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研究成果の概要（和文）：本研究では、摂食亢進作用を有する活性型グレリンの産生を抑制する物質の探索を行
った。その結果、カルボキシル基を有するトリテルペン類（アシアチン酸、グリチルレチン酸、オレアノール
酸）およびエピガロカテキン没食子酸（EGCG）がグレリン産生細胞AGS-GHRL8の活性型グレリン産生を抑制する
ことが明らかとなった。また、オレアノール酸およびEGCGはマウス血漿中活性型グレリン濃度を低下させること
も明らかとなった。本研究で見出したトリテルペン類およびEGCGは、活性型グレリン産生抑制を機序とする肥満
の予防・改善薬の開発に有用であると思われる。

研究成果の概要（英文）：We screened for compounds with inhibitory effect on the production of active
 ghrelin, an appetite-stimulating peptide hormone. We found that triterpenes with carboxylic group, 
such as asiatic acid, oleanolic acid and glycyrrhetinic acid as well as epigallocatechin gallate 
(EGCG) suppressed active ghrelin production in the ghrelin-expressing cell line, AGS-GHRL8. 
Furthermore, oleanolic acid and EGCG decreased the plasma level of active ghrelin in mice. These 
triterpenes and EGCG are useful for the development of agents for prevention and treatment of 
obesity by suppressing active ghrelin production.

研究分野： 医療薬学

キーワード： 活性型グレリン　抗肥満　トリテルペン類　カルボキシル基　EGCG
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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 
 肥満は糖尿病、脂質異常症および高血圧な
どの生活習慣病に加え、がんを含む様々な疾
患の原因にもなるため、その対策が急がれて
いる。 
グレリンは 28 個のアミノ酸からなるペプ

チドホルモンであり、3 位セリン残基にオク
タノイル基が結合したオクタノイルグレリ
ン（活性型グレリン）は摂食亢進作用を示す
ことが知られている。このことから、活性型
グレリン産生抑制物質の探索は、摂食行動を
抑制する新規の抗肥満薬の開発につながる
と考えられる。 
我 々 は 、 グ レ リ ン 強 制 発 現 細 胞

（AGS-GHRL8）を用いた活性型グレリン産
生抑制物質の探索実験系を構築している。こ
の実験系を用いて、現在までにオレイン酸、
リノレン酸、ステアリン酸などの脂肪酸およ
びウルソール酸、コロソリン酸などのトリテ
ルペン類が活性型グレリンの産生を抑制す
ることを明らかにしている。 
活性型グレリンは、主に胃の X/A-like 細胞

内にて、ghrelin-O-acyltransferase（GOAT）
による 3位セリン残基のオクタノイル化の後、
プロホルモン転換酵素（furin、PC1/3、PC2）
による C 末端の切断を経て生成される。
GOAT の基質となるオクタノイル CoA の生
成には、オクタン酸のカルボキシル基が必要
であること、および現在までに我々が見出し
た上記の物質がいずれもカルボキシル基を
有していたことから、カルボキシル基を有す
る物質は、活性型グレリンの産生を抑制する
可能性が高いと考えられた。そこで、ウルソ
ール酸のカルボキシル基が水酸基に置き換
わったウバオールの AGS-GHRL8 細胞の活
性型グレリン産生への影響を調べたところ、
ウバオールは AGS-GHRL8 細胞の活性型グ
レリン産生を抑制したが、その効果はウルソ
ール酸に比して著しく低かった。この結果か
ら、活性型グレリン産生抑制作用へのカルボ
キシル基の関与が示唆された。以上の背景か
ら、本研究では、カルボキシル基を有する天
然化合物を中心に活性型グレリン産生抑制
物質を探索することとした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①AGS-GHRL8 細胞を用いた

活性型グレリン産生抑制物質の探索、②探索
により見出された物質のマウスにおける抗
肥満効果の検討、③活性型グレリン産生に関
与するタンパクのmRNA発現量変化の検討、
を行い、肥満の予防および改善薬の開発に寄
与する物質を見出すことを目的とした。探索
の対象は、主にカルボキシル基を有する天然
化合物とした。 

 
３．研究の方法 
（1）AGS-GHRL8 細胞を用いた活性型グレ
リン産生抑制物質の探索 

 AGS-GHRL8 細胞は、オクタン酸存在下で

活性型グレリンを産生する特徴を有してい
る。オクタン酸のみを添加した培地およびオ
クタン酸と同時に被験物質を添加した培地
で AGS-GHRL8 細胞を 24 時間培養後、それ
ぞれの培地を回収した。その後、培地中の活
性型グレリン濃度を ELISA により測定し、
両者を比較することによって、被験物質の活
性型グレリン産生抑制効果を評価した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）マウス血漿中活性型グレリン濃度、体
重および摂食量に及ぼす被験物質の影響 

 AGS-GHRL8 細胞にて活性型グレリン産
生抑制効果を示した物質を一定期間マウス
に経口投与し、体重および摂食量の変化を調
べ、さらに最終投与後、6 時間の絶食を行い、
血液および胃を採取した。採取した血液から
遠心分離により血漿を得、活性型グレリン濃
度を ELISA キットにより測定した。採取し
た胃は RNAlater Solution 内に浸漬し、
mRNA発現量の測定まで－80℃で保存した。 
 
（3）活性型グレリン産生に関与するタンパ
クの mRNA 発現量に及ぼす被験物質の影
響 
被験物質存在下、AGS-GHRL8 細胞を 24

時間培養し、トリゾール試薬にて、RNA を
抽出した。その後、逆転写により得た cDNA
を用いて、リアルタイム PCR を行い、GOAT
および furin の mRNA 発現量を測定した。
マウス胃も同様に RNA を抽出し逆転写を行
った後、グレリン、GOAT、furin、PC1/3 お
よび PC2 の mRNA 発現量を測定した。 

