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研究成果の概要（和文）：ポリフェノールに代表される植物由来の健康成分はファイトケミカルと呼ばれてい
る。これらは抗肥満作用や抗がん作用など様々な生理機能性を示すことが見出されているがその作用メカニズム
には不明な点が多い。本研究課題では、「ファイトケミカルが細胞のタンパク質へ負荷をかけるがそれが適度な
場合はタンパク質品質管理機構が活性化し、結果的に抗炎症作用の発現に繋がる」という全く新しい作用メカニ
ズムを初めて示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Phytochemical, including polyphenols, have been shown to exhibit various 
physiological functions. For instance, there is ample evidence that phytochemicals have anti-obesity
 and anti-cancer effects in cellular and rodent models while the mechanisms underlying those 
functions are still unclear. In this study, a novel and unique mechanism has been found, i.e., 
several phytochemicals may exhibit proteo-stress properties towards cellular proteins, which may 
activate protein quality control systems and thereby showing anti-inflammatory functions in a 
cellular model. 

研究分野： 食品機能学
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１． 研究開始当初の背景 
 ポリフェノールに代表されるファイトケ
ミカル（phytochemical）は、植物の二次代謝
産物である。これまでの多くの研究でこれら
の化合物は、抗肥満作用、抗がん作用、抗高
血圧作用など多彩な生理作用を持つことが
細胞実験や動物実験で報告されてきた。 
 しかし、その作用機構に関しては、これら
の疾病発症機構に関連する遺伝子の発現調
節、あるいはその上流に位置する転写因子や
タンパク質リン酸化酵素群の活性制御など
間接的な知見が多い。また、近年ではケミカ
ルバイオロジー的な実験手法が開発され、標
的分子もいくつか同定されているが作用機
構の包括的な理解が充分であるとは言えな
いのが現状である。 
 こうした背景下、著者らは最近、ファイト
ケミカルのユニークな作用機構の存在を提
唱しつつある。東南アジア産ショウガ科植物
のゼルンボンはセスキテルペンの１種であ
り、顕著な抗炎症および抗発がん作用を有す
る 1)。本物質の標的分子を探索したところ、
生体防御系の活性化に必要な Nrf2 の制御因
子である Keap1 を同定した。その一方で、ゼ
ルンボンは細胞タンパク質に対して非特異
的に結合することで、「タンパク質ストレス
（proteo-stress）」を与えることが判明した。
さらに興味深いことに、proteo-stress が適度な
範囲に収まっている場合は、それに対する適
応応答であるタンパク質品質管理機構
[protein quality control system, PQC システム: 
heat shock protein (HSP)や autophagy の誘導な
ど]の活性化が起こることを見出した 2)。こう
した proteo-stress を介した、ファイトケミカ
ルの新しい作用機構を筆者らはプロテオホ
ルミシス（proteo-hormesis）と呼ぶことを提
唱している。 
 
２． 研究の目的 
 近年、PQC システムの維持や活性化が肥満
やがんなどの生活習慣病の予防や老化の遅
延に寄与する可能性が注目されている 3)。重
要なことに、ゼルンボンは proteo-stress を細
胞 に 負 荷 す る こ と で HSP40/HSP70 や
autophagy を誘導する 2,4)。従って、ゼルンボ
ンの生理機能性発現機構に proteo-stress やそ
れに起因する PQC システムの活性化が関与
する可能性が想定できる。 
 また、ゼルンボン以外のファイトケミカル
が proteo-stress を示すか否か、あるいは実験
動物に経口投与した際の消化管粘膜での
proteo-stress 誘導性の有無については不明で
ある。さらに、一般的にはストレスに対する
防御能は加齢と共に減弱するが、ファイトケ
ミカルによる PQC システムの活性化と加齢
との相関性についてはほとんど知見がない。 
 以上を踏まえ、本研究では下記の課題に取
り組むことを目的とした。 
 
