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研究成果の概要（和文）：本研究では、肉類などに豊富に含まれているコリンの腸内細菌による代謝産物、トリ
メチルアミンN-オキシド（TMAO）が動脈硬化、血栓形成に及ぼす影響について明らかにしようとした。TMAOの測
定法を確立し、in vitro, in vivoの試験系でTMAOが血小板機能、血管内皮の機能に及ぼす影響について検討し
た。さらに抗血栓作用を有する機能性食品成分の抗動脈硬化作用について検討し、複数の機能性成分を組み合わ
せることにより、これらの抗動脈硬化作用が顕著に増強されることを明らかにした。また、動脈硬化におけるマ
クロファージや血管内皮細胞の凝固・線溶系因子の発現について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to clarify the effect of trimethylamine N-oxide (TMAO),
 a metabolite of choline that is abundant in meat, on arteriosclerosis and thrombosis. We 
established the assay system for measuring TMAO and investigated the effect of TMAO on platelet 
function and vascular endothelial function both in in vitro and in vivo experiment systems. In 
addition, we further investigated the anti-arteriosclerosis effect of functional food factor with 
antithrombotic activity in animal model. The combination of multiple functional ingredients such as 
poly unsaturated fatty acid significantly improved these anti-arteriosclerosis effects. We also 
clarified the expression and roles of coagulation and fibrinolytic factors in macrophages and 
vascular endothelial cells in arteriosclerosis using in in vitro cell culture system.

研究分野： 栄養生理学

キーワード： 動脈硬化　機能性食品成分　血小板　血液凝固　線溶
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにTMAOの動脈硬化への関与が報告され、注目されてきた。本研究では、TMAOの血小板や内皮細胞の機能
に対する直接的な影響について評価し、TMAOは血液凝固・線溶にはほとんど影響を及ぼさないことを明らかにし
た。さらに、マクロファージや内皮における炎症反応と凝固・線溶系因子の発現について明らかにし、動脈硬化
におけるこれらの因子の機能について考察することができた。また、これまで抗血栓作用、抗血小板作用を有す
ることを明らかにした機能性食品成分が抗動脈硬化作用を示すこと、高不飽和脂肪酸と協調的に強力な作用を示
すことを見出し、動脈硬化予防への応用の可能性を明らかにした。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生活習慣病の終末病態である心筋梗塞、脳梗塞などの血栓性疾患は、動脈硬化を基盤として血栓
が形成されることにより発症する。これらの血栓症は、わが国でもがんと並ぶ重要な死亡原因で
ある。認知機能の低下、半身不随などの血栓症の後遺症は、生命寿命と健康寿命の差を拡大する
要因であり、その対策は急務である。血栓性疾患の予防には、動脈硬化の進展を抑制すること、
血液凝固系の抑制、線溶系（血栓の溶解系）の促進が重要である。生活習慣病の発症要因として、
食習慣の影響は大きい。生活習慣病の予防においては、食生活の改善に加えて、食品の機能に着
目した戦略が注目され、トクホや機能性表示食品も活用されている。 
生活習慣病の終末病状である血栓に焦点を当てた基礎研究は少なく、機能性食品成分による新
しい血栓予防メカニズムの解明をはじめ、血栓の予防についてさまざまな角度からの議論が重
要になってきた。特に、従来の機能性成分に見られるような、生体内（細胞内）の分子標的に直
接アタックするメカニズムに加えて、腸内細菌によるメディエーターの産生や血流を介した他
の臓器における代謝活性化作用を介した新しいメカニズムについても追究する必要がある。 
 
２．研究の目的 
動脈硬化は、脂質の摂取量の増加により促進されるが、近年、腸内細菌の関与が注目されている。
赤身肉、乳製品などに豊富に含まれているコリンは、腸内細菌により代謝され、生成したトリメ
チルアミンが肝臓のフラビンモノオキシゲナーゼ（FMO）により Trimethylamine N-oxide
（TMAO）に変換される。TMAO は動脈硬化を促進する可能性が示唆されているが、その詳細
は不明である。本研究では、TMAO の生成を抑制する機能性食品成分を探索し、またこれまで
に解明されていない TMAO の血栓形成促進機構を明らかにすることを最終目的として立案さ
れ、特に （１）TMAO が血栓形成に及ぼす影響 （２）各種機能性食品成分による TMAO 産
生の阻害と動脈硬化の抑制の 2 点について追究する。食品成分の中には、薬物代謝酵素を制御
する機能性を有するもの、腸内細菌叢（microbiome）に影響を与えるものがある。本研究では
抗血栓作用を有する機能性食品成分の抗動脈硬化作用と、これまで未解明であった TMAO によ
る血栓形成メカニズムについても追究することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）血漿中の TMAO 濃度の測定法の確立 
血漿中の TMA, TMAO 濃度の測定については、既報を参考に、非誘導体化定量法を当研究室で
確立した。すなわち、血漿に内部標準を添加した後、ペンタフルオロフェニル（PFP）基結合型
カラムを装備した液体クロマトグラフィータンデム質量分析計（LC-MS/MS）を用いて MRM 法
にて定量した。 
 
