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沖縄産柑橘シークワーサーの生活習慣病予防作用に

関する研究

伊 東 晃(東 京薬科大学薬学部教授)

1.緒 言

柑橘類の果実には多 くのフラボノイド類が含ま

れており,脂 肪細胞の増殖抑制,コ レステロール

生合成の律速酵素であるHMG-CoAレ ダクター

ゼ阻害,ガ ン細胞の増殖阻害など多彩な薬理作用

が報告 されている1渤。 シークワーサー[Citrus

depressaHayata(Rutaceae):ヒ ラミレモン]は

沖縄に自生する柑橘であり,そ の果皮および果汁

中に6種 のポリメ トシフラボノイドが多量に含ま

れ,か つその主成分はノビレチン(5.6,7,8,3',

4'-hexamethoxyflavone)(Fig.1)で あること

が報告されている。このノビレチンは抗炎症作用,

発ガン防止作用やガン浸潤 ・転移作用を示すこと

が報告されている3、51。このような事実は,ノ ビ

レチンが関節リウマチ,変 形性関節症や骨粗懸症

などいわゆる生活習慣病の治療および予防薬 とし

て有用であることを強 く示唆する。 しかしこれま

でに,ノ ビレチンのこれら疾患に対する作用は,

ほとんど検討されていない。

Fig.1ノ ビ レチ ンの 構 造

このような背景から本研究では,ヒ ト関節滑膜

細胞においてインターロイキンー1(IL-1)に より

誘導したプロスタグランジン(PG)E2や マ トリ

ックスメタロプロテアーゼ(MMP)産 生などの

いわゆる炎症反応に対するノビレチンの作用およ

び卵巣摘出マウス骨粗懸症モデルにおけるノビレ

チンの作用を詳細に検討 した。

2.実 験 方 法

2,1ヒ ト関節滑膜 細胞の培 養 と処理

ヒ ト関節 滑膜細 胞(CellSystems,Co.)は10%

FBS/DMEM/penicillinG(100units/ml)/

streptomycin(100μg/ml)の 培養液 中,5%CO2/

95%airの 気 流 下 に 培養 した。 マ ル チ プ レー ト

(24穴)あ るいは100mmデ ィシュに播 種後 コ ン

フ ル エ ン ト ま で 培 養 し,そ の 後 培 養 液 を

DMEM/0.02%lactalbumin水 解 物 に 交換 し た。

同培 養液 中で ヒ ト組換 えIL-1α(rhlL-1α,lng/

ml)に よ り細 胞 を刺 激 し,炎 症反 応 を惹起 した。

ノビ レチ ンはIL-1α 添 加 と同時 にジメチ ルス ルオ

キ シ ド(DMSO)溶 液 と して培 養系 に加 え た。

この ときのDMSOの 終濃 度 は最大0.05%と した。

未 処理群 に もDMSOを 同 様に加 え た。細 胞処 理

後 に回収 した培養 液は,使 用 まで一20℃ で保存 し

た。

2.2Westernblot法 に よるproMMPsお よび

cyclooxygenase(COX)の 解析

培 養 液 中 のMMP-1/collagenase-1,MMP-3/

strolnelysin-1お よびMMPの 内 因性 イ ン ヒ ビタ
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一(TIMP-1)は ,既 述 のよ うにWesternblot法

によ り検 出 し,そ れ らの濃 度をデ ンシ トメー ター

に て 測 定 し相 対 産 生 量 を 比 較 した61。 一 方,

COX-1お よ び 一2産 生 は,細 胞 溶 解 液(50mM

Tris-HCIpH7.5/2%SDS/10°oglycerol/5%

2-mercaptoethanol)で 細 胞 を溶解 じ タンパ ク質

濃 度 を 揃 え てEnhancedchemluminescence-

Westernblot法(AmershamPharmacia

Biotech)を 実 施 した。抗 体は ヒ トCOX-1お よ び

一2に対 する ものをそ れぞれ使 用 した。相対 産生量

は上述 のご と くに測定 した。

2.3PGE2の 定量

培養 液中 のPGE2は,市 販の酵 素標 識抗体 キ ッ

ト(AmershamPharmaciaBiotech)に よ り定量

した。

2-4RT-PCRに よるmRNAの 定量

培養 デ ィシュ(直 径100mm)を 使用 して培養

し た 細 胞 か ら の 総RNAの 抽 出 は,Isogen

(NipponGeneCo.)を 用い て行 った 。総RNA3

μgをRT-PCRに よ り 関 節 滑 膜 細 胞 のCOX-1,

COX-2,proMMP-1お よ びGAPDHmRNAの 変

動 を検 討 した。使用 したプ ライマ ーお よび実験方

法の詳 細は,前 報 に記 載の とお りであ る61。

2.5マ ウス卵 巣摘 出骨粗 懸症 モ デル におけ る

ノビ レチ ンの骨粗 懸症予 防作 用

雄性 マ ウ ス(8週 齢)に 卵 巣摘 出 術(OVX)

