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研究成果の概要（和文）：糖尿病による急激な血糖値の上昇は、酸化ストレスを誘導することが知られているが、なか
でも一重項酸素の発生と疾患の関与が示唆されている。そこで、一重項酸素特異的に生成するリノール酸酸化物HODEは
酸化機構により6種類の異性体が存在し、一重項酸素による非ラジカル的酸化では9-EZ, 10-EZ, 12-ZE, 13-ZE-HODEの4
種類が生成する。HODEの前処理により細胞保護効果が認められ、その効果は異性体種によって異なった。またそのメカ
ニズムはNF-E2 related factor 2 (Nrf2)の核内移行を介した抗酸化機能の活性化の関与を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We have studied the biological significance of lipid oxidation metabolites by perf
orming cell line. They can exert adaptive response under oxidative stress while they may be yielded depend
ing on the diseases. Lipid oxidation products, which can exert both deleterious and cytoprotective effects
 by modifying proteins and their function, are considered to be cellular regulatory factors. The oxidation
 of linoleate metabolites by singlet-oxygen leads to the formation of the HODE isomers. 10-EZ-HODE and 12-
ZE-HODE induce antioxidants and the adaptive response to reduce oxidative damage.
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１．研究開始当初の背景 
加齢に伴い、多くの人がインスリン抵抗
性・糖尿病・動脈硬化などを特徴としたメタ
ボリックシンドロームを発症するが、それら
の疾患の主要原因が肥満に起因するケース
がある。肥満によって肥大化した脂肪組織に
はマクロファージ(Mφ)細胞の浸潤・集積が
起こり、Tumor necrosis factor- (TNF)
や Interleukin-6(IL-6)に代表される炎症性
サイトカインの産生が亢進する。これらは脂
肪組織からのアディポネクチンなど抗炎症
性サイトカイン産生の減少を引き起こす。こ
のようなアディポサイトカイン分泌異常は
さらなるＭφ 細胞の集積と脂肪組織におけ
る慢性の炎症状態や酸化ストレスを引き起
こし、メタボリックシンドロームの発症・進
行を誘導すると考えられる。メタボリックシ
ンドロームと酸化ストレスに関する研究は、
糖尿病や動脈硬化などの炎症性疾患を中心
に進められている。疾病の進行度合いを示す
指標として、生体内に豊富に存在する脂質が
注目され、脂質酸化物は生体内のレドックス
バランスを示すパラメーターになると考え
られる。 

 
２．研究の目的 
肥満は高血圧や糖尿病の生活習慣をはじめ
として、多くの疾患のリスクファクターとな
る。肥満により肥大した脂肪細胞では種々の
刺激により炎症や酸化ストレスを誘発し、動
脈硬化などの炎症性疾患の引き金となりう
る。本提案課題では脂肪細胞炎症モデルにお
けるアディポサイトカイン分泌や酸化スト
レスに対する機能性食品因子の効果を解析
し、メタボリックシンドローム発症・進行を
予防する食品因子の評価を目的とした。 
 一方で、糖尿病による急激な血糖値の上昇
は、酸化ストレスを誘導することが知られて
いるが、なかでも一重項酸素の発生と疾患の
関与が示唆されている。そこで、一重項酸素
特異的に生成する脂質酸化代謝物である、リ
ノール酸酸化物（ヒドロキシリノール酸：
HODE）の細胞応答を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
① 炎症モデルにおける機能性食品因子の効
能評価 
脂肪分化細胞を用いて炎症モデル実験系
を構築し、機能性食品因子を付与することに
よる炎症および酸化ストレスの抑制効果を
検討した。マウス脂肪細胞（3T3-L1）を用い
て、TNF刺激やマクロファージ細胞との共培
養による炎症モデル系を構築を目的とした。
それぞれの刺激の濃度および各時間におけ
る炎症性マーカー(Interleukin-6 や
Monocyte-chemoattactant protein-1)、酸化
ストレス（脂質酸化物（ヒドロキシリノール
酸・ヒドロキシコレステロール等）や活性酸
素種）、遊離脂肪酸への影響を測定した。 

 
②HODE 異性体の細胞応答メカニズム解明 
 培養細胞(HaCaT：ヒト表皮細胞)を用いて、
HODE が細胞へどのような影響を及ぼすかを
分子生物学的に調査した。細胞保護作用は、
HODE 添加後に過酸化水素で酸化ストレスを
負荷し、その後の生細胞数を計測した。細胞
応答は、DNA アレイ解析や RT-PCR 法やウエス
タンブロット法により抗酸化物質の解析を
行った。 
 
