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略語 

13-HODE  :13-hydroxyoctadecadienoic acid 

15d-PGJ2  :15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2 

9-HODE  :9-hydroxyoctadecadienoic acid 

AMPK   :5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase 

ATF3   :activating transcription factor 3 

BMP :bone morphogenetic protein 

CDK5 :cyclin-dependent kinase 5 

CRE :cAMP response element 

DAVID :Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery 

DEGs   :differentially expressed genes 

DFW   :distribution free weighted 

DMEM   :Dulbecco's modified Eagle's medium 

DMSO   :dimethyl sulfoxide 

DPPIV   :dipeptidyl peptidase IV 

ELISA   :enzyme linked immunosorbent assay 

FATP   :fatty acid transport protein 

FBS   :fetal bovine serum 

FDR   :false discovery rate 

GLP-1   :glucagon like peptide 1 

GCOS   :genechip operating software 

GO   :gene ontology 

GPCR    :G protein-coupled receptor 

HPLC   :high performance liquid chromatography 

LBD   :ligand binding domain 

LPL   :lipoprotein lipase 

MCP-1   :monocyte chemoattractant protein-1 
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MEF2   :myocyte enhancer factor 2 

MRFs   :myogenic regulatory factors 

PEPCK   :phosphoenolpyruvate carboxykinase 

PPARγ   :peroxisome proliferator-activated receptor γ 

PPRE    :PPAR response element 

qFARMS  :factor analysis for robust microarray summarization 

RGMB   :repulsive guidance molecule family member B 

RXRα   :retinoid X receptor α 

SGLT1   :sodium glucose cotransporter 1 

TBEs   :TCF/LEF1 binding elements 

TGF-β   :transforming growth factor-β 

TLC   :thin layer chromatography 

TLCA   :taurocholic acid 

TNF-α   :tumor necrosis factor-α 
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研究の背景 

健康状態を示す包括的指標のひとつとして考えられる平均寿命は、日本にお

いて戦後急速に延伸し、1984 年より今日まで、世界トップクラスの水準を維持

している。このような平均寿命延伸の背景には、感染症の激減と、それに反す

るような生活習慣病の増加といった疾病構造の変化がある。さらに近年になり、

寝たきりや痴呆といった、高齢化に伴う機能障害の増加も認められるようにな

った。これらの疾病や機能障害は生命を奪うのみならず、身体機能の低下や生

活の質の低下を招くものが多く、これらの予防・改善にあたっては日常生活の

質をいかに維持するかが重要な課題となる。 

平均寿命が延伸する一方で、急速な出生率の低下により高齢化が進展し、平

成 32 年 (2020 年) には 4 人に 1 人が、平成 62 年 (2050 年) には 3 人に 1 人が

65 歳以上になるという超高齢社会になり、人口が１億人を切ることが、21 世紀

における国民健康づくり運動「健康日本 21」において予測・言及されている。

このような、人類が未だ経験したことのない超高齢社会においては、疾病によ

る負担が極めて大きな社会となることが予測される。即ち、高齢化に伴う上記

のような疾病、機能障害の増大に伴い、これらの治療や介護の必要性がますま

す増加し、その社会的負担が経済成長を大きく上回るようになることが懸念さ

れる。既に平成 22 年度国民医療費において、年齢階級別に医療費額を見ると 65

歳以上で 20 兆円を超え、全体の 55.4%を使用するまでになっており、今後この

割合はさらに上昇するものと予想される。こうした事態を回避するためにも、

生活習慣病や高齢化に伴う機能障害の予防・軽減による社会的負担を軽減する

ことが強く求められるようになってきている。上記のような生活習慣病、高齢

化に伴う機能障害の予防・改善のためには、個人が継続的に生活習慣を改善す

ることで積極的に健康を増進してゆくことが肝要であると考えられ、そうした

対策の一環として、2008 年 4 月から、特定健康診断・特定保健指導制度を導入

することで個人の行動変容を促す試みが開始されており、そのなかでも適切な

食や運動習慣が推奨されている。 

このように、超高齢社会を迎えようとしている日本において、疾病や機能障
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害による負担やリスクの低減を考えるにあたり、「食」が寄与するところは大き

いと考えられる。我々が普段口にする食品の役割、機能には、生命の維持のた

めの 1 次機能、美味しさ・嗜好性の 2 次機能に加え、健康維持・疾病リスク低

減の 3 次機能があるとされるが、とりわけ 3 次機能については 1980 年代半ばに

文部省重点領域「機能性食品」研究班が立ちあげられたことに端を発し、現在

に至るまで様々なアプローチで研究が行われ、知見が蓄積されてきている。食

の 3 次機能は、毎日摂取するという食の基本的特性から、薬剤に比べて単回で

の摂取における効果が大きくなくとも、積み重ねにより機能発現することが期

待でき、上記のような個人の生活習慣・行動変容を介した生活習慣病や高齢化

に伴う機能障害の予防・改善策として有望であると考えられる。 

このことから、食の機能性を活用した健康維持・疾病リスク低減は、超高齢

社会において、医療費増大をはじめとした社会的負担を抑制しながら効果が期

待できるアプローチの一つと考えられる。平成 22 年度国民医療費において、脳

血管疾患や高血圧性疾患などの推計患者数が 65 歳以上で多く、要介護度別にみ

た介護が必要となった主な原因も脳血管疾患をはじめとした生活習慣病が 3 割

を占めること、及び、厚生労働省の調査結果において、特定健康診断・特定保

健指導制度において、メタボリックシンドローム該当者であった者の年間平均

医療費は、非該当者よりも約 9 万円高いという結果が報告されていることを鑑

みると、こうした代謝性疾病のリスクを食によりある程度コントロールするこ

とができれば、医療費増大をはじめとした社会的負担軽減に貢献できる可能性

が期待できる。 

 

脂肪組織 

肥満、あるいは過剰な内臓脂肪の蓄積は冠動脈性疾患、2 型糖尿病あるいはメ

タボリックシンドロームなどの代謝性疾病のリスクファクターとなることが知

られている (Matsuzawa Y, 2006)。多くの研究から、脂肪組織は単に過剰なエネ

ルギーを脂質として蓄積するだけでなく、アディポサイトカインとして知られ

る多様な生理活性物質を分泌する内分泌器官としての側面を持つことが明らか
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となってきた (Fig.1-1)。アディポサイトカインは摂食調節、インスリン感受性、

エネルギー代謝などにおいて重要な役割を担っていることが報告されている 

(Fasshauer M and Paschke R, 2003)。肥満状態の脂肪組織では、マクロファージの

浸潤 (Weisberg SP et al, 2003)、インスリン抵抗性に関与している tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) や monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) 発現の増加が認め

られる一方で (Hotamisligil GS et al, 1993; Sartipy P and Loskutoff DJ, 2003)、イン

スリン抵抗性改善作用や抗炎症作用を示すアディポネクチンの発現は低下して

いる (Yamauchi T et al, 2001; Diez JJ and Iglesias P, 2003)。これらの知見から、脂

肪組織におけるアディポサイトカイン分泌を適切に調節することは、メタボリ

ックシンドロームなどの肥満に関連した代謝性疾病のリスクコントロールに寄

与するものと考えられる。 

 

骨格筋 

上述したように、メタボリックシンドロームをはじめとした代謝性疾病との

関連を考える上で脂肪組織は重要な役割を担っていると考えられるが、一方で、

安静時エネルギー消費量の 20%超を占める骨格筋 (Gallagher D et al, 1998) もま

た、大きな影響を持つ器官であると考えられる。高齢化や傷害、疾病による長

期の寝たきりでしばしば引き起こされる骨格筋の萎縮、機能低下は生体の運動

機能を大きく減弱させ、ヒトの深刻な QOL 低下につながることが問題となって

きている。こうした背景から、骨格筋を含む、運動器の障害による要介護の状

態や要介護リスクの高い状態を表す概念として、ロコモティブシンドロームが

日本整形外科学会により提唱され、骨格筋を含む運動器の機能維持の重要性が

啓発されている。 

骨格筋の合成は、単核細胞の増殖、細胞周期からの離脱、細胞融合による筋

管の形成、そしてそれに引き続いて起こる筋管から筋繊維への成熟からなる、

複雑なプロセスである。この筋分化の過程は、多様な細胞プロセスの相互作用

によって成り立っている (Weintraub H et al, 1991; Chambers RL and McDermott JC, 

1996; Perry RL and Rudnick MA, 2000)。筋芽細胞が増殖を続けるか、あるいは筋
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分化の過程に移行するのかは、細胞周期制御因子によってコントロールされて

いる。通常の細胞周期から離脱した後、筋芽細胞は互いに融合することによっ

て多核の筋管を形成するが、この過程は、ミオシン重鎖、軽鎖のような筋分化

マーカーの発現と深い関わりを持っている。このように、筋分化の過程につい

てはこれまでに様々な研究がおこなわれてきているが、これらのプロセスに関

与している個々の反応やそれらの相互作用については未だ十分に解明されてい

ない。 

上述した脂肪組織や骨格筋の機能不全に関与する代謝性疾病の予防・改善策

として、日常の定期的な運動を含むライフスタイルの変容は有効な手段ではあ

るものの、運動習慣を継続させるには強いモチベーションが必要であり、これ

がライフスタイルの変容、行動介入を困難にさせている大きな原因となってい

る。こうした理由から、代謝性疾病の効果的な予防・改善につながる、あるい

は補助する治療・介入の確立には大きな関心が寄せられている。 

 

PPARγ 

Peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) は核内受容体型の転写因子

であり、同じく核内受容体型の転写因子である retinoid X receptor α (RXRα) とヘ

テロダイマーを形成し、PPAR-responsive element (PPRE) に結合する (Fig.1-2)。

PPAR には α、δ、γ のサブファミリーが存在するが、特に脂肪細胞において高い

発現が認められるのが PPARγ であり、その分化過程や成熟した脂肪細胞の特性

維持において重要な役割を担っている (Rosen ED et al, 1999; Tamori Y et al, 2002)。

PPARγ の標的遺伝子として、aP2、lipoprotein lipase (LPL)、phosphoenolpyruvate 

carboxykinase (PEPCK)、fatty acid transport protein (FATP)、perilipin のほか、後述

するアディポネクチンなど、脂質代謝制御を語る上で欠かせない遺伝子群が名

を連ねていることから、PPARγ は脂質代謝のマスターレギュレーターであると

考えられている。 

PPARγ の転写活性はリガンド依存的に調節されており、内因性のリガンドと

して、15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2) や、9-hydroxyoctadecadienoic 
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acid (9-HODE)、13-hydroxyoctadecadienoic acid (13-HODE) が報告されている 

(Forman BM et al, 1995; Kliewer SA et al, 1995; Nagy L et al, 1998)。また、合成アゴ

ニストであるチアゾリジン誘導体類は PPARγ の転写活性を上昇させ、上記の脂

質代謝や糖質代謝に関わる遺伝子群の発現を制御することによって脂肪細胞の

機能を改善することが知られており (Ferre P, 2004)、こうした特性から 2 型糖尿

病の治療薬として用いられているものも存在する。 

 

アディポネクチンとアディポネクチン受容体 

アディポネクチンは脂肪細胞から分泌され、VIII 型及び X 型コラーゲンと相

同性の高いコラーゲン様ドメインと、補体 C1q との相同性の高い球状ドメイン

を有するアディポサイトカインの 1 種である。他のアディポサイトカインに比

べても血中濃度は高く、単量体が結合した3量体を基本的な構造として、6量体、

12～18 量体を形成して血中に存在していることが明らかになっている (Oh DK 

et al, 2007)。血中アディポネクチン濃度は病的な肥満状態では低下し、逆に肥満

からの減量、あるいはインスリン抵抗性改善薬により上昇することが明らかと

なっている (Kadowaki T and Yamauchi T, 2005; Oh DK et al, 2007)。アディポネク

チンは冠動脈性心疾患や 2 型糖尿病、メタボリックシンドロームなどの代謝性

疾病リスクに大きく関与している (Bik W and Baranowska B, 2009; Swellam M et 

al, 2009) ほか、その受容体をノックアウトされた個体は野生型に比べて有意に

短命となること (Okada-Iwabu M et al, 2013)、及び、アディポネクチン過剰発現

マウスは長寿となることが報告されている (Yamauchi T and Kadowaki T, 2013)。

これらの知見から、アディポネクチンは代謝性疾病に関わる因子の中でも特に

重要な役割を果たすキープレイヤーとして注目を集めている。 

アディポネクチンは、細胞膜上に存在する AdipoR という受容体に結合するこ

とにより機能を発揮する (Kadowaki T and Yamauchi T, 2005)。AdipoR は現在まで

に AdipoR1、AdipoR2 の 2 種が同定されており (Yamauchi T et al, 2003)、AdipoR1

の活性化は、5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) 経路を活

性化する一方、AdipoR2 の活性化は、PPARα を活性化することが明らかとなっ
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ている。AdipoR はこれら下流のシグナル活性化を介して糖取り込みの促進作用

や脂肪酸酸化の亢進作用を示すと考えられている (Fig.1-3)。 

近年、AdipoR に作用し、アディポネクチンの機能を模倣・代替する物質の探

索に関心が集まっており、アディポネクチンと配列上の相同性はないものの立

体構造上の相同性が認められる、植物のストレス応答タンパク質であるオスモ

チン (Min K et al, 2004) が、AdipoR に結合して AMPK 経路を活性化することが

報告されている (Narasimhan ML et al, 2005)。また、AdipoR に作用して AMPK

や PPARα 経路を活性化する低分子化合物として AdipoRon が見出されている 

(Okada-Iwabu M et al, 2013)。 

 

TGR5 

TGR5 は G タンパク質共役受容体 (GPCR) メンバーの１つであり、胆汁酸で

あるリトコール酸により活性化される受容体として同定された (Maruyama T et 

al, 2002; Kawamata Y et al, 2003)。GPCR は 7 回膜貫通型の構造を持つ細胞膜局在

タンパク質であり、低分子化合物やホルモンなどのシグナルを受容し、G タン

パク質との共役を介して下流へとシグナルを伝達するタンパク質である。現在

までに多数の GPCR が同定されており、多くの細胞応答プロセスに関与してい

ることが明らかになっているが、依然としてその機能や内在性のリガンドが不

明なオーファンレセプターのままとなっているものも多い。現在使用されてい

る治療薬の多くは GPCR を標的としたスクリーニングから見出されており、創

薬のターゲットとして注目を集め続けている。 

TGR5 は胆のう、回腸、褐色脂肪組織や骨格筋などの様々な組織で発現が認め

られており、胆汁酸の結合により活性化され、細胞内の cAMP 濃度の上昇を介

して下流へとシグナルを伝達する (Fig.1-4)。胆汁酸による TGR5 シグナル経路

の活性化は、高脂肪食負荷時における体重増加や肝障害を抑制し (Watanabe M et 

al, 2006; Thomas C et al, 2009)、小腸における glucagon like peptide 1 (GLP-1) 分泌

誘導を介して糖代謝改善に資することが示唆されている (Katsuma S et al, 2005)。

このような特性から、TGR5 の活性化は、代謝性疾病の予防・改善に向けた有望
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なストラテジーの一つであると期待される。現在までに、複数の天然由来の化

合物が TGR5 のリガンドとして報告されており、オレアノール酸、ベツリン酸

がリガンド活性を示すことが報告されている (Sato H et al, 2007; Genet C et al, 

2010; Genet C et al, 2010)。 

 

Transforming growth factor-β (TGF-β) スーパーファミリーとミオスタチン 

TGF-β スーパーファミリーは細胞周期調節や細胞分化、細胞接着、骨形成、

創傷治癒など、実に多岐にわたる細胞応答プロセスを調節するリガンドグルー

プである (Kingsley DM, 1994; Hogan BL, 1996; Massague J, 2000; Attisano L and 

Wrana JL, 2002)。TGF-β スーパーファミリーのオルソログは線虫からヒトに至る

まで種を超えて広く保存されており、関与している生体調節プロセスが進化上

も重要であったことを物語っている。TGF-β スーパーファミリーは、哺乳類に

おいては互いに関連、あるいは類似しながらも重複はしない生理機能の調節に

関わる、TGF-β、アクチビン/インヒビン/ノーダル、及び bone morphogenetic protein 

(BMP) からなる 3 つの主要なサブファミリーに分類される (Shi Y and Massague 

J, 2003; Dennler S et al, 2002)。TGF-β スーパーファミリーに属するリガンドの多

くは組織特異的な発現パターンを示し、オートクライン/パラクラインを含む内

分泌経路により作用する。 

ミオスタチンは TGF-β スーパーファミリーに属するリガンドであり、主に骨

格筋に発現が認められ、骨格筋の成長を負に制御する (McPherron AC et al, 1997)。

ほとんどの TGF-β スーパーファミリーリガンドがそうであるように、ミオスタ

チンもまた不活性型の前駆体として合成される。C 末端側のジスルフィド結合を

介してホモダイマーを形成した後、プロセシングを受けることで活性型へと変

化する (Massague J, 1998)。ミオスタチンの過剰発現は筋萎縮を誘導する一方、

ミオスタチンの機能破壊により骨格筋重量が増加することが報告されている 

(Zimmers TA et al, 2002; McPherron AC et al, 1997)。骨格筋に成長ホルモンが作用

するとミオスタチンの発現は抑制されることから、成長ホルモンによってもた

らされる骨格筋の同化作用の少なくとも一部は、ミオスタチン経路を介して発
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揮されている可能性が指摘されている (Liu W et al, 2003)。また、成長ホルモン

とは逆に、異化作用を促進するグルココルチコイドは骨格筋に作用してミオス

タチンの発現を亢進することから、発現亢進したミオスタチンの生理機能がグ

ルココルチコイドによる筋萎縮に関与していると考えられている (Schakman O 

et al, 2009)。これらの知見から、ミオスタチン経路を抑制することが、サルコペ

ニアや筋ジストロフィーなど、筋萎縮を伴う疾病の治療につながるのではない

かと期待されている。この可能性を裏付けるかのように、Duchenne 型筋ジスト

ロフィーモデルマウスを用いた検討において、ミオスタチンの抑制により骨格

筋の増大が認められたとの報告がなされている (Amthor H and Hoogaars WM, 

2012)。 

 

トマトとナリンゲニンカルコンについて 

トマトは南アメリカ大陸のアンデス山脈原産の野菜であり、ビタミンやミネ

ラル、カロテノイドやフラボノイドといった抗酸化物質などの、健康維持に有

用な栄養素を豊富に含んでいる。事実、トマトを日常的に摂取することにより、

心血管疾患の発症が抑えられることが報告されている (Pandey DK et al, 1995) 

ほか、2 型糖尿病患者における血小板凝集を抑制することが報告されている 

(Lazarus SA et al, 2004)。 

トマトは色による分類ではピンク系トマトと赤系トマトに大別することがで

き (Fig.1-5)、日本ではピンク系トマトは主に生食用とされ、赤系トマトは主に

加工用に用いられている。 

ナリンゲニンカルコンはトマトに含まれる特徴的なフラボノイドの一種で、

主に赤系トマトの果皮に蓄積され、果肉、種子部にはほとんど蓄積が認められ

ないというユニークな特徴がある。植物体の中でのナリンゲニンカルコンは、

カルコンイソメラーゼによりナリンゲニンへと変換され、様々なフラボノイド

類合成へとつながる代謝経路上の化合物として存在している。多くのフラボノ

イド類は、植物体内では糖と結合した配糖体の状態で存在しているが、トマト

中のナリンゲニンカルコン及びナリンゲニンは糖と結合していないアグリコン
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として存在しており、この点も他のフラボノイド類とは異なったユニークな特

