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研究成果の概要（和文）：我々は、ジヒドロピラジン類（DHPs）の生体影響を明らかにするため、HepG2 細胞を用いて
検討を行った。メチル化 DHP を曝露した結果、HepG2 細胞に細胞障害が惹起された。また、影響が強かった 3-hydro-
2,2,5,6-tetramethylpyrazine (DHP-3) 曝露により 酸化ストレス応答性タンパク質の mRNA 量が顕著に増加すること
が明らかとなった。一方、糖尿病患者の血中では、健常者の血中に比べ DHP の濃度が上昇していた。以上の結果から
、DHP 類は、生体内に普遍的に分布しており、酸化的ストレスを介して影響を及ぼしている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Dihydropyrazines (DHPs), formed by nonenzymatic glycation, are known to exert vari
ous effects in vitro and in vivo. In this study, we investigated the effects of DHP on human hepatoma HepG
2 cells using 2,3-dihydro-5,6-dimethylpyrazine (DHP-1), 2,3-dihydro-2,5,6-trimethylpyrazine (DHP-2), and 3
-hydro-2,2,5,6-tetramethylpyrazine (DHP-3) as model compounds.  All of the tested compounds exerted cytoto
xic activity against HepG2 cells, and significantly so at the highest concentration. DHP-3 was the most cy
totoxic drug. Additionally, DHP-3 exposure showed the significant increase of heme oxygenase-1 and glutama
te cysteine ligase catalytic subunit mRNA after exposure. The serum concentration of DHPs in diabetic pati
ent showed significant increase compared with that in non-diabetic patient. Therefore, These results sugge
sted that the Nrf2-ARE signal pathway activated by oxidative stress is in part involved in the effect of D
HP on mammalian cells.
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１．研究開始当初の背景 

 近年の世界的な都市化とライフスタイル

の変化は、発展途上国においてすら劇的な

生活環境の変化を生み出している。特に食

生活に関して、高タンパク質・高脂肪食へ

の移行が進んでおり、これを原因とした

様々な疾病の拡大が危惧されている。血糖

値が病的に上昇する糖尿病は、その発症機

構により大きく 2 種類（Ⅰ型糖尿病とⅡ型

糖尿病）に分類される。食生活などの環境

因子が原因と考えられる Ⅱ 型糖尿病は、

上に述べたライフスタイルの変化と相俟っ

て、世界規模での患者数の増加を示してい

る。糖尿病のほとんどは無症状、もしくは

のどの渇きや尿排泄量の増加といった軽微

な症状を呈する。このため、治療を施さな

いまま長期間放置され、結果として慢性化

する場合も多い。糖尿病の慢性化に伴い

様々な合併症が引き起こされることは、広

く認識されている。この合併症の発症機構

に関する研究報告はこれまでにもなされて

おり、最近では酸化的ストレスの関与など

が予想されている (1,2)。しかしながら、

糖尿病合併症の症状は複雑であり、その全

貌の解明に至っておらず、有効な対処法も

構築されていない。近年、その発症機構と

して、終末糖化産物（Advanced glycation 

endoproducts, AGEs) と呼ばれる低分子化

合物の関与が注目されている。AGEs は、グ

ルコースなどの還元糖とアミノ基を有する

タンパク質などが非酵素的反応 (メイラー

ド反応) によって縮合した化合物の総称で

あり、生体内に数十種類存在すると言われ

ている。最近、その一部がアルツハイマー

病などの神経変性疾患や悪性腫瘍の増殖、

転移、浸潤などに関与している可能性が示

された。このため、その生体影響の解明は、

喫緊の課題となっている。 

 

