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【基本構想】 
 本プロジェクトは、健康・アンチエイジングのための機能性食品・化粧品等の効果・効能を、科学的エビ

デンスに基づいて評価解析する。具体的には、ニュートリゲノミクスを含めたオミクスにより、製品の生体

機能を検証し、結果を商品設計およびヒト試験に向けた基盤研究へ適用する。KAST を中心に神奈川県公設

試（産技センター、衛生研、農技センター）、さらには神奈川県下の複数の企業（富士フィルム、長谷川香料、

森永製菓）と連携して課題に取り組む。 
 プロジェクトの出口としては、科学的エビデンスに基づく「健康、アンチエイジング」の商品を開発する

ための公的機能性評価システム機関を世界に先駆けて構築することにある。なお、本プロジェクト名は本年

4 月 1 日より「未病改善食品評価法開発プロジェクト」に変更した。 
 
 
１． 平成 26 年度の研究目的 

 
 本プロジェクトは、健康・アンチエイジングを目指す

製品の開発と、それらの効果・効能の評価解析を行い、

幅広い科学的エビデンスを実証することを目的としてい

る（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  神奈川 R&D 推進協議会参画企業との連携 

 
本プロジェクトは下記の小テーマから構成される。 
 
(1) 食品の機能性評価の実施 
 食品素材を実験動物に与え、各種健康マーカーおよび遺

伝子発現に対する影響をニュートリゲノミクス解析によ

り評価（ムカゴ、メープルシロップ） 
(2) 評価解析方法の開発 
  ヒト介入試験の前段階実験（桑葉、鉄） 
(3) 評価技術の開発および基礎研究 
 エピジェネティクス解析技術の導入：メチローム、ChIP、
染色体高次構造解析 

転写因子を介する代謝制御系の解析（食品ポリフェノー

ル） 
(4) 公設試関連の研究 
 産業技術センター：ニュートリゲノミクス 
          2 種の機器による評価比較 
 衛生研究所：発がんマーカーの探索、桑葉の機能性 
 農業技術センター：湘南ゴールドの機能性評価 
 

【地域イノベーション戦略支援プログラム】 

 平成 25 年 8 月より地域イノベーション戦略支援プログ

ラムがスタートし、食品摂取によるエピジェネティクスの

変化の解析（近藤 隆、近藤 香）、転写因子を介する代謝

制御系の解析（安岡顕人）、生体内代謝を考慮した細胞形

質転換試験法の開発（廣岡孝志）を研究テーマとしている

（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2． 平成 25 年度の研究成果 
  

図２ 医食農同源に向けた機能性安全性評価システムの概要 
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２． 平成 26 年度の研究成果 

 
(1)-1  高脂肪負荷マウスへの自然薯ムカゴ投与の

影響 

自然薯に含まれる主要成分には、ネバネバ成分のムチン、

アルギニン酸、コリン、消化酵素であるアミラーゼなどが

あり、これらの成分が薬理効果をもたらしていると考えら

れるが、自然薯自身の生理的機能性については伝承による

ものが多く、科学的エビデンスに乏しい。 
自然薯のムカゴはポリフェノールを多く含み、in vitro

で抗酸化能が認められ、生理的機能性を持つ農作物として

有力候補であることが示された。本研究では神奈川県産自

然薯ムカゴの生理的機能を解析した。機能性の評価はメタ

ボリックシンドロームのモデルとして脂肪負荷による肥

満誘導マウスを用いて行った。 
4 週間の高脂肪飼料摂取は明らかな肝傷害は呈しない

が肝臓の遺伝子発現は変化しており、自然薯ムカゴ摂取は

高脂肪負荷よって引き起こされるコラーゲン等の細胞外

マトリックスの過剰な蓄積による肝障害の発生を遅延さ

せる可能性が示された。 
 
(1)-2  メープルシロップ抽出物の健康機能性評価

研究 

メープルシロップの組成はスクロース 66.2%、グルコー

ス 0.5%、フルクトース 0.3%、約 30%が水である。その

ほかにポリフェノール、ミネラル、アミノ酸等が微量含ま

れている。この中でもポリフェノールの健康機能性が着目

されている。これまで、メープルシロップそのものの健康

機能性評価として、メープルシロップ摂取によるラットの

肝臓障害緩和作用の可能性を示唆する実験結果を得た。今

回の実験ではメープルシロップ（アンバー）を陰イオン交

換カラムに供し、主成分である糖をできるだけ除き、ポリ

フェノール等の微量成分を濃縮した物（MSX）を調製し、

その健康機能性の評価を実施した。エネルギー比で脂肪を

10%含む低脂肪食、45%含む高脂肪食、MSX を 0.06％添

加した高脂肪食（MSX 食）を 8 週間投与後、ラット肝臓

の DNA マイクロアレイ解析を行なった。その結果、MSX
投与は、脂質代謝および免疫応答に関わる遺伝子群の発現

を変動させた。高脂肪食摂取により誘導される肝臓の炎症

を MSX 摂取により緩和する可能性が考えられた。 
 
(2)-1  桑葉の機能性 ― ヒト試験前段階の動物実

験 

これまで、桑葉摂取がラット血中のトリグリセリド

（TG）の上昇を抑制することを明らかにした。桑葉のヒ

ト投与試験を実施する前段階として、実験条件を変更して

ラットを用いた桑葉の機能性評価解析を実施した。 
高脂肪飼料と 1％桑-高脂肪飼料をラットに投与し、血漿

中の TG 値を測定したところ、試験開始 22 日および 49 日

後に基礎飼料群に比べ高脂肪飼料群（p<0.01）および 1%
桑-高脂肪飼料群（p<0.05）で有意に高い値を示した。し

かし、TG 値は桑添加群と無添加群では有意差は認められ

なかった。ヒト試験を実施する上で、桑添加に応答して変

化する新たなマーカー分子の探索が必要と考え、以下の実

験を実施した。 
ラット血液より抽出した mRNA および micro RNA の比

較解析を行い、桑葉摂取に応答する RNA マーカーを抽出

した。現在、これら RNA マーカーがヒトにおいても桑摂

取に伴う効能・効果のマーカーとなるかの検証を行ってい

る。生物種を超えた共通のマーカーが重要である。 
 
(2)-2  ヒトでの食品機能性評価に向けての取り組

み 

血球細胞遺伝子発現プロファイル解析による生体内

鉄量応答マーカー遺伝子の探索 

これまで鉄欠乏・鉄過剰が肝臓に及ぼす影響を網羅的な

遺伝子発現解析から明らかにする研究を行い、特に鉄欠乏

については「貧血」と「貧血のない鉄欠乏」という 2段階

について報告した。 

本プロジェクトでは、DNA マイクロアレイを用いた評価

研究の対象を動物からヒトへと展開することも視野に入

れている。ヒトの場合、動物と異なり肝臓などの臓器を採

取して解析を行うことが難しい。ヒトの体内の細胞の中で

比較的少ない負担で採取できるものに血液（血球細胞）が

ある。血球細胞は、赤血球、白血球、血小板から構成され

ており、末梢血中の白血球は好中球、好酸球、好塩基球、

リンパ球（T 細胞、B 細胞、NK 細胞など）、単球から構成

されている。本研究では、ラット血球細胞を対象とした

DNA マイクロアレイ解析を行なった。 

本年度は、身体に必須の栄養素である鉄を例とし、鉄量

に応答する血球細胞の遺伝子マーカーの探索に向けて実

施した。その結果、鉄の摂取量や摂取期間の違いに対し、

血球細胞の遺伝子発現が機敏に反応することが明らかに

なった。すなわち、生体内の状態を反映するものとして血

球細胞の遺伝子マーカーの有効性を示す好例である。さら

に、血中分子マーカーについては血球細胞の mRNA だけで

なく、血球細胞や臓器由来のマイクロ RNA（miRNA）など

も対象となりうるため、マウスを対象とした鉄の実験を実

施し、血漿 miRNA の測定を開始した。 
 
(3)-1 エピジェネティクス解析手法のニュートリゲ

ノミクスへの導入 

マウスあるいはラットに対して給餌を行い、各臓器にお

ける遺伝子の転写の変化を、全ゲノムレベルで網羅的に記

録・解析するニュートリゲノミクスにより、食品評価を行

っている。一方で、その発現すべき遺伝子の選択過程（遺

伝子の発現調節機構）を解明し、それを解析する事で、よ

り精度と再現性が高い評価方法を作り出す事が可能であ

ると期待されている。遺伝子の発現調節は染色体クロマチ

 
 
 
 

ンと呼ばれる DNA とタンパク質の複合体の性質に依存し

て生じる事が知られている。この過程は染色体 DNA の配

列の変化を伴わない、遺伝子上の変化という事で、エピジ

ェネティクスと呼ばれている。この機構は同時に、その細

胞の系列において細胞分裂をまたいで遺伝子の発現状態

を維持する機構としても使用されており、この事は世代を

挟んだ個体間（すなわち親と子）における遺伝子発現状態

の維持の機構にも用いられていると考えられる。 
これらの解析が可能になる事で、より効率的で再現性の

高い評価方法を開発する事を目指すと同時に、食から遺伝

子発現を通し、健康状態の表現型へとつながる機構（メカ

ニズム）をさらに解明する事を目指す。 
① 分子生物学的エピジェネティクス解析について 
 エピジェネティクスによる遺伝子の転写調節は主とし

て 3 つの機構によって行われている。 
1） DNA のメチル化 
2） ヒストンの修飾 
3） 染色体 DNA の立体配座 
これらの解析手法のうちどれが効率よく評価に使用で

きるかは不明である。本研究では、食品の機能性評価に対

応できる技術の構築を目指す。 
そのために実施する実験技術は以下の通りである。 
・MDB-seq 
・ChIP-seq 
・染色体高次構造解析− 4C あるいは HiC 

② 組織学的解析 
FISH および ImmunoFISH 

 
(3)-2 エピジェネティック修飾を介して子孫の健康

を維持する ― 食品ポリフェノールの作用機序の

研究 

糖質、脂質、アルコールの過剰摂取は代謝系にストレス

を与え、肥満や血管系疾患を起こす一要因となっている。

最近、このような代謝ストレスがエピゲノムを変化させ、

次世代の健康に影響を与えていることが示されつつある。

これに対して、レスベラトロールなど一部の食品ポリフェ

ノールにはこのような代謝ストレスを軽減する作用があ

ることが知られている。 
我々はアルコール性脂肪肝を誘導した雄マウスと、通常

の雌マウスを交配した仔は、通常両親の仔に較べて体重が

重く、肝トランスクリプトームにも差異が見られることを

見いだした。さらにこの差異が、雄親へのレスベラトロー

ルの同時投与で解消されることを確かめた。雄親精子のバ

イサルファイトシーケンシングを行い、メチロームを解析

したところ、対照群、アルコール群、アルコール+レスベ

ラトロール群との間に差異が観察された。本研究は食品ポ

リフェノールによる代謝ストレスの緩和過程におけるエ

ピゲノム修飾の全体像を理解する基盤となると考えられ

る。 
 

(4)-1  DNA マイクロアレイ装置の特性の探索 

DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析は、

近年そのスクリーニング手法としての有効性から普及が

進んでいる。神奈川県産業技術センターでも、オカラ亜臨

界水処理物や杜仲葉熱水抽出物の食品としての機能性を

検討するため、DNA マイクロアレイを用いた網羅的な遺

伝子発現の解析を行ってきた。 
 本研究では、同一の RNA サンプルを異なる２つのプラ

ットフォーム（A 社および B 社装置）で測定した結果を

比較し、プラットフォームによる測定結果の特徴を把握す

ることによって、様々な研究課題に対して適切な条件での

測定が実施出来るよう基礎的なデータを収集することを

目的とした。 
 その結果、A 社製は中程度の発現の遺伝子を検出しやす

いこと、B 社製は低発現の遺伝子の検出率が高いこと、共

通して検出された遺伝子は、発現が中程度の遺伝子が多い

ことが分かった。また、今回は、プラットフォーム間で共

通する遺伝子の割合が小さく、プラットフォームの選択が

重要であることを示唆する結果となった。ただし、本研究

は極めて限定された条件での比較であり、さらに多くのデ

ータの比較検討を行って信頼性を高める必要がある。 
 
(4)-2  発がんプロモーション関連遺伝子の探索 

化学物質による発がんリスクを低減させるためには、多

段階発がんの機構における発がんプロモーターによる暴

露を避け、腫瘍形成を回避することが重要となる。しかし

ながら、公的に認定された高感度かつ汎用性の高い発がん

プロモーション試験法が存在しなかったことから、ほとん

どの化合物について、発がんプロモーション活性の評価は

行われてこなかった。そこで、大森らは重点基礎研究にお

いて、発がんプロモーター検出のための細胞形質転換試験

法である Bhas42 細胞形質転換試験法を開発した。 
Bhas42 細胞形質転換試験では、腫瘍細胞で認められる

形質を特徴とした形質転換フォーカスの形成をエンドポ

イントとしているため、精度の高い試験法であると考えら

れる。しかし、形質転換フォーカスの形成メカニズムにつ

いては、報告がほとんど無いことから、Bhas42 細胞形質

転換試験法の有用性を提示するためには、メカニズムに関

する研究データが不可欠であると考えられる。 

本年度は、既知発がんプロモーター（P-1）による経時

的な遺伝子発現変動について DNA マイクロアレイを用い

たトランスクリプトーム解析を実施した。 

既知発がんプロモーター（P-1）処理による経時的な細

胞形態の変化、および既知発がんプロモーター（P-1）処

理による経時的な遺伝子発現変動を解析し、発がんプロモ

ーションのメカニズム解明に繋がる手がかりを得た。 
 
(4)-3  生体内代謝を考慮した細胞形質転換試験法

の開発 

本研究の目的は、Bhas42 細胞形質転換試験法について

代謝活性化により獲得もしくは増強された化学物質の発
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２． 平成 26 年度の研究成果 
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（TG）の上昇を抑制することを明らかにした。桑葉のヒ

ト投与試験を実施する前段階として、実験条件を変更して

ラットを用いた桑葉の機能性評価解析を実施した。 
高脂肪飼料と 1％桑-高脂肪飼料をラットに投与し、血漿

中の TG 値を測定したところ、試験開始 22 日および 49 日

後に基礎飼料群に比べ高脂肪飼料群（p<0.01）および 1%
桑-高脂肪飼料群（p<0.05）で有意に高い値を示した。し

かし、TG 値は桑添加群と無添加群では有意差は認められ

なかった。ヒト試験を実施する上で、桑添加に応答して変

化する新たなマーカー分子の探索が必要と考え、以下の実

験を実施した。 
ラット血液より抽出した mRNA および micro RNA の比

較解析を行い、桑葉摂取に応答する RNA マーカーを抽出

した。現在、これら RNA マーカーがヒトにおいても桑摂

取に伴う効能・効果のマーカーとなるかの検証を行ってい

る。生物種を超えた共通のマーカーが重要である。 
 
(2)-2  ヒトでの食品機能性評価に向けての取り組

み 

血球細胞遺伝子発現プロファイル解析による生体内

鉄量応答マーカー遺伝子の探索 

これまで鉄欠乏・鉄過剰が肝臓に及ぼす影響を網羅的な

遺伝子発現解析から明らかにする研究を行い、特に鉄欠乏

については「貧血」と「貧血のない鉄欠乏」という 2段階

について報告した。 

本プロジェクトでは、DNA マイクロアレイを用いた評価

研究の対象を動物からヒトへと展開することも視野に入

れている。ヒトの場合、動物と異なり肝臓などの臓器を採

取して解析を行うことが難しい。ヒトの体内の細胞の中で

比較的少ない負担で採取できるものに血液（血球細胞）が

ある。血球細胞は、赤血球、白血球、血小板から構成され

ており、末梢血中の白血球は好中球、好酸球、好塩基球、

リンパ球（T 細胞、B 細胞、NK 細胞など）、単球から構成

されている。本研究では、ラット血球細胞を対象とした

DNA マイクロアレイ解析を行なった。 

本年度は、身体に必須の栄養素である鉄を例とし、鉄量

に応答する血球細胞の遺伝子マーカーの探索に向けて実

施した。その結果、鉄の摂取量や摂取期間の違いに対し、

血球細胞の遺伝子発現が機敏に反応することが明らかに

なった。すなわち、生体内の状態を反映するものとして血

球細胞の遺伝子マーカーの有効性を示す好例である。さら

に、血中分子マーカーについては血球細胞の mRNA だけで

なく、血球細胞や臓器由来のマイクロ RNA（miRNA）など

も対象となりうるため、マウスを対象とした鉄の実験を実

施し、血漿 miRNA の測定を開始した。 
 
(3)-1 エピジェネティクス解析手法のニュートリゲ

ノミクスへの導入 

マウスあるいはラットに対して給餌を行い、各臓器にお

ける遺伝子の転写の変化を、全ゲノムレベルで網羅的に記

録・解析するニュートリゲノミクスにより、食品評価を行

っている。一方で、その発現すべき遺伝子の選択過程（遺

伝子の発現調節機構）を解明し、それを解析する事で、よ

り精度と再現性が高い評価方法を作り出す事が可能であ

ると期待されている。遺伝子の発現調節は染色体クロマチ

 
 
 
 

ンと呼ばれる DNA とタンパク質の複合体の性質に依存し

て生じる事が知られている。この過程は染色体 DNA の配

列の変化を伴わない、遺伝子上の変化という事で、エピジ

ェネティクスと呼ばれている。この機構は同時に、その細

胞の系列において細胞分裂をまたいで遺伝子の発現状態

を維持する機構としても使用されており、この事は世代を

挟んだ個体間（すなわち親と子）における遺伝子発現状態

の維持の機構にも用いられていると考えられる。 
これらの解析が可能になる事で、より効率的で再現性の

高い評価方法を開発する事を目指すと同時に、食から遺伝

子発現を通し、健康状態の表現型へとつながる機構（メカ

ニズム）をさらに解明する事を目指す。 
① 分子生物学的エピジェネティクス解析について 
 エピジェネティクスによる遺伝子の転写調節は主とし

て 3 つの機構によって行われている。 
1） DNA のメチル化 
2） ヒストンの修飾 
3） 染色体 DNA の立体配座 
これらの解析手法のうちどれが効率よく評価に使用で

きるかは不明である。本研究では、食品の機能性評価に対

応できる技術の構築を目指す。 
そのために実施する実験技術は以下の通りである。 
・MDB-seq 
・ChIP-seq 
・染色体高次構造解析− 4C あるいは HiC 

② 組織学的解析 
FISH および ImmunoFISH 

 
(3)-2 エピジェネティック修飾を介して子孫の健康

を維持する ― 食品ポリフェノールの作用機序の

研究 

糖質、脂質、アルコールの過剰摂取は代謝系にストレス

を与え、肥満や血管系疾患を起こす一要因となっている。

最近、このような代謝ストレスがエピゲノムを変化させ、

次世代の健康に影響を与えていることが示されつつある。

これに対して、レスベラトロールなど一部の食品ポリフェ

ノールにはこのような代謝ストレスを軽減する作用があ

ることが知られている。 
我々はアルコール性脂肪肝を誘導した雄マウスと、通常

の雌マウスを交配した仔は、通常両親の仔に較べて体重が

重く、肝トランスクリプトームにも差異が見られることを

見いだした。さらにこの差異が、雄親へのレスベラトロー

ルの同時投与で解消されることを確かめた。雄親精子のバ

イサルファイトシーケンシングを行い、メチロームを解析

したところ、対照群、アルコール群、アルコール+レスベ

ラトロール群との間に差異が観察された。本研究は食品ポ

リフェノールによる代謝ストレスの緩和過程におけるエ

ピゲノム修飾の全体像を理解する基盤となると考えられ

る。 
 

(4)-1  DNA マイクロアレイ装置の特性の探索 

DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析は、

近年そのスクリーニング手法としての有効性から普及が

進んでいる。神奈川県産業技術センターでも、オカラ亜臨

界水処理物や杜仲葉熱水抽出物の食品としての機能性を

検討するため、DNA マイクロアレイを用いた網羅的な遺

伝子発現の解析を行ってきた。 
 本研究では、同一の RNA サンプルを異なる２つのプラ

ットフォーム（A 社および B 社装置）で測定した結果を

比較し、プラットフォームによる測定結果の特徴を把握す

ることによって、様々な研究課題に対して適切な条件での

測定が実施出来るよう基礎的なデータを収集することを

目的とした。 
 その結果、A 社製は中程度の発現の遺伝子を検出しやす

いこと、B 社製は低発現の遺伝子の検出率が高いこと、共

通して検出された遺伝子は、発現が中程度の遺伝子が多い

ことが分かった。また、今回は、プラットフォーム間で共

通する遺伝子の割合が小さく、プラットフォームの選択が

重要であることを示唆する結果となった。ただし、本研究

は極めて限定された条件での比較であり、さらに多くのデ

ータの比較検討を行って信頼性を高める必要がある。 
 
(4)-2  発がんプロモーション関連遺伝子の探索 

化学物質による発がんリスクを低減させるためには、多

段階発がんの機構における発がんプロモーターによる暴

露を避け、腫瘍形成を回避することが重要となる。しかし

ながら、公的に認定された高感度かつ汎用性の高い発がん

プロモーション試験法が存在しなかったことから、ほとん

どの化合物について、発がんプロモーション活性の評価は

行われてこなかった。そこで、大森らは重点基礎研究にお

いて、発がんプロモーター検出のための細胞形質転換試験

法である Bhas42 細胞形質転換試験法を開発した。 
Bhas42 細胞形質転換試験では、腫瘍細胞で認められる

形質を特徴とした形質転換フォーカスの形成をエンドポ

イントとしているため、精度の高い試験法であると考えら

れる。しかし、形質転換フォーカスの形成メカニズムにつ

いては、報告がほとんど無いことから、Bhas42 細胞形質

転換試験法の有用性を提示するためには、メカニズムに関

する研究データが不可欠であると考えられる。 

本年度は、既知発がんプロモーター（P-1）による経時

的な遺伝子発現変動について DNA マイクロアレイを用い

たトランスクリプトーム解析を実施した。 

既知発がんプロモーター（P-1）処理による経時的な細

胞形態の変化、および既知発がんプロモーター（P-1）処

理による経時的な遺伝子発現変動を解析し、発がんプロモ

ーションのメカニズム解明に繋がる手がかりを得た。 
 
(4)-3  生体内代謝を考慮した細胞形質転換試験法

の開発 

本研究の目的は、Bhas42 細胞形質転換試験法について

代謝活性化により獲得もしくは増強された化学物質の発
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がん性の予測に対応した試験方法を開発する事である。

H26 年度は、H25 年度と同様に Bhas42 細胞形質転換試験

系に肝代謝系として加えるヒト肝細胞株の探索とその薬

物代謝酵素チトクロム P-450 (CYP)の発現とその活性につ

いて検討した。具体的には、ヒト肝がん細胞 HepG2 につ

いて、DF5F 培地を用いた培養条件下における薬物代謝酵

素 CYP1A1，1A2，3A4, 2B6 および 2C9 の細胞内発現およ

びその活性についての検討を行った。 
その結果、HepG2 細胞内における薬物代謝酵素の発現

は確認できたが、その活性は非常に低いものであった。一

方、CYP 強制発現 HepG2 細胞について同様の検討を行っ

たところ、DF5F 培地を用いた培養条件下で高い CYP3A4
活性を確認することができた。 
 
(4)-4  DNA マイクロアレイ解析を活用した湘南ゴ

ールドの機能性評価 ― 湘南ゴールドの摂取がラ

ット肝臓脂質代謝へ与える影響 

‘湘南ゴールド’は神奈川県農業技術センターで育成し

た柑橘である。‘湘南ゴールド’について、栽培、品質特性、

品質保持、非破壊品質評価などの研究を行い、フラボノイ

ド類のナリルチン、ヘスペリジンが主要な機能性成分であ

ることを見いだした。 
本研究では、‘湘南ゴールド’を投与した高脂肪食負荷マ

ウスについて解析を行うとともに、肝臓について DNA マ

イクロアレイによる遺伝子発現解析を実施した。 
その結果、‘湘南ゴールド’を摂取すると、脂質代謝を

促進する CYP4A1/A2/A3 及び LPL の発現が増加する傾向

にあった。また、高脂肪食摂取による肝臓中遊離脂肪酸量、

コレステロール量及びトリグリセリド量の上昇が抑制傾

向にあった。 
 
 
３． まとめ 

 
平成 27 年度より新たな食品表示制度が始まり、従来の

特定保健用食品・栄養機能食品以外の加工食品や農林水産

物に機能性表示を行うことが可能となった。しかし、これ

らの表示は企業等の責任により、科学的根拠を元に実施す

ることとされ、最終製品を用いた臨床試験や機能性成分に

関するレビュー等が必要とされている。 
 神奈川科学技術アカデミーでは、機能性食品の生体効

果・効能を科学的エビデンスにより評価・検証する本プロ

ジェクトを通して、社会貢献することを目指している。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

高脂肪負荷マウスへの自然薯ムカゴ投与の影響 

篠﨑 文夏 

 
 