性であると言える。ナリンゲニンカルコンの生理機能として、ヒスタミン遊離

抑制作用を介し、アレルギー反応を抑制することが明らかとなっている 

(Yamamoto T et al, 2004) ほか、マクロファージにおける TNF-α や MCP-1 といっ

た炎症性サイトカインの産生を抑制することが報告されている (Hirai S et al, 

2007)。 

 

ユズとリモノイドについて 

ユズはアジア北東部を原産とする香酸柑橘の一種である。一般的な柑橘が主

に果肉部、あるいは搾汁して得られる果汁を食品として利用するのに対し、ユ

ズは果皮を香辛料や薬味として用いるほか、血流改善や風邪に対する伝統薬と

しても用いられてきた経緯があるなど、果肉部以外も広く活用されてきた。伝

統薬としての用途を裏付けるように、ユズ抽出物には抗血小板作用があること

が報告されている (Yu HY et al, 2011)。 

リモノイドは柑橘類に存在するトリテルペン誘導体の総称であり、リモノイ

ドアグリコン、及びその配糖体が種子や果肉部に蓄積することが知られている 

(Hasegawa S et al, 1989; Fong CH et al, 1989)。リモノイド類の存在比は柑橘の種に

より様々に異なっておりバラツキが認められるものの、主要なリモノイドはリ

モニンとノミリンであり、デアセチルノミリンやオバクノンがそれらに次いで

存在している (Fig.1-6)。リモノイド類の生理活性については現在までに様々な

検討がなされており、抗ガン、抗マラリア、抗菌作用などが報告されている (Roy 

A and Saraf S, 2006; Manners GD, 2007)。この他、上述した TGR5 に対するリモノ

イドの活性についても検討が行われており、ノミリンが TGR5 リガンドとして

作用する一方で、リモニンにはその活性が認められないこと、及び、高脂肪食

負荷時におけるノミリンの摂取が食事誘導性肥満や高血糖の予防に有効である

ことが報告されている (Ono E et al, 2011)。オバクノンはリモノイド生合成経路

において、ノミリンやイチャンジンなどとともにリモニン合成へのステップ上

の中間体として位置づけられており、発がん物質による発がん誘導のリスクを
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低減することが報告されている (Tanaka T et al, 2001)。 

 

マンゴスチンとキサントン 

マンゴスチンは東南アジア原産の熱帯性の常緑樹である。マンゴスチンの果

皮や果実は東南アジアにおいて長年伝統薬として、下痢、赤痢、皮膚感染症、

炎症、高熱などの治療に用いられてきた (Pedraza-Chaverri J et al, 2008; Obolskiy 

D et al, 2009)。マンゴスチンは、キサントン類という、3 環構造のポリフェノー

ルを多量に含んでおり、これが上記のような薬理作用に寄与しているものと考

えられている。一般的に、キサントンはごく一部の高等植物に含まれることが

知られており、少なくともマンゴスチンには 68 種類の類縁体が含まれているこ

とが確認されている (Obolskiy D et al, 2009)。マンゴスチン果皮に含まれる主要

なキサントンは α-マンゴスチンと γ-マンゴスチンであり (Fig.1-7)、中でも α-マ

ンゴスチンは最も広く、様々な生理活性について研究されているキサントンで

ある (Walker EB, 2007)。現在までに、α-マンゴスチンの抗アポトーシス作用、抗

腫瘍作用、抗炎症作用、抗酸化作用などが報告されている (Gutierrez-Orozco F and 

Failla ML, 2013)。 

 

本研究の目的 

冒頭に述べたように、超高齢社会を今まさに迎えようとしている日本におい

て、食の機能性を活用した健康維持・疾病リスク低減は、医療費増大をはじめ

とした社会的負担を抑制しながら効果が期待できるアプローチの一つと考えら

れる。そこで、本研究では、社会的負担の潜在的な増加要因として大きな地位

を占めると考えられるメタボリックシンドローム、ロコモティブシンドローム

をはじめとした代謝性疾病リスクを食の機能性により低減できることを目指し、

我々の研究グループが過去に行った検討結果より着目した、食品由来の成分の

機能性について検討を行った。 

第 2 章では、メタボリックシンドロームの病態基盤である内臓脂肪蓄積に着

目し、その構成要素である脂肪細胞の機能に焦点を当ててアディポサイトカイ
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ン分泌などへの影響をスクリーニングした結果見出されてきた、トマトに含ま

れるナリンゲニンカルコンに着目した。ナリンゲニンカルコンは活性や植物体

内の分布を含めてユニークな特徴を有するポリフェノールであったことから、

これが脂肪細胞のアディポネクチン分泌や代謝機能に及ぼす影響について検討

を行った。 

第 3 章では、柑橘特異的に含まれるリモノイド類が肥満・高血糖に及ぼす影

響を評価する上で、安定して多量のリモノイドを供給可能なソースとなりうる

柑橘の選抜を行った結果、リモノイドアグリコンを蓄積している種子が多く含

まれる香酸柑橘のユズに着目した。ここでは、ユズに比較的多く含まれるリモ

ノイドのオバクノンが肥満・高血糖に及ぼす影響について検討を行った。 

第 4 章では、代謝性疾病の中でもロコモーション関連の機能性として、筋管

の合成に関わる機能性スクリーニングにより見出されてきた、マンゴスチン中

の主要なキサントンである α-マンゴスチンに着目し、骨格筋への分化や筋管合

成へ及ぼす影響の解析を行った。 

まとめとして総合討論では各章の結果を概観したうえで、今後代謝性疾病リ

スク低減策として、機能性を有する食品素材の活用を考えた時に、これをより

実効性のあるアプローチへとつなげるために必要と考えられる課題について考

察した。 
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Fig.1-1  内分泌器官としての脂肪組織と代謝調節 

脂肪組織は余剰エネルギーを脂質として蓄積する組織と考えられてきたが、多様な生理

活性を示すアディポサイトカインを分泌することにより生体の代謝調節に深く関与してい

ることが明らかとなってきた。  
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Fig.1-2  PPARγ による転写制御 

PPARγ はリガンド依存的に転写活性を制御する。核内にて RXRα とヘテロダイマーを形

成して標的遺伝子の PPRE に結合し、転写共役因子とともに転写を活性化する。PPARγ の標

的遺伝子にはペリリピンやアディポネクチンなど、脂質代謝制御に深く関与している遺伝

子が多く、それゆえ PPARγ は脂質代謝のマスターレギュレーターとして位置づけられてい

る。  

Target genes

Nucleus

PPARγ ligand

PPARγ

RXRα

Cytoplasm

coactivators

PPRE

lipid metabolism 
regulation

aP2
LPL
FATP
perilipin
adiponectin
etc.



18 
 

 

 

 

 

 

 

Fig.1-3  アディポネクチン受容体によるシグナル伝達と発現調節 

AdipoRは7回膜貫通型タンパク質で、AdipoR1、AdipoR2の2種が同定されている。AdipoR1

は AMPK 経路を活性化する一方、AdipoR2 は PPARα を活性化し、これらのシグナル経路活

性化により、糖取り込みの促進作用や脂肪酸酸化の亢進作用を示すと考えられている。 
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Fig.1-4  TGR5 によるシグナル伝達と転写制御  

TGR5 は胆汁酸などのリガンドの結合によって活性化する。G タンパク質 α サブユニット

の放出に続いてアデニル酸シクラーゼが活性化し、細胞内 cAMP が上昇する。cAMP 濃度の

上昇により PKA の活性化が引き起こされ、リン酸化を受けた CREB が CRE に結合するこ

とで酸化的リン酸化や脱共役に関与する遺伝子群の発現を亢進する。これによりエネルギ

ー消費や GLP-1 分泌が促進される。  
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Fig.1-5  トマトの系統とナリンゲニンカルコンの構造 

A. トマトは色による分類ではピンク系トマトと赤系トマトに大別できる。日本ではピン

ク系トマトは主に生食用とされ、赤系トマトはケチャップやペーストなどに加工されて消

費される。 

B. ナリンゲニンカルコンはカルコンイソメラーゼにより分子内閉環され、ナリンゲニン

へと変換される。トマト中ではこれらのフラボノイドは配糖体ではなくアグリコンで存在

する。  
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Fig.1-6  柑橘中の主要リモノイドの構造 

A. リモノイドは柑橘類に存在するトリテルペン誘導体の総称であり、水に不溶で苦味を

呈するリモノイドアグリコン、及びその配糖体が種子や果肉部に蓄積することが知られて

いる。リモノイドは配糖体となることで水溶性となり苦味も呈さないようになる。B. 柑橘

の品種により多少の変動はあるものの、主要なリモノイドはリモニンとノミリンであり、

それらに次いでデアセチルノミリン、オバクノンが存在している。  
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Fig.1-7  キサントン骨格とマンゴスチンに含まれる主要なキサントン 

キサントンはマンゴスチンなど、一部の高等植物に認められる 2 次代謝産物で、特有の 3

環構造がその生理活性に大きく影響している。マンゴスチンに含まれる主要なキサントン

には α-マンゴスチン、γ-マンゴスチン、ガルシノン E、8-デオキシガルタニン、ガルタニン

などがあるが、とりわけ α-マンゴスチンについてはその生理活性について多くの知見が蓄

積している。  
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第 2 章 

トマト果皮に含まれるナリンゲニンカルコンによる

脂肪細胞代謝プロファイル調節機能 
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第 1 節 緒言 

ナリンゲニンカルコンは主にトマト果皮に蓄積が認められるフラボノイド類

であり、ヒスタミン遊離抑制を介したアレルギー抑制作用 (Yamamoto T et al, 

2004) や、炎症性サイトカインの産生抑制作用 (Hirai S et al, 2007) などの生理活

性を有することが報告されている。一方、多くのフラボノイド類が脂肪細胞か

らのアディポサイトカイン分泌調節機能を有することが明らかとなってきつつ

ある。脂肪組織における慢性炎症が冠動脈性心疾患などの代謝性疾病リスクと

密接に関連しているという近年の知見を上記の報告と照らし合わせて考えると、

ナリンゲニンカルコンが脂肪組織においてアディポサイトカイン分泌調節を介

し、その機能を調節している可能性が考えられる。しかし、ナリンゲニンカル

コンが脂肪組織に及ぼす代謝への影響や遺伝子発現制御への影響について検討

した報告はなく、その詳細は不明であった。そこで、本章ではナリンゲニンカ

ルコンが、脂肪組織の構成単位である脂肪細胞において、アディポサイトカイ

ン分泌を含む代謝制御プロセスに及ぼす影響を明らかとすることを目的として

検討を行った。 

 

第 2 節 実験方法 

実験材料 

ナリンゲニンカルコンは山本らの方法に従ってトマト果皮より単離した 

(Yamamoto T et al, 2004)。乾燥させたトマト果皮を 60% (v/v) の含水エタノール

を用いて 60°C、2 時間処理し、ポリフェノールを含む抽出物を得た。その後、

HPLC によりナリンゲニンカルコンを分離し、標品との比較にて 90%以上の純度

であることを確認したものをジメチルスルホキシド (DMSO) に溶解させ、200 

mM のストック溶液を調製した。その他の試薬は特に指定の無い限り、Sigma の

ものを使用した。 

 

細胞培養 

NIH-3T3 細胞は 10% FBS、4500 mg/ml グルコースを含むダルベッコ変法イー
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グル培地 (DMEM) を用い、37°C、5% CO2 インキュベーター内で培養した。

3T3-L1 前駆脂肪細胞は 10% BS、4500 mg/ml グルコースを含む DMEM を用いて

37°C、5% CO2 インキュベーター内で培養した。脂肪細胞への分化誘導の際 (誘

導開始時を day 0 とする) には、コンフルエントになった細胞に分化誘導培地 

(10% FBS、4500 mg/ml グルコース、0.5 mM 3-イソブチル-1-メチルキサンチン、

1 μM デキサメタゾン、10 μg/ml インスリンを含む DMEM) を加え、2 日間分化

誘導を行った。誘導開始 2 日後、分化促進培地 (10% FBS、4500 mg/ml グルコ

ース、10 μg/ml インスリンを含む DMEM) に交換し、以降 2 日ごとに分化促進

培地の培地交換を行い、脂肪細胞へと分化させた。Day 8 に培地と細胞を回収し、

培地中のアディポネクチン量を ELISA 法により測定するとともに、細胞から

total RNA を抽出した。これらはすべて n = 3 で実施した。 

 

アディポネクチン測定 

アディポネクチンの測定は adiponectin ELISA kit (大塚) を用いて、付属のマニ

ュアルに従って行った。 

 

RNA 抽出 

Total RNA は TRIzol (Invitrogen) と、RNeasy mini Kit (Qiagen) を用い、付属の

マニュアルに従って抽出、精製した。A260 nm/A280 nm の値が 1.6-2.0 となるサ

ンプルのみ、リアルタイム RT-PCR 及び DNA マイクロアレイに用いた。 

 

リアルタイム定量 RT-PCR 

アディポネクチンとAdipoR2の遺伝子発現はSYBR® PrimeScript® RT-PCR Kit 

(タカラバイオ) を用い、付属のマニュアルに従って行った。簡単には、

PrimeScript® RT reagent Kit (タカラバイオ) を用いて total RNAを cDNAへと逆転

写し、SYBR® Premix Ex TaqTM (タカラバイオ) を用い、リアルタイム定量

RT-PCR を実施した。リアルタイム反応とデータ解析は Mx3000P QPCR system 

(Stratagene)と、MxPro software (Stratagene) を用いて行った。標準化に用いるハ
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ウスキーピング遺伝子は cyclophilin とした。プライマー配列は本節の最後に表

2-1 として記載した。 

 

ルシフェラーゼアッセイ 

ルシフェラーゼアッセイは定法に基づいて実施した (Arimura N et al, 2004; 

Kanayama T et al, 2007)。具体的な手順は下記の通りである。アディポネクチン及

びペリリピンの評価を行う際には、pGL4-adiponectin (アディポネクチン遺伝子レ

ポータープラスミド)、あるいは pGL3-perilipin (ペリリピン遺伝子レポータープ

ラスミド) と、pCMX-PPARγ (PPARγ 発現プラスミド)、pRL-CMV (内部コントロ

ール用プラスミド) を、12 well plate 上の NIH-3T3 細胞にトランスフェクション

した。PPARγ の転写活性の評価を行う際には、pG5-Luc (GAL4 結合領域を持つ

レポータープラスミド)、pM-PPARγ (GAL4 DNA 結合領域と、PPARγ リガンド結

合領域の融合タンパク質発現プラスミド)、pRL-CMV を、12 well plate 上の

NIH-3T3 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクションは、

Lipofectamin 2000 (Invitrogen) を用い、付属のマニュアルに従って行った。トラ

ンスフェクション 24 時間後、表記の濃度 (0-100 μM) のナリンゲニンカルコン

を含む培地に交換し、さらに 24 時間培養後、細胞を回収した。比検化合物の

vehicle には DMSO を用い、細胞の回収、及びルシフェラーゼレポーター活性の

評価は Dual-Luciferase TM reporter assay system (Promega) を用い、付属のマニュア

ルに従って行った。これらはすべて n = 3 で実施した。 

 

DNA マイクロアレイ 

DNA マイクロアレイは、Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix) を用い、付

属のマニュアルに従って行った。簡単には、2 μg の total RNA を cDNA に逆転写

した後に dsDNA へと変換し、これを鋳型にしてビオチン化 cRNA を合成した。

この cRNA を断片化した後、45°C で 16 時間アレイにハイブリダイズさせた。ハ

イブリダイズさせたアレイを洗浄した後、ストレプトアビジン-フィコエリスリ

ンで染色し、Affymetrix GeneChip System を用いてスキャンし、データを得た。 
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DNA マイクロアレイデータ解析 

スキャンしたアレイイメージを CEL ファイルに変換し、各プローブ強度を得

るのに、Affymetrix の GCOS ソフトウェアを用いた。スキャンにより得られた

CEL ファイルは、統計ソフト R と Bioconductor により、distribution free weighted 

(DFW) 法を用いて正規化を行った後、サンプル間の階層的クラスタリングを行

った。コントロール群とナリンゲニンカルコン群の間で発現に差がある遺伝子

セット [Differentially Expressed Genes, (DEGs) ] の選抜は、Rank Product 法にて行

った。False discovery rate (FDR) < 0.05 となる遺伝子を有意に発現が異なるものと

みなした。DEGs を Mouse Genome 430 2.0 Array バックグラウンド (GeneChip に

搭載されている全遺伝子) と比較し、どのような機能を持った遺伝子セットが濃

縮されてきているかについて、DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) の functional 

annotation chart を用いて解析を行い、有意に濃縮された Gene Ontology (GO) を

抽出した。FDR < 0.01 となる GO を有意に濃縮されたものとみなした。 

 

統計解析 

測定値は平均±標準偏差の形で表した。コントロール群との 2 群比較では、対

応のない t 検定を用いた。3 群以上の比較では、一元配置分散分析の後、Fisher’s 

protected least significant difference test を用いた。p 値が 0.05 より小さい場合を有

意な変化があるとみなした。 
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cyclophilin (標準化用) 

5’-TGGTGACTTTACACGCCATA-3’ 

5’-CAGTCTTGGCAGTGCAGATA-3’ 

 

adiponectin  

5’-GATGGCAGAGATGGCACTCC-3’ 

5’-CTTGCCAGTGCTGCCGTCAT-3’ 

 

AdipoR2 

5’-CTGTAACCCACAACCTTGCT-3’ 

5’-GGAACCCTTCTGAGATGACA-3’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-1 リアルタイム定量 RT-PCR に用いたプライマー一覧 
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第 3 節 結果 

ナリンゲニンカルコンは 3T3-L1 脂肪細胞のアディポネクチン発現を上昇させ、

分泌を亢進する。 

はじめに、ナリンゲニンカルコンが 3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチン発現、

及び産生に及ぼす影響について検討を行った。3T3-L1 前駆脂肪細胞を、0-50 μM

のナリンゲニンカルコンの存在下で脂肪細胞へと 8 日間分化させ、培地中のア

ディポネクチンを測定するとともに、アディポネクチン遺伝子発現量を測定し

た。ナリンゲニンカルコンは、濃度依存的にアディポネクチンの遺伝子発現を

促進し (Fig.2-1 A)、培地中への分泌を亢進した (Fig.2-1 B)。 

 

ナリンゲニンカルコンは PPARγ の転写活性を上昇させる。 

次に、ナリンゲニンカルコンがアディポネクチン遺伝子の転写を亢進するか

を調べる目的で、PPRE を含んだアディポネクチンの 5'上流域を組み込んだレポ

ータープラスミドを用い、レポーターアッセイを行った。NIH-3T3 細胞にアデ

ィポネクチンレポータープラスミドと、アディポサイトカインの発現制御に重

要な役割を果たしていることが知られている、PPARγ 発現プラスミドをトラン

スフェクションし、0-100 μM のナリンゲニンカルコン存在下で 24 時間培養を行

い、細胞を回収して測定を行った。ナリンゲニンカルコンは濃度依存的にルシ

フェラーゼ活性を上昇させた (Fig.2-2 A)。同じく PPRE を含むペリリピンレポー

タープラスミドを用いた際にも同様の結果が得られた (Fig.2-2 B)。これらの結

果は、ナリンゲニンカルコンが PPARγ の標的遺伝子の発現を上昇させることを

示唆している。ここでさらに、ナリンゲニンカルコンが PPARγ の転写活性に直

接与える影響を検討するために、Gal4-UAS 系を用いて実験を行った。本実験系

では、ルシフェラーゼ遺伝子の発現は、他の転写共役因子を含まない、コンセ

ンサス Gal4 結合領域を含むプロモーターにより制御される。NIH-3T3 細胞にレ

ポータープラスミド、及び、PPARγ のリガンド結合領域と Gal4 の DNA 結合領

域の融合タンパク質の発現プラスミドをトランスフェクションし、上記と同様

の条件でナリンゲニンカルコンを作用させ測定を行った。ナリンゲニンカルコ
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ンは濃度依存的にレポーター遺伝子の活性を上昇させていた (Fig.2-2 C)。これ

