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研究成果の概要（和文）：ヒト胃がん細胞AGSの遺伝子改変によって作製したグレリン安定発現細胞AGS-GHRL8を
用い、肥満制御への応用に向け、摂食亢進活性を示す活性型（オクタノイル）グレリンの分泌抑制物質の探索お
よび分泌抑制機構を検討した。
AGS-GHRL8細胞からのオクタノイルグレリン分泌抑制物質として、ドコサヘキサエン酸およびオレアノール酸を
新たに見出した。この分泌抑制に、長鎖脂肪酸受容体GPR120の活性化を介した機序は関与しておらず、構造中の
カルボキシ基とCoAとの結合体形成に伴うオクタノイルCoAの生成抑制を介したオクタノイルグレリンの産生・分
泌抑制の機序が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Octanoylated ghrelin is a peptide hormone with an appetite stimulating 
effect. We found that docosahexaenoic acid (DHA) and oleanolic acid suppressed octanoylated ghrelin 
secretion from AGS-GHRL8 cells established by transfecting ghrelin cDNA into human gastric carcinoma
 AGS cells. We attempted to determine the suppressive mechanism of octanoylated ghrelin secretion by
 these compounds. It was considered that the suppressive effects of both the compounds were neither 
caused by the downregulation of ghrelin-O-acyltransferase expression, or through the activation of 
G-protein coupled receptor 120. Examination using the free fatty acid assay kit indicated the 
following mechanism: acyl-CoA products formed between the carboxyl group of DHA or oleanolic acid 
and coenzyme A may cause inhibition of octanoyl-CoA generation essential for ghrelin octanoylation, 
resulting in suppressive secretion of octanoylated ghrelin. These findings could contribute to 
regulation of appetite and obesity. 

研究分野：医療系薬学

キーワード： オクタノイルグレリン　ドコサヘキサエン酸　オレアノール酸　AGS-GHRL8細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質異常症、糖尿病、高血圧症等の生活習慣病から虚血性心疾患、脳卒中等の動脈硬化性疾患にも発展しかねな
いメタボリックシンドロームならびに肥満の克服が医療費削減の側面からも重要視されている。摂食亢進活性を
示すオクタノイルグレリンの産生・分泌抑制物質としてのドコサヘキサエン酸およびオレアノール酸の発見なら
びにその抑制機序の解明は、新規機能性食品の開発等、肥満対策につながる成果として社会的意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 内臓脂肪型肥満を基盤とし、動脈硬化性疾患を引き起こす脂質異常症、糖尿病、高血圧症等
の生活習慣病、さらにはそれらが複合的に絡み合ったメタボリックシンドロームの予防が課題
とされる中、「摂食亢進作用を有するグレリンの活性阻害あるいは産生・分泌抑制を介した摂食
抑制による肥満防止」の着想を得た。グレリンは、28アミノ酸残基からなるペプチドホルモン
であり、N 末端側 3 位のセリン残基がオクタン酸でアシル化修飾されたオクタノイルグレリ
ンが摂食亢進作用を有する活性型とされている。オクタノイルグレリンの産生・分泌には、オ
クタン酸の細胞内への取り込み、酵素による 3 位のセリン残基のオクタノイル化、細胞外への
分泌等の各過程において、受容体や酵素が関与している。 
研究代表者らは、オクタノイルグレリンの産生・分泌抑制物質探索に有用な細胞評価系を構
築している。本評価系は、ヒト胃がん細胞 AGS の遺伝子改変によって作製したグレリン安定
発現細胞 AGS-GHRL8の培地にオクタン酸とともに被験物質を添加し、24時間培養後の培地
中のオクタノイルグレリン濃度を測定することにより、被験物質の効果を判定するものである。
AGS-GHRL8細胞には、3 位セリンのオクタン酸アシル化に必須のグレリンアシル基転移酵素
が発現していることを確認しており、培養培地に添加するオクタン酸の濃度依存的にオクタノ
イルグレリンの産生・分泌が亢進する。本評価系を用いた検討により、オレイン酸、リノール
酸、α-リノレン酸等の脂肪酸がオクタノイルグレリンの産生・分泌を抑制することを見出し、
オレイン酸を投与したマウスの血中オクタノイルグレリン濃度は、対照群のそれより低く、細
胞レベルでの検討結果と一致することを確認している[1, 2]。さらに、数種類の植物含有成分に
よるオクタノイルグレリン産生・分泌抑制効果も見出しているが、その機序は不明であった。  
そこで、AGS-GHRL8細胞評価系を用い、肥満制御への応用に向け、摂食亢進活性を示すオ
クタノイルグレリンの分泌抑制物質の探索および分泌抑制機構を解明する本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 肥満制御への応用に向け、摂食亢進作用を有するオクタノイルグレリンの生成過程に必須の
グレリンアシル基転移酵素（GOAT）およびアシル CoA合成酵素ならびにグレリン分泌に関与
するとされる Gタンパク質共役型の脂肪酸受容体に着目し、オクタノイルグレリンの産生・分
泌抑制物質の探索および産生・分泌抑制機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) AGS-GHRL8細胞評価系を用いたオクタノイルグレリンの産生・分泌抑制の評価 