１． はじめに 
 日本産の自然薯（Diosorea japonica）は古くから滋養強

壮などに効果があるとされ食べられてきた。他のヤマノイ

モ科の植物とは異なり自然薯は皮が薄いため、通常皮ごと

食べられる。また、他種よりも強い粘りがあるのが特徴で

ある。 
自然薯やナガイモの皮をむき乾燥させたものが「山薬」

で生薬の一種に数えられる。山薬の薬理効果としては、血

糖降下作用、消化吸収の促進作用、老化防止、抗酸化作用、

免疫能増強および男性ホルモン増強作用が挙げられ、漢方

薬に調合され利用されている 1-3）。自然薯に含まれる主要

成分には、ネバネバ成分のムチン、アルギニン酸、コリン、

消化酵素であるアミラーゼなどがあり、これらの成分が薬

理効果をもたらしていると考えられるが、自然薯自身の生

理的機能性については伝承によるものが多く、科学的エビ

デンスに乏しい。 
自然薯は通常食べる根の部分の担根体の他に、葉の根元

にできる栄養体であるムカゴも食用である（図１）。どち

らも皮ごと食べられ、ムカゴは茹でるもしくは蒸して加熱

後に食べる。ムカゴは自然薯担根体よりも利用が少なく、

生理的機能性についてはほとんど調べられていない。自然

薯担根体の成分と同様の成分がムカゴに存在し、生理的機

能性が明らかとなれば、ムカゴの利用拡大の一助となると

考えられる。我々はこれまでに神奈川県産の皮ごとの自然

薯ムカゴの栄養成分分析を行い、他のヤマノイモ種よりも

βカロテンやビタミン K の含有量が高いという特徴があ

ることがわかった。また、自然薯のムカゴはポリフェノー

ルを多く含み、in vitro で抗酸化能が認められ、生理的機能

性を持つ農作物として有力候補であることが示された。本

研究では神奈川県産自然薯ムカゴの生理的機能をさらに

調べた。 
 
２． 実験と結果 
２．１ 実験動物 
 供試動物はマウス（C57BL6J、オス、3 週齢、チャール

スリバー）とした。マウスは床網を敷いたプラスチックケ

ージで一匹ずつ飼育した。飼料および脱イオン水は自由摂

取させた。飼育は室温および湿度が調節された環境下で行

い、実験期間中の室温は 23℃、湿度 40％であった。明暗

期は明期 12 時間（8：00～20：00）、暗期 12 時間（20：00
～8：00）で飼育を行った。動物実験は実験動物中央研究

所の承認を受けて行った。 
 
２．２ 実験材料 
 自然薯ムカゴは 2012 年に神奈川県伊勢原市で生産され

たものを使用した。実験に使用したムカゴの一部は株式会

社ファームいせはらより提供された。ムカゴは神奈川県農

業技術センターの協力により加熱後凍結乾燥を経て微粉

末化された。 
 
２．３ 実験方法 

機能性の評価はメタボリックシンドロームのモデルと

して脂肪負荷による肥満誘導マウスを用いて行った。また、

通常ムカゴは加熱して食べることを考慮し、ムカゴの餌に

対する添加はαコンスターチと置き換えとした。エネルギ

ー比 45％高脂肪の餌にムカゴ微粉末を 5％添加し、高脂肪

ムカゴ飼料を作製した。また、コントロールとしてエネル

ギー比 45％高脂肪飼料および脂質負荷の効果を計るため

に通常脂肪飼料を作製した。 
マウスは通常脂肪飼料および脱イオン水で一週間馴化

し、通常脂肪飼料群、高脂肪飼料群、高脂肪ムカゴ飼料群
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がん性の予測に対応した試験方法を開発する事である。

H26 年度は、H25 年度と同様に Bhas42 細胞形質転換試験

系に肝代謝系として加えるヒト肝細胞株の探索とその薬

物代謝酵素チトクロム P-450 (CYP)の発現とその活性につ

いて検討した。具体的には、ヒト肝がん細胞 HepG2 につ

いて、DF5F 培地を用いた培養条件下における薬物代謝酵

素 CYP1A1，1A2，3A4, 2B6 および 2C9 の細胞内発現およ

びその活性についての検討を行った。 
その結果、HepG2 細胞内における薬物代謝酵素の発現

は確認できたが、その活性は非常に低いものであった。一

方、CYP 強制発現 HepG2 細胞について同様の検討を行っ

たところ、DF5F 培地を用いた培養条件下で高い CYP3A4
活性を確認することができた。 
 
(4)-4  DNA マイクロアレイ解析を活用した湘南ゴ

ールドの機能性評価 ― 湘南ゴールドの摂取がラ

ット肝臓脂質代謝へ与える影響 

‘湘南ゴールド’は神奈川県農業技術センターで育成し

た柑橘である。‘湘南ゴールド’について、栽培、品質特性、

品質保持、非破壊品質評価などの研究を行い、フラボノイ

ド類のナリルチン、ヘスペリジンが主要な機能性成分であ

ることを見いだした。 
本研究では、‘湘南ゴールド’を投与した高脂肪食負荷マ

ウスについて解析を行うとともに、肝臓について DNA マ

イクロアレイによる遺伝子発現解析を実施した。 
その結果、‘湘南ゴールド’を摂取すると、脂質代謝を

促進する CYP4A1/A2/A3 及び LPL の発現が増加する傾向

にあった。また、高脂肪食摂取による肝臓中遊離脂肪酸量、

コレステロール量及びトリグリセリド量の上昇が抑制傾

向にあった。 
 
 
３． まとめ 

 
平成 27 年度より新たな食品表示制度が始まり、従来の

特定保健用食品・栄養機能食品以外の加工食品や農林水産

物に機能性表示を行うことが可能となった。しかし、これ

らの表示は企業等の責任により、科学的根拠を元に実施す

ることとされ、最終製品を用いた臨床試験や機能性成分に

関するレビュー等が必要とされている。 
 神奈川科学技術アカデミーでは、機能性食品の生体効

果・効能を科学的エビデンスにより評価・検証する本プロ

ジェクトを通して、社会貢献することを目指している。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

高脂肪負荷マウスへの自然薯ムカゴ投与の影響 

篠﨑 文夏 

 
 

１． はじめに 
 日本産の自然薯（Diosorea japonica）は古くから滋養強

壮などに効果があるとされ食べられてきた。他のヤマノイ

モ科の植物とは異なり自然薯は皮が薄いため、通常皮ごと

食べられる。また、他種よりも強い粘りがあるのが特徴で

ある。 
自然薯やナガイモの皮をむき乾燥させたものが「山薬」

で生薬の一種に数えられる。山薬の薬理効果としては、血

糖降下作用、消化吸収の促進作用、老化防止、抗酸化作用、

免疫能増強および男性ホルモン増強作用が挙げられ、漢方

薬に調合され利用されている 1-3）。自然薯に含まれる主要

成分には、ネバネバ成分のムチン、アルギニン酸、コリン、

消化酵素であるアミラーゼなどがあり、これらの成分が薬

理効果をもたらしていると考えられるが、自然薯自身の生

理的機能性については伝承によるものが多く、科学的エビ

デンスに乏しい。 
自然薯は通常食べる根の部分の担根体の他に、葉の根元

にできる栄養体であるムカゴも食用である（図１）。どち

らも皮ごと食べられ、ムカゴは茹でるもしくは蒸して加熱

後に食べる。ムカゴは自然薯担根体よりも利用が少なく、

生理的機能性についてはほとんど調べられていない。自然

薯担根体の成分と同様の成分がムカゴに存在し、生理的機

能性が明らかとなれば、ムカゴの利用拡大の一助となると

考えられる。我々はこれまでに神奈川県産の皮ごとの自然

薯ムカゴの栄養成分分析を行い、他のヤマノイモ種よりも

βカロテンやビタミン K の含有量が高いという特徴があ

ることがわかった。また、自然薯のムカゴはポリフェノー

ルを多く含み、in vitro で抗酸化能が認められ、生理的機能

性を持つ農作物として有力候補であることが示された。本

研究では神奈川県産自然薯ムカゴの生理的機能をさらに

調べた。 
 
２． 実験と結果 
２．１ 実験動物 
 供試動物はマウス（C57BL6J、オス、3 週齢、チャール

スリバー）とした。マウスは床網を敷いたプラスチックケ

ージで一匹ずつ飼育した。飼料および脱イオン水は自由摂

取させた。飼育は室温および湿度が調節された環境下で行

い、実験期間中の室温は 23℃、湿度 40％であった。明暗

期は明期 12 時間（8：00～20：00）、暗期 12 時間（20：00
～8：00）で飼育を行った。動物実験は実験動物中央研究

所の承認を受けて行った。 
 
２．２ 実験材料 
 自然薯ムカゴは 2012 年に神奈川県伊勢原市で生産され

たものを使用した。実験に使用したムカゴの一部は株式会

社ファームいせはらより提供された。ムカゴは神奈川県農

業技術センターの協力により加熱後凍結乾燥を経て微粉

末化された。 
 
２．３ 実験方法 

機能性の評価はメタボリックシンドロームのモデルと

して脂肪負荷による肥満誘導マウスを用いて行った。また、

通常ムカゴは加熱して食べることを考慮し、ムカゴの餌に

対する添加はαコンスターチと置き換えとした。エネルギ

ー比 45％高脂肪の餌にムカゴ微粉末を 5％添加し、高脂肪

ムカゴ飼料を作製した。また、コントロールとしてエネル

ギー比 45％高脂肪飼料および脂質負荷の効果を計るため

に通常脂肪飼料を作製した。 
マウスは通常脂肪飼料および脱イオン水で一週間馴化

し、通常脂肪飼料群、高脂肪飼料群、高脂肪ムカゴ飼料群
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の 3 群に分けた。それぞれの餌で 4 週間飼育し、解剖した

（図２）。解剖は 16 時間絶食後に行い、血液および肝臓を

採取した。血液からは血漿を分離し、生化学成分分析を行

った。 
肝臓から TRIzol Reagent（Invitrogen）を用いた方法によっ

て Total RNA を抽出し、RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用い

て Total RNA の精製を行った。さらに Total RNA はバイオ

アナライザー（Agilent）によって品質の検定を行った。 
 Total RNA は DNA マイクロアレイによるトランスクリ

プトーム解析を行った。 DNA マイクロアレイは

GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array（Affymetrix）を用

いて行った。DNA マイクロアレイデータは統計解析言

語・環境「R」で正規化した。正規化手法は Distribution Free 
Weighted method（DFW）とした。正規化したデータを用

いて階層的クラスター解析によって、各群で遺伝子発現の

全体的な傾向を調べた。次に、Rank products 法によって

False Discovery Rate (FDR)が 0.05 以下で遺伝子発現が変動

するプローブセットを抽出し、The Database for Annotation 
and Integrated Discovery (DAVID) のウェブツールでどのよ

うな機能を持った遺伝子が有意に集まっているかを調べ

るため、 Gene Ontology に基づいた Gene functional 
enrichment analysis を行った。  
  
２．４ 実験結果 
２．４．１ 動物実験 
 飼育期間内の体重は脂質負荷群で通常脂肪飼料よりも

増加した。しかし、高脂肪飼料群と高脂肪ムカゴ飼料群間

には差はなかった。また、飼育期間中の摂食量および総摂

取エネルギーは通常脂肪飼料群、高脂肪飼料群、高脂肪ム

カゴ飼料群の 3 群間に有意な差はなかった。したがって、

脂質負荷群の体重増加は摂取エネルギーの増加によるも

のではなく、脂質負荷の効果により肥満が誘導されたこと

が確認された。 
 
２．４．２ 血漿生化学成分分析 
 採取した血液から血漿を分離し、生化学成分析を行った。

4週間飼育後の血中生化学成分は高脂肪飼料群と高脂肪ム

カゴ飼料群間では顕著な影響はなかった。高脂肪飼料群は、

通常脂肪飼料群よりも肝臓傷害マーカーの一種であるア

ラニンアミノ基転移酵素（ALT）が高くなったが、アルカ

リホスファターゼ(ALP)、アスパラギン酸アミノトランス

フェラーゼ(AST)および乳酸脱水素酵素(LDH)はほとん

ど変化がなかった。また、有意ではないが高脂肪ムカゴ飼

料群では ALT および ALP は通常脂肪飼料群と高脂肪飼料

群の中間の値を示した。 

 

２．４．３ DNA マイクロアレイ 
肝臓の DNA マイクロアレイデータの階層的クラスター

解析を行ったところ、通常脂肪飼料群、高脂肪飼料群、高

脂肪ムカゴ飼料群がそれぞれおおまかな群を形成してお

り各群で肝臓の遺伝子発現の傾向が異なっていた。 
Rank products によって高脂肪飼料群と高脂肪ムカゴ飼

料群を比較し変動プローブセット数を調べた結果、高脂肪

ムカゴ飼料群の方が発現上昇したものが 827 個、逆に発現

低下したものは 330 個で合計 1157 個であった。これらの

変動プローブセットのうち、通常脂肪餌群と高脂肪餌群と

の比較で発現変動したプローブセットと逆に方向に変動

したもの、すなわち高脂肪餌の影響を解除したと考えられ

るプローブセットは高脂肪餌で低下し高脂肪ムカゴ餌で

上昇したものが 136、逆に高脂肪餌で上昇し高脂肪ムカゴ

餌で低下したものが 94 個あった（表１）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
次に、これらがどのような機能を持つものであるか調べ

たところ、高脂肪餌で上昇し高脂肪ムカゴ餌で低下したも

のは細胞外マトリックス、コラーゲン代謝関連であった

（表２）。高脂肪餌で低下し高脂肪ムカゴ餌で上昇したも

のは、酸化還元、脂質代謝および抗アポトーシスに関連す

るものであった（表３）。また、高脂肪ムカゴ群で高脂肪

の影響が改善されていると推察された遺伝子群で濃縮度

解析を行ったところ、骨格システム発生、酸化還元、防御

応答、コラーゲン代謝、細胞外マトリックス構成および制

御関係などが最下層に位置していた（図 3）。最下層の GO 
Term の中でコラーゲン代謝および細胞外マトリックス構

成に含まれる遺伝子は高脂肪飼料群で発現上昇したもの

が高脂肪ムカゴ飼料群で低下したものが占めていた。 
 

 

 
 
 
３． 考察及び今後の展望 
 生活習慣病を想定した高脂肪負荷による肥満マウスを

対象とした動物実験では、血中生化学成分のうち肝傷害マ

ーカーのひとつとして知られる ALT が高脂肪によって上

昇する傾向にあり、また、高脂肪ムカゴ摂取群は高脂肪群

と通常脂肪群中間値を示していた。このことから、自然薯

ムカゴの生理的機能として高脂肪負荷による肝臓障害の

軽減が推測された。一方で、肝傷害マーカーの中で AST
および LDH はほとんど変化がなく、4 週間の高脂肪飼料

摂取の肝臓へのダメージは顕著ではないと考えられた。 
DNA マイクロアレイ解析の結果から、高脂肪の影響を

受ける遺伝子群のうちムカゴの摂取によって影響が解除

されたものは、コラーゲン代謝や細胞外マトリックスに関

連するもが多いことがわかった。コラーゲンなどの細胞外

マトリックスは細胞骨格、細胞接着の足場や細胞増殖等に

重要な役割を担うが、コラーゲン等の過剰な蓄積は肝臓の

線維化を招くことが知られている。肝傷害時には筋線維芽

細胞様になった活性化肝星細胞が、肝細胞の再生に必要な

サイトカインを分泌し肝再生を促進するとともにコラー

ゲンや TGF-βを産生して肝臓の線維化に関係する。本実

験条件の動物は明らかな肝傷害の様相は呈しない正常な

状態であると考えられたが、肝臓の遺伝子発現レベルでは

コラーゲン等の発現上昇などの変化が明確に現れており、

4週間の高脂肪飼料の摂取が肝臓の状態に影響しつつあり、

ムカゴ摂取は高脂肪の影響を改善している、もしくは、高

脂肪の影響を遅延させると示唆された。 
 以上の結果から、4 週間の高脂肪飼料摂取は明らかな肝

傷害は呈しないが肝臓の遺伝子発現は変化しており、自然

薯ムカゴ摂取は高脂肪負荷よって引き起こされるコラー 

 

 
 
 
ゲン等の細胞外マトリックスの過剰な蓄積による肝障害

の発生を遅延させる可能性が示された。今後はさらに詳細

な解析を進めるとともに自然薯ムカゴの機能性成分の分

析およびそれらの生理的機能性について解析する予定で

ある。 
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肝臓から TRIzol Reagent（Invitrogen）を用いた方法によっ

て Total RNA を抽出し、RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用い

て Total RNA の精製を行った。さらに Total RNA はバイオ

アナライザー（Agilent）によって品質の検定を行った。 
 Total RNA は DNA マイクロアレイによるトランスクリ
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GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array（Affymetrix）を用
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語・環境「R」で正規化した。正規化手法は Distribution Free 
Weighted method（DFW）とした。正規化したデータを用

いて階層的クラスター解析によって、各群で遺伝子発現の

全体的な傾向を調べた。次に、Rank products 法によって

False Discovery Rate (FDR)が 0.05 以下で遺伝子発現が変動

するプローブセットを抽出し、The Database for Annotation 
and Integrated Discovery (DAVID) のウェブツールでどのよ

うな機能を持った遺伝子が有意に集まっているかを調べ

るため、 Gene Ontology に基づいた Gene functional 
enrichment analysis を行った。  
  
２．４ 実験結果 
２．４．１ 動物実験 
 飼育期間内の体重は脂質負荷群で通常脂肪飼料よりも

増加した。しかし、高脂肪飼料群と高脂肪ムカゴ飼料群間

には差はなかった。また、飼育期間中の摂食量および総摂

取エネルギーは通常脂肪飼料群、高脂肪飼料群、高脂肪ム

カゴ飼料群の 3 群間に有意な差はなかった。したがって、

脂質負荷群の体重増加は摂取エネルギーの増加によるも

のではなく、脂質負荷の効果により肥満が誘導されたこと

が確認された。 
 
２．４．２ 血漿生化学成分分析 
 採取した血液から血漿を分離し、生化学成分析を行った。
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カゴ飼料群間では顕著な影響はなかった。高脂肪飼料群は、

通常脂肪飼料群よりも肝臓傷害マーカーの一種であるア

ラニンアミノ基転移酵素（ALT）が高くなったが、アルカ

リホスファターゼ(ALP)、アスパラギン酸アミノトランス

フェラーゼ(AST)および乳酸脱水素酵素(LDH)はほとん
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料群では ALT および ALP は通常脂肪飼料群と高脂肪飼料

群の中間の値を示した。 

 

２．４．３ DNA マイクロアレイ 
肝臓の DNA マイクロアレイデータの階層的クラスター

解析を行ったところ、通常脂肪飼料群、高脂肪飼料群、高

脂肪ムカゴ飼料群がそれぞれおおまかな群を形成してお

り各群で肝臓の遺伝子発現の傾向が異なっていた。 
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料群を比較し変動プローブセット数を調べた結果、高脂肪

ムカゴ飼料群の方が発現上昇したものが 827 個、逆に発現

低下したものは 330 個で合計 1157 個であった。これらの

変動プローブセットのうち、通常脂肪餌群と高脂肪餌群と

の比較で発現変動したプローブセットと逆に方向に変動

したもの、すなわち高脂肪餌の影響を解除したと考えられ

るプローブセットは高脂肪餌で低下し高脂肪ムカゴ餌で

上昇したものが 136、逆に高脂肪餌で上昇し高脂肪ムカゴ
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３． 考察及び今後の展望 
 生活習慣病を想定した高脂肪負荷による肥満マウスを

対象とした動物実験では、血中生化学成分のうち肝傷害マ

ーカーのひとつとして知られる ALT が高脂肪によって上

昇する傾向にあり、また、高脂肪ムカゴ摂取群は高脂肪群
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摂取の肝臓へのダメージは顕著ではないと考えられた。 
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ゲン等の細胞外マトリックスの過剰な蓄積による肝障害

の発生を遅延させる可能性が示された。今後はさらに詳細

な解析を進めるとともに自然薯ムカゴの機能性成分の分

析およびそれらの生理的機能性について解析する予定で
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メープルシロップ抽出物の健康機能性評価研究 
渡部 由貴、亀井 飛鳥 

 

１. 背 景 

メープルシロップはサトウカエデなどの樹液を濃縮し

た甘味料で、世界シェアの約 8 割がカナダ産のものである。

メープルシロップにはグレードが存在する。収穫時期が早

く、光透過率の高いものからエキストラライト、ライト、

ミディアム、アンバー、ダークの 5 段階に格付けされてい

る(1)（図 1）。それぞれ、色や香りが少しずつ異なる。い

ずれのグレードであってもメープルシロップは日常的に

使用される甘味料である。 
 

 

図 1.  メープルシロップのグレード 

 
メープルシロップの組成はスクロース 66.2%、グルコー

ス 0.5%、フルクトース 0.3%、約 30%が水である。その

ほかにポリフェノール(2, 3, 4)、ミネラル、アミノ酸等が微

量含まれている。本研究室では、この微量成分の健康機能

性に着目した。我々は 2008 年から 2010 年まで、メープ

ルシロップそのものの健康機能性評価を行い、メープルシ

ロップ摂取によるラットの肝臓障害緩和作用の可能性を

示唆する実験結果を得た(5)。今回の実験ではメープルシロ

ップのグレードの中でも、日本で菓子などによくつかわれ

ているアンバーを用いた。このメープルシロップを陰イオ

ン交換カラムに通し、主成分である糖をできるだけ除き、

ポリフェノール等の微量成分を濃縮したものを調製し、そ

の健康機能性の評価を実施した(6)。 
 
２. 方法と結果 

２-１. 方 法 

２-１-１. 動物飼育 

エネルギー比で脂肪を 10%含む低脂肪食、45%含む高

脂肪食、MSX を 0.06％添加した高脂肪食（MSX 食）を作

成した。C57BL/6J 雄性マウス 3 週齢を、環境順化のため

7 日間の飼育後、3 群（n = 10）に分け、それぞれに低脂

肪食、高脂肪食、MSX 食を 8 週間与え、16 時間絶食後に

解剖を行った。体重増加や総摂取エネルギー量などの 3
群間の統計的な差は Tukey によって検定を行い、p < 0.05
を統計的に有意であると判断した。また、解剖時に採取し

た肝臓を、DNA マイクロアレイに供した。 
 
２-１-２. DNA マイクロアレイ実験 

解剖時に採取した肝臓(n = 7)から、total RNA を抽出後、

Affymetrix 社の定法に従って調製した。DNA マイクロアレ

イは、約 4 万の遺伝子情報が搭載されている Gene Chip® 

Mouse Genome 430 2.0 Array を使用した。得られた画像

データ（CEL files）を、「R」（http://cran.r-project.org/）を

用いて Distribution Free Weighted method (DFW) のアル

ゴリズムにて正規化し、Rank products にて低脂肪食群と

高脂肪食群、高脂肪食群と MSX 食群のそれぞれ 2 群間比

較を行った。false discovery rate(FDR) < 0.01 の条件下で

変動プローブセットを抽出し、さらに低脂肪食群に対して

高脂肪食で起こる変化を MSX 摂取が改善する変化を示す

プローブセットに絞り込んだ。絞り込んだプローブセット

に つ い て DAVID(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) の

Functional Annotation Tool を用いて Gene Ontology およ

び KEGG pathway に基づく遺伝子機能の濃縮度解析を行

った 
 
２-２. 結 果  

２-２-１. 生化学データ解析  

低脂肪食群、高脂肪食群、MSX 食群の 3 群間で総摂取

エネルギー量に差はなかった。このことからマウスは

MSX 入りの餌を忌避せず食べることがわかった。一方、

体重、血中中性脂肪、肝臓中コレステロール量が低脂肪食

群に比べて高脂肪食群で有意に高い結果であったが、

MSX 摂取により血中中性脂肪や肝臓中コレステロール量

の変化は認められなかった（表 1）。 
 
２-２-２. DNA マイクロアレイ解析 

Gene Ontology に基づく発現変動遺伝子の濃縮度解析

を行った結果、脂質代謝および免疫応答の関連遺伝子の濃

縮度が高いことが明らかになった。また、KEGG pathway
に基づく解析によっても不飽和脂肪酸合成に関与する遺

伝子の濃縮度が高く、Gene Ontology に基づく解析結果と

一致する結果であった。 
 脂質代謝については、脂肪酸の伸長や不飽和化に関わる

acyl-CoA thioesterases(Acot2 and Acot3) 、 

stearoyl-coenzyme A desaturase 1 (Scd1)、 fatty acid 
desaturases (Fads1 and Fads2)、ELOVL family member 6, 
elongation of long-chain fatty acids (yeast) (Elovl6)が高脂

肪食で発現低下し、MSX摂取により増加していた。 
 

表 1 体重、肝臓重量、血漿中および肝臓中生化学データ 

LFD: 低脂肪食群 (n = 8)、HFD: 高脂肪食群 (n = 10)、 MSX: MSX

群 (n = 10). 数値は mean ± SEM で示した 

異符号間に有意差あり（ p < 0.05） 

 
 また、免疫応答遺伝子については、guanylatebinding 
protein family (Gbp1, Gbp2, Gbp3, Gbp6, Gbp7) 、
immunity-related GTPase family M member 
1 (Irgm1)、2′-5′ oligoadenylate synthetase-like 1 
(Oasl1)といった感染防御関連遺伝子、chemokine (C-XC 
motif) ligand 9 (Cxcl9)、chemokine (C-X-C motif) 
ligand 11 (Cxcl11)、immunity-related GTPase 
family M member 1 (Irgm1) といった炎症関連遺伝子が高

脂肪食摂取で増加、MSX摂取で低下していた。さらに、

上記GO termには含まれないものの炎症のマーカーであ

るserum amyloid A 1, 2, and 3 (Saa1, Saa2, Saa3)、
orosomucoid 2 (Orm2)が高脂肪食により増加し、MSX摂
取により低下していた。 