２．研究の目的 

 我々はこれまで、AGEs の一つであるジヒ

ドロピラジン類（dihydropyrazines, DHP 

類）が生体に及ぼす影響に注目し研究を行

ってきた。DHP 類は、グルコサミン 2 分子

の脱水縮合反応によって生じる AGEs の一

つである。我々の研究成果から、DHP 類が、

plasmid DNA に対して DNA 鎖切断活性を

有すること、さらに、この作用が、銅イオ

ンの存在下において増強されることを明ら

かにした (3)。DHP 類が DNA 鎖切断活性を

引き起こす機構については不明な点が多い。

しかしながら、DHP 類が銅イオンの存在下

において酸化的ストレスを発生し、さらに 

DHP 類自身が carbon-centered radical 

として他の生体成分に反応することが、

我々の検討より示唆されている (4,5)。従

って、DHP 類による生体影響に、酸化的ス

トレスが大きく関与していることが予想さ

れる。一方、DHP 類は不安定な構造である

ため、生体内における動態をモニタリング

することは困難である。しかしながら、DHP 

類の代謝物と予想されるピラジン類が、健

常者の尿中から検出されており、かつ糖尿

病患者の血中や尿中で増加することが明ら

かとなっている (6)。このように、DHP 類

は、生体内に普遍的に分布し、さらに生体

に対し影響を及ぼす可能性が高いと考えら

れている。しかしながら、その詳細につい

ては不明な点が多い。そこで、我々は、DHP 

類の生体への影響を分子生物学的、および

細胞生物学的手法により明らかにすること

を目的として検討を行った。また、In vivo 

における DHP 類発生の実証を得るため、

DHP 類の検出法の開発並びにその検証も合

わせて行った。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、代表的な DHP 類としてメチ

ル化 DHP（DHP-1: 5,6-dimethyldihydro- 

pyrazine; DHP-2:  2,5,6-trimethyldi- 



hydropyrazine; DHP-3: 2,2,5,6-tetra- 

methyldihydropyrazine）を使用した。これ

ら DHP は、当研究室において山口らの方法

に従い合成した（3）。ヒト肝ガン細胞であ

る HepG2 細胞に DHP を曝露したのち、細

胞障害性を Cell count kit WST-8 (Dojindo 

Lab., Kumamoto, Japan) を用いて観察した。

また、細胞障害が引き起こされた際の細胞

内酸化型/還元型グルタチオン含量を 

GSSG/GSH Quantification Kit (Dojindo 

Lab., Kumamoto, Japan) を用いて定量した。

次に、DHP 曝露 HepG2 細胞より genome 

DNA を抽出したのち、8-ヒドロキシデオキ

シグアノシン（8-OHdG）含量を HPLC を用

いて定量した。さらに、DHP 曝露 HepG2 細

胞において発現変動を示す遺伝子の検出を

行うため、DHP-3 を曝露した HepG2 細胞よ

り RNeasy Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Hilden, 

Germany) を用いて RNA を抽出したのち、

高感度 DNA チップを用いたマイクロアレ

イを行った。発現変動が顕著であった遺伝

子に関しては、同様の方法で抽出した RNA 

から逆転写酵素（ReverTraAce® qPCR RT 

Master Mix with gDNA Remover, Toyobo Co., 

Ltd., Osaka, Japan）を用いて cDNA を調

製したのち、THUNDERBIRD™ SYBR® qPCR Mix 

(Toyobo Co., Ltd.) および特異的 primer 

を用いて real-time PCR を行った（反応条

件： 95 ̊ C, 60 sec - (95 ̊ C, 15 sec - 60 

C̊, 60 sec) x 45 [β-actin] or 50 [others] 

cycles）。なお、特異的 primer は、以下の

ものを Life technologies に委託合成し

使用した。 

Homo sapiens β-actin (BACT): 

  Forward : 

  5'-CCTGGCACCCAGCACAAT-3' 

  Reverse : 

  5'-GGGCCGGACTCGTCATACT-3' 

  Product size : 144 bp 

 

Homo sapiens heme oxygenase-1 (HO-1): 

  Forward : 

  5'-TTCTCCGATGGGTCCTTACACT-3' 

  Reverse : 

  5'-GGCATAAAGCCCTACAGCAACT-3' 

  Product size : 62 bp 

Homo sapiens glutamate cysteine ligase 

catalytic subunit (GCLC):  

  Forward : 

  5'-CTGTTGCAGGAAGGCATTGAT-3' 

  Reverse : 

  5'-TTCAAACAGTGTCAGTGGGTCTCT-3' 

  Product size : 81 bp 

 

４．研究成果 

 HepG2 細胞に DHP-1, DHP-2 および 

DHP-3 を 24 時間曝露した結果、いずれも 

図 1.  HepG2 細胞に対する DHP 誘発
性細胞障害の用量依存性.各値とも 8 
〜 9 検体の平均吸光値の百分率 ± 
S.D. で表記。有意差： **,p<0.01; 
***,p<0.001. 