を行 った。 また,5倍 濃縮 した シー クワサ ー果汁

100μ1(3.6m1/kg体 重)あ る い は水 をOVX当

日よ り1日1回 経 口投 与 した。術後4週 にて体重

お よび子宮重 量を計測 す ると共 に,大 腿骨 を摘 出

し70%ethanolに よ り固定 した後 に4℃ で保存 し

た。 大 腿 骨 の 軟X線 写 真 はSoftX-ray(Model

CMB-1:SOFTEX社 製)を 用 い て撮 影 した。 大

腿骨 の骨 密 度(BMD:bonemineraldensity)は

DEXA法(DualenergyX-rayabso-

rptionmetry/ModelDSS-600R:Aloka社 製)に よ

り測定した.骨 塩量は灰分重量に相関することが

報告 されており,骨 密度は測定領域の骨塩量を面

積で除することで算出した。

2.6有 意差検定

有意差検定にはANOVA法 を行った。また,

多母集団の比較の場合Dunnet検 定を併用した。

3.実 験 結 果

3.1ヒ ト関節滑膜細胞におけるPGE2お よび

COX-2産 生に及ぼすノビレチンの影響

ヒト関節滑膜細胞をhrIL-1α(1ng/ml)に て処

理するとPGE2産 生は約10倍 増加 した。ノビレ

チンはこの産生を濃度(4-64,uM)依 存的に抑制

した(Fig.2)。Fig.3AのWesternblotの 結果

に示すように,こ のノビレチンのPGE2産 生抑制

作用は,rhlL-1α により誘導されるCOX-2酵 素

産生の選択的かつ濃度依存的抑制に起因すること

が判明 した。さらに,こ の産生抑制は,RT-PCR

の結果COX-2mRNAの 発現抑制に依存すること

も判明した(Fig.3B)。

一方
,ノ ビレチンは上記処理条件下では,細 胞

数に全く影響を与えないことも判明(結 果未収

Fig.2ノ ビ レチ ン に よ る ヒ ト関 節 滑 膜 細 胞 で のPGE2産 生 の 抑 制

ヒ ト関 節 滑 膜 細 胞 をrhlL-Ia(lngmllお よ び 各 濃 度 の ノ

ビ レ チ ン の 共 存下 に24時 間処 理 し,培 養 液 中 に 産生 さ れ た

PGE2を 酵 素 一抗 体 法 で 定 量 した,数 値 は 実 験4回 の 平 均 値

±SD....お よ び###は 対 照 群(P〈0.001>お よ びrhlL-la

処 理 群(P<0.001)に 対 す る 有 意 差,1.対 照;2.hrlL-1α

処 理;3-7,rhlL-1α+ノ ビ レチ ン16.&16.32お よ び64μ

¥i):8,ノ ビ レ チ ン 〔64μM)っ
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〔A〕

Cs;

Fig.3ノ ビ レチ ン に よる ヒ トCO_1"-2発 現 お よ び産 生 の 選 択 的 抑 制

〔A):ヒ ト関 節 滑 膜 細 胞 をrhlL-1a(lngmlお よび 各 濃

度 の ノ ビ レチ ンの 共 存 下 に24時 間処 理 し.細 胞 をPBS(一 に

て 洗 浄 し溶 解 後Westernblotを 実 施 し た1.対 照:2.

