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研究成果の概要（和文）：　Marrubium vulgareという植物の抽出液中に6-octadecynoic acid (6-ODA)という三重結合
を有する珍しい脂肪酸見いだしたため、その機能について解析した。まず合成により量を確保した上で、核内受容体の
PPARγのアゴニストとして機能し、前駆脂肪細胞の分化系を用いて、脂肪蓄積促進活性があることを確認した。また、
GPR40という別の細胞膜に存在する受容体を介して、膵臓β細胞株であるMIN6において用量依存的にインスリンの分泌
を促進することを見いだした。また、飽和脂肪酸であるパルミチン酸の脂肪毒性による小胞体ストレスの誘導に対して
保護的な効果を示すことを見いだした。

研究成果の概要（英文）：　Biological function of 6-octadecynoic acid (6-ODA), a rare fatty acid 
identified in methanol extract of Marrubium vulgare with triple bond, was examined. At first, 6-ODA was 
synthesized. Both 6-ODA and 9-octadecynoic acid (9-ODA) with a triple bond in a position different from 
that of 6-ODA that had similar PPARγagonist activity in luciferase reporter assay increased lipid 
accumulation in 3T3-L1 adipocytes in a PPARγdependent manner. Both 6-ODA and 9-ODA could also stimulate 
insulin secretion in pancreatic β cell line MIN6 in a fatty acid receptor GPR40 dependent manner. It was 
reported that glucose induced insulin secretion in a biphasic pattern: first phase, which develops 
rapidly but lasts only a few minutes, followed by second phase. Both 6-ODA and 9-ODA induced second-phase 
insulin secretion in MIN6 cells. Both 6-ODA and 9-ODA reduced induction of CHOP caused by saturated fatty 
acid palmitic acid in MIN6 cells.

研究分野： 応用分子細胞生物学

キーワード： 脂肪酸　インスリン　脂肪蓄積　糖尿病
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様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 Marrubium vulgare という植物のメタノ
ール抽出液中に、核内受容体 PPARγのアゴニ
ストとして機能すると考えられる三重結合
を有する珍しい脂肪酸の 6-octadecynoic	 
acid（6-ODA）をレポーターアッセイで見い
だした。三重結合を有する脂肪酸である
6-ODA に関しては、抗真菌活性の報告がある
ぐらいで 1)、その生理活性についてはほとん
ど知られていなかったので、新たな生理活性
について明らかにしていく必要があった。 
 
２．研究の目的 
	 三重結合を有する珍奇な脂肪酸である
6-ODA について、その生理活性を明らかにす
ることを目的とした。具体的には、まず、
6-ODA を合成し、PPARγのアゴニストとして、
脂肪蓄積促進活性を有するかについて検討
した。また 6-ODA は脂肪酸の一種であること
から、中・長鎖脂肪酸の受容体である GPR40
を介して機能する可能性があった。そこで、
膵臓β細胞株 MIN6 を用いて、GPR40 を介して
インスリンの分泌を促進するか検討した。一
方、飽和脂肪酸のパルミチン酸が小胞体スト
レスを誘導して、脂肪毒性を発揮するのに対
して、一価不飽和脂肪酸であるオレイン酸が
保護的に作用することが知られており、三重
結合を有する脂肪酸である 6-ODA は脂肪毒性
を発揮するのか、それとも保護的に作用する
のかについて検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)6-ODA の合成	 
	 ペトロセリン酸を初発物質として、Shak ら
の方法 2)を参考にして合成した 3)。	 
(2)脂肪蓄積促進活性測定	 
	 3T3-L1 細胞を常法 4)に従い、コンフルエン
トになった細胞を 2 日培養後、インスリン(5	 
μg/ml)、イソブチルメチルキサンチン
(IBMX)(0.5	 mM)、デキサメサゾン(DEX)(0.25	 
μM)存在下で 2 日間培養後、さらに 2 日間イ
ンスリン(5	 μg/ml)のみを添加し培養後、被
験物質を含まない、又は含む培地で､2 日ごと
に交換しながら 8 日間培養した。トリグリセ
ライドの測定は細胞を超音波処理後、和光の
トリグリセライド	 E-テストキットを用いて
行った。	 
(3)MIN6 細胞からのインスリン分泌測定 
	 96 穴プレートに 1 穴あたり 2.0	 x	 104個の
MIN6 細胞を播種し、48 時間培養後グルコー
スを含まないクレブスバッファー（脂肪酸を
含まないウシ血清アルブミン 0.1%を含む）で
洗浄後、同じクレブスバッファーで 1 時間プ
レインキュベーションした後で、グルコース
不含、またはグルコースを含むクレブスバッ
ファーで希釈した被験物質に交換し、一定時
間培養後、その培養上清のインスリン量につ
いて、HTRF インスリンキット（Cisbio）を用
いて測定した。GPR40 アンタゴニスト GW1100
（Cayman）は目的に応じて、被験物質と同時

