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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒドロキシチロソール（HT）の大腸癌モデル細胞（Caco-2）における新規機能
性を明らかにするとともに、CLEM法を用いたHTの細胞内動態のイメージングを試みた。その結果、HTには、オートファ
ジー機構を制御する作用を有することが示唆された。また、FITCで標識したHT（FITC-HT）を合成に成功した。FITC-HT
でCaco-2細胞を処理後、リソソームマーカーと反応させ、生細胞イメージングを行った。その結果、FITC-HTは一部リ
ソソームに局在していることが明らかとなった。また、精細な画像とは言えないが、FITC-HTのCLEM画像を得ることが
できた。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to investigate the novel beneficial effects of 
hydroxytyrosol (HT) using colorectal cancer (Caco-2) cells and to analyze the localization of HT 
conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC) in Caco-2 using Corrlative light and electron microscopy 
(CLEM) method.
 Our results revealed that HT inhibited cell proliferation dose-dependently in Caco-2 cells and induced 
DNA fragmentation, suggesting that HT induced apoptotic cell death. Furthermore, HT inhibited Akt/mTOR 
pathway to induce autophagy. Furthermore, HT was conjugated with FITC via the alcoholic hydroxyl group 
(FITC-HT). Caco-2 cells were incubated with 0.5 mM FITC-HT for 24 hours and subsequently labelled with 
Lysosome marker before imaging on the Olympus FV1200 Laser confocal microscope. As a result, FITC-HT was 
detected in the lysosome of Caco-2. Additionally, CLEM was performed using Caco-2 cells treated with 
FITC-HT and LysoTracker. As a result, primitive imaging data was obtained.

研究分野：栄養生化学

キーワード： ポリフェノール　オリーブ葉　蛍光標識　CLEM法　機能性食品　オレウロペイン　ヒドロキシチロソー
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１．研究開始当初の背景 
近年、“Nutriceutical”なアプローチが、食

品の機能を考えるうえで重要であるという

認識が高まりつつある。“Nutriceutical”なア

プローチとは、生体内の機能維持あるいは改

善を目的として、生体内で生理機能を有する

天然由来化合物を、経口的に摂取して補給す

るという考え方である。これは、食品に対し

て、単なる「栄養機能」だけでなく、「薬理

効果に近い機能」を期待するものといえる。

従って、これらの食品の機能性を検討するた

めには、栄養学的視点の他に、薬理学的な観

点からの研究が必要であるといえる。その薬

理学的研究の重要なアプローチの一つに、

「薬物動態」がある。薬物動態は、薬物が生

体内特に細胞内へ「どのように」取り込まれ

て、「どのような」挙動を示すのかを明らか

にすることである。今、この方法論が薬物動

態の解析手法のみならず、生体や細胞内にお

ける機能性食品成分の局在や動態を把握す

るためのツールとしても、注目を集めつつあ

る。その手法の中で、近年注目を集めている

観察法の一つに、CLEM法がある。 

CLEM法とは、Corelative Light and 

Electron Microscopyの略で、日本語で言う

と光学―電子線相関顕微鏡解析法といい、同

一の細胞を光学（蛍光）顕微鏡と電子顕微鏡

の 2種類の顕微鏡で観察して、最終的には重

ね合わせた像を得て解析する方法である。そ

れによって、特定分子の細胞内挙動や細胞内

での超構造変化を詳細に捉えることが可能

であることから、医学、薬学分野を中心に進

歩を遂げてきた。しかし、これまで CLEM

法は、操作過程の段階で細胞構造が変化する

ことから、両画像の再配置をすることが非常

に難しい方法で、かつコストがかかる方法で

あった。Kobayashiらは、これまでに簡便で

かつ低コストで実施できる CLEM法を確立

してきた。 

そこで、この方法論を薬物動態の解析手法

のみならず、機能性食品成分の細胞内動態の

追跡する為のツールとして応用できるもの

と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の最大の目的は、CLEM法で、食品

の機能性成分の細胞内動態解析を行うこと

である。本研究は、機能性食品成分の中でオ

リーブ葉ポリフェノールであるヒドロキシ

チロソール(HT)に着目し、大腸癌モデル細胞

内での動態を追跡するとともに、細胞内小器

官に及ぼす形態的影響についての観察を行

った。 
 
３．研究の方法 
1) HTが細胞生存及び細胞死およびオートフ

ァジー機構に及ぼす影響の解析 

Caco-2を 500 Mの HTで 24時間処理後、

細胞生存に及ぼす影響をMTT Assay法、アポ

トーシスに及ぼす影響を TUMEL染色法、活

性酸素種（ROS）産生を ROS-GloTM H2O2 

Assay kit を用いて検討した。また、Caco-2

を Bafilomycin A1存在下で 500 Mの HTで

24 時間処理後、細胞を回収し、LC3-Ⅰ, Ⅱ

を western blotting 法にて検討した。加えて、

500 Mの HTで処理した Caco-2細胞におけ

る Akt/mTOR シグナル分子（p-Akt (Ser473)、

Akt, p-mTOR（Ser2448）, mTOR, p-p70S6K 

(Thr389), p70S6K）を western blotting法にて検

討した。 

 

