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要旨  

機能性食品成分は, 標的分子を事前に予測することが困難であり, また複数の成分が異なる標的に作用する可能

性があることから, 機能性発揮の分子機構を完全に解明することは困難である. そのため, 食品成分が細胞に与える

影響を包括的にとらえる手法の開発が求められている. 本研究では, まず, 大腸菌由来リポ多糖 (LPS) で活性化し

たマクロファージ様Raw264.7細胞を用いて, マンゴー葉のメタノール抽出物 (MLE) の抗炎症作用の詳細を解析し

た. さらに, 細胞内のタンパク質変動をSWATH質量分析法で解析することで, MLEの抗炎症作用の分子機構を解明

できるか試みた. 1.0 ng/mLのLPSで活性化したRaw264.7細胞にMLEを添加すると, 培養上清中のNOと IL-6濃度

はMLE 0.56 µg/mLで, TNFα濃度は2.3 µg/mLで有意に減少し, 18 µg/mLでいずれの物質も検出限界以下にまで低下

した. 同様に, iNOSの発現量はMLE 2.5 µg/mLで, TNFα, IL-6, IL-1βの発現量は 10 µg/mLで有意に減少し, 40 µg/mL

で, いずれの遺伝子の発現量もLPS未処理のレベルにまで低下した. 順相クロマトグラフィーでMLEを分画したと

ころ, NO 産生抑制作用は濃縮されず, 全ての画分に弱い作用が確認された. ここから, MLE 中の複数の成分が複数

の受容体に作用することで, 協奏的に強い抗炎症作用を呈すると考えられた. SWATH質量分析法で得たタンパク質

定量データを主成分判別分析 (PC-DA) にかけると, 未処理の細胞 (LPS-群), 10 ng/mLのLPSで刺激した細胞 (LPS+

群), LPSに加えて, 10 µg/mL のMLEで処理した細胞 (MLE群) の 3群に明確に分離され, それぞれ特徴的なタンパ

ク質プロファイルを有していることが示された. その中でも, 細胞の恒常性を保ち, 炎症を収束へと導く Annexin 

A1 やAnnexin A2 がMLE群で増加していた. また, LPS-activated MAPK signaling 経路に関連する因子に注目すると, 

LPS+群に比べて, MLE群では, 抗炎症に関わるSQSTM1 が増加し, 経路の中心因子である p38MAPKや, ERK1/2 が

減少していた. これらの因子がMLEの抗炎症作用と関わっていると考えられた. 
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１．緒論 

メタボリックシンドロームは内臓脂肪蓄積による腹部肥満に, 耐糖能異常や糖質異常症, 高血圧などが

集積した状態を示す疾患概念であり, 該当者は生活習慣病である糖尿病や心血管疾患, 動脈硬化などを罹

患する確率が高いとされている(1). このメタボリックシンドロームの基盤病態として慢性炎症が報告され

ている(2). 

慢性炎症は肥満動物や肥満病例において, マクロファージが脂肪細胞と相互作用することで引き起こさ

れる (図 1). 脂肪細胞の肥大化に伴う Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) の産生増加によって, 脂肪

細胞へマクロファージの浸潤が起こる. この浸潤したマクロファージ細胞膜表面の Toll-like receptor 4 

(TLR4) に肥大化した脂肪細胞から分泌された飽和遊離脂肪酸が結合して活性化させ(3), TNFα や IL-6 など

の炎症性サイトカインの分泌を促進させる. この炎症性サイトカインが慢性炎症の要因である. TNFα には 
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脂肪細胞に作用して脂肪分解を促進させ, 遊離脂肪酸の分泌を増加させる作用があり, この遊離脂肪酸が

TLR4 を介して再びマクロファージを活性化し, TNFα の分泌を促すという悪循環を形成し, 炎症反応が増

強していく. その結果, 脂肪組織から溢れ出た飽和脂肪酸や炎症性サイトカインが全身臓器に波及, 拡大

化して脂肪肝, 動脈硬化, 糖尿病などさまざまな病態が引き起こされる. 以上のことから脂肪組織におけ

る慢性炎症を抑制することができれば生活習慣の予防につながる可能性がある.  

マンゴー (Mangifera indica) は, ウルシ科マンゴー属の果樹であり, 世界中で 1000 種類以上の品種が栽

培されている. マンゴー果実の栽培には剪定が不可欠であるが, 剪定された葉は有効な利用法が存在せず, 

そのまま廃棄されている. 近年, このマンゴー剪定葉のメタノール抽出物 (Mango leaf extract, MLE) に, 

膵臓リパーゼ阻害効果(4), 終末糖化産物 (AGEs) の形成阻害作用(5, 6), 抗酸化作用(7)などの健康促進作用が

存在することが明らかになっている . 近年 , 我々は TLR4 を刺激する大腸菌由来リポ多糖 

(Lipopolysaccharide, LPS) によって活性化したマクロファージ様 Raw264.7 細胞を用いて, MLE に非常に強

い抗炎症作用があることを予備的な実験により見出した. そこで, 本研究において, MLE の抗炎症作用を

詳細に解析し, その分子機構に関わる情報を取得することを目指した.  

