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和文抄録 

Porphyromonas gingivalis(P.gingivalis)は慢性歯周炎の主要な病原性細菌

で菌体表面のリポ多糖(LPS)や線毛の直接的な刺激を介して宿主細胞からの炎

症性メディエーター産生に寄与している．Tumor necrosis factor-α(TNF-α)は

LPS などにより誘導される炎症性サイトカインで，炎症反応や細胞増殖，アポ

トーシスなどの生理現象に関与しており，その発現は転写因子 nuclear factor 

kappa-B (NF-κB)の活性化により調節されている．植物性フェノール関連化合物

は優れた抗酸化作用を有し，食品添加物，化粧品，医薬品として古くから広く

使用されている．Magnolol と honokiol は，フェノール二量体構造をした

neolignan 誘導体でホオノキ(Magnolia officinalis)から抽出され，長い間日

本 や 中 国 で の 漢 方 薬 と し て 使 用 さ れ て き た ． Murakami ら は 以 前

bis-eugenol(eugenolオルト二量体)が高濃度でマウスマクロファージにおける

Escherichia coli LPS 誘導性炎症性サイトカイン発現を抑制することを報告し

た．しかし magnolol や honokiol による P.gingivalis  LPS 刺激 TNF-α 発現調

節効果に関する報告はない．そこで今回，マウスマクロファージ様細胞株

RAW264.7 細胞を使用し，P.gingivalis  LPS(P.LPS)刺激 TNF-α 発現に及ぼす

magnolol と honokiol の調節作用について検討した．P.LPS は RAW264.7 細胞に

おいて顕著な TNF-α タンパク質発現を処理後 3 時間で誘導した．Magnolol，

honokiol，eugenol，bis-eugenol などのフェノール関連化合物は 100 μM 以下

の濃度では著明な細胞傷害性を示さなかった．そこで P.LPS による TNF-α 発現
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がこれらのフェノール関連化合物で抑制されるか否か検討を行った．その結果，

magnolol，honokiol は 50 μM の濃度で RAW264.7 細胞の LPS 刺激 TNF-α 発現を

抑制したが，eugenol，bis-eugenol は抑制をしなかった．一方，NF-κB 活性化

に関する magnolol と honokiol の作用を検討したところ，これらの化合物は，

IκB-α のリン酸化依存性タンパク分解を顕著に抑制した．また，これらの化合

物は NF-κB 複合体のうち，p65，p50，p52，RelB の κB 配列への結合活性を顕著

に抑制した．これらの結果は，magnolol と honokiol が，P.LPS 誘導性の IκB-α

リン酸化を抑制することにより，NF-κB 活性化を抑制し，TNF-α 遺伝子発現を抑

制することを示している．今回の研究結果は，magnolol，honokiol が NF-κB の

活性化や，TNF-α 産生に起因する炎症性反応に対して抑制効果を示す可能性を

示唆した． 

 

 

索引用語：Magnolol，Honokiol，LPS，TNF-α，NF-κB，RAW264.7 細胞 

欄外表題：Magnolol と honokiol は LPS 誘発性 TNF-α 発現を抑制する 
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Abstract 

Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) is the major pathogen responsible for 

chronic-periodontitis which contributes for inflammatory mediators from the host cell 

by the direct stimulation of lipopolysaccharide (LPS) or the fimbria on surface of 

organisms. Tumor necrosis factor-α (TNF-α) is a potent inflammatory cytokine, which 

is induced by the stimulation of LPS and participates in the physiological reactions 

such as the inflammation, cell growth, and apoptosis, that are mediated by the 

activation of possess on nuclear factor kappa-B (NF-κB). Phytophenols possess on 

anti-oxidant activities and have been widely used as the food additive, cosmetic, and 

the medical products. Magnolol and honokiol are neolignane derivatives containing a 

biphenolic structure extracted from the stem bark of Magnolia officinalis and they 

have long been used in Chinese and Japanese traditional medicines. Murakami et al 

previously reported that bis-eugenol (eugenol ortho dimer) inhibited Escherichia coli 

LPS induced inflammatory cytokine expressions at relatively high concentrations in 

the mouse macrophage. However, there were no report about the inhibitory effects of 

magnolol and honokiol on the P.gingivalis LPS stimulated TNF-α expression in 

macrophages. Therefore, in this study, using the mouse macrophage-like RAW264.7 

cells, we examined the inhibitory effect of magnolol and honokiol on the P.gingivalis 

LPS (P.LPS) stimulated TNF-α expression. P.LPS stimulated markedly TNF-α 

productions at 3 hours after the treatment. Phenol compounds such as magnolol, 
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honokiol, eugenol and bis-eugenol at the concentration of 100 μM or less did not show 

any cytotoxicity in RAW 264.7 cells. Also, we examined whether P.LPS-induced 

TNF-α expressions were inhibited with these phenol compounds. As a result, magnolol 

and honokiol inhibited the P.LPS-stimulated TNF-α expression in RAW264.7 cells at 

the concentration of 50 μM whereas eugenol and bis-eugenol was inactive. On the 

other hand, we further investigated the regulatory effects of magnolol and honokiol on 

the NF-κB activation, and found these compounds significantly inhibited the 

phosphorylation dependent proteolysis of IκB-α. In addition, these compounds 

significantly inhibited P.LPS stimulated binding of NF-κB subunit such as p65, p50, 

p52, RelB to its consensus sequences in the cells.  