（１） ゼルンボンの抗炎症機構における

proteo-stress の役割の解明 
（２） マウス消化管におけるファイトケミ

カルの proteo-stress 誘導活性の検討 
（３） 線虫の世代と HSP 誘導能の相関につ

いての検証 
 
３． 研究の方法 
（１）ゼルンボンの抗炎症機構における
proteo-stress の役割の解明 
マウスマクロファージ様細胞RAW264.7に、

熱ショック（42oC, 1 hr）やゼルンボン処理に
よるproteo-stressを与えた。Proteo-stress誘導活
性については、タンパク質凝集体の生成を評
価できるフィルタートラップ法を用いて行っ
た。RAW264.7細胞をリポ多糖で処理し、炎症
マーカーとして、一酸化窒素（NO）産生量を
グリース法で、誘導型 NO 合成酵素(iNOS)、
シクロオキシゲナーゼ-2 (COX-2)、インターロ
イキン (IL)-1, IL-6, 腫瘍壊死因子 (TNF)-
の発現はリアルタイムRT-PCR (mRNA)および
ウエスタンブロット（WB）法で評価した。
Proteo-stressの重要性を示すため、RAW264.7
を予めN-アセチル -L-システイン（NAC、タ
ンパク質のシステイン残基との結合を競合阻
害することが想定できる）あるいは、フェニ
ル酪酸  (PBA, 分子シャペロンの１種で
proteo-stress緩和作用がある)で処理し、NO産
生に対する影響を検討した。さらに、PQC シ
ステムの鍵転写因子である熱ショック因子 1 
(HSF1)の活性化はその核内移行をWB方で検
討した。また、HSF1の重要性を示すため、特
異的siRNAを用いてその発現を低下させ、そ
の際のゼルンボンの抗炎症作用を評価した。 
 
（２） マウス消化管におけるファイトケ
ミカルの proteo-stress 誘導活性の検討 
(i)in vitro実験 
雄性 ICR マウス（6 週齢）の小腸粘膜を回

収し、20 mg タンパク質/ml PBS になるよう調
製した。クルクミン (CUR), (-)-エピガロカテ
キン-3-ガレート (EGCG), ファルカリノール 
(FAL), リスベラトロール (RES), ウルソー
ル酸 (UA), ゼルンボン（ZER）、シンナムア
ルデヒド（CIN）、ジアリルトリスルフィド
（DATS）、エラグ酸（EA）、-フムレン（HUM）、
フェネチルイソチオシアネート（PEITC）、ケ
ルセチン（QUE）は最終濃度 1 mM で添加し、
37oC で 6 hr 加温した。試料から界面活性の弱
いバッファーで抽出し得られたタンパク質
溶液を可溶画分（soluble fraction, SF）とし、
不溶性画分（insoluble fraction, IF）を再度抽出
し、それぞれの画分のタンパク質定量を行い、
IF/SF 比をタンパク質変性の指標とした。 
 
(ii)in vivo実験 
雄性 ICR マウス（6 週齢）に CUR、DATS、

PEITC、RSV、および ZER を 10 mg/kg 体重の
要領で胃内強制投与し、3 hr 後、胃、小腸（上
部と下部に二分した）、および大腸粘膜を回
収した。粘膜タンパク質は（i）と同様な方法



で IF と SF に分画し、それぞれにおけるハウ
ス キ ー ピ ン グ タ ン パ ク 質 （ -tubulin, 
-actin,  glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase: GAPDH）の存在量の比較によ
り proteo-stress 活性を評価した。 
 
