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研究成果の概要（和文）：メタボリックシンドロームに伴う高血糖や、食事由来の終末糖化産物（AGEs）過剰摂
取などにより、非アルコール性脂肪肝炎(NASH)を含む生活習慣病が増加している。本研究では生活習慣病との関
連を見いだしつつあるToxic AGEs (TAGE) 蛋白質群の中から、特にNASHの診断に有効である可能性を持つ新規疾
患マーカー蛋白質としてcaspase-3の同定に成功した。さらに、同定したcaspase-3のTAGE化を抑える作用を持つ
食品成分をスクリーニングにより選別し、生活習慣病予防に応用可能ないくつかの物質を発見した。

研究成果の概要（英文）：Life-style disease including NASH has been associated with hyperglycemis 
state and excessive intake of food derived advanced glycation end-products (AGEs). To diagnose NASH,
 we had already found that Toxic AGEs (TAGE) to be useful for disease marker, but the TAGE-modified 
target protein has not be identified yet. In this study, we identified TAGE modified caspase-3 which
 has a possibility for the diagnosis of NASH. Furthermore, we screened food ingredients that have an
 effect of suppressing the TAGE modification of caspase-3, and found several substances that can be 
applied to lifestyle disease prevention factors.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 終末糖化産物　AGEs　NASH　TAGE
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1. 研究開始当初の背景 
生活習慣病と疾患マーカーの現状	
	 食生活の欧米化、ブドウ糖／果糖の過剰摂
取など、現代における様々なストレスにより
生活習慣病が増加し続けている。放置すると
ガンや動脈硬化など深刻な疾患を引き起こ
すリスクが高いことから大きな社会問題と
なっており、生活習慣病の早期診断方法の確
立は重要な課題である。生活習慣病は各個人
の食生活の特性により引き起こされるが、体
内での糖濃度の上昇が発病の根本的な原因
の一つとなっている。生活習慣病の中でも高
血糖状態が続く糖尿病患者が増加しており、
また非アルコール性脂肪肝炎(NASH)発症の
危険因子の一つに糖尿病が挙げられる。つま
り、生活習慣病と生体内の糖化ストレスの関
連性が高いことから、疾患の発症や増悪に伴
って特異的に増加する糖化マーカーを利用
する事により、早期診断が可能になると予想
される。実際に生体内の糖濃度が上昇するに
伴い、ヘモグロビンが糖化された HbA1c の他、
様々な蛋白質が糖化されて生成される終末
糖化産物(AGEs)が増加する。さらに AGEs の
中でも毒性の強い Toxic	AGEs	(TAGE)化蛋白
質量も増加する事が知られている。このうち
血液検査で用いられる HbA1c は数ヶ月の血糖
コントロール状態のみを反映するもので疾
患の進展は予測できず、現在利用されている
糖化マーカーでは生活習慣病発症の有無や
増悪を感知することが出来ないのが現状で
ある。	
TAGE 化蛋白質による疾患マーカー利用の
可能性	
	 一方、これまで血液検査による診断が難し
かった NASH や動脈硬化の診断に、果糖の過
剰摂取などにより増加する TAGE 化蛋白質を
利用できる可能性がある(TAGE に特異的に結
合する抗体を独自に作製できる当研究室に
よる解析結果：J.	Gastroenterol.	Hepatol.	
22:	1112,	2007 他)	。そこで、研究代表者は
生活習慣病の発症や進展と相関する TAGE 化
蛋白質を同定する事により、疾患の診断のた
めのマーカーとして利用できるのではない
かと考えた。	
	 加えて、TAGE 化蛋白質は細胞内で強い毒性
を持つ事が報告されている(J	Gastroenterol.	
2010	Jun;	45(6)	:	646-55.)。つまり、TAGE
化蛋白質が細胞に蓄積し、障害を引き起こし
た結果、疾患発症／進展につながることが予
想される。そこで同定した TAGE 化蛋白質に
対して TAGE 形成そのものを抑制する作用を
持つ因子（食品成分）を探索することにより、
疾患に対して予防／改善効果を持つ因子を
発見できるといった疾患予防マーカーとし
ての可能性も秘めている。 
 
2. 研究の目的 
TAGE 化蛋白質の疾患マーカー利用の上で
の問題点と研究目的	
	 しかし、蛋白質の TAGE 化は酵素反応を介

さず化学反応で生成されることから、TAGE 化
蛋白質は数多く存在する。現在、生体内での
TAGE 化蛋白質量は抗 TAGE 抗体を用いて測定
しているが、実際に TAGE 化されたどのよう
な蛋白質が疾患と相関関係にあるのかにつ
いては不明なままである。一方研究代表者は
本研究を開始するまでにアポトーシス実行
に重要な蛋白質である caspase-3 が、TAGE 前
駆体を細胞に処理することによりこれまで
報告されていない異常高分子構造を形成す
るという予備結果を得ていた。現在まで、疾
患と caspase-3 の関係については多くの論文
が存在し、疾患により活性化する／しないと
いう両方の報告があることから、議論が分か
れている。しかし、研究代表者が見いだして
いた caspase-3 は、TAGE 化のターゲット蛋白
質としてのみならず、異常高分子構造もこれ
までに国内外において報告されておらず非
常に新規性が高い。そこで、caspase-3 を新
規 TAGE 疾患マーカーの候補蛋白質とし疾患
との関連性の解析を行う。	
	 加えて、TAGE 前駆体処理に伴い出現する
caspase-3 の異常形成を抑える食品成分の探
索を行う。これまでに AGEs 形成を阻害する
因子として、ビタミン B6 などを含む食品成
分が報告されたが、強い副作用により実用化
に至っていない。そこで、特に糖化ストレス
の上昇に伴い出現すると考えられる
caspase-3 の異常形成に対して有効な食品成
分のスクリーニング系構築を行う。以上、本
研究では生活習慣病と関連する TAGE 疾患マ
ーカーを同定し、食生活から生活習慣病を改
善する食品成分を提案する事を目的とした
（図１）。 

