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略 語 表 記 一 覧  

 

ADHP： 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine 

BCA： ビ シ ン コ ニ ン 酸  

BSA： 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン  

Cont ： コ ン ト ロ ー ル 群 （ 試 験 物 質 非 添 加 群 ）  

DAPI ： 4‘,6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM： Dulbecco’s modified Eagle medium 

FBS： ウ シ 胎 児 血 清  

GAPDH： グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3- リ ン 酸 脱 水 素 酵 素  

HBSS： Hank's balanced salt solutions 

HEPES ： 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

Ins： イ ン ス リ ン  

KHH： Krebs-Henseleit-HEPES 

mtDNA： ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 DNA 

MTT ： 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

ND1： NADH 脱 水 素 酵 素 複 合 体 1 

nDNA： 核 由 来 DNA 

PAS ： periodic acid-schiff 

PBS ： リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水  

PC： ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ  

PEP ： ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸  

PEPCK1： ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ 細 胞 質 ゾ ル 型 ）  

PEPCK2 ： ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ ミ ト コ ン ド リ ア 型 ）  

PPIA： サ イ ク ロ フ ィ リ ン A 

Pyr ： ピ ル ビ ン 酸  

RIPA： Radioimmunoprecipitation assay 

TBS ： ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水  

TCA： ト リ カ ル ボ ン 酸  

TG ： 中 性 脂 肪  
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論 文 要 旨  

 

十 文 字 学 園 女 子 大 学 大 学 院 人 間 生 活 学 研 究 科 食 物 栄 養 学 専 攻  

 

倉 若  美 咲 樹  

 

 

外 因 性 ピ ル ビ ン 酸 に よ る 培 養 肝 細 胞 の  

糖 質 ・ 脂 質 代 謝 の 調 節 に 関 す る 研 究  

 

【 背 景 ・ 目 的 】  

ピ ル ビ ン 酸 （ Pyr ） は 解 糖 系 の 最 終 代 謝 産 物 、 ま た エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 代 謝 の 岐

路 に 立 つ 重 要 な 中 間 体 で 、 血 中 （ 約 0.1 mM） に も 存 在 す る 。 近 年 は 痩 身 目 的 等

の サ プ リ メ ン ト や ミ ト コ ン ド リ ア 病 の 症 状 改 善 薬 へ の 利 用 が 研 究 さ れ て い る 。

細 胞 培 養 で は 、 Pyr は 補 助 的 エ ネ ル ギ ー 源 ・ 炭 素 骨 格 源 と し て 培 養 液 に 汎 用 さ れ

る （ 1-2 mM） 。 し か し 、 細 胞 外 Pyr が エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 に 与 え る 影 響 に は 、

生 体 丸 ご と は も と よ り 、 神 経 ・ 内 分 泌 系 等 の 調 節 系 か ら 独 立 し た 培 養 細 胞 レ ベ ル

に お い て も 不 明 な 点 が 多 い 。 マ ウ ス 骨 格 筋 由 来 C2C12 筋 管 細 胞 や マ ウ ス 由 来

3T3-L1 前 脂 肪 細 胞 で の 先 行 研 究 で グ ル コ ー ス （ Glu） 取 り 込 み へ の 影 響 が 報 告 さ

れ て い る が 、 作 用 の 方 向 は 相 反 す る 。 さ ら に Pyr 添 加 濃 度 は 50 mM、 25 mM で

あ り 、 血 中 や 細 胞 培 養 で の 濃 度 と 比 べ て 極 め て 高 い 。 ま た 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 代

謝 の 中 枢 で あ る 肝 細 胞 へ の 影 響 は ほ ぼ 不 明 で あ る 。 そ こ で 本 論 文 で は 、 肝 臓 代 替

モ デ ル と し て 汎 用 さ れ る ヒ ト 肝 細 胞 ガ ン 由 来 HepG2 細 胞 株 を 用 い 、 細 胞 外 Pyr

の 作 用 に つ い て 、 Glu の 細 胞 内 取 り 込 み へ の 作 用 と そ の 用 量 反 応 性 等 、 Glu の 細

胞 内 取 込 み 後 の 利 用 へ の 作 用 、 両 者 を 連 係 す る 機 能 を 明 ら か に す る こ と を 目 的

と し た 。  

 

【 方 法 】  

ま ず 細 胞 培 養 レ ベ ル で の 各 種 代 謝 産 物 の 高 感 度 測 定 法 を 検 討 し た 。 培 養 液 中

の 乳 酸 や Pyr 、 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 の 定 量 に は 、 基 質 特 異 的 オ キ シ ダ ー ゼ に よ

り 生 成 し た 過 酸 化 水 素 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ - 蛍 光 原 基 質 10-acetyl-3,7-

dihydroxyphenoxazine で 検 出 す る 酵 素 蛍 光 法 を 検 討 し た 。 細 胞 内 ATP は ル シ フ ェ

リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 化 学 発 光 法 と 画 像 解 析 に よ り 定 量 し た 。 続 い て こ
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れ ら の 測 定 系 を 用 い て HepG2 細 胞 に 対 す る Pyr の 影 響 を 調 べ た 。 Pyr を 0-2 mM

の 濃 度 に な る よ う 培 養 液 に 添 加 し 、 24 時 間 培 養 し た 。 そ の 後 培 養 液 と 細 胞 を 回

収 し 、 各 測 定 を 行 っ た 。 培 養 液 を 用 い て Glu 取 り 込 み 量 や 乳 酸 生 成 量 を 測 定 し

た 。 回 収 し た 細 胞 は グ リ コ ー ゲ ン ・ 中 性 脂 肪 （ TG ） ・ ATP・ ミ ト コ ン ド リ ア 由 来

DNA（ mtDNA） コ ピ ー 数 ・ 遺 伝 子 発 現 ・ タ ン パ ク 質 発 現 の 測 定 、 ま た PAS 染 色 ・

Oil Red O 染 色 ・ ミ ト コ ン ド リ ア 染 色 に よ る 組 織 学 的 検 査 に 供 し た 。  

 

【 結 果 】  

Pyr 添 加 （ 1 、 2 mM ） は HepG2 細 胞 に よ る Glu の 取 り 込 み を 有 意 に 促 進 し 、 1 

µM イ ン ス リ ン の 作 用 を 凌 ぐ よ う で あ っ た 。 Glu 取 り 込 み 促 進 作 用 は Pyr 濃 度 依

存 的 で 、 0.1 mM で 有 意 な 作 用 を 示 し 、 0.5-2 mM で ほ ぼ 最 大 と な っ た 。 リ ン ゴ 酸

は Pyr と 類 似 の Glu 取 込 み 促 進 作 用 を 示 し た 。 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た Glu と Pyr

の 代 謝 運 命 に 関 し て は 、 Pyr は 乳 酸 生 成 を 促 進 し た が 、 こ の 作 用 は 0.5 mM で 飽

和 に 達 し た 。 Glu と Pyr か ら の 乳 酸 変 換 率 は Pyr 添 加 に よ り 濃 度 依 存 的 に 低 下 し

た 。 細 胞 内 呼 吸 が 専 ら 解 糖 系 に よ る 嫌 気 的 呼 吸 か ら ミ ト コ ン ド リ ア 関 与 の 好 気

的 呼 吸 へ と 部 分 的 に シ フ ト し た 可 能 性 、 Glu や Pyr 等 の 基 質 が 乳 酸 以 外 に 変 換 さ

れ た 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 へ の Pyr の 影 響 は 、 PAS 染 色 で

は 検 知 で き な か っ た が 、 酵 素 蛍 光 法 で は 濃 度 依 存 的 に グ リ コ ー ゲ ン 量 は 減 少 し

た 。 TG 量 は 反 対 に 増 加 し 、 Oil Red O 染 色 で は Pyr 添 加 群 で 脂 肪 滴 の 増 加 ・ 増 大

が 認 め ら れ た 。 肝 細 胞 で の TG 合 成 に 必 須 な ミ ト コ ン ド リ ア に 関 し て は 、 Pyr 添

加 に よ る 細 胞 内 ATP 量 お よ び mtDNA コ ピ ー 数 の 増 加 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 ミ

ト コ ン ド リ ア の 蛍 光 染 色 で は 、 Pyr は 濃 度 依 存 的 に 染 色 を 増 強 し 、 そ の 作 用 は 0.1 

mM で も 確 認 さ れ た 。 mtDNA コ ピ ー 数 へ の 作 用 と 合 わ せ 、 Pyr は ミ ト コ ン ド リ

ア 生 合 成 を 刺 激 し た と 推 定 さ れ た 。 さ ら に こ れ ら の 結 果 を 受 け 、 解 糖 系 生 成 物 か

ら の TCA 回 路 中 間 体 へ の 補 充 反 応 で 重 要 と さ れ る ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ

（ PC） の 遺 伝 子 発 現 と タ ン パ ク 質 発 現 を 解 析 し た 。 ま た 、 糖 新 生 経 路 の 律 速 酵

素 と し て 広 く 知 ら れ て い る が 、 近 年 補 充 反 応 に も 関 与 し て い る 事 が 指 摘 さ れ て

い る ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ PEPCK） の 細 胞 質 ゾ ル 型

（ PEPCK1 ） お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 型 （ PEPCK2） に つ い て も 同 様 に 調 べ た 。 PC・

PEPCK2 の 遺 伝 子 ・ タ ン パ ク 質 発 現 に つ い て は 整 合 性 あ る Pyr の 有 意 な 影 響 は 見

出 せ な か っ た が 、 PEPCK1 は 増 加 傾 向 が 認 め ら れ た 。  

 

 

【 考 察 】  

本 研 究 は 、 肝 臓 代 替 モ デ ル HepG2 細 胞 に お い て 、 Pyr が 生 理 的 濃 度 近 く で 24

時 間 培 養 に お け る Glu の 取 り 込 み を 促 進 す る こ と を 明 ら か に し た 。 先 行 研 究 で
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は 、 50 mM Pyr・ 72 時 間 の 培 養 に よ り 、 C2C12 筋 管 細 胞 内 へ の Glu 取 り 込 み は 低

下 し た 。 ま た 、 3T3-L1 前 脂 肪 細 胞 で は 、 25 mM Pyr・ 72 時 間 培 養 が イ ン ス リ ン ・

デ キ サ メ タ ゾ ン 等 の 共 存 下 で 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 し 、 Glu の 取 り 込 み が 増 加

し た 。 本 研 究 の 結 果 は 、 こ れ ら 先 行 研 究 と は Pyr の 用 量 、 作 用 発 現 時 間 の 点 で 大

き く 異 な る 新 知 見 で あ る 。 な お 、 こ れ ら の 相 異 が 細 胞 株 由 来 組 織 の 違 い に よ る の

か は 検 討 を 要 す る 。 本 研 究 で は さ ら に 、 細 胞 外 Pyr に よ り 基 質 か ら 乳 酸 ・ グ リ コ

ー ゲ ン へ の 代 謝 の 流 れ が TG 合 成 へ と シ フ ト す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の

Glu の 取 り 込 み 促 進 と TG 蓄 積 と を 連 係 す る 機 能 と し て 、 ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成

の 刺 激 を 示 唆 す る 結 果 を 得 た 。 一 方 、 Glu・ Pyr か ら の TG 生 成 に は 、 TCA 回 路

か ら 引 き 抜 か れ た ク エ ン 酸 の 補 充 す な わ ち ア ナ プ レ ロ シ ス の 促 進 が 必 須 で あ る 。

本 研 究 で は 、 解 糖 系 中 間 体 か ら の ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 に 関 わ る PC や PEPCK に

つ い て 調 べ た が 、 PC や PEPCK2 の 遺 伝 子 ・ タ ン パ ク 質 発 現 に Pyr の 有 意 な 影 響

は 認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 糖 新 生 系 の 律 速 酵 素 と し て 広 く 知 ら れ て い る

PEPCK1 の 発 現 を Pyr は 促 進 し た 。 ご く 最 近 の 報 告 で は 、 PEPCK1 は 糖 新 生 と ア

ナ プ レ ロ シ ス に 働 く 二 面 性 を 有 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 本 研 究 の 結 果 は こ

の 最 新 知 見 と 整 合 す る よ う で あ る 。 本 研 究 で は 、 Pyr は 生 理 的 濃 度 近 く で 諸 作 用

を 発 揮 し た 。 よ っ て 、 Pyr が 生 体 内 で も 同 様 の 作 用 を 示 す 可 能 性 も 期 待 さ れ る 。

一 方 、 得 ら れ た 知 見 は HepG2 細 胞 に 限 定 さ れ る 可 能 性 も あ る 。 HepG2 以 外 の 肝

細 胞 株 の 活 用 等 も 視 野 に 入 れ て 研 究 の 発 展 を 図 り た い 。 ピ ル ビ ン 酸 に よ る ミ ト

コ ン ド リ ア 生 合 成 お よ び PEPCK1 発 現 の 促 進 機 構 の 解 明 も 重 要 課 題 で あ る 。  
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【 Introduction】  

Pyruvate (Pyr), the terminal product of glycolysis, is a key intermediate located at a 

crossroads of metabolic pathways of energy nutrients and is also present in the blood 

(approximately 0.1 mM). In recent years, many research studies have attempted to apply 

Pyr as supplements improving overweight etc. and as pharmaceuticals ameliorating 

mitochondrial disease symptoms. Pyr (1-2 mM) is often added to the culture medium in 

cell culture as an additional source of carbon and energy. However, the effects of 

extracellular Pyr on the energy nutrient metabolism are poorly understood, not only in the 

whole organism but also on the cultured cell level isolated from the regulatory system 

such as the nerve and endocrine systems. In previous studies at supraphysiological 

concentrations (25-50 mM), Pyr inhibited glucose (Glu) uptake in mouse skeletal muscle-

derived C2C12 myotube cells but conversely enhanced uptake in mouse fibroblast-
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derived 3T3-L1 preadipocytes. The response direction of the glucose metabolic system 

to extracellular pyruvate thus appeared to vary depending on the tissue type from which 

the cell line is derived. Although hepatocytes are the metabolic pivot of energy nutrients, 

the effects of extracellular Pyr on glucose uptake and its subsequent metabolic fate have 

not been reported for cultured hepatocytes so far. Based on this background, this study 

aimed to unravel the pyruvate issue in the human hepatoma-derived cell line HepG2, 

widely used as an alternative model for the liver. 

 

【 Method】  

At the start of this research, the author introduced and assessed high sensitivity 

enzymatic fluorometries for the quantification of trace amounts of lactate, pyruvate and 

glycogen, required as indicators in cell experiments. These methods quantified the target 

substances by detecting fluorophores converted from fluorogenic 10-acetyl-3,7-

dihydroxyphenoxazine in the presence of peroxidase and hydrogen peroxide, the latter of 

which was produced by substrate specific-oxidases. Intracellular ATP was quantified by 

a chemiluminescence method using luciferin-luciferase and image analysis. Subsequently, 

the effects of Pyr on HepG2 cells were examined using these measurement systems. The 

cells were cultured in a medium containing 0-2 mM Pyr for 24 hours. The culture medium 



12 
 

and the cells were collected and Glu uptake, Pyr uptake, lactate production, intracellular 

glycogen, intracellular triglyceride (TG), intracellular ATP, mitochondrial DNA 

(mtDNA) copy number, gene and protein expression were measured. The cells were also 

microscopically examined after staining with PAS for glycogen, Oil Red O for TG, or a 

specific fluorescent dye for mitochondrial function. 

 

【 Results】  

Extracellular Pyr (1, 2 mM) significantly increased Glu uptake by HepG2 cells and 

appeared to surpass 1 μM insulin, a positive control. The increase in glucose uptake with 

Pyr was dose dependent and detectable at 0.1 mM and almost saturated at 0.5-2 mM. 

Malate, like Pyr, increased Glu uptake. Focusing on the metabolic fate of Glu and Pyr 

incorporated into the cells, Pyr increased lactate production, and this effect reached a 

plateau at 0.5 mM Pyr. The lactate conversion ratio from Glu and Pyr decreased in a dose-

dependent manner with extracellular Pyr. This Pyr-induced change suggested that Glu 

and Pyr were converted to metabolites other than lactate and that intracellular respiration 

partially shifted from anaerobic respiration by glycolysis to aerobic respiration driven by 

mitochondria. The Pyr effect on intracellular glycogen content was undetectable by PAS 

staining, but the enzymatic fluorometry showed that Pyr decreased intracellular glycogen 
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in a dose-dependent manner. Conversely, Pyr increased intracellular TG, and Oil Red O 

staining showed that pyruvate increased lipid droplets. With respect to mitochondria, 

essential for TG synthesis in hepatocytes, Pyr increased intracellular ATP and the mtDNA 

copy number. Mitochondria-specific fluorescent-dye staining showed that Pyr enhanced 

staining signals in a dose-dependent manner. These results suggested that Pyr probably 

stimulated mitochondrial biogenesis. Based on these findings, the author analyzed mRNA 

and the protein expression of pyruvate carboxylase (PC) and cytosolic 

phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK1), which have roles in anaplerosis to 

replenish TCA cycle intermediates from glycolytic products. For comparison, 

mitochondrial phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK2) was also subjected to 

analysis. Although Pyr showed no significant effect on the mRNA/protein expression of 

PC/PEPCK2, 1 mM Pyr increased mRNA expression of PEPCK1 significantly and ca.1.5 

fold compared to control. In addition, 1 mM Pyr almost significantly (P=0.08) increased 

the protein expression of PEPCK1 as analyzed by Western blotting. 

 

【 Discussion】  

This study made clear that Pyr of near physiological concentrations increased Glu 

uptake for 24-h culture in HepG2 cell line, a widely used alternative model for the liver. 
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In a previous report using C2C12 myotube cells, the addition of 50 mM Pyr decreased 

Glu uptake after 72-h culture. In 3T3-L1 preadipocytes, 25 mM pyruvate promoted 

differentiation into adipocytes for 72 h culture with an induction mixture containing 

insulin and others. In the adipocyte thus differentiated, Pyr increased glucose uptake only 

with coexistence of insulin. The Pyr effects elucidated in this study significantly differ 

from those of the previous studies in terms of dose, time of onset of the effect, and 

independence from other factors such as insulin. It will be a future research topic whether 

these considerable differences reflect the specificities of the tissues that derived from the 

cell line. The further finding in this study was that extracellular Pyr shifted the metabolic 

fate of the substrates from lactate and glycogen synthesis to TG synthesis. The Pyr-

stimulated TG accumulation triggered interest in investigating mitochondria, the supply 

site of the TG synthesis material citrate. As expected, Pyr appeared to stimulate 

mitochondrial biogenesis, as indicated by the ATP level, mtDNA copy number, and 

mitochondria-specific fluorescent staining. Besides the mitochondrial citrate supply, TG 

synthesis from glycolytic products highly depends on anaplerosis to replenish TCA cycle 

intermediates. In this study, Pyr did not affect gene expression of PC/PEPCK2. On the 

other hand, Pyr promoted the expression of PEPCK1, which is widely known as a key 

enzyme in gluconeogenesis. Very recently, however, PEPCK1 was revealed to have 
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duality and to play roles in both gluconeogenesis and anaplerosis. The present results 

appear consistent with this latest finding. Pyr-stimulated anaplerosis and mitochondrial 

biogenesis may cause the metabolic flow of glycolitic products to sink into TG synthesis. 

In this study, Pyr exerted various effects near physiological concentrations. Therefore, it 

is expected that Pyr may exhibit similar effects in vivo. On the other hand, the findings 

obtained may be limited to HepG2 cells. The author would like to further develop this 

research by taking into account the use of other types of hepatocellular lines. It is also a 

major challenge to elucidate the mechanism by which pyruvate promotes mitochondrial 

biogenesis and the expression of PEPCK1. 
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第 1 章  序 論  

 

ピ ル ビ ン 酸 は 示 性 式 が CH3COCOOH で 表 さ れ る モ ノ カ ル ボ ン 酸 で あ り 、 生 体

内 で は 主 に 解 糖 系 の 最 終 産 物 と し て グ ル コ ー ス よ り 生 成 さ れ る 。 細 胞 外 の ピ ル

ビ ン 酸 は 細 胞 膜 に 存 在 す る モ ノ カ ル ボ ン 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー （ MCT ） を 介 し て

細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る 1 ） 。 細 胞 質 内 の ピ ル ビ ン 酸 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 内 膜 に 存 在

す る ミ ト コ ン ド リ ア ピ ル ビ ン 酸 キ ャ リ ア 2 ） に よ り ミ ト コ ン ド リ ア マ ト リ ッ ク ス

内 へ 輸 送 さ れ 、 ト リ カ ル ボ ン 酸 （ TCA） 回 路 な ど に 入 り 代 謝 を 受 け る 。  

生 体 の 代 謝 に お い て 、 ピ ル ビ ン 酸 は エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 で あ る 炭 水 化 物 、 脂 質 、

タ ン パ ク 質 の 代 謝 経 路 に 関 わ る 重 要 な 中 間 体 で あ る 。 す な わ ち 1） 乳 酸 脱 水 素 酵

素 （ LDH） に よ り 乳 酸 へ 還 元 さ れ る 、 2） ピ ル ビ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ PDH） 複 合 体

に よ り 脱 炭 酸 さ れ ア セ チ ル CoA と な る 、 3） ア ラ ニ ン ア ミ ノ 基 転 移 酵 素 に よ り ア

ミ ノ 基 を 転 移 さ れ ア ラ ニ ン と な る 、 4） ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ PC） に よ

り カ ル ボ キ シ ル 化 さ れ オ キ サ ロ 酢 酸 と な る 3、 4 ） 。 ま た 、 1） に お い て ピ ル ビ ン 酸

が LDH に よ り 乳 酸 に 還 元 さ れ る 際 に 同 時 に 補 酵 素 で あ る NADH が NAD＋ に 酸

化 さ れ る 。 こ の 過 程 は 、 解 糖 系 の 上 流 酵 素 で あ る グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3- リ ン 酸

脱 水 素 酵 素 （ GAPDH） に よ る 反 応 に お い て 酸 化 剤 と し て NAD+ を 必 要 と す る た

め 、 嫌 気 的 条 件 下 で 解 糖 系 の み で ATP を 生 成 す る た め に 不 可 欠 な 反 応 で あ る 5 ） 。  

ヒ ト 生 体 内 で は 、 ピ ル ビ ン 酸 は 細 胞 質 、 血 液 、 尿 、 汗 に 分 布 し て い る 6 ） 。 特 に

臨 床 の 現 場 に お い て 、 血 清 ピ ル ビ ン 酸 は 血 清 乳 酸 と と も に 各 種 臓 器 の 状 態 、 細 胞

内 に お け る エ ネ ル ギ ー 代 謝 の 評 価 指 標 と し て 用 い ら れ て い る 。 安 静 空 腹 時 の 血

清 中 の ピ ル ビ ン 酸 は お よ そ 0.1 mM7 、 8 ） で あ り 、 血 清 乳 酸 値 と ピ ル ビ ン 酸 値 の 比

率 は お よ そ 10： 1 に 保 た れ て い る 7 ） 。  

近 年 で は ピ ル ビ ン 酸 を ミ ト コ ン ド リ ア 病 の 症 状 改 善 薬 と し て 利 用 す る た め の

研 究 も 進 め ら れ て い る 。 ミ ト コ ン ド リ ア 病 と は ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 DNA

（ mtDNA） の 異 常 に よ り 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ る ATP の 獲 得 が 難 し く 、 特 に エ ネ

ル ギ ー を 多 く 必 要 と す る 脳 や 筋 肉 に お い て 臨 床 症 状 が 出 現 す る 病 態 の 総 称 で あ

る 9 ） 。 ミ ト コ ン ド リ ア 病 患 者 は エ ネ ル ギ ー の 生 産 を ほ ぼ 解 糖 系 に 依 存 す る た め 、

血 清 乳 酸 値 の 上 昇 が 多 く み ら れ る 。 こ の 高 乳 酸 血 症 に 対 し て ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム を 内 服 さ せ る こ と に よ り 症 状 を 改 善 さ せ る と い う 研 究 が い く つ か 報 告 さ れ

て い る 10-12 ） 。 さ ら に ミ ト コ ン ド リ ア 病 患 者 を 対 象 と し た ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

の 服 用 に つ い て は 臨 床 試 験 が 進 め ら れ て お り 、 現 在 は 第 Ⅱ 相 試 験 が 行 わ れ て い

る （ ミ ト コ ン ド リ ア 病 患 者 を 対 象 と し た ピ ル ビ ン 酸 Na と プ ラ セ ボ と の ラ ン ダ ム

化 二 重 盲 検 比 較 試 験  ― 臨 床 第 II 相 試 験 ― ） 13） 。  

イ ン タ ー ネ ッ ト サ イ ト に よ る と 、 ピ ル ビ ン 酸 は 過 体 重 、 運 動 能 力 な ど の 健 康
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問 題 を 改 善 す る た め の ダ イ エ タ リ ー サ プ リ メ ン ト と し て 販 売 さ れ て お り 、 日 本

に お い て も イ ン タ ー ネ ッ ト 通 販 を 通 じ て 容 易 に 購 入 す る こ と が で き る 。 こ れ に

関 連 し 、 ピ ル ビ ン 酸 を 服 用 す る こ と に よ り 体 重 や 体 脂 肪 が 改 善 し た 報 告 14 、 15） が

あ る 一 方 、 効 果 が な い と い う 報 告 16 、 17） も 散 見 さ れ お り 、 不 明 な 点 が 多 い 。  

ま た 、 ダ イ エ タ リ ー サ プ リ メ ン ト 等 の デ ー タ ベ ー ス と し て 定 評 の あ る NMCD

（ Natural Medicines Comprehensive Database） に よ れ ば 、 ピ ル ビ ン 酸 は ア ル コ ー ル

性 肝 疾 患 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ COPD） 、 心 疾 患 、 過 体 重 、 ガ ン に 有 効 で あ る と 報

告 さ れ て い る が 、 い ず れ も ま だ 根 拠 が 不 十 分 で あ る と 記 さ れ て い る 18 ） 。 ヒ ト に

お い て ピ ル ビ ン 酸 は 有 用 な 効 果 が あ る と 期 待 は さ れ て い る が 、 ま だ 根 拠 が 十 分

と は 言 い 難 く 、 研 究 の 余 地 は 大 き い 。  

ピ ル ビ ン 酸 は 食 品 中 に も わ ず か な が ら 存 在 す る 。 特 に ネ ギ や 玉 ね ぎ の 刺 激 臭

ま た は 辛 味 成 分 の 前 駆 体 で あ る ア リ イ ン が ア イ リ ナ ー ゼ に よ り 加 水 分 解 さ れ 、

ア リ シ ン と と も に ピ ル ビ ン 酸 が 生 成 す る 。 ア リ シ ン は 揮 発 性 で 定 量 が 難 し い た

め 、 同 時 に 生 成 す る ピ ル ビ ン 酸 を 測 定 す る こ と に よ り ネ ギ や 玉 ね ぎ の 刺 激 成 分

や 辛 味 の 評 価 に 利 用 さ れ て い る 19 、 20 ） 。  

細 胞 培 養 に お い て も ピ ル ビ ン 酸 は ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の 形 で 培 養 液 に よ く

添 加 さ れ る 。 明 確 な 根 拠 は 不 明 で あ る が 、 培 養 細 胞 に と っ て の 補 助 的 な エ ネ ル ギ

ー ・ 炭 素 骨 格 源 を 目 的 と し て い る も の が 多 い 。 そ の 濃 度 は お よ そ 1-2 mM21-25 ） で

あ り 、 ヒ ト 血 液 中 の 濃 度 （ 0.1 mM7 、 8 ） ） と 比 較 す る と 10 倍 ほ ど 高 い 。 特 に 、 エ

チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 処 理 に よ り ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 DNA（ mtDNA） を 枯 渇 さ せ 、

呼 吸 機 能 を 失 わ せ た ρ0 細 胞 な ど を 培 養 す る 際 は ピ ル ビ ン 酸 の 添 加 が 必 須 で あ る
26 ） 。 ミ ト コ ン ド リ ア の 酸 化 的 リ ン 酸 化 を 行 う こ と が 出 来 な い ρ0 細 胞 は 解 糖 系 で

自 身 の 生 存 に 必 要 な ATP の 大 部 分 を 生 産 し な け れ ば な ら な い 。 解 糖 系 に よ る 安

定 し た ATP の 産 生 に は 上 述 し た 通 り 十 分 な NAD＋ の 再 生 産 が 必 要 で あ り 、 そ の

た め に は ピ ル ビ ン 酸 を 別 途 補 充 す る こ と が 必 要 と な る 。  

ま た 、 細 胞 を 培 養 す る 中 で 生 じ た 活 性 酸 素 種 を 消 去 す る 作 用 を 示 し た 報 告 も

い く つ か あ り 27-30 ） 、 こ れ ら の 作 用 も ピ ル ビ ン 酸 が 細 胞 培 養 液 に 添 加 さ れ る 理 由

の 一 つ で あ る と 考 え ら れ る 。  

細 胞 外 の ピ ル ビ ン 酸 が 各 培 養 細 胞 の エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 、 特 に グ ル コ ー ス の 代

謝 に 与 え る 影 響 に つ い て い く つ か 報 告 さ れ て い る 。 Philip ら 31 ） に よ る と 、 マ ウ

ス 骨 格 胞 由 来 C2C12 細 胞 に ピ ル ビ ン 酸 を 50 mM 添 加 し て 72 時 間 培 養 す る と 、

細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み の 抑 制 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ の mRNA 発

現 の 抑 制 が 報 告 さ れ た 。 ま た 、 ピ ル ビ ン 酸 は 骨 格 筋 由 来 細 胞 の ミ ト コ ン ド リ ア の

生 合 成 を 高 め る 報 告 も さ れ て い る 27 、 32） 。 一 方 、 骨 格 筋 細 胞 モ デ ル と は 異 な り 、

マ ウ ス 由 来 3T3-L1 前 脂 肪 細 胞 で は 脂 肪 細 胞 分 化 カ ク テ ル （ 0.5 mM 3- イ ソ ブ チ ル

-1- メ チ ル キ サ ン チ ン 、 1 µM デ キ サ メ タ ゾ ン お よ び 1 µg/mL イ ン ス リ ン ） と 共 に
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25 mM ピ ル ビ ン 酸 を 添 加 す る と 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 さ せ 、 そ れ に 伴 い イ ン

ス リ ン 刺 激 に よ る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 増 加 、 グ ル コ ー ス 輸 送 体 4（ GLUT4 ） の

遺 伝 子 発 現 の 亢 進 お よ び 細 胞 内 中 性 脂 肪 （ TG） の 増 加 が Hwang ら 33 ） よ り 報 告

さ れ て い る 。 こ れ ら の 先 行 研 究 に よ る と 、 グ ル コ ー ス 代 謝 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 自

体 の 効 果 は 、 細 胞 の 種 類 に よ っ て 異 な る 。 さ ら に 、 血 液 中 7 、 8 ） ま た は 細 胞 培 養 培

地 中 の ピ ル ビ ン 酸 濃 度 21-25 ） よ り も 非 常 に 高 い 濃 度 で 得 ら れ た 知 見 で あ る こ と に

注 意 を 要 す る 。  

ピ ル ビ ン 酸 は 培 養 細 胞 の エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 な ど に 影 響 を 与 え る こ と は

明 ら か で は あ る が 、 生 理 学 的 濃 度 近 辺 で の 作 用 や そ の 詳 細 な 作 用 機 構 等 に つ い

て は 現 時 点 に お い て 不 明 な 点 が 多 い 。 ま た 、 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み に

対 す る 影 響 は 培 養 細 胞 の 種 類 に よ り 結 果 が 異 な っ て い る 。 さ ら に 、 生 体 の グ ル コ

ー ス 代 謝 の 中 心 的 な 役 割 を 担 っ て い る 肝 臓 の 細 胞 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 作 用 に

つ い て の 報 告 は ま だ 見 当 た ら な い 。  

以 上 の 背 景 の 下 に 、 本 研 究 で は 細 胞 外 の ピ ル ビ ン 酸 が 肝 細 胞 に お け る エ ネ ル

ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 、 特 に グ ル コ ー ス の 利 用 に 影 響 を 与 え る と い う 仮 説 を 立 て 、 ヒ

ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 で あ る HepG2 細 胞 を 用 い て 調 べ る こ と を 目 的 と し た 。  

ま た 、 細 胞 レ ベ ル の 実 験 に お い て は 動 物 由 来 試 料 を 用 い た 実 験 よ り も ス ケ ー

ル が 小 さ く 、 測 定 し た い 代 謝 産 物 な ど が 微 量 で あ る こ と が ほ と ん ど で あ り 、 従 来

の 化 学 反 応 に 基 づ く 比 色 法 で は 検 出 限 界 以 下 に な る こ と が 多 い 。 こ れ ら を 解 決

す る た め に 様 々 な 高 感 度 測 定 キ ッ ト が 販 売 さ れ て い る が 、 高 価 で あ る と と も に

特 殊 な 測 定 機 器 が 必 要 と な る 場 合 も 多 く 、 多 数 の サ ン プ ル の 定 量 に は 必 ず し も

適 し て は い な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 初 め に 細 胞 レ ベ ル の 実 験 に も 耐 え う る 代 謝

産 物 の 高 感 度 測 定 系 を 検 討 し 、 こ れ ら を 利 用 し て HepG2 細 胞 に 対 す る ピ ル ビ ン

酸 の 作 用 に つ い て 検 討 し た 。 本 研 究 の 構 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。  

 

第 1 章  序 論  

第 2 章  培 養 細 胞 代 謝 産 物 の 定 量 法 の 検 討  

第 1 部  蛍 光 原 色 素 を 用 い た 乳 酸 ・ ピ ル ビ ン 酸 の 定 量 法 の 検 討  

第 2 部  培 養 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 の た め の 酵 素 蛍 光 法 の 検 討  

第 3 部  細 胞 内 ATP 測 定 へ の 化 学 発 光 イ メ ー ジ ン グ 解 析 の 応 用  

第 3 章  生 理 的 濃 度 近 傍 の 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は ヒ ト 肝 細 胞 ガ ン 由 来 細 胞 株

HepG2 に お け る グ ル コ ー ス 利 用 と と も に ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 を 促 進

す る  

第 4 章  総 括   
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第 2 章  培 養 細 胞 代 謝 産 物 の 定 量 法 の 検 討  

 

第 1 章 で も 述 べ た よ う に 、 細 胞 レ ベ ル の 実 験 に お い て は 動 物 由 来 試 料 を 用 い

た 実 験 よ り も ス ケ ー ル が 小 さ く 、 測 定 し た い 代 謝 産 物 な ど が 微 量 で あ る こ と が

多 い 。 蛍 光 色 素 や 化 学 発 光 を 利 用 し た 高 感 度 測 定 キ ッ ト も 市 販 さ れ て い る が 非

常 に 高 価 で あ り 、 多 数 の サ ン プ ル の 測 定 に は 必 ず し も 適 し て い な い 。 ま た 、 測

定 キ ッ ト の 付 属 説 明 書 に は 参 考 文 献 等 の 記 載 が さ れ て い な い も の も 見 受 け ら

れ 、 試 薬 組 成 等 も 明 記 さ れ て い な い 場 合 が 多 い 。 そ こ で 第 2 章 で は こ れ ら の 問

題 を 解 決 す る た め 、 培 養 細 胞 ス ケ ー ル の 実 験 に お い て も 適 応 可 能 な 代 謝 産 物 測

定 系 を 検 討 し た 。 さ ら に 、 研 究 環 境 の 状 況 に よ り 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー

対 応 の 蛍 光 ・ 発 光 分 光 光 度 計 が 整 備 さ れ て い な い 場 合 で あ っ て も こ れ ら の 測 定

が 可 能 と な る よ う に 代 替 装 置 の 検 討 も 同 時 に 行 っ た 。  

 

2-1 蛍 光 原 色 素 を 用 い た 乳 酸 ・ ピ ル ビ ン 酸 の 定 量 法 の 検 討  

 

2-1-1 研 究 の 背 景 な ら び に 目 的  

乳 酸 と ピ ル ビ ン 酸 は そ れ ぞ れ 示 性 式 が CH3CH(OH)COOH、 CH3COCOOH で 表

さ れ る モ ノ カ ル ボ ン 酸 で あ る 。 乳 酸 に は D 型 ・ L 型 の 鏡 像 異 性 体 が 存 在 し て お

り 、 自 然 界 で は L 型 が 多 く 存 在 し て い る 。  

生 体 内 に お い て 、 乳 酸 と ピ ル ビ ン 酸 は 糖 代 謝 の 生 成 物 と し て 広 く 知 ら れ て い

る 3 、 4 ） 。 そ の た め 、 乳 酸 と ピ ル ビ ン 酸 は 血 液 中 に も 存 在 し て お り 、 生 体 内 に お け

る 代 謝 の 状 況 を 鋭 敏 に 反 映 さ せ て い る 。 健 康 な ヒ ト に お い て 、 血 液 中 の 乳 酸 と ピ

ル ビ ン 酸 は お も に 運 動 時 に 上 昇 す る 。 乳 酸 は 安 静 時 に は 1 mM 程 度 で あ る が 運

動 時 に 6-10 mM に 上 昇 し 、 ピ ル ビ ン 酸 は 安 静 時 で 0.1 mM 程 度 、 運 動 時 で 0.4 mM

程 度 ま で 上 昇 す る 34-36 ） 。 ま た 、 ミ ト コ ン ド リ ア 病 （ 安 静 時 血 清 乳 酸 濃 度 ： 2-6 mM）
10 、 11、 12） や 敗 血 症 （ 安 静 時 血 清 乳 酸 濃 度 ： 4 mM、 安 静 時 血 清 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 ：

0.38 mM） 37 、 38 ） な ど の 疾 患 に お い て も 高 値 を 示 し 、 臨 床 の 現 場 に お い て 重 要 な

指 標 と し て 利 用 さ れ て い る 。 ま た 、 ガ ン 細 胞 で は ミ ト コ ン ド リ ア の 機 能 が 制 限 さ

れ て お り 、 ガ ン 細 胞 の 生 存 に 必 要 な エ ネ ル ギ ー の ほ と ん ど を 解 糖 系 に よ る ATP

産 生 に 依 存 し て い る 。 そ の た め 、 ガ ン 細 胞 か ら は 大 量 の 乳 酸 が 生 成 さ れ る （ ワ ー

ル ブ ル グ 効 果 39 、 40 ） ） 。 さ ら に 、 乳 酸 は ガ ン 細 胞 に お け る TCA 回 路 の 炭 素 源 と し

て 大 き く 寄 与 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 41 ） 。 従 っ て 、 乳 酸 と ピ ル ビ ン 酸 の

定 量 は 様 々 な 研 究 分 野 で 有 益 な 情 報 を 提 供 す る こ と が 期 待 さ れ る 。  

乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 の 定 量 に は LDH の 触 媒 に よ り NAD+ や NADH の 増 減 を 測
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定 す る 方 法 42 、 43） や 、 UV 検 出 を 用 い た 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ RP-

HPLC） 44 ） を 用 い た 方 法 な ど が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 で は 検 出 限 界 や 測

定 手 法 に か か る 時 間 な ど い く つ か 問 題 点 が 存 在 す る 。 ま た 、 乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 の

