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研究成果の概要（和文）：糖尿病は厚生労働省が定める重大疾病の一つである。糖尿病は、LDLコレステロール
の血中濃度が高い状態である高LDL血症のリスクを高める。高LDL血症は、動脈硬化形成を促進し、心疾患や脳梗
塞の原因となることが報告されており、ヒトを対象とした調査では、糖尿病患者の7割が心疾患と脳梗塞で死亡
している。本研究では、糖尿病における高LDL血症発症のメカニズム解明と食品由来成分による高LDL血症改善法
を検討する。申請者の研究によって、高グルコースはLDLのエンドサイトーシスを低下させることや、食品由来
成分によりエンドサイトーシス活性を上昇させ、高LDL血症を改善する可能性のある因子を見つけた。

研究成果の概要（英文）：Diabetes mellitus is one of the major diseases defined by the Ministry of 
Health, Labor and Welfare. Diabetes increases the risk of hyperLDL hematosis, a condition in which 
blood levels of LDL cholesterol are high. HyperLDLemia has been reported to promote atherosclerosis 
formation and cause cardiac disease and stroke. In a human study, 70% of diabetic patients died of 
cardiac disease and stroke. This study aims to elucidate the mechanism of hyperLDLemia development 
in diabetes mellitus and to examine methods of improving hyperLDLemia with food-derived ingredients.
 The applicant's research has found that high glucose decreases LDL endocytosis and that certain 
food-derived components improve hyperLDLemia by increasing endocytotic activity.

研究分野：栄養生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病有病者は、循環器疾患で亡くなる割合が多い。本研究によって、糖尿病における高LDL血症発症のメカニ
ズムが明らかになるとともに、エンドサイトーシス活性を上昇させることによって、高LDL血症を改善する可能
性のある食品由来成分を見つけ出した。本研究によって明らかになったメカニズムはこれまでに報告がなく、新
たな切り口でこのメカニズムをターゲットとすることによって、糖尿病における高LDL血症を予防・改善する方
法が確立されることが期待される。

※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 
日本において糖尿病は国が定める重要疾患の一つである。糖尿病による高血糖は、いわゆる悪
玉コレステロールと呼ばれている LDL の血中濃度が高い状態である高 LDL 血症のリスクを高
める。高 LDL血症は、心疾患や脳梗塞の原因となり、ヒトを対象とした調査では、糖尿病患者
の 7割が心疾患と脳梗塞で死亡しているとの報告がある。 
高 LDL血症に対する薬としては、肝臓でのコレステロール合成を阻害するスタチン系の薬剤
が使用されることが多い。しかし、最近の研究では、スタチン系の薬剤は血糖値を上昇させるた
め、糖尿病患者が使用するにはリスクがあることが報告されている(Zigmont et al., Diabetes 
Metab Res Rev, 2019)。従って、糖尿病における高 LDL血症の改善には、新しい方法の確立が
求められている。 
マウスにおいてエンドサイトーシス調節因子である Rab5をノックダウンすると LDLコレス
テロールの細胞への取り込みが低下し、血中 LDL濃度が高くなることが報告されている。申請
者は、上記のことや申請者の予備的実験を踏まえて、糖尿病における高血糖（高グルコース）は、
エンドサイトーシス活性を低下させることによって、LDL のエンドサイトーシスを阻害し、高
LDL血症をもたらすのではないかと仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、糖尿病における高グルコースによる高 LDL血症発症のメカニズムを解明す
ることと、食品成分による高 LDL血症を改善法する方法について検討することである。 
 
 
３．研究の方法 
・A549 細胞は、DMEM 培地で培養した。 
・グルコース濃度の解析については、GLUP は同仁化学研究所から購入し、マニュアルを参考に
測定した。グルコースの吸光度法による測定は、グルコース測定キットを同仁化学研究所から購
入し測定した。培地におけるグルコース濃度の測定は、センサーチップによる方法で測定した。 
・ウェスタンブロット法は、特異的抗体を用いて一般的な方法に準じて行った。 
・細胞数の計測は、セルカウンターを用いて計測した。 
・Rab5 の活性測定は GST-R5BD プルダウン法で行った。 
・Rab5 と EEA1 の細胞内局在性は、特異的抗体を用いて、免疫染色法を行い、蛍光顕微鏡で観察
した。画像を ImageJ で解析し、ピアソン係数を算出した。 
・LDL コレステロールのエンドサイトーシスは、pHrode-Red-LDL をサーモフィッシャーサイエン
ティフィック社より購入し、マニュアルを参考にして、蛍光マイクロプレートリーダーで測定し
た。 
 