らの結果は、ナリンゲニンカルコンが PPARγ の転写活性を上昇させることによ

ってアディポネクチンの転写を亢進していることを示していると考えられた。 

 

DNA マイクロアレイ解析 

ナリンゲニンカルコンが脂肪細胞のアディポサイトカイン発現調節に影響を

与えることが示唆されたため、次に、ナリンゲニンカルコンが脂肪細胞の機能

に及ぼす影響を包括的に調べるため、DNA マイクロアレイ解析を行った。統計

ソフト R を使用し、得られたデータを DFW 法により正規化、階層的クラスタリ

ングを行い、コントロール群とナリンゲニンカルコン群でクラスターが分かれ

ていることを確認した (Fig. 2-3) 後、コントロール群とナリンゲニンカルコン群

で発現の異なる遺伝子セットを Rank Product 法にて抽出した。FDR 0.05 未満を

満たすものを有意に発現が異なるとみなした時、コントロール群と比較し、ナ

リンゲニンカルコン群で有意に発現上昇が認められた遺伝子は 1153 個であり、

有意に発現低下が認められた遺伝子は 1031 個であった。これら有意な発現変動

が認められた遺伝子群について、どのような機能を持った遺伝子が有意に濃縮

されてきているのか、DAVID の gene-annotation enrichment analysis によって、GO 

biological process のアノテーションに基づき解析を行った。この解析では、バッ

クグラウンド (GeneChip に搭載されている全遺伝子) に対し、発現変動遺伝子

セット中に特定の機能 (GO term) をもった遺伝子が有意に濃縮されている場合、

それらが GO term のリストとして抽出される。発現上昇が認められた遺伝子群

に対しては、抽出された GO term が多かったため、metabolic process 及び cellular 

process に大別し、さらにそれらに属する下層の GO term について整理すること

とし、それぞれ Fig.2-4 A, Fig.2-4 B に示した。また、発現低下が認められた遺

伝子群については Fig.2-4 C に示した。 

GO の階層構造においては、より具体的な特定の機能を表す term ほど、より

下層に位置付けられるため、こうした下層の term は、遺伝子発現変動によって

引き起こされた、生物学的に重要な意味のある変化を捉える手がかりとなりう
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る。有意な発現上昇が認められた遺伝子群においては、ミトコンドリアにおけ

るエネルギー産生に関わる term ("ubiquinone biosynthetic process"、"mitochondrial 

electron transport, NADH to ubiquinone"、"ATP synthesis coupled proton transport"、

"mitochondrial membrane organization") のほか、"glucose catabolic process"、"fatty 

acid beta-oxidation"、"tricarboxylic acid cycle"などが下層の term で有意に濃縮され

ていた。一方、有意な発現低下が認められた遺伝子群においては、"cell adhesion"、

"regulation of developmental process"などが有意に濃縮されていた。これらの term

に含まれていた遺伝子の一覧はそれぞれ Fig.2-5, Fig.2-6 に示した。こうした一連

の遺伝子発現変動から、ナリンゲニンカルコンは脂肪細胞において、グルコー

ス異化や脂肪酸の β 酸化に関わる遺伝子群の発現を上昇させ、エネルギー産生

を亢進させていることが示唆された。さらに、個々の遺伝子の変化に着目する

と、ナリンゲニンカルコンによるアディポネクチンの発現上昇が DNA マイクロ

アレイでも再現されていることが確認できたのみならず、アディポネクチンの

受容体である AdipoR2 の遺伝子発現も合わせて上昇していることが確認された 

(Fig.2-5 A, Fig.2-7)。このことは、ナリンゲニンカルコンが、脂肪細胞においてア

ディポネクチンのオートクライン/パラクライン経路をサポートすることで、そ

の作用を増強させている可能性を示唆していると考えられた。 
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第 4 節 考察 

本章の検討では、ナリンゲニンカルコンが 3T3-L1 脂肪細胞におけるアディポ

ネクチンの遺伝子発現を上昇させ、その分泌を亢進していることを見出した。

アディポネクチンの 5'上流域には PPRE が存在しており、その遺伝子発現は

PPARγ により制御されていることが報告されている (Iwaki M et al, 2003)。レポ

ータージーンアッセイの結果、ナリンゲニンカルコンは PPARγ を介したアディ

ポネクチン遺伝子の転写を上昇させていることが確認された。さらに、DNA マ

イクロアレイ解析の結果、ナリンゲニンカルコン処理によって発現上昇が認め

られた 1153 個の遺伝子の中には PPARγ が含まれていた。ナリンゲニンカルコン

を脂肪細胞に作用させた際、顕微鏡下の観察において脂肪細胞の分化、及びそ

のトリグリセライド (TG) 蓄積の亢進が認められており、これらの結果はナリ

ンゲニンカルコンによる PPARγ の発現増加とその転写活性亢進を裏付けるもの

と推察される。また、3T3-L1 脂肪細胞から分泌されるアディポネクチン量の上

昇は、ナリンゲニンカルコンによって引き起こされる、脂肪細胞でのアディポ

ネクチン遺伝子発現の亢進を反映したものであると考えられる。本章での検討

で明らかにしたように、ナリンゲニンカルコンはアディポネクチンの発現を亢

進する一方で、TNF-α や MCP-1 といった、インスリン抵抗性の惹起に関与して

いる炎症性サイトカインの分泌を阻害することが報告されている (Hirai S et al, 

2007)。これらの報告を合わせて考えると、ナリンゲニンカルコンは、脂肪組織

における種々のアディポサイトカインの発現、及び分泌を制御することにより、

インスリン感受性を増加させているのではないかと考えられる。 

DNA マイクロアレイ解析の結果、ナリンゲニンカルコンにより、エネルギー

代謝に関わる様々な遺伝子群の発現が同時に上昇する一方で、細胞接着や発生

過程などの機能区分に関与する遺伝子群の発現低下が認められた  (Fig.2-4, 

Fig.2-6)。現在までに、細胞接着に関連する遺伝子群の発現は、PPARγ の活性化

により低下することが報告されている (Galli A et al, 2002)。このことは、ナリン

ゲニンカルコンが PPARγ の活性化により脂肪細胞の分化を促進させ、これに伴

う細胞の形態変化 (繊維芽細胞から脂肪細胞への変化) がより促進されている
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ことを反映している可能性が考えられる。 

興味深いことに、ナリンゲニンカルコン存在下で分化させた脂肪細胞では、

酸化的リン酸化に関与している遺伝子群の発現が大きく増加していた (Fig.2-4, 

Fig.2-5)。酸化的リン酸化は、NADH、あるいは FADH2 から O2 へと、電子伝達

系を介して電子を受け渡す過程で生まれるエネルギーを用いて ATP を合成する

過程である。この反応はミトコンドリアで進められ、好気性生物にとって主要

な ATP 供給源となっている。以前の研究から、インスリン抵抗性患者において、

ミトコンドリア活性が低下していること (Morino K et al, 2005; Kelley DE et al, 

2002; Petersen KF et al, 2005) や、ミトコンドリアの酸化的代謝に関わる遺伝子群

の発現が低下していること (Mootha VK et al, 2003; Patti ME et al, 2003) が明ら

かとなっている。また、形質が異なる一卵性双生児での比較において、肥満し

ている双生児は肥満ではない方の双生児に比べてインスリン感受性が低く、脂

肪組織におけるミトコンドリアの酸化的リン酸化の構成因子の遺伝子発現が有

意に低下していることが示されている (Mustelin L et al, 2008)。これらの報告は、

ミトコンドリアの機能不全や、酸化的リン酸化に関与している遺伝子群の発現

欠失が、インスリン抵抗性の特徴であることを示唆している。本章での DNA マ

イクロアレイ解析の結果は、ナリンゲニンカルコンが脂肪細胞におけるミトコ

ンドリアのエネルギー代謝を改善することにより、インスリン感受性を高め得

る可能性を示唆していると考えられる。 

現在までに、アディポネクチンの受容体として、AdipoR1、AdipoR2 の 2 種の

受容体が同定されており (Yamauchi T et al, 2003)、in vivo における主要なアディ

ポネクチン受容体として機能していることが確認されている (Yamauchi T et al, 

2007)。AdipoR1 は骨格筋で同定されている一方で、AdipoR2 は肝臓で最大の発

現が認められている。マウスの脂肪組織においても AdipoR の発現は確認されて

おり、インスリン抵抗性を示すマウスではその発現が低下していることが報告

されている (Tsuchida A et al, 2004)。本章での DNA マイクロアレイ解析の結果、

及びリアルタイム定量 RT-PCR の結果から、AdipoR2 の発現はナリンゲニンカル

コンにより上昇していることが確認されたが、このことは、ナリンゲニンカル
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コンが、アディポネクチンのオートクライン/パラクライン作用を亢進すること

により、脂肪細胞の機能に影響を与えることを示唆していると考えられる。例

えば、ナリンゲニンカルコン処理によって脂肪酸のベータ酸化に関わる遺伝子

群の発現上昇が認められたが、この遺伝子発現変動は、上記のアディポネクチ

ン経路の亢進を反映したものであると考えられる。 

AdipoR2 の発現は PPARγ のアゴニストである rosiglitazone により亢進するこ

とが報告されている一方で (Sun X et al, 2006)、同じく PPARγ のアゴニストであ

る pioglitazone によって影響を受けないという報告もあり (Li W et al, 2007)、ナ

リンゲニンカルコン処理で認められた AdipoR2 の発現亢進が、ナリンゲニンカ

ルコンによる PPARγ のアゴニスト作用の寄与のみで説明できるのかは、本章で

の検討により得られたデータだけでは十分に考察ができない。上記のような合

成アゴニストとナリンゲニンカルコンの影響をDNAマイクロアレイ解析で比較

することによって、AdipoR2 の転写制御を含めたナリンゲニンカルコンによる脂

肪細胞の遺伝子発現プロファイル変動が、主にナリンゲニンカルコンの PPARγ

アゴニスト作用により起こるのか、あるいは、ナリンゲニンカルコン特異的な

別の制御系を介して起こるものであるのか明らかにされることが期待される。 

一方で、AdipoR2 は小胞体ストレスによって誘導される activating transcription 

factor 3 (ATF3) により発現が負に制御されることが報告されている (Koh IU et 

al, 2010)。小胞体ストレスは食事誘導性肥満状態で認められること (Ozcan U et al, 

2004)、インスリン抵抗性の病態に関与していること (Ozcan U et al, 2006) が報

告され、代謝恒常性の制御に関与していることが明らかとされつつある。また、

近年、ナリンゲニンを含むポリフェノールなどの食品成分が小胞体ストレスの

緩和に寄与することが報告され始めている  (Karuppagounder V et al, 2015; 

Rodriguez J et al, 2015)。こうした食品成分による小胞体ストレス軽減は、ATF3

の発現抑制を誘導するものであるか、現時点では十分に検討がなされておらず

未知の点が多いものの、小胞体ストレスを緩和するポリフェノール類は AdipoR2

の発現亢進に寄与する可能性がある。 

近年の研究から、カロリー制限、アディポサイトカイン制御、そして脂質代
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謝の間に密接な関係があることが明らかとなりつつある。成長ホルモントラン

スジェニックマウスを用いた検討において、カロリー制限を施すと、マウス血

漿中のアディポネクチンを上昇させ、脂質代謝を改善させることが報告されて

いる (Wang Z et al, 2007) ほか、カロリー制限により脂肪組織中のアディポネク

チン量の増加が認められ、脂肪酸酸化に関わる遺伝子群の発現亢進や、インス

リン抵抗性の改善が認められた (Zhu M et al, 2007) との報告がある。これらの報

告で認められた遺伝子発現変動の多くが、本章での検討において、ナリンゲニ

ンカルコン処理をした脂肪細胞でも同様に認められていた。ここでの検討結果

はナリンゲニンカルコンを経口摂取させた動物の脂肪組織を用いた検討ではな

く、株化細胞を用いた検討であるという限界があるものの、本章で実施した DNA

マイクロアレイ解析結果は、ナリンゲニンカルコンが脂肪組織において、カロ

リー制限の効果を一部模倣することによって脂肪細胞の機能を改善し、ヘルス

ベネフィットにつながる変化を引き起こしている可能性を示唆していると考え

られる。 

ナリンゲニンカルコンは、ラットに経口摂取させた際、血漿中でグルクロン

酸抱合体として検出される (Yoshimura M et al, 2009)。一方、フラボノイド代謝

産物は体内で脱抱合化された後、アグリコンの活性を発揮しうる (Kawai Y et al, 

2008) ことが報告されている。これらの報告から、経口摂取したナリンゲニンカ

ルコンも、下記のようなプロセスを経て、末梢の脂肪組織における遺伝子発現

調節に寄与しうる可能性が考えられる。 

1. 経口摂取したナリンゲニンカルコンが吸収され、グルクロン酸抱合体へと代

謝・変換される。 

2. 変換されたグルクロン酸抱合体は血流に乗り、脂肪組織のような末梢標的組

織へと運ばれる。 

3. 標的組織において脱抱合を受け、アグリコンへと変換されることにより、遺

伝子発現調節に寄与する。 

なお、予備的検討ではあるが、ナリンゲニンカルコンを、肥満・2 型糖尿病モ

デル動物として用いられている KKAy マウスに経口摂取させたところ、血漿ア
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ディポネクチン濃度の増加が起こることを確認しており (data not shown)、この

観察結果からも、経口摂取したナリンゲニンカルコンが、生体内で上記プロセ

スを経て脂肪組織に作用することによって、本章での DNA マイクロアレイ解析

において認められたものと同様の遺伝子発現調節を引き起こす可能性が期待で

きるのではないかと考えている。 

本章の結果から、トマト由来のフラボノイドの一種であるナリンゲニンカル

コンは、脂質代謝のマスターレギュレーターである PPARγ の転写活性化を介し

て脂肪細胞におけるアディポネクチン遺伝子発現を亢進させ、また、同時に脂

肪組織におけるアディポネクチン受容体AdipoR2の発現を亢進することにより、

アディポネクチンのリガンド作用、及び、受容体の両面からアディポネクチン

の作用を増強させていることが示唆された (Fig.2-7)。さらに、DNA マイクロア

レイ解析の結果から、ナリンゲニンカルコンは、ミトコンドリアの酸化的リン

酸化に関わる遺伝子群の発現を増加させており、既に報告されている、インス

リン抵抗性惹起因子である TNF-α や MCP-1 の産生抑制作用とあわせて、インス

リン感受性を改善させる可能性が示唆された。本章での検討により得られたこ

れらの知見は、ナリンゲニンカルコンの経口摂取が、代謝性疾病のリスクファ

クターの一つである、脂肪組織におけるインスリン抵抗性の予防、改善に有用

であることを示唆するものであると考えられる。 

  



37 
 

 

Fig.2-1  ナリンゲニンカルコンが脂肪細胞のアディポネクチン遺伝子 

発現及び分泌に及ぼす影響  

3T3-L1脂肪細胞におけるA. アディポネクチンの遺伝子発現及びB. アディポネクチンの

分泌。3T3-L1 前駆脂肪細胞を脂肪細胞に分化させる過程でナリンゲニンカルコンを 0 - 50 

μM で作用させ、分化 8 日後のアディポネクチン遺伝子発現を定量 RT-PCR で、培養上清中

に分泌されたアディポネクチンを ELISA で測定した。  
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Fig.2-2  ナリンゲニンカルコンが PPARγ の転写活性に及ぼす影響 

NIH-3T3 細胞に表記のレポーター遺伝子をトランスフェクションし、0 – 100 μM のナリン

ゲニンカルコン含有培地で 24 時間培養後細胞を回収し、レポータージーンアッセイを行っ

た。  
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Fig.2-3  DFW により正規化した DNA マイクロアレイデータの階層的ク

ラスターデンドログラム 

DNA マイクロアレイチップをスキャンして得られた生データを DFW により正規化し、

階層的クラスタリングを行った。C_1- _3 はコントロール群、NGC_1- _3 はナリンゲニンカ

ルコン群を示す。  
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Fig.2-4  発現上昇が認められた遺伝子群に対する 

gene functional enrichment analysis の結果 

ナリンゲニンカルコンにより有意に発現上昇が認められた 1153 遺伝子の中で、有意に濃

縮されているGO termをA. metabolic process、B. cellular processについて階層状に表記した。

最下層に位置する term の p-value は網かけ表記した。  

GO-ID GO term FDR-corrected p-value

8152 metabolic process 1.28E-14

19748 secondary metabolic process 5.35E-03

9058 biosynthetic process 1.36E-16

8610 lipid biosynthetic process 7.64E-06

44249 cellular biosynthetic process 2.16E-14

16125 sterol metabolic process 4.25E-03

6744 ubiquinone biosynthetic process 1.99E-03

44237 cellular metabolic process 1.73E-07

51186 cofactor metabolic process 4.49E-29

6099 tricarboxylic acid cycle 4.41E-14

6091 generation of precursor metabolites and energy 1.10E-25

6119 oxidative phosphorylation 2.02E-10

6120 mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone 7.29E-05

44255 cellular lipid metabolic process 8.81E-15

6720 isoprenoid metabolic process 3.43E-03

19395 fatty acid oxidation 4.92E-04

6635 fatty acid beta-oxidation 3.73E-03

44248 cellular catabolic process 1.01E-11

6007 glucose catabolic process 2.00E-03

9117 nucleotide metabolic process 6.31E-05

6739 NADP metabolic process 5.41E-03

15986 ATP synthesis coupled proton transport 5.01E-03

GO-ID GO term FDR-corrected p-value

9987 cellular process

22613 ribonucleoprotein complex biogenesis 6.97E-03

42254 ribosome biogenesis 2.67E-04

7005 mitochondrion organization 5.05E-07

7006 mitochondrial membrane organization 1.10E-03

65002 intracellular protein transmembrane transport 7.06E-03

6605 protein targeting 1.62E-04

A

B
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Fig.2-4  発現低下が認められた遺伝子群に対する 

gene functional enrichment analysis の結果 (biological process) 

ナリンゲニンカルコンにより有意に発現低下が認められた 1031 遺伝子の中で、有意に濃

縮されている GO term について階層状に表記した。最下層に位置する term の p-value は

網かけ表記した。  

GO-ID GO term FDR-corrected p-value

22610 biological adhesion 6.27E-06

7155 cell adhesion 6.27E-06

32502 developmental process 5.50E-07

48513 organ development 9.66E-05

50793 regulation of developmental process 7.74E-03

32989 cellular component morphogenesis 2.82E-05

7411 axon guidance 2.36E-03

9987 cellular process 3.66E-03

6928 cell motion 1.62E-03

16477 cell migration 4.17E-04

43062 extracellular structure organization 7.65E-03

30198 extracellular matrix organization 2.30E-03

8283 cell proliferation 5.87E-03

42127 regulation of cell proliferation 7.84E-03

50789 regulation of biological process 7.97E-03

48522 positive regulation of cellular process 4.40E-03

48523 negative regulation of cellular process 4.30E-03

C
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Fig.2-5   細胞での異化やミトコンドリアでのエネルギー産生に関わる 

term に含まれる遺伝子 (1) 

発現上昇が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞での異化やミトコンドリア

でのエネルギー産生に関わる term に含まれる遺伝子を示した。   

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

ubiquinonebiosynthetic process

1428159_s_at, 1447919_x_at,

1428160_at
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, alpha/beta subcomplex, 1; predicted gene 4459

