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研究成果の概要（和文）：食生活の乱れにより、生体内では『酸化ストレス』、『炎症』、『脂質代謝異常』が
引き起こされ、動脈硬化進展が促進する。この酸化・炎症・脂質代謝のクロストークにNrf2、AMPKを介した調節
機構が存在する可能性を見出し、本研究では、食品に含まれる抗酸化成分であるポリフェノールに焦点を当て、
培養細胞ならびにマウスを用いて、飽和脂肪酸やLPS、サイトカイン刺激下において、これらの調節機構に対し
て有効に働く成分を探索した。結果として、いくつかのポリフェノールにおいてNrf2、AMPKを介して抗動脈硬化
作用を発揮する可能性が見出された。

研究成果の概要（英文）：Unbalanced diets may cause oxidative stress, inflammation and metabolic 
disorder, which accelerate atherosclerosis progression. We focused on the regulatory system for the 
cross-talk between oxidative stress, inflammation and metabolic disorder through Nrf2 and AMPK 
pathway, and evaluated the effects of polyphenols by using the cultured cells or mice models. Our 
study suggests that some polyphenols could improve oxidative stress, inflammation and metabolic 
disorder induced by saturated fatty acid / LPS / cytokine through, at least in part, Nrf2 and AMPK 
pathway.

研究分野：動脈硬化、脂質代謝、酸化ストレス
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１．研究開始当初の背景 
 ポリフェノールは植物性の食品に広く含
まれており、特に、茶類やコーヒー、野菜、
果実等に多く、色や苦味、渋味を供する成分
である。申請者は、食品による動脈硬化予防
の観点から、ポリフェノールの抗酸化作用に
着目し、赤ワインやココアの摂取により LDL
の酸化が抑制されることを世界に先駆けて
明らかにした。その後は、緑茶やレモン、シ
ソなど、日本人の食生活に重要な食品につい
て、LDL酸化抑制作用を報告している。さら
に、血管炎症に関して、単球と血管内皮細胞
の接着を解析する血管生物学の手法を取り
入れ、レモンやコーヒーなどに豊富なポリフ
ェノールについて検討し、食品研究の分野で
はいち早く、ポリフェノールによる接着抑制
作用を見出した。また近年では、レモンやシ
ソのポリフェノールが、肝臓における脂質代
謝を調節する作用を有することも明らかに
している。 
 このように、抗酸化作用から注目したポリ
フェノールにおいて、直接的な抗酸化作用だ
けではない様々な抗動脈硬化作用が明らか
となってきた。申請者はその作用メカニズム
を解明する中で、これらの作用には共通の調
節機構が存在するのではないかとの着想に
至った。その中心的な役割を担う因子として、
現在注目しているのが、細胞の酸化ストレス
センサーとして重要な Nrf2（NF-E2-related 
factor 2）と、エネルギーセンサーとして働
く AMPK（AMP-activated protein kinase）
である。Nrf2は種々の酸化ストレス刺激によ
り活性化され、抗酸化酵素や解毒代謝酵素の
発現を誘導し、細胞の恒常性を維持する重要
な役割を担っている。AMPKは細胞内エネル
ギーの減少に反応して活性化し、脂質代謝や
糖代謝を調節する働きを持つ。 
 申請者はこれまでの研究において、血管内
皮細胞や単球、マクロファージ、肝臓におけ
る酸化ストレス、炎症、脂質代謝異常に対し
て、Nrf2、AMPK が抑制的に働くことを見
出している。非常に興味深いことに、ポリフ
ェノールの中には、これらを活性化させるも
のがいくつか報告されている。こうした調節
機構は、これまで個別に考えられてきた、酸
化・炎症・脂質代謝が Nrf2、AMPK を介し
て相互に関連していることを示唆しており、
このクロストークを制御する因子として、ポ
リフェノールは大いに期待できる。 
 
２．研究の目的 
 食生活の乱れにより、これらの調節機構が
破綻すると、酸化ストレスの増大、炎症、代
謝異常が惹起されると考えられる。そこで本
研究では、動脈硬化進展過程において重要な
役割を果たす血管内皮細胞や単球、マクロフ
ァージ、肝臓において、ポリフェノールの
Nrf2、AMPK を介した制御機構を明らかに
することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 本研究課題である『酸化・炎症・脂質代謝
のクロストークを標的としたポリフェノー
ルの動脈硬化制御機構』の解明に向けて、以
下の流れで研究を実施した。 
 
①Nrf2、AMPK の活性化作用を有するポリ
フェノールの探索 
 培養細胞として、ヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVEC）、ヒト単球系細胞株（THP-1）、
マウスマクロファージ株化細胞 （RAW264.7
細胞）、ヒト肝がん由来細胞株（HepG2）を
用いた。Nrf2の活性化機構として Keap1の
解離、Nrf2の核移行を western blotにより
検討した。Nrf2により発現が調節される因子
として、抗酸化酵素である HO-1、NQO1等
の発現を real time PCR、western blot法に
より検討した。AMPK 活性化について、
AMPKのリン酸化を western blot法により
検討した。AMPKにより発現が調節される因
子として、血管拡張因子である一酸化窒素合
成酵素（eNOS）、脂質代謝酵素である ACC
等の発現を real time PCR、western blot法
により検討した。 
 
