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研究成果の概要（和文）：本研究はセリ科野菜などに含まれるポリアセチレン化合物ファルカリンジオールの抗
糖尿病効果の検討と作用機序の解明を目的とした。糖新生を誘導した肝臓由来細胞におけるファルカリンジオー
ルのグルコース産生抑制効果を見出した。その作用機序はインスリンシグナル伝達経路の下流のGSK-3β不活性
化が関わることが示唆された。これらの結果は、抗2型糖尿病効果におけるセリ科食材の有用性を示唆するもの
である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism of the anti-diabetic effect of 
falcarindiol isolated from Apiaceae family vegetables. Falcarindiol suppressed glucose production in
 rat hepatoma H4ⅡE cells. Falcarindiol also increased the level of inhibitory phosphorylation of 
GSK-3β in H4IIE cells. These results indicate that several Apiaceae family vegetables containing 
falcarindiol could be a useful food ingredient against type-2 diabetes.

研究分野：食生活学
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１．研究開始当初の背景 
 2 型糖尿病はインスリン抵抗性と膵島機能
不全によるインスリン作用不足を要因とす
る高血糖状態で、糖尿病全体の 90%以上を占
めている。2 型糖尿病は一度発症すると治癒
することが難しく、網膜症など様々な合併症
を引き起こすことから、その予防・治療法の
開発は社会的要請が大きい。 
 近年、新たな作用機序に基づく 2型糖尿病
予防・治療剤の有効成分として、グリコーゲ
ン合成酵素キナーゼ-3β(glycogen synthase 
kinase-3β(GSK-3β))を阻害する物質が注
目されている。GSK-3βはインスリンシグナ
ル伝達の下流に位置するタンパク質リン酸
化酵素で、糖尿病態において過剰な活性化が
みられることから、2 型糖尿病予防・治療の
創薬分子標的と考えられている。GSK-3β阻
害物質は、これまでに合成化合物を中心とし
て様々な化合物が見出されてきたが、食材由
来の GSK-3β阻害物質の研究はほとんど進ん
でいない。食材由来の GSK-3β阻害剤の研究
は、2 型糖尿病予防の基礎研究と機能性食品
開発の応用研究の双方おいて重要である。 
これまでに、食材に含まれる GSK-3β阻害
物質を遺伝子変異酵母株 YNS17 (zds1Δerg3
Δpdr1Δpdr3Δ)の生育回復を活性の指標と
する新規な薬剤スクリーニング技術を用い
て探索してきた。その結果、ワサビに含まれ
るイソチオシアネート類と、ニンジンや山菜
のウドに含まれるポリアセチレン化合物の
ファルカリンジオール(Fal)の GSK-3β阻害
活性を見出した。抗糖尿病効果に関わる機能
性を検討した結果、ラット肝臓由来細胞株 H4
ⅡE における糖新生律速酵素の遺伝子発現が
Fal の作用により抑制された。また、糖尿病
モデルラットにセリ抽出物を投与すると血
糖値の上昇を抑制する可能性が示唆された。
Fal はセリ、ニンジンやウドなどのセリ科や
ウコギ科の食材に含まれる GSK-3β阻害物質
である。これまでの、肝細胞や糖尿病モデル
動物を用いた機能性評価から、Fal を含む食
材は高血糖改善効果を示す有望な天然資源
であると期待できる。 
 
２．研究の目的 
 Fal は肝細胞や糖尿病モデル動物を用いた
機能性評価から、ヒトに対する高血糖改善効
果が期待できる生物活性物質である。しかし、
肝臓由来細胞株における作用機構の詳細は
未だ明らかになっていない。そこで本研究は、
ファルカリンジオールの糖代謝改善作用を
肝臓由来細胞を用いて明らかにすることを
目的とした。また、遺伝子変異酵母株 YSN17
に生育円活性を示す各種低分子化合物の機
能性評価と作用解析を行い Fal と比較した。
具体的には、次の(1)～(3)を中心に糖新生抑
制作用とインスリンシグナル伝達への影響
を解析した。 
 
(1) 肝臓由来細胞株における糖新生抑制効

果と作用機序の解析 
 
(2) 多細胞生物を用いた薬剤探索系におけ
る GSK-3β阻害活性の検討 
 
(3) 遺伝子変異酵母株(zds1Δerg3Δpdr1/3
Δ)に生育回復活性を示す生物活性物質の
GSK-3β阻害活性と 2 型糖尿病に関連する機
能性評価 
 
３．研究の方法 
(1) 肝臓由来細胞におけるFalのグルコース
産生抑制作用の解析 
H4ⅡE 細胞を 12-ウェルマイクロプレート
に播種して 2 日間培養後にデキサメタゾン
(Dex) とジブチリルサイクリック AMP 
(Bt2cAMP)を含む無血清 DMEM 培地に交換した。
そこに、Fal または各種 GSK-3β阻害剤を添
加し 24 時間培養した。その後、ピルビン酸
ナトリウムと乳酸ナトリウムを添加したグ
ルコース・フェノールレッド不含培地に交換
して 4時間培養後、培地へのグルコース放出
量をグルコースオキシダーゼ/ペルオキシダ
ーゼ法で測定した。 
 