（２）TMAO 飲水投与モデルの作製と血中 TMA（O）濃度の測定 
0.1%, 0.2%, 0.5% Trimethylamine N-oxide dihydrate（TMAO）水溶液を調製し、C57BL/6J マ
ウスに給水した。0.1%の TMAO を 1 週間給水し、順次 1 週間ごとに段階的に濃度を上げて給水
した。1 週間毎に尾静脈から採血し、血漿を調製後、上記の測定方法により LC-MS/MS を用い
て血中の Trimethylamine（TMA）および TMAO 濃度を測定した。 
 
（３）マウス多血小板血漿、洗浄血小板の調製 
C57BL/6J オスマウスを二酸化炭素で安楽死させ、抗凝固剤として 0.38％クエン酸ナトリウム
（終濃度）を用い、心採血を行った。採取した血液は 22℃で 160 × g, 10 min 遠心分離し、platelet 
rich plasma（PRP）を回収した。PRP を除去後の血液をさらに 22℃で 2100 × g, 10 min 遠心
分離し、上清を platelet poor plasma（PPP）として回収した。PRP を PPP で希釈して血小板
数を調整したものを多血小板血漿として実験に使用した。一方、洗浄血小板は、22℃で PRP を
640 × g, 10 min 遠心分離し、0.35% BSA, 0.1% D-glucose, HEPES Tyrode’s buffer, pH 7.4 で
洗浄後、同緩衝液に血小板を懸濁し、洗浄血小板とした。 
 
（４）血小板凝集能の測定 
洗浄血小板あるいは PRP を 1.0×106 platelets/mL になるようにそれぞれ希釈し、2 mM 
TMAO（Sigma）溶液を 20 µL 加え、全量 200 µL とした。その後、血小板懸濁液を 22℃
でプレインキュベートした。血小板凝集の測定には、血小板凝集測定装置（PA-20, Kowa）
を用い、37℃, 3 min インキュベート後、血小板凝集惹起物質として 200 µM ADP（Sigma）, 
500 mU/mL Thrombin（Sigma）を 20 µL 加え、血小板凝集測定を 7 min 測定した。 
 
（５）長期の TMAO 給水投与が血小板機能に及ぼす影響 
C57BL/6J オスマウス（8 週齢）に通常食（CRF-1）と水道水を 1 週間与え予備飼育した。
予備飼育後2週目から1週間0.1％ TMAO水溶液を給水し、以後順次3週目は0.2% TMAO，



4 週目は 0.5% TMAO，5 週目は 1% TMAO を給水して飼育した。1％TMAO を 1 週間給水
後、心臓採血を行って血小板を調製し、長期的な高濃度 TMAO 曝露が血小板凝集に及ぼす
影響について検討した。 
 
（６）抗動脈硬化作用の検討 
ApoE 遺伝子欠損マウス（B6.129P2-ApoEtm1Unc/J，6 週齢、オス）に通常食（CRF-1; オリエ
ンタル酵母）を給餌し、被検試料あるいは vehicle を 2 日に 1 回腹腔内投与する群に群分けし
た。18 週齢時に解剖し、心臓の三尖弁の薄切標本を作製してヘマトキシリン・エオジン（H&E）
染色、オイルレッド O（oil red O）染色を行い、プラークの大きさや脂質蓄積について評価した。
さらに上記の試験で抗動脈硬化作用が明らかになったジアリルトリスルフィド（DATS）につい
ては、その効果を増強させる食品成分として高不飽和脂肪酸（PUFA）に着目し、DATS と
PUFA の組み合わせが動脈硬化に及ぼす影響について検討した。ApoE-/-マウスに高脂肪飼
料である Western diet（WD, D12079B, Research Diets 社製）を 8 週間給餌した。その後、
WD に DATS およびいくつかの脂肪酸をはじめとした被検試料を添加した飼料を給餌する
試験群を設定し、抗動脈硬化作用を検討した。 
 