1417566_at, 1417565_at abhydrolase domain containing 5

1423797_at, 1456081_a_at acetoacetyl-CoA synthetase

1455061_a_at acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 (mitochondrial 3-oxoacyl-Coenzyme A thiolase)

1450643_s_at, 1423883_at,

1460316_at, 1422526_at
acyl-CoA synthetase long-chain family member 1

1418911_s_at acyl-CoA synthetase long-chain family member 4

1448987_at acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain

1415984_at acyl-Coenzyme A dehydrogenase, medium chain

1460216_at acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short chain

1424184_at acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain

1416409_at acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl

1434329_s_at, 1437864_at adiponectin receptor 2

1422651_at adiponectin, C1Q and collagen domain containing

1417008_at carnitine acetyltransferase

1416772_at carnitine palmitoyltransferase 2

1416727_a_at cytochrome b-5

1418321_at dodecenoyl-Coenzyme A delta isomerase (3,2 trans-enoyl-Coenyme A isomerase)

1425676_a_at elongation of very long chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3, yeast)-like 1

1452341_at enoyl Coenzyme A hydratase, short chain, 1, mitochondrial

1448491_at enoyl coenzyme A hydratase 1, peroxisomal

1448499_a_at epoxide hydrolase 2, cytoplasmic

1425809_at, 1424155_at,

1417023_a_at, 1451263_a_at
fatty acid binding protein 4, adipocyte

1423828_at fatty acid synthase

1419499_at glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial

1455972_x_at hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase

1452173_at
hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoyl-Coenzyme A

hydratase (trifunctional protein), alpha subunit

1417369_at hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4

1419692_a_at leukotriene C4 synthase

1452592_at microsomal glutathione S-transferase 2

1417098_s_at mitochondrial trans-2-enoyl-CoA reductase

1417768_at patatin-like phospholipase domain containing 8

1422471_at, 1422472_at peroxisomal biogenesis factor 13

1426522_at, 1437172_x_at

predicted gene 13910; similar to Hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme

A thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase (trifunctional protein), beta subunit; hydroxyacyl-

Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase

(trifunctional protein), beta subunit; predicted gene 9108

1417591_at prostaglandin E synthase 2

1430640_a_at, 1456475_s_at,

1438664_at
protein kinase, cAMP dependent regulatory, type II beta

1421469_a_at, 1450259_a_at signal transducer and activator of transcription 5A

1415964_at stearoyl-Coenzyme A desaturase 1

1423078_a_at sterol-C4-methyl oxidase-like

1451457_at sterol-C5-desaturase (fungal ERG3, delta-5-desaturase) homolog (S. cerevisae)

1452927_x_at, 1415918_a_at,

1435659_a_at
triosephosphate isomerase 1; similar to triosephosphate isomerase 1

A
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Fig.2-5  細胞での異化やミトコンドリアでのエネルギー産生に関わる 

term に含まれる遺伝子 (2) 

発現上昇が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞での異化やミトコンドリア

でのエネルギー産生に関わる term に含まれる遺伝子を示した。   

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

ATP synthesis coupled proton transport

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

mitochondrial membrane organization

1448198_a_at NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8

1455036_s_at, 1460506_s_at,

1416366_at

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 2; similar to NADH dehydrogenase

(ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 2

1423159_at dihydrolipoamide dehydrogenase

1416829_at ATP synthase, H+ transporting mitochondrial F1 complex, beta subunit

1426742_at
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 complex, subunit b, isoform 1; predicted gene

12231

1454661_at ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 complex, subunit c (subunit 9), isoform 3

1423111_at ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha subunit, isoform 1

1456580_s_at, 1423716_s_at ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, delta subunit

1417632_at ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit A1

1437013_x_at, 1416769_s_at ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit B

1415814_at ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit B2

1419546_at ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit C1

1416020_a_at
predicted gene 12337; predicted gene 10039; predicted gene 4479; ATP synthase, H+

transporting, mitochondrial F0 complex, subunit c (subunit 9), isoform 1

1434053_x_at predicted gene 2972; ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1F0 complex, subunit e

1437164_x_at, 1416278_a_at
predicted gene 5436; similar to ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O

subunit; ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O subunit

1448560_at, 1417045_at BH3 interacting domain death agonist

1415710_at COX18 cytochrome c oxidase assembly homolog (S. cerevisiae)

1436416_x_at, 1417916_a_at fractured callus expressed transcript 1; dynein heavy chain domain 1

1425969_a_at huntingtin

1422470_at
predicted gene 14506; BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3; predicted gene 6532; similar to

E1B 19K/Bcl-2-binding protein homolog

1416346_at, 1416345_at
predicted gene 9797; translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog a1 (yeast); similar to

small zinc finger-like protein

1448131_at similar to mitofusin 2; mitofusin 2

1449214_a_at similar to optic atrophy 1 (autosomal dominant); optic atrophy 1 homolog (human)

1417499_at, 1455211_a_at translocase of inner mitochondrial membrane 13 homolog (yeast)

1455456_a_at translocase of inner mitochondrial membrane 50 homolog (yeast)

B
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Fig.2-5  細胞での異化やミトコンドリアでのエネルギー産生に関わる 

term に含まれる遺伝子 (3) 

発現上昇が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞での異化やミトコンドリア

でのエネルギー産生に関わる term に含まれる遺伝子を示した。   

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

glucose catabolic process

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

fatty acid beta-oxidation

1416921_x_at, 1439375_x_at,

1434799_x_at, 1433604_x_at
aldolase A, fructose-bisphosphate; predicted gene 8767; predicted gene 7556

1426265_x_at, 1426264_at,

1452005_at
dihydrolipoamide S-acetyltransferase (E2 component of pyruvate dehydrogenase complex)

1422612_at hexokinase 2

1434499_a_at, 1448237_x_at,

1455235_x_at, 1416183_a_at
lactate dehydrogenase B; predicted gene 5514

1454925_x_at, 1436834_x_at,

1438338_at, 1448172_at
malate dehydrogenase 1, NAD (soluble)

1433984_a_at, 1416478_a_at malate dehydrogenase 2, NAD (mitochondrial)

1451274_at oxoglutarate dehydrogenase (lipoamide)

1416069_at phosphofructokinase, platelet

1436771_x_at, 1438627_x_at,

1437380_x_at, 1423706_a_at
phosphogluconate dehydrogenase

1426554_a_at phosphoglycerate mutase 1

1435967_s_at, 1423780_at predicted gene 11225; 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase

1425129_a_at transaldolase 1

1452927_x_at, 1415918_a_at,

1435659_a_at
triosephosphate isomerase 1; similar to triosephosphate isomerase 1

1415984_at acyl-Coenzyme A dehydrogenase, medium chain

1416409_at acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl

1422651_at adiponectin, C1Q and collagen domain containing

1418321_at dodecenoyl-Coenzyme A delta isomerase (3,2 trans-enoyl-Coenyme A isomerase)

1452173_at
hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoyl-Coenzyme A

hydratase (trifunctional protein), alpha subunit

1417369_at hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4

1426522_at, 1437172_x_at

predicted gene 13910; similar to Hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme

A thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase (trifunctional protein), beta subunit; hydroxyacyl-

Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase

(trifunctional protein), beta subunit; predicted gene 9108

C



45 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-5  細胞での異化やミトコンドリアでのエネルギー産生に関わる 

term に含まれる遺伝子 (4) 

発現上昇が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞での異化やミトコンドリア

でのエネルギー産生に関わる term に含まれる遺伝子を示した。   

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

tricarboxylic acid cycle

1423644_at, 1456728_x_at aconitase 1

1451002_at, 1436934_s_at aconitase 2, mitochondrial

1450667_a_at, 1422577_at,

1422578_at
citrate synthase

1423710_at dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 component of 2-oxo-glutarate complex)

1424828_a_at fumarate hydratase 1

1419821_s_at, 1422433_s_at isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble

1422500_at, 1432016_a_at,

1422501_s_at
isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha

1418886_s_at, 1418885_a_at isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) beta

1416788_a_at, 1416789_at isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+), gamma

1454925_x_at, 1436834_x_at,

1438338_at, 1448172_at
malate dehydrogenase 1, NAD (soluble)

1433984_a_at, 1416478_a_at malate dehydrogenase 2, NAD (mitochondrial)

1426689_s_at succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp)

1418005_at
succinate dehydrogenase complex, subunit B, iron sulfur (Ip); similar to succinate dehydrogenase Ip

subunit

1435986_x_at, 1448630_a_at succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane protein

1428235_at succinate dehydrogenase complex, subunit D, integral membrane protein

1415891_at succinate-CoA ligase, GDP-forming, alpha subunit

1452206_at succinate-Coenzyme A ligase, ADP-forming, beta subunit

D
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Fig.2-6  細胞接着や発生過程に関わる term に含まれる遺伝子 (1) 

発現低下が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞接着や発生過程に関わる term

に含まれる遺伝子を示した。   

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

cell adhesion (1)

1422514_at, 1450637_a_at AE binding protein 1

1435448_at, 1456006_at,

1435449_at, 1456005_a_at
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

1425622_at, 1433474_at EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3

1459749_s_at FAT tumor suppressor homolog 4 (Drosophila)

1455056_at LIM domain only 7

1424950_at, 1451538_at SRY-box containing gene 9

1448593_at, 1448594_at WNT1 inducible signaling pathway protein 1

1426301_at activated leukocyte cell adhesion molecule

1420621_a_at, 1444705_at,

1458525_at
amyloid beta (A4) precursor protein

1426869_at biregional cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes (Cdon) binding protein

1450757_at, 1446048_at cadherin 11

1456937_at cadherin-like 26

1430533_a_at catenin (cadherin associated protein), beta 1

1416740_at, 1434479_at,

1416741_at
collagen, type V, alpha 1

1419703_at collagen, type V, alpha 3

1455627_at, 1447819_x_at,

1418440_at
collagen, type VIII, alpha 1

1449154_at, 1418599_at collagen, type XI, alpha 1

1427986_a_at collagen, type XVI, alpha 1

1418237_s_at, 1426955_at collagen, type XVIII, alpha 1

1429549_at collagen, type XXVII, alpha 1

1457823_at, 1438133_a_at,

1442340_x_at
cysteine rich protein 61

1418511_at dermatopontin

1455688_at, 1422738_at discoidin domain receptor family, member 2

1437218_at fibronectin 1

1416164_at fibulin 5

1427489_at, 1454966_at integrin alpha 8

A
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Fig.2-6  細胞接着や発生過程に関わる term に含まれる遺伝子 (2) 

発現低下が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞接着や発生過程に関わる term

に含まれる遺伝子を示した。   

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

cell adhesion (2)

1452784_at, 1421198_at integrin alpha V

1417533_a_at, 1456133_x_at,

1417534_at, 1456195_x_at
integrin beta 5

1425039_at integrin, beta-like 1

1424114_s_at, 1451241_at,

1424113_at
laminin B1 subunit 1

1424807_at laminin, alpha 4

1416513_at laminin, beta 2

1424010_at microfibrillar-associated protein 4

1429841_at multiple EGF-like-domains 10

1443037_at neuroplastin

1423516_a_at nidogen 2

1431375_s_at parvin, alpha

1423606_at periostin, osteoblast specific factor

1419309_at podoplanin

1426794_at protein tyrosine phosphatase, receptor type, S

1422890_at, 1422889_at protocadherin 18

1437360_at protocadherin 19

1437442_at, 1456214_at protocadherin 7

1422640_at protocadherin beta 9

1438103_at, 1458721_at

protocadherin gamma subfamily A, 8; protocadherin gamma subfamily A, 9; protocadherin gamma

subfamily B, 4; protocadherin gamma subfamily C, 3; protocadherin gamma subfamily C, 5;

protocadherin gamma cluster; protocadherin gamma subfamily C, 4; protocadherin gamma

subfamily A, 2; protocadherin gamma subfamily A, 3; protocadherin gamma subfamily A, 11;

protocadherin gamma subfamily A, 12

1449254_at secreted phosphoprotein 1

1418424_at similar to TNF-stimulated gene 6 protein; tumor necrosis factor alpha induced protein 6

1419182_at sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain containing 1

1423135_at thymus cell antigen 1, theta

1448123_s_at, 1415871_at,

1437463_x_at, 1456250_x_at
transforming growth factor, beta induced

1421694_a_at, 1427256_at,

1427257_at
versican

B
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Fig.2-6  細胞接着や発生過程に関わる term に含まれる遺伝子 (3) 

発現低下が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞接着や発生過程に関わる term

に含まれる遺伝子を示した。   

1435448_at, 1456006_at,

1435449_at, 1456005_a_at
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

1424376_at CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 1

1422642_at, 1450700_at CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3

1452163_at E26 avian leukemia oncogene 1, 5' domain

1417558_at Fyn proto-oncogene

1417394_at Kruppel-like factor 4 (gut)

1454960_at MAD homolog 3 (Drosophila)

1418634_at Notch gene homolog 1 (Drosophila)

1424950_at, 1451538_at SRY-box containing gene 9

1417818_at, 1437155_a_at WW domain containing transcription regulator 1

1437785_at a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 9

1448460_at activin A receptor, type 1

1427584_at, 1454890_at angiomotin

1426869_at biregional cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes (Cdon) binding protein

1430533_a_at catenin (cadherin associated protein), beta 1

1448698_at, 1417419_at,

1417420_at
cyclin D1

1427683_at, 1427682_a_at early growth response 2

1443117_at eyes absent 1 homolog (Drosophila)

1422243_at fibroblast growth factor 7

1425911_a_at, 1424050_s_at fibroblast growth factor receptor 1

1437218_at fibronectin 1

1450112_a_at growth arrest specific 2

1442019_at, 1457270_at growth arrest specific 7

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

regulation of developmental process (1)

C
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Fig.2-6  細胞接着や発生過程に関わる term に含まれる遺伝子 (4) 

発現低下が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞接着や発生過程に関わる term

に含まれる遺伝子を示した。   

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

regulation of developmental process (2)

1455729_at guanine nucleotide binding protein, alpha q polypeptide

1437664_at homeo box D3

1437401_at insulin-like growth factor 1

1434070_at jagged 1

1424807_at laminin, alpha 4

1448416_at matrix Gla protein

1456524_at neuregulin 1

1443037_at neuroplastin

1420996_at plexin A3

1419309_at podoplanin

1454896_at recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region

1424704_at runt related transcription factor 2

1420416_at, 1449865_at
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3A;

hypothetical protein LOC100044161

1425840_a_at sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3F

1454974_at similar to Netrin-1 precursor; netrin 1

1437689_x_at, 1454849_x_at similar to clusterin; clusterin

1423349_at, 1423350_at suppressor of cytokine signaling 5

1460077_at tetratricopeptide repeat domain 3

1423135_at thymus cell antigen 1, theta

1454677_at, 1420924_at,

1460287_at, 1450040_at,

1433662_s_at

tissue inhibitor of metalloproteinase 2

1417455_at transforming growth factor, beta 3

1418733_at twist homolog 1 (Drosophila)

1419417_at vascular endothelial growth factor C

1448818_at, 1437673_at wingless-related MMTV integration site 5A

D
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Fig.2-7  ナリンゲニンカルコンが脂肪細胞の AdipoR2 遺伝子発現に 

  与える影響 

3T3-L1 前駆脂肪細胞を脂肪細胞に分化させる過程でナリンゲニンカルコンを 100 μM で

作用させ、分化 8 日後の AdipoR2 遺伝子発現を定量 RT-PCR で測定した。  
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Fig.2-8  ナリンゲニンカルコンによる脂肪細胞の代謝制御 

ナリンゲニンカルコンは脂肪細胞において PPARγ のアゴニストとして作用し、アディポ

ネクチンの発現を亢進する一方、酸化的リン酸化に関わる遺伝子群をはじめとした、ミト

コンドリアにおけるエネルギー代謝に関わる遺伝子の発現を上昇させる。また、AdiopoR2

発現を上昇させ、リガンドであるアディポネクチンの作用をより効果的に発現させるよう

にする。これらの作用により、脂肪細胞のインスリン抵抗性が改善するものと推察される。 
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第 3 章 

ユズ種子に含まれるオバクノンの肥満、 

高血糖改善作用 
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第 1 節 緒言 

オバクノンは柑橘類に存在するトリテルペン誘導体であるリモノイド類に属

する化合物であり、アグリコン、あるいは配糖体の形で柑橘の種子に多量に蓄

積することが知られている。柑橘の中でも香酸柑橘のユズは、果実中に多く種

子を含み、種子そのものは多くの場合廃棄されているのが現状であることから、

ユズの種子は比較的低コストで継続的に供給が可能なリモノイド類の有力なソ

ースであると考えられる。 

リモノイド類の生理活性については現在までに抗ガン、抗マラリア、抗菌作

用などが報告されており (Roy A and Saraf S, 2006; Manners GD, 2007)、オバクノ

ンもまた、ガン細胞のアポトーシスやカスパーゼ 3/7 の活性を誘導し、その増殖

を阻害することで抗ガン作用を示すことが報告されている (Chidambara Murthy 

KN et al, 2011; Poulose SM et al, 2006)。一方で、同じくリモノイド類に属してい

るノミリンは、胆汁酸受容体としてクローニングされた TGR5 に対してリガン

ド活性を示すこと、及び、高脂肪食負荷時における摂取が食事誘導性肥満や高

血糖の予防に有効であることが報告されている (Ono E et al, 2011)。オバクノン

が上記のような代謝性疾病に及ぼす影響については不明であったが、オバクノ

ンが高コレステロール負荷マウスにおいて、血管内皮機能を高める (Yoon J et al, 

2014) という最近の報告を考慮すると、オバクノンの経口摂取が序論で述べた代

謝性疾病の改善に寄与する可能性が考えられる。そこで、本章ではリモノイド

のソースとして有力と考えられるユズ種子に比較的多く含まれるオバクノンに

着目し、肥満、2 型糖尿病モデル動物である KKAy マウスにオバクノンを経口摂

取させたときの機能性について解析を行うこととした。 

 

第 2 節 実験方法 

実験材料 

ユズをオバクノン源として用いる柑橘として選抜し、ユズ種子を丸共青果問

屋より購入した。オバクノン標準品は ChromaDex より購入した。ピオグリタゾ

ン塩酸塩は和光純薬のものを使用した。その他の試薬は特に指定の無い限り、



54 
 

Sigma のものを使用した。培養細胞での試験に用いるサンプルは DMSO に溶解

させ、オバクノンは 100 mM、ピオグリタゾン塩酸塩は 5 mM のストック溶液と

した。 

 

細胞培養 

HEK293 細胞は 10% FBS、4500 mg/ml グルコースを含む DMEM を用いて 37°C、

5% CO2 インキュベーター内で培養した。3T3-L1 前駆脂肪細胞の培養法は第 2 章

に記載の方法に準じた。脂肪細胞への分化誘導の際 (誘導開始時を day 0 とする) 

には、コンフルエントになった細胞に分化誘導培地 (5 μM ピオグリタゾン塩酸

塩を添加) を加え、2 日間分化誘導を行った。誘導開始 2 日後、分化促進培地 (5 

μM ピオグリタゾン塩酸塩を添加) に交換し、以降 2 日ごとに分化促進培地の培

地交換を行い、脂肪細胞へと分化させた。100 μM オバクノン有無の条件下で上

記の通り脂肪細胞を分化させ、分化への影響を確認した。Day 8 に分化した脂肪

細胞の顕微鏡写真を撮影し (顕微鏡:オリンパス IMT-2、倍率 40 倍、カメラ:オリ

ンパス SP350)、TG を抽出・測定した。これらはすべて n = 3 で実施した。 

 

