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略語一覧 

・Toll-like receptor (TLR) 

・Lipopolysaccharide (LPS) 

・Tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

・Interleukin-6 (IL-6) 

・Epigallocatechin-3-O -gallate (EGCG) 

・67-kDa laminin receptor (67LR) 

・Toll-interacting protein (Tollip) 

・Cyclic guanosine monophosphate (cGMP) 

・E74-like factor-1 (Elf-1) 

・Protein phosphatase 2A (PP2A) 

・Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 

・Soluble guanylyl cyclase (sGC) 

・Alanine aminotransferase（ALT） 

・Asparatate aminotransferase（AST） 

・3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase (HMGCS) 

・3-hydroxy-3-methylglutaryl-coA reductase (HMGCR) 

・High fat high sucrose（HF/HS） 



 

 

・LDL receptor (LDLR) 

・Pancreatic Ductal Adenocarcinoma（PDAC） 

・Cancer stem cell（CSC） 

・Peroxisome proliferator-activated receptor-α（PPARα） 

・Pyruvate dehydrogenase E1 subunit alpha 1 (PDHA1) 
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第 1 章 緒論 

 

 炎症反応は細菌類、ウイルスなど人にとって有害な病原体を排除する一連の

プロセスである (1)。この病原性細菌の排除を担う免疫応答には獲得免疫系と自

然免疫系が存在する。獲得免疫系は主にリンパ球が活躍し、B 細胞から産生され

る抗体や T 細胞受容体により特異的に異物を認識する。一方、自然免疫系は広

範な保存されている生物の生存に必須の感染防御機構である。そのため、抗体の

ような特異的な病原体認識機構は持たないが、病原体に共通の構造を認識して

病原体を捕食、攻撃、排除する。この病原体の認識に中心的な役割を果たしてい

るのが Toll-like receptor (TLR) というパターン認識受容体である (2)。 

 細菌およびウイルスの構成成分を特異的に認識する TLR にはいくつかのファ

ミリーが存在し、それぞれが特定の細菌構成成分を認識することが知られてい

る (3)。その中でも細菌の細胞壁構成成分を認識するものは TLR2 と TLR4 で

あり、TLR2 はグラム陽性細菌の細胞壁構成成分である peptidoglycan を認識し、

TLR4 はグラム陰性細菌の細胞壁構成成分である lipopolysaccharide (LPS) を認

識する。これらが TLR によって認識されると、TLR シグナル伝達により ERK1/2、

JNK、p38 に代表される mitogen-activated protein kinase (MAPK) のリン酸化

を介して tumor necrosis factor- (TNF-)、interleukin-6 (IL-6) などの炎症性
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サイトカインの転写や nitric oxide (NO) の産生が促進され、結果的に発熱やア

ポトーシス誘導といった炎症関連イベントが引き起こされることが知られてい

る (4)。 

このように TLR を介した炎症反応は我々にとって重要な生体防御機構である。

しかし、過度の急性炎症は敗血症を引き起こし、また、近年では慢性的な炎症の

蓄積は糖尿病、動脈硬化といった生活習慣病を惹起することが報告されている 

(5-8)。実際に、TLR4 シグナリングを担う JNK や IB Kinase (IKK) がリン酸

化されることでインスリン抵抗性を引き起こし、TLR4 の発現抑制は、糖尿病の

主な原因となっているインスリン抵抗性の改善に繋がる (5)。そのため、生活習

慣病の予防・治療の一つとして TLR4 を介した過度な炎症や慢性的な炎症を制

御することが重要と考えられている。 

 一方、茶 (Camellia sinensis L. ) は多様な生理機能性が解明されており、世界

的に注目されている嗜好飲料である。近年では、科学的解析により抗酸化作用、

抗がん作用、血圧上昇抑制作用、抗ウイルス作用、抗アレルギー作用、消臭作用、

脂質代謝改善作用等が明らかとなっている (9)。茶葉にはカテキン類、カフェイ

ン、各種ビタミン、テアニン等のアミノ酸、フラボノイド、食物繊維、微量金属

類、サポニン等が含まれているが、特にポリフェノール類であるカテキンの生理

機能が多数報告されている (10)。緑茶カテキンの成分は主として、epicatechin 
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(EC)、epigallocatechin (EGC)、epicatechin-3-O- gallate (ECG)、epigallocatechin-

3-O -gallate (EGCG) の 4 種類が知られている。その中で EGCG は約半分の含

有率を占めており、最も生理活性が高いことから多くの研究対象となっている。 

 これまでの研究により、当研究室では EGCG の細胞膜上受容体として 67-kDa 

laminin receptor (67LR) を同定し、EGCG が 67LR を介して細胞内にシグナル

伝達し、抗がん作用や抗アレルギー作用、抗炎症作用等を示すことが見出されて

いる (11,12)。抗炎症作用においては、生理的低濃度の EGCG が 67LR を介し

て TLR4 のリガンドである LPS によって誘導される炎症応答を抑制すること、

また、その活性に TLR4 シグナル抑制分子である Toll-interacting protein 

(Tollip) の発現上昇が重要であることが明らかにされている (13)。しかし、

EGCG がどのように Tollip の発現を上昇させるのか、その詳細なメカニズムは

未だ不明である。セルフメディケーションが推進され、機能性食品成分への関心

が高まっている中、より安全に、より有効的に食品の生理作用を享受するために

は、何に効くかだけではなく、どのようにして効くかといった機能性発現メカニ

ズムの解明は極めて重要である。そこで本研究では、EGCG の抗炎症作用の中

核となる Tollip 発現の制御機構について検討を行った。 

 また、これまでにメタボリックプロファイリング法を用いた 43 種の茶品種の

比較により、柑橘類に多く含まれるポリフェノールである Eriodictyol が
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EGCG/67LR/Akt/endothelial nitric oxide synthase (eNOS)/ soluble guanylyl 

cyclase (sGC)/ cyclic guanosine monophosphate (cGMP)経路を増強することが

見出されている（14）。ことから、高脂肪・高ショ糖食摂食によって誘導した肥

満モデルマウスに対し、EGCG を多く含む緑茶抽出物（やぶきた品種）と

Eriodictyol を摂取させ、EGCG の抗肥満作用に対する併用効果ならびに体重、

脂肪重量、肝臓などの各種パラメーターや肥満ならびにコレステロール関連遺

伝子の発現に与える影響を検討した。 

 さらに、様々ながんに対する EGCG の抗がん作用が報告されており(15, 16)、

特に、当研究室では、膵臓がんにおいて EGCG が cGMP を介してがん幹細胞

（CSC）に対する抗がん作用を示すことを明らかにしている (17) 。また、

EGCG が膵臓がん細胞においてステロイドホルモン受容体スーパーファミリー

に属する核内受容体の一つであるペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 α

（PPARα）の発現を上昇させることも見出されている (18)。さらに、我々はピ

ルビン酸デヒドロゲナーゼ A1 (PDHA1)が膵臓がんの幹細胞性に関与している

ことを明らかにしており（19）、他にもピルビン酸脱水素酵素キナーゼ 4（PDK4）

が PDHA1 の活性を阻害することや PPAR が PDK4 遺伝子の転写活性化を促進

することが報告されている (20)。以上のことから、cGMP 誘導剤の膵臓がんに
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対する抗がん作用において、PPAR ならびに PDK4 の関与について検討を行っ

た。 
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第 2 章 EGCG の Tollip 発現上昇作用における Elf-1 の関与 

 

第 1 節 緒言 

 

Lipopolysaccharide (LPS) はグラム陰性菌細胞壁外膜の構成成分であり、宿主

細胞の細胞膜表面に存在する Toll-like-Recrptor4 (TLR4) を介したシグナル伝

達によって種々の炎症性サイトカインの分泌を促進する (4)。 

 これまでに当研究室では、マクロファージにおいて緑茶カテキンの主成分で

ある epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG) が膜タ ンパ ク質 であ る  67-kDa 

laminin receptor (67LR) を 介 し て TLR4 シ グ ナ ル 抑 制 分 子 で あ る Toll-

interacting protein (Tollip) の発現量を増加させ、その結果、炎症性サイトカイ

ンである TNF-および IL-6 の発現量を低下させることが見出されている (13)。

しかしながら、EGCG が Tollip の発現量を増加させる機構は未だ解明されてい

ない。一方で、ヒト単球細胞株 THP-1 において E74-Like Factor-1 (Elf-1) がリ

ン酸化と糖修飾を受けることで 80 kDa から 98 kDa となって核移行し、Tollip

の転写を抑制することが報告されている (21)。このことから、EGCG が Elf-1

の核内における発現を抑制することで Tollip の転写を促進し発現を上昇させる
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のではないかと仮定し、EGCG の Tollip 発現上昇作用における Elf-1 の関与を

検討した。 

 

第 2 節 材料および方法 

 

第 1 項 細胞および細胞培養 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 は 5％ウシ胎児血清 (FBS) (Bio 

Source International, USA) 添加 DMEM 培地 (Cosmobio, Tokyo) で、37℃水

蒸気飽和した 5%CO2 条件下で継代、維持した。DMEM 培地中には 100 U/mL 

ペニシリン (Meiji seika, Tokyo)、25 mM HEPES (Wako, Osaka) を添加した。

細胞を継代するにあたり、対数増殖期で培養維持した。分譲後の早い段階で一度

に -80℃で大量凍結し、1 か月以上継代した細胞を用いることを避けて凍結保存

した別の細胞を解凍して用いた。凍結培地としてジメチルスルホキシド（DMSO）

10%、FBS 20%、DMEM 培地 70%の割合でそれぞれ混合したものを調製し用い

た。 

 

第 2 項 試薬 
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Sigma Aldrich（St. Louis, USA）より購入した EGCG を 5 mM の濃度となるよ

うに超純水に懸濁し、-80℃に凍結した。使用する際には適宜解凍して用いた。

LPS は Sigma Aldrich 社より購入した。TNF-および IL-6 の ELISA 法による測

定 に は mouse TNF- ELISA kit (eBioscience) 、 mouse IL-6 ELISA kit 

(eBiosciencee) を用いた。本実験で用いた一般有機試薬は Nacalai Tesque, Inc. 

(Kyoto, Japan) より購入した。mRNA 測定時のプライマーの塩基配列は 

Tollip : Forward ; 5’-TGGACATGTTGGTTGGCTGAA-3’ 

Reverse ; 5’-TCATCGGGTAGGCATCACTCAC-3’ （13） 

Elf-1 : Forward ; 5’-CAAGTAACGGCATGGAGGAC-3’ 

Reverse ; 5’-CTGTAAGGGTGATGTCGTC-3’ （21） 

Actb : Forward ; 5’-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAA-3’ 

Reverse ; 5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’ （22） 

を用いた。ウェスタンブロット法における Immunoblot 解析用の 1 次抗体には、

抗 Elf-1 抗体 (Santa Cruz (CA, USA)より購入)、抗 Tollip 抗体 (abcam (Tokyo, 

Japan)より購入)、抗 β-Actin 抗体 (Sigma (St. Louis, MO) より購入) を 2.5% 

BSA-TTBS で 2000 倍希釈したものを用いた。標識 2 次抗体には、HRP 標識抗

ラビット IgG 抗体 (Santa Cruz (CA, USA))、HRP 標識抗マウス IgG 抗体 

(Zymed Laboratories (CA, USA))、を 10000 倍希釈したものを用いた。 
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第 3 項 炎症性サイトカインの ELISA 解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW 264.7 を 24 well plate に 1×105 cells/mL

となるように播種し、5% FBS-DMEM 培地にて 24 時間前培養を行った。上清

を捨て、1% FBS-DMEM 培地 (control 群) および EGCG (2.5 M) 含有 1% 

FCS-培地を添加し、1 時間処理後 LPS (終濃度 50 ng/mL) を添加し、24 時間

後に ELISA 法により TNF-および IL-6 の産生量を測定した。EGCG 添加濃度

については過去の報告を参照した（13）。 

 

第 4 項 RNA 抽出、cDNA 合成ならびにリアルタイム PCR 

マウスマクロファージ細胞株 RAW 264.7 を 12 well plate に 1×105 cells/mL

となるように播種し、5% FCS-DMEM 培地にて 24 時間前培養を行った。上清

を捨て、1% FCS-DMEM 培地（control 群）および EGCG (2.5 M) 含有 1% 

FCS-DMEM 培地を添加し、1 時間培養後 Trizol Reagent (Cosmo bio, Tokyo, 

Japan)にて回収し、mRNA を抽出した。クロロホルム、2-プロパノール、75%エ

タノールを使用して抽出・洗浄後 nano drop (Thermo Sientific) にて mRNA 濃

度を測定し、Prime Script RT reagent kit (Takara Bio Inc., Shiga) を用いてサー

マルサークラー (Astec Inc., Fukuoka, Japan) にて cDNA を合成した。cDNA 2 
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µg に SYBR Green 12.5 µL, プライマー0.5 µmol を加え、CFX96 Touch リアル

タイム PCR 解析システム(Bio-Rad Lab. Inc.) を用いてリアルタイム PCR を行

い、Tollip および Elf-1 の mRNA の発現量を測定した。 

 

第 5 項 免疫染色法による Elf-1 閣内発現量の解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 2 mL ガラスボトムディッシュに 

