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研究成果の概要（和文）：本研究ではケルセチンにより誘導されたHO-1がオートファジーの制御に関与すること
を明らかにした。ケルセチンはp62の発現とリン酸化の誘導による選択的オートファジーを誘導し、p62の誘導と
Keap1-Nrf2システム間で正のフィードバックループを形成する可能性が示唆された。HO-1の欠失はケルセチンに
よるp62の発現誘導を増強させたことから、HO-1がp62の発現を負に制御している可能性が示唆された。以上の結
果より、ケルセチンによる選択的オートファジーの誘導は、HO-1により制御され、細胞保護作用の発揮に寄与す
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Flavonoids exhibit beneficial effects, and one such flavonoid, quercetin, 
exerts cytoprotective effects via HO-1 induced by Nrf2 activation. In the present study, we showed 
that quercetin-induced HO-1 was involved in the regulation of autophagy. Quercetin induced the 
conversion of LC3-I to LC3-II while also inducing p62 expression and phosphorylation at serine 
residue 351. These results suggest that quercetin would induce selective autophagy, and 
quercetin-induced p62 might create a positive feedback loop in Keap1-Nrf2 system. Moreover, HO-1 
deletion enhanced the expression levels of p62 induced by quercetin, suggesting that HO-1 might 
negatively regulate p62 expression. In summary, quercetin induced selective autophagy, and HO-1 
induced by quercetin negatively regulated the expression of p62. These results suggested that 
selective autophagy induced by quercetin might exert cytoprotective effects under regulation of HO-1
 activity.

研究分野：免疫学

キーワード： フラボノイド　Nrf2　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ストレスは老化、炎症性疾患、アレルギー性疾患などさまざまな疾患の病態形成に関与し、ストレスによって誘
導される生体防御機構がこれら疾患の制御の基盤となっている。フラボノイドは野菜等から摂取できるため、健
康状態や疾患感受性に合わせたフラボノイドを含む食事指導を行うことで、より安全にかつ効果的にさまざまな
疾患の発症を予防・軽減できる。本研究でフラボノイドがいかにストレスセンシング機構を作動させ、対応する
生体防御機構を誘導するかを評価することにより、生体防御の強化やアンチエイジングに貢献し、これからの超
高齢社会にも低コストで十分に対応できる対策を構築できる可能性があると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
フラボノイドは 4,000種類以上あるといわれ、野菜や果物に豊富に存在する天然の機能性成分
で、多彩な細胞保護作用を示すことが知られている。これまでに我々は代表的なフラボノイドで
あるケルセチンを中心に肥満細胞の抗アレルギー作用、肺傷害の抑制機序などを研究し、転写因
子 Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2)を介して誘導された抗酸化酵素 heme oxygenase 
(HO)-1 による抗炎症作用が大きく関与していることを明らかにした。Nrf2 は生体に本来備わる
生体防御機構の重要な転写因子で、ストレスを感知し生体応答を起こす、細胞内のストレスセン
サーとして働く。Nrf2は、定常状態において細胞質でプロテアソーム分解を促進する Kelch-like 
ECH-associated protein 1 (Keap1)と直接結合し、ユビキチン－プロテアソーム系により恒常的に分
解されているため、核内に移行されず細胞質に留められている。酸化ストレスを受けると、Nrf2
は Keap1から遊離され、核内に移行し HO-1などの抗酸化応答遺伝子の発現を誘導する。また、
異物処理も生体に備わる防御機構のひとつで、我々はフラボノイドがオートファジーを誘導す
ることを見出している。オートファジーは栄養を提供し飢餓から自身を保護するだけでなく、病
原体やストレスなどによって生じた異常蛋白質などの異物処理を行い、細胞外からのストレス
に対して誘導される、一種のストレス応答機構といえる。フラボノイドによる Nrf2 システムや
オートファジーの活性化の分子機構はいまだ不明だが、これらは本来ストレスに応答して誘導
される機構であることから、フラボノイドは細胞に刺激（ストレス）を与えずにストレスセンサ
ーを動かす刺激を与えて、予め細胞に身を守る準備を継続させていると考えた。また、細胞がス
トレスを受ける最初の場所は細胞膜であり、フラボノイドの多彩な細胞保護効果を考えると、細
胞膜に共通した作用起点があり、ストレスを感知・識別し、ストレスの種別に対応した効果的な
生体防御反応を誘導するストレスセンシング機構が存在すると考えられる。実際に、これまでに
我々はケルセチンが細胞膜構成蛋白質の caveolin (Cav)-1 の局在を変化させることを見出してお
り、フラボノイドが細胞膜へ何らかの作用を及ぼしていることがうかがえる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、フラボノイドはストレスセンシング機構を作動させ、細胞に防備態勢を誘導する
ことが多彩な細胞保護効果発揮の出発点であると考え、フラボノイドによる Nrf2 システムやオ
ートファジーなどの作動機序および相互作用について検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
細胞はマウス線維芽細胞株 NIH3T3 細胞およびマウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞
を使用した。培養には 10 %FBS (fetal bovine serum), 100 U/ml non-essential amino acids, 100 U/ml 
antibiotic-antimyotic, 100 U/ml sodium pyruvateを添加した DMEMあるいは RPMI1640を使用した。 
 
