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研究成果の概要（和文）：ポリフェノールの抗動脈硬化作用に関連する転写因子をTandem Mass Tag 解析を用い
て網羅的に同定した。同定された転写因子の一つであるFoxM1の核内たんぱく質レベルは、酸化LDL処理により減
少し、数種のポリフェノール（レスベラトロール、ピセイド、ヘスペレチン、エリオジクチオール）の処理によ
り増加した。また、動脈硬化抑制に貢献するMFG-E8の遺伝子発現およびエフェロサイトーシス活性が、酸化LDL
処理により減少し、レスベラトロール、ピセイド、ヘスペレチン、エリオジクチオールの処理により増加するこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We comprehensively identified the transcription factors associated with 
anti-atherosclerotic effects of polyphenols using the Tandem Mass Tag analysis. The oxidized LDL 
decreased and several polyphenols (resveratrol, piceid, hesperetin and eriodictiol) increased the 
protein level in nuclear of FoxM1, one of the identified transcription factors. Furthermore, the 
oxidized LDL decreased and resveratrol, piceid, hesperetin and eriodictiol increased the gene 
expression of MFG-E8 and efferocytosis activity, both contribute to the suppression of 
atherosclerosis.

研究分野：食品科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた結果は、ポリフェノールの抗動脈硬化作用の科学的な根拠を提供し、新規の分子基盤に基づい
た機能性食品の開発に貢献することが期待される。また、本研究で確立したシグナル関連転写因子の網羅的同定
システムは、転写因子間のクロストークの発見による遺伝子発現の新規制御機構の解明を含む新たなシグナル伝
達機構の解明に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 日本人の死因の上位を占めている心疾患と脳血管疾患は主に動脈硬化を原因として起こる。
酸化 LDL の生成が動脈硬化につながる初期のイベントであると認められている。酸化 LDL が
血管壁に沈着すると、マクロファージがこれを次々と取り込み、大量に酸化 LDLを取り込んだ
マクロファージは細胞死し、コレステロールの塊が残り、粥状のプラークが血管壁にたまること
で動脈硬化が進行する。現在のところ、動脈硬化に対する画期的な治療法は確立されていない。
一方で、動脈硬化は食生活、運動、喫煙、ストレスなどの生活習慣と深いつながりがあることか
ら、日々の生活の中で動脈硬化促進因子を排除・低減することにより、動脈硬化を予防すること
が可能と考えられる。 
 ポリフェノールは植物性食品や飲料に広く含まれ、日常的に摂取する成分であり、抗動脈硬化
活性を有することが疫学的な研究により明らかとなっている。また、これまでの動物実験や細胞
実験の結果から、ポリフェノールは、抗酸化作用や、一酸化窒素産生の増加、炎症や脂質代謝の
調節、内皮機能の改善などを介して抗動脈硬化作用を発揮することが明らかとなっている。一方
で、これらの生理活性を担う転写因子群の全体像が不明であることが上流メカニズム解明の障
壁となっている。さらに、ポリフェノールはその基本骨格や水酸基の結合位置の違いにより機能
性の種類や強さが異なることが報告されている。 
 したがって、ポリフェノールの抗動脈硬化作用の体系的な理解を目指し、様々な種類のポリフ
ェノールに応答する転写因子を網羅的に特定する必要性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
 食品由来ポリフェノールについて抗動脈硬化作用に関与する転写因子を網羅的に同定し、ポ
リフェノールの抗動脈硬化効果に関わる作用メカニズムをさらに明らかにすることを目的とし
た。 
 具体的には、（１）酸化 LDL による動脈硬化促進効果を抑制できるポリフェノールの種類と
その至適処理条件の検討を行い、（２）蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動法（2D-DIGE）
および Tandem Mass Tag (TMT) 解析を用いて、ポリフェノールの抗動脈硬化作用に関連する
転写因子を網羅的に同定し、（３）ポリフェノールの抗動脈硬化効果に関わる作用メカニズムの
さらなる解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 実験に使用する酸化 LDL は、ヒトの末梢静脈血から超遠心分離法により単離した LDL を in 
vitro で酸化させて調製する（Kotosai et al., Lipids 2013）。この手法を用いることで、脂質過
酸化の指標である thiobarbituric acid reactive substance（TBARS）値が 10 倍以上増加するこ
とを既に確認している。ヒト単球性白血病細胞 THP-1を 100 nM PMA処理によりマクロファ
ージへと分化させて実験に使用した。酸化 LDLと食品成分処理により発現が変動する核内たん
ぱく質の同定のために、2D-DIGEと TMT解析を使用した。各種刺激による転写因子の核内移
行やリン酸化レベルの変動は Western Blotting により評価し、遺伝子発現の変動は qRT-PCR
により評価した。 
 