(2) 肝臓由来細胞におけるFalの糖新生に関
わるシグナル伝達経路に対する影響 
 H4ⅡE 細胞を 12-ウェルマイクロプレート
に播種して2日間培養し無血清培地に交換し
て一晩培養した。その後、様々な濃度の Fal
または各種市販の阻害剤を培地に加えて培
養し、糖新生制御機構に関わるシグナル伝達
の主要分子のタンパク質リン酸化レベルを
ウエスタンブロット法で解析した。 
 
(3) ゼブラフィッシュ胚を用いた実験系に
よる多細胞生物における活性評価 
 ゼブラフィッシュ胚を用いた薬剤探索系
にて Wnt/β-catenin 経路活性化による「眼
の形成不全」を指標として多細胞生物におけ
る GSK-3β阻害活性の検討を評価した。受精
後 4.5 時間のゼブラフィッシュ胚を 96-ウェ
ルマイクロプレートに入れ、受精後6時間(シ
ールド期)にFalまたはGSK-3β阻害剤BIOを
加えて 24 時間培養後、顕微鏡で眼の形成を
観察した。 
 
(4) 神経突起伸長作用を有する非メチレン
中断型ジエン酸の新たな生物活性の解析 
 合成した非メチレン中断型ジエン酸につ
いて、Ca2+超感受性の遺伝子変異酵母 YNS17
株(zds1Δerg3Δpdr1/3Δ)における生育回
復活性を検討した。CaCl2を加えた YPD 寒天培
地プレートで YNS17 株を 28℃培養し、ペーパ
ーディスク法にて生育円の大きさを測定し
た。また、ヒト急性前骨髄性白血病細胞 HL60
に対する細胞毒性をMTTアッセイにて測定し
た。さらに、GSK-3β阻害活性、並びに H4ⅡE
細胞におけるグルコース産生抑制作用を検
討した。 



(5) ヒマシ油から得られたヒドロキシ脂肪
酸リシノール酸のカルシニューリン阻害活
性と GSK-3β阻害活性の解析 
 ヒマシ油から得られるヒドロキシ脂肪酸
リシノール酸(RA)の酵素反応におけるカル
シニューリン(CN)阻害活性を、カルシニュー
リンアッセイキットを用いたマラカイトグ
リーン法にて測定した。また、遺伝子変異酵
母株(zds1Δerg3Δfkb1Δ、zds1Δerg3Δ
cph1Δ)における生育円活性からCN阻害活性
におけるイムノフィリン依存性を検討した。
また、培養細胞における CN 阻害活性を検討
するため、ラット好塩基球性白血病細胞
RBL-2H3 を 96-ウェルプレートに播種して一
晩 培 養 後 、 被 験 物 質 存 在 下 で 、
IgE+DNP-BSA(Ag)刺激によるβ-ヘキソサミ
ニダーゼ活性を指標に脱顆粒抑制活性は測
定した。さらに、糖新生抑制作用を解析する
ために、Dex/Bt2cAMP 処理で糖新生刺激した
H4ⅡE 細胞に RA 及び各種阻害剤 LY294002、
Akt 1/2 kinase inhibitor 、 rapamycin 、
staurosporine、okadaic acid、compound C
を共処理して 24 時間培養し、培地交換後 4
時間で培地中に放出されたグルコースをグ
ルコースオキシダーゼ/ペルオキシダーゼ法
で定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 肝臓由来細胞におけるFalのグルコース
産生抑制作用の解析 
 Dex/Bt2cAMP 溶液で糖新生を惹起した H4Ⅱ
E 細胞にインスリンを処理して培養すると、
培地中へのグルコース放出量が溶媒対照群
と比較して約90%抑制された。同条件下でFal
を H4IIE 細胞に処理して培養すると、培地中
へのグルコース放出量の抑制率が溶媒対照
群と比較して抑制され、濃度依存的な有意差
が認められた。また、Fal と阻害形式の異な
る各種 GSK-3β阻害剤のグルコース放出量の
抑制率を測定した結果、Mg2+拮抗型の LiCl と
ATP 拮抗型の BIO で有意に抑制された。これ
らの結果から、Fal はグルココルチコイドと
cAMP の作用で惹起される肝細胞のグルコー
ス産生を抑制し、その活性は酵素反応で強力
な GSK-3β阻害剤である BIO と同等の濃度で
作用することが示唆された。以上の結果から、
Fal は試験管内での酵素反応における GSK-3
β阻害活性は既存の GSK-3β阻害剤と比較し
て強力な阻害活性ではないが、肝臓由来細胞
においては既存の GSK-3β阻害剤と同程度の
作用濃度で糖新生抑制効果を示す可能性が
得られた。 
 
(2) 肝臓由来細胞におけるFalの糖新生に関
わるシグナル伝達経路に対する影響 
 H4ⅡE 細胞にインスリンを 1 時間作用させ
ると、Akt リン酸化、GSK-3βリン酸化、およ
びp70S6Kリン酸化の顕著な増加がみられた。
同条件下で、Fal を 1 時間作用させた結果、
GSK-3βリン酸化とp70S6Kのリン酸化の増加