②刺激下の細胞における Nrf2、AMPK を介
したポリフェノールの抗動脈硬化作用の検
討 
 各細胞に飽和脂肪酸、グルコース、LPSの
刺激を行い、酸化ストレス、炎症、代謝異常
を誘導し Nrf2、AMPK を介した調節機構が
存在するのかを検討した。さらに、ポリフェ
ノールについて抑制効果を検討した。 
 
(1)血管内皮細胞 ×TNF-α / 飽和脂肪酸 
 HUVECを用いて、活性酸素種産生、炎症
性サイトカイン産生、単球接着、一酸化窒素
産生、オートファジーに対するポリフェノー
ルの改善作用を、real time PCR、western 
blot法により検討した。さらに、それぞれの
刺激において関与が示唆される受容体
（Toll-like receptor 2/4、CD36等）、シグナ
ル伝達経路（TLR4/NF-κB、MAPK、Nrf2、
AMPK等）について検討した。 
 
(2)マクロファージ × 飽和脂肪酸 / LPS 
 RAW264細胞を用いて、スカべンジャー受
容体発現、炎症メディエーター（iNOS、
COX-2）産生、マトリックスメタロプロテア
ーゼ（MMP）産生、オートファジーに対す
るポリフェノールの改善作用を、real time 
PCR、western blot法により検討した。さら
に、関与が示唆される受容体、シグナル伝達
経路（TLR4/NF-κB、MAPK、Nrf2、AMPK
等）について検討した。 
 
(3)肝細胞 × 飽和脂肪酸 
 HepG2 細胞を用いて、細胞内トリグリセ
リド・コレステロール蓄積、脂質代謝酵素
（ACC 等）、脂肪酸合成酵素（FAS）等の発



現に対するポリフェノールの改善作用を、
real time PCR、western blot法により検討
した。さらに、脂質合成に関わる転写因子
（SREBP-1c）について検討した。酸化スト
レス、炎症に関しては、活性酸素種産生、炎
症性サイトカイン産生、アポトーシスに対す
る影響を検討した。 
 
③高脂肪食 / LPS負荷マウスにおけるNrf2、
AMPK を介したポリフェノールの抗動脈硬
化作用の検討 
 C57BL/6マウスを用いて、高脂肪食ならび
に LPS により誘導される炎症に対するポリ
フェノールの改善作用を検討した。炎症反応
に対する影響については、脂肪細胞へのマク
ロファージ浸潤（F4/80 免疫染色）等の組織
学的評価に加え、肝臓や腎臓、脂肪組織にお
ける炎症関連遺伝子発現量等の変化を評価
した。 
 
４．研究成果 
(1)血管内皮細胞 
 アントシアニン類やスチルベン類を含む
食品抽出物において、血管内皮細胞における
抗酸化酵素発現の誘導や、接着分子発現の抑
制といった改善効果が認められたが、Nrf2
には影響が認められなかった。一方で、クル
クミンにおいては顕著な Nrf2/HO-1 の誘導
が認められ、炎症抑制作用が明らかとなった。 
 
(2)マクロファージ 
 没食子酸を含む食品抽出物をマクロファ
ージ細胞に作用させたところ、スカべンジ
ャー受容体発現、炎症性サイトカイン発現、
マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）
産生、活性酸素種産生を抑制することを明ら
かにした。さらに、LPS ならびに飽和脂肪
酸誘導性の炎症反応を顕著に抑制すること
を明らかにした。阻害剤やノックダウンに
よる影響を検討し、Nrf2、AMPK の関与
が明らかとなった。さらに、脂肪細胞とマ
クロファージの共培養系においても抗炎症
作用が認められた。 
 
(3)肝細胞 
 没食子酸を含む食品抽出物や、イソフラ
ボン類において、肝細胞における飽和脂肪酸
誘導性の脂質蓄積やアポトーシスに対する
影響を検討した。 
 
(4)マウス 
 没食子酸を含む食品抽出物において、食
事誘導性肥満マウスにおける代謝異常や、
脂肪組織における炎症反応を抑制する可能
性が示された。短期間の LPS投与マウスに
おける効果についても検討した結果、Nrf2
のターゲット遺伝子である HO-1などの抗
酸化酵素の発現を誘導し、酸化ストレスや
炎症反応を抑制する可能性が示された。 
 クルクミンにおいて、短期間の高脂肪食負

荷により生じる血管炎症に着目した動物実
験を行い、マウス大腿動脈での生体内血管観
察システムを用いた単球接着測定と、大動脈
と肝臓におけるマイクロアレイによる遺伝
子発現の網羅的解析を行い、酸化ストレス、
炎症、脂質代謝に関連する遺伝子の変動を検
討した。 
 
 以上の検討より、いくつかのポリフェノー
ルは、飽和脂肪酸や LPS、サイトカイン刺激
下の血管内皮細胞、マクロファージ、肝細胞、
さらに高脂肪食や LPS 負荷のマウスにおい
て Nrf2、AMPK を介して抗動脈硬化作用を
発揮する可能性が見出された。 
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