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第 1章 序論 
 

1-1. 神経変性疾患 

 

 神経変性疾患とは、中枢神経系における神経細胞の脱落や神経細胞内外における異常

タンパク質の蓄積を特徴とし、進行性の認知・運動機能に障害が現れる疾患である。代

表的な神経変性疾患として、アルツハイマー病や、パーキンソン病、筋委縮性側索硬化

症、脊髄小脳変性症、ハンチントン病などが挙げられる。 

これら神経変性疾患のうち最も患者数が多いのはアルツハイマー病である。アルツハ

イマー病では、海馬をはじめとし大脳皮質などにおいてアミロイド β の蓄積やリン酸化

τ タンパク質の凝集による神経原線維変化、ニューロン間のシナプスの減少が見られ、

高齢者の認知症の原因として過半数を占める (Grundke-Iqbal et al., 1986)。次いで患者数

が多いのがパーキンソン病であり、中脳の黒質ドーパミン神経細胞の減少による振戦や

筋固縮といった運動機能障害が見られるのが特徴である。筋委縮性側索硬化症では運動

ニューロンの変性により呼吸筋も含め全身の筋力低下や筋萎縮が進行する (Dauer and 

Przedborski, 2003)。脊髄小脳変性症では、ふらつきやうまく喋れなくなるなどの症状が

現れ、ハンチントン病では舞踏運動などの自分の意思とは無関係に身体が動くような症

状が見られる。このように、神経変性疾患では広範な神経系がどのように障害されるか

により、症状は異なり、いずれも症状が進行するにつれて日常生活に支障をきたすよう

になる。アルツハイマー病やパーキンソン病などの疾患は高齢者において有病率が高く

なっており、加齢は発病における危険因子の一つであるとされる (朝田, 2018)。厚生労

働省による患者調査によれば、パーキンソン病の患者数は平成 2 年から平成 26 年の間

に約 1.5倍、アルツハイマー病の患者数は約 90倍となった (図 1)。平成 28年国民生活

基礎調査によれば、これらの疾患で介護を必要とする人は約 20%を占める (図 2)。世界

で見ても、2015年にアルツハイマー病の影響を受ける人口はおよそ 4000万人と報告さ

れていたが、2050 年には 1 億 350 万人に増加すると予測されている (Alzheimer's 

association, 2018; Dobson, 2017; Christina, 2018)。先進国において平均寿命が長くなること

に伴い、神経変性疾患の患者数は増加の一途をたどると予想され、財政への負担は確実

に増加すると予想される。 
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経機能の回復は困難であることも治療法開発が難しい要因である。しかしながら、今後

ますます患者数が増加することが予想される神経変性疾患の予防法及び治療法の開発

は長寿社会を迎えた日本やその他先進国にとって大きな課題である。 

 

 

1-2. 酸化ストレスと細胞傷害 

 

 神経変性疾患の発症機構の詳細については未だに明らかとなっていないことが多い

が、主な特徴である神経細胞傷害には酸化ストレスが関わっていることが報告されてい

る (Ebadi et al., 1996; Smith et al., 1995)。酸化ストレスとは生体内において酸化力が抗酸

化力を上回り、体内の酸化・還元状態の維持が出来ていない状態を指し、その原因は生

体内で発生する活性酸素種による酸化物質の蓄積である (図3)。好気性生物におけるエ

ネルギー産生において酸素は必要不可欠であるが、酸素の一部は代謝の過程で活性酸素

種に還元される。代表的な活性酸素種には、スーパーオキシドアニオン、ヒドロキシラ

ジカル、過酸化水素、一重項酸素の4種がある。活性酸素種は反応性が高く、脂質を攻

撃して動脈硬化や心筋梗塞などの原因となる過酸化脂質を発生させたり、タンパク質を

攻撃することにより酵素や受容体の機能に影響を与えたりする。また、核酸と反応して

DNA鎖の切断や核酸塩基の酸化的修飾による変異を引き起こしたりする。体内の臓器

の中で最も酸素の消費量が多い脳では、活性酸素種が発生するリスクも高く、酸化スト

レスを受けやすい組織といえる ( Halliwell, 2006; Cheignon et al., 2018)。 

通常、生体内には活性酸素種を消去するための機構すなわち抗酸化機構が備わってお

り、活性酸素種が過剰にならないように制御されている (図 3)。具体的には抗酸化酵素

及び抗酸化物質による活性酸素種の消去が挙げられる。抗酸化酵素としてはスーパーオ

キシドアニオンを消去するスーパーオキシドディスムターゼ (SOD) や過酸化水素を

消去するカタラーゼ (CAT) などがある。また過酸化脂質を還元する酵素としてはグル

タチオンペルオキシターゼ (GPx) が存在する (MatÉs et al., 1999)。抗酸化物質とは活性

酸素を還元して無害なものにする物質であり、生体内に存在する最も一般的な抗酸化物

質にはグルタチオンがある。グルタチオンはグルタミン酸、システイン、グリシンの 3

種類のアミノ酸から成るトリペプチドであり、γ-グルタミルシステイン合成酵素及びグ

ルタチオン合成酵素により合成される。グルタチオンは直接スーパーオキシドアニオン

やヒドロキシラジカルを還元したり、グルタチオンぺルオキシダーゼ 4 (GPx4) などの

基質となり過酸化脂質や過酸化水素を還元したりする (Dringen, 2000)。  
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もう一つの酸化ストレス誘発性細胞傷害の形態であるフェロトーシスはエラスチン

により誘導される (図 5)。エラスチンによる細胞傷害の誘導はフェロトーシスが定義さ

れる以前に、Ras 変異型ヒト包皮線維芽細胞  (BjeLR) を用いた研究で発見された 

(Yagoda et al., 2007)。 

エラスチンを細胞外に添加すると、グルタミン酸と同様に細胞内グルタチオンが枯渇

する。グルタミン酸が細胞内外の濃度差によってシステム Xc－によるシスチン/グルタ

ミン酸対向輸送を阻害するのに対し、エラスチンはトランスポータータンパク質 xCT

との直接的な相互作用により、システム Xc－の機能を阻害する。システム Xc－の阻害に

よる細胞内グルタチオンの枯渇によって、フェントン反応で発生した活性酸素種を原因

とする脂質ラジカルが GPx4により還元されず、細胞内に蓄積した結果、細胞死が誘導

される (Yang et al., 2014)。 

また、フェロトーシスでは細胞内の鉄依存的な過酸化脂質の蓄積が見られる。脳は活

発なエネルギー産生やドーパミン、セロトニンといった神経伝達物質の生合成の為に鉄

を多く必要とする。中枢神経系では血液や脳脊髄液を介して鉄を取り込む。血清中に存

在するトランスフェリン (Tf) と結合した鉄は、トランスフェリン受容体-1 (TfR1) に結

合するとエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれる。エンドソーム内で遊離した

Fe3+は還元酵素 (six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3; STEAP3) の働きで Fe2+

に還元され、二価金属トランスポーター (divalent metal transporter-1; DMT1) により細胞

質内に輸送される。取り込まれた Fe2+は DNA 合成に必要な酵素の補因子やヘム合成に

使われるが、一部の Fe2+はフェントン反応の触媒となる。フェントン反応では Fe2+を触

媒として過酸化水素からヒドロキシラジカルが発生する。発生したヒドロキシラジカル

は主に生体膜中の多価不飽和脂肪酸を酸化し、脂質ラジカルを生成する。酸化された多

価不飽和脂肪酸による細胞膜脂質に対する酸化的ダメージは、細胞質の断片化及び細胞

膜の透過性に影響を与え、最終的には細胞死を誘発する。デフェロキサミンやシクロピ

ロクスオラミンなどの鉄キレート剤によりエラスチンによるフェロトーシスの誘発は

阻害される (Dixon et al., 2012)。 

エラスチンはシステム Xc－のみならず、ミトコンドリア電位依存性アニオンチャネル

(voltage-dependent anion-selective channel; VDAC) にも直接作用する。VDAC2 及び 3の

ノックダウンによりエラスチン誘発性フェロトーシスは阻害されるとの報告から、

VDACもフェロトーシスによる細胞死に深く関与することが示唆される (Yagoda et al., 

2007)。オキシトーシス及びフェロトーシスは共にシステム Xc－の阻害により生じる酸

化ストレス誘発性細胞死であるが、エラスチンの標的が複数存在することにより細胞
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モーラー以下の低濃度のグルタミン酸はイオンチャネル型グルタミン酸受容体を活性