5% FCS DMEM 培地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養し

た。EGCG (0, 2.5 M) 含有 5%FCS DMEM 培地で置換し、1 時間後に 4%パラ

ホルムアルデヒドで細胞を 20 分間氷上で固定した。2.5% Bovine Serum Albumin 

（BSA）に置換し、1 時間室温で放置した。PBS で洗浄後、anti Elf-1 mouse IgG 

(Santa Cruz (CA, USA)より購入) を 20 倍希釈した 2.5%BSA-Tween Tris 

Buffered Saline（TTBS）に置換し、30 分間室温で放置した。PBS で洗浄後、

Alexa fluor 555 (Life Technoligies (CA, USA) より購入) を 1,000 倍希釈した

2.5%BSA-TTBS に置換し、30 分間室温で放置した。PBS で洗浄後、Hoechst 

33342 (Invitrogen (USA) より購入) を 10,000 倍希釈した 2.5%BSA-TTBS で

処理し 15 分間氷上で核を染色後、蛍光顕微鏡に観察を行った。 

 

第 6 項 Ef-1 および Tollip のタンパク質発現量の解析 
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 マウスマクロファージ細胞株 RAW 264.7 を 12 well plate に 1×105 cells/mL

となるように播種し、5% FCS-DMEM 培地にて 24 時間前培養を行った。上

清を捨て、1% FCS-DMEM 培地 (control 群) および EGCG (2.5 M) 含有

1% FCS-DMEM 培地を添加した。1 時間培養後、細胞溶解 Buffer にてタンパ

ク質を回収し、ウェスタンブロット法を用いて Elf-1 および Tollip のタンパク

質発現量を測定した。 

 

第 7 項 Elf-1 のノックダウンおよびタンパク質発現量の解析 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5% FCS DMEM

培地にて 1×104 cells/mL となるよう 1 mL 播種し、24 時間前培養した。その後

siRNA-Elf-1 (10 pmol/µL) 3.0 L、RNA iMAX 3.0 L、DMEM 培地を 50 L 混

合したものを各 well に添加した。なお、control 群には siRNA-Scr1 を添加した。

48 時間後に細胞溶解 Buffer にてタンパク質を回収し、ウェスタンブロット法を

用いて Elf-1 および Tollip のタンパク質発現量を測定した。siRNA および RNA 

iMAX は Sigma 社から購入した。 

 

第 8 項 ウェスタンブロット法 
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 処理を行った細胞に対し、細胞溶解 Buffer (50 mM Tris-Hcl (pH 7.5), 150 mM 

NaCl, 1% Triton-X 100, 1 mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM Na4P2O7, 1 mM 

phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 2.0 g/mL aprotinin) を懸濁し、細胞

を溶解させた。この細胞溶解液を 1,200×g で 10 分間遠心した後、上清を回収

し、タンパク定量を行った。タンパク質の定量には Bicinchoninic (BCA) Protein 

Assay Reagent (Rockford, IL) を用いた。マイクロプレートリーダーは Sic 

System (Tokyo,Japan)を用いた。各サンプルが等濃度になるよう PBS で希釈を

行った。SDS-PAGE サンプル Buffer (57 mM Tris-HCl (pH6.8), 9.1% glycerol, 

1.8% SDS, 0.02% bromophenol blue, and 0.65 M 2-mercaptoethanol)で 2 倍希釈

し、5 分間煮沸後に SDS-PAGE サンプルとした。ニトロセルロースメンブラン

は Schleicher & Schuell (Keene, NH) より購入した。各サンプルを電気泳動に供

し、電気泳動装置およびブロッティングに用いるミニトランスブロットセルは

Bio-Rad (Hercules, CA) の装置を用いた。また、Enhanced Chemiluminescence 

Reagent (ECL) Advance Western Blotting Detection キット (GE Healthcare, 

UK) を用いて、発色反応を行った。感光はイメージアナライザーChemi Imager 

5500 (Alpha Innotech, San Leandro, CA) を用いた。 

 

第 9 項 統計処理 
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結果は、平均値（Mean）と平均値の標準誤差（S.E.）で示した。2 群間の比較

においては Student’s t-test を、多群間の比較においては Tukey’s test もしくは

Dunnett’s test を用いた。***：p < 0.001、**：p < 0.01、*：p < 0.05 で示した。

統計解析ソフトは GraphPad Prism4（Graphpad Software 社, CA, USA）を用い

て解析した。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1 項 マクロファージ細胞株 RAW264.7 における EGCG の抗炎症作用 

および Tollip 発現上昇作用 

 マクロファージ細胞株 RAW264.7 において EGCG が Tollip の発現を上昇さ

せることで LPS 誘導性の炎症性サイトカインの産生を抑制することが報告され

ていることから、これらの作用について確認した。マウスマクロファージ細胞株

RAW264.7 を 24 well plate に 1×105 cells/well となるように播種し、5% FCS-

DMEM にて 24 時間前培養を行った。過去の報告を元に EGCG をそれぞれ 0, 

2.5 M となるように処理し、1 時間培養後 LPS (終濃度 50 ng/mL) を添加し

た。24 時間後上清を回収し ELISA 法により TNF-a および IL-6 の産生量を測

定した。また、RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 mM) を処理し、1 時間培養後 real 

time PCR により Tollip の mRNA の発現量を測定した。その結果、EGCG 2.5 

M で 1 時間処理することで LPS により誘導された TNF-および IL-6 の産生

が抑制され、Tollip の mRNA 発現量が有意に増加した（Fig. 1A, 1B）。 

 

第 2 項 EGCG が Elf-1 核内発現および mRNA に及ぼす影響 
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 第 1 項より EGCG が mRNA レベルで Tollip の発現を上昇させたことから、

EGCG が転写因子である Elf-1 の発現に及ぼす影響を評価した。RAW264.7 細

胞株において EGCG 処理により Elf-1 の核内発現が有意に低下した（Fig. 1C）。

以前の報告と一致して、Elf-1 は核内に高発現していることが確認された。また、

EGCG は Elf-1 の mRNA 発現量には影響を与えなかった（Fig. 1D）。Elf-1 はリ

ン酸化および糖修飾を受けることにより核内に移行するが (21, 23)、EGCG が

このリン酸化および糖修飾を抑制することで Elf-1 の核内への移行を抑制し核

内発現を低下させる場合は、EGCG によって核内発現の低下だけではなく細胞

質への Elf-1 の蓄積が起こると考えられる。しかしながら、EGCG 処理によって

Elf-1 の核内発現低下は見られた一方で細胞質への蓄積は確認されなかった。よ

って、EGCG は Elf-1 のリン酸化および糖修飾には影響を与えず、核内に存在す

る Elf-1 の発現を低下させることが示された。以上のことから、EGCG は Elf-1

の mRNA ではなくタンパク質発現量を低下させることが示され、EGCG は Elf-

1 の分解誘導に関与していることが示唆された。実際に、人白血病 T 細胞株 Jurka

細胞において Elf-1 はプロテアソーム系によって分解されることが報告されて

いることから (24)、EGCG がプロテアソーム系による Elf-1 の分解を誘導した

と推察される。 
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第 3 項 RAW264.7 細胞株において Elf-1 ノックダウンが Tollip の発現に及ぼ 

す影響 

 ヒト結腸がん細胞株 Caco-2 およびヒト単球細胞株 THP-1 において Elf-1 が

Tollip の転写を阻害することが報告されていることから (24)、マクロファージ

細胞株 RAW264.7 においても同様に Elf-1 が Tollip の発現を制御しているかを

検討した。RAW264.7 細胞株において siRNA により Elf-1 をノックダウンした

ところ、約 50％の Elf-1 のタンパク質発現量の低下が観察され、また、Elf-1 を

ノックダウンした細胞において Tollip のタンパク質発現量が有意に上昇した

（Fig. 1E）。このことから、マクロファージにおいても Elf-1 が Tollip の発現量

を負に制御していることが示された。 

 

第 4 項 EGCG が Ef-1 および Tollip のタンパク質発現に及ぼす影響 

 RAW264.7 細胞株において EGCG を処理した細胞では Elf-1 の発現量が低下

するとともに Tollip の発現量が有意に上昇した（Fig. 1F）。第 3 項より Elf-1 を

ノックダウンした細胞では Tollip の発現量が上昇したことから、EGCG が Elf-

1 の発現量を低下させることで Tollip の転写を促し、その発現量を上昇させる

ことが示唆された。 
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Fig.1 EGCG は Elf-1 の発現を低下させることで Tollip の発現を上昇させる（25） 

(A) RAW264.7 細胞株に EGCG (0, 2.5 M) を処理し、1 時間培養後 LPS (終濃度 50 ng/mL) を添加し

た。24 時間後上清を回収し ELISA 法により TNF-a および IL-6 の産生量を測定した。(B) RAW264.7 に

EGCG (0, 2.5 M) を処理し、1 時間培養後 real time PCR により Tollip の mRNA の発現量を測定した。

(C) RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 M) を処理し、45 分培養後免疫染色法で Elf-1 の核内発現量を評価し

た。(D) RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 M) を処理し、45 分培養後 real time PCR により Elf-1 の mRNA

の発現量を測定した。(E) RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 M) を処理し、1 時間培養後回収しウェスタンブ

ロット法を用いて Tollip および Elf-1 の発現量を測定した。(F) RAW264.7 細胞株に Elf-1-siRNA を導入

しノックダウン細胞を構築した。48 時間後に回収し、ウェスタンブロット法を用いて Elf-1 および Tollip

の発現量を測定した。(A-F) Data is means±S.E., Student’s t-test, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05. (A) 

n = 3, (B) n = 4, (C) n = 10, (D) n = 3, (E) n = 4, (F) n = 3  
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第 3 章 EGCG の Tollip 発現上昇作用における PP2A の関与 

 

第 1 節 緒言 

 

 第 1 章において、マクロファージ細胞株 RAW264.7 において EGCG は Elf-1

の mRNA ではなくタンパク質発現量を低下させることで Tollip の発現量を上

昇させることが明らかになった。 

脱リン酸化された 98 kDa の Elf-1 は細胞質でプロテアソーム経路によって分

解されること (23)、全身性エリテマトーデス患者の T 細胞において脱リン酸化

酵素である Protein Phosphatase 2A (PP2A) が Elf-1 の脱リン酸化を行い、98/80 

kDa の Elf-1 の発現割合を低下させることが報告されている (24)。さらに当研

究室では、EGCG がメラノーマにおいて PP2A を活性化させることで抗がん作

用を示すことを見出している (22)。そこで、EGCG が PP2A を活性化させるこ

とで Elf-1 の発現量を低下させ、Tollip の発現量を上昇させるのではないかを仮

定し、PP2A の関与を検討した。 
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第 2 節 材料および方法 

 

第 1 項 細胞および細胞培養 

 第 2 章、第 2 節、第 1 項参照。 

 

第 2 項 PP2A 阻害剤処理後の Elf-1 核内発現量の解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 2 mL ガラスボトムディッシュに

okadaic acid (1 nM (26)) (PP2A 阻害剤) 含有 5% FBS DMEM 培地にて 1×105 

cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。なお、okadaic acid は DMSO 

にて溶解し、 okadaic acid 処理をしない群は DMSO を等量添加した。以降の作

業については第 2 章、第 2 節、第 5 項を参照。 

 

第 3 項 PP2A 阻害剤処理細胞における Tollip の mRNA 発現量解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5%FCS DMEM 

培地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。okadaic acid

処理をしない群は DMSO を等量添加した。上清を捨て、EGCG (0, 2.5 M)、

okadaic acid (1 nM) (PP2A 阻害剤) 含有 1%FCS-DMEM 培地を添加し 1 時間

培養した。以降の作業については第 2 章、第 2 節、第 4 項を参照。 
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第 4 項 EGCG 処理細胞における PP2A 活性化レベルの解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5%FCS DMEM 培

地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。上清を捨て、

EGCG (0, 2.5 M) 含有 1%FCS DMEM 培地を添加した。1 時間培養後、PBS 

で一度洗浄後、Lysis buffer を加えて溶解した。12,000×g、4℃で 5 分間遠心し

て不純物を沈殿させ上清を回収してタンパク定量を行い、タンパク質濃度を各

サンプルで等しくなるように PBS で希釈した。Active PP2A kit (R&D Systems 

(MN, USA) から購入) を用いてプロトコルの指示に従って各サンプルの PP2A

の活性化レベルを評価した。 

 

第 5 項 統計処理 

第 2 章、第 2 節、第 9 項を参照。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1 項 Elf-1 核内発現量増加に対する PP2A 阻害剤の影響 

 これまでに、全身性エリテマトーデス患者の T 細胞において PP2A が Elf-1

を脱リン酸化させることで Elf-1 の発現を低下させることが報告されている 

(20)。そこでマクロファージにおいても同様に PP2A が Elf-1 の発現を制御し

ているかを検討した。マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate

に 1×105 cells/well となるように播種し、5% FBS-DMEM にて 24 時間前培

養を行った。EGCG をそれぞれ 0, 2.5 M となるように処理し、30 分後細胞

を回収して PP2A Activity Assay (R&D systems) を用いて PP2A の活性化レベ

ルを測定した。その結果、RAW264.7 細胞株において PP2A 阻害剤により Elf-

1 の核内発現量は有意に低下した（Fig. 2A）。よって、マクロファージにおい

ても PP2A が Elf-1 の発現量を負に制御していることが示された。 

 

第 2 項 EGCG の Tollip 発現上昇作用に対する PP2A 阻害剤の影響 

 第 1 項より PP2A が Elf-1 の発現を制御していることが示されたことから

EGCG の Tollip 発現上昇作用に PP2A が関与しているかを検討した。RAW264.7

に EGCG (0, 2.5 µM)、PP2A 阻害剤 (okadaic acid 0, 1 nM) を処理し、1 時間
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後 real time PCR 法を用いて Tollip の mRNA 発現量を測定した。その結果、

EGCG 処理によって Tollip の mRNA 発現が上昇した一方で、PP2A 阻害剤を処

理した細胞において、EGCG の Tollip 発現上昇作用の消失が観察された（Fig. 

