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■　緒　言
疫学調査により、鶏卵の摂取がアルツハイマー型認知症（AD）の発症リスクを低減する可能性が報

告されている。鶏卵は良質なタンパク質を含み、その摂取が AD 予防に寄与すると考えられてきた。
しかし、最新の疫学調査では、タンパク質以外の低分子化合物の関与が示唆されている 1）。本研究で
は、鶏卵の新たな抗 AD 効果の可能性を探るため、老化および AD 発症に伴い増加し、病態の進行に
深く関与する脳内炎症に着目した。脳内の炎症反応を調節する主な細胞はミクログリアである。そこ
で、ミクログリア細胞株 MG6 にリポポリサッカライド（LPS）を用いて炎症を惹起し、鶏卵成分のス
クリーニングを行った。その結果、鶏卵に特異的に含まれるホスファチジルコリン（PC）が MG6 細胞
における炎症を抑制することを見出した。

本研究では、PC のミクログリア細胞を介した抗炎症作用の機構を解明し、鶏卵の抗 AD 作用の一
端を明らかにすることを目的とした。

■　方　法
1．PC による MG6 細胞における炎症性サイトカイン産生の抑制評価

ミクログリア細胞株 MG6 をプレートに播種し、無血清培地または PC（50μM および 100μM）を含
む無血清培地で 1 時間培養した。次に、LPS を最終濃度 100ng/mL となるよう添加し、24 時間培養し
て炎症を惹起した。炎症刺激終了後、細胞から total RNA およびタンパク質を抽出した。炎症性サイ
トカイン（TNF-α、IL-1β、IL-6）の mRNA 発現は、逆転写定量 PCR（RT-qPCR）により測定し、β- ア
クチンを内部標準として正規化した。タンパク質発現レベルはウェスタンブロットにより解析し、β
- アクチンをローディングコントロールとして用いた。

2．PC による MG6 細胞における MAPK シグナル伝達抑制効果
PC の抗炎症活性が MAPK 経路を介して発現するかを検討するため、ウェスタンブロッティングに

より MAPK シグナルのリン酸化レベルを評価した。MG6 細胞を無血清培地または PC（50μM および
100μM）を含む無血清培地で 24 時間培養した。次に、LPS を最終濃度 100ng/mL となるよう添加し、
1 時間培養して炎症を誘導した。培養終了後、細胞からタンパク質を抽出し、ウエスタンブロッティ
ングにより p38 マイトジェン活性化プロテインキナーゼ（p38 MAPK）、c-Jun N 末端キナーゼ（JNK）、
細胞外シグナル制御プロテインキナーゼ（ERK）の 3 つの主要なサブファミリーのリン酸化レベルを解
析した。

　
3．LPS 刺激 MG6 細胞における PC による NF-κB 核内転位の抑制

MG6 細胞を無血清培地または PC（50μM および 100μM）を含む無血清培地で 24 時間プレイ
ンキュベートした後、LPS（100ng/mL）を添加し 1 時間刺激した。その後、NE-PER Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Reagent Kit（Thermo Fisher, Rockford, IL, USA）を用いて核画分および細胞質画
分のタンパク質を分離した。次に、ウェスタンブロッティングを用いて、細胞質および核における
IκBα、リン酸化 IκBα（p-IκBα）、NF-κB p65、および Lamin B1 の発現量を解析した。β- アク
チンおよび Lamin B1 は、それぞれ細胞質画分および核画分のローディングコントロールとして使用
した。

また、MG6 細胞における NF-κB p65 タンパク質の細胞内局在を免疫蛍光染色により可視化した。
核は DAPI で染色し、NF-κB p65 とともに蛍光顕微鏡を用いて撮像した。

4．PC が MG6 細胞の LPS 刺激下で核における c-Fos および c-Jun タンパク質レベルに与える影響
MG6 細胞を無血清培地または PC を含む無血清培地で 24 時間プレインキュベートした後、LPS

（100ng/mL）で 1 時間刺激を行った。次に、核および細胞質タンパク質を、手法 3 と同様に単離し、
核画分における c-Fos および c-Jun の発現量をウェスタンブロッティングで解析した。また、MG6
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細胞における c-Fos タンパク質の局在を免疫蛍光染色により可視化した。
　