rhlL-1a処 理;3-5,rhlL-1α+ノ ビ レ チ ンc16,32お よび64

μM〕:6.ノ ビ レ チ ン16-1ｵ¥11-

(B):ヒ ト関 節 滑 膜 細 胞 をrhlL-1α 〔lngm1}お よび ノビ

レ チ ン16kｵ¥1)の 共 存 ドに2時 間 処 理 した 後,総R¥_aを

Isogenを 用 い て 抽 出 した 一 そ の3μgに つ い てRT-PCRに て

COX-1.COX-2お よ びG.aPDHmRNAを 定 量 し た.1,対

照;2.1・hIL-1α 処 理;3.rhlL-la+ノ ビレ チ ン 〔64μM}一

載)し てお り,上 述 した ノビ レチ ンの作 用が細 胞

毒性 に基づ く もの でない こと を確 認 している。 こ

れ らの結果 は,ノ ビ レチ ンに よるヒ ト関節滑膜 の

PGE2産 生抑 制 作用 はCOX-2mRNAの 選択 的 な

発現 抑制 に伴 うCOX-2の 産 生阻 害に 起因 す るこ

とを示 唆す る。

3.2マ ウ スマ ク ロフ ァー ジに おけ るPGE2産

生 お よ び各 種 サ イ トカ イ ンmRNA発 現

に対す る ノビレチ ンの抑制作 用

ノビ レチ ンは ヒ ト関 節滑膜 細胞 と同様 に,LPS

(5μg/ml)に よ り誘導 した マ ウスマ ク ロフ ァー

ジ におけ るPGE2産 生 を濃度依 存的(1-16μM)

に抑制 す るこ とも判 明 した(結 果 未収載)。

一方 ,同 細胞 をLPSで12時 間処理す るとIL-1a

mRNA(未 処 理 群 の1.8倍,P<0.001)IL-1β,

mRNA(同2.9倍,P<o.001),IL-6お よびTNFα

mRNA(各1.1倍,P〈0.01)の 発現 が各 々増加 す

る。 この誘導 に対 しノビレチン(32μM)は,IL-1α

mRNA(抑 制 率>50%,P<0.01),IL-1βmRNA

(同>48%,P<0.05),IL-6mRNA(同>47%,P<

0.Ol)お よ びTNFαmRNA(同>30%,P<0.05)

〔A〕

;B;

〔C〕

〔DI

i;E)

Fig.tマ ウ ス マ ク ロ フ ァー ジ に お け る 各種 サ イ トカ イ ン発 現 の ノ

ビ レチ ンに よ る 抑 制

マ ウ ス 」rik._/マ ク ロ フ ァー ジ をLPS〔5μgmlお よ び32

u¥1ノ ビ レ チ ンの 共 存 ドに2時 間 処理 し,Fik.3と 同 様 に 総

RNAを 抽t.後.さ ら にRT-PCRに てIL-la.IL-la.IL-6お

よ びTNFαmRNAを 定 量 し た.1.対 照:2.rhlL-1α 処 理:

3,LPS+ノ ビ レチ ン

をそ れぞ れ抑 制 す るこ とが判 明 した(Fig.4)。

さ らにマ ク ロ ファー ジのIL-1β 産 生 は,ノ ビ レ

チ ン処 理 に よ り2倍(19.6±7.4pg/mlvs.37.2

±9.9pg/ml,p〈0.05)に 増加 す るが,ノ ビレチ ン

(32μM)は,こ の 増 加 分 を ほ ぼ 対照 群 レベ ル

(20.3±8.6pg;"ml)ま で抑制 した。

3.3ノ ビ レ チ ン は ヒ ト関 節 滑 膜 細 胞 の

proMMP-1お よ びproMMP-3産 生 の 抑

制 とそ の阻害物 質TIMP-1産 生 の促進

MMPsは 関節 リウマチ や 変形性 関 節症 等 にお

いて軟骨 マ トリ ックスの破壊 に密接 に関 わるこ と

か ら,ヒ ト関節 滑膜 細胞 に おけ るMMPs産 生お

よび この内因性 イ ンヒビ ターであ るTIMP-1産 生

に対す る ノビレチ ンの作用 を検討 した。 ヒ ト関節

滑膜 細 胞 をrhlL-1α に て 処 理 す る とproMMP-1

お よびproMMP-3の 産生 が 促進 した。 これ らの

産生 を ノビ レチ ンは濃 度依存 的(16-64μM)に

抑 制 し た(Fig.5Aお よ びB)。 ま た,こ の

proMMP-1産 生 の 増 加 はrhlL-1α 刺 激2時 間で

すで に観察 され るproMMP-1mRNAの 増加 に よ

る も ので あ る こ と,さ らに ノ ビ レ チ ン に よ る

proMMP-1産 生 の抑制 は,そ のmRNA発 現 の抑

制に起 因す るこ とも判 明 した(結 果 未収載)。

一方
,ノ ビ レチ ンは,TIMP-1の 産生 を濃 度依
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〔:a〕

CB)

CC)

