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研究成果の概要（和文）：オリーブ葉粉末の摂取によって養殖ハマチの筋肉コラーゲン量が増えるメカニズム
を、金魚及びヒトの線維芽細胞を使って調べた。オリーブ葉粉末の抽出物を線維芽細胞に与えると、(1) 細胞内
のグルタチオン濃度が増加し、コラーゲン合成に必須のビタミンＣを長時間細胞内に保持できること、(2)３種
類のタンパク質（Ⅰ型コラーゲン、コラーゲンの翻訳後修飾に関わる酵素PLOD1、コラーゲンの折り畳みを助け
るタンパク質HSP47）をコードする遺伝子の発現が促進すること、(3)コラーゲン分解酵素の活性が低下すること
がわかった。上記３つの現象が複合的に起こり、養殖ハマチの筋肉コラーゲンが増えると示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the causes of the increase in muscle collagen content in 
cultured yellowtail muscle due to the ingestion of olive leaf powder using fibroblast cells. When 
olive leaf extract was added to fibroblast cells, the following three changes occurred: (1) the 
intracellular glutathione concentration was increased, and vitamin C, which is essential for 
collagen synthesis, was retained in high level for a long time, (2) the expression of genes coding 
the following three proteins was raised: type I collagen, enzyme involved in post-translational 
modification of collagen (POLD1), and protein involved in collagen folding (HSP47), (3) the activity
 of collagen-degrading enzymes was decreased. It was speculated that the intake of olive leaf powder
 to fish increases the amount of muscle collagen due to the combined effects of the above three 
factors.

研究分野： 食品科学

キーワード： コラーゲン　オリーブ葉　線維芽細胞　ポリフェノール　オリーブハマチ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内でのコラーゲンの合成能力は年齢とともに衰えていく。コラーゲン合成を促進する物質はビタミンＣなど
数種類しか報告がない。オリーブ葉粉末の抽出物にもコラーゲン合成促進効果があること、その作用機序がビタ
ミンＣの作用機序とは異なるところに学術的な意義がある。オリーブ葉抽出物はヒト由来の線維芽細胞でもコラ
ーゲン産生を促進することから、オリーブ葉抽出物は加齢によるコラーゲンの合成能力の低下を抑制できる可能
性を秘めており、社会的な意義は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)オリーブ葉粉末を飼料に混ぜて飼育した養殖ハマチ（オリーブハマチ）の普通肉は、オリーブ
葉粉末を無投与の養殖ハマチよりも歯ごたえがよく、コリコリした食感である。その違いはオリ
ーブハマチの方が対照ハマチよりも筋肉コラーゲン量が高いことによる（野崎ら、2020）。オリ
ーブ葉粉末給餌による筋肉コラーゲン量の増加は養殖マダイでも起こる（Arsyad ら、2018）。
オリーブ葉粉末の摂取により養殖魚の筋肉コラーゲン量が増えるメカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究ではオリーブ葉粉末の摂取によって筋肉のコラーゲンがどうして増えるのか、そのメ
カニズムを探ることを目的とした。筋肉のコラーゲンは筋肉組織内の線維芽細胞で合成される
ことから、オリーブ葉の成分と線維芽細胞との関係に的を絞って調べた。具体的には、線維芽細
胞のコラーゲンを増やすオリーブ葉成分の特定と、線維芽細胞がコラーゲン産生量を増やすメ
カニズムの解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)オリーブ葉抽出液（OE）は、オリーブ葉乾燥粉末を 80%メタノールで抽出したものを濃縮乾
固し、少量の DMSO に溶解後、純水に分散させて調製した。ポリフェノール（PP）の定量は Gallic 
acid を標準物質として Folin-Ciocalteu 法で行った。 
 
(2)線維芽細胞としては金魚鱗由来線維芽細胞 GAKS（RCB1452）を用いた。なお、遺伝子発現の
解析にはヒト胎児由来線維芽細胞 KMST-6（RCB1955）を使用した。細胞は 37℃、5%CO₂濃
度で培養した。コラーゲンの定量は Direct Red 80 を用いた色素結合法と抗Ⅰ型コラーゲン抗体を
用いた間接 ELISA 法で行った。コラーゲン関連遺伝子の発現量は RT-qPCR 法で調べた。 
 
４． 研究成果 
(1)OE 添加した金魚線維芽細胞 GAKS のコラーゲン産生量：GAKS の可溶性コラーゲン量と沈
着コラーゲン量は OE を添加すると濃度依存的に増加した（図 1）。5ppm OE 添加で可溶性コラ
ーゲン量は 1.5 倍に、沈着コラーゲン量は 2 倍に増えた。可溶性コラーゲンは線維を形成する前
のコラーゲンであり、時間が経つにつれ線維を形成し沈着コラーゲンとなる。沈着コラーゲンだ
けでなく線維形成前の可溶性コラーゲンも増加したことから、細胞外へコラーゲンを分泌する
前、すなわちタンパク質合成過程の翻訳後修飾よりも前の段階に OE は作用すると示唆された。 

