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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスが要因と考えられているNASHのモデルマウスを用いた実験で、マガキ抽
出物が効果的にその疾病発症を抑制した。マガキ抽出物中の抗酸化物質が発症を抑制したと考えた。
本研究はマガキ抽出物より間接抗酸化物質を検出できるリポータージーンアッセイを用いて、同物質の探索を行
うことを目的とした。同方法により、物質Aを単離した。一方、すでにマガキ抽出物より 抗酸化物質、DHMBAを
単離している。マガキ抽出物中の物質A 及びDHMBAの濃度はそれぞれ5.40-149ng/g, 9.80-58.8microg/gであっ
た。これらの結果から、同マウスにおいて疾病発症を抑制した物質はDHMBAと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The previous study showed that the Pacific oyster’s extract attenuated the 
pathological changes on the nonalcoholic steatohepatitis (NASH) model mouse. The antioxidants 
contained in the extracts was thought to inhibit the oxidation stress and attenuated them on NASH. 
Recently indirect antioxidants contained some foods, activated the Keap1-Nrf2 pathway and induced a 
series of antioxidant enzymes, have been reported. However there is no report on indirect 
antioxidants contained in the Pacific oyster. 
Our aim is to explore promising indirect antioxidants on the NASH model mouse using the combination 
of column chromatography and reporter gene assay from it. We have already isolated an antioxidant, 
DHMBA from it. In this study we isolated and identified compound A from it. The concentrations of 
compound A and DHMBA in the extract were 5.40-149 ng/g and 9.80-58.8 microg/g, respectively. From 
these results, DHMBA was thought to attenuate the pathological changes on the NASH model mouse.

研究分野：食品機能学

キーワード： 抗酸化物質　マガキ　Nrf2　酸化ストレス　リポータージーンアッセイ　抗酸化酵素　肝保護作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた知見は2つの学術的知見及び社会的意義があると考えられている。我々が開発したリポーター
ジーンアッセイとカラムクロマトグラフィーを組み合わせた実験方法は間接抗酸化物質の探索するために極めて
有用であった。また今回マガキ抽出物中の物質Aの濃度が低かったために、NASHモデルマウスの疾病予防効果を
有すると認められなかったが、肝培養細胞おける物質Aの低細胞毒性や優れた抗酸化能から、今後ヒトにおける
NASHの疾病予防効果を有するものと考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 抗酸化物質の必要性 
大気汚染、紫外線の増加、ストレス、喫煙習慣、環境ホルモン、アルコールなどは体内で「活
性酸素」を増加させる重要な要因であると考えられている。この活性酸素を消去する「抗酸化
物質(酵素)」は体内でも産生されるが、45 歳を境に低下することから*1、体外から抗酸化作用
の高い食品や健康食品を意識して摂取することが重要と考えられる。近年、抗酸化物質はタン
パク質、糖質、脂質、ビタミン、ミネラル、食物繊維に次いで「第７の栄養素」とも呼ばれる
ようになってきた。食物中の良質な抗酸化物質の摂取により、老化、ガン、糖尿病、脂肪肝、
NASH、精神疾患(アルツハイマー、パーキンソン病)等の疾病予防に効果が期待されている。 
*1 Antioxid. Redox. Signal., 8(9), 1865-1879, 2006  
(2) 肝臓保護作用を持つ治療薬 
今までに活性酸素消去能（ORAC 法や DPPH 法）の高い抗酸化物質を含む食品を摂取することが
疾病の予防や治療に有効と考えられてきた。しかしながら、細胞や実験動物を用いた抗酸化能
との乖離が指摘されている。近年、従来の活性酸素消去能をもつ物質に替わって、Keap1-Nrf2 経
路活性化物質が新しい、より有効な抗酸化物質として注目されている。食品中に含まれる同活
性化物質の刺激により、Nrf2 は核に移行し、DNA 上の抗酸化剤応答配列(ARE)と結合する。こ
のことにより、一連の抗酸化酵素群を強力に転写誘導する。近年、ブロッコリーに含まれるス
ルフォラファンが上述の機序により同経路を活性化し、ガンを予防する効果等が報告されてい
る*2。 
*2 Proc. Natl. Acad. Sci., 91, 3147-3150, 1994. 
(3) 本研究の着想に至った経路 
これまでに申請者らはマガキ抽出物から
ORAC 法（活性酸素吸収能力）を用い、新
規の抗酸化物質を単離・同定、並びにその
化学的合成方法を確立した。肝臓の株化細
胞（C3A）を用いて、その抗酸化能を観察
した結果、DHMBA は酸化ストレスから細胞
を保護しているのみならず、抗アポトーシ
スといった生物学的性状を持っていた。次
に酸化ストレスが要因となって発生する
疾病モデルマウス、「非アルコール性脂肪
肝炎(NASH) モデルマウス」に DHMBA を高
濃度含むマガキ抽出物を与えた結果、NASH 
の疾病の特徴である肝臓における脂質の
蓄積、アポトーシス、炎症、線維化の効果
的な抑制、抗肥満、抗インスリン抵抗性な
どの様々な予防効果が確認された（図１、
平成 25 年度科学研究費）*3。しかしながら、
マガキ抽出物中の抗酸化物質の同定は
DHMBA 以外に報告はなく、他の抗酸化物質
の可能性も考えら 
れる。                 図 1 NASH モデルマウスにおける DHMBA の効果                            
 一方、申請者らは DHMBA の定量法を確立、並びにマガキ中の DHMBA の濃度を報告したが、そ
の過程で多くの化学物質の存在を確認している。また予備実験ではあるが、申請者らが開発中
したリポータージーンアッセイを用いて、マガキ抽出物が Keap1-Nrf2 経路の活性化を確認し
た。これらことから、マガキ抽出物中に新規の抗酸化物質の存在が予想され、DHMBA を含め、
これらの新規抗酸化物質が効果的に同動物の疾病発症を予防したものと考えられた。 
*3 Journal of Functional Foods, Vol. 20, 2016, 516-531 
 