TG 測定 

分化した脂肪細胞の TG の抽出は、ヘキサン-イソプロピルアルコール (3:2、

v/v) により行った。抽出した TG は、トリグリセライド E-テストワコー (和光

純薬) を用い、付属のマニュアルに従って測定を実施した。また、抽出を実施し

た細胞のタンパク質量を、BCA protein Assay Kit (Pierce Biotechnology) を用い、

付属のマニュアルに従って定量した。測定した TG 量をタンパク質量で除し、標

準化を行った。測定はすべて n = 3 で実施した。 

 

ルシフェラーゼアッセイ 

ルシフェラーゼアッセイは定法に基づき (Sato R et al, 1999; Ono E et al, 2011)、

第 2 章の記載の方法に準じて実施した。具体的な手順は下記の通りである。TGR5

リガンド活性の評価を行う際には、pCRE-Luc [cAMP response element (CRE) を
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持つレポータープラスミド]、pcDNA-TGR5 (TGR5 発現プラスミド)、pEF-β-Gal 

(内部コントロール用プラスミド) を、12 well plate 上の HEK293 細胞にトランス

フェクションした。PPARγ の転写活性の評価を行う際には、pG5-Luc (GAL4 結

合領域を持つレポータープラスミド)、pM-PPARγ (GAL4 DNA 結合領域と、

PPARγ リガンド結合領域の融合タンパク質発現プラスミド)、pRL-CMV を、12 

well plate 上の HEK293 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクショ

ンは、Lipofectamin 2000 (Invitrogen) を用い、付属のマニュアルに従って行った。

トランスフェクション 4 時間後、10%のデキストラン・活性炭処理 FBS を添加

した DMEM に培地交換し、その 20 時間後に DMSO (vehicle)、あるいは被検化

合物を添加した。比検化合物添加 5 時間後 (TGR5 リガンド活性評価時)、あるい

は 24 時間後 (PPARγ 転写活性評価時)、細胞を回収し、測定を行った。細胞の回

収、及びルシフェラーゼレポーター活性の評価は Dual-Luciferase TM reporter assay 

system (Promega) を用い、付属のマニュアルに従って行った (Sato R et al, 1999; 

Ono E et al, 2011)。測定はすべて n = 3 で実施した。 

 

薄層クロマトグラフィー 

薄層クロマトグラフィー (TLC) は TLC Silica gel 60 F254 (EMD Millipore) を用

い、展開溶媒にはジクロロメタン-酢酸エチル (19:1、v/v) を用いて実施した。

スポットの検出は 5%硫酸エタノール溶液をスプレーした後ホットプレート上

で加熱することにより行った。 

 

ユズ種子からのオバクノンの調製 

動物試験に用いるオバクノンはユズ種子より調製した。ユズ種子を 100°C で

乾燥させた後、フードプロセッサーで粉砕した。種子粉砕物にエタノールを加

え、室温で 2 時間抽出した後ろ過し、ろ液を減圧濃縮した。濃縮した抽出物を

double distilled water (ddw) で分散させ、沈殿を 5000 rpm、20 分遠心することで

収集した。得られた沈殿を氷冷エタノールにて 2 回洗浄し、シリカゲルカラム

を用いた分画に供した。分画の展開溶媒にはジクロロメタン-酢酸エチル (19:1、
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v/v) を用い、得られたフラクションパターンを TLC により分析し、オバクノン

フラクションを得た。得られたオバクノンは高速液体クロマトグラフィー 

(HPLC) により、下記の条件で分析して標品と比較し、90%以上の純度であるこ

とを確認した。システム ; Shimadzu SIL-10A auto injector、 SPD-10A UV 

spectrophotometric detector、CBM-20A communications bus module、LC-10AD pump: 

カラム; Shiseido CAPCELL PAK C18 MGIII (4.6 mm ID × 250 mm) : 溶媒; アセト

ニトリル-水 (1:1、v/v) : 流速; 1 ml/min: 検出波長; 210 nm。 

 

動物試験 

試験プロトコールはキッコーマン株式会社の動物実験委員会により承認され 

(承認番号 2013-Y24)、日本実験動物学会のガイドラインに則って試験を実施し

た。全ての外科的処置はイソフルラン麻酔下で実施し、動物の苦痛軽減のため

の処置を行った。 

3 週齢、雄性の KKAy マウスを日本クレアから購入し、4 週齢の時点で平均体

重及び HbA1c が等しくなるように各群 8 匹、2 群 (コントロール群、0.1%オバ

クノン群) に割り付けた (コントロール体重 22.5 g、HbA1c 2.84%、0.1%オバク

ノン群体重 22.1 g、HbA1c 2.83%)。マウスは 22°C、湿度 60%、12 時間サイクル

の明暗期、SPF 環境の動物飼育室にて個別に飼育した。水は自由摂取とし、摂餌

はペアフィードにより実施した。餌は AIN-93G をコントロール食としてコント

ロール群に投与し、0.1%オバクノン群にはオバクノンを 0.1%となるように

AIN-93G に均一に混合・調製した飼料を投与した。体重は毎日測定を実施し、

HbA1c と血糖値は毎週測定を実施した。摂餌開始 28 日後に、マウスを 16 時間

絶食の後イソフルラン麻酔下で屠殺し、褐色脂肪組織、白色脂肪組織、腓腹筋、

大腿筋重量を測定した。血液サンプルは採取後直ちにジペプチジルぺプチダー

ゼ IV (DPPIV) 阻害剤 (EMD Millipore) を添加し、血清を採取した。血清は測定

まで-80°C にて保管した。 

 

HbA1c 及び血糖値測定 
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HbA1c及び血糖値はDCA2000 (バイエルメディカル) 及びアントセンス III (堀

場製作所) を用いて測定した。 

 

血清パラメーター測定 

血清中の GLP-1 は Lbis GLP-1 (active) ELISA Kit (シバヤギ) を用いて測定した。

また、血清中のインスリンは Lbis Insulin-mouse-T ELISA Kit (シバヤギ) を用いて

測定した。 

 

統計解析 

測定値は平均±標準偏差の形で表した。動物試験におけるコントロール群との

2 群比較では、対応のない t 検定を用いた。3 群以上の比較では、一元配置分散

分析の後、Bonferroni/Dunn 法を用いた。p 値が 0.05 より小さい場合を有意な変

化があるとみなした。 
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第 3 節 結果 

KKAy マウスにおけるオバクノン経口摂取は体脂肪重量を減少させ、骨格筋重量

を増加させる。 

最初に、オバクノンの経口摂取が代謝性疾病に関与するパラメーターに及ぼ

す影響を評価する目的で、肥満・2 型糖尿病モデル動物である KKAy マウスにコ

ントロール食及び 0.1%オバクノン食を 28 日間摂取させた。リモノイドアグリコ

ンはその強い苦味により、混餌することによってマウスの摂餌量が低下する可

能性が過去の予備的な検討結果から懸念されたため、その影響を最小限に抑え

るためにペアフィードにより摂餌量が等しくなるように試験を実施した。試験

終了時の体重は両群で差が認められなかった (Fig.3-1 A) が、オバクノンの経口

摂取により、皮下脂肪及び内臓脂肪組織重量比 (体重に対する比率) が有意に低

くなっていることが確認された (Fig.3-1 B)。これら白色脂肪組織で認められた

変化とは異なり、褐色脂肪組織重量比については両群間で有意な差が認められ

なかった。大腿筋、及び、腓腹筋重量比 (体重に対する比率) は 0.1%オバクノ

ン群でコントロール群に比べ有意な増加が認められた (Fig.3-1 C)。これらの結

果は、オバクノンの継続的な経口摂取が代謝性疾病に関わるパラメーターの改

善に寄与する可能性を示唆していると考えられた。 

 

KKAy マウスにおけるオバクノン経口摂取は糖代謝の増悪を予防する。 

次に、KKAy マウスに 28 日間 0.1%オバクノン食を摂取させて飼育した際に糖

代謝に現れる影響を評価した。Fig.3-2 A に示したように、0.1%オバクノン群は

コントロール群と比べて有意に低い空腹時血糖値と HbA1c 値を示した。統計学

的に有意な水準には達していないものの、0.1%オバクノン群ではコントロール

群に比べ血清インスリンレベルが低く、血清 GLP-1 レベルが高くなっていた 

(Fig.3-2 B)。GLP-1 は摂食直後に血中に分泌される腸由来のペプチドで、摂食後

の糖代謝を制御し、血糖を低下させる。これらの結果は、オバクノンの継続的

な経口摂取が高血糖を予防することを示唆するとともに、オバクノンの摂取に

よる GLP-1 分泌がオバクノンの高血糖抑制作用に寄与している可能性を示すも
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のと考えられた。 

 

オバクノンは TGR5 の転写活性を上昇させる。 

上記の結果は、オバクノンが GLP-1 分泌を亢進することにより糖尿病の進展

を抑制する可能性を示すものと考えられた。そこで、オバクノンによる

TGR5-GLP-1 経路の刺激・増強が、代謝性疾病関連のパラメーターにオバクノン

が及ぼす好ましい効果に寄与しているのではないかと考え、これについて検証

を行うこととした。まず TGR5 発現プラスミドと、CRE を有するレポータープ

ラスミドを用いたレポーターアッセイにより、オバクノンが TGR5 による転写

に与える影響を評価した。HEK293 細胞に上記のプラスミドをトランスフェクシ

ョンし、5 時間の 0-100 μM オバクノン処理の後、細胞を回収して測定を行った

ところ、オバクノンはポジティブコントロールとして用いた胆汁酸の一種であ

るタウロコール酸 (TLCA) と同様、TGR5 発現プラスミド存在下でレポーター

活性を増大させた (Fig.3-3 A)。さらに、この転写活性の上昇はオバクノンの濃

度依存的に認められ (Fig.3-3 B)、オバクノンが TGR5 のアゴニストとして作用

し、その転写活性を上昇させていることが示唆された。 

 

オバクノンは PPARγ をアンタゴナイズし、脂肪細胞の TG 蓄積を阻害する。 

KKAy マウスを用いた動物試験において、オバクノンの継続経口摂取により脂

肪組織重量比の増加が抑制されていたことから、オバクノンが脂質代謝におけ

るマスターレギュレーターである核内受容体 PPARγ の転写活性に影響を及ぼし

ている可能性を考え、第 2 章の検討でも用いた Gal4-UAS のレポーターアッセイ

系により評価した。Fig.3-4 A に示すように、合成リガンドであるピオグリタゾ

ンにより活性化された PPARγ の転写活性は、オバクノンを共存させることで有

意に抑制されることが明らかとなった。さらに、脂肪細胞をピオグリタゾン存

在下で分化させたとき、オバクノンを共存させることにより、TG の蓄積が大き

く抑制されることも確認された (Fig.3-4 B, 3-4 C)。これらの結果から、オバクノ

ンは PPARγ をアンタゴナイズすることでその転写活性を抑制することが示唆さ
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れた。このことは、動物試験で確認されたオバクノンの継続経口摂取による抗

肥満効果の少なくとも一部は、ここで確認されたオバクノンの PPARγ アンタゴ

ニスト活性が寄与している可能性を示唆していると考えられた。  
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第 4 節 考察 

本章での検討により、オバクノンの継続的な経口摂取が、肥満・2 型糖尿病モ

デル動物である KKAy マウスにおいて、その体重に影響を与えることなく、白

色脂肪組織における脂肪蓄積を抑制し、同時に、骨格筋重量を増加させること

が明らかとなった。さらに、オバクノンを摂取させたマウスはコントロール食

を与えたマウスに比べ、有意に血糖値と HbA1c が低く抑えられていることも確

認された。レポーターアッセイの結果からは、オバクノンが TGR5 による転写

を活性化させる一方で、PPARγ をアンタゴナイズし、脂肪細胞の TG 蓄積を抑

制することが示唆された。これらの結果は、オバクノンの継続的な経口摂取が、

高血糖や肥満の予防、あるいは、骨格筋量の維持・増大を介した代謝性疾病の

リスク低減に有用である可能性を示唆するものであると考えられる。 

GLP-1 は消化管ホルモンのインクレチンの一種であり、小腸上皮の腸内分泌

細胞である L 細胞で合成される前駆体から活性型へと変換されるペプチドであ

る (Holst JJ, 2007)。摂食の直後、GLP-1 は血中に分泌され、摂食後のグルコース

代謝に様々な影響を及ぼす内分泌効果を発揮する。GLP-1 の分泌は、TGR5 の活

性化により促進されることが腸内分泌細胞の細胞株である STC-1 細胞を用いた

実験により確認されている (Katsuma S et al, 2005)。また、TGR5 の活性化による

小腸での GLP-1 分泌促進は、肥満マウスにおける耐糖能を高めることが報告さ

れている (Thomas C et al, 2009)。統計学的に有意な水準には至らなかったものの、

本章で実施した動物試験において、0.1%オバクノン群の血清 GLP-1 濃度は、コ

ントロール群に比べて高くなっている傾向が認められた (Fig.3-2 B)。オバクノ

ンが TGR5 による転写活性を上昇させること (Fig.3-3) を考慮すると、オバクノ

ンによる血糖低下作用の少なくとも一部は、TGR5-GLP-1 経路の活性化を介して

発揮されている可能性が考えられる。血清 GLP-1 レベルに群間の有意差がつか

ず、傾向が認められる程度の変化に留まった理由として、血液のサンプリング

タイミングが要因の 1 つではないかと考えられる。今回の試験では、血液を一

晩以上絶食させた後のマウスから採取している。一般的に、GLP-1 は摂食直後

に分泌され、速やかに DPPIV により分解されるため、その半減期は非常に短く
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数分とされている。このため、本試験で用いた血液は、サンプリングの時点で

GLP-1 レベルが定常状態に近いレベルまで戻っていた可能性があると考えられ

る。オバクノンの継続的な経口摂取で TGR5 活性が持続的に刺激されることに

より、上記の血液サンプルにおいても 0.1%オバクノン群で GLP-1 の上昇傾向が

認められたのではないかと考えられる。 

興味深いことに、オバクノンの経口摂取は糖代謝を改善するのみならず、腓

腹筋や大腿筋の骨格筋重量比を増加させることが確認された(Fig.3-1 B)。近年の

研究から、糖代謝の恒常性維持において、TGR5-AKT-mTOR シグナル経路が、

脂肪組織におけるマクロファージの機能を制御することによって重要な役割を

果たしていることが明らかとなってきつつある (Perino A et al, 2014)。また、

AKT-mTOR 経路は多くのタンパク質合成に関わる経路を協調的に制御すること

から、通常の骨格筋の発達や筋肥大の主要な制御因子であると考えられている 

(Bodine SC et al, 2001; Glass DJ, 2003; Parkington JD et al, 2003; Leger B et al, 2006)。

これらの報告は、経口摂取したオバクノンが骨格筋において TGR5-AKT-mTOR

シグナル経路を制御し、骨格筋肥大を増強する可能性があることを示唆してい

ると考えられる。一方で、ある種の GPCR は骨格筋肥大を誘導することが知ら

れている (Berdeaux R and Stewart R, 2012)。GPCR のこうした効果は、ホスホジ

エステラーゼ活性の阻害が骨格筋委縮を減弱させる (Hinkle RT et al, 2005; 

Baviera AM et al, 2007) ことから、骨格筋における選択的な cAMP シグナルの活

性化に起因していると考えられる。TGR5 が Gαs と共役し、アデニル酸シクラー

ゼの活性化とそれに引き続く cAMP 合成を誘導することを考慮すると、オバク

ノンによる TGR5 活性化は、細胞内 cAMP シグナルの制御を介して骨格筋肥大

にも寄与しているのではないかと考えられる。経口摂取したオバクノンがどの

ようなメカニズムにより筋肥大経路を刺激しているのかについては、今後より

詳細な検討を行い、明らかにしてゆく必要がある。 

本章で実施したレポーターアッセイにより、オバクノンは TGR5 の転写活性

を上昇させるのみならず、リガンド依存的な PPARγ の転写活性をアンタゴナイ

ズすることが確認された (Fig.3-4 A)。PPARγ は核内受容体スーパーファミリー
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に属する転写因子であり、糖・脂質代謝恒常性に関わる複雑な転写制御ネット

ワークにおいて中心的な役割を担っている。チアゾリジン誘導体は、PPARγ リ

ガンドとして機能する化合物群であり、インスリン抵抗性の改善を介して血糖

値を低下させることが知られている。しかしながら、これらの化合物群は、同

時に脂肪組織重量増加リスクを増大させることが報告されており (Burkey BF et 

al, 2000; Wang Q et al, 1997; Kelly IE et al, 1999)、糖尿病治療薬として処方される

際、こうした副作用に留意する必要がある。一方で、PPARγ の転写活性亢進で

はなく、逆にその転写活性を一部抑制することがインスリン抵抗性や肥満の予

防に寄与することも複数の研究から示唆されている。別の研究では、PPARγ の

ヘテロ欠損マウスは高脂肪食負荷時においてもインスリン抵抗性や脂肪組織蓄

積に対して抵抗性を示すことが報告されている (Kubota N et al, 1999)。さらに、

PPARγ のアンタゴニストは、脂肪細胞の分化と脂肪合成を阻害することも明ら

かとなっている (Wright HM et al, 2000; Camp HS et al, 2001)。Fig.3-4 の結果が示

すように、オバクノンがピオグリタゾンによる PPARγ の活性化をアンタゴナイ

ズすること、及び、分化中の脂肪細胞における脂質蓄積を阻害することを考慮

すると、Fig.3-1 B で認められた、オバクノンを経口摂取したマウスにおける脂

肪組織重量の減少は、オバクノンによる PPARγ の転写活性の部分的な抑制に起

因するのではないかと考えられる。同様に、オバクノンの糖代謝改善作用に関

しても、TGR5 の活性化だけでなく、PPARγ のアンタゴナイズが寄与している可

能性が推察される。今までに PPARγ をアンタゴナイズする天然由来の化合物と

して、アスタキサンチンとレスべラトロールが報告されている (Jia Y et al, 2012; 

Calleri E et al, 2014)。アスタキサンチンは PPARγ の ligand binding domain (LBD) 

に直接結合することによってアンタゴニストとして作用する一方、レスべラト

ロールは、自身とその代謝産物であるグルクロニドが PPARγ と結合することに

よりアンタゴニストとして作用する。これらの化合物とオバクノンは基本骨格

が異なっており、オバクノンがこれらの化合物と同様に PPARγ の LBD に結合す

ることによってアンタゴニスト活性を発揮しているかどうかは定かではないが、

PPARγ との相互作用の有無など、アンタゴナイズの様式についての検討は今後
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の課題としたい。 

本章では、アグリコン状態のリモノイドであるオバクノンを用いて、KKAy

の代謝性疾病関連のパラメーターに及ぼす影響を評価した。一般に、リモノイ

ドは水に不溶で強い苦味を呈するアグリコンとして存在する一方で、水溶性で

無味の配糖体も成熟した柑橘種子や果肉に存在する (Hasegawa S et al, 1989; 