測 定 キ ッ ト が 開 発 ・ 市 販 さ れ て い る が 高 価 で あ り 、 多 数 サ ン プ ル の 定 量 に は 必 ず

し も 適 し て い な い 。 一 方 、 測 定 キ ッ ト の 付 属 説 明 書 に は 参 考 文 献 等 の 記 載 が さ れ

て い な い も の も 見 受 け ら れ 、 試 薬 組 成 等 も 明 記 さ れ て い な い 場 合 が 多 い 。  

そ こ で 本 研 究 で は 、 Fig. 1 と Fig. 2 に 示 す 酵 素 反 応 過 程 を 組 み 合 わ せ 、 安 価 か

つ 高 感 度 ・ 短 時 間 で 乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 を 定 量 で き る 酵 素 蛍 光 法 を 検 討 す る こ と

を 目 的 と し た 。  

始 め に 、 乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 を そ れ ぞ れ 乳 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ

ダ ー ゼ に よ り 酸 化 し 、 過 酸 化 水 素 を 発 生 さ せ る 。 こ の 過 酸 化 水 素 を 電 子 受 容 体 、

蛍 光 原 基 質 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine（ ADHP） を 電 子 供 与 体 と す る ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 に よ り 、 ADHP を 酸 化 し て 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン に 変 換 す る
45 、 46） 。 反 応 ② の 基 質 か ら レ ゾ ル フ ィ ン 生 成 に 至 る 反 応 は 化 学 量 論 的 に 行 わ れ る

の で 、 適 切 な 乳 酸 ・ ピ ル ビ ン 酸 濃 度 範 囲 に お い て レ ゾ ル フ ィ ン の 蛍 光 強 度 は 基 質

濃 度 に 比 例 す る 。 本 研 究 で は 、 こ の よ う な 定 量 原 理 に 沿 っ て 実 験 系 を 検 討 す る こ

と を 目 的 と し 、 さ ら に 本 法 の 検 出 限 界 、 蛍 光 定 量 機 器 の 代 用 、 細 胞 実 験 へ の 適 用

可 能 性 等 を 検 討 し た  

 

2-1-2 実 験 材 料 な ら び に 方 法  

2-1-2-1 試 薬 等  

ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 は 理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス 研 究 セ ン タ

ー （ 茨 城 ） か ら 購 入 し た 。 Dulbecco's Modified Eagle Medium（ DMEM） 、 ウ シ 胎 児

血 清 （ FBS） 、 Penicillin-Streptomycin、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS 、 pH 7.4 ） は

Thermo Fisher Scientific, Inc. （ MA, USA ） か ら 購 入 し た 。 10-acetyl-3,7-

dihydroxyphenoxazine（ ADHP ） は フ ナ コ シ 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。 乳 酸

オ キ シ ダ ー ゼ （ Microorganism 由 来 ） 、 ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ （ Microorganism 由

来 ） は 東 洋 紡 株 式 会 社 （ 大 阪 ） か ら 購 入 し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 西 洋 ワ サ ビ 由

来 ） は オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。  

 

2-1-2-2 細 胞 培 養  

HepG2 細 胞 は CO2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 （ CO2 5％ 、 湿 度 95％ 、 温 度 37℃ ） で 、

DMEM（ 10％  FBS 、 100 U/mL ペ ニ シ リ ン 、 100 µg/mL ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 フ

ェ ノ ー ル レ ッ ド 含 有 ） 中 で 培 養 し た 。 1 日 も し く は 2 日 お き に DMEM を 交 換 し 、

対 数 増 殖 期 に 継 代 を 行 っ た 。  
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2-1-2-3 細 胞 実 験  

操 作 は Kawano ら と Kamakura ら 21 、 22 ） の 方 法 を 参 考 に 一 部 を 改 変 し て 行 っ た 。

実 験 前 日 に 細 胞 が 1.25 × 105 cells/cm2 に な る よ う に 24-well 培 養 プ レ ー ト に 播 種

し た 。 翌 日 DMEM を 除 き 、 Krebs-Henseleit-HEPES（ KHH） バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4 、

1.2 mM MgSO4 、 1.2 mM KH2PO4 、 4.7 mM KCl 、 118.2 mM NaCl、 2.5 mM CaCl2 ・

2H2O、 25 mM NaHCO3 、 10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

（ HEPES ） 、 0.1 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） ） で 2 回 洗 浄 し 、 細 胞 表 面 に 存 在

す る DMEM 成 分 を 除 い た 。 も う 一 度 KHH バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 CO2 イ ン キ ュ ベ

ー タ ー 内 で 2 時 間 予 備 培 養 を 行 っ た 。 2 時 間 後 KHH バ ッ フ ァ ー を 除 き 、 続 い て

11 mM グ ル コ ー ス と 2 mM ピ ル ビ ン 酸 を 含 む KHH バ ッ フ ァ ー に 交 換 し た 。 所 定

の 時 間 ま で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 液 を 回 収 し 、 乳 酸 ・ ピ ル ビ ン 酸 測 定 の 測

定 に 用 い た 。  

 

2-1-2-4 標 準 液 サ ン プ ル の 調 製  

標 準 液 の 作 成 に は ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム と 乳 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い た 。 超 純 水

で 1 M stock 溶 液 を 作 成 し 、 使 用 す る ま で 冷 蔵 庫 で 保 存 し た 。  

 

2-1-2-5 過 酸 化 水 素 濃 度 の 測 定  

Fig. 1 と Fig. 2 の ② に 相 当 す る 蛍 光 原 基 質 ADHP の 反 応 性 を 確 認 す る た め 、 過

酸 化 水 素 標 準 液 と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 用 い て 蛍 光 強 度 の 測 定 を 行 っ た 。 サ ン プ

ル 1 µL と 反 応 液 （ pH 7.4 、 PBS 、 6.0 U/mL ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 10 µM ADHP ） 49 

µL を 黒 色 96-well 平 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 加 え 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ミ キ サ ー で

混 和 さ せ た 。 そ の 後 37℃ で 10 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 対 応

蛍 光 分 光 光 度 計 VarioskanTM LUX マ ル チ モ ー ド マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー

（ Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA） を 用 い て 励 起 波 長 Ex=525 nm、 蛍 光 波

長 Em=585 nm に お け る 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 ま た 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス

テ ム Mx3000P （ Agilent Technologies, Inc., CA, USA） で 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 場 合

は 、 サ ン プ ル と 反 応 液 を PCR 用 チ ュ ー ブ に 取 り 、 同 様 に 反 応 さ せ た 後 、 ROX フ

ィ ル タ ー を 用 い て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。  

 

2-1-2-6 乳 酸 濃 度 の 測 定  

サ ン プ ル 中 の 乳 酸 濃 度 は 蛍 光 乳 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用 い て 測 定 し た 。 サ ン プ

ル 1 µL と 反 応 液 （ pH 6.0 、 100 mM リ ン 酸 緩 衝 液 、 6.0 U/mL ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、

0.5 U/mL 乳 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 10 µM ADHP ） 49 µL を 用 い た 。 以 降 は 過 酸 化 水 素

濃 度 の 測 定 （ 2-1-2-5 ） と 同 様 の 操 作 を 行 っ た 。  
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2-1-2-7 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 の 測 定  

ピ ル ビ ン 酸 濃 度 は 蛍 光 ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用 い て 測 定 し た 。 回 収 し

た サ ン プ ル 1 µL と 反 応 液 （ pH 6.0 、 100 mM リ ン 酸 緩 衝 液 、 0.24 mM thiamine 

pyrophosphate、 0.01 mM FAD、 1.20 mM EDTA、 12 mM MgSO4 、  6.0 U/mL ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ 、 0.5 U/mL ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 10 µM ADHP ） 49 µL を 用 い

た 。 以 降 は 過 酸 化 水 素 濃 度 の 測 定 （ 2-1-2-5 ） と 同 様 の 操 作 を 行 っ た 。  

 

2-1-2-8 統 計 解 析  

統 計 ソ フ ト は IBM SPSS Statistics ver.20 for Japan（ 日 本 ア イ ・ ビ ー ・ エ ム 株 式

会 社 、 東 京 ） を 用 い た 。 2 変 数 間 の 関 係 の 強 さ を 分 析 す る た め に Pearson の 積 率

相 関 係 数 を 算 出 し た 。 さ ら に 、 独 立 変 数 （ 過 酸 化 水 素 濃 度 ・ 乳 酸 濃 度 ・ ピ ル ビ ン

酸 濃 度 ） が 従 属 変 数 （ 蛍 光 強 度 ） を ど の 程 度 説 明 で き る の か 調 べ る た め に 単 回 帰

分 析 を 行 い 、 決 定 係 数 を 算 出 し た 。  

 

2-1-3 結 果 と 考 察  

2-1-3-1 蛍 光 原 基 質 ADHP と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 過 酸 化 水 素 に よ る 蛍 光 色 素 レ

ゾ ル フ ィ ン の 検 出 と リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム Mx3000P の 利 用

性 に 関 す る 検 討  

本 法 に お い て 、 Fig. 1 と Fig. 2 の ② で 示 し た よ う に 各 オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 生 成

し た 過 酸 化 水 素 を 電 子 受 容 体 、 蛍 光 原 基 質 ADHP を 電 子 供 与 体 と す る ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ 反 応 に よ り ADHP を 酸 化 し て 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン に 変 換 す る 45、 46 ） 。

ま ず 初 め に こ の 化 学 反 応 に よ り レ ゾ ル フ ィ ン の 蛍 光 が 検 出 で き る か 確 認 を 行 っ

た 。  

0-8 µM 濃 度 に 調 製 し た 過 酸 化 水 素 溶 液 を 用 い て 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 蛍 光

強 度 を 測 定 し た 結 果 を Fig. 3A に 示 す 。 そ の 結 果 、 過 酸 化 水 素 濃 度 依 存 的 に 蛍 光

強 度 が 増 大 し た 。 ま た 、 過 酸 化 水 素 濃 度 と 蛍 光 強 度 の 間 の 相 関 係 数 を 算 出 し た と

こ ろ 0.998（ P<0.001 、 n=5） で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 単 回 帰 分 析

を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=0.713x+1.06 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.997（ P<0.001 ）

で あ っ た 。  

研 究 環 境 の 状 況 に よ り 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 対 応 蛍 光 分 光 光 度 計 が 整

備 さ れ て い な い 場 合 で あ っ て も 、 こ れ を 代 替 で き る 装 置 の 利 用 に よ り 、 本 酵 素 蛍

光 法 は 実 施 可 能 と な る 。 我 々 は 、 PCR に よ る DNA の 増 幅 を 蛍 光 色 素 由 来 の 蛍 光

強 度 の 増 大 に よ り 検 知 す る リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム に 着 目 し た 。 と く に

Mx3000P（ Agilent Technologies, Inc., CA, USA ） は 、 励 起 側 ・ 蛍 光 側 か ら な る フ ィ

ル タ ー セ ッ ト を 複 数 備 え て お り 、 そ の う ち 蛍 光 色 素 の 特 性 に 対 応 す る １ つ を 選

択 す る こ と で 、 96-well マ イ ク ロ プ レ ー ト と 同 一 デ ィ メ ン シ ョ ン に セ ッ ト し た
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PCR チ ュ ー ブ 内 試 料 の 蛍 光 を 測 定 で き る 可 能 性 が あ る 。 本 法 で 使 用 し て い る 蛍

光 原 基 質 ADHP は Fig. 1 と Fig. 2 で 示 し た よ う に 蛍 光 色 素 で あ る レ ゾ ル フ ィ ン

を 生 成 す る 。 レ ゾ ル フ ィ ン の 励 起 ・ 蛍 光 ス ペ ク ト ル は Fig. 3B の 通 り で あ り 、

Mx3000P 付 属 の フ ィ ル タ ー セ ッ ト の う ち 、 ROX™/Texas Red®（ ROX） フ ィ ル タ

ー は レ ゾ ル フ ィ ン の 励 起 ・ 蛍 光 極 大 波 長 を カ バ ー し て い る 。 よ っ て 、 こ の フ ィ ル

タ ー を 用 い て 、 本 法 に よ る Mx3000P の 利 用 可 能 性 を 検 討 し た 。  

0-8 µM 濃 度 に 調 製 し た 過 酸 化 水 素 溶 液 を 用 い て Mx3000P の ROX フ ィ ル タ ー

で 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 結 果 を Fig. 3C に 示 す 。 そ の 結 果 、 過 酸 化 水 素 濃 度 依 存 的

に 蛍 光 強 度 が 増 大 し た 。 ま た 、 過 酸 化 水 素 濃 度 と 蛍 光 強 度 の 間 の 相 関 係 数 を 算 出

し た と こ ろ 0.997（ P<0.001 、 n=5） で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 単 回

帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=983x+4984 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.994

（ P<0.001 ） で あ っ た 。  

以 上 の 結 果 よ り 蛍 光 原 色 素 ADHP は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と の 作 用 に よ り 過 酸 化

水 素 濃 度 依 存 的 に 蛍 光 色 素 の レ ゾ ル フ ィ ン を 生 成 す る こ と 、 リ ア ル タ イ ム 定 量

PCR シ ス テ ム Mx3000P は 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー の 代 行 と し て 利 用 可 能 で あ る こ

と が 示 唆 さ れ た 。  

 

2-1-3-2 乳 酸 ・ ピ ル ビ ン 酸 濃 度 の 定 量 可 能 レ ン ジ の 検 討  

実 際 に 乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 を 用 い て 定 量 可 能 レ ン ジ を 検 討 し た 。 ま ず 初 め に 乳

酸 を 0-2000 µM の 濃 度 に 調 製 し 、 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー お よ び リ ア ル タ イ ム 定

量 PCR シ ス テ ム Mx3000P の ROX フ ィ ル タ ー で 蛍 光 強 度 の 測 定 を 行 っ た 。 蛍 光

プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 結 果 を Fig. 4A に 示 す 。 500 µM ま で は 蛍 光 強 度 が

乳 酸 濃 度 に よ り 増 強 し た が 、 以 降 は 急 速 に 減 弱 し た 。 そ こ で こ の 中 の 直 線 領 域 で

あ る 0-250 µM を 抜 粋 し て 検 量 線 を 作 成 し た (Fig. 4B)。 そ の 結 果 、 乳 酸 濃 度 と 蛍

光 強 度 間 の 相 関 係 数 は 0.999（ P<0.001 、 n=9 ） で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。

さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=0.310x+8.06 で 示 さ れ 、 決 定 係 数

R2 は 0.997 （ P<0.001 ） で あ っ た 。 ま た 、 本 法 に お け る サ ン プ ル の 添 加 量 は 1 µL

で あ り 、 定 量 範 囲 を mol に 換 算 す る と 2-250 pmol と な っ た 。 同 様 に 蛍 光 強 度 を

Mx3000P で 測 定 し た 結 果 を Fig. 4C に 示 す 。 125 µM 付 近 ま で は 蛍 光 強 度 が 乳 酸

濃 度 に よ り 増 強 し た が 、 250 µM 付 近 か ら 次 第 に 頭 打 ち と な り 、 以 降 は 急 速 に 減

弱 し た 。 そ こ で こ の 中 の 直 線 領 域 で あ る 0-62.5 µM を 抜 粋 し て 検 量 線 を 作 成 し た

（ Fig. 4D） 。 そ の 結 果 、 乳 酸 濃 度 と 蛍 光 強 度 間 の 相 関 係 数 は 1.000（ P<0.001 、 n=7）

で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は

y=480x+16014 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.999 （ P<0.001 ） で あ っ た 。  

続 い て 、 ピ ル ビ ン 酸 を 0-6000 µM の 濃 度 に 調 製 し 、 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー お

よ び Mx3000P の ROX フ ィ ル タ ー で 蛍 光 強 度 の 測 定 を 行 っ た 。 蛍 光 プ レ ー ト リ
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ー ダ ー で 測 定 し た 結 果 を Fig. 5A に 示 す 。 3000 µM ま で は 蛍 光 強 度 が ピ ル ビ ン 酸

濃 度 に よ り 増 強 し た が 、 以 降 は 減 弱 し た 。 そ こ で こ の 中 の 直 線 領 域 で あ る 0-2000 

µM を 抜 粋 し て 検 量 線 を 作 成 し た （ Fig. 5B） 。 そ の 結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 と 蛍 光

強 度 間 の 相 関 係 数 は 0.999（ P<0.001 、 n=12） で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 さ

ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=0.048x+4.68 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2

は 0.999 （ P<0.001 ） で あ っ た 。 ま た 、 本 法 に お け る サ ン プ ル の 添 加 量 は 1 µL で

あ り 、 定 量 範 囲 を mol に 換 算 す る と 2-2000 pmol と な っ た 。 同 様 に 蛍 光 強 度 を

Mx3000P で 測 定 し た 結 果 を Fig. 5C に 示 す 。 500 µM 付 近 ま で は 蛍 光 強 度 が ピ ル

ビ ン 酸 濃 度 に よ り 増 強 し た が 、 1000 µM 付 近 か ら 次 第 に 頭 打 ち と な り 、 以 降 は 減

弱 し た 。 そ こ で こ の 中 の 直 線 領 域 で あ る 0-500 µM を 抜 粋 し て 検 量 線 を 作 成 し た

（ Fig. 5D） 。 そ の 結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 と 蛍 光 強 度 間 の 相 関 係 数 は 0.997（ P<0.001 、

n=10 ） で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰

式 は y=66.0x+17969 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.993（ P<0.001 ） で あ っ た 。  

本 法 で 使 用 し て い る 蛍 光 原 基 質 ADHP は 、 過 酸 化 水 素 を 電 子 受 容 体 と し 、 ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 酵 素 的 に 酸 化 さ れ 、 蛍 光 色 素 で あ る レ ゾ ル フ ィ ン に 変 換

さ れ る 。 一 方 、 過 去 の 文 献 で は 、 こ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 液 中 の 過 酸 化 水 素 の

濃 度 が 数 µM を 超 え る と 、 レ ゾ ル フ ィ ン が 酵 素 的 に 低 蛍 光 性 物 質 に 変 換 さ れ る

こ と 、 ま た 過 酸 化 水 素 濃 度 が 100 µM 以 上 に な る と 、 ADHP か ら レ ゾ ル フ ィ ン へ

の 変 換 が 急 激 に 抑 制 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 、 レ ゾ ル フ ィ ン の 蛍 光

強 度 は 、 溶 液 の pH が 7 を 下 回 る と 著 し く 減 弱 す る こ と が 示 さ れ て い る 46 ） 。 定

量 反 応 液 中 の 乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 濃 度 が 高 い 場 合 、 Fig. 1 や Fig. 2 の ① で 示 し た 反

応 で よ り 多 く の 過 酸 化 水 素 が 生 成 す る 。 ま た 、 Fig. 1 や Fig. 2 の ② に も 示 し た 通

り 、 ADHP が レ ゾ ル フ ィ ン に な る 過 程 で 生 成 さ れ る 酢 酸 も 増 加 す る 47 ） 。 こ れ 等

の 要 因 が 重 な り 、 乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 濃 度 が 高 い 場 合 に 、 蛍 光 強 度 の 著 し い 低 下 を

来 し た 可 能 性 が 推 定 さ れ る 。  

以 上 の 蛍 光 原 基 質 ADHP の 特 性 を 踏 ま え る と 、 本 酵 素 蛍 光 法 で は 乳 酸 や ピ ル

ビ ン 酸 を 適 切 な 濃 度 （ 乳 酸 ： 250 µM ま で 。 ピ ル ビ ン 酸 ： 2000 µM ま で ） に 適 宜

希 釈 し 定 量 に 用 い る こ と が 定 量 系 の 設 計 お よ び 結 果 の 解 釈 に 重 要 で あ る と 考 え

ら れ た 。 さ ら に 、 測 定 レ ン ジ は 狭 ま る が リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム Mx3000P

に お い て も 適 切 な 濃 度 に 設 定 す れ ば 定 量 が 可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 

2-1-3-3 細 胞 培 養 液 中 の 乳 酸 ・ ピ ル ビ ン 酸 濃 度 の 経 時 的 変 化  

培 養 細 胞 は 培 養 時 間 が 経 つ に つ れ て 培 養 液 中 に 代 謝 産 物 で あ る 乳 酸 を 放 出 す

る 48 ） 。 そ こ で グ ル コ ー ス を 11 mM、 ピ ル ビ ン 酸 を 2 mM 含 む 培 養 液 で 培 養 し 、

試 験 物 質 添 加 後 2、 4、 8、 12 、 24 時 間 後 に 培 養 液 を 回 収 し 、 乳 酸 濃 度 と ピ ル ビ ン

酸 濃 度 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 培 養 液 中 の 乳 酸 濃 度 は 培 養 時 間 と と も
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に 増 加 し 、 8 時 間 付 近 （ 4 mM 付 近 ） で プ ラ ト ー に 達 し た が （ Fig. 6A） 、 ピ ル ビ ン

酸 濃 度 は 試 験 物 質 添 加 後 24 時 間 で ほ ぼ 検 出 で き な く な る ま で 減 少 し た （ Fig. 6B） 。

細 胞 種 は 異 な る が 、 ラ ッ ト 骨 格 筋 由 来 L6 細 胞 に お い て 4 時 間 培 養 す る こ と で ピ

ル ビ ン 酸 を 0.32 mM 消 費 す る と 報 告 さ れ て い る 49 ） 。 こ れ を 24 時 間 培 養 に 換 算

す る と 1.96 mM と な る が 、 本 研 究 の ヒ ト 肝 臓 由 来 HepG2 細 胞 の 結 果 と ほ ぼ 一 致

し た 。  

 

2-1-4 結 語  

本 研 究 で は 乳 酸 と ピ ル ビ ン 酸 を 、 蛍 光 原 基 質 ADHP を 用 い て オ キ シ ダ ー ゼ 法

で 検 出 す る 高 感 度 定 量 法 を 検 討 し た 。 本 法 の 定 量 範 囲 は 乳 酸 2-250 µM （ 2-250 

pmol） 、 ピ ル ビ ン 酸 2-2000 µM（ 2-2000 pmol） で あ り 、 両 物 質 の 細 胞 培 養 ス ケ ー

ル の 測 定 に 活 用 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 測 定 範 囲 は 狭 ま る が ROX

フ ィ ル タ ー 装 着 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム を 用 い る 蛍 光 測 定 へ の 適 用 が 可

能 で あ っ た 。  

 

ま た 、 HepG2 細 胞 を 用 い た 実 験 で 得 ら れ た 培 養 液 中 の 乳 酸 ・ ピ ル ビ ン 酸 濃 度

の 経 時 的 変 化 （ 2-1-3-3 ） の 結 果 は 、 本 博 士 論 文 の 主 体 を 構 成 す る 第 3 章 の 論 文 に

お け る HepG2 細 胞 に よ り 取 り 込 ま れ た 基 質 の 乳 酸 変 換 率 （ 3-3-5） を 調 べ る た め

の 足 掛 か り と な っ た 。  
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Fig. 1. 本 研 究 に お け る 乳 酸 定 量 の 反 応 過 程 ．
本 研 究 に お け る 乳 酸 定 量 の 2段 階 反 応 機 構 を 示 し た ． ① ： 乳 酸 を 乳 酸 オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 酸 化 し ， ピ ル ビ ン 酸 と 同 時 に 過 酸
化 水 素 を 発 生 さ せ る ． ② ： 蛍 光 原 基 質 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine （ ADHP ） を ① で 生 成 し た 過 酸 化 水 素 と ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ の 作 用 に よ り 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン に 変 換 す る ． 乳 酸 か ら レ ゾ ル フ ィ ン 生 成 に 至 る 反 応 は 化 学 量 論 的 に 行 わ れ る の
で ， 適 切 な 乳 酸 濃 度 範 囲 で は レ ゾ ル フ ィ ン の 蛍 光 強 度 は サ ン プ ル 中 の 乳 酸 濃 度 に 比 例 す る ．
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Fig. 2. 本 研 究 に お け る ピ ル ビ ン 酸 定 量 の 反 応 過 程 ．
本 研 究 に お け る ピ ル ビ ン 酸 定 量 の 2 段 階 反 応 機 構 を 示 し た ． ① ： ピ ル ビ ン 酸 を ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 酸 化 し ， ピ ル
ビ ン 酸 と 同 時 に 過 酸 化 水 素 を 発 生 さ せ る ． ② ： 蛍 光 原 基 質 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine （ ADHP ） を ① で 生 成 し た 過 酸

化 水 素 と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 作 用 に よ り 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン に 変 換 す る ． ピ ル ビ ン 酸 か ら レ ゾ ル フ ィ ン 生 成 に 至 る 反 応
は 化 学 量 論 的 に 行 わ れ る の で ， 適 切 な ピ ル ビ ン 酸 濃 度 範 囲 で は レ ゾ ル フ ィ ン の 蛍 光 強 度 は サ ン プ ル 中 の ピ ル ビ ン 酸 濃 度 に
比 例 す る ． TPP： チ ア ミ ン ピ ロ リ ン 酸 ． FAD ： フ ラ ニ ン ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド ．
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Fig. 3. 蛍 光 原 基 質 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine （ ADHP ） と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ， 過 酸 化 水 素 に よ る 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン の 検 出 と
リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRシ ス テ ム Mx3000Pの 利 用 性 に 関 す る 検 討 ．

蛍 光 基 質 ADHP と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ， 過 酸 化 水 素 に よ る 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン が 検 出 可 能 か 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー と リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR
シ ス テ ム Mx3000Pの ROX フ ィ ル タ ー を 用 い て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た ． A： 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 0-8 µM過 酸 化 水 素 標 準 液 の 蛍 光 強
度 ． B： レ ゾ ル フ ィ ン の 励 起 ・ 蛍 光 ス ペ ク ト ル ． ロ ー マ 数 字 は Mx3000P 付 属 の フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 示 す ． 下 向 き お よ び 上 向 き の 矢 印 は ， そ
れ ぞ れ 励 起 お よ び 蛍 光 フ ィ ル タ ー の 平 均 波 長 を 示 す ． Ⅰ ： FAM™/SYBR® Green Ⅰ Ex=492 nm ， Em=516 nm ） ， Ⅱ ： HEX™/JOE™/VIC™
（ Ex=535 nm， Em=555 nm） ， Ⅲ ： ROX™/Texas Red® （ Ex=585 nm， Em=610 nm） ， Ⅳ ： Cy5™ （ Ex=635 nm， Em=665 nm） ． C： Mx3000Pで
測 定 し た 0-8 µM 過 酸 化 水 素 標 準 液 の 蛍 光 強 度 ． Aと Cは い ず れ も Pearson の 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数 を 算 出
し た （ n=5） ．
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Fig. 4. 乳 酸 標 準 液 の 検 量 線 の 検 討 ．
0-2000 µM乳 酸 標 準 液 を 調 製 し ， 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー ま た は リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRシ ス テ ム Mx3000Pの ROX フ ィ ル タ ー を 用 い て 蛍 光
強 度 を 測 定 し た ． A： 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 乳 酸 標 準 液 の 蛍 光 強 度 ． B： 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 0-250 µM乳 酸 標
準 液 の 蛍 光 強 度 と 検 量 線 （ n=9） ． C： Mx3000P で 測 定 し た 乳 酸 標 準 液 の 蛍 光 強 度 ． D： Mx3000Pで 測 定 し た 0-62.5 µM乳 酸 標 準 液 の 蛍
光 強 度 と 検 量 線 （ n=7 ） ． Bと D い ず れ も Pearsonの 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数 を 算 出 し た ．
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Fig. 5. ピ ル ビ ン 酸 標 準 液 の 検 量 線 の 検 討 ．
0-6000 µMピ ル ビ ン 酸 標 準 液 を 調 製 し ， 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー ま た は リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRシ ス テ ム Mx3000Pの ROXフ ィ ル タ ー を 用 い
て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た ． A： 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た ピ ル ビ ン 酸 標 準 液 の 蛍 光 強 度 ． B： 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 0-
500 µMピ ル ビ ン 酸 標 準 液 の 蛍 光 強 度 と 検 量 線 （ n=12） ． C： Mx3000Pで 測 定 し た ピ ル ビ ン 酸 標 準 液 の 蛍 光 強 度 ． D： Mx3000P で 測 定 し
た 0-62.5 µM乳 酸 標 準 液 の 蛍 光 強 度 と 検 量 線 （ n=10 ） ． Bと D い ず れ も Pearsonの 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定
係 数 を 算 出 し た ．
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Fig. 6. 培 養 液 中 の 乳 酸 濃 度 と ピ ル ビ ン 酸 濃 度 の 経 時 変 化 ．
実 験 前 日 に HepG2 細 胞 を DMEM培 地 中 に 懸 濁 さ せ ， 24-wellプ レ ー ト に 1.25 × 105 cells/cm2 に な る よ う に 播 種 し た ． 翌 日 に 培
養 液 を グ ル コ ー ス 非 含 有 KHH バ ッ フ ァ ー に 交 換 し ， 2時 間 前 培 養 を 行 っ た ． そ の 後 11 mM の グ ル コ ー ス と 2 mMの ピ ル ビ ン
酸 を 含 む KHH バ ッ フ ァ ー に 交 換 し ， 24時 間 培 養 し た ． 試 験 物 質 添 加 後 2 ， 4， 8 ， 12， 24 時 間 後 に 培 養 液 を 回 収 し ， 培 養 液 中
の 乳 酸 濃 度 と ピ ル ビ ン 酸 濃 度 を 測 定 し た ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4） ． A： 乳 酸 濃 度 の 経 時 変 化 ． B： ピ ル ビ ン 酸 濃 度
の 経 時 的 変 化 ．
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2-2 培 養 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 の た め の 酵 素 蛍 光 法 の 検 討  

 

2-2-1 研 究 の 背 景 な ら び に 目 的  

グ リ コ ー ゲ ン は D- グ ル コ ー ス を 構 成 糖 と す る 動 物 界 の 貯 蔵 多 糖 で あ る 50 ） 。 グ

ル コ ー ス 残 基 は α-1 、 4 グ リ コ シ ド 結 合 で 直 鎖 状 に 連 な っ て い る が 、 一 定 間 隔 で

α-1 、 6 グ リ コ シ ド 結 合 が 存 在 し 、 分 枝 構 造 を 形 成 し て い る 51 ） 。 生 体 内 で は 主 に

肝 臓 や 骨 格 筋 に 存 在 し て お り 、 必 要 に 応 じ て 血 糖 値 の 維 持 や ATP 生 産 の た め に

利 用 さ れ て い る 。  

生 体 内 に お け る グ リ コ ー ゲ ン の 合 成 ・ 分 解 は 様 々 な 酵 素 反 応 を 経 て 行 わ れ る 。

特 に 、 肝 臓 に お け る グ リ コ ー ゲ ン 合 成 は 食 後 な ど の 一 過 性 高 血 糖 を 防 ぐ 役 割 も

担 っ て お り 、 個 体 レ ベ ル の グ ル コ ー ス 代 謝 の 恒 常 性 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た し

て い る 。 そ の た め 先 天 性 疾 患 な ど で グ リ コ ー ゲ ン 合 成 酵 素 が 欠 損 し て い る と 、 肝

臓 の 場 合 は 食 後 高 血 糖 、 骨 格 筋 の 場 合 は 運 動 不 耐 性 な ど が 生 じ 、 場 合 に よ っ て は

重 篤 な 症 状 を 引 き 起 こ す こ と が あ る 52 ） 。  

グ リ コ ー ゲ ン 合 成 ・ 分 解 に 関 わ る メ カ ニ ズ ム や そ の 調 節 、 個 体 の 糖 代 謝 の 状

態 、 グ リ コ ー ゲ ン 代 謝 関 連 疾 患 の 解 明 、 ま た 食 品 素 材 の グ リ コ ー ゲ ン 量 の 把 握 等

に は 、 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 が 欠 か せ な い 。 従 来 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 に は フ ェ ノ ー

ル 硫 酸 法 53 ） 、 ア ン ス ロ ン 硫 酸 法 54） な ど が 用 い ら れ て き た 。 し か し な が ら 両 者 と

も 化 学 反 応 に 基 づ く 比 色 法 で 、 特 異 性 に 難 点 が あ る と と も に 、 感 度 が 低 い 。 こ れ

ら の 方 法 で は 、 培 養 細 胞 を 用 い た 培 養 細 胞 ス ケ ー ル の 実 験 の 場 合 、 検 出 限 界 以 下

と な る こ と が 多 い 。 こ れ ら を 解 決 す る た め に 、 蛍 光 発 光 法 を 用 い た 高 感 度 グ リ コ

ー ゲ ン 定 量 キ ッ ト が 開 発 ・ 市 販 さ れ て お り 、 培 養 細 胞 中 の グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 に

適 用 し た 報 告 が 散 見 さ れ る 55 、 56 ） 。 し か し 、 高 感 度 グ リ コ ー ゲ ン 定 量 キ ッ ト は 高

価 で あ り 、 多 数 サ ン プ ル の 定 量 に は 必 ず し も 適 し て い な い 。 ま た 、 測 定 キ ッ ト の

付 属 説 明 書 に は 参 考 文 献 等 の 記 載 が さ れ て い な い も の も 見 受 け ら れ 、 試 薬 組 成

等 も 明 記 さ れ て い な い 場 合 が 多 い 。  

そ こ で 本 研 究 で は 、 Fig. 7 に 示 す 3 つ の 酵 素 反 応 過 程 を 組 み 合 わ せ 、 安 価 か つ

高 感 度 に グ リ コ ー ゲ ン を 定 量 で き る 酵 素 蛍 光 法 を 検 討 す る こ と を 目 的 と し た 。 3

つ の 過 程 の 第 一 の 反 応 で は 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ に よ り グ リ コ ー ゲ ン を グ ル コ ー

ス に 加 水 分 解 す る 57 ） 。 次 い で 、 生 成 し た グ ル コ ー ス を グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ

に よ り 酸 化 す る と と も に 、 過 酸 化 水 素 を 発 生 さ せ る 58 ） 。 最 後 は 乳 酸 ピ ル ビ ン 酸

測 定 と 同 様 に 、 こ の 過 酸 化 水 素 を 電 子 受 容 体 、 蛍 光 原 基 質 ADHP を 電 子 供 与 体

と す る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 に よ り 、 ADHP を 酸 化 し て 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン

に 変 換 す る 45 、 46 ） 。 反 応 ② 、 ③ の グ ル コ ー ス か ら レ ゾ ル フ ィ ン 生 成 に 至 る 反 応 は

化 学 量 論 的 に 行 わ れ る の で 、 適 切 な グ ル コ ー ス 濃 度 範 囲 に お い て レ ゾ ル フ ィ ン
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の 蛍 光 強 度 は グ ル コ ー ス 濃 度 に 比 例 す る 。 本 研 究 で は 、 こ の よ う な 定 量 原 理 に 沿

っ て 実 験 系 を 検 討 す る こ と を 目 的 と し 、 さ ら に 本 法 の 検 出 限 界 、 蛍 光 定 量 機 器 の

代 用 、 細 胞 実 験 へ の 適 用 可 能 性 等 を 検 討 し た 。  

 

2-2-2 実 験 材 料 な ら び に 方 法  

2-2-2-1 試 薬 等  

ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 は 理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス 研 究 セ ン タ

ー （ 茨 城 ） か ら 購 入 し た 。 DMEM、 FBS、 Penicillin-Streptomycin 、 PBS（ pH 7.4 ） 、

bicinchoninic acid（ BCA ） ア ッ セ イ キ ッ ト は Thermo Fisher Scientific, Inc.（ MA, USA）

か ら 購 入 し た 。 ADHP は フ ナ コ シ 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。 ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ （ 西 洋 ワ サ ビ 由 来 ） は オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。

グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ （ Rhizopus sp. 由 来 ） 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ （ Aspergillus niger

由 来 ） 、 グ ル コ ー ス CⅡ テ ス ト ワ コ ー は 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 （ 大 阪 ） か ら 購 入

し た 。  

 

2-2-2-2 細 胞 培 養  

細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 の 定 量 の 検 討 は 、 ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 細

胞 を 用 い て 行 っ た 。 HepG2 細 胞 は 2-1-2-2 で 示 し た 通 り に 継 代 維 持 を 行 っ た 。  

 

2-2-2-3 細 胞 実 験  

実 験 前 日 に 細 胞 を 6-well プ レ ー ト に 1.25×105 cells/cm2 に な る よ う に 播 種 し た 。

実 験 時 の 培 地 に は KHH バ ッ フ ァ ー を 用 い た 21 、 22） 。 KHH バ ッ フ ァ ー の 組 成 は 2-

1-2-3 で 示 し た 通 り で あ る 。 グ ル コ ー ス を 培 地 に 添 加 す る 場 合 は 濃 度 を 11 mM と

し た 。 グ ル コ ー ス 添 加 後 、 所 定 の 時 間 培 養 後 、 培 地 を 取 り 除 き 、 PBS で 1 回 洗 浄

し た 。 PBS を 500 µL 加 え 、 セ ル ス ク レ ー パ ー で ウ ェ ル 底 面 よ り 細 胞 を 回 収 し 、

1.5 mL 容 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 移 し た 。 再 度 プ レ ー ト に PBS を 500 µL 加 え 、 残 り

の 細 胞 を 回 収 し た 。 続 い て ラ ボ 用 冷 却 遠 心 機  3-16KL（ 久 保 田 商 事 株 式 会 社 、 東

京 ） で 825 ×g、  5 分 間 遠 心 し 、 上 清 の PBS を 除 去 し た 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト

に 新 し い PBS を 500 µL 加 え 、 ソ ニ ケ ー タ ー Vibra-CellTM（ Sonics & Materials, Inc., 

CT, USA） で 30 秒 間 超 音 波 処 理 を 行 っ た 。 こ れ を グ リ コ ー ゲ ン 測 定 用 サ ン プ ル

と し た 。  

 

2-2-2-4 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量  

2-2-2-4-1 保 存 液 等 の 調 製  

グ リ コ ー ゲ ン （ カ キ 由 来 、 分 子 栄 養 生 物 学 研 究 用 特 製 試 薬 、 ナ カ ラ イ テ ス ク

株 式 会 社 、 京 都 ） を PBS で 10 mg/mL の 濃 度 に 調 製 し 、 冷 蔵 庫 中 で 保 存 し た 。 グ
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ル コ ア ミ ラ ー ゼ 酵 素 原 液 （ 25 U/mL） 、 1 M 酢 酸 緩 衝 液 （ pH 4.5 ） は い ず れ も 超 純

水 で 調 製 し 、 用 時 ま で 冷 蔵 保 存 し た 。 蛍 光 原 色 素 ADHP は 10 mM と な る よ う ジ

メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO ） で 調 製 し 、 用 時 ま で － 20℃ で 冷 凍 保 存 し た 。  

 

2-2-2-4-2 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 に よ る グ リ コ ー ゲ ン の 分 解  

上 記 の よ う に 調 製 し た グ リ コ ー ゲ ン 測 定 用 サ ン プ ル 190 µL と 1 M 酢 酸 緩 衝

液 10 µL そ れ ぞ れ を 2 つ の 1.5 mL 容 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 取 り 、 よ く 混 和 し た 。

2 つ の チ ュ ー ブ の 片 方 に は グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 酵 素 液 （ 25 U/mL グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ

酵 素 原 液 1 容 と 1 M 酢 酸 緩 衝 液 19 容 の 混 液 ） を 、 も う 片 方 に は グ ル コ ア ミ ラ ー

ゼ を 含 ま な い ブ ラ ン ク 液 （ 超 純 水 1 容 と 1 M 酢 酸 緩 衝 液 19 容 の 混 液 ） を 50 µL

加 え よ く 混 和 さ せ た （ 最 終 濃 度 ： 230 mM 酢 酸 緩 衝 液 、 0.25 U/mL グ ル コ ア ミ ラ

ー ゼ ） 。 あ ら か じ め 55℃ に 設 定 し た ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で こ れ ら の 混 液 を 30 分 加 温

し 、 グ リ コ ー ゲ ン を グ ル コ ー ス に 分 解 し た 。 加 温 後 、 5 N NaOH 溶 液 を 5 µL 加

え 混 液 の pH を 6 付 近 に 調 整 し 、 氷 冷 し た 。  

 

2-2-2-4-3 グ ル コ ー ス 濃 度 の 定 量  

グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 に よ る グ リ コ ー ゲ ン の 分 解 で 生 成 し た グ ル コ ー ス は 、

Fig. 7 に 示 す ② と ③ の 酵 素 反 応 を 1 つ の チ ュ ー ブ 内 で 連 続 さ せ て 生 じ る レ ゾ ル フ

ィ ン の 蛍 光 を 測 定 す る グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 法 で 定 量 し た 。 過 去 の 研 究 45 、 46 、

58 ） を 参 考 に 調 製 し た 蛍 光 発 光 グ ル コ ー ス 定 量 試 薬 混 液 （ pH 7.0、 150 mM リ ン 酸

緩 衝 液  0.65 U/mL グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 9.0 U/mL ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 10 µM 

ADHP） 140 µL と グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 サ ン プ ル 10 µL を 黒 色 96-well 平 底 マ イ

ク ロ プ レ ー ト に 加 え 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ミ キ サ ー で 混 和 さ せ た 。 そ の 後 37℃ で

10 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 対 応 蛍 光 分 光 光 度 計 VarioskanTM 

LUX マ ル チ モ ー ド マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, 

USA） を 用 い て 励 起 波 長 Ex=525 nm、 蛍 光 波 長 Em=585 nm に お け る 蛍 光 強 度 を

測 定 し た 。 ま た 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム Mx3000P（ Agilent Technologies, 

Inc., CA, USA） で 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 場 合 は 、 蛍 光 発 光 グ ル コ ー ス 定 量 試 薬 混 液

と グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 サ ン プ ル を PCR 用 チ ュ ー ブ に 取 り 、 同 様 に 反 応 さ せ た

後 、 ROX フ ィ ル タ ー を 用 い て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。  

100-2000 µg/mL の グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 を 測 定 す る 場 合 は 、 グ ル コ ー ス オ キ シ

ダ ー ゼ 法 に 基 づ く 比 色 定 量 用 キ ッ ト で あ る グ ル コ ー ス CⅡ テ ス ト ワ コ ー を 用 い

た 。 透 明 の 96-well 平 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 発 色 試 薬 140 µL と サ ン プ ル 10 µL を

取 り 、 37℃ で 10 分 間 反 応 さ せ た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 対 応 分 光 光 度 計 Multiskan 

GO（ Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA） を 用 い て 505 nm に お け る 吸 光 度 を

測 定 し た 。  
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2-2-2-4-4 グ リ コ ー ゲ ン 標 準 曲 線 お よ び 細 胞 内 総 グ リ コ ー ゲ ン 量 の 算 出  

細 胞 内 総 グ リ コ ー ゲ ン 量 の 算 出 の た め の 標 準 曲 線 は 、 グ リ コ ー ゲ ン 保 存 液 を

適 宜 希 釈 し て 調 製 し た 標 準 液 に つ い て 、 上 記 の よ う に 処 理 し て 得 ら れ た 蛍 光 強

度 ま た は 吸 光 度 に 基 づ い て 作 成 し た 。 細 胞 内 総 グ リ コ ー ゲ ン 量 は 、 VarioskanTM 

LUX マ ル チ モ ー ド マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 得 ら れ た デ ー タ を 採 用 し 、

グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 試 料 の デ ー タ か ら グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 未 処 理 試 料 の デ ー タ

を 差 し 引 い て 算 出 し た 。  

 

2-2-2-5 タ ン パ ク 質 濃 度 測 定  

細 胞 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 は BCA ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 測 定 し た 。

付 属 の A 液 と B 液 を 50： 1 の 割 合 で 混 和 さ せ 、 こ れ を 発 色 液 と し た 、 牛 血 清 ア

ル ブ ミ ン （ BSA） を 標 準 と し 、 560 nm に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 細 胞 内 グ リ

コ ー ゲ ン 量 は タ ン パ ク 質 1 µg あ た り で 表 し た 。  

 

2-2-2-6 統 計 解 析  

統 計 ソ フ ト は IBM SPSS Statistics ver.20 for Japan（ 日 本 ア イ ・ ビ ー ・ エ ム 株 式

会 社 、 東 京 ） を 用 い た 。 2 変 数 間 の 関 係 の 強 さ を 分 析 す る た め に Pearson の 積 率

相 関 係 数 を 算 出 し た 。 さ ら に 、 独 立 変 数 （ グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 ） が 従 属 変 数 （ 蛍 光

強 度 ま た は 吸 光 度 ） を ど の 程 度 説 明 で き る の か 調 べ る た め に 単 回 帰 分 析 を 行 い 、

決 定 係 数 を 算 出 し た 。 平 均 値 の 差 を 検 定 す る た め に 、 一 元 配 置 分 散 分 析 後 に

Tukey HSD に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） 。  

 

2-2-3 結 果 と 考 察  

2-2-3-1 定 量 可 能 レ ン ジ の 検 討  

本 研 究 は 、 Fig. 7 に 示 す 3 つ の 酵 素 反 応 過 程 を 組 み 合 わ せ 、 安 価 か つ 高 感 度 に

グ リ コ ー ゲ ン を 定 量 で き る 酵 素 蛍 光 法 を 検 討 し た 。 酵 素 蛍 光 法 は 感 度 が 高 い 反

面 、 様 々 な 要 因 の 影 響 を 受 け る の で 、 基 質 濃 度 と 蛍 光 強 度 の 間 の 線 形 性 を 把 握 す

る 必 要 が あ る 。 そ こ で 、 0、 1.2、 2.4 、 4.8、 12、 24、 50、 120、 240 µg/mL グ リ コ

ー ゲ ン 溶 液 を 用 い て 本 法 の 定 量 可 能 レ ン ジ を 検 討 し た 。 測 定 は グ ル コ ア ミ ラ ー

ゼ 処 理 試 料 、 未 処 理 試 料 共 に 各 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 1 点 ず つ 行 っ た 。 そ の 結 果 、 グ

リ コ ー ゲ ン 濃 度 24 µg/mL ま で は 直 線 的 に 蛍 光 強 度 が 増 加 し て い た が 、 50 µg/mL

以 上 の 高 濃 度 に な る と む し ろ 蛍 光 強 度 が 急 激 に 低 下 し 、 240 µg/mL で は 蛍 光 を 検

出 で き な か っ た （ Fig. 8 ） 。 グ リ コ ー ゲ ン が 高 濃 度 に な る と 蛍 光 強 度 が 検 出 で き な

く な る 結 果 に つ い て は 、 第 2 章 第 1 部 の 2-1-3-1 で も 示 し た 通 り 、 蛍 光 原 基 質

ADHP の 特 性 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ る 46、 47） 。  

な お 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 未 処 理 試 料 も 同 時 に 定 量 し た 結 果 、 試 料 中 の グ リ コ
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ー ゲ ン 濃 度 依 存 的 に 蛍 光 強 度 が 増 強 し た 。 こ の 原 因 と し て 、 グ リ コ ー ゲ ン 標 品 中

の グ ル コ ー ス の 混 在 、 あ る い は グ リ コ ー ゲ ン の 非 酵 素 的 分 解 等 の 可 能 性 が 考 え

ら れ る 。  

以 上 の 蛍 光 原 基 質 ADHP の 特 性 と グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ を 未 処 理 試 料 の 結 果 を 踏

ま え る と 、 グ リ コ ー ゲ ン の 濃 度 を 適 切 な 量 （ 20 µg/mL ま で ） に 適 宜 希 釈 し 定 量

に 用 い る こ と が 定 量 系 の 設 計 お よ び 結 果 の 解 釈 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ た 。  

 

2-2-3-2 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 時 間 の 検 討  

実 験 プ ロ ト コ ル を さ ら に 最 適 化 す る た め 、 Fig. 7 中 の ① に 当 た る グ ル コ ア ミ ラ

ー ゼ に よ る 処 理 時 間 を 検 討 し た 。 グ リ コ ー ゲ ン 溶 液 の 濃 度 は 0、 5、 10、 20 µg/mL

と し 、 各 濃 度 1 点 ず つ 測 定 し た 。 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 時 間 が 15 分 ま で は 時 間

の 経 過 と と も に 蛍 光 強 度 が 増 加 し た が 、 30 分 以 降 で は ほ ぼ 一 定 と な っ た （ Fig. 

9A） 。 ま た 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 時 間 30 分 に つ い て 、 グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 の

蛍 光 強 度 を グ ラ フ に 示 し た （ Fig. 9B） 。 そ の 結 果 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 と 蛍 光 強 度 間

の 相 関 係 数 は 0.998 で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た （ P=0.002 、 n=4） 。 さ ら に 単

回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=22.4x+16.3 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.996

（ P=0.002 ） で あ り 、 良 好 な 直 線 性 が 得 ら れ た 。  

以 上 の 結 果 を 踏 ま え て 本 法 で は グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 時 間 を 蛍 光 強 度 が ほ ぼ

最 大 と な る 30 分 と し た 。 ま た 、 本 法 に お い て 測 定 上 限 値 が 20 µg/mL で あ る こ

と が 示 唆 さ れ た 。 サ ン プ ル の 添 加 量 が 190 µL で あ る こ と を 踏 ま え g に 換 算 す る

と 3.8 µg と な っ た 。  

 

2-2-3-3 種 々 の 濃 度 に 調 製 し た グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 の 検 量 線 の 検 討  

本 酵 素 蛍 光 法 の 検 出 限 界 を 調 べ る た め 、 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 2 µg/mL 以 下 の 濃

度 域 に お け る 蛍 光 強 度 の 用 量 反 応 性 を 検 討 し た 。 測 定 は 各 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 1 点

ず つ 行 っ た 。 そ の 結 果 、 0-2 µg/mL の 場 合 、 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 と 蛍 光 強 度 の 間 に

良 好 な 直 線 性 が 認 め ら れ た （ Fig. 10A） 。 両 者 の 相 関 係 数 は 0.998 で 有 意 な 正 の 相

関 が 認 め ら れ た （ P<0.001 、 n=6） 。 さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は

y=11.8x+2.74 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.996（ P<0.001 ） で あ っ た 。 な お 、 グ リ

コ ー ゲ ン 濃 度 が 0.1 µg/mL を 下 回 る と 蛍 光 は ほ ぼ 検 出 さ れ な か っ た 。 し た が っ

て 、 2-2-3-2 の 結 果 も 踏 ま え る と 、 本 法 の グ リ コ ー ゲ ン 定 量 範 囲 は 0.1-20 µg/mL

（ 0.019-3.8 µg ） で あ る と 考 え ら れ た 。  

一 方 、 試 料 中 の グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 が 50 µg/mL を 超 え る 場 合 は 、 Fig. 8 の よ う

に 本 酵 素 蛍 光 法 に よ る 定 量 は 不 適 切 で あ る 。 そ こ で グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 反 応 ま で

は 本 法 の 通 り に 行 い 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 後 の サ ン プ ル 中 グ ル コ ー ス 濃 度 を

定 量 す る 際 は 本 法 蛍 光 法 で は な く 従 来 の 比 色 法 を 用 い て 定 量 し た （ Fig. 10B） 。 測
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定 は 各 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 1 点 ず つ 行 っ た 。 そ の 結 果 、 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 と 吸 光

値 間 の 相 関 係 数 は 0.999 で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た （ P<0.001 、 n=6） 。 さ ら

に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=0.0004x+0.062 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2

は 0.999（ P<0.001 ） で あ っ た 。 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ を 添 加 し て い な い 群 も 同 時 に 定

量 し た が 、 比 色 法 で は 遊 離 グ ル コ ー ス が 検 出 限 界 以 下 （ 100 µg/mL 以 下 ） で あ っ

た 。  

以 上 の 結 果 よ り 、 定 量 し た い サ ン プ ル 中 の グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 に 合 わ せ て 本 酵

素 蛍 光 法 と 従 来 の 比 色 法 を 採 用 す る こ と に よ り 様 々 な サ ン プ ル 中 の グ リ コ ー ゲ

ン 濃 度 の 定 量 に 応 用 が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  

 

2-2-3-4 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム Mx3000P の 利 用 性 に 関 す る 検 討  

続 い て 、 本 酵 素 蛍 光 法 が リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム Mx3000P に お い て

も 測 定 が 可 能 か 調 べ た 。 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 0-20 µg/mL の 試 料 に つ い て 、 実 際 に

リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム で 測 定 し た 。 測 定 は 各 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 1 点 ず

つ 行 っ た 。 2 µg/mL ま で は 直 線 性 が 保 た れ て い た が 、 5-10 µg/mL 付 近 で 蛍 光 強 度

は 上 限 に 達 し た （ Fig. 11A） 。 そ こ で 直 線 領 域 で あ る 0-2 µg/mL を 抜 粋 し 、 新 た に

グ ラ フ を 作 成 し た （ Fig. 11B） 。 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 と 蛍 光 強 度 間 の 相 関 係 数 を 調 べ

た と こ ろ 、 0.998 で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た （ P<0.001 、 n=6） 。 さ ら に 単 回 帰

分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=21785x+4276 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.996

（ P<0.001 ） で あ り 、 良 好 な 直 線 性 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 同 様 の 条 件 で 調 製 し た

試 料 に つ い て 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 結 果 を Fig. 11C に 示 す 。 グ リ コ

ー ゲ ン 濃 度 と 蛍 光 強 度 間 の 相 関 係 数 は 0.999 で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た

（ P<0.001 、 n=9） 。 さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=30.9x+6.39 で

示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.999（ P<0.001 ） で あ っ た 。  

以 上 よ り 、 定 量 上 限 値 は 低 下 す る が ROX フ ィ ル タ ー を 備 え た リ ア ル タ イ ム 定

量 PCR シ ス テ ム Mx3000P は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 対 応 蛍 光 分 光 光 度 計 プ レ ー ト リ

ー ダ ー を 代 行 し て 、 本 酵 素 蛍 光 法 に 利 用 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 そ の 定 量 可

能 範 囲 は 0.1-2 µg/mL（ 0.019-0.38 µg ） で あ っ た 。  

 

2-2-3-5 HepG2 細 胞 の グ リ コ ー ゲ ン 量 の 消 長 の 検 討  

続 い て HepG2 細 胞 を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 HepG2 細 胞 は 長 年 ヒ ト 肝 臓 代 替 モ

デ ル と し て 広 く 使 用 さ れ て い る 培 養 細 胞 株 で あ り 、 グ リ コ ー ゲ ン を 合 成 ・ 蓄 積 す

る こ と が で き る 59 ） 。 そ こ で 、 本 酵 素 蛍 光 法 を 用 い て HepG2 細 胞 の 細 胞 内 グ リ コ

ー ゲ ン 量 の 消 長 を 検 出 可 能 か 検 討 し た 。  
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2-2-3-5-1 グ ル コ ー ス 非 含 有 培 養 液 で 培 養 し た 際 の 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 の 変

化  

肝 臓 内 グ リ コ ー ゲ ン は 空 腹 時 に 分 解 さ れ て 、 エ ネ ル ギ ー ま た は 血 糖 値 維 持 の

た め に 利 用 さ れ る 51 ） 。 そ こ で ま ず 、 グ ル コ ー ス 非 含 有 KHH バ ッ フ ァ ー で 培 養 し

た 際 の 細 胞 内 の グ リ コ ー ゲ ン 蓄 積 量 に 与 え る 影 響 を 、 本 酵 素 蛍 光 法 に よ り 検 出

が 可 能 で あ る か 検 討 し た 。 実 験 方 法 に つ い て は 、 詳 細 を Fig. 12A に 示 す 。 実 験 開

始 前 の 細 胞 内 に 含 ま れ て い る グ リ コ ー ゲ ン 量 、 す な わ ち 0 h 時 点 に お け る 細 胞 内

グ リ コ ー ゲ ン 量 は 6.81 ng/µg protein（ タ ン パ ク 質 標 準 化 前 の サ ン プ ル 中 グ リ コ ー

ゲ ン 濃 度 ： 5.4 µg/mL） で あ っ た 。 過 去 の 報 告 60-62 ） に よ る と 、 HepG2 細 胞 で は お

よ そ 4-10 ng/µg protein の グ リ コ ー ゲ ン が 含 ま れ て お り 、 本 研 究 の 結 果 は こ れ ら

の 既 報 値 と よ く 一 致 し た 。 一 方 、 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 は 、 グ ル コ ー ス を 含 ま な

い 培 地 に 交 換 し て か ら 2 時 間 後 で 既 に 、 初 期 値 の お よ そ 15% へ と 著 し く 減 少 し

て お り 、 4 時 間 後 で は グ リ コ ー ゲ ン は ほ ぼ 検 出 で き な く な る ま で 枯 渇 し て い た

（ Fig. 12B ） 。  

 

2-2-3-5-2 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 枯 渇 状 態 か ら の 回 復 と イ ン ス リ ン の 作 用  

続 い て 、 HepG2 細 胞 を グ ル コ ー ス 非 含 有 KHH バ ッ フ ァ ー で 培 養 し て 細 胞 内

グ リ コ ー ゲ ン を 枯 渇 さ せ 、 そ の 後 培 養 液 に グ ル コ ー ス を 添 加 し た 際 の 細 胞 内 グ

リ コ ー ゲ ン 量 の 回 復 を 調 べ た 。 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 枯 渇 状 態 か ら の 回 復 の 実 験

方 法 に つ い て は 、 詳 細 を Fig. 13A に 示 す 。 グ ル コ ー ス を 含 ま な い 培 養 液 で 2 時

間 培 養 し 、 細 胞 内 の グ リ コ ー ゲ ン を 枯 渇 さ せ た 0 h 時 点 で は 0.69 ng/µg protein（ タ

ン パ ク 質 標 準 化 前 の サ ン プ ル 中 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 ： 0.78 µg/mL） で あ っ た が 、 グ

ル コ ー ス を 添 加 す る と 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 は 急 速 に 回 復 し 、 グ ル コ ー ス 添 加 4

時 間 後 で は Fig. 12B で 示 し た 実 験 前 の 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 と ほ ぼ 同 水 準 ま で

回 復 し た （ Fig. 13B ） 。  

生 体 内 に お い て 、 イ ン ス リ ン は 肝 臓 に お け る グ リ コ ー ゲ ン の 合 成 を 促 進 す る

と さ れ て い る 63 ） 。 そ こ で グ リ コ ー ゲ ン 枯 渇 状 態 か ら の 回 復 過 程 に お け る イ ン ス

リ ン の 影 響 を 調 べ た 。 し か し な が ら 、 イ ン ス リ ン 添 加 に よ る 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン

量 に 有 意 な 影 響 は 見 ら れ な か っ た （ Fig. 14） 。 以 上 の 結 果 よ り 、 細 胞 内 グ リ コ ー

ゲ ン が 枯 渇 し て い る 状 態 で 培 養 液 に グ ル コ ー ス が 添 加 さ れ る と す み や か に グ リ

コ ー ゲ ン を 再 合 成 す る こ と と 、 グ リ コ ー ゲ ン 回 復 過 程 に お け る イ ン ス リ ン の 影

響 は 表 れ な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 今 ま で の 先 行 研 究 に お い て 、 HepG2 細

胞 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の よ う な 特 徴 も 持 ち 合 わ せ て お り 、 培 養 液 に イ ン ス リ ン

を 添 加 し て も HepG2 細 胞 内 の グ リ コ ー ゲ ン 量 が 変 化 し な か っ た と い う 報 告 が い

く つ か 挙 げ ら れ て い る 64 、 65） 。 グ リ コ ー ゲ ン 蓄 積 に 対 す る イ ン ス リ ン の 影 響 が 見

ら れ な っ た 理 由 と し て 、 上 述 し た よ う な HepG2 細 胞 の 特 徴 が 関 わ っ て い る 可 能
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性 も 考 え ら れ た 。  

以 上 の 結 果 よ り 、 本 酵 素 蛍 光 法 は 培 養 細 胞 内 の グ リ コ ー ゲ ン を 高 感 度 で 定 量

す る こ と が 可 能 で あ り 、 さ ら に 培 養 条 件 に よ る グ リ コ ー ゲ ン 量 の 消 長 を 鋭 敏 に

検 出 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。  

 

2-2-4 結 語  

本 研 究 で は 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ に よ る グ リ コ ー ゲ ン の 分 解 で 生 成 す る グ ル コ

ー ス を 、 蛍 光 原 基 質 ADHP を 用 い て グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 法 で 検 出 す る 、 グ

リ コ ー ゲ ン の 高 感 度 定 量 法 を 検 討 し た 。 本 法 の 定 量 範 囲 は 0.1-20 µg/mL（ 0.019-

3.8 µg ） で あ り 、 培 養 細 胞 ス ケ ー ル の グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 に 活 用 で き る こ と が 明

ら か と な っ た 。 ま た 、 本 法 は ROX フ ィ ル タ ー 装 着 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス

テ ム を 用 い る 蛍 光 測 定 へ の 適 用 が 可 能 （ 定 量 範 囲 ： 0.1-2 µg/mL（ 0.019-0.38 µg ） ）

で あ っ た 。 さ ら に ， 培 養 肝 細 胞 HepG2 を 用 い て 培 養 液 の 栄 養 状 態 に よ る 細 胞 内

グ リ コ ー ゲ ン 量 の 消 長 を 本 研 究 の 手 法 に よ り 検 出 す る こ と を 可 能 と し た ．  

 

な お 、 第 2 章 第 2 部 は 現 在 十 文 字 学 園 女 子 大 学  紀 要 に 受 理 さ れ た 『 培 養 細

胞 内 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 の た め の 酵 素 蛍 光 法 の 構 築 』 を 一 部 加 筆 ・ 修 正 を 行 い 、

博 士 論 文 の 一 部 と し て ま と め た も の で あ る 。  
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Fig. 7. 本 研 究 に お け る グ リ コ ー ゲ ン 定 量 の 反 応 過 程 ．
本 研 究 に お け る グ リ コ ー ゲ ン 定 量 の 3 段 階 反 応 機 構 を 示 し た ． ① ： 最 初 に グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ を 利 用 し て サ ン プ ル 中 の グ リ

コ ー ゲ ン を グ ル コ ー ス に 分 解 す る ． ② ： グ ル コ ー ス を グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 酸 化 し ， グ ル コ ン 酸 と 同 時 に 過 酸 化
水 素 を 生 成 さ せ る ． ③ ： 蛍 光 原 基 質 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine （ ADHP ） を ② で 生 成 し た 過 酸 化 水 素 と ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ の 作 用 に よ り 蛍 光 色 素 レ ゾ ル フ ィ ン に 変 換 す る ． グ ル コ ー ス か ら レ ゾ ル フ ィ ン 生 成 に 至 る 反 応 は 化 学 量 論 的 に 行 わ
れ る の で ， 適 切 な グ ル コ ー ス 濃 度 範 囲 で は レ ゾ ル フ ィ ン の 蛍 光 強 度 は サ ン プ ル 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 ， す な わ ち グ リ コ ー ゲ
ン 濃 度 に 比 例 す る ．
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Fig. 8. グ リ コ ー ゲ ン 定 量 レ ン ジ の 確 認 ．
グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 を 0-240 µg/mL に 調 製 し ， 本 法 の 定 量 可 能 レ ン ジ の 検 討 を 行 っ た ． グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 未 処 理 サ ン プ ル も
同 様 に 実 験 を 行 っ た ．
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Fig. 9. グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 時 間 に よ る 蛍 光 強 度 の 変 化 ．
グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 処 理 時 間 を 5-120分 と し ， 処 理 後 の サ ン プ ル 中 に 含 ま れ て い る グ ル コ ー ス を 蛍 光 法 で 定 量 し た ． A： グ ル
コ ア ミ ラ ー ゼ 反 応 時 間 に よ る 蛍 光 強 度 の 変 化 ． B： グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 反 応 30分 時 点 に お け る グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 と 蛍 光 強 度 の
検 量 線 ． Pearson の 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数 を 算 出 し た （ n=4） ．
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Fig. 10. 低 濃 度 ま た は 高 濃 度 グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 の 検 量 線 の 検 討 ．
A ： 本 酵 素 蛍 光 法 の 検 出 限 界 値 を 調 べ る た め 低 濃 度 （ 0-2 µg/mL ） の グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 で 定 量 し た （ n=6 ） ． B ： 高 濃 度
（ 0-2000 µg/mL） の グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 に つ い て ， グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 反 応 ま で は 同 様 に 行 い ， サ ン プ ル 中 に 含 ま れ て い る グ
ル コ ー ス は 比 色 法 で 定 量 し た （ n=6 ） ． A と B い ず れ も Pearson の 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数
を 算 出 し た ．
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Fig. 11. リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRシ ス テ ム Mx3000P の 利 用 性 に 関 す る 検 討 ．
0-20 µg/mLグ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 を 調 製 し ， リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRシ ス テ ム Mx3000P の ROX フ ィ ル タ ー を 用 い て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た ．
ま た ， 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で も 同 様 に 蛍 光 強 度 を 測 定 し た ． A： Mx3000Pで 測 定 し た 0-20 µg/mLグ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 の 蛍 光 強 度 ．
B： Mx3000P で 測 定 し た 0-2 µg/mLグ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 の 蛍 光 強 度 と 検 量 線 （ n=6） ． C： 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 0-20 µg/mL
グ リ コ ー ゲ ン 標 準 液 の 蛍 光 強 度 と 検 量 線 （ n=9 ） ． Pearsonの 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数 を 算 出 し た ．
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Fig. 12. グ ル コ ー ス 非 含 有 培 養 液 で 培 養 し た 際 の 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 の 変 化 ．
実 験 前 日 に HepG2 細 胞 を DMEM培 地 中 に 懸 濁 さ せ ， 6-wellプ レ ー ト に 1.25× 105 cells/cm2に な る よ う に 播 種 し た ． 翌 日 に 培 養
液 を グ ル コ ー ス 非 含 有 KHH バ ッ フ ァ ー に 交 換 し ， 培 養 0 ， 2， 4 時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し て グ リ コ ー ゲ ン 量 を 定 量 し た ． 細 胞 内
グ リ コ ー ゲ ン 量 は タ ン パ ク 質 量 で 標 準 化 し た ． A： 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル ． B： 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差
（ n=4 ） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 後 ， Tukey HSD に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た ． 異 な る ア ル フ ァ ベ ッ ト 間 に 有 意 差 あ り （ P<0.05 ） ．
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Fig. 13. グ リ コ ー ゲ ン 枯 渇 状 態 か ら の 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 の 回 復 ．
実 験 前 日 に HepG2 細 胞 を DMEM培 地 中 に 懸 濁 さ せ ， 6-wellプ レ ー ト に 1.25× 105 cells/cm2に な る よ う に 播 種 し た ． 翌 日 に 培 養
液 を グ ル コ ー ス 非 含 有 KHHバ ッ フ ァ ー に 交 換 し ， 2時 間 培 養 す る こ と で 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 を 枯 渇 さ せ た ． そ の 後 11 mM
の グ ル コ ー ス を 含 む KHHバ ッ フ ァ ー に 交 換 し ， 培 養 0， 2 ， 4時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し て グ リ コ ー ゲ ン 量 を 定 量 し た ． 細 胞 内 グ
リ コ ー ゲ ン 量 は タ ン パ ク 質 量 で 標 準 化 し た ． A ： 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル ． B ： 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差
（ n=4 ） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 後 ， Tukey HSD に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た ． 異 な る ア ル フ ァ ベ ッ ト 間 に 有 意 差 あ り （ P<0.05 ） ．
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Fig. 14. グ リ コ ー ゲ ン 蓄 積 に 対 す る イ ン ス リ ン の 影 響 ．
実 験 前 日 に HepG2 細 胞 を DMEM培 地 中 に 懸 濁 さ せ ， 6-wellプ レ ー ト に 1.25× 105 cells/cm2 に な る よ う に 播 種 し た ． 翌 日 に 培 養
液 を グ ル コ ー ス 非 含 有 KHH バ ッ フ ァ ー に 交 換 し ， 2時 間 培 養 す る こ と で 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 を 枯 渇 さ せ た ． そ の 後 11 mM
の グ ル コ ー ス を 含 む KHH バ ッ フ ァ ー に 交 換 し ， イ ン ス リ ン を 試 験 物 質 と し て 1 µM加 え た ． 培 養 4時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し ， グ
リ コ ー ゲ ン 量 を 定 量 し た ． 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 は タ ン パ ク 質 量 で 標 準 化 し た ． A： 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル ． B： 細 胞 内 グ リ
コ ー ゲ ン 量 ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4） ． 対 応 の な い t検 定 で 平 均 値 の 差 を 検 定 し た ． N.S. ： not significant ．

-24 h 細胞播種

0 h

4 h

前培養

グルコースを
含まない
KHH バッファー

-2 h

グルコース添加

グルコース含有
KHHバッファー

1 µM インスリン

A B

47 細胞回収
測定

細胞回収
測定

6-wellプレートに
1.25×105 cells/cm2

DMEM培地



48 
 

2-3 細 胞 内 ATP 測 定 へ の 化 学 発 光 イ メ ー ジ ン グ 解 析 の 応 用  

 
2-3-1 研 究 の 背 景 な ら び に 目 的  

ATP は ア デ ノ シ ン の リ ボ ー ス の 5’位 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 に リ ン 酸 が 3 分 子 連 続

し て 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 1 分 子 中 に 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸 結 合 を 2 個 含

み 、 生 体 に お け る エ ネ ル ギ ー の 獲 得 お よ び 利 用 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 66 ） 。

ATP を 含 む 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸 化 合 物 は そ の は た ら き か ら 「 エ ネ ル ギ ー の 通 貨

（ energy currency） 」 と も 呼 ば れ て い る 。 生 体 内 に お い て ATP は 主 に ミ ト コ ン ド

リ ア 内 の 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ り 生 成 さ れ る 。 そ の た め 、 ATP は ミ ト コ ン ド リ ア の

機 能 を 調 べ る た め の 重 要 な 指 標 の 一 つ で あ り 、 様 々 な 分 野 の 研 究 で 測 定 さ れ て

い る 。  

ATP の 測 定 方 法 に は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） を 利 用 し た 方 法 67 ）

や グ リ セ ロ ー ル の リ ン 酸 化 を 利 用 し た 比 色 も し く は 蛍 光 法 68、 69） な ど が あ る が 、

そ の 中 で も ル シ フ ェ リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 を 用 い た 生 物 発 光 に よ る 測 定 法 が

広 く 用 い ら れ て い る 70-72 ） 。  

ル シ フ ェ ラ ー ゼ と は ホ タ ル な ど が 行 う 生 物 発 光 に お い て 、 発 光 性 物 質 で あ る

ル シ フ ェ リ ン の 酸 化 反 応 を 触 媒 す る 発 光 性 酵 素 の 総 称 で あ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ

や ル シ フ ェ リ ン は 発 光 生 物 の 種 類 ご と に 特 有 の 構 造 を し て お り 、 生 物 種 の 名 前

を と っ て ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ホ タ ル ル シ フ ェ リ ン の よ う に 呼 ば れ る こ と が

多 い 。 ホ タ ル の 場 合 、 ル シ フ ェ リ ン は ATP 、 酸 素 、 Mg2+ イ オ ン 存 在 下 で ル シ フ ェ

ラ ー ゼ と 反 応 し 、 2 段 階 の 反 応 を 経 て 励 起 状 態 の オ キ シ ル シ フ ェ リ ン を 生 成 す る 。

こ れ が 基 底 状 態 へ 移 動 す る 際 に 差 分 の エ ネ ル ギ ー が 可 視 光 と し て 放 出 さ れ る 73 ） 。

こ の 発 光 量 は ATP 量 に 比 例 す る た め 、 発 光 量 を 測 定 す る こ と に よ り サ ン プ ル 中

の ATP 量 を 求 め る こ と が で き る 。 ル シ フ ェ リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 機 構 は Fig. 

15 に 示 す 。 ま た 、 こ の ル シ フ ェ リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 法 は 迅 速 か つ 簡 便 で あ る こ

と か ら 、 食 品 製 造 工 場 な ど の 機 械 ・ 器 具 類 に 付 着 し て い る 細 菌 な ど の 汚 染 物 質 を

検 出 す る 方 法 と し て 厚 生 労 働 省 監 修 の 「 食 品 衛 生 検 査 指 針 微 生 物 編 2004」 に も

掲 載 さ れ て お り 、 簡 易 測 定 キ ッ ト も 販 売 さ れ て い る 74 ） 。  

ル シ フ ェ リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 を 用 い て ATP 量 を 実 際 に 定 量 す る 際 は 発

光 量 を 計 測 で き る 特 殊 な ル ミ ノ メ ー タ ー が 必 要 と な る が 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト も

測 定 で き る 機 種 と な る と 非 常 に 高 額 で あ り 、 用 途 も 限 ら れ る 。 本 研 究 で は 、 本 学

が 保 有 す る 汎 用 性 の 高 い 装 置 で あ り 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る タ ン パ

ク 質 発 現 の 検 出 等 で 広 く 用 い ら れ る ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 と 画 像 解 析 ソ

フ ト を 併 用 す る こ と に よ り ATP の 定 量 が 可 能 で あ る か 検 討 す る こ と を 目 的 と し

た 。 さ ら に 、 実 際 に 培 養 細 胞 内 の ATP 含 有 量 の 定 量 が 可 能 で あ る か 併 せ て 検 討
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し た 。 そ の 方 法 と 実 際 を 報 告 す る 。  

 

2-3-2 実 験 材 料 な ら び に 方 法  

2-3-2-1 試 薬 等  

ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 は 理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス 研 究 セ ン タ

ー （ 茨 城 ） か ら 購 入 し た 。 DMEM、 FBS、 Penicillin-Streptomycin 、 PBS（ pH 7.4 ） 、

BCA ア ッ セ イ キ ッ ト は Thermo Fisher Scientific, Inc. （ MA, USA） か ら 購 入 し た 。

ア ネ ロ パ ッ ク ®・ ケ ン キ 5％ 、 ア ネ ロ パ ッ ク 専 用 角 型 ジ ャ ー 、 嫌 気 指 示 薬 は 三 菱

ガ ス 化 学 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。 『 細 胞 の 』 ATP 測 定 試 薬 TM は 東 洋 ビ ー

ネ ッ ト 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。  

 

2-3-2-2 細 胞 培 養  

細 胞 内 ATP 量 の 定 量 の 検 討 は 、 ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 細 胞 を 用 い

て 行 っ た 。 HepG2 細 胞 は 2-1-2-2 で 示 し た 通 り に 継 代 維 持 を 行 っ た 。  

実 際 に 細 胞 実 験 を 行 う 際 は 、 血 清 な ど の 影 響 を 取 り 除 く た め 実 験 用 DMEM

（ FBS 、 Penicillin-Streptomycin、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 非 含 有 ） を 用 い て 行 っ た 。 実

験 用 DMEM に グ ル コ ー ス を 添 加 す る 際 は 、 Kawano ら と Kamakura ら の 報 告 21 、

22） を 参 考 に 11 mM と し た 。  

 

2-3-2-3 HepG2 細 胞 の 嫌 気 培 養  

気 相 の 酸 素 濃 度 が 0.1% 以 下 の 環 境 で 細 胞 を 培 養 す る た め 、 ア ネ ロ パ ッ ク ®・ ケ

ン キ 5％ を 使 用 し た 。 ア ネ ロ パ ッ ク ®・ ケ ン キ 5％ は 気 相 の 酸 素 濃 度 を 0.1% 以 下

に す る と 同 時 に 二 酸 化 炭 素 濃 度 を 5% に 維 持 す る 試 薬 で あ る 。 ア ネ ロ パ ッ ク 専 用

角 型 ジ ャ ー に 細 胞 を 播 種 し た 96-well プ レ ー ト を 1 枚 、 ア ネ ロ パ ッ ク ®・ ケ ン キ

5％ を 1 袋 、 気 相 の 酸 素 濃 度 を 確 認 す る た め に 嫌 気 指 示 薬 を 1 錠 、 気 相 の 湿 度 を

維 持 す る た め に 蒸 留 水 を 染 み 込 ま せ た ろ 紙 を セ ッ ト し て 密 封 し 、 37 ℃ で 培 養 し

た 。 角 型 ジ ャ ー 内 の 酸 素 濃 度 が 0.1％ 以 下 と な っ た こ と を 嫌 気 指 示 薬 で 確 認 し 、

そ の 時 点 を 培 養 開 始 時 刻 と し た 。  

 

2-3-2-4 ATP の 測 定  

2-3-2-4-1 ATP 標 準 液 の 調 製  

ATP 標 準 液 は 動 物 培 養 細 胞 用 ATP 標 準 試 薬 （ 東 洋 ビ ー ネ ッ ト 株 式 会 社 、 東 京 ）

を 参 考 に し て 調 製 し た 。 ア デ ノ シ ン 5'- 三 リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム 水 和 物 を 最 終 濃 度

が 10 mM と な る よ う に 10 mM HEPES 緩 衝 液 （ pH 7.75 ） に 加 え た 。 0.6 mL 容 チ

ュ ー ブ に 100 µL ず つ 分 注 し 、 使 用 す る ま で － 80℃ で 保 存 し た 。 ATP の 安 定 性 の

観 点 か ら 凍 結 融 解 は 5 回 ま で と し た 。  
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2-3-2-4-2 ATP の 測 定  

ATP 濃 度 は ル シ フ ェ リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 法 に 基 づ く 『 細 胞 の 』 ATP 測 定 試 薬
TM を 用 い て 測 定 し た 。 操 作 は 付 属 の 説 明 書 に 準 じ て 行 っ た 。 測 定 に は 黒 色 96-

well プ レ ー ト （ Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA） を 使 用 し 、 操 作 は 試 薬 の

説 明 書 に 準 じ て 行 っ た 。  

ATP 発 光 試 薬 を サ ン プ ル と 同 量 加 え て 1 分 間 マ イ ク ロ プ レ ー ト ミ キ サ ー で 混

和 さ せ 、 そ の 後 23℃ で 10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、

96-well プ レ ー ト を ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で あ る Cool saver AE-6955（ ア ト

ー 株 式 会 社 、 東 京 ） に セ ッ ト し 、 露 光 時 間 を 調 節 し な が ら 画 像 を 撮 影 し た 。 発 光

強 度 は Image J（ National Institutes of Health, MD, USA） を 用 い る 画 像 解 析 に よ り

数 値 化 し た 75 ） 。 発 光 強 度 を ヒ ス ト グ ラ ム 化 し 、 数 値 化 で き る Gel モ ー ド を 使 用

し た 。 ATP 標 準 液 を 用 い て 検 量 線 を 作 成 し 、 ATP を 定 量 し た 。 各 サ ン プ ル の 測 定

は 下 記 の 通 り 行 っ た 。  

 

2-3-2-4-3 ATP 標 準 液 の 測 定  

10 mM ATP 標 準 液 を PBS で 任 意 の 濃 度 に 希 釈 し た 。 そ の 後 、 黒 色 の 96-well

フ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 希 釈 し た ATP 標 準 液 を 100 µL ず つ 添 加 し た 。 ATP 発

光 液 添 加 以 降 の 操 作 は 2-3-2-4-2 と 同 様 に 行 っ た 。  

 

2-3-2-4-4 細 胞 懸 濁 液 中 の ATP の 測 定  

PBS 中 に HepG2 細 胞 を 懸 濁 さ せ 、 0-10×104 cells/well に な る よ う 黒 色 の 96-well

フ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 100 µL 添 加 し た 。 ATP 発 光 液 添 加 以 降 の 操 作 は 2-3-

2-4-2 と 同 様 に 行 っ た 。  

 

2-3-2-4-5 接 着 細 胞 中 の ATP 濃 度 の 測 定  

実 験 前 日 に HepG2 細 胞 を 8.75×104 cells/well の 濃 度 で 播 種 し 、 黒 色 の 96-well

フ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト 底 面 に 接 着 さ せ た 。 翌 日 培 養 液 を 取 り 除 き 、 す み や か に

PBS で 2 回 洗 浄 し て 接 着 細 胞 表 面 の 培 養 液 成 分 を 取 り 除 い た 。 そ の 後 PBS を 100 

µL 添 加 し た 。 ATP 発 光 液 添 加 以 降 の 操 作 は 2-3-2-4-2 と 同 様 に 行 っ た 。  

 

2-3-2-5 タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定  

細 胞 の タ ン パ ク 質 濃 度 は 2-2-2-5 と 同 様 の 操 作 を 行 い 測 定 し た 。  

 

2-3-2-6 統 計 処 理  

統 計 解 析 ソ フ ト は IBM SPSS Statistics ver.20 for Japan（ 日 本 ア イ ・ ビ ー ・ エ ム

株 式 会 社 、 東 京 ） を 用 い た 。 2 変 数 間 の 関 係 の 強 さ を 分 析 す る た め に Pearson の
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積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た 。 さ ら に 、 独 立 変 数 （ ATP 濃 度 ま た は 細 胞 数 ） が 従 属 変

数 （ 発 光 強 度 の 面 積 ま た は ATP 濃 度 ） を ど の 程 度 説 明 で き る の か 調 べ る た め に

単 回 帰 分 析 を 行 い 、 決 定 係 数 を 算 出 し た 。 平 均 値 の 差 を 検 定 す る た め 、 1 要 因 の

場 合 、 2 群 間 で は 対 応 の な い t 検 定 を 、 3 群 以 上 で は 一 元 配 置 分 散 分 析 後 に Tukey 

HSD に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） 。 2 要 因 の 場 合 は 二 元 配 置 分 散 分 析 後 に

Bonferroni に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） 。  

 

2-3-3 結 果 と 考 察  

2-3-3-1 ATP 濃 度 測 定 レ ン ジ の 確 認  

発 光 を 測 定 す る 際 は 黒 色 プ レ ー ト に 比 べ 白 色 プ レ ー ト は 測 定 感 度 が 10 倍 ほ

ど 高 く な る た め 各 試 薬 説 明 書 に は 白 色 プ レ ー ト を 使 用 す る こ と が 推 奨 さ れ て い

る 76 ） 。 そ こ で 初 め に 白 色 プ レ ー ト を 用 い て 実 験 を 行 っ た と こ ろ 、 隣 の well へ 散

乱 光 が 映 り 込 み 、 個 別 well の 発 光 面 積 を 算 出 す る こ と が で き な か っ た 。 （ Fig. 