４．研究成果 
①炎症モデルにおける機能性食品因子の効
能評価 
マウス脂肪細胞（3T3-L1）を用いて、TNF
刺激やマクロファージ細胞との共培養によ
る炎症モデル系において、ケルセチン、カフ
ェ酸フェニチルエステル(CAPE)およびビタ
ミン E類（-トコフェロール、-トコフェロ
ール、-トコトリエノール、-トコトリエノ
ール）による、炎症抑制効果について検討を
行った(図 1)。 
脂肪細胞へ分化誘導後 10日目の 3T3-L1 細
胞に TNFを添加することで、一過的な IL-6
と MCP-1 mRNA レベルの上昇とアディポネ
クチン mRNA レベルの低下が認められた。さ
らに CAPE とケルセチンの炎症に対する効果
を評価するため、脂肪細胞へ分化させた
3T3-L1 細胞に、細胞毒性が認められない濃度
の CAPE またはケルセチンの前処理後に TNF
刺激を行い、IL-6, MCP-1 とアディポネクチ
ンの mRNA レベルをリアルタイム PCR により
測定した。その結果、CAPE およびケルセチン
の前処理により濃度依存的な IL-6 上昇の抑
制効果が認められた(図 2)。しかし、MCP-1
およびアディポネクチンに対して効果は認
められなかった。CAPE とケルセチンは IL-6
発現に関与する転写因子 Nuclear factor 
B(NF-B)の抑制効果が知られている。CAPE
とケルセチンを前処理することで、TNFによ
るNF-Bの核内移行が抑制されたことが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1  TNF刺激によるシグナル伝達 
肥満によって肥大化した脂肪組織にはマ
クロファージ(Ｍφ)細胞の浸潤・集積が起こ
り、 Tumor necrosis factor- (TNF) や
Interleukin-6(IL-6)に代表される炎症性サ



イトカインの産生が亢進する。その結果、脂
肪組織からのアディポネクチンなど抗炎症
性サイトカイン産生の減少が引き起こされ
る 1)。このようなアディポサイトカイン分泌
異常はさらなるＭφ 細胞の集積と脂肪組織
における慢性の炎症状態や酸化ストレスを
引き起こし、メタボリックシンドロームの発
症と誘導すると考えられる 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2  CAPE とケルセチンによる IL-6 発
現抑制効果 
脂肪細胞へ分化 11 日目の 3T3-L1 細胞に
5-50 M CAPE と 25, 50 M ケルセチンを 24
時間処理し、培地を交換した後、10 ng/ml 
TNFを添加した。6 時間後に細胞を回収し、
IL-6 mRNA の変動をリアルタイム PCR により
解析した。(ANOVA, Tukey) 
 
②HODE 異性体の細胞応答メカニズム解明 
過酸化水素により誘導される細胞死に対
して、HODE(図 3)の前処理により細胞保護効
果が認められ、その効果は異性体種によって
異なった(図 4)。また、細胞保護作用が認め
られた HODE 異性体では、NF-E2 related 
factor 2 (Nrf2)の核内移行を介した GSH 含
量の増加と HO-1 の発現上昇が認められ、抗
酸化機能の活性化が明らかとなった(図 5)。
以上の結果から HODE は異性体種によって異
なる細胞応答を誘導し、その細胞保護作用に
は抗酸化能の上昇が寄与していると示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 HODE 異性体の構造 

リノール酸は生体内において、酵素的・ラ
ジカル的・非ラジカル的に酸化され、6 つの
異性体を生成する。本提案ではこれら異性体

の生体内の生理意義を探索する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4 10-EZ-HODE と 12-ZE-HODE の酸化障害
に対する防御機能と細胞毒性 
A HaCaT細胞にHODE異性体を24時間処理し、
培地を交換した後、250 M H2O2を添加した。
さらに 24 時間後に生細胞率を測定した。 
B HaCaT 細胞に HODE 異性体を 24 時間処理後
に生細胞率を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 4 10EZ-HODEおよび 12ZE-HODEによるNrf2
活性化 
10EZ-HODE および 12ZE-HODE は Nrf2 核内移
行の誘導を介して、抗酸化酵素(グルタチオ
ン合成酵素等)の誘導を示した。9EZ-HODE お
よび 13ZE-HODEにはこのような作用は認めら
れなかった 
A および B Nrf2 の核内移行（A:ウエスタン
ブロット解析 B:細胞染色） 
C および D OH-1 の発現亢進（C:定量 PCR 解
析 D:ウエスタンブロット解析） 
E グルタチオンの上昇 
 
非ラジカル的に生成する 10EZ-HODE および
12ZE-HODEはラジカル的に生成する9EZ-HODE
と 13ZE-HODEとは異なる細胞応答を示すこと
を明らかとした。10EZ-HODEおよび 12ZE-HODE
は 生 体 防 御 機 構 で あ る 転 写 因 子
Nrf2(NF-E2-related factor-2)の核内移行の
誘導を介して抗酸化機能を高める、いわゆる
「適応応答」を示すことを認めた。
9EZ/13ZE-HODEと10EZ/12ZE-HODEの構造的な
大きな違いである「共役ジエン」の有無がこ
のような応答性の差違に関与すると考えら
れる。 
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