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研究成果の概要（和文）：テオブロミンはカカオ豆由来のメチルキサンチン化合物である。テオブロミンを摂取
させたマウスにおいて脂肪重量の増加が抑制され、脂質形成に関与する遺伝子の発現が抑制された。3T3-L1細胞
を用いた実験から、テオブロミンはアデノシン受容体1(AR1)に結合すること、ユビキチンプロテアソーム系によ
るC/EBPβの分解を誘導することを見出した。さらにテオブロミンによるC/EBPβの分解誘導にはC/EBPβのSUMO
化が関与した。以上の結果から、テオブロミンはAR1を介してC/EBPβのSUMO化と分解を誘導することで、脂質形
成を抑制することが示された。

研究成果の概要（英文）：Theobromine is a methylxanthine derived from cacao beans. In this study, we 
aimed to clarify the molecular mechanisms of the anti-adipogenic effect of theobromine. Theobromine 
administration attenuated gains in adipose tissue weights in mice. In addition, theobromine 
suppressed expression of adipogenic-associated genes in mouse adipose tissue. we found that 
theobromine selectively interacts with adenosine receptor A1 (AR1) and induced degradation of C/EBP
β protein by the ubiquitin-proteasome pathway. Furthermore, theobromine increased sumoylation of 
C/EBPβ. These results indicate that theobromine suppresses adipocyte differentiation and induced 
C/EBPβ degradation by increasing its sumoylation, and suggest that the inhibition of AR1 signaling 
is important for theobromine-induced C/EBPβ degradation.

研究分野：農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
飽食の時代となった日本を含む先進国では、
過剰な栄養供給と運動不足から、体内に過剰
な脂肪を溜め込めこみ病態化した肥満症人
口が増加している問題がある。肥満症の予防
について機能性食品成分を用いた研究が広
く行なわれており、特に植物由来のポリフェ
ノールによる抑制効果が報告されている。し
かし、ポリフェノールは体内への吸収性に乏
しく、また消化管で抱合代謝を受け易いとい
うデメリットが存在する。そこで、消化管で
抱合化を受けにくい植物由来の非ポリフェ
ノール化合物であるメチルキサンチン誘導
体に着目し、脂肪細胞の肥大化を抑制する分
子機構を解明することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
(1)脂肪細胞の肥大化を抑制する分子機構の
解明 
研究代表者は、カカオ豆中のメチルキサンチ
ン誘導体（テオブロミン：3,7-ジメチルキサ
ンチン）【図１】が脂肪細胞の肥大化を抑制
すること、そして、テオブロミンが分化初期
の鍵因子である C/EBPβ のタンパク質レベル
を減少することを見出している。テオブロミ
ンは、非ポリフェノール化合物であり、生体
内で抱合代謝反応を受けないことから、培養
細胞での脂肪細胞の肥大化に対する抑制効
果は、動物個体レベルにも有効であることが
期待できる。しかし、その詳細な分子機構は
未だ不明である。また、肥満症の予防に対す
る食品成分の効果の研究は国際的に進んで
いるものの、脂肪細胞における食品成分の標
的分子の同定は遅延している。そこで、培養
細胞を用いて脂肪細胞におけるテオブロミ
ンの標的分子を同定することで、テオブロミ
ンによる C/EBPβ のタンパク質レベル減少の
詳細な分子機構を明らかにする。さらに、動
物個体においても、培養細胞と同じ分子機構
でテオブロミンが脂肪細胞の肥大化を抑制
するのかを検討する。 

(2)化学修飾による高機能化メチルキサンチ
ン誘導体の創製 
テオブロミンを含む各種メチルキサンチン
誘導体を用いて構造活性相関を解析するこ
とで、脂肪細胞の肥大化を抑制するテオブロ
ミンの活性部位を同定する。さらに、その解
析結果を発展させ、活性部位以外の部位に水
溶性の高い糖鎖を修飾することで水溶性、安
定性を向上させたメチルキサンチン誘導体

の創製に展開する。 
 
３．研究の方法 
(1)脂肪細胞の肥大化を抑制する分子機構の
解明 
①タンパク質分解経路の決定：予備実験で見
出しているテオブロミンによる C/EBPβ のタ
ンパク質レベルの減少の分子機構を解明す
る。テオブロミンは C/EBPβの mRNAレベル
には影響を示していないので、C/EBPβ のタ
ンパク質の分解に着目して解析する。方法と
してタンパク質分解（プロテアソーム、オー
トファジーなど）の阻害剤を使用してタンパ
ク質分解経路を検討し、その上流のシグナル
伝達系を明らかにする。 
②翻訳後修飾の検討：C/EBPβ は様々な翻訳
後修飾を受けることで、転写活性化や分解が
惹起される。そこで、テオブロミンによる
C/EBPβ の翻訳後修飾の変化を解析する。方
法として免疫沈降法や、C/EBPβ の組換え体
を用いてプルダウン法により C/EBPβ を単離
し、質量分析器により翻訳後修飾の変化を解
析する。さらに、C/EBPβ の組換え変異体を
作製することで、テオブロミンによって惹起
される翻訳後修飾部位を同定する。 
③標的分子の同定：脂肪細胞でのテオブロミ
ンの標的分子を探索する。方法として、アフ
ィニティ担体を結合させたテオブロミンと
3T3-L1細胞の抽出物とを混合し、結合タンパ
ク質を単離する。その後、質量分析器で同定
する。計画どおりに進まない場合の対応とし
て、テオブロミンと同じメチルキサンチン誘
導体であるテオフィリン及びカフェインの
標的分子であるアデノシン受容体（AR）がテ
オブロミンと結合するのかを検証する。 
④ノックダウン動物での効果の検証：③で同
定した標的分子（もしくは AR）を脂肪組織
（精巣上体周辺脂肪）特異的にノックダウン
させた雄性マウスを作製する【図２】。ノッ
クダウンマウスにテオブロミンを摂取させ、
テオブロミンによる脂肪蓄積抑制効果が解
除されるのかを検証する。 

