確立した.この方法をもとに単木蒸散量の決定要因を求め，立木密度

を用いるととで林分蒸散量を推定する方法の確立を試みた.

まず，ヒノキの単木蒸散量の計測法を確立した 単木蒸散量の計測に有効な樹液流計測を行い，

ヒノキでは樹液流速の樹幹周囲方向の変動が大きいことを見出した.従来の樹幹周囲 l方向の樹液

流計測では単木蒸散量に最大40%の誤差を生じる可能性があることを示し，ヒノキにおいて 10% 

以内の精度で樹液流計測を行うためには樹幹周囲 3方向の樹液流計測が必要なことを提示した.次

に，単木蒸散量は胸高直径 (DBH)と大気飽差 (VPD)だけでほぼ説明できることを明らかにした.

単木蒸散量は，単木辺材面積と単木平均樹液流速の積であるが，前者は DBHの関数として，後者

は VPDの関数として表すことができることを明らかにし 3 単木蒸散量を DBHとVPDから推定す

る方法を提案した.この単木蒸散量推定法を導入すれば，ヒノキ林分収穫表(林齢日 DBH，林齢ー

立木密度)を用いることで，任意の林齢の標準的なヒノキ林分蒸散量を推定することができる.こ

の林分蒸散量推定法を用いて長伐期施業の有効性を評価したととろ，林齢 50年生のヒノキ人工林が

100年ー生になった場合に減少する林分蒸散量は 13%程度であり，既存の研究で推測されていた減少

幅より小さいことが明らかとなった.

以上要するに，本研究は，ヒノキ人工林における林分構造が林分蒸散量に与える影響を初めて定

量化し，長伐期施業が水資源溜養に及ぼす影響評価を可能にしたものであり，森林水文学および、水

資源学の発展に寄与する価値ある業績と認める.よって，本研究者は博士(農学)の学位を得る資

格を有するものと認める.
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ターフォールからの窒素供給量、リターフォールの季節性が変化するととが明らかになった。

