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ローヤルゼリー特有成分デセン酸の標的分子および
効能発揮の分子機構の解明

東北大学 大学院薬学研究科
平田　祐介

 

1. 研究の目的と背景
ローヤルゼリーは，ミツバチの働き蜂が合成・分泌し，

女王蜂となる幼虫に供される，多種類の成分が混合した栄
養価の高い食物であり，近年栄養補助食品として着目され
ている．その成分の約 5% を占めるのが，ローヤルゼリー
特有のトランス脂肪酸であるデセン酸（10-hydroxy-2-
decanoic acid：10-HDA）で，抗炎症，抗インスリン抵
抗性，抗腫瘍作用など，様々な有益な作用が報告されてい
る，ローヤリゼリーの主要な効能成分である 1．ところが，
デセン酸の実際の疾患予防・治療への応用は全く進んでお
らず，その大きな要因が，デセン酸の具体的な作用点や作
用機構については全く未解明な点である．

トランス脂肪酸とは，炭素 - 炭素間 2 重結合を有する
脂肪酸（不飽和脂肪酸）のなかでも，トランス型 2 重結
合を 1 つ以上有する脂肪酸のことである．生体内で酵素
的に産生される不飽和化脂肪酸の二重結合はシス型のみで
あるため（以下，シス脂肪酸と呼ぶ），トランス脂肪酸は，
生体内では産生されず，含有食品の摂取を通して生体内に
取り込まれ，蓄積する．トランス脂肪酸はその由来から 2
種類のタイプに分類され，植物油などの油脂の部分水素添
加（固形化）など，食品製造過程でシス脂肪酸が異性化す
ることで副産物として産生される「人工型」と，反芻動物
の胃の中の微生物を介して，シス脂肪酸の酵素反応による
異性化によって産生される「天然型」が存在し，加工油脂
を使用したマーガリン，ショートニング，スナック菓子に
代表される加工食品中にはエライジン酸に代表される人工
型トランス脂肪酸が，バター，牛乳，牛肉などの反芻動物
由来の食品中にはバクセン酸をはじめとした天然型トラン
ス脂肪酸が多く含有される 2．また，デセン酸も広義の「天
然型」トランス脂肪酸に分類することができる．過去の疫
学的な知見などから，特に人工型のトランス脂肪酸摂取が，
循環器系疾患，アレルギー性疾患，生活習慣病（肥満・糖
尿病など）などの諸疾患発症・増悪に寄与することが示唆
されてきた 2．

我々はこれまで，エライジン酸などの人工型トランス脂
肪酸による毒性発現の分子機構を，詳細に明らかにしてき
た 3,4．一連の解析の中で，天然型トランス脂肪酸である
デセン酸には他のトランス脂肪酸同様の毒性作用がないこ

とや，脂肪酸がリガンドとして作用する既知の 7 回膜貫
通型 G タンパク質共役型受容体 (GPCR) には作用しない
ことを見出してきた．そこで本研究では，デセン酸の作用
点となる GPCR を網羅的に探索・同定し，その詳細な作
用機構の分子レベルでの解明を目指した．

2. 方法
2-1. 試料

デ セ ン 酸（10-HDA）， エ ラ ス チ ン，TAK-875 は 
Cayman より，エライジン酸，Imject alum adjuvant 
(Alum)，ドキソルビシン，RSL3 は Sigma より，シス 
プラチン，セフォタキシム，H2O2 は Wako より， N- 
Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) は 東 京
化成より，Phorbol myristate acetate (PMA) は Santa 
Cruz より購入した．

2-2. 細胞培養
本 研 究 で 使 用 し た 細 胞 は 5%CO2-95% 空 気 を 気 相

として 37 ℃の CO2 インキュベーター内で培養した．
HT1080 細胞，HEK293A 細胞は，10% FBS および 1% 
penicillin-streptomycin solution (Nacalai Tesque) を
含 む Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM; 
Nacalai Tesque) で維持，継代して使用した．THP-1
細 胞 は，10% FBS お よ び 1% penicillin-streptomycin 
solution (Nacalai Tesque) を含む RPMI1640 メディウ
ム (Nacalai Tesque) で維持，継代して使用した．