These results provide the evidence that magnolol and honokiol inhibits 

P.LPS-stimulated NF-κB activations by suppressing the IκB-α phosphorylation 

subsequently exerting the preventing action of the TNF-α expression. Our present 

results suggest that magnolol and honokiol could inhibit the TNF-α related 

inflammatory responses followed by inhibition of NF-κB activation. 

 

 

Key words:  Magnolol, Honokiol, LPS, TNF-α, NF-κB, RAW264.7 cells 

Running title: Magnolol and honokiol inhibit LPS-stimulated TNF-α expression in 

RAW264.7 cells. 
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1．緒言 

Prophyromonas gingivalis (P.gingivalis )は歯周疾患患者の歯周ポケット

内に常在するグラム陰性菌で慢性歯周炎の主要な病原性細菌である．多くの研

究者は本菌が外膜小胞や付着因子，リポ多糖(LPS)，溶血素，タンパク質分解酵

素などの病原性因子を保有していることを示している 1-4)．LPS はグラム陰性菌

の外膜の主要な構成成分であり，プロスタグランジン E2 (PGE2)のようなアラキ

ドン酸代謝を含む炎症性メディエーターや interleukin (IL)-1，tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) などの炎症性サイトカイン産生を強く刺激する 5，6)．このよ

うな炎症性サイトカインや炎症性メディエーターは組織由来の酵素や matrix 

metalproteinases (MMPs)などの放出を刺激し，歯周組織における細胞外マトリ

ックスや歯槽骨の破壊を促進させると考えられている 4，7)． 

TNF-αは主に活性化マクロファージにより産生されることが知られているが，

当初固形癌に対して出血性の壊死を生じさせるサイトカインとして発見された

8)．TNF の生理作用は，生体内の細胞に広く存在している TNF 受容体(TNFR)を介

して発現するが，特に TNFR スーパーファミリーに属する TNFR1 は細胞内デスド

メインを介してカスパーゼ-8 の活性化により細胞にアポトーシスを誘導する 9)．

また，TNF-α は細胞接着分子や IL-1，IL-6，PGE2 などの炎症性メディエーター

などの発現や形質細胞による抗体産生の亢進を行うことにより感染防御や抗腫

瘍作用の発現にも関与する．しかし，過剰な発現は敗血症性ショック，全身性

炎症反応症候群，関節リウマチ，脂質異常症や糖尿病，乾癬，骨粗鬆症などの
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多くの疾患を招く炎症性メディエーターとして機能する 10-13)．さらに TNF-α の

発現は転写因子 nuclear factor kappa-B(NF-κB)の活性化によっても調節され

ている 14)．それゆえ，LPS 誘導性の TNF-α 産生を抑制できる物質を探査するこ

とは臨床的見地からも意義がある． 

植物性フェノール関連化合物は優れた抗酸化剤として食品添加物や化粧品，

香料や医薬品に広く使用されている 15，16)．とりわけ，magnolol と honokiol は

フェノール二量体構造をした neolignan 誘導体でモクレン科の植物であるホオ

ノキ(Magnolia officinalis)から採取され，厚朴という生薬の主要な成分とし

て臨床で広く用いられている 17)．深美ら 18)や石井ら 19)は以前 eugenol 二量体や

p-cresol 二量体などの合成二量体が Escherichia coli LPS 刺激 TNF-α 発現を

部分的に抑制できることを報告した．しかしながら，天然の二量体化合物であ

る magnolol と honokiol が P.gingivalis  LPS 刺激 TNF-α 発現とその情報伝達

機構を調節するか否かついて検討した報告はない． 

そこで今回，P.gingivalis   LPS を使用し，RAW264.7 マウスマクロファージ

様細胞株における LPS 誘導性 TNF-α の発現に及ぼす magnolol，honokiol の効果

について転写因子調節作用も含めて検討したので報告する． 
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2．材料と方法 

1．使用試薬 

Magnolol と honokiol はキシダ化学工業(大阪)，eugenol は東京化成工業(東

京)を購入し使用した．bis-Eugenol は eugenol より酸化的二量化反応で合成し

たものを使用した 20)．Eugenol，eugenol 二量体，およびその類似化合物の化学

構造式を Fig.1 に示す．LPS は Porphyromonas gingivalis ATCC33277 株由来

LPS(和光純薬工業，大阪)を使用した．マウス組織型 TNF-α は Miltenyi Biotec 

(Bergisch Glandbach，Germany)製を入手した． 

 