5. 統計処理
データは、一元配置分散分析（one-way ANOVA）およびダネット検定（Dunnett's test）を用いて解

析し、3 回の独立した実験から得られた平均値±標準誤差（SEM）として示した。###p<0.001 および
p<0.001 は、それぞれコントロール群および LPS 処理群との比較で有意差があることを示す。

■　結　果
LPS 誘発炎症性メディエーターの産生に対する PC の効果を、RT-qPCR およびウェスタンブロット

分析により調べた。LPS 刺激は、MG6 細胞において TNF-α、IL-1βおよび IL-6 の mRNA 発現を大き
く増加させたが、PC 処理はこれらを用量依存的に減少させた（Figure 1 上段）。また、タンパク質レ
ベルでは、MG6 細胞への LPS 刺激が TNF-α、IL-1βおよび IL-6 の発現を増加させた一方で、PC（50
および 100μM）添加によりこれらの発現が抑制された（Figure 1 下段）。これらの結果は、PC 処理が
LPS 刺激によるミクログリア細胞での TNF-α、IL-1βおよび IL-6 の発現を抑制し、抗炎症作用を示
すことを示唆している。

MAPK シグナル伝達経路は炎症性サイトカインの制御に重要で、p38 MAPK、JNK、ERK が炎症誘
発カスケードに関与している 2,3）。我々は、JNK および p38 MAPK のリン酸化状態を調べ、MG6 細胞
における MAPK 経路が PC の抗炎症活性と関連しているかを評価した。LPS で刺激した MG6 細胞で
は、リン酸化 JNK および p38 MAPK の発現が増加し、PC はこれらのリン酸化を用量依存的に抑制し
た（Figure 2）。これらの結果は、MAPK 経路の制御が PC の抑制効果に関与している可能性を示唆し
ている。

LPS 刺激により活性化されたミクログリアでは、IκBαがリン酸化され分解され、NF-κB が核に
転移して炎症性サイトカインを活性化する 4）。LPS で活性化した MG6 細胞において、PC が IκBα
のリン酸化および NF-κB p65 の核内移行に与える影響を調べた。LPS 刺激により、IκBαの分解と
NF-κB p65 の核内移行が促進された（Figure 3 上段）。PC は IκBαのリン酸化を用量依存的に抑制
し、NF-κB p65 の核内移行も阻害した。免疫蛍光染色により、LPS 刺激で増加した核内 NF-κB p65
の蛍光強度が 100μM の PC で抑制された（Figure 3 下段）。これらの結果は、PC が NF-κB の核内移
行を抑制することを示している。

AP-1 は MAPK 経路の下流で炎症性サイトカインを活性化する転写因子であり、c-Jun と c-Fos の
二量体から構成される 5）。刺激を受けてリン酸化されると、AP-1 は細胞質から核に移行し、炎症誘
発メディエーターの生成を促進する 6）。そこで、LPS 刺激を受けた MG6 細胞における c-Fos および
c-Jun の核内移行に対する PC の影響をウェスタンブロットで評価した。LPS 刺激により、c-Fos およ
び c-Jun の核内タンパク質発現が増加した（Figure 4 上段）。しかし、PC 処理は c-Fos の核内レベル
を用量依存的に抑制し、c-Jun の核内レベルも 100μM で抑制された。免疫蛍光染色により、LPS 刺
激で c-Fos の核内移行が増加したことが確認され（Figure 4 下段、LPS Merge）、100μM の PC 処理に
よりこの移行が抑制された（Figure ４下段、LPS+PC Merge）。これらの結果は、PC が c-Fos および
c-Jun の核内移行を抑制することを示している。

■　考　察
本研究では、PC が LPS 刺激ミクログリア細胞において、TNF-α、IL-6、IL-1βといった炎症性サ

イトカインの産生を顕著に抑制することを明らかにした。さらに、これらのサイトカイン産生に関与
する重要な経路である NF-κB および MAPK 経路を抑制することが示された。