2B）。このことから、EGCG の Tollip 発現上昇作用には PP2A が関与している

ことが示された。また、EGCG を処理していない 2 群間において、PP2A を阻

害することで Tollip の発現量が低下すると予想されたがその傾向は認められな

かった。Elf-1 は元々核内に高発現して Tollip の発現量を抑制しているが、炎症

が誘導されていない場合、炎症抑制分子である Tollip の発現は必要ではないた

め、Elf-1 が核内に高発現することで Tollip の発現を強く抑制していると考えら

れる。そのため、PP2A 阻害剤によって Elf-1 の核内発現量が上昇したとしても

Tollip の発現に対してあまり影響を与えなかったと考えられる。 

 

第 3 項 EGCG が PP2A 活性化に及ぼす影響 

 当研究室ではこれまでにマウスメラノーマ細胞株 B16 において EGCG が

67LR を介して PP2A を活性化させることで抗がん作用を示すこと見出してい

る (21)。そこで EGCG が PP2A の活性化に及ぼす影響を評価したところ、

EGCG 処理 45 分後において EGCG によって有意に PP2A の活性化レベルが上

昇した。このことから、EGCG はマクロファージにおいても PP2A の活性化を



23 

 

誘導することが示され、第 1 項および第 2 項の結果から、EGCG が PP2A を活

性化することで Elf-1 の発現量を低下させ、Tollip の発現量を上昇させることが

示唆された。 
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Fig.2 EGCG は PP2A を活性化させ Elf-1 および Tollip の発現を制御する（25） 

(A) RAW264.7 細胞株を 5% FBS-DMEM にて 24 時間前培養を行い、EGCG をそれぞれ 0, 2.5 M と

なるように処理し、30 分後細胞を回収して PP2A の活性化レベルを測定した。(B) RAW264.7 に EGCG 

(0, 2.5 µM)、PP2A 阻害剤 (okadaic acid 0, 1 nM) を処理し、1 時間後細胞を回収し Tollip の mRNA 発

現量を測定した。(C) RAW264.7 に okada acid (0, 1 nM) を処理し、45 分後免疫染色法によって Elf-1 の

核内発現レベルを評価した。(A-C) Data is means±S.E., *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. (A) n = 4, 

Student’s t-test, (B)n = 3, Tukey’s test. (C) n = 15, Student’s t-test.  
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第 4 章 EGCG の Tollip 発現上昇作用における cGMP の関与 

 

第 1 節 緒言 

 

第 3 章までに、マクロファージ細胞株 RAW264.7 において EGCG が PP2A を

活性化し、Elf-1 の発現量を低下させることで Tollip の発現量を上昇させること

を明らかにした。 

一方、心筋細胞における心保護作用において、cyclic GMP (cGMP) が PP2A

を活性化させることが報告されている (27)。また、当研究室では、多発性骨髄

腫において EGCG の 67LR を介した抗がん作用に cGMP 産生が重要であるこ

とを見出している (28)。そこで、本章ではマクロファージにおける EGCG の

Tollip 発現上昇作用に対する cGMP の関与を検討した。 
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第 2 節 材料および方法 

 

第 1 項 細胞および細胞培養 

第 2 章、第 2 節、第 1 項参照。 

 

第 2 項 EGCG 処理後のマクロファージにおける cGMP 産生量の解析 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞を 5×106 cells/mL PBS (10 M 

vardenafil 含有) で 10 分処理したのち、EGCG (終濃度 2.5 M)となるよう添

加し、384 plate (Perkin Elmer White plate OPTiPlate 384) に 10 mL ずつ播種

した。30 分後 cGMP-d2 溶液 5 mL (Cicbio; cGMP conjugates & lysis buffer で 5

倍希釈したもの)を添加し、さらに、上から anti-cGMP-cryptate 5 mL (Cicbio; 

cGMP conjugates & lysis buffer で 5 倍希釈したもの) を加えて、室温で 1 時間

反応させ、TR-FRET にて Ex 320nm, Em 660 nm の条件で測定した。 

 

第 3 項 sGC 活性化剤処理後の Tollip の mRNA 発現量解析 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5%FCS DMEM 

培地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。上清を捨て、

cGMP 合成酵素 soluble guanylate cyclase (sGC) 活性化剤である Bay41-2272 (0, 
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2.5, 5, 10 M) (ALX (Japan) より購入) 含有 1%FCS DMEM 培地を添加し 1 時

間培養した。以降の作業については第 2 章、第 2 節、第 4 項を参照。 

 

第 4 項 EGCG および sGC 阻害剤処理後の Tollip の mRNA 発現量解析 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5%FCS DMEM 

培地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。上清を捨て、

sGC 阻害剤である NS-2028 (0, 2.5 M (28)) (ALX (Japan) より購入) 含有

1%FCS-DMEM 培地を添加した。NS-2028 を処理をしない群は DMSO を等量

添加した。上清を捨て、EGCG (0, 2.5 M)、NS-2028 (0, 2.5 M) 含有 1%FCS 

DMEM 培地を添加し 1 時間培養した。以降の作業については第 2 章、第 2 節、

第 4 項を参照。 

 

第 5 項 sGC 活性化剤処理後の Elf-1 および Tollip タンパク質発現量解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW 264.7 を 12 well plate に 1×105 cells/mL

となるように播種し、5% FCS-DMEM 培地にて 24 時間前培養を行った。上清

を捨て、1% FCS-DMEM 培地 (control 群)、Bay41-2272 (5 M) 含有 1% FCS-

DMEM 培地 (Bay41-2272 群)、 EGCG (2.5 M) 含有 1% FCS-DMEM 培地 

(EGCG 群) を添加した。1 時間培養後、細胞溶解 Buffer にてタンパク質を回収
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し、ウェスタンブロット法（第 2 章、第 2 節、第 8 項を参照）を用いて Elf-1 お

よび Tollip のタンパク質発現量を測定した。 

 

第 6 項 sGC 活性化剤処理後の Elf-1 の核内発現量解析 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 2 mL ガラスボトムディッシュに

5% FCS DMEM 培地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養し

た。上清を捨て、1% FCS-DMEM 培地 (control 群)、Bay41-2272 (5 M) 含有

1% FCS-DMEM 培地  (Bay41-2272 群)、  EGCG (2.5 M) 含有 1% FCS-

DMEM 培地 (EGCG 群) を添加し 1 時間培養した。以降の作業については第

2 章、第 2 節、第 5 項を参照。 

 

第 7 項 sGC 活性化剤後の PP2A 活性化レベルの解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5%FCS DMEM 培

地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。上清を捨て、

Bay41-2272 (0, 0.5, 1.0, 2.5 M) 含有 1%FCS DMEM 培地を添加 1 時間培養し

た。以降の作業については第 3 章、第 2 節、第 4 項を参照。 

 

第 8 項 統計処理 
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第 2 章、第 2 節、第 9 項を参照。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1 項 EGCG がマクロファージにおける cGMP 産生に及ぼす影響 

当研究室では、多発性骨髄腫において EGCG の抗がん作用に cGMP 産生が

重要であることを見出している (28)。そこで、マクロファージにおいて EGCG

が cGMP 産生を誘 導する か を検 討し た 。マウス マク ロファ ージ細 胞株

RAW264.7 を 12 well plate に 1×105 cells/well となるように播種し、5% FCS-

DMEM にて 24 時間前培養を行い、EGCG (0, 2.5 M)で処理し、30 分後細胞

を回収し cGMP 量を測定した。その結果、RAW264.7 細胞株において EGCG 処

理 30 分後に cGMP 産生が有意に上昇した（Fig. 3A）。このことから、EGCG は

マクロファージにおいても cGMP 産生を誘導することが示された。 

 

第 2 項 sGC 活性化剤が Tollip の発現量に及ぼす影響 

 第 1 項より EGCG がマクロファージにおいて cGMP 産生を誘導することが

示されたことから、cGMP 産生が Tollip の発現を制御しているかを検討した。

RAW264.7 に cGMP 合成酵素活性化剤 Bay41-2272 (0, 2.5, 5, 10 M) を処理

し、1 時間後 real time PCR 法を用いて Tollip の mRNA 発現量を測定した。そ

の結果、cGMP 合成酵素である sGC の活性化剤 (Bay41-227) 5 M 以上の処理
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によって Tollip の mRNA 発現量が有意に上昇した（Fig. 3B）。よって、マクロ

ファージにおいて cGMP 産生が Tollip の発現量を制御していることが示され

た。なお、本結果より、以降の Bay41-2272 の処理濃度は 5 M とした。 

 

第 3 項 sGC 阻害剤が EGCG の Tollip 発現上昇作用に及ぼす影響 

 第 2 項より cGMP 産生が Tollip の発現を制御していることから、EGCG の

Tollip 発現上昇作用に cGMP が関与しているかを検討した。EGCG (0, 2.5 M) 

および cGMP 合成酵素阻害剤 NS2028 (0, 2.5 M) で処理し、1 時間後トライゾ

ールにて細胞を回収し real-time PCR 法により Tollip の mRNA 発現量を測定し

た。その結果、sGC 阻害剤 (NS2028) を処理した細胞において、EGCG の Tollip

発現上昇作用の消失が認められた（Fig. 3C）。このことから、EGCG は cGMP

産生を介して Tollip の発現を上昇させることが示された。 

 

第 4 項 sGC 活性化剤が Elf-1 および Tollip の発現量に及ぼす影響 

 第 3 項より EGCG の Tollip 発現上昇作用に cGMP が関与していることが示

されたことから、sGC 活性化剤が Elf-1 の発現に及ぼす影響を検討した。その結

果、ウェスタンブロット解析により、sGC 活性化剤が EGCG 同様 Elf-1 の発現

量を低下させ、同時に Tollip の発現量を上昇させた（Fig. 3D）。また、EGCG 同
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様 sGC 活性化剤により Elf-1 の核内発現量の低下が観察された（Fig. 3E）。この

ことから、cGMP 産生は EGCG 同様 Elf-1 の発現低下および Tollip の発現上昇

を誘導することが示された。 

 

第 5 項 sGC 活性化剤が PP2A の活性に及ぼす影響 

 第 2 章までに、EGCG が PP2A を活性化させ、Elf-1 の発現を低下させるこ

とで Tollip の発現を上昇させることを明らかにしたことから cGMP 産生が

PP2A の活性化に及ぼす影響を評価した。RAW264.7 に Bay41-2272 (0, 2.5, 5, 

10 M) を処理し、30 分後細胞を回収して PP2A Activity Assay (R&D systems) 

を用いて PP2A の活性化レベルを測定した。その結果、sGC 活性化剤により有

意に PP2A の活性化レベルが上昇した（Fig. 3F）。このことから、マクロファー

ジにおいて cGMP 産生が PP2A の活性化を制御していることが示され、EGCG

が sGC/cGMP を介した PP2A の活性化により Elf-1 の発現量低下および Tollip

の発現量上昇を誘導することが示唆された。 
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Fig.3 EGCG は cGMP 産生を介して PP2A/Elf-1/Tollip 経路を誘導する (25) 

(A) RAW264.7 細胞株を EGCG (0, 2.5 M)で処理し、30 分後細胞を回収して cGMP 量を測定した。(B) 

RAW264.7 に Bay41-2272 (0, 2.5, 5, 10 M) を処理し、1 時間後細胞を回収し Tollip の mRNA 発現量を

測定した。(C) RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 M) および NS2028 (0, 2.5 M) で処理し、1 時間後細胞を回

収し Tollip の mRNA 発現量を測定した。(D) RAW264.7 を EGCG (0, 2.5 M) および Bay41-2272 (0, 5 

M) で処理し、1 時間後細胞を回収しウェスタンブロット法により Tollip および Elf-1 のタンパク質発現

量を測定した。(E) RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 M) および Bay41-2272 (0, 5 M) を処理し、45 分後免

疫染色法によって Elf-1 の核内発現レベルを評価した。(F) RAW264.7 に Bay41-2272 (0, 2.5, 5, 10 M) を

処理し、30 分後細胞を回収して PP2A の活性化レベルを測定した。 (A-F) Data is means±S.E., **p < 0.01, 

*p < 0.05. (A) n = 3, Tukey’s test, (B) n = 3, Dunnett’s test, (C) n = 3, Student’s t-test, (D) n = 4, Dunnett’s 

test, (E) n = 10, Dunnett’s test, (F) n = 4, Dunnett’s test. 
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第 5 章 in vivo において EGCG が Tollip の発現制御に及ぼす影響 

 

第 1 節 緒言 

 

