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ALP アルカリフォスファターゼ 
ALT アラニントランスアミナーゼ 

ANCOVA 共分散分析 
ANOVA 分散分析 

AST アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 
ATP アデノシン三リン酸 
BAT 褐色脂肪組織 

BAT-SNA BAT に接続する交感神経活動 
CCK コレシストキニン 
CFF critical flicker frequency 
DB 安息香酸デナトニウム 

GLP-1 グルカゴン様ペプチド-1 
DMSO dimethyl sulfoxide 
γ-GTP γ-グルタミルトランスペプチダーゼ 

Hb ヘモグロビン量 
HFC-1 調節微動高周波成分の出現頻度 

Ht ヘマトクリット値 
IL-10 インターロイキン-10 

KW3110 乳酸菌 Lactobacillus paracasei KW3110 株 
LDH 乳酸脱水素酵素 
LPS リポ多糖 
LSD least squares difference 

MHBA 熟成ホップ由来苦味酸 
PI ヨウ化プロピジウム 
Plt 血小板数 

POMS2 気分状態プロフィール 2 版 
PYY ペプチド YY 
RBC 赤血球数 
RFU relative fluorescence units 
SASP 老化関連分泌表現型 
SDS ドデシル硫酸ナトリウム 

siRNAs small interfering RNAs 
TPPO triphenylphosphine oxide 

TRPM5 transient receptor potential cation channel subfamily M member 5 
T2Rs 苦味受容体 
VDT visual display terminal 
WBC 白血球数 
ZO-1 zonula occludens-1 
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 食生活や生活環境の変化に伴い、現代病とも呼ばれる生活習慣病などの患者は年々増

加の一途を辿っている。食品は疾病の予防や健康維持に貢献する機能を有しているため、

食生活を健全化させ、生活習慣病をはじめとした様々な疾病を予防することが、食品機

能の重要な課題の 1 つである。近年、数多くの食品由来成分に生体調節機能が存在する

ことが報告され、それらを含む機能性食品が多数上市されている。機能性を表示した食

品を販売するために、従来は、国による審査を経た上で保健機能の表示ができる「特定

保健用食品制度」、もしくは栄養成分の機能性の表示ができる「栄養機能食品制度」が

存在していた。これらの制度に加えて、2015 年 4 月より、商品を販売する事業者の責任

において食品の機能性を表示できる「機能性表示食品制度」が施行されたことも契機と

なり、機能性食品に対する科学的な関心がますます高まってきた。このような背景にお

いて、新規の機能性食品成分に関して作用機序の科学的根拠を明らかにするとともに、

ヒトに対する有効性を検証する一貫した基礎研究が産業利用の観点から重要になって

きた。 

本研究では、数多くの食品素材の中から、ビールの主要な原料の１つであり、様々な

健康機能性が知られているホップ（Humulus lupulus L.）由来の苦味成分である熟成ホッ

プ由来苦味酸（Matured hop bitter acids; MHBA）、および免疫システム向上機能などが知

られておりプロバイオティクスの観点からも注目されている乳酸菌の 1 種であるラク

トバチラス・パラカゼイ KW3110 株（KW3110 乳酸菌）に着目した。そして、これらの

新規機能性に関する作用機序の解明ならびにヒトに対する有効性の検証を目的として

研究を行った。 

  

1. 熟成ホップ由来苦味酸 

ホップはアサ科のつる性植物であり、雌花につく毬花はビールの主要な原料の１つと

して知られている（図 1）。ホップは特徴的な香りと爽快な苦味をビールに付与するた

めに広く用いられている他、リラックス効果などを有するハーブの１つとしても用いら

れてきた歴史がある。ホップに含まれる成分については、これまでに様々な健康機能性

があることが報告されている[1,2]。その中でも、ビールに含まれる主要な苦味成分であ

るイソα酸は、ホップの苦味成分であるα酸がビール醸造の煮沸工程において異性化し

て生成されるものである。このイソα酸については、エネルギー代謝調節や認知機能改

善など様々な健康機能性が明らかになっている[3,4]。特に、エネルギー代謝調節機能に

関しては、イソα酸を主要な成分とする異性化ホップエキスが、肝臓における脂質酸化

を調節すること、および腸管における脂質の吸収を阻害することにより食餌誘導性肥満
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を予防する作用が報告されている[5]。以上のように、イソ α 酸には抗肥満作用をはじめ

とした様々な健康機能性が明らかになっているが、その非常に強い苦味のためにビール

以外の食品に効果量を添加することは困難であった。一方で、熟成して酸化したホップ

を用いたビールではその苦味が低減していることが古くから知られている。貯蔵中のホ

ップにおいて、苦味成分である α 酸および β 酸が酸化反応を受けて分解し、代わりに α

酸および β 酸に由来する多様な酸化化合物が生成され、それら化合物は総称して熟成ホ

ップ由来苦味酸（Matured hop bitter acids; MHBA）と命名された（図 2）[6,7]。近年、こ

れらの酸化化合物のうち代表的なものの化学構造が同定され、これらは主にα酸、β酸、

イソα酸と共通した構造であるβトリカルボニル構造を有することが明らかになった

（図 3）[7-10]。MHBA は一般的なラガータイプのビールに 19–38 mg/L 含有され、長期

間熟成を経て製造されるランビックタイプのビールには 100–151 mg/L、大量のホップ

を使用して醸造される India Pale Ale タイプのビールには 152–210 mg/L 含まれることが

報告されている[7]。近年の研究において、α 酸の酸化化合物群がイソ α 酸と比較して許

容可能な苦味を呈することが報告されているため[11]、MHBA は様々な食品へ展開でき

る可能性が期待されている。 

  

 

図 1. ホップの毬花 
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図 2. MHBA の構造式 

  

 

図 3. MHBA に含まれる代表的成分の構造式 

 

 これまでの研究において、MHBA は哺乳類動物において、自律神経系を介して褐色

脂肪組織におけるエネルギー代謝を向上させ、抗肥満作用を発揮することが示されてい

る[12]。一方で、MHBA の摂取がどのように自律神経系を介した褐色脂肪組織の活性化

をもたらすか、その詳細な分子機序は明らかになっていない。本研究では、消化管にお

ける苦味受容と消化管ホルモンの働きに着目し、細胞および動物を用いてその作用機序

の解明に取り組んだ。さらに、MHBA のヒトに対する有効性についても検証するため、
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無作為化二重盲検プラセボ対照並行群間比較試験を行った。 

  

2. ラクトバチラス・パラカゼイ KW3110 株 

乳酸菌は、ヨーグルトやチーズなどの発酵乳製品をはじめとした様々な発酵食品の製

造に古くから用いられ、食品への酸味の付与や長期保存化など、味や品質の向上に大き

く寄与する機能を有している。それだけでなく、乳酸菌は植物やヒト腸管上皮などにも

広く分布しており、特にヒト腸管においては多様な種類の細菌から構成される細菌叢の

一部を形成することも知られている。腸管内に常在する乳酸菌は腸管バリア機能や免疫

システムを向上させるなど、生体に有益な機能を有することから、乳酸菌はプロバイオ

ティクスの手段として近年注目を浴びている[13]。近年の活発な研究によって、乳酸菌

は腸内環境の改善作用の他にも、感染、腫瘍形成、アレルギーなど、様々な生体ストレ

スに対して効果を発揮することが明らかになっている[13-20]。また、これらのストレス

に関連する生体応答である炎症は、感染などの外的要因だけでなく、加齢などの内的要

因によっても引き起こされ、過剰もしくは慢性的な炎症状態が継続することで様々な疾

患に繋がる可能性がある[21-24]。こうした炎症関連疾患を予防する戦略の 1 つとしても、

乳酸菌などの免疫調節機能を有する食品素材の可能性が注目されている[25-27]。 

 乳酸菌の 1 種であるラクトバチラス・パラカゼイ KW3110 株（KW3110 乳酸菌）はチ

ーズなどの製造で使用されてきた経緯がある（図 4）。これまでの研究において、KW3110

乳酸菌は抗アレルギー作用や抗炎症作用を有することが明らかになっている[14,28-30]。

抗アレルギー作用については、KW3110 乳酸菌がマクロファージに貪食され、インター

ロイキン（IL）-12 の産生誘導を介して Th1 有意な免疫応答を誘導し、マウスにおいて

アトピー症状を抑制する作用が示されている。また、抗炎症作用については、KW3110

乳酸菌が抗炎症性の M2 マクロファージを活性化し、抗炎症性サイトカインである IL-

10 の産生を誘導することで、マウスにおいて加齢に伴う慢性炎症を抑制する可能性が

示唆されている[31]。また、KW3110 乳酸菌はマウスにおいてブルーライト照射による

網膜での炎症を抑制すること、およびヒトにおいてディスプレイ端末を用いた（visual 

display terminal; VDT）作業による急性的な目の疲労感を軽減することも示されている。

しかしながら、KW3110 乳酸菌の抗炎症作用における詳細な分子機序については未だ明

らかになっていない部分が多い。本研究では、マウスおよびヒトの免疫細胞を用いてそ

の作用機序の解明に取り組んだ。さらに、KW3110 乳酸菌が慢性的なストレスによる目

の疲労感に対しても有効性を発揮するか検証するため、網膜色素上皮細胞を用いた作用

機序の検討、および無作為化二重盲検プラセボ対照並行群間比較試験を行った。 



10 
 

  

 

図 4. KW3110 乳酸菌 
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〈第１章 ホップ由来苦味成分に

よる脂肪減少効果〉 
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第１節 消化管ホルモンを介したエネルギー消費促進の作用機序 
 

１．要約 
 ホップ中の苦味酸であるα酸、β酸はビールの貯蔵過程で酸化され、多様な苦味酸酸

化物群である MHBA が生成される。近年、ラットへの MHBA 経口投与によりエネルギ

ー消費促進機能を有する褐色脂肪組織（brown adipose tissue; BAT）が交感神経を介して

活性化され、熱産生が誘導されることが報告された。しかし MHBA がどのように交感

神経に作用しうるか、という詳細な分子機序は不明であった。 

そこで本研究では消化管内分泌細胞から産生される消化管ホルモンに着目した。消化

管内分泌細胞に MHBA を投与すると、濃度依存的に細胞内 Ca2+濃度上昇および消化管

ホルモンであるコレシストキニン（CCK）の産生誘導が認められた。一方、これらの作

用は培地中 Ca2+の除去や L 型電位依存性カルシウムチャネル阻害剤の添加で消失した。

また MHBA 投与による CCK 産生誘導はラット小腸でも確認されるとともに、ラットへ

の MHBA 経口投与により BAT に接続する交感神経活動の活性化および BAT の温度上

昇が認められた。一方、これらの作用は CCK1 受容体阻害剤の投与によって阻害され

た。さらに、ラットへの CCK の腹腔内投与により BAT に接続する交感神経活動の上昇

が認められ、その作用は迷走神経切離によって阻害された。 

以上より、MHBA は消化管での CCK 産生を誘導し、CCK1 受容体および迷走神経を

介してBATに接続する交感神経活動を上昇させることが示唆された。これらの発見は、

食品素材の抗肥満効果に関する新たな分子機序を見出したものと考えられる。 
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２．背景 
 生物は食品や食品由来成分に関する情報を解釈するために、塩味、甘味、酸味、苦味、

旨味といった 5 つの味を認識できる味覚システムを発達させてきた[32,33]。数多くの有

毒物質は苦味を呈するため、苦味は一般的に負の感覚であり毒の危険を知らせるものと

して考えられている一方、一部の苦味物質は抗肥満作用などの健康機能性を有すること

が動物実験により報告されている[34-37]。例えば、世界で最も苦味が強い物質として知

られる安息香酸デナトニウム（denatonium benzoate; DB）は苦味受容体を活性化するこ

とにより、消化管ホルモンの 1 つであるグルカゴン様ペプチド-1（glucagon-like peptide-

1; GLP-1）の分泌を誘導し、血糖値を低下させる作用が報告されている[36]。 

 消化管ホルモンは、ペプチドや脂肪酸、味物質などの食品由来成分をそれらに応答す

る受容体を介して認識することで、消化管ホルモンを分泌する[38-42]。コレシストキニ

ン（CCK）や GLP-1、ペプチド YY（peptide YY; PYY）などいくつかの消化管ホルモン

は神経伝達物質として働き、求心性迷走神経を介して中枢にシグナルを伝達し、食欲を

抑制する作用が知られている[43-48]。CCK は十二指腸や空腸における消化管内分泌細胞

より分泌される一方、GLP-1 および PYY は小腸下部や大腸の細胞より分泌される。こ

れらのホルモンは DB、フェニルチオカルバミド、キニーネなどの苦味物質を含むリガ

ンドの投与によって Ca2+シグナルを介して分泌される[36,38,49]。消化管ホルモンはエネ

ルギー代謝制御に関わることも示唆されているため、消化管において苦味物質がこれら

のホルモン分泌を誘導する作用機序を明らかにすることは、代謝関連疾患の新たな治療、

予防法の確立に貢献できることが期待される。 

 これまでに、他の様々な食品由来成分と同様に、ラットへの MHBA の経口投与によ

り、熱産生を介してエネルギー消費を促進する働きを有する褐色脂肪組織（brown 

adipose tissue; BAT）が活性化することが報告されている[12,50-53]。 さらに、MHBA は

BAT に接続する交感神経活動（BAT-sympathetic nerve activity; BAT-SNA）を上昇させる

ことで BAT を活性化することも知られている[12]。しかしながら、MHBA の経口投与が

どのように BAT-SNA に作用しうるか、という詳細な分子機序は不明であった。 

 本研究では、MHBA が他の苦味物質と同様に消化管内分泌細胞における消化管ホル

モンの分泌を誘導し、これらのホルモンが MHBA 投与による BAT-SNA の上昇に寄与

しているという仮説を立てた。特に、抗肥満作用との関連が知られる代表的な消化管ホ

ルモンである CCK、GLP-1、PYY に着目し、消化管内分泌細胞株として普及している

STC-1 細胞を用いて MHBA の投与によるこれらのホルモンの分泌誘導について検証し

た。さらに、ラットへの MHBA の経口投与によってこれらのホルモンが分泌され、BAT-
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SNA の上昇に寄与するか検証した。 

 

３．実験方法 
１）試薬 

 MHBA は既報に従い調製した[7]。ホップペレットを 60℃で 120 時間貯蔵してα酸、

β酸を酸化させた後、50℃の水で 1 時間抽出した。活性炭およびポリビニルポリピロリ

ドンを加えて 2 時間処理した後、フィルター処理によりこれらを除去した。得られた溶

液を 90℃で 4 時間加熱した後室温まで冷却し、凍結乾燥により粉末を得た。得られた

粉末を水で溶解した後、塩酸添加による酸性条件下でジクロロメタン抽出を行い、無水

硫酸ナトリウムによる脱水およびエバポレーターによる濃縮によって MHBA 画分を得

た。 

 ジメチルスルホキシド（DMSO）（カタログ番号 043-07216）、KCl（カタログ番号 163-

03545）、DB（カタログ番号 046-23561）は富士フィルム和光純薬社（Osaka、Japan）よ

り購入した。デバゼピド（CCK1 受容体阻害剤）（カタログ番号 D3821）および CCK-8

（CCK フラグメント）（カタログ番号 C2901）は Sigma-Aldrich 社（St. Louis、MO、USA）

より購入した。ジルチアゼム（L 型電位依存性カルシウムチャネル阻害剤）（カタログ

番号 ALX-550-214-G001）は Enzo Life Sciences 社（Farmingdale、NY、USA）より購入し

た。 

 

２）細胞 

STC-1 細胞は、Simian virus 40 large T 抗原および Polyoma small T 抗原と繋がるラット

インスリンプロモーターを有するダブルトランスジェニックマウスから、消化管内分泌

腫瘍を抽出して確立した株である[54]。STC-1 細胞は ATCC 社（Manassas、VA、USA）

より購入し、10%ウシ胎児血清、100 U/mL ペニシリン、および 100 μg/mL ストレプトマ

イシンを含むダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）（Gibco 社、Grand Island、NY、USA）

において 37℃、5% CO2条件下で培養した。 

  

３）蛍光顕微鏡による Ca2+イメージング 

Ca2＋イメージングは既報に基づき実施した[38]。STC-1 細胞を 6 cm ディッシュに置い

た 12 mm のカバーガラス上で培養し、培地を除去した後に 1 μM Fura-2AM（蛍光 Ca2+

検出試薬）（同仁化学研究所、熊本、日本）（カタログ番号 F015）を含む bath 溶液（140 

mM NaCl、5 mM KCl、10 mM 4-（2-hydroxyethyl）-1-piperazineethanesulfonic acid（HEPES）、
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2 mM MgCl2、2 mM CaCl2、10 mM glucose、pH 7.4）で 37℃、15 分間培養した。その後、

カバーガラスを励起光波長 340 nm、387 nm、蛍光波長 510 nm に設定した蛍光顕微鏡

（オリンパス社、東京、日本）に設置し、bath 溶液で灌流した後 100 μg/mL MHBA に切

り替え、MHBA 投与前後の蛍光画像を取得した。 

 

４）STC-1 細胞内の Ca2+濃度の測定 

96 well black/clear プレート（CORNING 社、Kennebunk、ME、USA）に STC-1 細胞を

5×104 cells/well で播種し、フェノールレッド不含 DMEM/F-12（Gibco 社、Watham、MA、

USA）で一晩培養した。細胞内 Ca2+濃度の測定には Fluo-4 Direct Calcium Assay Kit

（Invitrogen 社、Carlsbad、CA、USA）を用い、細胞に Fluo-4 を添加して 25℃、30 分間

培養し、プレートをイメージングプレートリーダーである FDSS/μCELL システム（浜松

ホトニクス社、静岡、日本）に挿入した後、MHBA もしくは KCl 添加前後の Ca2+を検

出した。励起光波長 480 nm および蛍光波長 540 nm に設定した際の蛍光変化を記録し、

相対的な蛍光強度の最大値と最小値の差分（Max - Min relative fluorescence units; ΔRFU）

を算出した。細胞外 Ca2+除去条件下での測定においては、細胞を Ca2+不含 bath 溶液（140 

mM NaCl、5 mM KCl、10 mM HEPES、2 mM MgCl2、10 mM glucose、5 mM ethylene glycol 

tetraacetic acid、pH 7.4）で洗浄した後、Fluo-4 を添加した。L 型電位依存性カルシウム

チャネル阻害条件下での測定においては、Fluo-4 と共にジルチアゼムを細胞に添加し

25℃、30 分間培養した。 

 

５）STC-1 細胞における消化管ホルモン分泌量の測定 

STC-1 細胞による CCK、GLP-1、PYY 分泌量の測定は既報に基づき実施した[38,40]。

CCK 測定においては 24 ウェルプレートに細胞を 5×105 cells/well で播種して一晩培養

し、GLP-1 および PYY 測定においては 6 ウェルプレートに細胞を 5×105 cells/well で播

種して 4 日間培養した。細胞を bath 溶液で 2 回洗浄した後、0.3% DMSO を含む bath 溶

液で溶解した MHBA もしくは KCl を添加し、37℃、5% CO2条件下で 60 分間培養した。

CCK についてはその分泌の時間依存性を確認するため、5、15、30、90 分間の培養時間

についても検討した。細胞外 Ca2+除去条件下での測定においては Ca2+不含 bath 溶液を

用い、L 型電位依存性カルシウムチャネル阻害条件下での測定においては、リガンド添

加 30 分前にジルチアゼムを添加し培養した。培養後、各プレートから採取した上清を

125×g、4℃で 5 分間遠心し、酵素免疫測定キット（Phoenix Pharmaceuticals 社、Belmont、

CA、USA）を用いて CCK、GLP-1、PYY を測定した。 



16 
 

 

６）動物 

雄性ウィスターラットを日本チャールス・リバー社（神奈川、日本）もしくは紀和実

験動物研究所（和歌山、日本）より購入し、24℃、12 時間ごとの明暗サイクル（明期は

8:00 から 20:00）で飼育した。ラットは CE-2（日本クレア社、東京、日本）もしくはタ

イプ MF（オリエンタル酵母社、東京、日本）で 6 日間以上馴化し、馴化期間中は水お

よび餌を自由摂取とした。BAT-SNA の測定に関するラットの取扱いついては、株式会

社 ANBAS の動物実験倫理委員会の承認を得た後に、日本学術会議が策定した実験動物

取扱規定を順守して行った（承認番号：ANBAS00440、ANBAS00471、ANBAS00496）。

その他の実験については、キリンホールディングス株式会社の動物実験倫理員会の承認

を得た後に、実験動物取扱規定を順守して行った（承認番号：AN10385、AN10622、

AN10627）。全ての施術は麻酔下で実施し、苦痛を最小限にするよう努めた。 

 

７）ラット小腸における CCK 分泌量の測定 

ラット小腸における CCK 分泌量の測定は既報に基づき実施した[55]。10 週齢の雄性

ウィスターラットを 22時間絶食させた後、幽門括約筋から 10 cm 下部の腸管を採取し、

リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate-buffered saline; PBS）で内容物を優しく除去した後、

腸管を反転させて 0.5 cm ごとの切片に切り分けた。過剰な粘液産生を防ぐため、腸管

切片を Krebs 溶液（119 mM NaCl、4.7 mM KCl、2.5 mM CaCl2、1.2 mM MgSO4、1.2 mM 

KH2PO4、25 mM NaHCO3、20 mM 2-Morpholinoethanesulfonic Acid、pH 6.5）に溶解した

0.5 mM ジチオスレイトールにおいて氷上で 30 分間、96 ウェルプレートで反応させた。

それぞれの腸管切片を無作為に別の 96 ウェルプレートに移し、4% DMSO を含む Krebs

溶液に溶解した DB もしくは MHBA を添加して 37℃、5% CO2条件下で 30 分間振盪し

ながら培養した。培養後、上清を採取して 5000×g、4℃、15 分間遠心し、酵素免疫測定

キット（Phoenix Pharmaceuticals 社、Belmont、CA、USA）を用いて CCK を測定した。

それぞれの腸管切片の重量を測定し、切片 1 g あたりの CCK 分泌量を算出した。 

 

８）ラットにおける BAT-SNA の測定 

BAT-SNA は既報に基づき測定した[12,56,57]。9 週齢の雄性ウィスターラットを 3 時間

絶食させた後、ウレタンを 1 g/kg で腹腔内投与して麻酔を行い、口腔カニューレを胃内

に挿入して開腹した。肩甲骨間の BAT に接続する交感神経の遠位端を露出させ、銀電

極を接続して安定化させた後、電極からの電気信号を収集、増幅してオシロスコープ上
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で記録した。ウィンドウ識別子を用いて生データをパルス信号に変換することで神経活

動を解析した。体温は保温マットを用いて 35.0±0.5℃もしくは 35.3±0.5℃に維持した。

その後、1.08 mM CaCO3 に溶解した MHBA もしくは DB を口腔カニューレを用いてラ

ットに経口胃内投与し、コントロール群においては、MHBA もしくは DB 溶液と同じ

pH 7 調整した 1.08 mM CaCO3を投与した。CCK1 受容体の阻害実験においては、MHBA

もしくは DB の投与 15 分前に、5% DMSO および 5% Tween-80 を含む生理食塩水に溶

解したデバゼピドを 1 mg/kg で腹腔内投与した。迷走神経伝達の阻害実験においては、

BAT-SNA の記録前に横隔膜下の迷走神経を切除し、偽手術においては迷走神経を切除

することなく開腹手術のみ実施した。その後、生理食塩水もしくは生理食塩水に溶解し

た CCK-8 をラットに腹腔内投与した。 

 

９）ラットにおける BAT 温度の測定 

BAT 温度の測定は既報の方法を一部改変して実施した[12]。9 週齢の雄性ウィスター

ラットを 3 時間絶食させた後、ウレタンを 1.5 g/kg で腹腔内投与して麻酔を行い、温度

センサープローブ（立山科学工業社、富山、日本）を肩甲骨間の BAT および僧帽筋の

間に挿入し、挿入部位を絹糸で縫合した。出力信号を温度デジタルシグナル変換機（立

山科学工業社、富山、日本）を用いて処理し、得られたデータを Ds Sensor 10.7（立山科

学工業社、富山、日本）を用いて解析した。MHBA の経口投与においては、ラットを

34℃に設定した保温マット上に設置した後、口腔カニューレを胃内に挿入することで投

与を実施した。CCK1 受容体の阻害実験においては、5% DMSO および 5% Tween-80 を

含む生理食塩水に溶解したデバゼピドを腹腔内投与し、15 分後に 1.08 mM CaCO3に溶

解した MHBA を口腔カニューレを用いて経口胃内投与した。コントロール群において

は、1 N HCl を用いて MHBA 溶液と同じ pH 7 に調整した 1.08 mM CaCO3を投与した。

MHBA 投与後、BAT 温度を 3 時間測定した。 

 

１０）統計解析 

各データの値は平均値±標準誤差で表した。統計的有意差は、Student の t 検定、Mann-

Whitney の U 検定、Dunnett 法を事後検定とする分散分析（analysis of variance; ANOVA）、

および反復測定 ANOVA によって解析した。P<0.05 を統計学的に有意であると判断し

た。 
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４．結果 
１）MHBA は細胞外 Ca2+の流入を介して STC-1 細胞内 Ca2+の濃度を上昇させる 

消化管内分泌細胞において、消化管ホルモンは細胞内 Ca2+濃度の上昇を介して分泌さ

れる[38]。本研究では、細胞内 Ca2+濃度の上昇を介して消化管ホルモンを分泌する STC-

1 細胞株を用いて、MHBA が消化管内分泌細胞内の Ca2+濃度を上昇させるか検討した

[38,40-42,58,59]。蛍光顕微鏡を用いて MHBA 添加前後の Ca2+イメージングを実施した結

果、MHBA 添加によりほぼ全ての細胞において細胞内 Ca2+濃度の上昇が認められた（図

1-1-1A）。さらに、細胞内 Ca2+濃度変化をリアルタイムで測定することにより、MHBA

添加濃度依存的な細胞内 Ca2+濃度の上昇も認められた（図 1-1-1B）。一方、細胞外 Ca2+

の非存在下では、MHBA 添加による細胞内 Ca2+濃度の上昇が有意に抑制された（P<0.01）

（図 1-1-1C）。MHBA 添加による細胞内 Ca2+濃度の上昇は、L 型電位依存性カルシウム

チャネルの阻害剤であるジルチアゼムの添加によっても有意に抑制された（P<0.01）（図

1-1-1D）。この実験においては、脱分極剤である KCl をポジティブコントロールとして

用い、KCl 添加による細胞内 Ca2+濃度の上昇もジルチアゼムの添加によって有意に抑制

された（P<0.01）。以上の結果から、MHBA は細胞外 Ca2+の流入を介して STC-1 細胞内

Ca2+濃度を上昇させることが示唆された。 

 

２）MHBA は STC-1 細胞内の Ca2+濃度の上昇を介して CCK 分泌を誘導する 

次に、MHBA の添加によって STC-1 細胞における CCK、GLP-1、PYY の分泌が誘導

されるか検討した。MHBA（50、100、200 μg/ml）を STC-1 細胞に添加し、60 分後のそ

れぞれの消化管ホルモンの分泌量を測定した。CCK の分泌量は MHBA 添加濃度依存的

に上昇することが認められた（図 1-1-2A）。GLP-1 の分泌量は MHBA（200 μg/ml）の添

加で有意に上昇したが（P<0.01）（図 1-1-2B）、PYY の分泌量には変化が認められなかっ

た（図 1-1-2C）。また、CCK の分泌量は MHBA 添加後 5 分で上昇し、60 分で最大値に

達した（図 1-1-2D）。一方、細胞外 Ca2+非存在下では、MHBA 添加による CCK 分泌量

の上昇は有意に抑制された（P<0.01）（図 1-1-2E）。さらに、MHBA もしくは KCl 添加

による CCK 分泌量の上昇も、ジルチアゼムの添加により有意に抑制された（MHBA 添

加群では P<0.05、KCl 添加群では P<0.01）（図 1-1-2F）。以上の結果から、STC-1 細胞に

おいて、細胞外 Ca2+の流入を介した細胞内 Ca2+濃度の上昇は MHBA による CCK 分泌

量の上昇に重要な役割を担っていることが示唆された。 

 

３）MHBA はラット小腸における CCK の分泌を誘導する 
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図 1-1-2 で示されたように、MHBA は STC-1 細胞における CCK の分泌を誘導した。

MHBA によって消化管における CCK の分泌が誘導されるか検討するため、ラット小腸

を単離し、MHBA 添加後 30 分における培養上清中の CCK 分泌量を測定した。その結

果、MHBA 添加により CCK の分泌量の有意な上昇が認められた（P<0.05）（図 1-1-3）。

また、ラット小腸に DB を添加することでも同様に CCK の分泌量の有意な上昇が認め

られた（P<0.05）（図 1-1-3）。以上の結果から、MHBA および DB はラット小腸におけ

る CCK の分泌を誘導することが示唆された。 

 

４）ラットへの MHBA 投与による BAT-SNA の上昇に対する CCK1 受容体の関与 

これまでに、ラットへの MHBA の経口投与により BAT-SNA が上昇することが報告

されている[12]。MHBA の経口投与による BAT-SNA の上昇に CCK シグナリングが関与

しているか検討するため、MHBA の経口投与前に、CCK1 受容体の阻害剤であるデバゼ

ピドをラットに腹腔内投与した[60]。まず、MHBA を経口投与すると、コントロール群

と比較して BAT-SNA の有意な上昇が認められた（P<0.05）（図 1-1-4A、C）。一方、デバ

ゼピドを投与した場合、MHBA 投与による BAT-SNA の上昇は認められなかった（図 1-

1-4B、C）。なお、コントロール群と MHBA 投与群、およびコントロール群とデバゼピ

ド投与群の初期値に統計的有意差は認められなかった（Mann-Whitney の U 検定）。以上

の結果から、MHBA の経口投与による BAT-SNA の上昇に CCK1 受容体が関与すること

が示唆された。 

次に、他の苦味物質が MHBA と同様の作用機序を有するか検討するため、DB をラッ

トに経口投与した結果、コントロール群と比較して BAT-SNA の有意な上昇が認められ

た（P<0.05）（図 1-1-4D、F）。一方、デバゼピドを投与した場合、DB 投与による BAT-

SNA の上昇は認められなかった（図 1-1-4E、F）。なお、コントロール群と MHBA 投与

群、およびコントロール群とデバゼピド投与群の初期値に統計的有意差は認められなか

った（Mann-Whitney の U 検定）。以上の結果から、MHBA を用いた結果と同様、DB の

経口投与による BAT-SNA の上昇に CCK1 受容体が関与することが示唆された。 

 

５）ラットへの CCK-8 の投与は迷走神経求心枝を介して BAT-SNA を上昇させる 

既報において、MHBA は迷走神経求心枝を介して BAT-SNA を上昇させる可能性が示

唆されている[12]。本研究では、CCK が迷走神経求心枝に作用して BAT-SNA を上昇さ

せるか検討した。CCK-8 をラットに腹腔内投与した結果、BAT-SNA の有意な上昇が認

められた（P<0.01）（図 1-1-5A、C）。一方、横隔膜下の迷走神経切除により CCK-8 投与
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による BAT-SNA の上昇は阻害された（図 1-1-5B、C）。なお、コントロール群と CCK-

8 投与群、および偽手術群と迷走神経切除群の初期値に統計的有意差は認められなかっ

た（Mann-Whitney の U 検定）。以上の結果から、MHBA と同様に、CCK-8 は迷走神経

求心枝を介して BAT-SNA を上昇させることが示唆された。 

 

６）ラットへの MHBA 投与による BAT 温度の上昇に対する CCK1 受容体の関与 

これまでに、ラットへの MHBA の経口投与により BAT 温度が上昇することが報告さ

れている[12]。MHBA の経口投与による BAT 温度の上昇に CCK シグナリングが関与し

ているか検討するため、MHBAの経口投与前にデバゼピドをラットに腹腔内投与した。

まず、MHBA を経口投与すると、既報と同様にコントロール群と比較して BAT 温度の

有意な上昇が認められた（P<0.01）（図 1-1-6A）[12]。一方、デバゼピドを投与した場合、

MHBA 投与による BAT 温度の上昇は認められなかった（図 1-1-6B）。なお、コントロー

ル群と MHBA 投与群、およびコントロール群とデバゼピド投与群の初期値に統計的有

意差は認められなかった（Mann-Whitney の U 検定）。以上の結果から、MHBA の経口

投与による BAT 温度の上昇に CCK1 受容体が関与することが示唆された。 
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５．考察 
 既報において、MHBA がラットの BAT-SNA を上昇させることで BAT における熱産

