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研究成果の概要（和文）： 
ヒト肝癌細胞 Hep-G2 あるいはヒト正常細胞 HUCF2 などを用いて、食品抽出物が遺伝子発現
にどのような影響をもたらすのかを検討するため、DNA マイクロアレイにて網羅的な遺伝子
発現を解析し、食品の機能性を明らかにすることにした。さらに、パスウェイ解析やリアルタ
イム-PCR により詳細な遺伝子発現への影響を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To investigate the food effect on the health, food ingredient’s effects on the gene 
expression were analyzed using DNA microarray, pass way analysis and real time PCR 
methods.  
 The HepG2 cells derived from human hepatoma and HUCF2 cells from human normal 
fibroblast were incubated with elder, human mother's milk, alpha-tocotrienol, PQQ etc. 
RNA was isolated and labeled and analyzed using Agilent DNA microarray. Oxidative 
phosphorylation pass way was increased by elder addition. EGF signaling pass way was 
increased by mother's milk addition. FGF signaling pass way was increased by 
alpha-tocotrienol. This pass way activates Map kinase signaling pass way to cause cell 
growth on HUCF2 cell. 
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１．研究開始当初の背景 

CoQ10 などのように機能を持った食品成
分やアガリスク等の健康食品が市場に出回
っているがその効果には不明な点も多く、ま
た毒性も懸念されるものも多い。近年遺伝子
の発現や抑制機構と生命現象の関連につい
ての研究が進み、様々な生命現象の原因とな
る遺伝子が特定され、その遺伝子の発現の変
化により寿命やアレルギー、発ガン、奇形な

どの生命現象が説明されるようになった。例
えばサーチュイン（SIRT1）やアデニレート
サイクレース 5（AC5）の発現が長寿と関係
し、これらの発現をコントロールすれば寿命
を延ばせることが下等生物で明らかにされ、
ヒトでも当てはまると考えられるようにな
った。またインターロイキン-4 や-10（IL-4, 
IL-10, Th2 型サイトカインと呼ぶ）の発現が
上昇するとアレルギーになりやすい。一方こ
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れらの Th2 型サイトカインが減少し、インタ
ーロイキン-2（IL-2，Th1 型サイトカイン）
の発現が上昇するとアレルギーが抑制され
ることが明らかにされた。さらに、Akt1 や
Myc の発現がガン細胞では上昇している例
が多く、これらの発現を抑制することでガン
の増殖を抑制し、ガン治療に結びつくことが
最近明らかにされた。従ってこれらの遺伝子
発現をコントロールすることができれば寿
命を延ばす食生活やアレルギーやガンにな
りにくい食生活が提案できる。 
 
２．研究の目的 

最近食品素材・添加物としての利用が期待
される PQQ やトコトリエノール類、各種ハ
ーブ類などを細胞に添加した際の遺伝子発
現の変化を、細胞の増殖時、アレルギー発症
時、細胞のガン化に伴って変化する遺伝子発
現のパターンと比較検討し、これらの機能性
食品としての新しい機能や安全性を評価す
ることと、新規の機能性成分を持った食品素
材を探索することにした。 

そのために各種食品成分抽出液を各種細
胞等に投与し、遺伝子発現にどのような変化
が生じるかを、DNA マイクロアレイを用い
て網羅的に分析した。細胞増殖や長寿に関係
する遺伝子や、食品アレルギー、ガン細胞、
奇形で特異的に発現している遺伝子等に注
目し、PQQ とトコトリエノール等の食品機
能と安全性を評価した。 

 
 
３．研究の方法 

• 食品成分の抽出 
食品サンプル 1 g にMQ 水 10 ml あるいは

メタノール 10 ml を加え抽出した後、0.22 
µm filter (MILLIPORE)で滅菌ろ過したもの
を食品抽出物とした。 

 
• DNA マイクロアレイ解析 
細胞の遺伝子発現に及ぼす食品抽出物の

影響は以下の方法で検討した。ヒト由来各種
細胞(HUCF2, Hep-G2)およびラット由来細
胞(PC12)を 2×105 cells/ml 濃度で 2 ml ずつ
35mm Culture Dish(ビーエム株式会社)に播
種し、24 時間後に培地を交換し,各種食品抽
出物を添加し 16 時間培養した。食品抽出物
は培地に対して 0.5%になるよう培地で稀釈
して用いた。各サンプルは n=3 で調製した。
培養後 Isogen を用いて RNA を抽出し、
DnaseI 処理後、マイクロアレイ分析を行っ
た. 各サンプルから total RNA を 0.33 µg づ
つ集めて 1 つのチューブに入れて 1~2 µg 相
当を用いた。cRNA の作成,マイクロアレイリ
ーダー等はメーカーのプロトコールに従っ
た。cRNA を Cyanine3 でラベル化した後、
吸光度を測定して cRNA 溶出量と Cy3 色素

