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研究成果の概要（和文）：動物培養細胞を用いて非アルコール性脂肪肝（NAFLD）の予防が期待される食品成分
を探索するin vitro評価系を構築し、実際に探索・解析をおこなった。ヒト肝モデルHepG2細胞を、遊離脂肪酸
であるパルミチン酸とオレイン酸の混合物（Mix）またはフルクトースをそれぞれ含む培地で培養した結果、遊
離脂肪酸Mixおよびフルクトース添加によって脂肪滴蓄積及び細胞内トリグリセリド量の増加が確認され、in 
vitro NAFLDモデル系を構築した。そこで10種以上のミャンマー生薬抽出物について検討した結果、2種のメタノ
ール粗抽出物が遊離脂肪酸Mixによる脂肪滴蓄積を抑制することを見出した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop in vitro assessment system to search for food 
components which could prevent non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) after intestinal absorption
 and also analyze the identified functional food components. Human hepatic HepG2 cells were cultured
 with the medium containing fatty acid Mix (palmitic acid and oleic acid) and fructose, 
respectively. Consequently, incubation of HepG2 cells with fatty acid Mix or fructose resulted in 
the formation of intracellular lipid droplets and also accumulation of intracellular triglyceride. 
Next we examined the effect of several kinds of herbal extracts from Myanmar on fatty acid 
Mix-induced lipid droplets. We found that two kinds of Myanmar-derived herbal extracts significantly
 suppressed the formation of intracellular lipid droplets by fatty acid Mix.

研究分野： 食品機能学

キーワード： NAFLD　HepG2　Caco-2　coculture　phytochemical

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では近年患者数の増加がみられる非アルコール性脂肪肝（NAFLD）の動物培養細胞を用いたin vitroモデ
ル系を構築した。構築した評価系を用いることで、NAFLDへの予防が期待される食品成分など機能性成分を簡便
にかつ幅広く探索することが可能となった。さらに腸管上皮モデルCaco-2細胞との共培養系を用いることで、機
能性成分の腸管吸収をも考慮した評価系への応用にも成功した。また本研究でNAFLD予防作用が期待される機能
性成分が見出された場合、構築したin vitroモデル系を用いてその作用メカニズムを分子・遺伝子レベルで解析
することが可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
近年の食生活の欧米化に伴い、生活習慣病およびその複合した病態であるメタボリックシン

ドロームの増加が大きな社会的関心事となっている。過剰な栄養素・エネルギー摂取とそれに伴
う肥満、メタボリックシンドロームに対する対策、特にその予防は国民的・社会的に大きな関心
事となっている。このような背景の中、飲酒歴がないにもかかわらずアルコール性脂肪肝症状に
類似した肝機能障害である非アルコール性脂肪肝（非アルコール性脂肪性肝疾患、non-alcoholic 
fatty liver disease; NAFLD）が注目されている。NAFLD は世界的に患者数が増加している肝
疾患であり、肝疾患では最も患者数の多い common disease の一つである。NAFLD は日本にお
いても“肝臓の生活習慣病”とも呼ばれ、その患者数は増加傾向にあり、1000 万人以上と推定さ
れている。さらに近年では NAFLD 患者数は中高年者に加えて若年者の増加もみられ、食生活
の乱れ・さらなる欧米化が原因と推測されている。 

NAFLD を含めた脂肪肝は、かつては良性疾患と思われていたものの、最近では非アルコール
性肝炎（NASH）に進展し、炎症が悪化すると肝線維化や肝硬変、さらには肝細胞がんへと悪化
のステージが進むことが知られている。また近年の研究で、NAFLD は肝臓疾患のみならず、高
血圧や糖尿病といった様々な生活習慣病の発症とも密接な関係があることがわかってきている。
したがって、肝硬変・肝細胞がんといった重篤な肝疾患に加え多様な生活習慣病を予防する観点
からも、NAFLD を食物質によって予防・改善することは大いに期待される。 
そこで本研究では、ヒト肝モデル細胞を用いた in vitro NAFLD 評価系を構築し、NAFLD を

予防・改善する食品成分・機能性成分を探索・解析することを目的とする。従来の食品成分によ
る NAFLD 抑制に関する研究は、ある特定の食品成分について主に動物モデルを用いた解析例
が大半である。本研究では、NAFLD 状態を誘導した肝モデル細胞を用いた in vitro 評価系を構
築することから、多様な食品成分を用いた網羅的なスクリーニングが可能であり、NAFLD を予
防・改善しうる新規な食品成分・機能性成分の発見も大いに期待できる。 
 