AGS-GHRL8細胞は、10％FBS添加 DMEM培地中、37℃、5％CO2条件下で培養した。被
験物質を 100 μmol/Lオクタン酸とともに AGS-GHRL8細胞の培地に添加し、24時間培養後
の培地中オクタノイルグレリン濃度を ELISA で測定することにより、被験物質のオクタノイ
ルグレリンの産生・分泌抑制作用を評価した。各被験物質の使用濃度は、予め MTT 試験を行
い、AGS-GHRL8細胞の生存率に影響しない濃度に設定した。 
 
(2) AGS-GHRL8細胞における酵素の発現解析 

AGS-GHRL8細胞から RNAを抽出後、RT-PCRにより、エステル結合の加水分解酵素であ
るカルボキシエステラーゼ（CES）およびアシル CoAシンテターゼ（ACS）ならびに Gタン
パク質共役型の長鎖脂肪酸受容体 GPR120の発現を調べた。また、被験物質の影響を検討する
ために、リアルタイム PCRにより GOATの発現量の変化を調べた。 
 
(3)アシル CoA生成反応 
被験物質と CoAとの結合体の形成を確認するために、遊離脂肪酸検出キットを用いた。本キ
ットは、遊離脂肪酸のカルボキシ基と CoAから ACSによりアシル CoAが生成する反応を利用
するもので、生成したアシル CoAを酸化することによって生成する過酸化水素をキット添付の
発色試薬と反応させ、570 nmにおける吸光度を測定する。吸光度の増加をアシル CoAの生成
量として評価した。 
 
４．研究成果 
(1)オクタノイルグレリン産生・分泌抑制物質 
 脂肪酸のドコサヘキサエン酸（DHA）のエチルエステル(DHA-ethyl)および植物含有成分の
オレアノール酸を被験物質として検討した。25 μmol/Lの DHA-ethylおよび 6.25 μmol/Lのオ
レアノール酸は、AGS-GHRL8細胞の培地中オクタノイルグレリン濃度を有意に低下させたこ
とから、両被験物質は、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を有すると判断した。 
 
(2)オレアノール酸のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制における GOATの関与 
 AGS-GHRL8 細胞に発現している GOAT がオレアノール酸により影響を受けるか否か調べ
た結果、GOATの遺伝子発現に変化はなかった。このことから、オレアノール酸のオクタノイ
ルグレリン産生・分泌抑制は GOATの発現変化によるものではないと考えられた。 