化させ、細胞内へ Ca2+の異常な流入を引き起こす。従って、グルタミン酸受容体が発現

する細胞の場合は、システム Xc－の阻害による Ca2+流入に加え、グルタミン酸の興奮毒

性による Ca2+流入の影響も受ける。しかし、HT22 細胞では、システム Xc－の阻害によ

る影響のみを調べることができる。これらの特徴から HT22 細胞は神経細胞における酸

化ストレスに関する研究に適している。 

 

1-3. プロポリス 

 

高齢社会に突入した現代の日本において、医療費の高騰は大きな社会問題のひとつで

ある。そこで、発病には至らないが、軽い症状がある状態を指す「未病」の段階で健康

補助食品などを用いて病気を予防すること、進行を遅らせることへの期待が高まってき

ている。オキシトーシスやフェロトーシスの原因となる活性酸素を還元または捕捉して

酸化ストレスを抑制する抗酸化物質には、ビタミン C、ビタミン E、アスタキサンチン

やリコピン等のカロテノイド類、クルクミンやカテキンなどのポリフェノール類など多

くの種類の化合物があり、健康補助食品として根強い人気がある。 

健康補助食品の代表的なものの一つとして蜂産品がある。蜂産品とはミツバチの生産

物であり、蜂蜜、ローヤルゼリー、花粉荷、プロポリスなどが含まれる。中でもプロポ

リスは古くから民間療法 (アピセラピー) として、1980 年代からは健康食品素材として

世界中で広く使用されている (Burdock, 1998; Marcucci, 1995; Salatino et al., 2011) 。プロ

ポリスとは、ミツバチが種々の植物の新芽、樹脂や蕾を噛み砕いて得た物質に、ミツバ

チ自身の分泌物、蜜蝋などを混合して作り出す粘着性のある樹脂状の物質である。ミツ

バチはプロポリスを巣の壁や出入り口などに塗布して、巣内の補強や修理を行ったり、

外気や水の侵入、外敵の侵入を防いだりするのに用いている (図 4)。また、雑菌の繁殖

を防ぐなど巣内の衛生環境の保持にも役立てている。人類のプロポリス利用の歴史は古

く、紀元前数百年の古代エジプト時代にミイラを作る際の防腐剤として使用されたとい

う報告もある (Asis, 1989)。さらには、南アフリカで起こったボーア戦争 (1899-1902) に

おいてプロポリスは創傷治療に使用され、以降、第二次世界大戦まで用いられていた。

プロポリスに関する研究は 1980 年代から世界的に報告数が増えており、現在までに

様々なプロポリスの多様な生理活性に関する研究が報告されている (Bankova et al., 

1995; Bankova et al., 2000)。 

プロポリスは採取された地域や起源植物により、含まれる成分や呈する色が異なる 
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(表 1, Bankova et al., 2000; Zhang et al., 2016)。プロポリスの起源植物としては、ヨーロ

ッパ、北アメリカ、アジア北部などの温帯地域では Populus 属、ベネズエラ、チュニ

ジアなどの熱帯地域では Clusia 属、ブラジルでは Araucaria 属、Baccharis 属などが報

告されている (Bankova et al., 2000)。 

 
表 1 Baccharisタイプと Poplar タイプのプロポリスの含有成分の違い 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Zhang et al., 2016より抜粋、一部改変) 

N. D. は未検出または定量限界以下を示す。 

 

本研究で使用しているプロポリスはブラジル産のもので、キク科の Baccharis 

dracunclifolia を起源植物とする。Baccharisタイプのプロポリスは暗緑色をしており (図

6)、含まれる主な成分は桂皮酸誘導体、フラボノイド類、カフェオイルキナ酸類である。

その色の特徴から、グリーンプロポリスとも呼ばれる (Kumazawa et al., 2003)。ブラジ

ル産のプロポリスを採取するミツバチは日本でもよくみられるセイヨウミツバチでは

なく、アフリカ蜂化ミツバチである (図 6)。これはアフリカミツバチとセイヨウミツバ

チの交雑種であり、高い防御本能を持つ。この高い防御本能ゆえにそれらの巣を防御す

るプロポリスには高い生理活性が期待される。また、アフリカのアマゾン近くでは有害

菌が多く生息するため、それらから巣を保護するためにミツバチはプロポリスを大量生

産している。そのため、ブラジル産プロポリスの収穫量は他の産地のプロポリスに比べ

多い。これらがブラジル産プロポリスの流通量が多い理由である。 

 

 

Chemicals
Baccharis type Poplar type

p -Coumaric acid 18.01 2.7
Caffeic acid 1.47 13.35
Chlorogenic acid 8.98 N. D.
Caffeic acid phenetyl ester (CAPE) N. D. 24.43

Prenylated
phenylpropanoids

Artepillin C 107.7 N. D.

Quercetin N. D. 5.9
Kaempferol 0.99 1.85
Galangin N. D. 22.23
Kaempferide 11.18 N. D.
Pinocembrin 1.13 44.55
Chrysin N. D. 66.89

Contents (mg/g)

Flavonoids

 Phenylpropanoids
(Cinnamic acid

derivatives)



- 11 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 6. ブラジル産グリーンプロポリス 

左:アフリカ蜂化ミツバチ, 中央: アフリカ蜂化ミツバチの巣の様子, 右: ブラジル産グリーンプ

ロポリス原塊 (Kumazawa et al., 2003より一部抜粋) 

 

ブラジル産グリーンプロポリスは抽出方法によって構成成分が異なる (Nakajima et 

al., 2007; Izuta et al., 2009)。エタノールを抽出溶媒として用いた場合は桂皮酸誘導体が主

要成分であり、水で抽出した場合はカフェオイルキナ酸類が主要成分として含まれてい

る。これまでブラジル産グリーンプロポリスの抽出物は様々な生理活性を示すことが報

告されている。例えば、抗菌作用 (Bankova et al., 1996)、抗炎症作用 (Machado et al., 2012)、

抗酸化作用 (Nakajima et al., 2009a, b)、抗腫瘍作用 (Ishiai et al., 2014)などがあげられる。

これらの作用に関与する成分として、桂皮酸誘導体は抗菌作用、抗酸化作用、抗炎症作

用、抗腫瘍作用、カフェオイルキナ酸類は抗酸化作用、免疫賦活作用、血圧降下作用を

有することが報告されている (Banskota et al., 2001; Maruyama et al., 2009)。 

 

1-4. 本研究の目的 

 

 高齢化が進む我が国において、健康補助食品等を用いた神経変性疾患の発症予防によ

り人々の健康寿命を伸ばし、財政圧迫を軽減することには大きな意義があると考える。

健康補助食品の中でも古くから使用されているブラジル産プロポリスは様々な生理活

性を有していることが報告されているが、脳、特に記憶・学習に重要な働きを担う海馬

における酸化ストレスに対する効果及びメカニズムについての報告は少ない。また、健

康補助食品は医薬品とは区別されているものの、高い効果を期待する消費者も多く、そ

の効果に関して科学的根拠が求められている。 

 本研究では、マウス海馬由来神経細胞である HT22細胞に対し、グルタミン酸または
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エラスチンを処理して酸化ストレスを惹起させ、それに対するブラジル産グリーンプロ

ポリス抽出物の効果を検討した。また、ブラジル産グリーンプロポリスに含まれる成分

に関する評価を行い、ブラジル産グリーンプロポリスの酸化ストレス誘発性細胞傷害に

対する保護効果に関与する成分の同定を行った。さらに、これらの神経保護作用機構に

ついて明らかにした。 
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7. EEP  
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2-2. 実験材料及び実験方法 

 

2-2-1. 試薬 

 

本研究に用いたグリーンプロポリスは、ブラジル産ミナスジェライス州にて採取され

たものであり、Baccharis dracunclifolia を起源植物とする。プロポリスの原塊を 95%エ

タノールで抽出したものをエタノール抽出物 (EEP)、約 50°Cの水で抽出したものを水

抽出物 (WEP)とした。これら抽出物及び EEP主要成分である artepillin C (Art)、baccharin 

(Bac)、drupanin (Dru) はアピ株式会社 (Gifu, Japan) より供与されたものを使用した。 

p-Coumaric acid (p-CA) 及び kaempferide、kaempferol は東京化成工業株式会社 (Tokyo, 

Japan)、isosakuranetin は Extrasynthese 社 (Cedex, France) より購入したものを用いた。

なお、EEP中に含まれる主要成分の濃度は UPLCを用いて測定した (表 2, 図 8)。EEP

及びWEPはエバポレーターにて溶媒を除去した後、EEPは dimethyl sulfoxide (DMSO) 、

WEPはMilliQ水に溶解した。主要成分の化合物はそれぞれ DMSOに溶解した。EEP及

びWEP、各主要成分の溶液は、遮光下にて－20°Cで保存した。  

 
表 2. EEP中の主要成分含有濃度 

Main constituents Amounts in EEP (mg/g 

solid) 