 第 4 章までに、マクロファージ細胞株 RAW264.7 において EGCG が cGMP

を介して PP2A を活性化させ、Elf-1 の発現量低下および Tollip の発現量上昇を

誘導することを見出した。 

 一方、EGCG の Tollip 発現上昇作用は EGCG の感知レセプターである 67LR

を介していることが見出されている (13)。67LR はがん細胞において高発現し

ており、RAW264.7 細胞株はがん細胞由来の細胞株であるため正常細胞に対す

る影響は異なる可能性がある。また、食品成分を摂取する場合、吸収性、安定性、

血中動態等によりその機能を発揮できないことが懸念される。そこで、本章では

マウスを用いた in vivo において EGCG が RAW264.7 細胞株と同様に Tollip 発

現上昇機構を誘導するかを検討した。 
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第 2 節 材料および方法 

 

第 1 項 倫理規定 

 実験動物の飼育、保管および動物実験を実施するため、教育訓練を受講し、動

物実験従事者として登録した。実験を行う際は、「動物の保護および管理に関す

る法律」（昭和４８年法律第１０５号）および「実験動物の飼養及び保管に関す

る基準」（昭和５５年総理府告示第６号）に従って実験を行った。さらに、動物

実験を実施する際は動物実験計画書を作成し、九州大学の動物倫理委員会の承

認（審査番号：A26-090-2）を受けた上で実験を実施した。 

 

第 2 項 EGCG および cGMP 合成酵素活性化剤の投与および腹腔内マクロファ

ージの回収 

9 週齢の BALB/cN Sea 雄マウス (九動株式会社 (Saga, Japan) より購入した。

飼育は MF 食による自由摂食、自由飲水、室温 20±1℃ 、相対湿度 60±5%、

12 時間白色蛍光灯照明下で行った。1 週間予備飼育し、体重が等しくなるよう

3 群に分け、3% チオグリコレート培地 (Sigma Co. (St Louis, MO) より購入) 

を腹腔内に投与することでマクロファージを腹腔に誘引させた（29）。3 日後、

Control 群には 80%DMSO (ナカライテスク (Tokyo, Japan) より購入) を 100 
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L/mouse、EGCG 群には EGCG (Sigma (Tokyo, Japan) より購入) (3.3 mg/mL) 

含有  80%DMSO を 100 L/mouse、Bay41-2272 群には Bay41-2272 (ALX 

(Tokyo, Japan) より購入) (3.3 mg/mL) 含有 80%DMSO を 100 L/mouse と

なるよう経口投与を行った。4 時間後、イソフルラン麻酔下において 10%ウシ

胎児血清  (FBS) (Bio Source International, USA) 添加  RPMI 培地  (Nissui 

Pharmaceutical Co. LTD, Tokyo) により腹腔内を懸濁し、その懸濁液を回収し

た。懸濁液を 5%Sodium azide (Wako (Tokyo, Japan) より購入) で処理し腹腔

内マクロファージとした。懸濁液を 1,200 g で 5 分間遠心後、PBS で懸濁し、2

×106 cells/mL となるよう PBS で調整した。 

 

第 3 項 フローサイトメーターによる Tollip の発現量評価 

2×106 cells/mL に調整した脾臓細胞および腹腔内マクロファージの懸濁液を

250 L ずつ分注し、1,200 g×5 分遠心後、上清を捨て、Anti-Tollip 抗体 (Abcam 

(Tokyo, Japan) より購入) を 200 倍希釈した 2.5%BSA-TTBS 液に置換し、1 時

間室温で放置した。上清を捨て、Anti-mouse IgG ( MBL (Tokyo, Japan) より購

入) を 50 倍希釈、Anti-F4/80 抗体 (Abcam (Tokyo, Japan)より購入) を 10 倍

希釈した 2.5%BSA-TTBS 液に置換し、1 時間室温で放置した。上清を捨て 250 
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L の PBS で懸濁し、フローサイトメーター（BD Biosciences (California, USA)）

に供した。 

 

第 4 項 脾臓における Tollip の mRNA 発現量の評価 

 回収した脾臓細胞を TRizol に溶解して RNA を抽出し、cDNA 合成後、リア

ルタイム PCR により Tollip の mRNA の発現量を測定した。詳細については、

第 2 章、第 2 節、第 4 項を参照。 

 

第 5 項 免疫染色法による腹腔内マクロファージにおける Elf-1 発現の評価 

 2×106 cells/mL に調整した腹腔内マクロファージの細胞懸濁液を 100 L ず

つ分注し、1,200×g で 5 分遠心後、上清を捨て 4%パラホルムアルデヒド (Wako, 

Japan より購入) で 20 分間氷上で固定した。それ以降の作業については、第 2

章、第 2 節、5 項を参照。 

 

第 6 項 腹腔内マクロファージにおける cGMP 量の測定 

 2×106 cells/mL に調整した細胞懸濁液を 1 mL ずつ分注し、1200×g で 5 分

遠心後、上清のタンパク質濃度を 1.1 mg/mL に調整した。得られたライゼート

10 L に 0.4M HCl 20 L を添加し、さらに 80 L の EIA Buffer を添加するこ
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とで希釈した。得られた希釈液 20 L をさらに EIA Buffer 80 L で希釈し、50 

L ずつサンプルをアプライし、cGMP EIA kit (Cayman (Ann Arbor, MI, USA) 

より購入) を用いて cGMP 産生量を測定した。 

 

第 7 項 統計 

第 2 章、第 2 節、第 9 項を参照。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1 項 in vivo において EGCG および sGC 活性化剤が Tollip および Elf-1 の

発現ならびに cGMP 産生に及ぼす影響 

腹腔内マクロファージおよび脾臓細胞において EGCG 群および sGC 活性化

剤の両群で Tollip の発現上昇が確認され（Fig. 4A, 4B）、腹腔内マクロファージ

に比べ脾臓細胞において Tollip 発現量の上昇は緩やかであった（Fig. 4A）。これ

は、腹腔内に誘引されたマクロファージにおいてチオグリコレート培地によっ

て無菌炎症が誘導され活性化されたためだと考えられる。また、腹腔内マクロフ

ァージにおいて EGCG 群および sGC 活性化剤の両群で顕著に Elf-1 の発現量低

下が認められた（Fig. 4C）。腹腔内マクロファージにおける cGMP 産生量はポ

ジティブコントロールの sGC 活性化剤群において有意に高値を示し、EGCG も

同様に Control 群と比べ有意な cGMP 量の上昇が観察された（Fig. 4D）。これ

らのことから、in vivo においてもマクロファージにおいて EGCG が cGMP 産

生、Elf-1 の発現低下および Tollip の発現上昇を誘導することが示されるととも

に、sGC 活性化剤による cGMP 産生が同様に Elf-1 および Tollip の発現を制御

していることが明らかになった。しかしながら、これまでに EGCG の経口投与

による腹腔内マクロファージに対する報告はなく、EGCG が腹腔内に届いてい
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るか、また、届いた場合にどの程度の濃度で存在するかは不明である。そのため、

この作用が EGCG によるものだと直接証明するためには LC-MS 等を用いて

EGCG 投与時の腹水における EGCG の定量が必須となってくる。さらに、今回

は単回投与であったため、長期的な EGCG の摂取の影響に対する検討が必要で

あると考えられる。また、本検討では、腹腔内マクロファージの誘導のために 3%

チオグリコレート培地を腹腔内に投与した。本培地による刺激がない場合、回収

できるマクロファージはおよそ 1×105 cells/匹とされている。一方、チオグリコ

レート培地で誘導をかけることで 1×107 cells/匹のマクロファージを回収でき

るため、同時に複数の検討を行うことが可能である。しかしながら、チオグリコ

レート培地によるマクロファージの誘引は無菌性炎症誘発によるため、マクロ

ファージがある程度活性化された状態となってしまう。そのため、より純粋な無

刺激状態でのマクロファージにおける評価を行うためには、チオグリコレート

培地処理を行わずに PBS での腹腔内洗浄によって回収したマクロファージでの

評価が必要となってくる。 
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Fig.4 in vivo において EGCG は cGMP 産生促進、Elf-1 の発現量低下および Tollip の発現量上昇を誘導す

る (25) 

Balb/cN Sea mouse に 80%DMSO (Control 群)、EGCG 10 mg/kg/b.w. in DMSO (EGCG 群)、Bay41-2272 

10mg/kg/b.w. in DMSO (Bay41-2272 群) を投与し 4 時間後腹腔内マクロファージおよび脾臓を回収した。

(A) 腹腔内マクロファージおよび脾臓をフローサイトメーターに供し F4/80+細胞における Tollip の発現

量を評価した。(B) 脾臓における Tollip の mRNA 発現量を real-time PCR 法によって測定した。(C) 回収

した腹腔内マクロファージの F4/80+細胞における Elf-1 の発現量を免疫染色法により評価した。(D) 腹腔

内マクロファージにおける cGMP 産生を測定した。(A-D) Means±S.E., Dunnett’s test, **p < 0.01, *p < 

0.05. (A, B, D) n = 6, (C) n = 18-20. 
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第 6 章 EGCG の Tollip 発現上昇作用における 

Akt および eNOS の関与 

 

第 1 節 緒言 

 

第 4 章までに、マクロファージ細胞株 RAW264.7 において EGCG が

cGMP/PP2A/Elf-1/Tollip 経路を誘導することを見出した。また、実際に in vivo

においてもマクロファージにおける cGMP の産生、Elf-1 の発現低下、および

Tollip の発現上昇の誘導が確認された。 

 当研究室では、EGCG が骨髄腫細胞において 67LR/Protein kinase B (Akt)/ 

endothelial NO synthase (eNOS)/sGC/cGMP 経路の誘導により抗がん作用を示

すことを報告している (28)。そこで、本章では EGCG の Tollip 発現上昇作用

においても同経路が関与しているかを検討した。 
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第 2 節 材料および方法 

 

第 1 項 細胞および細胞培養 

 第 2 章、第 2 節、第 1 項参照。 

 

第 2 項 EGCG 処理後の eNOS リン酸化レベルの解析 

 マウスマクロファージ細胞株 RAW 264.7 を 12 well plate に 1×105 cells/mL

となるように播種し、5% FCS-DMEM 培地にて 24 時間前培養を行った。上

清を捨て、1% FCS-DMEM 培地 (control 群) および EGCG (2.5 M) 含有 1% 

FCS-DMEM 培地を添加した。30 分培養後、細胞溶解 Buffer にてタンパク質

を回収し、ウェスタンブロット法（詳細については第 2 章、第 2 節、第 8 項を

参照。）を用いて eNOS の発現量および p-eNOS ser1777 の発現量を測定し、

eNOS のリン酸化レベルを評価した。eNOS 抗体は BD, Japan より購入、ｐ-

eNOSser1777 抗体は Santa Cruz, U.S.A より購入した。 

 

第 3 項 EGCG および eNOS 阻害剤または Akt 阻害剤処理後の Tollip 発現レベ

ルの解析 
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 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5%FCS DMEM 

培地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。上清を捨て、

eNOS 阻害剤の影響を検討するため、eNOS 阻害剤である L-NAME (1.0 mM 

(28)) (Wako, Japan より購入) 含有 1%FCS-DMEM 培地を添加し、1 時間培養

した。Akt 阻害剤の影響を検討する際は Akt 阻害剤である staurosporine (1.0 M 

(30)) (Milipore, USA より購入) 含有 1%FCS-DMEM 培地を添加し、1 時間培

養した。L-NAME や staurosporine を処理しない群は DMSO を等量添加した。

上清を捨て、EGCG (0, 2.5 M)、L-NAME (1.0 mM) 含有 1%FCS DMEM 培

地もしくは staurosporine (1.0 M)含有 1%FCS DMEM 培地を添加した。1 時間

培養後、TRizol に溶解して RNA を抽出し、cDNA 合成後、リアルタイム PCR

により Tollip の mRNA の発現量を測定した。詳細については、第 2 章、第 2 節、

第 4 項を参照。 

 

第 4 項 EGCG 処理後の Akt の活性化レベルの解析 

マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 を 12 well plate に 5%FCS DMEM 培

地にて 1×105 cells/mL となるよう播種し、24 時間前培養した。上清を捨て、

EGCG (0, 2.5 M) 含有 1%FCS DMEM 培地を添加した。1 時間培養後、PBS 

で一度洗浄後、Lysis buffer を加えて溶解した。12,000g、4℃で 5 分間遠心して
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不純物を沈殿させ上清を回収してタンパク定量を行い、タンパク質濃度を各サ

ンプルで等しくなるように PBS で希釈した。Akt activity kit (Millipore 社, USA)

を用いてプロトコルに従って各サンプルの PP2A の活性化レベルを評価した。 

 

第 5 項 統計処理 

第 2 章、第 2 節、第 9 項を参照。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1 項 EGCG が eNOS のリン酸化に及ぼす影響 

 これまでに当研究室では EGCG が骨髄腫細胞における抗がん作用および血管

内皮細胞における血液凝固抑制作用において eNOS のリン酸化を促進させるこ

とを見出していることから、マクロファージにおいても同様の変化が認められ

るか確認した。RAW264.7 細胞株を 12 well plate に 1×105 cells/well となるよ

うに播種し、5% FCS-DMEM にて 24 時間前培養を行った。EGCG (0, 2.5 M) 

を処理し、30 分後ウェスタンブロット法により eNOS のリン酸化レベルを評価

した。その結果 EGCG 処理によって eNOS の活性化の指標である Ser1777 のリ

ン酸化レベルが有意に上昇した（Fig. 5A）。したがって、マクロファージにおい

ても EGCG が eNOS のリン酸化を促進し、cGMP 産生を誘導することが示唆さ

れた。 

 

