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研究成果の概要（和文）：メタボリックシンドロームに NADPH オキシダーゼによって生成さ

れる活性酸素が関与していることが示唆されているので、NADPH オキシダーゼ阻害剤および

抗酸化物質によるメタボリックシンドローム予防の可能性について検討した結果、NADPH オ

キシダーゼ阻害剤および抗酸化物質がメタボリックシンドローム関連タンパク質であるインテ

グリン β1 の発現を低下させることを示し、メタボリックシンドローム予防に有効であること

を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Recent studies have shown that reactive oxygen species generated by NADPH 

oxidase are causative agents of metabolic syndrome. In order to elucidate the effects of NADPH oxidase 

inhibitors and antioxidants on metabolic syndrome prevention, the effects of NADPH oxidase inhibitors 

and an antioxidant on the expression level of integrin 1, a metabolic syndrome related protein, was 

investigated. Both NADPH oxidase inhibitors and an antioxidant decreased the expression level of 

integrin 1, suggesting that NADPH oxidase inhibitors and antioxidants are promising candidates for 

metabolic syndrome prevention. 
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１．研究開始当初の背景 

内臓脂肪型肥満、高中性脂肪血症、高コレ
ステロール血症、高血圧、高血糖などの症状
を合併した状態、いわゆるメタボリックシン
ドロームの増加が問題となっている。メタボ
リックシンドロームでは、糖尿病、脳卒中、
心筋梗塞などの発症リスクが相乗的に高ま

ることが知られているが、これらの疾病の発
症に NADPH オキシダーゼによって生成され
る活性酸素(ROS)が関与していることが明ら
かになってきている。例えば、高血圧や血管
障害に関しては、昇圧ペプチドであるアンジ
オテンシン IIが血管平滑筋細胞の NADPHオ
キシダーゼを活性化し、スーパーオキサイド
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の産生を上昇させて血管弛緩因子である一
酸化窒素(NO)を消去することによって血圧
を上昇させることが明らかにされている
（Zhao W et al, Hypertension, 48, 637, 2006）。
また、高脂肪・高カロリー食が、NADP オキ
シダーゼサブユニットの高発現とスーパー
オキサイド産生上昇により、動脈内皮の不全
を誘導すること（Galili O, et al, Am J Physiol 

Heart Circ Physiol, 2006）、高脂肪食によって
誘導されたメタボリックシンドロームは
NADPHオキシダーゼによる ROS生成の増加
と抗酸化酵素の発現低下を介して高血圧を
もたらすこと（Roberts CK et al, Metabolism, 

55, 928, 2006）、遊離脂肪酸が血管内皮細胞の
NADPH オキシダーゼのサブユニットを高発
現させることによって血管内皮細胞の機能
異常を起こし、この機能異常が NADPH オキ
シダーゼ阻害剤により抑制されること
（Chinen I et al, Endocrinology,2006）、脂肪細
胞が産生した ROS が TNF-α による血栓溶解
酵素阻害タンパク質（PAI-1）産生に関与して
いること（Sakamoto T et al, Am J Physiol, 276, 

C1391, 1999）などが報告されている。さらに
動脈硬化発症因子として注目されているホ
モシステインの血中濃度が上昇すると収縮
期血圧が高くなること（Tayama J et al, 

Hypertens Res, 29, 403, 2006）、ホモシステイ
ンはNADPHオキシダーゼによるROS生成を
上昇させて NOの作用を抑制すること（Tyagi 

N, et al, Am J Physiol Heart Circ Physiol, 289, 

H2649, 2005）が報告されている。また、ホモ
システインは NADPH オキシダーゼの活性化
を介して NF-kB を活性化し、炎症性ケモカイ
ンである MCP-1 の分泌を促進し、動脈硬化を
発症させることも明らかにされている（Dai J 

et al, Free Radic Biol Med, 41, 1566, 2006）。 

糖尿病に関しては、アンジオテンシン IIで
誘導された NADPH オキシダーゼの活性化が
骨格筋のインシュリンシグナルを阻害し、こ
のシグナル伝達阻害が NADPH オキシダーゼ
阻害剤や NADPH オキシダーゼサブユニット
である p47phoxの siRNAで改善されることが、
報告されている（Wei Y et al, J Biol Chem, 281, 

35137, 2006） 。 

 がんに関しては、ROS による DNA損傷の
誘導やプロモーション作用について数多く
の報告がなされており、胃がんの原因菌であ
るヘリコバクターピロリのリポ多糖が胃粘
膜培養細胞の NADPH オキシダーゼの発現を
上昇させることも明らかにされている
（Teshima S et al, FEBS Lett, 452, 243, 1999）。 

また、がんや脂肪組織の血管新生に関与して
いる転写因子である HIF-1 の誘導は NADPH

オキシダーゼ阻害剤やカタラーゼで抑制さ
れた（Goyal P et al, Free Radc Biol Med, 36, 

1279, 2004）。アルツハイマー病に関しても、
アミロイド-β-タンパク質によるNADPHオキ

シダーゼ活性の上昇が、アルツハイマー病の
発症に関与している可能性が示唆されてお
り（Park L et al, J Neurosci, 25, 1769,2005）、
血管新生が関与する血管障害治療において
NADPH オキシダーゼがターゲットとなりう
ることが提案されている（Ushio-Fukai M. 