（３） 線虫の世代と HSP 誘導能の相関に
ついての検証 
（i）基本操作：線虫（野生体 N2）および餌
として用いた大腸菌（OP50 株）は、松本晋
也博士（京都女子大学家政学部）よりご供与
頂いた。線虫の植え継ぎは 5 日に一回程度行
い、顕微鏡で見ながら、新しいプレートにピ
ッカー で成虫を 4 匹移した。 
（ii）同調培養：成虫が存在するプレートか
ら S-basal で線虫を回収し遠心後、上清をパス
ツールピペットで除き約 0.5 ml の懸濁液を残
した。ここに 5 ml の S-basal を添加した。
NaClO 50 L、水 450 L、10N NaOH 100 L
を混合し、遠沈管に加え、振とう機を用いて
10 min 転倒混和させた。その後、線虫が溶解
しているのを確認してから 1,500 rpmで 1 min
遠心し、上清を除いた。洗浄後、残りの S-basal
中に浮遊した卵を、20℃ で一晩静置して孵
化させた。この時、孵化した L1 幼虫が窒息
しないように、遠沈管は横向きにして置いた。
孵化した L1 幼虫を、餌を塗布した 100 mm デ
ィッシュに移し、この日を Day 1 とした。 
（iii）運動性の測定：マイクロチューブから
線虫の懸濁液 （200 L） を 96 ウェルプレ
ートへ移し、1 min 間の運動性を顕微鏡で計
測した。線虫が体を半分折り返した状態を 1 
bend としてカウントした。 
（iv）RT-PCR ：線虫を S-basal で回収し、1.5 
mL チューブへと移した。軽く遠心し出来る
だけ上清を取り除き、1 min ホモジナイズし
た。ここに TRIzol（750 L）を加え、total RNA
を回収した。内部標準には Y45F10D を用い、
各 primer 配列は以下の通りである。 
Y45F10D (F: GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC, 
R: GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA), 
HSP16.1 (F: 
GTCACTTTACCACTATTTCCGTCCAGCTCA
ACGTTC, R: 
CAACGGGCGCTTGCTGAATTGGAATAGAT
CTTCC ), HSP16.2 (F: 
CTGCAGAATCTCTCCATCTGAGTC, R: 
AGATTCGAAGCAACTGCACC), HSP16.41 
(F: ATTGGGGAGATTGTAAATGATG, R: 
GCGTTTCAAGTATCCATGTTCC ), HSP70 
(F: GAAAGGTTGAGATCCTCGCC, R: 
CATCGAAACGTCGTCCAATC )。また PCR
は 以 下 の 温 度 設 定 で 行 っ た ： 95oC-15 
sec/60oC-30 sec/72oC-30 sec。 
 
４． 研究成果 
 
（１） ゼルンボンの抗炎症機構における
proteo-stress の役割の解明 
まず、RAW264.7 マクロファージを熱処理

（43oC, 0, 15, 30 min）あるいはゼルンボン処
理（0, 50 M, 12 hr）したところ、前者ではユ
ビキチン（Ub）化タンパク質、後者ではそれ
に加えてゼルンボン付加体を含むタンパク
質凝集体の量が増加することをフィルター
トラップアッセイで確認できた。 
 次に、細胞を NAC あるいは PBA で前処理
し、その後、ゼルンボンを加えた際の Ub 化
凝集タンパク質の発現量や LPS による
COX-2/iNOS の発現抑制作用を評価した。そ
の結果、NAC の前処理では Ub 化凝集タンパ
ク質が顕著に減少し、またその際のゼルンボ
ンの抗炎症作用（COX-2/iNOS の発現抑制作
用）はほぼ完全にキャンセルされた。また、
PBA の前処理でも NAC ほど明確ではないも
のの Ub 化タンパク質やゼルンボン付加体を
含む凝集体の生成は抑制され、また抗炎症作
用も一部減弱した。この結果から、ゼルンボ
ンによる proteo-stress 作用がその抗炎症作用
に一部寄与していることが強く示唆された。 
 次に、PQC 機構の鍵転写因子である HSF1
に着眼し、その核内移行を WB 法で評価した
ところ、ゼルンボンは陽性対照として用いた
ゲルダナマイシンと同様に核内移行を促進
し、同時に HSF1 の標的分子である HSP70 の
発現量も増加させた。さらに、HSF1 の発現
量を siRNA によって低下させた細胞では、ゼ
ルンボンの有する iNOS と IL-1の発現抑制
作用が減弱した。 
 従って、ゼルンボンは熱ショックと同様に
proteo-stressを介してHSF1を活性化させHSP
などの PQC 分子の発現量を増加させ、またこ
れが抗炎症作用に関与するというユニーク
な作用機構が提唱できた。 

 
（２） マウス消化管におけるファイトケ
ミカルの proteo-stress 誘導活性の検討 

CUR では、小腸上部における-tubulin、
-actin および GAPDH のタンパク質量が、
PEITC でも-tubulin と-actin の存在量が SF
で有意に減少していた。一方、IF に関して、
各タンパク質量はコントロール群と有意な
差異はなかった。これらのファイトケミカル
がタンパク質の de novo 合成を阻害すること
で SF における存在量を低下させた可能性は
否定できないが、処理時間が 3 hr であること
を考慮しても、粘膜タンパク質を変性させる
こ と に よ っ て 、 autophagy や
ubiquitin-proteasome 系の活性化による異常タ
ンパク質の分解系を活性化した可能性もあ
り非常に興味深い結果であると思われる。 
また、小腸下部や大腸ではこうしたタンパ

