
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

マガキで発見された新規抗酸化物質による肝臓保護作用に関する研究

Hepatoprotective effects of novel antioxidant isolated from the Pacific oyster

６０５７６１７２研究者番号：

布田　博敏（Fuda, Hirotoshi）

北海道大学・保健科学研究院・特任准教授

研究期間：

２５４５０２９７

平成 年 月 日現在２８   ６   ７

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：マガキ由来の新規の抗酸化物質(DHMBA)において、肝培養細胞を用いた抗酸化能の観察、及
び非アルコール性脂肪肝炎(NASH)モデルマウスを用いた肝病変の改善効果を検証した。肝培養細胞を用いた実験では、
DHMBAは酸化剤に対する細胞保護作用や酸化誘導性のアポトーシスに対する抑制効果が観察された。NASHモデルマウス
を用いた実験では、DHMBA を高濃度含むマガキ抽出物によりNASHの肝臓特有に見られる病理組織学的症状の改善、及び
抗肥満、インスリン抵抗性の改善が見られた。これらのことから、DHMBAは酸化ストレスが発生原因と考えられているN
ASHの予防や治療に有効と考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study was undertaken to characterize the hepatoprotective potency of 
3,5-dihydroxy-4-methoxybenzyl alcohol (DHMBA), a novel phenolic antioxidant, isolated from the Pacific 
oyster, using hepatoma-derived cells (C3A) cultured in the presence of pro-oxidant, as well as well-known 
antioxidants. We found that only DHMBA significantly protected C3A cells against cell death in a 
dose-dependent manner, whereas other antioxidants did not. Also our study assessed the effects of 
DHMBA-rich oyster extracts (DOE) in a novel non-alcoholic steatohepatitis (NASH) model mouse established 
by combination of a high-fat diet and oxidized low-density lipoprotein. The NASH model mouse exhibited 
obesity, insulin resistance, hepatic steatosis, inflammation, fibrosis, and apoptosis. These changes were 
significantly moderated by supplementation of DOE. From these results, DHMBA might serve as a functional 
food for people at elevated risk for ROS-related diseases, such as NASH.

研究分野： 機能性食品学

キーワード： 抗酸化物質　マガキ　非アルコール性脂肪肝炎　酸化ストレス　肝臓　脂肪肝　線維化　アポトーシス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) 酸化ストレスと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、20 代をピークにして低下することから、
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、癌、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
の疾病の予防に効果が期待されている。 
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、癌、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
疾病の予防に効果が期待されている。 
 
(2)本研究の着想に至った経路 
現在までに研究代表者はすでにマガキより、
新規の抗酸化物質を発見し、その構造の同定
及び構造決定を行った(文献①)。また、その
結果を基に独自に精製を行ったマガキの新
規 の 抗 酸 化 物 質
(3,5-dihydroxy-4-m
ethoxybenzyl 
alcohol、DHMBA、図
１)を用い、生化学的
及び肝細胞を使った
抗酸化能の観察を行
った(文献②)。       図 1 DHMBA の構造 
その結果、in vitro の抗酸化能実験(ORAC

法)では既存の抗酸化物質、クロロゲン酸よ
り低い抗酸化能が得られたが、肝細胞を用い
た抗酸化能実験では、ビタミンＣやクロロゲ
ン酸よりも高い抗酸化能が得られた。DHMBA
の抗酸化能を更に肝培養細胞を用いて酸化
剤に対する抗酸化能試験とともに、NASH モデ
ルマウスを用いた DHMBA の効果を検証した。 
 

２．研究の目的 
(1)本研究の意義 
近年、欧米において、Ｃ型慢性肝炎、アル

コール性肝障害についで「非アルコール性脂
肪性肝炎(NASH)」は最も重要な肝臓病の一つ
である。わが国でも例外ではなく、近年日本
でも急激に増え続けている。またメタボリッ
クシンドロームの表現型である「非アルコー
ル性脂肪性疾患(NAFLD)」数は 1,000 万人前
後いるとみられ、5～10年後にはその10～20%
が肝硬変や肝がん等の重症な肝臓病である
NASH に進行する。酸化ストレスが NAFLD から

NASH へ移行する要因の一つと考えられるこ
とから、本来体が持っている食物由来の抗酸
化物質の摂取による酸化防御システムの強
化が NASH 予防に大変重要と考えられる。 
これらのことから、食品中から NASH の予

