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研究成果の概要（和文）：高脂肪食負荷ラットでは、耐糖能の異常が起きるが亜硝酸塩を同時投与することによ
り耐糖能異常が改善する。この現象は、亜硝酸塩によるAMPKを直接活性化することとグルカゴン分泌抑制作用が
関与する可能性が示唆された。
亜硝酸塩は、ヒト血管内皮細胞において内皮障害マーカーのVCAM-1の発現抑制や、内皮保護分子であるERK5の活
性化をおこした。脂肪毒性に対して亜硝酸塩の長期投与を行ない、DNAメチル化解析を行った。亜硝酸の有無に
関わらずDNAのメチル化パターンに有意な差は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：Impaired glucose tolerance occurs in high-fat diet loaded rats, but impaired
 glucose tolerance improves by simultaneously administering nitrite. This phenomenon suggested that 
direct activation of AMPK by nitrite and the inhibitory action on glucagon secretion may be 
involved.
Nitrite inhibited expression of endothelial injury marker VCAM-1 in human vascular endothelial cells
 and activated endothelial protective molecule ERK5. Long-term administration of nitrite to fatty 
toxicity was performed and DNA methylation analysis was performed. There was no significant 
difference in DNA methylation pattern with or without nitrite.

研究分野：薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)「 野菜を食べると体に良い」ことを科学

的に証明するために、我々は野菜に多く含ま

れる硝酸・亜硝酸に注目して研究を続けてい

る。生体内では、これまでの L-arginine を

基質として nitric oxide synthases (NOS)

によって生成するとされてきた NO(nitric 

oxide) 産 生 系 ( classic L-arginine-NOS 

pathway ) の他に硝酸･亜硝酸から NO が産生

さ れ る nitrate-nitrite-nitric oxide 

pathway が存在する。 

(2) 亜硝酸塩（イオン）そのものが生理活性

物質であるという可能性がある。亜硝酸が生

理活性物質であると証明するためには、食事

で摂取できる亜硝酸量で、AMPK を中心とした

糖代謝・脂肪代謝に関する細胞内情報伝達機

構が変動することを示す必要がある。 

(3) 遺伝子発現に関与するエピゲノム修飾

を引き起こす環境因子として毎日 3 回摂る

「食」が注目されている。野菜を多く取るヒ

トが高血圧や循環器障害が少ないことが、疫

学的に報告されているがそのメカニズムは

十分には解明されてない。食によるエピゲノ

ム修飾は、遺伝子にエピジェネティクメモリ

ーとして徐々に蓄積されて閾値を超えると

慢性疾患が発症すると考えられている。 

 
２．研究の目的 
細胞内情報伝達機構に対する硝酸・亜硝酸の

作用を解明し、野菜から多く摂取される食事

性硝酸・亜硝酸による慢性的低濃度刺激が引

き起こすヒトの細胞に対するエピゲノム修

飾を解明して、食事性亜硝酸の生理作用の本

質に迫る。 

 
３．研究の方法 
(1)ラットを使用して食餌性亜硝酸による生

理的役割解明研究を行う。糖代謝異常動物に

亜硝酸塩の投与により､耐糖能異常がどの様

に変化するかを明らかにする。 

(2) ヒトの培養細胞（内皮細胞、肝細胞、骨

格筋細胞）を用いて、生体内での生理的濃度

の硝酸・亜硝酸による AMPK を中心とする糖

代謝・脂肪代謝に関する細胞内情報伝達機構

の変化を細胞種別に明らかにする。 

 (3) 亜硝酸による糖代謝・脂肪代謝に関す

る酵素活性の変化の大きい細胞種を用いて、

DNA メチル化アレイを使用して亜硝酸による

エピゲノム修飾が起こりやすい遺伝子を同

定する。 

 
４．研究成果 

(1) Wistar ラットを 4群（通常食群、高脂肪

食群、高脂肪食に亜硝酸 Na を 100mg/L また

は 1000mg/L で飲水に混ぜて投与した群）に

分け、投与 1週目に経口糖負荷試験 OGTT を、

投与2週目に血中トリグリセライド値および

空腹時インスリン値を測定した。OGTT、

HOMA-IR、そして血中 TG は亜硝酸塩の投与で

有意な改善が見られ、一方、血中インスリン

値は変化が無かった。 

 (2) ヒトの培養細胞（内皮細胞、肝細胞、）

を用いて、生体内での生理的濃度の硝酸・亜

硝酸による AMPK の直接活性作用を見いだし

た。亜硝酸による血糖降下作用はグルカゴン

分泌の抑制によるものではないかと仮説を

立て、培養膵α 細胞（αTC 細胞）に亜硝酸

塩を添加すると、グルカゴン分泌が低下する

現象を見出した。 

 (3) ヒトの染色体から１塩基レベルまでの

ゲノム・エピゲノム解析技術基盤と情報解析

パイプラインの整備をさらに進めたが、細か

なエピゲノム変化解析は困難であった。ヒト

臍帯静脈血管内皮細胞に食品機能因子や栄

養素による刺激を与えても、全ゲノム DNA の

メチル化パターンは大きくは変化していな

かった。ケルセチングルクロン酸抱合体

（Q3GA）で血管内皮細胞を長期刺激後、マイ

クロアレイ解析（Agilent）および、DNA メチ

ル化解析（Illumina）を行った。その結果、

血液凝固やフラボノイドの代謝に関わるい

くつかの遺伝子で Q3GA による発現の変化が

見られた。一方、全ゲノム DNA のメチル化パ



ターンを変化させていなかった。ヒト大動脈

瘤を用いた検討で関与が示唆されているヒ

ストンアセチル化について解析を行った。動

物実験では、ケルセチン投与群の大動脈組織

から抽出した H3K9 のアセチル化を増加させ

る傾向を認めた。その病態的意義については

検討中である。 
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