2-3. 脂肪酸の調製
デセン酸，エライジン酸，リノール酸（Fig. 1）を，そ

れぞれ 0.1 N NaOH に 70 ℃で溶解し，100 mM に調製
した．2-4 では，このストック溶液を希釈して目的濃度
で細胞に処置した．それ以外の実験では，細胞内への取
り込みを容易にするため，fatty acid-free BSA (Sigma, 
pH7.4) を 55 ℃，10 分間反応させることにより抱合し，
5 mM 脂肪酸ストック溶液 (10% BSA) とした．このス
トック溶液を，BSA の終濃度が 1% となるように希釈し，
細胞への処置に用いた．
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Figure. 2 TGF-α shedding assay の概要
GPCR にリガンドが結合すると，TACE が活性化し，細胞膜
上の Pro-AP-TGFαの細胞外ドメインを切断し，AP-TGFα
が細胞外に放出される．放出された AP-TGFαは，AP の基質
p-NPP をp-NP に変換するため，産生されたp-NP 品を吸光
度計で測定することで，GPCR の活性化を評価できる．

Figure. 1 本研究で使用した脂肪酸
脂肪酸名に続くカッコ内は，順に炭素数， 二重結合のカルボキ
シル基末端からの位筐 (t: trans, c: cis) を記載．

2-4. TGF-α shedding assay
本手法 5 を開発した，本学同学部・分子細胞性化学分

野の井上飛鳥教授との共同研究により，約 300 種類の
GPCR（大半がクラス A，一部クラス B に属する）を発
現する独自のプラスミドライブラリーを利用し，以下の
要領でスクリーニングを実施した．6-well プレートに細
胞を播種し，アルカリホスファターゼを融合した TGF-α 
(AP-TGFα )，共役 Gαタンパク質 8 種類と GPCR をト
ランスフェクションし，24 時間後に細胞を回収した．回
収した細胞を HEPES で 2 回 Wash した後に，96-well
プレートに再播種した．再播種から 30 分後に 100 µM の
脂肪酸をリガンドとして処置し，1 時間 37 ℃で反応させ
た．その後，2,500 rpm, 25 ℃ , 3 分で遠心し，上層を別
の 96-well プレートに移した．下層と上層の両プレート
に対して，AP の基質であるp-ニトロフェニルリン酸（ナ
カライテスク）を添加し，添加直後と 1.5 時間後に 405 
nm の吸光度を測定した．データは，添加後 1.5 時間の吸
光度から添加直後の吸光度を引いた値に対して，上層の吸
光度 / ( 上層の吸光度 ＋ 下層の吸光度 ) の値を求めるこ
とで，上層の吸光度の割合を産出し，この割合を GPCR
の活性とした．

2-5. 細胞生存率の測定
96-well プ レ ー ト に 播 種 し た 細 胞 を 刺 激 し た 後，

PMS/MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium, inner salt/phenazine methosulfate) 
assay (Cell Titer 96 Cell Proliferation Assay, 
Promega) 混合液 (20:1) を加え 37 ℃でインキュベー
トし，マイクロプレートリーダー (Multiskan Ascent, 
Thermo Electron Corperation) で 492 nm の吸光度を
測定することにより細胞生存率を算出した．

2-6. IL-1β放出量の測定
THP-1 細胞 100 nM PMA で一晩処置して分化誘導し

たのちに，200 µM デセン酸を一晩処置後，Alum 100 
µg/ml で 3 時間刺激した．刺激後の培養上清中に産生・
放 出 さ れ た IL-1β の 量 を，Human IL-1β ELISA kit 
(eBioscience) を用いて，メーカー推奨のプロトコルで測
定した．