LPS によるマクロファージの活性化は, 細胞表面の TLR4 が LPS を認識した後に, nuclear factor kappa B  

(NF-κB) を中心とする因子群が活性化することで起こる. 本実験系での抗炎症の作用機序を解析する際に

は, この NF-kB 経路に関与する因子の増減やリン酸化などの翻訳後修飾の変化をウエスタンブロット法 

によって評価する場合が多い. しかし, LPS が TLR4 に結合することで活性化されるシグナル伝達系の全体

像は非常に複雑であり, NF-kB 経路以外にも活性化シグナルを伝えるサブ経路が複数存在するとされてい

る(8). 特定の分子を標的として開発される医薬品と違い, 食品機能性成分が標的とする分子を事前に予測

することは非常に困難であることから, 食品成分の抗炎症作用の全体像をウエスタンブロット法のみで理

解することは非常に困難である. そこで, 本研究では, 細胞などに含まれるタンパク質を網羅的に定量可

能な SWATH 質量分析法を用いた. 

SWATH 質量分析法は, 高性能の TripleTOF 型質量分析計を含む LC-MS システムを用いた網羅的なタン

パク質定量法である(9, 10). 本方法を使用すると細胞や組織に存在する数百－数万のタンパク質を同時に定

量可能である. 本研究では, SWATH 質量分析法を用いて, MLE によって引き起こされる, Raw264.7 細胞内

のシグナル伝達関連タンパク質の増減を網羅的に検出, 解析してとらえることで, MLE の抗炎症作用の分

子機構を解明することが可能かどうかを検討する.  

 

 
図 1. 肥満した脂肪組織における慢性炎症の模式図 
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2. 材料と方法 

2.1 材料 

 マンゴー葉メタノール抽出物 (MLE), 及び, その粗分画画分 (Fr1－Fr5) は, 伊藤らにより, マンゴー 

(品種名アーウィン) の剪定葉から調製したものを使用した(4). 近畿大学付属農場 (和歌山県湯浅町) にお

いて 2013 年 7 月と 2015 年 8 月に採取されたマンゴー剪定葉のうち, 濃い緑をした成熟葉を 50℃で 72 時

間乾燥させた. 10 g の葉の粉末に対して 200 mL のメタノールを加え, 72 時間室温で抽出し, 得られた抽出

液を減圧下で乾燥させて MLE を得た. MLE 5.44 g をシリカゲルクロマトグラフィー (Wakogel C-100, 富士

フィルム和光純薬株式会社, 大阪市, 125 g, 37 mm x 205 mm) にかけ, それぞれ 1.2 L ずつの CHCl3/MeOH 

(10 : 0 v/v), (30 : 1 v/v), (10 : 1 v/v), (5 : 1 v/v), (0 : 10 v/v) を用いて, ステップワイズに溶出し, 5 つのフラク

ションを減圧下で乾燥させ, 得られた粉末を Fr1－Fr5 とした.  

Mouse leukemic monocyte cell line, Raw264.7 細胞 (RCB0535) は理研バイオリソースセンターより提供を

受けた. Lipopolysaccharides from Escherichia coli 055:B5はSigma-Aldrich社 (St. Louis, MO, USA) より,  mangiferinは, 

富士フィルム和光純薬株式会社 より, リアルタイム PCR 用のプライマーは北海道システム・サイエンス株式

会社 (札幌市) より購入した. 

  

2.2 細胞実験 

 Raw264.7 細胞は, 200 units/mL ペニシリン, 0.20 mg/mL ストレプトマイシン, 10% 非動化ウシ胎児血清を

加えた DMEM 培地を用い, 37℃, 5% CO2 インキュベーターにて培養した. 培養上清中の炎症性関連因子の

測定による MLE の抗炎症作用の評価は, 96-well plate を用いて以下のように行った. 1.6×106 個/ml の密度に

なるように血清抜き培地で懸濁した Raw264.7 細胞を, 100 µL ずつ各 well に加え, 24 時間培養した. 各ウェ

ルに血清抜き培地を 80 µL加えた後, DMSOに溶解した被験物質 (MLE, mangiferin, もしくは, MLE粗分画) 

を終濃度が 0－72 µg/mL となるように 0.4 µL 加えた. 最後に, 血清抜き培地に溶解した LPS を 20 µL 加え

て, LPS の終濃度を 1.0 ng/mL とし, 再び 24 時間培養した. 培養上清を回収し, NO 濃度を Griess 法（11）によ

って測定した. TNFα と IL-6 は eBioscience 社 (San diago, CA, USA) の ELISA Kit を用いて測定した. 培養上

清を除去した後の細胞は, 100 µL の PBS で 2 回洗浄した後に, 血清抜き培地 100 µL と MTS 試薬 (Promega, 

Madison, WI, USA) 20 µL を加えて 1 時間培養した. 培養後の 490 nm の吸光度を測定することで Cell 

viability を評価した. リアルタイム PCR 解析のための mRNA の回収をする際には 12 well plate を用い, LPS

濃度 1.0 ng/mL, MLE 濃度 2.5－40 µg/mL の条件で行った. LC-MS 解析のためのタンパク質の回収をする際

には 60 mm のシャーレを用いて LPS 濃度 10 ng/mL, MLE 濃度 10 µg/mL の条件で行った.  

 

2.3 リアルタイム PCR 

 Raw264.7 細胞からの RNA の抽出は, RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用い, 得られた総

RNA から iScript RT supermix for RT-qPCR (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて cDNA を合成した. 
mRNA 発現量の解析は, SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad)を用い, MiniOpticon リアルタイム PCR シ

ステム (Bio-Rad 社) を使って実施した. PCR反応は各サンプル triplicate で実施した. 解析した遺伝子, 
使用したプライマーの配列, 予想される増幅配列の塩基数を表１に示した. mRNA発現量はΔΔCt法を

用い, EF1α の発現量に対して標準化した. 
 