防や治療に効果的な抗酸化物質が発見でき
れば、NASH のみならず酸化ストレスが要因と
なって発生する疾病予防にも有効であり、本
研究の意義は大きいと考えられる。 
 
(2)研究課題 
本研究の目的はマガキ由来の新規抗酸化物
質(DHMBA)による、酸化ストレスが要因とな
って発生する疾病、特に NASH の予防・治療
への有効性を肝培養細胞、及び NASH モデル
マウスを用いて検証することである。そのた
めの具体的な研究課題は以下の３点である。 
①DHMBA の化学合成、並びに DHMBA を高濃度
に含むマガキ抽出物(DOE)の作製 
②肝培養細胞を用いた細胞保護作用の観察 
③NASH モデルマウスを用いた肝保護作用の
観察 
 
３．研究の方法 
(1) DHMBA の化学合成、並びに DOE の作製 
DHMBA は細胞培養実験、DOE は NASH モデル

マウスの実験に用いる。 
①DHMBA の化学合成 
すでに小スケールではあるが、研究代表者

により合成経路の確立に成功している(図
２)。同経路を使い、DHMBA の大量合成を行っ
た。 

図２ DHMBA の合成経路 
没食子酸メチル（5.00 g, 27.2 mmol）（2）

のジメチルホルムアミド（DMF）溶液（45 mL）
に炭酸カリウム（4.50 g, 32.6 mmol）を加
え 85℃で１時間撹拌した。 その後，氷浴中
でヨウ化メチル（4.00 g, 28.2 mmol）を徐々
に滴下し 30 分間撹拌し、さらに室温で 24 時
間撹拌した。反応液をろ過して精製水を加え、
酢酸エチルで抽出を行い、分離した酢酸エチ
ル層を飽和食塩水で洗浄後、硫酸ナトリウム
で乾燥させた。抽出液、濃縮後にシリカゲ
ル・カラムクロマトグラフィー（溶媒：クロ
ロホルム→クロロホルム-酢酸エチル（3:1, 
v/v））で精製、4位メトキシ体（3）を 2.79 g(収
率 51.9%)得た。  
氷浴中（0℃）で、水素化リチウムアルミ

ニウム（469 mg，12.4 mmol）のテトラヒド
ロフラン（THF）溶液（6 mL）、没食子酸メチ
ルの４位メトキシ体（3）（560 mg, 2.8  mmol）
のテトラヒドロフラン溶液（4 mL）を注意深
く滴下した。その混合液を 60～65 ℃で 6 時
間撹拌し、酢酸エチルと 10%硫酸水溶液を加



えて反応を停止した。反応液に精製水を加え、
酢酸エチルで抽出を行い、分離した酢酸エチ
ル層を飽和食塩水で洗浄後に硫酸ナトリウ
ムで乾燥させた。抽出液は、濃縮後にシリカ
ゲル・カラムクロマトグラフィー（溶媒：ク
ロロホルム-メタノール（50：1, v/v）→ク
ロロホルム-メタノール(50：3, v/v)で精製
し，還元体（1）を 175.9 mg（収率 36.6%）
得た。 
②DHMBA を高濃度に含むマガキ抽出物(DOE)
の作製 
マガキを蒸留水で煮沸したものを 70％エ

タノール沈殿後、遠心を行い、上清を得た。
その上清を大型凍結乾燥機にて凍結物を得
た。 
 

(2) 肝培養細胞を用いた細胞保護作用の観
察 
①細胞毒性試験 
肝培養細胞(C3A)を播種した96穴プレート

にDHMBA及び既存の抗酸化物質や不飽和脂肪
酸(クロロゲン酸、ビタミン C、ビタミン E、
BHT、カテキン、EPA、DHA)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。 
②細胞生存能試験 
 C3Aを播種した96穴プレートにDHMBAまた
はクロロゲン酸を添加し、24 時間インキュベ
ー ト し た 。 そ の 後 、 酸 化 剤
2,2’-azobis(2-amidinopropane)dihydroch
loride (AAPH)を添加し、24 時間後、CCK-8
により生細胞数を計測した。 
③抗アポトーシス効果 
 C3Aを播種した24穴プレートにDHMBAまた
はクロロゲン酸を添加し、24 時間インキュベ
ートした。その後、酸化剤 AAPH を添加し、
細 胞 にアポ ト ーシス を 誘導さ せ た 。
Apoptosis Ladder Detection kit(和光純薬)
を用い、細胞から DNA を精製し、アガロース
電気泳動により、DNA 断片化を観察した。ま
た、Annexin V-FITC Apotosis Detection kit
を用い、フローサイトメトリーによりアポト
ーシス細胞数を計測した。 
④マガキ中の DHMBA 濃度 
 DHMBA のトリチウムラベルした内部標準を
作製し、LC-MS/MS によりマガキ中の DHMBA 濃
度を測定した。 
 