3. 結果
3-1. デセン酸がリガンドとして作用する GPCR の探索

トランス脂肪酸がリガンドとして作用する新規 GPCR
の探索・同定のための手法として，TGFα-shedding 
assay5 を導入した．TGFα-shedding assay は，東北大
学大学院薬学研究科分子細胞生化学分野の井上飛鳥教授
が開発した手法で，共役する Gαタンパク質の種類を問わ
ず，全 GPCR の活性化を網羅的に高感度かつ高精度に検
出できる手法である．本手法のスキームは Fig. 2 の通り
で，細胞に AP-TGFα，G タンパク質と目的の GPCR を
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トランスフェクションして過剰発現させたのちに，リガン
ドを処置して GPCR が応答すると，GPCR の下流で内在
の切断酵素 TACE が活性化し，AP ( アルカリフォスファ
ターゼ )-TGFαを切断する．切断された AP は細胞上清
に放出されるため，基質としてp-NPP を加えることで発
光強度を測定できる．細胞上清中に放出された AP の割合
を算出することで，GPCR の活性を評価できる (Fig. 2)．
実際にこの手法を用いて，既知の中長鎖脂肪酸受容体であ
る GPR40 に関するエライジン酸のリガンド活性を評価し
たところ，シス脂肪酸の１つであるリノール酸とほぼ同
程度のリガンド活性を有することが観察され，実験系に問
題はないことが確認できた（Fig. 3）．そこで，デセン酸
の新規受容体同定を目指し，未知のデセン酸受容体である
可能性が高いと想定される，約 300 分子の GPCR 発現プ

ラスミドを包含するライブラリーを用いて，100 µM デ
セン酸を処置した際の GPCR 活性化の有無を網羅的に探
索した．またその際，比較対象として，代表的なトランス
脂肪酸であるエライジン酸もリガンドとして用いた．スク
リーニングの結果，エライジン酸は GPR40，GPR120 と
いった既知の脂肪酸受容体に対して強いリガンド活性が
認められた一方，デセン酸には両受容体に対する有意なリ
ガンド活性は認められなかった (Fig. 4)．また，その他の
GPCR についても，デセン酸に有意なリガンド活性は認
められなかった (Fig. 4)．以上の結果から，デセン酸は，
既知の脂肪酸受容体に対してリガンドとして作用しないこ
と，また，少なくとも本ライブラリーに収められている約
300 種類の GPCR の中にはデセン酸がリガンド活性を示
すものは存在しないことが明らかとなった．

　

Figure. 4；GPCR スクリーニングの結果
約 300 種類の GPCR を対象とし，100 µM のデセン酸 (A)，
エライジン酸 (B) を処四した際のリガンド活性の有無を評価
した．データは，各 GPCR を利用した際の AP-TGFα放出量

（％）を，横軸方向にライブラリーの No. 1 から順番に並べて
表しており（平均値，n=3) ，本指標が 5 ％を超えた場合にリ
ガンド活性ポジテイブと評価した．

Figure. 3  エライジン酸 ・リノ ール酸は GPR40 を活性
化する

HEK293A 細胞に GPR40，G タンパク質及び AP-TGFαをト
ランスフェクションし，24 時問後に細胞を再播種し，囮に示
した濃度の脂肪酸，TAK-875(GPR40 の合成リガンド）を 1
時間処置した後に基質を加え，吸光度を測定し，APTGFαの
放出足を評価した．デークは，最大放出品を 100% とした時
の放出割合をバーセンテージで表し，平均値±標準偏差 (n=3) 
を示している．

 

3-2. デセン酸が影響を与える細胞応答の探索（表現型ス
クリーニング）

当初の予定では，3-1 の GPCR の探索によって同定さ
れた GPCR に対するデセン酸の作用について詳細な解析
を行う予定だったが，残念ながら候補となる受容体が同定
できなかったため，方針を転換し，デセン酸が影響を与え
る細胞応答の探索・同定を目指した．