Cardiovasc Res. 71, 226, 2006）。京都大学の村
上らは、セスキテルペン、クマリン、ポリメ
トキシフラボノイドが、ROS 生成や発がんプ
ロモーションを抑制することを報告してい
る（Murakami A et al Int J Cancer, 110, 481, 

2004、Murakami A et al, Carcinogenesis, 21, 

1843, 2000、Murakami A et al, Cancer Res, 60, 

5059, 2000）。 

 以上のように NADPH オキシダーゼによっ
て生成される ROS がメタボリックシンドロ
ームの発症に深く関連していることを示唆
するデータが数多く報告されていることか
ら、NADPH オキシダーゼ活性を抑制したり、
生成した ROS を消去する食品成分を摂取す
ることによって、メタボリックシンドローム
発症のリスクを低減することができる可能
性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

 本研究は培養細胞を用いて NADPH オキシ
ダーゼ阻害剤や NADPH オキシダーゼによっ
て生成する ROS を消去する抗酸化物質が、細
胞の ROS レベルや増殖、さらに細胞における
メタボリックシンドローム関連タンパク質
の発現量に及ぼす影響について検討し、
NADPH オキシダーゼの活性制御あるいは
ROS を消去する食品成分を摂取することに
よって、メタボリックシンドローム発症リス
クを低減させる可能性を明らかにすること
を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)メタボリックシンドロームの発症に脂肪
組織に浸潤してくる単球、顆粒球、マクロフ
ァージなどの免疫担当細胞が重要な役割を
果たしていることが明らかになってきてお
り、これらの大部分は骨髄由来であると考え
られている。前骨髄性白血病細胞株である
HL-60 細胞は分化誘導因子により、主に単球、
顆粒球あるいはマクロファージに分化誘導
されることが知られている(Collins SJ, Blood, 

70, 1233, 1987)。これまで未分化の HL-60 細
胞は ROS を産生しないと考えられていたが、
Muranaka らはイムノブロッティング法によ
り、NADPH オキシダーゼサブユニットであ
る  gp91(phox) 、  p22(phox) 、 p67(phox) 、
p47(phox)、Rac 2 を発現していることを示し、
比較的容易に培養できる HL-60 細胞が
NADPH オキシダーゼ研究のよいモデル細胞
となることを報告した (Muranaka S. et al. 

Antioxid Redox Signal, 7, 1367, 2005)。リポ酸



 

 

は ROS の消去能をもち、酸化ストレスに起因
する慢性疾患を抑制する効果を示すことが
報告されている (Smith AR et al. Curr Med 

Chem. 11, 1135, 2004)。さらに O’Neaill らはリ
ポ酸(LA)がジヒドロリポ酸(DHLA)に還元さ
れる時に細胞内の NADPH を枯渇させること
によって NADPH オキシダーゼを阻害するこ
とを報告している。 (O’Neaill HC et al. 

Antioxid Redox Signal, 10, 277, 2008)。細胞内
ROS量の測定法と活性型NADPHオキシダー
ゼを発現している細胞への抗酸化物質の影
響を検討するために HL-60細胞を LAおよび
DHLAで処理後、トリパンブルー色素排除法
にて細胞増殖および生存率への影響を調べ
た。細胞内 ROS 量は、LA と DHLA処理した
細 胞 を 2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate 

(DCFH)で処理後、フローサイトメーターで検
出した。 

(2)ヒトのガンの約3割に活性化変異が確認さ
れているがん原遺伝子 rasは、NADPH oxidase

を活性化することにより ROS の産生を導き、
細胞増殖を促進することが報告されている
(Irani K et al. Biochem Pharmacol, 55, 1339, 

1998)。NADPH オキシダーゼ阻害剤や抗酸化
物質の作用機構を明らかにするために細胞
周期および細胞内 ROS 量への影響を調べた。
さらに細胞の ROS 産生に関連する因子であ
る培養酸素濃度が増殖に及ぼす影響につい
て検討した。ラットの繊維芽細胞である 3Y1

細胞及び 3Y1 細胞を v-H-ras により形質転換
した HR-3Y1-2 細胞を用いた。細胞周期は LA

または NADPH オキシダーゼ阻害剤で処理
後、細胞を固定して Propidium iodide で染色
し、フローサイトメーターを用いて解析を行
った。細胞内 ROS 量は、NADPH オキシダ
ーゼ阻害剤または LA で処理した後、DCFH