Concentration in  

25 µg/mL EEP (µM) 

Artepillin C 162.0 13.5 

Kaempferide 30.7 2.6 

Baccharin 55.7 2.5 

p-Coumaric acid  15.7 2.4 

Drupanin  12.3 1.3 

Dihydrokaempferide 16.1 1.3 

Betuletol  16.6 1.3 

Isosakuranetin 4.3 0.4 

Kaempferol 1.0 0.1 
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図 8. 本試験で使用した EEP溶液の UPLCクロマトグラム (280 nm) 

 

2-2-2. マウス海馬由来神経細胞株 (HT22) 細胞培養 

  

HT22細胞は David Schubert博士 (The Salk Institute for Biological Studies, La Jolla, CA, 

USA) より恵与して頂いたものを用いた。HT22 細胞の培養は、5% fetal bovine serum 

(FBS, HyClone, Logan, UT, United States) を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Low 

glucose, DMEM, 富士フイルム和光純薬株式会社, Osaka, Japan) 中で、37°C、5% CO2の

条件下で行った。 

 

2-2-3. HT22 細胞に対するオキシトーシス/フェロトーシス/アポトーシスの誘導及びブ

ラジル産グリーンプロポリス抽出物の抑制作用の評価 

  

HT22細胞を2×104 cells/wellになるように48-well plate (Nunc , Roskilde, Denmark) に播

種し、一晩培養した。グルタミン酸 (10 mM) またはエラスチン (0.5 µM)、カンプトテ

シン (10 µM)、エトポシド (10 µM)、スタウロスポリン (1 µM)と各被験物質を任意の濃

度で添加し、24 時間培養した。この時の培地の総量は 400 µL/well になるようにした。

24 時間経過後、細胞培地 50 µL を氷上で別のプレートに回収し、測定まで 4°C で保存

した (experimental release)。元のプレートには 8% Triton-X-100 を 50 µLずつ添加した。

Triton-X-100を添加後、400 rpmで 15分間プレートを撹拌し、4°Cで一晩静置した(total 

release)。  
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2-2-4. LDH assayによる細胞死の評価 

 

細胞死の評価は培地中に放出された乳酸脱水素酵素 (lactate dehydrogenase; LDH) を

指標にした。通常、LDH は細胞質に存在しており、膜透過性を持たない。しかし、細

胞に何らかのストレスがかかり細胞膜が傷害を受けた場合に細胞外すなわち培地中へ

と放出される。LDH assay は LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche Diagnostics Japan, 

Tokyo, Japan) を用いて、キットのプロトコールに従って実施した。回収後に 4°C で保

存しておいた experimental release 測定用サンプルまたは total release 測定用サンプルを

10 µLずつ 96-well plateにとり、50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、Solution 1、Solution 2を混合

した測定用試薬溶液を 90 µL 添加し、室温、遮光下にてシェーカーで攪拌しながら 30

分間反応させた。反応後、プレートリーダーで 492 nmと 620 nmの吸光度を測定した。

以下の式を用いて、細胞死 (cell death (%)) を求めた。 

Cell death (%) = (Abs experimental release－Abs blank) / (Abs total release－Abs blank) × 100 

 

2-2-5．Crystal violet assay (CV assay) による細胞生存率の測定 

  

 生細胞の細胞膜を透過、染色するクリスタルバイオレットを用いて、細胞生存率を求

めた。クリスタルバイオレットの溶液は、クリスタルバイオレット粉末 (キシダ化学, 

Osaka. Japan) 2.5 gをエタノールとMilliQ水の混合液に溶解し 0.5% (w/v) 溶液を調製し

た。LDH assay と同様に、細胞をプレートに播種した後、培地を吸引除去し、各 well

を 1×Phosphate buffered salts (PBS)で 1回洗浄した。細胞を吸わないように注意しなが

ら 1×PBS を吸引除去し、100%メタノールを 400 µL 加え、15 分間、室温で静置した。

メタノールを除去した後、0.5%クリスタルバイオレット溶液を 400 µL添加して室温で

15 分間静置した。クリスタルバイオレット溶液を除去した後、1×PBS で 3 回洗浄し、

300 µLの 1% sodium lauryl sulfate (SDS) 溶液を添加後、室温で 20分間プレートを撹拌

した。プレートリーダーで 580 nmの吸光度を測定した。 

 

2-2-6. 統計処理 

  

測定結果は平均値 ± 標準偏差 (SD)で示した。統計処理は GraphPad Prism 4 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA, USA) を用いて、one-way ANOVAを実施した後、Dunnett’s 

multiple comparison test にて解析した。P<0.05を統計的に有意であると判断した。 
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2-3. 結果 

2-3-1. HT22 細胞におけるブラジル産グリーンプロポリスの酸化ストレス誘発性細胞傷

害に対する保護作用 

  

 EEPのみを終濃度 1.25-50.0 µg/mL (DMSO 0.01%)、WEPのみを 50.0-800 µg/mL で細胞

に処理し、24時間経過後の細胞死 [cell death (%)] を測定した結果、EEPは 50.0 µg/mL、

WEPは 800 µg/mLで細胞死の有意な上昇が認められた。一方で、EEP 25.0 µg/mL、WEP 

400 µg/mL以下の濃度においては、コントロール (化合物未処理) と同程度の細胞死 (約

5%以下) で細胞毒性は認められなかった。従って、以降の試験では EEP は 25.0 µg/mL

以下、WEPは 400 µg/mL 以下の濃度を用いた (data not shown)。 

グルタミン酸 (終濃度 10 mM) と共に、EEP (終濃度 1.25-25.0 µg/mL)、WEP (終濃度

50.0-400 µg/mL) を添加し、24時間培養後の細胞死を測定し、グルタミン酸を単独で処

理した場合の細胞死と比較した (図 9-A)。その結果、グルタミン酸のみを処理した場合

の細胞死は約 80%であったのに対し、EEPをグルタミン酸と同時に添加すると細胞死は

1.56 µg/mL以上の濃度で有意に低下した。6.25 µg/mL 以上の濃度における細胞死はコン

トロールの細胞の値とほぼ同程度の値を示した。WEP については、50.0 µg/mL 以上で

有意にグルタミン酸による細胞死を抑制した。WEP では最高濃度である 400 µg/mL を

処理した場合もコントロールの値と同程度までは抑制しなかった。EEP、WEPの作用は

濃度依存的であった。測定結果を用いてそれぞれの IC50値を算出した結果、EEPは 2.43 

µg/mLに対し、WEP は 80.0 µg/mLであり、EEPとWEPでは EEPの方が低濃度で強い

保護作用を示すことが分かった。これらの結果より、以降の実験は EEP の作用につい

て調べることとした。エラスチン (0.5 µM) と EEPを共に処理した場合も、EEPはエラ

スチンによる細胞死を濃度依存的に抑制した (図 9-B)。これはグルタミン酸誘発性細胞

傷害に対する作用と一致した。IC50値を算出した結果、EEPの IC50は 5.78 µg/mLであり、

グルタミン酸の場合に比べ 2倍以上高い値であった。 

 さらにクリスタルバイオレットアッセイを用いて、細胞生存率に対する影響を調べた

(図 9-C、図 9-D)。その結果、グルタミン酸またはエラスチンを処理した細胞の生存率

はコントロールに比べ有意に低下した。EEP を共処理した細胞の生存率は、グルタミ

ン酸またはエラスチンのみを処理した場合に比べ有意に高い値であり、約 70~80%を示

すことが分かった。EEP の作用は濃度依存的であった。グルタミン酸またはエラスチ

ンにより惹起される酸化ストレス誘発性細胞傷害に対する EEP の作用は、LDH assay

による細胞死とクリスタルバイオレットによる細胞生存率の測定において、同様の傾
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2-4. 考察 

 