第 2 項 eNOS 阻害剤が EGCG の Tollip 発現上昇作用に及ぼす影響 

 第 1 項より EGCG によって eNOS のリン酸化レベルが上昇したことから

eNOS が EGCG の Tollip 発現上昇作用に関与するか検討した。RAW264.7 に

EGCG (0, 2.5 M) および NOS 阻害剤 L-NAME (0, 1 mM) を処理し、1 時間
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後細胞を回収し real-time PCR 法により Tollip の発現量を測定した。その結果、

EGCG によって Tollip の mRNA 発現上昇が確認されたのに対し、eNOS 阻害

剤 L-NAME を処理した細胞においては EGCG の Tollip 発現上昇作用がキャン

セルされた（Fig. 5B）。このことから、EGCG は eNOS のリン酸化を促進し、

eNOS を介して Tollip の発現を上昇させることが示された。 

 

第 3 項 EGCG が Akt の活性化に及ぼす影響 

 RAW264.7 を EGCG (0, 0.5, 1.0, 2.5 mM) で処理し、1 時間後細胞を回収し

Akt activity kit を用いて Akt の活性レベルを測定した。EGCG の多発性骨髄腫

における抗がん作用と同様、マクロファージにおいて EGCG は Akt の活性化レ

ベルを有意に上昇させた（Fig. 5C）。Akt の活性は Ser473 および Thr308 のリン

酸化によって制御されており、 Ser473 は mammalian target of rapamycin 

(mTOR) -Rictor の複合体によりリン酸化され、Thr308 は 3-phosphoinositede-

dependent protein kinase 1 (PDK1) によりリン酸化される (31, 32)。よって

EGCG のマクロファージにおける Akt の活性にこれらの因子が関与しているこ

とが示唆された。 

 

第 4 項 Akt 阻害剤が EGCG の Tollip 発現上昇作用に及ぼす影響 
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 第 3 項より EGCG によって Akt の活性化レベルが上昇したことから Akt が

EGCG の Tollip 発現上昇作用に関与するかを検討した。RAW264.7 に EGCG 

(0, 2.5 M) および Akt 阻害剤 staurosporine (0, 1.0 M) で処理し、1 時間後細

胞を回収し real-time PCR 法により Tollip の発現量を測定した。その結果、EGCG

によって Tollip の mRNA 発現上昇が確認されたのに対し、Akt 阻害剤を処理し

た細胞においては EGCG の Tollip 発現上昇作用がキャンセルされた（Fig. 5D）。

このことから、EGCG は Akt を活性化し、Akt を介して Tollip の発現を上昇さ

せることが示された。 

 第 5 章までの検討により EGCG が sGC/eNOS/cGMP/PP2A/Elf-1/Tollip 経

路を誘導することを見出してきた。また、EGCG の抗がん作用において

Akt/eNOS/sGC/cGMP 経路が重要であることを踏まえ、本章結果により EGCG

は Akt/eNOS/sGC/eNOS/cGMP を介した PP2A の活性化により Elf-1 の発現

を低下させることで Tolllip の転写を促し発現を上昇させることが示唆された。 
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Fig.5 EGCG は eNOS および Akt を介して Tollip の発現を調節する (25) 

(A) RAW264.7 細胞株に EGCG (0, 2.5 M) を処理し、30 分後ウェスタンブロット法により eNOS のリ

ン酸化レベルを評価した。(B) RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 M) および NOS 阻害剤 L-NAME (0, 1 mM) 

を処理し、1 時間後細胞を回収し real-time PCR 法により Tollip の発現量を測定した。 (C) RAW264.7 を

EGCG (0, 0.5, 1.0, 2.5 M) で処理し、1 時間後細胞を回収し Akt activity kit (Millipore 社)を用いて Akt の

活性レベルを測定した。(D) RAW264.7 に EGCG (0, 2.5 M) および Akt 阻害剤 staurosporine (0, 1.0 M) 

で処理し、1 時間後細胞を回収し real-time PCR 法により Tollip の発現量を測定した。 (A-D) Data is 

means±S.E., **p < 0.01, *p < 0.05. (A) n = 3, Student’s t-test, (B) n = 3, Tukey’s test, (C) n = 3, Dunnett’s 

test, (D) n = 3, Tukey’s test.  
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Fig.6 本研究で明らかになった EGCG の Tollip 発現制御機構 
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第 7 章 やぶきたの血清コレステロール値低下作用における 

Eriodictyol の併用効果 

 

第 1 節 緒言 

 

近年、食生活の欧米化に伴う高カロリー食摂取や運動不足による肥満を起因

とした糖尿病や高脂血症などのメタボリックシンドロームの罹患率増大が社会

問題となっている（33）。そのため、脂肪の燃焼促進や腸管からの脂質の吸収を

抑える機能を有する食品成分を配合した、メタボリックシンドローム対応型の

特定保健用食品や機能性表示食品の開発が進められている。また、2008 年度か

ら実施されているメタボリックシンドロームの概念を取り入れた特定健診・保

健指導の義務化など、メタボリックシンドロームに対する社会的関心が高まっ

ている。メタボリックシンドロームの最も大きなリスクファクターは肥満であ

り、偏った食生活や運動不足などの生活習慣が発症の主な原因となっている。し

たがって、メタボリックシンドロームの改善および予防においては、食生活をは

じめとする生活習慣の改善が重要である。このように、メタボリックシンドロー

ムの予防および改善には長期的な対応が必要であり、長期にわたり摂取可能で

体脂肪蓄積抑制作用などの抗メタボリックシンドローム作用を示す安全かつ有
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用な機能性食品素材の開発が望まれている。 

日本国内で一般的に流通している緑茶品種である「やぶきた」には、緑茶に特

徴的な成分である Epigallocatechin-3-O -gallate (EGCG) が多く含まれており、

抗肥満作用を含めた多様な生理機能が知られている (34, 35)。これまでの研究

より、当研究室ではメタボリックプロファイリング法を用いた 43 種の茶品種

の成分組成と生理活性の比較により、 EGCG の生理作用を高める成分として 

Eriodictyol が見出されている (14)。そこで本実験では、高脂肪・高ショ糖食摂

食によって誘導した肥満モデルマウスに対し、EGCG を多く含む緑茶（やぶき

た）抽出物と Eriodictyol の併用により、体重、脂肪重量、肝臓などの各種パラ

メーターや肥満ならびにコレステロール関連遺伝子の発現レベルに与える影響

を検討した。 
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第 2 節 材料および方法 

 

第 1 項 倫理規定 

  実験動物の飼育、保管および動物実験を実施するため、教育訓練を受講し、

動物実験従事者として登録した。実験を行う際は、「動物の保護および管理に関

する法律」（昭和４８年法律第１０５号）および「実験動物の飼養及び保管に関

する基準」（昭和５５年総理府告示第６号）に従って実験を行った。さらに、動

物実験を実施する際は動物実験計画書を作成し、九州大学の動物倫理委員会の

承認（審査番号：A24-052-3）を受けた上で実験を実施した。 

 

第 2 項 食餌組成と実験動物の飼育条件 

 本試験の試験サンプルとして「やぶきた」エキスパウダーは株式会社アサヒ

飲料から提供していただいたものを使用した。Eriodictyol はフナコシ株式会社

から購入したものを用いた。 

本試験で用いた試験食の組成を Table 1 に示した。高脂肪・高ショ糖飼料は

セルロースを別梱包の状態で、オリエンタル酵母工業株式会社 (Tokyo, Japan) 

より購入した。コントロール食として AIN-93G 準拠食を用い、食物繊維であ

るセルロースを緑茶エキスパウダーに置換して試験食を調製した。 
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実験動物は九動株式会社 (Saga, Japan) より購入した C57BL/6J 12 週齢雄

マウスを用いた。市販の AIN-93G 準拠食を与えて １ 週間の予備摂食をした

後、1 群 6 匹の 5 群に分けた。コントロール食として AIN-93G 食を用い、や

ぶきた抽出エキスパウダーを  0.2%または  Eriodictyol を 450 mg/kg diet 

HF/HS 食に添加した。飼料は 4 g/day で与え、自由飲水で 8 週間飼育した。

飼育は、室温 20 ± 1℃ 、相対湿度 60 ± 5%、12 時間白色蛍光灯照明下で

行った。 

 

第 3 項 屠殺 

 摂食期間終了後、16 時間以上の絶食を行い、イソフルラン(マイラン製薬株式

会社, Osaka, Japan)麻酔下で腹部大動脈採血により屠殺した。屠殺後、肝臓、脾

臓、腎臓、大腿四頭筋、腎臓周辺脂肪組織、睾丸周辺脂肪組織を採取し、重量を

測定した。採血により採取した血液は、37℃で 2 時間以上静置し凝固させた後、

4℃、2,000g で 15 分間遠心して血清を採取した。 

 

第 4 項 血清パラメーターの測定 

 血清中の総コレステロール (Total-chol) レベル、HDL コレステロール、LDL

コレステロール/VLDL コレステロール値は和光純薬工業株式会社 (Tokyo, 
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Japan)より購入した市販のキットを用いて、付属のプロトコルに従い測定した。 

 

第 5 項 リアルタイム PCR 

睾丸周辺脂肪組織、脾臓、肝臓を TRizol に溶解し RNA をクロロホルム、2-

プロパノール、75%エタノールを使用して抽出・洗浄後 cDNA を合成し、リア

ルタイム PCR により各種遺伝子の発現を解析した。詳細については、第 2 章、

第 2 節、第 4 項を参照。用いたプライマー配列を以下に示す。 

Hmgcs : Forward ; 5’-GCCGTGAACTGGGTCGAA-3’  

Reverse ; 5’-GCATATATAGCAATGTCTCCTGCAA-3’ （36） 

Hmgcr : Forward ; 5’-ATTCTGGCAGTCAGTGGGAACT-3’   

Reverse ; 5’-CCTCGTCCTTCGATCCAATTTA-3’ （37） 

Ldlr: Forward ; 5’-CAGTCCCAGGCAGCGTTAT-3’    

Reverse ; 5’-TTGATCTTGGCGGGTGTT-3’  （38） 

Actb : Forward ; 5’-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAA-3’  

Reverse ; 5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’ （22） 

 

第 7 項 統計解析 

 結果は、平均値（Mean）と平均値の標準誤差（S.E.）で示した。多群間の比較
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においては Tukey’s test によって検定を行い、***：p < 0.001、**：p < 0.01、*：

p < 0.05 で示した。統計解析ソフトは GraphPad Prism4（Graphpad Software 社, 

CA, USA）を用いて解析した。 
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第 3 節 結果および考察 

 

 2 カ月間の摂食により control 群と比べて HF/HS 食のどの群においても顕

著な体重の増加が認められた。HF/HS 群に対し、Eriodictyol 単独群では体重の

変化がなく、やぶきた単独群でも体重が減少する傾向が示されたが有意な差は

観察されなかった。一方で、やぶきたと Eriodictyol 併用により有意に体重が減

少した（Table. 3）。また、臓器重量においては、有意な差は認められなかったも

のの、睾丸周辺脂肪組織および腎臓周辺脂肪組織で体重と同様の傾向を示した

（Table. 3）。このことから、やぶきたと Eriodictyol の併用により抗肥満作用が

増強することが示された。 

  血 清 パ ラ メ ー タ ー に お い て 、 肝 毒 性 の 指 標 で あ る ALT (Alanine 

Aminotransferase) および AST (Asparatate Aminotransferase) を測定した結果、

AST にはどの群においても差は認められず（Fig. 8D）、ALT では HF/HS 群と

比較してやぶきたおよび Eriodictyol の併用群で有意な低下が観察された（Fig. 