2．使用細胞と細胞傷害性試験 

本実験には，マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7(大日本住友製薬，大

阪)を使用した．細胞は，penicillin 100 U/ml，streptomycin sulfate 100 μg/ml

を含む10 %牛胎仔血清(Flow Lab．，MacLean，VA，USA) 添加RPMI 1640培地 (Gibco 

BRL，Rockville，MD，USA)中で 37 ℃，5 % CO2 の条件で培養した．細胞傷害性

試験は水溶性テトラゾリウム塩 WST-8 の還元作用を応用した cell counting 

kit-8 (CCK-8) (同仁化学研究所， 熊本)を使用した 21)．すなわち，1.0×105 

cells/100 μl の濃度の RAW264.7 細胞に 10 %牛胎仔血清を添加し，96 穴平底型

マイクロカルチャープレート(Nalge Nunc International，東京)の各穴に播種

して 48 時間前培養を行った．その後，Fig．1 に示した各種化合物を dimethyl 

sulfoxide(和光純薬工業)に溶解し 100 mM としたものから，それぞれ最終濃度
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0.01 μM～10 mM になるように段階的に希釈し添加して，24 時間培養した．培養

後 CCK-8 溶液を添加し，1 時間の呈色反応を行い，450 nm における吸光度を

NJ-2001 マルチスキャンイムノリーダー (日本インターメッド，東京)を用いて

測定した．相対的生細胞数はフェノール関連化合物非添加の細胞を 100 %とし

て算出した値を用いて表した． 

 

3．TNF-α の測定法 

RAW264.7 細胞(1.0×106 cells/100 μl)を無血清で 96 穴平底型マイクロカル

チャープレート(Nalge Nunc International)の各穴に播種して 24 時間培養した．

培地を交換し，100 ng/ml の濃度に希釈した P.LPS を加えた．所定の時間後に

培養上清を回収し TNF-α 測定のための試料とした．つづいて同様に培養し，所

定の濃度に希釈した LPS を加え，6 時間後に回収した．TNF-α の測定は，

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法に基づいた TNF-α ELISA kit 

(R&D systems，Minneapolis，MN，USA)にて測定した．すなわち，anti mouse TNF-α 

antibody が固相化されている ELISA プレート中の各 well に standard diluent 

buffer にて至適濃度に希釈した培養上清を添加し，直後に biotin-conjugated 

anti mouse TNF-α antibody をさらに添加し，室温にて 90 分インキュベートし

た．洗浄後，streptavidin-HRP を添加し，室温にて 30 分静置した．更に洗浄

排液後，tetramethylbenzidine にて 30 分発色させ反応停止後，450 nm の吸光

度を NJ-2001 マルチスキャンイムノリーダー (日本インターメッド)を用いて
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測定した．TNF-α 量は，kit に同梱されている既知濃度の recombinant マウス

TNF-α より検量線を作成し，その吸光度より算出した値を測定値とした 22)． 

 

4．Total RNA の調整と定量 Polymerase chain reaction (PCR)法 

RAW264.7 細胞(2.0×104 cells/100 μl)を無血清で 96 穴平底型マイクロカル

チャープレート(Nalge Nunc International) の各穴に播種して 24 時間培養し

た．培地を交換し 5 μM と 50 μM の濃度に希釈した試薬を 30 分間前処理後，P.LPS

または TNF-α を処理し 3 時間後，RNeasy Plus micro kit(QIAGEN Japan，東京)

にて total RNA を回収した．23)その後， High Capacity RNA-to-cDNA kit(Life 

Technologies Japan，東京)とサーマルサイクラ―(PerkinElmer Japan，横浜)

を 用 い て 逆 転 写 反 応 に よ る cDNA の 合 成 を 行 っ た ． TNF-α と

cyclooxygenase(COX)-2 の mRNA 発現は TaqMan probe/primer mixture (Life 

Technologies Japan)を使用し，定量 PCR システム GeneAmp SDS5700 (Life 

Technologies Japan)にて TaqMan probe のレポーター色素の蛍光強度と反応サ

イクル数を測定した．内因性コントロールは 18S rRNA を用いた． 

 

5． IκB-α のリン酸化依存性タンパク質分解 

IκB-α のリン酸化と分解は細胞を溶解後，抗 IκB-α 抗体並びに抗リン酸化 

IκB-α 抗体を使用した Western blot 法で検討した．RAW264.7 細胞(3.0×106 

cells/ml)は無血清で 60 mm シャーレで 24 時間前培養した．培地を交換し 50 μM



 

 

11 

 

の濃度に希釈した試薬を 30 分間前処理後，P.LPS を処理し 30 分後，細胞溶解

液 [10 mM Tris-HCl (pH 7.9)， 1 % deoxycholate， 0.5 % Nonidet P-40， 150 

mM NaCl， 0.1 % SDS， 20 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)， 0.25 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)， 10 μg/ml aprotinin] で溶解し