生を誘導することが示されてきた[12]。一方、MHBA が BAT-SNA にどのように作用す

るか、その詳細な分子機序が明らかになっていなかったため、本研究では MHBA の作

用機序を解明するために消化管ホルモンに着目した一連の実験を実施した。 

 DB やフェニルチオカルバミド、キニーネのような一部の苦味物質は消化管内分泌細

胞における消化管ホルモンの分泌を誘導することが報告されている[36,38,49,61,62]。

STC-1 細胞においては、これらの苦味物質は CCK および GLP-1 の分泌を誘導するが、

PYY の分泌については報告されておらず[38,61,62]、本研究で MHBA を用いて得られた

結果と一致する。CCK の分泌は MHBA 添加後 5 分で既に確認され（図 1-1-2D）、それ

は BAT-SNA が MHBA もしくは CCK-8 の投与後まもなく上昇した結果とも時系列とし

て妥当である（図 1-1-4、1-1-5）。従って、MHBA の投与後に迅速に CCK が分泌される

ことで、ラットの BAT-SNA が迅速に上昇する可能性が考えられる。 

 ラット小腸への MHBA もしくは DB の添加により、CCK の分泌が誘導された（図 1-

1-3）。また、ラットへの MHBA もしくは DB の経口投与により BAT-SNA が上昇し、そ

の作用は CCK1 受容体の阻害剤投与により抑制された（図 1-1-4）。MHBA もしくは DB

を用いた結果と同様に、CCK-8 の腹腔内投与により BAT-SNA が上昇し、その作用は横

隔膜下の迷走神経切除により阻害された（図 1-1-5）。さらに、MHBA の経口投与により

誘導される BAT 温度の上昇も、CCK1 受容体の阻害剤投与により抑制された（図 1-1-

6）。CCK1 受容体は消化管における迷走神経などの末梢組織に発現し、外部の栄養シグ

ナルを中枢に伝達する役割を有する[63]。脂肪酸などの食品由来成分による末梢の CCK

シグナリング活性化は BAT の活性化に関連する一方で、苦味物質が BAT を活性化する

詳細な作用機序については明らかになっていない[64]。本研究により、MHBA が末梢の

CCK1 受容体を介して BAT を活性化すること、および DB が末梢の CCK1 受容体を介

して BAT-SNA を上昇させることが明らかになった。以上より、苦味物質は末梢におけ

る CCK の分泌および神経伝達を介して BAT を活性化する可能性が示唆された。 

 消化管ホルモンはリガンドに応答し、消化管内分泌細胞内の Ca2+濃度の上昇を介して

分泌される。本研究では、STC-1 細胞への MHBA 添加が、L 型電位依存性カルシウム

チャネルを介した細胞内への Ca2+流入を促進し、細胞内 Ca2+濃度の上昇を介して CCK

の分泌を誘導することを明らかにした（図 1-1-1、1-1-2）。細胞内 Ca2+濃度の上昇および

消化管ホルモンの分泌は L 型電位依存性カルシウムチャネルの他にも transient receptor 

potential（TRP）チャネルや味受容体により制御されている可能性があるため、本研究で
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示した MHBA の作用機序には複数のカルシウムチャネルや受容体が関与している可能

性は否定できない[38,40,41,65]。STC-1 細胞にはいくつかの苦味受容体（taste 2 receptors; 

T2Rs）が発現しており、苦味物質はこれらのT2Rsを介して細胞内Ca2+濃度を上昇させ、

消化管ホルモンの分泌を誘導している可能性が考えられる[38,66,67]。MHBA と共通の部

分構造を有するイソα酸はいくつかの T2Rs に作用することが知られているため、

MHBA も T2Rs に作用している可能性が考えられる[7,68]。MHBA が CCK の分泌を誘導

する作用機序に関与している T2Rs を同定するためには、今後さらなる研究が求められ

る。 

 最近の研究により、哺乳類動物およびヒト幼児だけでなく、ヒト成人においても BAT

の存在が報告されているが、代謝活性のある BAT は若齢者においては 5 割程度、そし

て高齢者および肥満者においてはさらに低い割合しか含まれていない[69]。しかしなが

ら、交感神経の活性化により代謝活性のある BAT が誘導されてくることが哺乳類動物

およびヒトの両方で報告されている。例えば、カプシノイド（カプサイシンのアナログ）

の成分であるカプシエイトはラットへ単回投与することにより、BAT-SNA を上昇し

BAT 温度を上昇させる[70]。また、BAT における熱産生因子である脱共役タンパク質 1

（UCP1）の発現レベルはマウスへのカプシエイトの継続投与により上昇する[71]。ヒト

においては、カプシノイドの 6 週間にわたる継続摂取により、BAT の代謝活性が減少し

ている被験者において代謝活性のある BAT が誘導されている[72]。MHBA については

これまでに、マウスへの継続投与により BAT における脱共役タンパク質 1 の発現上昇

が認められている[12]。今後、ヒトにおける MHBA の BAT 活性化作用についてはさら

なる研究が求められる。 

 本研究において、MHBA の投与により消化管における CCK の分泌が誘導され、CCK

シグナリングが迷走神経求心枝を介して BAT-SNA へと伝達されることが明らかとなっ

た。また、MHBA の投与は CCK1 受容体を介して BAT 温度を上昇させることも示され

た。以上の結果は、ビールの原料であるホップ由来の食品素材がエネルギー消費を促進

する新たな作用機序を明らかにしたものである。 

  



23 
 

 

図 1-1-1. 細胞外 Ca2+の有無もしくはジルチアゼムの添加条件において MHBA が細胞

内 Ca2+濃度に与える影響 

（A）STC-1 細胞への MHBA（100 μg/mL）添加前後の Ca2+イメージングを Fura-2AM（1 

μM）を用いて実施した。（B）MHBA（50、100、200 μg/mL）添加後の細胞内 Ca2+濃度

変化を FDSS/μCELL を用いて測定した。（C）細胞外 Ca2+の存在もしくは非存在下にお

ける MHBA（100 μg/mL）添加後の細胞内 Ca2+濃度変化を測定した。（D）ジルチアゼム

（1 mM）添加 30 分後に、KCl（25 mM）もしくは MHBA（100 μg/mL）添加後の細胞内

Ca2+濃度変化を測定した。各データの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3-

5 であった。統計的有意差は Dunnett 法を事後検定とする ANOVA（B）もしくは Student

の t 検定（C、D）により解析した。**は P<0.01、Ca+は細胞外 Ca2+存在条件、Ca-は細

胞外 Ca2+非存在条件を表す。 
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図 1-1-2. STC-1 細胞への MHBA 添加は消化管ホルモンの分泌を誘導する 

（A-C）STC-1 細胞への MHBA（50、100、200 μg/ml）添加後 60 分における CCK、GLP-

1、PYY の分泌量を測定した。（D）MHBA（100 μg/ml）添加後 0-90 分における CCK の

分泌量を測定した。（E）細胞外 Ca2+の存在もしくは非存在下での MHBA（100 μg/ml）

添加後の CCK の分泌量を測定した。（F）ジルチアゼム（1 mM）添加 30 分後に、KCl

（25 mM）もしくは MHBA（100 μg/mL）添加後の CCK の分泌量を測定した。各データ

の値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3-5（A、B、D-F）、n=1-4（C）であ

った。統計的有意差は Dunnett 法を事後検定とする ANOVA（A、B）もしくは Student の

t 検定（D-F）により解析した。*は P<0.05、**は P<0.01、n.s.は有意差なし、n.d.は検出

限界以下を表す。 
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図 1-1-3. ラット小腸への MHBA の添加による CCK の分泌誘導 

ラット小腸への DB（50 mM）もしくは MHBA（5 mg/mL）添加後 30 分における CCK

の分泌量を測定した。グラフの縦軸は腸管切片 1 g あたりの CCK 分泌量を表す。各デ

ータの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=4-8 であった。統計的有意差は

Dunnett 法を事後検定とする ANOVA により解析した。*は P<0.05 を表す。 
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図 1-1-4. CCK1 受容体阻害剤は MHBA 投与によるラットの BAT-SNA 上昇を抑制する 

5% DMSO、5% Tween-80 を含む生理食塩水もしくはデバゼピド（1 mg/kg）を投与して

15 分後、MHBA（2 mg/kg）もしくは DB（15 mg/kg）をラットに投与した。（A、B、D、

E）5 秒あたりのスパイク数の平均値を、DB もしくは MHBA 投与 5 分前の値を 100%と

した相対値で表し、90 分間の変化を 5 分毎に測定した。それらのグラフの下に、BAT-

SNA の実際の記録を各群一例ずつ示した。（C、F）90 分間の BAT-SNA の平均値を算出

した。各データの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=4 であった。統計的

有意差は反復測定 ANOVA（A、B、D、E）もしくは Student の t 検定（C、F）により解

析した。**は P<0.01、n.s.は有意差なしを表す。 
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図 1-1-5. ラットへの CCK-8 投与は BAT-SNA を上昇させる 

CCK-8（100 μg/kg）を偽手術もしくは迷走神経切除ラットへ腹腔内投与した。（A、B）

5 秒あたりのスパイク数の平均値を、CCK-8 投与 5 分前の値を 100%とした相対値で表

し、90 分間の変化を 5 分毎に測定した。それらのグラフの下に、BAT-SNA の実際の記

録を各群一例ずつ示した。（C）90 分間の BAT-SNA の平均値を算出した。各データの値

は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は反復測定

ANOVA（A、B）もしくは Student の t 検定（C）により解析した。**は P<0.01、n.s.は

有意差なしを表す。 
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図 1-1-6. CCK1 受容体の阻害剤はラットへの MHBA 投与による BAT 温度の上昇を抑

制する 

5% DMSO および 5% Tween-80 を含む生理食塩水もしくはデバゼピド（1 mg/kg）を投与

して 15 分後、MHBA（10 mg/kg）をラットに投与した。（A、B）MHBA 投与後の BAT

温度の 180分間の変化を2分毎に測定した。各データの値は平均値±標準誤差で表した。

サンプル数は n=7-8 であった。統計的有意差は反復測定 ANOVA により解析した。**は

P<0.01、n.s.は有意差なしを表す。 
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第２節 消化管細胞における苦味受容体を介した消化管ホルモン分泌誘

導作用機序 
 
１．要約 
 第 1 章第 1 節の結果から、MHBA は消化管における CCK 産生を誘導し、自律神経を

活性化する腸脳相関機序によりBATでの熱産生を誘導することが示唆されたが、MHBA

が消化管細胞にどのように認識されるかについては不明であった。MHBA はホップ苦

味成分に由来するため、本研究では消化管内分泌細胞で発現する T2Rs に着目した。 

25 種のヒト苦味受容体をそれぞれ発現させた HEK293T 細胞に MHBA を投与した結

果、TAS2R1、TAS2R8 および TAS2R 10 発現細胞で受容体活性化が認められた。これら

の受容体に対してそれぞれ系統学的に高度に保存されたマウス苦味受容体である

Tas2r119、Tas2r130、および Tas2r105 を発現させた細胞でも、MHBA 投与に対する活性

化が認められた。また、ヒトおよびマウス消化管内分泌細胞に対して、これらの T2Rs

に対する siRNA により遺伝子発現抑制を行った結果、MHBA 投与による細胞内 Ca2+濃

度上昇および CCK 産生誘導が抑制された。さらに、味覚受容体シグナル伝達に必須な

イオンチャネルである TRPM5 を阻害した結果、MHBA 投与による細胞内 Ca2+濃度上昇

および CCK 産生誘導が抑制された。 

以上より、MHBA は消化管細胞の特定の T2Rs によって認識され、細胞内 Ca2+応答お

よび CCK 産生を誘導することが示唆された。 
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２．背景 
 甘味、旨味、苦味、塩味、酸味を区別する味覚システムは、特定の食物成分を認識す

るためにヒトを含む様々な動物で進化的に保存されている[32,33]。多くの有毒物質は苦

味を呈し、負の感覚として捉えられるため、苦味は毒の危険を知らせるものとして考え

られている。一方で、最近の研究により、苦味物質が抗肥満作用や認知機能改善作用な

どの健康機能性を有することが報告されている[3,36,37]。 

 これまでの研究において、MHBA は消化管内分泌細胞に作用して消化管ホルモンで

ある CCK の分泌を誘導し、自律神経を活性化させる腸脳相関機序により BAT を活性化

させることが示されている[12]。しかしながら、消化管内分泌細胞において MHBA がど

のように認識されるのかについては未だに明らかになっていない。 

 最近の研究において、舌に存在する味受容細胞と同様に、消化管に存在する細胞にお

いても機能的な味受容機構が存在することが報告されている[73]。約 25 種のヒト苦味受

容体（TAS2Rs）および約 35 種のマウス苦味受容体（Tas2rs）が味受容機能を持つと想

定されており、そのうちいくつかの T2Rs は哺乳類動物およびヒトの小腸上皮の内分泌

細胞に発現し、苦味物質を認識して内分泌細胞におけるカルシウム応答および CCK な

どの消化管ホルモンの分泌に寄与している[38,66,74-77]。しかしながら、MHBA が消化管

内分泌細胞の T2Rs に認識されるのか、そして認識される場合、どの T2Rs に認識され

てそのシグナルを消化管ホルモンの分泌へと伝達するのかについては不明である。 

 本研究では、MHBA がどの T2Rs に認識されるのか明らかにするために、各 T2R を

強制発現した HEK293T 細胞を用いて Ca2+イメージングを実施した。さらに、ヒトおよ

びマウスの消化管内分泌細胞における遺伝子発現抑制実験を行い、MHBA に対する消

化管内分泌細胞の応答に T2Rs が関与しているか検討した。 
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３．実験方法 
１）試薬 

 MHBA は第 1 章第 1 節に記載の通り調製した。triphenylphosphine oxide（TPPO）（カ

タログ番号 323-63482）は富士フィルム和光純薬社（Osaka、Japan）より購入した。 

 

２）細胞 

 HEK293T 細胞株は、文部科学省のナショナルバイオリソースプロジェクトを介して

理化学研究所バイオリソース研究センターより譲受した。ヒト十二指腸細胞株である

HuTu-80 およびマウス消化管内分泌細胞株である STC-1 細胞は、ATCC 社（Manassas、

VA、USA）より購入した。これらの細胞は 10%ウシ胎児血清、100 U/mL ペニシリン、

および 100 μg/mL ストレプトマイシンを含む DMEM（HEK293T および STC-1 細胞）も

しくはイーグル最小必須培地 α 改変型（MEMα）（HuTu-80 細胞）（Gibco 社、Grand Island、

NY、USA）において 37℃、5% CO2条件下で培養した。 

 

３）プラスミドの構築と導入 

 25 種のヒト TAS2Rs および 3 種のマウス Tas2rs の発現プラスミドを構築するため、

TAS2R1（アメリカ国立生物工学情報センターの遺伝子参照配列番号：NM_019599）、 

TAS2R3（NM_016943）、TAS2R4（NM_016944）、TAS2R5（NM_018980）、TAS2R7

（NM_023919）、TAS2R8（NM_023918）、TAS2R9（NM_023917）、TAS2R10（NM_023921）、

TAS2R13（NM_023920）、TAS2R14（NM_023922）、TAS2R16（NM_016945）、TAS2R38

（NM_176817）、TAS2R39（NM_176881）、TAS2R40（NM_176882）、TAS2R41（NM_176883）、

TAS2R42（NM_181429）、TAS2R43（NM_176884）、TAS2R44（NM_176885）、TAS2R45

（NM_176886）、TAS2R46（NM_176887）、TAS2R47（NM_001097643）、TAS2R48

（NM_176888）、TAS2R49（NM_176889）、TAS2R50（NM_176890）、TAS2R60（NM_177437）、

Tas2r119（NM_020503）、Tas2r130（NM_199156）、Tas2r105（NM_020501）をコードする

DNA フラグメントを、ヒトゲノム DNA（BD Clontech 社、Mountain View、CA、USA）

およびマウスゲノム DNA（C57BL/6J マウス）から PCR 増幅により入手した。また細胞

膜発現量向上のため、ヒト TAS2R およびマウス Tas2r のタンパク質をコードする cDNA

断片の 5’側にはラットのソマトスタチン受容体タイプ 3（sstr3）の N 末 45 残基分のア

ミノ酸配列をコードする配列を挿入し、pEAK10 発現ベクター（Edge Biosystems、

Gaithersburg、MD、USA）の EcoR I-Not I サイトに導入した。また、ヒト G タンパク質

α サブユニットである Gα16 の C 末端側の 44 アミノ酸残基をマウス G タンパク質であ
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る Gustducin Gz の C 末端側の 44 アミノ酸残基に置換することで、キメラ G タンパク質

Gα16/Gz44 を設計した。そして、Gα16/Gz44 をコードする cDNA フラグメントを pEAK10

ベクターに導入した。HEK293T 細胞を 12 ウェルプレートに播種し、Lipofectamine 2000

（Invitrogen 社、Carlsbad、CA、USA）（カタログ番号 11668019）を用いて各種 sstr3-TAS2R

もしくは sstr3-Tas2r と Gα16/Gz44 を発現するプラスミドが 4:1 の比率となるように一過

的に導入し、6 時間反応させた。 

 

４）蛍光顕微鏡による Ca2+イメージング 

Ca2＋イメージングは既報に基づき実施した[78]。プラスミド導入を行った HEK293T 細

胞を 96 ウェルルモックスマルチウェルプレート（SARSTEDT AG 社、Nümbrecht、

Germany）で培養し、5 μM Fura-2 AM（Invitrogen 社、Carlsbad、CA、USA）（カタログ

番号 F1221）を添加した。その後、プレートを励起光波長 340 nm、380 nm、蛍光波長 510 

nm に設定した倒立蛍光顕微鏡（オリンパス社、東京、日本）に設置し、100 μg/mL MHBA

の添加前後の画像を取得し MetaFluor ソフトウェア（Molecular Devices、San Jose、CA、

USA）を用いて解析した。 

 

５）細胞内 Ca2+濃度の測定 

96 well black/clear プレート（CORNING 社、Kennebunk、ME、USA）に HuTu-80 細胞

を 7.5×104 cells/well、STC-1 細胞を 1.5×104 cells/well で播種し、それぞれフェノールレッ

ド不含 MEMα、フェノールレッド不含 DMEM/F-12（Gibco 社、Watham、MA、USA）で

一晩培養した。細胞内 Ca2+濃度の測定は第 1 章第 1 節に記載の方法で実施し、相対的な

蛍光強度の最大値と最小値の差分（Max - Min relative fluorescence units; ΔRFU）を算出

した。Transient receptor potential cation channel subfamily M member 5（TRPM5）阻害条件

下での測定においては、Fluo-4 と共に TPPO を細胞に添加し 25℃、30 分間培養した。 

 

６）消化管ホルモン分泌量の測定 

STC-1細胞によるCCK分泌量の測定は第 1章第 1節に記載の方法で実施した。TRPM5

阻害条件下での測定においては、リガンド添加 30 分前に TPPO を添加し培養した。 

 

７）siRNA の導入 

 Small interfering RNAs（siRNAs）は全て Dharmacon 社（Lafayette、CO、USA）より購

入した siGENOME SMARTpool siRNA を使用した。本研究では、Non-targeting siRNA（siNT、
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ネガティブコントロール）、ヒト TAS2R siRNAs（siTAS2R1、siTAS2R8、siTAS2R10）、マ

ウス Tas2r siRNAs（siTas2r119、siTas2r130、siTas2r105）を使用した。HuTu-80 細胞もし

くは STC-1 細胞を 6 ウェルプレートに 5×105 cells/well で播種し、DharmaFECT 1 トラン

スフェクション試薬（Dharmacon 社、Lafayette、CO、USA）を用いて 100 nM siRNAs を

導入し、48 時間反応させた。 

 

８）統計解析 

各データの値は平均値±標準誤差で表した。統計的有意差は、Student の t 検定、Tukey

法もしくは Dunnett 法を事後検定とする ANOVA によって解析した。P<0.05 を統計学的

に有意であると判断した。 
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４．結果 
１）ヒト TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10 は MHBA に応答し、HuTu-80 細胞内の Ca2+濃度

上昇に関与する 

 本研究では、25 種のヒト TAS2R それぞれを発現する HEK293T 細胞の MHBA に対す

るカルシウム応答を評価するため、MHBA 添加前後で蛍光顕微鏡を用いた Ca2+イメー

ジングを実施した。その結果、ヒト TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10 を発現する細胞にお

いて、いずれの TAS2R も発現しない細胞と比較して細胞内 Ca2+濃度の上昇が認められ

た（図 1-2-1A）。一方、他の 22 種のヒト TAS2R を発現する細胞においては細胞内 Ca2+

濃度の上昇は認められなかった（図 1-2-1B）。次に、ヒト TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10

が MHBA による消化管内分泌細胞内 Ca2+濃度の上昇に関与するか検討するために、ヒ

ト十二指腸細胞株 HuTu-80 に対して siRNA 導入によるヒト TAS2R の遺伝子発現抑制を

行った。細胞内 Ca2+濃度変化のリアルタイム測定により、non-targeting siRNA を導入し

た細胞においてMHBA添加後の有意な細胞内Ca2+濃度の上昇が認められたが（P<0.01）、

その応答はヒト TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10 siRNA を導入した細胞において部分的であ

るが有意に抑制された（P<0.01）（図 1-2-1C、D）。 

 

２）マウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 は MHBA に応答し、STC-1 細胞内の Ca2+濃度

上昇に関与する 

 図 1-2-1 に示した結果から、ヒト TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10 が MHBA によるヒト

消化管内分泌細胞のカルシウム応答に関与することが示唆された。ヒト TAS2R1、

TAS2R8、TAS2R10 はそれぞれマウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 を含むマウス Tas2rs

の一部と系統発生学的に高く保存されており、それぞれの組合せにおいて約 50%のアミ

ノ酸配列相同性を有する（ヒト TAS2R1 vs マウス Tas2r119、51.17%; ヒト TAS2R8 vs 

マウス Tas2r130、42.39%; ヒト TAS2R10 vs マウス Tas2r105、53.75%）（図 1-2-2A-C）

[75]。従って、本研究ではこれら 3 種のマウス Tas2rs に着目し、MHBA に対する応答性

を検討した。その結果、マウス Tas2r119 および Tas2r105 を発現する HEK293T 細胞への

MHBA 添加は濃度依存的に細胞内 Ca2+濃度を上昇させ（マウス Tas2r119 vs コントロー

ル、P<0.01 [150、200 μg/mL]; マウス Tas2r105 vs コントロール、P<0.01 [150、200 μg/mL]）、

マウス Tas2r130 を発現する細胞への MHBA 添加は細胞内 Ca2+濃度を上昇させる傾向を

示した（図 1-2-2D）。さらに、マウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 が MHBA による消

化管内分泌細胞内 Ca2+濃度の上昇に関与するか検討するために、マウス消化管内分泌細

胞株 STC-1 に対して siRNA 導入によるマウス Tas2r の遺伝子発現抑制を行った。Non-
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targeting siRNA を導入した細胞において MHBA 添加濃度依存的な細胞内 Ca2+濃度の上

昇が認められたが、その応答はマウス Tas2r119、Tar2r130、Tas2r105 siRNA を導入した

細胞において有意に抑制された（siNT vs siTas2r119、P<0.01 [150、200 μg/mL]; siNT vs 

siTas2r130、P<0.01 [100、150、200 μg/mL]; siNT vs siTas2r105、P<0.05 [100 μg/mL]、P<0.01 

[150、200 μg/mL]）（図 1-2-2E）。 

 

３）STC-1 細胞におけるマウス Tas2rs の遺伝子発現抑制により、MHBA 添加による CCK

分泌が抑制される 

 第 1 章第 1 節の結果において、STC-1 細胞への MHBA 添加により細胞内 Ca2+濃度の

上昇を介して CCK 分泌が誘導されることが示されたため、本節では STC-1 細胞におけ

るマウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 が MHBA による CCK 分泌誘導に関与するか検

討した。Non-targeting siRNA を導入した STC-1 細胞においては、MHBA 添加濃度依存

的な CCK 分泌誘導が認められたが、その作用はマウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 

siRNA を導入した細胞において有意に抑制された（siNT vs siTas2r119、P<0.01 [150 μg/mL]、

P<0.05 [200 μg/mL]; siNT vs siTas2r130、P<0.01 [150、200 μg/mL]; siNT vs siTas2r105、P<0.01 

[150、200 μg/mL]）（図 1-2-3）。 

 

４）STC-1 細胞への MHBA 添加による細胞内 Ca2+濃度上昇および CCK 分泌誘導に対す

る TRPM5 阻害剤の作用 

 本節では最後に、MHBA 添加によるカルシウム応答および CCK 分泌誘導に対する苦

味伝達シグナル因子の関与について検討した。TRPM5 は苦味、甘味、旨味の伝達に必

須なシグナル因子である[79,80]。そこで、STC-1 細胞への MHBA 添加によるカルシウム

応答および CCK 分泌誘導機序に TRPM5 が関与するか検討するため、TRPM5 阻害剤で

ある TPPO を用いた[81,82]。STC-1 細胞への TPPO 添加により、MHBA 添加後の細胞内

Ca2+濃度上昇が有意に抑制された（P<0.01）（図 1-2-4A）。さらに、STC-1 細胞への TPPO

添加により、MHBA 添加後の CCK 分泌誘導も有意に抑制された（P<0.01）（図 1-1-4B）。 
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５．考察 
 これまでの研究で、MHBA は消化管内分泌細胞に作用して CCK の分泌を促進し、自

律神経を活性化させることで、エネルギー消費促進作用や認知機能改善作用を有するこ

とが明らかにされている[12,83-85]。しかしながら、MHBA がどのように消化管内分泌細

胞に認識されているかは不明であった。本研究では各種 T2R を発現させた HEK293T 細

胞を用い、MHBA が特定のヒトおよびマウス T2Rs に作用することを明らかにした。さ

らに、それらの T2RsがMHBAに対する消化管内分泌細胞のカルシウム応答およびCCK

分泌機構に関与することも明らかにした。 

 HEK293T 細胞を用いた各種 T2R の発現実験により、ヒト TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10

およびマウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 が MHBA を認識する T2Rs である可能性が

示唆された（図 1-2-1、1-2-2）。これらの T2Rs は少なくとも 1 種以上の苦味物質を認識

することが知られている[75,76]。例えばホップ由来の苦味酸で MHBA と部分的に共通

の構造（βトリカルボニル骨格）を有するα酸およびイソα酸は、それぞれマウスTas2r105、

ヒト TAS2R1 に認識されるため、β トリカルボニル骨格がこれらの T2Rs の認識に重要

である可能性が示唆されている[7]。MHBA を認識するその他の T2Rs（ヒト TAS2R8、

TAS2R10、およびマウス Tas2r119、Tas2r130）が α 酸およびイソ α 酸を認識するかどう

かは不明であるが、MHBA を認識しないヒト TAS2R14 および TAS2R40 はイソ α 酸を

認識することが報告されている[75,76]。これらの結果から、様々な苦味酸の間で異なる

側鎖構造が、T2Rs による受容幅の多様性を生み出していることが考えられる。MHBA

はイソ α 酸と比較して穏やかな苦味を呈するため、様々な食品に対して期待する効果用

量を搭載できる可能性がある[6]。 

 HuTu-80 細胞および STC-1 細胞への siRNA 導入による各種 T2R の遺伝子発現抑制に

より、MHBA 添加による細胞応答が部分的ではあるものの有意に抑制された（図 1-2-1、

1-2-2、1-2-3）。同一細胞内において 3 種の T2Rs 全ての遺伝子発現抑制をすることは、

siRNA 導入条件の観点から技術的に困難であるものの、MHBA 添加によるカルシウム

応答や CCK 分泌を顕著に抑制する可能性が考えられる。さらに、STC-1 細胞への TPPO

添加により、MHBA 添加によるカルシウム応答および CCK 分泌がほぼ完全に抑制され

た（図 1-2-4）。これらの結果は、消化管内分泌細胞が、MHBA を認識する 3 種の T2Rs

を含む味覚受容シグナリング経路を主に介して MHBA 添加に応答する可能性を示唆し

ている。しかしながら、本研究ではヒト TAS2R1 および TAS2R8 と高い系統発生的な相

同性を有するマウス Tas2r119 および Tas2r130、およびヒト TAS2R10 と高い系統発生的

な相同性を有するクラスターの 1 つであるマウス Tas2r105 に着目して検討しており（図
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1-2-2）[75]、その他のマウス Tas2rs が消化管内分泌細胞の MHBA 応答に関与していな

いとは言い切れない。MHBA は β トリカルボニル骨格や様々な側鎖構造を有する複数

の成分群であるため、各単体が単一のT2Rに認識される可能性はあると考えられる[7]。 

 第 1 章第 1 節の結果から、MHBA は STC-1 細胞に作用して細胞外からの L 型電位依

存性カルシウムチャネルを介した Ca2+流入を促進し、CCK の分泌を誘導すること、お

よび CCK1 受容体を介して自律神経活動を上昇し、BAT を活性化させることが示され

ている。本節で、STC-1 細胞における Tas2rs の遺伝子発現抑制により、MHBA 添加に

対するカルシウム応答および CCK 分泌が抑制されることが示され、MHBA が T2Rs に

認識されることで下流のカルシウム応答および CCK 分泌が誘導される可能性が示唆さ

れた（図 1-2-2、1-2-3）。CCK は迷走神経求心枝を介して中枢へシグナルを伝達するた

め[43]、MHBA は腸脳相関を作用機序として有する可能性が考えられる。 

本研究により初めて、MHBAが消化管内分泌細胞における特定のT2Rs（ヒトTAS2R1、

TAS2R8、TAS2R10、およびマウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105）に認識され、カルシ

ウム応答および CCK 分泌を誘導することが明らかになった。これらの知見はビールの

原料であるホップ由来の食品成分が有する腸脳相関機序に対する新たな発見であり、代

謝性疾患や認知機能障害などに対する新たな予防、治療法の確立に貢献できることが期

待される。
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図 1-2-1. ヒト TAS2Rs を発現する HEK293T およびヒト TAS2R siRNAs を導入した

HuTu-80 細胞の細胞内 Ca2+濃度変化に対する MHBA の作用 

（A、B）各種ヒト TAS2R を発現する HEK293T 細胞への MHBA（100 μg/mL）添加前後

における Ca2+イメージングを、Fura-2 AM（5 μM）を用いて実施した。スケールバーは

50 μm を表す。（C、D）FDSS/μCELL を用いて、ヒト TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10 siRNA

を導入した HuTu-80 細胞における MHBA（400 μg/mL）添加後の RFU の変化を測定し

た。MHBA 添加前の蛍光強度を 1 として、MHBA 添加後 400 秒間の RFU の変化の記録

を各群一例ずつ示した（C）。ΔRFU を算出し、コントロール群に対する相対値で表し

た（D）。siNT、siTAS2R1、siTAS2R8、siTAS2R10 はそれぞれ non-targeting、ヒト TAS2R1、

TAS2R8、TAS2R10 siRNA を導入した細胞群を表す。各データの値は平均値±標準誤差で

表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は Tukey 法を事後検定とする ANOVA

により解析した。**は P<0.01 を表す。  
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図 1-2-2. マウス Tas2rs を発現する HEK293T およびマウス Tas2r siRNAs を導入した

STC-1 細胞の MHBA に対する応答性 

（A-C）比較対象とするヒトおよびマウス T2Rs のアミノ酸配列をアラインメントし（ヒ

ト TAS2R1 vs マウス Tas2r119 [A]; ヒト TAS2R8 vs マウス Tas2r130 [B]; ヒト TAS2R10 

vs マウス Tas2r105 [C]）、両者の一致しているアミノ酸を黒色背景で示した。一致して

いるアミノ酸の全体における割合をアミノ酸配列相同性（%）として算出した。（D、E）

FDSS/μCELL を用いて、マウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 を発現する HEK293T 細胞

（D）もしくはマウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 siRNA を導入した STC-1 細胞（E）

における MHBA（100、150、200 μg/mL）添加後の RFU の変化を測定した。各サンプル

の値は無添加細胞群の値に対する相対値で表した。siNT、siTas2r119、siTas2r130、

siTas2r105 はそれぞれ non-targeting、マウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 siRNA を導入

した細胞群を表す。データの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=4-10 であ

った。統計的有意差は Student の t 検定により解析した。*は P<0.05、**は P<0.01 を表

す（コントロール群もしくは siNT 群との比較）。 
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図 1-2-3. STC-1 細胞におけるマウス Tas2rs の遺伝子発現抑制により、MHBA 添加によ

る CCK 分泌が抑制される 

マウスTas2r119、Tas2r130、Tas2r105 siRNAを導入した STC-1細胞におけるMHBA（150、

200 μg/mL）添加後 60 分での CCK 分泌量を測定した。各サンプルの値は無添加細胞群

の値に対する相対値で表した。siNT、siTas2r119、siTas2r130、siTas2r105 はそれぞれ non-

targeting、マウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 siRNA を導入した細胞群を表す。データ

の値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は Dunnett

法を事後検定とする ANOVA により解析した。**は P<0.01（150 μg/mL MHBA を添加

した siNT 群との比較）、#は P<0.05、##は P<0.01（200 μg/mL MHBA を添加した siNT 群

との比較）を表す。 
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図 1-2-4. STC-1 細胞への MHBA 添加による細胞内 Ca2+濃度上昇および CCK 分泌誘導

に対する TRPM5 阻害剤の作用 

（A、B）STC-1 細胞へ TPPO（400 μM）を添加した 30 分後、MHBA（100 μg/mL）添加

後の RFU の変化（A）および CCK 分泌量（B）を測定した。各サンプルの値はコント

ロール群の値に対する相対値で表した。データの値は平均値±標準誤差で表した。サン

プル数は n=4 であった。統計的有意差は Tukey 法を事後検定とする ANOVA により解

析した。**は P<0.01 を表す。 
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第３節 健常人における MHBA の脂肪減少効果の検証 
 
