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研究成果の概要（和文）： 本研究では、転写因子Nrf2を誘導し、リポポリサッカライド（LPS）により惹起される急性
肺傷害を予防することが可能かどうかを細胞実験および動物実験で検討した。RAWマクロファージ細胞を用いた細胞実
験では、ヒドロキノンとクルクミンがNrf2によって発現が増加する細胞内ヘムオキシゲナーゼ-1の発現を増強し、LPS
添加後のRAW細胞の一酸化窒素産生を抑制した。マウスを用いた動物実験では、低濃度LPSの前刺激後に致死量のLPSで
本刺激した場合、本刺激後に前刺激マウスのみにおいて著明な全身発光が見られ、LPS前刺激は本刺激後のNrf2活性化
を亢進させることにより生存率を改善することが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In the present study, we investigated whether Nrf2 activation suppresses macropha
ge activation as well as acute lung injury in mice induced by lipopolysaccharide (LPS). Hydroquinone and c
urucumin inhibited the production of nitric oxide in RAW macrophage cells treated with LPS via activation 
of Nrf2. When mice were treated with low dose of LPS followed by its lethal dose, all mice survived via ma
rked induction of Nrf2 after treatment with lethal dose of LPS. 
 It was suggested that Nrf2 activation could protect against LPS-induced acute lung injury in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 手術等の侵襲的処置を受ける患者にとっ
て、術後の敗血症に起因する臓器障害は予後
に大きな影響を及ぼすとされており、これら
の予防は周術期管理学上の重要な課題とさ
れている。敗血症の病態には、グラム陰性菌
の細胞壁成分であるリポポリサッカライド
（LPS）により活性化された単球／マクロフ
ァージにより産生される炎症性サイトカイ
ンなどの種々の炎症性メディエーターや活
性酸素の関与が指摘されている。この観点か
ら、抗酸化剤投与や抗サイトカイン療法など
が考案されているが、サイトカインには多く
のネットワークが存在し、単一あるいは数種
類のサイトカインを抑制するのみでは改善
しない症例も多く存在する。転写因子 Nrf2
はゲノム上転写調節領域の antioxidant 
response element (ARE)を介して、抗酸化能
を有する様々なタンパク質の発現を誘導す
ることが報告されている（図１）。このシス
テムは単独の転写因子を活性化することに
より、複数の内在性抗酸化タンパク質を同時
に誘導することが可能である。さらに、発現
誘導されたタンパク質群が互いに酸化還元
のリサイクルシステムを形成し、長時間にわ
たって抗酸化能を維持することができるた
め、今までにない観点から抗酸化治療への応
用が可能であると考えられる。また、Nrf2 は
TNF-、IL-1、COX-2、iNOS などの炎症性サ
イトカインやメディエーターの抑制に関与
することが報告されている（Lin et al., 
Biochem Pharmacol 76:967-973, 2008）。さ
らに、Nrf2 が自然免疫の重要な調節因子とし
て働き、敗血症を防御することが、Nrf2 欠損
マ ウ ス を 用 い て 報 告 さ れ て い る
（ Thimmulappa et al., J Clin Invest 
116:984-995, 2006）。しかしながら、Nrf2 を
活性化させて敗血症に伴う急性肺傷害を予
防する研究はほとんど行われていない。そこ
で Nrf2 活性化により、LPS により誘導される
急性肺傷害を予防できるかを細胞実験およ
び動物実験にて検討した。 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 本研究は、転写レベルでの予防（治療）法
を開発することを目的に、主に食品機能性成
分等により、数多くの抗酸化タンパク質や抗
炎症因子を誘導することが知られている転

写因子 Nrf2 を誘導し、内在性の抗酸化およ
び抗炎症システムを同時に活性化させるこ
とによりLPSにより惹起される急性肺傷害を
予防することが可能かどうかを検討する研
究である。 
 本研究により、食品機能性成分等の標的分
子を含めた Nrf2 活性化の作用機序が解明で
きれば、より効果的な急性肺傷害予防（治療）
の化学物質を合成することができ、新規の創
薬につながる可能性も含めて、本研究の成果
は周術期管理に大いに役立つものと考える。 
 