2.4 LC-MS/MS 解析 

60 mm シャーレ上の Raw264.7 細胞をセルスクレイパーを用いて回収し, 氷冷した PBS で 3 回洗浄した. 

シャーレ5枚分の細胞を1本のチューブに集め, 100 µLのRIPA buffer (50 mM Tris-Hcl (pH8.0), 50 mM EDTA, 
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150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% CHAPS, 0.1% SDS, cOmplete protease inhibitor cocktail (Roshe), DTT, 

phosphatase inhibitor cocktail III (Sigma-Aldrich)) を加えて溶解させ, 抽出液を得た. 等量の 30% TCA 溶液を

加えて, 氷上で 30分間置いた. 14,000 rpm×10分, 4℃で遠心して生じた沈殿を, 500 µLのアセトンで洗浄し, 

風乾させた. 沈殿を 100 µL の溶解液 (8M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS) で溶解した後に, Bradford protein 

assay (Bio-rad) を用いてタンパク質の濃度測定を行った. 30 µg のタンパク質を既報(10) の通りに Sequence 

Grade trypsin (Promega, Madison, WI, USA) によって消化し, Ziptip (Merck Millipore, Burlington, MA, USA)で

脱塩した. LC-MS/MS測定は, Ecksigent nanoLC systemに接続したTripleTOF5600+ system (Sciex, Framingham, 

MA, USA) を用いて行った. Ion library 作成用の information dependent analysis (IDA) 測定は 3－5 µg のタン

パク質を使用し, 既報(10) の通りの条件で行った. 定量用の SWATH 測定では, Q1 window 数を 50 個に設定

し, 各 window の m/z 範囲を, IDA 測定の結果を基に SWATH Variable Window Calculator (SCIEX) を用いて

設定した. それ以外の条件は既報の通り(10) に設定した. 1 回の測定に 5 µg のペプチド溶液を使用し, 

SWATH 測定は 1 つのサンプルについて 3 回行った.  

 

表 1. リアルタイム PCR で使用したプライマー 

 

2.5 定量解析 

IDA 測定によって得られた MS/MS スペクトルのデータを, Protein Pilot software ver 4.5 (Sciex) を用いて

データベース検索にかけた. 検索対象のデータベースは UniProt (http://www.uniprot.org/) の Mus Musculus 

のデータを用いた. 信頼度 95%以上で同定されたペプチドを有意とみなした. また, False discovery rate 

(FDR) を計算し, FDR 1%以下で同定されたタンパク質を有意とみなした. 得られたタンパク質同定データ

を基に SWATH 測定に用いる Ion library を作成した. SWATH 質量分析法で得られたデータの分析は, Peak 

view software ver 2.1 (Sciex) を用いて行った. Ion libraryに登録された溶出時間とm/z値に基づいた各ピーク

の帰属, ピークの定量, および定量結果の False discovery rate (FDR) と欠損値の存在割合を示すGap値の計

算はソフトウェアによって自動的に行われた. 1 つのタンパク質に帰属されたペプチドの中から, Gap 値 

(%) が0であり, フラグメントイオンのピークの形状が整い, ノイズピークの少ないものを最大で5個選択

した. 同一ペプチドに由来するフラグメントイオンの面積値を, 全て合計してペプチドの定量値とした. 

さらに, １つのタンパク質に複数のペプチドが選択されている場合には, これらのペプチドの定量値を全

て合計し, タンパク質の定量値とした. ESI のスプレーの状態などを補正することを目的に, 常法に従い, 

全タンパク質の定量値の合計に対する相対値を計算することで標準化を行った. 
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2.6 定量データの解析 

Peak view で算出した各タンパク質の定量値をエクスポートし, Marker view software (SCIEX) を用いて, 

教師ありの多変量解析である principal component discrimination analysis (PC-DA) を行った. データの標準

化方法として pareto 法を用いた. シグナル伝達系に関連する因子の発現を調べるために, Ingenuity pathway 

analysis (IPA, Qiagen) を用いて解析を行った. 2.5 で取得した SWATH 定量分析の結果から, 定量されたタン

パク質の uniprot ID, 群間の定量比率, t 検定の p 値を抜き出し, IPA ソフトウェアに読み込ませた. t 検定の p

値が 0.05 以下のタンパク質を IPA の expression analysis に使用した. IPA に最初から用意されている

Canonical pathway の一つである LPS-activated MAPK signaling pathway を中心に解析を進めた. IPA の機能で

ある Grow ツールを用いて, 経路に含まれる因子に直接関係する因子を表示させ, SWATH の定量結果を

Overlay することで, MLE の添加によって増減するタンパク質を探索した. 

 

3. 結果 

3.1 サイトカイン遺伝子発現変化による細胞実験の条件検討  

細胞実験の条件を検討するために, Raw264.7 細胞に 0－100 ng/ml の LPS 処理を行い, 6 h, 12 h, 24 h 後に

mRNA を回収し, TNFα と IL-6 遺伝子の発現量をリアルタイム PCR で測定した (図 2). 

 

 
 

 

 

 

図 2. Raw264.7 細胞における炎症性サイトカイン遺伝子発現量の LPS 濃度, および反応時間依存性.  