１．要約 
 近年、高脂肪食負荷マウスへの継続的な MHBA 経口投与が脂肪蓄積抑制を示すこと

が報告されてきたが、ヒトに対する有効性に関しては不明であった。本節では、MHBA

を含む熟成ホップエキスのヒトに対する有効性の検証を目的とし、BMI が 25 kg/m2 以

上 30 kg/m2未満の健常な男女（20 歳以上 65 歳以下）を対象としたランダム化二重盲検

プラセボ対照並行群間比較法による臨床試験を実施した。 

132 名の被験者をランダムに 3 群に分け、35 mg もしくは 11.7 mg の MHBA を含む熟

成ホップエキス含有飲料もしくはプラセボ飲料を、12週間にわたって毎日摂取させた。

その結果、腹部内臓脂肪面積の摂取開始後 0 週を起点とした変化量について、35 mg 

MHBA を含む熟成ホップエキス含有飲料摂取群においてプラセボ群と比較して有意な

低値が認められた。 

以上より、35 mg MHBA を含む熟成ホップエキス含有飲料は内臓脂肪減少効果がある

ことが示され、MHBA はヒトでも脂肪減少効果を示すことが明らかになった。 
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２．背景 
 現代の日本において生活習慣病は国民の健康を脅かす重要な問題と考えられている。

そのため、国をあげての生活習慣病対策が行われており、平成 20 年 4 月からは生活習

慣病の発症や重症化の予防を目的とした特定健康診査・特定保健指導が開始された。生

活習慣病が発症する原因の一つとして、食生活を含む生活様式の欧米化により摂取エネ

ルギー全体に占める脂肪エネルギーの摂取比率が高いことが挙げられている。「日本人

の食事摂取基準[2015 年版]」では、総エネルギー量に対する脂肪由来のエネルギー量の

比率（脂肪エネルギー比率）の基準を 1 歳以上で 20-30%と定めている[86]。しかし、平

成 26 年の国民健康・栄養調査では、脂肪エネルギー比率が 30%を超える人の割合が成

人男性で 23.8%、成人女性で 32.6%に達することが報告されている[87]。このように、脂

肪エネルギー比率の高い食生活下では生活習慣病に罹患するリスクが増大することが

考えられる。 

 生活習慣病の原因の 1 つとして挙げられる肥満は、日本では BMI が 25 kg/m2 以上で

ある状態と定義され、平成 26 年の国民健康・栄養調査では、成人男性の 28.7％、成人

女性の 21.3%が肥満であると報告されている[87]。肥満には内臓脂肪型肥満と皮下脂肪

型肥満の 2 種類が存在するが、なかでも内臓脂肪型肥満は糖尿病や脂質異常症、高血圧

症などの生活習慣病を誘発することで動脈硬化性疾患などの疾患を進行させる。動脈硬

化性疾患は現代の日本人の死因の約 30%を占める心疾患および脳血管疾患の原因であ

るた、その予防は重要な課題である。内臓脂肪の蓄積は特定健康診査・特定保健指導の

中に取り入れられた内臓脂肪症候群（メタボリックシンドローム）の診断基準の必須項

目であり、内臓脂肪を低減させることが、動脈硬化性疾患を予防する上で重要であると

考えられる。 

 体脂肪低減のためには食生活などの生活習慣の改善が有効であるといわれており、現

在、ケルセチン配糖体、茶カテキンなど、体脂肪低減作用を有する食品素材も報告され

ている[88,89]。MHBA については、これまでの研究から、消化管内分泌細胞へ作用し細

胞内 Ca2+濃度上昇を介して CCK の分泌を誘導すること、および CCK1 受容体を介して

自律神経活動を向上させ、BAT を活性化させることが明らかになっている。さらに、高

脂肪食負荷マウスへの MHBA の継続的な経口投与により、体重増加抑制および脂肪蓄

積抑制も報告されている[12]。 

 本節では、MHBA を含む熟成ホップエキス含有食品のヒトにおける体脂肪減少効果

を検討すること、およびその効果用量を検討することを目的として、BMI が 25 kg/m2以

上 30 kg/m2未満の健常な成人男女に対し MHBA 含有量の異なる熟成ホップエキス含有
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食品を 1 日 1 回、12 週間継続摂取させ、熟成ホップエキス含有食品の体脂肪減少効果

を検討した。 
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３．実験方法 
１）倫理 

本試験はヘルシンキ宣言の趣旨にのっとり、公益財団法人愛世会 愛誠病院 上野ク

リニック倫理審査委員会（東京都台東区）および健昌会倫理審査委員会（大阪府大阪市）

へ試験実施計画書（試験番号 25850）、試験食品概要書、同意説明文書および同意書等の

関係資料を提出し、同委員会の承認を経て試験計画に準じて実施した。試験は公益財団

法人愛世会 愛誠病院 上野クリニック（東京都台東区）、医療法人社団 生光会新宿

追分クリニック（東京都新宿区）、医療法人健昌会 福島健康管理センター（大阪府大

阪市）で実施した。 

 

２）被験者 

被験者は、BMI が 25 kg/m2 以上 30 kg/m2 未満である 20 歳以上 65 歳以下の健常な男

女とした。ただし、ダイエットを目的とした運動およびダイエット用の健康食品を常用

している者、体脂肪、血清脂質濃度、脂質代謝に影響を及ぼす可能性のある医薬品、健

康食品、特定保健用食品を常用している者、ホップ成分を強化した食品を常用している

者、適正飲酒を超えた飲酒を常に行っている者、治療中の疾患のある者、試験に関連し

てアレルギー発症の恐れがある者、糖尿病、肝疾患（肝炎）、腎疾患、心疾患などの重

篤な疾患、甲状腺疾患、副腎疾患、その他代謝性疾患の既往歴を有する者、高度の貧血

症状のある者、胃潰瘍、胃炎など消化器系の疾患のある者、妊娠中又は妊娠の可能性の

ある者、および授乳中の者、生活習慣アンケートの回答あるいは事前検査の結果から被

験者として不適当と判断された者、同意取得日からさかのぼって 1 ヶ月以内に他の臨床

試験に参加していた者、本試験期間中に他の臨床試験に参加する計画がある者、同意取

得時からさかのぼって 1ヶ月以内に 200 mLまたは 3ヶ月以内に 400 mLを越える採血、

成分献血をした者、その他、試験責任医師により不適当と判断された者は除外した。対

象とした被験者は、シーテックス株式会社（東京都豊島区）および DRC 株式会社（大

阪府大阪市）が公募した有償ボランティアとした。参加者の募集を 21 日間行い、被験

者に対して、試験の目的、方法などについて十分に説明し、試験参加の同意を文書で得

たうえで実施した。 

 

３）試験食品 

熟成ホップエキスは、ホップペレットを 60℃、120 時間加熱後、水抽出、ろ過、濃縮

し、その後殺菌して製造した。その後、熟成ホップエキスを噴霧乾燥させ、顆粒形態で
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使用した。熟成ホップエキス中の MHBA 含量は 16.3%であった。本試験では、熟成ホ

ップエキス 72 mg（MHBA として 11.7 mg）を含み酸味料、香料などで香味を調整した

粉末顆粒（熟成ホップエキス低含有食品）あるいは熟成ホップエキス 215 mg（MHBA

として 35 mg）を含む粉末顆粒（熟成ホップエキス高含有食品）を被験食品とした。ま

た、熟成ホップエキスを含まない点を除き原材料および処方が同一である食品をプラセ

ボ食品とし、被験食品と外観および風味に区別がつかないことを確認して試験に用いた。

試験食品の栄養成分を表 1-3-1 に示した。 

 

４）試験方法 

試験は、2 週間の事前観察期間および 12 週間のプラセボ食品あるいは被験食品を摂

取する試験食品摂取期間を設け、無作為化二重盲検プラセボ対照並行群間比較法で実施

した。事前検査で生活習慣アンケート、問診、理学的検査、身体計測、血液検査、尿検

査および妊娠検査（女性のみ）を行い、試験に適格な被験者を選択し、試験実施に関与

しない割付担当者が乱数を用いて無作為に 3 群に割り付けた。割付表は割付担当者が封

緘し、割付表開封時まで密封保管した。これにより、被験者、試験実施者、解析担当者

など、試験実施に関与したものの盲検化を行った。試験食品摂取期間中、被験者には試

験食品のいずれかを 1 日 1 回、摂取時間は限定せずに、粉末顆粒 2 g を 350 mL の水に

溶かして 30 分以内に摂取させた。摂取前、摂取 4、8、12 週目に絶食状態（水のみ可）

で来院させ、検査測定を行った。 

試験期間中、被験者には、試験参加前からの食事習慣、運動習慣、就寝リズム、喫煙

習慣、飲酒習慣等の生活習慣を大きく変えないよう指導するとともに、適正飲酒を超え

た飲酒をしないこと、通常よりも激しい運動をしないこと、新たに運動を始めないこと

を指導した。また、体脂肪、血清脂質濃度および脂質代謝に影響を及ぼす可能性のある

医薬品、健康食品、特定保健用食品等の摂取を禁止するとともに、ホップ成分を強化し

た食品の摂取も禁止した。検査日の前日から禁酒させ、検査日前日の夜 10 時頃までに

夕食を済ませ、それ以降、来院検査終了まで水以外の一切の飲食をしないよう指導した。

主要評価項目を内臓脂肪面積、皮下脂肪面積、総脂肪面積および体脂肪率とし、体重、

BMI、ウエスト周囲径およびヒップ周囲径を副次的評価項目とした。 

 

５）検査項目 

５－１）身体計測および理学的検査 

身長は事前検査時のみ測定し、体重、ウエスト周囲径、ヒップ周囲径、体脂肪率、血
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圧および脈拍数はすべての検査時に測定した。体脂肪率はインピーダンス法により測定

した。体重および身長から BMI を、ウエスト周囲径およびヒップ周囲径からウエスト/

ヒップ比を算出した。 

５－２）血液検査および尿検査 

血液学的検査として、白血球数（WBC）、赤血球数（RBC）、ヘモグロビン量（Hb）、

ヘマトクリット値（Ht）、血小板数（Plt）を、血液生化学的検査として、総蛋白、アル

ブミン、総ビリルビン、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニント

ランスアミナーゼ（ALT）、乳酸脱水素酵素（LDH）、アルカリフォスファターゼ（ALP）、

γ-グルタミルトランスペプチダーゼ（γ-GTP）、総コレステロール、LDL-コレステロール、

HDL-コレステロール、中性脂肪、遊離脂肪酸、リン脂質、血糖、尿酸、尿素窒素、クレ

アチニン、Na、Cl および K を測定した。尿検査として、pH、蛋白定性、糖定性、潜血

反応を測定した。全ての項目を全ての検査時に測定した。血液検査および尿検査は株式

会社ビー・エム・エル（埼玉県川越市）で実施した。 

５－３）腹部脂肪面積 

全身用 X 線 CT 診断装置 Robusto-Ei（株式会社日立メディコ、東京都千代田区）およ

び Asteion Super4 Edition（TSX-021B）（東芝メディカルシステムズ株式会社、栃木県大

田原市）を用いて、臍の位置で CT 断層撮影を行った。CT 画像から、新宿追分クリニッ

クでは fatPointer（株式会社日立メディコ）を用いて、福島健康管理センターでは

SlimVision5（サイバネットシステム株式会社、東京都千代田区）を用いて、総脂肪面積、

内臓脂肪面積、皮下脂肪面積を算出した。腹部脂肪面積の測定は摂取前、摂取 8、12 週

目に行った。 

５－４）食事調査、運動調査および問診 

摂取前、摂取 4、8、12 週目検査日前の各 3 日間の食事内容を被験者に記録させ、エ

ネルギー、蛋白質、脂質および炭水化物の摂取量を算出した。また、摂取前、摂取 4、

8、12 週目検査日前の各 3 日間、万歩計により歩数を測定し、1 日の平均運動量（歩行

量）を算出した。医師による問診は全ての検査時に行い、体調の確認を行った。なお、

試験食品の摂取状況、自覚症状、医薬品の服薬状況などに関しては、被験者各自が試験

期間中毎日、日誌に記録した。 

 

６）統計解析 

試験結果には各測定値または摂取前の測定値からの変化量（本節ではΔを付記して表

示した）を用い、平均値±標準誤差で示した。各試験食品摂取開始後各時点におけるプ
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ラセボ食品群と各被験食品群との群間比較については Dunnett 法を事後検定とする

ANOVA による解析を行い、各試験食品群内の摂取前からの比較については対応のある

t 検定を行った。また、主要評価項目および副次評価項目の試験食品摂取期間を通した

群間比較については 2 元配置分散分析（two-way ANOVA）を行った後、有意差があった

場合に Dunnett 法による事後検定を行い、群間差を解析した。P<0.05 を統計学的に有意

であると判断し、統計解析ソフトは PASW statistics 18（IBM 社、Armonk、NY、USA）

を用いた。 
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４．結果 
１）被験者背景 

本試験における被験者の組み入れから解析までの流れを図 1-3-1 に示した。296 名が

事前検査を受けた。そのうち選択基準に合致しなかった 87 名、参加を辞退した 12 名、

それ以外の理由で不参加となった 65 名を除いた 132 名（男性 66 名、女性 66 名）を適

格と判断し、各群 44 名ずつ 3 群に無作為に割り付けた。そのうち、体調不良による本

人からの申し出により 2 名が、自己都合により 2 名が試験期間中に脱落し、試験を完了

した被験者は 128 名であった。試験を完了した被験者 128 名のうち、データ固定後、割

付表開封前に事前に定めた棄却基準に該当した 17 名が解析対象外と判断され、解析対

象者は 111 名（プラセボ食品群：34 名、熟成ホップエキス低含有食品群：43 名、熟成

ホップエキス高含有食品群：34 名）となった。棄却基準に該当した被験者の内訳は、遵

守事項の逸脱者が 7 名、試験結果に影響を及ぼす生活習慣の著しい変動があった者が

10 名、計 17 名であった。解析対象者（男性 55 名、女性 56 名）の背景を表 1-3-2 に示

した。試験食品の摂取率は全被験者 85%以上であり、平均摂取率は各群いずれも 99%で

あった。 

 

２）主要評価項目 

腹部脂肪面積の摂取前からの変化量の推移を図 1-3-2 に示した。内臓脂肪面積では、

プラセボ食品群で摂取前に比べて摂取 8週目および 12週目において有意な高値（P<0.05）

が認められた。試験食品摂取期間を通した群間比較では、プラセボ食品群と比べて、熟

成ホップエキス高含有食品群で内臓脂肪面積の有意な低値（P <0.05）が認められた。ま

た、摂取 8 週目および 12 週目それぞれの時点において、プラセボ食品群と比べて、熟

成ホップエキス高含有食品群で内臓脂肪面積の低下傾向（8 週：P =0.058、12 週：P =0.090）

が認められた。皮下脂肪面積および総脂肪面積の変化量では、いずれの摂取群も有意な

群内変動は認められず、群間有意差も認められなかった。参考として各脂肪面積の変化

量について対応のない t 検定によって群間比較を行った結果、摂取 8 週目および 12 週

目における内臓脂肪面積の変化量について、プラセボ食品群と比べて熟成ホップエキス

高含有食品群で有意な低値（8 週：P <0.01、12 週：P <0.05）が認められた（データ示さ

ず）。体脂肪率の摂取前からの変化量の推移を表 1-3-3 に示した。体脂肪率では、熟成ホ

ップエキス高含有食品群で摂取前に比べて摂取 8 週目において有意な高値（P <0.01）が

認められたが、群間有意差は認められなかった。なお、摂取前の主要評価項目の実測値

について、群間有意差は認められなかった（データ示さず）。 
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３）副次評価項目 

体重、BMI、ウエスト周囲径、ヒップ周囲径、ウエスト/ヒップ比の摂取前からの変化

量の推移を表 1-3-3 に示した。BMI について、プラセボ食品群において摂取前に比べて

摂取 12 週目で有意な高値（P <0.05）が、ウエスト周囲径について、プラセボ食品群お

よび熟成ホップエキス低含有食品群において摂取 4、8、12 週目で有意な低値（いずれ

も P <0.01）が、熟成ホップエキス高含有食品群において摂取 8、12 週目で有意な低値

（いずれも P <0.01）が、ヒップ周囲径について、プラセボ食品群および熟成ホップエ

キス高含有食品群において摂取 8、12 週目で有意な低値（いずれも P <0.05）が、熟成

ホップエキス低含有食品群において摂取 4、8、12 週目で有意な低値（いずれも P <0.01）

が認められた。また、ウエスト/ヒップ比について、プラセボ食品群において摂取 4、12

週目で有意な低値（いずれも P <0.05）が、熟成ホップエキス低含有食品群において摂

取 8、12 週目で有意な低値（いずれも P <0.01）が、熟成ホップエキス高含有食品群に

おいて摂取 8、12 週目で有意な低値（いずれも P <0.05）が認められた。いずれの項目

についても群間有意差は認められなかった。なお、摂取前の副次評価項目の実測値につ

いて群間有意差は認められなかった。 

 

４）理学的検査 

理学的検査値の推移を表 1-3-4 に示した。収縮期血圧および拡張期血圧では、いずれ

の摂取群も有意な変動は認められず、群間有意差も認められなかった。脈拍数では、摂

取 4 週目において、プラセボ食品群および熟成ホップエキス低含有食品群で摂取前に比

べ有意な増加（プラセボ食品群：P <0.05、熟成ホップエキス低含有食品群：P <0.01）が

認められたが、生理的変動の範囲内であり臨床上問題となるものではないと試験責任医

師により判断された。 

 

５）血液検査および尿検査 

血液学的検査値の推移を表 1-3-5、血液生化学検査値の推移を表 1-3-6 に示した。血液

学的検査項目および血液生化学検査項目について、各摂取群において摂取前と比べて有

意な変動が散見されたが、いずれの変動も基準値内の変動であり臨床上問題となるもの

ではないと試験責任医師により判断された。また、いずれの項目も群間有意差は認めら

れなかった。尿 pH 値の推移を表 1-3-7 に示した。いずれの摂取群も摂取前からの有意

な変動は認められず、群間有意差も認められなかった。その他の尿定性検査項目につい
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て、臨床上問題となる変動は認められないと試験責任医師により判断された（データ示

さず）。 

 

６）食事調査、歩行量調査および問診 

エネルギー、蛋白質、脂質、炭水化物の摂取量および歩行量の推移を表 1-3-8 に示し

た。いずれの摂取群においても摂取前からの有意な変動は認められず、群間有意差も認

められなかった。試験期間中に認められた有害事象について、プラセボ食品群において

は 20 名 34 件報告され、その内訳は感冒症状 14 件、腹痛 5 件、腹痛・下痢 1 件、頭痛

2 件、熱中症 1 件、アトピー性皮膚炎 1 件、歯肉炎 1 件、心窩部不快感 1 件、筋肉痛 1

件、副鼻腔炎 1 件、汗疹 1 件、軟便 1 件、機能性胃腸症 1 件、浮腫 1 件、貧血 1 件、め

まい 1 件であった。熟成ホップエキス低含有食品群においては 24 名 39 件報告され、そ

の内訳は感冒症状 15 件、頭痛 3 件、頭痛・悪寒 1 件、頭痛・鼻づまり 1 件、背部痛・

頭痛 1 件、頭痛・熱 1 件、発疹・蕁麻疹 2 件、腹痛 2 件、腹痛・熱 1 件、胃痛 1 件、心

窩部痛 1 件、倦怠感 1 件、食欲不振 1 件、蜂巣炎 1 件、気管支喘息 1 件、軟便 1 件、関

節痛 1 件、打ち身 1 件、首・肩の強い張り 1 件、胸焼け 1 件、筋肉痛 1 件であった。熟

成ホップエキス高含有食品群においては 17 名 37 件報告され、その内訳は感冒症状 6

件、下痢 4 件、胃痛 2 件、頭痛 3 件、嘔吐・吐気 2 件、筋肉痛 1 件、二日酔い 1 件、嘔

吐・下痢 1 件、股関節症 1 件、心窩部痛 1 件、肺炎・腎炎 1 件、歯根嚢胞 1 件、鼓膜損

傷 1 件、熱中症 1 件、胸焼け 1 件、胃部不快感 1 件、軟便 1 件、ぎっくり腰 1 件、頸椎

捻挫・左手のしびれ 1 件、腹痛 1 件、脇腹の痛み 1 件、ハント症候群 1 件、倦怠感 1 件、

頭痛・悪寒 1 件、腰痛 1 件であった。いずれの症状も試験食品との関連性はなく、臨床

上問題となるものではないと試験責任医師により判断された。 
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５．考察 
本節では、20 歳以上 65 歳以下で BMI が 25 kg/m2 以上 30 kg/m2 未満の健常な成人男

女を対象とし、熟成ホップエキス含有食品摂取による体脂肪減少効果について検討を行

った。熟成ホップエキス低含有食品、熟成ホップエキス高含有食品もしくはプラセボ食

品を１日１回、12 週間摂取させた結果、プラセボ食品群と比較して熟成ホップエキス

高含有食品群において内臓脂肪面積の変化量の有意な低下が認められた。被験者には試

験期間中、試験参加前からの食事習慣、運動習慣、就寝リズム、喫煙習慣および飲酒習

慣を大きく変えず、普段通りに生活するように指示した。実際に、試験期間を通してエ

ネルギー摂取量および運動量に群間で有意な差は認められなかった。被験食品とプラセ

ボ食品の違いは熟成ホップエキスの有無のみであることから、本節で認められた体脂肪

減少効果は熟成ホップエキスによるものと考えられる。また、熟成ホップエキス高含有

食品では熟成ホップエキス 215 mg（MHBA として 35 mg）、熟成ホップエキス低含有食

品では熟成ホップエキス 72 mg（MHBA として 11.7 mg）が含まれているため、熟成ホ

ップエキスの内臓脂肪減少効果の最低効果用量は熟成ホップエキス 215 mg（MHBA と

して 35 mg）と考えられる。 

 プラセボ食品群において、内臓脂肪面積の変化量が摂取前から有意に増加した。一般

的に体重は季節変動することが報告されており[90] 、プラセボ食品群の内臓脂肪面積の

増加も季節変動による影響である可能性が考えられる。 

 これまでの研究で、ホップ由来のビール苦味成分であるイソ α 酸の 12 週間継続摂取

が、糖尿病前症の被験者に対して内臓脂肪減少効果を有すること、およびその最低効果

用量が 1 日あたり 48 mg であることが報告されている[91]。一方、熟成ホップエキス中

のイソ 酸含量は検出限界以下であることから、熟成ホップエキスによる体脂肪減少効

果にイソ α 酸は寄与しないと考えられる。また、MHBA の継続摂取により高脂肪食負

荷マウスの体重増加および脂肪蓄積が抑制されることも明らかになっている[12]。従っ

て、本試験で確認された熟成ホップエキス高含有食品摂取による内臓脂肪減少効果は

MHBA によるものであると考えられる。筆者のグループでは他にも、BMI が 25 kg/m2

以上 30 kg/m2未満の健常な成人男女を対象として、35 mg の MHBA を含有した熟成ホ

ップエキス配合食品の 12 週間継続摂取による体脂肪減少効果を報告しており、本試験

で得られた結果を支持するものであった[92,93]。 

 これまでの研究で、MHBA は BAT に接続する交感神経活動を上昇させることにより、

BAT における熱産生を誘導することが明らかになっている[12]。BAT は寒冷刺激および

食事摂取によって活性化し熱産生を行う主要な組織であり、近年、齧歯類だけでなく成
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人においても活性化した BAT が存在することが報告されている[69]。また、成人におけ

る活性化した BAT の量は体脂肪量と負の相関があるため、活性化した BAT による熱産

生によって体脂肪が燃焼し減少することが示唆されている[94]。齧歯類において BAT を

活性化することが報告されている黒ショウガ抽出物が、ヒトにおいても BAT の活性化

によりエネルギー消費を亢進させることも報告されている[95,96]。以上より、本節で確

認された熟成ホップエキス高含有食品摂取による内臓脂肪減少効果は、MHBA により

BAT における熱産生を介した脂肪燃焼の結果である可能性が考えられる。 

 肥満は高血圧症や糖尿病などの様々な代謝性疾患を引き起こすことが知られており、

体重に関わらず腹部内臓脂肪の過剰な蓄積がこれらの疾患に繋がることが報告されて

いる[97-102]。そのため、内臓脂肪量を低下させることは代謝性疾患の予防に非常に重要

である。本節において熟成ホップエキス高含有食品がヒトの内臓脂肪面積を有意に低下

させることが示されたことより、熟成ホップエキスが肥満の予防だけでなく代謝性疾患

のリスク低減に寄与することが期待される。 

 安全性については、各群において複数の有害事象が報告されたが、いずれの症状も試

験責任医師により試験食品との関連性はなく臨床上問題となるものではないと判断さ

れた。また、理学的検査および臨床検査において、摂取前からの有意な変動が認められ

た項目があったが、いずれも生理的変動の範囲内もしくは基準値内の変動であり、試験

責任医師により臨床上問題はないと判断された。以上より、熟成ホップエキス含有食品

の 12 週間摂取による安全性に問題は認められなかった。 

 以上より、熟成ホップエキス含有食品の 12 週間継続摂取が、20 歳以上 65 歳以下で

BMI が 25 kg/m2 以上 30 kg/m2 未満の健常な男女に対して、安全に内臓脂肪を減少する

ことが確認された。また、熟成ホップエキスによる内臓脂肪減少効果の最低効果用量は

MHBA として 35 mg であると考えられた。 
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表 1-3-1. 試験食品の栄養成分（1 本 2 g あたり） 

 

 

  

項目 単位 熟成ホップエキス
低含有食品

熟成ホップエキス
高含有食品 プラセボ食品

エネルギー (kcal) 6 6 6
蛋白質 (g) 0.0 0.1 0.0
脂質 (g) 0.0 0.0 0.0
炭水化物 (g) 1.8 1.8 1.9
熟成ホップエキス
（MHBAとして） (mg) 72

(11.7)
215
(35)

0
(0)
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図 1-3-1. 被験者の組み入れから解析までの流れ 
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表 1-3-2. 被験者背景 

 
P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低含有食品群

（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は平均値±標準

誤差で表した。 

  

年齢 (歳) 43.4 ± 1.8 42.2 ± 2.0 43.1 ± 1.9
身長 (cm) 165.08 ± 1.52 165.65 ± 1.16 164.96 ± 1.38
体重 (kg) 75.533 ± 1.443 75.356 ± 1.208 74.912 ± 1.276
BMI (kg/m2) 27.64 ± 0.20 27.42 ± 0.22 27.48 ± 0.20
体脂肪率 (%) 33.10 ± 1.07 32.32 ± 1.22 32.58 ± 1.18
ウェスト周囲径 (cm) 94.88 ± 0.91 94.83 ± 0.86 95.81 ± 0.71
ヒップ周囲径 (cm) 102.65 ± 0.60 102.30 ± 0.61 102.38 ± 0.74
ウェスト/ヒップ比 - 0.925 ± 0.008 0.927 ± 0.008 0.936 ± 0.006

項目 単位
(n = 43) (n = 34) (n = 34)

L群 H群 P群
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図 1-3-2. 腹部脂肪面積の変化量の推移 

（A-C）摂取開始前、摂取開始 8 週、および 12 週時点における腹部の総脂肪面積（A）、

内臓脂肪面積（B）、および皮下脂肪面積（C）を測定し、摂取開始前を起点とした変化

量で表した。P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低

含有食品群（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は

平均値±標準誤差で表した。群内の摂取前からの比較については対応のある t 検定を行

った（*は P<0.05 を表す）。摂取期間を通した群間比較については Dunnett 法を事後検定

とする two-way ANOVA により解析した（#は P<0.05 を表す）。 
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表 1-3-3. 身体測定項目変化量の推移 

 
P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低含有食品群

（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は平均値±標準

誤差で表した。群内の摂取前からの比較については対応のある t 検定を行った。*は

P<0.05、**は P<0.01 を表す。 

 

表 1-3-4. 理学的検査値の推移 

 
P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低含有食品群

（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は平均値±標準

誤差で表した。群内の摂取前からの比較については対応のある t 検定を行った。*は

P<0.05、**は P<0.01 を表す。 

  

項目 試験食品
P -0.01 ± 0.14 0.23 ± 0.16 0.23 ± 0.18
L 0.12 ± 0.16 0.31 ± 0.21 0.27 ± 0.26
H 0.16 ± 0.21 0.42 ± 0.15 ** 0.38 ± 0.21
P 0.337 ± 0.200 0.326 ± 0.203 0.394 ± 0.203
L 0.257 ± 0.189 0.293 ± 0.192 0.467 ± 0.253
H 0.278 ± 0.176 0.406 ± 0.224 0.382 ± 0.258
P 0.12 ± 0.07 0.12 ± 0.07 0.15 ± 0.07 *
L 0.11 ± 0.07 0.11 ± 0.07 0.18 ± 0.09
H 0.10 ± 0.06 0.15 ± 0.08 0.14 ± 0.09
P -0.69 ± 0.21 ** -0.83 ± 0.22 ** -1.11 ± 0.24 **
L -0.52 ± 0.13 ** -0.95 ± 0.18 ** -1.17 ± 0.25 **
H -0.36 ± 0.19 -0.77 ± 0.24 ** -0.87 ± 0.26 **
P -0.26 ± 0.13 -0.43 ± 0.19 * -0.59 ± 0.22 *
L -0.33 ± 0.11 ** -0.49 ± 0.13 ** -0.68 ± 0.18 **
H -0.21 ± 0.13 -0.33 ± 0.13 * -0.42 ± 0.16 *
P -0.004 ± 0.002 * -0.004 ± 0.002 -0.006 ± 0.002 *
L -0.002 ± 0.001 -0.005 ± 0.001 ** -0.005 ± 0.002 **
H -0.002 ± 0.002 -0.005 ± 0.002 * -0.005 ± 0.002 *

⊿ウェスト/ヒップ比

⊿ヒップ周囲径
(cm)

摂取4週目 摂取8週目 摂取12週目

⊿体重
(kg)

⊿BMI
(kg/m2)

⊿体脂肪率
(%)

⊿ウェスト周囲径
(cm)

項目 試験食品
P 121.0 ± 2.5 122.0 ± 2.5 118.2 ± 2.2 122.3 ± 2.0
L 122.3 ± 1.6 120.5 ± 1.8 121.3 ± 1.7 120.3 ± 1.8
H 120.6 ± 2.4 123.1 ± 2.2 122.0 ± 2.2 121.1 ± 2.4
P 75.1 ± 1.7 74.5 ± 1.6 74.7 ± 1.7 77.5 ± 1.7
L 74.4 ± 1.5 73.2 ± 1.5 74.9 ± 1.5 75.5 ± 1.6
H 73.8 ± 1.6 74.0 ± 1.7 74.6 ± 1.5 74.1 ± 1.7
P 71.2 ± 1.6 75.1 ± 1.8 * 71.9 ± 1.3 72.7 ± 1.4
L 70.1 ± 1.5 74.0 ± 1.5 ** 70.5 ± 1.5 69.2 ± 1.4
H 71.3 ± 1.9 72.9 ± 1.7 71.5 ± 1.5 72.9 ± 1.7

摂取12週目摂取前 (0週目) 摂取4週目 摂取8週目

脈拍数
(beats/min)

拡張期血圧
(mmHg)

収縮期血圧
(mmHg)
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表 1-3-5. 血液学的検査値の推移 

 

P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低含有食品群

（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は平均値±標準

誤差で表した。群内の摂取前からの比較については対応のある t 検定を行った。*は

P<0.05、**は P<0.01 を表す。 

  

性別 基準値 試験食品
P 6365.9 ± 311.0 6413.8 ± 266.9 6632.9 ± 266.9 6320.6 ± 310.9
L 6010.5 ± 206.7 6286.0 ± 270.4 6236.3 ± 213.5 6164.4 ± 199.0
H 6088.8 ± 276.7 6328.8 ± 292.4 6249.7 ± 287.5 6240.6 ± 309.1
P 511.8 ± 7.6 515.0 ± 7.2 505.2 ± 5.8 516.4 ± 7.7
L 497.8 ± 7.5 500.0 ± 8.1 497.4 ± 10.3 500.9 ± 10.4
H 501.2 ± 7.6 503.2 ± 7.9 501.7 ± 7.8 505.2 ± 7.2
P 458.4 ± 9.7 458.0 ± 9.7 454.5 ± 8.9 454.4 ± 8.6
L 449.8 ± 6.3 450.5 ± 6.1 453.5 ± 5.9 455.1 ± 5.4
H 441.8 ± 10.6 449.3 ± 9.2 442.5 ± 8.2 448.4 ± 9.0
P 15.58 ± 0.20 15.72 ± 0.19 15.49 ± 0.18 15.75 ± 0.17
L 15.34 ± 0.22 15.36 ± 0.22 15.30 ± 0.29 15.41 ± 0.29
H 15.52 ± 0.26 15.58 ± 0.25 15.54 ± 0.23 15.64 ± 0.24
P 13.36 ± 0.30 13.36 ± 0.33 13.33 ± 0.29 13.28 ± 0.30
L 13.19 ± 0.27 13.14 ± 0.27 13.33 ± 0.26 13.29 ± 0.24
H 13.09 ± 0.29 13.33 ± 0.27 13.14 ± 0.25 13.35 ± 0.26
P 47.54 ± 0.46 47.63 ± 0.52 46.25 ± 0.41 ** 46.56 ± 0.40
L 47.19 ± 0.59 46.84 ± 0.60 46.48 ± 0.81 46.23 ± 0.85
H 47.62 ± 0.71 47.14 ± 0.59 46.64 ± 0.61 46.62 ± 0.58 *
P 42.06 ± 0.78 41.78 ± 0.88 41.25 ± 0.79 40.96 ± 0.75 **
L 41.55 ± 0.76 41.21 ± 0.66 41.16 ± 0.69 40.92 ± 0.67
H 40.86 ± 0.80 41.38 ± 0.71 40.72 ± 0.64 40.65 ± 0.67
P 25.48 ± 0.89 25.50 ± 0.89 25.80 ± 0.96 25.94 ± 0.93
L 26.86 ± 0.97 26.64 ± 0.99 26.20 ± 0.89 26.56 ± 0.84
H 25.04 ± 0.72 25.54 ± 0.81 25.34 ± 0.81 26.17 ± 0.74 *