本研究では、これまでに研究事例のほとんど無かった亜熱帯島興地域のツル植物群集に関する基

礎情報を提示した。ツル植物の空間分布と環境要因との関係を検証し、沖縄島北部の地域特異的な

空間分布パターンを記述するとともに、空間分布を制限する環境要因ついて、既存研究開での結果

の差異を説明する見解を提示した。リターフォールを指標として、ツル植物が林分レベルの生態系

機能に大きな影響を与え得ることを示した。ツル植物の量とリターフォール量との関係を検証する

ことで、生態系機能への影響の空間パターンを推定するための基礎モデルを提示した。

ツル植物は森林生態系の重要な構成要素の一つであり、森林の炭素収支や動物への餌資源供給など、様々な生態

系機能に大きな影響を及ぼし得る。本論文は、亜雫滞島j典出或におけるツJレ植物群集カ液林の生態系機能へ及ほす

影響を様々な時空間スケールで推定し、森林におけるツル植物の管理およと即j用に資する基礎情報を提示したもの

である。

まず、沖縄島北部のE雫晴常禄林におけるツル植物の地域持異的な空間分布パターンには地表面の起伏が最も

強く影響し、ほとんどの種試凹地に偏って分布していたことを示している。また、一部の種は林分の発達段階に

影響を受け、森林構造が大きく発達した林分ほどツル植物の出現確率が高いことを示している。森林タイフ閣の比

較からは、二次林と原生林では出現確率の増減が種間で異なるカ丈ツル植物全体の量は原生林の方が二玖淋よりも

多いことを示している。さらに、他研究の結果との比較から、ツル植物の分布と個々の環境要因との関係は地域ご

との環境条件に依存して変化することを明らかにしている。

次に、ツル植物の空間分布パターンと種特性との関係を検証した。その結果は地形の起伏に対する種ごとの空

間分布パターンにト立、葉中の窒素濃度が影響し、光合成能力の高い種ほど分布が凹地に制限されることを示唆して

いる。また、ツル植物全体の分布域が地形によって制限され、所峨スケールにおける森林全体でのリターフォール

量に占めるツル植物の割合は小さいカミ大型ツル植物種の優占する林分ではツル植物の影響を受けてリターフォ

-)ほ量、窒素供総量、リターフォールの季節↑生が大きく変化することを明らかしている。

以上要するに本論文は、森林生態系における植物の分布ならびに物質動態の空間的パターンを表現するモデルを

構築し、ツル植物が森林生態系の機能に及樹影響を三訓面したものであり、森林生主持、森林生産制御学ならびに

森林計画学の発展に寄与する。よってヌ闘再吃者は博士犠学)の学位を得る資格を有するものと認める。
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とシステイン残基をほとんど含まない cysteinepoor (CysP)フ。ロラミンに分けられる。本研究にお

いて、イネ種子におけるプロラミンの生合成あるいは集積に関与する因子とその機能を明らかにす

ることを目的として、プロラミンの集積量を減少させる espl変異を用いて、①espl変具体におい

て減少するプロラミン分子の同定およびその遺伝学的解析、②ESPl遺伝子の同定および解析、③

espl変具体の特性解析を行った。

1.水稲品種「金南風」および「台中 65号」における種子の CysPプロラミンは、 IEF解析によ

り等電点 6.60、6.65、6.85、6.95、7.10、7.35、7.40および 8.00の分子に分けられた。「金南風」

のMNU処理によって得た espl変異系統fCM21Jおよび「台中 65号Jの処理によって得たfEM711J

は、いずれも等電点 6.65、6.95、7.10および 7.35分子の集積量を著しく減少させたが、等電点 6.60、

6.85、7.40および 8.00分子の集積量は野生型とほぼ同等で、あった。このことから、 espl変異は特

定の CysPプロラミンの生合成あるいは集積に関する制御因子の変異と考えられた。 ESPl遺伝子

の産物が CysPプロラミンの生合成あるいは集積に関与する制御因子であることを明らかにするた

めに、 CysPプロラミン分子の遺伝学的解析を行った。「金南風」と fCM21Jの交雑 F2種子におい

て、 espl変異で減少する CysPプロラミンバンドと減少しないバンドの間で組換えが生じた個体は

得られなかった。 IEFにより分離した CysPプロラミンバンドはそれぞれ異なる構造遺伝子の産物

であることを MALDI-TOFMS解析により明らかにした。 espl変異で減少する CysPプロラミンの

構造遺伝子はクラスターを形成して染色体 5に座乗していた。一方、 ESPl遺伝子は染色体7に座

乗する。これらの結果から、 espl変異は CysPプロラミンの構造遺伝子変異ではなく、原因タンパ

ク質 (ESP1タンパク質)は複数の CysPプロラミン分子の生合成あるいは集積に関与する因子で

あると考察した。

2. ESP1タンパク質が CysPプロラミンの生合成あるいは集積の過程に関与する制御因子である

ことを明らかにするため、 ESPl遺伝子の同定および解析を行った。インド型品種 fKasalathJ と

esp1変異系統 fCM21Jとの交雑F2約 3000個体を用いて、 ESP1遺伝子の高密度連鎖地図を構築

した。その結果、ESP1遺伝子は染色体 7上の約 20kb以内の領域に座乗することを明らかにした。

esp1変異系統 rCM21Jおよび fEM711Jについて、この領域内のゲノム塩基配列解析を行った結
果、領域内に予測された遺伝子のうちタンパク質への翻訳終結に関与する θRF1(eucaryotic rθlease 