 

図 1. GAKS のコラーゲン産生量への OE 添加効果 
(a)可溶性コラーゲン量、(b)沈着コラーゲン量（P<0.05, n=3，エラーバーは標準偏差を示す） 
 
(2)メカニズムその１：コラーゲンの翻訳後修飾はコラーゲン合成の律速段階の一つである。そ
の翻訳後修飾にビタミン C(VC)は必須の化合物である。GAKS の VC 量を調べたところ、2.5 ppm
以上の OE 添加により細胞の VC 量は増加した（図 2a）。OE それ自体には VC が含まれていなか
ったので、OE に含まれる化合物の働きにより細胞内での VC の合成が促進すると推測した。細
胞内の VC 合成経路としては、D-グルクロン酸などの前駆体からの VC 合成系と、使用済みの
VC である酸化型 VC を還元して利用する、いわゆる VC 再生系の 2 つの経路があるが、金魚は
前者の VC 合成経路を持たないため、後者の VC 再生系が促進された可能性が高い。そこで、VC
の再生反応の基質であるグルタチオン（GSH）の細胞内濃度を調べた。2.5ppm 以上の OE 添加で
GSH 量は増加した（図 2b）。細胞内の GSH は、細胞外からシスチン(Cyss)を取り込み、それを材
料にして細胞内で合成される。Cyss の取り込みはシスチングルタミン酸トランスポーター(xCT)
を介して行われ、xCT の働きが GSH 産生の律速段階といわれている(Gout ら, 2001)。GAKS の
xCT 発現量を調べたところ、5ppm OE の添加で xCT 発現量は 38%増加していた（図 3）。以上よ
り①xCT 発現量の増加、②GSH の細胞内濃度の上昇、③VC 再生系から供給される VC 量の増
加、④翻訳後修飾の活性化により、コラーゲン合成が促進されコラーゲン量が増加すると示唆さ



れた。 

 
図 2. OE 添加した GAKS の VC 量(a)と GSH 量(b) 
（P<0.05, n=3，エラーバーは標準偏差を示す） 

 

図 3．OE 添加した GAKS の xCT 発現量（ウエスタンブロッティング） 

抗ヒト xCT ポリクローナル抗体を使用。GAKS の xCT の分子量は 48kDa であった。 
 
(3) メカニズムその２：GSH と VC の細胞内濃度が高くなることでコラーゲンが増えると(2)で
報告したが、細胞外に分泌された後のコラーゲンの分解抑制がコラーゲン増に関与しているこ
とも否定できない。そこで OE のコラーゲン分解抑制への関与を調べた。ゼラチンザイモグラフ
ィーで調べたところ、GAKS のコラーゲン分解酵素の分子量は約 90kDa と約 70kDa であった
（Data not shown）。ヒト線維芽細胞の MMP9 は分子量が 92kDa、MMP2 では 72kDa であること
から、約 90kDa のバンドは MMP9、 約 70kDa のバンドは MMP2 と推測した。GAKS の MMP の
働きに OE が及ぼす影響を調べた。10 ppm 以上の OE は MMP の酵素活性を部分的に阻害した
（図 4a）。一方、細胞の MMP 発現量に OE は影響を及ぼさなかった（図 4b）。以上より、細胞外
に分泌された MMP の酵素活性を部分的に阻害することもコラーゲン増に寄与しているものと
示唆された。 

 
図 4. GAKS の MMP への OE 添加の影響 
MMP の酵素活性は合成基質(MOCAc-PLGL(D)AR)を使って調べた。(a)は GAKS の培養上清に、 

各濃度の OE を添加して酵素活性を測定、(b)は各濃度の OE を細胞に添加し 24 時間培養後、上
清を回収し酵素活性を測定（P<0.05, n=3，エラーバーは標準偏差を示す） 
 
(4) メカニズムその３：金魚の遺伝子情報が不足していたので、ヒト線維芽細胞 KMST-6 を使っ
て OE がコラーゲン関連遺伝子の発現に与える影響を調べた。まず、ヒトの線維芽細胞でコラー
ゲン量が増える OE 濃度を調べた。10ppm 以上の OE 添加でコラーゲン量が増加しており、25ppm 
OE では 5.2 倍に増えた（図 5）。15ppm OE を KMST-6 に添加しコラーゲン関連遺伝子の発現量
を調べた。Ⅰ型コラーゲン遺伝子 COL1A1、リシルヒドロキシラーゼ遺伝子 PLOD1、HSP47 遺伝
子 SERPINH1 の発現量がそれぞれ 1.5 倍、2.2 倍、1.7 倍に増加した（図 6）。また、有意差はな
かったもののⅢ型コラーゲン遺伝子 COL3A1 の発現量も増加傾向であった。一方、コラーゲン