(2) quantiative real-time polymerase chain reaction  
回収した細胞より ISOGEN II (富士フイルム和光純薬)を用いて RNAを抽出した。RNA抽出液
を PrimeScript RT MasterMix (タカラバイオ)と混和し 37℃, 15分、85℃, 5秒間反応させ逆転写を
行った。合成した cDNAは Hmox1, Il6の probeを使用し、Thermal Cycler Dice Real Time System II 
(タカラバイオ)にて、95℃, 5秒、60℃, 30秒を 45サイクル行った。内部標準物質には Gapdhを
使用し、遺伝子の相対的発現量を算出した。 
 
(3) CRISPR/Cas9システムによる HO-1欠損株の樹立 
① single guide RNA (sgRNA)および ribonucleoprotein (RNP) complexの合成 

HO-1遺伝子配列の異なる部位を認識する 2種類の sgRNAを作製した。TE Bufferで溶解した
target-complementary CRISPR RNA; crRNA (100 μM)および trans-activating crRNA; tracrRNA (100 
μM)を最終濃度が 50 μMとなるように等量で混和し、95℃で 5分間加熱した後、ゆっくりと 25℃
まで温度を低下させ sgRNAを合成した。RNP complex はそれぞれ作製した sgRNAとCas9 enzyme
を 2:1の割合で混合し、20分間室温でインキュベートすることで合成した。 
 
② トランスフェクション 

Opti-MEMで 1.4 x 104細胞/μlに調製した RAW264.7細胞 70 μlを氷中で 5分間反応させた後、
2種類の RNP complexをそれぞれ 15 μlずつ添加した。その後、2 mm幅のキュベットに移し、
250 V, 500 μFの条件でエレクトロポレーションを行った。エレクトロポレーション後、細胞塊を
ほぐした後、6 well plateに移し、37℃, 5% CO2, 72時間インキュベートした。PCRにて HO-1遺
伝子への変異導入を確認した。 
 
③ シングルセルクローニング 
 HO-1 遺伝子への変異導入が確認できた RAW264.7 細胞は、96 well plate を用いて限界希釈法



により単一細胞クローンを単離した。得られた細胞クローンは 2-4日間培養した後、ゲノム DNA
を抽出し、PCRを行い、変異導入の有無を確認した。変異導入が認められた細胞クローンのみを
機能解析へと供した。 
 
(4) 免疫蛍光染色 

NIH3T3細胞を LabTekチャンバー (Thermo Scientific)で培養後、ケルセチンと共に 4時間イン
キュベートした。スライドは 4%パラホルムアルデヒドで 20分間固定し、0.5%Triton X-100で処
理後に Nrf2 および Cav-1 に対する一次抗体と 4°C で一晩反応させた。洗浄後、スライドを室
温で 3 時間 Alexa488 標識抗マウス IgG 抗体および Alexa555 標識抗ラビット IgG と共に反応さ
せた。4', 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI)により核染色を行い、共焦点レーザー
顕微鏡を用いて観察した。 
 
(5) 核分画および細胞質分画の抽出 

LysoPure Nuclear and Cytoplasmic Extractor Kit (富士フイルム和光純薬)を用いて行った。回収し
た NIH3T3細胞 (1x108個)に 1 mM DTT、プロテアーゼ阻害剤カクテルを含む cell lysis bufferを
加え、10分間インキュベートした後、撹拌し 500 gで 7分間遠心し、得られた上清を細胞質分画
とした。ペレットは 3 mM DTT、プロテアーゼ阻害剤カクテルを含む nuclei washing bufferを 500 
µl加え再懸濁させ 2分間インキュベートした後、500 gで 7 分間遠心した。上清を除去し、500 
µlの nuclei lysis reagentを加えて 15分間撹拌した後、20,000 gで 15分間遠心し、上清を核分画
として回収した。得られた核分画および細胞質分画は BCA法により濃度を測定し、免疫沈降に
供した。 
 
(6) ウエスタンブロッティング法 

12%または 15%アクリルアミドゲルを使用して 4 μgまたは 10 μgに調製したタンパクを SDS-
PAGEで分離後、polyvinylidene difluoride (PVDF) (Millipore)メンブレンに転写した。メンブレン
は 2%スキムミルクおよび 1% bovine serum albumin (BSA)で 1時間ブロッキングした後、1次抗
体を 4℃で一晩反応させた。0.1% Tween 20含有 PBS (PBS-T)で洗浄後、HRP標識抗ウサギ IgG抗
体あるいは抗マウス IgG抗体を 1時間反応させ、enhanced chemiluminescense kit (Millipore) また
は immuno Star Zeta (富士フイルム和光純薬)を使用し、目的のタンパクを化学発光にて検出した。
検出には Light-Capture (Atto)を使用した。 
 