４．研究成果 
（１）酸化 LDLによる動脈硬化促進効果を抑制できるポリフェノールの種類とその至適処理条
件の検討 
 THP-1マクロファージにおいて、酸化 LDLは CD36と SR-AのmRNA量を顕著に増加させ
た。これにより、調製した酸化 LDLが適切に作用していることが確認できた。さらに、数種の
ポリフェノールが酸化 LDLによる CD36および SR-Aの mRNA量の増加を有意に抑制するこ
とを qRT-PCRにより明らかにした。 
 
（２）2D-DIGEおよび TMT 解析を用いた、ポリフェノールの抗動脈硬化作用に関連する転写
因子の網羅的同定 
 まず、2D-DIGEを用いた転写因子の網羅的同定システムの確立に向けて、LPSシグナルに関
わる転写因子 NF-kappaBが本システムで同定できるか検証を行った。ほとんどの転写因子は活
性化により核内移行することから、まず、核内タンパク質の変動量を指標にした解析法を検討し
た。THP-1マクロファージにおいて、LPS刺激後に転写因子 NF-kappaBの核内移行が最大に
なる至適条件をWestern Blottingにより決定し、この処理条件を用いた 2D-DIGE解析により、
LPS 刺激の有無で発現量が変動する核タンパク質のスポットをいくつか確認できた。さらに、
転写因子の多くは活性化によりリン酸化されることから、Wako社の Phos-tag Agaroseを用い
たカラムクロマトグラフィーにより核タンパク質画分からリン酸化タンパク質画分を調製し、
2D-DIGE に供したところ、LPS 刺激により発現量の増加するスポットをいくつか確認できた。



また、2D-DIGEにより確認された LPS刺激で発現変動のあった核タンパク質のスポットはNF-
kappaBであることが確認された。しかし、転写因子は基本的に発現量が少なく、その他の転写
因子の増減を 2D-DIGEで検出することは非常に困難であるという結論に至り、本システムによ
るスクリーニングを断念した。 
 次に TMT 解析を用いることにより、刺激により量的変動のみられる転写因子の網羅的同定
を試みた。THP-1マクロファージに酸化 LDLと各種ポリフェノールを単独で処理、もしくは組
み合わせて処理し、その核画分を TMT解析に供した結果、これらの処理により有意かつ顕著な
発現変動を示す転写因子を多数同定することに成功した。これらの転写因子の中から動脈硬化
シグナル経路に関連する転写因子を抽出し、これらについてヒートマップを作成することで変
動パターンが明らかとなった。 
 
（３）ポリフェノールの抗動脈硬化効果に関わる作用メカニズムのさらなる解明 
 TMT解析を用いたスクリーニングシステムにより、ポリフェノールの抗動脈硬化作用に関連
する転写因子として FoxM1が同定された。FoxM1の核内レベルは、酸化 LDL処理により減少
し、数種のポリフェノール（レスベラトロール、ピセイド、ヘスペレチン、エリオジクチオール）
の処理により増加した。さらに、これらの変動は細胞内の FoxM1の活性と連動していることが
確認された。これに加えて、動脈硬化抑制に貢献するMFG-E8の遺伝子発現およびエフェロサ
イトーシス活性が、酸化 LDL処理により減少し、レスベラトロール、ピセイド、ヘスペレチン、
エリオジクチオールの処理により増加することを明らかにした。 
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