に添加した。 
(4)MIN6 細胞における小胞体ストレスの検出 
	 12 穴プレートに 1 穴あたり 4.0	 x	 105個の
MIN6 細胞を播種し、翌日にウシ胎児血清を含
まない DME 培地で洗浄後、被験物質を含むウ
シ胎児血清を含まない DME 培地で一定時間培
養後、細胞溶解液を添加して、細胞抽出液を
得た。一定タンパク量の細胞抽出液を SDS-
ポリアクリルアミド電気泳動にかけ、抗 CHOP
抗体(Santa	 cruz,	 sc-7351)を用いて、小胞
体ストレスの惹起を確認した。 
	 	 
４．研究成果	 
(1)6-ODA、9-ODA による 3T3-L1 細胞における
PPARγを介した脂肪蓄積促進	 
	 前駆脂肪細胞 3T3-L1 を常法に従い、IBMX、
Dex、インスリン、ならびに、インスリンの
みで脂肪細胞への分化誘導を行った時点で、
6-ODA、ならびに三重結合の位置が異なるそ
の誘導体の脂肪酸である 9-ODA を添加して 8
日間培養後、細胞内のトリグリセライド（中
性脂肪）量を測定したところ、どちらの脂肪
酸も用量依存的にトリグリセライド量を増
加させることが観察された。また、脂肪代謝
のマスターレギュレーターである核内受容
体の PPARγのアンタゴニスト GW9662 を共存
させると、この増加が抑制されたことから、
6-ODA と 9-ODA は PPARγを介して、脂肪蓄積
を促進していることが明らかになった（図 1）。	 

	 
(2)6-ODA、9-ODA による脂肪酸受容体 GPR40
を介した膵臓β細胞株 MIN6 からのインスリ
ン分泌促進	 
	 6-ODA、9-ODA は三重結合を有する珍しい脂
肪酸であり、中・長鎖脂肪酸の受容体である
GPR40 を介して機能するかは不明であった。
そこで、膵臓β細胞株の MIN6 細胞において、
GPR40 依存的に、6-ODA と 9-ODA がインスリ
ン分泌を促進するか検討した。その結果、
6-ODA、9-ODA ともに用量依存的に、MIN6 細
胞においてインスリン分泌を促進した（図 2）。
そして、6-ODA、９－ODA によるインスリン分
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図1. 6-ODA、ならびに9-ODAによる3T3-L1細胞における
脂肪蓄積促進効果。
6-ODA、ならびに9-ODAの用量依存的なトリグリセライ
ドの蓄積促進が見られ、その効果はPPARγアンタゴニ
ストGW9662(10μM)で抑制される。Troはポジティブコン
トロールのPPARγアゴニストのトログリタゾン(10μM)。
（*P < 0.05, 溶媒コントロールとの比較。#P < 0.05,
GW9662を加えない場合との比較。）



泌の促進は、GPR40 のアンタゴニスト GW1100
で共処理することで、抑制されたことから、	 
GPR40 を介していることが示唆された（図 3）。	 

	 
	 さらに GRP40 の siRNA によって、これらの
脂肪酸によるインスリン分泌が抑制される
ことも確認している（data	 not	 shown）。	 
	 ところで、膵臓β細胞におけるグルコース
応答性のインスリン分泌には二相性がある
ことが知られている。即ち、10 分以内に生じ
る一過性の早い第一相分泌（既に細胞膜に前
もって結合しているインスリン顆粒と、刺激
で瞬時に細胞膜に移行する顆粒を介して生
じることが最近報告されている 5））と、ゆっ
くりと細胞内インスリン顆粒が、アクチンネ
ットワークを介して細胞膜に移動して分泌
される第二相分泌が存在する（図 4）。そこで、
6-ODA、9-ODA を添加して経時的に MIN6 細胞
の培養上清に含まれるインスリン量を測定
した。その結果、25	 mM	 グルコースで刺激す
る際に同時に 6-ODA または 9-ODA を添加して
も、添加後 10 分までの上清のインスリン量
は、グルコースのみの刺激の場合と殆ど変わ
らず、10 分後以降に、6-ODA または 9-ODA に
よってインスリンの分泌が促進されたこと
から、6-ODA、9-ODA は第一相の分泌ではなく、
第二相のインスリン分泌を促進すると考え

