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研究成果の概要（和文）：フラボノイドの多彩な細胞保護作用は細胞に共通した分子機構の阻害

により発揮されると考えられ、本研究ではフラボノイドによる細胞膜の機能的・構造的変化を

解析し、フラボノイドの作用機序を解明する基礎的検討を行った。その結果、ケルセチンが細

胞保護作用を発揮するのに必要な heme oxygenase (HO)-1 の誘導において、細胞膜直下で活性化

する phospholipase D (PLD)が関与している可能性が考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：The variety of the cytoprotective effects of flavonoids is assumed to inhibit 

common molecular mechanisms.  In this study, I investigated the functional and structural changes of 

the cell membrane by quercetin, one of the flavonoids, to elucidate the molecular mechanisms of 

inhibitory effect of flavonoids.  I showed the possibilities that quercetin translocated PLD to plasma 

membrane and induced the expression of HO-1 which is the key molecule to exhibit cytoprotective 

effects. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、国民の健康への意識が高まり、生活
習慣病をはじめとする様々な疾患を自分で
予防するセルフメディケーションの動きが
活発になっている。その代表的な例として健
康食品の活用があり、その市場規模は年々拡
大して種類も豊富になっている。特に天然の
植物などから取れる機能性成分を用いた健
康食品は生体に安全であるとして数多く存
在する。しかしながら、一部の健康食品では
摂取した結果重篤な疾患を発症し、死に至っ
たケースも報告されている。このように健康
食品における「食の安全」を確保するため、
現在入手可能な健康食品について作用機序
や安全性を再評価することは非常に重要で

ある。 

 フラボノイドは主に野菜や果物に存在す
る天然の機能性成分で一部はすでに健康食
品として商品化されている。フラボノイドの
作用は多岐にわたり、抗アレルギー作用、抗
炎症作用、抗酸化作用などがある。私はフラ
ボノイドの抗アレルギー作用を検討し、フラ
ボノイドの新しい作用機序として heme 

oxygenase (HO)-1 の活性化および発現誘導に
よる機序を明らかにした(Matsushima et al., 

Inflammation Res. 58: 705, 2009, Matsushima et 

al., Inflammation. 32: 99, 2009)。また、現在肺
胞上皮細胞ならびに線維芽細胞においてフ
ラボノイドの一種であるケルセチンが HO-1

を誘導し、活性酸素による肺胞上皮の傷害を
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Fig. 1 LA-4細胞におけるケルセチンの
HO-1の発現誘導およびNrf2の核内移行

抑えたり、サイトカイン誘導性の膠原線維増
生を抑制することも予備実験で確認してい
る。このようにフラボノイドは多種類の細胞
に対して様々な保護作用を示す。私はフラボ
ノイドの多彩な細胞保護作用の発揮には共
通した作用機序があると想定し、細胞が外界
と接する最初の場所であり各種シグナル伝
達分子を集積し活性化を促す細胞膜、特に脂
質ラフト、カベオラに注目した。細胞膜の中
にはある特定の脂質からなるマイクロドメ
インが形成されており、その中にはコレステ
ロールやスフィンゴ脂質に富んだ脂質ラフ
トと呼ばれる部分と脂質ラフトに caveolin が
挿入されることで形成されるカベオラがあ
る。脂質ラフトやカベオラでは src キナーゼ
や G タンパク質、G タンパク質共役型受容体
(GPCR)などシグナル伝達に関わる分子が集
積しシグナル伝達を制御すると考えられて
いる。実際に予備実験でフラボノイドの一種
であるケルセチンが肥満細胞の活性化を促
すシグナル伝達分子 Lynの脂質ラフトへの集
積を抑制することを確認しており、フラボノ
イドが細胞膜に何らかの変化を起こすこと
が考えられる。 

 

２．研究の目的 

 フラボノイドは天然に存在する機能性成
分で抗アレルギー作用、抗炎症作用、抗酸化
作用など様々な作用を有しているが、分子レ
ベルでの詳細な作用機序については明らか
にされていない。本研究ではフラボノイドの
多彩な細胞保護作用の発揮には細胞に共通
した分子機構の阻害により発揮されると考
え、フラボノイドによる細胞膜の機能的・構
造的変化を解析し、フラボノイドの作用機序
を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

ケルセチンの細胞保護作用のうち、抗アレ
ルギー作用、活性酸素による細胞傷害、
toll-like receptor (TLR)を介したマクロファー
ジの活性化に対するケルセチンの保護作用
に焦点をあて、フラボノイドによる細胞膜の
変化を①脂質ラフト構成成分の変化、②細胞
膜に局在するシグナル伝達分子の活性化、③
カルシウム流入を促進する小胞体介在分子
と細胞膜に局在する分子の融合の 3つに分け、
それぞれに対するケルセチンの影響および
HO-1 との関与を評価した。 

過去に HO-1 を介して肥満細胞の活性化を
抑制することを報告しているケルセチンを
フラボノイドとして用いた(Matsushima et al., 

Inflammation Res. 58: 705, 2009, Matsushima et 

al., Inflammation. 32: 99, 2009)。細胞はラット
肥満細胞株 RBL-2H3 細胞、マウス肺胞上皮
細胞株 LA-4 細胞、マウスマクロファージ細
胞株 RAW264.7 細胞を用いた。肥満細胞株の