16A） 。 こ の 理 由 に 、 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 付 属 の CCD カ メ ラ が well 以

外 の 箇 所 も 撮 影 し 、 散 乱 光 を 検 出 し て い る 事 が 考 え ら れ た 。 一 方 黒 色 プ レ ー ト を

用 い た 場 合 は well に 沿 っ て 発 光 を 検 知 す る こ と が で き た （ Fig. 16B） 。 以 上 よ り

本 法 で ATP を 測 定 す る 場 合 は 黒 色 プ レ ー ト を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。  

続 い て ATP の 測 定 レ ン ジ を 確 認 す る た め 、 ATP 標 準 液 の 濃 度 を 10-2 M（ 10 

mM ） か ら 10-10 M（ 100 pM） ま で 10 倍 ず つ 変 化 さ せ て 実 験 を 行 っ た 。 黒 色 の 96-

well フ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に ATP 標 準 液 と ATP 発 光 試 薬 を 反 応 さ せ 、 ケ ミ ル

ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で 撮 影 し た 実 際 の 画 像 を Fig. 17 に 示 す 。 30 秒 露 光 さ せ た

と こ ろ 、 10-2 M（ 10 mM） か ら 10-5 M（ 10 µM ） ま で 発 光 を 感 知 す る こ と が で き

た （ Fig. 17A） 。 さ ら に 露 光 時 間 を 10 分 と し た と こ ろ 、 10-7 M（ 100 nM） ま で 感

知 す る こ と が で き た （ Fig. 17B） 。 デ ー タ に は 示 し て い な い が 、 10 分 以 上 露 光 さ

せ て も 10-7 M（ 100 nM） よ り 低 濃 度 で は 発 光 を 感 知 す る こ と が で き な か っ た 。

『 細 胞 の 』 ATP 測 定 試 薬 TM 付 属 の 説 明 書 に よ る と 、 ル ミ ノ メ ー タ ー を 使 用 す れ

ば 10-10 M （ 100 pM ） ま で 測 定 が 可 能 で あ る 。 本 法 は そ れ よ り も 感 度 が 低 い が 、

サ ン プ ル に 合 わ せ て 露 光 時 間 を 調 節 す る こ と に よ り 、 様 々 な 濃 度 の ATP の 測 定

が 可 能 と な る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 

2-3-3-2 ATP 検 量 線 の 直 線 性 の 確 認  

標 準 試 料 の 吸 光 度 や 発 光 値 を 利 用 す る こ と に よ り 対 象 物 質 を 相 対 的 に 定 量 す

る 場 合 、 標 準 試 料 の 検 量 線 の 作 成 が 必 須 で あ る 77 ） 。 そ こ で 、 ATP 検 量 線 の 直 線

性 を 確 認 す る た め 、 ATP 標 準 液 の 濃 度 を 10 µM か ら 100 µM ま で 10 µM 刻 み と

し 、 露 光 時 間 を 10 秒 に 設 定 し て 実 験 を 行 っ た 。 解 析 に 使 用 し た 画 像 を Fig. 18A

に 示 す 。 こ れ ら の 発 光 ス ポ ッ ト 画 像 を 画 像 解 析 ソ フ ト Image J を 用 い て ヒ ス ト グ
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ラ ム 化 し た （ Fig. 18B） 。 そ れ ぞ れ の ピ ー ク 面 積 値 を グ ラ フ に 示 す と 、 80 µM 以 上

で 過 剰 露 光 状 態 と な り 、 0-100 µM 全 体 で は シ グ モ イ ド 曲 線 と な っ た （ Fig. 18C） 。

そ こ で 、 こ の 中 の 直 線 領 域 で あ る 10-70 µM ま で の 箇 所 を 抜 粋 し て グ ラ フ を 作 成

し た （ Fig. 18D） 。 そ の 結 果 、 ATP 濃 度 と ピ ー ク の 面 積 値 間 の 相 関 係 数 は 0.998

（ P<0.001 、 n=7） で 有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と

こ ろ 、 回 帰 式 は y=313x-2927 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.994 （ P<0.001 ） で あ っ

た 。  

一 方 、 培 養 細 胞 内 に 含 ま れ て い る ATP 量 は 、 ラ ッ ト 由 来 初 代 グ リ ア 細 胞 で は

お よ そ 0.15 nmol/mg protein71 ） 、 ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 HepG2 細 胞 で は お よ そ 10 

nmol/mg protein69 ） や 5 nmol/mg protein71 ） 、 マ ウ ス 由 来 3T3-L1 前 脂 肪 細 胞 で は お

よ そ 30 nmol/mg protein68 ） 、 ラ ッ ト 骨 格 筋 由 来 L6 細 胞 で は お よ そ 20 nmol/mg 

protein67 ） と 報 告 さ れ て い る 。 培 養 条 件 、 細 胞 の 種 類 や 数 が 異 な る が 、 こ れ ら の 値

を 本 研 究 の 実 験 系 に 当 て は め て 換 算 す る と お よ そ 1-3 µM の ATP 濃 度 に 相 当 す

る 。 そ こ で さ ら に 、 ATP 標 準 液 の 濃 度 を 0、 0.5 、 1、 1.5、 2、 5、 10 µM と し 、 露

光 時 間 を 1 分 に 設 定 し て 実 験 を 行 っ た 。 解 析 に 使 用 し た 画 像 を Fig. 19A に 示 す 。

こ れ ら の 発 光 ス ポ ッ ト 画 像 を 画 像 解 析 ソ フ ト Image J を 用 い て ヒ ス ト グ ラ ム 化 し

た （ Fig. 19B） 。 そ れ ぞ れ の ピ ー ク 面 積 値 を グ ラ フ に 示 し た （ Fig. 19C） 。 そ の 結 果 、

ATP 濃 度 と ピ ー ク の 面 積 値 間 の 相 関 係 数 は 0.999（ P<0.001 、 n=7） で 有 意 な 正 の

相 関 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は y=2289x-643 で

示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.998（ P<0.001 ） で あ っ た 。  

以 上 の 結 果 よ り 、 本 法 は ル ミ ノ メ ー タ ー を 使 用 し た 際 の 感 度 よ り も 低 い が 、

露 光 時 間 や 測 定 範 囲 の 調 節 に よ り 96-well プ レ ー ト ス ケ ー ル で 培 養 細 胞 を 用 い た

実 験 に は 適 用 可 能 な 手 法 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  

 

2-3-3-3 細 胞 懸 濁 液 中 の 細 胞 数 と ATP 量 の 関 係  

続 い て 、 実 際 の 培 養 肝 細 胞 HepG2 を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 ATP 含 有 量 と 細 胞

数 と の 相 関 は 高 く 、 培 養 細 胞 の 細 胞 数 や 細 胞 活 性 の 測 定 に 利 用 さ れ て い る 78 ） 。

そ こ で 、 細 胞 数 が 0-10×104 cells/well に な る よ う に 調 製 し 、 ATP 濃 度 を 測 定 し た 。

実 際 に 撮 影 し た 画 像 は Fig. 20A に 示 す 。 細 胞 数 に 依 存 し て 発 光 が 強 く な る よ う

に 見 受 け ら れ た 。 次 に Fig. 20A を 画 像 解 析 し 、 得 ら れ た 数 値 を グ ラ フ に し た （ Fig. 

20B） 。 そ の 結 果 、 細 胞 数 と ATP 濃 度 間 の 相 関 係 数 は 0.978 （ P<0.001 、 n=20） で

有 意 な 正 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 さ さ ら に 単 回 帰 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 回 帰 式 は

y=0.443x+0.412 で 示 さ れ 、 決 定 係 数 R2 は 0.956（ P<0.001 ） で あ っ た 。  

 

2-3-3-4 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス お よ び 大 気 中 の 酸 素 が 細 胞 内 ATP 量 に お よ ぼ す

影 響  
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生 体 に と っ て グ ル コ ー ス は 主 要 な エ ネ ル ギ ー 源 で あ る 。 肝 臓 に お い て 、 グ ル

コ ー ス 1 分 子 は 解 糖 系 で 2 分 子 、 ピ ル ビ ン 酸 に 変 換 さ れ た の ち TCA 回 路 を 経 て

完 全 に 酸 化 さ れ れ ば 合 計 38 分 子 の ATP を 産 生 す る 。 そ こ で 本 法 に よ り 、 培 養 液

中 の グ ル コ ー ス の 有 無 が 培 養 肝 細 胞 内 ATP 含 有 量 に 与 え る 影 響 を 検 出 で き る か

ど う か を 検 討 す る た め 、 11 mM グ ル コ ー ス 存 在 下 ・ 非 存 在 下 で HepG2 細 胞 を 24

時 間 培 養 し 、 細 胞 内 の ATP 含 有 量 を 測 定 し た 。 実 際 に 撮 影 し た 画 像 は Fig. 21A

に 示 す 。 グ ル コ ー ス が 含 ま れ て い る 培 地 で 培 養 し た 細 胞 の 発 光 が 強 く 見 受 け ら

れ た 。 次 に Fig. 21A を 画 像 解 析 し 、 得 ら れ た 数 値 を グ ラ フ に し た （ Fig. 21B） 。 そ

の 結 果 、 グ ル コ ー ス を 含 む 培 地 で 培 養 し た 細 胞 で 有 意 に ATP 含 有 量 が 増 加 し た 。  

一 方 、 Chengqian ら 79 ） に よ る と 、 酸 素 濃 度 が 2％ の 条 件 下 で ヒ ト 骨 肉 腫 由 来

143B 細 胞 、 ヒ ト 子 宮 頸 ガ ン 由 来 HeLa 細 胞 、 ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 Hep3B 細 胞 、

ラ ッ ト 心 臓 横 紋 筋 由 来 H9c2 細 胞 を 24 時 間 培 養 す る と 、 通 常 の 大 気 中 に 含 ま れ

て い る 酸 素 濃 度 （ 21％ ） で 培 養 し た 場 合 と 比 較 し て 細 胞 内 の ATP 含 有 量 が 有 意

に 低 下 す る こ と を 報 告 し て い る 。 そ こ で 本 研 究 で は よ り 結 果 が 明 確 に な る よ う

HepG2 細 胞 を 酸 素 濃 度 0.1％ 以 下 の 条 件 下 で 培 養 し 、 細 胞 内 の ATP 含 有 量 を 測

定 し た 。  

ま ず 初 め に 低 酸 素 ・ グ ル コ ー ス 非 含 有 環 境 下 に お け る 培 養 時 間 を 検 討 し た 。

上 述 の 通 り 、 ATP 量 と 細 胞 数 に は 正 の 相 関 が あ る 78 ） 。 そ こ で 実 験 を 行 う に あ た

り 、 気 相 の 酸 素 濃 度 が 0.1% 以 下 、 さ ら に 培 養 液 中 に グ ル コ ー ス が 存 在 し な い 状

態 で あ っ て も 細 胞 の 生 存 率 に 影 響 を 与 え な い 培 養 時 間 を 最 初 に 検 討 し た 。 通 常

の 培 養 条 件 下 （ 培 養 液 に グ ル コ ー ス を 含 み 、 気 相 の 酸 素 濃 度 は 21% ） で 培 養 し た

細 胞 と 、 培 養 液 に グ ル コ ー ス が 含 ま れ て お ら ず 、 気 相 の 酸 素 濃 度 を 0.1% 以 下 で

培 養 し た 細 胞 の タ ン パ ク 質 量 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 1、 2 時 間 の 培 養 で は 通 常

の 培 養 条 件 下 で 培 養 し た 細 胞 と の 間 に タ ン パ ク 質 量 の 有 意 な 影 響 は 確 認 さ れ な

か っ た 。 し か し な が ら 、 4 時 間 培 養 で は タ ン パ ク 質 量 の 有 意 な 減 少 が 確 認 さ れ た

（ Fig. 22） 。 以 上 の 結 果 を 踏 ま え 、 低 酸 素 ・ グ ル コ ー ス 非 含 有 環 境 下 に お け る 実

験 で は 細 胞 の タ ン パ ク 質 量 に 影 響 が 及 ば な い 1 時 間 培 養 時 点 で 細 胞 内 ATP 量 を

測 定 し た 。  

実 際 に 撮 影 し た 画 像 は Fig. 23A に 示 す 。 酸 素 濃 度 0.1% 以 下 で グ ル コ ー ス を 含

ま な い 培 地 で 培 養 し た 細 胞 の 発 光 が 弱 く 見 え た 。 次 に Fig. 23A を 画 像 解 析 し 、

得 ら れ た 数 値 を グ ラ フ に し た （ Fig. 23B） 。 そ の 結 果 、 酸 素 濃 度 0.1% 以 下 で グ ル

コ ー ス を 含 ま な い 培 地 で 培 養 し た 細 胞 で ATP 含 有 量 が 有 意 に 減 少 し た 。 そ の ほ

か 酸 素 濃 度 0.1% 以 下 で グ ル コ ー ス を 含 む 培 地 で 培 養 し た 細 胞 と グ ル コ ー ス の 有

無 に か か わ ら ず 好 気 的 条 件 下 （ 酸 素 濃 度 21% ） で 培 養 し た 細 胞 間 で は 細 胞 内 ATP

含 有 量 の 有 意 な 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。  

解 糖 系 は 嫌 気 的 条 件 下 で も 行 わ れ る が 、 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ る ATP の 生 成 の
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過 程 で は 酸 素 を 必 要 と す る 。 気 相 の 酸 素 濃 度 が 0.1% 以 下 で も 培 地 中 に グ ル コ ー

ス が 存 在 し て い れ ば 解 糖 で ATP の 生 成 を 維 持 で き た た め ATP 濃 度 に 差 が 認 め ら

れ な か っ た と 考 え ら れ る 。 ま た 、 好 気 的 条 件 下 で 培 養 し た 細 胞 で は 、 1 時 間 の 培

養 で は グ ル コ ー ス の 有 無 に よ る 細 胞 内 の ATP 含 有 量 に 有 意 な 影 響 は 見 ら れ な か

っ た 。 実 験 に 使 用 し た DMEM に は グ リ シ ン な ど の ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ て い る 80 ） 。

好 気 的 条 件 下 で グ ル コ ー ス を 含 ま な い DMEM で 培 養 さ れ た 細 胞 は 、 DMEM 中

の ア ミ ノ 酸 や 細 胞 内 に 貯 蔵 さ れ て い る 中 性 脂 肪 な ど を エ ネ ル ギ ー 源 と し て 利 用

し 、 ミ ト コ ン ド リ ア 内 の 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ っ て ATP の 生 成 を 維 持 で き た た め

で あ る と 考 え ら れ る 。  

 

2-3-4 結 語  

ル シ フ ェ リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に よ る 発 光 を 用 い て ATP を 定 量 す る 際 、 ル

ミ ノ メ ー タ ー 機 能 の 代 用 と な る 手 法 と し て 、 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 と 画

像 解 析 ソ フ ト の 併 用 に よ り 測 定 が 可 能 で あ る か 検 討 し た 。 ATP 標 準 液 を 用 い た

場 合 は 露 光 時 間 や 測 定 範 囲 の 調 節 に よ り 測 定 が 可 能 に な る こ と が 明 ら か と な っ

た 。 さ ら に 、 実 際 の 培 養 肝 細 胞 HepG2 を 用 い て 細 胞 数 や 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス

の 有 無 、 気 相 の 酸 素 濃 度 に よ る ATP 含 有 量 の 変 化 を 本 研 究 の 手 法 に よ り 検 出 す

る こ と を 可 能 と し た 。  

 

な お 、 第 2 章 第 3 部 は 『 細 胞 内 ATP 測 定 へ の 化 学 発 光 イ メ ー ジ ン グ 解 析 の 応

用 ： 十 文 字 学 園 女 子 大 学  紀 要 ， 第 48 集 2 号 ， p.75-p.84， 2018 年 3 月 31 日 発

行 ． 』 を 一 部 加 筆 ・ 修 正 を 行 い 、 博 士 論 文 の 一 部 と し て ま と め た も の で あ る 。  

 

本 博 士 論 文 の 主 体 を 構 成 す る 第 3 章 の 論 文 で は 、 最 近 本 学 に 導 入 さ れ た

VarioskanTM LUX マ ル チ モ ー ド マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Thermo Fisher 

Scientific, Inc., MA, USA） に よ り 測 定 し た ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス デ ー タ を 採 用 し 、

細 胞 外 液 に 加 え た ピ ル ビ ン 酸 が 生 理 的 濃 度 に 近 い 濃 度 で HepG2 細 胞 内 の ATP 量

を 増 加 す る こ と を 明 ら か に し た 。 本 法 に よ る 検 討 は 、 同 装 置 導 入 に 先 立 っ て 行 わ

れ た も の で あ る が 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ て お り 、 こ の 知 見 が 第 3 章 の 論 文 に 述

べ た ピ ル ビ ン 酸 の ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 （ mitochondrial biogenesis ） 促 進 作 用 を 見

出 す き っ か け と な っ た 。  

 



Fig. 15. ル シ フ ェ リ ン -ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 （ ホ タ ル の 場 合 ） に よ る 化 学 発 光 （ ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス ） と ATP 測 定 へ の 利 用 ．
ル シ フ ェ リ ン -ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 は 2 段 階 で 進 む ． ル シ フ ェ リ ン は ATP ， 酸 素 ， Mg2+イ オ ン 存 在 下 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 反 応
し ， 酵 素 分 子 中 で 生 成 し た ル シ フ ェ リ ル AMP が 酸 素 分 子 と 反 応 し て 励 起 状 態 の オ キ シ ル シ フ ェ リ ン を 生 成 す る ． こ れ が 基
底 状 態 へ 移 動 す る 際 に 差 分 の エ ネ ル ギ ー が 可 視 光 と し て 放 出 さ れ る ． 発 光 強 度 が ATP 濃 度 に 依 存 す る よ う 基 質 ， 酵 素 ， 補 因
子 の 濃 度 を 十 分 量 に 設 定 す る こ と で ， こ の 反 応 系 を ATP 濃 度 測 定 に 応 用 で き る ． h ： プ ラ ン ク 定 数 ． v ： 光 子 の 振 動 数 ． v=c/λ
で あ り ， cは 光 速 ， λ は 波 長 を 示 す ． ル シ フ ェ リ ン -ル シ フ ェ ラ ー ゼ 系 で 生 じ る 光 の 波 長 は 生 物 種 や ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 構 造 に
よ り 異 な る が ， ホ タ ル の 場 合 ， 560 nm 付 近 の 波 長 の 可 視 光 が 放 出 さ れ る ．
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文献73を参考に作図．



Fig. 16. 本 法 で 使 用 す る プ レ ー ト の 検 討 ．
ATP 溶 液 と 発 光 試 薬 を 100 µLず つ 混 和 さ せ ， 96-well白 ま た は 黒 プ レ ー ト に 添 加 し ， ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で 発 光 を 撮
影 し た ． A： 96-well白 プ レ ー ト ． B： 96-well黒 プ レ ー ト

A B
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Fig. 17. ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で 撮 影 し た ル シ フ ェ リ ン -ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に よ り 生 じ た 発 光 ．
ATP 標 準 液 の 濃 度 を 10-2 M（ 10 mM ） か ら 10-10 M（ 100 pM） ま で 10倍 ず つ 変 化 さ せ て 黒 色 の 96-wellフ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト
に 100 µLず つ 添 加 し た ． ATP 発 光 試 薬 を サ ン プ ル と 同 量 の 100 µLず つ 添 加 し て ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で 露 光 時 間 を 調
節 し な が ら 撮 影 し た ． A： 30 秒 露 光 さ せ た 画 像 ． B： 10分 露 光 さ せ た 画 像 ．

A

B

[倉 若 美 咲 樹 ， 舘 花 春 佳 ， 志 村 二 三 夫 ， 山 崎 優 子 （ 2018 ） 十 文 字 学 園 女 子 大 学 紀 要 48 （ 2 ） ： 75-84 ． ]
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Fig. 18. 0-100 µLに 調 製 し た ATP 標 準 液 の 測 定 ．
ATP 標 準 液 を 0-100 µLで 調 製 し ， 黒 色 の 96-wellフ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 100 µLず つ 添 加 し た ． ATP 発 光 試 薬 を サ ン プ ル と 同 量
の 100 µLず つ 添 加 し て ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で 撮 影 し た ． 撮 影 し た 画 像 を 用 い て 発 光 強 度 を 測 定 し た ． A： 撮 影 し た 実
際 の 画 像 デ ー タ ． B： 発 光 強 度 を ヒ ス ト グ ラ ム に 変 換 し た 画 像 デ ー タ ． C： 0-100 µM ATP 標 準 液 の 発 光 強 度 の 変 化 ． D ： 10-70 
µM ATP 標 準 液 の 発 光 強 度 と 検 量 線 ． Piason の 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数 を 算 出 し た （ n=7 ） ．
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[倉 若 美 咲 樹 ， 舘 花 春 佳 ， 志 村 二 三 夫 ， 山 崎 優 子 （ 2018 ） 十 文 字 学 園 女 子 大 学 紀 要 48 （ 2 ） ： 75-84 ． ] を 一 部 改 変 ．

y=313x-2927
R2=0.994

58



Fig. 19. 0-10 µMに 調 製 し た ATP 標 準 液 の 検 量 線 ．
0-10 µMに 調 製 し た ATP 標 準 液 を 黒 色 の 96-wellフ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 100 µLず つ 添 加 し た ． ATP 発 光 試 薬 を サ ン プ ル と
同 量 の 100 µLず つ 添 加 し て ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で 撮 影 し た ． 撮 影 し た 画 像 を 用 い て 発 光 強 度 を 測 定 し た ． A： 撮 影
し た 実 際 の 画 像 デ ー タ ． B： 発 光 強 度 を ヒ ス ト グ ラ ム に 変 換 し た 画 像 デ ー タ ． C： ATP 濃 度 と 発 光 強 度 の 検 量 線 ． Piason の 積
率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数 を 算 出 し た （ n=7） ．
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[倉 若 美 咲 樹 ， 舘 花 春 佳 ， 志 村 二 三 夫 ， 山 崎 優 子 （ 2018 ） 十 文 字 学 園 女 子 大 学 紀 要 48 （ 2 ） ： 75-84 ． ]

y=2289x-643
R2=0.998
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Fig. 20. 細 胞 数 と 細 胞 内 ATP 含 有 量 の 関 係 ．
PBS中 に 培 養 肝 細 胞 HepG2 を 懸 濁 さ せ ， 黒 色 の 96-wellフ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 0-10× 104 cells/wellに な る よ う 100 µLず つ 添
加 し た ． ATP 発 光 試 薬 を サ ン プ ル と 同 量 の 100 µLず つ 添 加 し て ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 で 撮 影 し た ． 撮 影 し た 画 像 を 用
い て 発 光 強 度 を 測 定 し た ． A： 撮 影 し た 実 際 の 画 像 デ ー タ ． B： 細 胞 数 に よ る ATP 含 有 量 ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4） ．
Pearson の 積 率 相 関 係 数 を 算 出 し た の ち ， 単 回 帰 分 析 に よ り 決 定 係 数 を 算 出 し た ．

B

[倉 若 美 咲 樹 ， 舘 花 春 佳 ， 志 村 二 三 夫 ， 山 崎 優 子 （ 2018 ） 十 文 字 学 園 女 子 大 学 紀 要 48 （ 2 ） ： 75-84 ． ]

y=0.443x+0.412
R2=0.956
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Fig. 21. 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス 存 在 下 ・ 非 存 在 下 に お け る 細 胞 内 ATP 含 有 量 ．
実 験 前 日 に 培 養 肝 細 胞 HepG2を 黒 色 の 96-wellフ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 8.75× 104 cells/wellに な る よ う 播 種 し た ． 翌 日 11 mM
グ ル コ ー ス を 含 む 実 験 用 DMEMま た は グ ル コ ー ス を 含 ま な い 実 験 用 DMEMに 変 え ， さ ら に 24 時 間 培 養 し た ． 24 時 間 培 養 後
に 細 胞 内 に 存 在 す る ATP 含 有 量 を 測 定 し た ． A： 撮 影 し た 実 際 の 画 像 デ ー タ ． B： 培 地 中 の グ ル コ ー ス の 有 無 に よ る 細 胞 内
の ATP 含 有 量 ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4 ） ． 対 応 の な い t検 定 で 平 均 値 の 差 を 検 定 し た ． ***P<0.001 ．
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Fig. 22. 気 相 の 酸 素 濃 度 と 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス 存 在 下 ・ 非 存 在 下 に お け る 細 胞 の 生 存 率
実 験 前 日 に 培 養 肝 細 胞 HepG2を 黒 色 の 96-wellフ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 8.75× 104 cells/wellに な る よ う 播 種 し た ． 翌 日 11 mM
グ ル コ ー ス を 含 む 実 験 用 DMEMま た は グ ル コ ー ス を 含 ま な い 実 験 用 DMEMに 変 え た ． そ の 後 気 相 の 酸 素 濃 度 が 21%ま た は
0.1% 以 下 で 1時 間 培 養 し た ． 1 ， 2 ， 4時 間 培 養 後 に 細 胞 を 回 収 し ， タ ン パ ク 質 量 を 測 定 し た ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差
（ n=4 ） ． 二 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， Bonferroni に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） ． **P<0.01 ．
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Fig. 23. 気 相 の 酸 素 濃 度 と 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス 存 在 下 ・ 非 存 在 下 に お け る 細 胞 内 ATP 含 有 量 ．
実 験 前 日 に 培 養 肝 細 胞 HepG2を 黒 色 の 96-wellフ ラ ッ ト ボ ト ム プ レ ー ト に 8.75× 104 cells/wellに な る よ う 播 種 し た ． 翌 日 11 mM
グ ル コ ー ス を 含 む 実 験 用 DMEMま た は グ ル コ ー ス を 含 ま な い 実 験 用 DMEMに 変 え た ． そ の 後 気 相 の 酸 素 濃 度 が 21%ま た は
0.1% 以 下 で 1時 間 培 養 し た ． 1 時 間 培 養 後 に 細 胞 内 の ATP 含 有 量 を 測 定 し た ． A： 撮 影 し た 実 際 の 画 像 デ ー タ ． B： 酸 素 と 培
地 中 の グ ル コ ー ス の 有 無 に よ る 細 胞 内 の ATP 含 有 量 ． 値 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 後 ， Tukey HSD に
よ る 多 重 比 較 を 行 っ た ． 異 な る ア ル フ ァ ベ ッ ト 間 に 有 意 差 あ り （ P<0.05 ） ．
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63



64 
 

第 3 章  生 理 的 濃 度 近 傍 の 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は ヒ ト 肝 細 胞 ガ ン 由 来

細 胞 株 HepG2 に お け る グ ル コ ー ス 利 用 と と も に ミ ト コ ン

ド リ ア 生 合 成 を 促 進 す る  

 
本 博 士 論 文 の 主 体 を 構 成 す る こ の 章 で は 、 第 1 章 ま た 本 章 の 3-1 節 で 示 す 研

究 背 景 に 基 づ い て 行 っ た 実 験 研 究 に つ い て 述 べ る 。 3-2 節 で は 実 験 材 料 な ら び

に 方 法 、 3-3 節 で は 結 果 、 3-4 節 で は 考 察 を 述 べ る 。 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 が ヒ ト 肝

ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 に お け る グ ル コ ー ス 利 用 を 促 進 す る こ と に 関 し て 新

規 性 あ る 知 見 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の 知 見 を と り ま と め 、 仮 説 と し て 提 案 し 、 第

4 章 で 示 す 。  

 

3-1 研 究 背 景 な ら び に 目 的  

第 1 章 の 序 論 で も 述 べ た よ う に 、 ピ ル ビ ン 酸 は 解 糖 系 の 最 終 産 物 で あ る と と

も に 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 の 岐 路 に 立 つ 中 間 体 で あ る 3 、 4） 。 ヒ ト の 血 液 中 に

も 存 在 し て お り 、 そ の 濃 度 は お よ そ 0.1 mM で あ る 7 、 8 ） 。 ピ ル ビ ン 酸 を 痩 身 用 健

康 食 品 等 14-17 ） の 素 材 や ミ ト コ ン ド リ ア 病 の 症 状 改 善 薬 10-12 ） と し て 利 用 す る た め

の 研 究 も 進 め ら れ て い る 。 ま た 、 有 用 性 と そ の 根 拠 は 明 確 で は な い が 、 細 胞 培 養

で は 培 地 に 1-2 mM の 濃 度 で ピ ル ビ ン 酸 が 添 加 さ れ る こ と が 多 い 21-25 ） 。 従 っ て 、

細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は 細 胞 の エ ネ ル ギ ー 源 と し て 用 い ら れ る の み な ら ず 代 謝 調 節

に お い て も 重 要 な 役 割 を 担 う と 推 定 さ れ る 。 特 に 、 ピ ル ビ ン 酸 は 解 糖 系 の 最 終 産

物 で あ り 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 代 謝 の 岐 路 の 中 間 体 で あ る こ と か ら 、 グ ル コ ー ス の

細 胞 内 へ の 取 り 込 み か ら 、 そ の 先 に 利 用 に 至 る ま で 様 々 な 影 響 を 及 ぼ す と 推 察

さ れ る 。 し か し 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 役 割 や エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 調 節 へ の 関

与 や そ の 機 構 に つ い て は 、 生 体 丸 ご と は も と よ り 、 神 経 ・ 内 分 泌 系 等 の 調 節 系 か

ら 独 立 し た 培 養 細 胞 レ ベ ル に お い て も 不 明 な 点 が 多 い 。  

培 養 細 胞 レ ベ ル で の 知 見 は 、 生 体 丸 ご と へ と 直 接 的 に 外 挿 す る こ と は で き な

い が 、 栄 養 素 や 情 報 伝 達 物 質 等 の 細 胞 外 物 質 に 対 す る 細 胞 応 答 や 細 胞 内 機 構 を

明 ら か に す る う え で 不 可 欠 で あ る 。 こ う し た 基 礎 的 知 見 の 積 み 上 げ は 、 栄 養 学 ・

生 化 学 ・ 細 胞 生 物 学 分 野 に お い て 学 問 的 に 意 義 深 い の み な ら ず 、 生 体 に お け る 応

用 研 究 の 基 盤 に な る と 考 え る 。  

そ こ で 、 本 実 験 研 究 で は 、 下 記 小 節 （ 3-1-1 ～ 3-1-3 ） で 述 べ る 先 行 研 究 に お け

る 知 見 を 研 究 背 景 と し て 、 研 究 目 的 （ 3-1-4 ） を 設 定 し て 取 り 組 ん だ 。  
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3-1-1 培 養 細 胞 に お け る エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 と く に グ ル コ ー ス の 利 用 に 対

す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響  

培 養 細 胞 に お け る エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 、 特 に グ ル コ ー ス の 利 用 に 対 す る

ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 を 調 べ た 先 行 研 究 は 少 な い が 、 マ ウ ス 骨 格 筋 由 来 C2C12 筋 管

細 胞 31 ） お よ び マ ウ ス 由 来 3T3-L1 前 脂 肪 細 胞 33 ） に お い て 、 グ ル コ ー ス 代 謝 の 入

口 に 相 当 す る 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス 取 込 み に 対 す る 影 響 を 調 べ た 報 告 が あ る 。  

C2C12 筋 管 細 胞 に お け る 研 究 報 告 で は 、 ピ ル ビ ン 酸 を 最 終 濃 度 が 50 mM と な

る よ う に 添 加 し て 72 時 間 培 養 す る と 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 抑 制 さ

れ た 31 ） 。 同 報 告 で は 、 そ の 他 、 パ ル ミ チ ン 酸 の 取 り 込 み 減 少 、 酸 素 消 費 量 の 減

少 、 解 糖 系 律 速 酵 素 で あ る ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ の 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 も 示 さ

れ て い る 。 さ ら に 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り TCA 回 路 の 流 量 が 低 下 し た 。 文 献 31

は 、 C2C12 筋 管 細 胞 に ピ ル ビ ン 酸 を 長 期 間 暴 露 さ せ る と TCA 回 路 の 流 量 が 減 少

し 、 種 々 の エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 を 減 弱 さ せ た と 結 論 付 け た 。 し か し な が ら 、

文 献 31 の 本 文 中 に も 示 さ れ て い る よ う に 添 加 し た ピ ル ビ ン 酸 の 濃 度 が 50 mM

と 、 血 液 中 （ 0.1 mM） 7 、 8 ） や 細 胞 培 養 培 地 中 （ 1-2 mM） 21-25 ） の 濃 度 と 比 較 す る

と 極 め て 高 い 。 ま た 、 ピ ル ビ ン 酸 の 作 用 発 現 ま で に 要 す る 時 間 は 72 時 間 の 長 時

間 に わ た る 。  

3T3-L1 前 脂 肪 細 胞 に お け る 研 究 報 告 で は 、 脂 肪 細 胞 分 化 カ ク テ ル （ 0.5 mM 3-

イ ソ ブ チ ル -1- メ チ ル キ サ ン チ ン 、 1 µM デ キ サ メ タ ゾ ン お よ び 1 µg/mL イ ン ス リ

ン ） と 共 に 25 mM ピ ル ビ ン 酸 を 添 加 し て 72 時 間 培 養 す る と 、 前 脂 肪 細 胞 か ら 脂

肪 細 胞 へ の 分 化 が 促 進 さ れ た 33 ） 。 さ ら に 、 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 に 伴 い イ ン ス リ ン

刺 激 に よ る 細 胞 内 グ ル コ ー ス 取 り 込 み の 増 加 、 グ ル コ ー ス 輸 送 体 4（ GLUT4 ） の

遺 伝 子 発 現 の 増 加 、 細 胞 内 中 性 脂 肪 （ TG ） の 増 加 が 認 め ら れ た 。 し か し な が ら 、

ピ ル ビ ン 酸 単 独 添 加 で は い ず れ の 影 響 も 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、 添 加 し た ピ ル

ビ ン 酸 濃 度 は 25 mM と 高 濃 度 で あ っ た 。  

ピ ル ビ ン 酸 自 身 が グ ル コ ー ス の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み か ら そ の 先 の 代 謝 に 与 え

る 影 響 を 調 べ た 研 究 は ご く 限 ら れ て お り 、 い ず れ の 先 行 研 究 に お い て も ピ ル ビ

ン 酸 の 添 加 濃 度 は そ の 血 中 ・ 細 胞 外 液 濃 度 に 比 べ て 極 め て 高 い 。 さ ら に 、 ピ ル ビ

ン 酸 は C2C12 筋 管 細 胞 に 対 し て は グ ル コ ー ス 取 り 込 み を 抑 制 す る と 報 告 31 ） さ

れ て い る の に 対 し て 、 3T3-L1 脂 肪 細 胞 で は イ ン ス リ ン と の 共 存 と は い え 、 グ ル

コ ー ス 取 り 込 み を 促 進 す る 方 向 で 作 用 す る と 報 告 33 ） さ れ て お り 、 グ ル コ ー ス 取

込 み に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 は 培 養 細 胞 が 由 来 し た 組 織 に よ っ て 異 な る 可 能