生体における過剰な酸化ストレスは様々な疾患の発症や進行に大きく関わっている。

特に、他臓器に比べ酸素の使用量が多い脳においては活性酸素種が発生しやすく、生体

内の抗酸化機構によって処理できない活性酸素種の発生はアルツハイマー病やパーキ

ンソン病などの神経変性疾患の発症要因であることが報告されている (Gilgun-Sherki et 

al., 2001)。本研究では、イオンチャネル型グルタミン酸を発現しないマウス海馬由来

HT22 細胞を用いて、グルタミン酸及びエラスチンにより惹起される酸化ストレス誘発

性細胞傷害に対する、EEP 及び WEP の保護作用を調べた。その結果、WEP と EEP は

どちらも濃度依存的に酸化ストレス誘発性細胞傷害に対する保護作用を示した。EEPの

オキシトーシスに対する IC50 は 2.43 µg/mL であり、フェロトーシスに対しては 5.78 

µg/mLであった。一方、WEPのオキシトーシスに対する IC50は 80.0 µg/mL であった。

このことから、EEPはWEPよりも酸化ストレスに対する保護作用が強いことが示唆さ

れた。これまでにラット由来網膜神経節細胞株 (RGC-5)、ヒト神経芽細胞腫 (SH-SY5Y)、

マウス由来マクロファージ様細胞株 (RAW264.7) などを用いた様々な酸化ストレスモ

デルでブラジル産グリーンプロポリス抽出物が有効であることが報告されている 

(Nakajima et al., 2007; Nakajima et al., 2009a; Junjun et al., 2015; Zhang et al., 2016)。

Nakajima らは、RGC-5 細胞に対しグルタチオン合成阻害剤である L-buthione-(S, 

R)-sulfoximine (BSO) とグルタミン酸の共処理による酸化ストレス誘発性細胞傷害に対

しWEPが保護作用を示すことを報告した。本研究では、EEPに比べ保護作用の弱かっ

た WEP が非常に低濃度で作用を示している。また含有成分のうちカフェオイルキナ酸

類と p-coumaric acid が関与成分であることを報告している (Nakajima et al., 2009)。これ

らの知見から、酸化ストレスモデルの相違、すなわち、使用する細胞や酸化ストレス条

件などの相違により、有効性を示す成分やその程度には一貫性が見られないことがわか

る。本実験に用いた内因性酸化ストレスモデルは、酸化ストレスに対する保護効果を明

確に再現性良く数値化することができるため、プロポリスの効能を評価する上で非常に

有用である。 

 また、EEP の主要成分のうち、artepillin C、kaempferide、kaepmferol がオキシトーシ

スとフェロトーシスに対して保護作用を示したことから、これら 3 つは EEP の主要な

有効成分であると考えられる。特に、最も細胞保護作用が強かったのはブラジル産グリ

ーンプロポリスに特有の成分である artepillin Cであり、オキシトーシス及びフェロトー

シスに対する IC50はそれぞれ 3.12 µM と 5.28 µM であった。25.0 µg/mL の EEP中に含
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まれる artepilin Cの濃度は約 14 µM であることから、本試験で被験物質として用いた主

要成分のうち最も寄与が高いと考えられる。Kaempferide や kaempferol はフラボノイド

に分類され、プロポリス以外にも野菜や果物などに含まれる。これらの EEP 中に含ま

れる量は artepillin Cと比べると少なく、kaempferide は 2.6 µM、kaempferolは 0.1 µM で

あった (表 2)。LDH assay の結果より、kaempferide は EEP の細胞保護作用に関与する

と考えられる。しかし、kaempferol については含有濃度が 0.1 µM と低いことから、単

独では神経保護作用への関与の程度は低いと考えられる。 

また、3種のアポトーシス誘導剤により惹起される細胞傷害に対して EEP は作用を示

さなかった。アポトーシスの誘導に使用したエトポシド及びカンプトテシンはトポイソ

メラーゼを阻害することにより、DNA 損傷によるアポトーシス様の細胞死を引き起こ

す (Hsiang et al., 1985; Nitiss, 2009)。また、スタウロスポリンはプロテインキナーゼの酵

素活性を阻害することにより、ミトコンドリア経路を介したアポトーシス様細胞死を誘

発する (Tamaoki et al., 1986)。EEPはアポトーシス誘発剤による細胞障害に対して作用

を示さなかったことから、EEPの神経保護作用は酸化ストレスにより生じる細胞傷害に

対して選択的である可能性が示唆された。 
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第 3 章 細胞内グルタチオン、活性酸素種、遊離二価鉄及び Ca2+の

流入に対するブラジル産グリーンプロポリスの影響 

 

3-1. 緒言 

  

第 2 章では、HT22 細胞においてブラジル産グリーンプロポリスの抽出物が酸化スト

レス誘発性細胞傷害保護作用を示すことを明らかにした。また、その有効成分は

artepillin C、 kaempferide、及び kaempferolであった。本章ではプロポリス抽出物のうち、

作用が強かった EEP及びその有効成分の作用機序解明を目的とする。 

食物等から摂取する抗酸化物質の中には、酸化ストレス時に発生する活性酸素種や過

酸化脂質を直接消去して抗酸化作用を示すものや、グルタチオンの枯渇から活性酸素の

蓄積に至るまでの反応経路を阻害することで酸化ストレス誘発性細胞傷害を抑制する

ものもある。 

ブラジル産グリーンプロポリスによる酸化ストレス誘発性細胞傷害に対する保護作

用の機序解明のため、グルタミン酸やエラスチン処理時に生じるグルタチオンの枯渇、

活性酸素種の増加、細胞内 Ca2+の流入、細胞内遊離二価鉄に対する影響を調べた。また、

EEP及びその有効成分の in vitro でのスーパーオキシドアニオン消去活性を測定し、化

合物自体の抗酸化活性について検討した。 

 

 

3-2. 実験材料及び実験方法 

 

3-2-1. 試薬 

 細胞内活性酸素種及びミトコンドリア由来のスーパーオキシドの標識にはそれぞれ

CellROXTM Deep Red reagent (Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan) とMitoSOX (Thermo 

Fisher Scientific, Tokyo, Japan) を用いた。細胞内 Ca2+のイメージングには Fluo-4-AM 及

び PluronicTM F-127 (Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan) を使用し、遊離 Fe2+の標識は

Ferro Orange (五稜化薬株式会社, Sapporo, Japan) を用いた。 

 

3-2-2. 細胞内グルタチオンの定量 

  

グルタチオンの定量は Hissin and Hilf (Hissin and Hilf, 1976) の方法を参考にして、次
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の通り行った。HT22細胞を 2.4×105 cells/wellになるように 6-well plateに播種し、一晩

培養した。グルタミン酸及び被験物質を任意の濃度で加えた。この時、培地の総量は 3 

mL になるようにした。12 時間経過後、氷上で PBS を用いて細胞を回収した。回収し

た細胞のペレットに 0.1 M sodium phosphate (pH 8.0)‐5 mM EDTA bufferを加え、再懸濁

した。その後、25% HPO3 溶液を 30 µL加えボルテックスし、溶液が白く濁るのを確認

した。懸濁液を氷上に 15分間静置した後に、4°C、13500 rpmで 10分遠心分離を行い、

上清を測定用サンプルとした。遠心分離後の細胞ペレットはタンパク質の定量に用いた。

蛍光測定用 96-well black plate にサンプルまたは standard (グルタチオン: 0, 2.5, 5, 10, 20, 

40 μM) 5 µLを移し、0.1 M NaPB /5 mM EDTA (pH8.0) 185 µL、メタノールに溶解した 

o-phthaldialdehyde 溶液 (1 mg/mL) 10 µL を加え、遮光下、室温で 15 分間インキュベー

トし、Ex/Em = 350/420 nm における蛍光強度を測定した。細胞ペレットに 0.2 M NaOH

を 75 µL添加することにより変性したタンパク質を溶解し、タンパク質定量用サンプル

とした。タンパク質濃度は DC Protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Osaka, Japan) を用

いて測定した。96-well plateに任意の濃度に希釈したサンプル 5 µLまたは standard 5 µL 

(γ-globulin: 0, 0.25, 0.5, 1 mg/ml) を入れ、A’液25 µL (キット付属のA液とS液の混合液）、

B 液 200 µLを加え、室温、遮光下にてシェーカーで撹拌しながら反応させた。15分後

に 690 nmにおける吸光度を測定した。 

 

3-2-3. 細胞内活性酸素種、Ca2+、ミトコンドリア由来スーパーオキシドアニオンの測定 

 