Fong CH et al, 1989)。柑橘類の果汁には、アグリコンに比べて配糖体のリモノイ

ドが多い (Fong CH et al, 1989; Herman Z et al, 1990) ことから、通常の食生活にお

いては、リモノイド配糖体が主要なリモノイド類の供給源になると考えられる。

こうした背景から、リモノイド配糖体がアグリコンと同等の活性を示すことが

できるかどうかは、食を通じた機能性の発現を考える上で重大な関心事である。

リモノイド配糖体とアグリコンの抗酸化活性について比較した最近の研究では、

その活性が異なることが報告されており (Minamisawa M et al, 2014)、リモノイド

配糖体とアグリコンの生理活性は一般的には異なることが予想される。しかし、

リモニン配糖体をヒトが経口摂取した際に、アグリコンであるリモニンが血漿

中で検出されたという報告 (Manners GD et al, 2003) から、経口摂取したリモノ

イド配糖体は消化管でアグリコンに変換され、体内でアグリコンの活性を発揮

できる可能性が推察される。経口摂取したリモノイド配糖体が本章で認められ

たようなアグリコンと同等の機能性を示すことができるのかどうかについては、

今後検討を進め、明らかにする必要がある。 

本章の結果から、柑橘のユズ種子由来のリモノイドの一種であるオバクノン

は、肥満・2 型糖尿病モデル動物である KKAy マウスに継続的に経口摂取させる

ことにより、高血糖の抑制や骨格筋量の増大などの効果を発揮することが示さ

た。これらの効果は、少なくとも部分的には TGR5 が関与する様々なシグナル

経路をオバクノンが活性化することによって引き起こされていることが示唆さ

れた。また、オバクノンが PPARγ のアンタゴニストとして作用し、それが動物

試験での脂肪蓄積阻害効果に寄与していることも示された。これらの結果は、

オバクノンの継続的な経口摂取が、高血糖や肥満の予防や骨格筋量の増大など、

代謝性疾病の改善を考える上で有用な変化をもたらしうる可能性を示している
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と考えられる。  
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Fig.3-1  オバクノン摂取による KKAy マウスの組織重量の変化 

オバクノンを 28 日間摂取させた KKAy マウスの、A. 体重、B. 脂肪組織重量、C. 骨格筋

重量。KKAy マウスに AIN-93G、あるいは 0.1%オバクノンを含む AIN-93G を 28 日間ペア

フィードにより摂取させ、16 時間絶食後に体重及び各組織重量を測定した。 
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Fig.3-2  オバクノン摂取による KKAy マウスの糖代謝関連 

  パラメーターへの影響 

0.1%オバクノンを含む餌を 28日間摂取させたKKAyマウスの、A. 空腹時血糖及びHbA1c、

B. 血清インスリン及び GLP-1 値。KKAy マウスに AIN-93G、あるいは 0.1%オバクノンを含

む AIN-93G を 28 日間ペアフィードにより摂取させ、16 時間絶食後に採血し、空腹時血糖

及び HbA1c を測定すると同時に血清を採取した。血清中のインスリン及び GLP-1 は ELISA

法にて測定した。  
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Fig.3-3  オバクノンが TGR5 の転写活性に及ぼす影響 

HEK293 細胞に表記のレポーター遺伝子をトランスフェクションし、100 μM の TLCA、

あるいは 0 – 100 μM のオバクノン含有培地で 24 時間培養した。その後細胞を回収し、レポ

ータージーンアッセイを行った。  
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Fig.3-4  オバクノンが PPARγ の転写活性に及ぼす影響と脂肪細胞分化に

伴う TG 蓄積に及ぼす影響 

A. HEK293 細胞に表記のレポーター遺伝子及び TGR5 発現プラスミドをトランスフェク

ションし、100 μM のオバクノン含有培地で 24 時間培養後細胞を回収し、レポータージーン

アッセイを行った。B. ピオグリタゾン存在下で 3T3-L1 細胞を分化させ、この過程で 100 μM

のオバクノンを共存させた時の TG 蓄積に及ぼす影響を評価した。分化誘導 8 日後に TG 抽

出測定、タンパク質量の測定を実施した。  
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Fig.3-4  オバクノンが PPARγ の転写活性に及ぼす影響と脂肪細胞分化に

伴う TG 蓄積に及ぼす影響 

C. ピオグリタゾン存在下で 3T3-L1 細胞を分化させ、この過程で 100 μM のオバクノンを

共存させた時の TG 蓄積に及ぼす影響を評価した。分化誘導 8 日後の細胞の様子を顕微鏡下

で写真撮影した。  
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Fig.3-5  オバクノンの作用メカニズム 

オバクノンは TGR5 のリガンドとして作用することで細胞内 cAMP 濃度の上昇を介して

シグナルを伝達し、標的遺伝子の転写活性化を介してエネルギー消費を亢進させる一方、

小腸の L 細胞では GLP-1 分泌を促して糖代謝の改善に寄与しているものと考えられる。骨

格筋重量の増加は、TGR5-mTOR 経路の活性化や cAMP 濃度上昇を介しているものと推察さ

れるが、メカニズム解明に向けさらなる検討が必要である。オバクノンは PPARγ のアンタ

ゴニストとしても作用し、脂肪細胞における TG 蓄積阻害により抗肥満効果を発揮している

ものと考えられる。  
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α β
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第 4 章 

マンゴスチンに含まれる α-マンゴスチンの 

筋分化促進作用 
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第 1 節 緒言 

α-マンゴスチンは、東南アジア原産の熱帯性常緑樹であるマンゴスチンに豊富

に含まれるキサントン類に属するポリフェノールの一種である。キサントン類

は特にマンゴスチンの果皮に多く蓄積が認められ、その主要なキサントンは α-

マンゴスチンと γ-マンゴスチンである (Walker EB, 2007)。α-マンゴスチンにつ

いてはその生理活性について多くの知見が蓄積しており、抗アポトーシス効果、

抗腫瘍効果、抗炎症効果、抗酸化効果などが報告されている (Gutierrez-Orozco F 

and Failla ML, 2013)。マンゴスチンの果皮や果実は東南アジアにおいて伝統薬と

して下痢、赤痢、皮膚感染症、炎症、高熱などの治療に用いられてきており 

(Pedraza-Chaverri J et al, 2008; Obolskiy D et al, 2009)、マンゴスチンに豊富に含ま

れるキサントン類が上記用途における薬理作用に大きく寄与しているものと考

えられる。しかし、上記以外のキサントン類の生理活性、とりわけ、本研究の

対象としている代謝性疾病に関わる機能性についての研究報告はなく、骨格筋

に及ぼす影響については不明であった。そこで本章では、含量が多く、主要な

キサントンである α-マンゴスチンが骨格筋分化に及ぼす影響を明らかにするこ

とを目的とし、筋管形成に関わる生化学的プロセスの解析実験に用いる細胞株

として確立されたモデルである C2C12 細胞 (Yaffe D and Saxel O, 1977) が α-マ

ンゴスチン存在下で分化する際の遺伝子発現変動をDNAマイクロアレイにより

解析した。 

 

第 2 節 実験方法 

実験材料 

α-マンゴスチンは ChromaDex より購入し、DMSO に溶解させることで 5 mM

のストック溶液を調製した。その他の試薬は特に指定の無い限り、Sigma のもの

を使用した。 

 

細胞培養 

C2C12 細胞は 10% FBS、4500 mg/ml グルコースを含む DMEM を用い、37°C、
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5% CO2 インキュベーター内で培養した。筋管細胞への分化誘導の際 (誘導開始

時を day 0 とする) には、細胞がコンフルエントに達した後、分化培地 (2% FBS、

4500 mg/ml グルコースを含む DMEM) に交換し、以降 2 日ごとに分化培地の交

換を行い、筋管細胞へと分化させた。Day 4 に分化した筋管細胞の顕微鏡写真を

撮影し (顕微鏡:オリンパス IMT-2、倍率 40 倍、カメラ:オリンパス SP350)、細胞

から total RNA を抽出した。これらはすべて n = 3 で実施した。 

 

RNA 抽出 

Total RNA は TRIzol (Invitrogen) と、PureLink® RNA Mini Kit (Life technology) 

を用い、付属のマニュアルに従って抽出、精製した。A260 nm/A280 nm の値が

1.6-2.0 となるサンプルのみ、リアルタイム RT-PCR 及び DNA マイクロアレイに

用いた。 

 

リアルタイム定量 RT-PCR 

Myl2、titin-cap、follistatin の遺伝子発現は SYBR® PrimeScript® RT-PCR Kit (タ

カラバイオ) を用い、付属のマニュアルに従って行った。簡単には、PrimeScript® 

RT reagent Kit (タカラバイオ) を用いて total RNA を cDNA へと逆転写し、

SYBR® Premix Ex TaqTM (タカラバイオ) を用い、リアルタイム定量 RT-PCR を実

施した。リアルタイム反応とデータ解析は Mx3005P QPCR system (Stratagene)と、

MxPro software (Stratagene) を用いて行った。標準化に用いるハウスキーピング

遺伝子は cyclophilin とした。プライマー配列は本節の最後に表 2-1 として記載し

た。 

 

DNA マイクロアレイ 

DNA マイクロアレイは、Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix) を用い、付

属のマニュアルに従って行った。簡単には、100 ng の total RNA を cDNA に逆転

写した後に dsDNAへと変換し、これを鋳型にしてビオチン化 cRNAを合成した。

この cRNA を断片化した後、45°C で 16 時間アレイにハイブリダイズさせた。ハ
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イブリダイズさせたアレイを洗浄した後、ストレプトアビジン-フィコエリスリ

ンで染色し、Affymetrix GeneChip System を用いてスキャンし、データを得た。 

 

DNA マイクロアレイデータ解析 

スキャンしたアレイイメージを CEL ファイルに変換し、各プローブ強度を得

るために、Affymetrix の GCOS ソフトウェアを用いた。スキャンにより得られた

CEL ファイルは、統計ソフト R と Bioconductor により、Factor Analysis for Robust 

Microarray Summarization (qFARMS) 法を用いて正規化を行った後、サンプル間

の階層的クラスタリングを行った。コントロール群と α-マンゴスチン群の間で

発現に差がある遺伝子セット (DEGs) の選抜は、Rank Product 法にて行い、FDR 

< 0.01 となる遺伝子を有意に発現が異なるものとみなした。DEGs を Mouse 

Genome 430 2.0 Array バックグラウンド (GeneChip に搭載されている全遺伝子) 

と比較し、どのような機能を持った遺伝子セットが濃縮されてきているかにつ

いて、DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) の functional annotation chart を用いて

解析を行い、有意に濃縮された Gene Ontology (GO) を抽出した。FDR < 0.05 と

なる GO を有意に濃縮されたものとみなした。 

 

統計解析 

測定値は平均±標準偏差の形で表した。コントロール群との 2 群比較では、対

応のない t 検定を用いた。p 値が 0.05 より小さい場合を有意な変化があるとみな

した。 
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cyclophilin (標準化用) 

5’-TGGTGACTTTACACGCCATA-3’ 

5’-CAGTCTTGGCAGTGCAGATA-3’ 

 

Myl2  

5’-CCCTAGGACGAGTGAACGTG-3’ 

5’-TCCCGGACATAGTCAGCCTT-3’ 

 

titin-cap  

5’-AAGAGGGATGCTCCTTGCAC-3’ 

5’-GGTATTCCTGTAGCCCACGG-3’ 

 

follistatin  

5’-GTGACAATGCCACATACGCC-3’ 

5’-TCCGAGATGGAGTTGCAAGA-3’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 4-1 リアルタイム定量 RT-PCR に用いたプライマー一覧  
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第 3 節 結果 

α-マンゴスチンは C2C12 筋芽細胞の分化を促進する 

はじめに、α-マンゴスチンが C2C12 筋芽細胞の分化に及ぼす影響を評価した。

C2C12 筋芽細胞を、α-マンゴスチン 5 μM 存在下で分化誘導し、誘導 4 日後まで

分化させた。4 日後、α-マンゴスチン存在下で分化させた細胞は、コントロール

群の細胞に比べ、筋管の形成が促進されていた (Fig.4-1 A)。また、この時点の

細胞から total RNA を回収し、骨格筋合成のマーカー因子の一つである Myl2 の

発現を測定したところ、α-マンゴスチン群での発現はコントロール群と比較し有

意に上昇していた (Fig.4-1 B)。これらの結果から、α-マンゴスチンは筋芽細胞の

分化を促進することが示唆された。 

 

DNA マイクロアレイ解析 

次に、α-マンゴスチンが筋芽細胞の分化に際し、遺伝子発現にどのように影響

を与えているのかを包括的に調べるため、DNA マイクロアレイ解析を行った。

統計ソフト R を使用し、得られたデータを qFARMS 法により正規化、階層的ク

ラスタリングを行い、コントロール群と α-マンゴスチン群でクラスターが分か

れていることを確認した (Fig. 4-2) 後、、コントロール群と α-マンゴスチン群で

発現の異なる遺伝子セットを Rank Product 法にて抽出した。α-マンゴスチン添加

によって、より強く影響を受けた遺伝子群に着目して解析を行うため、このス

テップでは FDR 0.01 未満を満たすものを有意に発現が異なるとみなし、遺伝子

の抽出を実施した。コントロール群と比較し、α-マンゴスチン群で有意に発現上

昇が認められた遺伝子は 213 個であり、有意に発現低下が認められた遺伝子は

375 個であった。 

第 2 章の解析と同様に、これらの有意な発現変動が認められた遺伝子群につ

いて、どのような機能を持った遺伝子が有意に濃縮されてきているのか、DAVID 

の gene-annotation enrichment analysis によって、GO biological process、及び cellular 

component のアノテーションに基づき解析を行い、GO の階層構造表示としてま

とめた。α-マンゴスチンにより発現上昇が認められた遺伝子群について、
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biological process、及び cellular component の下層の GO term について整理したも

のをそれぞれ Fig.4-3 A, B に示した。また、発現低下が認められた遺伝子群に

ついて、同様に整理したものをそれぞれ Fig.4-4 A, B に示した。 

α-マンゴスチンにより発現上昇が認められた遺伝子群のなかで有意に濃縮さ

れていた GO terms には、biological process については、"heart development"、

"muscle cell fate commitment"、"BMP signaling pathway"などが認められた。また、

cellular component については"actin cytoskeleton"、"anchored to plasma membrane"、

"sarcoplasmic reticulum"などが認められた。これらの term に含まれていた遺伝子

の一覧を Fig.4-5 に示した。これらの GO term には、筋分化に関与するもの、骨

格筋の構成因子に関わるものが多く含まれていた。一方、α-マンゴスチンにより

有意な発現低下が認められた遺伝子群においては、 "fibrillar collagen"、

"extracellular space"、"focal adhesion"などの term が認められた。これらの term に

含まれていた遺伝子の一覧は Fig.4-6 に示した。このことから、α-マンゴスチン

処理によって、骨格筋の分化、及び、それに伴って起こる細胞の形態変化に関

与している遺伝子群の発現が制御されている可能性が示唆された。 

 

α-マンゴスチンがミオスタチン経路に及ぼす影響 

DNA マイクロアレイ解析において、α-マンゴスチンにより有意な発現上昇が

認められた遺伝子群のなかには、ミオスタチン経路を負に制御する因子 

(titin-cap、follistatin) が確認された （Fig. 4-5）。ミオスタチンは骨格筋の成長を

負に制御し、MyoD の発現を負に制御することで筋芽細胞の分化を阻害すること

が報告されており (Langley B et al, 2002)、廃用性筋萎縮やカヘキシアなど、筋萎

縮を伴う多くの病態でミオスタチンの発現及び血清ミオスタチンレベルの亢進

が認められている (Schakman O et al, 2009; Zachwieja JJ et al, 1999)。titin-cap は、

ミオスタチンと相互作用することでその分泌を阻害することが (Nicholas G et al, 

2002)、follistatin は直接の相互作用を介してミオスタチンをアンタゴナイズする

ことが (Amthor H et al, 2004)、それぞれ報告されている。DNA マイクロアレイ

解析で認められたこれらの遺伝子の発現変動について、リアルタイム定量 PCR



79 
 

を実施して確認したところ、titin-cap、follistatin ともに α-マンゴスチン群ではコ

ントロール群に比べ有意に発現が上昇していることが確認された (Fig.4-7)。こ

れらの結果は、α-マンゴスチン処理を行った細胞において、筋管形成が促進され

ていたという Fig.4-1 A の観察結果と合致するものであった。 
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第 4 節 考察 

本章では、C2C12 筋芽細胞の分化中に α-マンゴスチンを処理することで、筋

管の形成が促進されることを見出した。Fig.4-1 に示したように、α-マンゴスチ

ンを処理した細胞は通常条件で分化させた細胞に比べてより太い筋管を形成し

ており、骨格筋合成のマーカー因子である Myl2 の発現は、コントロール群に比

べおよそ 2.5 倍に上昇していることが確認された。 

DNA マイクロアレイ解析の結果からは、α-マンゴスチンにより、筋分化に関

与する遺伝子群  (muscle cell fate commitment) や、骨格筋の構成因子  (actin 

cytoskeleton、sarcoplasmic reticulum) となっている遺伝子群の発現が同時に上昇

している一方で、細胞外骨格や細胞接着に関与している遺伝子群  (fibrillar 

collagen、extracellular space、focal adhesion) の発現が低下していることが明らか

となった (Fig.4-3, Fig.4-4)。細胞接着に関わる遺伝子群の発現は、筋芽細胞の分

化開始時 (day 0) にピークに達し、その後、分化が進行するにつれて減衰してい

くことが報告されている (Tomczak KK et al, 2004)。これを本章の結果と合わせ

て考えると、α-マンゴスチンは、筋芽細胞における分化中の遺伝子発現バランス

を、より分化の進んだ状態にシフトさせるように調節していると考えられる。 

骨格筋合成、分化の過程においては、細胞周期に関連した遺伝子群の大きな

発現変動が惹起される。いくつかの研究から、細胞周期制御に関わる遺伝子群

は C2C12 細胞の分化に伴って協調的に発現制御を受けることが明らかとなって

きている (Moran JL et al, 2002; Shen X et al, 2003; Tomczak KK et al, 2004)。しかし

ながら、本章での DNA マイクロアレイ解析の結果においては、筋芽細胞分化に

関与している多種多様な遺伝子群が α-マンゴスチンにより発現制御を受けてい

る一方で、細胞周期制御に関わる遺伝子群の発現は α-マンゴスチン処理の有無

で差が認められなかった。こうした結果は、α-マンゴスチンが、筋芽細胞の分化

とそれに引き続く筋管形成の過程を、通常条件下で認められる細胞周期制御に

は影響を与えることなく促進している可能性を示唆しているものと考えられる。

他の天然物由来化合物の例として、レスべラトロールもまた、筋芽細胞の増殖、

筋合成を制御することが報告されている (Montesano A et al, 2013)。レスべラトロ



81 
 

ールは、特定の細胞周期制御因子や筋合成制御因子の発現に影響を及ぼすこと

で、筋芽細胞の分化制御に関与している。α-マンゴスチン処理が通常の筋芽細胞

分化における細胞周期制御に関わる遺伝子群の発現に影響を与えていないとい

う本章の結果を考慮すると、α-マンゴスチン処理による筋芽細胞の分化促進と筋

管形成の亢進は、レスべラトロールにより制御を受ける経路とは異なる制御系

を介して引き起こされている可能性がある。 

興味深いことに、BMP signaling pathway の遺伝子群の発現が α-マンゴスチン

処理された細胞で上昇していた。BMP は TGF-β スーパーファミリーの中でさら

に 3 つに分類されるサブファミリーのうちの 1 つに属しており、ラットの筋に

注入することで骨形成を誘導する因子として初めて同定された  (Urist MR, 

1965)。こうした BMP の骨形成能については、現在までに C2C12 細胞を用いて

広く研究されており、BMP で刺激した C2C12 細胞は筋ではなく、骨芽細胞へと

分化することが報告されている (Katagiri T et al, 1994)。したがって、BMP 経路

の活性化は筋芽細胞の分化経路を骨芽細胞の分化経路へとシフトさせ、骨格筋

量の維持という観点から見ると、マイナスの影響を及ぼす可能性が考えられる。

今回の解析では、BMP signaling pathway の遺伝子リストの中に BMP 経路の阻害

因子である repulsive guidance molecule family member B (RGMB) と follistatinが認

められた (Fig.4-5)。RGMB は C2C12 筋芽細胞において BMP 経路を阻害してい

ることが (Kanomata K et al, 2009)、follistatin は BMP と直接結合することにより

その活性を抑制していること (Iemura S et al, 1998) が、それぞれ報告されている。

このことから、α-マンゴスチンは BMP signaling pathway を阻害するように遺伝

子発現を調節し、筋分化促進作用を発揮している可能性が考えられる。 

α-マンゴスチンによる筋分化促進には、ミオスタチン経路が関与している可能

性も考えられる。ミオスタチンは主として骨格筋に発現が認められており、哺

乳類において、ミオスタチン経路が負に制御されることで骨格筋重量が増大す

ることが報告されている (Clop A et al, 2006; McPherron AC et al, 1997)。また、健

常人では血清ミオスタチン量と骨格筋量に逆相関が認められること 

(Gonzalez-Cadavid NF et al, 1998)、高齢者では血清ミオスタチン量が高くなって
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いること (Szulc P et al, 2012) も報告されている。こうした知見から、ミオスタ

