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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア品質管理に重要なオートファジーに作用する食品成分を見出すことを目的と
した。HeLaにおいてp62発現を指標としたスクリーニングを実施したところ、ルテオリン誘導体の顕著なオートファジ
ー誘導活性を見出した。一方、マクロファージJ774.1においては、ケルセチンなどフラボノール類において顕著なp62
遺伝子発現促進が認められたが、ルテオリン誘導体の効果は認められなかった。よって、食品成分のオートファジー誘
導活性は細胞株によって異なることが示された。J774.1では転写因子Nrf2を介してp62発現を亢進することで、サイト
カインIL-1βのオートファジー分解に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We screened the food factors that enhance the autophagic degradation leading to mi
tochondrial quality control. In HeLa cells, luteolin and the derivatives significantly enhanced the autoph
agic degradation of p62, an adaptor protein of autophagy. In contrast, in J774.1 macrophages, the mRNA exp
ression of p62 was significantly enhanced upon treatment with flavonols such as quercetin, whereas no effe
cts were observed upon treatment with luteolin derivatives. These results strongly suggest that the activi
ties of polyphenols for autophagy induction are dependent on cell types. It was also found that p62 mRNA e
xpression was enhanced through the activation of Nrf2, a transcription factor. Furthermore, the pretreatme
nt of J774.1 with flavonols resulted in the decrease in both intracellular and extracellular IL-1beta, an 
autophagy substrate. These results suggest that autophagy induction by polyphenols might be good strategy 
for the quality control of intracellular proteins and organelles.
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは細胞内の主要

な活性酸素生成の場であるという観
点から、抗酸化物質の作用が注目され
てきたが、ミトコンドリアと低分子食
品成分との相互作用およびその生理
的意義を生化学的に評価した研究は
ほとんどされておらず、老化・疾病に
繋がるミトコンドリア機能障害に対
する食品成分の作用を探索する重要
性を着想した。ミトコンドリアは生命
活動に必須な小器官である一方、その
機能障害は広範囲の疾病との関与が
示唆されている。特に、オートファジ
ー（自己貪食）によるミトコンドリア
の品質管理の重要性が近年指摘され
ており、オートファジー不全とパーキ
ンソン病との密接な関連が示唆され
るなど、生体内の恒常性・健康維持に
極めて重要であると考えられる。 
近年のオートファジー研究の急速な

進展から、老化 ・疾病におけるオートファ
ジーの重要性が明らかになってきているが、
食品成分の標的としてのオートファジーの
位置付けは未知の研究領域である。ミトコ
ンドリアはこれまで活性酸素生成の場であ
ることや、アポトーシスの実行に関わること
から、「抗酸化物質」「アポトーシス制御物
質」の観点からは多くの検討がされてきた。
しかし、ミトコンドリア品質管理（恒常性維
持 ）という観点や、食品成分自身のミトコ
ンドリアとの相互作用機構については殆ど
検討例がなく、食品のような外因性因子
によるミトコンドリアへの積極的介入の生
理的意義も不明である。すなわち、オート
ファジーやミトコンドリア機能に焦点を当て
た食品成分の探索 、及びその重要性の
検討を試みることは、極めて斬新かつチャ
レンジ性に富む研究課題と考えられた。
以上のような背景から、疾病予防・抗
老化作用を目指した新規機能性食品
としてのオートファジー促進物質の
探索とその意義を検討するべく本研
究を着想した。  
 
２．研究の目的 
高齢化社会を迎えた現代におい

て、生活習慣病や老化の予防戦略とし
て新たな機能性食品の開発が期待さ
れている。様々な生理作用を標的とし
た機能性食品の基礎研究が進む中、ミ
トコンドリア機能やオートファジー
に焦点を絞った検討例は現在のとこ
ろ極めて少ない。本研究では、様々な
疾病・老化の過程に関与するオートフ
ァジーを作用点とする食品成分を探
索し、さらにその作用機構を検討する
ことで新たな機能性食品としての可
能性を提案することを目的とした。  
 