が認められたが、Akt リン酸化に顕著な増加
がみられなかった。また、同様に GSK-3β阻
害剤 TDZD-8 を H4ⅡE 細胞に作用させると、
GSK-3β、AMPKα、p70S6K のリン酸化レベル
の増加が認められた。一方、AMPK 活性化剤
AICAR を H4ⅡE 細胞に作用させると、AMPKα
のリン酸化に増加がみられたが、p70S6K のリ
ン酸化に変化がみられなかった。Fal と各種
阻害剤を共処理すると、Fal と mTORC1 阻害剤
rapamycin 共処理群で糖産生抑制効果が打ち
消された。一方、インスリンと各種阻害剤を
共処理すると、LY、Ak、Ra 共処理群において
インスリンの糖産生抑制効果が阻害された。
Fal の糖産生抑制効果が PI3K 阻害剤、Akt 阻
害剤との共処理で阻害されなかったことか
ら、その標的分子は Akt より下流の分子、ま
たはインスリンシグナル伝達経路とは独立
した細胞内シグナル伝達経路の分子である
ことが示唆された。以上の結果から、H4ⅡE
細胞における Fal の標的分子は GSK-3βであ
る可能性が得られ、GSK-3β不活性化と AMPK
活性化により糖新生を抑制することが示唆
された。また、これらの作用機序にはオート
ファジー制御にかかわる mTORC1 の活性が関
わる可能性が得られた。H4ⅡE 細胞における
Fal の糖新生抑制作用は、Akt の活性化を介
さない GSK-3β不活性化によることが示唆さ
れた。 
 
(3) ゼブラフィッシュ胚を用いた実験系に
よる多細胞生物における活性評価 
 多細胞生物における GSK-3β阻害活性の検
討では、GSK-3β阻害剤 BIO をゼブラフィッ
シュ胚に作用させると「眼の形成不全」がみ
られた。同条件下で Fal を作用させると、低
濃度では眼が形成され、高濃度では胚発生が
抑制された。しかし、それぞれ活性を示さな
い濃度で Fal と BIO を供処理したところ「眼
の形成不全」がみられた。Fal はゼブラフィ
ッシュ胚において BIO と相乗的に Wnt/β
-catein 経路を活性化する可能性が得られた。 
 
(4) 神経突起伸長作用を有する非メチレン
中断型ジエン酸の新たな生物活性の解析 
 非メチレン中断型ジエン酸の遺伝子変異
酵母株 YNS17 に対する生育回復活性は、18:2
Δ4,15 のみに僅かに生育円が認められた。ま
た、HL60 細胞に対する細胞毒性は、リノール
酸に比べていずれのジエン酸も約 5～7 倍高
い細胞毒性を示した。一方、GSK-3βに対す
る阻害活性は、GSK-3β阻害剤の TDZD-8 に比
べていずれのジエン酸も約 5～12 倍低い IC50
値を示した。さらに、H4ⅡE 細胞におけるグ
ルコース産生抑制効果は 18:2Δ4,15 のみに
認められた。以上の結果から、18:2Δ4,15 は
酵素反応における GSK-3β活性を阻害し、糖
新生を誘導したH4ⅡE細胞におけるグルコー
ス産生抑制作用を示すことが明らかになっ
た。 
 



(5) ヒマシ油から得られたヒドロキシ脂肪
酸 RA の CN 阻害活性と GSK-3β阻害活性の解
析 
RA は遺伝子変異酵母株(zds1Δerg3Δfkb1
Δ、zds1Δerg3Δcph1Δ)に対して生育円活
性を示し、CNをペプチド基質拮抗的に阻害し
た。一方、構造類縁体のオレイン酸(OA)とリ
シノール酸メチルエステル(RAM)は RAより弱
い CN 阻害活性を示した。また、Ag 刺激した
RBL-2H3 細胞において、RA は高濃度で脱顆粒
を有意に抑制したが、OAと RAM は、同濃度で
脱顆粒を有意に抑制しなかった。同条件下で、
CN阻害剤の FK506 と cyclosporin A は脱顆粒
を有意に抑制した。以上より、RA のイムノフ
ィリン非依存的な CN 阻害活性が示唆され、
その活性にはヒドロキシ基またはカルボキ
シ基が重要であると考えられる。 
 また、糖新生を惹起した H4ⅡE 細胞に RA
を作用させるとグルコース産生が溶媒処理
群と比較して有意に抑制された。同条件下で
RA と各種阻害剤を共処理すると、rapamycin
共処理群で RA のグルコース産生抑制効果が
顕著に阻害されが、PI3K 阻害剤と Akt 阻害剤
との共処理で阻害されなかった。一方、イン
スリンと各種阻害剤を共処理すると、
LY294002 、 Akt 1/2 kinase inhibitor 、
rapamycin との共処理群においてインスリン
の糖産生抑制効果が阻害された。以上より、
RA の標的分子は、Akt より下流の分子、また
はインスリンシグナル伝達経路とは独立し
た細胞内シグナル伝達経路の分子である可
能性が示唆された。 
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