HT22細胞を 7×104 cells/wellになるように 12-well plate に播種して一晩培養した。グ

ルタミン酸またはエラスチンと被験物質を任意の濃度で添加し、37°C、5% CO2の条件

下で 12 時間または 8 時間培養した。培養後、蛍光試薬を添加し、Deep Red (終濃度: 5 µM) 

は 30分間、MitoSOX (終濃度: 5 µM) 及び Fluo-4 (終濃度: 5 µM) は 15分間 37°C、5% CO2

の条件下でインキュベートした。蛍光試薬で標識後、培地を吸引し、フェノールレッド

不含の DMEM を 1 mL 添加して蛍光顕微鏡 (BZ-X700, Keyence, Osaka, Japan) で観察し

た。 

 

3-2-4. 細胞内遊離二価鉄の測定 

 

HT22 細胞を 1×105 cells/well になるように 12-well plate に播種して一晩培養した。培

養後、被験物質を任意の濃度で添加し、37°C、5% CO2の条件下で 16時間培養した。培
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養後、培地を吸引除去し、フェノールレッド不含の DMEMに FerroOrange (終濃度: 1 µM) 

を添加して調製したworking solutionを各wellに 500 µLずつ加え、30分間、37°C、5% CO2

の条件下でインキュベートした。インキュベート後、各 wellから working solution を吸

引しフェノールレッド不含のDMEMを 800 µL添加して蛍光顕微鏡 (BZ-X700, Keyence, 

Osaka, Japan) で観察した。 

 

3-2-5. In vitro でのスーパーオキシドアニオン消去活性の測定 

 

スーパーオキシドアニオン消去活性は SOD assay Kit-WST (同仁化学研究所, 

Kumamoto, Japan) を使用して測定した。化合物を任意の濃度に調製し、96 wellプレー

トに表 3のように試薬を加え、37°Cで 20分間インキュベートした。プレートリーダー

で 450 nmの吸光度を測定し、以下の計算式に測定値を代入し反応阻害率、すなわちス

ーパーオキシドアニオン消去活性を算出した。 

 

スーパーオキシドアニオン消去活性 = [(Ablank1-Ablank3)-(Asample-Ablamk2)]/(Ablank1-Ablank3) × 100 

 

 

 sample blank1 blank2 blank3 

サンプル溶液 10 µl  10 µl  

純水  10 µl  10 µl 

WST working solution 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 

Dilution buffer   10 µl 10 µl 

Enzyme working solution 10 µl 10 µl   

 

3-2-6. 統計解析 

 

 測定結果は平均値  ± 標準偏差 (SD) で示した。統計処理は GraphPad Prism 4 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) を用いて、one-way ANOVAを実施した後、

Dunnett’s multiple comparison test にて解析した。P<0.05を統計的に有意であると判断し

た。 

 

 

表 3. スーパーオキシドアニオン消去活性測定用試薬 
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ーオキシドアニオンに特異性を持つ MitoSOX を取り込ませた場合も同じく、コントロ

ールに対してグルタミン酸及びエラスチンを処理した細胞では赤色蛍光が認められた

のに対し、EEP を添加した場合は蛍光強度の上昇は見られなかった (図 14)。Ca2+の標

識に用いた Fluo-4 の観察結果も同様であった (図 15)。また、EEP の細胞保護作用有効

成分である artepillin C、kaempferide、kaepmferolの作用も評価した。いずれの化合物も

DeepRed で標識される細胞内活性酸素種と Fluo-4 で標識される Ca2+については、EEP

と同じく、グルタミン酸またはエラスチンの刺激によって見られた蛍光強度の上昇をコ

ントロールと同程度まで抑えた (図 13、図 15)。MitoSOXの観察結果は、artepillin Cと

kaempferol による蛍光強度上昇の抑制は観察できたが (図 14)、kaempferide を添加した

細胞では非常に強い細胞全体での蛍光が認められた (data not shown)。同様の観察結果

が kaempferide のみを添加した細胞においても見られたことから、MitoSOX と

kaempferide が反応した自家蛍光と考えられ、kaempferide のスーパーオキシドアニオン

に対する影響は評価できなかった。 
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を同時に処理した場合は、グルタミン酸のみを処理した場合と同程度であり、EEPの添

加による細胞内グルタチオン量への影響はみられなかった。EEPの有効成分について評

価した結果も同様であった。これらのことから、EEP及びその有効成分には細胞内グル

タチオンに対する影響はないと考えらえた。細胞内グルタチオン量の低下は、システム

Xc－の機能を阻害することによるオキシトーシスやフェロトーシスにおいて最初に現

れる変化である。プロポリスの酸化ストレス誘発性細胞傷害に対する保護作用は細胞内

グルタチオンの下流で起こると予想した。 

 プロポリスの抽出物及びその含有成分にはラジカル捕捉能があることが報告されて

いる (Banskota et al., 2000; Marquele et al., 2005; Souza et al., 2007)。Izuta らの報告では、

中国産レッドプロポリスやブラジル産グリーンプロポリスのエタノール及び水抽出物

は 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ラジカル消去活性を有しており、ブラジル産グ

リーンプロポリスについては、水抽出物に比べエタノール抽出物の活性の方が 2倍程度

高いことが明らかにされている (Izuta et al., 2009)。また、エタノール抽出物に含まれる

成分のうち artepillin Cと kaempferol は DPPHラジカル消去活性を示すとの報告がある。

一方で、本試験において細胞保護作用を示さなかった baccharin や drupanin、p-coumaric 

acidについては活性が見られていない (Kumazawa et al., 2004; Izuta et al., 2009)。本試験

において、蛍光試薬を用いて細胞質内の活性酸素種及びミトコンドリアにおけるスーパ

ーオキシドアニオンの検出を行った結果、細胞保護作用を示した Artepillin C、

kaempferide 及び kaempferol はいずれもグルタミン酸またはエラスチンの添加による活

性酸素種の増加を抑制した。これらのことから、EEP 及び artepillin C、kaempferide、

kaempferol には活性酸素種の増加を抑制する作用があることが示唆された。Simoes らの

ウサギ好中球を用いた化学発光法による活性酸素種測定では、kaempferide が活性酸素

種の産生抑制作用を有することが報告されている (Simões et al., 2004)。今回の蛍光試薬

を使用した試験では、EEPや有効成分の直接的な活性酸素種の捕捉または消去能が反映

されているわけではないが、Izuta ら、Kumazawa ら、及び Simoes らの報告に鑑みると、

EEPや artepillin C、kaempferide、kaempferolによる活性酸素種の増加抑制は、活性酸素

種の捕捉能 (直接消去能) によるものであると考えられる。また、本試験結果より活性

酸素種の蓄積に伴って引き起こされる細胞内 Ca2+の流入も EEP と有効成分により阻害

されることが明らかとなった。これは、EEPや有効成分が細胞内における活性酸素種の

増加を抑制した結果、Ca2+流入が抑えられたと考えられる。ラジカル消去能を示すこと

が報告されているフラボノイド類やビタミン E は分子内の水酸基によってフリーラジ

カルに対する水素移動反応を引き起こし、抗酸化剤として作用すると考えられている。
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た場合はフェントン反応による活性酸素の過剰産生により様々な疾患の発症リスクが