factor 1)遺伝子上にアミノ酸置換を伴う塩基置換が認められた。野生型 θRF1遺伝子によって espl

変異体を形質転換する相補性検定を行った結果、同形質転換体の種子において CysPプロラミンの

集積量が原品種と同程度まで回復した。これらの結果から、 ESP1遺伝子が eRF1をコードすると

結論した。さらに、 espl変異で減少する CysPプロラミンの構造遺伝子の終止コドンはすべて UAA

であり、 espl変異で減少しない CysPプロラミンの構造遺伝子の終止コドンとは異なっていた。こ

のことから、 ESP1-eRF1は特定の CysPプロラミン遺伝子の終止コドンを認識し、翻訳終結に関与

すると考察した。データベース検索によって、イネゲノム中には eRF1パラログ遺伝子が

ESP1-eRF1を含み 4つ存在していることを明らかにした。 RT-PCRの結果、脹乳ですべての θRFl

ホモログ遺伝子の発現が認められた。このことから、 ESP1-eRF1以外の eRF1パラログもプロラミ

ンへの翻訳に関与していることを考察した。

3. ESP1-eRFl遺伝子は脹乳以外の器官でも発現が認められたことから、 ESP1-eRF1が CysPプ

ロラミン以外の遺伝子の翻訳終結にも関与すると考えられた。 ESP1-eRF1の機能を明らかにする

ために、 esp1変具体の形態形質を調査した。その結果、遺伝的背景の異なる esp1変異系統に共通

して、草丈の低下、生長の遅延、一次枝梗数の増加、一次枝梗長の減少、穎花数の減少、種子稔性
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

の低下および籾の着色が認められた。これらの結果から、 ESP1-eRF1がプロラミン以外の遺伝子

の翻訳終結にも関与していると考察した。

本論文は、イネ種子におけるアルコール可溶性タンパク質プロラミンの生合成あるいは集積に関

与する因子とその機能を明らかにするととを目的として、プロラミンの集積量を減少させる θ申 I

変異を用いて、 1.θ伊 J変異体において減少するプロラミン分子の同定およびその遺伝学的解析、

2.ESPl遺伝子の同定および解析、 3.θspl変異体の特性解析を行ったものである。

1.プロラミンは、システイン残基を多く含む高システイン (CysR)プロラミンとシステイン残基

をほとんど含まない低システイン (CysP)プロラミンに分けられる。水稲品種「金南風Jおよび「台

中65号Jにおける種子の CysPフロラミンは、 IEF解析により等電点 6.60、6.65、6.85、6.95、

7.10、7.35、7.40および 8.00の分子に分けられた。 N司メチルーN-ニトロソウレア処理によって「金

南風Jから得られた θspl変異系統 rCM21Jおよび「台中 65号」から得られた rEM711Jは、い

ずれも等電点 6.65、6.95、7.10および7.35分子の集積量が顕著に減少したが、等電点 6.60、6.85、

7.40および、 8.00分子の集積量は野生型と変わらなかったことを明らかにした。その結果、 θ有pl変

異は特定の CysPプロラミンの生合成あるいは集積に関する制御因子の変異と考察した。そとで、

ESPl遺伝子産物が CysPプロラミンの生合成あるいは集積に関与することを詳細に調べるために、

IEFにより分離した CysPプロラミンはそれぞれ異なる構造遺伝子の産物であるととを

MALDI -TOF MS解析により示し、同pl変異で減少する CysPプロラミンの構造遺伝子はクラスタ

ーを形成して染色体 5に座乗するものであることを明らかにした。 ESPl遺伝子は染色体7に座乗

することから、 θspl変異は CysPプロラミンの構造遺伝子変異ではないことが示された。

2. ESPlタンパク質が CysPプロラミンの生合成あるいは集積の過程に関与する因子であること

を明らかにするため、 Eξpl遺伝子の同定および、解析を行った。インド型品種 rKasalathJ とθ伊 I

変異系統 rCM21Jとの交雑F2約 3000個体を用いて、 Espl遺伝子の高密度連鎖地図を構築した。

その結果、 ESPl遺伝子の染色体 7上の座乗位置を約 20kb以内の領域に特定した。 θξpl変異系統

rCM21Jおよび rEM711Jについて、この領域内のゲノム塩基配列解析を行った結果、領域内に

予測された遺伝子のうちタンパク質への翻訳終結に関与する eukaryoticrelease factor 1 (eRF 1) 