8E）。また、血清における各コレステロール値について検討したところ、HF/HS

摂食により総コレステロール値、HDL コレステロール値、LDL/VLDL コレス

テロール値が顕著に上昇した（Fig. 8A-C）。HDL 値において HF/HS 食を摂食

した 4 群で差は認められなかった（Fig. 8B）。一方、総コレステロール値および
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LDL/VLDL 値は Eriodictyol 単独群で変化は認められず、やぶきた単独群で低

下傾向を示し、やぶきたおよび Eriodictyol の併用群では有意な低下が観察され

た（Fig. 8A, C）。これらの結果から、やぶきたと Erioictyol の併用により HF/HS

摂食による血中コレステロールの上昇が改善されることが示された。コレステ

ロールにおいて、LDL コレステロールは体全体へコレステロールを運び、HDL

コレステロールは血管壁のコレステロールを肝臓へと回収する。そのため、コレ

ステロール値において HDL および LDL の存在比が重要であり、特に高 LDL

血症は酸化 LDL による動脈硬化の惹起に繋がるため問題視されている。本実験

では、HF/HS 摂食によるコレステロール上昇に対して、やぶきたおよび

Eriodictyol の併用により HDL 値に変化が認められなかったのに対し、LDL 値

において有意に低値を示した。このことから、やぶきたおよび Eriodictyol の併

用によるコレステロール低下作用は HDL に影響を与えない点でより有用であ

ると考えられる。 

 次に、HF/HS による血中コレステロールの上昇がどのようにして減少するの

かを検討するため、肝臓におけるコレステロール制御関連遺伝子の発現につい

て評価した。その結果、コレステロール合成酵素である HMG-CoA synthase 

(HMGCS)の HF/HS 群における遺伝子発現量増加は、やぶきたと Eriodictyol 

の併用群で有意に抑制された（Fig. 9A）。また、コレステロール合成酵素 HMG-
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CoA reductase (HMGCR) においても HF/HS 摂食により有意な発現量上昇が

認められ、やぶきたおよび Eriodictyol の併用群において減少する傾向を示した

（Fig. 9B）。HMGCR はコレステロール合成における律速酵素であり、一般的な

高コレステロール血症の治療薬であるスタチン類の阻害ターゲットとして知ら

れている。スタチン類は HMGCR を阻害する一方で、横紋筋融解症や腎障害等

の副作用が問題視されている (39)。そのため、HMGCR の阻害ではなく発現を

低下させることによるコレステロールの低下は新たなターゲットになり得る。

肝臓における LDL 受容体 (LDLR) は HMGCR によるコレステロール合成の

低下により均衡を保つためにその発現レベルが低下することが知られている。

実際に、肝臓においてやぶきたおよび Eriodictyol の併用群で LDLR の発現が有

意に上昇した。当研究室ではこれまでに、高濃度 EGCG が肝臓における HMGCR

の遺伝子発現量を減少させることを見出していることから（40）、EGCG と

Eriodictyol の併用によって HMGCR の発現が低下し、コレステロール合成が低

下することで血中コレステロールが低下し LDLR の発現が上昇することで血中

LDL が低下したと考えられる。 
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Table.1 飼料組成 (%) 

成分 Control HF/HS 
HF/HS 

+やぶきた 

HF/HS 

+Eriodictyol 

HF/HS 

+やぶきた

+Eriodictyol 

ビタミンミックス 1 1 1 1 1 

ミネラルミックス 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

重酒石酸コリン 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 

L-シスチン 0.3 0.38 0.38 0.38 0.38 

精製大豆油 7 2 2 2 2 

第 3 ブチルヒドロ 

キノン 
0.001 0.006 0.006 0.006 0.006 

グラニュー糖 10 20 20 20 20 

ミルクカゼイン 20 25 25 25 25 

a 化コーンスターチ 13.2 0 0 0 0 

コーンスターチ 39.75 14.87 14.87 14.87 14.87 

セルロースパウダー 5 5 4.8 5 4.8 

牛脂 0 14 14 14 14 

ラード 0 14 14 14 14 

やぶきたエキス 

パウダー 
0 0 0.2 0 0.2 

Eriodictyol 0 0 0 0.045 0.045 

Total 100 100 100 100 100 

 

※HF/HS ; High fat high sucrose 
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Table.2 エキスパウダーの組成 (mg/g) 

成分名 
「やぶきた」 

エキスパウダー 

ガロカテキン (GC) 27.7 

エピガロカテキン (EGC) 68.6 

カテキン (C) 13.7 

エピカテキン (EC) 20.9 

エピガロカテキンガレート (EGCG) 119.0 

ガロカテキンガレート (GCG) 27.3 

エピカテキンガレート (ECG) 21.6 

カテキンガレート (CG) 3.4 

カテキン類 8 種 301.9 
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Fig.7 摂食量（41） 

各ケージごとの摂食量を測定し、1 cal = 4.184 J としてカロリー換算した。 

GT：やぶきた Eri：Eriodictyol 

 

 

 

 

Table.3 最終体重および臓器重量（41） 

 

Means ± S.E. (n = 6). Different letters (a, b, and c) indicate significant difference (p < 

0.05) by Tukey’s test.   
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Fig.8 やぶきたおよび Eriodictyol 摂取が血中総コレステロール、HDL コレステロール、

LDL/VLDL コレステロール、ALT、AST に及ぼす影響（41） 

屠殺時に回収した血清における総コレステロール(A)、HDL コレステロール (B)、

LDL/VLDL コレステロール (C)、ALT (D)、AST (E) 量を測定した。Means ± SEM (n 

= 6). Values bearing different lowercase letters (a, b, and c) are significantly different (p < 

0.05) by Tukey’s test.   
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Fig.9 やぶきたおよび Eriodictyol 摂取が肝臓における HMGCS, HMGCR, LDLR の mRNA

発現量に及ぼす影響（41） 

肝臓における HMGCS (A), HMGCR (B), LDLR (C) の mRNA 発現量を real-time PCR 法

によって測定した。 

Means ± SEM (n = 6). Values bearing different lowercase letters (a, b, and c) are 

significantly different (p < 0.05) by Tukey’s test. 
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第 8 章 ヒト膵臓がんにおける cGMP 産生の PPARα 

および PDK4 の発現に及ぼす影響 

 

第 1 節 緒言 

 

膵臓がんは先進国における主要ながんの一つであり、米国では男女ともにが

ん関連死亡の 4 番目に多い原因となっている (42)。中でも大半を占めるのが膵

管腺がん（Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; PDAC）であり、早期発見が難し

く、予後が悪い。5 年全生存期間は、すべての病期で 10％と低いままであり、限

局性疾患を呈する患者でさえ、わずか 39％である (42)。この予後不良は、有効

なスクリーニングの欠如、遅発性の症状、および高い再発率に起因している(43)。

また、大多数の患者は微小転移巣を有するため、全身療法が依然として推奨され

ており、PDAC 患者の化学療法を改善するために様々な検討が実施されている 

(44)。 

 最近の研究では、がん幹細胞（Cancer Stem Cell; CSC）が化学療法および

転移後のがん再発において極めて重要な役割を果たすと考えられていることが

示唆されている（45-47）。緑茶の主要なポリフェノールである EGCG は様々な

がんに対する抗がん作用が報告されており(15, 16)、特に膵臓がんにおいては、
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cGMP を介した CSC に対する抗がん作用を示すこと、また、cGMP を分解する

ホスホジエステラーゼ（PDE）阻害剤との併用で、低用量の EGCG で抗がん作

用を示すことを当研究室で明らかにしている(17) 。 

 cGMP は、一酸化窒に応答する sGC およびナトリウム利尿ペプチド受容体

-A によって生成されるセカンドメッセンジャーで、血管弛緩や内皮細胞の維持

に重要であり、心血管疾患 (48)や勃起不全症 (49)、肺高血圧症 (50)などの血

管制御との関与も知られている。近年、当研究室では cGMP が膵臓における CSC

致死作用ならびに CSC 抑制作用を有することを明らかにし、EGCG が膵臓がん

細胞においてステロイドホルモン受容体スーパーファミリーに属する核内受容

体の一つであるペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 α（PPARα）の発現を

上昇させることを見出した (18)。また、ピルビン酸脱水素酵素キナーゼ 4（PDK4）

は TCA サイクル (クエン酸回路) を抑制し、細胞内代謝を糖質から脂質に転換

させる酵素で、ヒトやげっ歯類の骨格筋、心臓、膵島、肝臓、腎臓など、さまざ

まな組織で発現しており、膵島や骨格筋の細胞のエネルギー代謝の調節に関与

していることが知られている(51)。我々はこれまでにピルビン酸デヒドロゲナ

ーゼ A1 (PDHA1)が膵臓がんの幹細胞性に関与していることを明らかにしてお

り（19）、PDK4 は PDHA1 の活性を阻害することが知られている。さらに PPAR

は PDK4 遺伝子の転写活性化を促進することが報告されていることから(20) 、
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膵臓がんにおいて PPAR と PDK4 の関連性が高いと考えられる。以上のことか

ら、今回我々は EGCG ならびに cGMP 誘導剤の膵臓がんに対する抗がん作用

において、PPAR ならびに PDK4 が関与するか検討を行った。 
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第 2 節 材料および方法 

 

第 1 項 細胞および細胞培養 

 ヒト膵臓がん細胞株 Panc-1 は、理研細胞バンク (つくば、日本) から購入し、

ペニシリン-ストレプトマイシン（Meiji Seika Pharma、東京）および 10％ウシ

胎児血清 (FBS) (Bio Source International, USA) 添加 DMEM 培地 (Cosmobio) 

で、37℃水蒸気飽和した 5%CO2 条件下で継代、維持した。 

 

第 2 項 試薬および機器 

Bay41-2272 は Abcam 社（Cambridge, UK, ab144521）より購入した。これを

5 mM の濃度となるように超純水に懸濁し、-80℃に凍結した。使用する際には

適宜解凍して用いた。蛍光免疫染色機器は Keyence 社（Waltham, MA, USA）の

BZX700 を使用し、抗 PDK4 抗体(Protein tech, Rosemont, IL, USA, 12949-1-

AP)、Alexa Fluor 555(Invitrogen, Waltham, MA, USA, A21428)、Hoechst33342 

(H3570)を用いて染色した。 

 

第 3 項 cGMP 合成酵素活性化剤処理後の PPAR および PDK、その他膵臓が

んマーカーの mRNA 発現量の解析 
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10% FBS RPMI1640 にて培養していたヒト膵臓がん細胞株 Panc-1 を 12 well 

plate に 2×104 cells/mL となるように播種し、24 時間時間培養した。培地を除

去し、Bay41-2272（0, 5 M）含有 1% FBS RPMI 1640 培地にて交換を行い、

24 および 48 時間培養した。その後の詳細は第 2 章第 2 節第 4 項参照。プライ

マーは以下に示した塩基配列を用いた。 

PPARα : Forward ; 5’- TCCTGAGCCATGCAGAATTTAC -3’ 

Reverse ; 5’- AGTCTAAGGCCTCGCTGGTG -3’ 

PPARδ：Forward ; 5’- ACTGACCCAACTGATCCTGCTC -3’ 

Reverse ; 5’- GCCTGGCAAACCAGTGTGAA -3’ 

PPARγ：Forward ; 5’- AGCTGAACCACCCTGAGTCC -3’ 

Reverse ; 5’- TCATGTCTGTCTCCGTCTTCTTG -3’ 

PDK4 ：Forward ; 5’- GGAGCATTTCTCGCGCTACA -3’ 

Reverse ; 5’- ACAGGCAATTCTTGTCGCAAA -3’ 

Vimentin：Forward ; 5’- TGAGTACCGGAGACAGGTGCAG -3’ 

Reverse ; 5’- TAGCAGCTTCAACGGCAAAGTTC -3’ 

WNT7B：Forward ; 5’- GTCAGGGATGTTTGTCCCACTTG -3’ 

Reverse ; 5’- TCTGGTAGGTCCTTGTGCCACTC -3’ 

αSMA：Forward ; 5’- ACTGAGCGTGGCTATTCCTCCGTT -3’ 
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Reverse ; 5’- GCAGTGGCCATCTCATTTTCA -3’ 

LKB1：Forward ; 5’- AACGGCCTGGACACCTTCT -3’ 

Reverse ; 5’- CCCTTCCCGATGTTCTCAA -3’ 

 

第 4 項 cGMP 合成活性化剤処理後におけるスフェロイド形成能の評価 

10%FBS RPMI1640 で培養したヒト膵臓がん細胞株 Panc-1 を 1×105 

cells/mL となるよう 96 well plate に 200 L ずつ播種し 24 時間時間培養した。

その後、培地を除去し、1% FBS RPMI 1640 にて培地交換を行い、試薬（※1）

を 各 well に 20 L ず つ 添 加 し た 。 siRNA は siScr (Sigma Aldrich,USA: 

Misson_Negative control SIC-001)、 siPDK4 (i) (Sigma Aldrich, catalog number: 

Hs_PDK4_4124)、siPDK4 (ii) (Sigma Aldrich, Hs_PDK4_7897)、siPPARα 

(Sigma Aldrich, Hs_PPARA_4005) 、 siPPARδ (Sigma Aldrich, 

Hs_PPARD_6946)、 siPPARγ (Sigma Aldrich, Hs_PPARG_6498)を使用した。

48 時間培養後、Trypsin で細胞を剥離し RPMI で洗浄・遠心後、細胞を回収し

た。各ノックダウン細胞を 1× 103 cells/mL in Spheroid medeum（※２）となる

よう Corning Ultra-Low Attachment Surface 24 well-plates に 1 mL ずつ播種し、

DMSO もしくは 5 M 含有 Bay41-2272 各 well に 10 L（500 M）ずつ添加し

10 日後のスフェロイドをカウントした。 
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※1 

A：100 L Optimem + 3 L RNAimax  

B：100 L Optimem + 2 L siRNA 

A と B を混和し 5 分静置。 

※2 

・無血清 RPMI 1640 medium 

・Epidermal growth factor (EGF) (20 ng/mL, BD Bioscience), 

・Basic fibroblast growth factor (bFGF) (10 ng/mL, BD Bioscience)  

・B27 Supplement (1:50 dilution, Invitrogen)  

 

第 5 項 膵臓がん患者のがん組織の免疫組織化学染色 

膵臓がん組織サンプルは USBiological 社 (USA, PA807) から購入した。膵臓

組織切片を Lemozol (Fuji film, 日本) 中で 3 回脱パラフィンし、エタノール

で洗浄した。 次にイムノセイバー（日新 EM 社, 東京）中で 100℃で加熱し 

5%FBS リン酸緩衝生理食塩水で洗浄後、一次抗体にて４℃で一晩インキュベー

トした。 抗 PDK4 抗体は 300 倍希釈で使用した。スライドを、100 倍希釈の 

Alexa Fluor 555 二次抗体で処理し、4℃で 1 時間インキュベートした。 スライ

ドを濯ぎ、Hoechst33342 (0.5 mg/mL) を使用して核を染色した。 



72 

 

 

第 6 項 膵臓がん患者の腫瘍組織マイクロアレイのデータベース解析 

膵臓がん患者 45 名における腫瘍組織のマイクロアレイによる包括的遺伝子発

現情報に関するデータベース（GSE28735）をもとに膵臓がん患者腫瘍組織にお

ける PDK の mRNA 発現の解析を行った。また、PPARα ならびに PDK4 の発

現と膵臓がん患者の予後についてデータ解析を行った。 

 

第 7 項 統計処理 

結果は、平均値（Mean）と平均値の標準誤差（S.E.）で示した。統計解析は、

Student’s t-test を用いて、***：p < 0.001、**：p < 0.01、*：p < 0.05 で示した。

生存曲線の統計分析は、KaplaneMeier 曲線のログランク検定を使用した。統計

解析は、GraphPad (GraphPad Software, USA) を用いて実行した。  
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1 項 cGMP 産生による CSC 特性抑制における PPAR の関与の検討 

ヒト膵臓がん細胞株 Panc-1 において cGMP 誘導剤である Bay41-2272 がが

ん幹細胞性を抑制することが報告されていることから、Bay41-2272 によりがん

幹細胞マーカーの発現が抑制されるかを評価した。その結果、Bay41-2272 5 M

にて vimentin、Wnt Family Member 7B (WNT7B)、 alpha smooth muscle actin 

(αSMA)、liver kinase B1 (LKB1)の mRNA 発現量の減少が認められた（Fig. 