られた（図 5a,	 b）。	 
	 

	 
	 脂肪酸受容体のGPR40はホスホリパーゼC-
β(PLC-β)を介して、プロテインキナーゼ D	 
(PKD)の活性化を経て、アクチンのリモデリ
ングを制御することで、インスリン分泌を制
御することが報告された 6）。そこで、上記の
25	 mM グルコースと同時に、6-ODA または
9-ODA で刺激を加える系で、アクチンのリモ
デリングについて、繊維状のアクチン
(F-actin)を染色するファロイジンを用いて
検討した。すると、グルコースのみの処理で
は、細胞の辺縁部に F-actin のスポットが点
在して観察されたが、グルコースと同時の
6-ODA,	 9-ODA 処理により、F-actin の辺縁部
の F-actin のスポットは消え、細胞全体に薄
くひろがっていたため、アクチンの脱重合が
阻害されたと考えられた。なお、この現象は
GPR40のアンタゴニストGW1100で抑制された
ことから、GPR40 を介した効果であると考え
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図2. MIN6細胞からの6-ODA、9-ODAの用量依存的な
インスリン分泌
　2.0 x 105 cells /mlでMIN6細胞を播種し、48時
間後にグルコースを含まないクレブスバッファー
で1時間処理後、25 mMグルコースを含むクレブス
バッファーに、6-ODA、または9-ODAを加えて、1時
間後、上清のインスリン量をHTRFにて測定した。
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図5. 6-ODA、9-ODAによるMIN6細胞上清中のインスリン
量の経時変化
　図2の条件で経時的に測定、a) ○；グルコースのみ、
●；100μM 6-ODA添加、 b) ○；グルコースのみ 、
●；100 μM 9-ODA添加

図4. 膵臓β細胞からのインスリン分泌のイメージ
a)刺激に応答して実線で示した第一相の早い分泌と、
点線で示した第二相の遅い分泌の合計として、破線
のインスリン分泌が観察される。
b)第一相は、膜に結合している顆粒と、刺激により
瞬時に膜に結合して分泌される顆粒によるとされてい
る5) 。
　第二相は、刺激により細胞内から細胞膜に移動して
ドッキング後、細胞膜に融合して分泌される。

図3. GPR40アンタゴニストGW1100共処理による
6-ODA、および9-ODAによるMIN6細胞でのインス
リン分泌促進の阻害
　図2と同じ条件で、GW1100は、6-ODA、9-ODA
と同時に添加した。



られた（deta	 not	 shown）。	 
	 
(3)脂肪毒性の一因とされる飽和脂肪酸によ
る小胞体ストレス誘導に対する 6-ODA、9-ODA
の保護効果の検討	 
	 パルミチン酸のような飽和中・長鎖脂肪酸
は小胞体ストレスを誘導し、膵臓β細胞のア
ポトーシスを誘導することで、糖尿病におけ
るインスリン抵抗性に寄与するとされてい
る。そこで、パルミチン酸による小胞体スト
レス誘導を介した CHOP(C/EBP-homologous	 
protein)の発現誘導を 6-ODA や 9-ODA が抑制
出来るかについて、抗 CHOP 抗体を用いた
Western	 blot によって解析した（図 6）。そ
の結果、６－ODA、9-ODA 自身は CHOP の誘導は
起こさずに、逆に 100μM のパルミチン酸に
よる CHOP の誘導を濃度依存的に抑制出来る
ことがわかった。	 

	 