分解酵素である MMP1 と MMP9 の遺伝子発現量は低下傾向であった。プロリル 4-ヒドロキシラ
ーゼ遺伝子 P4HA1、xCT 遺伝子 SLC7A11、MMP の阻害剤遺伝子 TIMP1、TGF-β遺伝子 TGFB1
については変化がなかった。以上より、遺伝子発現が明白に亢進するのは、COL1A1、PLOD1、
SERPINH1 の３つの遺伝子であった。PLOD1 はコラーゲン α 鎖のリシン残基の水酸化修飾を触
媒する酵素で、SERPINH1 は翻訳されたコラーゲンポリペプチド鎖の３重らせん構造への折りた
たみを補助するタンパク質 HSP47 である。よって、OE はコラーゲン遺伝子の発現量を増やすだ
けでなく、ポリペプチド鎖の翻訳後修飾および３本鎖への折りたたみに関わるタンパク質の遺
伝子発現も亢進することがわかった。これら遺伝子の発現亢進には、転写レベルでの活性化が関
与しているものと考えられる。 

 

図 5. OE を添加した KMST-6 の可溶性コラーゲン量 
図内の線は近似直線を示す。 

 
図 6．OE 添加した細胞のコラーゲン関連遺伝子の発現量 
15 ppmOE で KMST-6 を 24 時間処理した後、RT-qPCR 法で mRNA 量を測定した。定量解析は

⊿⊿Ct 法で行い、OE 添加群における各遺伝子の発現量を OE 無添加群との相対値で示した。（＊
は P<0.05 で有意差あり, n=3、エラーバーは標準偏差を示す） 
 
(5)コラーゲン量を増やす OE 成分の解析：オリーブ葉粉末には約 8％もの PP が含まれる。OE に
含まれる PP を HPLC で分析したところ、６つのピークが観察された。最も大きなピークは
Oleuropein であった（図 7）。他の２つのピークは LC/MS 分析により Luteolin-7-glucoside と
Verbascoside と推定された。これら OE の主要 PP である Oleuropein、Luteolin-7-glucoside、
Verbascoside の標品をそれぞれ KMST-6 に添加し、可溶性コラーゲン量を調べた。いずれの PP を
細胞に添加してもコラーゲンは増えなかった（図 8）。以上のことより、コラーゲン量を増やす
OE 化合物は上記の３つの PP 以外の化合物であるとわかった。 

 
図 7．OE 中の PP 分析（HPLC クロマトグラム） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8．オリーブ葉 PP を添加した KMST-6 の可溶性コラーゲン量 
(a)Oleuropein、(b) Luteolin-7-glucoside, (c) Verbascoside（n=3，エラーバーは標準偏差を示す） 
 
(6)まとめ：OE 添加により金魚の線維芽細胞のコラーゲン産生量が増える要因の一つは、Cyss を
細胞内に取り込むトランスポーターxCT の発現が増えることである。これにより Cyss の細胞内
への取り込み量が増え、GSH の細胞内濃度が高まる（図 8）。これにより VC の再生系が活性化
し、細胞内の VC 濃度を長時間高い状態に保つことができる。VC はコラーゲン合成の律速段階
である翻訳後修飾に必須の化合物であるので、VC の細胞内濃度が高く保たれることでコラーゲ
ンの産生を持続的に行えるものと考えられる。一方、ヒトの線維芽細胞では xCT の遺伝子発現
は起きなかったものの、コラーゲンをコードする遺伝子、それ以外のコラーゲン関連遺伝子（翻
訳後修飾に関わる酵素 PLOD1、３重らせんへの折りたたみを助けるタンパク質 HSP47）の発現
亢進も、コラーゲン量の増加に寄与することが示唆された。また、コラーゲン分解酵素の酵素活
性が部分的に阻害されることも、コラーゲン量の増加に関わると示唆された。このように OE は
細胞のコラーゲン合成と分解に関わる複数の過程に関与することで、コラーゲン産生量が増え
るものと考えられる。コラーゲン量の増加に直接的に関わる OE の成分は、今回分析した３つの
主要 PP ではなかったことから、複数の化合物が複合的に作用したものと考えられる。 
本研究は、オリーブハマチの普通肉のコラーゲン量が増える要因を OE と線維芽細胞に絞って

研究を行った。オリーブ葉に含まれる複数の化合物が、xCT トランスポーターの活性化、複数の
コラーゲン関連遺伝子の発現亢進、コラーゲン分解酵素の活性阻害、複合的に担うことで筋肉の
コラーゲンが増えるものと結論づけた。 

 

図 8. OE が金魚線維芽細胞のコラーゲン産生を促進させるメカニズム(仮説) 
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