 
 本課題の動物に係る実験は、長崎国際大学
薬学部研究等倫理委員会の承認を得（承認番
号：第 123-2 号）、長崎国際大学薬学部動物
実験指針に基づき行った。 
 
４．研究成果 
本研究では、AGS-GHRL8 細胞を用いて、
カルボキシル基を有するトリテルペン類（ア
シアチン酸、オレアノール酸、グリチルレチ
ン酸）および代表的な緑茶カテキンであるエ
ピガロカテキン没食子酸（EGCG）の活性型
グレリン産生抑制作用を明らかにした。以下
にそれぞれの研究成果を示す。 
 
（1）トリテルペン類 
①AGS-GHRL8 細胞の活性型グレリン産生 
に及ぼすトリテルペン類の影響 

 カルボキシル基を有するアシアチン酸、オ
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レアノール酸、グリチルレチン酸およびベツ
リン酸について、細胞生存率に影響を及ぼさ
ない濃度にて検討を行ったところ、アシアチ
ン酸、オレアノール酸およびグリチルレチン
酸は有意に活性型グレリン産生を抑制した。
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
続いて、トリテルペン類の活性型グレリン

産生抑制作用におけるカルボキシル基の関
与について検討した。 AGS-GHRL8 細胞の活
性型グレリン産生に及ぼすオレアノール酸
の影響をオレアノール酸のカルボキシル基
がメチル基に置き換わったβ-アミリンのそ
れと比較したところ、6.25μmol/L オレアノー
ル酸は活性型グレリン産生抑制作用を示し
たが、同濃度の β-アミリンでは、抑制効果は
みられなかった（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ウルソール酸のカルボキシル基が水酸基

に置換されたウバオールを用いた以前の検
討では、ウルソール酸に比し、ウバオールの
活性型グレリン産生抑制作用は著しく弱か
った。本研究では、他のトリテルペン類につ
いては、カルボキシル基のみが置換された化
合物を得ることが困難であったため実施し
ていないが、β-アミリンおよびウバオールの

結果から、カルボキシル基が活性型グレリン
産生抑制の機序に関与している可能性が高
いと考えられる。 
②マウス血漿中オクタノイルグレリン濃度
および体重に及ぼすトリテルペン類の影
響 

 オレアノール酸（20 または 40mg/kg）をマ
ウスに 1 週間経口投与したところ、血漿中活
性型グレリン濃度は有意に低く、体重増加量
は有意に少なかった（図４）。このことから、
オレアノール酸は活性型グレリン産生抑制
を機序とする抗肥満薬になりうる可能性が
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③AGS-GHRL8 細胞の GOAT および furin の

mRNA 発現に及ぼすトリテルペン類の影
響 

 ウルソール酸およびコロソリン酸を含め
たトリテルペン類の AGS-GHRL8 細胞の
GOAT および furin の mRNA 発現量への影響
を検討した結果、全てのトリテルペン類にお
いて、mRNA 発現の有意な低下はみられず、
トリテルペン類の活性型グレリン産生抑制
機序に GOAT および furin の mRNA 発現低下
は関与しないことが示唆された（図 5）。 
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（2）EGCG 
①AGS-GHRL8 細胞の活性型グレリン産生に
及ぼす EGCG の影響 

 細胞生存率に影響を及ぼさなかった濃度
（50 または 100μmol/L）の EGCG を用い、検
討を行ったところ、100μmol/L の EGCG は、
AGS-GHRL8 細胞の活性型グレリン産生を抑
制した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②マウス血漿中オクタノイルグレリン濃度
に及ぼす EGCG の影響 

 EGCG を 94%以上含有する TEAVIGO®を 1
回100mg/kgにて1日3回、3日間経口投与し、
血漿中活性型グレリン濃度を測定した結果、
TEAVIGO®投与群の血漿中活性型グレリン濃
度が有意に低かった（図 7）。このことから
EGCG はマウス血漿中活性型グレリン濃度を
低下させる作用を有するものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③AGS-GHRL8 細胞およびマウス胃のグレリ
ン、GOAT、furin、PC1/3および PC2のmRNA
発現に及ぼす EGCG の影響 

 EGCG の存在下、 24 時間培養した
AGS-GHRL8 細胞の GOAT および furin の
mRNA発現量およびTEAVIGO®を投与したマ
ウス胃のグレリン、GOAT、furin、PC1/3 およ
び PC2 の mRNA 発現量をリアルタイム PCR
にて測定した。AGS-GHRL8 細胞では、GOAT
および furin ともに有意な変化は認められな
かった（図 8）。一方、マウス胃では、GOAT
および furin の有意な発現変化は認められな
かったものの、グレリンおよび PC1/3 の
mRNA 発現に有意な低下が認められた（図 9）。
これらの結果よりマウス血漿中活性型グレ
リン濃度低下作用にグレリンおよび PC1/3 の

mRNA 発現量の低下が関与している可能性
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では、カルボキシル基を有するトリ

テルペン類であるアシアチン酸、オレアノー
ル酸、グリチルレチン酸ならびに EGCG の
in vitro における活性型グレリン産生抑制作
用を明らかした。また、オレアノール酸およ
び EGCG のマウス血漿中活性型グレリン濃
度低下作用も明らかにした。本研究の成果は、
これらの物質を利用した活性型グレリンの
産生抑制作用を機序とする新規抗肥満薬開
発の足がかりになるものと思われる。 
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