 
３. 考 察 

本研究では、メープルシロップの健康機能性を明らかに

するため、メープルシロップからの抽出物である MSX 摂

取が高脂肪食摂取に及ぼす影響を評価した。 
肝臓における脂質代謝および免疫応答が MSX 摂取によ

り改善されることが明らかになった。脂肪酸代謝では、脂

肪酸の不飽和化と伸長に関与する遺伝子発現増加が見出

された。脂肪酸の不飽和化は、中性脂肪（TG）合成を促

進する反応でもあるが、本実験では血中、肝臓の TG 量が

MSX 摂取で増加することはなかった。ここから、これら

の遺伝子発現変化は、TG 合成ではなく、むしろ細胞毒性

の強い飽和脂肪酸を減らすことに寄与していると考えら

れた。また、免疫応答遺伝子の変化は、MSX 摂取による

炎症の抑制を示唆するものであった。 
以上より、高脂肪食摂取により誘導される肝臓の炎症を

MSX 摂取により緩和する可能性が考えられた。 
 
 
このプロジェクトは、ケベック・メープル製品生産者協

会（FPAQ）も参加しているプログラム「セクター開発へ

の分野別開発戦略コンポーネント 1」を通じた、ケベック

州農業・漁業・食品省（MAPAQ)の援助によるものです。 
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    LFD HFD MSX 

Final body weight (g) 29.01 ± 0.70a 32.66 ± 1.31b 31.88 ± 0.72ab

Body weight gain (g) 13.18 ± 0.85a 16.46 ± 0.99b 15.90 ± 0.57ab

Liver weight (g) 1.113 ± 0.032 0.998 ± 0.104 1.058 ± 0.025

Serum biochemical parameters    

  Triacylglycerol (mg/dL) 25.75 ± 7.95a 71.60 ± 9.08b 73.2 ± 10.38ab

  Total cholesterol (mg/dL) 124.3 ± 4.2 147.2 ± 7.5 145.2 ± 7.1 

  Glucose (mg/dL) 177.5 ± 16.8 185.0 ± 14.1 188.0 ± 8.3 

  Glycoalbumin (%) 3.14 ± 0.17 3.54 ± 0.07 3.43 ± 0.12 

Hepatic biochemical parameters    

  
Triacylglycerol (mg/g wet 
liver) 

79.30 ± 12.02 93.5 ± 13.97 76.36 ± 4.41 

  
Total cholesterol (mg/g wet 
liver) 

4.08 ± 0.19a 2.79 ± 0.19b 2.66 ± 0.07ab 
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    LFD HFD MSX 

Final body weight (g) 29.01 ± 0.70a 32.66 ± 1.31b 31.88 ± 0.72ab

Body weight gain (g) 13.18 ± 0.85a 16.46 ± 0.99b 15.90 ± 0.57ab

Liver weight (g) 1.113 ± 0.032 0.998 ± 0.104 1.058 ± 0.025

Serum biochemical parameters    

  Triacylglycerol (mg/dL) 25.75 ± 7.95a 71.60 ± 9.08b 73.2 ± 10.38ab

  Total cholesterol (mg/dL) 124.3 ± 4.2 147.2 ± 7.5 145.2 ± 7.1 

  Glucose (mg/dL) 177.5 ± 16.8 185.0 ± 14.1 188.0 ± 8.3 

  Glycoalbumin (%) 3.14 ± 0.17 3.54 ± 0.07 3.43 ± 0.12 

Hepatic biochemical parameters    

  
Triacylglycerol (mg/g wet 
liver) 

79.30 ± 12.02 93.5 ± 13.97 76.36 ± 4.41 

  
Total cholesterol (mg/g wet 
liver) 

4.08 ± 0.19a 2.79 ± 0.19b 2.66 ± 0.07ab 
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桑葉の機能性－ヒト試験前段階の動物実験 
 

宮澤 眞紀（神奈川県衛生研究所）、小林 征洋（東京海洋大学） 
 
 

１． はじめに 
 生活習慣病の予防として機能性食品が注目されている

が、科学的に有効性が証明されている食品は多くない。機

能性食品の有効性を証明するためには、ヒトでの臨床試験

が必須であるが、その前に動物を用いた投与実験を行い、

安全性や有効性についての情報を得ることが望ましい。 
以前我々は、桑葉がラットにおいて血中トリグリセリド

（TG）の上昇を抑制することを明らかにした 1。桑葉がヒ

トにおいても同様の効果を有するか確認するためにヒト

投与試験を実施するに当たり、ヒトへの投与量等の条件を

明らかにするため、ラットを用いた桑葉の投与実験を実施

したので、その結果について報告する。 
 
２． 実験と結果 
 
２．１ 実験動物および飼料 
動物は、8 週齢の雄性 SPF ラット Wistar ST（日本エ

スエルシー）30 匹を 1 週間基礎飼料（CE-2; 日本クレア）

で予備飼育した後実験に用いた。試験期間中、動物には基

礎飼料（3.46 kcal/g）、粉末化した高脂肪飼料（Quick Fat; 
日本クレア）（4.08 kcal/g）及び 1%乾燥桑葉粉末添加高脂

肪飼料（1%桑-高脂肪飼料）（4.04 kcal/g）を給餌した。 
 

２．２ 実験方法 
高脂肪飼料と 1％桑-高脂肪飼料の摂食量に差がないこ

とを予備試験で確認した後、本実験を行った。基礎飼料群、

高脂肪飼料群および 1％桑-高脂肪飼料群の動物数は各 10
匹とし、血中 TG および体重の平均値が等しくなるように

群分けを行った。飼料は自由摂取とし、毎日動物の状態を

観察し、摂餌量の測定および飼料の交換を行った。 
体重測定は、週に 1 回実施した。また、試験開始から

22 日、35 日及び 49 日後に 1 晩絶食させた後に尾静脈よ

り採血し、血漿について TG を測定した。試験開始 8 週後

に 1 晩絶食させた後に頸静脈より採血し、解剖を行った。

血液の一部を RNA 抽出用に分取し、血漿については、血液

生化学検査を行った。また、肝臓および精巣から精管周囲

にかけての腹腔内脂肪組織を採材して重量を測定後、検体

を採取した。 
 

２．３ 結果 
２．３．１ 摂餌量 
試験開始から 55 日間の総摂取カロリー量に有意差は認

められなかった。1%桑-高脂肪飼料群を高脂肪飼料群と比

較すると、総飼料摂取量は 99.1%であり、総摂取カロリー

量は 98.2%であった（表１）。また、55 日間の平均桑粉末

摂取量は、0.53g/kg 体重/日であった。 
 

２．３．２ 一般状態、体重及び臓器重量  
試験期間中、各群とも順調な体重増加が認められ、一般

症状に異常は見られなかった。体重は、試験開始 3 週後か

ら両高脂肪群が基礎飼料群より有意に増加し、以後試験終

了までこの傾向が持続した。解剖時の肝臓重量体重比は各

群間でほぼ等しく、有意差は認められなかった。腹腔内脂

肪組織重量体重比は、基礎飼料群より両高脂肪飼料群が有

意に増加（p < 0.01）していた（表１）。 
 

２．３．３ 血漿中の生化学検査  
尾静脈血中の TG 値は、試験開始 22 日および 49 日後

に基礎飼料群に比べ高脂肪飼料群（p < 0.01）および 1%
桑-高脂肪飼料群（p < 0.05）で有意に高い値を示した。

TG 値の変化を図 1 に示した。解剖時に採血した頸静脈血

の血液生化学検査の結果、アラニンアミノトランスフェラ

ーゼ値において、高脂肪職群が基礎飼料群より有意に高か

った（p < 0.05）以外、有意な差は認められなかった。 

 
 
 
 
３． 考察及び今後の展望 
 ラットへの8週間の1%桑-高脂肪飼料の投与試験を実施

した。その結果、投与 3 週後から基本飼料投与群に比べ体

重及び血中 TG 値が有意に増加していた。桑を含まない高

脂肪飼料投与群と比較すると、有意差はないが血中 TG 値

はやや低い値であった。1%桑-高脂肪飼料は高脂肪飼料群

に比べ総カロリー摂取量が低かった（98.2%）ことから、

TG 値が低かった可能性がある。しかし、腹腔内脂肪重量

体重比は 1%桑-高脂肪飼料群が最も高かった。 
以前我々は、高脂肪飼料給与ラットに対し、7 週間の桑

葉乾燥粉末の強制経口投与実験 1を行い、高脂肪群に比べ

有意に血中 TG が低下し、肝臓のトランスクトーム解析の

結果、脂肪酸の β酸化、α酸化および ω酸化が亢進したこ

と明らかにした。前回の実験では、桑葉乾燥粉末を 500 
mg/kg 体重/日で強制投与した場合に最も血中 TG の上昇

抑制効果がみられた、これに相当する桑葉粉末量を飼料に

添加した。今回の実験における桑乾燥粉末の平均摂取量は

0.53 ± 0.21 g/kg 体重/日であり前回の実験における投与

量とほぼ同じであったが、血中 TG は高脂肪飼料群との間

で有意差は認められなかった。前回と異なる桑葉乾燥粉末

を用いたことや、投与方法に違いがあることなどの条件の

違いから、血中 TG の上昇抑制効果が明確に認められなか

った可能性が示唆された。前回の実験では血中遊離脂肪酸

の上昇抑制も認められていることから、今後血中遊離脂肪

酸についても確認する必要がある。また、DNA マイクロ

アレイ用試料も採取していることから網羅的遺伝子発現

解析も合わせて行いたい。 
平成 27 年度より新たな食品表示制度が始まり、従来の

特定保健用食品や栄養機能食品以外の加工食品や農林水

産物に機能性表示を行うことが可能となった。しかし、こ

れらの表示は企業等の責任により、科学的根拠を元に実施

することとされ、最終製品を用いた臨床試験や機能性成分

に関するレビュー等が必要とされている。 
今後は上記のデータを精査してヒト臨床試験を実施す

る計画である。本試験では、このヒト臨床試験に向けて、

食品摂取に応答して変化する新たなマーカー分子の探索

を行った。ヒト臨床試験では、食品の機能性評価の解析対

象は血液、尿等に限られる。血液には、一般的な生化学パ

ラメータの他、micro RNA や、血球細胞由来の mRNA が含

まれるが、これらは食品摂取に迅速に応答して変化すると

期待される。そこで、ラット血液より抽出した mRNA およ

び micro RNA の比較解析を行い、桑葉摂取に応答する RNA

マーカーの抽出を行った。これら RNA マーカーの生物種を

超えた共通性を明らかにすることも、ヒト臨床試験での検

証課題の一つである。ヒトでの機能性食品の評価方法を検

討するとともに、機能性食品の機能性・安全性評価法の確

立を目指す。 
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１． はじめに 
 生活習慣病の予防として機能性食品が注目されている

が、科学的に有効性が証明されている食品は多くない。機

能性食品の有効性を証明するためには、ヒトでの臨床試験
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トにおいても同様の効果を有するか確認するためにヒト

投与試験を実施するに当たり、ヒトへの投与量等の条件を

明らかにするため、ラットを用いた桑葉の投与実験を実施

したので、その結果について報告する。 
 
２． 実験と結果 
 
２．１ 実験動物および飼料 
動物は、8 週齢の雄性 SPF ラット Wistar ST（日本エ

スエルシー）30 匹を 1 週間基礎飼料（CE-2; 日本クレア）

で予備飼育した後実験に用いた。試験期間中、動物には基

礎飼料（3.46 kcal/g）、粉末化した高脂肪飼料（Quick Fat; 
日本クレア）（4.08 kcal/g）及び 1%乾燥桑葉粉末添加高脂

肪飼料（1%桑-高脂肪飼料）（4.04 kcal/g）を給餌した。 
 

２．２ 実験方法 
高脂肪飼料と 1％桑-高脂肪飼料の摂食量に差がないこ

とを予備試験で確認した後、本実験を行った。基礎飼料群、

高脂肪飼料群および 1％桑-高脂肪飼料群の動物数は各 10
匹とし、血中 TG および体重の平均値が等しくなるように

群分けを行った。飼料は自由摂取とし、毎日動物の状態を

観察し、摂餌量の測定および飼料の交換を行った。 
体重測定は、週に 1 回実施した。また、試験開始から

22 日、35 日及び 49 日後に 1 晩絶食させた後に尾静脈よ

り採血し、血漿について TG を測定した。試験開始 8 週後

に 1 晩絶食させた後に頸静脈より採血し、解剖を行った。

血液の一部を RNA 抽出用に分取し、血漿については、血液

生化学検査を行った。また、肝臓および精巣から精管周囲

にかけての腹腔内脂肪組織を採材して重量を測定後、検体

を採取した。 
 

２．３ 結果 
２．３．１ 摂餌量 
試験開始から 55 日間の総摂取カロリー量に有意差は認

められなかった。1%桑-高脂肪飼料群を高脂肪飼料群と比

較すると、総飼料摂取量は 99.1%であり、総摂取カロリー

量は 98.2%であった（表１）。また、55 日間の平均桑粉末

摂取量は、0.53g/kg 体重/日であった。 
 

２．３．２ 一般状態、体重及び臓器重量  
試験期間中、各群とも順調な体重増加が認められ、一般

症状に異常は見られなかった。体重は、試験開始 3 週後か
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群間でほぼ等しく、有意差は認められなかった。腹腔内脂

肪組織重量体重比は、基礎飼料群より両高脂肪飼料群が有

意に増加（p < 0.01）していた（表１）。 
 

２．３．３ 血漿中の生化学検査  
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に基礎飼料群に比べ高脂肪飼料群（p < 0.01）および 1%
桑-高脂肪飼料群（p < 0.05）で有意に高い値を示した。

TG 値の変化を図 1 に示した。解剖時に採血した頸静脈血

の血液生化学検査の結果、アラニンアミノトランスフェラ

ーゼ値において、高脂肪職群が基礎飼料群より有意に高か

った（p < 0.05）以外、有意な差は認められなかった。 

 
 
 
 
３． 考察及び今後の展望 
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に比べ総カロリー摂取量が低かった（98.2%）ことから、

TG 値が低かった可能性がある。しかし、腹腔内脂肪重量

体重比は 1%桑-高脂肪飼料群が最も高かった。 
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を行った。ヒト臨床試験では、食品の機能性評価の解析対

象は血液、尿等に限られる。血液には、一般的な生化学パ
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ヒトでの食品機能性評価に向けての取り組み 

血球細胞遺伝子発現プロファイル解析による 

生体内鉄量応答マーカー遺伝子の探索 

 

亀井 飛鳥 

 
 

１． はじめに 

鉄はミクロ栄養素の１つであり、酸素の運搬担体として、

また様々な酵素の補欠分子として、生体機能を正常に保つ

ために必須のミネラルである。鉄は摂取量の低下などによ

って欠乏した状態が続くと、やがて貧血に至る。一方で、

過剰に蓄積すると貯蔵臓器に酸化ダメージを与えること

が知られている。すなわち、鉄が欠乏状態、過剰状態のい

ずれの場合にも、身体はダメージを受ける。 

鉄の摂取量が低下することで起こる鉄欠乏や、鉄の過剰

摂取が身体に及ぼす影響についての研究はこれまでに多

く実施されている。しかし、様々な代謝系や細胞機能への

影響を網羅的に解析した報告はほとんどない。つまり、鉄

欠乏や鉄過剰状態において、これまで着目されていない代

謝系や細胞機能においても変化が起こっている可能性が
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評価の手法として、DNA マイクロアレイを用いた網羅的な

トランスクリプトーム解析を採用した。 
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鉄は小腸における吸収の制御によって体内への取り込

み量が制御されている。日本においては、食事から鉄を過

剰に摂取することは稀であり、これまでの鉄過剰に焦点を

当てた研究は、C型肝炎などの病態における肝臓への鉄過

剰蓄積に関するものが主であった。現在、サプリメント剤

などの普及により、容易に鉄の補給が可能となっているこ

とを考慮すると、食事からの鉄過剰摂取が身体に及ぼす影

響について、検証しておくことは必須であると考えた。そ

こで、通常の 10 倍の鉄を添加した食餌を与える実験を行

い、鉄過剰食摂取開始 9日目の血液の遺伝子発現解析を行

った。 
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a) 動物実験 

3 週齢の雄性 SDラットを 4日間の予備飼育の後、AIN93G

食（鉄含量 48 ppm）を与える通常食群（n = 8）、AIN93G

食に鉄を添加した食餌（鉄含量 500 ppm）を与える鉄過剰

食群（n = 9）の 2 群に分けた。各群、自由摂食、自由飲

水とした。実験食摂取開始後 8 日目の夜から 16 時間絶食
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b) DNA マイクロアレイ実験 
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食に鉄を添加した食餌（鉄含量 500 ppm）を与える鉄過剰

食群（n = 9）の 2 群に分けた。各群、自由摂食、自由飲

水とした。実験食摂取開始後 8 日目の夜から 16 時間絶食

の後、麻酔下にて解剖を行い、頸動脈より採血し、全血の

一部を RNA 抽出用に、残りからは血清あるいは血漿を採取

した。血清および血漿、さらに肝臓の一部を用いて成分分

析を行った。体重および成分分析結果の統計的な差を

Student’s t-test により確認し、P < 0.05 を統計的に有

意であると判断した。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験 

DNA マイクロアレイは Affymetrix 社の GeneChip® Rat 

Genome 230 2.0 Array を用いた。血液より抽出した total 

RNA は、Affymetrix 社の定法に従って DNA マイクロアレイ

用に調製し、データを取得した。なお、DNA マイクロアレ

イ実験は全個体を対象に実施した。 

 
図２ セントラルドグマ 
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得られたデータ（CEL データ）に対し、採用する正規化

（summarization, normalization）手法の検討を行い、DFW

にて正規化を行ったデータを解析に採用した。 

 

２．１．２ 結果 

a) 飼育期間中の体重、血中、肝臓中成分の変化 

飼育期間中、2群間で体重、摂食量に差は認められなか

った。血清 TIBC の有意な降下および血中フェリチン、血

清鉄の有意な上昇が認められた。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験 

階層的クラスター解析の結果、通常食群の 5個体でひと

つのクラスターを形成するものの、2群間で明確に異なる

クラスターを形成することはなかった（図３）。 

 
 

図３ 鉄過剰食群および通常食群の血液 DNA マイクロアレイ 

データの階層的クラスター解析結果 

Control: 通常食群, Fe: 鉄過剰食群 

 

２．２ 鉄欠乏食摂取 3 日 

１．１に記載したように、出血や摂取不足によって鉄が

欠乏すると「臓器貯蔵鉄の減少」という段階を経て「貧血」

に至る。すなわち、鉄不足によってもたらされる症状には

「貧血のない鉄欠乏」と「鉄欠乏性貧血」とが存在する。

その発生頻度については、日本人女性の約 4割が「貧血の

ない鉄欠乏」、約 1 割が「鉄欠乏性貧血」といわれている

（15）。我々はこれまで、「貧血」および「貧血のない鉄欠

乏」時の評価として、肝臓を対象とした遺伝子発現解析を

実施し、報告した（14、16）。まずは遺伝子発現解析のヒ

トへの応用を目指し、日本人女性でより頻度の高い「貧血

のない鉄欠乏」の評価のために、短期間の鉄欠乏食摂取が

血液に及ぼす影響のトランスクリプトーム解析を実施し

た。 

 

２．２．１ 方法 

a) 動物実験 

3 週齢の雄性 SD ラットを約 1 週間の予備飼育後、２．

１と同様に通常食群（n = 8）、鉄欠乏食群（n = 9）の 2

群に分け、通常食群は鉄欠乏食群に対して Pair-feeding

させた。予備飼育 4 日目より 9 時～17 時の 8 時間制限給

餌を開始し、実験食摂取期間中も時間制限給餌を継続した。

実験食摂取開始後 3日目に、1.5 時間の摂食後、麻酔下に

て解剖を行い、頸動脈より採血し、全血の一部を RNA 抽出

用に、残りからは血清および血漿を採取した。血清あるい

は血漿、さらに肝臓の一部を用いて成分分析を行った。体

重および成分分析結果の統計的な差を Student’s t-test

により確認し、P < 0.05 を統計的に有意であると判断し

た。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験 

DNA マイクロアレイは Affymetrix 社の GeneChip® Rat 

Genome 230 2.0 Array を用いた。肝臓より抽出した total 

RNA は、Affymetrix 社の定法に従って DNA マイクロアレイ

用に調製し、データを取得した。なお、DNA マイクロアレ

イ実験は各群 n = 8 にて実施した。 

得られたデータ（CEL データ）に対し、採用する正規化

（summarization, normalization）手法の検討を行い、DFW

にて正規化を行ったデータを解析に採用した。 

 

２．２．２ 結果 

a) 飼育期間中の体重、血中、肝臓中成分の変化 

飼育期間中、2群間で体重差は認められなかった。血中

成分のうち、鉄欠乏食摂取開始 3日目の生体は、ヘモグロ

ビン量に差がなく、TIBC（総鉄結合能）の有意な上昇、血

清フェリチン、血清鉄量の有意な降下が認められ、「貧血

のない鉄欠乏」であることが明らかになった。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験データ 

階層的クラスター解析の結果、2群間で 2つの異なるク

ラスターを形成することが明らかになった（図４）。 

 
 

図４ 短期間の鉄欠乏食群および通常食群の血液 DNA マイクロ 

アレイデータの階層的クラスター解析結果 

 

 

 

このことから、2群間の血液における遺伝子発現パター

ンが異なることが示唆された。この条件下の肝臓において

は、階層的クラスター解析の結果、2群間の差は血液ほど

明確ではなく（16）、ここから、鉄の欠乏への遺伝子発現

レベルでの応答は肝臓よりも血液のほうが速く、かつ明確

であることが明らかになった。 

 

 

２．３ 鉄欠乏食摂取 17 日 

２．２では、日本人女性の約 4割を占めると言われる貧血

のない鉄欠乏についての血球細胞遺伝子発現解析を行っ

た。続いて、重篤な鉄欠乏の結果である貧血についての評

価を行った。 

 

２．３．１ 方法 

a) 動物実験 

3 週齢の雄性 SD ラットを約 1週間の予備飼育の後、2群

に分け、それぞれ異なる食餌（実験食と総称）を摂取させ

た。成長期のげっ歯類用の標準調製飼料である AIN93G 食

および AIN93G から鉄（クエン酸鉄）のみを除去した鉄欠

乏食である。AIN93G 食（鉄含量 48 ppm）を与える群を通

常食群（n = 5）、鉄欠乏食（鉄含量 3 ppm 未満）を与え

る群を鉄欠乏食群（n = 6）とした。なお、鉄欠乏食群は

通常食群に比べて摂食量が低下することから、摂取エネル

ギーや他の栄養素の摂取量の違いの影響を除くために、通

常食群は鉄欠乏食群の前日平均摂食量を摂取させた

（Pair-feeding の実施）。飼育環境は 8時～20 時を明期と

する 12 時間明暗サイクルとし、気温は 23 ± 1°C、湿度

は 45 ± 2%にて制御した。実験食摂取開始後 13 日目より

9 時～17 時の 8 時間制限給餌を開始し、17 日目に 1.5 時

間の摂食後、麻酔下にて解剖を行い、頸動脈より採血後、

肝臓を摘出した。血液からは血清あるいは血漿を採取した。

血清あるいは血漿、さらに肝臓の一部を用いて成分分析を

行った。体重および成分分析結果の統計的な差を

Student’s t-test により確認し、P < 0.05 を統計的に有

意であると判断した。また、肝臓より TRIzol Reagent（Life 

Technologies 社）の定法に従って total RNA を抽出した。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験 

DNA マイクロアレイは Affymetrix 社の GeneChip® Rat 

Genome 230 2.0 Array を用いた。血液より抽出した total 

RNA は、Affymetrix 社の定法に従って DNA マイクロアレイ

用に調製し、データを取得した。なお、DNA マイクロアレ

イ実験は全個体を対象に実施した。 

得られたデータ（CEL データ）に対し、採用する正規化

（summarization, normalization）手法の検討を行い、DFW

にて正規化を行ったデータを解析に採用した。 

 

２．３．２ 結果 

a) 飼育期間中の体重、血中、肝臓中成分の変化 

飼育期間中、2群間で体重差は認められなかった。血中

のヘモグロビン量の測定を実施したところ、実験食摂取開

始から徐々に鉄欠乏食群における値が降下し始めた。実験

食開始 17 日目の生体は、ヘモグロビン濃度が通常の 40%

程度にまで降下した、いわゆる「鉄欠乏性貧血」の状態で

あった。なお、TIBC（総鉄結合能）の有意な上昇、血清鉄

量、肝臓中鉄量の有意な降下が認められ、鉄欠乏状態であ

ることを裏付ける結果となった。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験データ 

階層的クラスター解析の結果、2群間で 2つの異なるクラ

スターを形成することが明らかになった（図５）。このこ

とから、2群間の血液における遺伝子発現パターンが異な

ることが示唆された。 

 

 
図５ 鉄欠乏食群および通常食群の血液 DNA マイクロアレイ 

   データの階層的クラスター解析結果 

 

２．４ 鉄量応答マーカー遺伝子のリスト化 

 上記２．１～２．３にて取得した鉄過剰・貧血のない鉄

欠乏・貧血時の血球細胞 DNA マイクロアレイデータにおい

て、変動した遺伝子は「体内の鉄量に応答して変動する遺

伝子」とも定義される。遺伝子発現のパターンによって分

類することで、体内鉄量応答遺伝子マーカーをリスト化し

た（図６）。すなわち、貧血・貧血のない鉄欠乏で共通の

変動が鉄過剰で逆転しているものについては「体内の鉄量

のわずかな変化にも応答するマーカー」、貧血の変化が鉄

過剰で逆転しており、貧血のない鉄欠乏では変化のないも

のについては「体内の鉄量の大きな変化に応答するマーカ

ー」とした。さらに、抽出条件を変えた上で、さらに正規

化手法を変えて発現変動倍率の大きさについての制限も

加えたものをリスト化したものについては、体内の鉄量応

答遺伝子マーカーとして特許出願をした。 

 

 

 

KAST 平成26年度研究概要　2015.7.29
－ 60 －



 

 

得られたデータ（CEL データ）に対し、採用する正規化

（summarization, normalization）手法の検討を行い、DFW

にて正規化を行ったデータを解析に採用した。 

 