（７）血管内皮細胞、マクロファージにおける凝固・線溶系因子の発現 
マウス由来マクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞、マウス大腿骨単球/マクロファージ、ヒト臍
帯静脈内皮細胞（HUVEC）に LPS，各種炎症性サイトカインを添加・培養後、各種凝固・線溶
系因子、細胞接着因子の発現を qPCR により定量した。また、線溶系酵素の活性は fibrinogen
を基質とした Zymography により解析し、動脈硬化におけるこれらの因子の機能についても考
察した。 
 
４．研究成果 
（１）血漿 TMAO 濃度測定法の確立 
LC-MS/MS を用いて血漿 TMAO, TMA 濃度を測定する方法を確立することができた。血漿 20 
µL に、内部標準溶液（2-（N-morpholino）ethanesulfonic acid を 50 µM で超純水に溶解）を
10 µL 添加、氷冷 0.1%ギ酸含有アセトニトリルを 30 µL 添加し、激しく混和後、遠心分離して
得られた上清を 3 倍希釈して分析溶液とした。検量線を作成するために、各 100 µM 標準溶液
（超純水に溶解）について 0.5 µMまで希釈系列を作成し、試料溶液と同様に抽出操作を行った。
0.1%ギ酸含有超純水（A）およびアセトニトリル（B）を移動相とし、Triart-PFP カラム（150 
mm×2.1 mm ID, 3 µm 粒子径, YMC 社）を装備した LC-MS/MS を用いて MRM 法によって測
定した。分離条件は、0 分から 3.5 分が 200 µL/min（B: 0%）、3.51 分から 5 分が 400 µL/min
（B: 100%,）、5.01 分から 6.5 分が 400 µL/min（B: 0%）とし、カラム温度は 40°C、試料注入
量は 2 µL とした。クロマトグラフィーによる分離および質量分析による検出には、ACQUITY 
UPLC system および Quattro Premier XE 質量分析計（Waters 社）を用いた。TMA の MRM
トランジションは 60 > 45、TMAO は 76 > 59 とした（いずれも ESI+）。以下の研究において今
回確立した方法により血漿 TMAO, TMA 濃度を測定した。 
 
（２）TMAO 飲水投与モデルの血中 TMA，TMAO 濃度の測定 
0.1%, 0.2%, 0.5% Trimethylamine N-oxide dihydrate 水溶液を調製し、C57BL/6J マウスに 1
週間ごとに段階的に濃度を上げて給水
し、血漿の TMA および TMAO 濃度を
測定した。その結果、水道水を給与した
マウスの血漿TMA濃度は7.58±1.62μ
M（n=6）, TMAO 濃度は 7.86±0.68μ
M（n=6）であった。血漿中の TMA, 
TMAO 濃度は、給水した TMAO 濃度な
らびに給水期間（0.5％群は段階的に3週
間にわたり給水）に依存して上昇し、
TMA は 31.97±6.27μM，TMAO は
41.29±2.33μM まで上昇した（図 1）。 
 
（３）マウスの洗浄血小板凝集測定 
TMAO は血小板機能を亢進する可能性
が報告されている（Cell. 2016; 165(1): 
111-124）。C57BL/6J マウスから採血し
た血液を用いて洗浄血小板を調製し、
TMAO 処理が血小板凝集に及ぼす影響
について検討した。まずマウスの洗浄血小板に対する凝集惹起物質の影響について詳細な検討
を行い、実験条件を確立した。ADP を 1～20 µM で処理して凝集を惹起した結果、10 µM にお
いて最大凝集率はプラトーに達したため TMAO 処理時間、処理濃度検討実験では ADP 濃度を

 
 図１ TMAO 水溶液給与マウスの血漿 TMA, TMAO 

     濃度 



1 µM, 5 µM に設定した。TMAO 処理時間依存性実験では TMAO 処理時間を 5, 15 min に設定
し、血小板凝集測定を行った。これらの実験条件において、終濃度 50～200 µM TMAO で洗浄
血小板を処理して血小板凝集を測定したところ、血小板凝集に関連するパラメーターに変化は
なかった。 
これらの結果から、マウス洗浄血小板の ADP 凝集に対して、TMAO は亢進作用を示さないこ