摂取8週目 摂取12週目

14.0-37.9

WBC
(/mL) 3500-9700

RBC
(×104/mL)

Hb
(g/dL)

Ht
(%)

男

摂取前 (0週目)

13.6-18.3

11.2-15.2

男

摂取4週目

女

438-577

376-516

34.3-45.2

Plt
(×104/mL)

男

女

40.4-51.9

女
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表 1-3-6. 血液生化学的検査値の推移 

 
P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低含有食品群

（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は平均値±標準

誤差で表した。群内の摂取前からの比較については対応のある t 検定を行った。*は

P<0.05、**は P<0.01 を表す。  

性別 基準値 試験食品
P 7.38 ± 0.06 7.35 ± 0.05 7.28 ± 0.05 * 7.34 ± 0.06
L 7.44 ± 0.05 7.44 ± 0.05 7.41 ± 0.05 7.43 ± 0.06
H 7.27 ± 0.06 7.28 ± 0.06 7.22 ± 0.06 7.31 ± 0.05
P 4.49 ± 0.03 4.48 ± 0.04 4.39 ± 0.03 ** 4.40 ± 0.04 *
L 4.44 ± 0.04 4.47 ± 0.03 4.43 ± 0.04 4.41 ± 0.04
H 4.45 ± 0.04 4.46 ± 0.03 4.41 ± 0.04 4.45 ± 0.04
P 0.69 ± 0.05 0.68 ± 0.04 0.63 ± 0.04 0.66 ± 0.05
L 0.71 ± 0.04 0.74 ± 0.05 0.72 ± 0.05 0.67 ± 0.04
H 0.74 ± 0.04 0.64 ± 0.04 0.66 ± 0.04 0.65 ± 0.04
P 20.6 ± 1.1 21.2 ± 1.2 20.7 ± 1.2 21.6 ± 1.0
L 22.4 ± 1.3 22.0 ± 1.4 22.2 ± 1.6 22.6 ± 1.0
H 21.5 ± 1.1 21.4 ± 1.0 22.8 ± 1.6 24.9 ± 2.7
P 24.0 ± 2.4 25.7 ± 2.5 24.9 ± 2.4 26.2 ± 2.3
L 24.0 ± 2.3 25.1 ± 2.7 25.9 ± 3.5 26.7 ± 2.6 *
H 24.1 ± 2.3 24.1 ± 2.0 26.2 ± 2.9 27.8 ± 3.5
P 171.3 ± 5.0 175.1 ± 5.7 174.3 ± 5.2 176.6 ± 5.6
L 173.7 ± 5.5 175.9 ± 4.6 174.0 ± 5.0 172.8 ± 5.0
H 173.3 ± 3.8 175.8 ± 3.7 174.9 ± 3.3 182.7 ± 5.7 *
P 205.0 ± 8.8 206.5 ± 8.9 202.7 ± 8.3 208.8 ± 9.0
L 206.1 ± 8.6 210.3 ± 9.0 210.8 ± 9.6 212.7 ± 9.0
H 191.9 ± 9.2 195.3 ± 8.9 193.5 ± 8.6 197.5 ± 8.5
P 46.1 ± 5.4 49.7 ± 5.9 50.4 ± 7.2 46.1 ± 5.2
L 53.8 ± 12.2 53.0 ± 12.0 55.8 ± 14.1 53.8 ± 12.1
H 40.9 ± 3.8 40.4 ± 3.6 45.3 ± 6.3 45.1 ± 4.8
P 21.8 ± 2.2 24.9 ± 3.6 23.1 ± 2.9 27.6 ± 4.8
L 21.6 ± 2.6 22.0 ± 2.8 20.8 ± 2.4 21.1 ± 2.0
H 19.8 ± 1.5 20.5 ± 1.4 19.7 ± 1.3 20.5 ± 1.5
P 199.6 ± 5.8 199.1 ± 6.0 193.8 ± 5.2 * 200.1 ± 5.2
L 199.8 ± 6.0 201.6 ± 6.0 198.2 ± 6.0 201.1 ± 5.6
H 202.1 ± 5.5 202.7 ± 5.4 201.1 ± 5.9 207.1 ± 5.5
P 125.4 ± 5.4 127.6 ± 5.6 122.8 ± 5.3 130.1 ± 5.1
L 125.5 ± 5.1 128.8 ± 5.1 124.5 ± 5.1 127.5 ± 5.2
H 130.7 ± 5.4 128.9 ± 4.8 126.7 ± 5.4 133.1 ± 5.2
P 47.2 ± 1.8 45.4 ± 1.9 47.4 ± 1.6 47.6 ± 2.2
L 49.1 ± 3.2 48.8 ± 2.7 50.7 ± 3.1 50.5 ± 2.7
H 45.5 ± 2.3 46.0 ± 2.5 48.0 ± 2.8 47.1 ± 2.6
P 51.9 ± 2.1 51.2 ± 1.9 51.1 ± 2.1 52.6 ± 1.9
L 54.4 ± 2.2 54.0 ± 2.1 54.2 ± 2.4 54.5 ± 2.2
H 53.6 ± 2.8 54.8 ± 3.2 53.8 ± 3.1 56.5 ± 3.1
P 127.8 ± 19.5 128.6 ± 13.6 113.0 ± 10.3 104.4 ± 9.1
L 110.6 ± 8.9 114.5 ± 8.3 107.4 ± 9.9 108.3 ± 9.2
H 106.6 ± 7.4 124.7 ± 11.2 * 123.4 ± 12.3 118.1 ± 13.2
P 0.563 ± 0.040 0.561 ± 0.038 0.531 ± 0.040 0.489 ± 0.038 *
L 0.519 ± 0.024 0.565 ± 0.027 0.524 ± 0.028 0.527 ± 0.027
H 0.559 ± 0.043 0.573 ± 0.040 0.533 ± 0.033 0.514 ± 0.030
P 212.3 ± 5.7 212.0 ± 4.4 207.6 ± 4.2 211.5 ± 4.0
L 213.6 ± 5.2 216.3 ± 5.3 212.8 ± 5.4 215.0 ± 5.1
H 210.6 ± 3.9 218.1 ± 4.8 * 216.6 ± 5.9 215.5 ± 5.0
P 94.7 ± 1.6 93.3 ± 1.3 92.4 ± 1.9 * 93.4 ± 1.6
L 91.4 ± 1.1 90.7 ± 1.1 91.0 ± 1.1 91.3 ± 1.2
H 92.4 ± 2.0 91.6 ± 1.8 91.5 ± 1.7 92.1 ± 1.4
P 6.55 ± 0.27 6.68 ± 0.26 6.40 ± 0.23 6.68 ± 0.26
L 6.89 ± 0.27 6.82 ± 0.26 6.76 ± 0.27 6.71 ± 0.25
H 6.66 ± 0.23 6.71 ± 0.29 6.61 ± 0.24 6.57 ± 0.27
P 5.24 ± 0.28 5.30 ± 0.31 5.29 ± 0.30 5.21 ± 0.27
L 4.80 ± 0.21 4.84 ± 0.24 4.77 ± 0.23 4.84 ± 0.23
H 5.06 ± 0.28 5.09 ± 0.27 4.94 ± 0.28 5.11 ± 0.32
P 13.87 ± 0.59 12.96 ± 0.51 12.87 ± 0.49 * 13.43 ± 0.48
L 13.44 ± 0.52 12.64 ± 0.42 12.73 ± 0.39 13.14 ± 0.52
H 13.10 ± 0.60 12.85 ± 0.57 12.65 ± 0.66 12.65 ± 0.46
P 0.829 ± 0.014 0.830 ± 0.020 0.788 ± 0.017 ** 0.805 ± 0.021
L 0.868 ± 0.026 0.871 ± 0.023 0.858 ± 0.027 0.842 ± 0.024
H 0.826 ± 0.024 0.810 ± 0.030 0.819 ± 0.034 0.791 ± 0.025
P 0.678 ± 0.026 0.671 ± 0.024 0.651 ± 0.022 0.645 ± 0.022 **
L 0.638 ± 0.016 0.634 ± 0.020 0.626 ± 0.018 0.621 ± 0.019
H 0.642 ± 0.024 0.635 ± 0.022 0.621 ± 0.021 0.634 ± 0.024
P 140.9 ± 0.3 141.2 ± 0.3 140.7 ± 0.3 140.8 ± 0.3
L 140.9 ± 0.2 141.3 ± 0.3 141.0 ± 0.2 141.1 ± 0.2
H 141.3 ± 0.3 140.9 ± 0.3 140.8 ± 0.3 141.2 ± 0.3
P 103.6 ± 0.3 104.3 ± 0.3 * 104.0 ± 0.3 104.4 ± 0.3 *
L 103.8 ± 0.3 104.4 ± 0.2 * 104.0 ± 0.3 104.4 ± 0.3 *
H 104.2 ± 0.4 104.1 ± 0.3 104.1 ± 0.3 104.1 ± 0.3
P 4.13 ± 0.03 4.07 ± 0.04 4.12 ± 0.04 4.19 ± 0.06
L 4.15 ± 0.04 4.08 ± 0.04 * 4.12 ± 0.06 4.13 ± 0.04
H 4.13 ± 0.05 4.03 ± 0.05 * 4.06 ± 0.04 4.10 ± 0.05

HDL-コレステロール
(mg/dL)

LDH
(U/L)

ALT
(U/L) 5-45

AST
(U/L) 10-40

摂取12週目

40-90

79以下

摂取前 (0週目) 摂取4週目 摂取8週目

総コレステロール
(mg/dL) 150-219

総蛋白
(g/dL) 6.5-8.2

アルブミン
(g/dL) 3.7-5.5

女 48以下

総ビリルビン
(mg/dL) 0.3-1.2

リン脂質
(mg/dL) 150-250

120-245

ALP
(U/L) 104-338

g-GTP
(U/L)

中性脂肪
(mg/dL) 50-149

女

男

K
(mEq/L) 3.5-5.0

男 40-80

LDL-コレステロール
(mg/dL) 70-139

血糖
(mg/dL) 70-109

遊離脂肪酸
(mEq/L) 0.10-0.81

Na
(mEq/L) 135-145

Cl
(mEq/L) 98-108

0.65-1.09

0.46-0.82女

男
クレアチニン
(mg/dL)

8.0-20.0尿素窒素
(mg/dL)

2.7-7.0女

尿酸
(mg/dL)

男 3.6-7.0



61 
 

表 1-3-7. 尿 pH 値の推移 

 

P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低含有食品群

（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は平均値±標準

誤差で表した。 

 

表 1-3-8. 1 日あたりの栄養摂取量および歩行量の推移 

 

P 群、L 群、H 群はそれぞれプラセボ食品群（n=34）、熟成ホップエキス低含有食品群

（n=43）、熟成ホップエキス高含有食品群（n=34）を表す。各データの値は平均値±標準

誤差で表した。 

 

 

 

 

 

  

項目 試験食品 基準値
P 5.76 ± 0.09 5.84 ± 0.11 5.87 ± 0.10 5.85 ± 0.10
L 5.93 ± 0.10 5.87 ± 0.12 5.80 ± 0.10 5.78 ± 0.10
H 5.93 ± 0.12 6.04 ± 0.11 5.91 ± 0.12 5.87 ± 0.12

4.8-7.5

摂取前 (0週目) 摂取4週目 摂取8週目 摂取12週目

尿pH

項目 試験食品
P 1853.7 ± 66.8 1881.6 ± 76.3 1741.8 ± 74.1 1885.0 ± 72.4
L 1905.8 ± 60.7 1838.1 ± 68.0 1898.9 ± 73.9 1829.1 ± 61.2
H 1877.9 ± 62.9 1827.4 ± 68.8 1835.3 ± 50.6 1870.6 ± 63.8
P 67.91 ± 2.16 65.45 ± 2.98 63.74 ± 3.60 69.64 ± 3.25
L 69.30 ± 2.89 67.13 ± 2.72 67.21 ± 2.77 65.68 ± 2.21
H 64.80 ± 2.61 64.46 ± 2.86 67.71 ± 2.85 67.11 ± 2.76
P 64.51 ± 3.15 67.38 ± 3.41 59.65 ± 2.96 64.08 ± 2.91
L 65.78 ± 3.20 62.11 ± 2.82 68.19 ± 3.18 64.37 ± 2.27
H 64.04 ± 2.87 64.05 ± 3.56 64.51 ± 2.63 65.09 ± 2.72
P 234.70 ± 10.57 238.00 ± 10.85 222.14 ± 10.31 243.14 ± 11.43
L 246.84 ± 8.63 241.20 ± 10.01 241.28 ± 10.11 234.02 ± 10.53
H 246.41 ± 9.24 236.59 ± 8.98 231.76 ± 7.49 240.07 ± 9.78
P 7019.0 ± 592.1 6782.4 ± 507.0 7160.8 ± 609.9 7368.1 ± 534.0
L 8583.3 ± 589.2 8278.6 ± 492.1 8516.6 ± 585.1 8700.6 ± 673.6
H 7412.9 ± 651.0 6823.5 ± 665.4 7794.7 ± 728.2 7326.9 ± 767.2

摂取12週目

エネルギー
(kcal/day)

蛋白質
(g/day)

脂質
(g/day)

炭水化物
(g/day)

歩行量
(steps/day)

摂取前 (0週目) 摂取4週目 摂取8週目
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〈第２章 乳酸菌による目の疲労

感軽減効果〉  
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第１節 抗炎症性サイトカインを介した炎症抑制の作用機序 
 
１．要約 
 チーズなどの製造で使用されてきた乳酸菌 Lactobacillus paracasei KW3110（KW3110

乳酸菌）は抗炎症性 M2 マクロファージを活性化し、加齢に伴う慢性炎症状態を抑制す

ることなどが報告されている。しかし、KW3110 乳酸菌に関する炎症抑制作用機序は不

明な点が多い。そこで本研究では、マウスおよびヒト免疫細胞を用い、リポ多糖および

アデノシン三リン酸（LPS/ATP）を使用した炎症性刺激による細胞炎症応答に対する

KW3110 乳酸菌の抑制効果を検証した。 

マウス由来マクロファージへの KW3110 乳酸菌添加は、他の乳酸菌株添加よりも抗

炎症性サイトカインであるインターロイキン（IL）-10 産生を増加させ、LPS/ATP 刺激

による炎症性サイトカイン IL-1β 産生を抑制した。一方、これらの作用はマクロファー

ジ貪食阻害剤の添加や siRNA による IL-10 シグナル因子の発現抑制により阻害された。

また KW3110 乳酸菌添加によって、LPS/ATP 刺激によるインフラマソーム活性本体

caspase-1 の活性化が抑制され、その作用は siRNA による IL-10 シグナル因子の発現抑

制により阻害された。さらに、ヒト由来単球細胞への KW3110 乳酸菌添加は IL-10 産生

を誘導した他、KW3110 乳酸菌あるいは IL-10 の添加によって LPS/ATP 刺激による

caspase-1 活性化および IL-1β 産生誘導が抑制された。 

以上より、KW3110 乳酸菌はマウスおよびヒト免疫細胞において、IL-10 産生誘導を

介して炎症性刺激による caspase-1 活性化および IL-1β 産生誘導を抑制することが示唆

された。これらの発見は乳酸菌の新たな炎症抑制機序の一端を示すものであり、食品素

材を用いた炎症関連疾患に対する予防法への貢献が期待される。 

  



64 
 

２．背景 
 生物はこれまでに、生体内外の抗原やその他のストレスに対する基本的な防御機構と

して、免疫応答を発達させてきた。その中でも炎症応答は、感染因子や損傷を受けた細

胞もしくは組織を除去し、組織修復を開始することに必要であるため、免疫応答におい

て重要な過程である。一方で、感染や老化などの様々なストレスにより、過剰な、もし

くは慢性的な炎症が惹起され、深刻な障害や疾患へと繋がり多くの人々に影響を及ぼし

ている[21-24]。そのため、こうしたストレス状態を予防するための介入が必要不可欠で

ある。 

 これまでの研究で、乳酸菌の 1 種である Lactobacillus paracasei KW3110 株（KW3110）

がマウスおよびヒトにおいて皮膚炎などの過剰な炎症応答を抑制することが報告され

ている[14,29,30,103]。KW3110 は抗炎症性の M2 マクロファージを活性化し、抗炎症性サ

イトカインであるインターロイキン（IL）-10 の産生を誘導する[104]。さらに、KW3110

はマウスにおいて加齢に関連する慢性炎症およびブルーライト刺激による網膜での炎

症を抑制し、その作用機序には免疫細胞を活性化や IL-1β などの炎症性サイトカインの

産生抑制が関与すると考えられている[31,104]。しかしながら、KW3110 が炎症抑制作用

を発揮する詳細な分子機序については十分に明らかになっていない。 

 本節では、KW3110 の炎症抑制作用の詳細な分子機序を明らかにするため、様々な刺

激に応答して炎症性もしくは抗炎症性サイトカインを産生するマウス由来マクロファ

ージ様細胞株 J774A.1 を用いて検討を行った[105,106]。また、ヒトマクロファージの炎

症応答およびその分子機序の研究にはヒト単球細胞が用いられてきたことから[107,108]、

本節ではヒト単球細胞も用いて、KW3110 の炎症抑制作用機序がマウス細胞およびヒト

細胞の間で保存されているか検討した。 
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３．実験方法 
１）試薬 

 KW3110 は小岩井乳業社（東京、日本）で保管されているものを使用し、37℃で 48 時

間培養した後、100℃で加熱殺菌、凍結乾燥し、PBS に溶解した[103]。また、リポ多糖

（LPS）（カタログ番号 tlrl-3pelps）は Invivogen 社（San Diego、CA、USA）から、アデ

ノシン三リン酸（ATP）（カタログ番号 A2383）およびサイトカラシン D（カタログ番号

C2618）は Sigma Aldrich 社（St. Louis、MO、USA）から、マウス由来 IL-10（カタログ

番号 417-ML）およびヒト由来 IL-10（カタログ番号 217-IL）は R&D Systems 社、MN、

USA）から購入した。1 次抗体として、マウスモノクローナル抗マウスカスパーゼ-1（p20）

抗体（カタログ番号 AG-20B-0042-C100）は Adipogen Life Sciences 社（San Diego、CA、

USA）から、ウサギモノクローナル抗マウス IL-1β 抗体（カタログ番号 12507S）および

マウスモノクローナル抗マウス β アクチン抗体（カタログ番号 3700）は Cell Signaling 

Technology 社（Danvers、MA、USA）から購入した。2 次抗体として、ヒツジ由来抗マ

ウス IgG horseradish peroxidase 結合抗体（カタログ番号 NA931）およびロバ由来抗ウサ

ギ IgG horseradish peroxidase結合抗体（カタログ番号NA934）はGE Healthcare社（Chicago、

IL、USA）から購入した。 

  

２）細胞 

 J774A.1 細胞は、細網細胞肉腫を有する雌性の成獣マウスの腹水から確立した細胞株

（カタログ番号 TIB-67）（ATCC 社、Manassas、VA、USA）であり、10%胎児ウシ血清、

100 U/mL ペニシリン、および 100 μg/mL ストレプトマイシンを含む DMEM（Gibco 社、

Grand Island、NY、USA）を用いて 5%CO2条件下、37℃で培養した。 

  

３）ヒト単球細胞 

 健康なドナー由来の末梢血単核細胞は iQ Biosciences 社（Berkeley、CA、USA）（カタ

ログ番号 IQB-PBMC103）から購入した。ウエスタン治験審査委員会により承認された

ドナープログラムに参加する全てのドナーから同意書を取得し、匿名化を実施済みであ

る。単球細胞は、クラシカルモノサイト単離キット（Miltenyi Biotec 社、Sunnyvale、CA、

USA）を用いて単核細胞から単離した。 

  

４）サイトカイン産生量の測定 

 細胞を 24 ウェルプレートに播種（J774A.1 細胞は 1×105 cells/well、ヒト単球細胞は
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2.5×105 cells/well）して一晩培養し、KW3110 を添加（J774A.1 細胞には 1.25-5 μg/mL、

ヒト単球細胞には 100 μg/mL）して 37℃、24 時間培養した。IL-1β の測定においては、

10 μg/mL LPS を添加して 4 時間反応させた後に 2 mM ATP を添加して 1 時間反応させ

た。1 μg/mL IL-10 を添加する場合は LPS と同時に添加した。図 2-1-1B に示す上清置換

実験においては、KW3110 を添加した J774A.1 細胞から回収した上清を別の無添加

J774A.1 細胞の培地から置換し、10 μg/mL LPS で 4 時間、2 mM ATP で 1 時間反応させ

た。貪食阻害実験においては、J774A.1 細胞への KW3110 添加 30 分前に、貪食阻害剤

であるサイトカラシン D を 1 μg/mL で添加した。上清を回収した後 5000 rpm で 2 分間

遠心した。サイトカインの産生量は酵素免疫測定（ELISA）キット（マウスおよびヒト

IL-10、BD Biosciences 社、San Jose、CA、USA; マウス IL-1β、eBioscience 社、San Diego、

CA、USA; ヒト IL-1β、R&D Systems、Minneapolis、MN、USA）を用いて測定した。 

  

５）ウエスタンブロッティング 

 J774A.1 細胞を 24 ウェルプレートに 1×105 cells/well で播種して一晩培養し、1%胎児

ウシ血清を含む Opti-MEM（Gibco 社、Island、NY、USA）に溶解した 5 μg/mL KW3110

を添加して 37℃、24 時間培養した。その後、10 μg/mL LPS を添加して 4 時間反応させ

た後に 2 mM ATP を添加して 1 時間反応させた。細胞を放射性免疫沈降測定緩衝液で溶

解し、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）サンプル緩衝液内で 95℃、5 分間反応させた。

メタノールおよびクロロホルムを用いて上清を沈澱させ、ペレットを SDS サンプル緩

衝液に溶解して 95℃、5 分間反応させた。SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動により

分離したサンプルをポリフッ化ビニルデンポリフッ化ビニリデン膜に転写し、1000 倍

希釈した 1 次抗体により 4℃で一晩反応させた後、10000 倍希釈した 2 次抗体により室

温で 1 時間反応させた。ImageQuant LAS 4000（GE Healthcare 社、Chicago、IL、USA）

を用いてサンプルの画像を取得した。 

  

６）カスパーゼ-1 活性測定 

 細胞を 24 ウェルプレートに播種（J774A.1 細胞は 1×105 cells/well、ヒト単球細胞は

2.5×105 cells/well）して一晩培養し、KW3110 を添加（J774A.1 細胞には 5 μg/mL、ヒト

単球細胞には 100 μg/mL）して 37℃、24 時間培養した。その後、10 μg/mL LPS を添加

して 4 時間反応させた後に 2 mM ATP を添加して 1 時間反応させた。1 μg/mL IL-10 を

添加する場合は LPSと同時に添加した。上清を回収した後 5000 rpm で 2分間遠心した。

カスパーゼ-1 の活性は Caspase-Glo 1 インフラマソーム測定キット（Promega 社、Madison、
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WI、USA）を用いて測定した。 

  

７）リアルタイム PCR 

 J774A.1 細胞を 24 ウェルプレートに 3×105 cells/well で播種して一晩培養し、5 μg/mL 

KW3110を添加して 37℃、6時間培養した。RNeasy mini kit（QIAGEN社、Venlo、Netherlands）

を用いて RNA を抽出し、SuperScript IV First-Strand Synthesis System（Invivogen 社、

Waltham、MA、USA）を用いて逆転写を行った。リアルタイム PCR は TB Green Premix 

Ex Taq（タカラバイオ社、滋賀、日本）および LightCycler 480（Roche Diagnostics 社、

Rotkreuz、Switzerland）を用いて行った。PCR 条件は、90℃10 秒間の反応の後、95℃5 秒

間および 60℃20 秒間の反応を 45 サイクル行った。各サンプルの値は GAPDH の発現レ

ベルに対する相対値で表した。実験に使用した各種プライマーの塩基配列は次の通りで

ある。GAPDH フォワード、 5' TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 3'、リバース、  5' 

TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 3'; IL-10 フォワード、5 GCCAGAGCCACATGGTCCTA 

3'、リバース、5’-GATAAGGCTTGGCAACCCAAGTAA 3'; IL-10 受容体サブユニットα

（IL-10R）フォワード、5’-CCAGTCTGAGAGCACCTACTATGAA 3'、リバース、5’-

CCAGGGTGAACGTTGTGAGA 3'。 

  

８）siRNA 導入 

 siRNAs は全て Dharmacon 社（Lafayette、CO、USA）より購入した siGENOME 

SMARTpool siRNA である。本節では、Non-targeting siRNA（siNT、ネガティブコントロ

ール）、マウス IL-10 siRNA（siIL-10）、マウス IL-10R siRNA（siIL-10R）を使用した。

J774A.1 細胞を 24 ウェルプレートに 3×105 cells/well で播種し、DharmaFECT 1 トランス

フェクション試薬（Dharmacon 社、Lafayette、CO、USA）を用いて 100 nM siRNAs を導

入して 24 時間反応させた後、KW3110 を添加した。 

 

９）統計解析 

各データの値は平均値±標準誤差で表した。統計的有意差は、対応のない t 検定、

Dunnett 法もしくは Tukey 法を事後検定とする ANOVA によって解析した。P<0.05 を統

計学的に有意であると判断した。 
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４．結果 
１）J774A.1 細胞への LPS/ATP 刺激による IL-1β 産生は KW3110 の添加により抑制され

る 

 本節では、マウス由来マクロファージ様細胞株 J774A.1 を用いて、KW3110 がどのよ

うな機序でマクロファージにおける炎症応答を抑制するか検討した。IL-1β の産生量は

LPS/ATP 刺激を与えた細胞において、無刺激細胞と比較して有意に上昇した（P<0.01）

（図 2-1-1A）。一方、KW3110 の添加濃度依存的に IL-1β 産生量の上昇が抑制された（5 

μg/mL で P<0.05）（図 2-1-1A）。また、KW3110 を添加した細胞の上清を置換することに

より、LPS/ATP 刺激を与えた細胞における IL-1β の産生量は有意に抑制された（P<0.01）

（図 2-1-1B）。 

 

２）KW3110 は IL-10 シグナリングを介して J774A.1 細胞への LPS/ATP 刺激による IL-

1β 産生を抑制する 

 図 2-1-1B で示した上清置換実験の結果から、KW3110 を添加した J774A.1 細胞から

分泌される因子が LPS/ATP 刺激細胞における IL-1β の産生を抑制する可能性が示唆さ

れた。KW3110 は M2 マクロファージにおける IL-10 の産生を誘導するため、本節では

KW3110 が IL-10 シグナリングを介してマクロファージにおける炎症応答を抑制する可

能性を検証した[104,109]。まず、J774A.1 細胞へ KW3110 を添加した結果、添加濃度依

存的に IL-10 産生量の増加が認められた（いずれの添加濃度でも P<0.01）（図 2-1-2A）。

また、IL-10 の添加により LPS/ATP 刺激細胞における IL-1β の産生量上昇が有意に抑制

された（P<0.01）（図 2-1-2B）。次に、IL-10 シグナリングが KW3110 による LPS/ATP 刺

激細胞の IL-1β 産生抑制機序に関与するか検討するため、IL-10 シグナリング因子を標

的とする siRNAs 導入による遺伝子発現抑制実験を実施した。KW3110 を添加した

J774A.1 細胞への IL-10 siRNA 導入により、IL-10 の mRNA およびタンパク質発現量の

どちらも有意に減少し（いずれも P<0.01）（図 2-1-2C、D）、IL-10R siRNA 導入により IL-

10R の mRNA 発現量が有意に減少した（P<0.01）（図 2-1-2E）。さらに、IL-10 もしくは

IL-10R siRNA の導入により、LPS/ATP 刺激細胞の IL-1β 産生に対する KW3110 の抑制作

用が有意に阻害された（いずれも P<0.01）（図 2-1-2F）。 

 

３）J774A.1 細胞による貪食作用は、KW3110 添加による IL-10 の産生誘導および IL-1β

の産生抑制に必要である 

 マクロファージは乳酸菌などの微生物を認識、貪食して炎症性サイトカインや抗炎症
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性サイトカインを産生する[28,110]。本節では、KW3110 がマクロファージの貪食作用を

介して IL-10 の産生を誘導するか検討するため、貪食阻害剤であるサイトカラシン D を

KW3110 添加前に用いた。その結果、サイトカラシン D の添加によって KW3110 添加

細胞における IL-10 の mRNA およびタンパク質発現量のどちらも有意に減少した（い

ずれも P<0.01）（図 2-1-3A、B）。さらに、サイトカラシン D の添加によって、LPS/ATP

刺激細胞への KW3110 添加による IL-1β の産生抑制作用が有意に阻害された（P<0.01）

（図 2-1-3C）。 

 

４）KW3110 は IL-10 シグナリングを介して LPS/ATP 刺激した J774A.1 細胞における活

性型カスパーゼ-1 の発現を抑制する 

 次に、KW3110 が LPS/ATP 刺激した J774A.1 細胞における IL-1β の産生を抑制する詳

細な分子機序について検討した。ウエスタンブロッティングによる IL-1β タンパク質発

現確認の結果、KW3110 添加により、LPS/ATP 刺激細胞の上清における成熟 IL-1β の発

現抑制が認められた（図 2-1-4A）。一方、細胞溶解物における IL-1β 前駆体の発現レベ

ルは KW3110 添加によって影響を受けなかった（図 2-1-4A）。IL-1β 前駆体の成熟はイ

ンフラマソーム複合体を構成するシステインプロテアーゼであるカスパーゼ-1 の活性

化によって促進されるため、本節ではマクロファージにおけるカスパーゼ-1 の活性化を

KW3110 が抑制するか検討した。細胞上清中の活性型カスパーゼ-1 の発現レベルは

LPS/ATP 刺激により上昇する一方で、KW3110 の添加によりその発現上昇が抑制された

（図 2-1-4B）。さらに、IL-10 もしくは IL-10R siRNA の導入により、KW3110 添加によ

る活性型カスパーゼ-1 の発現抑制作用が阻害された（図 2-1-4B）。 

 

５）KW3110 もしくは IL-10 の添加により、LPS/ATP 刺激した J774A.1 細胞におけるカ

スパーゼ-1 の活性化が抑制される 

 本節ではさらに、KW3110 の添加により、LPS/ATP 刺激した J774A.1 細胞におけるカ

スパーゼ-1 の活性化が抑制されるか確認するため、Caspase-Glo 1 インフラマソーム測

定を行いカスパーゼ-1 の活性を定量的に測定した。その結果、LPS/ATP 刺激により

J774A.1 細胞上清中のカスパーゼ-1 の活性レベルが有意に上昇した（P<0.01）（図 2-1-

5A）一方、KW3110 の添加によりその活性レベル上昇が有意に抑制された（P<0.01）（図

2-1-5A）。また、IL-10 の添加によっても LPS/ATP 刺激によるカスパーゼ-1 の活性レベ

ル上昇は有意に抑制された（P<0.01）（図 2-1-5B）。 
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６）ヒト単球細胞におけるカスパーゼ-1 活性および IL-1β 産生に対する KW3110 の作用 

 本節では最後に、KW3110 がヒト細胞においても IL-10 シグナリングを介してカスパ

ーゼ-1 活性および IL-1β 産生を抑制するか検討するため、J774A.1 細胞と同様にインフ

ラマソーム測定に用いられるヒト末梢血単核細胞から単離したヒト単球細胞を用いて

検討を行った。その結果、KW3110 添加により、ヒト単球細胞において IL-10 産生量の

有意な上昇が認められた（P<0.01）（図 2-1-6A）。また、LPS/ATP 刺激により IL-1β 産生

量の有意な上昇が認められた（P<0.01）（図 2-1-6B）一方で、KW3110 の添加により IL-

1β 産生は有意に抑制された（P<0.01）（図 2-1-6B）。さらに、LPS/ATP 刺激によりカスパ

ーゼ-1 活性レベルの有意な上昇が認められた（P<0.05）（図 2-1-6C）一方で、KW3110 の

添加によりカスパーゼ-1 活性レベルは有意に抑制された（P<0.01）（図 2-1-6C）。KW3110

を用いて得られた結果と同様に、ヒト IL-10 を添加した場合についても、LPS/ATP 刺激

したヒト単球細胞における IL-1β 産生およびカスパーゼ-1 活性化は有意に抑制された

（いずれも P<0.01）（図 2-1-6B、C）。 
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５．考察 
 これまでの研究において、乳酸菌の 1 種である KW3110 が M2 マクロファージを活性

