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研究成果の概要（和文）：主に胃で産生され、摂食亢進作用を有するペプチドホルモン、グレ
リンの活性の阻害は、過食の防止、肥満の予防につながることが期待される。胃癌由来の AGS
細胞にグレリンの cDNA を導入することにより樹立したグレリン安定発現株 AGS-GHRL8 を用い、
活性型グレリンの産生を阻害する物質を探索した。AGS-GHRL8 細胞の培地に、ヘプタン酸、オ
レイン酸およびエイコサペンタエン酸をそれぞれ添加したところ、活性型グレリンの産生が阻
害されたが、酪酸および酢酸では阻害されなかったことから、オレイン酸およびエイコサペン
タエン酸の活性型グレリン産生阻害食成分としての可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Ghrelin is a gastric peptide hormone with orexigenic activity; 

therefore, inhibition of its production might prevent obesity. To identify candidate 

inhibitors of active ghrelin production, we established the AGS-GHRL8 cell line by 

transfection of ghrelin cDNA into AGS cells originating from human gastric carcinoma 

tissue. Heptanoic, oleic, and eicosapentaenoic acids inhibited active ghrelin secretion from 

AGS-GHRL8 cells, whereas acetic and butyric acids did not. Thus, oleic and 

eicosapentaenoic acids would be candidate food ingredients with anti-obese activity 

through inhibition of active ghrelin production. 
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１．研究開始当初の背景 

肥満は、経済的先進国において、糖尿病、
動脈硬化症をはじめとする生活習慣病、さら
にはそれらが複合的に絡み合ったメタボリ

ックシンドロームの発症基盤と考えられ、そ
の対策が課題となっている。体脂肪が過剰に
蓄積した状態が「肥満」と定義され、肥満の
脂肪組織では、腫瘍壊死因子αやインターロ
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イキン 6に代表される炎症性サイトカインの
産生の亢進、アディポネクチンのような抗炎
症性サイトカインの産生低下が起こり、これ
が肥満やメタボリックシンドロームに合併
する炎症性変化に関連するとされている。加
えて、近年の美容志向の高まりとも相俟って、
健康増進および美容保持のための肥満の改
善を謳った種々のダイエット食品が氾濫し
ている。このような社会的背景の下、成長ホ
ルモン分泌促進因子として発見・構造決定さ
れた 28 アミノ酸残基からなるペプチドで
あるグレリンは、強力な成長ホルモン分泌作
用とともに摂食亢進作用も有しており、その
活性発現には N末端から 3番目のアミノ酸で
あるセリン残基の側鎖が脂肪酸のオクタン
酸でアシル化修飾を受けていることが必須
とされている。また、循環血液中には活性型
のオクタン酸アシル化グレリンとともにそ
の数十倍の濃度にのぼるデスアシル型グレ
リンが存在している。 

グレリンにオクタン酸を転位する酵素は、
グレリンのオクタン酸修飾酵素 (ghrelin 
O-acyl transferase: GOAT)であること、グ
レリンの脂肪酸修飾は、食餌として摂取した
脂肪酸が直接アシル転位されておこること
がマウスを用いた研究で、それぞれ報告され
ている。オクタン酸の細胞内への取り込みを
阻害すること、またはグレリンのオクタン酸
アシル転位酵素を阻害することは、活性型グ
レリンの産生を抑制し、摂食亢進を抑えるこ
とが想像され、肥満の予防および改善に貢献
できると考え、研究に着手した。 

 

 

２．研究の目的 

 グレリンを産生する細胞株を用い、in vitro

におけるオクタン酸アシル化グレリン（以下、
活性型グレリンと略す）の産生を抑制する物
質を探索する。 

 

 

３．研究の方法 

（1）グレリン産生細胞株の作製 
ヒト胃癌由来 AGS 細胞におけるグレリン、

GOAT および翻訳後プロセッシングでの関与
が知られているプロホルモン転換酵素 (PC) 
1/3、PC2、フューリンの mRNA の発現を逆転
写酵素-ポリメラーゼ連鎖反応により確認し
た。グレリンの cDNA を発現ベクターpcDNA3
（ネオマイシン耐性遺伝子有り）に挿入した
プラスミドを AGS細胞にトランスフェクトし、
ネオマイシン添加培地で培養することによ
りグレリン安定発現細胞をスクリーニング
した。AGS 細胞およびグレリン安定発現細胞
におけるグレリンペプチドの発現はウエス
タンブロット法により行った。 
  

（2）活性型およびデスアシル型グレリンの
定量 

1/10容量の１mol/L塩酸を添加して調製し
た細胞培地をサンプルとした。市販の ELISA 
キットを用い、活性型およびデスアシル型グ
レリンをそれぞれ定量した。活性型グレリン
産生抑制候補物質は、細胞培地に試験物質を
添加し、一定時間培養後の培地中の活性型グ
レリン濃度を測定することにより評価した。 
  
 
４．研究成果 
（1）グレリン産生細胞株 AGS-GHRL8 の樹立 

AGS 細胞は、その培地中にデスアシル型グ
レリンがわずかに検出されたものの、活性型
グレリンは検出されなかった。さらに、AGS
細胞は、グレリンの mRNA の発現が低く（図
1-A）、グレリンペプチドは検出されなかった
（図 1-B）。しかしながら、AGS 細胞には、GOAT
およびフューリンの mRNAの発現が認められ、
グレリンのプロセッシングおよびアシル化
修飾に必要な因子が存在していると考えら
れた（図 1-A）。このため、AGS 細胞を用い、
グレリンを高発現する安定発現株の作製を
行うこととした。   
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図 1 AGS細胞におけるグレリン、GOATおよびプロホル

