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研究成果の概要（和文）：わが国では、がんと並んで心筋梗塞や脳血管疾患などの血栓・塞栓性疾患が主要な死亡原因
である。血液凝固第Ⅲ因子（組織因子;TF）は、動脈硬化巣に高発現し、血栓性疾患を惹起する。本研究では組織因子
の活性調節機構に着目し、新しい血栓制御メカニズムの解明と食品機能性の開発への応用を試みた。TF活性測定法を確
立し、ガーリックやシナモンの成分がTF活性を阻害することを明らかにした。さらにこれらの成分による血管内皮細胞
のTF発現の抑制とそのメカニズム、抗血栓作用について解明し、TFが生活習慣病予防のための新しいターゲットになる
ことを明らかにした。今後、TFに作用する食品成分の利用・応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Thrombotic diseases including myocardial infarction and cerebrovascular diseases 
are the major causes of death. Blood coagulation factor III (tissue factor) is highly expressed on the 
arteriosclerotic region and triggering thrombotic diseases. In this study, we characterized the tissue 
factor as molecular target of food factors as well as elucidating novel regulatory mechanism(s) of 
hemostasis to develop the food function. We demonstrated the anti-thrombotic property of garlic derived 
component diallyl trisulfide (DATS) at molecular basis. DATS inhibits thrombus formation through the 
inhibition of tissue factor gene expression in endothelial cells and of its activity by inhibiting 
allosteric disulfide bond (ADB) formation. ADB in the tissue factor molecule would be a promising 
molecular target in the development of functional food preventing thrombotic diseases.

研究分野： 栄養生理化学

キーワード： 食品機能

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我が国において心筋梗塞や脳梗塞などの

血栓性の疾患は、心疾患や脳血管疾患の主な
死亡原因であり、日本人の死因の約 25%を占
めている（平成 26 年 厚生労働省人口動態統
計）。これは日本人の死因第一位のがんによ
る死亡者数にほぼ匹敵し、予防法の確立が重
要課題となっている。血液は生体の恒常性の
維持に極めて重要な役割を担っており、血管
損傷時には血液の損失を防止するために直
ちに凝固し、止血する。止血は、血管損傷部
位への血小板の粘着・凝集による一次止血、
フィブリン網の形成による二次止血からな
り、両者の協調による強固な止血栓の形成に
より完了する。損傷部位の修復に伴い、通常
止血栓は線溶系により生理的に分解・除去さ
れる。凝固と線溶のバランスは厳密に維持さ
れ、それにより血管内での血液の流動性が保
障されている。しかし、このバランスが破綻
し、凝固傾向となると過剰な血栓が容易に形
成され、血栓性疾患を発症しやすくなる（易
血栓性）。血液凝固系によるフィブリン形成
には内因系凝固と外因系凝固の二つの経路
が存在する。外因系凝固の惹起因子 Tissue 
Factor（以下 TF；血液凝固第Ⅲ因子）は脳、
肺、胎盤などにおいて、循環血と直接接触し
ない血管外膜などに発現している。一方、正
常な血管内皮細胞では、炎症性サイトカイン
等の刺激により TF の発現が誘導される。動
脈硬化巣には多量の TF が発現しており、TF
は動脈硬化を基盤とした血栓形成の惹起に
重要な役割を果たしている。したがって、TF
は血栓性疾患の予防を考える上で重要な分
子標的の一つであると考えられる。 
食品には、栄養機能（一次機能）、嗜好性

（二次機能）に加え、生理機能（三次機能）
が備わっている。ガーリック（Allium 
sativum L.）は、古来より食用に供されてき
た。歴史的には民間薬としても用いられてお
り、これまでに抗血栓作用、抗がん作用、抗
炎症作用などの様々な生理作用を示すこと
が報告され、顕著な食品機能性を示すことが
注目されている。ガーリックは植物組織の損
傷により、酵素反応と非酵素的な反応の両者
により有機硫黄化合物を生成する。ガーリッ
クの生理作用の多くは、これらの有機硫黄化
合物によることが報告されている。われわれ
はこれまでにガーリック由来香気成分であ
るアリルスルフィド類が血小板機能を抑制
し、血栓形成を阻害する可能性を明らかにし
てきた。一方、血小板機能と協調して血栓形
成に重要な役割を果たすフィブリン形成（二
次止血）にアリルスルフィド類をはじめとし
た食品成分が及ぼす影響については、ほとん
ど研究されていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、食品成分による生活習慣病の

予防、改善の標的を、細胞・分子レベルで、
新しい切り口から解明し、生活習慣病の基盤

病態（脂肪組織の慢性炎症）、終末病態（動
脈硬化を基盤とした血栓性疾患）を制御する
新たな食品機能を開発する。また allosteric 
disulfide bond に着目し、新しい血栓制御メ
カニズムの解明と食品の機能性評価への応
用など、食品科学の発展、国民の健康増進に
つながる様々な知見を提供することを目的
とする。 
本研究では、ガーリックやシナモンなどい