３．研究の方法 
（１）培養細胞でのオートファジー評価系
の確立  
本研究では、オートファジー研究に広く
用いられているヒト子宮頸がん上皮細胞
（HeLa）及びマウスマクロファージ様細胞
株 （ J774.1 ） を 用 い た 。 GFP-LC3 や
GFP-mit（ミトコンドリア標識）ベクター、Atg7
ノックアウト MEF 細胞は協同研究者の
Toren Finkel 博士（米国国立衛生研）よ
り提供を受けた。また、Atg5 ノックアウト
MEF 細胞については、東京大学の水島
昇博士の許諾を得て、理研細胞バンクよ
り入手 した。そこで、GFP-LC3 あるいは
GFP-mit 安定発現 HeLa の構築を行い、
96 穴プレートでの蛍光検出によるハイス
ループット評価系の確立を試みた。また、
Atg7 あるいは Atg5 ノックアウト MEF 細胞
を用いた解析も実施した。 
 
（２）食品成分のスクリーニング 
申請者が既に所持していたポリフェ

ノールを中心とした機能性成分ライブラリ
ーを本研究費により拡充した。様々なクラ
スのポリフェノール類について、類縁体も
含め計 55 種類を整備し、構造活性相関
性の検討を可能とした。これら食品成分
を 25 あるいは 50μM となるよう DMEM 培
地に添加し、細胞とのインキュベーション
を実施した。 
 
（３）ミトコンドリア機能の評価 
ミトコンドリアは酸素消費に伴う活性

酸素生成の場であることから、恒常的に
酸化ストレスに曝され、その機能は減退す
るものと考えられる。そこで、ミトコンドリア
特 異 的 活性酸素 （O 2

- ）プローブである
MitoSox や過酸化水素特異的なミトコン
ドリア局在性蛍光タンパク質発現ベクター
（Hyper-mit ）などを用いて、ミトコンドリア
における活性酸素産生の評価を試みた。 
一方で、オートファジーは傷害された

ミトコンドリアの分解を担い細胞内を健全
なミトコンドリア状態に保つ上で重要であ
る。そこで、オートファジー促進性物質の
有効性を評価するために、スクリーニング
から選抜された物質について、ミトコンドリ
ア機能の評価を行いその有効性を検討し
た。ミトコンドリア膜電位プローブ（JC-1 な
ど）による蛍光定量法を用いてのミトコンド
リア機能評価を実施した。分子機構の解
析 は、オー ト フ ァジー制 御 因 子 である
mTOR や各種 Atg タンパク質群、アダプタ
ータンパクである p62 などについて、ウェス
タンブロットで評価することで、当該食品
成分の作用標的経路を同定する。 
 
（４）食品成分の細胞内局在性の検討 
申請者は細胞内から高速液体クロ

マトグラフィーにより食品成分の蓄積を評



価することを可能にしている（Kawai et al., J. 
Biol. Chem. 283, 9424-9434, 2008）。そこで、
細胞ライセートあるいは細胞分画試料を
用いて、食品成分の細胞内蓄積性につ
いて解析を実施した。特に、ミトコンドリア
外膜特異的磁気ビーズを用いて食品成
分を投与した細胞から高純度のミトコンド
リアを単離し、ミトコンドリアへの成分の蓄
積性を直接分析する試みは新規性の高
いものである。本課題において選抜された
オートファジー促進性候補物質について、
ミトコンドリアへの分布について評価を試
みた。ミトコンドリア単離やクロマトグラフィ
ーに懸かる物品・試薬の費用について本
研究費を使用した。 
 