Raw264.7 細胞を 0－100 ng/mL の LPS で処理し, 6 h, 12 h, 24 h 後に細胞から mRNA を回収し, TNFα (A), お

よび IL-6 (B) 遺伝子の発現量をリアルアイム PCR によって, 各サンプル triplicate で測定した. 遺伝子発現

量は, LPS 未処理 6 時間後の遺伝子発現を１とした相対値で表し, 平均値±標準誤差で示した. * P < 0.01 to 

6 h by ANOVA-Tukey. 

 

LPS 濃度 1.0 ng/ml の処理では, 6 h から発現が見られ, LPS 未処理に比べ, TNFα で 2－4 倍, IL-6 の方では

約3-5倍発現量が増加していた. また, TNFα, IL-6のどちらも24 hでの発現量の減少は見られなかった. LPS

濃度 10 ng/ml処理では, 1 ng/mLの時よりもさらに発現量が増加したが, TNFαの発現量は時間によって変化

せず, IL-6 の発現量は時間が経つにつれて増加する傾向が見られた. LPS 濃度 100 ng/ml 処理では発現量は

更に増加し, TNFα, IL-6 どちらも 6 h から 12 h 間で発現量が少し減少し, 24 h で 12 h より少し増加する傾向

が見られた. 本研究は慢性炎症という弱い炎症反応に対する抑制効果を評価することが目的であるため, 

本結果より, 以降の実験は, LPS 濃度を 1.0 もしくは 10 ng/mL とし, 反応時間を TNFα, IL-6 の発現が維持さ

れている 24 h とした. 
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図 3. 培養上清の炎症関連因子の定量による MLE の抗炎症作用の評価. Raw264.7 細胞を 1.0 ng/mL の LPS,

および, 0－72 μg/mL の MLE, mangiferin, MLE 画分で処理し, 24 時間後の培養上清を測定に用いた. A: Cell 

viability. [MLE] = 0 μg/mL での値を 1 とした時の相対値で示した. B: NO 濃度. ●は MLE, 〇は mangiferin の

結果を示す. C: TNFα 濃度. D: IL-6 濃度. E: MLE 画分が NO 濃度に与える影響. ●, F1; 〇, F2; △, F3; □, F4; ♢, 

F5; ×, MLE. 全ての実験は triplicate で行い, 値は平均値±標準誤差で示した. * P < 0.05; ** P < 0.01 to 

[sample] = 0 µg/mL by t-test. 

 

3.2 MLE の抗炎症作用の解析 

Raw264.7 細胞を 1.0 ng/ml の LPS, および, 0－72 μg/ml の MLE, MLE の主成分である mangiferin, または, 

MLE の画分で処理し, 24 時間後の Cell viability, 培養上清の NO, TNFα, IL-6 濃度を測定した (図 3). 0－72 

μg/ml のどの MLE 濃度でも Cell viability に変化はなかった (図 3A). NO 濃度は, 0.56 µg/mL の MLE の添加
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で有意に減少し, 2.25 µg/mL 以上の濃度で NO 濃度が検出限界以下にまで減少した. それに対し, mangiferin

では 18 μg/mL 以上の濃度でしか有意な減少を示さず, 測定した範囲内で NO 濃度を検出限度以下にまで抑

制することはなかった (図 3B). また, TNFα 濃度は, 2.3 μg/ml の MLE で有意に減少し, 9 μg/ml 以上の MLE

濃度で検出限界付近にまで減少した (図 3C). IL6 濃度は, 0.56 μg/ml の MLE から有意に減少し, 18 μg/ml 以

上の MLE で検出限度付近まで減少した (図 3D). LPS 刺激 Raw264.7 細胞に MLE の画分をそれぞれ投与す

ると, NO濃度は, すべての分画で減少する傾向を見せたが, 分画前のMLEを大きく超える効果を持つ画分

は見られなかった (図 3E). 

次に LPS 刺激 Raw264.7 細胞に対する MLE の抗炎症作用をさらに評価するために, 炎症関連因子のリア

ルタイム PCR を行った. Raw264.7 細胞を 1.0 ng/ml の LPS, および 0, 2.5, 10, 40 μg/mL の MLE で処理し, 24 

時間後の iNOS, TNFα, IL-6, IL-1β の発現量を測定した. iNOS の発現量は, MLE 濃度 2.5 μg/ml から有意に減

少した. MLE 濃度が増えるにつれて, 発現量は更に減少し, 40 μg/mL で LPS 未処理と同程度まで減少した 

(図 4A). TNFα の発現量は MLE 10 μg/mL 以上で有意に減少し, 40 μg/mL で LPS 未処理と同程度まで減少し

た (図 4B). IL-6 と IL1-β の発現量は 2.5 μg/ml の MLE 処理で MLE 未添加よりも有意に増加したものの, 10 

μg/mL 以上の濃度では減少に転じ, 40 μg/mL で LPS 未処理と同程度まで減少した (図 4C, D).   

 
図 4. 炎症性関連因子の発現量に基づく MLE の抗炎症作用の評価. Raw264.7 細胞を 1.0 ng/mL の LPS, およ

び, 0, 2.5, 10, 40 µg/mL の MLE で処理し, 24 時間後の iNOS (A), TNFα (B), IL-6 (C), IL-1β（D)の発現量を測

定した. 測定は各サンプル triplicate で行った. 発現量は LPS 未処理の細胞におけるそれぞれの遺伝子発現

を 1 とした時の相対値とし, 平均値±標準誤差で示した. 異なるアルファベット間で有意な差が見られた 

(P < 0.01 by ANOVA-Tukey). 