性 が あ る 。 エ ネ ル ギ ー 源 と し て 利 用 さ れ る 可 能 性 の あ る ピ ル ビ ン 酸 は 、 C2C12 筋

管 細 胞 に お け る よ う に グ ル コ ー ス の 利 用 を 抑 制 す る と 考 え ら れ る が 、 3T3-L1 脂

肪 細 胞 に お け る よ う に 促 進 的 に 働 く 可 能 性 も あ り 、 興 味 深 い 。  

一 方 、 肝 臓 は 個 体 レ ベ ル で の 物 質 ・ エ ネ ル ギ ー 代 謝 の 中 枢 臓 器 で あ る 。 グ ル
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コ ー ス 代 謝 に 関 し て は 、 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 、 グ リ コ ー ゲ ン 合 成 、 糖 新 生 な ど

の 形 で 際 立 っ た 役 割 を 果 た し て い る 63 ） 。 食 事 か ら 摂 取 し た グ ル コ ー ス は 小 腸 か

ら 吸 収 さ れ 門 脈 を 通 り 、 一 旦 肝 臓 に 運 ば れ る 。 肝 臓 は 到 達 し た グ ル コ ー ス の 50

か ら 60% を 細 胞 内 に 取 り 込 み 、 食 後 急 激 に 血 糖 値 が 上 昇 す る の を 防 い で い る 51 ） 。

従 っ て 、 肝 臓 は 他 の 臓 器 と 比 べ 高 濃 度 の グ ル コ ー ス に 晒 さ れ や す く 、 肝 臓 に お け

る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 食 後 の 血 糖 コ ン ト ロ ー ル に お い て 重 要 で あ る 。 さ ら

に 中 性 脂 肪 や ア ミ ノ 酸 合 成 な ど も 行 っ て お り 、 糖 の み な ら ず エ ネ ル ギ ー 栄 養 素

の 代 謝 の 中 心 に 立 つ 臓 器 で あ る 。 し か し 、 肝 臓 の 役 割 を 実 質 的 に 担 っ て い る 肝 実

質 細 胞 （ 肝 細 胞 ） に お け る グ ル コ ー ス 利 用 に つ い て は 、 そ の 入 り 口 で あ る グ ル コ

ー ス の 取 り 込 み か ら 、 そ れ 以 降 の 代 謝 に 対 す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 を 調 べ

た 報 告 は 見 当 た ら な い 。 本 研 究 は 、 主 と し て こ の こ と に 着 眼 し て 取 組 ん だ 。  

 

3-1-2 ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 （ mitochondrial biogenesis） お よ び ミ ト コ ン ド リ ア

活 性 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響  

骨 格 筋 細 胞 へ の 分 化 前 の C2C12 筋 芽 細 胞 を 用 い た 研 究 で は 、 50 mM ピ ル ビ ン

酸 存 在 下 で 72 時 間 培 養 し た と こ ろ 、 ミ ト コ ン ド リ ア 蛍 光 染 色 後 の 顕 微 鏡 画 像 解

析 お よ び フ ロ ー サ イ ロ メ ト リ ー に よ り 、 ミ ト コ ン ド リ ア が 増 加 す る こ と が 示 さ

れ て い る 32 ） 。 さ ら に ミ ト コ ン ド リ ア 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る シ ト ク ロ ム c や 酸 素

消 費 量 も ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 増 加 し た 。 し か し 、 ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 と 関 連

す る と さ れ る ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 - γ 共 活 性 化 因 子 1α お よ

び β （ PGC-1 α お よ び PGC-1 β ） の 遺 伝 子 発 現 、 ま た PGC-1 α の 活 性 化 と 関 連 す

る サ ー チ ュ イ ン 1（ SIRT1 ） の タ ン パ ク 質 発 現 に は ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ る 有 意 な

影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。 さ ら に 、 PGC-1 α を ノ ッ ク ダ ウ ン さ せ て も ピ ル ビ ン 酸

添 加 に よ る ミ ト コ ン ド リ ア の 増 加 が 確 認 さ れ た 。 以 上 よ り C2C12 筋 芽 細 胞 に ピ

ル ビ ン 酸 を 添 加 す る と ミ ト コ ン ド リ ア が 増 加 す る が 、 こ の 増 加 に は PGC-1 α を

介 さ な い 機 構 が 関 わ っ て い る と 推 察 さ れ た 。 ま た 、 3-1-1 に 示 し た Philp の 報 告

で は 、 ミ ト コ ン ド リ ア に 関 す る い く つ か の 指 標 も 測 定 し て お り 、 ミ ト コ ン ド リ ア

関 連 タ ン パ ク 質 で あ る シ ト ク ロ ム c と シ ト ク ロ ム c オ キ シ ダ ー ゼ Ⅰ の 遺 伝 子 発

現 は 増 強 し た が 、 PGC-1 α お よ び PGC-1 β の 遺 伝 子 発 現 や タ ン パ ク 質 発 現 は 減 弱

し た 31 ） 。 さ ら に 、 ラ ッ ト 骨 格 筋 由 来 L6E9 筋 芽 細 胞 に ピ ル ビ ン 酸 を 最 終 濃 度 が

50-100 mM と な る よ う に 添 加 す る と ミ ト コ ン ド リ ア の 数 が 増 加 し 、 ミ ト コ ン ド

リ ア の 膜 電 位 が 上 昇 し た 27 ） 。  

こ れ ら の 骨 格 筋 由 来 細 胞 の 研 究 で は 、 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 が 50-100 mM と 非 常 に

高 い が 、 ピ ル ビ ン 酸 が ミ ト コ ン ド リ ア の 数 ま た は 活 性 に 何 ら か の 影 響 を 与 え て

い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 ま た 、 ピ ル ビ ン 酸 に よ る ミ ト コ ン ド リ ア の 増 加 は PGC-

1α を 介 さ な い 別 経 路 で 行 わ れ て い る 事 が 示 唆 さ れ た 。  
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3-1-3 細 胞 内 NAD+/NADH 比 と ATP 量 、 mtDNA 欠 損 細 胞 の 生 存 に 対 す る ピ ル

ビ ン 酸 の 影 響  

第 1 章 で も 述 べ た よ う に 、 ピ ル ビ ン 酸 が LDH に よ っ て 乳 酸 へ 還 元 さ れ る 際 、

補 酵 素 で あ る NADH が 共 役 的 に NAD+ に 再 酸 化 さ れ る 。 NAD+ は 解 糖 系 の 上 流 酵

素 で あ る GAPDH に よ る 反 応 に お い て 必 須 な 酸 化 剤 ・ 電 子 受 容 体 で あ り 、 嫌 気 的

条 件 下 で 解 糖 系 の み で ATP を 生 成 す る た め に は 、 こ の LDH に よ る ピ ル ビ ン 酸 の

乳 酸 へ の 還 元 が 不 可 欠 な 反 応 で あ る 5 ） 。 ピ ル ビ ン 酸 は 炭 素 骨 格 源 の 供 給 の み な ら

ず 、 こ の よ う に 乳 酸 へ 還 元 さ れ る こ と に よ り 細 胞 内 に 存 在 す る NADH を NAD+

へ 再 酸 化 す る と い う 重 要 な 役 割 も 果 た し て い る 81 ） 。 実 際 に 、 ヒ ト 精 子 に お い て

ミ ト コ ン ド リ ア の 活 性 を 阻 害 し て い る 状 態 で も 、 ピ ル ビ ン 酸 を 添 加 す る こ と に

よ り 細 胞 内 NAD+ の 増 加 と と も に ATP 量 が 増 加 し 、 精 子 の 運 動 機 能 が 向 上 し た
82 ） 。 ま た 、 ヒ ト 子 宮 頸 ガ ン 由 来 HeLa 細 胞 、 ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 Hep3B 細 胞 、 ラ

ッ ト 心 臓 横 紋 筋 由 来 H9c2 細 胞 に お い て も 、 ピ ル ビ ン 酸 を 1 mM に 添 加 す る と 細

胞 内 の ATP 量 が 増 加 し た 79 ） 。 さ ら に こ の 報 告 で は 、 mtDNA 欠 損 143B206 細 胞

（ ρ0 細 胞 ） に ピ ル ビ ン 酸 を 添 加 す る と 細 胞 内 ATP と NAD+ 量 が 増 加 し 、 そ れ に

伴 い 細 胞 の 生 存 率 も 上 昇 し た 。 同 様 に 、 mtDNA 欠 損 細 胞 に ピ ル ビ ン 酸 を 最 終 濃

度 が 10 mM と な る よ う に 添 加 し た と こ ろ 、 細 胞 内 の エ ネ ル ギ ー 生 成 量 は 維 持 さ

れ た が 、 10 mM 乳 酸 添 加 群 で は 低 下 し た と す る 報 告 が あ る 83 ） 。  

3-1-2 も 踏 ま え 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の グ ル コ ー ス 利 用 に 対 す る 影 響 を 調 べ る に

は 、 ミ ト コ ン ド リ ア へ の 作 用 の 検 討 が 鍵 を 握 る と 考 え ら れ た 。  

 

3-1-4 先 行 研 究 ま と め と 本 研 究 の 目 的  

上 述 の 先 行 研 究 よ り 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は 培 養 細 胞 に お け る エ ネ ル ギ ー 栄 養

素 と く に グ ル コ ー ス の 利 用 や ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 に 対 し て 影 響 を 与 え て い る と

考 え ら れ た 。 し か し な が ら 、 細 胞 種 の 違 い や ピ ル ビ ン 酸 添 加 濃 度 に よ り 結 果 が 異

な る 項 目 も あ り 、 不 明 な 点 が 多 い 。 肝 臓 は 個 体 レ ベ ル で の 物 質 ・ エ ネ ル ギ ー 代 謝

の 中 枢 臓 器 で あ る に も か か わ ら ず 、 そ の 役 割 を 実 質 的 に 担 う 肝 細 胞 に お け る グ

ル コ ー ス 利 用 に つ い て は 、 そ の 入 り 口 で あ る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み か ら 、 そ れ 以

降 の 代 謝 に 対 す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 を 調 べ た 報 告 が 見 当 た ら な い . そ こ で

本 研 究 で は 、 肝 臓 に 着 目 し 、 ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 に お け る グ ル コ

ー ス 利 用 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 作 用 を 詳 し く 調 べ る こ と を 目 的 と し た  

 

3-2  実 験 材 料 な ら び に 方 法  

3-2-1 試 薬 等  

ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 細 胞 は 理 化 学 研 究 所 バ イ オ リ ソ ー ス 研 究 セ

ン タ ー （ 茨 城 ） か ら 購 入 し た 。 DMEM、 FBS 、 Penicillin-Streptomycin、 PBS（ pH 
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7.4 ） 、 BCA ア ッ セ イ キ ッ ト は Thermo Fisher Scientific, Inc. （ MA, USA） か ら 購 入

し た 。 グ ル コ ー ス 測 定 キ ッ ト （ グ ル コ ー ス C Ⅱ テ ス ト ワ コ ー ） 、 中 性 脂 肪 測 定 キ

ッ ト （ ト リ グ リ セ ラ イ ド E テ ス ト ワ コ ー ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル

は 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 （ 大 阪 ） か ら 購 入 し た 。 SYBR® Premix Ex Taq™ II（ Tli 

RNaseH Plus） 、 One Step SYBR® PrimeScript® PLUS RT-PCR kit（ Perfect Real-time）

は タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 （ 滋 賀 ） か ら 購 入 し た 。 QuickGene DNA tissue kit S 、

QuickGene RNA cultured cell kit S は 倉 敷 紡 績 株 式 会 社 （ 大 阪 ） か ら 購 入 し た 。

Periodic acid-Schiff（ PAS ） 染 色 キ ッ ト 、 Oil Red O 染 色 原 液 は 武 藤 化 学 株 式 会 社

（ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。 『 細 胞 の 』 ATP 測 定 試 薬 TM は 東 洋 ビ ー ネ ッ ト 株 式 会 社

（ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。 RNAprotect® Cell Reagent 、 RNase は QIAGEN, Inc.（ Venlo, 

NLD） か ら 購 入 し た 。 ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent は GE ヘ ル

ス ケ ア ・ ジ ャ パ ン 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。 フ ル オ ロ キ ー パ ー 退 色 防 止 剤

は ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 （ 京 都 ） か ら 購 入 し た 。 MitoBright Red は 株 式 会 社 同

仁 化 学 研 究 所 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。  

 

3-2-2 試 験 物 質 の 調 製  

ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 L- 乳 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 α - ケ ト グ

ル タ ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 フ マ ル 酸 二 ナ ト リ ウ ム 、 DL- リ ン ゴ 酸 二 ナ ト リ ウ ム n 水 和

物 、 コ ハ ク 酸 二 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酪 酸 ナ

ト リ ウ ム は 超 純 水 に 溶 解 し て 1 M の 濃 度 に 調 製 し 、 こ れ を 保 存 原 液 と し た 。 冷

蔵 庫 内 で 保 存 し 、 実 験 直 前 に 各 濃 度 に 調 製 し た 。 1 M 保 存 原 液 は 調 製 日 か ら 3 カ

月 以 内 に 使 い 切 っ た 。 オ キ サ ロ 酢 酸 ジ エ チ ル ナ ト リ ウ ム は 水 溶 解 度 が 1.2 g/L（ 5.7 

mM） で あ る た め 、 11 mM の グ ル コ ー ス を 含 む KHH バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し て 5 mM

の 濃 度 に 調 製 し た 。 オ キ サ ロ 酢 酸 ジ エ チ ル ナ ト リ ウ ム 保 存 原 液 は 調 製 日 か ら 1 週

間 以 内 に 使 い 切 っ た 。  

 

3-2-3 細 胞 培 養  

ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 細 胞 を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 HepG2 細 胞 は

2-1-2-2 で 示 し た 通 り に 継 代 維 持 を 行 っ た 。  

 

3-2-4 細 胞 実 験  

Kawano ら と Kamakura ら 21 、 22 ） の 方 法 を 参 考 に 一 部 を 改 変 し て 行 っ た 。 実 験

前 日 に 細 胞 が 1.25 × 105 cells/cm2 に な る よ う に 各 種 培 養 プ レ ー ト に 播 種 し た 。 翌

日 DMEM を 除 き KHH バ ッ フ ァ ー で 2 回 洗 浄 し 、 細 胞 表 面 に 存 在 す る DMEM 成

分 を 除 い た 。 も う 一 度 KHH バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 CO2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 2 時

間 予 備 培 養 を 行 っ た 。 2 時 間 後 KHH バ ッ フ ァ ー を 除 き 、 続 い て 11 mM グ ル コ ー
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ス と 各 試 験 物 質 が 含 ま れ て い る KHH バ ッ フ ァ ー に 交 換 し た 。 各 試 験 物 質 含 有

KHH バ ッ フ ァ ー の 添 加 量 は 96-well プ レ ー ト の 場 合 は 100 µL、 24-well プ レ ー ト

の 場 合 は 300 µL、 12-well プ レ ー ト の 場 合 は 1,000 µL、 6-well プ レ ー ト の 場 合 は

2,000 µL と し 、 各 時 間 ま で CO2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 培 養 し た 。 な お 、 本 研 究

の コ ン ト ロ ー ル 群 は 試 験 物 質 が 添 加 さ れ て い な い 群 と し た 。  

培 養 終 了 後 、 KHH バ ッ フ ァ ー と HepG2 細 胞 を 回 収 し て 下 記 の 項 目 を 測 定 し

た 。  

 

3-2-5 細 胞 数 計 測  

培 養 プ レ ー ト は 24-well プ レ ー ト を 使 用 し た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ

ァ ー を 取 り 除 き 、 PBS で 2 回 洗 浄 し た 。 続 い て 0.5% Trypsin-EDTA 250 µL を 加

え 、 37℃ で 3 分 加 温 し 、 プ レ ー ト 底 面 に 接 着 し て い る 細 胞 を 剥 が し た 。 そ の 後

10% FBS を 含 む DMEM 250 µL（ 0.5% Trypsin-EDTA と 同 量 ） を 加 え 、 Trypsin の

作 用 を 阻 害 し た 。 細 胞 数 の 測 定 に は Trypan blue 色 素 排 除 法 を 用 い て 行 っ た 。 細

胞 懸 濁 液 と 0.2% Trypan blue を 1： 1 で 混 和 さ せ 、 TC20™ Automated Cell Counter

（ Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA） を 用 い て 青 色 に 染 色 さ れ た 死 細 胞 を 除 き 、

染 色 さ れ て い な い 生 細 胞 数 を 測 定 し た 。  

 

3-2-6 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide（ MTT） 試 験  

培 養 プ レ ー ト は 96-well プ レ ー ト を 使 用 し た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ

ァ ー を 取 り 除 き 1 mg/mL の MTT を 含 む KHH バ ッ フ ァ ー 100 µL に 交 換 し た 。 そ

の 後 CO2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 30 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 MTT 溶 液 を 除 き 、  

DMSO を 100 µL 加 え 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ミ キ サ ー で 撹 拌 し 、 細 胞 内 に 生 成 さ れ

た ホ ル マ ザ ン 色 素 を 抽 出 し た 。 こ の DMSO 中 に 抽 出 さ れ た 色 素 の 吸 光 度 を マ イ

ク ロ プ レ ー ト 対 応 分 光 光 度 計 Multiskan GO （ Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, 

USA） で 550 nm に お い て 測 定 し た 。  

 

3-2-7 細 胞 内 グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量  

細 胞 に よ る 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 は 、 Kawano ら と Kamakura ら 21 、

22 ） の 方 法 を 参 考 に 一 部 を 改 変 し て 行 っ た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ ァ ー を

0.6 mL 容 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 回 収 し 、 ラ ボ 用 冷 却 遠 心 機  3-16KL（ 久 保 田 商 事 株

式 会 社 、 東 京 ） で 15,493 ×g、 5 分 間 遠 心 し た 。 得 ら れ た 上 清 を グ ル コ ー ス 濃 度 の

測 定 に 利 用 し た 。 培 養 液 中 に 残 存 し て い る グ ル コ ー ス 濃 度 の 測 定 に は 、 グ ル コ ー

ス オ キ シ ダ ー ゼ 法 に 基 づ く 比 色 定 量 用 キ ッ ト で あ る グ ル コ ー ス CⅡ - テ ス ト ワ コ

ー を 用 い た 。 96-well プ レ ー ト に 発 色 試 薬 145 µL、 サ ン プ ル 5 µL を 添 加 し た 。 マ

イ ク ロ プ レ ー ト ミ キ サ ー で よ く 混 和 さ せ 、 37℃ で 10 分 間 加 温 し た 。 そ の 後 マ イ



70 
 

ク ロ プ レ ー ト 対 応 分 光 光 度 計 Multiskan GO で 505 nm に お け る 吸 光 度 を 測 定 し

た 。 グ ル コ ー ス 溶 液 を 用 い て 検 量 線 を 作 成 し 、 KHH バ ッ フ ァ ー 中 に 残 存 し て い

る グ ル コ ー ス 濃 度 を 測 定 し た 。 培 養 前 後 で グ ル コ ー ス 濃 度 を 比 較 し 、 細 胞 の グ ル

コ ー ス 取 り 込 み 量 を 算 出 し た 。  

 

3-2-8 細 胞 内 ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量  

細 胞 に よ る ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 は 培 養 液 中 に 残 存 し て い る ピ ル ビ ン 酸 濃 度

を 測 定 す る こ と で 算 出 し た 。 測 定 サ ン プ ル は 3-1-6 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 と 同

様 に 調 製 し た 。 培 養 液 中 の ピ ル ビ ン 酸 濃 度 は 2-1-2-7 に 述 べ た ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ

ダ ー ゼ を 利 用 し た 酵 素 蛍 光 法 と 同 様 の 操 作 を 行 い 測 定 し た 。  

 

3-2-9 細 胞 の 乳 酸 生 成 量  

細 胞 に よ る 乳 酸 生 成 量 は 培 養 液 中 に 放 出 さ れ た 乳 酸 の 濃 度 を 測 定 す る こ と で

算 出 し た 。 測 定 サ ン プ ル は 3-1-6 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 の 測 定 の 場 合 と 同 様 に

調 製 し た 。 培 養 液 中 の 乳 酸 濃 度 は 2-1-2-6 に 述 べ た 乳 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 利 用 し た

酵 素 蛍 光 法 と 同 様 の 操 作 を 行 い 測 定 し た 。  

 

3-2-10 取 り 込 ま れ た 基 質 （ グ ル コ ー ス ・ ピ ル ビ ン 酸 ） の 乳 酸 へ の 変 換 率  

KHH バ ッ フ ァ ー に 含 ま れ て い る 基 質 で あ る グ ル コ ー ス と ピ ル ビ ン 酸 が

HepG2 細 胞 に よ り 乳 酸 へ と 変 換 さ れ る 割 合 に つ い て 、 文 献 84 を 参 考 に 一 部 改 変

し て 算 出 し た 。 細 胞 に よ る グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 と ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 、 乳 酸

生 成 量 を 上 述 の 通 り 測 定 し た 。 グ ル コ ー ス ま た は ピ ル ビ ン 酸 1 分 子 が 解 糖 系 と

乳 酸 脱 水 素 酵 素 で 完 全 に 乳 酸 へ 代 謝 さ れ る 場 合 、 乳 酸 が そ れ ぞ れ 2 分 子 、 1 分 子

生 成 さ れ る こ と 85 ） を 踏 ま え 、 基 質 の 乳 酸 変 換 率 は 下 記 計 算 式 で 算 出 し た 。  

乳 酸 生 成 量 （ mol） / グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 （ mol） × 2＋ ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量

（ mol）  

 

3-2-11 PAS 染 色  

3-2-11-1 滅 菌 済 み カ バ ー ガ ラ ス の 調 製  

操 作 は 全 て ゴ ム 手 袋 を 着 用 し て 行 っ た 。 カ バ ー ガ ラ ス （ 18 mm× 18 mm） を 12-

well プ レ ー ト に 入 れ る た め 、 上 底 7 mm、 下 底 11 mm、 高 さ 18 mm に な る よ う ケ

ガ キ 針 で 傷 を つ け て 割 っ た 。 ビ ー カ ー に カ バ ー ガ ラ ス と 超 純 水 、 中 性 洗 剤 を 加 え

て マ ル チ モ ー ド シ ェ ー カ ー 上 で 1 晩 洗 浄 し た 。 翌 日 泡 が 出 な く な る ま で 超 純 水

で す す ぎ 、 さ ら に 超 純 水 を 加 え て マ ル チ モ ー ド シ ェ ー カ ー 上 で 1 時 間 洗 浄 し た 。

こ の 超 純 水 洗 浄 は 2 回 繰 り 返 し た 。 そ の 後 超 純 水 を 除 き 、 少 量 の 特 級 エ タ ノ ー

ル で 2 回 す す ぎ 、 も う 一 度 特 級 エ タ ノ ー ル を 加 え て マ ル チ モ ー ド シ ェ ー カ ー 上
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で 2 時 間 洗 浄 し た 。 中 性 洗 剤 で 洗 浄 し 、 特 級 エ タ ノ ー ル で 共 洗 い し た ガ ラ ス シ

ャ ー レ に カ バ ー ガ ラ ス を 移 し 、 乾 熱 滅 菌 （ 180℃ 、 8 時 間 ） を 行 っ た 。  

 

3-2-11-2 細 胞 サ ン プ ル の 調 製  

実 験 前 日 、 12-well プ レ ー ト に 滅 菌 済 み カ バ ー ガ ラ ス を 敷 き 、 細 胞 を 1.25 × 105 

cells/cm2 の 濃 度 で 播 種 し た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ ァ ー を 除 き 、 PBS で

2 回 洗 浄 し た 。 10% 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 溶 液 （ pH 7.4） 500 µL を 加 え 、 常 温 で 30

分 固 定 後 、 ホ ル マ リ ン を 除 き 、 超 純 水 で 3 回 洗 浄 し た 。  

 

3-2-11-3 PAS 染 色  

PAS 染 色 は PAS 染 色 キ ッ ト の 説 明 書 に 準 じ て 行 っ た 。 1% 過 ヨ ウ 素 酸 溶 液 500 

µL を 加 え 、 常 温 で 10 分 酸 化 処 理 を 行 っ た 。 過 ヨ ウ 素 酸 溶 液 を 除 去 し 、 超 純 水 で

3 回 洗 浄 し た 後 、 さ ら に 超 純 水 を 加 え て 5 分 間 溜 水 洗 浄 を 行 っ た 。 続 い て シ ッ フ

試 薬 500 µL を 加 え 、 37℃ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 30 分 染 色 し た 。 シ ッ フ 試 薬 を

除 去 し 、 亜 硫 酸 溶 液 500 µL を 加 え 、 常 温 で 5 分 置 き 、 洗 浄 し た 。 亜 硫 酸 溶 液 洗

浄 は 2 回 行 っ た 。 そ の 後 超 純 水 で 3 回 洗 浄 し た 後 超 純 水 で 5 分 間 溜 水 洗 浄 を 行

っ た 。  

 

3-2-11-4 対 比 染 色  

核 を 染 色 す る 対 比 染 色 に は ヘ マ ト キ シ リ ン を 用 い た 。 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 500 

µL を 加 え 、 常 温 で 1 分 染 色 し た 。 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 を 除 き 、 超 純 水 に 色 素 が

残 ら な く な る ま で 洗 浄 し た 。 そ の 後 60℃ に 温 め て お い た 温 水 を 加 え て 色 だ し を

行 っ た 。  

 

3-2-11-5 グ リ セ リ ン ゼ リ ー 封 入 剤 の 調 製  

封 入 剤 に は 水 系 封 入 剤 で あ る グ リ セ リ ン ゼ リ ー を 用 い た 。 ビ ー カ ー に 食 品 用

粉 ゼ ラ チ ン 1.25 g と 超 純 水 7.5 mL を 加 え 、 1 時 間 常 温 で 膨 潤 さ せ た 。 そ の 後 40℃

ま で 温 め な が ら ス タ ー ラ ー で 混 和 し た 。 ゼ ラ チ ン が 溶 解 し た こ と を 確 認 後 、 同 じ

く 40℃ ほ ど に 加 温 し た グ リ セ リ ン 10 mL を ゼ ラ チ ン 溶 液 に 加 え て よ く 混 和 し た 。

グ リ セ リ ン ゼ リ ー は 50 mL 容 遠 沈 管 に 移 し 、 使 用 す る ま で 冷 蔵 庫 で 保 存 し た 。  

 

3-2-11-6 封 入 ・ 観 察  

染 色 し た 細 胞 が 貼 り 付 い た カ バ ー ガ ラ ス を 取 り 出 し 、 余 分 な 水 分 を 除 い た 。

ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 溶 解 さ せ た グ リ セ リ ン ゼ リ ー を 1 滴 滴 下 し 、 カ バ ー ガ ラ ス

を 封 入 し た 。 染 色 し た 細 胞 の 観 察 に は 正 立 顕 微 鏡 ECLIPSE E600（ 株 式 会 社 ニ コ

ン 、 東 京 ） と 顕 微 鏡 用 ス タ ン ダ ー ト デ ジ タ ル カ メ ラ WRAYCAM NF500（ 株 式 会



72 
 

社 レ イ マ ー 、 大 阪 ） を 用 い て 撮 影 し た 。  

 

3-2-12 Oil Red O 染 色  

滅 菌 済 み カ バ ー ガ ラ ス の 調 製 か ら 細 胞 の 固 定 ま で の 操 作 は 上 述 の PAS 染 色 の

場 合 （ 3-2-11-1 か ら 3-2-11-2） と 同 様 に 行 っ た 。 Oil Red O 染 色 原 液 と 超 純 水 を 2：

3 で 混 和 し 、 常 温 で 15 分 間 静 置 し た 。 混 和 液 を ろ 紙 で ろ 過 し 、 こ の 溶 液 を Oil 

Red O 染 色 液 と し た 。 Oli Red O 染 色 液 は 調 製 後 1-2 時 間 で 結 晶 が 析 出 す る た め 、

調 製 後 は す み や か に 実 験 を 行 っ た 。  

ホ ル マ リ ン 溶 液 を 除 去 し 、 60% イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 500 µL を 加 え て 常 温 で 5 分

間 静 置 し た 。 こ の 60% イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 洗 浄 を 2 回 繰 り 返 し た 。 洗 浄 後 、 調 製

し た Oil Red O 染 色 液 500 µL を 加 え 、 常 温 で 30 分 染 色 し た 。 染 色 液 を 除 き 、 超

純 水 に 色 素 が 残 ら な く な る ま で 繰 り 返 し 洗 浄 し た 。  

核 の 対 比 染 色 と 封 入 、 顕 微 鏡 観 察 は 上 述 の PAS 染 色 の 場 合 （ 3-2-11-4 か ら 3-

2-11-6 ） と 同 様 に 行 っ た 。  

 

3-2-13 細 胞 内 の グ リ コ ー ゲ ン の 定 量  

3-2-13-1 サ ン プ ル 回 収  

培 養 プ レ ー ト は 6-well プ レ ー ト を 使 用 し た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ ァ

ー を 除 去 し 、 PBS で 2 回 洗 浄 し た 。 続 い て PBS 500 µL を 加 え 、 セ ル ス ク レ ー パ

ー で 細 胞 を 集 め 、 1.5 mL 容 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 回 収 し た 。 再 度 プ レ ー ト に PBS 

500 µL を 加 え 、 残 り の 細 胞 を 回 収 し た 。 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を ラ ボ 用 冷 却 遠 心 機  

3-16KL で 825 ×g、 5 分 遠 心 し た 。 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト に PBS 250 µL を

加 え 、 ソ ニ ケ ー タ ー Vibra-CellTM（ Sonics & Materials, Inc., CT, USA） を 用 い て 30

秒 間 超 音 波 処 理 を 行 っ た 。 こ れ を 測 定 用 サ ン プ ル と し た 。  

 

3-2-13-2 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量  

細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 は 2-2-2-4-2 か ら 2-2-2-4-4 に 述 べ た グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ

処 理 に よ り 遊 離 し た グ ル コ ー ス を グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 検 出 す る 酵 素

蛍 光 法 と 同 様 の 操 作 を 行 い 測 定 し た 。 測 定 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 量 を 2-2-2-5

で 述 べ た BCA ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 測 定 し た 。 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 は タ ン

パ ク 質 1 µg あ た り で 標 準 化 し た 。  

 

3-2-14 細 胞 内 中 性 脂 肪 量 の 定 量  

細 胞 内 の 中 性 脂 肪 の 定 量 は 、 Zhan ら 86 ） と Zhu ら 87 ） の 方 法 を 参 考 に 一 部 を 改

変 し て 行 っ た 。 細 胞 播 種 か ら 測 定 サ ン プ ル の 調 製 は グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 の 場 合

（ 3-2-13-1 ） と 同 様 に 行 っ た 。 測 定 用 サ ン プ ル 80 µL を 新 し い 1.5 mL 容 マ イ ク ロ
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チ ュ ー ブ に 移 し た 。 中 性 脂 肪 の 測 定 に は 、 リ パ ー ゼ 処 理 に よ り 遊 離 し た グ リ セ ロ

ー ル を 比 色 定 量 す る ト リ グ リ セ ラ イ ド E- テ ス ト ワ コ ー を 用 い た 。 発 色 液 を サ ン

プ ル に そ れ ぞ れ 250 µL 添 加 し 、 よ く 混 和 さ せ た 。 続 い て 37℃ に 温 め て お い た ヒ

ー ト ブ ロ ッ ク に セ ッ ト し て 5 分 間 加 温 し た 。 反 応 後 、 吸 光 度 測 定 を 干 渉 す る 懸

濁 物 質 を 除 去 す る た め に ラ ボ 用 冷 却 遠 心 機  3-16KL で 15,493 ×g、 3 分 遠 心 し た 。

上 清 を 96-well プ レ ー ト に 150 µL ず つ 移 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 対 応 分 光 光 度 計

Multiskan GO で 600 nm に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 グ リ セ ロ ー ル を 標 準 と し て

中 性 脂 肪 量 を 測 定 し た 。 測 定 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 量 を 2-2-2-5 で 述 べ た BCA

ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 測 定 し た 。 細 胞 内 中 性 脂 肪 量 は タ ン パ ク 質 1 µg あ た り

で 標 準 化 し た 。  

 

3-2-15 細 胞 内 ATP 量 の 定 量  

実 験 前 日 に 黒 色 96-well プ レ ー ト に 細 胞 が 1.25× 105 cells/cm2 に な る よ う に 播

種 し た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ ァ ー を 除 去 し 、 PBS で 2 回 洗 浄 し た 。 続

い て PBS 100 µL を 加 え 、 『 細 胞 の 』 ATP 測 定 試 薬 TM を PBS と 同 量 の 100 µL 加

え た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト ミ キ サ ー で 1 分 間 混 和 さ せ 、 遮 光 し て 23℃ で 10 分 間 イ

ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 VarioskanTM LUX マ ル チ モ ー ド

マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA） を 用 い て 発

光 強 度 を 測 定 し た 。 測 定 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 量 を 2-2-2-5 で 述 べ た BCA ア

ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 測 定 し た 。 細 胞 内 ATP 量 は タ ン パ ク 質 1 µg あ た り で 標 準

化 し た 。  

 

3-2-16 ミ ト コ ン ド リ ア DNA（ mtDNA ） コ ピ ー 数  

mtDNA コ ピ ー 数 は 、 Yu ら 88 ） の 報 告 を 参 考 に 、 ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 子 と し て

NADH 脱 水 素 酵 素 複 合 体 1（ ND1） を 、 対 照 の 核 遺 伝 子 と し て サ イ ク ロ フ ィ リ ン

A（ PPIA） を 採 用 し 、 Real-time PCR 法 を 用 い て 検 討 し た 。  

 

3-2-16-1 DNA サ ン プ ル 調 製  

実 験 前 日 に 24-well プ レ ー ト に 細 胞 が 1.25× 105 cells/cm2 に な る よ う に 播 種 し

た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ ァ ー を 取 り 除 き 、 PBS で 2 回 洗 浄 し た 。 そ の

後 PBS を 180 µL 加 え 、 セ ル ス ク レ ー パ ー を 用 い て 細 胞 を 1.5 mL 容 チ ュ ー ブ に

回 収 し た 。  

ゲ ノ ム DNA の 抽 出 は QuickGene DNA tissue kit S の 操 作 法 に 従 い 、 ま ず 細 胞

ラ イ セ ー ト を 次 に 示 す よ う に 作 成 し た 。 回 収 し た 細 胞 に RNase 20 µL を 加 え 、 マ

イ ク ロ チ ュ ー ブ を 5 回 タ ッ ピ ン グ し て 混 和 さ せ た 。 2 分 間 常 温 で 放 置 し 、 サ ン プ

ル 中 の RNA を 分 解 し た 。 続 い て 付 属 の Proteinase K 溶 液 （ EDT 溶 液 ） 20 µL と
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Lysis Buffer （ LDT 溶 液 ） 180 µL を 加 え 、 15 秒 ボ ル テ ッ ク ス し た も の を ヒ ー ト ブ

ロ ッ ク で 70℃ 、 10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 最 後 に エ タ ノ ー ル 240 µL を

加 え 、 15 秒 ボ ル テ ッ ク ス し 、 こ れ を 細 胞 ラ イ セ ー ト と し た 。 DNA の 抽 出 に は 、

自 動 核 酸 抽 出 シ ス テ ム QuickGene-800（ 倉 敷 紡 績 株 式 会 社 、 大 阪 ） を 用 い た 。 DNA

濃 度 お よ び 純 度 （ A260/A280） は NanoDrop 1000 Spectrophotometer（ Thermo Fisher 

Scientific, Inc., MA, USA） を 用 い て 測 定 し た 。  

 

3-2-16-2 プ ラ イ マ ー の 作 成  

Real-time PCR で 用 い た NADH 脱 水 素 酵 素 複 合 体 1（ ND1） の プ ラ イ マ ー 塩 基

配 列 は Yu ら 88 ） が 使 用 し た 塩 基 配 列 を 参 考 に し た 。 サ イ ク ロ フ ィ リ ン A（ PPIA）

は 、 米 国 立 生 物 工 学 情 報 セ ン タ ー で あ る NCBI （ National Center for Biotechnology 

Information） の Nucleotide 検 索  

（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ ） に よ り 対 象 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と

Accession No 。 を 得 た 。 次 に 、 対 象 遺 伝 子 の Accession No. を 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ

ノ ス テ ィ ッ ク ス 株 式 会 社 （ 東 京 ） の Universal Probe Library Assay Design Center 

（ https://qpcr.probefinder.com/organism.jsp ） の 検 索 ウ ィ ン ド ウ に 入 力 し て 得 た 同 社

推 奨 の 塩 基 配 列 を プ ラ イ マ ー の 配 列 と し 、 Sigma-Aldrich Co. LLC.（ MO, USA） の

カ ス タ ム オ リ ゴ DNA に て 合 成 を 依 頼 し た 。 そ れ ら の 塩 基 配 列 は Table 1 に 示 す 。  

 

3-2-16-3 Real-time PCR 

Real-time PCR は リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム Mx3000P （ Agilent 

Technologies, Inc., CA, USA） と SYBR® Premix Ex Taq™ II （ Tli RNaseH Plus） を 用

い て 行 っ た 。 反 応 液 （ 1× master mix reagent 、 0.5 µM primer ） 18 µL に 10 ng /µL 

DNA 溶 液 2 µL を 加 え て 反 応 さ せ た 。 PCR の 反 応 条 件 は 95℃ （ 30 秒 ） 、 PCR 反

応 を ［ 95℃ （ 5 秒 ） 、 60℃ （ 30 秒 ） ］ 40 サ イ ク ル 行 っ た 。 そ の 後 55℃ （ 30 秒 ） 、

95℃ （ 30 秒 ） と 設 定 し 、 温 度 変 化 に 伴 う 二 本 鎖 の 解 離 状 態 を 解 析 し 、 PCR 増 幅

産 物 の 融 解 温 度 の 均 一 性 を 確 認 し た 。 ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 DNA の コ ピ ー 数 は 、

増 幅 が 指 数 関 数 的 に 起 こ る 領 域 で 、 増 幅 産 物 が 一 定 量 に 達 す る サ イ ク ル 数

（ threshold cycle； Ct 値 ） を 用 い て 算 出 し た 。 内 部 標 準 遺 伝 子 と し て 核 由 来 遺 伝

子 （ nDNA） で あ る PPIA を 用 い 、 nDNA コ ピ ー 数 に 対 す る mtDNA コ ピ ー 数 比 を

算 出 し 、 定 量 的 に 解 析 し た 。  

 

3-2-17 ミ ト コ ン ド リ ア 蛍 光 染 色 と 画 像 解 析  

実 験 前 日 に 12-well プ レ ー ト に 3-2-11-1 と 同 様 に 調 製 し た 滅 菌 済 み カ バ ー ガ ラ

ス を 敷 き 、 細 胞 を 0.5 × 105 cells/cm2 の 濃 度 で 播 種 し た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH

バ ッ フ ァ ー を 除 き 、 Hank's balanced salt solutions（ HBSS） バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4 、
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137 mM NaCl、 5.4 mM KCl、 0.25 mM Na2HPO4 、 0.44 mM KH2PO4 、 1.3 mM CaCl2・

