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研究成果の概要（和文）： 

柑橘類に主に含まれるフラボノイドは、血管内皮細胞の NFκB の不活性化を介して接着分
子発現を低下させ、単球の血管内皮細胞に対する接着を有意に抑制した。さらに、ホモシ
ステインを刺激した単球において、活性酸素産生量、抗酸化酵素および炎症性サイトカイ
ン発現、内皮細胞への接着作用は、フラボノイド処理によって抑制された。従って、フラ
ボノイドは、血管内皮細胞および単球のいずれにおいても活性化を抑制し、動脈硬化症の
初期段階に重要な単球の血管内皮への接着を抑制する可能性が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Citrus flavonoids such as eriodictyol and hesperetin inhibited monocyte adhesion to 
endothelial cells via suppressing adhesion molecules by NFkB inactivation. 
Homocysteine-induced ROS production, expression of anti-oxidant enzyme and 
inflammatory cytokine, and adhesion to endothelial cells were decreased by citrus 
flavonoids in monocyte. Citrus flavonoids inhibited the activation of endothelial 
cells and monocyte, suggesting that their inhibitory effect may contribute to protect 
against vascular inflammatory. 
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１．研究開始当初の背景 

これまで、冠動脈疾患と LDL コレステロー
ルの強い相関関係が報告されたことから、冠
危険因子として脂質代謝異常が非常に注目
されてきた。しかし、近年、脂質代謝異常を
伴わない冠動脈疾患の存在が明らかとなり、
脂質代謝異常に先行して炎症反応が起こっ
ている場合にも動脈硬化症の進展すること
が示されている。 

動脈硬化症の初期には、炎症性サイトカイ
ンなどの刺激により、単球や血管内皮細胞上
にセレクチンが発現し、血管内皮表面をロー
リングする。さらに、血管内皮表面の
VCAM-1・ICAM-1 との強力な接着が起こり、内
皮下へ遊走、マクロファージに分化する。マ
クロファージは、動脈硬化惹起性リポ蛋白で
ある酸化 LDLやレムナントリポ蛋白を取り込
んで泡沫細胞化し、動脈硬化巣を形成する。 

従って、動脈硬化症の初期段階に起こる単
球の血管内皮細胞に対する接着現象は非常
に重要である。実際に、冠動脈疾患において
単球が活性化していることや、高脂血症モデ
ルウサギやヒトの動脈硬化巣で接着分子の
発現が報告されている。 

以上のことから、血管内皮への単球接着を
制御することは、動脈硬化症の予防において
非常に有効である。 

一方、冠動脈疾患と負の相関を示す代表的
な食事因子にフラボノイドがあげられる。申
請者は、野菜や果物などの植物に含まれるフ
ラボノイドが LDLに対して抗酸化作用を持つ
ことを示し、食品由来因子による動脈硬化予
防の可能性を見出してきた。炎症シグナルは
酸化ストレスシグナルと重複する経路であ
る事が多く、抗酸化作用をもつフラボノイド
が抗炎症作用を示し、単球の血管内皮細胞に
対する接着を抑制する可能性は充分に期待
できる。しかし、血管内皮細胞の活性化をフ
ラボノイドが抑制する機序はいまだ解明さ
れていない部分も多く、単球の活性化に対す
るフラボノイドの作用やその機序について
はほとんど検討されていない。 
 
２．研究の目的 

本研究は、動脈硬化予防に寄与する食品成
分としてフラボノイドに着目し、動脈硬化症
発症の重要な過程である血管内皮細胞及び
単球の活性化に及ぼすレモンフラボノイド
の影響について検討を行った。 

 
３．研究の方法 
（１）血管内皮細胞の活性化に対するフラボ

ノイドの影響 
血管内皮細胞にフラボノイドを前処理し、

炎症性サイトカインによる単球の血管内皮
細胞への接着現象を末梢血管での血流を想
定した速度下で検討した。 
フラボノイドには、近年、冠動脈疾患罹患

率と負の相関が報告されている柑橘類に主
に含まれるフラボノイド（eriodictyol, 
hesperetin）を用いた。 
ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）に、炎症