高まる。従って、遊離二価鉄の量は厳密に制御されている。EEPを処理した細胞におけ

る鉄の濃度はコントロールに比べてわずかに減少したが、鉄キレート剤として知られる

デフェロキサミンに比べるとその作用は非常に弱いものであった。また、artepillin Cや

kaempferide、kaempferolについて調べた結果も同様で、有意な鉄キレート作用は認めら

れなかった (data not shown)。このことから。EEPや有効成分による細胞保護作用は鉄

によるフェントン反応の阻害によるものではないと考える。 

 SODはスーパーオキシドを不均化して過酸化水素と酸素に変える働きを担っており、

加齢とともに産生能力は低下すると考えられている (Reiss and Gerson, 1976)。従って、

日々の食事から SOD と同様に活性酸素種を消去する物質を摂取することは、疾患予防

に重要である。真核生物の細胞質には活性中心に銅と亜鉛を含む Cu/Zn SOD が存在す

る。Cu2＋が活性に重要であり、Cu2＋と Cu＋の酸化還元サイクルによりスーパーオキシ

ドの消去が行われる。また、ミトコンドリアにはMn SOD存在し、活性中心に Mnを含

んでいる。Mn SODは呼吸にともなって発生するスーパーオキシドの消去を行っている。

SOD 様活性は物質の抗酸化作用の指標の一つとされ、SOD 様活性が高い物質は抗酸化

作用も強いと捉えられる。本試験では、EEP の細胞保護作用に SOD 様作用すなわち活

性酸素種の直接消去が関わっている可能性を検討した。本試験で使用したキットでは、

キサンチンオキシダーゼをスーパーオキシドアニオンの発生系として使用し、発色試薬

の WST-1 のスーパーオキシドアニオンによる呈色反応を測定する。サンプル中に SOD

様物質が全くない場合を 100%とし、呈色反応を抑制した程度を調べることで被験物質

のスーパーオキシドアニオン消去活性としている。測定の結果、EEP 25 µg/mL は約 50%

の消去活性を示すことが分かり、その反応は濃度依存的であった。また、保護作用を有

する artepillin C、kaempferide、kaempferol もスーパーオキシドアニオン消去活性を示し

た。これらの結果より、EEP及び有効成分の細胞保護作用にはスーパーオキシドアニオ

ン等の活性酸素種の直接消去が関わっていることが示唆された。ただし、ブラジル産プ

ロポリスはキサンチンオキシダーゼの反応を阻害することが報告されている(Marquele 

et al., 2005) (100 µg/mL で阻害率約 20%、IC50は 250 µg/mL以上)。今回使用した EEPの

最高濃度は 25 µg/mL であり、報告されている濃度の 4分の 1 の濃度であるため、測定

系のスーパーオキシドアニオン発生にどの程度影響を与えたかは不明だが、EEPのキサ

ンチンオキシダーゼ阻害の可能性は否定できない。他の方法による活性酸素種の直接消

去作用も検討する必要がある。 
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4-2. 実験材料及び実験方法 

 

4-2-1. 試薬 

 ウエスタンブロット法によるタンパク質の検出には、以下の表に示す抗体を用いた。 
 

表 4 ウエスタンブロッティングに用いた抗体リスト 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1次抗体 希釈倍率 2次抗体 希釈倍率

anti-heme oxygenase 1 1: 2000 mouse IgG-HRP 1: 2000

(Enzo Life Science) (Cell signaling)

anti-Mn superoxide dismutase 1: 5000 rabbit IgG-HRP 1: 2000

(Enzo Life Science) (Cell signaling)

anti-Cu/Zn superoxide dismutase 1: 3000 rabbit IgG-HRP 1: 3000

(Enzo Life Science)

anti-γ-glutamyl cysteine-synthase catalytic subunit 1: 1000 mouse IgG-HRP 1: 3000

(Santa Cruz Biotechnology)

anti-γ-glutamyl cysteine-synthase regulatory subunit 1: 1000 mouse IgG-HRP 1: 2000

(Santa Cruz Biotechnology)

anti-glutathione reductase 1: 1000 rabbit IgG-HRP 1: 3000

(Santa Cruz Biotechnology)

anti-glutathione peroxidase 1 1: 2000 rabbit IgG-HRP 1: 2000

(GeneTex)

anti-glutathione peroxidase 4 1: 1000 rabbit IgG-HRP 1: 2000

(Abcam)

anti-thioredoxin 1: 1000 rabbit IgG-HRP 1: 2000

(proteintech)

anti-NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 1: 1000 rabbit IgG-HRP 1: 2000

(Abcam)

anti-glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 1: 2000 mouse IgG-HRP 1: 2000

(Acris Antibodies, Inc.)
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4-2-2. ARE プロモーター活性の測定 

  

AREプロモーター活性の測定には、ラット NAD (P) H: quinone reductase (rQR) のプ

ロモーター領域にある ARE 配列 5’-AGAGTCACAGTGACTTGGCAAAATC-3’を組み

込んだレポータープラスミド、rQR-ARE-pGL4.27 を導入した HT22-ARE 安定発現株を

用いた。HT22-ARE安定発現株を 2×104 cells/well になるように 48-well plateに播種し、

被験物質を任意の濃度で添加した。37°C、5% CO2の条件下で 8時間または 16時間培養

した。8 時間培養後に培養液を吸引除去し、各 well に 1×Passive Lysis Buffer (Promega, 

Tokyo, Japan) を 50 µLずつ加えた。シェーカーを用いて 15 分間室温でプレートを攪拌

した後、各well の細胞抽出液を氷上にてエッペンチューブに回収し、13,500 rpm ×5 min 、

4°Cで遠心した (cell lysateとした）。ルミノメーター用チューブに cell lysate を 5 µL 入

れ、 室温に戻した Luciferase Assay Reagent (Promega, Tokyo, Japan) を 25 µL 加えてボ

ルテックスにて撹拌した後、ルミノメーターでルシフェラーゼ活性を測定した。 

 

4-2-3. ウエスタンブロット法 

 

T-25 フラスコに HT22細胞を 6.02×105 cellsになるように播種し、一晩培養した。培養

後、グルタミン酸またはエラスチン及び被験物質を任意の濃度で添加し、37°C、5%CO2

の条件下で培養した。 

8時間または 10時間培養後、フラスコの培地を吸引し、トリプシン 500 μL を加えて

処理した後、培地を加え穏やかにピペッティングしながら細胞を剥がした。1300 rpm で

3分間遠心分離した後、上清を吸引した。氷冷した 1× PBSで 2回洗浄し、再度 1300 rpm

で 3分間遠心分離を行った後、上清を吸引した。回収した細胞ペレットを任意の量の 2× 

Sample buffer (表 5) で再懸濁し、氷上で超音波破砕した。タンパク定量は DC Protein 

assay kit (Bio-Rad Laboratories, Osaka, Japan) を用いて行った。任意の濃度にサンプルを

希釈し、希釈したサンプルの 5%にあたる量の 2-メルカプトエタノールを加え、ヒート

ブロックで 100°C、5 分間加熱した。 

分離ゲル (running gel、表 6) 及び濃縮ゲル(stacking gel、表 7) を作製し、分子量マー

カー、サンプルをアプライし、泳動槽を runnning buffer (表 8)で満たした後に 100 Vの

定電圧で 90分泳動を行った。スポンジ、ろ紙、ポリフッ化ビニリデン (PVDF) 膜、ゲ

ルを挟み込み、ブロッティング装置にセットし、transfer buffer (表 9) で満たした後、100 

V の定電圧で 90分間転写した。転写後、10分間 PBS-T (0.05% Tween-20/1× PBS) で洗



- 45 - 

 

浄し、PVDF膜を blocking buffer (5% skim milk in PBS-T) で 60分間室温にて振とうさせ

てブロッキングを行った。次にハイブリダイゼーションバックに PVDF 膜と blocking 

buffer で希釈した一次抗体を封入し、4°Cで一晩反応させた。その後、PVDF 膜を PBS-T

で 15分間、3回洗浄し、blocking buffer で希釈した二次抗体 を封入し、室温で 90分間

反応させた。反応終了後、PVDF 膜を PBS-T 溶液で 15 分間、3 回洗浄した。Enhanced 

chemiluminescence (GE Healthcare Bioscience) もしくは SuperSignal West Dura Extended 

Duration Substrate 試薬 (Thermo Scientific) で検出を行った。その後、Image J を用いてバ

ンドの数値化を行った。 

 
表 5 2× Sample buffer の組成 

1 M Tris-HCl (pH 6.8) 125 mM 

Glycerol 20% (v/v) 

SDS 8% (w/v) 

Bromophenol blue 0.001% (w/v) 

H2O proper quantity 

Total 98 mL  

 
表 6 Running gel の組成 (10%, 2 枚分) 

30% Acrylamide containing 0.8% methylene-bis-acrylamide 4.0 mL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) containing 0.4% SDS 3.0 mL 

H2O 5.0 mL 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) 6.0 μL 

10% Ammonium persulfate 60 μL 

 
表 7 Stacking gel の組成 (6%, 2 枚分) 

30% Acrylamide containing 0.8% methylene-bis-acrylamide 0.4 mL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) containing 0.4% SDS 0.5 mL 

H2O 1.1 mL 

TEMED 3.0 μL 

10% Ammonium peroxodisulfate 13 μL 
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表 8 Running buffer の組成 

Tris 25 mM 

SDS 0.1% (w/v) 

Glycine 192 mM 

H2O proper quantity 

Total 3000 mL 

 
表 9 Transfer buffer の組成 

Tris-Glycine 300 mL 
MeOH 600 mL 
H2O proper quantity 

Total 3000mL 

 

4-2-4. 統計解析 

 