化し、IL-1β の産生抑制などの炎症抑制作用を有することが明らかになっている。一方、

その詳細な分子機序については未だに不明である。本節では、KW3110 がマウスのマク

ロファージにおける IL-10 産生促進を介して、LPS/ATP 刺激によるカスパーゼ-1 の活性

化および IL-1β の産生を抑制することを示した。さらに、KW3110 はヒト単球細胞にお

いても同様の作用機序を有する可能性も見出した。 

 本節において、J774A.1 細胞への KW3110 の添加によって放出される何らかの分子が

LPS/ATP 刺激細胞における IL-1β 産生を抑制することを示した（図 2-1-1B）。KW3110 を

添加した細胞において IL-10 の産生量が上昇する他（図 2-1-2A）、siRNAs 導入による IL-

10 シグナリング因子の遺伝子発現抑制により、LPS/ATP 刺激細胞における IL-1β 産生に

対する KW3110 の作用が抑制された（図 2-1-2E）。また、ヒト単球細胞においても、

KW3110 の添加による IL-10 産生上昇が認められ（図 2-1-6A）、LPS/ATP 刺激細胞にお

ける IL-1β の産生が KW3110 もしくは IL-10 の添加により抑制された（図 2-1-6B）。IL-

10 は代表的な抗炎症性サイトカインであり、本節の図 2-1-2B で示したように IL-1β 産

生の抑制に関与している[111-113]。KW3110 はこれまでに腸管免疫細胞との相互作用を

介してマクロファージを活性化し、IL-10 などのサイトカイン産生を誘導することが報

告されている他、加齢マウスの血中やブルーライト照射を施したマウスの網膜における

IL-1β などの炎症性サイトカイン量を抑制することも報告されている[30,31,104,109]。以

上の結果から、KW3110 はマウスおよびヒトのどちらにおいても、IL-10 シグナリング

を介して、炎症性刺激を受けた免疫細胞における IL-1β の産生を抑制する可能性が示唆

された（図 2-1-7）。 

 貪食阻害剤であるサイトカラシン D を J774A.1 細胞に添加した結果、KW3110 による

IL-10 の産生誘導および IL-1β の産生抑制作用はいずれも阻害された（図 2-1-3）。これ

らの結果は、乳酸菌などの微生物がマクロファージなどの免疫細胞によって認識、貪食

され、炎症性サイトカインや抗炎症性サイトカインの産生へと繋がるというこれまでの

報告と一致している[28,110]。このことから、KW3110 はマクロファージの貪食作用を介

して炎症抑制作用を有すると考えられる。マクロファージの細胞膜にはスカベンジャー

受容体や C 型レクチン、Toll 様受容体などの多様な自然免疫受容体が発現しており、細

菌表面の構造の一部を認識して貪食の実行に重要な役割を担っている[114,115]。以上よ

り、KW3110 はその表面構造をマクロファージに認識され、貪食されることにより、マ

クロファージに対する炎症抑制作用を発揮している可能性が考えられる。 
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 LPS/ATP 刺激した J774A.1 細胞への KW3110 の添加により、上清中の成熟 IL-1β の発

現は抑制されたが、細胞溶解物中の IL-1β前駆体の発現は抑制されなかった（図 2-1-4A）。

従って、KW3110 は IL-1β の成熟過程に関与している可能性が考えられる。IL-1β の成

熟はインフラマソーム複合体の活性本体であるカスパーゼ-1 の活性化により促進され

ることが報告されている[116]。本節では、KW3110 の添加により、LPS/ATP 刺激した

J774A.1 細胞上清のカスパーゼ-1 活性化が抑制され、その作用が IL-10 もしくは IL-10R 

siRNA の導入により阻害されることを示した（図 2-1-4B、2-1-5A）。加えて、IL-10 の添

加によっても LPS/ATP 刺激細胞の上清におけるカスパーゼ-1 活性化が抑制されること

を示しており（図 2-1-5B）、IL-10 がインフラマソーム活性化の抑制に関与するというこ

れまでの報告と一致するものである[117,118]。インフラマソームの活性化はミトコンド

リアの機能低下により産生される活性酸素種および酸化 DNA によって促進されること

が知られている[119,120]。インフラマソームの活性化に対する IL-10 の抑制作用は、機

能低下したミトコンドリアを除去する機構であるマイトファジーの誘導を介している

と考えられているため、KW3110 も IL-10 シグナリングを介してマイトファジーを誘導

している可能性が考えられる[113]。以上より、KW3110 は IL-10 シグナリングを介して、

炎症性刺激を受けたマクロファージにおけるインフラマソームの活性化を抑制する可

能性が示唆された。 

 本節において、KW3110 はマウスおよびヒト免疫細胞において IL-10 産生を誘導する

ことにより、LPS/ATP 刺激によるカスパーゼ-1 の活性化および IL-1β の産生を抑制する

ことが明らかになった。カスパーゼ-1 の活性化に対する KW3110 の抑制作用は乳酸菌

における新たな炎症抑制作用機序であり、これらの知見は炎症関連疾患に対する食品素

材を用いた新たな予防法の確立に貢献できることが期待される。 
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図 2-1-1. J774A.1 細胞への LPS/ATP 刺激による IL-1β 産生は KW3110 の添加により抑

制される 

（A）J774A.1 細胞に KW3110（1.25、2.5、5 μg/mL）を添加した 24 時間後に LPS（10 

μg/mL）を 4 時間、ATP（2 mM）を 1 時間反応させ刺激した。IL-1β の産生量は ELISA

法により測定した。（B）KW3110 を添加した細胞の上清を無刺激細胞に添加し、LPS（10 

μg/mL）を 4 時間、ATP（2 mM）を 1 時間反応させ刺激した。IL-1β の産生量は ELISA

法により測定した。コントロール sup は無刺激細胞の上清で置換した群、KW3110 sup

は KW3110 添加細胞の上清で置換した群を表す。各データの値は平均値±標準誤差で表

した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は Tukey 法を事後検定とする ANOVA

により解析した。*は P<0.05、**は P<0.01 を表す。 
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図 2-1-2. IL-10 シグナリング因子の遺伝子発現抑制により、LPS/ATP 刺激細胞への

KW3110 添加による IL-1βの産生抑制作用が阻害される 

（A）J774A.1 細胞に KW3110（1.25、2.5、5 μg/mL）を添加した 24 時間後に、IL-10 の

産生量を ELISA 法により測定した。（B）細胞に IL-10（1 μg/mL）および LPS（10 μg/mL）

を 4 時間、ATP（2 mM）を 1 時間反応させ刺激した後に、IL-1β の産生量を ELISA 法に

より測定した。（C、E）IL-10 もしくは IL-10R siRNA を導入した細胞に KW3110（10 μg/mL）

を添加した 6 時間後、RNA を抽出して逆転写を行い、マウス GAPDH および IL-10 もし

くは IL-10R 対象としたリアルタイム PCR を行った。IL-10 および IL-10R の測定値は

GAPDH の発現量に対する相対値で表した。（D、F）IL-10 もしくは IL-10R siRNA を導

入した細胞に KW3110（10 μg/mL）を添加した 24 時間後、IL-10 の産生量を ELISA 法に

より測定した（D）。細胞をさらに LPS（10 μg/mL）で 4 時間、ATP（2 mM）で 1 時間

反応させ刺激した後、IL-1β の産生量を ELISA 法により測定した（F）。siNT、siIL-10、

siIL-10R はそれぞれ non-targeting、IL-10、IL-10R siRNA を導入した細胞群を表す。各デ

ータの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は

Dunnet 法（A）もしくは Tukey 法（B-F）を事後検定とする ANOVA により解析した。*

は P<0.05、**は P<0.01 を表す。  
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図 2-1-3. J774A.1 細胞への KW3110 添加による IL-10 産生誘導および IL-1β産生抑制に

対する貪食阻害剤の作用 

（A）サイトカラシン D（1 μg/mL）を 30 分間、KW3110（5 μg/mL）を 6 時間処理した

J774A.1 細胞の RNA を抽出して逆転写を行い、マウス GAPDH および IL-10 を対象とし

たリアルタイム PCR を行った。IL-10 の測定値は GAPDH の発現量に対する相対値で表

した。（B、C）サイトカラシン D（1 μg/mL）を 30 分間処理した細胞に KW3110（5 μg/mL）

を添加した 24 時間後、IL-10 の産生量を ELISA 法により測定した（B）。細胞をさらに

LPS（10 μg/mL）で 4 時間、ATP（2 mM）で 1 時間反応させ刺激した後、IL-1β の産生

量を ELISA 法により測定した（C）。CytD はサイトカラシン D 添加細胞群を表す。各デ

ータの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は

Tukey 法を事後検定とする ANOVA により解析した。**は P<0.01 を表す。 
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図 2-1-4. KW3110 は IL-10 シグナリングを介して LPS/ATP 刺激した J774A.1 細胞にお

ける活性型カスパーゼ-1 の発現を抑制する 

（A）J774A.1 細胞に KW3110（5 μg/mL）を添加した 24 時間後、LPS（10 μg/mL）で 4

時間、ATP（2 mM）で 1 時間反応させ刺激し、細胞の上清および溶解物における成熟

IL-1β、IL-1β 前駆体、および β アクチンの発現レベルをウエスタンブロッティングによ

り解析した。（B）IL-10 もしくは IL-10R siRNA を導入した J774A.1 細胞に KW3110（10 

μg/mL）を添加した 24 時間後、LPS（10 μg/mL）で 4 時間、ATP（2 mM）で 1 時間反応

させ刺激し、細胞の上清および溶解物における活性型カスパーゼ-1、カスパーゼ-1 前駆

体、および β アクチンの発現レベルをウエスタンブロッティングにより解析した。黒矢

印は成熟 IL-1β もしくは活性型カスパーゼ-1 のバンドを指す。全てのブロット画像は黒

線に沿って切り取られている。  
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図 2-1-5. KW3110 もしくは IL-10 の添加により、LPS/ATP 刺激した J774A.1 細胞にお

けるカスパーゼ-1 の活性化が抑制される 

（A）J774A.1 細胞に KW3110（5 μg/mL）を添加した 24 時間後に LPS（10 μg/mL）を 4

時間、ATP（2 mM）を 1 時間反応させ刺激した。（B）細胞に IL-10（1 μg/mL）および

LPS（10 μg/mL）を 4 時間、ATP（2 mM）を 1 時間反応させ刺激した。これらの細胞に

対して Caspase Glo-1 インフラマソーム測定を行い、上清中のカスパーゼ-1 の活性を測

定した。各データの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3 であった。統計

的有意差は Tukey 法を事後検定とする ANOVA により解析した。**は P<0.01 を表す。 
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図 2-1-6. KW3110 はヒト単球細胞における IL-10 産生を誘導し、IL-1β産生およびカス

パーゼ-1 活性を抑制する 

（A-C）ヒト単球細胞に KW3110（100 μg/mL）を添加した 24 時間後に、IL-10 の産生量

を ELISA 法により測定した（A）。細胞をさらに IL-10（1 μg/mL）および LPS（10 μg/mL）

で 4 時間、ATP（2 mM）で 1 時間反応させ刺激した後、IL-1β の産生量を ELISA 法によ

り測定（B）するとともに、カスパーゼ-1 の活性レベルを Caspase-Glo 1 インフラマソー

ム測定により解析した（C）。各データの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は

n=3 であった。統計的有意差は対応のない t 検定（A）もしくは Tukey 法を事後検定と

する ANOVA（B、C）により解析した。**は P<0.01 を表す。 
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図 2-1-7. KW3110 の炎症抑制作用機序に関するシグナル経路図 

無刺激の J774A.1 細胞に対する LPS/ATP 刺激により、カスパーゼ-1 の活性化および IL-

1β の成熟が誘導される。一方、KW3110 の添加により、これらの炎症応答は IL-10 の産

生誘導を介して抑制される。 
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第２節 炎症性刺激による網膜色素上皮細胞老化に対する抑制作用機序 
 
１．要約 
 KW3110 は、ブルーライト照射による網膜色素上皮細胞の損傷を抑制し、網膜での炎

症を抑制する作用も報告されている。そこで本節では、慢性的な炎症性刺激で網膜色素

上皮細胞が受けるストレスを KW3110 が抑制するかについて、マクロファージおよび

網膜色素上皮細胞を用いて検証した。 

LPS/ATP 刺激をしたマクロファージ培養上清を網膜色素上皮細胞に添加して 24 時間

または 48 時間培養した結果、細胞増殖抑制や肥大扁平化、細胞周期停止、およびサイ

トカイン発現上昇といった細胞老化に関連する表現型や、タイトジャンクション因子

claudin-1 の発現上昇が認められた。一方、LPS/ATP に加えて KW3110 を添加したマク

ロファージ培養上清を網膜色素上皮細胞に添加した結果、細胞老化関連表現型の発現や

claudin-1 の発現上昇のいずれも抑制されることが確認された。 

以上より、KW3110 乳酸菌は網膜色素上皮細胞に対して、慢性的な炎症性刺激による

細胞老化やタイトジャンクション因子の発現変動を抑制することが示唆された。 
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２．背景 
 生体内外の抗原やその他のストレスに対する防御機構として様々な生物が発達させ

てきた免疫応答機構の中でも、炎症応答は感染因子や損傷を受けた細胞もしくは組織を

除去し、組織修復を開始するなど重要な役割を担っている。近年では、細菌やウイルス

感染と同様に、加齢や精神的ストレスなどの日常の様々なストレスによって誘導される

慢性炎症応答が、多様な疾患に繋がることが報告されている[22-24,121]。よって、このよ

うな日常のストレスに起因する状態を抑制するための予防もしくは治療法が求められ

ている。 

 これまでの研究において、KW3110 はマウスにおいてブルーライト照射による網膜色

素上皮細胞の損傷を抑制すること、およびヒトにおいてディスプレイ端末を用いた

VDT 作業による目の疲労感を軽減することが明らかになっている[104,109]。これらのス

トレスの他にも、慢性的なストレスとして酸化剤を長期処理した場合にも、網膜色素上

皮細胞の損傷が誘導されることが報告されている[122]。一方で、目の不調は網膜への直

接的かつ慢性的なストレスによって生じるだけでなく、離れた組織から発信されるスト

レスシグナルによっても誘導される。例えば、加齢黄斑変性には全身の炎症性サイトカ

インレベルの上昇が関与している可能性が考えられることや、単純で退屈だが持続的な

正確性が必要とされる連続加算作業による精神的ストレスが目の不調を誘発する可能

性が考えられている[123-126]。しかしながら、全身性かつ慢性的なストレスによって誘

導される目の不調に対する KW3110 の作用およびその機序については明らかになって

いない。 

 本節では、マクロファージおよび網膜色素上皮細胞を用いて、免疫細胞の慢性炎症ス

トレスシグナリングによる網膜色素上皮細胞へのダメージを KW3110 が抑制するか検

討した。 
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３．実験方法 
１）試薬 

 KW3110 は第 2 章第 1 節に記載の通り調製した[103]。それ以外の 4 種の乳酸菌株（菌

株 A-D）は日本の主要な市販ヨーグルト製品から単離培養することで調製した。LPS（カ

タログ番号 tlrl-3pelps）は Invivogen 社（San Diego、CA、USA）から、ATP（カタログ番

号 A2383）は Sigma Aldrich 社（St. Louis、MO、USA）から、Hoechst 33342（カタログ

番号 H342）およびヨウ化プロピジウム（PI）（カタログ番号 P378）は同仁化学研究所

（東京、日本）から購入した。抗体については、ウサギ由来 Claudin-1 抗体（カタログ

番号 ab211737）、ウサギ由来 zonula occludens-1（ZO-1）抗体（カタログ番号 ab216880）、

およびヤギ由来ウサギ IgG H&L 抗体（Alexa Fluor 488）（カタログ番号 ab150077）を

Abcam 社（Cambridge、UK）から購入した。 

 

２）ヒト単球細胞 

健康なドナー由来の末梢血単核細胞は iQ Biosciences 社（Berkeley、CA、USA）（カタ

ログ番号 IQB-PBMC103）から購入した。ウエスタン治験審査委員会により承認された

ドナープログラムに参加する全てのドナーから同意書を取得し、匿名化を実施済みであ

る。単球細胞は、クラシカルモノサイト単離キット（Miltenyi Biotec 社、Sunnyvale、CA、

USA）を用いて単核細胞から単離した。 

 

３）培養細胞 

 J774A.1 細胞は、細網細胞肉腫を有する雌性の成獣マウスの腹水から確立した細胞株

（カタログ番号 TIB-67）（ATCC 社、Manassas、VA、USA）であり、ARPE-19 細胞は、

19 歳男性の目に由来するヒト網膜色素上皮細胞株（カタログ番号 CRL-2302）（ATCC 社、

Manassas、VA、USA）[127]。J774A.1 細胞および ARPE-19 細胞はそれぞれ 10%胎児ウシ

血清、100 U/mL ペニシリン、および 100 μg/mL ストレプトマイシンを含む DMEM お

よび DMEM:F-12（Gibco 社、Grand Island、NY、USA）を用いて 37℃、5%CO2 条件下

で培養した。細胞上清の置換などの実験（図 2-2-2、3、4、5）においては、J774A.1 細

胞を 24 ウェルプレートに 1×105 cells/well で播種して一晩培養し、KW3110 を添加して

さらに 24 時間培養した。回収した上清を、上清置換する 2 日前にあらかじめ 96 ウェル

プレート（5×104 cells/well）、24 ウェルプレート（1×105 cells/well）、もしくは 35 mm デ

ィッシュ（2.5×104 cells/well）に播種しておいた ARPE-19 細胞の上清から置換した。そ

の後、ARPE-19 細胞を 0、24、もしくは 48 時間培養し、各種解析を行った。細胞周期
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の解析においては、ARPE-19 細胞を J774A.1 細胞の上清とともに 24 ウェルプレートに

5×105 cells/well で播種した。 

  

４）サイトカイン産生量の測定 

細胞を 24 ウェルプレートに播種（J774A.1 細胞は 1×105 cells/well、ヒト単球細胞は

2.5×105 cells/well）して一晩培養し、KW3110 もしくは菌株 A-D を添加（J774A.1 細胞に

は 5 μg/mL、ヒト単球細胞には 10 μg/mL）して 37℃、24 時間培養した。IL-1β の測定に

おいては、10 μg/mL LPS を添加して 4 時間反応させた後に 2 mM ATP を添加して 1 時

間反応させた。上清を回収した後 5000 rpm で 2 分間遠心した。サイトカインの産生量

は ELISA キット（マウスおよびヒト IL-10、BD Biosciences 社、San Jose、CA、USA; マ

ウス IL-1β、eBioscience 社、San Diego、CA、USA）を用いて測定した。 

 

５）細胞数および細胞死の解析 

 上清置換後の ARPE-19 細胞を 96 ウェルプレートにおいて 0、24、もしくは 48 時間

培養した後、1 μg/mL の Hoechst 33342 および PI 溶液中で 37℃、30 分間染色した。

Hoechst 33342 陽性細胞数を全細胞数として測定し、Hoechst 33342 陽性細胞に対する PI

陽性細胞の割合を死細胞率として算出した。解析には Operetta CLS system（PerkinElmer

社、Waltham、MA、USA）を用いた。 

  

６）SPiDER-βGal 染色 

 上清置換後の ARPE-19 細胞を 24 ウェルプレートにおいて 24 時間培養した後、バッ

クグラウンドシグナルを抑制するために Bafilomycin A1 溶液中で 37℃、1 時間処理し

た。その後、Hoechst 33342 を含む SPiDER-βGal 溶液を添加して 37℃、30 分間培養した。

明視野および蛍光画像は蛍光顕微鏡（キーエンス社、大阪、日本）を用いて取得し、そ

れぞれの明視野画像における細胞サイズは ImageJ ソフトウェア（National Institutes of 

Health、Bethesda、MD、USA）を用いて解析した。また、それぞれの蛍光画像における

SPiDER-βGal 陽性細胞数を測定し、Hoechst 33342 陽性細胞に対する割合を算出した。一

連の試薬は Cellular Senescence Detection Kit-SPiDER-βGal（カタログ番号 SG03）（同仁化

学研究所、東京、日本）に含まれるものである。 

  

７）リアルタイム PCR 

 上清置換後のARPE-19細胞を 24ウェルプレートにおいて 24時間培養した後、RNeasy 
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mini kit（QIAGEN 社、Venlo、Netherlands）を用いて RNA を抽出し、SuperScript IV First-

Strand Synthesis System（Invivogen 社、Waltham、MA、USA）を用いて逆転写を行った。

リアルタイム PCR は TB Green Premix Ex Taq（タカラバイオ社、滋賀、日本）および

LightCycler 480（Roche Diagnostics 社、Rotkreuz、Switzerland）を用いて行った。PCR 条

件は、95℃10 秒間の反応の後、95℃5 秒間および 60℃20 秒間の反応を 45 サイクル行っ

た。各サンプルの値は GAPDH の発現レベルに対する相対値で表した。実験に使用した

各種プライマーの塩基配列は表 2-2-1 に示した。 

 

８）細胞周期の測定 

 上清置換後の ARPE-19 細胞を 24 ウェルプレートにおいて 24 時間培養した後、1% 

Cell Cycle Assay Solution Deep Red（カタログ番号 C548）（同仁化学研究所、東京、日本）

を用いて 37℃、15 分間処理し、DNA を染色した。FACS Canto II および FlowJo ソフト

ウェア（BD 社、Franklin Lakes、NJ、USA）を用いてフローサイトメトリー解析を行っ

た。 

  

９）免疫細胞染色 

 上清置換後の ARPE-19 細胞を 35 mm ディッシュにおいて 24 時間培養した後、100%

メタノール（カタログ番号 131-01826）（富士フィルム和光純薬社、大阪、日本）を用い

て室温、5 分間処理して固定した。その後、10%ヤギ血清（カタログ番号 

594-29911）、0.3 M グリシン（カタログ番号 077-00735）、1%ウシ血清アルブミン（カタ

ログ番号 011-15144）（富士フィルム和光純薬社、大阪、日本）、および 0.1% tween（カ

タログ番号 1706531）（Bio-Rad Laboratories 社、Hercules、CA、USA）を含む PBS を用

いて室温、1 時間培養した。そして、細胞に 1 μg/mL のウサギ由来 Claudin-1 もしくは

ZO-1 抗体を添加して 4℃、一晩反応させた後、1 μg/mL のヤギ由来ウサギ IgG H&L 抗

体および 1 μg/mL の Hoechst 33342 を添加して室温、1 時間反応させた。細胞の蛍光画

像は蛍光顕微鏡（キーエンス社、大阪、日本）を用いて取得した。 

  

１０）統計解析 

各データの値は平均値±標準誤差で表した。統計的有意差は Tukey 法を事後検定とす

る ANOVA によって解析した。P<0.05 を統計学的に有意であると判断した。 
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４．結果 
１）KW3110 は市販製品由来の乳酸菌株と比較して強い炎症抑制作用を有する 

 KW3110 はマクロファージにおける IL-10 産生を誘導することが知られているが

[104,109]、他の乳酸菌株と比較した誘導能力については明らかになっていない。そこで

本節では、J774A.1 細胞における IL-10 産生の誘導能力について、KW3110 と他の乳酸

菌株を比較検討した。その結果、J774A.1 細胞への KW3110 の添加により有意な IL-10

産生量の上昇が認められた（P<0.01）一方、他の全ての乳酸菌株の添加後の IL-10 産生

量は KW3110 添加細胞群と比較して有意な低値を示した（菌株 A、P<0.01; 菌株 B、

P<0.05; 菌株 C、P<0.01; 菌株 D、P<0.01）（図 2-2-1A）。また、ヒト単球細胞を用いた場

合においても、J774A.1 細胞を用いた場合の結果と同様に、KW3110 の添加により有意

な IL-10 産生量の上昇が認められた（P<0.01）一方、他の全ての乳酸菌株の添加後の IL-

10 産生量は KW3110 添加細胞群と比較して有意な低値を示した（菌株 A、P<0.01; 菌株

B、P<0.05; 菌株 C、P<0.01; 菌株 D、P<0.01）（図 2-2-1B）。 

 IL-10 はマクロファージにおける IL-1β 産生を抑制するため[111,113]、本節では J774A.1

細胞における IL-1β 産生の抑制能力についても、KW3110 と他の乳酸菌株を比較検討し

た。その結果、J774A.1 細胞への LPS/ATP 刺激により IL-1β 産生量の上昇が認められ、

KW3110 の添加により IL-1β 産生量の上昇は有意に抑制された（P<0.01）（図 2-2-1C）。

一方で、他の全ての乳酸菌株の添加後の IL-1β 産生量は KW3110 添加細胞群と比較して

有意な高値を示した（菌株 A、P<0.01; 菌株 B、P<0.05; 菌株 C、P<0.01; 菌株 D、P<0.01）

（図 2-2-1C）。 

 

２）KW3110 もしくは LPS/ATP 刺激をしたマクロファージにより、ARPE-19 細胞死で

はなく細胞増殖が影響を受ける 

 LPS/ATP 刺激をしたマクロファージが網膜色素上皮細胞へのストレスを誘導するか、

およびその作用が KW3110 添加により抑制されるか検討するため、KW3110 を添加した

J774A.1 細胞の上清が ARPE-19 細胞の増殖および細胞死に与える影響を評価した。その

結果、LPS/ATP 刺激をした J774A.1 細胞上清置換群（L/A sup 群）における細胞数の相

対値が、無刺激細胞の上清置換群（コントロール sup 群）の値と比較して、上清置換の

24 および 48 時間後に有意な低値を示した（24 時間、P<0.01; 48 時間、P<0.01）（図 2-2-

2A）。また、KW3110 および LPS/ATP 刺激をした J774A.1 細胞上清置換群（L/A + KW3110 

sup 群）における細胞数の相対値は、L/A sup 群の値と比較して、上清置換の 24 時間後

に高い傾向を示し、48 時間後に有意な高値を示した（24 時間、P=0.058; 48 時間、P<0.01）
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（図 2-2-2A）。一方、全細胞数に対する PI 陽性細胞数の割合はいずれの群間、いずれの

時間においても差が認められなかった（図 2-2-2B）。 

 

３）炎症性刺激を受けた ARPE-19 細胞の細胞老化表現型に対する KW3110 の作用 

 図 2-2-2 で示したような細胞増殖能の低下は、細胞老化の代表的な表現型の 1 つであ

る[128]。本節では、網膜色素上皮細胞の細胞老化が LPS/ATP 刺激をしたマクロファー

ジによって誘導されるか、およびその表現型が KW3110 によって抑制されるかについ

て検討した。その結果、明視野画像における ARPE-19 細胞について、コントロール sup

群と比較して L/A sup 群において、細胞老化に特徴的な表現型である肥大、扁平化状態

が認められた（図 2-2-3A）。一方、L/A + KW3110 sup 群の細胞形態はコントロール sup

群と同様であった（図 2-2-3A）。また、定量的にも、L/A sup 群の細胞サイズはコントロ

ール sup 群と比較して有意に大きく（P<0.01）（図 2-2-3B）、L/A + KW3110 sup 群におい

て細胞サイズの上昇は有意に抑制された（P<0.01）（図 2-2-3B）。さらに、老化細胞マー

カーである SPiDER-βGal を用いて染色した結果、コントロール sup 群と比較して L/A 

sup 群において、SPiDER-βGal シグナルの増強および SPiDER-βGal 陽性細胞割合の有意

な上昇が認められた（P<0.01）（図 2-2-3C、D）。一方、L/A sup 群におけるこれらの状態

は L/A + KW3110 sup 群において有意に改善された（P<0.01）（図 2-2-3D）。 

 

４）炎症性刺激を受けた ARPE-19 細胞における、細胞周期停止および老化関連分泌表

現型（SASP）に関連する遺伝子発現上昇に対する KW3110 の作用 

 老化細胞の細胞周期は G2/M 期で停止することが知られているため[129]、本節では

LPS/ATP 刺激をしたマクロファージに由来する炎症性シグナルが網膜色素上皮細胞の

細胞周期停止を誘導するか、およびその作用が KW3110 によって抑制されるか検討し

た。その結果、全細胞数に対する G2/M 期細胞数の割合はコントロール sup 群と比較し

て L/A sup 群において高い傾向がある（P=0.077）（図 2-2-4A、B）一方、L/A sup 群にお

ける割合の上昇は L/A + KW3110 sup 群において部分的に抑制された（P=0.169）（図 2-

2-4A、B）。また、細胞周期停止に関連する遺伝子 p53 および p21 の発現レベルはコント

ロール sup 群と比較して L/A sup 群において上昇した（p53、P=0.148; p21、P<0.01）（図

2-2-4C）一方、L/A sup 群におけるこれらの遺伝子発現上昇は L/A + KW3110 sup 群にお

いて抑制された（p53、P=0.119; p21、P<0.01）（図 2-2-4C）。本節ではさらに、LPS/ATP

刺激をしたマクロファージに由来する炎症性シグナルが、網膜色素上皮細胞における炎

症性サイトカイン産生などの SASP を誘導するか、およびその作用が KW3110 によって
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抑制されるか検討した。その結果、代表的な SASP 関連遺伝子 IL-6、IL-8、および IL-1β

の発現レベルはコントロール sup 群と比較して L/A sup 群において有意に上昇した（IL-

6、P<0.01; IL-8、P<0.01; IL-1β、P<0.01）（図 2-2-4D）一方、L/A sup 群におけるこれらの

遺伝子発現上昇は L/A + KW3110 sup 群において抑制された（IL-6、P<0.01; IL-8、P<0.05; 

IL-1β、P<0.01）（図 2-2-4D）。 

 

５）炎症性刺激を受けた ARPE-19 細胞のタイトジャンクション因子の発現に対する

KW3110 の作用 

 網膜色素上皮細胞は血液網膜関門の形成に重要な役割を担っており、細胞間のタイト

ジャンクションによってその構造が支持されている[130]。本節では、LPS/ATP 刺激をし

たマクロファージに由来する炎症性シグナルがタイトジャンクション因子の発現に与

える影響について検討した。その結果、タイトジャンクションを形成する膜内在性タン

パク質をコードする遺伝子である claudin-1 および ZO-1 の発現レベルが、コントロール

sup 群と比較して L/A sup 群において、それぞれ有意に上昇、低下した（claudin-1、P<0.01; 

ZO-1、P<0.01）（図 2-2-5A、C）。L/A sup 群における claudin-1 遺伝子発現レベルの上昇

は L/A + KW3110 sup 群において部分的ではあるものの有意に抑制された（P<0.05）（図

2-2-5A）一方、ZO-1 遺伝子発現レベルについては変化が認められなかった（P<0.479）

（図 2-2-5C）。これらの遺伝子発現レベルに対する KW3110 の作用は軽度であるものの、

免疫細胞染色の結果、claudin-1 および ZO-1 タンパク質の発現を表すシグナルが、コン

トロール sup 群と比較して L/A sup 群においてそれぞれ上昇、低下したとともに、L/A + 

KW3110 sup 群においてそれらの変化が抑制された（図 2-2-5B、D）。 
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５．考察 
 本節の結果から、乳酸菌の 1 種である KW3110 が、本節において使用した他の乳酸菌

株よりも強くマクロファージにおける IL-10 産生を誘導し、IL-1β 産生を抑制すること

が明らかになった。また、KW3110 は、マクロファージに由来する慢性的な炎症ストレ

スシグナルによって誘導される網膜色素上皮細胞老化、およびタイトジャンクション因

子の発現変動を抑制することも示された。 

KW3110 はマクロファージの貪食作用を介して IL-10 などのサイトカイン産生を誘導

し、IL-10R シグナリングを通じて IL-1β の産生を抑制することが報告されている

[30,104,109,131]。これらの知見は、KW3110 が本節において使用した他の乳酸菌株と比較

して、マウスおよびヒト免疫細胞における IL-10 産生をより強く誘導したという本節の

結果を支持するものである（図 2-2-1A）。さらに、KW3110 は他の乳酸菌株と比較して、

LPS/ATP 刺激をしたマクロファージにおける IL-1β の産生をより強く抑制した（図 2-2-

1B）。乳酸菌などの微生物はマクロファージなどの免疫細胞により認識、貪食され、炎

症性もしくは抗炎症性サイトカインの産生を促進することが知られている[28,110]。これ

らの知見から、KW3110 は他の乳酸菌株と比較してマクロファージに貪食されやすいた

め、IL-10 の産生をより強く誘導する可能性が考えられる。マクロファージにおける IL-

10 の産生誘導に KW3110 の貪食が関与しているか、および KW3110 のどのような微生

物的特徴がマクロファージの貪食に重要であるかについて、今後の研究が期待される。

IL-10 はマクロファージにおける IL-1β の産生を抑制する作用を有するため[111,113]、本

節において得られた結果から、KW3110 による IL-1β 産生の強い抑制作用は IL-10 シグ

ナリングを介している可能性が考えられる。 

網膜色素上皮細胞は様々な慢性的ストレスによって損傷を受ける。例えば、ブルーラ

イト照射による網膜色素上皮細胞の損傷は網膜機能低下の原因の 1 つであり、目の疲労

感を誘導する可能性が報告されている[132,133]。また、これまでの研究において、

KW3110 を添加したマクロファージによって産生される IL-10 が、ブルーライト照射に

よる網膜色素上皮細胞の損傷を抑制することも示されている[104,109]。さらに、本節に

おいて、KW3110 が慢性的な炎症ストレスを受けた網膜色素上皮細胞の細胞老化表現型

を抑制することも明らかになった（図 2-2-2、3、4）。ストレス刺激による網膜色素上皮

細胞老化は酸化剤への暴露によっても誘導され、老化した網膜色素上皮細胞の集積は加

齢したサルの目においても認められている[134-136]。本節において、KW3110 が慢性的

な炎症ストレスを受けた網膜色素上皮細胞における claudin-1 の発現変動を部分的に抑

制することが示された（図 2-2-5）。免疫細胞染色のデータは定性的ではあるものの、
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KW3110 が claudin-1 および ZO-1 の発現変動を抑制する作用を有する可能性があると考