(3) DHAのオクタノイルグレリン産生・分泌抑制における GPR120の関与 
 Gタンパク質共役型の脂肪酸受容体は、ペプチドの分泌に関与するとされる[3]。RT-PCR の
結果、AGS-GHRL8細胞における Gタンパク質共役型の長鎖脂肪酸受容体 GPR120の発現が
確認されたことから、DHA-ethyl によるオクタノイルグレリンの産生・分泌抑制機序に
GPR120 の活性化が関与しているか否か、GPR120 アンタゴニスト AH-7614 を用いて検討し
た。AH-7614 の濃度は、AGS-GHRL8 細胞の生存率に影響しなかった 25 µmol/L とした。
AH-7614 は、DHA-ethyl のオクタノイルグレリンの産生・分泌抑制効果に対し、有意な影響
を示さなかった。したがって、DHA-ethyl のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用は、
GPR120の活性化を介したものではないと考えられた。   
  
(4) DHA-CoAの生成 
  オクタン酸のカルボキシ基と CoA のチオー
ル基の脱水縮合により生成するオクタノイル
CoAが、グレリンのオクタノイル化の基質とな
る こ と か ら 、 DHA の ア シ ル CoA 体
（DHA-CoA）が生成するならばオクタノイル
CoAの生成が抑制される可能性がある。この可
能性を検証する目的で、遊離脂肪酸検出キット
を用いて検討した結果、DHA-CoAの生成が示
唆された（図 1)。図の吸光度は、アシル CoA
生成量の指標である。すなわち、オクタン酸に
よりアシル CoA（オクタノイル CoA）が生成
し、吸光度が増加したが、エステル体の
DHA-ethylではアシル CoAの増加が見られな
かった。DHA-ethylを加水分解した DHA（遊
離体）ではオクタン酸添加時と同程度にアシル
CoA が生成した。したがって、DHA-ethyl は
細胞内でエステル結合の加水分解を受けた後、
CoA との結合体を形成する可能性が示唆され
た。そこで、エステル結合の加水分解酵素であ
る CES ならびにアシル CoA 合成酵素である
ACSがAGS-GHRL8細胞に発現しているか否
かを RT-PCRで調べたところ、CES2ならびに
ACSS1、ACSL3 および ACSVL1 の発現が確
認された（図 2)。このことから、AGS-GHRL8
細胞に取り込まれた DHA-ethylは CES2によ
るエステル結合の加水分解後、ACSL3 または
ACSVL1により CoAと結合する可能性ととも
に、DHA-CoAの生成に伴うオクタノイルグレ
リンの生成阻害の機序が存在する可能性が示
された。 
 
(5) オクタノイルグレリン産生抑制に及ぼすオ
レアノール酸の構造中カルボキシ基の影響 
 オクタノイルグレリン産生抑制作用におい
て構造中のカルボキシ基が役割を演じている
可能性が上記（4）により示されたことから、
オレアノール酸の構造中カルボキシ基の影響
を調べた。オレアノール酸のカルボキシ基がメ
チル基に置換された β-アミリンを用い、培地中
オクタノイルグレリン濃度を測定したところ、
β-アミリンは、オクタノイルグレリン濃度を低
下させなかった。これにより、オレアノール酸
のオクタノイルグレリン産生抑制におけるカ
ルボキシ基の役割が示唆された（図 3、4）。 
 
 以上により、DHA およびオレアノール酸の
構造中カルボキシ基と CoA との結合体形成に
伴うオクタノイル CoA の生成抑制を介したオ
クタノイルグレリンの産生・分泌抑制機序の可
能性が示唆された。 
 

図1 DHA-CoAの生成     P<0.05 (Tukey's test) 

図 2 AGS-GHRL8 細胞における CES および ACS
の発現 

図4 AGS-GHRL8細胞のオクタノイルグレリン産生
に及ぼすカルボキシ基の影響    

P<0.05 (t-test) 

図 3 オレアノール酸およびβ-アミリンの構造式 
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