の取込率を算出した。Agilent オリゴ DNA
マイクロアレイキットプロトコルにおいて、
通常 cRNA の溶出量は 1.65 µg 以上、CyDye
の取込効率は9 pmol/µg以上であれば、cRNA
のラベル化は成功したと判断した。 

 
• パスウェイ解析 
パスウェイ解析は Search Objects in 

KEGG Pathways を用いて行った。まず、そ
れぞれの抽出物添加群のマイクロアレイの
結果をコントロール発現量の比でそれぞれ
表した。そして、発現の比が 2 倍以上、0.5
倍以下のものにそれぞれ区切ってそれらの
遺伝子が含まれるパスウェイを検索した。 

 
• RT-PCR による解析 
抽出した TotalRNA を逆転写反応にて

cDNA を作製し、各グループにつきサンプル
数 n=3～4 で実験を行った。 

RNA 4 µg 相当に対し, M-MLV reverse 
transcriptase (Invitrogen) 2 µl, 5× first 
strand buffer (Invitrogen) 8 µl, 0.1 M DTT 
(Invitrogen) 4 µl, 2 mM dNTPs (TOYOBO) 
20 µl, Oligo(dT)15 primer (Promega) 1.5 µl, 
RNase Inhibitor (40U) 1.5 µl を加え, サー
マルサイクラー(日本バイオラットラボラト
リー株式会社)を利用し, 37℃, 60min インキ
ュベーション後, 98℃, 5min で酵素を失活さ
せ, 急冷し, 4℃または－20℃で保存した。
PCR 生 産 物 を 定 量 す る 方 法 と し て
SYBR®Green (Applied Biosystems)を使用
したインターカレーター法を用いた。7300 
Real Time PCR system (Applied 
Biosystems)を用いて PCR 反応を行った。 
解析は、7300 system Software 解析ソフト

を使用し、Ct 値から相対的な濃度を下の計算
法で算出し、得られた値をβ-actin の相対値
で補正することでおこなった。 

 
[Ct1(1 つめの試料の Ct 値)2] / [Ct2,3,・・(2

つめ以降の Ct 値)2] 
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４．研究成果 
• Hep-G2 細胞 

ヒトには約 32000（研究論文によっては
24000）の遺伝子が発現しているといわれて
いる。ハーブの一種であるエルダーを加える
ことによって発現量が 3 倍以上、または 3 分
の１以下に変動した遺伝子の数は、252 個と
60 個であった。内訳を見ると核酸の代謝に関
連するものが多く認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 エルダー添加によるマイクロアレイ

のスキャッタープロット 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 コントロールと比較して変動した

遺伝子の総数と分類(エルダー添加) 
 
そこでさらにその機能を明らかにするた

めに、実験結果をパスウェイ解析した。この
解析により、体の中のどんなグループの遺伝
子の発現に変化が多かったかを調べること
が可能となる。結果、酸化的リン酸化に関す
るパスウェイの遺伝子の発現が上昇してお
り、エルダーにより代謝が活性化されたこと
が示唆された。一方、サイトカイン－サイト
カイン受容体相互作用に関するパスウェイ
の発現が抑えられていた。炎症と関わりの強
いパスウェイなので､エルダーの効能として
知られている抗炎症作用によるものと推定
された。また、薬物代謝酵素の第一相の酵素
の発現はほとんど上昇せず、第二相の酵素の
発現はかなりの数が上昇していた。従って､
ハーブは発ガン性物質などの異物を摂取し
た場合に､速やかに体外に排泄してくれる可
能性が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に母乳がどのような遺伝子を動かすの

かを調べ、抗酸化を中心とした母乳の機能性
を明らかにすることを目的として、母乳添加
における遺伝子発現への影響を検討するこ
とにした。コントロールと母乳のほかに、酸
化ストレスのモデルとして、活性酸素の一種
である過酸化水素を添加した培養細胞につ
いてもマイクロアレイを行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 コントロールと比較して変動した

遺伝子の総数と分類(母乳添加) 
 
図 3 では、コントロールと比べて母乳や過

酸化水素を処理した細胞で、発現量が 2 倍以
上ないし 0.5 倍以下に変動した遺伝子の数と、
その種類を示した。母乳を添加した細胞では、
2 倍以上が 1372 遺伝子、0.5 倍以下が 1819 
遺伝子と、多くの遺伝子が影響を受けること
がわかる。 

分類ごとにその内訳を見ると、シグナル伝
達や核酸代謝（Nucleoside, nucleotide and 
nucleic acid metabolism）に関与する遺伝子
の変動が、特に多いことがわかった。シグナ
ル伝達に関与する遺伝子は、2 倍以上が 109、
0.5 倍以下に発現量が動いたものが 133 あっ
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表 1 遺伝子発現の変動が見られた遺伝子群 



 

 

た（過酸化水素処理ではそれぞれ 72，95）。
核酸代謝に関与する遺伝子は、2 倍以上 101，
0.5 倍以下 165 あった（過酸化水素処理では
それぞれ 53，93）。シグナル伝達と核酸合成,
代謝に関わる遺伝子については Pathway 解
析を行って遺伝子の変動を調べることにし
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4 母乳2時間処理後のEGF Signaling 
 