（５）動物レベルでのマイトファジー評価 
本研究で選抜されたオートファジー促進性
物質について、マウスを用いた個体レベルの評
価を行うことを本研究の最終目標とした。申請者
は、食品成分の生体利用性（吸収性と代謝性）
について迅速に評価する分析系を有しているこ
とから、候補物質についての体内動態・存在形
態を理解すると同時に、各組織（血球、肝臓、腎
臓、筋肉、脳など代謝や酸素消費に重要な組
織）におけるオートファジーレベルの測定と組織
から単離したミトコンドリアの機能評価を行うこと
で、食品成分によるマイトファジー促進によるミト
コンドリア品質管理の意義を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）p62 分解を促進するポリフェノール 
様々な疾病や老化の過程に関与するこ
とが近年示唆されているオートファジーと
ミトコンドリア品質管理を作用点とする食
品成分を探索し、その作用機構を検討するこ
とを目的として、23-24 年度にかけて培養細
胞（HeLa）を用いたオートファジー評価系の
検討と作用機構の解析を試みた。当初、
GFP-LC3やGFP-mit過剰発現HeLa細胞を構築
し、96 穴プレートにおける蛍光測定法につい
て検討を実施したが、オートファジー誘導に
おける差を正確に測定することはできなか
った。そこで、LC3 や p62 などのタンパク質
についてウェスタンブロット法により培養
細胞抽出液からこれらのマーカーを評価す
ることとした。ウェスタンブロット法では多
検体同時評価が困難であったため、24 年度か
らはイムノスロットブロット（ISB）法を応
用し、48 検体の p62 発現を一斉に評価するこ
とが可能となった。本方法を用いてポリフェ
ノール化合物 47 種類のオートファジー誘導
活性評価を行ったところ、ルテオリンおよび
その細胞内代謝物でもある 3'-メチル化ルテ
オリンがより強力なオートファジー誘導活
性を有することが明らかとなった。これらル
テオリン関連化合物の作用機構を検討した
ところ、mTOR 複合体を顕著に阻害することが
明らかとなり、その上流キナーゼである Akt
リン酸化がルテオリン化合物の標的である

ことが示唆された。一方、ケミカルプローブ
としてケルセチンを出発としたビオチン化
フラボノイド誘導体を化学合成し、これをプ
ルダウンアッセイに応用することで、フラボ
ノイド類の細胞内相互作用タンパク質の評
価が可能となった。二次元電気泳動を用いた
検討から、本プローブに特異的に作用する細
胞内タンパク質の存在が示唆された。現在、
MALDI-TOF 型質量分析法により、相互作用タ
ンパク質の同定を進めている。 
 
（２）転写因子を介してオートファジーを促
進する食品成分 
  オートファジーの生化学的評価におい
て、LC3 や p62 などをウェスタンブロット法
により評価する方法が一般的である。これら
はオートファゴソーム構成因子であり、オー
トファジー分解の程度によってタンパク質
量に変化が認められる。しかし、遺伝子発現
レベルでの変化を伴う場合、これらタンパク
質量の変化をもってオートファジーの程度
を理解することは困難となる。様々な細胞株
について検討を行ったところ、マクロファー
ジ細胞（J774.1）においては、HeLa で認めら
れたようなフラボノイド類によるp62分解促
進効果が認められず、逆に p62 タンパク量が
増加する傾向が認められた。そこで、p62 を
はじめとする各種オートファジー関連遺伝
子について、RT-PCR 法を用いて発現量を解析
した。その結果、ケルセチンをはじめとする
フラボノール類において顕著なp62遺伝子発
現促進作用が認められた。興味深いことに、
HeLaにおいて顕著なp62分解を誘導したルテ
オリン関連化合物は J774.1 において p62 発
現量に影響を与えなかった。このように、食
品成分によるオートファジー誘導活性にお
いては、用いる細胞株によって結果が大きく
異なることが明らかとなった。 
  近年、p62 遺伝子は転写因子 Nrf2 の標的
遺伝子であることが報告された。そこで、フ
ラボノール類によるp62発現誘導メカニズム
について検討を試みたところ、p62 誘導性フ
ラボノールはいずれも Nrf2 の核移行を顕著
に促進した。よって、これらフラボノール類
は転写因子 Nrf2 の活性化を介して、p62 遺伝
子発現を誘導することが明らかとなった。 
  さらに、オートファジーアダプタータン
パク質である p62 の増加が、オートファジー
促進に貢献するかどうかを明らかにするた
めに、最近になってオートファジー分解基質
であると報告された炎症性サイトカイン
IL-1β量について検討を行った。J774.1 に対
してリポ多糖（LPS）で炎症誘導したのち、
細胞内（pro-IL-1β）および細胞外 IL-1βを
測定したところ、いずれにおいてもフラボノ
ール前処理によって有意な抑制効果が認め
られた。本実験において、IL-1βmRNA 発現量
に変化は認められなかったことから、フラボ
ノール前処理による p62 発現誘導が、IL-1β
タンパク質のオートファジー分解に貢献し