ク質変性作用と推察される現象は観察され
なかったことから、消化管粘膜における被変
性作用には差異があることが示唆された。
CUR5)や PEITC のようなイソチオシアネート
類 6) は解毒代謝を受けやすく、血中濃度は極
めて低いことが知られている。従って、これ
らの未変化体の存在量が比較的多いと思わ
れる小腸上部においてのみタンパク質変性



作用と推察される結果が得られたことは合
理的であると考えている。 
次に、最も顕著な作用を示した CUR に着目
し、小腸上部粘膜における HSP 類の発現を
WB 法で解析した。CUR を 0, 2, 10 mg/kg 体
重の用量で経口投与し上と同様に 3 hrに回収
した粘膜中の HSP27/40/70 の存在量を検討し
たところ、SF および IF における HSP27 の
存在量が CUR の用量依存的に増加していた。
HSP27 を含む HSP は変性タンパク質の構造
修復や変性タンパク質凝集体の分解に関与
することが報告されている。また、HSP はタ
ンパク質変性ストレスが引き金となって誘
導されることも知られている。従って、CUR
の経口投与によって HSP27 の発現量が増加
した結果は本化合物が消化管粘膜において
proteo-stress 作用を示すことを強く示唆して
いる。 

 

（３） 線虫の世代と HSP 誘導能の相関に
ついての検証 
線虫を同調した後、1 日、4 日、7 日、ある

いは 10 日培養した線虫を用意した（それぞ
れ、Day-1、Day-4、Day-7、Day-10 線虫をと
称する）。それぞれの世代の線虫を 2 群に分
け、無処理群（NT, non-treatment）では 20℃
で 24 h 培養した。もう一群は温和な熱処理
（33℃ 60 min;  以後、これを熱トレーニン
グと称する; HT, heat training）を行い、その後
20℃にて培養した（24 h）。その後、NT 及び
HT 線虫に強い熱ショック（37℃ 30 min; HS, 
heat shock）を与え、再び 20℃に戻し、運動
性を経時的に測定した。各日齢の線虫におい
て⊿ Area Under Curve (AUC) 値を算出した
ところ、加齢に伴う熱耐性の減少が認められ
た（それぞれ +1750、+2167、+790、+512）。
その一方で、Day 1 と Day 4 を比較すると、
熱耐性は加齢と共に増加してい（+417）。こ
れは、線虫は Day 4 までは細胞分裂の盛んな
成長期にあるため、加齢に伴い防御機構が増
強し、ストレス応答が活性化した結果ではな
いかと推察している。 
次に、老若それぞれのモデル線虫に対し

HT 処理を行い、誘導される HSP mRNA 量を
検証、比較した。Day-4 及び Day-10 線虫をそ
れぞれ S-basal で回収し、この懸濁液を 0.5 mL
ずつ 2 群に分けた。NT 群は 20℃で培養した
（6 h）。HT 群は HT 処理を行った後、20℃に
て培養した（6 h）。これを回収し、リアルタ
イムRT-PCR法によりHSP mRNA量を解析し
た。その結果、Day-4 線虫において、各種 HSP
（16.1, 16.2, 16.41）に関し、HT により 1000
倍以上の顕著な HSP mRNA の誘導が認めら
れたが、Day-10 線虫においてこの誘導能は消
失していた。この結果は、ストレス応答にお
ける HSP mRNA の誘導能が加齢に伴い低下
することを示唆している。 

 
【総括】 
 以上の研究成果から、ゼルンボンやクルク

ミンなどのファイトケミカルがプロテオホ
ルミシスを介して生理作用を発現する可能
性が提示できたと考えている。ファイトケミ
カルは元来、ヒトを始めとする動物にとって
は異物（xenobiotic）であり、こうした適応機
構を誘起する現象は驚くことではないと考
えている。今後は、本作用機構がどのような
ファイトケミカルのどのような既知の生理
作用にまでに寄与しているかを明らかにす
る必要がある。 
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