2) HTの蛍光標識化 

反 応 容 器 に 

2-(3,4-Dihydroxyphenyl)ethyl alcoholを202 

mg (1.31 mmol) お よ び  Fluorescein 

5-isothiocyanate 522 mg (1.34 mmol) を入

れ、N,N-ジメチルホルムアミド 4.3 mL に溶

解させた。この反応溶液を 120 °C で1時間

撹拌した後、室温まで放冷し、酢酸エチル 30 

mL 及び1 mol/L 塩酸 30 mL で分液した。



有機層を飽和食塩水 20 mL で 3 回洗浄後、

無水硫酸ナトリウムで乾燥、ろ過、減圧下濃

縮することで粗生物 を得た。その粗生物を

酢酸エチル 3 mL 及び塩化メチレン 3 mL 

を用いて再沈殿し、橙色粉末を得た。これを

カラムクロマトグラフィー（シリカゲル 30 g, 

塩化メチレン：酢酸エチル＝0:100 to 50:50, 

2%酢酸含有, ２回）で精製し、 橙色粉末を

得た。その後、この橙色粉末を NMR（JEOL 

270MHz）および LC/MS（Waters 2695, ZQ, 

2996, column Inertsil ODS-3 (4.6 x 75 

mm)）に供し、構造および純度を確認した。 

 

3) FITC-HTの蛍光顕微鏡を用いた細胞内動

的イメージング 

ヒト大腸癌モデル培養細胞である Caco-2

細胞をスライドガラス付き 3.5 cm ディッシ

ュに 6×104細胞を播種し、70%コンフルエン

トになるまで培養した。その後、Caco-2細胞

に FITC-HTを 500Mの濃度になるように

処理して 24 時間反応させた。その後、リソ

ソームマーカー（LysoTracker Red）もしく

はミトコンドリアマーカー（MitoTracker 

Red）と反応させ 30分間反応させた。その後、

核マーカー（Hoechst 33342）で 30分間反応

後、生細胞イメージング装置（KEYENCE 

BZ-X700）を用いて、6 時間イメージングム

ービーを取得した。 
 
4) CLEM法 
細胞の位置を容易に確認可能なカーボンコ

ーティングディッシュにCaco-2を播種して、

培養した後に、FITC-HT で 24 時間処理後、

リソソームマーカー（LysoTracker Red）と

反応させた、生細胞イメージングを行った。

その後、直ちに電子顕微鏡用の固定および包

埋を行い、観察部位のみの透過型電子顕微鏡

観察を実施し、生細胞イメージング画像と電

子顕微鏡画像の重ね合わせを行い、CLEM画

像の取得をおこなった。 
 

４．研究成果 

1) HTが細胞生存及び細胞死およびオートフ

ァジーに及ぼす影響の解析 

HT が Caco-2 細胞の細胞生存に及ぼす影

響を検討した結果、濃度依存的に細胞生存率

を低下させることを確認した。また、DNA

の断片化、ROSの上昇が確認されたことから、

HT によって Apoptosis が誘導されているこ

とが示唆された。また、同条件下において

HTはmTOR(Ser2448)のリン酸化抑制など、

Akt/mTOR シグナルを負に制御することも

確認された。その結果として、LC3-I・II の

発現も有意に上昇していたことから、HT は

Akt/mTORシグナルを介して Autophagyを

亢進させることが示唆された。しかし、HT

による LC3の発現量は、Bafilomycin A1を

添加しても変化しなかった。以上より、HT

は、オートファゴソームの形成を誘導するも

のの、リソソームとの融合を阻害し内容物の

分解を阻害することで、結果的にオートファ

ジー機構自体が抑制されていることが示唆

された。 

 

2）HTの蛍光標識化 

HT の蛍光標識化を行った結果、橙色粉末

を NMR（JEOL 270MHz）および LC/MS

（Waters 2695, ZQ, 2996, column Inertsil 

ODS-3 (4.6 x 75 mm)）に供し、構造および

純度を確認した。NMR および LC/MS で化

学構造を確認し、FITC-HT が合成に成功し

た。 

 

3）FITC－HT の蛍光顕微鏡を用いた細胞内

動的イメージング 

Caco-2細胞を FITC-HTと反応させ、細胞

内への取り込みと挙動を動的に追跡した結

果、FITC-HT は細胞内に存在していたこと

から、細胞内に取り込まれることを確認した。

また、細胞内局在性を検討した結果、

FITC-HT は、リソソームマーカーと一部共



局在が認められたのに対し、ミトコンドリア

マーカーと核マーカーとの共局在は認めら

れなかった。加えて、6 時間の生細胞イメー

ジング画像の取得も成功し、FITC-HT が蛍

光強度を失うことなく、蛍光画像を取得でき

ることを証明した。 

また、FITC-HT の細胞内取り込みが HT

の構造に依存したものかどうかを、FITC お

よびフルオロセインを用いて検討した結果、

FITC は、わずかに細胞内に取り込まれるも

のの、FITC-HT に比べるとごくわずかなも

のであった。フルオロセインに関しては、細

胞内に取り込まれることはなかった。従って、

上記の FITC-HT の細胞内の挙動は、HT の

化学構造を反映しているものと判断した。 

 
4) CLEM法 
上記の結果を踏まえ、CLEM法の実施を試

みた。その結果、完全に精細な画像とは言え

ないが、リソソームに局在している FITC-HT

の画像を得ることができた。まだ予備的結果

にとどまっているので、より詳細な条件検討

を行いつつ、精細な画像化に努めていきたい

と考えている。 
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