測定結果は平均値 ± 標準偏差 (SD)で示した。統計処理は GraphPad Prism 4 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA, USA) を用いて、one-way ANOVAを実施した後、Dunnett’s 

multiple comparison test にて解析した。P<0.05を統計的に有意であると判断した。 

 

 

4-3. 結果 

4-3-1. ARE プロモーター活性の測定  

  

HT22-ARE 安定発現株を EEP で処理し、8 時間経過後の ARE プロモーター活性を測

定した結果、EEP 1.56~25.0 µg/mL の処理により AREプロモーター活性は濃度依存的に

上昇し、コントロールに比べ有意に高い値を示した (図 20-A)。最大濃度である 25.0 

µg/mL ではコントロールと比較して、ルシフェラーゼ活性は約 9 倍増加した。16 時間

後の活性を測定した結果でも EEP 濃度依存的な活性の上昇が見られ、25.0 µg/mL でコ

ントロールに比べ約 7 倍高い活性を示した (図 20-B)。同様に、EEP 有効成分について

も 8 時間処理した後に測定した。その結果、baccharin、p-coumaric acid、drupanin のい

ずれもコントロールと同程度の値を示し、有意な活性の上昇は認められなかった。また、

酸化ストレス誘発性細胞傷害に保護作用を示した artepillin C を添加した細胞において

もルシフェラーゼ活性の上昇は見られなかった。Isosakuranetin については、濃度依存的
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4-3-2. 抗酸化関連酵素の発現誘導に対する作用 

 

 ルシフェラーゼ活性測定によるEEP及び有効成分のNrf2-ARE経路活性化作用を評価

した結果、EEP及び kaempferide、kaempferol は Nrf2-ARE経路活性作用を有することが

示された。しかし、二つの有効成分の EEP 含有濃度における有意な活性上昇は認めら

れなかった。また、細胞保護作用を示した artepillin Cの Nrf2-ARE活性化作用は認めら

れなかった。そこで、EEPが Nrf2-ARE経路を活性化させることにより、同経路の下流

にある抗酸化関連酵素群の遺伝子発現に与える影響を調べた。また、EEP中の含有量が

最大である artepillin C の抗酸化関連遺伝子群の発現に対する影響もウエスタンブロッ

ティング法を用いて解析した。 

 解析の結果、EEPの添加によって抗酸化酵素である HO-1の発現量が顕著に高くなる

ことが分かった。HT22細胞に対して EEPのみを処理した場合の発現量は、コントロー

ル (図 21, 22 [control-none]) を 1とした場合に約 7倍程度高くなった。また、グルタミ

ン酸またはエラスチンと共処理した場合の発現量は、これらを単独で処理した場合 (図

21, 22 [glutamate/erastin-none]) と比較して 3倍以上、コントロールと比べると 10倍以上

高くなることが分かった。Artepillin Cを処理した細胞においては、コントロールよりも

約 2~3倍の発現量の上昇が認められ、グルタミン酸またはエラスチンとの共処理を行っ

た細胞においてもグルタミン酸やエラスチン単独の場合に比べて発現量が高くなる傾

向が見られたが、有意差は認められなかった。また、解析を行った HO-1以外の抗酸化

酵素及び Nrf2-ARE経路の下流にある酵素の中で、タンパク質レベルで有意な変化が見

られたものはなかった。SOD については、グルタミン酸またはエラスチンの処理によ

って発現量の低下が見られたが、EEP及び artepillin Cの共処理による発現量の上昇は見

られなかった。以上の結果から、EEP及び artepillin Cは HO-1を除いて、細胞内抗酸化

関連タンパク質の発現に顕著な影響を及ぼさないことが明らかとなった。 
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 21. EEP artepillin C -1
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 22. EEP artepillin C -2
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4-4. 考察 

 

 生体に酸化ストレスが負荷された場合に、酸化ストレスに対抗するシステムとしては、

外因性または内因性の抗酸化物質により活性酸素種の消去を行い、体内の酸化・抗酸化

のバランスを整える方法と、体内の抗酸化酵素の発現を活性化させる方法がある。EEP

はグルタミン酸やエラスチンの添加による細胞内活性酸素種の上昇を抑制することを

明らかにした (第 3 章)。EEP による活性酸素種濃度の上昇抑制では、EEP が直接活性

酸素種を捕捉する場合と、細胞内の抗酸化酵素の発現を上昇させることによって活性酸

素種の増加を抑制する場合が考えられる。そこで、EEP及び保護作用の有効成分が細胞

内の抗酸化システムを介して抗酸化酵素の発現を上昇させる可能性を調べた。 

HT22-ARE 安定発現株を用いたルシフェラーゼアッセイでは、EEP を 8 時間または

16 時間処理した細胞において AREプロモーターの活性化が認められた。8時間と 16時

間で活性の程度に大差はなく、8時間以降での経時的活性の上昇は見られないものと予

想される。また、EEP の酸化ストレス誘発性細胞傷害に対する保護作用に最も寄与する

と考えられる artepillin C を処理した細胞では、8 時間及び 16 時間のどちらの処理でも

ARE プロモーター活性の上昇は認められなかった。このことから、artepillin C は ARE

プロモーター活性能を持たないことが示唆され、artepillin Cの細胞保護作用の機序には、

Nrf2-ARE 経路の活性化は関与していないと考えられた。一方、artepillin C と同じく、

酸化ストレス誘発性細胞傷害に対する保護作用を示した kaempferide 及び kaempferol は

濃度依存的に AREプロモーター活性を有意に上昇させた。 

以上の結果から、EEPの酸化ストレス誘発性細胞傷害保護作用には Nrf2-ARE経路が

関与することが明らかとなった。また、artepillin C の保護作用は、Nrf2-ARE 経路非依

存的で、化合物自体が持つ抗酸化作用に起因すると考えられる。 

 プロポリスに含まれる成分は、起源植物に起因するものが多く、数百種類以上の化合

物が含まれているとも報告されている (Huang et al., 2014)。本試験で被験物質とした化

合物はそれらの中でも含有量が高いものだが、プロポリスの構成成分の全てが明らかに

なっているわけではない。そのため、未だ明らかになっていない成分や含有量が非常に

少ない成分については、その生理活性は不明なままである。本試験の結果より、主要な

含有成分である artepillin C や kaempferide、kaempferol の示す活性だけでは EEP の活性

を説明することは難しい。このことから、これら有効成分は単独ではなく相互に働きか

けることでその効果を高めている可能性や、未だ明らかにされていない成分の中に少量

で非常に強い活性を示す化合物がある可能性が考えられる。また、今回被験物質には用
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いていない dihydrokaempferide や betuletol は kaempferide や kaempferol と非常に似通っ