 

3.3 Ion library の作成と SWATH 法によるタンパク質の定量 

10 ng/mL の LPS で活性化した Raw264.7 細胞 (LPS+), 活性化していない Raw264.7 細胞 (LPS-), LPS によ

る活性化を 10 µg/mLの MLE によって防いだ Raw264.7 細胞 (MLE) の 3 種類の細胞から抽出してきたタン

パク質をそれぞれ SWATH 質量分析法で分析し, 含まれるタンパク質の網羅的な定量を試みた. 本実験で
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使用したRaw264.7細胞は, 事前に行ったNO産生量のLPS濃度依存性の解析で, LPSに対する反応性が, 若

干低下しており, LPS 濃度 1 ng/mL の条件では, 十分な活性化が見られなかった (Data not shown). そこで, 

LPS濃度を 10 ng/mLにあげその他の条件は変えずに実験を行った. なお, 本実験においてもMLEの抗炎症

作用が示されることを, 24 時間後の培地の NO 濃度を指標に確認している (Data not shown). 

 SWATH 質量分析法を行う前に, 各群 3, もしくは 5 μg のタンパク質を IDA 法で分析し, データベース検

索によって, Ion Libraryの作成を行った. 次に各群 5 μg のタンパク質を用いた SWATH 測定により Fragment 

ionの網羅的定量データを取得し, ion libraryと照らし合わることで, Raw264.7細胞内の網羅的タンパク質の

定量をおこなった. 全部で 769 個のタンパク質が同定され, そのうち 368 個が定量可能だった. さらに, 定

量データを LPS+群と LPS-群間, および MLE 群と LPS+群間で比較した. t 検定の結果, 発現量に有意差が

見られたタンパク質数は, LPS+/LPS-間で 289 個, MLE/LPS+間で 306 個であった. このうち, マクロファー

ジの炎症反応に関わる 3 つの因子, ERK1, RALA, ACOD1 を例に挙げ, 3 群間で定量値を比較した結果を図 5

に示した. 標準化前の定量値（図 5A）と比べて, 全タンパク質の定量値の合計で割ることで標準化した値

（図 5B）を見ると, 3 群間の大小関係は変わらないまま, 標準偏差が減少する傾向が見られた. ここから, 

標準化によって, ESI のスプレー状態など, 測定機器の状態に基づく測定誤差が補正されていることが示唆

された.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. 炎症関連因子 ERK1, RALA, ACOD1 の定量値の比較. SWATH 質量分析計によって定量されたタンパ

ク質のうち, ERK1, RALA, ACOD1 の 3 つを選び, 定量値を LPS-群, LPS+群, MLE 群間で比較した. A: 標準

化前の定量値の比較. B: 全タンパク質の定量値の合計に対して標準化した値の比較. 1 つのサンプルにつ

いて 3 回の測定を行い, 値は平均値±標準偏差で示した. 異なるアルファベット間で有意な差が見られた 

(P < 0.05 by ANOVA-Tukey). 

 

教師ありの多変量解析である PC-DA 解析を行ったところ, 3 群は明確に分離され, それぞれ特徴的なタ

ンパク質プロファイルを有することが示された (図 6A). 作成された二つの主成分の内, 第一主成分 (D1) 

は, MLE 群が負の値, LPS-群が正の値を示し, これら 2 群の分離に有効であることが示された. また第二主

成分は, MLE 群が負の値, LPS+群が正の値を示し, これら二群の分離に有効であることが示された. 

MLEの抗炎症作用を解析するためには, 第二主成分について解析することが有効であることが示された.

そこで, D2 の loading score の上位 20 個, 下位 20 個のタンパク質の機能について調べた (表 2A, B). D2 の

loading score の上位 20 個 (寄与度 0.25－0.13) のタンパク質は LPS+群よりも MLE 群で減少しているタン

パク質であるが, 主に ROS 消去, 細胞骨格, 糖代謝に関連するタンパク質であり, 特に解糖系などの嫌気
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呼吸に関わるものが多かった (表 2A, 図 6B). また, D2 loading score の下位 20 個は (寄与-0.15－-0.070)
は LPS+群よりも MLE 群で増加しているタンパク質であるが, Annexin A1, A2, A5 などの Annexin ファ

ミリータンパク質や, 好機呼吸のタンパク質が多く含まれていた (表 2B, 図 6B). D2 loading score の上位, 
下位のタンパク質の中には, シグナル伝達系の因子は Rac1 の 1 つしか含まれていなかった. 

 
図 6. SWATH 定量データの PC-DA 解析. Pareto-scaling の条件で実施した. A: Score scatter plot. 〇: LPS+群,  

□: LPS-群, △: MLE 群. B: Loading plot. ■: 嫌気呼吸に関わるタンパク質, ▲: 好気呼吸に関わるタンパク質, 

♦: Annexin ファミリータンパク質 

 