(7) 統計・解析 
群間の統計学的比較は一元配置分散分析 (ANOVA)によって評価した。群間で Scheffeの post-

hoc testを行い、p<0.05を統計的に有意であるとした。統計解析には、StatView (SAS Institute Inc., 
Cary, NC, USA)を用いた。 

 
 
４．研究成果 
(1) Cav-1と Nrf2の共存に及ぼすケルセチンの影響 
 これまでの研究で、我々はケルセチンが細胞膜のコレステロール量を減少させることで Cav-1
の局在を変化させることを明らかにしている。Nrf2 は細胞膜で Cav-1 と共存することが報告さ
れていることから、ケルセチンによる Cav-1-Nrf2 複合体の局在変化について確認した。その結
果、定常状態では Cav-1-Nrf2 複合体は細胞膜に多く局在しているのに対し、ケルセチン処理後



は細胞質、核へと局在が移行することが明らかとなった (Fig. 1)。 
 
(2) ケルセチンによる細胞保護効果の確認 

RAW264.7細胞を 20 μMのケルセチンで 1時間インキュベートした後、LPSと IFN-γで刺激し
た（LPS/IFN-γ）。ケルセチンは、LPS/IFN-γによって誘導された Il6の発現（Fig. 2A）および NO
産生（Fig. 2B）を抑制した。 

 
(3) ケルセチンによる HO-1の誘導 
 次に、ケルセチンによる HO-1誘導を確認した。さまざまな濃度のケルセチン（0、5、10、20μM）
で 4時間または 8時間処理した後、HO-1 mRNAおよびタンパク質の発現レベルを、それぞれリ
アルタイム PCR およびウエスタンブロッティング法によって解析した。ケルセチンは、Hmox1
（Fig. 3A）および HO-1タンパク質（Fig. 3B）の発現レベルを増加させた。 

 
 
(4) ケルセチンによるオートファジーの誘導 
ケルセチンがオートファジーに及ぼす影響を検討した。細胞をケルセチンで 24時間処理し、
オートファジー誘導の程度と相関する LC3-II の量をウエスタンブロッティング法で解析した。
LC3-Iから LC3-IIへの変換は、ケルセチンによって用量依存的に増加し、ケルセチンがオートフ
ァジーを誘導することが確認された（Fig. 4A）。次に、ケルセチンが選択的オートファジーのア
ダプター分子として知られている p62 の発現を誘導するかどうかを検討した。ケルセチンは、
p62の発現と p62のセリン残基 351（S351）でのリン酸化を用量依存的に誘導した（Fig. 4B）。ケ
ルセチンで処理後 8時間から p62の発現の有意な誘導が観察され、24時間まで発現誘導が継続



していた（Fig. 4C）。また、p62のリン酸化については、ケルセチン処理後 1時間から 8時間で
増加した（Fig. 4C）。p62は Nrf2と競合して Keap1と相互作用し、その結果、Nrf2が活性化
されることが報告されていることから、ケルセチンが選択的オートファジーを誘導し、また
ケルセチンが誘導した p62が Keap1-Nrf2経路において正のフィードバックループを構築す
る可能性が示唆された。 
 
(5) HO-1 KO RAW264.7細胞の樹立 
ケルセチンによる選択的オートファジー誘導における HO-1 の関与を検討するため、

CRISPR/Cas 9を用いて HO-1欠損 RAW264.7細胞を樹立した。HO-1の欠損は、RAW264.7細胞
の細胞生存率に影響を与えなかった（Fig. 5B）。ケルセチンは、WT細胞および HO-1 KO細胞の
両方で Il6の発現レベルを低下させたが、HO-1 KO細胞における抑制の程度はWT細胞よりも減
弱した（Fig. 5C）。これらの結果から、ケルセチンが誘導する HO-1 は、ケルセチンの細胞保護
作用に関与していることが示唆された。 

 
(6) ケルセチンによる p62誘導における HO-1の関与 

HO-1がケルセチンによる p62誘導に関与しているかどうかを検討した。HO-1 KO細胞をケル
セチン 20 μMで 24時間処理し、p62の発現量をウエスタンブロッティング法で評価した。HO-1 
KO細胞は、WT細胞よりもケルセチンによる p62の誘導が強く (Fig. 6)、HO-1が p62の発現を
ネガティブに制御している可能性が示唆された。 

 
以上の結果から、ケルセチンは Nrf2-HO-1の活性化を通して細胞保護効果を誘導した。ケルセ
チンはまた、選択的オートファジーを誘導し、ケルセチンが誘導する HO-1は p62の発現を抑制
的に制御した。以上のことから、ケルセチンによって誘導される選択的オートファジーは HO-1
による制御を受けながら細胞保護効果を発揮する可能性が示唆された。 
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