	 
（考察）	 
	 PPARγアゴニストとして同定された三重
結合を有する珍しい脂肪酸である 6-ODA につ
いては、抗真菌活性が知られているぐらいで
1)、その生物学的な活性は殆ど知られていな
かった。	 
	 また 6-ODA,	 9-ODA についてはレポーター
アッセイ系で PPARγアゴニストと同定して
いただけであったので、3T3-L1 細胞を用いて
脂肪蓄積促進活性について確認したところ、
PPARγ依存的な脂肪蓄積促進活性が認めら
れた（図 1）。これにより、三重結合を有する
珍しい脂肪酸の新たな機能を示すことがで
きた。	 
	 ところで、中・長鎖脂肪酸の受容体として
核内受容体の PPARγではなく、細胞膜に存在
する三量体 G タンパク質共役型受容体の
GPR40 が知られており、例えば膵島のβ細胞
に発現している GPR40 はリガンドが結合する
ことで、インスリンの分泌を促進することが
知られていた。面白いことに、脂肪酸ではな

い、合成の PPARγリガンドで、糖尿病の治療
薬として臨床応用されているロシグリタゾ
ンも GPR40 に作用する 7)。そこで、三重結合
を有する脂肪酸である 6-ODA や 9-ODA が、
GPR40 を介して作用するかについて検討した
ところ、GPR40 依存的にインスリンの分泌を
促進することを明らかに出来た（図 2、3、5）。
グルコースに応答したインスリンの分泌は
二相性であることが示されており（図 4）、従
来第一相は、早い（10 分以内）分泌として知
られていたが、既に膜に結合しているインス
リンの分泌顆粒が放出されるものと、刺激後
直ぐに膜に移行して、分泌される顆粒がある
ことが最近報告されている 5)。一方、二相目
の分泌は細胞内部からアクチンのネットワ
ークを介して分泌される遅い分泌である。
6-ODA、9-ODA によるインスリン分泌の促進は
添加後、10 分までは観察されず、その後、促
進されることから第二相の分泌を促進する
と考えられた（図 6）。実際、6-ODA や 9-ODA
によりアクチンの脱重合が阻害されること
を示す結果を、F-アクチンに結合するファロ
イジンを用いた実験により得ており、この結
果からも 6-ODA や 9-ODA はアクチンネットワ
ークを介した第二相のインスリン分泌を促
進すると考えられた。	 
	 さらにパルミチン酸のような中・長鎖飽和
脂肪酸は、膵臓β細胞に小胞体ストレスを誘
導して、細胞機能障害、細胞死を誘導するこ
とで脂肪毒性を発揮し、これに対して一価不
飽和脂肪酸であるオレイン酸は、この脂肪毒
性を抑制することが知られている。そこで、
6-ODA と 9-ODA について、飽和脂肪酸のパル
ミチン酸の脂肪毒性を阻害するか検討した
ところ、これらの三重結合含有脂肪酸は脂肪
毒性を惹起せず、パルミチン酸による小胞体
ストレス応答を用量依存的に抑制出来るこ
とが示せた（図 6）。なお、飽和脂肪酸による
小胞体ストレス応答の活性化は、膜脂質の飽
和化に起因し、異常タンパク質の蓄積を介さ
ずに、膜脂質の飽和化を直接感知して引き起
こされている可能性が示されている 8)。但し、
飽和脂肪酸のパルミチン酸による個体での
脂肪毒性の惹起は、パターン認識受容体の一
つの TLR4（Toll-like	 receptor	 4）とそれに
結合する MyD88 をノックアウトしたマウスで
は見られないという報告もあり 9)、個体での
脂肪毒性の発揮には TLR4 を介した炎症反応
が関わっている可能性がある。	 
	 本研究では三重結合を有する珍しい脂肪
酸のいくつかの新たな生物機能を示すこと
ができた。本研究ではいずれの生物活性にお
いても、三重結合の位置の異なる脂肪酸であ
る 6-ODA と 9-ODA は同程度の活性を示したが、
例えば Candida	 albicans に対する抗真菌活
性においては、6-ODA は抗菌活性を示すもの
の、9-ODA は非常に弱い活性しか示さないこ
とが報告されている 1)。今後、6-ODA と 9-ODA
に関して、新たな生物活性やその作用の差異
が見られると考えられる。	 	 
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図6. パルミチン酸による小胞体ストレス誘導に対する
6-ODA, 9-ODAの濃度依存的な抑制効果
　100 μMのパルミチン酸（Pal)によるCHOPの誘導を、
a)  6-ODA, b) 9-ODAは、濃度依存的に抑制
　TM: 2 μg/mlツニカマイシン。抗CHOP、抗GAPDH抗体
を用いたWestern blottingによる。
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