２．１．２ 結果 

a) 飼育期間中の体重、血中、肝臓中成分の変化 

飼育期間中、2群間で体重、摂食量に差は認められなか

った。血清 TIBC の有意な降下および血中フェリチン、血

清鉄の有意な上昇が認められた。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験 

階層的クラスター解析の結果、通常食群の 5個体でひと

つのクラスターを形成するものの、2群間で明確に異なる

クラスターを形成することはなかった（図３）。 

 
 

図３ 鉄過剰食群および通常食群の血液 DNA マイクロアレイ 

データの階層的クラスター解析結果 

Control: 通常食群, Fe: 鉄過剰食群 

 

２．２ 鉄欠乏食摂取 3 日 

１．１に記載したように、出血や摂取不足によって鉄が

欠乏すると「臓器貯蔵鉄の減少」という段階を経て「貧血」

に至る。すなわち、鉄不足によってもたらされる症状には

「貧血のない鉄欠乏」と「鉄欠乏性貧血」とが存在する。

その発生頻度については、日本人女性の約 4割が「貧血の

ない鉄欠乏」、約 1 割が「鉄欠乏性貧血」といわれている

（15）。我々はこれまで、「貧血」および「貧血のない鉄欠

乏」時の評価として、肝臓を対象とした遺伝子発現解析を

実施し、報告した（14、16）。まずは遺伝子発現解析のヒ

トへの応用を目指し、日本人女性でより頻度の高い「貧血

のない鉄欠乏」の評価のために、短期間の鉄欠乏食摂取が

血液に及ぼす影響のトランスクリプトーム解析を実施し

た。 

 

２．２．１ 方法 

a) 動物実験 

3 週齢の雄性 SD ラットを約 1 週間の予備飼育後、２．

１と同様に通常食群（n = 8）、鉄欠乏食群（n = 9）の 2

群に分け、通常食群は鉄欠乏食群に対して Pair-feeding

させた。予備飼育 4 日目より 9 時～17 時の 8 時間制限給

餌を開始し、実験食摂取期間中も時間制限給餌を継続した。

実験食摂取開始後 3日目に、1.5 時間の摂食後、麻酔下に

て解剖を行い、頸動脈より採血し、全血の一部を RNA 抽出

用に、残りからは血清および血漿を採取した。血清あるい

は血漿、さらに肝臓の一部を用いて成分分析を行った。体

重および成分分析結果の統計的な差を Student’s t-test

により確認し、P < 0.05 を統計的に有意であると判断し

た。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験 

DNA マイクロアレイは Affymetrix 社の GeneChip® Rat 

Genome 230 2.0 Array を用いた。肝臓より抽出した total 

RNA は、Affymetrix 社の定法に従って DNA マイクロアレイ

用に調製し、データを取得した。なお、DNA マイクロアレ

イ実験は各群 n = 8 にて実施した。 

得られたデータ（CEL データ）に対し、採用する正規化

（summarization, normalization）手法の検討を行い、DFW

にて正規化を行ったデータを解析に採用した。 

 

２．２．２ 結果 

a) 飼育期間中の体重、血中、肝臓中成分の変化 

飼育期間中、2群間で体重差は認められなかった。血中

成分のうち、鉄欠乏食摂取開始 3日目の生体は、ヘモグロ

ビン量に差がなく、TIBC（総鉄結合能）の有意な上昇、血

清フェリチン、血清鉄量の有意な降下が認められ、「貧血

のない鉄欠乏」であることが明らかになった。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験データ 

階層的クラスター解析の結果、2群間で 2つの異なるク

ラスターを形成することが明らかになった（図４）。 

 
 

図４ 短期間の鉄欠乏食群および通常食群の血液 DNA マイクロ 

アレイデータの階層的クラスター解析結果 

 

 

 

このことから、2群間の血液における遺伝子発現パター

ンが異なることが示唆された。この条件下の肝臓において

は、階層的クラスター解析の結果、2群間の差は血液ほど

明確ではなく（16）、ここから、鉄の欠乏への遺伝子発現

レベルでの応答は肝臓よりも血液のほうが速く、かつ明確

であることが明らかになった。 

 

 

２．３ 鉄欠乏食摂取 17 日 

２．２では、日本人女性の約 4割を占めると言われる貧血

のない鉄欠乏についての血球細胞遺伝子発現解析を行っ

た。続いて、重篤な鉄欠乏の結果である貧血についての評

価を行った。 

 

２．３．１ 方法 

a) 動物実験 

3 週齢の雄性 SD ラットを約 1週間の予備飼育の後、2群

に分け、それぞれ異なる食餌（実験食と総称）を摂取させ

た。成長期のげっ歯類用の標準調製飼料である AIN93G 食

および AIN93G から鉄（クエン酸鉄）のみを除去した鉄欠

乏食である。AIN93G 食（鉄含量 48 ppm）を与える群を通

常食群（n = 5）、鉄欠乏食（鉄含量 3 ppm 未満）を与え

る群を鉄欠乏食群（n = 6）とした。なお、鉄欠乏食群は

通常食群に比べて摂食量が低下することから、摂取エネル

ギーや他の栄養素の摂取量の違いの影響を除くために、通

常食群は鉄欠乏食群の前日平均摂食量を摂取させた

（Pair-feeding の実施）。飼育環境は 8時～20 時を明期と

する 12 時間明暗サイクルとし、気温は 23 ± 1°C、湿度

は 45 ± 2%にて制御した。実験食摂取開始後 13 日目より

9 時～17 時の 8 時間制限給餌を開始し、17 日目に 1.5 時

間の摂食後、麻酔下にて解剖を行い、頸動脈より採血後、

肝臓を摘出した。血液からは血清あるいは血漿を採取した。

血清あるいは血漿、さらに肝臓の一部を用いて成分分析を

行った。体重および成分分析結果の統計的な差を

Student’s t-test により確認し、P < 0.05 を統計的に有

意であると判断した。また、肝臓より TRIzol Reagent（Life 

Technologies 社）の定法に従って total RNA を抽出した。 

 

b) DNA マイクロアレイ実験 

DNA マイクロアレイは Affymetrix 社の GeneChip® Rat 

Genome 230 2.0 Array を用いた。血液より抽出した total 

RNA は、Affymetrix 社の定法に従って DNA マイクロアレイ

用に調製し、データを取得した。なお、DNA マイクロアレ

イ実験は全個体を対象に実施した。 

得られたデータ（CEL データ）に対し、採用する正規化

（summarization, normalization）手法の検討を行い、DFW

にて正規化を行ったデータを解析に採用した。 

 

２．３．２ 結果 

a) 飼育期間中の体重、血中、肝臓中成分の変化 

飼育期間中、2群間で体重差は認められなかった。血中

のヘモグロビン量の測定を実施したところ、実験食摂取開

始から徐々に鉄欠乏食群における値が降下し始めた。実験

食開始 17 日目の生体は、ヘモグロビン濃度が通常の 40%

程度にまで降下した、いわゆる「鉄欠乏性貧血」の状態で
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図５ 鉄欠乏食群および通常食群の血液 DNA マイクロアレイ 

   データの階層的クラスター解析結果 
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図６ 体内の鉄量に応答する血球細胞遺伝子マーカー 

 

２．５ 鉄量応答マーカー遺伝子リストの精査 

上記はいずれもラット血球にて実施した解析結果であ

るが、今後の展望として、ヒトへの応用を考慮している。

マーカー分子としての活用には生物種の違いを考慮する

必要がある。そこで、マウスを対象として同様の実験を行

い、ラット、マウスに共通のマーカー遺伝子を抽出した。 

 

３． 考察及び今後の展望 

本研究より、体内の鉄量の変化に応答して血球細胞の遺

伝子発現が変動することが明らかになった。この応答は、

鉄の貯蔵臓器である肝臓に比べて同等あるいはそれ以上

にはやく、とくに欠乏時の応答は顕著であった。ここから、

体内の鉄量を調べるためのマーカーとして、血球細胞の遺

伝子発現変化が利用できることが示された。 

現在、体内の鉄量のマーカーとして、血中ヘモグロビン、

血清フェリチン、TIBC、血清鉄などがあるが、一般的な健

康診断や人間ドックの測定項目にはヘモグロビンや赤血

球数、ヘマトクリット値はあるものの、血清フェリチン、

TIBC、血清鉄は含まれていない。貧血のない鉄欠乏はヘモ

グロビンに差が生じないため、一般的な健康診断や人間ド

ックでは見落とされる。冒頭にも記載したが、日本人女性

の約 4 割が貧血を伴わない鉄欠乏状態であるといわれて

いるが、日常生活を送る中でこの潜在的な鉄欠乏状態は見

逃される。既報のように（16）、貧血のない鉄欠乏であっ

ても肝臓の遺伝子発現が変動すること、それが様々な代謝

変動の引き金となる可能性が見出されており、健康に及ぼ

す影響は少なくない。そのため、これからは貧血のない鉄

欠乏かどうかの診断も必要になると考えられる。現在、貧

血のない鉄欠乏を診断するためのマーカー分子である血

清フェリチンや TIBC、血清鉄などの測定には時間、コス

トがかかる。一方、血球細胞で鉄量に応答して発現変動す

る数種の遺伝子マーカーを活用すれば、体内の鉄量につい

て、その程度も含め、より簡便かつ迅速に診断することが

可能となる。 

鉄過剰については、日本においては C型肝炎等の疾病以

外で生じることは稀であるが、近年のサプリメント市場の

拡大を考慮すると、これからは鉄の過剰摂取の可能性にも

着目する必要がある。日本における鉄摂取の推奨量は、年

齢、性別により異なるが、成人男性で 10 mg、女性で 12 mg

である。これに対し、摂取量の上限は約 4倍の 40 mg とさ

れている。今回行った実験では、通常食の 10 倍の鉄過剰

食を摂取させたが、今後、鉄所要量を通常の 5倍、2.5 倍

と段階的に減らしながら鉄過剰食摂取の影響を観察し、鉄

過剰摂取の安全性を評価することが課題だと考えている。

また、貧血時に処方される鉄剤は 1 日当たり 50～210 mg

と多量であることを考慮し、貧血時の鉄過剰摂取の安全性

評価を実施することも重要である。 

本研究は、身体に必須の栄養素である鉄を例とし、鉄量

に応答する血球細胞の遺伝子マーカーの探索に向けて実

施したものである。その結果、鉄の摂取量や摂取期間の違

いに対し、血球細胞の遺伝子発現が機敏に反応することが

明らかになった。すなわち、生体内の状態を反映するもの

として血球細胞の遺伝子マーカーの有効性を示す好例で

ある。さらに、血中分子マーカーについては血球細胞の

mRNA だけでなく、血球細胞や臓器由来のマイクロ RNA

（miRNA）なども対象となりうるため、マウスを対象とし

た鉄の実験を実施し、血漿 miRNA の測定を開始した。今後、

データを蓄積し、食品・栄養素の機能性評価のための分子

マーカーとしての miRNA の有効性について評価を行う。ま

た、食品・栄養素の機能性評価としてこれまで遺伝子発現

（mRNA）の変化を網羅的に解析する手法（トランスクリプ

トーム）をとってきたが、より総合的な解釈を進めるため

には代謝産物の網羅的な解析（メタボローム）とトランス

クリプトームとを合わせた総合的な解析（統合オミクス）

も有効である。さらにトランスクリプトームについても、

DNA マイクロアレイを用いた評価に加え、新たに次世代シ

ークエンサーを用いた、より網羅性の高い評価方法の導入

も有効だと考える。このような背景から、統合オミクス解

析や次世代シークエンサー解析にも着手した。今後はデー

タの蓄積を行い、食品機能の体系的な評価系の構築を目指

す。 

本研究は、鉄の機能性評価に加え、①モデル動物からヒ

トへの評価方法の展開、②習熟した手法を生かして食品・

栄養素の機能性・安全性の評価センターの構築に向けたモ

デルスタディでもある。今後、条件や素材を変えてさらな

るデータ蓄積を行い、上記展開に向けての基盤づくりを行

う。 
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エピジェネティクス解析手法のニュートリゲノミクス 

への導入 

 

近藤 隆、近藤 香 

 
 

１． はじめに 

 

 動物は、その体を構成する、全細胞一つ一つに 1 セット

の完全な遺伝子のセットを持っている。しかしながら全て

の細胞で全ての遺伝子セットが機能している訳ではない。

ある遺伝子の組み合わせが選択され、その機能を発現する

事により、それぞれの細胞、あるいは細胞により構成され

ている臓器の性質は決定される。その機能の発現は遺伝子

を RNA に変換する事で実現する。これを転写という。現在、

我々は、マウスあるいはラットに対して給餌をおこない、

各臓器における遺伝子の転写の変化を、全ゲノムレベルで

網羅的に記録・解析する事で、食品評価を行っている。一

方で、その発現すべき遺伝子の選択過程（遺伝子の発現調

節機構）を解明し、それを解析する事で、より精度と再現

性が高い評価方法を作り出す事が可能であると期待され

ている。遺伝子の発現調節は染色体クロマチンと呼ばれる

DNAとタンパク質の複合体の性質に依存して生じる事が知

られている。この過程は染色体 DNA の配列の変化を伴わな

い、遺伝子上の変化という事で、エピジェネティクスと呼

ばれている。この機構は同時に、その細胞の系列において

細胞分裂をまたいで遺伝子の発現状態を維持する機構と

しても使用されており、この事は世代を挟んだ個体間（す

なわち親と子）における遺伝子発現状態の維持の機構にも

用いられていると考えられている。 

これらの解析を可能になる事で、より効率的で再現性の高

い評価方法を開発する事を目指すと同時に、食から遺伝子

発現を通し、健康状態の表現型へとつながる機構（メカニ

ズム）をさらに解明する事を目指す。 
 
２． 実験と結果 

 
２．１ 分子生物学的エピジェネティクス解析につ

いて 

 この分野は、技術的にも、知見的にも日進月歩であり、

激しく進歩している。したがって技術導入と並行して、細

かい変化も含めて、常に新しい手法を取り入れていく必要

が有る。 

 転写に大きく影響を与える染色体上の変化であるエピ

ジェネティクス変化には幾つかの種類が存在しているが、

現在、本研究室では 2つの機構についての解析の導入が終

了し、これらに関して解析が可能になった。 

1） DNA のメチル化 (1)。とくに CpG という配列における

C塩基（シトシン残基）のメチル化（５mC）は遺伝子

発現を抑制する事が知られている。また、このメチル

化は水酸基を付与され、ヒドロキシメチルへと変化し

（5hmC）、さらにフォルミルメチルカルボキシメチル

をへて通常の Cへと戻る。この過程において、ハイド

ロキシメチル C以降の C誘導体は、特にエンハンサー

部分における転写状態の活性化状態に対応している

と考えられている。 

2） ヒストンの修飾 (2)。ヒストンはリン酸化、メチル化、

アセチル化、ユビキチン化などの様々な修飾を受ける。

これらの修飾ヒストンのうち、遺伝子の転写状態に大

きく寄与しているのはメチル化、アセチル化、および

ユビキチン化ヒストンである。また、これらの修飾は

ヒストンのアミノ酸配列のうちリジン、アルギニン、

ヒスチジンに生じるが、このうち複数のリジン残基の

メチル化、アセチル化、ユビキチン化が転写発現調節

に影響する事が知られている。特に、ヒストン H3 で

は９番目と 27 番目のリジンがメチル化されると転写

が抑制され、4番目のリジンのメチル化で転写が活性

化される事が知られており、27 番目のリジンがセチ

ル化される事でエンハンサーが活性化されると考え

られている。 

3） 染色体 DNA の立体配座 (3)。遺伝子の発現はエンハン

サー・サイレンサー等のシス転写調節配列の機能に依

存している。これらの配列がプロモーターに直接働き

かける事が重要であるが、これらの配列は塩基配列上

プロモーターの近傍に存在するとは限らない。多くの

シス転写調節領域はプロモーターから非常に遠くに

存在しており、これらの配列の機能発現には、これら

の配列をプロモーターの立体的な近傍に持ってくる

必要が有る。これは、新たなエピジェネティクスの分

野であると考えられており、現時点において、この機

構については全く判明していないが、いくつかの解析

方法は既に確立しており、その導入を行う。 

 

 いずれの場合においてもこれらの現象が遺伝子の発現

の変化をもたらす直接的な原因となっているため、遺伝子

発現変化より早く反応が現れ、データが明確化される可能

性がある。 

 

 

 

２．１．１ MDB-seq と ChIP-seq 

 DNAのメチル化の解析には主として二つの方法を用いる。

一つはバイサルファイト法（bisulfite）といい、これを、

次世代シークェンサーを用いて網羅的に解析した方法を

バイサルファイト−セック（bisulfite-seq）という。本方

法は、非常に詳細で確実なデータを得る事ができるが、そ

の解析には、全ゲノム配列を複数回カバーして読む必要が

有り、膨大なデータと膨大な費用を要する。また、解析自

体に困難が伴うため、効率的ではない。さらにこの方法で

は現在のところメチル化Cとハイドロキシメチル化Cの区

別ができないという欠点もある。一方で、クロマチンタン

パク質であるMDB1あるいはMDB2の DNA結合特異性を用い、

これらのタンパク質の DNA 結合ドメインである cxxc ボッ

クスを用いて、ゲノムからこれらの認識配列であるメチル

化 CpG（meCpG）を濃縮する方法が有る。当研究室におい

ては、この方法を利用した MDB- seq という手法の導入を

行い、次世代シークェンサーを用いて網羅的に解析の導入

を行っている (4)。安岡研究員ポリフェノールにおける研

究で既に実践を始めている。 

 クロマチン免疫沈降（ChIP）は DNA に結合している特定

のタンパク質に対して免疫沈降を行い、そのタンパク質が

結合している DNA 配列をゲノムから濃縮する方法である。

その濃縮された配列を、次世代シークェンサーを用いて網

羅的に解析した方法を ChIP-seq と呼ぶ。ChIP を行う対象

となるタンパク質はいわゆるエピジェネティクス解析の

対象となる修飾ヒストンのみならず、通常の転写調節因子

群も対象にできる (5)。ことに、ポリフェノールを多く扱

う我々にとって重要な一群の転写因子群はCAR、RAR、PPAR、

RXR、ER 等のステロイドレセプターファミリーである。こ

れらの手法は既に我々の様々な実験に用いており、現在安

岡研究員の研究に導入を始めている。今後亀井研究員、篠

崎研究員らの研究においても応用を進めていく予定であ

る。 

 

図 1、ChIP の手法。生細胞をフォルマリンでクロスリンクし、

タンパク質群と DNA を固定する。超音波で破砕後、特定のタン

パク質を認識する抗体（ここでは青い丸を認識する抗体）で免

疫沈降し、その後、クロスリンクを解き、qPCR、次世代シーク

ェンス等で回収された DNA 断片を調べる。 

２．１．２ 染色体高次構造解析−4C あるいは HiC 

 染色体は一本の巨大な DNA 分子であるが、直線的な構造

ではなく核の中で折り畳まれており、一次構造上では遠く

に離れている染色体領域でも立体配座上では近い場合も

有る。これらの三次構造は偶然に決定されている輪ではな

く、遺伝子発現調節のために厳密に調節されているものも

存在する。クロマチン構造解析（chromatin conformation 

capture）は分子生物学的、生化学的にこれを解析する手

法で、複雑な操作を要する技法である。一つのプロモータ

ー領域が相互作用している配列を網羅的に同定する方法

を 4C と呼び、染色体全域において全ての相互作用を同定

する方法を HiC という（3）。通常いずれの場合においても

次世代シークェンサーを用いて解析を行う。HiC に関して

は、バイサルファイトシークェンス法に同様、データ処理

が非常に複雑になり困難であるが、解析すべき領域の選定

に今後幾つかの例で行っていく必要は有るかと考えてい

る。導入に関しては現在準備中である。4C−seq に関して

は現在手法の確立を目指して努力を行っている。 

 
２．２ 組織学的解析 

 上記の分子生物学的解析に対し補完的な解析として組織

学的な解析を行っている。主として組織切片に対し、遺伝

子の発現を検討する in situ hybridization、免疫組織染

色 (IHC)を行っているが (6)、エピジェネティクス解析の

一 環 と し て DNA FISH (fluorescent in situ 

hybridization)、immunoFISH (immunohistochemistry and 

DNA FISH)等の手法を用いて分子生物学的解析の補完作業

を行っている（5）。 

 
２．３ 食品因子による転写調節機構の解析 

 レチノイン酸はビタミン Aとして知られ、その他のポリ

フェノール群と同様に、いわゆる核内リセプターを介して

遺伝子の発現変化をもたらす事が知られている食品成分

の一つである。現在、そのレチノイン酸を用いた遺伝子の

発現調節の機構に関してプロモーターとエンハンサーの

相関、エンハンサーの活性化等を中心にその機構の解析を

行っている。 

 
 
３． 考察及び今後の展望 

 

 2 つの技術に関しては導入、確立を果たし、実働が可能

な状態になっている。今後はこれらの技術を使用し、食品

評価の実際の応用展開を始めている。また、これらの結果

を抽出する事で、原因から結果への、より入口の部分で生

じている事が判明すると同時に、食の機能解析へ貢献して

いくことを期待している。今後効率的な手法を確立するた

めには、実例を蓄積する必要が有ると考えている。それら

の蓄積により、将来的にはより効率的なスクリーニング方

法へとつながる可能性もあると考えている。 
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エピジェネティクス解析手法のニュートリゲノミクス 

への導入 

 

近藤 隆、近藤 香 

 
 

１． はじめに 
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各臓器における遺伝子の転写の変化を、全ゲノムレベルで
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性が高い評価方法を作り出す事が可能であると期待され
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DNAとタンパク質の複合体の性質に依存して生じる事が知
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細胞分裂をまたいで遺伝子の発現状態を維持する機構と

しても使用されており、この事は世代を挟んだ個体間（す

なわち親と子）における遺伝子発現状態の維持の機構にも
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これらの解析を可能になる事で、より効率的で再現性の高

い評価方法を開発する事を目指すと同時に、食から遺伝子

発現を通し、健康状態の表現型へとつながる機構（メカニ

ズム）をさらに解明する事を目指す。 
 
２． 実験と結果 

 
２．１ 分子生物学的エピジェネティクス解析につ

いて 

 この分野は、技術的にも、知見的にも日進月歩であり、
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これらの修飾ヒストンのうち、遺伝子の転写状態に大

きく寄与しているのはメチル化、アセチル化、および

ユビキチン化ヒストンである。また、これらの修飾は

ヒストンのアミノ酸配列のうちリジン、アルギニン、

ヒスチジンに生じるが、このうち複数のリジン残基の

メチル化、アセチル化、ユビキチン化が転写発現調節

に影響する事が知られている。特に、ヒストン H3 で

は９番目と 27 番目のリジンがメチル化されると転写

が抑制され、4番目のリジンのメチル化で転写が活性

化される事が知られており、27 番目のリジンがセチ

ル化される事でエンハンサーが活性化されると考え

られている。 

3） 染色体 DNA の立体配座 (3)。遺伝子の発現はエンハン

サー・サイレンサー等のシス転写調節配列の機能に依

存している。これらの配列がプロモーターに直接働き

かける事が重要であるが、これらの配列は塩基配列上

プロモーターの近傍に存在するとは限らない。多くの

シス転写調節領域はプロモーターから非常に遠くに

存在しており、これらの配列の機能発現には、これら

の配列をプロモーターの立体的な近傍に持ってくる

必要が有る。これは、新たなエピジェネティクスの分

野であると考えられており、現時点において、この機

構については全く判明していないが、いくつかの解析

方法は既に確立しており、その導入を行う。 
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行い、次世代シークェンサーを用いて網羅的に解析の導入

を行っている (4)。安岡研究員ポリフェノールにおける研
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 クロマチン免疫沈降（ChIP）は DNA に結合している特定

のタンパク質に対して免疫沈降を行い、そのタンパク質が

結合している DNA 配列をゲノムから濃縮する方法である。

その濃縮された配列を、次世代シークェンサーを用いて網

羅的に解析した方法を ChIP-seq と呼ぶ。ChIP を行う対象

となるタンパク質はいわゆるエピジェネティクス解析の

対象となる修飾ヒストンのみならず、通常の転写調節因子

群も対象にできる (5)。ことに、ポリフェノールを多く扱

う我々にとって重要な一群の転写因子群はCAR、RAR、PPAR、
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れらの手法は既に我々の様々な実験に用いており、現在安

岡研究員の研究に導入を始めている。今後亀井研究員、篠
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タンパク質群と DNA を固定する。超音波で破砕後、特定のタン
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一 環 と し て DNA FISH (fluorescent in situ 

hybridization)、immunoFISH (immunohistochemistry and 
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フェノール群と同様に、いわゆる核内リセプターを介して

遺伝子の発現変化をもたらす事が知られている食品成分
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な状態になっている。今後はこれらの技術を使用し、食品

評価の実際の応用展開を始めている。また、これらの結果

を抽出する事で、原因から結果への、より入口の部分で生

じている事が判明すると同時に、食の機能解析へ貢献して
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めには、実例を蓄積する必要が有ると考えている。それら

の蓄積により、将来的にはより効率的なスクリーニング方

法へとつながる可能性もあると考えている。 
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１. はじめに 

 

母親の栄養状態が出生児の代謝や成長に影響すること

は知られている。一方で父親の栄養状態が子に影響するこ

とも疫学的に証明されている。後者の場合、精子を介した

エピジェネティックな機構の寄与が大きいことが予想さ

れる。2010 年に、低タンパク質条件で飼育した雄マウス

の仔は通常食で飼育した雄マウスの子に対して脂質やコ

レステロールの代謝が変化し、PPAR 遺伝子上流のメチル

化も変動しているという報告、高脂肪食で飼育した雄マウ

スの仔は、対照群と比較してグルコース耐性障害が加齢と

共に悪化するという報告がなされている。しかし、このよ

うなエピジェネティックな子孫への影響を、食品非栄養成

分によって軽減するような研究は十分なされていない。 

Ethanol induces 
  - increase of acetyl-CoA. 
  - depletion of NAD. 
  - decrease of methyl donor.  