とが明らかとなった。さらに、Thrombin よるマウス洗浄血小板の凝集、マウス多血小板血漿を
用いた解析、ヒト洗浄血小板、ヒト多血小板血漿を用いた実験系においても TAMO は血小板凝
集に影響を及ぼさなかった。これらの短時間のTMAO暴露での in vitro試験系において、TMAO
は従来の報告とは異なり血小板機能に影響を示さないことから、長期にわたるマウスへの
TMAO 給水投与の影響について検討した。 
 
（４）TMAO 長期給水投与マウスの血小板機能 
C57BL/6J オスマウス（8 週齢）に通常食（CRF-1）と水道水を 1 週間与えて予備飼育後、2 週
目から 0.1％ TMAO, 3 週目 0.2% TMAO, 4 週目 0.5% TMAO, 5 週目には 1% TMAO を給水し、
合計 4 週間 TMAO 水溶液を給与後、これら
のマウスより洗浄血小板を調製し、血小板
凝集能を測定した。その結果、TMAO 長期
給水投与マウスと対照群の水道水給与マウ
スの ADP，thrombin による凝集能に差は
なく、TMAO 投与群では、血小板凝集はむ
しろ抑制される傾向を示した（図２）。 
 
（５）機能性食品成分の抗動脈硬化作用と
そのメカニズムの解析 
抗血小板作用、抗血栓性作用を有する機能
性食品成分について、その抗動脈硬化作用
を検討した。抗血栓作用を有する機能性成
分に抗動脈硬化作用を見出すことができれ
ば、冠動脈疾患をはじめとした血管合併症
予防の強力なツールになることが期待され
る。これまでに我々が抗血栓作用を見出し
た DATS の抗動脈硬化作用について、ApoE
ノックアウトマウスに 2 日に 1 回 DATS
（75μmol/kg b.w., i.p.）を投与して 12 週
間飼育した。その後、心臓の三尖弁の組織化
学的な解析（H&E 染色、oil red O 染色）
を実施し、プラークのサイズと脂質蓄積に
について検討したところプラークの形成が
抑制される傾向を示した（Food Funct. 2022;13(3):1246-1255）。また、血行動態を改善し血小板
機能を抑制する多価不飽和脂肪酸をはじめとしたいくつかの機能性成分の効果についても検討
したところ、DATS の動脈硬化抑制作用を顕著に増強する成分を発見した。 
 
（６）血管内皮細胞、マクロファージにおける凝固・線溶系因子の発現 
DATS は、LPS により誘導される RAW264.7 細胞の tumor necrosis factor（TNF）α, monocyte 
chemoattractant protein-1（MCP-1）をはじめとするサイトカインの mRNA 発現と産生、NFκB
の DNA 結合活性を抑制し、抗炎症作用を示した。一方、DATS の単独添加は RAW264.7 にお
ける血液凝固第Ⅲ因子（tissue factor, TF）, plasminogen activator inhibitor-1（PAI-1）, uPA 
receptor（uPAR）発現を増加させ、urokinase type-PA（uPA）発現・活性を減少させる傾向を
示した。 
ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いた研究では、TNFα の単独添加は HUVEC における

血液凝固因子 TF, 線溶阻害因子 PAI-1, 細胞接着因子 VCAM-1 ならびに ICAM-1 の発現を増加
させた。一方、TNFα は血液凝固阻害因子 TF pathway inhibitor（TFPI）の発現を減少させ、
線溶因子 tissue type-plasminogen activator（tPA）の発現には影響を及ぼさなかった。DATS
の前処理は TNFα による PAI-1, VCAM-1, ICAM-1 発現の上昇を抑制した。また、IL-1β の単独
添加は HUVEC における TF, PAI-1, tPA, VCAM-1, ICAM-1 発現を増加させ、TFPI 発現を減少
させた。DATS の前処理は IL-1β による TF, PAI-1, tPA, VCAM-1, ICAM-1 発現の上昇を抑制し
た。これらの結果から、DATS は炎症性サイトカインによる血液凝固因子・細胞接着因子の遺伝
子発現の上昇を抑制し、抗動脈硬化作用を示す可能性が明らかとなった。また、TMAO はこれ

 

図２ TMAO 長期給水投与マウスの血小板機能 
0.1-0.5% TMAO 水溶液を 5 週間給水したマウスから洗浄血小

板を調製し、ADP, thrombin 惹起血小板凝集を測定した。 
横軸は凝集惹起物質添加後の時間（分）、縦軸は凝集率を示す。 
Mean ± S.E., n = 4-6 
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