をコードする遺伝子上にアミノ酸置換を伴う塩基置換を検出した。野生型 θ'RFl遺伝子によって

θspl変具体を形質転換する相補性検定を行った結果、同形質転換体の種子において CysPプロラミ

ンの集積量が原品種と同程度まで回復することを示し、 ESPl遺伝子が eRFlをコードすると結論

した。さらに、 θ伊 1変異で減少する CysPプロラミンの構造遺伝子の転写産物における終止コドン

はすべて UAAであり、 espl変異で減少しない CysPプロラミンの構造遺伝子の終止コドンとは異

なる結果を得た乙とから、eRF1は特定の CysPプロラミン遺伝子転写産物の終止コドンを認識し、

翻訳終結に関与すると考察した。データベース検索によると、イネゲノム中には eRFlホモログ遺

伝子が4つ存在している。 RT-PCRの結果、腔乳ですべての θ'RFlホモログ遺伝子の発現が認めら

れたので、複数の eRF1ホモログがイネにおいて、翻訳終結因子としてプロラミン遺伝子の翻訳過

程で機能している可能性が示された。

3.θRFl遺伝子は匪乳以外の器官でも発現が認められたことから、 eRF1のCysPプロラミン以外

の遺伝子転写物の翻訳終結への関与を明確にするために、 e々pl変異体の形態形質を調査した。その

結果、遺伝的背景の異なる espl変異系統の植物体に共通して、草丈の低下、生長の遅延、一次枝



― 740 ― ― 741 ―

KHM　ナズムール　フサイン　ナジール
氏名・（本籍・国籍） KHM  Nazmul  Hussain  Nazir（バングラデシュ）
学 位 の 種 類 博士（農　学）
学 位 記 番 号 生資環博甲第５９８号
学 位 授 与 の 日 付 平成２３年３月２４日
学 位 授 与 の 要 件 学位規則第４条第１項該当　生物資源環境科学府　森林資源科学専攻
学 位 論 文 題 目 Molecular and Functional Diversities of Cytochromes P450 from the Filamentous 

Fungus Aspergillus oryzae（麹菌Aspergillus oryzaeが有するシトクロムP450の分子種
および機能多様性）

論 文 調 査 委 員 （主査）　教　授　　割　石　博　之
（副査）　教　授　　大　島　敏　久　　　准教授　　後　藤　正　利
　　　　准教授　　北　岡　卓　也

論 文 内 容 の 要 旨



― 742 ― ― PB ―

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は、麹菌 d平ergillus07ア'zaeの有するシトクロムP450(P450)について、遺伝子解析を行うと

ともに、酵母異種発現系を用いた機能ライブラリーを構築する乙とにより、 A.Olア'zaeP45O (AoCYP)の

分子種および、機能多様性を示したものである。

まず、 A.oryzaeのゲノム全塩基配列を精査し、 155種類のP450遺伝子を決定した。配列相同性をもと

に系統解析を行い、 AoCYPが少なくとも 87ファミリーに分類されるととを明らかにした。 P450ファミ

リーをこれほど多く有する生物は他に知られておらず、 A.01ア'Zaeが他生物と異なる進化機構でP450分

子種を多様化させてきたことを示す結果を得ている。

次いで、予想配列を基に全AoCYPを標的とした遺伝子増幅の結果、少なくとも 133種のAoCYPが実

際に転写されることを明らかにした。また、 121種の AoCYPを完全長cDNAとしてクローニングする

ととに成功している。獲得した 121種の cDNAをぬccharomycescerevisiaeに導入した。 AoCYPを異種

発現する組換酵母を用い、種々の化合物の微生物変換を追跡することで、ステロイド・テルペノイド・

フラボノイド・多環式芳香族化合物・植物由来化合物に活性を示すAoCYPを同定している。本研究で

構築した機能スクリーニングシステムにより、 AoCYPが潜在的に備える酵素機能を網羅的に探索する

ことを可能とした。また、一連の研究により、生理活性を有する希少フラボノイドの酵素合成等を可能

とする新規バイオプロセスの構築へ向けた基盤技術が得ている。

以上要するに、本論文は、麹菌 A.01ア'zaeの有するシトクロムP450について新知見を示し、さらに、

有用機能の探索を効率よく行うシステムを提供するものである。微生物学および生物資源化学の発展に

寄与する価値ある業績と認める。よって、本研究者は博士(農学)の学位を得る資格を有するものと認

める。