まず，HT1080 細胞に対してデセン酸を 100-500 µM
の濃度で 24 時間単独処置した際の細胞生存率を解析した
ところ，細胞生存率の有意な低下は認められなかったこと
から，細胞の生存・増殖にデセン酸自体は影響を及ぼさ
ないことが明らかになった (Fig. 4)．そこで，デセン酸を
12 時間前処置した上で，さまざまな細胞死・炎症誘導刺
激を加えた際の，細胞死・炎症応答への影響を評価するこ
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とで，デセン酸が何らかの影響を及ぼす細胞応答の探索（表
現型スクリーニング）を行った．酸化ストレス（H2O2），
DNA 損傷 ( ドキソルビシン，シスプラチン ) などの，主
にアポトーシスと呼ばれる典型的プログラム細胞死を誘導
する刺激，非典型的プログラム細胞死であるパータナト
スの誘導刺激（MNNG），あるいは脂質酸化依存的な新
規プログラム細胞死フェロトーシスの誘導刺激（エラス

チン，RSL3）など，様々な細胞死について検討を行った
が，200 µM デセン酸の有無で，細胞生存率に有意な差
は認められなかった．また，代表的な炎症誘導刺激として，
NLRP3 インフラソームの活性化への影響について検討す
るため，THP-1 細胞 の IL-1β産生量を調べたが，IL-1β
の産生量についても，200 µM デセン酸の有無で有意な差
が認められなかった（Table. 1）．

Table 1 表現型スクリーニングの結果

　

これまでに行った表現型スクリーニングの結果をまとめた表．
さまざまな細胞死・炎症誘導刺激に対するデセン酸の影響を評
価したが，デセン酸による著明な影響は認められなかった．

Figure. 5；デセン酸は細胞の生存・増殖に影響を与えない
HT1080 細胞にデセン酸を 24 時間処凶後に，細胞生存率の測
定を行った．データは，平均値±標準偏差 (n=3) を示している．

 

4. 考察および今後の課題
当初の計画では，デセン酸の直接的なターゲットとなる

GPCR の同定を目指していたものの，今回残念ながらそ
の同定には至らなかった．エライジン酸やリノール酸のよ
うな通常の脂肪酸が GPR40，GPR120 のリガンド活性を
有していたのに対し，デセン酸にはそのような作用が認め
られなかったことから，デセン酸は，カルボキシル末端と
逆側にヒドロキシル基を有することで，他の脂肪酸と物性
や生物活性が大きく異なっているものと予想される．本研
究に利用した GPCR ライブラリーは，デセン酸の受容体
候補である可能性が高い大半のクラス A 分子を網羅して
いたものの，実際のターゲットとなる GPCR の発現プラ
スミドがこの中に存在していなかった可能性もあることか
ら，その他の GPCR 分子をクローニングして検討する余
地が残されている．

また，GPCR スクリーニングの次に行った表現型の評
価において，デセン酸の細胞死・炎症との関連を調べたが，
過去に報告されている，デセン酸単独処置によるがん細胞
の細胞死誘導や，炎症抑制作用などの再現性は取れなかっ
た．その理由として，細胞種の違い，あるいは，デセン酸
の使用濃度の違いが挙げられる．特に，過去の文献では
mM オーダーのデセン酸を細胞に処置して応答を調べて
いる文献が散見されるが，今回は 100-500 µM の濃度域

（主な実験は 100-200 µM）で実験を行なっており，今回

はより低濃度で実験を行っていることも，その主要な要因
と考えられる．本研究では，デセン酸単独処置での作用が
認められなかったことから，細胞死・炎症を誘導する様々
な刺激との共処置を行い，デセン酸の細胞応答への影響を
調べたが，主要な細胞死・炎症刺激に対する影響は認めら
れなかった．本研究の助成期間終了後も，引き続き，表現
型スクリーニングを実施中であり，ごく最近，デセン酸が，
がん細胞の遊走能を著明に抑制するという予備的な結果が
得られており，現在その再現性および効果の確認を行なっ
ている．今後，このようなスクリーニング，検証を続ける
ことで，当初の目的であるデセン酸の効能およびその作用
機構の解明に，引き続き迫っていきたいと考えている．
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