２． 研究の目的 
上記のような背景をふまえて本研究では、NAFLD を予防・改善する食品成分の探索評価系の

構築および探索・解析を大きな目的として、以下の具体的な目的を持って進めることとする。 
（１） ヒト肝モデル HepG2 細胞を用いて様々な in vitro NAFLD モデル系を構築し、構築し
たモデル系を用いて NAFLD の予防・改善が期待される食品成分など機能性成分の網羅的探索
をおこなう。 
（２） 見出された機能性成分の特性や抽出物の場合には活性成分の単離・同定、並びにその
NAFLD 抑制作用のメカニズムを分子・細胞レベルで明らかにする。また腸管上皮モデル細胞と
の共培養系を用いて、見出された機能性成分が実際に腸管を透過して in vitro NAFLD モデル細
胞に作用・抑制しうるか検討する。 
 
３． 研究の方法 
（１）HepG2 細胞を用いた Oil red O 染色 
ヒト肝モデル細胞として、ヒト肝がん由来 HepG2 細胞を使用した。HepG2 細胞を 24 ウェル

プレートに播種した。一定時間培養後、通常培地に遊離脂肪酸のパルミチン酸（palmitic acid; 
PA）、オレイン酸（oleic acid; OA）、PA と OA の混合物（脂肪酸 Mix）をそれぞれ含む培地を
加えて、さらに 24 時間インキュベートした。細胞表面を PBS で洗浄後、4％パラホルムアルデ
ヒド/PBS を加えて 1 時間インキュベートし、細胞を固定化した。パラホルムアルデヒドを除い
て Milli-Q で 2 回洗浄後、0.5％Oil Red O/60％2-プロパノール溶液を加えて 37℃で 30 分間細
胞を染色した。その後、染色液を除き、60％2-プロパノールで洗浄後、細胞の染色を観察した。
さらに、2-プロパノールを細胞に加えて Oil Red O を溶出させ、490 nm の吸光度を測定す
ることで脂肪蓄積量を評価した。 

 
（２）real-time PCR 解析 

HepG2 細胞を 24 ウェルプレートに播種し、24 時間後に脂肪酸 Mix を含む培地に置き換え
た。一定時間インキュベート後、RNA iso Plus を用いて RNA を回収し、PrimeScript RT Master 
Mix を用いて cDNA を合成した。各種遺伝子の primer と TB Green Premix Ex Taq を用いて
7300 Real-Time PCR System により解析をおこなった。 
 
（３）細胞内トリグリセリド（TG）量の測定 
 HepG2 細胞を 6 ウェルプレートに播種し、24 時間後に脂肪酸 Mix を含む培地に置き換えた。
さらに 24 時間インキュベートした後、HepG2 細胞をセルスクレーパーで回収して 1% TritonX-
100 溶液で可溶化した。得られたサンプル中に含まれる TG 量は、グリセロール-3-リン酸オキ
シダーゼ(GPO)-3,5-ジメトキシ-N-エチル-N-(2’-ヒドロキシ-3’-スルホプロピル)-アニリンナトリ
ウム(DAOS)法を用いた TG 測定キットを用いて測定した。 
 
４． 研究成果 
（１）HepG2 細胞を用いた in vitro NAFLD モデル系の構築 

HepG2 細胞を 24 ウェルプレートに播種し、翌日 5％の脂肪酸不含 BSA を含む無血清培地に



置き換えて培養した。24 時間後に PA、OA、脂肪酸 Mix（PA：OA＝1：1）を 0.5mM となるよ
うにそれぞれ添加し、インキュベートした。さらに 24 時間後に Oil red O 染色をおこなった結
果、コントロールに比べ脂肪酸 Mix 添加群では脂肪滴の蓄積が観察された。 
しかしながら、この評価系では顕著な脂肪滴の蓄積が安定して観察されなかったため、さらに

評価系の改良を試みた。HepG2 細胞を 24 ウェルプレートに播種した翌日に、BSA+無血清培地
で培養する方法から、通常培地に脂肪酸を添加し、24 時間インキュベートする方法に変更した。
そのインキュベート後に Oil red O 染色をおこなった結果、脂肪酸による脂肪滴の蓄積がより顕
著に安定して確認された（図１）。この改良した評価系では、HepG2 細胞の播種から Oil red O
染色までの評価にかかる日数を 4 日から 3 日に短縮でき、脂肪滴の蓄積もより観察しやすくな
った。また、添加した脂肪酸の中で、脂肪酸 Mix 添加群で脂肪滴蓄積が最も強く観察されたた
め、次に添加する脂肪酸の濃度を検討した。その結果、0.5mM より高濃度にすると細胞毒性を
生じたため、以降の実験では脂肪酸濃度を 0.5mM 以下でおこなうこととした。さらに脂肪酸
Mix の PA と OA を混合する濃度比率を検討したところ、濃度比率は PA：OA が 1：4 の際に最
も顕著な脂肪滴の蓄積が誘導されることを見出した。以上より、PA と OA の 1：4 の混合物で
ある脂肪酸 Mix を 0.5mM の濃度で添加することを最適条件とし、以降 in vitro NAFLD 誘導
肝モデル細胞系として用いることとした。 