Fig.5ヒ ト関 節 滑 膜細 胞 にお ける コ ラゲ ナ ー ゼ お よ び ス トロ ム ラ

イ シ ン産 生 に 対 す る ノ ビ レチ ンの 抑 制 作 川

ヒ ト関 節 滑 膜 細 胞 をFig.2と 同 様 に 処理 し.培 養 液 中 の フ

ロ コ ラ ゲ ナ ー ゼpro¥1¥IP-1.プ ロ ス ト ロ ム ラ イ シ ン

pro¥1¥IP-3お よ び¥1¥IPの イ ン ヒ ヒ タ ー で あ るTIMP-1を

Westernblot法 に よ り 同 定 お よ び 定{llし た.1,対 照:2,

rhlL-1a処 理;3-5.rhlL-1a+ノ ビ レチ ン(16.32お よ び64

,八D・r,ノ ビ レ チ ン(64〃¥//

存的に促進することも判明した(Fig.5c)。 すな

わち,ノ ビレチンは関節リウマチなどの炎症部位

において細胞外マトリックスの分解をMMPsの

産生抑制およびそのインヒビターであるTIMP-1

の産生を促進するといった2方 行から阻害するこ

とが判明した。

3.4骨 粗巻症モデルマウスの骨量減少に対す

るシークワーサー果汁の経口投与の影響

骨粗霧症の骨吸収においてPGE2が 促進的に作

用することは周知の事実である。そこでノビレチ

ンがヒ ト関節滑膜細胞においてCOX-2の 選択的

産生阻害を伴いPGE2産 生を抑制したことから,

ノビレチンを多量に含むシークワーサー果汁が骨

粗嶺症の予防作用を示すか否かについて検討した。

濃縮果汁(100μ1)を 連日4週 間にわたり経口投

与したところOVXマ ウスの大腿骨遠位部におい

て減少した海綿骨が正常化する傾向が認められた。

そこでDEXA法 により大腿骨密度を測定 したと

ころOVXに より低下 した骨密度は10,ul投 与で

は認められないが100,ulの 果汁投与により有意

な回復を認めた。一方,果 汁投与はマウスの体重

や子宮重量には全 く影響しなかった(結 果未収

載)こ とから,骨 吸収抑制作用はノビレチンのエ

ス トロジェン作用によるものでないことも示唆さ

れた。シークワーサー果汁の上記抑制の作用機構

については,ノ ビレチ ンのOVXマ ウスへの投与

が予備的ながら,海 綿骨量減少および破骨細胞増

加の抑制に起因することを確認 している(結 果未

収載)。

4.考 察

PGE>は 関節 リウマチや変形性関節症において

血管透過性充進作用などの示す炎症メディエータ

ーとして,ま た骨吸収促進因子 として骨粗緩症等

において重要な役割をすることが報告されてい

る71。COXはPGE2を 含むプロスタグランジン産

生の律速酵素として知られ,な かでも誘導酵素で

あるCOX-2は,炎 症部位におけるPGE>産 生に

おいて中心的役割を担っている3。 これとは対照

的に常在性酵素であるCOX-1は,胃 粘膜などの

組織において生理的PGs産 生に関わることが知

られているQi。したがって抗炎症薬開発において

COX-2の 選択的な活性あるいは産生阻害剤が切

望されている。本報告において,ノ ビレチンがヒ

ト関節滑膜細胞のPGE2産 生をCOX-2の 選択的

阻害を伴って抑制することを示 した。同様の報告

がinterferon-Y/LPS一 処理 マウスRAW264.7マ

クロファージにおいて報告されている31。したが

って本報告において示 したマウスマクロファージ

におけるPGE2産 生のノビレチンによる抑制 も,

上記ヒ ト関節滑膜細胞と同様にCOX-2の 選択的

阻害に基づくことが強 く示唆される。

関節リウマチなどの炎症局所では,IL-1α,ILIβ,

IL-6やTNFα などが炎症反応の進行に多様な作

用を示すことが報告されている10・lP。関節滑膜細

胞,軟 骨細胞,マ クロファージや骨芽細胞のよう

な間葉系細胞において,IL-1α,IL-1β お よび

TNFα などはPGE2と 共にマ トリックス分解に密

接に関与するproMMP-1,-3,-9お よび一13などの

産生促進や産生誘導をもたらすことが報告されて

いる12-1(i〕。さらにIL-6も ヒト関節滑膜細胞では

1レ1の 関与する種々の炎症反応を増強すること
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が報告されているlD。ノビレチンがマクロファー

