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研究成果の概要（和文）：各種 NO 産生抑制化合物をランダムに組合せて isobologram で判定し

た結果、クルクミン（CUR）とレスベラトロール（RES）が、相乗作用を示すことが判明した。

同様に、CUR とルテオリン（LUT）の間にも相乗作用が認められたが、LUT と同様のフラボン系

NO 産生抑制化合物である、クリシン（CHR）やアピゲニン（API）は、CUR との間に相乗作用を

示さなかった。また Western 解析から、CUR と LUT、および CUR と RES の間には、LPS による iNOS

タンパク質誘導抑制において増強効果が認められた。LUT は CHR や API とは B 環のみが異なっ

ており、B環のカテコール構造が相乗作用に関与しているものと示唆された。 

 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： From isobolograms of various food-derived NO 
production-suppressive compounds, Curcumin (CUR) and Resveratrol (RES) showed 
synergistic effects. While CUR and Luteolin (LUT) also showed synergistic effect, Chrysin 
(CHR) and Apigenin (API), other flavones with NO production-suppressive activity, did 
not show synergism with CUR. From Western blot analysis, combination of not only CUR and 
LUT but also CUR and RES showed enhancement effects in inhibitory rate of LPS-induced 
iNOS protein production. Because LUT has characteristic catechol moiety in the B-ring, 
which is not resided in CHR and API, the moiety may be associated in the synergism between 
LUT and CUR.  
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１．研究開始当初の背景 

マクロファージはリポ多糖(LPS)などの刺
激によって一酸化窒素(NO)ラジカルを産生
するが、慢性炎症局所における NO 過剰産生
は各種炎症性疾患の要因となる。これまでに
NO 産生を抑制する食由来成分が各種報告さ
れているが、食品は多様な化合物の混合系で

あり、それぞれの分子作用機序も異なる。こ
のような複合系では、作用機構が異なる化合
物が相乗効果を発揮すれば高い効力を示す
と期待される。 

そこで、複数の食素材由来化合物を同時摂
取する際に、最も強力な活性を発揮する理想
的な組合せと混合比率に関して合理的デザ



インを確立できれば、有益である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、食由来 NO 産生抑制成分につ

いて、相乗的効果を示す組合せを探索し、見
出された組合せについて、その作用機序を構
造機能相関などの観点から検討する。そして
どのような化合物の組合せが最も強力な活
性を発揮するか、理想的組合せと比率につい
て合理的手法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

RAW264 マクロファージ細胞株を LPS で
刺激し、24 時間後の培養上清に含まれる亜硝
酸イオン濃度を Griess 法で調べ、NO 産生量
を測定した。本アッセイ系に複数の食由来化
合物を同時添加することで、増強効果を示す
化合物を一次選抜した。 

その結果得られた候補化合物について、
isobologram 法でさらに詳細な検討を加えた。
まず食由来化合物を単独添加してNO産生抑
制活性を検討し、各化合物の 50%阻害濃度
(IC50)を算出した。次に、２種類の化合物を
同時添加した場合の IC50 を求めて各化合物
単独使用時の IC50に対する比、すなわち相対
量を求めた。この結果をグラフにプロットし
て isobologram（図１）を作成し、相乗作用
の判定を行った。 

また iNOS などの各種炎症誘発性タンパク
質の発現を Western 解析により調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．isobologram による相乗作用判定 
 
４．研究成果 
フラボノイド、テルペノイド、クマリン類、

クルクミノイド等をランダムに組合せて一
次選抜を行い、クルクミン（CUR）とレスベ
ラトロール（RES）の組合せ等に相乗的作用
を見出した。同様に CUR とルテオリン
（LUT）間にも相乗的作用が認められた。 

さらに詳しく検証するため、CUR と最も
顕著な効果を示した LUT に注目し、類似の
作用機序が期待されるフラボン化合物（アピ
ゲニン（API）、クリシン(CHR)）と共に、
CUR との組合せ効果を isobologram 法で詳
細に検討した。その結果、CUR に対して LUT
は相乗作用を示すものの、CHR は相加作用
を、さらに API は相殺作用を示すことが判明
した。三者はB環のOH基だけが異なるため、
LUTのカテコール構造がCURとの相乗作用

に必須であり分子作用機序のカギと考えら
れた。（図２） 
次に、最適濃度の検討結果をもとに、LUT 

3 μM と CUR 3 μM にて iNOS タンパク質の
誘導抑制効果を Western 解析で評価したと
ころ、LPS による iNOS タンパク質誘導抑制
について増強効果が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．isobologram による CUR と flavone
化合物間の相乗作用解析 
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