えられる。網膜色素上皮細胞層およびタイトジャンクションによって形成される血液網

膜関門の維持には網膜色素上皮細胞が必須である[130]。また、上皮のタイトジャンクシ

ョンを形成する重要な制御因子である claudin-1 および ZO-1 の発現レベルは網膜色素

上皮細胞への酸化剤や炎症性サイトカインの刺激によってそれぞれ上昇、低下する[137-

139]。Claudin-1 や ZO-1 などのタイトジャンクション因子はタイトジャンクション網を

形成するために相互作用するため、これらの因子の発現変動は網膜色素上皮細胞におけ

るタイトジャンクションの崩壊に繋がる可能性がある[140]。 

以上のことから、本節において、KW3110 がマクロファージおよび IL-10 シグナリン

グの活性化を介して、慢性的な炎症ストレスを受けた網膜色素上皮細胞の細胞老化、お

よびタイトジャンクション因子の発現変動を抑制する作用機序が初めて明らかになっ

た。 
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表 2-2-1. リアルタイム PCR に用いた各種プライマーの塩基配列 

遺伝子名 フォワードプライマー（5’–3’） リバースプライマー（5’-3’） 

GAPDH AGGCTAGCTGGCCCGATTTC TGGCAACAATATCCACTTTACCAGA 

p53 CATCCTCACCATCATCACAC CTCCATCCAGTGGTTTCTTC 

p21 CGATGGAACTTCGACTTTGT AGGCACAAGGGTACAAGA 

IL-6 CTCCAGAACAGATTTGAGAGTAG GCGCAGAATGAGATGAGTT 

IL-8 CTCTTGGCAGCCTTCCT AGACAGAGCTCTCTTCCATC 

IL-1β CTGTCCTGCGTGTTGAAAGATG TTCTGCTTGAGAGGTGCTGATG 

ZO-1 GAAGCTGATGGTGTGGATAG GTCTGGTTTGGACACTAAGG 

claudin-1 GATGAGGTGCAGAAGATGAG GGACAGGAACAGCAAAGTAG 
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図 2-2-1. J774A.1 細胞およびヒト単球細胞におけるサイトカイン産生に対する各種乳酸

菌株の作用の比較検討 

（A、B）J774A.1 細胞（A）もしくはヒト単球細胞（B）に、KW3110 もしくは菌株 A-

D（5 μg/mL）を添加した 24 時間後に、IL-10 の産生量を ELISA 法により測定した。（C）

J774A.1 細胞をさらに LPS（10 μg/mL）で 4 時間、ATP（2 mM）で 1 時間反応させて刺

激し、IL-1β の産生量を ELISA 法により測定した。各データの値は平均値±標準誤差で

表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は Tukey 法を事後検定とする ANOVA

により解析した。*は P<0.05、**は P<0.01 を表す。  
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図 2-2-2. KW3110 もしくは LPS/ATP 刺激をした J774A.1 細胞の上清が ARPE-19 細胞

の増殖および細胞死に与える影響 

上清置換 0、24、48 時間後の ARPE-19 細胞を Hoechst 33342（1 μg/mL）および PI（1 

μg/mL）溶液で染色した。（A）上清置換 0 時間後に対する 0、24、48 時間後の Hoechst 

33342 陽性細胞数の相対値を算出した。（B）上清置換 0、24、48 時間後の Hoechst 33342

陽性細胞数に対する PI 陽性細胞数の割合を算出した。各データの値は平均値±標準誤差

で表した。サンプル数は n=6-12 であった。統計的有意差は Tukey 法を事後検定とする

ANOVA により解析した。**は P<0.01（コントロール sup 群との比較）、##は P<0.01（L/A 

sup 群との比較）を表す。 
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図 2-2-3. KW3110 もしくは LPS/ATP 刺激をした J774A.1 細胞の上清が ARPE-19 細胞

の細胞老化に与える影響 

上清置換 24 時間後の ARPE-19 細胞を Hoechst 33342 を含む SPiDER-βGal で染色し、明

視野画像の解析（A）、細胞サイズの比較（B）、Hoechst 33342 および SPiDER-βGal シグ

ナルの蛍光画像の解析（C）、および Hoechst 33342 陽性細胞数に対する SPiDER-βGal 陽

性細胞数の割合の比較（D）を行った。スケールバーの全長は 100 μm を表す。各データ

の値は平均値±標準誤差で表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は Tukey

法を事後検定とする ANOVA により解析した。**は P<0.01 を表す。  



94 
 

 
図 2-2-4. 炎症性刺激を受けた ARPE-19 細胞における、細胞周期停止および老化関連分

泌表現型（SASP）に関連する遺伝子発現上昇に対する KW3110 の作用 

（A、B）上清置換 24 時間後の ARPE-19 細胞を Cell Cycle Assay Solution Deep Red で染

色し、各群 1 例ずつのフローサイトメトリーのチャート図（A）および全細胞数に対す

る G2/M 期細胞数の割合（B）を示した。（C、D）上清置換 24 時間後の ARPE-19 細胞

から RNA を抽出して逆転写を行い、ヒト GAPDH、p53、p21、IL-6、IL-8、および IL-1β

を対象としたリアルタイム PCR を行った。各遺伝子発現レベルの測定値は GAPDH の

発現量に対する相対値で表した。各データの値は平均値±標準誤差で表した。サンプル

数は n=3 であった。統計的有意差は Tukey 法を事後検定とする ANOVA により解析し

た。*は P<0.05、**は P<0.01 を表す。  
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図 2-2-5. KW3110 もしくは LPS/ATP 刺激をした J774A.1 細胞の上清が ARPE-19 細胞

のタイトジャンクション因子の発現に与える影響 

（A、C）上清置換 24 時間後の ARPE-19 細胞から RNA を抽出して逆転写を行い、ヒト

GAPDH、claudin-1、および ZO-1 を対象としたリアルタイム PCR を行った。各遺伝子発

現レベルの測定値は GAPDH の発現量に対する相対値で表した。各データの値は平均値

±標準誤差で表した。サンプル数は n=3 であった。統計的有意差は Tukey 法を事後検定

とする ANOVA により解析した。*は P<0.05、**は P<0.01 を表す。（B、D）上清置換 24

時間後の ARPE-19 細胞を claudin-1 抗体、ZO-1 抗体、および Hoechst 33342 で染色し、

Hoechst 33342、claudin-1、および ZO-1 シグナルの蛍光画像を取得した。スケールバー

の全長は 100 μm を表す。   
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第３節 KW3110 乳酸菌摂取による健常人における日常的な目の疲労感

軽減効果 
 
１．要約 
 KW3110 乳酸菌は慢性的な炎症性刺激による網膜色素上皮細胞へのストレス抑制作

用を持つことが示されてきた。網膜色素上皮細胞へのストレスは目の疲労感を引き起こ

すと考えられているため、本研究では KW3110 乳酸菌のヒトでの有効性評価を目的と

して、日常的に目の疲れを感じている健常な男女（35 歳以上 50 歳未満）を対象とした

ランダム化二重盲検プラセボ対照並行群間比較法による臨床試験を実施した。 

88 名の被験者をランダムに 2 群に分け、KW3110 乳酸菌を含むサプリメントもしく

はプラセボサプリメントを 8 週間にわたって毎日摂取させた。その結果、目の疲労感の

指標である critical flicker frequency（CFF）の摂取開始後 0 週を起点とした変化量につい

て、摂取開始後 4 週および 8 週時点で KW3110 乳酸菌摂取群においてプラセボ群と比

較して有意な高値が認められた。 

以上より、KW3110 乳酸菌は日常的に目の疲れを感じているヒトの目の疲労感軽減効

果があることが示され、網膜への慢性的なストレスに起因する目の不調や疾患予防への

貢献が強く期待される。 

  



97 
 

２．背景 
 近年、コンピューターやスマートフォン、タブレットなどの電子機器の使用や、脳の

興奮水準を高めた状態で行われる精神、神経活動が長く続いたことで生じる精神的疲労

によって、目の疲労感に関連する様々な不調を悩みとして抱える現代人が増加している

[141-144]。厚生労働省「平成 20 年技術革新と労働に関する実態調査」においても、7 割

の身体的疲労を感じる労働者のうち「眼の疲れ、痛み」の回答が約 90%にのぼる[145]。

目の疲労感に関連する症状としては、目の痛み、目の霞み、ドライアイ、肩や腰の凝り、

腰痛、頭痛などが挙げられ[146-150]、これらの症状が続くと視力低下などに繋がる可能

性がある[151-153]。このような社会的背景からも、健康的な生活のためには眼の健康維

持に関して日常的で簡便に対処できる方法が必要不可欠であるといえる。 

 これまでの研究において、KW3110 はマウスにおいてブルーライト照射による網膜色

素上皮細胞の損傷を抑制すること、およびヒトにおいて VDT 作業による目の疲労感を

軽減することが明らかになっている[104,109]。一方で、目の不調は網膜より離れた組織

から発信されるストレスシグナルによっても誘導される。例えば、単純で退屈だが持続

的な正確性が必要とされる連続加算作業による精神的ストレスが目の不調を誘発する

可能性も考えられている[123,124]。しかしながら、慢性的なストレスによって誘導され

る目の不調に対する KW3110 の作用については明らかになっていない。 

本節では、慢性的な目の不調に対する KW3110 の効果を検証することを目的として、

88 名の健常な成人男女に対し KW3110 を含む食品を 8 週間継続摂取させる、無作為化

二重盲検プラセボ対照並行群間比較法による試験を実施した。また、精神的ストレスに

よって誘導される目の不調に対する KW3110 の効果も併せて検証した。 
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３．実験方法 
１）倫理 

 本試験はヘルシンキ宣言の精神に則り、人を対象とする医学系研究に関する倫理指針 

を遵守し、医療法人社団盛心会 タカラクリニック倫理委員会（東京、日本）（承認番号：

1807-1806-KR01-01-TC、承認日：2018 年 7 月 30 日）によって承認された。組み入れ前

に試験に関する適切な情報を提供した全被験者から書面による同意を取得した。本試験

は日本国内の臨床試験登録機関である大学病院医療情報ネットワークに登録し（登録番

号：UMIN000033619、登録日：2018 年 8 月 3 日）、プロトコールに則って実施した。 

 

２）被験者 

 被験者は目の疲れを自覚する、35 歳以上 50 歳未満の健常な男女であった。選抜基準

は（１）35 歳以上 50 歳未満の健常な日本人男女であること、（２）目の疲れを自覚して

いる者であること、および（３）試験責任医師が本試験への参加に問題ないと判断した

者であることと定めた。除外基準は表 2-3-1 に示した。 

 

３）サンプルサイズ 

 本試験の介入がいずれかの主要評価項目に及ぼす影響による効果量 d を 0.65 と仮定

し、サンプルサイズの設計を行った。有意水準を 5%、検出力を 80%とすると 1 群あた

りのサンプルサイズは約 40 名であったため、目標のサンプルサイズは 80 名とした。試

験参加中の脱落率は 10%程度であると見込み、各群 4 名多く参加することとし、実施サ

ンプルサイズを 88 名とした。 

 

４）試験食品 

 試験食品として 2 種類のハードカプセルを準備した。プラセボ食品は 200 mg の遺伝

子組み換え品でないコーンスターチを含有し、KW3110 含有食品は 50 mg の加熱死菌体

KW3110 および 150 mg の遺伝子組み換え品でないコーンスターチを含有するものであ

った。2 種類の試験食品には外観、香味上識別可能な違いがないことが試験実施責任者

により確認された。 

 

５）試験デザイン 

 本試験は受託臨床試験機関である株式会社オルトメディコ（東京、日本）により、2018

年 7 月から 2019 年 4 月までの期間で、アリオ西新井クリニック眼科（東京、日本）に



99 
 

おいて、無作為化二重盲検プラセボ対照並行群間比較法により実施された。被験者は摂

取開始に先立ち、選抜基準、除外基準、および試験責任医師による問診をもとに試験に

組み入れられた。そして、被験者は割付責任者により、Statlight #11 Ver. 2.10（Yukms 社、

神奈川、日本）を用いて層別ランダム化法により、プラセボ群および KW3110 群の被験

者数が 1：1 となるよう無作為に割り付けられた。その際、（１）スクリーニング検査時

の内田クレペリンテスト負荷前後における critical flicker frequency（CFF）の変化量、（２）

スクリーニング検査時の内田クレペリンテスト負荷前における視覚的評価スケール

（VAS）の「目の疲労感」項目の値、および（３）性別、年齢に偏りが生じないよう考

慮した。なお、割付責任者は他の試験実施機関とは独立しており、被験者の組み入れ、

データの収集もしくは解析には関与していなかった。 

 試験食品製造者は試験食品を封入した各容器に識別番号を印字し、割付表はデータ開

示まで割付責任者によって密封状態で保管された。試験期間を通じて、被験者、全ての

試験実施者、および試験関係者を盲検化した。被験者には毎日朝食後にプラセボ食品も

しくは KW3110 含有食品を水とともに 1 粒、8 週間摂取し続けること、試験期間中はこ

れまで通りの生活習慣を継続すること、およびスクリーニング検査、摂取開始 0、4、お

よび 8 週時点で検査のために来院することを指示した。なお、規程の遵守状況について

は問診および被験者日誌により都度確認した。 

 目の不調に関連する項目の評価は、内田クレペリンテストによる負荷前、負荷前後、

および負荷後 30 分間の休息後において実施した。内田クレペリンテスト負荷は精神的

ストレスによって誘導される目の不調を評価するために、既報に従い実施した[154]。 

 

６）主要評価項目 

 日常活動もしくは精神的ストレスによって誘導される目の不調に対する KW3110 の

作用を評価する指標として、CFF、調節微動高周波成分の出現頻度（HFC-1）、縮瞳率、

および VAS（目の不調）を測定した。CFF（優位眼）は目の疲労感の指標として、ハン

ディフリッカーHF-II（ナイツ社、東京、日本）を用いて評価した[155,156]。HFC-1 およ

び縮瞳率（優位眼）は目のピント調節機能の指標として、それぞれオートレフケラトメ

ーター（ニデック社、愛知、日本）およびトライイリス C9000（浜松ホトニクス社、静

岡、日本）を用いて評価した[124,157,158]。VAS（目の不調）は被験者が自身の目の状態

をどのように感じているか評価するために用いた[159]。VAS における評価項目は表 2-3-

4 に示した。以上の項目の測定は、スクリーニング検査、摂取開始 0、4、および 8 週時

点における内田クレペリンテスト負荷前、負荷後、および負荷後 30 分間の休息後にお
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いて実施した。 

 

７）副次評価項目 

 その他の状態に対する KW3110 の作用を評価する指標として、VAS（疲労感）、気分

状態プロフィール 2 版（POMS2）、および内田クレペリンテストの項目を測定した。VAS

（疲労感）は被験者が自身の疲労状態をどのように感じているか評価するために用いた

[160]。POMS2 は被験者の気分状態を評価するために用いた。POMS2 における評価項目

は表 2-3-3 に示した。内田クレペリンテストは被験者の注意力および精神的作業能力の

特性を評価するために実施した[154]。VAS および POMS2 における項目の測定は、スク

リーニング検査、摂取開始 0、4、および 8 週時点における内田クレペリンテスト負荷

前、負荷後、および負荷後 30 分間の休息後において実施した。内田クレペリンテスト

の項目の評価は、スクリーニング検査、摂取開始 0、4、および 8 週時点において実施し

た。 

 

８）安全性項目 

 理学検査、尿検査、末梢血液検査、眼科検査、および問診を実施した。全ての項目は

は内田クレペリンテスト負荷前に測定した。理学検査、尿検査、および末梢血液検査は

摂取期間の前後に実施した。非特異的 IgE は摂取期間の前に測定した。眼科検査および

問診はスクリーニング検査、摂取開始 0、4、および 8 週時点において実施した。 

 

９）統計解析 

 データは IBM SPSS Statistical software, version 23（IBM 社、Armonk、NY、USA）を用

いて、受託臨床試験機関の統計解析者が実施した。相互作用、摂取の主効果、および 2

群間の各種測定値は、least squares difference（LSD）法を事後検定とする、摂取開始 0 週

における測定値を共変量とした二元反復測定共分散分析（ANCOVA）により解析した。

また、摂取開始 0 週を起点とした変化量について、相互作用、摂取の主効果、および 2

群間の各種測定値は、LSD 法を事後検定とする二元反復測定 ANOVA により解析した。

摂取開始 0 週、および摂取開始 4 週もしくは 8 週における群内比較は、LSD 法を事後

検定とし、被験者と期間を固定因子とする ANOVA、もしくは LSD 法を事後検定とする

反復測定 ANOVA により実施した。被験者背景における 2 群間の比較は、性別および優

位眼の違いについてはカイ二乗検定を、その他の項目については対応のない t 検定を実

施した（表 2-3-2）。P<0.05 を統計的に有意であると判断した。  
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４．結果 
１）被験者背景  

 本試験における被験者の組み入れからデータ解析までのフローチャートを図 2-3-1 に

示した。スクリーニング検査に参加した 160 名の被験者のうち、選抜基準および除外基

準に従って 72 名が除外され、88 名（男性 30 名、女性 58 名）が試験責任医師により適

格と判断されてプラセボ群もしくは KW3110 群に無作為に 44 名ずつ分けられた。群分

け後、2 名の被験者が個人的な事情により介入を拒絶した。また、試験を終了した 86 名

（各群 43 名）のうち 6 名が試験順守事項に従わなかったため、除外基準に従って、割

付けの開示前に試験責任医師により主要評価項目および副次評価項目の評価から除外

された。 

 その後、80 名（各群 40 名）の被験者を対象に、主要評価項目および副次評価項目の

データを解析した。スクリーニング検査で測定した被験者背景を表 2-3-2 に示した。い

ずれの項目についても群間差は認められなかった。 

 

２）主要評価項目 

 日常的な目の疲労感の指標として、内田クレペリンテストによる負荷前の CFF の結

果を表 2-3-3 に示した。CFF は KW3110 群において摂取開始 4 週で摂取開始 0 週と比較

して有意に増加した（P<0.01）一方、プラセボ群においては摂取開始 8 週で摂取開始 0

週と比較して有意に減少した（P<0.05）。摂取開始 0 週を起点とした CFF の変化量につ

いては、プラセボ群と比較して KW3110 群において摂取開始 4 週および 8 週で有意な

高値であった（いずれも P<0.05）（図 2-3-2）。また、摂取開始 0 週を起点とした、VAS

評価における「目が赤くなる」および「ピントが合わない」項目の変化量については、

プラセボ群と比較して KW3110 群においてそれぞれ摂取開始 8 週および 4 週で有意な

高値であった（いずれも P<0.05）（表 2-3-4）。その他の主要評価項目については、いず

れの時点においても有意な群間差は認められなかった（表 2-3-4、5、6）。 

 次に、精神的ストレスによって誘導される目の不調を検討するため、CFF、HFC-1、

縮瞳率に対する内田クレペリンテストの負荷の影響を評価した（表 2-3-7）。その結果、

摂取開始 0 週における負荷前後の CFF の変化量に有意な群間差が認められた。また、

摂取開始 0 週における負荷後の縮瞳率、および負荷前後の縮瞳率の変化量にも群間で有

意な差が認められた。さらに、摂取開始 0 週の縮瞳率については負荷前と比較して負荷

後において有意な上昇が認められた。これらの結果から、内田クレペリンテストは少な

くとも本試験において精神的ストレスによる目の疲労感を誘導しなかった可能性が考
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えられる。その結果、全ての評価項目について、慢性的な目の不調の指標として負荷前

の値のみ評価すると試験責任医師により判断された。 

 

３）副次評価項目 

 VAS（疲労感）、POMS2、および内田クレペリンテストの結果を表 2-3-8、9、10 に示

した。POMS2 評価において、抑うつ、落込みを表す DD 項目について、プラセボ群と

比較して KW3110 群で摂取開始 4 週において有意な低値が認められた。その他の副次

評価項目については、いずれの時点においても有意な群間差は認められなかった（表 2-

3-8、9、10）。 

 

４）安全性項目 

 安全性項目は試験食品を一度でも摂取した被験者 86 名に対して評価し、その結果を

表 2-3-11、12、13、14、15 に示した。理学検査において、摂取期間前の脈拍数はプラセ

ボ群と比較して KW3110 群において有意な低値であった（表 2-3-11）。末梢血液検査に

おいて、摂取期間前の尿酸値プラセボ群と比較して KW3110 群において有意な高値で

あった一方、KW3110 群における好塩基球数および総蛋白は摂取期間前と比較して摂取

期間後において有意に上昇した（表 2-3-13）。眼科検査において、摂取開始 4 週におけ

る眼圧（両眼平均、非優位眼、および右眼）はプラセボ群と比較して KW3110 群におい

て有意な低値であり、プラセボ群における眼圧（左眼）はスクリーニング検査時と比較

して摂取開始 8 週において有意に上昇した（表 2-3-14）。その他の安全性項目について

は有意な群間差は認められなかった（表 2-3-11、12、13、14、15）。また、試験期間を通

して試験食品に関する有害事象は報告されなかった。 
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５．考察 
 本節において実施した、目の疲れを自覚する健常人を対象とした無作為化二重盲検プ

ラセボ対照並行群間比較試験において、乳酸菌の 1 種である KW3110 の摂取が目の疲

労感に関する客観指標および抑うつに関する主観指標の値を改善することが明らかに

なった。 

 近年、長期間のディスプレイ作業や精神的ストレスによって誘導される慢性的な目の

不調により、多くの人々が悩まされている。これまでの臨床試験により、KW3110 の摂

取が VDT 作業によって誘導される目の疲労感を抑制することが報告されている[109]。

本節においては精神的ストレスによって誘導される目の不調を評価するため、内田クレ

ペリンテストを用いた。いくつかの研究においては、VDT 作業を伴う内田クレペリン

テストなどの連続計算作業によって誘導される精神的ストレスが CFF および瞳孔反応

を低下させる可能性があることが報告されている[123,124,154]。一方で、内田クレペリン

テストが精神的ストレスを評価するために適切な系でない可能性があるとの報告もあ

る[161]。HFC-1 および縮瞳率はいずれも目の状態の指標として確立されたものであるが

[162,163]、内田クレペリンテストを実施した場合に、これらの項目がどのように影響を

受けるかについて検討した研究は見つかっていない。本節において得られた結果からも、

内田クレペリンテストが精神的ストレスによる目の不調を誘導できなかった可能性が

示唆された（表 2-3-7）。以上より、本節においては負荷前に測定された値のみが、慢性

的な目の不調の評価項目として適切であると試験責任医師により判断された。 

 摂取開始 0 週を起点とした CFF の変化量は、プラセボ群と比較して KW3110 群にお

いて、摂取期間を通して有意な高値であった（図 2-3-2、表 2-3-3）。CFF は大脳皮質の

興奮度を視覚系を通して捉えたものであり、精神的ストレスによる目の疲労感の指標と

して用いられている[155,156]。また、CFF の減少は視覚情報の処理能力の低下を表す[164]。

本節において、負荷前の CFF に群間差が認められたことから、KW3110 の摂取により慢

性的な目の疲労感が改善する可能性が考えられる。反対に、HFC-1 および縮瞳率につい

てはいずれの時点においても有意な群間差は認められなかった。HFC-1 は毛様体筋への

負荷により上昇し、縮瞳率は調節機能の向上に伴い上昇するため[165-168]、KW3110 の

摂取は毛様体筋や調節機能にほとんど影響を与えない可能性が考えられる。摂取開始 0

週を起点とした VAS における「目が赤くなる」および「ピントが合わない」の項目の

変化量は、それぞれ摂取開始 4 週および 8 週で、プラセボ群と比較して KW3110 群にお

いて有意な高値であった（表 2-3-4）。VAS の各項目は主観的評価項目であり、低い値で

あるほど良い状態であることを表す[159]。調節機能は毛様体筋によって主に制御されて
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いるが[169]、本節においては HFC-1 について有意な群間差は認められなかった。また、

既報において KW3110 の摂取は「目が赤くなる」を改善した[109]。この症状は、寝不足

からくる目の充血やハウスダストによるアレルギー反応によって悪化することが知ら

れている[170]。POMS2 テストにおいては、DD の項目についてプラセボ群と比較して

KW3110 群において、摂取開始 4 週で有意な低値が、摂取期間を通して低い傾向が認め

られた（表 2-3-9）。DD の項目が低値であることは良い気分状態であることを表すため、

本節の結果は、KW3110 の摂取によって抑うつが抑制される可能性を示唆している。本

節において DD の項目は副次評価項目であるため、抑うつに対する KW3110 の作用を

結論づけるためには、抑うつに主に焦点を当てた研究が今後必要である。   

 安全性項目については、いくつかの項目において有意な群内差および群間差が認めら

れた。しかしながら、これらの平均値は全て基準値内であったため[171]、これらの差は

試験食品の摂取とは関連性がないと試験責任医師により判断された。以上より、本試験

において KW3110 を 8 週間継続して摂取することは安全であることが明らかになった。 

 本節において、KW3110 の摂取が健常人の目の疲労感を表す客観的評価項目を改善

すること、および KW3110 の 8 週間にわたる継続摂取が安全であることが明らかにな

った。本節において得られた結果は、乳酸菌が慢性的な目の不調を改善することを示

した初めての知見であり、KW3110 は目の疲労感などの目の不調を改善するための有

用かつ安全な方法として用いられることが強く期待される。  
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表 2-3-1. 除外基準 

1 悪性腫瘍、心不全、心筋梗塞の治療中もしくは既往歴がある者 

2 以下を含む慢性疾患で治療中もしくは既往歴がある者 

3 不整脈、肝障害、腎障害、脳血管障害、リウマチ、糖尿病、脂質異常症、高血圧症、

その他の慢性疾患 

4 老眼と診断された者、または老眼を自覚している者 

5 眼疾患、眼瞼内反症、睫毛乱生症、色覚異常のある者 

6 眼精疲労と診断された者 

7 眼疾患のために点眼薬を使用している者 

8 屈折異常があり、適切な矯正を行っていない者 

9 レーシック手術を受けた者 

10 強度乱視がある者 

11 弱視、斜視のある者 

12 対象眼について、完全矯正視力が 1.0 未満の者 
13 目の疲れの原因が、神経性や調節機能以外にあると診断された者 
14 機能性食品を開発・製造する企業に勤めている者 
15 適正飲酒 [1 日の平均飲酒量が純アルコールで約 20 g 程度の飲酒 (ビール中瓶で 1 本

500 mL、日本酒で 1 合 180 mL、焼酎で半合 90 mL、ウィスキーダブルで 1 杯 60 mL、
ワイングラスで約 1.5 杯 180 mL、缶チューハイで約 1.5 缶 500 mL)] を超えた飲酒を常

に行っている者 
16 各検査の 2 日前から禁酒をすることができない者 
17 眼に対する効果（ピント調節機能改善、眼精疲労改善、コントラスト感度改善など）

が期待される医薬品、食品、サプリメント、健康食品（別紙 1 参照）を使用してい

る、または、試験期間中に使用する予定のある者 
18 免疫力に影響を及ぼす可能性がある医薬品、食品、サプリメント・健康食品（特定保

健用食品を含む）を止めることが出来ない者 
19 本試験食品の関与成分（KW3110）を強化している、または、乳酸菌・ビフィズス

菌・オリゴ糖・生菌類を含む医薬品、食品、サプリメント、健康食品の摂取を試験期

間中に止めることが出来ない者 
20 乳製品を摂取すると下痢を起こしやすい者 
21 試験食品の原材料 (コーンスターチなど) にアレルギー発症の恐れがある者、その他

食品、医薬品に重篤なアレルギー症状を起こす恐れのある者 
22 薬物依存やアレルギー依存のある者 
23 花粉症と診断されている者 
24 作業負荷検査を完遂できる見込みの無い者 
25 生活習慣アンケートの回答から、被験者として不適切と判断される者 
26 妊娠中、授乳中、あるいは試験期間中に妊娠する意思のある者 
27 同意書取得日以前の 3 ヶ月間において他の臨床試験に参加していた者、あるいは試験

期間中に参加予定のある者 
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図 2-3-1. 被験者組み入れからデータ解析までのフローチャート 
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表 2-3-2. 被験者背景 

項目 
KW3110 群 プラセボ群 

P 値 
平均値 ± 標準偏差 平均値 ± 標準偏差 

被験者数 (男性/女性) 40 (15/25) 40 (13/27) 0.6487 

年齢 (歳) 42.5 ± 3.9 42.4 ± 4.4 0.9150 

身長 (cm) 165.0 ± 7.6 161.7 ± 8.9 0.0787 

体重 (kg) 60.8 ± 10.2 59.5 ± 12.2 0.6059 

BMI (kg/m2) 22.3 ± 2.9 22.7 ± 4.0 0.5604 

体脂肪率 (%) 24.8 ± 6.1 25.9 ± 8.5 0.4973 

体温 (°C) 36.3 ± 0.3 36.4 ± 0.3 0.5964 

非特異的 IgE (IU/mL) 105.1 ± 129.9 116.4 ± 177.9 0.7476 

利目 右眼: 27   左眼: 13 右眼: 26   左眼: 14 1.0000 

性別および利目以外の各データの値は平均値±標準偏差で表した。被験者数（男性/女性）

および利目の群間比較はカイ二乗検定により解析し、その他の項目の群間比較は対応の

ない t 検定により解析した。 

 

表 2-3-3. CFF に対する KW3110 の作用 

CFF (Hz) 0 週 4 週 8 週 

KW3110 群 
 34.32 ± 1.79 35.51 ± 1.80 ## 34.41 ± 2.10 

変化量$    1.19 ± 1.40 *,## 0.09 ± 1.45 * 

プラセボ群 
 35.33 ± 3.14 35.65 ± 2.43 34.43 ± 2.88 # 

変化量    0.32 ± 2.24 -0.90 ± 2.54 # 

各データの値は平均値±標準偏差で表した。摂取開始 0 週を起点とした CFF 変化量の群

間比較は LSD 法を事後検定とする二元配置反復測定 ANOVA により解析した（摂取の

主効果について$を P<0.05、各時点での摂取の効果について*を P<0.05 として表した）。

摂取開始 0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は LSD 法を事後検定とする

反復測定 ANOVA により解析した（#を P<0.05、##を P<0.01 として表した）。 

  



108 
 

 
図 2-3-2. 摂取開始 0 週を起点とした CFF の変化量に対する KW3110 の作用 

各群のデータは摂取開始 0 週を起点とした変化量として算出し、平均値±標準誤差で表

した。2 群間の比較は LSD 法を事後検定とする二元配置反復測定 ANOVA により解析

した（摂取の主効果について$を P<0.05、各時点での摂取の効果について*を P<0.05 と

して表した）。摂取開始 0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は LSD 法を事

後検定とする反復測定 ANOVA により解析した（#を P<0.05、##を P<0.01 として表し

た）。 
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表 2-3-4 (1/4). 目の状態に関する VAS 評価 

項目 0 週 4 週 8 週 

目が疲

れる 

KW3110

群 

 48.33 ± 23.53 42.20 ± 21.04 40.45 ± 20.56 # 

変化量    -6.13 ± 22.69 -7.88 ± 23.40 # 

プラセボ

群 

 50.05 ± 23.26 44.90 ± 22.62 40.00 ± 21.46 ## 

変化量    -5.15 ± 18.11 -10.05 ± 19.80 ## 

目がか

すむ 

KW3110

群 

 41.55 ± 22.28 36.25 ± 22.62 37.40 ± 21.94 

変化量    -5.30 ± 22.94 -4.15 ± 19.28 

プラセボ

群 

 46.98 ± 24.49 39.58 ± 25.00 36.60 ± 21.79 ## 

変化量    -7.40 ± 24.03 -10.38 ± 18.72 ## 

目が痛

む 

KW3110

群 

 29.03 ± 24.32 27.03 ± 21.86 28.85 ± 23.84 

変化量    -2.00 ± 20.17 -0.18 ± 19.21 

プラセボ

群 

 34.48 ± 25.13 28.73 ± 22.05 30.30 ± 23.29 

変化量    -5.75 ± 22.67 -4.18 ± 18.97 

目が乾

く 

KW3110

群 

 46.00 ± 26.22 39.10 ± 22.71 # 37.23 ± 24.54 ## 

変化量    -6.90 ± 20.23 # -8.78 ± 19.78 ## 

プラセボ

群 

 50.53 ± 25.02 41.68 ± 25.27 ## 42.13 ± 22.30 # 

変化量    -8.85 ± 20.63 ## -8.40 ± 20.88 # 

目が重

い 

KW3110

群 

 36.80 ± 25.45 32.58 ± 23.09 34.93 ± 24.18 

変化量    -4.23 ± 24.25 -1.88 ± 22.41 

プラセボ

群 

 42.65 ± 24.28 38.10 ± 25.65 38.18 ± 24.92 

変化量    -4.55 ± 21.36 -4.48 ± 22.24 
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表 2-3-4 (2/4). 目の状態に関する VAS 評価 