タンパク質を抽出した．その後，抽出したタンパク質は Tris-glycine buffer 

system (25 mM Tris， 192 mM glycine)と 12.5 % polyacrylamide gel(和光純

薬工業)を用いて SDS-ポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)を行った．泳動

後，タンパク質はセミドライ型トランスブロットシステム(ATTO，東京)を使用

し polyvinylidene difluoride (PVDF)膜 (Milipore， Bedford， MA， USA)に

転写した．ブロットは，0.05 % Tween-20 を含む Tris buffered saline (TBS) 

buffer [100 mM Tris-HCl (pH 7.5)， 150 mM NaCl]に溶解した 5 %スキムミル

クで 2 時間ブロッキングを行い，0.1 % Tween-20 を含む TBS buffer で洗浄し

た．その後 PVDF 膜は，24 時間，4℃，5 % bovine serum albumin (BSA) 含有

TBS buffer 中に希釈した rabbit anti-human IκB-α polyclonal antibody，rabit 

anti-human phospho-IκB-α (Ser32) monoclonal antibody(希釈倍率 1:100，Cell 

Signaling technology，Beverly，MA，USA)，rabbit anti-human actin(H-196) 

polyclonal antibody (希釈倍率 1:100，Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，

CA，USA)と反応させた後，0.1 % Tween-20 を含む TBS buffer で 2 回洗浄した．

その後，PVDF 膜は 4 ℃にて 3 時間，BSA 含有 TBS buffer 中に希釈した Goat 

Anti-Rabbit IgG(H+L)-HRP Conjugate(希釈倍率 1:200，Bio Rad，Hercules，
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CA，USA)と反応させ，0.1 % Tween-20 を含む TBS buffer で 2 回洗浄した．洗

浄後，PVDF 膜上に転写されたタンパク質は 20× LumiGLO Reagent and 20× 

Peroxide(Cell Signaling technology) を 用 い て 化 学 発 光 さ せ ， X-OMAT 

film(Carestream Health，Rochester，NY，USA)に感光させた後，それぞれのタ

ンパク質の発現の程度を検討した 24)． 

 

6． 核タンパク質の調整と NF-κB DNA 結合活性 

RAW264.7 細胞(3.0×106 cells/ml)を無血清で 60 mm シャーレで 24 時間培養

した．培地を交換し 50 μM の濃度に希釈した試薬を 30 分間前処理後，LPS 処理

1 時間後，Nuclear Extract Kit(Active Motif，Carlsbad，CA，USA)を使用し

て回収した．回収した核タンパク質中の NF-κB の DNA 結合活性は ELISA を原理

とした Trans-AM NF-κB family kit(Active Motif)を用いて測定した 25)．すな

わち，NF-κB 結合配列である 5'-GGGACTTTCC-3'のコンセンサス配列のオリゴヌ

クレオチド DNA が固相化されている ELISA プレート中の各 well に Complete 

binding buffer を添加し，予め Complete lysis buffer にて至適濃度に希釈し

た核タンパク質(20 μl)を添加し，100 rpm のシェーカー(ATTO)に乗せ室温にて

60 分間結合反応を行った．Wash buffer での洗浄後に Antibody binding buffer

で希釈(1:1000)した p65，p50，p52，RelB の各 NF-κB 抗体をさらに添加し，室

温にて 60 分反応させた．再び洗浄後 kit に添付の HRP-conjugated anti-rabbit 

IgG antibody(1:1000)を添加し，室温にて 60 分反応させた．更に洗浄後
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Developing solutionにて 5分間発色させ反応停止後，450 nmの吸光度をNJ-2001

マルチスキャンイムノリーダー(日本インターメッド)を用いて測定した． 

3．結果 

 

1) フェノール関連化合物の細胞傷害性  

はじめに，ユージノール関連化合物の RAW264.7 細胞に対する細胞傷害性につ

いて検討した．RAW264.7 細胞を種々の濃度の magnolol，honokiol，eugenol，

bis-eugenol を添加し，24 時間培養し相対的生細胞数を Cell Counting Kit-8

で測定した．その結果，magnolol，honokiol，は eugenol，bis-eugenol と比べ

10 倍低い濃度で細胞障害性を示したものの，いずれの化合物も 100 μM 以下の

濃度では顕著な細胞傷害性を示さなかった(Fig.2)． 

 

2) P.LPS による RAW264.7 細胞における TNF-α 発現の誘導 

RAW264.7 細胞の TNF-α産生動態に及ぼす P.LPS の作用について検討した．LPS

処理後，経時的に培養上清を回収し，産生された TNF-α 量を ELISA 法で定量し

た．P.LPS は約 3 時間後に顕著な TNF-α 産生を誘導し，9 時間後でほぼ最大に達

した(Fig.3A)．次に細胞へ所定の濃度に希釈した P.LPS を処理し，6 時間後に

培養上清を回収し TNF-α 量を定量した．P.LPS は濃度依存性に TNF-α タンパク

質産生を誘導した(Fig.3B)． 
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3) フェノール関連化合物による P.LPS 誘導性 TNF-α 発現の抑制 