3.4 IPA 解析 

SWATH 定量分析の結果から, 定量されたタンパク質の uniprot ID, 定量比率, p 値を IPA ソフトウェアに

読み込ませた. まず, LPS によって発現増加することが報告されている因子の増減について調べた (図 7A, 

B). LPS+群と LPS 群を比較することによって, LPS 処理が与える影響を調べたところ, LPS 処理によって増

加するものもあれば, 減少するものも見られた (図 7A). 次に, MLE 群と LPS+群を比較することによって, 

MLE の添加が LPS 処理に与える影響を調べたところ, 多くの因子が MLE の添加によって大きく減少する

ことが示された (図 7B). 次に, 同様の方法で, LPS 刺激 Raw264.7 細胞における主要な炎症シグナル経路で

ある LPS-activated MAPK signaling 経路のタンパク質を解析したところ, 経路にかかわる多くの因子の増減

を測定できた (図 8A, B). また, 本経路の主要な因子と 3 倍以上増減した因子に注目すると, LPS の添加に

よって, 上流部分の Ras と, CREB/ATF1 や NF-κB によって発現制御されている下流因子の増加が見られる

が, その中間に存在する p38MAPK や ERK が大幅に減少していた. また, SQSTM1 や ACOD１という炎症

を抑える方向へ作用することが報告されている因子が 10 倍以上増加していた (図 9A). また, MLE の添加

によって, Ras, SQSTM1 は更に増加し, p38MAPK, ERK, ACOD1 は更に減少することが示された (図 9B).  

 

4．考察 

平成 27 年度の 「機能性表示食品」 制度の開始以来, 食品の健康促進作用 (機能性) の研究が盛り上が

りを見せている. 機能性表示の申請には, 機能性に係る作用機序の考察が求められるが, 食品の機能性は,

標的分子が事前に予測できないこと, 複数の成分が様々な標的に作用する事によって効果を発揮している

可能性があることから, ウエスタンブロットを用いた従来の方法で, その作用機序を完全に解明すること

は困難である. 我々は, これまでに高脂肪食誘導や高フルクトース条件下での各種の脂肪摂取がマウスの 
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肝臓に与える影響を SWATH質量分析法で解析し(10, 12), 本手法の持つ, 非常に高い実験再現性により, 試料

中のわずかなタンパク質発現量の変動を網羅的に捉えうることを示した. そこで, この SWATH 質量分析

法が我々の研究している MLE の抗炎症作用の分子機構の解明に寄与するのではないかと考えた. 本研究

では, LPS 刺激 Raw264.7 細胞に MLE を処理した後, 採取したタンパク質を SWATH 質量分析法で解析し, 

MLE の抗炎症作用の分子機構の解明が可能かどうかを試みた. 

 

表 2A. MLE 群に比べ LPS+群で増加するタンパク質 (D2 loading score 上位 20 タンパク質) 

 

表 2B. LPS＋群に比べ MLE 群で増加するタンパク質 ( D2 loading score 下位 20 タンパク質) 

 

10 Memoirs  of  The  Faculty  of  B. O. S. T.  of  Kindai  University   No. 47   （2022）



 11

 

11



 12

12 Memoirs  of  The  Faculty  of  B. O. S. T.  of  Kindai  University   No. 47   （2022）



 13

13



 14

 初めに, LPS 活性化 Raw264.7 細胞を用いて MLE の抗炎症作用の詳細を解析した. 培養上清中の NO, 

TNFα, IL-6の量は, 2.25 μg/mlという低いMLE濃度で有意な減少が見られ, 18 µg/mLではほぼ検出限界以下

にまで減少した (図 3B-D). また, iNOS, TNFα, IL-6, IL1-β という測定したすべての炎症性関連因子の発現

が 10 ng/ml の MLE で有意に減少し, 40 µg/mL では, LPS 未添加のレベルにまで減少していた (図 4). MLE

中の最も多い成分はマンゴー果実にも含まれる mangiferin であるが(4), 同じ実験系で mangiferin の NO 産生

に与える影響を評価しても, 18 μg/ml という比較的高い濃度でしか有意な減少が見られず, 抑制される NO

量も僅かであった. また, mangiferin (13) や他の植物性成分である punicalajin (14) や cimifujin (15) などの抗炎

症作用を評価した既報と比較しても, MLE は強い抗炎症作用を示すことが分かった. この強い抗炎症作用

から, MLE は慢性炎症抑制による生活習慣病予防効果や, 関節リウマチなどのマクロファージの関与が強

い炎症性疾患に対して治療効果を示す可能性がある. 今後, 動物実験によって, これらの疾患の予防・治療

効果を評価する必要がある. さらには, MLE の安全性の評価や, 臨床試験を実施することで将来的に機能

性表示食品としての利用を目指したい. 一方, 2.5 µg/mL の低濃度の MLE 処理によって, IL-6 や IL-1β の発

現量が逆に上昇する傾向が見られたことから, MLE には炎症を促進させる成分も含まれている可能性が示

された. 低濃度処理では抗炎症作用よりも炎症促進作用の方が発揮されるのかもしれない. MLE を機能性

食品として利用する上で, 抗炎症作用を示す分子の絞り込みと, 不必要な成分の除去が必要であると考え

られる.  

 また, 我々は, MLE の機能性物質を特定するために, 順相クロマトグラフィーで MLE を 5 つの画分に分

けて, それぞれの抗炎症作用を評価した (図 3E). その結果, 抗炎症効果は全ての画分に確認され, 特定の

画分に濃縮することはなかった. このことは, MLE は単一の化合物が抗炎症作用を呈するのでなく, 複数

の因子が異なるターゲットに作用することで, 協奏的に強い抗炎症の効果を発揮している可能性を示唆し

ており, その作用機序を解明するには細胞全体の変動を網羅的に捉える解析が必要であると考えられた.  