(3) NASHモデルマウスを用いた肝保護作用の
観察 
①NASH モデルマウス 
すでに我々の研究室にて NASH モデルマウ

スの作製について報告している(文献③)。 
マウス(C57BL/6J)に高脂肪食(HFD-60、オ

リエンタル酵母)を 24 週与え、最後の 3週間
に 尾 静 脈 か ら 酸 化 LDL(low-density 
lipoprotein) を 3 日おきに 8 回注射し、酸
化刺激を与えた。 
マウス(C57BL/6J)に普通食(MF, オリエン

タル酵母)を与えた群(NF)、上記の NASH モデ

ルマウス群(HF-)、NASH モデルマウス作製時
高脂肪食に 5％DOE を与えた群(HF+)の 3群を
作製した。 
②グルコース、トリグリセロール(TG)、総コ
レステロール(TG)、FFA(遊離脂肪酸)、AST、
ALT、インスリン量は和光純薬の測定キット
及 び Mercodia Ultrasennsitive Mouse 
Insulin ELISA kit を用いて測定した。 
③肝臓の組織学的観察において、脂肪蓄積度
は Oil Red O 染色、肝臓細胞のバルーニング
度、炎症度は H & E 染色、肝臓の線維化度は
マッソントリクローム染色を行った。 
④肝臓の炎症反応度を観察するために、リン
パ球(CD3)、マクロファージ(F4/80)の免疫組
織学的染色、Real-time PCR を行った。 
⑤肝臓のアポトーシス度を観察するために、
TUNNEL（TdT-mediateddUTPnickendlabeling）、
Real-time PCR を行った。 
⑥肝臓の線維化度を観察するために、コラー
ゲン(コラーゲンtype I)の免疫組織学的染色、
Real-time PCR を行った。 
 
４．研究成果 
(1) DHMBA の化学合成、並びに DOE の作製 
①DHMBA の化学合成 
約 2 g の DHMBA の化学合成を行った。 

②DOE の作製 
 約 1,800 ｇの DOE を作製した。 
 
(2) 肝培養細胞を用いた細胞保護作用の観
察 
①細胞毒性試験 
 DHMBAは 500 Mまで毒性が観察されなかっ
た。一方、EPA、DHA は高濃度(500 M)におい
て、 BHT は低濃度(250 M)から毒性が観察さ
れた。 
②細胞生存能試験 
DHMBA の細胞生存能試験を行った結果、

DHMBA は酸化剤 AAPH に対し、濃度依存的に生
細胞数の増加が観察された(図３)。 

図３ 細胞生存能試験 
一方クロロゲン酸においては増加が観察

されなかった。このことから、DHMBA は酸化
に対して、細胞保護作用を有しているものと
考えられた。 
③抗アポトーシス効果 
 酸化誘導性のアポトーシスをDHMBAが抑制
効果を有するかを DNA fragmentation assay
とフローサイトメトリーにより検証した。 
DNA fragmentation assay において、DHMBA



は濃度依存的にDNA断片化を抑制しているこ
とが観察された(図４)。一方、クロロゲン酸
においては抑制が観察されなかった。フロー
サイトメトリーにおいても、DHMBA は濃度依
存的にアポトーシス細胞を抑制しているこ
とが観察された(図５)。一方、クロロゲン酸
においては抑制が観察されなかった。 

図４ DNA fragmentation assay 

図５ フローサイトメトリー 
④マガキ中の DHMBA 濃度 
 マガキ中の DHMBA 濃度は 9.8-58.8 μ
g/g(マガキ質重量)であった。 
⑤総括 
肝培養細胞を用いた実験により、DHMBA の

低い細胞毒性、抗アポトーシス効果、酸化剤
に対する優れた細胞生存能が観察された。
我々は DHMBA の細胞保護作用の要因として、
DHMBA が水や非極性の有機溶媒の両方に親和
性のある「両親媒性物質」であることが重要
と考えた。 
 

(3) NASHモデルマウスを用いた肝保護作用の
観察 

図６ 抗肥満効果(* p<0.05, ** p<0.01,  
*** p<0.001) 