2H2O、 1.0 mM MgSO4 、 4.2 mM NaHCO3 、 5.5 mM グ ル コ ー ス ） で 2 回 洗 浄 し た 。

そ の 後 HBSS バ ッ フ ァ ー で 100 nM に 調 製 し た ミ ト コ ン ド リ ア に 集 積 す る 色 素 で

あ る MitoBright Red working solution 1,000 µL を 加 え 、 37℃ の CO2 イ ン キ ュ ベ ー

タ ー 内 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 反 応 後 に 細 胞 を PBS で 2 回 洗 浄 し 、 10% 中

性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 溶 液 （ pH 7.4） 500 µL を 加 え 、 常 温 で 30 分 固 定 し た 。 そ の 後

ホ ル マ リ ン 除 き 、 超 純 水 で 3 回 洗 浄 し た 。 プ レ ー ト か ら 染 色 細 胞 が 貼 り 付 い た

カ バ ー ガ ラ ス を 取 り 出 し 、 余 分 な 水 分 を 除 い た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス に 対 比 染 色 と し

て 核 染 色 色 素 4',6-diamidino-2-phenylindole（ DAPI ） 含 有 の 封 入 剤 で あ る フ ル オ ロ

キ ー パ ー 退 色 防 止 剤 を 滴 下 し て 封 入 し た 。  

観 察 に は 正 立 顕 微 鏡 ECLIPSE E600 に Y-FL 落 射 蛍 光 装 置 （ 株 式 会 社 ニ コ ン 、

東 京 ） を 取 り 付 け た 蛍 光 顕 微 鏡 と 顕 微 鏡 用 ス タ ン ダ ー ト デ ジ タ ル カ メ ラ

WRAYCAM NF500 を 用 い て 撮 影 し た 。 得 ら れ た 画 像 の ミ ト コ ン ド リ ア の 染 色 面

積 と 核 の 染 色 面 積 は 、 画 像 解 析 ソ フ ト ImageJ （ National Institutes of Health, MD, 

USA） 75 ） を 用 い て 測 定 し た 。 ミ ト コ ン ド リ ア の 染 色 面 積 は 、 核 の 染 色 面 積 あ た

り で 標 準 化 し た 。  

 

3-2-18 遺 伝 子 発 現 （ Real-time RT-PCR）  

3-2-18-1 RNA サ ン プ ル の 調 製  

実 験 前 日 に 24-well プ レ ー ト に 細 胞 が 1.25× 105 cells/cm2 に な る よ う に 播 種 し

た 。 試 験 物 質 処 理 後 、 KHH バ ッ フ ァ ー を 取 り 除 き 、 RNAprotect® Cell Reagent 300 

µL を 加 え た 。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ で 細 胞 を RNAprotect® Cell Reagent に 懸 濁 さ せ な が

ら 1.5 mL 容 チ ュ ー ブ に 全 量 回 収 し た 。 サ ン プ ル は Total RNA 抽 出 時 ま で 説 明 書

に 従 い － 80℃ で 保 存 し た 。  

Total RNA 抽 出 の 際 は 、 サ ン プ ル を 常 温 に 戻 し 、 ラ ボ 用 冷 却 遠 心 機  3-16KL を

用 い て 17,968 ×g、 5 分 遠 心 し た 。 細 胞 が 沈 殿 し て い る こ と を 確 認 し 、 上 清 を 除

き 、 沈 殿 物 を total RNA の 抽 出 に 用 い た 。 以 降 の 操 作 は QuickGene RNA cultured 

cell kit S の 操 作 法 に し た が い 、 細 胞 ラ イ セ ー ト を 次 に 示 す よ う に 作 成 し た 。 マ イ

ク ロ チ ュ ー ブ 中 の 沈 殿 物 を タ ッ ピ ン グ に よ り ほ ぐ し 、 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル が

添 加 さ れ た Lysis Buffer （ LRC 溶 液 。 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ： LRC 溶 液 ＝ 1：

100） 520 µL を 加 え 、 白 い 沈 殿 物 が 見 え な く な る ま で 混 和 し た 。 続 い て 、 エ タ ノ

ー ル 100 µL を 加 え 、 1 分 混 和 し た 。 も う 一 度 エ タ ノ ー ル 180 µL を 加 え 、 1 分 混

和 し 、 こ れ を ラ イ セ ー ト と し た 。 RNA の 抽 出 に は 、 自 動 核 酸 抽 出 シ ス テ ム

QuickGene-800 を 用 い た 。 DNA の 混 入 を 防 ぐ た め DNase に よ る 処 理 も 行 っ た 。

RNA 濃 度 お よ び 純 度 （ A260/A280） は NanoDrop 1000 Spectrophotometer を 用 い て

測 定 し た 。  
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3-2-18-2 プ ラ イ マ ー の 作 成  

プ ラ イ マ ー の 作 成 は mtDNA コ ピ ー 数 の 検 討 の 場 合 （ 3-2-16-2 ） と 同 様 に 行 っ

た 。 そ れ ら の 塩 基 配 列 は 、 Table 1 に 示 す 。  

 

3-2-18-3 Real-time RT PCR 

Real-time RT-PCR は リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR シ ス テ ム Mx3000P と One Step 

SYBR® PrimeScript® PLUS RT-PCR kit （ Perfect Real-time） を 用 い て 行 っ た 。 反 応

液 （ 1×master mix reagent 、 0.4 µM primer ） 10 µL に 8 ng/µL total RNA 溶 液 を 4 µL

加 え て 反 応 さ せ た 。 RT-PCR の 反 応 条 件 は 逆 転 写 反 応 を 42℃ （ 5 分 ） 、 95℃ （ 10

秒 ） さ せ た 後 、 PCR 反 応 を ［ 95℃ （ 5 秒 ） 、 60 ℃ （ 20 秒 ） ］ を 40 サ イ ク ル 行 っ た 。

そ の 後 55℃ （ 30 秒 ） 、 95℃ （ 30 秒 ） と 設 定 し 、 温 度 変 化 に 伴 う 二 本 鎖 の 解 離 状

態 を 解 析 し 、 PCR 増 幅 産 物 の 融 解 温 度 の 均 一 性 を 確 認 し た 。 mRNA 発 現 量 は Ct

値 を 用 い て 算 出 し た 。 内 部 標 準 遺 伝 子 と し て GAPDH を 用 い 、 GAPDH の mRNA

発 現 に 対 す る 標 的 遺 伝 子 の mRNA 発 現 の 比 を 算 出 し 、 定 量 的 に 解 析 し た 。  

 

3-2-19 タ ン パ ク 質 発 現 （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ）  

3-2-19-1 細 胞 の サ ン プ ル 回 収  

実 験 前 日 に 1.25 × 105 cells/cm2 に な る よ う 6-well プ レ ー ト に 播 種 し た 。 試 験 物

質 処 理 後 、 培 養 液 を ア ス ピ レ ー ト し 、 氷 冷 し た PBS で 2 回 洗 浄 し た 。

Radioimmunoprecipitation assay（ RIPA） バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4 、 50 mM Tris-HCl、 150 

mM NaCl、 1％ TritonX-100 、 0.5％ （ w/v） デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ （ w/v）

ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS ） 、 1 mM EDTA、 10 mM NaF） に プ ロ テ ア ー ゼ イ

ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル が 100 倍 希 釈 さ れ る よ う に 添 加 し た 細 胞 溶 解 液 150 µL を 添

加 し 、 セ ル ス ク レ ー パ ー を 用 い て 細 胞 を 回 収 し た 。 続 い て ソ ニ ケ ー タ ー Vibra-

CellTM を 用 い て 10 秒 間 超 音 波 処 理 を 行 っ た 。 そ の 後 ラ ボ 用 冷 却 遠 心 機  3-16KL

で 17,968 ×g、 4℃ で 15 分 遠 心 し た 。 上 清 の 100 µL を 別 の 1.5 mL 容 チ ュ ー ブ に

移 し 、 こ れ を 次 項 の SDS 処 理 に 用 い た 。 残 り の 上 清 は タ ン パ ク 質 濃 度 測 定 に 用

い た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 2-2-2-5 で 述 べ た BCA ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 測 定 し

た 。  

 

3-2-19-2 SDS 処 理  

回 収 し た サ ン プ ル 100 µL に 3× SDS サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 60 mM Tris、 468 

mM グ リ シ ン 、 5% (w/v) SDS 、 0.02% (w/v) ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 120 mM ジ

チ オ ト レ イ ト ー ル 、 5% (w/v) グ リ セ ロ ー ル ） 50 µL を 加 え 、 よ く 混 和 さ せ た 。 あ

ら か じ め 水 を 張 り 、 100℃ に セ ッ ト し て お い た ヒ ー ト ブ ロ ッ ク で 5 分 イ ン キ ュ ベ

ー ト し 、 SDS 処 理 を 行 っ た 。 SDS 処 理 を 行 っ た サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 が 2 
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mg/mL に な る よ う に 1× SDS サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で 調 製 し た 。 SDS-PAGE に 用

い る ま で は － 80℃ で 保 存 し た 。  

 

3-2-19-3 SDS-PAGE 

AE-6530 ラ ピ ダ ス ・ ミ ニ ス ラ ブ 電 気 泳 動 槽 （ ア ト ー 株 式 会 社 、 東 京 ） に ア ク リ

ル ア ミ ド 15% 含 有 ゲ ル で あ る e-PAGEL（ 18 レ ー ン 、 ア ト ー 株 式 会 社 、 東 京 ） と

泳 動 バ ッ フ ァ ー （ 25 mM Tris、 192 mM グ リ シ ン 、 1% (w/v) SDS ） を セ ッ ト し 、

ゲ ル の レ ー ン に サ ン プ ル を 5 µL 添 加 し た 。 添 加 し た サ ン プ ル が ス タ ッ キ ン グ ゲ

ル 泳 動 中 は 250 V 、 8 mA の 条 件 で 通 電 し 、 そ の 後 、 分 離 用 ゲ ル 泳 動 中 は 250 V、

15 mA の 条 件 に 変 更 し た 。 リ ー デ ィ ン グ イ オ ン （ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ） が ゲ

ル の 下 端 か ら 5 cm ま で 移 動 し た と こ ろ で 、 泳 動 を 終 了 さ せ た 。  

 

3-2-19-4 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン （ PVDF） メ ン ブ レ ン の 親 水 化  

PVDF メ ン ブ レ ン を メ タ ノ ー ル 中 で 30 秒 間 振 と う し 、 親 水 化 さ せ た 。 使 用 す

る ま で 乾 燥 を 防 ぐ た め に 超 純 水 中 で 振 と う さ せ た 。  

 

3-2-19-5 ト ラ ン ス ブ ロ ッ ト  

使 用 す る 器 具 類 全 て を 70% ア ル コ ー ル 消 毒 液 で 清 拭 し 、 以 降 の 操 作 は 手 袋 を

着 用 し て 操 作 を 行 っ た 。 SDS-PAGE 終 了 後 の ゲ ル を 取 り 出 し 、 超 純 水 中 で ゲ ル を

3 回 洗 浄 し た 。 親 水 化 し た PVDF メ ン ブ レ ン と ゲ ル を タ ン ク 式 転 写 装 置 Trans-

Blot® Cell（ Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA） に セ ッ ト し 、 タ ン ク 内 を 転 写 バ

ッ フ ァ ー （ 40 mM Tris、 307 mM グ リ シ ン 、 25% (w/v) メ タ ノ ー ル ） で 満 た し 、 25 

V、 100 mA の 条 件 で 1 晩 通 電 し た 。  

 

3-2-19-6 抗 原 抗 体 反 応  

3-2-19-6-1 試 薬 調 製  

TBS バ ッ フ ァ ー （ pH 7.4、 20 mM Tris-HCl、 154 mM NaCl） 、 TBS-T 溶 液 （ TBS

バ ッ フ ァ ー 、 0.1%（ w/w） Tween-20 ） 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 3%（ w/v） ス キ

ム ミ ル ク ・ TBS-T 溶 液 ） 、 第 一 抗 体 液 、 第 二 抗 体 液 は い ず れ も 実 験 当 日 に 調 製 し

た 。 第 一 抗 体 液 に は 抗 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ 1（ PEPCK1）

ウ サ ギ 由 来 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ Proteintech Group, Inc., IL, USA, カ タ ロ グ No. 

16754-1-AP ） 、 抗 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ 2（ PEPCK2） ウ

サ ギ 由 来 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ Cell Signaling Technology, Inc., MA, USA, カ タ ロ

グ No. #6924） 、 抗 PC ウ サ ギ 由 来 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ Proteintech Group, Inc., IL, 

USA, カ タ ロ グ No. 16588-1-AP ） を 、 抗 β - ア ク チ ン ウ サ ギ 由 来 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗

体 （ Cell Signaling Technology, Inc., MA, USA, カ タ ロ グ No. #4967） を い ず れ も 1：
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1,000 に な る よ う に ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 用 時 調 製 し た 。 第 2 抗 体 液 に は 西

洋 ワ サ ビ 由 来 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ IgG 抗 体 を 1： 100,000 に な る よ う

に ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 用 時 調 製 し た 。  

 

3-2-19-6-2 抗 原 抗 体 反 応  

転 写 装 置 か ら メ ン ブ レ ン を 取 り 出 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 1 時 間 振 と

う さ せ な が ら メ ン ブ レ ン 表 面 の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 次 に ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ

フ ァ ー を 除 き 、 第 一 抗 体 液 を 加 え て メ ン ブ レ ン を 2 時 間 振 と う さ せ た 。 終 了 後

に 第 一 抗 体 液 を 除 き 、 メ ン ブ レ ン と 容 器 を 超 純 水 で 洗 浄 し 、 TBS-T 溶 液 で 5 分

間 振 と う し た 。 も う 一 度 新 し い TBS-T 溶 液 に 変 え 、 こ の 洗 浄 作 業 を 3 回 行 っ た 。

続 い て 第 二 抗 体 液 を 加 え て メ ン ブ レ ン を 2 時 間 振 と う さ せ た 。 第 二 抗 体 液 を 除

き 、 メ ン ブ レ ン と 容 器 を 超 純 水 で 洗 浄 し 、 第 一 抗 体 反 応 の 時 と 同 様 に TBS-T 溶

液 に よ る 5 分 間 洗 浄 を 3 回 行 っ た 。  

 

3-2-19-7 化 学 発 光  

発 光 試 薬 は ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent を 用 い た 。 説 明 書

に 従 い 、 A 液 と B 液 を 実 験 直 前 に 1： 1 の 割 合 で 調 製 し た 。 PP ク リ ア ポ ケ ッ ト

の 長 辺 を 切 り と り 、 内 側 に メ ン ブ レ ン を 並 べ 、 発 光 試 薬 を 上 か ら 添 加 し た 。 気 泡

が 入 ら な い よ う に ラ ッ ピ ン グ し 、 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 Cool saver AE-

6955（ ア ト ー 株 式 会 社 、 東 京 ） で 染 色 バ ン ド を 検 出 し た 。  

バ ン ド の 発 光 強 度 は 画 像 解 析 ソ フ ト ImageJ75 ） の Gel モ ー ド で 解 析 し 、 数 値 化

し た 。 得 ら れ た 面 積 は 内 部 標 準 で あ る β - ア ク チ ン で 標 準 化 し 、 試 験 物 質 非 添 加

群 に 対 す る 比 率 で 求 め た 。  

 

3-2-19-8 抗 体 除 去 お よ び 再 免 疫 染 色  

同 じ メ ン ブ レ ン で 数 種 類 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め 、 メ ン ブ レ ン 上 の 抗 原

抗 体 反 応 物 を 除 去 し 、 繰 り 返 し 使 用 し た 。 メ ン ブ レ ン に 抗 体 除 去 バ ッ フ ァ ー （ pH 

7.4 、 62.5 mM Tris-HCl、 2%（ w/v） SDS 、 100 mM 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） を 加

え 、 50℃ で 30 分 振 と う さ せ た 。 抗 体 除 去 バ ッ フ ァ ー を 除 き 、 超 純 水 で メ ン ブ レ

ン を 洗 浄 し た 後 に TBS-T 溶 液 に よ る 5 分 間 洗 浄 を 3 回 行 っ た 。 そ の 後 メ ン ブ レ

ン を TBS バ ッ フ ァ ー 中 に 冷 蔵 保 存 し た 。 次 回 の 操 作 は 上 記 抗 原 抗 体 反 応 （ 3-2-

19-5 ） の ブ ロ ッ キ ン グ 操 作 か ら 行 っ た 。  

 

3-2-20 統 計 解 析  

統 計 解 析 ソ フ ト は IBM SPSS Statistics ver.20 for Japan（ 日 本 ア イ ・ ビ ー ・ エ ム

株 式 会 社 、 東 京 ） を 用 い た 。 デ ー タ は 全 て 平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 示 し た 。 平 均 値 の
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差 を 検 定 す る 為 に 一 元 配 置 分 散 分 析 後 に Dunnett に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た

（ P<0.05 ） 。  

 

3-3  結 果  

3-3-1 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み に 対 す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響  

本 研 究 で は 先 行 研 究 21 、 22） を 参 考 に 、 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 の 低 下 を も と

に グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 を 算 出 し た 。 ま ず 、 試 験 物 質 添 加 4 時 間 後 、 24 時 間 後

に 培 養 液 を 回 収 し 、 培 養 液 中 に 残 存 し て い る グ ル コ ー ス 濃 度 を 測 定 し 、 初 期 濃 度

か ら 差 し 引 い て グ ル コ ー ス 取 込 み 量 を 求 め た （ Fig. 24） 。 4 時 間 培 養 で は 、 ピ ル ビ

ン 酸 1 mM、 2 mM 添 加 群 の い ず れ に お い て も 、 試 験 物 質 非 添 加 群 と 比 べ て グ ル

コ ー ス 取 り 込 み 量 に 有 意 な 影 響 は 認 め ら れ な か っ た （ Fig. 24A） 。 24 時 間 培 養 の

場 合 は 、 試 験 物 質 非 添 加 群 に 比 べ て 1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で は 1.23 倍 、 2 mM

ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 の 場 合 は 1.26 倍 と 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ た （ Fig. 24B ） 。  

ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル の イ ン ス リ ン 添 加 群 で は 4、 24 時 間 培 養 に お い て 試

験 物 質 非 添 加 群 と 比 較 し て そ れ ぞ れ 1.11 倍 、 1.16 倍 と い ず れ も 有 意 な 増 加 が 認

め ら れ た 。 イ ン ス リ ン の 添 加 濃 度 は 1 µM で あ る が 、 こ れ は 培 養 細 胞 に お け る 実

験 で よ く 利 用 さ れ て い る 濃 度 で あ る 89 ） 。 ま た 、 著 者 の 修 士 論 文 の 研 究 90） に お い

て 、 イ ン ス リ ン を 1 nM-1 µM 添 加 し 、 24 時 間 培 養 時 の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量

を 調 べ た と こ ろ 、 イ ン ス リ ン 濃 度 依 存 的 に グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 が 増 加 し た が 、

100 nM-1µM で ほ ぼ プ ラ ト ー に 達 し て い た （ data not shown） 。 同 様 の 結 果 は 、 先

行 研 究 に お い て も 示 さ れ て い る 91 ） 。 し た が っ て 、 以 降 の 実 験 で ポ ジ テ ィ ブ コ ン

ト ロ ー ル と し て 使 用 す る イ ン ス リ ン の 濃 度 は 全 て 1 µM と し た 。  

ピ ル ビ ン 酸 添 加 4 時 間 後 と 24 時 間 後 に お け る 結 果 が 異 な っ て い る こ と か ら 、

修 士 論 文 の 研 究 90 ） で は 、 時 系 列 的 解 析 を 行 っ た 。 試 験 物 質 添 加 後 4 時 間 お き に

培 養 液 の 一 部 を 回 収 し 、 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量 を 測 定 し た 。 4 時 間 ご と の 累 積

取 り 込 み 量 で は 、 1、 2 mM ピ ル ビ ン 酸 の い ず れ の 処 理 群 に お い て も 試 験 物 質 添

加 4 時 間 後 よ り グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 は 増 加 し 続 け 、 試 験 物 質 添 加 24 時 間 後 に

お い て も グ ル コ ー ス を 取 り 込 み 続 け た （ data not shown） 。 ま た 、 0-4 時 間 培 養 で

は 群 間 に 有 意 な 差 は 見 ら れ な か っ た が 、 0-8 時 間 培 養 か ら は 試 験 物 質 非 添 加 群 と

比 較 し て 、 1、 2 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量 が 有 意 に 増 加

し た 。 以 上 の 結 果 よ り 、 ピ ル ビ ン 酸 に よ る グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 は 添 加 後

数 分 で 効 果 を 表 す 即 時 的 な 作 用 で は な く 、 添 加 後 8 時 間 以 降 と 、 あ る 程 度 の 時

間 を 要 す る 作 用 で あ る こ と が 考 え ら れ た 。 ま た 、 24 時 間 培 地 交 換 せ ず 連 続 し て

培 養 し た 場 合 で も グ ル コ ー ス の 取 り 込 み へ の ピ ル ビ ン 酸 の 作 用 を 検 出 す る こ と

が で き た た め 、 以 降 の 実 験 は 全 て 試 験 物 質 添 加 後 24 時 間 時 点 の 測 定 と し た 。  
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3-3-2 生 細 胞 数 計 測 と MTT 試 験 に よ る 細 胞 活 性 の 検 討  

ピ ル ビ ン 酸 、 イ ン ス リ ン の 添 加 に よ り 培 養 24 時 間 以 内 に HepG2 細 胞 に よ る

グ ル コ ー ス の 細 胞 内 取 り 込 み 量 が 増 加 す る こ と が 示 さ れ た が 、 そ の 要 因 と し て

試 験 物 質 添 加 に よ る 細 胞 数 の 増 加 が 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 試 験 物 質 添 加 後 24 時

間 時 点 に お け る 細 胞 数 の 測 定 と MTT 試 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 生 細 胞 数 は イ ン

ス リ ン 添 加 群 で は 試 験 物 質 非 添 加 群 と 比 較 し て 1.34 倍 と 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ

た が 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 に つ い て は 有 意 な 影 響 は 見 ら れ な か っ た （ Fig. 25A） 。 一

方 、 MTT 試 験 で は 、 細 胞 内 に 蓄 積 し た ホ ル マ ザ ン 色 素 が 、 試 験 物 質 非 添 加 群 と

比 較 し て 、 イ ン ス リ ン 添 加 群 で は 1.09 倍 と 有 意 に 増 加 し て い た 。 2 mM ピ ル ビ ン

酸 添 加 群 で は 1.07 倍 の 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ 、 1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で は 有

意 な 影 響 は 見 ら れ な か っ た （ Fig. 25B） 。 な お 、 MTT 試 験 に お け る ホ ル マ ザ ン の

生 成 は 生 細 胞 数 と 相 関 す る が 、 実 際 に は ミ ト コ ン ド リ ア の 機 能 を 反 映 す る も の

で あ る 92 ） 。  

 

3-3-3 グ ル コ ー ス 取 り 込 み に 対 す る 細 胞 外 低 濃 度 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響  

こ こ ま で の 実 験 で は 、 1-2 mM の ピ ル ビ ン 酸 添 加 が 、 HepG2 細 胞 に よ る グ ル コ

ー ス 取 込 み を 促 進 す る こ と が 再 現 性 よ く 確 認 さ れ た 。 な お 、 ピ ル ビ ン 酸 の 濃 度 1-

2 mM は 細 胞 培 養 で し ば し ば 利 用 さ れ て い る 濃 度 21-25 ） で あ り 、 実 際 の ヒ ト 血 清

中 の 濃 度 0.1 mM7 、 8） に 近 い と は い え 、 や や 高 め で あ る 。  

そ こ で ピ ル ビ ン 酸 濃 度 が 1 mM よ り 低 濃 度 で あ っ て も 、 ピ ル ビ ン 酸 の グ ル コ

ー ス 取 り 込 み 促 進 効 果 を 検 出 で き る か 調 べ た 。 ピ ル ビ ン 酸 を 最 終 濃 度 が 0.1、 0.5 、

1、 2 mM と な る よ う に 添 加 し て 24 時 間 培 養 し た 。 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量 は ピ

ル ビ ン 酸 濃 度 が 0.1 mM で あ っ て も 、 試 験 物 質 非 添 加 群 の 1.29 倍 と 有 意 に 増 加

し 、 さ ら に 濃 度 依 存 的 に 有 意 に 増 加 し て 、 0.5-2 mM で は ほ ぼ プ ラ ト ー に 達 し た

（ Fig. 26） 。 細 胞 実 験 21-25 ） や 過 去 の 報 告 に あ る 25 mM33 ） や 50 mM31 ） と 比 較 す る

と よ り 低 濃 度 か ら グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 促 進 作 用 が 確 認 さ れ た 。  

 

3-3-4 グ ル コ ー ス 取 り 込 み に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 以 外 の 有 機 酸 の 影 響  

生 理 的 濃 度 に 近 い 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 が 示 す HepG2 細 胞 に 対 す る グ ル コ ー ス 取

込 み 促 進 作 用 は 、 類 縁 有 機 酸 に 共 通 作 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 そ こ で 、 い く つ か

の 有 機 酸 に つ い て 、 ピ ル ビ ン 酸 の 場 合 と 同 様 の 低 濃 度 で 検 討 し た （ Fig. 27A-J） 。

そ の 結 果 、 各 有 機 酸 の 影 響 は 様 々 で あ り 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の グ ル コ ー ス の 取 り

込 み 促 進 作 用 は 、 対 イ オ ン の ナ ト リ ウ ム イ オ ン や 浸 透 圧 の 上 昇 等 の 非 特 異 的 効

果 に よ る も の で は な い こ と が 判 明 し た 。 一 方 、 各 有 機 酸 に は 、 2 mM ま で の 範 囲

内 で の 濃 度 依 存 性 の 観 点 か ら 、 有 意 な 影 響 を 示 さ な か っ た と 判 断 さ れ る も の （ α

- ケ ト グ ル タ ル 酸 ・ コ ハ ク 酸 ・ フ マ ル 酸 ） 、 低 下 作 用 を 示 し た も の （ 乳 酸 ・ 酢 酸 ・
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酪 酸 ・ ジ エ チ ル オ キ サ ロ 酢 酸 ） 、 二 相 性 を 示 し た た め に 判 断 が 保 留 さ れ る も の （ プ

ロ ピ オ ン 酸 ・ ク エ ン 酸 ） 、 そ し て リ ン ゴ 酸 の よ う に ピ ル ビ ン 酸 と 同 様 に 促 進 作 用

を 示 し た も の が あ っ た 。 し た が っ て 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促

進 作 用 は 特 異 的 な 作 用 で あ り 、 細 胞 外 リ ン ゴ 酸 も 同 様 の 作 用 を 示 す と 示 唆 さ れ

た 。  

 

3-3-5 乳 酸 生 成 と 乳 酸 変 換 率 に 対 す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響  

上 記 の よ う に 、 生 理 的 濃 度 に 近 い ピ ル ビ ン 酸 の HepG2 細 胞 外 へ の 添 加 は エ ネ

ル ギ ー 源 と し て ピ ル ビ ン 酸 と 競 合 す る 可 能 性 の あ る グ ル コ ー ス の 細 胞 内 へ の 取

り 込 み を 促 進 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 一 方 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の グ ル コ ー ス

取 り 込 み 促 進 作 用 は 、 ピ ル ビ ン 酸 自 身 が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ て 発 現 す る と 推 定

さ れ る 。 ま た 、 グ ル コ ー ス や ピ ル ビ ン 酸 の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み は グ ル コ ー ス の 代

謝 産 物 量 の 増 減 を 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 検 証 は 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 に よ

る グ ル コ ー ス の 細 胞 内 取 り 込 み の 機 構 を 探 る 手 掛 か り を 提 供 す る と 期 待 さ れ る 。

そ こ で 、 HepG2 細 胞 外 に 0-2 mM の 濃 度 に 添 加 し た 際 の グ ル コ ー ス 取 込 み 促 進

作 用 と と も に 、 ピ ル ビ ン 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み お よ び 細 胞 外 乳 酸 生 成 量 を 調 べ た

Fig. 28A。  

そ の 結 果 、 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み は 、 こ れ ま で と 同 様 に ピ ル ビ ン 酸 に よ っ て

濃 度 依 存 的 に 促 進 さ れ 、 0.5-2 mM で プ ラ ト ー に 達 し た 。 一 方 、 ピ ル ビ ン 酸 の 取

り 込 み は 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 に 比 例 し て ほ ぼ 直 線 的 に 増 加 し た 。 ま た 、 乳 酸

生 成 量 は 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 が 高 く な る と 増 加 し た が 、 0.5-2 mM で は ほ ぼ プ

ラ ト ー に 達 し た 。  

既 に 述 べ た よ う に 、 グ ル コ ー ス ま た は ピ ル ビ ン 酸 1 分 子 が 解 糖 系 と 乳 酸 脱 水

素 酵 素 で 嫌 気 的 か つ 完 全 に 乳 酸 に 代 謝 さ れ る 場 合 、 グ ル コ ー ス か ら は 乳 酸 が 2 分

子 、 ピ ル ビ ン 酸 か ら は 乳 酸 が 1 分 子 生 成 さ れ る 85 ） 。 こ の こ と を 踏 ま え 、 取 り 込

ま れ た グ ル コ ー ス と ピ ル ビ ン 酸 が ど の 程 度 乳 酸 に 変 換 さ れ て い る の か 、 そ の 変

換 率 を 方 法 の 項 で 示 し た 計 算 式 を 用 い て 算 出 し 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 に 対 し

て プ ロ ッ ト し た 結 果 を Fig. 28B に 示 す 。 試 験 物 質 非 添 加 群 で は こ の 乳 酸 変 換 率

は 1.0 ほ ど で あ っ た 。 一 方 、 細 胞 外 へ の ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 、 乳 酸 変 換 率 は 濃

度 依 存 的 に 0.7 付 近 ま で 有 意 に 低 下 し た 。 イ ン ス リ ン 添 加 群 で も 乳 酸 変 換 率 の 有

意 な 低 下 が 見 ら れ た 。 以 上 よ り 、 取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス と ピ ル ビ ン 酸 が 乳 酸 以

外 の 別 の 物 質 に 変 換 さ れ て い る 可 能 性 と と も に 、 嫌 気 的 代 謝 か ら 好 気 的 代 謝 へ

の 転 換 が 部 分 的 に 行 わ れ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

 

3-3-6 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン ・ 中 性 脂 肪 に 対 す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響  

上 述 3-3-5 の よ う に 、 ピ ル ビ ン 酸 に よ り 取 り 込 み が 促 進 さ れ た グ ル コ ー ス や ピ



82 
 

ル ビ ン 酸 は 、 乳 酸 以 外 の 物 質 に 変 換 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 HepG2 細 胞 は 肝 細 胞

由 来 株 細 胞 で あ り 、 グ リ コ ー ゲ ン や 中 性 脂 肪 を 合 成 し 、 そ れ ら を 細 胞 内 に 蓄 積 す

る こ と が で き る 59 ） 。 そ こ で 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 が 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 や 中 性 脂

肪 量 に 与 え る 影 響 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 細 胞 染 色 に よ る 観 察 お よ び 酵 素 法 に よ る

定 量 を 行 っ て 調 べ た 。  

細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 に つ い て PAS 染 色 に よ り 観 察 し た 。 PAS 染 色 は 細 胞 内

の 多 糖 類 を ピ ン ク 色 に 染 色 す る が 、 検 鏡 に よ る 試 験 物 質 添 加 の 影 響 を 見 出 す こ

と は で き な か っ た （ Fig. 29A） 。 一 方 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 0.1 mM 添 加 後 24 時 間

の 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 は 、 試 験 物 質 非 添 加 群 に 比 べ て 有 意 に 減 少 し 、 さ ら に ピ

ル ビ ン 酸 濃 度 依 存 的 に 減 少 し た （ Fig. 29B） 。 イ ン ス リ ン 添 加 群 で は 試 験 物 質 非 添

加 群 と 比 較 し て 有 意 な 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。  

Oil Red O 染 色 は 細 胞 内 の 脂 肪 滴 を 赤 色 に 染 め る が 、 2 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 、

イ ン ス リ ン 添 加 群 い ず れ の 場 合 も 添 加 24 時 間 後 の 観 察 で 試 験 物 質 非 添 加 群 と 比

較 し て 赤 色 の 脂 肪 滴 が 多 く 認 め ら れ た （ Fig. 30A） 。 続 い て 、 細 胞 内 の 中 性 脂 肪 量

を 定 量 し た と こ ろ 、 0.1 mM 以 上 の ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 濃 度 依 存 的 か つ 有 意 に

増 加 し た が 、 0.5-2 mM で 概 ね プ ラ ト ー に 達 し た （ Fig. 30B） 。 こ の 結 果 は 、 グ リ

コ ー ゲ ン 量 （ Fig. 29B） に 対 す る 影 響 と は 逆 方 向 の 結 果 で あ っ た 。 イ ン ス リ ン 添

加 群 で も 試 験 物 質 非 添 加 群 と 比 較 し て 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ た が 、 そ の 程 度 は

ピ ル ビ ン 酸 の 場 合 よ り も 小 さ か っ た 。  

 

3-3-7 ミ ト コ ン ド リ ア 関 連 指 標 に 対 す る 影 響  

既 に 述 べ た よ う に 、 細 胞 外 へ の ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 、 HepG2 細 胞 に お け る

グ ル コ ー ス 代 謝 が 嫌 気 的 代 謝 か ら 好 気 的 代 謝 へ と 部 分 的 に 転 換 さ れ て い る 可 能

性 が あ る と と も に 、 細 胞 内 中 性 脂 肪 量 が 増 加 し た （ Fig. 28, 30 ） 。 中 性 脂 肪 を 構 成

す る 脂 肪 酸 は 細 胞 質 ゾ ル で 合 成 さ れ る が 、 そ の 素 材 と な る ア セ チ ル CoA は ミ ト

コ ン ド リ ア の TCA 回 路 か ら 抜 き 取 ら れ た ク エ ン 酸 に 由 来 す る 93 、 94 ） 。 ま た 、 MTT

試 験 で は 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り ホ ル マ ザ ン の 生 成 が 増 加 し た （ Fig. 25B） 。 こ れ

ら の 結 果 に 着 目 し て 、 ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 へ の ピ ル ビ ン 酸 添 加 の 影 響 を 、 細 胞 内

ATP 量 、 ミ ト コ ン ド リ ア DNA（ mtDNA） の コ ピ ー 数 、 ミ ト コ ン ド リ ア 特 異 的 蛍

光 染 色 を 指 標 と し て 検 討 し た 。  

細 胞 内 ATP 量 は 、 ピ ル ビ ン 酸 の 添 加 に よ り 濃 度 依 存 的 に 増 加 す る 傾 向 に あ っ

た 。 特 に 、 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 1 mM 以 上 で は 試 験 物 質 非 添 加 群 と 比 較 し て 有 意 な 増

加 が 認 め ら れ た （ Fig. 31A） 。 イ ン ス リ ン 添 加 に よ る 有 意 な 影 響 は 認 め ら れ な か っ

た 。  

続 い て 、 mtDNA と し て NADH 脱 水 素 酵 素 複 合 体 1（ ND1） 、 nDNA と し て サ

イ ク ロ フ ィ リ ン （ PPIA） を 採 用 し 、 Real-time PCR を 用 い て nDNA コ ピ ー 数 に 対
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す る mtDNA コ ピ ー 数 の 比 を 測 定 し た と こ ろ 、 2 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で は 有 意

差 は つ か な か っ た も の の 、 試 験 物 質 非 添 加 群 に 比 べ て 増 加 傾 向 に あ り 、 0.1 、 0.5 、

1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で は 試 験 物 質 非 添 加 群 と 比 較 し て 有 意 な 増 加 が 認 め ら

れ た （ Fig. 31B ） 。 イ ン ス リ ン 添 加 群 で は 有 意 な 影 響 が 認 め ら れ な か っ た 。  

次 に 、 ミ ト コ ン ド リ ア に 特 異 的 な 蛍 光 色 素 で あ る MitoBright Red を 用 い て 細

胞 を 染 色 し 、 さ ら に 核 染 色 色 素 DAPI で 対 比 染 色 し 、 観 察 し た 。 そ の 結 果 、 ピ ル

ビ ン 酸 濃 度 依 存 的 に 赤 色 で 示 さ れ た ミ ト コ ン ド リ ア 染 色 部 位 が 多 く 観 察 さ れ た

（ Fig. 32A） 。 そ こ で 、 こ れ ら の 染 色 画 像 を 画 像 解 析 し 、 染 色 面 積 を 算 出 し た 。 ミ

ト コ ン ド リ ア の 染 色 面 積 は 核 の 染 色 面 積 で 標 準 化 し た 。 そ の 結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 添

加 に よ り ミ ト コ ン ド リ ア の 染 色 面 積 の 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ た （ Fig. 32B） 。  

こ れ ら 、 細 胞 内 ATP 量 、 mtDNA コ ピ ー 数 、 ミ ト コ ン ド リ ア 特 異 的 蛍 光 染 色 の

3 つ の 指 標 へ の 影 響 を 総 合 す る と 、 ピ ル ビ ン 酸 の 添 加 は HepG2 細 胞 の ミ ト コ ン

ド リ ア 生 合 成 を 促 進 す る と 考 え ら れ た 。  

 

3-3-8 解 糖 系 物 質 か ら の ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 を 担 当 す る 酵 素 の 遺 伝 子 発 現 と タ

ン パ ク 質 発 現 の 解 析  

ピ ル ビ ン 酸 の 細 胞 外 添 加 は HepG2 細 胞 の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み と 中 性 脂 肪 量

を 増 加 さ せ 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 生 合 成 を 促 進 し た 。 グ ル コ ー ス を 中 性 脂 肪 の 合 成

に 利 用 す る 場 合 、 TCA 回 路 の 途 中 で 炭 素 骨 格 源 で あ る ク エ ン 酸 を 引 き 抜 く 形 で

利 用 す る 。 こ の 状 況 下 で TCA 回 路 を 円 滑 に 進 め る た め に は TCA 回 路 中 間 体 の

補 充 、 す な わ ち ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 （ 補 充 反 応 ） が 必 要 と な る 95 ） 。  

そ こ で 、 解 糖 系 物 質 か ら の ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 に 関 与 し て い る 酵 素 で あ る ピ

ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ PC） 96 ） に つ い て 遺 伝 子 発 現 と タ ン パ ク 質 発 現 を 解

析 し た 。 ま た 、 糖 新 生 経 路 （ カ タ プ レ ロ シ ス 経 路 ） の 律 速 酵 素 と し て 広 く 知 ら れ

て い る が 、 近 年 ア ナ プ レ ロ シ ス 経 路 に も 関 与 し て い る 事 が 指 摘 さ れ て い る ホ ス

ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ PEPCK） 97-99 ） に つ い て も 同 様 に 調

べ た 。 な お 、 PEPCK に は 細 胞 質 型 （ PEPCK1 ） と ミ ト コ ン ド リ ア 型 （ PEPCK2）

の 2 種 類 の ア イ ソ ザ イ ム が 存 在 し て い る た め 、 比 較 の 為 に 両 方 検 討 し た 。 HepG2

細 胞 へ の ピ ル ビ ン 酸 の 添 加 濃 度 は 0.1 、 1 mM 、 イ ン ス リ ン の 添 加 濃 度 は 1 µM と

し 、 24 時 間 の 培 養 を 行 っ た 。  

mRNA 発 現 へ の 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 ・ イ ン ス リ ン 添 加 の 影 響 は Fig. 33A に 示 す