くつかの香辛料の成分に着目し、食品成分が
外因系血液凝固惹起因子 TF の発現と活性に
及ぼす影響とその作用メカニズムについて、
分子・細胞レベルで検討し、食品成分の抗血
栓作用とそのメカニズムの詳細を明らかに
しようとした。 
 
３．研究の方法 
(1) 食品成分が生活習慣病の基盤病態に及

ぼす影響 
食品成分が炎症反応に及ぼす影響につい

てマウスマクロファージ RAW264.7 細胞を
用いて検討した。LPS で刺激した RAW264.7
の NFｋB の活性化、一酸化窒素産生、サイ
トカイン誘導能について、グリース法、qPCR
法を用いて検討した。また、食品成分の抗肥
満作用についても高脂肪食を負荷した
C57BL/６J マウスを用いて検討した。 
 
(2) 組織因子（TF）活性測定法の確立と食品

成分が TF の活性化に及ぼす影響 
TF は 47 kDa の膜貫通型タンパク質であり、

血液中で第Ⅶ因子と複合体を形成して活性
化され、下流の第Ⅹ因子を活性化することで
外因系凝固反応を惹起する。通常、不活性型
として細胞表面に存在し、特定の環境やサイ
トカインの刺激により活性型 TF となる。TF
の活性化メカニズムには諸説あるが、Cys186

と Cys209のアロステリックジスルフィド結合
の形成が重要であることが報告されている。
本研究では、ガーリック由来のジアリルトリ
スルフィド（DATS）をはじめとした食品成
分が TF の活性化に及ぼす影響を検討するた
めにヒト急性前骨髄球性白血病細胞 HL60 を
用いた測定系を確立した。HL60 細胞に
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) を添加
培養して TF 発現を誘導後、HgCl2を酸化剤と
して用い、ジスルフィド結合を形成させて TF
を活性化した。この活性化 TF に DATS など
の被検試料存在下、非存在下で血漿を添加し、
フィブリンクロット形成時間を指標として
外因系凝固に及ぼす影響を評価した。また、
recombinant TF を用いて Cys186と Cys209の修
飾、ジスルフィド結合の形成に及ぼす影響に
ついても検討した。 
 
(3)食品成分が TF の発現に及ぼす影響 

DATS をはじめとした食品成分が血管内皮
細胞において炎症性サイトカイン誘導性の
TF 発現に及ぼす影響を明らかにするため、継
代回数 3-10 の human umbilical vein endothelial 



cells（HUVEC）をモデルとして用いた。はじ
めに被検試料の HUVEC に対する毒性を評価
するために、20% FBS 含有 M199 培地でコン
フルエントになるまで HUVEC を培養後、終
濃度 100 µM までの各種濃度の試料を添加し
た 2% FBS 含有 M199 培地に交換して 16 時間
培養した。その後、培養上清中の lactate 
dehydrogenase（LDH）活性を測定した。また、
食品成分が血管内皮細胞の TF mRNA 発現と
TF タンパク質発現に及ぼす影響を検討する
目的で試料を 30 分間前処理した HUVEC に
tumor necrosis factor-α（TNF-α）で TF 発現を
誘導後、TF mRNA 発現と TF タンパク質の発
現をリアルタイム PCR 法とウエスタンブロ
ッティング法を用いて解析した。 
 
(4)DATS をはじめとした食品成分の抗血栓

作用の解析 
C57BL/6J オスマウス（6 週齢、20-25 g）に

標準固型飼料を給餌し、2 週間予備飼育した。
本試験では、コーンオイルに溶解した DATS，
methyl allyl trisulfide (MATS) (200 µmol/kg 
b.w./day) を 5 日間連続で経口投与した。
control 群にはコーン油のみを投与し、最終投
与の翌日、細胞動態を可視化するために
FITC-dextran と、レーザー照射により活性酸
素種  (ROS) 産生させるために hemato- 
porphyrin を投与した。488 nm のレーザーを
照射することにより ROS を産生させ、血栓形
成を誘導して共焦点レーザー顕微鏡を用い
て血栓形成過程を観察した。データはレーザ
ー照射 100 秒後の血管面積に対する血栓面積
の比率で示した。 
 

４．研究成果 
（１）食品成分が生活習慣病の基盤病態に及

ぼす影響 
いくつかの食品成分がマクロファージの

活性化ならびに炎症関連因子の発現に及ぼ
す影響について検討を行った。その結果、ガ
ーリック由来のジアリルトリスルフィドは、
LPS 誘導性の NFｋB の活性化を抑制し、一
酸化窒素の産生、サイトカインの発現誘導を
抑制した。また、ガーリックの精油成分であ
るガーリックオイルは、エネルギー代謝を亢
進させ、高脂肪食誘導肥満マウスの肥満を抑
制した。 
 