解析した４４パスウェイの中で、母乳添加

により最も変動が顕著にみられたのは EGF 
signaling であった。上皮増殖因子 EGF は、
リセプターに結合すると MAP キナーゼカス
ケードを介して種々の転写因子やシグナル
伝達遺伝子を誘導し、細胞増殖を促進させる。
母乳添加細胞では、MEK1、ERK2 をはじめ
として多くの転写因子やシグナル伝達物質
が発現誘導されていた。Early Growth 
Response１が 4 倍、FOS が 5.5 倍など、著
しい発現の促進がみられた。 

実際に細胞増殖曲線をとってみたところ、
母乳処理により HepG2 の細胞増殖が促進さ
れているということが確認できた。これらの
ことから、母乳の HepG2 細胞への増殖促進
はEGF signalingによって引き起こされると
いうことが示唆された。 
 
 

• HUCF2 細胞 
機能性食品成分として知られている PQQ

が遺伝子発現にどのような影響をもたらす
かをマイクロアレイによって解析し、特に抗
酸化遺伝子を中心とした PQQ の機能性につ
いて検討した。酸化ストレスモデルとして過
酸化水素を添加した系も実験に用いた。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 コントロールと比較して変動した

遺伝子の総数と分類(PQQ 添加) 
 
発現に変動のあった遺伝子、抗酸化に関連

した遺伝子について RT-PCR を用いて
mRNA 発現量を測定し、マイクロアレイ実験
の結果検証を行った。 

 
 
表 2 RT-PCR で測定した遺伝子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 抗酸化遺伝子における発現量の変動 
 
過酸化水素のみ添加では SOD1, SOD2 の

発現に有意な変化は見られなかったが、PQQ
添加により発現は有意に減少した。マイクロ
アレイの結果と比較すると、SOD1 はマイク
ロアレイの結果と異なった挙動を示したが、
SOD2 は近似した挙動を示した。また、
catalase にも発現量の減少が見られた。従っ
て、PQQ を添加した正常細胞では、少なか
らず活性酸素が消去されたため、基質となる
活性酸素が少なくなった可能性が示唆され
た。 
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α-Tocotrienol 添加により HUCF2 細胞の
成長が促進される傾向がみられた。そこで、
α-Tocotrienol がどのような遺伝子を動かす
のかをマイクロアレイを用いて網羅的に調
べ、抗酸化を中心としたα-Tocotrienol の機能
性を明らかにすることにした。コントロール
とα-Tocotrienol のほかに、酸化ストレスのモ
デルとして、活性酸素の一種である過酸化水
素（H2O2）を添加した場合とあらかじめ
α-Tocotrienol処理をしてからH2O2暴露した
場合についてもマイクロアレイを行った。 

α-Tocotrienol 添 加 に よ り Fibroblast 
Growth Factor (FGF) 、その受容体である
Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) 
の発現上昇が確認された。また、いくつかの
FGF,FGFR についてα-Tocotrienol 添加、過
酸化水素添加、双方添加時の遺伝子発現量を
表 3 にまとめた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 α-Tocotrienol添加によるマイクロア

レイのスキャッタープロット 
 
表 3 遺伝子発現の変動が見られた遺伝子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
α-Tocotrienol 添加により発現が上昇した

FGF,FGFR は過酸化水素添加時には発現が
減少しているか発現量に変化は見られなか
った。また、あらかじめα-Tocotrienol 処理し
てから過酸化水素を添加したものでは過酸
化水素のみを添加したときよりもその影響
を受けていないことが確認された。本研究に
よりα-Tocotrienol が FGF 発現を増加させ、
細胞増殖に関与していることが明らかにな
った。 

FGF は、チロシンキナーゼ領域を含む膜貫

通型受容体を活性化して細胞の増殖を促す。
FGF によって活性化されるシグナル伝達分
子群の中で、最も詳細が明らかになっている
のが MAP キナーゼ経路である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 MAP キナーゼ経路 
 
この経路は、FGF 受容体が活性化されると

低分子量 G タンパク質 Ras がリン酸化され、
その結果として Raf、MEK1/2、ERK1/2 か
ら構成されるMAP kinase経路がリン酸化に
より活性化されるというものである。活性化
された ERK1/2 は、細胞核内へ移行し、多数
の転写因子をリン酸化し、活性化することに
よって細胞の増殖に貢献する。 

α-Tocotrienol 処理した Huc-F2 ではこの
MAP キ ナ ー ゼ 経 路 の う ち 、 MEK2
（MAP2K2）発現量がコントロールと比べて
1.2 倍に増加していた。発現量が上昇してい
た MAPK2 の遺伝子は細胞の増殖,分化,転写
に 関 与 する 遺 伝子 であ る こと か ら、
α-Tocotrienol の細胞増殖作用は、 FGF 
signaling が細胞増殖に影響を及ぼして引き
起こされていたことが示唆された。 
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