３．研究の方法 
 （１）細胞実験 
 マウスマクロファージ由来の細胞株であ
る RAW264 細胞を、10％ウシ胎児血清、2 mM
グルタミン、抗生物質を添加したダルベッコ
変法イーグル培地で培養した。培養2時間後、
プレート非接着細胞を除去後、新しい培地を
加え LPS（1 µg/ml）を添加した。各種ポリフ
ェノールやキノンは LPS 刺激の 24 時間前に
添加した。細胞生存率を MTT 法で、培地中の
NO 濃度を Griess 法で、細胞内ヘムオキシゲ
ナーゼ-1（HO-1）の発現をウエスタンブロッ
ト法で解析した。 
（２）動物実験 
 雄性 C57BL/6 系マウス(7 週齢)をクレア
(株)より購入し、1 週間飼育した。水及び飼
料の摂取は自由とした。Nrf2 レポーターマウ
スであるOKD-Lucマウスは群馬大学医学部岩
脇隆夫先生より提供された。 
 LPS（サルモネラ菌由来、Sigma Chemical
より購入）は phosphate-buffered saline に
溶解し、50または 150 mg/kg 体重の用量で
腹腔内投与した。初めのLPS投与5日後に600 
mg/kg LPS を腹腔内投与した。２度目の LPS
投与後、12 時間ごとに 132 時間後までマウス
の生死を確認した。対照マウスには同量の溶
媒を投与した。Nrf2 活性化を in vivo で調べ
るためにOKD-Lucマウスを用いて上記と同様
の実験を行った。LPS 初回投与時、2回目投
与時、2回目投与 20 時間後におけるマウスの
全身のルシフェラーゼ発光を観察した。LPS
初回投与の変わりにケルセチンあるいはブ
チルヒドロキシアニソール（BHA）を投与し、
同様の実験を行った。 
 
４．研究成果 
 ポリフェロールやキノンのNrf2活性化能に
ついてRAWマクロファージ細胞を用いて検討
した。Nrf2は上述したように、炎症性サイト
カインやメディエーターの抑制に関与するこ
とが報告されているので、ポリフェノールや
キノンのLPSによるRAW細胞活性化に対する抑
制効果をNO産生抑制効果により調べた。 
ヒドロキノン（HQ）（0, 1.25, 2.5, 5 µM）を
RAW細胞に添加24時間後に培地を交換し、1 
µg/ml LPSを添加して、さらに24時間保温後、
培養上清中のNO量を測定した。HQはLPS単独添
加により増加したNO量を用量依存性に16, 



21, 23%抑制した（図２）。 

 
このときの細胞生存率は2.5 µM HQまでは変化
が見られなかったが、5 µM HQではHQの細胞毒
性により約10%低下した（図３）。 

 
 
Nrf2によって発現が増加するHO-1をウエスタ
ンブロッティングで測定したところ、1.25 µM
および2.5 µM HQの24時間処理により、未処理
細胞に対して1.6倍のHO-1発現増強が認めら
れた（図４）。 

 
食品ポリフェノールであるクルクミンもLPS

添加後のRAW細胞のNO産生を抑制し、それ自身
RAW細胞のHO-1発現を増強した。しかしながら
クルクミンも高濃度では細胞毒性が出現した
（データ未提示）。 
 動物実験において、低濃度 LPS（50 mg/kg
体重）投与により Nrf2 活性化が起こるかを
Nrf2レポーターマウスであるOKD-Lucマウス
を用いて検討した（図５）。 
 

 
低濃度 LPS刺激 5日後までマウスにはルシフ
ェラーゼによる発光は観察されなかった。一
方、150 mg/kg LPS を投与されたマウスは LPS
投与後 20 時間から一部発光を認め、5日後に
は全身の発光が観察された。予め弱い刺激を
与えておくと、本刺激に対する応答が増強す
ることが知られている（プレコンディショニ
ング）。低濃度 LPS（50 mg／kg）で前刺激 5
日後に致死量の LPS（600 mg／kg）で本刺激
を行い 20 時間後のマウスのルシフェラーゼ
発光を調べた。前刺激および前刺激を行わな
いコントロールマウスとも本刺激時にはル
シフェラーゼの発光が見られなかったが、本
刺激 20 時間後に前刺激マウスにおいて著明
な全身発光が見られた。プレコンディショニ
ングのマウス生存率に及ぼす影響を調べる
ためにC57BL/6マウスを用いて実験を行った。
低濃度LPSでプレコンディショニングを行っ
たマウスの本刺激5日後のマウスの生存率は
100%であった。これに対し、低濃度 LPS を投
与しなかったマウス（コントロール）では生
存率は 20%であった。以上の結果より、LPS
前刺激は本刺激後の Nrf2 活性化を亢進させ
ることにより生存率を改善することが示唆
された。低濃度 LPS のかわりに前刺激として
ポリフェノールであるケルセチンあるいは
Nrf2活性化剤として知られるBHAを用いた場
合、生存率はごくわずかに上昇した（データ
未提示）。 
 今後は Nrf2活性化を介してさらに生存率を
改善できるポリフェノールなどの機能性成
分を探索することが必要と考えられた。 
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