10A-C）。 

我々はこれまでに Bay41-2272 が PPARα の遺伝子発現を有意に増加させる

ことを確認しており (18)、本試験でも同様の結果が得られた（Fig. 10E）。また、

他の PPAR についても検討したところ、PPARδの mRNA の発現上昇は認めら

れたが、PPARγにおいては発現上昇が示されなかった（Fig. 10F, G）。  

次に、スフェロイド形成能は膵臓がん細胞おける代表的な CSC 特性であるこ

とから、cGMP 産生におけるスフェロイド形成抑制について PPARαの関与を

スフェロイドアッセイにて検討した。その結果、Bay41-2272 は Panc-1 細胞の

スフェロイド形成を有意に抑制し、PPARαのノックダウンによりこの作用は減

弱された（Fig. 10H）。この結果から、cGMP 産生のスフェロイド形成抑制には
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PPARαが一部関与していることが示された。一方で、PPARδのノックダウン

によるスフェロイド形成抑制の低下は認められなかったことから、cGMP 産生

誘導剤による PPARδ の mRNA 発現上昇は cGMP 産生のスフェロイド形成抑

制に関与しないことが示唆された。 

  

第 2 項 cGMP 産生による CSC 特性抑制における PDK4 の関与の検討 

 PPARα はトリカルボン酸（TCA）回路の負の制御因子の一つとして知られ

る PDK4 の転写因子の 1 つであるため、cGMP の CSC 特性抑制に PPARα

/PDK4 経路が関与しているかを検討した。Panc-1 細胞株において、Bay41-2272 

5 M 処理により顕著に PDK4 の mRNA 発現量が上昇した（Fig. 11A）。 

CSC 特性の cGMP 誘発阻害における PDK4 の関与を確認するために、PDK4

をノックダウンし、Bay41-2272 で処理したところ、PDK4 をノックダウンして

いないものと比べて Bay41-2272 のスフェロイド形成抑制は有意に抑制された

（Fig. 11B）。 

以上の結果より、cGMP が PPARα/PDK4 の発現上昇を誘導し、Bay41-2272

の CSC 特性抑制作用に関与していることが示唆された。 

 

第 3 項 膵臓がん患者のがん組織における PDK4 の発現の検討 
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第 2 項より PDK4 の発現が膵臓がん細胞における CSC 特性の抑制に重要で

あることが示唆された。一方で、膵臓がん患者における PDK4 の発現に関する

報告はほとんどないことから、免疫染色にて膵臓がん患者における PDK4 の発

現を評価した。その結果、膵臓がん患者のがん組織と正常組織を比較したところ、

がん組織では正常組織と比べ顕著に PDK4 の発現量が低下していた（Fig. 12A, 

B）。 

 

第 4 項 膵臓がん患者の予後とがん組織の PDK4 の発現の関係の検討 

膵臓がん患者の予後と PDK4 の発現の関係について、膵臓がん患者 45 人の

腫 瘍 組 織 の マ イ ク ロ ア レ イ か ら 得 ら れ た 遺 伝 子 発 現 情 報 デ ー タ ベ ー ス 

(GSE28735)に基づき解析を行ったところ、膵臓がん患者のがん組織において

PDK4 の顕著な発現量低下が観察された（Fig. 13A）。また、膵臓がん患者にお

ける PDK4 の重要性を検討するため、膵臓がん患者における PDK4 の発現と予

後の関連を解析した結果、PDK4 の遺伝子発現が高い膵臓がん患者は発現の低

い患者と比べ予後が良好であった（Fig. 13B）。以上のことから、膵臓がん患者

においてその予後に PDK4 の発現が関与していることが示唆された。 
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Fig.10 cGMP 産生は膵臓がん細胞においてがん幹細胞マーカーの遺伝子発現を抑制し、

cGMP のスフェロイド形成抑制作用には PPAR が一部関与する（52） 

ヒトすい臓がん細胞株 Panc-1 に Bay41-2271 を 5 µM となるよう 24 時間および 48 時間供

し、ewal time PCR 法を用いて(A)WNT7B、(B)αSMA、(C)Vimentin、(D)LKB1 の mRNA

発現量を測定した。同様に Bay41-2271 を 5 µM となるよう 48 時間供し、(E)PPARα、

(F)PPARδ、(G)PPARγ の mRNA 発現量を測定した。(H)Panc-1 細胞株に PPARα、

PPARδ、PPARγ の siRNA を 48 時間処理したあと、Bay41-2271 を 5 µM となるよう供

し、Bay41-2271 のスフェロイド形成抑制作用における各遺伝子のノックダウンによる影響

を評価した。(A)-(G) n = 4, (H) n = 3, Means ± SEM. Student’s t-test , *: p < 0.05, **: p < 

0.01, ***: p < 0.001. 
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Fig.11 cGMP 産生は PAD4 の mRNA の発現を増加させ、cGMP のスフェロイド形成抑制

作用には PDK4 が一部関与する（52） 

(A)ヒトすい臓がん細胞株 Panc-1 に Bay41-2271 を 5 µM となるよう 48 時間供し、の mRNA

発現量を測定した。(B)Panc-1 細胞株に PDK4 の siRNA を 48 時間処理したあと、Bay41-

2271 を 5 µM となるよう供し、Bay41-2271 のスフェロイド形成抑制作用における PDK4

ノックダウンによる影響を評価した。(A) n = 4, (B) n = 3, Means ± SEM. Student’s t-test , 

***: p < 0.001. 
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Fig.12 PDAC 患者のがん組織において PDK4 の発現は低い（52） 

(A) (B) PDAC 患者のすい臓組織 (正常組織、n = 20; 悪性腫瘍, n = 14)の PDK4 の発現量

を免疫染色法によって測定した。 Means ± SEM. Student’s t-test , ***: p < 0.001. 
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Fig.13 PDK4 高発現の PDAC 患者は予後がいい（52） 

(A)GSE28735 データセットを用いて PDAC 患者の正常および腫瘍組織における PDK4 の

遺伝子発現を評価した。(B) GSE28735 データセットを用いて PDAC 患者の予後における

PDK4 の発現の影響を評価した。(A) Means ± SEM.  n = 4, Student’s t-test , ***: p < 0.001. 

(B) Differences in the overall survival were analyzed using the KaplaneMeier survival model 

with a log-rank test. 

 

  



80 

 

第 9 章 総括 

 

近年、健康寿命を延ばすため健康への自助努力が推奨され、機能性表示食品の

浸透など機能性食品成分への関心が高まりつつある。一方で、その機能性に対す

る感受性には医薬品同様に個人差がある。その差が何に起因するのかが明らか

でないことが多く、その要因の一つとして、食品成分の研究対象として依然、何

に効果があるかという出口に焦点が当てられる点にある。機能性表示食品の届

出にも作用機序の記載が義務付けられているが、比較的作用出口に紐づく評価

が多く、どういった分子メカニズムに起因するかを明らかにしていないものが

多い。機能性食品を適切かつ安全に摂取するためには、そもそもなぜ効くのかと

いう作用機構の解明が必要不可欠である。 

 当研究室では、これまでに EGCG の細胞膜上受容体として 67LR を同定し、

生理的低濃度で EGCG が 67LR を介して TLR4 のリガンドである LPS によっ

て誘導される炎症応答を抑制すること、またその活性に TLR4 シグナル抑制分

子である Tollip が関与していることを明らかにしている。しかし、その詳細な

メカニズムは未だ不明であることから、本研究では EGCG の Tollip 発現制御機

構について検討を行った。 
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まず、ヒト単球細胞株 THP-1 において E74-Like Factor 1 (Elf1) がリン酸化

と糖修飾を受けることで 80 kDa から 98 kDa となって核移行し、Tollip の転写

を抑制することが報告されていることから、EGCG が Elf-1 の核内発現を抑制

して Tollip の発現量を増加していると仮定し検討したところ、マウスマクロフ

ァージ細胞株 RAW264.7 において、EGCG 2.5 µM において顕著な Elf-1 核内発

現量低下が見られた。さらに、RAW264.7 細胞株における Elf-1 の Tollip 発現抑

制作用は報告されていないため、THP-1 細胞株と同様に RAW264.7 細胞株にお

いても Elf-1 が Tollip の発現を抑制しているか Elf-1 をノックダウンし検討した

ところ、Elf-1 ノックダウン細胞において Tollip のタンパク質発現量が増加した。

このことから、RAW264.7 細胞株においても Elf-1 が Tollip のタンパク質発現

を負に制御していることが確認された。これらの結果より RAW264.7 細胞株に

おいて、EGCG は Elf-1 の核内発現量を低下させることで Tollip の mRNA の発

現量を増加させることが示唆された。 

次に、全身性エリテマトーデス患者の T 細胞において PP2A が Elf-1 の脱リ

ン酸化を行い、98/80 kDa Elf-1 の発現割合を低下させること、脱リン酸化され

た 98 kDa Elf-1 は細胞質でプロテアソーム経路によって分解されることが報告

されていることから、RAW264.7 細胞株において、 EGCG が PP2A を活性化し

て Elf-1 の脱リン酸化を行いその核内発現量を低下させ、Tollip の発現量を増加
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しているのではないかと仮定し検討したところ、RAW264.7 細胞株において

PP2A 阻害剤である okadaic acid 添加によって Elf-1 の核内発現量が有意に増加

した。このことから、RAW264.7 細胞株における Elf-1 のダウンレギュレーショ

ンに PP2A が関与すると考えられた。また、okadaic acid 添加により EGCG の

Tollip の mRNA 発現促進作用が抑制されたことから、EGCG による Tollip 発現

量増加作用に PP2A が関与していることが示された。さらに、EGCG 添加によ

り PP2A 活性化レベルの上昇が見られた。以上のことから、EGCG が PP2A を

活性化させることで Elf-1 の核内発現量を減少させ、Tollip の転写を促し、発現

量を増加させることが明らかとなった。 

当研究室ではこれまでに、EGCG が多発性骨髄腫において sGC/cGMP を介

して抗がん作用を示すことを見出してきた。また、心筋細胞における心保護作用

において cGMP が PP2A を活性化させることが報告されていることから、

sGC/cGMP と EGCG の Tollip 発現上昇作用機構との関与について検討した。

その結果、RAW264.7 細胞株において EGCG は cGMP 量を増加させ、sGC 活

性化は Tollip の発現量を上昇させる一方で、sGC 阻害剤を処理した細胞では

EGCG の Tollip 発現上昇作用がキャンセルされた。このことから、マクロファ

ージにおいて cGMP が Tollip の発現を制御しており、EGCG が cGMP 産生を

介して Tollip の発現を上昇させることが示された。また、sGC 活性化剤は EGCG
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同様 Elf-1 の発現低下および Tollip 発現上昇を誘導し、PP2A の活性化レベルを

上昇させた。以上のことから、EGCG は sGC/cGMP を介した PP2A の活性化

により Elf-1 の発現低下および Tollip の発現上昇を誘導することが示唆された。 

さらに、EGCG の 67LR を介した抗がん作用において Akt の活性化および

eNOS のリン酸化による cGMP 産生が重要であることを見出しているため、Akt

および eNOS と EGCG の Tollip 発現上昇作用機構との関与を検討した。その結

果、EGCG によって Akt が活性化され、eNOS の Ser1777 のリン酸化が上昇し

た一方で、Akt 阻害剤および eNOS 阻害剤により EGCG の Tollip 発現上昇作用

はキャンセルされた。以上のことから、マクロファージにおいて EGCG は

Akt/eNOS/sGC/cGMP/PP2A/Elf-1 経路を介して Tollip の発現を上昇させるこ

とが示唆された。 

Tollip 遺伝子の発現制御については未だ明らかになっていないことが多い一

方で、その発現と炎症性疾患との関与が数多く報告されている (53-55)。本研究

によってマクロファージにおける Tollip の発現制御機構が示され、これらの因

子が新たな炎症性疾患との相関に対する指標や標的となる可能性が見出された。

先行研究により EGCG が 67LR を介して Tollip の発現量を増加させることで抗

炎 症 作 用 を 誘 導 す る こ と は す で に 明 ら か に な っ て い る が 、

Akt/eNOS/sGC/cGMP/PP2A/Elf-1 経路に関しては 67LR が関与しているかは
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不明である。そのため、これらのシグナル伝達全てが 67LR を介しているかは今