TLR ファミリーの一員である TLR4 は、細胞膜に存在する膜貫通型タンパク質であり、ミクログリ
ア細胞に高発現し、LPS を認識することが知られている 7）。LPS が TLR4 を活性化すると、MyD88 ま
たは TRIF がリクルートされ、NF-κB および MAPK 経路を活性化させ、炎症性サイトカインの産生
を誘導する 8,9）。この過程では、NF-κB が IκBαと結合し、刺激により IκBαが分解されると、NF-
κB は核に移行して炎症関連遺伝子の転写を促進する 10）。

AP-1 は、Fos ファミリーおよび Jun ファミリーからなる二量体複合体で、非刺激状態では細胞質
に存在し、刺激を受けると核内に移行して炎症メディエーターの産生に関与する 11,12）。また、MAPK
経路は細胞機能に重要な役割を果たし、LPS 刺激により JNK および p38 MAPK が活性化され、AP-1
の核内移行を促進する。

本研究では、PC が JNK および p38 MAPK のリン酸化を抑制し、それに伴い c-Jun および c-Fos の
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核内移行も抑制することが示された。PC が細胞膜の主要成分であり、細胞シグナル伝達に関与し、
細胞増殖に影響を与える可能性があることも示唆された。

以上をまとめると、LPS 刺激を受けた MG6 ミクログリア細胞において、PC 処理が TLR4/MyD88 経
路の下流である IκBαおよび JNK/p38 MAPK の活性化を抑制し、NF-κB p65 および AP-1 構成因子
である c-Fos と c-Jun の核内移行も抑制することが明らかとなった。

■　要　約
アルツハイマー病（AD）は、脳内の神経炎症によって引き起こされ、ミクログリアの制御不能な活

性化を招く神経変性疾患である。コリンを構成成分とするホスファチジルコリン（PC）は鶏卵に豊富
に含まれ、栄養補助食品として広く利用されている。疫学研究では、AD 患者が PC を摂取すること
で認知機能の改善が期待されると報告されているが、その科学的メカニズムは未解明である。本研
究では、マウス MG6 ミクログリア細胞をリポ多糖（LPS）で刺激した炎症モデルにおいて、PC の抗
炎症作用とその分子機序を調査した。PC は、LPS 刺激により増加した腫瘍壊死因子α（TNF-α）、イ
ンターロイキン -1β（IL-1β）、インターロイキン-6（IL-6）などの炎症性サイトカインの発現を顕著
に抑制した。また、PC はインヒビターκBα（IκBα）のリン酸化を抑制し、それによって核内因子
κB（NF-κB）の核内転位を阻害した。さらに、PC は c-Jun N 末端キナーゼ（JNK）および p38 マイ
トジェン活性化プロテインキナーゼ（MAPK）のリン酸化を抑制し、c-Fos と c-Jun からなるアクチ
ベーター・プロテイン -1（AP-1）の核内移行も阻害した。結論として、PC は NF-κB および JNK/p38 
MAPK 経路を介してミクログリア細胞における LPS 誘発炎症を抑制し、これらの作用により、鶏卵お
よび PC が神経炎症抑制を介してアルツハイマー病などの病態を抑制する可能性を示唆している。
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Figure 1．ホスファチジルコリン（PC）が MG6 細胞における LPS 誘発性炎症性サイトカイン産生に
与える影響
上段は RT-qPCR の結果、下段はウェスタンブロッティングによるタンパク質の発現解析の画像を示
す。

Figure 2．PC による MG6 細胞における MAPK シグナル伝達抑制効果
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Figure 3．LPS 刺激 MG6 細胞における PC による NF-κB 核内転位の抑制
上段：細胞質画分におけるウェスタンブロッティング IκBαおよび p-IκB αの発現レベル、ならび
に核画分における NF-κB p65 の発現レベルをウェスタンブロット法により解析した。
下段：NF-κB p65 タンパク質の細胞内局在を免疫蛍光染色により可視化した。核は DAPI で染色し
た。スケールバー＝ 40 μm。
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Figure 4．PC が MG6 細胞における LPS 刺激下での c-Fos および c-Jun タンパク質の核内レベルに
与える影響
上段：核画分における c-Fos および c-Jun の発現レベルをウェスタンブロッティングで解析した。
下段：c-Fos および c-Jun タンパク質の核内局在を免疫蛍光染色により可視化した。核は DAPI で染
色した。スケールバー＝ 40 μm。