10 µM - 1 mM の濃度範囲において細胞障害

性が認められた（図 1）。また、DHP-3 によ

る影響が最も強く、1 mM, 24 時間の曝露に

よりほとんどの細胞が障害を受けることが

明らかとなった（estimated LD50, DHP-1: 

1,163 ± 151 µM; DHP-2: 738 ± 216 µM; 

DHP-3: 299 ± 75 µM）。また、DHP-3 曝露 

HepG2 細胞において酸化型グルタチオン濃

度の上昇が見られたことから、DHP による

細胞障害にグルタチオンバランスの崩壊が

関与する可能性が示唆された。次に、DHP に

よる細胞障害機構を明らかにするため、特

に影響の強かった DHP-3 をモデル化合物

として HepG2 細胞に曝露したのち、遺伝子

障害の指標の一つである 8-OHdG 量を測定

した。しかしながら、DHP-3 曝露による顕

著な変化は認められなかった（データ未掲

載）。そこで、DHP-3 曝露時における細胞応

答を解析するため、高感度 DNA チップを用

いたマイクロアレイを行った。その結果、

DHP-3 曝露時において、501 種の遺伝子の

発現増加および 61 種の遺伝子の発現低下

が引き起こされていることが明らかとなっ

た。発現増加が引き起こされた遺伝子の中

に酸化的ストレスに関する遺伝子が認めら

れため、それらの遺伝子に対して 

real-time PCR を行った。その結果、DHP-3 

曝露初期（〜 6 時間）において、酸化的ス

トレス応答性のタンパク質である heme 

oxygenase-1 (HO-1) および  glutamate 

cysteine ligase catalytic subunit (GCLC)

の mRNA 量が有意に増加することが明らか

となった（図 2）。HO-1 mRNA の増加は、曝

露初期に顕著であり、曝露後期（〜 24 時

間）にかけてコントロールレベルまで低下

した。これに対し、GCLC mRNA の発現レベ

ルは、曝露初期から後期にかけてコントロ

ールの 2 〜 3 倍を維持していた。最後に、

生体内における DHP の分布を明らかにす

るため、DHP 化ヒト血清アルブミンを固相

化抗原として作成した抗 DHP ウサギポリ

クローナル抗体を用いて競合的 ELISA 法

を行い、健常者および糖尿病患者の血清サ

ンプル中における DHP 量の差を検証した。

その結果、コントロール群である空腹時健

常者の血清では平均約 2 µg DHP/mL であっ

たのに対し、糖尿病患者群では平均約 4 

µg/mL と有意な増加を示した。以上の結果

から、① DHP 類は、健常者中に存在してお

り、糖尿病に罹患することで生体内濃度が

上昇すること、② DHP は、生体に対し細胞

障害などの影響を及ぼす可能性があること、

そして ③ DHP による生体影響に酸化的ス

トレスが関与していることが明らかとなっ

た。今回の検討で DHP による遺伝子への影

響を明らかにすることができなかったが、

検出感度を上げることで今後解析可能であ

ると考えられる。また、今回の検討で用い

図 2. DHP 曝露による HO-1 および GCLC 
mRNA 発現レベルの時間依存的変化.コ
ントロールは、0.1% DMSO を含む培地
とし、それぞれの発現量は、-actin 
mRNA の発現量をもとに標準化されて
いる。各値とも4検体の平均値 ± S.D.
で表記。有意差：*, p<0.05; ***, 
p<0.001. 



た DHP 1 mM が、生体内の組織における実

際の濃度と比べ適切であったか否かについ

ては議論の余地が残っているため、今後も

解析を続ける必要があると考えられる。 
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