（２）TF 活性測定法の確立と食品成分が TF

の活性化に及ぼす影響 
HL60 細胞と HgCl2を用いて、TF 活性の測

定系を確立した。PMA により TF 発現を誘導
した HL60 細胞に HgCl2を処理することでク
ロット形成時間は TF 発現を誘導していない
細胞と比較して有意に短縮した。また、DATS
は HgCl2 により活性化された TF によるクロ
ット形成時間を濃度依存的に延長した。これ
らの結果から、DATS はジスルフィド結合の
形成による TF の活性化を抑制することが明
らかになった（図１）。また、硫黄の原子数

の異なるアリルスルフィドについても検討
したところ diallyl monosulfide (DAS), diallyl 
disulfide (DADS)はクロット形成時間にほと
んど影響を及ぼさなかった（結果は示さず）。 

 
(３)食品成分が TF の発現に及ぼす影響 

DATS,シナモン由来シンナムアルデヒド
（CA）添加後の培養上清中のLDH活性は 100 
µM まではコントロールと差はなく、これら
の化合物は HUVEC に対して毒性を示さない
ことが明らかとなった。また、HUVEC に
TNF-α を添加培養すると、TF mRNA 発現は
TNF-α 添加後 2 時間で最大となり、無刺激時
（0 時間）の約 40 倍に増加した。この TF 
mRNA 発現は 100 µM DATS の添加培養によ
り、16%にまで減少した（図２）。  

TF タンパク質は TNF-α 添加後 2 時間から
発現が上昇して 4 時間で最大となり、0 時間
と比較して約 2 倍に増加した。TNF-α 添加後
4時間でのTFタンパク質発現はDATSの前処
理により濃度依存的に抑制され、100 µM 
DATS 添加細胞では 30%にまで減少した。さ
らに DATS による TNF-α 誘導性の TF 発現抑
制メカニズムを明らかにしようとした。  
TNF-α による TF の発現シグナルを伝達する
MAPK 経路の JNK のリン酸化に及ぼす 
DATS の影響を、ウエスタンブロッティング
法を用いて検討した。その結果、JNK のリン
酸化はTNF-α添加後 15分で最大となったが、

 
 
図１．アリルスルフィドが TF 活性に及ぼ
す影響．(A)PMA により TF 発現を誘導し
た HL60 を塩化水銀で処理すると凝固時間
は有意に短縮した。（B）DATS は TF 活性
を濃度依存的に阻害し、凝固時間を延長し
た。 

 
図 2. DATS が培養血管内皮細胞の TNF-α
誘導性 TF 遺伝子発現に及ぼす影響 



DATSの前処理によりTNF-αによる JNKのリ
ン酸化は抑制された。 
 
（４）DATS をはじめとした食品成分の抗血

栓作用の解析 
In vivo での DATS をはじめとした食品成分

の抗血栓作用を検討した。C57BL/6J マウスに
DATS もしくは MATS (200 µmol/kg. b.w./day) 
5 日間連続経口投与し、ROS 誘導性血栓形成
に DATS 及びMATS が及ぼす影響について分
子イメージ手法を用いて検討した。その結果、
control, DATS, MATS すべての群で血栓を形
成したが、DATS 群は control 群と比較して血
管面積に対する血栓面積は小さく、MATS 群
では DATS 群よりもその比率がさらに小さか
った。DATS 及び MATS は共に血栓形成を遅
延し、その作用は MATS の方が強い可能性が
明らかとなった。 

 
本研究では食品成分の抗血栓作用につい

て明らかにした。特に血小板凝集抑制作用が
明らかとなっているガーリック由来の香気
成分 DATS がフィブリン形成を惹起する TF
の活性と発現に及ぼす影響について先ず検
討した。その結果、DATS は TF の活性化を抑
制した。DATS は大腸がん細胞の細胞骨格タ
ンパク質 β-チューブリンの特定のシステイ
ン残基を S-allyl修飾することが報告されてい
る。したがって DATS は TF の活性化に関与
するシステイン残基を修飾し、アロステリッ
クジスルフィド結合の形成を阻害する可能
性が考えられる。また、DATS は MAPK 経路
の JNK のリン酸化を阻害して TNF-α 誘導性
の TF 発現を抑制した。DATS は血小板機能の
抑制作用に加えて、外因系凝固を抑制するこ
とがはじめて明らかになった。ガーリックの
機能性食品としての利用・応用、DATS の創
薬への応用が期待される。 
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