モン転換酵素の mRNA発現の逆転写酵素-ポリメラーゼ連

鎖反応による確認（A)とグレリンペプチドのウエスタン

ブロット法による確認（B) 
  
 

逆転写酵素-ポリメラーゼ連鎖反応で増幅
した AGS 細胞のグレリン cDNA を発現ベクタ
ーに挿入したプラスミドをトランスフェク
トした AGS細胞は、グレリンを発現している
ことがウエスタンブロット法により確認さ
れた（図 2）。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 グレリン遺伝子導入 AGS細胞におけるグレリンの

発現 

 
 

グレリンの発現プラスミドを AGS細胞にト
ランスフェクト後、ネオマイシン添加培地で
培養し、コロニーを形成した 10 個の細胞の
うち、7 個でグレリンが発現していることが
ウエスタンブロット法により確認された（図
3）。このうち、発現したグレリンレベルが最
も高かった 8番目の細胞を活性型グレリン産
生抑制物質探索のための細胞評価系として
用いることとし、AGS-GHRL8 と命名した。 

 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 グレリン安定発現 AGS細胞のスクリーニング 

 
 

AGS-GHRL8 は、GOAT およびフューリンの
mRNAを AGS細胞と同様に発現していることが
確認された（図 4）。また、AGS-GHRL8 は、継
体を繰り返してもグレリン mRNA およびグレ
リンペプチドの発現状況に変化は認められ
なかった。 
 
 
 
 
 

 
 
図 4 AGS-GHRL8における GOAT及びフューリンの   

発現確認 

 
 

以上、グレリンを高発現する安定発現株
AGS-GHRL8 の樹立に成功した。 

 
 

（2）AGS-GHRL8 細胞におけるデスアシル型グ
レリンおよび活性型グレリンの分泌 

AGS-GHRL8 細胞は、親株の AGS 細胞では少
なかったデスアシル型グレリンを大量に分
泌することが確認され（図 5-A）、わずかなが
ら活性型グレリンの分泌も認められた（図
5-B）。また、培地にオクタン酸を添加したと
ころ、オクタン酸濃度依存的に活性型グレリ
ン量が増加した（図 5-B）。このとき、デスア
シル型グレリンは、活性型グレリンの数十倍
多く検出された（図 5-B）。 
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図 5 AGS-GHRL8細胞におけるデスアシル型グレリン(A)

および活性型グレリンの分泌(B) 

平均±標準偏差、*p<0.01 vs オクタン酸 0mol/L 

 
 

以上の結果より、AGS-GHRL8 細胞は、オク
タン酸の取り込みおよび GOAT によるアシル
化機構が機能していると考えられ、活性型グ
レリン産生の in vitro 評価系としての有用
性が示唆された。 

 



（3）活性型グレリン産生阻害物質の探索に
おける AGS-GHRL8 細胞の有用性 
 AGS-GHRL8 細胞が活性型グレリン産生阻害
物質の探索に有用か否かを検討した。ヘプタ
ン酸摂取後のマウスの胃でヘプタン酸アシ
ル化グレリンが検出されることが報告され
ており、ヘプタン酸がオクタン酸と競合する
ことによって活性型グレリンの産生を阻害
することが示唆されることから、AGS-GHRL8
細胞の培地にヘプタン酸を添加し、培地中の
活性型グレリン濃度を測定した。その結果、
100mol/Lのオクタン酸との併用で上昇した
活性型グレリンが 25～100mol/L のヘプタ
ン酸の濃度依存的に抑制され、100 mol/L の
ヘプタン酸では完全に抑制された（図 6）。一
方、マウスへの投与後胃でそのアシル化グレ
リンが検出されなかったとされる酪酸は、
100 mol/Lにおいてオクタン酸添加により増
加した活性型グレリンになんら影響を及ぼ
さなかった（図 6）。また、デスアシル型グレ
リンは、ヘプタン酸あるいは酪酸の添加によ
って影響されることなく、活性型グレリンの
数十倍の量が分泌された。 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 AGS-GHRL8細胞の活性型グレリン産生に及ぼす 

脂肪酸の影響 

平均±標準偏差 

*p<0.01 vs 未処置、#p<0.01 vs オクタン酸 100 mol/L 

 

 
 既報の動物実験の結果に基づいた仮説通
り、AGS-GHRL8 細胞は、培地へのヘプタン酸
添加により活性型グレリンの産生が阻害さ
れ、酪酸では阻害されなかったことから、活
性型グレリン産生阻害物質の探索における
AGS-GHRL8 細胞の有用性が明らかになった。 
 
 
（4）AGS-GHRL8 細胞の活性型グレリン分泌に
及ぼす脂肪酸の影響 

ヘプタン酸は食物中に含まれていない脂
肪酸であるが、活性型グレリン産生阻害を介

して肥満を防止する食品素材の検索のため
に、食物に含有されている脂肪酸としてオリ
ーブ油に多く含まれるオレイン酸、魚油に多
く含まれるエイコサペンタエン酸および
種々の食品に含まれている酢酸用い、
AGS-GHRL8 細胞のグレリン産生能を検討した。
100mol/Lの酢酸は、活性型グレリンの産生
を全く抑制しなかったが、100mol/Lのオレ
イン酸およびエイコサペンタエン酸は、同濃
度のヘプタン酸と同様、オクタン酸添加によ
り増加した活性型グレリンの産生を完全に
抑制した。 
 以上の結果より、オレイン酸およびエイコ
サペンタエン酸の活性型グレリン産生阻害
食成分としての可能性が明らかになった。 
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