Polyphenols induces 
  - acetyl-CoA consumption. 
  - NAD synthesis. 
  - methyl donor synthesis.  

Metabolic pathways EtOH 
vs control 

EtOH
+ EA or RSV 

vs EtOH 

EtOH 
+ EA or RSV 

vs control 
TCA cycle down up up 
Steoid and Bile acid synthesis down up up 
-oxidation down up up 
-oxidation down up up 
Tetrahydrofolate metabolism down up up 
Core clock (day) up down down 
Glycogen synthesis down up  
Long chain unsaturated fatty acid synthesis down up  
Glycolysis up down  
Pentose phosphate pathway up down  
Gluconegenesis   up 
NAD synthesis  up 
Methionine metabolism  up 
Urea cycle  up 
Core clock (night)  up 
Clock output regulators  up 

Epigenomic 
  modification ? 

  S O 2 O H
+ + A

R 1  

我々は核受容体 CAR を介した食品ポリフェノールの作

用について研究を行ってきた。CAR のポリフェノール応答

性を培養細胞を用いて検討し、5,7 位に水酸基を持つフラ

ボン類(クリシンなど)やエピカテキンにより活性化され

ることを見いだした。マウスの肝臓でもクリシンは CAR 依

存的に p450 遺伝子の発現を誘導した(文献 1)。酒類に含

まれるエラグ酸やレスベラトロールによっても CAR は活

性化された(文献 2)。次にマウスのアルコール脂肪肝モデ

ルに対するエラグ酸やレスベラトロールの効果を調べた

ところ、投与したマウスでは脂肪肝が抑制され、脂肪蓄積

やメチル基供与系や NAD 合成系といったエピゲノム修飾

に関係するような肝臓トランスクリプトームの変動が抑

制されていた。CAR 欠損マウスではこのような効果は観察

されなかった(文献 3、図 1)。以上の研究により、遺伝子

制御を介した食品ポリフェノールの代謝改善効果に関す

る確証と、エピゲノム修飾に関する示唆が得られたため、

以下の研究を行った。 

 

１．１ 本研究の概要 

 糖質、脂質、アルコールの過剰摂取は代謝系にストレス

を与え、肥満や血管系疾患を起こす一要因となっている。

最近、このような代謝ストレスがエピゲノムを変化させ、

次世代の健康に影響を与えていることが示されつつある。

これに対して、レスベラトロールなど一部の食品ポリフェ

ノールにはこのような代謝ストレスを軽減する作用があ

ることが知られている。我々はアルコール性脂肪肝を誘導

した雄マウスと、通常の雌マウスを交配した仔は、通常両

親の仔に較べて体重が重く、肝トランスクリプトームにも

差異が見られることを見いだした。さらにこの差異が、雄

親へのレスベラトロールの同時投与で解消されることを

確かめた。雄親精子のバイサルファイトシーケンシングを

行い、メチロームを解析したところ、対照群、アルコール

群、アルコール+レスベラトロール群との間に差異が観察

された。本研究は食品ポリフェノールによる代謝ストレス

の緩和過程におけるエピゲノム修飾の全体像を理解する

基盤となると考えられる。 

 
１．２ 材料と方法 

１．２．１ 試薬等 

 RNeasy Mini Kit は QIAGEN 社（Tokyo, Japan）、GeneChip® 

3' IVT Express Kit と GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 

Array は Affymetrix-Japan 社（Tokyo, Japan）より購入

した。アルコール性脂肪肝研究用飼料、液体餌専用給餌器

とマウスケージはオリエンタル酵母工業株式会社より購

入した。 

1.2.2 動物飼育 

 6 週齢の C3H/HeN 雄マウス(n=6)は温度(25℃)・光線の

照射時間(8:00-20:00(day)、20:00-8:00(night))・湿度

(35%~40%)を調節したケージに飼い、一週間環境に慣れさ

せた。この間に、CE-2 餌(埼玉実験動物)と水を自由に摂

取させた。マウスの飼養と実験手順は National 

Institutes of Health の Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals に従った。2群づつ、コントロール食

あるいはエタノール食(5%)、コントロール食あるいはエタ

ノール食(5%)+レスベラトロール(73mg/L)を 5 週間投与し
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 6 週齢の C3H/HeN 雄マウス(n=6)は温度(25℃)・光線の

照射時間(8:00-20:00(day)、20:00-8:00(night))・湿度

(35%~40%)を調節したケージに飼い、一週間環境に慣れさ

せた。この間に、CE-2 餌(埼玉実験動物)と水を自由に摂

取させた。マウスの飼養と実験手順は National 

Institutes of Health の Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals に従った。2群づつ、コントロール食
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１．２．２ 動物飼育

図1　トランスクリプトーム解析から予想された食品ポリフェノールの抗代謝ストレス効果

EtOH :エタノール投与群、EtOH + EA or RSV : エタノールにエラグ酸あるいはレスベラト 

ロールを加えた投与群。
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た直後に通常の C3H/HeN 雌マウスと交配させた。生まれた

仔マウスを離乳期 3週齢から 25 週齢まで飼育し、順次解

剖した。 

 
１．２．３ バイサルファイトシークエンシング 

 雄親より遊走精子を採取し、ジチオトレイトールを終濃

度 0.2M になるように加えた後、NucleoSpin 

Tissue(TAKARA 社)を用 いてゲノム DNA の抽出を行った。

Qubit 2.0 Fluorometer(Invitrogen)を用いてゲノム DNA 

の濃度測定を行い、各個体のサ ンプルが均等になるよう

に混合し、Post-Bisulfite Adaptor Tagging 法によるバイ

サルファイト処理及びシークエンス用の鋳型調整を行っ

た。バイサルファイト処理後の鋳型を用いて、cBOT を用

いてフローセル上に結合させたライブラリーをブリッジ

PCR により増幅し、次世代シークエンサーHiseq2000 によ

る全ゲノムシークエンスを行った。得られたデータは

Fastq形式に変換し、以降の解析に供した。シークエンス

生データの 3′側から 7 bp 切断と 5′側から 5 bp 切断

したものについて、ソフトウェア Bismark を用い、リフ

ァレンスゲノム(University of California Santa Cruz, 

mm10)に対してマッピングを行った後、ソフトウェア 

Bismark methylation extractor を用いて、各群のメチレ

ーション部位のデータを得た。 

 

１．２．４ メチレーションデータ処理 

 メチレーションデータの処理には、統計解析言語環境 

R(http://www.r-project.org/)で

Bioconductor(http://www.bioconductor.org/)のパッケ

ージ BiSeq を用いた。「各 CpG 間の距離が 100 bp 以内で

かつ、CpG site が 20 個以上連なっている領域」を CpG 

cluster の定義とした。リード数の偏りによる影響を除

くため リード数 9 以上の部分を除いた。平均のリード数

は 3.5 であった。その後、各 CpG site のメチレーション

レベルをメチル化シトシン(ウラシルに変異していないシ

トシン) / 全リード数として計算した。各群間の二群間比

較を行い、DMRs のデータ(開始部位、終了部位、各群のメ

チル化 レベル)を得た。Benjamini and Heller の多重比

較検定を用いて、メチレーションレ ベルの平均値が 0.3 

以上異なっている部位を DMRs として抽出した。site 間 

の距離が 100 bp 以内で同方向の変動をしていた CpG site 

は cluster とした。逆向 きの変動をしているものがあっ

た場合はclusterとしなかった。転写制御と関連するDMRs

の選択については、UCSC(http://genome.ucsc.edu/)より

得たマウスゲノムの転写開始点(TSS)のデータと

Affymetrix 社より得たアノテーションを Ensamble を用

いて統合し、アノテーションが付いたプローブセットの

TSS デー タを得た。TSS 上流 500 bp について DMRs を持

つプローブセットを抽出した。このローブセットと、仔の

肝臓における発現変動プローブセットを比較した。 

 
 
２． 結果と考察 

２．１ 雄親へのエタノールとレスベラトロール投

与が仔に与える影響 

 

 

 

図 2に 2世代飼育実験の概要を示す。離乳期 3週齢から

25 週齢の仔の体重を測定したところ、離乳期 3週齢仔マ

ウスにおいて、エタノール(E)群の体重はコントロール(C)

群と比べて有意に増加したが、エタノール+レスベラトロ

ール(ER)群の体重に有意な差は見られなかった(図 3)。 

 

血中総コレステロール(T-CHO)と中性脂肪(TG)について

は、E群は C群と比べて TG 値が有意に高かったが、ER 群

に有意な差は見られなかった(図 4)。以上より、3週齢仔

の体重と TG 値に対して、親へのエタノール投与は増加さ

せる効果があり、レスベラトロールの添加によりこれが抑

制されることが明らかになった。 

 

 

 
次にこれらの仔の肝臓の遺伝子発現を DNA マイクロア

レイにより解析した。DFW 法(Distribution Free Weighted 

method)で標準化して階層的クラスタリングを行ったとこ

ろ、C群と E群は雄雌それぞれにおいて別々のクラスター

として分類された(図 5)。 
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DFW 法で標準化したデータを採用し、rankproduct 法を

用いて C群と E群間、C群と ER 群間で雄と雌それぞれに

ついて二群比較を行い、FDR (False Discovery Rate)＜

0.05 となるプローブセットを抽出した。発現量が C群<E

群のプローブセットは雄雌共通で 530 であり、C群>E 群の

プローブセットは雄雌共通で 479 であった。発現量が C 群

<ER 群のプローブセットは雄雌共通で 392 であり、C群>ER

群のプローブセットは雄雌共通で 265 であった。さらにこ

れらを比較したところ、発現量が C群<E 群であった 530

のうち C群<ER 群でなかったもの(ER で回復したもの)は

485、C 群>E 群であった 479 のうち C群>ER 群でなかった

もの(ER で回復したもの)は 445 であった。以上より、雄

親へのエタノール投与は仔の肝トランスクリプトームを

変動させ、レスベラトロールの添加はこの変化の大部分を

解消することが明らかになった。 

 

２．２ 雄親精子のエピゲノム情報と仔肝臓トラ

ンスクリプトームとの相関性の検討 

 雄親精子ゲノム上の DMR の総数は、メチル化が C 群<E 

群であったものが 91991 個、C 群>E 群が 69748 個、E 群

<ER 群が 87105 個、E 群>ER 群が 88935 個、C 群<ER 群 

が 92710 個、C 群>ER 群が 71956 個であった。 

メチル化が転写制御に関わっている場合、転写開始点上

流 500 bp(TSS-500bp)にメチル化変動が生ずることが多

い。各群間で SS-500bp における変動を検討したところ、C 

群<E 群であった部位の 35 %、C 群>E 群であった部位の

73 %について、ER 群では逆向きのメチル化変動が生じてい

た。一般に TSS-500bp のメチル化は遺伝子を抑制すると考

えられている。例えば、発現量 A<B に対してメチル化程度

A>B というパターンが予想される。発現仔の肝臓の変動遺

伝子について、親精子のメチル化変動との相関性を検討し

た。その結果、仔の肝臓でレスベラトロール添加で回復が

みられたプローブセットC<E回復485と C>E回復445につ

いて、それぞれのメチル化変動は表 1のようであった。こ

れより、C<E 回復 485 については予想と逆のメチル化変動

が多く、C>E 回復 445 については予想に従ったメチル化変

動(赤字)が多いことが明らかになった。 
 

 

 

今後は仔肝臓のメチロームの解析を進め、雄親精子メチ

ロームと比較することにより、仔の健康に影響するような

エピゲノム部位の探索を行ってゆく。 
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た直後に通常の C3H/HeN 雌マウスと交配させた。生まれた

仔マウスを離乳期 3週齢から 25 週齢まで飼育し、順次解

剖した。 

 
１．２．３ バイサルファイトシークエンシング 

 雄親より遊走精子を採取し、ジチオトレイトールを終濃

度 0.2M になるように加えた後、NucleoSpin 

Tissue(TAKARA 社)を用 いてゲノム DNA の抽出を行った。

Qubit 2.0 Fluorometer(Invitrogen)を用いてゲノム DNA 

の濃度測定を行い、各個体のサ ンプルが均等になるよう

に混合し、Post-Bisulfite Adaptor Tagging 法によるバイ

サルファイト処理及びシークエンス用の鋳型調整を行っ

た。バイサルファイト処理後の鋳型を用いて、cBOT を用

いてフローセル上に結合させたライブラリーをブリッジ

PCR により増幅し、次世代シークエンサーHiseq2000 によ

る全ゲノムシークエンスを行った。得られたデータは

Fastq形式に変換し、以降の解析に供した。シークエンス

生データの 3′側から 7 bp 切断と 5′側から 5 bp 切断

したものについて、ソフトウェア Bismark を用い、リフ

ァレンスゲノム(University of California Santa Cruz, 

mm10)に対してマッピングを行った後、ソフトウェア 

Bismark methylation extractor を用いて、各群のメチレ

ーション部位のデータを得た。 

 

１．２．４ メチレーションデータ処理 

 メチレーションデータの処理には、統計解析言語環境 

R(http://www.r-project.org/)で

Bioconductor(http://www.bioconductor.org/)のパッケ

ージ BiSeq を用いた。「各 CpG 間の距離が 100 bp 以内で

かつ、CpG site が 20 個以上連なっている領域」を CpG 

cluster の定義とした。リード数の偏りによる影響を除

くため リード数 9 以上の部分を除いた。平均のリード数

は 3.5 であった。その後、各 CpG site のメチレーション

レベルをメチル化シトシン(ウラシルに変異していないシ

トシン) / 全リード数として計算した。各群間の二群間比

較を行い、DMRs のデータ(開始部位、終了部位、各群のメ

チル化 レベル)を得た。Benjamini and Heller の多重比

較検定を用いて、メチレーションレ ベルの平均値が 0.3 

以上異なっている部位を DMRs として抽出した。site 間 

の距離が 100 bp 以内で同方向の変動をしていた CpG site 

は cluster とした。逆向 きの変動をしているものがあっ

た場合はclusterとしなかった。転写制御と関連するDMRs

の選択については、UCSC(http://genome.ucsc.edu/)より

得たマウスゲノムの転写開始点(TSS)のデータと

Affymetrix 社より得たアノテーションを Ensamble を用

いて統合し、アノテーションが付いたプローブセットの

TSS デー タを得た。TSS 上流 500 bp について DMRs を持

つプローブセットを抽出した。このローブセットと、仔の

肝臓における発現変動プローブセットを比較した。 

 
 
２． 結果と考察 

２．１ 雄親へのエタノールとレスベラトロール投

与が仔に与える影響 

 

 

 

図 2に 2世代飼育実験の概要を示す。離乳期 3週齢から

25 週齢の仔の体重を測定したところ、離乳期 3週齢仔マ

ウスにおいて、エタノール(E)群の体重はコントロール(C)

群と比べて有意に増加したが、エタノール+レスベラトロ

ール(ER)群の体重に有意な差は見られなかった(図 3)。 

 

血中総コレステロール(T-CHO)と中性脂肪(TG)について

は、E群は C群と比べて TG 値が有意に高かったが、ER 群

に有意な差は見られなかった(図 4)。以上より、3週齢仔

の体重と TG 値に対して、親へのエタノール投与は増加さ

せる効果があり、レスベラトロールの添加によりこれが抑

制されることが明らかになった。 

 

 

 
次にこれらの仔の肝臓の遺伝子発現を DNA マイクロア

レイにより解析した。DFW 法(Distribution Free Weighted 

method)で標準化して階層的クラスタリングを行ったとこ

ろ、C群と E群は雄雌それぞれにおいて別々のクラスター

として分類された(図 5)。 
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DFW 法で標準化したデータを採用し、rankproduct 法を

用いて C群と E群間、C群と ER 群間で雄と雌それぞれに

ついて二群比較を行い、FDR (False Discovery Rate)＜

0.05 となるプローブセットを抽出した。発現量が C群<E

群のプローブセットは雄雌共通で 530 であり、C群>E 群の

プローブセットは雄雌共通で 479 であった。発現量が C 群

<ER 群のプローブセットは雄雌共通で 392 であり、C群>ER

群のプローブセットは雄雌共通で 265 であった。さらにこ

れらを比較したところ、発現量が C群<E 群であった 530

のうち C群<ER 群でなかったもの(ER で回復したもの)は

485、C 群>E 群であった 479 のうち C群>ER 群でなかった

もの(ER で回復したもの)は 445 であった。以上より、雄

親へのエタノール投与は仔の肝トランスクリプトームを

変動させ、レスベラトロールの添加はこの変化の大部分を

解消することが明らかになった。 

 

２．２ 雄親精子のエピゲノム情報と仔肝臓トラ

ンスクリプトームとの相関性の検討 

 雄親精子ゲノム上の DMR の総数は、メチル化が C 群<E 

群であったものが 91991 個、C 群>E 群が 69748 個、E 群

<ER 群が 87105 個、E 群>ER 群が 88935 個、C 群<ER 群 

が 92710 個、C 群>ER 群が 71956 個であった。 

メチル化が転写制御に関わっている場合、転写開始点上

流 500 bp(TSS-500bp)にメチル化変動が生ずることが多

い。各群間で SS-500bp における変動を検討したところ、C 

群<E 群であった部位の 35 %、C 群>E 群であった部位の

73 %について、ER 群では逆向きのメチル化変動が生じてい

た。一般に TSS-500bp のメチル化は遺伝子を抑制すると考

えられている。例えば、発現量 A<B に対してメチル化程度

A>B というパターンが予想される。発現仔の肝臓の変動遺

伝子について、親精子のメチル化変動との相関性を検討し

た。その結果、仔の肝臓でレスベラトロール添加で回復が

みられたプローブセットC<E回復485と C>E回復445につ

いて、それぞれのメチル化変動は表 1のようであった。こ

れより、C<E 回復 485 については予想と逆のメチル化変動

が多く、C>E 回復 445 については予想に従ったメチル化変

動(赤字)が多いことが明らかになった。 
 

 

 

今後は仔肝臓のメチロームの解析を進め、雄親精子メチ

ロームと比較することにより、仔の健康に影響するような

エピゲノム部位の探索を行ってゆく。 
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DNA マイクロアレイ装置の特性の探索 

 

 

 
 
 

１． はじめに 

 DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析は、近

年そのスクリーニング手法としての有効性から普及が進

んでいる。神奈川県産業技術センターでも、オカラ亜臨界

水処理物(1, 2)や杜仲葉熱水抽出物(2,3)の食品としての機能

性を検討するため、DNA マイクロアレイを用いた網羅的な

遺伝子発現の解析を行ってきた。 

 DNA マイクロアレイの測定装置としては、マイクロチッ

プの製造方法や、検出の仕組みが異なる様々なプラットフ

ォームが複数のメーカーより市販されており、それぞれの

プラットフォームによって、使い勝手や測定結果に特徴が

あることが予想される。従って、研究の目的に応じて、プ

ラットフォームを適切に選択することが重要だと考えら

れる。本研究では、同一の RNA サンプルを異なる２つのプ

ラットフォームで測定した結果を比較し、プラットフォー

ムによる測定結果の特徴を把握することによって、様々な

研究課題に対して適切な条件での測定が実施出来るよう

基礎的なデータを収集することを目的とした。 

 

２． 実験と結果 
２．１ 実験 

２．１．１ 測定データ 

 高コレステロール食給餌マウスへのオカラ亜臨界水投

与実験(1)で得られた 2群（オカラ亜臨界水投与群、水道水

投与群、n=3）のマウスの肝臓から抽出した RNA の発現変

動を、A社又は B社製装置で測定した結果を使用した。 

 

２．１．２ データ処理方法 

 各プラットフォームそれぞれの標準的な正規化手法を

選択して正規化した。すなわち、A社での測定結果に対し

ては、robust multi-array average(RMA)法、B 社の装置

の結果に対しては 75%シフト法で正規化した。 

 得られた結果から、各実験群内で変動係数 50%以内のプ

ローブを選択し、さらに解析ソフトウェア GeneSpring で

データ処理し、T 検定の結果、多重比較による補正 p 値 

<0.05 のプローブを選択した。 

 

２．２ 結果 

２．２．１ 発現強度 

 測定された全遺伝子について、測定結果を図１に、発現

強度に注目して整理した結果を図２に示した。図１は横軸、

縦軸にそれぞれオカラ投与群と対照群の検出強度を示し

ており、横軸は左側、縦軸は下側が弱い発現強度を表して

いる。左下から右上にかけての直線上から外れたデータが

各実験で発現の増加や減少が見られたプローブを表して

いる。図１では、A 社製装置に比べ、B 社製装置で、左下

に数多くのデータが観察された。 
 

 
図１ A 社（上）と B 社（下）製の装置の測定結果（横軸と縦軸

はそれぞれオカラ群、対照群の検出強度） 

 

 
図２ A 社（上）と B社（下）製の装置の測定結果の強度別分布 

 
さらに、発現強度で整理した図２を見ると、A 社の結果で

は、蛍光強度 10〜100 のデータの割合が 50%以上を占めて

いるのに対し、B 社の結果では、蛍光強度 10 以下の最も

弱い発現強度のデータの割合が 40%弱と高い割合をとな

っており、図１で観察された結果と一致した。 
 
２．２．２ 発現変動の検出 

 測定データを解析し、多重比較による補正 p値 <0.05 の
プローブを選抜した結果、B 社製装置では 3899 個、A 社

製装置では 1233 個のプローブが選択された。これらのプ

ローブの共通性を検討したところ、202 個が両装置で共通

に選択されていた（図３）。共通に選択されたプローブは、

A 社製プラットフォームで得られた結果のうち 16%、B 社

製プラットフォームで得られた結果のうち、5.3%を占めて

いた。 

 
図３ 遺伝子発現に変動があった遺伝子の共通性（青：A 社、赤：

B 社） 

 

 図３で共通に選抜された遺伝子群、あるいはどちらかの

プラットフォームのみで選抜された遺伝子群の特徴につ

いて検討するため、図３に示したこれらの共通性に注目し

て、発現強度で整理した結果を図４に示した。B社でのみ

検出されたプローブで、蛍光強度 10 未満の割合は全体の

35%を占め、全ての階級の中で最も出現率が高かった。さ

らに、低発現の蛍光強度 100 未満の割合は B社でのみ検出

されたプローブ全体の 65%を占めていた。 

 A 社でのみ検出されたプローブで、蛍光強度 10 から 100

のデータの割合は、全体の 29.7%と、全ての階級の中で最

も出現率が高かった。蛍光強度が 100 未満の各階級でそれ

ぞれ 3割弱の割合を占めた 

 

 
図４ プラットフォームによる発現強度の分布の違い 

 

 A 社と B社、共通で検出されたプローブの中では、蛍光

強度 10 から 100 の範囲で 35.6%であるプローブが全ての

階級の中で最も出現率が高かった。また、共通で検出され

たプローブの蛍光強度の分布は、10 から 1000 の範囲で全

体の 62.5%を占めた。同じ強度範囲のプローブは、B 社製

プラットフォームでのみ検出された全プローブの 50.7%, 

A社製プラットフォームでのみ検出されたプローブ全体の

54.6%を占めていた。 

 

３． 考察と今後の展望 

 図１及び図２で示したように、A 社製プラットフォーム

に比べ、B 社製プラットフォームで発現強度の低いデータ

を数多く観測されていた。さらに、選抜されたプローブの

共通性に注目すると、共通に選択されたプローブの割合は、

A 社製プラットフォームでは 16%、B 社製では、5.3%であ

り、予想よりも低い割合となった。 
 B 社でのみ検出されたプローブの発現強度の分布を検

討したところ（図３）、図１及び図２で示された「B 社製

プラットフォームでは、低発現の遺伝子が検出されやす

い」という結果と一致した。それに対し、A 社製プラット

フォームでは、各階級の割合に大きな違いが無く、安定し

た分布であった。A社のプラットフォームは中程度の発現

をカバーしていると言える。 

 共通に観測されたプローブについては、蛍光強度が 10
から 1000 のプローブが全体の 62.5%を占め、A 社のみ、

あるいは B 社のみで検出された場合と比較して、共通で

検出されたプローブでは、比較的この範囲のプローブの割

合が高く、すなわち、両プラットフォームが共通して良く

検出するのは、中程度の発現遺伝子が多かった。 
 以上の結果から、A社製は中程度の発現の遺伝子を検出

しやすいこと、B社製は低発現の遺伝子の検出率が高いこ

と、共通して検出された遺伝子は、発現が中程度の遺伝子

が多いことが分かった。また、今回は、プラットフォーム

間で共通する遺伝子の割合が小さく、プラットフォームの

選択が重要であることを示唆する結果となった。ただし、

本研究は極めて限定された条件での比較であり、さらに多

くのデータの比較検討を行って信頼性を高める必要があ

る。 
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１． はじめに 

 DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析は、近

年そのスクリーニング手法としての有効性から普及が進

んでいる。神奈川県産業技術センターでも、オカラ亜臨界

水処理物(1, 2)や杜仲葉熱水抽出物(2,3)の食品としての機能

性を検討するため、DNA マイクロアレイを用いた網羅的な

遺伝子発現の解析を行ってきた。 

 DNA マイクロアレイの測定装置としては、マイクロチッ

プの製造方法や、検出の仕組みが異なる様々なプラットフ

ォームが複数のメーカーより市販されており、それぞれの

プラットフォームによって、使い勝手や測定結果に特徴が

あることが予想される。従って、研究の目的に応じて、プ

ラットフォームを適切に選択することが重要だと考えら

れる。本研究では、同一の RNA サンプルを異なる２つのプ

ラットフォームで測定した結果を比較し、プラットフォー

ムによる測定結果の特徴を把握することによって、様々な

研究課題に対して適切な条件での測定が実施出来るよう

基礎的なデータを収集することを目的とした。 

 