チンの発現や機能、シグナル経路の阻害は骨格筋量減少に対する治療手段とし

て有望であると考えられている (Liu CM et al, 2008; Dumonceaux J et al, 2010)。本

章の DNA マイクロアレイ解析及びリアルタイム定量 PCR の結果から、ミオス

タチンインヒビターである titin-cap と follistatin の発現が α-マンゴスチン処理を

行った細胞において上昇していることが確認された (Fig. 4-5, Fig.4-7)。これらの

発現上昇は、α-マンゴスチン処理により発現上昇が認められた 213 個の遺伝子の

うちに含まれる、転写調節因子の働きにより誘導されているものと推察される。

titin-cap の 5’上流域には myocyte enhancer factor 2 (MEF2) 結合領域が存在し、

myogenic regulatory factors (MRFs) に属するmyogeninやMyoDにより発現が上昇

することが報告されている (Zhang S et al, 2011) が、興味深いことに、α-マンゴ

スチン処理により発現上昇が認められた遺伝子の中に myogenin や MyoD といっ

た MRFs は認められなかった一方で、濃縮が認められた term には含まれていな

いものの、MEF2A や MEF2C といった MEF2 ファミリーに属する転写因子が認

められた (data not shown)。MEF2 ファミリーに属する転写因子は MRFs と同様、

骨格筋分化時の様々な転写調節イベントで重要な役割を果たしていると考えら

れている (Gossett LA et al, 1989) が、それ自体を繊維芽細胞にトランスフェクシ

ョンしても骨格筋の合成を誘発せず、MRFs と共存することによって骨格筋合成

を非常に強く誘導することが報告されている (Molkentin JD et al, 1995) 。これら

の報告を考慮すると、α-マンゴスチン処理によって発現上昇した MEF2A、

MEF2C が、骨格筋分化に伴い発現してくる MRFs と協調的に働くことによって

titin-cap の強い発現上昇が誘導されたものと推察される。一方、follistatin はその

5’上流域に TCF/LEF1 binding elements (TBEs) を持ち、TBE に β-catenin/TCF4 転

写因子複合体が結合することにより発現が亢進することが報告されている 

(Han XH et al, 2014)。α-マンゴスチン処理によって発現増加が認められた遺伝子

群には、濃縮が認められた term には含まれていないものの、TCF4 も含まれてお

り (data not shown)、これによる転写調節が follistatin の発現上昇に寄与している

ものと推察される。 
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この結果は、α-マンゴスチンがミオスタチン経路を阻害することにより、骨格

筋の発達を促す可能性を示唆するものであると考えられる。本章で実施した試

験系において、実際にミオスタチンによる骨格筋減少作用が発揮されているの

かについては評価を行っていないため、上記の可能性は推論の域を出ないが、

今後、ミオスタチンの一過性のノックダウンや、ミオスタチン中和抗体を用い

て検証することにより、ミオスタチン経路阻害の寄与について明らかとしたい。

ここで言及したミオスタチンと、上述した BMP はともに TGF-β スーパーファミ

リーに属していることから、α-マンゴスチンは TGF-β スーパーファミリーのシ

グナル経路を制御することにより、C2C12 細胞の骨格筋合成プロセスに影響を

与えているのではないかと考えられる。 

本章の結果から、α-マンゴスチンは骨格筋構成因子の発現を亢進することによ

り C2C12 筋芽細胞の分化を促進すること、及び、筋管形成を亢進させることが

示唆された。また、DNA マイクロアレイ解析の結果から、TGF-β スーパーファ

ミリーに属する BMP 経路の阻害、及びミオスタチン経路の阻害を介して筋管の

形成を促していることが示唆された (Fig.4-8)。これらの生理活性は、今までに

検証されてきた、抗炎症作用をはじめとした α-マンゴスチンの生理活性とは全

く異なるものであり、α-マンゴスチンをはじめとしたキサントン類を含むマンゴ

スチンの新たな機能性、及び用途開発の端緒となり得る知見であると考えられ

る。α-マンゴスチンを経口摂取した際のバイオアベイラビリティや、生体内での

代謝、及び、α-マンゴスチン以外のキサントン類の生理活性の検証は、上述した

応用面を進める上での今後の課題として重要であり、さらなる検討が望まれる。 
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Fig.4-1  α-マンゴスチンが C2C12 細胞の筋管への分化に及ぼす影響 

A. C2C12 細胞が筋管へと分化する際に α-マンゴスチンが及ぼす影響を評価した。C2C12

細胞を分化させる過程で α-マンゴスチンを 5 μM で作用させ、分化誘導 4 日後の細胞の様子

を顕微鏡下で写真撮影した。  

control
50 μm

A

50 μm

α-mangostin 5 μM
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Fig.4-1  α-マンゴスチンが C2C12 細胞の筋管への分化に及ぼす影響 

B. C2C12 細胞が筋管へと分化する際に α-マンゴスチンが及ぼす影響を評価した。C2C12

細胞を分化させる過程で α-マンゴスチンを 5 μM で作用させ、分化誘導 4 日後の Myl2 の遺

伝子発現を定量 RT-PCR により測定した。  
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Fig.4-2  qFARMSにより正規化したDNAマイクロアレイデータの階層的

クラスターデンドログラム 

DNAマイクロアレイチップをスキャンして得られた生データを qFARMSにより正規化し、

階層的クラスタリングを行った。C_1- _3 はコントロール群、M_1- _3 は α-マンゴスチン群

を示す。  



87 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-3  発現上昇が認められた遺伝子群に対する 

gene functional enrichment analysis の結果 

α-マンゴスチンにより有意に発現上昇が認められた 213 遺伝子の中で、有意に濃縮されて

いる GO term を A. metabolic process、B. cellular process について階層状に表記した。最下層

に位置する term の p-value は網かけ表記した。  

Multicellular organismal process 
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Fig.4-4  発現低下が認められた遺伝子群に対する 

gene functional enrichment analysis の結果 (biological process) 

α-マンゴスチンにより有意に発現低下が認められた 375 遺伝子の中で、有意に濃縮されて

いる、biological process の最下層に位置する GO term を表記した。  

6.69E-03
3.73E-03
2.20E-03
1.24E-02
1.82E-04
1.64E-02
5.98E-04
3.52E-02
3.34E-02
1.83E-03
4.42E-03
7.63E-03
1.99E-02
2.47E-02
3.58E-02
1.05E-02
3.12E-02
1.19E-03
3.98E-02
3.09E-06
3.77E-02
1.15E-02
9.30E-03
4.49E-02
3.77E-02
5.40E-04
4.40E-03
4.91E-02
2.44E-02
2.38E-02

Lung development 
Blood vessel development 
Tissue remodeling 
Regulation of blood vessel size
Antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class I
Positive regulation of cell-substrate adhesion
Collagen fibril organization
Positive regulation of cell migration
Sulfur metabolic process
Oxidation reduction
Collagen catabolic process
Response to oxidative stress
Response to toxin
Inflammatory response
Response to hypoxia
Cholesterol biosynthetic process
Prostaglandin metabolic process
L-serine biosynthetic process
10-formyltetrahydrofolate catabolic process
Cellular ketone metabolic process
Regulation of epithelial cell proliferation
Single fertilization
Lysosome organization
Response to gamma radiation
Glycosaminoglycan metabolic process
Amine biosynthetic process
Cellular amine metabolic process
Regulation of cytoskeleton organization
Cellular carbohydrate biosynthetic process
Response to estrogen stimulus

GO:0030324
GO:0001568
GO:0048771
GO:0050880
GO:0002474
GO:0010811
GO:0030199
GO:0030335
GO:0006790
GO:0055114
GO:0030574
GO:0006979
GO:0009636
GO:0006954
GO:0001666
GO:0006695
GO:0006693
GO:0006564
GO:0009258
GO:0042180
GO:0050678
GO:0007338
GO:0007040
GO:0010332
GO:0030203
GO:0009309
GO:0044106
GO:0051493
GO:0034637
GO:0043627

GO-ID GO term modified Fisher Exact P-Value

A



89 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4-4  発現低下が認められた遺伝子群に対する 

gene functional enrichment analysis の結果 (cellular component) 

α-マンゴスチンにより有意に発現低下が認められた 375 遺伝子の中で、有意に濃縮されて

いる GO term を cellular component について階層状に表記した。最下層に位置する term の

p-value は網かけ表記した。   
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Fig.4-5  骨格筋への分化、骨格筋構成因子に関わる term 

に含まれる遺伝子 

発現上昇が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、骨格筋への分化、骨格筋構成

因子に関わる term に含まれる遺伝子を示した。  
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serine/threonine kinase 17b (apoptosis-inducing)

1436737_a_at sorbin and SH3 domain containing 1
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CD24a antigen
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sarcoplasmic reticulum
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1426144_x_at
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Fig.4-6  細胞外骨格や細胞接着に関わる term に含まれる遺伝子 

発現低下が認められた遺伝子中に有意に濃縮されていた、細胞外骨格や細胞接着に関わ

る term に含まれる遺伝子を示した。  

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

fibrillar collagen

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

extracellular space

AFFYMETRIX_3PRIME_IVT_ID Gene Name

focal adhesion

1423110_at, 1450857_a_at collagen, type I, alpha 2

1427884_at, 1427883_a_at collagen, type III, alpha 1

1419703_at collagen, type V, alpha 3
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1426238_at bone morphogenetic protein 1
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1417574_at, 1448823_at chemokine (C-X-C motif) ligand 12

1424131_at collagen, type VI, alpha 3
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ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1

1448613_at extracellular matrix protein 1
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1425357_a_at gremlin 1

1418949_at growth differentiation factor 15

1454159_a_at insulin-like growth factor binding protein 2

1437405_a_at insulin-like growth factor binding protein 4

1416676_at kininogen 1

1421821_at low density lipoprotein receptor

1448228_at lysyl oxidase

1418269_at lysyl oxidase-like 3

1425985_s_at, 1438602_s_at mannan-binding lectin serine peptidase 1

1439364_a_at, 1416136_at matrix metallopeptidase 2

1420911_a_at milk fat globule-EGF factor 8 protein

1416168_at serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade F, member 1

1416625_at serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade G, member 1

1417633_at superoxide dismutase 3, extracellular

1450377_at, 1460302_at thrombospondin 1; similar to thrombospondin 1

1434465_x_at very low density lipoprotein receptor

1450070_s_at p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1

1456135_s_at paxillin

1455333_at tensin 3

1452264_at tensin like C1 domain-containing phosphatase

1460378_a_at testis derived transcript
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Fig.4-7  α-マンゴスチンがミオスタチン阻害因子の発現に及ぼす影響 

C2C12 細胞が筋管へと分化する際に α-マンゴスチンがミオスタチン阻害因子の発現に及

ぼす影響を評価した。C2C12 細胞を分化させる過程で α-マンゴスチンを 5 μM で作用させ、

分化誘導 4 日後の titin-cap 及び follistatin の遺伝子発現を定量 RT-PCR により測定した。 
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Fig.4-8  α-マンゴスチンが筋管分化に及ぼす影響 

α-マンゴスチンは筋分化に関与する遺伝子群や骨格筋の構成因子の発現を上昇させる

一方で、細胞外骨格や細胞接着に関与する遺伝子群の発現を低下させ、筋分化中の遺伝子

発現バランスを、より分化の進んだ状態にシフトさせるように調節していると考えられる。

また、骨格筋萎縮に関わるミオスタチンの阻害因子の発現を上昇させることで、骨格筋萎

縮への抵抗性を同時に付与しており、これらが複合的に作用して Fig.4-1 で認められたよう

な筋管の発達が促されたものと推察される。  
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第 5 章 

総合討論 
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本研究は、超高齢社会を迎えようとしている日本において、代謝性疾病のリ

スクに対し、食の機能性を活用してその低減に向けて介入することが、医療費

増大などの社会的負担を抑制しながら一定の効果が期待できるアプローチへと

つながるのではないかという期待の下、メタボリックシンドロームやロコモテ

ィブシンドロームなどの代謝性疾病リスクのコントロールに関わる機能性に着

目し、それらの機能性を発揮するポテンシャルの期待できる食素材の機能解析

を行った。第 2 章ではトマトに含まれるナリンゲニンカルコンについて、脂肪

組織の構成要素たる脂肪細胞の機能に及ぼす影響に焦点を当て、その作用を検

証した。分化過程の脂肪細胞にナリンゲニンカルコンを作用させることで、ア

ディポネクチンのパラクライン経路を活性化させ、同時に、ミトコンドリア関

連遺伝子群をはじめとした、エネルギー代謝に関わる遺伝子の発現を亢進する

ことにより、脂肪細胞の代謝機能や、インスリン感受性を高めることが示唆さ

れた (Horiba T et al, 2010)。第 3 章ではユズ種子に含まれるオバクノンについて、

肥満・2 型糖尿病モデルマウスに経口摂取させたときの影響を検討し、糖代謝の

改善作用や骨格筋重量の増加作用、脂肪蓄積抑制作用を示すことを確認した。

また、これらの作用は、胆汁酸受容体として知られる TGR5 の活性化、及び、

脂質代謝のマスターレギュレーターである PPARγ のアンタゴナイズを介して発

揮されている可能性が示唆された (Horiba T et al, 2015)。第 4 章ではマンゴスチ

ン果皮に含まれる α-マンゴスチンが筋芽細胞の分化に及ぼす影響について検討

し、筋芽細胞からの筋管形成・分化を促進することを確認するとともに、ミオ

スタチンをはじめとした TGFβ スーパーファミリーのシグナル経路を制御する

ことによって筋合成プロセスに影響を与えていることを明らかとした (Horiba 

T et al, 2014)。本章では、これらを含む食品の機能を活かした代謝性疾病のリス

ク低減に向けた今後のアプローチについて述べる。 

第 2 章で脂肪細胞の代謝プロファイルに及ぼす影響を検討したナリンゲニン

カルコンは、日本で主に生食用とされているピンク系トマトにはほとんど含ま

れず、加工用に用いられている赤系トマトのトマト果皮に主に蓄積し (Horiba T 

et al, 2010)、その他の部位にはほとんど蓄積が認められない。ナリンゲニンカル
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コンは、フラボノイド類の生合成経路において、カルコンイソメラーゼにより

ナリンゲニンに変換され、各種フラボノイドへと代謝されてゆく際の中間体と

して存在している (Fig.5-1)。このため、トマト中にはナリンゲニンカルコンだ

けでなく、ナリンゲニンや、フラボノイド類が多量に含まれている (Stewart AJ et 

al, 2000)。ナリンゲニンは、トマト以外の植物体、例えば柑橘由来のものは一般

的に配糖体のナリンジンとして存在しているのに対し、トマトに含まれるもの

はアグリコンのナリンゲニンとして存在しているのが大きな特徴であり、ヒト

における吸収がトマトペーストを経口摂取させる試験により確認されている 

(Bugianesi R et al, 2002)。この報告では、同じくトマトペースト中に含まれるフ

ラボノイド配糖体であるルチンの吸収も合わせて評価しているが、ナリンゲニ

ンと同等以上の含量であるにも関わらず、ルチン及び代謝産物のケルセチンの

血中での検出は認められておらず、アグリコンの形態で植物体内に存在してい

ることが、経口摂取した時の優れたバイオアベイラビリティにつながっている

ことが示唆される。このことから、ある種のトマトペーストのような、果皮を

含んだトマト加工品を摂取することによって、ナリンゲニン、及びその前駆体

であるナリンゲニンカルコンのアグリコンが体内に吸収され、機能発現が期待

できるものと考えられる。トマトの日常的な摂取は代謝性疾病や発ガンのリス

ク低減に寄与することが示唆されているが  (Pandey DK et al, 1995; 

Canene-Adams K et al, 2005)、果皮を含むトマト加工品を積極的に摂取することは、

本研究で新たにその機能性が明らかになったナリンゲニンカルコンの摂取につ

ながり、ナリンゲニンをはじめとしたその他のフラボノイドとともに機能する

ことによって、トマト摂取により得られるヘルスベネフィットをより確かなも

のとすることができるものと期待される。 

第 3 章で機能解析を実施したリモノイド類を豊富に含む柑橘類は、栄養価に

優れるだけでなく、フラボノイド、カロテノイド、クマリンなどといった多様

な生理活性物質に富む上に、特徴的な味、香りを示し、世界中の食卓で広く親

しまれている。柑橘の果汁が搾汁後、遅れて苦みを呈するようになる delayed 

bitterness という現象は、特にオレンジやレモン、グレープフルーツなど、主要
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な柑橘の加工・利用を考える上で大きな問題となっている。この delayed 

bitterness は、柑橘におけるリモノイド生合成経路 (Fig.5-2) における中間体で

ある、limonate A-ring lactone がリモノイドアグリコンであるリモニンへと変

換され、リモニンが苦味を呈することが原因であると推察されている (Roy A 

and Saraf S, 2006)。一方、柑橘中のリモノイドアグリコンは、成熟が進むにつれ

てリモノイドグルコシルトランスフェラーゼの作用により糖を付加され、無味

で水溶性のリモノイド配糖体へと変換されることが明らかとなっており、これ

が、成熟により柑橘類の苦味が低減する理由であると考えられている (Roy A 

and Saraf S, 2006)。このように、柑橘中のリモノイドアグリコン‐配糖体の存在

比は、その呈味性に大きく影響を与え、食品としての美味しさという観点から

評価した際の商業的価値に深く関わる要素であると考えられる。第 3 章の考察

に記したとおり、リモノイド配糖体は、アグリコンとは発揮する機能性が異な

る可能性が高いと考えられ、オバクノンの糖・脂質代謝改善作用や、骨格筋の

増量作用をはじめとした代謝疾病リスク低減の機能性を期待するには、アグリ

コンの比率が高い状態で摂取することが望ましいと考えられる。その一方で、

上述したような食品の美味しさや、水溶性などの加工特性を考慮すると、配糖

体の比率が高い状態の方が望ましいと考えられ、美味しさや利用上の利便性と、

機能性のバランスがとれるような柑橘類のアプリケーション提案が、その機能

性を活用した健康維持・疾病リスク低減の恩恵を社会にスムーズに還元する上

で重要になってくると思われる。ヒトにおけるリモノイド配糖体の経口摂取時

の挙動を検討した報告 (Manners GD et al, 2003) において、摂取した配糖体はア

グリコンとなって血中で検出されていたが、これは多くのポリフェノール配糖

体が吸収される時のプロセス、即ち、ナトリウム依存性グルコーストランスポ

ーター1 (SGLT1) による細胞内への取り込みの後、細胞内 β グルコシダーゼによ

り加水分解を受ける、あるいは、腸管表面のラクターゼフロリジンハイドロラ

ーゼにより加水分解を受けることにより生じたアグリコンが単純拡散により吸

収されるプロセスと同様の形で吸収されている可能性が高いと考えられる。こ

こで見たように、ポリフェノール配糖体の吸収プロセスには腸管内での代謝が
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深く関与しているが、腸管内での代謝には上述の酵素反応のみならず、腸内細