 
４．研究成果 
・細胞内へのグルコースの取り込み測定 
グルコースの細胞内への取り込み量を明らかにすることを目的として、グルコース蛍光測定
試薬である GLUP を用いて、細胞内におけるグルコースを蛍光顕微鏡で観察した。その結果、 
当然ではあるが、正常グルコース濃度で培養した A549 細胞と比較して、高グルコース培養した
A549 細胞では、細胞内おけるグルコース濃度が高いことが明らかとなった。また、細胞内おけ
るグルコース濃度を、吸光度法においても解析した。その結果、正常グルコース濃度で培養した
A549 細胞と比較して、高グルコース培養した A549 細胞では、細胞内のグルコース濃度は高いこ
とが、明らかとなり、GLUP を使用した蛍光顕微鏡観察の結果と傾向性が一致した。また、この
吸光度法によるグルコース濃度測定を用いて、経時的に細胞内グルコース濃度を測定したとこ
ろ、高グルコース培地で培養した A549 細胞では、細胞内グルコース濃度がしばらくの間は上昇
し続け、その後、細胞内グルコース濃度が徐々に低下していた。一方、正常グルコース濃度で培
養した A549 細胞は、若干の細胞内グルコース濃度の変化はあるものの、ほぼ一定であった。さ
らに、培養細胞培地中のグルコース濃度についても測定した。その結果、正常グルコース濃度と
高グルコース濃度ともに、経時的に培地中のグルコース濃度が低下していた。興味深いことに、
高グルコース培養に着目すると、培地中のグルコース濃度は徐々に低下し続けていたが、A549 細
胞のグルコース濃度は徐々に上昇し、ピークを過ぎると徐々に低下している点で変化の仕方が
異なっていた。 
 
 
・グルコース濃度の違いによる MAPK シグナルや炎症、細胞増殖への影響 
 高グルコースによる炎症や細胞増殖などに関わる MAPK(JNK, p38, Erk)への影響を明らかに



する目的で、高グルコース濃度で A549 細胞を培養し、JNK, p38, Erk のリン酸化をウェスタン
ブロット法で解析した。その結果、p38 と Erk のリン酸化は顕著に上昇し、また、JNK のリン酸
化は、若干ではあるものの上昇していた。次に、高グルコースによる炎症性サイトカインである
IL-6 の発現と誘導型一酸化窒素(iNOS)の発現量をウェスタンブロット法で解析した。その結果、
正常グルコース濃度と比較して、高グルコース濃度で培養した A549 細胞では、IL-6 の発現と
iNOS の発現が上昇していた。これらのことより、高グルコース培養した A549 細胞においては、
炎症が惹起されているものと考えられた。炎症が惹起されると細胞増速が促進することが知ら
れている。そこで、高グルコース培養における、A549 細胞の増殖について解析した。高グルコ
ース培地で培養し、セルカウンターで A549 の細胞数を計測したところ、正常グルコース培養と
比較して、高グルコース培養では、細胞数が多いことが明らかとなった。炎症は、高 LDL 血症の
リスクを高めや動脈硬化を促進することより、高グルコースによる炎症惹起は、高 LDL 血症のリ
スクを上昇させ、動脈硬化症の原因となるものと考えられる。 
 
 
・グルコース濃度の違いによるエンドサイトーシスへの影響 
 高グルコースによるエンドサイトーシへの影響を明らかにするために、高グルコース培地で
A549 細胞を培養し、GST-R5BD プルダウン法で Rab5 の活性を測定した。その結果、正常グルコー
ス培養と比較して、高グルコース培養した A549 細胞では、Rab5 の活性が低下していた。次に、
高グルコース培地で A549 細胞を培養し、Rab5 と初期エンドソームマーカーである EEA1 の細胞
内局在性を蛍光顕微鏡で観察した。ImageJ によって、共局在の割合を表すピアソン係数を算出
したところ、正常グルコース培養と比較して、高グルコース培養した A549 細胞では、Rab5 と
EEA1 の共局在が有意に低下していた。さらに、高グルコースによる LDL コレステロールの細胞
内への取り込み（エンドサイトーシス）を解析した。pHrode-Red-LDL を用いて、LDL コレステロ
ールのエンドサイトーシスを測定したところ、正常グルコース培養と比較して、高グルコース培
養した A549 細胞では、LDL コレステロールのエンドサイトーシスが低下していた。これらのこ
とより、高グルコースは、エンドサイトーシス活性を低下させることによって、LDL が細胞外（血
中）に蓄積し、高 LDL 血症を発症する可能性が示唆された。 
 
 
・高 LDL 血症改善法の検討 
 上記の結果より、高グルコースは、エンドサイトーシス活性を低下させて、高 LDL 血症が発症
する可能性が考えられた。そこで、Rab5 の活性を上昇させることができれば、高 LDL 血症を改
善することができるものと考えた。さまざまな食品由来成分を培養細胞に添加し、GST-R5BD プ
ルダウン法で、Rab5 の活性を測定した。その結果、特許などの取得の可能性があるため詳細は
記載できないが、Rab5 の活性を上昇させる食品由来成分を明らかにした。 
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