２．研究の目的 
申請者のグループが独自に作製したマガキ抽出物は酸化ストレスが要因となって発生する疾病、
NASH モデルマウスを用いた実験において、効果的に同マウスの疾病発症を予防した。このこと
はマガキ抽出中の抗酸化物質により酸化が抑制され、発症が改善されたものと考えられる。し
かしながら、マガキ抽出中において、申請者のグループが発見・同定した新規の抗酸化物質
（DHMBA）以外に報告はなく、他の抗酸化物質の可能性も考えられる。本研究では新規の探索手
法を開発し、DHMBA 以外の新規の抗酸化物質の単離・同定を行う。次に DHMBA と比較しながら、
それらの抗酸化物質能等の生物学的性状観察やマガキ抽出中のそれらの濃度測定を行い、NASH 
モデルマウスにおける疾病予防効果の解明を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)肝培養細胞を用いた細胞保護作用の観察 
①IC50 
96 穴プレートに播種した肝培養細胞（C3A）に DHMBA 及び抗酸化物質（クロロゲン酸、ガリッ



ク酸、ロスマリン酸、シアニジン-3-グルコシド、スルフォラファン、ケルセチン、イソリクイ
リチゲニン、クルクミン、リコピン）を添加し、24 時間後、Cell Counting kit-8(CCK-8、同
仁化学)により生細胞数を計測した。コントロール（0 M 添加群）を 100％とし、IC50(50%阻害
濃度)を求めた。 
②リポータージーンアッセイ 
96 穴プレートに播種した C3A 細胞にリポーターベクターを遺伝子導入した。24 時間後、 
DHMBA または上記抗酸化物質を添加し、24 時間インキュベートした。24 時間後、反応液（ルシ
フェラーゼ溶液）を添加し、ルシフェラーゼ活性を測定した。 
③細胞生存能試験 
96 穴プレートに播種した C3A 細胞に DHMBA または上記抗酸化物質を添加し、24 時間インキュベ
ートした。その後、酸化剤 2,2’-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH, 15mM)を
添加し、24 時間後、CCK-8 により生細胞数を計測した。 
④抗酸化酵素群の遺伝子発現 
24 穴プレートに播種した C3A 細胞に DHMBA を添加 24 時間後、細胞から RNA を精製した。RNA
より cDNA を合成し、real-time PCR 法により抗酸化酵素群の遺伝子発現量を測定した。 
⑤抗酸化酵素のタンパク質発現 
６穴プレートに播種した C3A 細胞に DHMBA を添加 24 時間後、RIPA バッファーによりタンパク
質を可溶化・抽出した。HO-1 、GST の測定はそれぞれ Western blotting 法、及び酵素的に
(GSSG/GSH Quantification Kit、同仁化学)タンパク質発現を測定した。 
 
(2) Keap1-Nrf2 経路活性化物質のスクリーニング 
①マガキ抽出物の分画 
カラムクロマトグラフィーA、B、Cによる分画を行った。 
②物質の同定 
LC-MS/MS 及び NMR により物質の同定を行った。 
③DHMBA と物質 Aの定量 
日本における12-13地点のマガキを入手し、内部標準法によりDHMBAと物質Aの定量を行った。 
 
４．研究成果 
（１）DHMBA の保護作用 
①IC50 
DHMBA の IC50は 500 以上であった。一方、す
でに Keap1-Nrf2 経路活性化物質であることが
報告されているスルフォラファン、クルクミン、
イソリクイリチゲニンはそれぞれ 296、108.5、
153.1 と DHMBA より低かった。              
 