P.LPS は RAW264.7 細胞の TNF-α 産生を誘導する結果が得られたことから，こ

の発現に及ぼすフェノール関連化合物の抑制作用を検討した．細胞に所定の濃

度に希釈した magnolol，honokiol，eugenol，bis-eugenol を 30 分間前処理後

LPS 処理し 6 時間後の培養上清を回収し，ELISA 法で検討した．その結果，

magnolol，honokiol は 50 μM で TNF-α 産生の抑制を認めたが，eugenol，

bis-eugenol 処理群には弱い抑制効果しか見られなかった(Fig.4)．次に遺伝子

レベルでの P.LPS 誘導性 TNF-α 発現のフェノール関連化合物の抑制作用を検討

した．RAW264.7 細胞に先の実験と同条件で 30 分間前処理後 LPS 処理し，3 時間

後の total RNA を回収して TNF-α mRNA 発現を定量 PCR で調べ，Control を 1 と

して表記した．その結果,タンパク質産生と同様に magnolol，honokiol は LPS

誘導性 TNF-α 遺伝子発現を濃度依存性に抑制したが，eugenol，bis-eugenol 処

理群には抑制効果は認めなかった(Fig.5)．一方，magnolol と honokiol の抑制

効果が LPS 情報伝達機構特異的なものであるか調査するため，LPS とは細胞受

容体の異なる TNF-α を使用して COX-2 mRNA 発現を，同様に定量 PCR を用いて検

討し，Controlを 1として表記した．その結果，P.LPSと同様にmagnolol，honokiol

処理群では TNF-α 誘導性 COX-2 mRNA 発現を顕著に抑制したが，eugenol，

bis-eugenol 処理群には弱い抑制効果しか見られなかった(Fig.6)．この結果は

magnolol と honokiol の抑制効果が LPS 情報伝達機構特異的でないことを示し

ている． 
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4) フェノール関連化合物による LPS刺激 IκB-αのリン酸化依存性タンパク質分

解の調節作用 

転写因子 NF-κB は無刺激の状態では，抑制性タンパク質である IκB-α により

その活性が抑制されている．しかし，LPS などの刺激が細胞膜受容体に伝達さ

れると，IκB-α がリン酸化されてプロテアソームで分解される．その結果，IκB-α

と結合していた NF-κB が遊離し，核内に移動し，標的遺伝子のプロモーターに

存在する NF-κB 結合配列に結合する．フェノール関連化合物は TNF-α 発現を顕

著に抑制したことから，これらの化合物は NF-κB の活性化を抑制する可能性が

考えられた．そこで，フェノール関連化合物が LPS 刺激 IκB-α リン酸化依存性

タンパク質分解を抑制できるか検討した．所定の濃度に希釈した magnolol，

honokiol，eugenol，bis-eugenol を 30 分間前処理後 LPS 処理し，30 分後に細

胞質タンパク質を回収し Western blot 法にて検討した．その結果，Fig.7 に示

すように，LPS による IκB-αのリン酸化とタンパク質分解は，magnolol，honokiol

により抑制された．一方で，eugenol，bis-eugenol は IκB-α のリン酸化，タン

パク質分解を強く抑制しなかった．本実験と全く同じ条件下での β-actin 発現

は LPS やフェノール関連化合物処理の影響を何ら受けなかったことから，P.LPS

刺激 IκB-α のリン酸化依存性の抑制作用は，magnolol と honokiol による特異

的な作用であることが判明した． 
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5) フェノール関連化合物による NF-κBサブユニットの DNA結合活性に対する抑

制作用 

フェノール関連二量体化合物は LPS 刺激 IκB-α のリン酸化依存性タンパク質

分解を顕著に抑制したことから，これらの化合物は NF-κB の活性化を抑制する

可能性が考えられた．そこで，ELISA を原理とした Trans AM NF-κB family kit

を用いてこれらの化合物による NF-κB サブユニットのコンセンサス配列への結

合活性に対する影響について検討した．RAW264.7 細胞を 50 μM の magnolol，

honokiol，eugenol，bis-eugenol で 30 分間前処理を行い，LPS 処理 1 時間後の

核タンパク質を回収し，NF-κB 複合体を構成する p65，p50，p52，RelB の各サ

ブユニットの DNA 結合活性を検討した．その結果，Fig. 8 に示すように magnolol，

honokiol は p65，p50，p52，RelB の DNA への結合を抑制したが eugenol，

bis-eugenol は抑制しなかった．これらの結果から，magnolol と honokiol は転

写因子 NF-κB の活性化を効果的に抑制することが明らかとなった． 
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4．考察 

 