後検討する必要がある。 

TLR4 の炎症シグナル伝達には、主に Myeloid differentiation primary response 

88 (MyD88) 依存の経路と MyD88 非依存の経路が存在する (56)。まず MyD88

依存経路では LPS が TLR4 に認識されると TLR の内側にある Toll/IL-1 

receptor (TIR)ドメインにアダプター分子である MyD88 が結合する。MyD88 は

デスドメインを介して IL-1 receptor-associated kinase  (IRAK) に結合して活

性化し、TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) をリン酸化する。この

TRAF6 が MAPKKK である TAK1 を活性化するため、MAP キナーゼ経路の活

性化や NF-B の活性化を導く。MyD88 非依存経路では LPS が TLR4 に結合

後、TIR ドメインを介して TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-

 (TRIF) を活性化しインターフェロンの制御因子である interferon regulatory 

factor 3 (IRF3) を活性化することで Interferon （IFN-）の転写を促進させ抗

ウイルス作用を誘発させる。MyD88 依存の経路では即時的に、MyD88 非依存

の経路では遅発的にシグナル伝達が起こる。このように、NF-B や AP-1 など

の転写因子を活性化することで、活性型マクロファージなどは IFN- や TNF-

といった炎症性サイトカインを分泌する。一方、TLR4 シグナル抑制分子である

Tollip は IRAK と複合体を形成することで TRAF6 の活性化を抑制する。すな
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わち、Tollip は急性炎症による敗血症や慢性炎症による糖尿病等の主な原因と

なる MyD88 依存経路の比較的上流において TLR4 シグナルを阻害することで

網羅的に TLR4 シグナルを抑制すると考えられる。現在、TLR4 をターゲットと

した敗血症などの炎症性疾患に対し満足できる結果を奏する化学療法剤は未だ

開発されておらず、TLR4 シグナルの下流分子や症状に対してステロイド剤、抗

炎症剤、血小板凝集抑制剤、血管拡張剤、抗生物質等が対症療法的に適用されて

いるに過ぎない。これらの炎症性疾患は重篤な症状を呈する場合が多く、その治

療のために効果的で且つ副作用が弱い安全な治療剤の開発が望まれている。ま

た、重篤な敗血症が発症する主な原因は手術時における感染症によるものであ

る。そういった点で、本研究で見出した経路は 1 時間という短時間において

TLR4 シグナル抑制因子である Tollip の発現を上昇させることで、TLR4 の上流

シグナルを制御するというものである。実際に、臨床試験において手術 1 時間

前に cGMP 誘導剤を投与することにより、手術による TLR4 依存的な炎症を抑

制することが報告されていることから (57)、今回見出した cGMP 産生を介した

Tollip 発現制御がその機構の一端を担っており、新たな治療用法の提案に繋が

る可能性が見出された。 

TLR4 と比較的類似したシグナル伝達機構を持つ TLR2 においても、同様に

EGCG が 67LR を介して Tollip の発現量を増加させることで炎症性サイトカイ



86 

 

ンの産生を抑制するという報告があることから (58)、MyD88 依存の IRAK を

介する TLR シグナルを持つものに同様の効果が得られる可能性が期待される。

MyD88 依存の IRAK を介する TLR シグナルを持つものとして、TLR1、TLR2、

TLR4、TLR5、TLR6、TLR7、TLR8、TLR9 および IL-1R が知られているた

め (59)、これらに対する EGCG の影響についても検討する必要がある。 

 今回検討した EGCG の抗炎症作用は EGCG を処理後、LPS を添加し炎症を

誘導しているためあくまで予防としての抗炎症作用である。実際に TLR4 リガ

ンドを添加後に誘発される炎症に対して EGCG が Tollip の発現を上昇させ抗炎

症作用を示すか、すなわち治療としての抗炎症作用があるかは更なる検討が必

要であると考えられる。 

また、近年の社会問題として食生活の欧米化に伴う高カロリー食摂取や運動

不足による肥満を起因とした糖尿病や高脂血症などのメタボリックシンドロー

ムの罹患率増大があげられている。そのため、脂肪の燃焼促進や腸管からの脂質

の吸収を抑える機能を有する食品成分を配合した、特定保健用食品や機能性表

示食品の開発が数多く進められている。また、長期にわたり摂取可能で体脂肪蓄

積抑制作用などの抗メタボリックシンドローム作用を示す安全かつ有用な機能

性食品素材の開発が望まれる。そこで、我々は日本人の多くが普段の食事と一緒

に摂取でき、かつ肥満作用が期待されている緑茶に注目した。緑茶に含まれるカ
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テキンの 1 種である EGCG には抗肥満作用、LDL コレステロール低下作用、抗

がん作用など様々な生理作用が報告されている。しかしながら、EGCG の吸収

率は摂取量の 1000 分の 1 程度と非常に低いため大量にかつ頻繁に摂取しなけ

ればその作用は得にくい。そのため、EGCG の作用を高めることができれば日

常的な摂取からその機能を得やすくなると考えられる。 

これまでの研究より、メタボリックプロファイリング法を用いた 43 種の茶品

種の比較により EGCG の作用を高める成分として Eriodictyol が見出されてい

る。実際に、EGCG の抗がん作用および筋萎縮抑制作用において EGCG と

Eriodictyol の併用効果を明らかとしている。そこで本実験では、高脂肪・高ショ

糖食摂食によって誘導した肥満モデルマウスに対し、EGCG を多く含むやぶき

たと Eriodictyol の併用により、体重、脂肪重量、肝臓・血中の TG などの各種

パラメーターや肥満関連遺伝子の発現影響を与えるか検討した。その結果、やぶ

きたや Eriodivtyol 単独群では変化がなかったが、やぶきたと Eriodictyol の併用

により有意に体重が減少し、また、臓器重量においては有意な差は認められなか

ったものの、睾丸周辺脂肪組織および腎臓周辺脂肪組織で体重と同様の傾向が

見られた。また、やぶきたと Eriodictyol の併用で血漿コレステロール値や LDL

値を低下させた。LDL は酸化されると、酸化 LDL としてアテローム性動脈硬

化症の発症の大きく寄与していることが知られている（60, 61）。酸化 LDL はス
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カベンジャー受容体を介してマクロファージに取り込まれ泡沫細胞を形成し動

脈硬化を助長させるため、血漿中の LDL 値を制御することが重要である。また、

この組み合わせによるコレステロール低下作用について関与因子を検討するた

め、コレステロール関連酵素の発現について評価した。その結果、コレステロー

ル合成酵素である HMGCR および HMGCS の遺伝子発現が低下していた。過

去に、0.2%緑茶抽出物ではコレステロール低下作用は見られず、1%緑茶抽出物

では HF/HS 食による肝臓の HMGCR および HMGCS 発現上昇が低下したこと

が報告されており（40）、今回の結果では 0.2%やぶきた単独もしくは Eriodictyol

単独摂取ではその効果は認められず、Eriodictyol 併用においてのみ HMGCR お

よび HMGCS 発現上昇の抑制が観察されたことから、併用によりこの効果が増

強されたと考えられる。また、やぶきたの主要なカテキンである EGCG につい

て、ヒト肝がん由来細胞株 HepG2 で 50-200μM において LDLR の発現を増加

させることが示されている（62, 63）。一方で、EGCG の血漿濃度を考慮すると、

やぶきた単独摂取ではこの効果は限定的と考えられ、実際に今回の試験でもや

ぶきた単独群ではその作用は認められず併用群においてのみ LDLR の mRNA

発現が増加していた。 

以上のように、緑茶抽出物単独のコレステロール低下作用には限界があり、こ

れまでその効果を増幅させる手法がなかったが、新たに Eriodictyol との併用に
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よる効果が見出された。これまでの研究で、Eriodictyol が EGCG の抗がん作用

における Akt 活性を増強することが明らかになっていることから、今回のコレ

ステロール低下作用においても Akt 活性が緑茶抽出物に対する複合効果に関与

している可能性がある。また、第 2～6 章で見出したマクロファージにおける

EGCG の抗炎症作用メカニズムにおいても Akt 活性が重要であることから、同

様に Eriodictyol が増強作用を示す可能性が示唆された。 

HMGCR の阻害剤であるスタチンは世界中で高コレステロール血症患者に使

用されているが、肝機能障害や横紋筋融解症などの重篤な副作用を引き起こす

ことがある（39）。また、緑茶は昔から世界中で飲用されており、通常の摂取量

おいてはその安全性が報告されており（64-66）、ラットやマウスで肝毒性を誘発

するには非常に高用量の摂取が必要となる（67）。さらに、柑橘類の皮に豊富に

含まれている Eriodictyol の血中安定性や安全性も知られている（68）。今回の結

果では肝毒性の指標である ALT および AST において、どの群においても有意

差はいられなかったことから、今回の用量において緑茶と Eriodictyol の組み合

わせにおいて、肝毒性が誘発される可能性は低いと考えられる。 

以上のことから、緑茶抽出物および Eriodictyol を組み合わせることで、より

安全なコレステロール低下作用を有する機能性食品の開発に繋がることが示唆

された。Eriodictyol は配糖体である Eriocitrin の形でレモンに多く含まれる成分
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であり、近年では、Eriodictyol-6-C-glucocide として機能性表示食品にも使用さ

れている。食品素材レベルにおいても、レモン緑茶といった形で緑茶と柑橘を組

み合わせた飲料が数多く販売されていることから、機能性表示食品への開発に

も親和性が高いと考えられる。また、臨床試験において、Eriocitrin の類縁体で

ある Hesperidin と緑茶の組み合わせで高肥満作用や LDL/HDL 比が低下する

ことが報告されていることから（69）、本研究結果においてもヒトでの有効性の

可能性があると考えられる。 

さらに、PDAC は予後不良のがんとして知られており、PDAC 患者の多くに

微小転移があることから効果的なアプローチが緊急の課題である (70, 71)。近

年の研究では、一部のがん細胞が抗がん剤に対する耐性を獲得し、薬剤耐性と再

発を引き起こすことが報告されており、CSC が再発および転移の主な原因であ

ると考えられている。CSC は薬剤耐性を示し、CSC の生存により化学療法後に

一部の種類のがんの再発が誘発される (49-51)。したがって、CSC を標的とし

た治療法を確立することで、再発・転移のリスクが低いがん治療に繋がることが

期待される。また、抗がん剤は人体において正常細胞に対しても毒性があること

が課題とされているが (72, 73)、我々が着目したのは食品成分である EGCG を

介した抗がん作用であり、特にその作用点として cGMP を起点としたメカニズ

ムである。cGMP はホスホジエステラーゼの薬理学的阻害とその生成機構の直



91 

 

接活性化等により、勃起不全や肺高血圧症などの複数の疾患の治療に長年使用

されている。よって、これらのメカニズムを解明することで、膵臓がん幹細胞に

対するより安全な治療開発に繋がる可能性がある。 

近年、当研究室では cGMP の CSC 阻害効果を明らかにし、PDAC のミトコ

ンドリア機能を抑制することによる PDAC の特性ならびに PPARα の発現が

cGMP によって上方することを示した (18)。PDK4 は TCA サイクルの阻害因

子の 1 つであり、PPARα は PDK4 発現の主要な転写因子であるため、本研究

では PDAC の CSC 特性に対する cGMP の阻害作用における PPARα/PDK4 

の役割を検討した。 

ヒト膵臓がん細胞株 Panc-1 において、cGMP 産生促進剤（Bay41-2272）5 M

において CSC 特性に関わる遺伝子発現を低下させ、PPARαおよび PDK4 の遺

伝子発現を上昇させた。また、PPARα および PDK4 のノックダウンにより CSC

特性に対する cGMP の抑制作用が減弱された。このことから、PPARα/PDK4

がヒト膵臓がん細胞において cGMP 産生によるがん幹細胞性の抑制に関与して

いることが示された。また、膵臓がん患者の組織切片では正常組織と比較してが

ん組織の PDK4 発現が顕著に低下しており、PDK4 の発現レベルと PDAC 患者

の予後良好と関連していた。これらの結果は、PDK4 が PDAC 患者の膵臓が

んの進行抑制に重要な役割を果たしていることを示唆している。 
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また、がん細胞でよく見られるワールブルグ効果には解糖系が関与していて

いる (74)。ワールブルグ効果は解糖を促進し、ミトコンドリアの機能不全を補

うが、いくつかの報告ではミトコンドリア機能が膵臓がんの CSC 特性に不可欠

であることが示されていることから (75, 76)、PDK4 が膵臓がんにおける CSC

特性の阻害において重要な役割を果たしていることが推察される。 

本研究では、膵臓がんにおける EGCG の抗がん作用の作用点として cGMP を

起点に検討したことから、EGCG においても同様に PPARα/PDK4 経路の発現

を制御するか、さらには、EGCG の抗がん作用を増強させる Eriodictyol との併

用効果が見出されるか等についても検討が必要である。 
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