①抗肥満効果 
 ３群のマウスの体重を摂餌開始時より測
定した結果、摂餌６週目より統計学的有意に

(p<0.05)、DOE を与えた HF＋群の体重の減少
が観察された(図６)。 
②インスリン抵抗性の改善効果 
 ３群のマウスの血漿中の空腹時血糖とイ
ンスリン量を測定し、インスリン抵抗指数
(HOMA-IR)を測定した。その結果、統計学的
有意に(p<0.01)、DOE を与えた HF＋群の
HOMA-IR の減少が観察された(図７)。 

図７ インスリン抵抗性の改善 
③肝臓における病理組織学的改善 
 ３群のマウスの肝臓において NASH 特有に
観察される脂肪蓄積、バルーニング、炎症、
及び線維化において、病理組織学的検討を行
った。その結果、統計学的有意に、DOE を与
えた HF＋群における脂肪蓄積、バルーニング、
炎症、及び線維化度の改善が観察された(す
べて p<0.01) (図８)。 

図８ 肝臓における病理組織学的観察 
④肝臓における抗炎症効果 
 ３群のマウスの肝臓の炎症反応における
免疫組織学的観察、及び Real-time PCR 法に
よる遺伝子量の測定を行った。その結果、免
疫学的観察において、統計学的有意に DOE を
与えた HF＋群におけるリンパ球(CD3)及びマ
クロファージ(F4/80)の減少が観察された 
(図９)。また Real-time PCR 法による遺伝子
量おいても統計学的有意に、リンパ球(CD3)、
マクロファージ(F4/80)、炎症反に伴い上昇
する TNF-と IL-6 の減少(それぞれ p<0.01、
0.05、0.05、0.05)が観察された。 



図９ 肝臓における抗炎症効果 
 (CD3,リンパ球; F4/80, マクロファージ) 
 ⑤肝臓における抗アポトーシス効果 
 ３群のマウスの肝臓のアポトーシスにお
ける免疫組織学的観察、及び Real-time PCR
法による遺伝子量の測定を行った。その結果、
TUNNEL 法おいて、統計学的有意に、DOE を与
えた HF＋群におけるアポトーシスの減少が
観察された(p<0.01) (図 10)。また Real-time 
PCR 法による遺伝子量おいても統計学的有意
に、アポトーシス誘導遺伝子(Bax, p<0.01)
の減少、抗アポトーシス遺伝子(BclxL, Bcl-2, 
p53, すべて p<0.01)の増加が観察された。 

図 10 肝臓における抗アポトーシス効果 
⑥肝臓における抗線維化効果 
３群のマウスの肝臓の線維化における免

疫組織学的観察、及び Real-time PCR 法によ
る遺伝子量の測定を行った。その結果、コラ
ーゲンの免疫組織学的観察おいて、統計学的
有意に(p<0.05)、DOE を与えた HF＋群におけ
るコラーゲン染色域の減少が観察された（図
11）。また Real-time PCR 法による遺伝子量
おいても統計学的有意に、コラーゲン遺伝子
(COL1a2, COL3, COL4, それぞれp<0.01, 0.01, 
0.05)の減少、コラーゲン関連遺伝子(TGF-1, 
TIMP1, SMA, それぞれ p<0.01, 0.05, 0.05)
の減少が観察された。 

図 11 肝臓における抗線維化効果 
⑦肝臓における酸化物の抑制 
 ３群のマウスの肝臓の DNA(8-OHdG) 、タン
パク質(dityrosine)の酸化物における免疫
組織学的観察、脂質の酸化物(TBARS)の定量
を行った。その結果、DNA(8-OHdG) 、タンパ
ク質(dityrosine)の酸化物において、統計学
的有意に(ともに p<0.05)、DOE を与えた HF
＋群における両染色域の減少が観察された。
また脂質の酸化物においても統計学的有意
(p<0.001)に、TBARS 値の減少が観察された。 
 ⑧総括 
NASHモデルマウスを用いた実験からDOEの

高い抗酸化能、並びに代謝異常の改善を示す
ことが観察された(図 12)。今後、DHMBA のヒ
トへの有効性を検証する必要があるが、
DHMBA は酸化ストレスが起因する疾病の予
防・治療にきわめて有効と考えられた。 

図 12 DOEによる肝病変と代謝異常の改善.
矢印は DOE の効果を示す. 
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