 

 
 
図１ 遊離脂肪酸 Mix による HepG2 細胞における脂肪滴蓄積 
(A)Oil red O 染色画像 (B)吸光度のグラフ 

HepG2 細胞に遊離脂肪酸 Mix 0.25、0.5、1.0、2.0 mM をそれぞれ含む培地を加えて 24 時間
インキュベート後、Oil red O 染色に供した。各値は平均値±SE、各群 n=4、異符号間に有意差
あり(Tukey’s test p＜0.05)  

 
（２）脂肪酸による in vitro NAFLD モデル系を抑制する機能性成分の解析 
構築した in vitro NAFLD 誘導肝モデル細胞系を用いて、ミャンマー生薬粗メタノール抽出物

13 種で脂肪滴蓄積を抑制する抽出物の探索をおこなった。その結果、B.superba（B.s）及び
D.carota（D.c）の粗メタノール抽出物が脂肪滴蓄積を抑制することが見出された。中でも D.c
はより低濃度で脂肪滴の蓄積を抑制したため、以降の実験では D.c について解析を進めていく
こととした。D.c 粗メタノール抽出物から得られた 3 種の抽出物（ヘキサン、酢酸エチル、メタ
ノール）の脂肪滴蓄積に対する影響を検討した。その結果、脂肪酸 Mix による脂肪滴蓄積はヘ
キサン抽出物と酢酸エチル抽出物で抑制された一方で、メタノール抽出物では抑制されなかっ
た。さらに、酢酸エチル抽出物を CH3Cl3:MeOH を用いて分画した 12 個のフラクション（Fr.）
について検討したところ、ある種の Fr.で脂肪滴蓄積の抑制が見出された。現在さらに、この画
分に含まれる成分を解析中である。 
 
（３）Fructose による in vitro NAFLD モデル系を抑制する機能性成分の解析 
一方で、HepG2 細胞に Fructose を 100 mM 添加し 24 時間インキュベートした結果、Oil Red 

O 染色による脂肪滴の蓄積が観察された。そこで、Fructose による脂肪滴蓄積を抑制するフィ
トケミカルを探索した結果、脂肪滴蓄積はある種のメトキシフラボノイドによって抑制される
傾向がみられた。 
 
（４）in vitro NAFLD モデル系における炎症性サイトカイン発現の解析 
脂肪酸 Mix あるいは Fructose が炎症性サイトカインである interleukin-8（IL-8）及び tumor 

necrosis factor-（TNF-）の mRNA 発現に及ぼす影響を検討した。その結果、IL-8 と TNF-
の mRNA 発現量は脂肪酸 Mix 及び Fructose 添加によっていずれも有意に増加した。そこで、
脂肪酸 Mix とミャンマー生薬粗メタノール抽出物より分画された Fr.もしくは Fructose とある
種のメトキシフラボノイドを添加し IL-8 と TNF-の mRNA 発現量を検討した。その結果、Fr.
及びメトキシフラボノイドともに、亢進された IL-8 mRNA 発現を抑制する傾向がみられた。 

 



（５）ヒト腸管上皮モデル Caco-2 細胞とヒト肝モデル HepG2 細胞との共培養系を用いた
NAFLD モデル系の構築と食品成分の作用 
遊離脂肪酸などが肝臓で作用するためには、腸管上皮を透過する必要がある。そこで腸管吸収

を考慮するため、Caco-2 細胞と HepG2 細胞の共培養系を用いることとした。Caco-2 細胞を透
過性膜上に 2 週間培養し、腸管上皮様に分化させた。また HepG2 細胞を 12 ウェルプレートに
24 時間培養した後、Caco-2 細胞を培養した透過性膜インサートを HepG2 細胞を培養したプレ
ート上にのせ、さらに Caco-2 細胞の管腔側に脂肪酸 Mix を 0.5、1.0、2.0mM で添加した。48
時間後に Caco-2 細胞を除き、HepG2 細胞に、Oil red O 染色をおこなった。その結果、HepG2
細胞において 2.0mMの脂肪酸Mixを添加した際に脂肪滴の蓄積が確認された。同様にFructose
を Caco-2 細胞の管腔側に添加し、48 時間後に Caco-2 細胞を除いて HepG2 細胞に Oil red O
染色をおこなった。その結果、脂肪滴の蓄積が観察された。さらに Fructose と上記（３）で見
出されたメトキシフラボノイドを同時に Caco-2 細胞の管腔側に添加した結果、HepG2 におけ
る脂肪滴蓄積は抑制された。 
これより、Caco-2 細胞と HepG2 細胞との共培養系を用いて腸管吸収を考慮した in vitro 

NAFLD モデル系を構築することに成功するとともに、一部の食品成分は腸管上皮を透過して肝
細胞における脂肪滴蓄積を抑制することが示唆された。 
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