処理後、フローサイトメーターで測定した。 

(3)メタボリックシンドロームにともなって
発症する動脈硬化症の第一ステップである
ヒト単球様細胞の血管内皮への接着や血管
内皮下への浸潤にインテグリン β1 が重要な
はたらきをしていることが明らかにされて
いる(Shih PT et al. J Clin Invest., 103, 613, 1999, 

Srinivasan S et al. Circ Res. 92, 371, 2003, 

Kawakami A et al. Circulation. 113, 691. 2006)。
また、インテグリン β1 の発現に NADPH オキ
シダーゼに由来する ROS が関与しているこ
とを示唆する報告がある(Cho SO et al. Ann 

NY Acad Sci, 1090, 298, 2006)。3Y1細胞およ
びHR-3Y1-2細胞を LAまたはNADPHオキ
シダーゼ阻害剤で処理後、細胞表面に発現す
るインテグリン β1を fluorescein isothiocyanate

標識抗体を用いてフローサイトメトリーに
より測定した。さらに LAおよび NADPHオ
キシダーゼ阻害剤が細胞外マトリックスの
一種であるフィブロネクチンへの接着能に
及ぼす影響を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)まず、LAと DHLAの HL-60 細胞に対する
影響を検討した結果、LA と DHLA どちらも
濃度依存的に細胞増殖を抑制した。DHLAは
LAより低濃度で生細胞数を減少させ、HL-60

細胞に対して LA より強い致死活性を有する
ことが示された。LA と DHLA 処理の細胞死
における酸化ストレスの関与を検討するた
めに細胞内 ROS 量を測定した結果、LA処理
では変化が認められなかったが、DHLA処理
ではわずかに減少することを明らかにした。
今回使用した条件では、LA の NADPH オキ
シダーゼ活性への影響は認められなかった
が、DHLA は細胞内 ROS 量を減少させるこ
とによって細胞増殖を抑制していることが
示唆された。 

(2)次に 3Y1細胞とHR-3Y1-2細胞における細
胞内 ROS 量を測定した結果、HR-3Y1-2 細胞
の方が高く、NADPHオキシダーゼ阻害剤お
よび LA が HR-3Y1-2 細胞選択的に細胞内
ROS 量を低下させることを明らかにした。さ
らに NADPH オキシダーゼ阻害剤および LA

処理により HR-3Y1-2 細胞の増殖が選択的に
抑制されることを明らかにした。また、
NADPH オキシダーゼ阻害剤および LA 処理
後の細胞周期解析では 12、24 時間処理した
HR-3Y1-2細胞における G1期から S期への進
行が阻害される傾向が認められた。 

(3)最後に NADPH オキシダーゼ阻害剤が、
これらの細胞のフィブロネクチンに対する
接着能と細胞接着因子であるインテグリン
β1 の発現に対する影響を調べた。その結果、
NADPH オキシダーゼ阻害剤および LA が
HR-3Y1-2 細胞選択的にフィブロネクチンで
コートしたディッシュへの細胞接着能とイ
ンテグリン β1 の発現量を低下させることを
明らかにした。これらの結果は、NADPHオ
キシダーゼ活性を制御することによってが
ん細胞の接着や転移を抑制できることを示
唆するものである。一方、インテグリン β1

は、慢性炎症の鍵因子として注目されている
アンジオポエチン様因子２(ANGPTL2)の受
容体であることが報告されている(Tabata M 

et al, Cell Metab. 10, 178, 2009)。ANGPTL2 は
肥満時に発現量と分泌量が増え、脂肪細胞由
来の ANGPTL2 は脂肪細胞の炎症を惹起し、
結果として全身のインスリン抵抗性を引き
起こすことが明らかにされている。NADPH

オキシダーゼ阻害剤が ANGPTL2 の受容体で
あるインテグリンの発現量を低下させるこ
とを明らかにした今回の成果は、NADPHオ
キシダーゼ活性を制御することによってイ
ンスリン抵抗性などのメタボリックシンド
ロームを予防できる可能性を示唆するもの
である。さらに 3Y1 細胞を活性酸素の一種で
ある過酸化水素で処理することにより細胞



 

 

表面のインテグリン β1 発現が増加すること
も明らかにした。過酸化水素は NADPHオキ
シダーゼによって産生されるスーパーオキ
サイドから生成するため、この結果は
NADPHオキシダーゼ阻害が細胞表面におけ
るインテグリン β1 の発現を抑制し、
ANGPTL2 の作用を制御できる可能性を示唆
するものである。 

 
以上のことから、NADPHオキシダーゼ活

性制御がメタボリックシンドローム発症に
対して予防的に作用することが示唆され、
NADPHオキシダーゼ阻害活性や抗酸化活性
をもつ食品成分の摂取が、今後のメタボリッ
クシンドローム発症予防に大きく寄与する
可能性が示された。 
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