Magnolol と honokiol はモクレン科ホオノキの樹皮などから抽出される

phenylpropanoid 化合物で，特にシナホオノキ(Magnolia officinalis)の樹皮

は厚朴という生薬として発熱や頭痛，不安，下痢，喘息，脳卒中などの治療薬

として使われ，すぐれた抗炎症作用を有している 17)．植物性フェノール関連化

合物は古くから抗炎症作用を有していることが知られているが 26，27，28)，これら

の化合物は酸化されやすく，自動酸化により高濃度ではフェノキシラジカル化

し，プロオキシダントとして働き炎症やアレルギー反応のような副作用を引き

起こす．これは化合物の持つ酸化反応や二次的な reactive quinone methide 

intermediate の形成に起因する 29，30，31)．Fujisawa らの研究グループは，ラジ

カル化しプロオキシダントになりにくい構造のフェノール関連化合物を探査し

た と こ ろ ， bis-eugenol32) ， dehydrodiisoeugenol33) ， bis- butylated 

hydroxyanisole (BHA)34)，bis-ferulic acid35)などの二量体化合物がそれぞれ

の単量体と比較して炎症性サイトカインや cyclooxygenase (COX)-2 の発現を顕

著に抑制することを発見した．この結果は二量体化でラジカル化しにくい構造

のフェノール関連化合物に抗炎症作用が存在することを示唆しており，eugenol

二量体に構造が似た物質である magnolol と honokiol には同様の効果があるの

ではないかと考えた．そこで，はじめにマウスマクロファージ細胞様 RAW264.7

における P.gingivalis  LPS 誘導性 TNF-α 発現に及ぼす magnolol と honokiol
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の調節効果について検討した．その結果，これらの化合物はともに 50 μM の低

濃度で P.LPS 刺激 TNF-α 発現を遺伝子レベルとタンパク質レベルの両方で濃度

依存的に抑制した(Fig.4，5)．しかしながら，対照として用いた eugenol と

bis-eugenol に同じ濃度での抑制効果は認められなかった．LPS は宿主細胞上の

CD14・Toll-like-receptor 4 (TLR-4)・MD-2 複合体を介した認識機構によって

細胞内に情報伝達されることが知られている 36)．それゆえ，mgnolol が LPS シ

グナルのみを特異的に抑制するか検討することは興味がある．そこで，次にマ

クロファージ細胞表面上のレセプターの異なる TNF-α を刺激剤に用いて COX-2 

mRNA 発現に及ぼすこれら magnolol と honokiol の調節作用について検討した．

その結果，これら二つの化合物は LPS刺激 TNF-α発現と同様に，TNF-α刺激 COX-2 

mRNA 発現を抑制した．一方，我々は最近，magnolol と honokiol が RAW 細胞の

本菌線毛刺激 COX-2 発現と NF-κB 活性化を抑制することを報告した 37)．線毛は

宿主細胞の TLR-2 や CR3，CD11b/CD18 を受容体としていることが示されている

38，39，40)．これらの結果は magnolol と honokiol が LPS-TLR-4 シグナル伝達系だ

けでなく，TLR-2，CR3，CD11b/CD18，TNFR などを介する多くのシグナル伝達系

に対して非特異的に抑制できる化合物であることを示唆している． 

NF-κB は免疫反応において中心的役割を果たす転写因子であり，ストレスや

サイトカイン，紫外線等の刺激により活性化され，急性および慢性炎症反応や

細胞増殖，アポトーシスなどの数多くの生理現象に関与している 41)．NF-κB フ

ァミリーに属する分子は 5 種類が知られており，ClassⅠ(p50，p52)と ClassⅡ
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(RelA(p65)，RelB，c-Rel)に分類される．これらがホモあるいはヘテロ二量体

を形成したものが転写因子として機能し，接着分子，サイトカイン，COX-2，一

酸化窒素合成酵素(iNOS)や免疫系の受容体の遺伝子発現に関与する 41，42)． と

りわけ p50-p65 ヘテロ二量体は NF-κB シグナル情報伝達路の主要な二量体であ

り，非刺激下では IκB-α と結合することで活性が抑制され細胞質に存在してい

る 43)．その活性化は IKK(IκB kinase)α と IKKβ，調節サブユニット NF-κB 

essential modulator(NEMO)から構成される IKK 複合体によって制御されている．

LPS や TNF-α などの刺激によって IKK 複合体は活性化し，IκB-α のリン酸化，プ

ロテアソームによる分解を誘導する．その結果，p50-p65 複合体は核に移行し，

DNA 上の κB 配列(5'-GGGACTTTCC-3')に結合し，目的遺伝子の転写活性化を誘導

する 44)．Magnolol，honokiol は LPS による IκB-α のリン酸化と分解，その後の

p52，p65，p50，RelB の κB 配列への結合を抑制した(Fig.7，8)．対照に用いた

eugenol と bis-eugenol にはほとんど抑制傾向が認められなかったことから，

今回の結果は magnolol と honokiol が有力な LPS 誘導性 NF-κB 活性化の抑制剤

である可能性を示唆した．しかしながら，その抑制機構に及ぼす各サブユニッ

トの細胞内の分布や発現動態についての詳細は未だ不明なところが多く今後の

課題であると考える． 

今回の実験で magnolol と honokiol は対照として用いた eugenol や

bis-eugenol と比較して大きな抗炎症作用を示した．この 2 つの化合物の作用

の差異は，おそらくフェノール性 OH から水素が引き抜かれる時の解離エンタル
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ピー(BDE: bond dissociation enthalpy)の差異に起因していることが考えられ