性サイトカインである TNFα と eriodictyol
あるいは hesperetin を添加し、6時間培養し
た。その後、平行プレートを用いたフローチ
ャンバーを用いて、シェアストレス 1.0 
dyne/cm2 の流速下でヒト単球系細胞株
（THP-1）の HUVEC に対する接着現象を検討
した。その画像をビデオに録画し、ローリン
グしている細胞数と接着細胞数を計測した。
また、そのときの HUVEC における接着分子
ICAM-1（Intracellular adhesion 
molecule-1）、VCAM-1（Vascular cellular 
adhesion molecule-1）発現、レドックス感
受性転写因子 NFκBの活性を Western 
blotting 法にて検討した。 
 
（2）単球の活性化に対するフラボノイドの
影響 
動脈硬化の危険因子の一つとして、高濃度

のホモシステイン（Hcy）による単球の活性
化に注目し、フラボノイド（eriodictyol, 
hesperetin）による抑制作用を検討した。 
 Hcy とフラボノイドを刺激した THP-1 細胞
またはヒト末梢血単核球に蛍光試薬 DCFH-DA
を処理し、活性酸素種（ROS）産生量をフロ
ーサイトメトリーにて解析した。さらに、細
胞内の ROS産生源の一つとして知られている
NADPH オキシダーゼの活性を、Western 
blotting 法にて検討した。また、抗酸化酵素
（カタラーゼ、グルタチオンペルオキシダー
ゼ）の発現をリアルタイム PCR 法にて測定し
た。 
 活性化した単球からは、炎症性サイトカイ
ンの発現が亢進する事が知られている。Hcy
とフラボノイドで刺激した THP-1細胞におけ
る TNFα、IL-1β、MCP-1 の発現をリアルタ
イム PCR 法にて測定した。 
 次に、Hcy およびフラボノイドを THP-1 細
胞に刺激後、HUVEC に対する接着実験を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（1）フラボノイドによる血管内皮活性化抑



制作用 
炎症性サイトカイン TNFαによる THP-1 細

胞の血管内皮細胞に対する接着亢進作用は、
eriodictyol （TNFα: 13.7  0.9 cells /HPF; 
TNFα + 50 μM eriodictyol: 10.2  0.8 
cells /HPF, p<0.05 ）、hesperetin（TNFα: 
23.9  1.7 cells /HPF; TNFα + 10 μM 
hesperetin:17.7  1.0 cells /HPF, p<0.05 ）
添加により有意に抑制された。また、TNFα
によって誘導される血管内皮細胞上の
ICAM-1、VCAM-1の発現レベルは eriodictyol、
hesperetin によって抑制された。さらに、
eriodictyolおよびhesperetinによりIkBの
分解は阻害されたことから、NFｋB の活性化
抑制も示された。 
 以上の結果より、eriodictyol ならびに
hesperetin は、NFｋB の活性化を阻害し、接
着分子の発現を低下させることで、単球の血
管内皮細胞に対する接着を抑制する事が示
唆された。 
 
（2）フラボノイドによる単球活性化抑制作
用 

ヒト単球系細胞株（THP-1）における活性
酸素量を、フローサイトメーターを用いて測
定したところ、Hcy 処理により増加した活性
酸素量は、eriodictyol、hesperetin 添加に
より低下が認められた。また、NADPH オキシ
ダーゼ p67phox と Rac1 の活性阻害が示され
た。 
さらに、抗酸化関連酵素と炎症性サイトカ

インの発現量を real－time PCR 法にて解析
したところ、eriodictyol、hesperetin によ
り Hcy によって誘導されるカタラーゼ、グル
タチオンペルオキシダーゼの発現は有意に
減少した。また、炎症性サイトカインである
MCP-1、TNF-α、IL-1β の発現の低下も認め
られた。 
次に、Hcyとフラボノイドを処理した THP-1

細胞を用いて、HUVEC に対する接着実験を行
ったところ、Hcy による接着は eriodictyol
添加で 86.1%、hesperetin 添加で 82.5％と有
意に減少した(p<0.05)。 

以上の結果より、高濃度の Hcy は単球の活
性化を惹起させたが、eriodictyol ならびに
hesperetin 処理により、NADPH オキシダーゼ
の活性阻害による ROS 産生低下、抗酸化酵素
発現亢進、炎症性サイトカインの発現低下作
用を示し、血管内皮細胞に対する接着作用も
有意に抑制された。 

 
（1）、（2）の結果より、eriodictyol や

hesperetin のようなフラボノイドは、血管内
皮および単球のいずれにおいても活性化を
抑制し、動脈硬化症の初期段階に重要な単球
の血管内皮への接着を抑制する可能性が示
唆された。 
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