２． 実験と結果 
２．１ 実験 

２．１．１ 測定データ 

 高コレステロール食給餌マウスへのオカラ亜臨界水投

与実験(1)で得られた 2群（オカラ亜臨界水投与群、水道水

投与群、n=3）のマウスの肝臓から抽出した RNA の発現変

動を、A社又は B社製装置で測定した結果を使用した。 

 

２．１．２ データ処理方法 

 各プラットフォームそれぞれの標準的な正規化手法を

選択して正規化した。すなわち、A社での測定結果に対し

ては、robust multi-array average(RMA)法、B 社の装置

の結果に対しては 75%シフト法で正規化した。 

 得られた結果から、各実験群内で変動係数 50%以内のプ

ローブを選択し、さらに解析ソフトウェア GeneSpring で

データ処理し、T 検定の結果、多重比較による補正 p 値 

<0.05 のプローブを選択した。 

 

２．２ 結果 

２．２．１ 発現強度 

 測定された全遺伝子について、測定結果を図１に、発現

強度に注目して整理した結果を図２に示した。図１は横軸、

縦軸にそれぞれオカラ投与群と対照群の検出強度を示し

ており、横軸は左側、縦軸は下側が弱い発現強度を表して

いる。左下から右上にかけての直線上から外れたデータが

各実験で発現の増加や減少が見られたプローブを表して

いる。図１では、A 社製装置に比べ、B 社製装置で、左下

に数多くのデータが観察された。 
 

 
図１ A 社（上）と B 社（下）製の装置の測定結果（横軸と縦軸

はそれぞれオカラ群、対照群の検出強度） 

 

 
図２ A 社（上）と B社（下）製の装置の測定結果の強度別分布 

 
さらに、発現強度で整理した図２を見ると、A 社の結果で

は、蛍光強度 10〜100 のデータの割合が 50%以上を占めて

いるのに対し、B 社の結果では、蛍光強度 10 以下の最も

弱い発現強度のデータの割合が 40%弱と高い割合をとな

っており、図１で観察された結果と一致した。 
 
２．２．２ 発現変動の検出 

 測定データを解析し、多重比較による補正 p値 <0.05 の
プローブを選抜した結果、B 社製装置では 3899 個、A 社

製装置では 1233 個のプローブが選択された。これらのプ

ローブの共通性を検討したところ、202 個が両装置で共通

に選択されていた（図３）。共通に選択されたプローブは、

A 社製プラットフォームで得られた結果のうち 16%、B 社

製プラットフォームで得られた結果のうち、5.3%を占めて

いた。 

 
図３ 遺伝子発現に変動があった遺伝子の共通性（青：A 社、赤：

B 社） 

 

 図３で共通に選抜された遺伝子群、あるいはどちらかの

プラットフォームのみで選抜された遺伝子群の特徴につ

いて検討するため、図３に示したこれらの共通性に注目し

て、発現強度で整理した結果を図４に示した。B社でのみ

検出されたプローブで、蛍光強度 10 未満の割合は全体の

35%を占め、全ての階級の中で最も出現率が高かった。さ

らに、低発現の蛍光強度 100 未満の割合は B社でのみ検出

されたプローブ全体の 65%を占めていた。 

 A 社でのみ検出されたプローブで、蛍光強度 10 から 100

のデータの割合は、全体の 29.7%と、全ての階級の中で最

も出現率が高かった。蛍光強度が 100 未満の各階級でそれ

ぞれ 3割弱の割合を占めた 

 

 
図４ プラットフォームによる発現強度の分布の違い 

 

 A 社と B社、共通で検出されたプローブの中では、蛍光

強度 10 から 100 の範囲で 35.6%であるプローブが全ての

階級の中で最も出現率が高かった。また、共通で検出され

たプローブの蛍光強度の分布は、10 から 1000 の範囲で全

体の 62.5%を占めた。同じ強度範囲のプローブは、B 社製

プラットフォームでのみ検出された全プローブの 50.7%, 

A社製プラットフォームでのみ検出されたプローブ全体の

54.6%を占めていた。 

 

３． 考察と今後の展望 

 図１及び図２で示したように、A 社製プラットフォーム

に比べ、B 社製プラットフォームで発現強度の低いデータ

を数多く観測されていた。さらに、選抜されたプローブの

共通性に注目すると、共通に選択されたプローブの割合は、

A 社製プラットフォームでは 16%、B 社製では、5.3%であ

り、予想よりも低い割合となった。 
 B 社でのみ検出されたプローブの発現強度の分布を検

討したところ（図３）、図１及び図２で示された「B 社製

プラットフォームでは、低発現の遺伝子が検出されやす

い」という結果と一致した。それに対し、A 社製プラット

フォームでは、各階級の割合に大きな違いが無く、安定し

た分布であった。A社のプラットフォームは中程度の発現

をカバーしていると言える。 

 共通に観測されたプローブについては、蛍光強度が 10
から 1000 のプローブが全体の 62.5%を占め、A 社のみ、

あるいは B 社のみで検出された場合と比較して、共通で

検出されたプローブでは、比較的この範囲のプローブの割

合が高く、すなわち、両プラットフォームが共通して良く

検出するのは、中程度の発現遺伝子が多かった。 
 以上の結果から、A社製は中程度の発現の遺伝子を検出

しやすいこと、B社製は低発現の遺伝子の検出率が高いこ

と、共通して検出された遺伝子は、発現が中程度の遺伝子

が多いことが分かった。また、今回は、プラットフォーム

間で共通する遺伝子の割合が小さく、プラットフォームの

選択が重要であることを示唆する結果となった。ただし、

本研究は極めて限定された条件での比較であり、さらに多

くのデータの比較検討を行って信頼性を高める必要があ

る。 
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１． はじめに 

 食品添加物および医薬品等、化学物質の発がん性を予測

するための試験法として、Ames 試験、小核試験および染

色体異常試験（またはマウスリンフォーマ試験）のいわゆ

る｢変異原試験 3 点セット｣を実施することが法的に義務

づけられている。しかし、これらの試験法では検出できな

い発がん物質が少なからず存在することが近年問題とな

っており、そのような非変異がん原性物質の多くは、発が

んプロモーターであることも予測されている。化学物質に

よる発がんリスクを低減させるためには、多段階発がんの

機構における発がんプロモーターによる暴露を避け、腫瘍

形成を回避することが重要となる。しかしながら、公的に

認定された高感度かつ汎用性の高い発がんプロモーショ

ン試験法が存在しなかったことから、ほとんどの化合物に

ついて、発がんプロモーション活性の評価は行われてこな

かった。そこで、大森らは重点基礎研究において、発がん

プロモーター検出のための細胞形質転換試験法である

Bhas42 細胞形質転換試験法を開発した 1）。Bhas42 細胞形

質転換試験法は、多くの発がんプロモーターを高感度に検

出することが可能であり 1）、食品に係わる化学物質 2,3）を

はじめ様々な試料 4-8）の発がんプロモーション活性の検出

が可能である。また、試験結果の室間再現性も良好である

ことから 7）、経済協力開発機構（Organization for 

Economic Co-operation and Development､OECD）の国際標

準試験法としての認定に向けて、EU Reference Laboratory 

for Alternatives to Animal Testing (EURL ECVAM)で

Bhas42 細胞形質転換試験法の評価が行われており、2013

年 11 月には「EURL ECVAM Recommendation on the Cell 

Transformation Assay based on the Bhas 42 cell line」

が公表された 9）。Bhas42 細胞形質転換試験では、腫瘍細胞

で認められる形質を特徴とした形質転換フォーカスの形

成をエンドポイントとしているため、確度の高い試験法で

あると考えられる。しかし、形質転換フォーカスの形成メ

カニズムについては、報告がほとんど無いことから、

Bhas42細胞形質転換試験法の有用性を提示するためには、

メカニズムに関する研究データが不可欠であると考えら

れる。 

そこで、既知発がんプロモーター（P-1）による経時的

な遺伝子発現変動について DNA マイクロアレイを用いた

トランスクリプトーム解析を実施した。 

 
２． 実験と結果 

２．１ 既知発がんプロモーター（P-1）処理による

経時的な細胞形態の変化 

２．１．１ 細胞試料の調製および細胞観察 

 新たに保存細胞株を解凍し、5％牛胎児血清（FBS）を添

加した DMEM/F12 培地（DF5F）で前培養を行った。同培地

を用いて Bhas42 細胞の 7x103cells/mL 細胞浮遊液を調製

し、6well プレートに 2mL/well ずつ播種した。細胞播種 4

日後に、既知発がんプロモーター（P-1）の DMSO 溶液を添

加した DF5F で、溶媒対照群は、DMSO 溶液（0.1%）を添加

した DF5F で培地交換を行った。P-1 および DMSO 処理から

1 時間後、6 時間後、24 時間後および 8 日後（播種 12 日

後）に細胞観察と RNA 抽出用細胞試料液を調製し、-80℃

で保存した。なお、保存凍結細胞の解凍から RNA 抽出用細

胞試料液の調製までは、完全繰り返し実験 3 回を実施し、

各回の試料液を n=1 として 1群 n=3 とした。 

P-1 処理後の経時的な細胞観察の結果、DMSO 0.1%（溶

媒対照）群に対して、P-1 処理 1 時間および 6 時間後の

Bhas42 細胞は、細胞密度には変化はないが、プレートへ

の接着状態と顕著な形態変化が認められた。24 時間後お

よび 8日後は、溶媒対照群に対して、細胞密度および形態

の変化と細胞の重なり合いが、さらに 8 日後の細胞には、

初期の形質転換フォーカス形成が認められた。 

 
２.２ 既知発がんプロモーター（P-1）処理による

経時的な遺伝子発現変動   

２．２．１ RNA 試料の抽出精製 

 凍結保存した細胞試料液を解凍し、クロロホルム分配お

よびイソプロパノール沈殿によりトータル RNA を抽出し、

RNeasy Mini(QIAGEN 社)により精製を行った。得られたト

ータル RNA 試料について、RNA 濃度および Agilent 2100

バイオアナライザによりクオリティー評価を行った。その

結果、RNA Integrity Number （RIN）値は、いずれも 9.0

以上であり、高いクオリティーのトータル RNA 試料が得ら

れていることが確認された。 
 
２．２．２ DNA マイクロアレイ分析用 RNA 試料の

調製および分析 RNA 試料の抽出精製 

 精製後のトータル RNA について、3' IVT Express Kit

（アフィメトリクス(株)）を用いて、cDNA に逆転写後、

ラベル化 aRNA を調製し、精製した後、フラグメンテーシ

ョンを行った。GeneChip Hybridization, Wash, and stain 

Kit（アフィメトリクス(株)）の試薬と混合し、Mouse 

Genome 430 2.0 アレイ（アフィメトリクス(株)）に注入

後、45℃で 16 時間、ハイブリダイゼーションを行った。

ハイブリダイゼーションの終了後、アレイの中の溶液を除

去し、同キットを用いて Fluidics Station 450（アフィ

 
 

 

メトリクス(株)）で洗浄および染色後、Scanner 3000 7G

にて画像データを取得し、DNA マイクロアレイ分析を行っ

た。 

 
２．２．３ 群間比較による発現変動遺伝子の解析 

qFARMS により正規化した CEL データについて、Rank 

ProductsによりDMSO 0.1%処理群に対して各披験化学物質

処理群で有意（FDR < 0.05）に mRNA の発現が増大したプ

ローブセットおよび減少したプローブセットを抽出し、

Ingenuity Pathway Analysis(IPA)を用いて解析を行った。

各処理時間群の Diseases & Bio Function 解析において、

Diseases or Functions Annotation を Activation z-score

が 2 以上を活性化された因子、-2 以下を抑制された因子

としてそれぞれ上位 10 因子を抽出した結果、P-1 処理後 1

時間では、活性化された因子は生物体の死のみであり、抑

制された因子は細胞の運動および遊走、細胞骨格の組織化

などであった（図 1）。P-1 処理後 6時間では、細胞の運動

および遊走、RNA の転写活性化などが活性化され、炎症、

過形成、細胞周期の S期への進入、がんおよび腫瘍化など

が抑制された（図 2）。しかし、P-1 処理後 24 時間には、

細胞増殖、S 期、がんおよび悪性新生物、タンパク合成、

DNA 修復などが活性化され、胚の死、DNA および RNA の転

写、細胞の分化などが抑制された（図 3）。さらに、P-1 処

理後 8日には、生物体の死、細胞増殖、運動障害、成長阻

害、形成不全などが活性化され、細胞骨格の組織化、細胞

性突起の形成および成長、腫瘍細胞株の細胞運動などが抑

制された（図 4）。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

図 1 P-1 処理後 1 時間の Diseases or Functions Annotation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  P-1 処理後 6 時間の Diseases or Functions Annotation 

大森 清美（神奈川県衛生研究所）
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1 時間後、6 時間後、24 時間後および 8 日後（播種 12 日

後）に細胞観察と RNA 抽出用細胞試料液を調製し、-80℃

で保存した。なお、保存凍結細胞の解凍から RNA 抽出用細

胞試料液の調製までは、完全繰り返し実験 3 回を実施し、

各回の試料液を n=1 として 1群 n=3 とした。 

P-1 処理後の経時的な細胞観察の結果、DMSO 0.1%（溶

媒対照）群に対して、P-1 処理 1 時間および 6 時間後の

Bhas42 細胞は、細胞密度には変化はないが、プレートへ

の接着状態と顕著な形態変化が認められた。24 時間後お

よび 8日後は、溶媒対照群に対して、細胞密度および形態

の変化と細胞の重なり合いが、さらに 8 日後の細胞には、

初期の形質転換フォーカス形成が認められた。 

 
２.２ 既知発がんプロモーター（P-1）処理による

経時的な遺伝子発現変動   

２．２．１ RNA 試料の抽出精製 

 凍結保存した細胞試料液を解凍し、クロロホルム分配お

よびイソプロパノール沈殿によりトータル RNA を抽出し、

RNeasy Mini(QIAGEN 社)により精製を行った。得られたト

ータル RNA 試料について、RNA 濃度および Agilent 2100

バイオアナライザによりクオリティー評価を行った。その

結果、RNA Integrity Number （RIN）値は、いずれも 9.0

以上であり、高いクオリティーのトータル RNA 試料が得ら

れていることが確認された。 
 
２．２．２ DNA マイクロアレイ分析用 RNA 試料の

調製および分析 RNA 試料の抽出精製 

 精製後のトータル RNA について、3' IVT Express Kit

（アフィメトリクス(株)）を用いて、cDNA に逆転写後、

ラベル化 aRNA を調製し、精製した後、フラグメンテーシ

ョンを行った。GeneChip Hybridization, Wash, and stain 

Kit（アフィメトリクス(株)）の試薬と混合し、Mouse 

Genome 430 2.0 アレイ（アフィメトリクス(株)）に注入

後、45℃で 16 時間、ハイブリダイゼーションを行った。

ハイブリダイゼーションの終了後、アレイの中の溶液を除

去し、同キットを用いて Fluidics Station 450（アフィ

 
 

 

メトリクス(株)）で洗浄および染色後、Scanner 3000 7G

にて画像データを取得し、DNA マイクロアレイ分析を行っ

た。 

 
２．２．３ 群間比較による発現変動遺伝子の解析 

qFARMS により正規化した CEL データについて、Rank 

ProductsによりDMSO 0.1%処理群に対して各披験化学物質

処理群で有意（FDR < 0.05）に mRNA の発現が増大したプ

ローブセットおよび減少したプローブセットを抽出し、

Ingenuity Pathway Analysis(IPA)を用いて解析を行った。

各処理時間群の Diseases & Bio Function 解析において、

Diseases or Functions Annotation を Activation z-score

が 2 以上を活性化された因子、-2 以下を抑制された因子

としてそれぞれ上位 10 因子を抽出した結果、P-1 処理後 1

時間では、活性化された因子は生物体の死のみであり、抑

制された因子は細胞の運動および遊走、細胞骨格の組織化

などであった（図 1）。P-1 処理後 6時間では、細胞の運動

および遊走、RNA の転写活性化などが活性化され、炎症、

過形成、細胞周期の S期への進入、がんおよび腫瘍化など

が抑制された（図 2）。しかし、P-1 処理後 24 時間には、

細胞増殖、S 期、がんおよび悪性新生物、タンパク合成、

DNA 修復などが活性化され、胚の死、DNA および RNA の転

写、細胞の分化などが抑制された（図 3）。さらに、P-1 処

理後 8日には、生物体の死、細胞増殖、運動障害、成長阻

害、形成不全などが活性化され、細胞骨格の組織化、細胞

性突起の形成および成長、腫瘍細胞株の細胞運動などが抑

制された（図 4）。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

図 1 P-1 処理後 1 時間の Diseases or Functions Annotation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  P-1 処理後 6 時間の Diseases or Functions Annotation 
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図 3  P-1 処理後 24 時間の Diseases or Functions Annotation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  P-1 処理後 8 日の Diseases or Functions Annotation 

 

３ .  今後の展望 

発がんプロモーション関連遺伝子の探索として、Ｐ-1

以外の既知および新規発がんプロモーターについて、マイ

クロアレイを用いてゲノミクス解析（トランスクリプトー

ム解析）を実施しており、発がんプロモーションの関連遺

伝子のデータが多数蓄積されることにより、発がんプロモ

ーションのメカニズム解明に繋がるものと考える。また、

発がんプロモーション抑制遺伝子の探索では、種々の物質

の発がんプロモーション抑制効果および抑制補助効果を

検討し、それらの物質によるマイクロアレイによる遺伝子

発現変動を解析することにより、発がんプロモーション抑

制のマーカー遺伝子の特定に繋がるものと考える。 
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図 3  P-1 処理後 24 時間の Diseases or Functions Annotation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  P-1 処理後 8 日の Diseases or Functions Annotation 

 

３ .  今後の展望 

発がんプロモーション関連遺伝子の探索として、Ｐ-1

以外の既知および新規発がんプロモーターについて、マイ

クロアレイを用いてゲノミクス解析（トランスクリプトー

ム解析）を実施しており、発がんプロモーションの関連遺

伝子のデータが多数蓄積されることにより、発がんプロモ

ーションのメカニズム解明に繋がるものと考える。また、

発がんプロモーション抑制遺伝子の探索では、種々の物質

の発がんプロモーション抑制効果および抑制補助効果を

検討し、それらの物質によるマイクロアレイによる遺伝子

発現変動を解析することにより、発がんプロモーション抑

制のマーカー遺伝子の特定に繋がるものと考える。 

 

【参考文献】 

1. Ohmori, K., Sasaki, K., Asada, S., Tanaka, N., and 

Umeda, M., An assay method for the prediction of tumor 

promoting potential of chemicals by the use of Bhas 42 

cells, Mutation. Research, 557, 191 (2004) 

2. Sakai, A., Suzuki, C., Masui, Y., Kuramashi, A., 

Takatori, K., Tanaka, N., The activities of mycotoxins 

 
 

 

derived from Fusarium and related substances in a 

short-term transformation assay using 

v-Ha-ras-transfected BALB/3T3 cells (Bhas 42 cells), 

Mutation. Research, 630, 103 (2007)  

3. Ohmori K, Kawamura Y., Cell transformation 

activities of abietic acid and dehydroabietic acid: 

safety assessment of possible contaminants in paper 

and paperboard for food contact use, Food Addit Contam, 

26, 568 (2009) 

4. Ezoe, Y., Ohkubo, T., Ohmori, K., Fushiwaki, Y., 

Mori, Y., Umeda, M. and Goto, S.,Promoter and mutagenic 

activity of particulate matter collected from urban 

air, Journal of Health Science, 50, 181 (2004)  

5. 大森清美，中島大介，江副優香，森康明，伏脇裕一，

遠藤治，武田健，後藤純雄, 粒径別に分級採取した空気浮

遊粒子の発がんプロモーション活性, 環境化学，16, 

119-123 (2006)  

6. Ohmori, K., Sato, Y., Nakajima, N., Kageyama, S., 

Shiraishi, F., Fujimakia, T., Goto, S., 

Characteristics of the transformation frequency at the 

umor promotion stage of airborne particulate and 

gaseous matter at ten sites in Japan, Environ. Sci.: 

Processes Impacts, 15, 1031 (2013). 

7. Ohmori, K., Umeda, M., Tanaka, N., Takagi, H., 

Yoshimura, I., Sasaki, K., Asada, S., Sakai, A., 

Asakura, M., Baba, H., Fushiwaki, Y., Hamada, S., Kitou, 

N., Nakamura, T., Nakamura, Y., Oishi, H., Sasaki, S., 

Shimada, S., Tsuchiya, T., Uno, Y., Washizuka, M., 

Yajima, S., Yamamoto, Y., Yamamura, E., and Yatsushiro, 

T., An inter-laboratory collaborative study by the 

non-genotoxic carcinogen study group in Japan, on a 

cell transformation assay for tumour promoters using 

Bhas 42 cells, Alternatives to Laboratory Animals, 33, 

619 (2005). 

8. Ohmori K., Sato Y., Nakajima D., Kageyama S., 

Shiraishi F., Fujimaki T., Goto S., Characteristics of 

the transformation frequency at the tumor promotion 

stage of airborne particulate and gaseous matter at ten 

sites in Japan, Environ Sci Process Impact, 1;15(5), 

1031 (2013).  

9. EU Reference Laboratory for Alternatives to Animal 

Testing,      

EURL ECVAM RECOMMENDATION on the Cell Transformation 

Assay based on the Bhas 42 cell line, November (2013).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

KAST 平成26年度研究概要　2015.7.29
－ 75 －



 
 
 
 

 

生体内代謝を考慮した細胞形質転換試験法の開発 

 

 

 
 

１． はじめに 
 
 我が国の癌（悪性新生物）による死亡率は非常に高く，

平成 24 年度の人口動態統計においても死因別死亡率の第

一位となっている（1）。従って，発がん性の予測は，医薬

品，農薬や食品添加物など化学物質の安全性評価において

最も重要な項目である。化学物質の発がん性を予測する試

験として，ラットやマウスを用いた in vivo 試験（長期発

がん性試験）および培養細胞や微生物などを使用した in 
vitro 試験（遺伝毒性／変異原性験）が設定されている。 
 
１．１ 細胞形質転換試験 
 生体内の正常細胞は，いくつかの段階を経てがん細胞へ

と転換する。この正常細胞のがん細胞への転換，そして悪

性腫瘍の形成までのプロセスは多段階発癌（multistep 
carcinogenesis）と呼ばれる（2，3）。すなわち図１に示す

ように正常細胞が遺伝毒性（変異原性）を有する化学物質

により DNA の損傷（突然変異）を受けることにより前が

ん細胞へと変化する。このプロセスは“開始（イニシエー

ション）”と呼ばれ不可逆的に進行する。このイニシエー

ションを引き起こす遺伝毒性化学物質はイニシエーター

と呼ばれる。この段階の前がん細胞は異常増殖を示さない

が，次の“促進（プロモーション）”と呼ばれる段階で化

学物質の刺激を受けることにより増殖制御システムの破

綻が誘発され異常な細胞増殖を起こし，前がん細胞からが

ん細胞へと転換され，腫瘍が形成される。このプロモーシ

ョンを引き起こす化学物質は，プロモーターと呼ばれ，非

遺伝毒性化学物質においてプロモーションを引き起こす

のもが存在することが明らかになりつつある。さらに，異

常な細胞増殖にともなう変異細胞の蓄積により腫瘍は悪

性化する。この段階は“進行（プログレション）”と呼ば

れる。 
 化学物質の発がん性を予測する in vitro 試験法として，

細菌を用いた Ames 試験（復帰突然変異試験）や DNA 損

傷・修復試験，哺乳類培養細胞を用いた染色異常試験など

では，化学物質の遺伝毒性，つまりイニシエーション活性

の有無を予測することができる。一方，多段階発癌プロセ

スで示されたように，遺伝毒性を有さない化学物質におい

てもプロモーション作用により腫瘍形成に関与するもの

が存在する。従って，これらの非変異発がん物質が持つプ

ロモーション活性も予測する必要がある。しかしながら，

先に示した遺伝毒性アッセイでは，非変異発がん物質のプ

ロモーション活性の予測を行うことはできない。 
 

細胞形質転換試験は，動物細胞を用いて化学物質の発が

ん性を予測する in vitro 試験法の１つである。細胞形質転

換試験ではこれまでに，Syrian hamster embryo cell (SHE)，
BALB/c3T3，C3H10T1/2 などの細胞が利用されてきた。

SHE 細胞を用いたアッセイでは，細胞形態転換を，

BALB/c3T3，C3H10T1/2 を用いたアッセイでは腫瘍形成能

の獲得に伴うフォーカス形成を指標として被験物質の発

がん性予測を行う。細胞形質転換試験のうちフォーカス形

成過程は，多段階発癌プロセスの開始と促進のステップを

再現していることから非変異発がん物質のプロモーショ

ン活性の予測が可能である（4）。近年になり BALB/c3T3

図１.多段階発癌 

図１．多段階発癌プロセス 

 

 

にがん遺伝子 v-Ha-rasが組み込まれたBhas42が作成され，

大森らにより，この Bhas42 を利用した形質転換試験法が

開発された（5）。さらに，浅田らは，プロトコールの変更

により Bhas42 細胞形質転換試験でイニシエーション活性

を予測できることを示した（6）。 
 
１．２ 肝代謝を組込んだ細胞形質転換試験法の開

発 
 化学物質には，生体内で代謝されることにより毒性を獲

得するものも存在する。発がん性を示す化学物質において

も生体内で代謝を受けることによりイニシエーションも

しくはプロモーション活性を示すものが存在する事が知

られている。例えば，Benzopyren，nitrosamine などの化学

物質は，シトクロム P-450 による代謝を受けることにより

発がん性を示すことが知られている（7, 8）。このような発

がん性化学物質の代謝活性化を，単一細胞培養による細胞

形質転換試験法により評価することは難しい。 
 哺乳類細胞を用いて生体内代謝による化学物質の発が

ん性を予測する試験方法については BALB/c3T3 細胞およ

び V79 細胞で報告例がある。BALB/c3T3 細胞では，S9mix
を代謝反応系としたプロセスにより Cyclophosphamide，
dimethylnitrosamine，2-aminofluorene，2-naphtylamine の発