②リポータージーンアッセイ 
リポータージーンアッセイにより、すでに
Keap1-Nrf2 経路活性化物質であることが報告
されているスルフォラファン、クルクミン、イ
ソリクイリチゲニンのルシフェラーゼ活性の上
昇が観察された。また DHMBA も同様にルシフェ
ラーゼ活性の上昇が観察され、Keap1-Nrf2 経路
活性化が観察された（図 2）。                      
                    図 2 各抗酸化物質のリポータージーンアッセイ 
③DHMBA の細胞生存能 
C3A 細胞おける抗酸化物質添加後、酸化に対
する細胞生存能の観察を行った結果、すでに
Keap1-Nrf2 経路活性化物質であることが報
告されているスルフォラファン、クルクミン、
イソリクイリチゲニンの細胞生存能の上昇
が観察された。また、DHMBA も濃度依存的に
上昇が観察された（図 3）。 
 
 
 
 
       
                      
                    図 3 各抗酸化物質の細胞存能 
 
 



④DHMBA による抗酸化酵素群の遺伝子とタンパク質発現 
DHMBA を C3A 細胞による一連の抗酸化酵素群の遺伝子発現を観察した結果、HO-1、GCLM、GCLC
において、10 倍以上の遺伝子発現の増加が観察された。また NQO1、SOD1、GR、GPｘ、Cat、GSTA、
GSTP、GSTM、 GSTT の増加が観察された（図 4）。 
 10 倍以上の遺伝子発現の増加が観察された HO-1 と GST のタンパク質発現を観察した。その
結果、HO-1 においては濃度依存的な増加、GST においては 250 M まで増加傾向か観察された
（図 4）。    

 
 

     図 4 DHMBA による抗酸化酵素群の遺伝子とタンパク質発現 
 
（２）物質 Aによる細胞保護作用 
①リポータージーンアッセイによる抗酸化物質の探索 
カラムクロマトグラフィーA、B、及び C を用いて、マガキの抽出物の分画を行った（図 5）。各々の画分
をリポータージーンアッセイによりスクリーニングした。カラムクロマトグラフィーAでは第1画分、カラムク
ロマトグラフィーB では第 2 画分を分取した。最終段階のカラムクロマトグラフィーC では第 5 画分を分
取した（図 5）。 
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 カラムクロマトグラフィーとリポータージーンアッセイによるスクリーニング 
 
②物質の同定 



カラムクロマトグラフィーCで分取した第 5画分において物質の同定を行った結果、物質 A（特
許出願中）であった。 
③IC50 
物質 Aの IC50は 500 M 以上であった（図 6）。 
④リポータージーンアッセイ 
物質 Aは 125M 以上で濃度依存的にルシフェラーゼ活性の増加を観察した(図 6)。 
⑤物質 Aの細胞生存能 
C3A 細胞に物質 A を添加後、酸化に対する細胞生存能の観察を行った結果、濃度依存的な増加
を観察した（図 6）。 
 

               
 
 
 
 
 
 
 
 

   図 6 物質 Aの IC50、リポータージーンアッセイ、細胞生存能 
 
⑥物質 Aによる抗酸化酵素群の遺伝子とタンパク質発現 
物質 Aを C3A 細胞による一連の抗酸化酵素群の遺伝子発現を観察した結果、NQO1、GCLM、GCLC、
GSTP において、10 倍以上の遺伝子発現の増加が観察された。また HO-1、SOD1、GR、GPｘ、Cat、
GSTA、GSTT の遺伝子発現の増加が観察された（図 7）。 
 10 倍以上の遺伝子発現の増加が観察された NQO1 と GST のタンパク質発現を観察した結果、
NQO1 と GST は濃度依存的な増加を観察した（図 7）。 

 

 
 
                      
                 

   図 7  物質 A による抗酸化酵素群の遺伝子とタンパク質発現 
 
⑦DHMBA と物質 Aの定量 
日本の 12-13 地区におけるマガキ中の DHMBA と物質 A の定量を行った結果、それぞれ 9.8-58.8 
g/g、5.4-149 ng/g であった。  
                            
（４）総合考察 
DHMBA 及び物質 Aにおいて、Keap1-Nrf2 経
路の活性を観察した結果、濃度依存的に
「Keap1-Nrf2 経路」の活性化し、下流の一
連の抗酸化酵素の遺伝子群を発現させた
（図 2、4、6、7、8）。一方、日本における
マガキ中の物質A及びDHMBAの濃度を測定
した結果、物質 A 及び DHMBA の濃度はそれ
ぞれ 5.40-149 ng/g, 9.80-58.8 g/g と、
DHMBA は物質 A と比較して、約 1,000 倍高
濃度であった。これらの結果から、NASH モ
デルマウスにおいて疾病発症を抑制した
物質は DHMBA と考えられた。            
                      図 8 DHMBA による keap1-Nrf2 経路活性化       
                        及び抗酸化酵素群の発現 
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