た可能性が強く示唆された。このように、オ
ートファジー関連因子の遺伝子発現を誘導
することにより、オートファジーを誘導する
食品成分の存在を明らかにすることが出来
た。現在、Nrf2 以外の転写因子によって制御
されるオートファジー関連遺伝子の発現に
ついても解析を進めている。 
 
（３）オートファジー誘導とミトコンドリア
機能 
  本課題では、オートファジー誘導による
ミトコンドリア品質管理を目指したが、HeLa
や J774.1 において認められたポリフェノー
ル類によるオートファジー誘導は、ミトコン
ドリア機能（膜電位や活性酸素産生）に顕著
な影響を及ぼさなかった。このことは、これ
らポリフェノール類によるオートファジー
が「非選択的」なものであることを示唆して
いる。今後、ミトコンドリア選択的なオート
ファジー（マイトファジー）のような選択的
オートファジーを促進する食品成分につい
ても検討が必要である。また、ミトコンドリ
ア機能障害に伴って細胞から培地中へ放出
される乳酸量が増加することが知られてお
り、本研究においては LC-MS/MS を用いて培
地中乳酸量を簡便かつ高感度に測定するこ
とを可能とした。実際に、HeLa 細胞において
各種ミトコンドリア阻害剤処理による有意
な乳酸分泌の増加を確認した。そこで、各種
ポリフェノール類で処理した培養液中の乳
酸量を測定したが、やはり有意な増減は確認
できなかった。 
一方、マイトファジーを誘導する低分子
化合物について食品成分以外にも各種阻害
剤も含めて探索したところ、FCCP や CCCP と
いったプロトンイオノフォアに共通して、ミ
トコンドリア膜電位の低下に伴う顕著なオ
ートファジー誘導活性が認められた。よって、
プロトンイオノフォア様の活性を示す食品
成分はマイトファジーを誘導する可能性が
考えられた。そこで現在、これらプロトンイ
オノフォアのオートファジー誘導機構につ
いて詳細な検討を進めている。 
 
（４）生体内におけるオートファジー誘導の
可能性 
フラボノイド関連化合物の in vivo にお
けるオートファジー誘導活性を評価するた
め、マウス臓器における p62 発現について検
討を行ったところ、臓器によって p62 発現量
に差異があることが明らかとなった。典型的
なオートファジー誘導系である栄養飢餓を
絶食により誘導したが、顕著な p62 の変動を
観察することが出来なかった。また、フラボ
ノイドの代謝パターンについても投与方法
や投与量、あるいは投与期間によって差異が
あることが示唆された。これらの点を詳細に
解析するため、本研究期間を平成 25 年度ま
で延長し、さらなる検討を実施した。 
これまでに、LC-MS/MS 法によって、フラ

ボノイド投与後のマウス血漿中から各種代
謝物を高感度に分析することが可能となっ
た。また、各種グルクロン酸抱合体や硫酸抱
合体を化学的に合成する効率の良いプロト
コールを確立した。これまでの検討において
は、ルテオリンやケルセチンなど in vitro
においてオートファジー誘導活性の期待さ
れたフラボノイドのマウスへの投与による
in vivo におけるオートファジー促進性を観
察することは出来なかった。今後、これらフ
ラボノイドの標的臓器を明らかにし、一方で
投与方法や投与量など詳細を検討すること
で、in vivo における有効性を明らかにして
いく予定である。 
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