がん性について試験を行った結果，S9mix による前処理に

よりすべての被験物質が BALB/c3T3 細胞に形質転換を誘

発し，非処理群では形質転換は誘発しなかったことを確認

している（9,10）。また，V79 細胞では肝臓ミクロソーム

や肝細胞を加えた培養系を用いて nitrosamine 類のイニシ

エーション活性を評価している（7, 11）。Bhas42 細胞を用

いた細胞形質転換試験については，生体内代謝による発が

ん性物質の活性化を考慮した試験方法についてはまだ検

討されていない。 
本研究の目的は，Bhas42 細胞形質転換試験法について

代謝活性化により獲得もしくは増強された化学物質の発

がん性の予測に対応した試験方法を開発する事である。

H26 年度は，H25 年度と同様に Bhas42 細胞形質転換試験

系に肝代謝系として加えるヒト肝細胞株の探索とその薬

物代謝酵素チトクロム P-450 (CYP)の発現とその活性につ

いて検討した。 
 
２． 実験と結果 
 
２．１ Bhas42 細胞形質転換試験に導入可能な代謝

系としての肝細胞の探索 
使用可能な肝細胞としては，初代ヒト肝細胞，ヒト肝

がん細胞（Cell line）およびヒト iPS 誘導肝細胞が候補と

して挙げられる。各細胞の長所と短所を表１に示す。導

入に使用する細胞の条件として，①増殖能力を有し，凍

結保存による長期利用が可能，②肝代謝能力を有し，ロ

ット間による差が少ない，③入手が比較的容易などが挙

げられる。また、これらの条件に加えて④Bhas42 細胞形

質転換試験培地である 5%血清（FBS）含有 DMEM/F12 培地

（DF5F）中で増殖でき十分な肝代謝機能を発揮できるこ

とが必要である。本年度も研究に頻用されているヒト肝

がん細胞 HepG2 について，DF5F 培地による培養条件下で

の薬物代謝酵素の発現とその活性について検討を行っ

た。 

 

 
２．２ ヒト肝がん細胞 HepG2 における薬物代謝酵

素チトクロム P-450(CYP)の発現と CYP1A1/2
および CYP3A4 の活性 

 5%血清（FBS）含有 DMEM/F12 培地（DF5F）で培養し
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CYP 活性について検討した。その結果， CYP3A4 の細胞

内におけるタンパク質発現とその酵素活性を検出するこ
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生体内代謝を考慮した細胞形質転換試験法の開発 

 

 

 
 

１． はじめに 
 
 我が国の癌（悪性新生物）による死亡率は非常に高く，

平成 24 年度の人口動態統計においても死因別死亡率の第

一位となっている（1）。従って，発がん性の予測は，医薬

品，農薬や食品添加物など化学物質の安全性評価において

最も重要な項目である。化学物質の発がん性を予測する試

験として，ラットやマウスを用いた in vivo 試験（長期発

がん性試験）および培養細胞や微生物などを使用した in 
vitro 試験（遺伝毒性／変異原性験）が設定されている。 
 
１．１ 細胞形質転換試験 
 生体内の正常細胞は，いくつかの段階を経てがん細胞へ

と転換する。この正常細胞のがん細胞への転換，そして悪

性腫瘍の形成までのプロセスは多段階発癌（multistep 
carcinogenesis）と呼ばれる（2，3）。すなわち図１に示す

ように正常細胞が遺伝毒性（変異原性）を有する化学物質

により DNA の損傷（突然変異）を受けることにより前が

ん細胞へと変化する。このプロセスは“開始（イニシエー

ション）”と呼ばれ不可逆的に進行する。このイニシエー

ションを引き起こす遺伝毒性化学物質はイニシエーター

と呼ばれる。この段階の前がん細胞は異常増殖を示さない

が，次の“促進（プロモーション）”と呼ばれる段階で化

学物質の刺激を受けることにより増殖制御システムの破

綻が誘発され異常な細胞増殖を起こし，前がん細胞からが

ん細胞へと転換され，腫瘍が形成される。このプロモーシ

ョンを引き起こす化学物質は，プロモーターと呼ばれ，非

遺伝毒性化学物質においてプロモーションを引き起こす

のもが存在することが明らかになりつつある。さらに，異

常な細胞増殖にともなう変異細胞の蓄積により腫瘍は悪

性化する。この段階は“進行（プログレション）”と呼ば

れる。 
 化学物質の発がん性を予測する in vitro 試験法として，

細菌を用いた Ames 試験（復帰突然変異試験）や DNA 損

傷・修復試験，哺乳類培養細胞を用いた染色異常試験など

では，化学物質の遺伝毒性，つまりイニシエーション活性

の有無を予測することができる。一方，多段階発癌プロセ

スで示されたように，遺伝毒性を有さない化学物質におい

てもプロモーション作用により腫瘍形成に関与するもの

が存在する。従って，これらの非変異発がん物質が持つプ

ロモーション活性も予測する必要がある。しかしながら，

先に示した遺伝毒性アッセイでは，非変異発がん物質のプ

ロモーション活性の予測を行うことはできない。 
 

細胞形質転換試験は，動物細胞を用いて化学物質の発が

ん性を予測する in vitro 試験法の１つである。細胞形質転

換試験ではこれまでに，Syrian hamster embryo cell (SHE)，
BALB/c3T3，C3H10T1/2 などの細胞が利用されてきた。

SHE 細胞を用いたアッセイでは，細胞形態転換を，

BALB/c3T3，C3H10T1/2 を用いたアッセイでは腫瘍形成能

の獲得に伴うフォーカス形成を指標として被験物質の発

がん性予測を行う。細胞形質転換試験のうちフォーカス形

成過程は，多段階発癌プロセスの開始と促進のステップを

再現していることから非変異発がん物質のプロモーショ

ン活性の予測が可能である（4）。近年になり BALB/c3T3

図１.多段階発癌 

図１．多段階発癌プロセス 

 

 

にがん遺伝子 v-Ha-rasが組み込まれたBhas42が作成され，

大森らにより，この Bhas42 を利用した形質転換試験法が

開発された（5）。さらに，浅田らは，プロトコールの変更

により Bhas42 細胞形質転換試験でイニシエーション活性

を予測できることを示した（6）。 
 
１．２ 肝代謝を組込んだ細胞形質転換試験法の開

発 
 化学物質には，生体内で代謝されることにより毒性を獲

得するものも存在する。発がん性を示す化学物質において

も生体内で代謝を受けることによりイニシエーションも

しくはプロモーション活性を示すものが存在する事が知

られている。例えば，Benzopyren，nitrosamine などの化学

物質は，シトクロム P-450 による代謝を受けることにより

発がん性を示すことが知られている（7, 8）。このような発

がん性化学物質の代謝活性化を，単一細胞培養による細胞

形質転換試験法により評価することは難しい。 
 哺乳類細胞を用いて生体内代謝による化学物質の発が

ん性を予測する試験方法については BALB/c3T3 細胞およ

び V79 細胞で報告例がある。BALB/c3T3 細胞では，S9mix
を代謝反応系としたプロセスにより Cyclophosphamide，
dimethylnitrosamine，2-aminofluorene，2-naphtylamine の発

がん性について試験を行った結果，S9mix による前処理に

よりすべての被験物質が BALB/c3T3 細胞に形質転換を誘

発し，非処理群では形質転換は誘発しなかったことを確認

している（9,10）。また，V79 細胞では肝臓ミクロソーム

や肝細胞を加えた培養系を用いて nitrosamine 類のイニシ

エーション活性を評価している（7, 11）。Bhas42 細胞を用

いた細胞形質転換試験については，生体内代謝による発が

ん性物質の活性化を考慮した試験方法についてはまだ検

討されていない。 
本研究の目的は，Bhas42 細胞形質転換試験法について

代謝活性化により獲得もしくは増強された化学物質の発

がん性の予測に対応した試験方法を開発する事である。

H26 年度は，H25 年度と同様に Bhas42 細胞形質転換試験

系に肝代謝系として加えるヒト肝細胞株の探索とその薬

物代謝酵素チトクロム P-450 (CYP)の発現とその活性につ

いて検討した。 
 
２． 実験と結果 
 
２．１ Bhas42 細胞形質転換試験に導入可能な代謝

系としての肝細胞の探索 
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げられる。また、これらの条件に加えて④Bhas42 細胞形

質転換試験培地である 5%血清（FBS）含有 DMEM/F12 培地
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の薬物代謝酵素の発現とその活性について検討を行っ

た。 
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よび CYP2C9 タンパク質の発現レベルを調べた。その結果，
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が HepG2 で確認された。 
しかし，発がん性物質の代謝活性化に重要な CYP1A1/2
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る検討。 
HepG2はDF5F培地を用いた培養条件下で良好な細胞増

殖と細胞維持を示したが，CYP の酵素活性は確認できな

かった。一方，ヒト肝がん細胞株を利用した薬物代謝研究

において肝代謝機能に関与する酵素を強制的に発現させ

た細胞の利用が注目されている(12)。そこで，次に CYP
強制発現 HepG2 細胞について，DF5F 培養条件下における

CYP 活性について検討した。その結果， CYP3A4 の細胞

内におけるタンパク質発現とその酵素活性を検出するこ

とができた (図 2)。 
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３． 考察及び今後の展望 
 
 ヒト肝がん細胞 HepG2 について，DF5F 培地を用いた培

養条件下における薬物代謝酵素 CYP1A1，1A2，3A4, 2B6
および 2C9 の細胞内発現およびその活性についての検討

を行った。その結果，HepG2 細胞内における薬物代謝酵素

の発現は確認できたが，その活性は非常に低いものであっ

た。一方，CYP 強制発現 HepG2 細胞について同様の検討

を行った結果，DF5F 培地を用いた培養条件下で高い

CYP3A4 活性を確認することができた。 
 今後の展望として，①その他の肝がん細胞株の利用につ

いても引き続き検討するとともに，②CYP強制発現HepG2
の Bhas42 細胞形質転換試験法への導入，および③代謝に

よりイニシエーションおよびプロモーション活性を示す

化学物質について試験を行っていく予定である。 
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DNAマイクロアレイ解析を活用した湘南ゴールドの機能性評価 

湘南ゴールドの摂取がラット肝臓脂質代謝へ与える影響 

 

久保 深雪・吉田 誠（神奈川県農業技術センター）、小林 征洋（東京海洋大学） 

 
１． はじめに 

 ‘湘南ゴールド’は神奈川県農業技術センターで育成した

柑橘である。1988 年に‘今村温州’を‘黄金柑’に交配して得

られた実生の中から選抜・育成した品種で、樹や果実の特

性から‘黄金柑’の珠心胚実生と考えられている。果形は球

形で、‘黄金柑’よりやや大きく、果皮は黄色で、薄く、果

面が滑らかで剥皮しやすい。果肉も黄色く、柔軟多汁で、

風味がよい。収穫期は 3 月で、神奈川県の新しい柑橘とし

て注目を集めている１）。現在、‘湘南ゴールド’について、

栽培、品質特性２）、品質保持３）、非破壊品質評価４）などの

研究を行い、その生産振興を図っている。その一環として

‘湘南ゴールド’の機能性評価研究により、フラボノイド類

のナリルチン、ヘスペリジンが主要な機能性成分であるこ

とを見いだした。その特徴は、他の柑橘と比較し、果皮、

果肉ともナリルチンが多く含まれること、果皮ヘスペリジ

ンは、‘清見’、普通温州ミカンである‘青島’よりも多く、‘宮
川早生’と同程度であること、部位別フラボノイド含有量

は、ナリルチン、ヘスペリジンともに、アルベド（内果皮）

＞じょうのう膜＞フラベド（外果皮）＞砂じょう（果肉）

の順であること、未熟果と成熟果では、未熟果でフラボノ

イド類が若干多い傾向にあることなどを明らかにした。フ

ラボノイド類には、抗酸化作用や血清脂質低下作用、抗ア

レルギー作用等が報告されている５）。また、欧米の疫学調

査から、これらのフラボノイドの摂取量が多いグループで

は、がんや心筋梗塞等による死亡率が低下することなどが

報告されている６）。 
 そこで、これらフラボノイドの機能性を期待し、‘湘南

ゴールド’を投与した高脂肪食負荷マウスについて解析を

行うとともに、肝臓について DNA マイクロアレイによる

遺伝子発現解析を実施した。その結果、アラキドン酸代謝

を含む脂質代謝やアミノ酸代謝に関連する遺伝子、アポト

ーシス誘導や DNA 損傷シグナル伝達に関連する遺伝子、

薬物代謝に関する遺伝子の発現が変動していることが明

らかとなった。脂質代謝については、促進する方向に遺伝

子が動いていることが確認された。また、アラキドン酸カ

スケードに変化が認められ、体温や免疫などの調整を行う

生理活性物質であるエイコノサイドに関連する酵素遺伝

子の発現が変動していることが確認された。 
以上を基に、平成 26 年度は肝臓の脂質代謝への影響を

検討した。 
 

２． 実験と結果 

２．１ 実験方法 

 既報で報告したとおり、６週齢の雄性 Crlj:Wistar ラット

を普通食（CE-2）で１日，低脂肪食で１週間予備飼育した

後，低脂肪食（Low Fat Diet: LFD），高脂肪食（Hight Fat Diet: 
HFD），HFD＋湘南ゴールド（SG）果皮凍結乾燥粉末 3％
混合食（SG3%HFD）の 3 群に分け 54 日間飼育した。給餌

は、ペアフィーディングを行い、SG3%HFD 群の平均摂取

量から、翌日、HFD、LFD 群に同じカロリー量の餌を与え

た。飼育終了後、肝臓を摘出し供試した。 
 脂質代謝関連酵素として、リポ蛋白リパーゼ（LPL）及

び脂肪酸水酸化酵素である CYP4A1 を測定調査した。ラ

ッ ト 肝 臓 の 尾 状 突 起 か ら 粗 酵 素 液 を 抽 出 し 、

CYP4A1/A2/A3 抗体（Santa Cruz Biotechnology）または LPL
抗体（Santa Cruz Biotechnology）、ELISA POD 基質 TMB キ

ット Popular（ナカライテスク）を使用して発色し、450 nm
吸光度を測定し、酵素活性とした。 
肝臓中脂質として、遊離脂肪酸、コレステロール、トリ

グリセリドラットを測定した。肝臓尾状突起から、

Bligh-Dyer 法の変法で脂質抽出を行い、ラボアッセイ™ ト
リグリセライド [GPO・DAOS 法]（和光純薬）、ラボアッ

セイ™ コレステロール [コレステロールオキシダーゼ・

DAOS 法] （和光純薬）及びラボアッセイ™ NEFA [ACS・
ACOD 法] （和光純薬）を使用して測定した。 
 
２．２ 実験結果 

ラット肝臓における CYP4A1/A2/A3 の発現は、低脂肪

食と高脂肪食では同等であったが、‘湘南ゴールド’を摂

取すると、発現が増加した（データ略）。LPL の発現は、

高脂肪食で抑制されたが、‘湘南ゴールド’を摂取すると

増加する傾向があった（図１）。 
ラット肝臓中の遊離脂肪酸量は、高脂肪食で増加し、‘湘

南ゴールド’を摂取するとその上昇を抑制した（図２）。 
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謝を促進する CYP4A1/A2/A3 及び LPL の発現が増加する

傾向にあった。また、高脂肪食摂取による肝臓中遊離脂肪

酸量、コレステロール量及びトリグリセリド量の上昇が抑
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３． 考察及び今後の展望 
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DNAマイクロアレイ解析を活用した湘南ゴールドの機能性評価 

湘南ゴールドの摂取がラット肝臓脂質代謝へ与える影響 

 

久保 深雪・吉田 誠（神奈川県農業技術センター）、小林 征洋（東京海洋大学） 

 
１． はじめに 
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図１ 湘南ゴールドの摂取によるラット肝臓における脂質代謝

関連酵素（LPL）の発現 
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脂肪食＋湘南ゴールド群（n=12） 

 

 

 

図２ 湘南ゴールド摂取によるラット肝臓遊離脂肪酸への影響 
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３． 考察及び今後の展望 

 

昨年度までの DNA マイクロアレイの結果による解析で、

脂質代謝関連遺伝子の発現変動について、脂肪酸 β-酸化や

ω-酸化に関連する酵素遺伝子の発現が上昇し、脂肪酸合成

酵素を活性化する転写因子である Srebf1 の発現は低下し

ていた。このため SG3%HFD 群では脂質代謝を促進する方

向に遺伝子が動いていることが確認された。 
 本年度、この結果を確認するために、ラット肝臓中の脂

質代謝関連酵素の活性、脂質等の含有量を分析調査した。

その結果、脂質代謝を促進する CYP4A1/A2/A3 及び LPL
の発現が増加、脂質関連物質の高脂肪食による上昇抑制が

見られた。 
 以上のように、遺伝子発現解析の結果と実際の酵素、物

質変動が一致したことから、‘湘南ゴールド’果皮の摂取

が脂質代謝を促進することが確認された。これらは、‘湘

南ゴールド’に含まれるフラボノイド類に起因することが

考えられる。 
 今後、さらに遺伝子発現の変動と実際の物質変動の解析

を行い‘湘南ゴールド’の機能性を明らかにしたい。 
本実験を進める上で、KAST、神奈川衛研の関係各位に

多大なるご助力をいただいた。謝意を表する。 
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革新的血小板創製技術の確立と医療応用プロジェクト

プロジェクトリーダー 松原 由美子
 

【基本構想】

血小板は体内で止血機能を持つ他類なき細胞である。抗がん剤使用時や出血時などで起こる血小板減

少が重篤な場合は死に至る。血小板輸血は、血小板減少に対する唯一の確立された治療であるが、そ

の を善意の献血に依存、更に保存期間は僅か 日間であるため、医療現場における需要と供給の

アンバランスが問題視されている。この世界的問題を克服すべく、戦略的研究シーズ育成事業 平成

〜 年度 では、「輸血用自己血小板の新規安定供給システムの確立」を研究課題名とし、研究代

表者が開発した世界初の再生医学 細胞培養技術を基に医療現場において不足が深刻化している輸血

用血小板の安定供給システム構築の実現を目的とし、試験管内で少量の皮膚線維芽細胞や脂肪前駆細

胞から短期間で大量の血小板を効率良く安定に安全に産生できるシステム開発に向けた研究を遂行

した。血小板は、幹細胞から巨核球分化を経て産生される。この体内で起こる細胞分化を試験管内で

行い輸血用血小板の大量作製への応用可能な細胞培養システムの最適化を行う為に、戦略的研究シー

ズ育成事業においては、細胞培養過程の種々のステップの技術開発成果を統合しながら、輸血用血小

板としての質 現存する輸血用血小板と同等／同等以上の止血機能を持つ ・量 成人 回分の

を一括産生 をそなえた実用化レベルのシステム完成度を目指す研究を行った。その具体的な研究

項目として、 血小板運命決定因子 血小板誘導因子 の導入の最適化 人工骨髄ニッシェの

開発、 血小板産生を増多する因子の特定、 血小板の機能検討を行った。これまでの成果とし
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脂肪前駆細胞を用いた 遺伝子導入の最適化検討を実施した。 はこれまで血液細胞

特異的に発現していると報告されていたが、脂肪前駆細胞にも遺伝子導入前に発現を認めた。また、

巨核球分化誘導培地 松原ら にて培養を行うに従って細胞内 の

発現増加を示しながら巨核球・血小板分化に至った 松原・小野ら 。したがって、脂

肪前駆細胞は、皮膚線維芽細胞と同様に採取負担が軽度で試験管内で増殖力を持ち 通常の研究室の

フラスコ培養において 日で 倍 、しかも 遺伝子を内因性に有しているため、遺伝子導入

無しで効率良く血小板分化に至る 特許出願済 。さらに、皮下脂肪前駆細胞集団から巨核球に分化

し易い細胞 脂肪前駆細胞由来プレ巨核球前駆細胞： 細胞 の同定に成功した。 人工骨髄ニ

ッシェの開発：これまでの細胞培養法では、ひとつの巨核球あたり 個の血小板を放出する。この
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を増多する因子の特定：これまでの自験データを基に、脂肪前駆細胞が血小板分化の生体内必須サイ

トカインであるトロンボポエチンを自ら分泌しながら血小板分化に至るのでは？との仮説を検証し

た。その結果、脂肪前駆細胞は、血小板分化誘導培地に含まれる生体内因子トランスフェリン 添加
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のソース とほぼ同程度、造血幹細胞由来血小板より機能は高いことを認めた。平成 年 月から

スタートした短期集中実用化プロジェクトでは、戦略的研究シーズ育成事業の期間で得られた成果に

基づき、実用化を目指し、バイオリアクターを用いた血小板大量作製の詳細なプロトコールの最適化

を行う。得られた作製血小板の止血作用などの機能や安全性試験を と免疫不全マウスを用

いた にて行う。さらに複数のバイオリアクター導入に向けたシステムの最適化や機能保持に

適した保存システムを確立する。
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た血小板の大量作製技術の確立）を平成 年度末から平

成 年度中期までに行う。作製血小板の機能評価法の確

立として、 での作製血小板の機能評価（

において顆粒放出能、血小板凝集能、血栓形成能）は平成

年度末までにプロトコール作成を行う。作製血小板の

機能評価・安全性試験として、創傷 免疫不全 マウス

を用いての輸血効果を検討するプロトコール作成は、平成

年度末までに行う。ヒト作製血小板の創傷治癒効果を

検討するためのプロトコール作成は平成 年度末までを

目指す。作製血小板の医療応用に向けた大量培養法の確

立・機能保持に適した保存技術のプロトコール確立は平成

年度半ばまでに完成を目指す。

 

１． 平成 年度の研究目的

プロジェクト 年目となる 年度は、戦略的研究シ

ーズ育成事業 平成 〜 年度 、「輸血用自己血小板

の新規安定供給システムの確立」にて得られた再生医学

技術を基盤として、本研究では主にヒト皮下脂肪前駆細

胞に由来する株化細胞を巨核球・血小板作製のソースと

して分化誘導を行い、輸血用血小板としての質 現存す

る輸血用血小板と同等／同等以上の止血機能を持つ ・

量 成人 回分の を一括産生 をそなえた実用

化レベルのシステム完成度を目指す。また、同様の血小

板作製技術を用いて得られた細胞を創傷治癒への応用

に展開したい。

細胞由来血小板を医療応用に向けて作製する際の重要

ポイントは、（ ）安全性、 血小板作製量、 血小

板機能、そして コスト、である。現在、輸血用血小

板を作製する試みは、 細胞を用いるアプローチが論

文報告されており、本研究の競合技術と考えられる。そ

れぞれ細胞を用いた場合の上記ポイントについて比較

すると、 安全性と 血小板作製量：「脂肪前駆細胞」

も「 細胞から作製した巨核球」も大量の血小板安定

供給の鍵である「細胞増殖能と血小板への分化能力を半

永久的に獲得した細胞株」の樹立に成功しており、作製

量に関しては同等と考えられるが、脂肪前駆細胞は正常

細胞でありながら遺伝子導入を一切行わず 巨核球・血

小板分化の決定転写因子を脂肪前駆細胞は有している

ため に株化に成功しているに比し、 細胞において

は 細胞作製にがん関連因子を含む 因子の遺伝子導

入に加え、さらに巨核球株を作製する際にがん関連因子

を含む２因子の遺伝子導入が必要である。したがって、

安全性においては脂肪前駆細胞が優位性を有する。

血小板機能：脂肪前駆細胞から作製された血小板は造血

幹細胞から作製された血小板よりも有意に血栓形成機

能が高い。これは、脂肪前駆細胞が有する細胞内物質の

働きが考えられている。また、血小板機能発現に必須で

ある血小板内顆粒形成が脂肪前駆細胞由来血小板では

豊富に認められるが、 細胞由来血小板では乏しいこ

とがそれぞれ論文報告されている。 コスト：脂肪前

駆細胞からの血小板作製法は非常にシンプルで生体内

物質であるトランスフェリン添加により行われる。その

添加刺激で巨核球・血小板分化に必須のサイトカインで

あるトロンボポエチンを自ら分泌しながら分化に至る。

一方、 細胞使用では、 細胞との共培養の必要

性や遺伝子操作のための手技、さらには遺伝子組換えト

ロンボポエチン添加が必要であり、同等の脂肪前駆細胞

使用に比し、我々の研究室での検討では、約 倍のコ

スト増である。これら個々の点において脂肪前駆細胞の

使用は優位性が高いと考えられる。

平成 年度 月から行う具体的な重点項目は、作製血

小板のプロトコール最適化（内容・方法：脂肪前駆細胞

を用いて、遺伝子導入や組換えサイトカインの添加を必

要としない血小板作製技術の確立）である。

平成 年度 月から 月に行う具体的な重点項目は、

作製血小板のプロトコール最適化（内容・方法：バイオ

リアクター用いた血小板の大量作製技術の確立）である。

また、作製血小板の機能評価として、 での作製

血小板の機能評価系の確立（内容・方法： にお

いて顆粒放出能、血小板凝集能、血栓形成能）である。

． 平成 年度の研究成果

本研究は戦略シーズにて得られた成果「皮下脂肪前駆細胞

が血小板に分化する分子メカニズム」を活用して、少量の

皮下脂肪前駆細胞から血小板を安全・安定に大量作製する

ためのシステム構築を目指すプロトコール作成を行う。脂

肪前駆細胞からの血小板作製過程は、 脂肪前駆細胞

→ 血小板の親細胞である巨核球への分化 → 血

小板産生に大別される。戦略シーズにおいては、作製血小

板のソースとして脂肪前駆細胞が適している細胞である

ことを見いだした。その科学的根拠として、脂肪前駆細胞

は、巨核球への分化決定に重要な転写因子やサイトカイン

を有していることを明らかにした。平成 年 月からの

ヶ月間に、 の血小板に分化しやすい 陽性脂肪

前駆細胞の同定や、細胞の増殖能や分化能を維持するため

の株化プロトコールの確立を行った。これら細胞を用いて

血小板を作製すべく、 や を行う細胞培養のバイオリ

アクターの設置をはじめとする研究室の設立を行った。ま

た、作製血小板の機能評価法の検討として、フローサイト

メトリーを用いて、血小板機能発現の要となる

膜受容体の機能を定量評価する方法のプロトコール作成

を行った。さらにシングルセル解析を行い分化誘導効率の

増加につながる因子の検出を行った。本プロジェクトに集

中できる研究機器を装備した研究室の設置により研究が

加速された。研究は計画に従い順調に進んでいる。

前述のように、プロジェクトに集中できる研究機器を装備

した研究室の設置により研究が加速された。自室で行う検

討項目 作製血小板のプロトコール最適化や での

作製血小板の機能評価 に関しては計画どおり順調に進ん

でいる。変更の可能性がある点は、 での作製血

小板の機能評価の方法である。予定していた本研究チーム

における従来法での検討から、別の方法での検討に着手し

ている。巨核球・血小板作製の細胞ソースとなる脂肪前駆

細胞に関する重要な成果が得られた。多くの細胞が混在す

る皮下脂肪組織から血小板に分化しやすい細胞の同定に

成功した。さらに、これら細胞の血小板への分化誘導効率

を上げるための細胞の前処理法を見いだした。また脂肪前

駆細胞の分化能と増殖能を維持するための株化プロトコ

ールが確立できた。現在行っている血小板機能評価は、手

技が煩雑のため、簡易な方法での評価技術確立を急ぎたい。

作製血小板のプロトコール最適化（バイオリアクター用い
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中できる研究機器を装備した研究室の設置により研究が