る．BDE が高い化合物では水素原子の引き抜きがなく，フェノール化合物がラ

ジカル化しにくいことが過去の我々の研究より明らかにされている 35，45)．また，

今回の実験で使用した化合物の BDE 値は honokiol > magnolol > eugenol > 

bis-eugenol の順に低いことが報告されている 46)．したがって，BDE が eugenol

や bis-eugenol より高い magnolol と honokiol ではプロオキシダント効果が抑

えられ抗酸化作用が増大し TNF-α 発現や NF-κB 活性化が抑えられたものと考え

られる．一方，phenol 構造体が所有する抗炎症性に関連する生物学的活性は定

量的構造活性相関(QSAR)による BDE や軌道電子の受け渡しに関する molecular 

orbital energies で予測できる可能性が示唆されている 47，48，49)．我々も phenol

関連化合物分子が持つ chemical hardness (η)，や electronegativety (χ)など

の化学的記述子を計算し，それらの値と生物学的活性間の相関について QSAR を

行ない構造—活性関係を明らかにする因子分析方法でフェノール関連化合物の

構造と細胞傷害性や COX-2 抑制に関する反応を予測してきた 50)．その結果，χ

値が高い化合物に抗炎症作用があることが分ってきた 37，51，52)．χ 値は magnolol

が 3.240，honokiol が 3.002，eugenol が 2.6，bis-eugeno が 2.715 であり，顕

著な COX-2 抑制効果を示した magnolol と honokiol は，eugenol や bis-eugenol

と比較して高い χ 値を持っていることが報告されている 46)．それゆえ，今回の

抗炎症作用はこれらの化合物の持つ構造的特性によっても調節されている可能

性があると考える． 
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感染症や慢性炎症の遷延化は周囲組織の治癒不全や異形成を導くことが報告

されている 53)．Murakamiらは以前 Porphyromonas endodontalis の LPSが TNF-α，

IL-1β や好中球走化性因子などの炎症性サイトカインの産生を介し，慢性感染

根管由来の顎口腔領域膿瘍形成に重要な役割を演じている可能性を報告した 24)．

今回の我々の実験は慢性歯周炎モデルを想定した P.gingivalis  LPS による

TNF-α 発現の調節機構を検討したものであるが，その TNF-α も我々の実験では

COX-2 発現を早期に誘導することを証明した(Fig．6)．COX-2 は PG を介した血

管透過性の亢進や発痛に関与し炎症巣を作り上げるだけでなく，胃癌，大腸癌，

頭頸部癌などの腫瘍から高率に発現が確認され，腫瘍形成にも関与することが

考えられている 54-57)．一方，NF-κB は炎症性サイトカインの誘導を導くことか

ら免疫機能や炎症を活性化する因子と考えられていたが，最近ではアポトーシ

ス誘導機能を不活性化し，癌の進展を促進することが明らかになった 58)．また，

多くの腫瘍細胞では NF-κB が恒常的な活性化を受けていることから，近年，

NF-κB が癌の化学療法におけるターゲットとして注目されている 59)．このよう

に NF-κB は炎症やアポトーシス耐性を正に調整し，NF-κB を阻害する NSAID 様

化合物は抗炎症剤，抗癌剤などの広い分野に薬剤として応用される可能性があ

る 60)．最近，magnolol と honokiol は多くの細胞で情報伝達系の調節を介して

様々な炎症性メディエーターを抑制し全身疾患発症の予防的効果を発揮する可

能性が理解されるようになってきた 61-64)．従って，腫瘍細胞を含む様々な細胞

において magnolol と honokiol の反応性を多くの情報伝達系を含めて詳細に検
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討すること，また，抑制効果が LPS との結合によるものか否かを検討すること

は今後の重要な研究課題と考える． 

今回の研究結果は，フェノール関連化合物のうち，特に magnolol や honokiol

が低濃度で転写因子 NF-κB の抑制を介し，TNF-α に起因する慢性炎症性疾患の

効率的な予防剤として機能し得る可能性を示唆した．臨床歯科領域において，

magnolol や honokiol を含む生薬は応用されていないため，これらの化合物が

歯周病予防剤や歯周病に対する炎症抑制剤として応用できるのではないかと考

える． 
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5．結論 

 

フェノール関連化合物の抗炎症性作用を解明するために，マウスマクロファー

ジ様細胞株 RAW264.7 細胞における LPS 誘導性 TNF-α発現の抑制作用とその作用

に関する転写因子活性化調節機構について検討し，以下の結果を得た． 

 

1．Magnolol，honokiol，eugenol，bis-eugenol を使用した RAW264.7 細胞の細

胞傷害性試験では，いずれの化合物も 100 μM 以下の濃度では細胞傷害性を

示さなかった． 

2．P.LPS は RAW264.7 細胞の TNF-α 遺伝子発現を処理後 3 時間で誘導し，その

発現は P.LPS 濃度依存的であった． 

3．Magnolol，honokiol は 50 μM の濃度で RAW264.7 細胞の P.LPS 刺激 TNF-α 遺

伝子発現を顕著に抑制したが，eugenol，bis-eugenol は弱い抑制が見られた． 

4．Magnolol と honokiol は，P.LPS 刺激 IκB-α のリン酸化とタンパク質分解を

顕著に抑制したが eugenol と bis-eugenol は弱い抑制が見られた． 

5．Magnolol と honokiol は NF-κB サブユニットの κB 配列への結合を抑制した

が，eugenol と bis-eugenol は抑制しなかった． 

 

以上本研究から，フェノール関連化合物のうち magnolol，honokiol の LPS 刺

激 TNF-α 発現の抑制機構は IκB-α のリン酸化依存性タンパク質分解抑制に起因
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した NF-κB 活性化の抑制によることが明らかとなった．今回の結果は magnolol，

honokiol が他のフェノール関連化合物に比べ TNF-αに起因する慢性炎症性疾患

に対する低濃度で効率的な予防剤として機能しうる可能性を示唆した． 
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Figure Legends 

 

Fig. 1. Structures of magnolol,honokiol,eugenol and bis-eugenol.  