(2)化学修飾による高付加価値を持つメチル
キサンチン化合物の創製 
①活性部位の同定：テオブロミンは、キサン
チン骨格の 3、7 位がメチル化した構造を持
つ。脂肪細胞の肥大化抑制に対するテオブロ
ミンの活性部位を同定する為に、メチル基の
結合箇所が異なるメチルキサンチン誘導体



を用いて、脂肪細胞の肥大化に対する効果を、
テオブロミンを指標として比較する。 
②化学修飾による高機能化：操作①で見出し
たメチルキサンチン化合物に化学修飾を施
すことで効果が変化するのかを解析する。 
 
４．研究成果 
(1)マウス線維芽細胞株（3T3-L1）をテオブロ
ミンの存在下で脂肪細胞へと分化させた結
果、脂肪細胞への分化初期に働く転写因子で
ある C/EBPβ の分解を亢進した。プルダウン
アッセイの結果から、テオブロミンは細胞膜
受容体であるアデノシン受容体 1（AR1）と
相互作用することが示され、AR1をノックダ
ウンすることで、テオブロミンによる脂肪滴
蓄積の減少と C/EBPβ の分解亢進は解除され
た。C/EBPβは SUMO化されることでユビキ
チンプロテアソーム系による分解が誘導さ
れる。テオブロミンは C/EBPβの SUMO化を
誘導し、AR1をノックダウンすることでテオ
ブロミンによる SUMO 化の亢進は解除され
た。雄性 ICRマウスにテオブロミンを 1週間
経口投与したところ、対照群と比較してテオ
ブロミン投与群では体重と生殖腺周辺脂肪
重量の増加が抑制された。さらに、雄性 ICR
マウスの生殖腺周辺脂肪組織の AR1 をノッ
クダウンした状態でテオブロミンを摂取さ
せた結果、テオブロミンによる脂肪重量の低
減効果は解除された。以上の結果をまとめる
とテオブロミンは AR1 を介して C/EBPβ の
SUMO 化を亢進することでタンパク質の分
解を誘導することが示され、それが脂質形成
の抑制に繋がっていると考えられる【図３】。
この結果は、テオブロミンが肥満を抑制する
化合物であるという発見だけでなく、メチル
キサンチン化合物が肥満を抑制することに
繋がる基礎的な情報である。メチルキサンチ
ン化合物は様々な薬剤のシード化合物であ
ることから、今後この情報を基に抗肥満薬剤
の開発という分野への波及が見込まれる。ま
た、AR1が脂質形成に重要であるという結果
から、AR1を標的分子とした肥満予防戦略へ
の展開が考えられ非常に食品分野内外にイ
ンパクトのある成果であると言える。 

 
(2)自然界に存在するメチルキサンチン化合
物であるカフェイン、テオフィリン、テオブ

ロミンで脂質蓄積に及ぼす影響を比較した
ところ、テオフィリンはテオブロミンよりも
低濃度で脂質蓄積を抑制した。一方、脂質蓄
積の抑制効果に関するカフェインの効果は、
テオブロミンと比較して非常に弱いことが
示された。テオブロミンのアミノ基にカルボ
ン酸を結合することを試みたが、収率及び安
定性が低かった。そこで、テオフィリンのア
ミノ基にカルボン酸を結合することを試み
た。その結果、テオフィリンの 7位のアミノ
基にカルボン酸を結合した（テオフィリン 7-
カルボン酸とする【図 4】）ことで水溶媒への
溶解性が向上しつつ、テオフィリンと同等の
脂質蓄積抑制効果が得られた。また、テオフ
ィリンとテオフィリン 7-カルボン酸は、脂肪
細胞においてグルココルチコイド受容体と
相互作用することが示された。さらに、脂質
蓄積の抑制だけでなく、脂肪細胞由来のサイ
トカインである IL-6 の産生を抑制すること
が示された。以上の結果から、テオブロミン
よりも強い脂質蓄積抑制効果を持つテオフ
ィリンを見出し、カルボン酸を付加すること
で水溶性を高めるといった高機能化化合物
を得た。 
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