と お り で あ る 。 PC の mRNA 発 現 に は ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ る 有 意 な 影 響 は 認 め

ら れ な か っ た 。 イ ン ス リ ン に つ い て は 統 計 的 に 有 意 な mRNA 発 現 の 低 下 が 認 め

ら れ た が 、 軽 度 で あ っ た 。 PEPCK2 の mRNA 発 現 に も ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ る 有

意 な 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。 イ ン ス リ ン に つ い て は 統 計 的 に 有 意 な mRNA 発

現 の 増 加 が 認 め ら れ た が 、 軽 度 で あ っ た 。 一 方 、 PEPCK1 の mRNA 発 現 は ピ ル
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ビ ン 酸 添 加 に よ り 増 加 傾 向 に あ り 、 1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 で は 試 験 物 質 非 添 加 群

の 約 2 倍 へ と 有 意 な 上 昇 が 認 め ら れ た 。 イ ン ス リ ン 添 加 で は 逆 に 発 現 が 有 意 に

低 下 を 示 し た 。  

mRNA 発 現 に つ い て は 、 PC や PEPCK2 に 対 し て は 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響

は 認 め ら れ な か っ た が 、 PEPCK1 の 発 現 を 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 が 促 進 す る 結 果 が 得

ら れ た 。 続 い て 、 こ れ ら 3 つ の 酵 素 の タ ン パ ク 質 発 現 へ の ピ ル ビ ン 酸 添 加 の 影

響 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 検 討 し た 。 撮 影 し た 画 像 Fig. 33B で は 、 PC や

PEPCK2 の タ ン パ ク 質 発 現 に 群 間 差 が あ る よ う に は 見 え な か っ た が 、 PEPCK1 に

つ い て は ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 63 kDa 付 近 の バ ン ド が わ ず か な が ら 濃 染 し て い

る よ う に 見 受 け ら れ た 。 そ こ で さ ら に 詳 し く 調 べ る た め 、 バ ン ド の 強 度 を 画 像 解

析 し て 数 値 化 し た （ Fig. 33C） 。 そ の 結 果 、 PC や PEPCK2 で は 標 的 バ ン ド の 染 色

強 度 に 群 間 差 は 認 め ら れ な か っ た が 、 PEPCK1 で は 1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り

バ ン ド 強 度 が 増 加 傾 向 に あ り （ P=0.08 ） 、 mRNA レ ベ ル で の PEPCK1 の 発 現 に 対

す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 と 整 合 す る こ と が 確 認 で き た 。  

 

3-4  考 察  

ピ ル ビ ン 酸 は 解 糖 系 の 最 終 産 物 で あ り 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 代 謝 の 岐 路 に 位 置

す る 中 間 体 で あ り 、 血 中 に も お よ そ 0.1 mM で 存 在 す る 7 、 8 ） 。 よ っ て 、 細 胞 外 ピ

ル ビ ン 酸 は 、 培 養 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み か ら 、 そ の 先 の 利 用 に 至 る

ま で 、 様 々 な 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 し か し 、 培 養 肝 細 胞 に お け る グ ル コ ー

ス 利 用 へ の ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 を 調 べ た 研 究 は 見 当 た ら な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 、

細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 が ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 細 胞 に お け る エ ネ ル ギ ー

栄 養 素 の 代 謝 、 特 に グ ル コ ー ス の 利 用 に ど の よ う な 影 響 を 与 え る の か 調 べ た 。  

ま ず 初 め に 、 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み に つ い て 調 べ た 。 ピ ル ビ ン 酸

の 濃 度 は 細 胞 培 養 で よ く 利 用 さ れ て い る 1、 2 mM21-22 ） と し た 。 ピ ル ビ ン 酸 添 加

後 4 時 間 で は 有 意 な 影 響 が 確 認 さ れ な か っ た が 、 24 時 間 で は グ ル コ ー ス の 取 り

込 み を 促 進 さ せ た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て イ ン ス リ ン を 1 µM 添 加 し た

群 で は 添 加 後 4 時 間 、 24 時 間 と も に グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 増 加 し た 。  

ピ ル ビ ン 酸 は HepG2 細 胞 に よ る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 促 進 し た が 、 こ の 要

因 の 一 つ と し て 細 胞 数 の 増 加 が 考 え ら れ た が 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ る 細 胞 数 へ

の 有 意 な 影 響 は 確 認 さ れ な か っ た 。 イ ン ス リ ン 添 加 群 で は 細 胞 数 が 有 意 に 増 加

し た 。  

次 に 、 1 mM 以 下 の 濃 度 の ピ ル ビ ン 酸 で も グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 を 確 認

で き る か 調 べ た 。 ヒ ト 血 清 に 含 ま れ て い る ピ ル ビ ン 酸 は お よ そ 0.1 mM7 、 8 ） で あ

る が 、 0.1 mM か ら 濃 度 依 存 的 に 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 有 意 に 促 進

し た 。  
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グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 の 結 果 を 受 け 、 ピ ル ビ ン 酸 に よ り 多 く 取 り 込 ま

れ た グ ル コ ー ス や ピ ル ビ ン 酸 自 身 は そ の 後 ど の よ う な 代 謝 を 受 け る の か 調 べ た 。

ま た 、 最 終 代 謝 産 物 を 調 べ る こ と に よ り ピ ル ビ ン 酸 が エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝

の ど の 部 分 に 作 用 し て い る の か 検 討 す る こ と も 目 的 と し た 。  

初 め に 、 可 能 性 の 一 つ と し て 乳 酸 の 生 成 量 を 測 定 し た 。 同 時 に グ ル コ ー ス 取

り 込 み 量 と ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 も 測 定 し た 。 乳 酸 生 成 量 は 0.5 mM ピ ル ビ ン 酸

添 加 群 か ら 増 加 傾 向 に あ っ た 。 ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 は ピ ル ビ ン 酸 添 加 量 に 従

っ て 直 線 的 に 増 加 し た 。  

取 り 込 ま れ た 基 質 が ど の 程 度 乳 酸 に 変 換 さ れ て い る の か 、 基 質 の 乳 酸 変 換 率

を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 依 存 的 に 乳 酸 変 換 率 が 低 下 し た 。 こ れ ら の

結 果 よ り 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た 基 質 が 乳 酸 以 外 の 別 の 物 質 に 変 換 さ れ て い る

可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

そ こ で 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 と 中 性 脂 肪 量 を 測 定 し た 結 果 、 グ リ コ ー ゲ ン 量

は ピ ル ビ ン 酸 濃 度 依 存 的 に 減 少 し た が 、 反 対 に 中 性 脂 肪 量 は 濃 度 依 存 的 に 増 加

し た 。 ピ ル ビ ン 酸 は 中 性 脂 肪 を 合 成 す る 経 路 の ど こ か に 影 響 を 与 え て い る 可 能

性 が 考 え ら れ た 。  

取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス が 中 性 脂 肪 に 変 換 さ れ る に は ミ ト コ ン ド リ ア に 存 在

す る TCA 回 路 の 一 部 を 利 用 し な け れ ば な ら な い 93 、 94 ） 。 ピ ル ビ ン 酸 は ミ ト コ ン

ド リ ア の 生 合 成 や 活 性 に 影 響 を 与 え て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 こ れ ら を 調 べ

る た め 、 細 胞 内 ATP 量 、 mtDNA コ ピ ー 数 、 ミ ト コ ン ド リ ア 蛍 光 染 色 の 解 析 を 行

っ た 。 そ の 結 果 、 上 述 し た 3 項 目 い ず れ も ピ ル ビ ン 酸 0.1 mM の 添 加 か ら 増 加 傾

向 に あ っ た 。  

さ ら に 解 糖 系 生 成 物 か ら の ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 に 関 与 し て い る 酵 素 で あ る

PC と PEPCK の 遺 伝 子 発 現 と タ ン パ ク 質 発 現 に つ い て 調 べ た と こ ろ 、 PC お よ び

ミ ト コ ン ド リ ア 型 の PEPCK2 の mRNA・ タ ン パ ク 質 発 現 に は 、 整 合 性 あ る 有 意

な 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 細 胞 ゾ ル 質 型 の PEPCK1 に つ い て は 、 ピ ル

ビ ン 酸 は そ の mRNA 発 現 を 有 意 に 、 タ ン パ ク 質 発 現 を ほ ぼ 有 意 に 促 進 し た 。  

次 に 各 項 目 に つ い て さ ら に 詳 し く 論 考 す る 。  

 

3-4-1 ピ ル ビ ン 酸 に よ る 細 胞 内 グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用  

細 胞 培 養 に お い て 、 ピ ル ビ ン 酸 は 細 胞 の エ ネ ル ギ ー 源 ・ 炭 素 骨 格 源 と な る と

仮 定 す る と 、 ピ ル ビ ン 酸 は 同 じ エ ネ ル ギ ー 源 ・ 炭 素 骨 格 源 で あ る グ ル コ ー ス の 取

り 込 み を 減 少 さ せ る と 予 想 し て い た 。 し か し な が ら 本 研 究 に お い て 、 予 想 と は 反

対 に ピ ル ビ ン 酸 は HepG2 に よ る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 増 加 さ せ た 。 特 に 、 生

理 学 的 な 濃 度 で あ る 0.1 mM か ら グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 が 確 認 さ れ た 。 ま

た 、 1、 2 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル で あ る 1 µM イ ン ス
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リ ン 群 よ り も 有 意 に グ ル コ ー ス を 多 く 取 り 込 ん だ 。  

マ ウ ス 骨 格 筋 由 来 C2C12 細 胞 に お い て 、 ピ ル ビ ン 酸 は グ ル コ ー ス の 取 り 込 み

を 抑 制 し た 31 ） 。 マ ウ ス 由 来 3T3-L1 前 脂 肪 細 胞 で は イ ン ス リ ン 刺 激 に よ る グ ル コ

ー ス の 取 り 込 み は 増 加 し た が 、 ピ ル ビ ン 酸 単 独 で は 効 果 が 現 れ な か っ た 33 ） 。 本

研 究 の 結 果 は い ず れ の 先 行 研 究 と も 異 な っ て い た 。 こ の 違 い に つ い て は 細 胞 種

の 違 い の ほ か 、 添 加 し た ピ ル ビ ン 酸 濃 度 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ る （ 本 研

究 ： 0.1-2 mM、 文 献 31： 5-50 mM、 文 献 33： 25 mM） 。 通 常 細 胞 培 養 液 に よ く 添

加 さ れ る 濃 度 （ 1-2 mM） 21-22 ） や ヒ ト 血 清 中 の 濃 度 （ 0.1 mM） 7 、 8 ） と 比 較 し て も

文 献 31 と 文 献 33 は 非 常 に 高 濃 度 で あ る 。 ま た 文 献 31 と 文 献 33 は 試 験 物 質 添

加 後 72 時 間 後 で 測 定 を し て い る が 、 本 研 究 で は 最 長 で 24 時 間 で あ る 。 本 研 究

と 先 行 研 究 と の 違 い は こ れ ら の 実 験 条 件 も 理 由 の 一 つ で あ る と 考 え ら れ た 。  

 

3-4-2 ピ ル ビ ン 酸 と 細 胞 数 の 関 係  

本 研 究 に お け る グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 は 21 、 22） の 方 法 に 従 っ て 、 培 養 前 後 の 培

養 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 算 出 し て い る 。 こ の 方 法 を 用 い

て 測 定 し た 結 果 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 増 加 し た 場 合 、 二 つ の 理 由 が 考 え ら れ

る 。 一 つ 目 は 試 験 物 質 に よ っ て 細 胞 数 が 増 加 し 、 そ れ に 伴 い 全 体 と し て の グ ル コ

ー ス 取 り 込 み 量 が 増 加 し た 。 二 つ 目 は 試 験 物 質 が 細 胞 一 つ 一 つ の 代 謝 な ど に 作

用 し 、 細 胞 数 増 加 が 伴 わ な く と も グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 増 加 し た 。 こ れ ら を 検

証 す る た め 細 胞 数 の 測 定 と MTT 試 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 細 胞 数 に お い て は イ

ン ス リ ン 群 で 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ た が ピ ル ビ ン 酸 群 で は 有 意 な 影 響 が 認 め ら

れ な か っ た 。 MTT 試 験 で は イ ン ス リ ン 群 、 2 mM ピ ル ビ ン 酸 群 で 有 意 な 増 加 が

認 め ら れ た 。  

イ ン ス リ ン は 直 接 的 な 有 糸 分 裂 促 進 因 子 で は な い が 、 細 胞 の 増 殖 に か か わ っ

て お り 100 ） 、 実 際 に イ ン ス リ ン 添 加 に よ り 細 胞 数 が 増 加 し た と い う 報 告 が い く つ

か 見 受 け ら れ る 101-103 ） 。 本 研 究 の イ ン ス リ ン 添 加 に よ る グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進

作 用 は 細 胞 数 の 増 加 が 関 与 し て い る と 考 え ら れ た 。  

ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 に お い て は 細 胞 数 に は 有 意 な 影 響 は 確 認 さ れ な か っ た た め 、

ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ る グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 は 細 胞 数 で は な く 何 か 別 の

要 因 が 考 え ら れ た 。 し か し な が ら 、 細 胞 数 の 結 果 と は 異 な り MTT 試 験 で は 2 mM

添 加 に よ り 吸 光 度 の 増 大 が 確 認 さ れ た 。  

MTT 試 験 と は MTT な ど の テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 が 生 細 胞 の ミ ト コ ン ド リ ア に 存

在 す る コ ハ ク 酸 脱 水 素 酵 素 に よ り 紫 色 の ホ ル マ ザ ン 色 素 を 生 成 す る 反 応 を 利 用

し 、 細 胞 の 生 存 率 や 増 殖 率 を 調 べ る 方 法 で あ る 92 ） 。 MTT 試 験 の 結 果 は 生 細 胞 数

と 強 い 正 の 相 関 が あ る が 、 実 際 に は ミ ト コ ン ド リ ア の 活 性 （ コ ハ ク 酸 脱 水 素 酵 素

の 活 性 ） を 測 定 し て い る 。 ま た 、 後 で 詳 し く 述 べ る が ピ ル ビ ン 酸 は ミ ト コ ン ド リ
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ア の 数 や 活 性 に 関 連 す る い く つ か の 指 標 を 増 大 さ せ て い た 。 し た が っ て 、 ピ ル ビ

ン 酸 添 加 群 に お い て 細 胞 数 と MTT 試 験 の 結 果 が 異 な っ て い た の は ピ ル ビ ン 酸 添

加 に よ り ミ ト コ ン ド リ ア の 数 ま た は 活 性 が 増 大 し 、 MTT 試 験 の 結 果 に 影 響 を 与

え た か ら で あ る と 考 え ら れ た 。  

 

3-4-3 他 の 有 機 酸 に つ い て  

ピ ル ビ ン 酸 以 外 の 他 の 有 機 酸 で も 同 様 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 が 確 認

で き る か 調 べ た 。 乳 酸 、 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 酪 酸 、 ク エ ン 酸 、 α - ケ ト グ ル タ

ル 酸 、 コ ハ ク 酸 、 フ マ ル 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 ジ エ チ ル オ キ サ ロ 酢 酸 に つ い て 調 べ た と

こ ろ 、 ピ ル ビ ン 酸 の よ う に 濃 度 依 存 的 に グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 増 加 さ せ た 有

機 酸 は リ ン ゴ 酸 の み で あ っ た 。 濃 度 依 存 的 に グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 が 減 少 し た

有 機 酸 は 乳 酸 、 酢 酸 、 酪 酸 、 ジ エ チ ル オ キ サ ロ 酢 酸 で あ っ た 。 あ る 特 定 濃 度 で 取

り 込 み 量 が 増 加 し た 有 機 酸 は プ ロ ピ オ ン 酸 、 ク エ ン 酸 で あ っ た 。 α - ケ ト グ ル タ

ル 酸 、 コ ハ ク 酸 、 フ マ ル 酸 添 加 群 で は 有 意 な 影 響 は 見 ら れ な か っ た 。 ピ ル ビ ン 酸

を 含 む 各 有 機 酸 は 培 養 液 中 の pH が 変 動 し な い よ う に ナ ト リ ウ ム 塩 の 形 で 添 加

し て い る が 、 細 胞 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み に 与 え る 影 響 は 、 ナ ト リ ウ ム 塩 で は な く

有 機 酸 自 身 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 続 い て 、 本 研 究 で 検 討 し た 有 機 酸 の 中 で も

生 体 内 に お い て ピ ル ビ ン 酸 と 密 接 に か か わ っ て い る 乳 酸 と 、 細 胞 の グ ル コ ー ス

取 り 込 み 量 を 増 加 さ せ た リ ン ゴ 酸 に つ い て 着 目 し た 。  

乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 は 第 1 章  序 論 、 第 2 章 第 1 部  蛍 光 原 色 素 を 用 い た 乳 酸 ・

ピ ル ビ ン 酸 の 定 量 法 の 検 討  研 究 の 背 景 な ら び に 目 的 （ 2-1-1） で も 述 べ た よ う に 、

血 液 中 に も 存 在 す る 。 乳 酸 と ピ ル ビ ン 酸 は 乳 酸 脱 水 素 酵 素 に よ り 相 互 変 換 さ れ 、

健 康 な ヒ ト の 血 液 中 に お い て そ の 濃 度 は お よ そ 10： 1 に 保 た れ て い る 7 ） 。 本 研 究

に お い て 乳 酸 を 添 加 し た と こ と ピ ル ビ ン 酸 と は 反 対 に 濃 度 依 存 的 に グ ル コ ー ス

の 取 り 込 み が 減 少 し た 。 ヒ ト を 対 象 と し た 実 験 に お い て 、 乳 酸 を 投 与 し て 運 動 を

行 う と グ ル コ ー ス の 酸 化 率 （ 利 用 率 ） が 低 下 し 、 そ の か わ り に 乳 酸 の 酸 化 率 が 上

昇 し た と の 報 告 さ れ て い る 104 ） 。 さ ら に 近 年 の 研 究 に よ る と 、 乳 酸 は 糖 代 謝 に よ

り 生 成 さ れ て か ら そ れ 以 降 は 利 用 さ れ な い 代 謝 産 物 で は な く 、 各 臓 器 で エ ネ ル

ギ ー 源 と し て 再 利 用 さ れ 、 様 々 な 代 謝 調 節 に も 関 わ っ て い る と さ れ て い る 105 ） 。

こ れ ら の 先 行 研 究 と 照 ら し 合 わ せ る と 、 乳 酸 は HepG2 細 胞 の エ ネ ル ギ ー 源 と し

て 取 り 込 ま れ た た め 、 そ の 分 の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 減 少 し た 可 能 性 が 考 え

ら れ た 。 ま た 、 本 研 究 の 検 討 で は ピ ル ビ ン 酸 と 乳 酸 は そ れ ぞ れ 単 独 で 添 加 し た が 、

よ り 生 体 内 の 環 境 に 近 づ け る た め 、 ピ ル ビ ン 酸 と 乳 酸 を 同 時 に 添 加 し た 際 の 相

互 作 用 に つ い て も 今 後 検 討 す べ き で あ る と 考 え る 。  

リ ン ゴ 酸 と ピ ル ビ ン 酸 は 、 リ ン ゴ 酸 酵 素 に よ り 下 記 の 通 り 相 互 変 換 さ れ る 106 ） 。  

リ ン ゴ 酸 +NAD(P)+⇄ ピ ル ビ ン 酸 +CO2+NAD(P)H+H+ 
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ま た 、 リ ン ゴ 酸 酵 素 に は NADP 依 存 性 細 胞 質 ゾ ル 型 、 NADP 依 存 性 ミ ト コ ン

ド リ ア 型 、 NAD 依 存 性 ミ ト コ ン ド リ ア 型 の 3 つ の ア イ ソ ザ イ ム が 存 在 す る 。 特

に NADP 依 存 性 細 胞 質 ゾ ル 型 リ ン ゴ 酸 酵 素 は NADPH 供 給 源 と し て 脂 肪 の 合 成

経 路 に 関 与 し て い る と さ れ て い る 106 ） 。  

ピ ル ビ ン 酸 や リ ン ゴ 酸 に よ る グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 は 、 細 胞 内 の リ ン

ゴ 酸 酵 素 に よ り 、 ピ ル ビ ン 酸 が リ ン ゴ 酸 、 も し く は リ ン ゴ 酸 が ピ ル ビ ン 酸 に 変 換

さ れ て か ら 発 揮 さ れ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 リ ン ゴ 酸 に よ る グ ル コ ー ス の

取 り 込 み 促 進 作 用 に つ い て 、 ピ ル ビ ン 酸 の 作 用 と も 比 較 し な が ら さ ら に 精 査 し

て い く 必 要 が あ る と 考 え る 。  

 

3-4-4 ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 と 乳 酸 生 成 量 と 乳 酸 変 換 率  

本 研 究 で は ピ ル ビ ン 酸 を 最 大 で 2 mM 添 加 し て い る が 、 第 2 章 第 1 部 の 結 果

よ り 24 時 間 培 養 後 で は 培 養 液 中 に は ピ ル ビ ン 酸 は ほ と ん ど 残 存 し て お ら ず （ Fig. 

6B） 、 さ ら に 本 章 （ 第 3 章 ） の 結 果 に お い て も ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 は 添 加 濃 度

に 比 例 し て 増 加 し た 。 こ の ピ ル ビ ン 酸 の 特 徴 的 な 取 り 込 ま れ 方 は 、 24 時 間 と い

う 培 養 時 間 、 細 胞 内 の ピ ル ビ ン 酸 プ ー ル （ 10 µM） 107） 、 ピ ル ビ ン 酸 を 細 胞 内 へ 取

り 込 む モ ノ カ ル ボ ン サ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 大 き な Km 値 （ 1 mM） 1 ） に よ っ て

も た ら さ れ て い る と 考 え ら れ た 。 ま た 、 本 研 究 で 確 認 さ れ た ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ

る 諸 作 用 は お そ ら く 細 胞 外 か ら の 作 用 で は な く 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ て か ら の

作 用 で あ る と 推 察 さ れ た 。  

乳 酸 生 成 量 は 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 に お い て 乳 酸 生 成 量 は 増 加 す る 傾 向 に あ っ

た が 、 こ の 作 用 は ピ ル ビ ン 酸 0.5 mM で 飽 和 に 達 し た 。  

続 い て 、 取 り 込 ま れ た 基 質 が ど の 程 度 乳 酸 に 変 換 さ れ て い る の か 、 基 質 の 乳

酸 変 換 率 を 調 べ た 結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 依 存 的 に 乳 酸 変 換 率 が 低 下 し た 。 乳 酸 変

換 率 は 取 り 込 ま れ た 基 質 が 乳 酸 へ 代 謝 さ れ る 嫌 気 的 呼 吸 優 位 な 状 態 で あ る と 値

が 1.0 に 近 づ き 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ る 好 気 的 呼 吸 優 位 な 状 態

で あ る と 値 は 0 に 近 づ く と さ れ て い る 84 ） 。 以 上 よ り 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 細

胞 か ら の 乳 酸 生 成 量 は 増 加 傾 向 に あ る が 、 基 質 の 乳 酸 変 換 率 は 低 下 す る こ と が

明 ら か と な っ た 。 こ れ は 細 胞 内 の 呼 吸 が ミ ト コ ン ド リ ア 関 与 の 好 気 的 呼 吸 優 位

な 状 態 に シ フ ト し た 可 能 性 と 、 取 り 込 ま れ た 基 質 が 乳 酸 以 外 の 別 の 物 質 に 変 換

さ れ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

し か し な が ら 、 こ の 方 法 は 培 養 液 中 に 残 存 し て い る グ ル コ ー ス 、 ピ ル ビ ン 酸 、

乳 酸 を 測 定 し 、 間 接 的 に 求 め た 乳 酸 変 換 率 で あ る 。 細 胞 外 に 放 出 し た 乳 酸 を 再 び

細 胞 内 に 取 り 込 み 代 謝 し て い る な ど の 可 能 性 も 考 え ら れ る の で 、 よ り 正 確 に 細

胞 内 に 取 り 込 ま れ た 基 質 （ グ ル コ ー ス と ピ ル ビ ン 酸 ） の 乳 酸 変 換 率 を 調 べ る た め

に は 、 放 射 性 標 識 し た グ ル コ ー ス や ピ ル ビ ン 酸 を 用 い て ト レ ー サ ー 実 験 を 行 う
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必 要 が あ る と 考 え ら れ る 。  

 

3-4-5 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 と 中 性 脂 肪 量  

HepG2 細 胞 は ヒ ト の 肝 ガ ン 由 来 の 細 胞 で あ る 108 ） 。 細 胞 内 で グ リ コ ー ゲ ン や 中

性 脂 肪 を 合 成 ・ 蓄 積 さ せ て お く こ と が で き 59 ） 、 そ の 機 能 は 継 代 を 重 ね て も 維 持

し て い る と 報 告 さ れ て い る 109 ） 。 上 述 し た よ う に 取 り 込 ま れ た 基 質 が 乳 酸 以 外 の

物 質 に 変 換 さ れ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た の で 、 細 胞 内 の グ リ コ ー ゲ ン 量 と 中

性 脂 肪 量 を 測 定 し た 結 果 、 グ リ コ ー ゲ ン 量 は ピ ル ビ ン 酸 濃 度 依 存 的 に 減 少 し た

が 、 中 性 脂 肪 量 は 反 対 に 濃 度 依 存 的 な 増 加 が 確 認 さ れ た 。  

取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス が グ リ コ ー ゲ ン に 合 成 す る 経 路 は 細 胞 質 内 で 行 わ れ

る が 、 中 性 脂 肪 の 場 合 は ミ ト コ ン ド リ ア を 利 用 し な け れ ば な ら な い 93 、 94 ） 。 ピ ル

ビ ン 酸 は 中 性 脂 肪 の 合 成 経 路 ま た は ミ ト コ ン ド リ ア に 何 ら か の 影 響 を 与 え た 可

能 性 が 考 え ら れ た 。  

イ ン ス リ ン 添 加 群 に お い て は 、 試 験 物 質 非 添 加 群 と 比 較 し て グ リ コ ー ゲ ン 量

に は 影 響 が 確 認 さ れ な か っ た が 、 中 性 脂 肪 量 は 増 加 し た 。 生 体 内 に お い て 、 イ ン

ス リ ン は 肝 臓 に 対 し 、 肝 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 、 中 性 脂 肪 や グ リ コ ー

ゲ ン の 合 成 促 進 、 糖 新 生 や グ リ コ ー ゲ ン 分 解 を 抑 制 さ せ る 作 用 が 知 ら れ て い る
63 ） 。 中 性 脂 肪 濃 度 に は 生 体 と 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た が 、 グ リ コ ー ゲ ン 濃 度 に は 従

来 生 体 内 で 起 こ る 現 象 と は 異 な る 結 果 が 得 ら れ た 。 し か し な が ら 第 2 章 第 2 部

で も 述 べ た よ う に 、 先 行 研 究 に お い て イ ン ス リ ン を 添 加 し て も HepG2 細 胞 内 の

グ リ コ ー ゲ ン 量 が 変 化 し な か っ た と い う 報 告 も い く つ か 挙 げ ら れ て い る 64 、 65） 。

こ れ ら の 結 果 の 差 異 は 生 体 と 細 胞 株 の 特 徴 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ た 。  

な お 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 に よ る 中 性 脂 肪 の 蓄 積 は 、 顕 微 鏡 下 の 観 察 で は 脂 肪

肝 モ デ ル 110、 111 ） に お け る 所 見 よ り も 軽 度 で あ り 、 ま た 酵 素 蛍 光 法 に よ る 定 量 で

は 、 0.5 mM ピ ル ビ ン 酸 存 在 下 で ほ ぼ 飽 和 に 達 し て い た 。 こ の こ と は 、 中 性 脂 肪

の 蓄 積 促 進 が 制 御 不 能 な ピ ル ビ ン 酸 の 毒 性 に よ る の で は な く 、 細 胞 の 制 御 機 構

の 下 で 行 わ れ て い る こ と を 強 く 示 唆 す る 。  

 

3-4-6 ミ ト コ ン ド リ ア 関 連 指 標  

上 述 の よ う に ピ ル ビ ン 酸 は HepG2 細 胞 の ミ ト コ ン ド リ ア の 生 合 成 等 を 刺 激 し

て い る 可 能 性 が 推 定 さ れ た 。 こ れ ら を 調 べ る た め 、 細 胞 内 ATP 量 、 mtDNA コ ピ

ー 数 、 ミ ト コ ン ド リ ア 蛍 光 染 色 の 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 細 胞 内 ATP 量 は 1 

mM か ら 、 mtDNA コ ピ ー 数 と ミ ト コ ン ド リ ア 蛍 光 染 色 は 0.1 mM ピ ル ビ ン 酸 添

加 群 か ら 有 意 な 増 大 が 確 認 さ れ た 。 細 胞 内 ATP 量 の ピ ル ビ ン 酸 が ミ ト コ ン ド リ

ア の 数 や 活 性 を 増 大 さ せ る こ と は C2C12 筋 芽 細 胞 を 用 い た 先 行 研 究 32 ） の 報 告

と 一 致 し た 。 細 胞 内 ATP 量 の 増 加 も 過 去 の 報 告 79 、 82） と 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
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以 上 の 本 研 究 の 結 果 と 先 行 研 究 よ り 、 ピ ル ビ ン 酸 は 培 養 肝 細 胞 HepG2 の ミ ト コ

ン ド リ ア の 生 合 成 を 促 進 さ せ て い る こ と が 考 え ら れ た 。 さ ら に ミ ト コ ン ド リ ア

の 生 合 成 が 増 加 し た こ と に よ り 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み や 中 性 脂 肪 の

増 加 が 引 き 起 こ さ れ た 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

こ れ ら の 結 果 を 受 け 、 さ ら に ミ ト コ ン ド リ ア の 生 合 成 に 関 与 す る と さ れ る

PGC-1 α と PGC-1 β の 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 発 現 の 解 析 も 行 っ た 。 し か し 、

再 現 性 あ る 明 確 な 結 果 は 得 ら れ な か っ た （ data not shown） 。  

 

3-4-7 中 性 脂 肪 量 の 増 加 と ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 の 増 加  

取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス が 中 性 脂 肪 に 変 換 さ れ る に は ミ ト コ ン ド リ ア に 存 在 す

る TCA 回 路 の 一 部 を 利 用 し な け れ ば な ら な い 93 、 94 ） 。 す な わ ち 、 TCA 回 路 の 初

反 応 で ア セ チ ル CoA と オ キ サ ロ 酢 酸 か ら 生 成 さ れ た ク エ ン 酸 が ク エ ン 酸 キ ャ リ

ア に よ り 細 胞 質 へ 輸 送 さ れ る 。 輸 送 さ れ た ク エ ン 酸 は 、 ATP ク エ ン 酸 リ ア ー ゼ に

よ り ATP を 利 用 し て ア セ チ ル CoA に 再 変 換 さ れ 、 脂 肪 合 成 経 路 の 基 質 と な る 。

ま た 、 TCA 回 路 を 構 成 す る イ ソ ク エ ン 酸 脱 水 素 酵 素 は 、 イ ソ ク エ ン 酸 を α - ケ ト

グ ル タ ル 酸 に 変 換 す る 酵 素 で あ る が 、 ATP の 生 成 が 十 分 な 条 件 下 で は 活 性 が 抑

制 さ れ 、 ミ ト コ ン ド リ ア 内 に 過 剰 な ク エ ン 酸 や イ ソ ク エ ン 酸 が 蓄 積 す る 112 ） 。 余

剰 な ク エ ン 酸 は 細 胞 質 に 輸 送 さ れ 、 上 述 の 経 路 を た ど り 中 性 脂 肪 合 成 の 基 質 に

な る と さ れ て い る 113 ） 。 さ ら に 、 中 性 脂 肪 の 蓄 積 と mtDNA コ ピ ー 数 に は 正 の 相

関 が あ る と ヒ ト 実 験 114） や 細 胞 実 験 115 、 116 ） に お い て 報 告 さ れ て い る 。 加 え て 、

ATP は そ の ま ま の 形 で は 細 胞 内 に 蓄 積 す る こ と が で き な い こ と も 踏 ま え る と 66 ） 、

ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り ミ ト コ ン ド リ ア の 数 ま た は 活 性 の 増 大 が 生 じ 、 細 胞 内 ATP

が 増 加 し 、 そ れ に 伴 い 中 性 脂 肪 の 合 成 を 促 進 さ せ て い る 可 能 性 が 推 定 さ れ た 。  

 

3-4-8 解 糖 系 物 質 か ら の ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応  

TCA 回 路 の 中 間 体 は 回 路 の 反 応 を 円 滑 に 進 め る た め に 一 定 の 濃 度 を 保 っ て お

り 、 運 動 や 絶 食 の 状 態 で も 中 間 体 の 濃 度 に 大 き な 変 化 は な い 95 ） 。 し か し な が ら 、

グ ル コ ー ス を 中 性 脂 肪 の 合 成 に 利 用 す る 場 合 、 TCA 回 路 の 途 中 で 炭 素 骨 格 源 で

あ る ク エ ン 酸 を 引 き 抜 く 形 で 利 用 す る 。 こ の 状 況 下 で TCA 回 路 を 円 滑 に 進 め る

た め に は TCA 回 路 中 間 体 の 補 充 、 す な わ ち ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 （ 補 充 反 応 ） が

必 要 と な る 95 ） 。  

ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 に よ る TCA 回 路 中 間 体 は 主 に 解 糖 系 生 成 物 や ア ミ ノ 酸 、

奇 数 鎖 脂 肪 酸 の β 酸 化 か ら 得 ら れ る 。 す な わ ち 、 1） PC に よ り ピ ル ビ ン 酸 を 脱 炭

酸 し て オ キ サ ロ 酢 酸 を 生 成 す る 、 2） ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ 基 転 移 酵 素 に よ り ア

ス パ ラ ギ ン 酸 の ア ミ ノ 基 を 除 い て オ キ サ ロ 酢 酸 を 生 成 す る 、 3） グ ル タ ミ ン 酸 脱

水 素 酵 素 に よ り グ ル タ ミ ン 酸 を 脱 水 素 し て α -ケ ト グ ル タ ル 酸 を 生 成 す る 、 4） プ



91 
 

ロ ピ オ ニ ル -CoA カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ に よ り 奇 数 鎖 脂 肪 酸 分 解 経 路 で 生 じ た プ ロ ピ

オ ニ ル -CoA に 二 酸 化 炭 素 を 付 加 さ せ て ス ク シ ニ ル -CoA を 生 成 す る 95 、 117 ） 。 中 で

も TCA 回 路 の 初 反 応 に 必 要 な オ キ サ ロ 酢 酸 の 生 成 が 生 体 に お い て 重 要 で あ る と

さ れ て い る 。 さ ら に 近 年 、 糖 新 生 経 路 （ カ タ プ レ ロ シ ス 経 路 ） の 律 速 酵 素 と し て

広 く 知 ら れ て い る PEPCK も 、 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 に 二 酸 化 炭 素 を 付 加 し

て オ キ サ ロ 酢 酸 を 生 成 す る こ と に よ り ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 に 関 与 し て い る と 報

告 さ れ て い る 97 、 98） 。  

ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 中 性 脂 肪 の 合 成 が 増 加 し た こ と か ら 、 TCA 回 路 中 間 体

が 不 足 し 、 ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 が 促 進 し た 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 グ ル コ ー ス の 取

り 込 み も 増 加 し て い る こ と か ら 、 PC と PEPCK の 遺 伝 子 と タ ン パ ク 質 の 発 現 を

解 析 し た 。 PEPCK は 細 胞 ゾ ル 質 型 （ PEPCK1 ） と ミ ト コ ン ド リ ア 型 （ PEPCK2）

の 2 種 類 の ア イ ソ ザ イ ム が 存 在 す る が 、 比 較 す る た め 両 者 の 解 析 を 行 っ た 。 そ

の 結 果 、 PC や PEPCK2 で は ピ ル ビ ン 酸 に よ る 有 意 な 影 響 は 認 め ら れ な か っ た が 、

PEPCK1 の 遺 伝 子 発 現 は 1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 有 意 に 増 加 し た 。 タ ン パ ク

質 発 現 は 1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で 増 加 傾 向 に あ っ た （ P=0.08 ） 。 そ こ で PEPCK、

特 に PEPCK1 に つ い て 着 目 し た 。  

上 述 の よ う に 、 PEPCK は 糖 新 生 の 律 速 酵 素 と し て 広 く 知 ら れ て い る が 、 TCA

回 路 の 中 間 体 を 補 充 す る ア ナ プ レ ロ シ ス 経 路 に も 関 与 し て い る と さ れ て い る 。

近 年 の 研 究 に よ る と 、 細 胞 質 ゾ ル 型 で あ る PEPCK1 は 糖 新 生 の 制 御 よ り も TCA

回 路 の 活 性 と 密 接 に 関 連 し て い る と 報 告 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 実 際 に マ ウ ス の

PEPCK1 を ノ ッ ク ダ ウ ン し て そ の 酵 素 活 性 を 90% 阻 害 し た と こ ろ 、 TCA 回 路 の

流 量 は PEPCK1 活 性 と 同 等 レ ベ ル （ 約 90% ） 減 少 し た に も か か わ ら ず 、 糖 新 生

は 約 40% し か 阻 害 が か か ら な か っ た 118 ） 。 さ ら に 、 い く つ か の 培 養 ガ ン 細 胞 の 研

究 に お い て PEPCK1 を ノ ッ ク ダ ウ ン さ せ る と 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み

や 、 ピ ル ビ ン 酸 、 乳 酸 、 ク エ ン 酸 な ど 多 く の 解 糖 系 ・ TCA 回 路 の 中 間 体 や 代 謝

産 物 、 中 性 脂 肪 の de novo 合 成 も 減 少 し 、 細 胞 増 殖 を 抑 制 し た と い う 報 告 も 見 受

け ら れ た 119 ） 。  

以 上 に よ り 、 ピ ル ビ ン 酸 が PEPCK1 の 遺 伝 子 発 現 や タ ン パ ク 質 発 現 を 促 進 さ

せ た 結 果 、 糖 の 代 謝 経 路 に 対 し ア ナ プ レ ロ シ ス な 効 果 が 発 揮 さ れ 、 ミ ト コ ン ド リ

ア 生 合 成 の 増 加 と 相 ま っ て グ ル コ ー ス の 取 り 込 み や 中 性 脂 肪 合 成 増 加 な ど の グ

ル コ ー ス の 利 用 が 増 加 し た の で は な い か と 考 え ら れ た 。  

さ ら に ご く 最 近 、 2018 年 9 月 に 報 告 さ れ た 培 養 細 胞 の 研 究 に よ る と 、 PEPCK1

が 糖 新 生 経 路 （ カ タ プ レ ロ シ ス 経 路 ） と ア ナ プ レ ロ シ ス 経 路 の ど ち ら の 経 路 に シ

フ ト さ せ る か は PEPCK1 の ア セ チ ル 化 に よ り 制 御 さ れ て い る 120 ） 。 す な わ ち 、 高

グ ル コ ー ス 条 件 下 で は PEPCK1 が ア セ チ ル 化 さ れ て ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸

を オ キ サ ロ 酢 酸 に 変 換 す る ア ナ プ レ ロ シ ス 回 路 が 増 強 さ れ る 。 反 対 に 低 グ ル コ
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ー ス （ 低 エ ネ ル ギ ー ） 条 件 下 で は PEPCK1 の 脱 ア セ チ ル 化 が 引 き 起 こ さ れ て 糖

新 生 経 路 を 活 性 化 さ せ る 。  

こ の 報 告 と 本 研 究 の ピ ル ビ ン 酸 に よ る 結 果 を 合 わ せ る と 、 ピ ル ビ ン 酸 は

PEPCK1 の 遺 伝 子 発 現 の み な ら ず 、 ア セ チ ル 化 を 促 進 さ せ て い る 可 能 性 が 推 定 さ

れ た 。 今 後 は PEPCK1 の ア セ チ ル 化 に も 焦 点 を 当 て 研 究 を 進 め る 必 要 が あ る と

考 え る 。  

ま た 、 PEPCK2 の 発 現 上 昇 は 細 胞 の 増 殖 促 進 と 関 連 す る こ と が 報 告 さ れ て い

る 121 ） 。 イ ン ス リ ン 添 加 群 で PEPCK2 の mRNA 発 現 が 上 昇 し た が 、 Fig. 25 で も

示 し た よ う に 細 胞 数 も 増 加 し た 。 イ ン ス リ ン 添 加 に よ る PEPCK2 遺 伝 子 発 現 の

誘 導 は 細 胞 数 の 増 加 と 関 わ っ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

 

3-4-9 得 ら れ た 結 果 か ら 推 定 さ れ る 仮 説 、 今 後 の 課 題  

第 3 章 の 研 究 に よ り 得 ら れ た 結 果 を 代 謝 マ ッ プ 上 に 示 す （ Fig. 34） 。 得 ら れ た

結 果 よ り 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は 、 HepG2 細 胞 に 対 し て ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 を

促 進 す る と と も に PEPCK1 発 現 を 増 加 さ せ 、 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 促 進 か ら 中

性 脂 肪 の 蓄 積 へ の 代 謝 の 流 れ を 促 し て い る と い う 仮 説 が 考 え ら れ た 。 し か し な

が ら 、 こ の 仮 説 を 立 証 す る た め に は ま だ 明 ら か に さ れ て い な い 点 が い く つ か 存

在 す る 。 中 性 脂 肪 を 合 成 す る た め の 基 質 で あ る 細 胞 内 ク エ ン 酸 量 、 ミ ト コ ン ド リ

ア か ら 細 胞 質 へ ク エ ン 酸 を 輸 送 す る た め の 輸 送 体 の 発 現 、 脂 肪 酸 合 成 経 路 の 酵

素 発 現 と 活 性 な ど が ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り ど の よ う な 調 節 を 受 け て い る の か 今

後 検 討 す べ き で あ る と 考 え る 。  

 

3-5 結 語  

本 博 士 論 文 の 主 体 を な す こ の 第 3 章 で は 、 ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2

に お け る グ ル コ ー ス 利 用 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 作 用 を 詳 し く 調 べ る こ と を 目 的

と し た 。 そ の 背 景 の 概 要 は 次 の と お り で あ る 。 ピ ル ビ ン 酸 は 解 糖 系 の 最 終 産 物 で

あ り 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 代 謝 の 岐 路 の 中 間 体 で あ り 、 血 中 に も お よ そ 0.1 mM 

で 存 在 す る 。 よ っ て 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は 、 培 養 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス の 取 り

込 み か ら 、 そ の 先 に 利 用 に 至 る ま で 、 様 々 な 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 し か し 、

培 養 肝 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス 利 用 へ の ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 を 調 べ た 研 究 は 見 当

た ら な い 。 培 養 骨 格 筋 細 胞 ・ 脂 肪 細 胞 で 得 ら れ た 知 見 は 超 生 理 的 濃 度 の 細 胞 外 ピ

ル ビ ン 酸 に よ る も の で あ る 。  

こ れ ら を 背 景 に 実 験 研 究 に 取 組 み 、 主 に 下 記 3 つ の 結 果 を 得 た 。  

 

１ ） 生 理 的 濃 度 に 近 い 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は 単 独 で 、 グ ル コ ー ス 取 込 み を 促 進 し た 。

そ の 作 用 は イ ン ス リ ン を 凌 ぐ よ う に 見 受 け ら れ た が 、 細 胞 数 の 増 加 に よ る も
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の で は な か っ た 。 リ ン ゴ 酸 は ピ ル ビ ン 酸 類 似 促 進 作 用 を 示 し た 。 こ れ ら の 特

徴 は 、 他 臓 器 由 来 培 養 細 胞 で の 知 見 と は 全 く 異 な る 新 規 な も の で あ っ た 。  

２ ） 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は 、 基 質 の 乳 酸 へ の 転 換 率 低 下 、 細 胞 内 呼 吸 を 嫌 気 的 呼 吸

か ら 部 分 的 に 好 気 的 呼 吸 へ の ス イ ッ チ を も た ら し た 。 ま た 、 細 胞 内 グ リ コ ー

ゲ ン 量 を 低 下 さ せ る 一 方 、 中 性 脂 肪 量 を 増 加 さ せ た 。  

３ ） 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 お よ び PEPCK1 の mRNA・ タ

ン パ ク 質 発 現 を 促 進 し た 。 PEPCK1 は ご く 最 近 、 従 来 の 糖 新 生 だ け で は な く

ア ナ プ レ ロ シ ス に も 働 く こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。  

 

細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 に よ る ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 お よ び PEPCK1 の 遺 伝 子 発 現

を 介 し た ア ナ プ レ ロ シ ス が 、 グ ル コ ー ス の 細 胞 取 込 み か ら の 代 謝 の 流 れ を 中 性

脂 肪 の 蓄 積 へ と 向 か わ せ て い る 可 能 性 が 推 定 さ れ た 。  

 

な お 、 第 3 章 は 現 在 投 稿 準 備 中 で あ る 「 Extracellular pyruvate near at physiological 

concentrations stimulates glucose utilization by human liver cell line HepG2, possibly 

through promoting mitochondrial biogenesis. 」 を 一 部 加 筆 ・ 修 正 を 行 い 、 和 文 に し た

も の を 博 士 論 文 の 一 部 と し て ま と め た も の で あ る 。  

 

 

 



Genes Gene symbol Primer Amplicon Length
(bp)

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase GAPDH Forward: AGCCACATCGCTCAGACAC 66

Reverse: GCCCAATACGACCAAATCC
NADH dehydrogenase subunit 1 ND1 Forward: TTCTAATCGCAATGGCATTCCT 109

Reverse: AAGGGTTGTAGTAGCCCGTAG
Pyruvate carboxylase PC Forward: GCAAGCTCTTCAGCATGGA 75

Reverse: AGGGGCACTCATACAGGAAG
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble) PEPCK1 Forward: AGATGGAGGAAGAGGGCATC 69

Reverse: GGTCAGTGAGAGCCAACCA
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (mitochondrial) PEPCK2 Forward: CCACCTGGTGTTACTGTGACC 84

Reverse: AATCGAGAGTTGGGATGTGC
Cyclophilin A PPIA Forward: CCTAAAGCATACGGGTCCTG 133

Reverse: TTTCACTTTGCCAAACACCA

Table 1. 本 研 究 で 使 用 し た プ ラ イ マ ー ．
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Fig. 24. ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ る グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 作 用 ．
HepG2細 胞 を 24-wellプ レ ー ト に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 （ Pyr ） 1 ， 2 mMま た は イ ン ス リ ン （ Ins ） 1 µM含 む 培 養 液 で 24時 間 培 養
し た ． 試 験 物 質 添 加 後 4 時 間 ま た は 24時 間 時 点 で 培 養 液 を 回 収 し ， グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量 を 測 定 し た ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差
（ n=4 ） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 に 対 す る Dunnett に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） ． *P<0.05 ，
***P<0.001 ． A： 0-4 時 間 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 ． B： 0-24 時 間 の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 ．
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A B

Fig. 25. ピ ル ビ ン 酸 と イ ン ス リ ン に よ る 細 胞 活 性 へ の 影 響 ．
HepG2細 胞 を 24-wellプ レ ー ト に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 （ Pyr ） 1 ， 2 mMま た は イ ン ス リ ン （ Ins ） 1 µM含 む 培 養 液 で 24時 間 培 養
し た ． 試 験 物 質 添 加 後 24 時 間 時 点 で 細 胞 数 計 測 と 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide （ MTT） 試 験 を
行 っ た ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ A： n=8， B： n=4 ） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 に 対 す る Dunnettに よ る 多 重
比 較 を 行 っ た （ P<0.05） ． *P<0.05， **P<0.01 ． A： 細 胞 数 ． B： MTT試 験 ．
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Ins

Fig. 26. 低 濃 度 ピ ル ビ ン 酸 に よ る グ ル コ ー ス 取 り 込 み へ の 影 響 ．
HepG2細 胞 を 24-well プ レ ー ト に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 0.1-2 mMま た は イ ン ス リ ン 1 µM（ Ins ） 含 む 培 養 液 で 24時 間 培 養 し た ．
そ の 後 培 養 液 を 回 収 し ， グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量 を 測 定 し た ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験
物 質 非 添 加 群 に 対 す る Dunnettに よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05） ． ***P<0.001 ．
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Fig. 27. グ ル コ ー ス の 取 り 込 み に 対 す る 有 機 酸 の 影 響 ．
HepG2 細 胞 を 24-wellプ レ ー ト に 播 種 し ， 各 有 機 酸 を 0.1-2 mM含 む 培 養 液 で 24時 間 培 養 し た ． そ の 後 培 養 液 を 回 収 し ， グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量 を
測 定 し た ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4 ） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 （ Cont ） に 対 す る Dunnett に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た
（ P<0.05 ） ． *P<0.05 ， **P<0.01 ， ***P<0.001 ． A ： 乳 酸 ． B： 酢 酸 ． C： プ ロ ピ オ ン 酸 ． D ： 酪 酸 ． E： ク エ ン 酸 ． F： α- ケ ト グ ル タ ル 酸 ． G： コ
ハ ク 酸 ． H ： フ マ ル 酸 ． I： リ ン ゴ 酸 ． J： ジ エ チ ル オ キ サ ロ 酢 酸 ．
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Fig. 28. 乳 酸 生 成 量 と 取 り 込 ま れ た 基 質 の 乳 酸 変 換 率 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 ．
HepG2細 胞 を 6-wellプ レ ー ト に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 を 0.1-2 mM ま た は イ ン ス リ ン （ Ins ） 1 µM含 む 培 養 液 で 24時 間 培 養 し た ．
試 験 物 質 添 加 後 4時 間 ま た は 24 時 間 時 点 で 培 養 液 を 回 収 し ， グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 量 ， ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 ， 乳 酸 生 成 量
を 測 定 し た ． 取 り 込 ま れ た 基 質 の 乳 酸 変 換 率 は 次 の 式 を 用 い て 算 出 し た ： 乳 酸 生 成 量 （ mol ） / グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量
（ mol ） × 2 ＋ ピ ル ビ ン 酸 取 り 込 み 量 （ mol） ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4 ） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 に
対 す る Dunnettに よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） ． *P<0.05， **P<0.01 ， ***P<0.001． A： グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 ， ピ ル ビ
ン 酸 取 り 込 み 量 ， 乳 酸 生 成 量 ． B： 乳 酸 変 換 率 ．

Glucose uptake
Pyruvate uptake
Lactate production
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A B

Fig. 29. 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 ．
HepG2細 胞 を 6-wellプ レ ー ト に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 （ Pyr ） を 0.1-2 mM ま た は イ ン ス リ ン （ Ins） 1 µM含 む 培 養 液 で 24時 間 培
養 し た ． 試 験 物 質 添 加 後 24時 間 時 点 で 細 胞 を 回 収 し ， PAS染 色 と グ リ コ ー ゲ ン の 測 定 を 行 っ た ． 対 比 染 色 に は ヘ マ ト キ シ リ
リ ン を 用 い ， 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 は タ ン パ ク 質 量 で 補 正 し た ． 画 像 中 の バ ー は 20 µm を 示 す ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4） ．
一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 （ Cont ） に 対 す る Dunnett に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） ． **P<0.01 ，
***P<0.001 ． A： PAS染 色 ． B： 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 ．
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Fig. 30. 細 胞 内 中 性 脂 肪 量 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 ．
HepG2細 胞 を 6-wellプ レ ー ト に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 （ Pyr ） を 0.1-2 mM ま た は イ ン ス リ ン （ Ins） 1 µM含 む 培 養 液 で 24時 間 培
養 し た ． 試 験 物 質 添 加 後 24 時 間 時 点 で 細 胞 を 回 収 し ， Oil Red O染 色 と 中 性 脂 肪 （ TG） の 測 定 を 行 っ た ． 対 比 染 色 に は ヘ マ
ト キ シ リ リ ン を 用 い ， 細 胞 内 TG量 は タ ン パ ク 質 量 で 補 正 し た ． 画 像 中 の バ ー は 20 µmを 示 す ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4） ．
一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 （ Cont） に 対 す る Dunnettに よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） ． ***P<0.001 ．
A： Oil Red O 染 色 ． B： 細 胞 内 TG量 ．
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Fig. 31. 細 胞 内 ATP 量 と ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 DNAコ ピ ー 数 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 ．
HepG2細 胞 を 96-wellま た は 24-wellプ レ ー ト に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 を 0.1-2 mMま た は イ ン ス リ ン （ Ins） 1 µM含 む 培 養 液 で 24
時 間 培 養 し た ． 試 験 物 質 添 加 後 24 時 間 時 点 で 細 胞 を 回 収 し ， ATP と ミ ト コ ン ド リ ア 由 来 DNA （ mtDNA ） コ ピ ー 数 を 測 定 し
た ． ATP と mtDNA は そ れ ぞ れ タ ン パ ク 質 量 と 核 由 来 DNA（ nDNA） コ ピ ー 数 で 補 正 し た ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=4 ） ． 一 元
配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 に 対 す る Dunnett に よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） ． *P<0.05 ， **P<0.01 ． A ： 細
胞 内 ATP 量 ． B： mtDNAコ ピ ー 数 ．
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Fig. 32. ミ ト コ ン ド リ ア 特 異 的 な 染 色 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 ．
HepG2細 胞 を カ バ ー ガ ラ ス 上 に 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 を 0.1-2 mM ま た は イ ン ス リ ン （ Ins） 1 µM含 む 培 養 液 で 24時 間 培 養 し た ．
培 養 後 ， MitoBraight Red 染 色 と 4‘,6-diamidino-2-phenylindole （ DAPI） 染 色 を 行 い ， 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た ． 得 ら れ た 画 像 は
画 像 解 析 ソ フ ト を 用 い て 染 色 面 積 を 算 出 し た ． 画 像 中 の バ ー は 20 µmを 示 す ． 平 均 値 ± 標 準 誤 差 （ n=6 ） ． 一 元 配 置 分 散 分
析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 に 対 す る Dunnettに よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05） ． *P<0.05， **P<0.01 ， ***P<0.001． A：
ミ ト コ ン ド リ ア 染 色 ． B： 核 染 色 の 蛍 光 強 度 に 対 す る ミ ト コ ン ド リ ア 染 色 強 度 ．
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Fig. 33. ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 関 連 酵 素 の mRNA発 現 と タ ン パ ク 質 発 現 ．
HepG2 細 胞 を 播 種 し ， ピ ル ビ ン 酸 （ Pyr ） 0.1 ， 1 mM ま た は イ ン ス リ ン （ Ins ） 1 µM 含 む 培 養 液 で 24 時 間 培 養 し た ． 試 験 物 質 添 加 後 24 時 間 時 点 で
mRNAと タ ン パ ク 質 を 回 収 し ， そ れ ぞ れ Real-time RT-PCRと ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 解 析 を 行 っ た ． 得 ら れ た 画 像 は 画 像 解 析 ソ フ ト を 用 い て 数 値
化 し た ． 各 酵 素 の mRNA発 現 は グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3- リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ GAPDH ） ， タ ン パ ク 質 発 現 は β- ア ク チ ン で 補 正 を 行 っ た ． 平 均 値 ± 標 準
誤 差 （ A ： n=4 ， C： n=6 ） ． 一 元 配 置 分 散 分 析 の の ち ， 試 験 物 質 非 添 加 群 （ Cont） に 対 す る Dunnettに よ る 多 重 比 較 を 行 っ た （ P<0.05 ） ． **P<0.01 ，
***P<0.001． A ： mRNA 発 現 ． B： タ ン パ ク 質 発 現 ． C： タ ン パ ク 質 発 現 画 像 解 析 ． PC： ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ． PEPCK1 お よ び PEPCK2 ：
ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ 細 胞 質 ゾ ル 型 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 型 ） ．
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Fig. 34. 代 謝 マ ッ プ と 第 3 章 の 結 果 一 覧 ．
網 掛 け 上 向 き 矢 印 は ピ ル ビ ン 酸 に よ り 促 進 ， 下 向 き は 抑 制 さ れ た 指 標 ． IDH ： イ ソ ク エ ン 酸 脱 水 素 酵 素 ． PEP ： ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ
ン 酸 ． PEPCK1 お よ び PEPCK2 ： PEP カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ 細 胞 質 ゾ ル 型 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 型 ） ． PC： ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー
ゼ ． TG： 中 性 脂 肪 ．

Mitochondria
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第 4 章  総 括  

 

こ の 第 4 章 で は 4 つ の 章 か ら な る 本 論 文 に つ い て 、 そ の 主 体 を な す 第 3 章 の

概 要 を 示 し た 上 で 、 各 章 ご と の 総 括 を 行 う 。  

ピ ル ビ ン 酸 は 解 糖 系 の 最 終 代 謝 産 物 で あ り 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 の 岐 路

に 立 つ 中 間 体 で あ る 3 、 4） 。 そ の た め ピ ル ビ ン 酸 は 細 胞 の 炭 素 骨 格 源 ・ エ ネ ル ギ ー

源 の み な ら ず エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 代 謝 の 調 節 に お い て も 重 要 な 役 割 を 担 う と 推 定

さ れ る 。 血 液 中 に も 一 定 濃 度 で 存 在 し て お り 、 細 胞 外 か ら の 作 用 も 推 察 さ れ る 。

し か し 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 が エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 に 与 え る 影 響 に つ い て は 、

生 体 は も と よ り 、 神 経 ・ 内 分 泌 系 等 の 調 節 系 か ら 独 立 し た 培 養 細 胞 レ ベ ル に お い

て も 不 明 な 点 が 多 い 。 培 養 細 胞 レ ベ ル で の 知 見 は 、 生 体 丸 ご と へ と 直 接 的 に 外 挿

す る こ と は で き な い が 、 細 胞 外 物 質 に 対 す る 細 胞 応 答 や 細 胞 内 機 構 を 明 ら か に

す る の に 適 し て い る 。 こ う し た 基 礎 的 知 見 の 積 み 上 げ が 、 生 体 丸 ご と で の 応 用 研

究 の 基 盤 に な る と 考 え ら れ る 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 肝 臓 由 来 の 株 細 胞 に お け る グ

ル コ ー ス 利 用 に 対 す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 効 果 を 明 ら か に す る こ と を 主 要 課 題

と し て 実 験 に 取 組 ん だ 。 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の グ ル コ ー ス 利 用 に 対 す る 効 果 は 、 培

養 骨 格 筋 細 胞 や 培 養 脂 肪 細 胞 で は 調 べ ら れ て い る が 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 代 謝 の

中 枢 で あ る 肝 臓 由 来 の 株 細 胞 で の 検 討 例 は 見 当 た ら な か っ た 。 ま た 、 先 行 研 究 に

お け る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 濃 度 は 、 生 理 的 濃 度 か ら か け 離 れ て 高 か っ た 。 本 研 究 で

用 い た HepG2 細 胞 は ヒ ト ヘ パ ト ー マ に 由 来 す る 株 細 胞 で あ り 、 肝 臓 代 替 モ デ ル

と し て 汎 用 さ れ て い る 。 こ の HepG2 細 胞 を 用 い た 実 験 で は 、 本 論 文 の 主 体 を な

す 第 3 章 で 詳 し く 述 べ た よ う に 、 い く つ か の 新 た な 知 見 が 得 ら れ た 。  

 

4 つ の 章 の う ち 第 1 章 で は ピ ル ビ ン 酸 に 関 す る 概 要 、 ヒ ト や 細 胞 実 験 に お け

る 利 用 な ど を 論 述 し た 。 本 研 究 の 背 景 と 目 的 を 明 確 に し 、 本 論 文 の 構 成 を 示 し た 。  

第 2 章 で は 実 際 に 研 究 を 進 め る に あ た り 、 細 胞 実 験 ス ケ ー ル に も 耐 え う る 乳

酸 、 ピ ル ビ ン 酸 、 グ リ コ ー ゲ ン 、 ATP の 定 量 法 を 検 討 し た 。 従 来 の 方 法 で は 基 質

特 異 性 や 感 度 が 低 く 、 培 養 細 胞 ス ケ ー ル の 定 量 実 験 の 場 合 、 検 出 限 界 以 下 に な る

こ と が 多 い 。 こ れ ら を 解 決 す る た め に 蛍 光 色 素 を 用 い た 高 感 度 測 定 キ ッ ト が 市

販 さ れ て い る が 高 価 で あ り 、 多 数 の サ ン プ ル の 測 定 に は 必 ず し も 適 し て い な い 。

さ ら に 、 定 量 キ ッ ト の 付 属 説 明 書 に は 参 考 文 献 等 の 記 載 が さ れ て い な い も の も

見 受 け ら れ 、 試 薬 組 成 等 も 明 記 さ れ て い な い 場 合 が 多 い 。 ま た 、 研 究 環 境 の 状 況

に よ り マ イ ク ロ プ レ ー ト で 対 応 可 能 な 蛍 光 や 発 光 を 検 出 で き る 機 器 を 使 用 で き

な い 場 合 も 考 え ら れ る 。 本 章 で は 、 こ の よ う な 問 題 を 解 決 す る た め 高 感 度 測 定 系

を 検 討 す る こ と を 目 的 と し 、 さ ら に 検 出 限 界 、 蛍 光 ま た は 発 光 定 量 機 器 の 代 用 、
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細 胞 実 験 へ の 適 用 可 能 性 等 を 検 討 し た 。  

乳 酸 と ピ ル ビ ン 酸 、 グ リ コ ー ゲ ン は 蛍 光 原 色 素 ADHP を 用 い た 高 感 度 測 定 系

を 検 討 し た 。 Fig. 1 、 Fig. 2 、 Fig. 7 で 示 し た よ う に 、 各 基 質 を オ キ シ ダ ー ゼ に よ

り 酸 化 し 、 過 酸 化 水 素 を 発 生 さ せ た 。 各 定 量 系 の 最 終 段 階 で 過 酸 化 水 素 と ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ に よ り 蛍 光 原 基 質 ADHP を 蛍 光 色 素 で あ る レ ゾ ル フ ィ ン に 変 換 し 、

蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 本 法 の 定 量 範 囲 は 乳 酸 2-250 µM（ 2-250 pmol） ピ ル ビ ン 酸

2-2000 µM（ 2-2000 pmol） 、 グ リ コ ー ゲ ン 0.1-20 µg （ 0.019-3.8 µg ） で あ り 、 い ず

れ も 培 養 細 胞 ス ケ ー ル の グ リ コ ー ゲ ン 量 の 増 減 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る こ

と が 示 さ れ た 。 ま た 、 定 量 範 囲 は 狭 ま る が ROX フ ィ ル タ ー 装 着 リ ア ル タ イ ム 定

量 PCR シ ス テ ム を 用 い る 蛍 光 測 定 へ の 代 用 が 可 能 で あ り 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ

ー ダ ー 対 応 蛍 光 分 光 光 度 計 が 整 備 さ れ て い な い 場 合 で あ っ て も 本 酵 素 蛍 光 法 が

実 施 可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 実 際 に HepG2 細 胞 を 用 い た 実 験 に 本 法 を 活

用 し た と こ ろ 、 い ず れ も 既 報 値 と よ く 一 致 す る 結 果 が 得 ら れ た 。  

ATP の 測 定 に は ル シ フ ェ リ ン - ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 光 法 が よ く 知 ら れ て い る が 、

実 際 に 定 量 す る 際 は 発 光 量 を 計 測 で き る 特 殊 な ル ミ ノ メ ー タ ー が 必 要 と な る 。

マ イ ク ロ プ レ ー ト も 測 定 で き る 機 種 と な る と 非 常 に 高 額 で あ り 、 用 途 も 限 ら れ

る 。 そ こ で 、 汎 用 性 の 高 い 装 置 で あ り 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る タ ン パ

ク 質 発 現 の 検 出 等 で 広 く 用 い ら れ る ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 装 置 と 画 像 解 析 ソ

フ ト を 併 用 す る こ と に よ り ATP の 定 量 が 可 能 で あ る か 検 討 を 行 っ た 。 本 法 は マ

イ ク ロ プ レ ー ト 対 応 ル ミ ノ メ ー タ ー で 測 定 し た 際 よ り も 感 度 は 低 下 す る が 、 ケ

ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 撮 影 時 の 露 光 時 間 変 え る こ と に よ り 様 々 な 濃 度 の ATP 測 定 に

対 応 可 能 で あ っ た 。 実 際 に HepG2 細 胞 を 用 い て 本 法 で ATP を 測 定 し た と こ ろ 、

細 胞 数 や 栄 養 状 態 、 気 相 中 の 酸 素 濃 度 に よ る ATP 量 の 変 化 を 検 出 す る こ と が 可

能 で あ っ た 。  

第 2 章 で 構 築 し た 方 法 に つ い て は 本 博 士 論 文 の 主 体 を 成 す 第 3 章 の 細 胞 実 験

の み な ら ず 、 採 取 量 が 数 µL と ご く 微 量 な 動 物 血 液 サ ン プ ル や 食 品 中 に 微 量 に 含

ま れ て い る 代 謝 産 物 等 の 測 定 に も 応 用 が 可 能 で あ り 、 適 応 範 囲 が 広 い 。 ま た 、 2-

1-3-1 で も 示 し た 通 り 過 酸 化 水 素 そ の も の の 定 量 も 可 能 で あ る 。 第 2 章 の 研 究 は

乳 酸 や ピ ル ビ ン 酸 、 過 酸 化 水 素 、 グ リ コ ー ゲ ン 、 ATP を 測 定 す る 様 々 な 分 野 の 研

究 に 資 す る と 考 え ら れ る 。  

第 3 章 で は 本 博 士 論 文 の 主 体 で あ る HepG2 細 胞 に 対 す る ピ ル ビ ン 酸 の 作 用 に

つ い て 検 討 し た 。 第 2 章 の 高 感 度 測 定 系 を 実 際 に 用 い て 各 種 測 定 を 行 っ た 。 ピ

ル ビ ン 酸 の 濃 度 は 細 胞 培 養 で よ く 利 用 さ れ て い る 濃 度 で あ る 1-2 mM21-25)を 上 限

と し て 実 験 を 行 っ た 。 最 初 に 細 胞 内 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み に 対 す る ピ ル ビ ン 酸

の 影 響 を 調 べ た と こ ろ 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み

量 が 濃 度 依 存 的 に 促 進 し た 。 こ れ は 新 た な 知 見 で あ り 、 特 に 生 体 内 と 同 程 度 の 濃
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度 7 、 8） で あ る 0.1 mM か ら 促 進 作 用 が 確 認 さ れ た こ と か ら 、 こ の 現 象 は 培 養 細 胞

の み な ら ず 生 体 内 で も 起 こ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 増 加 し た 要 因 の 一 つ と し て 細 胞 数 の 増 加

が 考 え ら れ た が 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 群 で は 細 胞 数 は 増 加 し な か っ た 。 こ れ に よ り ピ

ル ビ ン 酸 に よ る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 促 進 作 用 は 細 胞 数 の 増 加 で は な く 、 細 胞

の 代 謝 に 何 ら か の 影 響 を 与 え た こ と が 考 え ら れ た 。  

な ぜ ピ ル ビ ン 酸 に よ っ て HepG2 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 促 進 さ

れ た の か 、 ま た 、 取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス は ど の よ う な 代 謝 運 命 を た ど る の か 調

べ る た め 、 グ ル コ ー ス が 代 謝 さ れ て 最 終 的 に 行 き つ く 出 口 部 分 と し て 、 乳 酸 生 成

量 、 取 り 込 ま れ た 基 質 の 乳 酸 変 換 率 、 細 胞 内 グ リ コ ー ゲ ン 量 、 中 性 脂 肪 量 の 4 つ

の 項 目 に つ い て 測 定 し 、 ど こ の 代 謝 経 路 に 影 響 を 与 え て い る の か 検 討 し た 。 そ の

結 果 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 乳 酸 生 成 量 が 増 加 傾 向 に あ っ た が 、 取 り 込 ま れ た 基

質 の 乳 酸 変 換 率 が 減 少 し た 。 細 胞 内 の グ リ コ ー ゲ ン 量 は 濃 度 依 存 的 に 減 少 し た

が 、 反 対 に 中 性 脂 肪 量 が 濃 度 依 存 的 に 増 加 し た 。  

細 胞 内 呼 吸 が ミ ト コ ン ド リ ア を 利 用 す る 好 気 的 呼 吸 へ シ フ ト す る と 乳 酸 変 換

率 が 低 下 す る こ と と 、 取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス を 中 性 脂 肪 に 変 換 す る に は ミ ト

コ ン ド リ ア に 存 在 す る TCA 回 路 の 一 部 を 利 用 し な け れ ば な ら な い こ と を 踏 ま え

る と ピ ル ビ ン 酸 は HepG2 細 胞 の ミ ト コ ン ド リ ア の 数 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ て い

る こ と が 考 え ら れ た 。  

ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ る ミ ト コ ン ド リ ア へ の 影 響 に つ い て は 、 細 胞 内 ATP 量 、

mtDNA コ ピ ー 数 、 ミ ト コ ン ド リ ア 蛍 光 染 色 に つ い て 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

い ず れ の 指 標 も ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 増 大 し た 。 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 が HepG2 細

胞 に お け る ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 を 刺 激 し た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 一 方 、 予 備 的

実 験 で 、 ミ ト コ ン ド リ ア 生 合 成 に 関 与 す る と さ れ る PGC-1 α お よ び PGC-1 β の

mRNA・ タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 の 影 響 も 検 討 し た 。 し か し 、

一 定 の 方 向 性 を 示 す 結 果 が 得 ら れ な か っ た の で 、 第 3 章 で は デ ー タ の 提 示 ま た

記 述 は し な か っ た 。  

細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た グ ル コ ー ス か ら 中 性 脂 肪 を 合 成 す る に は TCA 回 路 の

中 間 体 で あ る ク エ ン 酸 を 引 き 抜 か な け れ ば な ら な い 。 こ の 状 況 下 で TCA 回 路 を

円 滑 に 進 め る た め に は 中 間 体 の 補 充 す な わ ち ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 が 必 須 で あ る 。

今 ま で の 結 果 よ り 、 ピ ル ビ ン 酸 が ア ナ プ レ ロ シ ス 反 応 に 関 連 す る 酵 素 に も 影 響

を 与 え て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 解 糖 系 物 質 か ら の ア ナ プ レ ロ シ ス 反

応 に 関 与 し て い る 酵 素 で あ る PC に つ い て 遺 伝 子 発 現 と タ ン パ ク 質 発 現 を 解 析

し た 。 ま た 、 糖 新 生 経 路 （ カ タ プ レ ロ シ ス 経 路 ） の 律 速 酵 素 と し て 広 く 知 ら れ て

い る が 、 近 年 ア ナ プ レ ロ シ ス 経 路 に も 関 与 し て い る 事 が 指 摘 さ れ て い る PEPCK1

と PEPCK2 に つ い て も 同 様 に 調 べ た 。 そ の 結 果 、 PC お よ び PEPCK2 の 遺 伝 子 ・
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タ ン パ ク 質 発 現 に 対 し て は 、 ピ ル ビ ン 酸 添 加 は 整 合 性 あ る 有 意 な 影 響 を 示 さ な

か っ た 。 一 方 、 PEPCK1 の mRNA 発 現 は 1 mM ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り 有 意 に 増

加 し 、 タ ン パ ク 質 発 現 に つ い て も ほ ぼ 有 意 （ P=0.08 ） な 発 現 増 加 が 認 め ら れ た 。

近 年 の 研 究 に お い て 、 PEPCK1 は TCA 回 路 や 解 糖 系 の 活 性 、 中 性 脂 肪 の 合 成 等

に も 関 与 し て い る と 報 告 さ れ て い る 118 、 119 ） 。 こ れ に 関 連 し 、 PEPCK1 は ア ナ プ レ

ロ シ ス に も 働 く 二 面 性 を 有 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 120 ） 。  

第 3 章 を ま と め る と 、 ピ ル ビ ン 酸 は ヒ ト 肝 ガ ン 細 胞 由 来 細 胞 株 HepG2 細 胞 の

ミ ト コ ン ド リ ア の 生 合 成 を 刺 激 し 、 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み や そ れ に 伴 う 中 性 脂

肪 の 合 成 な ど の グ ル コ ー ス の 利 用 を 促 進 さ せ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に

PEPCK1 の 発 現 も 増 加 さ せ 、 こ れ ら の グ ル コ ー ス の 利 用 を 円 滑 に 進 め て い る 可 能

性 が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 測 定 結 果 の ほ と ん ど が 生 体 内 と 同 程 度 の 濃 度

で あ る 0.1 mM か ら 確 認 さ れ た こ と か ら 、 生 体 内 で も 起 こ り 得 る 可 能 性 が 推 定 さ

れ た 。  

最 後 に 、 第 4 章 で は 全 体 の 総 括 と し て 細 胞 実 験 に も 耐 え う る 微 量 定 量 法 と ピ

ル ビ ン 酸 が HepG2 細 胞 の エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 に 与 え る 影 響 に つ い て 、 本 研

究 で 実 施 し た こ と と 研 究 の 意 義 、 後 述 す る 本 研 究 の 限 界 ・ 課 題 と 今 後 の 展 望 に つ

い て ま と め た 。  

 

本 研 究 に お い て 、 第 2 章 で は 培 養 細 胞 ス ケ ー ル に お け る 代 謝 産 物 の 測 定 系 を

検 討 し 、 実 際 の 細 胞 実 験 に 応 用 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 さ ら に 第 3 章 で は ピ

ル ビ ン 酸 が ミ ト コ ン ド リ ア の 生 合 成 を 刺 激 し 、 エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 経 路 に

影 響 を 与 え る と い う 新 た な 知 見 を 見 出 し た が 、 本 研 究 に は 限 界 が い く つ か 存 在

す る 。  

一 つ 目 は 、 第 2 章 に お い て 検 討 し た 定 量 法 を 用 い る こ と に よ り 、 培 養 条 件 の

違 い に よ る 細 胞 内 各 代 謝 産 物 の 差 異 を 検 出 で き た が 、 ま だ 限 定 的 な 実 験 に と ど

ま っ て い る 点 で あ る 。 定 量 方 法 を 構 築 す る た め に は 既 存 の 測 定 方 法 と の 比 較 、 室

内 再 現 性 や 室 間 再 現 性 の 検 討 、 添 加 回 収 試 験 の 実 施 な ど 、 詳 細 な 検 討 を 進 め る 必

要 が あ る と 考 え る 。  

二 つ 目 は 、 第 3 章 に お い て 、 細 胞 実 験 、 特 に 培 養 肝 細 胞 で あ る HepG2 細 胞 の

み の 検 討 に と ど ま っ て い る 点 で あ る 。 特 に 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を

調 べ た 先 行 研 究 で あ る マ ウ ス 骨 格 筋 由 来 C2C12 細 胞 31） と マ ウ ス 由 来 3T3-L1 前

脂 肪 細 胞 33 ） の 結 果 と 比 較 す る と 異 な る 結 果 と な っ た 。 こ れ ら の 差 異 は 添 加 し た

ピ ル ビ ン 酸 濃 度 な ど の 実 験 条 件 に よ る も の 以 外 に も 細 胞 種 の 違 い も 考 え ら れ る 。

こ れ か ら よ り 詳 細 な 解 析 を 進 め て い く 中 で 他 の 細 胞 株 を 用 い た 実 験 も 行 う 必 要

が あ る と 考 え る 。  

三 つ 目 は 細 胞 内 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 量 以 外 の 結 果 は 試 験 物 質 添 加 後 24 時
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間 時 点 の 結 果 の み で あ る 点 で あ る 。 中 性 脂 肪 の 蓄 積 な ど に つ い て も 時 系 列 的 な

解 析 を 行 い 、 い つ 、 ど の よ う な 作 用 機 序 で ピ ル ビ ン 酸 が 作 用 す る か 検 討 を 重 ね る

必 要 が あ る と 考 え る 。  

四 つ 目 は 、 3-4-9 で も 述 べ た よ う に 第 3 章 で 得 ら れ た 結 果 か ら 立 て た 仮 説 を 立

証 す る た め 、 中 性 脂 肪 を 合 成 す る た め の 基 質 で あ る 細 胞 内 ク エ ン 酸 量 、 ミ ト コ ン

ド リ ア か ら 細 胞 質 へ ク エ ン 酸 を 輸 送 す る た め の 輸 送 体 の 発 現 、 脂 肪 酸 合 成 経 路

の 酵 素 発 現 と 活 性 な ど が ピ ル ビ ン 酸 添 加 に よ り ど の よ う な 調 節 を 受 け て い る の

か 今 後 検 討 す べ き で あ る と 考 え る 。 ま た 、 細 胞 外 ピ ル ビ ン 酸 に よ る ミ ト コ ン ド リ

ア 生 合 成 や PEPCK1 の 発 現 の 促 進 機 構 の 解 析 も 重 要 な 課 題 で あ る と 考 え る 。  

 

以 上 に よ り 本 研 究 で は 培 養 細 胞 ス ケ ー ル に お け る 乳 酸 、 ピ ル ビ ン 酸 、 グ リ コ

ー ゲ ン 、 ATP の 測 定 系 を 検 討 し た 。 さ ら に 、 研 究 環 境 が 限 ら れ て い る 場 合 で あ っ

て も 、 蛍 光 ま た は 発 光 定 量 機 器 を 代 用 す る こ と が で き 、 細 胞 実 験 へ の 適 用 が 可 能

で あ る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 測 定 系 を 用 い て ピ ル ビ ン 酸 に よ る 培 養 肝 細 胞 の

エ ネ ル ギ ー 栄 養 素 の 代 謝 に 与 え る 影 響 に つ い て 調 べ た と こ ろ 、 グ ル コ ー ス の 取

り 込 み や こ れ に つ づ く 細 胞 内 の グ ル コ ー ス の 利 用 と ミ ト コ ン ド リ ア の 生 合 成 を

促 進 さ せ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ れ ら の 作 用 は 生 理 学 的 濃 度 か ら 確 認

さ れ た こ と か ら 、 生 体 内 で も 起 こ り う る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  
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