 
3. 研究の方法 
	 本研究は食生活のひずみがもたらす生活
習慣病を診断するための新規 TAGE 疾患マー
カーを同定、さらにそれら疾患の予防／改善
が期待される食品成分を探索することを目
的とした。特に、疾患マーカー候補蛋白質の
caspase-3 を中心に、TAGE 毒性と疾患の関連
性を追求する。また、糖化ストレスによる
caspase-3 の異常形成を予防できる食品成分
を、スクリーニングにより生活習慣病改善に
役立つ物質として選定する。さらに、臨床レ
ベルでの応用を目指すために、疾患モデル動
物を用いて疾患マーカーの有用性の検討を
行う。	
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	 実験材料として、食生活の影響を一番受け
やすいと考えられる肝実質細胞と、NASH 疾患
モデルマウスを用いて研究を進める。細胞レ
ベルでの研究においては、ヒト培養肝細胞
(HepG2)および初代培養肝細胞を用い、ブド
ウ糖／果糖の代謝中間体である TAGE 前駆体
のグリセルアルデヒドを添加して細胞内で
TAGE を蓄積する評価系を用いる。この評価系
を用い、caspase-3 の TAGE 化および機能異常
の解析を行う。さらに、NASH 発症疾患モデル
マウスの肝臓を用いて、得られた疾患マーカ
ーの有用性を検討する。また、TAGE 毒性を予
防する因子を選定するために、TAGE 前駆体処
理により異常構造を形成する caspase-3 に対
し、TAGE 化に対する保護作用を持つ食品成分
のスクリーニング系を作製する。	
	
４．研究成果	
	 本研究では生活習慣病との関連を見出し
つつある Toxic	AGEs	(TAGE)	化蛋白質群の中
から、特に NASH の診断に有効な新規疾患マ
ーカーを同定し、さらに疾患予防因子の発見
を目的として実験を行った。	
	 ヒト培養肝細胞 HepG2 を用い、TAGE 前駆体
のグリセルアルデヒド(GA)処理を行った結
果、caspase-3 の異常高分子化及び酵素活性
異常を呈することが明らかとなった。さらに、
正常細胞に近いヒト初代培養肝細胞を用い
た場合にも同様の異常高分子構造が観察さ
れることから、HepG2 細胞を用いた実験結果
が生体を反映していることを確認した。また、
疾患との相関関係が見られるのは生体内で
生成される TAGE 化蛋白質であることから、
疾患マーカー候補蛋白質である caspase-3 が
TAGE 化されているのかについて解析を行っ
た。TAGE 前駆体に加えて AGEs 形成阻害剤（ア
ミノグアニジン）を併用した結果、caspase-3
の異常高分子化が抑制された。また、精製さ
れた caspase-3 を試験管内で GA と反応させ
た結果、処理時間依存的に抗 TAGE 抗体と抗
体抗原反応を示す物質が形成されることか
ら TAGE 化 caspase-3 の形成が確認された。
また、試験管内で形成される TAGE 化
caspase-3 の高分子構造は、細胞内で観察さ
れる異常高分子化 caspase-3 と同程度のサイ
ズであった。これらの結果から、GA 処理によ
り細胞内で観察される異常高分子化
caspase-3はTAGE化されていることを明らか
にした。	
	 一方 caspase-3 は、正常状態ではアポトー
シス誘導時に酵素機能が活性化することが
知られている。そこで、caspase-3 の TAGE 化
は、アポトーシス実行時にどのような影響を
受けるのかについて解析した結果、GA 処理を
行った細胞では caspase-3 の活性化機能の喪
失が起こり、周辺細胞へ炎症を及ぼすネクロ
ーシス型の細胞死が引き起こされていた。	
	 さらに、肝実質細胞を用いて得られた結果
が生体を反映するのかを確認する目的で、
NASH 発症モデルマウスの肝臓を用いた解析

を行った。肝細胞において TAGE 化 caspase-3
がアポトーシスに必要な酵素機能を喪失し
ている事を明らかにしているが、この結果が
疾患モデル動物にも反映されるかを検証し
た結果、健常マウスの肝臓と比較して、脂肪
肝、NASH、肝線維化と病態が進行するに従い
肝臓中の caspase-3 の酵素活性が減少する傾
向が観察された。これらの結果から、同定し
た TAGE 化 caspase-3 が NASH における新規疾
患マーカーとして有用である可能性が示唆
された。	 	
	 また、以上の解析により同定した TAGE 化
caspase-3 の異常（異常高分子構造および酵
素活性化機能の喪失）を阻害する化合物の探
索は生活習慣病の予防につながるのではな
いかと考え、スクリーニング系を考案した。
1stスクリーニングではcaspase-3の酵素活性
を指標にしたマルチウェルプレート上での
解析を行い、有効性が確認された化合物につ
いては 2nd	スクリーニングでウエスタンブロ
ッティング法を用いて TAGE 化 caspase-3 の
異常高分子構造形成抑制作用の確認を行っ
た。その結果、複数の食品化合物に caspase-3
の TAGE 形成阻害作用を見出すことに成功し
た。	
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