場合は A23187 あるいは IgE 刺激による脱顆
粒および各種サイトカインの発現増強につ
いて、肺胞上皮細胞株の場合は過酸化水素曝
露による細胞の傷害について、マクロファー
ジ細胞株の場合には TLR4 を介した各種サイ
トカインの発現増強について、それぞれの作
用に対するケルセチンの抑制効果を検討し
た。また、それぞれの系で実際に HO-1 の作
用が細胞保護作用にどの程度関与している
か HO-1 の阻害剤を用いて検討した。さらに
ケルセチンが細胞膜に局在する分子の動態
に及ぼす影響を検討するため、caveolin-1、
PLD、stromal interaction molecule (STIM) 1 に
ついてウエスタンブロット法を中心に検討
した。 

 

 

４．研究成果 
1. ケルセチンによる細胞保護作用および
HO-1 の関与 

 はじめにケルセチンの多彩な細胞保護作
用を確認するため、 LA-4 細胞および
RAW264.7 細胞を用いてそれぞれ活性酸素に
よる細胞傷害および TLR を介したマクロフ
ァージの活性化に対するケルセチンの効果
について検討した。なお、肥満細胞における
ケルセチンの HO-1 を介した抗アレルギー作
用は過去に報告している。 

 

①活性酸素による細胞傷害に対するケルセ
チンの効果 

LA-4 細胞についてケルセチンは転写因子
Nrf2 の活性化を介して HO-1 の発現を誘導す
ることを確認した (Fig. 1)。また、ケルセチ
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Fig. 3 RAW264.7細胞におけるケルセチンのHO-1の
発現誘導 (A)およびLPS/IFNγ刺激によるNO産生に対する
ケルセチンの効果 (B)

ンは LA-4 細胞が過酸化水素曝露により受け
る傷害を抑制した。さらに、ケルセチンは
HO-1 の発現増強を介してこれらの抑制効果
を示すことが明らかとなった (Fig. 2)。以上
の研究結果ついては Biochem. Biophys. Res. 

Commun.の 2012年 1月号(417巻:169-74)に報
告した。 

 

 

②TLR を介したマクロファージの活性化に
対するケルセチンの効果 

RAW264.7 細胞においてケルセチンは濃度
依存的に HO-1 の発現を増強することを確認
した(Fig. 3)。また、LPS/IFN-γ 刺激により活
性化したマクロファージにおけるケルセチ
ンの効果を検討した。培養上清中の nitrite 

(NO2
-
)濃度を測定し、NO 産生量を評価した。

ケルセチンは RAW264.7 細胞において NOの
産生を抑制し、また HO-1阻害剤である SnPP

によりケルセチンの抑制効果は解除された
(Fig. 3)。以上の結果からケルセチンはマクロ
ファージにおいて HO-1 を活性化させること
により NO の産生を抑制していることが明ら
かとなった。 

 

 

2. ケルセチンによるHO-1の発現誘導に対す
る細胞膜局在分子の関与 

 これまでの結果でケルセチンはさまざま
な刺激、細胞種において HO-1 を介して抑制
効果を示すことが明らかとなった。次に細胞
膜に局在する分子で、HO-1 と相互作用をす
る可能性が報告されている caveolin-1 および
PLD について阻害剤を用いて検討した。 

 

①caveolin-1 

 予備実験において、RBL-2H3 細胞でケルセ
チン曝露により caveolin-1 mRNAの発現が低
下することを確認していたが、タンパクレベ
ルで確認したところ発現に大きな変化は見
られなかった。これは LA-4 細胞でも同様の
結果が得られ、また RAW264.7 細胞では定常
状態において caveolin-1 の発現は確認できな
かった。 

 

②PLD 

 ケルセチンによる HO-1 の発現誘導におい
て PLD の関与を検討するため、PLD の阻害
剤である 1-butanol を用いて検討した。
RBL-2H3 細胞、RAW264.7 細胞 (Fig. 4)、LA-4

細胞 (Fig. 5A)において 1-butanol 処理により
ケルセチンによる HO-1 の発現増強が定常状
態まで戻ったことから、ケルセチンによる

Fig. 2 H2O2刺激による細胞傷害に

対するケルセチンの効果および
HO-1の関与
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Fig. 4 ケルセチンによるHO-1の発現誘導におけるPLDの関与
A) RBL-2H3細胞、B) RAW264.7細胞



 

 

HO-1 の発現誘導には PLD が関与しているこ
とが示唆された。また、LA-4 細胞において
PLD1 の細胞内動態を蛍光免疫染色により評
価した。ケルセチン曝露によって PLD1 は細
胞質内へと移行することが明らかとなり、
PLD1 が細胞膜へと移行することで HO-1 の
発現を誘導する可能性が示唆された  (Fig. 

5B)。 

 

 

 

3. ケルセチンによる肥満細胞活性化の抑制
における STIM1 の役割 

 肥満細胞の脱顆粒には細胞内へのカルシ
ウムの流入が必須であり、小胞体からのカル
シウム放出を感知する stromal interaction 

molecule (STIM) 1が細胞膜上のカルシウムチ
ャネルへ移行することでカルシウムの流入
が起こるとされている。そこで、ケルセチン
の脱顆粒抑制機序について、STIM 1の細胞膜
への移行に対する作用を、免疫蛍光染色法を
用いて検討した。現在まだ検討中ではあるが、
RBL-2H3 細胞において thapsigargin 刺激によ
る STIM1 の活性化をケルセチンは抑制する
可能性が考えられた。 

 
 以上の結果より、ケルセチンの多彩な細胞
保護作用は HO-1 の発現増強を基盤として発
揮され、HO-1 の誘導機序には PLD が関与す
る可能性が示唆された。また、肥満細胞の活
性化においてはケルセチンは活性化時に細
胞膜へと移行する STIM1 の機能を抑制する
可能性が示唆された。これらの詳細な分子メ
カニズムについては今後も検討を進めてい
く。 
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