ジにおいてこれらサイトカイン産生を抑制するこ

とは大変興味深い。すなわちノビレチンはIL-1

やTNFα が関与するPGE2産 生の抑制と免疫系

の抑制とを同時に行うといえる。このような性状

はデキサメタゾンなどのステロイド性抗炎症薬と

類似している。しかし,デ キサメタゾンはヒト関

節滑膜細胞においてproMMPsに 加えてTIMP-1

の産生を抑制することが知られている。一方,ノ

ビレチンのproMMPsに 対する作用は同様であっ

たが,TIMP-1に 対しては促進した。TIMP-1に

対する作用を見るかぎりノビレチ ンとデキサメタ

ゾンとは,そ の作用が全く異なるといえる。

骨代謝において,PGE2は 骨芽細胞に作用し破

骨細胞分化誘導因子(RANKL;receptoractovator

ofnuclearfactor-kBligand)の 発現を誘導し,単

球 ・マクロファージ系細胞からの破骨細胞分化を

誘導する181。このような事実 と,我 々の新知見す

なわち関節滑膜細胞やマクロファージにおいて

COX-2の 選択的阻害に起因したノビレチンによ

るPGE2産 生の抑制とを考慮すると大変興味深い。

そこでノビレチンを含むシークワサー果汁の経口

投与が,OVX骨 粗懸症モデルマウスにおける骨

代謝に及ぼす影響を検討した。マウス大腿骨部の

骨密度減少を指標に評価したところ1日 あたり果

汁(5倍 濃縮)100μ1の 投与では骨量減少の有

意な防止効果が確認された。当該果汁の上記抑制

の作用機構については,現 在不明な点が多いが,

その一部はノビレチンのPGE>産 生阻害に起因す

る破骨細胞増加の抑制で説 明できることをin

vitroにおいて確認している。

以上,関 節 リウマチ,変 形性関節症や骨粗懸症

などの生活習慣病の治療 ・予防と関連して,ノ ビ

レチンの多彩かつ有用な生物活性を明らかとした。

しかし,細 胞内情報シグナル系に対する作用を含

むノビレチンの作用発現機序については,不 明な

点が多い。これらの解明は情報伝達系に作用点を

示す生活習慣病の新規治療 ・予防薬の開発とも関

連 し大変興味深い課題である。
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PreventiveeffectsofaJapaneseorange,CitrusdepressaHayatafromOkinawa

islandonthelifestyle-relateddiseases

AkiraIto

(DepartmentofBiochemistryandMolecularBiology.TokyoUniversityofPharmacyandLifeScience)

FlavonoidssuchasnobiletinfromCitrusdepressaHayatahavebeenreportedtoexert

anti-inflammatoryandanti-cancercellmetastaticactivities.Therefore,weexaminedthe

preventiveeffectsofnobiletinonlifestyle-relateddiseasessuchasrheumatoidarthritisand

osteoporosis.

Nobiletinsuppressedtheinterleukin(IL)-1-inducedproductionofprostaglandin(PG)

E2inhumansynovialfibroblastsinadose-dependentmanner(<64μM),accompanying

selectivedownregulationofcyclooxygenase(COX)-2,butnotCOX-1mRNAexpression.

Nobiletinalsointerferedwiththelipopolysaccharide-inducedproductionofPGE2andthe

geneexpressionofpro-inflammatorycytokinesincludingIL-1a.IL-1Q,tumornecrosisfactor

aandIL-6inmousemacrophages.Inaddition,thedown-regulationbynobiletinofIL-1-

mediatedgeneexpressionandproductionofpromatrixmetalloproteinase(proMMP)

-1/procollagenase-1andproMMP-3/prostromelysisn-1wasobservedinhumansynovial

fibroblasts.Incontrast,theproductionofendogenousMMPinhibitor,TIMP-1,was

augmentedbynobiletin,indicatingthatnobiletinisverylikelytoeffectivelyinterferewith

thedegradationofextracellularmatricesatinflammatorysitesinrheumatoidarthritisand

osteoarthritis.

Alternatively,effectsofnobiletinonosteoporosisinovariectomized(OVX)micewere

examined.Whenfive-timescondensedjuice(100,ul)ofCitrusdepYessaHayatawasorally

administeredonadailybasistotheOVXmiceforfourweeks,bonemineraldensityinthe

regionofdistalmetaphysisofexcisedfemurswassignificantlyhigherthanthatofnon-

treatedcontrolmice.Thejuice,however,didnotmodulatethebodyanduterineweightsof

theOVXmice,indicatingthatthepreventiveactionbythejuiceisduetoitsnon-estrogenic

effect.TheseresultssuggestthatthejuiceofCitrusdepressaHayatawhichmainlycontains

nobiletinexertsthepreventiveeffectsagainstosteoporosis.

Inconclusion,nobiletinaswellasthejuiceofCitrusdepressaHayataarenovel

candidatesforthepreventionand/ortreatmentoflifestyle-relateddiseasessuchas

rheumatoidarthritisandosteoporosis.