加速された。研究は計画に従い順調に進んでいる。

前述のように、プロジェクトに集中できる研究機器を装備

した研究室の設置により研究が加速された。自室で行う検

討項目 作製血小板のプロトコール最適化や での

作製血小板の機能評価 に関しては計画どおり順調に進ん

でいる。変更の可能性がある点は、 での作製血

小板の機能評価の方法である。予定していた本研究チーム

における従来法での検討から、別の方法での検討に着手し

ている。巨核球・血小板作製の細胞ソースとなる脂肪前駆

細胞に関する重要な成果が得られた。多くの細胞が混在す

る皮下脂肪組織から血小板に分化しやすい細胞の同定に

成功した。さらに、これら細胞の血小板への分化誘導効率

を上げるための細胞の前処理法を見いだした。また脂肪前

駆細胞の分化能と増殖能を維持するための株化プロトコ

ールが確立できた。現在行っている血小板機能評価は、手

技が煩雑のため、簡易な方法での評価技術確立を急ぎたい。

作製血小板のプロトコール最適化（バイオリアクター用い
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下条件における巨核球分化・血小板産生の過程のそれぞれ

での培養上清中のTPO濃度の測定をELISA法を用いて行っ

た。その結果、脂肪前駆細胞を維持用培地を用いて培養し

た培養上清におけるTPO発現(細胞からのTPO分泌)は認め

られなかったが、脂肪前駆細胞をトリプシン処理後にrTPO

非添加巨核球分化誘導培地にて培養した培養上清におけ

る TPO 発現を認めた。そこで、脂肪前駆細胞を rTPO 存在

下・非存在下(+/-)の条件で巨核球・血小板への分化誘導

を行ったところ、特異的表面マーカーであるCD41や CD42b

の発現細胞数、DNA ploidy に rTPO (+/-)の差は認められ

なかった。また、脂肪前駆細胞をトリプシン処理後、rTPO

非添加巨核球分化誘導培地に MPL 機能阻害作用を有する

抗 MPL 抗体の添加条件にて培養を行った結果、MPL 濃度依

存性に巨核球産生抑制が認められた。これら結果は、(1) 

脂肪前駆細胞は巨核球分化誘導培地で培養する際に TPO

を分泌、(2) 脂肪前駆細胞が巨核球分化誘導培地に分泌す

る TPO は、細胞を巨核球分化に誘導する活性を有している、

(3) 脂肪前駆細胞からの巨核球分化・血小板産生は、脂肪

前駆細胞が分泌するTPOとMPLの作用が重要な役割を有す

る。この知見の分子機序の解明研究において、分化誘導培

地に含まれ生体内物質でもあるトランスフェリンがその

受容体である CD71 を介して TPO 分泌刺激に至ることを認

めた。そこで CD71(+)脂肪前駆細胞が巨核球に分化し易い

細胞であるという仮説を考え、ヒト脂肪前駆細胞を

CD71(+/-)細胞に FACS にて単離、巨核球分化誘導培地にて

6日間培養を行った。培養上清中の TPO レベルは巨核球分

化誘導前細胞では認めず、誘導後は CD71(+)細胞 31+16 

pg/mL に比し CD71(-)細胞 7+3 pg/mL であった(p=0.014)。

それぞれの細胞群(4 x 105個)からの巨核球(CD41 陽性大

型細胞)数の定量解析結果は,CD71(+)細胞からは

6,20+0.84 x 104 巨核球,CD71(-)細胞からは 1,10+0.14 x 

104 巨核球であった(p=0.013)。本知見は、CD71(+)PAD の

FACS 単離は、その細胞の TPO 分泌の機序を介して巨核球

産生効率アップシステム構築につながることを示した。 

in vitro での作製血小板の機能評価は、予定していた

本研究チームにおける従来法での検討から、別の方法での

検討に着手している。作製血小板に特異的惹起剤を作用さ

せ、血小板のリガンドに標識したものとの反応をフローサ

イトメーターを用いて検出する。この方法は作製血小板の

機能を定量的に解析できるため、今後における有力な評価

法のひとつと考える。 

脂肪前駆細胞を用いて、遺伝子導入や組換えサイトカインの

添加を必要としない血小板作製技術・評価法の確立 

宇留賀 友佳子 

１． はじめに 

血小板は体内で止血機能を持つ他類なき細胞である。抗

がん剤使用時や出血時などで起こる血小板減少が重篤な

場合は死に至る。血小板輸血は、血小板減少に対する唯一

の確立された治療であるが、その 100%を善意の献血に依

存、更に保存期間は僅か 4日間であるため、医療現場にお

ける需要と供給のアンバランスが問題視されている。この

世界的問題を克服すべく、戦略的研究シーズ育成事業 (平

成25~26年度) では、「輸血用自己血小板の新規安定供給

システムの確立」を研究課題名とし、研究代表者が開発し

た世界初の再生医学/細胞培養技術を基に医療現場におい

て不足が深刻化している輸血用血小板の安定供給システ

ム構築の実現を目的とし、試験管内で少量の皮膚線維芽細

胞や脂肪前駆細胞から短期間で大量の血小板を効率良く

安定に安全に産生できるシステム開発に向けた研究を遂

行した。血小板は、幹細胞から巨核球分化を経て産生され

る。この体内で起こる細胞分化を試験管内で行い輸血用血

小板の大量作製への応用可能な細胞培養システムの最適

化を行う為に、戦略的研究シーズ育成事業においては、細

胞培養過程の種々のステップの技術開発成果を統合しな

がら、輸血用血小板としての質 (現存する輸血用血小板と

同等／同等以上の止血機能を持つ)・量 (成人1回分の 2 x 

1011 を一括産生)をそなえた実用化レベルのシステム完成

度を目指す研究を行った。  

１．実験と結果 

脂肪前駆細胞は血液細胞とは分化系統が明らかに異な

る細胞である。はじめに、ヒト脂肪前駆細胞の表面抗原マ

ーカー解析を行った。発現プロファイルとしては、

CD34(-)/CD41(-)/CD45(-)/CD31(-)/CD14(-)/CD116(-)/CD

235(-)/CD56(-)/CD29(+)/CD13(+)/CD73(+)/CD90(+)/CD44

(+)と血液細胞のマーカー発現は認められず、間葉系細胞

のマーカー発現が認められた。脂肪前駆細胞はトリプシン

処理後、巨核球分化誘導培地を用いて培養を行うと巨核球

分化・血小板産生に至る。ここで用いる巨核球分化誘導培

地は、造血幹細胞から血小板分化誘導を行う培地と同じも

のである。脂肪前駆細胞からの血小板産生のために、特別

な試薬や遺伝子導入を必要とせず、なぜ間葉系細胞である

脂肪前駆細胞から血小板が産生されるのか？の機序解明

研究に着手した。血液細胞の分化は、転写因子とサイトカ

インの制御を高度に受けている事に着目し、先ずは転写因

子の遺伝子発現解析を定量リアルタイム PCR 法を用いて

行った。その結果、巨核球・血小板分化に重要とされてい

る FOG、Fli、GATA2、RUNX1、p45NF-E2 の発現が認められ

た。OCT や SOX2 といった多能性に関する因子の発現は認

められなかった。これらの中で特に p45NF-E2 は、巨核球

分化誘導の過程で、その発現量の増加が認められた為、脂

肪前駆細胞からの血小板分化における p45NF-E2 の役割の

検討目的で、p45NF-E2 遺伝子強制発現させた脂肪前駆細

胞からの巨核球分化・血小板産生の解析を行った。その結

果、巨核球・血小板産生の数が増加したことを認めた。以

前、海外のグループで造血幹細胞に p45NF-E2 遺伝子を強

制発現させ、脂肪前駆細胞同様に巨核球・血小板産生の数

が増加したことを報告している。また一方で、我々は

p45NF-E2 とその結合因子 Maf を遺伝子導入したヒト皮膚

線維芽細胞が巨核球に分化し、血小板を産生することを見

いだした。ヒト皮膚線維芽細胞を巨核球分化誘導培地で培

養しても巨核球に分化しないことから、p45NF-E2/Maf が

巨核球分化制御に重要な転写因子であることを示してい

る。Maf はユビキタスに発現している因子である。したが

って、脂肪前駆細胞は巨核球分化制御に重要な転写因子

p45NF-E2 を有していることが、その血小板産生機構の機

序のひとつと考えられる。すなわち、脂肪前駆細胞は既に

p45NF-E2 を有しているため、遺伝子改変を必要とせず、

造血幹細胞からの巨核球・血小板分化培地と同じ培地を用

いて巨核球分化・血小板産生に至ると考えられる。 

TPO は巨核球分化・血小板産生に重要なサイトカインで

ある。その重要性を示す知見として、TPO ノックアウトマ

ウスの血小板数は野生型の 10 分の 1である。また、造血

幹細胞や多能性幹細細胞、あるいは p45NF-E2/Maf 遺伝子

導入皮膚線維芽細胞から巨核球や血小板分化を行う際に

は、組換え TPO（rTPO）の添加が必須である。TPO の受容

体である MPL に対する作動薬は、血小板増多薬として開発

され、臨床に使用されている。これら事実からも TPO の巨

核球分化・血小板産生における重要性が示されている。TPO

の主な産生は肝臓であることが知られている。しかしなが

ら、我々は脂肪前駆細胞の定量リアルタイム PCR 法による

遺伝子解析において、TPO と MPL の遺伝子を発現している

ことを認めた。TPO 遺伝子の塩基配列をシーケンスにより

検討した結果、既報の配列と一致していた。次に TPO タン

パクの発現検討を試みた。脂肪前駆細胞から rTPO 非添加

目次用
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下条件における巨核球分化・血小板産生の過程のそれぞれ

での培養上清中のTPO濃度の測定をELISA法を用いて行っ

た。その結果、脂肪前駆細胞を維持用培地を用いて培養し

た培養上清におけるTPO発現(細胞からのTPO分泌)は認め

られなかったが、脂肪前駆細胞をトリプシン処理後にrTPO

非添加巨核球分化誘導培地にて培養した培養上清におけ

る TPO 発現を認めた。そこで、脂肪前駆細胞を rTPO 存在

下・非存在下(+/-)の条件で巨核球・血小板への分化誘導

を行ったところ、特異的表面マーカーであるCD41や CD42b

の発現細胞数、DNA ploidy に rTPO (+/-)の差は認められ

なかった。また、脂肪前駆細胞をトリプシン処理後、rTPO

非添加巨核球分化誘導培地に MPL 機能阻害作用を有する

抗 MPL 抗体の添加条件にて培養を行った結果、MPL 濃度依

存性に巨核球産生抑制が認められた。これら結果は、(1) 

脂肪前駆細胞は巨核球分化誘導培地で培養する際に TPO

を分泌、(2) 脂肪前駆細胞が巨核球分化誘導培地に分泌す

る TPO は、細胞を巨核球分化に誘導する活性を有している、

(3) 脂肪前駆細胞からの巨核球分化・血小板産生は、脂肪

前駆細胞が分泌するTPOとMPLの作用が重要な役割を有す

る。この知見の分子機序の解明研究において、分化誘導培

地に含まれ生体内物質でもあるトランスフェリンがその

受容体である CD71 を介して TPO 分泌刺激に至ることを認

めた。そこで CD71(+)脂肪前駆細胞が巨核球に分化し易い

細胞であるという仮説を考え、ヒト脂肪前駆細胞を

CD71(+/-)細胞に FACS にて単離、巨核球分化誘導培地にて

6日間培養を行った。培養上清中の TPO レベルは巨核球分

化誘導前細胞では認めず、誘導後は CD71(+)細胞 31+16 

pg/mL に比し CD71(-)細胞 7+3 pg/mL であった(p=0.014)。

それぞれの細胞群(4 x 105個)からの巨核球(CD41 陽性大

型細胞)数の定量解析結果は,CD71(+)細胞からは

6,20+0.84 x 104 巨核球,CD71(-)細胞からは 1,10+0.14 x 

104 巨核球であった(p=0.013)。本知見は、CD71(+)PAD の

FACS 単離は、その細胞の TPO 分泌の機序を介して巨核球

産生効率アップシステム構築につながることを示した。 

in vitro での作製血小板の機能評価は、予定していた

本研究チームにおける従来法での検討から、別の方法での

検討に着手している。作製血小板に特異的惹起剤を作用さ

せ、血小板のリガンドに標識したものとの反応をフローサ

イトメーターを用いて検出する。この方法は作製血小板の

機能を定量的に解析できるため、今後における有力な評価

法のひとつと考える。 

脂肪前駆細胞を用いて、遺伝子導入や組換えサイトカインの

添加を必要としない血小板作製技術・評価法の確立 

宇留賀 友佳子 

１． はじめに 

血小板は体内で止血機能を持つ他類なき細胞である。抗

がん剤使用時や出血時などで起こる血小板減少が重篤な

場合は死に至る。血小板輸血は、血小板減少に対する唯一

の確立された治療であるが、その 100%を善意の献血に依

存、更に保存期間は僅か 4日間であるため、医療現場にお

ける需要と供給のアンバランスが問題視されている。この

世界的問題を克服すべく、戦略的研究シーズ育成事業 (平

成25~26年度) では、「輸血用自己血小板の新規安定供給

システムの確立」を研究課題名とし、研究代表者が開発し

た世界初の再生医学/細胞培養技術を基に医療現場におい

て不足が深刻化している輸血用血小板の安定供給システ

ム構築の実現を目的とし、試験管内で少量の皮膚線維芽細

胞や脂肪前駆細胞から短期間で大量の血小板を効率良く

安定に安全に産生できるシステム開発に向けた研究を遂

行した。血小板は、幹細胞から巨核球分化を経て産生され

る。この体内で起こる細胞分化を試験管内で行い輸血用血

小板の大量作製への応用可能な細胞培養システムの最適

化を行う為に、戦略的研究シーズ育成事業においては、細

胞培養過程の種々のステップの技術開発成果を統合しな

がら、輸血用血小板としての質 (現存する輸血用血小板と

同等／同等以上の止血機能を持つ)・量 (成人1回分の 2 x 

1011 を一括産生)をそなえた実用化レベルのシステム完成

度を目指す研究を行った。  

１．実験と結果 

脂肪前駆細胞は血液細胞とは分化系統が明らかに異な

る細胞である。はじめに、ヒト脂肪前駆細胞の表面抗原マ

ーカー解析を行った。発現プロファイルとしては、

CD34(-)/CD41(-)/CD45(-)/CD31(-)/CD14(-)/CD116(-)/CD

235(-)/CD56(-)/CD29(+)/CD13(+)/CD73(+)/CD90(+)/CD44

(+)と血液細胞のマーカー発現は認められず、間葉系細胞

のマーカー発現が認められた。脂肪前駆細胞はトリプシン

処理後、巨核球分化誘導培地を用いて培養を行うと巨核球

分化・血小板産生に至る。ここで用いる巨核球分化誘導培

地は、造血幹細胞から血小板分化誘導を行う培地と同じも

のである。脂肪前駆細胞からの血小板産生のために、特別

な試薬や遺伝子導入を必要とせず、なぜ間葉系細胞である

脂肪前駆細胞から血小板が産生されるのか？の機序解明

研究に着手した。血液細胞の分化は、転写因子とサイトカ

インの制御を高度に受けている事に着目し、先ずは転写因

子の遺伝子発現解析を定量リアルタイム PCR 法を用いて

行った。その結果、巨核球・血小板分化に重要とされてい

る FOG、Fli、GATA2、RUNX1、p45NF-E2 の発現が認められ

た。OCT や SOX2 といった多能性に関する因子の発現は認

められなかった。これらの中で特に p45NF-E2 は、巨核球

分化誘導の過程で、その発現量の増加が認められた為、脂

肪前駆細胞からの血小板分化における p45NF-E2 の役割の

検討目的で、p45NF-E2 遺伝子強制発現させた脂肪前駆細

胞からの巨核球分化・血小板産生の解析を行った。その結

果、巨核球・血小板産生の数が増加したことを認めた。以

前、海外のグループで造血幹細胞に p45NF-E2 遺伝子を強

制発現させ、脂肪前駆細胞同様に巨核球・血小板産生の数
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シングルセルでの遺伝子発現解析に向けた検討 

瀧澤 典子 

１． はじめに 

本研究では、脂肪前駆細胞から血小板を作製する技術の

確立を行う。その効率を上げるためには科学的根拠に基づ

いた培養技術の開発が必要である。今回、脂肪前駆細胞の

中でどのような遺伝子発現を呈する細胞が巨核球に分化

し易いかを検討するため、シングルセル解析に着手した。

均一な細胞集団は存在しないことから、細胞集団を対象と

したマイクロアレイ解析では多くの混在物が結果に影響

していることが問題視されている。近年では、ひとつの細

胞ごとに遺伝子発現解析を行うシングルセル解析が行わ

れている。平成 26年 11 月からスタートした本プロジェク

トにおいて、脂肪前駆細胞、脂肪前駆細胞株および造血幹

細胞とそれぞれの細胞を巨核球分化誘導培地にて培養し

た細胞を対象にシングルセル解析に向けた検討を行って

いる。 

１．実験と結果 

解析の対象と実験条件を下記の表に示す。 

これら細胞は、Fluidigm C1 Single-Cell Auto Prep System

を用いてシングルセルを調製した。上記それぞれの細胞群

において、50%から80%の細胞のシングルセル化に成功し、

それぞれシングルセル由来の cDNA を得た。cDNA は、上記

キットの試薬を用いて増幅を行った。その結果、約 5000

倍の cDNA 増幅に成功した。今後は、これらサンプルを用

いたシングルセルにおける候補因子解析やマイクロアレ

イ解析を行う。 

目次用

KAST 平成26年度研究概要　2015.7.29
－ 108 －



業 績

【原著論文】

1. Tozawa K, Ono-Uruga Y, Matsubara Y. Megakaryopoiesis. 
Clinical and experimental thrombosis and hemostasis. Clin Exp 
Thromb Hemost,1(2)54-58, (2014)

2. Yamaguchi Y, Moriki T, Igari A, Matsubara Y, Ohnishi T, 
Hosokawa K, Murata M. Studies of a microchip flow-chamber 
system to characterize whole blood thrombogenicity in healthy 
individuals. Thromb Res. 132 (2): 263-270, (2013) 

3. Matsubara Y, Ono Y, Suzuki H, Arai F, Suda T, Murata M, 
Ikeda Y. OP9 bone marrow stromal cells differentiate into 
megakaryocytes and platelets. Plos One 8 (3): e58123, (2013) 

【総説】

1. 松原由美子：脂肪前駆細胞からの血小板作製

Thrombosis Medicine 5 (2) 22-27 (2015) 

2. 松原由美子：マウスおよびヒト線維芽細胞から血小板

への直接リプログラミング 細胞 46 (5) 8-11, (2014) 

3. 松原由美子：線維芽細胞から巨核球へのダイレクトリ

プログラミング  (Generation of Megakaryocytes from 
fibroblasts and preadipocytes) 臨床血液 55 (4) 387- 
395 (2014) 

4. 小野�宇留賀友佳子、松原由美子：線維芽細胞→巨核

球・血小板 （実験工学 別冊）ダイレクトリプログラミ

ング 22-30 (2015) 

5. 松原由美子：線維芽細胞から巨核球・血小板への direct 
conversion Annual Review 2014 血液 181-185, (2014) 

【書籍】

1. 松原由美子：血小板産生のメカニズム（新・血栓止血

血管学）金芳堂 2015 

2. 松原由美子：血栓形成における血小板の役割 

ファーマコナビゲーターシリーズ 抗凝固療法編 

メディカルビュー社 2014 

3. 松原由美子、村田満：血小板と止血 血栓・止血ハン

ドブック 西村書店 2014 

【口頭発表】

1. Keiichi Tozawa, Yukako Ono-Uruga, Tadashi Horiuchi, 
Shinichiro Okamoto, Mitsuru Murata, Yasuo Ikeda, Toshio 
Suda, Yumiko Matsubara: Identification of Megakaryocytic 
Progenitor Cells among Subcutaneous Pre-adipocytes 
Thrombopoietin. XXV The International Society on 
Thrombosis and Haemostasis. 2015 年 6 月 トロント

2. 戸澤 圭一、小野�宇留賀 友佳子、堀内 正、村田 満、

岡本 真一郎、池田 康夫、須田 年生、松原 由美子: ヒト

脂肪前駆細胞からの巨核球分化誘導システム:トランスフ

ェリン/CD71/TPO 分泌機序を介した高効率産生 第 37 回 

日本血栓止血学会 2015 年 5 月 甲府

3. Yukako Ono-Uruga, Keiichi Tozawa, Sahoko Matsuoka, 
Tadashi Horiuchi, Shinichiro Okamoto, Mitsuru Murata, Yasuo 
Ikeda, Toshio Suda, Yumiko Matsubara: A Novel Mechanism 
of Megakaryopoiesis from Pre-adipocytes: Involvement of 
Transferrin/ CD71/ TPO Pathways. 56rd The American Society 
of Hematology. 2014 年 12 月サンフランシスコ

4. Yukako Ono-Uruga, Sahoko Matsuoka, Tadashi Horiuchi, 
Shinichiro Okamoto, Mitsuru Murata, Yasuo Ikeda, Toshio 
Suda, and Yumiko Matsubara. Megakaryocyte Differentiation 
from Preadipocytes through the Production of Endogenous 
Thrombopoietin via CD71 第 76 回 日本血液学会 2014 年 10
月大阪

5. Yumiko Matsubara: A Novel Mechanism of 
Megakaryopoiesis from Pre-adipocytes:  
Involvement of Transferrin/CD71/TPO Pathways The 9th Aso 
International Meeting 2015 年 5 月阿蘇

6. 松原由美子：脂肪幹細胞 (脂肪前駆細胞) 由来の巨核

球・血小板 (教育講演) 第 63 回 日本輸血・細胞治療学会

総会 2015 年 5 月 東京

【特許】

(1)国内特許出願 3 件

(2)国外特許出願 1 件

目次用

シングルセルでの遺伝子発現解析に向けた検討 

瀧澤 典子 

１． はじめに 

本研究では、脂肪前駆細胞から血小板を作製する技術の

確立を行う。その効率を上げるためには科学的根拠に基づ

いた培養技術の開発が必要である。今回、脂肪前駆細胞の

中でどのような遺伝子発現を呈する細胞が巨核球に分化

し易いかを検討するため、シングルセル解析に着手した。

均一な細胞集団は存在しないことから、細胞集団を対象と

したマイクロアレイ解析では多くの混在物が結果に影響

していることが問題視されている。近年では、ひとつの細

胞ごとに遺伝子発現解析を行うシングルセル解析が行わ

れている。平成 26年 11 月からスタートした本プロジェク

トにおいて、脂肪前駆細胞、脂肪前駆細胞株および造血幹

細胞とそれぞれの細胞を巨核球分化誘導培地にて培養し

た細胞を対象にシングルセル解析に向けた検討を行って

いる。 

１．実験と結果 

解析の対象と実験条件を下記の表に示す。 

これら細胞は、Fluidigm C1 Single-Cell Auto Prep System

を用いてシングルセルを調製した。上記それぞれの細胞群

において、50%から80%の細胞のシングルセル化に成功し、

それぞれシングルセル由来の cDNA を得た。cDNA は、上記

キットの試薬を用いて増幅を行った。その結果、約 5000

倍の cDNA 増幅に成功した。今後は、これらサンプルを用

いたシングルセルにおける候補因子解析やマイクロアレ

イ解析を行う。 

KAST 平成26年度研究概要　2015.7.29
－ 109 －