そこで, 我々は未処理 (LPS-群), LPSで活性化した (LPS+群), もしくは, LPSとともにMLEを添加し, 活性

化を抑制した細胞 (MLE群) を用意し, 細胞内のタンパク質の変動をSWATH質量分析法で解析した. まず, 

PC-DA 解析と IPA 解析を用いて, LPS+/LPS-間の変化を SWATH 質量分析法でとらえることができたか確認

した. まず, PC-DA 法では, LPS+/LPS-間で変化のあるタンパク質を明確に区別にできた. LPS+で増加が確

認できたタンパク質 (表 2A) は解糖系や乳酸代謝に関わるものが多かった. これは本来, 炎症がおこり, 

酸素濃度の薄い環境下でもマクロファージが活動できるように代謝が解糖系に偏ると言われていることと

一致する. しかし, 炎症に直接関わるタンパク質や, シグナル伝達系に関わるタンパク質はほとんど見ら

れなかったため, IPA 解析を用いて, LPS-activated MAPK signaling 経路に関わる因子の増減を調べた. その

結果, 本シグナル伝達に関わる因子を多く測定できたが, LPS 刺激 Raw264.7 細胞で増加するはずである

ERK1/2, p38MAPK のタンパク量が減少するなど, LPS 刺激によって活性化や発現上昇が示唆される因子が

多く減少していた (図 7A, 8A, 9A). また, 主要な経路に作用し, 10 倍以上増加している因子として, 

SQSTM1とACOD1が検出された. SQSTM1は一般的にはユビキチンを認識して特異的なタンパク質や細胞

小器官をオートファジーへと導く受容体タンパク質として知られている(16). SQSTM1 の炎症に関わる機能

として, TRAF6 と結合することで, NF-kB の発現を亢進する(17) という報告もあるが, ケラチノサイトにお

ける炎症は SQSTM1を欠くと炎症を抑える効果が少なくなる(18), 非ステロイド系糖質コルチコイド受容体

リガンドである CpdA は SQSTM1 がなければ炎症を抑えられない(19) など, 全体的には SQSTM1 は炎症を

抑制する方向に作用すると考えられる. ACOD1 は炎症や免疫代謝において注目されている因子で, ACOD1

を介して A20 を発現することで, NF-kB の負のフィードバックとして働くことが報告されている(20). この

ように LPS によって, 本来ならば増加するはずの因子のいくつかが減少し (図 7A), LPS-activated MAPK 

signaling 経路における主要な因子を抑える方向にあるとされているタンパク質も増加していた (図 8A, 
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9A). Oishi らは, TLR4 刺激によって活性化したマクロファージ細胞が, 脂質代謝の変化を通して, 12－24 時

間後に炎症終結フェイズに移行することを示した(21). 今回は TNFα と IL-6 の発現が減少していない (図 2) 

という理由から, LPS 添加から 24 時間後のタンパク質の変動を解析した. TLR4 刺激の条件などは異なるも

のの, 今回の実験条件でも炎症を終結するためのプロセスがすでに開始している可能性がある. 食品機能

性成分の分子機構を解明するためには, より短い時間で解析する必要があると考えられた. 

 次に, SWATH 解析の結果をもとに MLE の抗炎症作用の作用機序を推定した. PC-DA法によって, LPS+群

に比べて, MLE の添加によって増加するタンパク質が示された (図 6). その中で抗炎症作用をもつタンパ

ク質として Annexin A1, Annexin A2に着目した. Annexin A1 は糖質グルココルチコイドのエフェクター分子

として働き, 細胞の恒常性を維持するシグナル伝達をすることにより, 結果として炎症の収束を促進する

(22). Annexin A2においては, Annexin A2欠損マウスが肺炎菌に感染すると炎症性サイトカインが大幅に上昇

し, 100％死亡することや, Annexin 欠損マクロファージにおいてはインターロイキン-1β 分泌,カスパーゼ-1

活性化, NLRC4 オリゴマー化が減少するという報告がされており, 免疫の調整に重要な因子であることが

報告されている(23). MLEがこのAnnexin A1と Annexin A2を上昇させることで, 細胞内の恒常性を維持する

方向へ進行させ, 炎症を抑える効果の一因になっていると考えられる. また, MLE 処理によって, ATP 合成

酵素, ADP/ATP translocase, Peroxiredoxin-5, Citrate synthase などの多くのミトコンドリア酵素の増加が見ら

れた. このことは, 前述したLPS処理による好気呼吸から嫌気呼吸への移行がMLEによって妨げられたこ

とを示している可能性がある. また, 近年, ミトコンドリア機能の低下が NLRP3 インフラマソームの活性

化を通じて, IL-1β の発現を促進することや(24), NF-kB が損傷したミトコンドリアを除去して, インフラマ

ソームの活性化を抑制することが報告されるなど(25), ミトコンドリア機能と炎症の間に深い関係があるこ

とが示されている. MLE によって多くのミトコンドリアタンパク質が増加したことから, ミトコンドリア

機能を維持, もしくは再生することで, 抗炎症作用を発揮している可能性も考えられる.  