項目 0 週 4 週 8 週 

目がご

ろごろ

する 

KW3110

群 

 29.68 ± 23.37 26.65 ± 22.56 30.50 ± 25.10 

変化量    -3.03 ± 17.35 0.83 ± 18.92 

プラセボ

群 

 36.65 ± 25.78 29.35 ± 23.15 30.08 ± 22.61 

変化量    -7.30 ± 23.27 -6.58 ± 27.06 

目が赤

くなる 

KW3110

群 

 28.45 ± 21.88 26.58 ± 21.56 29.30 ± 21.98 

変化量    -1.88 ± 20.34 0.85 ± 17.71 * 

プラセボ

群 

 33.28 ± 21.16 23.83 ± 20.95 ## 24.10 ± 19.54 # 

変化量    -9.45 ± 20.81 ## -9.18 ± 22.30 # 

ものが

ちらつ

いて見

える 

KW3110

群 

 27.35 ± 20.52 25.30 ± 20.40 28.23 ± 22.53 

変化量    -2.05 ± 16.54 0.88 ± 21.55 

プラセボ

群 

 35.80 ± 24.16 27.15 ± 22.88 # 29.10 ± 21.34 

変化量    -8.65 ± 21.57 # -6.70 ± 21.99 

ものが

二重に

見える 

KW3110

群 

 28.38 ± 23.11 24.70 ± 20.28 27.13 ± 21.99 

変化量    -3.68 ± 17.97 -1.25 ± 19.94 

プラセボ

群 

 34.98 ± 23.99 28.20 ± 24.37 29.13 ± 22.68 

変化量    -6.78 ± 21.89 -5.85 ± 22.30 

ものが

ぼやけ

て見え

る 

KW3110

群 

 32.90 ± 22.59 30.00 ± 21.59 32.28 ± 22.84 

変化量    -2.90 ± 18.44 -0.63 ± 18.10 

プラセボ

群 

 39.73 ± 25.90 29.40 ± 25.19 ## 30.18 ± 22.43 # 

変化量    -10.33 ± 21.21 ## -9.55 ± 22.41 # 
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表 2-3-4 (3/4). 目の状態に関する VAS 評価 

項目 0 週 4 週 8 週 

ピント

が合わ

ない 

KW3110

群 

 28.70 ± 21.59 28.88 ± 22.39 30.20 ± 23.54 

変化量    0.18 ± 19.69 * 1.50 ± 21.07 

プラセボ

群 

 38.40 ± 26.54 29.28 ± 25.14 ## 30.85 ± 22.17 # 

変化量    -9.13 ± 21.24 ## -7.55 ± 23.61 # 

肩・腰

がこる 

KW3110

群 

 52.85 ± 25.65 44.63 ± 22.81 ## 43.53 ± 28.04 # 

変化量    -8.23 ± 16.09 ## -9.33 ± 23.50 # 

プラセボ

群 

 50.38 ± 22.64 41.83 ± 23.62 # 44.03 ± 22.06 

変化量    -8.55 ± 23.30 # -6.35 ± 24.36 

頭が重

い 

KW3110

群 

 33.93 ± 23.43 32.08 ± 22.43 31.98 ± 25.72 

変化量    -1.85 ± 14.43 -1.95 ± 22.72 

プラセボ

群 

 37.85 ± 22.46 32.43 ± 23.48 34.55 ± 21.91 

変化量    -5.43 ± 21.47 -3.30 ± 25.88 

頭が痛

い 

KW3110

群 

 28.30 ± 25.28 23.83 ± 22.71 25.23 ± 23.54 

変化量    -4.48 ± 18.96 -3.08 ± 19.29 

プラセボ

群 

 29.08 ± 22.92 25.83 ± 21.82 24.33 ± 20.87 

変化量    -3.25 ± 18.81 -4.75 ± 20.04 
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表 2-3-4 (4/4). 目の状態に関する VAS 評価 

項目 0 週 4 週 8 週 

いらい

らする 

KW3110

群 

 28.53 ± 24.70 26.23 ± 22.88 25.28 ± 23.08 

変化量    -2.30 ± 21.71 -3.25 ± 18.93 

プラセボ

群 

 32.13 ± 24.39 26.93 ± 21.45 25.23 ± 21.18 

変化量    -5.20 ± 18.10 -6.90 ± 22.91 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取開始 0 週における値

を共変量とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した。摂取開始 0 週を起点とし

た変化量の群間比較については、LSD 法を事後検定とする二元配置反復測定 ANOVA に

より解析した（摂取の主効果について$を P<0.05、各時点での摂取の効果について*を

P<0.05 として表した）。摂取開始 0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は LSD

法を事後検定とする反復測定 ANOVA により解析した（#を P<0.05、##を P<0.01 として

表した）。 
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表 2-3-5. HFC-1 に対する KW3110 の作用 

HFC-1 (Hz) 0 週 4 週 8 週 

KW3110 群 
 48.34 ± 5.41 48.45 ± 4.60 47.55 ± 5.00 

変化量    0.11 ± 4.18 -0.78 ± 4.04 

プラセボ群 
 48.07 ± 5.39 47.44 ± 5.63 47.08 ± 5.36 

変化量    -0.63 ± 3.23 -0.99 ± 3.16 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取開始 0 週における値

を共変量とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した。摂取開始 0 週を起点とし

た変化量の群間比較については、二元配置反復測定 ANOVA により解析した。摂取開始

0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は LSD 法を事後検定とする反復測定

ANOVA により解析した。 

 

表 2-3-6. 縮瞳率に対する KW3110 の作用 

縮瞳率 (%) 0 週 4 週 8 週 

KW3110 群 
 35.66 ± 10.51 34.06 ± 12.52 34.55 ± 10.57 

変化量    -1.60 ± 11.00 -1.12 ± 9.91 

プラセボ群 
 34.97 ± 11.74 37.17 ± 13.29 35.60 ± 11.07 

変化量    2.20 ± 13.00 0.63 ± 13.23 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取開始 0 週における値

を共変量とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した。摂取開始 0 週を起点とし

た変化量の群間比較については、二元配置反復測定 ANOVA により解析した。摂取開始

0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は LSD 法を事後検定とする反復測定

ANOVA により解析した。 
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表 2-3-7. 摂取開始 0 週における CFF、HFC-1、縮瞳率に対する内田クレペリンテスト

の負荷の影響 

項目  KW3110 群 プラセボ群 
P 値 

平均値±標準偏差 平均値±標準偏差 

CFF (Hz) 

負荷前 34.32 ± 1.79 35.33 ± 3.14 0.0814 

負荷後 33.71 ± 2.11 34.18 ± 3.58 0.4756 

休息後 33.48 ± 2.31 33.66 ± 3.35 0.7815 

負荷前後差  -0.61 ± 1.23  -1.15 ± 1.19 0.0498 

休息前後差  -0.23 ± 1.27  -0.52 ± 1.44 0.3397 

HFC-1 (Hz) 

負荷前 48.34 ± 5.41 48.07 ± 5.39 0.8267 

負荷後 48.97 ± 8.05 48.39 ± 4.80 0.6937 

休息後 47.70 ± 5.00 48.20 ± 4.86 0.6520 

負荷前後差 0.63 ± 6.78 0.31 ± 2.96 0.7847 

休息前後差  -1.27 ± 6.91  -0.18 ± 4.20 0.3989 

縮瞳率 (%) 

負荷前 35.66 ± 10.51 34.97 ± 11.74 0.7812 

負荷後 33.06 ± 11.14 38.90 ± 11.20 0.0219 

休息後 33.13 ± 10.66 35.63 ± 11.85 0.3235 

負荷前後差  -2.61 ± 10.86 3.93 ± 10.27 0.0071 

休息前後差 0.07 ± 8.82  -3.27 ± 10.76 0.1331 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は対応のない t 検定により解

析した。負荷前は内田クレペリンテストの負荷前の測定値を、負荷後は内田クレペリン

テストの負荷後の測定値を、休息後は 30 分間の休息後の測定値を、負荷前後差は内田

クレペリンテストの負荷前および負荷後の測定値の差を、休息前後差は内田クレペリン

テストの負荷後および休息後の測定値の差を表す。 
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表 2-3-8. 疲労感に関する VAS 評価 

疲労感 0 週 4 週 8 週 

KW3110 群 
 44.20 ± 21.28 39.90 ± 18.67 40.23 ± 21.58 

変化量    -4.30 ± 25.63 -3.98 ± 25.73 

プラセボ群 
 47.43 ± 15.75 46.25 ± 18.25 38.18 ± 17.77 ## 

変化量    -1.18 ± 17.37 -9.25 ± 16.77 ## 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取開始 0 週における値

を共変量とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した。摂取開始 0 週を起点とし

た変化量の群間比較については、二元配置反復測定 ANOVA により解析した。摂取開始

0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は LSD 法を事後検定とする反復測定

ANOVA により解析した（##を P<0.01 として表した）。 
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表 2-3-9 (1/2). POMS2 評価 

項目 0 週 4 週 8 週 

TMD 

KW3110

群 

 44.73 ± 6.80 42.53 ± 6.52 # 41.55 ± 5.64 ## 

変化量      -2.20 ± 5.37 # -3.18 ± 6.18 ## 

プラセボ

群 

 45.63 ± 6.78 45.38 ± 8.53 43.13 ± 6.77 # 

変化量      -0.25 ± 8.59 -2.50 ± 5.86 # 

AH 

KW3110

群 

 44.13 ± 5.64 42.70 ± 5.78 40.73 ± 4.27 ## 

変化量      -1.43 ± 6.02 -3.40 ± 6.22 ## 

プラセボ

群 

 46.08 ± 7.89 45.28 ± 10.13 43.60 ± 8.58 

変化量      -0.80 ± 10.69 -2.48 ± 8.28 

CB 

KW3110

群 

 44.08 ± 7.30 41.83 ± 6.53# 39.38 ± 6.28 ## 

変化量      -2.25 ± 7.24# -4.70 ± 7.96 ## 

プラセボ

群 

 44.53 ± 7.28 43.08 ± 8.55 40.68 ± 8.16 ## 

変化量      -1.45 ± 6.58 -3.85 ± 5.76 ## 

DD 

KW3110

群 

 45.75 ± 6.46 43.58 ± 4.78 *,## 42.65 ± 4.32 ## 

変化量$      -2.18 ± 4.76 ## -3.10 ± 5.34 ## 

プラセボ

群 

 46.08 ± 6.62 46.43 ± 8.00 44.43 ± 5.10  

変化量      0.35 ± 8.17 -1.65 ± 5.11  

FI 

KW3110

群 

 47.08 ± 8.40 44.50 ± 9.14# 42.95 ± 7.99 ## 

変化量      -2.58 ± 8.34# -4.13 ± 8.19 ## 

プラセボ

群 

 45.98 ± 6.83 45.35 ± 8.70 43.03 ± 7.86 # 

変化量      -0.63 ± 9.45 -2.95 ± 8.95 # 
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表 2-3-9 (2/2). POMS2 評価 

項目 0 週 4 週 8 週 

TA 

KW3110

群 

 46.85 ± 8.11 42.53 ± 7.55 ## 42.38 ± 8.37 ## 

変化量      -4.33 ± 7.49 ## -4.48 ± 8.12 ## 

プラセボ

群 

 46.83 ± 9.03 45.40 ± 10.06 42.58 ± 9.45 ## 

変化量      -1.43 ± 9.54 -4.25 ± 7.18 ## 

VA 

KW3110

群 

 53.05 ± 10.29 51.43 ± 11.97 48.68 ± 10.94 ## 

変化量      -1.63 ± 9.75 -4.38 ± 9.51 ## 

プラセボ

群 

 50.70 ± 8.41 48.10 ± 9.95 # 47.95 ± 10.55 # 

変化量      -2.60 ± 7.47 # -2.75 ± 8.60 # 

F 

KW3110

群 

 54.83 ± 10.75 51.60 ± 13.65# 47.98 ± 13.91 ## 

変化量    -3.23 ± 10.90# -6.85 ± 11.41 ## 

プラセボ

群 

 50.93 ± 9.58 45.80 ± 11.87 ## 44.60 ± 11.24 ## 

変化量    -5.13 ± 10.67 ## -6.33 ± 9.95 ## 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取開始 0 週における値

を共変量とし、LSD 法を事後検定とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した

（摂取の主効果について$を P<0.05、各時点での摂取の効果について*を P<0.05 として

表した）。摂取開始 0 週を起点とした変化量の群間比較については、二元配置反復測定

ANOVA により解析した。摂取開始 0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は

LSD 法を事後検定とする反復測定 ANOVA により解析した（#を P<0.05、##を P<0.01 と

して表した）。TMD は総合感情障害、TA は緊張-不安、DD は抑うつ-落込み、AH は怒

り-敵意、VA は活気-活力、FI は疲労-無気力、CB は混乱-当惑、F は有効を表す。 
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表 2-3-10 (1/2). 内田クレペリンテスト 

項目 0 週 4 週 8 週 

総作

業量 

KW3110

群 

 114.48 ± 31.96 120.32 ± 33.12 ## 119.94 ± 36.95 # 

変化量      5.84 ± 9.12 ## 5.46 ± 12.93 # 

プラセボ

群 

 107.76 ± 29.79 111.00 ± 28.08 111.02 ± 29.21 

変化量      3.24 ± 13.35 3.26 ± 13.38 

平均

作業

量 

KW3110

群 

 57.24 ± 15.98 60.16 ± 16.56 ## 59.97 ± 18.48 # 

変化量      2.92 ± 4.56 ## 2.73 ± 6.47 # 

プラセボ

群 

 53.88 ± 14.90 55.50 ± 14.04 55.51 ± 14.60 

変化量      1.62 ± 6.68 1.63 ± 6.69 

初頭

効果

率 

KW3110

群 

 1.12 ± 0.09 1.11 ± 0.11 1.13 ± 0.12 

変化量      -0.01 ± 0.09 0.01 ± 0.09 

プラセボ

群 

 1.11 ± 0.09 1.11 ± 0.08 1.11 ± 0.09 

変化量      0.00 ± 0.11 0.00 ± 0.10 

動揺

率 

KW3110

群 

 0.33 ± 0.14 0.34 ± 0.16 0.35 ± 0.20 

変化量$      0.01 ± 0.11 0.02 ± 0.16 

プラセボ

群 

 0.30 ± 0.09 0.34 ± 0.16 0.35 ± 0.17 # 

変化量      0.04 ± 0.16 0.05 ± 0.15 # 

正答

率 

KW3110

群 

 0.99 ± 0.01 0.99 ± 0.01 0.99 ± 0.01 

変化量      0.00 ± 0.01 0.00 ± 0.01 

プラセボ

群 

 0.99 ± 0.02 0.99 ± 0.01 # 0.99 ± 0.01 

変化量      0.00 ± 0.01 # 0.00 ± 0.02 
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表 2-3-10 (2/2). 内田クレペリンテスト 

項目 0 週 4 週 8 週 

総正

答率 

KW3110

群 

 0.99 ± 0.01 0.99 ± 0.01 0.99 ± 0.01 

変化量      0.00 ± 0.01 0.00 ± 0.01 

プラセボ

群 

 0.99 ± 0.02 0.99 ± 0.01 # 0.99 ± 0.01 

変化量      0.00 ± 0.01 # 0.00 ± 0.02 

休憩

効果

率 

KW3110

群 

 1.07 ± 0.05 1.04 ± 0.06 # 1.04 ± 0.08 

変化量      -0.03 ± 0.07 # -0.03 ± 0.10 

プラセボ

群 

 1.08 ± 0.06 1.12 ± 0.33 1.05 ± 0.10 

変化量      0.04 ± 0.33 -0.03 ± 0.10 

休憩

伸び

率 

KW3110

群 

 0.07 ± 0.05 0.04 ± 0.06 # 0.04 ± 0.08 

変化量    -0.03 ± 0.07 # -0.03 ± 0.10 

プラセボ

群 

 0.08 ± 0.06 0.12 ± 0.33 0.05 ± 0.10 

変化量    0.04 ± 0.33 -0.03 ± 0.10 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取開始 0 週における値

を共変量とし、LSD 法を事後検定とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した。

摂取開始 0 週を起点とした変化量の群間比較については、二元配置反復測定 ANOVA に

より解析した。摂取開始 0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は LSD 法を

事後検定とする反復測定 ANOVA により解析した（#を P<0.05、##を P<0.01 として表し

た）。 
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表 2-3-11. 理学検査 

項目 摂取期間前 摂取期間後 

収縮期

血圧 

(mmHg) 

KW3110 群 

 112.73 ± 9.90 115.02 ± 11.12 

変化量      2.29 ± 9.59 

プラセボ群 

 113.52 ± 15.62 115.91 ± 14.20 

変化量      2.38 ± 8.26 

拡張期

血圧 

(mmHg) 

KW3110 群 
 72.19 ± 8.36 74.05 ± 9.00 

変化量      1.86 ± 7.60 

プラセボ群 
 72.73 ± 11.99 73.83 ± 11.14 

変化量      1.09 ± 6.09 

脈拍数 

(bpm) 

KW3110 群 
 70.10 ± 9.58 ** 71.23 ± 9.58 

変化量    1.13 ± 8.60 

プラセボ群 
 76.05 ± 11.12 77.65 ± 13.31 

変化量    1.60 ± 13.30 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取期間前における値を

共変量とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した。摂取期間前における値、お

よび摂取期間前を起点とした変化量の群間比較については、対応のない t 検定により解

析した（**を P<0.01 として表した）。摂取期間前および摂取期間後に関する群内比較は

対応のある t 検定により解析した。 
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表 2-3-12. 尿検査 

項目 基準値  
摂取期間前 摂取期間後 

基準値内 基準値外 基準値内 基準値外 

蛋白質 - 
KW3110 群 42 1 38 5 

プラセボ群 37 6 41 2 

ブドウ

糖 
- 

KW3110 群 43 0 43 0 

プラセボ群 43 0 42 1 

ウロビ

リノー

ゲン 

± 
KW3110 群 43 0 43 0 

プラセボ群 43 0 41 2 

ビリル

ビン 
- 

KW3110 群 43 0 43 0 

プラセボ群 43 0 43 0 

pH 5.0-7.5 
KW3110 群 41 2 42 1 

プラセボ群 41 2 43 0 

潜血 - 
KW3110 群 39 4 39 4 

プラセボ群 34 9 37 6 

ケトン

体 
- 

KW3110 群 43 0 43 0 

プラセボ群 42 1 43 0 

各群のデータは、各項目が基準値内もしくは基準値外である被験者数で表した。2 群間

の比較はカイ二乗検定により解析した。摂取期間前および摂取期間後に関する群内比較

は McNemar 検定により解析した。 
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表 2-3-13 (1/4). 末梢血液検査 
項目 基準値   摂取期間前 摂取期間後 

白血球数
(/μL) 

3300-
9000 

KW3110 群  5825.58 ± 1457.18 5695.35 ± 1148.70 
変化量       -130.23 ± 1162.41 

プラセボ群  5581.40 ± 1269.09 5846.51 ± 1285.51 
変化量       265.12 ± 1141.40 

赤血球数
(×104/μL) 

男性：
430-570 
女性：
380-500 

KW3110 群  460.72 ± 48.59 464.07 ± 45.14 
変化量       3.35 ± 22.96 

プラセボ群  447.14 ± 38.73 448.60 ± 40.30 
変化量       1.47 ± 17.14 

ヘモグロ
ビン

(g/dL) 

男性：
13.5-17.5 
女性：

11.5-15.0 

KW3110 群  13.69 ± 1.80 13.86 ± 1.72 
変化量       0.17 ± 0.62 

プラセボ群  13.33 ± 1.62 13.41 ± 1.67 
変化量       0.08 ± 0.71 

ヘマトク
リット

(%) 

男性：
39.7-52.4 
女性： 

34.8-45.0 

KW3110 群  42.57 ± 4.33 42.89 ± 4.05 
変化量       0.32 ± 1.81 

プラセボ群  41.50 ± 3.97 41.51 ± 4.14 
変化量       0.01 ± 1.80 

血小板数
(×104/μL) 14.0-34.0 

KW3110 群  27.95 ± 6.55 28.15 ± 6.85 
変化量       0.20 ± 3.10 

プラセボ群  30.75 ± 6.55 30.60 ± 6.80 
変化量       -0.15 ± 2.87 

MCV 
(fL) 85-102 

KW3110 群  92.56 ± 5.56 92.65 ± 5.11 
変化量       0.09 ± 2.17 

プラセボ群  92.88 ± 4.86 92.63 ± 5.06 
変化量       -0.26 ± 2.41 

MCH 
(pg) 28.0-34.0 

KW3110 群  29.73 ± 2.37 29.87 ± 2.36 
変化量       0.14 ± 0.70 

プラセボ群  29.79 ± 2.35 29.87 ± 2.28 
変化量       0.09 ± 1.14 

MCHC 
(%) 30.2-35.1 

KW3110 群  32.08 ± 1.24 32.24 ± 1.25 
変化量       0.16 ± 0.64 

プラセボ群  32.04 ± 1.25 32.24 ± 1.13 
変化量       0.20 ± 0.87 

好中球率 
(%) 40.0-75.0 

KW3110 群  61.04 ± 8.31 60.74 ± 7.27 
変化量       -0.30 ± 6.26 

プラセボ群  58.95 ± 7.68 60.10 ± 8.43 
変化量       1.15 ± 6.78 

リンパ球
率 

(%) 
18.0-49.0 

KW3110 群  30.62 ± 7.48 30.46 ± 6.09 
変化量       -0.16 ± 5.91 

プラセボ群  32.79 ± 7.16 31.38 ± 7.99 
変化量       -1.40 ± 6.10 

単球率 
(%) 2.0-10.0 

KW3110 群  5.26 ± 1.42 5.21 ± 1.13 
変化量       -0.05 ± 1.14 

プラセボ群  4.73 ± 1.14 4.78 ± 1.21 
変化量       0.05 ± 1.17 

好酸球率 
(%) 0.0-8.0 

KW3110 群  2.43 ± 2.35 2.84 ± 2.28 
変化量       0.41 ± 2.42 

プラセボ群  2.82 ± 2.01 3.07 ± 2.46 
変化量       0.25 ± 1.63 

好塩基球
率 

(%) 
0.0-2.0 

KW3110 群  0.64 ± 0.50 0.75 ± 0.45 
変化量       0.10 ± 0.37 

プラセボ群  0.71 ± 0.46 0.67 ± 0.49 
変化量       -0.04 ± 0.38 

好中球数 
(/μL) - 

KW3110 群  3633.81 ± 1299.09 3502.98 ± 986.83 
変化量       -130.83 ± 978.72 

プラセボ群  3333.25 ± 1047.81 3566.33 ± 1089.72 
変化量       233.08 ± 1012.05 

リンパ球
数 

(/μL) 
- 

KW3110 群  1712.99 ± 329.63 1692.58 ± 321.12 
変化量       -20.41 ± 342.70 

プラセボ群  1791.45 ± 453.90 1789.20 ± 481.25 
変化量       -2.25 ± 282.40 
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表 2-3-13 (2/4). 末梢血液検査 
項目 基準値   摂取期間前 摂取期間後 

単球数 
(/μL) - 

KW3110 群  303.39 ± 104.52 295.78 ± 83.12 
変化量       -7.60 ± 71.63 

プラセボ群  263.33 ± 81.69 275.02 ± 83.43 
変化量       11.69 ± 87.77 

好酸球数 
(/μL) - 

KW3110 群  139.90 ± 135.12 161.33 ± 133.57 
変化量       21.43 ± 139.96 

プラセボ群  155.50 ± 115.01 178.36 ± 150.22 
変化量       22.86 ± 90.77 

好塩基球
数 

(/μL) 
- 

KW3110 群  35.50 ± 25.40 42.67 ± 25.19 # 
変化量       7.17 ± 20.75 # 

プラセボ群  37.86 ± 22.47 37.60 ± 26.82 
変化量       -0.26 ± 18.49 

AST 
(U/L) 10-40 

KW3110 群  20.09 ± 4.82 20.28 ± 6.29 
変化量       0.19 ± 3.92 

プラセボ群  19.58 ± 5.27 18.98 ± 6.40 
変化量       -0.60 ± 5.07 

ALT 
(U/L) 5-45 

KW3110 群  17.09 ± 6.83 17.40 ± 8.75 
変化量       0.30 ± 5.61 

プラセボ群  18.40 ± 10.78 16.95 ± 9.90 
変化量       -1.44 ± 7.40 

γ-GTP 
(U/L) 

男性：80
以下 

女性：30
以下 

KW3110 群  28.40 ± 23.13 29.02 ± 23.79 
変化量       0.63 ± 13.08 

プラセボ群  21.67 ± 13.32 21.05 ± 12.57 
変化量       -0.63 ± 5.80 

ALP 
(U/L) 100-325 

KW3110 群  173.37 ± 44.40 174.84 ± 61.10 
変化量       1.47 ± 28.72 

プラセボ群  180.72 ± 63.69 175.77 ± 59.42 
変化量       -4.95 ± 20.40 

LDH 
(U/L) 120-240 

KW3110 群  170.26 ± 23.97 170.12 ± 25.08 
変化量       -0.14 ± 10.28 

プラセボ群  173.28 ± 24.49 175.28 ± 24.25 
変化量       2.00 ± 16.77 

LAP 
(U/L) 

男性：
45-81 
女性： 
37-61 

KW3110 群  49.16 ± 11.32 49.63 ± 11.17 
変化量       0.47 ± 4.51 

プラセボ群  49.33 ± 6.77 49.14 ± 7.41 
変化量       -0.19 ± 3.69 

総ビリル
ビン 

(mg/dL) 
0.2-1.2 

KW3110 群  0.86 ± 0.31 0.84 ± 0.27 
変化量       -0.02 ± 0.29 

プラセボ群  0.80 ± 0.30 0.78 ± 0.27 
変化量       -0.02 ± 0.26 

直接ビリ
ルビン 
(mg/dL) 

0.0-0.2 
KW3110 群  0.07 ± 0.05 0.07 ± 0.05 

変化量       0.00 ± 0.05 
プラセボ群  0.06 ± 0.05 0.07 ± 0.05 

変化量       0.01 ± 0.06 
間接ビリ
ルビン 
(mg/dL) 

0.2-1.0 
KW3110 群  0.79 ± 0.28 0.77 ± 0.24 

変化量       -0.01 ± 0.27 
プラセボ群  0.74 ± 0.26 0.71 ± 0.25 

変化量       -0.03 ± 0.23 
コリンエ
ステラー

ゼ 
(U/L) 

男性： 
234-493 
女性： 
200-452 

KW3110 群  314.23 ± 69.36 316.30 ± 74.74 
変化量       2.07 ± 21.09 

プラセボ群  298.70 ± 65.30 301.79 ± 65.42 
変化量       3.09 ± 19.27 

総蛋白 
(g/dL) 6.7-8.3 

KW3110 群  6.97 ± 0.43 7.10 ± 0.34 # 
変化量       0.13 ± 0.35 # 

プラセボ群  7.02 ± 0.44 7.08 ± 0.37 
変化量       0.06 ± 0.34 

尿素窒素 
(mg/dL) 8.0-20.0 

KW3110 群  12.52 ± 3.09 12.71 ± 2.99 
変化量       0.19 ± 2.74 

プラセボ群  12.33 ± 2.69 12.60 ± 2.61 
変化量       0.27 ± 2.36 
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表 2-3-13 (3/4). 末梢血液検査 
項目 基準値   摂取期間前 摂取期間後 

クレアチ
ニン 

(mg/dL) 

男性： 
0.61-1.04 
女性： 

0.47-0.79 

KW3110 群  0.70 ± 0.14 0.69 ± 0.14 
変化量       -0.01 ± 0.05 

プラセボ群  0.65 ± 0.12 0.65 ± 0.13 
変化量       0.00 ± 0.05 

尿酸 
(mg/dL) 

男性： 
3.8-7.0 
女性： 
2.5-7.0 

KW3110 群  5.04 ± 1.34 * 4.86 ± 1.24 
変化量       -0.18 ± 0.59 

プラセボ群  4.46 ± 1.31 4.40 ± 1.33 
変化量       -0.06 ± 0.52 

CK 
(U/L) 

男性： 
60-270 
女性： 
40-150 

KW3110 群  103.40 ± 56.42 108.95 ± 60.69 
変化量       5.56 ± 49.40 

プラセボ群  108.14 ± 63.92 107.14 ± 53.81 
変化量       -1.00 ± 48.77 

ナトリウ
ム 

(mEq/L) 
137-147 

KW3110 群  139.95 ± 1.91 139.84 ± 2.02 
変化量       -0.12 ± 1.43 

プラセボ群  139.95 ± 1.50 139.91 ± 1.38 
変化量       -0.05 ± 1.51 

カリウム 
(mEq/L) 3.5-5.0 

KW3110 群  4.43 ± 0.45 4.37 ± 0.34 
変化量       -0.06 ± 0.45 

プラセボ群  4.30 ± 0.38 4.31 ± 0.33 
変化量       0.00 ± 0.37 

クロール 
(mEq/L) 98-108 

KW3110 群  101.47 ± 1.68 101.72 ± 1.76 
変化量       0.26 ± 1.63 

プラセボ群  101.74 ± 1.60 101.93 ± 1.71 
変化量       0.19 ± 1.78 

カルシウ
ム 

(mg/dL) 
8.4-10.4 

KW3110 群  9.09 ± 0.36 9.11 ± 0.39 
変化量       0.02 ± 0.34 

プラセボ群  9.06 ± 0.26 9.06 ± 0.37 
変化量       0.00 ± 0.34 

無機リン 
(mg/dL) 2.5-4.5 

KW3110 群  3.27 ± 0.57 3.14 ± 0.50 
変化量       -0.13 ± 0.55 

プラセボ群  3.27 ± 0.58 3.28 ± 0.44 
変化量       0.01 ± 0.49 

血清鉄 
(μg/dL) 

男性： 
50-200 
女性： 
40-180 

KW3110 群  100.23 ± 55.63 98.05 ± 41.99 
変化量       -2.19 ± 51.95 

プラセボ群  94.84 ± 42.05 96.86 ± 44.80 
変化量       2.02 ± 42.44 

血清アミ
ラーゼ 
(U/L) 

40-122 
KW3110 群  80.44 ± 24.11 80.56 ± 23.88 

変化量       0.12 ± 12.89 
プラセボ群  78.67 ± 22.46 77.51 ± 20.83 

変化量       -1.16 ± 11.41 
総コレス
テロール 
(mg/dL) 

120-219 
KW3110 群  201.72 ± 31.97 205.67 ± 39.37 

変化量       3.95 ± 19.59 
プラセボ群  210.93 ± 35.55 214.44 ± 36.52 

変化量       3.51 ± 17.11 
HDL-コ
レステロ

ール 
(mg/dL) 

男性： 
40-85 
女性： 
40-95 

KW3110 群  67.05 ± 17.64 66.86 ± 18.20 
変化量       -0.19 ± 4.78 

プラセボ群  69.56 ± 18.65 71.53 ± 19.32 
変化量       1.98 ± 6.69 

LDL-コ
レステロ

ール 
(mg/dL) 

65-139 
KW3110 群  117.26 ± 29.33 120.91 ± 34.66 

変化量       3.65 ± 15.59 
プラセボ群  124.70 ± 32.13 127.26 ± 35.88 

変化量       2.56 ± 14.89 

中性脂肪 
(mg/dL) 30-149 

KW3110 群  96.23 ± 71.46 101.44 ± 69.54 
変化量       5.21 ± 37.58 

プラセボ群  89.26 ± 78.89 86.47 ± 49.73 
変化量       -2.79 ± 60.92 

グルコー
ス 

(mg/dL) 
70-109 

KW3110 群  81.35 ± 6.55 82.77 ± 7.98 
変化量       1.42 ± 5.93 

プラセボ群  83.44 ± 7.58 85.05 ± 8.23 
変化量       1.60 ± 8.50 
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表 2-3-13 (4/4). 末梢血液検査 
項目 基準値   摂取期間前 摂取期間後 

HbA1c 
(%) 4.6-6.2 

KW3110 群  5.24 ± 0.22 5.27 ± 0.21 
変化量       0.03 ± 0.21 

プラセボ群  5.30 ± 0.26 5.33 ± 0.26 
変化量       0.04 ± 0.17 

グリコア
ルブミン 

(%) 
12.3-16.5 

KW3110 群  13.71 ± 1.13 13.79 ± 1.26 
変化量     0.08 ± 0.60 

プラセボ群  13.94 ± 1.24 13.93 ± 1.12 
変化量     -0.01 ± 0.68 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取期間前における値を