菌叢も影響を及ぼすことが知られている。例えば、ダイゼイン配糖体であるダ

イジンは、腸内細菌叢による代謝を受け、エクオールと呼ばれる、生理活性の

高い化合物へと変換されることが報告されている (Bowey E et al, 2003)。このこ

とから、腸内細菌叢のバランスを調節することは、配糖体の形で摂取したリモ

ノイドをアグリコンへと変換する効率を上昇させ、生体利用率向上や、より効

果的な機能発現を可能にするための有効なアプローチになる可能性があると考

えられる。 

マンゴスチンは日本では生食用としての歴史が浅く、なじみ深い食品とは言

い難いが、東南アジアでは広く生食されているほか、伝統薬としても用いられ

ており、欧米ではキサントン類の抗酸化作用に着目したサプリメントとしての

用途が拡大している。本研究で着目した、マンゴスチン中の主要なキサントン

である α-マンゴスチンは、ポリフェノール類のなかでも高度にプレニル化され

ているという点でユニークな存在であるといえる。プレニル化されたポリフェ

ノールには様々な生理活性を有するものが報告されており、イカリチンが細胞

周期の進行を阻止することによりガン細胞の成長を阻害する (Huang X et al, 

2007) ほか、ルテオリンがプレニル化を受けることでチロシナーゼ活性が増強さ

れ、メラニン生成が阻害されること (Arung ET et al, 2010) や、プレニル化され

たナリンゲニンではエストロゲン様活性が増強されること (Kretzschmar G et al, 

2010)、及び、骨格筋萎縮を予防する効果を発揮すること (Mukai R et al, 2012) が

報告されている。興味深いことに、プレニル化を受けたフラボノイド類は、プ

レニル基の高い疎水性ゆえ、プレニル化を受けていないものに比べ、細胞の脂

質 2 重膜とより強く相互作用することが示唆されており (Hendrich AB et al, 

2002)、それが生理活性の発現に影響を及ぼしているものと推察される。プレニ

ル化を受けたナリンゲニンやケルセチンは、結腸細胞から血流への移行が非プ

レニル時に比べ低下するため、摂取直後の血中濃度は低くなるものの、細胞か

らの排出速度もまた非プレニル化時より低下するため、結果として組織に蓄積

されやすく、長期にわたり比較低濃度で血中に存在することが示唆されている 
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(Mukai R et al, 2012; Mukai R et al, 2013)。本研究では α-マンゴスチンが筋芽細胞

において、骨格筋構成因子の発現亢進によって筋管形成を亢進させることを明

らかとしたが、こうした生理活性の発現には、上述したプレニル基の特性によ

り、α-マンゴスチンが細胞と相互作用しやすくなっていることが寄与している可

能性がある。α-マンゴスチンに次いでマンゴスチンに多く含まれる主要なキサン

トンである γ-マンゴスチンもまた α-マンゴスチンと同様にプレニル化されてお

り、細胞に対する挙動や生理活性が類似していることが予想される。この 2 種

はマンゴスチンに含まれるキサントンの大部分を占めており (α-マンゴスチン

と γ-マンゴスチンの比率はばらつきが認められるものの 4:1 程度である) 、マン

ゴスチンを定期的に食することにより、組織で長期間作用すると考えられるキ

サントンを効率よく摂取できることが期待される。プレニル化された生理活性

物質は、上述したような性質のため機能発現の点で有利であると考えられるが、

同時に、過剰な蓄積による副作用の潜在的なリスクも高くなる可能性も考えら

れる。マンゴスチンは、東南アジアを中心とした地域において食経験は長く、

通常の摂取の範囲内においては重篤な副作用の心配は少ないと考えられるが、

本研究で新たに明らかとなった筋管形成促進作用をはじめとした、様々なヘル

スベネフィットを期待して積極的に摂取をするケースを考えると、過剰な摂取

により体内の特定部位への蓄積が起こらないか、また、それに起因する副作用

が生じないかなどの安全性について十分に検討を進めることが必須課題であろ

う。 

ここまで、本研究で新たに食の 3 次機能を見出した機能性成分について述べ

たが、表現型として現れる機能性に一部重複する可能性のある部分や、逆に競

合する可能性が考えられる部分が認められた。例えば、第 4 章の結果から示唆

された α-マンゴスチンによる骨格筋分化促進、筋管形成促進作用は、骨格筋重

量の視点から見れば、第 3 章の検討で認められたオバクノンによる骨格筋増量

作用と同じ表現型が期待される機能ということができる。オバクノンは、TGR5

の活性化を介したシグナルの影響により骨格筋増量作用を示している可能性が

あることを第 3 章にて考察したが、一方で、第 4 章で実施した C2C12 細胞を用
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いた試験系では、オバクノンは骨格筋の分化促進や筋管形成の促進作用を示さ

ないことを予備的な検討にて確認しており (data not shown)、オバクノンと α-マ

ンゴスチンは異なる作用機序で骨格筋増量作用を示す可能性が高いと考えられ

る。このような場合には、お互いの成分を組み合わせて摂取することによって

相加、あるいは相乗作用が発揮され、単一の成分だけでは期待できない、より

多くのヘルスベネフィットを享受できる可能性が考えられる。これとは逆に、

機能性成分の作用が競合する可能性が考えられる例の一つとして、PPARγ に対

する作用が挙げられる。第 2 章においてナリンゲニンカルコンは脂肪細胞のア

ディポネクチン分泌・発現を亢進することを確認し、その作用機序の一部は

PPARγ の転写活性化を介したものであることが示唆されたが、第 3 章において、

オバクノンは逆に PPARγ をアンタゴナイズすることで脂肪蓄積を抑制している

ことが確認された。PPARγ のアゴニストはアディポネクチン分泌の亢進などを

介してインスリン抵抗性を改善すると考えられていることは既に述べたが、近

年になり、この作用は PPARγ のアゴニスト活性そのものより、cyclin-dependent 

kinase 5 (Cdk5) による PPARγ Ser273 のリン酸化阻害の寄与が大きいことが報告

された(Choi JH et al, 2010; Choi JH et al, 2011)。第 2 章で認められたナリンゲニン

カルコンの機能性も、上記のメカニズムと同様に、ナリンゲニンカルコンの

PPARγ アゴニスト活性そのものが寄与しているのではなく、PPARγ Ser273 のリ

ン酸化阻害を介して発揮されているのであるとするならば、PPARγ をアンタゴ

ナイズするオバクノンとは必ずしも競合するわけでない可能性も考えられる。

これらの例のような、複数の機能性成分を組み合わせて摂取した際の作用の重

複・競合の影響を明らかにするためにも、さらに作用機序の解析を深めること

が肝要であると考えられる。作用機序解析の深耕によって機能性成分の相互作

用についての知見を蓄積し、安全性、有効性の両面に配慮した適切な摂取につ

なげることが期待される。 

本研究で取り上げた成分を疾病のリスク低減が期待できるように通常の食生

活から継続的に摂取することは、全体の栄養バランスや嗜好性など、食に求め

られる1次、2次機能やコストまでをも鑑みると現実的に難しい点が少なくない。
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通常の食生活の中でこうした機能性成分を無理なく継続的に摂取できるような

施策を模索していくことの重要性は今後ますます大きくなるものと考えられる。

本研究で対象とした機能性成分について見ると、ナリンゲニンカルコンが蓄積

されるトマト果皮などの搾汁粕は、一般的にはトマトジュースなどのトマト加

工品の製造時、搾汁の過程において果実の約 1～5%程度相当が発生する。ユズ

をはじめとした香酸柑橘はリモノイドアグリコンを多量に含む種子、果皮の割

合がその他の柑橘に比べて多く、搾汁後大量に生じる種子や果皮の処理負担は、

産業上の課題の一つになっている。マンゴスチンの外殻部の果皮は食用とされ

る果肉部より多量のキサントンを含むが、ジュースなどへの加工の際に廃棄さ

れている。このように、現在は産業上利用されていないが、機能性成分を多量

に含むものを機能性食素材のソースとして活用することで、疾病リスク低減の

観点から見ても費用対効果が高く、より実効性のある社会への還元策の一つに

なりうるのではないかと考えられる。実際にトマト果皮の抽出物を主成分とし

たサプリメントは既に上市されており、こうした食の 3 次機能性成分の有用性

を還元してゆく動きは、今後より活発になることが期待される。一方で、今ま

での食の 3 次機能研究においては、１つの機能性成分について、ヒトでの臨床

試験を多数実施し、その有効性のエビデンスを積み重ねるというアプローチは、

ヒト臨床試験の実施が経済的に大きな負担を伴うという側面があることも手伝

って、動物を用いた基礎的検討と比較し、手薄であった。しかし、最終的な 3

次機能性の有用性評価のためには、ヒトでのエビデンス蓄積は必須であると考

えられる。本研究で対象とした機能性成分についても、ヒトでのエビデンス蓄

積は今後の重要課題の一つであると認識している。今後、食の 3 次機能につい

て、作用メカニズムをはじめとした機能性についての基礎的知見とともに、ヒ

トでのエビデンス蓄積がさらに精力的に推進され、到来がせまる超高齢社会に

おける疾病リスク低減策として、より実効性のある選択肢の一つとなることが

期待される。 
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Fig.5-1  フラボノイド生合成経路 

植物体内でのフラボノイド生合成経路。フェニルアラニンを起点として、4-クマル酸を経

由し、カルコンシンターゼによりナリンゲニンカルコンが合成される。ナリンゲニンカル

コンはカルコンイソメラーゼによりナリンゲニンへと変換され、これがさらにフラボン、

フラバノール、フラボノールやアントシアニジンなどへと代謝されていく。  
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Fig.5-2  リモノイド生合成経路 

柑橘におけるリモノイド生合成経路の一部。スクアレンの酸化によりリモノイド骨格を

有する化合物が生合成される。柑橘の成熟が進むにつれ、各リモノイドアグリコンは水溶

性で無味のリモノイド配糖体へと変換されてゆくが、柑橘中の limonate A ring lactone が経時

的に limonin に変換されてゆくことにより delayed bitterness が発生し、柑橘類の味を損なう

原因となっている。  
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論文内容の要旨 

 

論文題目 代謝性疾病リスク低減への応用を目指した食品成分の機能解析 

氏  名 堀場 太郎 

 

 

健康状態を示す包括的指標のひとつとして考えられる平均寿命は、日本にお

いて、感染症の激減と、生活習慣病の増加といった疾病構造の変化を背景とし

て戦後急速に延伸し、世界トップクラスの水準を維持している。平均寿命が延

伸する一方で、出生率は低下することで高齢化が進展し、高齢化にともなって

発症する疾病、機能障害の増大に対する社会的負担が極めて大きくなってゆく

であろうことが懸念されている。このような高齢化に伴う疾病や機能障害によ

る社会的負担を軽減するためには、個人が継続的に生活習慣を改善することで

積極的に健康を増進してゆくことが肝要であると考えられ、生活習慣改善の一

環として「食」が寄与するところは大きいと考えられる。食の機能性の中でも、

健康維持・疾病リスク低減に関わる 3 次機能は、薬剤に比べて単回での摂取に

おける効果が大きくなくとも、毎日の食事の積み重ねにより機能発現すること

が期待できることから、これを活用した健康維持・疾病リスクの低減は、上記

のような個人の生活習慣・行動変容を介した生活習慣病や高齢化に伴う機能障

害の予防・改善策として有力なアプローチの一つとなることが期待される。中

でも、脳血管疾患や高血圧性疾患などの生活習慣病や代謝性疾病は推計患者数

が多く、要介護となる原因としても大きな割合を占めており、疾病リスクコン

トロールによる社会的負担軽減を考える上で主要なターゲットとして考える必

要がある。 

そこで、本研究では、メタボリックシンドローム、ロコモティブシンドロー

ムをはじめとした代謝性疾病リスクのコントロールに関わる食の機能性に着目

し、その機能を発揮しうる食素材として、トマトに含まれるフラボノイドのナ

リンゲニンカルコン、ユズ種子に含まれるリモノイドのオバクノン、マンゴス
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チン果皮に含まれるキサントンのα-マンゴスチンに着目し、それらの機能解析を

行うこととした。 

 

トマト果皮に含まれるナリンゲニンカルコンによる脂肪細胞代謝プロファイル

調節機能 

ナリンゲニンカルコンはトマトの果皮に蓄積が認められるフラボノイド類の

一種で、炎症性サイトカインの産生抑制作用を示すことが報告されている。脂

肪組織における慢性的な炎症が冠動脈性心疾患などの代謝性疾病リスクと密接

に関連しているという近年の知見から、ナリンゲニンカルコンが脂肪組織にお

いて上述の炎症性サイトカインを含むアディポサイトカイン分泌調節を介し、

その機能を調節している可能性が考えられるが、ナリンゲニンカルコンが脂肪

組織に及ぼす代謝への影響などの詳細は今まで不明であった。そこで、ナリン

ゲニンカルコンが脂肪組織の構成単位である脂肪細胞において、アディポサイ

トカイン分泌を含む代謝制御プロセスに及ぼす影響を明らかとすることを目的

として検討を行った。 

3T3-L1 前駆脂肪細胞をナリンゲニンカルコンの存在下で脂肪細胞へと 8 日間

分化させたところ、濃度依存的なアディポネクチンの遺伝子発現、分泌の亢進

が認められた。レポータージーンアッセイによる検討の結果、ナリンゲニンカ

ルコンは PPARγ の転写活性を上昇させることによりアディポネクチンの転写を

亢進していることが示された。 

ナリンゲニンカルコン存在下で脂肪細胞へと分化させた脂肪細胞と、非存在

下で分化させた脂肪細胞をサンプルとした DNA マイクロアレイ解析の結果、ナ

リンゲニンカルコンにより、エネルギー代謝に関わっている様々な遺伝子群の

発現が一斉に上昇する一方で、細胞接着や発生過程等の機能に関与する遺伝子

群の発現低下が認められることが明らかとなった。細胞接着に関連する遺伝子

群の発現は、PPARγ の活性化により低下することが報告されていることから、

これらの遺伝子発現変動は、ナリンゲニンカルコンが PPARγ による転写の活性

化により脂肪細胞の分化を促進させ、これに伴う細胞の形態変化 (繊維芽細胞か
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ら脂肪細胞への変化) がより促進されていることを反映した結果である可能性

が考えられた。また、エネルギー代謝に関わる遺伝子群の中でも、酸化的リン

酸化に関与する遺伝子群がナリンゲニンカルコン処理により発現上昇しており、

ナリンゲニンカルコンが、脂肪細胞におけるミトコンドリアの酸化的リン酸化

の活性化を介した、インスリン抵抗性改善作用を示す可能性が示唆された。 

さらに、DNAマイクロアレイ解析及びリアルタイム定量RT-PCRの結果から、

ナリンゲニンカルコンはアディポネクチンの遺伝子発現を亢進するのみならず、

その受容体である AdipoR2 の発現をも亢進しており、アディポネクチンのオー

トクライン/パラクライン作用を高めている可能性が示された。 

 

ユズ種子に含まれるオバクノンの肥満、高血糖改善作用 

オバクノンはリモノイド類に属する化合物であり、アグリコン、あるいは配

糖体の形で柑橘の種子に蓄積することが知られている。リモノイド類は抗ガン、

抗マラリア、抗菌作用など多様な生理活性を示すことが報告されているが、オ

バクノンが代謝性疾病に及ぼす影響について検討した報告はなく、その影響は

未知であった。そこで、肥満、2 型糖尿病モデル動物である KKAy マウスにユズ

種子由来のオバクノンを経口摂取させたときに発揮される機能性に着目して解

析を行った。 

肥満・2型糖尿病モデル動物であるKKAyマウスにコントロール食 (AIN-93G) 

及び0.1％オバクノン食を28日間ペアフィードにて摂取させたところ、体重には

両群間で有意な差が認められなかったものの、オバクノン摂取群で皮下脂肪及

び内臓脂肪組織重量比が有意に低くなっていること、大腿筋及び腓腹筋重量比

が有意に高くなっていることが確認された。血中パラメーターでは、オバクノ

ン摂取群で有意な随時血糖値とHbA1cの低下が認められ、こうした変化を反映す

るかのように、インスリンの低値傾向とGLP-1の高値傾向が認められた。さらに、

レポータージーンアッセイによる検討の結果、オバクノンはTGR5の転写活性を

上昇させること、及び、PPARγをアンタゴナイズすることが示され、合わせて、

オバクノンがPPARγリガンド存在下における脂肪細胞の分化に伴うトリグリセ
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ライド蓄積を抑制することが明らかとなった。これらの結果から、オバクノン

は、TGR5の転写活性化を介した糖・脂質代謝改善及び骨格筋重量増加作用と、

PPARγのアンタゴナイズを介した糖・脂質代謝改善作用を発揮している可能性が

示唆された。 

 

マンゴスチンに含まれるα-マンゴスチンの筋分化促進作用 

α-マンゴスチンはキサントン類に属するポリフェノールの一種である。東南ア

ジア原産の熱帯性常緑樹であるマンゴスチンの、特に果皮部に豊富に含まれて

いることが知られており、抗アポトーシス効果、抗腫瘍効果、抗炎症効果、抗

酸化効果など多様な生理活性を示すことが報告されている。しかし、上記以外

の生理活性、とりわけ、本研究の対象としている代謝性疾病に関わる機能性に

ついての研究報告はなく、骨格筋に及ぼす影響については不明であった。そこ

で、α-マンゴスチンが骨格筋分化に及ぼす影響を明らかにすることを目的とし、

C2C12細胞がα-マンゴスチン存在下で分化する際の遺伝子発現変動をDNAマイ

クロアレイにより解析した。 

C2C12 筋芽細胞を、α-マンゴスチン 5 μM 存在下で分化誘導し、誘導 4 日後ま

で分化させたところ、コントロール群の細胞に比べ、筋管の形成促進が認めら

れ、骨格筋合成のマーカー因子の一つである Myl2 の発現上昇が認められた。 

α-マンゴスチン存在下で分化させた筋管細胞と、非存在下で分化させた筋管細

胞をサンプルとした DNA マイクロアレイ解析の結果、筋分化に関与する遺伝子

群、骨格筋の構成因子に関わる遺伝子群の発現が α-マンゴスチン処理により一

斉に上昇しており、α-マンゴスチンによる筋管形成の促進を反映する結果が確認

された。一方で、細胞外骨格や接着に関与する遺伝子群の発現は低下しており、

骨格筋の分化、及び、それに伴って起こる細胞の形態変化への関わりが大きい

遺伝子群が α-マンゴスチンによる発現制御を受けていることが明らかとなった。

発現上昇の認められた遺伝子の中には、ミオスタチンの働きを阻害する titin-cap

と follistatin が認められ、リアルタイム定量 PCR によっても α-マンゴスチンによ

る発現上昇が確認された。ミオスタチンは骨格筋の成長を負に制御する機能が
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報告されていることから、α-マンゴスチンはミオスタチン経路を阻害することに

より、骨格筋の合成プロセスを促進し、筋管形成を促している可能性が推察さ

れた。 

以上、本研究で新たに食の 3 次機能を見出した機能性成分について概観した

が、これらの成分を疾病のリスク低減が期待できるように通常の食生活から継

続的に摂取することは、全体の栄養バランスや嗜好性など、食に求められる 1

次、2 次機能やコストまでをも鑑みると現実的に難しい点が少なくない。また、

ヒトでのエビデンス蓄積は今後の最重要課題の一つであろう。こうした課題の

解決に向けて検討を継続することにより、食の 3 次機能を活用した疾病リスク

低減が、費用対効果に優れ、より実効性のある選択肢の一つとなることが期待

される。 
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