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研究成果の概要（和文）：ω３PUFAs、なかでもDHAが転写因子Nrf2を活性化することにより、内皮細胞における抗酸化
ストレス作用を示すことを示した。さらに、DHAによるNrf2の活性化作用は、DHAのω端の２重結合が酸化されて生成さ
れる4-hydroxy hexenal(4-HHE)による作用であることが明らかになった。興味深いことに、ω６PUFAsであるアラキド
ン酸(ARA)より同様の機序で生成される4-hydroxy nonenal(4-HNE)にも同様の作用が認められ4-HHEや４-HNEは培養内皮
細胞を酸化ストレスから保護する作用が認められた。

研究成果の概要（英文）：We tested whether n-3 PUFAs showed antioxidant activity through the activation of 
 Nrf2, a master transcriptional factor for antioxidant genes. C57BL/6 or Nrf2-/- mice were fed a fish-oil 
diet. Fish-oil diet significantly increased the expression of heme oxygenase-1 (HO-1), and endothelium-dep
endent vasodilation in the aorta of C57BL/6 mice, but not in Nrf2-/- mice. Furthermore, we observed that 4
-hydroxy hexenal (4-HHE), an end-product of n-3 PUFA peroxidation, was significantly increased in the aort
a of C57BL/6 mice, accompanied by intra-aortic predominant increase in DHA rather than that in EPA. Human 
umbilical vein endothelial cells were incubated with DHA or EPA. We found that DHA, but not EPA, markedly 
increased intracellular 4-HHE, and nuclear expression and DNA binding of Nrf2. Both DHA and 4-HHE also inc
reased the expressions of Nrf2 target genes including HO-1. Furthermore, DHA prevented oxidant-induced cel
lular damage  and this effect was disappeared by  the siRNA of Nrf2. 
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１．研究開始当初の背景 
 インスリン抵抗性/メタボリックシンドロ
ームにおける血管障害において血管内皮で
の酸化ストレスの蓄積の重要性が明らかに
されている。しかしながら、抗酸化剤による
治療はこれまでのところ有効性を示せてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではインスリン抵抗性状態に起因
する血管障害における細胞の抗酸化システ
ムのマスターレギュレーターである Nrf2 活
性化の意義を明らかにし、Nrf2の活性化を分
子標的とする治療戦略の有用性を示す。 
 
３．研究の方法 
 n-3 PUFAsを Keep1-Nrf2システムの活性
化薬として使用し、Nrf2ノックアウトマウス
を用いて、インスリン抵抗性／高インスリン
血症状態での内皮機能障害および血管炎症
反応が亢進していることを明らかにする。 
 
４．研究成果 D 
 1)Nrf-2 を介する魚油の大動脈に対する効
果について 
 転写因子 Nrf2を介する魚油食の血管組織へ
の効果を検討するために、我々は血管組織に
おける HO-1遺伝子の発現を検討した。  
 魚油食を投与したマウス群では対照食群
のマウスに比較して軽度の体重の増加を認
めたが、対照マウス（C57BL/6）と Nrf2−/− 
マウス間では差を認めなかった。血清中のト
リグリセリド濃度は対照食群および魚油食
群ともに Nrf2−/− マウス群で上昇していた
が、血糖値、総コレステロール値、遊離脂肪
酸値には 4群間で差を認めなかった。図 Aに
魚油食による胸部大動脈での HO-1 遺伝子の
発現に対する効果を示した。魚油食は HO-1
遺伝子の発現を対照マウスにおいて有意に

増加させたものの、Nrf2−/− マウスにおい
てはその効果を認めなかった。 
 図 B に示すように、HO-1 蛋白の発現に関
しても魚油食の効果を Nrf2−/− マウスにお
いて認めなかった。 
 次に、魚油食が大動脈のアセチルコリン依
存性血管弛緩反応に影響を与えるか否かに
ついて検討を行った。対照マウスにおいて、
魚油食は大動脈のアセチルコリン依存性血
管弛緩反応を有意に増加させた。対照的に、
Nrf2−/− マウスにおいては魚油食の大動脈
のアセチルコリン依存性血管弛緩反応に対
する効果が消失していた（図 C、D）。魚油
食による SNP 依存性の血管弛緩反応にたい
する効果も検討したが、魚油食は SNP依存性
の血管弛緩反応に影響しなかった。(図 E、 F).  
 このような結果から、魚油食は転写因子
Nrf2 を介して内皮依存性の血管弛緩反応を
亢進させていると考えられた。 
 
2) DHA による酸化ストレスを介した細胞障
害抑制効果について 
 tBHPを介した酸化ストレスによる細胞障害
を DHA が抑制するかをヒト臍帯静脈内皮細
胞において検討した。図 Aは tBHPによる酸
化ストレス誘導後６時間における細胞の生
存率を MTT 解析にて検討した結果を示して
いる。250μMもしくは 500μMの tBHPは濃
度依存性の細胞毒性を示しが、DHAであらか
じめ 16 時間処置しておいた場合は有意に
tBHPの毒性が現弱していた。 
 図 B と C は細胞内の還元型グルタチオン
(GSH)濃度と還元型と酸化型グルタチオンの
比をそれぞれ示している。内皮細胞を１６時
間 DHAと孵置することにより、細胞内 GSH
濃度は対照の１．５倍に増加した。還元型と
酸化型グルタチオンの比には変化を認めな
かった。 

 さらに、DHAの抗酸化活性を検討する目的
で、tBHP で処理した内皮細胞における活性
酸素種の合成を検討した。250 および 500 
µM の tBHP で処理した細胞は図 Dに示すよ
うに tBHP 濃度依存性に活性酸素種を合成し
た。一方、培養内皮細胞を DHAと 16時間孵
置することにより、活性酸素種の合成は有意
に減少した。 



 3)培養血管内皮細胞における DHA による
HO-1遺伝子発現誘導の分子機構の検討 
 DHAによる転写因子Nrf2の活性化の分子
機構を検討するために、Nrf2 活性化の上流の
シグナル経路を検討した。まず、内皮細胞に
PPARαのsiRNAを導入してPPARα遺伝子発現
の抑制を試みた。図 Aは PPARα遺伝子発現の
抑制効果を示しているが、PPARαの遺伝子発
現は 87％抑制された。しかしながら、図 Bに
示すように DHA による HO-1 遺伝子のは
PPARα遺伝子発現を抑制しても変化しなか
った。 
  次に、内皮細胞をシクロオキシゲナーゼ
(COX)阻害薬あるいは抗酸化薬と孵置して
DHA による HO-1 遺伝子の発現を検討した。
その結果を図 C から E に示すが、COX1 や 
COX2の阻害薬および 抗酸化薬の BHTやビ
タミン Eは HO-1遺伝子の発現に影響しなか
った。しかしながら、図 Fに示すようにグル
タチオンの前駆物質である N アセチルシス
テイン（NAC）は DHA による HO-1 遺伝子
の発現を著明に抑制した。 
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