 更に, IPA によって, LPS によって発現上昇することが報告されている因子群の増減を調べると, HYOU1, 

FCER1G などの一部を除いて, ほとんどの因子が MLE によって減少していた (図 7B). また LPS-activated 

MAPK signaling 経路に与える影響を調べると, LPS+群で観察された, Ras の増加, p38MAPK や ERK1/2 の減

少, SQSTM1の増加などの現象が更に強調される方向に変化した (図 8B, 9B). ACOD1はLPS+群との比較だ

と減少しているが, LPS-群と比べて 5 倍程度増加していた. このうち, Ras の増加以外の現象は炎症を抑制

する方向に機能すると考えられることから, MLE が炎症の終結反応を促進することで炎症を抑制している

可能性が考えられた. 前述したように, MLE 中には抗炎症成分に加えて, 炎症を促進する成分が含まれて

いる可能性が示されている. HYOU1, FCER1G, Ras の増加などの炎症方向の変化は, この MLE 中の炎症促

進成分によって引き起こされている可能性も考えられる.  

以上のことより, 本研究によって MLE の抗炎症作用 (マクロファージの活性化抑制作用) の作用機序に

関するいくつかの知見を得られ, 食品由来成分の抗炎症作用の分子機構の解明に SWATH 法が一定の有用

性を持つことが示された. Annexin A1 や SQSTM1 などの主要なシグナル伝達経路から外れた炎症関連因子

の増減を見出すことができ, 一定の成果を得ることはできたと考えている. その反面, 主要経路の因子は

定量できず, MLE が複数の作用点を有することの証明や, 当初の目標であった作用標的の同定, 影響を受

けるシグナル伝達系の絞り込みには至らなかった. 本実験の条件では, シグナル伝達系の主要経路をなす

因子はほとんど定量されていなかったことから, 細胞からのタンパク質抽出条件の検討, 分画処理の導入, 

LC-MS の条件の改良などにより, より多くのタンパク質の定量ができる手法を開発することが必要である.

また, 細胞内シグナル伝達系においては, リン酸化などの翻訳後修飾の変化や細胞内局在の変化が重要な

役割を果たしている. リン酸化タンパク質を標的としたプロテオミクスや, 核画分やミトコンドリア画分

など , 細胞の器官ごとのプロテオミクスの導入が有効であると考えられる .また , 本実験の条件では , 
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Raw264.7 細胞が活性化を終え, 炎症終結に向け動き始めている傾向が見られており, 事前の実験条件の検

討が重要であることが示された. LPS 処理の時間を短くした実験区を複数設定し, 細胞内のタンパク質プ

ロファイルの時間経過を追うことで, 抗炎症作用の機序に関するより詳細な解析が可能になると思われる. 

以上のような改良を施すことで, SWATH 法による細胞内シグナル伝達系のモニタリング技術を完成させ, 

食品機能性成分の分子機構を解明する実験プラットフォームの確立を目指したい. 

 

5．データ利用可能性 

 質量分析データ, 同定結果, 定量解析データ, PC-DA 解析データは PRIDE (26)パートナーリポジトリを介

して ProteomeXchange コンソーシアムに寄託されている. (dataset identifier: PXD030564). 
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英文抄録 

 
Elucidation of the molecular mechanism of anti-inflammatory effect of mango leaf extract 

by a SWATH acquisition method 
 

Kento Yoshimoto1, Mone Kurokawa2, Hibiki Oomi2, Rika Kawahata2, Yuki Minamoto2, Kunihiro Kishida1,3,  
Tetsuya Matsukawa1,4, Kouhei Nagai1, 2 

 

 It is often difficult to fully elucidate the molecular mechanism of functional foods, since foods generally contain 

multiple functional substances, which may act on different targets. Therefore, there is a need to develop a method 

that comprehensively captures the effects of food ingredients on cells. In this study, we first analyzed the details of 

the anti-inflammatory effect of mango leaf ethanol extract (MLE) using macrophage-like Raw264.7 cells activated 

with lipopolysaccharide (LPS). Secondary, we attempted to elucidate the molecular mechanism of the 

anti-inflammatory effect of MLE by analyzing intracellular protein fluctuations by SWATH mass analysis. Addition 

of MLE to Raw264.7 cells activated with 1.0 ng/mL LPS significantly reduced the concentrations of NO and IL-6 in 

the culture supernatant at 0.56 μg/mL, and that of TNFα at 2.3 μg/mL. All of them decreased to below the detection 

limit at 18 μg/mL of MLE. Similarly, the expression level of iNOS was significantly reduced at 2.5 μg/mL of MLE, 

and that of TNFα, IL-6, and IL-1β was at 10 μg/mL. At 40 µg/mL of MLE, the expression level of all genes was 

reduced to the level of LPS-untreated cells. When MLE was fractionated by normal phase chromatography, the NO 

production inhibitory effect was not concentrated, and weak effects were detected on all fractions. This indicated that 

multiple components in MLE may act on multiple receptors to exert a strong anti-inflammatory effect. When the 

quantitative data obtained by SWATH-MS was analyzed by PC-DA, it was clearly distinguished into three groups, 

untreated cells (LPS -), those treated with 10 ng/mL LPS (LPS+), and those treated with LPS and 10 µg/mL MLE 

(MLE), indicating that the three groups possess distinctive proteome profiles. Among them, Annexin A1 and 

Annexin A2, which have been reported to maintain cell homeostasis and contribute to the termination of 

inflammation, were increased in the MLE group. Focusing on the factors related to the LPS-activated MAPK 

signaling pathway, SQSTM1 involved in anti-inflammation increased, and p38MAPK and ERK1/2, which are the 

central factors of the pathway, decreased. These factors were thought to be involved in the anti-inflammatory effect 

of MLE. 

Keywords: SWATH mass spectrometry, quantitative proteomics, anti-inflammatory effect, mango 
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