 

Fig. 2. Cytotoxicity of magnolol,honokiol,eugenol and bis-eugenol towards 

RAW264.7 cells. The cells were treated with the indicated concentrations 

of phenol-related compounds for 24 h and viable cell numbers were assessed 

by cell counting kit. Each value represents mean of triplicate assays. 

Reproducible results were obtained in another independent experiment. 

 

Fig. 3. P.gingivalis  LPS-induced TNF-α expression in RAW264.7 cells. 

(A)The cells were treated or not with P.LPS at 100 ng/ml, and then the 

culture supernatant was collected at the selected times after the 

initiation of the treatment. TNF-α production was quantified by ELISA. The 

colorimetric reaction was read as the optical density (OD) at 450 nm. (B)The 

cells were incubated with or without P.LPS at 100 ng/ml, and then the 

culture supernatant was collected at the selected times after the 

initiation of the treatment. TNF-α production was quantified by ELISA. The 

colorimetric reaction was read as the optical density (OD) at 450 nm. Each 

value represents mean of triplicate assays. Reproducible results were 
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obtained in another independent experiment. 

 

Fig. 4. Inhibitory effects of magnolol and honokiol on P.LPS-induced TNF-α 

production in RAW264.7 cells. The cells were pretreated for 30 min with 

the indicated concentrations of magnolol,honokiol,eugenol and bis-eugenol 

respectively. They were then incubated for 6 h with or without P.LPS at 

100 ng/ml. Thereafter, the culture supernatant was collected and TNF-α 

production was quantified by ELISA. The colorimetric reaction was read as 

the optical density (OD) at 450 nm. Each value represents mean of triplicate 

assays. Reproducible results were obtained in another independent 

experiment. 

 

Fig. 5. Inhibitory effects of magnolol and honokiol on P.LPS-induced TNF-α 

gene expression in RAW264.7 cells. The cells were pretreated for 30 min 

with the indicated concentrations of magnolol,honokiol,eugenol and 

bis-eugenol respectively. They were then incubated for 3 h with or without 

P.LPS at 100 ng/ml, and their total RNA was prepared. Each cDNA was 

synthesized, and the expression levels of TNF-α mRNA were quantified by 

real time PCR and standardized against the expression of 18S rRNA. Each 

value represents mean of triplicate assays. Reproducible results were 
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obtained in another independent experiment. 

 

Fig. 6. Inhibitory effects of magnolol and honokiol on TNF-α-induced COX-2 

gene expression in RAW264.7 cells. The cells were pretreated or not for 

30 min with the 50 μM of magnolol,honokiol,eugenol and bis-eugenol 

respectively. They were then incubated for 3 h with or without P.LPS at 

100 ng/ml, and their total RNA was prepared. Each cDNA was synthesized, 

and the expression levels of COX-2 mRNA were quantified by real-time PCR 

and standardized against the expression of 18S rRNA. Each value represents 

mean of triplicate assays. Reproducible results were obtained in another 

independent experiment. 

 

Fig. 7. Inhibitory effects of magnolol and honokiol on the phosphorylation 

dependent proteolysis of P.LPS-stimulated IκB-α in RAW264.7 cells. The 

cells were pretreated for 30 min with magnolol,honokiol,eugenol and 

bis-eugenol at 50 μM, and then incubated for 30 min with or without P.LPS 

at 100 ng/ml. Thereafter, equal amounts of cell lysates were analyzed by 

Western blotting after SDS-PAGE with phosphor-specific anti-IκB-α 

antibody, anti-IκB-α antibody or anti-β-actin antibody. Reproducible 

results were obtained in another independent experiment. 
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Fig. 8. Inhibitory effects of magnolol and honokiol on P.LPS-stimulated 

binding to its consensus sequences of NF-κB in RAW264.7 cells. The cells 

were pretreated or not for 30 min with magnolol,honokiol,eugenol and 

bis-eugenol at 50 μM, and then treated or not for 1 h with LPS at 100 ng/ml. 

Then the nuclear extracts were prepared and used in a Trans-AM (Active 

Motif) ELISA-like assay kit to quantitate the NF-κB p50, p52, p65 and RelB 

DNA-binding activity. The colorimetric reaction was read as the OD at 450 

nm. Each value represents mean of triplicate assays. Reproducible results 

were obtained in another independent experiment. 

 



 

 

     

 

 



 

 

     

 

 



 

 

     

 

 



 

 

     

 

 



 

 

     

 

 



 

 

     

 

 



 

 

     

 

 



 

 

 

 