た構造を有していることから、AREプロモーター活性化作用を示すかもしれない。 

 Nrf2-ARE 経路の活性化に伴って発現が誘導される抗酸化酵素や第二相薬物代謝酵素

について、EEPまたは artepillin Cを添加した細胞における発現量を調べた。その結果、

EEP の添加により最も顕著に発現量の上昇が認められたのは HO-1 であった。HO-1 は

抗酸化に関わる酵素として、様々な刺激によって引き起こされる酸化ストレスの制御に

関わっていることが報告されているが (Nitti et al., 2018)、グルタミン酸誘発性オキシト

ーシスやエラスチン誘発性フェロトーシスに対する細胞保護作用におけるHO-1の詳細

な機能については、明らかにされていない。本試験における EEPの細胞保護作用はHO-1

の発現上昇が直接的に関わっているのかということも含めて、今後明らかにしていく必

要がある。 

 本試験において、EEPの処理によって顕著な発現量の変化が認められたのは HO-1の

みであった。RAW264.7細胞を用いて起源植物の異なるプロポリスの抗酸化作用を評価

した Zhang らは、ブラジル産グリーンプロポリスの抽出物はラジカル消去能を有し、

HO-1 に加えチオレドキシンリダクターゼ-1 (TrxR1) や γ-グルタミルシステイン合成酵

素 (γ-GCSm) の発現量を増加させることを報告した (Zhang et al., 2016)。HT22細胞に

おいて HO-1以外のタンパク質レベルでの発現量の上昇は認められなかったが、mRNA

レベルでの変化が生じている可能性が考えられる。また、Zhang らの報告の中で TrxR1

や γ-GCSmの発現量の変化は、EEPの処理時間や濃度によって異なっている。このこと

から、HT22 細胞においても EEP の濃度や処理時間によって、HO-1 以外の抗酸化酵素

の発現量が変化する可能性があると考える。EEPの酸化ストレス誘発性細胞傷害保護作

用に関して、様々な条件下での遺伝子またはタンパク質レベルでの抗酸化関連酵素等の

発現量に及ぼす影響を調べていくことで、より詳細な EEP の機能解析を行うことは今

後の課題である。 
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第 5章 総括 
 

 超高齢化社会に突入した我が国において、国民の健康寿命を少しでも長くし財政への

負担を減らすことは大きな課題である。アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経

変性疾患は、その発症メカニズムの詳細が明確になっておらず根本的な治療法が確立さ

れていない。しかしながら、その発症要因の一つには加齢や外的ストレスによる酸化ス

トレスの蓄積があると考えられている。本研究では、マウス海馬由来の神経細胞である

HT22 細胞を用いて、ブラジル産グリーンプロポリスの内因性酸化ストレス誘発性細胞

傷害に対する作用を検討した。 

 ブラジル産グリーンプリポリスの水抽出物 (WEP) 及びエタノール抽出物 (EEP)は、

HT22 細胞にグルタミン酸またはエラスチンを添加することによって生じる酸化スト

レス誘発性細胞傷害 (オキシトーシス/フェロトーシス) に対し保護作用を示した。

WEPと EEPの作用を比較すると EEPの方がWEPよりも低濃度で高い保護作用を示す

ことが明らかとなった。そのため、EEPの細胞保護作用に着目しすることとした。EEP

は様々な生理活性を持つことが報告されていることから、酸化ストレスとは異なる細

胞死の形態に対しても作用を示す可能性が考えられた。そこで、HT22細胞に対してス

タウロスポリン、カンプトテシン、エトポシドを処理しアポトーシス様の細胞死を惹

起させ、EEP の作用を調べた。その結果、EEP はアポトーシス様の細胞障害に対して

は強い作用を示さないことが分かった。これらのことから、HT22 細胞における EEP

の細胞保護作用は酸化ストレスによって誘発されるオキシトーシスやフェロトーシス

に対して特異的である可能性が示唆された。EEP の保護作用に関与する成分を調べる

ため、EEP に含まれる主要な成分である 7 種の化合物について、酸化ストレス誘発性

細胞傷害に対する作用を評価した。被験物質として用いた 7種の化合物のうち artepillin 

C、kaempferide、kaempferolが細胞保護作用を有することを明らかにした。保護作用を

示した 3つの化合物のうち、EEPに含まれる量が最も多いのは artepillin Cであり、EEP

の保護作用への寄与は最も大きいことが予想された。 

 次に、EEP及び保護作用に関与する EEP含有成分の作用機序を明らかにするために、

オキシトーシスやフェロトーシスの原因であるグルタチオンの低下や活性酸素種の蓄

積、Ca2+の流入に対する各化合物の影響を調べた。その結果、EEP及び保護作用を示し

た成分は細胞内のグルタチオンの濃度変化には影響を示さないことが明らかとなり、細

胞保護作用はグルタチオンの低下に伴って起きるさらに下流の経路に対する作用によ

るものであることが示唆された。グルタミン酸やエラスチンの添加に伴って生じる細胞
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内の活性酸素種の蓄積やミトコンドリアにおけるスーパーオキシドアニオンの濃度上

昇に対して、EEPや artepillin C、kaempferol は抑制作用を示した。Kaempferide について

は、細胞内活性酸素種の上昇抑制作用は見られたものの、ミトコンドリアに特異的なス

ーパーオキシドアニオンに対する影響については正確な評価ができなかった。EEP及び

artepillin C、kaempferide、kaempferol は細胞内の Ca2+の流入に対して抑制作用を示した。

さらに、EEPや含有成分は in vitro で SOD様の活性を示した。これらのことから、EEP

や保護作用を示した関与成分は直接的または間接的に細胞内の活性酸素種の上昇を抑

制し、その結果、細胞内への Ca2+流入を阻害することにより細胞保護作用を示すと考え

られる。 

 EEP及び含有成分の保護作用の作用機序として、細胞内抗酸化酵素の発現制御が考え

らる。そこで、細胞内の抗酸化システムのひとつである Nrf2-ARE経路に対する EEPの

作用を、HT22 細胞に ARE 配列を含むプラスミドを組み込んだ HT22-ARE 安定発現株

を用いて評価した。EEP 及び kaempferide、kaempferol は濃度依存的な ARE プロモータ

ー活性を示すことが明らかとなった。EEPの細胞保護作用に最も寄与が大きいと考えら

れる artepillin Cによる AREプロモーター活性化は認められなかった。また、Nrf2-ARE

経路の活性化に伴い発現量が上昇する抗酸化酵素や第二相薬物代謝酵素のうち、EEPに

よって HO-1の発現が顕著に上昇することが分かった。AREプロモーターの活性が見ら

れなかった artepillin Cについては、わずかな活性の上昇は見られたが統計的な有意性は

認められなかった。その他 9種の抗酸化関連酵素等の発現量変化についても検討したが、

EEP や artepillin C の添加によってタンパク質レベルで発現量が変化するものはなかっ

た。また、EEPの細胞保護作用には HO-1の発現上昇が関わっている可能性が考えられ

た。 

 含有成分のうち、kaempferide 及び kamepferol も抑制作用を示したが、EEP に含まれ

る濃度を鑑みると、それらの寄与は大きくないことが示唆された。EEPには本試験で検

討に用いた化合物を含め、非常にたくさんの起源植物由来の成分が含まれていることか

ら、現在明らかになっていない化合物が少量で強い保護作用を示している可能性や、

kaempferide や kaempferol の作用を増強している可能性が考えられる。プロポリスの抽

出物に含まれる未知の化合物を調べ、その生理活性を明らかにすることは今後の課題で

ある。また、本研究結果より EEPの細胞保護作用には Nrf2-ARE経路が関与し、さらに

HO-1 の発現上昇を誘発することによる可能性が示唆されたが、オキシトーシスやフェ

ロトーシスに対する保護作用においてHO-1がどの程度重要であるかは明らかにされて

いない。オキシトーシスやフェロトーシスにおける HO-1の機能について着目した研究
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略語一覧 

 Aif : apoptosis-inducing factor 

 APS : ammonium peroxodisulfate 

 ARE : antioxidant response element 

 ATP : adenosine triphosphate 

 Art : artepillin C 

 BSO : L-buthione- (S, R) -sulfoximine 

 Bac : baccharin 

 Bcl : B-cell lyphosoma 

 Bid : BH3 interacting domain death agonist 

 CAPE : caffeicacid phenetyl ester 

 CAT   : catalase 

 cGMP : guanosine 3' ,5' -cyclic monophosphate 

 CV : crystal violet 

 DFX : deferoxamine 

 DMEM : dulbecco's modified eagle's medium 

 DMSO : dimethyl sulfoxide 

 DMT : divalent metal transporter 

 DNA : deoxyribonucleic acid 

 DPPH  : 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 

 Dru : drupanin 

 EDTA : ethylene diamine tetra acetic acid 

 EEP : ethanol extracts of Brazilian green propolis 

 γ-GCS : gamma-glutamyl cysteine synthetase 

 GAPDH : glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 

 GPX   : glutathione peroxidase 

 GR : glutathione reductase 

 GSH   : glutathione 

 GSH : glutathione 

 H2O2   : hydrogen peroxid 

 HETE : hydroxyeicosatetraenoic acids 

 HO-1 : Heme oxygenase-1 
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 HPO3 : metaphosphoric acid 

 IC50 : half maximal (50%) inhibitory concentration 

 Keap1 : Kelch-like ECH-associated protein 1 

 LDH : lactate dehydrogenase 

 LOX : lipoxygenase 

 NMDA : N-methyl-D-asparate 

 NQO-1 : NAD (P) H quinone dehydrogenase-1 

 NaPB : sodium phosphate buffer 

 Nrf2 : NF-E2 related factor 2 

 O2・-  : superoxide anion 

 OH・  : hydroxyl radical 

 pCA : p-coumaric acid 

 PVDF : polyvinylidene difluoride 

 ROS  : reactive oxygen species 

 SDS : sodium lauryl sulfate 

 SOD  : superoxide dismutases 

 STEAP : six-transmembrane epithelial antigen of prostate 

 TEMED : tetra methyl ethyl enediamine 

 Tf : transferrin 

 TfR : transferrin receptor 

 Thx : thioredoxin 

 ThxR : thioredoxin reductase 

 VDAC : voltage-dependent anion-selective channel 

 WEP : water extracts of Brazilian green propolis 
 