共変量とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した。摂取期間前における値、お

よび摂取期間前を起点とした変化量の群間比較については、対応のない t 検定により解

析した（*を P<0.05 として表した）。摂取期間前および摂取期間後に関する群内比較は

対応のある t 検定により解析した（#を P<0.05 として表した）。 
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表 2-3-14. 眼科検査 
項目 事前検査 0 週 4 週 8 週 

視力 
（両眼
平均） 

KW3110
群 

 0.61 ± 0.54 0.55 ± 0.51 0.59 ± 0.57 0.63 ± 0.58 

変化量            -0.02 ± 0.27 0.02 ± 0.43 

プラセボ
群 

 0.57 ± 0.53 0.54 ± 0.52 0.54 ± 0.49 0.52 ± 0.48 
変化量            -0.03 ± 0.20 -0.05 ± 0.20 

視力 
（優位
眼） 

KW3110
群 

 0.61 ± 0.53 0.55 ± 0.51 0.60 ± 0.59 0.68 ± 0.84 

変化量            -0.01 ± 0.32 0.07 ± 0.78 

プラセボ
群 

 0.57 ± 0.53 0.56 ± 0.52 0.53 ± 0.49 0.51 ± 0.48 
変化量            -0.05 ± 0.24 -0.07 ± 0.22 

視力 
（非優
位眼） 

KW3110
群 

 0.61 ± 0.58 0.56 ± 0.53 0.58 ± 0.57 0.58 ± 0.54 

変化量            -0.04 ± 0.26 -0.03 ± 0.24 

プラセボ
群 

 0.57 ± 0.56 0.53 ± 0.54 0.55 ± 0.51 0.53 ± 0.50 
変化量            -0.02 ± 0.22 -0.04 ± 0.25 

視力 
（右
眼） 

KW3110
群 

 0.63 ± 0.55 0.55 ± 0.52 0.62 ± 0.61 0.59 ± 0.53 

変化量            -0.01 ± 0.29 -0.04 ± 0.20 

プラセボ
群 

 0.56 ± 0.52 0.54 ± 0.51 0.52 ± 0.48 0.51 ± 0.47 
変化量            -0.04 ± 0.24 -0.05 ± 0.20 

視力 
（左
眼） 

KW3110
群 

 0.60 ± 0.56 0.55 ± 0.52 0.56 ± 0.56 0.67 ± 0.84 

変化量            -0.04 ± 0.29 0.08 ± 0.79 

プラセボ
群 

 0.59 ± 0.56 0.54 ± 0.55 0.57 ± 0.52 0.53 ± 0.50 
変化量            -0.02 ± 0.22 -0.06 ± 0.26 

眼圧 
（両眼
平均） 
(mmH

g) 

KW3110
群 

$ 13.93 ± 2.44 13.86 ± 2.38 13.44 ± 2.88 * 13.97 ± 2.75 
変化量

$            -0.49 ± 1.98 0.03 ± 2.07 

プラセボ
群 

 14.67 ± 2.73 14.44 ± 2.79 14.94 ± 2.76 15.06 ± 3.10 
変化量            0.26 ± 1.84 0.39 ± 1.89 

眼圧 
（優位
眼） 

(mmH
g) 

KW3110
群 

$$ 13.89 ± 2.84 14.21 ± 3.16 13.47 ± 3.50 14.07 ± 3.25 
変化量

$$            -0.43 ± 2.47 0.18 ± 2.36 

プラセボ
群 

 14.71 ± 2.97 14.35 ± 2.99 15.05 ± 2.97 15.26 ± 3.71 
変化量            0.34 ± 2.15 0.54 ± 2.48 

眼圧 
（非優
位眼） 
(mmH

g) 

KW3110
群 

 13.98 ± 2.49 13.51 ± 2.39 13.42 ± 2.74 * 13.86 ± 2.58 
変化量            -0.56 ± 2.06 -0.12 ± 2.28 

プラセボ
群 

 14.63 ± 2.73 14.53 ± 2.84 14.82 ± 2.99 14.87 ± 2.80 
変化量            0.19 ± 2.27 0.23 ± 2.10 

眼圧 
（右
眼） 

(mmH
g) 

KW3110
群 

$$ 13.76 ± 2.58 14.26 ± 2.75 13.26 ± 2.81 * 14.00 ± 2.58 
変化量

$$            -0.50 ± 2.16 0.24 ± 2.30 

プラセボ
群 

 14.77 ± 2.88 14.40 ± 2.95 14.98 ± 3.08 14.81 ± 3.22 
変化量            0.22 ± 2.25 0.05 ± 2.15 

眼圧 
（左
眼） 

(mmH
g) 

KW3110
群 

 14.11 ± 2.76 13.47 ± 2.84 13.63 ± 3.43 13.93 ± 3.25 
変化量        -0.48 ± 2.39 -0.18 ± 2.33 

プラセボ
群 

 14.58 ± 2.82 14.49 ± 2.89 14.89 ± 2.88 15.31 ± 3.34 # 
変化量        0.31 ± 2.17 0.73 ± 2.39 # 

各群のデータは平均値±標準偏差で表した。2 群間の比較は、摂取開始 0 週における値

を共変量とし、LSD 法を事後検定とする二元配置反復測定 ANCOVA により解析した

（摂取の主効果について$を P<0.05、各時点での摂取の効果について*を P<0.05 として

表した）。摂取開始 0 週を起点とした変化量の群間比較については、二元配置反復測定

ANOVA により解析した。摂取開始 0 週および、4 週もしくは 8 週に関する群内比較は

LSD法を事後検定とする反復測定ANOVAにより解析した（#をP<0.05として表した）。 
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表 2-3-15. 問診 

項目  0 週 4 週 8 週 
あり なし あり なし あり なし 

体調不良の自覚 KW3110 群 2 41 1 42 0 43 
プラセボ群 3 40 0 43 4 39 

動悸・息切れ KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

だるい KW3110 群 1 42 0 43 0 43 
プラセボ群 2 41 0 43 0 43 

肌の不調 KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 1 42 

食欲不振 KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

胃痛 KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

下痢 KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

便秘 KW3110 群 1 42 0 43 0 43 
プラセボ群 1 42 0 43 2 41 

頭痛 KW3110 群 1 42 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 1 42 1 42 

めまい KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

吐き気 KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

むくみ KW3110 群 1 42 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 1 42 

汗をかきやすい KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

頻尿 KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 1 42 0 43 0 43 

のぼせ KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

睡眠不足 KW3110 群 1 42 0 43 0 43 
プラセボ群 1 42 0 43 1 42 

口が乾く KW3110 群 0 43 0 43 0 43 
プラセボ群 0 43 0 43 0 43 

その他 KW3110 群 0 43 1 42 0 43 
プラセボ群 1 42 0 43 1 42 

各群のデータは、各項目の回答が「あり」もしくは「なし」である被験者数で表した。

2 群間の比較はカイ二乗検定により解析した。摂取開始 0 週および、4 週もしくは 8 週

に関する群内比較は McNemar 検定により解析した。  
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〈総括〉 
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 現代病とも呼ばれる生活習慣病などの患者が年々増加していく状況において、疾病の

予防や健康維持に貢献する機能を有する食品を日常生活で効果的に活用することは非

常に重要である。近年、数多くの食品由来成分の機能性に関する研究が活発に行われた

結果、それらの成分に様々な生体調節機能が存在することが報告され、それらを含む機

能性食品が多数上市されている。 
機能性を表示した食品を販売するために、2015 年 4 月より、商品を販売する事業者の

責任において食品の機能性を表示できる「機能性表示食品制度」が新たに開始された。

これにより、食品の機能性に対する科学的な関心がますます高まってきた。一方で、一

般的に食品由来成分の有効性や安全性などの科学的知見は医薬品と比較して不足して

おり、機能性食品の摂取に不安を感じる消費者も少なくない。より確かな科学的根拠に

基づいて機能性を表示した食品を消費者に提供していく観点から、新規の機能性食品成

分に関して作用機序の科学的根拠を明らかにするとともに、ヒトに対する有効性および

安全性を検証する一貫した基礎研究データの重要性が今後ますます注目されていくと

考えられる。 
 本研究では数多くの食品素材の中から、ホップ由来苦味成分である MHBA および

KW3110 に注目した。両素材のこれまでに知られていない新たな機能性として、MHBA
については腸脳相関機序を介した脂肪減少作用、KW3110 については炎症抑制作用を

介した日常的な目の疲労感軽減作用について知見を得た。 
 第 1 章では、MHBA について機能性を検証した。ホップ苦味成分である α 酸や、ビ

ール醸造の煮沸過程で α 酸が異性化したイソ α 酸と比較して、MHBA は顕著に苦味が

低減されており、多様な食品への応用が期待された。そのため、MHBA の機能性につ

いてはこれまでにも研究がなされており、MHBA の経口投与が食餌誘導性肥満マウス

において体重増加抑制作用および脂肪蓄積抑制作用を示すこと、およびその作用機序と

して自律神経系を介した BAT の活性化が重要な役割を果たす可能性が示唆されていた

[12]。一方、MHBA の自律神経系に対する詳細な作用機序、およびヒトに対する有効性

が未解明であったため、本研究では T2Rs および消化管ホルモンに着目した一連の検討

を実施するとともに、ヒトにおける脂肪減少作用の検討を実施した。 
 第 1 章第 1 節では、消化管ホルモンの 1 つである CCK に着目した検討を実施した。

CCK は消化管ホルモンとして消化管や周辺組織の消化活動を制御するほか、神経伝達

物質として迷走神経末端に発現する CCK1 受容体に作用する。その結果、腸脳相関と

呼ばれる組織間相互作用を介して中枢にシグナルを伝達し、食欲抑制作用などを発揮す

ることが知られている[44]。本研究において、STC-1 細胞への MHBA 添加が、L 型電
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位依存性カルシウムチャネルを介した細胞内への Ca2+流入を促進し、細胞内 Ca2+濃度

の上昇を介して CCK の分泌を誘導することが明らかになった。また、CCK1 受容体阻

害剤を投与したラットでは、MHBA の経口胃内投与によって BAT-SNA および BAT 温

度の上昇が認められなかった。さらに、CCK の腹腔内投与によっても BAT-SNA が上

昇し、迷走神経の切除によりその作用が消失した。これらの一連の研究により、MHBA
が消化管に作用し、腸脳相関を介して BAT の活性化作用を有する可能性が示唆され、

その生理作用には CCK が重要な役割を果たす可能性を明らかにした。近年の研究にお

いて、BAT は哺乳類動物や小児だけではなく、成人においても存在することが報告さ

れている[69]。成人において代謝活性のある BAT の割合は高いとは言えないものの、交

感神経の活性化により代謝活性のある BAT が誘導されてくることが哺乳類動物および

ヒトの両方で発見されるなど[70-72]、抗肥満研究の新たなターゲットとして注目を集め

ている。本研究において、MHBA が CCK を介した腸脳相関機序による BAT 活性化作

用を有する可能性が見出されたことから、今後は MHBA のヒトにおける BAT 活性化

作用の解明が期待される。 
 第 1 章第 2 節では、MHBA が消化管内分泌細胞に認識される機構として、T2Rs に

着目した検討を実施した。HEK293T 細胞を用いた各種 T2R の発現実験により、ヒト

TAS2R1、TAS2R8、TAS2R10 およびマウス Tas2r119、Tas2r130、Tas2r105 が MHBA
を認識する T2Rs である可能性が明らかになった。T2Rs は味蕾の味受容細胞だけでな

く消化管の上皮細胞にも発現し[172]、全身の代謝調節など生体応答のトリガーとして機

能している。STC-1 細胞において 3 種のマウス Tas2rs それぞれの遺伝子発現抑制を行

った結果、MHBA 添加に対するカルシウム応答および CCK 産生促進が抑制されたこ

とから、MHBA は消化管の複数の T2Rs に認識されて CCK 産生を促進する可能性が

明らかになった。第 1 章第 1 節も含めた上記の結果から、本研究によりはじめて、MHBA
が消化管内分泌細胞の複数の T2Rs に認識されることを起点として、細胞外からの L 型

電位依存性カルシウムチャネルを介した Ca2+流入を促進し、CCK の産生を誘導するこ

と、および CCK1 受容体を介して自律神経活動を上昇し、BAT を活性化させる可能性

が明らかになった。MHBA を認識する T2Rs の一部は、MHBA と部分的に共通の構

造を有する α 酸やイソ α 酸も認識する[7]。一方で、MHBA を認識するその他の T2Rs
が α 酸およびイソ α 酸を認識する報告はなく、MHBA を認識しない T2Rs でイソ α 酸

を認識するものも存在する[75,76]。以上より、様々な苦味物質の間で異なる構造が、

T2Rs による受容幅の多様性を生み出している可能性が考えられる。こうした苦味受容

の多様性が、MHBA がイソ α 酸と比較して顕著に低減された苦味を呈することと関連
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しており、様々な食品に対して期待する効果用量を搭載できる利点に繋がっている可能

性が考えられる。 
第 1 章第 3 節では、MHBA のヒトに対する体脂肪減少効果について検討した。20 歳

以上 65 歳以下で BMI が 25 kg/m2以上 30 kg/m2未満の健常な成人男女 200 名を対象

とし、熟成ホップエキス低含有食品（11.7 mg の MHBA を含有）、熟成ホップエキス高

含有食品（35 mg の MHBA を含有）もしくはプラセボ食品を１日１回、12 週間摂取さ

せる無作為化二重盲検プラセボ並行群間比較試験を行った。その結果、プラセボ食品群

と比較して熟成ホップエキス高含有食品群において内臓脂肪面積の変化量の有意な低

下が認められたため、熟成ホップエキス 215 mg（MHBA として 35 mg）を含む飲料の

継続摂取により内臓脂肪が減少する可能性が明らかになった。また、安全性についても

臨床上問題となる結果はないと試験責任医師により判断された。筆者のグループでは他

にも、BMI が 25 kg/m2以上 30 kg/m2未満の健常な成人男女を対象として、35 mg の

MHBA を含有した熟成ホップエキス配合食品の 12 週間継続摂取により安全に体脂肪

が減少する結果を報告しており、本研究で得られた結果を支持するものであった[92,93]。

成人における活性化した BAT の量は体脂肪量と負の相関があるため、活性化した BAT
による熱産生によって体脂肪が燃焼し減少することが示唆されている[94]。第 1 章第 1
節および第 2 節で得られた結果も含めると、熟成ホップエキス高含有食品摂取による内

臓脂肪減少効果には、MHBA による腸脳相関を介した BAT の活性化作用が重要な役割

を果たす可能性があることが明らかになった（図 4）。腹部内臓脂肪の過剰な蓄積が高

血圧症や糖尿病などの様々な代謝性疾患に繋がるため、内臓脂肪量を減らすことはそれ

らの疾患の予防に非常に重要である[97-102]。本研究において MHBA を含む熟成ホップ

エキス含有食品が内臓脂肪減少効果を有することが明らかになったことから、熟成ホッ

プエキスが肥満に伴う代謝性疾患のリスク低減に寄与することが強く期待される。 
 第 2 章では、KW3110 について機能性を検証した。様々な炎症関連疾患の予防戦略

として乳酸菌などの免疫調節機能性食品素材が注目されている[25-27]。その中で、炎症

抑制作用を有する KW3110 については、抗炎症性の M2 マクロファージを活性化して

IL-10 の産生を誘導することで、マウスにおいて加齢に伴う慢性炎症の抑制およびブル

ーライト照射による網膜での炎症の抑制作用を有すること、およびヒトにおいて VDT
作業負荷による急性的な目の疲労感を軽減する作用がこれまでの研究で明らかになっ

ている[31,104,109]。一方、KW3110 の詳細な炎症抑制作用機序や慢性的なストレスに

よる目の疲労感に対する有効性については未解明であったため、本研究ではマウスおよ

びヒトの免疫細胞を用いた作用機序の検討、およびヒトに対する有効性の検討を実施し
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た。 
 第 2 章第 1 節では、KW3110 の炎症抑制作用機序解明のために、マウスおよびヒト

の免疫細胞を用いて検討を実施した。J774A.1 細胞への KW3110 の添加により、IL-10
の産生誘導、LPS/ATP 刺激によるカスパーゼ-1 の活性化および IL-1β の産生誘導の抑

制が認められた。また、IL-10 シグナリング因子の遺伝子発現抑制により、LPS/ATP 刺

激によるカスパーゼ-1 の活性化および IL-1β の産生誘導に対する KW3110 の作用が抑

制された。さらに、KW3110 の添加はヒト単球細胞においても IL-10 の産生を誘導し、

LPS/ATP 刺激によるカスパーゼ-1 の活性化および IL-1β の産生誘導を抑制した。以上

の結果から、KW3110 はマウスおよびヒトのいずれにおいても、IL-10 シグナリングを

介して、炎症性刺激を受けた免疫細胞における炎症応答を抑制する可能性が明らかにな

った。カスパーゼ-1 はインフラマソーム複合体の活性本体であり、IL-1β の成熟を促進

する作用が報告されているため[116]、KW3110 はインフラマソーム活性化の抑制作用

を有するとも言える。インフラマソームの活性化はミトコンドリアの機能低下により産

生される活性酸素種および酸化 DNA によって促進され[119,120]、IL-10 は機能低下し

たミトコンドリアを除去する機構であるマイトファジーを誘導することでインフラマ

ソーム活性化を抑制していると考えられている[113]。以上の知見から、KW3110 は IL-
10 シグナリングを介してマイトファジーを誘導することでミトコンドリアの機能低下

を調節し、インフラマソームを構成するカスパーゼ-1 の活性を制御する可能性が考え

られ、KW3110 の炎症抑制作用機序については今後もさらなる研究が望まれる。カスパ

ーゼ-1 の活性化に対する KW3110 の抑制作用は乳酸菌における新たな炎症抑制作用機

序であり、これらの知見は炎症関連疾患に対する食品素材を用いた新たな予防法の確立

に貢献できることが強く期待される。 
 第 2 章第 2 節では、網膜細胞への慢性的な炎症ストレスに対する KW3110 の保護作

用機序を明らかにするため、ヒト由来網膜色素上皮細胞を用いた検討を実施した。

LPS/ATP 刺激を与えた J774A.1 細胞の培養上清に長時間暴露することで、網膜色素上

皮細胞は細胞老化表現型を示したことに加えて、タイトジャンクション因子の発現変動

も認められた。一方、KW3110 を J774A.1 細胞に添加することにより、同細胞の培養

上清の長時間暴露によって引き起こされる網膜色素上皮細胞の反応が抑制された。本研

究において実施した慢性的な炎症ストレスの他にも、酸化剤への暴露条件や老化したサ

ルの目においても網膜色素上皮細胞老化は誘導されている[134-136]。網膜色素上皮細胞

層およびタイトジャンクションによって形成される血液網膜関門の維持には網膜色素

上皮細胞が必須であり[130]、タイトジャンクション形成の重要な制御因子である
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claudin-1 および ZO-1 の発現変動は網膜色素上皮細胞におけるタイトジャンクション

の崩壊に繋がる可能性が報告されている[140]。定性的なデータのみではあるが、本研究

において KW3110 が慢性的な炎症ストレスを受けた網膜色素上皮細胞における

claudin-1 および ZO-1 の発現変動を抑制する可能性が示唆されたことから、KW3110
は慢性的な炎症ストレスによる網膜機能の低下にも抑制的な作用を発揮する可能性が

考えられる。第 2 章第 1 節で得られた知見も含めると、KW3110 がマクロファージお

よび IL-10 シグナリングの活性化を介して、慢性的な炎症ストレスによる網膜色素上皮

細胞の細胞老化、およびタイトジャンクション因子の発現変動を抑制する作用機序が本

研究で初めて明らかになった（図 5）。 
 第 2 章第 3 節では、日常的な目の疲労感に対する KW3110 の有効性を検討した。35
歳以上 50 歳未満の目の疲れを自覚する健常な成人男女 88 名を対象とし、KW3110 含

有食品もしくはプラセボ食品を 1 日 1 回、8 週間摂取させる無作為化二重盲検プラセボ

並行群間比較試験を行った。その結果、プラセボ食品群と比較して KW3110 含有食品

群において、目の疲労感に関する客観指標である CFF の変化量の有意な改善が認めら

れたため、KW3110 を含む食品の継続摂取により目の疲労感が軽減する可能性が明ら

かになった。また、安全性についても臨床上問題となる結果はないと試験責任医師によ

り判断された。筆者のグループではこれまでに、35 歳以上 45 歳以下の目の疲れを自覚

する健常な成人男女を対象とした臨床試験を行い、KW3110 含有食品の 8 週間継続摂

取により、VDT 作業負荷前後の CFF の変化量について有意な群間差が認められたこと

を報告している[109]。一方、本研究においては作業負荷前の CFF に有意な群間差が認

められたことから、KW3110 の継続摂取により慢性的な目の疲労感が軽減する可能性

が考えられる。本研究において得られた結果は、乳酸菌が慢性的な目の不調を改善する

ことを示した初めての知見である。KW3110 は、長期間のディスプレイ作業や精神的ス

トレスによって多くの人々が悩まされている慢性的な目の疲労感などの不調を改善す

るための有用かつ安全な方法として用いられることが強く期待される。 
 以上の検討より、食品由来成分の新規機能性として、MHBA の腸脳相関機序を介し

た脂肪減少作用、および KW3110 乳酸菌の炎症抑制作用を介した日常的な目の疲労感

軽減作用を示すことができた（図 5、6）。さらに、近年これらの知見を活用し、体脂肪

減少効果を表示した MHBA 含有ノンアルコール・ビールテイスト飲料、ならびに目の

疲労感軽減効果を表示した KW3110 乳酸菌含有サプリメントが機能性表示食品として

上市されるに至った。今後、本研究で得られた知見がさらに活用され、食を通じて人々

の健康維持に貢献することが強く望まれる。 
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図 5. MHBA の体脂肪減少作用とその想定作用機序 
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図 6. KW3110 の日常的な目の疲労感軽減作用とその想定作用機序 
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〈要旨〉 
序論 

 近年、数多くの食品由来成分に生体調節機能が存在することが報告され、それらを含

む機能性食品が多数上市されている。従来から存在する特定保健用食品制度に加えて、

2015 年 4 月より販売事業者の責任のもと食品の機能性を表示できる「機能性表示食品

制度」が施行されたことも契機となり、機能性食品に対する科学的な関心がますます高

まってきた。 

このような背景のもと、新規機能性成分に関して作用機序の科学的根拠を明らかにす

るとともに、ヒトでの有効性を検証する一貫した基礎研究が産業利用の観点から重要に

なってきた。本研究では、ビールの主要な原料であり様々な健康機能性が知られている

ホップ（Humulus lupulus L.）由来の苦味成分、および免疫システム向上機能などが知ら

れておりプロバイオティクスの観点からも注目されている乳酸菌に着目し、両者の新規

機能性に関する作用機序の解明ならびにヒトでの有効性の検証を実施した。 

  

第１章 ホップ由来苦味成分による脂肪減少効果 

第１節 消化管ホルモンを介したエネルギー消費促進の作用機序 

 ホップ中の苦味酸であるα酸、β酸はビールの貯蔵過程で酸化され、熟成ホップ由来

苦味酸（matured hop bitter acids; MHBA）と総称される多様な苦味酸酸化物群が生成され

る。近年、ラットへの MHBA 経口投与によりエネルギー消費促進機能を有する褐色脂

肪組織（brown adipose tissue; BAT）が交感神経を介して活性化され、熱産生が誘導され

ることが報告された。しかし MHBA がどのように交感神経に作用しうるか、という詳

細な分子機序は不明であった。 

そこで本研究では消化管内分泌細胞から産生される消化管ホルモンに着目した。消化

管内分泌細胞に MHBA を投与すると、濃度依存的に細胞内 Ca2+濃度上昇および消化管

ホルモンであるコレシストキニン（CCK）の産生誘導が認められた。一方、これらの作

用は培地中 Ca2+の除去や L 型電位依存性カルシウムチャネル阻害剤の添加で消失した。

また MHBA 投与による CCK 産生誘導はラット小腸でも確認されるとともに、ラットへ

の MHBA 経口投与により BAT に接続する交感神経活動の活性化および BAT の温度上

昇が認められた。一方、これらの作用は CCK1 受容体阻害剤の投与によって阻害され

た。さらに、ラットへの CCK の腹腔内投与により BAT に接続する交感神経活動の上昇

が認められ、その作用は迷走神経切離によって阻害された。 

以上より、MHBA は消化管での CCK 産生を誘導し、CCK1 受容体および迷走神経を
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介してBATに接続する交感神経活動を上昇させることが示唆された。これらの発見は、

食品素材の抗肥満効果に関する新たな分子機序を見出したものと考えられる。 

 

第２節 消化管細胞における苦味受容体を介した消化管ホルモン分泌誘導作用機序 

MHBA は消化管での CCK 産生を誘導し、自律神経を活性化する腸脳相関機序により

BAT での熱産生を誘導することが示唆されたが、MHBA が消化管細胞にどのように認

識されるかについては不明であった。MHBA はホップ苦味成分に由来するため、本研

究では消化管内分泌細胞で発現する苦味受容体に着目した。 

25 種のヒト苦味受容体（TAS2Rs）をそれぞれ発現させた HEK293T 細胞に MHBA を

投与した結果、TAS2R1、TAS2R8 および TAS2R 10 発現細胞で受容体活性化が認められ

た。これらの受容体に対してそれぞれ系統学的に高度に保存されたマウス苦味受容体で

ある Tas2r119、Tas2r130、および Tas2r105 を発現させた細胞でも、MHBA 投与に対する

活性化が認められた。またヒトおよびマウス消化管内分泌細胞に対して、これらの苦味

受容体に対する siRNA により遺伝子発現抑制を行った結果、MHBA 投与による細胞内

Ca2+濃度上昇および CCK 産生誘導が抑制された。さらに、味覚受容体シグナル伝達に

必須なイオンチャネルである TRPM5 を阻害した結果、MHBA 投与による細胞内 Ca2+濃

度上昇および CCK 産生誘導が抑制された。 

以上より、MHBA は消化管細胞の特定の苦味受容体によって認識され、細胞内 Ca2+

応答および CCK 産生を誘導することが示唆された。 

  

第３節 健常人における MHBA の脂肪減少効果の検証 

 近年、高脂肪食負荷マウスへの継続的な MHBA 経口投与が脂肪蓄積抑制を示すこと

が報告されてきたが、ヒトに対する有効性に関しては不明であった。本研究では、MHBA

を含む熟成ホップエキスのヒトに対する有効性の検証を目的とし、BMI が 25 kg/m2 以

上 30 kg/m2未満の健常な男女（20 歳以上 65 歳以下）を対象としたランダム化二重盲検

プラセボ対照並行群間比較法による臨床試験を実施した。 

132 名の被験者をランダムに 3 群に分け、35 mg もしくは 11.7 mg の MHBA を含む熟

成ホップエキス含有飲料もしくはプラセボ飲料を、12週間にわたって毎日摂取させた。

その結果、腹部内臓脂肪面積の摂取開始後 0 週を起点とした変化量について、35 mg 

MHBA を含む熟成ホップエキス含有飲料摂取群においてプラセボ群と比較して有意な

低値が認められた。 

以上より、35 mg MHBA を含む熟成ホップエキス含有飲料は内臓脂肪減少効果がある
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ことが示され、MHBA はヒトでも脂肪減少効果を示すことが明らかになった。 

 

第２章 乳酸菌による目の疲労感軽減効果 

第１節 抗炎症性サイトカインを介した炎症抑制の作用機序 

 チーズなどの製造で使用されてきた乳酸菌 Lactobacillus paracasei KW3110（KW3110

乳酸菌）は抗炎症性 M2 マクロファージを活性化し、加齢に伴う慢性炎症状態を抑制す

ることなどが報告されている。しかし、KW3110 乳酸菌に関する炎症抑制作用機序は不

明な点が多い。そこで本研究では、マウスおよびヒト免疫細胞を用い、リポ多糖および

ATP（LPS/ATP）を使用した炎症性刺激による細胞炎症応答に対する KW3110 乳酸菌の

抑制効果を検証した。 

マウス由来マクロファージへの KW3110 乳酸菌添加は、他の乳酸菌株添加よりも抗

炎症性サイトカインであるインターロイキン（IL）-10 産生を増加させ、LPS/ATP 刺激

による炎症性サイトカイン IL-1β産生を抑制した。一方、これらの作用はマクロファー

ジ貪食阻害剤の添加や siRNA による IL-10 シグナル因子の発現抑制により阻害された。

また KW3110 乳酸菌添加によって、LPS/ATP 刺激によるインフラマソーム活性本体

caspase-1 の活性化が抑制され、その作用は siRNA による IL-10 シグナル因子の発現抑

制により阻害された。さらに、ヒト由来単球細胞への KW3110 乳酸菌添加は IL-10 産生

を誘導した他、KW3110 乳酸菌あるいは IL-10 の添加によって LPS/ATP 刺激による

caspase-1 活性化および IL-1β産生誘導が抑制された。 

以上より、KW3110 乳酸菌はマウスおよびヒト免疫細胞において、IL-10 産生誘導を

介して炎症性刺激による caspase-1 活性化および IL-1β産生誘導を抑制することが示唆

された。これらの発見は乳酸菌の新たな炎症抑制機序の一端を示すものであり、食品素

材を用いた炎症関連疾患に対する予防法への貢献が期待される。 

 

第２節 炎症性刺激による網膜色素上皮細胞老化に対する抑制作用機序 

 KW3110 乳酸菌は、ブルーライト照射による網膜色素上皮細胞の損傷を抑制し、網膜

での炎症を抑制する作用も報告されている。そこで本研究では、慢性的な炎症性刺激で

網膜色素上皮細胞が受けるストレスを KW3110 乳酸菌が抑制するかについて、マクロ

ファージおよび網膜色素上皮細胞を用いて検証した。 

LPS/ATP 刺激をしたマクロファージ培養上清を網膜色素上皮細胞に添加して 24 時間

または 48 時間培養した結果、細胞増殖抑制や肥大扁平化、細胞周期停止、およびサイ

トカイン発現上昇といった細胞老化に関連する表現型や、タイトジャンクション因子
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claudin-1 の発現上昇が認められた。一方、LPS/ATP に加えて KW3110 乳酸菌を添加し

たマクロファージ培養上清を網膜色素上皮細胞に添加した結果、細胞老化関連表現型の

発現や claudin-1 の発現上昇のいずれも抑制されることが確認された。 

以上より、KW3110 乳酸菌は網膜色素上皮細胞に対して、慢性的な炎症性刺激による

細胞老化やタイトジャンクション因子の発現変動を抑制することが示唆された。 

 

第３節 KW3110 乳酸菌摂取による健常人における日常的な目の疲労感軽減効果 

 KW3110 乳酸菌は慢性的な炎症性刺激による網膜色素上皮細胞へのストレス抑制作

用を持つことが示されてきた。網膜色素上皮細胞へのストレスは目の疲労感を引き起こ

すと考えられているため、本研究では KW3110 乳酸菌のヒトでの有効性評価を目的と

して、日常的に目の疲れを感じている健常な男女（35 歳以上 50 歳未満）を対象とした

ランダム化二重盲検プラセボ対照並行群間比較法による臨床試験を実施した。 

88 名の被験者をランダムに 2 群に分け、KW3110 乳酸菌を含むサプリメントもしく

はプラセボサプリメントを 8 週間にわたって毎日摂取させた。その結果、目の疲労感の

指標である critical flicker frequency（CFF）の摂取開始後 0 週を起点とした変化量につい

て、摂取開始後 4 週および 8 週時点で KW3110 乳酸菌摂取群においてプラセボ群と比

較して有意な高値が認められた。 

以上より、KW3110 乳酸菌は日常的に目の疲れを感じているヒトの目の疲労感軽減効

果があることが示され、網膜への慢性的なストレスに起因する目の不調や疾患予防への

貢献が強く期待される。 

 

まとめ 

 食品の機能性に対する科学的な関心が高まる中、食品由来成分の機能性に関する科学

的根拠の蓄積は急務である。本研究ではホップ由来苦味成分 MHBA、および KW3110

乳酸菌に注目し、両者について新たな知見を得ることに成功した。 

MHBA は、消化管内分泌細胞の特定の苦味受容体によって認識された後、CCK 産生

誘導および自律神経活性化を介した腸脳相関機序により BAT での熱産生を促進し、脂

肪減少効果を発揮する可能性が明らかになった。一方、KW3110 乳酸菌は、マクロファ

ージでの IL-10 産生誘導を介した炎症抑制作用により、慢性的な炎症性刺激による網膜

色素上皮細胞へのストレスを抑制し、日常的な目の疲労感軽減効果を発揮する可能性が

明らかになった。 

近年これらの知見を活用し、脂肪減少効果を表示した MHBA 含有ノンアルコールビ
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ール、ならびに目の疲労感軽減効果を表示した KW3110 乳酸菌含有サプリメントが機

能性表示食品として上市されるに至った。今後、本研究で得られた知見がさらに活用さ

れ、食を通じて人々の健康維持に貢献することが強く望まれる。 

 

以上 


